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(57)摘要

本发明大体涉及包括至少5种分枝杆菌种抗

原及其融合物的免疫原性组合和编码这种组合

抗原和融合物的核酸分子。本发明还涉及包括或

编码所述分枝杆菌抗原组合和融合多肽的核酸

分子、载体、宿主细胞和组合物，以及用于重组生

产它们的方法。本发明还涉及使用所述分枝杆菌

抗原组合、融合多肽、载体、宿主细胞、组合物尤

其用于诱导或刺激免疫应答的方法，所述免疫应

答针对分枝杆菌感染或由分枝杆菌感染引起或

与其有关的任意疾病。本发明还涉及针对这种分

枝杆菌抗原和融合多肽的抗体(可用于分枝杆菌

感染的诊断)，以及包括所述分枝杆菌抗原组合、

融合多肽、载体、宿主细胞、组合物或抗体的检测

方法和试剂盒。
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1.一种痘病毒载体，或两种或多种痘病毒载体的组合，包括一或多种编码至少6种独立

地获自分枝杆菌种的分枝杆菌抗原的核酸分子，其中所述核酸分子：

-至少编码来自活跃期的ESAT-6(Rv3875)、Ag85B(Rv1886)和TB10.4(Rv0288)；

-编码选自Rv0111、Rv0569、Rv1733c、Rv1807、Rv1813、Rv2029c、Rv2626和Rv3407的至少

一种来自潜伏感染期的抗原；和

-至少编码复苏感染期的RpfB和RpfD。

2.权利要求1的痘病毒载体或两种或多种痘病毒载体的组合，其包含编码8-14种独立

地获自分枝杆菌种的分枝杆菌抗原的一或多种核酸分子。

3.权利要求2的痘病毒载体或两种或多种痘病毒载体的组合，其中所述分枝杆菌抗原

选自ESAT-6(Rv3875)、Ag85B(Rv1886)、TB10 .4(Rv0288)、RpfB、RpfD、Rv0111、Rv0569、

Rv1733c、Rv1807、Rv1813、Rv2029c、Rv2626、Rv3407和Rv3478。

4.权利要求1的痘病毒载体或两种或多种痘病毒载体的组合，其中所述潜伏期抗原选

自Rv0111、Rv1733c、Rv2029c和Rv2626。

5.权利要求1的痘病毒载体或两种或多种痘病毒载体的组合，其中所述分枝杆菌抗原

获自结核复合物的分枝杆菌种，所述分枝杆菌种选自结核分枝杆菌(M .tuberculosis)

(Mtb)、牛分枝杆菌(M.bovis)、牛分枝杆菌BCG、非洲分枝杆菌(M.africanum)、卡氏分枝杆

菌(M.canetti)、山羊分枝杆菌(M.caprae)和田鼠分枝杆菌(M.microti)。

6.权利要求1的痘病毒载体或两种或多种痘病毒载体的组合，其中所述枝杆菌抗原获

自结核分枝杆菌(Mtb)、牛分枝杆菌、牛分枝杆菌BCG和山羊分枝杆菌。

7.权利要求1的痘病毒载体或两种或多种痘病毒载体的组合，其中所述枝杆菌抗原获

自结核分枝杆菌(Mtb)。

8.权利要求1的痘病毒载体或两种或多种痘病毒载体的组合，其中所述核酸分子编码

另外的分枝杆菌抗原。

9.权利要求1的痘病毒载体或两种或多种痘病毒载体的组合，其中所述核酸分子编码

分离多肽的形式或一或多种融合多肽的形式的分枝杆菌抗原，或分离抗原和融合物形式的

分枝杆菌抗原。

10.权利要求1的痘病毒载体或两种或多种痘病毒载体的组合，其包含选自SEQ  ID  NO:

40-51的一或多种核酸分子。

11.权利要求1的痘病毒载体或两种或多种痘病毒载体的组合，其中所述痘病毒载体选

自鸡痘、金丝雀痘和牛痘病毒载体。

12.权利要求11的痘病毒载体或两种或多种痘病毒载体的组合，其中所述牛痘病毒载

体是哥本哈根株、惠氏株、NYVAC株和修饰的安卡拉(MVA)株。

13.权利要求1的痘病毒载体，选自：

i.一种痘病毒载体，编码包括Rv2029c、Rv2626、Rv1733c和Rv0111的融合多肽以及包括

RpfB、RpfD、Ag85B、TB10.4和ESAT-6的融合多肽；

ii.一种痘病毒载体，编码包括Rv2029c、Rv2626、Rv1733c和Rv0111的融合多肽、包括

RpfB、RpfD、Ag85B、TB10.4和ESAT-6的融合多肽以及包括Rv0569、Rv1813、Rv3407、Rv3478和

Rv1807的融合多肽；

iii.一种痘病毒载体，编码包括Ag85B、Rv2626、RpfB、RpfD和Rv1733c的融合多肽以及
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包括Rv2029c、TB10.4、ESAT-6和Rv0111的融合多肽；

iv.一种痘病毒载体，编码包括Ag85B、Rv2626、RpfB、RpfD和Rv1733c的融合多肽、包括

Rv2029c、TB10.4、ESAT-6和Rv0111的融合多肽以及包括Rv0569、Rv1813、Rv3407、Rv3478和

Rv1807的融合多肽；和

v.一种痘病毒载体，编码包括RpfB、RpfD、Ag85B、TB10.4和ESAT-6的融合多肽以及包括

Rv0569、Rv1813、Rv3407、Rv3478和Rv1807的融合多肽。

14.权利要求1的痘病毒载体或两种或多种痘病毒载体的组合，其采用感染性病毒颗粒

的形式。

15.一种痘病毒载体，或两种或多种痘病毒载体的组合，包括一或多种编码包含5种结

核分枝杆菌抗原的融合多肽的核酸分子，所述5种抗原是RpfB、RpfD、Ag85B、TB10 .4和

ESAT6。

16.权利要求15的痘病毒载体或两种或多种痘病毒载体的组合，其中所述融合多肽选

自包含选自以下的氨基酸序列的多肽：

●SEQ  ID  NO:32中从第32位到第855位所示的氨基酸序列；和

●SEQ  ID  NO:33中从第10位到第833位所示的氨基酸序列；

其中所述氨基酸序列还包括起始氨基酸Met。

17.权利要求15的痘病毒载体或两种或多种痘病毒载体的组合，其中所述融合多肽还

包含合适的靶向肽。

18.权利要求17的痘病毒载体或两种或多种痘病毒载体的组合，其中所述合适的靶向

肽是信号肽和/或跨膜肽。

19.权利要求15的痘病毒载体或两种或多种痘病毒载体的组合，其中所述痘病毒载体

选自鸡痘、金丝雀痘和牛痘病毒载体。

20.权利要求19的痘病毒载体或两种或多种痘病毒载体的组合，其中所述牛痘病毒载

体是哥本哈根株、惠氏株、NYVAC株和修饰的安卡拉(MVA)株。

21.权利要求15的痘病毒载体或两种或多种痘病毒载体的组合，其采用感染性病毒颗

粒的形式。

22.一种产生感染性病毒颗粒的方法，包括以下步骤：(i)将权利要求1-21任一项的痘

病毒载体或两种或多种痘病毒载体的组合导入合适的细胞系，(ii)在合适条件下培养所述

细胞系以允许产生所述感染性病毒颗粒，和(iii)从所述细胞系的培养物回收产生的病毒

颗粒。

23.权利要求22的方法，进一步包括步骤(iv)纯化所述回收的病毒颗粒。

24.一种宿主细胞，包括权利要求1-21任一项的痘病毒载体或两种或多种痘病毒载体

的组合。

25.一种组合物，包括：

权利要求1-21任一项的痘病毒载体或两种或多种痘病毒载体的组合，或

权利要求24的宿主细胞，或

其任意组合的至少一种。

26.权利要求25的组合物，还包括药学上可接受的载体。

27.权利要求1-21任一项的痘病毒载体或两种或多种痘病毒载体的组合、权利要求24
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的宿主细胞或权利要求25和26任一项的组合物在制备用于预防或治疗分枝杆菌感染或由

这类分枝杆菌感染引起或与其有关的任意疾病和病理性状况的药物中的用途。

28.权利要求27的用途，其中所述药物用于在需要其的受试者中预防分枝杆菌感染或

延迟分枝杆菌感染的风险。

29.权利要求28的用途，其中所述药物用于在已经与患有活跃疾病的感染个体有过密

切接触的受试者中预防分枝杆菌感染或延迟分枝杆菌感染的风险。

30.权利要求27的用途，其中所述药物用于治疗感染分枝杆菌种的受试者的活跃疾病。

31.权利要求30的用途，其中所述药物用于治疗感染结核分枝杆菌的受试者的活跃疾

病。

32.权利要求27的用途，其中所述药物用于预防或治疗潜伏性感染分枝杆菌种的受试

者的再活化。

33.权利要求32的用途，其中所述药物用于预防或治疗潜伏性感染结核分枝杆菌的受

试者的再活化。

34.权利要求27的用途，其中所述药物用作BCG增强剂。

35.权利要求27的用途，其中所述药物用于与一或多种有效抗分枝杆菌感染的化疗药

物联用。

36.权利要求35的用途，其中所述药物用于与一或多种抗生素化疗法联用。

37.权利要求27的用途，其中所述药物用于诱导或增强被施用受试者的免疫应答。

38.权利要求37的用途，其中所述诱导或刺激的免疫应答是针对分枝杆菌抗原/表位的

CD4+和/或CD8+介导的T细胞应答。
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分枝杆菌抗原疫苗

技术领域

[0001] 本发明大体涉及新的免疫原性组合，包括分枝杆菌种的至少5种抗原及其融合物，

以及编码所述组合抗原和融合物的核酸分子，其中所述抗原来自于分枝杆菌种，尤其是肺

结核复合体的分枝杆菌，诸如结核分枝杆菌(Mtb)。本发明还涉及包括或编码分枝杆菌抗原

和融合多肽的所述组合的载体、宿主细胞和组合物，以及用于表达和生产它们的方法。本发

明还涉及使用所述分枝杆菌抗原、融合多肽的组合、载体、宿主细胞、组合物尤其用于诱导

或刺激免疫应答的方法，目标是提供抗分枝杆菌感染或由分枝杆菌感染引起或与其有关的

任意疾病的保护性应答。本发明还涉及针对本发明使用的分枝杆菌抗原和融合多肽的抗体

(可用于分枝杆菌感染的诊断)，以及包括所述分枝杆菌抗原、融合多肽的组合、载体、宿主

细胞和组合物的诊断试剂盒。

背景技术

[0002] 据估算有三分之一的世界人口曾感染结核分枝杆菌(Mtb)(即超过二十亿个体)并

且每年有900万到1000万新增病例和200万死亡病例，肺结核(TB)是全球和世界范围内的健

康问题。结核分枝杆菌(Mtb)芽胞杆菌，TB的病原体，具有4,411,529个碱基对(bp)的环状基

因组，其在1998年被完全测序(Cole等，1998，Nature  393:537-44)。Mtb编码大约4000个基

因；但是，这些基因中的大多数在Mtb生命周期和发病机理中的功能和作用仍未阐明。长久

以来人们猜想不同组的基因在不同和连续的感染期表达，即活跃期后是潜伏状态，当条件

聚集时，由复苏期过渡至新的活跃期。最近的证据动摇了这个经典理论，本领域现在承认发

生某种“渗漏”，即基因表达可以采用不依赖阶段的方式发生，尽管达到不同阈值。此外，Mtb

的潜伏性质也存在争议：细菌主要是休眠、非复制的，或它们继续复制并且有时甚至从感染

细胞逃脱至相邻气管，从而诱导复发的免疫应答？(Ehlers等，2009，Infection  37:87-95)。

[0003] 通常，通过患有肺部TB(活跃疾病)的人产生的雾化液滴发生人和人之间的传播。

在感染者(据估算30％的暴露个体)中，只有5-10％将在接触后2年内发展为活跃TB疾病(称

为原发TB)。但是，大多数感染个体发展为潜伏感染(LTBI)，其可能持续数十年而无临床症

状或病症。LTBI代表一种平衡状态，其中受感染的受试者能够控制感染，但不能完全清除细

菌。在后期，尤其在老年人或受HIV感染并用TNF抑制剂治疗情况下的免疫受损个体中，可能

发生再活化(很久之前感染之后的活化TB)。TB再活化的风险在一生中据估算为10％，而受

损的免疫力使风险增加到每年10％。

[0004] 有数个系列证据表明细胞免疫系统的刺激在控制TB疾病中起作用(Rook等2007，J 

Infect  Dis  196:191-8)。CD4  T淋巴细胞在控制病原体和预防疾病进展中的核心作用(大

约90％的Mtb感染受试者)已得到确证。例如，具有低CD4+T细胞计数的HIV/AIDS患者对TB疾

病进展更敏感，而提高CD4+T细胞的抗病毒治疗减缓TB疾病进展。但是，CD4  T细胞单独不起

作用，需要CD8  T细胞及其他T细胞亚型的支持。在这方面，有关肿瘤坏死因子-alpha(TNFα)

阻断剂以及遗传多态性诸如干扰素-gamma(IFNγ)和其他受体缺陷的经验证明特异性细胞

因子和细胞因子网络在控制疾病，参与人体内TB控制的细胞免疫性质中的重要性(Cooper
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等，2009，Annu  Rev  Immunol  27:393-422)。

[0005] 考虑到疫苗(卡介苗(Bacille-Calmette-Guerin(BCG)))和抗生素的存在和广泛

使用，每年Mtb引起的百万死亡病例非常惊人。但是，尽管BCG看起来在新生儿和婴儿中有效

预防疾病，但是它不保护成人，也不能在潜伏感染者中阻止Mtb再活化。另一方面，利用各种

抗生素组合治疗活跃TB看似有效，但要求患者对长达数月的每天施用不同药物的较高顺应

性。此外，尽管正确服用时抗生素能够非常有效的抵抗野生型Mtb菌株，但是抗药Mtb菌株

(例如“多抗药性”(MDR)，“广泛抗药性”(XDR)和“全抗药性”(TDR)菌株)以惊人的速度出现，

主要是由于不当遵守这种长期和昂贵的药物治疗方式。因此在这种令人担忧的背景下需要

优先发展有效的TB疫苗，近十年来正在研究两种主要方法：BCG替代和BCG加强剂。十多种疫

苗候选物正在临床试验中(综述可参见Ottenhoff  and  Kaufmann，2012，PLoS  8(5):

e1002607)。此外，近期本领域还考虑使用新的疫苗制剂以辅助治疗Mtb感染，称为“治疗性

疫苗”，其用作新的独立疗法或可选地辅助标准疗法，尤其用于抗药菌株的治疗。

[0006] BCG替代候选物旨在改善BCG的效力和安全性，主要基于活的减毒细菌诸如遗传修

饰的BCG或Mtb菌株，其被改造来表达BCG缺失的新的抗原组，或过表达BCG虽然表达但是水

平可能不足的Mtb抗原，或仍然缺失致病基因及其调控因子。各种重组BCG构建体已经进入

临床试验以检验它们取代BCG的能力。目前处于II期试验的进展最快的VPM1002是一种脲酶

缺陷rBCG，其表达来自单核细胞增生李斯特氏菌(Listeria  monocytogenes)的硫醇激活的

结合胆固醇的李斯特菌溶胞素(hly)，已经证明在免疫受损动物中比BCG更安全，并在小鼠

中提供抵抗Mtb攻击的优异防护(Grode等，2005，J  Clin  Invest  115:2472-9)。还有两种

rBCG最近已进入临床评价，分别是表达Ag85B的rBCG30，和表达Ag85A、Ag85B和Rv3407以及

产气荚膜梭菌细胞溶素(perfringolysin)的AERAS422。

[0007] BCG加强剂旨在诱导细胞和/或体液免疫应答，通常依赖于设计用于提供TB抗原的

重组疫苗，作为蛋白组合物通常与有效的Th1活化佐剂混合或通过病毒表达载体(综述参见

Thaissa等，2010，Yale  J.of  Biol.and  Medicine  83:209-15；Andersen，2007，Nature  5:

484和Kaufman，2012，Trend  in  Immunology  241:1-7)。在4000种潜在的TB抗原中，许多在

临床前模型中显示免疫原性。

[0008] 进展最快的基于蛋白的候选物之一是杂种1(H1)蛋白，其由与ESAT-6融合的Ag85B

组成(Langermans等，2005，Vaccine  23:2740-50；Dietrich等，2007，J.Immunol.178:3721-

30)。当与IC31佐剂一起施用时，在人中观察到强CD4+Th1  IFNγ-介导的应答(Van  Dissel

等，2010，Vaccine  28:3571-81)。最近发现这种疫苗加强由BCG或潜伏Mtb感染先前诱导的

免疫应答(Van  Dissel，2011，Vaccine  29:2100-9)。另一种融合蛋白Hyvac  4(H4)由与

TB10.4融合的Ag85B组成(Aagaard等，PLoS  One  4:1-8)，正处于平行开发计划中。当与不同

的合成佐剂施用时，就安全性和免疫原性来说，由插入丝氨酸蛋白酶Rv0125中间的Rv1196

制备的GSK的M72融合蛋白显示有利的临床特点(Von  Eschen等，2009，Hum  Vaccine  5:475-

82)。还可以例举所谓的ID融合蛋白(WO2008/124647)，诸如由Rv1813、Rv3620和Rv2608制备

的ID83(Baldwin等，2009，Vaccine  27:3063-71)，以及包括与3个ID83抗原融合的Rv3619的

ID93(Bertholet等，2010，Sci  Transl  Med  2(53):53ra74)。

[0009] 正在临床试验中测试的以病毒为载体的TB疫苗包括修饰的表达Ag85A抗原的安卡

拉牛痘病毒(MVA)(MVA85A/Aeras-485；WO2006/72787)，以及表达Ag85A、Ag85B和TB10.4抗

说　明　书 2/59 页

6

CN 104640564 B

6



原的复制缺陷腺病毒(Ad)35(Crucell  Ad35/Aeras-402；WO2006/053871)。MVA85A已经在未

免疫以及BCG预处理的个体中显示免疫原性，诱导高CD4+T细胞应答(Mc  Shane等，2004，Nat 

Med  10:1240-4；Scriba等，2010，Eur  J  Immunol  40:279-90)，而Aeras-402似乎倾向于CD8 

T细胞和IFNγ应答(Radosevic等，2007，Infect  Immunol  75:4105-15；Magalhaes等，2008，

PLoS  One  3，e3790；Abel等，2010  Am  J  Respir  Crit  Care  Med  181:1407-17)。

[0010] 更近的研究现在专注于多相(multi-phasic)组合物(参见例如WO2008/124647和

WO2011/144951)。这些疫苗候选物中的一些已经在临床前和临床研究中发挥作用，证明具

有诱导稳健的针对Mtb的细胞介导免疫应答的能力(Thaissa等，2010，Yale  J.of  Biol.and 

Medicine  83:209-15；Delogu等，2009，J  Infect  Developing  Countries  3:5-15)。例如，

组合潜伏Mtb  Rv2660以及活跃Ag85B和ESAT-6抗原的H56融合蛋白显示可能有希望的BCG加

强剂活性，尽管它还没有进入临床试验(Aagaard  et  al，2011，Nature  Med  17:189-94；Lin

等，2012，J  Clin  Invest  122:303-14)。但是，这些研究突出了各种因素对T细胞应答和保

护效力的影响，诸如抗原剂量(例如Aagaa rd等，PLoS  One  4:1- 8)和施用途径

(Goonetilleke等，2003，J.Immunol.171:1602-9)。

[0011] 因为以下各种原因，肺结核远未得到控制：患者对资源有限地区指定护理标准较

差的顺应性，HIV共感染引起的TB流行的加重，不能有效保护成人的BCG接种的较差性能。考

虑到世界范围内增加的TB威胁以及Mtb感染和抗分枝杆菌免疫应答固有的复杂性，仍然需

要用于诊断、预防和治疗肺结核的改进的疫苗策略，尤其是在疾病流行区域。

[0012] 通过提供Mtb抗原的免疫原性组合，所述组合针对感染天然过程的所有阶段制作，

本发明满足这种及其他需要。

[0013] 该技术问题通过提供如权利要求所述的实施方案来解决。

[0014] 根据对本发明优选实施方案的下列说明，本发明的其他和另外方面、特征及优点

将显而易见。给出这些实施方案用于说明。

[0015] 发明概述

[0016] 本发明总体涉及一种免疫原性组合，包括至少5种不同的抗原或编码至少5种抗原

的核酸分子，其中所述抗原独立的获自于分枝杆菌种，尤其是肺结核复合体的分枝杆菌种，

诸如结核分枝杆菌(Mtb)。开发一种数据挖掘评分系统，用于根据其免疫原性和保护特性对

一组Mtb抗原进行分类。根据序列比对、生化和生物信息学预测研究，选择14种Mtb抗原，并

组合为抗原/载体组合和融合多肽。

[0017] 在本发明的一个方面，本发明的抗原组合是多相的，其中至少5种分枝杆菌抗原来

自于分枝杆菌感染天然过程的两个或三个期，即活跃期、潜伏期和复苏期。可以采用如本文

描述的混合物形式或一或多种融合多肽来使用/表达分枝杆菌抗原。

[0018] 本发明还涉及特定分枝杆菌抗原的融合多肽、编码/表达这类融合多肽的核酸分

子和载体，和包括或编码所述融合多肽的组合物，以及制备所述融合物、载体和组合物的方

法。本发明还涉及针对该分枝杆菌抗原和融合多肽的抗体。它还涉及该免疫原性组合、融合

多肽、核酸分子、载体、组合物或抗体用于诊断、预防或治疗分枝杆菌感染或改善与分枝杆

菌感染有关状况的用途。

[0019] 本发明的另一方面包括在需要其的受试者中治疗、预防或抑制分枝杆菌感染或改

善与分枝杆菌感染有关状况的方法，包括提供或施用这种免疫原性组合、融合多肽、核酸分
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子、载体或组合物。

[0020] 本发明的另一方面涉及在需要其的受试者中引发免疫应答的方法，包括提供或施

用这种免疫原性组合、融合多肽、核酸分子、载体或组合物，以便在该受试者中诱导或刺激

免疫应答或预防或治疗分枝杆菌感染。

[0021] 本发明的另一方面提供一种部件试剂盒，包括用于给受试者提供或施用这种免疫

原性组合、融合多肽、核酸分子、载体或组合物的多个容器和说明书。

[0022] 本发明的另一方面提供用于诊断分枝杆菌感染(例如肺结核)的抗体测定的试剂

的试剂盒，包括这种免疫原性组合、融合多肽、核酸分子、载体或组合物。

[0023] 与单个抗原相比，本发明提供的抗原组合提供改进和预料不到的免疫原性特性

(例如，免疫原性应答的水平、质量和/或范围)。

[0024] 本发明尤其可用于免疫治疗，单独或作为BCG加强剂用于分枝杆菌感染领域的预

防或治疗目的，例如预防Mtb感染和/或预防原发性TB和/或预防潜伏感染受试者的再活化。

它还可以与标准的(例如抗生素疗法)或当前开发的任意其他新型疗法(例如小的直接或间

接抑制剂分子；抗体或免疫治疗，等等)联用。本发明还可用于兽医领域，例如在动物中降低

或消除分枝杆菌感染和/或活化疾病的风险，特别是在牛和山羊繁殖中。

[0025] 发明详述

[0026] 本发明大体涉及包括至少5种分枝杆菌种抗原或编码所述至少5种抗原的核酸分

子的免疫原性组合。

[0027] 定义

[0028] 如在整个申请中使用的，术语“一个(a)”和“一个(an)”用于表示“至少一个”、“至

少第一个”、“一或多个”或“多个”参考化合物或步骤，除非上下文另外规定。

[0029] 本文使用的术语“和/或”包括“和”、“或”以及“所述术语相关元件的所有或任意其

他组合”的含义。

[0030] 本文使用的“约”或“大约”表示在给定值或范围的10％以内，优选8％以内，更优选

5％以内。

[0031] 术语“氨基酸”、“残基”和“氨基酸残基”是同义词，包括天然氨基酸以及氨基酸类

似物(例如非天然的、合成和修饰的氨基酸，包括D或L旋光异构体)。

[0032] 术语“多肽”是指包括通过共价肽键键合的至少9个或更多个氨基酸的氨基酸残基

的多聚体。多肽可以是线性的、分枝的或环状的，并且可以包括天然存在的和/或氨基酸类

似物。它可以是化学修饰的，通过糖基化、脂化、乙酰化、切割、通过二硫键交联和/或磷酸

化，或仍然通过包含附加的氨基酸诸如标签(组氨酸、myc、Flag，等等)或靶向肽(信号肽、跨

膜结构域，等等)。应理解术语“多肽”包括蛋白(通常用于包括50个或更多个氨基酸残基的

多肽)、寡肽和肽(通常用于包括少于50个氨基酸残基的多肽)。因此每种多肽的特征在于特

定氨基酸，并由特定核酸序列编码。

[0033] 如本文使用的，当用于限定产品、组合物和方法时，术语“包括(comprising)”(和

“包括(comprising)”的任意形式，诸如“包括(comprise)”和“包括(comprises)”)，“具有

(having)”(和具有(having)的任意形式，诸如“具有(have)”和“具有(has)”)，“包括

(including)”(和包括(including)的任意形式，诸如“包括(includes)”和“包括

(include)”)或“包含(containing)”(和包含(containing)的任意形式，诸如“包含
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(contains)”和“包含(contain)”)是开放式的，不排除另外的、未提及的元件或方法步骤。

因此，当所述氨基酸序列是所述多肽的最终氨基酸序列的一部分时，多肽"包括"氨基酸序

列。这样的多肽可以具有最多数百个附加的氨基酸残基(例如本文提及的标签和靶向肽)。

“基本上由…组成”表示排除具有任何实质显著性的其他组分或步骤。因此，基本上由所述

组分组成的组合物不会排除痕量染污物和药学上可接受的载体。当氨基酸序列最终只存在

一点点附加的氨基酸残基时，多肽基本上由氨基酸序列组成。“由…组成”表示排除多于痕

量成分的其他组分或步骤。例如，当多肽不包含除了所述氨基酸序列之外的任意氨基酸时，

多肽由氨基酸序列组成。

[0034] 术语“相同性”是指两种多肽或核酸序列之间氨基酸与氨基酸或核苷酸与核苷酸

的对应性。两条序列之间的相同性百分比是序列共有的相同位置的数目的函数，需要考虑

为了最佳比对需要引入的缺口数目和每个缺口的长度。本领域有多种用于确定氨基酸序列

之间相同性百分比的计算机程序和数学算法，例如NCBI提供的Blast程序和蛋白质序列和

结构地图集(Atlas  of  Protein  Sequence  and  Structure)的ALIGN(Dayhoffed，1981，

Suppl .，3:482-9)。专业数据库也提供用于确定核苷酸序列之间相同性的程序(例如

Genbank，Wisconsin  Sequence  Analysis  Package，BESTFIT，FASTA和GAP程序)。出于说明

目的，“至少80％相同性”表示80％、81％、82％、83％、84％、85％、86％、87％、88％、89％、

90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或者100％。

[0035] 如本文使用的，“可操作连接的”表示被连接的元件按照使它们符合预期目的起作

用的方式排列。例如，如果启动子引起从转录启始到终止子转录，导致在允许的宿主细胞中

的核酸分子中存在的编码序列的表达，启动子可操作地连接到核酸分子。

[0036] 如本文使用的，术语“分枝杆菌”、“分枝杆菌种”和“分枝杆菌的”可以互换使用以

指代属于分枝杆菌科家族的放线菌(Actinobacteria)属的任意成员。所述术语包括实验室

菌株以及临床分离物。

[0037] “分枝杆菌感染”是指受试者暴露于分枝杆菌种，然后细菌定居于受试者或受试者

的组织。定居可以引起严重的疾病(例如肺结核、麻疯病、Bureli溃疡等等，取决于分枝杆

菌)，或不产生不良症状(无症状的或潜伏感染)。

[0038] 如本文使用的术语“组合”是指各种组分(例如分枝杆菌抗原和/或编码核酸分子)

的任意可能排列。这类排列包括分枝杆菌抗原的混合物(例如单个抗原的混合物和/或抗原

的融合物)或核酸分子的混合物(例如由一或多个载体携带)，以及多肽和核酸分子的混合

物。本发明包括：包含等摩尔浓度每种组分的组合以及具有相差很大浓度的组合。应理解本

领域技术人员可以确定每种分枝杆菌组分的最佳浓度。

[0039] 术语“免疫原性”是指在引入具有免疫原性的组分的受试者中诱导或刺激可测量

的T和/或B细胞介导的免疫应答的能力。例如，从能够诱导或刺激受试者的免疫应答的意义

上说，本发明的抗原性组合是免疫原性的，所述免疫应答可以是先天性和/或特异性的(即

抗所述免疫原性组合包含或表达的至少一种分枝杆菌抗原/表位)，体液和/或细胞的(例如

抗体和/或细胞因子的产生和/或以下细胞的活化：细胞毒性T细胞，B、T淋巴细胞，抗原呈递

细胞，辅助T细胞，树突状细胞，NK细胞，等等)，并通常在被施用受试者中产生保护性应答。

本领域有多种直接或间接的生物测定法，以如本文所述体内(动物或人类)或体外(例如在

生物学样品中)评价组分的免疫原性特征。
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[0040] 如本文使用的，术语“分枝杆菌抗原”是指存在于分枝杆菌种或获自分枝杆菌种的

