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(57)【要約】
本発明は、遺伝子導入ベクターのデザインに関し、特に、宿主における単回投与又は反復
投与のいずれかに適したレンチウイルス遺伝子導入ベクターを提供し、そして、それらの
医薬品への適用に関する（例えば、免疫不全ウイルスに対するワクチン接種、特にヒト宿
主において適する）。遺伝子導入ベクターは、それらの使用目的に依存して、組込み又は
非組込み（ＮＩ）ベクターのいずれかである。本発明は、それを必要とする宿主中への単
回又は複数回のインビボ投与のための遺伝子導入ベクターの使用に関する。本願の適用の
分野は、特に、インビボでの動物の処置もしくはヒトの処置（例えば、予防的又は治療的
又は対症的又は根治的処置）、遺伝子治療又はワクチン接種に関する。これらのベクター
を使用して、ウイルス感染（例えば、免疫不全ウイルスに対する、特にＡＩＤＳに対する
処置又は予防）、寄生虫及び細菌感染又は癌を含む、発症状態の予防又は処置のための免
疫応答を誘発しうる、好ましくは防御的な持続性免疫応答を誘発しうる。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　免疫不全ウイルスによる感染に対する防御的で特異的な細胞性免疫応答を誘発するため
の哺乳動物宿主への連続投与のための化合物の組み合わせであって、以下：
（ｉ）第１の決定された異種ウイルスエンベロープタンパク質でシュードタイピングされ
たレンチウイルスベクター粒子；
（ｉｉ）第１の決定されたエンベロープタンパク質とは異なる、第２の決定された異種ウ
イルスエンベロープタンパク質でシュードタイピングされたレンチウイルスベクター粒子
；
を少なくとも含み、
　ここで（ｉ）及び（ｉｉ）のレンチウイルスベクター粒子は、そのゲノム中に、免疫不
全ウイルスのＧＡＧ抗原に由来する少なくとも１つの抗原を含む１つ又は複数のポリペプ
チドをコードする組換えポリヌクレオチドを含み；
　ここで第１及び第２のウイルスエンベロープタンパク質は、互いに血清中和せず、そし
て哺乳動物細胞のインビボでの形質導入に適する、
組み合わせ。
【請求項２】
　請求項１記載の化合物の組み合わせであって、以下：
（ｉｉｉ）第３の決定された異種ウイルスエンベロープタンパク質でシュードタイピング
されたレンチウイルスベクター粒子
をさらに含み、
　ここで第３のウイルスエンベロープタンパク質は、第１及び第２のウイルスエンベロー
プタンパク質と血清中和しない、
組み合わせ。
【請求項３】
　ベクター粒子のゲノムの組換えポリヌクレオチドが、生物学的に活性なＰＯＬポリタン
パク質をコードしない、請求項１又は２記載の化合物の組み合わせ。
【請求項４】
　第１及び第２の、ならびに、あれば第３のウイルスエンベロープタンパク質が、ヒトウ
イルスに由来する、請求項１～３のいずれか一項記載の化合物の組み合わせ。
【請求項５】
　第１及び第２の、ならびに、あれば第３のウイルスエンベロープタンパク質が、ＲＮＡ
ウイルスに由来する、請求項１～４のいずれか一項記載の化合物の組み合わせ。
【請求項６】
　第１及び第２の、ならびに、あれば第３のウイルスエンベロープタンパク質が、以下の
ウイルス目又は科：ラブドウイルス科（Ｒｈａｂｄｏｖｉｒｉｄａｅ）、アレナウイルス
科（Ａｒｅｎａｖｉｒｉｄａｅ）、フラビウイルス科（Ｆｌａｖｉｒｉｒｉｄａｅ）、ト
ガウイルス科（Ｔｏｇａｖｉｒｉｄａｅ）、コロナウイルス科（Ｃｏｒｏｎａｖｉｒｉｄ
ａｅ）、オルトミクソウイルス科（Ｏｒｔｈｏｍｙｘｏｖｉｒｉｄａｅ）、レトロウイル
ス科（Ｒｅｔｒｏｖｉｒｉｄａｅ）、パラミクソウイルス科（Ｐａｒａｍｙｘｏｖｉｒｉ
ｄａｅ）を含むモノネガウイルス目（Ｍｏｎｏｎｅｇａｖｉｒａｌｅｓ）、又はフィロウ
イルス科（Ｆｉｌｏｖｉｒｉｄａｅ）の１つ又は複数において選択されるウイルスに由来
する、請求項１～５のいずれか一項記載の化合物の組み合わせ。
【請求項７】
　第１及び第２の、ならびに、あれば第３のウイルスエンベロープタンパク質が、ＲＮＡ
ウイルス、及び特にパラミクソウイルス科、もしくはラブドウイルス科、特に水疱性口内
炎ウイルス（ＶＳＶ）を含むベジクロウイルス（Ｖｅｓｉｃｕｌｏｖｉｒｕｓ）、もしく
は麻疹ウイルス（ＭＶ）、もしくは呼吸器合胞体ウイルス（ＲＳＶ：Ｒｅｓｐｉｒａｔｏ
ｒｙ　Ｓｙｎｃｙｔｉａ　Ｖｉｒｕｓ）、又は、非ヒトレトロウイルス、特にマウスレト
ロウイルス、又はインフルエンザウイルスなどのオルトミクソウイルス科に由来する、請
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求項２記載の化合物の組み合わせ。
【請求項８】
　第１及び第２の、ならびに、あれば第３のエンベロープタンパク質が、同じウイルス科
のウイルスに由来する、請求項１～４のいずれか一項記載の化合物の組み合わせ。
【請求項９】
　第１及び第２の、ならびに、あれば第３のエンベロープタンパク質が、異なる属のウイ
ルスに由来する、請求項５記載の化合物の組み合わせ。
【請求項１０】
　第１及び第２の、ならびに、あれば第３のエンベロープタンパク質が、異なる血清型の
ウイルスに由来し、そして特に、ＣＮＣＭにｐＴｈＶ－ＶＳＶ．Ｇ（ＩＮＤ－ＣＯ）ＣＮ
ＣＭ　Ｉ－３８４２として、又は、ｐＴｈＶ－ＶＳＶ．Ｇ（ＩＮＤ－ＣＯ）、ＣＮＣＭ　
Ｉ－４０５６、ｐＴｈＶ－ＶＳＶ．Ｇ（ＮＪ－ＣＯ）ＣＮＣＭ　Ｉ－３８４３の代わりの
バージョンとして、又は、代わりのバージョンｐＴｈＶ－ＶＳＶ．Ｇ（ＮＪ－ＣＯ）ＣＮ
ＣＭ　Ｉ－４０５８として、又はｐＴｈＶ－ＶＳＶ．Ｇ（ＣＯＣＡＬ－ＣＯ）ＣＮＣＭ　
Ｉ－４０５５、ｐＴｈＶ－ＶＳＶ．Ｇ（ＩＳＦＡ－ＣＯ）ＣＮＣＭ　Ｉ－４０５７、及び
ｐＴｈＶ－ＶＳＶ．Ｇ（ＳＶＣＶ－ＣＯ）ＣＮＣＭ　Ｉ－４０５９として寄託されたプラ
スミドにより発現されるエンベロープより選択される、請求項５記載の化合物の組み合わ
せ。
【請求項１１】
　第１及び第２の、ならびに、あれば第３のエンベロープタンパク質が、同じ属又は同じ
血清型で、しかし、異なる株に由来する、請求項５記載の化合物の組み合わせ。
【請求項１２】
　第１及び第２の、ならびに、あれば第３のウイルスエンベロープタンパク質の少なくと
も１つが、単量体又は多量体のタンパク質として産生される、請求項１～８のいずれか一
項記載の化合物の組み合わせ。
【請求項１３】
　第１及び第２の、ならびに、あれば第３のウイルスエンベロープタンパク質が、樹状細
胞による取り込みが可能である、請求項１～８のいずれか一項記載の化合物の組み合わせ
。
【請求項１４】
　第１及び第２の両方の、ならびに、あれば第３のウイルスエンベロープタンパク質が、
ＶＳＶウイルスの膜貫通グリコシル化（Ｇ）タンパク質であり、Ｇタンパク質が、異なる
ＶＳＶ型特異性を有する、請求項１～９のいずれか一項記載の化合物の組み合わせ。
【請求項１５】
　第１及び第２のウイルスエンベロープタンパク質が、それぞれインディアナ株のＶＳＶ
－Ｇ及びニュージャージー株のＶＳＶ－Ｇであるか、又はその反対である、請求項１～１
１のいずれか一項記載の化合物の組み合わせ。
【請求項１６】
　１つ又は複数のレンチウイルスベクターが、参照の決定した天然ウイルスエンベロープ
タンパク質に関して改変されるエンベロープタンパク質でシュードタイピングされる、請
求項４～１５のいずれか一項記載の化合物の組み合わせ。
【請求項１７】
　１つ又は複数のレンチウイルスベクターが、異なるウイルス、特に異なる属のベシクロ
ウイルス又は異なる種のＶＳＶの異なるエンベロープタンパク質に由来するドメイン又は
フラグメントを含む組換えエンベロープタンパク質でシュードタイピングされる、請求項
１６記載の化合物の組み合わせ。
【請求項１８】
　第１及び第２のエンベロープタンパク質の少なくとも１つが、ＶＳＶの組換えエンベロ
ープタンパク質であり、そして組換えエンベロープタンパク質が、インディアナ血清型株
のＶＳＶ－Ｇの搬出決定基ＹＴＤＩＥを含む、請求項１７記載の化合物の組み合わせ。
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【請求項１９】
　第３の及び／又はさらなるエンベロープタンパク質が、ＶＳＶの組換えエンベロープタ
ンパク質であり、そして組換えエンベロープタンパク質が、インディアナ血清型株のＶＳ
Ｖ－Ｇの搬出決定基ＹＴＤＩＥを含む、請求項１８記載の化合物の組み合わせ。
【請求項２０】
　組換えエンベロープタンパク質が、インディアナ血清型株のＶＳＶ－Ｇの細胞質側末端
を含む、請求項１７又は１８記載の化合物の組み合わせ。
【請求項２１】
　１つ又は複数のレンチウイルスベクターが、インディアナＶＳＶの膜貫通ドメイン及び
異なるＶＳＶ血清型の株の外部ドメインを含む組換えエンベロープタンパク質でシュード
タイピングされる、請求項１７～２０のいずれか一項記載の化合物の組み合わせ。
【請求項２２】
　インディアナＶＳＶの膜貫通ドメイン及び細胞質ドメインならびにニュージャージーＶ
ＳＶの外部ドメインを含む、請求項２０又は２１記載の化合物の組み合わせ。
【請求項２３】
　１つ又は複数のレンチウイルスベクターが、特に、参照の決定した天然ウイルスエンベ
ロープタンパク質に関して、１つ又は複数のアミノ酸残基の置換、付加又は欠失により突
然変異されるエンベロープタンパク質でシュードタイピングされる、請求項１３～１９の
いずれか一項記載の化合物の組み合わせ。
【請求項２４】
　突然変異されたエンベロープタンパク質が、突然変異されたＶＳＶ－Ｇタンパク質であ
り、突然変異が、ＶＳＶ－Ｇ膜貫通ドメインの１つ又は複数のアミノ酸残基に影響を及ぼ
す、請求項２３記載の化合物の組み合わせ。
【請求項２５】
　１つ又は複数のレンチウイルスベクターが、そのグリコシル化を増加させる、又はレン
チウイルス粒子によるその発現能力又はその取り込み能力を増加させるために改変される
エンベロープタンパク質でシュードタイピングされる、請求項１３～２４のいずれか一項
記載の化合物の組み合わせ。
【請求項２６】
　ベクター粒子をシュードタイピングするエンベロープタンパク質が、コドン最適化され
た核酸分子の発現の結果として、ベクター粒子を産生する産生細胞中で得られる、請求項
１～２５記載の化合物の組み合わせ。
【請求項２７】
　第１及び第２の、ならびに、あれば第３のＧタンパク質の少なくとも１つが、天然Ｇタ
ンパク質に関して改変される、請求項１２～２６記載の化合物の組み合わせ。
【請求項２８】
　第１及び第２のエンベロープタンパク質が、異なり、そして番号Ｉ－３８４２で寄託さ
れるプラスミドｐＴｈＶ－ＶＳＶ－Ｇ（ＩＮＤ－ｃｏ）もしくは番号Ｉ－４０５６で寄託
されるそのバリアント、又は、番号Ｉ－３８４３で寄託されるプラスミドｐＴｈＶ－ＶＳ
Ｖ－Ｇ（ＮＪ－ｃｏ）もしくは番号Ｉ－４０５８で寄託されるそのバリアントに含まれる
核酸分子によりコードされる、請求項１～２７のいずれか一項記載の化合物の組み合わせ
。
【請求項２９】
　第１又は第２のエンベロープタンパク質が、図６、７、又は１９の配列を含む核酸分子
によりコードされる、請求項１～２７のいずれか一項記載の化合物の組み合わせ。
【請求項３０】
　第１及び第２のエンベロープタンパク質が、異なり、そして図６、７又は１９に表わさ
れるものより選択されるアミノ酸配列を有する、請求項１～２７のいずれか一項記載の化
合物の組み合わせ。
【請求項３１】



(5) JP 2010-535495 A 2010.11.25

10

20

30

40

50

　第３の又はさらなるエンベロープタンパク質が、図６～１３又は１４～１８に表わされ
る核酸分子によりコードされるタンパク質より選択されるか、又はアミノ酸配列を有する
、請求項１～２８のいずれか一項記載の化合物の組み合わせ。
【請求項３２】
　シュードタイピングされたレンチウイルスベクターが、ヒトレンチウイルスベースのベ
クターである、請求項１～３１のいずれか一項記載の化合物の組み合わせ。
【請求項３３】
　シュードタイピングされたレンチウイルスベクター粒子が、ＨＩＶベースのベクター、
特にＨＩＶ－１又はＨＩＶ－２ベースのベクターである、請求項３２記載の化合物の組み
合わせ。
【請求項３４】
　シュードタイピングされたレンチウイルスベクター粒子が、複製能を欠くレンチウイル
スベクターである、請求項３２又は３３記載の化合物の組み合わせ。
【請求項３５】
　シュードタイピングされたレンチウイルスベクター粒子が、特にインテグラーゼタンパ
ク質における突然変異の結果として、インテグラーゼが、ベクターが宿主細胞において粒
子として産生される場合、又はレンチウイルスベクターが患者に投与された後に、レンチ
ウイルスベクターにおいて発現されないか、又は機能的に発現されないような、組込み能
を欠くレンチウイルスベクターである、請求項２６～２８のいずれか一項記載の化合物の
組み合わせ。
【請求項３６】
　レンチウイルスベクターゲノムが、特にはＨＩＶ－１の、機能的レンチウイルスＤＮＡ
　Ｆｌａｐを含む、請求項１～３５のいずれか一項記載の化合物の組み合わせ。
【請求項３７】
　レンチウイルスベクターゲノムの３’ＬＴＲ配列が、Ｕ３領域の少なくともアクチベー
ター（エンハンサ―）を欠く、請求項３２～３６のいずれか一項記載の化合物の組み合わ
せ。
【請求項３８】
　３’ＬＴＲが、Ｕ３領域を欠くか、又はＵ３領域の部分の欠失を有する、請求項３６記
載の化合物の組み合わせ。
【請求項３９】
　レンチウイルスベクターゲノムが、図２（Ａ）、２３、２４、２５に描写する配列特性
を有する、請求項１～３４のいずれか一項記載の化合物の組み合わせ。
【請求項４０】
　ＬＴＲ５’のＵ３領域が、非レンチウイルスＵ３により、又はｔａｔ非依存性一次転写
を促進するために適したプロモーターにより置換されている、請求項３２～３８のいずれ
か一項記載の化合物の組み合わせ。
【請求項４１】
　レンチウイルスベクター粒子のレンチウイルスゲノムベクターが、ＣＮＣＭに番号Ｉ－
２３３０で１９９９年１０月１１日に寄託されたプラスミドｐＴＲＩＰΔＵ３．ＣＭＶ－
ＧＦＰ、又は、ＣＮＣＭに番号Ｉ－３８４１で２００７年１０月１０日に寄託されたプラ
スミドｐＴＲＩＰΔＵ３．ＣＭＶ－ＳＩＶ－ＧＡＧｃｏ－ＷＰＲＥ、又は、ＣＮＣＭに番
号Ｉ－３８４０で２００７年１０月１０日に寄託されたプラスミドｐＴＲＩＰΔＵ３．Ｃ
ＭＶ－ＳＩＶ－ＧＡＧ－ＷＰＲＥに由来し、特にＧＦＰ又はＳＩＶ－ＧＡＧコード配列の
ＨＩＶ－ＧＡＧ由来抗原による置換によるこれらのプラスミドの１つに由来する、請求項
１～３５のいずれか一項記載の化合物の組み合わせ。
【請求項４２】
　ポリヌクレオチドが、ヒト免疫不全ウイルス（ＨＩＶ）の抗原に由来するポリペプチド
をコードする、請求項１～４１のいずれか一項記載の化合物の組み合わせ。
【請求項４３】
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　ポリヌクレオチドが、ＨＩＶ、特にＨＩＶ－１又はＨＩＶ－２、ＳＩＶ、特にＳＩＶＭ

ＡＣ、又はＦＩＶのＧＡＧ抗原に由来する抗原をコードする、請求項１～４２のいずれか
一項記載の化合物の組み合わせ。
【請求項４４】
　ポリヌクレオチドが、免疫不全ウイルスのＧＡＧに由来する抗原をコードし、そして天
然ＧＡＧ抗原の、特にＧＡＧポリタンパク質もしくはマトリクスタンパク質もしくはキャ
プシドタンパク質もしくはヌクレオキャプシドタンパク質のアミノ酸配列を有するか、又
はそのようなポリタンパク質もしくはそのようなタンパク質のフラグメントであるか、又
はアミノ酸配列中に１つもしくは複数のアミノ酸残基の欠失、置換もしくは付加を含む、
特に突然変異により、天然ＧＡＧ抗原に関して改変されているか、又は翻訳後修飾により
改変されているＧＡＧ抗原であって、改変されたＧＡＧ抗原が、生物学的に機能的である
か、又は生物学的に非機能的であるかのいずれかから選択される、請求項１～４１のいず
れか一項記載の化合物の組み合わせ。
【請求項４５】
　組換えポリヌクレオチドが、ＨＩＶ又はＳＩＶ又はＦＩＶのＧＡＧ抗原に由来する生物
学的に非機能的なポリペプチドをコードし、ポリペプチドがレンチウイルスベクターで形
質導入された細胞からのＧＡＧ偽粒子又はＧＡＧ－ＰＯＬ偽粒子の形成を可能にしない、
請求項１～４１のいずれか一項記載の化合物の組み合わせ。
【請求項４６】
　ＧＡＧ由来抗原が、ミリスチル化に欠けるＧＡＧΔｍｙｒタンパク質である、請求項１
～４２のいずれか一項記載の化合物の組み合わせ。
【請求項４７】
　ＧＡＧ由来抗原が、図２１、２６又は３８のアミノ酸配列を有する、請求項１～４３の
いずれか一項記載の化合物の組み合わせ。
【請求項４８】
　ＧＡＧポリタンパク質又はそれに由来するポリペプチドをコードするポリヌクレオチド
が、コドン最適化されたヌクレオチド配列により発現され、天然遺伝子のヌクレオチド配
列に関して、哺乳動物細胞での、特にヒト細胞での翻訳を改善することが可能になる、請
求項１～４４のいずれか一項記載の化合物の組み合わせ。
【請求項４９】
　組換えポリヌクレオチドが、さらに、免疫不全ウイルスのＮＥＦ抗原、ＴＡＴ抗原、Ｒ
ＥＶ抗原、免疫不全ウイルスのＰＯＬ抗原、又はその組み合わせに由来するポリペプチド
より選択されるポリペプチドをコードする、請求項１～４５のいずれか一項記載の化合物
の組み合わせ。
【請求項５０】
　組換えポリヌクレオチドが、図２１の配列を有するＧＡＧ由来抗原、図２１のアミノ酸
配列を含むか、又は有するＰＯＬ抗原、及び図２１に開示するアミノ酸配列を含むか、又
は有するＮＥＦ由来抗原を含む融合タンパク質をコードし、融合タンパク質が、以下の構
造：５’　ＧＡＧ　ＰＯＬ　ＮＥＦ　３’、又は５’　ＰＯＬ　ＮＥＦ　ＧＡＧ　３’も
しくは５’　ＰＯＬ　ＧＡＧ　ＮＥＦ　３’、又は５’　ＮＥＦ　ＧＡＧ　ＰＯＬ　３’
もしくは５’　ＮＥＦ　ＰＯＬ　ＧＡＧ　３’もしくは５’　ＧＡＧ　ＮＥＦ　ＰＯＬ　
３’の１つを有する、請求項１～４９のいずれか一項記載の化合物の組み合わせ。
【請求項５１】
　レンチウイルスベクター（ｉ）及び／又は（ｉｉ）が、免疫応答のアジュバントを欠く
組成物中で製剤化される、請求項１～５０のいずれか一項記載の化合物の組み合わせ。
【請求項５２】
　免疫調節剤をさらに含む、請求項１～５１のいずれか一項記載の化合物の組み合わせ。
【請求項５３】
　レンチウイルスベクターが、宿主への注射、特に皮下注射に適した組成物中で製剤化さ
れる、請求項１～５２のいずれか一項記載の化合物の組み合わせ。
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【請求項５４】
　哺乳動物宿主における免疫応答のプライミング及び続く免疫応答のブーストを包含する
投与計画における使用のための組み合わせであって、ここで（ｉ）の第１のウイルスエン
ベロープタンパク質でシュードタイピングされたレンチウイルスベクターを、（ｉｉ）の
第２のウイルスエンベロープタンパク質でシュードタイピングされたレンチウイルスベク
ター、及び、あれば（ｉｉｉ）の第３のウイルスエンベロープタンパク質でシュードタイ
ピングされたレンチウイルスベクターとは別々に時間内に投与し、レンチウイルスベクタ
ー（ｉ）及び（ｉｉ）ならびにあれば（ｉｉｉ）の各々を免疫応答のプライミング又はブ
ーストのいずれかのために投与する、請求項１～５３のいずれか一項記載の化合物の組み
合わせ。
【請求項５５】
　インディアナ株のＶＳＶ－Ｇタンパク質でシュードタイピングされたレンチウイルスベ
クターをプライミングのために使用し、そしてニュージャージー株のＶＳＶ－Ｇタンパク
質でシュードタイピングされたレンチウイルスベクターをブーストのために使用する、請
求項１５～５４のいずれか一項記載の化合物の組み合わせ。
【請求項５６】
　ニュージャージー株のＶＳＶ－Ｇタンパク質でシュードタイピングされたレンチウイル
スベクターをプライミングのために使用し、そしてインディアナ株のＶＳＶ－Ｇタンパク
質でシュードタイピングされたレンチウイルスベクターをブーストのために使用する、請
求項１２～５１のいずれか一項記載の化合物のセット。
【請求項５７】
　ヒト免疫不全ウイルス（ＨＩＶ）、特にＨＩＶ－１又はＨＩＶ－２に感染したヒト宿主
の治療的処置のための、請求項１～５６のいずれか一項記載の化合物の組み合わせ。
【請求項５８】
　ヒト免疫不全ウイルス、特にＨＩＶ－１又はＨＩＶ－２による感染に対するヒト宿主の
予防的処置のための、請求項１～５４のいずれか一項記載の化合物の組み合わせ。
【請求項５９】
　免疫不全ウイルスによる感染に対する防御的で特異的な細胞性免疫応答を誘発又はブー
ストする組成物の調製に適した、請求項１～５８のいずれか一項で定義するレンチウイル
スベクター粒子。
【請求項６０】
　ゲノム中に、ヒト免疫不全ウイルス（ＨＩＶ）のＧＡＧ抗原に由来する抗原をコードす
るヒトコドン最適化配列を有する組換えポリヌクレオチドを含む、請求項１～５９のいず
れか一項で定義するレンチウイルスベクター。
【請求項６１】
　組換えポリヌクレオチドが、非ミリスチル化ＧＡＧ抗原であるＨＩＶ－１コンセンサス
Ｂ株のＧＡＧ抗原に由来する抗原をコードする、請求項６０記載のレンチウイルスベクタ
ー。
【請求項６２】
　組換えポリヌクレオチドが、ヒト細胞での発現のためにコドン最適化されており、ＧＡ
Ｇポリタンパク質ならびにＨＩＶのＮＥＦ抗原のエピトープのクラスター及び任意にＨＩ
ＶのＰＯＬポリタンパク質のエピトープのクラスターに由来する抗原、及び特には図２１
の配列を有するＧＡＧ由来抗原、図２１のアミノ酸配列を含むか、又は有するＰＯＬ由来
抗原、及び図２１に開示するアミノ酸配列を含むか、又は有するＮＥＦ由来抗原の間の融
合タンパク質をコードするヌクレオチド配列を有し、融合タンパク質が、以下の構造：５
’　ＧＡＧ　ＰＯＬ　ＮＥＦ　３’、又は５’　ＰＯＬ　ＮＥＦ　ＧＡＧ　３’又は５’
　ＰＯＬ　ＧＡＧ　ＮＥＦ　３’、又は５’　ＮＥＦ　ＧＡＧ　ＰＯＬ　３’又は５’　
ＮＥＦ　ＰＯＬ　ＧＡＧ　３’又は５’　ＧＡＧ　ＮＥＦ　ＰＯＬ　３’の１つを有する
、請求項６０又は６１のいずれか記載のレンチウイルスベクター。
【請求項６３】
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　請求項２７～３０で定義するエンベロープタンパク質ＶＳＶ－Ｇでシュードタイピング
される、請求項５６～５８のいずれか一項記載のレンチウイルスベクター。
【請求項６４】
　治療的プロトコールでの使用のために、レトロウイルス複製を阻止する抗レトロウイル
ス薬の投与も含む、請求項１～５９のいずれか一項記載の化合物の組み合わせ、又は、請
求項５８～６２のいずれか一項記載のレンチウイルスベクター。
【請求項６５】
　抗レトロウイルス薬が、レトロウイルスの逆転写酵素（ＲＴ）のインヒビター及びレト
ロウイルスのプロテアーゼのインヒビターより選択される、請求項６４記載の化合物の組
み合わせ又はレンチウイルスベクター。
【請求項６６】
　レトロウイルスの逆転写酵素の１つ又は複数のインヒビター及びレトロウイルスプロテ
アーゼの１つ又は複数のインヒビターを投与のために使用する、請求項６５記載の化合物
の組み合わせ又はレンチウイルスベクター。
【請求項６７】
　抗レトロウイルス薬と同時に時間内に使用するための、請求項６４～６６のいずれか一
項記載の化合物の組み合わせ又はレンチウイルスベクター。
【請求項６８】
　化合物の投与が、抗レトロウイルス薬の投与を止めた後に延長される、請求項６４～６
７のいずれか一項記載の化合物の組み合わせ又はレンチウイルスベクター。
【請求項６９】
　抗レトロウイルス薬の投与が、化合物の投与中の決定された時間期間で数回中断される
、請求項６４～６７のいずれか一項記載の化合物の組み合わせ又はレンチウイルスベクタ
ー。
【請求項７０】
　レンチウイルスベクターの調製に適したプラスミドベクター組成物であって、以下：
ａ．以下を含むレンチウイルスベクタープラスミド：
ｉ．レンチウイルスゲノムのシス作用配列を含むポリヌクレオチドであって、５’　ＬＴ
Ｒ又は改変５’　ＬＴＲを含み、プロモーターが置換された、キャプシド形成シグナル（
Ψ）、ＲＲＥ配列、ＤＮＡ　Ｆｌａｐ、及び３’　ＬＴＲ配列であって、３’　ＬＴＲ配
列が少なくともＵ３領域のエンハンサ―及びウイルスプロモーターについて、ならびに任
意に完全Ｕ３領域について欠失されており、ベクタープラスミドが以下をさらに含む、
ｉｉ．ヒト免疫不全ウイルスのＧＡＧ抗原に由来する少なくとも１つの抗原を含む１つ又
は複数のポリヌクレオチドをコードし、ポリヌクレオチドがヒト宿主におけるインビボで
の使用に適した内部プロモーターの制御下にあるポリヌクレオチド；
ｂ．（ｉ）ヒト宿主におけるインビボでの使用に適した内部プロモーター及び（ｉｉ）レ
ンチウイルスのＧＡＧ、ＰＯＬ、ならびに任意にＴＡＴ及びＲＥＶのタンパク質をコード
するレンチウイルスのポリヌクレオチドを含むパッケージングプラスミドであって、ここ
で、該パッケージングプラスミドが、レンチウイルスΨキャプシド形成シグナルを欠き、
末端のポリＡテイルを有する、パッケージングプラスミド及び；
ｃ．（ｉ）ヒト宿主におけるインビボでの使用に適した内部プロモーター及び（ｉｉ）Ｖ
ＳＶ－Ｇエンベロープタンパク質又はそれに由来するタンパク質より選択される異種ウイ
ルスエンベロープタンパク質をコードするポリヌクレオチド及びポリＡ末端、特にｐＴｈ
Ｖ－ＶＳＶ．Ｇ（ＩＮＤ－ＣＯ）ＣＮＣＭ　Ｉ－３８４２又はｐＴｈＶ－ＶＳＶ．Ｇ（Ｉ
ＮＤ－ＣＯ，　ＣＮＣＭ　Ｉ－４０５６、ｐＴｈＶ－ＶＳＶ．Ｇ（ＮＪ－ＣＯ）ＣＮＣＭ
　Ｉ－３８４３の代わりのバージョン、又は代わりのバージョンｐＴｈＶ－ＶＳＶ．Ｇ（
ＮＪ－ＣＯ）ＣＮＣＭ　Ｉ－４０５８、又はｐＴｈＶ－ＶＳＶ．Ｇ（ＣＯＣＡＬ－ＣＯ）
ＣＮＣＭ　Ｉ－４０５５、ｐＴｈＶ－ＶＳＶ．Ｇ（ＩＳＦＡ－ＣＯ）ＣＮＣＭ　Ｉ－４０
５７、及びｐＴｈＶ－ＶＳＶ．Ｇ（ＳＶＣＶ－ＣＯ）ＣＮＣＭ　Ｉ－４０５９としてＣＮ
ＣＭに寄託されたプラスミドより選択されるプラスミドにより発現されるエンベロープタ
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ンパク質又はそれに由来するタンパク質を含むエンベローププラスミド
を含む、組成物。
【請求項７１】
　ポリヌクレオチドを提供するレンチウイルスが、ヒト免疫不全ウイルス、特にＨＩＶ－
１又はＨＩＶ－２である、請求項７０記載のプラスミドベクターの組成物。
【請求項７２】
　プラスミドの少なくとも１つ及び有利なことには全てのプラスミドが、ヒト細胞中での
発現のために最適化されたコドンであるコードポリヌクレオチドを有する、請求項７０又
は７１記載のプラスミドベクターの組成物。
【請求項７３】
　少なくとも１つ、好ましくは全てのプラスミドの内部プロモーターが、エンハンサ―活
性を有しない、請求項７０～７２記載のプラスミドベクターの組成物。
【請求項７４】
　内部プロモーターが、以下の遺伝子のプロモーター：ＥＦ１α、ヒトＰＧＫ、ＰＰＩ（
プレプロインシュリン）、チオデキストリン（ｔｈｉｏｄｅｘｔｒｉｎ）、ＨＬＡ　ＤＲ
不変鎖（Ｐ３３）、ＨＬＡ　ＤＲアルファ鎖、フェリチンＬ鎖又はフェリチンＨ鎖、ベー
タ２ミクログロブリン、キモシンベータ４、キモシンベータ１０、又はシスタチンリボソ
ームタンパク質Ｌ４１より選択される、請求項７０～７３のいずれか一項記載のプラスミ
ドベクターの組成物。
【請求項７５】
　ＰＯＬタンパク質をコードするキャプシド形成プラスミドが、細胞のゲノム中のベクタ
ーゲノムのコードポリヌクレオチドの組込みを阻止する欠損インテグラーゼをコードする
、請求項７０～７４のいずれか一項記載のプラスミドベクターの組成物。
【請求項７６】
　ＧＡＧ抗原に由来する抗原をコードするポリヌクレオチドが、請求項４３～５０のいず
れか一項で定義される通りである、請求項７０～７４のいずれか一項記載のプラスミドベ
クターの組成物。
【請求項７７】
　シュードタイピングするエンベロープタンパク質が、請求項２８～３０のいずれか一項
で定義される通りである、請求項７０～７６のいずれか一項記載のプラスミドベクターの
組成物。
【請求項７８】
　請求項７０～７７のいずれか一項で定義するプラスミドベクターの１つ。
【請求項７９】
　免疫不全ウイルスによる感染に対する防御的で特異的な細胞性免疫応答を誘発又はブー
ストする組成物の調製に適した、請求項７０～７７のいずれか一項記載のプラスミドベク
ターの組成物の発現産物である、レンチウイルスベクター粒子。
【請求項８０】
　ＨＩＶ－１ウイルス株のＮＥＦ、ＰＯＬ、ＴＡＴもしくはＲＥＶに由来する抗原又はそ
のような抗原の組み合わせを伴う、図２１の配列を有するＧＡＧ由来抗原の組み合わせを
含む、又は、それからなる融合タンパク質である、キメラＨＩＶ－１由来抗原。
【請求項８１】
　ＰＯＬ由来抗原が、図２１のアミノ酸配列を含む、又は、有する、請求項８０記載のキ
メラＨＩＶ－１由来抗原。
【請求項８２】
　ＮＥＦ由来抗原が、図２１で開示するアミノ酸配列を含む、又は、有する、請求項８０
又は８１記載のキメラＨＩＶ－１由来抗原。
【請求項８３】
　図１４～２０の配列より選択されるアミノ酸配列を有するか、又はＣＮＣＭにｐＴｈＶ
－ＶＳＶ．Ｇ（ＩＮＤ－ＣＯ）ＣＮＣＭ　Ｉ－３８４２として、又は、ｐＴｈＶ－ＶＳＶ
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．Ｇ（ＩＮＤ－ＣＯ）、ＣＮＣＭ　Ｉ－４０５６、ｐＴｈＶ－ＶＳＶ．Ｇ（ＮＪ－ＣＯ）
ＣＮＣＭ　Ｉ－３８４３の代わりのバージョンとして、もしくは代わりのバージョンｐＴ
ｈＶ－ＶＳＶ．Ｇ（ＮＪ－ＣＯ）ＣＮＣＭ　Ｉ－４０５８として、又はｐＴｈＶ－ＶＳＶ
．Ｇ（ＣＯＣＡＬ－ＣＯ）ＣＮＣＭ　Ｉ－４０５５、ｐＴｈＶ－ＶＳＶ．Ｇ（ＩＳＦＡ－
ＣＯ）ＣＮＣＭ　Ｉ－４０５７、及びｐＴｈＶ－ＶＳＶ．Ｇ（ＳＶＣＶ－ＣＯ）ＣＮＣＭ
　Ｉ－４０５９として寄託されたプラスミドより選択されるプラスミドにより発現される
、ＶＳＶ－Ｇエンベロープタンパク質。
【請求項８４】
　図１４～２０の配列より選択されるアミノ酸配列を有するＶＳＶ－Ｇエンベロープタン
パク質の１つをコードする核酸分子であって、核酸分子が、ヒト細胞中での発現のために
コドン最適化されているか、又はＣＮＣＭにｐＴｈＶ－ＶＳＶ．Ｇ（ＩＮＤ－ＣＯ）ＣＮ
ＣＭ　Ｉ－３８４２、ｐＴｈＶ－ＶＳＶ．Ｇ（ＩＮＤ－ＣＯ）、ＣＮＣＭ　Ｉ－４０５６
の代わりのバージョン、ｐＴｈＶ－ＶＳＶ．Ｇ（ＮＪ－ＣＯ）ＣＮＣＭ　Ｉ－３８４３又
は代わりのバージョンｐＴｈＶ－ＶＳＶ．Ｇ（ＮＪ－ＣＯ）ＣＮＣＭ　Ｉ－４０５８、又
はｐＴｈＶ－ＶＳＶ．Ｇ（ＣＯＣＡＬ－ＣＯ）ＣＮＣＭ　Ｉ－４０５５、ｐＴｈＶ－ＶＳ
Ｖ．Ｇ（ＩＳＦＡ－ＣＯ）ＣＮＣＭ　Ｉ－４０５７、及びｐＴｈＶ－ＶＳＶ．Ｇ（ＳＶＣ
Ｖ－ＣＯ）ＣＮＣＭ　Ｉ－４０５９として寄託されたプラスミドより選択されるプラスミ
ドにより発現されるエンベロープをコードするインサートであるか、又は図６～１２の核
酸配列より選択される配列を有する、核酸分子。
【請求項８５】
　核酸分子が、ＧＡＧ抗原に由来する少なくとも１つの抗原をコードするか、又は核酸分
子がストリンジェントな条件で核酸分子にハイブリダイズし、そしてＨＩＶ－１もしくは
ＨＩＶ－２　ＧＡＧ抗原又はそのフラグメントをコードできる、請求項２８～４１のいず
れか一項記載のプラスミド中に含まれる核酸分子。
【請求項８６】
　哺乳動物宿主においてＨＩＶ－１もしくはＨＩＶ－２感染又はＳＩＶもしくはＦＩＶ感
染をインビボで阻害するために適する、請求項１～５８のいずれか一項で定義するレンチ
ウイルス粒子を含む免疫原性組成物。
【請求項８７】
　以下：
－　レトロウイルス、特にＨＩＶへの暴露後又は感染後のウイルス血症の制御、特に宿主
におけるウイルス負荷の制限又は低下；及び／又は
－　宿主におけるレトロウイルス、特にＨＩＶに対する防御的な細胞性免疫の誘導；及び
／又は
－　ＨＩＶレトロウイルスへの暴露又は感染後のウイルス複製に対する防御；及び／又は
－　特に、レトロウイルス、特にＨＩＶによる感染の急性期における中央記憶ＣＤ４＋　
Ｔ細胞応答の欠乏に対する防御；及び／又は
－　特に、レトロウイルス、特にＨＩＶによる感染の慢性期における中央記憶ＣＤ４＋　
Ｔ細胞応答の保存；及び／又は
－　レトロウイルス、特にＨＩＶによる一次感染期の未感作の中央記憶ＣＤ８＋　Ｔ細胞
応答のより早く及び／又はより高いリバウンド；及び／又は
－　免疫圧力からのウイルス回避に対する阻止、これによるレトロウイルス、特にＨＩＶ
による感染の長期制御
のために、哺乳動物宿主において免疫応答をプライミングし、続いて免疫応答をブースト
することを包含する投与計画における、請求項１～８６のいずれか一項記載の化合物の組
み合わせ。
【請求項８８】
　欠損インテグラーゼタンパク質を含み、そしてさらには少なくとも１つの抗原性ポリペ
プチドをコードするポリヌクレオチドを含み、免疫原性組成物を投与された宿主において
、少なくとも１つのポリペプチドに対する免疫応答を誘発するための免疫原性組成物を産
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生する、レンチウイルスベクターの使用。
【請求項８９】
　免疫応答が、液性免疫応答、特に防御的な液性免疫応答である、請求項８８記載のレン
チウイルスベクターの使用。
【請求項９０】
　免疫応答が、細胞性免疫応答、例えばＣＤ８媒介性細胞性免疫応答又はＣＤ４媒介性細
胞性免疫応答である、請求項８８又は８９記載のレンチウイルスベクターの使用。
【請求項９１】
　レンチウイルスゲノムが、ｇａｇ、ｐｏｌ及び／又はｅｎｖレンチウイルス遺伝子を欠
く、好ましくは機能的なｇａｇ、ｐｏｌ及び／又はｅｎｖレンチウイルス遺伝子を欠く、
請求項８８～９０のいずれか一項記載のレンチウイルスベクターの使用。
【請求項９２】
　レンチウイルスゲノムが、全ての内因性のコードレンチウイルス配列を欠く、請求項８
８～９１のいずれか一項記載のレンチウイルスベクターの使用。
【請求項９３】
　少なくとも１つのポリペプチドが、ウイルス、特にレトロウイルス、レンチウイルス、
フラビウイルスもしくはコロナウイルス、細菌又は寄生虫のゲノムに由来する配列により
コードされる、請求項８８～９２のいずれか一項記載のレンチウイルスベクターの使用。
【請求項９４】
　少なくとも１つのポリペプチドが、ＨＩＶ－１もしくはＨＩＶ－２を含むＡＩＤＳウイ
ルスのエンベロープ、ＨＩＶのキャプシド、又は黄熱病ウイルス、ウエスト・ナイル・ウ
イルス、デングウイルス（ＤＶ）、日本脳炎ウイルス（ＪＥＶ）もしくはＳＡＲＳ関連コ
ロナウイルスのエンベロープに由来する、請求項９３記載のレンチウイルスベクターの使
用。
【請求項９５】
　少なくとも１つのポリペプチドが、腫瘍性エピトープ又は抗原を含む、請求項８８～９
２のいずれか一項記載のレンチウイルスベクターの使用。
【請求項９６】
　レンチウイルスベクターが、ＶＳＶ－Ｇタンパク質でシュードタイピングされる、請求
項８８～９５のいずれか一項記載のレンチウイルスベクターの使用。
【請求項９７】
　免疫応答が、初期免疫応答である、請求項８８～９６のいずれか一項記載のレンチウイ
ルスベクターの使用。
【請求項９８】
　免疫応答が、持続的免疫応答である、請求項８８～９７のいずれか一項記載のレンチウ
イルスベクターの使用。
【請求項９９】
　宿主での免疫応答が、単回投与で達する、請求項８８～９８のいずれか一項記載のレン
チウイルスベクターの使用。
【請求項１００】
　ウイルス、細菌又は寄生虫などの病原体により引き起こされる感染又は感染の有害な結
果を処置するための、請求項８８～９９のいずれか一項記載のレンチウイルスベクターの
使用。
【請求項１０１】
　悪性状態を処置するための、請求項８８～９９のいずれか一項記載のレンチウイルスベ
クターの使用。
【請求項１０２】
　ウイルス、細菌又は寄生虫などの病原体による宿主の感染を予防するための、請求項８
８～９９のいずれか一項記載のレンチウイルスベクターの使用。
【請求項１０３】
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　悪性状態を予防するための、請求項８８～９９のいずれか一項記載のレンチウイルスベ
クターの使用。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、遺伝子導入ベクターのデザインに関し、特に、宿主における単回投与又は反
復投与のいずれかに適したレンチウイルス遺伝子導入ベクターを提供し、それらの医薬品
への適用に関する。
【０００２】
　特定の実施態様において、本発明は、特に、５ヶ月間を超える期間にわたる追跡調査を
伴う、同種モデルにおいてレンチウイルス遺伝子導入ベクターで実施された前臨床試験で
得られた結果に依存し、特にヒト宿主において適した、免疫不全ウイルスに対するワクチ
ン接種のための候補をデザインする。
【０００３】
　本発明は、特に、それを必要とする宿主中への単回又は複数回のインビボ投与のための
遺伝子導入ベクターの使用に関する。本出願の適用の分野は、特に動物の処置又はヒトの
処置（例、予防的又は治療的又は対症的又は根治的処置）に関する。
【０００４】
　本発明のレンチウイルスベクターの組み合わせは、特に、インビボでの遺伝子治療又は
ワクチン接種の分野における使用に適する。それは、しかし、より一般的に、インビボで
の単回又は複数回のベクターの注射が必要となる任意の医薬処置にも適する。
【０００５】
　本発明は、特に、哺乳動物宿主、特にヒトにおける疾患の予防又は処置のいずれかのた
めの、反復投与におけるレンチウイルスベクターの使用に適する手段を提供する。これら
のベクターの特定の適用は、ウイルス感染、寄生虫及び細菌感染又は癌を含む、発症状態
の予防又は処置のための免疫応答を誘発するため、及び好ましくは防御的な持続性免疫応
答を誘発することである。本発明の特定の実施態様によると、デザインされたベクターは
、特に、免疫不全ウイルス、特にＡＩＤＳに対する処置又は予防の分野における関心であ
る。
【０００６】
　本発明の別の局面は、遺伝子導入ベクターが組込み又は非組込み（ＮＩ）ベクターのい
ずれかであることである。いずれの形態のベクターの選択も、それらの使用目的に依存的
であるはずである。
【０００７】
　ウイルス、特にＲＮＡウイルス、及び特にレンチウイルスが、非分裂標的細胞において
効率的に複製することを可能にする有糸分裂に非依存的な核内輸送を達成するレンチウイ
ルスの能力により、遺伝子導入ベクターをデザインするために過去に使用されてきた。従
って、レンチウイルスベースのベクターが、予防的又は治療的ワクチン接種を含む種々の
適用のために、又は、これらのベクターを遺伝子治療のためのツールとして使用する目的
で、探索されてきた。
【０００８】
　インビボでレンチウイルスベクターをテストすると、しかし、インビボ注射の数が、ベ
クター粒子のシュードタイピングのために使用されるエンベロープタンパク質に対して誘
発される宿主の液性応答により制限されることが観察されている。
【０００９】
　シュードタイピングされたベクター粒子のエンベロープに対して宿主において誘発され
る応答は、従って、インビボでの複数回投与が必要な場合、そのようなベクターの効率的
な使用において欠点である。
【００１０】
　本発明は、予防又は処置との関連で宿主に数回投与される場合、少なくとも部分的に、
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シュードタイピングされたベクター粒子のエンベロープに対する免疫応答による欠点に対
する改善措置を意図する手段を提案する。
【００１１】
　本発明は、このように、レンチウイルスベクターの様々な構造、及び、また、特に、レ
ンチウイルスベクターの単回又は反復投与のいずれかを可能にする条件で、それを必要と
する宿主における使用に適した、化合物（別名、化合物のキット）の組み合わせとの関連
に関する。
【００１２】
　特に、本発明は、宿主にトランスジーンを送達するための異なるレンチウイルスベクタ
ーの連続使用を利用する。
【００１３】
　本発明のレンチウイルスベクター及び特にそれらの組み合わせは、特に、医薬処置の分
野における使用に適し、ここでは特に内因的に発現させた抗原により誘発される、細胞性
免疫応答を含む、免疫応答が有益である、又は、必要である；従って、本発明は、ウイル
ス、特にレトロウイルスを含む細胞内病原性微生物に対する、又はより一般的に、発症状
態に対する、インビボでの遺伝子治療の実施を含む、予防又は根治処置の必要な宿主での
使用のためのワクチン接種プロトコールのデザインのためのツールを提供する。それは、
特に、インビボでのベクターの複数回の注射を必要とする任意の医薬処置に適する。
【００１４】
　本発明者らは、本明細書において定義するレンチウイルスベクターが、特に組み合わせ
で使用された場合、非ヒト霊長類モデルにおいて細胞性免疫応答を誘発するために適切で
あり、レンチウイルスベクターがウイルスの抗原を発現する場合、ウイルスチャレンジと
の関連で防御的でありうるとの証拠を提供している。
【００１５】
　本発明の特定の実施態様において、本発明者らは、特に、細胞性の防御的免疫応答が、
非ヒト霊長類モデルにおいて、サル免疫不全ウイルスでのウイルスチャレンジに関連して
得られていることを示している。本発明者らは、特に、２つの非交差反応性ＶＳＶ血清型
からの糖タンパク質Ｇでシュードタイピングされたレンチウイルスベクターを使用したプ
ライム・ブースト戦略において、これらのベクターが、ベクターによりコードされる抗原
に対する強固で広範な細胞性免疫応答を誘発することを示している。これは、カニクイザ
ル（ｃｙｎｏｍｏｌｇｕｓ　ｍａｃａｑｕｅ）からなるモデルにおいて示されており、適
応ベクターは、このように、特にベクターによりコードされる抗原に関してデザインされ
ており、特にヒト宿主での適用に適したベクターを提供する。
【００１６】
　これらの結果を考慮し、本発明者らは、宿主に投与される場合に、特にウイルス感染の
予防又は処置の状況において、及び、特にヒト宿主において、効率的で好ましくは防御的
な免疫応答を誘発するために適しうるツールをデザインしており、そのようなウイルス感
染、特にレトロウイルス感染、例えばヒト免疫不全ウイルスを含むレンチウイルス感染に
対する免疫応答を提供し、そして、恐らくは感染に関連する病原性の発生を予防する。
【００１７】
　従って、本発明のレンチウイルスベクターの組み合わせによって、特に、反復投与での
使用のための効率的なプライム・ブースト・システムを提供し、特にそれを必要とする宿
主での注射後に、宿主において免疫応答を連続的にプライミング及びブーストすることを
可能にする。「反復」は、活性成分、即ち、本発明のレンチウイルスベクターに含まれる
異種ポリペプチドを、本明細書において開示するレンチウイルスベクターの投与の結果と
して、２回又はそれ以上、特に３回宿主に投与することを意味する。
【００１８】
　本発明は、従って、少なくとも以下：
（ｉ）第１の決定された異種ウイルスエンベロープタンパク質（単数又は複数）でシュー
ドタイピングされたレンチウイルスベクター粒子（別名、レンチウイルスベクター）；
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（ｉｉ）第１の決定されたエンベロープタンパク質とは異なる第２の決定された異種ウイ
ルスエンベロープタンパク質（単数又は複数）でシュードタイピングされたレンチウイル
スベクター粒子（別名、「レンチウイルスベクター」）；
ここで（ｉ）及び（ｉｉ）のレンチウイルスベクター粒子は、特に１つ又は複数のポリペ
プチドをコードする組換えポリヌクレオチド（又はトランスジーン）である異種の決定さ
れたポリヌクレオチドをコードする（即ち、含む）、及び；
ここで第１及び第２のウイルスエンベロープタンパク質は互いに血清中和せず、哺乳動物
細胞のインビボでの形質導入に適する
を含む化合物の組み合わせに関する。
【００１９】
　レンチウイルスベクター粒子によりコードされる（含まれる）ポリヌクレオチドは、そ
れをインサートとしてベクターゲノムコンストラクト中に取り込ませるため、「異種」で
ある。特定の実施態様において、ゲノムベクター及びポリヌクレオチドは、同じ群のレン
チウイルス、さらには同じ型に由来してよい。
【００２０】
　本発明の特定の実施態様において、異種の決定されたポリヌクレオチドは、免疫不全ウ
イルスのＧＡＧ抗原に由来する少なくとも１つの抗原を含む１つ又は複数のポリヌクレオ
チドをコードする。特に、抗原は、１つ又は複数の免疫原性エピトープである、又は、そ
れを含む。ＧＡＧに由来する抗原を本出願において定義し、実施例において例示する。そ
れはＧＡＧの特定のフラグメントを包含する。実施例において例示するＧＡＧ抗原はＳＩ
Ｖに由来し、ＳＩＶ感染に対する防御をアッセイするためのモデルのデザインに従う。ヒ
ト宿主に適したベクターのデザインを意図する場合、ＧＡＧ抗原は、ヒト免疫不全ウイル
ス、特にＨＩＶ－１又はＨＩＶ－２のＧＡＧポリタンパク質に由来する。
【００２１】
　本発明の特定の実施態様において、１つ又は複数のポリペプチドをコードする組換えポ
リヌクレオチド（又はトランスジーン）である異種の決定されたポリヌクレオチドは、免
疫不全ウイルスの生物学的に活性なＰＯＬ抗原をコードしない。
【００２２】
　特定の実施態様において、ＧＡＧに由来するコードされる抗原、特にＧＡＧに由来する
免疫原性エピトープは、生物学的に機能的なＧＡＧ抗原ではなく、そのような生物学的に
機能的なＧＡＧを含まない；換言すると、抗原は生物学的に非機能的なＧＡＧである。
【００２３】
　本発明において定義するレンチウイルスベクターは、（特定のポリタンパク質のエンベ
ロープの）エンベロープタンパク質を持つベクター粒子（従って、別名「レンチウイルス
ベクター粒子」）からなるシュードタイピングされたレンチウイルスベクターであり、こ
こでエンベロープタンパク質はレンチウイルスベクターのベクターゲノムを提供する特定
のレンチウイルスとは異なるウイルスに由来する。従って、エンベロープタンパク質は、
いわゆる「異種ウイルスエンベロープタンパク質」である。以下の頁において、本発明を
実施するのに適した任意の型のエンベロープタンパク質を包含するために、「エンベロー
プタンパク質」も参照する。
【００２４】
　本発明のレンチウイルスベクターは置換ベクターであり、レンチウイルスタンパク質を
コードする元のレンチウイルスの配列が、本質的にベクターのゲノムから欠失しており、
又は、存在する場合、改変されており、特に、生物学的に活性なＰＯＬ抗原及び任意にさ
らにレンチウイルスの構造及び／又はアクセサリー及び／又は調節タンパク質の発現を阻
止することを意味する。
【００２５】
　ベクター粒子の「ベクターゲノム」は、目的のポリヌクレオチド又はトランスジーンも
包含する。特定の実施態様において、トランスジーンは、また、生物学的に活性なＰＯＬ
タンパク質をコードするポリヌクレオチドを欠く。結果として、ベクターゲノムは、生物
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学的に活性なＰＯＬ抗原の回収を可能にしない。生物学的に活性なＰＯＬ抗原は、ＧＡＧ
－ＰＯＬポリタンパク質の切断により産生される、ウイルス酵素プロテアーゼ（ＲＴ）、
逆転写酵素（ＲＴ及びＲＮａｓｅ　Ｈ）、及びインテグラーゼ（ＩＮ）を含む。ＰＯＬ抗
原は、これらの酵素の少なくとも１つの生物学的活性が可能にならない場合、生物学的に
活性ではない。生物学的活性は、Fields（Virology - Vol 2 Chapter 60, pages 1889-18
93 Edition 1996）において、これらの酵素と共に記載される。
【００２６】
　特定の実施態様において、ベクターゲノム中のポリヌクレオチド又はトランスジーンは
、機能的なｐｏｌ遺伝子に欠け、及び特に完全なｐｏｌ遺伝子を含まない。
【００２７】
　本明細書において定義するベクターゲノムは、適切な調節配列の制御下に置かれた治療
目的のいわゆる異種ポリヌクレオチドとは別に、ゲノムの非コード領域であるレンチウイ
ルスゲノムの配列を含み、ＤＮＡ又はＲＮＡ合成及びプロセシングのための認識シグナル
を提供するために必要である。これらの配列はシス作用配列である。本発明のレンチウイ
ルスベクターを調製するために使用するベクターゲノムの構造及び組成は、当技術分野に
おいて記載される原理に基づく。そのようなレンチウイルスベクターの例は、（Zennou e
t al, 2000; Firat H. et al, 2002; VandenDriessche T. et al）において開示される。
特に、最小レンチウイルス遺伝子送達ベクターがベクターゲノムから調製でき、それは、
適切な調節配列の制御下にある治療目的の異種ポリヌクレオチドとは別に、ＤＮＡ又はＲ
ＮＡの合成及びプロセシングのための認識シグナルを提供するために必要であるゲノムの
非コード領域であるレンチウイルスゲノムの配列を含むだけである。
【００２８】
　故に、ベクターゲノムは、２つの末端反復配列（ＬＴＲ）の間の全てのウイルスタンパ
ク質コード配列が、目的のポリヌクレオチドにより置換されている置換ベクターでよい。
【００２９】
　特記なき場合、又は技術的に無関連ではない場合、レンチウイルスベクターの構造又は
使用の種々の特性、実施態様、又は実施例のいずれかに関する、特にそれらのエンベロー
プタンパク質、又は異種ポリヌクレオチドに関し、本出願において開示する特徴は、任意
の可能な組み合わせに従って組み合わせてよい。
【００３０】
　「化合物の組み合わせ」又は「化合物のキット」という表現は、キット又は組み合わせ
の活性成分を構成するレンチウイルスベクターが、キット又は組み合わせ中の別々の化合
物として提供され、宿主への投与、特に時間内での別々の投与が意図される。従って、本
発明は、それを必要とする宿主におけるプライム－ブースト投与の実施を可能にし、ここ
で第１投与工程によって免疫、特に細胞性免疫応答が誘発され、そして後の投与工程によ
って免疫応答がブーストされる。
【００３１】
　キットの化合物は、このように、それを必要とする宿主に、特に哺乳動物宿主に、特に
ヒト患者に別々に提供される。
【００３２】
　従って、レンチウイルスベクターは別々のパッケージ中で提供でき、又は、その別々の
使用のために共通のパッケージ中で提示できる。
【００３３】
　従って、パッケージ中に含まれ、使用のための指示を含む注意は、異なるエンベロープ
タンパク質でシュードタイピングされるレンチウイルスベクター粒子が、時間内での別々
の投与のためであり、特に宿主における免疫応答のプライミング及び続くブーストのため
であることを示しうる。
【００３４】
　本発明に従って、それは、提供される第１の決定された異種ウイルスエンベロープタン
パク質でシュードタイピングされるレンチウイルスベクター粒子、及び第２の決定された
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異種ウイルスエンベロープタンパク質でシュードタイピングされるレンチウイルス属ウイ
ルスベクター粒子である。従って、第１及び第２の異種ウイルスエンベロープタンパク質
は異なり、特に異なるウイルス株に由来する。このように、本発明の化合物のキットのレ
ンチウイルスベクター粒子は、少なくとも、ベクター粒子をシュードタイピングするため
に使用される特定のエンベロープタンパク質により、異なる。
【００３５】
　本発明の特定の実施態様において、化合物の組み合わせは、第３の、又は、さらなる型
のレンチウイルスベクター粒子を含み、ここで第３のレンチウイルスベクターのエンベロ
ープタンパク質は、第１及び第２のエンベロープタンパク質とは異なり、特に異なるウイ
ルス株に由来する。
【００３６】
　それらのシュードタイピング・エンベロープタンパク質とは別に、本発明のレンチウイ
ルスベクターは同一でありうる、及び、特に同一のベクターゲノムを有しうる。
【００３７】
　あるいは、それらのベクターゲノムは、それらが同じ異種の決定されたポリヌクレオチ
ド（別名、トランスジーン）、特に治療目的を有する同じポリヌクレオチドを保有すると
いう条件で、異なりうる。
【００３８】
　本発明の別の実施態様において、レンチウイルスベクターのベクターゲノムは、異なる
ポリヌクレオチドが共通の抗原決定基、又は共通のエピトープを有するポリペプチドをコ
ードするという条件で、異なるポリヌクレオチドを有することにより異なる。故に、異な
るポリヌクレオチドは、互いにバリアントでありうる。
【００３９】
　上に特定する通り、「ベクターゲノム」という表現は、核酸、即ち、レンチウイルス由
来の核酸を指し、レンチウイルスベクター粒子のゲノムを構成する。従って、発現は、任
意の適当な核酸、即ち、二本鎖又は一本鎖のいずれかで、三本鎖配列としてＤＮＡ　Ｆｌ
ａｐを含む形態を含む、ＤＮＡ又はＲＮＡに関する。核酸（ＤＮＡ、ＲＮＡ）の性質及び
その組成は、粒子のサイクルの段階に依存し、そして、粒子の発現のためのベクタープラ
スミド（キャプシド形成プラスミド及びエンベローププラスミドとの細胞のコトランスフ
ェクションのために使用される）、又は、形成される場合には粒子のＲＮＡゲノム、又は
、組込み前ベクター複合体を含む粒子が投与される宿主の形質導入細胞中でのこのゲノム
の核酸の種々の形態（ゲノムｍＲＮＡ転写産物、直鎖非組込みＤＮＡレトロ転写産物、又
は非組込みの１つ又は２つのＬＴＲ　ＤＮＡ円形態又は組込みプロウイルスを含む）（Fi
elds Virologyを参照のこと）を含む。
【００４０】
　宿主への粒子の投与の結果として、異種ポリヌクレオチドは、それがレンチウイルスベ
クターにより形質導入される宿主の細胞中でコードするポリペプチドの内因性発現を可能
にする。
【００４１】
　第１及び第２のウイルスの、ならびに、もしある場合、第３の、ならびに、恐らくはさ
らなるエンベロープタンパク質が、互いに血清中和しない（即ち、交差反応しない）それ
らの能力について選択される。従って、組み合わせでベクター粒子をシュードタイピング
するために使用する、第１及び第２のウイルスの、ならびに、もしある場合、第３の、又
は、さらなるエンベロープタンパク質の各々が、第１及び第２のウイルスの、ならびに、
もしある場合、第３の、又は、さらなるエンベロープタンパク質の他に対する抗体と反応
せず、そして、特にそれにより認識されない。従って、レンチウイルスベクター内で投与
される場合、第１及び第２の、ならびに、もしある場合、第３の、又は、さらなるウイル
スエンベロープタンパク質の各々が、他のウイルスエンベロープタンパク質を認識する抗
体の産生を誘発せず、ここで抗エンベロープ抗体のそのような産生（いわゆる、抗ベクタ
ー免疫）は、ポリヌクレオチドから発現される産物に対する免疫応答の誘発に失敗しうる



