
(57)【要約】

　インフルエンザM2タンパク質に対する抗体の産生を誘

発する免疫原を含む、カリボキシ-末端が切り縮められ

たキメラB型肝炎ウイルスヌクレオキャプシド（HBc）タ

ンパク質が開示される。2つから4つのコピーとして存在

する免疫原性インフルエンザ配列は、好ましくはN-末端

近傍又はHBc免疫原性ループ配列内で発現される。前記H

Bcキメラは、好ましくはインフルエンザ特異的T細胞エ

ピトープを含み、好ましくは、自己会合粒子の安定性強

化及びそのようなキメラ粒子の収量増加の両目的のため

に操作される。前記キメラの製造方法及び使用方法もま

た開示される。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 組 換 え B型 肝 炎 ウ イ ル ス コ ア （ HBc） タ ン パ ク 質 キ メ ラ 分 子 で あ っ て 、 約 150か ら 約 375ア
ミ ノ 酸 残 基 の 長 さ を 有 し 、 ド メ イ ン I、 II、 III及 び IVと 称 さ れ る 、 ペ プ チ ド 結 合 し た 4つ
の ア ミ ノ 酸 残 基 配 列 ド メ イ ン を N-末 端 か ら 含 み 、 こ こ で 、
　 （ a） ド メ イ ン Iは 、 （ i） そ の 配 列 が 少 な く と も HBcの 4位 か ら 約 75位 の 残 基 配 列 を 含
む 約 75か ら 約 160ア ミ ノ 酸 残 基 、 （ ii） 配 列 番 号 :1の HBcの N-末 端 に 対 し て 約 1か ら 約 -55の
キ メ ラ 分 子 内 の 位 置 に 存 在 す る 1つ か ら 3つ の シ ス テ イ ン 残 基 （ N-末 端 シ ス テ イ ン 残 基 ） で
あ っ て 、 前 記 1つ 又 は 2つ 以 上 の N-末 端 シ ス テ イ ン 残 基 は 、 HBcの プ レ コ ア 配 列 以 外 の 配 列
内 に 存 在 す る 前 記 N-末 端 シ ス テ イ ン 残 基 、 及 び （ iii） HBc配 列 の N-末 端 又 は 前 記 N-末 端 の
約 15残 基 内 で ペ プ チ ド 結 合 し た 、 配 列 番 号 :9の イ ン フ ル エ ン ザ A M2ポ リ ペ プ チ ド の 約 6か
ら 約 24残 基 の 2つ か ら 4つ の 配 列 を 含 み ；
　 （ b） ド メ イ ン IIは 、 約 残 基 75と ペ プ チ ド 結 合 し た 約 0か ら 約 60の ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 み 、
こ こ で （ i） 前 記 の HBc配 列 の 0か ら 全 部 が 76位 か ら 85位 に 存 在 し 、 さ ら に （ ii） 配 列 番 号 :
9の イ ン フ ル エ ン ザ A M2ポ リ ペ プ チ ド の 6か ら 約 24残 基 の 1つ 又 は 2つ 以 上 の リ ピ ー ト を 構 成
す る 6か ら 約 48残 基 の 随 意 配 列 を 含 み ；  
　 （ c） ド メ イ ン IIIは 、 約 残 基 85と ペ プ チ ド 結 合 し た 約 86位 か ら 約 135位 の HBc配 列 で あ り
； さ ら に
　 （ d） ド メ イ ン IVは 、 （ i） ド メ イ ン IIIの 約 135位 の 残 基 と ペ プ チ ド 結 合 し た 、 約 136位
か ら 140位 の 残 基 ＋ 141位 か ら 156位 の HBcア ミ ノ 酸 残 基 配 列 の 16残 基 ま で 、 （ ii） 0か ら 3つ
の シ ス テ イ ン 残 基 、 及 び （ iii） HBcの 156位 か ら HBcの C-末 端 に 対 し て 異 種 で あ る 配 列 内 の
約 100ま で の ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 み 、
　 前 記 キ メ ラ 分 子 は 、 （ i） HBc配 列 に わ ず か 10%の 保 存 的 置 換 ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 み 、 （ ii
） 自 己 会 合 し て 宿 主 細 胞 内 で の 発 現 時 に 核 酸 と 実 質 的 に 結 合 し な い 粒 子 を 形 成 し 、 さ ら に
前 記 粒 子 は 、 前 記 N-末 端 シ ス テ イ ン 残 基 を 欠 く が そ の 他 の 点 で は 同 一 で あ る HBcキ メ ラ か
ら 形 成 さ れ る 粒 子 、 又 は キ メ ラ 分 子 内 に 存 在 す る N-末 端 シ ス テ イ ン 残 基 が 別 の 残 基 に よ っ
て 置 き 換 え ら れ て い る 粒 子 よ り も 形 成 時 に よ り 安 定 で あ る 、 前 記 組 換 え B型 肝 炎 ウ イ ル ス
コ ア （ HBc） タ ン パ ク 質 キ メ ラ 分 子 。
【 請 求 項 ２ 】
　 配 列 番 号 :9の 前 記 M2ポ リ ペ プ チ ド の 1つ の 前 記 残 基 X 1 7 及 び X 1 9 の 1つ が シ ス テ イ ン で あ る
、 請 求 項 1に 記 載 の 組 換 え HBcキ メ ラ タ ン パ ク 質 分 子 。
【 請 求 項 ３ 】
　 配 列 番 号 :9の 前 記 M2ポ リ ペ プ チ ド の 1つ の 前 記 残 基 X 1 7 及 び X 1 9 が セ リ ン 又 は ア ラ ニ ン で
あ る 、 請 求 項 1に 記 載 の 組 換 え HBcキ メ ラ タ ン パ ク 質 分 子 。
【 請 求 項 ４ 】
　 配 列 番 号 :9の 前 記 M2ポ リ ペ プ チ ド が 残 基 X 2 か ら X 2 4 を 含 む 、 請 求 項 1に 記 載 の 組 換 え HBc
キ メ ラ タ ン パ ク 質 分 子 。
【 請 求 項 ５ 】
　 配 列 番 号 :9の 前 記 M2ポ リ ペ プ チ ド の 1つ の 前 記 残 基 X 1 7 及 び X 1 9 の 2つ が シ ス テ イ ン で あ る
、 請 求 項 1に 記 載 の 組 換 え HBcキ メ ラ タ ン パ ク 質 分 子 。
【 請 求 項 ６ 】
　 ド メ イ ン Iが 本 質 的 に 2位 か ら 75位 の HBc配 列 か ら 成 る 、 請 求 項 1に 記 載 の 組 換 え HBcキ メ
ラ タ ン パ ク 質 分 子 。
【 請 求 項 ７ 】
　 ド メ イ ン IVが シ ス テ イ ン 残 基 を 含 ま な い 、 請 求 項 1に 記 載 の 組 換 え HBcキ メ ラ タ ン パ ク 質
分 子 。
【 請 求 項 ８ 】
　 ド メ イ ン IVが 、 HBcの 156位 か ら C-末 端 に 対 し て 異 種 で あ る 前 記 配 列 を 含 ま な い 、 請 求 項
1に 記 載 の 組 換 え HBcキ メ ラ タ ン パ ク 質 分 子 。
【 請 求 項 ９ 】
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　 ド メ イ ン IVが 、 残 基 140と ペ プ チ ド 結 合 し た 、 残 基 141位 か ら 約 149位 の HBc配 列 の 約 9ア
ミ ノ 酸 残 基 の 配 列 を 含 む 、 請 求 項 1に 記 載 の 組 換 え HBcキ メ ラ タ ン パ ク 質 分 子 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 ド メ イ ン Iが 1つ の N-末 端 シ ス テ イ ン 残 基 を 含 む 、 請 求 項 1に 記 載 の 組 換 え HBcキ メ ラ タ ン
パ ク 質 分 子 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 ド メ イ ン IVが 1つ の C-末 端 シ ス テ イ ン 残 基 を 含 む 、 請 求 項 1に 記 載 の 組 換 え HBcキ メ ラ タ
ン パ ク 質 分 子 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 ド メ イ ン Iが 、 3つ の 前 記 M2ポ リ ペ プ チ ド 配 列 を 含 む 、 請 求 項 1に 記 載 の 組 換 え HBcキ メ ラ
タ ン パ ク 質 分 子 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 ド メ イ ン Iが 、 2つ の 前 記 M2ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 、 請 求 項 1に 記 載 の 組 換 え HBcキ メ ラ タ ン
パ ク 質 分 子 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 ド メ イ ン IIが 、 76位 か ら 85位 の HBc配 列 の ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 む 、 請 求 項 1に 記 載 の 組 換 え
HBcキ メ ラ タ ン パ ク 質 分 子 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 配 列 番 号 :9の 前 記 M2ポ リ ペ プ チ ド の 1つ の 前 記 残 基 X 1 7 及 び X 1 9 の 1つ が シ ス テ イ ン で あ る
、 請 求 項 9に 記 載 の 組 換 え HBcキ メ ラ タ ン パ ク 質 分 子 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 約 170か ら 約 215残 基 の 長 さ を 有 す る 、 請 求 項 9に 記 載 の 組 換 え HBcキ メ ラ タ ン パ ク 質 分 子
。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 ド メ イ ン I、 II、 III及 び IVと 称 さ れ る 4つ の ペ プ チ ド 結 合 ド メ イ ン を N-末 端 か ら 含 む 、
約 150か ら 約 235ア ミ ノ 酸 残 基 の 配 列 を 有 す る 、 組 換 え B型 肝 炎 ウ イ ル ス コ ア （ HBc） タ ン パ
ク 質 キ メ ラ 分 子 で あ っ て 、 こ こ で 、
　 （ a） ド メ イ ン Iは 、 （ i） そ の 配 列 が 少 な く と も HBcの 4位 か ら 約 75位 の 残 基 配 列 を 含
む 約 95か ら 約 140ア ミ ノ 酸 残 基 、 （ ii） 配 列 番 号 :1の HBcの N-末 端 に 対 し て 約 1か ら 約 -55の
キ メ ラ 分 子 内 の 位 置 に 存 在 す る 1つ か ら 3つ の シ ス テ イ ン 残 基 （ N-末 端 シ ス テ イ ン 残 基 ） で
あ っ て 、 前 記 1つ 又 は 2つ 以 上 の N-末 端 シ ス テ イ ン 残 基 は HBcの プ レ コ ア 配 列 以 外 の 配 列 内
に 存 在 す る 前 記 N-末 端 シ ス テ イ ン 残 基 、 及 び （ iii） HBc配 列 の N-末 端 又 は 前 記 N-末 端 の 約
15残 基 内 で ペ プ チ ド 結 合 し た 、 配 列 番 号 :9の イ ン フ ル エ ン ザ A M2ポ リ ペ プ チ ド の 約 6か ら
約 24残 基 の 2つ か ら 4つ の 配 列 を 含 み ；
　 （ b） ド メ イ ン IIは 、 約 残 基 75と ペ プ チ ド 結 合 し た 約 0か ら 約 60の ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 み 、
こ こ で （ i） 前 記 の HBc配 列 の 0か ら 全 部 が 76位 か ら 85位 に 存 在 し 、 さ ら に （ ii） 配 列 番 号 :
9の イ ン フ ル エ ン ザ A M2ポ リ ペ プ チ ド の 6か ら 約 24残 基 の 1つ 又 は 2つ 以 上 の リ ピ ー ト を 構 成
す る 6か ら 約 48残 基 の 随 意 配 列 を 含 み ；  
　 （ c） ド メ イ ン IIIは 、 本 質 的 に 約 86位 か ら 約 135位 の HBc配 列 か ら 成 り ； さ ら に
　 （ d） ド メ イ ン IVは 、 （ i） ド メ イ ン IIIの 135位 の 残 基 と ペ プ チ ド 結 合 し た 、 約 136位 か
ら 140位 の 残 基 ＋ 141位 か ら 156位 の HBcア ミ ノ 酸 残 基 配 列 の 16残 基 ま で 、 （ ii） 0又 は 1つ の
シ ス テ イ ン 残 基 、 及 び （ iii） HBcの 156位 か ら HBcの C-末 端 に 対 し て 異 種 で あ る 配 列 内 の 約
50ま で の ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 み 、
　 前 記 キ メ ラ 分 子 は 、 （ i） HBc配 列 に わ ず か 10%の 保 存 的 置 換 ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 み 、 （ ii
） 自 己 会 合 し て 宿 主 細 胞 内 で の 発 現 時 に 核 酸 と 実 質 的 に 結 合 し な い 粒 子 を 形 成 し 、 さ ら に
前 記 粒 子 は 、 前 記 N-末 端 シ ス テ イ ン 残 基 を 欠 く が そ の 他 の 点 で は 同 一 で あ る HBcキ メ ラ か
ら 形 成 さ れ る 粒 子 、 又 は キ メ ラ 分 子 内 に 存 在 す る N-末 端 シ ス テ イ ン 残 基 が 別 の 残 基 に よ っ
て 置 き 換 え ら れ て い る 粒 子 よ り も 形 成 時 に よ り 安 定 で あ る 、 前 記 組 換 え B型 肝 炎 ウ イ ル ス
コ ア （ HBc） タ ン パ ク 質 キ メ ラ 分 子 。
【 請 求 項 １ ８ 】
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　 ド メ イ ン IVが 、 残 基 140と ペ プ チ ド 結 合 し た 、 残 基 141位 か ら 約 149位 の HBc配 列 の 約 9ア
ミ ノ 酸 残 基 の 配 列 を 含 む 、 請 求 項 17に 記 載 の 組 換 え HBcキ メ ラ タ ン パ ク 質 分 子 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 ド メ イ ン Iが 1つ の N-末 端 シ ス テ イ ン 残 基 を 含 む 、 請 求 項 17に 記 載 の 組 換 え HBcキ メ ラ タ
ン パ ク 質 分 子 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 ド メ イ ン IVが 1つ の C-末 端 シ ス テ イ ン 残 基 を 含 む 、 請 求 項 17に 記 載 の 組 換 え HBcキ メ ラ タ
ン パ ク 質 分 子 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 ド メ イ ン Iが 、 3つ の 前 記 M2ポ リ ペ プ チ ド 配 列 を 含 む 、 請 求 項 17に 記 載 の 組 換 え HBcキ メ
ラ タ ン パ ク 質 分 子 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 ド メ イ ン Iが 、 2つ の 前 記 M2ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 、 請 求 項 17に 記 載 の 組 換 え HBcキ メ ラ タ
ン パ ク 質 分 子 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 配 列 番 号 :9の 前 記 M2ポ リ ペ プ チ ド が 残 基 X 6 か ら X 2 4 を 含 む 、 請 求 項 17に 記 載 の 組 換 え HBc
キ メ ラ タ ン パ ク 質 分 子 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 ド メ イ ン IIが 、 76位 か ら 85位 の HBc配 列 の ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 む 、 請 求 項 17に 記 載 の 組 換
え HBcキ メ ラ タ ン パ ク 質 分 子 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 ド メ イ ン IIが 、 配 列 番 号 :9の イ ン フ ル エ ン ザ A M2ポ リ ペ プ チ ド の 6か ら 約 23残 基 を さ ら
に 含 む 、 76位 か ら 85位 の HBc配 列 の ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 む 、 請 求 項 17に 記 載 の 組 換 え HBcキ メ
ラ タ ン パ ク 質 分 子 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 配 列 番 号 :9の 前 記 M2ポ リ ペ プ チ ド の 前 記 残 基 X 1 7 及 び X 1 9 の １ つ が シ ス テ イ ン で あ る 、 請
求 項 17に 記 載 の 組 換 え HBcキ メ ラ タ ン パ ク 質 分 子 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 約 170か ら 約 215残 基 の 長 さ を 有 す る 、 請 求 項 17に 記 載 の 組 換 え HBcキ メ ラ タ ン パ ク 質 分
子 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 請 求 項 1に 記 載 の 組 換 え B型 肝 炎 ウ イ ル ス コ ア （ HBc） タ ン パ ク 質 キ メ ラ 分 子 で 構 成 さ れ
た 粒 子 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 配 列 番 号 :9の イ ン フ ル エ ン ザ A M2ポ リ ペ プ チ ド の C-末 端 19残 基 を 含 む 、 請 求 項 28に 記 載
の 組 換 え B型 肝 炎 ウ イ ル ス コ ア （ HBc） タ ン パ ク 質 キ メ ラ 分 子 で 構 成 さ れ た 粒 子 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 請 求 項 17に 記 載 の 組 換 え B型 肝 炎 ウ イ ル ス コ ア （ HBc） タ ン パ ク 質 キ メ ラ 分 子 で 構 成 さ れ
た 粒 子 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 配 列 番 号 :9の イ ン フ ル エ ン ザ A M2ポ リ ペ プ チ ド の C-末 端 19残 基 を 含 む 、 請 求 項 30に 記 載
の 組 換 え B型 肝 炎 ウ イ ル ス コ ア （ HBc） タ ン パ ク 質 キ メ ラ 分 子 で 構 成 さ れ た 粒 子 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 医 薬 的 に 許 容 で き る 希 釈 剤 に 溶 解 又 は 分 散 し た 、 請 求 項 28に 記 載 の 免 疫 原 性 粒 子 の 免 疫
原 的 有 効 量 を 含 む ワ ク チ ン 又 は 接 種 物 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 医 薬 的 に 許 容 で き る 希 釈 剤 に 溶 解 又 は 分 散 し た 、 請 求 項 30に 記 載 の 免 疫 原 性 粒 子 の 免 疫
原 的 有 効 量 を 含 む ワ ク チ ン 又 は 接 種 物 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 前 記 組 換 え キ メ ラ HBcタ ン パ ク 質 分 子 粒 子 が 植 物 組 織 に 存 在 す る 、 請 求 項 33に 記 載 の ワ
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ク チ ン 又 は 接 種 物 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 さ ら に ア ジ ュ バ ン ト を 含 む 、 請 求 項 33に 記 載 の ワ ク チ ン 又 は 接 種 物 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 前 記 ア ジ ュ バ ン ト が ミ ョ ウ バ ン で あ る 、 請 求 項 33に 記 載 の ワ ク チ ン 又 は 接 種 物 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 前 記 ア ジ ュ バ ン ト が 、 ム ラ ミ ル ジ ペ プ チ ド 、 7-置 換 -8-オ キ ソ -又 は 8-ス ル ホ -グ ア ノ シ
ン 誘 導 体 、 モ ノ ホ ス ホ リ ル 脂 質 A、 ア ル ミ ニ ウ ム 又 は カ ル シ ウ ム 塩 か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ
れ る 小 分 子 で あ る 、 請 求 項 35に 記 載 の ワ ク チ ン 又 は 接 種 物 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 前 記 ア ジ ュ バ ン ト が 、 前 記 免 疫 原 性 粒 子 及 び 前 記 医 薬 的 に 許 容 で き る 希 釈 剤 と と も に 乳
化 さ れ る 油 で あ る 、 請 求 項 35に 記 載 の ワ ク チ ン 又 は 接 種 物 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 前 記 エ マ ル ジ ョ ン が 水 相 及 び 油 相 を 有 す る 油 中 水 型 エ マ ル ジ ョ ン で あ る 、 請 求 項 38に 記
載 の ワ ク チ ン 又 は 接 種 物 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 前 記 エ マ ル ジ ョ ン が 水 相 及 び 油 相 を 有 す る 水 中 油 型 エ マ ル ジ ョ ン で あ る 、 請 求 項 38に 記
載 の ワ ク チ ン 又 は 接 種 物 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 前 記 エ マ ル ジ ョ ン の 油 相 が ス ク ア レ ン を 含 む 、 請 求 項 40に 記 載 の ワ ク チ ン 又 は 接 種 物 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 前 記 エ マ ル ジ ョ ン の 油 相 が ス ク ア レ ン を 含 む 、 請 求 項 38に 記 載 の ワ ク チ ン 又 は 接 種 物 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 前 記 エ マ ル ジ ョ ン の 水 相 及 び 油 相 が 、 ソ ル ビ タ ン 又 は マ ン ニ ド C 1 2 － C 2 4 脂 肪 酸 エ ス テ ル
で あ る 乳 化 剤 に よ っ て 乳 化 さ れ る 、 請 求 項 38に 記 載 の ワ ク チ ン 又 は 接 種 物 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 前 記 乳 化 剤 が マ ン ニ ド C 1 2 － C 2 4 脂 肪 酸 エ ス テ ル で あ る 、 請 求 項 38に 記 載 の ワ ク チ ン 又 は
接 種 物 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 前 記 マ ン ニ ド C 1 2 － C 2 4 脂 肪 酸 エ ス テ ル の C 1 2 － C 2 4 脂 肪 酸 が オ レ イ ン 酸 で あ る 、 請 求 項 44
に 記 載 の ワ ク チ ン 又 は 接 種 物 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 請 求 項 １ に 記 載 の 組 換 え HBcタ ン パ ク 質 分 子 を コ ー ド す る 核 酸 、 又 は そ の 変 種 、 類 似 体
若 し く は 相 補 物 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 請 求 項 １ 7に 記 載 の 組 換 え HBcタ ン パ ク 質 分 子 を コ ー ド す る 核 酸 、 又 は そ の 変 種 、 類 似 体
若 し く は 相 補 物 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 請 求 項 １ に 記 載 の 組 換 え HBcタ ン パ ク 質 分 子 を コ ー ド す る 遺 伝 子 、 又 は そ の 変 種 、 類 似
体 若 し く は 相 補 物 を 規 定 す る 核 酸 セ グ メ ン ト に 機 能 的 に 連 結 さ れ た ベ ク タ ー 、 及 び 適 合 宿
主 細 胞 内 で 前 記 遺 伝 子 の 発 現 を 駆 動 す る た め に 適 し た プ ロ モ ー タ ー を 含 む 組 換 え 核 酸 分 子
。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 請 求 項 １ 7に 記 載 の 組 換 え HBcタ ン パ ク 質 分 子 を コ ー ド す る 遺 伝 子 、 又 は そ の 変 種 、 類 似
体 若 し く は 相 補 物 を 規 定 す る 核 酸 セ グ メ ン ト に 機 能 的 に 連 結 さ れ た ベ ク タ ー 、 及 び 適 合 宿
主 細 胞 内 で 前 記 遺 伝 子 の 発 現 を 駆 動 す る た め に 適 し た プ ロ モ ー タ ー を 含 む 組 換 え 核 酸 分 子
。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 請 求 項 49に 記 載 の 組 換 え 核 酸 分 子 で 形 質 転 換 さ れ た 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 ５ １ 】
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　 前 記 宿 主 細 胞 が 、 大 腸 菌 （ E. coli） 、 腸 チ フ ス 菌 （ S. typhi） 、 ネ ズ ミ チ フ ス 菌 （ S. 
typhimurium） 及 び ネ ズ ミ チ フ ス 菌 -大 腸 菌 ハ イ ブ リ ッ ド か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求
項 50に 記 載 の 形 質 転 換 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
　 請 求 項 48に 記 載 の 組 換 え 核 酸 分 子 で 形 質 転 換 さ れ た 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
　 前 記 宿 主 細 胞 が 、 大 腸 菌 （ E. coli） 、 腸 チ フ ス 菌 （ S. typhi） 、 ネ ズ ミ チ フ ス 菌 （ S. 
typhimurium） 及 び ネ ズ ミ チ フ ス 菌 -大 腸 菌 ハ イ ブ リ ッ ド か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求
項 52に 記 載 の 形 質 転 換 宿 主 細 胞 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　
　 本 出 願 は 、 出 願 番 号 10/732,862号 （ 2003年 12月 10日 出 願 ） の 部 分 継 続 出 願 で あ り 、 前 記
出 願 は PCT/US03/05196（ 2003年 2月 21日 出 願 ） に 対 し 優 先 権 を 主 張 し 、 前 記 出 願 は 、 出 願
番 号 10/274,616号 （ 2002年 10月 21日 出 願 ） に 対 し 、 出 願 番 号 10/082,014号 （ 2002年 2月 21
日 出 願 ） の 部 分 継 続 出 願 と し て 、 及 び 出 願 番 号 10/080,299号 （ 2002年 2月 21日 出 願 ） の 部
分 継 続 出 願 と し て 優 先 権 を 主 張 し 、 後 者 2つ の 出 願 は 各 々 出 願 番 号 09/930,915号 （ 2001年 8
月 15日 出 願 ） の 部 分 継 続 出 願 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】

　 本 発 明 は 、 免 疫 学 及 び タ ン パ ク 質 工 学 の 学 際 分 野 に 関 し 、 特 に イ ン フ ル エ ン ザ Aウ イ ル
ス に よ る イ ン フ ル エ ン ザ 感 染 の 予 防 に 有 用 な 免 疫 原 及 び ワ ク チ ン に 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】

　 ヘ パ ド ナ ウ イ ル ス 科 （ hepadonaviridae） は エ ン ベ ロ ー プ を も つ DNA含 有 動 物 ウ イ ル ス で
あ り 、 ヒ ト で B型 肝 炎 を 惹 起 す る こ と が で き る （ HBV） 。 ヘ パ ド ナ ウ イ ル ス 科 に は 他 の 哺 乳
動 物 の B型 肝 炎 ウ イ ル ス 、 例 え ば ウ ッ ド チ ャ ッ ク （ WHV） 及 び 地 上 性 リ ス （ GSHV） 並 び に ア
ヒ ル （ DHV） 及 び サ ギ （ HeHV） で 見 出 さ れ る ト リ 型 ウ イ ル ス が 含 ま れ る 。 本 明 細 書 で 用 い
ら れ る B型 肝 炎 ウ イ ル ス （ HBV） は 、 特 別 な 例 と し て 非 哺 乳 動 物 の ウ イ ル ス に 言 及 す る 場 合
の 除 き 、 鳥 類 宿 主 に 感 染 す る ウ イ ル ス と 対 比 さ れ る 、 哺 乳 動 物 に 感 染 す る ヘ パ ド ナ ウ イ ル
ス 科 の メ ン バ ー を 指 す 。
　 哺 乳 動 物 の B型 肝 炎 ウ イ ル ス （ HBV又 は ヘ パ ド ナ ウ イ ル ス ） の ヌ ク レ オ キ ャ プ シ ド 又 は コ
ア は 、 ウ イ ル ス の サ ブ タ イ プ に よ り 183又 は 185の ア ミ ノ 酸 残 基 配 列 を 含 む が 、 一 方 、 ア ヒ
ル の ウ イ ル ス キ ャ プ シ ド は 262の ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 む 。 い く つ か の ヘ パ ド ナ ウ イ ル ス 科 の B
型 肝 炎 コ ア タ ン パ ク 質 モ ノ マ ー は 、 感 染 細 胞 内 で 自 己 会 合 し て 、 肝 炎 Bコ ア タ ン パ ク 質 粒
子 （ HBc粒 子 ） と し て 知 ら れ る 安 定 な 凝 集 物 を 形 成 す る 。 C-末 端 が 切 り 縮 め ら れ た HBc粒 子
に つ い て 2つ の 三 次 元 構 造 が 報 告 さ れ て い る 。 小 集 団 を 構 成 す る 第 一 の 構 造 は 、 ダ イ マ ー
と し て 90コ ピ ー の HBcサ ブ ユ ニ ッ ト タ ン パ ク 質 、 又 は 180の 個 々 の モ ノ マ ー タ ン パ ク 質 を 含
み 、 第 二 の 構 造 は 主 要 集 団 で あ り 、 ダ イ マ ー と し て 120コ ピ ー の HBcサ ブ ユ ニ ッ ト タ ン パ ク
質 、 又 は 240の 個 々 の モ ノ マ ー タ ン パ ク 質 を 含 む 。 こ れ ら の 粒 子 は そ れ ぞ れ T=3又 は T=4粒
子 と 称 さ れ 、 こ の 場 合  “ T” は 三 角 形 の 形 成 数 で あ る 。 ヒ ト に 感 染 す る ウ イ ル ス （ ヒ ト ウ
イ ル ス )の こ れ ら HBc粒 子 は 、 直 径 が そ れ ぞ れ 約 30又 は 34nmで あ る （ Pumpens et al. (1995
) Intervirology 38:63-74； Metzger et al. (1998) J. Gen. Virol. 79:587-590） 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 Conwayら （ Nature 386:91-94 (1997)） は 、 9Å の 解 像 度 で 凍 結 電 子 顕 微 鏡 写 真 か ら 決 定
し た ヒ ト HBc粒 子 の 構 造 を 記 載 し て い る 。 Bottcherら （ Nature 386:88-91 (1997)） は ヒ ト
HBcモ ノ マ ー の ポ リ ペ プ チ ド 折 り 畳 み を 記 載 し 、 ア ル フ ァ ヘ リ ッ ク ス 領 域 お よ び そ れ ら の
連 結 ル ー プ 領 域 を 形 成 す る ア ミ ノ 酸 残 基 の 凡 そ の 番 号 を 付 与 し た ス キ ー ム を 提 供 し た 。 Zh
engら （ J. Biol. Chem. (1992) 267(13):9422-9429） は 、 1つ 又 は 2つ 以 上 の シ ス テ イ ン を
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欠 く 変 異 タ ン パ ク 質 に 関 す る 彼 ら の 研 究 、 お よ び 他 の 研 究 者 の C-末 端 切 端 タ ン パ ク 質 に 関
す る 研 究 （ Birnbaum et al, (1990) J. Virol. 64:3319-3330） か ら 、 コ ア 粒 子 形 成 は 、
ア ル ギ ニ ン 富 裕 C-末 端 ド メ イ ン 、 核 酸 の 結 合 、 又 は ジ ス ル フ ィ ド 結 合 形 成 に は 左 右 さ れ な
い こ と を 報 告 し て い る 。 Conwayら （ 1997） お 呼 び Bottcherら （ 1997） が 報 告 し た HBc粒 子
の 低 解 像 構 造 は 、 Wynneら （ Mol. Cell, 3（ 6） ： 70-80, 1999） が 報 告 し た T=4粒 子 の 3.3
Å 解 像 結 晶 構 造 に よ っ て 確 認 さ れ た 。
　 肝 炎 Bヌ ク レ オ キ ャ プ シ ド 又 は ウ イ ル ス コ ア タ ン パ ク 質 （ HBc） は 、 免 疫 さ れ た 宿 主 動 物
の T細 胞 応 答 を 刺 激 す る 免 疫 原 性 担 体 成 分 と し て 開 示 さ れ た 。 例 え ば 米 国 特 許 4,818,527号
、 同 4,882,145号 お よ び 同 5,143,726号 を 参 照 さ れ た い 。 こ の 担 体 の 特 に 有 用 な 応 用 は 、 そ
の イ ム ノ ド ミ ナ ン ト ル ー プ 部 位 に 外 来 又 は 異 種 B細 胞 エ ピ ト ー プ を 提 示 す る 能 力 で あ る 。
前 記 ル ー プ は 約 70‐ 90残 基 部 位 に 存 在 し 、 よ り 一 般 的 に は 前 記 タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 末 端 （
N-末 端 ） か ら 約 75か ら 85位 で あ る と 記 載 さ れ て い る （ Clarke et al. （ 1991） F. Brown e
t al. eds., Vaccines 91, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, New 
York, pp. 313-318） 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 ウ イ ル ス の 複 製 中 に 、 HBVの ヌ ク レ オ キ ャ プ シ ド は 、 前 記 ウ イ ル ス の RNAプ レ ゲ ノ ム 、 ウ
イ ル ス 逆 転 写 酵 素 （ Pol） お よ び 末 端 タ ン パ ク 質 （ Polに 由 来 す る ） と 結 合 し て 複 製 能 力 を
有 す る コ ア を 形 成 す る 。 ヌ ク レ オ キ ャ プ シ ド と ウ イ ル ス RNAプ レ ゲ ノ ム 間 の 結 合 は 、 カ ル
ボ キ シ ル -末 端 （ C-末 端 ） に 存 在 す る ア ル ギ ニ ン 富 裕 ド メ イ ン に よ っ て 仲 介 さ れ る 。 ウ イ
ル ス プ レ ゲ ノ ム が 存 在 し な い 異 種 発 現 系 （ 例 え ば 大 腸 菌 ） で 発 現 さ れ る 場 合 、 プ ロ タ ミ ン
様 C-末 端 （ す な わ ち 150位 か ら 183位 の 残 基 ） が 大 腸 菌 RNAと 結 合 す る こ と が で き る （ Zheng
 et al. (1992) JBC 267(13):9422-9429） 。
　 HBcAgは 、 異 種 エ ピ ト ー プ の 担 体 と し て 提 唱 さ れ て い る B型 肝 炎 ウ イ ル ス 由 来 の 粒 子 状 タ
ン パ ク 質 で あ る 。 HBsAg（ HBs） の 相 対 的 免 疫 原 性 が HBcAg（ HBc） と 比 較 さ れ 、 種 々 の 遺 伝
的 背 景 に お い て 免 疫 応 答 を 惹 起 す る そ れ ぞ れ の 能 力 が 比 較 さ れ た （ Milich et al. Scienc
e 234(4782):1398-1401 (1986)） 。 こ れ ら の デ ー タ は 、 HBsよ り も HBcの 免 疫 原 性 が 高 く 、
さ ら に 遺 伝 的 背 景 に 関 係 な く HBcに 対 し て 普 遍 的 な 応 答 性 が 存 在 す る こ と を 強 調 し た 。
　 例 え ば 、 HBcは 、 BALB/cマ ウ ス で HBsよ り も 300倍 高 い 免 疫 原 性 を 有 し 、 さ ら に 、 B10.Sお
よ び B10.Mは と も に HBsに 対 し て 無 反 応 マ ウ ス で あ る が 、 調 べ た 全 て の 株 が HBcに 対 し て 反
応 す る 。 こ れ ら の 結 果 は ワ ク チ ン 担 体 と し て の HBcの 適 切 性 、 特 に HBsよ り も 優 れ て い る こ
と 、 し た が っ て 異 種 エ ピ ト ー プ の 担 体 と し て HBsで は な く HBcを 選 択 す る こ と の 適 切 性 を 再
確 認 さ せ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 HBc担 体 の ま た 別 の 利 点 は 、 前 記 は 有 効 性 の た め に 複 雑 な ア ジ ュ バ ン ト を 必 要 と し な い
で あ ろ う と い う 事 実 で あ る 。 こ れ は 、 前 記 粒 子 の 固 有 の 高 い 免 疫 原 性 に よ る も の で あ る 。
HBc-P. ベ ル ゲ イ （ ） 粒 子 の 免 疫 原 性 の 比 較 に よ っ て 、 ミ ョ ウ バ ン （ 人 間 に 使
用 す る こ と が 承 認 さ れ て い る ） が IFA又 は CFAよ り も 有 効 で あ る こ と が 示 さ れ た （ Schdel e
t al. (1994) J. Exp. Med. 180(3):1037-46） 。 前 記 の 観 察 の 重 要 性 は 、 SKBの マ ラ リ ア
候 補 ワ ク チ ン の 臨 床 試 験 で 最 近 観 察 さ れ た 新 参 の よ り 複 雑 な ア ジ ュ バ ン ト に 付 随 す る 毒 性
の 問 題 の た め に 強 調 さ れ る （ Stoute et al. (1997) N. Engl. J. Med. 336(2):86-91） 。
　 ワ ク チ ン の 担 体 成 分 と し て 応 用 す る 場 合 、 HBVヌ ク レ オ キ ャ プ シ ド は 宿 主 由 来 の 核 酸 と
結 合 し な い こ と が 好 ま し い 。 Birnbaumら （ J. Virol. 64:3319-3330 (1990)） は 、 HBVヌ ク
レ オ キ ャ プ シ ド の プ ロ タ ミ ン 様 C-末 端 ド メ イ ン は 、 ウ イ ル ス 様 粒 子 に 会 合 す る タ ン パ ク 質
の 能 力 を 損 な う こ と な く 欠 落 さ せ る こ と が で き る こ と を 示 し た 。 し た が っ て 、 約 144位 に
短 縮 さ れ た タ ン パ ク 質 （ す な わ ち 1位 か ら 約 144位 の HBc配 列 を 含 む ） は 自 己 会 合 す る こ と
が で き る が 、 残 基 139を 超 え る 欠 落 は キ ャ プ シ ド の 会 合 を 停 止 さ せ る （ Birnbaum et al. (
1990) J. Virol. 64:3319-30） 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 Zlotnickら （ Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 94:9556-9561 (1997)） は 、 完 全 長 お よ び
切 端 HBcタ ン パ ク 質 の 粒 子 へ の 会 合 を 調 べ た 。 完 全 長 分 子 の 考 察 の 他 に 、 前 記 著 者 ら は 1位
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か ら 149位 の HBc配 列 を 含 む 切 端 タ ン パ ク 質 の 調 製 を 報 告 し た （ 前 記 切 端 形 で は 、 48、 61お
よ び 107位 の シ ス テ イ ン が 各 々 ア ラ ニ ン で 置 き 換 え ら れ 、 さ ら に １ つ の シ ス テ イ ン 残 基 が C
-末 端 （ 150位 ） に 付 加 さ れ て い た ） 。 前 記 の C-末 端 の メ ル カ プ タ ン は 電 子 顕 微 鏡 検 査 で の
標 識 の た め の 金 原 子 ク ラ ス タ ー と の 結 合 に 用 い ら れ た 。
　 さ ら に 最 近 、 Metzgerら （ J. Gen. Virol. 79:587-590 (1998)） は 、 ヒ ト の ウ イ ル ス 配
列 の 138位 の プ ロ リ ン （ Pro-138又 は P138） が 粒 子 形 成 に 必 要 で あ る こ と を 報 告 し た 。 前 記
の 著 者 ら は ま た 、 カ ル ボ キ シ 末 端 に お い て 142残 基 お よ び 140残 基 の 長 さ に 短 縮 し た 粒 子 の
会 合 能 力 は 影 響 を 受 け る が 、 139お よ び 137残 基 の 長 さ を 生 じ る 短 縮 で は 会 合 能 力 は 完 全 に
失 わ れ る こ と を 報 告 し た 。
　 切 端 粒 子 は 標 準 的 な B型 肝 炎 コ ア 粒 子 と 比 べ て 安 定 性 の 低 下 を 示 す こ と を い く つ か の グ
ル ー プ が 示 し た （ Galena et al. (1998) J. Virol. 63:4645-4652； Inada et al. (1989)
 Virus Res. 14:27-48） 。 前 記 は 、 粒 子 サ イ ズ の 変 動 性 、 お よ び 精 製 調 製 物 中 に 粒 子 フ ラ
グ メ ン ト が 存 在 す る こ と に よ っ て 立 証 さ れ た （ Massen et al. (1994) Arch. Virol. 135:
131-142） 。 し た が っ て 、 上 記 の Metzgerら の 報 告 の 前 に 、 Pumpensら （ Intervirology 38:
63-74 (1995)） は 、 自 己 会 合 に 必 要 な HBc配 列 の た め の カ ル ボ キ シ 末 端 の 境 界 は ア ミ ノ 酸
残 基 130お よ び 144の 間 に 位 置 し 、 最 初 の 2つ 又 は 3つ の ア ミ ノ 末 端 残 基 を 他 の 配 列 に 置 き 換
え る こ と が で き る が 4つ 又 は 11の ア ミ ノ 末 端 残 基 の 排 除 は 、 形 質 転 換 し た 大 腸 菌 細 胞 で の
キ メ ラ タ ン パ ク 質 の 完 全 な 消 失 を も た ら す こ と を 記 載 し て 文 献 の 報 告 を 要 約 し た 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 種 々 の 挿 入 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 を 含 む 内 部 挿 入 物 を 保 有 す る 、 組 換 え に よ っ て 作 製 さ れ た
ハ イ ブ リ ッ ド HBc粒 子 （ 当 業 界 で は HBcキ メ ラ 粒 子 又 は HBcキ メ ラ と 称 さ れ る ） は 、 多 様 な
生 物 （ 大 腸 菌 、 枯 草 菌 （ B. subtilis） 、 ワ ク シ ニ ア 、 ネ ズ ミ チ フ ス 菌 （ Salmonella typh
imurium） 、 サ ッ カ ロ ミ セ ス ・ セ レ ビ シ エ （ Saccharomyces cerevisiae） を 含 む ） で の 異
種 発 現 に よ っ て 作 製 さ れ て き た 。 例 え ば 文 献 － Pumpens et al. (1995) Intervirology 38
:63-74－ 及 び 前 記 文 献 中 の 引 用 文 献 を 参 照 さ れ た い （ 前 記 引 用 文 献 に は い く つ か の 研 究 グ
ル ー プ の 研 究 が 記 さ れ て い る ） 。 天 然 の HBc粒 子 は ま た 植 物 に お い て も 産 生 さ れ て い る （ T
suda et al., 1998, Vox Sang, 74(3):148-155） 。
　 そ の よ う な HBcキ メ ラ は 、 電 子 顕 微 鏡 で 分 析 し た と き 、 異 種 エ ピ ト ー プ を 欠 く 粒 子 と 比
較 し て し ば し ば 秩 序 の 低 い 構 造 を 有 す る よ う で あ る （ Schodel et al. (1994) J. Exp. Me
d. 180:1037-1046） 。 い く つ か の 事 例 で は 、 異 種 エ ピ ト ー プ の C-末 端 短 縮 HBc粒 子 へ の 挿
入 は 、 異 種 発 現 後 に ハ イ ブ リ ッ ド 粒 子 を 回 収 で き な い ほ ど 劇 的 な 脱 安 定 化 の 影 響 を 与 え る
（ Schodel et al. (1994) Infect. Immunol. 62:1669-1676） 。 し た が っ て 、 多 く の キ メ
ラ HBc粒 子 は 不 安 定 で 精 製 中 に 破 壊 さ れ 、 そ の 程 度 は 、 前 記 粒 子 が 回 収 不 能 で あ る か 又 は
極 め て 低 い 安 定 性 を 示 す も の で あ り 、 ワ ク チ ン 開 発 を 困 難 に し て い る 。
　 上 記 の 文 献 （ Pumpens et al. (1995) Intervirology 38:63-74） は 、 挿 入 さ れ た ポ リ ペ
プ チ ド 配 列 が N-末 端 、 C-末 端 お よ び 末 端 と 末 端 と の 間 に 存 在 す る 粒 子 形 成 キ メ ラ を 列 挙 し
て い る 。 前 記 文 献 に 報 告 さ れ て い る 挿 入 物 の 長 さ は N-末 端 で は 24か ら 50残 基 、 内 部 で 7か
ら 43残 基 、 C-末 端 で は 11か ら 741残 基 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 最 近 、 Kratzら （ Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 96:1915-1920） は 、 238残 基 の 緑 色 蛍 光
タ ン パ ク 質 （ GFP） に 内 部 融 合 さ せ た 切 端 HBc配 列 を 含 む キ メ ラ HBc粒 子 の 大 腸 菌 発 現 に つ
い て 記 載 し た 。 前 記 キ メ ラ は 、 HBcの ア ミ ノ 酸 残 基 79お よ び 80と 置 き 換 え ら れ た 一 対 の グ
リ シ ン 富 裕 可 撓 性 リ ン カ ー ア ー ム に よ っ て フ ラ ン キ ン グ さ れ て い る 挿 入 GFP配 列 を 含 ん で
い た 。 前 記 粒 子 は 、 ウ サ ギ を 宿 主 動 物 と し て 天 然 の GFPに 対 し て 効 果 的 に 抗 体 を 誘 発 す る
と 主 張 さ れ た 。
　 米 国 特 許 5,990,085号 は 、 （ i） カ ル ボ キ シ 末 端 切 端 HBcの イ ム ノ ド ミ ナ ン ト ル ー プ に 残
基 78と 79の 間 で 、 及 び （ ii） カ ル ボ キ シ 末 端 切 端 HBcの 残 基 144の 後 に 融 合 さ れ た 抗 原 性 ウ
シ イ ン ヒ ビ ン ペ プ チ ド か ら 形 成 さ れ た 2つ の 融 合 タ ン パ ク 質 に つ い て 記 載 し て い る 。 発 現
さ れ た 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 宿 主 動 物 に 投 与 さ れ た と き 抗 イ ン ヒ ビ ン 抗 体 の 産 生 を 誘 発 す る
と 主 張 さ れ た 。 前 記 特 許 で 報 告 さ れ た 免 疫 後 30日 の 力 価 は 比 較 的 低 く 、 ル ー プ 挿 入 を 有 す
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る 融 合 タ ン パ ク 質 に つ い て は 1:3000か ら 15000で 、 残 基 144の 後 に 挿 入 さ れ た も の に つ い て
は 1:100か ら 125で あ る 。
　 米 国 特 許 6,231,864号 は 、 ハ プ テ ン と 結 合 さ せ た 、 戦 略 的 に 改 変 し た B型 肝 炎 コ ア タ ン パ
ク 質 の 製 造 お よ び 使 用 を 教 示 す る 。 前 記 改 変 コ ア タ ン パ ク 質 は 、 ハ プ テ ン が 懸 垂 結 合 さ れ
て い る 化 学 的 に 反 応 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 む 長 さ が 1か ら 約 40残 基 の 挿 入 物 を 含 む
。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 最 近 公 開 さ れ た WO01/27281は 、 HBcに 対 す る 免 疫 応 答 は 、 天 然 の 分 子 の C-末 端 シ ス テ イ
ン 含 有 配 列 の 存 在 又 は 欠 如 に よ っ て そ れ ぞ れ Th1応 答 か ら Th2応 答 に 変 化 さ せ る こ と が で き
る こ と を 開 示 し て い る 。 前 記 開 示 は ま た 、 C-末 端 シ ス テ イ ン に よ る ジ ス ル フ ィ ド 形 成 は 粒
子 の 安 定 化 に 役 立 つ と 述 べ て い る 。 C-末 端 シ ス テ イ ン の 直 ぐ 上 流 の 天 然 HBc配 列 の い く つ
か の 残 基 の 存 在 は 好 ま し い が 、 要 求 さ れ な い と 記 載 さ れ た 。 切 端 C-末 端 HBc配 列 の 置 換 に
用 い る こ と が 可 能 な そ の よ う な 選 択 肢 に は 、 C-末 端 シ ス テ イ ン お よ び HBc以 外 の タ ン パ ク
質 か ら エ ピ ト ー プ を 区 別 す る 随 意 の 配 列 が 含 ま れ る と 記 載 さ れ た 。
　 公 開 さ れ た PCT出 願 WO01/98333は 、 C-末 端 の シ ス テ イ ン 残 基 を 維 持 し な が ら 、 天 然 の HBc
の C-末 端 に 存 在 す る 4つ の ア ル ギ ニ ン リ ピ ー ト の 1つ 又 は 2つ 以 上 の 欠 落 を 教 示 し て い る 。
前 記 出 願 は ま た 、 前 記 欠 落 領 域 を HBc以 外 の タ ン パ ク 質 の エ ピ ト ー プ に よ っ て 置 き 換 え 、
前 記 の よ う に し て 形 成 さ れ た 分 子 の HBc部 分 が 付 加 さ れ る エ ピ ト ー プ の た め の 担 体 と し て
機 能 で き る よ う に す る こ と を 開 示 し て い る 。
　 WO02/13765A2お よ び WO02/14478A2に 対 応 す る 公 開 さ れ た PCT出 願 は 、 C-末 端 切 端 HBc粒 子
の 安 定 化 は 、 前 記 粒 子 が 組 み 立 て ら れ る キ メ ラ タ ン パ ク 質 で 1つ 又 は 2つ 以 上 の 添 加 シ ス テ
イ ン 残 基 の 使 用 に よ り 達 成 で き る こ と を 開 示 し て い る 。 前 記 添 加 さ れ る シ ス テ イ ン 残 基 は
、 キ メ ラ タ ン パ ク 質 の C-末 端 に 存 在 す る か 、 又 は C-末 端 近 く に 存 在 す る べ き こ と が 教 示 さ
れ て い る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 完 全 長 の HBc粒 子 の 安 定 性 を 維 持 し な が ら 、 完 全 長 HBc粒 子 の 核 酸 結 合 能 力 を 失 わ せ る こ
と が で き る 構 造 的 特 徴 は 、 ヘ パ ド ナ ウ イ ル ス ヌ ク レ オ キ ャ プ シ ド デ リ バ リ ー 系 を 用 い た ワ
ク チ ン 開 発 で 極 め て 有 益 で あ ろ う 。 実 際 、 Ulrichら は 、 外 来 エ ピ ト ー プ の た め の 担 体 と し
て HBcキ メ ラ を 使 用 す る こ と に 関 す る 彼 ら の 最 近 の 総 説 で 、 人 間 の ワ ク チ ン で 前 記 キ メ ラ
を 使 用 す る た め に 解 決 す べ き 潜 在 的 な 3つ の 問 題 を 記 載 し て い る （ Ulrich et al. Adv. Vi
rus Res., 50:141-182 (1998)） 。 第 一 の 潜 在 的 な 問 題 は 、 キ メ ラ ワ ク チ ン 内 の 核 酸 の 被
免 疫 宿 主 へ の 偶 然 に よ る 移 転 で あ る 。 第 二 の 潜 在 的 な 問 題 は 以 前 か ら 存 在 す る HBcに 対 す
る 免 疫 に よ る 干 渉 で あ る 。 第 三 の 可 能 な 問 題 は 、 長 期 保 存 に も 耐 え る こ と が で き る 完 全 な
キ メ ラ 粒 子 の 増 殖 可 能 調 製 物 と い う 必 要 条 件 に 関 す る 。
　 上 記 の 4つ の PCT出 願 公 開 は 、 Ulrichら に よ っ て 開 示 さ れ た 潜 在 的 な 問 題 の 克 服 に 用 い る
こ と が で き る 教 示 を 含 ん で い る よ う に 思 わ れ る 。 以 下 で 開 示 さ れ る よ う に 、 本 発 明 は 、 予
期 に 反 し て イ ン フ ル エ ン ザ に 対 す る 高 力 価 の 抗 体 を 提 供 し 、 さ ら に あ る 特 徴 で は ま た HBc
キ メ ラ の 安 定 性 に 関 す る 問 題 を 解 決 す る と と も に 実 質 的 に 核 酸 結 合 能 力 の な い 構 築 物 を 提
供 す る ま た 別 の HBcキ メ ラ を 提 供 す る 。 さ ら に ま た 、 意 図 さ れ る 組 換 え キ メ ラ は 、 既 に 存
在 す る 抗 HBc抗 体 に 対 し 抗 原 性 の 低 下 を 示 す 。
　 N-末 端 切 端 形 の HBcキ メ ラ 分 子 に 関 す る 上 記 の 粒 子 の 不 安 定 性 に 関 す る 発 見 に も か か わ
ら ず 、 Neirynckら （ Nature Med. 5(10):1157-1163, 1999（ October） ） は 、 完 全 長 の HBc
の 残 基 5に 融 合 さ れ て い る イ ン フ ル エ ン ザ M2タ ン パ ク 質 の N-末 端 24残 基 部 分 （ 開 始 メ チ オ
ニ ン を 含 む ） を 含 む HBcキ メ ラ の 粒 子 形 成 が 大 腸 菌 発 現 で 生 じ た こ と を 報 告 し た 。
　 Bachmannお よ び 共 同 研 究 者 ら （ Jegerlehner et al. (2002) Vaccine, 20:3104-3112）
は 、 融 合 構 築 物 （ 上 記 の Neirynckら の 構 築 物 と 実 質 的 に 同 一 ） を 、 米 国 特 許 6,231,864号
で 開 示 さ れ た 構 築 物 と 類 似 の 共 役 構 築 物 と 比 較 し た 。 前 記 共 役 構 築 物 で は イ ン フ ル エ ン ザ
Aの M2タ ン パ ク 質 の 外 部 23残 基 （ メ チ オ ニ ン 残 基 の in vivoで の 除 去 後 ） が 、 C-末 端 切 端 HB
c（ 1－ 149） （ 前 記 も ま た 48位 及 び 107位 の シ ス テ イ ン 残 基 が セ リ ン 残 基 で 置 き 換 え ら れ て
い る ） の ル ー プ 中 の 操 作 さ れ た リ ジ ン 残 基 に リ ン カ ー を 介 し て 結 合 さ れ て い た 。 彼 ら の 結
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果 は 、 N-末 端 融 合 タ ン パ ク 質 よ り も 共 役 構 築 物 で 抗 M2力 価 の 増 加 お よ び 生 存 強 化 （ 6/6に
対 し て 0/3） を 示 し た 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 以 前 に 考 察 さ れ た 、 C-末 端 切 端 ハ イ ブ リ ッ ド HBcタ ン パ ク 質 の ワ ク チ ン と し て の 使 用 は
、 そ れ ら の 完 全 長 の 対 応 物 を 使 用 す る よ り も 、 発 現 レ ベ ル の 強 化 及 び 大 腸 菌 RNA結 合 の 欠
如 を 含 む い く つ か の 利 点 を 提 供 す る 。 し か し な が ら 、 異 種 エ ピ ト ー プ を 提 示 す る よ う に 操
作 さ れ た C-末 端 切 端 粒 子 は し ば し ば 不 安 定 で 、 発 現 後 に 安 定 な 粒 子 構 造 に 会 合 す る こ と が
で き な い か 、 又 は 精 製 時 若 し く は 精 製 後 に 簡 単 に 非 粒 子 構 造 に 分 解 す る 粒 子 を 生 じ る 。 そ
の よ う な 安 定 性 の 欠 如 は 、 HBc149位 ま で C-末 端 が 切 り 縮 め ら れ 、 さ ら に ま た イ ン フ ル エ ン
ザ Aの M2タ ン パ ク 質 の 上 記 2－ 24残 基 を 含 む キ メ ラ HBc分 子 で 構 成 さ れ た 粒 子 に よ っ て 示 さ
れ る 。
　 他 の 研 究 者 ら は 、 野 生 型 ヘ パ ド ナ ウ イ ル ス コ ア 抗 原 で は 、 HBcAgの 開 始 コ ド ン 上 流 の シ
ス テ イ ン 残 基 が 粒 子 形 成 の 防 止 に 直 接 必 要 と さ れ る こ と を 報 告 し た （ Schodel et al. (Ja
n. 15, 1993) J. Biol. Chem., 268(2):1332-1337； Wasenauer et al. (Mar. 1993) J. V
irol., 67(3):1315-1322； Nassal et al. (Jul. 1993) J. Virol., 67(7):4307-4315） 。
前 記 3グ ル ー プ は い ず れ も 、 野 生 型 HBeAgで は 、 プ レ コ ア 配 列 の -7位 の シ ス テ イ ン 残 基 （ コ
ア 遺 伝 子 が -30位 に 在 る 上 流 の 開 始 メ チ オ ニ ン か ら 翻 訳 さ れ る と き に 存 在 す る ） が 粒 子 形
成 の 防 止 に 必 要 で あ り 、 し た が っ て 粒 子 状 HBcAgか ら 非 粒 子 状 分 泌 HBeAgへ の 変 化 を 促 進 す
る こ と を 報 告 し た 。
　 上 記 3つ の 文 献 か ら 、 HBcの 開 始 メ チ オ ニ ン よ り 前 の 位 置 （ す な わ ち 配 列 番 号 :1の 配 列 の
N-末 端 に 対 し て 1未 満 の 残 基 位 置 ） に 在 る 1つ 又 は 2つ 以 上 の シ ス テ イ ン 残 基 を 含 む こ と に
よ っ て 、 C-末 端 切 端 ハ イ ブ リ ッ ド 粒 子 を 安 定 化 さ せ る の で は な く 、 む し ろ 実 際 に は 脱 安 定
化 さ せ る と 予 想 さ れ る で あ ろ う 。 下 記 の 考 察 か ら 分 か る よ う に 、 本 発 明 は こ れ ら の 予 想 と
は 反 対 の 結 果 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　
　 本 発 明 の 目 的 は 、 イ ン フ ル エ ン ザ A M2タ ン パ ク 質 の 細 胞 外 ド メ イ ン （ M2e） に 対 す る 抗
体 を 誘 発 す る た め の ヘ パ ド ナ ウ イ ル ス 系 免 疫 原 、 並 び に 生 理 学 的 に 許 容 で き る 希 釈 剤 に 分
散 さ せ た 接 種 物 及 び ワ ク チ ン で あ る 。 以 下 で は “ M2” 及 び “ M2e” の 呼 称 は 相 互 に 用 い ら
れ る 。 意 図 さ れ る 免 疫 原 は 、 組 換 え B型 肝 炎 ウ イ ル ス コ ア （ HBc） キ メ ラ タ ン パ ク 質 分 子 で
構 成 さ れ た 自 己 会 合 粒 子 で あ る 。 前 記 分 子 の 各 々 は 、 約 150か ら 約 375ア ミ ノ 酸 残 基 の 長 さ
を 有 し 、 配 列 番 号 :9の 6か ら 約 24残 基 の 配 列 を 含 み 、 さ ら に ド メ イ ン I、 II、 III及 び IVと
称 さ れ る 4つ の ペ プ チ ド 結 合 ア ミ ノ 酸 残 基 配 列 ド メ イ ン を N-末 端 か ら 含 ん で い る 。
　 第 一 の ド メ イ ン （ ド メ イ ン I） は 約 75か ら 約 160ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 む 。 こ の ド メ イ ン の 配
列 は 、 少 な く と も HBcの 4位 か ら 約 75位 ま で の 残 基 配 列 を 含 む 。 1つ か ら 3つ の シ ス テ イ ン 残
基 が ま た 、 配 列 番 号 :1の HBcの N-末 端 に 対 し て 約 1か ら -55、 好 ま し く は -30、 よ り 好 ま し く
は 約 -20の キ メ ラ 分 子 内 の 位 置 に 存 在 す る （ N-末 端 シ ス テ イ ン 残 基 ） 。 前 記 N-末 端 シ ス テ
イ ン 残 基 は 、 HBcの プ レ コ ア 配 列 以 外 の 配 列 内 に 存 在 す る 。 ド メ イ ン Iの シ ス テ イ ン 残 基 は
ま た 、 HBc配 列 の N-末 端 に ペ プ チ ド 結 合 さ れ て あ る か 、 又 は 前 記 N-末 端 の 約 15残 基 内 で ペ
プ チ ド 結 合 さ れ て あ る 、 配 列 番 号 :9の イ ン フ ル エ ン ザ A M2の ポ リ ペ プ チ ド 、 X 1 X 2 X 3 X 4 X 5 X 6
X 7 X 8 X 1 0 X 1 1 X 1 2 X 1 3 X 1 4 X 1 5 X 1 6 X 1 7 X 1 8 X 1 9 X 2 0 X 2 1 X 2 2 X 2 3 X 2 4 （ 例 え ば 好 ま し い ポ リ ペ プ チ ド は
配 列 番 号 :10の X 1 X 2 X 3 X 4 X 5 X 6 X 7 X 8 -TPIRNE-X 1 5 X 1 6 X 1 7 X 1 8 X 1 9 X 2 0 X 2 1 X 2 2 X 2 3 X 2 4 ） （ 前 記 の 式
の 下 付 き 文 字 を も つ X残 基 は 以 下 で 定 義 さ れ る ） の 約 6か ら 約 24残 基 の 2つ か ら 4つ の 配 列 内
に 、 HBc残 基 1－ 4の 1つ 又 は 2つ 以 上 に 存 在 す る の と 同 様 に 存 在 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 第 二 の ド メ イ ン 、 ド メ イ ン IIは 、 ド メ イ ン Iの 約 残 基 75と ペ プ チ ド 結 合 し た 約 0か ら 約 60
の ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 み 、 こ こ で （ i） HBc76位 か ら 85位 の 配 列 内 の 0か ら 10残 基 の 全 て が 存
在 し 、 （ ii） 前 記 残 基 は 、 上 記 配 列 番 号 :9の イ ン フ ル エ ン ザ A M2ポ リ ペ プ チ ド の 1つ 又 は 2
つ 以 上 の リ ピ ー ト を 構 成 す る 約 6か ら 約 48残 基 の 随 意 配 列 と ペ プ チ ド 結 合 さ れ て あ る 。
　 第 三 の ド メ イ ン 、 ド メ イ ン IIIは 、 約 残 基 85と ペ プ チ ド 結 合 し た 約 86位 か ら 約 135位 の HB

