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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　以下の工程を含む、インフルエンザウイルス様粒子（VLP）を植物中で製造する方法：a
）シグナルペプチドを含むインフルエンザヘマグルチニン（HA）をコードするヌクレオチ
ド配列を含む核酸を前記植物又はその部分に導入する工程であって、前記ヌクレオチド配
列が、前記植物中で活性な調節領域と、ターミネータ配列とに機能的に連結され、前記調
節領域がプロモータエレメントを含んでいる、該工程、
b）前記核酸の発現を許容する条件下で前記植物をインキュベートし、それによりVLPを製
造する工程、
c）前記植物を採集する工程、及び
d）前記VLPを精製する工程であって、前記VLPのサイズが80～300nmの範囲である工程。
【請求項２】
　前記ヌクレオチド配列が、H1、H2、H3、H4、H5、H6、H7、H8、H9、H10、H11、H12、H13
、H14、H15及びH16から成る群から選択される、請求項1に記載の方法。
【請求項３】
　前記導入工程（工程a）において、前記核酸が前記植物中で一過性に発現される、請求
項1又は2に記載の方法。
【請求項４】
　前記導入工程（工程a）において、前記核酸が前記植物中で安定的に発現される、請求
項1又は2に記載の方法。
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【請求項５】
　インフルエンザウイルスヘマグルチニン（HA）タンパク質及び1つ以上の植物由来脂質
を含む、請求項1～4のいずれか1項に記載の方法により製造されたウイルス様粒子（VLP）
。
【請求項６】
　前記インフルエンザHAタンパク質が、H5インドネシアである、請求項5に記載のVLP。
【請求項７】
　免疫応答を誘発させるための請求項5又は6に記載のVLPの有効用量及び医薬的に許容し
得る担体を含む組成物。
【請求項８】
　インフルエンザウイルスHAが、植物特異的N-グリカン又は改変N-グリカンを含む、請求
項1～4のいずれか1項に記載の方法により製造されたVLP又は請求項5若しくは6に記載のVL
P。
【請求項９】
　インフルエンザウイルス感染に対する免疫を対象者において誘発するのに使用するため
の、請求項5、6及び8のいずれか1項に記載のVLP。
【請求項１０】
　前記VLPが、経口的に、皮内に、鼻内に、筋肉内に、腹腔内に、静脈内に又は皮下に投
与されることに適している、請求項9に記載のVLP。
【請求項１１】
　免疫応答を誘発させるための請求項8に記載のVLPの有効用量及び医薬的に許容し得る担
体を含む組成物。
【請求項１２】
　インフルエンザウイルス感染に対する免疫を対象者において誘発するのに使用するため
の、請求項7又は11に記載の組成物。
【請求項１３】
　前記組成物が、経口的に、皮内に、鼻内に、筋肉内に、腹腔内に、静脈内に又は皮下に
投与されることに適している、請求項12に記載の組成物。
【請求項１４】
　請求項5、6又は8のいずれか1項に記載のVLPを含む食品補助物。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明はウイルス様粒子の製造に関する。より具体的には、本発明は、インフルエンザ
抗原を含むウイルス様粒子の製造を目的とする。
【背景技術】
【０００２】
　インフルエンザウイルスは、呼吸器系ウイルスによるヒトの死亡原因の主要なものであ
る。共通症状には、とりわけ熱、喉の痛み、促迫呼吸及び筋肉痛が含まれる。インフルエ
ンザシーズン中には、世界中で人工の10－20%がインフルエンザウイルスに感染し、毎年2
50万から500万人が死亡する。
　インフルエンザウイルスはエンベロープを有し、感染した哺乳動物細胞の形質膜から出
芽する。それらは、存在する核タンパク質及びマトリックスタンパク質抗原を基準にA、B
、又はC型に分類される。インフルエンザA型ウイルスは、提示されるヘマグルチニン（HA
）及びノイラミニダーゼ（NA）表面糖タンパク質の組み合わせにしたがってさらに亜型に
分類することができる。HAは、ウイルスが宿主細胞と結合しこれに侵入する能力を支配す
る。NAは、宿主細胞及びウイルス表面タンパク質上のグリカン鎖から末端シアリン酸残基
を除去し、これによってウイルスの凝集を防ぎ、ウイルスの可動性を促進する。これまで
のところ、16のHA（H1－H16）及び9つのNA（N1－N9）亜型が知られている。A型インフル
エンザウイルスの各々は、HAの1つの型及びNA糖タンパク質の1つの型を提示する。一般的
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には、各亜型は種特異性を示す。例えば、全てのHA及びNA亜型は鳥に感染することが知ら
れているが、一方、亜型H1、H2、H3、H5、H7、H9、H10、N1、N2、N3及びN7のみがヒトに
感染することが知られている（Horimoto 2006；Suzuki 2005）。H5、H7及びH9を含むイン
フルエンザウイルスは、インフルエンザAウイルスでもっとも病原性が強い型であると考
えられ、更なる大流行を引き起す可能性が極めて高い。
【０００３】
　インフルエンザ大流行は通常、強い伝播性及び毒性をもつインフルエンザウイルスによ
って引き起こされ、重大レベルの疾患及び死亡を世界的にもたらしえる。新規なインフル
エンザA亜型の出現によって、4つの主要な大流行が20世紀にもたらされた。1918年－1919
年のスペイン風邪（H1N1ウイルスによって引き起こされた）は、1917年から1920年の間に
世界中で5千万人を超える死者を出した。現時点で、新規な亜型の出現又は動物の地方病
性亜型のヒトへの伝播のリスクは常に存在する。特に気がかりなものは、トリインフルエ
ンザ（いわゆる“バードフル”）の強毒性型であり、その発生は世界的にいくつかの国で
報告されている。多くの事例で、このトリインフルエンザは、48時間以内に100%に達する
死亡率をもたらす能力を有する。最初に香港で1997年に確認されたトリインフルエンザウ
イルス（H5N1）の他のアジア諸国及びヨーロッパへの拡大は、野鳥の移動パターンと関連
があると説明された。
　従来のヒトにおけるインフルエンザ撲滅方法は毎年のワクチン接種による。ワクチンは
従来、来るべき“インフルエンザシーズン”に対して優勢株と予想されるいくつかの株の
組合せである。この予想は世界保健機構によって一元化される。一般的には、毎年製造さ
れるワクチン数量は世界の全人口にワクチン接種するには十分ではない。例えば、カナダ
及びアメリカ合衆国は、それらの全人口の約1/3の免疫に十分なワクチン量を入手するが
、一方、欧州連合の全人口の17%しかワクチン接種を受けられない。世界的なインフルエ
ンザ大流行に直面したとき、インフルエンザワクチンの全世界におけるこれまでの製造で
は不十分であろうということは明白である。たとえ必要な年間製造がある年にはいくらか
間に合ったとしても、優勢株は毎年変化し、したがって一年間で必要性の低い時期におけ
る備蓄は実際的ではない。有効なインフルエンザワクチンの経済的で大規模な製造は、政
府にとって、さらに私企業にとっても同様に重大な関心事である。
【０００４】
　ワクチンに使用されるウイルスストックは受精卵で生産される。ウイルス粒子を採集し
、さらに、不活化ウイルスワクチンのために、界面活性剤によって破壊して不活化させる
。生弱毒ワクチンは、低温での増殖に適応させたインフルエンザウイルスから製造され、
これは、正常な体温でワクチンが弱毒化されることを意味している。そのようなワクチン
は、USAでは5歳から49歳の個体での使用が認可されている。不活化完全ウイルスワクチン
は化学薬剤による不活化によって無害にされ、それらは発育鶏卵又は哺乳動物細胞培養で
製造されている。これらのタイプの全てのワクチンがいくつかの固有の利点及び欠点を示
す。全ウイルスに由来するワクチンの1つの利点は、そのようなワクチンによって誘発さ
れる免疫のタイプである。一般的に、分割ワクチンは強力な抗体応答を誘発するが、一方
、完全ウイルスから製造されるワクチンは、抗体（液性）及び細胞性応答の両方を誘発す
る。ワクチンによって誘発される防御と相関性を示す機能的抗体応答が認可のための基準
であるとしても、T細胞応答もまたインフルエンザ免疫で重要であるという証拠が増えつ
つある（T細胞応答はまた高齢者でより良好な防御を提供しえる）。
　細胞性免疫応答を誘発するために、完全ウイルスで製造されたワクチンが開発された。
インフルエンザ株（例えばH5N1）の強い病原性のために、これらのワクチンはBL3+の施設
で製造される。H5N1のような病原性の強い株のために、いくつかの製造業者はヘマグルチ
ニン遺伝子の配列を改変し、インフルエンザ株の病原性を低下させて無毒化し、発育鶏卵
又は哺乳動物細胞培養でより容易に製造した。他の業者はまた再組合せインフルエンザ株
を使用している。この株では、ヘマグルチニン及びノイラミニダーゼタンパク質の遺伝子
配列は、高収量低病原性インフルエンザドナー株（A/PR/8/34；Quan F-S et al. 2007）
でクローニングされる。これらの方法は有用なワクチンを製造することができるが、一方
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、それらの方法は、高容量、低コスト、及び通常の年の世界的要求の充足に必要な規模で
の迅速なワクチン生産要求に対して解決を提供せず、さらに大流行に直面したときにはほ
ぼ確実に十分ではないであろう。
【０００５】
　この逆遺伝学技術を用いるときは、HAの遺伝子配列を変異させて、無毒化することが必
要かもしれない。病原性の強いインフルエンザ株の場合、完全ウイルスワクチンの製造は
、封じ込め工程を必要とするか、又は製造ワクチンは循環ウイルスの遺伝子配列と厳密に
は一致しない。生弱毒ワクチンの事例では、投与ワクチンと宿主由来のインフルエンザウ
イルスとの組換えが生じ、新規ウイルスをもたらすリスクがなお存在する。
　この方法は、抗原性エピトープ及び翻訳後修飾を維持するが、一方、この方法には、完
全ウイルスを使用することによる汚染のリスク及びウイルス株による収量の変動を含む多
くの欠点が存在する。卵への導入のために、最適に達しないレベルの防御が、ウイルスの
遺伝的不均一性から生じる可能性がある。他の欠点には、膨大な卵の入手計画、精製に使
用される化学物質による汚染のリスク及び製造期間の長さが含まれる。卵のタンパク質に
対して過敏性を有する人々はこのワクチンを受容する候補者になりえない可能性がある。
　大流行の場合には、分割ワクチンの製造は、卵での増殖に株を順化させる必要があるた
めに制限され、製造収量は変動しえる。この方法は季節性ワクチンの製造に数年間用いら
れてきたけれども、大流行に対しては合理的な時間枠でほとんど応答することができず、
世界的な製造能力に限界がある。
　卵の使用を避けるために、インフルエンザウイルスはまた哺乳動物細胞、たとえばMDCK
又はPERC.6細胞などで製造されている。別の方法は逆遺伝学であり、この方法では、ウイ
ルスはウイルス遺伝子による細胞の形質転換によって製造される。これらの方法はしかし
ながら、複雑な方法及び特殊な培養環境とともに完全ウイルスの使用もまた必要とする。
　いくつかの組換え製品が組換えインフルエンザワクチン候補として開発されてきた。こ
れらの方法は、バキュロウイルス感染昆虫細胞を用いるHA及びNAタンパク質の発現（Craw
ford et al. 1999；Johansson, 1999）、ウイルスベクター及びDNAワクチン構築物（Olse
n et al. 1997）を含む、インフルエンザA型HA及びNAタンパク質の発現、製造及び精製に
焦点が当てられていた。
【０００６】
　インフルエンザウイルス感染の詳細は周知である。略記すれば、感染サイクルは、シア
リル酸含有細胞レセプター（糖タンパク質及び糖脂質）にビリオン表面のHAタンパク質が
付着することによって開始する。NAタンパク質はシアリル酸レセプターのプロセッシング
を仲介し、ウイルスの細胞内への侵入は、HA依存レセプター仲介エンドサイトーシスによ
る。インフルエンザビリオンを含む内在化されたエンドソームの酸性範囲内で、HAタンパ
ク質は形状変化を受け、ウイルス及び細胞膜の融合、並びにウイルス脱外被及びヌクレオ
カプシド結合リボ核タンパク質（RNP）からのMIタンパク質のM2仲介遊離に至る（RNPはウ
イルスRNA合成のために細胞核に移動する）。HAタンパク質に対する抗体は、ウイルス感
染性を中和することによってウイルス感染を防ぐが、一方、NAタンパク質に対する抗体は
、ウイルス複製の初期工程におけるNAタンパク質の作用に干渉する。
　Crawfordら（1999）は、バキュロウイルス感染昆虫細胞でのインフルエンザHAの発現を
開示している。発現されたタンパク質は、トリH5及びH7インフルエンザ亜型による致死的
インフルエンザ症状を予防できると記載されている。Johanssonら（1999）は、バキュロ
ウイルス発現インフルエンザHA及びNAタンパク質は、通常のワクチンによって誘発される
免疫応答より優れた応答を動物で誘発する。ウマインフルエンザウイルスのバキュロウイ
ルス発現ヘマグルチニンの免疫原性及び有効性は、相同なDNAワクチン候補薬剤に匹敵し
た（Olsen et al. 1997）。総合すれば、これらのデータは、インフルエンザウイルスチ
ャレンジに対する高度な防御が、種々の動物モデルで多様な実験的方法を用いた組換えHA
又はNAタンパク質により誘発できることを示している。
　以前の研究によって、表面インフルエンザ糖タンパク質（HA及びNA）はインフルエンザ
ウイルスに対する防御免疫誘引のための主要な標的であり、さらにM1はインフルエンザに
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対する細胞性免疫のための保存された標的を提供することが示されたので、新規なワクチ
ン候補は、巨大分子のタンパク質粒子（例えばウイルス様粒子（VLP））としてこれらの
ウイルス抗原を含むことができる。ワクチン製品として、VLPは、サブユニット抗原又は
組換え抗原よりも免疫原性が強いという利点を提供し、さらに液性及び細胞性免疫応答の
両応答を刺激することができる（Grgacic and Anderson, 2006）。さらにまた、これらの
インフルエンザ抗原を含む粒子は、多数のインフルエンザウイルス株に対する中和抗体を
誘引する形状性エピトープを提示することができる。
【０００７】
　ワクチンを目的とする非感染性インフルエンザウイルスの製造は不慮の感染を回避する
1つの方法である。また別に、培養ウイルスの代用としてウイルス様粒子（VLP）の研究が
行われてきた。VLPはウイルスカプシドの構造に類似するがゲノムを欠き、したがって複
製又は二次感染の手段を提供することはできない。
　いくつかの研究によって、組換えインフルエンザタンパク質は、哺乳動物発現プラスミ
ド又はバキュロウイルスベクターを用いた細胞培養でセルフアッセンブリングしてVLPを
形成することが示された（Gomez-Puertas et al. 1999；Neumann et al. 2000；Latham a
nd Galarza, 2001）。Gomez-Puertasら（1999）は、十分なインフルエンザVLPの形成はい
くつかのウイルスの発現レベルに左右されることを開示している。Neumannら（2000）は
、クローニングされたcDNAにもっぱら由来する感染性インフルエンザウイルス様粒子を生
成するための哺乳動物細胞発現プラスミドをベースにした系を確立させた。Latham and G
alarza（2001）は、HA、NA、M1及びM2遺伝子を同時発現する組換えバキュロウイルス感染
昆虫細胞でのインフルエンザVLPの形成を報告した。これらの実験は、インフルエンザビ
リオンタンパク質は、真核細胞での同時発現でセルフアッセンブリングできることを示し
た。
　Gomez-Puertasら（2000）は、ヘマグルチニン（HA）に加えて、インフルエンザウイル
スのマトリックスタンパク質（M1）が昆虫細胞からVLPが出芽するために必須であること
を教示している。しかしながら、Chenら（2007）は、M1はVLP形成に必要ではない可能性
を教示し、さらにM1及びVLPの十分な遊離には、HAの存在及びNAによって提供されるシア
リダーゼ活性が必要であることを観察した。NAは、VLPを生成しさらにVLPを培養液に遊離
させる細胞の表面で糖タンパク質のシアリン酸を切断する。
【０００８】
　Quanら（2007）は、バキュロウイルス発現系（昆虫細胞）で製造されるVLPワクチンは
インフルエンザウイルスのいくつかの株（A／PR8／34（H1N1））に対して防御免疫を誘発
することを教示している。QuanらによるVLP実験では、形質膜からの発芽が観察され、哺
乳動物細胞系（MDCK細胞）で得られるものと類似する正確なサイズ及び形態であると考え
られた。
　エンベロープを有するウイルスは、感染細胞から“発芽”するときにそれらウイルスの
脂質エンベロープを入手し、形質膜に由来するか又は細胞内小器官の膜に由来する膜を獲
得することができる。インフルエンザウイルス粒子及びVLPは宿主細胞の形質膜から発芽
する。例えば哺乳動物細胞系又はバキュロウイルス細胞系では、インフルエンザは形質膜
から発芽する（Quan et al. 2007）。エンベロープを有するウイルスでほんの少しが植物
に感染することが判明している（例えばトポウイルス及びラブドウイルスのメンバー）。
エンベロープを有する既知の植物ウイルスに関して、それらは宿主細胞の内部の膜から発
芽することを特徴とし、形質膜から発芽しない。小数の組換えVLPが植物宿主で生成され
たが、いずれも形質膜から誘導されず、形質膜由来VLP（インフルエンザVLPを含む）が植
物中で製造されえるかという疑問が生じた。
　これまでのインフルエンザVLP製造技術は多数のウイルスタンパク質の同時発現に依存
し、この依存性はこれらの技術の欠点となる。なぜならば、大流行及び毎年の流行の場合
、応答期間がワクチン接種に極めて重要だからである。1つのウイルスタンパク質の発現
のみを必要とすることが、ワクチン開発を加速するために所望される。世界の人口をイン
フルエンザから防御するために、さらに将来の大流行を食い止めるために、ワクチン製造
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業者は、効率的で迅速なワクチン製造方法を開発しなければならないであろう。ワクチン
製造にこれまでのような受精卵の使用は、不十分であり、冗長な工程を必要とする。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００９】
　本発明の目的は、改善されたインフルエンザウイルス様粒子（VLP）を提供することで
ある。
【課題を解決するための手段】
【００１０】
　本発明にしたがえば、植物中で活性な調節領域に機能的に連結された、エンベロープウ
イルス由来の抗原をコードするヌクレオチド配列を含む核酸が提供される。前記抗原はイ
ンフルエンザヘマグルチニン（HA）でもよい。
　本発明はまた、以下の工程を含む、インフルエンザウイルス様粒子（VLP）を製造する
方法を提供する：
a）植物中で活性な調節領域に機能的に連結された、エンベロープウイルス由来抗原（例
えばインフルエンザヘマグルチニン（HA））をコードする核酸を、植物又はその部分に導
入する工程、及び
b）前記植物又はその部分を、前記核酸の発現を許容する条件下でインキュベートし、そ
れによってVLPを製造する工程。
　本発明はさらに、前記植物を採集する工程及び前記植物組織からVLPを分離する工程を
含むことができる。
　本発明は、上記方法の導入工程（工程a）で、核酸を植物中で一過性に発現するか、又
は核酸を植物中で安定的に発現することができる上記方法を含む。さらにまた、VLPはサ
イズ排除クロマトグラフィーを用いて精製することができる。
　本発明はまた、インフルエンザウイルスHAタンパク質及び1つ以上の植物脂質を含むウ
イルス様粒子（VLP）を提供する。
　さらに本発明に含まれるものは、インフルエンザウイルスHAタンパク質を含む有効用量
のVLP、1つ以上の植物脂質、及び医薬的に許容し得る担体を含む組成物である。
　本発明はまた、植物中でVLPを形成するHAタンパク質のフラグメント又は部分を意図す
る。
【００１１】
　VLPは、1つ以上の亜型（H1、H2、H3、H4、H5、H6、H7、H8、H9、H10、H11、H12、H13、
H14、H15又はH16を含む）のHAタンパク質、又はそのフラグメント若しくは部分を含むこ
とができる。そのようなHAタンパク質を含む亜型の例には以下が含まれる：A/ニューカレ
ドニア/20/99（H1N1）A/インドネシア/5/2006（H5N1）、A/ニワトリ/ニューヨーク/1995
、A/カモメ（herring gull）/DE/677/88（H2N8）、A/テキサス/32/2003、A/マガモ/MN/33
/00、A/アヒル/上海/1/2000、A/キタオナガガモ/TX/828189/02、A/シチメンチョウ/オン
タリオ/6118/68（H8N4）、A/ハシビロガモ/イラン/G54/03、A/ニワトリ/ドイツ/N/1949（
H10N7）、A/アヒル/イギリス/56（H11N6）、A/アヒル/アルバータ/60/76（H12N5）、A/カ
モメ/メリーランド/704/77（H13N6）、A/マガモ/グルジェブ（Gurjev）/263/82、A/アヒ
ル/オーストラリア/341/83（H15N8）、A/コクトウカモメ/スウェーデン/5/99（H16N3）、
B/リー（Lee）/40、C/ヨハネスブルグ/66、A/プエルトリコ/8/34（(H1N1)、A/ブリスベー
ン/59/2007（H1N1）、A/ソロモン諸島3/2006（H1N1）、A/ブリスベーン10/2007（H3N2）
、A/ウィスコンシン/67/2005（H3N2）、B/マレーシア/2506/2004、B/フロリダ/4/2006、A
/シンガポール/1/57（H2N2）、A/アンフイ（Anhui）/1/2005（H5N1）、A/ベトナム/1194/
2004（H5N1）、A/コガモ/香港/W312/97（H6N1）、A/ウマ/プラハ/56 （H7N7）、A/香港/1