(17) JP 2010-535495 A 2010.11.25

10

20

30

40

50

。
【００４２】
　特定の実施態様において、化合物のキットでは、第１及び第２のウイルスの、ならびに
、もしある場合、第３の、又は、さらなるエンベロープタンパク質は、ＤＮＡウイルス又
はＲＮＡウイルスのいずれかのヒトウイルスに由来する。
【００４３】
　本発明の化合物のキットの特定の実施態様において、第１及び第２の、ならびに、もし
ある場合、第３の、又は、さらなるエンベロープタンパク質は、同じウイルス科のウイル
スに由来する。
【００４４】
　本発明の特定の実施態様に従って、第１及び第２のエンベロープウイルスタンパク質は
、同じウイルスの異なる株型、又は同じウイルスの非交差反応性血清型に由来する。
【００４５】
　化合物のキットの別の実施態様において、第１及び第２の、ならびに、もしある場合、
第３の、又は、さらなるエンベロープタンパク質は、異なる属のウイルスに由来する。
【００４６】
　化合物のキットの別の実施態様において、第１及び第２の、ならびに、もしある場合、
第３の、又は、さらなるエンベロープタンパク質は、同じ属又は同じ血清型で、しかし、
異なる株型に、又は、ウイルスの非交差反応性血清型に由来する。
【００４７】
　本発明は特に化合物のキットに関し、ここで第１及び第２の、ならびに、もしある場合
、第３の、又は、さらなるウイルスエンベロープタンパク質は、ラブドウイルス科（Ｒｈ
ａｂｄｏｖｉｒｉｄａｅ）（狂犬病ウイルスを含む）、特にパラミクソウイルス科からの
水疱性口内炎ウイルス（ＶＳＶ）を含むベシクロウイルス属、特に麻疹ウイルス（ＭＶ）
呼吸器合胞体ウイルス（ＲＳＶ）、又は非ヒトレトロウイルスもしくはインフルエンザウ
イルスなどのオルソミクソウイルス科に由来する。
【００４８】
　上に引用したウイルスは、哺乳動物宿主、特にヒト宿主に感染できるＲＮＡウイルスで
ある。それらの部分、例えばモノネガウイルス目のウイルス、及び特にラブドウイルス科
、特にベシクロウイルス属のウイルス、特にＶＳＶが、エンベロープタンパク質、別名、
表面タンパク質を提供し、ウイルスベクター、特にレンチウイルスベクター粒子をシュー
ドタイピングするために提案されている。
【００４９】
　水疱性口内炎ウイルスの糖タンパク質（ＶＳＶ－Ｇ）は、野生型ウイルス粒子の表面コ
ートとして機能する膜貫通タンパク質である。それは、また、組換えレンチウイルスベク
ターでの共通のコートタンパク質である。現在、９つのウイルス種がＶＳＶジェンダーに
明確に分類され、そして１９のラブドウイルス科が暫定的にこのジェンダーに分類され（
以下を参照のこと）、全てが種々の程度の交差中和を示す。配列決定すると、プロテイン
Ｇ遺伝子は配列類似性を示す。ＶＳＶ－Ｇタンパク質は、Ｎ末端の外部ドメイン、膜貫通
領域、及びＣ末端細胞質側末端を提示する。それは、トランスゴルジネットワーク（小胞
体及びゴルジ装置）を経て細胞表面に搬出される。
【００５０】
　ＶＳＶ株には、レンチウイルスベクターの調製のためのエンベロープタンパク質を提供
しうるいくつかの血清型が含まれる：ＶＳＶ－Ｇ糖タンパク質は、特に、ベシクロウイル
ス属において分類される種の中から選んでよい：カラジャス（Ｃａｒａｊａｓ）ウイルス
（ＣＪＳＶ）、チャンディプラ（Ｃｈａｎｄｉｐｕｒａ）ウイルス（ＣＨＰＶ）、Ｃｏｃ
ａｌウイルス（ＣＯＣＶ）、イスファハン（Ｉｓｆａｈａｎ）ウイルス（ＩＳＦＶ）、マ
ラバ（Ｍａｒａｂａ）ウイルス（ＭＡＲＡＶ）、Ｐｉｒｙウイルス（ＰＩＲＹＶ）、水疱
性口内炎アラゴアスウイルス（ＶＳＡＶ）、水疱性口内炎インディアナウイルス（ＶＳＩ
Ｖ）及び水疱性口内炎ニュージャージーウイルス（ＶＳＮＪＶ）及び／又はソウギョラブ
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ドウイルス（Ｇｒａｓｓ　ｃａｒｐ　ｒｈａｂｄｏｖｉｒｕｓ）としてベシクロウイルス
属において暫定的に分類される株、ＢｅＡｎ　１５７５７５ウイルス（ＢｅＡｎ　１５７
５７５）、ボテケ（Ｂｏｔｅｋｅ）ウイルス（ＢＴＫＶ）、カルチャキ（Ｃａｌｃｈａｑ
ｕｉ）ウイルス（ＣＱＩＶ）、Ｅｅｌ　ｖｉｒｕｓ　Ａｍｅｒｉｃａｎ（ＥＶＡ）、グレ
イロッジ（Ｇｒａｙ　Ｌｏｄｇｅ）ウイルス（ＧＬＯＶ）、ユロナ（Ｊｕｒｏｎａ）ウイ
ルス（ＪＵＲＶ）、クラマス（Ｋｌａｍａｔｈ）ウイルス（ＫＬＡＶ）、クワッタ（Ｋｗ
ａｔｔａ）ウイルス（ＫＷＡＶ）、ラ・ホージャ（Ｌａ　Ｊｏｙａ）ウイルス（ＬＪＶ）
、マルパイススプリング（Ｍａｌｐａｉｓ　Ｓｐｒｉｎｇ）ウイルス（ＭＳＰＶ）、エル
ゴン山（Ｍｏｕｎｔ　Ｅｌｇｏｎ）コウモリウイルス（ＭＥＢＶ）、ペリネ（Ｐｅｒｉｎ
ｅｔ）ウイルス（ＰＥＲＶ）、パイク（Ｐｉｋｅ）ハエラブドウイルス（ＰＦＲＶ）、ポ
ートン（Ｐｏｒｔｏｎ）ウイルス（ＰＯＲＶ）、ラジ（Ｒａｄｉ）ウイルス（ＲＡＤＩＶ
）、コイ春ウイルス血症（Ｓｐｒｉｎｇ　ｖｉｒｅｍｉａ　ｏｆ　ｃａｒｐ）ウイルス（
ＳＶＣＶ）、ツバイ（Ｔｕｐａｉａ）ウイルス（ＴＵＰＶ）、潰瘍性疾患ラブドウイルス
（ＵＤＲＶ）、及びユグボグダノヴァツ（Ｙｕｇ　Ｂｏｇｄａｎｏｖａｃ）ウイルス（Ｙ
ＢＶ）。
【００５１】
　水疱性口内炎インディアナウイルス（ＶＳＩＶ）及び水疱性口内炎ニュージャージーウ
イルス（ＶＳＮＪＶ）が、本発明のレンチウイルスベクターをシュードタイピングするた
めの、又は、レンチウイルスベクターをシュードタイピングするための組換えエンベロー
プタンパク質をデザインするための好ましい株である。しかし、イスファハン及びＳＶＣ
Ｖのエンベロープも、シュードタイピングされた粒子の調製のための良好な候補を提供す
る。Ｃｏｃａｌも興味深い（最初に投与されうる、及び、特にプライム・ブースト計画に
おいて後期又は最後の投与に好まれうる粒子中で使用されない範囲内で）。異なるシュー
ドタイピングエンベロープを有する粒子が連続的に投与される場合、エンベロープに関し
て以下の投与の順番が好まれうる：インディアナ；ニュージャージー；イスファハン；Ｓ
ＶＣＶ／Ｃｏｃａｌ。Ｃｏｃａｌシュードタイピングされたレンチウイルスベクターはい
くつかの他のエンベロープを血清中和するため、ワクチン接種の時間順序において、Ｃｏ
ｃａｌエンベロープを粒子の調製において使用し、それらを最後の１つとして投与するこ
とが好ましい。
【００５２】
　インディアナ及びニュージャージー血清型のＶＳＶ株が、本発明のレンチウイルスベク
ターにおいて使用するために特に興味深い。それらのＶＳＶ－Ｇタンパク質はGenebankに
おいて開示され、ここでいくつかの株が提示される。ＶＳＶ－Ｇニュージャージー株につ
いて、特にアクセッション番号Ｖ０１２１４を有する配列を参照する。
【００５３】
　ＶＳＶの中で、チャンディプラウイルス（ＣＨＰＶ）、Ｃｏｃａｌウイルス（ＣＯＣＶ
）、ペリネ（Ｐｅｒｉｎｅｔ）ウイルス（ＰＥＲＶ）、Ｐｉｒｙウイルス（ＰＩＲＹＶ）
、ＳＶＣＶ又はイスファハンウイルスが、代替のエンベロープタンパク質をデザインする
ため、特に第３のエンベロープタンパク質、又はさらなるエンベロープタンパク質をデザ
インするための良好な候補になりうる。しかし、チャンディプラウイルス（ＣＨＰＶ）及
びＰｉｒｙウイルス（ＰＩＲＹＶ）は、異なるエンベロープで調製された粒子で得られた
ベクターの力価を比較した場合に低いシュードタイピング能を有するエンベロープタンパ
ク質を提供することが示されている。従って、第１のアプローチにおいて、効率的な形質
導入能力を伴う粒子を調製するために、これらのエンベロープをエンベロープの選択肢か
ら除外できる。
【００５４】
　別の実施態様によると、ウイルスエンベロープタンパク質は、他のＲＮＡウイルス、例
えば、マウスレトロウイルスなどの非ヒトレトロウイルス、又はインフルエンザウイルス
に由来する。
【００５５】
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　レンチウイルスのシュードタイピングに適したエンベロープタンパク質の他の例を、後
の記載において、特に、宿主中でのそれらの標的細胞を参照して与える。
【００５６】
　別の実施態様によると、本発明の化合物のキットでは、ラブドウイルス科、特にＶＳＶ
又はパラミクソウイルスに由来する、第１及び第２の、ならびに、もしある場合、第３の
、又は、さらなるウイルスエンベロープタンパク質を使用し、ここで第１及び第２の、な
らびに、もしある場合、第３の、又は、さらなるエンベロープタンパク質が異なる属のウ
イルスに由来し、又は、同じ血清型における、特に水疱性口内炎血清型における異なるウ
イルス株に由来し、又は、代わりに、同じ属の異なる血清型に由来する。
【００５７】
　本発明の特定の実施態様において、化合物のキットのシュードタイピングされたレンチ
ウイルスベクターのデザインにおける使用に適したタンパク質又は糖タンパク質は、特に
単量体又は多量体のタンパク質として産生される。
【００５８】
　本発明の特定の実施態様において、第１及び第２の、ならびに、もしある場合、第３の
、又は、さらなるウイルスエンベロープタンパク質は、融合及び／又はエンドサイトーシ
スによって、抗原提示細胞による、及び、特に樹状細胞による取り込みが可能になる。特
定の実施態様において、取り込みの効率を、シュードタイピングのためのＶＳＶのエンベ
ロープを選択するための特性として使用できる。この点において、形質導入の相対力価（
ＤＣの力価／他の形質導入細胞、例、２９３Ｔ細胞の力価）を検討でき、ＤＣとの相対的
に良好な融合力を有するエンベロープが好まれうる。形質導入の相対力価を実施例におい
て例示する。
【００５９】
　抗原提示細胞（ＡＰＣ）及び特に樹状細胞（ＤＣ）は、予防的又は治療的いずれかの目
的で、ワクチン組成物として使用されるシュードタイピングされたレンチウイルスベクタ
ーのための適切な標的細胞である。
【００６０】
　レンチウイルスベクター粒子をシュードタイピングするために使用するエンベロープタ
ンパク質は、このように、宿主中の標的細胞に関して選択できる。
【００６１】
　ＶＳＶエンベロープタンパク質（ＶＳＶ－Ｇ）をコードするポリヌクレオチドも、脾細
胞、特に抗原提示細胞（ＡＰＣ）もしくは樹状細胞（ＤＣ）、又は肝細胞もしくは非実質
細胞を含む肝臓細胞を標的にする。
【００６２】
　他の標的細胞は、活性化された又は増殖性の心筋細胞でありうる。
【００６３】
　決定した細胞を標的とし、そして、本発明のレンチウイルスベクターをシュードタイピ
ングするために適したエンベロープタンパク質をコードするポリヌクレオチドを、以下に
例示する：ＶＳＶ（ＶＳＶ－Ｇ）、ＬＣＭＶ（リンパ球性脈絡髄膜炎ウイルス）、又はＲ
ＲＶ（ロスリバーウイルス）のエンベロープタンパク質をコードするポリヌクレオチドを
使用して、肝臓細胞を標的とするために適したベクターを調製できる（Park 2003）（Kan
g et al, 2002）。
【００６４】
　エボラウイルス又はマールブルグウイルスのエンベロープタンパク質を使用して、尖端
表面の気道上皮を標的にできる（Kobinger et al, 2001）。
【００６５】
　ラブドウイルス科（モコラ（Ｍｏｋｏｌａ）ウイルスなどの狂犬病又は狂犬病関連ウイ
ルスを含む）又はＶＳＶ科のウイルスのエンベロープタンパク質は、向神経性レンチウイ
ルスベクターを提供しうる。
【００６６】
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　リンパ球性脈絡髄膜炎ウイルス（ＬＣＭＶ）などのアレナウイルスのエンベロープ糖タ
ンパク質を使用して、繊維芽細胞、上皮細胞、造血細胞、神経芽細胞腫、及びグリオーマ
細胞株に形質導入できる。
【００６７】
　ＲＲＶ又はＳＦＶ（セムリキ森林ウイルス（Ｓｅｍｌｉｋｉ　Ｆｏｒｅｓｔ　Ｖｉｒｕ
ｓ））のタンパク質などのアルファウイルスエンベロープタンパク質は、抗原提示細胞（
ＡＰＣ）、神経細胞、又は筋肉細胞を標的にしうる。
【００６８】
　他のエンベロープタンパク質を使用して、例えば、ＨＡタンパク質（インフルエンザ赤
血球凝集素）、ＲＤ１１４タンパク質、トガウイルス科（Ｔｏｇａｖｉｒｉｄａｅ）、オ
ルトミクソウイルス科（Ｏｒｔｈｏｍｙｘｏｖｉｒｉｄａｅ）（インフルエンザウイルス
など）、コロナウイルス科（Ｃｏｒｏｎａｖｉｒｉｄａｅ）、フラビウイルス科（Ｆｌａ
ｖｉｒｉｄａｅ）、フィロウイルス科（Ｆｉｌｏｖｉｒｉｄａｅ）のエンベロープタンパ
ク質などの本発明のレンチウイルスベクターをシュードタイピングできる。
【００６９】
　エンベロープタンパク質は、場合により別名が特定のウイルスにおける表面タンパク質
であり、異なる生物、特に異なるＲＮＡウイルス株に「由来」すると言われ、タンパク質
において、決定されたＲＮＡウイルスにおいて発現される対応するタンパク質の必須の特
性が維持されることを意味する。必須の特性は、タンパク質の構造又は機能に関連し、特
に、得られたタンパク質を、ベクターをシュードタイピングするために、ベクター粒子の
表面での発現を可能にするものである。エンベロープタンパク質はその後、ベクター粒子
上に存在する場合、宿主の標的細胞において認識され、そして内在化されうる。
【００７０】
　特定の実施態様において、化合物のキットのシュードタイピングされたレンチウイルス
ベクターのデザインにおける使用に適したタンパク質又は糖タンパク質を、三量体である
ＶＳＶ－Ｇタンパク質などの多量体タンパク質として使用する。
【００７１】
　エンベロープタンパク質は、タンパク質のコード配列を含むポリヌクレオチドから発現
され、そのポリヌクレオチドは、本発明のレンチウイルスベクターの調製のために使用す
るプラスミド（エンベロープ発現プラスミド又はシュードタイピングされたｅｎｖプラス
ミド）中に挿入する。エンベロープタンパク質をコードするポリヌクレオチドは、コード
配列（任意に、InvitrogenからのＷＰＲＥ配列などのポリヌクレオチドを含む）の転写及
び／又は発現のための調節配列の制御下にある。
【００７２】
　本発明は、このように、哺乳動物、特にヒト細胞におけるインビボでの使用に適した内
部プロモーター及びプロモーターの制御下のエンベロープタンパク質をコードする核酸を
含む核酸コンストラクトに関する。本発明は、また、このコンストラクトを含むプラスミ
ドに関する。プロモーターは、特に、構成的プロモーター、組織特異的プロモーター、又
は誘導的プロモーターとしてのそれらの特性について選択できる。適したプロモーターの
例として、以下の遺伝子を含むプロモーターが包含される：ＥＦ１α、ヒトＰＧＫ、ＰＰ
Ｉ（プレプロインシュリン）、チオデキストリン（ｔｈｉｏｄｅｘｔｒｉｎ）、ＨＬＡ　
ＤＲ不変鎖（Ｐ３３）、ＨＬＡ　ＤＲアルファ鎖、フェリチンＬ鎖又はフェリチンＨ鎖、
ベータ２ミクログロブリン、キモシンベータ４、キモシンベータ１０、又はシスタチンリ
ボソームタンパク質Ｌ４１。
【００７３】
　レンチウイルスベクター粒子をシュードタイピングするために必要なエンベロープタン
パク質の発現のために使用するヌクレオチド配列を、参照として使用する天然エンベロー
プタンパク質をコードする核酸に関して、改変してよい。改変を実施して、ベクター粒子
の調製のための細胞及び／又は宿主の形質導入細胞におけるコドン使用頻度を改善できる
（コドン最適化）。それを改変して、天然タンパク質とは異なるタンパク質、特に改善し
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たシュードタイピング能力、産生レベルにおける改善した能力、又は化合物のキットにお
いて使用する他のエンベロープタンパク質との血清中和の阻止に関する改善した能力を有
するものを発現する。
【００７４】
　エンベロープタンパク質のそのような改変は、恐らくはシュードビリオンに結合したエ
ンベロープタンパク質の密度を改善することにより、細胞宿主におけるそれらの産生レベ
ル又はベクター粒子をシュードタイピングするそれらの能力に影響を及ぼし、特に改善し
うる。改変は、例えば、１つ又は複数のヌクレオチド又はヌクレオチドフラグメントの付
加、欠失、又は置換によるタンパク質のアミノ酸配列における突然変異に由来しうるか、
又は、翻訳後修飾及び特にエンベロープタンパク質のグリコシル化状態に関連しうる。
【００７５】
　本発明のレンチウイルスベクターをシュードタイピングするために使用するエンベロー
プタンパク質は、実際に、特に糖タンパク質である。
【００７６】
　水疱性口内炎ウイルス糖タンパク質（ＶＳＶ－Ｇ）でウイルスベクターをシュードタイ
ピングすることによって異なる種からの広い範囲の細胞型の形質導入が可能になることが
既に示されている。このＶＳＶ－Ｇ糖タンパク質は、その広範な向性に加えて、ベクター
シュードタイピングのために使用した場合に興味深い安定性を有する。従って、ＶＳＶ－
Ｇは、他のシュードタイプの効率を評価するための基準として使用されてきた（Cronin J
. et al, 2005）。従って、ＶＳＶ－Ｇは、本発明のレンチウイルスベクターをシュード
タイピングするための適切な候補である。
【００７７】
　本発明は、特に、本出願において定義する化合物のキットに関し、ここで第１及び第２
の両方の、ならびに、もしある場合、第３の、又は、さらなるウイルスエンベロープタン
パク質は、ＶＳＶウイルスの膜貫通グリコシル化（Ｇ）タンパク質であり、Ｇタンパク質
はキットのレンチウイルスベクターにおいて異なるＶＳＶ型特異性を有する。
【００７８】
　特に、第１のＧタンパク質はＶＳＶ－インディアナ血清型に由来し、そして第２のＧタ
ンパク質はＶＳＶ－ニュージャージー血清型に由来するか、又は、逆も同様である。
【００７９】
　以下の実施例において、Ｇタンパク質のいずれかでシュードタイピングされたレンチウ
イルスベクターを連続的に使用して、それらが投与された宿主において反応を誘発させる
場合、キットにおいてシュードタイピングされたウイルス粒子に頼ることによって（ここ
でエンベロープタンパク質は、それぞれＶＳＶ－インディアナ血清型及びＶＳＶ－ニュー
ジャージー血清型のＧタンパク質である）、免疫学的反応のプライミング及びブーストが
可能になることが示されている。そのような場合において、無液性応答（交差反応性の液
性応答なし）又は低液性応答（低い交差反応性の液性応答）が、使用される第１のエンベ
ロープタンパク質に対して産生されることが示されており、第２の異なるエンベロープタ
ンパク質でシュードタイピングされたレンチウイルスベクターが投与される場合に、ポリ
ヌクレオチドの発現産物に対して宿主において誘発される応答を害しうる。これは、異な
るエンベロープタンパク質が交差中和せず、又は、互いに有意に交差反応せず、従って、
抗ベクター免疫応答を生じないという事実により可能になる。
【００８０】
　特定の実施態様において、本発明は、その天然形態に関して改変したＶＳＶに由来する
Ｇタンパク質に関し、及び／又は、シュードタイピングを改善するために、天然のものに
関して改変した核酸分子によりコードされる。それは、レンチウイルス粒子によるエンベ
ロープタンパク質の取り込みの改善の結果でありうるが、それによって、それらが投与さ
れた宿主の細胞によるレンチウイルス粒子の形質導入の改善が可能になる。
【００８１】
　化合物の特定のキットはレンチウイルスベクターを含み、ここでそれらの１つ又は２つ
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又はそれ以上を、様々なウイルス、特にＶＳＶの様々な種の様々な属の様々なエンベロー
プタンパク質に由来するドメイン又はフラグメントを含む組換えエンベロープタンパク質
でシュードタイピングする。
【００８２】
　本発明の特定の実施態様において、少なくとも１つの第１及び第２の、ならびに、もし
ある場合、任意の第３の、又は、さらなるエンベロープタンパク質は、インディアナ株の
ＶＳＶ－Ｇの搬出決定基を含む組換えエンベロープタンパク質である。
【００８３】
　インディアナ株のＶＳＶ－Ｇの搬出決定基は、エンベロープのオープンリーディングフ
レームの細胞質側フラグメントによりコードされるポリペプチドである。
【００８４】
　インディアナ株のＶＳＶ－Ｇの搬出決定基は、細胞質側末端におけるアミノ酸配列ＹＴ
ＤＩＥを含む、又は、有するポリペプチドである（Nishimua N. et al. 2002）。
【００８５】
　組換えエンベロープタンパク質は、疎水性膜貫通ドメインにより区切られたＶＳＶ－Ｇ
の細胞内部分である、インディアナ株のＶＳＶ－Ｇの細胞質側末端を含みうる。
【００８６】
　化合物の特定のキットはレンチウイルスベクターを含み、ここでそれらの１つ又は２つ
又はそれ以上を、インディアナＶＳＶの細胞質側ドメイン及び異なるＶＳＶ血清型の株の
外部ドメインを含む組換えエンベロープタンパク質でシュードタイピングする。膜貫通ド
メインは、また、インディアナＶＳＶ－Ｇの１つでよい。
【００８７】
　化合物の特定のキットはレンチウイルスベクターを含み、ここでそれらの１つ又は両方
を、インディアナＶＳＶの膜貫通ドメイン及び細胞質側ドメインならびにニュージャージ
ーＶＳＶの外部ドメインを含む組換えエンベロープタンパク質でシュードタイピングする
。
【００８８】
　適切な他の改変として、シュードタイピングを改善する、突然変異、特に点突然変異が
包含される。ＶＳＶ－Ｇタンパク質についてのそのような突然変異は、１つ又は複数のア
ミノ酸残基を置換又は欠失させることにより膜貫通ドメインにおいて行ってよい。適切な
突然変異の他の例が、Fredericksen B.L. et al(1995)又はNishimura N. et al(2003)に
開示される。
【００８９】
　本記載において「フラグメント」に言及する場合、それぞれ、少なくとも２つの、又は
、それより長いアミノ酸残基の、少なくとも６つの、又は、それより長いヌクレオチドの
ヌクレオチド配列又はアミノ酸配列をそれぞれ有するポリヌクレオチド又はポリペプチド
を指す。
【００９０】
　宿主に投与する場合、これらのＶＳＶ－Ｇタンパク質でシュードタイピングされたレン
チウイルスベクターの形質導入効率を改善するために、ＶＳＶ－Ｇのグリコシル化状態を
改変することも特には可能である。
【００９１】
　ＶＳＶの種々の株からのＶＳＶ－Ｇタンパク質が図に開示され、それらの配列はデータ
ベース、特にGenebankに由来してもよい。
【００９２】
　ＶＳＶのニュージャージー株及びインディアナ株の糖タンパク質を考慮すると、２つの
アスパラギン残基（Ｎ１８０及びＮ３３６）でのグリコシル化が、レンチウイルスベクタ
ーの効率的なシュードタイピングに有利であることが提案されている。この特定の特性は
、本発明のレンチウイルスベクターの調製において適用できる。
【００９３】
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　本発明は、特に、ＶＳＶ－Ｇ由来のエンベロープタンパク質をコードする以下のコンス
トラクト、及び、本発明のレンチウイルスベクター粒子の組み合わせの調製におけるそれ
らの使用に関する。本発明は、また、コンストラクトによりコードされるエンベロープタ
ンパク質に関する：
【００９４】
　コドン最適化されたＶＳＶ－Ｇインディアナ遺伝子が図６に開示され、本発明の部分で
ある。本発明は、また、ＶＳＶ－Ｇインディアナのためのエンベロープ遺伝子を含むキャ
プシド形成プラスミドに関する。特定のキャプシド形成プラスミドはｐＴｈＶ－ＶＳＶ．
Ｇ（ＩＮＤ－ＣＯ）であり、ＣＮＣＭ（Paris, France）に、２００７年１０月１０日に
番号Ｉ－３８４２で、又は、プラスミドコンストラクトの代わりのバージョンが２００８
年７月３１日に番号ＣＮＣＭ　Ｉ－４０５６で寄託されている。他のコンストラクトは、
特にプロモーターを、本出願において列挙するプロモーターのうちのプロモーターで置換
することにより、この特定のプラスミドに由来してよい。
【００９５】
　コドン最適化されたＶＳＶ－Ｇニュージャージー遺伝子が図７に開示され、本発明の部
分である。本発明は、また、ＶＳＶ－Ｇニュージャージーのためのエンベロープ遺伝子を
含むキャプシド形成プラスミドに関する。特定のキャプシド形成プラスミドはｐＴｈＶ－
ＶＳＶ．Ｇ（ＮＪ－ＣＯ）であり、ＣＮＣＭ（Paris, France）に、２００７年１０月１
０日に番号Ｉ－３８４３で、又は、プラスミドコンストラクトの代わりのバージョンが２
００８年７月３１日に番号ＣＮＣＭ　Ｉ－４０５８で寄託されている。他のコンストラク
トは、特にプロモーターを、本出願において列挙するプロモーターのうちのプロモーター
で置換することにより、この特定のプラスミドに由来してよい。本発明は、これらのプラ
スミド、及びこれらが含む、ＶＳＶ－Ｇエンベロープタンパク質をコードするインサート
に関する。
【００９６】
　本発明を行うために適し、コドン最適化配列を有する他のエンベロープを、図６～１２
及び１４～１９において例示し、特にＶＳＶ－Ｇチャンディプラ遺伝子及びその発現産物
、ＶＳＶ－Ｇ　Ｃｏｃａｌ遺伝子及びその発現産物、ＶＳＶ－Ｇ　Ｐｉｒｙ遺伝子及びそ
の発現産物、ＶＳＶ－Ｇイスファハン遺伝子及びその発現産物、ＶＳＶ－Ｇコイ春ウイル
ス血症遺伝子及びその発現産物を包含する。特定のキャプシド形成プラスミドは、ＶＳＶ
－Ｇ　Ｃｏｃａｌのためのエンベロープ遺伝子を含み、ｐＴｈＶ－ＶＳＶ．Ｇ（ＣＯＣＡ
Ｌ－ＣＯ）であり、ＣＮＣＭ（Paris, France）に、２００８年７月３１日に番号ＣＮＣ
Ｍ　Ｉ－４０５５で寄託されている。別の特定のキャプシド形成プラスミドは、ＶＳＶ－
Ｇイスファハンのためのエンベロープ遺伝子を含み、ｐＴｈＶ－ＶＳＶ．Ｇ（ＩＳＦＡ－
ＣＯ）であり、ＣＮＣＭ（Paris, France）に、２００８年７月３１日に番号ＣＮＣＭ　
Ｉ－４０５７で寄託されている。別の特定のキャプシド形成プラスミドは、ＶＳＶ－Ｇコ
イ春ウイルス血症のためのエンベロープ遺伝子を含み、ｐＴｈＶ－ＶＳＶ．Ｇ（ＳＶＣＶ
－ＣＯ）であり、ＣＮＣＭ（Paris, France）に、２００８年７月３１日に番号ＣＮＣＭ
　Ｉ－４０５９で寄託されている。本発明は、これらのプラスミド、及び、それらが含む
、ＶＳＶ－Ｇエンベロープタンパク質をコードするインサートに関する。
【００９７】
　本発明は、また、融合エンベロープタンパク質、特に異なるウイルスのＶＳＶ－Ｇタン
パク質のいくつかの異なるフラグメントを含む融合タンパク質、及び、そのようなタンパ
ク質をコードする核酸コンストラクトに関する。特定の融合エンベロープは、図に例示す
る通り、ニュージャージーエンベロープタンパク質の外部ドメインとインディアナエンベ
ロープタンパク質の膜貫通ドメイン及び細胞質側ドメインの間の融合物である。
【００９８】
　本発明の別の融合エンベロープタンパク質は、ＶＳＶ－Ｇチャンディプラ、ＶＳＶ－Ｇ
　Ｃｏｃａｌ、ＶＳＶ－Ｇ　Ｐｙｒｉ、ＶＳＶ－Ｇイスファハン、又はＶＳＶ－Ｇ　ＳＶ
ＣＶより選択される１つのＶＳＶ－Ｇタンパク質の外部ドメイン、ならびに、ＶＳＶ－Ｇ
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インディアナの膜貫通及び細胞質側ドメインを含む。本発明は、また、図に例示するの融
合タンパク質をコードする核酸分子、及び特に、同じく図に記載する融合タンパク質をコ
ードするコドン最適化核酸に関する。
【００９９】
　本発明は、また、発現ベクター、特に融合タンパク質をコードする核酸コンストラクト
を含むプラスミドに関する。
【０１００】
　本発明のシュードタイピングされたレンチウイルスベクター粒子の構築において使用す
るベクターゲノムを特性付けする基本的で必須の特性が、上に記載されている。適したベ
クターゲノム（別名、導入ベクター）の調製のための追加の特性が、実施例及び図面を含
む、以下に開示される。
【０１０１】
　本発明の特定の実施態様において、シュードタイピングされたレンチウイルスベクター
はヒトレンチウイルスベースのベクターである。従って、それらのゲノムは、ヒトレンチ
ウイルス、特にＨＩＶレンチウイルスに由来する。特に、シュードタイピングされたレン
チウイルスベクターは、ＨＩＶ－１又はＨＩＶ－２ベースのベクターなどのＨＩＶベース
のベクターであり、特に、ＨＩＶ－１Ｍ、例えばＢＲＵ又はＬＡＩ分離株に由来する。
【０１０２】
　別の実施態様において、シュードタイピングされたレンチウイルスベクターは霊長類又
はネコのレンチウイルスベースのベクターである。
【０１０３】
　上記の通り、それを、それが最終的に含むトランスジーンとは別に考慮する場合、ベク
ターゲノムは、元のレンチウイルスゲノム中の２つの末端反復配列（ＬＴＲ）の間の核酸
を、ＤＮＡ又はＲＮＡの合成及びプロセシングのためのシス作用配列に制限した、又は、
少なくとも、生物学的に機能的なＧＡＧポリタンパク質ならびに恐らくはＰＯＬ及びＥＮ
Ｖタンパク質を含むレンチウイルス構造タンパク質の発現を可能にしうる必須の核酸セグ
メントについて欠失又は突然変異させた置換ベクターである。
【０１０４】
　特定の実施態様において、ベクターゲノムは、生物学的に機能的なＧａｇの発現、及び
有利なことに、生物学的に機能的なＰＯＬ及びＥＮＶタンパク質が欠損している。
【０１０５】
　レンチウイルスの５’　ＬＴＲ及び３’　ＬＴＲ配列をベクターゲノムにおいて使用す
るが、しかし、３’－ＬＴＲは、少なくともＵ３領域において元のレンチウイルスの３’
ＬＴＲに関して少なくとも改変する。５’ＬＴＲは、また、特にそのプロモーター領域中
で改変させてよい。
【０１０６】
　特定の実施態様において、ベクターゲノムは、従って、Ｖｉｆ－、Ｖｐｒ、Ｖｐｕ－、
及びＮｅｆ－アクセサリー遺伝子のための（ＨＩＶ－１レンチウイルスベクターのための
）コード配列、又はそれらの完全なもしくは機能的な遺伝子を欠く。
【０１０７】
　好ましい実施態様において、レンチウイルスベクター粒子のベクターゲノムは、挿入さ
れたシス作用フラグメントとして、ＤＮＡ　Ｆｌａｐからなる、又は、そのようなＤＮＡ
　Ｆｌａｐを含む少なくとも１つのポリヌクレオチドを含む。特定の実施態様において、
ＤＮＡ　Ｆｌａｐを目的のポリヌクレオチドの上流に挿入し、有利なことに、しかし、必
ずしもベクターゲノム中のおおよその中心位置に位置しない。本発明に適したＤＮＡ　Ｆ
ｌａｐは、レトロウイルス、特にレンチウイルス、特にヒトレンチウイルス、又はレトロ
トランスポゾンなどのレトロウイルス様生物から得てよい。それは、代わりに、ＣＡＥＶ
（ヤギ関節炎脳炎ウイルス）ウイルス、ＥＩＡＶ（ウマ伝染性貧血ウイルス）ウイルス、
ＶＩＳＮＡウイルス、ＳＩＶ（サル免疫不全ウイルス）ウイルス、又はＦＩＶ（ネコ免疫
不全ウイルス）ウイルスから得てよい。ＤＮＡ　Ｆｌａｐは、合成（化学合成）的に、又
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は、ＤＮＡの増幅のいずれでも調製でき、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）などの上に定
義する適切な材料からＤＮＡ　Ｆｌａｐを提供する。より好ましい実施態様において、Ｄ
ＮＡ　Ｆｌａｐは、ＨＩＶレトロウイルス、例えばＨＩＶ－１又はＨＩＶ－２ウイルス（
これらの２つの型の任意の分離株を含む）から得られる。
【０１０８】
　ＤＮＡ　Ｆｌａｐ（Zennou V. et al., 2000, Cell vol 101, 173-185において、又は
、ＷＯ　９９／５５８９２及びＷＯ　０１／２７３０４において定義される）は、一部の
レンチウイルス、特にＨＩＶのゲノムの中央にある構造であり、ここでそれは、通常、特
にＨＩＶ逆転写中に合成され、そしてＨＩＶゲノム核内輸送のシス決定基として作用する
３本鎖ＤＮＡ構造を生じる。ＤＮＡ　Ｆｌａｐによって、逆転写中のセントラルポリプリ
ントラクト（ｃＰＰＴ：ｃｅｎｔｒａｌ　ｐｏｌｙｐｕｒｉｎｅ　ｔｒａｃｔ）及びセン
トラルターミネーション配列（ＣＴＳ：ｃｅｎｔｒａｌ　ｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ　ｓｅ
ｑｕｅｎｃｅ）によりシスで制御される中央鎖置換事象を可能にする。レンチウイルス由
来ベクターに挿入された場合、ＤＮＡ　Ｆｌａｐの逆転写中での産生を可能にするポリヌ
クレオチドは、遺伝子導入効率を刺激し、核内輸送のレベルを野生型レベルにまで補完す
る（Zennou et al., Cell, 2000）。
【０１０９】
　ＤＮＡ　Ｆｌａｐの配列は先行技術において、特に、上に引用する特許出願において開
示されている。これらの配列を、また、添付図に配列番号１～配列番号７として開示する
。それらは、好ましくは、ベクターゲノムの中央近くである位置にベクターゲノム中の追
加隣接配列を恐らくは伴うフラグメントとして挿入される。あるいは、それらを、本発明
のポリヌクレオチドの発現を制御するプロモーターから直ぐ上流に挿入してよい。ＤＮＡ
　Ｆｌａｐを含むフラグメントは、ベクターゲノム中に挿入され、その由来及び調製に応
じて、約８０～約２００bpの配列を有しうる。
【０１１０】
　特定の実施態様によると、ＤＮＡ　Ｆｌａｐは、約９０～約１４０ヌクレオチドのヌク
レオチド配列を有する。
【０１１１】
　ＨＩＶ－１において、ＤＮＡ　Ｆｌａｐは、安定な９９ヌクレオチド長のプラス鎖重複
である。本発明のレンチウイルスベクターのゲノムベクターにおいて使用する場合、それ
は、特にＰＣＲフラグメントとして調製する場合、より長い配列として挿入できる。ＤＮ
Ａ　Ｆｌａｐを提供する構造を含む特定の適切なポリヌクレオチドは、ＨＩＶ－１　ＤＮ
ＡのｃＰＰＴ及びＣＴＳ領域を包含する、１７８塩基対のポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ
）フラグメントである（Zennou et al 2000）。
【０１１２】
　このＰＣＲフラグメントは、ヌクレオチド４７９３～４９７１までの配列に対応するフ
ラグメントとして、ＨＩＶ－１　ＬＡＩ、特にＨＩＶ１のｐＬＡＩ３の感染性ＤＮＡクロ
ーンに特に由来しうる。適切な場合、制限酵素部位を、クローニングのために、得られた
フラグメントの１つ又は両方の末端に加える。例えば、Ｎａｒ　Ｉ制限酵素部位を使用す
るプライマーの５’末端に加えて、ＰＣＲ反応を実施できる。
【０１１３】
　従って、ＤＮＡ　Ｆｌａｐを使用し、本発明において、ｐｏｌ遺伝子の不要な５’及び
３’部分から欠失させ、異なる由来の配列と組換える。ＤＮＡ　Ｆｌａｐは、合成（化学
合成）的に、又は、ＤＮＡの増幅により調製でき、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）など
の上に定義する適切な材料からＤＮＡ　Ｆｌａｐを提供する。より好ましい実施態様にお
いて、ＤＮＡ　Ｆｌａｐは、ＨＩＶレトロウイルス、例えばＨＩＶ－１又はＨＩＶ－２ウ
イルス（これらの２つの型の任意の分離株を含む）から得られる。
【０１１４】
　ゲノムベクター中で使用するＤＮＡ　Ｆｌａｐ及びＧＡＧ及びＰＯＬポリタンパク質を
コードするキャプシド形成プラスミドのポリヌクレオチドは、同じレンチウイルスのサブ
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ファミリー又は同じレトロウイルス様生物に由来すべきであることが明記されている。
【０１１５】
　好ましくは、ゲノムベクターの他のシス活性化配列は、また、ＤＮＡ　Ｆｌａｐを提供
するものとして、同じレンチウイルス又はレトロウイルス様生物に由来する。
【０１１６】
　ベクターゲノムは、さらに、目的のポリヌクレオチドをクローニングするための１つ又
は複数の独自の制限酵素部位を含んでよい。
【０１１７】
　本発明によると、シュードタイピングされたレンチウイルスベクターは、ｇａｇ及びｐ
ｏｌの機能遺伝子がもっぱらトランスで提供され、従ってベクターゲノム上に存在しない
との事実の結果として、複製能を欠くレンチウイルスベクターである。そのような場合に
おいて、レンチウイルスベクターを宿主に投与した場合、それは宿主細胞中で複製できな
い。従って、それは、治療目的のポリヌクレオチドを発現用の宿主細胞中に提供するが、
しかし、さらなるレンチウイルスベクター粒子を形成しない。この複製能を欠くレンチウ
イルスベクターの状態は、特に、レンチウイルスのｇａｇ、ｐｏｌ、ｅｎｖ遺伝子をベク
ターゲノム中に提供しない、又は、機能遺伝子として提供しない場合に達成される。「機
能的」により、正確に転写される、及び／又は、正確に発現される遺伝子を意味する。こ
のように、この実施態様における本発明のレンチウイルスベクターゲノムは、転写されな
い、又は、不完全に転写されるｇａｇ、ｐｏｌ及びｅｎｖ遺伝子の少なくとも１つを含み
；「不完全に転写される」という表現は、転写産物ｇａｇ、ｇａｇ－ｐｒｏ又はｇａｇ－
ｐｒｏ－ｐｏｌにおける変化を指し、これらの１つ又はこれらの複数が転写されない。レ
ンチウイルス複製に関与する他の配列は、この状態を達成するために、ベクターゲノムに
おいて突然変異させてもよい。
【０１１８】
　好ましい実施態様において、ベクターゲノム中で、レンチウイルスベクターゲノムの３
’　ＬＴＲ配列はＵ３領域の少なくともアクチベーター（エンハンサ―）及び恐らくはプ
ロモーターを欠く。別の特定の実施態様において、３’　ＬＴＲ領域はＵ３領域を欠く（
デルタＵ３）。この点において、ＷＯ　０１／２７３００及びＷＯ　０１／２７３０４を
参照にする。
【０１１９】
　特定の実施態様において、ベクターゲノム中で、ＬＴＲ　５’のＵ３領域は、非レンチ
ウイルスＵ３により、又は、ｔａｔ非依存性一次転写を促進するために適したプロモータ
ーにより置換する。そのような場合、ベクターはｔａｔトランスアクチベーターに非依存
である。
【０１２０】
　ベクターゲノムはｐｓｉ（Ψ）パッケージングシグナルも含む。パッケージングシグナ
ルは、ｇａｇ　ＯＲＦのＮ末端フラグメントに由来する。特定の実施態様において、その
配列は、ｇａｇペプチドの起こりうる転写／翻訳の任意の、トランスジーンのそれとの干
渉を阻止するために、フレームシフト突然変異により改変できうる。
【０１２１】
　ベクターゲノムは、任意に、スプライスドナー部位（ＳＤ）、スプライスアクセプター
部位（ＳＡ）、及び／又はＲｅｖ応答性エレメント（ＲＲＥ）から選択されるエレメント
も含んでよい。
【０１２２】
　特定の実施態様によると、ベクタープラスミド（又は付加ゲノムベクター）は、トラン
スジェニック発現カセットのための以下：
１．逆転写、ウイルスＤＮＡ組込み及び転写に必要なＬＴＲ配列（末端反復配列）。２つ
の主な理由から、遺伝子導入に必要な機能を混乱させることなく、３’　ＬＴＲはＵ３領
域において欠失させる：第１に、ひとたびＤＮＡがゲノムに組み込まれると宿主遺伝子の
トランス活性化が回避され、第２に、レトロ転写後にウイルスシス配列の自己活性化を可
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能にする。任意に、ゲノムの転写を促進する５’－ＬＴＲからのｔａｔ依存性Ｕ３配列を
プロモーター配列により置換する。このように、標的細胞において、内部プロモーターか
らの配列だけが転写される（トランスジーン）（図２３及び２４）。
２．ウイルスＲＮＡキャプシド形成に必要なΨ領域。
３．Ｒｅｖタンパク質の結合後にウイルスメッセンジャーＲＮＡの核から細胞質への搬出
を可能にするＲＲＥ配列（ＲＥＶ応答性エレメント）。
４．核内輸送を促進するためのＤＮＡ　Ｆｌａｐ配列（ｃＰＰＴ／ＣＴＳ、通常はＰｏｌ
中に含まれる）。
５．任意に、また、ｍＲＮＡの安定性を最適化するために付加するＷＰＲＥシス活性配列
（ウッドチャックＢ型肝炎ウイルスのポスト応答性エレメント（Ｐｏｓｔ－Ｒｅｓｐｏｎ
ｓｉｖｅ　Ｅｌｅｍｅｎｔ））（Zufferey et al., 1999）。ＷＰＲＥは翻訳されない。
のシス作用配列を含む。
【０１２３】
　特定の実施態様において、レンチウイルスのコード領域に由来しうる治療目的のポリヌ
クレオチドとは別に、上に引用するシス作用配列に関して開示するベクタープラスミドは
、他のレンチウイルスヌクレオチド配列を欠く。
【０１２４】
　本発明のレンチウイルスベクターは非複製型であり、即ち、ベクター及びレンチウイル
スベクターゲノムは感染宿主細胞から出芽する新たな粒子を形成できない。これは、上の
パラグラフにおいて示す通り、ｇａｇ、ｐｏｌ又はｅｎｖ遺伝子のレンチウイルスゲノム
の非存在により達成でき；これは、また、他のウイルスコード配列及び／又は粒子形成に
必要なシス作用遺伝子エレメントを欠失させることにより達成できる。レンチウイルスベ
クターの複製の非存在は、レンチウイルスゲノムの複製とは区別すべきである。実際に、
先に記載した通り、レンチウイルスゲノムは、必ずしもベクター（又は粒子）の複製を確
保せず、レンチウイルスベクターゲノムの複製を確保する複製の起点を含みうる。
【０１２５】
　さらなる実施態様において、特に少なくとも１つの抗原性ポリペプチドをコードするポ
リヌクレオチドがレンチウイルスに由来する場合、レンチウイルスベクターゲノムは完全
なレンチウイルスのｇａｇ、ｐｏｌ又はｅｎｖコードポリヌクレオチドを含まず、レンチ
ウイルスベクターゲノムがレンチウイルスのｇａｇ、ｐｏｌ又はｅｎｖ遺伝子よりも短い
ポリヌクレオチドを含むことを意味する。従って、ｇａｇコード配列はＨＩＶ－１又はＨ
ＩＶ－２について１５００bpより短く；ｐｏｌコード配列はＨＩＶ－１については３００
０bp、そしてＨＩＶ－２については３３００bpより短く；ｅｎｖコード配列はＨＩＶ－１
については２７００bp、そしてＨＩＶ－２について２５００bpより短い。このサイズは、
天然レンチウイルスゲノムにおいて見出される最長の連続ヌクレオチド配列を指す。しか
し、別の実施態様において、レンチウイルスゲノムは全ての内因性コードレンチウイルス
配列を欠く。
【０１２６】
　本発明のレンチウイルスベクターを得るために、ベクターゲノムを（ベクタープラスミ
ドとして）粒子又は疑似粒子中にキャプシド形成する必要がある。従って、レンチウイル
スタンパク質は、エンベロープタンパク質を除き、ベクターゲノムと一緒に、産生システ
ム中、特に産生細胞中のベクターゲノムにトランスで提供しなければならず、ｇａｇ及び
ｐｏｌレンチウイルス遺伝子又は組込み能のないｐｏｌ遺伝子を保有する少なくとも１つ
のキャプシド形成プラスミドを頼りにして、そして好ましくは、Ｖｉｆ、Ｖｐｒ、Ｖｐｕ
、及びＮｅｆアクセサリー遺伝子のための（ＨＩＶ－１レンチウイルスベクターのための
）コード配列を欠く。
【０１２７】
　さらなるプラスミドを使用し、それは各レンチウイルスベクターをシュードタイピング
するために選択されるエンベロープタンパク質をコードするポリヌクレオチドを保有する
。
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【０１２８】
　好ましい実施態様において、パッケージングプラスミドは、ウイルス粒子合成に必須の
レンチウイルスタンパク質だけをコードする。プラスミド中でのその存在によって安全性
の懸念を生じうるアクセサリー遺伝子は、従って除去される。トランスで持ち込んだウイ
ルスタンパク質は、それぞれＨＩＶ－１について例示する通りである：
１．マトリクス（ＭＡ、見掛け上の分子量ｐ１７）、キャプシド（ＣＡ、ｐ２４）、及び
ヌクレオキャプシド（ＮＣ、ｐ６）の構築のためのｇａｇタンパク質。
２．ｐｏｌコード酵素：インテグラーゼ、プロテアーゼ、及び逆転写酵素。
３．Ｔａｔ及びＲｅｖコード調節タンパク質、ＴａｔはＬＴＲ媒介性転写の開始に必要で
あり；５’ＬＴＲのＵ３領域がｔａｔ非依存性転写を促進するプロモーターについて置換
される場合、なくてよい。
　ウイルス粒子中のパッケージングプラスミドに含まれる遺伝子から生成されるｍＲＮＡ
の任意のパッケージングを回避するために、Ψ領域をパッケージングプラスミドから除去
する。異種プロモーターをプラスミド中に挿入して組換えの問題を回避し、そして、ポリ
Ａ末端を、タンパク質をコードする配列から３’に付加する。
【０１２９】
　エンベローププラスミドは、内部プロモーターの制御下で、本明細書において開示する
シュードタイピングのためのエンベロープタンパク質をコードする。
【０１３０】
　本発明のレンチウイルスベクター粒子の調製のための任意の又は全ての記載されるプラ
スミドを、タンパク質をコードするセグメントにおいてコドン最適化（ＣＯ）してよい。
本発明のコドン最適化は、好ましくは、プラスミド中、哺乳動物細胞中、特にヒト細胞中
に含まれるコード配列の翻訳を改善するために実施する。本発明によると、コドン最適化
は、ベクター粒子の調製を直接的又は間接的に改善するためか、又はそれらが投与される
宿主の細胞によるそれらの取り込みを改善するためか、又は宿主の形質導入細胞のゲノム
中の目的のポリヌクレオチド（トランスジーン）の導入効率を改善するために特に適して
いる。コドンを最適化するための方法は、当技術分野において周知であり、コドン最適化
は利用可能なプログラムをその効果に使用することで特に実施する。コドン最適化は、図
に例示する本発明の記載のｐＴＲＩＰプラスミド及びｐＴｈＶプラスミド中に含まれるコ
ード配列について例示される。
【０１３１】
　本発明の特定の実施態様において、シュードタイピングされたレンチウイルスベクター
は、また、又は代わりに、組込み能がない。そのような場合において、ベクターゲノムひ
いては治療目的の異種ポリヌクレオチドは、形質導入された細胞の、又はそれが投与され
た宿主の細胞中のゲノムには組込まれない。
【０１３２】
　本発明はレンチウイルスベクターの使用に関し、ここで、発現されたインテグラーゼタ
ンパク質は欠損しており、少なくとも１つの抗原性ポリペプチドをコードするポリヌクレ
オチドをさらに含み、それを必要とする宿主において、少なくとも１つのポリペプチドに
対する免疫応答を誘発するために適した免疫原性組成物を産生する。ポリヌクレオチドは
本明細書において開示する特性を有するものである。
【０１３３】
　ポリヌクレオチド（又はレンチウイルスベクターゲノム）は、少なくとも１つの抗原性
ポリペプチドをコードするポリヌクレオチドの核内輸送及び正確な発現のために必要な全
てのエレメントを含む。本発明のレンチウイルスベクターのレンチウイルスゲノム中に挿
入できるエレメントの例は、ＬＴＲ５’及びＬＴＲ３’などの少なくとも１つの（好まし
くは２つの）末端反復配列（ＬＴＲ）、レンチウイルスゲノムのキャプシド形成に関与す
るｐｓｉ配列、及び任意にｃＰＰＴ及びＣＴＳドメインを含む少なくとも１つのＤＮＡ　
Ｆｌａｐである。レンチウイルスベクターゲノムは、また、スプライスドナー部位（ＳＤ
）、スプライスアクセプター部位（ＳＡ）、及び／又はＲｅｖ応答性エレメント（ＲＲＥ
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）から選択されるエレメントを含んでよい。
【０１３４】
　特定の実施態様において、レンチウイルスベクターを、本明細書において記載の通りに
、ＶＳＶ－Ｇタンパク質でシュードタイピングする。
【０１３５】
　「欠損している」により、好ましくはレンチウイルス由来のインテグラーゼが宿主細胞
のゲノム中へのレンチウイルスゲノムの組込み能力を欠いている、即ち、そのインテグラ
ーゼ活性を特異的に変化させるように突然変異させたインテグラーゼタンパク質を意味す
る。
【０１３６】
　組込み能のないレンチウイルスベクターは、インテグラーゼをコードするｐｏｌ遺伝子
を改変することにより得られ、組込み欠損インテグラーゼをコードする突然変異ｐｏｌ遺
伝子をもたらし、改変ｐｏｌ遺伝子はキャプシド形成プラスミド中に含まれる。そのよう
な組込み能のないレンチウイルスベクターは、特許出願ＷＯ　２００６／０１０８３４に
記載されている。従って、タンパク質のインテグラーゼ能力を変化させても、ＧＡＧ、Ｐ
ＲＯ及びＰＯＬタンパク質のキャプシド形成プラスミドからの正確な発現及び／又はキャ
プシドひいてはベクター粒子の形成、ならびに、逆転写、核内輸送などの組込み工程に先
行する、又は、それに続く、ウイルスサイクルの他の工程は、無傷のままである。インテ
グラーゼは、それが可能にするはずである組込みが、対応する野生型インテグラーゼを含
むレンチウイルスベクターと比較して、組込み工程が１０００にわたり１未満で、好まし
くは１００００にわたり１未満で起こる様な方法で変化する場合、欠損型である。
【０１３７】
　本発明の特定の実施態様において、欠損インテグラーゼは、クラス１の突然変異、好ま
しくは欠損インテグラーゼの発現の必要条件を満たすアミノ酸の置換（１アミノ酸置換）
又は短い欠失に起因する。突然変異はｐｏｌ遺伝子内で行う。これらのベクターは、酵素
の触媒ドメイン中に突然変異Ｄ６４Ｖを伴う欠損インテグラーゼを保有してよく、それに
よって組込み工程のＤＮＡ切断及び連結反応が特異的に遮断される。Ｄ６４Ｖ突然変異は
、シュードタイピングされたＨＩＶ－１の組込みを野生型の１／１０，０００まで減少さ
せるが、しかし、非分裂細胞に形質導入するそれらの能力は維持され、効率的なトランス
ジーン発現を可能にする。
【０１３８】
　ＨＩＶ－１のインテグラーゼのインテグラーゼ能力に影響を及ぼすために適しているｐ
ｏｌ遺伝子における他の突然変異は以下：Ｈ１２Ｎ、Ｈ１２Ｃ、Ｈ１６Ｃ、Ｈ１６Ｖ、Ｓ
８１　Ｒ、Ｄ４１Ａ、Ｋ４２Ａ、Ｈ５１Ａ、Ｑ５３Ｃ、Ｄ５５Ｖ、Ｄ６４Ｅ、Ｄ６４Ｖ、
Ｅ６９Ａ、Ｋ７１Ａ、Ｅ８５Ａ、Ｅ８７Ａ、Ｄ１１６Ｎ、Ｄ１１６Ｉ、Ｄ１１６Ａ、Ｎ１
２０Ｇ、Ｎ１２０Ｉ、Ｎ１２０Ｅ、Ｅ１５２Ｇ、Ｅ１５２Ａ、Ｄ－３５－Ｅ、Ｋ１５６Ｅ
、Ｋ１５６Ａ、Ｅ１５７Ａ、Ｋ１５９Ｅ、Ｋ１５９Ａ、Ｋ１６０Ａ、Ｒ１６６Ａ、Ｄ１６
７Ａ、Ｅ１７０Ａ、Ｈ１７１Ａ、Ｋ１７３Ａ、Ｋ１８６Ｑ、Ｋ１８６Ｔ、Ｋ１８８Ｔ、Ｅ
１９８Ａ、Ｒ１９９Ｃ、Ｒ１９９Ｔ、Ｒ１９９Ａ、Ｄ２０２Ａ、Ｋ２１１Ａ、Ｑ２１４Ｌ
、Ｑ２１６Ｌ、Ｑ２２１　Ｌ、Ｗ２３５Ｆ、Ｗ２３５Ｅ、Ｋ２３６Ｓ、Ｋ２３６Ａ、Ｋ２
４６Ａ、Ｇ２４７Ｗ、Ｄ２５３Ａ、Ｒ２６２Ａ、Ｒ２６３Ａ、及びＫ２６４Ｈである。
【０１３９】
　特定の実施態様において、ｐｏｌ遺伝子における突然変異は、以下の位置Ｄ６４、Ｄ１
１６又はＥ１５２のいずれか、又はタンパク質の触媒部位中にあるこれらの位置のいくつ
かで実施する。上に記載するものを含む、これらの位置での任意の置換が適している。
【０１４０】
　別の提案する置換は、アミノ酸残基ＲＲＫ（位置２６２～２６４）のアミノ酸残基ＡＡ
Ｈによる置換である。
【０１４１】
　本発明の特定の実施態様において、レンチウイルスベクターに組込み能がない場合、レ
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ンチウイルスゲノムは複製起点（ｏｒｉ）をさらに含み、その配列は、レンチウイルスゲ
ノムを発現させるべき細胞の性質に依存する。複製起点は真核生物由来、好ましくは哺乳
動物由来、最も好ましくはヒト由来でよい。それは、代わりにウイルス由来、特にＳＶ４
０又はＲＰＳなどのＤＮＡ円形エピソームウイルス（ＤＮＡ　ｃｉｒｃｕｌａｒ　ｅｐｉ
ｓｏｍｉｃ　ｖｉｒｕｓ）由来でありうる。本発明のレンチウイルスベクターのレンチウ
イルスゲノム中に挿入される複製起点を有することは、本発明の有利な実施態様である。
実際に、レンチウイルスゲノムは細胞宿主ゲノム中に組込まれないため（欠損インテグラ
ーゼのため）、レンチウイルスゲノムは頻回の細胞分裂を経た細胞において失われ；これ
は、特に、Ｂ又はＴ細胞などの免疫細胞に当てはまる。複製起点の存在によって、少なく
とも１つのレンチウイルスゲノムが、細胞分裂後でさえ、各細胞中に存在することが確保
され、免疫応答の効率が最大になる。
【０１４２】
　本発明の特定の実施態様において、レンチウイルスベクターゲノムはＨＩＶベースのゲ
ノムであり、図２又は２３～２５に表わす配列特性を有し、ここで目的配列は、その治療
目的について選択し、その発現を可能にする内部プロモーター（ＣＭＶプロモーターによ
り図中に表わされる）は、ヒトにおける投与に適するように選択すると有利である。
【０１４３】
　ベクターゲノムのトランスジーン中又は発現カセット中に含まれる内部プロモーターは
、以下の遺伝子のプロモーターより選択してよい：ＥＦ１α、ヒトＰＧＫ、ＰＰＩ（プレ
プロインシュリン）、チオデキストリン（ｔｈｉｏｄｅｘｔｒｉｎ）、ＨＬＡ　ＤＲ不変
鎖（Ｐ３３）、ＨＬＡ　ＤＲアルファ鎖、フェリチンＬ鎖又はフェリチンＨ鎖、ベータ２
ミクログロブリン、キモシンベータ４、キモシンベータ１０、又はシスタチンリボソーム
タンパク質Ｌ４１。
【０１４４】
　本発明のレンチウイルスベクターのレンチウイルスベクターゲノムは、ＣＮＣＭ（Pari
s, France）に、１９９９年１０月１１日に番号Ｉ－２３３０で寄託されたＨＩＶ－１プ
ラスミドｐＴＲＩＰΔＵ３．ＣＭＶ－ＧＦＰに由来しうる。プラスミドに含まれる種々の
配列の構造及び制限酵素部位を図２Ｄに示す。ｐＴＲＩＰΔＵ３．ＣＭＶ－ＧＦＰの配列
を図６に提供する。
【０１４５】
　本発明の特定の実施態様において、レンチウイルスベクターゲノムは、ＣＮＣＭに、１
９９９年１０月１１日に番号Ｉ－２３２８で寄託されたＨＩＶ－１プラスミドｐＴＲＩＰ
［ｄｅｌｔａ］Ｕ３ＥＦ１［ａｌｐｈａ］－ＧＦＰに由来しうる。プラスミドの構成配列
の記載を、種々の配列の制限酵素部位と共に、図２Ｅに描写する。
【０１４６】
　ベクターゲノムがこれらの特定のプラスミドに由来する場合、本出願において開示する
異種ポリヌクレオチドの配列を、ＧＦＰコードフラグメントに加えて、又は、それと置き
換えて、その中に挿入する。ＧＦＰコード配列は、また、異なるマーカーにより置換して
よい。ＣＭＶプロモーターは、また、別のプロモーター、特に上に開示するプロモーター
の１つ、特にトランスジーンの発現に関連する、プロモーターにより置換してよい。
【０１４７】
　本発明を行うために適した他のレンチウイルスベクターゲノムは、後に列挙する寄託さ
れた材料中に含まれるものであり、又は、特に目的の異なるポリヌクレオチド及び／又は
異なる内部プロモーターのいずれかについてトランスジーンを置換することにより、これ
らの寄託されたプラスミドに由来する。同じく特定の寄託されたｐＴＲＩＰベクター中に
含まれるＷＰＲＥ配列も欠失させてよい。
【０１４８】
　本発明は、このように、ＣＮＣＭ（Paris, France）に、２００７年１０月１０日に番
号Ｉ－３８４１で寄託されたプラスミドｐＴＲＩＰＤｅｌｔａＵ３－ＣＭＶ－ＳＩＶ－Ｇ
ＡＧｃｏ－ＷＰＲＥにより提供されるレンチウイルスベクターゲノムに関する。プラスミ
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ドの組成を図中に開示し、その配列を提供する。このプラスミドは、非ミリスチル化（ｎ
ｏｎ－ｍｙｒｉｓｔｉｌａｔｅｄ）タンパク質としてＳＩＶのＧＡＧタンパク質を発現す
る。トランスジーンのＯＲＦは、ヒト細胞中での発現のためにコドン最適化している。
【０１４９】
　本発明は、また、ＣＮＣＭ（Paris, France）に、２００７年１０月１０日に番号Ｉ－
３８４０で寄託されたプラスミドｐＴＲＩＰＤｅｌｔａ　Ｕ３－ＣＭＶ－ＳＩＶ－ＧＡＧ
－ＷＰＲＥにより提供されるレンチウイルスベクターゲノムに関する。プラスミドの組成
を図中に開示し、その配列を提供する。このプラスミドは、非ミリスチル化（ｎｏｎ－ｍ
ｙｒｉｓｔｉｌａｔｅｄ）タンパク質としてＳＩＶのＧＡＧタンパク質を発現する。トラ
ンスジーンのＯＲＦは、コドン最適化していない。
【０１５０】
　ベクター粒子は、プラスミドによる、２９３　Ｔ細胞などの適切な細胞のトランスフェ
クション後、又は他のプロセスにより産生できる。レンチウイルス粒子の発現のために使
用する細胞において、プラスミドの全て又は一部を使用して、それらのコードポリヌクレ
オチドを安定的に発現でき、又は、それらのコードポリヌクレオチドを一過性に、もしく
は、半安定的に発現できる。
【０１５１】
　産生された粒子の濃度は、細胞上清のＰ２４含量（ＨＩＶ－１でのキャプシドタンパク
質）を測定することにより決定できる。
【０１５２】
　本発明のレンチウイルスベクターは、ひとたび宿主に投与されると、それがシュードタ
イピングされたエンベロープタンパク質に応じて、宿主の細胞、恐らくは特定の細胞に感
染する。この感染は、レトロ転写が起こる宿主細胞の細胞質へのレンチウイルスゲノムの
放出をもたらす。ひとたび三本鎖の形態になると（ＤＮＡ　Ｆｌａｐを経て）、レンチウ
イルスゲノムは核内に輸送され、そこで目的のポリヌクレオチドが細胞機構を経て発現す
る。非分裂細胞（ＤＣなど）に形質導入される場合、発現は安定的になりうる。Ｂ細胞な
どの分裂細胞に形質導入される場合、発現は、核酸希釈及び細胞分裂のため、レンチウイ
ルスゲノム中の複製起点の非存在下で一時的である。発現は、細胞分裂後にレンチウイル
スゲノムの娘細胞への適切な拡散を確保する複製起点を提供することにより長くなりうる
。安定性及び／又は発現は、また、ＭＡＲ（マトリクス関連領域（Ｍａｔｒｉｘ　Ａｓｓ
ｏｃｉａｔｅｄ　Ｒｅｇｉｏｎ））又はＳＡＲ（足場関連領域（Ｓｃａｆｆｏｌｄ　Ａｓ
ｓｏｃｉａｔｅｄ　Ｒｅｇｉｏｎ））エレメントの挿入により増加できる。
【０１５３】
　実際に、これらのＳＡＲ又はＭＡＲ領域はＡＴリッチ配列であり、細胞染色体のマトリ
クスへのレンチウイルスゲノムの固定が可能になり、こうして少なくとも１つの抗原性ポ
リペプチドをコードするポリヌクレオチドの転写を調節し、及び特にトランスジーンの遺
伝子発現を刺激し、そしてクロマチンへの接近性を改善する。
【０１５４】
　レンチウイルスゲノムが非組込みである場合、それは宿主細胞ゲノム中に組込まれない
。それにもかかわらず、トランスジーンによりコードされる少なくとも１つのポリペプチ
ドは十分に発現され、プロセシングされるために十分に長く、ＭＨＣ分子に結合し、最終
的に細胞表面に向かう。目的のポリヌクレオチドの性質に応じて、ＭＨＣ分子と結合した
少なくとも１つのポリペプチドエピトープは、液性又は細胞性免疫応答の引き金となる。
組込み能のないレンチウイルスベクターの調製が、本明細書において開示されている：ベ
クターゲノムをトランス補完（ｔｒａｎｓｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔ）するために使用するキ
ャプシド形成プラスミドを、インテグラーゼタンパク質の領域において突然変異させ、レ
ンチウイルスベクターを患者に投与した後に、ベクターが細胞宿主中のシュードタイピン
グされた粒子として産生される場合に、インテグラーゼがレンチウイルスベクターにおい
て発現されない、又は、機能的に発現されないようになる。
【０１５５】



