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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　HIV-1のgagタンパク質又は少なくとも8アミノ酸長を有し抗原性を有するその断片、HIV
-1 Nefタンパク質又は少なくとも8アミノ酸長を有し抗原性を有するその断片、及びRTタ
ンパク質又は少なくとも8アミノ酸長を有し抗原性を有するその断片をコードし、かつそ
のコード配列をRT、Nef、gagの順番で含む、異種プロモーターに機能し得る形で連結され
たヌクレオチド配列からなる核酸。
【請求項２】
　gagタンパク質がp17を含む、請求項１に記載の核酸。
【請求項３】
　gagタンパク質がさらにp24を含む、請求項２に記載の核酸。
【請求項４】
　gag配列が、高度に発現されるヒト遺伝子におけるコドン使用に類似するようにコドン
最適化されており、前記ヌクレオチド配列が0.5を上回るRSCU値を有する、請求項１～３
のいずれか１項に記載の核酸。
【請求項５】
　RT配列又はその断片が、高度に発現されるヒト遺伝子に類似するようにコドン最適化さ
れている、請求項１～４のいずれか１項に記載の核酸。
【請求項６】
　高度に発現されるヒト遺伝子に類似するようにコドン最適化されたRT、Nefトランケー
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ト、高度に発現されるヒト遺伝子におけるコドン使用に類似するようにコドン最適化され
たgag p17、p24をこの順番で含むヌクレオチド配列からなる核酸であって、Nefトランケ
ートはNefのN末端の65個のアミノ酸をコードするヌクレオチドが除去されているNef遺伝
子の断片である、核酸。
【請求項７】
　異種プロモーターがHCMV IE遺伝子に由来するプロモーターである、請求項１～６のい
ずれか１項に記載の核酸。
【請求項８】
　前記プロモーターの5'がエキソン1を含む、請求項７に記載の核酸。
【請求項９】
　RTが、逆転写酵素活性を不活化する突然変異をコードする、請求項１～８のいずれか１
項に記載の核酸。
【請求項１０】
　RTが、トリプトファン229がリジンへと置換されることによって突然変異している、請
求項９に記載の核酸。
【請求項１１】
　請求項１～１０のいずれか１項に記載の核酸を含むベクター。
【請求項１２】
　ウイルスベクターである、請求項１１に記載のベクター。
【請求項１３】
　複製欠陥型アデノウイルスである、請求項１２に記載のウイルスベクター。
【請求項１４】
　二本鎖DNAプラスミドである請求項１１に記載のベクター。
【請求項１５】
　請求項１～１０のいずれか１項に記載の核酸によってコードされるタンパク質。
【請求項１６】
　請求項１～１０のいずれか１項に記載の核酸又は請求項１１～１４のいずれか１項に記
載のベクター、及び製薬上許容し得る賦形剤、希釈剤、担体もしくはアジュバントを含む
医薬組成物。
【請求項１７】
　筋肉内又は皮内送達に適合させた請求項１６に記載の医薬組成物。
【請求項１８】
　前記担体が金ビーズである請求項１６又は１７に記載の医薬組成物。
【請求項１９】
　請求項１６、１７又は１８に記載の医薬組成物を含む皮内送達デバイス。
【請求項２０】
　医療における使用のための、請求項１～１０のいずれか１項に記載の核酸、請求項１１
～１４のいずれか１項に記載のベクター、又は請求項１６～１８のいずれか１項に記載の
組成物。
【請求項２１】
　HIV-1のgagタンパク質又は少なくとも8アミノ酸長を有し抗原性を有するその断片、HIV
-1 Nefタンパク質又は少なくとも8アミノ酸長を有し抗原性を有するその断片、及びRTタ
ンパク質又は少なくとも8アミノ酸長を有し抗原性を有するその断片をコードし、かつそ
のコード配列をRT、Nef、gagの順番で含むヌクレオチド配列からなる核酸を、異種プロモ
ーターに機能し得る形で連結することを含む、請求項１～１１のいずれか１項に記載の核
酸の製造方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、核酸構築物、かかる構築物を含む宿主細胞及び核酸ワクチンにおけるその使
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用に関する。本発明はさらに、そのような構築物を含むワクチン製剤及び医薬におけるそ
のような製剤の使用に関する。本発明は特に、HIV感染の予防及び治療において、より具
体的には粒子を介する送達により投与される場合に、有用であるDNAワクチンに関する。
【背景技術】
【０００２】
　HIV-1は世界の主要な健康問題の1つとして見なされている後天性免疫不全症候群(AIDS)
の主要な原因である。ワクチンを製造するために世界中で徹底的な研究が行われているが
、そのような努力はこれまで成功していない。
【０００３】
　HIV-1の非エンベロープタンパク質が記載されており、例えば、gag及びpol遺伝子の産
物などの内部構造タンパク質並びに、Rev、Nef、Vif及びTat(Greenら、New England J. M
ed, 324, 5, 308 et seq(1991)及びBryantら(Pizzo編)、Pediatr. Infect. Dis. J., 11,
 5, 390 et seq(1992))などの他の非構造タンパク質が挙げられる。
【０００４】
　Gag遺伝子は全長RNAから翻訳されて、前駆体ポリタンパク質になり、続いて、3～5個の
キャプシドタンパク質；マトリックスタンパク質、キャプシドタンパク質及び核酸結合タ
ンパク質及びプロテアーゼ(1. Fundamental Virology, Fields BN, Knipe DM及びHowley 
M, 1996、2. Fields Virology vol 2, 1996)へと切断される。
【０００５】
　gag遺伝子は、スプライシングされていないウイルスmRNAから発現される、p55とも呼ば
れる55キロダルトン(kD)のGag前駆体タンパク質を生じる。翻訳中に、p55のN末端がミリ
ストイル化され、それによって細胞膜の細胞質面との結合が引き起こされる。膜結合した
Gagポリタンパク質は、感染細胞の表面からのウイルス粒子の発芽の引き金を弾く他のウ
イルスタンパク質及び細胞タンパク質と共に2コピーのウイルス遺伝子RNAを収集する。発
芽後、p55は、ウイルス成熟のプロセス中に、ウイルスによりコードされたプロテアーゼ(
pol遺伝子の産物)により、MA(マトリックス[p17])、CA(キャプシド[p24])、NC(ヌクレオ
キャプシド[p9])、及びp6と呼ばれる4つのより小さいタンパク質へと切断される(4)。
【０００６】
　3つの主要なGagタンパク質に加えて、全てのGag前駆体はいくつかの他の領域を含み、
それらは切り出されて、様々な大きさのペプチドとしてビリオン中に残存する。これらの
タンパク質は異なる役割を有し、例えば、p2タンパク質はプロテアーゼの活性の調節にお
いて役割を果し、タンパク質分解の正確なタイミングに寄与することが提唱されている。
【０００７】
　MAポリペプチドはp55のN末端のミリストイル化された末端から誘導される。ほとんどの
MA分子はビリオンの脂質二重層の内部表面に結合したままであり、それによって粒子が安
定化している。MAのサブセットはビリオンのより深い層の内部に収集され、そこでウイル
スDNAを核にエスコートする複合体の一部となる(5)。これらのMA分子は、MA上の核親和性
シグナルが細胞の核輸送機構により認識されるため、ウイルスゲノムの核輸送を容易にす
る。この現象により、HIVは非分裂細胞に感染することが可能になり、これはレトロウイ
ルスにとっては通常でない特性である。
【０００８】
　p24(CA)タンパク質はウイルス粒子の円錐コアを形成する。シクロフィリンAはp55のp24
領域と相互作用してHIV粒子へのその組込みをもたらすことが証明された。シクロスポリ
ンAによるこの相互作用の破壊はウイルスの複製を阻害するので、GagとシクロフィリンA
との相互作用は必須である。
【０００９】
　GagのNC領域はHIVのいわゆるパッケージングシグナルの特異的認識を担う。このパッケ
ージングシグナルはウイルスRNAの5'末端付近に位置する4個のステムループ構造からなり
、HIV-1ビリオンへの異種RNAの組込みを媒介するのに十分である。NCは2個のジンクフィ
ンガーモチーフにより媒介される相互作用を介してパッケージングシグナルに結合する。
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NCはまた、逆転写を容易にする。
【００１０】
　p6ポリペプチド領域はp55 Gagとアクセサリータンパク質Vprとの相互作用を媒介し、集
合するビリオンへのVprの組込みをもたらす。p6領域はまた、感染細胞からの出芽ビリオ
ンの十分な放出にとって必要とされるいわゆる後期ドメインを含む。
【００１１】
　Pol遺伝子は初期感染においてウイルスにより必要とされる2つの活性を含む2つのタン
パク質、細胞DNAへのウイルスDNAの組込みにとって必要なRT及びインテグラーゼタンパク
質をコードする。Polの一次産物はビリオンプロテアーゼにより切断されて、DNA合成にと
って必要な活性を含むアミノ末端RTペプチド(RNA及びDNA指向型DNAポリメラーゼ、リボヌ
クレアーゼH)及びカルボキシ末端インテグラーゼタンパク質を生じる。
【００１２】
　HIVのRTは全長RT(p66)とカルボキシ末端Rnaseインテグラーゼドメインを欠く切断産物(
p51)とのヘテロ二量体である。
【００１３】
　RTはレトロウイルスゲノムによりコードされる最も高度に保存されたタンパク質の1つ
である。RTの2つの主要な活性はDNA Pol及びリボヌクレアーゼHである。RTのDNA Pol活性
は鋳型として互換的にRNA及びDNAを使用し、全てのDNAポリメラーゼと同様にde novoでDN
A合成を開始することができず、プライマー(RNA)として働く予め存在する分子を必要とす
ることが知られている。
【００１４】
　全てのRTタンパク質に固有のRnase H活性はDNA合成が進行するにつれてRNAゲノムを除
去する繰返しの早期において必須の役割を果たす。それは全てのRNA-DNAハイブリッド分
子に由来するRNAを選択的に分解する。構造的に、そのポリメラーゼ及びリボHはPolの3分
