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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
アデノウイルスファイバータンパク質を発現するアデノウイルスパッケージング細胞系で
あって、アデノウイルスファイバータンパク質をコードし、第１の異種プロモーターに操
作可能に結合したヌクレオチド配列を含む安定に統合された核酸配列（ここで、当該第１
の異種プロモーターは導入アデノウイルス（Ａｄ）２またはＡｄ５の３つにわかれたリー
ダー（ＴＰＬ）をコードするヌクレオチド配列を含む）およびアデノウイルスＥ４遺伝子
をコードする核酸に操作可能に結合した第２の安定に統合された異種プロモーターを含む
、パッケージング細胞系：
ここで、当該パッケージング細胞系は、３２．５℃の許容温度での２９３細胞によるウイ
ルス産生よりも２～３倍のレベルに、３９．５℃でウイルス産生を支持する。
【請求項２】
アデノウイルスＥ４遺伝子をコードするヌクレオチド配列が、Ａｄ５ゲノムのヌクレオチ
ド３２６６７～３５７８０によってコードされる、請求項１記載のパッケージング細胞系
。
【請求項３】
アデノウイルスファイバータンパク質をコードするヌクレオチド配列が、Ａｄ５ゲノムの
ヌクレオチド３１０４０～３２７９１を含む、請求項１記載のパッケージング細胞系。
【請求項４】
さらにウイルスベクターを含む、請求項２または３記載のパッケージング細胞系であって
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、当該細胞系において産生された前記ウイルスベクターが、下記制御タンパク質またはポ
リペプチド：Ｅ２Ａ、Ｅ２ＢもしくはＥ３の１つ以上をコードするＤＮＡ配列の欠失また
は変異を有する核酸配列を含み、当該欠失または変異が初期領域ポリペプチドの発現を阻
止し、そして当該パッケージング細胞系が欠失または変異制御タンパク質またはポリペプ
チドの機能を補っている、パッケージング細胞系。
【請求項５】
外来タンパク質、ポリペプチドまたはそのフラグメントの１つ以上をコードする外来ＤＮ
Ａ配列が任意の欠失部位に挿入されている、請求項４記載のパッケージング細胞系。
【請求項６】
外来ＤＮＡが、腫瘍抑制タンパク質またはその生物学的に活性なフラグメントをコードす
る、請求項５記載のパッケージング細胞系。
【請求項７】
外来ＤＮＡが、自殺タンパク質またはその生物学的に活性なフラグメントをコードする、
請求項５記載のパッケージング細胞系。