(32) JP 2010-535495 A 2010.11.25

10

20

30

40

50

　「免疫原性組成物」という表現は、活性成分として本発明の少なくともレンチウイルス
ベクターを含む組成物を指し、組成物が宿主中への投与に適している。この組成物は、全
身又は局所投与のために使用される場合、さらなる薬学的に適した賦形剤あるいは担体及
び／又は媒体を含んでよい。「薬学的に許容可能な担体」は、非毒性固体、半固体又は液
体充てん剤、希釈剤、封入材料、又は任意の従来型の補助製剤を指す。「薬学的に許容可
能な担体」は、用いる用量及び濃度でレシピエントに非毒性であり、製剤の他の成分と適
合する；適した担体として、限定はされないが、リン酸緩衝生理食塩水、蒸留水、油／水
乳剤などの乳剤、種々の型の湿潤剤、滅菌溶液など、デキストロース、グリセロール、生
理食塩水、エタノール、及びこれらの組み合わせが挙げられる。
【０１５６】
　本発明の免疫原性組成物は、宿主細胞のゲノム中へのトランスジーンの組込みの非存在
にもかかわらず、免疫応答、即ち、少なくとも１つのポリペプチド（トランスジーンによ
りコードされる）に対する宿主の免疫システムによる任意の反応を誘発する能力を有する
。
【０１５７】
　免疫応答は液性応答でありうる。即ち、組成物により誘発される抗体が、レンチウイル
スベクターの少なくとも１つのポリペプチドに対して産生される。特定の実施態様におい
て、液性応答は防御液性応答である。防御液性応答は、ＩｇＧなど、それらの抗原に高親
和性を有する成熟抗体を主にもたらす。特定の局面において、防御液性応答はＴ細胞依存
性である。特定の実施態様において、防御液性応答は中和抗体の産生を誘導する。
【０１５８】
　免疫応答は、細胞性免疫応答（Ｔ細胞免疫応答）、特にＣＤ８媒介性細胞性免疫応答又
はＣＤ４媒介性細胞性免疫応答、即ち、ＣＤ８又はＣＤ４レセプターを持つ活性化細胞、
好ましくは細胞傷害性Ｔリンパ球（ＣＴＬ）により媒介される免疫応答でありうる。
【０１５９】
　本発明の特定の実施態様において、本発明のレンチウイルスベクターは、欠損インテグ
ラーゼにもかかわらず、初期免疫応答を誘発できる。「初期免疫応答」という表現は、組
成物の投与後の約１週間以内に与えられる防御免疫応答（少なくとも１つのポリペプチド
を持つ病原体又は腫瘍細胞に対する防御）を指す。
【０１６０】
　別の実施態様において、本発明の組成物により与えられる免疫応答は、持続性免疫応答
であり、即ち、免疫応答が組成物の投与後から少なくとも２ヶ月間、好ましくは３ヶ月間
、最も好ましくは少なくとも６ヶ月間依然として検出できる。免疫応答が液性である場合
、持続性応答は、特定の抗体の検出により、ＥＬＩＳＡ、免疫蛍光（ＩＦＡ）、フォーカ
ス低下（ｆｏｃｕｓ　ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ）中和テスト（ＦＲＮＴ）、免疫沈降、又はウ
エスタンブロッティングなどの任意の適した方法により示すことができる。
【０１６１】
　別の実施態様において、上記とは無関係に、本発明の組成物により与えられる免疫応答
の強度は、レンチウイルスベクターの注射用量に依存的であり；用量が高くなるほど、免
疫応答の強度は高くなる。
【０１６２】
　興味深いことに、免疫応答（液性又は細胞性のいずれも）、初期免疫応答及び／持続性
免疫応答が、本発明の組成物の単回投与後に、非組込み遺伝子導入ベクターにより誘発さ
れる。
【０１６３】
　医薬品処置プロトコールのデザインにおけるレンチウイルスベクター粒子及び特に化合
物のキットの使用を目的として、本発明のレンチウイルスベクターは、それらのベクター
ゲノム中に、治療目的を有する異種ポリヌクレオチド（又はトランスジーン）を保有する
。「異種ポリヌクレオチド」という表現により、それは、レンチウイルスゲノムに由来し
、ベクター活性のために必要又は有用であるベクターゲノム中のシス作用配列とは無関係
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に、ベクター活性に必要ではない、又は、有用ではないが、しかし、生物学的効果、特に
、宿主、特にヒト宿主において発現させた場合に医薬効果を得るために適している少なく
とも１つのポリヌクレオチドを含むことを意味する。好ましい実施態様において、目的の
ポリヌクレオチドはポリペプチドをコードし、好ましくは発現カセットに含まれる。
【０１６４】
　本発明の異種ポリヌクレオチドは、宿主において免疫応答を誘発するために適した１つ
のポリペプチド又は複数のポリペプチドをコードし、免疫応答は細胞性免疫応答及び恐ら
くは液性免疫応答である。コードされるポリペプチド（即ち、抗原）は、１つもしくは複
数のエピトープを含む、又は、抗原のエピトープにある。特定の実施態様において、それ
はポリエピトープでよい。それ（それら）は、宿主のＡＰＣ、特にＤＣによる提示のため
に宿主の細胞においてプロセシングされて、免疫応答を生じうる、又は、それ（それら）
は免疫応答を直接的に誘発しうる。従って、目的のポリヌクレオチドは、１つ又は複数の
抗原のＢエピトープ及び／又はＴエピトープの配列を含む、又は、それからなり、両方の
カテゴリーのエピトープの結合を含み、恐らくはキメラ（非自然）ポリペプチドを生じる
。
【０１６５】
　エピトープは、特定の三次元抗原立体構造（立体構造エピトープ）に依存しうる、又は
、単純な一次配列領域（直線状エピトープ）に対応しうる。ポリペプチドのサイズは、少
なくとも９アミノ酸～５００アミノ酸までの範囲であり、好ましくは２００アミノ酸未満
である。
【０１６６】
　特定の実施態様において、異種ポリヌクレオチドは、ウイルス、特にレトロウイルス、
レンチウイルス、フラビウイルスもしくはコロナウイルス、細菌もしくは寄生虫などの病
原性生物、又は、病原性物質もしくは化合物のエピトープ（Ｂ及び／又はＴエピトープ）
を含む、１つの抗原もしくは複数の抗原又はそのフラグメントをコードする。それは、レ
ンチウイルスベクターが投与された際に、それが病原性生物の発現を可能にしない範囲内
で、病原性生物の抗原又は組換え抗原をコードしうる。
【０１６７】
　異種ポリヌクレオチドは、特に、宿主細胞のゲノムにおけるポリヌクレオチドの導入後
、宿主の細胞において内因性抗原として発現され、ＭＨＣ分子との結合での提示のために
細胞中でプロセシングされうる。
【０１６８】
　目的のポリヌクレオチドは、恐らくはＡＰＣによる提示後にベクターにより誘発される
免疫応答が、特に、Ｔヘルパー又はＣＴＬ細胞（細胞傷害性）を含む、Ｔリンパ球応答の
誘発を包含しうるように選んでよい。宿主における、ポリヌクレオチドのプロセシングさ
れた発現産物に対するＣＤ８＋Ｔ細胞応答が、特に目的である。
【０１６９】
　ＣＤ４＋Ｔ細胞応答も発現（誘導又は誘発）されうる。
【０１７０】
　本発明のレンチウイルスベクター（組込み又は非組込みバージョンのいずれも）により
標的とされる特定の細胞は、抗原提示細胞（ＡＰＣ）、従来型ＤＣ（ｃＤＣ）又は形質細
胞様（ｐＤＣ）を含む樹状細胞（ＤＣ）、ＣＤ４＋又はＣＤ８＋を含むＴ細胞、Ｂ細胞、
単球、マクロファージ、ナチュラルキラー細胞、ナチュラルキラーＴ細胞、内皮細胞及び
上皮細胞など、免疫応答に関与する細胞である。興味深いことに、Ｂ細胞は、循環中の成
熟ＤＣと相互作用することが最近示されており、こうしてこれらのＢ細胞を活性化し、次
に未感作Ｔ細胞に抗原を効率的に提示する（成熟ＡＰＣ集団の増幅）；従って、これは、
細胞性免疫応答に関与する細胞、特に未感作ＣＤ８＋　Ｔ細胞をプライミングする際のＢ
細胞の決定的な役割を指摘する（Diaz de Durana; 2006）。
【０１７１】
　目的のポリヌクレオチドは、本発明のレンチウイルスベクターも、又は、その代わりに
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使用して、宿主における、ポリヌクレオチドの発現産物に対する液性免疫応答、特に中和
液性免疫応答を誘発しうるように選んでよい。
【０１７２】
　本発明の特定の実施態様において、ここでレンチウイルスベクター粒子は、非レンチウ
イルス感染の予防又は処置を意図しており、生物学的又は治療的な目的を有する異種ポリ
ヌクレオチドは、ベクターゲノムを構成するポリヌクレオチドとは異なる由来である。特
に、それは、ベクターゲノムの配列を提供するレンチウイルスとは異なる生物に由来する
。
【０１７３】
　レンチウイルス感染の予防又は処置が求められる特定の実施態様において、異種ポリヌ
クレオチドは、特にレンチウイルスベクター粒子がＨＩＶベースのレンチウイルスベクタ
ーである場合、ベクターを提供するレンチウイルスの同じ科又は同じ血清型に由来しうる
。
【０１７４】
　特定の実施態様において、異種ポリヌクレオチドは、レンチウイルスタンパク質に由来
する抗原又はその抗原フラグメント又はそのような抗原の組み合わせをコードする。その
ような場合において、それに由来するレンチウイルスタンパク質抗原又はその抗原フラグ
メントを、天然又は複製能のあるレンチウイルス粒子の形成を阻止する条件において使用
する。
【０１７５】
　特定の実施態様において、それは、ＧＡＧ又はＧＡＧ－ＰＯＬ疑似粒子などのレンチウ
イルス疑似粒子の形成も阻止する条件において使用する。これらの抗原は、レンチウイル
スベクターのデザインのために使用するものと同じレンチウイルス、特にＨＩＶ、特にＨ
ＩＶ－１に由来しうる。
【０１７６】
　従って、ポリヌクレオチドは、宿主において細胞性、特に細胞傷害性Ｔリンパ球（ＣＴ
Ｌ）応答、及び恐らくはＴヘルパー応答を誘発するために適した、１つ又は複数のＨＩＶ
ポリペプチド又はポリエピトープ、特にＨＩＶ－１ポリペプチド又はポリエピトープのコ
ード配列でありうる。
【０１７７】
　本発明の好ましい実施態様において、レンチウイルスベクターは、それらのゲノム中に
、免疫不全ウイルスの、特にＨＩＶ、ＳＩＶ、又はＦＩＶからのＧＡＧ抗原又はポリタン
パク質に由来する少なくとも１つの抗原を含む１つ又は複数のポリペプチドをコードする
組換えポリヌクレオチドを含む。
【０１７８】
　ＧＡＧポリタンパク質は、マトリクスタンパク質（ＭＡ）、キャプシドタンパク質（Ｃ
Ａ）、及びヌクレオキャプシドタンパク質（ＮＰ）を包含する。それは、また、ｐ７タン
パク質を含んでよい。
【０１７９】
　上に定義するＧＡＧ由来抗原は、そのフラグメント又はその突然変異（欠失、置換、又
は付加による）バージョンを含む、これらのタンパク質の各々に由来するポリペプチドを
包含する。それは、また、これらのタンパク質の各々に由来するそのようなポリペプチド
の組み合わせを包含する。
【０１８０】
　特定の実施態様において、免疫不全ウイルスのＧＡＧに由来する抗原は、天然ＧＡＧ抗
原の、特にＧＡＧポリタンパク質もしくはマトリクスタンパク質もしくはキャプシドタン
パク質もしくはヌクレオキャプシドタンパク質のアミノ酸配列を有するか、又はそのよう
なポリタンパク質もしくはそのようなタンパク質のフラグメントであるか、又はアミノ酸
配列中の１つもしくは複数のアミノ酸残基の欠失、置換もしくは付加を含む、特に突然変
異により、天然ＧＡＧ抗原に関して改変されるか、もしくは翻訳後修飾により改変される
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ＧＡＧ抗原である。改変したＧＡＧ抗原は、生物学的に機能的又は生物学的に非機能的の
いずれかになるように選択する。
【０１８１】
　特定の実施態様において、免疫不全ウイルスのＧＡＧポリタンパク質に由来する少なく
とも１つの抗原を含む１つ又は複数のポリペプチドをコードする組換えポリヌクレオチド
は、ＳＩＶ、特にＳＩＶＭＡＣ、又はＦＩＶ、又はＨＩＶ、特にＨＩＶ－１もしくはＨＩ
Ｖ－２の生物学的に非機能的なＧＡＧポリペプチド（ＧＡＧの抗原フラグメントを含む）
であり、及び、レンチウイルスベクターで形質導入された細胞内で生物学的に機能的なキ
ャプシドタンパク質を形成できず、そして特に、ＧＡＧ疑似粒子又はＧＡＧ－ＰＯＬ疑似
粒子の形成を可能にしうるこれらの細胞からのキャプシドタンパク質の分泌を誘導しない
ポリペプチドをコードする。
【０１８２】
　特定の実施態様において、ＧＡＧに由来する抗原をコードする核酸を含むポリヌクレオ
チドは、ＰＯＬ生物学的活性型ポリペプチド（ポリタンパク質、別名、前駆体）の発現を
可能にせず、ひいてはｐｏｌ天然遺伝子又は等価の機能的遺伝子を含まない。
【０１８３】
　特定の実施態様において、免疫不全ウイルスのＧＡＧ抗原に由来する少なくとも１つの
抗原を含む１つ又は複数のポリペプチドをコードする組換えポリヌクレオチドは、また、
免疫不全ウイルスのＮＥＦ、ＴＡＴもしくはＲＥＶ抗原、及び／又は任意に免疫不全ウイ
ルスのＰＯＬ抗原、又はその組み合わせに由来するポリペプチドをコードする。これらの
ポリペプチドは、特に抗原の抗原フラグメントである。
【０１８４】
　（ＨＩＶ－１の）ＧＡＧに由来する抗原をコードする組換えポリヌクレオチド及び融合
タンパク質においてＨＩＶ－１の他の抗原をコードするさらなるヌクレオチドフラグメン
トの例は、図２１に例示するＧＡＧタンパク質をコードするもの、ならびに、同じく図２
１に記載するＰＯＬフラグメント又は／及びＮＥＦフラグメントあるいはそのようなＰＯ
Ｌフラグメント及びＮＥＦフラグメントの融合物である。これらのフラグメントはＧＡＧ
抗原の５’及び／又は３’に融合させてよく、互いに、及び／又は、ＧＡＧ抗原に近接し
うる、あるいは、ピコナウイルスからの２Ａペプチドなどのペプチドにより分離されうる
。そのようなコンストラクトを図に例示する。２Ａペプチドの配列は以下である：ＡＰＶ
ＫＱＴＬＮＦＤＬＬＫＬＡＧＤＶＥＳＮＰＧＰ。融合タンパク質の構造の特定の組成は、
以下の１つである：５’　ＧＡＧ　ＰＯＬ　ＮＥＦ　３’、又は５’　ＰＯＬ　ＮＥＦ　
ＧＡＧ　３’又は５’　ＰＯＬ　ＧＡＧ　ＮＥＦ　３’、又は５’　ＮＥＦ　ＧＡＧ　Ｐ
ＯＬ　３’又は５’　ＮＥＦ　ＰＯＬ　ＧＡＧ　３’又は５’　ＧＡＧ　ＮＥＦ　ＰＯＬ
　３’。
【０１８５】
　好ましい実施態様において、ＧＡＧ及び／又はＮＥＦ及び／又はＰＯＬ抗原に由来する
抗原は、ヒト免疫不全ウイルス（ＨＩＶ）、特にＨＩＶ－１又はＨＩＶ－２に由来する。
【０１８６】
　特定の実施態様において、ＧＡＧ抗原に由来するポリペプチドは、天然ＧＡＧとは対照
的に、ミリスチル化されていないＧＡＧΔｍｙｒタンパク質である。
【０１８７】
　非ミリスチル化ＨＩＶ－１　ＧＡＧは、コドン２のＧＡＧのコード配列を突然変異させ
て、Ｇｌｙ残基［ＧＧＡ］からＡｌａ残基［ＧＣＡ］に変化させることにより、又はコド
ン２の欠失により得てよい。
【０１８８】
　本発明のための目的の抗原に由来する他のＧＡＧは、ＧＡＧのマトリクス、キャプシド
、及びヌクレオキャプシドタンパク質の少なくとも１つのフラグメントで形成される抗原
であり、特に、タンパク質の各々のフラグメントの融合物で形成される。
【０１８９】
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　コードされる由来する抗原は、ＨＩＶ－１、特にＨＩＶ－１サブタイプＢのＧＡＧ抗原
又はＨＩＶ－１グループＯに由来し（図２１）、化合物の組み合わせで使用されて、異な
るＨＩＶ－１サブタイプ、ＨＩＶ－１及び恐らくはＨＩＶ－２を含む種々のＨＩＶグルー
プに対する免疫応答を誘発しうることが観察される。
【０１９０】
　本発明は、また、本明細書において定義するレンチウイルスベクターに関し、そのゲノ
ム中に、ヒト免疫不全ウイルス（ＨＩＶ）のＧＡＧポリタンパク質に由来する抗原をコー
ドするか、又はＧＡＧ及び本明細書において開示するＮＥＦ、ＴＡＴ、ＲＥＶもしくはＰ
ＯＬの少なくとも抗原フラグメントに由来する抗原を含む融合抗原をコードする、ヒトコ
ドン最適化配列を有する組換えポリヌクレオチドを含む。
【０１９１】
　本発明のキメラＨＩＶ－１由来抗原は、特定の実施態様において、ＨＩＶ－１ウイルス
株のＮＥＦ、ＰＯＬ、ＴＡＴもしくはＲＥＶに由来する抗原又はそのような抗原の組み合
わせを伴う、図２１の配列を有するＧＡＧ由来抗原の組み合わせを含むか、又は、それか
らなる融合タンパク質である。
【０１９２】
　上に開示する特定の融合タンパク質は、ＰＯＬ由来抗原が図２１のアミノ酸配列を含む
か、又はそれを有するものである。
【０１９３】
　上に開示する特定の融合タンパク質は、ＮＥＦ由来抗原が図２１のアミノ酸配列を含む
か、又はそれを有するものである。
【０１９４】
　ベクターゲノムのポリヌクレオチドによりコードされる抗原、及び特にＧＡＧ由来抗原
は、天然、合成又は組換え由来であり、従って、任意の従来方法により発現させてよい。
【０１９５】
　本発明は、また、哺乳動物における、特にヒト細胞における発現のためのそれらのコド
ン最適化バージョンで含まれる、そのような融合抗原をコードするヌクレオチドコンスト
ラクトに関する。
【０１９６】
　特定の実施態様によると、組換えポリヌクレオチドは、ＨＩＶ－１コンセンサスＢ株の
ＧＡＧポリタンパク質に由来する抗原をコードする。
【０１９７】
　別の特定の実施態様において、組換えポリヌクレオチドは、ＧＡＧポリタンパク質に由
来する抗原及びＨＩＶのＮＥＦ抗原のエピトープのクラスター及び任意にＨＩＶのＰＯＬ
ポリタンパク質のエピトープのクラスターをコードする。
【０１９８】
　本発明は、本明細書において開示する抗原をコードする核酸分子に関する。それは、特
に、ＣＮＣＭに寄託されたプラスミド、及び特にＣＮＣＭに寄託されたプラスミドｐＴＲ
ＩＰＤｅｌｔａ　Ｕ３－ＣＭＶ－ＳＩＶ－ＧＡＧ－ＷＰＲＥもしくはｐＴＲＩＰＤｅｌｔ
ａ　Ｕ３－ＣＭＶ－ＳＩＶ－ＧＡＧ　ｃｏ－ＷＰＲＥ、又は、ＣＮＣＭに寄託されたプラ
スミドｐＴｈＶ－ＶＳＶ－Ｇ（ＩＮＤ－ｃｏ）、ｐＴｈＶ－ＶＳＶ－Ｇ（ＮＪ－ｃｏ）、
ｐＴｈＶ－ＶＳＶ－Ｇ（ＣＯＣＡＬ－ｃｏ）、ｐＴｈＶ－ＶＳＶ－Ｇ（ＩＳＦＡ－ｃｏ）
もしくはｐＴｈＶ－ＶＳＶ－Ｇ（ＳＶＣＶ－ｃｏ）中に挿入されている核酸分子、又はス
トリンジェントな条件においてこれらの核酸分子とハイブリダイズし、特に同じ長さを有
するか、又はより短い配列に関する。特定の核酸は、少なくともＧＡＧ抗原又はそのフラ
グメントをコードし、及び特にＨＩＶ－１もしくはＨＩＶ－２　ＧＡＧ抗原又はそのフラ
グメントをコードする。
【０１９９】
　細胞応答の特異性は、ＨＩＶの抗原又はそれに由来する抗原をコードする異種ポリヌク
レオチドを発現するレンチウイルスベクターで得られる応答を、抗原を発現しない粒子で
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得られる応答と比較する際に測定される。ＨＩＶ抗原又はＨＩＶ由来抗原を発現できる粒
子の投与によって、抗原を発現しない粒子で誘発されないＴ細胞免疫応答が誘発されるこ
とが観察される。
【０２００】
　これは、実施例において、ＳＩＶ由来抗原を発現する粒子で例示する。
【０２０１】
　応答は有利なことに防御的であり、それによってウイルス負荷の減少を達成し、免疫不
全ウイルスに感染した宿主の血漿中で測定されるウイルス負荷を制御することが可能にな
ることを意味しており、宿主は、少なくともプライミング、及び、免疫不全ウイルス、特
にヒト宿主におけるＨＩＶによる、又は、非ヒト霊長類宿主におけるＳＩＶＭＡＣによる
感染に対する予防的又は治療的な使用のための化合物の組み合わせの化合物の１回又は複
数回のブースト投与を受けている。
【０２０２】
　換言すると、免疫不全ウイルス、特にＨＩＶによる感染の予防的又は治療的な処置のた
めに使用される場合、投与した化合物の組み合わせによって、身体からのウイルスの除去
、又はウイルス負荷の制御が、長時間にわたり持続的に可能になり（６ヶ月間を超える）
、好ましくはインビボでＡＩＤＳ疾患に対する防御を可能にする。本発明者らは、特に、
免疫不全ウイルスに感染した宿主に投与された場合、本発明の化合物の組み合わせによっ
て、感染の急性期に中央記憶ＣＤ４＋　Ｔ細胞応答の保存が可能になり、それは、レトロ
ウイルスの病原性、即ち、ヒト宿主におけるＡＩＤＳの発生に対する防御との貴重な相関
関係であることを示している（Letvin, N.L., et al, 2006）。
【０２０３】
　ヒト宿主において防御的で特異的な細胞性免疫応答を誘発するためのツールを提供する
ための化合物の組み合わせの能力は、ヒト／ＨＩＶ－１状況において観察されるものと本
質的に似た条件におけるマカク／ＳＩＶｍａｃ非ヒト霊長類モデルにおいて得られている
実験結果に由来する。
【０２０４】
　従って、本発明は、哺乳動物宿主への連続投与のための医薬産物の調製のための化合物
の組み合わせの使用に関し、免疫不全ウイルス、特にＨＩＶに対する防御的で特異的な細
胞性免疫応答を誘発する。
【０２０５】
　特定のレンチウイルスベクターが本発明に従ってデザインされており、ウイルスチャレ
ンジとの関連で防御的であることが示される特異的な細胞性免疫応答を誘発する。明白な
理由のために、この実証はヒトにおいて未だに行われていないが、非ヒト霊長類での開示
した結果は、ヒトにおける類似の予測を大いに支持する。
【０２０６】
　得られた特定のレンチウイルスベクターは、ＡＩＤＳに対する治療用ワクチン接種のた
め、又は、予防的ワクチン接種のための特定の興味深い候補を提供する。
【０２０７】
　本発明の特定の局面において、病原性生物に由来するＢエピトープ及び／又はＴエピト
ープをコードするポリヌクレオチドは、ウエスト・ナイル・ウイルス（ＷＮＶ）のエンベ
ロープＥ糖タンパク質（ＥＷＮＶ）、又は、黄熱病ウイルスもしくはデングウイルス（Ｄ
Ｖ）、日本脳炎ウイルス（ＪＥＶ）もしくはＳＡＲＳ関連コロナウイルスのエンベロープ
をコードするポリヌクレオチドである。他の興味深いウイルスポリペプチドは、ＨＩＶの
キャプシドからである。
【０２０８】
　特定の実施態様において、少なくとも１つのポリペプチドが、レンチウイルス由来のポ
リヌクレオチドにより（例えば、上に開示するｇａｇもしくはｐｏｌ、又は例えばｅｎｖ
から）コードされる。特定の実施態様において、コードポリヌクレオチドは、完全なｇａ
ｇもしくはｐｏｌ遺伝子ではなく、又は、完全なｅｎｖ遺伝子ではなく、あるいは、これ
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らの遺伝子の機能的バージョン、即ち、機能的タンパク質をコードする遺伝子ではない。
例えば、それらは３０～１０００まで、好ましくは３０～５００bpまで、好ましくは３０
～３００bpまで、より好ましくは３０～１００bpまでの範囲のサイズ、もしくはその可溶
型を有し、又はそのエピトープをコードする。ＷＮＶの可溶性Ｅ糖タンパク質（ｓＥＷＮ