多肽或其片段(例如表位)，其能够被抗体或T细胞受体结合。通常，这类抗原包含一或多个B

和/或T表位，尤其是CTL或TH表位或上述两种，参与在主要组织相容性复合体(MHC)背景下

被特定抗体或T细胞受体的识别。在本发明的上下文中，该术语包括天然分枝杆菌多肽以及

下文描述的其片段和修饰形式(即变体)。

[0041] “表位”对应于最小肽基序(通常是一组8-25个氨基酸残基)，其形成被抗体、T细胞

受体或HLA分子识别的位点。所述残基可以是连续的(线性表位)或非连续的(包括彼此不是

紧密相邻的残基的构象表位)。

[0042] 如本文使用的术语“治疗(treating)”(和治疗(treating)的任意形式，诸如“治疗

(treatment)”、“治疗(treat)”)包括预防(例如受试者感染分枝杆菌风险的预防)和/或治

疗(例如诊断为感染分枝杆菌的受试者)。治疗需要给受试者外部或内部施用活性剂(例如

本文描述的免疫原性组合、融合多肽、核酸分子、载体和/或组合物)，最终与常规疗法，尤其

是当前用于治疗活跃分枝杆菌病原(例如TB)的疗法联用。

[0043] 术语“受试者”泛指将受益于诱导或刺激抗分枝杆菌种免疫应答的脊椎动物，尤其

是选自家畜、农畜、竞赛动物(sport  animals)和灵长类动物的哺乳动物。优选地，受试者是

已经确诊或有感染分枝杆菌(特别是Mtb)的风险，因此容易罹患或有患分枝杆菌感染(例如

活跃或潜伏性结核)引起的或与其有关的疾病或状况的风险的人。

[0044] “保护性应答”具有其通常含义，即与未接受治疗的受试者的反应相比，所述治疗

为接受治疗的受试者提供益处；例如，诱导或刺激免疫应答，防止分枝杆菌感染，或增加对

活跃疾病的抗性，或防止潜伏性分枝杆菌感染的再活化或甚至在活跃疾病发展后治愈。

[0045] 如本文使用的，术语“分离的”是指从其自然环境移出(即与其天然相关的至少一

种其他组分分离)的组分(例如多肽、核酸分子、载体，等等)。

[0046] 术语“获自”、“来源于”或“源于”用于标示组分(例如多肽、核酸分子)的原始来源，

但不是用于限制组分的制备方法，所述方法例如可以是通过化学合成或重组方式。

[0047] 分枝杆菌种(Mycobacteriumspecies)

[0048] 如上所定义的，本发明的免疫原性组合所包括/编码的分枝杆菌抗原可以独立的

获自当前所鉴定的分枝杆菌(M.)种的任意成员。本领域描述了可用于本发明情况的大量分

枝杆菌。示例性的分枝杆菌种包括但不限于草分枝杆菌(M .phlei)、耻垢分枝杆菌

(M.smegmatis)、非洲分枝杆菌(M.africanum)、卡氏分枝杆菌(M.canetti)、偶发分枝杆菌

(M.fortuitum)、海分枝杆菌(M.marinum)、溃疡分枝杆菌(M.ulcerans)、结核分枝杆菌

(M.Tuberculosis)(Mtb)、副结核分枝杆菌(M.paratuberculosis)、牛分枝杆菌(M.bovis)、

田鼠分枝杆菌(M.microti)、隐藏分枝杆菌(M.Celatum)、鸟分枝杆菌(M.avium)、麻风分枝

杆菌(M.leprae)、鼠麻风分枝杆菌(M.lepraemurium)、胞内分枝杆菌(M.intracellulare)、

瘰疬分枝杆菌(M .s c rof ula ce um)、蟾分枝杆菌(M .xeno pi)、日内瓦分枝杆菌

(M.genavense)、堪萨斯分枝杆菌(M.kansasii)、猿分枝杆菌(M.simiae)、斯氏分枝杆菌

(M.szulgai)、嗜血分枝杆菌(M.haemophilum)、亚洲分枝杆菌(M.asiaticum)、玛尔摩分枝

杆菌(M.malmoense)、母牛分枝杆菌(M.vaccae)、山羊分枝杆菌(M.caprae)、海豹分枝杆菌

(M.pinnipedii)和石氏分枝杆菌(M.Shimoidei)。

[0049] 在一个优选的实施方案中，本发明使用的分枝杆菌抗原获自结核复合物的分枝杆
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菌种，其包括通常被认为引起肺结核病的那些种，以及在免疫受损受试者(例如HIV感染患

者中)引起肺结核和肺病的分枝杆菌环境和机会种。用于本文的结核复合物的示例性种包

括但不限于结核分枝杆菌(Mtb)、牛分枝杆菌、牛分枝杆菌BCG、非洲分枝杆菌、卡氏分枝杆

菌、山羊分枝杆菌和田鼠分枝杆菌。优选的实施方案涉及Mtb，包括Mtb实验室菌株诸如

H37Rv和H37Ra和临床分离物诸如KZN4207、T85、CDC1551(在美国分离)、F11(在南非分离)、

C、K85(在荷兰分离)、CPHL-A，以及MDR或XDR分离物诸如TN5904、Haarlem、KZN1435、Bejing

和KZN605。用作分枝杆菌抗原来源的其他优选的种是牛分枝杆菌、牛分枝杆菌BCG和羊分枝

杆菌，尤其是用于兽医。但是，考虑到分枝杆菌种之间在氨基酸和核苷酸水平上存在的高同

源性百分比，事实上人们会预期交叉反应性。例如，Mtb和牛分枝杆菌的Rv1733c抗原是

100％相同的，而非洲分枝杆菌与Mtb的Rv1733c在210个氨基酸中有209个氨基酸相同。因

此，Mtb抗原的组合可能能用于治疗Mtb感染的(人用途)、牛分枝杆菌和羊分枝杆菌(兽医用

途)感染的受试者。

[0050] 适合的分枝杆菌抗原的氨基酸序列和编码核苷酸序列可以方便的获自专业数据

库(以及文献中。例如，Mtb序列可见于Cole等(1998，Nature  393:537)或例如由Wellcome 

Trust  Sanger  Institute，lnstitut  Pasteur等等维护的站点(例如TB数据库(@tbdb.org)

和tuberculist(@tuberculist.epfl.ch))。但是，本发明不限于这些示例性分枝杆菌种。实

际上核苷酸和氨基酸序列可以在不同的分离物和菌株之间变化，这种天然遗传变异以及诸

如下文描述的那些非天然修饰包括在本发明的范围内。

[0051] 免疫原性组合

[0052] 如本文使用的，“至少5种”是包括从5到50范围内的数字(即5、6、7、8、9、10、11、12、

13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、25、26、27、28、29、30、31、32、33、34、35，等等)，希

望从5到33，优选从7到20，更优选从8到18，特别优选10到15(例如12、13或14)。优选地，本发

明的组合包括大约10到15种Mtb抗原或对应的核酸分子。

[0053] 在本发明的上下文中，“至少5种分枝杆菌抗原”彼此不同(例如可以使用相同分枝

杆菌抗原的多个拷贝，条件是所述组合包括/编码至少5种不同的分枝杆菌抗原)。

[0054] 可选地或另外，至少5种分枝杆菌抗原的每一种可以是天然分枝杆菌抗原(例如全

长抗原)或其修饰形式(片段或变体)。

[0055] 可以从自然界的分枝杆菌来源发现、分离、获得“天然的”分枝杆菌抗原。这种来源

包括从已经感染或已经暴露于分枝杆菌的受试者收集的生物学样品(例如血液、血浆、血

清、唾液、痰、组织切片、活检标本等等)，由保藏机构(例如ATCC或TB机构)、文库提供或记载

于文献中的培养细胞和重组材料(例如分枝杆菌分离物、分枝杆菌基因组、基因组片段、基

因组RNA或cDNA以及本领域已知的包括所述元件的任意质粒和载体)。

[0056] 修饰的分枝杆菌抗原(例如变体)通常在一或多个位置不同于本文具体公开的多

肽或天然多肽。可以预期任意修饰，包括取代、插入、添加和/或缺失一或多个氨基酸残基，

非天然的排列以及这些可能性的任意组合。氨基酸取代可以是保守的或不保守的。当预期

有数种修饰时，它们可以涉及连续的残基和/或不连续的残基。可以通过本领域技术人员已

知的多种方式产生修饰，诸如定向诱变(例如利用SculptorTM体外诱变系统，Amersham，Les 

Ullis，France)、PCR诱变、DNA改组(shuffling)以及通过合成技术(例如产生编码所需多肽

变体的合成核酸分子)。

说　明　书 7/59 页

11

CN 104640564 B

11



[0057] 无论它们来源于何物(天然或修饰的)，优选地本发明免疫原性组合包含或编码的

每种分枝杆菌抗原保留对应天然抗原(包括B和/或T细胞表位)的一或多个免疫原性部分。

用于鉴定这类相关免疫原性部分的方法是本领域公知的。例如，可以通过实施生物学测定

(例如使用合成重叠寡肽库的IFNγ测定)或现有的预测程序来鉴定T细胞表位。

[0058] 在一个实施方案中，本发明的免疫原性组合包括或编码来自至少2个不同感染期

(例如活跃和复苏期，活跃和潜伏期或复苏和潜伏期)的分枝杆菌抗原，所述感染期选自活

跃期、复苏期和潜伏期。优选地组合是“多期的”，包括或编码来自3个感染期的分枝杆菌抗

原，尤其是Mtb抗原，其中至少一种抗原来自活跃感染期，至少一种抗原来自复苏感染期，至

少一种抗原来自潜伏感染期。

[0059] “活跃期的抗原”通常是主要在分枝杆菌在体内活跃生长和复制时表达的一组蛋

白。可用于本发明的多种活跃分枝杆菌抗原记载于文献中(例如Bertholet等，2008，

J.Immunol.181:7948-57；Bertholet等，2010，Sci  Transl  Med  2:53ra74)。特别合适的活

跃期抗原选自ESAT-6(Rv3875)、CFP-10(Rv3874)、TB10.4(Rv0288)、Ag85A(Rv3804)、Ag85B

(Rv1886)、Rv3619、Rv3620以及PPE家族蛋白Rv3478和Rv2608，及其任意组合。优选地免疫原

性组合包括或编码至少ESAT-6(Rv3875)、Ag85B(Rv1886)和TB10.4(Rv0288)。

[0060] “潜伏期抗原”主要在分枝杆菌感染的休眠(或潜伏)期表达，这是低代谢活性的可

逆状态，其中分枝杆菌可以维持较长时段。可用于本发明的多种潜伏分枝杆菌抗原记载于

文献中。示例性的Mtb潜伏抗原是由DosR调节子(regulon)编码的那些抗原，所述DosR调节

子介导针对在营养物耗竭时上调的缺氧和饥饿抗原的细菌应答(Voskuil等，2003，J.Exp 

Med  198:705-13；Leyten等，2006，Microbes  Inf .8:2052-60；Roupie等，2007，Infection 

and  Immunity  75:941-9；Black等，2009，Clin  Vaccine  Immunol  16:1203-12；Schuck等，

2009，PLoS  One  4:e5590；Vipond等，2006，Vaccine  24:6340-50；Vipond等，2007，

Tuberculosis  86:218-24；Bertholet等，2008，J.Immunol.181:7948-57；Bertholet等，

2010，Sci  Transl  Med  2:53ra74，Mollenkopf等，2004，Infect  Immun  72:6471-9)；WO03/

000721；WO03/004520；WO03/035681；WO2004/006952和WO2006/104389)。特别合适的潜伏期

抗原选自Rv0081、Rv0111、Rv0198、Rv0569、Rv1733c、Rv1735、Rv1737、Rv1806、Rv1807、

Rv1813、Rv2005c、Rv2029c、Rv2032、Rv2626、Rv2627、Rv2628、Rv2660c、Rv3407、Rv3812和

Rv3478及其任意组合；更优选地选自Rv0111、Rv1733c、Rv2029c和Rv2626，或选自Rv0569、

Rv1807、Rv1813、Rv3407和Rv3478，或选自Rv0111、Rv1733c、Rv2029c、Rv2626、Rv0569、

Rv1807、Rv1813、Rv3407和Rv3478。

[0061] “复苏期的抗原”是指主要在休眠状态与活跃生长和复制(分枝杆菌感染的活跃状

态)之间转换时表达或参与其中的任意抗原。可用于本发明的复苏抗原记载于文献中(例如

Mukamolova等，2002，Mol  Microbiol  46:623-35；Yeremeev等，2003，Infection  and 

Immunity  71:4789-94；Mukamolova等，2006，Mol  Microbiol  59:84-98；Tufariello等，

2006，Infect  Immun  74:2985-95；Biketov等，2007，MMC  Infect  Dis  7:146；Kana等，2008，

Mol  Microbiol  67:672-84；Kana等，2009，FEMS  Immunol  Med  Microbiol  58:39-50；

Russel-Goldman等，2008，Infect  Immun  76:4269-81；Gupta等，2010，Microbiol  156:

2714-22和Commandeur等，2011，Clin  Vaccine  Immunol.18:676-83)。特别合适的复苏期抗

原选自RpfA、RpfB、RpfC、RpfD和RpfE及其任意组合。优选地免疫原性组合物至少包括或编
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码RpfB和RpfD(例如其免疫原性片段)。

[0062] 在一个优选的实施方案中，本发明的免疫原性组合包括或编码至少5种分枝杆菌

抗原，所述分枝杆菌抗原选自ESAT-6(Rv3875)、CFP-10(Rv3874)、TB10.4(Rv0288)、Ag85A

(Rv3804)、Ag85B(Rv1886)、Rv3619、Rv3620、RpfA、RpfB、RpfC、RpfD、RpfE、Rv0081、Rv0111、

Rv0198、Rv0569、Rv1733c、Rv1735、Rv1737、Rv1806、Rv1807、Rv1813、Rv2005c、Rv2029c、

Rv2032、Rv2626、Rv2627、Rv2628、Rv2660c、Rv3407Rv3478和Rv3812；优选选自ESAT-6

(Rv3875)、TB10.4(Rv0288)、Ag85B(Rv1886)、RpfB、RpfD、Rv0111、Rv0569、Rv1733c、Rv1807、

Rv1813、Rv2029c、Rv2626、Rv3407和Rv3478；更优选选自包括SEQ  ID  NO:1-14所示氨基酸序

列的多肽或其任意变体或片段。

[0063] 为了进行说明，SEQ  ID  NO:1代表Rv0111的氨基酸序列；SEQ  ID  NO:2代表TB10.4

的氨基酸序列；SEQ  ID  NO:3代表Rv0569的氨基酸序列；SEQ  ID  NO:4代表RpfB的氨基酸序

列；SEQ  ID  NO:5代表Rv1733c的氨基酸序列；SEQ  ID  NO:6代表Rv1807的氨基酸序列；SEQ 

ID  NO:7代表Rv1813的氨基酸序列；SEQ  ID  NO:8代表Ag85B的氨基酸序列；SEQ  ID  NO:9代

表Rv2029c的氨基酸序列；SEQ  ID  NO:10代表Rv2626的氨基酸序列；SEQ  ID  NO:11代表

RV2839c的氨基酸序列；SEQ  ID  NO:12代表Rv3407的氨基酸序列；SEQ  ID  NO:13显示Rv3478

的氨基酸序列，SEQ  ID  NO:14代表ESAT-6的氨基酸序列。

[0064] 本发明上下文可以预期的每种修饰的分枝杆菌抗原包括相对于天然对应物的一

或多种修饰，尤其是有利于所获多肽的合成、加工、稳定性和/或溶解性和/或其免疫原性的

一或多种修饰。合适修饰的典型实例包括但不限于(a)内部高度疏水区域的缺失，(b)N末端

信号肽的缺失(如果需要用异源信号肽替换)和/或(c)可能对稳定性、免疫原性和重组表达

产生有害干扰的未折叠(unfolded)区域的缺失，和/或(d)催化域的缺失或突变以消除生物

学活性。

[0065] 尤其合适的免疫原性组合物包括或编码分枝杆菌抗原，所述分枝杆菌抗原选自包

括SEQ  ID  NO:15-24所示氨基酸序列的多肽。更具体地，SEQ  ID  NO:15代表相对于天然对应

物，通过缺失疏水N末端部分(从第一个残基到约第393位)进行修饰的Rv0111抗原

(Rv0111*)。SEQ  ID  NO:16代表相对于天然对应物，通过缺失信号肽(从第1位残基到大约第

29位残基，并通过缺失催化域，从而保留RfpB的大约第30位到第283位)进行修饰的RpfB抗

原。SEQ  ID  NO:17代表相对于天然对应物，通过缺失N末端预测的TM域(从第1位残基到约第

61位)进行修饰的Rv1733c抗原(Rv1733c*)。SEQ  ID  NO:18代表相对于天然对应物，通过缺

失未折叠的C末端部分(大约最后60个残基)进行修饰的Rv1807抗原(Rv1807*)。SEQ  ID  NO:

19代表相对于天然对应物，通过缺失N末端信号肽(从第1位残基到约第34位)进行修饰的

Rv1813抗原(Rv1813*)。SEQ  ID  NO:20代表相对于天然对应物，通过缺失N末端信号肽(从第

1位残基到约第39位)进行修饰的Ag85B(Ag85B*)。SEQ  ID  NO:21代表相对于天然对应物，通

过缺失C末端部分(大约最后25个残基)并在第265位突变以消除Rv2029c酶活性(例如

D265N；Cabrera等，2010，Arch  Biochem  Biophys  502:23-30)进行修饰的Rv2029c抗原

(Rv2029c*)。SEQ  ID  NO:22代表相对于天然对应物，进行修饰以保留具有为了消除相关酶

活性的3个突变(例如E292K、T315A和Q347A)和最后7个残基缺失的催化域(也称为LD(溶菌

酶域，Lysozyme  Domain))的RpfD抗原。SEQ  ID  NO:23代表相对于天然对应物，通过缺失未

折叠的C末端部分(大约最后33个残基)进行修饰的Rv3407抗原(Rv3407*)。SEQ  ID  NO:24代
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表相对于天然对应物，通过缺失未折叠的C末端部分(大约最后40个残基)进行修饰的

Rv3478抗原(Rv3478*)。

[0066] 在一个优选的实施方案中，，本发明的免疫原性组合包括或编码与本文所示的氨

基酸序列在全长多肽或其片段(例如50个连续氨基酸残基或更多个诸如60、75、80或90个氨

基酸残基的片段)中显示至少80％相同性(例如80％、85％、90％、92％、94％、95％、96％、

97％、98％、99％或100％相同性)的至少5种分枝杆菌抗原，尤其是选自包括与SEQ  ID  NO:

1-24(有或没有起始密码子Met)的任一项至少80％同源或相同的氨基酸序列的多肽的至少

5种Mtb抗原。

[0067] 在一个更优选的实施方案中，本发明的免疫原性组合包括或表达至少Rv0111，特

别优选如SEQ  ID  NO:15所示的Rv0111*。

[0068] 在更优选的实施方案中，本发明的免疫原性组合包括或表达至少Rv0111、Rv2626、

RpfB、RpfD、TB10.4和Ag85B，特别优选如SEQ  ID  NO:15所示的Rv0111*，如SEQ  ID  NO:10所

示的Rv262，如SEQ  ID  NO:16所示的RpfB，如SEQ  ID  NO:22所示的RpfD，如SEQ  ID  NO:2所示

的TB10.4，和如SEQ  ID  NO:20所示的Ag85B。

[0069] 如上所述，本发明的免疫原性组合包括其组成性分枝杆菌抗原和/或编码核酸分

子的任意排列。因此本发明的免疫原性组合可以包括或编码分枝杆菌抗原，其采用分离多

肽的形式(例如重组产生的Mtb抗原的混合物)或一或多种融合多肽的形式(至少两种分枝

杆菌抗原的共价键合)或分离抗原和融合物两种形式。

[0070] 同样地，核酸分子的组合包括分离的核酸分子或共价连接的核酸分子(例如融合

编码核酸)或分离和融合核酸分子两者(其可以被一或多种载体携带)。考虑到分枝杆菌抗

原的数目(从5最多至50)，优选地组合包括如下所述的编码抗原融合物的一或多种载体。载

体组合可以使用相同类型的载体(例如两个MVA)或不同类型的载体(例如质粒DNA和MVA)来

表达本文描述的各种分枝杆菌抗原或融合物。

[0071] 融合多肽

[0072] 根据另一个方面，本发明还提供分离的融合多肽以及包括这种融合多肽的组合

物，所述融合多肽包括本发明的免疫原性组合包括或编码的两种或更多种分枝杆菌抗原。

[0073] 如本文使用的术语“融合物”或“融合多肽”是指两个或更多个多肽的单个多肽链

的共价键合，其通过遗传方式进行，即通过编码每种所述多肽的核酸分子的框内(in 

frame)融合。通过“框内融合”，它表示融合编码序列的表达产生在各融合多肽间没有任何

翻译终止子的单个多肽。融合可以是直接的(即之间没有任何额外的氨基酸残基)或间接的

(例如通过融合多肽之间的接头)，可以发生在多肽的N末端或C末端或内部。接头的存在有

利于融合多肽的正确折叠和/或发挥功能。本发明不受所用接头序列的形式、大小或数目的

限制。为了示例性目的，典型接头的长度为3到30个氨基酸，并由重复的氨基酸残基诸如甘

氨酸、丝氨酸、苏氨酸、天冬酰胺、丙氨酸和/或脯氨酸组成。

[0074] 如前所述，组成本发明融合多肽的分枝杆菌抗原可以是天然的，和/或如上所述的

其修饰的(变体)和/或片段。与采用分离抗原(或表达载体)混合物形式的相同抗原组合相

比，采用融合多肽形式的分枝杆菌抗原这种组合可以提供改善的免疫原性。

[0075] 优选地，本发明的融合多肽包括至少两种(例如2、3、4、5、6，等等)本文所述的分枝

杆菌抗原，并且优选至少2种多肽选自包括与SEQ  ID  NO:1-24的任一项至少80％(例如98或
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100％)相同的氨基酸序列的多肽。

[0076] 在一个实施方案中，本发明的融合多肽包括相同感染期的分枝杆菌抗原。潜伏Mtb

抗原的示例性融合物包括Rv2029c、Rv2626、Rv1733c和Rv0111；活跃Mtb抗原的示例性融合

物包括Ag85B、TB10.4和ESAT6；复苏Mtb抗原的示例性融合物包括RpfB和RpfD抗原。

[0077] 在另一个实施方案中，本发明的融合多肽包括来自2个不同感染期或甚至来自活

跃期、复苏期和潜伏期的分枝杆菌抗原。这种类型的示例性融合物包括但不限于潜伏和活

跃Mtb抗原的融合物(包括Rv2029c、TB10.4、ESAT-6和Rv011)；复苏和活跃Mtb抗原的融合物

(包括RpfB、RpfD、Ag85B、TB10.4和ESAT-6)；以及潜伏、复苏和活跃Mtb抗原的融合物(包括

Ag85B、Rv2626、RpfB、RpfD和Rv1733c)。

[0078] 在一个优选的实施方案中，本发明的融合多肽选自以下组∶

[0079] ·包括Mtb抗原Rv0111的融合多肽(特别优选SEQ  ID  NO:15所示的Rv0111)；

[0080] ·包括Mtb抗原Rv2029c、Rv2626、Rv1733c和Rv0111的融合多肽；

[0081] ·包括Mtb抗原Rv0569、Rv1813、Rv3407、Rv3478和Rv1807的融合多肽；

[0082] ·包括Mtb抗原Ag85B、TB10.4和ESAT6的融合多肽；

[0083] ·包括Mtb抗原RpfB和RpfD的融合多肽(例如如所谓的RPFB-Dhyb所示，其是缺失

LD的RpfB抗原和具有去除酶活性突变的RpfD的LD域之间的融合物)；

[0084] ·包括Mtb抗原RpfB、RpfD(例如RPFB-Dhyb)、Ag85B、TB10.4和ESAT6的融合多肽；

[0085] ·包括Mtb抗原Ag85B、Rv2626、RpfB、RpfD(例如RPFB-Dhyb)和Rv1733c的融合多

肽；

[0086] ·包括Mtb抗原Rv2029c、TB10.4、ESAT6和Rv0111的融合多肽；和

[0087] ·包括Mtb抗原Ag85B、Rv2626和Rv1733c的融合多肽。

[0088] 在本发明的上下文中，在示例性融合多肽中显示的分枝杆菌抗原可以是从N末端

到C末端的任意顺序，不必按照所述顺序。因此，包括Ag85B、Rv2626和Rv1733c的融合物除了

所述的Ag85B-Rv2626-Rv1733c融合物，还包括Ag85B-Rv1733c-Rv2626；Rv1733c-Rv2626-

Ag85B；Rv1733c-Ag85B-Rv2626；Rv2626-Ag85B-Rv1733c；Rv2626-Rv1733c-Ag85B和Ag85B-

TB10.4-Rv2626-Ag85B等融合物。

[0089] 对于分枝杆菌抗原，本发明的免疫原性组合和/或融合多肽可以任选的包括衍生

自分枝杆菌种(例如其他的分枝杆菌抗原)或是异源的(即来自不同于分枝杆菌的来源)其

他组分。这种额外的组分可以是免疫原性的或非免疫原性的。典型的额外组分包括但不限

于标签肽、靶向肽、寡聚域、免疫激活肽/多肽和编码所述元件的核酸分子等等。

[0090] 在一个实施方案中，本发明的免疫原性组合或融合多肽呈递或编码的任意分枝杆

菌抗原可以可操作地连接诸如信号肽和/或跨膜肽的靶向肽。这种靶向肽是本领域公知的

(参见例如WO99/03885)。简单来说，信号肽(SS)通常存在于膜呈递或分泌多肽的N末端，启

动它们进入内质网(ER)。它们包括15个或更多个基本上疏水的氨基酸，其继而被特异性的

定位于内质网的内肽酶切除以产生成熟多肽。跨膜肽(TM)实质上通常高度疏水，用于将多

肽锚定在细胞膜。可用于本发明范围的跨膜肽和/或信号肽的选择是非常广的。它们可以获

自任意膜锚定和/或分泌的多肽(例如细胞或病毒多肽)，诸如免疫球蛋白、组织纤溶酶原激

活物(tPA)、胰岛素、狂犬病糖蛋白、HIV病毒包膜糖蛋白或麻疹病毒F蛋白的膜锚定和/或分

泌的多肽，或可以是合成的。优选地信号肽插入位点位于用于启始翻译的密码子的N末端下
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游，而优选地跨膜肽插入位点位于例如紧挨着终止密码子上游的C末端。

[0091] 可选地或另外，本发明的免疫原性组合或融合蛋白呈递或编码的任意分枝杆菌抗

原可以可操作地连接标签肽，以便于其分离和检测或便于鉴定表达这种抗原或融合物的宿

主细胞。多种标签肽可用于本发明的上下文中，包括但不限于PK标签、FLAG标签(SEQ  ID 

NO:25)、MYC标签(SEQ  ID  NO:26)、多聚组氨酸标签(通常是5到10个组氨酸残基的序列段

(stretch)；例如SEQ  ID  NO:27)。使用所附实施例所述的抗标签抗体，通过免疫检测测定可

以检测标签肽。标签肽可以独立的位于分枝杆菌抗原或融合物(标签-多肽)的N末端，或可

选地位于其C末端(多肽-标签)，或当使用数个标签时可以位于内部或任何位置。

[0092] 可选地或另外，本发明的免疫原性组合或融合多肽呈递或编码的任意分枝杆菌抗

原可以可操作地连接能够增强免疫原性特性的一或多种免疫激活肽/多肽。可以引用例如

钙网织蛋白(calreticulin)(Cheng等，2001，J.Clin.Invest.108:669)，Mtb热休克蛋白70

(HSP70)(Chen等，2000，Cancer  Res .60:1035)，泛素(Rodriguez等，1997，J.Virol .71:

8497)，和T辅助表位诸如Pan-Dr肽(Sidney等，1994，Immunity  1:751)，pstS1GCG表位

(Vordermeier等，1992，Eur .J .Immunol .22:2631)，破伤风类毒素肽P2TT(Panina-

Bordignon等，1989，Eur.J.Immunol.19:2237)，P30TT(Demotz等，1993，Eur.J.Immunol.23:

425)，血凝素表位(Rothbard等，1989，Int .Immunol .1:479)和C4bp寡聚域(Spencer等，

2012，PLos  One  7:e33555)。

[0093] 有赖于分枝杆菌抗原，当与不表达这种肽的组合或融合物相比时，这种肽的存在

可能有利于增强所获组合或融合多肽的表达和/或免疫原性。可以通过常规技术诸如蛋白

印迹法来确定增强的表达。可以使用常规测定诸如ELISpot测定来确定增强的免疫原性。

[0094] 在一个优选的实施方案中，本发明的融合多肽可操作地连接靶向和/或标签肽。例

如，所附实施例部分例示的融合物n°2、3、4和5可操作地连接信号肽和Flag标签(位于紧临

着起始密码子Met之后的N末端)，以及myc标签、跨膜肽和His标签(在紧临着终止密码子之

前的C末端)，而融合物n°9、10、11和12可操作地连接Flag标签(位于紧临着起始密码子Met

之后的N末端)，以及myc标签和随后的His标签(在紧临着终止密码子之前的C末端)。另一方

面，融合物n°6、8、13和14可操作地连接信号肽和Flag标签(位于紧临着起始密码子Met之后

的N末端)，以及myc标签和His标签(位于紧临着终止密码子之前的C末端)。

[0095] 融合多肽的优选实例选自包括以下氨基酸序列，或可选地基本上由以下氨基酸序

列组成，或可选地由以下氨基酸序列组成的多肽：所述氨基酸序列与SEQ  ID  NO:28-39所示

的任一项氨基酸序列显示至少80％相同性，有利地至少85％相同性，期望地至少90％相同

性，优选地至少95％相同性，更优选地98％相同性和甚至更优选地100％相同性。更具体地，

SEQ  ID  NO:28和29包括包含Ag85B、TB10.4和ESAT6的融合多肽，分别具有和不具有靶向肽

(如所附实施例中的融合物n°2和10所示)。SEQ  ID  NO:30和31包括包含RpfB和RpfD的所谓

的RPFB-Dhyb融合多肽，分别具有和不具有靶向肽(如所附实施例中的融合物n°3和12所

示)。SEQ  ID  NO:32和33包括包含RPFB-Dhyb、Ag85B、TB10.4和ESAT6的融合多肽，分别具有

和不具有靶向肽(如所附实施例中的融合物n°4和11所示)。SEQ  ID  NO:34和35包括包含

Rv0569、Rv1813、Rv3407、Rv3478和Rv1807的融合多肽，分别具有和不具有靶向肽(如所附实

施例中的融合物n°5和9所示)。SEQ  ID  NO:36包括包含Ag85B、Rv2626、RPFB-Dhyb和Rv1733c

的融合多肽，具有信号肽(如所附实施例转的融合物n°6所示)。SEQ  ID  NO:37包括包含
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Ag85B、Rv2626和Rv1733c的融合多肽，具有信号肽(如所附实施例中的融合物n°8所示)。SEQ 