【発明の詳細な説明】
本発明は、NIH Grant No. HL 54352の下、米国政府の援助によりなされた。政府は本発明
に一定の権利を有する。
本発明は、遺伝子治療、特にアデノウイルス－べースの遺伝子治療に関する。特に、高キ
ャパシティーベクターの開発の促進に使用するための、新規パッケージング細胞系を記載
する。関連する組成物、キットとしての高キャパシティーアデノウイルスベクター、およ
び記載のベクター、細胞系およびキットの製造法および使用がまた記載される。
細胞内へのＤＮＡ接合体の移入の促進が、上皮細胞に容易に感染するヒトＤＮＡウイルス
であるアデノウイルスで達成されている（Horwitz,“Adenoviridae and their replicati
on”, Virology, Fields and Knipe, eds., Raven Press, NY（1990）pp. 1679-1740）。
アデノウイルス介在遺伝子治療が、細胞内へのＤＮＡ移入の改善された方法を代表するが
、この試みの可能性のある限界は、アデノウイルス複製の結果宿主細胞の破壊に至るとい
うことである。加えて、アデノウイルスはまた、そのタンパク質の一つが腫瘍抑制遺伝子
生産物と結合することを含む発癌性特性を有する。アデノウイルスのいわゆる複製欠失株
（これは、典型的に、宿主細胞内でウイルスが複製できなくなる、Ｅ１Ａおよび／または
Ｅ１Ｂ欠失を保持する）の使用は、インビボ治療に原則としてより適している；しかしな
がら、組換えウイルスのトランス活性化をもたらすウイルスの野性型株での上皮細胞の共
感染の可能性は、インビボ適用に関する著しい安全性懸念を提示し得る。更に、どの組換
えアデノウイルスが、それらが運搬し得る外来遺伝子の長期間の安定発現を可能にするよ
うに、そのゲノムを宿主細胞ＤＮＡに統合をできるかまだ知られていない。
そのままのまたは複製コンピテントアデノウイルスの遺伝子移入手段としての使用の他の
望ましくない態様は、その遺伝子生産物が宿主細胞腫瘍抑制タンパク質および主要組織適
合遺伝子複合体（ＭＨＣ）のような免疫認識分子を妨害することが知れられている発癌ウ
イルスであるということである。加えて、アデノウイルスへの先在循環抗体がインビボ遺
伝子運搬の効果を有意に減少し得る。最後に、６キロベース（kb）またはそれ以下の外来
遺伝子しか、遺伝子移入実験ではそのままのアデノウイルスゲノム内に包含できないが、
本発明の方法を使用して、１５kbより大きいＤＮＡセグメントが移入できる。
Ａｄベクターをより複製インコンピテントにするために、ある研究者は、ウイルス粒子の
パッケージングに必要であることが知られている部分以外、そのゲノムのほとんど総てが
欠失した組換えＡｄ由来ベクターの構築を試みている。例えば、全ウイルスＯＲＦを欠失
するが、本質的cis要素（逆方向末端反復---ITRs---および隣接パッケージング配列）を
含むヘルパー依存的ベクターが構築されているが、ウイルス粒子はヘルパーよりパッケー
ジの効率が劣り、時としてマルチマーとしてパッケージする。これはウイルスが完全ＤＮ
Ａ補体のパッケージを“望み”得ることを示す（例えば、Fisher, et al., Virology 217
:11-22（1996）参照）。Mitani et al.（PNAS USA 92:3854-3858（1995））はまた完全に
複製欠失ではないように見えるヘルパー依存的Ａｄベクターも記載する。
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Amalfitano, et al.（PNAS USA 93:3352-3356（1996））は、インビボでのＡｄベクター
の複製の阻害の成果として、Ｅ１－およびポリメラーゼ―欠失Ａｄベクターの生育を支持
するＡｄパッケージング細胞系の構築を記載する。同様に、Armentano, et al.（Hum. Ge
ne Ther. 6:1343-53（1995））は、ほとんど---ではあるが総てではない---のＥ４配列が
そこから欠失されたＡｄベクターを記載する。しかしながら、このような少量の遺伝物質
がベクターから欠失されたため、それらの治療的配列の運搬能力はむしろ制限される。
上記問題の観点から、本明細書に記載のパッケージング細胞系およびシステムの設計およ
び構築は、更に本明細書に記載のように、新規でエレガントな解決を提供する。インビト
ロおよびインビボ両方での外来遺伝子の受容細胞への移入における本発明の組換え配列お
よびベクターの使用は、上記遺伝子移入システムの制限に打ち勝つ。本発明は、そのまま
のアデノウイルスビリオンの細胞受容体結合およびＤＮＡ運搬特性を二倍にし、従って遺
伝子治療およびアンチセンス－ベースの抗ウイルス治療の改善された方法を示す。
そのままのアデノウイルス、ヘルパープラスミドまたはウイルスを必要とする修飾アデノ
ウイルス、またはいわゆる複製欠失アデノウイルスの使用の欠点と比較して、本発明の組
換えアデノウイルス由来ベクターは遺伝子運搬にある利点を提供する。最初に、本発明の
Ａｄ由来ベクターは、上皮細胞受容体への結合およびエンドサイトーシス液胞の浸透を含
む、遺伝子治療に必要な機能的特性の総てを含む。本発明の治療的ウイルスベクターは、
非上皮細胞の受容体を標的とし、浸透を達成するように操作し得る；ウイルスベクターを
これらの目的のために操作する方法は下記に詳述する。
第２に、本発明のベクターは、Ａｄゲノムの実質的な部分を欠失し、これはＡｄ由来ベク
ターが他の宿主細胞または組織に“広がる”能力を制限するだけでなく、“外来”（また
は非天然）核酸の著しい量を、ウイルスゲノムの再生およびパッケージング無しでウイル
スゲノムに包含させることを可能にする。従って、本発明のベクターは、広範囲の治療的
適用への使用に理想的である。
第３に、種々のヒトの病気の処置の治療剤としての本明細書に記載のベクターの使用が安
全であり、一方、主として、それらが再生される新規細胞系のために伝播およびパッケー
ジングのための“ヘルパー”の存在を必要としない。このような細胞系---本明細書では
パッケージング細胞系と呼ぶ---は、本発明の更に別の態様を構成する。
野性型アデノウイルスによる汚染の頻度を減少するために、組換えの可能性を減少させる
ためのウイルスベクターまたは細胞系のいずれかを改善することが望まれる。例えば、グ
ループＣウイルスに対する相同性が小さいグループ由来のアデノウイルスを使用して、２
９３細胞のＡｄ５配列との組換えの傾向が小さい組換えウイルスを操作し得る。同様に、
Ａｄ３由来のアデノウイルスタンパク質またはポリペプチドおよび／または他の非グルー
プＣまたはグループＣ血清型由来のタンパク質またはポリペプチドを安定に発現する上皮
細胞系---２９３または他---を、本明細書に記載の方法に従って、製造し得る；このよう
な細胞系は、このようなベクターが由来する血清型と無関係に、調節性および／または構
造遺伝子の欠失を担持するアデノウイルス由来ベクターの支持に有用である。
本発明の構築物および方法は、２個またはそれ以上のＡｄ血清型由来のアミノ酸残基配列
を発現するキメラウイルスベクターの設計および操作を支持することも意図される。従っ
て、本発明の記載の出現より前に利用可能であった方法および構築物とは異なり、本発明
はその構築および伝播を支持するウイルスベクターおよび細胞系の設計および製造の順応
性の可能性を最大にする---総て、有害な組換え体を製造する可能性のある野性型Ａｄと
の組換えの危険性の減少を伴う。
一部において、本発明は、ウイルスと細胞性配列の間の組換えを、当分野で検討されてい
るよりも減少させる、単純な、別の方法を記載する。一つのこのような手段は、組換えウ
イルスのサイズの増加であり、それによりウイルスとパッケージング細胞系に存在するＡ
ｄ遺伝子、例えば、２９３細胞系内のＡｄ５遺伝子、または本発明の新規細胞系中の種々
のＡｄ遺伝子との間の共有配列の程度を減少する。
アデノウイルスの構造遺伝子の総てのまたは一部の欠失は、このような欠失によるウイル
ス再生およびパッケージングにおける予測される有害な作用のため、望ましくないと考え
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られている。実際、“ヘルパー”ウイルスまたはプラスミドの使用は、構造タンパク質配
列に大きな欠失を含むＡｄ由来ベクターを使用する時、まさにこの理由のために、しばし
ば推奨される。
当分野で示しているものとは反対に、本発明は、Ａｄ構造タンパク質をコードする種々の
遺伝子配列のすべてまたは一部を欠失した組換えＡｄ由来ベクターの製造、伝播および使
用を、ウイルス製造における野性型アデノウイルス汚染の危険性の減少の手段および、こ
のようなベクターへの外来ＤＮＡの種々の診断的および治療的適用のためのパッケージを
可能にする手段の両方として、記載および請求する。
従って、本発明の一つの態様において、一個またはそれ以上のアデノウイルス調節性ポリ
ペプチドをコードするＤＮＡ配列および一個またはそれ以上のアデノウイルス構造ポリペ
プチドをコードするＤＮＡ配列が、細胞性ゲノムに安定に統合されているパッケージング
細胞系を記載する。
従って、本発明の他の態様において、一個またはそれ以上のアデノウイルス構造タンパク
質、ポリペプチド、またはそのフラグメントを発現し、該構造タンパク質が：
ａ.ペントン塩基；
ｂ.ヘキソン；
ｃ.ファイバー；
ｄ.ポリペプチドIIIa；
ｅ.ポリペプチドＶ；
ｆ.ポリペプチドVI；
ｇ.ポリペプチドVII；
ｈ.ポリペプチドVIII；そして
ｉ.それらの生理学的に活性なフラグメント
からなる群から選択されるパッケージング細胞系を記載する。
一つの変法において、配列は構造に発現される；他には、一個またはそれ以上の配列が調
節可能プロモーターの制御下にある。好ましい態様において、発現は構造である。種々の
好ましい態様において、ＤＮＡ配列により発現されるポリペプチドは生理学的に活性であ
る。
別のそして好ましい態様において、本発明のパッケージング細胞系はウイルスベクターの
製造を支持する。好ましい態様において、ウイルスベクターは治療的ベクターである。
本発明の一つの態様において、各ＤＮＡ配列を本明細書に記載の細胞系のゲノム内に、別
の相補的プラスミドを介して挿入する。一つの変法において、相補的プラスミドは、アデ
ノウイルスファイバータンパク質、ポリペプチドまたはそのフラグメントをコードするＤ
ＮＡ配列を含む。本発明の有用な相補的プラスミドの例は、ｐＣＬＦの特徴を有するプラ
スミドである（寄託の詳細に関しては実施例３参照）。
本発明の他の態様において、本発明の細胞系を形質転換するのに使用する相補的プラスミ
ドは、更に、アデノウイルス調節タンパク質、ポリペプチドまたはそのフラグメントをコ
ードするＤＮＡ配列を含む。一つの変法において、調節タンパク質はＥ１Ａ、Ｅ１Ｂ、Ｅ
２Ａ、Ｅ２Ｂ、Ｅ３、Ｅ４およびＬ４（“100Kタンパク質”とも呼ばれる）からなる群か
ら選択される；例示的相補的プラスミドは、pE4/Hygro??（寄託の詳細に関しては実施例
３参照）の特徴を有する。他の態様において、本発明の細胞系の形質転換に使用する相補
的プラスミドは、更に、２個またはそれ以上の上記のアデノウイルス調節タンパク質、ポ
リペプチドまたはそのフラグメントをコードするＤＮＡ配列を含む。
一つの変法において、２個またはそれ以上の調節タンパク質、ポリペプチドまたはそのフ
ラグメントは、Ｅ１Ａ、Ｅ１Ｂ、Ｅ２Ａ、Ｅ２Ｂ、Ｅ３、Ｅ４およびＬ４（“100Kタンパ
ク質”とも呼ばれる）からなる群から選択される。他の変法において、構造タンパク質は
ペントン塩基；ヘキソン；ファイバー；ポリペプチドIIIa；ポリペプチドＶ；ポリペプチ
ドVI；ポリペプチドVII；ポリペプチドVIII；およびこれらの生理学的に活性なフラグメ
ントからなる群から選択される。
本発明の一つの変法において、パッケージング細胞系はファイバータンパク質を示す。一
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つの態様において、ファイバータンパク質は、特異的受容体を標的とするが、３量体形成
または核内へのファイバーの運搬を妨害しない、非天然アミノ酸残基配列を含むように調
節する。他の変法において、非天然アミノ酸残基は、ファイバーの標的細胞型への結合特
異性を変える。更に別の態様において、構造タンパク質は、一つ以上のアデノウイルス血
清型由来のアミノ酸残基配列を含むファイバーである。本明細書に記載のように、ファイ
バータンパク質またはポリペプチドをコードするヌクレオチド配列は、１端または両端を
単に修飾する必要はない；ファイバータンパク質---および実際、本明細書で教示の任意
のアデノウイルス構造タンパク質---を、“内部的に”そして末端で修飾し得る。
本発明はまた、その細胞系内で製造されるウイルスベクターが、アデノウイルス構造タン
パク質、ポリペプチド、またはそのフラグメントをコードするＤＮＡ配列の欠失または変
異を有する核酸配列を含む、パッケージング細胞系も記載する。一つの変法において、ウ
イルスベクターは、更に、調節ポリペプチドＥ１ＡおよびＥ１ＢをコードするＤＮＡ配列
の欠失または変異を有する核酸配列を含む。他の変法において、ウイルスベクターは、更
に、一個またはそれ以上の以下の調節タンパク質またはポリペプチド；Ｅ２Ａ、Ｅ２Ｂ、
Ｅ３、Ｅ４、Ｌ４またはそれらのフラグメントをコードするＤＮＡ配列の欠失または変異
を有する核酸配列を含む。
更に別の変法は、一個またはそれ以上の外来タンパク質、ポリペプチドまたはそのフラグ
メントをコードする外来ＤＮＡ配列が、治療的ウイルスベクター内の欠失の代わりに挿入
されていることを記載する。一つの態様において、外来ＤＮＡは腫瘍抑制タンパク質また
は生理学的に活性なそのフラグメントをコードする。他の態様において、外来ＤＮＡは自
殺タンパク質または生理学的に活性なそのフラグメントをコードする。前記のように、本
明細書に記載の細胞系は、起源が原核または真核であり得、哺乳類細胞系がしばしば好ま
しい。上皮および非上皮細胞系が前記の変法に有用である；特に有用な細胞系は２９３、
Ａ５４９、Ｗ１６２、HeLa、Vero、２１１および２１１Ａ細胞系を含む。
本発明は、更に、一個またはそれ以上の外来タンパク質、ポリペプチドまたはそれらのフ
ラグメントをコードする外来ＤＮＡ配列を含むウイルスベクターの製造を支持する前記細
胞系が、欠失した任意の構造および／または調節タンパク質（またはそれらの一部）の代
わりに挿入されることを意図する。従って、一つの態様において、外来ＤＮＡは腫瘍抑制
タンパク質；自殺タンパク質；嚢胞性線維症膜コンダクタンス制御因子（ＣＦＴＲ）タン
パク質；またはこれらの生理学的に活性なフラグメントをコードする。
本明細書に記載の細胞系は、ゲノム内に安定に統合したファイバータンパク質---修飾ま
たはキメラタンパク質を含む---の総てまたは一部をコードするＤＮＡを有し得る。従っ
て、一つの変法において、ファイバータンパク質を、特異的受容体を標的とするが、３量
体形成またはファイバータンパク質の核内への運搬を妨害しない非天然アミノ酸残基配列
を含むように修飾する。一つの変法において、非天然アミノ酸残基配列は、ファイバーの
カルボキシル末端に結合する。更に別には、非天然アミノ酸残基配列は、更にリンカー配
列を含む。あるいは、ファイバータンパク質は更にリンカーに結合したリガンドを含む。
適当なリガンドは、細胞表面受容体に選択的に結合するリガンドおよび他のタンパク質ま
たは核酸分子との結合に使用できるリンカーからなる群から選択され得る。一つの変法に
おいて、リガンドは細胞表面受容体に選択的に結合するリガンドおよび他のタンパク質ま
たは核酸分子との結合に使用できるリンカーからなる群から選択される。
更に別の態様において、非天然アミノ酸残基配列を、一つのファイバー末端以外の位置で
ファイバーアミノ酸残基配列に挿入させる。あるいは、非天然アミノ酸残基配列は、ファ
イバーの結合特性を他の標的細胞型に変える。発現したファイバーは、種々の態様におい
て、通常アデノウイルスの標的とならない特異的標的細胞型に結合し得るかおよび／また
は一つ以上のアデノウイルス血清型に由来するアミノ酸残基を含み得る。
本発明の種々の態様において、本発明のパッケージング細胞系は、原核細胞系由来である
；他には、それは真核細胞系由来である。種々の態様が哺乳類細胞、およびより特には上
皮細胞系の使用を示唆するが、種々の他の、非上皮細胞系を種々の態様で使用する。従っ
て、種々の態様が２９３、Ａ５４９、Ｗ１６２、HeLa、Vero、２１１および211A細胞系か
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らなる群から選択される細胞系の使用を記載するが、種々の他の細胞系が同様に本明細書
に記載の使用に意図される。
本発明は、更に、広範囲の種々の核酸配列およびウイルスベクターを記載する。従って、
一つの態様において、本発明は上記のアデノウイルスファイバータンパク質、ポリペプチ
ドまたはそれらのフラグメント---限定しないが、欠失または変異を含むもの；キメラの
もの；およびリンカー、外来アミノ酸残基、または本明細書に記載の種々の目的で結合し
た他の分子を有するものを含む---の一つをコードする核酸配列を記載する。種々の他の
アデノウイルス構造および／または調節タンパク質またはポリペプチドをコードする核酸
配列はまた本発明の範囲内である。
広範囲の治療的ウイルスベクターは、また本発明の態様である。一つの態様において、フ
ァイバータンパク質をコードするＤＮＡ配列またはその一部を欠く治療的ウイルスベクタ
ーを記載する。他の変法において、治療的ウイルスベクターは、更に、またはそれとは別
に、一個またはそれ以上の調節タンパク質、ポリペプチドまたはそれらのフラグメントを
欠失し得る。種々の態様において、外来ＤＮＡ配列は、本発明のウイルスベクターのファ
イバータンパク質コードＤＮＡ配列に代わって挿入される。他の態様において、治療的ウ
イルスベクターは、更に、一個またはそれ以上の調節タンパク質、ポリペプチドまたはそ
れらのフラグメントおよび／または一個またはそれ以上の構造タンパク質、ポリペプチド
またはそれらのフラグメントをコードするＤＮＡ配列に代わって外来ＤＮＡ配列を含む。
本発明は多くのウイルスベクターを記載する。一つの変法において、ウイルスベクターは
、アデノウイルス構造タンパク質、ポリペプチドまたはそれらのフラグメントをコードす
るＤＮＡ配列の欠失または変異を含む。ベクターは、更に、調節ポリペプチドＥ１Ａおよ
びＥ１ＢをコードするＤＮＡ配列の欠失または変異を含む；そして、それは更に１個また
はそれ以上の以下の調節タンパク質またはポリペプチド：Ｅ２Ａ、Ｅ２Ｂ、Ｅ３、Ｅ４、
Ｌ４またはそららのフラグメントをコードするＤＮＡ配列の欠失または変異も含み得る。
他の変法において、本発明のウイルスベクターにおいて、構造タンパク質はファイバーを
含み得る。前記の任意の組み合わせがまた本発明で意図される。本発明のウイルスベクタ
ーは、本明細書に記載の治療的ウイルスベクター---それらの組み合わせを含む---を含む
医薬組成物の製造に適していることもまた記載する。本発明のウイルスベクターの更なる
使用は、異なる細胞型を含む細胞集団中の特異的細胞の標的化である。
本発明は、更に、相補的プラスミドおよびその製造法も意図する。一つの態様において、
相補的プラスミドは、アデノウイルス構造ポリペプチドをコードするヌクレオチド配列に
操作可能に結合したプロモーターヌクレオチド配列を含む。一つの変法において、相補的
プラスミドはｐＣＬＦを含む。他の変法において、相補的プラスミドは、更に、第１のア
デノウイルス調節ポリペプチドをコードするヌクレオチド配列、第２の調節ポリペプチド
をコードするヌクレオチド配列、第３の調節ポリペプチドをコードするヌクレオチド配列
；または前記の組み合わせを含む。更に別の態様において、アデノウイルス構造ポリペプ
チドは、ペントン塩基；ヘキソン；ファイバー；ポリペプチドIIIa；ポリペプチドＶ；ポ
リペプチドVI；ポリペプチドVII；ポリペプチドVIII；およびそれらの生理学的に活性な
フラグメントからなる群から選択される。
本発明はまた、アデノウイルス構造タンパク質、ポリペプチドまたはそれらのフラグメン
トをコードするヌクレオチド配列およびアデノウイルス調節タンパク質、ポリペプチドま
たはそららのフラグメントをコードするヌクレオチド配列に操作可能に結合したプロモー
ターヌクレオチド配列を含む相補的プラスミドも記載する。また他の変法において、初期
領域ポリペプチドはＥ４である；他において、プラスミドはpE4/Hyroを含む。更に別の変
法において、初期領域ポリペプチドはＥ１およびＥ４である。更に、プロモーターヌクレ
オチド配列がＭＭＴＶ、ＣＭＶおよびＥ４プロモーターヌクレオチド配列からなる群から
選択されるプラスミドとして、アデノウイルス構造タンパク質、ポリペプチドまたはそら
らのフラグメントを含む相補的プラスミドがまた意図される。
パッケージングシグナルおよび外来タンパク質またはポリペプチドをコードするヌクレオ
チド配列を含み、アデノウイルス構造タンパク質をコードするヌクレオチド配列は欠失し
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ているウイルスベクターがまた記載される。一つの変法において、外来タンパク質または
ポリペプチドをコードするヌクレオチド配列は約３kb長までである；他に、外来タンパク
質またはポリペプチドをコードするヌクレオチド配列は約９．５kb長までである；更に別
には、外来タンパク質またはポリペプチドをコードするヌクレオチド配列は約１２．５kb
長までである。中間の長さのヌクレオチド配列はまた本発明により意図され、配列は１２
．５kbを超える。
本発明は、また外来タンパク質またはポリペプチドが抗腫瘍剤、腫瘍抑制タンパク質、自
殺タンパク質、またはそららのフラグメントまたは機能的相同物をコードする配列である
ウイルスベクターも記載する。一つの変法において、一個またはそれ以上の調節タンパク
質をコードするヌクレオチド配列はまたベクターから欠失される。他には、調節タンパク
質は、Ｅ１Ａ、Ｅ１Ｂ、Ｅ２Ａ、Ｅ２Ｂ、Ｅ３、Ｅ４およびＬ４（１００Ｋタンパク質）
からなる群から選択される。
種々の態様において、アデノウイルスは、血清型１、２、５または６から選択されるグル
ープＣアデノウイルスである；他の態様において、他の血清型から選択されるアデノウイ
ルスが本明細書で記載のように有用である。本発明はまた前記具体例に従ったウイルスベ
クター、および製薬学的に有用な担体または賦形剤を含む有用なワクチンも記載する。
種々の有用な組成物もまた本明細書に記載する。一つの態様は、ファイバーをコードする
ヌクレオチド配列を欠失するアデノウイルスゲノムを含む運搬プラスミドを含む細胞を含
む組換えアデノウイルスベクターの製造に有用な組成物を記載する。一つの変法において
、細胞は更にファイバーをコードするヌクレオチド配列を含む完全プラスミドを含み、プ
ラスミドは細胞の細胞性ゲノムに安定に統合される。他の変法において、運搬プラスミド
は、更に、外来ポリペプチドをコードするヌクレオチド配列を含む。一つの変法において
、運搬プラスミドはpDV44、pE1BgalまたはpE1sp1Bである。
他の態様において、ポリペプチドは治療的分子である。更に別の態様において、ポリペプ
チドは治療的分子である。他の変法は、運搬プラスミドが更に外来ポリペプチドをコード
するヌクレオチド配列を含むことを提供する。
組換えアデノウイルスウイルスベクターの製造に有用な組成物をまた記載する。一つの態
様において、組成物は、ファイバーをコードするヌクレオチド配列を欠き、第２の運搬プ
ラスミドの非存在下では新規ウイルス粒子のパッケージングの指示ができないアデノウイ
ルスゲノムを含む第１運搬プラスミド；そして第１運搬プラスミドの存在下で新規ウイル
ス粒子のパッケージングを指示できるアデノウイルスゲノムを含む第２運搬プラスミドを
含む細胞を含む。
他の変法において、第１および第２運搬プラスミドは、細胞内で相互作用し、治療的ウイ
ルスベクターを製造する。更に他には、細胞は更にファイバーをコードするヌクレオチド
配列を含む相補的プラスミドを含み、プラスミドは細胞の細胞性ゲノム内に安定に統合さ
れる。更に別には、第１または第２運搬プラスミドが更に外来ポリペプチドをコードする
ヌクレオチド配列を含む。種々の態様において、ポリペプチドは治療的分子である。
他の態様は、第１運搬プラスミドがアデノウイルスパッケージシグナル配列をを欠く組成
物を前記のように記載する。他の態様において、第２運搬プラスミドはLacZレポーター構
築物を含む。他の変法は、第２運搬プラスミドが、アデノウイルス調節タンパク質をコー
ドするヌクレオチド配列を更に欠くものを記載する。一つの変法において、調節タンパク
質はＥ１である。上記組成物の一つの態様において、相補的プラスミドはｐＣＬＦの性質
を有する。
他の態様において、第１運搬プラスミドがアデノウイルス構造タンパク質をコードするヌ
クレオチド配列を欠き、そして第２運搬プラスミドがアデノウイルスＥ１タンパク質をコ
ードするヌクレオチド配列を欠く、組成物を記載する。他に、第１運搬プラスミドがアデ
ノウイルスＥ４タンパク質をコードするヌクレオチド配列を欠き、そして第２運搬プラス
ミドがアデノウイルスＥ１タンパク質をコードするヌクレオチド配列を欠く。更に別には
、細胞は、アデノウイルス調節タンパク質および構造タンパク質をコードする少なくとも
一つの相補的プラスミドを含む。
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別の態様において、調節タンパク質は４であり、構造タンパク質はファイバーである；ま
たは調節タンパク質がＥ１であり、構造タンパク質がファイバーである。更に別の態様に
おいて、アデノウイルス調節タンパク質および構造タンパク質が別の相補的プラスミドに
よりコードされる。
他の変法は、細胞が２９３、Ａ５４９、Ｗ１６２、HeLa、Vero、２１１および211A細胞系
からなる群から選択される組成物を記載する。他の態様において、運搬プラスミドはＤＶ
１またはpE1BgalまたはpE1sp1Bである。
本発明のベクター、プラスミド、細胞系および他の組成物および構築物を製造し、使用す
る種々の方法を本明細書に記載する。以下の方法は説明のためであり、限定するものでは
ない。
従って、一つの変法において、本発明は、運搬プラスミドをＡｄファイバー－発現相補的
細胞系に挿入することを含む、治療的ウイルスベクターの構築法を記載し、Ａｄファイバ
ータンパク質をコードするＤＮＡ配列は運搬プラスミドから除去される。一つの変法にお
いて、運搬プラスミドは、更に、外来タンパク質、ポリペプチドまたはそれらのフラグメ
ントをコードするＤＮＡ配列を含む。他の態様において、運搬プラスミドはＤＶ１、pE1B
gal、pE1sp1Bまたは類似の構築物である。
本発明は、また細胞を本明細書に記載の任意のベクターと接触させることを含む、病原性
過増殖性哺乳類細胞の形質転換法も記載する。他の態様において、哺乳類標的細胞を、予
め選択した外来ヌクレオチド配列を含むウイルスベクターで感染させる方法を記載する。
一つのこのような変法は、以下の段階を含む：（ａ）標的細胞を本発明のウイルスベクタ
ーで感染させ、ウイルスベクターは予め選択した外来ヌクレオチド配列を含む；そして（
ｂ）標的細胞内で外来ヌクレオチド配列を発現させる。
本発明はまた、本明細書に記載の方法で製造した予め選択した外来ヌクレオチド配列に感
染した哺乳類細胞もまた包含する。一つの変法において、標的細胞は複製、遅延複製およ
び非複製ヒト細胞からなる群から選択される。
獲得または遺伝疾患を標的とする方法もまた記載する。一つの方法は、（ａ）ベクターが
予め選択した治療的ヌクレオチド配列を含むものである、標的細胞への製薬学的に許容可
能な量のウイルスベクターの投与；および（ｂ）細胞内の獲得または遺伝疾病の改善に十