の2のアミノ酸をカバーするPolとは重複しない別のドメインを占めている。
【００１５】
　p66触媒サブユニットは5つの別個のサブドメインに折り畳まれる。これらのアミノ末端
23はRT活性を有する部分を有する。これらのカルボキシ末端はRnase Hドメインである。
【００１６】
　宿主細胞の感染後、レトロウイルスのRNAゲノムは感染粒子中に存在する逆転写酵素に
よって直鎖状のdsDNAへとコピーされる。インテグラーゼ(Virus Res 52, 271-273中のSka
lka AM '99 Advに概説されている)はウイルスDNAの末端を認識し、それらを切り出し、宿
主の染色体部位にウイルスDNAを付加して組込みを触媒する。宿主DNA中の多くの部位が組
込みの標的であり得る。インテグラーゼはin vitroで組込みを触媒するのに十分であるが
、それはin vivoでウイルスDNAと結合した唯一のタンパク質ではない。感染細胞から単離
されたその大きなタンパク質－ウイルスDNA複合体は、プレ組込み複合体と呼ばれる。こ
れは子孫ウイルスゲノムによる宿主細胞遺伝子の獲得を容易にする。
【００１７】
　インテグラーゼは3つの異なるドメイン、N末端ドメイン、触媒コア及びC末端ドメイン
からなる。触媒コアドメインはポリヌクレオチジル転移の化学反応にとっての要件の全て
を含む。
【００１８】
　Nefタンパク質は、細胞表面からのHIV受容体であるCD4の除去を引き起こすことが知ら
れているが、この機能の生物学的重要性は議論されていない。さらに、NefはT細胞のシグ
ナル経路と相互作用し、活性状態を誘導し、同様により効率的な遺伝子発現を促進し得る
。いくらかのHIV単離体はこの領域に突然変異を有し、それが機能的タンパク質をコード
しない原因となり、in vivoにおけるそれらの複製及び病因において重篤に免疫不全的で
ある。
【００１９】
　DNAワクチンは通常、強力なプロモーターが挿入された細菌プラスミドベクター、抗原
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性ペプチドをコードする目的の遺伝子及びポリアデニル化／転写終結配列からなる。目的
の遺伝子は完全なタンパク質をコードしてもよいし、又は単に病原体、腫瘍もしくは防御
の対象である他の因子に関係する抗原性ペプチド配列をコードしてもよい。プラスミドを
、例えば大腸菌などの細菌中で増殖させた後、意図される投与経路に応じて、宿主に投与
する前に、好適な培地中で単離及び調製することができる。投与後、このプラスミドはコ
ードされたペプチドを産生する宿主の細胞により取り込まれる。哺乳動物宿主中でのプラ
スミドの複製及び関係のある動物の染色体DNA内への組込みを防止するために、プラスミ
ドベクターを真核細胞において機能的である複製起点を用いずに作製するのが好ましいで
あろう。
【００２０】
　伝統的なワクチン技術と比較して、DNAワクチン接種にはいくつかの利点がある。第1に
、DNA配列によりコードされるタンパク質は宿主中で合成されるため、該タンパク質の構
造又はコンフォメーションは疾患状態と関連する天然のタンパク質と類似するであろうと
予測される。また、DNAワクチン接種は保存されたタンパク質に由来するエピトープを認
識する細胞傷害性Tリンパ球応答を生じることにより、異なる株のウイルスに対しても防
御を提供するようである。さらに、プラスミドは抗原性タンパク質を産生し得る宿主細胞
により取り込まれるため、長期間継続する免疫応答を誘導することができる。この技術は
また、異なる免疫原を組み合わせて単一の製剤にして、いくつかの疾患状態に関する同時
免疫化を容易にする可能性を提供する。
【００２１】
　DNAワクチン接種に関する有用な背景情報はDonnellyら、「DNAワクチン」, Ann. Rev I
mmunol. 1997 15: 617-648に提供されており、その開示はその全体が参照により本明細書
に組み入れられるものとする。
【発明の開示】
【００２２】
発明の概要
　本発明はHIV感染及びAIDSの予防及び治療のための核酸ワクチンにおける使用のための
新規な構築物を提供する。
【００２３】
　従って、第1の態様において、本発明はさらなるHIV抗原もしくはその断片をコードする
ヌクレオチド配列に連結され、かつ異種プロモーターに機能し得る形で連結されたHIVのg
agタンパク質又はその断片をコードするヌクレオチド配列を含む核酸分子を提供する。前
記ヌクレオチド配列の断片はHIVエピトープをコードし、典型的には少なくとも8個のアミ
ノ酸のペプチドをコードする。このヌクレオチド配列はDNA配列であるのが好ましく、複
製起点を含まないプラスミド内に含まれるのが好ましい。そのような核酸分子を、製薬上
許容し得る賦形剤、担体、希釈剤又はアジュバントと共に製剤化して、HIV感染及びAIDS
の治療及び／又は予防に好適な医薬組成物を製造する。
【００２４】
　好ましい実施形態においては、前記DNA配列を、粒子を介する薬剤送達に好適な不活性
粒子又はビーズの表面上で製剤化する。好ましくは、このビーズは金である。
【００２５】
　本発明の好ましい実施形態においては、配列が哺乳動物細胞における遺伝子のコドン使
用に類似するように最適化されたgagタンパク質をコードする、高度に発現されるDNA配列
が提供される。特に、このgagタンパク質は高度に発現されたヒト遺伝子のものと類似す
るように最適化される。
【００２６】
　DNAコードは、4つの文字(A、T、C及びG)から構成され、それらを使用して、生物の遺伝
子にコードされたアミノ酸又はタンパク質を表す3文字の「コドン」を綴る。DNA分子に沿
ったコドンの直鎖状配列は、これらの遺伝子によりコードされるタンパク質中のアミノ酸
の直鎖状配列中に翻訳される。このコードは高度に縮重しており、20個の天然アミノ酸を
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コードする61個のコドンと、「停止」シグナルを表す3個のコドンがある。このように、
ほとんどのアミノ酸は2個以上のコドンによりコードされる。実際、いくつかは4個以上の
異なるコドンによりコードされる。
【００２７】
　所与のアミノ酸をコードする2個以上のコドンが利用可能である場合、生物のコドン使
用パターンは高度に非ランダムであることが観察されている。異なる種はそのコドン選択
において異なる偏りを示し、さらに、コドンの使用は、単一の種においても、高いレベル
及び低いレベルで発現される遺伝子間で顕著に異なっていることがある。この偏りはウイ
ルス、植物、細菌及び哺乳動物細胞において異なっており、いくつかの種はランダムなコ
ドン選択から離れて他の種以上により強い偏りを示す。例えば、ヒト及び他の哺乳動物は
特定の細菌又はウイルスほどの強い偏りを示さない。これらの理由として、大腸菌中で発
現された哺乳動物遺伝子又は哺乳動物細胞中で発現された外来遺伝子もしくは組換え遺伝
子は効率的発現にとって不適切なコドン分布を有する確率がかなり高いことが挙げられる
。発現を起こさせる宿主中で稀に観察されるコドンのクラスター又は多数のコドンの異種
DNA配列中での存在はその宿主中での低い異種発現レベルを示すと考えられる。
【００２８】
　本発明の実施形態においては、アミノ酸配列をコードすし、そのコドン使用パターンが
高度に発現される哺乳動物遺伝子のコドン使用に類似したgagポリヌクレオチド配列が提
供される。好ましくは、該ポリヌクレオチド配列はDNA配列である。前記ポリヌクレオチ
ド配列のコドン使用パターンは高度に発現されるヒト遺伝子に典型的であるのが望ましい
。
【００２９】
　本発明のポリヌクレオチドでは、コドン使用パターンを標的生物、例えば、哺乳動物、
特にヒトのコドンの偏りにより近づけるために、ヒト免疫不全ウイルスに典型的なコドン
使用パターンから変化させしている。「コドン使用係数」は所与のポリヌクレオチド配列
のコドンパターンが標的の種のものにどれぐらい近く類似しているかを示す尺度である。
コドン頻度は、高度に発現される多くの種の遺伝子に関する文献起源(例えば、Nakamura
ら、Nucleic Acids Research 1996, 24:214-215を参照)に由来するものであってもよい。
61個のコドンの各々についてのコドン頻度(選択されたクラスの遺伝子の1000個のコドン
あたりの発生数として表される)を20個の天然アミノ酸の各々について正規化して、各ア
ミノ酸について最も頻繁に使用されるコドンについての値を1に設定し、より少ない共通
コドンについての頻度を0～1の間にあるように定める。かくして、61個のコドンの各々に
、標的の種の高度に発現される遺伝子について1以下の値を割り当てる。該当する種の高
度に発現される遺伝子と比較した特定のポリヌクレオチドに関するコドン使用係数を算出
するために、該特定のポリヌクレオチドの各コドンについて定めた値に注目し、これら全
ての値の幾何学的平均を取る(これらの値の自然対数の和をコドンの総数で割り、真数を
取る)。この係数は0～1の値を有し、係数が高くなるほど、頻繁に使用されるコドンを前
記ポリヌクレオチドがより多く含む。ポリヌクレオチド配列が1のコドン使用係数を有す
る場合、このコドンは全て、標的とする種の高度に発現される遺伝子に関して「最も頻度
の高い」コドンである。
【００３０】
　本発明に従えば、前記ポリヌクレオチドのコドン使用パターンは、標的生物の高度に発
現される遺伝子において0.2未満のRSCU値を有するコドンを含まないのが好ましい。ある
いは、前記コドン使用パターンは、特定のアミノ酸について使用されるコドンの10％未満
であるコドンを含まない。相対同義コドン使用(RSCU)値は、観察されたコドン数を、その
アミノ酸について全てのコドンが等しい頻度で用いされた場合に期待される数で割ったも
のである。本発明のポリヌクレオチドは、一般的には0.3以上、好ましくは0.4以上、最も
好ましくは0.5以上である高度に発現されるヒト遺伝子に対するコドン使用係数(又はRSCU
)を有する。ヒトに関するコドン使用表はGenebankにも見出すことができる。
【００３１】
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　比較すると、高度に発現されるβ-アクチン遺伝子は0.747のRSCUを有する。ホモサピエ
ンスについてのコドン使用表を以下に記載する。
【表１】

