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(57)【要約】
本発明は、分節ＲＮＡウイルスを生成する種々の逆遺伝学系を提供する。該系は、その発
現構築物のすべての増殖のために細菌を必要としない。一局面において、本発明の逆遺伝
学系は、少なくとも２種のウイルスゲノムセグメントをコードする非細菌性発現構築物に
基づく。この系は、完全なウイルスゲノムの生成のために宿主細胞に移入しなければなら
ない構築物の数を削減する。別の局面において、本発明は、分節ＲＮＡウイルスの少なく
とも２種の異なるゲノムセグメントを発現するコード配列を含む、非細菌性発現構築物を
提供する。本発明は、この非細菌性発現構築物を含む真核宿主細胞も提供する。本発明は
、２種類以上のかかる非細菌性発現構築物のセットであって、該セットが完全な分節ＲＮ
Ａウイルスゲノムをコードする、セットも提供する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　分節ＲＮＡウイルスの少なくとも２種の異なるゲノムセグメントを発現するコード配列
を含む、非細菌性発現構築物。
【請求項２】
　前記構築物が細菌複製起点と細菌選択マーカーの両方を欠く、請求項１に記載の構築物
。
【請求項３】
　前記構築物が線状である、請求項１又は請求項２に記載の構築物。
【請求項４】
　Ａ型又はＢ型インフルエンザウイルスの全８種のゲノムセグメントを発現するコード配
列を含む、任意の先行する請求項のいずれかに記載の構築物。
【請求項５】
　任意の先行する請求項のいずれかに記載の非細菌性発現構築物を含む、真核宿主細胞。
【請求項６】
　（ｉ）Ａ型又はＢ型インフルエンザウイルスゲノムセグメントＰＢ２、ＰＢ１、ＰＡ、
ＮＰ及びＮＳのコード配列を含む第１の非細菌性発現構築物、及び（ｉｉ）Ａ型又はＢ型
インフルエンザウイルスゲノムセグメントＨＡのコード配列を含む第２の非細菌性構築物
を含む、発現構築物のセット。
【請求項７】
　前記第１の非細菌性発現構築物又は前記第２の非細菌性発現構築物が、さらに、ＮＡゲ
ノムセグメント及びＭゲノムセグメントを含む、請求項６に記載のセット。
【請求項８】
　（ｉ）分節ＲＮＡウイルスの１種以上のゲノムセグメントのコード配列（単数又は複数
）を含む少なくとも１つのプラスミド、及び（ｉｉ）該ＲＮＡウイルスの１種以上のゲノ
ムセグメントのコード配列（単数又は複数）を含む少なくとも１つの非細菌性発現構築物
を含み、細菌性構築物と非細菌性構築物の組合せが該ＲＮＡウイルスの少なくとも２種の
異なるゲノムセグメントを与える、発現構築物のセット。
【請求項９】
　請求項８に記載の構築物のセットを含む、真核宿主細胞。
【請求項１０】
　分節ＲＮＡウイルスの少なくとも２種の異なるゲノムセグメントのコード配列を含む線
状発現構築物を含む、宿主細胞。
【請求項１１】
　インフルエンザウイルスの８種の異なるゲノムセグメントのコード配列を含む細菌プラ
スミドであって、各セグメントの発現がほ乳動物ｐｏｌ－Ｉプロモーターによって制御さ
れる、細菌プラスミド。
【請求項１２】
　請求項１１に記載のプラスミドを含む、真核宿主細胞。
【請求項１３】
　請求項５、請求項７又は請求項１０に記載の宿主細胞を調製するための方法であって、
請求項１から４、請求項６又は請求項９に記載の構築物、セット又はプラスミドを前記細
胞に挿入する工程を含む、方法。
【請求項１４】
　分節ＲＮＡウイルスを生成するための方法であって、該ＲＮＡウイルスセグメントの発
現が起きて該ウイルスを生成するように、請求項５、請求項８、請求項１０又は請求項１
２に記載の宿主細胞を培養する工程を含む、方法。
【請求項１５】
　分節ＲＮＡウイルスゲノムの少なくとも２種の異なるセグメントを発現するコード配列
を含むＤＮＡ分子を調製するための方法であって、該方法が、（ｉ）該ＤＮＡ分子の複数



(3) JP 2013-500712 A 2013.1.10

10

20

30

40

50

の重複断片を合成する工程であって、該重複断片が完全な該ＤＮＡ分子に広がっている工
程、及び（ｉｉ）該断片を連結して該ＤＮＡ分子を生成する工程を含む、方法。
【請求項１６】
　前記細胞がＭＤＣＫ細胞である、請求項５、請求項８、請求項１０又は請求項１２に記
載の宿主細胞。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本特許出願は２００９年７月３１日に出願された米国仮特許出願６１／２７３，１５１
からの優先権を主張し、上記米国仮特許出願の全容は、参照によって本明細書に援用され
る。
【０００２】
　本発明は、逆遺伝学の分野にある。さらに、それは、例えば、種々のウイルスに対する
防御用ワクチンの製造に使用される、ウイルスの調製に関する。
【背景技術】
【０００３】
　逆遺伝学は、細胞培養におけるウイルスの組換え発現及び操作を可能にする。それは、
リアソータントな生成を含めて、ウイルスの急速な生成及び／又は変異を可能にするので
、ウイルス学及びワクチン製造における強力なツールである。方法は、ウイルスゲノムを
コードする１つ以上のプラスミドを宿主細胞に移入し、次いでウイルスを細胞から単離す
る（又は「回収する」）ことを含む。それは、プラス鎖ＲＮＡウイルス［１（非特許文献
１）、２（非特許文献２）］、マイナス鎖ＲＮＡウイルス［３（非特許文献３）、４（非
特許文献４）］及び二本鎖ＲＮＡウイルス［５（非特許文献５）］を含めて、多種多様な
ＲＮＡウイルスの生成に使用することができる。
【０００４】
　公知の方法の欠点は、それがプラスミドに依拠するというものである。これらのプラス
ミドの生成は、細菌中でクローン化ステップを実施する必要があり、それを実施し、分節
ＲＮＡウイルスを検証するには数日又は数週間を要することがある。かかる遅延は、毎年
の季節性インフルエンザワクチン製造の予定に支障を来し、世界的流行に対する迅速な応
答も妨げる。さらに、細菌の使用は、プラスミドを使用してウイルス生成のために宿主細
胞に移入するときに、細菌汚染物質が導入されるリスクを伴う。これらの欠点は、プラス
ミドの代わりに線状発現構築物を使用することによって、参考文献６（特許文献１）で対
処されている。線状発現構築物は、細菌増殖中に使用される増幅及び／又は選択配列を含
まず、大抵はウイルス準種（ｖｉｒａｌ　ｑｕａｓｉｓｐｅｃｉｅｓ）の単一代表の分子
クローニングをもたらす。かかる線状発現構築物を使用して、宿主細胞に直接移入するこ
とができ、はるかに迅速な逆遺伝学系を提供することができる。参考文献６によれば、線
状構築物の移入は、ウイルス分離体を受け取る時間内に実施することができ、分子クロー
ニングに必要な時間を省くことができ、最初のウイルス準種集団の有用なメンバーを入手
することができる。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００５】
【特許文献１】国際公開第２００９／０００８９１号
【非特許文献】
【０００６】
【非特許文献１】ＲａｃａｎｉｅｌｌｏおよびＢａｌｔｉｍｏｒｅ、Ｓｃｉｅｎｃｅ（１
９８１）２１４：９１６～９１９
【非特許文献２】Ｋａｐｌａｎら、Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　ＵＳＡ（１
９８５）８２：８４２４～８４２８
【非特許文献３】Ｆｏｄｏｒら、Ｊ．　Ｖｉｒｏｌ（１９９９）７３（１１）：９６７９