073/99（H9N2））。
　本発明のある特徴では、HAタンパク質はH1、H2、H3、H5、H6、H7又はH9亜型であっても
よい。別の特徴では、H1タンパク質は、A/ニューカレドニア/20/99（H1N1）、A/プエルト
リコ/8/34（H1N1）、A/ブリスベーン/59/2007（H1N1）、又はA/ソロモン諸島3/2006 （H1
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N1）株に由来することができる。H3タンパク質はまた、A/ブリスベーン10/2007（H3N2）
又はA/ウィスコンシン/67/2005（H3N2）株に由来することができる。本発明のさらに別の
特徴では、H2タンパク質はA/シンガポール/1/57（H2N2）株に由来することができる。H5
タンパク質は、A/アンフイ（Anhui）/1/2005（H5N1）、A/ベトナム/1194/2004（H5N1）、
又はA/インドネシア/5/2005株に由来することができる。H6タンパク質はA/コガモ/香港/W
312/97（H6N1）株に由来することができる。H7タンパク質はA/ウマ/プラハ/56（H7N7）株
に由来することができる。本発明のある特徴では、H9タンパク質はA/香港/1073/99（H9N2
）株に由来することができる。本発明のさらに別の特徴では、HAタンパク質は、B/マレー
シア/2506/2004又はB/フロリダ/4/2006を含むインフルエンザウイルスB型に由来すること
ができる。H1、H2、H3、H5、H6、H7又はH9亜型由来のHAタンパク質のアミノ酸配列の例に
は配列番号:48－59が含まれる。
【００１２】
　インフルエンザウイルスHAタンパク質はH5インドネシアであってもよい。
　本発明はまた、HAタンパク質をコードする配列を含む核酸分子を提供する。核酸分子は
さらに、HAタンパク質をコードする配列に機能的に連結された1つ以上の調節領域を含む
ことができる。前記核酸分子は、H1、H2、H3、H4、H5、H6、H7、H8、H9、H10、H11、H12
、H13、H14、H15又はH16をコードする配列を含むことができる。本発明のある特徴では、
前記核酸分子によってコードされるHAタンパク質はH1、H2、H3、H5、H6、H7又はH9亜型で
あってもよい。前記核酸分子によってコードされるH1タンパク質は、A/ニューカレドニア
/20/99（H1N1）、A/プエルトリコ/8/34（H1N1）、A/ブリスベーン/59/2007（H1N1）、又
はA/ソロモン諸島3/2006（H1N1）株に由来する。本発明のある特徴では、前記核酸分子に
よってコードされるH3タンパク質は、A/ブリスベーン10/2007（H3N2）、又はA/ウィスコ
ンシン/67/2005（H3N2）株に由来することができる。本発明のさらに別の特徴では、前記
核酸分子によってコードされるH2タンパク質は、A/シンガポール/1/57（H2N2）株に由来
することができる。前記核酸分子によってコードされるH5タンパク質はまた、A/アンフイ
/1/2005（H5N1）、A/ベトナム/1194/2004（H5N1）、又はA/インドネシア/5/2005株に由来
することができる。本発明のある特徴では、前記核酸分子によってコードされるH6タンパ
ク質はA/コガモ/香港/W312/97（H6N1）株に由来することができる。前記核酸分子によっ
てコードされるH7タンパク質はまたA/ウマ/プラハ/56（H7N7）株に由来することができる
。さらにまた、前記核酸分子によってコードされるH9タンパク質はA/香港/1073/99（H9N2
）株に由来することができる。H1、H2、H3、H5、H6、H7又はH9亜型由来のHAタンパク質を
コードする核酸分子の配列の例には配列番号:36－47及び60－73が含まれる。
　前記核酸配列は、インフルエンザウイルスHAタンパク質H5インドネシアをコードするこ
とができる。
【００１３】
　HAタンパク質をコードする配列に機能的に連結することができる調節領域には、植物細
胞、昆虫細胞又は酵母細胞で作動するものが含まれる。そのような調節領域には、プラス
トシアニン調節領域、リブロース1,5-ビスホスフェートカルボキシラーゼ/オキシゲナー
ゼ（RuBisCO）の調節領域、クロロフィルa/b結合タンパク質（CAB）、ST-LS1、ポリヘド
リン調節領域、又はgp64調節領域が含まれえる。他の調節領域には、5’UTR、3’UTR又は
ターミネータ配列が含まれる。プラストシアニン調節領域はアルファルファプラストシア
ニン調節領域であってもよい。5’UTR、3’UTR又はターミネータ配列もまたアルファルフ
ァ配列であってもよい。
　対象者（subject）においてインフルエンザウイルス感染に対する免疫を誘発する方法
もまた提供され、前記方法は、インフルエンザウイルスHAタンパク質、1つ以上の植物脂
質、及び医薬的に許容可能な担体を含むウイルス様粒子を投与する工程を含む。前記ウイ
ルス様粒子は、対象者に経口的に、皮内に、鼻内に、筋肉内に、腹腔内に、静脈内に又は
皮下に投与してもよい。
　本発明はまた、インフルエンザ、麻疹、エボラ、マルブルク及びHIVから成る群から選
択されるウイルス由来の1つ以上のタンパク質、並びに非シアリル化宿主の製造細胞由来
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の1つ以上の脂質を含むウイルス様粒子（VLP）に関する。HIVタンパク質はp24、gp120又
はgp41で、エボラウイルスタンパク質はVP30又はVP35で、マルブルクウイルスタンパク質
はGp/SGPで、麻疹ウイルスタンパク質はH-タンパク質又はF-タンパク質であってもよい。
　さらにまた、本発明は、インフルエンザウイルスHAタンパク質及び1つ以上の宿主脂質
を含むウイルス様粒子（VLP）に関する。例えば、宿主が昆虫である場合、前記ウイルス
様粒子（VLP）はインフルエンザウイルスHAタンパク質及び1つ以上の昆虫脂質を含むこと
ができ、または宿主が酵母である場合は、前記ウイルス様粒子（VLP）はインフルエンザ
ウイルスHAタンパク質及び1つ以上の酵母脂質を含むことができる。
【００１４】
　本発明はまた、2つ以上のインフルエンザ株又は亜型のVLPを含む組成物に関する。2つ
以上の亜型又は株は以下を含む群から選択することができる：A/ニューカレドニア/20/99
（H1N1）A/インドネシア/5/2006（H5N1）、A/ニワトリ/ニューヨーク/1995、A/カモメ（h
erring gull）/DE/677/88（H2N8）、A/テキサス/32/2003、A/マガモ/MN/33/00、A/アヒル
/上海/1/2000、A/キタオナガガモ/TX/828189/02、A/シチメンチョウ/オンタリオ/6118/68
（H8N4）、A/ハシビロガモ/イラン/G54/03、A/ニワトリ/ドイツ/N/1949（H10N7）、A/ア
ヒル/イギリス/56（H11N6）、A/アヒル/アルバータ/60/76（H12N5）、A/カモメ/メリーラ
ンド/704/77（H13N6）、A/マガモ/グルジェブ（Gurjev）/263/82、A/アヒル/オーストラ
リア/341/83（H15N8）、A/コクトウカモメ/スウェーデン/5/99（H16N3）、B/リー（Lee）
/40、C/ヨハネスブルグ/66、A/プエルトリコ/8/34（(H1N1)、A/ブリスベーン/59/2007（H
1N1）、A/ソロモン諸島3/2006（H1N1）、A/ブリスベーン10/2007（H3N2）、A/ウィスコン
シン/67/2005（H3N2）、B/マレーシア/2506/2004、B/フロリダ/4/2006、A/シンガポール/
1/57（H2N2）、A/アンフイ（Anhui）/1/2005（H5N1）、A/ベトナム/1194/2004（H5N1）、
A/コガモ/香港/W312/97（H6N1）、A/ウマ/プラハ/56 （H7N7）、A/香港/1073/99（H9N2）
）。2つ以上の亜型又は株のVLPはほぼ等量で存在することができる。あるいは、1つ以上
の亜型又は株が、提示される株又は亜型の大半であってもよい。
　本発明はまた、動物又は標的生物でインフルエンザウイルス感染に対する免疫を誘発す
る方法に関する。前記方法は、1つ以上のVLPを含むワクチンの有効量を投与する工程を含
み、前記VLPは、非シアリル化宿主（例えば植物宿主、昆虫宿主又は酵母宿主）を用いて
製造される。前記ワクチンは、経口的に、皮内に、鼻内に、筋肉内に、腹腔内に、静脈内
に又は皮下に投与することができる。標的生物は、ヒト、霊長類、ウマ、ブタ、鳥（鳥類
）、水鳥、渡り鳥、ウズラ、アヒル、ガン、家禽、ニワトリ、ラクダ、イヌ科の動物、イ
ヌ、ネコ科の動物、ネコ、トラ、ヒョウ、ジャコウネコ、ミンク、イシテン、フェレット
、家庭用ペット、家畜、マウス、ラット、アザラシ、クジラなどを含む群から選択するこ
とができる。
【００１５】
　本発明は、種々のインフルエンザ株由来のヘマグルチニン（HA）を含むVLPを、VLPを製
造することができる適切な宿主、例えば植物、昆虫又は酵母で製造する方法を提供する。
植物中で製造されるVLPは植物起源の脂質を含み、昆虫細胞で製造されるVLPは昆虫細胞の
形質膜由来の脂質（一般的には“昆虫脂質”と称される）を含み、さらに酵母で製造され
るVLPは酵母細胞の形質膜に由来する脂質（一般的には“酵母脂質”と称される）を含む
。
　植物中でのVLPの製造は、昆虫細胞培養でこれらの粒子を製造するよりもいくつかの利
点を提供する。植物脂質は特定の免疫細胞を刺激し、誘発される免疫応答を強化すること
ができる。植物膜は、脂質、ホスファチジルコリン（PC）及びホスファチジルエタノール
アミン（PE）で構成され、さらにまた、植物並びにいくつかの細菌及び原生動物に固有の
グリコスフィンゴ脂質を含む。スフィンゴ脂質は、PC又はPEのようなグリセロールのエス
テルではなく、むしろ長鎖アミノアルコールから成り、このアミノアルコールは18を超え
る炭素を含む脂肪酸鎖とアミド結合を形成するという点で珍しい。PC及びPEはグリコスフ
ィンゴ脂質と同様に、哺乳動物の免疫細胞（例えば樹状細胞のような抗原提示細胞（APC
）並びにマクロファージ及び他の細胞（胸腺及び肝臓のB及びTリンパ球を含む））によっ
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て発現されるCD1分子と結合することができる（M. Tsuji, 2006）。さらにまた、植物脂
質の存在による潜在的なアジュバント効果に加えて、植物N-グリカンの抗原提示細胞によ
る糖タンパク質抗原の捕捉促進能力（Saint-Jore-Dupas, 2007）は、植物中でのVLPの製
造の利点でありえる。
　理論に拘束されないが、植物生成VLPは、他の製造系で製造されるVLPよりも強い免疫反
応を誘発するであろうということ、及びこれら植物生成VLPによって誘発される免疫反応
は、生又は弱毒完全ウイルスワクチンによって誘発される免疫反応と比較したときいっそ
う強いであろうということが予想される。
【００１６】
　完全ウイルスで製造されたワクチンとは反対に、VLPは非感染性であり、したがって制
限的な生物学的封じ込めは、完全な感染性ウイルスを用いて作業する場合ほど重要な問題
ではなく、前記封じ込めは製造に要求されないのでVLPは有利である。植物生成VLPは、発
現系を温室又は野外で生育させることを可能にし、したがってきわめて経済的であること
及びスケールアップに極めて適切であることによって更なる利点を提供する。
　さらにまた、植物は、シアリル酸残基を合成しこれをタンパク質に付加するために必要
な酵素を含まない。VLPはノイラミニダーゼ（NA）の非存在下で製造することができ、NA
を同時発現させる必要がなく、製造細胞をシアリダーゼ（ノイラミニダーゼ）で処理又は
抽出して植物中でのVLPの生成を確認する必要もない。
　本発明にしたがって製造されたVLPは、RNAと結合することが知られているM1タンパク質
を含まない。RNAはVLP調製物の夾雑物であり、VLP製品の規制承認を得るときには望まし
いものではない。
　本発明のこの概要は必ずしも本発明の全ての特徴を記載しているわけではない。
　本発明の上記の特徴及び他の特徴は、添付の図面に論及する以下の記述からより明らか
となるであろう。前記図面は以下のとおりである：
【図面の簡単な説明】
【００１７】
【図１Ａ】図1Aは本発明の実施態様にしたがってH1の発現のために使用されるアルファル
ファのプラストシアニンを土台とする発現カセットの配列を示す（配列番号:8）。タンパ
ク質ジスルフィドイソメラーゼ（PDI）シグナルペプチドには下線が付されている。クロ
ーニングに用いられるBglII（AGATCT）及びSacI（GAGCTC）制限部位は太字で示されてい
る。
【図１Ｂ】図1Bは、インフルエンザヘマグルチニンの機能的ドメインの模式図を示す。HA
0の切断後、HA1及びHA2フラグメントはジスルフィド架橋によって結合したままである。
【図２Ａ】図2AはHA亜型H1の発現のためにアッセンブリングしたプラスミド540を図示す
る。
【図２Ｂ】図2BはHA亜型H5の発現のためにアッセンブリングしたプラスミド660を図示す
る。
【図３Ａ】図3はヘマグルチニンH1又はH5を生成する葉のタンパク質抽出物のサイズ排除
クロマトグラフィーを示す。図3AはH1の溶出プロフィルを示す；ブルーデキストラン2000
（三角形）及びタンパク質（ひし形）。
【図３Ｂ】図3Bは、サイズ排除クロマトグラフィー（S500HRビーズ）に続くH1溶出分画の
免疫的検出（ウェスタンブロット；抗H1）を示す。
【図３Ｃ】図3CはH5の溶出プロフィルを示す；ブルーデキストラン2000（三角形）及びタ
ンパク質（ひし形）。
【図３Ｄ】図3Dは、サイズ排除クロマトグラフィー（S500HRビーズ）に続くH5溶出分画の
免疫的検出（ウェスタンブロット；抗H5）を示す。
【図４Ａ】図4は、サイズ排除カラムの溶出分画9由来の大きなヘマグルチニンH1及びH5構
造物の電子顕微鏡写真を示す。図4Aは、多数の類似構造の存在を示す、H1のVLPの50,000
倍拡大を示す（バーは200nmを表す）。
【図４Ｂ】図4BはH1 VLPの150,000倍拡大を示す（バーは100nmを表す）。
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【図４Ｃ】図4Cは、多数の類似構造の存在を示す、H5 VLPの50,000倍拡大を示す（バーは
50nmを表す）。
【図５Ａ】図5AはH1のN末端フラグメントの配列を示す（配列番号:1）。
【図５Ｂ】図5BはH1のC-末端フラグメントを示す（配列番号:2）。
【図５Ｃ】図5CはH1のHA0をコードする完全な配列を示す（配列番号:28）。
【図６】最初のATGの直ぐ上流でHindIII部位によって、さらに終止（TAA）コドンの直ぐ
下流でSacI部位によってフランキングされる、H5をコードする配列を示す（配列番号:3）
。
【図７Ａ】図7AはプライマーPlasto-443cの配列を示す（配列番号:4）。
【図７Ｂ】図7BはプライマーSpHA(Ind)-Plasto.rの配列を示す（配列番号:5）。
【図７Ｃ】図7CはプライマーPlasto-SpHA(Ind).cの配列を示す（配列番号:6）。
【図７Ｄ】図7DはプライマーHA(Ind)-Sac.rの配列を示す（配列番号:7）。
【図８Ａ】図8AはHA1ペプチド配列のアミノ酸配列を示す（配列番号:9）。
【図８Ｂ】図8BはHA5ペプチド配列のアミノ酸配列を示す（配列番号:10）。天然のシグナ
ルペプチドは太字で示されている。
【図９】インフルエンザA、H7亜型のHAの配列を示す（配列番号:11）。
【図１０Ａ】図10AはインフルエンザA HA、H2亜型の配列を示す（配列番号:12）。
【図１０Ｂ】図10BはインフルエンザA HA、H3亜型の配列を示す（配列番号:13）。
【図１０Ｃ】図10CはインフルエンザA HA、H4亜型の配列を示す（配列番号:14）。
【図１０Ｄ】図10DはインフルエンザA HA、H亜型5の配列を示す（配列番号:15）。
【図１０Ｅ】図10EはインフルエンザA HA、H6亜型の配列を示す（配列番号:16）。
【図１０Ｆ】図10FはインフルエンザA HA、H8亜型の配列を示す（配列番号:17）。
【図１０Ｇ】図10GはインフルエンザA HA、H9亜型の配列を示す（配列番号:18）。
【図１０Ｈ】図10HはインフルエンザA HA、H10亜型の配列を示す（配列番号:19）。
【図１０Ｉ】図10IはインフルエンザA HA、H11亜型の配列を示す（配列番号:20）。
【図１０Ｊ】図10JはインフルエンザA HA、H12亜型の配列を示す（配列番号:21）。
【図１０Ｋ】図10KはインフルエンザA HA、H13亜型の配列を示す（配列番号:22）。
【図１０Ｌ】図10LはインフルエンザA HA、H14亜型の配列を示す（配列番号:23）。
【図１０Ｍ】図10MはインフルエンザA HA、H15亜型の配列を示す（配列番号:24）。
【図１０Ｎ】図10NはインフルエンザA HA、H16亜型の配列を示す（配列番号:25）。
【図１０Ｏ】図10OはインフルエンザB HAの配列を示す（配列番号:26）。
【図１０Ｐ】図10PはインフルエンザC HAの配列を示す（配列番号:27）。
【図１０Ｑ】図10QはプライマーXmaI-pPlas.cの配列を示す（配列番号:29）。
【図１０Ｒ】図10RはプライマーSacI-pPlas.rの配列を示す（配列番号:30）。
【図１０Ｓ】図10SはプライマーSacI-PlasTer.cの配列を示す（配列番号:31）。
【図１０Ｔ】図10TはプライマーEcoRI-PlasTer.rの配列を示す（配列番号:32）。
【図１１】本明細書で用いられるいくつかの構築物の模式図を示す。構築物660は、プラ
ストシアニンプロモータ（plasto）及びターミネータと機能的に連結されている、HA亜型
H5をコードするヌクレオチド配列を含む。構築物540は、アルファルファタンパク質ジス
ルフィドイソメラーゼシグナルペプチド（SP PDI）と結合し、さらにプラストシアニンプ
ロモータ（Plasto）及びターミネータ（Pter）と機能的に連結されている、HA亜型H1をコ
ードするヌクレオチド配列を含む。構築物544はHA亜型H1の発現のためにアッセンブリン
グされ、H1をコードする前記ヌクレオチド配列は、アルファルファタンパク質ジスルフィ
ドイソメラーゼシグナルペプチド（SP PDI）及びGCN4pII ロイシンジッパー（HIのトラン
スメンブレンドメイン及び細胞質テールの代用）と結合し、さらにプラストシアニンプロ
モータ（Plasto）及びターミネータ（Pter）と機能的に連結されている。さらに、インフ
ルエンザA/PR/8/34由来のM1コード領域発現用構築物750は、タバコエッチウイルス（TEV
）の5’UTRと結合し、さらに2組の35Sプロモータ及びNosターミネータと機能的に連結さ
れている。
【図１２】構築物660（レーン3）で形質転換したN.ベンタミアナ（N. benthamiana）の葉
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のタンパク質抽出物における、抗H5（ベトナム）抗体を用いたH5の免疫的検出を示す。イ
ンフルエンザA/ベトナム/1203/2004由来の市販H5を検出陽性コントロールとして用い（レ
ーン1）、さらに空ベクターで形質転換した葉由来のタンパク質抽出物を陰性コントロー
ルとして用いた（レーン2）。
【図１３】サイズ排除クロマトグラフィーによるヘマグルチニン構造の性状決定を示す。
H5、H1、可溶性H1、又はH1及びM1を産生する別個のバイオマスのタンパク質抽出物を、S-
500HRでゲルろ過によって分離した。ロゼット型の市販H1もまた分画した（H1ロゼット）
。図13Aは、相対的タンパク質含有量についての溶出分画の分析を示す（相対的タンパク
質レベル：バイオマス分画の標準的タンパク質溶出プロフィルが示されている）。ブルー
デキストラン2000（2MDa参照標準物）溶出ピークが表示されている。図13Bは、抗H5(ベト
ナム)抗体（H5用）を用いたイムノブロッティングによるヘマグルチニンの存在について
の溶出分画の分析を示す。図13Cは、抗インフルエンザA抗体による溶出分画のH1について
の分析を示す。図13Dは、抗インフルエンザA抗体による可溶性H1についての溶出分画の分
析を示す。図13Eは、抗インフルエンザA抗体による溶出分画のH1ロゼットについての分析
を示す。図13Fは、抗インフルエンザA抗体による溶出分画のH1＋M1についての分析を示す
。
【図１４Ａ】図14はシュクロースグラディエント遠心によるインフルエンザH5構造物の濃
縮、及びヘマグルチニン濃縮分画の電子顕微鏡試験を示す。図14Aは、シュクロース濃度
勾配遠心から得た分画の性状決定を示す。抗H5(ベトナム)抗体を用いイムノブロッティン
グによって、H5の存在について（上段パネル）並びにそれらの相対的タンパク質含有量及
び血球凝集能力について（グラフ）各分画を分析した。
【図１４Ｂ】図14Bは、シュクロースグラディエント遠心の17、18及び19分画プールの陰
性染色透過電子顕微鏡試験を示す。バーは100nmを表す。
【図１５Ａ】図15はインフルエンザH5 VLPの精製を示す。図15Aは、タンパク質含有物の
クマシーブルー染色SDS-PAGE分析を示す：清澄化工程－レーン1＝粗抽出物、レーン2＝pH
6調整抽出物、レーン3＝熱処理抽出物、レーン4＝DEろ過抽出物；フェチュイン親和性精
製工程－レーン5＝ローディング、レーン6＝洗浄、レーン7＝溶出（10ｘ濃縮）。
【図１５Ｂ】図15Bは、精製H5 VLPサンプルの陰性染色透過電子顕微鏡試験を示す。バー
は100nmを表す。
【図１５Ｃ】図15Cは、構造の詳細を示すために拡大した単離H5 VLPを示す。
【図１５Ｄ】図15Dは、A/ベトナム/1203/2004（H5N1）株のHAに対して作製したウサギポ
リクローナル抗体を用いたクマシー染色還元SDS-PAGE（レーンA）及びウェスタンブロッ
ト（レーンB）におけるH5 VLP生成物を示す。
【図１６】インフルエンザAウイルス（A/ニューカレドニア/20/99（H1N1））ヘマグルチ
ニン（HA）遺伝子のヌクレオチド配列（完全コード）を示す。GenBankアクセッションNo.