分な期間標的細胞内に治療的配列を発現させることを含む。本発明のパッケージング細胞
系により製造した治療的ウイルスベクターの十分な量を患者に投与することを含む遺伝子
治療法もまた記載する。
本発明によりまた意図されるのは、本発明の治療的ウイルスベクターの有効量を、適当な
条件下で患者に投与することを含む、患者の腫瘍の増殖の阻害法である。一つの変法にお
いて、遺伝子は抗腫瘍剤をコードする。他の変法において、薬剤は腫瘍抑制因子である。
更に別の態様において、薬剤は自殺遺伝子またはその機能的相同物である。他の変法にお
いて、ベクターを腫瘍内注射により投与する。
本発明はまた前記方法で使用するシステムまたはキットを記載する。システムまたはキッ
トは、本明細書に記載のベクター、プラスミド、細胞系および付加的治療剤の適当な組み
合わせを記載のように含み得る。好ましくはこのようなキットまたはシステムはそれぞれ
少なくとも１回の投与に十分な量の一定量の適当な治療的物質または配列、および投与お
よび使用のための説明書を含む。従って、一つのシステムは、更に、治療的ウイルスベク
ター含有組成物の治療的効果を促進する治療剤の有効な量を更に含む。
他の変法は、組成物および治療剤がそれぞれ別の貯蔵所または容器に包含されているもの
を記載する。
前記要素の任意の組み合わせがまた本明細書に記載のように有効であり得、総ての関連法
がまた本発明の範囲内であることは認識される。
【図面の簡単な説明】
図１は、プロモーターおよびターミネーターは配列と共に、ブロックの断片で示すオープ
ンリーディングフレーム（ＯＲＦ）を有する完全アデノウイルスＥ４転写単位の模式図で
ある。Ｅ４の特異的部分を増幅するためのプライマーの位置もさらに実施例１Ａに記載す
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る。
図２は、更に実施例１Ｂに記載するようなプラスミドpE4/Hygroの模式的地図である。
図３は、更に実施例１Ｂに記載するようなプラスミドpCDNA3/ファイバーの模式的地図で
ある。
図４は、更に実施例１Ｂに記載するようなプラスミドpCLFの模式的地図である。
図５は、更に実施例１Ｃに記載するような、211細胞系内のそのままのアデノウイルスＥ
４　３.１キロベース（kb）挿入物の存在を示すサザンブロットの写真である。
図６は、実施例１Ｃに記載の天然および変性電気泳動条件下で検出した標識ファイバータ
ンパク質を示すウエスタンブロットの写真である。２９３細胞はファイバーを欠くが、２
１１Ａ、２１１Ｂおよび２１１Ｒは、官能的３量体形および変性１量体形で検出可能なフ
ァイバータンパク質を含む。
図７は、更に実施例１Ｄに記載するようなプラスミドpDEX/E1の模式的地図である。
図８は、更に実施例１Ｆ１に記載するようなプラスミドpE1/ファイバーの模式的地図であ
る。
図９は、更に実施例１Ｆ２）に記載するようなプラスミドpE4/ファイバーの模式的地図で
ある。
図１０は、多重アデノウイルス遺伝子欠失を有する組換えアデノウイルスベクターを形成
するための共形質転換および組換えに使用するための直線化ｐβ　E1Bgal運搬プラスミド
の模式図である。プラスミドおよび組換え事象は、実施例２Ａにより完全に記載する。
図１１は、プラスミドｐ８.２と共に、ｐＤＶ４４運搬プラスミドを構築するために使用
する、実施例２Ａに更に記載のようなプラスミドｐ１１.３の模式図である。
図１２は、プラスミドｐ１１．３と共に、ｐＤＶ４４運搬プラスミドを構築するために使
用する、実施例２Ａに更に記載のようなプラスミドｐ８.２の模式図である。
図１３。組換えファイバーの３量体構造：示すような２９３、２１１Ａ、２１１Ｂまたは
２１１Ｒ細胞は、［35Ｓ］メチオニンで代謝的に標識し、可溶性タンパク質抽出物を調整
し、ファイバーを免疫沈降させた。沈殿タンパク質の一部を８％SDS-PAGEゲルで半天然ま
たは変成条件下で電気泳動させた。３量体（Ｔ）および１量体（Ｍ）ファイバーの位置を
示す。電気泳動条件のコントロールとして、バキュロウイルス感染細胞内で産生した組換
えＡｄ２ファイバーを同様の条件下で流し、クーマシーブルーで染色した。
図１４.ファイバー製造細胞によるファイバー変異アデノウイルスの相補性。示す細胞系
（２×１０6細胞／サンプル）を温度感受性ファイバー変異アデノウイルスH5ts143で、１
０PFU/細胞で感染させ、複製（３２.５℃、点画棒）または制限（３９.５℃、黒棒）温度
でインキュベートした。感染４８時間後、ウイルスを凍結－融解溶菌で単離し、収率をSW
480細胞での蛍光焦点アッセイにより測定した。各値は、二つのサンプルの平均を示し、
示すデータは複数回実験の代表値である。
図１５。Ａｄ３粒子への組換えＡｄ５ファイバーの挿入：Ａ）数個の異なる血清型由来の
ファイバータンパク質のＮ－末端（ペントン塩基結合）ドメインの配置。Ｂ）タイプ３ア
デノウイルスを２９３、２１１Ｂまたは２１１Ｒ細胞内で、示すように伝播させ、二回の
連続ＣｓＣｌ遠心で精製した。精製ウイルス粒子１０mgを次いで変性条件下で電気泳動し
、ＰＶＤＦ膜に移した。Ａｄ５ファイバーを、組換えＡｄ２ファイバーに対して惹起した
ポリクローナルウサギ抗体で検出した。検出の陽性コントロールとして、野性型Ａｄ２　
４００ngを‘Ａｄ２’と記したレーンに流した、これらの条件下で、Ａｄ２およびＡｄ５
ファイバーの移動性は区別がつかず、抗体は両方のタンパク質と反応する。
図１６.三つのパッケージング細胞系における組換えファイバータンパク質の核局在化：
細胞を８ウェルチャンバースライドで生育させ、ウサギ抗ファイバーポリクローナル抗体
で染色し、FITC-結合ヤギ抗ウサギ抗体で可視化した。Ａ）２１１Ａ系　Ｂ）２１１Ｂ系
　Ｃ）２１１Ｒ系　Ｄ）２９３細胞（陰性コントロール）Ｅ）１pfu/w細胞のAd.RSVbgal
で感染させ、感染後２４時間に染色した２９３細胞（陽性コントロール）Ｆ）（Ｅ）のよ
うに製造したが、一次抗体で染色していない感染細胞。
詳細な説明
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野性型アデノウイルスによる汚染の頻度を減少させるために、組換えの可能性を減少させ
るようにウイルスベクターまたは細胞系のいずれかを改善する必要性が考えられている。
例えば、グループＣと相同性が少ないグループ由来のアデノウイルスを使用して、２９３
細胞内でＡｄ５配列と組換えの傾向が少ない組換えウイルスを操作する。同様に、上皮細
胞系---例えば、２９３として既知の細胞---を使用し得るかまたは本明細書に記載の方法
に従って、Ａｄ３由来のアデノウイルスタンパク質またはポリペプチドおよび／または他
の非グループＣまたはグループＣ血清型由来のタンパク質またはポリペプチドを安定に発
現するように修飾する；このような細胞系は、調節および／または構造遺伝子の欠失を担
持するアデノウイルス由来ウイルスベクターを指示するために、このようなベクターが由
来した血清型に無関係に有用である。
本発明の構築物および方法が二個またはそれ以上のＡｄ血清型由来のアミノ酸残基配列を
発現するキメラウイルスベクターの設計および操作を支持することもまた意図される。従
って、本発明の記載の出現より前に利用可能であった方法および構成とは異なり、本発明
はその構築および伝播を支持するウイルスベクターおよび細胞系の設計および製造の順応
性の可能性を最大にする---総て、有害な組換え体を製造する可能性のある野性型Ａｄと
の組換えの危険性の減少を伴う。
一部において、本発明は、ウイルスと細胞性配列の間の組換えを、当分野で検討されてい
るよりも減少させる、単純な、別の方法を記載する。一つのこのような手段は、組換えウ
イルスのサイズの増加であり、それによりウイルスとパッケージング細胞系に存在するＡ
ｄ遺伝子---例えば、２９３細胞系内のＡｄ５遺伝子、または本発明の新規細胞系中の種
々のＡｄ遺伝子との間の共有配列の程度を減少する。
“実質的に相同”なる用語は、少なくとも８０％、好ましくは少なくとも９０％、最も好
ましくは少なくとも９５％の相同性を有することを意味する。
本明細書に記載のアミノ酸残基は好ましくは“Ｌ”異性体形である。しかしながら、所望
の機能特性がポリペプチドにより保持されている限り、“Ｄ”異性体形の残基を、Ｌ－ア
ミノ酸残基と置換できる。ＮＨ2はポリペプチドのアミノ末端に存在する遊離アミノ基を
意味する。
ＤＮＡ相同：予め選択した保存的ヌクレオチド配列を有し、本発明に従った好ましいポリ
ペプチドをコードする配列を有する核酸。
外来遺伝子：本用語は、野性型アデノウイルスに見られる対応ＤＮＡ分子として正確な配
向および位置で存在しないＤＮＡを同定するために使用する。また、他のＡｄ血清型由来
または完全に異なる種---例えば、ヒトＤＮＡ配列由来のＤＮＡ分子も意味し得る。
ペントン：“ペントン”または“ペントン複合体”なる用語は、本明細書で主にペントン
塩基とファイバーの複合体を意味するために使用される。“ペントン”なる用語はまたペ
ントン塩基およびペントン複合体を示すように使用し得る。“ペントン”なる用語単独の
意味は、それが使用される前後関係から明らかである。
ポリペプチドおよびペプチド：これらの用語は、本明細書で、一方が他方に、隣接残基の
α－アミノとカルボキシ基の間のペプチド結合により結合した約５０アミノ酸残基を超え
ない配列を意味するために、交換可能で使用される。
受容体：受容体は、本明細書で、特異的に他の分子に（または、と）結合する生理学的活
性分子を意味するために使用される。“受容体タンパク質”なる用語は、特異的受容体の
タンパク質様性質をより特異的に示すために使用し得る。
トランスジーンまたは治療的ヌクレオチド配列：本明細書に記載され、請求のように、こ
のような配列はＲＮＡまたはポリペプチドをコードするＤＮＡおよびＲＮＡ配列を含む。
このような配列は“天然”であるか、または天然由来配列であり得る；それらはまた“非
天然”または天然または組換え由来の“外来”配列でもあり得る。本明細書では“治療的
ヌクレオチド配列”と交換可能に使用し得る“トランスジーン”なる用語は、しばしば、
ウイルスベクターにより運搬され、宿主細胞内に形質導入される同種または外来（異種）
遺伝子を記載するために使用する。
従って、治療的ヌクレオチド配列は、アンチセンス配列またはアンチセンス配列に転写さ
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れ得るヌクレオチド配列を含む。治療的ヌクレオチド配列（またはトランスジーン）は、
更に、該治療的配列が運搬される細胞または細胞核内に所望の作用を産生するために機能
する配列を含む。例えば、治療的ヌクレオチド配列は、このような機能的タンパク質を製
造できない細胞内に運搬することを意図した機能的タンパク質をコードし得る。
発現または運搬ベクター：外来ＤＮＡを適当な宿主細胞内に発現するために挿入し得るプ
ラスミドまたはウイルス---即ち、ＤＮＡによりコードされるタンパク質またはポリペプ
チドを宿主細胞システム内で合成する。一個またはそれ以上のタンパク質をコードするＤ
ＮＡセグメント（遺伝子）の発現を指示できるベクターは、本明細書で“発現ベクター”
と呼ぶ。また、逆転写酵素を使用して、製造したｍＲＮＡからのｃＤＮＡ（相補的ＤＮＡ
）のクローニングを可能とするベクターも含む。
アデノウイルスベクターまたはＡｄ由来ベクター：外来ＤＮＡを挿入または発現し得る任
意のアデノウイルス由来プラスミドまたはウイルス。本用語は、また“ウイルスベクター
”と交換可能に使用し得る。この“型”のベクターは、更に下記のように、治療的タンパ
ク質またはポリペプチドをコードするヌクレオチド配列の、処置を必要とする患者の特異
的細胞または細胞型への運搬に使用し得る。
相補的プラスミド：本用語は、一般に、本明細書でパッケージング細胞系内に特定のヌク
レオチド配列を、該配列が細胞性ゲノム内に安定に統合される目的を有して、運搬するた
めに使用されるプラスミドベクターを記載するために使用する。
運搬プラスミド：本用語は、一般的に、本発明の治療的ウイルスベクターの伝播の目的で
、細胞系（例えば、パッケージング細胞系）内にまたは中に運搬または運搬するプラスミ
ドベクターを記載するために本明細書内で使用する。
アデノウイルス（Ａｄ）粒子は、相対的に複雑であり、種々の基礎構造に分解し得る。外
部殻は、形において明白に二十面体であり、一見して、２５の数の三角形分割を有するよ
うに見える。５つに折りたたまれた所（“ペントン”）の構造は、残り（“ヘキソン”）
と異なるが、ヘキソンは化学的に６量体よりむしろ３量体である。従って、構造は単純な
、下位で三角形分割された二十面体設計には本当は対応しない（例えば、Fields, et al.
, Virology, Vol. I, Raven Press, NY, pp.54-56（1990）参照）。
ファイバーは、ウイルスを細胞表面の特異的受容体に結合させることにより、アデノウイ
ルス感染で重大な役割を担う。ファイバーは３つのドメインから成る：ペントン塩基と相
互作用するＮ－末端尾；薄層および屈曲部を形成する１５アミノ酸セグメントの２２反復
を構成するシャフト；および型特異的抗原を含み、細胞表面受容体への結合を担うＣ－末
端のノブ。ファイバータンパク質はまたウイルス核酸の核内への運搬も担う。Ａｄ２由来
のファイバータンパク質をコードする遺伝子はヒト細胞内に発現され、３量体に正確に集
合し、糖付加され、核内に運搬されることが示されている。（例えば、HongおよびEngler
, Virology 185:758-761（1991）参照）。従って、組換えアデノウイルスベクターにより
介在される、特異的細胞タイプへの遺伝子運搬の変化は、種々の遺伝子治療適用に大きな
実用性を有し、従って、本発明の目的の一つである。
ヘキソンおよびペントンキャプソメアは、ビリオンの表面の腫瘍性分である。番号II、II
IおよびIVであるそれらの構成ポリペプチドは、ビリオンの表面に暴露され---例えば、そ
のままの粒子のヨウ素化により標識できるチロシン残基を含む。
ファイバーは、５８２アミノ酸長の３つの同一のポリペプチドの３量体（ポリペプチドIV
）として存在する延長タンパク質である。ファイバーのＮ－末端は、一般的にペントンキ
ャプソメアと呼ばれているものを形成するためのペントン塩基の結合を介在する。ファイ
バーのＣ－末端はウイルスの細胞性受容体への最初の結合に関与する。
アデノウイルタイプ２の３５,０００塩基対（bp）は配列決定され、腫瘍コートタンパク
質（ヘキソン、ファイバーおよびペントン塩基）の予測されたアミノ酸配列は記載されて
いる。（例えば、Neumann et al., Gene 69:153-157（1988）;Herisse et al., Nuc. Aci
ds Res. 9:4023-4041（1981）;Roberts et al., J. Biol. Chem. 259:13968-13975（1984
）;Kinloch et al., J. Biol. Chem. 259:6431-6436;およびChroboczek et al., Virol. 
161:549-554（1987）参考）。
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Ａｄ５　ＤＮＡの配列はより最近に完全になった；その配列は全３５,９３５bpを含む。
多くの他のアデノウイルスゲノムの部分もまた配列決定されている。近年、アデノウイル
スのパッケージングの上限が野性型ゲノム長の約１０５％であることが理解されてきてい
る。（例えば、Bett, et al., J. Virol. 67（10）:5911-21（1993）参照）。従って、Ａ
ｄ２およびＡｄ５に関して、パッケージングの上限はＤＮＡ約３８kbである。
アデノウイルスＤＮＡはまた血清型に依存して約１００から１５０bpのサイズの範囲であ
る逆方向末端反復配列（ＩＴＲｓ）も含む。逆方向反復は、一本鎖ウイルスＤＮＡがその
末端配列での塩基対形成により環化することを可能とし、得られる塩基対“フライパンの
柄状”構造は、ウイルスＤＮＡの複製に重要であると考えられる。
効率的パッケージングのために、ＩＴＲｓおよびパッケージングシグナル（数百bp長）は
、“最小要求”を含むように見える全ウイルスＰＲＦを欠くが、これらの本質的cis要素
（ＩＴＲｓおよび隣接パッケージングシグナル）を含むヘルパー依存的ベクターが構築さ
れているが、ビリオンパッケージは、マルチマーとしてのヘルパーとパッケージより時間
に関して効果がなく、これはウイルスが完全ＤＮＡ補体のパッケージを“望み”得ること
を示す（例えば、Fisher, et al., Virology 217:11-22（1996）参照）。
複製コンピテントベクターが安全の争点を発生させることがないように、複製欠失Ａｄウ
イルスベクターの使用がある場合好ましいが、本発明のウイルスベクターは、その中にパ
ッケージされたゲノムを発現させる能力を保持し得る---即ち、“感染性”を保持し得る-
--それらはそれらが治療目的で投与された患者においで疾病の原因となる程度までは感染
剤として作用しない。
本発明のウイルスベクターは、当分野で記載のアデノウイルスおよびＡｄ由来ベクターよ
りもいくつかの明白な利点を有する。例えば、このようなベクターの組換えは稀である；
アデノウイルスの一般的ヒト感染にもかかわらずヒト悪性腫瘍とアデノウイルス感染の関
連は知られていない；ゲノムは適切に実際的なサイズの外来遺伝子の適用のために操作し
得る；そして宿主増殖がアデノウイルスタンパク質の発現に必要ではない。
本発明の拡大は、本明細書に記載のＡｄ由来ウイルスベクターが、組換えＤＮＡ法により
ファイバータンパク質上に他の受容体（ＣＤ４のような）のための結合配列を挿入させる
ことにより、遺伝子を特異的細胞に標的化および運搬するために、従って、キメラ分子を
製造するために使用できる。これは、遺伝子を、宿主免疫系による認識をかいくぐる利点
を有して、広範囲の細胞型に標的化および運搬できる能力をもたらす。本明細書に記載の
運搬系は、従って、増殖および非増殖細胞型への安定な統合を可能にするための遺伝子設
計の増加した柔軟性を提供する。
例えば、その記載を本明細書に引用して包含させる公開国際出願ＷＯ９５／２６４１２お
よびKrasnykh, et al.（J. Virol. 70:6839-46（1996））は、アデノウイルスファイバー
タンパク質を製造するためであり得る修飾を記載する。このような修飾は、標的化機構お
よびアデノウイルスの特異性の変更に有用であり、本発明の構築物と関連して、本明細書
に記載の新規ウイルスベクターを異なる受容体および異なる細胞に標的化するのに容易に
使用できる。更に、その親和性を変えるファイバータンパク質の修飾は、治療的適用にお
けるウイルスベクターの局在化の非常な制御を可能にし得る。
同様に、種々の構造タンパク質の本発明への細胞系への挿入は、これらのタンパク質が修
飾されていてもいなくても、本発明によりまた意図される。従って、例えば、Wickham, e
t al.（J. Virol. 70:6831-8（1996））に記載のような修飾ペントン塩基ポリペプチドは
、本明細書に記載の方法に従って使用した場合、治療的利用性を有し得る。
Ｃ.パッケージング細胞系
現在利用可能な組換えアデノウイルスベクターの最初の世代は、一般的にＥ１と呼ばれる
、Ｅ１ａおよびＥ１ｂ領域を含む第１ウイルス初期遺伝子領域に欠損を有する傾向がある
。（これらの領域は、典型的に遺伝子地図単位を１.３０から９.２４に伸ばした）。Fiel
ds Virology, 3d Ed.（Fields et al.（編）, Lippincott-Raven Publ., Philadelphia,
（1996）, p. 2116）のチャプター６７の図３は、役立つ例であるアデノウイルスタイプ
２（Ａｄ２）の転写および翻訳地図を説明する。
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種々の刊行された報告に従って、ウイルスＥ１領域の欠失は、組換えアデノウイルスを複
製に関して不完全とし、続く感染標的細胞内での感染ウイルス粒子の製造を不可能とする
。従って、Ｅ１欠失アデノウイルスを産生する能力は、しばしば２９３と呼ばれるヒト初
期腎臓パッケージング細胞系の能力に基づく。この細胞系は、アデノウイルスのＥ１領域
を含み、これは細胞系内でＥ１欠失ウイルスが生育するのを“支持する”ためのＥ１遺伝
子領域生産物を提供する（例えば、Graham et al., J. Gen. Virol. 36:59-71（1977）参
照）。
それにもかかわらず、現在の第１世代組換えアデノウイルスの本質的な問題は、患者への
その使用に関する懸念を増加させている。例えば、いくつかの近年の実験は、Ｅ１欠失ア
デノウイルスが完全に複製－インコンピテントでないことを示している（Rich, Hum. Gen
e. Ther. 4:461-476（1993）;Engelhardt, et al., Nature Genet. 4:27-34（1993）参照
）。
３つの一般的限定がアデノウイルスベクター法に関連する。第１に、感染の高い多重度（
“ＭＯＩ”）でのアデノウイルスのインビボおよびインビトロ両方の感染は、それ自体哺
乳類細胞に毒性であるペントンタンパク質の蓄積のため、標的細胞に細胞毒性をもたらす
（Kay, Cell Biochem. 17E:207（1993））。第２に、ペントンタンパク質を含むアデノウ
イルス後期遺伝子生産物に対する免疫応答が、ベクターを受けた感染組織の炎症性反応お
よび破壊をもたらす（Yang, et al., PNAS USA 92:4407-4411（1994））。最後に、宿主
免疫応答および細胞特性作用は、共に、トランスジーンの長期発現を妨げ、アデノウイル
スベクターの続く投与後の遺伝子発現の減少したレベルをもたらす（Mittal, et al., Vi
rus Res. 28:67-90（1993））。
本明細書に記載のパッケージング細胞系は、ヘルパーウイルスの必要性無しに、ウイルス
ゲノムの主要部分の欠失を有するウイルスベクターを支持する。
Ｄ.治療的ウイルスベクターおよび関連システム
１.核酸セグメント
本発明の治療的ウイルスベクターまたは組成物は、本明細書に記載のような、治療的適用
に使用し得るタンパク質またはポリペプチド分子---またはそれらの生物学的に活性なフ
ラグメント---をコードするヌクレオチド配列を含む。治療的ウイルスベクターまたは組
成物は、更に、このような治療的ヌクレオチド配列または遺伝子の発現のためおよび制御
のための、５’に位置するエンハンサー要素またはプロモーターを含み得る。
一般に、プロモーターは、３’またはプロモーターの下流に位置する遺伝子の発現を制御
するＤＮＡ配列を含むＤＮＡセグメントである。プロモーターは、ＲＮＡポリメラーゼが
特異的に結合し、その典型的にプロモーターの３’に位置する遺伝子のＲＮＡ合成（転写
）を開始させるＤＮＡ配列である。一個以上の特定のポリペプチドまたはタンパク質をコ
ードする核酸配列が治療的ウイルスベクターまたはヌクレオチド配列に包含される場合、
特に、それが発現の効率を促進する場合、一個以上のプロモーターまたはエンハンサーを
含み得る。本発明の目的のために、調節可能（誘導可能）ならびに構造プロモーターを、
別々のベクターであれ同じベクターであれ使用し得る。
主題の治療的ヌクレオチド組成物またはベクターは、少なくとも２つの異なる操作可能に
結合したＤＮＡセグメントを含む核酸を含む。ＤＮＡは、本明細書に記載のようにＰＣＲ
により、およびMolecular Cloning:A Laboratory Manual, 2nd Ed., Sambrook et al.,編
, Cold Spring Harbor, New York（1989）に記載のような標準法を使用して操作および増
幅できる。典型的に、本発明の治療的ウイルスベクターを製造するために、選択的治療組
成物およびプロモーターまたはエンハンサーをコードする配列は、インビボまたはインビ
トロで細胞内の自発的複製を可能にするＤＮＡ分子に操作可能に結合する。エンハンサー
要素またはプロモーターと治療的ヌクレオチド組成をコードするヌクレオチド配列を、ベ
クターに操作可能に結合させることにより、結合セグメントはベクター配列と一緒に複製
する。
従って、本発明の組換えＤＮＡ分子（ｒＤＮＡ）は、通常天然では一緒には見られない少
なくとも２つのヌクレオチドを含むハイブリッドＤＮＡ分子である。種々の好ましい態様
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において、配列の一つはＡｄ由来ポリペプチド、タンパク質またはそのフラグメントであ
る。他の方法で記載すると、本発明の治療的ヌクレオチド配列は、発現可能タンパク質、
ポリペプチドまたはそのフラグメントをコードするものであり、更に活発な構造または調
節可能（例えば、誘導可能）プロモーター配列を含み得る。
本発明の治療的ウイルスベクターまたは組成物は、最適には約２０塩基対から約４０,０
００塩基対長である。好ましくは、核酸分子は、約５０bpから約３８,０００bp長である
。種々の態様において、核酸分子は、一個またはそれ以上のアデノウイルスタンパク質ま
たはその機能的ポリペプチド部分をコードするのに十分な長さである。個々のＡｄポリペ
プチドが約１９アミノ酸残基から約９６７アミノ酸残基まで長さが代わるため、対応する
ヌクレオチド配列は、本発明の治療的ヌクレオチド配列によりウイルスベクター内で“置
換”される個々のポリペプチドコード配列のサイズに依存して、約５０bpから３０００bp
までである。
種々のＡｄタンパク質は、一個以上のポリペプチド配列を含む。従って、本明細書で教示
のようなＡｄベクター由来の対応する遺伝子の欠失は、このようにベクターがより大きい
“外来”ＤＮＡセグメントでさえ適応することを可能にする。従って、一個またはそれ以
上のアデノウイルスポリペプチドまたはタンパク質をコードする配列が本発明の組換えヌ
クレオチドに取って代わる場合、組換え配列の長さは、関連するアデノウイルス由来ベク
ターのパッケージングの限界近くまで伸長できることが考えられる。
本明細書に記載の好ましい態様が、ヘルパー非依存的Ａｄ由来ベクターであるという事実
の観点から、全野性型Ａｄゲノムは、このようなベクターをある種の“助け”を必要とす
るベクターへの形質転換無しに、組換え核酸分子により完全に取って代わられる。しかし
ながら、本発明のＡｄ由来ベクターは、ヘルパーウイルスに依存しない；代わりに、本発
明のベクターは、“外来”ＤＮＡのベクター内への付加を可能にするために該ベクターか
ら除去されているタンパク質またはポリペプチドを安定に発現する細胞系内で増殖する。
種々の記載の態様において、特異的初期領域および構造ポリペプチドが本発明のベクター
から欠失し、それにより、種々の長さの組換え核酸配列（またはカセット）がベクターに
適合するのを可能にする。例えば、本発明のＡｄ由来ベクターは、容易に１２kbまたはそ
れ以上の外来（または“治療的”）ＤＮＡ配列を含み得る。
治療的（または外来）ヌクレオチド配列は、α１－アンチトリプシンまたは嚢胞性線維症
膜コンダクタンス制御因子タンパク質（ＣＦＴＲ）などの置換のような所望の治療的効果
を提供するタンパク質またはポリペプチド---または生理学的に活性なそのフラグメント-
--をコードする遺伝子または遺伝子フラグメントであり得る。（例えば、その内容を本明
細書に引用して包含させるCrystal, et al., Nature Genetics 8:42-51（1994）;Zabner,
 et al., Cell 75:207-216（1993）;Knowles, et al., NEJM 333（13）:823-831（1995）
;およびRosenfeld, et al., Cell 68:143-155 81992）参照）。
本発明のＡｄ由来ベクターは、また---ｐ５３、Ｒｂまたはマイトシンのような---細胞サ