(4) JP 2013-500712 A 2013.1.10

10

20

30

40

50

～９６８２
【非特許文献４】Ｈｏｆｆｍａｎｎら、Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　ＵＳＡ
（２００２）９９：１１４１１～６
【非特許文献５】Ｋｏｂａｙａｓｈｉら、Ｃｅｌｌ　Ｈｏｓｔ　Ｍｉｃｒｏｂｅ（２００
７）１９；１（２）１４７～５７
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【０００７】
　分節ウイルスの場合、参考文献６で使用される方法は、ウイルスセグメント１種当たり
１種類の線状構築物を使用する。したがって、この方法による逆遺伝学ウイルス生成は、
８種類の構築物を宿主細胞に移入する必要がある。本発明の一目的は、かかる複数の移入
を不要にすることである。より一般的には、本発明の一目的は、分節ＲＮＡウイルスに対
して逆遺伝学を実施する更なる改善された方法を提供することであり、特に、細菌の使用
を必要としない更なる方法を提供することである。本発明は、分節ＲＮＡウイルスを生成
する種々の逆遺伝学系を提供する。該系は、その発現構築物のすべての増殖のために細菌
を必要としない。理想的には、細菌を全く必要としない。
【０００８】
　分節ＲＮＡウイルスを生成し、該系は、その発現構築物のすべての増殖のために細菌を
必要としない。理想的には、細菌を全く必要としない。
【０００９】
　第１の態様においては、逆遺伝学系は、少なくとも２種のウイルスゲノムセグメントを
コードする非細菌性発現構築物に基づく。この系は、完全なウイルスゲノムの生成のため
に宿主細胞に移入しなければならない構築物の数を削減する。例えば、単一の構築物を使
用して８種のインフルエンザウイルスセグメントをコードし、それによって移入の複雑さ
を参考文献６の１／８にすることができる。したがって、本発明は、分節ＲＮＡウイルス
の少なくとも２種の異なるゲノムセグメントを発現するコード配列を含む、非細菌性発現
構築物を提供する。本発明は、この非細菌性発現構築物を含む真核宿主細胞も提供する。
本発明は、２種類以上のかかる非細菌性発現構築物のセットであって、該セットが完全な
分節ＲＮＡウイルスゲノムをコードする、セットも提供する。
【００１０】
　第２の態様においては、逆遺伝学系は、（ｉ）少なくとも１種類の細菌性発現構築物と
（ｉｉ）少なくとも１種類の非細菌性発現構築物との組合せに基づく。これら２つのタイ
プの構築物の各々は、少なくとも１種のウイルスゲノムセグメントを生成する。この態様
は、逆遺伝学系を調製する細菌を全く使用しないものではないが、それでも強力である。
例えば、ウイルスセグメントのサブセットを発現する構築物を細菌中で増殖させ、操作し
て、利用可能である広範囲の好都合な分子生物学的技術を利用することができる。このサ
ブセットのセグメントは、系統ごとに変化させる必要がめったにないものとすることがで
きる。残りのウイルスセグメントは、非細菌性発現構築物によってコードすることができ
、これらの構築物は、細菌的な処置を必要とせずにすぐさま迅速に調製することができる
。したがって、この組合せは、労力を対象セグメントにすぐに集中させることができ、既
に利用可能である「バックグラウンド」セグメントの既存のセットと構築物を組み合わせ
ることができることを意味する。したがって、本発明は、（ｉ）分節ＲＮＡウイルスの１
種以上のゲノムセグメントのコード配列（単数又は複数）を含む少なくとも１つのプラス
ミド、及び（ｉｉ）ＲＮＡウイルスの１種以上のゲノムセグメントのコード配列（単数又
は複数）を含む少なくとも１つの非細菌性発現構築物を含み、細菌性構築物と非細菌性構
築物の組合せがＲＮＡウイルスの少なくとも２種の異なるゲノムセグメントを生成する、
発現構築物のセットを提供する。本発明は、構築物のこのセットを含む真核宿主細胞も提
供する。
【００１１】
　第３の態様においては、本発明は、分節ＲＮＡウイルスの少なくとも２種の異なるゲノ
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ムセグメントのコード配列を含む線状発現構築物を含む、宿主細胞を提供する。この細胞
は、細菌性とすることができるが、好ましくは真核生物である。
【００１２】
　第４の態様においては、本発明は、インフルエンザウイルスの８種の異なるゲノムセグ
メントのコード配列を含む細菌プラスミドであって、各セグメントの発現が（ｉ）ほ乳動
物ｐｏｌ－Ｉプロモーター又は（ｉｉ）バクテリオファージポリメラーゼプロモーターの
いずれかによって制御される、細菌プラスミドを提供する。本発明は、この構築物を含む
細胞も提供する。この細胞は、細菌性細胞又は真核生物細胞とすることができる。
【００１３】
　本発明は、さらに、１種類以上の上記発現構築物（単数又は複数）を細胞に挿入するス
テップを含む、本発明の宿主細胞を調製するプロセスを提供する。
【００１４】
　本発明は、さらに、ＲＮＡウイルスセグメントの発現が発現構築物から生じるような条
件下で宿主細胞を培養するステップを含む、本発明の真核宿主細胞におけるＲＮＡ発現プ
ロセスを提供する。
【００１５】
　本発明は、さらに、ＲＮＡウイルスセグメントの発現が発現構築物から生じるような条
件下で本発明の宿主細胞を培養してウイルスを生成するステップを含む、分節ＲＮＡウイ
ルスを生成する方法を提供する。次いで、このようにして生成されたウイルスを宿主細胞
又は宿主細胞培養物から精製することができる。本発明は、このプロセスによって得られ
るウイルスも提供する。このウイルスを使用して、卵又は細胞を感染させて、ワクチン製
造用ウイルスを増殖させることができる。したがって、本発明は、培養宿主（例えば、卵
又は細胞）を本発明のウイルスに感染させ、ウイルスを増殖させ、次いで増殖ウイルスか
らワクチンを調製するステップを含む、ウイルスワクチンを調製する方法を提供する。
【００１６】
　本発明は、分節ＲＮＡウイルスゲノムの少なくとも２種の異なるセグメントを発現する
コード配列を含むＤＮＡ分子（例えば、本発明の非細菌性発現構築物）を調製するプロセ
スも提供する。該ＤＮＡは、少なくとも部分的には化学合成によって調製される。
【００１７】
　本発明は、分節ＲＮＡウイルスゲノムの少なくとも２種の異なるセグメントを発現する
コード配列を含むＤＮＡ分子（例えば、本発明の非細菌性発現構築物）を調製するプロセ
スであって、（ｉ）ＤＮＡ分子の複数の重複断片を合成するステップであって、重複断片
が完全なＤＮＡ分子に広がっているステップ、及び（ｉｉ）断片を連結してＤＮＡ分子を
生成するステップを含む、プロセスも提供する。次いで、ＤＮＡ分子を回収し、本発明の
逆遺伝学方法に使用することができる。例えば、それを真核細胞に挿入し、分節ＲＮＡウ
イルスを生成させることができる。好ましくは、ＤＮＡ分子は、その回収と真核細胞への
その挿入との間に細菌細胞に挿入されない。すなわち、構築物は、いかなる中間的な細菌
増幅もなしに、ウイルス回収に直接使用される。
【００１８】
　本発明は、分節ＲＮＡウイルスの発現構築物のライブラリーも提供する。各発現構築物
は、ウイルスの少なくとも１種のゲノムセグメントのコード配列を含む。ライブラリーは
、ライブラリーの一サブセットを選択することによってゲノム全体を表すことができるよ
うに、ゲノムの各セグメントに対して少なくとも１つの構築物を含む。一部のウイルスセ
グメントは、他のものよりも多く示され得る。例えば、インフルエンザウイルスライブラ
リーは、平均のものよりも多いＨＡ及びＮＡセグメントを含むことができる。所望の対象
ウイルスゲノムを構築するために、各所望のセグメントをコードするライブラリーメンバ
ーを選択し、次いで発現させて、所望のウイルスを生成する。ライブラリーは、骨格ゲノ
ムセグメントと対象のＨＡ及びＮＡセグメントを迅速に再組み合わせして、有用なワクチ
ン製造用ウイルスを生成するという点で、インフルエンザウイルスについて特に有力であ
る。
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【発明を実施するための形態】
【００１９】
　非細菌性発現構築物
　本発明の第１、第２及び第３の態様は、１種類以上の「非細菌性発現構築物」を利用す
る。この用語は、構築物が、その中にコードされたウイルスＲＮＡセグメントを真核細胞
中で発現させることができるが、細菌中での構築物の増殖に必要な成分は含まないことを
意味する。したがって、構築物は、細菌複製起点（ｏｒｉ）を含まず、通常は細菌選択マ
ーカー（例えば、抗生物質耐性マーカー）を含まない。これらの成分は、真核宿主細胞中
での所望のウイルスＲＮＡを発現させるのには不要であり、したがって細菌が構築物の増
殖に使用されないときには無用である。これらの増殖成分の欠如は、構築物が細菌に導入
された場合に、構築物が複製されないことを意味する。
【００２０】
　非細菌性構築物は、線状又は環状とすることができる。線状構築物は（参考文献６に見
られるように）より一般的ではあるが、環状構築物を使用することもできる。環状構築物
は、線状構築物を環状化することによって作製することができ、その逆も同様である。か
かる環状化方法は、参考文献６に記載されている。環状構築物の線形化は、種々の容易な
方法、例えば、１種以上の制限酵素（単数又は複数）を利用して、又は核酸増幅技術を使
用して（例えば、ＰＣＲによって）（環状テンプレートを含めた）テンプレートから増幅
することによって、実施することができる。
【００２１】
　非細菌性構築物は、１種以上のウイルスＲＮＡセグメント（単数又は複数）のコード配
列（単数又は複数）を含む。第１及び第３の態様の構築物は、少なくとも２種の異なるウ
イルスＲＮＡセグメントをコードする。コードされたセグメントは、発現され、次いで、
ビリオンに入れられて組換え発現ウイルスを生成することができるウイルスＲＮＡとして
機能することができる。したがって、構築物は、単独で又は別の構築物と組み合わせて、
逆遺伝学によってＲＮＡウイルスを生成するのに適している。
【００２２】
　構築物は、通常は二本鎖ＤＮＡでできている。かかる構築物は、好都合には、公知のＤ
ＮＡ合成方法及び組立て方法によって作製することができる。現代の技術は、多数のゲノ
ムセグメントを有する場合でも、完全なウイルスをコードする合成ＤＮＡ分子を提供する
ことができる。例えば、インフルエンザウイルスゲノムの全８種のセグメントを発現する
構築物は、ＤＮＡの約２５，０００塩基対（２５ｋｂｐ）を必要とし、これは、現在の構
築物合成の能力の十分な範囲内である。例えば、参考文献７は、個々の約５ｋｂｐの合成
断片の組立てによる３２ｋｂｐ遺伝子の化学合成を報告している。参考文献８は、約５ｋ
ｂｐ、７ｋｂｐ、２４ｋｂｐ、７２ｋｂｐ又は１４４ｋｂｐ長の中間段階を介した５８３
ｋｂｐ合成染色体の生成を報告している。更なる詳細については下記を参照されたい。
【００２３】
　かかる合成法は、構築物を提供する（特に線状構築物を提供する）好ましい方法である
。しかし、化学合成を使用する代わりに、構築物のＤＮＡは、ＲＮＡウイルスから逆転写
によってｃＤＮＡを生成することによって調製することができ、次いで余分なＤＮＡ配列
をそのｃＤＮＡに（例えば、ライゲーションによって）連結することができ、又はｃＤＮ
Ａをより大きいＤＮＡ構築物に組み込むことができる。一部の実施形態においては、酵素
的方法と化学的方法の混合、例えば、逆転写とそれに続く末端への化学付加が使用される
。
【００２４】
　非細菌性構築物は、いかなる細菌増殖要素も含まないだけでなく、いかなる細菌ＤＮＡ
修飾も含まないことがある。したがって、構築物は、メチル化アデニン残基を含まなくて
もよく、いかなるメチル化シトシン残基もＣｐＧジヌクレオチドモチーフに関連しており
、すなわち、グアニジンがその後に続かないメチル化シトシンは存在しない。
【００２５】
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　構築物は、任意の適切な移入方法、例えば、電気穿孔法、リポフェクション、ＤＥＡＥ
－デキストラン、リン酸カルシウム沈殿、リポソーム、遺伝子銃、微粒子銃又は微量注入
によって、宿主細胞に導入することができる。移入後、宿主細胞は、構築物中の遺伝子要
素（ｇｅｎｅｔｉｃ　ｅｌｅｍｅｎｔ）を認識し、コードされたウイルスＲＮＡセグメン
トを発現し始める。
【００２６】
　構築物合成
　上述したように、ＤＮＡ発現構築物は、化学合成によって少なくとも部分的に調製する
ことができる。構築物は、分節ＲＮＡウイルスゲノムの少なくとも２種の異なるセグメン
トを発現する（好ましくは、分節ＲＮＡウイルスの完全なゲノムを発現する）コード配列
を含み、好都合には、参考文献８に開示された合成法を使用して調製することができる。
【００２７】
　上記合成法は、所望のＤＮＡ配列を断片に概念的に分解すること（ｓｐｌｉｔｔｉｎｇ
）を含み得る。これらの断片は、さらに１回以上概念的に分解することができ、最終的に
、選択されたＤＮＡ合成法、例えば、ホスホルアミダイト化学反応によって、調製するこ
とができるサイズである断片のセットになる。次いで、これらの断片が合成され、連結さ
れて、概念的な分解段階からより長い断片を生成し、これらのより長い断片は、次いで、
全配列が最終的に調製されるまで、連結などされる。このようにして、参考文献８は、５
０マーのオリゴヌクレオチドを種々の段階で約１０４組み立てて、５８３ｋｂｐゲノムを
調製した。その５０マーのオリゴヌクレオチドがカセット５～７ｋｂ長に組み立てられ、
これらのカセットが次いで約２４ｋｂｐ断片に組み立てられ、次いでそれらが約７２ｋｂ
ｐ断片、次いで約１４４ｋｂｐに組み立てられ、次いで２つの約２９０ｋｂｐ構築物を生
成し、それらが最後に連結されて完全なゲノムを生成した。
【００２８】