【００３２】
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【００３３】



(9) JP 4601956 B2 2010.12.22

10

20

30

40

50

【００３４】
　本発明のさらなる態様に従えば、本発明の第1の態様に従うポリヌクレオチド配列を含
み、かつその発現を指令することができる発現ベクターが提供され、特に、gagポリヌク
レオチド配列のコドン使用パターンは高度に発現される哺乳動物遺伝子、好ましくは高度
に発現されるヒト遺伝子に典型的なものである。このベクターは細菌細胞、昆虫細胞又は
哺乳動物細胞、特に、ヒト細胞中で異種DNAの発現を駆動させるのに好適であり得る。一
実施形態においては、この発現ベクターはp7313(図1を参照)である。
【００３５】
　第3の実施形態においては、NEF、その断片、又はHIV逆転写酵素(RT)もしくはその断片
をコードするDNA配列に融合された異種プロモーターの制御下にあるgag遺伝子が提供され
る。この遺伝子のgag部分は融合物のN又はC末端部分であってもよい。
【００３６】
　好ましい実施形態においては、このgag遺伝子はgagのp6ペプチドをコードしない。NEF
遺伝子は好ましくはトランケートされて、N末端領域をコードする配列が除去、すなわち
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、30～85個、好ましくは60～85個、典型的には約81個、好ましくはN末端の65個のアミノ
酸が除去されている。
【００３７】
　さらなる実施形態においては、RT遺伝子も高度に発現されるヒト遺伝子に類似するよう
に最適化される。RTはいかなる逆転写活性も実質的に不活性化する突然変異をコードする
のが好ましい。好ましい不活性化突然変異はWトリプトファン229のK(リジン)による置換
を含む。
【００３８】
　本発明のさらなる態様に従えば、本発明に従うポリヌクレオチド配列を含む宿主細胞、
又は本発明に従う発現ベクターが提供される。この宿主細胞は細菌細胞、例えば大腸菌、
哺乳動物細胞、例えばヒトであってもよいし、昆虫細胞であってもよい。本発明に従うベ
クターを含む哺乳動物細胞は、in vitroでトランスフェクトされた培養細胞であってもよ
いし、哺乳動物に対する前記ベクターの投与によりin vivoでトランスフェクトしてもよ
い。
【００３９】
　本発明はさらに、本発明に従うポリヌクレオチド配列を含む医薬組成物を提供する。好
ましくは、該組成物はDNAベクターを含む。好ましい実施形態においては、前記組成物は
本発明のポリヌクレオチド配列をコードするベクターを含むDNAで被覆された複数の粒子
、好ましくは金粒子を含む。好ましくは、この配列はHIV gagアミノ酸配列をコードし、
その該ポリヌクレオチド配列のコドン使用パターンは高度に発現される哺乳動物遺伝子、
特にヒト遺伝子に典型的なものである。別の実施形態においては、前記組成物は製薬上許
容し得る賦形剤及び本発明の第2の態様に従うDNAベクターを含む。この組成物はまたアジ
ュバントを含んでもよい。
【００４０】
　かくして、本発明のベクターを免疫刺激剤と共に使用することは本発明の実施形態であ
る。好ましくは、この免疫刺激剤を本発明の核酸ベクターと同時に投与し、好ましい実施
形態においては、これを一緒に製剤化する。そのような免疫刺激剤としては、以下のもの
が挙げられるが、このリストは決して網羅的なものではなく、他の薬剤を排除するもので
はない：イミキモッド(imiquimod)[S-26308, R-837] (Harrisonら、「Reduction of recu
rrent HSV disease using imiquimod alone or combined with a glycoprotein vaccine
」, Vaccine 19: 1820-1826, (2001))；及びレシキモッド(resiquimod)[S-28463, R-848]
 (Vasilakosら、「Adjuvant activities of immune response modifier R-848: Comparis
on with CpG ODN」, Cellular immunology 204: 64-74 (2000))などの合成イミダゾキノ
リン、ツカレソール(Rhodes, J.ら、「Therapeutic potentiation of the immune system
 by costimulatory Sciff-base-forming drugs」, Nature 377: 71-75 (1995))、サイト
カイン、ケモカイン及びタンパク質もしくはペプチドとしての共刺激分子(これはGM-CSF
、IL-1α、IL-1β、TGF-α及びTGF-βなどの前炎症性サイトカイン、インターフェロンγ
、IL-2、IL-12、IL-15及びIL-18などのTh1誘導因子、IL-4、IL-5、IL-6、IL-10及びIL-13
などのTh2誘導因子並びにMCP-1、MIP-1α、MIP-β、RANTES、TCA-3、CD80、CD86及びCD40
Lなどの他のケモカイン及び共刺激遺伝子を含む)などの抗原提示細胞及びT細胞表面上で
構成的に発現されるカルボニル及びアミンのシッフ塩基、CTLA-4及びL-セレクチンなどの
他の免疫刺激標的化リガンド、Fas (49)などのアポトーシス刺激タンパク質及びペプチド
、バクスフェクチン(Reyesら、「Vaxfectin enhances antigen specific antibody titre
s and maintains Th1 type immune responses to plasmid DNA immunization」, Vaccine
 19: 3778-3786)、スクアレン、α-トコフェロール、ポリソルベート80、DOPC及びコレス
テロール、エンドトキシン、[LPS]、(Beutler, B., 「Endotoxin, Toll-like receptor 4
, and the afferent limb of innate immunity」, Current Opinion in Microbiology 3:
 23-30 (2000))などの合成脂質に基づくアジュバント、；Cpgオリゴ-及びジ-ヌクレオチ
ド(Sato, Y.ら、「Immunostimulatory DNA sequences necessary for effective intrade
rmal gene immunization」, Science 273 (5273): 352-354 (1996)、Hermi, H.ら、「A T
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oll-like receptor recognizes bacterial DNA」, Nature 408: 740-745, (2000))並びに
合成マイコバクテリアリポタンパク質、マイコバクテリアタンパク質p19、ペプチドグリ
カン、テイコイン酸及びリピドAなどの、Toll受容体にTh1-誘導サイトカインを産生させ
る他の潜在的リガンド。
【００４１】
　顕著なTh-1型応答を引き出すための特定の好ましいアジュバントとしては、例えば、モ
ノホスホリルリピドA、又は好ましくは3-de-O-アシル化モノホスホリルリピドAなどのリ
ピドA誘導体が挙げられる。MPL(登録商標)アジュバントはCorixa Corporation (Seattle,
 WA; 例えば、米国特許第4,436,727号；同第4,877,611号；同第4,866,034号及び同第4,91
2,094号を参照)から入手可能である。Cpg含有オリゴヌクレオチド(Cpgジヌクレオチドが
メチル化されていないもの)も顕著なTh1応答を誘導する。そのようなオリゴヌクレオチド
は公知であり、例えば、WO 96/02555、WO 99/33488並びに米国特許第6,008,200号及び同
第5,856,462号に記載されている。免疫刺激DNA配列も、例えば、Satoら、Science 273: 3
52, 1996に記載されている。別の好ましいアジュバントはQuil Aなどのサポニン、又はQS
21及びQS7(Aquila Biopharmaceuticals Inc., Framingham, MA)；Escin；Digitonin；又
はGypsophilaもしくはChenopodium quinoaサポニンなどのサポニンの誘導体を含む。
【００４２】
　HIV感染の治療又は予防における、本発明のポリヌクレオチド又は本発明のベクターの
使用も提供される。
【００４３】
　本発明はまた、本発明に従う有効量のポリヌクレオチド、ベクター又は医薬組成物を投
与することを含む、HIV感染、それに関連する任意の症状又は疾患を治療又は予防する方
法を提供する。医薬組成物の投与は、例えば、同じDNAプラスミドの反復用量として、又
は「初回免疫－追加免疫」の治療的ワクチン接種レジメにおいて、1回以上の個々の用量
の形態を取ってもよい。特定の場合、「初回免疫」ワクチン接種は、好ましくは、プラス
ミド由来ベクター中に組み込まれた、本発明に従うポリヌクレオチドの粒子媒介DNA送達
であってよく、「追加免疫」は、同じポリヌクレオチド配列を含む組換えウイルスベクタ
ーの投与によるか、又はアジュバント中のタンパク質と共に追加免疫することによるもの
であってよい。逆に、初回免疫は、ウイルスベクター又はタンパク質製剤、典型的にはア
ジュバント中で製剤化されたタンパク質であってよく、追加免疫は本発明のDNAワクチン
を用いるものであってよい。初回免疫及び／又は追加免疫は複数回用量を用いることがで
きる。
【００４４】
　本発明の実施形態においては、gag、nef又はRTタンパク質の断片が意図される。例えば
、本発明のポリヌクレオチドはHIVのgag、nef又はRTタンパク質の断片をコードしてもよ
い。少なくとも8個、例えば8～10個のアミノ酸又は20、50、60、70、80、100、150もしく
は200個までの長さのアミノ酸の断片をコードするポリヌクレオチドは、コードされたオ
リゴ又はポリペプチドがHIV抗原性を示す限り、本発明の範囲内にあると考えられる。特
に、排他的な説明ではないが、本発明のこの態様は前記ポリヌクレオチドが完全なHIVタ
ンパク質配列の断片をコードし、そのタンパク質の1個以上の別のエピトープを有する場
合を包含する。そのような断片は、該断片が高度に発現される哺乳動物遺伝子のものと類
似するコドン使用パターンを有するようにコドン最適化されていてもよい。
【００４５】
　本発明に従う好ましい構築物としては、
1. トランケートされたNEF(末端アミノ酸1～65をコードするヌクレオチドを欠く)と融合
されたp17、p24；
2. p17、p24、RT、トランケートされたNEF(末端アミノ酸1～65をコードするヌクレオチド
を欠く)；
3. p17、p24(最適化されたgag)、トランケートされたNEF(末端アミノ酸1～65をコードす
るヌクレオチドを欠く)；
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4. p17、p24(最適化されたgag)、RT(最適化されたもの)、トランケートされたNEF(末端ア
ミノ酸1～85をコードするヌクレオチドを欠く)；
5. p17、p24、RT(最適化されたもの)、トランケートされたNEF(末端アミノ酸1～65をコー
ドするヌクレオチドを欠く)；
6. 最適化されたp17、p24 gagと融合された、トランケートされたNEF(ヌクレオチド1～65
を欠く)；
7. 本発明の特に好ましい構築物としては、特に、3種の融合物RT-NEF-Gag、及びRT-Gag-N
efが挙げられる；
8. 最適化されたRT、トランケートされたNEF及び最適化されたp17、p24(gag) (RNG)；並
びに
9. 最適化されたRT、最適化されたp17、24(gag)、Nefトランケート(アミノ酸1～65を欠く
)RGN；
が挙げられる。
【００４６】
　前記HIV構築物はHIV Clade B又はClade C、特にClade Bに由来するものであるのが好ま
しい。
【００４７】
　上記に考察したように、本発明は本発明のヌクレオチド配列を含む発現ベクターを含む
。そのような発現ベクターは、分子生物学の分野においては日常的に構築されており、例
えば、プラスミドDNA並びに好適なイニシエーター、プロモーター、エンハンサー及び、
例えば、必要であってもよく、タンパク質発現を可能にするために正確な向きに配置され
たポリアデニル化シグナルなどの他のエレメントの使用を含んでもよい。他の好適なベク
ターは当業者にとっては明らかであろう。これに関してさらなる例により、本発明者らは
Sambrookら、Molecular Cloning: a Laboratory Manual. 第2版. CSH Laboratory Press 
(1989)を参照する。
【００４８】
　好ましくは、本発明の、又はベクター中での本発明における使用のためのポリヌクレオ
チドを、宿主細胞によるコード配列の発現を提供し得る制御配列に機能し得る形で連結す
る、すなわち、このベクターは発現ベクターである。用語「機能し得る形で連結された」
とは、記載の構成要素がそれらの意図された様式で機能することを可能にする関係にある
並置を指す。コード配列に「機能し得る形で連結された」プロモーターなどの調節配列を
、該コード配列の発現が該調節配列と適合する条件下で達成されるように配置する。
【００４９】
　前記ベクターは、例えば、複製起点、必要に応じて前記ポリヌクレオチドの発現のため
のプロモーター及び必要に応じて該プロモーターのレギュレーターと共に提供されたプラ
スミド、人工染色体(例えば、BAC、PAC、YAC)、ウイルス又はファージベクターであって
もよい。このベクターは1個以上の選択可能マーカー遺伝子、例えば、細菌プラスミドの
場合はアンピシリンもしくはカナマイシン耐性遺伝子又は真菌ベクターのための耐性遺伝
子を含んでもよい。ベクターを、例えば、DNAもしくはRNAの製造のためにin vitroで用い
るか、又は例えば、該ベクターによりコードされるタンパク質の製造のために、宿主細胞
、例えば、哺乳動物宿主細胞をトランスフェクトもしくは形質転換するのに用いることが
できる。また、このベクターを、例えば、DNAワクチン接種又は遺伝子治療の方法におい
て、in vivoで用いるために適合させることもできる。
【００５０】
　プロモーター及び他の発現調節シグナルを、発現を設計する宿主細胞に適合するように
選択することができる。例えば、哺乳動物のプロモーターとしては、カドミウムなどの重
金属に応答して誘導され得るメタロチオネインプロモーター、及びβ-アクチンプロモー
ターが挙げられる。SV40 large T抗原プロモーター、ヒトサイトメガロウイルス(CMV)極
初期(IE)プロモーター、ラウス肉腫ウイルスLTRプロモーター、アデノウイルスプロモー