 AY289929（配列番号:33）。
【図１７】タンパク質ジスルフィドイソメラーゼのメディカゴ・サチヴァ（Medicago sat
iva）mRNAのヌクレオチド配列を示す。GenBankアクセッションNo. Z11499（配列番号:34
）。
【図１８】インフルエンザAウイルス（A/プエルトリコ/8/34（H1N1））セグメント7のヌ
クレオチド配列（完全な配列）を示す。GenBankアクセッションNo. NC_002016.1（配列番
号:35）。
【図１９】H5産生組織の陽性染色透過電子顕微鏡観察によるVLP蓄積の局在を示す。CW：
細胞壁、ch：クロロプラスト、pm：形質膜、VLP：ウイルス様粒子。バーは100nmを表す。
【図２０】図20は植物生成インフルエンザH5 VLP又は組換え可溶性HAでワクチン接種した
Balb/cマウスでの追加免疫14日後の血清抗体応答の誘発を示す。
【図２０Ａ】図20（A）：筋肉内注射により免疫したマウスの抗体応答。
【図２０Ｂ】図20（B）：鼻内投与により免疫したマウスの抗体応答。抗体応答は、不活
化完全H5N1ウイルス（A/インドネシア/5/05）に対して測定した。GMT：相乗平均力価。値
は、1群につき5匹のマウスの逆終末点力価のGMT（log2）である。バーは平均偏差を表す
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。* 組換え可溶性HAと比較してp＜0.05。
【図２１Ａ】図21は植物生成インフルエンザH5 VLP又は組換え可溶性HAでワクチン接種し
たBalb/cマウスでの追加免疫14日後の血球凝集阻害抗体応答（HAI）を示す。図21（A）：
筋肉内注射により免疫したマウスの抗体応答。
【図２１Ｂ】図21（B）：鼻内投与により免疫したマウスの抗体応答。HAI抗体応答は、不
活化完全H5N1ウイルス（A/インドネシア/5/05）を用いて測定した。GMT：相乗平均力価。
値は、1群につき5匹のマウスの逆終末点力価のGMT（log2）である。バーは平均偏差を表
す。組換え可溶性HAと比較して* p＜0.05、** p＜0.01。
【図２２Ａ】図22はVLPのマウスにおける免疫原性に対するアジュバントの効果を示す。
図22（A）：筋肉内注射により免疫されたマウスにおけるミョウバンの効果。
【図２２Ｂ】図22（B）：鼻内投与により免疫されたマウスにおけるキトサンの効果。HAI
抗体応答は、不活化完全H5N1ウイルス（A/インドネシア/5/05）を用いて測定した。GMT：
相乗平均力価。値は、1群につき5匹のマウスの逆終末点力価のGMT（log2）である。バー
は平均偏差を表す。* 対応する組換え可溶性HAと比較してp＜0.05。
【図２３Ａ】図23はVLP投与に対する抗体応答を示す。図23（A）：筋肉内注射によりワク
チン接種したマウスでの追加免疫後30日の抗インドネシア/5/05免疫グロブリンアイソタ
イプ。値は、1群につき5匹のマウスの逆終末点力価のGMT（log2）である。コーティング
薬剤として完全不活化ウイルスウィ用いELISAを実施した。バーは平均偏差を表す。対応
する組換え可溶性HAと比較して* p＜0.05、** p＜0.01。
【図２３Ｂ】図23（B）：完全不活化ウイルスに対する抗体力価。全ての群が陰性コント
ロールと統計的に異なっている。
【図２４】最初の投与後2週間（週2）、追加免疫後14日（週5）、又は追加免疫後30日（
週7）の同種の完全不活化ウイルス（A/インドネシア/5/05）に対する抗体力価を示す。GM
T：相乗平均力価。値は、1群につき5匹のマウスの逆終末点力価のGMT（log2）である。* 
組換え可溶性HAと比較してp＜0.05。
【図２５Ａ】図25は血清抗体のin vitro交差反応性を示す。（A）完全不活化ウイルスに
対する抗体力価。
【図２５Ｂ】（B）種々の完全不活化ウイルスに対する血球凝集阻害力価。値は、1群につ
き5匹のマウスの逆終末点力価のGMT（log2）である。バーは平均偏差を表す。全ての群が
陰性コントロールと統計的に異なっている。対応する組換え可溶性HAと比較して* p＜0.0
5、** p＜0.01。
【図２６Ａ】図26は植物生成H5 VLPの有効性を示す。（A）インフルエンザ株A/トルコ/58
2/06（H5N1）の10LD50（4.09ｘ105 CCID50）によるチャレンジ後のマウスの生存率。
【図２６Ｂ】（B）チャレンジ後の免疫マウスの体重。値は生存マウスの平均体重である
。
【図２７Ａ】図27は植物由来インフルエンザVLPの起源を示す。（A）精製インフルエンザ
VLPの極性脂質組成。タンパク質40μg相当量に含まれる脂質を記載のようにVLPから抽出
し、HP-TLCで分離し、高度に精製したタバコの形質膜（PM）から単離した脂質の泳動プロ
フィルと比較した。脂質の略語は以下のとおりである：DGDG、ジガラクトシルジアシルグ
リセロール；gluCER、グルコシル-セラミド；PA、リン酸（phosphatic acid）；PC、ホス
ファチジルコリン；PE、ホスファチジルエタノールアミン；PG、ホスファチジルグリセロ
ール；PI、ホスファチジルイノシトール；PS、ホスファチジルセリン；SG、ステリル-グ
リコシド。
【図２７Ｂ】（B）精製インフルエンザVLPの中性脂質組成。タンパク質20μg相当量に含
まれる脂質を記載のようにVLPから抽出し、HP-TLCで分離し、シトステロールの泳動と比
較した。
【図２７Ｃ】（C）精製VLP並びにタバコの葉（PML）及びBY2タバコ細胞（PMBY2）由来の
高度精製PMの形質膜マーカープロトンポンプATPase（PMA）の免疫的検出。18マイクログ
ラムのタンパク質を各レーンにロードした。
【図２８】クローン774（A/ブリスベーン/59/2007（H1N1）のヌクレオチド配列（配列番
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号:36））のDraIIIからSacI部位に及ぶ配列を示す。コード配列は、プラストシアニン調
節領域（5’末端のDraIII制限部位で始まる）及び終止コドンと3’末端のSacI部位によっ
てフランキングされている。制限部位には下線が付されている。ATGは太字で下線が付さ
れている。
【図２９】クローン775（A/ソロモン諸島3/2006（H1N1）のヌクレオチド配列（配列番号:
37））のDraIIIからSacI部位に及ぶ配列を示す。コード配列は、プラストシアニン調節領
域（5’末端のDraIII制限部位で始まる）及び終止コドンと3’末端のSacI部位によってフ
ランキングされている。制限部位には下線が付されている。ATGは太字で下線が付されて
いる。
【図３０】クローン776（A/ブリスベーン10/2007（H1N1）のヌクレオチド配列（配列番号
:38））のDraIIIからSacI部位に及ぶ配列を示す。コード配列は、プラストシアニン調節
領域（5’末端のDraIII制限部位で始まる）及び終止コドンと3’末端のSacI部位によって
フランキングされている。制限部位には下線が付されている。ATGは太字で下線が付され
ている。
【図３１】クローン777（A/ウィスコンシン/67/2006（H3N2）のヌクレオチド配列（配列
番号:39））のDraIIIからSacI部位に及ぶ配列を示す。コード配列は、プラストシアニン
調節領域（5’末端のDraIII制限部位で始まる）及び終止コドンと3’末端のSacI部位によ
ってフランキングされている。制限部位には下線が付されている。ATGは太字で下線が付
されている。
【図３２】クローン778（B/マレーシア/2506/2004のヌクレオチド配列（配列番号:40））
のDraIIIからSacI部位に及ぶ配列を示す。コード配列は、プラストシアニン調節領域（5
’末端のDraIII制限部位で始まる）及び終止コドンと3’末端のSacI部位によってフラン
キングされている。制限部位には下線が付されている。ATGは太字で下線が付されている
。
【図３３】クローン779（B/フロリダ/4/2006のヌクレオチド配列（配列番号:41））のDra
IIIからSacI部位に及ぶ配列を示す。コード配列は、プラストシアニン調節領域（5’末端
のDraIII制限部位で始まる）及び終止コドンと3’末端のSacI部位によってフランキング
されている。制限部位には下線が付されている。ATGは太字で下線が付されている。
【図３４】クローン780（A/視bがポール/1/57（H2N2）のヌクレオチド配列（配列番号:42
））のDraIIIからSacI部位に及ぶ配列を示す。コード配列は、プラストシアニン調節領域
（5’末端のDraIII制限部位で始まる）及び終止コドンと3’末端のSacI部位によってフラ
ンキングされている。制限部位には下線が付されている。ATGは太字で下線が付されてい
る。
【図３５】クローン781（A/アンフイ/1/2005（H5N1）のヌクレオチド配列（配列番号:43
））のDraIIIからSacI部位に及ぶ配列を示す。コード配列は、プラストシアニン調節領域
（5’末端のDraIII制限部位で始まる）及び終止コドンと3’末端のSacI部位によってフラ
ンキングされている。制限部位には下線が付されている。ATGは太字で下線が付されてい
る。
【図３６】クローン782（A/ベトナム/1194/2004（H5N1）のヌクレオチド配列（配列番号:
44））のDraIIIからSacI部位に及ぶ配列を示す。コード配列は、プラストシアニン調節領
域（5’末端のDraIII制限部位で始まる）及び終止コドンと3’末端のSacI部位によってフ
ランキングされている。制限部位には下線が付されている。ATGは太字で下線が付されて
いる。
【図３７】クローン783（A/コガモ/香港/W312/97（H6N1）のヌクレオチド配列（配列番号
:45））のDraIIIからSacI部位に及ぶ配列を示す。コード配列は、プラストシアニン調節
領域（5’末端のDraIII制限部位で始まる）及び終止コドンと3’末端のSacI部位によって
フランキングされている。制限部位には下線が付されている。ATGは太字で下線が付され
ている。
【図３８】クローン784（A/ウマ/プラハ/56（H7N7）のヌクレオチド配列（配列番号:46）
）のDraIIIからSacI部位に及ぶ配列を示す。コード配列は、プラストシアニン調節領域（
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5’末端のDraIII制限部位で始まる）及び終止コドンと3’末端のSacI部位によってフラン
キングされている。制限部位には下線が付されている。ATGは太字で下線が付されている
。
【図３９】クローン785（A/香港/1037/99（H9N2）のヌクレオチド配列（配列番号:47））
のDraIIIからSacI部位に及ぶ配列を示す。コード配列は、プラストシアニン調節領域（5
’末端のDraIII制限部位で始まる）及び終止コドンと3’末端のSacI部位によってフラン
キングされている。制限部位には下線が付されている。ATGは太字で下線が付されている
。
【図４０Ａ】図40Aは、クローン774（A/ブリスベーン/59/2007（H1N1））から翻訳された
ポリペプチドのアミノ酸配列（配列番号:48）を示す。クローン774のオープンリーディン
グフレームは、図28に表示したATGで開始する。
【図４０Ｂ】図40Bは、クローン775（A/ソロモン諸島3/2006（H1N1））から翻訳されたポ
リペプチドのアミノ酸配列（配列番号:49）を示す。クローン775のオープンリーディング
フレームは、図29に表示したATGで開始する。
【図４１Ａ】図41Aは、クローン776（A/ブリスベーン/10/2007（H3N2））から翻訳された
ポリペプチドのアミノ酸配列（配列番号:50）を示す。クローン776のオープンリーディン
グフレームは、図30に表示したATGで開始する。
【図４１Ｂ】図41Bは、クローン777（A/ウィスコンシン/67/2005（H3N2））から翻訳され
たポリペプチドのアミノ酸配列（配列番号:51）を示す。クローン777のオープンリーディ
ングフレームは、図31に表示したATGで開始する。
【図４２Ａ】図42Aは、クローン778（B/マレーシア/2506/2004）から翻訳されたポリペプ
チドのアミノ酸配列（配列番号:52）を示す。クローン778のオープンリーディングフレー
ムは、図32に表示したATGで開始する。
【図４２Ｂ】図42Bは、クローン779（B/フロリダ/4/2006）から翻訳されたポリペプチド
のアミノ酸配列（配列番号:53）を示す。クローン779のオープンリーディングフレームは
、図33に表示したATGで開始する。
【図４３Ａ】図43Aは、クローン780（A/シンガポール/1/57（H2N2））から翻訳されたポ
リペプチドのアミノ酸配列（配列番号:54）を示す。クローン780のオープンリーディング
フレームは、図34に表示したATGで開始する。
【図４３Ｂ】図43Bは、クローン781（A/アンフイ/1/2005（H5N1））から翻訳されたポリ
ペプチドのアミノ酸配列（配列番号:55）を示す。クローン781のオープンリーディングフ
レームは、図35に表示したATGで開始する。
【図４４Ａ】図44Aは、クローン782（A/ベトナム/1194/2004（H5N1））から翻訳されたポ
リペプチドのアミノ酸配列（配列番号:56）を示す。クローン782のオープンリーディング
フレームは、図36に表示したATGで開始する。
【図４４Ｂ】図44Bは、クローン783（A/コガモ/香港/W312/97（H6N1））から翻訳された
ポリペプチドのアミノ酸配列（配列番号:57）を示す。クローン783のオープンリーディン
グフレームは、図37に表示したATGで開始する。
【図４５Ａ】図45Aは、クローン784（A/ウマ/プラハ/56（H7N7））から翻訳されたポリペ
プチドのアミノ酸配列（配列番号:58）を示す。クローン784のオープンリーディングフレ
ームは、図38に表示したATGで開始する。
【図４５Ｂ】図45Bは、クローン785（A/香港/1073/99（H9N2））から翻訳されたポリペプ
チドのアミノ酸配列（配列番号:59）を示す。クローン785のオープンリーディングフレー
ムは、図39に表示したATGで開始する。
【図４６】サイズ排除クロマトグラフィーに続く植物生成VLPの溶出分画の免疫的検出（
ウェスタンブロット）を示す。ヘマグルチニン亜型H1、H2、H5、H6及びH9が示されている
。ヘマグルチニンは、VLPの溶出に対応する分画7－14で検出される。
【図４７】毎年流行する株に由来する一連のH1ヘマグルチニンの発現のイムノブロット分
析を示す。レーン1及び2にそれぞれ10μg及び20μgのタンパク質抽出物をロードした。
【図４８】潜在的大流行株に由来する一連のH5ヘマグルチニンの発現のイムノブロット分
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析を示す。レーン1及び2にそれぞれ10μg及び20μgのタンパク質抽出物をロードした。
【図４９】AGL1/660によりアグロバクテリア浸透を実施したニコチアナ・タバクム（Nico
tiana tabacum）の葉のタンパク質抽出物中のA/インドネシア/5/2005株由来のH5のイムノ
ブロットを示す。2つの植物に浸透を実施し、各植物から得た10及び20μgのタンパク質抽
出物をレーン1及び2にそれぞれロードした。
【図５０Ａ】図50は血清抗体のin vitro交差反応性を示す。（A）植物生成インフルエン
ザH5 VLPによる第1回の免疫後14日におけるフェレット血清中の血球凝集阻害（HI）力価
。HAI抗体応答は、以下の不活化完全H5N1ウイルスを用いて測定した：A/シチメンチョウ/
トルコ/1/05、A/ベトナム/1194/04、A/アンフイ/5/05及び同種株A/インドネシア/５/05。
値は、1群につき5匹のフェレットの逆終末点力価のGMT（log2）である。斜線－A/インド
ネシア/6/06（クレード2.1.3）；市松模様－A/シチメンチョウ/トルコ/1/05（クレード2.
2）；白棒線－A/ベトナム/1194/04（クレード1）；黒棒線－A/アンフイ/5/05。応答個体
が表示されている。バーは平均偏差を表す。
【図５０Ｂ】（B）植物生成インフルエンザH5 VLPによる2回目の追加免疫後14日における
フェレット血清中の血球凝集阻害（HI）力価。HAI抗体応答は、以下の不活化完全H5N1ウ
イルスを用いて測定した：A/シチメンチョウ/トルコ/1/05、A/ベトナム/1194/04、A/アン
フイ/5/05及び同種株A/インドネシア/５/05。値は、1群につき5匹のフェレットの逆終末
点力価のGMT（log2）である。斜線－A/インドネシア/6/06（クレード2.1.3）；市松模様
－A/シチメンチョウ/トルコ/1/05（クレード2.2）；白棒線－A/ベトナム/1194/04（クレ
ード1）；黒棒線－A/アンフイ/5/05。応答個体が表示されている。バーは平均偏差を表す
。
【図５１】アルファルファプラストシアニンプロモータ及び5’UTR、A/インドネシア/5/2
005由来H5のヘマグルチニンコード配列（構築物#660）、アルファルファプラストシアニ
ン3’UTR及びターミネータ配列を含むHA発現カセットの核酸配列を示す。
【図５２】アルファルファプラストシアニンプロモータ及び5’UTR、A/ニューカレドニア
/20/1999由来H1のヘマグルチニンコード配列（構築物#540）、アルファルファプラストシ
アニン3’UTR及びターミネータ配列を含むHA発現カセットの核酸配列を示す。
【図５３】アルファルファプラストシアニンプロモータ及び5’UTR、A/ブリスベーン/59/
2007由来H1のヘマグルチニンコード配列（構築物#774）、アルファルファプラストシアニ
ン3’UTR及びターミネータ配列を含むHA発現カセットの核酸配列を示す。
【図５４】アルファルファプラストシアニンプロモータ及び5’UTR、A/ソロモン諸島/3/2
006（H1N1）由来H1のヘマグルチニンコード配列（構築物#775）、アルファルファプラス
トシアニン3’UTR及びターミネータ配列を含むHA発現カセットの核酸配列を示す。
【図５５】アルファルファプラストシアニンプロモータ及び5’UTR、A/シンガポール/1/5
7（H2N2）由来H2のヘマグルチニンコード配列（構築物#780）、アルファルファプラスト
シアニン3’UTR及びターミネータ配列を含むHA発現カセットの核酸配列を示す。
【図５６】アルファルファプラストシアニンプロモータ及び5’UTR、A/アンフイ/1/2005
（H5N1）由来H5のヘマグルチニンコード配列（構築物#781）、アルファルファプラストシ
アニン3’UTR及びターミネータ配列を含むHA発現カセットの核酸配列を示す。
【図５７】アルファルファプラストシアニンプロモータ及び5’UTR、A/ベトナム/1194/20
04（H5N1）由来H5のヘマグルチニンコード配列（構築物#782）、アルファルファプラスト
シアニン3’UTR及びターミネータ配列を含むHA発現カセットの核酸配列を示す。
【図５８】アルファルファプラストシアニンプロモータ及び5’UTR、A/コガモ/香港/W312
/97（H6N1）由来H6のヘマグルチニンコード配列（構築物#783）、アルファルファプラス
トシアニン3’UTR及びターミネータ配列を含むHA発現カセットの核酸配列を示す。
【図５９】アルファルファプラストシアニンプロモータ及び5’UTR、A/香港/1073/99（H9
N2）由来H9のヘマグルチニンコード配列（構築物#785）、アルファルファプラストシアニ
ン3’UTR及びターミネータ配列を含むHA発現カセットの核酸配列を示す。
【図６０】アルファルファプラストシアニンプロモータ及び5’UTR、A/ブリスベーン/10/
2007（H3N2）由来H3のヘマグルチニンコード配列、アルファルファプラストシアニン3’U
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TR及びターミネータ配列を含むHA発現カセットの核酸配列を示す。
【図６１】アルファルファプラストシアニンプロモータ及び5’UTR、A/ウィスコンシン/6
7/2005（H3N2）由来H3のヘマグルチニンコード配列、アルファルファプラストシアニン3
’UTR及びターミネータ配列を含むHA発現カセットの核酸配列を示す。
【図６２】アルファルファプラストシアニンプロモータ及び5’UTR、A/ウマ/プラハ/56（
H7N7）由来H7のヘマグルチニンコード配列、アルファルファプラストシアニン3’UTR及び
ターミネータ配列を含むHA発現カセットの核酸配列を示す。
【図６３】アルファルファプラストシアニンプロモータ及び5’UTR、B/マレーシア/2506/
2004由来HAのヘマグルチニンコード配列、アルファルファプラストシアニン3’UTR及びタ
ーミネータ配列を含むHA発現カセットの核酸配列を示す。
【図６４】アルファルファプラストシアニンプロモータ及び5’UTR、B/フロリダ/4/2006
由来HAのヘマグルチニンコード配列、アルファルファプラストシアニン3’UTR及びターミ
ネータ配列を含むHA発現カセットの核酸配列を示す。
【図６５】A/ニューカレドニア/20/99（H1N1）のHA（配列番号:33によってコードされる
）、A/ブリスベーン/59/2007（H1N1）のHA（配列番号:48）、A/ソロモン諸島/3/2006（H1
N1）のHA（配列番号:49）、及び配列番号:9のコンセンサスアミノ酸配列（配列番号:74）
を示す。X1（3位）はA又はV；X2（52位）はD又はN；X3（90位）はK又はR；X4（99位）はK
又はT；X5（111位）はY又はH；X6（145位）はV又はT；X7（154位）はE又はK；X8（161位
）はR又はK；X9（181位）はV又はA；X10（203位）はD又はN；X11（205位）はR又はK；X12
（210位）はT又はK；X13（225位）はR又はK；X14（268位）はW又はR；X15（283位）はT又
はN；X16（290位）はE又はK；X17（432位）はI又はL；X18（489位）はN又はDである。
【図６６】配列番号:33によってコードされるH1ニューカレドニア（AAP34324.1）のアミ
ノ酸配列を示す。
【図６７】配列番号:35によってコードされるH1プエルトリコ（NC_0409878.1）のアミノ
酸配列を示す。
【発明を実施するための形態】
【００１８】
　本発明はウイルス様粒子の製造に関する。より具体的には、本発明はインフルエンザ抗
原を含むウイルス様粒子の製造を目的とする。
　以下の記載は好ましい実施態様である。
　本発明は、エンベロープを有するウイルスの抗原（例えばインフルエンザヘマグルチニ
ン（HA））をコードするヌクレオチド配列（前記は植物中で活性な調節領域と機能的に連
結されている）を含む核酸を提供する。
　さらにまた、本発明は植物中でウイルス様粒子（VLP）を製造する方法を提供する。前
記方法は、植物中で活性な調節領域に機能的に連結された、抗原をコードする核酸を植物
又はその部分に導入する工程、及び前記核酸の発現を許容する条件下で前記植物又は植物
の部分をインキュベートし、それによってVLPを製造する工程を必要とする。
　VLPはインフルエンザウイルスから製造できる。しかしながら、VLPはまた、形質膜から
誘導される他のウイルス（麻疹、エボラ、マルブルク及びHIVを含むがただしこれらに限
定されない）から製造することができる。
　本発明は、ヒトに感染することができるインフルエンザウイルスの全ての型を含む。前
記には例えば、非常に一般的なA（H1N1）亜型（例えばA/ニューカレドニア/20/99（H1N1
））、A/インドネシア/5/05亜型（H5N1）（配列番号:60）、並びに前記よりも普遍性が低
いB型（例えば配列番号:26、図10O）及びC型（配列番号:27、図10P）、及び他のインフル
エンザ亜型から得られるHAが含まれる（ただしこれらに限定されない）。他のインフルエ
ンザ亜型のVLPもまた本発明に含まれる。前記は、例えばA/ブリスベーン/59/2007（H1N1
；配列番号:48）、A/ソロモン諸島3/2006（H1N1；配列番号:49）、A/シンガポール/1/57
（H2N2；配列番号:54）、A/アンフイ/1/2005（H5N1；配列番号:55）、A/ベトナム/1194/2
004（H5N1；配列番号:56）、A/コガモ/香港/W312/97（H6N1；配列番号:57）、A/香港/107
3/99（H9N2；配列番号:59）、A/ブリスベーン/10/2007（H3N2；配列番号:50）、A/ウィス
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コンシン/67/2005（H3N2；配列番号:51）、A/ウマ/プラハ/56 （H7N7；配列番号:58）、B
/マレーシア/2506/2004（配列番号:52）、又はB/フロリダ/4/2006（配列番号:53）である
。
【００１９】
　本発明はまた、他の哺乳動物又は宿主動物、例えばヒト、霊長類、ウマ、ブタ、鳥、水
鳥、渡り鳥、ウズラ、アヒル、ガン、家禽、ニワトリ、ラクダ、イヌ科の動物、イヌ、ネ
コ科の動物、ネコ、トラ、ヒョウ、ジャコウネコ、ミンク、イシテン、フェレット、家庭
用ペット、家畜、マウス、ラット、アザラシ、クジラなどに感染するインフルエンザウイ
ルスに関する。
　形質膜誘導ウイルスで発現することができる他の抗原の非限定的な例には以下が含まれ
る：HIVのカプシドタンパク質p24；gp120、gp41（エンベロープタンパク質）、構造タン
パク質VP30及びVP35；フィロウイルス（例えばエボラ又はマルブルク）のGp/SPG（グリコ
シル化必須膜タンパク質）又はHタンパク質、及びパラミクソウイルス（例えば麻疹）のF
タンパク質。
　本発明にはまたインフルエンザ由来VLP（ただし前記に限定されない）が含まれ、前記V
LPは、当該VLPタンパク質が発現される細胞の形質膜から脂質エンベロープを獲得する。
例えば、VLPが植物を土台とする系で発現される場合、VLPは当該細胞の形質膜から脂質エ
ンベロープを獲得することができる。
　一般的には、“脂質”という用語は、脂肪溶解性（親油性）で天然に存在する分子を指
す。前記用語はまた、より具体的に、脂肪酸及びそれらの誘導体（トリ-、ジ-、及びモノ
グリセリド並びにリン脂質を含む）とともに他の脂肪溶解性ステロール含有代謝物質又は
ステロールを指すために用いられる。リン脂質は、糖脂質、ステロール及びタンパク質と
ともに全ての生物学的な膜の主要成分である。リン脂質の例には、ホスファチジルエタノ
ールアミン、ホスファチジルコリン、ホスファチジルイノシトール、ホスファチジルセリ
ンなどが含まれる。ステロールの例には、ズーステロール（例えばコレステロール）及び
フィトステロールが含まれる。200を超えるフィトステロールが多様な植物種で確認され
、もっとも一般的なものは、カンペステロール、スチグマステロール、エルゴステロール
、ブラシカステロール、デルタ-7-スチグマステロール、デルタ-7-アベナステロール、ダ
ウノステロール、シトステロール、24-メチルコレステロール、コレステロール又はベー
タ-シトステロールである。当業者には理解されるところであるが、細胞の形質膜の脂質
組成は、細胞又は当該細胞を提供する生物の培養条件又は生育条件にしたがって変動しえ
る。
【００２０】
　細胞膜は一般的に、脂質二重層を多様な機能のためのタンパク質とともに含む。個々の
脂質の局在的濃縮が脂質二重層で見いだされることがあり、‘リピドラフト’と称される
。理論に拘束されないが、リピドラフトは、エンド及びエキソサイトーシス、ウイルス又
は他の感染性因子の侵入及び放出、細胞間シグナルトランスダクション、細胞又は生物の
他の構造成分（例えば細胞内及び細胞外マトリックス）との相互作用において重要な役割
を有する可能性がある。
　インフルエンザウイルスとの関係では、本明細書で用いられる“ヘマグルチニン”又は
“HA”という用語は、インフルエンザウイルス粒子の外側で見出される糖タンパク質を指
す。HAは膜のホモトリマーI型糖タンパク質であり、一般的にはシグナルペプチド、HA1ド
メイン及びHA2ドメインを含み、後者はC-末端の膜縦断固着部位及び短い細胞質テールを
含む（図1B）。HAをコードするヌクレオチド配列は周知であり、入手可能である。例えば
以下を参照されたい：BioDefence Public Health base（インフルエンザウイルス；URL: 
biohealthbase.org を参照されたい）、又はNational Center for Biotechnology Inform
ation（URL: ncbi.nlm.nih.govを参照されたい）（前記は両者とも参照により本明細書に
含まれる）。
【００２１】
　“ホモトリマー”又は“ホモトリマー型”という用語は、3つのHAタンパク質分子によ
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ってオリゴマーが形成されることを示している。理論に拘束されないが、HAタンパク質は
、約75kDaのモノマー型前駆体タンパク質（HA0）として合成され、前記は表面でアッセン
ブリングして長いトリマータンパク質を形成する。トリマー化が生じる前に、前駆体タン
パク質は、保存された活性化切断部位（融合ペプチドとも称される）で2つのポリペプチ
ド鎖（HA1及びHA2（トランスメンブレン領域を含む））を形成し、前記はジスルフィド結
合によって連結されている。HA1セグメントは長さが328アミノ酸であり、HA2セグメント
は長さが221アミノ酸でありえる。この切断はウイルスの感染性には重要である可能性が
あるが、タンパク質のトリマー化には必須でないかもしれない。宿主細胞の小胞体（ER）
膜内へのHAの挿入、シグナルペプチド切断、及びタンパク質のグリコシル化は共働的翻訳
事象である。HAの正確な再折りたたみには、タンパク質のグリコシル化及び6つの鎖内ジ
スルフィド結合の形成が必要である。HAトリマーはcis-及びtrans-ゴルジ複合体内でアッ
センブリングし、トランスメンブレンドメインがトリマー化プロセスで役割を果たす。ブ
ロメライン処理HAタンパク質の結晶構造（トランスメンブレンドメインを欠く）は、イン
フルエンザ株の間で高度に保存された構造を示した。HAは感染過程で主要な形状変化を受
けることもまた確認された（この過程では、前駆体HA0が2つのポリペプチド鎖HA1及びHA2
に切断されることが必要である）。HAタンパク質は、プロセッシングされても（すなわち