　断片は、重複するように設計され、それによって正しい順にそれらを組み立てることが
できる。例えば、カセットは、少なくとも８０ｂｐ重複し、それによって約２４ｋｂｐ断
片などにそれを組み立てることができた。したがって、この方法は、重複断片が完全なＤ
ＮＡ分子に広がっているように、所望のＤＮＡ分子の複数の重複断片の合成を含む。各断
片の両端は、重複が不要である線状分子の末端断片を除いて、隣接５’又は３’断片と重
複する（ただし、環状分子を合成するには、２つの末端断片は重複すべきである。）。各
段階の断片は、ベクター中で、例えば、プラスミド又はＢＡＣ若しくはＹＡＣベクター中
で、挿入物として維持することができる。合成プロセス中の断片の組立ては、ｉｎ　ｖｉ
ｔｒｏ及び／又はｉｎ　ｖｉｖｏでの組換えを必要とし得る。ｉｎ　ｖｉｔｒｏ方法の場
合、３’エキソヌクレアーゼによる消化を使用して、断片末端にオーバーハングを露出さ
せることができ、重複断片中の相補的オーバーハングを次いでアニールし、続いて連結修
復することができる（「チュウバック（ｃｈｅｗｂａｃｋ）組立て」）。ｉｎ　ｖｉｖｏ
方法の場合、重複クローンは、例えば、参考文献８に開示されたＴＡＲクローン化方法を
使用して、組み立てることができる。（例えば、インフルエンザウイルスゲノムのすべて
のセグメントをコードするのに十分容易な）１００ｋｂｐ未満の断片の場合、ｉｎ　ｖｉ
ｔｒｏ組換え方法のみに依拠することが容易に可能である。
【００２９】
　別の合成法を使用することもできる。例えば、参考文献７は、約５ｋｂｐ断片が合成さ
れ、次いで従来のクローン化方法によってより長い配列に組み立てられる方法を開示して
いる。未精製４０塩基合成オリゴヌクレオチドは、自動化ＰＣＲに基づく遺伝子合成によ
って５００～８００ｂｐシントンに組み立てられ、これらのシントンは、少数のエンドヌ
クレアーゼ及び「選択による連結」を使用して連結されてマルチシントン約５ｋｂｐセグ
メントにされる。続いて、これらの大きいセグメントを従来のクローン化によってより長
い配列に組み立てることができる。この方法は、完全なインフルエンザウイルスをコード
するのに十分容易である３２ｋｂｐＤＮＡ分子を容易に提供することができる。
【００３０】
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　同様に、参考文献９は、全配列に広がっている７つのＤＮＡ断片から３２ｋｂ分子を組
み立てた方法を開示している。７つのＤＮＡの端部は、独特の接合部で操作され、それに
よって隣接断片のみからなる組立てを可能にした。各ＤＮＡの端部の相互接続する制限酵
素切断部位の接合部は、系統的に除去された組立てである。
【００３１】
　完全なＤＮＡ分子が組み立てられると、それを精製し、ＤＮＡが細菌内に存在する中間
ステップを必要とせずに、ウイルス生成用真核細胞に直接挿入することができる。
【００３２】
　これらの方法によって調製されると、本発明のＤＮＡ発現構築物は、１つ以上の「水位
標（ｗａｔｅｒｍａｒｋ）」配列を含むことができる。これらは、ＤＮＡ中の情報を確認
又はコードするのに使用することができる配列である。それは、非コード配列中にあって
もコード配列中にあってもよい。最も一般的には、それは、アミノ酸配列を変えずに、コ
ード配列内の情報をコードする。分節ＲＮＡウイルスゲノムをコードするＤＮＡの場合、
任意の水位標配列が理想的には遺伝子間の部位に含まれる。というのは、同義コドン変化
は、コードされたＲＮＡセグメントに対して実質的な生物学的効果を有し得るからである
。
【００３３】
　プラスミド
　本発明の第２及び第４の態様は、プラスミドの使用を含む。これらのプラスミドは、好
都合には、細菌中で増殖することができ、したがって細菌複製起点（ｏｒｉ）を含み、通
常は細菌選択マーカー（例えば、抗生物質耐性マーカー）も含む。したがって、プラスミ
ドは、上で考察した非細菌性発現構築物から（配列と機能の両方によって）容易に識別さ
れる。一般的には、プラスミドは、逆遺伝学の分野で既知であるプラスミドと同じであり
得るが、従来技術は、それをウイルス回収のために非細菌性発現構築物と併用することを
開示していない。
【００３４】
　プラスミドは、ウイルス生成が真核宿主細胞中で起こり得、その中で生き残るために必
要な遺伝子要素も含む。したがって、プラスミドは、細菌宿主中で増殖、操作及び／又は
増幅することができるが真核生物宿主中でウイルスＲＮＡを発現させることもできる、シ
ャトルプラスミドである。
【００３５】
　プラスミドは、少なくとも１種のウイルスＲＮＡセグメント（第４の態様では８種のイ
ンフルエンザウイルスセグメント）をコードし、真核宿主細胞においては、これらのコー
ド配列は、発現され、次いでビリオンにパッケージされて組換え発現ウイルスを生成する
ことができるウイルスＲＮＡとして機能することができる。
【００３６】
　プラスミドは、任意の適切な移入方法、例えば、電気穿孔法、リポフェクション、遺伝
子銃、又は微量注入によって、真核宿主細胞に導入することができる。移入後、宿主細胞
は、構築物中の遺伝子要素を認識し、コードされたウイルスＲＮＡセグメント（単数又は
複数）を発現し始める。
【００３７】
　プラスミドが複数のＲＮＡセグメントをコードするときには、各ステップは、プラスミ
ド内組換えを最小化するようにすることができる。複数の同一のプロモーター及びターミ
ネーター（ｐｏｌ－Ｉとｐｏｌ－ＩＩの両方）の存在は、このリスクを増加させ得る。細
菌増殖中に高コピー数を与えるｏｒｉの使用も同様にこのリスクを増加させ得る。したが
って、プラスミドは、有利には、細菌中に存在するときには比較的少ないコピー数、例え
ば、Ｅ．ｃｏｌｉ細胞１個当たり５０個未満のコピーを有することができる。種々の低コ
ピー数ベクター、例えば、参考文献１０で使用されるベクター、ｐ１５ａ　ｏｒｉ又はプ
ラスミドＦ　ｏｒｉ［１１］を含むベクターなどが利用可能である。異なる配列を有する
プロモーターを使用すること、及び／又は余分なプロモーターを提供する余分なコード領
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域を含むことを回避することも有用である。これらなどのステップは、プラスミドの安定
性を改善することができる。
【００３８】
　発現構築物
　本発明で使用される非細菌性発現構築物及びプラスミド発現構築物は、ウイルスＲＮＡ
セグメント（単数又は複数）をコードする。これらのコード配列は、適切な真核宿主細胞
中で発現されて、ビリオンにパッケージされて組換え発現ウイルスを生成することができ
るウイルスＲＮＡを提供することができる。
【００３９】
　ウイルスＲＮＡセグメントの発現は、ＲＮＡコード配列の上流のプロモーターによって
制御される。動物細胞中でウイルスＲＮＡセグメントを発現するためのプロモーターは、
ＤＮＡ依存性ＲＮＡポリメラーゼによって認識され、通常はｐｏｌ－Ｉプロモーターであ
る（下記参照）。別の系も利用可能であるが、ｉｎ　ｓｉｔｕのポリメラーゼ源に関連す
る、Ｔ７　ＲＮＡポリメラーゼなどのバクテリオファージ又は細菌ＲＮＡポリメラーゼプ
ロモーターを使用することが知られている［１２］。各ウイルスセグメントはそれ自体の
プロモーターを有し、これらは互いに同じでも異なってもよい。
【００４０】
　ウイルスがプラス鎖ＲＮＡウイルスである場合、ウイルスセグメントのみをコードする
発現構築物を細胞に移入することで十分なことが多い。例えば、ポリオウイルスゲノムを
コードするプラスミドの移入は、感染性ポリオウイルスを再生させた［１、２］。マイナ
ス鎖ＲＮＡウイルスの逆遺伝学は、余分な難題を生ずる。というのは、アンチセンスウイ
ルスＲＮＡは、通常は非感染性であり、したがって生活環を完成するにはウイルスタンパ
ク質を必要とするからである。したがって、ウイルスポリメラーゼなどのウイルスタンパ
ク質が、タンパク質として、又はｉｎ　ｓｉｔｕでのタンパク質発現用遺伝子として、送
達されて、細胞に供給される。
【００４１】
　したがって、特にマイナス鎖ウイルスについては、発現構築物は、真核細胞中でウイル
スタンパク質を発現するコード配列を含むことができる。タンパク質発現に適切なプロモ
ーターとしては、サイトメガロウイルス（ＣＭＶ）由来のものが挙げられる。ウイルスセ
グメントとウイルスタンパク質の同時発現により、宿主細胞中でのウイルスの組換え組立
てのために必要な要素のすべてがｉｎ　ｓｉｔｕで生成される。ＲＮＡコード配列と同じ
構築物にタンパク質コード配列を含むことが有用であるが、ＲＮＡとタンパク質発現につ
いて異なる構築物を使用することもできる。タンパク質コード配列とＲＮＡコード配列が
同じ構築物中に存在する場合、それらは異なる配列とすることができるが、そうではなく
、２つの異なるプロモーターから発現させて、ＲＮＡとタンパク質発現の両方を同じＤＮ
Ａ配列から与えることもできる。
【００４２】
　ｐｏｌ－ＩプロモーターからウイルスＲＮＡを発現し、同じＤＮＡ配列に結合したｐｏ
ｌ－ＩＩプロモーターからウイルスタンパク質を発現する、双方向的な構築物が当分野で
公知である（例えば、参考文献１３参照）。２種のプロモーターは、同じ構築物から異な
る方向（すなわち、５’から３’と３’から５’の両方）で発現させ、同じ二本鎖ＤＮＡ
の異なる鎖上に存在することができる。共通ＤＮＡ配列を使用すると、宿主細胞に必要な
発現構築物の総数及び／又は長さが低下する。双方向的な発現構築物は、上流のｐｏｌ－
ＩＩプロモーターと下流のｐｏｌ－Ｉプロモーターの間に位置する遺伝子又はｃＤＮＡを
含むことができる。遺伝子又はｃＤＮＡをｐｏｌ－ＩＩプロモーターから転写すると、ウ
イルスタンパク質に翻訳することができるキャップされたプラスセンスウイルスｍＲＮＡ
が生成する。一方、ｐｏｌ－Ｉプロモーターから転写すると、キャップのないマイナスセ
ンスｖＲＮＡが生成する。
【００４３】
　発現構築物は、典型的には、各転写単位についてＲＮＡ転写終結配列を含む。終結配列
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は、内因性の終結配列でも、宿主細胞にとって内因性でない終結配列でもよい。適切な終
結配列は、当業者に明らかであり、それについては、ＲＮＡポリメラーゼＩ転写終結配列
、ＲＮＡポリメラーゼＩＩ転写終結配列及びリボザイムが挙げられるが、それだけに限定
されない。さらに、発現構築物は、特にタンパク質発現に使用される遺伝子の末端に、ｍ
ＲＮＡの１つ以上のポリアデニル化シグナルを含むことができる。ウイルスＲＮＡセグメ
ントのコード配列は、典型的には、一端がｐｏｌ－Ｉプロモーターに、もう一端がｐｏｌ
－ＩＩプロモーターに隣接し、ｐｏｌ－Ｉプロモーター配列とターミネーター配列はセグ
メントコード配列に隣接し、該セグメントのコード配列はｐｏｌ－ＩＩプロモーター配列
とターミネーター配列に隣接する。これらの種々の配列要素の互いの間隔は、ポリメラー
ゼが複製を正確に開始し終結するのに重要であるが、これを達成することは困難ではない
。
【００４４】
　発現構築物は、真核細胞中での選択のための選択マーカーを含むことができる。
【００４５】
　発現構築物は、ＤＮＡ配列の導入を容易にする１つ以上のマルチクローニング部位を含
むことができる。
【００４６】
　別々のコード配列がウイルスＲＮＡとタンパク質に使用される場合、異なる配列を使用
することができ、例えば、タンパク質コード配列では特定の宿主細胞に対してコドンを最
適化できるのに対して、ＲＮＡコード配列は当該ウイルス本来のコドンを使用する。ＲＮ
Ａコード配列のコドン最適化は、さほど有用ではない。というのは、ＲＮＡは、組換えタ
ンパク質発現に対してではなくビリオンパッケージングに対して最適化すべきだからであ
る。
【００４７】
　発現宿主がＭＤＣＫ細胞系などのイヌの細胞である場合、例えば、野生型イヌ遺伝子由
来又はイヌウイルス由来のｐｏｌ－ＩＩプロモーターを使用して、及び／又はヒト細胞よ
りもイヌ細胞に適したコドンを使用することによって、タンパク質コード領域をイヌの発
現に対して最適化することができる。例えば、ヒト遺伝子はＰｈｅのコドンとしてＵＵＣ
をわずかに好むが（５４％）、イヌ細胞では優先度がより高い（５９％）。同様に、ヒト
細胞ではＩｌｅコドンに対する過半数を占める優先はないが、イヌコドンの５３％はＩｌ
ｅに対してＡＵＣを使用する。イヌパルボウイルス（ｓｓＤＮＡウイルス）などのイヌウ
イルスも、コドン最適化の指針を提供することができる。例えば、イヌパルボウイルス配
列中のＰｈｅコドンの９５％はＵＵＵであり（イヌゲノム中では４１％であるのに対し）
、Ｉｌｅコドンの６８％はＡＵＵであり（３２％に対し）、Ｖａｌコドンの４６％はＧＵ
Ｕであり（１４％に対し）、Ｐｒｏコドンの７２％はＣＣＡであり（２５％に対し）、Ｔ
ｙｒコドンの８７％はＵＡＵであり（４０％に対し）、Ｈｉｓコドンの８７％はＣＡＵで
あり（３９％に対し）、Ｇｌｎコドンの９２％はＣＡＡであり（２５％に対し）、Ｇｌｕ
コドンの８１％はＧＡＡであり（４０％に対し）、Ｃｙｓコドンの９４％はＵＧＵであり
（４２％に対し）、Ｓｅｒコドンのわずか１％はＵＣＵであり（２４％に対し）、ＣＣＣ
はＰｈｅには使用されず、ＵＡＧは終止コドンとしては使用されない。したがって、タン
パク質コード遺伝子は、その性質がイヌ細胞での発現に対して既に最適化された遺伝子の
ようにすることができ、それによって発現を促進することができる。
【００４８】
　ＲＮＡポリメラーゼＩプロモーター
　大部分の逆遺伝学方法は、ウイルスＲＮＡセグメントの転写を駆動するためのＲＮＡポ
リメラーゼＩ（ＲＮＡ　ｐｏｌ－Ｉ）プロモーターを含む発現ベクターを使用する。ｐｏ
ｌ－Ｉプロモーターは、修飾していない５’及び３’末端を有する転写物を生成する。こ
れは、多数のウイルス、例えばインフルエンザの完全な感染力に必要である。
【００４９】
　天然ｐｏｌ－Ｉプロモーターは、２つの部分から成り、２つの別々の領域、すなわちコ