Ｖ）のコード配列の挿入は、Reimann et al.（J. Virol.; 2005）における開示に従って
、Hel et al.（J. immunol.; 2006）において記載されるｓＥＷＮＶを使用して達成して
よい。
【０２０９】
　本発明の別の特定の局面によると、異種ポリヌクレオチドは、腫瘍関連抗原（ＴＡＡ）
又はそのフラグメントであるポリペプチドをコードする。
【０２１０】
　ＴＡＡの非限定的な公知の例は特に以下：
－　β－カテニン、ＭＡＲＴ－２などのメラノーマにおいて、又はｂｒｃ－ａｂｌなどの
白血病において見出される突然変異型ペプチド、
－　メラノーマにおいて見出されるｇｐ１００、ＭＡＲＴ－１、チロシナーゼ、又は前立
腺癌において見出されるＰＳＡ、ＰＡＰ、ＰＳＭ、ＰＳＭＡなどの組織特異的タンパク質
、
－　ＭＡＧＥなどの癌－精巣抗原、
－　種々の癌において見出される、Ｓｕｒｖｉｖｉｎ、ｈＴＥＲＴなどの腫瘍形成に関連
する分子、
－　乳房、卵巣、又は前立腺の癌において見出されるＭＵＣ－１などのムチン、
－　ＨＰＶ１６－Ｅ７抗原（子宮頸癌における発現が見出される）を含む、ＨＰＶ（ヒト
・パピローマ・ウイルス）、特にＨＰＶ１６又はＨＰＶ１８、ＥＢＶ－ＥＢＭＡタンパク
質を含むリンパ腫を起こすＥＢＶ（エプスタイン・バー・ウイルス）（リンパ球において
）、ＨＢＶ（Ｂ型肝炎ウイルス）、ＨＣＶ（Ｃ型肝炎ウイルス）、ＨＨＶ８などのＨＨＶ
（ヒトヘルペスウイルス）、又はＨＴＬＶ－１　ｔａｘタンパク質（急性Ｔ白血病におい
て）など、ＨＴＬＶ－１などのＨＴＬＶ（ヒトＴリンパ球ウイルス）のものを含む、腫瘍
細胞において正常細胞を形質転換するウイルス（腫瘍ウイルス）のウイルスタンパク質
である。
【０２１１】
　より一般的に、これらのポリヌクレオチドは、癌免疫と表題の付いたペプチドデータベ
ースにおいて開示されるペプチド配列に由来してよい。ポリヌクレオチドは、特に、共有
される腫瘍特異的抗原、分化抗原、腫瘍において過剰発現される抗原、又は突然変異に起
因する腫瘍抗原から選択してよい。これらのポリペプチド（又はその部分）は、野生型又
は突然変異型のいずれかの細胞に由来してよい（自己ペプチド）。
【０２１２】
　特定の実施態様において、目的のポリヌクレオチドはヒト抗原をコードする。
【０２１３】
　本発明の別の実施態様において、目的のポリヌクレオチドは、発現又は機能的発現が、
検討する病理に罹患した宿主において害されるポリペプチドをコードしうる。特定の実施
態様において、本発明のレンチウイルスベクターを使用して、ポリヌクレオチドを宿主の
標的細胞に送達し、遺伝子治療、例えば、血清タンパク質の欠乏を招く遺伝子疾患の医薬
処置における遺伝子補正、又は癌もしくは感染性、ウイルス性もしくは自己免疫性の疾患
に対する遺伝子ワクチン接種戦略を求める。別の実施態様において、糖尿病などの他の病
理を、本発明の化合物のキットで処置してよい。
【０２１４】
　最後に、少なくとも１つのポリペプチドは、人工（非天然）ポリペプチド、好ましくは
マルチエピトープポリペプチドでよい。このマルチエピトープポリペプチドは、ウイルス
を含む病原性生物に由来する、及び／又は腫瘍由来の少なくとも２つのエピトープをコー
ドする。特定の実施態様において、少なくとも２つのエピトープは、同じウイルス又は同
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じ腫瘍細胞に由来し；その場合において、少なくとも２つのエピトープは、それらの異な
るＣＭＨ（ＨＬＡ）制限について選択してよい。別の実施態様において、少なくとも２つ
のエピトープは、異なるウイルス、又は異なる腫瘍細胞に由来する。エピトープは連続的
に配置でき、即ち、エピトープの３’末端が第２エピトープの５’末端（など）に直接的
に連結され、もっぱら連続エピトープで構成されるペプチド配列をコードするポリヌクレ
オチドに対応する。本発明の少なくとも２つのエピトープは、代わりに、１アミノ酸スペ
ーサー又はペプチドスペーサーにより分離でき、即ち、異なるポリヌクレオチド単位が、
１又は複数のアミノ酸をそれぞれコードする１又は複数のコドンにより分離されることを
意味する。複数のエピトープのプロセシングを改善するスペーサーとして、Ｃ末端の位置
におけるアルギニン（Ｒ）及び他の位置における親水性残基（Ａ、Ｋ、Ｄ及び／又はＴ）
で構成される４アミノ酸ペプチドが好ましい。特に、Ｃ末端の位置に正荷電を持つ残基又
は酸性残基を有する４アミノ酸ペプチドを、他の位置における親水性残基（Ａ、Ｋ、Ｄ及
び／又はＴ）に依存的又は非依存的に、使用してよい。特定の実施態様において、スペー
サーは、エンドソーム又はリソソームのプロセシング配列などの内部プロセシング配列で
あり、複数のエピトープのより良好なプロセシングを可能にし、重複切断に起因する新た
なペプチドのプロセシングを回避する。スペーサーに頼るそのような分離を使用して、エ
ピトープの全て又は部分を分離できる。
【０２１５】
　異種ポリヌクレオチドを、プロモーター及び恐らくはエンハンサ―を含む転写及び発現
のための調節配列の制御下で、ベクターゲノム中に挿入する。特定の実施態様において、
調節配列はレンチウイルス由来ではない。適したプロモーターとして、ＣＭＶ、別名ＣＭ
Ｖｉｅプロモーター、又はＥＦ１αプロモーター、ＣＧＡプロモーター、ＣＤ１１ｃプロ
モーター及びハウスキーピング遺伝子、例えばＰＧＫプロモーター、ユビキチンプロモー
ター、アクチンプロモーター、ヒストンプロモーター、アルファ－チューブリンプロモー
ター、ベータ－チューブリンプロモーター、スーパーオキシドジスムターゼ１（ＳＯＤ－
１）プロモーター、ジヒドロ葉酸還元酵素（ＤＨＦＲ）プロモーター、ヒポキサンチンホ
スホリボシルトランスフェラーゼ（ＨＰＲＴ）プロモーター、アデノシンデアミナーゼプ
ロモーター、チミジル酸合成酵素プロモーター、ジヒドロ葉酸還元酵素Ｐ１プロモーター
、グルコース－６－リン酸脱水素酵素プロモーター、又はヌクレオリンプロモーターが包
含される。他の適したプロモーターとして以下の遺伝子のプロモーターが包含される：Ｅ
Ｆ１α、ヒトＰＧＫ、ＰＰＩ（プレプロインシュリン）、チオデキストリン、ＨＬＡ　Ｄ
Ｒ不変鎖（Ｐ３３）、ＨＬＡ　ＤＲアルファ鎖、フェリチンＬ鎖又はフェリチンＨ鎖、ベ
ータ２ミクログロブリン、キモシンベータ４、キモシンベータ１０、又はシスタチンリボ
ソームタンパク質Ｌ４１。
【０２１６】
　本発明の化合物のキットは、特に、医薬処置における使用に適しており、ここで、第１
ウイルスエンベロープタンパク質でシュードタイピングされたレンチウイルスベクターを
、第２ウイルスエンベロープタンパク質でシュードタイピングされたレンチウイルスベク
ターとは時間内に別々に投与し、そして、適切な場合、プライミング及び第１ブーストの
後に、時間内の後期に、１回又は複数回のブースト工程が続く。
【０２１７】
　従って、本発明の化合物のキットは、特にプライミング－ブースト型反応において、活
性成分の反復投与に特に適し、恐らくはいくつかのブースト工程を包含する。
【０２１８】
　特に、キットの化合物は、第１ウイルスエンベロープタンパク質又は第２ウイルスエン
ベロープタンパク質のいずれかでシュードタイピングされたレンチウイルスベクターを、
それを必要とする宿主において、免疫原性反応をプライミングのため、又は、代わりに、
免疫原性反応をブーストするためにそれぞれ使用する。免疫反応は、本明細書において記
載する第３のエンベロープタンパク質を有するレンチウイルスベクターを使用することに
より、及び任意に、他のレンチウイルスベクターの１つで血清中和しないさらなるエンベ
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ロープタンパク質での追加ブースト工程によりさらにブーストしてよい。
【０２１９】
　特定の実施態様において、インディアナ株のＶＳＶ－Ｇでシュードタイピングされたレ
ンチウイルスベクターを、免疫学的反応をプライミングするために最初に投与し、本明細
書において開示するニュージャージー株のＶＳＶ－Ｇ又は組換えもしくは改変ＶＳＶ－Ｇ
でシュードタイピングされたレンチウイルスベクターを、第２の例において投与し、免疫
学的反応をブーストする。
【０２２０】
　別の特定の実施態様において、本明細書において開示するニュージャージー株のＶＳＶ
－Ｇ又は組換えもしくは改変ＶＳＶ－Ｇでシュードタイピングされたレンチウイルスベク
ターを、免疫学的反応をプライミングするために最初に投与し、インディアナ株のＶＳＶ
－Ｇでシュードタイピングされたレンチウイルスベクターを、第２の例において投与し、
免疫学的反応をブーストする。
【０２２１】
　本発明は、特に、キットの両化合物の１回投与での投与プロトコールに対応する実施態
様に関し、強い応答を誘発するために十分でありうる。
【０２２２】
　恐らくは応答の強度又はスペクトル又は持続時間を改善するためにさらなる投与工程を
実施してよい。特に、本明細書において記載する、ＶＳＶ－Ｇ、Ｃｏｃａｌ、Ｐｅｒｉｎ
ｅｔ、ＳＶＣＶもしくはイスファハンウイルスから選ばれるエンベロープ又はこれらのエ
ンベロープの１つのドメインを含む組換えエンベロープでシュードタイピングされたレン
チウイルスベクターを使用できる。
【０２２３】
　本発明の化合物のキットは、ウイルス疾患に対する、又は、感染性もしくは腫瘍性疾患
に対する予防的処置又は治癒的を含む、治療的処置における使用に適し、ここでレンチウ
イルスベクターは、免疫応答を誘発するために適した１つ又は複数のウイルス抗原あるい
はそのフラグメントをコードするポリヌクレオチドを含む。
【０２２４】
　免疫不全ウイルスで感染した哺乳動物宿主、特にＨＩＶで感染したヒト宿主又はＳＩＶ
ＭＡＣで感染した非ヒト霊長類宿主又はＦＩＶで感染した動物の治療的処置のための化合
物の組み合わせを調製するために適していることに加えて、本明細書において開示するレ
ンチウイルスベクターは、また、ヒト宿主における免疫不全ウイルスによる、特にＨＩＶ
による、又は、非ヒト霊長類宿主におけるＳＩＶＭＡＣによる、又は、動物におけるＦＩ
Ｖによる感染に対する予防的使用のための化合物の組み合わせのデザインのためのツール
を提供する。
【０２２５】
　本明細書において開示する化合物の組み合わせは、特に、ＨＩＶ－１又はＨＩＶ－２で
感染したヒト宿主の治療的処置のために使用してよい。
【０２２６】
　本明細書において開示する化合物の組み合わせは、特に、ＨＩＶ－１又はＨＩＶ－２に
よる感染に対するヒト宿主の予防的処置のために使用してよい。
【０２２７】
　以後の実験のセクションにおいて提供するデータは、ヒトにおける医薬適用への転置の
ためのデザインしたレンチウイルスベクターの関連性の実際に強い証拠を提供する。実施
例において描写する非ヒト霊長類モデルで達成される防御レベルは、他のワクチン候補で
文献において報告される結果よりも強く、それが特定の高用量の感染性ＳＩＶｍａｃウイ
ルスでのウイルスチャレンジに関連して得られたことは注目すべきである。
【０２２８】
　得られた実験データから、免疫不全ウイルスに対する防御的で特異的な細胞性免疫応答
の誘発のための化合物の組み合わせが、免疫応答のアジュバントを加えることなしに調製
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してよいことがさらに観察される。
【０２２９】
　当業者は、しかし、レンチウイルスベクターの全て又は部分に関連して、又は／及び、
さらに別の化合物として、免疫調節剤を化合物の組み合わせに含むことを決めてよい。例
えば、ＩＩ１２などのサイトカインを組み合わせに含めてよい。
【０２３０】
　本発明は、特に、化合物の組み合わせを提供し、ここでレンチウイルスベクターは、宿
主への注射、特に皮下注射に適した組成物中で製剤化する。別の実施態様において、本発
明の化合物の投与は、有利なことに、筋内経路、特に注射により行ってよい。本発明者ら
は、実験マウスモデルにおいて、ＳＩＶ　ＧＡＧ抗原を発現する遺伝子導入ベクター粒子
を含む化合物が筋内経路を通じて投与される場合に誘発される免疫応答が、それらを同じ
モデルにおいて皮下注射により投与される場合よりも高くなることを示している。
【０２３１】
　化合物の組み合わせは、このように、特に、宿主への注射を含み、ならびに、哺乳動物
宿主における免疫応答のプライミング及び続く免疫応答のブーストを包含する投与計画に
おける使用のためであり、ここで（ｉ）の第１のウイルスエンベロープタンパク質でシュ
ードタイピングされたレンチウイルスベクターを、（ｉｉ）の第２のウイルスエンベロー
プタンパク質でシュードタイピングされたレンチウイルスベクター、及び、あれば（ｉｉ
ｉ）の第３のウイルスエンベロープタンパク質でシュードタイピングされたレンチウイル
スベクターとは別々に時間内に投与し、レンチウイルスベクター（ｉ）及び（ｉｉ）なら
びにあれば（ｉｉｉ）の各々を免疫応答のプライミング又はブーストのいずれかのために
投与する。
【０２３２】
　投与計画の選択は、使用する選択用量及び行うブースト工程の数で得られる応答の強度
及びスペクトラムの観点から、当業者が調整してよい。
【０２３３】
　特定の実施態様において、本発明は、ＨＩＶに対する防御的で特異的な細胞性免疫応答
を誘発するためのヒト宿主への連続投与のための化合物の組み合わせに関し、投与計画は
、プライミング及びブースト工程のための同じ用量のレンチウイルスベクターを投与する
ことを包含する。
【０２３４】
　別の実施態様において、化合物のキットは、インビボでの遺伝子治療における使用に適
する。インビボでの遺伝子治療のための本発明のキットの化合物で処置してよい疾患の例
は、運動ニューロン疾患であるパーキンソン病、筋萎縮性側索硬化症（ＡＬＳ）、脊髄性
筋萎縮症（ＳＭＡ）などの神経変性疾患である。本発明の化合物のキットで処置できる疾
患の別の例は、脊髄損傷である。
【０２３５】
　本発明の化合物のキットは、また、癌の処置に適しており、ここでレンチウイルスベク
ターの反復投与が必要になりうる。
【０２３６】
　本発明は、また、本出願において定義するレンチウイルス粒子を含む免疫原性組成物に
関し、哺乳動物宿主においてＨＩＶ－１もしくはＨＩＶ－２感染又はＳＩＶもしくはＦＩ
Ｖ感染をインビボで阻害するために適する。
【０２３７】
　本発明は、また、それを必要とする宿主又は患者の処置の方法に関し、宿主への以下：
（ｉ）第１の決定された異種ウイルスエンベロープタンパク質でシュードタイピングされ
たレンチウイルスベクター；それに続く、
（ｉｉ）第１の決定したエンベロープタンパク質とは異なる、第２の決定された異種ウイ
ルスエンベロープタンパク質でシュードタイピングされたレンチウイルスベクター；
ここで（ｉ）及び（ｉｉ）のレンチウイルスベクターは、治療目的を有する異種ポリヌク
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レオチドをコードする
の連続投与を含む。
【０２３８】
　特定の実施態様において、本明細書において開示する第３のエンベロープタンパク質で
シュードタイピングされたレンチウイルスベクターの宿主への投与の第３工程を行う。
【０２３９】
　本発明の特定の実施態様によると、免疫反応をさらにブーストするために、追加の投与
工程を実施する。
【０２４０】
　２つの第１投与工程の間の残り時間は、プライミングへの応答に応じて、３～１２週間
又はそれ以上の範囲でよい。第ブースト及び最後のブースト工程の間の残り時間は、数週
間、特に１２週間超、例えば６ヶ月間の範囲でよく、さらに１年又は数年でさえよい。
【０２４１】
　別の実施態様において、本発明の遺伝子導入ベクターを、単一の活性成分として、即ち
、宿主への１回投与のために使用してよい。
【０２４２】
　従って、遺伝子導入ベクターの特性又はそれらの性状の、本発明の実施態様での記載は
、（組み合わせとは対照的に）単回投与した化合物として使用した場合、特にそれらの非
組込みバージョンで、ベクターに適用する。
【０２４３】
　本発明の処置又は医薬処置は、病原体により感染した（初感染の段階も）、又は、病理
状態を患っていると診断された、それを必要とする患者、特にヒトの臨床状態を改善させ
ることを目的とし、あるいは、この処置は、疾患の原因となる物質もしくは生物の除去、
又は、物質もしくは生物の低減を目的とする。ウイルス感染の状況において、処置は、宿
主の血漿中のウイルス負荷及び恐らくは血漿ウイルス負荷の有意な減少をもたらし、測定
時に、又は、ある場合には腫瘍のサイズもしくは発生の低減時に検出できるもの未満であ
りうる。
【０２４４】
　医薬処置は、病理状態を伴うと診断された患者に言及する場合、患者の臨床状態を改善
すること、及び、好ましい実施態様において、健康を回復することを含む。
【０２４５】
　それは、また、それを必要とする宿主の予防的処置、特に、宿主における病的状態の発
生を阻止するためのワクチン接種を包含する。
【０２４６】
　本発明者らにより得られた実験結果によって、化合物、キット、方法の組み合わせのた
めの特定の使用、及び、本出願において開示する一般的な治療的又は予防的な適用を、特
に、免疫不全ウイルス、特にＨＩＶ及び特にＨＩＶ－１又はＨＩＶ－２に関連する医薬適
用の分野において定義することが可能になる。
【０２４７】
　本発明のこれらの特定の使用は、互いに非依存的に、又は組み合わせで、以下：
－　レトロウイルスへの暴露後ならびに特に感染後のウイルス血症の制御、及び特に宿主
におけるウイルス負荷の制限又は低下；
－　宿主におけるレトロウイルスに対する、特にヒト宿主におけるＨＩＶに対する防御的
な細胞性免疫の誘導；
－　レトロウイルス、特にＨＩＶレトロウイルスへの暴露又は感染後のウイルス複製に対
する防御；
－　特に、レトロウイルス、特にＨＩＶによる感染の急性期における中央記憶ＣＤ４＋　
Ｔ細胞応答の欠乏に対する防御；
－　特に、レトロウイルス、特にＨＩＶによる感染の慢性期における中央記憶ＣＤ４＋　
Ｔ細胞応答の保存；
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－　レトロウイルス、特にＨＩＶによる一次感染中での未感作の中央記憶ＣＤ８＋　Ｔ細
胞応答のより早く及び／又はより高いリバウンドの誘発；
－　免疫圧力からのウイルス回避に対する阻止、これによりレトロウイルス、特にＨＩＶ
による感染の長期制御を可能にする
の指標を含み、恐らくは、免疫不全ウイルスによる、特にＨＩＶによる感染の異なる段階
と、又は感染前もしくはレトロウイルスへの暴露前に、関連する。
【０２４８】
　これらの特定の使用は、免疫不全ウイルスによる感染の分野における、予防的又は治療
的適用における効率的な免疫応答の発生のために有益である。それらは、それらの臨床プ
ロファイルに応じて、レトロウイルスによる感染（レトロウイルスへの感染又は暴露前を
含む）又は病原性の段階に関連し、種々のカテゴリーの宿主に本発明の適用を標的とする
ことを可能にし、なぜなら、それらは、免疫システムの種々のコンパートメントに影響を
及ぼすためであり、それらは、感染の段階に応じて、免疫応答の様々な段階に関与する。
【０２４９】
　ＳＩＶ又はＨＩＶ抗原を発現するレンチウイルスベクターを投与する場合には必要ない
と思われるが、他の適用において、全身又は局所投与のために使用される場合、化合物、
アジュバント、及び／又は媒体の組み合わせにさらに含むことを決めてよく、あるいは、
そのような構成成分を欠いてよい。
【０２５０】
　いずれの場合においても、医薬組成物の製剤化のための適した賦形剤を添加してよい。
【０２５１】
　上に引用した組成物は、様々な経路を経て宿主に注射できる：皮下（ｓ．ｃ．）、皮内
（ｉ．ｄ．）、筋内（ｉ．ｍ．）、又は静脈内（ｉ．ｖ．）注射、経口投与及び粘膜投与
、特に鼻腔内投与又は吸入。投与する量（投与量）は処置する被験者に依存し、患者の状
態、個別の免疫システムの状態、投与経路、及び宿主のサイズを考慮することを含む。（
ＨＩＶ－１レンチウイルスベクターについて）ベクター粒子の等価のｐ２４抗原中での含
量に関連して表わされる適した投与量の範囲を決定できる。
【０２５２】
　単回投与のために使用される場合、本発明のベクターは、１～１００μg、好ましくは
１～５０μg、及び最も好ましくは１～１０μgの範囲に及ぶ投与量で投与してよく、状況
に応じて、当業者が改変できる。皮下注射用に製剤化される場合、本発明の免疫原性組成
物は、好ましくは、宿主の体重当たり１～１００μgのレンチウイルスベクター、より好
ましくは１～３０μg／用量、特に１０μg／用量前後を、１回の注射において含む。
【図面の簡単な説明】
【０２５３】
　本発明の他の例及び特性は、実施例及び図において明らかになる。
【図１】種々のウイルスに由来するＤＮＡ　Ｆｌａｐ配列の様々な例。
【図２Ａ】（Ａ）典型的なＨＩＶ－１ゲノム配列に基づく、本発明の目的のためのベクタ
ーゲノムコンストラクト組成；（Ｂ）ＴＲＩＰ／ｓＥＷＮＶベクターの略図；（Ｃ）ＴＲ
ＩＰ／Ｅｓ（ＷＮＶ）の略図；（Ｄ）プラスミドｐＴＲＩＰΔＵ３．ＣＭＶ－ＧＦＰの略
図；（Ｅ）プラスミドｐＴＲＩＰ［ｄｅｌｔａ］Ｕ３ＥＦ１［ａｌｐｈａ］－ＧＦＰの略
図。以下の省略を使用する：Ｕ３、Ｒ及びＵ５は、ＬＲＴのドメインを表わす；ΔＵ３：
Ｕ３ドメインの欠失；ＲＲＥ：Ｒｅｖ応答性エレメント；ψ：キャプシド形成シグナル；
ｃＰＰＴ及びＣＴＳは、ＤＮＡ　Ｆｌａｐを表わす；ＣＭＶｉｅ：サイトメガロウイルス
前初期プロモーター。コンストラクト及び特にＤＮＡ　Ｆｌａｐ及びＨＩＶ－１ベースの
ゲノム中でのその挿入についての詳細は（Zennou et al. 2000）において入手可能である
。
【図２Ｂ】（Ａ）典型的なＨＩＶ－１ゲノム配列に基づく、本発明の目的のためのベクタ
ーゲノムコンストラクト組成；（Ｂ）ＴＲＩＰ／ｓＥＷＮＶベクターの略図；（Ｃ）ＴＲ
ＩＰ／Ｅｓ（ＷＮＶ）の略図；（Ｄ）プラスミドｐＴＲＩＰΔＵ３．ＣＭＶ－ＧＦＰの略
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図；（Ｅ）プラスミドｐＴＲＩＰ［ｄｅｌｔａ］Ｕ３ＥＦ１［ａｌｐｈａ］－ＧＦＰの略
図。以下の省略を使用する：Ｕ３、Ｒ及びＵ５は、ＬＲＴのドメインを表わす；ΔＵ３：
Ｕ３ドメインの欠失；ＲＲＥ：Ｒｅｖ応答性エレメント；ψ：キャプシド形成シグナル；
ｃＰＰＴ及びＣＴＳは、ＤＮＡ　Ｆｌａｐを表わす；ＣＭＶｉｅ：サイトメガロウイルス
前初期プロモーター。コンストラクト及び特にＤＮＡ　Ｆｌａｐ及びＨＩＶ－１ベースの
ゲノム中でのその挿入についての詳細は（Zennou et al. 2000）において入手可能である
。
【図２Ｃ】（Ａ）典型的なＨＩＶ－１ゲノム配列に基づく、本発明の目的のためのベクタ
ーゲノムコンストラクト組成；（Ｂ）ＴＲＩＰ／ｓＥＷＮＶベクターの略図；（Ｃ）ＴＲ
ＩＰ／Ｅｓ（ＷＮＶ）の略図；（Ｄ）プラスミドｐＴＲＩＰΔＵ３．ＣＭＶ－ＧＦＰの略
図；（Ｅ）プラスミドｐＴＲＩＰ［ｄｅｌｔａ］Ｕ３ＥＦ１［ａｌｐｈａ］－ＧＦＰの略
図。以下の省略を使用する：Ｕ３、Ｒ及びＵ５は、ＬＲＴのドメインを表わす；ΔＵ３：
Ｕ３ドメインの欠失；ＲＲＥ：Ｒｅｖ応答性エレメント；ψ：キャプシド形成シグナル；
ｃＰＰＴ及びＣＴＳは、ＤＮＡ　Ｆｌａｐを表わす；ＣＭＶｉｅ：サイトメガロウイルス
前初期プロモーター。コンストラクト及び特にＤＮＡ　Ｆｌａｐ及びＨＩＶ－１ベースの
ゲノム中でのその挿入についての詳細は（Zennou et al. 2000）において入手可能である
。
【図３Ａ】（Ａ）ＶＳＶ種でのベシクロウイルス属において公知の種々の血清型からのＶ
ＳＶ－Ｇタンパク質配列のアラインメント：インディアナ（ＮＣＢＩアクセッション番号
Ｊ０２４２８）、チャンディプラ（Ｊ０４３５０）、Ｐｉｒｙ（Ｄ２６１７５）、ニュー
ジャージー、Ｃｏｃａｌ（ＡＦ０４５５５６）、イスファハン（ＡＪ８１００８４）、及
びコイ春ウイルス血症ウイルス（ＳＶＣＶ）（ＡＹ５２７２７３）。インディアナタンパ
ク質及びニュージャージータンパク質は、実施例において使用するものである。（Ｂ）Ｖ
ＳＶ種でのベシクロウイルス属において公知の種々の血清型からのＶＳＶ－Ｇタンパク質
配列：インディアナ、チャンディプラ、Ｐｉｒｙ、ニュージャージー、Ｃｏｃａｌ、イス
ファハン、及びコイ春ウイルス血症ウイルス（ＳＶＣＶ）。
【図３Ｂ】（Ａ）ＶＳＶ種でのベシクロウイルス属において公知の種々の血清型からのＶ
ＳＶ－Ｇタンパク質配列のアラインメント：インディアナ（ＮＣＢＩアクセッション番号
Ｊ０２４２８）、チャンディプラ（Ｊ０４３５０）、Ｐｉｒｙ（Ｄ２６１７５）、ニュー
ジャージー、Ｃｏｃａｌ（ＡＦ０４５５５６）、イスファハン（ＡＪ８１００８４）、及
びコイ春ウイルス血症ウイルス（ＳＶＣＶ）（ＡＹ５２７２７３）。インディアナタンパ
ク質及びニュージャージータンパク質は、実施例において使用するものである。（Ｂ）Ｖ
ＳＶ種でのベシクロウイルス属において公知の種々の血清型からのＶＳＶ－Ｇタンパク質
配列：インディアナ、チャンディプラ、Ｐｉｒｙ、ニュージャージー、Ｃｏｃａｌ、イス
ファハン、及びコイ春ウイルス血症ウイルス（ＳＶＣＶ）。
【図４Ａ】ＴＲＩＰｓＥＷＮＶベクターのヌクレオチド配列。ｃＰＰＴ／ＣＴＳ領域に下
線を引いている。この領域において、ｃＰＰＴ及びＣＴＳドメインは小文字で現れる。ｓ
ＥＷＮＶ配列は、太字で表しており、ＢｓｉＷｉ－ＢｓｓＨＩＩ　ＤＮＡインサートであ
る。このベクターは、ＣＮＣＭ（Paris, France）に、番号Ｉ－３０７６で２００３年８
月２７日に寄託されている。
【図４Ｂ】ＴＲＩＰｓＥＷＮＶベクターのヌクレオチド配列。ｃＰＰＴ／ＣＴＳ領域に下
線を引いている。この領域において、ｃＰＰＴ及びＣＴＳドメインは小文字で現れる。ｓ
ＥＷＮＶ配列は、太字で表しており、ＢｓｉＷｉ－ＢｓｓＨＩＩ　ＤＮＡインサートであ
る。このベクターは、ＣＮＣＭ（Paris, France）に、番号Ｉ－３０７６で２００３年８
月２７日に寄託されている。
【図５Ａ】ＴＲＩＰ　ＧＦＰベクターのヌクレオチド配列。ｃＰＰＴ／ＣＴＳ領域に下線
を引いている。この領域において、ｃＰＰＴ及びＣＴＳドメインは小文字で現れる。ＧＦ
Ｐ配列はヌクレオチド２８１６～３５７３の間に位置する。このベクターは、ＣＮＣＭに
、番号Ｉ－２３３０で１９９９年１０月１１日に寄託されている（ｐＴＲＩＰ　［ｄｅｌ
ｔａＵ３］　ＣＭＶ　ＧＦＰ）。
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【図５Ｂ】ＴＲＩＰ　ＧＦＰベクターのヌクレオチド配列。ｃＰＰＴ／ＣＴＳ領域に下線
を引いている。この領域において、ｃＰＰＴ及びＣＴＳドメインは小文字で現れる。ＧＦ
Ｐ配列はヌクレオチド２８１６～３５７３の間に位置する。このベクターは、ＣＮＣＭに
、番号Ｉ－２３３０で１９９９年１０月１１日に寄託されている（ｐＴＲＩＰ　［ｄｅｌ
ｔａＵ３］　ＣＭＶ　ＧＦＰ）。
【図６】図６～１２は、ＶＳＶの種々の株についてのＶＳＶ－Ｇタンパク質配列（下線を
引いた膜貫通ドメインを伴う）（Ａ）及びコードするコドン最適化核酸（Ｂ）。各々のコ
ドン最適化配列を含むエンベローププラスミドを記載する（Ｃ）。プラスミドはｐＴｈＶ
プラスミドに由来し、以下を含む。－　別のプロモーターにより置換してよいＣＭＶプロ
モーター；－　ＶＳＶ－Ｇをコードするコドン最適化ポリヌクレオチド；－　最適である
ＷＰＲＥ（ΔＡＴＧ）配列；－　ポリＡ配列－　置換又は欠失してよいｋａｎＲ（カナマ
イシン耐性遺伝子）－　複製起点（ｐＵＣ　ＯＲＩ）。表したＶＳＶ－Ｇエンベロープは
それぞれ以下である：図６：インディアナＶＳＶ－Ｇ。このエンベロープを、Ｉ－３８４
２で寄託されたプラスミドｐＴｈＶ－ＶＳＶ－Ｇ（ＩＮＤ－ＣＯ）中に挿入している。
【図７】図６～１２は、ＶＳＶの種々の株についてのＶＳＶ－Ｇタンパク質配列（下線を
引いた膜貫通ドメインを伴う）（Ａ）及びコードするコドン最適化核酸（Ｂ）。各々のコ
ドン最適化配列を含むエンベローププラスミドを記載する（Ｃ）。プラスミドはｐＴｈＶ
プラスミドに由来し、以下を含む。－　別のプロモーターにより置換してよいＣＭＶプロ
モーター；－　ＶＳＶ－Ｇをコードするコドン最適化ポリヌクレオチド；－　最適である
ＷＰＲＥ（ΔＡＴＧ）配列；－　ポリＡ配列－　置換又は欠失してよいｋａｎＲ（カナマ
イシン耐性遺伝子）－　複製起点（ｐＵＣ　ＯＲＩ）。表したＶＳＶ－Ｇエンベロープは
それぞれ以下である：図７：ニュージャージーＶＳＶ－Ｇ。このエンベロープを、Ｉ－３
８４３で寄託されたプラスミドｐＴｈＶ－ＶＳＶ－Ｇ（ＮＪ－ＣＯ）中に挿入している。
寄託したプラスミドは大腸菌細胞中である。それらの適した増殖培地はＬＢカナマイシン
１０μg/mlであり、インキュベーション温度は３７℃である。保存のために、それらを５
０%　ＬＢ及び５０%グリセロールを伴う液体中に懸濁してよい。
【図８】図６～１２は、ＶＳＶの種々の株についてのＶＳＶ－Ｇタンパク質配列（下線を
引いた膜貫通ドメインを伴う）（Ａ）及びコードするコドン最適化核酸（Ｂ）。各々のコ
ドン最適化配列を含むエンベローププラスミドを記載する（Ｃ）。プラスミドはｐＴｈＶ
プラスミドに由来し、以下を含む。－　別のプロモーターにより置換してよいＣＭＶプロ
モーター；－　ＶＳＶ－Ｇをコードするコドン最適化ポリヌクレオチド；－　最適である
ＷＰＲＥ（ΔＡＴＧ）配列；－　ポリＡ配列－　置換又は欠失してよいｋａｎＲ（カナマ
イシン耐性遺伝子）－　複製起点（ｐＵＣ　ＯＲＩ）。表したＶＳＶ－Ｇエンベロープは
それぞれ以下である：図８：チャンディプラＶＳＶ－Ｇ。
【図９】図６～１２は、ＶＳＶの種々の株についてのＶＳＶ－Ｇタンパク質配列（下線を
引いた膜貫通ドメインを伴う）（Ａ）及びコードするコドン最適化核酸（Ｂ）。各々のコ
ドン最適化配列を含むエンベローププラスミドを記載する（Ｃ）。プラスミドはｐＴｈＶ
プラスミドに由来し、以下を含む。－　別のプロモーターにより置換してよいＣＭＶプロ
モーター；－　ＶＳＶ－Ｇをコードするコドン最適化ポリヌクレオチド；－　最適である
ＷＰＲＥ（ΔＡＴＧ）配列；－　ポリＡ配列－　置換又は欠失してよいｋａｎＲ（カナマ
イシン耐性遺伝子）－　複製起点（ｐＵＣ　ＯＲＩ）。表したＶＳＶ－Ｇエンベロープは
それぞれ以下である：図９：Ｃｏｃａｌ　ＶＳＶ－Ｇ。
【図１０】図６～１２は、ＶＳＶの種々の株についてのＶＳＶ－Ｇタンパク質配列（下線
を引いた膜貫通ドメインを伴う）（Ａ）及びコードするコドン最適化核酸（Ｂ）。各々の
コドン最適化配列を含むエンベローププラスミドを記載する（Ｃ）。プラスミドはｐＴｈ
Ｖプラスミドに由来し、以下を含む。－　別のプロモーターにより置換してよいＣＭＶプ
ロモーター；－　ＶＳＶ－Ｇをコードするコドン最適化ポリヌクレオチド；－　最適であ
るＷＰＲＥ（ΔＡＴＧ）配列；－　ポリＡ配列－　置換又は欠失してよいｋａｎＲ（カナ
マイシン耐性遺伝子）－　複製起点（ｐＵＣ　ＯＲＩ）。表したＶＳＶ－Ｇエンベロープ
はそれぞれ以下である：図１０：Ｐｉｒｙ　ＶＳＶ－Ｇ。
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【図１１】図６～１２は、ＶＳＶの種々の株についてのＶＳＶ－Ｇタンパク質配列（下線
を引いた膜貫通ドメインを伴う）（Ａ）及びコードするコドン最適化核酸（Ｂ）。各々の
コドン最適化配列を含むエンベローププラスミドを記載する（Ｃ）。プラスミドはｐＴｈ
Ｖプラスミドに由来し、以下を含む。－　別のプロモーターにより置換してよいＣＭＶプ
ロモーター；－　ＶＳＶ－Ｇをコードするコドン最適化ポリヌクレオチド；－　最適であ
るＷＰＲＥ（ΔＡＴＧ）配列；－　ポリＡ配列－　置換又は欠失してよいｋａｎＲ（カナ
マイシン耐性遺伝子）－　複製起点（ｐＵＣ　ＯＲＩ）。表したＶＳＶ－Ｇエンベロープ
はそれぞれ以下である：図１１：イスファハンＶＳＶ－Ｇ。
【図１２】図６～１２は、ＶＳＶの種々の株についてのＶＳＶ－Ｇタンパク質配列（下線
を引いた膜貫通ドメインを伴う）（Ａ）及びコードするコドン最適化核酸（Ｂ）。各々の
コドン最適化配列を含むエンベローププラスミドを記載する（Ｃ）。プラスミドはｐＴｈ
Ｖプラスミドに由来し、以下を含む。－　別のプロモーターにより置換してよいＣＭＶプ
ロモーター；－　ＶＳＶ－Ｇをコードするコドン最適化ポリヌクレオチド；－　最適であ
るＷＰＲＥ（ΔＡＴＧ）配列；－　ポリＡ配列－　置換又は欠失してよいｋａｎＲ（カナ
マイシン耐性遺伝子）－　複製起点（ｐＵＣ　ＯＲＩ）。表したＶＳＶ－Ｇエンベロープ
はそれぞれ以下である：図１２：ＳＶＣＶ－ＶＳＶ－Ｇ。
【図１３Ａ】図１３は、ＶＳＶ－Ｇニュージャージー遺伝子とＶＳＶ－Ｇインディアナ遺
伝子の間の融合遺伝子を表わす。膜貫通ドメインは太字であり、下線を引いている。融合
遺伝子の調製のためのＰＣＲ戦略を開示する。プライマーとして使用するオリゴヌクレオ
チドを記載する。
【図１３Ｂ】図１３は、ＶＳＶ－Ｇニュージャージー遺伝子とＶＳＶ－Ｇインディアナ遺
伝子の間の融合遺伝子を表わす。膜貫通ドメインは太字であり、下線を引いている。融合
遺伝子の調製のためのＰＣＲ戦略を開示する。プライマーとして使用するオリゴヌクレオ
チドを記載する。
【図１４Ａ】図１４～１９は、種々のＶＳＶ－Ｇタンパク質の異なるドメインを組換える
ことにより得られる融合タンパク質を開示する。各タンパク質について、（ヒト細胞中で
の発現のために）コドン最適化された核酸（Ａ）を、核酸を含むプラスミド（Ｂ）と一緒
に提供する。図１４：ＶＳＶ－Ｇチャンディプラ／インディアナの融合タンパク質。
【図１４Ｂ】図１４～１９は、種々のＶＳＶ－Ｇタンパク質の異なるドメインを組換える
ことにより得られる融合タンパク質を開示する。各タンパク質について、（ヒト細胞中で
の発現のために）コドン最適化された核酸（Ａ）を、核酸を含むプラスミド（Ｂ）と一緒
に提供する。図１４：ＶＳＶ－Ｇチャンディプラ／インディアナの融合タンパク質。
【図１４Ｃ】図１４～１９は、種々のＶＳＶ－Ｇタンパク質の異なるドメインを組換える
ことにより得られる融合タンパク質を開示する。各タンパク質について、（ヒト細胞中で
の発現のために）コドン最適化された核酸（Ａ）を、核酸を含むプラスミド（Ｂ）と一緒
に提供する。図１４：ＶＳＶ－Ｇチャンディプラ／インディアナの融合タンパク質。
【図１５Ａ】図１４～１９は、種々のＶＳＶ－Ｇタンパク質の異なるドメインを組換える
ことにより得られる融合タンパク質を開示する。各タンパク質について、（ヒト細胞中で
の発現のために）コドン最適化された核酸（Ａ）を、核酸を含むプラスミド（Ｂ）と一緒
に提供する。図１５：ＶＳＶ－Ｇ　Ｃｏｃａｌ／インディアナの融合タンパク質。
【図１５Ｂ】図１４～１９は、種々のＶＳＶ－Ｇタンパク質の異なるドメインを組換える
ことにより得られる融合タンパク質を開示する。各タンパク質について、（ヒト細胞中で
の発現のために）コドン最適化された核酸（Ａ）を、核酸を含むプラスミド（Ｂ）と一緒
に提供する。図１５：ＶＳＶ－Ｇ　Ｃｏｃａｌ／インディアナの融合タンパク質。
【図１５Ｃ】図１４～１９は、種々のＶＳＶ－Ｇタンパク質の異なるドメインを組換える
ことにより得られる融合タンパク質を開示する。各タンパク質について、（ヒト細胞中で
の発現のために）コドン最適化された核酸（Ａ）を、核酸を含むプラスミド（Ｂ）と一緒
に提供する。図１５：ＶＳＶ－Ｇ　Ｃｏｃａｌ／インディアナの融合タンパク質。
【図１６Ａ】図１４～１９は、種々のＶＳＶ－Ｇタンパク質の異なるドメインを組換える
ことにより得られる融合タンパク質を開示する。各タンパク質について、（ヒト細胞中で
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の発現のために）コドン最適化された核酸（Ａ）を、核酸を含むプラスミド（Ｂ）と一緒
に提供する。図１６：ＶＳＶ－Ｇ　Ｐｉｒｙ／インディアナの融合タンパク質。
【図１６Ｂ】図１４～１９は、種々のＶＳＶ－Ｇタンパク質の異なるドメインを組換える
ことにより得られる融合タンパク質を開示する。各タンパク質について、（ヒト細胞中で
の発現のために）コドン最適化された核酸（Ａ）を、核酸を含むプラスミド（Ｂ）と一緒
に提供する。図１６：ＶＳＶ－Ｇ　Ｐｉｒｙ／インディアナの融合タンパク質。
【図１６Ｃ】図１４～１９は、種々のＶＳＶ－Ｇタンパク質の異なるドメインを組換える
ことにより得られる融合タンパク質を開示する。各タンパク質について、（ヒト細胞中で
の発現のために）コドン最適化された核酸（Ａ）を、核酸を含むプラスミド（Ｂ）と一緒
に提供する。図１６：ＶＳＶ－Ｇ　Ｐｉｒｙ／インディアナの融合タンパク質。
【図１７Ａ】図１４～１９は、種々のＶＳＶ－Ｇタンパク質の異なるドメインを組換える
ことにより得られる融合タンパク質を開示する。各タンパク質について、（ヒト細胞中で
の発現のために）コドン最適化された核酸（Ａ）を、核酸を含むプラスミド（Ｂ）と一緒
に提供する。図１７：ＶＳＶ－Ｇイスファハン／インディアナの融合タンパク質。
【図１７Ｂ】図１４～１９は、種々のＶＳＶ－Ｇタンパク質の異なるドメインを組換える
ことにより得られる融合タンパク質を開示する。各タンパク質について、（ヒト細胞中で
の発現のために）コドン最適化された核酸（Ａ）を、核酸を含むプラスミド（Ｂ）と一緒
に提供する。図１７：ＶＳＶ－Ｇイスファハン／インディアナの融合タンパク質。
【図１７Ｃ】図１４～１９は、種々のＶＳＶ－Ｇタンパク質の異なるドメインを組換える
ことにより得られる融合タンパク質を開示する。各タンパク質について、（ヒト細胞中で
の発現のために）コドン最適化された核酸（Ａ）を、核酸を含むプラスミド（Ｂ）と一緒
に提供する。図１７：ＶＳＶ－Ｇイスファハン／インディアナの融合タンパク質。
【図１８Ａ】図１４～１９は、種々のＶＳＶ－Ｇタンパク質の異なるドメインを組換える
ことにより得られる融合タンパク質を開示する。各タンパク質について、（ヒト細胞中で
の発現のために）コドン最適化された核酸（Ａ）を、核酸を含むプラスミド（Ｂ）と一緒
に提供する。図１８：ＶＳＶ－Ｇ　ＳＶＣＶ／インディアナの融合タンパク質。
【図１８Ｂ】図１４～１９は、種々のＶＳＶ－Ｇタンパク質の異なるドメインを組換える
ことにより得られる融合タンパク質を開示する。各タンパク質について、（ヒト細胞中で
の発現のために）コドン最適化された核酸（Ａ）を、核酸を含むプラスミド（Ｂ）と一緒
に提供する。図１８：ＶＳＶ－Ｇ　ＳＶＣＶ／インディアナの融合タンパク質。
【図１８Ｃ】図１４～１９は、種々のＶＳＶ－Ｇタンパク質の異なるドメインを組換える
ことにより得られる融合タンパク質を開示する。各タンパク質について、（ヒト細胞中で
の発現のために）コドン最適化された核酸（Ａ）を、核酸を含むプラスミド（Ｂ）と一緒
に提供する。図１８：ＶＳＶ－Ｇ　ＳＶＣＶ／インディアナの融合タンパク質。
【図１９Ａ】図１４～１９は、種々のＶＳＶ－Ｇタンパク質の異なるドメインを組換える
ことにより得られる融合タンパク質を開示する。各タンパク質について、（ヒト細胞中で
の発現のために）コドン最適化された核酸（Ａ）を、核酸を含むプラスミド（Ｂ）と一緒
に提供する。図１９：ＶＳＶ－Ｇニュージャージー／インディアナの融合タンパク質。
【図１９Ｂ】図１４～１９は、種々のＶＳＶ－Ｇタンパク質の異なるドメインを組換える
ことにより得られる融合タンパク質を開示する。各タンパク質について、（ヒト細胞中で
の発現のために）コドン最適化された核酸（Ａ）を、核酸を含むプラスミド（Ｂ）と一緒
に提供する。図１９：ＶＳＶ－Ｇニュージャージー／インディアナの融合タンパク質。
【図１９Ｃ】図１４～１９は、種々のＶＳＶ－Ｇタンパク質の異なるドメインを組換える
ことにより得られる融合タンパク質を開示する。各タンパク質について、（ヒト細胞中で
の発現のために）コドン最適化された核酸（Ａ）を、核酸を含むプラスミド（Ｂ）と一緒
に提供する。図１９：ＶＳＶ－Ｇニュージャージー／インディアナの融合タンパク質。
【図２０】ニュージャージーＶＳＶ－Ｇ－糖タンパク質でシュードタイピングされたレン
チウイルスベクターに及ぼすコドン最適化の効果を示す。ＶＳＶ－Ｇ遺伝子（ＮＪ血清型
）のヒトコドン最適化は、遺伝子導入を１００×倍で刺激する。
【図２１】本発明のための目的の抗原の配列を例示する。これらの抗原をコードする核酸
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は、特にヒト細胞のためのコドン最適化バージョンにおいて、ベクターゲノムの異種ポリ
ヌクレオチドに挿入してよい。例示する抗原は以下である：ＨＩＶ－１　ＬＡＩ単離株（
サブタイプＢ）の天然ＧＡＧ抗原（Ｄ）及び対応する核酸配列（Ｅ）；改変ＨＩＶ－１　
ＧＡＧ、ミリスチル化を阻止し、そして、Ｂサブタイプのコンセンサス配列に由来するｄ
ｅｌｔａ　Ｍｙｒ－ＧＡＧ抗原である（Ａ）；ＨＩＶ－１　ＰＯＬに由来する抗原、ＰＯ
Ｌポリタンパク質のフラグメントである（Ｂ）；ＨＩＶ－１　ＮＥＦに由来する抗原、Ｎ
ＥＦタンパク質のフラグメントである（Ｃ）。これらの抗原を、融合タンパク質における
組み合わせで使用してよい。ＰＯＬ及び／又はＮＥＦフラグメントは、ＧＡＧ由来抗原の
５’又は３’に挿入してよい。それらは互いに近接し、ＧＡＧ由来抗原の５’又は３’に
挿入してよい。それらは、１つをＧＡＧ由来抗原の５’、他を３’に分離及び挿入してよ
い。ＰＯＬ、ＮＥＦ及びＧＡＧ抗原は、ペプチドにより、特に自己切断を可能にするもの
により分離していてよく、又は、していなくてもよい。適した分離ペプチドは、以下の配
列を含むピコナウイルスからの２Ａペプチドである：ＡＰＶＫＱＴＬＮＦＤＬＬＫＬＡＧ
ＤＶＥＳＮＰＧＰ。
【図２２】ＡＩＤＳに対するワクチン接種のためのヒトＨＩＶ－１抗原のデザインのため
の、図２１による種々の抗原コンストラクトを例示する。
【図２３】図２３～２７は、ＳＩＶｍａｃ２３９　ＧＡＧポリタンパク質に由来する抗原
を発現するレンチウイルスベクター粒子の調製のためのＴＲＩＰレンチウイルスベクター
生成及び適用の原理。同じ原理を他の抗原に適用しうる。図には特に以下の特性が記載さ
れる：図２３：ＴＲＩＰレンチウイルスベクター生成の原理。ＨＩＶ－１ゲノム（Ａ）は
、シス作用配列（ＬＴＲ、キャプシド形成シグナル、ＲＲＥ、ＤＮＡ　Ｆｌａｐ）及び異
種プロモーター（ＣＭＶ）又は別のプロモーターの制御下の目的遺伝子を含むベクタープ
ラスミド（Ｂ）、（ベクター粒子産生中での）キャプシド形成及び（形質導入細胞におけ
る）ウイルス複製サイクルの初期工程に必要な、ｇａｇ、ｐｏｌ、ｔａｔ及びｒｅｖ遺伝
子を含むパッケージングプラスミド（Ｃ）、及びＶＳＶからの糖タンパク質Ｇのインディ
アナ血清型を含むエンベローププラスミド（Ｄ）に分割する。パッケージングプラスミド
及びエンベローププラスミドは、ＣＭＶからの異種転写調節エレメントを有し、キャプシ
ド形成配列、ｃＰＰＴ及びＣＴＰにおいて欠失している。
【図２４】図２３～２７は、ＳＩＶｍａｃ２３９　ＧＡＧポリタンパク質に由来する抗原
を発現するレンチウイルスベクター粒子の調製のためのＴＲＩＰレンチウイルスベクター
生成及び適用の原理。同じ原理を他の抗原に適用しうる。図には特に以下の特性が記載さ
れる：図２４：Ｕ３’欠失レンチウイルスベクターの原理。ウイルス一本鎖ＲＮＡの逆転
写中、Ｕ３’及びＵ５’配列の重複が存在し、それにより二本鎖ＤＮＡ中で５’ＬＴＲ及
び３’ＬＴＲを形成することを可能にする。ウイルスＤＮＡの転写は、細胞において、Ｌ
ＴＲ　５’から開始する。Ｕ３’領域をベクタープラスミドにおいて欠失させた場合（Δ
Ｕ３）、ウイルスＲＮＡもΔＵ３であり、結果的に、逆転写後、ウイルスＤＮＡは５’Ｌ
ＴＲにおいてＵ３配列を失い、ウイルスＬＴＲプロモーターから転写は開始できない。結
果として、転写は、トランスジーンの内部プロモーターだけを経て媒介される。
【図２５】図２３～２７は、ＳＩＶｍａｃ２３９　ＧＡＧポリタンパク質に由来する抗原
を発現するレンチウイルスベクター粒子の調製のためのＴＲＩＰレンチウイルスベクター
生成及び適用の原理。同じ原理を他の抗原に適用しうる。図には特に以下の特性が記載さ
れる：図２５：ＴＲＩＰベクター産生のために使用する２つのベクタープラスミドの略図
。Ａ：ＴＲＩＰ－ＳＩＶｍａｃ２３９　Ｇａｇ．このベクタープラスミドは、抗原ＳＩＶ
ｍａｃ２３９　ｇａｇをコードする配列を含み、ミリスチン化配列において欠失している
。これはＬ１、Ｐ１バイオセーフティーレベルでだけ働くことを可能にし、なぜなら、そ
れはトランスフェクト細胞及び形質導入細胞におけるタンパク質分泌を抑止するためであ
る。Ｂ：ＴＲＩＰ－ＧＦＰ．このベクタープラスミドは、無関係の抗原緑色蛍光タンパク
質（ＧＦＰ）を含む。両方のベクタープラスミドは、上流に抗原発現のためのＣＭＶプロ
モーター、及び、下流に抗原発現を改善するためのＷＰＲＥ配列を含む。それらは、形質
導入細胞におけるベクター粒子形成及びウイルス複製の初期工程に必要なウイルス配列も
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含む：末端反復配列（ＬＴＲ）、ＤＮＡ　Ｆｌａｐ（ｃＰＰｔ、ＣＴＳ）、ＲＲＥ、キャ
プシド形成シグナルΨ。Ｃ．ベクターゲノムのｐＴＲＩＰ　ＤｅｌｔａＵ３－ＣＭＶ－Ｓ
ＩＶＧａｇ－ＷＰＲＥ制限酵素地図（Ｃ１）及びその核酸配列（Ｃ２）。ベクターコンス
トラクトはＣＮＣＭにＩ－３８４０で寄託されている。Ｄ．ベクターゲノムのｐＴＲＩＰ
　ＤｅｌｔａＵ３－ＣＭＶ－ＳＩＶＧａｇ　ｃｏ－ＷＰＲＥ制限酵素地図（Ｄ１）及びそ
の核酸配列（Ｄ２）。ベクターコンストラクトはＣＮＣＭにＩ－３８４１で寄託されてい
る；寄託のプラスミドを大腸菌細胞に導入する。細胞の培養液はＬＢアンピシリン１００
μg/mlであり、インキュベーションは３７℃である。保存は、５０%　ＬＢ　５０%グリセ
ロールを伴う懸濁液中である。
【図２６】図２３～２７は、ＳＩＶｍａｃ２３９　ＧＡＧポリタンパク質に由来する抗原
を発現するレンチウイルスベクター粒子の調製のためのＴＲＩＰレンチウイルスベクター
生成及び適用の原理。同じ原理を他の抗原に適用しうる。図には特に以下の特性が記載さ
れる：図２６：１５ｍｅｒ長ペプチドに分割したＳＩＶｍａｃ２３９　ＧＡＧタンパク質
の略図ＳＩＶ　ｍａｃ２３９　ＧＡＧタンパク質は５１１アミノ酸長である。このタンパ
ク質を１２５のペプチドに分割した。これらのペプチドは１５アミノ酸長であり；連続ペ
プチドの間に１１アミノ酸の重複が存在する。ペプチドは、５～１２のペプチドを含む、
Ｍ～Ｗの文字で名前を付けた１１プール中に送った。
【図２７】図２３～２７は、ＳＩＶｍａｃ２３９　ＧＡＧポリタンパク質に由来する抗原
を発現するレンチウイルスベクター粒子の調製のためのＴＲＩＰレンチウイルスベクター
生成及び適用の原理。同じ原理を他の抗原に適用しうる。図には特に以下の特性が記載さ
れる：図２７：（Ａ）ベクタータイトレーションのために使用するプライマー及びプロー
ブの配列ならびにｑＰＣＲプログラム；（Ｂ）プローブ及びプライマーのアニーリング部
位の局在化を伴うＱ－ＰＣＲベクタータイトレーションにおける標準曲線の構築のために
使用する標準化プラスミドの模式図。
【図２８（１）】プライミング／ブースト・レンチウイルスベクター・ベースのワクチン
接種戦略は、強い細胞性免疫を誘導する。ＳＩＶｍａｃ２３９　ＧＡＧ特異的Ｔ細胞応答
の長期的な追跡調査を、プライミング後、ブースト後、及びチャレンジ後の種々の時点に
、ＳＩＶｍａｃ２３９　ＧＡＧ　ｐ５５を包含する重複ペプチドのプールでの全ＰＢＭＣ
の再刺激後でのＩＦＮ－γ　ＥＬＩＳＰＯＴアッセイにより実施した。ＴＲＩＰ－ＳＩＶ
ｍａｃ２３９　ＧＡＧを注射した全６匹のワクチン接種動物（低用量：２００２２、２０
０８９；中用量：２０２９３、２００５６；高用量、２０１９５及び２０１５８、図２８
ａ）、高ｐ２４用量の無関係抗原（ＴＲＩＰ－ＧＦＰ）で免疫化した２匹の対照動物（２
１５４４及び２０４５６、図２８ｂ）、及びワクチン未接種動物（１５６６１、１４１８
４、１５８８５及び１４４６８、図２８ｃ）での個別のＧＡＧ特異的な累積応答を示す。
簡単に説明すると、１ウェル当たり０．２　１０６　ＰＢＭＣを、インビトロで４０時間
、５～１２の重複する１５－ｍｅｒペプチド（２μg/mlの各ペプチド）の１１プールで再
刺激した。ＰＢＭＣ１００万個当たりのＩＦＮ－γスポット形成細胞（ＳＦＣ）の平均数
を、対照ウェル（無ペプチド）から１つのウェルを引いた後、３ウェルから算出した。示
した累積応答は、ペプチドの各プールで得られたＩＦＮ－γＳＦＣ／１００万個ＰＢＭＣ
の合計に対応する。シンボル＋は、少なくとも１つのペプチドのプールでの飽和ＥＬＩＳ
ＰＯＴウェルに起因する累積応答の過小評価を示す（図２９（２）を参照のこと）。チャ
レンジ後２週目、対照ウェル中のスポット数を定量し、ひいては動物２００２２（＋＋で
記入）での累積応答を算出することは可能ではなかった（ｎｄ、決定せず）。
【図２８（２）】レンチウイルスベクターの皮下注射は、全身炎症を招かなかった。皮下
注射のすぐ後での血漿中のＩＦＮ－α（PBL Biomedical Laboratories）（図２８（２）
ａ）、ＩＬ－６（U-Cytech Bioscience）（図２８（２）ｂ）、及びＴＮＦ－α（U-Cytec
h Bioscience）（図２８（２）ｃ）の存在をＥＬＩＳＡにより測定した。それらのレベル
における有意な（ＩＦＮ－α及びＴＮＦ－α）又は大幅な（ＩＬ－６）増加の非存在は、
高用量（２．５　１０８TU/動物）でさえ、レンチウイルスベクター粒子のインビボ投与
により誘導される全身炎症が存在しないことを示唆した。これらのデータは、内因性ＰＡ
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ＭＰが引き金となる可能性が高い局所炎症を除外しなかった（Brown B, D et al, 2007; 
Pichlmair A et al, 2007; Georgel P. et al , 2007）。
【図２９（１）】ワクチン接種されたマカクは、ワクチン未接種又は対照の動物と比較し
て、ウイルス血症の改善された制御を有する。血漿ウイルス負荷をチャレンジ後５ヶ月間
にわたり追跡調査した（最初の３週間は週２回、その後、次の３週間は週１回、そして最
後に月１回）。ワクチン未接種（図２９ａ　１５６６１；１４１８４；１５８８５；１４
４６８系統、□；◇；△；▽の印を付けている）、対照（図２９ａ　２１５４４、ｘ）、
及びワクチン接種の動物（図２９ｂ）でのウイルス血症、ならびに、未感作及び対照群（
黒色）対ワクチン接種群（灰色）での平均値（図２９ａ、２９ｂ及び２９ｃ）を示す。ウ
イルス複製レベルの平均値は、テストした全ての時点でワクチン接種群において低かった
（図２９ｃ）。Ｐ値＜０．０５を記入する＊。ウイルス血症の平均２　ｌｏｇ１０倍の低
下が、初感染のピークに観察された（図２９ｅ）。ワクチン接種動物（灰色）の平均ウイ
ルス血症も、進行動物（１４１８４－２１５４４－２０４５６）の平均ウイルス血症（オ
レンジ色）及び非進行動物（１５６６１－１５８８５－１４４６８）の平均ウイルス血症
（薄青色）と比較した（図２９ｄ）。ポスト急性ウイルス血症は、進行動物と比較して、
ワクチン接種動物において低かった。Ｐ値＜０．０５を記入する＊。感染後の最初の１５
４日間でのウイルス複製の測定値は、０日目と１５４日目の間のウイルス負荷（曲線下面
積、ＡＵＣ）を積分することにより決定し、ワクチン接種動物を未感作の対照動物と比較
する（図２９ｆ）。簡単に説明すると、ウイルスＲＮＡを血漿（２００μl）からTRI Rea
gent BD（Molecular Research Center）で単離する。ＲＮＡコピー数は、定量的ワンステ
ップＲＴ－ＰＣＲにおいて、Taqman EZ RT-PCR（Applied Biosystem）及びMastercycler 
ep realplex（Eppendorf）を使用して決定する。プライマーは、ＳＩＶｍａｃ２５１　Ｇ
ＡＧ　ｍＲＮＡゲノムの３８９及び４５６の位置にそれぞれある（フォワード、ＴＧＴＣ
ＣＡＣＣＴＧＣＣＡＴＴＡＡＧＣＣＣＧＡ；リバース、ＧＣＡＧＡＧＧＡＧＧＡＡＡＴＴ
ＡＣＣＣＡＧＴＡＣ）。Ｔａｑｍａｎ定量化方法は、Ｆａｍ及びＴａｍｒａフルオロフォ
アをそれぞれ５’及び３’に含む内部プローブを伴い選んだ（ＴＧＴＣＣＡＣＣＴＧＣＣ
ＡＴＴＡＡＧＣＣＣＧＡ）。ウイルスＲＮＡコピーの量は、ＳｐｅＩで線形化したｐＧＥ
Ｍ－５Ｚｆ（＋）ＧＡＧプラスミドのMAXIscript kit（Ambion）でのインビトロ転写によ
り得られるＲＮＡのｄＨ２Ｏ中での連続希釈物から調製される内部標準曲線への閾値蛍光
値の外挿により評価した。検出閾値は３７５　ＲＮＡコピー/ml（２．５７　ｌｏｇ１０
　ＲＮＡコピー/ml）であった。
【図２９（２）】ＥＬＩＳＰＯＴアッセイの飽和。ＩＦＮ－γ　ＥＬＩＳＰＯＴアッセイ
はＰＢＭＣの連続希釈物を使用して実施し、ＥＬＩＳＰＯＴリーダーの飽和曲線を決定し
た（２００，０００個の細胞を使用しているため、２８０スポット／ウェルは１４００ス
ポット／１００万個ＰＢＭＣに相当する）（図２９（２）ａ）。特定のＴ細胞の頻度が高
く、スポットが重複する（取得）場合、ＩＦＮ－γ　ＳＦＣ／１００万個の数は、従って
、バックグラウンド（分析）を引く前に１４００まで過小評価された。チャレンジ後２週
目でのＳＩＶｍａｃ３３９　ＧＡＧ：３８５－４４３及びＳＩＶｍａｃ３３９　ＧＡＧ：
４４３－４９１を包含するペプチドプールで再刺激した動物２００５６からのＰＢＭＣの
例を与える（図２９（２）ｂ）。
【図３０（１）】中央記憶ＣＤ４＋　Ｔ細胞コンパートメントをワクチン接種マカクにお
いて良好に保存する。末梢血中での中央記憶（ＣＭ）ＣＤ４＋　Ｔ細胞の数における変化
（進行との強い相関）をチャレンジ後５ヶ月間にわたり追跡調査した。他の細胞コンパー
トメント（全ＣＤ４＋、未感作ＣＤ４＋全ＣＤ８、未感作ＣＤ８＋、ＣＭ　ＣＤ８＋、及
びエフェクター記憶（ＥＭ）ＣＤ８＋　Ｔ細胞）の動態を図３２（２）で利用可能である
。未感作（図３０ａ　１５６６１－１４１８４－１５８８５－１４４６８）、対照（図３
０ａ　２１５４４－２０４５６、○又はｘの印を付けている）、及びワクチン接種の動物
（図３０ｂ、１つを除く全ての系統に◆を付けている）でのベースラインＣＭ　ＣＤ４＋