HA1及びHA2ドメインを含む）、プロセッシングされなくてもよい（すなわちHA0ドメイン
を含む）。
　本発明はトランスドメインを含むHAタンパク質の使用に関し、さらにHA1及びHA2ドメイ
ンを含む（例えばHAタンパク質はHA0であっても、HA1及びHA2を含むプロセッシングされ
たHAでもよい）。HAタンパク質は、植物又は植物細胞の発現系を用いたVLPの製造又は形
成で利用することができる。
【００２２】
　本発明のHAは任意の亜型から得ることができる。例えば、HAは、H1、H2、H3、H4、H5、
H6、H7、H8、H9、H10、H11、H12、H13、H14、H15及びH16亜型であってもよい。本発明の
組換えHAはまた、当分野で周知の任意のヘマグルチニン配列（例えば以下を参照されたい
：BioDefence Public Health base（インフルエンザウイルス；URL: biohealthbase.org 
を参照されたい）、又はNational Center for Biotechnology Information（URL: ncbi.n
lm.nih.govを参照されたい））を土台にしたアミノ酸配列を含むことができる。さらにま
た、HAは、1つ以上の新規出現又は新規に同定されたインフルエンザウイルスから単離さ
れたヘマグルチニンの配列を土台にすることができる。
　本発明はまた、1つ以上のインフルエンザ亜型から得られたHAを含むVLPを含む。例えば
、VLPは、以下の亜型に由来する1つ以上のHAを含むことができる：H1（配列番号:28によ
ってコードされる）、H2（配列番号:12によってコードされる）、H3（配列番号:13によっ
てコードされる）、H4（配列番号:14によってコードされる）、H5（配列番号:15によって
コードされる）、H6（配列番号:16によってコードされる）、H7（配列番号:11によってコ
ードされる）、H8（配列番号:17によってコードされる）、H9（配列番号:18によってコー
ドされる）、H10（配列番号:19によってコードされる）、H11（配列番号:20によってコー
ドされる）、H12（配列番号:21によってコードされる）、H13（配列番号:27によってコー
ドされる）、H14（配列番号:23によってコードされる）、H15（配列番号:24によってコー
ドされる）、H16（配列番号:25によってコードされる）、又は前記の組合せ。1つ以上の
インフルエンザ亜型に由来する1つ以上のHAを、植物または昆虫細胞で同時に発現させて
、1つ以上のHAの合成が、1つ以上のインフルエンザ亜型由来のHAの組合せを含むVLPの形
成をもたらすことを担保することができる。HAの組合せの選択は、当該VLPから調製され
るワクチンの使用目的によって決定することができる。例えば、鳥の接種に使用するワク
チンは任意のHA亜型の組合せを含むことができるが、一方、ヒトの接種に有用なVLPは、1
つ以上の亜型H1、H2、H3、H5、H7、H9、H10、N1、N2、N3及びN7の亜型を含むことができ
る。しかしながら、接種物の使用に応じて他の亜型の組合せもまた調製することができる
。
　したがって、本発明は1つ以上のHA亜型を含むVLPを目的とする。
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【００２３】
　本発明はまた、植物中で発現させたときVLPを形成するヘマグルチニンをコードする核
酸を提供する。
　インフルエンザHAタンパク質は、分子量、等電点、サイズ、グリカン補完成分などに関
してある程度の類似性および相違を示す。種々のヘマグルチニンの物理化学的特性は、植
物、昆虫細胞又は酵母系で発現されるHA間の区別を可能にするために有用であり、2つ以
上のHAを単一系で発現させるときは特に有用でありえる。そのような物理化学的特性は表
1に提供される。
【００２４】
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【表１】

【００２５】
　本発明はまた、H1、H5又はH7由来のHAをそれぞれコードするヌクレオチド配列、配列番
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号:28、配列番号:3、配列番号:11；配列番号:28、配列番号:3、配列番号:11とストリンジ
ェントなハイブリダイゼーション条件下でハイブリダイズするヌクレオチド配列；又は配
列番号:28、配列番号:3、配列番号:1の相補物（compliment）とストリンジェントなハイ
ブリダイゼーション条件下でハイブリダイズするヌクレオチド配列を含み、ここで前記ヌ
クレオチド配列は、発現させたときVLPを形成するヘマグルチニンタンパク質をコードし
、前記VLPは対象動物に投与されたとき抗体の産生を誘発する。例えば、植物細胞内での
前記ヌクレオチド配列の発現はVLPを形成し、このVLPは、HA（インフルエンザの1つ以上
の型又は亜型の成熟HA、HA0、HA1又はHA2を含む）と結合することができる抗体の製造に
用いることができる。前記VLPは、対象動物に投与したとき免疫応答を誘発する。
　ストリンジェントなハイブリダイゼーション条件下でのハイブリダイゼーションは当分
野では周知である（例えば以下を参照されたい：Current Protocols in Molecular Biolo
gy, Ausubel et al., eds. 1995 and supplements；Maniatis et al., in Molecular Clo
ning (A Laboratory Manual), Cold Spring Harbor Laboratory, 1982；Sambrook and Ru
ssell, in Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 3rd edition 2001；前記文献の各
々は参照により本明細書に含まれる）。そのようなストリンジェントなハイブリダイゼー
ション条件の1例は以下でもよい：4ｘSSC中で65℃にて約16-20時間のハイブリダイゼーシ
ョン、続いて0.1ｘSSC中で65℃にて1時間の洗浄又は0.1ｘSSC中で65℃にて各20若しくは3
0分間の2回の洗浄。また別のストリンジェントなハイブリダイゼーション条件の例は以下
でもよい：50%ホルムアミド、4ｘSSC中で42℃にて一晩（16－20時間）、続いて0.1ｘSSC
中で65℃にて1時間の洗浄又は0.1ｘSSC中で65℃にて各20若しくは30分間の2回の洗浄、又
は一晩（16－20時間）、又はチャーチリン酸緩衝水溶液（7%のSDS；0.5MのNaPO4緩衝液（
pH7.2）；10mMのEDTA）中で65℃にてハイブリダイゼーション、0.1ｘSSC、0.1%SDS中で50
℃にてそれぞれ20若しくは30分間の2回の洗浄、又は2ｘSSC、0.1%SDS中で65℃にてそれぞ
れ20若しくは30分の2回の洗浄。
【００２６】
　さらにまた、本発明は、H1（配列番号:28）、H5（配列番号:3）又はH7（配列番号:11）
由来のHAをコードするヌクレオチド配列と、約70、75、80、85、87、90、91、92、93、94
、95、96、97、98、99、100%、又はその間の任意の値の配列同一性又は配列類似性を有す
ることを特徴とするヌクレオチドを含み、ここで、前記ヌクレオチド配列は、発現させた
ときVLPを形成するヘマグルチニンをコードし、さらに前記VLPは抗体の産生を誘発する。
例えば、植物細胞内での前記ヌクレオチド配列の発現はVLPを形成し、このVLPは、HA（成
熟HA、HA0、HA1又はHA2を含む）と結合することができる抗体の製造に用いることができ
る。前記VLPは、対象動物に投与したとき免疫応答を誘発する。
　同様に、本発明は、以下の亜型［H1（配列番号:28によってコードされる）、H2（配列
番号:12によってコードされる）、H3（配列番号:13によってコードされる）、H4（配列番
号:14によってコードされる）、H5（配列番号:15によってコードされる）、H6（配列番号
:16によってコードされる）、H7（配列番号:11によってコードされる）、H8（配列番号:1
7によってコードされる）、H9（配列番号:18によってコードされる）、H10（配列番号:19
によってコードされる）、H11（配列番号:20によってコードされる）、H12（配列番号:21
によってコードされる）、H13（配列番号:27によってコードされる）、H14（配列番号:23
によってコードされる）、H15（配列番号:24によってコードされる）、H16（配列番号:25
によってコードされる）（図10Aから10Pを参照）］に関連するHA、及びH1（配列番号:28
によってコードされる）、H2（配列番号:12によってコードされる）、H3（配列番号:13に
よってコードされる）、H4（配列番号:14によってコードされる）、H5（配列番号:15によ
ってコードされる）、H6（配列番号:16によってコードされる）、H7（配列番号:11によっ
てコードされる）、H8（配列番号:17によってコードされる）、H9（配列番号:18によって
コードされる）、H10（配列番号:19によってコードされる）、H11（配列番号:20によって
コードされる）、H12（配列番号:21によってコードされる）、H13（配列番号:27によって
コードされる）、H14（配列番号:23によってコードされる）、H15（配列番号:24によって
コードされる）、H16（配列番号:25によってコードされる）］と約70から100%又はその間
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の任意の値、80から100%又はその間の任意の値、90から100%又はその間の任意の値、又は
95から100%又はその間の任意の値の配列同一性を有することを特徴とするヌクレオチド配
列を含み、前記ヌクレオチドは発現させたときVLPを形成するヘマグルチニンタンパク質
をコードし、前記VLPは抗体の産生を誘発する。例えば、植物細胞内での前記ヌクレオチ
ド配列の発現はVLPを形成し、このVLPは、HA（成熟HA、HA0、HA1又はHA2を含む）と結合
することができる抗体の製造に用いることができる。前記VLPは、対象動物に投与したと
き免疫応答を誘発する。
【００２７】
　“免疫応答”は、一般的には後天的免疫系の応答を指す。後天的免疫系は、一般的に液
性応答及び細胞媒介応答を含む。液性応答は、Bリンパ球系列（B細胞）の細胞で産生され
る、分泌抗体によって媒介される免疫相である。分泌抗体は、侵入微生物（例えばウイル
ス又は細菌）の表面の抗原と結合し、前記抗体は破壊のためにそれら微生物に目印を付け
る。液性免疫は、抗体産生及び抗体産生に付随するプロセスとともに、抗体のエフェクタ
ー機能（Th2細胞活性化及びサイトカイン産生、メモリー細胞生成、ファゴサイトーシス
のオプソニン亢進、病原体排除などを含む）を指すために用いられる。“調節する”又は
“調節”などという用語は、一般的に公知であるか又は用いられるいくつかのアッセイの
いずれか（それらのいくつかは本明細書で実施される）によって決定される、個々の応答
又はパラメータの増加又は低下を指す。
　細胞媒介応答は、抗体を必要としないが、それに代わってマクロファージ、ナチュラル
キラー細胞（NK）、抗原特異的細胞傷害性T-リンパ球、及び種々のサイトカインの放出を
抗原応答で必要とする免疫応答である。細胞媒介免疫は一般的には、何らかのTh細胞活性
化、Tc細胞活性化及びT-細胞媒介応答を指すために用いられる。細胞媒介免疫は、ウイル
ス感染の応答で特に重要である。
　例えば、抗原特異的CD8陽性Tリンパ球の誘発はELISPOTアッセイを用いて測定すること
ができ、CD4陽性T-リンパ球の刺激は増殖アッセイを用いて測定することができる。抗イ
ンフルエンザ抗体力価はELISAアッセイを用いて定量することができる。抗原特異的抗体
又は交差反応性抗体のアイソタイプはまた、抗アイソタイプ抗体（例えば抗IgG、IgA、Ig
E又はIgG）を用いて測定することができる。そのようなアッセイを実施するための方法及
び技術は当分野では周知である。
【００２８】
　血球凝集阻害（HI又はHAI）アッセイはまた、組換えHAによる赤血球（RBC）の凝集を阻
害することができるワクチン又はワクチン組成物によって誘発された抗体の有効性を示す
ために用いることができる。血清サンプルの血球凝集阻害抗体力価は、マイクロタイター
HAIによって判定することができる（Aymard et al. 1973）。いくつかの種のいずれか（
例えばウマ、シチメンチョウ、ニワトリなど）に由来する赤血球を用いることができる。
このアッセイは、VLPの表面のHAトリマーのアッセンブリに関する間接的情報を提供し、H
A上の抗原性部位の適切な提示が確認される。
　交差反応性HAI力価はまた、当該ワクチン亜型と関係を有する他のウイルス株に対する
免疫応答の有効性を示すために用いることができる。例えば、第一の株のワクチン組成物
（例えばA/インドネシア5/05のVLP）で免疫した対象動物の血清を、第二の株の完全ウイ
ルス又はウイルス粒子（例えばA/ベトナム/1194/2004）によるHAIアッセイで用い、HAI力
価を決定することができる。
　サイトカインの有無又はレベルもまた定量することができる。例えば、T-ヘルパー細胞
応答（Th1/Th2）は、ELISA（例えばBD Biosciences OptEIAキット）を用いてIFN-γおよ
びIL-4分泌細胞を測定することによって特徴が明らかにされるであろう。対象動物から入
手される抹消血の単核細胞（PBMC）又は脾臓細胞を培養して、上清を分析してもよい。T
リンパ球はまた、マーカー特異的蛍光標識を用いて蛍光活性化細胞仕分け（FACS）によっ
て定量することができ、その方法は当分野では公知である。
　微量中和アッセイもまた対象動物での免疫応答の特徴を明らかにするために実施するこ
とができる。例えばRoweら（1973）の方法を参照されたい。ウイルス中和力価は、以下を
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含むいくつかの方法によって入手することができる：1）細胞のクリスタルバイオレット
固定／着色に続く溶解プラークの計測（プラークアッセイ）；2）培養中の細胞溶解の顕
微鏡観察；3）ELISA及びNPウイルスタンパク質のスペクトロフォトメーターによる検出（
宿主細胞のウイルス感染に相関する）。
【００２９】
　配列同一性及び配列類似性は、ヌクレオチド配列比較プログラムを用いて決定すること
ができる（前記は例えばDNASISで提供され、例えば、以下のパラメータを用いる（ただし
これらに限定されない）：GAPペナルティ5、トップダイアゴナル数5、固定ギャップペナ
ルティ10、k-tuple 2、フローティングギャップ10、及びウィンドウサイズ5）。しかしな
がら、他の配列比較アラインメント方法、例えばSmith & Waterman（1981, Adv. Appl. M
ath. 2:482）、Needleman & Wunsch（J. Mol. Biol. 48:443, 1970）、Pearson & Lipman
（Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1988, 85:2444）の方法、及びこれらのアルゴリズムのコ
ンピュータによる実行（例えばGAP、BESTFIT、FASTA及びBLAST）又は手動アラインメント
と目視精査も当分野では周知である。
　“ヘマグルチニンドメイン”という用語は、HA0ドメイン又はHA1及びHA2ドメインのど
ちらかを含むペプチドを指す。ヘマグルチニンドメインは、天然に存在するタンパク質で
見出されるシグナルペプチド、トランスメンブレンドメイン又は細胞質テールを含まない
。
　“ウイルス様粒子”（VLP）又は“VLP”という用語は、セルフアッセンブリングし、構
造タンパク質（例えばインフルエンザHAタンパク質）を含む構造物を指す。VLPは、一般
的には、感染で生成されるビリオンと形態学的及び抗原的に類似するが、複製に十分な遺
伝情報を欠き、したがって非感染性である。いくつかの事例では、VLPはただ1種のタンパ
ク質又は１つよりも多いタンパク質種を含むことができる。2つ以上のタンパク質種を含
むVLPについては、前記タンパク質種は同じウイルス種に由来してもよく、又は異なる種
、属、亜科又は科のウイルス（ICTVの命名法によって指定される）に由来するタンパク質
を含んでいてもよい。他の例では、VLPを構成する1つ以上のタンパク質種は、天然に存在
する配列から改変されてあってもよい。VLPは、植物及び昆虫宿主細胞を含む適切な宿主
細胞で製造することができる。宿主細胞の抽出後、並びに適切な条件下での単離及び更な
る精製時に際して、VLPは完全な構造物として精製することができる。
【００３０】
　本発明にしたがってインフルエンザ由来タンパク質から生成されるVLPはM1タンパク質
を含まない。M1タンパク質は、VLP調製物の夾雑物であるRNAと結合することが知られてい
る（Wakefiwld and Brownlee, 1989）。VLP製品についての規制承認を得ようとするとき
、RNAの存在は望ましくなく、したがってRNAを欠くVLP調製物は有利でありえる。
　本発明のVLPは、タンパク質をシアリル化する能力を欠く（例えばシアリダーゼを欠く
）ことを特徴とする宿主細胞、例えば植物細胞、昆虫細胞、菌類及び他の生物で製造する
ことができる。前記他の生物には、グリコフォーラムで同定された、海綿動物、空腸動物
、環形動物、節足動物、軟体動物、線形動物、輪形動物、板形動物、毛顎動物、触手動物
、クラミジア、スピロヘータ、グラム陽性細菌、シアノバクテリア、古細菌が含まれる（
例えば以下を参照されたい： URL: glycoforum.gr.jp/science/word/evolution/ES-A03E.
html）。本明細書の記載にしたがって生成されるVLPは典型的にはノイラミニダーゼ（NA
）を含まない。しかしながら、HA及びNAを含むVLPが所望される場合は、NAはHAと同時発
現させることができる。
　本発明のいくつかの特徴にしたがって植物中で製造されるVLPは、植物由来脂質と複合
体を形成することができる。前記VLPはHA0、HA1又はHA2ペプチドを含むことができる。植
物由来脂質は脂質二重層の形態を有することができ、さらにVLPを取り巻くエンベロープ
を構成することができる。植物由来脂質は、VLPが生成される植物形質膜の脂質成分を含
むことができ、前記成分にはホスファチジルコリン（PC）、ホスファチジルエタノールア
ミン（PE）、グリコスフィンゴ脂質、フィトステロール又は前記の組合せが含まれる（た
だしこれらに限定されない）。植物由来脂質は、また別には‘植物脂質’と称することが
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できる。フィトステロールの例は当分野では公知であり、例えばスチグマステロール、シ
トステロール、24-メチルコレステロール、及びコレステロールである。例えばMongrand
ら（2004）の論文を参照されたい。
【００３１】
　VLPは、例えば血球凝集アッセイ、電子顕微鏡検査、又はサイズ排除クロマトグラフィ
ーによって構造及びサイズについて判定することができる。
　サイズ排除クロマトグラフィーのために、凍結粉砕植物組織を抽出緩衝液中でサンプル
を均質化（Polytron）し、さらに不溶性物質を遠心により除去することによって全可溶性
タンパク質を植物組織から抽出することができる。PEGによる沈殿もまた有益でありえる
。可溶性タンパク質を定量し、抽出物をSephacrylTMカラムに通す。ブルーデキストラン2
000を目盛り付け標準物質として用いることができる。クロマトグラフィーに続いて、分
画をイムノブロッティングによってさらに分析し、分画中のタンパク質補完物を決定する
ことができる。
　理論に拘束されないが、種々の動物のRBCと結合するHAの能力は、シアリル酸α2,3又は
α2,3に対するHAの親和性、及びRBC表面のこれらシアリル酸の存在によって発揮される。
インフルエンザウイルスのウマ及びトリHAは、いくつかの種（シチメンチョウ、ニワトリ
、アヒル、モルモット、ヒト、ヒツジ、ウマ及びウシを含む）の全ての赤血球を凝集させ
るが、一方、ヒトHAはシチメンチョウ、ニワトリ、アヒル、モルモット、ヒト及びヒツジ
の血球と結合するであろう（さらに以下を参照されたい：T. Ito et al. 1997, Virology
, 227:493-499；及びR. Medeiros et al. 2001, Virology, 289:74-85）。種々のインフ
ルエンザ株のHAの種反応性の例は表2A及び表2Bに示されている。
【００３２】
表2A：季節性インフルエンザ選択株のHAが結合するRBC種

【００３３】
表2B：大流行型インフルエンザ選択株のHAが結合するRBC種

【００３４】
　本明細書で用いられる、“タンパク質”は一般的にペプチド結合によって連結されたア
ミノ酸の鎖を指す。前記は折りたたまれて二次、三次又は四次構造を形成し、個々の形態
を完成させることができる。また別に、ポリペプチド、ペプチド又はペプチドフラグメン
トという用語を類似の関係で用いることができる。
　タンパク質、融合タンパク質又はポリペプチドのフラグメント又は部分は、個々のタン
パク質又はポリペプチドのアミノ酸補完成分のサブセットを含むペプチド又はポリペプチ
ドを含むが、ただし、前記フラグメントは発現させたときVLPを形成することができるこ
とを条件とする。例えば、フラグメントは、抗原性領域、ストレス応答誘発領域、又はタ
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ンパク質若しくはポリペプチドの機能的ドメインを含む領域を含む。フラグメントはまた
同じ総括的ファミリーのタンパク質と共通の領域又はドメインを含むか、又はフラグメン
トは、当該フラグメントが誘導された完全長タンパク質を特定するために十分なアミノ酸
配列を含むことができる。
　例えば、フラグメント又は部分は、タンパク質の完全長の長さの約60％から約100%、又
はその間の任意の値を含むことができるが、ただし前記フラグメントは発現させたときに
VLPを形成することができることを条件とする。例えば、タンパク質の完全長の長さの約6
0％から約100%、約70％から約100%、約80％から約100%、約90％から約100%、約95％から
約100%、又はその間の任意の値である。あるいは、フラグメント又は部分は、HAに応じて
約150から約500アミノ酸、又はその間の任意の値であることができるが、ただし前記フラ
グメントを発現させたときVLPを形成することができることを条件とする。例えばフラグ
メントは、HAに応じて150から約500アミノ酸、又はその間の任意の値、約250から約500ア
ミノ酸、又はその間の任意の値、約300から約500アミノ酸、又はその間の任意の値、約35
0から約500アミノ酸、又はその間の任意の値、約400から約500、又はその間の任意の値、
約450から約500、又はその間の任意の値であることができるが、ただし前記フラグメント
を発現させたときVLPを形成することができることを条件とする。例えば、HAタンパク質
のC末端、N末端又はN及びC末端の両末端から約5、10、20、30、40又は50アミノ酸、又は
その間の任意の量を除去することができるが、ただし前記フラグメントを発現させたとき
VLPを形成することができることを条件とする。
【００３５】
　与えられたいずれの配列におけるアミノ酸の番号付与も具体的な配列に対応するが、当
業者は、構造及び／又は配列を基準にして配列内の個々のアミノ酸の等価物を容易に決定
できよう。例えば、結晶学のためにあるクローンを構築するときに6つのN末端アミノ酸を
除去した場合、これによって当該アミノ酸の個々の数字的な実体は、（例えばタンパク質
の完全長に対応して）変化するであろうが、構造内のアミノ酸の相対的な位置には変化は
ないであろう。
　1つの配列又は複数の配列の比較はBLASTアルゴリズムを用いて実施することができる（
Altschul et al. 1990, J Mol Biol 215:403-410）。BLASTアルゴリズムは、あるクェリ
ー配列と特定の配列若しくは配列群との比較、又はより大きな配列ライブラリー又は配列
（例えばGenBank又はGenPept）データベースとの比較を可能にし、100%同一を示す配列だ
けでなく同一性の低い配列の識別を可能にする。核酸又はアミノ酸配列はBLASTアルゴリ
ズムを用いて比較することができる。さらにまた、2つ以上の配列の同一性は、配列を一
緒にアラインメントしそれら配列間の％同一性を測定することによって決定することがで
きる。アラインメントは、BLASTアルゴリズム（例えばGenBank（URL: ncbi.nlm.nih.gov/
cgi-bin/BLAST）から入手可能；以下のデフォルトパラメータを使用：プログラム：blast
n；データベースnr；期待値10；フィルター：デフォルト；アラインメント：ペア毎；ク
ェリー遺伝子コード：スタンダード（1））又はBLAST2（EMBL（URL:embl-heidelberg.de/
Services/index.html）から入手可能；以下のデフォルトパラメータを使用：BLOSUM62行
列；フィルター：デフォルト、エコフィルター：on、期待値10、カットオフ：デフォルト
；鎖：両鎖；詳細：50、アラインメント：50；又はFASTA（デフォルトパラメータ使用）
）、又は配列手動比較及び％同一性の算出によって実施することができる。
【００３６】
　本発明は、HAをコードする核酸の植物発現ベクターでのクローニング、及びワクチン製
造に適したインフルエンザVLPの前記植物による生成を述べる（ただしこれらに限定され
ない）。そのような核酸の例には例えば以下が含まれる（ただしこれらに限定されない）
：インフルエンザA/ニューカレドニア/20/99（H1N1）ウイルスHA（例えば配列番号:61）
、A/インドネシア/5/05（H5N1）HA（例えば配列番号:60）、A/ブリスベーン/59/2007（H1
N1）HA（例えば配列番号:36、48、62）、A/ソロモン諸島3/2006 （H1N1）HA（例えば配列
番号:37、49、63）、A/シンガポール/1/57（H2N2）HA（例えば配列番号:42、54、64）、A
/アンフイ/1/2005（H5N1）HA（例えば配列番号:43、55、65）、A/ベトナム/1194/2004（H
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5N1）HA（例えば配列番号:44、56、66）、A/コガモ/香港/W312/97（H6N1）HA（例えば配
列番号:45、57、67）、A/香港/1073/99（H9N2）HA（例えば配列番号:47、59、68）、A/ブ
リスベーン10/2007（H3N2）HA（例えば配列番号:38、50、69）、A/ウィスコンシン/67/20
05（H3N2）HA（例えば配列番号:39、51、70）、A/ウマ/プラハ/56（H7N7）HA（例えば配
列番号:46、58、71）、B/マレーシア/2506/2004 HA（例えば配列番号:40、52、72）、B/
フロリダ/4/2006 HA（例えば配列番号:41、53、73）。これらの株に対する対応するクロ
ーン又は構築物番号は表1に提供されている。配列番号:36－47に対応する核酸配列は、図
28－39に図示されるように、各HA型又は亜型のコード配列の上流でかつ機能的に連結され
たプラストシアニンを含む。配列番号:60－73に対応する核酸配列は、図51－64に図示す
るように、アルファルファプラストシアニンプロモータ及び5’UTR、HAのヘマグルチニン
コード配列、アルファルファプラストシアニン3’UTR及びターミネータ配列を含むHA発現
カセットを含む。
　VLPはまた、組換えインフルエンザ構造タンパク質を含む試薬の製造に用いることがで
きる。前記構造タンパク質は、形質転換宿主細胞（例えば植物細胞又は昆虫細胞）で、セ
ルフアッセンブリングして機能的で免疫原性のホモタイプ巨大分子性タンパク質構造物（
部分的インフルエンザウイルス粒子及びインフルエンザVLPを含む）を形成する。
　したがって、本発明は、VLP及び植物発現系で単一エンベロープタンパク質の発現によ
りウイルスVLPを製造する方法を提供する。前記VLPは、インフルエンザVLPでも、他の形
質膜誘導ウイルス（麻疹、エボラ、マルブルク及びHIVを含むが、ただしこれらに限定さ
れない）から生成されるVLPでもよい。
【００３７】
　当業者に公知の他のエンベロープウイルス（例えばフィロウイルス科（例えばエボラウ
イルス、マルブルクウイルスなど）、パラミクソウイルス科（例えば麻疹ウイルス、流行
性耳下腺炎ウイルス、呼吸器合胞体ウイルス、肺炎ウイルスなど）、レトロウイルス科（
例えばヒト免疫不全ウイルス-1、ヒト免疫不全ウイルス-2、ヒトT細胞白血病ウイルス-1
など）、フラビウイルス科（例えば西ナイル脳炎ウイルス、デング熱ウイルス、C型肝炎
ウイルス、黄熱病ウイルスなど）、ブンヤウイルス科（例えばハンタウイルスなど）、コ
ロナウイルス科（例えばコロナウイルス、SARSなど）を含むがただしこれらに限定されな
い）由来のタンパク質もまた用いることができる。形質膜誘導ウイルスで発現されえる抗
原の非限定的な例には以下が含まれる：HIVのカプシドタンパク質p24；HIV gp120又はgp4
1、エボラウイルスのVP30若しくはVP35、又はマルブルクウイルスのGp/SPGを含むフィロ
ウイルスタンパク質、又は麻疹パラミクソウイルスのHタンパク質若しくはFタンパク質。
例えば、HIVのP24（例えばGenBank参照gi：19172948）は、HIV配列ゲノム（例えばGenBan
k参照gi：9629357）のgag配列の翻訳及び切断によって得られるタンパク質である。HIVの
gp120及びgp41は、HIVウイルスゲノムのenvによってコードされるgp160タンパク質（例え
ばGenBank参照gi：9629363）の翻訳及び切断によって得られる糖タンパク質である。エボ
ラウイルスのVP30（GenPept参照gi：55770813）は、エボラウイルスゲノム（例えばGenBa
nk参照gi：55770807）のvp30配列の翻訳によって得られるタンパク質である。エボラウイ