イクルの調節に有効なまたは、チミジンキナーゼのような細胞死を誘導するのに有効なタ
ンパク質、ポリペプチドまたはそのフラグメントも含み得る。（例えば、その内容を引用
して本明細書に包含させる国際出願ＷＯ９５／１９８４参照）。本発明の治療的ウイルス
ベクターにより発現される治療的タンパク質またはポリペプチドは、適当な場合、より効
果的にするために他の治療剤と組み合わせて---例えば、チミジンキナーゼ代謝産物は、
チミジンキナーゼをコードする遺伝子およびその生産物と組み合わせて使用し得る---使
用し得ることが更に意図される。
あるいは、治療的ウイルスベクターは、治療的効果を発揮する前にポリペプチド生産物に
翻訳される必要性が無く、酵素的治療活性を示すＤＮＡまたはＲＮＡオリゴヌクレオチド
配列を含み得る。後者の例は、有害遺伝子の転写を阻害するアンチセンスオリゴヌクレオ
チドまたは選択した変異遺伝子配列を開裂するための部位特異的リボヌクレアーゼとして
作用するリボザイムを含む。他の変法において、本発明の治療的ヌクレオチド配列は、公
開ＰＣＴ出願ＷＯ９２／０６６９３（その内容を本明細書に引用して包含させる）に記載
のような、リボザイムおよびアンチセンスＤＮＡを含む、標的細胞内に高コピー数で、治
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療的ヌクレオチド分子の産生ができるＤＮＡ構築物を含み得る。他の好ましい本発明の治
療的ヌクレオチド配列は、ＨＩＶアンチセンスヌクレオチドを、ＣＤ４を介して、潜伏感
染Ｔ細胞に運搬することができる。同様に、エプスタイン－バーウイルス（ＥＢＶ）ＥＢ
Ｎａ－１アンチセンスヌクレオチドの、ＣＲ２を介したＢ細胞への運搬は、治療的結果を
もたらす。
本明細書の他の場所にも記載のように、本発明のＡｄ由来ベクターは、またプロモーター
配列も含み得る。構造および調節（しばしば“誘導可能”と呼ばれる）プロモーターが本
発明の構築物および方法で有用である。例えば、ある有用な調節可能プロモーターは、Ｃ
ＲＥＢ－調節遺伝子ファミリーのものであり、インヒビン、ゴナドトロピン、シトクロー
ムｃ、グルカゴンなどを含む。（例えば、その内容を引用して本明細書に包含させる公開
国際出願ＷＯ９６／１４０６１参照）。
調節可能または誘導可能プロモーターは、ＲＮＡポリメラーゼ結合および開始の速度が、
外部刺激により調節されるプロモーターとして記し得る。このような刺激は、種々の化合
物または組成物、光、熱、負荷、化学的エネルギー源などを含む。誘導可能、抑制可能お
よび抑圧可能プロモーターが調節可能プロモーターと見なされる。
調節可能プロモーターは、また組織特異的プロモーターも含み得る。組織特異的プロモー
ターは、それらが特異的細胞型に操作可能に結合している遺伝子の発現を指向する。組織
特異的プロモーターは、プロモーターがその内在遺伝子を発現する場所の特異的細胞内に
おいて、その３’に位置する遺伝子を、優勢的にであはあるが、排他的で無く発現させる
。典型的に、組織特異的プロモーターが、その３’に位置する遺伝子を総て発現した場合
その発現は、正確な細胞型で適切に発現されていると考える（例えば、Palmiter et al.,
 Ann. Rev. Genet. 20:465-499（1986）参照）。
組織特異的プロモーターが遺伝子の発現を制御する場合、遺伝子は、実質的に総ての組織
および細胞型よりむしろ少数の組織または細胞型で発現される。組織特異的プロモーター
の例は、Brinster et al., Nature 306:332-336（1983）およびStorb et al., Nature 31
0:238-231（1984）により記載の免疫グロブリンプロモーター；Swift et al., Cell 38:6
39-646（1984）により記載のエラスターゼ－Ｉプロモーター；Townes et al., Mol. Cell
. Biol. 5:1977-1983（1985）およびMagram et al., Mol. Cell. Biol. 9:4581-4584（19
89）により記載のグロビンプロモーター、Bucchini et al., PNAS USA, 83:2511-2515（1
986）およびEdwards et al., Cell 58:161（1989）により記載のインシュリンプロモータ
ー；Ruscon et al., Nature 314:330-334（1985）およびGrosscheld et al., Cell 38:64
7-658（1984）により記載の免疫グロブリンプロモーター；Shani, Mol. Cell. Biol. 6:2
624-2631（1986）により記載のアルファ・アクチンプロモーター;Overbeek et al., PNAS
 USA 82:7815-7819（1985）により記載のアルファ・クリスタリンプロモーター；Crensha
w et al., Genes and Development 3:959-972（1989）により記載のプロラクチンプロモ
ーター；Tremblay et al., PNAS USA 85:8890-8894（1988）により記載のプロオピメラノ
オコルチンプロモーター；Tatsumi et al., Nippon Rinsho 47:2213-2220（1989）により
記載のベータ－チロイド刺激ホルモン（ＢＴＳＨ）プロモーター；Muller et al., Cell 
54:105（1988）により記載のマウス乳腫瘍ウイルス（ＭＭＴＶ）プロモーター；Palmiter
 et al., Ann. Rev. Genet. 20:465-499（1986）により記載のアルブミンプロモーター；
Vasser et al., PNAS USA 86:11,111-11,116（1988）により記載のケラチンプロモーター
；McVey et al., J. Biol. Chem. 263:11,111-11,116（1988）に記載のオステオネクチン
プロモーター；Allison et al., Mol. Cell. Biol. 9:2254-2257（1989）により記載の前
立腺特異的プロモーター；Nathans et al., PNAS USA 81:4815-4855（1984）により記載
のオプシンプロモーター；Danciger et al., PNAS USA 86:8565-8569（1989）により記載
の嗅覚マーカータンパク質プロモーター；Forss-Pelter et al., J. Neurosci. Res. 16:
141-151（1986）により記載の神経特異的エノラーゼ（ＮＳＥ）プロモーター；Sutcliffe
, Trends in Genetics 3:73-76（1987）により記載のＬ－７プロモーターおよびPeschon 
et al., Ann. New York Acad. Sci. 564:186-197（1989）およびBraun et al., Genes an
d Development 3:793-802（1989）により記載のプロタミン１プロモーターを含む。（総
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ての引用文献の記載を、本明細書に引用して包含させる。）
２.組成物
本発明の種々の別の態様において、本明細書に記載の治療法を実施するために有用な治療
的配列および組成物が意図される。本発明の治療的組成物は、生理学的に耐容性の担体と
、活性成分としてその中に溶解または分散した一個またはそれ以上の本発明の治療的ヌク
レオチド配列を含み得る。好ましい態様において、本組成物は、治療目的で患者に投与し
た時に、免疫原性ではなく、またはそうでなければ望ましくない副作用の原因とならない
。
本明細書での使用において、“製薬学的に許容される”、“生理学的に耐容性”およびそ
れらの語尾変化した形は、組成物、担体、希釈剤および試薬に関する限り、交換可能に使
用され、患者---例えば、哺乳類---に、嘔吐、めまい、胃の不調などのような望ましくな
い生理学的作用の発生無しに投与できる物質を意味する。
例えば、発明は、上皮細胞または非上皮細胞の特異的標的化に、およびそれらの細胞への
治療的ヌクレオチド配列の運搬に有効な治療的組成物を含む。上皮細胞を主に標的とする
ように設計した治療的組成物は、治療的ヌクレオチド配列を含むアデノウイルス由来ベク
ターを含み得る。本明細書に記載のように、多くのアデノウイルス由来部分が、本明細書
に記載の治療的組成物および方法に有用である。
下記の実施例のいくつかが、ファイバータンパク質、ポリペプチドおよびそのフラグメン
トを特に記載しているが、他の構造および非構造Ａｄタンパク質およびポリペプチド（例
えば、調節タンパク質およびポリペプチド）が種々の記載のベクターおよび細胞系の成分
として使用し得ることは、ここに特に記載する。更に、異なるＡｄ血清型由来のタンパク
質、ポリペプチドおよび／またはそれらのフラグメントを含むキメラ分子も、本明細書に
記載の方法、構築物および組成物で使用し得る。同様に、本発明の組換えＤＮＡ配列を、
本明細書に記載され、請求のように、広範囲の適用を有する有用な構築物を設計するため
に、異なるＡｄ血清型由来の核酸配列を使用して製造し得る。
グループＣアデノウイルス---即ち、Ａｄ血清型１、２、５および６---が本明細書の種々
の実施例で記載されているが、本発明はこれらの血清型単独に限定されないことは認めら
れる。アデノウイルス血清型が、構造および機能的に密接に関連しているという観点から
、本発明の治療的ウイルスベクター、パッケージング細胞系およびプラスミドは、任意の
そして総てのＡｄ血清型の成分から構築し得る---そして、本明細書に記載の、本発明の
種々の構築物および細胞系の製造および使用の方法は、総ての該血清型に適用される。
その中に溶解または分散した活性成分を含む医薬組成物の製造法は、当分野では良く理解
されている。典型的に、このような組成物は、注射可能物---液体溶液または懸濁液のい
ずれか---として製造されるが、使用前に液体中の溶液または懸濁液とするのに適した固
体形もまた製造できる。製剤はまた乳化でき、または坐薬、軟膏、クリーム、経皮パッチ
などに、所望の投与経路に依存して調剤できる。
活性成分は、製薬学的に許容され、活性成分と適合性である賦形剤と、本明細書に記載の
治療法への使用に適した量で混合できる。適当な賦形剤は、例えば、水、食塩水、デキス
トロース、グリセロール、エタノールなどおよびこれらの組み合わせであり、植物油、プ
ロピレングリコール、ポリエチレングリコールおよびベンジルアルコール（注射または液
体製剤のため）；およびペトロラタム（例えば、ワセリン）、植物油、動物脂肪およびポ
リエチレングリコール（外用製剤のため）を含む。加えて、望ましい場合、組成物は湿潤
または乳化剤、等張剤、溶解促進剤、安定化剤、色素、防腐剤、緩和剤（soothing agent
s）および同様の添加剤（医薬製剤の通常の補助添加剤）、ｐＨ緩衝化剤および活性剤の
効果を促進する類似のものを含み得る。
本発明の治療的組成物は、その中に組成物の製薬学的に許容される塩を含み得る。製薬学
的に許容される塩は、例えば、塩酸またはリン酸のような無機酸、または酢酸、酒石酸、
マンデル酸などのような有機酸と形成される酸付加塩（ポリペプチドの遊離アミノ基と形
成）を含む。遊離カルボキシル基と形成される塩はまた、例えば、水酸化ナトリウム、水
酸化カリウム、水酸化アンモニウム、水酸化カルシウムまたは水酸化鉄（III）のような
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無機塩基から、およびイソプロピルアミン、トリメチルアミン、２－エチルアミノエタノ
ール、ヒスチジン、プロカインなどのような有機塩基にも由来し得る。
生理学的に耐容性の担体は、当分野で既知である。液体担体の例は、活性成分と水以外に
いかなる物質も含まない、または生理学的ｐＨ値のリン酸ナトリウムのような緩衝剤また
は生理食塩水もしくはリン酸緩衝食塩水のような両方を含む、滅菌水溶液である。更に、
水性担体は、一つ以上の緩衝塩、ならびに塩化ナトリウムおよび塩化カリウム、デキスト
ロース、ポリエチレングリコールおよび他の溶質を含み得る。
液体組成物は、また、水に加えておよび水以外に液体相を含み得る。このような付加的液
体相の例は、グリセリン、綿実油のような植物油および水－油エマルジョンである。
治療的組成物は、典型的に、標的組織に治療的有効量を運搬するのに十分な本発明の治療
的ヌクレオチド配列の一定量、典型的に、全治療組成物当たり、少なくとも０.１重量％
から約９０重量％の治療的ヌクレオチド配列を含む。重量％は、治療的ヌクレオチド配列
対全組成物の重量比である。従って、例えば、０.１重量％は、全組成物１００ｇ当たり
、ＤＮＡセグメント０.１ｇである。
本発明の合成オリゴヌクレオチドを含む治療的ヌクレオチドは、ホスホトリエステルまた
はホスホジエステル法のような適当な方法を使用して製造できる。その内容を引用して本
明細書に包含させる、Narang et al., Meth. Enzymol. 68:90（1979）；米国特許第４，
３５６，２７０号；およびBrown et al., Meth. Enzymol. 68:109,（1979）参照。
変異体のファミリーが好ましい、治療的オリゴヌクレオチド組成物のために、ファミリー
メンバーの合成を、一反応容器で同時に行い得、または独立して合成し、予め選択したモ
ル比を混合し得る。同時の合成に関して、オリゴヌクレオチドの位置が、オリゴヌクレオ
チドポリマーの伸長のために化学的に添加される場合、一つの予め選択したヌクレオチド
前駆体の固相オリゴヌクレオチド反応混合物への添加により、ファミリーメンバーの配列
の予め選択した位置で保存されるヌクレオチド残基を、化学合成プロトコールで同時に変
異体に挿入できる。変化する配列内のこれらの位置へのヌクレオチド残基の付加は、一定
量の、好ましくは等モル量の多重の予め選択したヌクレオチド前駆体の固相オリゴヌクレ
オチド反応混合物への化学合成中の添加により、同時に、挿入できる。例えば、４つの可
能性のある天然ヌクレオチド（Ａ、Ｔ、ＧおよびＣ）を、予め選択した位置に添加する場
合、その前駆体をその段階でオリゴヌクレオチドに添加し、４つの変異体を同時に形成す
る。
同時に関連オリゴヌクレオチドのファミリーを形成するこの方法は、Ausubel et al.（Cu
rrent Protocols in Molecular Biology, Suppl. 8. p. 2.11.7, John Wiley & Sons, In
c., New York（1991））により“宿重オリゴヌクレオチド”の製造として先に記載されて
おり、本明細書に記載の治療的オリゴヌクレオチド組成物の製造に容易に適用できる。
共通の４つのヌクレオチド（Ａ、Ｔ、ＧおよびＣ）またはＲＮＡ相同ヌクレオチドウラシ
ル（Ｕ）以外のヌクレオチド塩基もまた本発明で使用できる。例えば、イノシン（Ｉ）が
Ａ、ＴおよびＧとハイブリダイズできるが、Ｃとはできないことは既知である。他の有用
なヌクレオチドアナログの例は、当分野で既知である；多くが37 C.F.R. §1.822のリス
トに見られ得る。
従って、４つの共通のヌクレオチドがオリゴヌクレオチドのファミリーの一つの位置を占
める場合、即ち、予め選択された治療的ヌクレオチド組成物が、一つの位置で変化する４
つの配列とハイブリダイズできるように設計された場合、数個の異なるオリゴヌクレオチ
ド配列が意図される。組成物は、４つのメンバーを含み得、選択された場所はＡ、Ｔ、Ｇ
またはＣを含む。あるいは、組成物は、二つのメンバーを含み得、予め選択された位置が
ＩまたはＣを含み、その位置で全４つの共通ヌクレオチドとハイブリダイズする能力を有
する。最後に、非不安定化法で、一個以上の共通ヌクレオチドと、イノシンと同様の方法
でハイブリダイズする能力を有する他のヌクレオチドを、予め選択した位置に含み得る。
３.発現ベクター系
外因性ＤＮＡを真核細胞内に挿入する方法は、分子生物学者の最も強力な道具の一つとな
っている。“外因性”なる用語は、本発明の治療法で投与される、本発明の治療的組成物
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を包含する。従って、“外因性”は、また“外来”、“非天然”等とまた本明細書では記
載し得る。本発明の方法は、好ましくは、ＤＮＡの受容細胞への効率的な運搬および続く
外来ＤＮＡを発現する細胞の同定を必要とする。
広く使用されているプラスミドはpBR322であり、そのヌクレオチド配列およびエンドヌク
レアーゼ開裂部位が既知であるベクターである。種々の他の有用なプラスミドベクターを
下記実施例で記載する。
本発明のベクターは、細胞内で自発的複製ができ、それにＤＮＡセグメント、例えば、遺
伝子またはポリヌクレオチドが、結合セグメントの複製をもたらすように、操作可能に結
合できる核酸（好ましくはＤＮＡ）分子を含む。本発明において、ベクター配列に操作可
能に結合するヌクレオチドセグメントの一つは、治療的核酸分子の少なくとも一部をコー
ドする---事実上、一個またはそれ以上の治療的タンパク質またはポリペプチド、または
そのフラグメントをコードする核酸。
種々の態様において、治療的遺伝子の完全なペプチドコード配列をベクターに挿入し、発
現させる；しかしながら、ある非コード配列をまた同様に含むベクターの構築もまた可能
である。好ましくは、しかしながら、非コード配列を排除する。あるいは、ポリペプチド
の可溶性形のヌクレオチド配列を使用し得る。他の好ましい治療的ウイルスベクターは、
発現のためのベクターに操作可能に結合した治療的ヌクレオチド配列の少なくとも一部を
コードするヌクレオチド配列を含む。ＤＮＡ配列またはセグメントに関して本明細書で使
用する限り、語句“操作可能に結合する”は、一般に、配列またはセグメントが、ＤＮＡ
の断片に共有結合的に、一重結合または二重結合形であれ、結合していることを意味する
。
本発明の治療的ヌクレオチド配列を操作可能に結合させるウイルスベクターの選択は直接
、当分野で既知のように、所望の機能的特性、例えば、ベクター複製およびタンパク質発
現および形質転換する宿主細胞に依存する---これらは、組換えＤＮＡ分子構築の分野で
固有に限定されている。あるアデノウイルス血清型を、具体的実施例の形で本明細書で記
載しているが、本発明は、ハイブリッドおよびその誘導体を含む、任意のアデノウイルス
血清型の使用を意図することは理解される。観察されるように、２個またはそれ以上の血
清型のヌクレオチドおよび／またはアミノ酸残基配列を本発明の構築物、組成物および方
法に使用することは、珍しいことではなく、本発明の範囲外ではない。
当業者が注目するように、本発明の種々の態様において、異なる“タイプ”のベクターを
記載する。例えば、ベクターの一つの“型”は、特定のヌクレオチド配列をパッケージン
グ細胞系に運搬するために使用し、該配列が細胞性ゲノムに安定に統合される目的を有す
る；これらの“型”のベクターは、一般に、本明細書では完全プラスミドと呼ぶ。本明細
書に記載の更なる“型”のベクターは、本発明の治療的ウイルスベクターを増殖する目的
で、ヌクレオチド配列を細胞系にまたは細胞系内（例えば、パッケージング細胞系）に運
搬または輸送する；従って、これらのベクターは、本明細書で運搬プラスミドと一般的に
呼ぶ。本明細書に記載の第３の“型”のベクターは、治療的タンパク質またはポリペプチ
ドをコードするヌクレオチド配列を、処置を必要とする患者の特異的細胞または細胞型に
運搬するために使用される；これらのベクターは、本明細書では、治療的ウイルスベクタ
ーまたはＡｄ由来ベクターと同定する。
一つの態様において、指向性ライゲーション手段が、上流ヌクレオチド配列、下流ヌクレ
オチド配列または両方に存在するヌクレオチドにより提供される。他の態様において、指
向性ライゲーションに適したヌクレオチドの配列は、多重指向性クローニング手段を停止
するヌクレオチドの配列を含む。指向性ライゲーションに適したヌクレオチドの配列が、
多くの制限部位を定義する場合、それは多重クローニング部位と呼ぶ。
翻訳可能ヌクレオチド配列は、一つのリーディングフレーム内のポリペプチドをコードす
る中断されていない一連の少なくとも８つのコドンを提供するヌクレオチドの連続直線で
ある。好ましくは、ヌクレオチド配列はＤＮＡ配列である。ベクターそれ自体、ウイルス
ベクター（ＲＮＡまたはＤＮＡ）、剥き出しの直鎖または環状ＤＮＡ、または核酸材料お
よび細胞に挿入されるポリペプチドを含む小胞または覆いのような適当な形であり得る。
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本発明の治療的ヌクレオチド組成物が存在する好ましいウイルスベクターは、アデノウイ
ルス（Ａｄ）由来である。ベクターがプロモーター配列を含むことも望ましい。本明細書
で教示のように、本発明のウイルスベクターは、処置をしようとする治療の性質に依存し
て、それらが特異的に予め選択した受容細胞型を標的とするような方法で設計および構築
している。特異的細胞を標的とする治療的ウイルスベクターの製造および使用法は、更に
、下記の実施例に記載する。
新規ベクターおよび組成物はまたそうでなければ、野性型アデノウイルスビリオンの標的
とならない細胞を選択的に標的とするように設計および製造もし得る。例えば、非上皮細
胞を標的とするために、本発明の教示に従って、非上皮細胞または特定のアデノウイルス
により一般的に標的とされるのと異なる受容体を使用使用する外来タンパク質、ポリペプ
チドまたは他のリガンドをコードするヌクレオチド配列を含む治療的ベクターも製造し得
る。特異的受容体（括弧内に同定）を指向する有用なリガンドの例はHIVgp120のＶ３ルー
プ（ＣＤ４）；トランスフェリン（トランスフェリン受容体）；ＬＤＬ（ＬＤＬ受容体）
；および脱グリコシルタンパク質（アシアロ糖タンパク質受容体）を含む。アデノウイル
スファイバーに添加し得る有用なリガンド---およびそれを製造し結合する方法---は、そ
の内容を引用して本明細書に包含させる公開国際出願ＷＯ９５／２６４１２に明示されて
いる。
本発明のウイルスベクター内に含まれる外来ヌクレオチド配列によりコードされ得るか、
または該ベクターが患者に投与された後にそれにより発現されるタンパク質またはポリペ
プチドに結合し得る有用なリガンドは、また抗体および結合配列、ならびに受容体それ自
体を含む。例えば、ＭＨＣクラスＩおよびクラスII、アシアロ糖タンパク質受容体、トラ
ンスフェリン受容体、ＬＤＬ受容体、ＣＤ４およびＣＲ２のような、インテグリンなどへ
の細胞受容体分子への抗体は、本発明に有用な数個である。典型的に受容体に結合するリ
ガンドおよびこれらのリガンドのアナログは、本明細書に記載のように、細胞性標的化剤
として使用し得ることも理解される。
Ｅ.治療法
本発明のベクターは、特に遺伝子治療に適している。従って、種々の治療法が本発明によ
り意図される。
例えば、Ａｄ由来ウイルスベクターが、治療的ヌクレオチド配列を特異的細胞または組織
に運搬でき、それにより、より伝統的な方法が効果の限界のある多くの状態に利用可能な
処置選択を広げ、促進することが発見された。従って、これらのベクターを使用する遺伝
子治療法は、本発明の範囲内である。ベクターは、典型的に精製し、次いで、有効な量を
インビボまたはエキソビボで患者に投与する。
例えば、本組成物は、ＨＩＶ感染を破壊するためにインビボで予防的にまたは治療的に使
用し得、作用機構はアンチセンスＨＩＶ配列またはリボザイムのＴ細胞または単核細胞へ
の運搬を介した遺伝子発現または活性化の阻害による。本発明の方法を使用して、本発明
に記載の治療的ウイルスベクターを、このような細胞の感染は、本発明のウイルスベクタ
ーが容易に標的化し得る明確なインテグリンにより介在されるように思えるため、造血細
胞を含む特異的細胞および組織に標的化し得る。（例えば、Huang, et al., J. Virol. 7
0:4502-8（1996）参照）。
他の有用な治療的ヌクレオチド配列は、EBV EBNa-1遺伝子に相補的なアンチセンスヌクレ
オチド配列を含む。このような治療的配列の使用は、ＥＢＶへのＢ細胞の潜伏感染を治療
するか、予防する。本明細書および下記実施例に記載のように、標的化および運搬は、種
々のリガンド、受容体、および他の適当な標的化剤の使用を介して達成し得る。
従って、一つの態様において、本発明の治療法は、ＥＢＶまたはＨＩＶに感染している患
者の細胞を、本発明の治療的ヌクレオチドを含む製薬学的に許容可能な組成物の治療的有
効量と接触させることを含む。関連する態様において、接触は、治療的ヌクレオチド配列
組成物を、ＥＢＶまたはＨＩＶ－介在感染をしている細胞に挿入することに関与する。
遺伝子治療法は、当分野で既知である（例えば、LarrickおよびBurck, Gene Therapy:App
lication of Molecular Biology, Elsevier Science Publ. Co., Inc. New York, NY（19
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91）;Kriegler,Gene Transfer and Expression:A Laboratory Manual, W. H. Freeman an
d Company, New York（1990）参照）。“患者”なる用語は、マウス、ラット、ウシ、ブ
タ、イヌ、ネコ、ウマ、クマまたはヒト患者のような任意の動物---特に哺乳類---患者を
含むと理解される。
ベクターに担持される外来遺伝子が、腫瘍抑制遺伝子または他の抗－腫瘍タンパク質をコ
ードする場合、ベクターは患者の細胞の過増殖の処置または減少、患者の腫瘍増殖の阻害
または特定の、関連する病状の軽減に有用である。病理学的過増殖細胞は、甲状腺の肥厚
、乾癬症、湿疹、良性前立腺肥大症、胸部癌を含むリ－フラウメニ症候群、肉腫症および
他の新生物、膀胱癌、大腸癌、肺癌、種々の白血病及びリンパ腫のような種々の病気の状
態を特徴とする。
非病理的過増殖細胞は、例えば、傷回復に関連する細胞で見られる。しかしながら、病理
的過増殖細胞は、特徴的に、接触阻害の欠失を示し、細胞の表面特性の変化を含む選択的
粘着の能力が減少し、更に、細胞内伝達が破壊している。これらの変化は、分割の刺激お
よびタンパク質分解酵素の分泌の能力を含む。
本発明はまた、本発明のベクターを使用した、細胞集団内への野性型腫瘍抑制因子の挿入
を介した、病理的哺乳類過増殖細胞に汚染された骨髄再組成中の造血前駆体の適当なサン
プルの枯渇の方法も意図する。本明細書で使用する限り、適当なサンプルは、患者から得
られた異種細胞集団、例えば、表現型的に正常なおよび病理的な細胞の両方を含む細胞の
混合集団として定義する。
投与は、本発明の治療的薬剤の細胞または患者への、直接注射、静脈内、腹腔内を含む種
々の手段、腫瘍内注射、エアゾールによるまたは局所的な挿入を含む---がこれらに限定
されない---。本明細書に記載の治療剤は、本明細書に記載のように、有効量の治療剤と
製薬学的に許容される担体の投与のための組み合わせであり得る。
本明細書で使用する限り、“有効量”は、一般的に、ベクターを投与した患者において良
性の結果を達成するベクター（またはそれにより産生／放出されたタンパク質）の量を意
味する。投与する全量は、必然的に、関連の技術者が認識するように、投与形態に依存し
て変化し、投与量も同様に変化し得る。
生理学的ベクターの量は、幾分複雑であり、濃度（ミリリットル当たりのプラーク形成単
位（pfu/ml）として）、全量（pfusとして）、そして細胞当たりの投与したベクターの概
算数（感染の概算多重度またはＭＯＩ）の用語で記載し得る。従って、ベクターを一定量
で、注入---例えば、鼻上皮を介して---により投与した場合、それぞれの濃度は、例えば
、下記のように記載し得る：