10

20

30

40

50

(10) JP 2007-513634 A 2007.5.31

発 明 の 要 旨



c配 列 で あ る 。
　 第 四 の ド メ イ ン 、 ド メ イ ン IVは 、 （ i） ド メ イ ン IIIの 約 135位 の 残 基 と ペ プ チ ド 結 合 さ
れ た 、 136位 か ら 140位 の 残 基 ＋ HBc残 基 配 列 の 141位 か ら 149位 の 9残 基 ま で 、 （ ii） 0か ら 3
つ の シ ス テ イ ン 残 基 、 （ iii） 互 い に 隣 接 す る 4つ 未 満 の ア ル ギ ニ ン 又 は リ ジ ン 残 基 又 は そ
れ ら の 混 合 物 、 及 び （ iv） HBcの 146位 か ら C-末 端 と 異 種 の 配 列 、 好 ま し く は HBcの 156位 か
ら C-末 端 と 異 種 の 配 列 内 に あ る 約 100ま で の ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 む 。
　 意 図 さ れ る キ メ ラ 分 子 は 、 （ i） HBc配 列 に お い て わ ず か 10%（ no more than 10 percent
） の 保 存 的 置 換 ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 み 、 （ ii） 自 己 会 合 し て 宿 主 細 胞 内 で の 発 現 時 に 核 酸 と
実 質 的 に 結 合 し な い 粒 子 を 形 成 し 、 さ ら に 前 記 粒 子 は 、 前 記 N-末 端 シ ス テ イ ン 残 基 を 欠 く
が そ の 他 の 点 で は 同 一 で あ る HBcキ メ ラ か ら 形 成 さ れ る 粒 子 、 又 は キ メ ラ 分 子 内 に 存 在 す
る N-末 端 シ ス テ イ ン 残 基 が 別 の 残 基 に よ っ て 置 き 換 え ら れ て い る 粒 子 よ り も 形 成 時 に よ り
安 定 で あ る 。
　 好 ま し く は 、 ド メ イ ン Iの HBc配 列 は 、 4位 か ら 75位 の 残 基 の み ＋ 少 な く と も 1つ の N-末 端
シ ス テ イ ン 残 基 を 含 む 。 さ ら に 好 ま し く は 、 意 図 さ れ る 免 疫 原 は 、 ド メ イ ン IVの み 内 に 又
は HBcの 164位 か ら C-末 端 の 配 列 と 異 種 の ア ミ ノ 酸 残 基 配 列 内 に 1つ の シ ス テ イ ン 残 基 を 含
む 。 特 に 好 ま し く は 、 異 種 配 列 は イ ン フ ル エ ン ザ Aの T細 胞 エ ピ ト ー プ を 含 む 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 別 の 実 施 態 様 は 、 医 薬 的 に 許 容 で き る 希 釈 組 成 物 （ 典 型 的 に は ま た 水 を 含 む ） に 溶 解 又
は 分 散 さ れ た 上 記 の HBcキ メ ラ 粒 子 を 含 む 接 種 物 又 は ワ ク チ ン を 含 む 。 免 疫 原 的 に 有 効 な
量 で 動 物 、 例 え ば 哺 乳 動 物 又 は 鳥 類 に 投 与 さ れ た と き 、 接 種 物 は 、 前 記 キ メ ラ 粒 子 と 特 異
的 に 免 疫 反 応 す る 抗 体 を 誘 発 す る 。 そ の よ う に し て 誘 発 さ れ た 抗 体 は ま た 、 M2タ ン パ ク 質
の N-末 端 部 分 と 特 異 的 に 免 疫 反 応 （ 結 合 ） す る 。
　 本 発 明 は い く つ か の 利 点 及 び 利 益 を 有 す る 。
　 本 発 明 の 特 別 な 利 点 は 、 ワ ク チ ン と し て の そ の 使 用 に よ っ て イ ン フ ル エ ン ザ Aに 対 し て
他 に 例 を 見 な い 抗 体 力 価 が 提 供 さ れ る と い う こ と で あ る 。
　 本 発 明 の 利 点 は 、 こ の よ う に 非 常 に 高 い 抗 体 力 価 は 、 ヒ ト で の 使 用 が 承 認 さ れ て い る ア
ジ ュ バ ン ト を 用 い て 得 ら れ た と い う こ と で あ る 。
　 本 発 明 の ま た 別 の 利 点 は 、 こ の 組 換 え 免 疫 原 は 、 形 質 転 換 宿 主 細 胞 の 増 殖 に 周 知 の 細 胞
培 養 技 術 を 用 い て 容 易 に か つ 大 量 に 製 造 す る こ と が で き る と い う こ と で あ る 。
　 本 発 明 の ま た 別 の 利 点 は 、 こ の 免 疫 原 は 周 知 の 組 換 え 技 術 に よ っ て 容 易 に 製 造 さ れ る と
い う こ と で あ る 。
　 本 発 明 の さ ら に 別 の 利 点 は 、 好 ま し い 免 疫 原 は 、 他 の HBcキ メ ラ よ り も 上 昇 温 度 に お い
て よ り 高 い 安 定 性 を 示 す と い う こ と で あ る 。
　 本 発 明 の さ ら に 別 の 利 点 は 、 意 図 さ れ る 免 疫 原 は 実 質 的 に 核 酸 を 含 ま な い と い う こ と で
あ る 。
　 本 発 明 の さ ら に 別 の 利 点 及 び 利 益 は 、 以 下 に 続 く 開 示 か ら 当 業 者 に は 明 白 で あ ろ う 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　
　 HBcキ メ ラ と の 関 係 で 使 用 さ れ る 数 字 は 、 配 列 番 号 :1の HBc の ア ミ ノ 酸 残 基 配 列 内 の
位 置 を 、 そ の 位 置 で 付 加 又 は 欠 落 が 存 在 す る か 否 か に か か わ ら ず 表 示 す る （ HBcキ メ ラ で
は 1つ 又 は 2つ 以 上 の 残 基 が 前 記 配 列 に 付 加 さ れ 又 は 前 記 配 列 か ら 欠 落 し て い る ） 。 し た が
っ て 、 HBc149は キ メ ラ が 残 基 149で 終 了 す る こ と を 表 示 し 、 一 方 、 HBc149＋ C150は 、 当 該
キ メ ラ が 、 配 列 番 号 :1の 配 列 内 番 号 に 対 応 し て HBc150位 に シ ス テ イ ン 残 基 を 含 む こ と を 示
す 。
　 “ 抗 体 ” と い う 用 語 は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン と 称 さ れ る グ リ コ シ ル 化 タ ン パ ク 質 類 の メ ン バ
ー で あ る 分 子 （ 前 記 は 特 異 的 に 抗 原 と 結 合 す る こ と が で き る ） を 指 す 。
　 “ 抗 原 ” と い う 語 は 、 歴 史 的 に 抗 体 ま た は 受 容 体 と 結 合 す る 物 質 を 意 味 す る た め に 、 さ
ら に 抗 体 の 産 生 を 誘 発 す る 物 質 を 意 味 す る た め に 用 い ら れ て き た 。 よ り 最 近 の 使 用 は 、 抗
原 の 意 味 を 抗 体 又 は 受 容 体 と 結 合 す る 物 質 に 限 定 し 、 一 方 、 “ 免 疫 原 ” と い う 語 が 抗 体 産
生 を 誘 発 す る か 、 又 は 受 容 体 と 結 合 す る 物 質 に 用 い ら れ る 。 本 明 細 書 で 考 察 さ れ る 物 質 が
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免 疫 原 性 で あ り 、 さ ら に 抗 原 性 を 有 す る  場 合 は 、 免 疫 原 ま た は 抗 原 の い ず れ と し て 言 及
す る か は 、 そ の 意 図 さ れ る 使 用 に し た が っ て 行 わ れ る 。
　 “ 抗 原 決 定 基 ” は 、 抗 体 結 合 部 位 又 は T細 胞 受 容 体 が 免 疫 学 的 に 結 合 す る 抗 原 の 実 際 の
構 造 部 分 を 指 す 。 前 記 用 語 は ま た “ エ ピ ト ー プ ” と 互 換 的 に 用 い ら れ る 。
　 本 明 細 書 で 用 い ら れ る “ 共 役 物 ” と い う 用 語 は 、 ア ミ ノ 酸 残 基 側 鎖 を 介 し て 担 体 タ ン パ
ク 質 に 機 能 的 に 連 結 さ れ た ハ プ テ ン を 指 す 。
　 本 明 細 書 で 用 い ら れ る “ 保 存 的 置 換 ” と い う 用 語 は 、 あ る ア ミ ノ 酸 残 基 が 別 の 生 物 学 的
に 類 似 の 残 基 に よ っ て 置 き 換 え ら れ た こ と を 意 味 す る 。 保 存 的 置 換 の 例 に は 、 １ つ の 疎 水
性 残 基 （ 例 え ば イ ソ ロ イ シ ン 、 バ リ ン 、 ロ イ シ ン ま た は メ チ オ ニ ン ） に よ る も う １ つ の 疎
水 性 残 基 の 置 換 、 ま た は 1つ の 極 性 残 基 に よ る も う １ つ の 極 性 残 基 の 置 換 （ 例 え ば ア ル ギ
ニ ン と リ ジ ン 、 グ ル タ ミ ン 酸 と ア ス パ ラ ギ ン 酸 又 は グ ル タ ミ ン と ア ス パ ラ ギ ン な ど ） が 含
ま れ る 。
　 ペ プ チ ド 配 列 に 関 し て 用 い ら れ る “ 対 応 す る （ 一 致 す る ） ” と い う 用 語 は 、 記 載 の ペ プ
チ ド 配 列 に 約 3つ ま で の ア ミ ン 酸 残 基 が ア ミ ノ 末 端 又 は カ ル ボ キ シ 末 端 の 一 方 又 は 両 方 に
付 加 さ れ 又 は 前 記 か ら 削 除 さ れ た も の で 、 さ ら に 前 記 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 の 個 々 の ア ミ ノ 酸
残 基 に 保 存 的 置 換 の み を 含 む 前 記 ペ プ チ ド 配 列 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 明 細 書 で は “ ド メ イ ン ” と い う 用 語 は 、 Galibertら （ Nature 281:646-650 (1979)）
が 報 告 し た HBcAg サ ブ タ イ プ （ 配 列 番 号 :1） の 位 置 番 号 に 対 応 す る 残 基 位 置 番 号 付 与
に よ っ て 特 定 さ れ る 、 組 換 え HBcキ メ ラ 分 子 の 部 分 を 指 す た め に 用 い ら れ る 。 少 な く と も
キ メ ラ ド メ イ ン I、 IIお よ び IIIの ポ リ ペ プ チ ド 部 分 は 、 天 然 に 存 在 す る HBcAgの 対 応 す る
配 列 と 類 似 の 三 次 構 造 で 存 在 す る と 考 え ら れ る 。
　 本 明 細 書 で 用 い ら れ る “ 融 合 タ ン パ ク 質 ” と い う 用 語 は 、 ペ プ チ ド 結 合 に よ っ て そ れ ら
の 対 応 す る カ ル ボ キ シ 末 端 お よ び ア ミ ノ 末 端 の ア ミ ノ 酸 残 基 間 で 機 能 的 に 末 端 対 末 端 （ 頭
部 対 尾 部 ） 結 合 さ れ た 、 自 然 界 で は 通 常 は 一 緒 に 結 合 し た 状 態 で 見 出 さ れ な い 少 な く と も
2つ の ア ミ ノ 酸 残 基 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を 指 す 。 本 発 明 の 融 合 ペ プ チ ド は 、 ア ミ ノ 酸
残 基 配 列 中 の 融 合 タ ン パ ク 質 の ポ リ ペ プ チ ド と 一 致 す る 前 記 ポ リ ペ プ チ ド と 免 疫 反 応 す る
抗 体 の 産 生 を 誘 発 す る HBcキ メ ラ 分 子 で あ る 。
　 本 明 細 書 で 用 い ら れ る “ 肝 炎 B” と い う 語 句 は 、 上 記 で 考 察 さ れ た よ う に そ の も っ と も
広 い 意 味 で 哺 乳 類 の ヘ パ ド ナ ウ イ ル ス 科 の 任 意 の メ ン バ ー を 指 す 。
　 “ ポ リ ペ プ チ ド ” お よ び “ ペ プ チ ド ” と い う 語 は 本 明 細 書 で は 互 換 的 に 用 い ら れ 、 隣 接
す る ア ミ ノ 酸 の α -ア ミ ノ 基 と カ ル ボ キ シ 基 と の 間 で ペ プ チ ド 結 合 に よ っ て 一 方 が 他 方 に
連 結 さ れ た 一 連 の 直 鎖 状 ア ミ ノ 酸 残 基 を 指 す 。 ポ リ ペ プ チ ド は 種 々 の 長 さ を 有 す る こ と が
で き 、 そ れ ら の 天 然 の 形 態 （ 荷 電 を も た な い ） で も 、 塩 の 形 態 で も よ い 。 ア ミ ノ 酸 残 基 配
列 は 酸 性 基 お よ び 塩 基 性 基 を 含 む こ と 、 お よ び 、 ペ プ チ ド が 示 す 個 々 の イ オ ン 化 状 態 は 、
前 記 ペ プ チ ド が 溶 液 の 場 合 は 周 囲 の 媒 体 の pH値 に 、 ま た は 前 記 ペ プ チ ド が 固 体 の 場 合 は 前
記 ペ プ チ ド が 得 ら れ た 媒 体 の pH値 に 左 右 さ れ る こ と は 当 業 者 に は よ く 理 解 さ れ て い よ う 。
し た が っ て 、 “ ポ リ ペ プ チ ド ” ま た は そ れ に 匹 敵 す る 用 語 に は 、 関 連 す る 適 切 な ア ミ ノ 酸
残 基 配 列 が 含 ま れ る 。 ペ プ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド は 、 本 明 細 書 で は 常 に 左 か ら 右 に 、 ア
ミ ノ 末 端 （ N-末 端 ） か ら カ ル ボ キ シ 末 端 （ C-末 端 ） の 方 向 で 示 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 “ 残 基 ” と い う 用 語 は 、 ア ミ ノ 酸 残 基 と い う 語 句 と 互 換 的 に 用 い ら れ る 。 本 明 細 書 で 特
定 さ れ る 全 て の ア ミ ノ 酸 残 基 は 天 然 型 ま た は L型 立 体 配 置 で あ る 。 標 準 的 な ポ リ ペ プ チ ド
の 命 名 法 に し た が っ て （ J. Biol. Chem. 243:3557-59 (1969)） 、 ア ミ ノ 酸 残 基 の 略 語 は
以 下 の 対 応 表 に 示 さ れ て い る と お り で あ る 。
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【 ０ ０ １ ９ 】
　
　 本 発 明 は 、 イ ン フ ル エ ン ザ Aウ イ ル ス に 対 す る 免 疫 原 及 び 前 記 を 含 む ワ ク チ ン 又 は 接 種
物 を 目 的 と す る 。 目 的 と さ れ る 免 疫 原 は 、 組 換 え B型 肝 炎 ウ イ ル ス コ ア （ HBc） タ ン パ ク 質
キ メ ラ 分 子 で 構 成 さ れ る （ comprised of） 粒 子 で あ る 。 前 記 分 子 は 、 約 150か ら 約 375、 好
ま し く は 約 150か ら 235ア ミ ノ 酸 残 基 の 長 さ を 有 し 、 ド メ イ ン I、 II、 III及 び IVと 称 さ れ る
、 4つ の ペ プ チ ド 結 合 ア ミ ノ 酸 残 基 配 列 を N-末 端 か ら 含 ん で い る 。 1つ か ら 3つ の シ ス テ イ
ン 残 基 が キ メ ラ の N-末 端 又 は N-末 端 近 傍 に 存 在 し 、 さ ら に 、 以 下 で 規 定 さ れ る 、 配 列 番 号
:9の イ ン フ ル エ ン ザ A M2細 胞 外 ド メ イ ン （ 又 は M2e） （ 例 え ば 配 列 番 号 :10の 配 列 ） の 6か
ら 約 24残 基 を 含 む 2つ か ら 4つ の ポ リ ペ プ チ ド が 、 キ メ ラ 分 子 と ペ プ チ ド 結 合 （ 融 合 ） し て
存 在 す る 。
　 ヒ ト 、 ト リ 及 び ブ タ イ ン フ ル エ ン ザ Aウ イ ル ス の M2e配 列 は 非 常 に 類 似 す る と い う こ と は
注 目 さ れ る べ き で あ る 。 し た が っ て 、 ヒ ト 及 び ト リ の ウ イ ル ス の 残 基 1－ 9は 同 一 で あ り 、
ヒ ト 及 び ブ タ の 残 基 1－ 7及 び 9－ 10も 同 様 で あ る 。 3つ の ウ イ ル ス は 全 て 2つ の シ ス テ イ ン
の 位 置 を 共 有 し （ 17及 び 19） 、 22－ 24位 に 同 一 の 残 基 を 有 す る 。 他 の 位 置 が M2eの 他 の 位
置 で 異 な る 残 基 を 含 ん で い た と し て も 、 ヒ ト 配 列 の 残 基 は 別 個 の 単 離 株 に 存 在 す る こ と が
判 明 し 、 そ の 結 果 ヒ ト 配 列 は 3つ の ウ イ ル ス 全 て に 対 し て コ ン セ ン サ ス 配 列 を 示 す 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 意 図 さ れ る 免 疫 原 性 キ メ ラ 粒 子 で は 、 （ a） ド メ イ ン Iは 約 75か ら 約 160ア ミ ノ 酸 残 基 を
含 み 、 そ の 配 列 は 、 少 な く と も HBcの 4位 か ら 約 75位 ま で の 残 基 配 列 を 含 む 。 1つ か ら 3つ の
シ ス テ イ ン 残 基 が ま た 、 配 列 番 号 :1の HBcの N-末 端 に 対 し て 約 1か ら -55、 好 ま し く は 約 -30
、 よ り 好 ま し く は 約 -20の キ メ ラ 分 子 内 の 位 置 に 存 在 す る （ N-末 端 シ ス テ イ ン 残 基 ） 。 前
記 N-末 端 シ ス テ イ ン 残 基 は 、 HBcの プ レ コ ア 配 列 以 外 の 配 列 内 に 存 在 す る 。
　 ド メ イ ン Iの シ ス テ イ ン 残 基 は ま た 、 場 合 に よ っ て （ し か し な が ら 好 ま し く は ） （ i） HB
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c配 列 の N-末 端 に ペ プ チ ド 結 合 さ れ て あ る か 、 又 は 前 記 N-末 端 の 約 15残 基 内 で ペ プ チ ド 結
合 さ れ て あ る 、 上 記 の イ ン フ ル エ ン ザ A M2ポ リ ペ プ チ ド の 6か ら 24残 基 、 例 え ば 配 列 番 号 :
9の X 1 X 2 X 3 X 4 X 5 X 6 X 7 X 8 X 1 0 X 1 1 X 1 2 X 1 3 X 1 4 X 1 5 X 1 6 X 1 7 X 1 8 X 1 9 X 2 0 X 2 1 X 2 2 X 2 3 X 2 4 、 又 は 好 ま し く は
例 え ば 配 列 番 号 :10の X 1 X 2 X 3 X 4 X 5 X 6 X 7 X 8 -TPIRNE-X 1 5 X 1 6 X 1 7 X 1 8 X 1 9 X 2 0 X 2 1 X 2 2 X 2 3 X 2 4 の 2つ か
ら 4つ の 配 列 内 に 存 在 す る こ と が で き 、 （ ii） HBc残 基 1－ 4の 1つ 又 は 2つ 以 上 に も 同 様 に 存
在 す る こ と が で き る 。
　 そ の よ う な 、 イ ン フ ル エ ン ザ A M2ポ リ ペ プ チ ド に お い て は 、
　 残 基 X 1 か ら X 8 は 存 在 し な い か 又 は 存 在 し 、 存 在 す る と き は 、 前 記 は M2eタ ン パ ク 質 配 列
に 天 然 に 存 在 す る 残 基 で あ り 、 そ れ ぞ れ メ チ オ ニ ン 、 セ リ ン 、 ロ イ シ ン 、 ロ イ シ ン 、 ス レ
オ ニ ン 又 は プ ロ リ ン 、 グ ル タ ミ ン 酸 、 バ リ ン 及 び 、 グ ル タ ミ ン 酸 又 は ア ス パ ラ ギ ン 酸 で あ
る が 、 た だ し 下 付 き 文 字 を も つ 1つ の X残 基 が 存 在 す る と き は 、 よ り 大 き な 8ま で の 下 付 き
文 字 を も つ 残 り の 一 切 の Xも ま た 存 在 す る と い う こ と を 条 件 と し ；
　 X 1 0 は 存 在 し 、 プ ロ リ ン 、 ロ イ シ ン 又 は ヒ ス チ ジ ン で あ り ；
　 X 1 1 は 存 在 し 、 イ ソ ロ イ シ ン 又 は ス レ オ ニ ン で あ り ；
　 X 1 2 は 存 在 し 、 ア ル ギ ニ ン 又 は リ ジ ン で あ り ；
　 X 1 3 は 存 在 し 、 ア ス パ ラ ギ ン 又 は セ リ ン で あ り ；
　 X 1 4 は 存 在 し 、 グ ル タ ミ ン 酸 又 は グ リ シ ン で あ り ；
　 残 基 X 1 5 及 び X 1 6 は 存 在 す る か 又 は 存 在 せ ず 、 存 在 す る と き は 、 そ れ ぞ れ ト リ プ ト フ ァ ン
及 び グ リ シ ン 又 は グ ル タ ミ ン 酸 で あ り ；
　 残 基 X 1 7 及 び X 1 9 は 存 在 す る か 又 は 存 在 せ ず 、 存 在 す る と き は 、 そ れ ぞ れ 別 個 に シ ス テ イ
ン 、 セ リ ン 又 は ア ラ ニ ン で あ り ；
　 残 基 X 1 8 は 存 在 す る か 又 は 存 在 せ ず 、 存 在 す る と き は 、 ア ル ギ ニ ン 又 は リ ジ ン で あ り ；
さ ら に 、
　 残 基 X 2 0 か ら X 2 4 は 存 在 す る か 又 は 存 在 せ ず 、 存 在 す る と き は 、 M2タ ン パ ク 質 配 列 に 天 然
に 存 在 す る 残 基 で あ り 、 そ れ ぞ れ ア ス パ ラ ギ ン 、 グ リ シ ン 又 は セ リ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 又
は グ リ シ ン 、 セ リ ン 、 セ リ ン 及 び ア ス パ ラ ギ ン 酸 で あ る が 、 た だ し 下 付 き 文 字 を も つ 1つ
の X残 基 が 存 在 す る と き は 、 よ り 小 さ な 15ま で の 下 付 き 文 字 を も つ 残 り の 一 切 の Xも ま た 存
在 す る こ と を 条 件 と す る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 （ b） ド メ イ ン IIは 、 約 残 基 75に ペ プ チ ド 結 合 し た 、 約 0か ら 約 60ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 む 。
こ の 配 列 は 、 （ i） HBc76位 か ら 85位 の 配 列 の 0か ら 10個 の 全 て の 残 基 で あ っ て 以 下 の （ ii
） に ペ プ チ ド 結 合 さ れ た も の 、 （ ii） 上 記 の 配 列 番 号 :9の イ ン フ ル エ ン ザ A M2ポ リ ペ プ チ
ド の 6か ら 約 24残 基 の 1つ 又 は 2つ 以 上 の リ ピ ー ト を 構 成 す る 約 6か ら 約 48残 基 の 随 意 配 列 を
含 む 。
　 （ c） ド メ イ ン IIIは 、 約 残 基 85と ペ プ チ ド 結 合 し た 約 86位 か ら 約 135位 の HBc配 列 で あ る
。
　 （ d） ド メ イ ン IVは 、 （ i） ド メ イ ン IIIの 135位 の 残 基 と ペ プ チ ド 結 合 し た 、 136位 か ら 1
40位 の 残 基 ＋ HBcア ミ ノ 酸 残 基 配 列 の 141位 か ら 156位 の 16残 基 ま で 、 （ ii） 0か ら 3つ の シ
ス テ イ ン 残 基 、 （ iii） 互 い に 隣 接 す る 4つ 未 満 の ア ル ギ ニ ン 又 は リ ジ ン 残 基 又 は そ れ ら の
混 合 物 、 及 び （ iv） HBcの 156位 か ら C-末 端 に 対 し て 異 種 の 配 列 内 に あ る 約 100ま で の ア ミ
ノ 酸 残 基 を 含 む 。 し た が っ て 、 ド メ イ ン IVは 、 少 な く と も 136－ 140位 の 5残 基 を 含 む 。
　 意 図 さ れ る キ メ ラ 分 子 は 、 （ i） HBc配 列 に お い て 約 10%ま で の 保 存 的 に 置 換 さ れ た ア ミ
ノ 酸 残 基 を 含 み 、 （ ii） 自 己 会 合 し て 宿 主 細 胞 内 で の 発 現 時 に 核 酸 と 実 質 的 に 結 合 し な い
粒 子 を 形 成 し 、 さ ら に 前 記 粒 子 は 、 前 記 N-末 端 シ ス テ イ ン 残 基 を 欠 く が そ の 他 の 点 で は 同
一 で あ る HBcキ メ ラ か ら 形 成 さ れ る 粒 子 、 又 は キ メ ラ 分 子 内 に 存 在 す る N-末 端 シ ス テ イ ン
残 基 が 別 の 残 基 に よ っ て 置 き 換 え ら れ て い る 粒 子 よ り も 形 成 時 に よ り 安 定 で あ る 。
　 好 ま し い キ メ ラ 分 子 は 、 図 1及 び 配 列 番 号 :1に 示 さ れ て い る よ う に 、 HBcの N-末 端 に 対 し
て 約 -50位 か ら 約 +1位 の 位 置 に 存 在 す る シ ス テ イ ン 残 基 を 含 む 。 マ イ ナ ス の ア ミ ノ 酸 位 と
い う 概 念 は 、 リ ー ダ ー 配 列 （ 例 え ば HBcの プ レ コ ア 配 列 ） と 通 常 密 接 に 関 係 し て い る 。 前
記 概 念 は 本 明 細 書 で も 同 様 に 用 い ら れ て い る 。 す な わ ち 、 あ る キ メ ラ 分 子 の 配 列 を 配 列 番
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号 :1の 配 列 と ア ラ イ ン メ ン ト を 実 施 し て 、 HBcの +1位 の 開 始 メ チ オ ニ ン 残 基 の 位 置 に 対 応
す る キ メ ラ の 位 置 を 決 定 す る こ と が で き る 。 ア ミ ノ 酸 残 基 配 列 が 通 常 の よ う に 左 か ら 右 に
、 及 び N-末 端 か ら C-末 端 の 方 向 で 示 さ れ る か ぎ り 、 HBcの 開 始 メ チ オ ニ ン に よ っ て 占 有 さ
れ る 位 置 の 左 側 に ア ラ イ ン メ ン ト さ れ た キ メ ラ 分 子 残 基 は い ず れ も マ イ ナ ス の 位 置 を 有 す
る 。 意 図 さ れ る シ ス テ イ ン 残 基 は 、 HBcの 開 始 メ チ オ ニ ン の 位 置 と 一 致 す る 位 置 に 、 前 記 H
Bcの ア ラ イ ン メ ン ト さ れ た 開 始 メ チ オ ニ ン の 左 側 へ 約 20残 基 の 位 置 に 存 在 す る こ と が で き
る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 意 図 さ れ る HBcキ メ ラ の 長 さ の 測 定 で は 、 そ の よ う な 組 換 え タ ン パ ク 質 は 約 150か ら 約 32
5ア ミ ノ 酸 残 基 の 長 さ を 有 す る こ と が で き る 。 好 ま し く は 、 そ の 長 さ は 、 約 150か ら 約 235
残 基 で あ る 。 よ り 好 ま し く は 、 長 さ は 約 170か ら 約 215残 基 で あ る 。 こ れ ら の 長 さ の 相 違 は
、 ド メ イ ン I、 II及 び IVの 長 さ の 相 違 か ら 生 じ 、 特 に 、 存 在 す る M2ポ リ ペ プ チ ド の 数 及 び H
Bcに と っ て 異 種 の C-末 端 配 列 の 有 無 か ら 生 じ る 。
　 最 初 の 3つ の ア ミ ノ 末 端 （ N-末 端 ） 残 基 よ り 大 き い 欠 失 を 含 む ド メ イ ン Iを も つ HBcキ メ
ラ は 、 大 腸 菌 細 胞 で HBcキ メ ラ タ ン パ ク 質 の 完 全 な 消 失 を も た ら す と 報 告 さ れ た （ Pumpens
 et al. (1995) Intervirology, 38:63-74） 。 他 方 で 、 イ ン フ ル エ ン ザ M2タ ン パ ク 質 由 来
の 免 疫 原 性 23量 体 の ポ リ ペ プ チ ド を HBcの N-末 端 配 列 と 融 合 さ せ た 最 近 の 実 験 で は 、 生 成
さ れ た 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 天 然 の HBc配 列 の 残 基 1－ 4が 置 き 換 え ら れ た と き に 粒 子 を 形 成
す る こ と が 報 告 さ れ た （ Neirynck et al. (October, 1999) Nature Med., 5(10):1157-11
63； 及 び 特 許 出 願 WO9907839） 。 し た が っ て 、 粒 子 は 、 付 加 ア ミ ノ 酸 配 列 が HBcの 残 基 1－ 5
の 1つ に ペ プ チ ド 結 合 さ れ て 存 在 す る と き 粒 子 が 形 成 さ れ 、 一 方 、 付 加 配 列 が 存 在 せ ず 、
か つ 残 基 1－ 3よ り 多 く が HBcの N-末 端 か ら 欠 失 す る と き は 、 粒 子 は 形 成 さ れ な い こ と が 従
来 技 術 に よ っ て 示 さ れ て い る 。
　 HBcの 最 初 の 5つ の N-末 端 残 基 の 1つ と ペ プ チ ド 結 合 し た N-末 端 配 列 は 、 HBcと は 異 種 で あ
る 約 40ま で の 残 基 の 配 列 を 含 む こ と が で き る 。 す な わ ち プ レ コ ア 配 列 の 一 部 分 は 意 図 さ れ
る キ メ ラ 分 子 に 存 在 す る こ と が で き る 。 例 示 的 配 列 は 、 イ ン フ ル エ ン ザ Aの B細 胞 又 は T細
胞 エ ピ ト ー プ （ 例 え ば 以 下 で 考 察 さ れ る も の ） 、 ま た 別 の （ 異 種 の ） タ ン パ ク 質 （ 例 え ば
β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ ） の 配 列 （ 前 記 は 使 用 さ れ る 発 現 系 の 結 果 と し て 融 合 タ ン パ ク 質 を
生 じ え る ） を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 ド メ イ ン Iは 、 好 ま し く は HBcの 2位 、 3位 又 は 4位 か ら 75位 の 残 基 配 列 を 有 す る 。 ド メ イ
ン Iは ま た 、 1つ か ら 3つ 、 好 ま し く は 1つ の 付 加 シ ス テ イ ン 残 基 を 含 み 、 さ ら に ま た 好 ま し
く は 、 下 記 で 考 察 さ れ る よ う に 、 ア ミ ノ 末 端 に ペ プ チ ド 結 合 さ れ た イ ン フ ル エ ン ザ A M2e
タ ン パ ク 質 の 細 胞 外 領 域 の 配 列 の 約 6か ら 約 24残 基 の 2つ か ら 4つ の 配 列 を 含 む 。 ド メ イ ン I
は 、 し た が っ て 典 型 的 に は 、 少 な く と も HBcの 1位 の メ チ オ ニ ン 残 基 の 欠 失 を 含 み 、 さ ら に
HBc2、 3及 び 4位 の 残 基 の 欠 失 を 含 む こ と が で き る 。
　 前 記 1つ か ら 3つ の シ ス テ イ ン 残 基 は 、 配 列 番 号 :1の HBcの N-末 端 に 対 し て 約 1か ら -55、
好 ま し く は -30、 よ り 好 ま し く は 約 -20の キ メ ラ 分 子 内 の 位 置 に 存 在 す る （ N-末 端 シ ス テ イ
ン 残 基 ） 。 し た が っ て 、 参 照 点 と し て 配 列 番 号 :1の 配 列 を 用 い れ ば 、 前 記 N-末 端 シ ス テ イ
ン 残 基 は 、 配 列 番 号 :1の メ チ オ ニ ン と 一 致 す る 位 置 で キ メ ラ 分 子 内 に 存 在 す る か 、 又 は 前
記 位 置 か ら 上 流 に 約 50残 基 ま で の 位 置 に 存 在 す る 。 も っ と も 好 ま し く は 、 N-末 端 シ ス テ イ
ン は 、 配 列 番 号 :1の 1位 に 対 し て 約 1か ら 約 -14の 位 置 に 存 在 す る 。
　 1つ 又 は 2つ 以 上 の N-末 端 シ ス テ イ ン 残 基 は 、 HBcの プ レ コ ア 配 列 の 配 列 以 外 の 配 列 内 に
存 在 す る 。 以 前 に 記 載 し た よ う に 、 HBeAg分 子 は 、 シ ス テ イ ン 残 基 を 含 む プ レ コ ア 配 列 を
含 む 。 前 記 分 子 は 粒 子 を 形 成 せ ず 、 一 方 、 本 明 細 書 で は 粒 子 が 所 望 さ れ る 。 し た が っ て 、
N-末 端 シ ス テ イ ン 残 基 は プ レ コ ア 配 列 と 隣 接 す る こ と が で き る が 、 そ の よ う な 残 基 は プ レ
コ ア 配 列 又 は 意 図 さ れ る キ メ ラ 分 子 内 に は 存 在 し な い 。
　 ド メ イ ン Iは 約 160残 基 の 長 さ を 有 す る こ と が で き る 。 好 ま し く は 、 ド メ イ ン Iは 約 95か
ら 約 145ア ミ ノ 酸 残 基 の 長 さ を 有 し 、 2か ら 4つ の 、 好 ま し く は 3つ の 配 列 番 号 :9の イ ン フ ル
エ ン ザ A M2ポ リ ペ プ チ ド エ ピ ト ー プ 配 列 （ 例 え ば 配 列 番 号 :10の 配 列 ） を 含 み 、 前 記 は 好
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ま し く は 配 列 番 号 :9の M2ポ リ ペ プ チ ド の C-末 端 19残 基 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 最 近 の 研 究 は 、 最 初 の グ ル タ ミ ン 酸 残 基 （ 上 記 配 列 の X 5 と X 6 の 間 ） か ら 上 流 の N-末 端 残
基 は 、 こ れ ま で 未 知 で あ っ た 1つ 又 は 2つ 以 上 の プ ロ テ ア ー ゼ （ セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ （ そ の
活 性 は フ ェ ニ ル メ タ ン ス ル ホ ニ ル フ ル オ リ ド （ PMSF） に よ っ て 阻 害 す る こ と が で き る ） 又
は メ タ ロ プ ロ テ ア ー ゼ （ そ の 活 性 は エ チ レ ン ジ ア ミ ン 四 酢 酸 （ EDTA） に よ っ て 阻 害 す る こ
と が で き る ） を 含 む と 考 え ら れ る ） に よ っ て 、 調 製 時 及 び 発 現 時 に 切 断 さ れ る か 、 又 は 切
断 す る こ と が で き る こ と が 示 さ れ た 。 し た が っ て 、 い く つ か の 好 ま し い 実 施 態 様 は 、 1つ
又 は 2つ 以 上 の 19量 体 又 は よ り 短 い M2配 列 を 利 用 し 、 そ の N-末 端 残 基 は 配 列 番 号 :9の X 6 の
グ ル タ ミ ン 酸 で あ る 。
　 よ り 好 ま し く は 、 前 記 プ ロ テ ア ー ゼ の 活 性 は 、 キ メ ラ 粒 子 の 緩 衝 溶 液 を 約 50℃ か ら 約 70
℃ に 約 1.5か ら 約 3時 間 加 熱 す る こ と に よ っ て 最 小 限 に し 、 お そ ら く は 排 除 す る こ と が で き
る 。 プ ロ テ ア ー ゼ の 作 用 は ま た 、 プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 量 の EDTA（ 例 え ば 約 1－ 10mM） 又 は 同
様 な シ ー ク ェ ス ト ラ ン ト を 含 む 水 性 組 成 物 中 で 粒 子 を 維 持 す る こ と に よ っ て 最 小 限 す る か
又 は 排 除 す る こ と が で き る 。 他 の 有 用 な メ タ ロ プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 性 シ ー ク ェ ス ト ラ ン ト （
キ レ ー ト 剤 ） の 例 示 的 な グ ル ー プ に は 、 2,2'-ビ ピ リ ジ ル 、 ジ メ ル カ プ ト プ ロ パ ノ ー ル 、
エ チ レ ン グ リ コ ー ル -ビ ス -(2-ア ミ ノ エ チ ル )-N,N,N'N''-四 酢 酸 （ EGTA） 、 ニ ト リ ロ 三 酢
酸 （ NTA） 、 オ ル ト -フ ェ ナ ン ト ロ リ ン 、 サ リ チ ル 酸 、 ト リ エ タ ノ ー ル ア ミ ン （ TEA） 、 ベ
ス タ チ ン 及 び ホ ス ホ ロ ア ミ ド ン が 含 ま れ る 。 前 記 シ ー ク ェ ス ト ラ ン ト 及 び プ ロ テ ア ー ゼ は
、 そ の 他 の 点 で は 精 製 さ れ て い る 粒 子 を サ イ ズ 排 除 カ ラ ム 又 は 同 様 な カ ラ ム を 通 過 さ せ 、
そ の 後 透 析 又 は 類 似 の 処 理 を 実 施 す る こ と に よ っ て 、 前 記 組 成 物 か ら 除 去 す る こ と が で き
る 。 前 記 プ ロ テ ア ー ゼ は ま た 、 キ メ ラ 粒 子 の シ ー ク ェ ス ト ラ ン ト 含 有 水 性 組 成 物 の 同 様 な
加 熱 に よ っ て 処 理 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 2つ 又 は 3つ の M2e配 列 が 一 緒 に ペ プ チ ド 結 合 し 、 そ れ に よ っ て 連 続 的 に 結 合 し て い る 場
合 は 、 天 然 の M2配 列 の 17位 及 び 19位 の 一 方 又 は 両 方 に 存 在 す る シ ス テ イ ン 残 基 は 存 在 し な
く て も よ く 、 意 図 さ れ る N-末 端 の シ ス テ イ ン 残 基 は 付 加 さ れ た M2配 列 と HBc配 列 の N-末 端
と の 間 に 存 在 す る こ と が で き る 。 好 ま し く は 、 意 図 さ れ る N-末 端 シ ス テ イ ン は 、 天 然 の 配
列 の 17位 及 び 19位 の 一 方 又 は 両 方 の M2配 列 の 1つ 又 は 2つ 以 上 に 存 在 す る 。 シ ス テ イ ン は 、
2つ 又 は 3つ の M2配 列 の 各 々 に 、 N-末 端 の M2配 列 に （ 約 -52位 又 は -54位 に ） 、 3つ の 配 列 の
中 央 の 配 列 に （ 約 -30位 又 は -32位 に ） 、 又 は HBc配 列 と 結 合 し た 配 列 内 に （ 約 -6位 又 は -8
位 に ） 存 在 す る こ と が で き る 。 2つ 又 は 3つ の M2配 列 が 存 在 す る と き は 、 1つ 又 は 2つ の シ ス
テ イ ン 、 好 ま し く は 2つ の シ ス テ イ ン が HBc配 列 と ペ プ チ ド 結 合 し た M2配 列 （ す な わ ち 、 HB
cと 直 接 結 合 し て い る M2配 列 又 は 前 記 分 子 の N-末 端 か ら 遠 位 に あ る M2配 列 ） に 存 在 す る の
が 好 ま し い 。
　 ド メ イ ン II（ 約 残 基 75と ペ プ チ ド 結 合 し て い る ） は 、 約 0か ら 約 60の ア ミ ノ 酸 残 基 を 含
む 。 こ の ド メ イ ン は 、 HBc配 列 残 基 の 約 76位 か ら 約 85位 の 0（ 存 在 し な い ） か ら 好 ま し く は
少 な く と も 4残 基 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 8つ か ら 10個 全 て を 含 む 。 ド メ イ ン IIは ま た
、 場 合 に よ っ て 、 前 述 の 配 列 番 号 :9の イ ン フ ル エ ン ザ A M2ポ リ ペ プ チ ド の 1つ 又 は 2つ 以 上
の リ ピ ー ト を 構 成 す る 約 6か ら 約 48残 基 の 配 列 を 含 む 。 前 記 イ ン フ ル エ ン ザ A M2ポ リ ペ プ
チ ド 配 列 は 、 前 記 が 存 在 す る と き は 、 好 ま し く は HBc残 基 78及 び 79の 間 で ペ プ チ ド 結 合 し
、 さ ら に 76位 か ら 85位 の HBc配 列 の 全 て が 存 在 す る 。
　 意 図 さ れ る キ メ ラ 配 列 の ド メ イ ン I又 は II又 は そ の 両 方 に 挿 入 さ れ る 好 ま し い イ ン フ ル
エ ン ザ A M2配 列 は 、 下 記 の 表 Aに 列 挙 さ れ て い る 。 メ チ オ ニ ン 残 基 （ M） で 始 ま る 配 列 が 、
ド メ イ ン Iの N-末 端 に 挿 入 さ れ る N-末 端 配 列 の た め に 設 計 さ れ 、 一 方 、 N-末 端 の M残 基 を 含
ま な い 配 列 は ド メ イ ン IIへ の 挿 入 の た め に 設 計 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
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表 A： イ ン フ ル エ ン ザ A M2タ ン パ ク 質 B細 胞 エ ピ ト ー プ
配 列 配 列 番 号
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EVETPIRNEWGSRCNDSSDEVET-
     PIRNEWGSRCNDSSDEVE-
     TPIRNEWGCRCNDSSD　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 33
SLLTEVETPIRNEWGSRSNDSSDSLL-
     TEVETPIRNEWGSRSNDSSDSLL-
     TEVETPIRNEWGSRSNDSSDSLL-
     TEVETPIRNEWGCRCNDSSD　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 130
SLLTEVETPIRNEWGSRSNDSSDSLL-
     TEVETPIRNEWGSRSNDSSDSLL-
     TEVETPIRNEWGSRSNDSSDSLL-
     TEVETPIRNEWGSRSNDSSDSLL-
     TEVETPIRNEWGCRCNDSSD　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 131
X 1 X 2 X 3 X 4 X 5 X 6 X 7 X 8 TPIRNEX 1 5 X 1 6 X 1 7 -
     X 1 8 X 1 9 X 2 0 X 2 1 X 2 2 X 2 3 X 2 4 　 　 　 　 　 　 　 　 　  10
X 1 X 2 X 3 X 4 X 5 X 6 X 7 X 8 TPIRNEX 1 5 X 1 6 X 1 7 -
     X 1 8 X 1 9 X 2 0 X 2 1 X 2 2 X 2 3 X 2 4 X 2 -
     X 3 X 4 X 5 X 6 X 7 X 8 TPIRNEX 1 5 X 1 6 -
     X 1 7 X 1 8 X 1 9 X 2 0 X 2 1 X 2 2 X 2 3 X 2 4 　 　 　 　 　 　 　 　 34
X 1 X 2 X 3 X 4 X 5 X 6 X 7 X 8 TPIRNEX 1 5 X 1 6 X 1 7 -
     X 1 8 X 1 9 X 2 0 X 2 1 X 2 2 X 2 3 X 2 4 X 2 -
     X 3 X 4 X 5 X 6 X 7 X 8 TPIRNEX 1 5 X 1 6 X 1 7 -
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     X 1 8 X 1 9 X 2 0 X 2 1 X 2 2 X 2 3 X 2 4 X 2 -
     X 3 X 4 X 5 X 6 X 7 X 8 TPIRNEX 1 5 X 1 6 X 1 7 -
     X 1 8 X 1 9 X 2 0 X 2 1 X 2 2 X 2 3 X 2 4 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 35
X 1 X 2 X 3 X 4 X 5 X 6 X 7 X 8 TX 1 0 X 1 1 X 1 2 X 1 3 X 1 4 X 1 5 -
     X 1 6 X 1 7 X 1 8 X 1 9 X 2 0 X 2 1 X 2 2 X 2 3 X 2 4 　 　 　 　 　 　 　 9
X 1 X 2 X 3 X 4 X 5 X 6 X 7 X 8 TX 1 0 X 1 1 X 1 2 X 1 3 X 1 4 X 1 5 -
     X 1 6 X 1 7 X 1 8 X 1 9 X 2 0 X 2 1 X 2 2 X 2 3 X 2 4 X 2 -
     X 3 X 4 X 5 X 6 X 7 X 8 TX 1 0 X 1 1 X 1 2 X 1 3 X 1 4 X 1 5 -
     X 1 6 X 1 7 X 1 8 X 1 9 X 2 0 X 2 1 X 2 2 X 2 3 X 2 4 　 　 　 　 　 　 　 36
X 1 X 2 X 3 X 4 X 5 X 6 X 7 X 8 TX 1 0 X 1 1 X 1 2 X 1 3 X 1 4 X 1 5 -
     X 1 6 X 1 7 X 1 8 X 1 9 X 2 0 X 2 1 X 2 2 X 2 3 X 2 4 X 2 -
     X 3 X 4 X 5 X 6 X 7 X 8 TX 1 0 X 1 1 X 1 2 X 1 3 X 1 4 X 1 5 -
     X 1 6 X 1 7 X 1 8 X 1 9 X 2 0 X 2 1 X 2 2 X 2 3 X 2 4 X 2 -
     X 3 X 4 X 5 X 6 X 7 X 8 TX 1 0 X 1 1 X 1 2 X 1 3 X 1 4 X 1 5 -
     X 1 6 X 1 7 X 1 8 X 1 9 X 2 0 X 2 1 X 2 2 X 2 3 X 2 4 　 　 　 　 　 　 　 37
X 1 X 2 X 3 X 4 X 5 X 6 X 7 X 8 TX 1 0 X 1 1 X 1 2 X 1 3 X 1 4 X 1 5 -
     X 1 6 X 1 7 X 1 8 X 1 9 X 2 0 X 2 1 X 2 2 X 2 3 X 2 4 X 2 -
     X 3 X 4 X 5 X 6 X 7 X 8 TX 1 0 X 1 1 X 1 2 X 1 3 X 1 4 X 1 5 -
     X 1 6 X 1 7 X 1 8 X 1 9 X 2 0 X 2 1 X 2 2 X 2 3 X 2 4 X 2 -
     X 3 X 4 X 5 X 6 X 7 X 8 TX 1 0 X 1 1 X 1 2 X 1 3 X 1 4 X 1 5 -
     X 1 6 X 1 7 X 1 8 X 1 9 X 2 0 X 2 1 X 2 2 X 2 3 X 2 4 X 2 -
     X 3 X 4 X 5 X 6 X 7 X 8 TX 1 0 X 1 1 X 1 2 X 1 3 X 1 4 X 1 5 -
     X 1 6 X 1 7 X 1 8 X 1 9 X 2 0 X 2 1 X 2 2 X 2 3 X 2 4 　 　 　 　 　 　  132
SLLTEVETPTRNEWGCRCNDSSD　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 134
SLLTEVETPTRNGWGCRCNDSSD　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 135
SLLTEVETPIRNEWECRCNGSSD　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 136
SLLTEVETPTKNEWECRCNDSSD　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 137
SLLTEVETPTRNGWECKCSDSSD　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 138
SLLTEVDTLTRNGWGCRCSDSSD　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 139
SLLTEVETLTRNGWECKCRDSSD　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 140
イ ン フ ル エ ン ザ Bタ ン パ ク 質
NNATFNYTNVNPISHIR　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 38
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 配 列 番 号 :9の ポ リ ペ プ チ ド で は 、
　 残 基 X 1 か ら X 8 は 存 在 し な い か 又 は 存 在 し 、 存 在 す る と き は 、 前 記 残 基 は M2タ ン パ ク 質 配
列 に 天 然 に 存 在 す る 残 基 で あ り 、 そ れ ぞ れ メ チ オ ニ ン 、 セ リ ン 、 ロ イ シ ン 、 ロ イ シ ン 、 ス
レ オ ニ ン 又 は プ ロ リ ン 、 グ ル タ ミ ン 酸 、 バ リ ン 、 及 び グ ル タ ミ ン 酸 又 は ア ス パ ラ ギ ン 酸 で
あ る が 、 た だ し 下 付 き 文 字 を も つ 1つ の X残 基 が 存 在 す る と き は 、 よ り 大 き な 8ま で の 下 付
き 文 字 を も つ 残 り の 一 切 の Xも ま た 存 在 す る と い う こ と を 条 件 と し ；
　 X 1 0 は 存 在 し 、 プ ロ リ ン 、 ロ イ シ ン 又 は ヒ ス チ ジ ン で あ り ；
　 X 1 1 は 存 在 し 、 イ ソ ロ イ シ ン 又 は ス レ オ ニ ン で あ り ；
　 X 1 2 は 存 在 し 、 ア ル ギ ニ ン 又 は リ ジ ン で あ り ；
　 X 1 3 は 存 在 し 、 ア ス パ ラ ギ ン 又 は セ リ ン で あ り ；
　 X 1 4 は 存 在 し 、 グ ル タ ミ ン 酸 又 は グ リ シ ン で あ り ；
　 残 基 X 1 5 及 び X 1 6 は 存 在 す る か 又 は 存 在 せ ず 、 存 在 す る と き は 、 そ れ ぞ れ ト リ プ ト フ ァ ン
及 び 、 グ リ シ ン 又 は グ ル タ ミ ン 酸 で あ り ；
　 残 基 X 1 7 及 び X 1 9 は 存 在 す る か 又 は 存 在 せ ず 、 存 在 す る と き は 、 そ れ ぞ れ 別 個 に シ ス テ イ
ン 、 セ リ ン 又 は ア ラ ニ ン で あ り ；
　 残 基 X 1 8 は 存 在 す る か 又 は 存 在 せ ず 、 存 在 す る と き は 、 ア ル ギ ニ ン 又 は リ ジ ン で あ り ；
さ ら に 、
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　 残 基 X 2 0 か ら X 2 4 は 存 在 す る か 又 は 存 在 せ ず 、 存 在 す る と き は 、 M2タ ン パ ク 質 配 列 に 天 然
に 存 在 す る 残 基 で あ り 、 そ れ ぞ れ ア ス パ ラ ギ ン 、 グ リ シ ン 又 は セ リ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 又
は グ リ シ ン 、 セ リ ン 、 セ リ ン 及 び ア ス パ ラ ギ ン 酸 で あ る が 、 た だ し 下 付 き 文 字 を も つ 1つ
の X残 基 が 存 在 す る と き は 、 よ り 小 さ な 15ま で の 下 付 き 文 字 を も つ 残 り の 一 切 の Xも ま た 存
在 す る こ と を 条 件 と す る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 配 列 番 号 :10の 類 似 の ポ リ ペ プ チ ド で は 、 残 基 X 1 か ら X 8 は 存 在 し な い か 又 は 存 在 し 、 存
在 す る と き は 、 M2タ ン パ ク 質 配 列 に 天 然 に 存 在 す る 残 基 で あ り 、 す な わ ち 、 そ れ ぞ れ メ チ
オ ニ ン 、 セ リ ン 、 ロ イ シ ン 、 ロ イ シ ン 、 ス レ オ ニ ン 、 グ ル タ ミ ン 酸 又 は ア ス パ ラ ギ ン 酸 、
バ リ ン 、 及 び グ ル タ ミ ン 酸 で あ る が 、 た だ し 下 付 き 文 字 を も つ 1つ の X残 基 が 存 在 す る と き
は 、 よ り 大 き な 8ま で の 下 付 き 文 字 を も つ 残 り の 一 切 の Xも ま た 存 在 す る と い う こ と を 条 件
と す る 。 し た が っ て 、 X 1 が 存 在 す る と き は 、 X 2 か ら X 8 の 各 々 も ま た 存 在 す る 。 同 様 に 、 X 3
が 存 在 す る と き は 、 X 4 か ら X 8 の 各 々 も ま た 存 在 し 、 以 下 同 様 で あ る 。 他 方 、 X 8 は よ り 小 さ
な 値 の 下 付 き 文 字 を も つ 残 り の 他 の X残 基 が 存 在 し な く て も 存 在 す る こ と が で き る 。 残 基 X