ルスのVP35（GenPept参照gi：55770809）は、エボラウイルスゲノムのvp35配列の翻訳に
よって得られるタンパク質である。マルブルクウイルスのGp/SGP（GenPept参照gi：29696
5）は、マルブルクウイルスゲノム（GenBank参照gi：158539108）の配列の翻訳によって
得られるタンパク質である。Hタンパク質（GenPept参照gi：9626951）は、麻疹ウイルス
ゲノム（GenBank参照gi：9626945）のH配列のタンパク質である。Fタンパク質（GenPept
参照gi：9626950）は、麻疹ウイルスゲノムのF配列のタンパク質である。
　しかしながら、当業者に公知の他のコートタンパク質も本発明の方法で用いることがで
きる。
【００３８】
　したがって、本発明は、HIV-p24、HIV-gp120、HIV-gp41、エボラウイルス-VP30、エボ
ラウイルス-VP35、マルブルクウイルスGp/SGP、麻疹ウイルス-Hタンパク質、又は麻疹ウ
イルス-Fタンパク質をコードする配列を含む核酸分子を提供する。前記核酸分子は、昆虫
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、酵母又は植物細胞、又は特に植物組織で活性な調節領域と機能的に連結させることがで
きる。
　さらに本発明は、HAをコードする核酸（例えばヒトインフルエンザA/インドネシア/5/0
5ウイルスHA（H5N1）であるが、ただし前記に限定されない）の植物又は昆虫発現ベクタ
ー（例えばバキュロウイルス発現ベクター）でのクローニング及びインフルエンザワクチ
ン候補物又は試薬の製造を提供する。前記候補物又は試薬は、形質転換植物細胞又は形質
転換昆虫細胞で、セルフアッセンブリングして機能的で免疫原性のホモタイプ巨大分子性
タンパク質構造物（部分的インフルエンザウイルス粒子及びインフルエンザVLPを含む）
を形成する組換えインフルエンザ構造性タンパク質を含む。
　インフルエンザ亜型（例えばインフルエンザA/ニューカレドニア/20/99（H1N1）、A/イ
ンドネシア/5/05亜型（H5N1）、A/ブリスベーン/59/2007（H1N1）、A/ソロモン諸島3/200
6（H1N1）、A/シンガポール/1/57（H2N2）、A/アンフイ/1/2005（H5N1）、A/ベトナム/11
94/2004（H5N1）、A/コガモ/香港/W312/97（H6N1）、A/香港/1073/99（H9N2）、A/ブリス
ベーン10/2007（H3N2）、A/ウィスコンシン/67/2005（H3N2）、A/ウマ/プラハ/56（H7N7
）、B/マレーシア/2506/2004、B/フロリダ/4/2006であるが、ただしこれらに限定されな
い）のHAをコードする核酸を、例えばバキュロウイルス発現系を用いて適切な細胞株（例
えばスポドプテラ・フルギペルダ（Spodoptera frugiperda）細胞、例えばSf-9細胞株（A
TCC PTA-4047））で発現させることができる。他の昆虫細胞株もまた用いることができる
。
【００３９】
　あるいは、HAをコードする核酸は植物細胞又は植物中で発現させてもよい。HAをコード
する核酸は、HA RNAを用いて逆転写及びポリメラーゼ連鎖反応（PCR）により合成するこ
とができる。例として、RNAは、ヒトインフルエンザA/ニューカレドニア/20/99（H1N1）
ウイルス若しくはヒトインフルエンザA/インドネシア/5/05（H5N1）ウイルス、又は他の
インフルエンザウイルス、例えばA/ブリスベーン/59/2007（H1N1）、A/ソロモン諸島3/20
06（H1N1）、A/シンガポール/1/57（H2N2）、A/アンフイ/1/2005（H5N1）、A/ベトナム/1
194/2004（H5N1）、A/コガモ/香港/W312/97（H6N1）、A/香港/1073/99（H9N2）、A/ブリ
スベーン10/2007（H3N2）、A/ウィスコンシン/67/2005（H3N2）、A/ウマ/プラハ/56（H7N
7）、B/マレーシア/2506/2004、B/フロリダ/4/2006、又はインフルエンザウイルス感染細
胞から単離することができる。逆転写及びPCRのために、HA RNA（例えばヒトインフルエ
ンザA/ニューカレドニア/20/99（H1N1）ウイルスHA配列若しくはヒトインフルエンザA/イ
ンドネシア/5/05（H5N1）ウイルスHA0配列、又は、インフルエンザ亜型A/ブリスベーン/5
9/2007（H1N1）、A/ソロモン諸島3/2006（H1N1）、A/シンガポール/1/57（H2N2）、A/ア
ンフイ/1/2005（H5N1）、A/ベトナム/1194/2004（H5N1）、A/コガモ/香港/W312/97（H6N1
）、A/香港/1073/99（H9N2）、A/ブリスベーン10/2007（H3N2）、A/ウィスコンシン/67/2
005（H3N2）、A/ウマ/プラハ/56（H7N7）、B/マレーシア/2506/2004、B/フロリダ/4/2006
由来のHAであるが、ただしこれらに限定されない）に特異的なオリゴヌクレオチドプライ
マーを用いることができる。さらにまた、HAをコードする核酸は、当業者に公知の方法を
用いて化学的に合成してもよい。
　得られたこれらの遺伝子のcDNAコピーを、宿主発現系によって要求される適切な発現ベ
クターでクローニングすることができる。植物に適した発現ベクターの例は下記で述べる
が、又は別にはバキュロウイルス発現ベクター、例えばpFastBac1（Invitrogen）（公知
の方法及び製造業者の指示書に提供される情報を用いてpFastBac1系プラスミドで得られ
る）を用いてもよい。
【００４０】
　本発明はさらに、上記に記載のHAをコードする核酸（植物中で作動する調節エレメント
に機能的に連結されている）を含む遺伝子構築物を目的とする。植物細胞で作動し、本発
明にしたがって用いることができる調節エレメントの例には以下が含まれる（ただしこれ
らに限定されない）：プラストシアニン調節領域（US7,125,978；前記文献は参照により
本明細書に含まれる）、又はリブロース1,5-ビスホスフェートカルボキシラーゼ/オキシ
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ゲナーゼ（RuBisco；US4,962,028；前記文献は参照により本明細書に含まれる）、クロロ
フィルa/b結合タンパク質（CAB；Leutwiler et al. 1996；前記文献は参照により本明細
書に含まれる）、ST-LS1（光化学系IIの酸素発生複合体と結合、Stockhausら（1987及び1
989）が記載；前記文献は参照により本明細書に含まれる）。プラストシアニン調節領域
の例は、配列番号:36のヌクレオチド10－85、又は配列番号:37－47のいずれかの配列の類
似の領域を含む配列である。
　構築物が昆虫細胞で発現される場合は、昆虫細胞で作動する調節エレメントの例には、
ポリヘドリンプロモータ（Possee and Howard 1987, Nucleic Acids Research 15:10233-
10248）、gp64プロモータ（Kogan et al. 1995, J Virology 69:1452-1461）などが含ま
れる（ただしこれらに限定されない）。
　したがって、本発明のある特徴は、調節領域及びインフルエンザHAをコードする配列を
含む核酸を提供する。調節領域はプラストシアニン調節エレメントでもよく、インフルエ
ンザHAは、A/ニューカレドニア/20/99（H1N1）、A/インドネシア/5/05亜型（H5N1）、A/
ブリスベーン/59/2007（H1N1）、A/ソロモン諸島3/2006（H1N1）、A/シンガポール/1/57
（H2N2）、A/アンフイ/1/2005（H5N1）、A/ベトナム/1194/2004（H5N1）、A/コガモ/香港
/W312/97（H6N1）、A/香港/1073/99（H9N2）、A/ブリスベーン10/2007（H3N2）、A/ウィ
スコンシン/67/2005（H3N2）、A/ウマ/プラハ/56（H7N7）、B/マレーシア/2506/2004、B/
フロリダ/4/2006を含むインフルエンザ株又は亜型の群から選択することができる。プラ
ストシアニン調節エレメント及びインフルエンザHAを含む核酸配列は、本明細書では配列
番号:36－47によって具体化される。
【００４１】
　インフルエンザウイルスが卵又は哺乳動物細胞（例えばMDCK細胞）で培養されたとき、
又は感染対象動物から単離されたとき、インフルエンザヘマグルチニンのアミノ酸配列又
はそれらをコードする核酸の配列には配列の相違が存在しえることが知られている。その
ような相違の非限定的な例は、実施例18を含む本明細書で図示されている。さらにまた、
当業者には理解されるところであるが、さらに別の変異が発生し続けているので、新たな
別の変型が新しい株から得られるインフルエンザヘマグルチニンで観察されえる。種々の
インフルエンザヘマグルチニン間の公知の配列変動性のために、本発明は、任意のインフ
ルエンザヘマグルチニンを用いて生成することができるVLPを含むが、ただし、当該イン
フルエンザヘマグルチニンが本明細書に記載の宿主で発現させたときVLPを形成すること
を条件とする。
　配列アラインメント及びコンセンサス配列は、当分野で公知のいくつかのソフトパッケ
ージ（例えばMULTALIN（F. Corpet, 1988, Nucl Acids Res, 16(22):10881-10890）のい
ずれかを用いて決定するか、又は配列を手動でアラインメントして配列間の類似性及び相
違を決定してもよい。
【００４２】
　ヘマグルチニンの構造はよく研究されていて、その構造は高度に保存されていることが
知られている。ヘマグルチニン構造を重ね合わせたとき、高度の構造保存が観察される（
rmsd＜2A）。この構造的保存は、アミノ酸配列がいくつかの位置で変異したとしても観察
される（例えば以下を参照されたい：Skehel and Wiley, 2000 Ann Rev Biochem 69:531-
69；Vaccaro et al. 2005）。ヘマグルチニンの領域もまた、例えば以下のとおり良好に
保存されている：
－構造ドメイン：HA0ポリプロテインは切断されて成熟HAが提供される。HAはホモトリマ
ーであって、各モノマーはレセプター結合ドメイン（HA1）及びただ1つのジスルフィド結
合によって連結された膜固着ドメイン（HA2）を含む。HA2サブユニットのN-末端20残基は
またHA融合ドメイン又は配列と称することができる。‘テール’領域（膜エンベロープに
対して内側）もまた存在する。各ヘマグルチニンはこれらの領域又はドメインを含む。個
々の領域又はドメインは典型的には長さが保存されている。
－全てのヘマグルチニンは同じ数及び同じ位置の分子内及び分子間ジスルフィド架橋を含
む。ジスルフィド架橋ネットワークに参画するシステインのアミノ酸上の量及び位置はHA
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間で保存されている。特徴的な分子内及び分子間ジスルフィド架橋を示す構造例、並びに
他の保存アミノ酸及びそれらの相対的位置は、例えばGambliらの論文（Svience 2004, 30
3:1838-1842）に記載されている。典型的構造及び配列には、1RVZ、1RVX、1RVT、1RV0、1
RUY、1RU7が含まれる（タンパク質データバンク（URL: www.rcsb.org）から入手可能）。
－細胞質テール：ヘマグルチニンの大半が保存された位置に3つのシステインを含む。こ
れらのシステインの1つ以上が、翻訳後修飾としてパルミトイル化される可能性がある。
【００４３】
　アミノ酸変動はインフルエンザウイルスのヘマグルチニンで許容される。この変動が切
れ目なく確認される新規な株を提供する。新規な株の感染性は変動しえる。しかしながら
、ヘマグルチニントリマー（続いてVLPを形成する）の形成は維持される。したがって、
本発明は、ヘマグルチニンのアミノ酸配列又はヘマグルチニンアミノ酸配列をコードする
核酸を提供する。前記アミノ酸配列は植物中でVLPを形成し、公知の配列及び開発可能な
変種配列を含む。
　図65はそのような公知の変型例を示している。本図は、以下のH1N1株のHAのコンセンサ
スアミノ酸配列（配列番号:74）を示す：A/ニューカレドニア/20/99（H1N1）（配列番号:
33によってコードされる）、A/ブリスベーン/59/2007（H1N1）（配列番号:48）、A/ソロ
モン諸島3/2006（H1N1）（配列番号:49）及び配列番号:9。X1（3位）はA又はV；X2（52位
）はD又はN；X3（90位）はK又はR；X4（99位）はK又はT；X5（111位）はY又はH；X6（145
位）はV又はT；X7（154位）はE又はK；X8（161位）はR又はK；X9（181位）はV又はA；X10
（203位）はD又はN；X11（205位）はR又はK；X12（210位）はT又はK；X13（225位）はR又
はK；X14（268位）はW又はR；X15（283位）はT又はN；X16（290位）はE又はK；X17（432
位）はI又はL；X18（489位）はN又はDである。
　そのような変型のまた別の例として、A/ニューカレドニア/20/99（H1N1）（配列番号:3
3によってコードされる）、A/ブリスベーン/59/2007（H1N1）（配列番号:48）、A/ソロモ
ン諸島3/2006（H1N1）（配列番号:49）、A/プエルトリコ/8/34（H1N1）及び配列番号:9の
HAの配列アラインメント及びコンセンサス配列が下記の表3に示されている。
【００４４】
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【００４５】
（表３つづき）
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【表３】

【００４６】
　コンセンサス配列は、指定した位置で全ての配列に共通のアミノ酸を小文字で示し、大
文字は少なくとも半分の配列又は大半の配列に共通のアミノ酸を示し、記号！はI又はVの
どちらかであり、記号＄はL又はMのどちらかであり、記号％はF又はYのどちらかであり、
記号＃はN、D、Q、E、B又はZのいずれかであり、記号“”ではアミノ酸は存在せず（例え
ば欠失）、3位のXはA又はVのどちらかであり；52位のXはE又はNのどちらかであり；90位
のXはK又はRであり；99位のXはT又はKであり；111位のXはY又はHのどちらかであり；145
位のXはV又はTのどちらかであり；157位のXはK又はEであり；162位のXはR又はKであり；1
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82位のXはV又はAであり；203位のXはN又はDであり；205位のXはR又はKであり；210位のX
はT又はKであり；225位のXはK又はYであり；333位のXはH又は欠失であり；433位のXはI又
はLであり；49）位のXはN又はDである。
　そのような変型のまた別の例として、A/アンフイ/1/2005（H5N1）（配列番号:55）、A/
ベトナム/1194/2004（H5N1）及びA/インドネシア/5/2006（H5N1）（配列番号:10）のHAの
配列アラインメント及びコンセンサス配列が下記の表4に示されている。
【００４７】
【表４】

【００４８】
（表４つづき）
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【表５】

【００４９】
　コンセンサス配列は、指定した位置で全ての配列に共通のアミノ酸を小文字で示し、大
文字は少なくとも半分の配列又は大半の配列に共通のアミノ酸を示し、記号！はI又はVの
どちらかであり、記号＄はL又はMのどちらかであり、記号％はF又はYのどちらかであり、
記号＃はN、D、Q、E、B又はZのいずれかであり、102位のXはT、V又はAのいずれかであり
；110位のXはS、D又はNのいずれかであり；156位のXはS、K又はTのいずれかである。
　上記に例示したアラインメント及びコンセンサス配列は、植物中でVLPを製造するため
に本発明の多様な実施態様で用いることができる、ヘマグルチニンアミノ酸配列における
非制限的な変型例である。
　各アミノ酸のコドンは当分野では公知であるので、アミノ酸配列をコードする核酸は容
易に決定することができる。したがって、アミノ酸配列の提供は、それをコードする縮退
核酸配列を教示する。したがって、本発明は、本明細書で開示する、例えば以下のインフ
ルエンザ株及び亜型のヘマグルチニンをコードする核酸配列とともに、それらヘマグルチ
ニンをコードする縮退配列を提供する：A/ニューカレドニア/20/99（H1N1）A/インドネシ
ア/5/2006（H5N1）、A/ニワトリ/ニューヨーク/1995、A/カモメ/DE/677/88（H2N8）、A/
テキサス/32/2003、A/マガモ/MN/33/00、A/アヒル/上海/1/2000、A/キタオナガガモ/TX/8
28189/02、A/シチメンチョウ/オンタリオ/6118/68（H8N4）、A/ハシビロガモ/イラン/G54
/03、A/ニワトリ/ドイツ/N/1949（H10N7）、A/アヒル/イギリス/56（H11N6）、A/アヒル/
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アルバータ/60/76（H12N5）、A/カモメ/メリーランド/704/77（H13N6）、A/マガモ/グル
ジェブ/263/82、A/アヒル/オーストラリア/341/83（H15N8）、A/コクトウカモメ/スウェ
ーデン/5/99（H16N3）、B/リー/40、C/ヨハネスブルグ/66、A/プエルトリコ/8/34（(H1N1
)、A/ブリスベーン/59/2007（H1N1）、A/ソロモン諸島3/2006（H1N1）、A/ブリスベーン1
0/2007（H3N2）、A/ウィスコンシン/67/2005（H3N2）、B/マレーシア/2506/2004、B/フロ
リダ/4/2006、A/シンガポール/1/57（H2N2）、A/アンフイ/1/2005（H5N1）、A/ベトナム/
1194/2004（H5N1）、A/コガモ/香港/W312/97（H6N1）、A/ウマ/プラハ/56 （H7N7）、A/
香港/1073/99（H9N2）。
【００５０】
　さらにまた、各アミノ酸のコドンは当分野では公知であるので、核酸配列によってコー
ドされるアミノ酸配列は容易に決定することができる。したがって、核酸の提供は、それ
によってコードされるアミノ酸配列を教示する。したがって、本発明は、本明細書で開示
する、例えば以下のインフルエンザ株及び亜型のヘマグルチニンのアミノ酸配列を提供す
る：A/ニューカレドニア/20/99（H1N1）A/インドネシア/5/2006（H5N1）、A/ニワトリ/ニ
ューヨーク/1995、A/カモメ/DE/677/88（H2N8）、A/テキサス/32/2003、A/マガモ/MN/33/
00、A/アヒル/上海/1/2000、A/キタオナガガモ/TX/828189/02、A/シチメンチョウ/オンタ
リオ/6118/68（H8N4）、A/ハシビロガモ/イラン/G54/03、A/ニワトリ/ドイツ/N/1949（H1
0N7）、A/アヒル/イギリス/56（H11N6）、A/アヒル/アルバータ/60/76（H12N5）、A/カモ
メ/メリーランド/704/77（H13N6）、A/マガモ/グルジェブ/263/82、A/アヒル/オーストラ
リア/341/83（H15N8）、A/コクトウカモメ/スウェーデン/5/99（H16N3）、B/リー/40、C/
ヨハネスブルグ/66、A/プエルトリコ/8/34（(H1N1)、A/ブリスベーン/59/2007（H1N1）、
A/ソロモン諸島3/2006（H1N1）、A/ブリスベーン10/2007（H3N2）、A/ウィスコンシン/67
/2005（H3N2）、B/マレーシア/2506/2004、B/フロリダ/4/2006、A/シンガポール/1/57（H
2N2）、A/アンフイ/1/2005（H5N1）、A/ベトナム/1194/2004（H5N1）、A/コガモ/香港/W3
12/97（H6N1）、A/ウマ/プラハ/56 （H7N7）、A/香港/1073/99（H9N2）。
【００５１】
　植物では、インフルエンザのVLPは形質膜から発芽し（実施例5及び図19を参照されたい
）、したがってVLPの脂質組成はそれらの起源を反映する。本発明にしたがって生成され
るVLPは、植物由来の脂質と複合体を形成した、1つ以上の型又は亜型のインフルエンザの
HAを含む。植物脂質は特定の免疫細胞を刺激し、誘発される免疫応答を強化することがで
きる。植物膜は、脂質、ホスファチジルコリン（PC）及びホスファチジルエタノールアミ
ン（PE）で構成され、さらにまたグリコスフィンゴ脂質、サポニン及びフィトステロール
を含む。さらに、リピドラフトがまた植物形質膜で見出される（これら微小ドメインはス
フィンゴリピド及びステロールに富む）。植物では、多様なフィトステロールが出現する
ことが知られている。前記にはスチグマステロール、シトステロール、24-メチルコレス
テロール及びコレステロールが含まれる（Mongrand et al. 2004）。
　PC及びPEは、グリコスフィンゴリピドと同様に、哺乳動物の免疫細胞（例えば抗原提示
細胞（APC）様樹状細胞及びマクロファージ並びに胸腺及び肝臓のB及びTリンパ球を含む
他の細胞）によって発現されるCD1分子と結合することができる（M. Tsuji, 2006）。CD1
分子は、クラスIの主要組織適合性複合体（MHC）と構造的に類似し、それらの役割はNKT
細胞（ナチュラルキラーT細胞）に糖脂質抗原を提示することである。活性化に際して、N
KT細胞は、先天的な免疫細胞（例えばNK細胞及び樹状細胞）を活性化し、さらにまた後天
的免疫細胞（例えば抗体産生B細胞及びT細胞）を活性化する。
　形質膜には多様なフィトステロールが見出されえる。特異的な補完成分は、種、生育条
件、栄養源、又は病原体の状態（いくつかの因子が挙げられる）に応じて変動しえる。一
般的にはベータ-シトステロールがもっとも豊富なフィトステロールである。
　脂質二重層（例えば形質膜由来エンベロープ）と複合体を形成したインフルエンザVLP
に存在するフィトステロールは、有利なワクチン組成物を提供する。理論に拘束されない
が、脂質二重層（例えば例えば形質膜由来エンベロープ）と複合体を形成した、植物生成
VLPは、他の発現系で生成されたVLPよりも強力な免疫反応を誘発することができ、生又は
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弱毒完全ウイルスワクチンによって誘発される免疫反応と類似しえる。
【００５２】
　したがって、いくつかの実施態様では、本発明は、植物由来脂質二重層と複合体を形成
したVLPを提供する。いくつかの実施態様では、植物由来脂質二重層はVLPのエンベロープ
を含むことができる。
　植物内で生成されたVLPは、植物特異的N-グリカンを含むHAを誘発することができる。
したがって、本発明はまた、植物特異的N-グリカンを有するHAを含むVLPを提供する。
　さらにまた、植物内でのN-グリカンの改変は公知であり（例えばUS60/944,344（前記文
献は参照により本明細書に含まれる））、改変N-グリカンを有するHAを生成することがで
きる。改変グリコシル化パターンを含むHA（例えばフコシル化低下、キシロシル化低下、
又はフコシル化とキシロシル化の両方が低下したN-グリカンを有する）を得ることができ
、タンパク質がフコシル化、キシロシル化又はその両方を欠き、さらにガラクトシル化の
増加を含む、改変グリコシル化パターンを有するHAを得ることができる。さらにまた、翻
訳後改変、例えば末端ガラクトースの付加の調節によって、野生型の植物発現HAと比較し
て、発現されたHAのフコシル化及びキシロシル化の低下をもたらすことができる。
【００５３】
　例えば（限定とみなすべきではないが）、改変グリコシル化パターンを有するHAの合成
は、対象のタンパク質をベータ-1,4-ガラクトシルトランスフェラーゼ（GalT）をコード
するヌクレオチド配列と一緒に同時発現させることによって達成することができる。GalT
は、例えば哺乳動物GalT又はヒトGalTであるが（ただしこれらに限定されない）、別の起
源のGalTもまた用いることができる。さらにまた、GalTの触媒ドメインをN-アセチルグル
コサミニルトランスフェラーゼ（GNT1）のCTSドメイン（すなわち細胞質テール、トラン
スメンブレンドメイン、幹領域）と融合させて、GNT1-GalTハイブリッド酵素を生成し、
このハイブリッド酵素をHAと同時発現させてもよい。HAはまた、N-アセチルグルコサミニ
ルトランスフェラーゼIII（GnT-III）をコードするヌクレオチド配列と同時発現させても
よい。GnT-IIIは、例えば哺乳動物GnT-III又はヒトGnT-IIIであるが（ただしこれらに限
定されない）、他の起源のGnT-IIIもまた用いることができる。さらにまた、GnT-IIIが融
合したGNT1のCTSを含むGNT1-GnT-IIIハイブリッド酵素を用いてもよい。
　したがって、本発明はまた改変N-グリカンを有するHAを含むVLPを含む。
　理論に拘束されないが、HAにおける植物N-グリカンの存在は、HAと抗原提示細胞との結
合を促進することによって免疫応答を刺激することができる。植物Nグリカンを用いた免
疫応答の刺激は、Saint-jore-Dupasら（2007）が提唱した。さらにまた、VLPの形状は抗
原の提示に有利であり、植物由来脂質二重層と複合体を形成したときVLPのアジュバント
効果を高めることができる。
【００５４】
　“調節領域”、“調節エレメント”又は“プロモータ”とは、核酸の部分、典型的には
遺伝子のタンパク質コード領域の上流（常にそうであるとは限らないが）を意味し、DNA
又はRNA、又はDNAとRNAの両方で構成されえる。調節領域が活性を有し、さらに対象の遺
伝子と作動できるように結合しているか又は機能的に連結されているときは、対象遺伝子
の発現をもたらすことができる。調節エレメントは、器官特異性を仲介するか、又は発育
性若しくは一過性遺伝子活性化を制御することができる。“調節性領域”には、プロモー
タエレメント、基準プロモータ活性を示すコアプロモータ、外部刺激に対する応答におい
て誘導することができるエレメント、プロモータ活性を仲介するエレメント（例えば負の
調節エレメント又は転写エンハンサー）が含まれる。本明細書で用いられる“調節領域”
にはまた、転写後に活性なエレメントが含まれ、例えば、遺伝子発現を調節する調節エレ
メント、例えば翻訳及び転写エンハンサー、翻訳及び転写リプレッサー、上流の活性化配
列、及びmRNA安定性決定因子である。これら後者のエレメントのいくつかはコード領域の
近位に位置することができる。
　本開示の関係では、“調節エレメント”又は“調節領域”は典型的にはDNAの配列を指
し、通常は（常にというわけではないが）、構造遺伝子のコード配列の上流（5’側）に
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あり、RNAポリメラーゼ及び／又は特定部位での転写開始に必要な他の因子のための認識
を提供することによって、コード領域の発現を制御する。しかしながら、配列のイントロ
ン内又は3’側に位置する他のヌクレオチド配列もまた、対象のコード領域の発現の調節
に寄与しえることは理解されよう。RNAポリメラーゼ、又は特定部位での開始を担保する
他の転写因子のための認識を提供する調節エレメントの例はプロモータエレメントである
。大半の（全部というわけではないが）真核細胞のプロモータエレメントはTATAボックス
を含む。TATAボックスは、アデノシン及びチミジンヌクレオチド塩基対で構成される保存
核酸配列であり、通常は転写開始部位のほぼ25塩基対上流に位置する。プロモータエレメ
ントには、転写の開始に必要な基準プロモータエレメントとともに遺伝子発現を改変する
他の調節エレメント（上記に列挙）が含まれる。
【００５５】
　いくつかのタイプの調節領域が存在し、前記には発育により調節されるもの、誘導性の
もの又は構成性のものが含まれる。発育により調節されるか、又は遺伝子の弁別的発現を
その制御下で制御する調節領域は、一定の器官又は器官の組織内で、当該器官又は組織の
発育時の特定の時期に活性化される。しかしながら、発育により調節されるいくつかの調
節領域は、特定の発育段階にある一定の器官又は組織内で優先的に活性なが、それら調節
領域はまた、当該植物内の他の器官又は組織においても発育的に調節された態様で、又は
基準レベルで同様に活性なこともできる。組織特異的調節領域、例えば種子特異的調節領
域の例には、ナピン（napin）プロモータ及びクルシフェリンプロモータが含まれる（例
えば以下を参照されたい：Rask et al. 1998, J Plant Physiol 152:595-599；Bilodeau 
et al. 1994, Plant Cell 14:125-130）。葉特異的プロモータの例には、プラストシアニ
ンプロモータが含まれる（図1b又は配列番号:23；US7,125,978、前記文献は参照により本
明細書に含まれる）。
【００５６】
　誘導性調節領域は、誘導物質に応答して1つ以上のDNA配列又は遺伝子の転写を直接又は
間接的に活性化することができる領域である。誘導物質の非存在下では、DNA配列又は遺
伝子は転写されないであろう。典型的には、誘導性調節領域と特異的に結合して転写を活
性化するタンパク質因子が不活性な形態で存在し、誘導物質によって直接的又は間接的に
活性な形態に変換させることができる。しかしながら、前記タンパク質因子はまた存在し
なくてもよい。誘導物質は化学的物質であってもよい。前記は例えば、タンパク質、代謝
物質、成長調節因子、除草剤若しくはフェノール化合物、又は生理的ストレスであり、後
者は、熱、寒冷、塩若しくは有害エレメントによって直接与えられるか、又は病原体若し
くは発病因子（例えばウイルス）の作用により間接的に与えられる。誘導性調節領域を含
む植物細胞は、細胞又は植物に外部から誘導性物質を、例えば噴霧、灌水、加温又は同様
な方法によって適用することにより誘導性物質に暴露することができる。誘導性調節エレ
メントは、植物又は非植物遺伝子から誘導することができる（例えば、C. Gatz and I.R.