一般に、アデノウイルスベクターを鼻上皮を介した注入により投与した場合、約１０また
はそれより大きい概算ＭＯＩとなる投与量が、それより少ない用量より有効である。（例
えば、Knowles, et al., New Eng. J. Med. 333:823-831（1995）参照）。同様に、直接
注入---例えば、腫瘍へのウイルスベクターの直接注射---が、好ましい処置様相である場
合、１×１０9pfuまたはそれ以上の投与量が一般に好ましい。（例えば、公開国際出願Ｗ
Ｏ９５／１１９８４参照）。
従って、投与形態に依存して、一回量で投与する有効な量は、好ましくは約１０6から１
０15感染単位を含む。典型的な処置の経過は、５日間にわたるこのような一日当たりの投
与量である。当業者が認識するように、有効量は、（１）処置する病状または他の状態、
（２）患者の状態および感受性および（３）先に適用していてもよい他の処置経歴に対す
る患者の耐容性のような、当業者に既知の種々の他の因子に依存し得る。従って、当業者
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は、このような因子の理解および評価に基づいて、特定の患者に投与し得る、本発明の薬
剤／ベクターの量を、容易に、そして正確に測定し得る。
本発明は、また患者における過増殖性細胞または遺伝的欠失により特徴付けられる病状の
軽減法も意図する。このようなベクターは、好ましくは、適当な条件下で病状を軽減する
ことができる遺伝子生産物（例えば、ポリペプチドまたはタンパク質）をコードする外来
遺伝子を含む。本明細書での使用に関して、“遺伝的欠失”は、遺伝された因子によりも
たらされる病気、状態または異常、例えば、ハンティントン病、テイ－サックス病または
鎌状赤血球病を意味する。
本発明は、更に、腫瘍抑制遺伝子以外の抗腫瘍遺伝子を含むアデノウイルス発現ベクター
の有効量を、腫瘍塊に挿入することによる、患者の腫瘍細胞の増殖の減少法を提供する。
抗腫瘍遺伝子は、例えば、チミジンキナーゼ（ＴＫ）をコードできる。有効量の治療剤を
、次いで、患者に投与する；治療剤は、抗腫瘍遺伝子存在下で、細胞に毒性である。
例示のようにチミジンキナーゼを使用して、治療剤はガンシクロビル（ＧＣＶ）、６－メ
トキシプリンアラビノヌクレオシド（araM）またはそれらの機能的相同物のようなチミジ
ンキナーゼ代謝産物である。チミジンキナーゼ遺伝子およびチミジンキナーゼ遺伝子代謝
産物の両方を、宿主細胞に毒性を作用されるために同時に使用しなければならない。ＴＫ
遺伝子存在下で、ＧＣＶはリン酸化され、ＤＮＡ合成の強力なイニシエーターとなり、一
方araMは細胞毒性同化生成物araATPに変換する。従って、厳密な作用法または相乗作用は
、治療効果に意味は無い；適当な遺伝子および治療剤の同時の使用が、特異的疾病状態の
軽減に有効であり得ることが意味がある。
他の有用な例は、酵素シトシンデアミナーゼを発現する、本発明のベクターの使用を意図
する。このようなベクターは、医薬５－フルオロウラシル（AustinおよびHuber, Mol. Ph
arm. 43:380-387（1993））または近年記載のイー・コリDeo遺伝子と組み合わせた６－メ
チル－プリン－２’－デオキシリボヌクレオシド（Sorscher et al., Gene Therapy 1:23
3-238（1994））の投与に関連して使用する。
先に記載の腫瘍抑制遺伝子の使用に関連して、他の抗腫瘍遺伝子の使用が、単独であれ、
適当な治療剤との組み合わせであれ、腫瘍および悪性腫瘍の特徴である非制御細胞生育ま
たは増殖特性の処置を提供する。従って、本発明は、患者の非制御細胞性生育の停止の治
療を提供し、それにより患者に存在する症状または疾病または悪液質を軽減する。本処置
の効果は、患者の生存期間の延長、腫瘍塊または重量の減少、または循環腫瘍細胞の数の
減少を含むが、これらに限定されない。本治療の優れた作用の定量手段は、当業者は既知
である。
本発明は、機能的外来ポリペプチド、タンパク質または生理学的に活性なそのフラグメン
トをコードする治療的外来核酸配列を収容し、ファイバーをコードする遺伝子のような、
一個またはそれ以上のアデノウイルス構造タンパク質遺伝子の部分的または全欠失により
特徴付けられる組換えアデノウイルス発現を提供する。例えば、このような機能的ポリペ
プチド部分は、抗癌遺伝子ＴＫが一つの例であるが、自殺遺伝子またはその機能的相当物
であり得る。ＴＫ遺伝子は、発現した時、特にＧＣＶ存在下で、細胞に致死である遺伝子
生産物を産生する。ＴＫ遺伝子の一つの源は単純ヘルペスウイルス（ＨＳＶ）であるが、
他の源が同様に既知であり、本明細書に教示のように使用し得る。ＴＫ遺伝子は、当業者
に既知の方法で、ＨＳＶから容易に得られ得る。例えば、イー・コリHB101（ATCC#39369
から）のプラスミドpMLBKTKは、HSV-1 TK遺伝子の源であり、本明細書に記載のように使
用し得る。（例えば、その内容を引用して本明細書に包含させる公開国際出願ＷＯ９５／
１１９８４参照）。
治療的遺伝子配列は、アデノウイルス発現ベクターと製薬学的に許容される担体の組み合
わせにより、腫瘍塊に挿入し得る。挿入は、例えば、組換えＡｄベクターの腫瘍塊への直
接注射により達成できる。肝細胞癌（ＨＣＣ）のような癌の特別な例の場合、肝動脈への
直接注射が、ほとんどのＨＣＣが本動脈からのその循環に由来するため、運搬に使用し得
る。同様の投与方法は、当業者に既知のように、他の特異的型の腫瘍および悪性腫瘍に使
用し得る。
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腫瘍抑制遺伝子の腫瘍特異的運搬は、患者の標的組織を、有効量の本発明の組換えＡｄ由
来ベクターと接触させることにより達成される。抗腫瘍治療において、遺伝子は、機能的
腫瘍抑制遺伝子生産物または自殺遺伝子生産物のような抗腫瘍剤をコードすることを意図
される。“接触”なる用語は、腫瘍内注射のような、ベクターの効率的な運搬のための運
搬法を含むことを意図する。
他の実施例において、本発明のアデノウイルスは、インビボで中枢神経系（ＣＮＳ）腫瘍
への遺伝子の運搬に使用できる。定位的運搬を使用して、Ａｄ由来ベクターは腫瘍治療を
意図したＣＮＳへの遺伝子の運搬ができる。例えば、Badie, et al.（引用して本明細書
に包含させるNeurosurgery 35（5）:910-916（1994））は、約１０7および１０8プラーク
形成単位／mlのベクター価での５０％および９０％の形質導入が、インビトロ実験で観察
されたと報告くしている。適当な動物脳腫瘍モデルを使用した彼らのインビボ実験におい
て、１０7を超える価が、細胞変性効果を有することが観察された；腫瘍細胞生育の５０
％を超える減少が、１０8pfu/mlで示された；１０10pfu/ml程高い価を患者動物の脳組織
に注射した場合、毒性効果は見られなかった（Ｉｄ）。従って、１０7pfu/mlより大きい
価の使用が、ＣＮＳ腫瘍を攻撃するときに適当であると考えられる。
本発明はまた本明細書に記載の治療的組成物および方法の効果の測定法も意図する。効果
を確認するための方法の一つは、ＥＢＶ－アンチセンス治療的ヌクレオチド配列が腫瘍形
成を遮断するかの評価のための、ＥＢＶ－誘発ＬＰＤ（リンパ組織増殖性疾病）のヒト／
ＳＣＩＤ（重症複合免疫不全症）マウスモデルの使用である。（例えば、その内容を引用
して本明細書に包含させるPisa, et al., Blood 79:173-179（1992）;Rowe, et al., Cur
r. Top. Microbiol. Immunol. 166:325（1990）;およびCannon, et al., J Clin. Invest
. 85:1333-1337（1990参照）。
最後に、種々の疾病の処置、治療および／または診断のための医薬の製造における本発明
のＡｄベクターの使用がまた本発明により意図される。更に、他の抗腫瘍遺伝子を対応す
る治療剤と組み合わせて使用して、腫瘍細胞の増殖を減少し得る。このような他の遺伝子
－および－治療剤組み合わせは当業者に既知であり、本明細書に教示のように使用し得る
。
Ｆ.遺伝子運搬のための治療的ウイルスベクターの構築
インビトロ遺伝子運搬のために、投与は、しばしば、最初に肺上皮細胞、リンパ球などの
ような患者の細胞集団から選択細胞を単離し、続いて本発明の治療的組成物のインビトロ
遺伝子運搬をし、そして患者に細胞を戻すことにより、達成される。インビトロ治療は、
また例えば、本発明の治療的組成物の種々の運搬手段による投与を介して、意図される。
例えば、エアゾール投与および皮下、静脈内、腹腔内、筋肉内、眼内等を介した投与はま
た本発明の範囲内である。
他の遺伝子運搬法はまた本発明の方法、組成物および構築物と関連して有用である；例え
ば、内容を引用して本明細書に包含させる公開国際出願ＷＯ９５／１１９８４参照。
同様に、種々の非ヒト動物が、本発明のベクターまたは形質転換細胞を挿入されている。
これらの“トランスジェニック”動物を、当業者に既知の方法を使用して作る。例えば、
米国特許第５，１７５，３８４号参照（その内容を引用して本明細書に包含させる）。
本発明はまた特異的細胞---例えば、診断および／または処置を必要とする患者の細胞---
の標的化のための種々の方法も意図する。本明細書に記載のように、本発明は、本発明の
ウイルスベクターおよび組成物が、これらのベクターおよび組成物を特異的細胞または細
胞型に運搬するという最終的な目的のために、特異的受容体または細胞を指向し得る。本
発明のウイルスベクターおよび構築物は、この点で特に有用である。
一般に、細胞へのアデノウイルスの結合および取りこみは、別のウイルスコートタンパク
質と、内在化のための結合用受容体およびＶインテグリン受容体の相互作用によりもたら
される、別々ではあるが協調した事象である。ファイバーコートタンパク質を介したアデ
ノウイルスの細胞表面への結合は、内在化の続く段階と区別でき、異なることが記載され
ており、本発明は、これらの受容体の区別と関連して、利点を有し得る。
Ｇ.他の適用
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本発明の細胞系、ウイルスベクターおよび方法はまた治療的ヌクレオチド配列の直接投与
以外の目的にも有用であり得る。このような適用の一つは、本発明のウイルスベクターで
形質転換した細胞内での大量の生理学的活性タンパク質またはポリペプチドの製造が意図
される。例えば、ヒトリンパ芽球状細胞は、エリスロポエチン（ＥＰＯ）の遺伝子のよう
なヒト造血生育因子を担持する本発明の完全ウイルスベクターで形質転換し得る；このよ
うに形質転換した細胞は、生理学的に活性なＥＰＯを製造できる。（例えば、Lopez et a
l., Gene 148:285-91（1994）参照）。
記載した本発明の方法、細胞系、プラスミド、ベクターおよび組成物のその他様々な応用
および使用は、下記の実施例のより詳しい研究により明らかになるであろう。
実施例
下記の実施例は、本発明の例示説明を意図するものであって、限定するものではない。そ
れ自体、下記の説明は、本発明の特定の実施態様を製造および使用できるような詳細な手
段を提供するものである。この説明は、本発明の例示説明であるが、発明を具体的に限定
するものと解釈されるものではない。現在既知の、あるいは後に開発される変形物および
均等物は、当業者の理解および技術的能力の範囲内であり、本発明の範囲内にあると考え
られる。
実施例１
アデノウイルスパッケージング細胞系の製造
アデノウイルスを増殖させるために通常使われる細胞系は、宿主細胞としてアデノウイル
スパッケージング細胞系の製造にも有用である。好ましい細胞には、２９３、即ちＡＴＣ
Ｃから入手した受託番号ＣＲＬ１５７３のアデノウイルス形質転換ヒト胎児腎臓細胞系；
ヒーラー、即ちヒト上皮癌細胞系（ＡＴＣＣ受託番号ＣＣＬ２）；Ａ５４９、即ちヒト肺
癌細胞系（ＡＴＣＣ受託番号ＣＣＬ１８８９）；および類似の上皮由来細胞系がある。ア
デノウイルス形質転換の結果として、２９３細胞は、Ｅ１初期領域調節遺伝子を含有する
。全ての細胞は、特記しない限り、完全ＤＭＥＭ＋１０％ウシ胎児血清中に維持した。
本発明の細胞系は、アデノウイルス遺伝子の細胞相補性により、前もって選択した遺伝子
領域に欠失のある新規アデノウイルスベースの遺伝子運搬ベクターの生産および増殖を可
能にする。本発明の新規ウイルスベクターを作る目的で、このような欠失アデノウイルス
ゲノムの望ましい相補性を提供するため、前もって選択した機能性単位を含むプラスミド
ベクターを本明細書に記載のとおり設計した。このような単位には、Ｅ１初期領域、????
?、およびウイルスファイバー遺伝子があるが、これらに限定されない。このような相補
性を与えるプラスミドを調製することによって宿主細胞染色体内に安定に挿入される“相
補性プラスミドまたは構築物”とすることは、下記に説明する。
Ａ．Ｅ４遺伝子欠失アデノウイルスの相補性用のＥ４－発現プラスミドの製造
ウイルスＥ４調節領域は、互い違いにスプライシングされて数種のｍＲＮＡを産生する、
単一転写単位を含有する。本明細書に記載のとおり製造され、かつ２９３細胞系をトラン
スフェクションするために使用される、Ｅ４発現プラスミドは、図１に示したように、Ｅ
４転写単位全体を含有する。Chroboczek et al.（Virol., 186: 280-285（1992）, GenBa
nk受託番号Ｍ７３２６０）に記載の５型アデノウイルス（以後、Ａｄ５と呼ぶ）のヌクレ
オチド３２６６７－３５７８０に相当する、天然Ｅ４プロモーターを含むＥ４転写開始部
位の上流１７５ヌクレオチドから、天然Ｅ４ターミネーターシグナルを含むＥ４ポリアデ
ニル化シグナルの下流１５３ヌクレオチドへと伸びるＤＮＡフラグメントは、ＡＴＣＣか
ら入手したＡｄ５ゲノムＤＮＡからポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）を介して増幅させた
。使用したプライマーの配列は、５’ＣＧＧＴＡＣＡＣＡＧＡＡＴＴＣＡＧＧＡＧＡＣＡ
ＣＡＡＣＴＣＣ３’（Ｅ４Ｌとして表す前方または５’プライマー）（配列番号１）およ
び５’ＧＣＣＴＧＧＡＴＣＣＧＧＧＡＡＧＴＴＡＣＧＴＡＡＣＧＴＧＧＧＡＡＡＡＣ３’
（Ｅ４Ｒとして表す後方または３’プライマー）であった。ＰＣＲフラグメントのクロー
ニングを助長するため、これらのオリゴヌクレオチドを、下線のヌクレオチドで示したよ
うに、制限酵素ＥcoＲＩおよびＢamＨＩそれぞれに対する新規部位を持つように設計した
。ＤＮＡは、ＰＣＲにより９２℃で１分間、５０℃で１分間、７２℃で３分間のサイクル
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を３０回実施して増幅させ、増幅全長Ｅ４遺伝子産物を得た。
その後、増幅ＤＮＡ Ｅ４産物は、ｐＢluescript/ＳＫ＋の融和性部位にクローニングす
るため、プラスミドｐＢＳ/Ｅ４を作る標準技術によりＥcoＲＩおよびＢamＨＩで消化し
た。単純ヘルペスウイルスチミジンキナーゼプロモーター、ヒグロマイシン耐性遺伝子お
よびチミジンキナーゼポリアデニル化シグナルを含む２６０３塩基対（ｂｐ）カセットは
、ＦspＩで消化し、次いでＢamＨＩでの二次消化用にＢamＨＩリンカー（５’ＣＧＣＧＧ
ＡＴＣＣＧＣＧ３’）（配列番号３）を添加して、ヒグロマイシン含有フラグメントを単
離することによって、プラスミドｐＭＥＰ４（Invitrogen, San Diego, CA）から切り取
った。
次いで、８７１０ｂｐ含有プラスミドｐＥ４/Ｈygroを作るために、単離したＢamＨＩ－
修飾フラグメントをＥ４領域を含有するｐＢＳ/Ｅ４のＢamＨＩ部位にクローンニングし
た（図２）。ｐＥ４/Ｈygroプラスミドは実施例３に記載のように、ＡＴＣＣに寄託され
ている。ｐＥ４/Ｈygroの完全ヌクレオチド配列は、配列番号４に挙げる。線状ベクター
の位置番号１は、図２に、ヒグロマイシン挿入物の３’ＢamＨＩ部位とＥ４挿入物の３’
ＥcoＲＩ部位の間の細い線で示したように、ｐＢＳ/ＳＫ＋主鎖のほぼ中間位置に相当す
る。Ｅ４遺伝子の５’および３’末端は、配列番号４のそれぞれのヌクレオチド位置３８
２０および７０７に位置するが、ヒグロマイシン挿入物の５’および３’末端は、それぞ
れのヌクレオチド位置３８３０および６４７０に位置する。使用のために選択したクロー
ンでは、Ｅ４およびヒドロマイシン耐性遺伝子を分岐的に転写した。
Ｂ．ファイバー遺伝子欠失アデノウイルスの相補性のためのファイバー発現プラスミドの
製造
ファイバーコード構築物を製造するために、プライマーを消化し、フラグメントの５’お
よび３’末端にそれぞれユニークＢamＨＩおよびＮotＩ部位を付加してＡｄ５ゲノムＤＮ
Ａからファイバーコード領域を増幅させた。Ａｄ５ヌクレオチド配列は、ＧenＢank受託
番号Ｍ１８３６９で入手できる。５’および３’プライマーは、それぞれのヌクレオチド
配列、５’ＡＴＧＧＧＡＴＣＣＡＡＧＡＴＧＡＡＧＣＧＣＧＣＡＡＧＡＣＣＧ３’（配列
番号５）および５’ＣＡＴＡＡＣＧＣＧＧＣＣＧＣＴＴＣＴＴＴＡＴＴＣＴＴＧＧＧＣ３
’（配列番号６）を持ち、ここで、挿入したＢamＨＩおよびＮotＩ部位は下線で示す。５
’プライマーもまた、開始部位である第２ＡＴＧコドン（ＣないしＡ）の５’の３つのヌ
クレオチドにヌクレオチド置換を含有した。このヌクレオチド置換はファイバータンパク
質翻訳を開始するためのコンセンサスを向上するために含められた。
増幅ＤＮＡフラグメントは、pcＤＮＡ３（Invitrogen）のＢamＨＩおよびＮotＩ部位に挿
入して、７１４８ｂｐのプラスミド消化ｐＣＤＮＡ３/ファイバーを作った。そのプラス
ミド地図は、図３に示す。親のプラスミドは、ＣＭＶプロモーター、ウシ成長ホルモン（
ＢＨＧ）ターミネーター、およびネオマイシン耐性を与える遺伝子を含有した。この構築
物に含まれるウイルス配列は、Ａｄ５ゲノムのヌクレオチド３１０４０－３２７９１に相
当する。
ｐＣＤＮＡ３/ファイバーの完全ヌクレオチド配列は、配列番号７に挙げる。ここで、ヌ
クレオチド位置１は、ｐｃＤＮＡ３ベクター配列のほぼ中間に相当する。ファイバー遺伝
子５’および３’末端は、ＡＴＧではヌクレオチド位置９１６に、ＴＡＡではヌクレオチ
ド位置２６６１にそれぞれ位置する。
ｐｃＤＮＡ３ベクターによって提供される構成ＣＭＶプロモーターによるファイバータン
パク質の発現を強化するために、２型アデノウイルスの３つにわかれたリーダー（tripar
tite leader）（ＴＰＬ）を含有するＢglＩＩフラグメントをｐＲＤ１１２aから切り取り
（Sheay et al., BioTechniques, 15: 856-862（1993））、ｐＣＤＮＡ３/ファイバーの
ＢamＨＩ部位に挿入して、７６４９ｂｐを持つプラスミドｐＣＬＦを作った。そのプラス
ミド地図は、図４に示す。Logan et al., Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 81: 3655-3659
（1984）およびBerkner, BioTechniques, 6: 616-629（1988）に記載のように、全ての主
要な後期アデノウイルスｍＲＮＡの５’末端に存在するアデノウイルスの３つに分かれた
リーダー配列は、２型アデノウイルスゲノムのヌクレオチド位置６０７１－６０７９（第
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１リーダーセグメントの３’末端）、７１０１－７１７２（第２リーダーセグメント全体
）および９６３４－９７２１（第３リーダーセグメント）に相当する３つの空間的に離れ
たエクソンによりコードされている。しかしながら、３つに分かれた配列はまた、ヌクレ
オチド位置６０８１－６０８９（第１リーダーセグメントの３’末端）、７１１１－７１
８２（第２リーダーセグメント全体）および９６４４－９８４５（第３リーダーセグメン
トおよびそのセグメントの下流にある配列）に相当する３つの空間的に離れたエクソンを
持つＡｄ５リーダー配列との一致を示す。ｐＣＬＦに存在する３つに分かれたリーダー配
列の対応ｃＤＮＡ配列は、ヌクレオチド位置９０７－９１２ないし１２２８－１２３３そ
れぞれにＢamＨＩ/ＢglＩＩ５’および３’部位が接している配列番号８に列挙する。
ｐＣＬＦプラスミドは、実施例３に記載のようにＡＴＣＣに寄託されている。ｐＣＬＦの
完全ヌクレオチド配列は、配列番号８に列挙するが、ここではヌクレオチド位置１は、ｐ
ｃＤＮＡ３親ベクター配列のほぼ中間に相当する。Ａｄ５ファイバー遺伝子の５’および
３末端は、それぞれＡＴＧではヌクレオチド位置１２３７－１２３９に、ＴＡＡでは２９
８０－２９８２に位置する。残りのベクター構築物は、既に上記した。
Ｃ．機能的Ｅ４およびファイバータンパク質をコードするプラスミドを持つアデノウイル
スパッケージング細胞系の製造
Graham et al., J. Gen. Virol., 36: 59-74（1977）により製造され、更にSpector, Vir
ol., 130: 533-538（1983）にに特性化されているとおり、２９３細胞系は既にＥ１遺伝
子を含有するので、第１アデノウイルスパッケージング系を製造する場合もこの細胞系を
選択した。電気穿孔の前に、２９３細胞をＲＰＭＩ培地＋１０％ウシ胎児血清中で増殖さ
せた。BioRad Gene Pulserを用い、３００Ｖ、２５μＦに設定して、４×１０6細胞をｐ
Ｅ４/Ｈygro ＤＮＡおよびｐＣＬＦ ＤＮＡそれぞれ２０μgと共に電気穿孔した。電気穿
孔用のＤＮＡは、Qiagenシステム（Bio-Rad, Richmond, CA）を用いて製造元指導書に従
い製造した。
電気穿孔の後、細胞を、２００μg/mlヒグロマイシンＢ（Sigma, St. Louis, MO）を含有
する新鮮な完全ＤＭＥＭ＋１０％ウシ胎児血清中に分配した。
展開されたコロニーから、“MICROTURBOGEN”システム（Invitrogen）を用いて製造元指
導書に従い、ゲノムＤＮＡを単離した。組込まれたＥ４ＤＮＡの存在は、ＰＣＲによりプ
ライマー対Ｅ４ＲおよびＯＲＦ６Ｌ（５’ＴＧＣＴＴＡＡＧＣＧＧＣＣＧＣＧＡＡＧＧＡ
ＧＡＡＧＴＣＣ３’）（配列番号９）を用いて評価した。ここで、後者は、５’前方プラ
イマー近辺アデノウイルス５オープンリーディングフレーム６である。Ｅ４遺伝子に関連
するプライマーの位置については図１参照。
親細胞系２９３でみられた増殖特性とは違う増殖特性を示した１クローンを選択し、これ
を２１１と呼んだ。この２１１クローンは、予想生成物を含有し、ｐＥ４/Hygroプラスミ
ドに含まれる、全てではないが、殆どのＥ４フラグメントに相当する挿入ＤＮＡの存在を
示した。２１１細胞系は、実施例３に記載のようにＡＴＣＣに寄託されている。この系は
、更に、上記プライマー対Ｅ４Ｌ/Ｅ４Ｒを用いる増幅により評価し、全長Ｅ４挿入物に
相当する生成物を検出した。ゲノムサザンブロッティングをＥcoＲＩおよびＢamＨＩで制
限したＤＮＡにて実施した。次いで、製造元指導書に従いGeniumシステム（Boehringer M
annheim, Indianapolis, IN）での標識化プローブとして使用するためｐＢＳ/Ｅ４にクロ
ーニングしたＥcoＲＩ/ＢamＨＩ Ｅ４フラグメントを持つ標準と比較して、およそ１コピ
ー/ゲノムでＥ４フラグメントを検出した。２１１細胞系由来のＤＮＡでは、予想標識化
内部フラグメントｐＥ４/Ｈygroを、単離したＥ４配列とハイブリダイズさせた。更に、
プローブを第２の挿入事象の結果であり得るより大きいフラグメントにハイブリダイズさ
せた（図５）。
２１１細胞系はファイバー遺伝子の欠損を確認するネオマイシン耐性では選択されないが
、ファイバー遺伝子の不在を示すため、この２１１細胞系を、抗ファイバーポリクローナ
ル抗体と２次抗体としてＦＩＴＣ－標識化抗ウサギＩgＧ（ＫＰＬ）による間接的な免疫
蛍光によりファイバータンパク質の発現について分析した。免疫反応性は、なんら検出さ
れなかった。従って、組換えファイバー遺伝子を含有する２１１クローンを作るために、
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２１１クローンを、ＲＰＭＩ培地中で増殖させて展開させ、ファイバーをコードする上記
のｐＣＬＦプラスミドで追加的に電気穿孔にかけた。
電気穿孔後、細胞をＤＭＥＭ＋１０％ウシ胎児血清中でプレートにまき、コロニーを２０
０μg/mlＧ４１８（Gibco, Gaithersburg, MD）で選択した。ポジティブ細胞系は、ヒグ
ロマイシン耐性を維持した。次いで、これらの候補となる２１１のサブラインを、上記の
間接的免疫蛍光によりファイバータンパク質発現についてスクリーニングした。スクリー
ニングした３つのサブライン、２１１Ａ、２１１Ｂおよび２１１Ｒは、他の多くのサブラ
インと共に、全て、ＡｄＲＳＶgal（１pfu/細胞）に感染させ、感染後２４時間で染色さ
れたポジティブコントロールの２９３細胞と比べ、性質的に核染色を示した。
次いで、このアッセイでの核染色にポジティブな系を、同じ抗体を用いる変性条件下でウ
ェスタン・ブロット分析にかけた。抗体が予想分子量（Ａｄ５ファイバータンパク質の場
合６２ｋｄ）のタンパク質を検出した、２１１Ａ、２１１Ｂおよび２１１Ｒを含む幾つか
の系を更に研究するために選択した。２１１Ａ細胞系は、実施例３に記載のようにＡＴＣ
Ｃに寄託されている。
これら３つの細胞系からの可溶性核抽出物を用いるウェスタンブロット分析と半天然電気
泳動システムから、発現されたファイバータンパク質が図６に示したように、天然ファイ
バータンパク質の特徴から機能的な三量体形であることが示された。三量体化ファイバー
の予想分子量は、１８６ｋｄである。２９３と印したレーンはファイバーを欠くが、サブ
ラインは検出可能なファイバーを含有する。図６に示すように、変性条件下で、三量体形
は破壊されて、検出可能なファイバー単量体になった。内生Ｅ１、新規に発現した組換え
Ｅ４およびファイバータンパク質を含有するクローンを選択し、実施例２に記載のように
欠失した対応アデノウイルス遺伝子を持つアデノウイルス遺伝子運搬ベクターに相補させ
るのに使用した。
Ｄ．Ｅ１－遺伝子欠失アデノウイルスの相補性に対するＥ１－発現プラスミドの製造
上記実施例１Ｃに記載の２９３細胞系を含有するＥ１－遺伝子に基づくもの以外のアデノ
ウイルスパッケージング細胞系を製造するために、単独またはＥ４と様々に組み合わせた
Ｅ１とファイバー遺伝子を含有するプラスミドベクターを下記のとおり構築する。
Ｅ１ａおよびＥ１ｂ遺伝子を含有するアデノウイルスゲノムの領域は、前記のとおりウイ
ルスゲノムＤＮＡからＰＣＲにより増幅させる。使用したプライマーは、Ｅ１Ｌ、即ち、
５’または前方プライマー、およびＥ１Ｒ、即ち、３’または後方プライマーであり、そ
れぞれヌクレオチド配列５’ＣＣＧＡＧＣＴＡＧＣＧＡＣＴＧＡＡＡＡＴＧＡＧ３’（配
列番号１０）および５’ＣＣＴＣＴＣＧＡＧＡＧＡＣＡＧＣＡＡＧＡＣＡＣ３’（配列番
号１１）を持つ。Ｅ１ＬおよびＥ１Ｒプライマーは、下線で示したとおり、それぞれ制限
部位ＮheＩおよびＸhoＩを含む。この部位は、増幅させたＥ１遺伝子フラグメントを、Cl
ontech（Palo Alto, CA）から市販されているｐＭＡＭのＮheＩ／ＸhoＩ部位内にクロー
ニングし、１１１５２ｂｐのプラスミドｐＤＥＸ/Ｅ１を形成するのに使用する。そのプ
ラスミド地図は図７に示す。
ｐＤＥＸ/Ｅ１の完全ヌクレオチド配列は、配列番号１２に列挙するが、ここでヌクレオ
チド位置１は、ｐＭＡＭ主鎖ベクター配列の３’末端からおよそ１４５４ヌクレオチドに
相当する。ｐＤＥＸ/Ｅ１プラスミドは、ｐＭＡＭのグルココルチコイド誘発マウス乳癌
ウイルス（ＭＭＴＶ）プロモーターの下流に位置するアデノウイルスゲノム（ｐＤＥＸ/
Ｅ１プラスミド中、ヌクレオチド位置１４６０から始まり、４９９８で終わる）のヌクレ
オチド５５２から４０９０を含む。ｐＭＡＭベクターは、ヒポキサンチン/アミノプテリ
ン/チミジン（ＨＡＴ）選択を用いて安定なトランスフェクション体を単離可能にするＥ
．コリgpt遺伝子を含有する。ｐＭＡＭ主鎖は、配列番号１２のヌクレオチド位置１－１
４５４および５００５－１１１５２を占める。
Ｅ．機能的Ｅ１およびファイバータンパク質をコードするプラスミドを持つアデノウイル
スパッケージング細胞系の作成
実施例１Ｃに記載のように、２１１サブライン、２１１Ａ、２１１Ｂおよび２１１Ｒのも
のに匹敵する別個のアデノウイルスパッケージング細胞系を作るために、アデノウイルス
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ゲノムを欠く別の細胞系を、下記のプラスミド構築物とのトランスフェクション用に選択
した。許容できる宿主細胞には、Ａ５４９、ヒーラー、ベロ、および実施例１の記載と同
様の細胞系がある。選択した細胞系を別のプラスミドｐＤＥＸ/Ｅ１およびｐＣＬＦでそ
れぞれトランスフェクションさせて、Ｅ１およびファイバー相補性タンパク質を発現させ
る。前記のトランスフェクション操作の後に、２つのプラスミドの安定な挿入物を含有す
るクローンを、ネオマイシンおよびＨＡＴでの選択により単離した。Ｅ１遺伝子の全長コ
ピーの組み込みは、上記のプライマーセットＥ１Ｌ/Ｅ１Ｒを用いるゲノムＤＮＡからの
ＰＣＲ増幅により評価する。ファイバー遺伝子の機能的挿入は、前記の抗ファイバー抗体
での染色によりアッセイする。
その後、生じた安定に組込まれた細胞系は、実施例２に記載のように、対応するアデノウ
イルス遺伝子欠失を持つアデノウイルス遺伝子運搬ベクターに相補するパッケージング細
胞システムとして使用する。
Ｆ．相補性遺伝子欠失アデノウイルス用の２以上のアデノウイルス遺伝子を含有するプラ
スミドの製造
前述の実施例に記載の方法は、アデノウイルス細胞パッケージングシステム作成用の２つ
のプラスミドｐＥ４/ＨygroとｐＣＬＦ、またはｐＣＬＦとｐＤＥＸ/Ｅ１の使用によるも
のである。本発明の方法での使用が企図される別の実施態様では、様々な組み合わせでコ
ードされたタンパク質の発現について２以上のアデノウイルス遺伝子を含有する相補性プ
ラスミドもまた、下記のとおり製造される。この場合、得られたプラスミドは、対応する
アデノウイルス遺伝子欠失を持つ運搬プラスミドと共に様々な細胞系で使用する。よって
、本発明の組換えアデノウイルスのウイルス性ベクターを作るのに使用するためのパッケ
ージング細胞の選択、運搬プラスミドの内容、相補性プラスミドの内容は、その他のアデ
ノウイルス遺伝子がアデノウイルスファイバー遺伝子と共に欠失するかどうか、もしそう
ならば、どちらの方であるかによって代わる。
１．ファイバーおよびＥ１アデノウイルス遺伝子を含有する相補性プラスミドの製造
ＣＭＶプロモーター、アデノウイルスの３つに分かれたリーダー、ファイバー遺伝子およ
びウシ成長ホルモンターミネーターに対する配列を含有するＤＮＡフラグメントは、ｐＣ
ＬＦ中のｐＣＤＮＡ３ベクター主鎖のヌクレオチド１－１９にアニールする前方プライマ
ー５’ＧＡＣＧＧＡＴＣＧＧＧＡＧＡＴＣＴＣＣ３’（配列番号１３）、およびｐＣＤＮ
Ａ３ベクター主鎖のヌクレオチド１２７８－１２５７にアニールする後方プライマー５’
ＣＣＧＣＣＴＣＡＧＡＡＧＣＣＡＴＡＧＡＧＣＣ３’（配列番号１４）を用いて実施例１
Ｂで製造したｐＣＬＦから増幅させる。前記のとおりフラグメントを増幅させ、次いで、
実施例１Ｄで製造したｐＤＥＸ/Ｅ１プラスミド中にクローニングする。ＤＮＡフラグメ
ントでクローニングするために、まず、ｐＤＥＸ/Ｅ１ベクターをＮdeＩで消化して、ｐ
ＤＥＸ/Ｅ１中のｐＭＡＭベクター主鎖のユニーク部位で切断し、次いで、末端をバクテ
リオファージＴ４ポリメラーゼおよびｄＮＴＰでの処理により修復する。
得られたｐＥ１/ファイバーと呼ばれる、Ｅ１およびファイバー遺伝子含有プラスミドは
、ＤＥＸ/Ｅ１について記載したデキサメタゾン誘発Ｅ１機能と上記のＡｄ５ファイバー
タンパク質の発現の両方を提供する。１４４５５ｂｐのｐＥ１/ファイバーのプラスミド
概略地図は、図８に示す。
ｐＥ１/ファイバーの完全ヌクレオチド配列は、配列番号１５に列挙するが、ここで、ヌ
クレオチド位置１は、親ベクターｐＭＡＭ配列の３’末端からおよそ１４５９ヌクレオチ
ドに相当する。Ａｄ５Ｅ１遺伝子の５’および３末端は、ｐＭＡＭ主鎖に続くヌクレオチ
ド位置１４６０および４９９８にそれぞれ位置し、次いで、充填平滑末端化ＮdeＩ部位に
よりｐＣＬＦ由来のＡｄ５ファイバーから分離する。ｐＣＬＦファイバー遺伝子フラグメ
ントの５’および３’末端は、ｐＣＬＦについて前述したエレメントを含むヌクレオチド
位置１０９２２－１４２２３にそれぞれ位置する。
次いで、得られたｐＥ１/ファイバープラスミドを用いて、Ｅ１およびファイバーを発現
する１以上の運搬プラスミドに相補させる。
それから、ｐＥ１/ファイバー構築物を用いて実施例１Ｅに記載の選択した宿主細胞をト
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ランスフェクションさせ、前述のとおり実施して安定な染色体挿入物を作り、その後ＨＡ
Ｔ培地で選択する。その後、安定な細胞を実施例２に記載のパッケージング細胞として使
用する。
２）Ｅ４およびファイバーアデノウイルス遺伝子を含有する相補性プラスミドの製造
実施例１Ｂに記載のように製造したｐＣＬＦを、ＢglＩＩで部分的に消化し、ｐＣＤＮＡ
３主鎖のその部位のみで切断する。実施例１Ａで製造したｐＥ４/ＨygroプラスミドをＢa
mＨＩで消化し、Ｅ４含有フラグメントを作る。次いで、Ｅ４フラグメントをｐＣＬＦの
ＢamＨＩ部位に挿入し、プラスミドｐＥ４/ファイバーを形成させる。得られたプラスミ
ドにより、ｐＣＬＦのところで記載したファイバー遺伝子とｐＥ４/Ｈygroのところで記
載したＥ４機能が発現される。
１０６１０ｂｐのｐＥ４/ファイバーの概略プラスミド地図は図９に示す。ｐＥ４/ファイ
バーの完全ヌクレオチド配列は配列番号１６に列挙するが、ここで、ヌクレオチド位置１
は、親ベクターｐＣＤＮＡ３主鎖配列の３’末端からおよそ１４ｂｐに相当する。Ａｄ５
 Ｅ４遺伝子の５’および３末端は、ヌクレオチド位置２１および３１４９それぞれに位
置し、これらはＢglＩＩ/ＢamＨＩ部位と融合し、そしてＣＭＶプロモーターを含むｐＣ
ＤＮＡ３主鎖が再びＢglＩＩ/ＢamＨＩ部位に続く。アデノウイルスリーダー配列は、ヌ
クレオチド位置４０５１から始まり、４３６６まで伸びてＢamＨＩ/ＢglＩＩ部位と融合
し、そして、ファイバー遺伝子の５’および３’末端は、ヌクレオチド位置４３７２およ
び６１２４にそれぞれ位置する。
宿主細胞におけるｐＥ４/ファイバーの安定な染色体挿入物は、上記のようにして得られ
る。
実施例２
アデノウイルスパッケージング細胞系を用いるアデノウイルス遺伝子運搬ベクターの製造
本発明のアデノウイルス運搬ベクターは、Ｅ１/ファイバーおよびＥ４/ファイバーの組み
合わせを別々に欠くように製造する。このようなベクターは、複数のウイルス遺伝子がな
いため、前に使用したものよりも複製欠損性である。複製コンピテントであるが、非ファ
イバー手段を介するのみである、本発明の好ましいアデノウイルス運搬ベクターは、単に
ファイバー遺伝子を欠くだけのベクターであるが、但し、残りの機能的なアデノウイルス
調節および構造遺伝子を含有する。更に、本発明のアデノウイルス運搬ベクターは、外来
ＤＮＡの挿入に対してより高い能力を持つ。
Ａ．特定の遺伝子欠失を持つアデノウイルス遺伝子運搬ベクターの製造と使用法
ＬacＺレポーター遺伝子構築物を含有するＥ１/ファイバー欠失ウイルスベクターを構築
するために、２つの新規プラスミドを構築した。プラスミドｐΔＥ１Ｂβgalを下記のよ
うに構築した。ｐＳＶβgal（ProMega Corp., Madison, WI）をＶspＩで消化することに
より、ＳＶ４０調節配列およびＥ．コリ-β-ガラクトシダーゼ遺伝子を含有するＤＮＡフ
ラグメントを単離した。得られたフラグメントは突出末端を持ち、次いで、これを、ｄＮ
ＴＰの存在下でＤＮＡポリメラーゼ１のクレノウフラグメントで充填し、ＢamＨＩで消化
した。得られたフラグメントをｐΔＥ１sp１Ｂ（Microbix Biosystems, Hamilton, Ontar
io）のポリリンカー中のＥcoＲＶおよびＢamＨＩ部位にクローニングし、ｐΔＥ１Ｂgal
を形成させたため、これは、ｐＳＶβgalのＬacＺカセット（ヌクレオチド６６９０から
４１５１）により置換されたＥ１a領域と共にアデノウイルスゲノムの左端を含有した。
プラスミドＤＮＡは、プラスミドの展開（expand）に使用した形質転換細胞からBirnboim
 and Doly, Nuc. Acids Res., 7: 1513-1523（1978）に記載のとおり、アルカリ性溶解法
により製造した。次いで、ＤＮＡをＣsＣl－エチジウムブロマイド密度勾配遠心により精
製した。
本明細書に記載のようにして製造した第２プラスミド（ｐＤＶ４４）は、Bett et al., P
roc. Natl. Acad. Sci., USA, 91: 8802-8806（1994）に記載のように製造かつMicrobix
から市販されているベクターｐＢＨＧ１０から得られ、このベクターは、欠失した左端に
パッケージングシグナルと共にＡｄ５ゲノムを、そして制限酵素ＰacＩに対するユニーク
部位と共にリンカーにより置換されたＥ３領域（ヌクレオチド２８１３３：３０８１８）
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を含有する。アデノウイルスゲノムの右端を含有する１１.３ｋｂのＢamＨＩフラグメン
トをｐＢＨＧ１０から単離し、ｐＢＳ/ＳＫ（＋）のＢamＨＩ部位にクローニングして、
およそ１４，６５８ｂｐのプラスミドｐ１１.３を作る。その概略プラスミド地図は図１
３に示す。次いで、ｐ１１.３プラスミドをＰacＩおよびＳalＩで消化してファイバー、
Ｅ４および逆方向末端反復（ＩＴＲ）配列を除去した。
このフラグメントをＩＴＲセグメント含有フラグメントで置換し、次のオリゴヌクレオチ
ド配列（配列番号１７）（配列番号１８）を用いてｐＢＨＧ１０からのＰＣＲ増幅により
Ｅ４遺伝子を作る。これらのプライマーは、それぞれＰacＩおよびＢamＨＩに対する部位
を組み込んでいる。このフラグメントをｐ１１.３主鎖のＰacＩと平滑末端化ＳalＩ部位
にクローニングすると、ＩＴＲおよびＥ４領域単独により、ｐＢＨＧ１０に存在する融合
ＩＴＲ、Ｅ４領域およびファイバー遺伝子の置換が起こった。
一般に、細胞培養でのプラスミドの組換えと、それに続く相補性によるウイルス生産法は
、実施例１で製造したアデノウイルスパッケージング細胞系、即ち２１１Ａ、２１１Ｂ、
２１１Ｒ、Ａ５４９、ベロ細胞などのいずれか１つと、ウイルス遺伝子運搬ベクターに相
当する配列を持つプラスミドとの同時トランスフェクションによる組換えウイルスの単離
を含む。
選択した細胞系をペトリ皿で平板培養し、Bett et al., Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 
91: 8802-8806（1994）に記載のリン酸カルシウム法を用いて、ｐＤＶ４４およびｐＥ１
Ｂgalと同時トランスフェクションする。２つのプラスミド中の重複アデノウイルス配列
間の組換えにより、ｐＤＶ４４とｐΔＥ１Ｂβgalが再結合して、複数の欠失を持つ組換
えアデノウイルスベクターを形成している全長ウイルス染色体が作られる。ウイルス染色
体からのＥ１およびファイバー遺伝子の欠失は、パッケージング細胞ゲノムに組み込まれ
た配列により補われ、感染性ウイルス粒子が作られる。よって、生じたプラークを単離し
、組換えウイルスのストックを標準法で生成する。
本発明の好ましい実施態様では、ファイバー遺伝子欠失を持つ治療用ウイルスベクターを
調整するための上記組換え事象を必要としない運搬プラスミドを製造する。パッケージン
グに必要なアデノウイルスゲノム全てを含有するが、ファイバー遺伝子は欠いている単一
の運搬プラスミドは、Microbixから市販されている全長Ａｄ８５を含有するプラスミドｐ
ＦＧ１４０から製造する。次いで、ｐＦＧ１４０-fと呼ぶ得られた運搬プラスミドを、上
記のように、ｐＣＬＦを安定に組み込んだ細胞と共に使用して、ファイバーを欠く治療用
ウイルスベクターを製造する。本発明の好ましい態様では、ファイバー遺伝子を、治療用
運搬アデノウイルスベクター製造の対象となる治療用遺伝子で置換する。
所望の治療用遺伝子を運搬するためのベクターは、上記ｐＥ１Ｂgal製造の際に実施した
のと同様にして、対象となる遺伝子を市販のｐＥ１sp１Ｂ（Microbix Biosystems）のポ
リリンカー中のマルチクローニングサイトにクローニングすることにより製造する。次い
で、同じ同時トランスフェクションおよび組換え法を本明細書に記載のように実施して、
ウイルス遺伝子運搬ベクターを得る。
こうして生産した組換えウイルスは、培養細胞およびインビボのいずれもで遺伝子運搬ツ
ールとして使用される。多重欠失ベクターの効果および相対的免疫原性について研究する
ため、実施例１に記載のパッケージング系にて増殖させることにより、ウイルス粒子を生
産し、ＣsＣl勾配遠心により精製する。力価測定（titering）後、ウイルス粒子を全身ま
たは局所注射により、または肺へのエアゾール送達によりマウスに投与する。ＬacＺリポ
ーター遺伝子は、うまく形質導入された細胞の数および種類の評価を可能にする。導入遺
伝子発現の存続期間を評価して、現在までに臨床治験に使用されてきた標準技術に対する
多重欠失組換えアデノウイルス処置の長期間の効果を測定する。ここに記載した改良ベク
ターに対する免疫応答は、炎症、ベクターに対向する細胞毒性Ｔリンパ球の産生およびウ
イルスタンパク質に対向する抗体応答の性質および規模などのパラメーターを評価するこ
とにより測定する。
嚢胞性繊維症の処置のためのＣＦＴＲまたは癌の処置のための腫瘍抑制遺伝子などの治療
用遺伝子を含有する数種のベクターを、遺伝子導入および発現の安全性と効率について動
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物系にて評価する。この評価の後、ヒト臨床治験において実験的治療剤としてこれらを使
用する。
Ｂ．異種または変化したファイバータンパク質を含有するウイルス粒子を生産することに
よる、アデノウイルス遺伝子運搬ベクターの再ターゲティング
標的細胞に結合するアデノウイルスの特異性は、ファイバータンパク質により広範囲に測
定されるので、修飾ファイバータンパク質または異なるアデノウイルス血清型（偽型ベク
ター）由来のファイバータンパク質を組み込むウイルス粒子は、異なる特異性を持つ。よ
って、上記のアデノウイルスパッケージング細胞における天然Ａｄ５ファイバータンパク
質の発現もまた、異種ファイバータンパク質の生産に応用できる。
本発明の一態様では、キメラファイバータンパク質は、Stevenson et al., J. Virol., 6
9: 2850-2857（1995）の方法に従い、製造する。この著者は、ファイバー受容体結合活性
の決定因子が、ファイバーのヘッドドメインに位置すること、および単離したヘッドドメ
インが三量体化して細胞受容体に結合する能力があることを示した。３型アデノウイルス
（Ａｄ３）およびＡｄ５のヘッドドメインは、キメラファイバータンパク質を生産するた
めに交換された。本発明の方法に使用するキメラファイバータンパク質をコードする同様
の構築物も包含される。よって、アデノウイルスパッケージング細胞における相補性ウイ
ルスベクターとして実施例１で製造した無傷のＡｄ５ファイバー-コード構築物を使用す
る代わりに、本明細書に記載した構築物を用いて、Ｅ４および/またはＥ１-コード構築物
とともに、細胞をトランスフェクションする。
要するに、全長Ａｄ５およびＡｄ３は、鋳型として精製アデノウイルスゲノムＤＮＡから
増幅させた。Ａｄ５およびＡｄ３ヌクレオチド配列は、それぞれ、ＧenＢank受託番号Ｍ
１８３６９とＭ１２４１１で入手できる。オリゴヌクレオチドプライマーは、開始コドン
ＡＴＧから始まり、終止コドンＴＡＡで終わる全長ファイバー遺伝子の全コード配列を増
幅するように設計する。クローニングの目的では、５’および３’プライマーは、実施例
１Ａに記載のように、ｐｃＤＮＡプラスミドにクローニングするため、それぞれの制限部
位ＢamＨＩおよびＮotＩを含有する。ＰＣＲは上記のように実施する。
その後、得られた産物を用いて、Horton et al., BioTechniques, 8: 525-535（1990）に
記載のＰＣＲ遺伝子重複伸長（ＰＣＲ gene overlap extension）によりキメラファイバ
ー構築物を構築する。Ａｄ５ファイバーテイルおよびシャフト領域（５ＴＳ；アミノ酸残
基位置１から４０３をコードするヌクレオチド領域）をＡｄ３ファイバーヘッド領域（３
Ｈ；アミノ酸残基位置１３６から３１９をコードするヌクレオチド領域）につなげて、５
ＴＳ３Ｈファイバーキメラを形成させる。逆に、Ａｄ３ファイバーテイルおよびシャフト
領域（３ＴＳ；アミノ酸残基位置１から１３５をコードするヌクレオチド領域）をＡｄ５
ファイバーヘッド領域（５Ｈ；アミノ酸残基位置４０４から５８１をコードするヌクレオ
チド領域）につなげて、３ＴＳ５Ｈファイバーキメラを形成させる。ファイバーシャフト
－ヘッド接合部の保存ＴＬＷＴ（配列番号２１）配列で融合を行う。
次いで、得られたキメラファイバーＰＣＲ産物をＢamＨＩおよびＮotＩで消化し、同様に
消化したｐｃＤＮＡベクター内へ別個に指向性ライゲーション（directional ligation）
する。次いで、Ａｄ２リーダー配列を実施例１Ａに記載のようにＢamＨＩにサブクローニ
ングし、上記２１１細胞への、または前述の別のパッケージング細胞系への２次トランス
フェクション用の発現ベクターを製造する。次いで、得られたキメラファイバー構築物含
有アデノウイルスパッケージング細胞系を用いて、前述のアデノウイルス運搬ベクターに
相補させる。様々な既知のアデノウイルス血清型でも同様のアプローチを用いて、その他
のファイバーキメラ構築物が得られる。
別の実施態様では、本発明の方法は、出典明示により本明細書の一部とするMichael et a
l., Gene Therapy, 2: 660-668（1995）や国際公開ＷＯ９５/２６４１２に記載の新規エ
ピトープを含む修飾タンパク質の使用を企図する。いずれの刊行物も、内生ウイルス結合
特異性の破壊と共にウイルス内へ組み込まれる新しい結合特異性を持つ細胞型特異的治療
用ウイルスベクターの構築を記載している。特に、その筆者らは、Ａｄ５ファイバー遺伝
子のコード配列の３’末端でガストリン放出ペプチド（ＧＲＰ）をコードするアデノウイ
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ルスベクターの製造を記載していた。得られたファイバー-ＧＲＰ融合タンパク質は発現
されて、合成後にヒーラー細胞の核へと正確に運ばれる機能的ファイバー三量体をアセン
ブルすることを示した。
この文献と国際公開公報の教示に基づき、同様の構築物が、複製欠損性かつ低免疫原性の
新規アデノウイルス遺伝子運搬ベクターを作る本発明の相補性アデノウイルスパッケージ
ング細胞系に使用できることが企図される。ファイバー特異性を再指向するためにここで
の使用が意図される異種リガンドは、アミノ酸サイズ１０程度から大きい球形構造までの
範囲であり、その幾つかは、ファイバーによる異種リガンドの立体障害を低減または排除
するか、またはファイバータンパク質の三量体化を防ぐためにスペーサー領域の付加を必
要とする。リガンドは、末端に、またはリンカー領域内に挿入される。好ましいリガンド
には、特異的細胞受容体を標的とするもの、またはビオチンおよびアビジンなどの他の部
分に結合させるために使用されるものがある。リガンドが結合した結果として起こる細胞
シグナルの種類は、そのリガンドの特異性、即ち、受容体インターナリゼーションまたは
その欠乏によって変わる。
好ましいスペーサーには、各末端でプロリン残基とフランクした一連のセリンおよびアラ
ニンから成る短い１２アミノ酸ペプチドリンカーがある。当業者は、十分なタンパク質特
性を達成するための、およびウイルスインターナリゼーションに続く細胞事象を害するこ
となくファイバータンパク質結合特異性を変えるためのリンカーの製造に精通している。
更に、本発明の情況では、本明細書に記載の方法により使用される、下記のアミノ末端お
よびカルボキシ末端でファイバータンパク質の内部に配置されるリガンドを持つ修飾ファ
イバーの製造も企図される。
異種結合リガンドを持つファイバーの製造は、実質的に上記引用文献に記載のとおり製造
される。要約すると、選択したリガンドについて、部位指向性突然変異誘発法を使用して
、リンカーのコード配列を実施例１で製造したｐＣＬＦ中のＡｄ５ファイバー構築物の３
’末端のＮotＩ部位に挿入する。３’またはアンチセンスオリゴヌクレオチドは、選択し
た異種リガンドに対するコード配列の挿入を可能にし、確実に正しく翻訳を終止する、Ｐ
roＳerＡlaＳerＡlaＳerＡlaＳerＡlaＰroＧlyＳer（配列番号２２）の好ましいリンカー
配列、続く、ユニーク制限部位および２つの停止コドンそれぞれをコードする。アンチセ
ンスオリゴヌクレオチドの３’末端は、オリゴヌクレオチドが部位指向性突然変異誘発法
を介して挿入されているベクター配列と重複する配列を含む。リンカーおよび停止コドン
配列を加えるｐＣＬＦ配列の突然変異誘発の後、予め選択したリガンドをコードするヌク
レオチド配列を得、そのユニーク制限部位に相当するリンカーを結合させ、次いで、その
配列を対応する線状化制限部位にクローニングする。
リンカーおよびリガンドをコードする３’ヌクレオチドと共にＡｄ５ファイバー遺伝子配
列を含有する得られたｐＣＬＦベクターに、前述のようにＡｄ２リーダー配列を挿入する
。それから、得られたファイバー-リガンド構築物を用いて、前述の２１１または別の細
胞パッケージング系をトランスフェクションし、本発明の方法に使用する相補性ウイルス
ベクターパッケージング系を産生する。
更なる実施態様では、異なるアデノウイルス血清型から単離したファイバー遺伝子により
コードされるファイバータンパク質を前述の２１１または別の細胞パッケージング系にト
ランスフェクションするために無傷で使用する。
まず、対象となるファイバータンパク質をコードする遺伝子をクローニングして、ｐＣＬ
Ｆに類似のプラスミドを作り、ファイバータンパク質を産生する安定な細胞系をＡｄ５フ
ァイバーについて上記したようにして製造する。次いで、ファイバー遺伝子を欠いている
記載のアデノウイルスベクターを、すぐ使う目的に適したファイバータンパク質を産生す
る細胞系にて増殖させる。存在する唯一のファイバー遺伝子のみがパッケージング細胞中
のものであるので、産生されたアデノウイルスは、対象のファイバータンパク質のみを含
有し、よって、相補性タンパク質により与えられる結合特異性を持つ。実験動物系におけ
るその特性を測定するために上記したような研究においてこのようなウイルス粒子を使用
する。
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Ｃ．ファイバータンパク質を欠くウイルスベクター粒子を用いる標的化遺伝子運搬
造血細胞のアデノウイルス感染に入る別の様式は、Huang, et al., J. Virol., 69: 2257
-2263（1995）に記載されており、これはファイバータンパク質-宿主細胞受容体相互作用
を必要としない。多数のその他の細胞型の感染は、ファイバータンパク質の存在を必要と
するので、ファイバーを欠くベクター粒子は、単球またはマクロファージなどの造血細胞
に優先的に感染する。
ファイバーなしのアデノウイルスベクター粒子を製造するためには、上記実施例２Ａに記
載のように、ファイバー遺伝子は欠くが、運搬対象の遺伝子は含有するベクターを、ファ
イバータンパク質を産生しない細胞、例えば、実施例１で製造した２１１細胞中で増殖さ
せ、それによって、多数のファイバータンパク質欠損粒子を産生させることにより増幅さ
せる。次いで、アデノウイルスベクターの他の領域により提供されるターゲティング機構
を介して、即ち、天然ペントン塩基を介して、本発明の方法に従い、回収したファイバー
なしのウイルス粒子を対象の挿入遺伝子の送達に使用する。
実施例３
材料の寄託
下記の細胞系およびプラスミドは、１９９６年９月２５日、アメリカ合衆国、メリーラン
ド州、ロックビル、パークロウンドライブ１３０１番、アメリカン・タイプ・カルチャー
・コレクション（ＡＴＣＣ）に寄託されている：