ID  NO:38包括包含Rv2029c、Rv2626、Rv1733c和Rv0111的融合多肽，具有信号肽(如所附实

施例中的融合物n°13所示)。SEQ  ID  NO:39包括包含Rv2029c、TB10.4、ESAT-6和Rv0111的融

合多肽，具有信号肽(如所附实施例中的融合物n°14所示)。

[0096] 融合多肽的更优选实例选自包括以下氨基酸序列，或可选地基本上由以下氨基酸

序列组成，或可选地由以下氨基酸序列组成的多肽：所述氨基酸序列与下列氨基酸序列的

任一项显示至少80％相同性，有利地至少85％相同性，期望的至少90％相同性，优选地至少

95％相同性，更优选地98％相同性和甚至更优选地100％相同性：

[0097] ·SEQ  ID  NO:28中从大约第32位到大约第506位所示的氨基酸序列(融合物

Ag85B*-TB10.4-ESAT-6，如所附实施例中的融合物n°2或10所示)；

[0098] ·SEQ  ID  NO:29中从大约第10位到大约第484位所示的氨基酸序列(融合物

Ag85B*-TB10.4-ESAT-6，如所附实施例中的融合物n°2或10所示)；

[0099] ·SEQ  ID  NO:30中从大约第32位到大约第380位所示的氨基酸序列(融合物RPFB-

Dhyb，如所附实施例中的融合物n°3和12所示)；

[0100] ·SEQ  ID  NO:31中从大约第10位到大约第358位所示的氨基酸序列(融合物RPFB-

Dhyb，如所附实施例中的融合物n°3和12所示)；

[0101] ·SEQ  ID  NO:32中从大约第32位到大约第855位所示的氨基酸序列(融合物RPFB-

Dhyb-Ag85B*-TB10.4-ESAT-6，如所附实施例中的融合物n°4和11所示)；

[0102] ·SEQ  ID  NO:33中从大约第10位到大约第833位所示的氨基酸序列(融合物RPFB-

Dhyb-Ag85B*-TB10.4-ESAT-6，如所附实施例中的融合物n°4和11所示)；

[0103] ·SEQ  ID  NO:34中从大约第32位到大约第1115位所示的氨基酸序列(融合物

Rv0569-Rv1813*-Rv3407-Rv3478-Rv1807，如所附实施例中的融合物n°5和9所示)；

[0104] ·SEQ  ID  NO:35中从大约第10位到大约第1093位所示的氨基酸序列(融合物

Rv0569-Rv1813*-Rv3407-Rv3478-Rv1807，如所附实施例中的融合物n°5和9所示)；

[0105] ·SEQ  ID  NO:36中从大约第32位到大约第956位所示的氨基酸序列(融合物

Ag85B*-Rv2626-RPFB-Dhyb-Rv1733c*，如所附实施例中的融合物n°6所示)；

[0106] ·SEQ  ID  NO:37中从大约第32位到大约第607位所示的氨基酸序列(融合物

Ag85B*-Rv2626-Rv1733c*，如所附实施例中的融合物n°8所示)；

[0107] ·SEQ  ID  NO:38中从大约第37位到大约第932位所示的氨基酸序列(融合物

Rv2029c-Rv2626-Rv1733c*-Rv0111*，如所附实施例中的融合物n°13所示)；和

[0108] ·SEQ  ID  NO:39中从大约第37位到大约第831位所示的氨基酸序列(融合物

Rv2029c*-TB10.4-ESAT-6-Rv0111*)。

[0109] 当然，这些氨基酸序列可以具备起始密码子Met。

[0110] 在一个优选的实施方案中，本发明的融合多肽还包括合适的靶向肽诸如信号和/

或跨膜肽，以允许其在细胞膜呈递。更优选地融合多肽选自包括以下氨基酸序列，或可选地

基本上由以下氨基酸序列组成，或可选地由以下氨基酸序列组成的多肽：所述氨基酸序列

与下列氨基酸序列的任一项显示至少80％相同性，有利地至少85％相同性，期望的至少

90％相同性，优选地至少95％相同性，更优选地98％相同性和甚至更优选地100％相同性：

[0111] ·SEQ  ID  NO:28中从第1位(起始密码子Met)到大约第23位和从大约第32位到大
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约第506位和从大约第517位到大约第583位所示的氨基酸序列(融合物SS-Ag85B*-TB10.4-

ESAT-6-TM，如所附实施例中的融合物n°2所示)；

[0112] ·SEQ  ID  NO:30中从第1位(起始密码子Met)到大约第23位和从大约第32位到大

约第380位和从大约第391位到大约第457位所示的氨基酸序列(融合物SS-RPFB-Dhyb-TM，

如所附实施例中的融合物n°3所示)；

[0113] ·SEQ  ID  NO:32中从第1位(起始密码子Met)到大约第23位和从大约第32位到大

约第855位和从大约第866位到大约第932位所示的氨基酸序列(融合物SS-RPFB-Dhyb-

Ag85B*-TB10.4-ESAT-6-TM，如所附实施例中的融合物n°4所示)；

[0114] ·SEQ  ID  NO:34中从第1位(起始密码子Met)到大约第23位和从大约第32位到大

约第1115位和从大约第1126位到大约第1192位所示的氨基酸序列(融合物SS-Rv0569-

Rv1813*-Rv3407-Rv3478-Rv1807-TM，如所附实施例中的融合物n°5所示)；

[0115] ·SEQ  ID  NO:36中从第1位(起始密码子Met)到大约第23位和从大约第32位到大

约第956位所示的氨基酸序列(融合物SS-Ag85B*-Rv2626-RPFB-Dhyb-Rv1733c*，如所附实

施例中的融合物n°6所示)；

[0116] ·SEQ  ID  NO:37中从第1位(起始密码子Met)到大约第23位和从大约第32位到大

约第607位所示的氨基酸序列(融合物SS-Ag85B*-Rv2626-Rv1733c*，如所附实施例中的融

合物n°8所示)；

[0117] ·SEQ  ID  NO:38中从第1位(起始密码子Met)到大约第28位和从大约第37位到大

约第932位所示的氨基酸序列(融合物SS-Rv2029c-Rv2626-Rv1733c*-Rv0111*，如所附实施

例中的融合物n°13所示)；和

[0118] ·SEQ  ID  NO:39中从第1位(起始密码子Met)到大约第28位和从大约第37位到大

约第831位所示的氨基酸序列(融合物SS-Rv2029c*-TB10.4-ESAT-6-Rv0111*，如所附实施

例中的融合物n°14所示)。

[0119] 通常，可以使用标准技术分离或制备分枝杆菌抗原以及编码本发明的免疫原性组

合和融合多肽包括的所述抗原的核酸分子。它们可以从例如细菌培养物纯化，或使用本领

域可用的任意表达系统在宿主细胞中重组产生，或通过施用诸如本文描述的那些合适的表

达载体提供给受试者。

[0120] 核酸分子和核酸组合

[0121] 本发明还提供编码至少5种本发明的免疫原性组合和融合多肽包括的分枝杆菌抗

原的分离的核酸分子，以及包括这种核酸分子的组合物。

[0122] 在本发明的上下文中，术语“核酸”、“核酸分子”、“多核苷酸”和“核苷酸序列”可以

互换使用，定义任意长度的多脱氧核糖核苷酸(DNA)(例如，cDNA、基因组DNA、质粒、载体、病

毒基因组、分离的DNA、探针、引物及其任意混合物)或多核糖核苷酸(RNA)(例如，mRNA、反义

RNA)或混合多核糖核苷酸-多脱氧核糖核苷酸的多聚体。它们包括单链或双链、线性或环

状、天然或合成的核酸。

[0123] 如之前所限定，本发明的核酸分子可以是天然核酸(例如分离自分枝杆菌的基因

组或基因组片段)，或可以被人工修饰以包括一或多个核苷酸的取代、缺失、添加和/或插

入。本发明包括目的在于改善克隆、表达、稳定性的任意修饰(例如导入合适的限制性酶切

位点，核苷酸序列的简并和/或优化以优化在指定宿主细胞中的翻译，和/或潜在负面元件
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(其使核酸分子或其转录物不稳定)的抑制)。当预期有数种修饰时，它们可以涉及连续的

和/或不连续的核苷酸残基。本发明预期的修饰包括沉默修饰(其不改变被编码分枝杆菌抗

原和融合多肽的氨基酸序列)，以及被翻译为被编码分枝杆菌多肽的修饰。优选地，修饰相

对于未修饰不降低被编码分枝杆菌抗原和融合多肽的免疫原性潜能。

[0124] 在一个实施方案中，本发明的核酸分子可以在其全长核苷酸序列或其部分范围内

进行密码子简并，以降低本发明背景或宿主细胞中使用的核酸分子之间的序列同源性。实

际上建议对显示高度核苷酸序列相同性的核酸序列部分进行简并，本领域技术人员能够通

过序列比对鉴定所述部分，并简并同源部分的核酸分子以避免生产过程中的稳定性问题。

[0125] 可选地或另外，可以优化本发明的核酸分子以在特定的宿主细胞或受试者中提供

高水平表达，例如鸟类(例如WO2010/130756和WO2012/001075描述的鸡胚胎成纤维细胞，疣

鼻栖鸭(Cairina  moschata)细胞系)，哺乳动物，酵母(例如酿酒酵母(Saccharomyces 

cerevisiae)、粟酒裂殖酵母(Saccharomyces  pombe)或巴斯德毕赤酵母(Pichia 

pastoris))或细菌(例如大肠杆菌、BCG或李斯特氏菌)。实际上已经注意到，当有不止一个

密码子编码一个指定氨基酸时，有机体的密码子使用模式是高度不随机的，不同宿主间的

密码子使用可能明显不同。由于用于本发明的核苷酸序列主要是细菌来源的，对于在宿主

细胞诸如高等真核细胞中的有效表达它们可能具有不合适的密码子使用模式。通常，通过

用更经常使用的编码相同氨基酸的一或多种密码子取代对应于目标宿主细胞中不常使用

的密码子的一或多种“天然”(分枝杆菌)密码子进行密码子优化。不必取代对应于不常使用

的密码子的全部天然密码子，因为即使部分取代也可以实现表达的增加。此外，对于严格执

行优化密码子的使用可以有一些偏差，以适应在所获核酸分子中引入限制酶切位点。

[0126] 对于密码子使用的优化，通过对核苷酸序列的额外修饰可以进一步改善在宿主细

胞或受试者中的表达。例如，可以对本发明的核酸分子进行修饰以阻止存在于集中区域的

罕见、非优化密码子的聚集和/或抑制或改变预期负面影响表达水平的“负面”序列元件。这

种负面序列元件包括但不限于，具有极高(>80％)或极低(<30％)GC含量的区域；AT富集或

GC富集序列段；不稳定的正向或反向重复序列；RNA二级结构；和/或内部隐藏调控元件诸如

内部TATA盒/chi位点/核糖体进入位点和/或剪接供体/受体位点。

[0127] 本发明包括编码选自如SEQ  ID  NO:1-24中任一项所示的多肽的任意分枝杆菌抗

原的核酸分子。

[0128] 特别感兴趣的是编码融合多肽的核酸分子或其任意变体和片段(例如编码如上引

用的SEQ  ID  NO:28-39的示例性部分的片段)，所述融合多肽包括与SEQ  ID  NO:28-39所示

任意氨基酸序列显示至少80％相同性(例如80％，85％，90％，95％，98％，100％)的氨基酸

序列。

[0129] 本发明尤其优选的实施方案涉及一种核酸分子或其任意变体和片段(例如编码如

上引用的SEQ  ID  NO:28-39的示例性部分)，所述核酸分子包括以下核苷酸序列，可选地基

本上由以下核苷酸序列组成，或可选地由以下核苷酸序列组成：所述核苷酸序列与SEQ  ID 

NO:40-51中任一项所示核苷酸序列显示至少80％的相同性(即在严谨条件下与所述核酸分

子杂交的核酸分子)，有利地至少85％的相同性，优选地至少90％的相同性，更优选地至少

95％的相同性，并且更优选地100％的相同性。

[0130] 利用本领域可获得的序列数据和本文提供的序列信息，可以产生本发明的核酸分
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子。例如，它们可以使用本领域公知的常规技术进行分离，例如通过常规分子生物学技术从

特定种的分枝杆菌基因组或其基因组片段、cDNA和基因组文库或已知包括其的任意现有技

术载体中利用PCR分离和/或克隆。可选地，还可以通过自动化过程的化学合成(例如从重叠

合成的寡核苷酸组装)产生本发明的核酸分子。

[0131] 本发明的另一个实施方案涉及本发明的核酸分子片段，例如限制性核酸内切酶和

PCR产生的片段。这种片段可以用做探针、引物或编码相关免疫原性部分的片段。

[0132] 载体

[0133] 本发明还涉及包括一或多种本发明核酸分子的载体，以及包括这种载体的组合

物。

[0134] 如本文使用的术语“载体”是指载体(vehicle)，优选地包含在宿主细胞或受试者

中允许本文所述任意核酸分子的递送、增殖(propagation)和/或表达所需的元件的核酸分

子或病毒颗粒。该术语包括用于维持的载体(克隆载体)或用于在各种宿主细胞或受试者中

表达的载体(表达载体)，染色体外载体(例如多拷贝质粒)或整合载体(例如设计为整合入

宿主细胞基因组，并且当宿主细胞复制时产生额外拷贝的核酸分子)，以及穿梭载体(例如

在原核和/或真核宿主中均起作用)和转移载体(例如用于转移病毒基因组的核酸分子)。为

了本发明的目的，载体可以是天然存在的遗传来源、合成或人工的、或天然和人工遗传元件

的一些组合。

[0135] 在本发明的上下文中，术语“载体”应被宽泛理解为包括质粒和病毒载体。如本文

使用的“质粒载体”是指可复制的DNA构建体。通常质粒载体包含可选择的标记基因，允许携

带该质粒载体的宿主细胞在存在相应选择性药物的条件下被选择或不选择。各种阳性和阴

性可选择的标记基因是本领域已知的。为了说明，可以使用抗生素抗性基因作为阳性可选

择的标记基因，其允许宿主细胞在存在相应抗生素的条件下被选择。

[0136] 如本文使用的术语“病毒载体”是指一种核酸载体，其包括至少一个病毒基因组元

件，并可以包装入病毒颗粒或包装为病毒颗粒。术语“病毒”，“病毒粒子”，“病毒颗粒”和“病

毒载体颗粒”可以互换使用来表示病毒颗粒，当根据允许产生病毒颗粒的合适条件将核酸

载体转导入合适的细胞或细胞系时形成所述病毒颗粒。在本发明的上下文中，术语“病毒载

体”应被宽泛理解为包括核酸载体(例如DNA病毒载体)以及其产生的病毒颗粒。术语“感染

性的”是指病毒载体感染并进入宿主细胞或受试者的能力。病毒载体可以是有复制能力或

复制选择性的(例如，被改造为在特定宿主细胞中更好复制或选择性复制)，或可以是遗传

上失去能力的从而是复制缺陷或复制受损的。

[0137] 在本发明的上下文中适合的载体包括，但不限于，用于在原核宿主细胞诸如细菌

(例如大肠杆菌、BCG或李斯特氏菌)中表达的噬菌体、质粒或粘粒载体；用于在酵母(例如酿

酒酵母、粟酒裂殖酵母、巴斯德毕赤酵母)中表达的载体；用于在昆虫细胞系统(例如Sf  9细

胞)中表达的杆状病毒载体；用于在植物细胞系统中表达的病毒和质粒载体(例如Ti质粒、

花椰菜花叶病毒CaMV、烟草花叶病毒TMV)，以及用于在高等真核细胞或受试者中表达的质

粒和病毒载体。通常，这种载体是商品化供应的(例如Invitrogen，Stratagene，Amersham 

Biosciences，Promega，等等)或可获自保藏机构诸如美国典型培养物保藏中心(ATCC，

Rockville，Md.)或已经是众多出版物的主题，所述出版物描述了它们的序列、组构和制备

方法，允许技术人员应用它们。
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[0138] 合适质粒载体的典型实例包括，但不限于，pREP4、pCEP4(Invitrogen)、pCI

(Promega)、pVAX(Invitrogen)和pGWiz(Gene  Therapy  System  Inc)。

[0139] 合适病毒载体的典型实例从各种不同的病毒(例如逆转录病毒、腺病毒、腺病毒相

关病毒(AAV)、痘病毒、疱疹病毒、麻疹病毒、泡沫病毒、甲病毒、水疱性口炎病毒，等等)产

生。如上所述，术语“病毒载体”包括载体DNA、基因组DNA及其产生的病毒颗粒，尤其是感染

性病毒颗粒。

[0140] 在一个实施方案中，本发明使用的病毒载体是复制缺陷或复制受损的，其表示在

正常细胞(例如正常人细胞)或其施用的受试者中无法复制达到任意显著的程度(复制功能

的损伤或缺陷可以通过常规方式评价--例如通过测量在非允许细胞中的DNA合成和/或病

毒滴度)。这种复制缺陷或受损的载体通常要求增殖、带来或补充缺失/受损的功能的允许

细胞系。

[0141] 可用于本发明上下文的病毒载体的实例包括腺病毒载体，其具有有关接种、免疫

疗法、基因转移或重组生产的多种显而易见的优势(综述可参见“Adenoviral  vectors  for 

gene  therapy”，2002，Ed  D.Curiel  and  J.Douglas，Academic  Press)。本发明的腺病毒载

体可以来源于各种人或动物来源(例如犬、绵羊、猿腺病毒，等等)。可以使用任意血清型，特

别优选人腺病毒和特别优选C亚属，诸如Ad2、Ad5、Ad6，以及B亚属，诸如Ad11、Ad34和Ad35。

还可有利地使用动物Ad，特别优选黑猩猩Ad，诸如黑猩猩Ad3和Ad63。引用的腺病毒获自

ATCC或已经是众多出版物的主题，所述出版物描述它们的序列、组构和制备方法，允许技术

人员应用它们(参见例如US  6,136,594；US  6,133,028；WO00/50573；WO00/70071；WO2004/

083418；WO2004/097016和WO2005/071093)。

[0142] 优选的复制缺陷腺病毒载体是E1缺陷，从大约第459位延伸到第3328位或从大约

第459位延伸到第3510位的E1缺失(参照GeneBank登录号M73260公开的Ad5序列)。还可通过

缺失腺病毒基因组的额外部分(非必需E3区域的全部或部分(例如缺失大约第27867位到第

30743位)或其他必需E2和/或E4区域的全部或部分，描述于WO94/28152和Lusky等，1998，

J.Virol  72:2022)进一步改善克隆能力。

[0143] 本发明的核酸分子可以独立地插入腺病毒基因组的任意位置，特别优选插入以取

代E1和/或E3区域。相对于所述区域的天然转录方向，它们可以置于正义或反义方向。

[0144] 尤其适用于本发明上下文的病毒载体的其他实例包括痘病毒载体诸如鸡痘载体

(例如FP9)、金丝雀痘载体(例如ALVAC)和牛痘病毒载体，后者是优选的。合适的牛痘病毒包

括但不限于哥本哈根菌株、惠氏菌株、NYVAC菌株(US  5,494,807)和修饰的安卡拉(MVA)菌

株(Antoine等，1998，Virol.244:365；WO02/42480)。用于构建和产生重组痘病毒的常规条

件是本领域公知的(参见例如WO2010/130753；WO03/008533；US  6,998,252；US  5,972,597

和US  6,440,422)。本发明的核酸分子优选地插入痘病毒基因组的非必需基因座。胸苷激酶

基因尤其适合于插入哥本哈根牛痘载体，以及缺失II或III用于插入MVA载体(WO97/

02355)。

[0145] 适用于本发明上下文的其他病毒载体是可获自副粘病毒科家族的麻疹病毒

(morbillivirus)，特别优选麻疹病毒(measles  virus)。各种减毒菌株都是本领域可获得

的(Brandler  et  al，2008，CIMID，31:271；Singh等，1999，J.virol.73(6):4823)，诸如但不

限于，Edmonston  A和B菌株(Griffin等，2001，Field’s  in  Virology，1401-1441)，Schwarz
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菌株(Schwarz  A，1962，Am  J  Dis  Child，103:216)，S-191或C-47菌株(Zhang等，2009，J 

Med  Virol.81(8):1477)。P和M基因之间或H和L基因之间的插入是尤其合适的。

[0146] 本发明使用的合适载体还包括细菌细胞，其可以是野生型或突变的(例如无毒性

的)。这些细菌细胞的公知实例包括但不限于无毒性的分枝杆菌(例如牛分枝杆菌BCG)、乳

杆菌(例如乳酸乳球菌)、李斯特氏菌(例如单核细胞增生李斯特氏菌)和其他微生物诸如沙

门氏菌和假单胞菌。一个优选的实施方案涉及BCG载体，在其基因组中已经以允许BCG载体

表达这类元件的方式掺入编码一或多种如上所述的分枝杆菌抗原或融合多肽的核酸分子。

[0147] 本发明还包括与脂质或多聚体复合的载体(例如质粒DNA)，以形成诸如脂质体、脂

复合物或纳米颗粒的微粒结构。

[0148] 根据本发明，本发明载体包含的核酸分子采用适于在宿主细胞或受试者中表达的

形式，这表示本文所示的每种核酸分子可操作地连接至合适的调控序列。如本文使用的，术

语“调控元件”或“调控序列”是指在给定宿主细胞或受试者中允许、有助于或调控核酸分子

表达(包括核酸或其衍生物(即mRNA)的复制(replication)、复制(duplication)、转录、剪

接、翻译、稳定性和/或输送)的任意元件。

[0149] 本领域技术人员将理解，调控序列的选择取决于以下因素：载体自身、宿主细胞或

受试者、所需表达水平，等等。启动子是特别重要的。在本发明的上下文中，它能够组成型指

导许多类型的宿主细胞中的核酸分子的表达，或特异于一些宿主细胞(例如肺特异性调控

序列)，或响应特定事件或外部因素(例如温度、营养添加剂、激素，等等)或根据病毒周期的

时期(例如晚期或早期)而受到调控。也可以使用在生产步骤响应特定事件或外部因素被抑

制的启动子，以便优化载体产生并防止表达多肽的潜在毒性。

[0150] 适合于在哺乳动物细胞中组成型表达的启动子包括但不限于巨细胞病毒(CMV)即

时早期启动子(US  5,168,062)、RSV启动子、腺病毒主要晚期启动子、磷酸甘油激酶(PGK)启

动子、单纯疱疹病毒(HSV)-1的胸苷激酶(TK)启动子以及T7聚合酶启动子。启动子诸如trp、

lac、噬菌体启动子、tRNA启动子和糖酵解酶启动子可用于原核宿主。可用的酵母启动子包

括金属硫蛋白、3-磷酸甘油激酶或其他糖酵解酶(诸如烯醇化酶或甘油醛-3-磷酸脱氢酶)、

负责麦芽糖和半乳糖应用的酶的启动子区域。牛痘病毒启动子尤其适合在痘病毒载体中表

达。典型实例包括但不限于牛痘7.5K、H5R、11K7.5(Erbs等，2008，Cancer  Gene  Ther.15:

18)、TK、p28、p11和K1L启动子，以及诸如Chakrabarti等描述的那些合成启动子(1997，

Biotechniques  23:1094-7；Hammond等，1997，J.Virol  Methods  66:135-8；以及Kumar和

Boyle，1990，Virology  179:151-8)以及早期/晚期嵌合启动子。适于麻疹介导表达的启动

子包括但不限于指导麻疹转录单位表达的任意启动子(Brandler  and  Tangy，2008，CIMID 

31:271)。

[0151] 本领域技术人员将理解，控制本发明核酸分子表达的调控元件还可以进一步包括

用于以下用途的其他元件：转录的正确起始、调控和/或终止(例如多聚A转录终止序列)，

mRNA转运(例如核定位信号序列)、加工(例如剪接信号)和稳定性(例如内含子和非编码5'

和3'序列)，宿主细胞或受试者中的翻译(例如起始密码子Met、三重前导序列、IRES核糖体

结合位点、Shine-Dalgarno序列，等等)和纯化步骤(例如本文描述的标签)。

[0152] 在一个实施方案中，编码分枝杆菌抗原的核酸分子由单个载体携带，所述分枝杆

菌抗原存在于本发明的免疫原性组合和/或融合多肽中或由其编码。
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[0153] 在可选的实施方案中，编码分枝杆菌抗原的核酸分子由两个或更多个载体携带，

所述分枝杆菌抗原存在于本发明的免疫原性组合和/或融合多肽中或由其编码。每个载体

编码上述引用的一或多种分枝杆菌抗原，或一或多种融合多肽。可以给受试者基本上同时

或顺序施用两种或更多种载体。

[0154] 本发明尤其优选的实施方案涉及选自以下组的单个载体(或病毒颗粒)∶

[0155] i .一种载体，编码包括Rv2029c、Rv2626、Rv1733c和Rv011的融合多肽以及包括

RpfB、RpfD、Ag85B、TB10.4和ESAT-6的融合多肽(示例性的载体，分别编码融合物13和4以及

融合物13和11)；

[0156] ii .一种载体，编码包括Rv2029c、Rv2626、Rv1733c和Rv0111的融合多肽，包括

RpfB、RpfD、Ag85B、TB10.4和ESAT-6的融合多肽以及包括Rv0569、Rv1813、Rv3407、Rv3478和

Rv1807的融合多肽(示例性的载体，分别编码融合物13、4和5，以及融合物13、11和9)；

[0157] iii .一种载体，编码包括Rv2029c、Rv2626、Rv1733c和Rv0111的融合多肽，包括

RpfB、RpfD、Ag85B、TB10.4和ESAT-6的融合多肽以及包括Rv0569、Rv1813、Rv3407、Rv3478和

Rv1807的融合多肽(示例性的载体，分别编码融合物13、4和9，以及融合物13、11和5)；

[0158] iv.一种载体，编码包括Ag85B、Rv2626、RpfB、RpfD和Rv1733c的融合多肽以及包括

Rv2029c、TB10.4、ESAT-6和Rv0111的融合多肽(示例性的载体，编码融合物6和14)；

[0159] v .一种载体，编码包括Ag85B、Rv2626、RpfB、RpfD和Rv1733c的融合多肽、包括

Rv2029c、TB10.4、ESAT-6和Rv0111的融合多肽以及包括Rv0569、Rv1813、Rv3407、Rv3478和

Rv1807的融合多肽(示例性的载体，分别编码融合物6、14和5，以及融合物6、14和9)；

[0160] vi.一种载体，编码包括RpfB、RpfD、Ag85B、TB10.4和ESAT-6的融合多肽以及包括

Rv0569、Rv1813、Rv3407、Rv3478和Rv1807的融合多肽(示例性的载体，分别编码融合物9和

11，以及融合物5和4)。

[0161] 更优选地，如上所述的载体是MVA载体。

[0162] 如果需要，本发明的免疫原性组合、融合多肽或载体还可以包括选择的分枝杆菌

抗原的额外拷贝，或来自不同分枝杆菌种的额外抗原(诸如牛分枝杆菌或山羊分枝杆菌)，

和/或其他来源的额外多肽(即异源多肽)，目的是改善抗分枝杆菌感染或分枝杆菌感染引

起或与之相关的任意疾病或状况的治疗或保护活性。合适的额外多肽包括但不限于免疫调

节剂诸如细胞因子和来源于可能共感染的有机体(例如HIV、HBV等等)的任何其他抗原。

[0163] 根据优选的实施方案，本发明的载体是感染性病毒颗粒的形式。通常，这种病毒颗

粒通过包括以下步骤的方法产生：(i)将本发明的病毒载体引入合适细胞系，(ii)在合适条

件下培养所述细胞系，从而允许产生所述感染性病毒颗粒，(iii)从所述细胞系的培养物回

收产生的病毒颗粒，和(iv)任选地纯化所述回收的病毒颗粒。

[0164] 当病毒载体是复制缺陷或复制受损时，通常在允许细胞系或通过使用辅助病毒

(其反向提供缺失/受损的功能)来产生颗粒。例如，用于弥补E1缺失的腺病毒载体的合适细

胞系包括293细胞(Graham等，1997，J.Gen.Virol.36:59-72)以及HER-96和PER-C6细胞(例

如Fallaux等，1998，Human  Gene  Ther.9:1909-17；WO97/00326)或这些细胞系的任意衍生

物。禽类细胞尤其适合于增殖痘病毒载体，包括但不限于从获自受精卵的鸡胚胎制备的原

代鸡胚成纤维细胞(CEF)，以及鸭细胞系(例如描述于WO03/076601，WO2009/004016，

WO2010/130756和US2011-008872)。

说　明　书 19/59 页

23

CN 104640564 B

23



[0165] 可以从培养物上清液和/或裂解后的细胞回收感染性病毒颗粒。它们可以根据标

准技术(层析、超速离心技术，等等)进一步纯化。

[0166] 本发明还包括已经被修饰以允许优先靶向特定宿主细胞的载体或病毒颗粒。靶向

载体的特点是在其表面存在能够识别和结合细胞及表面暴露成分(诸如细胞特异性标记物

(例如分枝杆菌感染细胞)、组织特异性标记物(例如肺特异性标记物)等等)的配体。合适配

体的实例包括针对分枝杆菌抗原性结构域的抗体或其片段。可通过将配体遗传插入病毒表

面存在的多肽(例如，腺病毒纤维、五邻体(penton)、pIX或牛痘p14基因产物)进行靶向作

用。

[0167] 宿主细胞和产生方法

[0168] 在另一个方面，本发明还涉及包括本发明的免疫原性组合、融合多肽、核酸分子或

载体(例如病毒颗粒)的宿主细胞，以及包括这类宿主细胞的组合物。

[0169] 如本文使用的，术语“宿主细胞”应当没有任何限制地宽泛理解为涉及组织的具体

组构、器官或分离的细胞。这类细胞可以是唯一类型的细胞或一组不同类型的细胞诸如培

养的细胞系、原代细胞和增殖细胞。在本发明的上下文中，术语“宿主细胞”包括原核细胞、

低级真核细胞诸如酵母，以及其他真核细胞诸如昆虫细胞、植物和哺乳动物(例如人或非

人)细胞和能够产生本发明载体的细胞(例如293、HER96、PERC .6细胞、CEF、鸭细胞系，等

等)。该术语还包括可以是或已经是本文所述载体的受体(recipient)的细胞，以及这类细

胞的后代。

[0170] 根据本发明的特定实施方案，宿主细胞可以进一步被包裹。细胞包裹技术是本领

域已知的。

[0171] 本发明另一个方面是使用本发明的载体(或感染性病毒颗粒)和/或宿主细胞，重

组产生本发明的免疫原性组合或融合多肽包括或编码的分枝杆菌抗原的方法。通常，所述

方法包括步骤：(i)将载体导入合适的宿主细胞以产生转染或感染的宿主细胞，(ii)在适于

宿主细胞生长的条件下体外培养所述转染或感染的宿主细胞，(iii)回收细胞培养物，和

(iv)任选地，从回收的细胞和/或培养物上清液纯化分枝杆菌抗原或融合多肽。

[0172] 预期本领域技术人员了解本领域可获得的用于表达多肽的众多表达系统和用于

将载体导入宿主细胞的方法。这类方法包括，但不限于显微注射、CaPO4介导的转染、DEAE-

葡聚糖介导的转染、电穿孔、脂转染/脂质体融合、基因枪、转导、病毒感染以及通过各种方

式直接引入宿主有机体。所述方法还可以与有助于将核酸导入宿主细胞的常规转染试剂联

用，诸如聚阳离子多聚体(例如壳聚糖、聚甲基丙烯酸酯、PEI，等等)和阳离子脂质(例如DC-

Chol/DOPE、transfectam、lipofectin，等等)。

[0173] 可以在常规发酵生物反应器、长颈瓶和陪替(petri)平皿中培养宿主细胞。可以在

适合于给定宿主细胞的温度、pH和氧含量下进行培养。本文不是试图详细描述本领域可获

得的用于所述目的的各种原核和真核表达系统。

[0174] 在一个优选的实施方案中，所述方法使用大肠杆菌宿主细胞，尤其是在其基因组

中携带D13原噬菌体的大肠杆菌菌株，其允许利用乳糖或乳糖类似物(例如IPTG：异丙基b-

D-1-硫代半乳糖苷)的T7聚合酶诱导型表达。多个制造商(例如Lucigen、Merck等等)都提供

这类菌株。在导入质粒后，可以在适合于载体选择标记物(例如存在抗生素)和宿主菌株(例

如存在诱导物诸如IPTG的条件下)的常规培养基中，在大约18℃至大约39℃(特别优选大约
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30℃或大约37℃)的温度培养转化的大肠杆菌细胞6到48小时不等的时段(特别优选大约8