　Ｔ細胞の%、ならびに、未感作及び対照群（黒色で▲の印を付けている）対ワクチン接
種群（灰色で◆の印を付けている）での平均値（図３０ａ、３０ｂ及び３０ｃ）を示す。
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ワクチン接種動物は、未感作動物及び対照動物（図３０ｃ）ならびに▲を伴う進行動物（
１４１８４－２１５４４－２０４５６）（図３０ｄ）とは対照的に、初感染中にそれらの
ＣＭ　ＣＤ４＋　Ｔ細胞コンパートメントの完全な保存を示し、慢性期における穏やかな
欠乏を示さなかった（ｐ値＜０．０５を記入する＊）。全ての動物でのＣＭ　ＣＤ４＋　
Ｔ細胞を、初感染のピークに比較する（図３０ｅ）。絶対リンパ球カウントの定量化、Ｃ
Ｄ３＋ＣＤ４＋　Ｔ細胞ならびに未感作、ＥＭ及びＣＭ　Ｔ細胞（ＣＤ２８＋ＣＤ９５－

、ＣＤ２８＋ＣＤ９５＋、及びＣＤ２８－ＣＤ９５＋細胞と定義する）の割合が以前に記
載された（Karlsson I et al 2007）。
【図３０（２）】ワクチン誘導性Ｔ細胞応答は広範で、それらはＡＴ２不活化ＳＩＶに由
来する抗原を認識した。ＧＡＧによりコードされるタンパク質（マトリクスＭＡ、キャプ
シドＣＡ、ヌクレオキャプシドＮＣ、及びｐ６）の多様性並びにワクチン誘導性、ウイル
ス誘導性、及びウイルスリコール性ＧＡＧ特異的Ｔ細胞応答への相対的寄与率を、ＩＦＮ
－γ　ＥＬＩＳＰＯＴアッセイにより、一次応答（プライミング後２週目、図３０（２）
ａ）、ブースト後１週目（図３０（２）ｂ）、及び感染の急性期中（チャレンジ後３週目
、図３０（２）ｃ）のピークに試験した。ＡＴ－２不活化ＳＩＶｍａｃ２５１（５μg/ml
全ウイルスタンパク質）も使用して、全ＰＢＭＣ　ＩＦＮ－γ　ＥＬＩＳＰＯＴアッセイ
において、ブースト後２週目にＧＡＧ特異的ＣＤ４＋及びＣＤ８＋　Ｔ細胞を再刺激した
（図３０（２）ｄ）。対照微小胞を伴う共培養後のバックグラウンドを引いた。飽和応答
を＋で示した。ＡＴ－２不活化ＳＩＶｍａｃ　２５１及びその対照微小胞を、JD Lifson
（Frederick, MA）から、EU Program EVA Centralized Facility for AIDS Reagents（NI
BSC, Potters Bar, UK）を通じて得た。
【図３１（１）】免疫は防御と相関する。初感染のピークでの血漿ウイルス負荷の対照を
、ＧＡＧ特異的Ｔ細胞との相関関係についてテストした（スピアマンの順位相関）。プラ
イミング注射後（図３１ａ）、ブースト注射後（図３１ｂ）、及びチャレンジ後（図３１
ｃ）の高頻度なＩＦＮ－γ分泌Ｔ細胞は、初感染のピークにウイルス血症のより良好な制
御と相関した。相関関係の意義は、ＥＬＩＳＰＯＴウェルの偶発的な飽和のために過小評
価される。急性期中の中央記憶ＣＤ４＋　Ｔ細胞（ＣＭ）の保存も、初感染のピークでの
ウイルス負荷の低下と強く相関した（図３１ｄ）。
【図３１（２）】注射された動物は、ベクター粒子をシュードタイピングするために使用
したＶＳＶからの糖タンパク質Ｇへの液性応答を発生した。シュードタイピングのために
使用したエンベロープに対する中和抗体の存在を、インビトロ形質導入アッセイで測定し
た。Ｐ４細胞（ＨｅＬａ由来）を、種々の時点で採取した免疫化動物からの１：２０で希
釈した血漿とプレインキュベートされた、ＶＳＶ－Ｇインディアナ（図３１（２）ａ）又
はＶＳＶ－Ｇニュージャージー（図３１（２）ｂ）でシュードタイピングされた、ＧＦＰ
をコードするレンチウイルスベクターの存在下で培養した。形質導入効率をフローサイト
メトリーにより評価した。血漿の非存在下で、及び、使用したベクターの用量で、Ｐ４細
胞の６１%及び２３%が、ＶＳＶ－Ｇインディアナ及びニュージャージーでそれぞれシュー
ドタイピングされた、ＧＦＰをコードするレンチウイルスベクターでの形質導入後にＧＦ
Ｐ＋であった。
【図３２】ワクチン被接種者における全、未感作及び記憶ＣＤ４＋及びＣＤ８＋　Ｔ細胞
の動態は、感染後のワクチン未接種及び対照マカクのものとは異なった。ベースラインの
全ＣＤ４＋　Ｔ細胞（図３２ａ）、未感作ＣＤ４＋　Ｔ細胞（図３２ｂ）、全ＣＤ８＋　
Ｔ細胞（図３２ｃ）、未感作ＣＤ８＋　Ｔ細胞（図３２ｄ）、中央記憶（ＣＭ）ＣＤ８＋

　Ｔ細胞（図３２ｅ）、及びエフェクター記憶（ＥＭ）ＣＤ８＋　Ｔ細胞（図３２ｆ）の
%を追跡調査した。未感作及び対照群（黒色三角）対ワクチン接種群（灰色ひし形）での
平均値を示す。Ｐ値＜０．０５を記入する＊。
【図３３】コドン最適化によって、ＴＲＩＰ．ＮＩ　ＬＶベースのワクチンにより誘導さ
れるＣＴＬ応答が決定的に改善される。免疫優性ｇａｇ　ＣＤ８＋　Ｔ細胞エピトープに
対するｇａｇ特異的な細胞性免疫応答を、四量体染色（Ａ）又はＩＦＮ－γ　ＥＬＩＳＰ
ＯＴ（Ｂ）により評価した。ＳＦＣ、スポット形成細胞。（Ｃ）ｇａｇのＣＤ８＋　Ｔ細
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胞免疫優性エピトープ及びＣＤ４＋　Ｔ細胞エピトープに反応するＩＦＮ－γ　ＥＬＩＳ
ＰＯＴアッセイ。マウスを、１００ngのＴＲＩＰ．ＮＩ　ｇａｇΔｍｙｒ　ＬＶ又はＴＲ
ＩＰ．ＮＩ　ｇａｇΔｍｙｒ　ＣＯ　ＬＶで腹腔内プライミングした。１０日後、免疫化
マウスからの脾細胞を、対応するペプチドで刺激し、ＥＬＩＳＰＯＴアッセイにより分析
した。バックグラウンドの頻度を、プロット前に引いた、エラーバーは、１群当たりマウ
ス３匹でのＳＤを表わす。（Ｄ）ＴＲＩＰ．ＮＩ　ｇａｇΔｍｙｒ　ＬＶ対ＴＲＩＰ．Ｎ
Ｉ　ｇａｇΔｍｙｒ　ＣＯ　ＬＶの免疫化により誘導されるｇａｇ特異的な溶解活性の比
較。ＣＴＬ活性を、材料及び方法において記載する２０時間インビボＣＴＬアッセイを使
用して免疫化後の１０日目に測定した。マウス３匹での平均＋／－ＳＤを示す。
【図３４】ＴＲＩＰ．ＮＩ　ＧＡＧΔｍｙｒ　ＣＯ粒子での単回免疫化によって、強い持
続性の細胞性免疫応答が誘導される。注射後８週目にＴＲＩＰ．ＮＩ　ＧＡＧΔｍｙｒ　
ＣＯ又はＴＲＩＰ．Ｉ　ＧＡＧΔｍｙｒ野生型粒子で免疫化した、又は、免疫化しなかっ
たマウスからの脾細胞（Ａ）又は骨髄細胞（Ｂ）でのＥＬＩＳＰＯＴアッセイ。
【図３５】マウスを、ＶＳＶ－ＧインディアナでシュードタイピングされたＴＲＩＰ．Ｎ
Ｉ　ＧＡＧΔｍｙｒ　ＣＯ又はＴＲＩＰ．Ｉ　ＧＡＧ野生型粒子で免疫化し、そして１３
週間後、ＶＳＶ－ＧニュージャージーでシュードタイピングされたＴＲＩＰ．ＮＩ　ＧＡ
ＧΔｍｙｒ　ＣＯ又はＴＲＩＰ．Ｉ　ＧＡＧ野生型粒子でそれぞれブーストした。プライ
ミング－ブーストプロトコールのための対照群には、ＶＳＶ－Ｇインディアナでシュード
タイピングされたＴＲＩＰ粒子（灰色図表）又はＶＳＶ－Ｇニュージャージーでシュード
タイピングされたＴＲＩＰ粒子（青色図表）をそれぞれ１回だけ注射したマウスが含まれ
た。全てのマウスを免疫化後１０日目に屠殺し、ＧＡＧに対する細胞性免疫応答をＩＦＮ
－γ　ＥＬＩＳＰＯＴ（Ａ）又は四量体染色（Ｂ）により評価した。
【図３６】ＳＩＶｍａｃ２３９　ＧａｇΔｍｙｒ　ＷＰＲＥをコードするレンチウイルス
ベクターでのマウスのワクチン接種。２～５群：マウス１２９匹をマウス１匹当たり１．
１０ｅ７　ＴＵで１回ワクチン接種した。単回投与後１０日目、特定の免疫応答を、標的
細胞として、ＣＦＳＥで染色し、１５－ｍｅｒペプチド（亜優性又は免疫優性ＣＴＬエピ
トープを含むＳＩＶｍａｃ２３９　Ｇａｇ（７３－８７）及びＳＩＶｍａｃ２３９　Ｇａ
ｇ（３０９－３２３））でパルスしたコンジェニック未感作脾細胞を使用したインビボ細
胞毒性アッセイにより分析した。ｉ．ｄ．、皮内；ｉ．ｐ．、腹腔内；ｓ．ｃ．、皮下。
【図３７】ＳＩＶｍａｃ２３９　ＧａｇΔｍｙｒ　ＷＰＲＥをコードするレンチウイルス
ベクターでのマウスのワクチン接種。２～３群：マウス１２９匹をマウス１匹当たり３０
０ngのｐ２４で１回ワクチン接種した。単回投与後１０日目、特定の免疫応答を、標的細
胞として、ＣＦＳＥで染色し、１５－ｍｅｒペプチド（亜優性又は免疫優性ＣＴＬエピト
ープを含むＳＩＶｍａｃ２３９　Ｇａｇ（７３－８７）及びＳＩＶｍａｃ２３９　Ｇａｇ
（３０９－３２３））でパルスしたコンジェニック未感作脾細胞を使用したインビボ細胞
毒性アッセイにより分析した。ｔ．ｃ．ｉ．、経皮；ｉ．ｄ．、皮内；ｉ．ｐ．、腹腔内
。
【図３８】ＳＩＶｍａｃ２３９　ＧａｇΔｍｙｒ　ＷＰＲＥをコードするレンチウイルス
ベクターでのマウスのワクチン接種。５～６群：Ｃ５７ＢＬ／６ｊマウスをマウス１匹当
たり１．１０ｅ７TUで１回ワクチン接種した。単回投与後１０日目、特定の免疫応答を、
標的細胞として、ＣＦＳＥで染色し、１５－ｍｅｒペプチド（亜優性又は免疫優性ＣＴＬ
エピトープを含むＳＩＶｍａｃ２３９　Ｇａｇ（７３－８７）及びＳＩＶｍａｃ２３９　
Ｇａｇ（３０９－３２３））でパルスしたコンジェニック未感作脾細胞を使用したインビ
ボ細胞毒性アッセイにより分析した。ｉ．ｍ．、筋内；ｉ．ｐ．、腹腔内；ｓ．ｃ．、皮
下。
【図３９】ＳＩＶｍａｃ２３９　ＧａｇΔｍｙｒ　ＷＰＲＥをコードするレンチウイルス
ベクターでのマウスのワクチン接種。６群：Ｃ５７Ｂｌ／６ｊマウスをマウス１匹当たり
２．１０ｅ６　ＴＵで１回ワクチン接種した。単回投与後１２日目、特定の免疫応答を、
１５－ｍｅｒペプチド（亜優性又は免疫優性ＣＴＬエピトープを含むＳＩＶｍａｃ２３９
　Ｇａｇ（７３－８７）及びＳＩＶｍａｃ２３９　Ｇａｇ（３０９－３２３））で細胞を
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刺激するＩＮＦガンマＥＬＩＳＰＯＴアッセイにより分析した。ｉ．ｐ．、腹腔内；ｉ．
ｍ．、筋内。「星」印は、飽和ＥＬＩＳＰＯＴウェルに起因する応答の過小評価を示す。
【図４０】インディアナＶＳＶ－Ｇ又はニュージャージーＶＳＶ－Ｇでシュードタイピン
グされたレンチウイルスベクターでの細胞の形質導入のインビトロ中和（細胞は、未感作
マウス又はインディアナＶＳＶ－Ｇでシュードタイピングされたレンチウイルスベクター
で以前に免疫化されたマウスからである）。
【図４１】ペプチド（Ａ）を含む免疫優性ＣＤ８エピトープに対する、又は、ペプチド（
Ｂ）を含む亜優性ＣＤ８エピトープに対するインビボでの特異的融解。プライミング又は
プライミング－ブースト反応を、個別のマウスで、プライミング及びブースト反応におい
て同じＶＳＶ－Ｇエンベロープを有するレンチウイルスベクター又は異なるＶＳＶ－Ｇエ
ンベロープを有するレンチウイルスベクターのいずれかで実施した。
【図４２】ペプチド（Ａ）を含む免疫優性ＣＤ８エピトープに対する、又は、ペプチド（
Ｂ）を含む亜優性ＣＤ８エピトープに対する、又はペプチド（Ｃ）を含むＣＤ４に対する
ＣＴＬ活性を決定するためのＩＦＮガンマＥｌｉｓｐｏｔテスト。プライミング又はプラ
イミング－ブースト反応を、個別のマウスで、プライミング及びブースト反応において同
じＶＳＶ－Ｇエンベロープを有するレンチウイルスベクター又は異なるＶＳＶ－Ｇエンベ
ロープを有するレンチウイルスベクターのいずれかで実施した。
【図４３】組込みが欠損したＬＶでの非分裂細胞の効率的な形質導入。アフィジコリン処
置ＨｅＬａ細胞を、段階用量（培地１ml当たり１～１００ngのｐ２４抗原）のｅＧＦＰ組
込みＬＶ（ｅＧＦＰ－ＩＬＶ）又はｅＧＦＰ非組込みＬＶ（ｅＧＦＰ－ＮＩＬＶ）で形質
導入した。形質導入後４８時間目、ｅＧＦＰ発現をフローサイトメトリーにより分析した
。上パネルはＧＦＰ陽性細胞のパーセンテージを示し、下パネルはＧＦＰ陽性細胞のＭＦ
Ｉ（平均蛍光強度）を示す。
【図４４Ａ】レンチウイルスベクターの形質導入は、従来型樹状細胞（ｃＤＣ）及び形質
細胞様樹状細胞（ｐＤＣ）の両方における効果的な抗原発現をもたらす。（Ａ）ｅＧＦＰ
組込みＬＶ（ｅＧＦＰ－ＩＬＶ）もしくはｅＧＦＰ非組込みＬＶ（ｅＧＦＰ－ＮＩＬＶ）
での、又は、３００ng/mlの熱不活化（ＨＩ）ｅＧＦＰ－ＩＬＶもしくはｅＧＦＰ－ＮＩ
ＬＶでの用量応答形質導入実験（０～３００ng/ml）。６日目、ＦＬ－ＤＣをベクター粒
子に４８時間暴露させ、ＣＤ１１ｃ陽性細胞の形質導入を、フローサイトメトリーにより
ｅＧＦＰ発現を測定することにより評価した。数字は、ｅＧＦＰを発現するＣＤ１１ｃ細
胞のパーセンテージを示す。（Ｂ）ＬＶによるｐＤＣ及びｃＤＣの形質導入。ｃＤＣ（Ｃ
Ｄ１１ｃ＋　Ｂ２２０－）及びｐＤＣ（ＣＤ１１ｃ＋　Ｂ２２０＋）によるｅＧＦＰの発
現を示す。細線、対照細胞（Ｃｔｌ）；記入済みプロファイル、３００ng/mlのベクター
粒子で形質導入されたＦＬ－ＤＣ。
【図４４Ｂ】レンチウイルスベクターの形質導入は、従来型樹状細胞（ｃＤＣ）及び形質
細胞様樹状細胞（ｐＤＣ）の両方における効果的な抗原発現をもたらす。（Ａ）ｅＧＦＰ
組込みＬＶ（ｅＧＦＰ－ＩＬＶ）もしくはｅＧＦＰ非組込みＬＶ（ｅＧＦＰ－ＮＩＬＶ）
での、又は、３００ng/mlの熱不活化（ＨＩ）ｅＧＦＰ－ＩＬＶもしくはｅＧＦＰ－ＮＩ
ＬＶでの用量応答形質導入実験（０～３００ng/ml）。６日目、ＦＬ－ＤＣをベクター粒
子に４８時間暴露させ、ＣＤ１１ｃ陽性細胞の形質導入を、フローサイトメトリーにより
ｅＧＦＰ発現を測定することにより評価した。数字は、ｅＧＦＰを発現するＣＤ１１ｃ細
胞のパーセンテージを示す。（Ｂ）ＬＶによるｐＤＣ及びｃＤＣの形質導入。ｃＤＣ（Ｃ
Ｄ１１ｃ＋　Ｂ２２０－）及びｐＤＣ（ＣＤ１１ｃ＋　Ｂ２２０＋）によるｅＧＦＰの発
現を示す。細線、対照細胞（Ｃｔｌ）；記入済みプロファイル、３００ng/mlのベクター
粒子で形質導入されたＦＬ－ＤＣ。
【図４５】単回用量のｓＥＷＮＶ－ＮＩＬＶは、強く特異的な抗体応答を誘発する。成体
マウス群に段階用量のｓＥＷＮＶ－ＮＩＬＶ（１～１００ngのｐ２４抗原）（Ａ、Ｂ）又
はｓＥＷＮＶ－ＩＬＶ（Ｂ）で腹腔内免疫化した。対照マウスに熱不活化ｓＥＷＮＶ－Ｌ
Ｖ　ＮＩ（Ａ、Ｂ）又はＩ（Ｂ）（ＨＩ　１００）を注射した。２１日後、プール血清（
マウス６匹／群）をＷＮＶ特異的抗体について評価した。
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【図４６】ｓＥＷＮＶ－ＮＩＬＶ免疫化により与えられるＷＮＶ感染に対する迅速防御。
マウス６匹／群に１００ngのｓＥＷＮＶ－ＮＩＬＶ又は１００ngのｓＥＷＮＶ－ＩＬＶを
ワクチン接種した。リン酸緩衝生理食塩水（ＰＢＳ）を接種した対照群のマウスが含まれ
た。ワクチン接種後１週目、マウスを１，０００　ｉ．ｐ．　ＬＤ５０ｓのＷＮＶ株ＩＳ
－９８－ＳＴ１でチャレンジした。生存を２１日間記録した。
【図４７】ＷＮＶ感染に対するｓＥＷＮＶ－ＮＩＬＶによる効率的な長期防御。段階用量
のｓＥＷＮＶ－ＮＩＬＶ（１－１００ngのｐ２４抗原）（Ａ、Ｂ）又はｓＥＷＮＶ－ＩＬ
Ｖ（Ｂ）での免疫化後２ヶ月目、マウスに１，０００　ｉ．ｐ．　ＬＤ５０ｓのＷＮＶ株
ＩＳ－９８－ＳＴ１を接種した。生存を２１日間記録した。
【図４８】ｇａｇΔｍｙｒの発現レベルに及ぼすコドン最適化の影響。２９３　Ｔ細胞を
、ｇａｇΔｍｙｒの野生型配列（左パネル）又はコドン最適化配列（右パネル）のいずれ
かを含むＴＲＩＰベクタープラスミド、キャプシド形成プラスミドｐ８．７　Ｄ６４Ｖ、
及びＶＳＶ－Ｇ発現プラスミドでコトランスフェクトした。
【図４９】マウス群（Ｎ＝５）を、ＶＳＶ－Ｇインディアナでシュードタイピングされた
ＴＲＩＰ．ＮＩ　ＧＡＧΔｍｙｒ　ＣＯ（１００ng）又はＴＲＩＰ．Ｉ　ＧＡＧ野生型粒
子（１００ng）で免疫化し、又は、免疫化せず（未感作）、そして１３週間後、ＶＳＶ－
ＧニュージャージーでシュードタイピングされたＴＲＩＰ．ＮＩ　ＧＡＧΔｍｙｒ　ＣＯ
（１００ng）又はＴＲＩＰ．Ｉ　ＧＡＧ野生型粒子（１００ng）でそれぞれブーストした
。全てのマウスを免疫化後１０日目に屠殺し、そして、ＧＡＧに対する細胞性免疫応答を
ＩＦＮ－γ　ＥＬＩＳＰＯＴ（Ａ）又は四量体染色（Ｂ）により評価した。
【図５０】利用可能な場合、種々のＶＳＶ－Ｇ血清型（コドン最適化（ＣＯ）又は野生型
（ＷＴ））によりシュードタイピングされたレンチウイルスベクター粒子のタイトレーシ
ョン。
【図５１Ａ】血清中和活性の定量化のためのインビトロアッセイ。マウス血清を、異なる
血清型のＶＳＶ．Ｇタンパク質によりシュードタイピングされた、１回の注射当たり３０
０ngのＰ２４レンチウイルスベクター粒子を２ヶ月間間隔で２回注射した動物から採取し
た。種々の血清型のＶＳＶ．Ｇタンパク質で再びシュードタイピングされたベクター粒子
をコードするルシフェラーゼを、血清の希釈物の存在下で、３７℃で１時間インキュベー
トした。インキュベーション後、レンチウイルスベクター粒子をコードするルシフェラー
ゼを使用して、１ウェル当たり１ngのＰ２４で９６ウェルプレート中の２９３Ｔ細胞に形
質導入した。４８時間のインキュベーション後、ルシフェラーゼ活性を、使用説明書に従
って発光検出キット（Boehringer）を使用して測定した。結果は、血清なしでのインキュ
ベーション後、発光活性のパーセンテージとして表わした。
【図５１Ｂ】血清中和活性の定量化のためのインビトロアッセイ。マウス血清を、異なる
血清型のＶＳＶ．Ｇタンパク質によりシュードタイピングされた、１回の注射当たり３０
０ngのＰ２４レンチウイルスベクター粒子を２ヶ月間間隔で２回注射した動物から採取し
た。種々の血清型のＶＳＶ．Ｇタンパク質で再びシュードタイピングされたベクター粒子
をコードするルシフェラーゼを、血清の希釈物の存在下で、３７℃で１時間インキュベー
トした。インキュベーション後、レンチウイルスベクター粒子をコードするルシフェラー
ゼを使用して、１ウェル当たり１ngのＰ２４で９６ウェルプレート中の２９３Ｔ細胞に形
質導入した。４８時間のインキュベーション後、ルシフェラーゼ活性を、使用説明書に従
って発光検出キット（Boehringer）を使用して測定した。結果は、血清なしでのインキュ
ベーション後、発光活性のパーセンテージとして表わした。
【図５２】異なるマウス血清でのレンチウイルスベクター粒子の交差中和：異なるＶＳＶ
．Ｇタンパク質でシュードタイピングされたウイルス粒子を、種々のマウス血清の存在下
での形質導入実験によりテストする。Ａ：形質導入は、完全に阻害される（＋＋）、部分
的に阻害される（＋もしくは＋／－）、又は阻害されない（－）のいずれかである。Ｂ：
これらの実験の詳細。
【図５３】種々のサル血清の存在下でのインディアナシュードタイピング粒子の活性。Ａ
：免疫化前のサルからの血清、Ｂ：種々の用量でインディアナシュードタイピング粒子を
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注射（プライミング）したサルからの血清、及びＣ：ニュージャージーシュードタイピン
グ粒子を注射（ブースト）後のサル血清。
【図５４】種々のサル血清の存在下でのニュージャージーシュードタイピング粒子の活性
。Ａ：免疫化前のサルからの血清、Ｂ：種々の用量でインディアナシュードタイピング粒
子を注射（プライミング）したサルからの血清、及びＣ：ニュージャージーシュードタイ
ピング粒子を注射（ブースト）後のサル血清。
【図５５】種々のサル血清の存在下でのＣｏｃａｌシュードタイピング粒子の活性。Ａ：
免疫化前のサルからの血清、Ｂ：種々の用量でインディアナ・シュードタイピング・レン
チウイルスベクター粒子を注射（プライミング）したサルからの血清、及びＣ：ニュージ
ャージー・シュードタイピング・レンチウイルスベクター粒子を注射（ブースト）後のサ
ル血清。
【図５６】種々のサル血清の存在下でのイスファハンシュードタイピング粒子の活性。Ａ
：免疫化前のサルからの血清、Ｂ：種々の用量でインディアナシュードタイピング粒子を
注射（プライミング）したサルからの血清、及びＣ：ニュージャージーシュードタイピン
グ粒子を注射（ブースト）後のサル血清。
【図５７】種々のサル血清の存在下でのＳＶＣＶシュードタイピング粒子の活性。Ａ：免
疫化前のサルからの血清、Ｂ：種々の用量でインディアナシュードタイピング粒子を注射
（プライミング）したサルからの血清、及びＣ：ニュージャージーシュードタイピング粒
子を注射（ブースト）後のサル血清。
【図５８】ヒト血清中のＶＳＶ．Ｇタンパク質に対する抗体の保有率。ＶＳＶ－Ｇタンパ
ク質に対する中和抗体の存在は、Ａ：ＶＳＶ－Ｇインディアナ、Ｂ：ＶＳＶ－Ｇニュージ
ャージー、Ｃ：ＶＳＶ－Ｇ　Ｃｏｃａｌ、Ｄ：ＶＳＶ－Ｇ　ＳＶＣＶ、及びＥ：ＶＳＶ－
Ｇイスファハンでシュードタイピングされた粒子の形質導入アッセイにより、加熱した、
又は、加熱しない種々のヒト血清の存在下で決定した。
【図５９Ａ】ヒト血清中のＣｏｃａｌ　ＶＳＶ．Ｇタンパク質に対する抗体の保有率。９
６のヒト血清（加熱した、及び、加熱しない）を、形質導入実験（１／２希釈）において
、Ａ：インディアナ、Ｂ：ニュージャージー、Ｃ：Ｃｏｃａｌ、Ｄ：イスファハン、及び
Ｅ：ＳＶＣＶ　ＶＳＶ．Ｇタンパク質でシュードタイピングされたウイルス粒子の存在下
でテストした。これらの実験は各条件について２回行っている。
【図５９Ｂ】ヒト血清中のＣｏｃａｌ　ＶＳＶ．Ｇタンパク質に対する抗体の保有率。９
６のヒト血清（加熱した、及び、加熱しない）を、形質導入実験（１／２希釈）において
、Ａ：インディアナ、Ｂ：ニュージャージー、Ｃ：Ｃｏｃａｌ、Ｄ：イスファハン、及び
Ｅ：ＳＶＣＶ　ＶＳＶ．Ｇタンパク質でシュードタイピングされたウイルス粒子の存在下
でテストした。これらの実験は各条件について２回行っている。
【図５９Ｃ】ヒト血清中のＣｏｃａｌ　ＶＳＶ．Ｇタンパク質に対する抗体の保有率。９
６のヒト血清（加熱した、及び、加熱しない）を、形質導入実験（１／２希釈）において
、Ａ：インディアナ、Ｂ：ニュージャージー、Ｃ：Ｃｏｃａｌ、Ｄ：イスファハン、及び
Ｅ：ＳＶＣＶ　ＶＳＶ．Ｇタンパク質でシュードタイピングされたウイルス粒子の存在下
でテストした。これらの実験は各条件について２回行っている。
【図５９Ｄ】ヒト血清中のＣｏｃａｌ　ＶＳＶ．Ｇタンパク質に対する抗体の保有率。９
６のヒト血清（加熱した、及び、加熱しない）を、形質導入実験（１／２希釈）において
、Ａ：インディアナ、Ｂ：ニュージャージー、Ｃ：Ｃｏｃａｌ、Ｄ：イスファハン、及び
Ｅ：ＳＶＣＶ　ＶＳＶ．Ｇタンパク質でシュードタイピングされたウイルス粒子の存在下
でテストした。これらの実験は各条件について２回行っている。
【図５９Ｅ】ヒト血清中のＣｏｃａｌ　ＶＳＶ．Ｇタンパク質に対する抗体の保有率。９
６のヒト血清（加熱した、及び、加熱しない）を、形質導入実験（１／２希釈）において
、Ａ：インディアナ、Ｂ：ニュージャージー、Ｃ：Ｃｏｃａｌ、Ｄ：イスファハン、及び
Ｅ：ＳＶＣＶ　ＶＳＶ．Ｇタンパク質でシュードタイピングされたウイルス粒子の存在下
でテストした。これらの実験は各条件について２回行っている。
【図６０－１】ＶＳＶ－Ｇタンパク質を中和する、患者からのヒト血清の分析。血清がＶ
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ＳＶ－Ｇタンパク質に対する中和活性を提示する患者を、形質導入アッセイにより検討し
た（連続希釈中のＡ：インディアナ、Ｂ：ニュージャージー、Ｃ：ＳＶＣＶ、Ｄ：Ｃｏｃ
ａｌ、及びＥ：イスファハン粒子）。
【図６０－２】ＶＳＶ－Ｇタンパク質を中和する、患者からのヒト血清の分析。血清がＶ
ＳＶ－Ｇタンパク質に対する中和活性を提示する患者を、形質導入アッセイにより検討し
た（連続希釈中のＡ：インディアナ、Ｂ：ニュージャージー、Ｃ：ＳＶＣＶ、Ｄ：Ｃｏｃ
ａｌ、及びＥ：イスファハン粒子）。
【図６１】異なるＶＳＶ－Ｇエンベロープによりシュードタイピングされたベクター粒子
が、ｍＤＣｈに融合する、又は、融合しない能力。ヒト単球由来ＤＣ（ｍＤＣ）を、イン
ディアナ、ニュージャージー、イスファハン、ＳＶＣＶ、Ｃｏｃａｌ及びチャンディプラ
のＶＳＶ－ＧエンベロープによりシュードタイピングされたＧＦＰベクター粒子で形質導
入した。形質導入後５日目、ｍＤＣをフローサイトメトリーにより分析し、力価を決定し
た。相対力価を、ｍＤＣで決定した力価と２９３Ｔ細胞において決定した力価の間の比率
として表わす。
【０２５４】
ＨＩＶ感染に対するワクチン接種の例示のためのモデルとして、ＳＩＶ感染に対するワク
チン接種戦略におけるＴＲＩＰレンチウイルスベクターの適用。
Ｉ．ＴＲＩＰベクターがマウスモデルにおいて抗ＳＩＶ特異的Ｔ細胞応答を誘導する潜在
能力。
　ＶＳＶウイルスに由来するエンベロープタンパク質を持つレンチウイルスベクターを改
変して、免疫応答をブーストできるか否かを決定するために、本発明者は、交差反応性が
ないと予測される様々なＶＳＶ血清型からの糖タンパク質を発現するレンチウイルスベク
ターに基づく新たなベクター戦略を開発した。
【０２５５】
　水疱性口内炎ウイルス（ＶＳＶ）の分離株は、ラブドウイルス科中のベシクロウイルス
属に属するエンベロープ化した非セグメント化マイナス鎖ＲＮＡウイルスである。ＶＳＶ
は、ウシ、ブタ及びウマなどの家畜に感染し、舌、口腔組織、乳房及び蹄において水疱性
病巣の原因となる。ＶＳＶゲノムは宿主細胞の細胞質に送達され、レセプター媒介性のウ
イルス粒子のエンドサイトーシス及びそれに続くウイルスエンベロープとエンドソーム膜
とのｐＨ誘導性融合を経て複製が起こる。ＶＳＶ　Ｇタンパク質は、唯一のウイルス表面
糖タンパク質であり、付着及び融合に必要とされる。ＶＳＶの２つの主な血清型、インデ
ィアナ及びニュージャージーが存在し、Ｇ糖タンパク質に対する中和抗体により区別する
。それらの抗原構造に加えて、インディアナ及びニュージャージー糖タンパク質は、アミ
ノ酸の数（それぞれ５１１及び５１７）及び組成（わずか５０%の同一性）、翻訳後修飾
、及び折り畳みにおいても異なる。対応して、インディアナ及びニュージャージー株は、
ＶＳＶ病原性に関して等しく重要ではない。ニュージャージー株が原因の大流行は、イン
ディアナ株が原因のものよりも高頻度で、重篤である。
【０２５６】
材料及び方法
　マウス。雌Ｃ５７ＢＬ／６マウス（elevage Janvier, France）をPasteur Instituteの
施設で飼育した。
【０２５７】
　細胞培養。ＨｅＬａ（ECACCで入手可能なヒト子宮頸部腺癌）及びヒト胚性腎細胞２９
３Ｔ細胞（ATCCで入手可能）は、レンチウイルスベクター産生に使用され、１０%熱不活
化ウシ胎仔血清（ＦＣＳ）及び抗生物質（ペニシリン－ストレプトマイシン）を添加した
ダルベッコ改変イーグル培地（ＤＭＥＭ）Glutamax（GIBCO）中で増殖させた。
【０２５８】
　ベクターの構築及び産生
【０２５９】
　ベクタープラスミドｐＴＲＩＰ．ΔＵ３．ＣＭＶ．ＳＩＶｍａｃ２３９ｇａｇΔｍｙｒ
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は、サイトメガロウイルス前初期プロモーター（ＣＭＶｉｅ）の制御下に非ミリストイル
型のＳＩＶｍａｃ２３９　ｇａｇ配列を含む。
ベクター粒子を、ベクタープラスミド、キャプシド形成プラスミド（ｐ８．７）、及びＶ
ＳＶ－Ｇエンベロープ発現プラスミド、インディアナ血清型（ｐＨＣＭＶ－Ｇ）（１０）
対ニュージャージー血清型（ｐｃＤＮＡ３．１（－）ＮＪ－Ｇ）（Invitrogenから入手可
能な市販ｐｃＤＮＡ３．１プラスミドに由来する）での２９３Ｔ細胞の一過性リン酸カル
シウムコトランスフェクションにより産生した。タンパク質配列を図３に開示する。
【０２６０】
　クローニング戦略には以下の工程が包含された：ニュージャージーＶＳＶ血清型（ｐＢ
Ｓ　ＶＳＶ－Ｇ　ＮＪ）からの糖タンパク質からの遺伝子を含むプラスミドが使用されて
いる。
それを、ＸｈｏＩ／ＮｏｔＩ消化後、ｐｃＤＮＡ　３．１（－）ベクター（Invitrogen）
中へクローン化した。この方法により由来するプラスミドをｐｃＤＮＡ３．１（－）ＶＳ
Ｖ－Ｇ　ＮＪと名付けた。
ＷＰＲＥ配列（ウッドチャック肝炎ウイルスのポスト調節エレメント）（１１）は、遺伝
子発現を有意に増加させることが知られている転写後調節エレメントである。それをＴＯ
ＰＯ（登録商標）クローニングベクター（Invitrogen）中へクローン化した。
ＷＰＲＥ配列を、ＥｃｏＲＩ消化及び脱リン酸化後のｐｃＤＮＡ３．１（－）ＶＳＶ－Ｇ
　ＮＪ中へクローン化した。この方法により由来するプラスミドをｐｃＤＮＡ３．１（－
）ＶＳＶ－Ｇ　ＮＪ　ＷＰＲＥと名付けた。
ＷＰＲＥ：濃縮ベクター粒子のｐ２４抗原含量の定量化は、市販のＨＩＶ－１　ｐ２４　
ＥＬＩＳＡキット（Perkin-Elmer Life Sciences）で行った。ベクターストックのタイト
レーションのために、２９３Ｔ細胞を様々なベクター濃度で７２時間にわたり形質導入し
、そして溶解させた。溶解液をＲＮａｓｅ及びプロテイナーゼＫで処理し、その後、定量
的ＰＣＲ（Lightcycler）に使用した。
【０２６１】
　インビトロ形質導入阻害アッセイ。ＨｅＬａ細胞を、９６ウェルプレート当たり１０，
０００個細胞で蒔いた。１日後、細胞を、１：６に希釈した脱補体化マウス血清との３０
分間のプレインキュベーション後、ｅＧＦＰ（増強ＧＦＰ（ｅｎｈａｎｃｅｄ　ＧＦＰ）
）をコードし、ＶＳＶインディアナ又はニュージャージー血清型からの糖タンパク質でシ
ュードタイピングされたレンチウイルスベクターで形質導入した。マウスは、未感作マウ
ス、又は、非ミリストイル化形態のＳＩＶｍａｃ２３９　Ｇａｇをコードし、ＶＳＶイン
ディアナ血清型からの糖タンパク質でシュードタイピングされた０．２５　１０７形質導
入単位（TU）のレンチウイルスベクターで１回免疫化されたマウスのいずれかであり、免
疫化後１４日目に放血させた。７２時間後、形質導入をフローサイトメトリーによりアッ
セイした。形質導入中和のパーセンテージを、血清の非存在下での形質導入と比較して算
出した。
【０２６２】
　マウスの免疫化。全ての動物実験を、Pasteur InstituteのOffice Laboratory of Anim
al Careのガイドラインに従って実施した。９週齢のマウスを、０．２mlのダルベッコＰ
ＢＳ中の０．２５　１０７形質導入単位（TU）のｐＴＲＩＰ．ΔＵ３．ＣＭＶ．ＳＩＶｍ
ａｃ２３９ｇａｇΔｍｙｒベクター粒子で、０日目、そしてその後、２１日目と、２回腹
腔内（ｉ．ｐ．）接種した。マウスを１４日目に放血させた。免疫応答を２８日目に分析
した。
【０２６３】
　プライミングのために、非ミリストイル化形態のＳＩＶｍａｃ２３９　Ｇａｇをコード
し、ＶＳＶインディアナ血清型からの糖タンパク質でシュードタイピングされたレンチウ
イルスベクターを投与したのに対し、ブーストのために、同じであるが、しかし、ＶＳＶ
ニュージャージー血清型からの糖タンパク質でシュードタイピングされたベクターを注射
した。
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【０２６４】
　比較は、ＶＳＶインディアナ血清型からの糖タンパク質でシュードタイピングされたレ
ンチウイルスベクターの２回の続く注射を使用した同種のプライミング／ブースト戦略で
行った。対照として、一次（７日目）及び記憶（２８日目）応答を、ＶＳＶインディアナ
血清型からの糖タンパク質でシュードタイピングされたレンチウイルスベクターの単回注
射後に特性付けした。ＶＳＶニュージャージー血清型からの糖タンパク質でシュードタイ
ピングされたレンチウイルスベクターで１回だけ免疫化されたマウスの一次（７日目）応
答もアッセイした。
【０２６５】
ＩＦＮ－γ　Ｅｌｉｓｐｏｔアッセイ
　ニトロセルロースマイクロプレート（MAHA S4510、Millipore）を捕捉抗体（Mouse IFN
-γ Elispot pair、BD Pharmingen）で一晩コーティングし、１０%　ＦＣＳ、抗生物質、
ＨＥＰＥＳ、非必須アミノ酸、ｂ－メルカプトエタノール、及びピルビン酸ナトリウムを
添加したＲＰＭＩ１６４０　Ｇｌｕｔａｍａｘで構成される完全培地でブロックした。ベ
クター免疫化マウスからの脾細胞を３枚のプレートに０．２５×１０６個細胞／ウェルで
加え、ＳＩＶｍａｃ２３９　ｇａｇペプチド（NIH AIDS Research and Reference Reagen
t Program）、コンカナバリンＡ（１μg/ml）で刺激した。４０時間後、スポットを、ビ
オチン抱合抗体（Mouse IFN-γ Elispot pair、BD Pharmingen）、続いてストレプトアビ
ジン－ＡＰ（Roche）及びＢＣＩＰ／ＮＢＴ基質溶液（Promega）で明らかにした。スポッ
トをBioreader 2000（Biosys, Karben, Germany）を使用してカウントし、結果を脾細胞
１００万個当たりのＩＦＮ－ｇスポット形成細胞（ＳＦＣ）として表わした。
【０２６６】
インビボ細胞毒性アッセイ
　標的細胞の調製のために、未感作マウスからの脾細胞を種々の濃度（高、５μM；中、
１μM；低、０．２μM）のＣＦＳＥ（カルボキシフルオセイン二酢酸スクシンイミジルエ
ステル、Vybrant CFDA-SE cell-tracer kit、Molecular Probes）で標識した。脾細胞を
その後、５μg/mlのペプチドでパルスした。各マウスは、後眼窩静脈を通じて、各分画か
らの等しい数の細胞を含む混合物の１０７個のＣＦＳＥ標識細胞を受けた。１５～１８時
間後、脾臓からの単一細胞の懸濁液をフローサイトメトリー（Becton Dickingson、CellQ
uest software）により分析した。ペプチドパルスした細胞の消失を、免疫化マウス対未
感作マウスにおいてパルス集団（高／中ＣＦＳＥ蛍光強度）と非パルス（低ＣＦＳＥ蛍光
強度）集団の比率を比較することにより決定した。特異的な死滅のパーセンテージを以下
の計算に従って定めた：［１－［（ＣＦＳＥｌｏｗｎａiｖｅ／ＣＦＳＥｈｉｇｈ／ｍｅ