ター、又はHIVプロモーター、特にHPV上流調節領域(URR)などのウイルスプロモーターを
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用いることもできる。これらのプロモーターは全て記載されており、当業界で容易に入手
可能である。
【００５１】
　好ましいプロモーターエレメントはイントロンAを欠くがエクソン1を含む、CMV極初期
プロモーターである。このプロモーターエレメントは最小プロモーターエレメントであっ
ても増強プロモーターであってもよいが、増強プロモーターが好ましい。従って、HCMV I
E初期プロモーターの制御下にある本発明のポリヌクレオチドを含むベクターが提供され
る。
【００５２】
　好適なウイルスベクターの例としては、単純ヘルペスウイルスベクター、ワクシニアも
しくはα-ウイルスベクター並びにレンチウイルス、アデノウイルス及びアデノ関連ウイ
ルスなどのレトロウイルスが挙げられる。これらのウイルスを用いる遺伝子導入技術は当
業者には公知である。例えば、レトロウイルスベクターを用いて、本発明のポリヌクレオ
チドを宿主ゲノム中に安定に組み込むことができるが、そのような組換えは好ましくない
。対照的に、複製欠陥型アデノウイルスベクターはエピソームを保持しており、従って、
一過的発現を可能にする。昆虫細胞(例えば、バキュロウイルスベクター)、ヒト細胞、酵
母細胞又は細菌中での発現を駆動し得るベクターを用いて、例えば、サブユニットワクチ
ンとしての使用のために、又は免疫アッセイにおいて、本発明のポリヌクレオチドにより
コードされるHIVタンパク質を大量に製造することができる。
【００５３】
　本発明に従うポリヌクレオチドは、in vitro、in vivo又はex vivoで引き起こしてもよ
いコードされたタンパク質の発現による製造において、有用である。従って、前記ヌクレ
オチドは、例えば、収率を増加させるための、組換えタンパク質合成に関与していてもよ
く、実際、それだけで治療剤としての有用性が見出されており、DNAワクチン接種技術に
おいて用いられる。本発明のポリヌクレオチドをin vitro又はex vivoでコードされるタ
ンパク質の製造に用いる場合、例えば、細胞培養物中の細胞を改変して、発現させようと
する前記ポリヌクレオチドを含有するようにすることができる。そのような細胞としては
、一過性の、好ましくは安定な哺乳動物細胞系が挙げられる。本発明に従うポリペプチド
をコードするベクターの挿入により改変することができる特定の細胞の例としては、哺乳
動物のHEK293T、CHO、HeLa、293及びCOS細胞が挙げられる。好ましくは、選択される細胞
系は安定であるだけでなく、ポリペプチドの成熟なグリコシル化及び細胞表面発現を可能
にするものである。発現を、形質転換された卵母細胞中で達成することができる。ポリペ
プチドを、トランスジェニック非ヒト動物、好ましくはマウスの細胞中で、本発明のポリ
ヌクレオチドから発現させることができる。本発明のポリヌクレオチドに由来するポリペ
プチドを発現するトランスジェニック非ヒト動物は本発明の範囲内に含まれる。
【００５４】
　本発明はさらに、哺乳動物被験体にワクチン接種する方法であって、該被験体に有効量
のそのようなワクチン又はワクチン組成物を投与することを含む、前記方法を提供する。
最も好ましくは、DNAワクチン、ワクチン組成物及び免疫治療剤における使用のための発
現ベクターはプラスミドベクターである。
【００５５】
　DNAワクチンを、例えば、シリンジもしくは高圧ジェットを用いて投与される液体製剤
中で「裸のDNA」、又はリポソームもしくは刺激性トランスフェクション増強剤と共に製
剤化されたDNAの形態で、又は粒子を介するDNA送達(PMDD)により、投与することができる
。これらの送達系は全て当業界で公知である。前記ベクターを、例えば、ウイルスベクタ
ー送達系により哺乳動物に導入することができる。
【００５６】
　本発明の組成物を、筋肉内、皮下、腹腔内、静脈内又は経粘膜などのいくつかの経路に
より送達することができる。
【００５７】
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　好ましい実施形態においては、前記組成物を皮内的に送達する。特に、前記組成物を、
例えば、Haynesら、J Biotechnology 44: 37-42 (1996)に記載のような、ビーズ(例えば
、金)上でベクターを被覆した後、高圧下で表皮中に投与することを含む、遺伝子銃、特
に粒子ボンバードメント投与技術により送達する。
【００５８】
　1つの実例において、ガスにより駆動される粒子加速を、Powderject Pharmaceuticals 
PLC (Oxford, UK)及びPowderject Vaccines Inc. (Madison, WI)により製造されるものな
どの装置を用いて達成することができ、そのいくつかの例は米国特許第5,846,796号、同
第6,010,478号、同第5,865,796号、同第5,584,807号、及び欧州特許第0500 799号に記載
されている。この手法はポリヌクレオチドなどの微小粒子の乾燥粉末製剤を手で持てる大
きさの装置により生成されたヘリウムガスジェット内で高速に加速し、該粒子を目的の標
的組織、典型的には皮膚中に推進させる、針を用いない送達手法を提供する。
【００５９】
　前記粒子は、好ましくは直径0.4～4.0μm、より好ましくは0.6～2.0μmの金ビーズであ
り、これらの上でDNAコンジュゲートを被覆した後、「遺伝子銃」中に配置するためのカ
ートリッジ又はカセット中に入れる。
【００６０】
　関連する実施形態においては、本発明の組成物のガスにより駆動される針を用いない注
入にとって有用であり得る他の装置及び方法としては、Bioject, Inc. (Portland, OR)に
より提供されるものが挙げられ、そのいくつかの例が米国特許第4,790,824号、同第5,064
,413号、同第5,312,335号、同第5,383,851号、同第5,399,163号、同第5,520,639号及び同
第5,993,412号に記載されている。
【００６１】
　抗原性ペプチドをコードするヌクレオチド配列を含むベクターを、予防上又は治療上有
効である量で投与する。投与する量は、一般的には、粒子を介する送達については1ピコ
グラム～1ミリグラム、好ましくは1ピコグラム～10マイクログラム、及び他の経路につい
ては100ナノグラム～1ミリグラム、好ましくは10マイクログラム～1ミリグラムのヌクレ
オチド／用量である。その正確な量は免疫化しようとする被験者の体重及び投与経路に依
存してかなり変化し得る。
【００６２】
　抗原性ペプチドをコードするヌクレオチド配列を含む免疫原成分を、一度きりのベース
で投与するか、又は例えば、約1日～約18ヶ月の間隔で、1～7回、好ましくは1～4回、繰
り返して投与することができる。しかしながら、この治療レジメは関与する被験体の大き
さ、投与するヌクレオチド配列の量、投与経路、及び技術のある獣医師又は開業医にとっ
ては明らかである他の因子に依存して顕著に変化するであろう。この被験体はそれらの治
療レジメ全体の一部として1種以上の他の抗HIVレトロウイルス薬剤を受けてもよい。さら
に、前記核酸免疫原をアジュバントと共に投与してもよい。
【００６３】
　同様に、本明細書に特定されるアジュバント成分を、例えば、経口、経鼻、経肺、筋肉
内、皮下、皮内又は局所経路などの様々な異なる投与経路を介して投与することができる
。好ましくは、このアジュバント成分を皮内又は局所経路を介して投与する。最も好まし
くは、局所経路によるものである。この投与はヌクレオチド配列の投与前の約14日～投与
後約14日の間、好ましくはヌクレオチド配列の投与前の約1日～投与後約3日の間に行うこ
とができる。ある実施形態においては、このアジュバント成分を、前記ヌクレオチド配列
の投与と実質的に同時に投与する。「実質的に同時に」とは、アジュバント成分の投与が
前記ヌクレオチド配列の投与と同じ時点であるか、又はそうでない場合は、ヌクレオチド
配列の投与の少なくとも数時間以内であるのが好ましいことを意味する。最も好ましい治
療プロトコールにおいては、前記アジュバント成分を前記ヌクレオチド配列の投与と実質
的に同時に投与する。明らかに、このプロトコールを、上記の変数の型に従って、必要に
応じて変更することができる。前記アジュバントはイミキモッドなどの1H-イミダゾ[4,5c
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]キノリン-4-アミン誘導体であるのが好ましい。典型的には、イミキモッドを局所クリー
ム製剤として提供することができ、上記のプロトコールに従って投与することができる。
【００６４】
　また、そのような変数に依存して、前記誘導体の投与量も変化するが、例えば、約0.1 
mg/kg～約100 mg/kgの範囲であってもよく、ここで「kgあたり」とは関心のある哺乳動物
の体重を指す。1H-イミダゾ[4,5-c]キノリン-4-アミン誘導体のこの投与を、前記ヌクレ
オチド配列のそれぞれ次の投与又は追加投与と共に繰り返すのが好ましい。最も好ましく
は、投与量は約1 mg/kg～約50 mg/kgである。本明細書に記載の「初回免疫－追加免疫」
スキームの場合、イミキモッド又は他の1H-イミダゾ[4,5-c]キノリン-4-アミン誘導体を
、初回免疫もしくは追加免疫で、又は初回免疫及び追加免疫の両方で投与することができ
る。
【００６５】
　アジュバント成分に1H-イミダゾ[4,5-c]キノリン-4-アミン誘導体のみを含有させて、
生の化学状態において投与することができるが、投与は医薬製剤の形態であるのが好まし
い。すなわち、アジュバント成分は1種以上の製薬上許容し得る担体、及び必要に応じて
他の治療成分と混合した1H-イミダゾ[4,5-c]キノリン-4-アミンを含むのが好ましい。こ
の担体は製剤内で他の成分と共存可能であるという意味で「許容可能」であり、かつその
レシピエントに対して有害でなければならない。前記製剤の性質は意図される投与経路に
従って自然に変化し、製薬業界で公知の方法により製造することができる。全ての方法は
1H-イミダゾ[4,5-c]キノリン-4-アミン誘導体を適当な担体と結合させる工程を含む。一
般的には、前記製剤を、前記誘導体を液体の担体、もしくは微細に分割された固体担体、
またはその両方と均質かつ密接に結合させた後、必要に応じて生成物を所望の製剤に形状
化することにより製造する。経口投与に好適な本発明の製剤を、各々所定量の活性成分を
含有するカプセル剤、カシェ剤もしくは錠剤などの別個の単位として、粉末もしくは顆粒
として、水性液体もしくは非水性液体中の溶液もしくは懸濁液として、又は水中油液体乳
濁液もしくは油中水乳濁液として提供することができる。この活性成分を、ボーラス剤、
舐剤又はペースト剤として提供することもできる。
【００６６】
　錠剤を、必要に応じて1種以上の補助成分と共に圧縮又は成型することにより作製する
ことができる。圧縮錠剤を、好適な機械中で、必要に応じて結合剤、潤滑剤、不活性希釈
剤、潤滑化剤、界面活性剤又は分散剤と混合し、粉末又は顆粒などの自由流動形態に圧縮
することにより製造することができる。成型錠剤を、好適な機械中で、不活性液体希釈剤
で湿潤させた粉末状化合物の混合物を成型することにより製造することができる。
【００６７】
　前記錠剤を、必要に応じてコーティングするか、又は刻み目を入れて製剤化し、活性成
分のゆっくりした、又は制御された放出を提供することができる。
【００６８】
　例えば、筋肉内、腹腔内、又は皮下投与経路を介する注入のための製剤としては、酸化
防止剤、緩衝剤、静菌剤及び該製剤を意図されるレシピエントの血液と等張にする溶質を
含んでもよい水性及び非水性滅菌注入溶液；並びに懸濁剤及び増ちょう剤を含んでもよい
水性及び非水性滅菌懸濁液が挙げられる。この製剤を、例えば、密封されたアンプル及び
バイアルなどの単回投与容器又は複数回投与容器中で提供することができ、また、使用直
前に注入用の水などの滅菌液体担体の添加のみを要する凍結乾燥状態で保存することがで
きる。即時注入溶液及び懸濁液を、以前に記載の種類の滅菌粉末、顆粒及び錠剤から製造
することができる。頬又は鼻腔を介する経肺投与に好適な製剤を、望ましくは0.5～7ミク
ロンの範囲の直径を有する活性成分を含む粒子がレシピエントの気管支中に送達されるよ
うに提供する。そのような製剤の可能性は、それらが吸入装置における使用については、
例えば、ゼラチンに好適な穿孔可能なカプセル中で、又は活性成分、好適な液体推進剤並
びに必要に応じて界面活性剤及び／もしくは固体希釈液などの他の成分を含む自己推進型
製剤として都合よく提供することができる微小粉末の形態にあるものである。活性成分が
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溶液又は懸濁液の液滴の形態に調剤された自己推進型製剤を用いることもできる。そのよ
うな自己推進型製剤は当業界で公知のものと類似しており、確立された手順により製造す
ることができる。それらは所望のスプレー特性を有する手動操作可能又は自動機能バルブ
を用いて好適に提供され、有利には、該バルブはその各操作に際して、例えば50～100μL
の固定された容量を送達する定量型のものである。
【００６９】
　さらなる可能性において、前記アジュバント成分は、加速された空気流もしくは超音波
攪拌を用いて吸入用の微細な液滴霧を作り出すアトマイザーもしくはネブライザーにおけ
る使用のための溶液の形態であってもよい。
【００７０】
　鼻腔内投与に好適な製剤としては、一般的には経肺投与について上記されたものと同様
の提示物が挙げられるが、そのような製剤は鼻腔内での保持を可能にするために約10～約
200ミクロンの範囲の粒子径を有するのが好ましい。これは、好適な粒子サイズの粉末の
使用、又は好適なバルブの選択により達成することができる。他の好適な製剤としては、
鼻のすぐ近くで保持される容器から鼻を通過する急速な吸入による投与のための約20～約
500ミクロンの範囲の粒子径を有する粗い粉末、及び水性又は油性溶液中に約0.2～5％ w/
wの活性成分を含む鼻滴が挙げられる。本発明の一実施形態においては、抗原性ペプチド
をコードするヌクレオチド配列を含むベクターを、1H-イミダゾ[4,5-c]キノリン-4-アミ
ン誘導体と同じ製剤内で投与することができる。従って、この実施形態においては、免疫
原成分及びアジュバント成分が同じ製剤内に認められる。
【００７１】
　ある実施形態では、前記アジュバント成分を遺伝子銃投与に好適な形態で製造し、前記
ヌクレオチド配列の投与と実質的に同時にその経路を介して投与する。この様式における
使用に好適な製剤の製造については、1H-イミダゾ[4,5-c]キノリン-4-アミン誘導体を凍
結乾燥し、例えば、遺伝子銃投与に適合させた金粒子上に接着させる必要がある。
【００７２】
　別の実施形態においては、前記アジュバント成分を、高圧ガス推進力を介して乾燥粉末
として投与することができる。
【００７３】