1 5 及 び X 1 6 は 存 在 す る か 又 は 存 在 せ ず 、 存 在 す る と き は 、 そ れ ぞ れ ト リ プ ト フ ァ ン 、 及 び
グ リ シ ン 又 は グ ル タ ミ ン 酸 で あ る 。 残 基 X 1 7 及 び X 1 9 は 存 在 す る か 又 は 存 在 せ ず 、 存 在 す る
と き は 、 そ れ ぞ れ 別 個 に シ ス テ イ ン 、 セ リ ン 又 は ア ラ ニ ン で あ る 。 X 1 7 及 び X 1 9 の 少 な く と
も １ つ は 、 特 に キ メ ラ 分 子 の N-末 端 に M2ポ リ ペ プ チ ド エ ピ ト ー プ が 存 在 す る と き は シ ス テ
イ ン で あ る こ と が 好 ま し い 。 よ り 好 ま し く は 、 複 数 の M2e配 列 が 存 在 す る と き は 、 2つ の シ
ス テ イ ン が 存 在 し 、 こ れ ら 2つ の シ ス テ イ ン は 、 HBc配 列 部 分 の N-末 端 残 基 に も っ と も 近 い
M2配 列 内 に 存 在 す る 。 残 基 X 1 8 は 存 在 す る か 又 は 存 在 せ ず 、 存 在 す る と き は 、 ア ル ギ ニ ン
又 は リ ジ ン で あ る 。 残 基 X 2 0 か ら X 2 4 は 存 在 す る か 又 は 存 在 せ ず 、 存 在 す る と き は 、 M2タ ン
パ ク 質 配 列 に 天 然 に 存 在 す る 残 基 で あ り 、 す な わ ち 、 そ れ ぞ れ ア ス パ ラ ギ ン 、 グ リ シ ン 又
は セ リ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 又 は グ リ シ ン 、 セ リ ン 、 セ リ ン 及 び ア ス パ ラ ギ ン 酸 で あ る が 、
た だ し 下 付 き 文 字 を も つ 1つ の X残 基 が 存 在 す る と き は 、 よ り 小 さ な 15ま で の 下 付 き 文 字 を
も つ 残 り の 一 切 の X残 基 も ま た 存 在 す る こ と を 条 件 と す る 。 し た が っ て 、 X 2 3 が 存 在 す る と
き は 、 残 基 X 1 5 か ら X 2 2 ま で の 各 々 が 存 在 す る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 ド メ イ ン IIIは 、 そ の N-末 端 で 約 残 基 85と ペ プ チ ド 結 合 し て い る HBcの 約 86位 か ら 135位
の 配 列 を 含 む 。
　 第 四 の ド メ イ ン 、 ド メ イ ン IVは 、 （ i） ド メ イ ン IIIの 約 135位 の 残 基 と ペ プ チ ド 結 合 し
た 、 136位 か ら 140位 の 残 基 ＋ HBcア ミ ノ 酸 残 基 配 列 の 141位 か ら 156位 の 16残 基 ま で 、 及 び
好 ま し く は 149位 ま で の 9残 基 ま で 、 （ ii） 0か ら 3つ の シ ス テ イ ン 残 基 、 及 び 好 ま し く は 1
つ の シ ス テ イ ン 残 基 、 （ iii） 互 い に 隣 接 す る 4つ 未 満 の ア ル ギ ニ ン 又 は リ ジ ン 残 基 又 は そ
れ ら の 混 合 物 、 及 び （ iv） HBcの 164位 か ら 、 好 ま し く は 156位 か ら C-末 端 に 対 し て 異 種 の
配 列 内 に あ る 約 100ま で の ア ミ ノ 酸 残 基 、 好 ま し く は 50ま で の ア ミ ノ 酸 残 基 、 よ り 好 ま し
く は 約 25残 基 ま で を 含 む 。
　 ド メ イ ン IVは 、 残 基 135と ペ プ チ ド 結 合 し た 136位 か ら 149位 の HBc配 列 の 14残 基 ま で （ す
な わ ち 149位 ま で 連 続 す る こ と が で き る 、 136位 の 残 基 で 始 ま る HBc配 列 ） を 含 む こ と が 好
ま し い 。 し た が っ て 、 148位 の 残 基 が 存 在 す る な ら ば 、 136位 か ら 147位 の 残 基 配 列 が 存 在
し 、 又 は 残 基 141が 存 在 す る な ら ば 、 136位 か ら 140位 の 残 基 配 列 が 存 在 す る 。
　 ド メ イ ン IVは ま た 0か ら 3つ の シ ス テ イ ン 残 基 を 含 む こ と が で き 、 こ れ ら の シ ス テ イ ン 残
基 は 、 キ メ ラ 分 子 の カ ル ボ キ シ 末 端 （ C-末 端 ） の 約 30残 基 内 に 存 在 す る 。 好 ま し く は 1つ
の シ ス テ イ ン （ Cys） 残 基 が 存 在 し 、 前 記 Cysは 、 イ ン フ ル エ ン ザ T細 胞 エ ピ ト ー プ が ド メ
イ ン IVの 部 分 と し て 存 在 す る か ぎ り 、 好 ま し く は カ ル ボ キ シ 末 端 （ C-末 端 ） 残 基 と し て 存
在 す る 。 そ の よ う な T細 胞 エ ピ ト ー プ が 存 在 す る と き は 、 好 ま し い Cysは 、 好 ま し く は HBc
キ メ ラ の C-末 端 の 最 後 の 5残 基 内 に 存 在 す る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 上 記 考 察 の N-末 端 シ ス テ イ ン 残 基 の 存 在 は 、 予 期 せ ぬ キ メ ラ 分 子 の 安 定 的 免 疫 原 性 粒 子
形 成 能 の 強 化 を 提 供 す る （ 以 下 で 考 察 さ れ る ） 。 し た が っ て 、 意 図 さ れ る HBcキ メ ラ 免 疫
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原 は 、 分 析 用 サ イ ズ 排 除 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ っ て 測 定 し た と き 、 採 集 時 及 び 初 期 精 製
時 に 結 合 し た ま ま の 粒 子 を 形 成 し 易 い （ そ の 詳 細 は 下 記 で 考 察 さ れ る ） 。
　 意 図 さ れ る 粒 子 は ま た 、 前 記 シ ス テ イ ン 残 基 を 欠 く 同 様 な キ メ ラ 粒 子 よ り も エ ー ジ ン グ
後 の 37℃ で の 分 解 に 対 し て よ り 安 定 で あ る こ と が で き る 。 後 者 の 強 化 安 定 性 タ イ プ は 、 サ
ン プ ル 緩 衝 液 （ 還 元 性 ） に 分 散 さ せ た 粒 子 を 用 い 、 15%SDS-PAGEゲ ル に よ り 測 定 す る こ と
が で き る 。 ゲ ル を ク ー マ シ ー ブ ル ー で 染 色 し 、 続 い て 分 析 し た 。 こ の タ イ プ の 安 定 性 は 加
水 分 解 に 対 抗 し て 示 さ れ る と 考 え ら れ 、 一 方 サ イ ズ 排 除 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ っ て 決 定
さ れ る 安 定 性 は 初 期 の 粒 子 形 成 の 安 定 性 で あ る 。
　 1つ 又 は 2つ 以 上 の C-末 端 シ ス テ イ ン 残 基 を 付 加 的 に 含 む 粒 子 は 、 精 製 時 及 び エ ー ジ ン グ
時 の 分 解 に 対 し て も ま た 安 定 性 強 化 を 示 し 、 N-末 端 及 び C-末 端 の 両 シ ス テ イ ン を 含 む い く
つ か の 粒 子 は 、 通 常 N-末 端 又 は C-末 端 の ど ち ら か に の み 付 加 シ ス テ イ ン を 有 す る 粒 子 よ り
も 強 い 安 定 性 を い ず れ の 手 段 で も 示 し た 。
　 ド メ イ ン IVは 、 互 い に 隣 接 し て 4つ 未 満 の ア ル ギ ニ ン 又 は リ ジ ン 残 基 又 は そ れ ら の 混 合
物 を 含 む 。 ア ル ギ ニ ン 及 び リ ジ ン は 、 156位 か ら 天 然 分 子 の C-末 端 に 広 が る HBcの C-末 端 領
域 に 存 在 す る 。 前 記 領 域 は 時 に 前 記 分 子 の “ プ ロ タ ミ ン ” 又 は “ ア ル ギ ニ ン 富 裕 ” 領 域 と
称 さ れ 、 核 酸 と 結 合 す る 。 意 図 さ れ る HBcキ メ ラ 分 子 及 び 粒 子 は 実 質 的 に 核 酸 と 結 合 し な
い 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 核 酸 結 合 を 実 質 的 に 含 ま な い と い う こ と は 、 280nm及 び 260nmの 両 方 で 測 定 し た 水 溶 液 中
の 粒 子 の 吸 収 を 比 較 す る こ と に よ っ て （ す な わ ち 280/260吸 収 比 ） 容 易 に 決 定 す る こ と が
で き る 。 意 図 さ れ る 粒 子 は 核 酸 と 実 質 的 に 結 合 せ ず 、 前 記 核 酸 は 、 前 記 タ ン パ ク 質 を 発 現
さ せ る た め に 用 い ら れ る 細 胞 に 本 来 存 在 す る オ リ ゴ マ ー 及 び /又 は ポ リ マ ー DNA及 び RNA種
で あ る 。 そ の よ う な 核 酸 は 260nmで 吸 収 を 示 し 、 さ ら 280nmで は 比 較 的 弱 い 吸 収 を 示 す が 、
一 方 タ ン パ ク 質 （ 例 え ば 目 的 の キ メ ラ ） は 比 較 的 弱 い 吸 収 を 260nmで 示 し 、 よ り 強 い 吸 収
を 280nmで 有 す る 。
　 し た が っ て 、 残 基 150－ 183（ 又 は 150－ 185） に ア ル ギ ニ ン 富 裕 配 列 を 含 む 、 組 換 え 発 現
HBc粒 子 又 は キ メ ラ HBc粒 子 は 、 約 0.8の 280nm吸 収 対 260nm吸 収 比 （ 280： 260吸 収 比 ） を 示
し 、 一 方 、 天 然 に 存 在 す る HBcの ア ル ギ ニ ン 富 裕 核 酸 結 合 領 域 を 含 ま な い 粒 子 （ 例 え ば 4残
基 未 満 の ア ル ギ ニ ン 又 は リ ジ ン 又 は そ の 混 合 物 を 互 い に 隣 接 し て 含 む 粒 子 、 又 は 約 HBc残
基 140位 か ら 149位 で 終 わ る 天 然 又 は キ メ ラ 配 列 を 含 む 粒 子 ） は 、 約 1.2か ら 約 1.6の 280： 2
60吸 収 比 を 示 す 。
　 本 発 明 の キ メ ラ HBc粒 子 は 、 実 質 的 に 核 酸 と 結 合 せ ず 、 約 1.2か ら 約 1.7、 よ り 典 型 的 に
は 約 1.4か ら 約 1.6の 280： 260吸 収 比 を 示 す 。 こ の 変 動 幅 は 、 大 き く は 、 与 え ら れ る キ メ ラ
HBc粒 子 の ド メ イ ン II及 び IVに 存 在 す る 芳 香 族 ア ミ ノ 酸 の 数 に よ る も の で あ る 。 前 記 の 幅
は ま た 、 部 分 的 に は 目 的 の キ メ ラ の ド メ イ ン IVの Cysの 存 在 に よ る も の で あ り 、 Cysの 存 在
は 、 現 時 点 で は 不 明 の 理 由 に よ り 観 察 さ れ る 比 を 約 0.1減 少 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 意 図 さ れ る キ メ ラ HBc粒 子 は 、 ペ プ チ ド 結 合 し た 同 じ ド メ イ ン II、 III及 び IV配 列 を 含 み
、 1つ か ら 3つ の シ ス テ イ ン 残 基 （ N-末 端 シ ス テ イ ン 残 基 ） が 存 在 し な い か 、 又 は た だ 1つ
の 存 在 す る N-末 端 残 基 が 別 の 残 基 （ 例 え ば ア ラ ニ ン 残 基 ） で 置 き 換 え ら れ て い て 、 そ の 他
の 点 で は 同 じ ド メ イ ン Iを 含 む HBcキ メ ラ か ら 形 成 さ れ た 粒 子 よ り も 、 37℃ の 水 性 緩 衝 液 中
で 約 2週 間 か ら 約 1ヶ 月 に わ た っ て よ り 安 定 で あ る 。
　 し た が っ て 、 例 え ば 、 2つ の シ ス テ イ ン 残 基 を 含 む ド メ イ ン Iに イ ン フ ル エ ン ザ A M2ポ リ
ペ プ チ ド を 含 む 粒 子 （ 例 え ば ICC-1590粒 子 ） は 、 そ の N-末 端 の M2変 種 配 列 が シ ス テ イ ン の
代 わ り に セ リ ン 残 基 を 含 む キ メ ラ 分 子 か ら 会 合 形 成 さ れ た そ の 他 の 点 で は 同 一 の 粒 子 （ 例
え ば ICC-1603粒 子 ） よ り も 安 定 で あ る 。 同 様 に 、 上 記 の セ リ ン 含 有 イ ン フ ル エ ン ザ B細 胞
エ ピ ト ー プ を ド メ イ ン Iに 、 さ ら に た だ 1つ の シ ス テ イ ン を C-末 端 に 含 む 粒 子 （ ICC-1605粒
子 ） は 、 シ ス テ イ ン が 存 在 せ ず そ の 他 の 点 で は 同 一 の 粒 子 よ り も 安 定 で あ る が 、 2つ の N-
末 端 シ ス テ イ ン を 含 む 粒 子 （ ICC-1590粒 子 ） 又 は N-末 端 と C-末 端 シ ス テ イ ン の 両 方 を 含 む
粒 子 （ ICC-1604） よ り 不 安 定 で あ る 。
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　 粒 子 及 び そ れ ら を 構 成 す る キ メ ラ 分 子 は 、 接 頭 辞 “ ICC-” 又 は “ CV-” と そ れ に 続 く 4つ
の 数 字 に よ っ て 、 又 は 接 頭 辞 無 し に 単 に 4つ の 数 字 に よ っ て 相 互 に 参 照 さ れ る こ と に 留 意
さ れ た い 。 し た が っ て 、 上 記 の ICC-1590粒 子 は ま た 、 CV-1590粒 子 又 は 単 に 1590粒 子 と 称
さ れ る 。 そ れ ぞ れ の 名 称 は 同 じ 意 味 を 有 し て い る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 N-末 端 シ ス テ イ ン 残 基 を 含 む 目 的 の 粒 子 は ま た 典 型 的 に は 、 N-末 端 シ ス テ イ ン を 欠 く キ
メ ラ 分 子 か ら 会 合 形 成 さ れ た 粒 子 よ り も 高 い 収 量 で 製 造 さ れ る 。
　 HBcに よ っ て も た ら さ れ る T細 胞 支 援 は 、 ワ ク チ ン 免 疫 に 続 く “ 運 搬 さ れ て き た ” 免 疫 原
性 配 列 に 対 す る 抗 体 応 答 （ す な わ ち B細 胞 仲 介 ） の 強 化 に 大 い に 効 果 的 で あ る が 、 HBcは 、
B細 胞 エ ピ ト ー プ 含 有 配 列 が ま た T細 胞 エ ピ ト ー プ を 含 む 限 定 的 個 体 を 除 き 、 イ ン フ ル エ ン
ザ 特 異 的 T細 胞 を 活 性 化 し な い 。 B細 胞 に 加 え て 、 イ ン フ ル エ ン ザ 特 異 的 Tヘ ル パ ー 細 胞 の
普 遍 的 プ ラ イ ミ ン グ を 担 保 さ せ る た め に 、 1つ 又 は 2つ 以 上 の イ ン フ ル エ ン ザ 特 異 的 Tヘ ル
パ ー エ ピ ト ー プ が 好 ま し く は 目 的 の 免 疫 原 に 取 り 込 ま れ 、 前 記 免 疫 原 の ド メ イ ン IV内 に 配
置 さ れ る 。
　 複 数 の 上 記 T細 胞 エ ピ ト ー プ 又 は 別 の T細 胞 エ ピ ト ー プ が ド メ イ ン IVに 存 在 す る こ と が で
き 、 又 は 別 の B細 胞 エ ピ ト ー プ が 存 在 す る こ と が で き る 。 好 ま し い 例 で は 、 ド メ イ ン IVは H
Bcに と っ て 異 種 で あ る 配 列 内 に 約 50ま で の 残 基 を 有 す る 。 よ り 好 ま し く は 、 前 記 配 列 は 約
25ま で の 残 基 で あ り 、 さ ら に T細 胞 エ ピ ト ー プ を 含 む 。
　 M2は 感 染 細 胞 に よ っ て 豊 富 に 発 現 さ れ る の で 、 前 記 は 、 イ ン フ ル エ ン ザ 特 異 的 CTL活 性
の た め の 標 的 と し て 機 能 す る 潜 在 能 力 を 有 す る 。 細 胞 外 ド メ イ ン は 、 治 療 薬 ア マ ン タ ジ ン
と 類 似 の 態 様 で 、 又 は 抗 体 依 存 細 胞 性 細 胞 障 害 （ ADCC） 及 び /又 は 補 体 依 存 細 胞 障 害 （ CDC
） の 活 性 化 を 介 し て 、 抗 体 に と っ て 可 能 な 結 合 部 位 で あ る （ 前 記 は M2の 機 能 を 固 定 す る た
め に 作 用 す る こ と が で き る ） 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 実 際 、 M2の 細 胞 外 ド メ イ ン は 少 な く と も 2つ の 別 個 の ヒ ト CTLエ ピ ト ー プ を 含 む こ と が 示
さ れ た ： 1つ は 7－ 15に （ Jameson et al. (1998) J. Virol. 72(11):8682-8689） 、 も う 1
つ は 3－ 11に 含 ま れ る （ Gianfrani et al. (2000) Hum. Immunol. 61(5):438-352） 。 ADCC
及 び /又 は CDCを 介 す る イ ン フ ル エ ン ザ 感 染 細 胞 の 抗 M2e仲 介 溶 解 は 、 CTLと 比 較 し て 好 ま し
い 標 的 細 胞 溶 解 メ カ ニ ズ ム で あ ろ う 。 な ぜ な ら ば 、 そ れ ら は MHC拘 束 を 受 け な い か ら で あ
る 。 し た が っ て 、 必 要 な IgGサ ブ ク ラ ス の プ ロ フ ィ ル （ 及 び M2e特 異 性 ） を 示 す 十 分 な 力 価
の 抗 M2抗 体 を 惹 起 す る 能 力 は 、 多 様 な 集 団 に 対 す る 広 い 防 御 を 惹 起 す る は ず で あ る 。
　 M2の 細 胞 外 ド メ イ ン に 対 す る 抗 体 の 生 物 学 的 作 用 を 示 す 能 力 は 、 最 初 Zabedee及 び Lamb
に よ っ て 報 告 さ れ た 。 彼 ら は 、 抗 M2モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 14C2は ウ イ ル ス の 増 殖 を 培 養 で
遅 ら せ る こ と を 示 し た （ Zebedee et al. (1988) J. Virol., 62(8):2762-2772） 。 1990年
に 、 Treanorと 共 同 研 究 者 ら は 、 同 じ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が イ ン フ ル エ ン ザ Aウ イ ル ス の 複
製 を マ ウ ス で 阻 害 す る こ と が で き る こ と を 示 し た （ Treanor et al. (1990) J. Virol. 64
(3):1375-1377） 。 Palladinoら は 、 14C2は in vivoで は ウ イ ル ス 中 和 抗 体 で は な い が 、 in 
vitroで 感 染 細 胞 と 結 合 し て ウ イ ル ス 増 殖 を 阻 害 す る が 、 し か し な が ら 感 染 を 治 癒 さ せ る
こ と は で き な か っ た と 決 定 し た （ Palladino et al. (1995) J. Virol. 69(4):2075-2081
） 。 後 者 の 論 文 の 著 者 ら は 、 14C2は IgG1サ ブ ク ラ ス 抗 体 で あ り 、 IgG2a及 び IgG2bが 補 体 の
固 定 に も っ と も 効 果 的 で あ り 、 そ れ ら は ま た NK細 胞 で Fcγ RIIIレ セ プ タ ー と 結 合 す る た め
に IgG1よ り も 優 れ て い る こ と を 適 切 に 記 載 し た 。 実 際 、 以 下 で 示 す よ う に 、 マ ウ ス の 高 力
価 の IgG2a抗 体 は 防 御 と 相 関 性 を 示 す よ う に み え る （ 前 記 抗 体 は 典 型 的 に は Th1免 疫 応 答 で
あ る ） 。 ADCC及 び /又 は CDCを 介 し 、 イ ン フ ル エ ン ザ 感 染 細 胞 の 抗 M2e仲 介 溶 解 を 提 供 す る
こ と が で き る 免 疫 応 答 は し た が っ て 好 ま し い 応 答 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 記 憶 性 （ anamnestic） 抗 M2応 答 は 、 HBc-M2粒 子 で 以 前 に 免 疫 し た マ ウ ス の 攻 撃 後 に 繰 返
し 観 察 さ れ 、 こ れ は M2特 異 的 T細 胞 を プ ラ イ ミ ン グ す る M2e-HBc粒 子 の 指 標 で あ る 。 こ の こ
と を 解 明 す る た め に 、 予 備 実 験 を 実 施 し 、 免 疫 マ ウ ス 由 来 の リ ン パ 球 が M2eペ プ チ ド に よ
っ て in vitroで リ コ ー ル さ れ る か 否 か を 調 べ た 。 イ ン タ ー フ ェ ロ ン -γ 分 泌 細 胞 数 の 有 意
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な 増 加 が 、 M2由 来 の ペ プ チ ド 、 HBc p85-100及 び 組 換 え HBcAgに よ る リ コ ー ル に 続 い て 観 察
さ れ た が 、 HBc由 来 の p100-120で は 観 察 さ れ な か っ た 。 HBcAgに よ る リ コ ー ル が も っ と も 強
か っ た が 、 こ の こ と は 、 HBcAgは BALB/Cマ ウ ス に 対 し て 多 く の 機 能 的 T細 胞 エ ピ ト ー プ を 含
む 強 力 な T細 胞 免 疫 原 で あ る こ と か ら 予 想 さ れ た こ と で あ る （ Saito et al. (2001) Vacci
ne 20(1-2):125-133） 。
　 全 て の 抗 原 に よ る リ コ ー ル は 、 ICC-1569粒 子 に 対 し ICC-1604粒 子 で 免 疫 し た マ ウ ス か ら
単 離 し た リ ン パ 球 に つ い て よ り 強 力 で あ る よ う で あ っ た 。 こ の 結 果 は 、 ICC-1604粒 子 は IC
C-1569粒 子 と 比 較 し て 優 れ た T細 胞 免 疫 原 で あ る 可 能 性 を 示 し て い る 。 し か し な が ら 、 こ
れ ら の 実 験 で M2リ コ ー ル 抗 原 は M2e（ 2－ 24） （ 前 記 は 17及 び 19に シ ス テ イ ン 残 基 を 含 む ）
で あ り 、 し た が っ て ICC-1604粒 子 に と っ て の み 相 同 で 、 ICC-1569で は そ う で は な い こ と を
記 載 す る こ と は 重 要 で あ る （ な ぜ な ら ば 後 者 は 2つ の シ ス テ イ ン 残 基 の 代 わ り に セ リ ン 残
基 を 含 ん で い る か ら で あ る ） 。
　 17位 及 び /又 は 19位 の シ ス テ イ ン 残 基 が 1つ 又 は 2つ 以 上 の T細 胞 エ ピ ト ー プ の 成 分 で あ る
と し た ら 、 ICC-1604粒 子 免 疫 マ ウ ス よ り も 、 ICC-1569粒 子 免 疫 マ ウ ス で M2eに よ る 再 刺 激
レ ベ ル が 低 い こ と は 説 明 で き よ う 。 し か し な が ら 、 シ ス テ イ ン 残 基 含 有 T細 胞 エ ピ ト ー プ
の 存 在 は 、 HBc由 来 抗 原 に よ る 再 刺 激 レ ベ ル の 低 下 を 説 明 で き な い 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 M2e-HBcで 免 疫 し た マ ウ ス の ウ イ ル ス 攻 撃 に 続 く 、 抗 M2e力 価 に 関 す る 記 憶 性 応 答 の 観 察
は 、 M2eド メ イ ン （ 2－ 24位 ） に 少 な く と も 1つ の Tヘ ル パ ー 細 胞 エ ピ ト ー プ が 存 在 す る こ と
を 示 し て い る よ う に 思 わ れ る 。
　 イ ン フ ル エ ン ザ 核 タ ン パ ク 質 （ NP206－ 229） に 由 来 す る エ ピ ト ー プ （ 前 記 は ヒ ト で 広 範
囲 の 反 応 性 を 示 し （ HLA-DR1、 HLA-DR2、 HLA-DRw13） （ Brett et al. (1991) J. Immunol.
 147(3):984-991） 、 さ ら に ま た BALB/cマ ウ ス で 機 能 的 で あ る ） が 、 こ こ で の T細 胞 エ ピ ト
ー プ と し て 使 用 す る こ と が 意 図 さ れ る 。 HBc粒 子 の C-末 端 に 融 合 さ せ た こ の エ ピ ト ー プ を
含 む 粒 子 を 発 現 さ せ 精 製 し た 。 付 加 的 イ ン フ ル エ ン ザ Thエ ピ ト ー プ も ま た 考 慮 し た 。 例 え
ば NP341-362、 NP297-318及 び NP182-205（ Brett et al. (1991) J. Immunol. 147(3):984-
991） で 、 こ れ ら の 配 列 は 、 最 終 的 に M2e発 現 粒 子 の C-末 端 に 一 続 き に し て 連 結 す る こ と が
で き る 。 こ れ ら の 例 示 的 配 列 は 下 記 に 提 供 さ れ る 。
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 典 型 的 に は 、 意 図 さ れ る 組 換 え HBcキ メ ラ 分 子 は 、 自 己 会 合 粒 子 と し て 免 疫 原 又 は ワ ク
チ ン 中 で 用 い ら れ る 。 こ れ ら の 粒 子 は 180か ら 240個 の キ メ ラ 分 子 を 含 み 、 前 記 分 子 は 、 ジ
ス ル フ ィ ド 還 元 剤 （ 例 え ば 2-メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル ） 及 び 変 性 剤 （ 例 え ば SDS） の 存 在 下
で タ ン パ ク 質 分 子 に 分 離 す る 。 個 々 の 分 子 は タ ン パ ク 質 -タ ン パ ク 質 相 互 作 用 に よ っ て 一
緒 に 結 合 し て 粒 子 を 形 成 し 、 こ れ ら の 相 互 作 用 は ジ ス ル フ ィ ド 結 合 の 存 在 に よ っ て 安 定 化
さ れ る 。 こ れ ら の 粒 子 は 、 HBV感 染 患 者 で 観 察 さ れ る 粒 子 と 類 似 し て い る が 、 こ れ ら の 粒
子 は 非 感 染 性 で あ る 。 種 々 の 原 核 細 胞 及 び 真 核 細 胞 宿 主 で の 発 現 時 に 、 個 々 の 組 換 え HBc
キ メ ラ 分 子 は 宿 主 内 で 会 合 し て 、 宿 主 細 胞 か ら 容 易 に 採 集 す る こ と が で き る 粒 子 を 形 成 す
る 。
　 以 前 に 考 察 し た N-及 び C-切 端 並 び に イ ン フ ル エ ン ザ M2ポ リ ペ プ チ ド エ ピ ト ー プ の 挿 入 の
他 に 、 意 図 さ れ る キ メ ラ 分 子 は ま た 、 HBcド メ イ ン I、 II、 III及 び IVを 構 成 す る ア ミ ノ 酸
残 基 内 に 保 存 的 置 換 を 含 む こ と が で き る 。 保 存 的 置 換 は 上 記 に 定 義 さ れ た と お り で あ る 。
　 よ り 稀 に は 、 “ 非 保 存 的 ” 変 化 、 例 え ば グ リ シ ン の ト リ プ ト フ ァ ン に よ る 置 換 が 意 図 さ
れ る 。 同 様 な 数 少 な い 変 動 に は ま た ア ミ ノ 酸 の 欠 失 又 は 挿 入 、 又 は そ の 両 方 が 含 ま れ え る
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。 生 物 学 的 活 性 を 失 う こ と な く ど の ア ミ ノ 酸 残 基 を 置 換 し 、 挿 入 し 又 は 欠 失 さ せ る こ と が
で き る か を 決 定 す る 手 引 き は 、 当 業 界 で 周 知 の コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム 、 例 え ば LASERGEN
Eソ フ ト （ DNASTAR Inc. Madison, Wis.） を 用 い て 見 出 す こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 本 発 明 の キ メ ラ 分 子 の HBc部 分 （ 付 加 エ ピ ト ー プ の 配 列 以 外 ま た は 制 限 酵 素 の 人 工 産 物
で あ る 異 種 残 基 以 外 の 配 列 を 有 す る HBc配 列 部 分 ） は 、 も っ と も 好 ま し く は 、 存 在 す る と
き は 、 図 1（ 配 列 番 号 :1） に 示 さ れ て い る サ ブ タ イ プ の 2位 か ら 149位 の ア ミ ノ 酸 残 基 を
有 す る 。 い く ぶ ん 劣 る が 、 図 1（ 配 列 番 号 :2、 3及 び 4） に ま た 示 さ れ て い る サ ブ タ イ プ
、 1及 び の 対 応 す る ア ミ ノ 酸 残 基 配 列 も 好 ま し い 。 図 1の 最 後 の 2つ の 配 列 （ 配 列 番
号 :5及 び 6） で あ る ウ ッ ド チ ャ ッ ク 及 び 地 上 性 リ ス の ア ラ イ ン メ ン ト さ れ た 2位 か ら 149位
の 配 列 も ま た 好 ま し さ は 劣 る が よ い 。 別 の 箇 所 で 述 べ た よ う に 、 種 々 の 哺 乳 動 物 の HBcタ
ン パ ク 質 に 由 来 す る 種 々 の 配 列 の 部 分 を 単 一 の キ メ ラ 内 で 一 緒 に 用 い て も よ い 。
　 本 発 明 の キ メ ラ 分 子 の HBc部 分 が 、 2位 か ら 156位 又 は 149位 の 哺 乳 動 物 の HBc分 子 の 配 列
以 外 の 配 列 を 有 す る と き 、 1つ 又 は 2つ 以 上 の 保 存 的 置 換 が 施 さ れ て あ る の で 、 配 列 番 号 :
１ の 2位 か ら 149位 又 は 156位 と 比 較 し て わ ず か 10%、 よ り 好 ま し く は わ ず か 5%、 も っ と も 好
ま し く は わ ず か 3%の ア ミ ノ 酸 残 基 が 置 換 さ れ て い る の が 好 ま し い 。 149個 の HBc残 基 の 意 図
さ れ る キ メ ラ は し た が っ て 、 配 列 番 号 :1の 2位 か ら 149位 の 残 基 と 異 な る 約 15又 は 16残 基 ま
で 、 好 ま し く は 約 7又 は 8残 基 ま で を 含 む こ と が で き る 。 よ り 好 ま し く は 、 約 5残 基 ま で が
、 ayw配 列 （ 配 列 番 号 :1） の 残 基 2位 か ら 149位 と 異 な る 。 HBc配 列 が さ ら に 一 方 の 末 端 又 は
両 端 で 切 り 縮 め ら れ て い る 場 合 は 、 置 換 さ れ る 残 基 の 数 は 比 例 し て 異 な る 。 分 子 内 の い ず
れ か の 箇 所 で の 欠 失 は 計 算 の た め に 保 存 的 置 換 と 考 え ら れ 、 そ こ で 、 例 え ば ド メ イ ン Iが 1
35位 の 代 わ り に 133位 で C-末 端 を 有 す る 場 合 、 2つ の 残 基 （ 134及 び 135） は 計 算 の た め に 存
在 す る と み な さ れ る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　
　 意 図 さ れ る キ メ ラ 免 疫 原 は 、 周 知 の 組 換 え DNA技 術 を 用 い て 製 造 さ れ る 。 し た が っ て 、 H
BVを コ ー ド す る 前 駆 体 配 列 か ら 特 定 の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 が 付 加 さ れ
欠 失 さ れ る 。
　 典 型 的 に は 、 意 図 さ れ る キ メ ラ 免 疫 原 は 、 N-末 端 シ ス テ イ ン と し て M2配 列 に 存 在 す る シ
ス テ イ ン 残 基 を 利 用 す る 。 HBc分 子 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の in vitro変 異 導 入 に
よ っ て そ の よ う な キ メ ラ 分 子 を 製 造 す る た め の プ ラ イ マ ー は 以 下 で 考 察 さ れ る 。 シ ス テ イ
ン 含 有 M2ポ リ ペ プ チ ド エ ピ ト ー プ が N-末 端 に 存 在 し な い と き は 、 N-末 端 シ ス テ イ ン は 、 単
に M2ポ リ ペ プ チ ド の シ ス テ イ ン 含 有 部 分 又 は 単 純 な N-末 端 開 始 配 列 （ 例 え ば Met-Cys又 は M
et-Gly-Cys） を コ ー ド す る プ ラ イ マ ー を 用 い る in vitro変 異 導 入 に よ っ て 提 供 す る こ と が
で き る 。
　 以 前 に 記 載 し た よ う に 、 HBcイ ム ノ ド ミ ナ ン ト ル ー プ は 、 完 全 な タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 末
端 （ N-末 端 ） か ら 約 75位 か ら 85位 に 存 在 す る と 通 常 記 載 さ れ て い る 。 イ ン フ ル エ ン ザ A M2
 B細 胞 エ ピ ト ー プ 含 有 配 列 は 、 ド メ イ ン IIの イ ム ノ ド ミ ナ ン ト ル ー プ 配 列 内 に 配 置 さ せ る
こ と が で き る 。 前 記 配 置 は 、 実 質 的 に HBcの 免 疫 原 性 及 び HBcル ー プ 配 列 の 抗 原 性 を 排 除 し
、 一 方 、 会 合 キ メ ラ 粒 子 内 の 極 め て 免 疫 原 性 の 強 い 位 置 で イ ン フ ル エ ン ザ A M2 B細 胞 エ ピ
ト ー プ を 提 示 す る 。
　 イ ン フ ル エ ン ザ A M2 B細 胞 配 列 を ル ー プ 配 列 の 所 望 の 位 置 （ 例 え ば 残 基 78と 79の 間 ） に
配 置 す る た め に 、 2つ の 周 知 の 方 法 の う ち の 1つ が 特 に 有 用 で あ る 。 第 一 の 成 功 が 難 し い 方
法 は 、 ル ー プ の 一 部 を コ ー ド す る DNAを 切 り 出 し 、 イ ン フ ル エ ン ザ A M2 B細 胞 配 列 を コ ー
ド す る DNAと 置 き 換 え る 、 置 換 と 称 さ れ る 。 第 二 の 方 法 は 、 イ ン フ ル エ ン ザ A M2 B細 胞 配
列 を ル ー プ 内 の 隣 接 残 基 に 挿 入 す る 、 挿 入 と 称 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ PCR） に よ る 位 置 特 異 的 変 異 導 入 を あ る 例 示 的 置 換 ア プ ロ ー チ
で 用 い て 、 一 対 の 異 な る 制 限 部 位 （ 例 え ば EcoRI及 び SacI） の 各 々 を イ ム ノ ド ミ ナ ン ト ル
ー プ を コ ー ド す る DNAの 各 末 端 で コ ー ド す る 、 キ メ ラ HBc DNA配 列 を 提 供 す る 。 置 換 さ れ る