ｄｉｕｍｎａｉｖｅ）／（ＣＦＳＥｌｏｗｉｍｍｕｎｉｚｅｄ／ＣＦＳＥｈｉｇｈ／ｍｅ

ｄｉｕｍｉｍｍｕｎｉｚｅｄ）］］×１００。
【０２６７】
結果（図４０～４２）
　本発明者は、ＶＳＶインディアナ血清型からの糖タンパク質でシュードタイピングされ
た低用量（０．２５　１０ｅ７TU/マウス、このバッチについて６５０ngのｐ２４に相当
する）のレンチウイルスベクターで１回だけ免疫化されたマウスが、同じエンベロープで
シュードタイピングされたレンチウイルスベクターでの細胞のインビトロ形質導入を中和
する強い液性応答を確かに発生することを初めて示した。それとは逆に、検出可能なＶＳ
Ｖニュージャージー血清型からの糖タンパク質でシュードタイピングされたベクターによ
る形質導入は低い血清中和だけであった。
【０２６８】
　非ミリストイル化形態のＳＩＶｍａｃ２３９　Ｇａｇをコードし、ＶＳＶインディアナ
血清型からの糖タンパク質でシュードタイピングされたレンチウイルスベクターを使用し
た予備用量応答実験によって、免疫応答を特性付けし、免疫優性ＣＤ８エピトープ（ＳＩ
Ｖｍａｃ２３９　ｇａｇ：３０９－３２３（ＱＴＤＡＡＶＫＮＷＭＴＱＴＬＬ））ならび
に亜優性ＣＤ８エピトープ（ＳＩＶｍａｃ２３９　ｇａｇ：７３－９７（ＥＮＬＫＳＬＹ
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ＮＴＶＣＶＩＷＣ））を含むペプチドを同定することが可能になった（データ示さず）。
０．４５　１０７TU/マウスという低い用量は、免疫優性ＣＤ８エピトープ含有ペプチド
についてほぼ１００%の特異的溶解を伴う１００%応答マウスのプラトーに達するために十
分であった。対照的に、高用量（最高２３　１０７TU/マウスまで）であっても、亜優性
ＣＤ８エピトープ含有ペプチドの場合において１００%のインビボ細胞溶解活性を刺激す
るために十分ではない。
【０２６９】
　並行して、同じ抗原をコードするアデノウイルスベクターを使用して最近発表された論
文では、ＣＤ４エピトープを含むペプチドが特性付けされた（ＳＩＶｍａｃ２３９　ｇａ
ｇ：２９７－３１１（ＹＶＤＲＦＹＫＳＬＲＡＥＱＴＤ））。
【０２７０】
　従って、応答マウスの数及び応答の大きさの両方に関してブースト効果を検出できるよ
うにするために、これらの３つのペプチドに対する免疫をモニターし、そして、最適以下
の用量のベクター（０．２５　１０７TU/マウス）でマウスを免疫化することを選んだ。
【０２７１】
ＩＩ　－　非ヒト霊長類モデルにおけるＳＩＶＭＡＣに対する防御応答
序論
１．ＨＩＶ感染及びＡＩＤＳ
１．１．ＨＩＶ及びその影響
１．１．１．疫学
　後天性免疫不全症候群の最初の症例が１９８１年に報告されて以来、ヒト免疫不全ウイ
ルス（ＨＩＶ）の世界的広がりは大流行の割合に達しており、現在、世界的な発生及び公
衆衛生上の脅威を表わす（Girard et al., 2006）。実際に、世界中でＨＩＶを伴い生き
ている人々の数は、今日、約３９５０万であり、依然として指数関数的に増加しており、
前年では４３０万の人々が感染し、毎日１４，０００の人々が感染している（ｈｔｔｐ／
／ｗｗｗ．ｕｎａｉｄｓ．ｏｒｇ）。
【０２７２】
１．１．２．ＨＩＶの生物学
　感染の生理病理学は、ＨＩＶの特徴と直接的に相関する。このウイルスは、レトロウイ
ルス科、レンチウイルス属に属する。それは直径約１１０～１２０nmのエンベロープウイ
ルスである。ｇｐ１２０糖タンパク質はウイルス向性に関与する；実際に、それによって
細胞レセプターＣＤ４及びコレセプターＣＣＲ５又はＣＸＣＲ４への固定を可能にし、こ
のようにしてＣＤ４＋リンパ球をその主な標的細胞にする。ひとたびウイルスがＣＤ４＋

リンパ球に付着すると、ウイルスサイクルが２つの主な工程に分けられる；初期工程及び
後期工程。細胞質中で、ウイルスＲＮＡはウイルスキャプシド内で二本鎖に逆転写され、
そして、核に能動輸送され、そこで細胞ゲノムに組込むことができる（Arhel et al., 20
07）。ウイルスＤＮＡの転写及びウイルスｍＲＮＡの翻訳によって新たなウイルス粒子の
形成が可能になる。
【０２７３】
　ＡＩＤＳの病原性に関する大半の研究が、非ヒト霊長類において、ＨＩＶサル等価物：
ＳＩＶで行われる。実際に、ＳＩＶウイルス構造及び生物学は、ＨＩＶのものと密接に関
係する。
【０２７４】
１．１．３．ＨＩＶ感染の生理病理学
　疾患進行は、血漿ＨＩＶ－１　ＲＮＡ及びＣＤ４＋リンパ球の組み合わせ測定により正
確に定義される。自然ＨＩＶ感染は３つの主な時期に分けることができる：初感染又は急
性感染で、ウイルス負荷のピーク（約１０６コピーＲＮＡ/ml血液）及び迅速であるが、
一過性の循環Ｔ　ＣＤ４＋の減少により特徴付けられる（Weber, 2001）。さらに、感染
のこの初期段階で、ＨＩＶ特異的ＣＤ４＋　Ｔ細胞はウイルスの主な標的であり、任意の
処置の非存在下で優先的に破壊される（Rosenberg et al., 2000）。しかし、ウイルス負
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荷のこの増加は、一般的に、特異的な免疫応答、主に細胞性応答により十分に制御される
。実際に、ＨＩＶ特異的ＣＤ８＋　Ｔ細胞の出現と一次ウイルス血症の低下の間の一時的
な相関関係の証拠が存在する（Koup et al., 1994）。結果として、Ｔ　ＣＤ４＋数が高
レベル（感染前の数に劣る）に戻り、ウイルス血症が安定化する（１０３～１０６　ＲＮ
Ａコピー/ml）：セットポイント（ＳＰ）に達する；そのレベルはしばしば疾患の進化と
相関する（Mellors, 1996）。感染個体はその後、無症候期間に入り、それはおよそ数ヶ
月から数年持続しうる。この期間は、免疫システムとＨＩＶ複製の間の平衡に起因する、
循環ＣＤ４＋数の遅い線形の減少により特徴付けられる。処置の非存在下で、この無症候
時期の後にＡＩＤＳが続く。この時点で、ウイルス血症は進行的に高レベルに戻り、ＣＤ
４＋　Ｔ細胞欠乏の傾きでの感染が観察される（２００個細胞/mm3血液に劣るＣＤ４カウ
ント）。最終的に、免疫システムが崩壊し、通常は完全に制御される、又は、容易に取り
除かれる病原物質が潜在的に致死的となる。
【０２７５】
２．医学的処置
２．１．単剤療法からＨＡＡＲＴ
　疾患のＡＩＤＳへの進行を遅らせるために、新医薬が１９８６年に発売された。それら
は抗レトロウイルス薬品と呼ばれ、それらの目的はＨＩＶ複製を阻止して、ひいてはＣＤ
４＋　Ｔ細胞欠乏を遅らせる。これらの薬品で最も有名なのは間違いなくＡＺＴ（Zidovu
dine）、即ち、ウイルス逆転写酵素のインヒビターであった。しかし、この単剤療法アプ
ローチは、最終的に、効果が限られていることが見出された。なぜなら、ＨＩＶは、あら
ゆる抗レトロウイルス医薬に耐性を（突然変異を通じて）迅速に発生する潜在能力を有す
るウイルスであるからである。１９９６年、ＲＴの新たなインヒビターが市販された；そ
れらはＡＺＴ様インヒビターとは化学的に異なった。最終的に、新たなクラスのＨＩＶ医
薬が１９９５年に現れた（プロテアーゼインヒビター（ＰＩ））。今日、抗ＨＩＶ治療の
「スタンダード」である組み合わせは、高活性抗レトロウイルス療法（ＨＡＡＲＴ）と呼
ばれ、３クラスの抗レトロウイルス医薬の組み合わせからなり、通常は２つの異なるＲＴ
インヒビター及び１つのＰＩである。ＨＡＡＲＴによって、強力な持続性のウイルス負荷
の減少が可能になり（図５Ｂ）、患者の大半で、血液中のウイルスコピーはさらに検出不
可能になりうる（Gulick et al., 2000）。結果として、ＣＤ４カウントが増加し、免疫
システムが部分的に回復し、日和見病原体を再び押し戻すことができる（Autran et al.,
 1997）。処置を利用可能な患者では、ＨＡＡＲＴによってＡＩＤＳ関連の罹患率の目覚
ましい低下が可能になっている（Palella et al., 1998）。
【０２７６】
２．２．ＨＡＡＲＴ限界
　ＨＡＡＲＴでの成功には反論の余地はないが、それはいくつかの限界を提示し、その長
期使用に関して疑問が生じうる。まず第１に、ＨＡＡＲＴ処置は現実には費用がかかり、
依然として開発途上国では利用できない。また、これらの医薬の毒性は比較的高く、それ
らはしばしば主な副作用（糖尿病、脂肪異栄養症、下痢、頭痛・・・）の引き金となる。
さらに、ＨＩＶがＨＡＡＲＴ処置に対する耐性を発生できたことが示されている。突然変
異はしばしば処置により制約された領域中に現れる。ＨＡＡＲＴ処置は、また、ＨＩＶ抗
原の産生を、見掛け上、ＨＩＶ特異的エフェクターＴ細胞を刺激するため、又は、ＨＩＶ
特異的な未感作Ｔ細胞を増大させるために必要とされる未満の閾値まで制限する。ＨＩＶ
への免疫記憶は、しかし、依然として持続する。免疫システムを処置中断後にウイルスへ
再暴露させた時のＨＩＶへのＣＤ４及びＣＤ８免疫応答の一過性の回復により示唆される
通りである（Autran et al., 2004）。
【０２７７】
２．３．ＨＩＶワクチン接種
２．３．１．予防的／治療的ワクチン
　薬品の効率は依然として限定され、ＨＡＡＲＴは生涯にわたる治療であり、大半の第三
世界の環境において費用がかかり過ぎ、困難であるため投与できないはずであるため、永
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続的にＡＩＤＳの発症を予防するための他の戦略を見出さなければならない。ＨＩＶワク
チンの開発は、大流行を遅らせる唯一の方法を表わしうる。ワクチン接種の２つの異なる
戦略がテストされている。一方で、予防的ワクチンは殺菌免疫を誘導できるはずであり、
感染及びその合併症の両方を予防しうる。そのようなワクチンはウイルスの侵入時、及び
、感染の非常に初期段階、ウイルスがリンパ器官に播種できる前に、機能することが可能
であるはずである。他方で、治療的ワクチンがＨＡＡＲＴ処置下の慢性感染患者のために
デザインされている（Autran et al., 2004）。それは、最初にＨＡＡＲＴで患者を処置
し、免疫能力を回復させ、その後、免疫化し、続いて、処置を中断する前にＨＩＶに対す
る静止免疫応答をブーストさせることからなりうる。最終的に、ウイルスの免疫制御を増
強できる場合、疾患進行は減弱されて、処置中断を、そして結果的にＨＡＡＲＴの使用の
制限を可能にして、このようにしてそれらの毒性及びコストを最小限にする。
【０２７８】
２．３．２．現在のＡＩＤＳワクチン研究の状況
　何の戦略を選ぼうと、ワクチン開発は膨大な科学的困難、例えば、ウイルスの高い遺伝
的変動性、既存の動物モデルでの防御及び制限の免疫相関の欠如などに直面している。今
まで、５０を上回るワクチン候補がＩ／ＩＩ相臨床試験でテストされている（www.iavi.o
rg）（進行中の抗ＨＩＶ－１試験の概要については添付文書１を参照のこと）。複数のワ
クチン接種戦略が今までにテストされている（Tonks, 2007）。最初に、従来の弱毒生ワ
クチンを、天然痘、ポリオ、又は麻疹に対するそれらの過去の成功のため、テストした。
Ｎｅｆ遺伝子（ＳＩＶ－Δｎｅｆ）中の欠失を伴う弱毒生ワクチンは、ＳＩＶ／マカクモ
デルにおける最も効果的なワクチンである。しかし、その適用は制限され、なぜなら、ワ
クチンウイルスは低レベルで、無制限にワクチン接種マカク中で持続し、新生児の病原と
なりうる。また、ＳＩＶ－□ｎｅｆは、ワクチン接種後数年間は成体で疾患の原因となり
うる。しかしながら、これらの弱毒生ワクチンは、ＨＩＶワクチン開発の実施可能性のた
めの原理の決定的な証拠を提供し、防御免疫の性質の特性付けを可能にする（Koff et al
., 2006）。別の従来のワクチン戦略は、広範で持続性の中和抗体を誘導し、ウイルスの
侵入を無効にし、感染を予防した。この目的のために、サブユニットワクチンを開発した
。それらはＨＩＶタンパク質又はペプチドで構成され、しばしば組換えであった。本発明
者は、ミョウバン中で投与した単量体ｇｐ１２０をベースとするワクチンで、米国で第Ｉ
Ｉ相において評価した、ＶａｘＧｅｎ試験を引用できる。しかし、これらのサブユニット
ワクチン試験のいずれも、ワクチン接種体においてＨＩＶ感染の統計的に有意な低下は示
さなかった。ワクチン誘発性応答は有望な結果を与えなかったため、研究者らは代わりに
細胞媒介性の治療群に変えている。実際に、ＣＤ８＋細胞傷害性エフェクターＴ細胞によ
ってそれらのクラスＩ　ＭＨＣ分子上にウイルス粒子を呈する感染細胞を取り除くことが
できることが以前に示された。さらに、ＣＤ８＋　Ｔ細胞はＳＩＶ及びＨＩＶ感染を制御
する際に重要であることが知られている。なぜなら、（ｉ）サルでの慢性ＳＩＶ感染中の
ＣＤ８＋　Ｔ細胞の欠乏によりウイルス負荷が増加する（Jin et al., 1999）、（ｉｉ）
クラスＩ　ＨＬＡ遺伝子座が異種であるＨＩＶ陽性患者はより遅い疾患進行速度を有し（
Carrington et al., 1999）、及び（ｉｉｉ）ウイルスはＣＤ８＋　Ｔ細胞エピトープ中
に突然変異を蓄積する（Goulder and Watkins, 2004）からである。Ｔ細胞応答を刺激す
るワクチンは、従来の方法では感染を予防しえないが、しかし、少なくともＡＩＤＳの発
症を予防するには十分に長期間にわたりそれを抑制できうる。Ｔ細胞ワクチンのうち、Ｄ
ＮＡワクチンが、現在、第Ｉ相試験において、プラスミドによりコードされる単離ＨＩＶ
遺伝子を使用して見出されるが、しかし、免疫原性の問題に直面している。Ｔ細胞応答を
誘発するために最も共通して使用される戦略は、組換えベクターの１つである。それは、
単離ＨＩＶ遺伝子をヒト細胞中へ輸送するためのウイルスベクター（ポックス、ワクシニ
ア、又はアデノウイルスに由来する）の使用からなる。
【０２７９】
　最後に、また、樹状細胞ベースのワクチン接種技術に言及する価値があり、ＳＩＶチャ
レンジに対するその結果は非常に有望であった。それは、化学的不活化ＳＩＶ（アルドリ
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チオール－２、ＡＴ－２で不活化）でパルスされた自己樹状細胞（ＤＣ）でマカクを免疫
化することからなる。
　不活化ウイルスは逆転写できず、しかし、ウイルス粒子はそれらのインタクトな構造及
び全ての融合能力の大半を保存する。この技術をさらにテストし、慢性感染させた非処置
ヒトにおいて、不活化自己ＨＩＶでパルスした自己ＤＣで成功した（Andrieu and Lu, 20
07）。その効率にもかかわらず、この技術はかなり費用がかかり、時間がかかる。
【０２８０】
２．３．３．事前のワクチン戦略により遭遇する問題
　多くの型のワクチンがテストされており、依然としてテスト中であるが、それらのいず
れも今日まで完全に成功していない。実際に、ウイルス負荷に及ぼす長期効果は、ＣＴＬ
特異的応答が刺激された場合でさえ、ＤＮＡワクチンでは観察されていない。液性応答を
誘発するワクチンはウイルスの膨大な変動性を受け、抗体が生成された場合でさえ、それ
らはＨＩＶの遺伝的多様性に対処できるほど万能では決してなかった。ＨＩＶ感染個体の
中和モノクローナル抗体での受動免疫化でさえ失敗し、ＨＩＶ－１感染の制御における液
性免疫の限界を明確に示した（Trkola et al., 2005）。ポックスベクターでは、特異的
なＣＤ４＋及びＣＤ８＋Ｔ細胞応答の誘発に成功したが、しかし、何週間ものＨＡＡＲＴ
中断後でのウイルス負荷の良好な制御は可能にしなかった。結果的に、他のワクチン接種
戦略をテストする必要がある。本発明者らは、本明細書において、候補ワクチンとしてＨ
ＩＶ－１に由来するレンチウイルスベクター（ＬＶ）の使用に基づく、新たなＨＩＶ－１
ワクチン戦略をテストすることを提案する。
【０２８１】
３．ＨＩＶワクチン接種のための候補としてのレンチウイルスベクター
３．１．レンチウイルスベクターの技術
　ＬＶは２０年前に最初に記載された（Poznansky et al., 1991）。組換えベクターとし
て、ＬＶはトランスジーン（８－１０kbまで）を宿主細胞のＤＮＡ中へ組込むことができ
る。ＨＩＶ－１由来ベクター及び全てのＬＶの独自の特殊性は、非分裂細胞に形質導入す
るそれらの能力である。実際に、レンチウイルスなどのＬＶは、細胞有糸分裂に非依存的
に組込むことができる。この能力は、宿主細胞の核膜を通じたウイルスＤＮＡ（又はベク
ターＤＮＡ）の能動的核内輸送に由来する。この能動的核内輸送についての１つの説明は
、ｐｏｌ配列中の２つのシス活性配列を経たＤＮＡ　Ｆｌａｐ又はＴｒｉｐｌｅｘと呼ば
れる、独自の三本鎖ＤＮＡの形成である：実験室で発見されたｃＰＰＴ（セントラルポリ
プリントラクト）及びＣＴＳ（セントラルターミネーション配列）（Zennou et al., 200
0）。
【０２８２】
　本発明者らのワクチンプロジェクトでは、共通してＴＲＩＰと名付けられたＨＩＶ－１
由来ＬＶを使用する（なぜならそれは中央ＤＮＡ　Ｆｌａｐ／Ｔｒｉｐｌｅｘ構造を含む
）。このベクターは、第三世代ＬＶに属し、デザイン、産生、形質導入効率、及びバイオ
セイフティーのパラメーターの点で最適化されている（Delenda, 2004）。
【０２８３】
　ＨＩＶ－１を遺伝子導入ベクターとして使用することの１つの主な関心は、レトロウイ
ルスは、プラス鎖ＲＮＡウイルス又はＤＮＡウイルスとは対照的に、直接的な感染性がな
いことである。実際に、プラス鎖ＲＮＡゲノムは、インビボで逆転写ならびにウイルス複
製及び病原性を開始するための多くのアクセサリータンパク質を必要とする。しかし、遺
伝子導入ベクターとして使用するために、ＨＩＶ－１ゲノムを、トランスジーンの発現及
びパッケージングに必要な最小限の配列に減らしている（図８）。トランスジェニック発
現カセットに必要なシス作用配列は以下のものである：
【０２８４】
　ＬＴＲ配列（末端反復配列）は、逆転写、ウイルスＤＮＡ組込み、及び転写に必要とさ
れる。この３’ＬＴＲは、２つの主な理由のため、遺伝子導入に必要な機能を混乱させる
ことなくＵ３領域中で欠失させている：第１に、ひとたびＤＮＡがゲノム中に組込まれた
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ら、宿主細胞のトランス活性化を回避するため、第２に、レトロ転写後にウイルスシス配
列の自己不活化を可能にするためである。このように、標的細胞において、内部プロモー
ターからの配列だけが転写される（トランスジーン）（図９）。
【０２８５】
　Ψ領域がウイルスＲＮＡキャプシド形成に必要である。
【０２８６】
　ＲＲＥ配列（ＲＥＶ応答性エレメント）によって、Ｒｅｖタンパク質の結合後、核から
細胞質へのウイルスメッセンジャーＲＮＡの搬出が可能になる。
【０２８７】
　ＤＮＡ　Ｆｌａｐ配列（ｃＰＰＴ／ＣＴＳ、通常Ｐｏｌ中に含まれる）によって核内輸
送が促進される。
【０２８８】
　ＷＰＲＥシス活性配列（ウッドチャックＢ型肝炎ウイルスのポスト応答性エレメント）
も加えて、ｍＲＮＡの安定性を最適化する（Zufferey et al., 1999）。ＷＰＲＥは翻訳
されない。
【０２８９】
　目的の遺伝子（即ち、抗原をコードする）を、強い、及び、しばしば偏在性のプロモー
ターの制御下にある導入ベクタープラスミド中に挿入する。
【０２９０】
　ウイルス粒子（ＲＮＡ、キャプシド、及びエンベロープ）を生成するために、特定のＨ
ＩＶ－１ヘルパーパッケージングタンパク質を産生細胞内に同時に持ち込まなければなら
ない。それらは、パッケージング又はキャプシド形成プラスミド及びエンベロープ発現プ
ラスミドと呼ばれる２つの追加プラスミドによりコードされる。パッケージングプラスミ
ドは、ウイルス粒子合成に必須のウイルスタンパク質だけをコードする。プラスミド中で
のその存在によって安全性の懸念を生じうるアクセサリー遺伝子は、除去した。トランス
で持ち込むウイルスタンパク質はそれぞれ以下である：
【０２９１】
　マトリクス（ＭＡ、ｐ１７）、キャプシド（ＣＡ、ｐ２４）、及びヌクレオキャプシド
（ＮＣ、ｐ６）の構築のためのｇａｇタンパク質。
【０２９２】
　ｐｏｌコード酵素：インテグラーゼ、プロテアーゼ、及び逆転写酵素。
【０２９３】
　Ｔａｔ及びＲｅｖコード調節タンパク質、ＴａｔはＬＴＲ媒介性転写の開始に必要であ
る。
【０２９４】
　ウイルス粒子中のこれらの生成ｍＲＮＡの任意のパッケージングを回避するために、Ψ
領域を除去した。異種プロモーターを選んで、組換えの問題を回避した。
【０２９５】
　エンベロープ発現プラスミドは、ＨＩＶ－１自然ｅｎｖタンパク質（ｇｐ１２０、ｇｐ
４１）をコードしない。実際に、これらのタンパク質は不安定すぎるため、ベクター粒子
の超遠心分離による効率的な産生及び濃縮を可能にしない。さらに、ＨＩＶ－１のｅｎｖ
タンパク質は限られた向性を有する（ＣＤ４、ＣＣＲ５、ＣＸＣＲ４）。これらの問題に
対応するために、ＬＶ産生ではシュードタイピングと呼ばれるプロセスを使用する。それ
は、異種エンベロープ糖タンパク質でウイルス粒子を生成することにある。ＬＶをシュー
ドタイピングするための第１の依然としてもっとも広く使用される糖タンパク質は、イン
ディアナ血清型からの水疱性口内炎ウイルス糖タンパク質Ｇ（ＶＳＶ－Ｇ）である。ＶＳ
Ｖ－ＧでシュードタイピングされたＬＶは、ＶＳＶ－Ｇが細胞上の偏在性の細胞性受容体
と相互作用し、広範な宿主細胞の範囲を伴うベクターを賦与する点で、重要な利点を提供
する。さらに、ＶＳＶ－Ｇは高いベクター粒子の安定性を与え、ウイルス粒子の下流での
プロセシングを可能にする：主に超遠心分離による濃縮。
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【０２９６】
３．２．なぜレンチウイルスベクターはＨＩＶ－１に対するワクチン接種のための有望な
候補なのか？
３．２．１．ＤＣの形質導入
　ＬＶは最初に遺伝子治療において使用された。遺伝子導入システムとしてのそれらの独
自の能力は今日否定できない。
【０２９７】
　第１に、アデノウイルス及びワクシニアウイルス由来ベクターとは対照的に、レンチウ
イルス属ウイルスに対するヒトにおける既存の免疫が存在しない。それらの出現以降、Ｌ
Ｖは、遺伝子治療プロトコールとの関連で、肝臓、脳、及び樹状細胞（ＤＣ）を含む、治
療的に重要な多種類の細胞及び組織においてインビトロでテストされ、成功している。
【０２９８】
　ＤＣは抗原提示細胞（ＡＰＣ）の異種グループであり、先天性免疫において、ならびに
、適応免疫応答の開始において重要な役割を果たす。ＤＣは、抹消組織中で抗原を持続的
に捕捉することにより、免疫システムのセンチネルとして作用する。ひとたび微生物産物
又は炎症シグナルにより活性化されると、それらは成熟化を受け、排出リンパ組織に移り
、そこでは、続いて、ＭＨＣ　Ｉ及びＩＩに関連する捕捉抗原をプロセシングし、ＣＤ８
＋及びＣＤ４＋　Ｔ細胞に提示する。興味深いことに、ＬＶにより効率的に形質導入でき
た細胞型のうち、有糸分裂活性の低いヒトＣＤ３４＋及び単球由来のＤＣならびにマウス
骨髄由来ＤＣが見出された。ＬＶによるインビトロ形質導入は、それらの生存率に影響を
及ぼさなかった。最終的に、ＤＣの安定的な形質導入によって、細胞の全寿命中での抗原
の内因性の提示が可能になる。このように、ＬＶは良好な候補ワクチンとなる。
【０２９９】
３．２．２．ワクチン接種の目的のためのＬＶの使用の歴史
　トランスジェニックタンパク質の効率的な発現の他、インビトロで、ＬＶで形質導入し
たＤＣは、タンパク質に由来するペプチドを効率的にプロセシングし、提示することが示
された。実際に、ヒト及びマウスのいずれのレンチウイルス形質導入ＤＣも、インビトロ
で特定のＴ細胞株又はクローンを再刺激できた。より重要なことに、いくつかのグループ
によって、ヒトＤＣを使用した場合、関連抗原に対する未感作Ｔ細胞のインビトロでのプ
ライミングが報告された。
【０３００】
　多くのグループが、その後、インビボ、主にマウスモデルにおいて、またより最近では
霊長類モデルにおいて、免疫療法薬としてのレンチウイルス形質導入ＤＣの使用を評価し
た。それは、エクスビボのレンチウイルス形質導入ＤＣで動物を免疫化すること、そして
、結果として得られるＣＤ８＋　Ｔ細胞応答をインビトロで分析することにある。可能な
場合、防御の能力は、チャレンジに関連して、インビボでもテストした。これらの試験の
大多数で、モデルとして腫瘍抗原が使用され、腫瘍細胞を除去するための誘導ＣＴＬ応答
の能力がテストされた。ごく少数の研究チームが、ウイルス感染に対するエクスビボのレ
ンチウイルス形質導入ＤＣの適切性を証明している。Zarei et al.は、例えば、ウイルス
糖タンパク質をコードするＬＶで形質導入したＤＣで免疫化されたマウスにおけるＬＣＭ
Ｖチャレンジに対する防御の能力を実証した（Zarei et al., 2004）。
【０３０１】
　しかし、この技術は、ヒトのワクチン接種プロトコールにおける適用が困難に思われ、
結果的に、ＬＶは直接的なインビボ投与を経て迅速にテストされた。多くのグループが、
トランスジーン特異的な免疫応答を誘発するために、マウスにおいてＬＶのインビボ注射
の効率を実証している。再度、腫瘍抗原を主に使用した。例えば、実験室により、ＨＬＡ
－Ａ＊０２０１トランスジェニックマウスにおけるレンチウイルスをコードするメラノー
マポリエピトープの直接的なインビボ接種によって、コードされるメラノーマエピトープ
の大半に対する活発なＣＴＬ応答を誘発できることが示された（Firat et al., 1999）。
ＬＶの注射が、ＣＴＬ応答の大きさ及び寿命の両方の点で、エクスビボで形質導入された
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ＤＣよりも優れていることがさらに実証されている（Esslinger et al., 2003）。さらに
、機能的ＣＤ８＋　Ｔ細胞記憶応答は、ＴＲＩＰベクターでの直接的なインビボ免疫化後
に、ＣＤ４＋　Ｔ細胞の非存在下でさえ生成できうるが、ＨＩＶワクチン接種に対する否
定できない利点である（Iglesias et al., 2007）。多くの研究チームが、現在、ＬＶの
ワクチン接種ツールとしての高い潜在能力に寄与しうる複雑なメカニズムを研究している
。特にＤＣ中での持続性の抗原発現、ならびに、先天性免疫の活性化は、決定的役割を果
たしうる（Breckpot et al., 2003）。
【０３０２】
４．カニクイザルにおけるワクチン試験
４．１．実験室での以前の研究、プロジェクトの初期
　実験室において、免疫原性試験によって、非ミリストイル化形態のＳＩＶｍａｃ２３９
　Ｇａｇ（上記）をコードするＴＲＩＰベクターで免疫化した近交系マウスでの抗ＳＩＶ
特異的Ｔ細胞応答の潜在能力が実証されている。これらのマウスモデルによって、ＨＩＶ
に対するワクチン接種のための候補としてのＴＲＩＰベクターの潜在能力を明確に示すこ
とが可能になった。しかし、それらによって、ウイルスチャレンジと関連するＴＲＩＰベ
クター免疫化の防御能力をテストすることは可能にならなかった。
【０３０３】
４．２．マカクモデル
　この目的のために、非ヒト霊長類モデル、特にカニクイザルを、防御効率の試験のため
に選んだ。ヒト／ＨＩＶ－１モデルを、マカク／ＳＩＶｍａｃ非ヒト霊長類モデルに置き
換えた。マカクはＳＩＶｍａｃ感染に高度に感受性であり、進行性に免疫不全症候群を発
生し、ヒトＡＩＤＳを模倣する。興味深いことに、一次及び慢性感染中の血漿ウイルス負
荷は、ヒトにおいて観察されるものに匹敵する。なぜなら、ＨＩＶ－１感染者において、
長期非進行者ならびに迅速進行者が観察できるからである。ＨＩＶ－１に感染したヒトと
同様に、一次及び慢性感染中のＳＩＶｍａｃへの細胞性免疫応答は有意に異なり、そして
、免疫回避の証拠は容易に記録される。ＨＩＶ－１感染個体と同様に、腸管関連リンパ組
織が、ウイルス複製及びＣＤ４＋　Ｔ細胞の欠乏の主な部位である。
【０３０４】
　今日、ＡＩＤＳワクチン／チャレンジのデータは、本質的に、３つの主なマカク種にお
いて生成される：主に、インディアン由来のアカゲザル、また中国由来のアカゲザル及び
カニクイザル。各種のモデルは、ウイルス感染への応答の試験における利点及び欠点を提
示する。カニクイザルを本発明者らの試験のために選んだ。なぜなら、それらはヨーロッ
パにおいてアカゲザルよりも容易に入手可能であるからである。Reinman et al.は、ＳＩ
Ｖの病原性が、インドアカゲザルと比較して、カニクイザルにおいて減弱されることを示
した（より低い血漿ウイルス血症、ＣＤ４＋　Ｔ細胞数の保存、生存時間の増加）。この
減弱した病原性は、アカゲザル種においてよりも、ＧＡＧ及びＥＮＶへのより早く、より
強いＩＦＮ－γ　ＥＬＩＳＰＯＴ応答と関連した。これらの知見は、このように、初期Ｔ
細胞免疫応答の役割を裏付ける。最後に、より低い血漿ウイルス負荷にもかかわらず、チ
ャレンジ後のウイルス血症はカニクイザルにおける実験エンドポイントとして有意に使用
でき、チャレンジのために使用したウイルス用量が十分に高く、未感作群が十分に大きく
、自然発生的な制御因子の統計的有意性を制限すると想定される。興味深いことに、カニ
クイザルは、ヒト感染でみられるものとより類似したウイルス負荷を呈する（Reimann et
 al., 2005）。
【０３０５】
４．３．抗原の選択
　非ヒト霊長類でのワクチン試験に関連して、抗原選択の疑問が生じるはずである。ＧＡ
Ｇ　ＳＩＶｍａｃ２３９非ミリスチル化タンパク質を抗原として選んだ。自然ＨＩＶ－１
感染及びウイルス構造に関する以前の結果及び知見、ならびにデータによって、潜在的に
効率的な抗原としてのこのタンパク質の選択を正当化できうる。まず第１に、ＨＩＶ－１
株における重要な変動性によって、本発明者らは、様々なＨＩＶ－１／ＳＩＶ株間で十分
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に保存されているタンパク質を選ぶように制限された。ＧＡＧ、ＰＯＬ、及びＮＥＦだけ
がこの基準を満たしうる。しかし、ＣＴＬが主にｇａｇ及びｎｅｆ上に位置するエピトー
プを認識することが示されている（Addo et al., 2003）。より最近では、標的となるＨ
ＩＶ－１タンパク質のうち、ＧＡＧ特異的応答だけがウイルス血症の低下に関連し、特定
のＨＬＡ型に非依存的であることが実証された（Kiepiela et al., 2007）。また、ＧＡ
Ｇ特異的応答が多様化するほど、血漿ウイルス血症は低下した。さらに、それがウイルス
マトリクスを構成するため、ＧＡＧはプロセシングされ、ＭＨＣクラスＩにより提示され
る第１タンパク質である（Sacha et al., 2007）。なぜなら、侵入／捕捉が十分であり、
ウイルス複製の必要がないからである。ＧＡＧは、また、ＨＩＶ－１タンパク質（１００
０－１５００　ＣＡ）のうちで最も代表的である（Briggs et al., 2004）。全てのこれ
らのデータによって、本発明者らの第１ワクチン試験での関連抗原としてのこのタンパク
質の選択が正当化された。また、この試験は、ＴＲＩＰベクターのワクチン接種ツールと
しての効率の概念の証拠を与えるようにデザインされた。この目的のために、単純な抗原
を、ベクター自体が果たす防御的な役割（遺伝子導入効率）を強調するために、自発的に
選んだ。さらに、単純ＧＡＧタンパク質を抗原として有することによって、以前のワクチ
ン試験との比較を可能にする。
【０３０６】
４．４．ワクチン接種プロトコール
　一次応答を強化するために、プライミング－ブースト戦略を選んだ。第２注射は、応答
者の数、抗原特異的Ｔ細胞の頻度及び結合力ならびにＴ細胞応答の強度を増加すると思わ
れる。それは、また、応答の多様性ならびに死滅又は抹消への移動などのＴ細胞の機能を
改善するはずである。
【０３０７】
　プライミングのために、２匹のマカクの３群を、３つの異なる用量で、インディアナ血
清型ＶＳＶ－ＧでシュードタイピングされたＬＶベクターＴＲＩＰ－ＳＩＶｍａｃ２３９
　Ｇａｇで免疫化した。２匹の動物が、無関係ベクターとして、インディアナ血清型ＶＳ
Ｖ－ＧでシュードタイピングされたＴＲＩＰ－ＧＦＰベクターを受けた。ブーストのため
に、プライミング後３ヶ月目に、全ての免疫化動物が、インディアナ非交差反応性血清型
でシュードタイピングされた類似用量のＴＲＩＰ－ＳＩＶｍａｃ２３９　Ｇａｇ又はＴＲ
ＩＰ－ＧＦＰを受けた。
【０３０８】
　このＴＲＩＰベクターベースのワクチンが引き金となる防御能力をテストするために、
ブースト後２ヶ月目に８匹の動物を、５００　Ａｎｉｍａｌ　Ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ　Ｄ
ｏｓｅ　５０（ＡＩＤ５０）のＳＩＶｍａｃ２５１で直腸内チャレンジした。チャレンジ
のための接種経路及び非常に高用量のウイルスは、コホートのサイズにより正当化された
が、実際に、感染用量を増加させることにより、本発明者らは、わずか４匹のマカクで構
成される試験の未感作動物の治療群において自然発生的な制御因子の数を制限することを
期待した。
【０３０９】
　ＰＢＭＣでのＩＦＮ－γ　ＥＬＩＳＰＯＴによるプライミング、ブースト、及びチャレ
ンジ後の細胞性免疫応答の長期的な追跡調査が実施されている。
【０３１０】
材料及び方法
１．材料
１．１．抗原
　ＳＩＶｍａｃ２３９　ＧＡＧΔｍｙｒタンパク質を抗原として選んだ。それは５１１の
アミノ酸のタンパク質である。タンパク質のミリスチル化ドメインを欠失させて、バイオ
セーフティーレベルＬ１での操作を可能にし、そして、ＡＰＣによるクラスＩ提示を促進
させた。ＳＩＶ　ｍａｃ２３９からのＧＡＧ糖タンパク質の完全配列は、タンパク質ＩＤ
：　ＡＡＡ４７６３２を経て見出すことができる。ＧＦＰタンパク質は無関係抗原として
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選んだ。
【０３１１】
１．２．プラスミド
　トランスフェクションに使用した全てのプラスミドは、ＪＭ１０９大腸菌株Ｋ１２細菌
（Ｆ’　ｔｒａＤ３６　ｐｒｏＡ＋Ｂ＋　ｌａｃＩｑ　Δ（ｌａｃＺ）Ｍ１５／　Δ（ｌ
ａｃ－ｐｒｏＡＢ）ｇｌｎＶ４４　ｅ１４－　ｇｙｒＡ９６　ｒｅｃＡ１　ｒｅｌＡ１　
ｅｎｄＡ１　ｔｈｉ　ｈｓｄＲ１７）中で産生させ、アンピシリンを添加したＬＢ培地中
で増殖させ、Macherey-Nagel（Hoerdt, France）からのMaxi-prep Nucleoboundキットで
抽出した。
【０３１２】
　これらのプラスミドコンストラクトを使用して、ＴＲＩＰ－ΔＵ３－ＣＭＶ－Ｇａｇ　
Δｍｙｒ－ＷＰＲＥ（本明細書においてＴＲＩＰ－ＳＩＶｍａｃ２３９　Ｇａｇと名付け
る、図２５　Ａ）又はＴＲＩＰ－ΔＵ３－ＣＭＶ－ｅＧＦＰ－ＷＰＲＥ（本明細書におい
てＴＲＩＰ－ＧＦＰと名付ける、図２５　Ｂ）の粒子を生成した。異種転写調節エレメン
ト：サイトメガロウイルスプロモーターの制御下に、ＨＩＶ－１シス活性遺伝子（ＬＴＲ
、３’にΔＵ３、キャプシド形成シグナルΨ、ＲＲＥ及びＤＮＡ　Ｆｌａｐ、即ち、ｃＰ
ＰＴ／ＣＴＳ）、及びＳＩＶｍａｃ２３９　ＧＡＧ　Δｍｙｒタンパク質又はＧＦＰのい
ずれかをコードするトランスジーンを含むベクタープラスミド。ＷＰＲＥ（ウッドチャッ
ク肝炎ウイルスのポスト応答性エレメント）（Donella J.E. et al, 1998）配列を加えて
、トランスジーン発現を増加させた。
【０３１３】
　産生細胞株中でのウイルス粒子の構築に必要なＨＩＶ－１遺伝子ｇａｇ、ｐｏｌ、ｅｎ
ｖを含むパッケージングプラスミドで、Zufferey et al, 1998においてｐ．　８．７．１
としてデザインできる。
【０３１４】
　水疱性口内炎ウイルスからの糖タンパク質Ｇ（ＶＳＶ－Ｇ）をコードするエンベロープ
プラスミド（エンベロープ発現プラスミド）、血清型インディアナ（ｐｈ　ＣＭＶ　ＶＳ
Ｖ－Ｇ）（Yee J. et al, 1994, Genebank AJ318514）又は血清型ニュージャージーなど
のインディアナ非交差反応性血清型（ｐｃＤＮＡ３．１（－）ＮＪ－Ｇ　ＷＰＲＥ）。ｐ
ｃＤＮＡ　３．１（－）ＮＪＧは、Invitrogenから入手可能なｐｃＤＮＡ３．１プラスミ
ドに由来する。特に、ｐｃＤＮＡ３．１（－）ＮＪ　ＷＰＲＥを構築するために、ｐＢＳ
－ＮＪＧ（Genebank V01214）１７をＸｈｏＩ及びＮｏｔＩで消化し、ｐｃＤＮＡ３．１
（－）ベクター（Invitrogen）中にクローン化した。発現を増加させるために、ＰＣＲに
より事前に増幅させ、TOPO TA Cloningベクター中へクローン化したＷＰＲＥ（ウッドチ
ャック転写後調節エレメント）配列を、ＥｃｏＲＩ消化により付加した。
【０３１５】
　パッケージングプラスミド及びエンベローププラスミドは、異種転写エレメント（ＣＭ
Ｖプロモーター、及びポリアデニル化シグナル）を有する。全てのプラスミドが、細菌中
での増殖選択を容易にするためのアンピシリン耐性遺伝子を含む。
【０３１６】
１．３．細胞培養
　ヒト胚腎細胞株（ヒト２９３Ｔ）をＴＲＩＰベクター産生のために使用した。形質導入
アッセイでの阻害のために、Ｐ４細胞株、ＨｅＬａ由来細胞株を使用した。
【０３１７】
　これらの細胞は、１０%熱不活化ウシ胎仔血清（ＦＣＳ）（PAA Laboratories GmbH, Pa
sching, Austria）及びペニシリン、ストレプトマイシン（１００　ユニット/mlペニシリ
ンＧ（ナトリウム塩）及び１００U/ml硫酸ストレプトマイシン、GIBCO、Invitrogen）を
添加した、グルタミン（DMEM, GlutaMAX-I Supplement, GIBCO）を含むダルベッコ改変イ
ーグル培地で構成される完全培地中で増殖させた。マカク初代細胞をRPMI GlutaMAX-I完
全培地（１０%　ＦＣＳ及び抗生物質、ＤＭＥＭ中と類似の濃度）中で培養した。