P. Lenk, 1998, Trends Plant Sci 3:352-358；前記文献は参照により本明細書に含まれ
る）。潜在的な誘導性プロモータの例には以下が含まれる（ただしこれらに限定されない
）：テトラサイクリン誘導性プロモータ（C. Gatz, 1997, Am Rev Plant Physiol Plant 
Mol Biol 48:89-108；前記文献は参照により本明細書に含まれる）、ステロイド誘導性プ
ロモータ（T. Aoyama and N.H. Chua, 1997, Plant J 2:397-404；前記文献は参照により
本明細書に含まれる）及びエタノール誘導性プロモータ（M.G. Salter et al. 1998, Pla
nt Journal 16:127-132；M.X. Caddick et al. 1998, Nature Biotech 16:177-180；前記
文献は参照により本明細書に含まれる）サイトカイン誘導性IB6及びCKII遺伝子（I. Bran
dstatter and J.J. Kieber, 1998, Plant Cell 10:1009-1019；T. Kakimoto, 1996, Scie
nce 274:982-985；前記文献は参照により本明細書に含まれる）、及びオーキシン誘導性
エレメント、DR5（T. Ulmasov et al. 1997, Plant Cell 9:1963-1971；前記文献は参照
により本明細書に含まれる）。
【００５７】
　構成的調節領域は、植物の多様な部分全体で、かつ植物の全発育を通して継続的に遺伝
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子の発現を指令する。公知の構成的調節エレメントの例には以下に関連するプロモータが
含まれる：CaMV 35S転写物（Odell et al. 1985, Nature, 313:810-812）、イネのアクチ
ン1（Zhang et al. 1991, Plant Cell, 3:1155-1165）、アクチン2（An et al. 1996, Pl
ant J, 10:107-121）、又はtms2（US5,428,147；前記文献は参照により本明細書に含まれ
る）、及びトリオースホスフェートイソメラーゼ1（Xu et al. 1994, Plant Physiol 106
:459-467）遺伝子、トウモロコシのユビキチン1遺伝子（Cornejo et al. 1993, Plant Mo
l Biol 29:637-646）、シロイヌナズナ（Arabidopsis）のユビキチン1及び6遺伝子（Holt
orf et al. 1995, Plant Mol Biol 29:637-646）、及びタバコ翻訳開始因子４A遺伝子（M
andel et al. 1995, Plant Mol Biol, 29:995-1004）。本明細書で用いられる“構成的”
という用語は、構成的調節領域の制御下にある遺伝子が必ずしも全ての細胞タイプで同じ
レベルで発現されることを示しているわけではなく、しばしば量に変動が観察されるとし
ても遺伝子が広範囲の細胞タイプで発現されることを示している。
　“機能的に連結される”とは、個々の配列、例えば調節エレメントと対象のコード領域
が直接又は間接的に相互作用して、目的の機能（例えば遺伝子発現の仲介又は調節）を実
行することを意味する。機能的に連結された配列の相互作用は、例えば機能的に連結され
た配列と相互作用するタンパク質によって仲介されえる。
　本発明の1つ以上のヌクレオチド配列は、本発明のヌクレオチド配列又は構築物又はベ
クターによって形質転換した適切な任意の植物宿主で発現させることができる。適切な宿
主の例には、農作物（アルファルファ、キャノーラ、ブラシカ（Brassica）spp.、トウモ
ロコシ、ニコチアナ（Nicotiana）spp.、アルファルファ、ジャガイモ、チョウセンニン
ジン、エンドウマメ、エンバク、コメ、ダイズ、コムギ、オオムギ、ヒマワリ、綿などを
含む）が含まれるが、ただし前記に限定されない。
【００５８】
　本発明の1つ以上のキメラ遺伝子構築物は3’非翻訳領域を含む。3’非翻訳領域は、ポ
リアデニル化シグナル及びmRNAプロセッシング又は遺伝子発現を実行することができる任
意の他の調節シグナルを含むDNAセグメントを含む遺伝子の部分に該当する。ポリアデニ
ル化シグナルは、通常は、mRNA前駆体の3’末端へのポリアデニル酸鎖の付加の実行を特
徴とする。ポリアデニル化シグナルは、一般的には、基準型5’AATAAA-3’（ただし変種
も珍しくはないが）に対する相同性の存在によって認識される。本発明の1つ以上のキメ
ラ遺伝子構築物はまたさらに別のエンハンサー（翻訳又は転写エンハンサー）を必要に応
じて含むことができる。これらのエンハンサー領域は当業者に周知であり、ATG開始コド
ン及び近接配列を含むことができる。開始コドンは、コード配列の読み枠と一致し完全な
配列の翻訳を担保しなければならない。
　適切な3’領域の非限定例は、アグロバクテリウム（Agrobacterium）腫瘍誘発プラスミ
ド遺伝子、例えばノパリンシンターゼ遺伝子（Nos遺伝子）及び植物遺伝子（例えばダイ
ズ貯蔵タンパク質遺伝子）、リブロース-1,5-ビスホスフェートカルボキシラーゼの小サ
ブユニット（ssRUBISCO；US4,962,028（前記文献は参照により本明細書に含まれる））遺
伝子のポリアデニル化シグナルを含む3’転写非翻訳領域、プラストシアニン発現の調節
に用いられるプロモータ（Pwee and Gray 1993；前記文献は参照により本明細書に含まれ
る）である。プラストシアニンプロモータの例はUS7,125,978（前記文献は参照により本
明細書に含まれる）に記載されている。
　本明細書に記載するように、葉の発現で明示の有効性を有するエンハンサー配列を含む
プロモータは一過性発現で有効であることが示された。理論に拘束されないが、核マトリ
ックスへの固着による光合成遺伝子の上流調節エレメントの固着は強力な発現を仲介する
。例えば、エンドウマメのプラストシアニン遺伝子の翻訳開始部位から-784までを用いて
、強力なレポーター遺伝子発現を仲介することができる。
【００５９】
　形質転換した植物細胞の識別を容易にするために、本発明の構築物は植物中で選別可能
なマーカーを含むようにさらに操作することができる。有用な選別可能マーカーには、化
学物質、例えば抗生物質（例えばゲンタマイシン、ヒグロマイシン、カナマイシン）又は
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除草剤（例えばホスフィノスリシン、グリフォセート、クロロスルフロン）などに対する
耐性を提供する酵素が含まれる。同様に、色の変化によって識別することができる化合物
の生成を提供する酵素、例えばGUS（ベータ-グルクロニダーゼ）、又はルミネセンスの生
成によって識別することができる酵素、例えばルシフェラーゼ又はGFPを用いてもよい。
　さらにまた本発明の考慮される部分は、本発明のキメラ遺伝子構築物を含むトランスジ
ェニック植物、植物細胞又は種子である。植物細胞から全植物を再生する方法もまた当分
野で公知である。一般的に、形質転換させた植物細胞は適切な培養液で培養される。前記
培養液は選別薬剤（例えば抗生物質）を含むことができ、この場合、選別性マーカーは形
質転換植物細胞の識別を容易にするために用いられる。いったんカルスが形成されたら、
シュート形成は、公知の方法にしたがって適切な植物ホルモンを利用することによって促
進することができ、植物を再生するためにシュートを発根培地に移す。続いて、前記植物
を用いて、種子から又は栄養生殖技術を用いる反復生殖を確立させる。トランスジェニッ
ク植物はまた組織培養を用いることなく作製することができる。
【００６０】
　さらにまた本発明の考慮される部分は、本発明にしたがってVLPを生成するために、組
換えHA0をコードする核酸を含むキメラ遺伝子構築物を含むトランスジェニック植物、樹
木、酵母、細菌、菌類、昆虫及び動物細胞である。
　本発明の調節エレメントはまた、形質転換又は一過性発現に馴染みやすい一連の宿主生
物での発現のために対象のコード領域と結合させることができる。そのような生物には、
植物（単子葉及び双子葉の両植物、例えばトウモロコシ、穀類植物、コムギ、オオムギ、
ニコチアナspp.、ブラシカspp.、ダイズ、インゲンマメ、エンドウマメ、アルファルファ
、ジャガイモ、トマト、チョウセンニンジン及びシロイヌナズナ（ただしこれらに限定さ
れない）が含まれるが、ただしこれらに限定されない。
　安定な形質転換及びこれらの生物の再生のための方法は当分野では確立され、当業者に
は公知である。植物を形質転換し再生植物を入手する方法は本発明にとって重大ではない
。
　“形質転換”とは、遺伝型として、表現型として、又はその両方において表される、遺
伝情報（ヌクレオチド配列）の安定な種間移転を意味する。キメラ構築物から宿主への遺
伝情報の種間移転は遺伝性であって遺伝情報の移転は安定であると考えられるか、又は移
転は一過性であって遺伝情報の移転は遺伝性ではない。
　“植物材料”という用語は、植物に由来する任意の素材を意味する。植物材料は完全な
植物、組織、細胞、又はその任意の部分を含むことができる。さらにまた、植物材料は、
細胞内植物成分、細胞外植物成分、植物の液体又は固体抽出物、又は前記の組合せを含む
ことができる。さらにまた、植物材料は、植物の葉、茎、果実、根又はその組合せ由来の
植物、植物細胞、組織、液体抽出物を含むことができる。植物材料は、何らの加工工程に
付されていない植物又はその部分を含むことができる。しかしながら、植物材料は、下記
に規定する最小限の加工工程、又はより激しい加工（当分野で一般的に知られている技術
（クロマトグラフィー、電気泳動などを含むがただしこれらに限定されない）を用いた部
分的又は実質的なタンパク質の精製を含む）に付されてもよい。
【００６１】
　“最小限の加工”という用語は、例えば植物材料、例えば植物又は対象のタンパク質を
含むその部分を部分的に精製して、植物抽出物、ホモジネート、植物ホモジネートの分画
などを得る（すなわち最小限で加工する）ことを意味する。部分的精製は、植物の細胞構
造を破壊して、それによって可溶性植物成分及び不溶性植物成分を含む組成物を精製する
ことを含むが、ただし前記に限定されない。前記可溶性植物成分及び不溶性植物成分は、
例えば遠心、ろ過又は前記の組合せ（ただしこれらに限定されない）によって分離するこ
とができる。これに関しては、葉又は他の組織の細胞外間隙に分泌されたタンパク質は、
真空又は遠心抽出によって容易に入手することができる。又は、加圧下でローラーを通過
させることによって組織を抽出するか、又はすり潰すなどしてタンパク質を搾り出すか、
又は細胞外間隙内から遊離させることができよう。最小限の加工はまた可溶性タンパク質
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の粗抽出物の調製を含む。なぜならば、これらの調製物は二次的な植物産物由来の夾雑物
をほとんど含まないと思われるからである。さらにまた、最小限の加工は、葉の可溶性た
んぱく質の水性抽出、前記に続く任意の適切な塩による沈殿を含むことができる。他の方
法には、抽出物の直接使用を可能にするための大規模な離解及び液汁抽出が含まれえる。
　植物素材又は組織の形態を有する植物材料は対象動物に経口的にデリバーすることがで
きる。植物材料は、食事用サプリメントの部分として他の食物と一緒に又は被包化して投
与することができる。植物材料又は組織はまた濃縮して嗜好性を改善又は高めるか、又は
要請に応じて他の素材、成分又は医薬賦形剤と一緒に提供することができる。
　本発明のVLPを投与することができる対象動物又は標的生物の例には、ヒト、霊長類、
鳥、水鳥、渡り鳥、ウズラ、アヒル、ガン、家禽、ニワトリ、ブタ、ヒツジ、ウマ科の動
物、ウマ、ラクダ、イヌ科の動物、イヌ、ネコ科の動物、ネコ、トラ、ヒョウ、ジャコウ
ネコ、ミンク、イシテン、フェレット、家庭用ペット、家畜、ウサギ、マウス、ラット、
モルモット又は他のげっ歯類、アザラシ、クジラなどが含まれるが、ただしこれらに限定
されない。前記のような標的生物は例示であり、本発明の適用及び使用の制限とみなされ
るべきではない。
【００６２】
　対象のタンパク質を含む植物、又は対象タンパク質を含むVLPを発現する植物を対象動
物又は標的生物にその必要及び状況に応じた多様な方法で投与しえることが意図される。
例えば、植物から得られる対象のタンパク質は、未加工、部分精製又は精製形態で使用前
に抽出することができる。タンパク質が精製される場合は、当該タンパク質は食用又は非
食用植物中で製造することができる。さらにまた、タンパク質が経口投与される場合は、
植物組織を収穫して対象動物に飼料として直接与えるか、又は飼料として与える前に収穫
組織を乾燥させるか、又は事前に収穫することなく動物に当該植物を食べさせてもよい。
さら、収穫した植物組織を食品補助物として動物飼料中に提供することもまた、本発明の
範囲内であると考えられる。ほんのわずかに加工して又は更なる加工を施すことなく植物
組織を動物に飼料として与える場合は、投与される植物組織は食用であることが好ましい
。
　転写後遺伝子サイレンシング（PTGS）は植物内でのトランスジーンの発現の制限に中心
的に関与する可能性があり、ジャガイモウイルスY由来のサイレンシングサプレッサーの
同時発現を、トランスジーンmRNAの特異的分解を相殺するために用いることができる（Br
igneti et al. 1998）。また別のサイレンシングサプレッサーも当分野では周知であり、
本明細書に記載するとおり用いることができ（Chiba et al. 2006, Virology 346:7-14；
前記文献は参照により本明細書に含まれる）、それらは例えば以下である（ただしこれら
に限定されない）：TEV-p1/HC-Pro（タバコエッチウイルス-p1/HC-Pro）、BTV-p21、トマ
トブッシースタントウイルスのp19（TCV-CP）、キウリモザイクウイルスの2b（ＣＭＶ-2b
）、ジャガイモウイルスXのp25（PVX-p25）、ジャガイモウイルスMのp11（PVM-p11）、ジ
ャガイモウイルスSのp11（PVS-p11）、ブルーベリースコーチウイルスのp16（BScV-p16）
、かんきつ類トリステキサウイルスのp23（CTV-p23）、ブドウのリーフロール関連ウイル
ス-2のp24（GLRaV-2 p24）、ブドウウイルスAのp10（GVA-p10）、ブドウウイルスBのp14
（GVB-p14）、ヘラクレウム（Heracleum）潜在ウイルスのp10（HLV-p10）、ニンニク共通
潜在ウイルスのp16（GCLV-p16）。したがって、サイレンシングサプレッサー、例えばHcP
ro、TEV-p1/HC-Pro、BYV-p21、TBSV p19、TCV-CP, CMV-2b、PVX-p25、PVM-p11、PVS-p11
、BScV-p16、CTV-p23、GLRaV-2 p24、GBV-p14、HLV-p10、GCLV-p16又はGVA-p10（ただし
これらに限定されない）を、対象タンパク質をコードする核酸配列と一緒に発現させて、
植物内での高レベルのタンパク質製造をさらに担保することができる。
【００６３】
　さらにまた、HA亜型の組合せを含むVLPを生成することができる。例えば、VLPはH1、H2
、H3、H4、H5、H6、H7、H8、H9、H10、H11、H12、H13、H14、H15、H16亜型又はその組合
せの1つ以上のHAを含むことができる。HAの組合せの選択は、VLPから調製されるワクチン
の使用目的によって決定することができる。例えば、トリの接種に使用されるワクチンは
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任意のHAの組合せを含むことができるが、一方、ヒトの接種に有用なVLPは、H1、H2、H3
、H5亜型の1つ以上の亜型を含むことができる。しかしながら他のHA亜型の組合せもVLPの
使用に応じて調製することができる。HA亜型の組合せを含むVLPを製造するために、所望
のHA亜型を同じ細胞、例えば植物細胞内で同時発現させることができる。
　さらにまた、本明細書の記載にしたがって製造されたVLPはノイラミニダーゼ（NA）を
含まない。しかしながら、HA及びNAを含むVLPを所望するならば、NAをHAと一緒に同時発
現させてもよい。
　したがって、本発明はさらに、安定的又は一過性発現系とともに使用するために適した
キメラ構築物を含む適切なベクターを含む。遺伝情報はまた、1つ以上の構築物内で提供
することができる。例えば、対象のタンパク質をコードするヌクレオチド配列を1つの構
築物に導入し、さらに対象のタンパク質のグリコシル化を改変するタンパク質をコードす
る第二のヌクレオチド配列を別個の構築物を用いて導入することができる。続いてこれら
のヌクレオチド配列を植物内で同時発現させることができる。しかしながら、対象のタン
パク質及び対象タンパク質のグリコシル化プロフィルを改変するタンパク質の両方をコー
ドする1つのヌクレオチド配列を含む1つの構築物を用いてもよい。この事例では、ヌクレ
オチド配列は、プロモータ又は調節領域と機能的に連結された対象タンパク質をコードす
る第一の核酸配列を含む第一の配列、及び対象タンパク質のグリコシル化プロフィルを改
変するタンパク質をコードする第二の核酸配列（前記第二の配列はプロモータ又は調節領
域と機能的に連結される）を含むであろう。
【００６４】
　“同時発現”とは、2つ以上のヌクレオチド配列が、植物内でほぼ同じときに、かつ当
該植物の同じ組織内で発現されることを意味する。しかしながら、ヌクレオチド配列は、
厳密に同じときに発現される必要はない。そうではなくてむしろ、この2つ以上のヌクレ
オチド配列は、コードされた生成物が相互作用する機会を持つような態様で発現される。
例えば、対象のタンパク質のグリコシル化を改変するタンパク質は、対象タンパク質のグ
リコシル化の改変が生じえるように、対象タンパク質が発現される前又は発現中に発現さ
せることができる。2つ以上のヌクレオチド配列は一過性発現系を用いて同時発現させる
ことができ、この場合、2つ以上の配列は、両配列が発現される条件下でほぼ同じ時に植
物内に導入される。あるいは、ヌクレオチド配列の一方、例えば対象タンパク質のグリコ
シル化プロフィルを改変するタンパク質をコードする配列を含むプラットフォーム植物を
、一過性に又は安定的態様で、対象タンパク質をコードする追加の配列で形質転換しても
よい。この事例では、対象タンパク質のグリコシル化プロフィルを改変するタンパク質を
コードする配列を所望の発育段階中に所望の組織内で発現させるか、又は誘導性プロモー
タを用いてその発現を誘導し、さらに類似の条件下でかつ同じ組織で対象のタンパク質を
コードする追加の配列を発現させて、ヌクレオチド配列が同時発現されることを担保する
ことができる。
【００６５】
　本発明の構築物は、Tiプラスミド、Riプラスミド、植物ウイルスベクター、直接DNA形
質転換、マイクロインジェクション、エレクトロポレーションなどを用いて植物細胞に導
入することができる。そのような技術を概括するために例えば以下を参照されたい：Weis
sbach and Weissbach, Methods for Plant Molecular Biology, Academy Press, New Yor
k VIII, pp. 421-463 (1988)；Geierson and Corey, Plant Molecular Biology, 2d Ed. 