(11) JP 2013-500712 A 2013.1.10

10

20

30

40

50

アプロモーターと上流プロモーター要素（ＵＰＥ）を有する。この一般的構成は、大部分
の種に由来するｐｏｌ－Ｉプロモーターに共通しているが、プロモーターの実際の配列は
広範に変わる。コアプロモーターは、転写起点を囲み、約－４５から＋２０まで及んでお
り、転写を開始するのに十分である。コアプロモーターは一般にＧＣが豊富である。コア
プロモーターは単独で転写を開始するのに十分であるが、プロモーターの効率はＵＰＥに
よって極めて大きく増加する。ＵＰＥは、典型的には約－１８０から－１０７まで及んで
おり、やはりＧＣが豊富である。プロモーターの活性は、前開始複合体を安定化すること
によって機能し得る遠位のエンハンサー様配列の存在によって更に増大させることができ
る。
【００５０】
　ｐｏｌ－Ｉプロモーターの配列は、ヒト、イヌ及びニワトリを含めて、様々な種で確認
されている。Ｐｏｌ－Ｉプロモーターの活性が狭い宿主域に限定することができる場合、
本発明は、典型的には、宿主細胞にとって内因性のｐｏｌ－Ｉプロモーターを使用する。
　　　
【００５１】
　しかし、ある状況においては、ｐｏｌ－Ｉプロモーターは、その天然宿主外で活性であ
り得る。例えば、ヒトｐｏｌ－Ｉプロモーターは、サル細胞で活性であり、一部のイヌ細
胞でも活性であり得る。
【００５２】
　発現構築物は、少なくとも１つのコアプロモーターを含むことができ、好ましくは、そ
れは、少なくとも１つのＵＰＥも含み、１つ以上のエンハンサー要素も含むことができる
。天然プロモーターの断片も、その断片が転写を開始することができるという条件で、使
用することができる。本発明によって使用することができるヒトｐｏｌ－Ｉプロモーター
は、配列番号１または配列番号２の配列又はその変種を含むことができる。イヌプロモー
ターが本発明によって使用される場合、それは、配列番号３、配列番号４または配列番号
５の配列又はその変種を含むことができる。逆遺伝学のイヌｐｏｌ－Ｉプロモーターは参
考文献１４および１５に開示されている。
【００５３】
　ｐｏｌ－Ｉプロモーターは、（ｉ）配列番号１から５のいずれかと少なくともｐ％の配
列相同性を有する配列、及び／又は（ｉｉ）配列番号１から５のいずれかの断片を含むこ
とができる。ただし、プロモーターは、対象宿主細胞中の作用的に連結したＲＮＡコード
配列の転写を開始し、駆動する能力を有する。ｐの値は、７５、８０、８５、９０、９５
、９６、９７、９８、９９以上とすることができる。断片自体は、発現を駆動するのに十
分な長さであり（例えば、配列番号４は、配列番号３の断片である。）、又は断片は別の
配列と連結することができ、この組合せは発現を駆動する。対象宿主細胞において発現を
駆動するかかるｐｏｌ－Ｉプロモーターの能力は、例えば、プロモーターの制御下にある
アンチセンスレポーター遺伝子を用いた上記アッセイを使用して、容易に評価することが
できる。
【００５４】
　ウイルス調製
　本発明は、改変された又はリアソータントな系統を含めて、ウイルス系統の生成に有用
である。この技術をＤＮＡ構築物のｉｎ　ｖｉｔｒｏ操作に使用して、ウイルスセグメン
トの組合せ物を作製することができ、ウイルスセグメント中のコード配列又は非コード配
列の操作を容易にすることができ、変異を導入することなどができる。リアソータントな
ウイルス系統の生成は、流行に対抗するのにワクチンの迅速な製造が必要である状況にお
いて特に有益であるリアソータントな種ウイルスを得るのに必要な時間をかなり短縮する
ことができるので、有用である。したがって、発現構築物を使用して、少なくとも２種類
の野生型系統のウイルスセグメント又は該野生型系統由来のウイルスセグメントを発現さ
せることが好ましい。
【００５５】
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　組換えウイルスを製造するために、細胞は、ビリオンを組み立てるのに必要であるウイ
ルスゲノムの全セグメントを発現しなければならない。本発明の発現構築物にクローン化
されたＤＮＡは、好ましくは、ウイルスＲＮＡ及びタンパク質のすべてを生成するが、Ｒ
ＮＡ及びタンパク質の一部を生成するヘルパーウイルスを使用することもできる。しかし
、ヘルパーウイルスを使用しない系が好ましい。
【００５６】
　本発明の構築物からすべてのウイルスセグメントを提供するために、種々の配列が可能
である。第１の態様によれば、すべてのウイルスセグメントは、非細菌性発現構築物にコ
ードすることもできる。ただし、これらの構築物の少なくとも１つは、（参考文献６とは
異なり）少なくとも２種のウイルスゲノムセグメントをコードし、理想的には、すべての
ウイルスゲノムセグメントは、対象ウイルスを生成する能力を有する宿主細胞を生成する
のに単一の非細菌性構築物の移入で十分となるように、該単一の非細菌性構築物にコード
される。対照的に、第２の態様によれば、ウイルスセグメントは、細菌性発現構築物と非
細菌性発現構築物に分けられ、細胞中にその組合せたものが存在することによって、すべ
てのウイルスセグメントを発現する。
【００５７】
　第１の態様でさえも、ウイルスセグメントを１つを超える発現構築物に分けることが有
利であり得る。Ａ型インフルエンザウイルスのワクチン生成系統を例にとると、８種のセ
グメントのうち６種は、典型的には、年ごとに変化せず、季節ごとにこの一定のウイルス
骨格に季節性のＨＡセグメント及びＮＡセグメントが補充される。この状況においては、
１つの構築物に６種の骨格セグメントをコードすること、及び２種の他の可変セグメント
を第２の構築物に一緒にコードするか又は第２及び第３の構築物に別々にコードすること
が役立ち得る。これによって、より小さい構築物において季節的な変化を実施することが
でき、骨格構築物を特に骨格発現に対して最適化することもできる。
【００５８】
　ウイルス
　本発明の方法は、任意の分節ＲＮＡウイルスを使用して実施することができる。かかる
ウイルスは、プラス鎖、マイナス鎖又は二本鎖とすることができる。
【００５９】
　ウイルスがマイナス鎖ＲＮＡウイルスである場合、ウイルスは、Ｐａｒａｍｙｘｏｖｉ
ｒｉｄａｅ、Ｐｎｅｕｍｏｖｉｒｉｎａｅ、Ｒｈａｂｄｏｖｉｒｉｄａｅ、Ｆｉｌｏｖｉ
ｒｉｄａｅ、Ｂｏｒｎａｖｉｒｉｄａｅ、Ｏｒｔｈｏｍｙｘｏｖｉｒｉｄａｅ、Ｂｕｎｙ
ａｖｉｒｉｄａｅ又はＡｒｅｎａｖｉｒｉｄａｅからなる群から選択される科に由来する
ことができる。さらに、ウイルスは、Ｐａｒａｍｙｘｏｖｉｒｕｓ、Ｏｒｔｈｏｍｙｘｏ
ｖｉｒｕｓ、Ｒｅｓｐｉｒｏｖｉｒｕｓ、Ｍｏｒｂｉｌｌｉｖｉｒｕｓ、Ｒｕｂｕｌａｖ
ｉｒｕｓ、Ｈｅｎｉｐａｖｉｒａｓ、Ａｖｕｌａｖｉｒｕｓ、Ｐｎｅｕｍｏｖｉｒｕｓ、
Ｍｅｔａｐｎｅｕｍｏｖｉｒｕｓ、Ｖｅｓｉｃｕｌｏｖｉｒｕｓ、Ｌｙｓｓａｖｉｒｕｓ
、Ｅｐｈｅｍｅｒｏｖｉｒｕｓ、Ｃｙｔｏｒｈａｂｄｏｖｉｒｕｓ、Ｎｕｃｌｅｏｒｈａ
ｂｄｏｖｉｒｕｓ、Ｎｏｖｉｒｈａｂｄｏｖｉｒｕｓ、Ｍａｒｂｕｒｇｖｉｒｕｓ、Ｅｂ
ｏｌａｖｉｒｕｓ、Ｂｏｒｎａｖｉｒｕｓ、Ａ型インフルエンザウイルス、Ｂ型インフル
エンザウイルス、Ｃ型インフルエンザウイルス、Ｔｈｏｇｏｔｏｖｉｒｕｓ、Ｉｓａｖｉ
ｒｕｓ、Ｏｒｔｈｏｂｕｎｙａｖｉｒｕｓ、Ｈａｎｔａｖｉｒｕｓ、Ｎａｉｒｏｖｉｒｕ
ｓ、Ｐｈｌｅｂｏｖｉｒｕｓ、Ｔｏｓｐｏｖｉｒｕｓ、Ａｒｅｎａｖｉｒｕｓ、Ｏｐｈｉ
ｏｖｉｒｕｓ、Ｔｅｎｕｉｖｉｒｕｓ又はＤｅｌｔａｖｉｒｕｓからなる群から選択され
る属に由来するウイルスとすることができる。特定の実施形態においては、マイナス鎖Ｒ
ＮＡウイルスは、センダイウイルス、麻疹ウイルス、流行性耳下腺炎ウイルス、ヘンドラ
ウイルス、ニューカッスル病ウイルス、ヒト呼吸器合胞体ウイルス、トリニューモウイル
ス、水ほう性口内炎インジアナウイルス、狂犬病ウイルス、ウシ流行熱ウイルス、レタス
壊死性黄化ウイルス、ジャガイモ黄萎病ウイルス、感染性造血器壊死症ウイルス、ビクト
リア湖マルブルクウイルス、ザイールエボラウイルス、ボルナ病ウイルス、インフルエン
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ザウイルス、トゴトウイルス、感染性サケ貧血ウイルス、ブンヤムウェラウイルス、ハン
ターンウイルス、Ｄｕｇｂｅウイルス、リフトバレー熱ウイルス、トマトスポッテットウ
イルトウイルス、リンパ球性脈絡髄膜炎ウイルス、柑橘類ソローシスウイルス、イネ縞葉
枯ウイルス及びデルタ型肝炎ウイルスからなる群から選択される。好ましい実施形態にお
いては、ウイルスはインフルエンザウイルスである（下記参照）。
【００６０】
　ウイルスがプラス鎖ＲＮＡウイルスである場合、ウイルスは、Ａｒｔｅｒｉｖｉｒｉｄ
ａｅ、Ｃｏｒｏｎａｖｉｒｉｄａｅ、Ｐｉｃｏｒｎａｖｉｒｉｄａｅ及びＲｏｎｉｖｉｒ
ｉｄａｅからなる群から選択される科に由来することができる。さらに、ウイルスは、Ａ
ｒｔｅｒｉｖｉｒｉｕｓ、Ｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓ、Ｅｎｔｅｒｏｖｉｒｕｓ、Ｔｏｒｏ
ｖｉｒｕｓ、Ｏｋａｖｉｒｕｓ、Ｒｈｉｎｏｖｉｒｕｓ、Ｈｅｐａｔｏｖｉｒｕｓ、Ｃａ
ｒｄｉｏｖｉｒｕｓ、Ａｐｈｔｈｏｖｉｒｕｓ、Ｐａｒｅｃｈｏｖｉｒｕｓ、Ｅｒｂｏｖ
ｉｒｕｓ、Ｋｏｂｕｖｉｒｕｓ及びＴｅｓｃｈｏｖｉｒｕｓからなる群から選択される属
に由来するウイルスとすることができる。特定の実施形態においては、ウイルスは、重症
急性呼吸器症候群（ＳＡＲＳ）ウイルス、ポリオウイルス、ヒトエンテロウイルスＡ（Ｈ
ＥＶ－Ａ）、ヒトエンテロウイルスＢ（ＨＥＶ－Ｂ）、ヒトエンテロウイルスＣ、ヒトエ
ンテロウイルスＤ、Ａ型肝炎ウイルス並びにヒトライノウイルスＡ及びＢからなる群から
選択される。
【００６１】
　ウイルスが二本鎖ＲＮＡウイルスである場合、ウイルスは、Ｂｉｒｎａｖｉｒｉｄａｅ
、Ｃｙｓｔｏｖｉｒｉｄａｅ、Ｈｙｐｏｖｉｒｉｄａｅ、Ｐａｒｔｉｔｉｖｉｒｉｄａｅ
、Ｒｅｏｖｉｒｉｄａｅ及びＴｏｔｉｖｉｒｉｄａｅからなる群から選択される科に由来
することができる。さらに、ウイルスは、Ａｑｕａｂｉｒｎａｖｉｒｕｓ、Ａｖｉｂｉｒ
ｎａｖｉｒｕｓ、Ｅｎｔｏｍｏｂｉｒｎａｖｉｒｕｓ、Ｃｙｓｔｏｖｉｒｕｓ、Ｐａｒｔ
ｉｔｉｖｉｒｕｓ、Ａｌｐｈａｃｒｙｐｔｏｖｉｒｕｓ、Ｂｅｔａｃｒｙｐｔｏｖｉｒｕ
ｓ、Ａｑｕａｒｅｏｖｉｒｕｓ、Ｃｏｌｔｉｖｉｒｕｓ、Ｃｙｐｏｖｉｒｕｓ、Ｆｉｊｉ
ｖｉｒｕｓ、Ｉｄｎｏｒｅｏｖｉｒｕｓ、Ｍｙｃｏｒｅｏｖｉｒｕｓ、Ｏｒｂｉｖｉｒｕ
ｓ、Ｏｒｔｈｏｒｅｏｖｉｒｕｓ、Ｏｒｙｚａｖｉｒｕｓ、Ｐｈｙｔｏｒｅｏｖｉｒｕｓ
、Ｒｏｔａｖｉｒｕｓ及びＳｅａｄｏｒｎａｖｉｒｕｓからなる群から選択される属に由
来するウイルスとすることができる。
【００６２】
　本発明は、急速な変異を起こすウイルスに特に適切であり、組換え手法によってウイル
スのより迅速な単離が可能であり、次いでウイルスを更に増殖させて適切なワクチンを得
ることができる場合に特に適切である。したがって、好ましい一実施形態においては、ウ
イルスはインフルエンザウイルスである。
【００６３】
　インフルエンザウイルス
　本発明は、逆遺伝学が十分に特徴づけられたＡ型インフルエンザウイルス及びＢ型イン
フルエンザウイルスに用いるのに特に適切である。インフルエンザウイルスは、分節マイ
ナス鎖ＲＮＡウイルスである。Ａ及びＢ型インフルエンザウイルスは、８種のセグメント
（ＰＢ２、ＰＢ１、ＰＡ、ＨＡ、ＮＰ、ＮＡ、Ｍ及びＮＳ）を有し、一方Ｃ型インフルエ
ンザウイルスは７種（ＮＡセグメントなし）を有する。上記ウイルスは、通常、複製を開
始するのに少なくとも４種類のウイルスタンパク質（ＰＢ１、ＰＢ２、ＰＡ及び核タンパ
ク質）の存在を必要とする。したがって、少なくともこれら４種類のウイルスタンパク質
は、タンパク質をコードする発現構築物によって提供されるべきである。
【００６４】
　Ａ型インフルエンザウイルスの好ましい発現系は、複数の異なる野生型系統に由来する
ゲノムセグメントをコードする。上記発現系は、ＰＲ／８／３４系統（Ａ／Ｐｕｅｒｔｏ
　Ｒｉｃｏ／８／３４）由来の１種以上（例えば、１、２、３、４、５又は６種）のゲノ
ムセグメントをコードすることができるが、通常、これ／これらは、ＰＲ／８／３４　Ｈ
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Ａセグメントを含まず、通常はＰＲ／８／３４　ＮＡセグメントを含まない。したがって
、上記発現系は、ＰＲ／８／３４に由来するセグメントＮＰ、Ｍ、ＮＳ、ＰＡ、ＰＢ１及
び／又はＰＢ２の少なくとも１種類（最大限全６種類）をコードすることができる。
【００６５】
　Ａ型インフルエンザウイルスの別の有用な発現系は、ＡＡ／６／６０インフルエンザウ
イルス（Ａ／Ａｎｎ　Ａｒｂｏｒ／６／６０）由来の１種以上（例えば、１、２、３、４
、５又は６種）のゲノムセグメントをコードすることができるが、通常、これ／これらは
、ＡＡ／６／６０　ＨＡセグメントを含まず、通常はＡＡ／６／６０　ＮＡセグメントを
含まない。したがって、上記発現系は、ＡＡ／６／６０に由来するセグメントＮＰ、Ｍ、
ＮＳ、ＰＡ、ＰＢ１及び／又はＰＢ２の少なくとも１種類（最大限全６種類）をコードす
ることができる。
【００６６】
　Ｂ型インフルエンザウイルスの発現系は、複数の異なる野生型系統に由来するゲノムセ
グメントをコードすることができる。上記発現系は、ＡＡ／１／６６インフルエンザウイ
ルス（Ｂ／Ａｎｎ　Ａｒｂｏｒ／１／６６）由来の１種以上（例えば、１、２、３、４、
５又は６種）のゲノムセグメントをコードすることができるが、通常、これ／これらは、
ＡＡ／１／６６　ＨＡセグメントを含まず、通常はＡＡ／１／６６　ＮＡセグメントを含
まない。したがって、上記発現系は、ＡＡ／１／６６に由来するセグメントＮＰ、Ｍ、Ｎ
Ｓ、ＰＡ、ＰＢ１及び／又はＰＢ２の少なくとも１種類をコードすることができる。
【００６７】
　Ａ／ＰＲ／８／３４、Ａ／ＡＡ／６／６０及びＢ／ＡＡ／１／６６系統に由来するウイ
ルスセグメント及び配列は、広範に利用可能である。その配列、例えば、ＧＩ：８９７７
９３３７、ＧＩ：８９７７９３３４、ＧＩ：８９７７９３３２、ＧＩ：８９７７９３２０
、ＧＩ：８９７７９３２７、Ｇｌ：８９７７９３２５、ＧＩ：８９７７９３２２、ＧＩ：
８９７７９３２９は、公開データベース上で利用可能である。
【００６８】
　一部の実施形態においては、そのゲノムがＮＳ１ウイルスタンパク質をコードせず、又
はそのＮＳ１タンパク質が切り詰められた、インフルエンザウイルスを提供することが有
利であり得る。ＮＳ１ノックアウト変異体は、参考文献１６に記載されている。切り詰め
は当分野で公知であり（例えば、参考文献１７および１８参照）、ＮＳ１の第１のＮ末端
１２６アミノ酸のみを残す切り詰めを含む。これらのＮＳ１変異ウイルス系統は、弱毒生
インフルエンザワクチンを調製するのに特に適切である。
【００６９】
　インフルエンザウイルス（及びある種の別のウイルス）の逆遺伝学系は、宿主細胞中で
アクセサリータンパク質の発現をもたらす発現構築物を含むことができる。例えば、非ウ
イルス性セリンプロテアーゼ（例えば、トリプシン）を発現することが有利であり得る。
【００７０】
　上述したように、ウイルスセグメントを幾つかの発現構築物に分解することが有利であ
り得る。これは、インフルエンザウイルスにも当てはまる。
【００７１】
　一実施形態においては、第１の非細菌性発現構築物は、Ａ型又はＢ型インフルエンザウ