(68) JP 2010-535495 A 2010.11.25

10

20

30

40

50

【０３１８】
１．４．非ヒト霊長類
　１２匹の成体カニクイザル（Ｍａｃａｃａ　ｆａｓｃｉｃｕｌａｒｉｓ）、インド洋モ
ーリシャス島からの雄を、ワクチン接種試験に含めた。それらは、本試験に含める前、Ｓ
ＩＶ、ヘルペスウイルスＢ、フィロウイルス、ＳＴＬＶ－１、ＳＲＶ－１、ＳＲＶ－２、
麻疹、肝炎Ｂ－ＨｂｓＡｇ、及び肝炎Ｂ－ＨＢｃＡｂに陰性であった。免疫化、チャレン
ジ、及び血液採取は、非ヒト霊長類を使用した実験のためのＥＣガイドラインに従って扱
った。
【０３１９】
１．５．チャレンジのためのＳＩＶウイルス
　ＳＩＶｍａｃ２５１株（完全プロウイルスゲノム及び隣接配列：アクセッション番号：
Ｍ１９４９９）をチャレンジのために使用した。
【０３２０】
１．６．ＳＩＶｍａｃ２３９　ＧＡＧ及びＳＩＶｍａｃ２５１　ＮＥＦペプチドセット
　ＥＬＩＳＰＯＴでのインビトロ再刺激におけるＰＢＭＣを、１２５のペプチド又は６４
のペプチドをそれぞれ含むＳＩＶ　ｍａｃ２３９　ＧＡＧ又はＳＩＶｍａｃ２５１　ＮＥ
Ｆのいずれかのペプチドセットで行った（NIH AIDS Research and Reference Reagent Pr
ogram）。これらのペプチドは１５アミノ酸長であり、連続ペプチドの間に１１アミノ酸
が重複する。ＧＡＧペプチドは、順番にＭ～Ｗの文字で名前を付けられ、ＳＩＶｍａｃ２
３９　ＧＡＧタンパク質を回収する５～１２の連続の重複ペプチドを含む、１１プール中
に送った（図２６）。ＮＥＦペプチドをＮＥＦ　ＳＩＶ　ｍａｃ２５１タンパク質を回収
する８ペプチドの１２プール中に分け、順番にａ～ｈの文字で名付けた。ペプチドの大半
が８０%を上回り純粋であった。それらは、各々１mgで凍結乾燥し、配達した。受理時、
それらを、ペプチド含量のパーセンテージ及びＨＰＬＣ純度に基づき、２mg/mlでＧＡＧ
ペプチド用の５%　ＤＭＳＯ及び１mg/mlでＮＥＦペプチド用の純粋ＤＭＳＯ中に再懸濁し
た。
【０３２１】
２．方法
２．１．ベクター産生
　ベクター粒子を、２９３Ｔ細胞の一過性リン酸カルシウムコトランスフェクション（Ｃ
ａＣｌ２　０．１２５mM、１×ＨＥＰＥＳ緩衝生理食塩水（ｐＨ　７．１０）、７０mM　
ＮａＣｌ、０．７５mM　Ｎａ２ＨＰＯ４　２Ｈ２Ｏ、２５mM　ＨＥＰＥＳ）により産生し
た。ＧＡＧΔｍｙｒ又はＧＦＰのいずれかをコードする１０μgのベクタープラスミドが
、Zennou et al 2000により以前に記載された通りに、ＶＳＶ－Ｇ糖タンパク質エンベロ
ープをコードする５～１０μgのプラスミド、及び１０μgのパッケージングプラスミドと
共に必要とされた（Zennou et al., 2000）。細胞を、１０ｃｍ２ポリスチレン処理組織
培養ペトリ皿中に、トランスフェクションの２４時間前に完全培地中に６．１０６で播蒔
し、そして、培地をトランスフェクション前に変えた。細胞は少なくとも８０%コンフル
エントであった。トランスフェクション後２４時間目に、ＦＣＳを伴わない完全培地を細
胞に小容積で加え、粒子を濃縮した。トランスフェクション後４８時間目に、上清をペト
リ皿から採取し、沈殿浮遊細胞に遠心分離し（２５００rpm、５分間）、そして、残留プ
ラスミドＤＮＡを除去するために、ＤＮＡｓｅ　Ｉ（Roche Boehringer、２０U）及びＭ
ｇＣｌ２（Sigma、１mM）で３７℃、１５分間処理した。ベクターを上清の超遠心分離（
２２　０００rpm；１時間）後に採取し、冷ＰＢＳ中に再懸濁した。ベクターを小容積の
一定分量中に－８０℃で保存した。
【０３２２】
２．２．ｐ２４　ＧＡＧ抗原産生の測定
　ベクターＨＩＶ－１　ｐ２４　ＧＡＧ抗原含量を、酵素結合免疫吸着検定法（Perkin-E
lmer Life Sciences, Paris, France）により決定した。ｐ２４濃度をng（ベクター）/ml
で示した。
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【０３２３】
２．３．ベクターのタイトレーション
　タイトレーションは、３つの異なる容積のベクターでの２９３Ｔ細胞の形質導入により
実施した（６ウェルペトリ皿中に５．１０５細胞／ウェルでの形質導入前２４時間目に蒔
いた）。細胞は、また、先に７０℃で熱不活化した同量のベクターで形質導入した。形質
導入後７２時間目に、細胞を、ＲＮＡｓｅを含み、Ｄｎａｓｅ不含の溶解緩衝液１×（Ｔ
ｒｉｓ　２０　ｍＭ　ｐＨ＝８．８；ＮＰ４０　０．１%；Ｔｗｅｅｎ　０．１%最終）（
Roche Boehringer、５０μg/ml最終）で溶解した。細胞タンパク質をプロテイナーゼＫ（
最終１００μg/mlで安定化したプロテイナーゼＫ、Eurobio）の添加により分解した。
【０３２４】
　ベクターの力価を、Light Cycler機器（Roche Diagnostics, Meylan France）を使用し
て、細胞溶解液でリアルタイムＰＣＲを実施することにより評価した。全ＨＩＶ－１　Ｄ
ＮＡコピー数を、ＬＴＲ　Ｕ５領域中に局在化する、ウイルスＤＮＡ配列の検出により決
定した（プライマーＡＡＳＭリバース及びＭ６６７フォワード）。２つのハイブリダイゼ
ーションプローブを各々のＰＣＲ実行で使用し、１つのプローブは３’末端ドナーとして
フルオレセイン（ＦＬ）で標識され、そして、他は５’アクセプターとしてＬｉｇｈｔＣ
ｙｃｌｅｒ　Ｒｅｄ　６４０（ＦＣ）で標識した。細胞数への標準化は、プライマー３’
中のＣＤ３及び５’中のＣＤ３ならびにプローブＦＬ及びＦＣで、ＣＤ３配列（ハウスキ
ーピング遺伝子）を検出することにより行った。ＰＣＲでは、５μlの溶解液を、各々の
条件について２回、１５μL　PCR-mix（Ｑ－ＰＣＲ用のJumpstart taq readmix、Sigma　
１×、ＭｇＣｌ２　１．９mM、１．５U　Taqポリメラーゼ（Invitrogen）、１．５μMフ
ォワード及びリバースプライマーならびに０．２μM蛍光発生ハイブリダイゼーションプ
ローブ）中でテストした。コピー数は、マウス細胞溶解液（３Ｔ３）中で一致する配列（
Ｕ５Ｒ及びＣＤ３）と共に希釈した、１０２～１０８のクローン化プラスミドの増幅によ
り作成した標準曲線を参照して決定した（図２７）。
【表１】

【０３２５】
２．４．マカクの免疫化
　マカクを２匹の動物の４群に分けて（表Ａ）、そして、２点において、３つの異なる用
量（高用量２，５．１０８形質導入単位（ＴＵ）、６８６３ng　ｐ２４；中用量１．１０
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８TU、２７４５ng　ｐ２４、又は、低用量２．５　１０７TU、６８６ng　ｐ２４）の、Ｖ
ＳＶ－Ｇエンベロープ血清型インディアナでシュードタイピングされたＴＲＩＰ－ＳＩＶ
ｍａｃ２３９　Ｇａｇで、又は、高用量のＴＲＩＰ－ＳＩＶｍａｃ２３９　Ｇａｇ（６８
６３ng　ｐ２４）と同じｐ２４用量のＴＲＩＰ－ＧＦＰで、皮下注射した。
【０３２６】
　プライミング後８７日目に実施した第２の免疫化では、４点において、インディアナ非
交差反応性ＶＳＶ－Ｇ糖タンパク質血清型（ＶＳＶ－Ｇ血清型ニュージャージー）でシュ
ードタイピングされたベクターで皮下注射した。マカクは、ＧＡＧｄｅｌｔａｍｙｒ抗原
でプライミングした場合には１．１０８TUのＴＲＩＰ－ＳＩＶｍａｃ２３９　Ｇａｇ、６
０１８５ng　ｐ２４を、又は、ＧＦＰ抗原でプライミングした場合には６０１８５ng　ｐ
２４のＴＲＩＰ－ＧＦＰベクターを受けた。
【表２】

表Ａ：ＴＲＩＰワクチン接種試験において使用するカニクイザルの配分
動物を、入れ墨番号及びプライミング免疫化時に受けたＴＲＩＰベクターの性質／用量に
従って分類する。
【０３２７】
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２．５．ＳＩＶ　ｍａｃ２５１チャレンジ
　免疫化した未感作マカク（合計１２匹のマカク）をブースト後５７日目（即ち、プライ
ミング後１３６日目）に１ml（５０%の動物に感染するために十分な動物感染用量）の病
原性ＳＩＶｍａｃ　２５１（A.M. AUBERTIN, Universite Louis Pasteur, Strasbourg, F
ranceからＡＮＲＳ－による分配されるストック又はＮＩＨから入手可能な等価ストック
）中の５００　ＡＩＤ５０の単回用量で直腸内チャレンジした。動物を１０～２０mg/kg
のケタミン（Imalgene, Rhone-Merieux）で麻酔し、そして、全手順をＥＵ規制及びAnima
l Care and Useのガイドラインに従って行った。接種後、マカクを別々に飼育し、注意を
レベル３バイオセキュリティーの畜舎に制限した。
【０３２８】
２．６．ＩＦＮ－γ　ＥＬＩＳＰＯＴ
　動物を、血液採取のために、１０～２０mg/kgのケタミン（Imalgene, Rhone-Merieux）
で麻酔した。８mlの血液を、各々のマカクについて、細胞調製チューブ中に、ＰＢＭＣ及
びクエン酸血漿採取のためにクエン酸ナトリウム（BD Vacutainer（商標）　ＣＰＴ（商
標））により、３mlを、血清採取のために血清分離チューブ（Ｖａｃｕｅｔｔｅ（登録商
標））中のに採取した。遠心分離（１０分間、Vacuette（登録商標）チューブでは２５０
０rpm及びＣＰＴ（商標）では３０分間、３０００rpm、ブレーキなし）、及び３～５ml　
１×溶解緩衝液（IOtest（登録商標）１０×溶解緩衝液、Beckman-Coulter）赤血球の溶
解後、ＰＢＭＣを１０分間、１６００rpmの遠心分離により沈殿させ、その後、Kova’s c
hamber Hycor（登録商標）で数え、そして、十分な細胞が利用可能な場合には２．１０５

細胞／ウェルで３枚の９６ウェルＥＬＩＳＰＯＴプレートに分布させた。
【０３２９】
　Immobilon（登録商標）－Ｐ（ポリフッ化ビニリデン、ＰＶＦＤ）メンブレン（MultiSc
reen HTS Assay System, MSIP; Millipore）を伴う９６ウェルプレートを、事前に湿らせ
（エタノール３５%）、そして、捕捉抗体（精製したマウスＩｇＧ１抗ヒトサルＩＦＮ－
γモノクローナル抗体ＧＺ－４（Mabtech）、最終ＰＢＳ中１０μg/ml；１ウェル当たり
５０μl）と共に４℃でコーティングした。プレートをＤｕｌｂｅｃｃｏ’ｓ　ＰＢＳ　
１×中で４回洗浄し、完全ＲＰＭＩでブロックした。
【０３３０】
　細胞を、陽性対照（４０００個細胞/ウェル）としてＡＴ－２不活化ＳＩＶｍａｃ２５
１（５μg/mlの全ウイルスタンパク質）、又はＰＭＡ－ｉｏｎｏ（０，１μM　ＰＭＡ及
び１μMイオノマイシン）のいずれかの１プールのペプチド（２ｕg/ml）の添加により再
刺激し、又はＤＭＳＯ／ＲＰＭＩで偽刺激した。
【０３３１】
　４０時間後、スポットをビオチン抱合抗体（精製したマウスＩｇＧ１抗ヒトサルインタ
ーフェロンγモノクローナル抗体７－Ｂ６－１（Mabtech）；最終ＰＢＳ　０，５%　ＦＣ
Ｓ中１μg/ml；１ウェル当たり１００μl、３７℃で２時間）、続いてストレプトアビジ
ン－ＡＰ（１時間、ＰＢＳ　０，５%　ＦＣＳ中で１／５０００、１ウェル当たり１００
μl、３７℃で１時間）及びＢＣＩＰ／ＮＢＴ基質溶液（調製済み混合液、１ウェル当た
り６０μl；１５分間、室温、暗所）で明らかにした。スポットをBioreader 4000（Biosy
s, Karben, Germany）を使用して数えた。結果を、１００万個のＰＢＭＣ当たりのＩＦＮ
－γスポット形成細胞（ＳＦＣ）で表した。５%　ＤＭＳＯ／ＲＰＭＩ刺激に起因するＩ
ＦＮ－γ　ＳＦＣ／１００万個ＰＢＭＣを、バックグラウンドシグナルとして結果から引
いた。
【０３３２】
２．７．ＥＬＩＳＡ
　生得サイトカインの定量化（ＩＬ６；ＴＮＦ－α及びＩＦＮ－αは市販のキット（U-Cy
tech Bioscience（Utrech, Netherlands）からのサルＩＬ－６及びＴＮＦ－ａ　ＥＬＩＳ
Ａキット、PBL Biomedical Laboratories（New Jersey, United States）からのヒトＩＦ
Ｎ－αキット）を使用してＥＬＩＳＡにより実施した）。血漿を、各々の動物について、
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プライミング注射前４０日目、プライミング注射後１時間、６時間、２４時間、及び７日
目にテストした。
【０３３３】
２．８．インビトロ血清中和アッセイ
　Ｐ４細胞を、形質導入前２４時間目に、９６ウェルプレート中の完全培地に１．１０５

／ウェルで蒔いた。形質導入の当日、細胞を、血漿の異なる希釈物でプレインキュベート
したＴＲＩＰ－ＧＦＰ（インディアナ血清型ＶＳＶ－Ｇ又はニュージャージーＶＳＶ－Ｇ
などのインディアナ非交差反応性ＶＳＶ－Ｇでシュードタイピングされた）と共に培養し
た。細胞を、同容積の完全培地で偽形質導入した。形質導入後７２時間目、形質導入の効
率を、FACScalibur（ＢＤ）を使用したフローサイトメトリーによりＧＦＰ蛍光を分析す
ることにより評価した。
【０３３４】
２．９．ウイルス負荷の決定
　簡単に説明すると、ウイルスＲＮＡを、RocheからのHigh Pure Viral RNA Kitでクエン
酸血漿（合計２００μl）から単離した。溶出は、５０μl溶出緩衝液（ヌクレアーゼ不含
、無菌、二回蒸留水）中で行った。血漿から単離したＳＩＶ－ＲＮＡの数は、Invitrogen
からのPlatinium qRT-PCRを使用した定量的１段階ＲＴ－ＰＣＲで決定した。反応は、Ａ
Ｂｇｅｎｅ（ＡＢ１１００）からのMastercycler ep realplex（Eppendorf）において９
６ウェルプレート中で、最終容積２５μl（１０μl　ＲＮＡ抽出物及び１５μl　Ｍｉｘ
）で２回実施した。Taqman定量化方法を選び、内部プローブ（最終５００nm）が５’及び
３’にそれぞれＦａｍ及びＴａｍｒａフルオロフォアを含んだ。プライマー（最終４５０
nm）は、ＳＩＶｍａｃ　２５１　ＧＡＧ　ｍＲＮＡゲノムのそれぞれ３８９及び４５６の
位置であった（表Ｂ）。
【０３３５】
　最初に存在するウイルスＲＮＡコピーの量は、「分岐ＤＮＡ」の技術により以前にタイ
トレーションしたウイルスストックＳＩＶｍａｃ２５１のｄＨ２Ｏ中での連続希釈物から
作成した内部標準曲線上への閾値蛍光値の外挿により評価した。ＰＣＲでの陽性対照とし
て、ＴＲＩＰ－ＳＩＶｍａｃ２３９　Ｇａｇベクタープラスミドを使用した（１０４コピ
ー/μl）。
【表３】

表Ｂ：血漿ウイルス負荷の決定に使用したプライマー及びプローブの配列ならびにTaqman
 RT-PCRプログラム
結果：レンチウイルスプライミング－ブーストワクチン接種によって、マカクにおける多
量のＳＩＶｍａｃ　２５１チャレンジに対する強い防御が与えられる。
【０３３６】
　多くの試験で、ＨＩＶ感染を制御する際にＣＤ８＋　Ｔ細胞が果たす決定的な役割が強
調されており、効果的なワクチンが活発で広範な持続性ＣＤ８＋　Ｔ細胞応答を誘導する
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はずであることが示唆されている。それにもかかわらず、特異的ＳＩＶ　ＣＤ８＋　Ｔ細
胞応答を誘発することが示されているいくつかのウイルスベクターでは、その後にＳＩＶ
／マカクモデルにおいてウイルス血症を制御できていない（Schoenly, K.A. & Weiner, 2
007）。本発明者らは、レンチウイルスベクターが細胞性免疫を誘導するために非常に強
力であることを実証しているため（He, Y. & Falo, L.D., 2007により、及び、Breckpot,
 K, Aerts, J.L. & Thielemans, K., 2007により概説される）、本発明者らは、それらが
ＳＩＶ感染及びサルＡＩＤＳに対して防御的な細胞性免疫を与えうるか否かを評価した。
本発明者らは、ヒトにおけるＨＩＶ－１感染で見られるものと類似のウイルス負荷レベル
及び種々の進行速度を呈するカニクイザルのＳＩＶｍａｃ２５１感染のモデルを選んだ（
Karlsson, I. et al, 2007及びReimann, K.A., et al, 2005）。
【０３３７】
　６匹のカニクイザルを、その天然配列において非分泌ＳＩＶｍａｃ２３９　ＧＡＧタン
パク質をコードするＨＩＶ－１由来レンチウイルスベクター（ＴＲＩＰ－ＳＩＶｍａｃ２
３９　ＧＡＧ）の皮下注射により２回免疫化した。この単一の非最適化抗原を選び、ワク
チン接種のためのレンチウイルスベクターシステムの潜在能力を強調した。中和抗ベクタ
ー抗体の存在を迂回し、ひいては効率的なブースト効果を可能にするために、エンベロー
プ交換の戦略をデザインした。実際に、マウスでの予備実験では、２つの非交差反応性血
清型（インディアナとそれに続くニュージャージー）からのＶＳＶ－Ｇでシュードタイピ
ングされたＴＲＩＰ－ＳＩＶｍａｃ２３９　ＧＡＧ粒子を使用したプライミング－ブース
ト計画が、同種のプライミング－ブーストよりも効率的であることが示されていた。免疫
化群及び実験デザインを以下の表１にまとめる。
【０３３８】
　レンチウイルスベクターの単回注射は、受けた用量にかかわらず（図２８ａ）、そして
全身性炎症の刺激なく（図２８（２））、各免疫化動物において強固な細胞性免疫を誘導
するために十分であった。ＳＩＶｍａｃ２３９　ＧＡＧ特異的Ｔ細胞応答はプライミング
後１６日目にピークに達し、高頻度のＩＦＮ－γ分泌細胞に達し（最高３，０００　ＩＦ
Ｎ－γ　ＳＦＣ／１００万個ＰＢＭＣまで）、免疫化後２ヶ月目に免疫化前のレベルに戻
った（図２８（１）ａ及び図２８（１）ｂ）。一次応答の強固さに加えて、これらは広範
であることも見出され、いくつかのペプチドプールを包含した（図３０（２）ａ及び表２
ａ）。本発明者らの非近交系コホートにおいて、本発明者らは、ＳＩＶｍａｃ２３９　Ｇ
ＡＧ特異的ＩＦＮ－γ応答が、優先的に、ｐ２７　ＣＡ及びｐ９　ＮＣの部分を包含する
ＧＡＧのＣ末端領域内の２つのプールに対することを観察した。全ての６つのワクチンが
プールＳＩＶｍａｃ２３９　ＧＡＧ：　３３７－３９５に対して、そして、６つのうち４
つがプールＳＩＶｍａｃ２３９　ＧＡＧ：　３８５－４４３に対して活発な応答を高めた
。
【０３３９】
　動物はＶＳＶ血清型インディアナに対する中和液性応答も発生したが（図３１（２）ａ
）、しかし重要なことに、ワクチン接種された動物からの血清は、ＶＳＶ－Ｇニュージャ
ージーでシュードタイピングされたベクターをインビトロで中和しなかった（図３１（２
）ｂ）。マカクを、従って、その後、プライミング後１１週目にＶＳＶ－Ｇニュージャー
ジーでシュードタイピングされた中用量のＴＲＩＰ－ＳＩＶｍａｃ２３９　ＧＡＧ粒子で
注射した。ＳＩＶｍａｃ２３９ＧＡＧ（１５－ｍｅｒｓ）Ｐｅｐｔｉｄｅｓ－Ｃｏｍｐｌ
ｅｔｅ　Ｓｅｔを、AIDS Research and Reference Reagent Program（Division of AIDS,
 NIAID, NIH）を通じて得た。
【０３４０】
　ＳＩＶｍａｃ２３９　ＧＡＧ特異的Ｔ細胞応答が、２回目の注射により効率的に再刺激
された（図２８（１）ａ）。応答の大きさは二次応答に典型的な動態、即ち、より速い発
症及びより長い持続性で増加した。ＩＦＮ－γ分泌細胞が、２回目の免疫化後１週目とい
う早期から２ヶ月間以上まで検出された。細胞応答の幅は改善されなかった（図３０（２
）ｂ又は表２ｂ）。感染細胞において抗原提示のために起こるが、しかし、ペプチドパル
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スによりバイパスされるプロセシング及びトラフィッキングの工程をより厳密に模倣する
ために、ＡＴ２不活化ＳＩＶｍａｃ２５１も抗原として使用した。弱（マカク２００８９
）から強（マカク２００２２、２０１９５、及び２００５６）の応答が観察された（図３
０（２）ｄ）。ブースト後１０週目に実施された細胞内染色は、ＣＤ４＋及びＣＤ８＋　
Ｔ細胞の両方が、ペプチドプールに応答するＩＦＮ－γ産生に寄与することを示した（デ
ータ示さず）。
【０３４１】
　ワクチンにより誘導される強固で広範な細胞性免疫応答を考慮して、本発明者らはＳＩ
Ｖ感染に対するその防御効率をテストした。マカクを、ブースト後１１週目に、高用量の
ＳＩＶｍａｃ２５１（５００　ＡＩＤ５０）の直腸内接種によりチャレンジした（表１）
。多量の既往のＳＩＶ　ＧＡＧ特異的応答が、ワクチン未接種の対照動物とは対照的に、
チャレンジ後すぐに（１週間以内）に免疫化動物の抹消血中で観察された。これらの応答
は、より早くより活発にピークに達した（４，０００　ＳＩＶ　ＧＡＧ特異的ＩＦＮ－γ
　ＳＦＣ／１００万個ＰＢＭＣを上回る）（図２８）。全部の未感作の中央記憶ＣＤ８＋
　Ｔ細胞のより早く及び／又はより高いリバウンドも、ワクチン未接種の対照（ＴＲＩＰ
　ＧＦＰ）のものと比較して、ワクチン接種動物での一次感染中に記録された（図３２（
２））。免疫化後にマッピングされるＧＡＧ領域がチャレンジによりリコールされ、新た
な免疫原性領域も感染後に検出された。ＧＡＧ特異的応答の多様性は、ワクチン接種動物
とワクチン未接種動物又は対照動物の間で同程度であった（図３０（２）ｃ及び表２ｃ）
。
【０３４２】
　ウイルスチャレンジは全ての動物において感染を招いたが、免疫化は、急性期中にウイ
ルス複製及び中央記憶ＣＤ４＋　Ｔ細胞の欠乏に対する強い防御を与えた。ＴＲＩＰ　Ｇ
ＦＰ注射された対照動物は、ワクチン未接種マカクと非常に同程度の感染経過を有し、従
って、単一群として集められた。これらの未感作の対照動物の血漿中で、ウイルス複製の
ピークは高く、平均１．０２　１０７　ＲＮＡコピー/mlであった。ウイルス負荷はその
後、全６匹のワクチン未接種の対照動物において減少し、低から中程度のセットポイント
血漿ウイルスＲＮＡレベルに達し（７０～１５４日目）、平均３．４４　１０５　ＲＮＡ
コピー/mlであった（図２９（１）ａ及び２９（１）ｃ）。対照的に、全６匹の免疫化動
物での初感染のピークでのウイルス血症は、未感作の対照動物において、少なくとも２桁
の大きさで低く、平均９．２５　１０４　ＲＮＡコピー/mlであった（図２９（１）ｂ及
び２９（１）ｃ）。６匹のワクチン接種マカクから、４匹で２　ｌｏｇ１０倍（２００２
２、２０２９３、２０１５８）を超えて、２匹が３　ｌｏｇ１０倍を超えて（２０２９３
及び２０１５８）、及び１匹が４　ｌｏｇ　１０倍を超えて（２０１９５）ピークウイル
ス血症が抑制された（図２９（１）ａ）。ピークウイルス血症の消散後、ウイルス負荷は
減少し、持続性にワクチン未接種の対照動物のものを約１０倍下回ったままであり、感染
後４９日目に統計的に低かった（図２９（１）ｃ）。感染の最初の１５４日間での累積複
製（時間の関数としてのウイルス負荷の曲線下面積で表わす）を比較した場合、ワクチン
接種により提供される恩恵は統計的に有意であった（図２９（１）ｆ）。
【０３４３】
　本発明者らは、感染経過中での末梢血におけるＣＤ４＋　Ｔ細胞の進化、及び特に中央
記憶（ＣＭ）ＣＤ４＋　Ｔ細胞もモニターした。なぜなら、それらの欠乏は血漿ウイルス
負荷と相関し（Karlsson, I. et al, 2007）、そして、急性及び慢性ＳＩＶ感染中でのそ
れらの保存によって、セットポイントウイルス負荷レベルよりも良く、ワクチン接種サル
の長期生存が予測される（Mattapallil, J.J. et al, 2006 and Letvin, N.L., et al, 2
006）。
【０３４４】
　急性感染中、ワクチン未接種の対照動物の末梢血中でＣＭ　ＣＤ４＋　Ｔ細胞の迅速で
著しい低下が存在した（図３０ａ）。ＣＭ　ＣＤ４＋　Ｔ細胞カウントは、それらの３つ
（２１５４４、１４１８４、及び２０４５６）では低いままであり、緩やかな欠乏の徴候
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過性であり、ベースラインへの戻りが続いた。これら２つのサブグループでは、さらに、
対応して中及び低ポスト急性ウイルス血症が実証され、従って、進行動物（１４１８４－
２１５４４－２０４５６）及び非進行動物（１５６６１－１５８８５－１４４６８）とし
て分類された。
【０３４５】
　対照的に、ワクチン接種動物は、ピークウイルス血症中にそれらのＣＭ　ＣＤ４＋　Ｔ
細胞の十分な保存又はわずかに低い欠乏を示し、マカク２００８９を除き、全てがそれら
のＣＭ　ＣＤ４＋　Ｔリンパ球を迅速に回復した（図３０（１）ｂ及び３０（１）ｃ）。
【０３４６】
　全ての未感作の対照動物が、初感染のピークに著しいＣＭ　ＣＤ４＋　Ｔ細胞の喪失及
び高ウイルス血症を経験したが、しかし、それらの半数がそれらのＣＭ　ＣＤ４＋　Ｔ細
胞コンパートメントを迅速に回復したのに対し、他の半数は、それとは逆に、ＣＭ　ＣＤ
４＋　Ｔ細胞数の遅い低下を示した。これら２つのサブグループでは、対応して低及び中
ポスト急性ウイルス血症が実証され、従って、非進行動物（１５６６１－１５８８５－１
４４６８）及び進行動物（１４１８４－２１５４４－２０４５６）として分類された。重
要なことに、遅い時間点でのワクチン接種動物のウイルス血症は、進行ワクチン未接種動
物と比較して、約２　ｌｏｇ１０倍低下したのに対し、ポスト急性ウイルス血症及びＣＭ
　ＣＤ４＋　Ｔ細胞カウントは、ワクチンと非進行ワクチン未接種動物の間で類似してい
た（図２９ｄ及び３０ｄ）。
【０３４７】
　ワクチン誘導性の免疫応答とウイルス負荷の間の相関関係が、一部のＥＬＩＳＰＯＴウ
ェルでの飽和に起因する細胞性応答の過小評価にもかかわらず、見出された（図２９（２
））。重要なことに、ピークウイルス血症のレベルと、プライミング後２週目、ブースト
後１週目、及びチャレンジ後１週目に測定したＧＡＧ特異的ＩＦＮ－γ応答の大きさの間
に逆相関関係が存在した（図３２ａ、３２ｂ、及び３２ｃ）。これらの知見は、ＨＩＶ６
１　ＧＡＧ特異的ＣＤ８＋　Ｔ細胞と低ウイルス負荷及び遅い疾患進行の間の相関関係を
示す大きなＨＩＶ－１感染患者コホートにおける試験と完全に一致している（Kiepiela, 
P. et al, 2007）。本発明者らは、急性感染中でのＣＭ　ＣＤ４＋　Ｔ細胞の保存とウイ
ルス負荷の間の強い相関関係も観察した（図３２ｄ）。
【０３４８】
　まとめると、この試験により、レンチウイルスベクターベースのプライミング／ブース
トワクチン接種計画によって強く広範な細胞性免疫がカニクイザルにおいて誘発され、そ
して、ウイルス血症を低下させることにより、及び、初感染のピークでのＣＤ４＋　Ｔ細
胞及びＣＭ　ＣＤ４＋　Ｔ細胞の喪失を完全に阻止することにより多量のＳＩＶｍａｃ２
５１感染に対する効率的な防御を与えるとの証拠が提供される。
【０３４９】
　長期間の追跡調査によって、免疫圧力からのウイルスの回避がこのマカクコホートにお
いて起こりうるか否かが分かる。５ヶ月間の追跡調査後、ワクチン接種動物におけるＣＤ
４＋　Ｔ細胞数の安定性及びウイルス負荷の減少傾向によって長期間の制御が支持される
。この１回目の前臨床試験は、限られたマカクコホート中ではあるが、防御が非最適化Ｇ
ＡＧ抗原に対する応答にだけ依存することを考慮すると、非常に有望である。本発明者ら
は、抗原発現を増加させることによる複製の制御の改善、ならびにコドン最適化（Deml, 
L. et al, 2001 and zur Megede, J. et al, 2000）、及び他のＳＩＶ抗原をＧＡＧと融
合させることにより細胞性応答の多様性を増加させること（Wilson, N.A. et al, 2006 a
nd Hel, Z. et al, 2006）による免疫原性の改善を予測する。この点について、一部の結
果が、その後にマウスモデルにおいて、このワクチン接種戦略の最適化バージョンで提示
され、効率及び安全性の両方の必要条件を完全に満たしており、その後、ヒトでの治療的
ワクチン接種の臨床試験に入る。
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【表５】

【０３５０】
　ＧＡＧによりコードされるタンパク質（マトリクスＭＡ、キャプシドＣＡ、ヌクレオキ
ャプシドＮＣ、及びｐ６）の多様性及びワクチン誘導性、ウイルス誘導性、及びウイルス
リコール性ＧＡＧ特異的Ｔ細胞応答への相対的寄与率を、ＩＦＮ－γ　ＥＬＩＳＰＯＴア
ッセイにより、一次応答（プライミング後２週目、補足表１ａ）、ブースト後１週目（補
足表１ｂ）、及び感染の急性期中（チャレンジ後３週目、補足表１ｃ）のピークに、表の
２行目に示す１１プールのペプチドを使用して試験した。第１の２つのカラムは動物識別
子を示す。数字はＩＦＮ－Ｙ　ＳＦＣ／１００万個ＰＢＭＣに相当する。強調は飽和した
ＥＬＩＳＰＯＴウェルを示す。薄灰色影付きボックスは陽性応答に対応し（＞３７５　Ｉ
ＦＮ－ｇ　ＳＦＣ／１００万個ＰＢＭＣ）、濃灰色影付きボックスは個別の動物における
最も強い応答を表わす。右端カラムが、各々の動物により認識されるペプチドのプール数
を示すのに対し、下側の列は、ペプチドの各々の個別プールに対する応答を高めたコホー
トの動物数を表わす。
【０３５１】
ＧＡＧ抗原又はコドン最適化形態の抗原をコードするレンチウイルスベクターで免疫化さ
れたマウスにおいて得られた免疫応答の比較
１．抗原をコードするポリヌクレオチドのコドン最適化によってＣＴＬ応答が改善される
。
　未感作マウス（ｎ＝３／群）は、コドン最適化形態のｇａｇ　ｄｅｌｔａ　ｍｙｒ（Ｔ
ＲＩＰ．ＮＩ　ｇａｇΔｍｙｒ　ＣＯ）をコードする種々の用量のＴＲＩＰ．ＮＩ　ｇａ
ｇ　ｄｅｌｔａ　ｍｙｒ又はＴＲＩＰ．ＮＩ　ＬＶの単回注射で腹腔内免疫化された。免
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疫化後１０日目、免疫優性ｇａｇ　ＣＤ８＋　Ｔ細胞エピトープに対するｇａｇ特異的な
細胞性免疫応答を、四量体染色（Ａ）又はＩＦＮ－γ　ＥＬＩＳＰＯＴ（Ｂ）により評価
した（図３３）。ＳＦＣスポット形成細胞（Ｃ）ｇａｇのＣＤ８＋　Ｔ細胞免疫優性エピ
トープ及びＣＤ４＋　Ｔ細胞エピトープに応答するＩＦＮ－γ　ＥＬＩＳＰＯＴアッセイ
。マウスを、１００ngのＴＲＩＰ．Ｎ　ｇａｇΔｍｙｒ　ＬＶ又はＴＲＩＰ．ＮＩ　ｇａ
ｇＡｍｙｒ　ＣＯ　ＬＶで腹腔内プライミングした。１０日後、免疫化マウスからの脾細
胞を対応するペプチドで刺激し、ＥＬＩＳＰＯＴアッセイにより分析した。バックグラウ
ンドの頻度をプロット前に引いた。エラーバーは１群当たり３匹のマウスでのＳＤを表わ
す。（Ｄ）ＴＲＩＰ．ＮＩ　ｇａｇΔｍｙｒ　ＬＶ対ＴＲＩＰ．ＮＩ　ｇａｇΔｍｙｒ　
ＣＯ　ＬＶの免疫化により誘導されるｇａｇ特異的溶解活性の比較。ＣＴＬ活性を、免疫
化後１０日目に、材料及び方法に記載する２０時間のインビボＣＴＲＬアッセイを使用し
て測定した。平均値＋／－ＳＤ（マウス３匹）を示す。
【０３５２】
　得られた結果は、コドン最適化によって、ＴＲＩＰ．ＮＩ　ＬＶベースのワクチンによ
り誘導されるＣＴＬ応答が決定的に改善されることを示す。
【０３５３】
２．コドン最適化された抗原をコードするレンチウイルスベクター粒子によって、単回注
射後でさえ強い持続性の細胞性免疫応答が誘導される。
　得られた結果は、コドン最適化によって、ＴＲＩＰ．ＮＩ　ＬＶベースのワクチンによ
り誘導されるＣＴＬ応答が決定的に改善されることを示す。
【０３５４】
　非組込みレンチウイルスベクターにより誘導される記憶Ｔ細胞応答を、マウスにおいて
、ＴＲＩＰ．ＮＩ　ｇａｇ　Δｍｙｒ又はＴＲＩＰ．ＮＩ　ｇａｇ　Δｍｙｒ　ＣＯ粒子
の単回注射後にアッセイした。図３４は、コドン最適化された抗原をコードするレンチウ
イルスベクター粒子によって、単回注射後でさえ強い持続性の細胞性免疫応答が誘導され
ることを示す。
【０３５５】
３．非交差反応性ＶＳＶ血清型からの糖タンパク質でシュードタイピングされたＴＲＩＰ
．ＮＩ　ｇａｇΔｍｙｒ　ＣＯ粒子に基づくプライミング－ブースト戦略によって細胞性
免疫応答が増強される。
　マウスを、ＶＳＶ－ＧインディアナでシュードタイピングされたＴＲＩＰ．ＮＩ　ＧＡ
ＧΔｍｙｒ　ＣＯ又はＴＲＩＰ．Ｉ　ＧＡＧ野生型粒子で免疫化し、そして１３週間後、
ＶＳＶ－ＧニュージャージーでシュードタイピングされたＴＲＩＰ．ＮＩ　ＧＡＧΔｍｙ
ｒ　ＣＯ又はＴＲＩＰ．Ｉ　ＧＡＧ野生型粒子でそれぞれブーストした。プライミング－
ブーストプロトコールのための対照群には、ＶＳＶ－Ｇインディアナでシュードタイピン
グされたＴＲＩＰ粒子（灰色図表）又はＶＳＶ－Ｇニュージャージーでシュードタイピン
グされたＴＲＩＰ粒子（青色図表）をそれぞれ１回だけ注射したマウスが含まれた。全て
のマウスを免疫化後１０日目に屠殺し、そして、ＧＡＧに対する細胞性免疫応答をＩＦＮ
－γ　ＥＬＩＳＰＯＴ（Ａ）又は四量体染色（Ｂ）により評価した（図３５）。得られた
結果は、レンチウイルスベースの粒子のコドン最適化によってプライミング－ブーストワ
クチン計画が増強されることを示す。
【０３５６】
　マウスで得られたデータは、レンチウイルスベクター粒子中で抗原をコードするポリヌ
クレオチドのコドン最適化が、単回注射後、又は、プライミング－ブースト注射後に、宿
主において細胞性免疫応答及び特にＣＴＬ応答のレベルの改善を提供することを示す。ま
た、得られた応答は強く持続的である。
【０３５７】
様々な経路を通じて免疫化されたマウスにおいて得られる免疫応答の比較
　２つの異なる型のマウスのいくつかの群を、ＳＩＶｍａｃ２３９ＧａｇΔをコードする
レンチウイルスベクター粒子でワクチン接種した。誘発された免疫応答を、筋内（ｉ．ｍ
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．）、皮内（ｉ．ｄ．）、腹腔内（ｉ．ｐ．）、皮下（ｓ．ｃ．）、又は経皮的（ｔ．ｃ
．ｉ．）のいずれかで実施した粒子の単回注射後１０日目に各々の群において分析した。
【０３５８】
　特に、応答を、インビボ細胞毒性アッセイ（図３６～３８）又はＩＦＮｇａｍｍａ　Ｅ
ＬＩＳＰＯＴで分析した。
【０３５９】
　注射を、筋内経路を通じて実施したマウス（Ｃ５７ＢＩ／６ｊ）の群では、注射を別の
経路を通じて行った場合よりも強い応答が誘発された。
【０３６０】
ワクチン計画における防御のために投与された際、免疫応答の誘発のために使用される非
組込みレンチウイルスベクター
　材料及び方法
【０３６１】
　細胞培養及びウイルス調製
【０３６２】
　Ｈｅｌａ細胞（ＡＴＣＣ　ＣＣＬ－２）、ヒト２９３Ｔ細胞、及びアフリカミドリサル
腎臓Ｖｅｒｏ細胞（ＡＴＣＣ　ＣＣＬ－８１）を　、１０%（Ｈｅｌａ細胞、２９３Ｔ細
胞）又は５%（Ｖｅｒｏ細胞）熱不活化ウシ胎児血清（ＦＣＳ）、ペニシリン、ストレプ
トマイシン、及びGlutamax（GIBCO）を添加したダルベッコ改変イーグル培地（ＤＭＥＭ
）中で培養した。ウエスト・ナイル・ウイルス（ＷＮＶ）株ＩＳ－９８－ＳＴ１（GenBan
kアクセッション番号ＡＦ　４８１　８６４）は、ＮＹ９９株１０の厳密に関連するバリ
アントであり、蚊アエデス・シュードスキュテラリス（Ａｅｄｅｓ　ｐｓｅｕｄｏｓｃｕ
ｔｅｌｌａｒｉｓ）ＡＰ６１細胞単層で増殖させた。ショ糖密度勾配での精製及び抗ＷＮ
Ｖ過免疫マウス腹水（ＨＭＡＦ）を使用したフォーカス免疫検出アッセイ（ＦＩＡ：ｆｏ
ｃｕｓ　ｉｍｍｕｎｏｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ａｓｓａｙ）によるＡＰ６１（アエデス・シ
ュードスキュテラリス細胞）上でのウイルスタイトレーションを以前に記載の通りに実施
した。感染力価はフォーカス形成単位として表わした。
【０３６３】
　レンチウイルスベクターの産生
【０３６４】
　ＴＲＩＰｓＥＷＮＶ（図２）及びＴＲＩＰＧＦＰベクタープラスミドを以前に記載の通
りに構築した（Iglesias et al. J. Gene Med. 2006 Mar; 8(3): 265-74）。これらの２
つのベクターのヌクレオチド配列を図４及び５にそれぞれ提示する。ベクター粒子を、以
前に記載の通りに、２９３Ｔ細胞のベクタープラスミドｐＴＲＩＰｓＥＷＮＶ又はｐＴＲ
ＩＰＧＦＰ、ＶＳＶ－Ｇエンベロープ発現プラスミド（ｐＨＣＭＶ－Ｇ）及びキャプシド
形成プラスミド（それぞれ組込み能のある、又は、組込み能のないベクターの産生のため
のｐ８．７４又はｐＤ６４Ｖ）での一過性リン酸カルシウムコトランスフェクションによ
り産生した。濃縮ベクター粒子のｐ２４抗原含量の定量化を、市販のＨＩＶ－１　ｐ２４
酵素結合免疫吸着検定法（ＥＬＩＳＡ）キット（Perkin Elemer Life Sciences）で実施
した。ＴＲＩＰ．Ｉ及びＴＲＩＰ．ＮＩ粒子のベクターの力価を、以前にIglesias et al
.（J. Gene Med. 2006 Mar; 8(3): 265-74）に記載の通りに、アフィジコリンで処理した
ＨｅＬａ細胞に形質導入し、そして、定量的ＰＣＲを実施することにより決定した。組込
み及び非組込みレンチウイルスベクターの力価は、増殖停止細胞中で測定したｐ２４含量
及び定量的ＰＣＲに従い類似していた。
【０３６５】
　骨髄由来ＤＣの調製
【０３６６】
　骨髄細胞を、マウス大腿骨及び脛骨を１０%　ＦＣＳを添加したＲＰＭＩで洗い流すこ
とにより単離した。細胞をその後、４５μＭセルストレーナーに通し、遠心分離し、IOte
st（登録商標）３溶解液（赤血球溶解液、塩化アンモニウム、炭酸水素カリウム、及びエ
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チレンジアミン四酢酸（ＥＤＴＡ）の混合液；Beckman Coulter）に再懸濁し、そして、
４℃で５分間インキュベートし、赤血球を溶解させた。細胞を遠心分離し、１０%　ＦＣ
Ｓ、Ｌ－グルタミン、ペニシリン、ストレプトマイシン、１mMピルビン酸ナトリウム、１
０mM　ＨＥＰＥＳ、及び５０μM　２－メルカプトエタノールを伴う、１００ng/ml組換え
マウスＦＬＴ３リガンド（R&D Systems）を添加したＲＰＭＩからなる培養液中に１ｘ１
０６個細胞/mlで８日間培養した。
【０３６７】
　形質導入実験及びフローサイトメトリー分析
【０３６８】
　非分裂細胞での形質導入実験では、Ｈｅｌａ細胞を４８ウェルプレート中に４０，００
０個細胞／ウェルで８μMアフィジコリン（Sigma）の存在下で蒔いた。形質導入時に培地
中に補充したアフィジコリンブロック後の２４時間目に、細胞に１～１００ng/mlの範囲
の濃度で、レンチウイルスベクターで形質導入した。形質導入後２日目、細胞を収集し、
そして、ｅＧＦＰ発現をフローサイトメトリーにより分析した。
【０３６９】
　ＤＣ形質導入実験では、５００，０００個のＦＬＴ３Ｌ生成骨髄由来ＤＣ（ＦＬ－ＤＣ
）を、分化の６日目に、５０～３００ng/mlの範囲の濃度のレンチウイルスベクターで形
質導入した。形質導入後２日目、ＦＬ－ＤＣを収集し、そして、２%　ＦＣＳ及び０．０
１%アジ化ナトリウム（染色緩衝液）を伴うＰＢＳ中に再懸濁した。細胞をＡＰＣ（アロ
フィコシアニン）抱合抗ＣＤ１１ｃ抗体及びＰｅｒＣＰ（ペリジニンクロロフィルタンパ
ク質）抱合抗Ｂ２２０抗体で染色し、２回洗浄し、そして、FACSCalibur（BD bioscience
s, Franklin Lakes, NJ）でのフローサイトメトリーにより分析した。
【０３７０】
　マウスの免疫化
【０３７１】
　全ての動物実験を、Pasteur InstituteのOffice Laboratory of Animal Careのガイド
ラインに従って実施した。６週齢のＣ５７／Ｂｌ６マウスに、緩衝化０．２%ウシ血清ア
ルブミン（ＤＰＢＳ／０．２%　ＢＳＡ，　Sigma）を添加した０．１mlダルベッコリン酸
緩衝生理食塩水（ＤＰＢＳ；ｐＨ　７．５）中の変動用量のＴＲＩＰ／ｓＥＷＮＶベクタ
ー粒子（１～１００ng/ml）を腹腔内（ｉ．ｐ．）接種した。
【０３７２】
　血清抗体応答の測定
【０３７３】
　マウスを、眼窩周囲経路から放血させ、そして、血清サンプルを５６℃で３０分間熱不
活化させた。抗ＷＮＶ抗体を、ＥＬＩＳＡにより、ショ糖精製ＷＮＶ　ＩＳ－９８－ＳＴ
１でコーティングしたマイクロタイタ―プレートの使用により検出した。ペルオキシダー
ゼヤギ抗マウス免疫グロブリン（Ｈ＋Ｌ）（Jackson Immuno Research）を、二次抗体と
して１：４，０００希釈で使用した。エンドポイント力価を、非免疫化マウスからの血清
の光学密度（ＯＤ）を２回誘発する最後の希釈率の逆数として算出した。
【０３７４】
　ＷＮＶチャレンジ
【０３７５】
　ＷＮＶチャレンジを、以前に記載した通り、神経毒性ＷＮＶ株ＩＳ－９８－ＳＴ１（ｉ
．ｐ．　ＬＤ　５０＝１０　ＦＦＵ）のｉ．ｐ．接種により、レンチウイルスベクターの
ワクチン接種後１週目又は２ヶ月目のいずれかに実施した。チャレンジしたマウスを、Ｗ
ＮＶ株の接種後２１日目まで、罹患及び死亡の徴候について毎日モニターした。
【０３７６】
　結果
【０３７７】
　組込み欠損したＴＲＩＰベクターでの非分裂細胞の形質導入は、高いトランスジーン発
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現レベルをもたらす。
【０３７８】
　組込み欠損ＬＶ（ＴＲＩＰ．ＮＩベクター）が、抗原（Ａｇ）をＤＣなどの非分裂ＡＰ
Ｃに送達するための効率的なツールでありうるとの仮説をテストするために、本発明者ら
は増殖停止細胞のそれらの形質導入効率を最初に評価した。この目的のために、細胞周期
の特異的インヒビターであるアフィジコリンで処理したＨｅＬａ細胞を、ｅＧＦＰをコー
ドする段階用量のＴＲＩＰ．ＮＩ又はＴＲＩＰ．Ｉ粒子に暴露させた。形質導入効率をそ
の後、フローサイトメトリーにより決定した。図４３（上パネル）に示す通り、ＴＲＩＰ
．ＮＩベクターを非分裂細胞に、高効率及び用量依存的に形質導入した。さらに、ｅＧＦ
Ｐ陽性細胞のパーセントの分析によって、ＴＲＩＰ．Ｉベクターのものと比較したＴＲＩ
Ｐ．ＮＩベクターの形質導入の能力における限界差が明らかになった。ＴＲＩＰ．ＮＩ粒
子での形質導入によって高レベルのトランスジーン発現も生じたが（図４３、下パネル）
、ＴＲＩＰ．Ｉ形質導入細胞と比較して２倍有意に低かった。
【０３７９】
　ＴＲＩＰ非組込みレンチウイルスベクターの形質導入は、従来型樹状細胞及び形質細胞
様樹状細胞の両方における効果的な抗原発現をもたらす。
【０３８０】
　本発明者らは、次に、ＤＣに形質導入するためのＴＲＩＰ．ＮＩの能力を試験した。Ｄ
Ｃは従来型（ｃＤＣ）（ＣＤ１１ｃ＋Ｂ２２０－）と形質細胞様（ｐＤＣ）（ＣＤ１１ｃ
＋Ｂ２２０＋）として分類され、両方のこれらのＤＣサブタイプがＡｇ特異的免疫応答を
刺激できる。本発明者らはその後、Ｆｌｔ３Ｌの存在下で分化する骨髄由来ＤＣ（ＦＬ－
ＤＣ）の形質導入を研究し、それによって多数のｐＤＣ及びｃＤＣの生成が可能になる。
ＦＬ－ＤＣを段階用量のＴＲＩＰ．ＮＩＧＦＰ又はＴＲＩＰ．ＩＧＦＰ粒子に暴露させた
。図４４Ａに示す通り、ＴＲＩＰ．Ｉ及びＴＲＩＰ．ＮＩベクターのいずれもＦＬ－ＤＣ
に形質導入でき、形質導入の最高効率はそれぞれ６０%及び５６%であった。興味深いこと
に、本発明者らは、ＴＲＩＰ．Ｉ粒子での形質導入によって高レベルのｅＧＦＰを発現す
る少ない割合のＤＣがもたらされたのに対し、ＴＲＩＰ．ＮＩでの形質導入実験によって
はもたらされなかったことを観察した（ＨＩベクターと比較して、本発明のレンチウイル
スベクターで細胞に形質導入した実験における、ドットブロットの右上端におけるドット
の存在を参照のこと）。ベクターストックに混入する残留ｅＧＦＰタンパク質により与え
られる偽形質導入の可能性を除外するために、本発明者らは、熱処理前に出された粒子へ
の暴露後での形質導入ＤＣのパーセンテージも評価した。熱処理は異なる細胞型でのＬＶ
の形質導入の能力を抑止することが示されている。予測通り、熱処理によってｅＧＦＰ陽
性細胞のパーセンテージが劇的に減少した（図２Ａ）。
【０３８１】
　本発明者らは次にＣＤ１１ｃ＋Ｂ２２０＋樹状細胞及びＣＤ１１ｃ＋Ｂ２２０－樹状細
胞についてゲートし、ＬＶが各ＤＣサブセットに形質導入する能力を評価した。図４４Ｂ
に示す通り、組込み能力にかかわらず、ＦＬ由来ｃＤＣだけでなく、ＦＬ由来ｐＤＣも効
率的にＬＶで形質導入できた。
【０３８２】
　ＴＲＩＰ．ＮＩ粒子での形質導入効率は、用量依存的であったが、しかし、ＴＲＩＰ．
Ｉ粒子で得られたものより非有意に低かった。興味深いことに、本発明者らは、ＴＲＩＰ
．Ｉベクターでの形質導入によって高レベルのトランスジーンを発現する少ない割合のＤ
Ｃがもたらされたのに対し、ＴＲＩＰ．ＮＩベクターへのＤＣの暴露によってはもたらさ
れなかったことを観察した（図４４Ａ）。ＴＲＩＰ．Ｉベクターでの形質導入実験におい
てだけ観察されたこの細胞集団は、ゲノムの活性転写領域における複数のベクターの組込
みの結果でありうる。
【０３８３】
　ＴＲＩＰ非組込みレンチウイルスベクターによってＡｇ特異的抗体の産生が誘導される
。
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【０３８４】
　ＴＲＩＰ．ＮＩによって外来遺伝子をＤＣに効率的に送達できたことを考慮に入れ、本
発明者らは次に特異的免疫応答を高めるためのそれらの能力を検討した。最近の試験では
、本発明者らは、中和エピトープを保有する分泌形態のＷＮＶエンベロープ（ＴＲＩＰ．
Ｉ　ＥＷＮＶ）をコードするＴＲＩＰ．Ｉベクターをデザインしており、そして、本発明
者らは、ＴＲＩＰ．Ｉ　ＥＷＮＶがＷＮＶ感染のマウスモデルにおいて抗体ベースの防御
免疫を刺激できることを実証している。ＴＲＩＰ．ＮＩベクターがＢ細胞応答を開始する
ための能力を研究するために、動物を、マウス１匹当たり１～１００ngのｐ２４抗原の範
囲での種々の用量のＴＲＩＰ．ＮＩ　ＥＷＮＶ粒子で免疫化した。対照として、マウスに
、それらの形質導入能力を阻止するために加熱（ＨＩ）により不活化した１００ngのＴＲ
ＩＰ．ＮＩ　ＥＷＮＶ粒子を接種した。免疫化後３週目、マウスを眼窩周囲から放血させ
て、個別の又はプールした血清を抗ＷＮＶ全抗体についてのＥＬＩＳＡによりテストした
。予測通り、熱不活化ＴＲＩＰ．ＮＩ　ＥＷＮＶベクターでの免疫化後に、Ａｂの産生は
続かなかった（図４５Ａ）。対照的に、１０ngという低い用量のＴＲＩＰ．ＮＩ　ＥＷＮ