到大约24小时)。回收细胞培养物并裂解(例如利用去污剂的化学裂解，超声处理，等等)。在

离心细胞裂解物后，收集上清液和沉淀物进一步分析(例如通过SDS-PAGE)以评价表达水平

以及表达材料的溶解性(例如，可以在细胞裂解物上清液中发现可溶性物质，而不溶性物质

截留在包涵体中)。

[0175] 回收的分枝杆菌抗原或融合多肽任选地可以利用公知的纯化方法进行纯化，包括

硫酸铵沉淀、酸萃取、凝胶电泳、过滤和层析法(例如反相、大小排除、离子交换、亲和、疏水

相互作用、羟基磷灰石、高效液相层析法，等等)。使用的条件和技术取决于以下因素：诸如

净电荷、分子量、疏水性、亲水性和本领域技术人员显而易见的那些因素。此外，纯化水平将

取决于预期用途。例如蛋白浓度可以通过Bransdford测定(Biorad)鉴定，内毒素水平可以

通过诸如Portable  Test  System(Charles  River  Laboratories)的技术鉴定，纯化多肽的

质量可以利用MALDI(基质辅助激光解吸/电离)或电喷射方法测量。

[0176] 组合物

[0177] 在另一个方面，本发明提供一种组合物，包括本发明的免疫原性组合、融合多肽、

核酸分子、载体(例如感染性病毒颗粒)或宿主细胞中的至少一种(本文中也称为“活性剂”)

或其任意组合(例如不同多肽或载体/病毒颗粒的组合)。优选地，所述组合物是药物组合

物，还包括治疗有效量的活性剂、一或多种药学上可接受的载体(vehicle)。

[0178] 如本文使用的，“药学上可接受的载体”旨在包括与给受试者(尤其是人)施用相容

的任意和全部载体(carrier)溶剂、稀释剂、赋形剂、佐剂、分散介质、包衣、抗细菌剂和抗真

菌剂以及吸收延迟剂，等等。

[0179] 如本文使用的“治疗有效量”是足以实现预期用途的剂量。当涉及预防用途时，该

术语表示足以预防或延迟分枝杆菌感染(例如Mtb感染)发生和/或定居的剂量。对于“治疗”

用途，给已经感染分枝杆菌种的受试者施用组合物，目标是治疗活跃疾病或预防潜伏感染

个体的再活化，最终与本文描述的一或多种常规治疗方式联用。具体来说，本发明组合物的

治疗有效量可以是在施用的受试者中诱导或刺激免疫系统(例如导致先天性和/或特异性

应答的产生)必需的量。

[0180] 待治疗的受试者可以是新生儿、婴儿、青年或成年人。受试者可以先前已接受过卡

介苗(BCG)免疫，或用本文描述的活性剂治疗之前预先接受过针对分枝杆菌感染的治疗。它

可以共感染或未共感染另一种病原有机体(例如人类免疫缺陷病毒HIV)。

[0181] 特别地，待治疗受试者被可能是抗药(例如MDR、XDR或TDR)菌株的毒性分枝杆菌种

(例如Mtb)感染。感染分枝杆菌可以是与作为本发明所用活性剂包括或编码的抗原来源的

任意分枝杆菌相同的菌株或分离物，或可以来自于不同的菌株或分离物。

[0182] 本发明的组合物被适当缓冲以便适合在生理或稍碱性pH(例如从大约pH  7到大约

pH  9)的人或动物应用。合适的缓冲液包括但不限于磷酸盐缓冲液(例如PBS)、碳酸氢盐缓

冲液和/或Tris缓冲液。

[0183] 本发明的组合物还可以包括适合于人或动物应用的稀释剂。它优选是等渗的、低

渗的或弱高渗的，并具有相对低的离子强度。典型的实例包括无菌水、生理盐水(例如氯化

钠)、Ringer's溶液、葡萄糖、海藻糖或蔗糖溶液、Hank's溶液和其他水性生理平衡盐溶液

(参见例如最新版Remington:The  Science  and  Practice  of  Pharmacy，A.Gennaro，
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Lippincott，Williams&Wilkins)。

[0184] 其他药学上可接受的赋形剂可以用于提供所希望的药物或药效特性，包括例如改

变或维持制剂的pH、渗透压、黏性、澄清度、颜色、无菌性、稳定性、溶解率，改变或维持释放

或吸收入人或动物有机体，促进输送穿过血液屏障或渗透入特定器官(例如肺)。

[0185] 此外，本发明的组合物可以包括适于人的全身性或粘膜应用的一或多种佐剂。优

选地，所述佐剂能够刺激针对本发明组合物的免疫，尤其是T细胞介导的免疫，例如通过

toll样受体(TLR)，诸如TLR-7、TLR-8和TLR-9。有效佐剂的典型实例包括但不限于明矾、矿

物油乳液诸如弗氏完全佐剂和不完全佐剂(IFA)，脂多糖或其衍生物(Ribi等，1986，

Immunology  and  Immunopharmacology  of  Bacterial  Endotoxins，Plenum  Publ.Corp.，

NY，p407-419)，皂苷诸如QS21(WO  98/56415)，咪唑并喹啉化合物诸如咪喹莫特(WO2007/

147529)，胞嘧啶磷酸鸟苷寡聚脱氧核苷酸诸如CpG和阳离子肽诸如IC-31(Kritsch等，

2005，J.Chromatogr  Anal.Technol  Biomed  Life  Sci  822:263)或其任意衍生物。

[0186] 本发明组合物包括的药学上可接受的载体还必须允许在制备和冷冻(例如-70

℃，-20℃)、冷藏(例如4℃)、环境温度的长期保存(即至少一个月，优选至少一年)条件下保

持其稳定性。这类“长期”制剂是本领域已知的(例如WO98/02522；WO03/053463)。可以参考

(a)1M蔗糖，150mM  NaCl，1mM  MgCl2，54mg/l  Tween  80，10mM  Tris  pH  8.5，(b)10mg/ml甘

露醇，1mg/ml  HSA，20mM  Tris，pH  7.2，和150mM  NaCl，以及(c)尤其适合于本发明组合物的

生理盐水。

[0187] 本发明的组合物可以是各种形式，例如固体、液体或冷冻的。可以通过包括真空干

燥和冷冻干燥的方法获得固体(例如干粉或冻干)组合物。在具体实施方案中，将本发明的

组合物配制为以喷雾干燥(参见例如WO2010/135495)或液滴形式(特别优选具有100-5000μ

m平均直径的液滴)在呼吸道输送(例如通过吸入、鼻内或肺内途径)。

[0188] 本发明的免疫原性组合、融合多肽、核酸分子、载体、宿主细胞或组合物适合于各

种施用方式。任意常规施用途径都适用于本发明背景，包括全身、局部或粘膜途径。

[0189] 全身性施用包括例如皮下、皮内、肌内、静脉内、腹腔内、血管内、动脉内注射以及

破皮(scarification)。可以利用常规注射器和针头，或本领域可用的任意其他合适装置

(例如电穿孔)进行注射。粘膜施用包括但不限于口服/饮食、鼻内、气管内、肺内、叶鞘内或

直肠内途径。可以通过液滴的雾化或气溶胶化、喷雾或使用合适散发器的干粉组合物进行

呼吸道施用。局部施用还可以利用经皮方式(例如贴片等等)进行。在本发明的背景下尤其

优选肌内、皮内和皮下途径，以及鼻内、气管内和肺内施用。

[0190] 合适剂量可以作为各种参数的函数而调整，尤其是组合物包括的活性剂、施用方

式、受试者的年龄、健康和体重、症状的性质和程度、并发治疗的类型、治疗频率和/或预防

或治疗的需求。确定治疗合适剂量所需的进一步精确计算通常由医师根据相关情况进行。

[0191] 作为一般性指导，包括病毒载体的组合物的适合剂量在约104到约1013vp(病毒颗

粒)、iu(感染性单位)或pfu(噬斑形成单位)之间变化，这取决于使用的载体和定量技术。可

用的鉴定样品中存在的vp、iu和pfu数量的技术是本领域常规的。例如，通常通过测量A260

吸光度或HPLC确定腺病毒颗粒(vp)的数目，通过定量DBP免疫荧光确定iu滴度，在允许细胞

感染后计算噬斑数目确定pfu。优选地，vp/iu比例小于100，符合FDA指南。优选的剂量包含

约105到约1012vp的腺病毒载体(例如约5x108，约109，约5x109，约1010，约5x1010vp或约
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1011vp)。对于基于牛痘(例如MVA)的组合物，优选的剂量是从约5x105到约109pfu，特别优选

约5x106，约107，约5x107，约108或约5x108pfu。对于基于麻疹的组合物，优选的剂量是约

5x104到约107pfu，特别优选约105，5x105，106或5x106pfu。基于质粒载体的组合物可以以10μ

g到20mg，有利地100μg到2mg的剂量施用。对于组合物包括的每种分枝杆菌抗原，每kg体重

施用10μg到20mg剂量的蛋白组合物，特别优选约0.1mg到约2mg剂量。可以采用单次剂量或

某个时间间隔后的重复剂量进行施用。

[0192] 重复施用(2，3，4，5，6，7，8，9，10次等等)可以彼此相隔合适的时间段，并通过相同

或不同的施用途径，在相同部位或不同部位进行。此外，每次施用可以使用相同或不同的活

性剂。为了进行说明，2或3次彼此间隔大约1周(例如3到10天)的皮下施用尤其适于基于MVA

的组合物，而1或2次肌内施用尤其适于基于Ad、麻疹和质粒的组合物。在第一组引发施用后

(例如6个月到数年后)可进行一或多次“回忆(recall)”施用，以便回忆起所引发的抗分枝

杆菌免疫应答。还可以通过在休息期后重复的连续周期的施用(例如，每周为周期的施用)

进行。

[0193] 在一个具体实施方案中，可以根据引发加强模式进行施用，该模式包括连续施用

一或多种引发组合物和一或多种加强组合物。通常，引发和加强组合物使用不同的活性剂，

其包括或编码至少一种共同的分枝杆菌抗原、免疫原性结构域或表位。引发和加强组合物

可以在相同部位或可选部位，通过相同或不同的施用途径施用。例如，基于多肽的组合物可

以通过粘膜途径施用，而基于载体的组合物优选通过例如皮下或肌内途径注射。为了进行

说明，可以预期利用活的减毒细菌(诸如BCG)引发宿主应答，并用至少一种本文所述“活性

剂”(例如本发明的免疫原性组合、融合多肽、核酸分子、载体(例如感染性病毒颗粒)或宿主

细胞，或其任意组合)进行加强。

[0194] 预防和治疗用途

[0195] 本发明的免疫原性组合、融合多肽、核酸分子、载体、宿主细胞或组合物优选地用

于预防或治疗分枝杆菌感染或由其引起或与其有关的任意疾病和病理性状况。这类用途目

的在于诱导或刺激抗分枝杆菌抗原/表位的保护性免疫应答。

[0196] 在一个实施方案中，本发明的免疫原性组合、融合多肽、核酸分子、载体、宿主细胞

或组合物用于在需要其的受试者中预防分枝杆菌感染或延迟分枝杆菌感染风险的方法，尤

其是与已患有活跃疾病的感染个体密切接触从而具有患分枝杆菌感染风险的受试者(例如

通过吸入TB患者咳出的湿润液滴中的细菌)。

[0197] 在另一个实施方案中，本发明的免疫原性组合、融合多肽、核酸分子、载体、宿主细

胞或组合物用于在感染分枝杆菌种(尤其是Mtb)的受试者中治疗活跃疾病的方法，所述方

法包括给已患有活跃疾病的感染受试者施用治疗有效量的至少一种本文描述的免疫原性

组合、融合多肽、核酸分子、载体、宿主细胞或组合物，以便诱导抗感染性分枝杆菌种的免疫

应答，从而延迟或降低患活跃疾病的风险。

[0198] “活跃疾病”是指具有显性严重疾病症状的分枝杆菌感染。例如，在人类受试者中，

TB的特征在于通常的临床病症(诸如体重减轻、衰弱、发烧、盗汗)，临床病症和/或症状(诸

如肺部TB情况下的咳嗽、咯血、胸痛)，和/或一些情况下根据感染部位的肺外病症(诸如淋

巴结、骨形式、脑膜炎、泌尿生殖形式)。

[0199] 在另一个实施方案中，本发明的免疫原性组合、融合多肽、核酸分子、载体、宿主细
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胞或组合物用于在潜伏感染分枝杆菌种(尤其是结核分枝杆菌)的受试者中预防或治疗再

活化的方法，所述方法包括给所述潜伏感染的受试者施用治疗有效量的至少一种本文描述

的免疫原性组合、融合多肽、核酸分子、载体、宿主细胞或组合物，以便诱导抗感染性分枝杆

菌种的免疫应答，从而预防或延迟再活化。

[0200] “潜伏感染受试者”应理解为已经感染毒性分枝杆菌种(例如Mtb)，但不显示显性

疾病症状或临床病症的个体。通常，潜伏感染受试者在其体内保留分枝杆菌，临床上不是生

病的，但具有后续发展为临床疾病(再活化)的风险，尤其是在免疫抑制的情况下(例如共感

染另一种病原体诸如HIV或正接受免疫抑制治疗诸如TNFα抑制剂)。如果通过任意检验允许

诊断为Mtb感染(例如结核菌素试验，针对PPD反应性的Mantoux试验，和/或IFNγ释放测

定)，则Mtb潜伏感染受试者预期为阳性的。

[0201] 术语“再活化”是指对分枝杆菌感染检测阳性但不显示明显疾病症状的受试者中

分枝杆菌相关疾病的显性疾病症状的后期显现。例如，再活化可能存在于具有或不具有先

前显性活跃疾病症状的感染受试者，或已经接受治疗足以将感染变为潜伏状态的感染受试

者。例如，Mtb感染受试者先前用BCG免疫，或先前对Mtb感染进行治疗(例如利用一或多种

“一线”化疗药物)。

[0202] 在一个具体实施方案中，本发明的免疫原性组合、融合多肽、核酸分子、载体、宿主

细胞或组合物用做BCG增强剂以增加接种受试者中BCG接种的效力。

[0203] 与化疗结合

[0204] 本发明的免疫原性组合、融合多肽、核酸分子、载体、宿主细胞或组合物可以与一

或多种常规疗法联用，例如一或多种有效抗分枝杆菌感染的化疗药物。

[0205] 化疗法通常由治疗医生根据当前情况确定。这类化疗药物的实例包括但不限于本

领域描述的抗生素，以及小的直接和间接抑制剂分子、抗体和免疫治疗剂。通常，当前用于

治疗非抗药性Mtb感染的“一线”抗生素化疗法包括异烟肼、利福霉素(即利福平、利福喷丁

和利福布汀)、乙胺丁醇、链霉素、吡嗪酰胺和氟喹诺酮类。用于治疗对一或多种“一线”疗法

显示抗药性的Mtb感染的“二线”化疗法包括氧氟沙星、环丙沙星、乙硫异烟胺、氨基水杨酸、

环丝氨酸、氨丁卡霉素、卡那霉素和卷曲霉素。一或多种化疗剂通常在合适的时间段内施

用，例如，1或数月(例如1，2，3，4，5，6，9或12个月)或更长。在6到12个月的时段内每天施用

200到600mg剂量(例如300或400mg)是合适的。

[0206] 在一个实施方案中，本发明的免疫原性组合、融合多肽、核酸分子、载体、宿主细胞

或组合物用于缩短抗分枝杆菌(例如Mtb)感染的化疗时程。通常，施用本文描述的活性剂将

允许增强化疗效力(例如降低临床病症的持续时间和/或严重性，改善痰菌阴转率，等等)，

减少化疗长度和/或所用化疗药物的种类，尤其当感染的分枝杆菌具有抗药性时。

[0207] 根据本发明，可以在施用一或多种化疗药物之前、同时或之后施用本发明的免疫

原性组合、融合多肽、核酸分子、载体、宿主细胞或组合物。在一个实施方案中，在开始化疗

施用至少2周后施用本文描述的活性剂。

[0208] 在一个优选的实施方案中，本发明的免疫原性组合、融合多肽、核酸分子、载体、宿

主细胞和/或组合物用于诱导或增强所施用受试者中的免疫应答。相应地，本发明还包括一

种通过给受试者施用本发明的免疫原性组合、融合多肽、核酸分子、载体、宿主细胞和/或组

合物诱导或刺激抗分枝杆菌抗原的免疫应答的方法。

说　明　书 24/59 页

28

CN 104640564 B

28



[0209] 诱导或刺激的免疫应答可以是特异性的(即针对分枝杆菌表位/抗原)和/或非特

异性的(先天的)，体液和/或细胞的。在本发明的上下文中，免疫应答优选是针对分枝杆菌

抗原/表位的CD4+或CD8+介导的T细胞应答或上述两者。

[0210] 利用本领域标准的各种直接或间接测定，可以在体外或体内鉴定本文所述活性剂

诱导或刺激免疫应答的能力。检验和证实还在所附实施例部分显示。

[0211] 例如，可以通过测量NK/NKT细胞(例如活化的代表性和水平)，以及IFN相关细胞因

子和/或趋化因子产生级联，TLRs和其他先天免疫标记物的活化(例如Riano等，2012，

Tuberculosis  92:148-59)进行非特异性免疫的诱导。

[0212] 刺激体液应答的能力可以通过抗体滴度的增加来确定，所述抗体滴度对本文所述

免疫原性组合和融合多肽包括或编码的至少一种抗原特异。示例性的技术包括但不限于抗

体结合、结合竞争以及ELISA和蛋白印迹。

[0213] 对细胞免疫的评价可以通过例如免疫细胞(诸如对本文所述免疫原性组合和融合

多肽包括或编码的至少一种分枝杆菌抗原特异的T淋巴细胞)频率增加来估算。还可以通过

放射性标记监测细胞增殖(例如通过[3H]胸苷掺入测定的T细胞增殖测定)。另一种用于检

测免疫应答的灵敏方法是ELISpot，其中测定产生IFNγ的细胞的频率。还可以在致敏受试

者中或通过合适动物模型的免疫评价抗原特异性T淋巴细胞的细胞毒能力。还可以使用常

规生物测定(例如通过多参数流式细胞术(ICS)，通过利用多重技术或ELISA的细胞因子谱

分析(cytokine  profile  analysis)，等等)，通过定量活化T细胞产生的相关Th1和/或Th2

细胞因子的释放来实现。还可以使用PCR技术确定编码相关细胞因子的mRNA的存在。技术人

员将理解，这类相关细胞因子数量的增加或降低可用于评价一或多种本文所述活性剂的免

疫原性。

[0214] 最后，可以在合适的实验动物体内鉴定保护性免疫应答，例如小鼠、大鼠或豚鼠

(参见Ashwin等，2008，Am  J  Resp，39:503-8；Acosta等，2011，Malays  J  Med，18:5-12)，例

如通过与感染相同分枝杆菌毒性株但没有事前免疫的实验动物的对照组分枝杆菌cfu相

比，测量从动物分离的脾、肺或其他组织匀浆物的分枝杆菌集落形成单位(cfu)的降低，所

述动物先用本文所述的一或多种活性剂免疫，然后接受分枝杆菌种(例如Mtb)的毒性株攻

击感染。治疗组和未治疗组的比较还可以针对动物存活率(治疗组存活率的增加与保护性

免疫应答有关)进行评价。

[0215] 这类免疫读数与本文所述活性剂提供的抗分枝杆菌感染的保护性免疫应答紧密

相关。

[0216] 还可以通过根据本文描述的方式给人类受试者施用，相对于基线状态或如果不治

疗的预期状态，估算本发明的免疫原性组合、融合多肽、核酸分子、载体、宿主细胞或组合物

提供的保护性应答。保护性应答可以被医生或其他熟练医疗人员经常使用的任意相关临床

测量值证实∶

[0217] -在指定国家的指定群体(诸如中国人群体或移居者群体)中疾病发病率和/或传

播和/或频率的下降(例如，在已经接受本文所述活性剂的组中，较低比例的已经确诊患有

分枝杆菌感染或具有患分枝杆菌感染或与分枝杆菌感染有关的疾病的新个体)；

[0218] -治疗受试者组中更高百分比的痰菌阴转率；

[0219] -治疗受试者组中更高百分比的活跃疾病治愈；
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[0220] -在密切接触感染受试者后分枝杆菌传播程度的降低(例如，降低或延迟被感染的

风险或患活跃疾病的风险，和/或降低或延迟潜伏感染受试者再活化的风险)；

[0221] -疾病状态的改善(例如靶组织或生物样本中细菌cfu的降低；疾病症状或其严重

性(例如靶器官中损伤的数量和/或严重性)的减轻或稳定的(未恶化)疾病状态)；和

[0222] -接受治疗的受试者对同期治疗的应答改善(常规化疗药物的需求、数量、持续时

间和/或剂量的降低)。

[0223] 在本发明的上下文中，保护性应答可以是短暂的(施用终止后数周)或持续的(数

月或数年)。因为临床状况的天然过程在受试者之间可能显著不同，不需要在每个接受治疗

的受试者中观察到保护性应答，只需要在众多受试者中观察到(例如可以通过本领域已知

的任意统计检验确定两组之间统计上的显著差异，诸如Tukey参数检验、Kruskal-Wallis检

验、根据Mann和Whitney的U检验、Student's  t-检验、Wilcoxon检验，等等)。

[0224] 这类测量可以在施用本文所述活性剂之前(基线)、在治疗期间的各个时间点以及

在治疗终止后至少数周(例如12周)进行。

[0225] 作为总体指导，可以通过各种方式检测分枝杆菌感染和相关疾病。例如，如今还可

以通过临床使用的大量方法确定Mtb感染，诸如Mantoux结核菌素皮试(TST)、Quantiferon

检验以及对HBHA(肝素结合血细胞凝集素；Hougardy等，2007；PLos  One  2(10):e926)应答

的体外检测，或用ESAT6、CFP10和TB7.7体外刺激后的IP10检测(Ruhwald等，2008；Microbes 

Infect9:806-12)。根据现行办法可以诊断患有活跃疾病的受试者。为了进行说明，TB诊断

基于通过显微镜检术、培养技术、聚合酶链式反应(PCR)及其各种衍生方法检测临床样本中

的致病细菌。还可以实施DNA指纹法和间隔区寡核苷酸分型(spoligotyping)。分枝杆菌培

养是用于鉴定结核复合物分枝杆菌的分离物和药物易感性测试的金标准方法。还可以实施

X射线技术和临床观察，以支持活跃肺部和/或肺外疾病的发现。另一方面，已经开发出许多

使用各种抗原来检测循环抗体的血清学测定法来诊断Mtb感染，包括补体结合试验、血细胞

凝集试验、放射免疫测定和酶联免疫吸附测定(ELISA)。

[0226] 抗体

[0227] 在另一个方面，本发明涉及一种抗体，其选择性结合本发明的免疫原性组合或融

合多肽包括或编码的至少一种分枝杆菌抗原。

[0228] 如本文使用的，“抗体”包括任意多肽，其包括抗原结合片段或抗原结合结构域，并

选择性结合靶蛋白，其结合靶蛋白并且不显著结合无关蛋白。在某些情况下，应理解尽管存

在一些程度的交叉反应性，结合靶蛋白的抗体仍然是选择性的。通常，当结合常数KA大于10
-6M时，抗体与抗原间的结合被认为是特异性的。合适的结合条件，诸如抗体浓度、溶液的离

子强度、温度、允许结合的时间、阻断剂(例如，血清白蛋白、乳酪蛋白)的浓度等等，可以由

技术人员使用常规技术进行优化。

[0229] 本发明的抗体可以是多克隆、单克隆、单特异性、多特异性、人源、人源化、单链、嵌

合、合成、重组抗体，以及保持抗原结合的这类抗体的任意片段，包括但不限于，Fab、F

(ab')2、Fv和scFv片段。

[0230] 本发明的抗体可以使用本领域常规技术产生，例如给动物(例如兔、马，等等)施用

有效量的本文描述的任意分枝杆菌抗原、融合蛋白和/或其肽片段后，通过展示技术(例如

噬菌体、酵母或核糖体展示)或杂交瘤技术。用于制备单克隆抗体的常规方法是本领域公知
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的。

[0231] 本发明的抗体可以以分离形式、于溶液中(例如动物抗血清)或宿主细胞中(例如

杂交瘤)提供。此外，它可以缀合合适的标记(可检测的或功能标记)，包括放射性标记(131I，

或99Tc，等等)、酶标记(辣根过氧化物酶、碱性磷酸酶，等等)和化学标记(例如生物素，等

等)。

[0232] 本发明的抗体具有属于本发明范围的各种潜在用途。例如，这类抗体可以用作(a)