(1988)；及びMiki and Iyer, Fundamentals of Gene Transfer in Plants. In Plant Met
abolism, 2d Ed. DT. Dennis, DH Turpin, DD Lefebrve, DB Layzell (eds), Addison We
sly, Langmans Ltd. London, pp. 561-579 (1997)。他の方法には、直接DNA取込み、リポ
ソームの使用、エレクトロポレーション（例えばプロトプラストを使用する）、マイクロ
インジェクション、マイクロプロジェクタイル又はホイスカー、及び真空浸透が含まれる
。例えば以下を参照されたい：Bilang, et al. (Gene 100: 247-250 (1991)；Scheid et 
al. (Mol. Gen. Genet. 228: 104-112, 1991)；Guerche et al. (Plant Science 52: 111
-116, 1987)；Neuhause et al. (Theor. Appl Genet. 75: 30-36, 1987)；Klein et al.,
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 Nature 327: 70-73 (1987)；Howell et al. (Science 208: 1265, 1980)；Horsch et al
. (Science 227: 1229-1231, 1985)；DeBlock et al., Plant Physiology 91: 694-701, 
1989)；Methods for Plant Molecular Biology (Weissbach and Weissbach, eds., Acade
mic Press Inc., 1988)；Methods in Plant Molecular Biology (Schuler and Zielinski
, eds., Academic Press Inc., 1989)；Liu and Lomonossoff (J. Virol Meth, 105:343-
348, 2002,)；U.S. Pat. Nos. 4,945,05、5,036,006及び5,100,792；米国特許出願08/438
,666（1995年5月10日出願）及び同07/951,715（1992年9月25日出願）。
【００６６】
　一過性発現方法を用いて本発明の構築物を発現させることができる（以下を参照された
い：Liu and Lomonossoff, 2002, Journal of Virological Methods, 105:343-348（前記
文献は参照により本明細書に含まれる））。あるいは、真空による一過性発現方法（Kapi
laら（1997）が記載（前記文献は参照により本明細書に含まれる））を用いてもよい。こ
れらの方法には、例えばアグロバクテリア接種又はアグロバクテリア浸透の方法が含まれ
る。しかしながら、他の一過性方法もまた、上記に記載したように用いることができる。
アグロバクテリア接種又はアグロバクテリア浸透のどちらかを用いて、所望の核酸を含む
アグロバクテリア（Agrobacteria）の混合物を、組織（例えば葉）、植物の気生部分（茎
、葉及び花を含む）、他の植物部分（茎、根、花）、又は全植物の細胞内間隙に侵入させ
る。表皮に十字の切れ込みを入れた後、アグロバクテリアが感染してt-DNAコピーが細胞
内に移される。このt-DNAはエピソームとして転写され、mRNAは翻訳されて感染細胞内で
対象タンパク質が生成されるが、核内へのt-DNAの移送は一過性である。
　対象のヌクレオチド配列が、植物にとって直接的又は間接的に有毒である生成物をコー
ドする場合は、そのような毒性は、本発明の方法を用いて対象のヌクレオチド配列を所望
の組織内で又は植物の所望の発育段階で選択的に発現させることによって、植物全体で低
下させることができる。さらにまた、一過性発現による発現期間の限定は、植物中で有毒
生成物を産生させるとき、その作用を低下させることができる。誘導性プロモータ、組織
特異的プロモータ、又は細胞特異的プロモータを用いて、対象配列の発現を選択的に指令
することができる。
【００６７】
　本発明の組換えHA VLPを既存のインフルエンザワクチンと併用して、ワクチンを補足し
てそれらをさらに有効にし、必要な投与用量を減少させることができる。当業者には理解
されるところであるが、ワクチンは1つ以上のインフルエンザウイルスに対して作製する
ことができる。適切なワクチンの例には、Sanofi-Pasteur、ID Biomedical、Merial、Sin
ovac、Chiron、Roche、MedImmune、GlaxoSmithKline、Novartis、Sanofi-Aventis、Seron
o、Shire Pharmaceuticalsなどから市販されているものが含まれるが、ただしこれらに限
定されない。
　所望の場合は、本発明のVLPは、当業者に公知の適切なアジュバントと混合することが
できる。さらにまた、前記VLPを、上記に規定した標的生物の処置のために有効用量のVLP
を含むワクチン組成物で用いてもよい。さらにまた、本発明にしたがって製造したVLPを
、異なるインフルエンザタンパク質（例えばノイラミニダーゼ（NA））を用いて得られた
VLPと組み合わせてもよい。
　したがって、本発明は、動物又は標的生物でインフルエンザウイルス感染に対する免疫
を誘発する方法を提供する。前記方法は、1つ以上のVLPを含む有効用量のワクチンを投与
する工程を含む。ワクチンは、経口的、皮内、鼻内、筋肉内、腹腔内、静脈内、又は皮下
に投与することができる。
【００６８】
　本発明にしたがって生成したVLPの投与は実施例6に記載されている。植物生成H5 VLPの
投与は、可溶性HAの投与と比較したとき顕著に高い応答をもたらした（図21A及び21B参照
）。
　図26A及び26Bに示すように、A/インドネシア/5/05 H5 VLPを投与された対象動物は、イ
ンフルエンザA/トルコ/582/06（H5N1；“トルコH5N1”）によるチャレンジに対して交差
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防御を提供した。チャレンジ前のインドネシアH5 VLPの投与は体重低下をまったくもたら
さなかった。しかしながら、H5 VLPを投与しなかったが、トルコH5N1でチャレンジした対
象動物は、顕著な体重低下を示し、対象動物のいくらかは死亡した。
　これらのデータはしたがって、H5ヘマグルチニンウイルスタンパク質を含む植物生成イ
ンフルエンザVLPは、病原性インフルエンザ株に特異的な免疫応答を誘発し、さらにウイ
ルス様粒子は植物形質膜から発芽しえることを示している。
　したがって、本発明は、インフルエンザウイルスHAタンパク質、1つ以上の植物脂質、
及び医薬的に許容し得る担体を含む有効用量のVLPを含む組成物を提供する。このインフ
ルエンザウイルスHAタンパク質はH5インドネシア/5/2006であってもよい。さらにまた提
供されるものは、インフルエンザウイルス感染に対する免疫を対象動物で誘発する方法で
ある。本方法は、インフルエンザウイルスHAタンパク質、1つ以上の植物脂質、及び医薬
的に許容し得る担体を含むウイルス様粒子を投与する工程を含む。ウイルス様粒子は、対
象動物に対して経口的、皮内、鼻内、筋肉内、腹腔内、静脈内、又は皮下に投与すること
ができる。
【００６９】
　本発明の多様な実施態様の組成物は、1つ以上のインフルエンザ株又は亜型のVLPを含む
ことができる。“2つ以上”とは、2、3、4、5、6、7、8、9、10若しくはそれより多い株
又は亜型を指す。提示される株又は亜型はただ1つの亜型であっても（例えば全てがH1N1
又は全てがH5N1）、又は亜型の組合せであってもよい。例示的な亜型及び株には以下が含
まれる（ただしこれらに限定されない）：A/ニューカレドニア/20/99（H1N1）A/インドネ
シア/5/2006（H5N1）、A/ニワトリ/ニューヨーク/1995、A/カモメ/DE/677/88（H2N8）、A
/テキサス/32/2003、A/マガモ/MN/33/00、A/アヒル/上海/1/2000、A/キタオナガガモ/TX/
828189/02、A/シチメンチョウ/オンタリオ/6118/68（H8N4）、A/ハシビロガモ/イラン/G5
4/03、A/ニワトリ/ドイツ/N/1949（H10N7）、A/アヒル/イギリス/56（H11N6）、A/アヒル
/アルバータ/60/76（H12N5）、A/カモメ/メリーランド/704/77（H13N6）、A/マガモ/グル
ジェブ/263/82、A/アヒル/オーストラリア/341/83（H15N8）、A/コクトウカモメ/スウェ
ーデン/5/99（H16N3）、B/リー/40、C/ヨハネスブルグ/66、A/プエルトリコ/8/34（(H1N1
)、A/ブリスベーン/59/2007（H1N1）、A/ソロモン諸島3/2006（H1N1）、A/ブリスベーン1
0/2007（H3N2）、A/ウィスコンシン/67/2005（H3N2）、B/マレーシア/2506/2004、B/フロ
リダ/4/2006、A/シンガポール/1/57（H2N2）、A/アンフイ/1/2005（H5N1）、A/ベトナム/
1194/2004（H5N1）、A/コガモ/香港/W312/97（H6N1）、A/ウマ/プラハ/56 （H7N7）、A/
香港/1073/99（H9N2））。
　株及び亜型の組合せの選択は、インフルエンザに暴露される可能性が高い対象動物の地
理上の場所、免疫されるべきヒト集団の身近に存在する動物種（例えば水鳥の種、農産業
用動物（例えばブタ）など）及びそれらが保持しているか、暴露又は暴露の可能性が高い
株、亜型又は株内での抗原の趨勢の予測、又はそれら因子の組合せに左右されえる。過去
に用いられた組合せの例を利用することができる（例えば以下を参照されたい：URL: who
.int/csr/disease/influenza/vaccine recommendations1/en）。ワクチン組成物の製造で
、これらの株のいくつか又は全てを示された組合せ又は他の組合せで用いることができる
。
　より具体的には、例示的組合せは、以下を含む群から選択される2つ以上の株又は亜型
由来のVLPを含むことができる：
A/ブリスベーン/59/2007(H1N1)、A/ブリスベーン/59/2007(H1N1)-様ウイルス、
A/ブリスベーン/10/2007(H3N2)、A/ブリスベーン/10/2007(H3N2)-様ウイルス、
B/フロリダ/4/2006又はB/フロリダ/4/2006-様ウイルス。
【００７０】
　別の例示的組合せは、以下を含む群から選択される2つ以上の株又は亜型由来のVLPを含
むことができる：A/インドネシア/5/2005、A/インドネシア/5/2005-様ウイルス、A/ベト
ナム/1194/2004、A/ベトナム/1194/2004-様ウイルス、A/アンフイ/1/05、A/アンフイ/1/0
5-様ウイルス、A/ガン/グイヤン/337/2006、A/ガン/グイヤン/337/2006-様ウイルス、A/
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ニワトリ/シャンクシ/2/2006、又はA/ニワトリ/シャンクシ/2/2006-様ウイルス。
　別の例示的組合せは、インフルエンザA/ニワトリ/イタリア/1347/99(H7型)又はA/ニワ
トリ/ブリティッシュ=コロンビア/04(H7N3)株のVLPを含むことができる。
　別の例示的組合せは、A/ニワトリ/香港/G9/97又はA/香港/1073/99のVLPを含むことがで
きる。別の例示的組合せは、A/ソロモン諸島3/2006のVLPを含むことができる。別の例示
的組合せは、A/ブリスベーン/10/2007のVLPを含むことができる。別の例示的組合せは、A
/ウィスコンシン/67/2005のVLPを含むことができる。別の例示的組合せは、B/マレーシア
/2506/2004、B/フロリダ/4/2006又はB/ブリスベーン/3/2007株又は亜型のVLPを含むこと
ができる。
　2つ以上のVLPは個々に発現させ、続いて精製又は半精製VLPを組み合わせることができ
る。あるいは、所望の比率で（例えばほぼ等しい割合で）VLPを組み合わせるか又は製造
してもよいが、又は1つの亜型又は株が組成物のVLPの大半を構成するような態様で組み合
わせてもよい。
　したがって、本発明は、2つ以上の株又は亜型のVLPを含む組成物を提供する。
　エンベロープウイルスのVLPは一般的に、それらが発芽する膜からそれらのエンベロー
プを獲得する。植物形質膜は、免疫刺激性作用を有することができるフィトステロール複
合体を有する。この可能性を調べるために、植物生成H5 VLPをアジュバンの存在下又は非
存在下で動物に投与し、HAI（血球凝集阻害抗体応答）を決定した（図22A、22B）。添加
アジュバントの非存在下では、植物生成H5 VLPは顕著なHAIを提示し、抗原投与に対する
全身的免疫応答を示した。さらにまた、アジュバントの存在下又は非存在下で投与された
VLPの抗体アイソタイププロフィルは類似している（図23）。
　表5は、本発明の多様な実施態様で提供される配列を列挙する。
【００７１】
表5：配列アイデンティファイアのための配列の詳細
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【００７２】
　これから、下記の非制限的な例を単に参照として本発明が説明されるであろう。
材料と方法
　１．発現カセットのアッセンブリ
　全ての操作は、SambrookとRussel（2001；前記文献は参照により本明細書に含まれる）
の一般的な分子生物学プロトコルを用いて実施した。
　第一のクローニング工程は、アルファルファのプラストシアニン遺伝子の上流及び下流
の調節エレメントを含むレセプタープラスミドをアッセンブリングすることであった。プ
ラストシアニンプロモータ及び5’UTR配列は、オリゴヌクレオチドプライマーXmaI-pPlas
.c（配列番号:29；図10Q）及びSacI-ATG-pPlas.r（配列番号:30；図10R）を用いて、アル
ファルファのゲノムDNAから増幅した。得られた増幅生成物をXmaI及びSacIで消化して、
以前に同じ酵素で消化したpCAMBIA2300（Cambia, Canberra, Australia）に連結し、pCAM
BIApromoPlastoを作製した。同様に、プラストシアニン遺伝子の3’UTR配列及びターミネ
ータを、以下のプライマー（SacI-PlasTer.c（配列番号:31；図10S）及びEcoRI-PlasTer.
r（配列番号:32；図10T））を用いアルファルファのゲノムDNAから増幅し、生成物をpCAM
BIApromoPlastoの同じ部位に挿入する前にSacI及びEcoRIで消化してpCAMBIAPlastoを作製
した。
【００７３】
　インフルエンザ株A/ニューカレドニア/20/99(H1N1)のH1遺伝子のオープンリーディング
フレームは2つのフラグメントとして合成された（Plant Biotechnology Institute, Nati
onal Research Council, Saskatoon, Canada）。合成された第一のフラグメントは、5’
末端のシグナルペプチドコード配列及び3’末端のトランスメンブレンドメインコード配
列を欠く野生型H1コード配列（GenBankアクセッション番号AY289929；配列番号:33；図16
）に一致する。前記コード配列の5’末端にBglII制限部位を付加し、さらに前記フラグメ
ントの3’末端の終止コドンの直ぐ下流に二元性SacI/StuI部位を付加した。トランスメン
ブレンドメイン及び細胞質テールを含む、H1タンパク質のC末端をコードする第二のフラ
グメント（KpnI部位から終止コドンまでで、SacI及びStuI制限部位が3’にフランキング
している）もまた合成された（配列番号:2；図5B）。
　第一のH1フラグメントをBglII及びSacIで消化し、二元ベクター（pCAMBIAPlasto）（ア
ルファルファタンパク質ジスルフィドイソメラーゼ（PDI）遺伝子（ヌクレオチド32－103
；アクセッション番号Z11499；配列番号:34；図17）のシグナルペプチドと融合したプラ
ストシアニンプロモータ及び5’UTRを含む）の同じ部位でクローニングし、プラストシア
ニン調節エレメント下流のPDI-H1キメラ遺伝子を得た。PDIシグナルペプチドを含むプラ
ストシアニンを土台とするカセットの配列は図1（配列番号:8）に提示されている。得ら
れたプラスミドは、PDIシグナルペプチドと融合しプラストシアニン調節エレメントによ
ってフランキングされたH1コード領域を含んでいた。C-末端コード領域（トランスメンブ
レンドメイン及び細胞質テールをコードする）の付加は、以前にKpnI及びSacIで消化した
合成フラグメント（配列番号:2；図5B）をH1発現プラスミドに挿入することによって達成
された。得られたプラスミド（540と呼ぶ）は図11に提示されている（図2Aもまた参照さ
れたい）。
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【００７４】
　２．H5発現カセットのアッセンブリ
　インフルエンザ株A/インドネシア/5/05（H5N1；アクセッション番号LANL ISDN125873）
由来のヘマグルチニンをコードするフラグメントは、Epoch Biolabs（Sugar Land, TX, U
SA）が合成した。得られたフラグメントは配列番号:3（図6）に示されている（前記フラ
グメントは、開始ATGの直ぐ上流のHindIII部位と終止（TAA）コドンの直ぐ下流のSacI部
位によってフランキングされた天然のシグナルペプチドを含む完全なH5コード領域を含む
）。H5コード領域を、Darveauら（1995）が提示したPCR系連結方法によりプラストシアニ
ンを土台とする発現カセットでクローニングした。略記すれば、第一のPCR増幅は、プラ
イマーPlato-443c（配列番号:4；図7A）及びSpHA(Ind)-Plasto.r（配列番号:5；図7B）、
並びに鋳型としてpCAMBIA promoPlastoを用いて達成された。平行して、プライマーPlast
o-SpHA(Ind).c（配列番号:6；図7C）及びHA(Ind)-Sac.r（配列番号:７；図7D）を鋳型と
してH5コードフラグメントとともに用いて第二の増幅を実施した。両反応で得られた増幅
物を混合し、この混合物を、プライマーとしてPlato-443c（配列番号:4；図7A）及びHA(I
nd)-Sac.r（配列番号:7；図7D）を用いる第三の反応の鋳型として供した。得られたフラ
グメントをBamHI（プラストシアニンプロモータ内）及びSacI（前記フラグメントの3’末
端）で消化し、以前に同じ酵素で消化したpCAMBIAPlastoでクローニングした。得られた
プラスミド（660と呼ぶ）は図2Bに提示されている（図11もまた参照されたい）。
　H1の可溶型をコードするカセットは、540のトランスメンブレンドメイン及び細胞質テ
ールをコードする領域を、ロイシンジッパーGCN4 pII変種（Harbury et al. 1993, Scien
ce 262:1401-1407）をコードするフラグメントによって置き換えることにより調製した。
このフラグメントはフランキングするKpnI及びSacI部位とともに合成してクローニングを
容易にした。この置き換えにより得られたプラスミドを544と呼び、発現カセットは図11
に図示されている。
【００７５】
　タバコエッチウイルス（TEV）の5’UTR及びインフルエンザA/PR/8/34 M1遺伝子（アク
セッション番号NC_002016）のオープンリーディングフレームの融合物を、終止コドンの
下流に付加したフランキングするSacI部位とともに合成した。このフラグメントをSwaI（
TEVの5’UTR内）及びSacIで消化し、pCAMBIA二元プラスミド中の2X35S/TEVを土台とする
発現カセットでクローニングした。得られたプラスミドは、2X35S/TEVプロモータ及び5’
UTR、並びにNOSターミネータの制御下にあるM1コード領域を保持する（構築物750；図11
）。
　HcPro構築物（35HcPro）は、Hamiltonら（2002）の記載にしたがって調製した。全ての
クローンの配列を決定して構築物の完全性を確認した。これらのプラスミドを用い、エレ
クトロポレーション（Mattanovich et al. 1989）によりアグロバクテリウム・ツメファ
シエンス（Agrobacterium tumefaciens（AGL1；ATCC, Manassas, VA 20108, USA）を形質
転換した。全てのA.ツメファシエンス株の完全性は制限マッピングによって確認した。
【００７６】
　３．植物バイオマスの調製、接種物、アグロバクテリア浸透及び採集
　植物ニコチアナ・ベンタミアナ（Nicotiana benthamiana）又はニコチアナ・タバクム
（Nicotiana tabacum）を、市販の泥炭ゴケ基質を満たした平箱で種子から育てた。前記
植物を16/8の光周期及び25℃日中／20℃夜間の温度スケジュールの下で温室にて生育させ
た。播種から3週間後に、個々の幼植物を採取して鉢に移植し、さらに3週間同じ環境条件
下で温室にて生育させた。形質転換前に、下記に表示した種々の時期に、植物から芽を摘
み取ることによって又は植物を化学的に処理することによって、頂芽及び側芽を除去した
。
　10mMの2-[N-モルフォリノ]エタンスルホン酸（MES）、20μMアセトシリンゴン、50μg/
mLカナマイシン及び25μg/mLのカルベニシリン（pH5.6）を補充したYEB培地で、構築物66
0、540、544、750又は35SHcProをトランスフェクトしたアグロバクテリアをOD600が0.6か
ら1.6に達するまで増殖させた。アグロバクテリア懸濁液を使用前に遠心し、浸透培養液
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（10mMのMgCl2及び10mMのMES（pH5.6））に再懸濁した。注射筒浸透は、Liu and Lomonos
soffの記載（2002、Journal of Virological Methods, 105:343-348）にしたがって実施
した。真空浸透については、A.ツメファシエンス懸濁液を遠心し、浸透培養液に再懸濁し
て4℃で一晩保存した。浸透の日に、培養バッチを2.5培養体積に希釈し、使用前に温めた
。N.ベンタミアナ又はN.タバクムの全植物を気密なステンレススチールタンク中の細菌懸
濁液に上下さかさまにして20－40トルの真空下に2分静置した。注射筒又は真空浸透に続
いて、植物を温室に戻し、採集まで4－5日間インキュベートした。
【００７７】
　４．葉のサンプリング及び全タンパク質抽出：
　インキュベーションに続いて、植物の気生部分を採集し、-80℃で凍結し、小片に粉砕
した。凍結粉砕した植物材料の各サブサンプルを、3体積分の冷却50mMトリス（pH7.4）、
0.15MのNaCl及び1mMフェニルメタンスルフォニルフロリド中で均質化することによって（
Polytron）、全可溶性タンパク質を抽出した。均質化後に、スラリーを4℃で20分、20,00
0gで遠心し、さらにこれらの清澄粗抽出物（上清）を分析のために維持した。参照標準物
としてウシ血清アルブミンを用い、Bradfordアッセイ（Bio-Rad, Hercules, CA）によっ
て、清澄粗抽出物の全タンパク質含有量を決定した。
【００７８】
　５．タンパク質抽出物のサイズ排除クロマトグラフィー
　32mLのSephacrylTM S-500高解析ビーズ（S-500HR：GE Healthcare, Upsala, Sweden, C
at. No. 17-0613-10）のサイズ排除クロマトグラフィー（SEC）カラムを充填し、平衡／
溶出緩衝液（50mMトリス（pH8）、150mM NaCl）で平衡させた。1.5mLの粗タンパク抽出物
をカラムにロードし、続いて45mLの平衡／溶出緩衝液を用いて溶出工程を実施した。溶出
液を1.5mLの分画で収集し、溶出分画のタンパク質含有量を、希釈したBio-Radタンパク質
染色試薬（Bio-Rad, Hercules, CA）の200μLと10μLの分画とを混合することによってモ
ニターした。カラムを、2カラム体積の0.2NのNaOH、続いて10カラム体積の50mMトリス（p
H8）、150mMのNaCl、20%にエタノールで洗浄した。各分離の後でブルーデキストラン2000
（GE Healthcare Bio-Science Corp., Piscataway, NJ, USA）を用いてカラムの目盛り定
めを実施した。ブルーデキストラン及び宿主の可溶性タンパク質の溶出プロフィルを各分
離間で比較し、使用したカラム間の溶出プロフィルの均一性を確認した。
【００７９】
　６．タンパク質分析及び免疫ブロッティング
　タンパク質濃度はBCAタンパク質アッセイ（Pierce Biochemicals, Rockport IL）によ
って決定した。タンパク質を還元条件下でSDS-PAGEによって分離し、クマシーブルーで染
色した。染色ゲルをスキャンし、デンシトメトリー分析はImagel Software（NIH）を用い
て実施した。
　SECの溶出分画のタンパク質をアセトンで沈殿させ（Bollag et al. 1996）、1/5体積の
平衡／溶出緩衝液に再懸濁し、還元条件下でSDS-PAGEによって分離し、免疫検出のために
ポリビニレンジフルオリド（PVDF）メンブレン（Roche Diagnostics Corporation, India
napolis, IN）に電気的に移した。イムノブロッティングの前に、このメンブレンをトリ
ス緩衝食塩水（TBS-T）中の5%脱脂乳及び0.1%トゥイーン20で4℃にて16－18時間ブロッキ
ングした。
　イムノブロッティングは、TBS-Tween 20(0.1%)中の2%脱脂乳にて2μg/mLとした適切な
抗体（表6）とともにインキュベートすることによって実施した。ケミルミネッセンス検
出に用いた二次抗体は表4に示し、前記は表示のようにTBS-Tween 20(0.1%)中の2%脱脂乳
で表示のように希釈した。免疫反応性複合体は、基質としてルミノール（Roche Giagnost
ics Corporation）を用いケミルミネセンスによって検出した。ヒトIgG抗体のセイヨウワ
サビペルオキシダーゼ酵素結合は、EZ-Link Plus(商標)活性化ペルオキシダーゼ結合キッ
ト（Pierce, Rockford, IL）を用いて実施した。
【００８０】
表6：発現タンパク質の免疫ブロッティングのための電気泳動条件、抗体及び希釈
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FII：Fitzgerald Industries Internatinal, Concord, MA, USA；
NISBIC：Natinal Institute for Biological Standards and Control；
JIR：Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA, USA；
BEI NR：Biodefense and emerging Infections research resources repository；
ITC：Immune Technology Corporation, Woodside, NY, USA；
【００８１】
　H5のヘマグルチニンアッセイはNayak and Reich（2004）が記載した方法を土台にした
。略記すれば、試験サンプル（100μL）の連続二倍希釈を、100μLのPBSを含むV底の96ウ
ェルマイクロタイタープレートで、各ウェルに100μLの希釈サンプルを残すことにより作
製した。0.25%のシチメンチョウ赤血球懸濁液（Bio Link Inc., Syracuse, NY）の100μL
を各ウェルに添加し、プレートを室温で2時間インキュベートした。完全な凝集を示す最
高希釈の逆数をHA活性として記録した。平行して、組換えHA標準物（A/ベトナム/1203/20
04(H5N1)）（Protein Science Corporation, Meriden, CT）をPBSで希釈し、各プレート
でコントロールとして使用した。
【００８２】
　７．シュクロースグラディエント超遠心
　H5-含有バイオマスのゲルろ過クロマトグラフィーから溶出した分画9、10及び11の1mL
をプールし、20－60%（w/v）の不連続シュクロース濃度勾配にロードし、125,000gで17.5
時間遠心した（4℃）。このグラディエントを、最上部から開始して3mLずつの19分画とし
て分画し、さらに免疫学的分析及び血球凝集アッセイの実施前にシュクロースを除去する
ために透析した。
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【００８３】
　８．電子顕微鏡検査
　電子顕微鏡検査（EM）による観察のために、先ず初めに30 MWCO限外ろ過ユニット（Mil
lipore, Billerrica, MA, USA）を用いてSECの溶出分画を濃縮した。この濃縮分画を2%の
グルタルアルデヒドを含むPBS（pH7.4）で4℃にて24時間固定した。固定したら、このサ
ンプルをFormvar被覆200メッシュニッケルグリッド（Canemco, Lakefield, Canada）に2
分間吸着させ、さらに、1%のリンタングステン酸での染色の前にグリッドを2回脱イオン