10

20

30

40

50

(23) JP 2007-513634 A 2007.5.31

ayw
adw

adw adyw

キ メ ラ の 製 造



例 示 的 残 基 は 76か ら 81で あ る 。 ル ー プ コ ー ド セ グ メ ン ト を 切 り 出 し 、 適 切 な HBc配 列 残 基
が 各 側 に フ ラ ン キ ン グ し て い る イ ン フ ル エ ン ザ A M2 B細 胞 エ ピ ト ー プ の コ ー ド 配 列 を 前 記
制 限 部 位 に 連 結 し 、 得 ら れ た DNAを 用 い て HBcキ メ ラ を 発 現 さ せ る 。 同 様 な 技 術 の 例 示 的 使
用 に つ い て は 、 例 え ば Pumpensら の 文 献 の 表 2を 参 照 さ れ た い （ Pumpens et al. (1995) In
tervirology, 38:63-74） 。
　 ま た 別 に は 、 た だ 1つ の 制 限 部 位 又 は 2つ の 部 位 を 前 記 領 域 内 に コ ー ド し 、 DNAを 制 限 酵
素 で 切 断 し て “ 粘 着 ” 末 端 又 は “ 平 滑 ” 末 端 を 提 供 し 、 適 切 な 粘 着 末 端 又 は 平 滑 末 端 を も
つ 異 種 DNAセ グ メ ン ト を 前 記 切 断 領 域 に 連 結 す る 。 こ の タ イ プ の HBcへ の 配 列 置 換 の 例 は 、
Schodelら が 報 告 し た 実 験 で 見 出 す こ と が で き る （ F. Brown et al. eds., Vaccine 91, C
old Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, New York, pp.319-325, (1991)；
Schodel et al. Behring Inst. Mitt., 1997(98):114-119； 及 び Schodel et al. (1994) 
J. Exp. Med. 180(3):1037-4： 後 者 の 2つ の 論 文 は 、 そ れ ぞ れ マ ラ リ ア 病 原 体 、 P.イ ェ リ
ー （ P. yoelii） 及 び P.ベ ル ゲ イ （ P. berghei） に 対 す る ワ ク チ ン の 製 造 を 考 察 し て い る
） 。 イ ム ノ ド ミ ナ ン ト ル ー プ か ら 正 味 の 残 基 除 去 を も た ら す 置 換 手 法 は 本 明 細 書 で は 通 常
用 い ら れ な い 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 挿 入 が 好 ま し い 。 挿 入 手 法 の 説 明 的 例 示 で は 、 位 置 特 異 的 変 異 導 入 を 用 い て 、 互 い に 隣
接 し 、 さ ら に 隣 接 ア ミ ノ 酸 残 基 を コ ー ド す る コ ド ン の 間 （ 例 え ば 残 基 78と 79の 間 ） に 2つ
の 制 限 部 位 を 創 出 す る 。 こ の 技 術 に よ っ て 、 以 前 に は HBcル ー プ 内 で 隣 接 し て い た 残 基 の
間 に 4つ の ア ミ ノ 酸 残 基 （ 各 制 限 部 位 に つ い て 2つ の ア ミ ノ 酸 残 基 ） を コ ー ド す る 12の 塩 基
対 が 付 加 さ れ る 。
　 制 限 酵 素 に よ る 切 断 、 前 記 例 示 イ ン フ ル エ ン ザ A M2配 列 を コ ー ド す る DNAの 連 結 、 及 び
前 記 DNAの HBcキ メ ラ 形 成 へ 発 現 に 際 し て 、 HBcル ー プ ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 そ の N-末 端 側 で 5'
制 限 部 位 に よ り コ ー ド さ れ た 2つ の 残 基 に よ っ て 、 続 い て C-末 端 に 向 か っ て イ ン フ ル エ ン
ザ A M2 B細 胞 エ ピ ト ー プ 配 列 に よ っ て 、 続 い て 3'制 限 部 位 に よ り コ ー ド さ れ る さ ら に 2つ
の 異 種 非 ル ー プ 残 基 に よ っ て 中 断 さ れ 、 そ れ に 続 い て 前 記 ル ー プ 配 列 の 残 り が 認 め ら れ る
。 こ の 同 じ 手 法 は ま た 、 好 ま し く は T細 胞 エ ピ ト ー プ 又 は 1つ 若 し く は 2つ 以 上 の シ ス テ イ
ン 残 基 （ 前 記 は T細 胞 エ ピ ト ー プ の 一 部 分 で は な い ） の ド メ イ ン IVへ の 挿 入 の た め に 用 い
ら れ る 。 残 基 82と 83の 間 へ の 挿 入 を 用 い る 同 様 な 手 法 が 、 Schoedelら の 論 文 （ F. Brown e
t al. eds., Vaccine 90, (1990) Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor
, New York, pp.193-198） で 報 告 さ れ て い る 。
　 例 え ば 、 C-末 端 切 端 HBc配 列 （ HBc149） を コ ー ド す る DNA配 列 を 操 作 し て 、 隣 接 す る EcoR
I及 び SacI部 位 を 残 基 78と 79の 間 に 含 む よ う に す る 。 前 記 DNAを 両 酵 素 で 切 断 し て 、 EcoRI
粘 着 末 端 を 3'末 端 に も つ HBcの 1－ 78位 を コ ー ド す る １ つ の フ ラ グ メ ン ト 、 一 方 、 5'-末 端
に SacIの 粘 着 末 端 を も ち 79－ 149位 の 残 基 を コ ー ド す る 他 方 の フ ラ グ メ ン ト を 提 供 す る 。 5
'AATTオ ー バ ー ハ ン グ と そ れ に 続 く 所 望 の イ ン フ ル エ ン ザ A M2 B細 胞 エ ピ ト ー プ を コ ー ド
す る 配 列 及 び AGCT3'オ ー バ ー ハ ン グ を 有 す る 合 成 核 酸 の 連 結 に よ り 、 残 基 78と 79の 間 で 2
つ の 異 種 残 基 （ そ れ ぞ れ GI及 び EL） が 各 側 に フ ラ ン キ ン グ し て い る 前 記 B細 胞 エ ピ ト ー プ
を コ ー ド す る HBcキ メ ラ 配 列 が 提 供 さ れ 、 一 方 EcoRI部 位 を 破 壊 し SacI部 位 は 温 存 す る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 同 様 な 手 法 を C-末 端 シ ス テ イ ン 含 有 配 列 の 挿 入 の た め に 用 い る こ と が で き る 。 こ こ で は
、 EcoRI及 び HindIII制 限 部 位 を ア ミ ノ 酸 残 基 149位 の 後 ろ の HBc DNA配 列 に 操 作 し て 創 出 す
る 。 EcoRI及 び HindIIIで 消 化 し た 後 、 上 記 の AATT 5'オ ー バ ー ハ ン グ と そ れ に 続 く T細 胞 エ
ピ ト ー プ コ ー ド 配 列 、 終 止 コ ド ン 及 び AGCTオ ー バ ー ハ ン グ を 有 す る 合 成 DNAを 、 前 記 消 化
配 列 に 連 結 し て 、 HBc残 基 1－ 149と そ れ に 続 く 2つ の 異 種 残 基 （ GI） 、 終 止 コ ド ン 及 び Hind
III部 位 を コ ー ド す る 配 列 を 形 成 す る 。
　 SacI制 限 部 位 と そ れ に 続 く 残 基 79位 の HBc開 始 部 を コ ー ド す る 配 列 を 有 す る フ ォ ワ ー ド
プ ラ イ マ ー を 用 い る PCR増 幅 、 そ の 後 の SacI及 び HindIIIに よ る 消 化 に よ っ て 、 HBcの 79－ 1
49位 ＋ 2つ の 付 加 残 基 及 び C-末 端 に T細 胞 エ ピ ト ー プ を コ ー ド す る 配 列 が 提 供 さ れ た 。 前 記
構 築 物 の SacIに よ る 消 化 及 び 連 結 に よ っ て 、 そ の N-末 端 か ら 、 HBcの 1－ 78位 の 配 列 、 2つ
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の 付 加 残 基 、 B細 胞 エ ピ ト ー プ を 含 む イ ン フ ル エ ン ザ A M2配 列 、 2つ の 付 加 残 基 、 HBcの 79
－ 149位 、 2つ の 付 加 残 基 、 及 び T細 胞 エ ピ ト ー プ を 有 す る 所 望 の 組 換 え HBcキ メ ラ 免 疫 原 を
コ ー ド す る 完 全 な 遺 伝 子 が 提 供 さ れ る 。
　 特 記 さ れ る こ と は 、 B細 胞 又 は T細 胞 エ ピ ト ー プ を 含 む 異 種 免 疫 原 性 配 列 の い ず れ か の 側
の （ 前 記 に フ ラ ン キ ン グ し て い る ） 2つ の 異 種 残 基 は 便 宜 上 使 用 さ れ る と い う こ と で あ る
。 結 果 と し て 、 HBc配 列 の 部 分 で は な い 0か ら 3つ 又 は 4つ 以 上 の 付 加 残 基 を 挿 入 配 列 の 片 側
又 は 両 側 に 用 い る こ と が で き る 。 挿 入 物 及 び HBc核 酸 の 一 端 又 は 両 端 は 、 適 切 な ヌ ク レ ア
ー ゼ （ 例 え ば S1ヌ ク レ ア ー ゼ ） を 用 い て “ 平 坦 に な ら し ” 、 一 緒 に 結 合 さ せ る こ と が で き
る 平 滑 端 を 提 供 す る こ と が で き る 。 挿 入 さ れ た B細 胞 又 は T細 胞 エ ピ ト ー プ の 部 分 で も な く
HBc配 列 の 一 部 分 で も な い 付 加 さ れ た 異 種 残 基 は 、 表 示 の ド メ イ ン に 存 在 す る 残 基 数 に は
数 え ら れ な い 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 さ ら に ま た 特 記 さ れ る こ と は 、 所 望 の 組 換 え HBcキ メ ラ 核 酸 の 全 部 又 は 一 部 分 も ま た 、
周 知 の 合 成 方 法 を 用 い て 合 成 す る こ と が で き る と い う こ と で あ る 。 前 記 合 成 方 法 は 、 ニ コ
チ ア ナ ・ タ バ ク ム （ Nicotiana tabacum） の 59残 基 の リ ブ ロ ー ス ビ ス ホ ス フ ェ ー ト カ ル ボ
キ シ ラ ー ゼ -オ キ シ ゲ ナ ー ゼ シ グ ナ ル ペ プ チ ド を コ ー ド す る 177塩 基 対 DNAの 合 成 の た め に
米 国 特 許 5,656,472で 考 察 さ れ 例 示 さ れ た よ う な も の で あ る 。 例 え ば 、 平 滑 端 又 は “ 粘 着
” 端 を も つ ド メ イ ン I及 び IIを 合 成 し 、 前 記 末 端 を ド メ イ ン III及 び IVに 連 結 し て 、 B細 胞
エ ピ ト ー プ の N-末 端 側 に 付 加 残 基 を 含 ま ず 、 さ ら に C-末 端 側 又 は ド メ イ ン II/III結 合 部 に
、 又 は 他 の い ず れ か の 所 望 の 場 所 に 0か ら 3つ の 付 加 残 基 を 含 む 目 的 の HBcキ メ ラ を 発 現 す
る 構 築 物 を 提 供 す る こ と が で き る 。
　 以 前 に 記 載 し た HBcキ メ ラ 分 子 又 は 前 記 コ ー ド 配 列 の 相 補 物 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 （ セ
グ メ ン ト ） も ま た 本 発 明 で 意 図 さ れ る 。 そ の よ う な 核 酸 セ グ メ ン ト は 、 い く つ か の 好 ま し
い 実 施 態 様 で は 単 離 さ れ 精 製 さ れ た 形 態 で 存 在 す る 。
　 生 き て い る 生 物 で は 、 タ ン パ ク 質 又 は ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 残 基 配 列 は 、 前 記 タ ン パ
ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の デ オ キ シ リ ボ 核 酸 （ DNA） に 対 す る 遺 伝 暗 号 を 介 し て 直 接 の 関
係 を 有 す る 。 し た が っ て 、 遺 伝 暗 号 の 周 知 の 縮 退 を 通 し て 、 同 じ キ メ ラ ア ミ ノ 酸 残 基 配 列
を コ ー ド す る が 、 以 前 に 考 察 し た 遺 伝 子 配 列 と は 十 分 に 異 な る 、 さ ら に 別 の DNA及 び 対 応
す る RNA配 列 （ 核 酸 ） （ こ の 2つ の 配 列 は 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー で は ハ イ ブ リ ダ イ ズ し な い
が 、 中 等 度 の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー で は ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ） を 調 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 と は 、 6ｘ SSCで 約 50℃ － 55℃ の 温 度 で の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ
ョ ン 及 び 1－ 3ｘ SSCで 68℃ で の 最 終 洗 浄 を 含 む と 定 義 さ れ る 。 中 等 度 の ス ト リ ン ジ ェ ン シ
ー 条 件 は 、 0.2か ら 0.3Mの NaCl中 で 約 50℃ か ら 約 65℃ の 温 度 で の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
と そ れ に 続 く 0.2ｘ SSC、 0.1％ SDS（ ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム ） 中 で 約 50℃ か ら 約 55℃ で の
洗 浄 を 含 む 。
　 （ 1） そ の も の 自 体 が コ ー ド す る か 、 又 は そ の 相 補 物 が コ ー ド す る 核 酸 配 列 （ DNA配 列 又
は RNA配 列 ） で あ っ て 、 残 基 1位 か ら 136位 に 由 来 す る （ 前 記 が 存 在 す る と き ） そ の HBc部 分
が 配 列 番 号 :1、 2、 3、 4、 5又 は 6の 配 列 で あ る キ メ ラ 分 子 、 及 び （ 2） 配 列 番 号 :43、 44、 4
5、 46、 47又 は 48の DNA配 列 と 少 な く と も 中 等 度 の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー （ 上 記 で 考 察 ） で ハ
イ ブ リ ダ イ ズ し 、 さ ら に （ 3） そ の HBc配 列 が 、 配 列 番 号 :43、 44、 45、 46、 47又 は 48の DNA
配 列 と 少 な く と も 80%、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 90%、 さ ら に 好 ま し く は 少 な く と も 95%
、 も っ と も 好 ま し く は 100%の 同 一 性 を 共 有 す る 、 核 酸 分 子 は DNA変 種 配 列 と 定 義 さ れ る 。
周 知 の よ う に 、 核 酸 配 列 、 例 え ば 意 図 さ れ る 核 酸 配 列 は 、 本 明 細 書 の ま た 別 の 場 所 で 考 察
さ れ る よ う に 、 適 切 な 発 現 系 で 適 切 な プ ロ モ ー タ ー に 機 能 的 に 連 結 さ れ た と き に 発 現 さ れ
る 。
　 目 的 の キ メ ラ 分 子 を コ ー ド す る 類 似 体 又 は 類 似 核 酸 （ DNA又 は RNA） 配 列 も ま た 本 発 明 の
部 分 と し て 意 図 さ れ る 。 キ メ ラ 類 似 体 核 酸 配 列 又 は そ の 相 補 性 核 酸 配 列 は 、 配 列 番 号 :1、
2、 3、 4、 5及 び 6に 示 し た 残 基 1位 か ら 残 基 136位 の HBc配 列 部 分 と 少 な く と も 80%、 よ り 好
ま し く は 少 な く と も 90%、 も っ と も 好 ま し く は 少 な く と も 95%同 一 で あ る HBcア ミ ノ 酸 残 基
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配 列 を コ ー ド す る 。 こ の DNA又 は RNAは 本 明 細 書 で は 、 配 列 番 号 :43、 44、 45、 46、 47及 び 4
8の 核 酸 配 列 の “ 類 似 体 ” 、 又 は 前 記 核 酸 配 列 と “ 類 似 す る ” と 称 さ れ 、 配 列 番 号 :43、 44
、 45、 46、 47及 び 48の 核 酸 配 列 又 は そ れ ら の 相 補 物 と 中 等 度 の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー の ハ イ
ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 。 類 似 の 配 列 を コ ー ド す る 核 酸 は ま た 、
適 切 な ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 及 び 発 現 に 際 し て 意 図 さ れ る キ メ ラ を 生 成 す る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 異 な る 宿 主 は し ば し ば 特 定 の コ ド ン に 対 す る 優 先 性 を 有 し 、 特 定 の ア ミ ノ 酸 残 基 を コ ー
ド す る た め に 用 い ら れ る 。 そ の よ う な コ ド ン 優 先 性 は 周 知 で あ り 、 所 望 の キ メ ラ 配 列 を コ
ー ド す る DNA配 列 は 例 え ば in vitro変 異 導 入 を 用 い て 改 変 し 、 そ れ に よ っ て 前 記 酵 素 が 発
現 さ れ る べ き 特 定 の 宿 主 で 宿 主 の 好 む コ ド ン を 利 用 す る こ と が で き る 。 さ ら に ま た 、 遺 伝
暗 号 の 縮 退 を 利 用 し て 、 配 列 番 号 :43、 44、 45、 46、 47若 し く は 48の DNA又 は そ れ ら の 相 補
物 と の 実 質 的 な 同 一 性 を 回 避 し た 配 列 番 号 :1、 2、 3、 4、 5又 は 6の 配 列 の HBc部 分 を コ ー ド
す る こ と が で き る 。 し た が っ て 、 有 用 な 類 似 DNA配 列 は 、 必 ず し も 配 列 番 号 :43、 44、 45、
46、 47若 し く は 48又 は 相 補 物 と 中 等 度 の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す
る 必 要 は な い が 、 な お 目 的 の キ メ ラ 分 子 を 提 供 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 HBc AYW DNA： 配 列 番 号 :43
atggacatcg acccttataa agaatttgga gctactgtgg agttactctc gtttttgcct　 　 　 　 　  60
tctgacttct ttccttcagt acgagatctt ctagataccg cctcagctct gtatcgggaa　 　 　 　 　 120
gccttagagt ctcctgagca ttgttcacct caccatactg cactcaggca agcaattctt　 　 　 　 　 180
tgctgggggg aactaatgac tctagctacc tgggtgggtg ttaatttgga agatccagcg　 　 　 　 　 240
tctagagacc tagtagtcag ttatgtcaac actaatatgg gcctaaagtt caggcaactc　 　 　 　 　 300
ttgtggtttc acatttcttg tctcactttt ggaagagaaa cagttataga gtatttggtg　 　 　 　 　 360
tctttcggag tgtggattcg cactcctcca gcttatagac caccaaatgc ccctatccta　 　 　 　 　 420
tcaacacttc cggagactac tgttgttaga cgacgaggca ggtcccctag aagaagaact　 　 　 　 　 480
ccctcgcctc gcagacgaag gtctcaatcg ccgcgtcgca gaagatctca atctcgggaa　 　 　 　 　 540
tctcaatgt
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 HBc ADW DNA： 配 列 番 号 :44
atggacattg acccttataa agaatttgga gctactgtgg agttactctc gtttttgcct　 　 　 　 　  60
tctgacttct ttccttccgt acgagatctc ctagacaccg cctcagctct gtatcgagaa　 　 　 　 　 120
gccttagagt ctcctgagca ttgctcacct caccatactg cactcaggca agccattctc　 　 　 　 　 180
tgctgggggg aattgatgac tctagctacc tgggtgggta ataatttgca agatccagca　 　 　 　 　 240
tccagagatc tagtagtcaa ttatgttaat actaacatgg gtttaaagat caggcaacta　 　 　 　 　 300
ttgtggtttc atatatcttg ccttactttt ggaagagaga ctgtacttga atatttggtc　 　 　 　 　 360
tctttcggag tgtggattcg cactcctcca gcctatagac caccaaatgc ccctatctta　 　 　 　 　 420
tcaacacttc cggaaactac tgttgttaga cgacgggacc gaggcaggtc ccctagaaga　 　 　 　 　 480
agaactccct cgcctcgcag acgcagatct caatcgccgc gtcgcagaag atctcaatct　 　 　 　 　 540
cgggaatctc aatgt
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 HBc ADW2 DNA： 配 列 番 号 :45
atggacattg acccttataa agaatttgga gctactgtgg agttactctc gtttttgcct　 　 　 　 　  60
tctgacttct ttccttccgt cagagatctc ctagacaccg cctcagctct gtatcgagaa　 　 　 　 　 120
gccttagagt ctcctgagca ttgctcacct caccatactg cactcaggca agccattctc　 　 　 　 　 180
tgctgggggg aattgatgac tctagctacc tgggtgggta ataatttgga agatccagca　 　 　 　 　 240
tctagggatc ttgtagtaaa ttatgttaat actaacgtgg gtttaaagat caggcaacta　 　 　 　 　 300
ttgtggtttc atatatcttg ccttactttt ggaagagaga ctgtacttga atatttggtc　 　 　 　 　 360
tctttcggag tgtggattcg cactcctcca gcctatagac caccaaatgc ccctatctta　 　 　 　 　 420
tcaacacttc cggaaactac tgttgttaga cgacgggacc gaggcaggtc ccctagaaga　 　 　 　 　 480
agaactccct cgcctcgcag acgcagatct ccatcgccgc gtcgcagaag atctcaatct　 　 　 　 　 540
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cgggaatctc aatgt
【 ０ ０ ４ ９ 】
HBc ADYW DNA： 配 列 番 号 :46
atggacattg acccttataa agaatttgga gctactgtgg agttactctc gtttttgcct　 　 　 　 　  60
tctgacttct ttccttccgt acgagatctt ctagataccg ccgcagctct gtatcgggat　 　 　 　 　 120
gccttagagt ctcctgagca ttgttcacct caccatactg cactcaggca agcaattctt　 　 　 　 　 180
tgctggggag acttaatgac tctagctacc tgggtgggta ctaatttaga agatccagca　 　 　 　 　 240
tctagggacc tagtagtcag ttatgtcaac actaatgtgg gcctaaagtt cagacaatta　 　 　 　 　 300
ttgtggtttc acatttcttg tctcactttt ggaagagaaa cggttctaga gtatttggtg　 　 　 　 　 360
tcttttggag tgtggattcg cactcctcca gcttatagac caccaaatgc ccctatccta　 　 　 　 　 420
tcaacgcttc cggagactac tgttgttaga cgacgaggca ggtcccctag aagaagaact　 　 　 　 　 480
ccctcgcctc gcagacgaag atctcaatcg ccgcgtcgca gaagatctca atctcgggaa　 　 　 　 　 540
tctcaatgt
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 ウ ッ ド チ ャ ッ ク DNA： 配 列 番 号 :47
atggctttgg ggcatggaca tagatcctta taaagaattt ggttcatctt atcagttgtt　 　 　 　 　  60
gaattttctt cctttggact tctttcctga tcttaatgct ttggtggaca ctgctactgc　 　 　 　 　 120
cttgtatgaa gaagaactaa caggtaggga acattgctct ccgcaccata cagctattag　 　 　 　 　 180
acaagcttta gtatgctggg atgaattaac taaattgata gcttggatga gctctaacat　 　 　 　 　 240
aacttctgaa caagtaagaa caatcattgt aaatcatgtc aatgatacct ggggacttaa　 　 　 　 　 300
ggtgagacaa agtttatggt ttcatttgtc atgtctcact ttcggacaac atacagttca　 　 　 　 　 360
agaattttta gtaagttttg gagtatggat caggactcca gctccatata gacctcctaa　 　 　 　 　 420
tgcacccatt ctctcgactc ttccggaaca tacagtcatt aggagaagag gaggtgcaag　 　 　 　 　 480
agcttctagg tcccccagaa gacgcactcc ctctcctcgc aggagaagat ctcaatcacc　 　 　 　 　 540
gcgtcgcag
【 ０ ０ ５ １ 】
　 地 上 性 リ ス DNA
atgtatcttt ttcacctgtg ccttgttttt gcctgtgttc catgtcctac tgttcaagcc　 　 　 　 　  60
tccaagctgt gccttggatg gctttgggac atggacatag atccctataa agaatttggt　 　 　 　 　 120
tcttcttatc agttgttgaa ttttcttcct ttggactttt ttcctgatct caatgcattg　 　 　 　 　 180
gtggacactg ctgctgctct ttatgaagaa gaattaacag gtagggagca ttgttctcct　 　 　 　 　 240
catcatactg ctattagaca ggccttagtg tgttgggaag aattaactag attaattaca　 　 　 　 　 300
tggatgagtg aaaatacaac agaagaagtt agaagaatta ttgttgatca tgtcaataat　 　 　 　 　 360
acttggggac ttaaagtaag acagacttta tggtttcatt tatcatgtct tacttttgga　 　 　 　 　 420
caacacacag ttcaagaatt tttggttagt tttggagtat ggattagaac tccagctcct　 　 　 　 　 480
tatagaccac ctaatgcacc cattttatca actcttccgg aacatacagt cattaggaga　 　 　 　 　 540
agaggaggtt caagagctgc taggtccccc cgaagacgca ctccctctcc tcgcaggaga　 　 　 　 　 600
aggtctcaat caccgcgtcg cagacgctct caatctccag cttccaactg c　 　 　 　 　 　 　 　 　  651
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 上 記 で 考 察 し た よ う に 目 的 の キ メ ラ を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 規 定 す る 外 因 性 核 酸 セ グ メ ン
ト （ 例 え ば DNAセ グ メ ン ト 又 は 配 列 ） 及 び 前 記 遺 伝 子 の 発 現 を 適 合 性 宿 主 生 物 で 駆 動 さ せ
る た め に 適 し た プ ロ モ ー タ ー に 機 能 的 に 連 結 さ れ た ベ ク タ ー を 含 む 、 組 換 え 核 酸 分 子 （ 例
え ば DNA分 子 ） も ま た 、 本 発 明 で 意 図 さ れ る 。 よ り 具 体 的 に は 、 キ メ ラ の HBc部 分 の た め の
遺 伝 子 、 又 は 、 配 列 番 号 :43、 44、 45、 46、 47若 し く は 48の キ メ ラ 遺 伝 子 と 少 な く と も 90%
の 同 一 性 を 有 し 、 さ ら に 前 記 遺 伝 子 と 中 等 度 の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ
ズ す る DNA変 種 を 規 定 す る DNAセ グ メ ン ト と 機 能 的 に 連 結 さ れ た 、 宿 主 生 物 細 胞 で キ メ ラ の
発 現 を 駆 動 さ せ る た め の プ ロ モ ー タ ー を 含 む ベ ク タ ー を 含 む 組 換 え DNA分 子 も ま た 意 図 さ
れ る 。
　 さ ら に ま た 意 図 さ れ る も の は 、 配 列 番 号 :1、 2、 3、 4、 5又 は 6の 配 列 の HBc部 分 と 少 な く
と も 80%同 一 、 よ り 好 ま し く は 90%同 一 、 も っ と も 好 ま し く は 95%同 一 の HBcキ メ ラ 部 分 の ア
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ミ ノ 酸 残 基 配 列 を コ ー ド す る 類 似 体 核 酸 配 列 で あ る DNAセ グ メ ン ト に 機 能 的 に 連 結 さ れ た
、 宿 主 生 物 の 細 胞 で キ メ ラ の 発 現 を 駆 動 さ せ る た め の プ ロ モ ー タ ー を 含 む ベ ク タ ー を 含 む
組 換 え DNA分 子 で あ る 。 前 記 組 換 え DNA分 子 は 、 適 切 な ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 及 び 宿 主 細 胞
で の 発 現 に 際 し て 、 目 的 の キ メ ラ 分 子 を 提 供 す る 。
　 特 記 さ れ る こ と は 、 そ の 30ア ミ ノ 酸 残 基 の た め に 、 地 上 性 リ ス の HBcの N-末 端 配 列 は 、
他 の HBc配 列 の い ず れ と も ア ラ イ ン メ ン ト さ れ ず 、 前 記 配 列 及 び そ の コ ー ド 配 列 並 び に そ
れ ら の 相 補 物 は 上 記 の 同 一 性 パ ー セ ン テ ー ジ に 含 ま れ ず 、 前 記 30残 基 配 列 又 は そ の 相 補 物
を コ ー ド す る 核 酸 部 分 は ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 測 定 に 用 い ら れ な か っ た こ と で あ る 。 同
様 に 、 そ の HBcの N-末 端 及 び C-末 端 の い ず れ か 又 は 両 端 で 切 り 縮 め ら れ た 配 列 も 同 一 性 の
計 算 に 含 ま れ ず 、 イ ム ノ ド ミ ナ ン ト ル ー プ の 残 基 が 異 種 エ ピ ト ー プ の 挿 入 の た め に 除 去 さ
れ た 配 列 も 同 様 に 含 ま れ な い 。 し た が っ て 、 キ メ ラ 分 子 に 存 在 す る こ れ ら HBcコ ー ド 塩 基
又 は HBc配 列 残 基 だ け が 、 同 一 性 パ ー セ ン テ ー ジ の 計 算 に 含 ま れ 、 ア ラ イ ン メ ン ト さ れ た
核 酸 又 は ア ミ ノ 酸 残 基 配 列 と 比 較 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 本 明 細 書 で 開 示 し た 遺 伝 子 の コ ー ド 配 列 が 配 列 番 号 :43、 44、 45、 46、 47及 び 48に 示 さ
れ て い る 限 り 、 単 離 核 酸 セ グ メ ン ト 、 好 ま し く は DNA配 列 、 変 種 及 び そ の 類 似 体 （ 遺 伝 子
の た め の 開 始 ATGコ ド ン で 始 ま り 、 各 遺 伝 子 の 終 止 コ ド ン で 又 は そ の 直 ぐ 下 流 で 終 わ る ）
は 、 当 業 界 で 周 知 の よ う に in vitro変 異 導 入 に よ っ て 調 製 す る こ と が で き る （ 前 記 は 以 下
の 文 献 で 考 察 さ れ て い る ： Current Protocols In Molecular Biology, Ausabel et al. e
ds., John Wiley & Sons (New York: 1987) p. 8.1.1.-8.1.6） 。 し た が っ て 、 所 望 の 制
限 部 位 は 、 開 始 コ ド ン で 若 し く は 開 始 コ ド ン の 上 流 で 、 又 は 終 止 コ ド ン で 若 し く は 終 止 コ
ド ン の 下 流 で 操 作 さ れ 、 そ の 結 果 他 の 遺 伝 子 の 調 製 、 切 り 出 し 、 及 び 単 離 を 可 能 に す る こ
と が で き る 。
　 当 業 界 で 周 知 の よ う に 、 必 要 な 核 酸 （ 例 示 的 に は DNA配 列 ） が 存 在 す る か ぎ り （ 開 始 シ
グ ナ ル 及 び 終 止 シ グ ナ ル を 含 む ） 、 付 加 さ れ る 塩 基 対 は 通 常 は セ グ メ ン ト の い ず れ か の 端
に 存 在 し 、 前 記 セ グ メ ン ト は な お タ ン パ ク 質 の 発 現 に 利 用 す る こ と が で き る 。 前 記 は 、 も
ち ろ ん 、 発 現 を 抑 制 し た り 、 発 現 を 所 望 さ れ る 酵 素 を 消 費 す る 更 な る 生 成 物 を 発 現 し た り
、 前 記 所 望 酵 素 に よ っ て 生 成 さ れ る 目 的 の 反 応 生 成 物 を 消 費 す る 生 成 物 を 発 現 し た り 、 さ
も な け れ ば DNAセ グ メ ン ト の 遺 伝 子 の 発 現 に 干 渉 し た り す る 機 能 的 に 連 結 さ れ た DNA配 列 が
前 記 セ グ メ ン ト に 存 在 し な い と 仮 定 す る 。
　 し た が っ て 、 DNAセ グ メ ン ト が そ の よ う な 干 渉 的 DNA配 列 を 含 ま な い か ぎ り 、 本 発 明 の DN
Aセ グ メ ン ト は 長 さ が 約 500か ら 約 15,000塩 基 対 で あ り え る 。 複 製 と 発 現 （ 所 望 さ れ る 場 合
） の た め に 必 要 な 最 小 限 の DNA配 列 の 全 て が 存 在 す る か ぎ り 、 組 換 え DNA分 子 （ 特 に 発 現 ベ
ク タ ー ） の 最 大 サ イ ズ は 、 一 般 に 、 便 利 さ 及 び 宿 主 細 胞 に よ っ て 収 納 さ れ え る ベ ク タ ー の
サ イ ズ に よ っ て 決 定 さ れ る 。 最 小 限 の ベ ク タ ー サ イ ズ は 周 知 で あ る 。 そ の よ う な 長 い DNA
セ グ メ ン ト は 好 ま し く な い が 、 用 い る こ と は で き る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 以 前 に 記 載 し た キ メ ラ を コ ー ド す る DNAセ グ メ ン ト は 、 化 学 的 技 術 、 例 え ば ホ ス ホ ト リ
エ ス テ ル 法 （ Matteucci et al. (1991) J. Am. Chem. Soc., 103:3185） に よ っ て 合 成 す
る こ と が で き る 。 も ち ろ ん 、 コ ー ド 配 列 を 化 学 的 に 合 成 す る こ と に よ り 、 任 意 の 所 望 の 改
変 は 、 天 然 の ア ミ ノ 酸 残 基 配 列 を 適 切 な 塩 基 で 置 換 す る こ と に よ っ て 簡 単 に 実 施 す る こ と
が で き る 。 し か し な が ら 、 以 前 に 考 察 し た 配 列 を 含 む DNAセ グ メ ン ト が 好 ま し い 。
　 目 的 の HBcキ メ ラ は 、 多 数 の 形 質 転 換 宿 主 系 （ 典 型 的 に 宿 主 細 胞 ） で 製 造 （ 発 現 ） す る
こ と が で き る が 、 た だ し 無 細 胞 、 in vitro系 で の 発 現 も ま た 意 図 さ れ る 。 こ れ ら の 宿 主 細
胞 系 に は 、 組 換 え バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ 、 プ ラ ス ミ ド 又 は コ ス ミ ド DNA発 現 ベ ク タ ー で 形 質
転 換 さ れ た 微 生 物 （ 例 え ば 細 菌 ） ； 酵 母 発 現 ベ ク タ ー で 形 質 転 換 さ れ た 酵 母 ； ウ イ ル ス 発
現 ベ ク タ ー （ 例 え ば バ キ ュ ロ ウ イ ル ス ） を 感 染 さ せ た 昆 虫 細 胞 系 ； ウ イ ル ス 発 現 ベ ク タ ー
（ 例 え ば カ リ フ ラ ワ ー モ ザ イ ク ウ イ ル ス ； タ バ コ モ ザ イ ク ウ イ ル ス ） 又 は 細 菌 発 現 ベ ク タ
ー （ 例 え ば Tiプ ラ ス ミ ド ） で 形 質 転 換 さ れ た 植 物 細 胞 系 ； 又 は 適 切 に 形 質 転 換 さ れ た 動 物
細 胞 系 （ 例 え ば CHO又 は COS細 胞 ） が 含 ま れ る が 、 た だ し こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 本 発 明 は
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、 用 い ら れ る 宿 主 細 胞 に よ っ て 制 限 さ れ な い 。
　 HBcキ メ ラ を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 含 む DNAセ グ メ ン ト は 、 好 ま し く は 前 記 遺 伝 子 を 含 む 組
換 え DNA分 子 （ プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー ） か ら 入 手 さ れ る 。 キ メ ラ 遺 伝 子 の HBcキ メ ラ タ ン パ ク
質 へ の 発 現 を 誘 導 す る こ と が で き る ベ ク タ ー は 、 本 明 細 書 で は “ 発 現 ベ ク タ ー ” と 称 さ れ
る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 発 現 ベ ク タ ー は 、 プ ロ モ ー タ ー を 含 む 発 現 制 御 エ レ メ ン ト を 含 む 。 キ メ ラ コ ー ド 遺 伝 子
は 発 現 ベ ク タ ー に 機 能 的 に 連 結 さ れ 、 プ ロ モ ー タ ー 配 列 が 、 RNAポ リ メ ラ ー ゼ 結 合 及 び キ
メ ラ コ ー ド 遺 伝 子 の 発 現 を 誘 導 す る の を 可 能 に す る 。 ポ リ ペ プ チ ド コ ー ド 配 列 の 発 現 で 有
用 な も の は 、 誘 導 性 、 ウ イ ル ス 性 、 合 成 、 構 成 性 （ Poszkowskiら （ EMBO J. (1989) 3:271
9） 及 び Odellら （ Nature (1985) 313:810） が 記 載 し た よ う な も の ） プ ロ モ ー タ ー の 他 に
、 一 過 的 調 節 性 、 空 間 的 調 節 性 、 一 過 的 空 間 的 調 節 性 プ ロ モ ー タ ー （ Chuaら （ Science (1
989) 244:174-181） が 提 供 し た も の ） で あ る 。
　 原 核 細 胞 （ 例 え ば 大 腸 菌 ） で 使 用 さ れ る 好 ま し い プ ロ モ ー タ ー は Rec 7プ ロ モ ー タ ー で
、 前 記 は 外 因 的 に 供 給 さ れ る ナ リ ジ ク ス 酸 に よ っ て 誘 導 す る こ と が で き る 。 よ り 好 ま し い
プ ロ モ ー タ ー は 、 プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー JHEX25（ Promegaか ら 入 手 で き る ） に 存 在 し 、 前 記
は 外 因 的 に 供 給 さ れ る イ ソ プ ロ ピ ル -β -D-チ オ ガ ラ ク ト -ピ ラ ノ シ ド （ IPTG） に よ っ て 誘
導 す る こ と が で き る 。 さ ら に 好 ま し い プ ロ モ ー タ ー 、 tacプ ロ モ ー タ ー は プ ラ ス ミ ド ベ ク
タ ー pKK223-3に 存 在 し 、 外 因 的 に 供 給 さ れ る IPTGに よ っ て ま た 誘 導 す る こ と が で き る 。 pK
K223-3プ ラ ス ミ ド は 多 数 の 大 腸 菌 株 （ 例 え ば XL-1、 TB1、 BL21及 び BLR） か ら 、 約 25か ら 約
100μ Mの IPTGを 誘 導 に 用 い て 良 好 に 発 現 さ せ る こ と が で き 、 驚 く べ き こ と に は 、 約 25か ら
約 50μ Mの IPTGの 濃 度 が 、 2Lの シ ェ ー カ ー フ ラ ス コ 及 び 発 酵 装 置 で 最 適 結 果 を 提 供 す る こ
と が 判 明 し た 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 他 の 微 生 物 （ 例 え ば サ ル モ ネ ラ （ 例 え ば 腸 チ フ ス 菌 （ S. typhi） 、 ネ ズ ミ チ フ ス 菌 （ S.
 typhimurium） 及 び ネ ズ ミ チ フ ス 菌 -大 腸 菌 ハ イ ブ リ ッ ド ） 、 酵 母 （ 例 え ば サ ッ カ ロ ミ セ