前記の詳述は、当業者が本発明を実施するのに十分であると考えられる。寄託された具体
物は本発明の一態様の単なる例示であると意図されるので、本発明は、寄託された細胞系
やプラスミドにより範囲限定されるものではなく、また機能的に均等ないかなる細胞系ま
たはプラスミドベクターも本発明の範囲内にある。
特定の実施態様や実施例を含む前記詳述は、本発明の例示であり、限定と解釈されるもの
ではない。その他多くの変形や修飾が、本発明の真の精神および範囲から逸脱することな
く、実行できる。
実施例４
天然ファイバータンパク質は、ホモ三量体であり（Henry L. J. et al 1994 Characteriz
ation of the knob domain of the adenovirus Type 5 fiber protein expressed in Esc
herichia coli, J. Virol. 68: 5239-5246）、三量体化は、ペントン/ファイバー複合体
のアセンブリーに必須である（Novelli A et al 1991 Assembly of adenovirus type 2 f
iber synthesized in cell-free translation system. J. Biol. Chem. 266: 9299-9303
）。細胞系により産生された組換えファイバータンパク質の多量体構造を評価するために
、細胞を５０μＣi/ml［35Ｓ］Translabel（ＩＣＮ）により３７℃で２時間標識し、ＲＩ
ＰＡ緩衝液中で溶解させ、ファイバータンパク質を（Harlow E. et al., 1988, Antibodi
es. Cold Spring Harbour Laboratory, cold Spring Harbour）に記載のとおり免疫沈降
させた。免疫複合体をプロテインＡ－セファロースビーズ（Pierce）上にて集め、ＲＩＰ
Ａ緩衝液で十分に洗浄し、０.１Ｍトリエチルアミン、ｐＨ１１.５中、室温でインキュベ
ーションして、結合ファイバータンパク質を解離させた。沈殿したファイバーの一部を、
変性（充填緩衝液中１％ＳＤＳ、試料を５分間煮沸する）または半天然（充填緩衝液中０
.１％ＳＤＳ、試料は加熱しない）条件下、８％ＳＤＳ-ＰＡＧＥゲルにて電気泳動した。
図１３から分かるように、対照の２９３細胞以外の系２１１Ａ、２１１Ｂおよび２１１Ｒ
は、三量体（１８６ｋＤ）の場合は半天然条件下、単量体（６２ｋＤ）の場合は変性条件
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下、予想分子量で移動した免疫学的に反応性のタンパク質を発現した。沈殿ファイバーの
挙動は、精製したバキュロウイルス産生組換えＡｄ２ファイバー（Wickham T., et al., 
1993, Cell, 73: 309-319）と見分けがつかなかった（５８ｋＤ Ａｄ２および６２ｋＤ 
Ａｄ５ファイバーは、これらの条件で非常によく似た移動度を持つ）。
ファイバー発現系がファイバー欠損アデノウイルスの増殖を維持するかどうかを測定する
ため、本発明者らは、温度感受性ファイバー変異体ＡｄＨ５ts１４２（Harold Ginsberg
から提供）を用いて１段階増殖実験を実施した。制限温度（３９.５℃）で、この変異体
は、成熟ビリオンに組み込まれないグリコシル化を受けたファイバータンパク質を産生す
る（Chee-Sheung C. C. et al., 1982, J. Virol. 42: 932-950）。この結果、非感染性
ウイルス粒子が蓄積される。本発明者らは、本発明の細胞系により発現される組換えファ
イバータンパク質がＨ５ts１４２欠損を補い、ウイルス増殖を救出し得るかどうかを問う
た。
細胞系２９３、２１１Ａ、２１１Ｂおよび２１１Ｒ（２×１０6細胞/試料）をＨ５ts１４
２に１０pfu/細胞で感染させた。４８時間後、細胞を２５mＭＥＤＴＡで分離し、ウイル
スを４回の急速凍結解凍サイクルにより回収した。１５００×gで１０分間回転させて異
物を除去し、ウイルス力価を蛍光フォーカスアッセイ（Thiel J. F et al., 1967, Proc.
 Soc. Exp. Biol. Med. 125:892-895）により、ポリクローナル抗ペントン塩基Ａｂ（Wic
kham T. et al., 1993, Cell, 73: 309-319）を持つＳＷ４８０細胞にて、測定した。図
１４に示すように、ファイバー変異体ウイルスは、２９３細胞中、３２.５℃（許容温度
）で高力価まで複製したが、３９.５℃の制限温度では、その程度はかなり低かった。フ
ァイバー産生パッケージング系２１１Ａ、２１１Ｂまたは２１１Ｒは、２９３細胞におい
て、３９.５℃では、許容温度で見られたよりも２または３倍以内のレベルまでウイルス
産生を維持し、これは、これらの細胞がファイバー欠損の部分的相補を提供することを示
している。
興味深いことに、ファイバー産生細胞系からのウイルス収量もまた、３２.５℃（“許容
”温度）では２９３細胞からの収量よりもやや高かった。このことは、ts１４２ウイルス
により産生されたファイバーは、許容温度でさえも部分的に欠けている場合があることを
示唆している。あるいは、アデノウイルス力価における非特異的増大は、ウイルスを本発
明のパッケージング細胞中で増殖させるとき、ファイバー相補性を含まない機構によって
、結果的に起こってもよい。しかしながら、本発明者らは、野生型ファイバー遺伝子を持
つウイルス（Ａｄ.ＲＳＶbgalなど）は、本発明のパッケージング系でも２９３細胞でも
同一レベルまで複製することが分かった（データ示さず）。総括すると、これらの結果は
、Ｈ５ts１４２増殖において観察された増大がファイバー変異の特異的相補性によること
を表している。
ファイバー－発現細胞系においてでさえ、ファイバー変異体は、３９.５℃よりも３２℃
でより高い力価まで増殖する。この不完全な相補性は、野生型感染でみられるよりもやや
低いレベルでのファイバーのパッケージング系発現によるものであり得る（図１６）。最
近の研究では、同時的にファイバータンパク質発現の衰えたＥ４－欠失ベクターは、産生
ウイルスの力価の大きな低下をもたらすことが報告された（Brough et al., 1996, J. Vi
rol., 70: 6497-6501）。その他の可能性は、制限温度で産生された欠損ts１４２ファイ
バータンパク質が、細胞により産生された野生型タンパク質のいくつかと複合体を形成し
、粒子へのアッセンブリーを阻止するかもしれないというものである。
異なるＡｄ血清型のファイバータンパク質は、そのシャフトドメインの長さおよびその受
容体結合ノブドメインにおいて異なるが、ウイルスペントン塩基との相互作用を担うＮ－
末端領域は、高度に保存されている（Arnberg N. et al., 1997, Virology, 227: 239-24
4）（図１５Ａ）。このことは、異なる細胞-結合特異性を持つ多くのウイルス血清型由来
のファイバーは、遺伝子運搬ベクターの生産に使用しやすいことを示唆している。
本発明者らは、パッケージング細胞により産生される組換えＡｄ５ファイバーを、その他
のアデノウイルス血清型の粒子に組み込んでもよいかどうかを問うた。３型アデノウイル
スは、ファイバー産生細胞系でも２９３細胞系でも増殖した。ウイルス粒子は、１５－４
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０％ＣsＣl勾配を行い、２連続遠心（１１１,０００×gで３時間）により精製して、可溶
性細胞性タンパク質を除去し、次いで、１０mＭトリス-ＨＣｌ、ｐＨ８.１、１５０mＭＮ
ａＣｌ、１０％グリセロールに対して十分に透析した。ポリクローナル抗ファイバー血清
を用いる免疫ブロッティング、次いで西洋ワサビペルオキシダーゼコンジュゲート化ヤギ
抗ウサギ抗体（Kirkegaard and Perry Laboratories）およびＥＣＬ化学発光基質（Amers
ham）での検出により、Ａｄ５ファイバータンパク質を検出した。精製したＡｄ３粒子は
、ファイバー発現細胞系で１回継代した後にＡｄ５ファイバータンパク質を含有したが、
２９３細胞で継代した後では含有しなかった。前述の研究は、Ａｄ２ファイバーがインビ
トロでＡｄ３ペントン塩基と相互作用できることを表しており（Fender et al., 1997, N
ature Biotech., 15: 52-56）、更に、これらの結果は、細胞により産生された５型ファ
イバータンパク質が完全なＡｄ３粒子内にアッセンブルする能力があることを表している
。
Ａｄ５ベースだが、Ａｄ７ファイバータンパク質の遺伝子を含有しないベクターは、（Ga
ll J. et al., 1996, J. Virol., 70: 2116-2123）に記載されており、同じく、Ａｄ含有
キメラファイバー遺伝子も（Krasnykh V. N. et al., J. Virol., 70: 6839-6846）に記
載されている。異なる細胞タンパク質へ結合させるために短いペプチドリンカーをファイ
バーに付加することもまた報告されている（8188）。本明細書に記載のようなパッケージ
ング技術を用いることにより、異なるファイバータンパク質を備えたＡｄベクターを、各
応用に対し、新規ベクターゲノムを作る時間のかかる工程を必要とせずとも、対照のファ
イバーを発現する細胞中で増殖させることにより簡単に製造できる。
ベクター染色体中のファイバー遺伝子を置換または修飾するにもまた、新規ファイバータ
ンパク質は増殖する細胞の表面上の受容体に結合する必要がある。パッケージング細胞ア
プローチは、所望のファイバー遺伝子を発現する細胞中で１ラウンド増殖させることによ
り、もはやその宿主細胞には結合できないファイバー含有Ａｄ粒子の製造を可能にする。
これは、粒子内に取りこまれ得るファイバータンパク質のレパートリーを大きく広げるも
のであり、同時に、遺伝子運搬ベクターの再ターゲティングプロセスを簡略化するもので
ある。
最後に、ファイバーに関係のない新規の感染経路が最近、造血細胞で報告され、その内容
は、ペントン塩基が、インテグリンαmβ2に結合することにより初期ウイルス細胞相互作
用を提供するというものであった（Huang S. et al., 1996, J. Virol., 70: 4502-4508
）。このことは、ファイバータンパク質を欠くウイルス粒子が、この経路を介した特定細
胞型へのターゲティング遺伝子運搬に有用であり得ることを示唆している。
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フォン・セジェーン・ダニエル・ジェー
（ii）発明の名称：高キャパシティーアデノウイルスベクターの開発の促進に使用するた
めのパッケージング細胞系
（iii）配列の数：２０
（iv）連絡住所：
（Ａ）宛名：ザ・スクリップス・リサーチ・インスティテュート
（Ｂ）通り：ノース・トーリー・パインズ・ロード
（Ｃ）街：ラ・ホヤ
（Ｄ）州：カリフォルニア
（Ｅ）国：アメリカ合衆国
（Ｆ）ＺＩＰ：９２０３７
（ｖ）コンピューター読解可能形式
（Ａ）媒介型：フロッピーディスク
（Ｂ）コンピューター：ＩＢＭ　ＰＣ互換性
（Ｃ）オペレーティング・システム：PC-DOS/MS-DOS互換性
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（Ｄ）ソフトウェア：PatentIn Release #1.0, Version #1.25
（iv）現出願データ：
（Ａ）出願番号：ＵＳ
（Ｂ）出願日：１９９６年９月２５日
（Ｃ）分類：
（viii）代理人／会社情報：
（Ａ）氏名：ローガン・エイプリル・シー
（Ｂ）登録番号：３３，９５０
（Ｃ）リファレンス／ドケット番号：TSRI554.0
（ix）遠隔通信情報：
（Ａ）電話番号：（６１９）５５４－２９３７
（Ｂ）ファックス番号：（６１９）５５４－６３１２
（２）配列番号：１の情報：
（ｉ）配列の特性：
（Ａ）配列の長さ：３０塩基対
（Ｂ）配列の型：核酸
（Ｃ）鎖の数：一本鎖
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：ＤＮＡ（genomic）
（iii）ハイポセティカル：NO
（iii）アンチセンス：NO
（xi）配列の記載：配列番号：１：