イルスゲノムセグメントＰＢ２、ＰＢ１、ＰＡ、ＮＰ及びＮＳのコード配列を含む。第２
の非細菌性構築物は、Ａ型又はＢ型インフルエンザウイルスゲノムセグメントＨＡのコー
ド配列を含む。ＮＡ及びＭゲノムセグメントは、（「７：１」系を生成する）第１の構築
物若しくは（５：３系を生成する）第２の構築物にコードされるか、又はＭセグメントが
第１の構築物にあり、ＮＡセグメントが第２の構築物にある（６：２）。Ａ型インフルエ
ンザウイルスの場合、第１の構築物は、理想的には、ＰＲ／８／３４、ＡＡ／６／６０又
はＡＡ／１／６６系統由来のセグメントをコードする。第２の構築物にコードされたセグ
メントは、第１の構築物のセグメントとは異なる系統（単数又は複数）に由来することが
でき、それによってインフルエンザワクチン製造前に定期的に実施される系統再構築（ｒ
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ｅａｓｓｏｒｔｍｅｎｔ）を容易にすることができる。８種のウイルスセグメントのコー
ド配列の各々は、その発現を駆動するプロモーター、例えばｐｏｌ－Ｉプロモーターをｖ
ＲＮＡとして有する。第１の構築物は、例えば各々がｐｏｌ－ＩＩプロモーターの制御下
にある、少なくともＰＢ１、ＰＢ２、ＰＡ及びＮＰウイルスタンパク質を発現するコード
配列も含むべきである。有用には、構築物の全長を短縮する（したがって、安定性を高め
る）ために、少なくともＰＢ１、ＰＢ２、ＰＡ及びＮＰセグメントのコード配列は、一端
がｐｏｌ－Ｉプロモーターに、もう一端がｐｏｌ－ＩＩプロモーターに隣接しており、そ
の結果、双方向的な発現によって同じＤＮＡコード配列からウイルスセグメントとウイル
スタンパク質を生成することができる。したがって、ｐｏｌ－Ｉプロモーター配列及びタ
ーミネーター配列は、ウイルスセグメントをコードする配列に隣接することができ、これ
らをｐｏｌ－ＩＩプロモーター配列及びターミネーター配列によって囲むことができる。
線状構築物のペアをｐｏｌ－Ｉ及びｐｏｌ－ＩＩプロモーターを認識する動物細胞（例え
ば、ＭＤＣＫ又はＰＥＲ．Ｃ６細胞などのほ乳動物細胞）に移入して、感染性インフルエ
ンザウイルスを生成することができる。
【００７２】
　別の一実施形態においては、細菌プラスミドは、Ａ型又はＢ型インフルエンザウイルス
ゲノムセグメントＰＢ２、ＰＢ１、ＰＡ、ＮＰ及びＮＳのコード配列を含む。非細菌性構
築物（好ましくは線状）は、Ａ型又はＢ型インフルエンザウイルスゲノムセグメントＨＡ
のコード配列を含む。ＮＡ及びＭゲノムセグメントは、（「７：１」系を生成する）プラ
スミド若しくは（５：３系を生成する）非細菌性構築物にコードされるか、又はＭセグメ
ントがプラスミドにあり、ＮＡセグメントが非細菌性構築物にある（６：２）。Ａ型イン
フルエンザウイルスの場合、プラスミドは、理想的には、ＰＲ／８／３４、ＡＡ／６／６
０又はＡＡ／１／６６系統由来のセグメントをコードする。非細菌性構築物にコードされ
たセグメントは、プラスミドのセグメントとは異なる系統（単数又は複数）に由来するこ
とができ、それによってインフルエンザワクチン製造前に定期的に実施される系統再構築
を容易にすることができる。８種のウイルスセグメントのコード配列の各々は、その発現
を駆動するプロモーター、例えばｐｏｌ－ＩプロモーターをｖＲＮＡとして有する。プラ
スミドは、例えば各々がｐｏｌ－ＩＩプロモーターの制御下にある、少なくともＰＢ１、
ＰＢ２、ＰＡ及びＮＰウイルスタンパク質を発現するコード配列も含むべきである。有用
には、プラスミドの全長を短縮するために、少なくともＰＢ１、ＰＢ２、ＰＡ及びＮＰセ
グメントのコード配列は、一端がｐｏｌ－Ｉプロモーターに、もう一端がｐｏｌ－ＩＩプ
ロモーターに隣接しており、その結果、双方向的な発現によって同じＤＮＡコード配列か
らウイルスセグメントとウイルスタンパク質を生成することができる。したがって、ｐｏ
ｌ－Ｉプロモーター配列及びターミネーター配列は、ウイルスセグメントをコードする配
列に隣接することができ、これらをｐｏｌ－ＩＩプロモーター配列及びターミネーター配
列によって囲むことができる。プラスミドと非細菌性構築物は、使用前に別々に維持され
るが、その後両方をｐｏｌ－Ｉ及びｐｏｌ－ＩＩプロモーターを認識する動物細胞（例え
ば、ＭＤＣＫ又はＰＥＲ．Ｃ６細胞などのほ乳動物細胞）に移入して、感染性インフルエ
ンザウイルスを生成することができる。
【００７３】
　別の一実施形態においては、非細菌性構築物（好ましくは線状）は、Ａ型又はＢ型イン
フルエンザウイルスゲノムセグメントＰＢ２、ＰＢ１、ＰＡ、ＮＰ及びＮＳのコード配列
を含む。細菌プラスミドは、Ａ型又はＢ型インフルエンザウイルスゲノムセグメントＨＡ
のコード配列を含む。ＮＡ及びＭゲノムセグメントは、（「７：１」系を生成する）非細
菌性構築物に、（５：３系を生成する）プラスミドに、若しくは（５：１：１：１系を生
成する）別々のプラスミドにコードされるか、又はＮＡセグメントがＨＡと同じプラスミ
ドにあり、Ｍセグメントが非細菌性構築物にあり（６：２）、又はＮＡセグメントが第２
のプラスミドにあり、Ｍセグメントが非細菌性構築物にある（６：１：１）。Ａ型インフ
ルエンザウイルスの場合、非細菌性構築物は、理想的には、ＰＲ／８／３４、ＡＡ／６／
６０又はＡＡ／１／６６系統由来のセグメントをコードする。プラスミドにコードされた
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セグメントは、非細菌性構築物のセグメントとは異なる系統（単数又は複数）に由来する
ことができ、それによってインフルエンザワクチン製造前に定期的に実施される系統再構
築を容易にすることができる。８種のウイルスセグメントのコード配列の各々は、その発
現を駆動するプロモーター、例えばｐｏｌ－ＩプロモーターをｖＲＮＡとして有する。非
細菌性構築物は、例えば各々がｐｏｌ－ＩＩプロモーターの制御下にある、少なくともＰ
Ｂ１、ＰＢ２、ＰＡ及びＮＰウイルスタンパク質を発現するコード配列も含むべきである
。有用には、非細菌性構築物の全長を短縮するために、少なくともＰＢ１、ＰＢ２、ＰＡ
及びＮＰセグメントのコード配列は、一端がｐｏｌ－Ｉプロモーターに、もう一端がｐｏ
ｌ－ＩＩプロモーターに隣接しており、その結果、双方向的な発現によって同じＤＮＡコ
ード配列からウイルスセグメントとウイルスタンパク質を生成することができる。したが
って、ｐｏｌ－Ｉプロモーター配列及びターミネーター配列は、ウイルスセグメントをコ
ードする配列に隣接することができ、これらをｐｏｌ－ＩＩプロモーター配列及びターミ
ネーター配列によって囲むことができる。プラスミドと非細菌性構築物は、使用前に別々
に維持されるが、その後両方をｐｏｌ－Ｉ及びｐｏｌ－ＩＩプロモーターを認識する動物
細胞（例えば、ＭＤＣＫ又はＰＥＲ．Ｃ６細胞などのほ乳動物細胞）に移入して、感染性
インフルエンザウイルスを生成することができる。
【００７４】
　しかし、一部の実施形態においては、単一の構築物を使用して、完全なウイルスゲノム
をコードする。したがって、本発明は、全８種のＡ型又はＢ型インフルエンザウイルスゲ
ノムセグメントを発現するコード配列を含む、非細菌性発現構築物を提供する。この構築
物は、理想的には、例えば２２～２６ｋｂｐの線状構築物である。８種のウイルスセグメ
ントのコード配列の各々は、その発現を駆動するプロモーター、例えばｐｏｌ－Ｉプロモ
ーターをｖＲＮＡとして有する。構築物は、例えば各々がｐｏｌ－ＩＩプロモーターの制
御下にある、少なくともＰＢ１、ＰＢ２、ＰＡ及びＮＰウイルスタンパク質を発現するコ
ード配列も含むべきである。有用には、構築物の全長を短縮するために、ＰＢ１、ＰＢ２
、ＰＡ及びＮＰセグメント（好ましくは、全８種のウイルスセグメント）のコード配列は
、一端がｐｏｌ－Ｉプロモーターに、もう一端がｐｏｌ－ＩＩプロモーターに隣接してお
り、その結果、双方向的な発現によって同じＤＮＡコード配列からウイルスセグメントと
ウイルスタンパク質を生成することができる。したがって、ｐｏｌ－Ｉプロモーター配列
及びターミネーター配列は、ウイルスセグメントをコードする配列に隣接することができ
、これらをｐｏｌ－ＩＩプロモーター配列及びターミネーター配列によって囲むことがで
きる。この線状構築物をｐｏｌ－Ｉ及びｐｏｌ－ＩＩプロモーターを認識する動物細胞（
例えば、ＭＤＣＫ又はＰＥＲ．Ｃ６細胞などのほ乳動物細胞）に移入して、感染性インフ
ルエンザウイルスを生成することができる。
【００７５】
　細胞
　本発明は、発現構築物（単数又は複数）の移入後に対象ウイルスを発現することができ
る任意の細胞において実施することができる。本発明は、典型的には細胞系を使用するが
、初代細胞を代替として使用することができる。細胞は、典型的にはほ乳動物のものであ
るが、トリ又は昆虫細胞を使用することもできる。適切なほ乳動物細胞としては、ハムス
ター、ウシ、（ヒト及びサルを含めた）霊長類及びイヌ細胞が挙げられるが、それだけに
限定されない。腎細胞、線維芽細胞、網膜細胞、肺細胞などの種々の細胞型を使用するこ
とができる。適切なハムスター細胞の例は、ＢＨＫ２１又はＨＫＣＣという名称の細胞系
である。適切なサル細胞は、例えば、Ｖｅｒｏ細胞系のような腎細胞などのアフリカミド
リザル細胞である［１９～２１］。適切なイヌ細胞は、例えば、ＣＬＤＫ及びＭＤＣＫ細
胞系のような腎細胞である。適切なトリの細胞としては、ニワトリ胚性幹細胞由来のＥＢ
ｘ細胞系ＥＢ４５、ＥＢ１４及びＥＢ１４－０７４が挙げられる［２２］。
【００７６】
　更なる適切な細胞としては、ＣＨＯ、２９３Ｔ、ＭＲＣ５、ＰＥＲ．Ｃ６［２３］、Ｆ
ＲｈＬ２、ＷＩ－３８などが挙げられるが、それだけに限定されない。適切な細胞は、例
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えば、Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｔｙｐｅ　Ｃｅｌｌ　Ｃｕｌｔｕｒｅ（ＡＴＣＣ）ｃｏｌｌｅ
ｃｔｉｏｎ［２４］、Ｃｏｒｉｅｌｌ　Ｃｅｌｌ　Ｒｅｐｏｓｉｔｏｒｉｅｓ［２５］、
又はＥｕｒｏｐｅａｎ　Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｃｅｌｌ　Ｃｕｌｔｕｒｅｓ（Ｅ
ＣＡＣＣ）から広範に利用可能である。例えば、ＡＴＣＣは、カタログ番号ＣＣＬ８１、
ＣＣＬ８１．２、ＣＲＬ１５８６及びＣＲＬ－１５８７の多様なＶｅｒｏ細胞を供給し、
カタログ番号ＣＣＬ３４のＭＤＣＫ細胞を供給している。ＰＥＲ．Ｃ６はＥＣＡＣＣから
寄託番号９６０２２９４０で利用可能である。
【００７７】
　本発明に使用される（特にインフルエンザウイルス増殖に）好ましい細胞は、Ｍａｄｉ
ｎ　Ｄａｒｂｙイヌ腎臓に由来するＭＤＣＫ細胞である［２６～２８］。本来のＭＤＣＫ
細胞は、ＡＴＣＣからＣＣＬ３４として利用可能である。これら又は別のＭＤＣＫ細胞の
派生物を使用することが好ましい。かかる派生物は、例えば、懸濁培養増殖用に適合され
たＭＤＣＫ細胞を開示する参考文献２６に記載された（ＤＳＭ　ＡＣＣ２２１９として寄
託された「ＭＤＣＫ３３０１６」又は「３３０１６－ＰＦ」）。さらに、参考文献２９は
、無血清培養において懸濁増殖するＭＤＣＫ由来細胞を開示している（ＦＥＲＭ　ＢＰ－
７４４９として寄託された「Ｂ－７０２」）。一部の実施形態においては、使用されるＭ
ＤＣＫ細胞系は、腫瘍形成性とすることができるが、非腫瘍形成性ＭＤＣＫ細胞を使用す
ることも想定される。例えば、参考文献３０は、「ＭＤＣＫ－Ｓ」（ＡＴＣＣ　ＰＴＡ－
６５００）、「ＭＤＣＫ－ＳＦ１０１」（ＡＴＣＣ　ＰＴＡ－６５０１）、「ＭＤＣＫ－
ＳＦ１０２」（ＡＴＣＣ　ＰＴＡ－６５０２）及び「ＭＤＣＫ－ＳＦ１０３」（ＡＴＣＣ
　ＰＴＡ－６５０３）を含めた非腫瘍形成性ＭＤＣＫ細胞を開示している。参考文献３１
は、「ＭＤＣＫ．５Ｆ１」細胞（ＡＴＣＣ　ＣＲＬ１２０４２）を含めて、感染に対する
感受性の高いＭＤＣＫ細胞を開示している。
【００７８】
　ウイルス回収のために１つを超える細胞型の混合物を使用することが可能であるが、単
一細胞型、例えば、単クローン細胞を使用することが好ましい。好ましくは、上記細胞は
、単一細胞系に由来する。同じ細胞系を、上記ウイルスの連続増殖（ｓｕｂｓｅｑｕｅｎ
ｔ　ｐｒｏｐａｇａｔｉｏｎ）の下流、例えばウイルス増殖（ｖｉｒｕｓ　ｇｒｏｗｔｈ
）中に使用することができる。
【００７９】
　好ましくは、細胞は、共通の汚染物質源を回避するために、血清の非存在下で培養され
る。真核細胞培養の種々の無血清培地、例えば、イスコフ培地、ウルトラＣＨＯ培地（Ｂ
ｉｏＷｈｉｔｔａｋｅｒ）、ＥＸ－ＣＥＬＬ（ＪＲＨ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）が当業
者に既知である。さらに、無タンパク質培地、例えば、ＰＦ－ＣＨＯ（ＪＲＨ　Ｂｉｏｓ
ｃｉｅｎｃｅｓ）を使用することができる。他の状況では、複製用細胞も通例の血清添加
培地（例えば、０．５％～１０％ウシ胎仔血清を含むＭＥＭ又はＤＭＥＭ培地）で培養す
ることができる。
【００８０】
　細胞は、接着培養又は懸濁培養とすることができる。
【００８１】
　ワクチン
　本発明は、本発明の宿主細胞によって産生されるインフルエンザウイルスを提供する。
このインフルエンザウイルスは、種々の方法で、例えばワクチン製造用種ウイルスとして
、使用することができる。
【００８２】
　したがって、本発明は、回収されたウイルスを利用してワクチンを製造することができ
る。
【００８３】
　（特にインフルエンザウイルス用の）ワクチンは、一般に、生ウイルス又は不活化ウイ
ルスに基づく。例えば、参考文献３２の１７および１８章を参照されたい。不活化ワクチ
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ンは、ビリオン全体、ビリオン「成分」（’ｓｐｌｉｔ’　ｖｉｒｉｏｎ）又は精製表面
抗原に基づくことができる。抗原は、ビロソームの形で提供することもできる。本発明は
、これらのタイプのワクチンのいずれかを製造するのに使用することができる。
【００８４】
　不活化ウイルスを使用する場合、ワクチンは、ビリオン全体、ビリオン成分又は精製表
面抗原を含むことができる（インフルエンザの場合、赤血球凝集素を含み、通常、ノイラ
ミニダーゼも含む。）。ウイルスを不活化する化学手段としては、有効量の以下の薬剤の
１種類以上による処理が挙げられる：洗浄剤、ホルムアルデヒド、β－プロピオラクトン
、メチレンブルー、ソラレン、カルボキシフラーレン（Ｃ６０）、バイナリーエチルアミ
ン（ｂｉｎａｒｙ　ｅｔｈｙｌａｍｉｎｅ）、アセチルエチレンイミン、又はその組合せ
。例えばＵＶ光又はガンマ線照射などの非化学的ウイルス不活化法が当分野で公知である
。
【００８５】
　ビリオンは、ウイルス含有流体、例えば尿膜腔液又は細胞培養上清から、種々の方法に
よって収集することができる。例えば、精製プロセスは、ビリオンを破壊する洗浄剤を含
むスクロース直線勾配溶液を使用したゾーン遠心分離を含むことができる。次いで、必要
に応じた希釈の後、抗原を透析ろ過によって精製することができる。
【００８６】
　ビリオン成分は、「Ｔｗｅｅｎ－エーテル」分解プロセス（ｓｐｌｉｔｔｉｎｇ　ｐｒ
ｏｃｅｓｓ）を含めて、精製ビリオンを洗浄剤（例えば、エチルエーテル、ポリソルベー
ト８０、デオキシコラート、リン酸トリ－ｎ－ブチル、Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００、Ｔｒ