ス ・ セ レ ビ シ エ （ S. cerevisiae） 又 は ピ キ ア ・ パ ス ト リ ス （ Pichia pastoris） ） 、 哺 乳
動 物 細 胞 （ 例 え ば チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 卵 巣 （ CHO） 細 胞 ） 、 単 子 葉 及 び 双 子 葉 の 両 植
物 細 胞 （ 一 般 的 に 及 び 特 に 双 子 葉 植 物 の 貯 蔵 器 官 、 例 え ば 根 、 種 子 又 は 果 実 が 特 に 経 口 ワ
ク チ ン 又 は 接 種 物 の 場 合 に 所 望 さ れ る ） 、 昆 虫 細 胞 （ 例 え ば オ ー ト グ ラ フ ァ ・ カ リ フ ォ ル
ニ カ （ Autographa californica） 核 多 角 体 病 ウ イ ル ス （ AcNPV） 又 は バ キ ュ ロ ウ イ ル ス を
使 用 す る S.フ ル ギ ペ ル ダ （ Frugiperda） 細 胞 又 は ト リ コ プ ル シ ア （ Trichoplusia） ） で の
目 的 の キ メ ラ 分 子 の 発 現 は 、 前 述 の 親 出 願 の 他 に 公 開 さ れ た WO02/14478 A2で 詳 細 に 考 察
さ れ て い る 。 こ れ ら の 発 現 態 様 は 、 し た が っ て 意 図 さ れ て は い る が 本 明 細 書 で は こ れ 以 上
詳 細 に は 考 察 さ れ な い 。
　 相 補 性 粘 着 末 端 又 は 平 滑 端 を 介 し て DNAを 機 能 的 に 結 合 さ せ る 多 様 な 方 法 が 開 発 さ れ た
。 例 え ば 、 相 補 的 な ホ モ ポ リ マ ー 索 を DNAセ グ メ ン ト に 付 加 し 、 ベ ク タ ー DNAに 挿 入 す る こ
と が で き る 。 続 い て 前 記 ベ ク タ ー 及 び DNAセ グ メ ン ト を 相 補 的 な ホ モ ポ リ マ ー テ ー ル 間 の
水 素 結 合 に よ っ て 結 合 さ せ て 組 換 え DNA分 子 を 生 成 す る 。
　 ま た 別 に は 、 1つ 又 は 2つ 以 上 の 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 部 位 を 含 む 合 成 リ ン カ ー を 用 い
て 、 以 前 に 記 載 し た よ う に 、 DNAセ グ メ ン ト を 発 現 ベ ク タ ー と 結 合 さ せ る こ と が で き る 。
平 滑 端 DNAセ グ メ ン ト を 大 過 剰 の 合 成 リ ン カ ー 分 子 と 一 緒 に 、 平 滑 端 DNA分 子 の 連 結 を 触 媒
す る こ と が で き る 酵 素 （ 例 え ば バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ T4の DNAリ ガ ー ゼ ） の 存 在 下 で 、 イ ン
キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ っ て 、 合 成 リ ン カ ー を 平 滑 端 DNAセ グ メ ン ト に 結 合 さ せ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 し た が っ て 、 反 応 生 成 物 は 、 合 成 リ ン カ ー 配 列 を そ の 末 端 に 含 む DNAセ グ メ ン ト で あ る
。 続 い て 、 こ れ ら の DNAセ グ メ ン ト を 適 切 な 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ で 切 断 し 、 さ ら に 発
現 ベ ク タ ー に 連 結 す る （ 前 記 ベ ク タ ー は 予 め 合 成 リ ン カ ー の 末 端 と 適 合 で き る 末 端 を 生 じ
る 酵 素 で 切 断 さ れ て い る ） 。 種 々 の 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 部 位 を 含 む 合 成 リ ン カ ー は 多
数 の 供 給 元 （ New England Biolabs（ Beverly, MA） を 含 む ） か ら 市 販 さ れ て い る 。 所 望 の
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DNAセ グ メ ン ト は ま た PCR技 術 を 用 い て 得 る こ と が で き る 。 前 記 技 術 で は 、 フ ォ ワ ー ド 及 び
リ バ ー ス プ ラ イ マ ー は 、 遺 伝 子 を ベ ク タ ー に 挿 入 で き る よ う に 、 増 幅 後 に 切 断 で き る 所 望
の 制 限 部 位 を 含 む 。 ま た 別 に は 、 PCR生 成 物 は 、 当 業 界 で 周 知 の よ う に 、 T-オ ー バ ー ハ ン
グ を 含 む ベ ク タ ー （ Promega Corp., A3600, Madison, WI） で 直 接 ク ロ ー ニ ン グ す る こ と
が で き る 。
　 発 現 さ れ た キ メ ラ タ ン パ ク 質 は 、 単 細 胞 で あ れ 多 細 胞 宿 主 内 の 細 胞 で あ れ 、 宿 主 細 胞 内
で 自 己 会 合 し て 粒 子 を 形 成 す る 。 粒 子 を 含 む 細 胞 は 標 準 的 な 方 法 を 用 い て 採 集 し 、 前 記 細
胞 を フ レ ン チ プ レ ッ シ ャ ー セ ル 、 リ ゾ チ ー ム 、 ソ ニ ケ ー タ ー 、 ビ ー ズ ビ ー タ ー 又 は マ イ ク
ロ フ ル ー イ ダ イ ザ ー （ Microfluidics International Corp., Newton, MA） を 用 い て 溶 解
す る 。 溶 解 物 を 清 澄 化 し た 後 、 粒 子 を 45%硫 安 で 沈 殿 さ せ 、 20mMの リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム （ pH6
.8） に 再 懸 濁 さ せ 、 同 じ 緩 衝 液 に 対 し て 透 析 す る 。 透 析 し た 材 料 を 短 時 間 遠 心 に よ っ て 清
澄 化 し 、 上 清 を セ フ ァ ロ ー ス (商 標 )CL-4Bを 用 い て ゲ ル ろ 過 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に 付 す 。
粒 子 を 含 む 分 画 を 特 定 し 、 ヒ ド ロ キ シ ア パ タ イ ト ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に 付 し 、 硫 安 で 再 度
沈 殿 さ せ 、 そ の 後 、 透 析 及 び ろ 過 滅 菌 を 実 施 し 、 -70℃ で 保 存 す る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　
　 先 に 記 載 し た 、 好 ま し く は 粒 子 状 形 の 組 換 え HBcキ メ ラ 免 疫 原 は 、 医 薬 的 に 許 容 で き る
賦 形 剤 組 成 物 （ 好 ま し く は 水 性 で あ る ） に 免 疫 原 と し て 有 効 な 量 で 溶 解 又 は 懸 濁 さ せ て 、
接 種 物 又 は ワ ク チ ン を 作 る 。 免 疫 を 必 要 と す る 、 又 は 抗 体 の 誘 発 が 所 望 さ れ る 宿 主 動 物 、
例 え ば 哺 乳 動 物 （ 例 え ば マ ウ ス 、 イ ヌ 、 ヤ ギ 、 ヒ ツ ジ 、 ウ マ 、 ウ シ 、 サ ル 、 尾 無 し サ ル 又
は ヒ ト ） 又 は 鳥 類 （ 例 え ば ニ ワ ト リ 、 シ チ メ ン チ ョ ウ 、 ア ヒ ル ま た は カ モ ） に 投 与 し た と
き 、 接 種 物 は 、 前 記 免 疫 原 に 存 在 す る イ ン フ ル エ ン ザ A M2 B細 胞 エ ピ ト ー プ と 免 疫 反 応 す
る 抗 体 を 誘 発 す る 。 ワ ク チ ン で は 、 こ の よ う に し て 誘 発 さ れ た 抗 体 は ま た 、 in vivoで ウ
イ ル ス 又 は ウ イ ル ス 感 染 細 胞 と 免 疫 反 応 し （ 結 合 し ） 、 宿 主 を 病 原 性 イ ン フ ル エ ン ザ 感 染
か ら 防 御 す る と 考 え ら れ る 。 あ る 動 物 で ワ ク チ ン で あ る 組 成 物 は 、 別 の 宿 主 に と っ て 、 イ
ン フ ル エ ン ザ Aに 感 染 し て い な い 第 二 の 宿 主 で 抗 体 が 誘 発 さ れ る 場 合 の よ う に 、 接 種 物 と
な り え る 。
　 各 免 疫 で 用 い ら れ る 組 換 え HBcキ メ ラ 免 疫 原 の 量 は 免 疫 原 と し て 有 効 な 量 と 称 さ れ 、 広
範 囲 に 、 と り わ け 下 記 で 考 察 す る よ う に 組 換 え HBcキ メ ラ 免 疫 原 、 免 疫 さ れ る 動 物 宿 主 、
及 び ワ ク チ ン 中 の ア ジ ュ バ ン ト の 有 無 に 応 じ て 変 動 す る こ と が で き る 。 ワ ク チ ン お よ び 接
種 物 の 免 疫 原 と し て 有 効 な 量 に よ っ て 、 そ れ ぞ れ 下 記 で 考 察 す る よ う に 、 防 御 又 は 抗 体 活
性 が 提 供 さ れ る 。
　 ワ ク チ ン 又 は 接 種 物 は 典 型 的 に は 、 接 種 当 た り 約 １ マ イ ク ロ グ ラ ム か ら 約 １ ミ リ グ ラ ム
（ ユ ニ ッ ト ド ー ス ） の 組 換 え HBcキ メ ラ 免 疫 原 濃 度 、 好 ま し く は 約 10マ イ ク ロ グ ラ ム か ら
約 50マ イ ク ロ グ ラ ム /ユ ニ ッ ト ド ー ス の 組 換 え HBcキ メ ラ 免 疫 原 濃 度 を 含 む 。 マ ウ ス で の 免
疫 は 、 典 型 的 に は 10又 は 20μ gの キ メ ラ 粒 子 を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 “ ユ ニ ッ ト ド ー ス ” と い う 用 語 は 、 本 発 明 の ワ ク チ ン 又 は 接 種 物 に 関 す る 場 合 、 動 物 に
対 し て 分 割 で き な い 投 与 量 と し て 適 切 な 物 理 的 に 分 離 さ れ た ユ ニ ッ ト を 指 し 、 各 ユ ニ ッ ト
は 、 必 要 な 希 釈 剤 （ す な わ ち 担 体 又 は 賦 形 剤 ） と 一 緒 に 所 望 の 免 疫 原 と し て の 効 果 を 個 々
に 又 は 総 合 的 に 生 じ る よ う に 計 算 し た 予 め 定 め た 量 の 活 性 物 質 を 含 む 。 一 ユ ニ ッ ト 投 与 又
は 複 数 ユ ニ ッ ト 投 与 を 用 い て 、 免 疫 原 と し て 有 効 量 の 組 換 え HBcキ メ ラ 免 疫 原 粒 子 を 提 供
す る こ と が で き る 。
　 ワ ク チ ン 又 は 接 種 物 は 、 典 型 的 に は 回 収 さ れ た 組 換 え HBcキ メ ラ 免 疫 原 粒 子 か ら 、 生 理
学 的 に 寛 容 性 を 有 す る （ 許 容 で き る ） 希 釈 ビ ヒ ク ル （ 例 え ば 水 、 食 塩 水 、 リ ン 酸 緩 衝 食 塩
水 （ PBS） 、 酢 酸 緩 衝 食 塩 水 （ ABS） 、 リ ン ゲ ル 液 な ど ） 中 に 前 記 粒 子 を 分 散 さ せ て 水 性 組
成 物 を 形 成 す る こ と に よ っ て 調 製 さ れ る 。 前 記 希 釈 ビ ヒ ク ル は ま た 、 以 下 で 考 察 さ れ る よ
う に 油 性 物 質 、 例 え ば ピ ー ナ ツ 油 、 ス ク ァ ラ ン 又 は ス ク ァ レ ン を 含 む こ と が で き る 。
　 免 疫 原 と し て 活 性 な 成 分 は し ば し ば 、 医 薬 的 に 許 容 で き 、 か つ 活 性 成 分 と 適 合 す る 賦 形
剤 と 混 合 さ れ る 。 適 切 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 、
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エ タ ノ ー ル な ど 及 び 前 記 の 組 合 せ で あ る 。 さ ら に ま た 、 所 望 さ れ る 場 合 は 、 接 種 物 又 は ワ
ク チ ン は 、 組 成 物 の 免 疫 原 と し て の 有 効 性 を 強 化 す る 微 量 の 補 助 物 質 、 例 え ば 湿 潤 剤 又 は
乳 化 剤 、 pH緩 衝 剤 を 含 む こ と が で き る 。
　 有 利 に は 意 図 さ れ る ワ ク チ ン 又 は 接 種 物 は ま た ア ジ ュ バ ン ト を 含 む 。 本 発 明 の ワ ク チ ン
お よ び 接 種 物 の た め に 適 切 な ア ジ ュ バ ン ト は 、 キ メ ラ の B細 胞 エ ピ ト ー プ に 対 し て 抗 体 応
答 を 強 化 す る こ と が で き る ア ジ ュ バ ン ト と と も に 、 キ メ ラ に 含 ま れ る T細 胞 エ ピ ト ー プ に
対 し て 細 胞 仲 介 応 答 を 強 化 す る こ と が で き る ア ジ ュ バ ン ト を 含 む 。 ア ジ ュ バ ン ト は 当 分 野
で 周 知 で あ る （ 例 え ば 以 下 を 参 照 さ れ た い ： Vaccine Design-The Subunit and Adjubant 
Approach, 1995 , Vol.6, M.F. Powell and M.J. Newman,
 Plenum Press, New York and London, ISBN 0-306-44867-X） 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 典 型 的 な ア ジ ュ バ ン ト に は 、 完 全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト （ CFA） （ 前 記 は 人 間 に は 使
用 さ れ な い ） 、 不 完 全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト （ IFA） 、 ス ク ァ レ ン 、 ス ク ァ ラ ン 及 び ミ
ョ ウ バ ン （ 例 え ば ア ル ヒ ド ロ ゲ ル （ Alhydrogel（ 商 標 ） ） （ Superfos, Denmark） ） が 含
ま れ る 。 前 記 は 当 分 野 で 周 知 で あ り 、 い く つ か の 供 給 元 か ら 市 販 さ れ て い る 。
　 本 発 明 の 免 疫 原 と と も に 使 用 す る た め に 好 ま し い ア ジ ュ バ ン ト に は 、 ア ル ミ ニ ウ ム 又 は
カ ル シ ウ ム の 塩 （ 例 え ば 水 酸 化 物 又 は リ ン 酸 塩 ） が 含 ま れ る 。 本 発 明 で の 使 用 に 特 に 好 ま
し い ア ジ ュ バ ン ト は 水 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム ゲ ル 、 例 え ば ア ル ヒ ド ロ ゲ ル （ 商 標 ） で あ る 。 水
酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム ゲ ル の 場 合 、 キ メ ラ タ ン パ ク 質 は 、 単 位 投 与 量 当 た り 約 50か ら 約 800マ
イ ク ロ グ ラ ム 、 好 ま し く は 約 400か ら 約 600マ イ ク ロ グ ラ ム が 存 在 す る よ う に ア ジ ュ バ ン ト
と 混 合 さ れ る 。 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム ナ ノ 粒 子 （ CAP） は 、 バ イ オ サ ン テ 社 （ Biosante, Inc.,
 Lincolshire, IL） に よ っ て 開 発 さ れ た ア ジ ュ バ ン ト で あ る 。 問 題 の 免 疫 原 は 粒 子 の 外 側
を 被 覆 さ れ る か 、 又 は 内 部 に 被 包 化 さ れ る （ He et al. (Nov. 2000) Clin. Diagn. Lab. 
Immunol. 7(6):899-903） 。
　 本 発 明 の 免 疫 原 と と も に 使 用 さ れ る ま た 別 の 特 に 好 ま し い ア ジ ュ バ ン ト は エ マ ル ジ ョ ン
で あ る 。 意 図 さ れ る エ マ ル ジ ョ ン は 水 中 油 エ マ ル ジ ョ ン ま た は 油 中 水 エ マ ル ジ ョ ン で あ る
。 免 疫 原 性 キ メ ラ タ ン パ ク 質 の 他 に 、 そ の よ う な エ マ ル ジ ョ ン は 、 周 知 の ス ク ァ レ ン 、 ス
ク ァ ラ ン 、 ピ ー ナ ツ 油 な ど の 油 相 お よ び 分 散 剤 を 含 む 。 非 イ オ ン 性 分 散 剤 が 好 ま し く 、 そ
の よ う な 物 質 に は 、 ソ ル ビ タ ン 並 び に マ ン ニ ド の モ ノ -お よ び ジ -C 1 2 -C 2 4 -脂 肪 酸 エ ス テ ル
、 例 え ば ソ ル ビ タ ン モ ノ -ス テ ア レ ー ト 、 ソ ル ビ タ ン モ ノ -オ レ エ ー ト お よ び マ ン ニ ド モ ノ
-オ レ エ ー ト が 含 ま れ る 。 免 疫 原 含 有 エ マ ル ジ ョ ン は エ マ ル ジ ョ ン と し て 投 与 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 好 ま し く は 、 そ の よ う な エ マ ル ジ ョ ン は 油 中 水 エ マ ル ジ ョ ン で あ り 、 ス ク ァ レ ン 、 グ リ
セ ロ ー ル 、 及 び 界 面 活 性 剤 、 例 え ば マ ン ニ ド モ ノ -オ レ エ ー ト （ Arlacel（ 商 標 ） A） を 含
み （ 場 合 に よ っ て ス ク ァ ラ ン と と も に ） 、 水 相 中 で キ メ ラ タ ン パ ク 質 と と も に 乳 化 さ れ る
。 油 層 は 、 好 ま し く は 約 0.1か ら 約 10%の ワ ク チ ン を 含 み 、 よ り 好 ま し く は 約 0.2か ら 約 1%
を 含 む 。 油 相 の ま た 別 の 成 分 は 、 ア ル フ ァ -ト コ フ ェ ロ ー ル 、 混 合 鎖 ジ -及 び ト リ -グ リ セ
リ ド 並 び に ソ ル ビ タ ン エ ス テ ル を 含 む 。 そ の よ う な エ マ ル ジ ョ ン の よ く 知 ら れ た 例 に は 、
モ ン タ ニ ド （ Montanide（ 商 標 ） ） ISA-720及 び モ ン タ ニ ド （ 商 標 ） ISA703（ Seppic, Cast
res, France） が 含 ま れ る 。 前 記 は 各 々 、 ス ク ァ レ ン お よ び ス ク ァ ラ ン の 両 方 を 含 む と 考
え ら れ 、 い ず れ も ス ク ァ レ ン が 優 勢 で あ る が 、 モ ン タ ニ ド （ 商 標 ） ISA703で は 優 勢 の 程 度
は 低 い 。 も っ と も 好 ま し く は 、 モ ン タ ニ ド （ 商 標 ） ISA-720が 用 い ら れ 、 油 対 水 の 比 は 7：
3（ w/w） が 用 い ら れ る 。 他 の 好 ま し い 水 中 油 エ マ ル ジ ョ ン ア ジ ュ バ ン ト に は 、 WO95/17210
お よ び EP0399843に 開 示 さ れ た も の が 含 ま れ る 。
　 本 明 細 書 で は 小 分 子 ア ジ ュ バ ン ト の 使 用 も ま た 意 図 さ れ る 。 本 発 明 で 有 用 な 小 分 子 ア ジ
ュ バ ン ト の 1つ の タ イ プ は 、 米 国 特 許 4,539,205号 、 同 4,643,992号 、 同 5,011,828号 及 び 同
5,093,318号 に 記 載 さ れ た 7-置 換 -8-オ キ ソ -又 は 8-ス ル ホ -グ ア ノ シ ン 誘 導 体 で あ る （ 前 記
文 献 は 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 含 ま れ る ） 。 こ れ ら の 物 質 の う ち で 、 7-ア リ ル -8-オ キ ソ グ
ア ノ シ ン （ ロ キ ソ リ ビ ン ） が 特 に 好 ま し い 。 前 記 分 子 は 抗 原 （ 免 疫 原 ） 特 異 的 応 答 の 誘 発
に 特 に 有 効 で あ る こ と が 示 さ れ た 。
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【 ０ ０ ６ ２ 】
　 好 ま し い 有 用 な ア ジ ュ バ ン ト に は 、 モ ノ ホ ス ホ リ ル 脂 質 A（ MPL(商 標 )） 、 3-デ ア シ ル モ
ノ ホ ス ホ リ ル 脂 質 A（ 3D-MPL(商 標 )） が 含 ま れ 、 前 記 は 、 リ ビ イ ム ノ ケ ム 社 （ Ribi Immuno
chem, Hamilton, Montana） に よ っ て 製 造 さ れ て い る 周 知 の ア ジ ュ バ ン ト で あ る 。 前 記 ア
ジ ュ バ ン ト は 、 細 菌 か ら 抽 出 さ れ た 3つ の 成 分 （ モ ノ ホ ス ホ リ ル 脂 質 （ MPL） A、 ト レ ハ ロ
ー ス ジ ミ コ レ ー ト （ TDM） お よ び 細 胞 壁 骨 格 （ CWS） ） （ MPL＋ TDM＋ CWS） を 2％ ス ク ァ レ ン
/ト ウ ィ ー ン （ Tween（ 商 標 ） ） 80エ マ ル ジ ョ ン 中 に 含 ん で い る 。 こ の ア ジ ュ バ ン ト は GB21
22204Bに 教 示 さ れ た 方 法 に よ っ て 調 製 す る こ と が で き る 。 3-デ -O-ア シ ル 化 モ ノ ホ ス ホ リ
ル 脂 質 Aの 好 ま し い 形 態 は 、 直 径 が ０ ． ２ μ m未 満 の 小 粒 子 サ イ ズ を 有 す る エ マ ル ジ ョ ン で
あ る （ EP0689454B1） 。
　 も っ と も 好 ま し い も の は 、 ア ミ ノ ア ル キ ル グ ル コ サ ミ ド 4-ホ ス フ ェ ー ト （ AGP） と 称 さ
れ る MPL(商 標 )ア ジ ュ バ ン ト と 構 造 的 に 関 係 す る 化 合 物 で 、 例 え ば RC-529(商 標 )ア ジ ュ バ
ン ト の 名 称 で コ リ キ サ 社 （ Corixa Corp.） か ら 市 販 さ れ て い る も の 、 ｛ 2-[(R)-3-テ ト ラ
デ カ ノ イ ル オ キ シ テ ト ラ デ カ ノ イ ル -ア ミ ノ ]-エ チ ル -2-デ オ キ シ -4-O-ホ ス ホ ノ -3-O-[(R)
-3-テ ト ラ デ カ ノ イ ル オ キ シ テ ト ラ デ カ ノ イ ル ]-2-[(R)-3-テ ト ラ -デ カ ノ イ ル オ キ シ テ ト
ラ -デ カ ノ イ ル ア ミ ノ ]-p-D-グ ル コ ピ ラ ノ シ ド ト リ エ チ ル ア ン モ ニ ウ ム 塩 ｝ で あ る 。 RC-52
9ア ジ ュ バ ン ト は 、 RC-529SEと し て 販 売 さ れ る ス ク ァ レ ン エ マ ル ジ ョ ン と し て 、 さ ら に RC-
529AFと し て 水 性 製 剤 と し て コ リ キ サ 社 （ Corixa Corp.） か ら 入 手 で き る （ 米 国 特 許 6,355
,257号 及 び 6,303,347； 米 国 特 許 6,113,918号 及 び U.S. Publication No.03-0092643を 参 照
さ れ た い ） 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 さ ら に 意 図 さ れ る ア ジ ュ バ ン ト に は 、 CpGヌ ク レ オ チ ド モ チ ー フ を 1回 又 は 2回 以 上 （ ＋
フ ラ ン キ ン グ 配 列 ） 含 む 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ア ジ ュ バ ン ト が 含 ま れ る （ Coley Phamac
eutical Groupか ら 入 手 で き る ） 。 QS21（ Aquila Biopharmaceuticals, Inc.か ら 入 手 で き
る ） と 称 さ れ る ア ジ ュ バ ン ト は 、 南 ア メ リ カ の 樹 木 、 ク ィ ラ ヤ =サ ポ ナ リ ア =モ リ ナ （ Quil
laja Saponaria Molina） の 樹 皮 に 由 来 す る ア ジ ュ バ ン ト 活 性 を 有 す る 免 疫 学 的 に 活 性 な
サ ポ ニ ン 分 画 （ 例 え ば ク ィ ル （ Quil（ 商 標 ） ） A） で あ り 、 そ の 製 造 方 法 は 米 国 特 許 5,057
,540号 に 開 示 さ れ て い る 。 ク ィ ル (商 標 )Aの 誘 導 体 、 例 え ば QS21（ QA21と し て も 知 ら れ て
い る ク ィ ル (商 標 )Aの HPLC精 製 分 画 誘 導 体 ） 及 び 他 の 分 画 （ 例 え ば QA17） も ま た 開 示 さ れ
る 。 ク ィ ラ ヤ =サ ポ ナ リ ア =モ リ ナ （ Quillaja Saponaria Molina） サ ポ ニ ン の 半 合 成 お よ
び 合 成 誘 導 体 、 例 え ば 米 国 特 許 5,977,081号 お よ び 6,080,725号 に 記 載 さ れ て い る も の も ま
た 有 用 で あ る 。 MF59と 称 さ れ る ア ジ ュ バ ン ト （ Chiron Corp.か ら 入 手 で き る ） は 米 国 特 許
5,709,879号 お よ び 6,086,901号 に 記 載 さ れ て い る 。
　 ム ラ ミ ル ジ ペ プ チ ド ア ジ ュ バ ン ト も ま た 意 図 さ れ 、 N-ア セ チ ル -ム ラ ミ ル -L-ス レ オ ニ ル
-D-イ ソ グ ル タ ミ ン （ thur-MDP） 、 N-ア セ チ ル -nor-ム ラ ミ ル -L-ア ラ ニ ル -D-イ ソ グ ル タ ミ
ン （ CGP11637、 nor-MDPと 称 さ れ る ） 、 お よ び N-ア セ チ ル ム ラ ミ ル -L-ア ラ ニ ル -D-イ ソ グ
ル タ ミ ル -L-ア ラ ニ ン -2-(1'-2'-ジ パ ル ミ ト リ ル -sn-グ リ セ ロ -3-ヒ ド ロ キ シ ホ ス ホ リ ル オ
キ シ )エ チ ル ア ミ ン （ （ CGP） 1983A、 MTP-PEと 称 さ れ る ） が 含 ま れ る 。 い わ ゆ る ム ラ ミ ル
ジ ペ プ チ ド 類 似 体 は 米 国 特 許 4,767,842号 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 好 ま し い ア ジ ュ バ ン ト 混 合 物 に は 、 3D-MPLと QS21と の 組 合 せ （ EP0671948B1） 、 3D-MPL
と QS21と を 含 む 水 中 油 エ マ ル ジ ョ ン （ WO95/17210、 PCT/EP98/05714） 、 他 の 担 体 と の 3D-M
PL製 剤 （ EP0689454B1） 、 コ レ ス テ ロ ー ル 含 有 リ ポ ソ ー ム 中 で 製 剤 化 さ れ た QS21（ WO96/33
739） 又 は 免 疫 刺 激 性 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ WO96/01555） が 含 ま れ る 。 SKB（ 今 は Glaxo-Sm
ithkline） か ら 入 手 で き る ア ジ ュ バ ン ト SBAS2（ 今 は ASO2） は QS21を 含 み 、 さ ら に 水 中 油
エ マ ル ジ ョ ン の MPLも ま た 有 用 で あ る 。 ま た 別 の ア ジ ュ バ ン ト に は 、 WO99/52549に 記 載 さ
れ た も の 及 び ポ リ オ キ シ エ チ レ ン エ ー テ ル の 非 粒 子 状 懸 濁 物 （ UK特 許 出 願 9807805.8） が
含 ま れ る 。
　 ト ー ル 様 （ toll-like） レ セ プ タ ー -4（ TLR-4） に 対 す る 1つ 又 は 2つ 以 上 の ア ゴ ニ ス ト を
含 む ア ジ ュ バ ン ト （ 例 え ば MPL(商 標 )ア ジ ュ バ ン ト ） 又 は 構 造 的 に 関 連 す る 化 合 物 （ 例 え
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ば RC-529(商 標 )ア ジ ュ バ ン ト 又 は 脂 質 A模 倣 物 ） を 、 単 独 で 又 は TLR-9に 対 す る ア ゴ ニ ス ト
（ 例 え ば 非 メ チ ル 化 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド 含 有 CpGモ チ ー フ ） と 一 緒
に 使 用 す る こ と が 特 に 好 ま し い 。 そ の よ う な ア ジ ュ バ ン ト は 、 目 的 の 免 疫 原 性 HBc-含 有 粒
子 又 は そ の よ う な 免 疫 原 と 化 学 的 に 連 結 さ れ た も の と 混 合 さ れ た と き 、 ガ ン マ -生 成 CD8+
、 CD4+ T細 胞 及 び 細 胞 障 害 性 リ ン パ 球 の 産 生 を 強 化 す る 。 ミ ョ ウ バ ン も ま た そ の よ う な ア
ジ ュ バ ン ト 混 合 物 に 存 在 す る こ と が で き る 。 初 期 の 結 果 は 、 ミ ョ ウ バ ン は 、 IgG1型 抗 体 の
産 生 を 促 進 す る Th2免 疫 応 答 を 強 化 す る 傾 向 が あ り 、 一 方 、 RC-529型 ア ジ ュ バ ン ト は 、 IgG
2a及 び IgG2b抗 体 の 産 生 並 び に T細 胞 免 疫 原 が 存 在 す る と き は （ HBc粒 子 が 免 疫 原 を 含 む 場
合 が そ れ で あ る ） 、 T細 胞 応 答 の 強 化 を 促 進 す る Th1免 疫 応 答 を 刺 激 す る こ と を 示 し て い る
。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 も っ と も 好 ま し い ア ジ ュ バ ン ト 混 合 物 は 、 安 定 な 油 中 水 エ マ ル ジ ョ ン を 含 み 、 さ ら に ア
ミ ノ ア ル キ ル グ ル コ サ ミ ン ホ ス フ ェ ー ト （ 例 え ば 米 国 特 許 6,113,918号 に 記 載 さ れ た よ う
な も の ） を 含 む 。 ア ミ ノ ア ル キ ル グ ル コ サ ミ ン ホ ス フ ェ ー ト の う ち で 、 RC-529と し て 知 ら
れ て い る 分 子 、 ｛ (2-[(R)-3-テ ト ラ デ カ ノ イ ル オ キ シ テ ト ラ デ カ ノ イ ル -ア ミ ノ ]-エ チ ル -
2-デ オ キ シ -4-O-ホ ス ホ ノ -3-O-[(R)-3-テ ト ラ デ カ ノ イ ル オ キ シ テ ト ラ デ カ ノ イ ル ]-2-[(R
)-3-テ ト ラ -デ カ ノ イ ル オ キ シ テ ト ラ -デ カ ノ イ ル ア ミ ノ ]-p-D-グ ル コ ピ ラ ノ シ ド ト リ エ チ
ル ア ン モ ニ ウ ム 塩 )｝ が も っ と も 好 ま し い 。 好 ま し い 油 中 水 エ マ ル ジ ョ ン は WO9956776に 記
載 さ れ て い る 。
　 ア ジ ュ バ ン ト は ア ジ ュ バ ン ト 量 で 用 い ら れ 、 前 記 の 量 は 、 ア ジ ュ バ ン ト 、 宿 主 動 物 お よ
び 組 換 え HBcキ メ ラ 免 疫 原 に 応 じ て 変 動 す る こ と が で き る 。 典 型 的 な 量 は 各 免 疫 当 た り 約 1
μ gか ら 1mgで 変 動 す る こ と が で き る 。 適 切 な 濃 度 又 は 量 は 容 易 に 決 定 で き る こ と は 当 業 者
に は 理 解 さ れ よ う 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 接 種 物 お よ び ワ ク チ ン は 、 便 利 に は 非 経 口 的 に 注 射 に よ っ て 、 例 え ば 皮 下 又 は 筋 肉 内 に
投 与 さ れ る 。 他 の 投 与 態 様 に 適 し た さ ら に 別 の 製 剤 に は 座 薬 、 及 び い く つ か の 事 例 で は 経
口 用 製 剤 又 は 鼻 腔 ス プ レ ー に よ る 製 剤 が 含 ま れ る 。 座 薬 の 場 合 、 伝 統 的 な 結 合 剤 お よ び 担
体 、 例 え ば ポ リ ア ル カ レ ン グ リ コ ー ル 又 は ト リ グ リ セ リ ド を 含 む こ と が で き 、 そ の よ う な
座 薬 は 、 0.5％ か ら 10％ 、 好 ま し く は 1％ か ら 2％ の 範 囲 で 活 性 成 分 を 含 む 混 合 物 か ら 形 成
す る こ と が で き る 。 経 口 製 剤 は 、 例 え ば 医 薬 等 級 の マ ン ニ ト ー ル 、 ラ ク ト ー ス 、 デ ン プ ン
、 ス テ ア リ ン 酸 マ グ ネ シ ウ ム 、 サ ッ カ リ ン ナ ト リ ウ ム 、 セ ル ロ ー ス 、 炭 酸 マ グ ネ シ ウ ム な
ど の よ う な 通 常 用 い ら れ る 賦 形 剤 を 含 む 。
　 接 種 物 又 は ワ ク チ ン 組 成 物 は 、 溶 液 、 懸 濁 液 、 錠 剤 、 ピ ル 、 カ プ セ ル 、 徐 放 性 製 剤 又 は
散 剤 の 形 態 を 有 し 、 さ ら に 活 性 成 分 と し て 免 疫 学 的 に 有 効 な 量 の HBcキ メ ラ を 好 ま し く は
粒 子 と し て 含 む 。 典 型 的 な 組 成 物 で は 、 好 ま し い HBcキ メ ラ 粒 子 の 免 疫 学 的 に 有 効 な 量 は
、 上 記 に 記 載 し た よ う に 単 位 用 量 当 た り 約 1μ gか ら 約 1mg、 よ り 好 ま し く は 単 位 用 量 当 た
り 約 5μ gか ら 約 50μ gの 活 性 成 分 で あ る 。
　 ワ ク チ ン は 、 典 型 的 に は 鼻 腔 内 （ IN） 又 は 非 経 口 投 与 の た め に 製 剤 化 さ れ る 。 例 示 的 な
免 疫 は 皮 下 （ SC） 、 筋 肉 内 （ IM） 、 静 脈 内 （ IV） 、 腹 腔 内 （ IP） 又 は 皮 内 （ ID） に 実 施 さ
れ る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 HBcキ メ ラ 粒 子 お よ び HBcキ メ ラ 粒 子 複 合 物 は 中 性 又 は 塩 の 形 で ワ ク チ ン に 製 剤 化 す る こ
と が で き る 。 医 薬 的 に 許 容 で き る 塩 に は 酸 付 加 塩 が 含 ま れ （ タ ン パ ク 質 又 は ハ プ テ ン の 遊
離 ア ミ ノ 基 に よ り 形 成 さ れ る ） 、 無 機 酸 （ 例 え ば 塩 酸 、 リ ン 酸 ） 又 は 有 機 酸 （ 例 え ば 酢 酸
、 蓚 酸 、 酒 石 酸 、 リ ン ゴ 酸 な ど ） で 形 成 さ れ る 。 遊 離 カ ル ボ キ シ ル 基 で 形 成 さ れ る 塩 も ま
た 、 無 機 塩 基 （ 例 え ば 水 酸 化 ナ ト リ ウ ム 、 カ リ ウ ム 、 ア ン モ ニ ウ ム 、 カ ル シ ウ ム 若 し く は
鉄 ） お よ び 有 機 塩 基 （ 例 え ば 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 ） か ら 誘 導 す る こ と が で き る 。
　 接 種 物 又 は ワ ク チ ン は 、 投 与 製 剤 に 適 合 し た 態 様 で 、 さ ら に 治 療 的 に 有 効 で 免 疫 を 誘 発
す る 量 （ 所 望 さ れ る 抗 体 誘 導 量 又 は 防 御 量 ） で 投 与 さ れ る 。 投 与 さ れ る べ き 量 は 、 治 療 さ
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れ る 対 象 者 、 対 象 者 の 免 疫 系 の 抗 体 合 成 能 力 、 及 び 所 望 さ れ る 防 御 の 程 度 に 左 右 さ れ る 。
投 与 に 要 求 さ れ る 活 性 成 分 の 正 確 な 量 は 医 師 の 判 定 に 依 存 し 、 各 個 体 に 固 有 で あ る 。 し か
し な が ら 、 適 切 な 投 薬 範 囲 は 個 体 当 た り 数 百 マ イ ク ロ グ ラ ム の 規 模 で あ る 。 初 回 投 与 お よ
び ブ ー ス タ ー 注 射 の た め の 適 切 な 治 療 計 画 も ま た 変 動 可 能 で あ る が 、 典 型 的 に は 初 回 投 与
に 間 隔 を あ け て （ 数 週 又 は 数 ヶ 月 ） そ の 後 の 注 射 ま た は 別 の 投 与 が 続 く 。
　 い っ た ん 免 疫 し た ら 、 組 換 え HBcキ メ ラ 免 疫 原 が M2タ ン パ ク 質 と 結 合 す る 十 分 な 力 価 の
抗 体 の 産 生 を 誘 導 す る た め に 十 分 な 時 間 前 記 宿 主 動 物 を 維 持 す る 。 抗 M2抗 体 の 産 生 の た め
の 維 持 期 間 は 典 型 的 に は 約 3か ら 約 12週 間 続 き 、 ブ ー ス タ ー （ ワ ク チ ン の 第 二 回 目 の 免 疫
投 与 ） を 含 む こ と が で き る 。 所 望 の 場 合 は 、 3回 目 の 免 疫 も ま た 初 回 免 疫 後 、 数 週 間 か ら 5
年 で 意 図 さ れ る 。 い っ た ん 防 御 レ ベ ル の 抗 体 力 価 が 得 ら れ た ら 、 約 1か ら 約 5年 の 間 隔 で 投
与 さ れ る 周 期 的 ブ ー ス タ ー 免 疫 に よ っ て 、 ワ ク チ ン 接 種 宿 主 動 物 は 好 ま し く は 前 記 抗 体 力
価 で 又 は 抗 体 力 価 近 く で 維 持 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 抗 体 の 産 生 は 、 免 疫 し た 宿 主 か ら 血 漿 又 は 血 清 サ ン プ ル を 得 て 、 そ の 中 の 抗 体 を 合 成 M2
ポ リ ペ プ チ ド 抗 原 と 結 合 す る そ れ ら の 能 力 に つ い て 、 以 下 で 述 べ る よ う に ELISAア ッ セ イ
に よ っ て 、 又 は 別 の 免 疫 ア ッ セ イ （ 例 え ば 当 業 界 で 周 知 の ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト ） に よ っ て
分 析 す る こ と に よ っ て 容 易 に 確 認 さ れ る 。
　 そ の よ う に し て 誘 導 さ れ た 以 前 に 記 載 し た 抗 体 は 、 周 知 の 技 術 を 用 い て 宿 主 の 血 液 か ら
単 離 し 、 周 知 の よ う に 受 動 免 疫 の た め に 第 二 の ワ ク チ ン に 再 構 成 し て も よ い 。 同 様 な 技 術
が ヒ ト の ガ ン マ グ ロ ブ リ ン 免 疫 の た め に 用 い ら れ る 。 例 え ば 、 1匹 又 は 多 数 の 免 疫 宿 主 由
来 の 抗 血 清 を 硫 安 水 溶 液 （ 典 型 的 に は 40－ 50パ ー セ ン ト 飽 和 ） で 沈 殿 さ せ 、 沈 殿 さ せ た 抗
体 を ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 例 え ば ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 使 用 し て 精 製 す る
こ と が で き る 。 前 記 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー で は 、 M2ポ リ ペ プ チ ド が ク ロ マ ト
グ ラ フ ィ ー カ ラ ム に 固 定 さ れ た 抗 原 と し て 用 い ら れ る 。
　 接 種 物 は 実 質 的 に ワ ク チ ン と 同 一 で は あ る け れ ど も 、 イ ン フ ル エ ン ザ に 対 す る 抗 体 の 誘
導 が 所 望 さ れ る が 、 イ ン フ ル エ ン ザ に 対 す る 防 御 は 所 望 さ れ な い 宿 主 動 物 で 使 用 さ れ る 。
　 更 な る 労 作 を 要 す る こ と な く 、 当 業 者 は 前 述 の 記 載 及 び 下 記 の 詳 細 な 実 施 例 を 用 い て 本
発 明 を 完 全 に 利 用 す る こ と が で き る と 確 信 す る 。 以 下 の 好 ま し い 具 体 的 な 実 施 態 様 は 単 な
る 例 示 で あ り 、 以 降 の 記 載 を い ず れ の 場 合 に お い て も 制 限 す る も の で は な い 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　
　
　 プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー pKK223-3（ Pharmacia） は 、 固 有 の NcoI制 限 部 位 を 作 出 す る こ と に
よ っ て 改 変 し 、 HBc遺 伝 子 の NcoI-HindIII制 限 フ ラ グ メ ン ト と し て の 挿 入 、 そ の 後 の 大 腸
菌 宿 主 細 胞 で の 発 現 を 可 能 に し た 。 pKK223-3プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー を 改 変 す る た め に 、 PCR
プ ラ イ マ ー pKK223-3/433-452-F及 び pKK223-NcoI-mod-R、 並 び に 鋳 型 と し て pKK223-3を 用
い て 、 新 し い SphI-HindIIIフ ラ グ メ ン ト を 調 製 し た 。
　 こ の PCRフ ラ グ メ ン ト を 制 限 酵 素 SphI及 び HindIIIで 切 断 し て 467bpの フ ラ グ メ ン ト を 提
供 し 、 こ れ を pKK223-3ベ ク タ ー の 4106bpフ ラ グ メ ン ト と 連 結 し て 、 本 来 の 480bpの SphI-Hi
ndIIIフ ラ グ メ ン ト と 効 率 的 に 置 き 換 え た 。 得 ら れ た プ ラ ス ミ ド （ pKK223-3N； 4573bp） は
し た が っ て 親 プ ラ ス ミ ド よ り 13bp短 く 、 導 入 さ れ た NcoI部 位 の 上 流 に 改 変 ヌ ク レ オ チ ド 配
列 を 含 ん で い る （ 図 2を 参 照 さ れ た い ； 図 2で は 点 線 は 存 在 し な い 塩 基 を 示 す ） 。 プ ラ ス ミ
ド pKK223-3Nの 制 限 部 位 は 図 2に 示 さ れ て い る 。 さ ら に pKK223-3親 プ ラ ス ミ ド に 施 さ れ た ヌ
ク レ オ チ ド の 変 更 は 、 下 記 に 示 す よ う に 下 線 に よ っ て 表 示 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 pKK223-3/433-452-F       GGTGCATGCAAGGAGATG  配 列 番 号 :49
　 pKK223-NcoI-mod-R
GCGAAGCTTCGGATC TTTTTTCCTCCTTATGTGAAATTGTTATCCGCTC
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  配 列 番 号 :50
【 ０ ０ ７ １ 】
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実 施 例 1： B細 胞 エ ピ ト ー プ 含 有 キ メ ラ の 調 製
Ａ ． プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー pKK223-3N（ pKK223-3の 改 変 形 ） の 調 製