　一緒に製剤化しない場合でも、前記アジュバント成分を前記ヌクレオチド配列と同じか
、又はほぼ同じ投与部位に投与することは好適である。
【００７４】
　医薬製造物の他の詳細については、Remington's Pharmaceutical Sciences, Mack Publ
ishing Company, Easton, Pennsylvania (1985)に見出すことができ、その開示はその全
体が参照により本明細書に含まれるものとする。
【００７５】
　裸のポリヌクレオチド又はベクターを患者に導入するのに好適な技術としては、好適な
ビヒクルを用いた局所適用も挙げられる。この核酸を、皮膚に、又は、例えば、鼻腔内、
経口、膣内もしくは直腸内投与により粘膜表面に局所的に投与することができる。裸のポ
リヌクレオチド又はベクターをリン酸緩衝生理食塩水(PBS)などの製薬上許容し得る賦形
剤と一緒に提供することができる。DNA製剤と別々に、又はその中に含有させた、ブピバ
カインなどの促進剤の使用により、DNAの取込みをさらに容易にすることができる。レシ
ピエントに直接的に前記核酸を投与する他の方法としては、米国特許第5,697,901号に記
載される超音波、電気刺激、エレクトロポレーション及びマイクロシーディングが挙げら
れる。
【００７６】
　核酸構築物の取込みを、例えば、トランスフェクション剤の使用を含むものなどのいく
つかの公知のトランスフェクション技術により増強することができる。これらの薬剤の例
としては、例えば、リン酸カルシウム及びDEAE-Dextranなどの陽イオン性薬剤並びに例え
ば、リポフェクタム及びトランスフェクタムなどのリポフェクタントが挙げられる。投与
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する核酸の用量を変更することができる。
【００７７】
　本発明の核酸配列を、遺伝子治療において有用な特殊化された送達ベクターにより投与
することもできる。遺伝子治療法は、例えば、Vermeら、Nature 1997, 389: 239-242に考
察されている。ウイルス及び非ウイルスベクター系の両方を用いることができる。ウイル
スに基づく系としては、レトロウイルス、レンチウイルス、アデノウイルス、アデノ関連
ウイルス、ヘルペスウイルス、カナリア痘及びワクシニアウイルスに基づく系が挙げられ
る。非ウイルスに基づく系としては、核酸の直接投与、ミクロスフェアカプセル封入技術
(ポリ(ラクチド-コ-グリコリド)及び、リポソームに基づく系が挙げられる。プラスミド
などの非ウイルスベクターを用いる最初のワクチン接種、例えば、最初の「初回免疫」DN
Aワクチン接種の後、ウイルスベクター又は非ウイルスに基づく系を用いる1回以上の「追
加免疫」ワクチン接種を行う追加注入を提供することが望ましい場合、ウイルス及び非ウ
イルス送達系を組み合わせることができる。同様に、本発明は、本発明のポリヌクレオチ
ドを用いる初回免疫ブート系の後、アジュバント中のタンパク質を用いる追加免疫、又は
その逆を包含する。
【００７８】
　本発明の核酸配列を、形質転換細胞を用いて投与することもできる。そのような細胞と
しては、被験体から収穫された細胞が挙げられる。本発明の裸のポリヌクレオチド又はベ
クターをin vitroでそのような細胞中に導入することができ、形質転換された細胞を後に
該被験体に戻すことができる。本発明のポリヌクレオチドは相同的組換え事象により細胞
中に既に存在する核酸中に組み込まれてもよい。形質転換細胞を、必要に応じて、in vit
roで増殖させ、1種以上の得られた細胞を本発明に用いることができる。細胞を、公知の
外科的又は微小外科的技術(例えば、移植、微小注入など)により患者の好適な部位に供給
することができる。
【００７９】
　本発明の医薬組成物は、上記のアジュバント化合物、又は前記DNAによりコードされる
タンパク質により誘導される免疫応答を増加させるのに役立つ他の物質を含んでもよい。
これらは前記抗原とは別々に、もしくはそれとの融合物として前記DNAによりコードされ
てもよいし、又は前記製剤の非DNAエレメントとして含まれていてもよい。本発明の製剤
中に含有させることができるアジュバント型物質の例としては、ユビキチン、リソソーム
関連膜タンパク質(LAMP)、B型肝炎ウイルスのコア抗原、FLT3-リガンド(専門的抗原提示
細胞の生成に重要なサイトカイン)並びにIFN-γ及びGMCSFなどの他のサイトカインが挙げ
られる。他の好ましいアジュバントとしては、イミキモッド及びレシムキモッド及びツカ
ラソールが挙げられる。イミキモッドが特に好ましい。
【００８０】
　本発明の特に好ましい実施形態において、本発明はHIV感染の治療又は予防のための本
明細書に記載の核酸分子の使用を提供する。この核酸分子をイミキモッドと共に投与する
のが好ましい。好ましくは、イミキモッドを局所的に投与するが、この核酸分子は粒子を
介する送達により投与するのが好ましい。
【００８１】
　従って、本発明は、本明細書に記載の核酸分子及びイミキモッドを投与することを含む
、HIVに罹患した被験者又はそれが疑われる患者を治療する方法を提供する。
【００８２】
　本発明を以下の実施例を参照することによりさらに説明する。
【実施例】
【００８３】
実施例1：高度に発現されるヒト遺伝子のコドン使用に類似するようにするp55 gag (p17
、p24、p13)の最適化
目的の遺伝子
　哺乳動物細胞での発現のために最適化された、HIV-1クレードB HXB2株(GenBank登録K03
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455)のp55gag抗原をコードする合成遺伝子を、PCRにより重複するオリゴヌクレオチドか
ら組み立てた。
【００８４】
　最適化は高度に発現されるヒト遺伝子において認められるものと近いコドン頻度を得る
ようにウイルス遺伝子のコドン使用パターンを変化させることを含んでいた。コドンを、
Syngeneと呼ばれる統計学的Visual Basicプログラム(R.S. Hale及びG. Thompsonにより著
されたCalcgeneのアップデート版、Protein Expression and Purification, Vol. 12, pp
 185-188, 1998)を用いて割当てた。
【００８５】
クローニング：
　1528 bpのgag PCR産物をゲル精製し、制限エンドヌクレアーゼNotI及びBamHIで切断し
、NotI/BamHI切断ベクターWRG7077中に連結した。これにより、前記遺伝子はCMVプロモー
ター／イントロンAとウシ成長ホルモンポリアデニル化シグナルとの間に置かれる。
【００８６】
　クローンを配列決定し、エラーを確認した。どの単一クローンも100％正確ではなかっ
た。従って、2個のクローンに由来する正確な配列の領域を、最適化オリゴセットの好適
な組合せを用いた重複PCRにより結合して、コドン最適化されたgag遺伝子の全長を得た。
続いて、この最終的なクローンがフレームシフト及び翻訳の早期の終結をもたらす1個の
ヌクレオチド欠失を含むことが判明した。不正確な配列を含む遺伝子の領域を切り出し、
別のクローンの同等の領域に由来する正確な配列へとクローニングすることにより、この
欠失を修復した。これにより、最終的にコドン最適化されたp55 gagクローン：Gagoptrpr
2が得られた(図2を参照)。
【００８７】
実施例2：p17/p24トランケートされたNef融合遺伝子の作製
目的の遺伝子
　HIV-1クレードB HXB2株に由来するp55gag遺伝子のp17及びp24部分を、プラスミドpHXB?
Pr (B. Maschera, E. Furfine及びE.D. Blair, 1995 J. Virol. 69 5431-5436)からPCR増
幅させた。HXB2 nef遺伝子の3'末端に由来するpHXB?Prの426 bpを、同じプラスミドから
増幅させた。HXB2 nef遺伝子は早期に現れる終結コドンを含むので、2つの重複PCRを用い
てコドン(TGA[停止]からTGG[Trp]へ)を修復した。
【００８８】
　PCR反応にて、p17/p24リンカー及びtrNEFリンカーPCR産物を連結させてp17p24trNEF融
合遺伝子(図3)を形成させた(アンチセンス)。
【００８９】
　1542 bpの産物をゲル精製し、制限エンドヌクレアーゼNotI及びBamHIで切断し、ベクタ
ーWRG7077のNotI-BamHI部位にクローニングした。これにより、前記遺伝子がCMVプロモー
ター／イントロンAとウシ成長ホルモンポリアデニル化シグナルとの間に置かれる。
【００９０】
実施例3：Gag p17/24opt/trNef1(「Gagopt/Nef」)融合遺伝子の作製
目的の遺伝子
　HIV-1クレードB HXB2株に由来するコドン最適化されたp55gag遺伝子のp17/p24部分を、
プラスミドpGagOPTrpr2からPCR増幅させた。早期に現れる終結コドンが(TGA[停止]からTG
G[Trp]へ)修復されているトランケートされたHXB2 Nef遺伝子を、プラスミド7077trNef20
からPCRにより増幅させた。2個のPCR産物は、2個の遺伝子を2回目のPCRにおいて連結する
ことができるように、重複する末端を有するように設計した。
【００９１】
　1544 bpの産物をゲル精製し、制限エンドヌクレアーゼNotI及びBamHIで切断し、ベクタ
ーWRG7077のNotI-BamHI部位にクローニングした(図面を参照)。これにより、前記遺伝子
はCMVプロモーター／イントロンAとウシ成長ホルモンポリアデニル化シグナルとの間に置
かれる。
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【００９２】
実施例4：プラスミド：p7077-RT3クローン#A
目的の遺伝子：
　哺乳動物細胞での発現のために最適化された、HIV-1クレードB HXB2株のpol遺伝子のRT
部分をコードする合成遺伝子を、PCRにより、重複するオリゴヌクレオチドから組み立て
た。クローニングされる配列はHXB2参照配列(GenBank登録K03455)の2550～4222位と等価
である。発現を確実にするために、クローニングされた配列は元の遺伝子には存在しない
5'末端の2個の追加コドン-AUG GGC (Met Gly)を有する。
【００９３】
　最適化は、高度に発現されるヒト遺伝子において認められるものと近いコドン頻度を得
るためにウイルス遺伝子のコドン使用パターンを変化させて、稀に使用されるコドンを排
除することを含んでいた。Syngeneと呼ばれる統計学的Visual Basicプログラム(R.S. Hal
e及びG. Thompsonにより著されたCalcgeneのアップデート版、Protein Expression and P
urification, Vol. 12, pp 185-188, 1998)を用いてコドンを割当てた。
【００９４】
　最終的なクローンを、2個の中間体クローン、#16及び#21から構築した。
【００９５】
クローニング：
　1.7 kbのPCR産物をゲル精製し、NotI及びBamHIで切断し、PCRでクリーニングした後、N
otI/BamHIで切断したpWRG7077と連結した。これにより、前記遺伝子はCMVプロモーターと
ウシ成長ホルモンポリアデニル化シグナルとの間に置かれる。クローンを配列決定した。
100％正確なクローンはなかったが、クローン#16では、3個のエラーを含む403 bpのKpnI-
BamHI断片をクローン#21に由来する正確なKpnI-BamHI断片と置換することにより修正を行
った。最終的なクローンを配列決定により確認した(図5を参照)。
【００９６】
実施例5：最適化されたRT
目的の遺伝子
　哺乳動物細胞での発現のために最適化された、HIV-1クレードB HXB2株のpol遺伝子のRT
部分をコードする合成遺伝子を、1697 bpのNotI/BamHI断片としてプラスミドp7077-RT3か
ら切り出し、ゲル精製し、p7313-ie (pspC31由来)のNotI-BamHI部位にクローニングして
、この遺伝子がアイオワ長HCMVプロモーター＋エクソン1の下流、かつウサギグロビンポ
リアデニル化シグナルの上流に置かれるようにした(R7004 p27) (図6)。
【００９７】
実施例6
プラスミド：7077trNef20
目的の遺伝子
　この挿入物はHIV-1クレードB HXB2株由来のNef遺伝子の一部を含む。この遺伝子の5’
末端から195 bpを欠失させ、Nefの最初の65アミノ酸のコドンを除去する。さらに、公表
されているHXB2 nef配列中の早期に現れる終結コドンを、プラスミドp17/24trNEF1につい
て記載されたのと同様にして(TAGからTGG[Trp]に)修正した。このトランケートされたnef
配列をプラスミドp17/24trNef1からPCR増幅した。クローニングされた配列はHXB2参照配
列(GenBank登録K03455)の8992～9417位と等価である。発現を確実にするために、クロー
ニングされた配列は元の遺伝子には存在しない5'末端の追加コドン-AUG (Met)を有する。
【００９８】
プライマー：
StrNef (センス) ATAAGAATGCGGCCGCCATGGTGGGTTTTCCAGTCACACCTT [配列番号1]
AStrNef (アンチセンス) CGCGGATCCTCAGCAGTTCTTGAAGTACTCC [配列番号2]
　PCR： 94℃で2分、次いで94℃で30秒、50℃で30秒、72℃で2分を25サイクル、72℃で5
分で終了。
【００９９】
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クローニング：
　455 bpのRT PCR産物をゲル精製し、制限エンドヌクレアーゼNotI及びBamHIで切断し、N
otI/BamHI切断されたベクターWRG7077に連結した。これにより、前記遺伝子はCMVプロモ
ーター／イントロンAとウシ成長ホルモンポリアデニル化シグナルとの間に置かれる。
【０１００】
実施例7
プラスミド：7077RT 8
目的の遺伝子
　pol遺伝子のRT部分はHIV-1クレードB HXB2株に由来するものであった。それをプラスミ
ドp7077Pol14からPCR増幅した。
【０１０１】
　クローニングされた配列はHXB2参照配列(GenBank登録K03455)の2550～4234位と等価で
ある。発現を確実にするために、クローニングされた配列は元の遺伝子には存在しない5'
末端の2個の追加コドン-AUG GGC (Met Gly)を有する。
【０１０２】
プライマー：
SRT (センス) ATAAGAATGCGGCCGCCATGGGCCCCATTAGCCCTATTGAGACT [配列番号3]
ASRT (アンチセンス) CGCGGATCCTTAATCTAAAAATAGTACTTTCCTGATT [配列番号4]
　PCR: 94℃で2分、次いで94℃で30秒、50℃で30秒、72℃で4分を25サイクル、72℃で5分