Ｖベクターで免疫化されたマウスは、検出可能なレベルの抗ＷＮＶ抗体を提示し、そして
、１００ngのｓＥ－ＮＩＬＶでの免疫化は抗ＷＮＶ　Ｉｇの多量の分泌を誘導し、平均力
価は８×１０４に達した。
【０３８５】
　本発明者らは次にＴＲＩＰ．ＮＩ　ＥＷＮＶ及びＴＲＩＰ．Ｉ　ＥＷＮＶベクターによ
り誘発される免疫応答の強度を比較した。図４５Ｂに示す通り、３　ｎｇという低い用量
の粒子のＴＲＩＰ．Ｉ　ＥＷＮＶでのワクチン接種によって抗ＷＮＶ抗体の非常に高い分
泌が生成され、そして、力価は３～１００ngの免疫化用量の範囲内で比較的一定であり、
用量応答は見られなかった。対照的に、そして、全ての予測に反して、ＴＲＩＰ．ＮＩ　
ＥＷＮＶベクターで免疫化されたマウスからの血清中の力価は、注射した粒子の用量に比
例した。ＴＲＩＰ．Ｉベクターは、３０ng未満の用量で、ＴＲＩＰ．ＮＩベクターよりも
高い免疫応答を誘発したが、１００ngのいずれかのベクターでのワクチン接種は等価の応
答をもたらした。
【０３８６】
　まとめると、これらの結果によって、ＴＲＩＰ．ＮＩベクターでの単回免疫化が液性の
特異的免疫応答を誘発するために十分であり、強度はＴＲＩＰ．Ｉベクターで得られるも
のと同程度であり、粒子の閾値用量を上回ることが実証された。興味深いことに、そして
、驚くべきことに、非組込みベクターの使用によって、強度が注射されたレンチウイルス
ベクターの用量に依存的である免疫応答を得ることが可能になる。
【０３８７】
　単回用量のＴＲＩＰ．ＮｉｓＥＷＮＶでのマウスの免疫化によって以下の抗体力価が与
えられる：
【表６】

【０３８８】
　図４５Ａに示す通り、特異的ＷＮＶ抗体の強力な分泌が得られ、平均力価が１００ngの
ｐ２４抗原の用量で８×１０４に達する。この用量で、ＴＲＩＰ．ＮＩでの免疫化は、Ｔ
ＲＩＰ．Ｉで得られるものと等価の応答をもたらした。しかし、用量応答実験によって、
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Ｂ細胞応答の誘導に必要な最小用量が、ＴＲＩＰ．ＮＩ粒子と比較して、ＴＲＩＰ．Ｉ粒
子でより低いことが明らかになった。この結果についての１つの可能な説明は、Ａｇ高発
現ＤＣを生成するためのＴＲＩＰ．Ｉベクターの能力に関連しうる。なぜなら、理論的根
拠として、ＤＣにおけるＡｇの高発現レベルは、抗原ペプチドのより持続的な提示を支持
しうるが、これにより、なぜ低用量のＴＲＩＰ．Ｉ粒子が特異的な免疫応答を誘発するた
めに十分であったのかを説明しうるからである。この仮説によって、ＴＲＩＰ．Ｉベクタ
ーでの用量応答免疫化実験で観察されるＷＮＶ抗体の産生の非線形性も説明されうる（図
４５Ｂ）。実際に、ＤＣで実施したインビトロでの用量応答実験によって、Ａｇ高発現Ｄ
Ｃの外観がＴＲＩＰ．Ｉ粒子の用量と相関するとは思われないことが明らかになった（図
４４Ａ）。このように、Ａｇ高発現ＤＣを生成するための能力は、注射される低用量の粒
子によりＴＲＩＰ．ＩとＴＲＩＰ．ＮＩの間で観察される差の説明に寄与しうる。別の可
能性は、ＶＳＶ－ＧシュードタイピングされたＬＶが大きな細胞向性を有し、ひいては、
注射部位で、分裂細胞を含む、ＤＣ以外の他の細胞型に形質導入しうるとの事実と関連す
る。これは、ＴＲＩＰ．Ｉ粒子でのワクチン接種実験においてＡｇのより持続的な発現を
もたらしうる。どの細胞型をＬＶのインビボ注射後に形質導入し、そして、どの程度それ
らがＴＲＩＰ．Ｉ及びＴＲＩＰ．ＮＩベクターにより誘発される免疫応答の大きさに関与
するのかが進行中の研究の課題である。
【０３８９】
　ＴＲＩＰ．ＮＩ　ＥＷＮＶベクターでの免疫化は、ＷＮＶチャレンジに対する早期防御
を与える。
【０３９０】
　本発明者らは、以前に、ＴＲＩＰ．ＮＩ　ＥＷＮＶがＷＮＶチャレンジに対する早期防
御を与えることを示している。ＴＲＩＰ．ＮＩベクターにより誘発される免疫応答が迅速
な防御ももたらすことができるか否かを決定するために、マウスを１００ngのＴＲＩＰ．
ＮＩ　ＥＷＮＶ粒子で免疫化し、そして７日後に１０，０００　ＦＦＵの高病原性ＷＮＶ
株ＩＳ－９８－ＳＴ１でチャレンジした（感染動物の５０%を死滅させるために必要な用
量の１０００倍）。本発明者らは、このチャレンジ実験において、防御の陽性対照として
１００ngのＴＲＩＰ．Ｉ　ＥＷＮＶで免疫化されたマウスの群及び陰性対照としてＤ－Ｐ
ＢＳを接種したマウスの別の群も含めた。予測通り、Ｄ－ＰＢＳを受けた全てのマウスが
チャレンジ後１２日間以内に死亡した（図４６）。対照的に、単回用量のＴＲＩＰ．ＮＩ
　ＥＷＮＶで免疫化された全てのマウスが、ＴＲＩＰ．Ｉ　ＥＷＮＶで免疫化されたマウ
スと同様に、チャレンジから防御された。ＷＮＶチャレンジから防御されたマウスは、３
週間のチャレンジ後観察期間中に病気の臨床徴候を発生しなかった。これらの結果は、Ｗ
ＮＶに対する早期の防御的免疫がＴＲＩＰの単回投与で達成されることを実証した。組込
みが欠損したＥＷＮＶ。
【０３９１】
　ＴＲＩＰ．ＮＩ　ＥＷＮＶによって持続的防御が誘導される。
【０３９２】
　先に実証した通り、ＴＲＩＰ．Ｉ　ＥＷＮＶでのマウスの免疫化は、ＷＮＶチャレンジ
に対する長期防御免疫の確立をもたらした。ＴＲＩＰ．ＮＩ　ＥＷＮＶにより誘発される
防御免疫の持続期間、及び長期防御を誘導するために必要とされる粒子の最小用量を評価
するために、マウスを異なる量の粒子（１、３、１０、３０、及び１００ngのｐ２４抗原
）で免疫化し、そして、免疫化後２ヶ月間の待ち時間後にチャレンジした。図４７Ａに示
す通り、投与されるＴＲＩＰ．ＮＩ　ＥＷＮＶ粒子の用量と防御の程度の間には用量依存
的な関係が存在し、十分な防御が注射された１００ngの用量のワクチン粒子で達成された
。
【０３９３】
　このように、ＴＲＩＰ．ＮＩ　ＥＷＮＶベクターは、ＷＮＶ感染に対する持続的免疫を
誘導した。
【０３９４】
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　考察
【０３９５】
　本実験の重要な結果は、ＴＲＩＰ．ＮＩ粒子でのワクチン接種が、投与されたレンチウ
イルスゲノムの組込みの非存在にもかかわらず、早期の持続的な免疫応答であり、さらに
抗原用量依存的である効率的で強い免疫応答を提供できることの実証である。従って、致
死用量のＷＮＶでのチャレンジに対する十分な防御が実証された。
【０３９６】
　予測通り、記憶防御免疫は、ＴＲＩＰ．ＮＩ粒子により誘導される抗ＷＮＶ抗体の力価
と直接的に相関した（図４５及び図４７）。実際に、特異的抗体が感染の散在を限定する
ため、液性免疫が、ＷＮＶに対する十分な防御免疫の確立のための決定的な構成成分であ
ることが十分に確立されている。興味深いことに、熱不活化ＴＲＩＰ．ＮＩ粒子ならびに
ＨＩ－ＴＲＩＰ．Ｉ粒子は、ＷＮＶチャレンジに対する部分的な（３０%）防御を与える
ことができるが（データ示さず）、ＷＮＶ抗体は、ＨＩ－ＴＲＩＰ粒子の注射後３週目に
動物の血清中で検出されなかった（図４５Ａ、Ｂ）。これは、細胞性免疫がＷＮＶに対す
る防御の確立において部分的な役割も果たしうることを示唆する。この仮説と一致して、
ＣＤ８＋細胞を欠くマウスはＷＮＶ感染後に増加した死亡率を有する（Shoresta and Dia
monds、未発表データ）。さらに、細胞傷害性Ｔ細胞エピトープは、いくつかのフラビウ
イルスのエンベロープのドメインＩＩＩ中で定められている。追加の研究が、ＴＲＩＰ．
ＮＩ及びＴＲＩＰ．Ｉワクチンにより与えられる長期防御に対するＣＴＬ応答の相対的寄
与を明確にするために必要とされる。さらに、ＤＣにおいてＨＩ－ＴＲＩＰ粒子の侵入を
可能にする分子機構を定義するためにさらなる試験も必要とされる。なぜなら、熱処理に
よってＶＳＶ－Ｇエンベロープが変性し、そして、異なる細胞株におけるＬＶの形質導入
能力が抑止されることが示されているからである。しかし、ＤＣの例外的な内在化能力に
関して、ＨＩ　ＴＲＩＰ粒子の部分がＤＣにおいてＶＳＶ－Ｇ非依存的な機構により取り
込まれ、低いが、しかし、十分なＡｇ発現を可能にし、ＨＩ－ＴＲＩＰ粒子により与えら
れる部分的防御を説明しうることを推測することは魅力的である。
【０３９７】
　ワクチン接種マウスでの動態チャレンジ実験によって、ＴＲＩＰ．ＮＩワクチンが長期
防御免疫を与えるだけでなく、粒子の単回注射後１週目という早期に防御も誘発すること
が明らかにされた。この早期防御に関与する正確な機構は十分に理解されていないが、本
発明者らはＴＲＩＰ．ＮＩ及びＴＲＩＰ．Ｉ粒子での免疫化後１週目に特異的ＷＮＶ抗体
を検出している。本発明者らは、以前に、抗体のこの早期の波が、注射後４日目のマウス
、即ち、ＷＮＶ感染に対して完全に防御されたマウスに由来する特異的ＩｇＭでもっぱら
構成されたことを示している。
【０３９８】
　本発明者らの試験では、単回用量のＴＲＩＰ．ＮＩ粒子の直接注射に基づくワクチン接
種計画によって、強固で迅速な長期の特異的免疫応答が誘発され、ＷＮＶに対する十分な
防御が達成された。このように、ＴＲＩＰ．ＮＩベースのワクチン戦略は、Ｂ細胞免疫を
必要とするフラビウイルスなどの病原物質に対するワクチンの開発のための安全で有効な
プラットフォームを表わす。
【０３９９】
コドン最適化によって非組込みベクターの細胞性免疫応答を改善することが可能になる。
さらなる改善がプライミング－ブースト計画により得られる。
材料及び方法
　ｇａｇ　ｐ２７の細胞内染色。２９３　Ｔ細胞を、ｇａｇΔｍｙｒの野生型配列又はコ
ドン最適化配列のいずれかを含むＴＲＩＰベクタープラスミド、キャプシド形成プラスミ
ドｐ８．７　Ｄ６４Ｖ、及びＶＳＶ－Ｇインディアナ発現プラスミドでコトランスフェク
トした。４８時間後、細胞を洗浄し、Cytofix-Cytoperm溶液（BD Pharmingen）中で２０
分間透過処理した。PermWash緩衝液（BD Pharmingen）での２回の洗浄後、透過処理した
細胞を抗ｇａｇＳＩＶ　ｐ２７抗体（55-2F12, AIDS Research and Reference Reagent P
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rogram）と４℃で３０分間、PermWash緩衝液中での１：３希釈でインキュベートした。細
胞を、ＦＩＴＣ抱合ラットＩｇＧ２ｂカッパモノクローナル抗体（５５３９８８，　BD B
iosciences）と４℃で３０分間、PermWash緩衝液中での１：３希釈でインキュベートした
。２回の追加洗浄後、細胞をフローサイトメトリーにより分析した。
【０４００】
　マウスの免疫化。プライミング実験のために、マウスの群に、ＶＳＶインディアナ血清
型からの糖タンパク質でシュードタイピングされた種々の用量のＴＲＩＰ．ＮＩ　ｇａｇ
Δｍｙｒ野生型粒子又はコドン最適化（ＣＯ）粒子を腹腔内接種した。プライミング－ブ
ースト実験のために、マウスの群に、ＶＳＶインディアナ血清型からの糖タンパク質でシ
ュードタイピングされた１００ngのｐ２４のＴＲＩＰ．ＮＩ　ｇａｇΔｍｙｒコドン最適
化（ＣＯ）粒子又は１００ngのｐ２４のＴＲＩＰ．Ｉ　ｇａｇΔｍｙｒ粒子を腹腔内接種
した。１３週間後、ＴＲＩＰ．ＮＩ　ｇａｇΔｍｙｒ　ＣＯ粒子でプライミングしたマウ
スを、ＶＳＶニュージャージー血清型からの糖タンパク質でシュードタイピングされた１
００ngのｐ２４のＴＲＩＰ．ＮＩ　ｇａｇΔｍｙｒ　ＣＯ粒子でブーストした。並行して
、ＴＲＩＰ．Ｉ　ｇａｇΔｍｙｒ粒子でプライミングしたマウスを、ＶＳＶニュージャー
ジー血清型からの糖タンパク質でシュードタイピングされた１００ngのｐ２４のＴＲＩＰ
．Ｉ　ｇａｇΔｍｙｒ粒子でブーストした。
【０４０１】
　Ｅｌｉｓｐｏｔアッセイ。ニトロセルロースマイクロプレート（MAHA S4510、Millipor
e）を捕捉抗体（Mouse IFNg Elispot pair、BD Pharmingen）で一晩コーティングし、１
０%　ＦＣＳ、抗生物質、ＨＥＰＥＳ、非必須アミノ酸、ｂ－メルカプトエタノール、及
びピルビン酸ナトリウムを添加したRPMI1640 Glutamaxで構成される完全培地でブロック
した。ベクター免疫化マウスからの脾細胞を３枚のプレートに０．２５×１０６個細胞／
ウェルで加え、ＳＩＶｍａｃ２３９　ｇａｇペプチド（NIH AIDS Research and Referenc
e Reagent Program）で刺激した。４０時間後、スポットを、ビオチン抱合抗体（Mouse I
FNg Elispot pair、BD Pharmingen）、続いてストレプトアビジン－ＡＰ（Ｒｏｃｈｅ）
及びＢＣＩＰ／ＮＢ基質溶液（Promega）で明らかにした。スポットをBioreader 2000（B
iosys, Karben, Germany）を使用してカウントし、結果を脾細胞１００万個当たりのＩＦ
Ｎｇスポット形成細胞（ＳＦＣ）として表わした。
【０４０２】
　インビボでの細胞傷害アッセイ。標的細胞の調製のために、未感作マウスからの脾細胞
を種々の濃度（高、５μM；低、１μM）のＣＦＳＥ（カルボキシフルオセイン二酢酸サク
シニミジルエステル、Vybrant CFDA-SE cell-tracer kit、Molecular Probes）で標識し
た。高濃度のＣＦＳＥで標識した脾細胞を、５μg/mlのペプチドでパルスした。低用量の
ＣＦＳＥで染色した対照集団を、ペプチドのない培地中でインキュベートした。各マウス
は、後眼窩静脈を通じて、各分画からの等しい数の細胞を含む混合物の１０７個のＣＦＳ
Ｅ標識細胞を受けた。１５～１８時間後、脾臓からの単一細胞の懸濁液をフローサイトメ
トリー（Becton Dickingson、CellQuest software）により分析した。ペプチドパルスし
た細胞の消失を、免疫化マウス対未感作マウスにおけるパルス集団（高ＣＦＳＥ蛍光強度
）と非パルス（低ＣＦＳＥ蛍光強度）集団の比率を比較することにより決定した。特異的
な死滅のパーセンテージを以下の計算に従って定めた：（１－（（ＣＦＳＥｌｏｗ　ｎａ
ｉｖｅ／ＣＦＳＥｈｉｇｈ　ｎａｉｖｅ）／（ＣＦＳＥｌｏｗ　ｉｍｍｕｎｉｚｅｄ／Ｃ
ＦＳＥｈｉｇｈ　ｉｍｍｕｎｉｚｅｄ）））＊１００。
【０４０３】
　四量体染色。免疫化されたマウスからの２×１０６個の脾細胞を、室温で５分間、抗Ｃ
Ｄ３－ＦＩＴＣ（Becton Dickinson）、抗ＣＤ８－ＡＰＣ（Becton Dickinson）、及びＧ
ＡＧＳＩＶの免疫優性ペプチドに特異的なＰＥ四量体で染色した。データはFACSCalibur
を使用して収集し、そして、CellQuestを使用して分析した。
【０４０４】
結論
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　本発明は、以下の使用による、非組込みレンチウイルスベクターで誘導される細胞性免
疫応答を改善するための溶液を提供する：
１．抗原をコードするトランスジーンのコドン最適化形態、及び／又は
２．プライミング－ブースト計画
１．本発明者らは、ｇａｇΔｍｙｒＳＩＶ野生型抗原をコードする非組込みレンチウイル
スベクターが、同じ抗原をコードする組込みレンチウイルスベクターよりも特異的Ｔ細胞
応答の誘導時の強力さがずっと少ないことを実証している。より重要なことに、本発明者
らは、この不良な免疫原性が、ＧａｇΔｍｙｒＳＩＶをコードするコドン最適化形態のト
ランスジーンの使用により克服できることを実証している。強いＴ細胞応答を誘導するた
めの非組込みレンチウイルスベクターを伴うコドン最適化抗原の絶対的な必要条件は、予
想できなかった。この結果は予測されていなかった。なぜなら、本発明者らは、非組込み
レンチウイルスベクター、ならびに、組込みレンチウイルスベクターが、非分裂細胞及び
特に樹状細胞、即ち、最も効率的な抗原提示細胞に効率的に形質導入できることを実証し
ているからである。しかし、非コドン最適化トランスジーンの発現は、非組込みレンチウ
イルスベクターでの形質導入細胞において、組込みレンチウイルスベクターで形質導入さ
れた細胞と比較して、２倍低かった。この結果は、インビボで、非組込みレンチウイルス
ベクターにより誘導される応答が、組込みレンチウイルスベクターにより誘導される応答
と比較して、２倍強さ少なくなりうることを示唆した。そして、さらに２回の非組込みレ
ンチウイルスベクターの注射が、組込みレンチウイルスベクターで得られるものに対して
類似の応答を与えうることが予想できた。事実は全く異なった。なぜなら、非組込みレン
チウイルスベクターにより誘発される特異的Ｔ細胞応答は、組込みレンチウイルスベクタ
ーで観察されるものより５～１０倍低いからである。さらに、非組込みレンチウイルスベ
クターでの特異的Ｔ細胞応答の誘導は、高用量の注射粒子でだけ達成できた（非組込みレ
ンチウイルスベクターで定量化可能なＴ細胞応答を誘導するために必要とされる最小用量
は、組込みレンチウイルスベクターで必要とされる最小用量より少なくとも１０倍高い）
。コドン最適化（ＣＯ）によってこの不良な免疫原性が克服される。このように、１００
ngの用量で、コドン最適化形態のｇａｇΔｍｙｒＳＩＶを持つ非組込みレンチウイルスベ
クターが抗原に対する記憶Ｔ細胞応答を誘導したのに対し、野生型形態を持つベクターは
しなかった。しかし、ＴＲＩＰ．ＮＩ　ｇａｇΔｍｙｒＳＩＶ　ＣＯにより誘発される応
答は、依然として、ＴＲＩＰ．Ｉ　ｇａｇΔｍｙｒＳＩＶ野生型により誘発されるものよ
り２倍低い。
２．ＴＲＩＰ．ＮＩ　ｇａｇΔｍｙｒＳＩＶ　ＣＯに基づくプライミング－ブースト計画
は、強度の点で、ＴＲＩＰ．Ｉ　ｇａｇΔｍｙｒＳＩＶ野生型に基づくプライミング－ブ
ースト計画と類似の応答を誘発する。プライミング－ブースト実験において、マウスを１
００ngのＴＲＩＰ．ＮＩ　ｇａｇΔｍｙｒＳＩＶ　ＣＯ又は１００ngのＴＲＩＰ．Ｉ　ｇ
ａｇΔｍｙｒＳＩＶ野生型で免疫化した。レンチウイルスベクターをＶＳＶ－Ｇインディ
アナエンベロープでシュードタイピングした。１３週間後、ＴＲＩＰ．ＮＩ粒子で免疫化
されたマウスを、非交差反応性ＶＳＶ－Ｇニュージャージーエンベロープでシュードタイ
ピングされた１００ngのＴＲＩＰ．ＮＩ　ｇａｇΔｍｙｒＳＩＶ　ＣＯ粒子でブーストし
た。並行して、ＴＲＩＰ．Ｉ粒子でプライミングしたマウスを、ＶＳＶニュージャージー
エンベロープでシュードタイピングされた１００ngのＴＲＩＰ．Ｉ　ｇａｇΔｍｙｒＳＩ
Ｖ野生型でブーストした。免疫化マウスからの脾細胞で実施されたＧａｇΔｍｙｒＳＩＶ
特異的な免疫応答の分析（ＩＦＮｇ　ＥＬＩＳＰＯＴ、四量体染色）によって、ＴＲＩＰ
．ＮＩ　ｇａｇΔｍｙｒＳＩＶ　ＣＯに基づくプライミング－ブースト計画が、大きさの
点で、ＴＲＩＰ．Ｉ　ｇａｇΔｍｙｒＳＩＶ野生型粒子に基づくプライミング－ブースト
計画と類似の応答を少なくとも誘発することが明らかとなった。この結果は以前に発表さ
れておらず、予想できなかった。なぜなら、ＴＲＩＰ．ＮＩ　ｇａｇΔｍｙｒＳＩＶ　Ｃ
Ｏ粒子での単回注射によって、ＴＲＩＰ．Ｉ　ｇａｇΔｍｙｒＳＩＶ野生型粒子の単回注
射と比較してより低い応答を誘導されたからである。
【０４０５】
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レンチウイルスベクター粒子をシュードタイピングするための異なる血清型のＶＳＶ－Ｇ
エンベロープタンパク質の使用
　インディアナ血清型の水疱性口内炎ウイルスのＧ糖タンパク質（ＶＳＶ－Ｇ）は、レン
チウイルスベクターを操作するためのコートタンパク質として一般的に使用される膜貫通
タンパク質である。
【０４０６】
　現在、９つのウイルス種がＶＳＶジェンダーに明確に分類され、そして１９のラブドウ
イルス科が暫定的にこのジェンダーに分類され、全てが種々の程度の交差中和を示す。配
列決定した場合、プロテインＧ遺伝子は配列類似性を示す。ＶＳＶ－Ｇタンパク質は、Ｎ
末端の外部ドメイン、膜貫通領域、及びＣ末端細胞質側末端を提示する。それは、トラン
スゴルジネットワーク（小胞体及びゴルジ装置）を経て細胞表面に搬出される。
【０４０７】
　コドン最適化遺伝子を生成し、ｐＴｈＶベクターのＢａｍＨ１及びＥｃｏＲ１の部位の
間にクローン化し、ｐＴｈＶ－ＶＳＶ．Ｇ（ＩＮＤ－ＣＯ）を生成した（図６）。ヒト細
胞中でのＶＳＶ－Ｇタンパク質の発現のためのコドン最適化は、ニュージャージー血清型
の場合に示される通り、遺伝子導入効率を１００倍刺激できる（図２０）。本発明者らは
、ＶＳＶ－Ｇタンパク質のいくつかの血清型が、シュードタイピングされたレンチウイル
スベクター粒子との特定の関連において、インビボ注射後に交差中和抗体を誘導しないこ
とをさらに示す。
【０４０８】
　さらなるＶＳＶ－Ｇ血清型が、少なくとも１つのブースト注射を含むワクチンアッセイ
での使用のための適した組み合わせをデザインするために必要とされる場合、他のＶＳＶ
－Ｇ血清型が粒子コーティングについてテストされている。使用される第１のものはＶＳ
Ｖ－Ｇニュージャージー血清型であった。コドン最適化遺伝子を合成し、そして、ｐＴｈ
ＶプラスミドのＢａｍＨ１及びＥｃｏＲ１の部位の間にクローン化し、ｐＴｈＶ－ＶＳＶ
．Ｇ（ＮＪ　ＣＯ）ベクターを生成した（図７）。
【０４０９】
　現在、５つの他のＶＳＶ－Ｇ遺伝子が配列決定されており（チャンディプラ、Ｃｏｃａ
ｌ、Ｐｉｒｙ、イスファハン、及びコイ春ウイルス血症、図３）、そして、コドン最適化
バージョンで調製されている。
【０４１０】
材料及び方法
１．材料
１．１．プラスミド
　コドン最適化遺伝子を、Gene Art AG（Germany）により、５つの特性付けされたＶＳＶ
－Ｇ血清型について生成している。遺伝子をｐＴｈＶプラスミドのＢａｍＨ１及びＥｃｒ
ｏＲ１の部位の間にクローン化し、以下のベクターを生成した：ｐＴｈＶ－ＶＳＶ．Ｇ（
ＣＨＡＮＤＩ－ＣＯ；図８）、ｐＴｈＶ－ＶＳＶ．Ｇ（ＣＯＣＡＬ－ＣＯ；図９）、ｐＴ
ｈＶ－ＶＳＶ．Ｇ（ＰＩＲＹ－ＣＯ；図１０）、ｐＴｈＶ－ＶＳＶ．Ｇ（ＩＳＦＡ－ＣＯ
；図１１）、及びｐＴｈＶ－ＶＳＶ．Ｇ（ＳＶＣＶ－ＣＯ；図１２）。
【０４１１】
２．方法
２．１．交差中和アッセイ
　マウス：Ｃ５７Ｂｌ／６マウス（ハプロタイプＨ２ｂ、１２～２３週齢）に、ＶＳＶ－
Ｇ血清型（インディアナ、ニュージャージー、イスファハン、Ｃｏｃａｌ、及びＳＶＣＶ
、１群当たり６匹、４５０μl/マウス）でシュードタイピングされたレンチウイルスベク
ター粒子で腹腔内注射した。４週間後、マウスを同じ粒子（５００μl/マウス）でブース
トした。１回目の後眼窩血液採取（Capijectチューブ中）をブースト後１５日目に、そし
て、２回目をブースト後２１日目に行う。血液を３５００rpmで６分間遠心分離し、血清
を採取し、－２０℃に保った。
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【０４１２】
　形質導入アッセイを、これらの血清の種々の希釈物の存在下で作成した。
【０４１３】
２．２．ヒト単球由来ＤＣの生成
　バフィーコートが、French Blood Bank（EFS-Rungis）から、全ての被験者からインフ
ォームドコンセントと共に、倫理ガイドラインに従って得られた。ＰＢＭＣをフィコール
密度遠心分離により単離した。単球細胞を、組織－培養物－処理プレート上での付着によ
り濃縮した。付着工程後、細胞を、１０%　ＦＣＳ、ペニシリン－ストレプトマイシン、
ピルビン酸０．１mM　＋　Ｈｅｐｅｓ　１mMを含み、顆粒球－マクロファージｒｈＧＭ－
ＣＳＦ（５０ng/ml、R&D systems）及びｒＩＬ－４（２０ng/ml、R&D systems）を添加し
たＲＰＭＩ培地中で培養する。この培地を、４日後に、ｒｈＧＭ－ＣＳＦ（５０ng/ml）
及びｒｈＩＬ－４（２０ng/ml）を含む新鮮培地と交換した。７日目、細胞をシュードタ
イピングし、レンチウイルスベクターで形質導入した。形質導入後２時間目、ｒｈＧＭ－
ＣＳＦ及びｒｈＩＬ－４を含むＲＰＭＩ（Invitrogen）培地を加えた。細胞を形質導入後
５日目に収集し、ＬＳＲ　ＩＩフローサイトメトリー（Becton Dickinson）により分析し
た。ＤＣによるＧＦＰの発現を、フルオレセインイソチオシアネートチャネルにおいてフ
ローサイトメトリーにより直接的に調べた。
【０４１４】
２．３．ヒト単球由来ＤＣの表現型分析
　表現型分析のために、ＤＣ（１００μl中の１×１０６個細胞）を、０．１μg/μlの濃
度のＦＩＴＣ－又はＰＥ（Becton Dickinson）で標識した抗ＣＤ１４、ＣＤ８６、ＣＤ１
ａ、及びＨＬＡ－ｄｒ抗体で、５分間室温でインキュベートした。染色された細胞をＬＳ
Ｒ　ＩＩフローサイトメトリー（Becton Dickinson）により分析した。
【０４１５】
結果
１．様々なＶＳＶ－Ｇ血清型のシュードタイピング能力の評価
　ヒトコドン最適化遺伝子を５つの特性付けしたＶＳＶ－Ｇ血清型について生成し、ｐＴ
ｈＶプラスミド内にクローン化し、以下のベクターを生成する：ｐＴｈＶ－ＶＳＶ．Ｇ（
ＣＨＡＮＤＩ－ＣＯ）、ｐＴｈＶ－ＶＳＶ．Ｇ（ＣＯＣＡＬ－ＣＯ）、ｐＴｈＶ－ＶＳＶ
．Ｇ（ＰＩＲＹ－ＣＯ）、ｐＴｈＶ－ＶＳＶ．Ｇ（ＩＳＦＡ－ＣＯ）、及びｐＴｈＶ－Ｖ
ＳＶ．Ｇ（ＳＶＣＶ－ＣＯ）（図８～１２）。これらのエンベローププラスミドをレンチ
ウイルスベクター粒子の産生のために使用し、それらのシュードタイピング能力をベクタ
ーの力価（ＴＵ／ｍｌ）を決定することにより評価している。図５０に示す通り、ＶＳＶ
－Ｇインディアナ及びニュージャージーに加えて、５つのＶＳＶ－Ｇタンパク質のうち３
つだけが、本発明者らのレンチウイルスベクター粒子を効率的にシュードタイピングする
ことが可能である：Ｃｏｃａｌ、イスファハン、及びＳＶＣＶ血清型。最良の力価がイン
ディアナ血清型で観察される（有意差は、野生型タンパク質とコドン最適化タンパク質の
間で観察できない）。他の血清型は、インディアナの力価の５４%（ニュージャージー）
、２５%（Ｃｏｃａｌ）、２２%（ＳＶＣＶ）、及び７%（イスファハン）を生じる。
【０４１６】
　チャンディプラ及びＰｉｒｙ　ＶＳＶ－Ｇ血清型はいずれもインディアナの力価のわず
か０．０７%を生じる。それらの非常に低い融合活性は、本発明者らのレンチウイルスベ
クター粒子をシュードタイピングするためのそれらの効果的な使用を妨げうると思われる
。なぜなら、それらは標的細胞を十分に形質導入することが可能ではないからである。チ
ャンディプラＶＳＶ－Ｇタンパク質のこの低効率は、ＶＳＶ－Ｇシュードタイピングされ
た複製能が欠損したヒト免疫不全ウイルス粒子との関連で、それが免疫応答をブーストす
る能力に欠けるとの報告を説明できる（Baliga CS, et al, Molecular Therapy, 2006）
。
【０４１７】
２．交差中和アッセイ
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　中和抗体を生成するための本発明者らのＶＳＶ－Ｇタンパク質の適性を特性付けするこ
と、及び、これらの抗体が異種ＶＳＶ－Ｇ血清型を潜在的に交差中和するか否かをチェッ
クすることは、シュードタイピングされたベクターがワクチン接種試験において注射され
るべき好ましい順番に決まるために有用となりうる。
【０４１８】
　効率的なＶＳＶ－Ｇタンパク質（インディアナ、ニュージャージー、Ｃｏｃａｌ、イス
ファハン、及びＳＶＣＶ）でシュードタイピングされたレンチウイルスベクター粒子を、
Ｃ５７Ｂｌ／６マウスにおいて２回注射し、注射の間は４週間間隔であった。２回目の注
射後の１５日目、血液をマウスから採取し、種々のＶＳＶ－Ｇタンパク質でシュードタイ
ピングされたレンチウイルスベクター粒子を中和するその能力をテストした。図５１及び
５２に示す通り、ＶＳＶ－Ｇインディアナ、ニュージャージー、ＳＶＣＶ、及びイスファ
ハンのシュードタイプは、任意の他のＶＳＶ－Ｇタンパク質に対して検出可能な抗体を誘
導しない。故に、それらを１回目の注射のために任意の順番で使用できる。対照的に、抗
Ｃｏｃａｌ抗体は、インディアナ及びＳＶＣＶでシュードタイピングされた粒子を強く阻
害する。従って、使用する場合、ワクチン接種の効果を阻害する任意の中和反応を回避す
るために、Ｃｏｃａｌシュードタイピングされた粒子を最後の注射のために使用すべきで
ある。まとめると、種々のテストされたＶＳＶ－Ｇタンパク質をプライミング－ブースト
計画において連続的に使用する場合、シュードタイピングされた粒子の組み合わせでは、
特に、ＶＳＶ－Ｇシュードタイピングされた粒子を以下の順番で注射すべきであるとの事
実を考慮に入れる：インディアナ　－　ニュージャージー　－　イスファハン　－　ＳＶ
ＣＶ／Ｃｏｃａｌ。
【０４１９】
３．サル及びヒトの血清中での抗体の保有率
　ＶＳＶ－Ｇタンパク質を中和することが可能である抗体のヒト血清中での存在は、本発
明者らのベクター粒子をシュードタイピングするためのそれらの使用前に決定すべきであ
る。ヒト血清で得られうる中和応答の強度を評価するために、本発明者らは、本発明者ら
の試験において使用した動物から得られた種々のサル血清の存在下で、選択したＶＳＶ－
Ｇタンパク質でシュードタイピングされた本発明者らの粒子をテストすることを最初に決
めた。故に、本発明者らは、４匹のサル（１匹はワクチン接種せず、３匹はＶＳＶ－Ｇイ
ンディアナでシュードタイピングされた種々の用量　－　低、中、及び高用量　－　の粒
子でワクチン接種し、単独用量のＶＳＶ－Ｇニュージャージーシュードタイピング粒子で
ブーストした）から、種々の時間（注射前、プライミング後、及びブースト後）に血清を
採取した。これらのサル血清が、選択されたＶＳＶ－Ｇタンパク質（インディアナ、ニュ
ージャージー、Ｃｏｃａｌ、イスファハン、及びＳＶＣＶ）でシュードタイピングされた
粒子を中和する能力をその後にテストし、結果を図５３～５７にそれぞれ示す。予測通り
、強い中和活性が、ＶＳＶ－Ｇインディアナに対して、インディアナシュードタイピング
粒子でワクチン接種されたサルからの血清において用量依存的に見出され（図５３）、ま
た、ニュージャージー粒子に対して、ニュージャージーシュードタイピング粒子でブース
トされたサルからの血清において見出された（図５４）。故に、本発明者らは、同種の中
和活性が約１／１０２４血清希釈（全活性の５０%が１／１０２４の血清希釈で得られる
）でのＩＣ　５０により特徴付けられる。図５５において、本発明者らは、ＶＳＶ－Ｇ　
Ｃｏｃａｌ血清型に対する中和活性が、高用量のインディアナ粒子を受けたサルにより特
異的に発生していることが分かる（この応答は低用量のインディアナ粒子では観察されな
い）。しかしながら、イスファハン又はＳＶＣＶ血清型のいずれに対する特異的な中和活
性も、事前に免疫化したサル、又は、ワクチン接種されたサルからの血清において見出さ
れていない（図５６及び５７）。
【０４２０】
　ＶＳＶ－Ｇタンパク質を中和することが可能な抗体のヒト血清中での存在を、無作為に
選択した９６のヒト血清中で決定している。選択されたＶＳＶ－Ｇタンパク質でシュード
タイピングされたレンチウイルスベクター粒子での形質導入実験を、（加熱した、及び、
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９に示す）は、一部の患者の血清がＶＳＶ－Ｇタンパク質に対して強い中和活性を提示す
ることを示す（インディアナに対して患者２人、ニュージャージーに対して４人、そして
、Ｃｏｃａｌに対して３人）。この中和活性が同種又は特異的でないかを決定するために
、これらの患者をさらに研究し、異なるＶＳＶ－Ｇでシュードタイピングされた粒子の形
質導入アッセイをこれらの血清の連続希釈物の存在下で行った。図６０に示す通り、血清
の２倍希釈物の存在下でＶＳＶ－Ｇインディアナに対する中和活性を提示した患者（患者
＃３９、４７、５４、８３、９４、及び９９）が、さらなる希釈倍数でもはや中和活性を
示さなかった。同じ観察が、ニュージャージーＶＳＶ－Ｇタンパク質（患者＃７、９、６
３、７０、８４、及び８８）、ＳＶＣＶ　ＶＳＶ－Ｇタンパク質（患者１０、７８、９４
、３９、８４、及び９８）、及びイスファハンＶＳＶ－Ｇタンパク質（患者＃１０、７８
、９、９４、７０、８４、及び９８）に対して中和活性を以前に示した患者で行うことが
できた。対照的に、Ｃｏｃａｌ　ＶＳＶ－Ｇタンパク質に対して中和活性を提示する患者
のうち（患者＃９、５７、６７、８０、８８、５４、６２、６９、８３、及び９３）、２
人が依然として高い血清希釈物で中和活性を提示しており（患者＃６７及び６９）、ＩＣ
５０は約１／５１２血清希釈であった。これらの結果は、Ｃｏｃａｌ血清型を本発明者ら
のレンチウイルスベクター粒子のシュードタイピングのために使用する場合、抗Ｃｏｃａ
ｌ保有率を患者において決定しなければならないであろうことを示す。
【０４２１】
４．異なるＶＳＶ－Ｇエンベロープによりシュードタイピングされたベクター粒子でのヒ
ト単球由来樹状細胞の形質導入
　本発明の提案されたワクチン接種プロトコールにおいて、インディアナＶＳＶ－Ｇシュ
ードタイプでシュードタイピングされたレンチウイルスベクターを最初に注射し、免疫学
的反応をプライミングする。免疫学的反応をブーストするために、以前に記載されたＶＳ
Ｖ－Ｇ血清型の１つでシュードタイピングされたレンチウイルスベクターをレンチウイル
スベクター粒子の２回目の注射のために使用する。樹状細胞は、先天性免疫及び適応免疫
において中心的な役割を果たす。故に、本発明者らは、異なるＶＳＶ－Ｇタンパク質によ
りシュードタイピングされたベクター粒子がヒトＤＣに融合する能力を特性付けした。従
って、ヒト単球由来樹状細胞（ｍＤＣ）を、種々のＶＳＶ－Ｇタンパク質（ニュージャー
ジー、イスファハン、ＳＶＣＶ、Ｃｏｃａｌ、又はチャンディプラ）でシュードタイピン
グされたレンチウイルスベクターで形質導入し、様々な粒子での力価（ＴＵ／ｍｌ）の決
定をもたらし、それは各ＶＳＶ－Ｇの融合能と直接的に相関する。その上、古典的には２
９３　Ｔ細胞で行われるベクター粒子の力価も特性付けし、形質導入の相対力価（力価Ｄ
Ｃ／力価２９３Ｔ）を定めた。実験によって、テストされた全てのＶＳＶ－Ｇエンベロー
プがｍＤＣに融合する相対的能力を提示し、顕著な例外はＶＳＶ－Ｇのチャンディプラ血
清型であった（図６１）。ＶＳＶ－Ｇインディアナは、テストされた他と比較して、最も
強い融合能を持つエンベロープであると思われる。しかしながら、ＶＳＶ－Ｇニュージャ
ージー、イスファハン、ＳＶＣＶ、及びＣｏｃａｌも、ｍＤＣと融合する良好な能力を提
示する。様々なエンベロープを考慮すると、２つの異なる実験により提供されたデータ（
図６１）は、相対力価（ＤＣ力価／２９３　Ｔ力価）の値が何であれ、同じパターンの融
合能を示した。これは、形質導入時に使用されるｍＤＣの生理学的状態における差に起因
する。
【０４２２】
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