ccatgg



　
　 改 変 HBc149（ V2及 び V16） 又 は HBc183（ V8） 遺 伝 子 （ 前 記 は 、 合 成 dsDNAフ ラ グ メ ン ト の
イ ム ノ ド ミ ナ ン ト ル ー プ 領 域 へ の 方 向 性 を 有 す る 挿 入 を 可 能 に す る ） を 、 PCRを 用 い て 構
築 し た 。 （ D78と P79と の 間 に 挿 入 物 を 受 け 入 れ 、 さ ら に V149に 切 り 縮 め ら れ て い る プ ラ ス
ミ ド は V2と 称 さ れ 、 同 じ プ ラ ス ミ ド で V149の 後 ろ に 付 加 シ ス テ イ ン を 有 す る プ ラ ス ミ ド は
V16と 称 さ れ 、 D78と P79と の 間 に 挿 入 物 を 受 け 入 れ C183で 終 わ る プ ラ ス ミ ド は V8と 称 さ れ
る ） 。 HBc149及 び HBc183遺 伝 子 は 、 2つ の PCRプ ラ イ マ ー 対 （ 一 方 は ア ミ ノ 末 端 を 増 幅 し 、
他 方 は カ ル ボ キ シ 末 端 を 増 幅 す る ） を 用 い て 半 分 ず つ 増 幅 さ せ た 。 V2の 場 合 、 PCR反 応 の
生 成 物 は 249bp（ N-末 端 ） 及 び 243bpフ ラ グ メ ン ト （ C-末 端 ） で あ り ； V16の 場 合 、 生 成 物
は 249bp（ N-末 端 ） 及 び 246bpフ ラ グ メ ン ト （ C-末 端 ） で あ り ； V8の 場 合 、 生 成 物 は 249bp
（ N-末 端 ） 及 び 349bpフ ラ グ メ ン ト （ C-末 端 ） で あ る 。
　 調 製 さ れ た N-末 端 フ ラ グ メ ン ト を NcoI及 び EcoRIで 消 化 し 、 C-末 端 フ ラ グ メ ン ト は EcoRI
及 び HindIIIで 消 化 し た 。 V2、 V16及 び V8フ ラ グ メ ン ト 対 を 続 い て 共 通 の EcoRIオ ー バ ー ハ
ン グ で 一 緒 に 連 結 し た 。 得 ら れ た NcoI-HindIIIフ ラ グ メ ン ト を 続 い て pKK223-3Nベ ク タ ー
（ 予 め NcoI及 び HindIIIで 消 化 さ れ た ） に 連 結 し た 。
　 B細 胞 エ ピ ト ー プ を V2、 V16及 び V8プ ラ ス ミ ド に 挿 入 す る た め に 、 適 切 な プ ラ ス ミ ド を Ec
oRI及 び SacI制 限 酵 素 で 消 化 し た 。 続 い て 5' EcoRI及 び 3' SacIオ ー バ ー ハ ン グ を 含 む 合 成
dsDNAフ ラ グ メ ン ト を 挿 入 し た 。 全 て の 事 例 （ V2、 V16及 び V8） で 、 グ リ シ ン -イ ソ ロ イ シ
ン （ EcoRI） 及 び グ ル タ ミ ン 酸 -ロ イ シ ン （ SacI） ア ミ ノ 酸 対 は 挿 入 さ れ た B細 胞 エ ピ ト ー
プ と フ ラ ン キ ン グ し て い た 。 挿 入 さ れ た 制 限 部 位 は 下 記 の プ ラ イ マ ー で 下 線 を 付 さ れ て い
る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　
　 HBc149/NcoI-F
5'-TTGGG ACATCGACCCTTA                          配 列 番 号 :51
　 HBc-D78/EcoRI-R
5'-GCG CATCTTCCAAATTAACACCCAC                   配 列 番 号 :52
　 HBc-P79/EcoRI-SacI-F
5'-CGC AAAAA CCAGCGTCTAGAGACCTAG           配 列 番 号 :53
　 HBc149/HindIII-R
5'-CGC AAACAACAGTAGTCTCCGGAAG                   配 列 番 号 :54
【 ０ ０ ７ ３ 】
　
　 HBc149/NcoI-F
5'-TTGGG ACATCGACCCTTA                          配 列 番 号 :51
　 HBc-D78/EcoRI-R
5'-GCG CATCTTCCAAATTAACACCCAC                   配 列 番 号 :52
　 HBc-P79/EcoRI-SacI-F
5'-CGC AAAAA CCAGCGTCTAGAGACCTAG           配 列 番 号 :53
　 HBc149+C/HindIII-R
5'-CGC AAACAACAGTAGTCTCCGGAAG             配 列 番 号 :55
【 ０ ０ ７ ４ 】
　
　 HBc149/NcoI-F
5'-GGG ACATCGACCCTTA                            配 列 番 号 :51
　 HBc-D78/EcoRI-R
5'-GCG CATCTTCCAAATTAACACCCAC                   配 列 番 号 :52
　 HBc-P79/EcoRI-SacI-F
5'-CGC AAAAA CCAGCGTCTAGAGACCTAG           配 列 番 号 :53
　 HBc183/HindIII-R
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Ｂ ． V2、 V16及 び V8ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー の 調 製

V2

CCATGG

GAATTC

GAATTC GAGCTC

AAGCTT

V16

CCATGG

GAATTC

GAATTC GAGCTC

AAGCTTACTAGC

V8

CCATGG

GAATTC

GAATTC GAGCTC



5'-GGA ACTAACATTGAGATTCCCG                      配 列 番 号 :56
【 ０ ０ ７ ５ 】
　
　 改 変 HBc149遺 伝 子 （ 前 記 は 、 N-末 端 領 域 、 5'か ら プ レ コ ア 配 列 LGWLWGへ の 合 成 dsDNAフ
ラ グ メ ン ト の 方 向 性 を 有 す る 挿 入 を 可 能 に す る ） を 、 PCRを 用 い て 構 築 し た 。 （ V149で 終
了 す る HBc配 列 を コ ー ド す る プ ラ ス ミ ド は V34と 称 さ れ 、 一 方 、 付 加 シ ス テ イ ン を C-末 端 か
ら V149に 保 持 す る HBc配 列 を コ ー ド す る プ ラ ス ミ ド は V55と 称 さ れ る ） 。 HBc149遺 伝 子 は 、
2つ の PCRプ ラ イ マ ー 対 （ そ の 一 方 は ア ミ ノ 末 端 を 増 幅 し 、 他 方 は カ ル ボ キ シ 末 端 を 増 幅 す
る ） を 用 い て 半 分 ず つ 増 幅 さ せ た 。 V34の 場 合 、 PCR反 応 の 生 成 物 は 293bp（ N-末 端 ） フ ラ
グ メ ン ト 及 び 484bpフ ラ グ メ ン ト （ C-末 端 ） で あ り ； V55の 場 合 に は 同 じ N-末 端 フ ラ グ メ ン
ト を 用 い 、 490bpの C-末 端 フ ラ グ メ ン ト が 調 製 さ れ た 。
　 PCRに よ っ て 調 製 さ れ た N-末 端 フ ラ グ メ ン ト を NcoI及 び SacIで 消 化 し 、 C-末 端 フ ラ グ メ
ン ト を SacI及 び HindIIIで 消 化 し た 。 V34及 び V55フ ラ グ メ ン ト 対 を 続 い て 共 通 の SacIオ ー
バ ー ハ ン グ で 一 緒 に 連 結 し た 。 得 ら れ た NcoI-HindIIIフ ラ グ メ ン ト を 続 い て pKK223-3Nベ
ク タ ー （ 予 め NcoI及 び HindIIIで 消 化 さ れ た ） に 連 結 し た 。
　 B細 胞 エ ピ ト ー プ 含 有 挿 入 は 、 V2、 V16及 び V8ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー に つ い て 上 記 に 概 略
し た 手 順 と 同 一 の 手 順 で 達 成 し た 。 制 限 部 位 は 下 記 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー で 下
線 を 付 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　
　 pKK-BamHI-F
5'-GCG GGAGCTTATCGA                             配 列 番 号 :57
　 HBc-NcoI/EcoRI/SacI-R
5'-GCG TTTTT TTTTTTCCTCCTTAT         配 列 番 号 :58
　 PreC-SacI-HBc-F
5'-GCG CTTGGGTGGCTTTGGGGCATTGACATCGACCCTTATAAAG
                                                     配 列 番 号 :59
　
　 HBc149/HindIII-R
5'-CGC AAACAACAGTAGTCTCCGGAAG                   配 列 番 号 :54
　
　 HBc149+C/HindIII-R
5'-CGC ACTAGCAAACAACAGTAGTCTCCGGAAG             配 列 番 号 :55
【 ０ ０ ７ ７ 】
　
　 改 変 HBc149及 び HBc遺 伝 子 （ 前 記 は 、 合 成 dsDNAフ ラ グ メ ン ト の ア ミ ノ 酸 残 基 I3と D4と の
間 の N-末 端 領 域 へ の 方 向 性 を 有 す る 挿 入 を 可 能 に す る ） を 、 PCRを 用 い て 構 築 し た 。 （ V14
9で 終 了 す る HBcキ メ ラ を コ ー ド す る プ ラ ス ミ ド は V47と 称 さ れ 、 付 加 シ ス テ イ ン を C-末 端
か ら V149に 保 持 す る HBcキ メ ラ を コ ー ド す る プ ラ ス ミ ド は V54と 称 さ れ 、 C183で 終 了 す る HB
cキ メ ラ を コ ー ド す る プ ラ ス ミ ド は V48と 称 さ れ る ） 。 V47、 V48及 び V54の た め に 、 PCRプ ラ
イ マ ー 対 を 用 い て 、 鋳 型 HBc149（ HBc遺 伝 子 に 先 行 す る 配 列 を 含 む ） か ら ア ミ ノ 末 端 フ ラ
グ メ ン ト を 増 幅 し た 。 得 ら れ た PCRフ ラ グ メ ン ト は 190bpを 有 す る 。 V47の C-末 端 フ ラ グ メ
ン ト の た め に 、 PCRプ ラ イ マ ー 対 を 用 い て HBc遺 伝 子 を 増 幅 し 、 469bpフ ラ グ メ ン ト を 得 た
。 V54の 場 合 、 C-末 端 フ ラ グ メ ン ト は 475bpで あ る 。 V48の C-末 端 の た め に 、 PCRプ ラ イ マ ー
対 を 用 い て HBc183遺 伝 子 を 増 幅 し 、 574bpフ ラ グ メ ン ト を 得 た 。
　 こ の 点 か ら 用 い た ク ロ ー ニ ン グ 手 順 は 、 ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー V34及 び V55に つ い て 上 記
で 概 略 し た 手 順 と 同 一 で あ っ た 。
　 異 種 配 列 を V47、 V48及 び V54プ ラ ス ミ ド に 挿 入 す る た め に 、 前 記 プ ラ ス ミ ド を 最 初 に Nco
I及 び SacI制 限 酵 素 で 消 化 し た 。 5' AflIII及 び 3' SacIオ ー バ ー ハ ン グ を 含 む 合 成 dsDNAフ
ラ グ メ ン ト を 続 い て 挿 入 し た （ 注 記 ： 制 限 酵 素 AflIII及 び NcoIは 適 合 オ ー バ ー ハ ン グ を 残
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AAGCTT

Ｃ ． V34及 び V55ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー の 調 製

V34/V55

GGATCC

GAGCTC GAATTCCCATGG

GAGCTC

V34

AAGCTT
V55

AAGCTT

Ｄ ． V47、 V48及 び V54ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー の 調 製



す ） 。 全 て の 事 例 （ V47、 V48及 び V54） で 、 HBc残 基 D2及 び I3は 欠 失 し 、 そ の 結 果 、 異 種 免
疫 原 性 配 列 は 残 基 M1の 直 ぐ 後 に 続 き 、 SacI制 限 部 位 に よ っ て コ ー ド さ れ る グ ル タ ミ ン 酸 -
ロ イ シ （ EL） ア ミ ノ 酸 対 は 挿 入 さ れ た エ ピ ト ー プ の 後 に 続 く 。 挿 入 さ れ た 制 限 部 位 は 、 下
記 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー で 下 線 を 付 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　
　 pKK(167-150)-F
5'-GCATAATTCGTGTCGCTC                                配 列 番 号 :60
　 HBc-I3/EcoRI-R
5'-GCG CGATGTCCATGGTTTTTTCCT                    配 列 番 号 :61
　 HBc-EcoRI/SacI/D4-F
5'-GCG AAAAA GACCCTTATAAAGAATTTGGA         配 列 番 号 :62
　
　 HBc149/HindIII-R
5'-CGC AAACAACAGTAGTCTCCGGAAG                   配 列 番 号 :54
　
　 HBc149+C/HindIII-R
5'-CGC ACTAGCAAACAACAGTAGTCTCCGGAAG             配 列 番 号 :55
　
　 HBc183/HindIII-R
5'-GGA ACTAACATTGAGATTCCCG                      配 列 番 号 :56
【 ０ ０ ７ ９ 】
　
　 T細 胞 エ ピ ト ー プ と HBcキ メ ラ の C-末 端 と を 融 合 さ せ る た め に 、 新 規 な ベ ク タ ー V7を 構 築
し た 。 固 有 の EcoRI及 び SacI制 限 部 位 を バ リ ン 149と HindIII部 位 と の 間 に 挿 入 し 、 合 成 dsD
NAの EcoRI-HindIII（ 又 は EcoRI-SacI） 制 限 部 位 へ の 方 向 性 を 有 す る 挿 入 を 容 易 に し た 。
下 記 の PCRプ ラ イ マ ー 対 を 用 い て 、 ア ミ ノ 末 端 に NcoI制 限 部 位 を 、 さ ら に カ ル ボ キ シ 末 端
に EcoRI、 SacI及 び HindIII部 位 を も つ HBc149遺 伝 子 を 増 幅 し た 。 PCR反 応 生 成 物 （ 479bp）
を NcoI/HindIIIで 消 化 し 、 pKK223-3Nで ク ロ ー ニ ン グ し て V7を 生 成 し た 。
　 T細 胞 エ ピ ト ー プ を 挿 入 す る た め に 、 プ ラ ス ミ ド （ V7） を EcoRI/HindIII（ 又 は EcoRI/Sa
cI） で 消 化 し 、 EcoRI/HindIII（ 又 は EcoRI/SacI） オ ー バ ー ハ ン グ を も つ 合 成 dsDNAフ ラ グ
メ ン ト を V7に 連 結 し た 。 全 て の V7構 築 物 に つ い て 、 天 然 の HBcの 最 後 の ア ミ ノ 酸 （ バ リ ン -
149） 及 び 挿 入 さ れ る T細 胞 エ ピ ト ー プ の 最 初 の ア ミ ノ 酸 は 、 グ リ シ ン -イ ソ ロ イ シ ン ジ ペ
プ チ ド 配 列 （ EcoRI制 限 部 位 を 形 成 す る ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て コ ー ド さ れ る ） に よ っ て 分
離 さ れ る 。 EcoRI/SacIに 挿 入 さ れ る エ ピ ト ー プ の 場 合 、 T細 胞 エ ピ ト ー プ の 跡 で 終 止 コ ド
ン の 前 に 付 加 さ れ た グ ル タ ミ ン 酸 -ロ イ シ ン 残 基 が 存 在 し 、 こ れ は SacI部 位 に よ っ て 与 え
ら れ る 。 制 限 部 位 は ま た 表 示 し た プ ラ イ マ ー で 下 線 を 付 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 HBc149/NcoI-F
5'-TTGGG ACATCGACCCTTA                          配 列 番 号 :51
　 HBc149/SacI-EcoRI-H3-R
5'-CGC AGAGCTCTTGAATTCCAACAACAGTAGTCTCCG        配 列 番 号 :63
【 ０ ０ ８ １ 】
　
　 切 端 HBc粒 子 の た め の 発 現 プ ラ ス ミ ド を 作 製 す る た め に 、 た だ 1つ の ア ミ ノ 末 端 オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド PCRプ ラ イ マ ー （ HBc149/NcoI-F） を 固 有 の C-末 端 プ ラ イ マ ー と 組 み 合 わ せ て 用
い た 。 例 え ば 、 HBc156(E.cR)発 現 プ ラ ス ミ ド を 作 製 す る た め に 、 プ ラ イ マ ー 、 HBc149/Nco
I-F及 び HBc156(E.cR)-H3-Rを 用 い た 。 HBc156(E.cR)+C発 現 プ ラ ス ミ ド を 作 製 す る た め に 、
プ ラ イ マ ー HBc149/NcoI-F及 び HBc156C(E.cR)-H3-Rを 用 い た 。 粒 子 の 末 端 の 短 縮 、 及 び い
く つ か の 事 例 で は C-末 端 シ ス テ イ ン 残 基 の 取 り 込 み の 他 に 、 大 腸 菌 で の 発 現 に 最 適 で あ る
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V47/V48/V54

GAATTC

GAATTC GAGCTC
V47

AAGCTT
V54

AAGCTT
V48

AAGCTT

Ｅ ． V7ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー の 調 製

CCATGG

AAGCTT

Ｆ ． 部 分 的 切 端 粒 子 を 発 現 す る た め の 発 現 ベ ク タ ー の 合 成



コ ド ン も ま た 用 い た 。 天 然 の HBc配 列 で 見 出 さ れ る 希 少 な ア ル ギ ニ ン コ ド ン の 連 続 的 な 置
換 を 可 能 に す る た め に 、 先 ず 初 め に HBc156遺 伝 子 を 合 成 し 、 続 い て HBc163構 築 物 の た め の
鋳 型 と し て 用 い た 。 HBc163構 築 物 を 続 い て HBc171構 築 物 の 鋳 型 と し て 用 い た 。 使 用 し た 全
て の プ ラ イ マ ー の 配 列 を 下 記 に 提 示 す る 。 全 て の PCR生 成 物 を 制 限 酵 素 NcoI及 び HindIIIで
切 断 し 、 発 現 ベ ク タ ー pKK223-3N（ 同 じ 酵 素 で 予 め 切 断 さ れ て い た ） で ク ロ ー ニ ン グ し た
。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 HBc149/NcoI-F
5'-TTGGG ACATCGACCCTTA                                    配 列 番 号 :51
　 HBc156(E.cR)-H3-R
5'-GCG ACTAAGGGGAGCGGCCTCGTCGACGAACAACAGTAGTCTCCGG        配 列 番 号 :64
　 HBc156C(E.cR)-H3-R
5'-GCG ACTAACAAGGGGAGCGGCCTCGTCGACGAACAACAGTAGTCTCCGG     配 列 番 号 :65
　 HBc163(E.cR)-H3-R
5'-GCG ACTAAGGCGAGGGAGTGCGCCGACGAGGGGAGCGGCCTCG           配 列 番 号 :66
　 HBc163C(E.cR)-H3-R
5'-GCG ACTAACAAGGCGAGGGAGTGCGCCGACGAGGGGAGCGGCCTCG        配 列 番 号 :67
　 HBc171(E.cR)-H3-R 
5'-GCG ACTACGGCGATTGAGAGCGTCGACGGCGAGGCGAGGGAGT           配 列 番 号 :68
　 HBc171C(E.cR)-H3-R
5'-GCG ACTAACACGGCGATTGAGAGCGTCGACGGCGAGGCGAGGGAGT        配 列 番 号 :69
【 ０ ０ ８ ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ８ ４ 】
　
　

　 V2、 V7、 V8、 V16、 V34及 び V55構 築 物 の 場 合 、 M2e配 列 （ イ ン フ ル エ ン ザ A M2タ ン パ ク 質
の 残 基 2－ 24； 配 列 番 号 :9） を コ ー ド す る 合 成 dsDNAを EcoRI/SacI制 限 部 位 に 挿 入 し 、 一 方
、 V47、 V48及 び V54構 築 物 に つ い て は 、 同 タ ン パ ク 質 の 残 基 1－ 24を NcoI/SacI制 限 部 位 に
挿 入 し た 。 合 成 dsDNAフ ラ グ メ ン ト は 、 相 補 的 な 一 本 鎖 DNAオ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 等 モ ル 濃
度 で 混 合 し 、 95℃ で 5分 加 熱 し 、 続 い て 毎 分 1℃ の 速 度 で 室 温 に 冷 却 し た 。 こ の ア ニ ー リ ン
グ 反 応 は TE緩 衝 液 中 で 実 施 し た 。 二 本 鎖 DNAは 、 コ ー ド さ れ る エ ピ ト ー プ （ 上 部 に 表 示 ）
と と も に 下 記 に 示 す 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　
　 M2(2-24)
  I  S  L  L  T  E  V  E  T  P  I  R  N  E  W  G  C  R
AATTAGCCTGTTAACCGAAGTGGAGACGCCGATCCGTAACGAATGGGGCTGCCG
    TCGGACAATTGGCTTCACCTCTGCGGCTAGGCATTGCTTACCCCGACGGC

              C  N  D  S  S  D  E  L　 　 　 　 　 　 　 配 列 番 号 :70
            CTGTAATGATTCTTCCGACGAGCT　 　 　 　 　 　 　 配 列 番 号 :71
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CCATGG

AAGCTT

AAGCTT

AAGCTT

AAGCTT

AAGCTT

AAGCTT

実 施 例 2： イ ン フ ル エ ン ザ A M2ポ リ ペ プ チ ド 配 列 を 含 む キ メ ラ の 製 造
Ａ ． イ ン フ ル エ ン ザ A M2の N-末 端 ド メ イ ン の V2、 V7、 V8、 V16、 V34、 V47、 V48、 V54及

び V55ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー へ の 挿 入

V2/V7/V8/V16/V34/V55



            GACATTACTAAGAAGGCTGC 　 　 　 　 　 　 　 　  配 列 番 号 :72

　
　 M2(1-24)
  M  S  L  L  T  E  V  E  T  P  I  R  N  E  W  G  C  R
CATGTCTCTGCTGACCGAAGTTGAAACCCCTATCAGAAACGAATGGGGGTGCAGA
    AGAGACGACTGGCTTCAACTTTGGGGATAGTCTTTGCTTACCCCCACGTCT

             C  N  D  S  S  D  E  L　 　 　 　 　 　 　 配 列 番 号 :73
            TGTAACGATTCAAGTGATGAGCT　 　 　 　 　 　 　 配 列 番 号 :74
            ACATTGCTAAGTTCACTAC　 　 　 　 　 　 　 　 　 配 列 番 号 :75
【 ０ ０ ８ ６ 】
　

　 17位 又 は 19位 の ど ち ら か の シ ス テ イ ン が セ リ ン に 変 異 し た M2タ ン パ ク 質 の 残 基 1－ 24を
コ ー ド す る DNAフ ラ グ メ ン ト を ア ニ ー ル さ せ た も の を 以 下 に 示 す 。 上 記 の Aに 記 載 し た よ う
に そ れ ら を V47の NcoI/SacI制 限 部 位 に 挿 入 し た 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　
　 M2(1-24/C17S)
  M  S  L  L  T  E  V  E  T  P  I  R  N  E  W  G  S  R
CATGTCTCTGCTGACCGAAGTTGAAACCCCTATCAGAAACGAATGGGGGTCTAGA
    AGAGACGACTGGCTTCAACTTTGGGGATAGTCTTTGCTTACCCCCAGATCT

             C  N  D  S  S  D  E  L　 　 　 　 　 　 　 配 列 番 号 :76
            TGTAACGATTCAAGTGATGAGCT　 　 　 　 　 　 　 配 列 番 号 :77
            ACATTGCTAAGTTCACTAC　 　 　 　 　 　 　 　 　 配 列 番 号 :78

　 M2(1-24/C19S)
  M  S  L  L  T  E  V  E  T  P  I  R  N  E  W  G  C  R
CATGTCTCTGCTGACCGAAGTTGAAACCCCTATCAGAAACGAATGGGGGTGCAGA
    AGAGACGACTGGCTTCAACTTTGGGGATAGTCTTTGCTTACCCCCACGTCT

             S  N  D  S  S  D  E  L              配 列 番 号 :79
            TCGAACGATTCAAGTGATGAGCT              配 列 番 号 :80
            AGCTTGCTAAGTTCACTAC                  配 列 番 号 :81
【 ０ ０ ８ ８ 】
　

　 V8及 び V16構 築 物 の 場 合 、 2つ の シ ス テ イ ン が セ リ ン に 変 化 し た 変 異 を も ち 、 M2e免 疫 原
性 配 列 （ イ ン フ ル エ ン ザ A M2タ ン パ ク 質 の 残 基 2－ 24） を コ ー ド す る 合 成 dsDNAを EcoRI/Sa
cI制 限 部 位 に 挿 入 し 、 一 方 、 V47、 V48及 び V54構 築 物 の 場 合 は 同 タ ン パ ク 質 の 残 基 1－ 24を
NcoI/SacI制 限 部 位 に 挿 入 し た 。 合 成 dsDNAフ ラ グ メ ン ト は 上 記 Aに 記 載 し た よ う に 調 製 し
た 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　
　 M2(2-24/C17S,C19S)
  I  S  L  L  T  E  V  E  T  P  I  R  N  E  W  G  S  R
AATTTCTCTGTTAACCGAAGTGGAGACGCCGATTCGTAACGAATGGGGTAGCCGC
    AGAGACAATTGGCTTCACCTCTGCGGCTAAGCATTGCTTACCCCATCGGCG
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V47/V48/V54

Ｂ ． 個 々 の シ ス テ イ ン 変 異 イ ン フ ル エ ン ザ A M2 N-末 端 ド メ イ ン [M2(1-24/C17S)、 M2(1-
24/C19S)]の V47発 現 ベ ク タ ー へ の 挿 入

V47

Ｃ ． シ ス テ イ ン 変 異 イ ン フ ル エ ン ザ A M2 N-末 端 ド メ イ ン [M2(2-24/C17S,C19S)]の 発 現
ベ ク タ ー V8、 V16、 V47、 V48及 び V54へ の 挿 入

V8, V16



  S  N  D  S  S  D  E  L                         配 列 番 号 :82
TCTAATGATAGCTCTGACGAGCT                          配 列 番 号 :83
AGATTACTATCGAGACTGC                              配 列 番 号 :84
　 M2(1-24/C17S,C19S)
  M  S  L  L  T  E  V  E  T  P  I  R  N  E  W  G  S  R
CATGTCTCTGCTGACCGAAGTTGAAACCCCTATCAGAAACGAATGGGGGTCTAGA
    AGAGACGACTGGCTTCAACTTTGGGGATAGTCTTTGCTTACCCCCAGATCT

           S  N  D  S  S  D  E  L                配 列 番 号 :85
          TCGAACGATTCAAGTGATGAGCT                配 列 番 号 :86
          AGCTTGCTAAGTTCACTAC                    配 列 番 号 :87
【 ０ ０ ９ ０ 】
　

　 天 然 の M2配 列 ［ M2(1-24)］ 又 は 変 異 さ せ た M2配 列 ［ M2(1-24/C17S,C19S)］ の も う 1つ の
コ ピ ー を 現 存 の M2(1-24)配 列 の N-末 端 で ク ロ ー ン 化 し た 。 こ れ ら の ク ロ ー ン の 構 築 に 際 し
て 、 本 来 の メ チ オ ニ ン を 除 去 し 、 そ の 結 果 添 加 さ れ る コ ピ ー が た だ 1つ の 開 始 メ チ オ ニ ン
を 供 給 す る こ と が で き る 。 PCRを 用 い て 、 構 築 物 を 2つ の フ ラ グ メ ン ト と し て 作 製 し た 。 2
つ の 天 然 の M2コ ピ ー を も つ ク ロ ー ン ［ M2(1-24)/V54.M2(2-24)］ を 作 製 す る た め に 、 鋳 型 V
54.M2(1-24)を 用 い て 、 先 ず 初 め に N-末 端 フ ラ グ メ ン ト （ 前 記 は XhoI部 位 （ し た が っ て ア
ミ ノ 酸 ロ イ シ ン 、 そ れ に 続 く グ ル タ ミ ン 酸 ） を M2配 列 の D24の 後 に 挿 入 す る ） （ 生 成 さ れ
た フ ラ グ メ ン ト は 353bpで あ る ） 、 続 い て C-末 端 フ ラ グ メ ン ト （ 前 記 は M2配 列 の S2の N-末
端 側 に XhoI部 位 を 挿 入 し 、 そ れ に よ っ て メ チ オ ニ ン を 除 去 す る ） （ 生 成 フ ラ グ メ ン ト は 53
8bp） を 増 幅 し た 。 変 異 体 と そ れ に 続 く M2の 天 然 の コ ピ ー を 含 む ク ロ ー ン ［ M2(1-24)/C17S
,C19S/V54.M2(2-24)］ を 作 製 す る た め に 、 鋳 型 V54.M2(1-24/C17S,C19S)を 用 い て N-末 端 フ
ラ グ メ ン ト を 作 製 し 、 一 方 、 C-末 端 フ ラ グ メ ン ト は 上 記 の も の と 同 一 で あ る （ 生 成 フ ラ グ
メ ン ト も ま た 同 一 で あ る ） 。
　 調 製 し た N-末 端 フ ラ グ メ ン ト を BamHI及 び XhoIで 消 化 し 、 C-末 端 フ ラ グ メ ン ト は XhoI及
び HindIIIで 消 化 し た 。 続 い て フ ラ グ メ ン ト 対 を 共 通 の XhoIオ ー バ ー ハ ン グ で 一 緒 に 連 結
し た 。 得 ら れ た BamHI-HindIIIフ ラ グ メ ン ト を 続 い て pKK223-3Nベ ク タ ー （ あ ら か じ め BamH
I及 び HindIIIで 消 化 し て 調 製 さ れ て い た ） に 連 結 し た 。
　 変 異 さ せ た M2配 列 の さ ら に 2つ の コ ピ ー を 現 存 の M2(2-24)配 列 の N-末 端 で ク ロ ー ン 化 し
た 。 さ ら に ま た 、 た だ 1つ の １ つ の 開 始 メ チ オ ニ ン を 遺 伝 子 の 1位 に 温 存 し 、 構 築 物 M2(1-2
4/C17S,C19S/M2(2-24/C17S,C19S/V54.M2(2-24)を 得 た 。 ま た 同 じ よ う に 、 ク ロ ー ン は 2つ
の PCRフ ラ グ メ ン ト と し て 作 製 さ れ た 。 鋳 型 V54.M2(1-24/C17S,C19S)を 用 い て 、 N-末 端 フ
ラ グ メ ン ト を 作 製 し た 。 前 記 は 、 PstI部 位 （ し た が っ て ア ミ ノ 酸 ロ イ シ ン 、 そ れ に 続 く グ
ル タ ミ ン ） を 変 異 M2配 列 の 残 基 D24の 後 に 挿 入 す る （ 生 成 フ ラ グ メ ン ト は 353bpで あ る ） 。
上 記 の 鋳 型 M2(1-24/C17S,C19S/V54.M2(2-24)を 用 い て 、 C-末 端 フ ラ グ メ ン ト を 作 製 し た 。
前 記 は 、 変 異 M2配 列 の S2の N-末 端 側 に PstI部 位 を 挿 入 し 、 そ れ に よ っ て メ チ オ ニ ン を 除 去
す る 。 （ 生 成 フ ラ グ メ ン ト は 613bpで あ る ） 。
　 調 製 し た N-末 端 フ ラ グ メ ン ト を BamHI及 び PstIで 消 化 し 、 C-末 端 フ ラ グ メ ン ト は PstI及
び HindIIIで 消 化 し た 。 続 い て フ ラ グ メ ン ト 対 を 共 通 の PstIオ ー バ ー ハ ン グ で 一 緒 に 連 結
し た 。 得 ら れ た BamHI-HindIIIフ ラ グ メ ン ト を 続 い て pKK223-3Nベ ク タ ー （ あ ら か じ め BamH
I及 び HindIIIで 消 化 し て 調 製 さ れ て い た ） に 連 結 し た 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　

pKK-BamHI-F
5'-CGTAGA GGAGCTTATCGACTGCACGG             配 列 番 号 :88
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Ｄ ． 発 現 ベ ク タ ー V54.M(1-24)へ の イ ン フ ル エ ン ザ A M2 N-末 端 ド メ イ ン の 更 な る コ ピ ー
の 挿 入

M2(1-24)/V54.M2(2-24); M2(1-24/C17S,C19S/V54.M2(2-24)

GGATCC



M2-D24/XhoI-R
5'-GCG ATCACTTGAATCGTT                     配 列 番 号 :89

M2-XhoI/S2-F
5'-GCG AGCTTATTGACCGAAGTTGAAACC            配 列 番 号 :90

HBc149+C/HindIII-R
5'-CGC ACTAGCAAACAACAGTAGTCTCCGGAAG        配 列 番 号 :55

pKK-BamHI-F
5'-CGTAGA GGAGCTTATCGACTGCACGG             配 列 番 号 :57

M2-D24/PstI-R
5'-GCG ATCACTTGAATCGTT                     配 列 番 号 :91

M2-PstI/S2-F
5'-GCG TCTCTGCTGACCGAAG                    配 列 番 号 :92

HBc149+C/HindIII-R
5'-CGC ACTAGCAAACAACAGTAGTCTCCGGAAG        配 列 番 号 :55
【 ０ ０ ９ ２ 】
　
　 183残 基 の 完 全 長 HBc配 列 を 含 む 本 来 の M2-HBc構 築 物 （ Neirynck et al. (October 1999)
 Nature Med. 5(10):1157-1163； WO99/07839） を V149に 切 り 縮 め 、 遺 伝 子 全 体 を pKK223-3
発 現 ベ ク タ ー に 移 し た 。 前 記 を 実 施 す る た め に 、 プ ラ ス ミ ド 3453（ ゲ ン ト 大 学 （ Universi
ty of Gent） か ら 提 供 さ れ た ） を PCR反 応 の 鋳 型 と し て 用 い 、 523bpの 生 成 物 を 得 た 。 こ の
生 成 物 を 制 限 酵 素 AflIII及 び HindIIIで 消 化 し 、 pKK223-3Nベ ク タ ー （ 予 め NcoI及 び HindII
Iで 消 化 し て 調 製 ） に 連 結 し た 。
　 AflIII-M2-F
5'-CGCGACATGTCTCTGCTGACCG                       配 列 番 号 :93
　 HBc149-HindIII-R
5'-CGCAAGCTTAAACAACAGTAGTCTCCGGAAG              配 列 番 号 :54
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CTCGAG

CTCGAG

AAGCTT

M2(1-24/C17S,C19S)/M2(2-24/C17S,C19S)/V54.M2(2-24)

GGATCC

CTGCAG

CTGCAG

AAGCTT

Ｅ ． 天 然 M2-HBcの 切 端 型 の 構 築



【 ０ ０ ９ ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ９ ４ 】
　
　
　
　 精 製 粒 子 を コ ー テ ィ ン グ 緩 衝 液 （ 50mM重 炭 酸 ソ ー ダ 、 pH9.6） 中 で 10μ g/mLの 濃 度 に 希
釈 し 、 ELISAス ト リ ッ プ 又 は プ レ ー ト の ウ ェ ル を 被 覆 し た （ 50μ L/ウ ェ ル ） 。 前 記 ELISAス
ト リ ッ プ を 室 温 で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し た （ 約 18時 間 ） 。 次 の 朝 、 前 記 ウ ェ ル を ELISA洗
浄 緩 衝 液 （ リ ン 酸 緩 衝 食 塩 水 （ PBS） 、 pH7.4、 0.05％ ト ゥ イ ー ン (Tween(商 標 ))-20） で 洗
浄 し 、 さ ら に PBS中 の 3％ BSAで 1時 間 ブ ロ ッ ク し た （ 75μ L/ウ ェ ル ） 。 ELISAス ト リ ッ プ を
乾 燥 状 態 で 必 要 に な る ま で -20℃ で 保 存 し た 。
　 粒 子 の 抗 原 性 を 決 定 す る た め に 、 抗 血 清 を PBS中 の １ ％ BSAを 用 い て 希 釈 し 、 50μ L/ウ ェ
ル を 抗 原 被 覆 ELISAウ ェ ル に 添 加 し た 。 血 清 を 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 ELISA洗 浄 緩 衝 液
（ 上 記 ） で 洗 浄 し 、 抗 マ ウ ス (IgG)-HRP（ The Binding Site, San Diego, CA; HRP=セ イ ヨ
ウ ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ ） 複 合 物 （ 50μ L/ウ ェ ル ） 又 は 他 の 適 切 な 二 次 抗 体 を 30分 間 用
い て 探 索 し た 。 ELISA洗 浄 緩 衝 液 で 洗 浄 し た 後 、 前 記 反 応 を TMブ ル ー 基 質 （ 50μ L/ウ ェ ル
） の 添 加 に よ っ て 可 視 化 し た 。 10分 後 に 1Nの H 2 SO 4 （ 100μ L/ウ ェ ル ） を 添 加 し て 反 応 を 停
止 さ せ 、 ELISAプ レ ー ト リ ー ダ ー で 450nmで 読 み 取 っ た 。
　
　 24ア ミ ノ 酸 残 基 の 合 成 ペ プ チ ド M2を コ ー テ ィ ン グ 緩 衝 液 （ 50mM重 炭 酸 ソ ー ダ 、 pH9.6）
中 で 2μ g/mLの 濃 度 に 希 釈 し 、 ELISAス ト リ ッ プ の ウ ェ ル を 被 覆 し た （ 50μ L/ウ ェ ル ） 。 一
晩 （ 約 18時 間 ） 、 排 気 を ONに し た フ ー ド の 中 で イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ っ て ウ ェ ル 上
の ペ プ チ ド を 乾 燥 さ せ る 。 次 の 朝 、 前 記 ウ ェ ル を ELISA洗 浄 緩 衝 液 （ リ ン 酸 緩 衝 食 塩 水 （ P
BS） 、 pH7.4、 0.05％ ト ゥ イ ー ン (Tween(商 標 ))-20） で 洗 浄 し 、 さ ら に PBS中 の 3％ BSAで 1
時 間 ブ ロ ッ ク し た （ 75μ L/ウ ェ ル ） 。 ELISAス ト リ ッ プ を 乾 燥 状 態 で 必 要 に な る ま で -20℃
で 保 存 し た 。
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実 施 例 3： ア ッ セ イ の 方 法
Ａ ． 抗 原 性
１ ． 粒 子 ELISA