で終了。
【０１０３】
クローニング：
　1720 bpのRT PCR産物をゲル精製し、制限エンドヌクレアーゼNotI及びBamHIで切断し、
NotI/BamHI切断されたベクターWRG7077に連結した。これにより、前記遺伝子はCMVプロモ
ーター／イントロンAとウシ成長ホルモンポリアデニル化シグナルとの間に置かれる。
【０１０４】
実施例8
p17/24opt/RT/trNef13 (「Gagopt/RT/Nef」)
　この構築物はRからHへのアミノ酸変化を引き起こすPCRを含む。
【０１０５】
目的の遺伝子：
　HIV-1クレードB HXB2株由来のコドン最適化されたp55gag遺伝子のp17/p24部分を、プラ
スミドpGagOPTrpr2からPCR増幅した。RTをコードする配列を、プラスミド7077RT 8からPC
R増幅した。(TGA[停止]からTGG[Trp]へ)修正された早期に現れる終結コドンを有するトラ
ンケートされたHXB2 Nef遺伝子を、プラスミド7077trNef20からPCRにより増幅した。3つ
のPCR産物は、この3個の遺伝子を2回目のPCRにおいて連結することができるように、重複
する末端を有するように設計した。
【０１０６】
プライマー：
(p17/24)
Sp17p24opt (センス) ATAAGAATGCGGCCGCCATGGGTGCCCGAGCTTCGGT [配列番号5]
ASp17p24optRTリンカー(アンチセンス) TGGGGCCCATCAACACTCTGGCTTTGTGTC [配列番号6]
　PCR: 94℃で1分、次いで94℃で30秒、50℃で30秒、72℃で2分を20サイクル、72℃で4分
で終了。 
　1114 bpのp17/24opt産物をゲル精製した。
【０１０７】
(RT)
Sp17p24optRTリンカー(センス) CAGAGTGTTGATGGGCCCCATTAGCCCTAT [配列番号7]
ASRTtrNefリンカー(アンチセンス) AACCCACCATATCTAAAAATAGTACTTTCC [配列番号8]
　PCR:上記の通り
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　1711 bpのRT PCR産物をゲル精製した。
【０１０８】
(5'トランケートされたnef)
SRTtrNefリンカー(センス) CTATTTTTAGATATGGTGGGTTTTCCAGTCAC [配列番号9]
AStrNef (アンチセンス) CGCGGATCCTCAGCAGTTCTTGAAGTACTCC [配列番号10]
　PCR：上記の通り
　448 bpの産物をゲル精製した。
【０１０９】
　次いで、3つのPCR産物をプライマーSp17/24opt及びAstrNefを用いて2回目のPCRにおい
て１つに縫合した。
【０１１０】
　PCR：94℃で1分、次いで94℃で30秒、50℃で30秒、72℃で4分を30サイクル、72℃で4分
で終了。
【０１１１】
　3253 bpの産物をゲル精製し、制限エンドヌクレアーゼNotI及びBamHIで切断し、ベクタ
ーWRG7077のNotI/BamHI部位にクローニングした。これにより、前記遺伝子はCMVプロモー
ター／イントロンAとウシ成長ホルモンポリアデニル化シグナルとの間に置かれる。
【０１１２】
実施例9
プラスミド：pGRN#16 (p17/p24opt corr /RT/trNef.)
目的の遺伝子：
　p17/24opt/RT/trNef13 (「Gagopt/RT/Nef」)により生成されるポリタンパク質は、アミ
ノ酸270周辺のp24内の好ましくないコドンのクラスターに起因して約30 kDaのトランケー
トされた産物を発現することが観察された。これらを、PCR縫合(stitching)突然変異誘発
により最適なコドンと置換した。鋳型としてp17/24opt/RT/trNef13を用いて、プライマー
Sp17/p24opt及びGTR-Aを用いてGagの5'から突然変異までの部分、並びにプライマーGTR-S
及びAsp17/p24optRTリンカーを用いてGagの3'から突然変異までの部分を増幅した。これ
らの産物の重複部分はコドンの変化を含んでおり、ゲル精製された産物を、Sp17/p24opt
及びAsp17/p24optRTリンカープライマーを用いて１つに縫合した。この産物をNotI及びAg
eIで切断し、同様に切断したp17/24opt/RT/trNef13中に挿入して、pGRNを作製した。クロ
ーン#16を確認し、先に進めた。
【０１１３】
プライマー：
5'PCR：
　Sp17p24opt (センス)
ATAAGAATGCGGCCGCCATGGGTGCCCGAGCTTCGGT [配列番号11]
　GTR-A (アンチセンス)
GCGCACGATCTTGTTCAGGCCCAGGATGATCCACCGTTTATAGATTTCTCC [配列番号12]
3' PCR
　センス: GTR-S(センス)
ATCCTGGGCCTGAACAAGATCGTGCGCATGTACTCTCCGACATCCATCC [配列番号13]
　ASp17p24optRTリンカー (アンチセンス)
TGGGGCCCATCAACACTCTGGCTTTGTGTC [配列番号14]
　PWO DNAポリメラーゼ(Roche)を用いる、個々の産物及び縫合のためのPCR条件は以下の
通り：95℃で1分、次いで95℃で30秒、55℃で30秒、72℃で180秒を20サイクル、72℃で12
0秒で終了、4℃にて保持。
【０１１４】
　1114 bpの産物をゲル精製し、NotI及びAgeIで切断して、6647 bpの断片を遊離させ、こ
れをゲル精製し、NotI/AgeI切断されゲル精製されたp17/24opt/RT/trNef13中に連結して
、pGRN#16を作製した。
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【０１１５】
実施例10
プラスミド：p73i-GRN2クローン#19
(p17/p24(opt)/RT(opt)trNef)-修正後
目的の遺伝子：
　コドン最適化されたgagのp17/p24部分、アイオワ長HCMVプロモーター＋エキソン1の下
流、かつウサギβ-グロビンのポリアデニル化シグナルの上流のHIV-1クレードB HXB2株に
由来するコドン最適化されたRT並びにトランケートされたNef遺伝子。
【０１１６】
　プラスミドp17/24trNef1に由来するtrNef遺伝子を含むプラスミドは、nefの末端から19
アミノ酸にRからHへのアミノ酸変化をもたらすPCRエラーを含む。これをPCR突然変異誘発
により修正し、修正されたnef PCRをp7077-RT3に由来するコドン最適化されたRTと縫合し
、縫合された断片をApaI及びBamHIで切断し、ApaI/BamHIで切断したp73i-GRN中にクロー
ニングした。
【０１１７】
プライマー：
　以下のプライマーを用いるp7077-RT3からのcoRTのPCR：
(ポリメラーゼ＝PWO(Roche)　全部について)。
【０１１８】
　センス：U1
GAATTCGCGGCCGCGATGGGCCCCATCAGTCCCATCGAGACCGTGCCGGTGAAGCTGAAACCCGGGAT [配列番号15
]
AScoRT-Nef
GGTGTGACTGGAAAACCCACCATCAGCACCTTTCTAATCCCCGC [配列番号16]
　サイクル：95℃(30秒)、次いで95℃(30秒)、55℃(30秒)、72℃(180秒)を20サイクル、
次いで72℃(120秒)、4℃にて保持
　1.7kbのPCR産物をゲル精製した。
【０１１９】
　以下のプライマーを用いるp17/24trNef1からの5' NefのPCR：
　センス：S-Nef
ATGGTGGGTTTTCCAGTCACACC [配列番号17]
アンチセンス: ASNef-G:
GATGAAATGCTAGGCGGCTGTCAAACCTC [配列番号18]
　サイクル：95℃(30秒)、次いで95℃(30秒)、55℃(30秒)、72℃(60秒)を15サイクル、次
いで72℃(120秒)、4℃にて保持。
【０１２０】
　以下のプライマーを用いるp17/24trNef1からの3' NefのPCR：
　センス：SNEF-G
GAGGTTTGACAGCCGCCTAGCATTTCATC [配列番号19]
アンチセンス:
AStrNef (アンチセンス)
CGCGGATCCTCAGCAGTTCTTGAAGTACTCC　[配列番号20]
　サイクル：95℃(30秒)、次いで95℃(30秒)、55℃(30秒)、72℃(60秒)を15サイクル、次
いで72℃(120秒)、4℃にて保持。
【０１２１】
　PCR産物をゲル精製した。最初にこの2つのNef産物を、5' (S-Nef)及び3' (AstrNef)プ
ライマーを用いて縫合した。
【０１２２】
　サイクル：95℃(30秒)、次いで95℃(30秒)、55℃(30秒)、72℃(60秒)を15サイクル、次
いで72℃(180秒)、4℃にて保持。
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【０１２３】
　PCR産物をPCRクリーニングし、U1及びAstrNefプライマーを用いてRT産物と縫合した：
　サイクル：95℃(30秒)、次いで95℃(30秒)、55℃(30秒)、72℃(180秒)を20サイクル、
次いで72℃(180秒)、4℃にて保持。
【０１２４】
　2.1 kbの産物をゲル精製し、ApaI及びBamHIで切断した。プラスミドp73I-GRNもApaI及
びBamHIで切断し、ゲル精製し、ApaI-Bam RT3trNefと連結して、p17/p24(opt)/RT(opt)tr
Nef遺伝子を再構築した。
【０１２５】
実施例11
p73i-GN2クローン#2 (p17/p24opt/trNef)-修正後
目的の遺伝子：
　コドン最適化されたgagのp17/p24部分、並びにアイオワ長HCMVプロモーター＋エキソン
1の下流、かつウサギβ-グロビンのポリアデニル化シグナルの上流のHIV-1クレードB HXB
2株に由来するトランケートされたNef遺伝子。
【０１２６】
　プラスミドp17/24trNef1に由来するtrNef遺伝子を含むプラスミドは、Nefの末端から19
アミノ酸にRからHへのアミノ酸変化をもたらすPCRエラーを含む。これをPCR突然変異誘発
により修正し、修正された断片をBglII及びBamHIで切断し、BglII/BamHIで切断されたp73
I-GN中にクローニングし(図12)、アイオワ長HCMVプロモーター＋エキソン1の下流、かつ
ウサギβ-グロビンのポリアデニル化シグナルの上流に位置する修正されたp17/p24opt/tr
Nef融合遺伝子を再構築した。
【０１２７】
以下のプライマーを用いるp17/24trNef1からの5' NefのPCR：
　ポリメラーゼ＝PWO(Roche)　全部について
センス：S-Nef
ATGGTGGGTTTTCCAGTCACACC [配列番号21]
アンチセンス: ASNef-G:
GATGAAATGCTAGGCGGCTGTCAAACCTC [配列番号22]
　サイクル：95℃(30秒)、次いで95℃(30秒)、55℃(30秒)、72℃(60秒)を15サイクル、次
いで72℃(120秒)、4℃にて保持。
【０１２８】
以下のプライマーを用いるp17/24trNef1からの3' NefのPCR：
センス：SNEF-G
GAGGTTTGACAGCCGCCTAGCATTTCATC [配列番号23]
アンチセンス: AStrNef 
CGCGGATCCTCAGCAGTTCTTGAAGTACTCC [配列番号24]
　サイクル：95℃(30秒)、次いで95℃(30秒)、55℃(30秒)、72℃(60秒)を15サイクル、次
いで72℃(120秒)、4℃にて保持。
【０１２９】
　PCR産物をゲル精製し、5' (S-Nef)及び3' (AstrNef)プライマーを用いて縫合した。
【０１３０】
　サイクル：95℃(30秒)、次いで95℃(30秒)、55℃(30秒)、72℃(60秒)を15サイクル、次
いで72℃(180秒)、4℃にて保持。
【０１３１】
　PCR産物をPCRクリーニングし、BglII/BamHIで切断し、367 bpの断片をゲル精製し、Bgl
II/BamHI切断したゲル精製されたp73i-GN中にクローニングした。
【０１３２】
実施例12
プラスミド：p73I-RT w229k (不活化RT)
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目的の遺伝子：
　アイオワ長HCMVプロモーター＋エキソン1の下流、かつウサギβ-グロビンのポリアデニ
ル化シグナルの上流の不活化RT遺伝子の作製。
【０１３３】
　治療的ワクチンにおける活性なHIV RT種の使用に関しては、前記遺伝子の不活化が望ま
しかった。これを、RT(P73I-GRN2由来)のアミノ酸229位をTrpからLysにするPCR突然変異
誘発により達成した(R7271 p1-28)。
【０１３４】
　プライマー：
以下のプライマーを用いる5' RT＋突然変異のPCR：
(ポリメラーゼ＝PWO(Roche)　全部について)
センス：RT-u:1
GAATTCGCGGCCGCGATGGGCCCCATCAGTCCCATCGAGACCGTGCCGGTGAAGCTGAAACCCGGGAT [配列番号25
]
アンチセンス：AScoRT-Trp229Lys
GGAGCTCGTAGCCCATCTTCAGGAATGGCGGCTCCTTCT [配列番号26]
サイクル：
1 x　 [94℃ (30秒)]
15 x [94℃ (30秒)/55℃ (30秒)/72℃ (60秒)]
1 x　 [72℃ (180秒)]
PCRゲル精製
【０１３５】
　以下のプライマーを用いる3' RT＋突然変異のPCR：
アンチセンス：RT3- l:1
GAATTCGGATCCTTACAGCACCTTTCTAATCCCCGCACTCACCAGCTTGTCGACCTGCTCGTTGCCGC [配列番号27
]
センス: ScoRT-Trp229Lys
CCTGAAGATGGGCTACGAGCTCCATG [配列番号28]
サイクル:
1 x　 [94℃ (30秒)]
15 x [94℃ (30秒)/55℃ (30秒)/72℃ (60秒)]
1 x　 [72℃ (180秒)]
PCRゲル精製
　このPCR産物をゲル精製し、RTの5'及び3'末端を、5'(RT3-U1)及び3'(RT3-L1)プライマ
ーを用いて縫合した。
【０１３６】
サイクル：
1 x　 [94℃ (30秒)]
15 x [94℃ (30秒)/55℃ (30秒)/72℃ (120秒)]
1 x　 [72℃ (180秒)]
　このPCR産物をゲル精製し、NotI及びBamHI制限部位を用いてp7313ie中にクローニング
して、p73I-RT w229kを作製した(図13を参照)。
【０１３７】
実施例13
プラスミド：p73i-Tgrn(#3)
目的の遺伝子：
　コドン最適化されたgagのp17/p24部分、コドン最適化されたRT及びアイオワ長HCMVプロ