ｉｔｏｎ　Ν１０１、臭化セチルトリメチルアンモニウム、Ｔｅｒｇｉｔｏｌ　ＮＰ９な
ど）で処理して、サブビリオン調製物を生成することによって得られる。例えば、インフ
ルエンザウイルスを分解する方法は当分野で周知である。例えば、参考文献３３～３８な
どを参照されたい。ウイルスの分解は、典型的には、感染性であろうと非感染性であろう
と、破壊濃度の分解剤（ｓｐｌｉｔｔｉｎｇ　ａｇｅｎｔ）を使用して、ウイルス全体を
破壊又は断片化することによって実施される。破壊は、ウイルスタンパク質の完全又は部
分的可溶化をもたらし、ウイルスの完全性を変化させる。好ましい分解剤は、非イオン性
及びイオン性（例えば、陽イオン性）界面活性剤、例えば、アルキルグリコシド、アルキ
ルチオグリコシド、アシル糖、スルホベタイン、ベタイン、ポリオキシエチレンアルキル
エーテル、Ｎ，Ｎ－ジアルキル－グルカミド、Ｈｅｃａｍｅｇ、アルキルフェノキシ－ポ
リエトキシエタノール、ＮＰ９、第四級アンモニウム化合物、サルコシル、ＣＴＡＢ（臭
化セチルトリメチルアンモニウム）、リン酸トリ－ｎ－ブチル、Ｃｅｔａｖｌｏｎ、ミリ
スチルトリメチルアンモニウム塩、リポフェクチン、リポフェクタミン、及びＤＯＴ－Ｍ
Ａ、オクチル－又はノニルフェノキシポリオキシエタノール（例えば、Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ
－１００又はＴｒｉｔｏｎ　Ν１０１などのＴｒｉｔｏｎ界面活性剤）、ポリオキシエチ
レンソルビタンエステル（Ｔｗｅｅｎ界面活性剤）、ポリオキシエチレンエーテル、ポリ
オキシエチレンエステルなどである。有用な一分解手順は、デオキシコール酸ナトリウム
及びホルムアルデヒドの継続的な効果を使用し、分解は、初期のビリオン精製中に（例え
ば、ショ糖密度勾配溶液中で）起こり得る。したがって、分解プロセスは、（非ビリオン
材料を除去する）ビリオン含有材料の浄化、（例えば、ＣａＨＰＯ４吸着などの吸着方法
を使用した）収集されたビリオンの濃縮、非ビリオン材料からのビリオン全体の分離、密
度勾配遠心分離ステップにおいて分解剤を使用したビリオンの分解（例えば、デオキシコ
ール酸ナトリウムなどの分解剤を含むスクロース勾配を使用して）、次いで望ましくない
材料を除去するろ過（例えば、限外ろ過）を含むことができる。ビリオンは成分、有用に
は、リン酸ナトリウム緩衝等張性塩化ナトリウム溶液に再懸濁させることができる。
【００８７】
　精製インフルエンザウイルス表面抗原ワクチンは、表面抗原赤血球凝集素を含み、典型
的にはノイラミニダーゼも含む。精製された形態のこれらのタンパク質を調製するプロセ
スは、当分野で周知である。ＦＬＵＶＩＲＩΝ（商標）、ＡＧＲＩＰＰＡＬ（商標）及び
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ＩΝＦＬＵＶＡＣ（商標）製品は、インフルエンザサブユニットワクチンである。
【００８８】
　別の形態の不活化抗原はビロソーム［３９］（核酸を含まないウイルス様リポソーム粒
子）である。ビロソームは、洗浄剤を使用したウイルスの可溶化、続いてヌクレオカプシ
ドの除去、及びウイルス糖タンパク質を含む膜の再構成によって調製することができる。
ビロソームを調製する別の方法は、ウイルス膜糖タンパク質を過剰量のリン脂質に添加し
て、リポソームの膜内にウイルスタンパク質を含むリポソームを生成することを含む。
【００８９】
　本発明を使用して、生ワクチンを製造することもできる。かかるワクチンは、通常、ビ
リオンをビリオン含有流体から精製することによって調製される。例えば、流体は、遠心
分離によって浄化し、（例えば、スクロース、リン酸カリウム、及びグルタミン酸モノナ
トリウムを含む）バッファで安定化することができる。
【００９０】
　ウイルスは、弱毒化することができる。ウイルスは温度感受性とすることができる。ウ
イルスは低温に適応することができる。これら３つの特徴は、生ウイルスを抗原として使
用するときに特に有用であり、逆遺伝学は、かかる系統を調製するのに特に有用である。
【００９１】
　ＨＡは、不活化インフルエンザワクチンにおける主免疫原であり、ワクチン投与量は、
典型的にはＳＲＩＤによって測定される、ＨＡレベルを参照して標準化される。既存のワ
クチンは、典型的には、１系統当たり約１５μｇのＨＡを含むが、例えば小児に対して、
又は汎流行状況において、又はアジュバントを使用するときには、より低投与量を使用す
ることができる。１／２（すなわち、１系統当たりＨＡ７．５μｇ）、１／４、１／８な
どの分割量が使用され、より高投与量（例えば、３ｘ又は９ｘ投与量［４０、４１］）も
使用される。したがって、ワクチンは、インフルエンザ１系統当たり０．１から１５０μ
ｇのＨＡ、好ましくは０．１から５０μｇ、例えば、０．１～２０μｇ、０．１～１５μ
ｇ、０．１～１０μｇ、０．１～７．５μｇ、０．５～５μｇなどを含むことができる。
特定の投与量としては、例えば、１系統当たり約４５、約３０、約１５、約１０、約７．
５、約５、約３．７５、約１．９、約１．５などが挙げられる。
【００９２】
　生ワクチンの場合、投薬は、ＨＡ含量ではなく５０％組織培養感染量（ＴＣＩＤ５０）
で測定され、１系統当たり１０６から１０８（好ましくは１０６．５から１０７．５）の
ＴＣＩＤ５０が典型的である。
【００９３】
　本発明で使用されるインフルエンザ系統は、野生型ウイルスに存在する天然ＨＡ、又は
改変ＨＡを有することができる。例えば、トリ種においてウイルスを高病原性にする決定
基（例えば、ＨＡ１／ＨＡ２切断部位周囲の超塩基性領域）を除去するようにＨＡを改変
することが公知である。逆遺伝学の使用は、かかる改変を容易にする。
【００９４】
　ワクチンに使用されるインフルエンザウイルス系統は、季節ごとに変化する。汎流行間
の期間では、ワクチンは、典型的には、２つのＡ型インフルエンザ系統（Ｈ１Ｎ１及びＨ
３Ｎ２）と１つのＢ型インフルエンザ系統を含み、三価ワクチンが典型的である。本発明
は、Ｈ２、Ｈ５、Ｈ７又はＨ９サブタイプ系統などの汎流行ウイルス系統（すなわち、特
にＡ型インフルエンザウイルスの、ワクチン接種者及び一般ヒト集団が免疫学的にナイー
ブである系統）を使用することもでき、汎流行系統のインフルエンザワクチンは、一価と
することができ、又は汎流行系統が補充された通常の三価ワクチンに基づくことができる
。しかし、季節、及びワクチンに含まれる抗原の性質に応じて、本発明は、ＨＡサブタイ
プＨ１、Ｈ２、Ｈ３、Ｈ４、Ｈ５、Ｈ６、Ｈ７、Ｈ８、Ｈ９、Ｈ１０、Ｈ１１、Ｈ１２、
Ｈ１３、Ｈ１４、Ｈ１５又はＨ１６の１つ以上に対して防御することができる。本発明は
、Ａ型インフルエンザウイルスＮＡサブタイプＮ１、Ｎ２、Ｎ３、Ｎ４、Ｎ５、Ｎ６、Ｎ
７、Ｎ８又はＮ９の１つ以上に対して防御することができる。
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【００９５】
　汎流行間の系統に対する免疫に適切であるだけでなく、本発明の組成物は、汎流行又は
潜在的汎流行系統に対する免疫にも特に有用である。インフルエンザ系統に世界的流行を
引き起こす可能性を与えるインフルエンザ系統の特性は、（ａ）ヒト集団がその系統の赤
血球凝集素に対して免疫学的にナイーブであるように、その系統が、現在流布しているヒ
ト系統における赤血球凝集素と比較して新しい赤血球凝集素を含む、すなわち、ヒト集団
において１０年間明らかでないもの（例えば、Ｈ２）、又はヒト集団において以前に全く
見られなかったもの（例えば、一般にトリ集団にのみ存在したＨ５、Ｈ６又はＨ９）、（
ｂ）その系統が、ヒト集団において水平方向に伝染する能力がある、及び（ｃ）その系統
が、ヒトに対して病原性である。Ｈ５Ｎ１系統などのＨ５赤血球凝集素タイプのウイルス
は、汎流行インフルエンザに対する免疫に好ましい。別の可能な系統としては、Ｈ５Ｎ３
、Ｈ９Ｎ２、Ｈ２Ｎ２、Ｈ７Ｎ１及びＨ７Ｎ７並びに任意の他の新興の潜在的汎流行系統
が挙げられる。本発明は、非ヒト動物集団からヒトに伝播し得る又は伝播した潜在的汎流
行ウイルス系統、例えばブタ起源のＨ１Ｎ１インフルエンザ系統に対する防御に特に適し
ている。さらに、本発明は、ヒト及び非ヒト動物のワクチン接種に適切である。
【００９６】
　その抗原が組成物に含まれることが有用であり得る別の系統は、耐性汎流行系統を含め
て、抗ウイルス療法に耐性がある（例えば、オセルタミビル［４２］及び／又はザナミビ
ルに耐性がある）系統である［４３］。
【００９７】
　本発明の組成物は、Ａ型インフルエンザウイルス及び／又はＢ型インフルエンザウイル
スを含めて、１つ以上（例えば、１、２、３、４以上）のインフルエンザウイルス系統に
由来する抗原（単数又は複数）を含むことができる。ワクチンが１つを超えるインフルエ
ンザ系統を含む場合、異なる系統は、典型的には、別々に増殖され、ウイルス収集及び抗
原調製後に混合される。したがって、本発明のプロセスは、１つを超えるインフルエンザ
系統由来の抗原を混合するステップを含むことができる。２つのＡ型インフルエンザウイ
ルス系統と１つのＢ型インフルエンザウイルス系統に由来する抗原を含む、三価ワクチン
は典型的である。２つのＡ型インフルエンザウイルス系統と２つのＢ型インフルエンザウ
イルス系統、又は３つのＡ型インフルエンザウイルス系統と１つのＢ型インフルエンザウ
イルス系統に由来する抗原を含む、四価ワクチンも有用である［４４］。
【００９８】
　インフルエンザワクチンの調製用ウイルスは、卵中又は細胞培養で増殖させることがで
きる。ワクチン用インフルエンザウイルス増殖の現在の標準方法は、有胚ＳＰＦ鶏卵を使
用し、ウイルスは卵内容物（尿膜腔液）から精製される。細胞培養物を使用して、ＯＰＴ
ＡＦＬＵ（商標）製品を製造する。細胞は、好ましくは、ワクチン製造に使用されるウイ
ルスを増殖させる無血清又は無タンパク質培地で培養される。細胞培養は、好ましくは、
温度３０℃から４０℃で行われる。細胞は、ウイルス増殖中に３０℃～３６℃又は３２℃
～３４℃又は３３℃の温度で培養することができる。感染細胞をこの温度範囲でインキュ
ベートすると、ワクチンに使用するための改善されたインフルエンザウイルスが生成する
［４５］。ウイルスは、接着培養又は懸濁培養の細胞で増殖させることができる。マイク
ロキャリア培養を使用することができる。一部の実施形態においては、細胞は、したがっ
て、懸濁増殖用に改作することができる。細胞培養物での増殖は、ウイルスを生成した逆
遺伝学で使用したものと同じ細胞型を使用することができる。
【００９９】
　方法は、ウイルス又はその抗原を培養流体から収穫及び単離する増殖後ステップを含む
ことができる。ウイルス又はタンパク質の単離中に、分離、ろ過又は限外ろ過のような標
準方法によって、細胞を培地から分離する。次いで、ウイルス又はその抗原を、勾配遠心
分離、ろ過、沈殿、クロマトグラフィーなどの当業者に周知の方法に従って濃縮し、次い
で精製する。ウイルスは精製中又は後に不活化されることも本発明によれば好ましい。ウ
イルス不活化は、例えば、精製プロセス内の任意のポイントにおいてβ－プロピオラクト
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ン又はホルムアルデヒドによって行うことができる。
【０１００】
　宿主細胞ＤＮＡ
　ウイルスが細胞系において単離及び／又は増殖された場合、残留細胞系のＤＮＡの発癌
活性を最小化するために、最終ワクチン中の残留細胞系のＤＮＡの量を最小化することが
標準的慣行である。したがって、本発明によって調製されるワクチン組成物は、好ましく
は、１回の投与量当たり１０ｎｇ未満（好ましくは１ｎｇ未満、より好ましくは１００ｐ
ｇ未満）の残留宿主細胞ＤＮＡを含むが、痕跡量の宿主細胞ＤＮＡが存在してもよい。
【０１０１】
　任意の残留宿主細胞ＤＮＡの平均長さは、５００ｂｐ未満、例えば、４００ｂｐ未満、
３００ｂｐ未満、２００ｂｐ未満、１００ｂｐ未満などであることが好ましい。
【０１０２】
　汚染ＤＮＡは、ワクチン調製中に標準精製手順、例えばクロマトグラフィーなどを使用
して除去することができる。残留宿主細胞ＤＮＡの除去は、ヌクレアーゼ処理によって、
例えばＤＮアーゼを使用することによって、強化することができる。宿主細胞ＤＮＡ混入
を抑制する好都合な方法は、参考文献４６および４７に開示されており、二段階処理を含
み、ウイルス増殖中に使用することができるＤＮアーゼ（例えば、Ｂｅｎｚｏｎａｓｅ）
を最初に使用し、次いでビリオン破壊中に使用することができる陽イオン洗剤（例えば、
ＣＴＡＢ）を使用する。β－プロピオラクトンなどのアルキル化剤を用いた処理を使用し
て、宿主細胞ＤＮＡを除去することもでき、有利にはビリオンを不活化することもできる
［４８］。
【０１０３】
　薬学的組成物
　本発明によって製造されたワクチン組成物は薬学的に許容される。それは、通常、抗原
に加えて諸成分を含み、例えば、典型的には、１種類以上の薬学的キャリア（単数又は複
数）及び／又は賦形剤（単数又は複数）を含む。以下に記載するように、アジュバントを
含むこともできる。かかる成分の徹底した考察は参考文献４９から得られる。
【０１０４】
　ワクチン組成物は、一般に、水性形態である。しかし、一部のワクチンは、乾燥形態、
例えば、注射用固体、又はパッチにおける乾燥調製物若しくは重合調製物の形態とするこ
とができる。
【０１０５】
　ワクチン組成物は、チオメルサールなどの防腐剤を含むことができる。しかし、ワクチ
ンは、水銀材料を実質的に含まない（すなわち５μｇ／ｍｌ未満）、例えばチオメルサー
ルを含まないことが好ましい［３７、５０］。水銀を含まないワクチンがより好ましい。
コハク酸α－トコフェロールを水銀化合物の代替として含むことができる［３７］。防腐
剤を含まないワクチンが有用である。
【０１０６】
　張度を制御するために、ナトリウム塩などの生理学的塩を含むことが好ましい。塩化ナ
トリウム（ＮａＣｌ）が好ましく、１から２０ｍｇ／ｍｌで存在することができる。存在
することができる他の塩としては、塩化カリウム、リン酸二水素カリウム、無水リン酸二
ナトリウム、塩化マグネシウム、塩化カルシウムなどが挙げられる。
【０１０７】
　ワクチン組成物は、一般に２００ｍＯｓｍ／ｋｇから４００ｍＯｓｍ／ｋｇ、好ましく
は２４０～３６０ｍＯｓｍ／ｋｇの重量オスモル濃度を有し、より好ましくは２９０～３
１０ｍＯｓｍ／ｋｇの範囲である。重量オスモル濃度は、ワクチン接種に起因するとう痛
に影響しないと以前に報告されたが［５１］、それでも重量オスモル濃度をこの範囲に維
持することが好ましい。
【０１０８】
　ワクチン組成物は、１種類以上のバッファを含むことができる。ワクチン組成物のｐＨ
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は、一般に、５．０から８．１、より典型的には６．０から８．０、例えば６．５から７
．５、又は７．０から７．８である。
【０１０９】
　ワクチン組成物は、好ましくは、無菌である。ワクチン組成物は、好ましくは、非発熱
性であり、例えば、１回の投与量当たり＜１ＥＵ（エンドトキシン単位、標準測定値）、
好ましくは１回の投与量当たり＜０．１ＥＵを含む。ワクチン組成物は、好ましくは、グ
ルテンを含まない。
【０１１０】
　本発明のワクチン組成物は、特に成分ワクチン又は表面抗原ワクチンの場合、洗浄剤、
例えば、（「Ｔｗｅｅｎ類」として知られる）ポリオキシエチレンソルビタンエステル界
面活性剤、（オクトキシノール－９（Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００）又はｔ－オクチルフェ