检测本发明所用分枝杆菌抗原的测定中的试剂，(b)检测生物样本中分枝杆菌存在的测定

中的试剂，和/或(c)根据本发明的方法从蛋白和其他污染物的混合物检测和/或回收重组

产生的分枝杆菌抗原和融合多肽(例如从培养的宿主细胞通过亲和层析或免疫沉淀进行纯

化)的工具。它们还可以用于治疗目的，例如治疗接触分枝杆菌后的受试者(例如被动免疫

疗法)。

[0233] 在一个实施方案中，本发明涉及一种使用本发明的抗体，在从已感染或易感染分

枝杆菌的受试者获取的生物学样品(例如血浆、血清、唾液，等等)中检测和/或定量分枝杆

菌抗原的方法，包括以下步骤：在允许分枝杆菌抗原和抗体试剂形成复合物的条件下将所

述生物学样品与作为试剂的本发明抗体接触，并通过任意适当方式检测和/或定量所述复

合物的形成。检测到靶分枝杆菌抗原的存在提示分枝杆菌感染(例如Mtb)。

[0234] 在另一个实施方案中，本发明涉及一种检测和/或定量生物学样品(例如从已感染

或易感染分枝杆菌的受试者获取的血浆、血清，等等)中针对分枝杆菌的抗体的方法，包括

以下步骤：在允许抗体和任意上述试剂包括或编码的分枝杆菌抗原/表位之间形成复合物

的条件下，将所述生物学样品与包括本发明的任意免疫原性组合、融合多肽、核酸分子、载

体、感染性病毒颗粒、宿主细胞的试剂接触，并通过任意适当方式检测和/或定量所述复合

物的形成。检测到特异性抗体的存在提示分枝杆菌感染(例如Mtb)。

[0235] 本领域技术人员能够容易地确定本发明方法中使用的试剂数量。检测和/或定量

抗原/抗体复合物的方式是常规的，并且是本领域技术人员公知的。为了说明，可以提及印

迹、ELISA、所谓的夹心技术、竞争技术和PCR技术，尤其是所谓的“实时”技术。通过与可检测

的物质偶联(即，物理连接)，有利于上述试剂的使用。可检测物质的实例包括各种酶(例如

辣根过氧化物酶、碱性磷酸酶、β-半乳糖苷酶或乙酰胆碱酯酶)、辅基(例如链霉亲和素/生

物素，或亲和素/生物素)、荧光材料(例如伞形酮、荧光素或荧光素衍生物)、发光材料、生物

发光材料(例如荧光素酶、荧光素或水母发光蛋白)和放射性材料(例如125I、131I、35S或3H)。

[0236] 本发明还涉及用于诊断分枝杆菌(例如Mtb)感染的试剂的试剂盒，对于抗原测定

其包括本发明的抗体，对于抗体测定其包括本发明的免疫原性组合、融合多肽、核酸分子、

载体、宿主细胞、组合物。

[0237] 所有上述引用的专利、出版物和数据库条目的内容通过整体引用具体引入本文，

就如同每种所述单独的专利、出版物或者条目是具体和单独的指定通过引用引入。

附图说明

[0238] 图1显示Mtb抗原各种融合多肽(如所附实施例部分的描述进行产生和使用)的图

示。“SS”表示信号肽，“TM”表示跨膜结构域，“F”表示Flag标签，“M”表示Myc标签，“H”表示组

氨酸标签。A*表示相对于天然对应物的Mtb抗原修饰。该图还显示融合多肽的n°以及下文所
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用表达质粒载体(pTGXXXXX)参考号码。

[0239] 图2通过蛋白印迹随后用特异性抗体免疫检测显示单个Mtb基因的表达。通过

Lipofectamine  2000用5μg  DNA转染2x106个HEK293细胞。转染后18h向培养基添加蛋白酶

体抑制剂MG132。通过10％凝胶标准的电泳分析培养48h后收集的细胞裂解物，并用1/1000

稀释的识别Rv2029c*(图2A)、RPFB-Dhyb(图2B)的兔抗血清和识别ESAT-6(图2C)和Rv2626

(图2D)的商品化抗体进行免疫检测。

[0240] 图3显示包括潜伏期抗原(pTG18295编码融合物n°9)、活跃期抗原(pTG18296编码

融合物n°10)、复苏期抗原(pTG18307编码融合物n°12)以及复苏期和活跃期抗原两者

(pTG18297编码融合物n°11)的Mtb融合物的蛋白印迹分析，随后用抗Flag免疫检测。+/–表

示含有和不含有MG132。

[0241] 图4显示分别包括TB10.4(图4A)、Rv0569(图4B)和Rv2626(图4C)的Mtb融合物的蛋

白印迹分析，随后利用商品化抗TB10.4抗体(ABIN361292)、抗Rv0569兔抗血清和抗Rv2626

小鼠单克隆抗体26A11免疫检测。

[0242] 图5显示融合物编码质粒pTG18266(SS-Ag85B-TB10.4-ESAT6-TM；图5A)、pTG18296

(细胞质Ag85B-TB10 .4-ESAT6；图5B)、编码单个Ag85B、TB10.4和ESAT6抗原的pTG18310、

pTG18315和pTG18308质粒的混合物(图5C)和pGWiz(图5D)免疫动物后诱导的产生IFNγ的

细胞。用特定肽库体外再刺激后，通过ELISpot  IFNγ测定在最后一次DNA注射后2周鉴定细

胞免疫应答。

[0243] 图6显示用编码融合物的质粒pTG18268(SS-RPFB-Dhyb-Ag85B-TB10.4-ESAT6-TM，

图6A)、pTG18297(细胞质RPFB-Dhyb-Ag85B-TB10.4-ESAT6；图6B)、编码单个RPFB-Dhyb、

Ag85B、TB10.4和ESAT6抗原的pTG18307、pTG18310、pTG18315和pTG18308质粒混合物(图6C)

和pGWiz(图6D)免疫动物后诱导的产生IFNγ的细胞。用特定肽库体外再刺激后，通过

ELISpot  IFNγ测定在最后一次DNA注射后2周鉴定细胞免疫应答。

[0244] 图7显示用编码融合物的质粒pTG18267(SS-RPFB-TM；图7A)、pTG18307(细胞质

RPFB-Dhyb；图7B)和pGWiz(图7C)免疫动物后诱导的产生IFNγ的细胞。用覆盖RpfB和RpfD

抗原的特定肽库体外再刺激后，通过ELISpot  IFNγ测定在最后一次DNA注射后2周鉴定细

胞免疫应答。

[0245] 图8显示用编码融合物的质粒pTG18269(SS-Rv0569-Rv1813-Rv3407-Rv3478-

Rv1807-TM；图8A)、pTG18295(细胞质Rv0569-Rv1813-Rv3407-Rv3478-Rv1807；图8B)、编码

单个Rv0569、Rv1813、Rv3407、Rv3478和Rv1807抗原的pTG18301、pTG18303、pTG18300、

pTG18304和pTG18302质粒的混合物(图8C)和pGWiz(图8D)免疫动物后诱导的产生IFNγ的

细胞。用特定肽库体外再刺激后，通过ELISpot  IFNγ测定在最后一次DNA注射后2周鉴定细

胞免疫应答。

[0246] 图9显示纯化的Rv2626(图9A)、RPFB-Dhyb融合物(图9B)和TB10.4(图9C)的SDS-

PAGE分析。

[0247] 图10显示用编码融合物的质粒pTG18323(Rv2029c–Rv2626–Rv1733c–Rv0111；图

10a)或pGWiz(图10b)免疫动物后产生的细胞免疫应答。用特定肽库体外再刺激后，通过

ELISpot  IFNγ测定在最后一次DNA注射后2周鉴定产生IFNγ的细胞。每条代表1只小鼠的

应答(7只小鼠/组)。
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[0248] 图11显示用(a)MVATG18365(Rv2029c-Rv2626-Rv1733c-Rv0111+RpfB-Dhyb-

Ag85B-TB10.4-ESAT6W/O  SS/TM)或(b)MVATG18364(Rv2029c-Rv2626-Rv1733c-Rv0111+

RpfB-Dhyb-Ag85B-TB10.4-ESAT6)免疫小鼠后诱导的细胞免疫应答。用特定肽库体外再刺

激后，通过IFNγELISpot测定在MVA注射后1周鉴定产生IFNγ的细胞。每条代表单个小鼠的

应答(5只小鼠/组)。

[0249] 图12概述用所有MVA候选物(根据TB疾病期或生化基本原理产生)接种的BALB/c小

鼠中IFNγ应答水平。用14种Mtb抗原的特定肽库体外再刺激后，通过IFNγELISpot测定在

MVA注射后1周鉴定产生IFNγ的细胞。根据每次再刺激的中值(噬斑/106个脾细胞)相对于

截断值的倍数增加将检测的应答强度排列，使用颜色代码(参见图例，包括-，+，++，+++)。阴

影框表示该抗原在指定MVA疫苗中缺失。

[0250] 图13显示用(a)MVATG18376(Rv2029c-Rv2626-Rv1733c-Rv0111+RpfB-Dhyb-

Ag85B-TB10.4-ESAT6  +Rv0569-Rv1813-Rv3407-Rv3478-Rv1807)或(b)空MVATGN33.1免疫

转基因HLA-A2小鼠后诱导的细胞免疫应答。用特定肽库体外再刺激后，通过IFNγELISpot

测定在MVA注射后1周鉴定产生IFNγ的细胞。每条代表单个小鼠的应答(6只小鼠/组)。

[0251] 图14显示用(a)MVATG18377(Rv2029c-Rv2626-Rv1733c-Rv0111+RpfB-Dhyb-

Ag85B-TB10 .4-ESAT6  W/O  SS/TM  +Rv0569-Rv1813-Rv3407-Rv3478-Rv1807)或(b)空

MVATGN33.1免疫C3H/HeN小鼠后诱导的细胞免疫应答。用特定肽库体外再刺激后，通过IFN

γELISpot测定在MVA注射后1周鉴定产生IFNγ的细胞。每条代表单个小鼠的应答(6只小

鼠/组)。

[0252] 图15概述用指定MVA候选物接种的转基因HLA-A2、C57BL/6和C3H/HeN小鼠的IFNγ

应答水平。用14种Mtb抗原的特定肽库体外再刺激后，通过IFNγELISpot测定在MVA注射后1

周鉴定产生IFNγ的细胞。根据每次再刺激的中值(噬斑/106个脾细胞)相对于截断值的倍

数增加将检测的应答强度排列，使用颜色代码(参见图例，包括-，+，++，+++)。阴影框表示该

抗原在指定MVA疫苗中缺失。

[0253] 材料和方法

[0254] 分析方法

[0255] 研究来自当前文献和数据库有关Mtb抗原的现有数据，目标是鉴定Mtb基因/抗原

的第一选择，其可用作能够在天然感染过程的所有期中激发抗TB免疫的免疫治疗性疫苗。

[0256] 然后将选择的抗原呈送数据采掘评分系统，所述系统用于转录和比较不同来源的

数据。产生全部终“值”来反映每种抗原的值。该分数考虑了抗原的免疫原性潜能以及其在

动物模型和人中预防感染性攻击的能力(例如，对人的预防数据比在动物模型中诱导免疫

原性分数更高)。一旦收集了特定抗原的全部数据，对每种类型进行0到5的分级，0是最坏可

能的级别而5是最好的。分级的选择还基于数据质量(例如，用于实验的正确对照，严格的解

释)，并且还基于数据强壮性(例如运行实验的次数，证实/支持发现的出版物数量)。

[0257] 抗原生化计算机分析

[0258] 生化和生物学数据也是优化表达和融合设计(允许预期潜在的表达问题)的关键

数据。例如，蛋白的生物学功能可能产生潜在毒性，导致在载体介导的表达时的遗传不稳定

性和/或安全性概貌。此外，因为更高的细胞降解速率，蛋白未折叠可能影响稳定性和表达

水平
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[0259] 对于全部Mtb抗原进行广泛的文献检索以便更好的了解并表征这些蛋白的结构和

功能。

[0260] 此外，还进行生化和生物信息学预测以表征Mtb抗原。使用生物信息学预测工具

(Nielsen等，2007PLos  One  2:e796；Nielsen等，2008，PLoS  Comput  Biol  4:e1000107)来

检查I类和II类HLA分子的预测表位。这些表位区域的鉴定可用于优化选择的Mtb抗原，或促

进基于免疫的测定的开发。

[0261] 此外，进行广泛的计算机结构预测分析，以便预测生化特性和/或生物学功能，从

而允许Mtb抗原选择和设计(例如，是否有可能表达全长的天然形式，或看起来是否需要修

饰)。

[0262] 更具体地

[0263] -在蛋白数据库(PDB)中查找结构同源物。使用的程序是利用缺省参数的BLASTP，

所选数据库是NPS@3D  SEQUENCES(来自PDB)。该检索允许发现抗原或序列同源性高于25％

的蛋白的NMR或晶体结构。利用CN3D  4.1.或PDB  Viewer显示3D结构。

[0264] -在UNIPROT-SWISSPROT和TB数据库中检索。使用一级结构作为查询入口，在

UNIPROT-SWISSPROT数据库中检索感兴趣的Mtb抗原的蛋白同源物，并在NPS@中进行BLAST

检索。使用的程序是利用缺省参数的BLASTP，所选数据库是UNIPROT-SWISSPROT；UNIPROT-

SWISSPROT条目给出关于蛋白功能、结构域、可能的信号肽、翻译后修饰以及参考文献的一

般信息。利用Rv蛋白名称作为查询入口在TB数据库中检索关于所选Mtb抗原的一般信息(例

如基因功能、基因间的遗传联系、与基因有关的表型和突变、免疫原性以及参考文献)。

[0265] -信号肽的预测：这些短的N末端序列经常被预测为跨膜结构域，但不存在于天然

和成熟的蛋白中。注意到在UNIPROT-SWISSPROT中有某些抗原的信号肽，或使用信号v3.0算

法的隐马尔可夫模型。

[0266] 如果同源检索没有结果，实施额外的检索∶

[0267] -使用3种不同程序(例如Dense  Alignment  Surface(DAS)方法，Algorithm  TMHMM

和TopPred0.01)预测潜在的跨膜结构域(TM)。我们观察到，这种疏水TM结构域的存在可能

破坏对应抗原的遗传稳定性(当在病毒载体诸如MVA中表达时)。

[0268] -使用PROSITE  SCAN寻找与蛋白结构域、家族和功能位点有关的蛋白基序

[0269] -使用数种预测方法(即∶SOPM、MLRC、HNN、DSC、PHD、PREDATOR)预测二级结构。如果

使用6种方法预测到它，则二级结构被认为是具有高度可能的。如果6种方法中有3种预测到

它，则二级结构被认为是可能的。

[0270] -疏水簇分析(HCA)。HCA方法基于蛋白折叠的基本特征：亲水/疏水二分法和蛋白

球状结构域的疏水紧性(compactness)。使用HCA曲线鉴定沿着蛋白序列的疏水簇。这些簇

是具有疏水包埋核的折叠蛋白的特征。如果在蛋白的至少一些部分中存在疏水簇，则抗原

被认为可能具有折叠状态。

[0271] -天然无序区的预测(MetaPrDOS预测)，其允许鉴定未折叠区域。该分析通过预测

未折叠的蛋白区域来弥补HCA曲线。高于阈值0.5(无序倾向)的所有区域被认为是蛋白的未

折叠部分。应注意大部分时候，蛋白的N末端和C末端部分在它们的天然状态下是非折叠的。

如果存在末端的这种序列段并且小于10个残基，它们可作为用于融合的潜在接头。

[0272] -卷曲螺旋的预测(使用COILS程序)。抗原的寡聚状态可能影响抗原融合物设计。
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如果利用至少14个残基窗口分析对于蛋白的一部分输出概率展示值为1，则预测为卷曲螺

旋结构域。

[0273] 此外，进行序列比对以验证选择的Mtb抗原在不同的Mtb菌株和分离物之间是保守

的。更确切地说，使用每种选择的抗原(示例性Mtb抗原来源于H37Rv菌株)和它们的11种其

他Mtb菌株(临床分离物)的等同物和已经在蛋白数据库中鉴定(BLASTP检索)的牛分枝杆菌

的氨基酸序列的Clustal  W2(@.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/)进行多重序列比对。结

果是，TB抗原在分析的12种分枝杆菌菌株中显示高度保守性，相同性百分比的范围是100％

到96％(取决于抗原和分枝杆菌菌株)。主要例外是Rv3478，其与H37Rv和CDC1551序列之间

只有88％的相同性。

[0274] 最后，实现最终TB抗原选择的另一个主要标准是确保均衡代表来自各感染期的抗

原。例如，选择一些潜伏期抗原，尽管其最终数据采掘分数要低于大部分活跃期抗原。

[0275] Mtb抗原融合物的构建

[0276] 如图1所示，构建12种Mtb抗原融合物。5种融合物是基于生化理论设计的(融合物

3，5，6，8和14)，而融合物2、4和13是相对于疾病的TB期设计的，融合物2包含活跃抗原，融合

物4包含活跃和复苏抗原，融合物13由潜伏抗原组成。为了便于检测各种基因融合物并避免

对每种Mtb抗原都需要特异性抗体，在每种融合物中添加标签序列，分别是N末端Flag标签

(DYKDDDDK；SEQ  ID  NO:25)，C末端c-myc(EQKLISEEDL；SEQ  ID  NO:26)和His(HHHHHH；SEQ 

ID  NO:27)标签。

[0277] 另一方面，分别在Mtb融合蛋白的N末端和C末端添加信号肽(也称为信号序列或

SS)和膜锚定肽(也称为跨膜或TM肽/结构域)以确保锚定在细胞表面，在某些情况下这被认

为优化免疫原性。但是，以Rv0111或Rv1733c结尾的融合物不必添加TM结构域，因为这些蛋

白已经包含膜锚定肽。为了比较目的，还构建了不含任何信号序列(SS)和TM结构域的4种融

合物，以研究细胞定位(存在SS和TM肽条件下的膜呈递相对于没有这些肽条件下的细胞质

定位)对表达水平和免疫原性的影响。例如，pTG18269编码与pTG18295相同的Mtb抗原

(Rv0569-Rv1813*-Rv3407-Rv3478-Rv1807)，除了pTG18269编码的融合物在其N末端具备SS

以及在其C末端Myc和His标签之间具备TM，而pTG18295编码的融合物不含这种SS和TM肽。

[0278] 编码不同Mtb抗原和融合物的合成基因由Geneart(Regensburg，Germany)合成。所

述序列针对人密码子使用而优化，并在ATG起始密码子之前添加Kozak序列(ACC)。此外排除

一些基序：TTTTTNT，GGGGG，CCCCC，其不利于在痘病毒载体中的表达，和AAAGGG，AAAAGG，

GGGAAA，GGGGAA，(和互补序列TTCCCC，TTTCCC，CCTTTT，CCCCTT)，其不利于在其他一些载体

中的表达。

[0279] 将融合物克隆入用NotI和BamH消化的pGWiz质粒(Gelantis)。该质粒包含修饰的

CMV启动子，然后是来自CMV即时早期基因的内含子A，和高效人工转录终止子。

[0280] pTG18266(融合物n°2)的构建

[0281] 融合物n°2的氨基酸序列显示于SEQ  ID  NO:28。氨基酸1到23对应于在狂犬病病毒

ERA菌株的糖蛋白前体N末端存在的信号肽(描述于Genbank  n°M38452)，氨基酸24到31对应

于Flag标签，氨基酸32到317对应于Ag85B*，氨基酸318到412对应于TB10.4，氨基酸413到

506对应于ESAT6，氨基酸507到516对应于c-myc标签，1个丝氨酸接头，氨基酸518到583对应

于来源于ERA菌株的狂犬病糖蛋白的膜锚定肽，氨基酸584到589对应于His标签。如SEQ  ID 
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NO:40所示的融合物n°2编码核苷酸序列通过合成方式产生，将合成基因克隆入NotI和

BamH1酶切的pGWiz得到pTG18266。

[0282] pTG18267(融合物n°3)的构建

[0283] 融合物n°3的氨基酸序列显示于SEQ  ID  NO:30。氨基酸1到23对应于狂犬病病毒PG

菌株的糖蛋白前体N末端存在的信号肽(描述于Genbank  n°ay009097和WO2008/138649的

SEQ  ID  NO:2)，氨基酸24到31对应于Flag标签，氨基酸32到380对应于RPFB-Dhyb*，氨基酸

381到390对应于c-myc标签，1个丝氨酸接头，氨基酸392到457对应于来源于PG菌株狂犬病

糖蛋白的膜锚定肽(WO2008/138649的SEQ  ID  NO:3)，氨基酸458到463对应于His标签。如

SEQ  ID  NO:42所示的融合物n°3编码核苷酸序列通过合成方式产生，将合成基因克隆入

NotI和BamH1酶切的pGWiz以得到pTG18267。

[0284] pTG18268(融合物n°4)的构建

[0285] 融合物n°4的氨基酸序列显示于SEQ  ID  NO:32。氨基酸1到23对应于狂犬病病毒PG

菌株的糖蛋白前体N末端存在的信号肽(描述于Genbank  n°ay009097)，氨基酸24到31对应

于Flag标签，氨基酸32到380对应于RPFB-Dhyb*，氨基酸381到666对应于Ag85B*，氨基酸667

到761对应于TB10.4，氨基酸762到855对应于ESAT6，氨基酸856到865对应于c-myc标签，1个

丝氨酸接头，氨基酸867到932对应于来源于PG菌株的狂犬病糖蛋白的膜锚定肽，氨基酸933

到938对应于His标签。如SEQ  ID  NO:44所示的融合物n°4编码核苷酸序列通过合成方式产

生，将合成基因克隆入NotI和BamH1酶切的pGWiz以得到pTG18268。

[0286] pTG18269(融合物n°5)的构建

[0287] 融合物n°5的氨基酸序列显示于SEQ  ID  NO:34。氨基酸1到23对应于狂犬病病毒

ERA菌株的糖蛋白前体N末端存在的信号肽(描述于Genbank  n°M38452)，氨基酸24到31对应

于Flag标签，氨基酸32到118对应于Rv0569，氨基酸119到227对应于Rv1813*，氨基酸228到

325对应于Rv3407，氨基酸326到717对应于Rv3478，氨基酸718到1115对应于Rv1807，氨基酸

1116到1125对应于c-myc标签，1个丝氨酸接头，氨基酸1127到1192对应于来源于PG菌株的

狂犬病糖蛋白的膜锚定肽(WO2008/138649的SEQ  ID  N0:3)，氨基酸843到848对应于His标

签。如SEQ  ID  NO:46所示的融合物n°5编码核苷酸序列通过合成方式产生，将合成基因克隆

入NotI和BamH1酶切的pGWiz以得到pTG18269。

[0288] pTG18270(融合物n°6)的构建

[0289] 融合物n°6的氨基酸序列显示于SEQ  ID  NO:36。氨基酸1到23对应于狂犬病病毒

ERA菌株的糖蛋白前体N末端存在的信号肽(描述于Genbank  n°M38452)，氨基酸24到31对应

于Flag标签，氨基酸32到317对应于Ag85B*，氨基酸318到459对应于Rv2626，氨基酸460到

808对应于RPFB-Dhyb*，氨基酸809到956对应于Rv1733c*，氨基酸957到966对应于c-myc标

签，1个丝氨酸接头，氨基酸968到973对应于His标签。如SEQ  ID  NO:48所示的融合物n°6编

码核苷酸序列通过合成方式产生，将合成基因克隆入NotI和BamH1酶切的pGWiz以得到

pTG18270。

[0290] pTG18272(融合物n°8)的构建

[0291] 融合物n°8的氨基酸序列显示于SEQ  ID  NO:37。氨基酸1到23对应于狂犬病病毒

ERA菌株的糖蛋白前体N末端存在的信号肽(描述于Genbank  n°M38452)，氨基酸24到31对应

于Flag标签，氨基酸32到317对应于Ag85B*，氨基酸318到459对应于Rv2626，氨基酸460到
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607对应于Rv1733c*，氨基酸608到617对应于c-myc标签，1个丝氨酸接头，氨基酸619到624

对应于His标签。如SEQ  ID  NO:49所示的融合物n°8编码核苷酸序列通过合成方式产生，将

合成基因克隆入NotI和BamH1酶切的pGWiz以得到pTG18272。

[0292] pTG18323(融合物n°13)的构建

[0293] 融合物n°13的氨基酸序列显示于SEQ  ID  NO:38。氨基酸1到28对应于麻疹病毒的F

蛋白N末端存在的信号肽(Hallé菌株，描述于Genbank  n°X05597-1)，氨基酸29到36对应于

Flag标签，氨基酸37到349对应于Rv2029c*，氨基酸350到491对应于Rv2626，氨基酸492到

639对应于Rv1733c*，氨基酸640到932对应于Rv0111*，氨基酸933到942对应于c-myc标签，1

个丝氨酸接头，氨基酸944到949对应于His标签。如SEQ  ID  NO:50所示的融合物n°13编码核

苷酸序列通过合成方式产生，将合成基因克隆入NotI和BamH1酶切的pGWiz以得到

pTG18323。

[0294] pTG18324(融合物n°14)的构建

[0295] 融合物n°14的氨基酸序列显示于SEQ  ID  NO:39。氨基酸1到28对应于麻疹病毒的F

蛋白N末端存在的信号肽(Hallé菌株，描述于Genbank  n°X05597-1)，氨基酸29到36对应于

Flag标签，氨基酸37到349对应于Rv2029c*，氨基酸350到444对应于TB10.4，氨基酸445到

538对应于ESAT6，氨基酸539到831对应于Rv0111*，氨基酸832到841对应于c-myc标签，1个

丝氨酸接头，氨基酸843到848对应于His标签。如SEQ  ID  NO:51所示的融合物n°14编码核苷

酸序列通过合成方式产生，将合成基因克隆入NotI和BamH1酶切的pGWiz以得到pTG18324。

[0296] 融合物9-12的构建

[0297] 使用合适的引物对通过定向诱变(Quick  Change定点诱变试剂盒，Stratagene)从

质粒pTG18267、pTG18269、pTG18266和pTG18268去除靶向序列，OTG20188(CGCGGCCGCACCAT

GGATTACAAGGATGACGACG；SEQ  ID  NO:52)和OTG20189(CGTCGTCATCCTTGTAATCCATGGTGCGGCC

GCG；SEQ  ID  NO:53)用于去除信号肽序列，OTG20190 (CATCTCAGAAGAGGATCTG-

C A T C A T C A T C A T C A T C A T T G；SE Q  I D  N O : 5 4)和O TG 2 0 1 91 (C A A T G A T G A T G A T -

GATGATGCAGATCCTCTTCTGAGATG；SEQ  ID  NO:55)用于去除TM序列。所获质粒是pTG18307(融

合物n°12＝细胞质融合物n°3)，pTG18295(融合物n°9＝细胞质融合物n°5)，pTG18296(融合

物n°10＝细胞质融合物n°2)和pTG18297(融合物n°11＝细胞质融合物n°4)，分别对应核苷

酸序列SEQ  ID  NO:43，47，41和45编码的氨基酸序列SEQ  ID  NO:31，35，29和33。

[0298] 单个Mtb基因表达质粒的构建

[0299] 将通过NheI限制性酶切位点分离的Flag序列和c-myc-His序列引入pGWiz质粒的

CMV启动子下游。由Geneart合成包含CMV启动子末端、Flag和c-myc-His序列的合成DNA片

段，并插入质粒FLAG_TAG_1。该质粒经PvuII和BglII消化，所获片段插入用相同酶消化的

pGWiz，产生pTG18282。然后通过PCR从pTG18269扩增单个Rv3407、Rv0569、Rv1807、Rv1813*、

Rv3478和Rv2626基因，除了Rv2626之外(其使用pTG18323作为模板)。

[0300] 用于分离每种TB基因的扩增引物对显示于表1。

[0301] 表1∶
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[0302]

[0303] 利用“In  fusion  Advantage”PCR克隆方法(Clontech)将所获扩增子克隆入由

NheI线性化的pTG18282中。这允许标签序列与Mtb基因的融合。产生的质粒分别被命名为

pTG18300(Rv3407)、pTG18301(Rv0569)、pTG18302(Rv1807)、pTG18303(Rv1813*)、pTG18304

(Rv3478)和pTG18305(Rv2626)。

[0304] 包含ESAT6、Rv1733c*、Ag85B*、TB10-4、Rv0111*和Rv2029c*的表达盒(其在5'融合

Flag和在3'融合c-myc-His序列)的6种质粒由Geneart合成，并插入pGWiz。它们分别被命名

为pTG18308(ESAT6)、pTG18309(Rv1733c*)、pTG18310(Ag85B*)、pTG18315(TB10 .4)、

pTG18329(Rv0111*)、pTG18317(Rv2029c*)。因为Rv1733c*和Rv0111*蛋白包含TM结构域，将

狂犬病病毒ERA菌株的糖蛋白前体N末端存在的信号肽融合到Flag序列上游以避免表达问
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题。

[0305] 无论是编码单个或融合的Mtb基因，用于免疫的质粒都在无内毒素条件下产生。

[0306] 重组MVA的构建

[0307] 标签序列的去除

[0308] 从Mtb抗原融合物去除标签序列以避免它们存在于MVA载体中。使用QuikChange定

点诱变试剂盒(Stratagene)和如下面表2所示的合适引物对，通过定向诱变去除位于Mtb融

合物盒内部的标签序列(即存在于信号肽和Mtb融合物的第一个氨基酸之间的Flag，以及存

在于Mtb融合物的最后一个氨基酸和膜锚定肽之间的c-myc标签)。使用允许在融合物两端

添加起始密码子Met和终止密码子的引物，通过PCR去除位于Mtb融合物盒之外的标签序列

(针对细胞质融合物和His标签)。

[0309] 表2

[0310]

[0311] MVATG18355(融合物n°13)的构建

[0312] 将编码融合物n°13(SF-Rv2029c*-Rv2626-Rv1733c*-Rv0111*，如SEQ  ID  NO:38从

1到28和37到932的部分所示)的核苷酸序列置于p7.5K启动子(SEQ  ID  NO:80；CCACCCACTT

TTTATAGTAAGTTTTTCACCCATAAATAATAAATACAATAATTAATTTCTCGTAAAAGTAGAAAATATATTCTAAT

TTATTGCACGGTAAGGAAGTAGAATCATAAAGAACAGT)的控制下。后者使用合适的引物对OTG20405

(SEQ  ID  NO:81)和OTG20406(SEQ  ID  NO:82)，通过PCR从VV(牛痘病毒)哥本哈根菌株的DNA

扩增，而融合物n°13序列利用OTG20407(SEQ  ID  NO:83)和OTG20408(SEQ  ID  NO:84)，通过

PCR从质粒pTG18342扩增。然后利用引物OTG20405(SEQ  ID  NO:81)和OTG20408(SEQ  ID  NO:

84)，通过双重PCR重新装配p7.5K和融合物n°13编码序列。将所获片段插入牛痘转移质粒

pTG17960的BglII和NotI限制性酶切位点，得到pTG18355。

[0313] 将MVA转移质粒pTG17960设计为允许通过同源重组将待转移的核苷酸序列插入

MVA基因组的deletion  III中。它来源于质粒pTG1E(描述于Braun等，2000，Gene  Ther.7:

1447)，将围绕MVAdeletion  III(Sutter  and  Moss，1992，Proc.Natl.Acad .Sci.USA89:

10847)的侧翼序列(BRG3和BRD3)克隆入所述质粒中。转移质粒还包含维多利亚多管水母

(Aequorea  victoria)增强绿色荧光蛋白(eGFP基因，分离自pEGP-C1，Clontech)和大肠杆
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菌黄嘌呤-鸟嘌呤磷酸核糖转移酶基因(gpt基因)的融合物，其受到早晚期牛痘病毒合成启

动子p11K7.5(R.Wittek惠赠，University  of  Lausanne)的控制。黄嘌呤鸟嘌呤磷酸核糖转

移酶的合成使GPT+重组MVA能够在包含霉酚酸、黄嘌呤和次黄嘌呤的选择性培养基中生长

(Falkner等，1988，J.Virol.62，1849-54)，eGFP使得能够观察重组MVA噬斑。将选择标记物

eGFP-GPT按照相同方向置于两个同源序列之间。在克隆选择后，可以通过没有选择(允许

eGFP-GPT重组MVA的生长)的数次传代轻易去除选择标记物。

[0314] 在感染MVA并用pTG18355进行Nucleofection转染的原代鸡胚胎成纤维细胞(CEF)

中，通过同源重组产生MVATG18355。在包含霉酚酸、黄嘌呤和次黄嘌呤的选择性培养基存在

的条件下生长后，通过噬斑纯化进行病毒选择。如上所述，继而通过在非选择性培养基中传

代去除选择标记物。通过PCR验证不存在亲代MVA的污染。

[0315] MVATG18364(融合物n°13+融合物n°4)的构建

[0316] 将编码融合物n°4(SR-RPFB-Dhyb*-Ag85B*-TB10.4-ESAT6-TMR，如SEQ  ID  NO:32

从1到23然后是32到855和866到932的部分所示)的核苷酸序列置于pH5R启动子(SEQ  ID 

NO:85，TTTATTCTATACTTAAAAAATGAAAATAAATACAAAGGTTCTTGAGGGTTGTGTTAAATTGAAAGCGAGA

AATAATCATAAATTATTTCATTATCGCGATATCCGTTAAGTTTG)的控制下，所述pH5R启动子是利用引

物对OTG20445(SEQ  ID  NO:86)和OTG20446(SEQ  ID  NO:87)通过PCR从野生型MVA的基因组

DNA克隆的。扩增产物用NotI和PacI消化。利用OTG20447(SEQ  ID  NO:88)和OTG20380(SEQ 

ID  NO:89)引物通过PCR从pTG18339扩增融合物n°4编码序列。扩增产物用PacI和XhoI消化。

将两个片段一起克隆入NotI和XhoI限制性酶切的pTG18355，得到pTG18364。

[0317] 如上所述通过同源重组在CEF中产生MVATG18364病毒。

[0318] MVATG18365(融合物n°13+融合物n°11)的构建

[0319] 将编码融合物n°11(RPFB-Dhyb*-Ag85B*-TB10.4-ESAT6，如SEQ  ID  NO:33从第10

位到第833位的部分所示，之前的第1位是Met起始密码子)的核苷酸序列置于pH5R启动子的

控制下。所述启动子利用OTG20445(SEQ  ID  NO:86)和OTG20446(SEQ  ID  NO:87)引物，通过

PCR从pTG18364获得，并用NotI和PacI消化扩增的片段。利用引物对OTG20448(SEQ  ID  NO:

90)和OTG20382(SEQ  ID  NO:91)，通过PCR从pTG18297克隆融合物n°11编码序列，并用PacI

和XhoI消化扩增产物。将两个片段一起克隆入NotI和XhoI限制性酶切的pTG18355，得到

pTG18365。

[0320] 如上所述通过同源重组在CEF中产生MVATG18365病毒。

[0321] MVATG18376(融合物n°13+融合物n°4+融合物n°5)的构建

[0322] 将编码融合物n°5(SR-Rv0569-Rv1813*-Rv3407-Rv3478-Rv1807-TMR，如SEQ  ID 

NO:34从第1位到第23位继之以第32位到第1115位和第1126位到第1192位的部分所示)的核

苷酸序列置于B2R启动子(SEQ  ID  NO:92，TATATTATTAAGTGTGGTGTTTGGTCGATGTAAAATTT-TT

GTCGATAAAAATTAAAAAATAACTTAATTTATTATTGATCTCGTGTGTACAACCGAAATC)的控制下。所述启

动子利用引物对OTG20469(SEQ  ID  NO:93)和OTG20470(SEQ  ID  NO:94)，通过PCR从VV 

Western  Reserve菌株DNA扩增，并用XhoI和NheI消化扩增片段。使用引物对OTG20472(SEQ 

ID  NO:95)和OTG20473(SEQ  ID  NO:96)从pTG18340扩增融合物n°5编码序列，然后用NheI和

BamHI限制性酶切。将两个消化片段一起克隆入XhoI和BamHI线性化的pTG18364，以产生

pTG18376。
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[0323] 如上所述通过同源重组在CEF中产生MVATG18376病毒。

[0324] MVATG183777(融合物n°13+融合物n°11+融合物n°5)的构建

[0325] 利用如上所述的引物对OTG20469和OTG20470从pTG18376扩增B2R启动子，并用

XhoI和NheI消化。如上所述扩增编码融合物n°5(SR-Rv0569-Rv1813*-Rv3407-Rv3478-

Rv1807-TMR)的核苷酸序列，并克隆入由XhoI和BamHI线性化的pTG18364(在B2R启动子的控

制下)以产生pTG18377。

[0326] 如上所述通过同源重组在CEF中产生MVATG18377病毒。

[0327] MVATG18378(融合物n°13+融合物n°4+融合物n°9)的构建

[0328] 利用引物对OTG20483(SEQ  ID  NO:97)和OTG20474(SEQ  ID  NO:98)，通过PCR从

pTG18295扩增编码融合物n°9(Rv0569-Rv1813*-Rv3407-Rv3478-Rv1807，如SEQ  ID  NO:35

从第10位到第1093位的部分所示，之前的第1位是Met起始密码子)的核苷酸序列。扩增产物

用NheI和BamHI消化，并与XhoI和NheI限制性酶切的B2R启动子(如上所述从pTG18376扩增)

克隆入由XhoI和BamHI线性化的pTG18364，产生pTG18378。

[0329] 如上所述通过同源重组在CEF中产生MVATG18378病毒。

[0330] MVATG18379(融合物n°13+融合物n°11+融合物n°9)的构建

[0331] 如上所述扩增编码融合物n°9(Rv0569-Rv1813*-Rv3407-Rv3478-Rv1807)的核苷

酸序列和B2R启动子，并一起克隆入由XhoI和BamHI线性化的pTG18365，产生ptg18378。

[0332] 如上所述通过同源重组在CEF中产生MVATG18379病毒。

[0333] MVATG18404(融合物n°14+融合物n°6)的构建

[0334] 使用引物对OTG20407(SEQ  ID  NO:83)和OTG20525(SEQ  ID  NO:99)，通过PCR从

pTG18343扩增编码融合物n°14(SF-Rv2029c*-TB10.4-ESAT6-Rv0111*，如SEQ  ID  NO:39从

第1位到第28位和第37位到第831位的部分所示)的核苷酸序列。利用OTG20524(SEQ  ID  NO:

100)和OTG20406(SEQ  ID  NO:82)引物，通过PCR从pTG18355获得p7.5K启动子。然后使用

OTG20524(SEQ  ID  NO:100)和OTG20525(SEQ  ID  NO:99)，通过双重PCR将融合物n°14编码序

列克隆在p7.5K启动子的控制下。将所获片段用BamHI和NotI限制性酶切，并插入牛痘转移

质粒pTG17960的BglII和NotI限制性酶切位点，产生pTG18395。

[0335] 使用引物对OTG20527(SEQ  ID  NO:101)和OTG20376(SEQ  ID  NO:102)，通过PCR从

pTG18341扩增编码融合物n°6(SS-Ag85B*-Rv2626-RPFB-Dhyb*-Rv1733c*，如SEQ  ID  NO:36

第1位到第23位和第32位到第956位的部分所示)的核苷酸序列，并用PacI和XhoI消化扩增

产物。如上所述从pTG18355扩增pH5R启动子，并用NotI和PacI消化。将两个消化片段一起克

隆入由NotI和XhoI线性化的pTG18395，产生质粒pTG18404。

[0336] 如上所述通过同源重组在CEF中产生MVATG18404病毒。

[0337] MVATG18417(融合物n°14+融合物n°6+融合物n°5)的构建

[0338] 通过用XhoI和BamHI消化pTG18376获得置于B2R启动子控制下的编码融合物n°5

(SR-Rv0569-Rv1813*-Rv3407-Rv3478-Rv1807-TMR)的核苷酸序列。将所获片段插入用相同

酶消化的pTG18404，产生pTG18417。

[0339] 如上所述通过同源重组在CEF中产生MVATG18417病毒。

[0340] MVATG18418(融合物n°14+融合物n°6+融合物n°9)的构建

[0341] 通过用XhoI和BamHI消化pTG18379获得置于B2R启动子控制下的编码融合物n°9
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(Rv0569-Rv1813*-Rv3407-Rv3478-Rv1807)的核苷酸序列。将所获片段插入用相同酶限制

性酶切的pTG18404，产生pTG18418。

[0342] 如上所述通过同源重组在CEF中产生MVATG18418病毒。

[0343] 制备和蛋白纯化

[0344] 4种大肠杆菌菌株被检验用于表达单个Mtb抗原。所有菌株在它们的基因组携带

DE3原噬菌体，其允许通过乳糖或乳糖类似物(即IPTG)诱导T7聚合酶的表达。4种菌株是作

为蛋白表达典型菌株的Bl21(DE3)(Lucigen)，用于表达毒性蛋白的C41(DE3)(Lucigen)，用

于具有不同于大肠杆菌密码子使用的蛋白表达的Bl21(DE3)Rosetta(Merck  Chemical)，和

用于表达具有跨膜肽的蛋白(例如Rv1733c)的C43(DE3)(Lucigen)。此外，为了优化抗原产

生，检验了3种不同温度和生产时间。

[0345] 用于确定最优条件的表达测定

[0346] 用编码待产生的Mtb抗原的质粒转化每种大肠杆菌菌株。从新转化的平板分离5个

集落，接种于50ml存在氨苄青霉素的LB(Luria  Broth)培养基，并在37℃摇动条件下生长过

夜。用预培养样本接种含自体诱导培养基(AI培养基，包含葡萄糖/乳糖和抗生素；Studier，

2005，Protein  Expr  Purif .41:207-34)的长颈瓶，然后分别在18℃、30℃和37℃培养24、8

和8小时。温育结束后，测量600nm吸光度，并通过离心收集细胞。将细胞沉淀重悬于PBS，并

针对每种检验的培养条件，将OD  600nm调节为大约50，然后通过超声裂解细胞。然后在4℃

于10,000g将细胞裂解物离心10分钟，然后将上清液和沉淀物的样本(通常10μl)上样于

SDS-PAGE以估算最优条件。

[0347] Mtb抗原的产生和纯化

[0348] 利用之前确定的最优条件，从在2L长颈瓶中生长的500mL培养物纯化包含His标签

的Mtb抗原。通过离心收集细胞，将对应于250mL培养物的沉淀物保存于-20℃直至使用。根

据抗原溶解度，将收集的细菌重悬于PBS或胍中，进行超声处理以裂解细胞，根据制造商的

推荐，在天然或变性条件下利用Ni  sepharose  6  fast  Flow树脂(GE  Healthcare；参照号

17-5318)通过IMAC亲和层析进行纯化。通过使用增加浓度的咪唑(50mM、100mM和250mM)洗

脱蛋白。汇集包含纯蛋白的组分，并根据抗原的溶解度透析PBS或尿素。

[0349] 蛋白表征

[0350] 进行各种试验以估计存在于洗脱组分中的纯化Mtb抗原的数量和质量。

[0351] 利用来自Charles  River  Laboratories的Portable  Test  System(PTS)测量内毒

素水平。根据制造商的推荐使用检测范围为0.005到0.5EU/mL的卡片(cartridge)。

[0352] 根据制造商的推荐，通过Bradford测定法(Bioroad)测定蛋白浓度。在样品缓冲液

中稀释的牛血清白蛋白(BSA)被用作标准品。

[0353] 可以通过SDS-PAGE(4-12％Invitrogen)电泳鉴定洗脱组分和透析溶液的纯度。

[0354] 使用MALDI(基质辅助激光解吸/电离)或电喷射方法测量纯化蛋白的质量。将测量

的质量与计算的质量进行比较，以便确定蛋白是否是完整的。通过对胰蛋白酶消化后产生

的肽的质量测量，确认溶液或凝胶条带中蛋白的身份。通过MALDI和/或与串联质谱(LC/MS/

MS)偶联的液相层析确定肽的质量。将测量的肽质量与计算的肽质量进行比较，以便验证蛋

白的身份。

[0355] 抗Mtb抗原的抗体的产生
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[0356] 用两种不同的抗原特异性肽的混合物(Eurogentec；Seraing，Belgium)免疫兔后，

产生针对各种Mtb抗原的抗体。在运行表位B预测程序后，选择具有15或16个氨基酸残基的

肽。在第0天用两种特定肽免疫兔并在第7、10和18天进行3次加强后，产生抗Rv1733c*、

Rv2029c*、Rv0569、Rv1807、Rv0111、RPFB-Dhyb*，Rv1813*和Rv3407抗原的抗血清。在第一次

肽注射前和第21天采集血液样品。第29天进行兔的最终放血。对于Rv3478，在第0、22、49和

77天用两种特定16mer肽注射兔。在第一次肽注射前以及第31和59天采集血液样品。第87天

进行兔的最终放血。

[0357] 使用特定肽通过ELISA，并使用单个Mtb基因表达质粒通过蛋白印迹分析来鉴定最

终血清。

[0358] Mtb融合蛋白的体外试验

[0359] DNA介导表达产物的蛋白印迹

[0360] 利用Lipofectamine  2000(Invitrogen；#11668-019)，使用5μg编码Mtb抗原融合

物或单个基因的各种质粒转染2x106HEK293细胞，转染后18h向生长培养基添加蛋白酶体抑

制剂MG132(10μM)。pGWIZ质粒用做阴性对照。48小时后弃去培养基，并用450μL/皿添加β-巯

基乙醇(5％v:v)的Tris-Glycin-SDS  2X缓冲液(参考号:LC2676；Novex)裂解细胞。然后超

声处理裂解物，并在95℃煮沸5分钟。使用Criterion  Precast凝胶系统(Biorad)，在预制

10％Criterion凝胶上对30微升细胞裂解物进行电泳。电泳后将蛋白转移到PVDF膜

(Macherey  Nagel，741260)。利用1/500稀释的抗Flag  M2过氧化物酶(HRP)单克隆抗体

(Sigma；#A8592)或1/5000稀释的抗His过氧化物酶单克隆抗体(Invitrogen；#R931-25)进

行免疫检测。使用ImmunStar  WesternC试剂盒(Biorad，ref  170.5070)显影免疫复合物。

[0361] 如上所述的免疫兔后获得的血清(1/1000稀释)也用于Rv1733c*、Rv2029c*、

Rv0569、Rv1807、Rv0111*、Rpf-B-D、Rv1813*、Rv3407和Rv3478的蛋白印迹检测。商品化抗体

分别用于检测ESAT6、Ag85B*、TB10.4和Rv2626，小鼠单克隆抗体HYB076-08(Santa-Cruz；#

sc-57730，1/500稀释)用于ESAT6，兔多克隆抗血清NR-13800(BEI，1/5000稀释)用于

Ag85B*，小鼠单克隆抗体26A11(Lifespan-Biosciences；#LS-C91052，1/1000稀释)用于

Rv2626，多克隆兔抗体ABIN361292(Antibodies–online，1/1000稀释)用于TB10.4。

[0362] MVA介导表达产物的蛋白印迹

[0363] 用MOI  1的各种产生Mtb抗原融合物的MVA感染106个A549细胞，感染后30分钟向生

长培养基添加蛋白酶体抑制剂MG132(10μM)。MVATGN33.1空载体用作阴性对照。24小时后弃

去培养基，并用300μL/皿添加β-巯基乙醇(5％v:v)的Tris-Glycin-SDS  2X缓冲液(参考号:

LC2676；Novex)裂解细胞。然后超声处理裂解物，并在95℃加热5分钟。使用Criterion 

Precast凝胶系统(Biorad)，在预制4-15％Criterion凝胶上对20微升细胞裂解物进行电

泳。电泳后将蛋白转移到PVDF膜( TurboTM  Transfer  System(#170-4155，

Biorad))。如上所述使用与DNA质粒表达产物有关的Mtb特异性抗体进行免疫检测。使用

ImmunStar  WesternC试剂盒(Biorad，ref  170.5070)显影免疫复合物。

[0364] 小鼠模型中的免疫原性鉴定

[0365] DNA免疫方案

[0366] 用融合物编码质粒或编码所述融合物中包括的单个Mtb抗原的质粒混合物对小鼠

免疫3次，中间间隔2或3周。将溶于100μL无菌PBS的100μg  DNA通过肌内途径注射入胫骨前
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肌肌肉。在最后一次DNA注射后2周通过ELISpot  IFNγ测定鉴定细胞免疫应答。

[0367] MVA免疫方案

[0368] 在BALB/c、转基因HLA-A2、C57BL/6和C3H/HeN小鼠中鉴定MVA  TB候选物的免疫原

性。在尾基部皮下施用每种MVA载体，每次剂量为溶于100μL  Tris-HCl缓冲的并包含蔗糖的

缓冲液的1x107pfu。在MVA注射后7天通过ELISpot  IFNγ测定鉴定细胞免疫应答

[0369] 肽库(library)

[0370] 使用肽库对来自免疫小鼠的脾细胞进行离体再刺激。更确切地说，合成

(ProImmune)679种肽(15mers，有11个氨基酸重叠)，其覆盖上述融合物包含的所有14种Mtb

抗原。在DMSO中制备肽库(pool)，终浓度为1μmol/L。需要1-4个库以便覆盖每种Mtb抗原的

全长。

[0371] Rv1733c被18肽和17肽的两个库覆盖。库1∶覆盖Rv1733c残基62到144的18肽；库2∶

覆盖Rv1733c残基134到210的17肽。

[0372] Rv2029c被4个19肽库覆盖。库1∶覆盖Rv2029c残基1到87的19肽；库2∶覆盖Rv2029c

残基到163的19肽；库3∶覆盖Rv2029c残基153到239的19肽；库4∶覆盖Rv2029c残基229到314

的19肽。

[0373] Rv0569被1个覆盖Rv0569残基1到88的20肽库覆盖。

[0374] Rv1807被4个肽库覆盖，前3个是25肽库，第4个是22肽库。库1∶覆盖Rv1807残基1到

111的25肽；库2∶覆盖Rv1807残基101到211的25肽；库3∶覆盖Rv1807残基201到311的25肽；

库4∶覆盖Rv1807残基301到399的22肽。

[0375] Rv0111被4个肽库覆盖，前3个是20肽库，第4个是19肽库。库1∶覆盖Rv0111残基361

到451的20肽；库2∶覆盖Rv0111残基441到531的20肽；库3∶覆盖Rv0111残基521到611的20

肽；库4∶覆盖Rv0111残基601到685的19肽。

[0376] RpfB-Dhyb被4个肽库覆盖，前3个是22肽库，第4个是19肽库。库1∶覆盖RpfB残基30

到127的22肽；库2∶覆盖RpfB残基117到215的22肽；库3∶覆盖RpfB残基205到284和RpfD残基

53到71的22肽；库4∶覆盖RpfD残基61到146的19肽。

[0377] Rv1813被1个覆盖Rv1813残基34到143的25肽库覆盖。

[0378] Rv3407被1个覆盖Rv3407残基1到99的22肽库覆盖。

[0379] Rv3478被4个24肽库覆盖。库1∶覆盖Rv3478残基1到107的24肽；库2∶覆盖Rv3478残

基97到203的24肽；库3∶覆盖Rv3478残基193到299的24肽；库4∶覆盖Rv3478残基289到393的

24肽。

[0380] Rv2626被2个17肽和16肽库覆盖。库1∶覆盖Rv2626残基1到79的17肽；库2∶覆盖

Rv2626残基69到143的16肽。

[0381] Ag85B被3个23肽库覆盖。库1∶覆盖Ag85B残基39到141的23肽；库2∶覆盖Ag85B残基

131到233的23肽；库3∶覆盖Ag85B残基223到325的23肽。

[0382] ESAT-6被1个覆盖ESAT-6残基1到95的21肽库覆盖。

[0383] TB10.4被1个覆盖TB10.4残基1到95的21肽库覆盖。

[0384] IFNγELISpot测定

[0385] 收集来自免疫小鼠的脾细胞，并裂解红细胞(Sigma，R7757)。在包被抗小鼠IFNγ

单克隆抗体(BD  Biosciences；10μg/mL，551216)的Multiscreen板(Millipore，MSHA 

说　明　书 40/59 页

44

CN 104640564 B

44



S4510)中培养2x105细胞/孔，一式三份，所述孔含有αMEM培养基(Gibco，22571)，所述培养

基添加有10％FCS(JRH，12003-100M)，80U/mL青霉素/80μg/mL链霉素(PAN，P06-07-100)，

2mM  L-谷氨酰胺(Gibco，25030)，1x非必需氨基酸(Gibco，11140)，10mM  Hepes(Gibco，

15630)，1mM丙酮酸钠(Gibco，31350)和50μMβ-巯基乙醇(Gibco，31350)，并含有10单位/mL

重组鼠IL2(Peprotech，212-12)，单独作为阴性对照，或还含有：

[0386] -上述肽库，终浓度为1μmol/L

[0387] -5μg/ml伴刀豆球蛋白A(Sigma，C5275)，作为阳性对照。

[0388] -无关肽

[0389] 如前所述(Himoudi等，2002，J.Virol.76:12735-46)，通过ELISpot(细胞因子特异

性酶联免疫斑点)测定定量产生IFNγ的T细胞。结果如三个孔获得的平均值所示。通过计算

对应于单独培养基观察到的斑点平均值+2标准偏差的阈值(报告为106细胞)，确定用于观

察应答阳性的实验阈值(或截断值)。与CTL  ELISpot读数器相连的技术截断值也被限定为

50个斑点/106个细胞(高于该值的读数器的CV(变异系数)系统地低于20％)。通过使用

Kruskal-Wallis检验进行ELISpot应答的统计学分析，当获得显著差异时，继而进行Mann-

Whitney检验。等于或低于0.05的P值被认为是显著的。

[0390] 在小鼠中鉴定包含Mtb抗原的疫苗抗结核分枝杆菌感染的治疗功效

[0391] 在第0周联合使用量入式Henderson装置与Aero控制单元(Hartings等，2004，J 

Pharmacol  Toxicol  Methods  49:39-55)，对雌性C57BL/6小鼠(6到8周龄)进行雾化攻击。

结核分枝杆菌攻击菌株H37Rv(NCTC  7416)在恒化器中培养(James等，2000，J  Appl 

Microbiol  88:669-77)，并在Collison喷雾器中产生平均直径为2μm的微粒，并直接递送到

动物鼻部。调节Collison喷雾器中的悬液，以给每组小鼠递送大约100CFU/肺的估算吸入剂

量。

[0392] 在感染后第10和14周，在尾基部一个位点皮下给予MVATG18364、MVATG18376或

MVATG18377(107pfu/100μL/小鼠)对小鼠进行免疫。一组小鼠注射MVATGN33.1作为阴性对

照(107pfu/100μL/小鼠)。

[0393] 利用异烟肼(INH，25mg/kg体重)和利福喷丁(RIF，10mg/kg体重)通过口服管饲法

治疗小鼠，每周一次，共10周，从第6周到第15周(方案改编自Aagaard等，2011，Nat  Med，17:

189-194)。在药物治疗前6周杀死5只小鼠。

[0394] 杀死每组的小鼠，5只在抗生素治疗结束时(感染后15周)杀死以确定治疗期结束

时的清除率，其他小鼠在第21周杀死。无菌取出器官(例如脾)，在尸体解剖当天冷冻，并进

行处理以用于细菌载量分析。将器官匀浆样品的系列稀释物种于7H11  Middlebrook  OADC

选择性琼脂，并孵育至3周以计数活的分枝杆菌(CFU)。细菌载量数据表示为Log10总集落形

成单位(CFU)。

[0395] 比较MVA候选物的治疗功效，并使用Mann-Whitney检验进行分级。低于0.05的P值

被认为是显著的。

[0396] 结果

[0397] 实施例1∶选择用于免疫原性组合的合适Mtb抗原∶

[0398] Mtb基因组表达大约4000个基因，但大多数基因产物在Mtb生命周期中的功能和作

用还没有被表征。如材料和方法部分所述，研究来自当前文献和数据库有关Mtb抗原的现有
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数据，目标是鉴定来自Mtb基因组的最合适基因/抗原集，以提供能够在天然感染过程的所

有期激发抗TB免疫的免疫治疗性疫苗。

[0399] 这些文献分析允许“预选择”属于全部3个感染期的一组33种Mtb抗原，即7种活跃

期抗原，5种复苏期(Rpf)抗原，19种潜伏期抗原以及2种PE/PPE抗原。

[0400] ‐活跃期抗原：ESAT-6(Rv3875)，CFP-10(Rv3874)，TB10 .4(Rv0288)，Ag85A

(Rv3804)，Ag85B(Rv1886)，和2种“ESAT-6样抗原”(Rv3620和Rv3619)；

[0401] ‐2种PE/PPE抗原(Rv2608和Rv3478)，其看起来与毒性有关。

[0402] ‐复苏期抗原∶预选择5种现有的Rpfs基因(RpfA(Rv0867c)，RpfB(Rv1009)，RpfC

(Rv1884c)，RpfD(Rv2389)，RpfE(Rv2450c))。Rpfs是分泌或膜结合的胞壁质水解酶，其表达

需要休眠细胞的复苏。

[0403] ‐从所述超过150种现有潜伏基因中预选择19种潜伏抗原。更确切地说，12种属于

DosR调节子，一组45种基因的表达在潜伏期增加，并从在被认为模拟Mtb在体内面临的潜伏

期条件的培养条件下表达被调节的基因中选择5种。还基于最近描述的临床前和早期临床

阶段选择3种潜伏抗原(Bertholet等，2008，J.Immunol.181:7948-57；Bertholet等，2010，

Sci  Transl  Med  2:53ra74，Mollenkopf等，2004，Infect  Immun  72:6471-9)。总之，预选择

的19种潜伏抗原是Rv1733c、Rv2029c、Rv1735、Rv1737、Rv2628、Rv0569、Rv2032、Rv2627c、

Rv0111、Rv3812、Rv1806、Rv1807、Rv0198、Rv2626、Rv0081、Rv2005c、Rv2660、Rv3407和

Rv1813。

[0404] 然后，进行第二次选择以将33种预选择的Mtb抗原进行排序。Mtb抗原的第二次选

择基于以数据采掘为基础的选择方法(参见材料和方法)(反映它们的免疫和预防潜能(保

留的最高分))以及生化预测。

[0405] 选择下列抗原∶

[0406] -潜伏期抗原∶Rv1733c，Rv2029c，Rv0569，Rv0111，Rv1807和Rv3407。还选择Rv2626

和Rv1813，因为它们很好的数据采掘分数和生化预测分数。

[0407] -活跃期抗原∶ESAT-6(Rv3875)，TB10.4(Rv0288)，Ag85B(Rv1886)和Rv3478。应注

意，预选择的活跃期Rv3619抗原具有良好的数据采掘分数，但是作为ESAT-6样蛋白，由于未

显示比ESAT-6自身更好的分数，其没有保留在选择列表中。另一个实例，活跃Rv2608和

Rv3478抗原具有相同的数据采掘分数，但基于Rv3478在人队列研究中诱导更高的应答者百

分比的能力而选择Rv3478。

[0408] -复苏期抗原∶RpfB和RpfD。在5种复苏基因产物中，3种Rpf比较突出(RpfB，D和E)，

在运行数据采掘评分方法后具有非常类似的分数，但出于2个主要原因，只选择RpfB和D。首

先，就细胞和体液应答来说，在5种Rpfs中有4种报道有交叉反应性(Yeremeev等，2003，

Infect  Immun  71:4789-94)，除了RpfB，这是我们选择后者的理由。其次，基于RpfB和D之间

溶菌酶结构域(LD)的序列同源性低于RpfB和E之间，在序列分析后选择RpfD而非RpfE。因此

推定保留Rpf  B和D足以产生针对5种Rpf的免疫应答。

[0409] 实施例2∶融合设计

[0410] 进行广泛的计算机结构预测和文献分析，以便预测材料和方法部分所述选择的

Mtb抗原的生化特性和/或生物学功能。

[0411] 将选择的14种抗原候选物分类为需要不同类型的分析的3组。
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[0412] -具有涉及它们在各种病毒载体中表达的现有数据的抗原，即MVA(Kolilab等

2010，Clin  Vaccine  Immunol  17:793-801)、牛痘病毒(Malin等2000，Microbes  Infect  2:

1677-85)和腺病毒(Mu等，2009，Mol  Ther  17:1093-100；Dietrich等2005，J  Immunol  174:

6332-9；和Havenga等2006；J  Gen  Virol  87:2135-43)中的Ag85B  ESAT-6和TB10-4。在这些

情况下，文献分析是设计插入载体构建体的序列的主要信息来源。

[0413] -没有关于病毒载体化报道的数据，但与已知结构的蛋白相同或同源的抗原。在这

些情况下，结构数据是设计插入载体构建体的Mtb序列的主要信息来源(Rv2626，Rv2029c，

RpfB，RpfD和Rv0569)。

[0414] -没有关于病毒载体化报道的数据，并且与已知结构的任意蛋白没有同源性的抗

原。在这些情况下，使用计算机生化分析和预测来表征抗原，并设计插入载体构建体的Mtb

序列(Rv0111，Rv3407，Rv3478，Rv1807和Rv1813)。

[0415] Ag85B抗原的设计

[0416] Ag85B显示长40个残基的肽信号，其在Kolilab的MVA载体中保守，但在Malin的牛

痘病毒和腺病毒构建体中不保守。因为预测Ag85B信号肽是TM结构域，本发明人推荐在本发

明的载体构建体中不保留Ag85B肽信号。推荐用于本文所述载体构建的Ag85B*一级结构对

应于SEQ  ID  NO:20所示的氨基酸序列。

[0417] ESAT-6抗原的设计

[0418] ESAT-6与CFP-10形成异二聚体复合物，预期这种异二聚体相互作用诱导这两种蛋

白的折叠。单独的ESAT-6是熔化球样状态，当与CFP10复合时，是螺旋-转角-螺旋。因此，与

其配偶体结合的ESAT-6比单独表达的ESAT-6更稳定。但是，推荐的用于本文所述载体构建

的ESAT-6一级结构对应于全长蛋白(SEQ  ID  NO:14显示的氨基酸序列)，最终不含其起始密

码子Met(例如如果在融合物中的内部位置)。

[0419] TB10-4(Rv0288)的设计

[0420] TB10-4与ESAT-6属于同一蛋白家族。TB10-4的NMR结构显示，其与Rv0287形成预期

可以稳定结构的异二聚体复合物。没有关于痘病毒的TB10-4表达的公开报道，但有报道全

长TB10-4在腺病毒载体中的表达，其采用与Ag85A或Ag85B的C末端部分融合的形式。基于

此，推荐用于本文描述的载体构建的TB10.4一级结构对应于全长蛋白(SEQ  ID  NO:2显示的

氨基酸序列)，最终不含其起始密码子Met。

[0421] Rv2626的设计

[0422] Rv2626的结晶(Sharpe等，2008，J  Mol  Biol  383:822-36)显示它表达为具有亚单

位内和亚单位间二硫键的同二聚体。预测Rv2626没有信号肽。因为Rv2626具有非常定义明

确的折叠，推荐用于本文描述的载体构建的Rv2626一级结构对应于全长蛋白(SEQ  ID  NO:

10显示的氨基酸序列)，最终不含其起始密码子Met。

[0423] Rv0569的设计

[0424] Rv0569结构未知，但该蛋白与Rv2302在76个氨基酸重叠区(相较于88个残基)中显

示62％相同性(81％相似性)。已经通过NMR解析了后者结构(Buchko等，2006，Bacteriol 

188:5993-6001)，其在溶液中显示具有反平行β-片层核心和C末端α-螺旋的非常好的折叠

结构。没有关于该蛋白卷曲螺旋的预测。没有与Rv0569蛋白有关的已知功能。由于潜在的非

常定义明确的折叠，推荐用于本文描述的载体构建的Mtb  Rv0569一级结构对应于全长蛋白
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(SEQ  ID  NO:3显示的氨基酸序列)，最终不含其起始密码子Met。

[0425] Rv2029c的设计

[0426] Rv2029c结构是未知的，但该蛋白显示与大肠杆菌的磷酸果糖激酶-2(pfk2)在

310aa重叠区(相较于339个氨基酸)中35％的相同性。此外，PROSCAN检索鉴定出一个完全保

守的碳水化合物激酶特征。因此，Rv2029c在Mtb中可能具有磷酸果糖激酶活性。磷酸果糖激

酶在糖酵解期间催化果糖-6-磷酸的磷酸化。当结合ATP时，大肠杆菌pfk2结构是四聚体，当

培养基中不存在ATP时，是二聚体(酶活性的变构调节)。在大肠杆菌酶中，C末端最后4个残

基的缺失完全抑制ATP诱导的四聚体化。因此，为了避免Rv2029c的寡聚异质性(二聚体和四

聚体形式的混合)，推荐去除C末端部分(即去除最后25个残基)。此外，为了消除Rv2029c的

酶活性，推荐突变D265N(从Met起始密码子开始的第265位，或无Met的第264位)，因为它几

乎完全消除大肠杆菌pfk-2的酶活性(Cabrera等，2010，Arch  Biochem  Biophys  502:23-

30)。基于此，推荐用于本文所述载体构建的Rv2029c抗原(Rv2029c*)一级结构对应于SEQ 

ID  NO:21所示的氨基酸序列。

[0427] RpfB和RpfD的设计

[0428] 复苏促进因子(Rpf)是分泌蛋白，其在细菌的再活化期(从休眠转换到生长)产生。

结核分枝杆菌具有5种不同的Rpf(A到E)，所有都包含保守的催化结构域(溶菌酶样结构

域)。除了该结构域外，这5种蛋白不存在显著相似性。已经获得约一半分子的RpfB结构(残

基194-362)，并预测了信号肽(残基1-29；Ruggiero等2009，J  Mol  Biol  385:153-62)。当在

大肠杆菌中表达时，全长蛋白(不含其信号肽)作为单体起作用。

[0429] 对RpfB进行计算机预测和分析，以分析结构未知的蛋白部分(30-193)。除信号肽

之外，预测没有跨膜结构域。HCA曲线、二级结构预测和天然无序区预测与30-193区域的定

义明确的折叠一致。使用PROSCAN对已知基序的卷曲螺旋预测和查找未获得任何显著结果。

[0430] 在耻垢分枝杆菌复苏测定中，已经证明催化结构域的活性取决于一个保守残基，

其在藤黄微球菌(Micrococcus  luteus)Rpf的复苏活性中是必需的(突变E292K；

Mukamolova等2006，Mol  Microbiol  59:84-98)。此外，两个残基T315和Q347参与溶菌酶的

底物结合，并且在RpfB中是保守的(Cohen-Gonsaud等，2005，Nat  Struct  Mol  Biol  12，

270-3)。

[0431] 此外，已经选择设计对应于RpfB分子的RPFB-D杂种，其催化结构域被Rpf中最趋异

的催化结构域(即RpfD催化结构域)取代。因此，在病毒载体中表达的RPFB-D杂种是具有因3

个突变(E292K，T315A和Q347A)所产生的中和催化活性，且不含信号肽的杂种蛋白。推荐用

于融合物的这种RPFB-D杂种蛋白的一级结构对应于SEQ  ID  NO:31所示的氨基酸序列，从

RpfB的残基10到残基283并融合RpfD的残基51到残基147，最终含有起始密码子Met。

[0432] Rv1807的设计

[0433] Rv1807结构没有公开，但针对PDB数据库的BLAST检索得到只与Mtb  PPE蛋白

(Rv2430)前150个残基的匹配。PE/PPE是Mtb蛋白的一个大家族(大约100个PE和60个PPE成

员)，它们在其N末端部分具有共有的PE(脯氨酸，谷氨酸)或PPE(脯氨酸，脯氨酸，谷氨酸)基

序。PE蛋白与PPE以异二聚体表达，它们的功能还是未知的。针对UNIPROT-SWISSPROT的

BLAST检索得到数个匹配，但它们都是其他的Mtb  PPE，没有获得额外信息。

[0434] 在大肠杆菌中，只有作为异二聚体表达时，可溶性PPE(Rv2430)或PE(Rv2431)的表
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达似乎才是可能的(Strong等2006，Proc  Natl  Acad  Sci  103:8060-5)。这些作者报道称，

在大肠杆菌中单独表达的Rv1807形成包涵体。PROSCAN检索未获得与已知基序的任何显著

匹配。对于该蛋白没有报道或预测信号肽或跨膜结构域。HCA曲线以及二级结构预测与完整

蛋白定义明确的折叠一致，除了最后60-70个残基区域。此外，使用天然无序区预测，最后60

个残基预测是未折叠的，而对Rv1807的卷曲螺旋预测未获得任何显著结果。

[0435] 至于ESAT6和TB10-4，Rv1807与其配偶体(即Rv1806)的共表达将有可能对蛋白稳

定性产生有利影响，从而加强其免疫原性。错误折叠蛋白(单体的)的表达可能损害重组载

体稳定性(蛋白毒性)。此外，Rv1807未折叠的C末端部分也会对免疫原性和/或重组病毒稳

定性产生不利影响。推荐的融合物使用的Rv1807的一级结构对应于全长蛋白(SEQ  ID  NO:

6)。在全长抗原遇到问题时，可以使用缺失最后60个残基的C末端截短型抗原(如SEQ  ID 

NO:18所示)。

[0436] Rv3478的设计

[0437] Rv3478是另一种PPE蛋白。其PPE结构域与Rv1807的PPE结构域57％相同(两种完整

蛋白之间有41％的相同性)。对UNIPROT-SWISSPROT的BLAST检索获得数个匹配，都是其他

Mtb  PPE。HCA曲线显示整个蛋白序列上存在的疏水片。换句话说，HCA曲线不显示Rv3478的

未折叠亲水区域。但是，对于Rv1807，预测Rv3478的最后40到50个残基是未折叠的(基于二

级结构和天然无序预测)。对于该蛋白没有报道或预测有信号肽或跨膜结构域。对Rv3478的

卷曲螺旋预测未获得任何显著结果。对于Rv1807，推荐的一级结构是全长蛋白(SEQ  ID  NO:

13)，或，如果遇到问题，推荐的一级结构是缺失最后40个残基的C末端截短型抗原(如SEQ 

ID  NO:24所示)。

[0438] Rv0111的设计

[0439] 预测Rv0111是具有可能的酰基转移酶活性的膜蛋白。通过DAS、TMHMM和TopPred预

测了10个跨膜结构域，跨越残基58到427。没有预测到信号肽。二级结构被预测遍及一级结

构，在449-469具有缺口，对应于预测的天然无序区域。对Rv0111的卷曲螺旋预测未获得任

何显著结果。

[0440] Proscan分析获得≥80％相似性的4个结果：Aldo/keto还原酶位点，酰基转移酶硫

辛酰基结合位点，糖转运蛋白特征(signature)和真核生物脂质运载蛋白。由于3种第一特

征位于蛋白的前300个残基中，因此推荐去除至少蛋白的这个部分，以避免任何可能的生物

学活性。这还允许除去蛋白的大部分跨膜结构域。因此，推荐的用于病毒载体的Rv0111一级

结构是蛋白的C末端部分(例如SEQ  ID  NO:15所示的天然抗原的残基393-685)，在分泌构建

体情况下只含1个用于胞质膜锚定的TM。如果遇到表达问题，可以使用甚至截得更短的不含

任何TM结构域的抗原(天然Rv0111的残基429-685，起始于SEQ  ID  NO:15的残基37)。

[0441] Rv1813的设计

[0442] Rv1813结构没有公开，对PDB的BLAST检索未获得匹配。Rv1813是一种小蛋白(143

个残基)，预测包含信号肽(1-32)，不包含跨膜结构域。其与Uniprot-Swissprot数据库的其

他蛋白未显示显著同源性。HCA曲线、二级结构预测和天然无序区预测都与完整蛋白定义明

确的折叠一致。卷曲螺旋预测未获得任何显著结果。TB库中未报道功能，PROSCAN检索未获

得与已知基序的显著匹配。因此将用于病毒载体的Rv1813的推荐一级结构是不含其信号肽

的全长蛋白(残基1到34)，其氨基酸序列如SEQ  ID  NO:19所示。
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[0443] Rv3407的设计

[0444] Rv3407结构没有公开，对PDB的BLAST检索未获得任何匹配。Rv3407是一种小蛋白

(99个残基)，与Uniprot-Swissprot数据库的其他蛋白没有显著同源性。对于该蛋白没有报

道或预测信号肽或跨膜结构域。HCA曲线和二级结构预测与完整蛋白定义明确的折叠一致。

但是，天然无序区预测表明，最后33个残基可能没有折叠成指定结构。与HCA和二级结构预

测不一致的这最后一个结果可能是MORE(“分子识别元件”)的特征，其在结合配偶体蛋白时

折叠。就Rv3407来说，只有当Rv3407结合其配偶体时才存在C末端α螺旋。卷曲螺旋预测未获

得任何显著结果。TB库中未报道该蛋白的功能，PROSCAN检索未获得任何与已知基序的显著

匹配。Rv3407的推荐一级结构是全长蛋白(SEQ  ID  NO:12)。如果遇到稳定性问题，可以使用

缺失最后33个残基的C末端截短型抗原(如SEQ  ID  NO:23所示)。

[0445] Rv1733c的设计

[0446] 根据UNIPROT-SWISSPROT和TB库，预测Rv1733c是膜蛋白，具有2个跨膜结构域(还

使用DAS、TMHMM和TopPred进行预测)。预测第一个TM结构域作为信号肽。除了这些跨膜结构

域外，几乎没有预测该蛋白的二级结构。HCA曲线显示，几乎没有疏水片存在于这两个跨膜

螺旋之间。最后，在这两个跨膜螺旋之间预测有天然无序区(约20残基长)。总之，这些结果

表明跨膜结构域附近可能的松散折叠。对不含其信号肽的Rv1733c的PROSCAN检索未获得与

已知基序的任何显著匹配。对Rv1733c的卷曲螺旋预测未获得任何显著结果。因此将用于病

毒载体的Rv1733c的推荐一级结构是去掉其信号肽的完整蛋白(前62个残基)，如SEQ  ID 

NO:17所示。可选地，还可以使用全长Rv1733c(SEQ  ID  NO:5)。

[0447] 实施例3∶Mtb基因融合物的构建

[0448] 如图1和表3所示，构造12种不同的融合蛋白。更具体地，如下所述基于生化原理分

别设计5种融合物：

[0449] -融合物n°3(RPFB-Dhyb*)；

[0450] -融合物n°5(Rv0569-Rv1813*-Rv3407-Rv3478-Rv1807)；

[0451] -融合物n°6(Ag85B*-Rv2626-RPFB-Dhyb*-Rv1733c*)；

[0452] -融合物n°8(Ag85B*-Rv2626-Rv1733c*)；和

[0453] -融合物n°14(Rv2029c*-TB10.4-ESAT6-Rv0111*)。

[0454] 遵循下列生化原理设计融合物

[0455] -2种二聚体蛋白(即Rv2626和Rv2929*)不应在相同融合物中融合以避免任意空间

抵触。

[0456] -两种膜蛋白不应用于相同融合物(即Rv1733c*和Rv0111*)以避免潜在毒性事件。

[0457] -含TM的蛋白(Rv1733c*和Rv0111*)应当插入融合物末端以允许用于分泌构建体

的胞质膜锚定。

[0458] -如果可能，融合蛋白应从良好折叠的蛋白(即Ag85B*、Rv2029c*、Rv2626、Rv0569、

RPFB-D杂种*)开始以对融合物剩余部分具有“蛋白伴侣”作用。

[0459] -制备3种融合物，其中两种具有最小集合的抗原(即Ag85B*、Rv2029c*、Rv2626、

Rv0111*、Rv1733c*、TB10-4、ESAT-6、RPFB-D杂种*)，最后1个融合物具有剩余(可选的)抗原

(即Rv0569、Rv1813*、Rv3407、Rv1807、Rv3478)。

[0460] 另一方面，还相对于TB疾病期设计融合物。融合物n°2包含活跃抗原(Ag85B*-
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TB10.4-ESAT6)，而融合物n°4包含活跃和复苏抗原(RPFB-Dhyb*-Ag85B*-TB10.4-ESAT6)。

融合物n°13由潜伏抗原组成(Rv2029c*-Rv2626-Rv1733c*-Rv0111*)。

[0461] 如材料和方法部分所述，将一系列肽添加到Mtb抗原融合物，分别是N末端Flag标

签和C末端c-myc和His标签肽，目的是有助于检测编码基因产物，以及N末端信号肽和C末端

膜锚定肽以增强免疫原性(应注意对于以Rv0111*或Rv1733c*结尾的融合物不需要添加TM

结构域，因为这些蛋白已经包含这类结构域)。

[0462] 出于比较目的，还构建了不含任何SS和TM肽的融合物，以便鉴定编码Mtb抗原的细

胞质表达。融合物n°3(pTG18267)、n°5(pTG18269)、n°2(pTG18266)和n°4(pTG18268)去除SS

和TM肽，得到融合物n°12(pTG18307)、n°9(pTG18295)、n°10(pTG18296)和n°11(pTG18297)。

在这些构建体中保留N末端Flag标签和C末端c-myc和His标签。

[0463] 表3提供本研究中构建的各种融合物的概述

[0464]

[0465] 出于比较目的，编码用于上述融合物的单个Mtb基因的质粒通过PCR扩增，或由

Geneart合成基因序列。更确切地说，使用pTG18269作为模板以扩增Rv3407、Rv0569、

Rv1807、Rv1813*和Rv3478，而使用pTG18323扩增Rv2626。ESAT6、Rv1733c*、Ag85B*、TB10-4、

Rv0111*和Rv2029c*作为合成基因产生。

[0466] 单个基因按照与融合物相同的情况放置，即插入pGWiz中CMV启动子的下游，并在

5’融合Flag，在3'融合c-myc-His序列。因为Rv1733c*和Rv0111*蛋白包含TM结构域，将狂犬

病病毒ERA菌株的糖蛋白前体N末端存在的信号肽融合到Flag序列上游以避免表达问题。产

生的质粒分别命名为pTG18300(Rv3407)，pTG18301(Rv0569)，pTG18302(Rv1807)，pTG18303

(Rv1813*)，pTG18304(Rv3478)，pTG18305(Rv2626)，pTG18308(ESAT6)，pTG18309

(Rv1733c*)，pTG18310(Ag85B*)，pTG18315(TB10 .4)，pTG18329(Rv0111*)，pTG18317

(Rv2029c*)。
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[0467] 在将相应表达质粒导入后，在真核表达系统中评价各种融合蛋白。通过蛋白印迹

评价表达，并在小鼠的DNA免疫后通过ELISpot  IFNγ测定鉴定免疫原性。在可能时，比较细

胞质(不含SS和TM)和膜锚定形式的表达和免疫原性，以及由表达单个Mtb抗原的质粒混合

物获得的融合物提供的免疫原性。

[0468] 实施例4∶Mtb抗原和融合物的表达分析

[0469] 无论是单独表达还是融合表达，通过获自转染HEK293细胞的细胞裂解物的蛋白印

迹分析Mtb基因的表达。

[0470] 4.1用编码单个Mtb抗原的质粒转染的细胞裂解物的蛋白印迹分析。

[0471] 利用针对表达盒包括的标签肽的抗体(例如抗Flag  M2过氧化物酶(HRP)抗体，单

克隆抗c-myc过氧化物酶抗体和单克隆抗His过氧化物酶抗体)或对Mtb抗原特异的抗体进

行单个Mtb抗原的免疫检测。具体来说，使用免疫兔后获得的血清(参见材料和方法部分)检

测Rv1733c*、Rv2029c*、Rv0569、Rv1807、Rv0111*、Rpf-B-D、Rv1813*、Rv3407和Rv3478，并使

用商品化抗体检测ESAT6、Ag85B*、TB10.4和Rv2626。

[0472] 结果概述于表4。更具体地，无论使用何种免疫检测系统(抗Flag，抗His抗体，特异

性兔血清和商品化抗体)，对于全部单一蛋白检测对应于预期大小的条带。取决于使用的免

疫检测系统，还检测了针对一些蛋白的其他产物。此外，除了Rv3407之外，检测到高水平的

表达，TB10 .4和ESAT6较低。针对一组典型Mtb抗原的表达检测的实例显示于图2，即

Rv2029c*(图2A)、RPFB-Dhyb(图2B)、ESAT6(图2C)和Rv2626(图2D)。

[0473] 表4:
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[0474]

[0475]

[0476] 4.2用编码Mtb抗原融合物的质粒转染的细胞裂解物的蛋白印迹分析。

[0477] 利用表达不同Mtb基因融合物的质粒转染HEK293细胞，并按照上述相同条件通过
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蛋白印迹分析表达产物。在存在和不存在蛋白酶体抑制剂MG132的条件下进行转染。此处再

一次用抗Flag  M2过氧化物酶(HRP)抗体、单克隆抗c-myc过氧化物酶抗体和单克隆抗His过

氧化物酶抗体以及抗Mtb特异性抗体进行免疫检测。

[0478] 标签融合物的预期大小如下所示∶

[0479] ‐融合物n°2(pTG18266):63.6kDa

[0480] ‐融合物n°3(pTG18267):49.0kDa

[0481] ‐融合物n°4(pTG18268):99.7kDa

[0482] ‐融合物n°5(pTG18269):122.0kDa

[0483] ‐融合物n°6(pTG18270):103.5kDa

[0484] ‐融合物n°8(pTG18272):67.3kDa

[0485] ‐融合物n°9(pTG18295):112.9kDa

[0486] ‐融合物n°10(pTG18296):53.8kDa

[0487] ‐融合物n°11(pTG18297):90.0kDa

[0488] ‐融合物n°12(pTG18307):39.3kDa

[0489] ‐融合物n°13(pTG18323):101.5kDa

[0490] ‐融合物n°14(pTG18324):90.6kDA

[0491] 利用抗Flag和抗His单克隆抗体检测全部Mtb抗原融合物。还利用抗c-myc单克隆

抗体检测除pTG18266、pTG18267、pTG18268和pTG18269之外的Mtb融合产物。由于相邻的TM

结构域，在这些融合物中c-myc表位可能是难以接近的，因为利用抗myc抗体可以良好检测

细胞质对应物(pTG18296，pTG18307，pTG18297和pTG18295)。图3显示包括潜伏抗原

(pTG18295编码融合物n°9)、活跃抗原(pTG18296编码融合物n°10)、复苏抗原(pTG18307编

码融合物n°12)以及复苏和活跃抗原(pTG18297编码融合物n°11)的Mtb融合物在抗Flag免

疫检测后的蛋白印迹分析。利用抗His抗体的免疫检测得到相同的表达模式。

[0492] 图4显示包括TB10.4(图4A)、Rv0569(图4B)和Rv2626(图4C)的Mtb融合物在用相应

特异性血清免疫检测后的蛋白印迹分析，分别是包含TB10.4的融合物n°2(pTG18266)，n°10

(pTG18296)，n°4(pTG18268)，n°11(pTG18297)，n°14(pTG18324)；包含Rv0569的融合物n°5

(pTG18269)和n°9(pTG18295)以及包含Rv2626的融合物n°13(pTG18323)，n°6(pTG18270)和

n°8(pTG18272)。pGWiz作为阴性对照，编码TB10.4的pTG18315作为阳性对照。

[0493] 无论使用何种免疫检测系统，对全部融合物显示对应于预期大小的条带，在一些

情况下，还观察到其他融合产物。具体来说，检测到pTG18270、pTG18272和pTG18323的二聚

体。这3种融合物包含Rv2626，其具有形成耐受还原条件的二聚体的能力。利用抗Flag和抗

His抗体的免疫检测显示pTG18323和pTG18269的一些其他次要蛋白水解产物。此外，利用抗

Flag和抗His抗体，对于pTG18266、pTG18268、pTG18269、pTG18270、pTG18272、pTG18323和

pTG18324检测到大于预期大小的其他产物。通过体外用N-糖苷酶F处理证实，这些条带对应

于N-糖基化产物(即在用N-糖苷酶处理细胞提取物后获得预期大小的表达产物)。包含信号

肽的所有融合物产生N-糖基化产物，除了融合物n°4(pTG18267，RpfB-D*)。利用抗原特异性

抗体还检测到N-糖基化产物，对于包含Rv2626的融合物pTG18270、pTG18272和pTG18323还

检测到二聚体。利用特异性血清还显示一些融合物的蛋白水解产物(数据未显示)，这取决

于融合物和血清。例如，利用Rv3407特异性血清检测到pTG18269≈40kDa的其他条带和
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pTG18295≈36和38kDa的其他条带，但利用Rv0569特异性血清没有观察到。

[0494] 对于所有融合物都获得类似的高水平表达，在MG132存在条件下检测到更高量的

产物。膜锚定融合物(pTG18269，pTG18268)的表达水平与其细胞质对应物(pTG18295，

pTG18297)检测到的水平相当，pTG18266除外，其比细胞质融合物(pTG18296)更好的表达。

利用Rv1807特异性抗体非常微弱的检测到融合物n°5(pTG18269)，而其细胞质融合物

(pTG18295)不是这种情况。由于相邻的TM序列，该融合物中的Rv1807特异性表位可能难以

接近。

[0495] 实施例5∶DNA免疫鉴定

[0496] 在各种小鼠模型中DNA免疫之后鉴定各种Mtb抗原融合物的免疫原性。

[0497] 5.1.鉴定基于活跃期Mtb抗原的融合物诱导的免疫原性。

[0498] 用表达融合物“Ag85B-TB10.4-ESAT6”(采用细胞膜锚定形式(SS/TM:pTG18266)或

细胞质形式(pTG18296))的质粒通过肌内途径免疫BALB/c小鼠3次，每次间隔3周。为了进行

比较，还用编码融合物(pTG18310(Ag85B)+pTG18315(TB10.4)+pTG18308(ESAT6))包括的单

个Mtb抗原的质粒的混合物和空pGWiz(作为阴性对照)免疫小鼠。在用如材料和方法部分描

述的各种肽库体外再刺激后，通过ELISpot  IFNγ测定在最后一次DNA注射后2周鉴定细胞

免疫应答。

[0499] 如图5所示，在用pTG18266(表达锚定形式的Ag85B-TB10.4-ESAT融合物)免疫的所

有小鼠中都诱导强的抗Ag85B和TB10.4抗原的细胞应答，而8只动物中有6只产生抗ESAT-6

的IFNγ生成细胞(图5a)。在用pTG18296(表达Ag85B-TB10.4-ESAT融合物的细胞质形式)免

疫的小鼠中，还检测到抗Ag85B和TB10.4抗原的IFNγ生成细胞的活化，但与锚定融合物诱

导相比水平较低，同时检测到非常弱的抗ESAT-6的应答(图5b)。非常有趣地是，当比较图

5a/5b和图5c时，当Ag85B、TB10.4和ESAT-6作为融合蛋白(pTG18266和pTG18296)而不是单

个质粒(pTG18310、pTG18315和pTG18308的混合物)独立表达时，检测到抗所有3种抗原的最

强应答。与预期一致，利用空质粒的免疫不诱导任何特异性免疫应答(图5d)。

[0500] 因此，至少对于活跃期的Mtb抗原，这些结果显示设计在细胞表面表达的抗原融合

物(含SS和TM肽)优化所获Mtb抗原融合物的免疫原性的优点。

[0501] 5.2.基于活跃期和复苏期Mtb抗原的融合物诱导的免疫原性的鉴定。

[0502] 用表达融合物“RpfB-Dhyb-Ag85B-TB10.4-ESAT6”的质粒(细胞膜锚定形式(SS/

TM:pTG18268)或细胞质形式(pTG18297))，通过肌内途径免疫BALB/c小鼠3次，每次间隔3

周。为了进行比较，还用编码融合物包含的单个TB抗原的质粒的混合物(pTG18307(RpfB-

Dhyb)+pTG18310(Ag85B)+pTG18315(TB10.4)+pTG18308(ESAT6))以及空pGWiz(作为阴性对

照)免疫小鼠。利用材料和方法部分描述的各种肽库进行体外再刺激后，通过ELISpot  IFN

γ测定在最后一次DNA注射后2周鉴定细胞免疫应答。

[0503] 如图6所示，利用pTG18268质粒(表达RpfB-DHyb-Ag85B-TB10.4-ESAT-6融合物的

锚定形式)的免疫产生对RpfB-DHyb、Ag85B和TB10.4抗原特异的强应答，其特征在于用相应

肽库体外再刺激后检测到高水平的产生IFNγ的细胞，而在更少的动物和更低的水平诱导

抗ESAT-6的产生IFNγ的细胞(图6a)。在用pTG18297(表达RpfB-DHyb-Ag85B-TB10.4-ESAT-

6融合物的细胞质形式)免疫的小鼠中，还检测到抗RpfB-DHyb、Ag85B和TB10.4抗原的IFNγ

生成细胞的活化，但与锚定融合物诱导相比水平较低，同时产生非常弱的抗ESAT-6的应答
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(图6b)。除了ESAT-6之外，如图6c所示，当作为融合蛋白(pTG18268和pTG18297，图6a和6b)