（２）配列番号：２の情報：
（ｉ）配列の特性：
（Ａ）配列の長さ：３５塩基対
（Ｂ）配列の型：核酸
（Ｃ）鎖の数：一本鎖
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：ＤＮＡ（genomic）
（iii）ハイポセティカル：NO
（iii）アンチセンス：NO
（xi）配列の記載：配列番号：２：

（２）配列番号：３の情報：
（ｉ）配列の特性：
（Ａ）配列の長さ：１２塩基対
（Ｂ）配列の型：核酸
（Ｃ）鎖の数：一本鎖
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：ＤＮＡ（genomic）
（iii）ハイポセティカル：NO
（iii）アンチセンス：NO
（xi）配列の記載：配列番号：３：

（２）配列番号：４の情報：
（ｉ）配列の特性：
（Ａ）配列の長さ：８７１０塩基対
（Ｂ）配列の型：核酸
（Ｃ）鎖の数：二本鎖
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（Ｄ）トポロジー：環状
（ii）配列の種類：ＤＮＡ（genomic）
（iii）ハイポセティカル：NO
（iii）アンチセンス：NO
（xi）配列の記載：配列番号：４：
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（２）配列番号：５の情報：
（ｉ）配列の特性：
（Ａ）配列の長さ：３０塩基対
（Ｂ）配列の型：核酸
（Ｃ）鎖の数：一本鎖
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：ＤＮＡ（genomic）
（iii）ハイポセティカル：NO
（iii）アンチセンス：NO
（xi）配列の記載：配列番号：５：