ノキシポリエトキシエタノールなどの）オクトキシノール、臭化セチルトリメチルアンモ
ニウム（「ＣＴＡＢ」）、又はデオキシコール酸ナトリウムを含むことができる。洗浄剤
は、わずかに痕跡量で存在することができる。したがって、ワクチンは、オクトキシノー
ル－１０及びポリソルベート８０の各々１ｍｇ／ｍｌ未満を含むことができる。痕跡量の
他の残留成分は、抗生物質（例えば、ネオマイシン、カナマイシン、ポリミキシンＢ）と
することができる。
【０１１１】
　ワクチン組成物は、単一の免疫処置のための材料を含むことができ、または、複数回の
免疫処置のための材料を含むことができる（すなわち、「複数回投与量」キット）。防腐
剤の包含は、複数回投与量の構成において好ましい。防腐剤を複数回投与量組成物に含む
ことの代替として（又はそれに加えて）、組成物は、材料除去用の無菌アダプタを有する
容器に含ませることができる。
【０１１２】
　インフルエンザワクチンは、典型的には、投与体積約０．５ｍｌで投与されるが、半分
の投与量（すなわち約０．２５ｍｌ）を小児に投与することができる。
【０１１３】
　本発明の組成物（又はキット成分）に適切な容器としては、バイアル、シリンジ（例え
ば、使い捨て充填済みシリンジ）、経鼻噴霧器などが挙げられる。これらの容器は、無菌
とすべきである。バイアルは、単一投与量のワクチンを含むことができ、又は１回を超え
る投与量（「複数回投与量」バイアル）、例えば１０回分の投与量を含むことができる。
好ましいバイアルは、無色ガラスでできている。バイアルは、特に複数回投与量バイアル
の場合、その内容物の無菌取り出しを可能にするキャップを有することができる。容器に
は、例えば小児への送達を容易にするために、半分の投与量を示す印を付けることができ
る。例えば、０．５ｍｌの投与量を含むシリンジは、０．２５ｍｌの体積を示す印を付け
ることができる。
【０１１４】
　ガラス容器（例えば、シリンジ又はバイアル）を使用する場合、ソーダ石灰ガラスでは
なくホウケイ酸ガラスでできた容器を使用することが好ましい。
【０１１５】
　成分がシリンジに充填される場合、シリンジは、それに取り付けられた針を有すること
ができる。針が取り付けられていない場合、別個の針を、組立てて使用するためのシリン
ジとともに供給することができる。かかる針は、さやに収めることができる。安全針が好
ましい。１インチ２３ゲージ、１インチ２５ゲージ及び５／８インチ２５ゲージ針が典型
的である。
【０１１６】
　アジュバント
　本発明のワクチン組成物は、有利には、アジュバントを含むことができる。上記アジュ
バントは、上記組成物を投与された被験体において誘発された（液性及び／又は細胞性）
免疫応答を増強するように機能することができる。好ましいアジュバントは、水中油型エ
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マルジョンを含む。種々のかかるアジュバントが公知であり、それらは、典型的には、少
なくとも１種類のオイル及び少なくとも１種類の界面活性剤を含み、オイル（単数又は複
数）及び界面活性剤（単数又は複数）は生分解性（代謝性）及び生体適合性である。エマ
ルジョン中の油滴は、一般に直径５μｍ未満であり、理想的にはサブミクロンの直径を有
し、これらの小さいサイズは、マイクロフルイダイザーを使用して得られ、安定なエマル
ジョンを生成する。２２０ｎｍ未満のサイズの滴は、フィルター滅菌にかけることができ
るので好ましい。
【０１１７】
　本発明に有用である特定の水中油型エマルジョンアジュバントとしては、以下が挙げら
れるが、それだけに限定されない。
【０１１８】
　・スクアレン、Ｔｗｅｅｎ　８０及びＳｐａｎ　８５のサブミクロンエマルジョン。エ
マルジョンの組成は、体積で、スクアレン約５％、ポリソルベート８０約０．５％及びＳ
ｐａｎ８５約０．５％とすることができる。重量では、これらの比は、スクアレン４．３
％、ポリソルベート８０　０．５％及びＳｐａｎ　８５　０．４８％になる。このアジュ
バントは「ＭＦ５９」として知られ［５２～５４］、参考文献５５の１０章及び参考文献
５６の１２章により詳細に記述されている。ＭＦ５９エマルジョンは、有利には、クエン
酸イオン、例えば１０ｍＭクエン酸ナトリウムバッファを含む。
【０１１９】
　・スクアレン、ＤＬ－α－トコフェロール及びポリソルベート８０（Ｔｗｅｅｎ　８０
）のエマルジョン。エマルジョンは、リン酸緩衝食塩水を含むことができる。それは、Ｓ
ｐａｎ　８５（例えば、１％）及び／又はレシチンを含むこともできる。これらのエマル
ジョンは、スクアレンが２％から１０％、トコフェロールが２％から１０％及びＴｗｅｅ
ｎ　８０が０．３％から３％を含むことができ、スクアレン：トコフェロールの重量比は
好ましくは≦１であり、これはより安定なエマルジョンを与える。スクアレンとＴｗｅｅ
ｎ　８０は、体積比約５：２又は重量比約１１：５で存在することができる。１つのかか
るエマルジョンは、Ｔｗｅｅｎ　８０をＰＢＳに溶解させて２％溶液とし、次いでこの溶
液９０ｍｌを（ＤＬ－α－トコフェロール５ｇとスクアレン５ｍｌ）の混合物と混合し、
次いで混合物をマイクロ流体化することによって、作製することができる。得られたエマ
ルジョンは、例えば、平均直径が１００ｎｍから２５０ｎｍ、好ましくは約１８０ｎｍで
ある、サブミクロンの油滴を有することができる。エマルジョンは、３－ｄｅ－Ｏ－アシ
ル化モノホスホリルリピドＡ（３ｄ－ＭＰＬ）を含むこともできる。このタイプの別の有
用なエマルジョンは、ヒトへの投与量１回分当たり、スクアレン０．５～１０ｍｇ、トコ
フェロール０．５～１１ｍｇ及びポリソルベート８０　０．１～４ｍｇを含むことができ
る［５７］。
【０１２０】
　・スクアレン、トコフェロール及びＴｒｉｔｏｎ洗浄剤（例えば、Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－
１００）のエマルジョン。エマルジョンは、３ｄ－ＭＰＬを含むこともできる（下記参照
）。エマルジョンは、リン酸塩バッファを含むことができる。
【０１２１】
　・ポリソルベート（例えば、ポリソルベート８０）、Ｔｒｉｔｏｎ洗浄剤（例えば、Ｔ
ｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００）及びトコフェロール（例えば、コハク酸α－トコフェロール）
を含むエマルジョン。エマルジョンは、これら３成分を約７５：１１：１０の質量比で含
むことができる（例えば、ポリソルベート８０　７５０μｇ／ｍｌ、Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－
１００　１１０μｇ／ｍｌ及びコハク酸α－トコフェロール１００μｇ／ｍｌ）。これら
の濃度は、抗原からのこれらの成分の任意の寄与を含むべきである。エマルジョンはスク
アレンを含むこともできる。エマルジョンは、３ｄ－ＭＰＬを含むこともできる（下記参
照）。水相は、リン酸塩バッファを含むことができる。
【０１２２】
　・スクアラン、ポリソルベート８０及びポロクサマー４０１（「Ｐｌｕｒｏｎｉｃ（商
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標）Ｌ１２１」）のエマルジョン。エマルジョンは、リン酸塩緩衝食塩水ｐＨ７．４中で
処方することができる。このエマルジョンは、ムラミルジペプチドの有用な送達ビヒクル
であり、「ＳＡＦ－１」アジュバントにおいてスレオニル－ＭＤＰと一緒に使用された［
５８］（Ｔｈｒ－ＭＤＰ０．０５～１％、スクアラン５％、Ｐｌｕｒｏｎｉｃ　Ｌ１２１
　２．５％及びポリソルベート８０　０．２％）。それは、「ＡＦ」アジュバントのよう
にＴｈｒ－ＭＤＰなしで使用することもできる［５９］（スクアラン５％、Ｐｌｕｒｏｎ
ｉｃ　Ｌ１２１　１．２５％及びポリソルベート８０　０．２％）。マイクロ流体化が好
ましい。
【０１２３】
　・スクアレン、水系溶媒、ポリオキシエチレンアルキルエーテル親水性非イオン界面活
性剤（例えば、ポリオキシエチレン（１２）セトステアリルエーテル）及び疎水性非イオ
ン界面活性剤（例えば、モノオレイン酸ソルビタン、「Ｓｐａｎ　８０」などのソルビタ
ンエステル又はマンニドエステル）を含むエマルジョン。エマルジョンは、好ましくは、
熱可逆性であり、及び／又は２００ｎｍ未満のサイズの油滴少なくとも９０％（体積）を
有する［６０］。エマルジョンは、アルジトール、凍結防止剤（例えば、ドデシルマルト
シド及び／又はスクロースなどの糖）及び／又はアルキルポリグリコシドの１つ以上を含
むこともできる。エマルジョンは、ＴＬＲ４作動物質を含むことができる［６１］。かか
るエマルジョンは凍結乾燥させることができる。
【０１２４】
　・スクアレン、ポロクサマー１０５及びＡｂｉｌ－Ｃａｒｅのエマルジョン［６２］。
アジュバントワクチンにおけるこれらの成分の最終濃度（重量）は、スクアレン５％、ポ
ロクサマー１０５（Ｐｌｕｒｏｎｉｃポリオール）４％及びＡｂｉｌ－Ｃａｒｅ８５（Ｂ
ｉｓ－ＰＥＧ／ＰＰＧ－１６／１６　ＰＥＧ／ＰＰＧ－１６／１６ジメチコン；カプリル
酸トリグリセリド／カプリン酸トリグリセリド）２％である。
【０１２５】
　・オイル０．５～５０％、リン脂質０．１～１０％及び非イオン界面活性剤０．０５～
５％を含むエマルジョン。参考文献６３に記載のように、好ましいリン脂質成分は、ホス
ファチジルコリン、ホスファチジルエタノールアミン、ホスファチジルセリン、ホスファ
チジルイノシトール、ホスファチジルグリセロール、ホスファチジン酸、スフィンゴミエ
リン及びカルジオリピンである。サブミクロンの液滴サイズが有利である。
【０１２６】
　・サポニン（例えば、ＱｕｉｌＡ又はＱＳ２１）とステロール（例えば、コレステロー
ル）がらせん状ミセルとして会合したエマルジョン［６４］。
【０１２７】
　一部の実施形態においては、エマルジョンは、送達時に必要に応じて抗原と混合するこ
とができ、したがってアジュバントと抗原は包装されたワクチン又は配布されたワクチン
において別々に保持され、使用時にすぐに最終処方にすることができる。別の実施形態に
おいては、エマルジョンは、製造中に抗原と混合され、したがって組成物は、液体アジュ
バント形態で包装される。
【０１２８】
　処置方法及びワクチン投与
　本発明は、本発明によって製造されたワクチンを提供する。これらのワクチン組成物は
、ヒト又はブタなどの非ヒト動物被験体への投与に適している。本発明は、本発明の組成
物を上記被験体に投与するステップを含む、被験体における免疫応答を引き起こす方法を
提供する。本発明は、医薬品として使用するための本発明の組成物も提供し、被験体にお
ける免疫応答を引き起こす医薬品の製造のための本発明の組成物の使用を提供する。
【０１２９】
　これらの方法及び使用によって生じる免疫応答としては、一般に、抗体応答、好ましく
は防御抗体応答が挙げられる。
【０１３０】
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　本発明の組成物は、種々の方法で投与することができる。最も好ましい免疫経路は、（
例えば、腕又は脚への）筋肉内注射によるものであるが、他の利用可能な経路としては皮
下注射又は鼻腔内が挙げられる［６５～６７］。
【０１３１】
　本発明によって調製されたワクチンを使用して、小児と成体の両方を処置することがで
きる。
【０１３２】
　処置は、単回投与計画でも複数回投与計画でもよい。複数回投与は、一次免疫計画及び
／又は追加免疫計画に使用することができる。複数回投与は、典型的には、少なくとも１
週間間隔（例えば、約２週間、約３週間、約４週間、約６週間、約８週間、約１０週間、
約１２週間、約１６週間など）で投与される。
【０１３３】
　本発明によって製造されたワクチンは、他のワクチンと実質的に同じ時間で（例えば、
ヘルスケア医療従事者又はワクチン接種センターに同じく医学的相談又は訪問中に）患者
に投与することができる。
【０１３４】
　同様に、本発明のワクチンは、抗ウイルス化合物、特にインフルエンザウイルスに対し
て活性な抗ウイルス化合物（例えば、オセルタミビル及び／又はザナミビル）と実質的に
同じ時間で（例えば、ヘルスケア医療従事者に同じく医学的相談又は訪問中に）患者に投
与することができる。
【０１３５】
　全般
　「含む（ｃｏｍｐｒｉｓｉｎｇ）」という用語は、「ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ」及び「ｃｏ
ｎｓｉｓｔｉｎｇ」を包含し、例えば、Ｘを「含む」組成物は、専らＸから成ることがで
き、又は追加の何かを含むことができる（例えば、Ｘ＋Ｙ）。
【０１３６】
　「実質的に」という語は「完全に」を除外せず、例えば、Ｙを「実質的に含まない」組
成物は、Ｙを全く含まなくてもよい。必要に応じて、「実質的に」という語は、本発明の
定義から省略することができる。
【０１３７】
　数値ｘに関する「約」という用語は、任意であり、例えばｘ±１０％を意味する。
【０１３８】
　別段の記載がない限り、２種類以上の成分を混合するステップを含むプロセスは、特定
の混合順を必要としない。したがって、成分は、任意の順番で混合することができる。３
成分がある場合、２成分を組み合わせることができ、次いでその組合せ物を第３の成分な
どと組み合わせることができる。
【０１３９】
　動物（特にウシ）材料を細胞培養に使用する場合、伝達性海綿状脳症（ＴＳＥ）、特に
ウシ海綿状脳症（ＢＳＥ）のない供給源から得るべきである。概して、動物由来の材料が
全くない状態で細胞を培養することが好ましい。
【０１４０】
　発明の実施の形態
　インフルエンザウイルス源は、ＨＡ及びＮＡセグメントについてはＳ－ＯＩＶ系統Ａ／
Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａ／４／０９であり、残りの６種の骨格セグメントについてはＰＲ／
８／３４である。これら８種のセグメントをコードするＤＮＡ配列が調製され、各セグメ
ントは、一端がヒトｐｏｌ－Ｉプロモーターに、もう一端がｐｏｌ－Ｉターミネーターに
隣接する。これらのｐｏｌ－Ｉ要素は、ＣＭＶ由来のｐｏｌ－ＩＩプロモーター、ｐｏｌ
－ＩＩターミネーター配列及びｐｏｌＡシグナルで囲まれている。ｐｏｌ－Ｉプロモータ
ーは、忠実な野生型ｖＲＮＡ末端を有するマイナスセンスウイルスＲＮＡセグメントの転
写を駆動する。ｐｏｌ－ＩＩプロモーターは、ウイルスタンパク質をコードするｍＲＮＡ
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線状ＤＮＡ分子となり、それは、リアソータントなインフルエンザウイルスゲノム全体を
コードする。この分子の合成全体は、参考文献８のＧｉｂｓｏｎ等によって開示された一
般的方法に従う。
【０１４１】
　線状ＤＮＡ構築物は、ＭＤＣＫ３３０１６細胞の培養物に移入される。この細胞系は、
インフルエンザウイルス逆遺伝学回収用のヒトｐｏｌ－Ｉプロモーターを認識することが
見いだされた。移入された細胞をインキュベートすると、リアソータントなインフルエン
ザウイルスが培地中にすぐに出現する。この系統（「ＲＧ－ｌｉｎ－ＣＡ－１」）は、従
来の方法によって精製することができ、ワクチン製造用の種として使用することができる
。
【０１４２】
　本発明を単なる例示によって記述したが、本発明の範囲及び精神内で改変がなされ得る
ことが理解されるであろう。
【０１４３】
　参考文献
【０１４４】
【化１】