而不是作为单个质粒(pTG18307+pTG18310+pTG18315+pTG18308的混合物)独立表达时，获

得抗RpfB-DHyb、Ag85B和TB10.4的最强抗Mtb应答。与预期一致，利用空质粒的免疫不诱导

任何特异性免疫应答(图6d)。

[0504] 5.3.基于复苏期Mtb抗原的融合物诱导的免疫原性的鉴定。

[0505] 用表达融合物“RpfB-Dhyb”的质粒(细胞膜锚定形式(SS/TM:pTG18267)或细胞质

形式(pTG18307))，通过肌内途径免疫BALB/c小鼠3次，每次间隔3周。空pGWiz被用作阴性对

照。利用材料和方法部分描述的4种肽库体外再刺激后，通过ELISpot  IFNγ测定在最后一

次DNA注射后2周鉴定细胞免疫应答。

[0506] 如图7所示，在pTG18267(表达含SS/TM肽的RpfB-DHyb融合物的锚定形式)免疫的

小鼠中观察到高水平的产生IFNγ的细胞，表明这些小鼠产生强的特异性细胞应答(图7a)。

利用pTG18307(表达RpfB-DHyb融合物的细胞质形式)的免疫，也导致产生IFNγ细胞的活

化，但水平稍微较低(图7b)。此外，与用pTG18307处理的组相比，用pTG18267处理的动物组

内应答看起来更均一。与预期一致，利用空质粒的免疫不诱导任何特异性免疫应答(图7c)。

[0507] 5.4.基于潜伏期Mtb抗原的融合物诱导的免疫原性的鉴定。

[0508] 用表达融合物“Rv0569-Rv1813-Rv3407-Rv3478-Rv1807”的质粒(细胞膜锚定形式

(pTG18269)或细胞质形式(pTG18295))，通过肌内途径免疫BALB/c小鼠3次，每次间隔3周。

为了进行比较，还用编码融合物包含的单个Mtb抗原的质粒的混合物(pTG18300(Rv3407)+

pTG18301(Rv0569)+pTG18302(Rv1807)+pTG18303(Rv1813)+pTG18304(Rv3478))以及空

pGWiz(作为阴性对照)免疫小鼠。利用材料和方法部分描述的各种肽库进行体外再刺激后，

通过ELISpot  IFNγ测定在最后一次DNA注射后2周鉴定细胞免疫应答。

[0509] 如图8所示，利用pTG18269质粒(表达Rv0569-Rv1813-Rv3407-Rv3478-Rv1807融合

物的锚定形式)的免疫产生对Rv3407和Rv3478抗原特异的强应答，对于Rv1807的应答水平

较低(图8a)。在用pTG18295(表达Rv0569-Rv1813-Rv3407-Rv3478-Rv1807融合物的细胞质

形式)免疫的小鼠中获得相似水平的抗这3种抗原的产生IFNγ的细胞(图8b)。在注射质粒

混合物的小鼠中，应答是在相同数量级内的(图8c)。另一方面，在所有情况下都没有检测到

抗Rv1813和Rv0569的显著应答(图8a，b和c)。与预期一致，利用空质粒的免疫不诱导任何特

异性免疫应答(图8d)。

[0510] 还使用其他小鼠品系研究抗Mtb抗原应答以便覆盖不同的MHC单倍型∶BALB/c小鼠

是H-2d，C57BL/6小鼠是H-2b，CBA/J和C3H/HeN小鼠是H-2k。

[0511] 利用表达潜伏期“Rv2029c-Rv2626-Rv1733c-Rv0111”抗原的pTG18323或空pGWiz

(作为阴性对照)，通过肌内途径免疫小鼠3次，每次间隔2周。利用材料和方法部分描述的各

种肽库进行体外再刺激后，通过ELISpot  IFNγ测定在最后一次DNA注射后2周鉴定细胞免

疫应答。如图10所示，利用pTG18323质粒免疫C3H/HeN小鼠产生对Rv2029c(肽n°1的阳性

库)、Rv2626(阳性库n°2)和Rv1733c抗原(阳性库n°2)特异的强免疫应答(图10a)。利用

pGWiz免疫并且用Rv0111肽库体外再刺激后检测到非特异性的背景应答(图10b)，从而使

pTG18323免疫后抗Rv0111特异性应答的检测复杂化。

[0512] 还检测到与pTG18323免疫的H-2k  CBA/J小鼠中相似水平的对Rv2029c、Rv2626和

Rv1733c抗原特异的免疫应答。与此相反，在BALB/c小鼠中，只有在用Rv2626肽再刺激后特
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异性检测到产生IFNγ的细胞，而在C57BL/6小鼠中没有检测到信号。

[0513] 总的说来，这些结果表明以下事实：被检测的Mtb抗原融合物序列能够在不同单倍

型小鼠中诱导有效的基于细胞的免疫应答。

[0514] 5.5.基于生物化学规则的融合物诱导的免疫原性的鉴定。

[0515] 用编码融合物n°6、8或14(根据Mtb抗原的生物化学特性设计)的质粒，即pTG18270

(Ag85B-Rv2626-RpfB-Dhyb-Rv1733c)、pTG18272(Ag85B-Rv2626-Rv1733c)和pTG18324

(Rv2029c-TB10.4-ESAT-6-Rv0111)，通过肌内途径免疫BALB/c小鼠或C57BL/6小鼠3次，每

次间隔2周。为了进行比较，还用空pGWiz免疫小鼠作为阴性对照。在用材料和方法部分描述

的各种肽库体外再刺激后，通过ELISpot  IFNγ测定在最后一次DNA注射后2周鉴定细胞免

疫应答。

[0516] 在用pTG18270免疫的BALB/c和C57BL/6小鼠中诱导出对Ag85B和RpfB-Dhyb抗原特

异的强细胞应答，而只在BALB/c小鼠中检测到高水平的对Rv2626特异的产生IFNγ的细胞。

pTG18272免疫导致BALB/c小鼠中对Ag85B特异的产生IFNγ细胞的活化以及C57BL/6小鼠中

对Ag85B和Rv2626抗原特异的产生IFNγ细胞的活化，但与pTG18270诱导的应答相比水平较

低。在用pTG18324免疫的小鼠中，检测到高水平的对TB10.4和ESAT-6抗原特异的产生IFNγ

的细胞，同时还诱导对Rv2029c和Rv0111特异的产生IFNγ的细胞，但水平较低。与预期一

致，利用空质粒的免疫不诱导任何特异性免疫应答。

[0517] 总的说来，基于生化基本原理为了增加融合物稳定性和产量而设计的被测融合物

显示了对来自不同感染期的Mtb抗原特异的良好免疫原性应答。

[0518] 5.6.Mtb抗原融合物诱导的抗Rv1733c体液应答的鉴定。

[0519] 利用表达融合物“Ag85B*-Rv2626-Rv1733c*”(pTG18270)和融合物“Ag85B*-

Rv2626-RPFB-Dhyb*-Rv1733c*”(pTG18272)的质粒，通过肌内途径免疫BALB/c小鼠3次，每

次间隔3周。为了进行比较，还用编码融合物包含的单个Mtb抗原的质粒的混合物(pTG18310

(Ag85B*)+pTG18305(Rv2626)+pTG18309(Rv1733c*))以及空pGWiz(作为阴性对照)免疫小

鼠。在最后一次DNA注射后2周鉴定体液免疫应答。收集免疫小鼠的血清，并通过蛋白印迹进

行分析。具体来说，将100ng/泳道的重组蛋白Rv1733c(由大肠杆菌产生，参见实例8°)加载

于丙烯酰胺凝胶，并利用1/200稀释的血清进行免疫检测。结果显示，利用以pTG18270、

pTG18272以及编码单个Mtb抗原的质粒的混合物免疫的小鼠的血清，观察到对Rv1733c蛋白

的特异性检测。

[0520] 5.7.Mtb抗原融合物诱导的抗Rv1813体液免疫的鉴定。

[0521] 用表达融合物“Rv0569-Rv1813-Rv3407-Rv3478-Rv1807”的质粒(细胞膜锚定形式

(SS/TM:pTG18269)或细胞质形式(pTG18295))，通过肌内途径免疫BALB/c小鼠3次，每次间

隔3周。为了进行比较，还用编码融合物包含的单个Mtb抗原的质粒的混合物(pTG18300

(Rv3407)+pTG18301(Rv0569)+pTG18302(Rv1807)+pTG18303(Rv1813)+pTG18304(Rv3478))

以及空pGWiz(作为阴性对照)免疫小鼠。在最后一次DNA注射后2周鉴定体液免疫应答。收集

免疫小鼠的血清，并利用加载于丙烯酰胺凝胶的100ng/泳道重组蛋白Rv1813(由大肠杆菌

产生，参见实例8°)通过蛋白印迹进行分析。利用1/200稀释的血清进行免疫检测。结果显

示，利用以pTG18269(编码细胞膜锚定形式的融合物)免疫的小鼠的血清特异性检测到

Rv1813蛋白。
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[0522] 实施例6∶表达Mtb抗原的重组MVA的产生

[0523] 将总共10种MVA疫苗候选物改造为表达1种或最多3种Mtb融合物，并通过获自感染

的A549细胞的细胞裂解物的蛋白印迹分析各种Mtb抗原的表达。

[0524] 6.1按照TB疾病期的重组MVA的产生

[0525] 构建7种重组MVA候选物，以包含用于表达代表各种TB疾病期的Mtb融合物的1个、2

个或3个表达盒。包含活跃和复苏抗原(RPFB-Dhyb*-Ag85B*-TB10.4-ESAT6)的融合物n°4和

融合物n°11表达为锚定于细胞膜(融合物n°4，具有N末端信号肽和C末端膜锚定肽)或细胞

质中(融合物n°11，对应于n°4的细胞质形式)。融合物n°13包含潜伏抗原(Rv2029c*-

Rv2626-Rv1733c*-Rv0111*)。融合物n°5和融合物n°9均包含在不同的细胞位置表达的其他

潜伏抗原(Rv056-Rv1813*-Rv3407-Rv3478-Rv1807)，所述细胞位置为锚定于细胞膜(融合

物n°5包含N末端信号肽和C末端膜锚定肽)或细胞质(融合物n°9)。

[0526] 总而言之，7种MVA候选物如下所示∶

[0527] ·MVATG18355包含由p7.5K启动子控制的融合物n°13。

[0528] ·MVATG18364包含由p7.5K启动子控制的融合物n°13和由pH5R启动子控制的融合

物n°4。

[0529] ·MVATG18365包含由p7.5K启动子控制的融合物n°13和由pH5R启动子控制的融合

物n°11。

[0530] ·MVATG18376包含由p7.5k启动子控制的融合物n°13，由pH5R启动子控制的融合

物n°4，和由B2R启动子控制的融合物n°5。

[0531] ·MVATG18377包含由p7.5K启动子控制的融合物n°13，由pH5R启动子控制的融合

物n°11和由B2R启动子控制的融合物n°5。

[0532] ·MVATG18378包含由p7.5K启动子控制的融合物n°13，由pH5R启动子控制的融合

物n°4和由B2R启动子控制的融合物n°9。

[0533] ·MVATG18379包含由p7.5K启动子控制的融合物n°13，由pH5R启动子控制的融合

物n°11和由B2R启动子控制的融合物n°9。

[0534] 6.2根据生化基本原理产生重组MVA

[0535] 构建3种重组MVA候选物以包含用于表达Mtb融合物(相对于生化基本原理设计)的

2个或3个表达盒。融合物n°6包含下列抗原Ag85B*-Rv2626-RPFB-Dhyb*-Rv1733c*，而融合

物n°14包含Rv2029c*-TB10.4-ESAT6-Rv0111*。对这两种融合物添加N末端信号肽而不添加

TM结构域，因为这些融合物以Rv0111或Rv1733c(其已经包含膜锚定肽)结尾。

[0536] ·MVATG18404包含由p7.5K启动子控制的融合物n°14和由pH5R启动子控制的融合

物n°6。

[0537] ·MVATG18417包含由p7.5K启动子控制的融合物n°14，由pH5R启动子控制的融合

物n°6和由B2R启动子控制的融合物n°5。

[0538] ·MVATG18418包含由p7.5k启动子控制的融合物n°14，由pH5R启动子控制的融合

物n°6和由B2R启动子控制的融合物n°9。

[0539] 6.3MVA表达的Mtb抗原和融合物的蛋白印迹分析

[0540] 用如上所述的各种MVA候选物感染(MOI  1)A549细胞，并按照材料和方法部分描述

的条件通过蛋白印迹法分析表达产物。利用对本文所述各种Mtb抗原特异的抗体进行免疫
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检测。具体来说，使用免疫兔后获得的血清(参见材料和方法部分)检测Rv1733c*，

Rv2029c*，Rv0569，Rv1807，Rv0111*，RPFB-Dhyb*，Rv1813*，Rv3407和Rv3478，并使用商品化

抗体检测ESAT6，Ag85B*，TB10.4和Rv2626。

[0541] 结果显示，无论检测何种重组MVA，对于所有融合物都显示对应于预期大小的条

带。更具体地，在来源于感染MVATG18355、MVATG18364、MVATG18365、MVATG18376、

MVATG18377、MVATG18378和MVATG18379的细胞的细胞裂解物中，利用抗Rv2626和抗Rv0111

免疫检测检测到大约98.4kDa(融合物n°13的预期大小)的条带。在分别用包含融合物n°4的

MVATG18364、MVATG18376和MVATG18378以及包含融合物n°11的MVATG18365、MVATG18377和

MVATG18379感染的细胞的细胞裂解物中，利用抗ESAT6免疫检测检测到大约96.7kDa(融合

物n°4的预期大小)的条带和大约87kDa(融合物n°11的预期大小)的条带。此外，在分别用包

含融合物n°5的MVATG18376和MVATG18377以及包含融合物n°9的MVATG18378和MVATG18379

感染的细胞的细胞裂解物中，利用抗Rv3407免疫检测检测到大约119.7kDa(融合物n°5的预

期大小)的条带和大约109.9kDa(融合物n°9的预期大小)的条带。最后，在用MVATG18404感

染的细胞的细胞裂解物中，分别利用抗Rv2626和抗Rv0111免疫检测检测到大约100.4kDa

(融合物n°6的预期大小)的条带和大约87.5kDa(融合物n°14的预期大小)的条带。

[0542] 此外，一些情况下，还观察到其他融合产物。具体来说，对于融合物n°13和融合物

n°6检测到二聚体，可能源于Rv2626形成耐受还原条件的二聚体的能力。至于融合物n°13，

完整融合物n°13(预期大小98.4kDa)的表达确实检测到了，但水平较低。利用抗Rv2626(大

约70kDa)和抗Rv0111(大约30kDa)观察到主要蛋白水解产物，表明融合物n°13的蛋白水解

切割。

[0543] 对于融合物n°4和n°11检测到相似水平的表达，它们包含相同抗原(RPFB-Dhyb*-

Ag85B*-TB10.4-ESAT6)，但分别是膜锚定的(融合物n°4)或细胞质的(融合物n°11)。对于融

合物n°4观察到比预期大小更大的条带(115kDa，而不是96.7kDa)，可能对应于N-糖基化产

物。对于两种融合物还检测到次要蛋白水解产物。

[0544] 在表达融合物n°5和n°9(均对应于Rv0569-Rv1813*-Rv3407-Rv3478-Rv1807抗原

的融合物，但分别表达为膜锚定形式(融合物n°5)或细胞质形式(融合物n°9))的MVA细胞裂

解物中利用抗Rv3407也显示相似水平的表达。在表达融合物n°5的细胞裂解物中存在比预

期大小更大的条带(120kDa，而不是98.4kDa)，可能对应于N-糖基化产物。另一方面，利用抗

Rv1807抗体检测到非常弱的融合物n°5，而细胞质形式不是这种情况。可以推定在膜锚定的

融合物中，Rv1807特异性表位由于相邻的TMR序列，可能是难以接近的。

[0545] 实施例7∶表达Mtb抗原的MVA候选疫苗的免疫原性的鉴定

[0546] 7.1在BALB/c小鼠中鉴定表达Mtb抗原的MVA候选疫苗的免疫原性

[0547] 用均表达“Rv2029c-Rv2626-Rv1733c-Rv0111”(对应于融合物n°13)以及“RpfB-

Dhyb-Ag85B-TB10.4-ESAT6”(对应于融合物n°4或n°11)的MVATG18365和MVATG18364免疫

BALB/c小鼠。在融合物n°13中，SS结构域存在于N末端，Rv1733c和Rv0111表达为包含TM结构

域，其会指导融合物表达在细胞表面。MVATG18364表达的融合物n°4包含SS和TM结构域两

者，而融合物n°11(MVATG18365)则不包含，理论上会保留细胞质表达。用本文描述的肽库再

刺激后，通过IFNγELISpot测定在注射后1周鉴定特异性细胞免疫应答。还用空MVA载体

(MVATGN33.1)作为阴性对照免疫小鼠。
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[0548] 分别如图11a和b所示，与MVATGN33.1载体相比，载体MVATG18365和MVATG18364均

在BALB/c小鼠中诱导对Rv2626、Rv0111、RpfB-Dhyb、Ag85B和TB10.4特异的IFNγ阳性应答。

与MVATG18365(细胞质融合物)相比，利用MVATG18364(锚定融合物)的这些应答整体上更

强，除了Rv2626显示相似应答之外。检测到对Rv2029c、Rv1733c和ESAT6的较弱和偶发应答。

[0549] 此外，将“实施例6”部分描述的所有重组MVA候选疫苗都注射BALB/c小鼠，并通过

材料和方法部分描述的IFNγELISpot测定评价对所有Mtb抗原特异的细胞免疫应答。BALB/

c小鼠中每种MVA候选物诱导的应答范围和强度的概述如图12所示。根据TB疾病期或生化基

本原理设计的含Mtb抗原融合物的所有MVA疫苗能够在BALB/c小鼠中诱导对14种抗原中12

种特异的IFNγ应答。没有检测到对2种潜伏抗原Rv1733c和Rv0569特异的阳性细胞应答。

[0550] 7.2在转基因HLA-A2小鼠中鉴定表达Mtb抗原的MVA候选疫苗的免疫原性

[0551] 如同我们在基于DNA的研究中观察到的，小鼠单倍型对所选Mtb抗原的免疫原性具

有影响(参见第5节)。为了进一步分析MVA候选物诱导的Rv1733c和Rv0569抗原的免疫原性，

用表达上述两种抗原的重组MVA注射表达人MHC  I类分子HLA-A2的转基因小鼠。用本文描述

的肽库再刺激后，通过IFNγELISpot测定在注射后1周鉴定细胞免疫应答。还用空MVA载体

(MVATGN33 .1)作为阴性对照免疫小鼠。具体来说，用表达“Rv2029c-Rv2626-Rv1733c-

Rv0111”(对应于融合物n°13)、“RpfB-Dhyb-Ag85B-TB10.4-ESAT6”(对应于融合物n°4)以及

“Rv0569-Rv1813-Rv3407-Rv3478-Rv1807”(对应于融合物n°5或n°9)的MVATG18376或

MVATG18378疫苗免疫HLA-A2小鼠。在MVATG18376表达的融合物n°5中，SS和TM结构域分别表

达在N末端和C末端部分。图13显示利用MVATG18376疫苗免疫的HLA-A2小鼠中诱导的IFNγ

应答。检测到对14种抗原中7种特异的免疫应答(图13a)。当用RpfB-Dhyb和Ag85B抗原的特

异性肽再刺激脾细胞时，检测到高水平的产生IFNγ的细胞(分别为1397噬斑/106个细胞和

1160噬斑/106个细胞)。与此相反，MVATG18376疫苗诱导较低水平的对Rv1807、Rv1813、

Rv3407和ESAT6特异的细胞应答。此外，与利用MVATGN33.1空疫苗检测到的信号(36噬斑/

106个细胞，图13b)相比，当用Rv0569特异性肽再刺激细胞时，检测到低的(1x截断值<中值<

2x截断值，186噬斑/106个细胞，图13a)但显著水平的产生IFNγ的细胞。在用MVATG18378候

选物(其诱导对Rv0111和TB10.4抗原特异的额外弱应答)接种的HLA-A2小鼠中也诱导类似

的结果。由MVATG18376和MVATG18378疫苗诱导的IFNγ应答概述于图15。无论注射何种MVA

候选物，在HLA-A2转基因小鼠中都未观察到对Rv1733c、Rv2029c、Rv2626和Rv3478特异的可

检测的应答。

[0552] 7.3在C57Bl/6小鼠中鉴定表达Mtb抗原的MVA候选疫苗的免疫原性

[0553] 利用表达“Rv2029c-Rv2626-Rv1733c-Rv0111”(对应于融合物n°13)、“RpfB-Dhyb-

Ag85B-TB10.4-ESAT6”(对应于融合物n°11)以及“Rv0569-Rv1813-Rv3407-Rv3478-Rv1807”

(对应于融合物n°5或n°9)的MVATG18377或MVATG18379疫苗免疫H-2b单倍型小鼠，以证明

Rv0569和Rv1733c抗原的免疫原性。用本文描述的肽库再刺激后，通过IFNγELISpot测定在

注射后1周鉴定细胞免疫应答。还用空MVA载体(MVATGN33.1)作为阴性对照免疫小鼠。细胞

IFNγ应答概述于图15。上述两种MVA疫苗均能够引发对Rv1807、RpfB-Dhyb、Rv3478、Ag85B

和ESAT6抗原特异的强免疫应答(范围从92到861噬斑/106个细胞)，而只在用MVATG18379候

选物免疫的小鼠中检测到对TB10.4和Rv0569抗原特异的阳性IFNγ应答(分别为78和58噬

斑/106个细胞)。在免疫的C57BL/6小鼠中未检测到对Rv1733c、Rv2029c、Rv2626、Rv0111、
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Rv1813和Rv3407特异的阳性应答。

[0554] 7.4在C3H/HeN小鼠中鉴定表达Mtb抗原的MVA候选疫苗的免疫原性

[0555] 因为已经在用质粒接种的H-2k单倍型C3H/HeN小鼠中证明了对Rv1733c特异的免

疫原性(参见第5.4节)，用表达包含Rv1733c蛋白的融合物的MVATG18376、MVATG18378、

MVATG18377和MVATG18379注射该小鼠品系。用本文描述的肽库再刺激后，通过IFNγ

ELISpot测定在注射后1周鉴定细胞免疫应答。还用空MVATGN33.1载体作为阴性对照免疫小

鼠。如图14所示，与MVATGN33.1相比，MVATG18377疫苗在C3H/HeN小鼠中诱导IFNγ应答。在

用Rv2029c和Rv2626肽再刺激脾细胞时检测到高水平的产生IFNγ的细胞(分别为660和353

噬斑/106个细胞)。在免疫的C3H/HeN小鼠中还诱导对RpfB-Dhyb、Rv1813、Rv3407和Rv3478

抗原特异的低细胞免疫应答，范围从78到250噬斑/106个细胞。如在DNA接种的C3H/HeN小鼠

中所示，与源于注射空MVATGN33.1疫苗的小鼠的信号(9噬斑/106个细胞，图14b)相比，在该

小鼠品系中引发Rv1733c特异性IFNγ应答(183噬斑/106个细胞)。在用MVATGN33.1免疫以

及Rv0111、Ag85B和Rv1807肽库体外再刺激后检测到非特异性的背景应答(图14b)，使得很

难检测用MVATG18377免疫后对这些抗原特异的应答。

[0556] 除了MVATG18377之外，在C3H/HeN小鼠中由MVATG18376、MVATG18378和MVATG18379

诱导的免疫应答显示于图15。在检测的4种MVA候选物中，MVATG18377是免疫原性最高的(14

种抗原中的7种)。MVATG18376和MVATG18378只诱导对14种抗原中的2种(Rv2029c和Rv2626)

特异的细胞免疫应答，而MVATG18379能够引发不只针对这两种抗原还针对Rv1733c的应答。

除了融合物“Rv0569-Rv1813-Rv3407-Rv3478-Rv1807”之外，MVATG18377和MVATG18379表达

相同的融合蛋白。在MVATG18377中，SS和TM结构域分别表达在融合物n°5的N末端和C末端部

分，而在MVATG18379中，这两个结构域均不存在。这些融合物中存在的5种抗原中的3种在

MVATG18377中是免疫原性的，而在MVATG18379中没有一种是免疫原性的。这些结果表明，将

融合蛋白定位于细胞膜提高它们的免疫原性。

[0557] 总的说来，利用MVA载体以及DNA质粒的免疫诱导针对本申请所述融合物包括的所

有Mtb抗原的强特异性的细胞应答。在DNA免疫的小鼠中还检测到对两种被测抗原特异的体

液免疫应答。如同DNA质粒一样，MVA表达的Mtb融合物的膜锚定在某种程度上提高特异性免

疫应答的诱导水平。

[0558] 实施例8∶Mtb抗原的产生和纯化

[0559] 8.1用于选择的Mtb抗原生物质生产的优化条件

[0560] 为了表达单个Mtb抗原检测了4种大肠杆菌菌株，以及不同的培养条件(例如温

度)。

[0561] 这些测定突出显示，所有14种选择的抗原可以在至少1种菌株中在给定的温度下

表达，但Mtb抗原之间观察到显著差异。实际上，一些Mtb抗原可以在各种大肠杆菌菌株和各

种培养条件下容易地产生(例如Rv0111，Rv0569，Rv1807，Rv2029c，Rv2626，RpfB-D融合物)，

而其他抗原需要非常特异的宿主细胞和条件(例如Rv1733c，Rv1813，TB10.4)。另一方面，在

不同的大肠杆菌菌株中可以获得大部分Mtb抗原的高表达水平，除了Rv3407、Ag85B和

Rv1813在较低但可检测的水平表达。此外，一些Mtb抗原作为可溶物质产生(例如Rv2626、

Rv3407和Ag85B，可以直接从细胞裂解上清液收集)，而其他是不溶性物质(例如RPFB-D，

Rv0111，Rv1733c，Rv2029c，Rv3478，Rv1807，ESAT6和TB10.4，可以在细胞裂解后从沉淀物收
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集)。有趣地是，当从18℃培养的转化Bl21细胞产生时，Rv0569是可溶性的，当Bl21细胞在37

℃培养时，Rv0569既有可溶性又有不溶性物质(在上清液和裂解后的沉淀物中)。

[0562] 8.2Mtb抗原的纯化

[0563] 如材料和方法部分所述，在镍柱上通过IMAC层析，最后继之以凝胶过滤柱来纯化

Mtb抗原。

[0564] 显示了针对Rv2626(从37℃的C41(DE3)细胞中产生的可溶性物质中纯化)、RPFB-D

融合物(从37℃的Bl21(DE3)中产生的溶解的包涵体中纯化的变性RpfB-D)和TB10.4(从37

℃的C41(DE3)中产生的可溶性和不溶性物质中纯化)的典型纯化测定。洗脱组分在SDS-

PAGE上测定，分别如图9a，b和c所示。

[0565] 如图9A所示，Rv2626纯化库不显示任何可见的污染物。在预期的Rv2626分子量处

观察到一个主要条带，以及一个次要条带(称为B带)，通过质谱鉴定其为Rv2626。已知

Rv2626形成部分耐受变性和还原的二聚体。因此，推定次要条带B对应于Rv2626的二聚体形

式。

[0566] 当在SDS-PAGE上显示时(泳道1到8代表中间纯化组分，泳道9到11代表5、10和15μL

的纯化库)，RPFB-Dhyb纯化库不显示任何可见的污染物(参见图9B)。

[0567] TB10.4在变性条件下纯化，然后是天然条件下的最终步骤。如图9C所示，纯化库的

凝胶分析不显示任何可见污染物(泳道2到6代表中间纯化组分，泳道7到9代表1、3和6μl的

纯化库)。

[0568] 在3个例子中，测量纯化库的内毒素水平，证明最高水平为10EU/mg蛋白。

[0569] 因此，纯化得到具有可接受的量、纯度和内毒素水平的3种蛋白。

[0570] 总之，本发明提供一种优化的Mtb抗原组合。在广泛的文献收集、数据采掘评分和

生化性质计算机分析后选择14种Mtb抗原，并克隆入质粒载体(单独的或融合形式)。如蛋白

印迹所示，所有融合物都以高水平表达，并在利用一系列抗体(针对N末端和C末端存在的标

签或融合物中存在的每种Mtb抗原)的免疫检测后检测到正确的预期大小。BALB/c小鼠的免

疫测定支持所选Mtb抗原组合和融合物诱导T细胞应答的免疫原性潜能。

[0571] 此外，选择的Mtb抗原(融合物中的RpfB和RpfD)通过重组方式在细菌中单独产生。

通过研究标准诸如菌株和培养条件(例如生长温度)对大肠杆菌的表达条件进行优化。所有

蛋白都已经成功表达，并在小规模产生。

[0572] 实施例9∶在小鼠中鉴定包含Mtb抗原的疫苗抗结核分枝杆菌感染的治疗功效

[0573] 在治疗设置为与抗生素共施用的小鼠(先前已感染Mtb菌株H37Rv)中研究3种表达

Mtb的MVA候选物，MVATG18364、MVATG18376和MVATG18377的治疗功效。作为阴性对照，还在1

个组中注射MVATGN33.1。在抗生素治疗结束后(感染后第15周)和之后第6周(感染后第21

周)，鉴定从治疗小鼠收集的脾的细菌载量。小鼠分组、药物用法和免疫程序描述于表5。

[0574] 表5:
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[0575]

[0576] Mtb感染6周后，开始化疗和MVA免疫前，分枝杆菌在所有小鼠组的脾中生长

(2.64log10总cfu)。与预期一致，分枝杆菌载量在化疗期间减少。在只接受化疗的第2组，Mtb

水平逐步降低到1.18log10总cfu(第15周)和0.70log10总cfu(第21周)。有趣地是，在第15

周，在接受抗生素和表达Mtb抗原的MVA共治疗的小鼠中分枝杆菌载量(0.70log10总CFU，第

15周，第3-5组)低于只接受抗生素治疗的小鼠(第2组)和对照空MVA结合抗生素治疗的小鼠

(第6组)，表明表达Mtb的MVA有助于更强的抗菌效果。值得注意的是，在治疗结束后6周(第

21周)，在接种MVA的小鼠中分枝杆菌不增殖并且载量被控制(范围是0.70到0.85log10总

cfu)，其水平类似于接受抗生素疗法单独治疗的小鼠。作为对照，与药物疗法联合的空

MVATGN33.1载体在第15周和第21周不诱导任何优于单用抗生素的抗分枝杆菌效果。
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