（２）配列番号：６の情報：
（ｉ）配列の特性：
（Ａ）配列の長さ：３０塩基対
（Ｂ）配列の型：核酸
（Ｃ）鎖の数：一本鎖
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：ＤＮＡ（genomic）
（iii）ハイポセティカル：NO
（iii）アンチセンス：NO
（xi）配列の記載：配列番号：６：

（２）配列番号：７の情報：
（ｉ）配列の特性：
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（Ａ）配列の長さ：７１４８塩基対
（Ｂ）配列の型：核酸
（Ｃ）鎖の数：二本鎖
（Ｄ）トポロジー：環状
（ii）配列の種類：ＤＮＡ（genomic）
（iii）ハイポセティカル：NO
（iii）アンチセンス：NO
（xi）配列の記載：配列番号：７：
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（２）配列番号：８の情報：
（ｉ）配列の特性：
（Ａ）配列の長さ：７４６９塩基対
（Ｂ）配列の型：核酸
（Ｃ）鎖の数：二本鎖
（Ｄ）トポロジー：環状
（ii）配列の種類：ＤＮＡ（genomic）
（iii）ハイポセティカル：NO
（iii）アンチセンス：NO
（xi）配列の記載：配列番号：８：



(47) JP 4350800 B2 2009.10.21

10

20

30

40



(48) JP 4350800 B2 2009.10.21

10

20

30

40



(49) JP 4350800 B2 2009.10.21

10

20

30

40



(50) JP 4350800 B2 2009.10.21

10

20

30

40



(51) JP 4350800 B2 2009.10.21

10

20

30

40

50

（２）配列番号：９の情報：
（ｉ）配列の特性：
（Ａ）配列の長さ：２８塩基対
（Ｂ）配列の型：核酸
（Ｃ）鎖の数：一本鎖
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：ＤＮＡ（genomic）
（iii）ハイポセティカル：NO
（iii）アンチセンス：NO
（xi）配列の記載：配列番号：９：

（２）配列番号：１０の情報：
（ｉ）配列の特性：
（Ａ）配列の長さ：２３塩基対
（Ｂ）配列の型：核酸
（Ｃ）鎖の数：一本鎖
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：ＤＮＡ（genomic）
（iii）ハイポセティカル：NO
（iii）アンチセンス：NO
（xi）配列の記載：配列番号：１０：

（２）配列番号：１１の情報：
（ｉ）配列の特性：
（Ａ）配列の長さ：２３塩基対
（Ｂ）配列の型：核酸
（Ｃ）鎖の数：一本鎖
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：ＤＮＡ（genomic）



(52) JP 4350800 B2 2009.10.21

10

（iii）ハイポセティカル：NO
（iii）アンチセンス：NO
（xi）配列の記載：配列番号：１１：

（２）配列番号：１２の情報：
（ｉ）配列の特性：
（Ａ）配列の長さ：１１１５２塩基対
（Ｂ）配列の型：核酸
（Ｃ）鎖の数：二本鎖
（Ｄ）トポロジー：環状
（ii）配列の種類：ＤＮＡ（genomic）
（iii）ハイポセティカル：NO
（iii）アンチセンス：NO
（xi）配列の記載：配列番号：１２：
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（２）配列番号：１３の情報：
（ｉ）配列の特性：
（Ａ）配列の長さ：１９塩基対
（Ｂ）配列の型：核酸
（Ｃ）鎖の数：一本鎖
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：ＤＮＡ（genomic）
（iii）ハイポセティカル：NO
（iii）アンチセンス：NO
（xi）配列の記載：配列番号：１３：

（２）配列番号：１４の情報：
（ｉ）配列の特性：
（Ａ）配列の長さ：２２塩基対
（Ｂ）配列の型：核酸
（Ｃ）鎖の数：一本鎖
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：ＤＮＡ（genomic）
（iii）ハイポセティカル：NO
（iii）アンチセンス：NO
（xi）配列の記載：配列番号：１４：

（２）配列番号：１５の情報：
（ｉ）配列の特性：
（Ａ）配列の長さ：１４４５５塩基対
（Ｂ）配列の型：核酸
（Ｃ）鎖の数：二本鎖
（Ｄ）トポロジー：環状
（ii）配列の種類：ＤＮＡ（genomic）
（iii）ハイポセティカル：NO
（iii）アンチセンス：NO
（xi）配列の記載：配列番号：１５：
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（２）配列番号：１６の情報：
（ｉ）配列の特性：
（Ａ）配列の長さ：１０６１０塩基対
（Ｂ）配列の型：核酸
（Ｃ）鎖の数：二本鎖
（Ｄ）トポロジー：環状
（ii）配列の種類：ＤＮＡ（genomic）
（iii）ハイポセティカル：NO
（iii）アンチセンス：NO
（xi）配列の記載：配列番号：１６：
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（２）配列番号：１７の情報：
（ｉ）配列の特性：
（Ａ）配列の長さ：２４塩基対
（Ｂ）配列の型：核酸
（Ｃ）鎖の数：一本鎖
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：ＤＮＡ（genomic）
（iii）ハイポセティカル：NO
（iii）アンチセンス：NO
（xi）配列の記載：配列番号：１７：

（２）配列番号：１８の情報：
（ｉ）配列の特性：
（Ａ）配列の長さ：３５塩基対
（Ｂ）配列の型：核酸
（Ｃ）鎖の数：一本鎖
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：ＤＮＡ（genomic）
（iii）ハイポセティカル：NO
（iii）アンチセンス：NO
（xi）配列の記載：配列番号：１８：

（２）配列番号：１９の情報：
（ｉ）配列の特性：
（Ａ）配列の長さ：４アミノ酸
（Ｂ）配列の型：アミノ酸
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：ペプチド
（ｖ）フラグメント型：中間部
（xi）配列の記載：配列番号：１９：

（２）配列番号：２０の情報：
（ｉ）配列の特性：
（Ａ）配列の長さ：１２アミノ酸
（Ｂ）配列の型：アミノ酸
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
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（ii）配列の種類：ペプチド
（ｖ）フラグメント型：中間部
（xi）配列の記載：配列番号：２０：

【図１】 【図２】
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【図３】 【図４】

【図５】 【図６】



(78) JP 4350800 B2 2009.10.21

【図７】 【図８】

【図９】 【図１０】
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【図１１】 【図１２】

【図１３】 【図１４】
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【図１５】 【図１６】
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