２ ． 合 成 ペ プ チ ド ELISA



　 粒 子 の 抗 原 性 を 決 定 す る た め に 、 抗 血 清 （ モ ノ ク ロ ー ナ ル 又 は ポ リ ク ロ ー ナ ル ） を PBS
中 の １ ％ BSAを 用 い て 希 釈 し 、 50μ L/ウ ェ ル を 抗 原 被 覆 ELISAウ ェ ル に 添 加 し た 。 血 清 を 1
時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 ELISA洗 浄 緩 衝 液 で 洗 浄 し 、 抗 マ ウ ス (IgG)-HRP複 合 物 又 は 他 の 二
次 抗 体 を 30分 間 （ 上 記 の よ う に 50μ L/ウ ェ ル で ） 用 い て 探 索 し 、 再 び ELISA洗 浄 緩 衝 液 で
洗 浄 し 、 続 い て TMブ ル ー 基 質 又 は 他 の 適 切 な 基 質 （ 50μ L/ウ ェ ル ） の 添 加 に よ っ て 可 視 化
し た 。 10分 後 に 1Nの H 2 SO 4 （ 100μ L/ウ ェ ル ） を 添 加 し て 反 応 を 停 止 さ せ 、 450nmに 設 定 し
た ELISAプ レ ー ト リ ー ダ ー で 読 み 取 っ た 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　
　 粒 子 の 免 疫 原 性 を ア ッ セ イ す る た め に 、 選 択 し た ア ジ ュ バ ン ト 中 に 10μ gの 粒 子 で マ ウ
ス を IP免 疫 し 、 続 い て 3週 間 の 感 覚 で 1回 又 は 2回 、 同 じ ア ジ ュ バ ン ト 中 に 10μ gの 粒 子 で ブ
ー ス タ ー 免 疫 し た 。 マ ウ ス を そ れ ぞ れ の 免 疫 前 及 び 免 疫 後 2、 4、 6お よ び 8週 で 採 血 し た 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　
　 精 製 粒 子 の 280： 260吸 収 比 を 決 定 す る た め に 、 粒 子 を 20mMの リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 液 （
pH6.8） に 約 0.2mg/mLの 濃 度 で 希 釈 し 、 260お よ び 280nmの 波 長 で 吸 収 値 を 測 定 し た 。 280nm
で 測 定 さ れ た 吸 収 を 260nmの 値 で 割 っ て 、 280： 260比 を 決 定 し た 。 前 記 の 比 を い く つ か の
サ ン プ ル （ 天 然 粒 子 （ HBc183） 、 残 基 149位 の 後 ろ で 切 り 縮 め た HBc粒 子 （ HBc149） 、 お よ
び 本 明 細 書 の い ず れ か の 場 所 で 特 定 し た い く つ か の HBcキ メ ラ を 含 む ） に つ い て 得 た 。 前
記 の 比 は 下 記 の 表 に 示 さ れ て い る 。 完 全 長 粒 子 CV-1559は 、 Neirynckら の 論 文 （ Nature Me
d. 5(10):1157-1163） 及 び 親 出 願 （ WO9907839） で 最 初 に 報 告 さ れ た 粒 子 調 製 物 で 、 一 方
、 完 全 長 粒 子 CV-1607は 同 様 な 粒 子 で あ る が 、 ポ リ ペ プ チ ド の 17位 お よ び 19位 の M2ポ リ ペ
プ チ ド シ ス テ イ ン （ 配 列 番 号 :9の X 1 7 お よ び X 1 9 ） が セ リ ン 残 基 に 変 異 し て い た 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 表 １
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Ｂ ． 粒 子 の 免 疫 原 性

実 施 例 4： 280： 260吸 収 比 の 決 定



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
NT： テ ス ト 実 施 せ ず 。 *CV-1159は Neirynck (1999)が 記 載 し た IM2-HBcと 同 一 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　
　 精 製 粒 子 は 、 50mMの NaPO 4 （ pH6.8） を 用 い て 1mg/mLの 濃 度 に 希 釈 し 、 ア ジ 化 ナ ト リ ウ ム
を 最 終 濃 度 0.02%で 添 加 し て 細 菌 の 増 殖 を 防 い だ 。 サ ン プ ル を SDS-PAGEサ ン プ ル 緩 衝 液 （
還 元 性 ） と 混 合 し 、 15％ SDS-PAGEゲ ル で 泳 動 し た 。 ク ー マ シ ー ブ ル ー を 用 い て ゲ ル を 染 色
し 、 続 い て 分 析 し た 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　
　 25mLの ス ー パ ー ロ ー ス （ Superrose(商 標 )） 6HR10/30ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー カ ラ ム （ Amers
ham Pharmacia #17-0537-01） お よ び BioCAD（ 商 標 ） SPRINT還 流 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー シ ス
テ ム を 用 い て 、 精 製 ハ イ ブ リ ッ ド HBc粒 子 の 解 析 的 ゲ ル ろ 過 分 析 を 実 施 し た 。 UV検 出 装 置
を 280nmの 波 長 で モ ニ タ ー す る た め に 設 定 す る 。 カ ラ ム は 、 3カ ラ ム 容 積 （ CV； 約 75mL） の
緩 衝 液 （ 50mM NaPO 4 （ pH6.8） ） を 流 速 0.75mL/分 で 用 い て 平 衡 化 し た 。
　 分 析 す る べ き 粒 子 を 50mMの NaPO 4 （ pH6.8） を 用 い て 1mg/mLの 濃 度 に 希 釈 し た 。 続 い て 20
0マ イ ク ロ リ ッ ト ル （ μ L） の サ ン プ ル を 200μ Lの ル ー プ に ロ ー ド し 、 前 記 カ ラ ム に 注 入 し
た 。 流 速 0.75mL/分 で 50mMの NaPO 4 （ pH6.8） を 用 い て サ ン プ ル を カ ラ ム か ら 溶 出 さ せ た 。
　 N-末 端 シ ス テ イ ン 残 基 を 含 む 粒 子 又 は そ の よ う な シ ス テ イ ン を 含 ま な い 同 様 な 粒 子 を 上
記 の 方 法 を 用 い て 解 析 し た 。 280nmト レ ー ス の 積 算 は BioCAD(商 標 )ソ フ ト （ PerSeptive(商
標 )） を 用 い て 実 施 し 、 結 果 を 示 す 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　
　 最 近 、 Neirynckら （ Nature Med. 5(10):1157-1163 （ 1999） 及 び WO99/07839） は 、 M2の
24ア ミ ノ 酸 の 細 胞 外 ド メ イ ン と 完 全 長 HBc粒 子 （ HBc183） （ ア ミ ノ 酸 残 基 1－ 4を 欠 く ） の N
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実 施 例 5： 熱 安 定 性 プ ロ ト コ ル

実 施 例 6： ハ イ ブ リ ッ ド 粒 子 の 解 析 的 ゲ ル ろ 過 分 析

実 施 例 7： イ ン フ ル エ ン ザ M2構 築 物



-末 端 と の 融 合 を 報 告 し た 。 本 明 細 書 で IM2HBcと 称 す る 前 記 構 築 物 の 模 式 図 は 下 記 に 示 さ
れ て い る 。 前 記 模 式 図 で は 前 記 24量 体 は HBcの N-末 端 と 連 結 さ れ て い る 。
　 IM2HBc
MSLLTEVETPIRNEWGCRCNDSSD-HBc(5-183)                      配 列 番 号 :94
　 あ る 例 示 的 調 製 物 で は 、 M2エ ピ ト ー プ は 肝 炎 Bコ ア の イ ム ノ ド ミ ナ ン ト ル ー プ に 挿 入 さ
れ 、 ICC-1475と 称 さ れ る 粒 子 は 、 そ の よ う な 挿 入 お よ び 精 製 の た め に 以 前 に 考 察 さ れ た 技
術 を 用 い て 良 好 に 発 現 さ れ 、 精 製 す る こ と が で き た 。 M2エ ピ ト ー プ の 変 異 型 （ M2の 天 然 の
17位 お よ び 19位 の 2つ の シ ス テ イ ン 残 基 は ア ラ ニ ン 残 基 に よ っ て 置 換 さ れ て い る ） も ま た
イ ム ノ ド ミ ナ ン ト ル ー プ で 発 現 さ れ （ ICC-1473粒 子 ） 、 生 じ た 粒 子 は 精 製 さ れ た 。 こ れ ら
2つ の 粒 子 を 下 記 に 模 式 的 に 示 す 。
　 ICC-1475
HBc(1-78)- -SLLTEVETPIRNEWGCRCNDSSD- -HBc(79-149)　 　 　 配 列 番 号 :95
　 ICC-1473
HBc(1-78)- -SLLTEVETPIRNEWGARANDSSD- -HBc(79-149)-C　 　 配 列 番 号 :96
【 ０ １ ０ １ 】
　 ICC-1473粒 子 構 築 物 は 、 天 然 の 配 列 （ ICC-1475） と 比 較 し た と き 約 7倍 多 い 精 製 粒 子 が
得 ら れ た 。 シ ス テ イ ン 残 基 の 変 異 が 粒 子 の 潜 在 保 護 能 力 を 変 化 さ せ た の か 否 か は 決 定 さ れ
て い な い 。 シ ス テ イ ン 残 基 の 変 異 が 粒 子 の 防 御 的 潜 在 能 力 を 変 化 さ せ た の か 否 か は 未 だ 決
定 さ れ て い な い 。 し か し な が ら 、 HBcの イ ム ノ ド ミ ナ ン ト ル ー プ に デ リ バ ー さ れ た エ ピ ト
ー プ は 、 そ れ ら が 他 の 領 域 （ N-末 端 を 含 む ） に 融 合 さ れ た と き と 比 較 し て 通 常 は 顕 著 に 免
疫 原 性 を 示 し 、 生 じ た 粒 子 は 抗 HBc免 疫 原 性 の 低 下 を 示 す 。
　 M2の N-末 端 24量 体 配 列 が C-末 端 切 端 肝 炎 Bコ ア 粒 子 の N-末 端 と 融 合 さ れ た 粒 子 も ま た 調
製 さ れ た 。 前 記 構 築 物 （ ICC-1438） も ま た N-末 端 プ レ コ ア 配 列 （ 配 列 番 号 :66） を 含 ん で
い た 。 ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 （ ICC-1492） の 末 端 （ こ の 事 例 で は HBc遺 伝 子 の Val-149の
直 後 ） に た だ 1つ の シ ス テ イ ン 残 基 を 含 む 同 様 な 構 築 物 を 調 製 し た 。 こ れ ら の 構 築 物 を 下
記 に 模 式 的 に 示 す 。
　 ICC-1438
M SLLTEVETPIRNEWGCRCNDSSD LGWLWGI-HBc(2-149)     配 列 番 号 :97
　 ICC-1492
M SLLTEVETPIRNEWGCRCNDSSD LGWLWGI-HBc(2-149)-C   配 列 番 号 :98
　 天 然 の HBcイ ニ シ エ ー タ ー メ チ オ ニ ン か ら の 翻 訳 開 始 を 防 止 す る た め に 、 前 記 残 基 の コ
ド ン を 変 異 さ せ て イ ソ ロ イ シ ン 残 基 を コ ー ド さ せ た こ と は 特 記 さ れ る べ き で あ る 。 EcoRI
（ GI） お よ び SacI（ EL） 制 限 部 位 に よ っ て 付 与 さ れ た 残 基 に は 下 線 が 付 さ れ て い る 。 プ レ
コ ア 配 列 は 下 線 を 付 さ れ た EL残 基 と “ -HBc(2-149)” の 間 に 挙 げ ら れ て い る 。
　 本 明 細 書 の 別 の 箇 所 で 考 察 し た SDS-PAGEに よ る 分 析 に よ っ て 、 ICC-1438モ ノ マ ー 構 築 物
（ レ ー ン 2） は 、 ICC-1492（ レ ー ン 3） と 、 SDS-PAGEゲ ル で ま た 別 の 分 子 量 コ ン ト ロ ー ル と
し て 機 能 す る HBc-149（ レ ー ン 1） 、 ICC-1475（ レ ー ン 4） 及 び ICC-1473（ レ ー ン 5） と と も
に 比 較 さ れ た と き 、 調 製 時 に 不 安 定 で あ る こ と が 示 さ れ た （ 図 10） 。 ICC-1438モ ノ マ ー の
不 安 定 性 は 粒 子 の 解 析 的 ゲ ル ろ 過 を 用 い た と き は 明 瞭 で は な か っ た 。
　 ICC-1475（ 図 10、 レ ー ン 4） 及 び ICC-1473（ 図 10、 レ ー ン 5） は 両 方 と も 、 ICC-1438及 び
ICC-1492よ り も わ ず か に 小 さ な 分 子 量 を 有 す る と 予 想 さ れ た 。 な ぜ な ら ば 、 前 者 の 2つ は
イ ム ノ ド ミ ナ ン ト ル ー プ に 直 接 挿 入 さ れ た M2エ ピ ト ー プ を 含 み 、 し た が っ て ICC-1438及 び
ICC-1492に 存 在 す る プ レ コ ア 配 列 （ 配 列 番 号 :66） を 欠 く か ら で あ る 。 予 想 通 り 、 ICC-149
2は ICC-1475及 び ICC-1473よ り も 大 き か っ た が 、 し か し な が ら ICC-1438（ ICC-1492と 同 一
で あ る が 、 C-末 端 の シ ス テ イ ン 残 基 を 確 保 し て い る ） は 、 明 白 な 切 断 の た め に ICC-1475及
び ICC-1473よ り 明 瞭 に は 大 き く は な い 。
　 HBcの N-末 端 （ ド メ イ ン I） 又 は ル ー プ （ ド メ イ ン II） に 連 結 さ れ た 以 前 に 考 察 し た M2の
N-末 端 細 胞 外 配 列 を 含 み 、 さ ら に ま た 、 HBcの C-末 端 （ ド メ イ ン IV） の シ ス テ イ ン 残 基 を
含 む 構 築 物 も ま た 意 図 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
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GI EL

GI EL

GI EL

GI EL



　 イ ム ノ ド ミ ナ ン ト ル ー プ 融 合 を 含 む ハ イ ブ リ ッ ド HBc粒 子 の ア ミ ノ 末 端 を 改 変 し て シ ス
テ イ ン 残 基 、 お よ び 最 小 限 の M2-由 来 配 列 を 取 り 込 む た め に 、 一 連 の 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド を 合 成 す る 。 V2.Pf1(N-M2(17-24/C17S))を 作 製 す る た め に 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド M2(1
7-24/C17S)-NcoI-Fお よ び HBc149/HindIII-Rを 用 い て 、 ベ ク タ ー V2.Pf1か ら ハ イ ブ リ ッ ド H
Bc遺 伝 子 を 増 幅 す る 。 得 ら れ た 546bpフ ラ グ メ ン ト を NcoIお よ び HindIIIで 切 断 し 、 pKK223
-3N（ 同 じ 2つ の 酵 素 に よ っ て そ の 前 に 切 断 さ れ て い る ） に 挿 入 す る 。
　 V2.Pf1(N-M2(17-24/C19S))を 作 製 す る た め に 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド M2(17-24/C19S)-Nco
I-Fお よ び HBc149/HindIII-Rを 用 い て 、 ベ ク タ ー V2.Pf1の ハ イ ブ リ ッ ド HBc遺 伝 子 を 増 幅 す
る 。 得 ら れ た 540bpフ ラ グ メ ン ト を NcoIお よ び HindIIIで 切 断 し 、 pKK223-3N（ 同 じ 2つ の 酵
素 に よ っ て そ の 前 に 切 断 さ れ て い る ） に 挿 入 す る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 M2(17-24/C17S)-NcoI-F
        M  G  S  R    N  D  S  S  D  I  D  P  Y  K  E  F  G      配 列 番 号 :99
 GGCG GGTCTAGATGTAACGATTCAAGTGACATCGACCCTTATAAAGAATTTCG      配 列 番 号 :100

　 M2(17-24/C19S)-NcoI-F
      M  G    N  D  S  S  D  I  D  P  Y  K  E  F  G              配 列 番 号 :101
GCG GGTGTAACGATTCAAGTGACATCGACCCTTATAAAGAATTTGG              配 列 番 号 :102
【 ０ １ ０ ４ 】
　
　 C-末 端 が 残 基 149に 切 り 縮 め ら れ た HBcの N-末 端 で 、 又 は N-末 端 近 く で ペ プ チ ド 結 合 し た
イ ン フ ル エ ン ザ A M2タ ン パ ク 質 の 残 基 1－ 24を 含 む 、 一 連 の HBcキ メ ラ 分 子 含 有 粒 子 を 調 製
し た 。 前 記 キ メ ラ タ ン パ ク 質 分 子 は 種 々 の N-末 端 配 列 を 含 ん で い た 。 前 記 配 列 は M2配 列 又
は 変 種 を 含 み 、 さ ら に い く つ か は C-末 端 シ ス テ イ ン 残 基 を 含 ん で い た 。
　 以 下 の 表 2に 挙 げ た 全 て の 精 製 粒 子 を 、 解 析 用 サ イ ズ 排 除 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ っ て
分 析 し て 、 精 製 後 の 粒 子 状 構 造 の 保 持 を 評 価 し た 。 ICC-1603と 称 さ れ る 粒 子 （ N-末 端 シ ス
テ イ ン 残 基 を 含 ま な い ） は 、 亜 粒 子 状 構 造 へ の 分 解 を 示 す 証 拠 を 提 示 し た （ 図 3） 。 そ の
理 由 は 、 タ ン パ ク 質 が 1500秒 の 範 囲 で 溶 出 し た か ら で あ る （ 正 確 に 形 成 さ れ た 粒 子 は ほ ぼ
1000秒 で 溶 出 す る ） 。
　 粒 子 ICC-1590（ N-末 端 M2配 列 の 2つ の セ リ ン 残 基 が シ ス テ イ ン 残 基 に 変 異 し て い る こ と
を 除 い て ICC-1603粒 子 と 同 様 で あ る ） の 同 様 な 分 析 に よ っ て 、 前 記 構 築 物 は 精 製 の 後 で 粒
子 状 構 造 を 維 持 す る こ と が 示 さ れ 、 溶 出 は 約 1000秒 で 生 じ 、 こ れ は ハ イ ブ リ ッ ド 粒 子 に 典
型 的 で あ る （ 図 4） 。 ICC-1590粒 子 に つ い て は 分 解 の 証 拠 は な か っ た 。
　 ICC-1560粒 子 （ そ の キ メ ラ タ ン パ ク 質 も ま た 2つ の N-末 端 シ ス テ イ ン 残 基 を 有 す る ） の
分 析 に よ っ て 、 前 記 も ま た 精 製 後 に 粒 子 状 で あ る こ と が 示 さ れ た が 、 た だ し 、 前 記 は あ る
程 度 の 分 解 も 示 し （ 図 5） 、 安 定 化 は ICC-1590粒 子 ほ ど は 強 固 で な い こ と が 示 唆 さ れ た 。 I
CC-1590と ICC-1560粒 子 の N-末 端 立 体 配 置 の 比 較 （ 以 下 の 表 ２ ） に よ っ て 、 ICC-1560粒 子
の 2つ の シ ス テ イ ン 残 基 の 相 対 位 置 は 、 3つ の ア ミ ノ 酸 残 基 （ DEL） の 欠 落 の た め に ICC-159
0粒 子 に 対 し て 3ア ミ ノ 酸 残 基 だ け シ フ ト し て い る こ と が 示 さ れ 、 シ ス テ イ ン 残 基 は 、 最 適
な 架 橋 を 可 能 に す る た め に コ ア 遺 伝 子 の 開 始 部 か ら 最 小 限 の 距 離 を 有 す る こ と が 要 求 さ れ
る 可 能 性 が あ る こ と 示 し て い る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　
　 ICC-1603粒 子 は 、 精 製 後 迅 速 に 分 解 す る こ と が 図 3で 示 さ れ た 。 ICC-1605粒 子 を 含 む HBc
キ メ ラ 分 子 は 、 ICC-1605成 分 の キ メ ラ 分 子 が た だ 1つ の C-末 端 安 定 化 シ ス テ イ ン を 有 す る
こ と を 除 い て ICC-1603粒 子 の キ メ ラ 分 子 と 類 似 す る 。 C-末 端 シ ス テ イ ン 残 基 の ICC-1603粒
子 へ の 付 加 が 粒 子 に よ り 高 い 安 定 性 を 付 与 す る こ と が で き る か 否 か を 解 明 す る た め に 、 IC
C-1605粒 子 の 発 現 を 誘 導 す る プ ラ ス ミ ド を 作 製 し た 。 精 製 に 続 い て 、 ICC-1605粒 子 を 解 析
的 サ イ ズ 排 除 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 用 い て 分 析 し た （ 図 6） 。
　 こ の 実 験 の 結 果 に よ っ て 、 粒 子 の 安 定 化 は ICC-1603粒 子 の 場 合 よ り も 完 全 で あ る が 、 IC
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実 施 例 8： N-お よ び C-末 端 の 両 シ ス テ イ ン 残 基 を 含 む 又 は 含 ま な い HBcキ メ ラ 分 子

実 施 例 9： M2ま た は M2変 種 配 列 お よ び １ つ の C-末 端 シ ス テ イ ン 残 基 を 含 む 粒 子



C-1590粒 子 よ り も 不 完 全 で あ る こ と が 示 さ れ た （ ICC-1590粒 子 は 2つ の ア ミ ノ 末 端 シ ス テ
イ ン 残 基 を 含 み C-末 端 安 定 化 シ ス テ イ ン を 含 ま な い ） 。 顕 著 な 量 の ICC-1605が 粒 子 構 造 の
ま ま で あ っ た が 、 広 い 範 囲 に わ た っ て 溶 出 す る 亜 粒 子 構 造 の 不 均 質 な 混 合 物 の 存 在 を 示 す
証 拠 が あ っ た 。 こ れ ら の 観 察 は 、 こ の ハ イ ブ リ ッ ド 粒 子 （ ICC-1603） の 場 合 、 ICC-1605粒
子 で 見 出 さ れ る よ う な C-末 端 安 定 化 は 、 ICC-1590粒 子 で 見 出 さ れ る N-末 端 安 定 化 よ り も 不
完 全 で あ る こ と が 示 唆 さ れ る 。
　 ハ イ ブ リ ッ ド 粒 子 の ア ミ ノ 末 端 お よ び カ ル ボ キ シ 末 端 シ ス テ イ ン 合 体 安 定 化 の 両 立 性 を
解 明 す る た め に 、 ICC-1604粒 子 の 発 現 を 誘 導 す る 発 現 プ ラ ス ミ ド を 構 築 し た 。 ICC-1604粒
子 の 成 分 キ メ ラ 分 子 は 、 （ ICC-1590の よ う に ） 天 然 の M2ポ リ ペ プ チ ド 配 列 に 存 在 す る 2つ
の ア ミ ノ 末 端 安 定 化 シ ス テ イ ン 残 基 を 、 （ ICC-1605の よ う に ） C-末 端 安 定 化 シ ス テ イ ン と
同 様 に 含 む 。 ICC-1604粒 子 の 分 析 に よ っ て 、 前 記 粒 子 は 精 製 後 均 質 な 粒 子 状 態 を 維 持 す る
こ と が 示 さ れ （ 図 7） 、 前 記 2つ の 安 定 化 の 方 法 は 補 完 的 で あ り 、 互 い に 協 調 的 に 用 い る こ
と が で き る こ と を 示 し た 。
　 HBcの N-末 端 と N-末 端 シ ス テ イ ン 残 基 と の 間 の ま た 別 の リ ン カ ー 配 列 を 、 ICC-1438粒 子
及 び ICC-1492粒 子 を 用 い て 解 明 し た 。 こ れ ら 粒 子 は 両 方 と も 、 ア ミ ノ 酸 配 列 ELLGWLWGIDI
（ 配 列 番 号 :103） を M2融 合 物 と HBcの ア ミ ノ 酸 D4と の 間 に 含 ん で い る 。 ア ミ ノ 酸 残 基 LGWLW
GIDIは HBcの プ レ コ ア の ア ミ ノ 酸 -6か ら ア ミ ノ 酸 I3に 由 来 し 、 こ の 位 置 か ら 翻 訳 が 開 始 す
る の を 防 ぐ た め に HBcの イ ニ シ エ ー タ ー コ ド ン が 欠 落 し て い る （ 前 記 は 本 実 験 の 妥 協 の 産
物 で あ る ） 。 HBプ レ コ ア 配 列 は -7位 に シ ス テ イ ン を 含 ん で い る 。
　 こ れ ら の 粒 子 は 、 ICC-1438成 分 キ メ ラ 分 子 は HBcの 149位 で 終 了 す る が 、 ICC-1492成 分 キ
メ ラ 分 子 は HBcの 149位 で 終 了 し 、 配 列 番 号 :1の HBcに 対 応 す る 150位 に 末 端 シ ス テ イ ン を 含
む と い う 点 で の み 相 違 し て い た 。 ま た 別 の 方 法 で あ る が 上 記 で 考 察 し た も の と 類 似 の 方 法
（ そ れ に よ れ ば 粒 子 は 約 10分 で 溶 出 す る ） を 用 い て 解 析 的 ゲ ル ろ 過 に よ っ て 分 析 し た と き
、 両 構 築 物 は 精 製 後 に 粒 子 状 態 で あ る こ と が （ ICC-1438は 図 8、 及 び ICC-1492は 図 10で ）
示 さ れ た 。 こ の 実 験 は 、 切 端 粒 子 の ア ミ ノ 末 端 お よ び カ ル ボ キ シ ル 末 端 シ ス テ イ ン 安 定 化
の 両 立 性 、 並 び に ア ミ ノ 酸 配 列 に お け る 実 質 的 変 動 性 お よ び N-末 端 シ ス テ イ ン 残 基 と HBc
遺 伝 子 の 開 始 部 間 の 距 離 に 対 す る 寛 容 性 を 示 し た 。 い く つ か の 実 験 か ら 得 ら れ た デ ー タ は
、 下 記 の 表 2A、 2B及 び 2Cに 示 さ れ て い る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
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表 2A



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ０ ７ 】
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

【 ０ １ ０ ８ 】
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表 2B

表 2C



　
　
　
　
【 ０ １ ０ ９ 】
　 下 記 の 表 3は 、 HBeAg、 及 び N-末 端 融 合 物 を 持 つ 粒 子 の N-末 端 の 立 体 配 置 を 明 ら か に す る
ア ラ イ ン メ ン ト を 示 し て い る 。 配 列 は 、 全 て の 構 築 物 が 共 有 す る 配 列 番 号 :1の HBcの N-末
端 の ア ミ ノ 酸 残 基 4位 か ら ア ラ イ ン メ ン ト さ れ て い る 。 存 在 す る 場 合 は 、 N-末 端 の シ ス テ
イ ン 残 基 に は 下 線 が 付 さ れ て い る 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
HBeAg                                         SKL LGWLWGMDID      103
ICC-1438/ICC-1492     MGISLLTEVETPIRNEWG R NDSSDELLGWLWGIDID      104
ICC-1560                            MSLLTEVETPIRNEWG R NDSSD      105
ICC-1590/ICC-1604/ICC-1606       MSLLTEVETPIRNEWG R NDSSDELD      106
ICC-1603/ICC-1605/ICC-1607       MSLLTEVETPIRNEWGSRSNDSSDELD      107
ICC-1671                         MSLLTEVETPIRNEWGSR NDSSDELD      108
ICC-1672                         MSLLTEVETPIRNEWG RSNDSSDELD      109
ICC-1816           MSLLTEVETPIRNEWG R NDSSDLESLLTEVET-
                                          PIRNEWG R NDSSDELD      110
ICC-1817           MSLLTEVETPIRNEWGSRSNDSSDLESLLTEVET-
                                          PIRNEWG R NDSSDELD      111
ICC-1818           MSLLTEVETPIRNEWGSRSNDSSDLQSLLTEVETPIRN-
                     EWGSRSNDSSDLESLLTEVETPIRNEWG R NDSSDELD      112
【 ０ １ １ １ 】
　 下 記 の 表 4は 、 本 明 細 書 で 意 図 さ れ る 、 N-末 端 イ ン フ ル エ ン ザ A M2配 列 ま た は 変 種 を 含
む 粒 子 に つ い て 安 定 性 を 評 価 し た 結 果 の 一 覧 表 を 提 供 す る 。 表 に 示 さ れ て い る よ う に 、 安
定 な 粒 子 は 、 配 列 番 号 :1の HBc配 列 の N-末 端 に 対 し て マ イ ナ ス 14（ -14） 位 か ら お よ そ N-末
端 自 体 ま で の 位 置 に N-末 端 シ ス テ イ ン 残 基 を 含 む HBcキ メ ラ 分 子 か ら 生 成 さ れ て い る 。

【 ０ １ １ ２ 】
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表 ３
構 築 物 番 号 配 列 配 列 番 号

C
C C

C C
C C

C
C

C C
C C

C C

C C

表 ４



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
* ： 第 二 の N-末 端 M2コ ピ ー か ら 数 え る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　
　 収 量 は 、 500mL培 養 か ら 得 ら れ る 精 製 粒 子 の ミ リ グ ラ ム と し て 表 さ れ る 。 結 合 核 酸 の 存
在 は 精 製 粒 子 の A280： A260比 の 測 定 に よ っ て 決 定 し た 。 1.0よ り 大 き い 比 は 結 合 核 酸 が 存
在 し な い こ と を 示 し 、 1.0未 満 の 比 は 結 合 核 酸 の 存 在 を 示 す 。 Fiersと 共 同 研 究 者 ら が 記 載
し た 最 初 の 完 全 長 IM2HBc（ Neirynck et al. (1999) Nat. Med. 5(10):1157-1163； 及 び 親
出 願 WO9907839） は ICC-1559と 同 じ も の で あ る 。
【 ０ １ １ ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ １ ５ 】
　
　 ELISAを 用 い て モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 14C2に 対 す る 種 々 の 粒 子 の 抗 原 性 を 調 べ た 。 そ の 本
来 の 構 造 で 粒 子 が 維 持 さ れ て い る こ と を 担 保 す る た め に 、 粒 子 を 捕 捉 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル
抗 体 （ ウ サ ギ ） で 先 ず 初 め に ELISAプ レ ー ト を 被 覆 し 、 続 い て 14C2モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 又
は 、 HBc粒 子 の イ ム ノ ド ミ ナ ン ト ル ー プ に 対 し て 特 異 性 を 有 す る 2つ の 抗 HBcモ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 の ど ち ら か の 種 々 の 希 釈 を 用 い て 調 べ た 。 下 記 の 表 に 提 示 し た デ ー タ は 、 HBcの イ
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実 施 例 10： M2含 有 粒 子 の 収 量 及 び 核 酸 結 合

実 施 例 11： 種 々 の M2含 有 粒 子 の 抗 原 性



ム ノ ド ミ ナ ン ト ル ー プ に お け る M2eの 提 示 は 、 N-末 端 で の 提 示 と 比 較 し て 、 14C2モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 の M2eエ ピ ト ー プ へ の ア ク セ ス 能 力 を 顕 著 に は 変 化 さ せ な い こ と を 示 し て い る
（ IM2HBc/ICC-1559お よ び ICC-1604） 。 こ れ ら の 観 察 は 驚 く べ き こ と で は な い 。 な ぜ な ら
ば 、 14C2は 、 N-末 端 に 結 合 す る の で は な く M2eの 内 部 領 域 （ M2の ア ミ ノ 酸 8、 10、 11お よ び
14） と 結 合 す る こ と が 以 前 に 示 さ れ た か ら で あ る （ Zebedee et al. (1988) J. Virol. 62
(8):2762-2727） 。
　 さ ら に ま た 、 ICC-1569を 除 く 全 て の 粒 子 が 抗 HBcモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 3120及 び 3105に 対
す る 抗 原 性 を 維 持 し て い た 。 3105に よ る 認 識 の 低 下 は 、 イ ム ノ ド ミ ナ ン ト ル ー プ に 挿 入 さ
れ た 配 列 を 有 す る 粒 子 に つ い て 以 前 に 観 察 さ れ た 現 象 で あ り 、 こ れ は 典 型 的 に は 免 疫 後 に
こ れ ら 粒 子 に 対 す る 抗 HBc応 答 の 低 下 と 解 釈 さ れ る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 3105及 び 3120は T
okyo Institute of Immunology（ Japan） か ら 購 入 し た 。
【 ０ １ １ ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ １ ７ 】
　
　 ICC-1604及 び ICC-1569粒 子 の 免 疫 原 性 を マ ウ ス で 調 べ た 。 前 記 2つ の 粒 子 間 で 抗 M2e力 価
に ほ と ん ど 相 違 は な か っ た が 、 抗 HBc力 価 に は 顕 著 な 相 違 が こ の 2つ の 粒 子 間 で 観 察 さ れ た
。 ICC-1604粒 子 （ 天 然 の イ ム ノ ド ミ ナ ン ト ル ー プ を も つ ） は 、 IM2HBcの よ う に 、 ICC-1569
粒 子 の 場 合 よ り も お よ そ 100倍 高 い 抗 HBc力 価 を 誘 発 し た 。 こ れ ら の デ ー タ は 、 エ ピ ト ー プ
挿 入 に よ る HBcの イ ム ノ ド ミ ナ ン ト ル ー プ の 破 壊 (こ れ は HBcモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 3105に よ
る 認 識 の 低 下 を も た ら す )は 、 劇 的 に 抗 HBc抗 体 応 答 を 低 下 さ せ る と い う 事 実 を 改 め て 強 調
す る 。 逆 に 、 両 粒 子 は 、 IM2HBc/ICC-1559で 以 前 に 観 察 さ れ た も の と 匹 敵 す る 同 様 な 抗 M2e
抗 体 応 答 を 誘 発 し 、 終 末 力 価 は 約 1： 100,000で あ っ た 。
　 粒 子 は ア ル ヒ ド ロ ゲ ル （ Alhydrogel(商 標 )） で 製 剤 化 し 、 10匹 の マ ウ ス の 複 数 グ ル ー プ
を 0日 目 及 び 28日 目 に 2回 10μ gの 製 剤 化 粒 子 で 免 疫 し た 。 プ ー ル し た 血 清 を 2回 目 の 注 射 後
2週 間 し て 抗 HBc及 び 抗 M2e抗 体 応 答 に つ い て ELISAア ッ セ イ で 分 析 し た 。 ブ ー ス タ ー 後 2週
間 で 10匹 の マ ウ ス か ら プ ー ル し た 血 清 を 、 捕 捉 抗 原 と し て M2e(2-24)合 成 ペ プ チ ド 及 び 組
換 え HBc（ ICC-1123） を 用 い て ELISAで 分 析 し た 。
　 マ ウ ス の 致 死 的 攻 撃 モ デ ル で の ICC-1569及 び ICC-1604粒 子 の 直 接 比 較 は 、 両 粒 子 を ア ル
ヒ ド ロ ゲ ル (商 標 )で 製 剤 化 し た と き は 致 死 的 攻 撃 量 に 対 し て 完 全 な 防 御 を 与 え る こ と が で
き る こ と を 示 し た 。 こ れ ら の 結 果 は 、 し た が っ て 、 両 粒 子 は 抗 M2e抗 体 で 同 様 な 力 価 を 誘
発 す る と い う 観 察 と 一 致 す る 。
　 ゲ ン ト 大 学 （ University of Ghent） の Fiersと 共 同 研 究 者 ら の 種 々 の 一 連 の 粒 子 及 び ア
ジ ュ バ ン ト を 用 い た 多 く の マ ウ ス 実 験 の デ ー タ を 組 み 合 わ せ る こ と に よ っ て 、 IgG2aサ ブ
ク ラ ス の 抗 M2e力 価 と 防 御 効 率 と の 間 の 相 関 性 の 可 能 性 を 示 す 証 拠 が 明 ら か に な っ た 。 10 4

を 超 え る 抗 M2e IgG2a力 価 を 示 す マ ウ ス は 致 死 的 攻 撃 か ら 完 全 に 防 御 さ れ え る が 、 一 方 、
抗 M2e IgG2a力 価 が 10 4 未 満 で あ る マ ウ ス （ た だ し IgG1力 価 は 10 4 を 超 え る ） は 典 型 的 に は
不 完 全 な 防 御 を 示 す 。 こ れ ら の デ ー タ は 、 そ れ ら が 、 抗 M2e抗 体 は M2の 機 能 を 単 に 阻 止 す
る の で は な く 、 そ う で な け れ ば 防 御 は IgGサ ブ ク ラ ス 偏 向 に 左 右 さ れ な い で あ ろ う と い う
こ と を 示 唆 し て い る と い う 点 で 、 可 能 な 防 御 メ カ ニ ズ ム と の 関 連 性 を 示 す 。 そ れ ど こ ろ か
、 マ ウ ス IgG2a（ 及 び IgG2b） は 補 体 結 合 及 び Fcγ RIIIレ セ プ タ ー 結 合 の た め に も っ と も 有
効 な サ ブ ク ラ ス で あ る の で （ Fcγ RIIIレ セ プ タ ー は NK細 胞 で 発 現 さ れ る （ Ravetch et al.
 (1991) Annu. Rev. Immunol. 9:457-492） ） 、 前 記 の デ ー タ は CDC及 び /又 は ADCCを 巻 き
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実 施 例 12： 種 々 の M2含 有 粒 子 の 免 疫 原 性



込 む 免 疫 メ カ ニ ズ ム を 示 唆 し て い る 。
【 ０ １ １ ８ 】
　
　 本 実 施 例 は 、 種 々 の M2e-HBc構 築 物 （ 10μ g/マ ウ ス ） お よ び 種 々 の ア ジ ュ バ ン ト を ア ッ
セ イ し た い く つ か の 実 験 の 要 約 で あ る 。 約 1/2に 腹 腔 投 与 し 、 約 1/2に 鼻 内 投 与 し た 。 各 群
（ 14匹 マ ウ ス ） に つ い て 、 血 清 を プ ー ル し 、 抗 M2e IgGサ ブ ク ラ ス 抗 体 の 力 価 を 決 定 し た
。 結 果 は 第 二 の ブ ー ス タ ー 後 1週 間 で 採 取 し た 血 清 か ら 得 ら れ た 。 IgG2a力 価 が 10 4 を 超 え
る マ ウ ス に つ い て 、 IgG1の 力 価 は 10 4 （ *） で あ っ た 。
　
　
　
　
　 ア ジ ュ バ ン ト は 、 ワ ク チ ン に 対 し 免 疫 応 答 の 規 模 及 び 持 続 期 間 を 強 化 さ せ る と い う そ れ
ら の 能 力 に つ い て 、 免 疫 応 答 の Th1/Th2偏 向 の 調 節 能 力 と 同 様 に ま す ま す 明 ら か に さ れ つ
つ あ る 。 多 く の 実 験 的 ア ジ ュ バ ン ト は 研 究 中 で あ る が 、 ミ ョ ウ バ ン は 、 米 国 で FDAが 承 認
す る ワ ク チ ン 成 分 で あ る た だ 1つ の ア ジ ュ バ ン ト で あ る 。 典 型 的 に は ミ ョ ウ バ ン は 免 疫 応
答 を Th2型 に 偏 向 さ せ る （ 前 記 偏 向 は マ ウ ス で の 高 レ ベ ル の IgG1抗 体 産 生 に よ っ て 示 さ れ
る ） 。
　 ミ ョ ウ バ ン に よ っ て 製 剤 化 さ れ た M2e-HBc粒 子 は 顕 著 に IgG1応 答 を 誘 発 す る が 、 IgG2aお
よ び IgG2b抗 体 （ 前 記 は Th1イ ン ジ ケ ー タ ー で あ る ） も ま た 誘 発 さ れ る 。 Th1型 IgGサ ブ ク ラ
ス の 産 生 を 強 化 さ せ る た め に 、 RC529を 補 充 し た ア ル ヒ ド ロ ゲ ル (Alhydrogel(商 標 ))製 剤
粒 子 （ RC529は コ リ キ サ 社 （ Corixa Corporation） が 開 発 し た MPLの 合 成 誘 導 体 で あ る ） を
マ ウ ス で テ ス ト し た 。 こ れ ら の 実 験 に よ っ て 、 ア ル ヒ ド ロ ゲ ル （ 商 標 ） 製 剤 へ の RC529の
包 含 は 、 抗 M2e IgG2a： IgG1比 を 約 10倍 高 め て 、 抗 M2e IgG2a力 価 の 劇 的 な 強 化 を も た ら す
こ と が 明 ら か に さ れ た 。 両 群 の 全 て の マ ウ ス が 致 死 的 攻 撃 か ら 完 全 に 防 御 さ れ た が 、 し か
し な が ら 、 ア ル ヒ ド ロ ゲ ル （ 商 標 ） 単 独 に 対 し て 、 ア ル ヒ ド ロ ゲ ル (商 標 )＋ RC529で 製 剤
化 さ れ た ICC-1569で 免 疫 し た マ ウ ス で 罹 患 率 の 低 下 （ 体 温 降 下 お よ び 体 重 減 少 ） が 示 さ れ
た 。
【 ０ １ １ ９ 】
　
　 部 分 的 に 切 り 縮 め ら れ た HBc粒 子 を 発 現 す る 発 現 プ ラ ス ミ ド を 調 製 す る た め に 、 た だ 1つ
の ア ミ ノ 末 端 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド PCRプ ラ イ マ ー （ HBc149/NcoI-F） を 固 有 の C-末 端 プ ラ イ
マ ー と 組 み 合 わ せ て 用 い た 。 例 え ば 、 HBc156（ E.Cr； ICC-1600粒 子 ） 発 現 プ ラ ス ミ ド を 調
製 す る た め に 、 プ ラ イ マ ー HBc149/NcoI-F及 び HBc156(E.cR)-H3-Rを 用 い る 。 プ ラ イ マ ー HB
c149/NcoI-F及 び HBc156(E.cR)-H3-Rを 用 い て 、 HBc156(E.cR)+C（ ICC-1601粒 子 ） 発 現 プ ラ
ス ミ ド を 調 製 す る 。 用 い た 全 て の プ ラ イ マ ー の 配 列 は 下 記 に 示 さ れ て い る 。
　 粒 子 の 切 り 縮 め の 他 に 、 い く つ か の 事 例 で は 、 C-末 端 シ ス テ イ ン 残 基 、 大 腸 菌 で の 発 現
に 最 適 な コ ド ン の 取 り 込 み も ま た 実 施 さ れ た 。 い く つ か の ア ル ギ ニ ン コ ド ン （ 特 に AGA及
び AGG） は 大 腸 菌 で は ほ と ん ど 用 い ら れ ず 、 翻 訳 時 の タ ン パ ク 質 合 成 を 遅 延 さ せ て 未 成 熟
な 終 了 を も た ら す こ と に よ っ て 大 腸 菌 で の 効 率 的 な タ ン パ ク 質 発 現 に と っ て 障 害 と な る と
考 え ら れ て い る 。 HBcの 150と 183の 間 に あ る 16の ア ル ギ ニ ン コ ド ン の う ち 、 7つ は 希 少 な AG
Aコ ド ン に よ っ て コ ー ド さ れ 、 2つ は 極 め て 希 少 な AGGコ ド ン に よ っ て コ ー ド さ れ て い る 。
し た が っ て 、 本 実 験 で は 、 全 て の AGA及 び AGGコ ド ン を 大 腸 菌 で よ り 高 頻 度 で 使 用 さ れ る コ
ド ン で 置 き 換 え た 。
　 希 少 な ア ル ギ ニ ン コ ド ン を 連 続 的 に 置 換 さ せ る た め に 、 HBc156遺 伝 子 を 先 ず 初 め に 合 成
し （ ICC-1600及 び HBc156+C ICC-1601粒 子 ） 、 続 い て HBc163構 築 物 （ ICC-1634及 び HBc163+
C ICC1632粒 子 ） の た め の 鋳 型 と し て 用 い る 。 そ の 後 、 HBc163構 築 物 を HBc171構 築 物 （ ICC
-1642及 び HBc171+C ICC-1643粒 子 ） の た め 鋳 型 と し て 用 い 、 最 後 に HBc171構 築 物 を ア ル ギ
ニ ン コ ド ン 最 適 化 HBc182及 び HBc183構 築 物 の た め の 鋳 型 と し て 用 い る 。 非 最 適 化 HBc182構
築 物 （ ICC-1575） も ま た コ ン ト ロ ー ル の た め に 調 製 す る 。 全 て の PCR生 成 物 を 制 限 酵 素 Nco
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実 施 例 13： 抗 体 の サ ブ ク ラ ス お よ び 防 御