モーター＋エキソン1の下流、かつウサギβ-グロビンのポリアデニル化シグナルの上流の
HIV-1クレードB HXB2株に由来するトランケートされたNef遺伝子。
【０１３８】
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　活性型RTを含む3種融合構築物はヒトでの使用について規制当局にとって許容できない
かもしれないので、p73i-RT w229kに由来するNheI及びApaI切断断片をNheI/ApaI切断p73i
-GRN2#19中に挿入することによりRTの不活化を達成した(図14)。これによりRT中の229位
でWからKへの変化が得られる。
【０１３９】
実施例14
p73I-Tnrg(#16)
目的の遺伝子：
　トランケートされたNef、不活化されコドン最適化されたRT、及び、アイオワ長HCMVプ
ロモーター＋エキソン1の下流かつウサギβ-グロビンのポリアデニル化シグナルの上流の
HIV-1クレードB HXB2株に由来するコドン最適化されたgag遺伝子のp17/p24部分。
【０１４０】
　p73i-Tgrnによりコードされるポリタンパク質中の遺伝子の順序をPCR及びPCR縫合によ
り再配列し、p73I-Tnrgを作製した(図15)。各遺伝子をPCR増幅し、ゲル精製した後、該遺
伝子をPCR縫合して、単一のポリタンパク質を形成させた。この産物をゲル精製し、NotI/
BamHI消化し、NotI/BamHI切断したp7313ie中に連結した。
【０１４１】
プライマー：
trNef PCR
S-Nef (Not I)
CATTAGAGCGGCCGCGATGGTGGGTTTTCCAC [配列番号29]
AS-Nef-coRTリンカー
GATGGGACTGATGGGGCCCATGCAGTTCTTGAACTACTCCGG [配列番号30]
RTw229k PCR
S-coRT
ATGGGCCCCATCAGTCCCATCGAG [配列番号31]
AS-coRT-p17p24リンカー
CAGTACCGAAGCTCGGGCACCCATCAGCACCTTTCTAATCCCCGC [配列番号32]
p17p24opt PCR
S-p17p24opt
ATGGGTGCCCGAGCTTCGGTACTG [配列番号33]
AS-p17p24opt (BamHI)
GATGGGGGATCCTCACAACACTCTGGCTTTGTGTCC [配列番号34]
　個々の産物及びVENT DNAポリメラーゼ(NEB)を用いる縫合のためのPCR条件：
1 x　 [94℃ (30秒)]
25 x [94℃ (30秒)/55℃ (30秒)/72℃ (120秒 [p17p24もしくはRT]又は60秒[trNef])]
1 x　 [72℃ (240秒)]
　PCR産物をゲル精製し、プライマーS-trNef(NotI)及びAS-p17p24opt(BamHI)を用いるPCR
縫合において用いた：
1 x　 [94℃ (30秒)]
25 x [94℃ (30秒)/55℃ (30秒)/72℃ (210秒)]
1 x　 [72℃ (240秒)]
　3000 bpの産物をゲル精製し、NotI及びBamHIで切断し、これをPCRクリーニングして、N
otI/BamHI消化しゲル精製したp7313ie中に連結してp73i-Tnrgを作製した。
【０１４２】
実施例15
1. プラスミド：P73i-Tngr (#3)
目的の遺伝子：
　トランケートされたNef、コドン最適化されたgagのp17/p24部分、及び、アイオワ長HCM
Vプロモーター＋エキソン1の下流かつウサギβ-グロビンのポリアデニル化シグナルの上
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流のHIV-1クレードB HXB2株に由来する不活化されたコドン最適化されたRT遺伝子。
【０１４３】
　p73i-Tgrnによりコードされるポリタンパク質中の遺伝子の順序をPCRによって再配列し
、p73I-Tngrを作製した(図16)。コドン最適化されたp17/p24及びRTを単一の産物として作
製し、増幅したtrNefにPCR縫合した。この産物をゲル精製し、NotI/BamHI消化し、NotI/B
amHI切断したp7313ie中に連結した。
【０１４４】
プライマー：
P17/p24 - RT 3’PCR:
Sp17p24opt (センス)
ATGGGTGCCCGAGCTTCGGTACTG [配列番号35]
RT3 l:1 (アンチセンス)
GAATTCGGATCCTTACAGCACCTTTCTAATCCCCGCACTCACCAGCTTGTCGACCTGCTCGTTGCCGC [配列番号36
]
TrNef 5’PCR
S-Nef (NotI)
CATTAGAGCGGCCGCGATGGTGGGTTTTCCAC [配列番号37]
AS-Nef-p17p24
CAGTACCGAAGCTCGGGCACCCATGCAGTTCTTGAACTACTCCGG [配列番号38]
　個々の産物及びVENT DNAポリメラーゼ(NEB)を用いる縫合のためのPCR条件：
1 x　 [94℃ (30秒)]
25 x [94℃ (30秒)/55℃ (30秒)/72℃ (180秒 [p17p24+RT]又は60秒[trNef]又は210秒[縫
合])]
1 x　 [72℃ (240秒)]
　3000 bpの産物をゲル精製し、NotI及びBamHIで切断し、これをPCRクリーニングして、N
otI/BamHI消化しゲル精製したp7313ie中に連結してp73i-Tngrを作製した。
【０１４５】
実施例16
プラスミド：p73I-Trgn (#6)
目的の遺伝子：
　不活化されコドン最適化されたRT、コドン最適化されたgagのp17/p24部分、及び、アイ
オワ長HCMVプロモーター＋エキソン1の下流かつウサギβ-グロビンのポリアデニル化シグ
ナルの上流のHIV-1クレードB HXB2株に由来するトランケートされたNef遺伝子。
【０１４６】
　この構築物内の遺伝子の順序を、それぞれプラスミドp73I-GN2及びp73I-RTw229kに由来
するp17p24-trNef及びRTw229kのPCR増幅により達成した。PCR縫合を行い、得られた産物
をゲル精製し、NotI/BamHI切断した後、NotI/BamHI消化されたp7313ieと連結した。配列
決定により、p17p24が完全には最適化されていないことが示されたので、700 bpの断片を
コード領域からAgeI/MunI切断し、正確なコード領域を含むp73i-Tgrn#3に由来するMunI/A
geI断片と置換した(図17を参照)。
【０１４７】
プライマー：
p17p24-trNef PCR
S-p17p24opt
ATGGGTGCCCGAGCTTCGGTACTG　[配列番号39]
AstrNef (BamHI)
RTw229k
RT3-U:1
GAATTCGCGGCCGCGATGGGCCCCATCAGTCCCATCGAGACCGTGCCGGTGAAGCTGAAACCCGGGAT [配列番号40
]
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AS-coRT-p17p24optリンカー
CAGTACCGAAGCTCGGGCACCCATCAGCACCTTTCTAATCCCCGC [配列番号41]
　個々の産物及びVENT DNAポリメラーゼ(NEB)を用いる縫合のためのPCR条件：
1 x　 [94℃ (30秒)]
25 x [94℃ (30秒)/55℃ (30秒)/72℃ (120秒 (PCR)又は180秒(縫合))
1 x　 [72℃ (240秒)]
　PCR縫合から得られた3000 bpの産物をゲル精製し、NotI及びBamHIで切断し、これをPCR
クリーニングし、NotI/BamHI消化されゲル精製されたp7313ie中に連結して、p73i-Tngrを
作製した。配列分析により、p73I-GN2から得られたp17p24配列は完全にはコドン最適化さ
れておらず、これが新しいプラスミド中で継続されてきたことが示された。MunI及びAgeI
で切断されたp73i-Tngrから700 bpの断片を切断し、p73i-Tgrnに由来する700 bpのMunI/A
geI消化産物と連結することによりそれを置換して構築物p73I-Tngr#6を作製することによ
り、それを修正した。
【０１４８】
実施例17
プラスミド：p73i-Trng (#11)
目的の遺伝子：
　不活化されコドン最適化されたRT、トランケートされたNef、及び、アイオワ長HCMVプ
ロモーター＋エキソン1の下流かつウサギβ-グロビンのポリアデニル化シグナルの上流の
HIV-1クレードB HXB2株に由来するコドン最適化されたgag遺伝子のp17/p24部分。
【０１４９】
　この構築物内の遺伝子の順序は、p73i-TgrnからのRT-trNef及びp17p24遺伝子のPCR増幅
により達成した。この2つのDNA断片のPCR縫合を行い、3 kbの産物をゲル精製し、NotI/Ba
mHIで切断した後、NotI/BamHI消化されたp7313ieと連結して、p73I Trng (#11)を得た。
【０１５０】
プライマー：
RTw229k-trNef
RT3-u:1
GAATTCGCGGCCGCGATGGGCCCCATCAGTCCCATCGAGACCGTGCCGGTGAAGCTGAAACCCGGGAT [配列番号42
]
AS-Nef-p17p24optリンカー
CAGTACCGAAGCTCGGGCACCCATGCAGTTCTTGAACTACTCCGG [配列番号43]
P17p24
S-p17p24opt
ATGGGTGCCCGAGCTTCGGTACTG [配列番号44]
AS-p17p24opt(BamHI)
GATGGGGGATCCTCACAACACTCTGGCTTTGTGTCC [配列番号45]
　個々の産物及びVENT DNAポリメラーゼ(NEB)を用いる縫合のためのPCR条件：
1 x　 [94℃ (30秒)]
25 x [94℃ (30秒)/55oC (30秒)/72℃ (120秒(遺伝子のPCR)又は180秒(縫合))
1 x　 [72℃ (240秒)]
　PCR縫合からの3000 bpの産物をゲル精製し、NotI及びBamHIで切断し、これをPCRクリー
ニングし、NotI/BamHI消化されゲル精製されたp7313ie中に連結して、p73i-Tngrを作製し
た。
【０１５１】
実施例18
p73i-Tgnr (#f1)
目的の遺伝子：
　コドン最適化されたgagのp17/p24部分、トランケートされたNef、及び、アイオワ長HCM
Vプロモーター＋エキソン1の下流かつウサギβ-グロビンのポリアデニル化シグナルの上
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流のHIV-1クレードB HXB2株に由来するコドン最適化され不活化されたRT遺伝子。
【０１５２】
　この構築物内の遺伝子の順序は、プラスミドp73I-GN2及びp73I-RTw229kのそれぞれから
のp17p24-trNef及びRTw229kのPCR増幅により達成した。PCR縫合を行い、得られた産物を
ゲル精製し、NotI/BamHI切断した後、NotI/BamHI消化されたp7313ieと連結した。2つの配
列エラーを配列(p17p24及びRT)中で確認し、続いてこれを、ポリタンパク質内の制限部位
を用いて遺伝子の正確な一部分と置換することにより修正した(図19を参照)。
【０１５３】
プライマー：
p17p24-trNef PCR
S-p17p24opt
ATGGGTGCCCGAGCTTCGGTACTG [配列番号46]
AS-Nef-coRTリンカー
GATGGGACTGATGGGGCCCATGCAGTTCTTGAACTACTCCGG [配列番号47]
RTw229k
S-coRT
ATGGGCCCCATCAGTCCCATCGAG [配列番号48]
RT3-l:1
GAATTCGGATCCTTACAGCACCTTTCTAATCCCCGCACTCACCAGCTTGTCGACCTGCTCGTTGCCGC [配列番号49
]
　個々の産物及びVENT DNAポリメラーゼ(NEB)を用いる縫合のためのPCR条件：
1 x　 [94℃ (30秒)]
25 x [94℃ (30秒)/55℃ (30秒)/72℃ (120秒(PCR)又は180秒(縫合))
1 x　 [72℃ (240秒)]
　3000 bpの産物をゲル精製し、NotI及びBamHIで切断し、これをPCRクリーニングし、Not
I/BamHI消化されゲル精製されたp7313ie中に連結して、p73i-Tngrを作製した。配列決定
により、p17p24は完全には最適化されていないことが示され、続いて700 bpの断片をコー
ド領域からAgeI/MunI切断し、正確なコード配列を含むp73i-Tgrn#3に由来するMunI/Age断
片と置換した。このポリタンパク質は、該ポリタンパク質のRT部分中でThrからAlaへのア
ミノ酸置換をもたらす1個の点突然変異(G2609A)も含んでいた。この突然変異を、前記構
築物をApaI/BamHI消化し、PCRクリーニングして突然変異配列を除去し、これをp73i-Tgnr
に由来するRTのApaI/BamHI消化部分と連結することで置換することにより、修正した。
【０１５４】
実施例19
「遺伝子銃」DNAカートリッジのためのプラスミド被覆された「金スラリー」の製造
　プラスミドDNA(約1μg/μl)、例えば、100μgと、2μmの金粒子、例えば、50 mg (Powd
erJect)を、0.05 Mスペルミジン、例えば、100μl(Sigma)中に懸濁した。このDNAを、1 M
 CaCl2、例えば、100μl(American Pharmaceutical Partners, Inc., USA)を添加するこ
とにより前記金粒子上に沈降させた。DNA／金複合体を室温にて10分間インキュベートし
、無水エタノール、例えば、3 x 1 mlで3回洗浄した(分子ふるい3A(BDH)上で予め乾燥さ
せておいた)。サンプルを、0.05 mg/mlのポリビニルピロリドン(PVP、Sigma)を含む無水
エタノール中に再懸濁し、1.5 mlチューブ(Eppendorf)中、3つの均等なアリコートに分割
した。このアリコートは(a)「金スラリー」及び(b)溶出液[(a)から溶出したプラスミド]
の分析用、並びに、「遺伝子銃」のための金／プラスミド被覆Tefzelカートリッジの製造
用の(c)であった(実施例3以下を参照)。サンプル(a)及び(b)の製造については、エタノー
ル／PVP中にプラスミドDNA／「金スラリー」を含むチューブをEppendorf 5418マイクロ遠
心機中、最高速で2分間遠心分離し、上清を除去し、室温にて10分間「金スラリー」を乾
燥させた。サンプル(a)を、TE pH 8.0中の0.5～1.0μg/μlのプラスミドDNA(約50％のコ
ーティングを想定)に再懸濁させた。溶出については、サンプル(b)を、TE pH 8.0中の0.5
～1.0μg/μlのプラスミドDNAに再懸濁させ、37℃にて30分間インキュベートし、十分振