【０１４５】
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【０１４６】
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【配列表】
2013500712000001.xml

【手続補正書】
【提出日】平成24年4月2日(2012.4.2)
【手続補正１】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】００１８
【補正方法】変更
【補正の内容】
【００１８】
　本発明は、分節ＲＮＡウイルスの発現構築物のライブラリーも提供する。各発現構築物
は、ウイルスの少なくとも１種のゲノムセグメントのコード配列を含む。ライブラリーは
、ライブラリーの一サブセットを選択することによってゲノム全体を表すことができるよ
うに、ゲノムの各セグメントに対して少なくとも１つの構築物を含む。一部のウイルスセ
グメントは、他のものよりも多く示され得る。例えば、インフルエンザウイルスライブラ
リーは、平均のものよりも多いＨＡ及びＮＡセグメントを含むことができる。所望の対象
ウイルスゲノムを構築するために、各所望のセグメントをコードするライブラリーメンバ
ーを選択し、次いで発現させて、所望のウイルスを生成する。ライブラリーは、骨格ゲノ
ムセグメントと対象のＨＡ及びＮＡセグメントを迅速に再組み合わせして、有用なワクチ
ン製造用ウイルスを生成するという点で、インフルエンザウイルスについて特に有力であ
る。
　したがって、本発明は、以下の項目を提供する：
（項目１）
　分節ＲＮＡウイルスの少なくとも２種の異なるゲノムセグメントを発現するコード配列
を含む、非細菌性発現構築物。
（項目２）
　上記構築物が細菌複製起点と細菌選択マーカーの両方を欠く、項目１に記載の構築物。
（項目３）
　上記構築物が線状である、項目１又は項目２に記載の構築物。
（項目４）
　Ａ型又はＢ型インフルエンザウイルスの全８種のゲノムセグメントを発現するコード配
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列を含む、任意の先行する項目のいずれかに記載の構築物。
（項目５）
　任意の先行する項目のいずれかに記載の非細菌性発現構築物を含む、真核宿主細胞。
（項目６）
　（ｉ）Ａ型又はＢ型インフルエンザウイルスゲノムセグメントＰＢ２、ＰＢ１、ＰＡ、
ＮＰ及びＮＳのコード配列を含む第１の非細菌性発現構築物、及び（ｉｉ）Ａ型又はＢ型
インフルエンザウイルスゲノムセグメントＨＡのコード配列を含む第２の非細菌性構築物
を含む、発現構築物のセット。
（項目７）
　上記第１の非細菌性発現構築物又は上記第２の非細菌性発現構築物が、さらに、ＮＡゲ
ノムセグメント及びＭゲノムセグメントを含む、項目６に記載のセット。
（項目８）
　（ｉ）分節ＲＮＡウイルスの１種以上のゲノムセグメントのコード配列（単数又は複数
）を含む少なくとも１つのプラスミド、及び（ｉｉ）該ＲＮＡウイルスの１種以上のゲノ
ムセグメントのコード配列（単数又は複数）を含む少なくとも１つの非細菌性発現構築物
を含み、細菌性構築物と非細菌性構築物の組合せが該ＲＮＡウイルスの少なくとも２種の
異なるゲノムセグメントを与える、発現構築物のセット。
（項目９）
　項目８に記載の構築物のセットを含む、真核宿主細胞。
（項目１０）
　分節ＲＮＡウイルスの少なくとも２種の異なるゲノムセグメントのコード配列を含む線
状発現構築物を含む、宿主細胞。
（項目１１）
　インフルエンザウイルスの８種の異なるゲノムセグメントのコード配列を含む細菌プラ
スミドであって、各セグメントの発現がほ乳動物ｐｏｌ－Ｉプロモーターによって制御さ
れる、細菌プラスミド。
（項目１２）
　項目１１に記載のプラスミドを含む、真核宿主細胞。
（項目１３）
　項目５、項目７又は項目１０に記載の宿主細胞を調製するための方法であって、項目１
から４、項目６又は項目９に記載の構築物、セット又はプラスミドを上記細胞に挿入する
工程を含む、方法。
（項目１４）
　分節ＲＮＡウイルスを生成するための方法であって、該ＲＮＡウイルスセグメントの発
現が起きて該ウイルスを生成するように、項目５、項目８、項目１０又は項目１２に記載
の宿主細胞を培養する工程を含む、方法。
（項目１５）
　分節ＲＮＡウイルスゲノムの少なくとも２種の異なるセグメントを発現するコード配列
を含むＤＮＡ分子を調製するための方法であって、該方法が、（ｉ）該ＤＮＡ分子の複数
の重複断片を合成する工程であって、該重複断片が完全な該ＤＮＡ分子に広がっている工
程、及び（ｉｉ）該断片を連結して該ＤＮＡ分子を生成する工程を含む、方法。
（項目１６）
　上記細胞がＭＤＣＫ細胞である、項目５、項目８、項目１０又は項目１２に記載の宿主
細胞。
【手続補正２】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
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【請求項１】
　分節ＲＮＡウイルスの少なくとも２種の異なるゲノムセグメントを発現するコード配列
を含む、非細菌性ＤＮＡ発現構築物であって、該構築物は、細菌複製起点と細菌選択マー
カーの両方を欠き、かつ化学合成によって少なくとも部分的に調製される、非細菌性ＤＮ
Ａ発現構築物。
【請求項２】
　前記構築物が線状である、請求項１に記載の構築物。
【請求項３】
　Ａ型又はＢ型インフルエンザウイルスの全８種のゲノムセグメントを発現するコード配
列を含む、請求項１から２のいずれかに記載の構築物。
【請求項４】
　請求項１から３のいずれかに記載の非細菌性発現構築物を含む、真核宿主細胞。
【請求項５】
　（ｉ）Ａ型又はＢ型インフルエンザウイルスゲノムセグメントＰＢ２、ＰＢ１、ＰＡ、
ＮＰ及びＮＳのコード配列を含む第１の非細菌性発現構築物、及び（ｉｉ）Ａ型又はＢ型
インフルエンザウイルスゲノムセグメントＨＡのコード配列を含む第２の非細菌性構築物
、を含む、発現構築物のセット。
【請求項６】
　前記第１の非細菌性発現構築物又は前記第２の非細菌性発現構築物が、さらに、ＮＡゲ
ノムセグメント及びＭゲノムセグメントを含む、請求項５に記載のセット。
【請求項７】
　（ｉ）分節ＲＮＡウイルスの１種以上のゲノムセグメントのコード配列（単数又は複数
）を含む少なくとも１つの細菌プラスミド、及び（ｉｉ）該ＲＮＡウイルスの１種以上の
ゲノムセグメントのコード配列（単数又は複数）を含む少なくとも１つの非細菌性発現構
築物を含み、細菌性構築物と非細菌性構築物の組合せが該ＲＮＡウイルスの少なくとも２
種の異なるゲノムセグメントを与え、ここで、該非細菌性構築物は、細菌複製起点と細菌
選択マーカーの両方を欠く、発現構築物のセット。
【請求項８】
　請求項５、請求項６または請求項７に記載の構築物のセットを含む、真核宿主細胞。
【請求項９】
　分節ＲＮＡウイルスの少なくとも２種の異なるゲノムセグメントのコード配列を含む線
状発現構築物を含む、宿主細胞。
【請求項１０】
　インフルエンザウイルスの８種の異なるゲノムセグメントのコード配列を含む細菌プラ
スミドを含む、インフルエンザウイルスを増殖させるためのＭＤＣＫ宿主細胞であって、
各セグメントの発現がほ乳動物ｐｏｌ－Ｉプロモーターによって制御される、ＭＤＣＫ宿
主細胞。
【請求項１１】
　請求項４、請求項８、請求項９又は請求項１０のいずれかに記載の宿主細胞を調製する
ための方法であって、請求項１から３、および請求項９のいずれかに記載の構築物、請求
項５から７のいずれかに記載の発現構築物のセット又は請求項１０に記載のプラスミドを
細胞に挿入する工程を含む、方法。
【請求項１２】
　分節ＲＮＡウイルスを生成するための方法であって、該ＲＮＡウイルスセグメントの発
現が起きて該ウイルスを生成するように、請求項４、請求項８、請求項９又は請求項１０
に記載の宿主細胞を培養する工程を含む、方法。
【請求項１３】
　インフルエンザウイルスゲノムの少なくとも２種の異なるセグメントを発現するコード
配列を含むＤＮＡ分子を調製するための方法であって、該方法が、（ｉ）該ＤＮＡ分子の
複数の重複断片を合成する工程であって、該重複断片が完全な該ＤＮＡ分子に広がってい
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る工程、及び（ｉｉ）該断片を連結して該ＤＮＡ分子を生成する工程を含む、方法。
【請求項１４】
　前記細胞がＭＤＣＫ細胞である、請求項４、請求項８、又は請求項９に記載の宿主細胞
。
 
【手続補正３】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】配列表
【補正方法】追加
【補正の内容】
【配列表】
2013500712000001.app
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