実 施 例 14： 部 分 的 切 端 HBc粒 子 ： 部 分 的 切 端 粒 子 発 現 の た め の 発 現 ベ ク タ ー の 合 成



I及 び HindIIIで 切 断 し 、 発 現 ベ ク タ ー pKK223-3N（ 以 前 に 述 べ た よ う に 前 記 は 予 め 同 じ 酵
素 で 切 断 さ れ て い る ） で ク ロ ー ニ ン グ す る 。
　 ア ミ ノ 末 端 プ ラ イ マ ー 配 列 （ NcoI制 限 部 位 に は 下 線 が 付 さ れ て い る ） ：
【 ０ １ ２ ０ 】
　 HBc149/NcoI-F
5'-TTGGG ACATCGACCCTTA                    配 列 番 号 :51
　 カ ル ボ キ シ 末 端 プ ラ イ マ ー 配 列 （ HindIII制 限 部 位 に は 下 線 が 付 さ れ て い る ） ：
　 HBc156(E.cR)-H3-R
5'-GCG ACTAAGGGGAGCGGCCTCGTCGACGAACAACAGTAGTCTCCGG
                                               配 列 番 号 :64
　 HBc156C(E.cR)-H3-R
5'-GCG ACTAACAAGGGGAGCGGCCTCGTCGACGAACAACAGTAGT-
            CTCCGG                             配 列 番 号 :65
　 HBc163(E.cR)-H3-R
5'-GCG ACTAAGGCGAGGGAGTGCGCCGACGAGGGGAGCGGCCTCG
                                               配 列 番 号 :66
　 HBc163C(E.cR)-H3-R
5'-GCG ACTAACAAGGCGAGGGAGTGCGCCGACGAGGGGAGCGGCCTCG
                                               配 列 番 号 :67
　 HBc171(E.cR)-H3-R
5'-GCG ACTACGGCGATTGAGAGCGTCGACGGCGAGGCGAGGGAGT
                                               配 列 番 号 :68
　 HBc171C(E.cR)-H3-R
5'-GCG ACTAACACGGCGATTGAGAGCGTCGACGGCGAGGCGAGGGAGT
                                               配 列 番 号 :69
　 HBc183(E.cR)-H3-R
5'-GCG ACTAACATTGAGATTCCCGAGATTGAGATCGCCGGCGACGCGG-
CGATTGAGAGCGTC                                 配 列 番 号 :113
　 HBc182-H3-R
5'-GCG ACTATTGAGATTCCCGAGATTGA            配 列 番 号 :114
　 HBc183-H3-R
5'-GGA ACTAACATTGAGATTCCCG                配 列 番 号 :115
　 HBc149/HindIII-R
5'-CGC AAACAACAGTAGTCTCCGGAAG             配 列 番 号 :54
　 HBc149+C/HindIII-R
5'-CGC ACTAGCAAACAACAGTAGTCTCCGGAAG       配 列 番 号 :55
【 ０ １ ２ １ 】
　 下 記 の 表 5は 、 完 全 長 HBcAg（ HBc183） 及 び C-末 端 短 縮 を 有 す る 全 て の 粒 子 の C-末 端 の 立
体 配 置 を 明 ら か に す る ア ラ イ ン メ ン ト を 示 し て い る 。 配 列 は 、 配 列 番 号 :1（ 前 記 は 全 て の
構 築 物 が 共 有 す る ） の HBcの N-末 端 の ア ミ ノ 酸 残 基 149位 か ら ア ラ イ ン メ ン ト さ れ て い る 。
C-末 端 シ ス テ イ ン 残 基 に は 、 存 在 す る 場 合 は 下 線 が 付 さ れ て い る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 表 ５

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
HBc183　 　 　 　 　 VRRRGRSPRRRTPSPRRRRSQSPRRRRSQSRESQ 　 　 　 　  116
HBc182　 　 　 　 　 VRRRGRSPRRRTPSPRRRRSQSPRRRRSQSRESQ　 　 　 　 　 117
HBc171(E.cR)+C
　 　 　 　 　 　 　 　 VRRRGRSPRRRTPSPRRRRSQSP 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 118
HBc171(E.cR)    VRRRGRSPRRRTPSPRRRRSQSP　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  119
HBc163(E.cR)+C
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CCATGG

AAGCTT

AAGCTT

AAGCTT

AAGCTT

AAGCTT

AAGCTT

AAGCTT

AAGCTT

AAGCTT

AAGCTT

AAGCTT

構 築 物 の 名 称 配 列 配 列 番 号
C

C



　 　 　 　 　 　 　 　 VRRRGRSPRRRTPSP 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 120
HBc163(E.cR)　 　 VRRRGRSPRRRTPSP　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  121
HBc156(E.cR)+C　 VRRRGRSP 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  122
HBc156(E.cR)　 　 VRRRGRSP　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 123
【 ０ １ ２ ３ 】
　

　 シ ス テ イ ン 残 基 を 0個 （ 粒 子 1891） 、 1つ （ 粒 子 1892及 び 1893） 、 又 は 2つ （ 粒 子 1890）
含 む 、 149位 で 切 り 縮 め ら れ た 肝 炎 Bコ ア の ア ミ ノ 酸 D4に 融 合 し た 短 い N-末 端 融 合 物 を 含 む
、 4種 の 一 連 の キ メ ラ タ ン パ ク 質 を 調 製 し た 。 分 析 用 サ イ ズ 排 除 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ SEC
） を 用 い て 前 記 キ メ ラ を 分 析 し 、 精 製 後 の 粒 子 の 完 全 性 を 判 定 し た 。 こ れ ら の N-末 端 融 合
物 の 配 列 及 び 単 離 収 量 は 下 記 の 表 6に 示 さ れ て い る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 表 6：
　
　
　
　
　
　
　
　 1つ 又 は 2つ 以 上 の シ ス テ イ ン を 含 む 3種 の キ メ ラ タ ン パ ク 質 は 1.9か ら 6.8mg/500mL細 胞
培 養 の 範 囲 の 収 量 で 精 製 す る こ と が で き た 。 イ ニ シ エ ー タ ー メ チ オ ニ ン に 対 し て 3位 と 5位
に 2つ の シ ス テ イ ン を 含 む キ メ ラ （ 粒 子 1890） 又 は 3位 に た だ 1つ の シ ス テ イ ン を 含 む キ メ
ラ （ 粒 子 1893） は 、 5位 に た だ 1つ の シ ス テ イ ン を 含 む キ メ ラ （ 粒 子 1892） と 比 較 し て よ り
高 収 量 で 精 製 さ れ た 。 シ ス テ イ ン 3又 は シ ス テ イ ン 5の い ず れ も 含 ま な い キ メ ラ タ ン パ ク 質
は 粒 子 と し て 精 製 す る こ と が で き ず 、 こ の キ メ ラ タ ン パ ク 質 分 子 は 安 定 な 粒 子 を 形 成 し な
い こ と を 示 唆 し た 。
　 分 析 用 SECで 調 べ た と き 、 3種 の タ ン パ ク 質 は 全 て 約 5－ 8mLで 溶 出 す る 主 要 な ピ ー ク （ 前
記 は 粒 子 を 示 す ） を 示 し た 。 こ の 発 見 は 、 N-末 端 シ ス テ イ ン を 欠 く キ メ ラ タ ン パ ク 質 分 子
（ 例 え ば キ メ ラ 粒 子 ICC-1048、 前 記 は 粒 子 及 び よ り 低 次 構 造 物 の 混 合 物 と し て 存 在 す る ）
と は 対 照 的 で あ る 。 SECプ ロ フ ィ ル の よ り 詳 細 な 分 析 は 、 キ メ ラ タ ン パ ク 質 分 子 1890は 検
出 可 能 な 低 次 構 造 物 を 含 ま な い 優 れ た 粒 子 を 形 成 す る が 、 キ メ ラ 1892は 少 量 の 非 粒 子 状 物
質 が 存 在 し 、 さ ら に キ メ ラ 1893は い っ そ う 多 く の 非 粒 子 状 物 質 が 存 在 す る こ と は 明 ら か に
し た 。
　 異 種 エ ピ ト ー プ を 提 示 す る 粒 子 を 安 定 化 さ せ る N-末 端 シ ス テ イ ン 残 基 の 能 力 を 調 べ る た
め に 、 キ メ ラ 1890と 同 じ N-末 端 の 立 体 配 置 を 有 し 、 イ ム ノ ド ミ ナ ン ト ル ー プ の ア ミ ノ 酸 78
と 79の 間 に 挿 入 さ れ た 、 P.フ ァ ル シ パ ル ム （ P. falciparum； NANPNVDPNANPNANPNANP； 配
列 番 号 :128） 由 来 の CSリ ピ ー ト を 含 む キ メ ラ タ ン パ ク 質 分 子 を 構 築 し た 。 精 製 に 続 い て 、
得 ら れ た キ メ ラ （ 1894） の 粒 子 の 完 全 性 を N-末 端 融 合 物 を 欠 く 類 似 の キ メ ラ の 粒 子 （ 1045
） と 比 較 し た 。
　 こ れ ら の 構 築 物 の SEC分 析 に よ っ て 、 キ メ ラ 1045は 粒 子 と 低 次 構 造 物 の 両 方 の ピ ー ク を
提 示 す る こ と が 示 さ れ た 。 キ メ ラ 1894の デ ー タ の 同 様 な 分 析 で は 、 説 明 で き な い 粒 子 形 成
欠 如 が 示 さ れ 、 こ れ は 現 在 究 明 中 で あ る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　
　 N-末 端 に 融 合 し た 種 々 の M2コ ピ ー を 含 む よ う に 遺 伝 子 操 作 し た 粒 子 の 免 疫 原 性 を ウ サ ギ
で ア ッ セ イ し た （ 1つ 、 1604（ 実 施 例 12） ； 2つ 、 1817（ 実 施 例 9） ； 又 は 3つ 、 1818（ 実 施
例 9） ） 。 こ れ ら の 粒 子 は 調 製 後 に 凍 結 し て 、 以 前 に 考 察 さ れ 次 の 実 施 例 で も 考 察 さ れ る
よ う に 、 存 在 す る と 考 え ら れ る プ ロ テ ア ー ゼ の 影 響 を 最 小 限 に し た 。 4匹 の ウ サ ギ の 複 数
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実 施 例 15： N-末 端 シ ス テ イ ン を 含 む 、 又 は 含 ま な い HBcキ メ ラ を 用 い た 粒 子 の 生 成 及 び
安 定 性

実 施 例 16： 連 続 的 に 連 結 さ れ た N-末 端 M2ペ プ チ ド を も つ 粒 子 の 免 疫 原 性



グ ル ー プ を 筋 肉 内 ル ー ト で 、 ア ル ヒ ド ロ ゲ ル (商 標 ) （ 500μ gア ル ミ ニ ウ ム /投 与 ） /RC-52
9-AF（ 25μ g/投 与 ） で 製 剤 化 し た 粒 子 （ 25μ g/投 与 ） で 3回 免 疫 し た 。 ウ サ ギ は 0日 目 、 28
日 目 及 び 56日 目 に 免 疫 し 、 さ ら に 0日 目 （ 前 採 血 ） 、 14日 目 、 28日 目 、 56日 目 及 び 70日 目
に 採 血 し た 。 血 清 は ELISAを 用 い て 抗 M2e抗 体 レ ベ ル に つ い て 調 べ た 。
　 ELISAは 、 M2e（ 2-24/C17S,C19S） ペ プ チ ド で 被 覆 し （ 2μ g/mL、 約 18時 間 ） 、 さ ら に 3%B
SAで ブ ロ ッ ク し た マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト を 用 い て 実 施 し た 。 血 清 は 1： 100稀 釈 で 始 め
3倍 稀 釈 を 用 い 、 デ ュ ー プ リ ケ ー ト で プ レ ー ト に 添 加 し た 。 た だ し 予 備 採 血 分 は ト リ プ リ
ケ ー ト で 調 べ た 。 固 定 さ れ た 抗 体 を 検 出 す る た め に 、 抗 ウ サ ギ IgG HRP複 合 物 を 添 加 し 、
続 い て 発 色 原 基 質 TMブ ル ー を 添 加 し た 。 予 備 採 血 分 の デ ー タ を 用 い 、 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド ＋
予 備 採 血 血 清 サ ン プ ル （ 0日 目 ） の 3標 準 偏 差 を 決 定 す る こ と に よ っ て 、 各 ウ サ ギ に つ い て
各 血 清 稀 釈 で “ カ ッ ト オ フ ” を 計 算 し た 。 カ ッ ト オ フ よ り 高 い 吸 収 値 を 示 す 最 後 の 血 清 稀
釈 を 特 定 す る こ と に よ っ て 、 与 え ら れ た 血 清 の 稀 釈 と し て 終 末 点 力 価 を 決 定 し た 。 個 々 の
ウ サ ギ が 、 他 の ウ サ ギ が 検 出 可 能 な 力 価 （ す な わ ち ＞ 0） を 示 し た グ ル ー プ で 無 応 答 個 体
（ す な わ ち 力 価 0） で あ っ た 場 合 、 そ の グ ル ー プ 内 の 相 乗 平 均 力 価 （ GMT） の 計 算 を 可 能 に
す る た め に 前 記 無 応 答 個 体 に 力 価 10を 与 え た 。
　 驚 く べ き こ と に 、 N-末 端 に た だ 1つ の M2eコ ピ ー が 融 合 し た 粒 子 は （ 1604） 検 出 可 能 な 抗
M2e応 答 を 生 じ る こ と が で き な か っ た が 、 粒 子 1817及 び 1818は 、 一 次 注 射 後 14日 で 検 出 可
能 な 抗 M2e免 疫 応 答 を 生 じ た （ 表 7） 。 1817粒 子 に つ い て は 14,030の ピ ー ク 力 価 が 70日 目 に
観 察 さ れ 、 一 方 、 1818粒 子 で は 24,300の ピ ー ク 力 価 が 56日 目 で 観 察 さ れ た 。 抗 M2e力 価 は
、 1回 、 2回 又 は 3回 投 与 後 に 1604で 免 疫 さ れ た ウ サ ギ で は い ず れ に お い て も 観 察 さ れ な か
っ た 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 表 7： 種 々 の M2e含 有 粒 子 で 免 疫 さ れ た ウ サ ギ の GMT
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ２ ７ 】
　
　 継 続 実 験 に よ っ て 、 M2含 有 粒 子 は 、 メ タ ロ プ ロ テ ア ー ゼ と 考 え ら れ る 未 知 の プ ロ テ ア ー
ゼ に よ っ て 切 断 を 受 け る こ と が 示 さ れ た （ メ タ ロ プ ロ テ ア ー ゼ と 思 わ れ る 理 由 は 、 こ れ ら
粒 子 の タ ン パ ク 分 解 が 、 粒 子 の 単 離 及 び 保 存 に 用 い ら れ る 緩 衝 液 に 10mMの EDTAを 混 合 す る
こ と に よ っ て 防 止 す る こ と が で き る か ら で あ る ） 。 よ り 低 い 濃 度 の EDTAも ま た 有 効 で あ る
か 否 か を 決 定 す る た め に 、 実 施 例 9で 調 製 し 上 記 で も 考 察 し た ICC-1818粒 子 を 用 い て 安 定
性 実 験 を 実 施 し た 。 こ れ ら の 粒 子 を 20mMの リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム （ pH7.2） を 含 む 保 存 緩 衝 液
に 入 れ た 。 前 記 緩 衝 液 は 、 さ ら に 0、 1、 2、 5又 は 10mMの EDTAを 含 ん で い た 。 図 11に 提 示 し
た 結 果 は 、 1mMの EDTAは タ ン パ ク 質 分 解 の 防 止 に 10mMの EDTAと 同 じ よ う に 有 効 で あ る こ と
を は っ き り と 示 し て い る 。 実 際 、 1mMよ り 低 い 濃 度 で も 有 効 で あ り え る 。
　 驚 く べ き こ と に 、 EDTAの 非 存 在 下 で タ ン パ ク 質 分 解 は 、 室 温 で の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン に
比 べ て 37℃ で 低 下 し た 。 こ の 観 察 は 、 こ の プ ロ テ ア ー ゼ は 非 常 に 易 熱 性 で 、 し た が っ て 比
較 的 低 温 （ 40－ 60℃ ） で 不 活 化 さ れ る 可 能 性 を 示 唆 し て い る 。 し た が っ て 、 粒 子 の 完 全 性
を 維 持 し な が ら 前 記 タ ン パ ク 質 分 解 活 性 を 熱 処 理 に よ っ て 破 壊 で き る か 否 か を 決 定 す る 実
験 を 実 施 し た 。
　 プ ロ テ ア ー ゼ の 不 活 化 に 加 熱 工 程 を 用 い る こ と が で き る か 否 か を 判 定 す る た め に 、 粒 子
を 40、 50、 60又 は 70℃ で 1.5時 間 又 は 3時 間 加 熱 し た 。 モ ノ マ ー の 完 全 性 は SDS-PAGEを 用 い
て 評 価 し （ 図 12A） 、 デ ー タ は 全 て の モ ノ マ ー が 熱 処 理 後 同 じ よ う で あ る こ と を 示 し て い
る 。 図 12Bに 提 示 し た 第 二 の ゲ ル は 、 未 処 理 の 粒 子 は 室 温 （ RT） で 1週 間 後 に 完 全 に 切 断 さ
れ る が 、 40℃ で 熱 処 理 さ れ た 粒 子 は 切 断 の 低 下 を 示 し 、 50℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ た も の
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実 施 例 17： 内 在 性 プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 の 回 避



は 最 小 限 の 切 断 を 示 し 、 60℃ 又 は 70℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ た も の は イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ
な か っ た コ ン ト ロ ー ル と 外 見 的 に 特 別 で き な い こ と を 明 瞭 に 示 し て い る 。
　 粒 子 の 完 全 性 に 対 す る 熱 処 理 の 影 響 を 判 定 す る た め に 、 熱 処 理 粒 子 を 分 析 用 SECで 調 べ
た 。 図 13Aに 提 示 し た デ ー タ は 、 60℃ 及 び 70℃ で の 熱 処 理 は 粒 子 の 完 全 性 に 極 め て わ ず か
な 影 響 し か 与 え な い こ と を 示 し 、 こ れ は 、 モ ノ マ ー /ダ イ マ ー ピ ー ク （ 前 記 は 主 要 な 粒 子
ピ ー ク の 後 で 溶 出 す る ） の わ ず か な 増 加 に よ っ て 立 証 す る こ と が で き る 。 50℃ 及 び そ れ よ
り 低 い 温 度 で の 熱 処 理 は SEC溶 出 プ ロ フ ィ ル に 対 し て 明 白 な 影 響 を 与 え ず 、 粒 子 は こ の 加
熱 工 程 で 悪 影 響 を 受 け ず に 持 ち こ た え る こ と が 示 唆 さ れ た 。
　 1週 間 RTで イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 の 熱 処 理 粒 子 の SEC分 析 は 、 粒 子 ピ ー ク の 溶 出 時 間 の 増
加 に よ っ て 立 証 さ れ た よ う に 、 熱 未 処 理 コ ン ト ロ ー ル の タ ン パ ク 質 分 解 を 明 瞭 に 示 し て い
る （ 図 13B、 RTサ ン プ ル ） 。 こ れ は 、 SDS-PAGEを 用 い て 観 察 さ れ た タ ン パ ク 質 分 解 （ 図 12B
） と 一 致 し 、 粒 子 か ら M2eが 切 断 さ れ る こ と に よ っ て 粒 子 サ イ ズ の 低 下 が も た ら さ れ る こ
と を 示 唆 し て い る 。 熱 処 理 サ ン プ ル は い ず れ も 極 め て 明 瞭 な 完 全 粒 子 ピ ー ク を 示 し 、 こ れ
は ま た SDS-PAGE（ 図 12） に よ っ て 示 さ れ た 切 断 の 欠 如 と 一 致 す る 。
　 こ れ ら の デ ー タ は 、 M2e含 有 粒 子 の 切 断 を も た ら す タ ン パ ク 質 分 解 活 性 の 不 活 化 に 用 い
ら れ る 熱 処 理 は 、 タ ン パ ク 質 分 解 の 制 限 の た め に 実 行 可 能 な 選 択 肢 で あ り え る こ と を 示 し
て い る 。 予 備 的 実 験 は 、 55－ 60℃ で 3時 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン が 、 粒 子 の 完 全 性 を 維 持
し な が ら タ ン パ ク 質 分 解 の 不 活 化 を 達 成 す る た め に 最 適 で あ り え る こ と を 主 張 し て い る 。
さ ら に ま た 、 製 造 プ ロ セ ス に 関 し て は 、 加 熱 工 程 の 結 果 と し て 遊 離 さ れ る モ ノ マ ー 及 び ダ
イ マ ー が 効 率 的 に 除 去 で き る よ う に 、 加 熱 工 程 を セ フ ァ ロ ー ス (商 標 )CL-4B工 程 の 前 に 実
施 す る こ と が お そ ら く 好 ま し い で あ ろ う 。 こ の 方 法 を 使 用 す る こ と に よ っ て 、 粒 子 を EDTA
の 非 存 在 下 で 保 存 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　
　 上 記 に 提 示 し た デ ー タ を 基 に し て 、 EDTA及 び M2e切 断 プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 の 熱 不 活 化 を 取
り 入 れ た プ ロ ト タ イ プ の 精 製 プ ロ セ ス を CV-1906を 用 い て 調 べ た 。 前 記 CV-1906は 、 ICC-18
18粒 子 の よ う に 3つ の M2eの N-末 端 コ ピ ー を 含 み 、 前 記 コ ピ ー は 残 基 4（ ア ス パ ラ ギ ン 酸 ）
で 開 始 す る HBc配 列 に 連 結 さ れ て あ り 、 さ ら に 前 記 配 列 で 48位 及 び 107位 の シ ス テ イ ン は セ
リ ン 残 基 で 置 換 さ れ 、 HBc配 列 は C-末 端 配 列 を 除 去 す る た め に 149位 に 切 り 縮 め ら れ て あ り
、 シ ス テ イ ン 残 基 が 150位 に 付 加 さ れ て い る （ HBc149C48S/C107S,C150） 。 M2eの 3つ の コ ピ
ー に 存 在 す る こ と が で き る 6つ の シ ス テ イ ン 残 基 の う ち 、 HBc配 列 に 最 も 近 い M2e配 列 中 の 2
つ の シ ス テ イ ン の み が 実 際 に は 存 在 し 、 他 の 4つ の シ ス テ イ ン は セ リ ン 残 基 で 置 換 さ れ て
あ る 。
　 精 製 プ ロ セ ス は 、 熱 処 理 に よ る プ ロ テ ア ー ゼ の 不 活 化 ま で 全 て の 緩 衝 液 で 10mMの EDTAの
使 用 を 必 要 と し 、 前 記 の 時 点 で 、 EDTAは セ フ ァ ロ ー ス (商 標 )CL-4Bク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー の
間 に 除 去 さ れ た 。 熱 不 活 化 工 程 を 含 む プ ロ セ ス 又 は 前 記 を 含 ま な い プ ロ セ ス を 比 較 し た 。
用 い た プ ロ セ ス の 詳 細 は 以 下 の と お り で あ る ：
　 　 ・ ト リ ス /EDTA緩 衝 液 中 で ミ ク ロ フ ル イ ダ イ ザ ー を 用 い た 溶 解
　 　 ・ 遠 心
　 　 ・ 20%硫 安 沈 殿
　 　 ・ 遠 心
　 　 ・ 1Mの NaCl/10mMの EDTA中 で の ペ レ ッ ト の 再 懸 濁
　 　 ・ EDTA存 在 下 で の フ ェ ニ ル HIC（ ～ 300mMの NaClで の 溶 出 ）
　 　 ・ +/-熱 不 活 化 （ 60℃ 、 3時 間 ）
　 　 ・ EDTAの 非 存 在 下 で の セ フ ァ ロ ー ス (商 標 )CL-4Bク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー
　 　 ・ セ ラ ミ ッ ク HAク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー
　 こ の 比 較 実 験 に よ っ て 、 予 想 さ れ た と お り 、 熱 工 程 に 付 さ れ な か っ た CV－ 1906粒 子 は 、
EDTAが 除 去 さ れ る や 直 ち に （ す な わ ち セ フ ァ ロ ー ス (商 標 )CL-4Bに 続 い て ） 切 断 が 始 ま っ
た （ 図 14、 レ ー ン 2） 。 対 照 的 に 、 加 熱 工 程 を 含 む プ ロ セ ス を 用 い て 精 製 し た CV-1906粒 子
は 完 全 な ま ま で あ っ た （ 図 14、 レ ー ン 1） 。
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実 施 例 18： EDTA及 び 加 熱 工 程 を 用 い る 精 製 は 安 定 な 粒 子 を も た ら す



【 ０ １ ２ ９ 】
　
　 HBcの N-末 端 に 融 合 し た 0個 、 1、 2又 は 3個 の 縦 並 び の M2eコ ピ ー を 含 む ハ イ ブ リ ッ ド HBc-
M2e粒 子 を 大 腸 菌 で 発 現 さ せ 精 製 し た （ 表 8） 。 こ れ ら の 粒 子 は ま た 、 以 前 に 記 載 し た よ う
に 、 調 製 後 に 凍 結 し 使 用 直 前 に 融 解 し た 。 種 々 の モ ノ マ ー の サ イ ズ を 還 元 SDS-PAGEを 用 い
て 比 較 し た （ 図 15） 。 M2e-HBcハ イ ブ リ ッ ド の 相 対 的 移 動 度 は そ れ ら の 予 想 分 子 量 と 一 致
し た （ 表 8） 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 　 　 　 　 　 　 　 　 表 8： M2e-HBcハ イ ブ リ ッ ド 粒 子 の 詳 細
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ３ １ 】
　
　 N-末 端 に 融 合 し た M2の 種 々 の コ ピ ー を 含 む よ う に 遺 伝 子 操 作 し た 粒 子 （ 1つ 、 1604； 2つ
、 1817； 又 は 3つ 、 1818） の 免 疫 原 性 及 び 防 御 効 率 を 、 致 死 的 攻 撃 モ デ ル を 用 い て BALB/c
マ ウ ス で 比 較 し た 。 特 定 病 原 体 を 含 ま な い 雌 の BALB/cマ ウ ス を チ ャ ー ル ズ リ バ ー （ Charle
s River, Germany） か ら 入 手 し 、 8週 齢 で 免 疫 に 用 い た 。 前 記 動 物 を 温 度 制 御 環 境 下 で 12
時 間 の 明 暗 サ イ ク ル で 飼 育 し 、 飼 料 と 水 は 任 意 に 摂 取 さ せ た 。
　 以 下 の 免 疫 プ ロ ト コ ル を 用 い て 、 全 マ ウ ス の 腹 腔 に 100μ Lの ワ ク チ ン を 接 種 し た ： 3週
間 間 隔 の 接 種 で 、 初 回 ワ ク チ ン 接 種 、 1回 目 及 び 2回 目 の ブ ー ス タ ー に 、 ア ル ヒ ド ロ ゲ ル (
商 標 )（ 100μ g/投 与 ） 及 び RC-539-AF（ 10μ g/投 与 ） で 製 剤 化 し た 10μ gの M2e-HBc粒 子 を
用 い る 。 こ れ ら の 粒 子 は ま た 調 製 後 に 凍 結 し 、 使 用 直 前 に 融 解 し て プ ロ テ ア ー ゼ の 影 響 を
最 小 限 に し た 。 各 免 疫 前 お よ び 2週 間 後 に 、 腹 側 尾 静 脈 の 穿 刺 に よ り 血 液 サ ン プ ル を 採 集
し た 。 最 後 の 採 血 は 心 臓 穿 刺 に よ っ て 実 施 し た 。 37℃ で 30分 間 血 液 を 凝 固 さ せ 、 そ の 後 の
2回 の 遠 心 か ら 上 清 を 採 取 す る こ と に よ っ て 血 清 を 集 め た 。 M2e特 異 的 IgGの 力 価 は ELISAに
よ り 決 定 し た 。
　 1817又 は 1818粒 子 で 免 疫 し た マ ウ ス は 致 死 的 攻 撃 に 続 い て 完 全 な 生 存 を 示 し た が 、 1604
粒 子 で 免 疫 し た マ ウ ス は あ る 程 度 の 死 亡 率 を 示 し た （ 図 16参 照 ） 。 M2e非 含 有 粒 子 （ 1123
） 又 は PBSで 免 疫 し た マ ウ ス は 100%の 死 亡 率 を 示 し （ 図 16） 、 攻 撃 の 激 烈 さ を 示 し た 。 181
7及 び 1818粒 子 で 免 疫 し た マ ウ ス の 防 御 の 強 化 は 、 1604粒 子 と 比 較 し て 罹 患 率 の 低 下 （ 体
重 減 少 及 び 体 温 低 下 ） に よ っ て 補 完 さ れ 、 2つ 又 は 3つ の M2eコ ピ ー を 発 現 す る 粒 子 で 免 疫
さ れ た マ ウ ス の 防 御 は 、 た だ 1つ に コ ピ ー を 発 現 す る 粒 子 （ 1604） と 比 べ て よ り 強 固 で あ
る こ と を 示 し た （ 図 17及 び 図 18） 。
　 抗 M2e力 価 は ELISAを 用 い て 決 定 さ れ た 。 ELISAプ レ ー ト を 50mMの 重 炭 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝
液 （ pH9.7） 中 の 50μ Lの M2eペ プ チ ド 溶 液 （ 2μ g/mL） で 37℃ で 一 晩 （ 約 18時 間 ） 被 覆 し た
。 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト （ タ イ プ II F96 MaxiSorp(商 標 )） を 用 い た 。 プ レ ー ト を 洗
浄 後 、 200μ Lの PBS＋ 2%BSA溶 液 を 用 い て ブ ロ ッ ク し た 。 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 種
々 の 血 清 サ ン プ ル の 1/3段 階 稀 釈 （ 1/50希 釈 か ら 開 始 ） を ペ プ チ ド 被 覆 ウ ェ ル に 加 え た 。
結 合 抗 体 は 、 そ れ ぞ れ マ ウ ス IgG1及 び IgG2に 対 し て 作 製 し た ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 標 識 抗 体 （
Southern Biotechnology Associates, Inc.） （ PBS+1%BSA＋ 0.05%ト ゥ イ ー ン (商 標 )-20中
で 1/6000に 稀 釈 ） で 検 出 し た 。 洗 浄 後 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト を TMB基 質 と と も に 5分
間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 反 応 は 1Mの H 3 PO 4 の 添 加 に よ り 停 止 し 、 吸 収 を 450nmで 測 定 し た 。
M2eに 特 異 的 な 結 合 の た め の 値 を 得 る た め に 、 免 疫 前 血 清 に つ い て 得 ら れ た 吸 収 を 対 応 す
る 稀 釈 の 免 疫 血 清 で 得 ら れ た 吸 収 か ら 差 し 引 い た 。
　 ELISAの デ ー タ は 、 粒 子 1817及 び 1818は 、 粒 子 1604よ り そ れ ぞ れ 10.4倍 及 び 8.4倍 高 い 抗
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実 施 例 19： 1つ 、 2つ 又 は 3つ の 縦 並 び M2ペ プ チ ド を 含 む キ メ ラ に よ る サ イ ズ 実 験

実 施 例 20： 1つ 、 2つ 又 は 3つ の 縦 並 び M2ペ プ チ ド を 含 む キ メ ラ に よ る 免 疫 原 性 実 験



M2e IgG1力 価 を 誘 引 す る こ と を 示 し た 。 同 様 に 粒 子 1817及 び 1818は 、 1604で 観 察 さ れ た 力
価 よ り そ れ ぞ れ 5.5倍 及 び 7.6倍 高 い 抗 M2e IgG2a力 価 を 誘 引 し た （ 表 9） 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 　 　 　 　 　 　 表 9： 粒 子 1604、 1817及 び 1818*に 対 す る 抗 M2e力 価
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 （ IgG1及 び IgG2aサ ブ ク ラ ス ） の 比 較
　
　
　
　
　
　
　
　
　
*個 々 の マ ウ ス の 血 清 サ ン プ ル を ア ッ セ イ し た 。 標 準 偏 差 は カ ッ コ 内 に 示 さ れ て い る 。
　 抗 HBcの 決 定 に つ い て は 、 ELISAプ レ ー ト （ タ イ プ II F96 MaxiSorp(商 標 )） を 、 HBcに 対
し て 作 製 し た ポ リ ク ロ ー ナ ル ウ サ ギ 抗 体 溶 液 （ DAKO） （ 10μ g/mL） の 100μ Lで 被 覆 し た 。
プ レ ー ト を 洗 浄 後 、 PBS＋ 3%BSA溶 液 を ブ ロ ッ ク に 用 い た 。 洗 浄 後 、 HBc抗 原 （ 重 炭 酸 ナ ト
リ ウ ム 緩 衝 液 中 に 10μ g/mL） を 1時 間 捕 捉 さ せ た 。 洗 浄 後 、 種 々 の 血 清 サ ン プ ル の 1/3段 階
稀 釈 （ 1/1000希 釈 か ら 開 始 ） を ウ ェ ル に 加 え た 。 結 合 抗 体 は 、 マ ウ ス IgGに 対 し て 作 製 し
た ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 標 識 抗 体 （ Sigma） （ PBS+1%BSA中 で 1/10,000に 稀 釈 ） で 検 出 し
た 。 更 に 洗 浄 し た 後 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト を 基 質 と と も に 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し
た 。 吸 収 を 415nmで 測 定 し た 。
　 肝 炎 Bコ ア 抗 原 に 特 異 的 な 反 応 性 の 値 を 得 る た め に 、 免 疫 前 血 清 に つ い て 得 ら れ た 吸 収
を 、 対 応 す る 稀 釈 の 免 疫 血 清 で 得 ら れ た 吸 収 か ら 差 し 引 い た 。 個 々 の サ ン プ ル の IgG1抗 HB
c力 価 の 決 定 の た め に 、 マ ウ ス IgG1に 対 し て 作 製 し た ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 標 識 抗 体 （ Souther
n Biotechnology Associates, Inc.） （ PBS+1%BSA＋ 0.05%ト ゥ イ ー ン (商 標 )-20中 で 1/600
0に 稀 釈 ） を 用 い て 、 結 合 抗 体 を 検 出 し た 。 洗 浄 後 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト を TMB基 質
と と も に 5分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 反 応 は 1Mの H 3 PO 4 の 添 加 に よ り 停 止 し 、 吸 収 を 450nm
で 測 定 し た 。
　 ELISAの デ ー タ は 、 粒 子 1817及 び 1818は 、 粒 子 1604に つ い て 観 察 さ れ た 力 価 よ り そ れ ぞ
れ 2.4倍 及 び 10.1倍 低 い 抗 HBc IgG1力 価 を 誘 引 す る こ と を 示 し た （ 表 10） 。 こ れ ら の デ ー
タ は 、 HBc粒 子 の 表 面 の M2e密 度 の 増 加 は 、 HBc担 体 に 対 す る 抗 体 応 答 を 積 極 的 に 抑 制 す る
こ と を 示 し て い る 。 し た が っ て 、 抗 M2e： 抗 HBc比 （ IgG1） は 、 1604粒 子 と 比 較 し て 、 1818
粒 子 に つ い て は 75倍 高 く 、 1817粒 子 に つ い て は 23倍 高 か っ た 。 し た が っ て 、 ワ ク チ ン 接 種
宿 主 で イ ン フ ル エ ン ザ M2eに 対 す る 免 疫 応 答 は 、 HBc担 体 粒 子 （ 非 常 に 免 疫 原 性 が 高 い こ と
が 知 ら れ て い る ） に 対 す る 免 疫 応 答 よ り も い っ そ う 高 い 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 　 　 　 　 表 10： 抗 M2eと 抗 HBc力 価 *（ IgG1サ ブ ク ラ ス ） の 比 較
　
　
　
　
　
　
　
　
*個 々 の マ ウ ス の 血 清 サ ン プ ル を 調 べ た 。
*標 準 偏 差 は カ ッ コ 内 に 示 さ れ て い る 。
　 本 明 細 書 に 引 用 し た 特 許 及 び 文 献 の 各 々 が 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 含 ま れ る 。 冠 詞 の “ a
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” 又 は “ an” は 1つ 又 は 2つ 以 上 を 含 む こ と を 意 図 し て い る 。
　 前 述 の 説 明 及 び 実 施 例 は 例 示 を 意 図 し て お り 、 制 限 と 解 釈 さ れ る べ き で は な い 。 本 発 明
の 範 囲 内 で な お 他 の 変 型 例 が 可 能 で あ り 、 そ れ ら は 当 業 者 に 容 易 に 提 示 さ れ る で あ ろ う 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ３ ４ 】
【 図 １ 】 図 1Aお よ び 図 1Bと し て 2つ の パ ネ ル で 示 さ れ て い る 図 1は 6つ の ウ イ ル ス に 由 来 す
る 哺 乳 類 HBcタ ン パ ク 質 の 6種 の 公 表 さ れ た 配 列 の ア ラ イ ン メ ン ト を 提 供 す る 。 第 一 （ 配 列
番 号 :1） の ヒ ト の ウ イ ル ス 配 列 は サ ブ タ イ プ で あ り 、 Galibertら （ Nature 281:646-65
0 (1983)） の 報 告 に 記 載 さ れ て い る 。 第 二 の ヒ ト の ウ イ ル ス 配 列 （ 配 列 番 号 :2） は サ
ブ タ イ プ で あ り 、 Onoら （ Nucleic Acids Res. 11(6):1747-1757 (1983)） の 報 告 に 記 載 さ
れ て い る 。 第 三 の ヒ ト の ウ イ ル ス 配 列 は 、 サ ブ タ イ プ で あ り 、 Valenzuelaら （

, Field et al. eds., Academic Press, New York 1980, pages 57-70）
に よ っ て 刊 行 さ れ て い る 。 第 四 の ヒ ト の ウ イ ル ス 配 列 （ 配 列 番 号 :4） は サ ブ タ イ プ で
あ り 、 Pasekら （ Nature 282:575-579 (1979)） の 報 告 に 記 載 さ れ て い る 。 第 五 の 配 列 （ 配
列 番 号 :5） は 、 Galibertら （ J. Virol. 41:51-65 (1982)） が 記 載 し た ウ ッ ド チ ャ ッ ク ウ
イ ル ス の 配 列 で あ る 。 第 六 の 哺 乳 類 の 配 列 （ 配 列 番 号 :6） は 、 Seegerら （ J. Virol. 51:3
67-375 (1984)） が 記 載 し た 地 上 リ ス の ウ イ ル ス の 配 列 で あ る 。
【 図 ２ 】 組 換 え HBcキ メ ラ の 製 造 の た め に 本 明 細 書 で 用 い ら れ る プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー pKK22
3-3Nの 調 製 で 、 市 販 の プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー pKK223-3で 実 施 さ れ た 改 変 を 示 す 。 改 変 配 列 （
配 列 番 号 :7） は 市 場 で 入 手 で き る ベ ク タ ー （ 配 列 番 号 :8） の 配 列 の 下 に 示 さ れ て い る 。 付
加 さ れ る NcoI部 位 の 塩 基 は 小 文 字 で 示 さ れ 、 付 加 塩 基 は 二 重 下 線 で 示 さ れ 、 一 方 、 欠 落 塩
基 は 点 線 で 示 さ れ て い る 。 前 記 配 列 の こ の セ グ メ ン ト に 存 在 す る 2つ の 制 限 部 位 （ NcoIお
よ び HindIII） が 表 示 さ れ て い る 。
【 図 ３ 】 ICC-1603粒 子 の サ イ ズ 排 除 分 析 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー の 溶 出 プ ロ フ ィ ル で あ る 。 前
記 で は 280nmの 吸 収 は 縦 座 標 で 示 さ れ 、 時 間 （ 秒 ） は 横 座 標 で 示 さ れ て い る 。
【 図 ４ 】 図 3に つ い て 説 明 し た よ う に 、 ICC-1590粒 子 の サ イ ズ 排 除 分 析 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー の 溶 出 プ ロ フ ィ ル で あ る 。
【 図 ５ 】 図 3に つ い て 説 明 し た よ う に 、 ICC-1560粒 子 の サ イ ズ 排 除 分 析 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー の 溶 出 プ ロ フ ィ ル で あ る 。
【 図 ６ 】 図 3に つ い て 説 明 し た よ う に 、 ICC-1605粒 子 の サ イ ズ 排 除 分 析 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー の 溶 出 プ ロ フ ィ ル で あ る 。
【 図 ７ 】 図 3に つ い て 説 明 し た よ う に 、 ICC-1604粒 子 の サ イ ズ 排 除 分 析 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー の 溶 出 プ ロ フ ィ ル で あ る 。
【 図 ８ 】 図 3に つ い て 説 明 し た よ う に 、 ICC-1438粒 子 の サ イ ズ 排 除 分 析 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー の 溶 出 プ ロ フ ィ ル で あ る 。
【 図 ９ 】 図 3に つ い て 説 明 し た よ う に 、 ICC-1492粒 子 の サ イ ズ 排 除 分 析 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー の 溶 出 プ ロ フ ィ ル で あ る 。
【 図 １ ０ 】 粒 子 調 製 後 の 還 元 条 件 下 で の SDS-PAGE分 析 の 写 真 で あ る 。 前 記 は 、 ICC-1438モ
ノ マ ー 構 築 物 は 、 ICC-1492構 築 物 （ レ ー ン 3） と 比 較 し て エ ー ジ ン グ 後 に 不 安 定 で あ っ た
こ と を 示 し て い る 。 HBc-149（ レ ー ン 1） 、 ICC-1475（ レ ー ン 4） 及 び ICC-1473（ レ ー ン 5）
は さ ら に 別 の 分 子 量 コ ン ト ロ ー ル と し て 供 さ れ て い る 。
【 図 １ １ 】 2枚 の パ ネ ル は 、 順 次 連 結 さ れ た 3つ の M2eポ リ ペ プ チ ド を 含 む CV-1818粒 子 の 、
粒 子 保 存 緩 衝 液 （ 20mMリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 pH7.2） 中 の EDTA、 0、 1、 2、 5及 び 10mM（ 各 カ
ラ ム の 上 に 示 さ れ て い る ） を 室 温 （ RT； 図 11A） 及 び 37℃ （ 図 11B） で 用 い た 安 定 実 験 後 の
SDS-PAGE分 析 の 写 真 を 示 し 、 EDTAの 添 加 （ 1－ 10mM） に よ り 切 断 が な い こ と が 示 さ れ て い
る 。 コ ン ト ロ ー ル （ C） は 、 使 用 直 前 に 冷 凍 庫 か ら 取 り 出 さ れ た 同 じ 粒 子 の サ ン プ ル で あ
っ た 。
【 図 １ ２ 】 2枚 の パ ネ ル は 、 図 11の 場 合 の よ う に コ ン ト ロ ー ル （ 図 12A） の 室 温 で の 保 存 、
表 示 温 度 で の 1.5時 間 又 は 3時 間 （ 表 示 の と お り ） の 加 熱 処 理 後 又 は 1週 間 保 存 後 （ 図 12B）
の CV-1818粒 子 モ ノ マ ー の タ ン パ ク 分 解 の 低 下 が 明 示 さ れ る SDS-PAGEの 写 真 を 示 す 。

10

20

30

40

50

(59) JP 2007-513634 A 2007.5.31

ayw
adw

adw2 Animal
 Virus Genetics

adyw



【 図 １ ３ 】 2枚 の パ ネ ル は 、 熱 処 理 （ 3時 間 ） 粒 子 の 処 理 後 短 時 間 （ 図 13A） 及 び 処 理 後 室
温 で 1週 間 維 持 し た も の （ 図 13B） の 分 析 を 示 す 一 連 の 重 ね 合 わ せ SECグ ラ フ を 示 す 。
【 図 １ ４ 】 還 元 SDS-PAGEの 写 真 で あ る 。 前 記 は 、 記 載 の プ ロ セ ス （ 加 熱 工 程 （ レ ー ン 1）
及 び 加 熱 工 程 無 し （ レ ー ン 2） を 含 む ） を 用 い た 精 製 後 の CV-1906粒 子 モ ノ マ ー を 示 し て い
る 。
【 図 １ ５ 】 149位 の 後 ろ で 切 り 縮 め ら れ た HBc粒 子 の N-末 端 に 縦 並 び に 融 合 さ れ て 発 現 さ れ
る M2eの コ ピ ー を 0個 （ 1123、 レ ー ン 1） 、 1個 （ 1604、 レ ー ン 2） 、 2個 （ 1817、 レ ー ン 3及
び 4） 、 及 び 3個 （ 1818、 レ ー ン 5及 び 6） 含 み 、 さ ら に 付 加 シ ス テ イ ン 残 基 を 150位 に 含 む
、 粒 子 の 還 元 SDS-PAGEゲ ル 分 析 の 写 真 で あ る 。
【 図 １ ６ 】 図 15の M2e含 有 HBcキ メ ラ の い く つ か 又 は 図 に 示 し た コ ン ト ロ ー ル で 免 疫 さ れ た
マ ウ ス の 、 イ ン フ ル エ ン ザ Aウ イ ル ス に よ る 致 死 的 攻 撃 後 の 生 存 を 示 す グ ラ フ で あ る 。
【 図 １ ７ 】 図 16で 示 さ れ た よ う に イ ン フ ル エ ン ザ Aウ イ ル ス で 攻 撃 さ れ た マ ウ ス の 体 温 を
示 す グ ラ フ で あ る 。
【 図 １ ８ 】 イ ン フ ル エ ン ザ Aウ イ ル ス で 攻 撃 さ れ た 上 記 マ ウ ス の 体 重 を 示 す グ ラ フ で あ る
。
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【 図 １ Ａ 】

【 図 １ Ｂ － １ 】

【 図 １ Ｂ － ２ 】

【 図 ２ 】
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【 図 ３ 】

【 図 ４ 】

【 図 ５ 】

【 図 ６ 】

【 図 ７ 】

【 図 ８ 】

【 図 ９ 】
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【 図 １ ０ 】 【 図 １ １ 】

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

【 図 １ ６ 】

【 図 １ ７ 】 【 図 １ ８ 】
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