(29) JP 4601956 B2 2010.12.22

10

20

30

40

50

り混ぜた後、Eppendorf 5418マイクロ遠心機中、最高速で2分間遠心分離し、上清、溶出
液を採取し、-20℃にて保存した。溶出した正確なDNA濃度を、Genequant II (Pharmacia 
Biotech)を用いる分光光度測定により決定した。
【０１５５】
実施例20
DNA免疫化のためのカートリッジの製造
　Accell遺伝子導入装置のためのカートリッジの製造は以前に記載された通りである(Eis
enbraunら、DNA and Cell Biology, 1993 Vol 12 No 9 pp 791-797; Pertnerら)。簡単に
述べると、プラスミドDNAを、2μmの金粒子(DeGussa Corp., South Plainfield, N.J., U
SA)上に被覆し、1.27 cmの長さに切断した後カートリッジとして機能するTefzelチューブ
中にロードし、使用するまで4℃にて保存し、乾燥させた。典型的なワクチン接種におい
ては、各カートリッジは、カートリッジあたり総計0.5μgのDNAで被覆した0.5 mgの金を
含んでいた。
【０１５６】
実施例21
遺伝子銃を用いるDNAワクチン接種後のHIV抗原に対する免疫応答
　マウス(n=3/群)を、核酸によりコードされ、2つのベクター中に配置された抗原を用い
てワクチン接種した。P7077はイントロンA及びエキソン1を含むHCMV IEプロモーター(fcm
vプロモーター)を用いるものである。P73Iは同じ抗原を送達するが、イントロンAは含ま
ないがエキソン1を含むHCMV IEプロモーター(icmvプロモーター)を含む。
【０１５７】
　プラスミドを、F1(C3H x Balb/c)マウスの腹部皮膚の毛剃りした標的部位に送達した。
マウスに、0日目に2 x 0.5μgのDNAの初回免疫を施し、35日目に2 x 0.5μgのDNAを追加
免疫し、IFN-γ Elispotを用いて40日目に細胞応答を検出した。
【０１５８】
P73I　　　　　-　　空のベクター
P7077　　　　 -　　空のベクター
P7077　 GRN　 -　　(f CMVプロモーター) Gag, RT, Nef
P73I　　GRN　 -　　(i CMVプロモーター) Gag, RT, Nef
P73I　　GR3N　-　　(CMVプロモーター) 最適化されたGag, 最適化されたRT, Nef
P7077　 GN　　-　　(f CMVプロモーター) Gag, Nef
P73I　　GN　　-　　(i CMVプロモーター) Gag, Nef
細胞傷害性T細胞応答
　細胞傷害性T細胞応答を、5日以後に回収された脾細胞のCD8+ T細胞限定IFN-γ ELISPOT
アッセイにより評価した。マウスを頸部脱臼により殺し、脾臓を氷冷PBS中に回収した。
脾細胞をリン酸緩衝生理食塩水(PBS)中で細かく裂いた後、赤血球細胞を溶解させた(155 
mM NH4Cl、10 mM KHCO3、0.1 mM EDTAからなるバッファー中で1分間)。PBS中で2回洗浄し
て粒子状物質を除去した後、単一の細胞懸濁液を、捕捉IFN-γ抗体で予め被覆し、CD8限
定同族ペプチド(Gag、Nef又はRT)で刺激したELISPOTプレート中に分割した。一晩培養し
た後、IFN-γ産生細胞を、抗マウスIFN-γ-ビオチン標識抗体(Pharmingen)、次いでスト
レプトアビジン結合アルカリホスファターゼを適用することにより可視化し、画像分析を
用いて定量した。
【０１５９】
　この実験の結果を図20、21及び22に示す。
【０１６０】
実施例22
ワクチン構築物の免疫原性
1. 細胞アッセイ
　細胞免疫応答は細胞傷害性CD8細胞及びヘルパーCD4細胞を含む。特定のCD8及びCD4細胞
を検出する高感度な方法は、インターフェロン-γ又はIL-2を分泌することができる細胞
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数を定量するのに用いることができるELIspotアッセイである。ELIspotアッセイは個々の
細胞から分泌されるサイトカインの捕捉に依存する。簡単に述べると、特殊化されたマイ
クロタイタープレートを抗サイトカイン抗体で被覆する。免疫化された動物から単離され
た脾細胞を、公知のエピトープ(CD8)又はタンパク質(CD4)を提示する特定のペプチドの存
在下で一晩インキュベートする。細胞が刺激されてサイトカインを放出する場合、それら
は個々の産生細胞の位置周辺のプレート表面上で前記抗体に結合するであろう。サイトカ
インは、細胞を溶解させてプレートを洗浄した後も被覆抗体と結合したままである。この
アッセイを、ビオチン／アビジン増幅系を用いるELISAアッセイと同様の方法で開発する
。スポット数をサイトカイン産生細胞の数と等しいものとみなす。
【０１６１】
　以下のK2d-限定マウスエピトープ：Gag (AMQMLKETI)、Nef (MTYKAAVDL)及びRT (YYDPSK
DLI)に対するCD8の応答並びにGag、及びRTタンパク質に対するCD4の応答を全部で6つの構
築物について記録した。これらのアッセイの結果を統計学的に分析し、構築物をその免疫
原性に従ってランク付けした。その結果を図面の図23に示す。
【０１６２】
2. 体液アッセイ
　2つの実験から、追加免疫の7日及び14日後に抗体の分析のために血液サンプルを回収し
た。血清を分離し、特異的ELISAアッセイを用いて抗体力価を測定することができるまで
冷凍保存した。全サンプルを、Gag、Nef及びRTに対する抗体について試験した。簡単に述
べると、ELISAプレートを関連するタンパク質で被覆した。過剰のタンパク質を洗浄除去
した後、希釈した血清サンプルをウェル中でインキュベートした。血清サンプルを洗浄除
去し、適当なタグとコンジュゲートさせた抗マウス抗血清を添加した。プレートを発色さ
せ、プレートリーダー上で読み取った。その結果を図24に示す。
【０１６３】
3. 抗体データ
　抗体力価を、4つの実験において全部で6つの構築物について測定した。構築物p73i-GNR
は、Gagに対する一貫した抗体応答を生じず、Nefに対して限定された抗体応答を生じた。
同じマウスから単離された脾細胞からはT細胞応答が観察され、このことはGagタンパク質
がin vivoで発現されていることを示唆していたことから、前記の理由は不明である。
【０１６４】
　Gag特異的抗体の生成に関する順位は、
RNG>GRN>NRG>RGN>NGR>GNR
であった。
【０１６５】
細胞性免疫学的データの分析
　この目的は、3つの免疫学的実験からスポットカウントデータに基づいて6つの構築物を
順位付けすることであった。3セットの応答を評価した：
7日目(初回免疫の7日後)におけるGag、Nef及びRTに対するCD8応答、
35日目(追加免疫の7日後)におけるGag及びRTに対するCD4応答、
35日目(追加免疫の7日後)におけるGag、Nef及びRTに対するCD8応答。
【０１６６】
　各応答(例えば、Gagに対するCD8応答)を、SASバージョン8における線形混合効果モデル
を用いてモデリングした。特定の抗原(Gag、Nef又はRT)が存在しても存在しなくても、ま
たIL-2が存在しても存在しなくても、このモデルは構築物の固定効果を含んでいた。さら
に、CD8応答については、データが各マウス個体から入手可能である場合、被験体はこの
モデルにおける変量効果として含まれた。このモデルは、抗原(存在／非存在)及びIL-2(
存在／非存在)の各組合せについて異なる効果をもつ構築物を可能にする相互作用条件を
含んでいた。
【０１６７】
　このモデルから、各構築物とp7313(対照群)の間の調整後平均応答における差異を、抗
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原(存在／非存在)及びIL-2(存在／非存在)の各組合せについて別々に算出し、その差異が
統計学的に有意であるかどうかを示すp値も一緒に求めた。抗原の存在下及びIL-2の非存
在下でのその差異及びp値に基づいて、最も大きい差異を有する構築物には6、次に大きい
差異を有するものには5というように割り当て、但し差異が5％レベルで統計学的に有意で
なかった構築物には0を割り当てることにより、構築物を順位付けした。
【０１６８】
　残余は一定の分散と共に正規分布するというこのモデルの仮説を、図式解法及び感度分
析（前者が応答の対数変換、後者が応答の平方根変換をモデリングする）を用いて評価し
た。構築物の順位はこのモデルの仮説からの逸脱に対して感受性ではなかった。
【０１６９】
　各実験における各応答についての順位を別々に計算し、3セットの応答に関する総合順
位を3つ全ての実験に横断的に算出した。以下の表は3つの実験全体に渡る総合順位を示す
。
【表３】

【０１７０】
RNGは35日目には両方の応答セットについて最も高い順位を有し、7日目にはRGNの次に2番
目に高い順位を有する。RGNも35日目に両方の応答セットについて高い順位を割り当てら
れた。
【図面の簡単な説明】
【０１７１】
【図１】p7313-ieの制限酵素地図を示す。
【図２】pGagOptrpr2中のp55 gag挿入物の配列を示す。
【図３】p17/24trNEF1中のp17/24trNEF挿入物の配列を示す。
【図４－１】p17/24opt/trNef1中のp17/24opt/trNef挿入物の配列を示す。
【図４－２】pco17/24Nefの制限酵素地図を示す。
【図５－１】p7077-RT3のRT挿入物の配列を示す。
【図５－２】p7077-RT3の制限酵素地図を示す。
【図６－１】p73i-RT3中のコード挿入物の配列を示す。
【図６－２】p73i-RT3.cloの制限酵素地図を示す。
【図７】7077trNef20中のNef挿入物の配列を示す。
【図８】7077RT8中のRT挿入物の配列を示す。
【図９－１】p17/24opt/RT/trNef13中のp17/24opt/RT/trNef挿入物の配列を示す。
【図９－２】p17/24opt/RT/trNef13中のp17/24opt/RT/trNef挿入物の配列を示す。
【図９－３】pcoGagRTnefの制限酵素地図を示す。
【図１０－１】WRG7077中のp17/p24opt(cor)/RT/trNefコード挿入物の配列を示す。
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【図１０－２】WRG7077中のp17/p24opt(cor)/RT/trNefコード挿入物の配列を示す。
【図１０－３】pGRN#16の制限酵素地図を示す。
【図１１－１】p73i-GRN2中のp17/p24(opt)/RT(opt)trNef挿入物の配列を示す。
【図１１－２】p73i-GRN2中のp17/p24(opt)/RT(opt)trNef挿入物の配列を示す。
【図１１－３】p73i-GRN2中のp17/p24(opt)/RT(opt)trNef挿入物の配列を示す。
【図１１－４】p73i-GRN2の制限酵素地図を示す。
【図１２－１】p73i-GN2中のp17/p24opt/trNef挿入物の配列を示す。
【図１２－２】p73i-GN2の制限酵素地図を示す。
【図１３－１】RT w229kの配列を示す。
【図１３－２】p73RT229.cloの制限酵素地図を示す。
【図１４－１】p73i-Tgrnの制限酵素地図及びNheI-ApaI切断断片の配列を示す。
【図１４－２】NheI-ApaI切断断片の配列を示す。
【図１４－３】NheI-ApaI切断断片の配列を示す。
【図１５－１】Tnrgの配列を示す。
【図１５－２】Tnrgの配列を示す。
【図１５－３】p73i-Tnrgの制限酵素地図を示す。
【図１６－１】p7313ie中のTngr挿入物の配列を示す。
【図１６－２】p7313ie中のTngr挿入物の配列を示す。
【図１６－３】p73i-Tngrの制限酵素地図を示す。
【図１７－１】挿入物Trgn#6の配列を示す。
【図１７－２】挿入物Trgn#6の配列を示す。
【図１７－３】p73i-Trgnの制限酵素地図を示す。
【図１８－１】Trng#11の挿入物の配列を示す。
【図１８－２】Trng#11の挿入物の配列を示す。
【図１８－３】p73i-Trngの制限酵素地図を示す。
【図１９－１】TgnR(F1)の配列を示す。
【図１９－２】TgnR(F1)の配列を示す。
【図１９－３】p73i-Tgnrの制限酵素地図を示す。
【図２０】追加免疫の5日後にIFN-γ ELIspotを用いて測定したGagペプチドに対する応答
を示す図である。
【図２１】追加免疫の5日後にIFN-γ ELIspotを用いて測定したNefペプチドに対する応答
を示す図である。
【図２２】追加免疫の5日後にIFN-γ ELIspotを用いて測定したRtペプチドに対する応答
を示す図である。
【図２３－１】再フォーマットされた構築物を用いて免疫化した後、マウスモデルにおい
て検出されるCD8免疫応答の例を示す。これらの構築物は3種融合物としてGag、RT及びNef
からなる。GはGag、RはRT、NはNefである。上段のグラフは35日目(追加免疫後7日目)のIF
N-γ ELIspotによるGagペプチドに対する応答を示し、下段のグラフは35日目(追加免疫後
7日目)のIFN-γ ELIspotによるNefペプチドに対する応答を示す。
【図２３－２】再フォーマットされた構築物を用いて免疫化した後、マウスモデルにおい
て検出されるCD8免疫応答の例を示す。これらの構築物は3種融合物としてGag、RT及びNef
からなる。GはGag、RはRT、NはNefである。グラフは、35日目(追加免疫後7日目)のIFN-γ
 ELIspotによるRTペプチドに対する応答を示す。
【図２４】35日目(追加免疫後7日目)のELISAによるGag抗体を示す図である。



(33) JP 4601956 B2 2010.12.22

【図１】 【図２】

【図３】 【図４－１】



(34) JP 4601956 B2 2010.12.22

【図４－２】 【図５－１】

【図５－２】 【図６－１】



(35) JP 4601956 B2 2010.12.22

【図６－２】

【図７】

【図８】

【図９－１】 【図９－２】



(36) JP 4601956 B2 2010.12.22

【図９－３】 【図１０－１】

【図１０－２】 【図１０－３】



(37) JP 4601956 B2 2010.12.22

【図１１－１】 【図１１－２】

【図１１－３】

【図１１－４】

【図１２－１】



(38) JP 4601956 B2 2010.12.22

【図１２－２】 【図１３－１】

【図１３－２】 【図１４－１】



(39) JP 4601956 B2 2010.12.22

【図１４－２】 【図１４－３】

【図１５－１】 【図１５－２】



(40) JP 4601956 B2 2010.12.22

【図１５－３】 【図１６－１】

【図１６－２】 【図１６－３】



(41) JP 4601956 B2 2010.12.22

【図１７－１】 【図１７－２】

【図１７－３】 【図１８－１】



(42) JP 4601956 B2 2010.12.22

【図１８－２】 【図１８－３】

【図１９－１】 【図１９－２】



(43) JP 4601956 B2 2010.12.22

【図１９－３】 【図２０】

【図２１】 【図２２】



(44) JP 4601956 B2 2010.12.22

【図２３－１】 【図２３－２】

【図２４】



(45) JP 4601956 B2 2010.12.22

10

20

30

40

フロントページの続き

(31)優先権主張番号  0206462.4
(32)優先日　　　　  平成14年3月19日(2002.3.19)
(33)優先権主張国　  英国(GB)

前置審査

(74)代理人  100118773
            弁理士　藤田　節
(74)代理人  100122389
            弁理士　新井　栄一
(74)代理人  100111741
            弁理士　田中　夏夫
(72)発明者  ビートン，アンドリュー
            イギリス国　ハートフォードシャー　エスジー１　２エヌワイ，スティーブネージ，ガンネルズ　
            ウッド　ロード，グラクソスミスクライン
(72)発明者  エルトル，ピーター，フランツ
            イギリス国　ハートフォードシャー　エスジー１　２エヌワイ，スティーブネージ，ガンネルズ　
            ウッド　ロード，グラクソスミスクライン
(72)発明者  ゴフ，ジェラルド，ウェイン
            イギリス国　ハートフォードシャー　エスジー１　２エヌワイ，スティーブネージ，ガンネルズ　
            ウッド　ロード，グラクソスミスクライン
(72)発明者  リアー，アンドリュー
            イギリス国　ハートフォードシャー　エスジー１　２エヌワイ，スティーブネージ，ガンネルズ　
            ウッド　ロード，グラクソスミスクライン
(72)発明者  タイト，ジョン，フィリップ
            イギリス国　ハートフォードシャー　エスジー１　２エヌワイ，スティーブネージ，ガンネルズ　
            ウッド　ロード，グラクソスミスクライン
(72)発明者  ヴァン　ウェリー，キャサリーン，アン
            イギリス国　ハートフォードシャー　エスジー１　２エヌワイ，スティーブネージ，ガンネルズ　
            ウッド　ロード，グラクソスミスクライン

    審査官  吉田　知美

(56)参考文献  国際公開第０１／０８８１４１（ＷＯ，Ａ１）
              J. Virol.，１９９９年，Vol.73, No.7，p.5320-5325
              KOTSOPOULOU E，JOURNAL OF VIROLOGY，米国，THE AMERICAN SOCIETY FOR MICROBIOLOGY，２０
              ００年　５月，V74 N10，P4839-4852
              HUANG YUE，JOURNAL OF VIROLOGY，２００１年　５月，V75 N10，P4947-4951

(58)調査した分野(Int.Cl.，ＤＢ名)
              C07K  14/16
              C07K  19/00
              C12N  15/49
              A61K  39/21
              CA/BIOSIS/MEDLINE/WPIDS(STN)
              PubMed


	biblio-graphic-data
	claims
	description
	drawings
	overflow