水で洗浄した。観察は、透過型電子顕微鏡下で10,000ｘから150,000ｘの範囲の倍率で実
施した（画像については図4A及び4B）。
　また別には、100μLの被検サンプルをAirfuge超遠心管（Beckman Instruments, Palo A
lto, CA, USA）に入れた。この遠心管の底にグリッドを置き、続いて、遠心管を120,000g
で5分遠心した。グリッドを取り出し、穏やかに乾燥させ、染色のために1滴の3%リンタン
グステン酸（pH6）を乗せた。グリッドを日立7100透過型電子顕微鏡（TEM）で調べた（画
像については図14B、15B及び15C）。
　図19の画像について、ほぼ1mm3の葉のブロックを2.5%グルタルアルデヒド含有PBSで固
定し、1.33%の四酸化オスミウム中での固定後工程の前に3%シュクロース含有PBSで洗浄し
た。固定サンプルをSpurr樹脂に包埋し、超薄層をグリッドに乗せた。観察前にサンプル
を5%酢酸ウラニル及び0.2%クエン酸鉛で陽性染色した。グリッドを日立7100透過型電子顕
微鏡（TEM）で調べた。
【００８４】
　９．形質膜の脂質分析
　形質膜はタバコの葉から入手し、Mongrandらにしたがって、ポリエチレングリコール33
50/デキストランT-500（各々6.6%）を用いる水性ポリマー二相系で分配することにより細
胞分画を実施した後、BY2細胞を培養した。全ての工程を4℃で実施した。
　BlighとDyerにしたがって種々の分画から脂質を抽出し精製した。Lefebvreらの論文に
記載された溶媒系を用い一次元HP-TLCによって、極性脂質及び中性脂質を分離した。Maca
laらの記載にしたがって酢酸銅で染色した後、PM分画の脂質を検出した。脂質の移動時間
を標準物のそれと比較することによって、脂質を同定した（全ての標準物はSigma-Aldric
h（St-Louis, MO, USA）から入手したが、ただしSGはMatreya（Pleasant Gap, PA, USA）
から入手した）。
【００８５】
　10．H5 VLP精製
　凍結させた、N.ベンタミアナの660-浸透葉を、1.5体積の50mMトリス（pH8）、NaCl 150
mM及び0.04%メタ重亜硫酸ナトリウム中で市販のブレンダーを用いて均質化させた。得ら
れた抽出物に1mMのPMSFを補充し、42℃で5分間の加熱の前に1Mの酢酸によりpH6に調整し
た。前記加熱処理抽出物に珪藻土（DE）を添加して、pHシフト及び加熱処理によって沈殿
した夾雑物を吸着させ、スラリーをWhatmanろ紙でろ過した。得られた清澄な抽出物を10,
000xgで10分間、室温で遠心して残留DEを除去し、0.8/0.2μmのAcropack 20フィルターを
通してフェチュイン-アガロースアフィニティカラム（Sigma-Aldrich, St-Louis, MO, US
A）にロードした。400mMのNaCl、25mMトリス（pH6）中での洗浄工程に続いて、結合タン
パク質を1.5MのNaCl、50mM MES（pH6）で溶出させた。溶出VLPに最終濃度0.0005%（v/v）
でTween-80を補充した。VLPを100kDa MWCO Amiconメンブレン上で濃縮し、10,000ｘgで30
分間4℃にて遠心し、0.01%のTween-80及び0.01%のチメロサールを含むPBS（pH7.4）に再
懸濁させた。懸濁VLPを使用前にろ過滅菌した。
【００８６】
　11．動物実験
　マウス：
　インフルエンザVLP投与に対する免疫応答に関する実験を、6－8週齢の雌のBALB/cマウ
ス（Charles River Laboratories）を用いて実施した。70匹のマウスを無作為に5匹ずつ
の14グループに分けた。8グループを筋肉内免疫に用い、6グループを鼻内ルート投与の試
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週間で実施した。
　後肢の筋肉内投与のために、無麻酔のマウスを植物生成VLP H5ワクチン（0.1、1、5又
は12μg）又はコントロールヘマグルチニン（HA）抗原のいずれかで免疫した。コントロ
ールHAは、A/インドネシア/5/05 H5N1株を基に生成し、293細胞培養から精製した組換え
可溶性ヘマグルチニンを含んでいた（Immune Technology Corp., New York, USA）（特段
の指示がなければ１回の注射に付き5μgで用いられた）。緩衝液コントロールはPBSであ
った。この抗原はHAタンパク質のアミノ酸18－530から成り、Hisタグ及び改変切断部位を
有している。電子顕微鏡検査により、この市販の生成物はVLPの形態ではないことが確認
された。
【００８７】
　アジュバントの効果を測定するために、2グループの動物を5μgの植物生成VLP H5ワク
チン＋1体積のAlhydrogel 2%（ミョウバン、Accurate Chemical & Scientific Corporati
on, Westbury, NY, US）又は293細胞培養から精製した5μgの組換えヘマグルチニン＋1体
積のミョウバンで免疫した。8グループを筋肉内免疫に、6グループを鼻内投与試験に用い
た。全てのグループを初回-追加免疫スケジュール（prime-boost regimen）にしたがって
免疫し、追加免疫は初回免疫の3週間後に実施した。
　後肢の筋肉内投与のために、植物生成VLP H5ワクチン（0.1、1、5又は12μg）又はコン
トロールヘマグルチニン（HA）抗原（5μg）又はPBSで無麻酔のマウスを免疫した。全て
の抗原調製物を、Alhydrogel 1%（ミョウバン、Accurate Chemical & Scientific Corpor
ation, Westbury, NY, US）と1：1の体積比で免疫前に混合した。アジュバントの効果を
測定するために、アジュバントを全く含まない、5μgの植物生成VLP H5ワクチン又は5μg
のコントロールHA抗原のどちらかで2グループの動物を免疫した。
　鼻内投与のために、自動導入チャンバーを用いるイソフルランの吸入によりマウスを簡
単に麻酔した。続いて外鼻孔当たり4μLの植物生成VLPワクチン（0.1又はμg）、又はコ
ントロール抗原（1μg）、又はPBSの滴下添加により前記動物を免疫した。全ての抗原調
製物を、免疫前にキトサングルタメート1%（Protosan, Novamatrix/FMC BioPolymaer, No
rway）と混合した。続いてマウスにこの溶液を吸い込ませた。鼻内投与によるアジュバン
ト効果を立証するために、2グループの動物を、1μgの植物生成VLP H5ワクチン又は1μg
のコントロールHA抗原で免疫した。
【００８８】
　フェレット：
　5匹のフェレットを含む10グループ（オス、18－24週齢、重さ約1kg）を用いた。各グル
ープの処置は表7に記載したとおりである。使用したアジュバントはAlhydrogel（ミョウ
バン）（Superfos Biosector, Denmark）2%（最終＝1%）であった。ワクチン組成物は、
記載のように製造した膜結合A/インドネシア/5/05(H5N1)VLPであった。ワクチンコントロ
ール（陽性コントロール）は、293細胞培養でアデノウイルスを用いてImmune Technology
 Corporation（ITC）により製造された、インドネシア株由来の完全にグリコシル化され
た膜結合組換えH5であった。
【００８９】
表7：処置グループ
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*i.m.：筋肉内
【００９０】
　全体的な健康状態及び外観（体重、直腸温度、姿勢、柔毛、運動パターン、呼吸、糞便
）について実験中定期的にフェレットを評価した。0、14及び28日目に大腿四頭筋の筋肉
内注射（0.5－1.0の総体積）によって動物を免疫した。アジュバントを取り入れたプロト
コルのために、免疫の直前にワクチン組成物をAlhydrogelと1：1の体積比で混合した。血
清サンプルを免疫前の0日目、21日目及び35日目に入手した。40－45日目に動物をサクリ
ファイスし（瀉血／心臓穿刺）、脾臓を採集し、剖検を実施した。
　同種又は異種不活化H5N1ウイルスを用いて、ELISAアッセイで抗インフルエンザ抗体力
価を定量した。
　血清サンプル（免疫前、21日目及び35日目）の血球凝集阻害抗体力価を、記載のように
（Aymard et al. 1973）、マイクロタイターHAIによって判定した。略記すれば、血清を
レセプター破壊酵素で前処理し、加熱不活化し、さらに赤血球（洗浄赤血球、RBC）懸濁
液と混合した。Lampireのウマ洗浄RBC（10%）が推奨される。RBCの起源によりアッセイが
変動する可能性（ウマ依存性）があることを考慮して、10頭のウマの洗浄RBCを試験して
もっとも感度のよいバッチを選択した。あるいはシチメンチョウのRBCを用いてもよい。
抗体力価は、血球凝集を完全に阻害する最高希釈の逆数として表した。
　交差反応性HAI力価：A/インドネシア/5/05（クレード2.1）に対するワクチンで免疫し
たフェレットのHAI力価を、別のサブクレード又はクレード由来の不活化H5N1インフルエ
ンザ株（例えばクレード1ベトナム株A/ベトナム/1203/2004及びA/ベトナム/1194/2004、
又はA/アンフイ/01/2005（サブクレード2.3）、又はA/シチメンチョウ/トルコ/1/05（サ
ブクレード2.2））を用いて測定した。全ての分析は個々のサンプルについて実施した。
　データ解析：統計解析（ANOVA）は全てのデータに関して実施し、グループ間の相違が
統計的に有意か否かを明確にした。
【００９１】
　致死的チャレンジ（マウス）のための実験設計：
　128匹のマウスを無作為に各8匹の16のグループに分け、1つのグループは免疫せずにか
つチャレンジもしなかった（陰性コントロール）。全グループを2回投与スケジュールに
より筋肉内投与で免疫し、2回目の免疫は初回免疫の2週間後に実施した。
　後肢の筋肉内投与のために、無麻酔のマウスを植物生成H5 VLP（1、5又は15μg）、又
は15μgのコントロールHA抗原、又はPBSで免疫した。免疫前に、全ての抗原調製物を1体
積のAlhydrogel（ミョウバン、Accurate Chemical & Scientific Corporation, Westbury
, NY, US）と混合した。
　免疫期間中、週に1回マウスを秤量し、観察し、さらに注射部位の局所反応をモニター
した。
　二回目の免疫から22日後に、BL4封じ込め施設（P4-Jean Merieux-INSERM, Lyon, Franc
e）にて、麻酔したマウスの鼻内にインフルエンザA/トルコ/582/06ウイルス（Dr. Bruno 
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Lina（Lyon University, Lyon, Franceより贈与）の4.09ｘ106の50%細胞感染用量（CCID5
0）でチャレンジした。チャレンジ後、14日間にわたってマウスの症状を観察し、さらに
毎日秤量した。重篤な感染症状及び25%以上の体重減少を示すマウスを麻酔後安楽死させ
た。
【００９２】
　血液採集、肺及び鼻内洗浄、並びに脾臓採集：
　外側伏在静脈採血は、1回目の免疫から14日後及び2回目の免疫から１４日後に無麻酔動
物で実施した。血清は、8000gで10分間の遠心により採集した。
　2回目の免疫から4週間後に、CO2ガスでマウスを麻酔し、終了後直ちに心臓穿刺を用い
て血液を採集した。
　最後の採血後、カテーテルを肺方向に挿入し、前記カテーテルに結合させた1ccの注射
筒に1mLの冷PBS-プロテアーゼ阻害剤カクテル溶液を注入して肺に入れ、続いて分析のた
めに取り出した。肺洗浄物を遠心して細胞屑を除去した。鼻内洗浄のために、カテーテル
を鼻内域に向けて挿入し、0.5mLのPBS-プロテアーゼ阻害剤カクテル溶液をカテーテルか
ら鼻道へ押し込み、続いて採集した。鼻内洗浄物を遠心して細胞屑を除去した。脾臓採集
は、5μgのアジュバント添加植物生成ワクチン又は5μgのアジュバント添加組換えH5抗原
で筋肉内免疫したマウスとともに、1μgのアジュバント添加植物生成ワクチン又は1μgの
アジュバント添加組換えH5抗原で鼻内免疫したマウスで実施した。採集した脾臓をゲンタ
マイシン補充RPMI中に入れ、50mLの円錐管で10mL注射筒のプランジャーを用いてすり潰し
た。すり潰した脾臓を2回すすぎ、2000rpmで5分間遠心し、さらにACK溶解緩衝液に室温で
5分間再懸濁した。前記脾臓細胞をPBS-ゲンタマイシンで洗浄し、5%RPMIに再懸濁し、計
測した。脾臓細胞を増殖アッセイに用いた。
【００９３】
　抗体力価：
　血清の抗インフルエンザ抗体力価を1回目の免疫から14日後に、さらに2回目の免疫から
14及び28日後に測定した。力価は、被覆抗原として不活化ウイルスA/インドネシア/5/05
を用いて酵素結合免疫吸着アッセイ（ELISA）によって決定した。終末点力価は、陰性コ
ントロールサンプルのOD値よりも少なくとも0.1倍高いOD値に達した最高希釈の逆数とし
て表した。
　抗体クラスの決定（IgG1、IgG2a、IgG2b、IgG3、IgGM）のために、力価を以前に記載さ
れたようにELISAによって判定した。
　血球凝集阻害（HI）力価：
　血清の血球凝集阻害（HI）力価は、2回目の免疫から14及び28日後に、以前に記載（WHO
 2002；Kendal 1982）されたように測定した。A/インドネシア/5/05又はA/ベトナム/1203
/2004株由来の不活化ウイルス調製物を用いて、HI活性についてマウス血清サンプルを試
験した。血清は、ビブリオ・コレラ（Vibrio cholerae）（Kendal 1982）から調製したレ
セプター破壊酵素II（RDE II）（Denka Seiken Co., Tokyo, Japan）で前処理した。HIア
ッセイは、0.5%のシチメンチョウ赤血球を用いて実施した。HI抗体力価は、完全な凝集阻
害を引き起こす最高希釈の逆数と定義される。
【実施例】
【００９４】
実施例１：植物N.ベンタミアナのアグロバクテリア浸透によるインフルエンザウイルスA/
インドネシア/5/05(H5N1)のヘマグルチニンの一過性発現
　インフルエンザヘマグルチニンを生成する一過性発現系の能力を、A/インドネシア/5/0
5(H5N1)株のH5亜型の発現により決定した。図11に提示したように、ヘマグルチニン遺伝
子コード配列（Acc. #EF541394）（その天然のシグナルペプチド及びトランスメンブレン
ドメインを含む）を、先ず初めにプラストシアニン発現カセット（アルファルファプラス
トシアニン遺伝子由来のプロモータ、5’UTR、3’UTR、及び転写終結配列）でアッセンブ
リングし、このアッセンブリングしたカセット（660）をpCAMBIA二元プラスミドに挿入し
た。続いてこのプラスミドをアグロバクテリウムにトランスフェクトし、組換え株AGL1/6
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60を作製し、前記を一過性発現に用いた。
　植物N.ベンタミアナにAGL1/660を浸透させ、6日間のインキュベーション期間の後で葉
を採集した。アグロバクテリア浸透が施された葉でH5が蓄積しているか否かを決定するた
めに、先ず初めに浸透を受けた葉からタンパク質を抽出し、抗H5（ベトナム）ポリクロー
ナル抗体を用いてウェスタンブロッティングによって分析した。約72kDaの固有バンドが
抽出物で検出され（図12）、前記はインフルエンザヘマグルチニンの未切断HA0型とサイ
ズが一致した。陽性コントロールとして用いた市販のH5（A/ベトナム/1203/2004；Protei
n Science Corp., Meriden, CT, USA）は、約48及び28kDa（それぞれHA1及びHA2フラグメ
ントの分子量と一致する）の2つのバンドとして検出された。前記は、浸透葉におけるH5
の発現が未切断翻訳生成物の蓄積をもたらしたことを示している。
　活性なHAトリマーの形成は、AGL1/660-形質転換葉の粗タンパク抽出物のシチメンチョ
ウ赤血球凝集能力によって明示された（データは示されていない）。
【００９５】
実施例２：サイズ排除クロマトグラフィーを用いた植物抽出物中のヘマグルチニン含有構
造物の性状決定
　植物生成インフルエンザヘマグルチニンの高分子量構造物へのアッセンブリをゲルろ過
によって判定した。AGL1/660-浸透葉の粗タンパク抽出物（1.5mL）を、SephacrylTM S-50
0HRカラム（GE Healthcare Bio-Science Corp., Piscataway, NJ, USA）でのサイズ排除
クロマトグラフィー（SEC）によって分画した。溶出分画を、それらの全タンパク質含有
量及びHA量についてアッセイした（抗HA抗体による免疫検出を利用）（図13A）。図13Aに
示したように、ブルーデキストラン（2MDa）の溶出ピークは分画10の初期で、一方、宿主
タンパク質の大部分はカラム内に保持され、分画14及び22の間に溶出した。各SEC溶出分
画の200μL中のタンパク質をアセトン沈殿により濃縮（5倍）し、ウェスタンブロッティ
ングにより分析したとき（図15A、H5）、ヘマグルチニン（H5）は主として分画9から14で
見出された（図13B）。理論に拘束されないが、前記は、HAタンパク質はアッセンブリン
グして大きなスーパー構造物を形成したか、又は高分子量構造物と結合したことを示唆し
ている。
　A/ニューカレドニア/20/99(H1N1)（配列番号:33；図16；GenBankアクセッション番号AY
289929）のH1核酸配列を用いて第二の発現カセットをアッセンブリングし、構築物540（
図11）を作製した。キメラ遺伝子構築物を設計してH1の可溶性トリマー型を作製した。前
記構築物では、植物タンパク質ジスルフィドイソメラーゼ遺伝子に由来するシグナルペプ
チド及びH1のトランスメンブレンドメインが、GCN4ロイシンジッパーのpII変種（セルフ
アッセンブリングしてトリマーを形成することが示されたペプチド（Harbury et al. 199
3））によって置き換えられていた（カセット544、図11）。トランスメンブレンドメイン
を欠くが、この可溶性トリマー型は血球凝集能力を有する（データは示されていない）。
【００９６】
　AGL1/540又はAGL1/544を浸透させた植物のタンパク質抽出物をSECによって分画し、H1
溶出分画の存在を抗インフルエンザA抗体（Fitzgerald, Concord, MA, USA）によるウェ
スタンブロッティングで調べた。AGL1/540-浸透葉では、H1は主として非常に高分子の構
造物として蓄積され、ピークはよりサイズの小さな構造物側へとゆがんでいたH1；図13C
）。AGL1/544-浸透葉では、H1の可溶型は、ゲルろ過の溶出パターンによって示されるよ
うに（H1可溶型は宿主のタンパク質溶出プロフィルろ類似する）単離トリマーとして蓄積
された（可溶性H1；図13D）。比較すれば、H1ロゼット（Protein Science Corp., Meride
n, CT, USA）は分画12から16で溶出する5－6個のヘマグルチニントリマーのミセルとして
存在し、これはH1の可溶型（図13D）よりも早く、天然のH1（図13C）よりも遅い。
　ヘマグルチニンの構造物へのアッセンブリに対するM1同時発現の影響を評価するために
、A/PR/8/34(H1N1) M1（配列番号:35；図18；GenBankアクセッション番号NC_002016）の
コード配列に対応する核酸を用いて、M1発現カセットをアッセンブリングした。構築物を
750と呼び、図11に提示する。M1及びH1の同時発現のために、浸透の前に、AGL1/540及びA
GL1/750の懸濁液を等体積で混合した。複数のアグロバクテリア懸濁物の浸透によって、
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複数のトランスジーンの同時発現が可能になる。SEC溶出分画のウェスタンブロット分析
は、M1の同時発現はH1構造物の溶出プロフィルを改変しないが、アグロバクテリア浸透葉
におけるH1蓄積の低下をもたらすことを示している（図13F）。
【００９７】
実施例３：シュクロースグラディエントでの遠心によるH5構造物の単離と電子顕微鏡下で
の観察
　電子顕微鏡（EM）下でのヘマグルチニン構造物の観察は、葉の未精製タンパク抽出物の
SECから得られた濃度及び純度レベルよりも高い濃度及び純度を必要とした。H5構造物のE
M観察を可能にするために、葉の未精製タンパク抽出物を先ず初めにPEG沈殿（20%PEG）に
よって濃縮し、続いて1/10体積の抽出緩衝液に再懸濁させた。この濃縮タンパク抽出物を
S-500HRゲルろ過によって分画し、分画9、10及び11（カラムの空間体積に対応する）をプ
ールし、さらに20－60%シュクロース濃度勾配上での超遠心によって宿主タンパク質から
単離した。シュクロースグラディエントは最上部から開始して分画して得られた分画を透
析し、さらに100 NMWL遠心フィルターユニットで分析の前に濃縮した。ウェスタンブロッ
ト及び血球凝集の結果（図14A）から示されたように、H5は主としてほぼ60%シュクロース
を含む分画16から19に蓄積し、一方、宿主タンパク質の大半のピークは分画13であった。
分画17、18及び19をプールし、陰性染色を施し、EM下で観察した。サンプル試験によって
、サイズが80から300nmの範囲でスパイクを有する球状構造物（インフルエンザVLPの形態
学的特徴と一致する）の存在がはっきりと示された（図14B）。
【００９８】
実施例４：植物バイオマスからインフルエンザH5 VLPの精製
　大量の可溶性タンパク質に加えて、植物の葉の抽出物は、可溶性の糖、核酸及び脂質の
複雑な混合物を含んでいる。粗抽出物を、pHシフト及び熱処理と前記に続く珪藻土上での
ろ過によって清澄化した（清澄方法の詳細については材料と方法の項を参照されたい）。
図15A（レーン1－4）は、種々の清澄化工程におけるタンパク質内容物を比較したクマシ
ーブルー染色ゲルを示している。粗抽出物（レーン1）及び清澄化抽出物（レーン4）にお
けるタンパク質内容物の比較によって、全体的なタンパク質含有量を減少させ、大半の主
要夾雑物（葉の粗抽出物において50kDaで見ることができる）を除去する清澄化工程の性
能が明示される。前記50kDaバンドはRuBisCO大サブユニットに対応し、前記は葉の全タン
パク質の30%までを占める。
　インフルエンザH5 VLPを、これら清澄化抽出物からフェチュインのアフィニティクロマ
トグラフィーによって精製した。ロード分画（図15A、レーン5）とフローアウト（図15A
、レーン6）及び溶出VLP（図15A、レーン7）との比較によって、清澄化植物抽出物中のイ
ンフルエンザH5 VLPに対するフェチュインアフィニティカラムの特異性が明示される。
【００９９】
　精製工程によりH5の75%を超える純度（クマシーブルー染色SDS-PAGEゲルでのデンシト
メトリーにより決定）が得られた（図15A、レーン7）。精製した生成物の構造的品質を判
定するために、100 NMWL（通常の分子量限界）遠心フィルターユニットで精製H5を濃縮し
、陰性染色した後でEM下で調べた。図15Bは豊富なVLPの存在を示す代表的な切片を示して
いる。より精密な検査によって、VLP上のスパイクの存在が確認された（図15C）。
　図15Dに示されているように、クマシーブルー染色H5ヘマグルチニンの濃度及びBCA法に
よる全タンパク質含有量測定を基準にすれば、H5 VLPはフェチュインカラムのアフィニテ
ィクロマトグラフィーによって葉の清澄化抽出物からほぼ89%の純度で精製された。
　HA VLPの生物活性は、シチメンチョウ赤血球を凝集させるその能力によって確認された
（データは示されていない）。
　抗H5ポリクローナル血清を用いたウェスタンブロッティング及び免疫検出によって可視
化された精製VLPの実体もまた、図20Bによって確認される（A/ベトナム/1203/2004）。ほ
ぼ72kDaの固有バンドが検出され、インフルエンザヘマグルチニンの未切断HA0型とサイズ
が一致する。図15cは、その構造を覆うヘマグルチニンスパイクを有するワクチンのVLP構
造を示している。
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　VLPは0.22μmフィルターでろ過することによってマウスの免疫用に処方した。エンドト
キシン含有量は、エンドトキシンLAL（アメリカカブトガニアメーバ様細胞溶解物）検出
キット（Lonza, Walkserville, MS, USA）を用いて測定した。ろ過ワクチンは105.8±11.
6%EU/mＬ（エンドトキシンユニット/mL）を含んでいた。
【０１００】
実施例５：植物内でのインフルエンザVLPの分布
　VLPの分布を知り、それらの形質膜起源を確認するために、H5生成植物の葉の薄片を固
定し、陽性染色後にTEM下で調べた。葉の細胞の観察によって、形質膜の重積により形成
された細胞外空隙にVLPが存在することが示された（図19）。観察されるVLPの形状及び配
置から、細胞壁にVLPの形質膜が付着しているにもかかわらず、植物細胞は、それらの形
質膜から誘導されるインフルエンザVLPの生成に必要な柔軟性を有し、VLPをアポプラスト
間隙に蓄積させることが示された。
【０１０１】
実施例６：形質膜の脂質の分析
　植物インフルエンザVLPの組成及び起源の更なる確認は脂質の内容の分析から得られた
。精製VLPから脂質を抽出し、それらの組成を高度に精製したタバコの形質膜の組成と高
速薄層クロマトグラフィー（HP-TLC）によって比較した。VLP及びコントロール形質膜の
極性及び中性脂質の移動パターンは類似していた。精製VLPは、形質膜で見出される主要
なリン脂質（ホスファチジルコリン及びホスファチジルエタノールアミン）及びスフィン
ゴミエリン（グルコシルセラミド）を含み（図27A）、さらに両者はただ1つの中性脂質と
して遊離ステロールを含んでいた（図27B）。しかしながら、精製VLP抽出物における形質
膜タンパク質マーカー（ATPase）の免疫検出によって、VLP脂質二重層は植物形質膜に結
合する主要タンパク質の1つを含まないことが示され、植物細胞からVLPが発芽する過程で
宿主タンパク質は排除される可能性を示した（図27C）。
【０１０２】
実施例７：H5 VLPの免疫原性及び投与経路の影響
　マウスに植物生成H5 VLPを筋肉内注射又は鼻内吸入によって投与した。記載された方法
に従い、アジュバントとしてミョウバンとともに、0.1から12μgのVLPをマウスの筋肉内
に注射した。ピーク抗体力価は、もっとも低い抗原量で5μgの組換え可溶性ヘマグルチニ
ン（HA）のピークと類似する強さで観察された（図20A）。
　0.1から1μgの植物生成H5 VLPをキトサンアジュバントとともに筋肉内投与した。前記
キトサンアジュバントは、ミョウバンアジュバントを含む組換え可溶性HAの抗体応答より
も強い抗体応答のために提供された（図20B）。
　両投与経路について、さらに全抗原量にわたって、セロコンバージョンを全被検マウス
で観察した。組換えH5可溶性抗原は、低い（1/40未満）又は無視しえる程度（アジュバン
ト無添加組換えH5の場合1＜1/10）のHI力価を付与した。
【０１０３】
実施例８：H5 VLPによる血球凝集阻害抗体力価
　図21A、Bは、植物生成H5 VLP又は組換え可溶性HAによる“追加免疫”から14日後の血球
凝集阻害（HAI）抗体応答を図示している。筋肉内に投与したとき、もっとも低い抗原用
量（0.1μg）によって、10倍高い組換え可溶性HA（5μg）を超える優れたHAI応答がもた
らされた。H5 VLPの用量を高めたとき、最低用量よりわずかに高いHAIが提供された。
　鼻内投与後のHAI応答は、1μgの組換え可溶性HAを投与されたマウス（陰性コントロー
ルと同様であった）と比較したとき、植物生成H5 VLP（1.0又は0.1μg）投与マウスで有
意に増加した。H5 VLPの筋肉内注射によって免疫された全マウス（0.1から12μg）が、コ
ントロールHA抗原で免疫されたマウスよりも高いHAI力価を有した（図21A）。同じ用量の
5μgについては、VLPは、コントロールのHA抗原の対応する用量より20倍高いHAI力価を誘
発した。VLPはまた、鼻内ルートでデリバーしたとき、コントロールHA抗原よりも有意に
高いHAI力価を誘発した（図21b）。H5 VLPのある用量について、HAI力価レベルは、筋肉
内免疫マウスよりも鼻内免疫マウスで低かった。すなわち、1μgのVLPは筋肉内投与され
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たとき210の平均HAI力価を誘発し、一方、鼻内投与では同じ用量が34の平均HAI力価を誘
発した。
　筋肉内に投与したとき、全てのVLP用量が、同種の不活化完全ウイルスと結合すること
ができる高レベルの抗体を誘発した（図20b及び24）。両抗原調製物が同種の株に対して
高い結合抗体力価を誘発するので、植物生成VLPワクチンとコントロールHA抗原との間で
有意な相違は見出されなかった（追加免疫から14日後の12μgのVLPグループを除く）。し
かしながら、鼻内に投与したとき、VLPは、コントロールHA抗原よりも高い結合抗体力価
を誘発した（図20b）。キトサンと混合したとき、1μgのVLPによる免疫によって、5500の
相対平均Ab力価が誘発され、これは、1μgのコントロールHA抗原で免疫されたマウスで見
出されたレベル（920の相対平均Ab力価）より8.6倍高い。
　続いて、植物由来インフルエンザVLPの免疫原性を、マウスでの一連の用量実験により
精査した。各グループで5匹のBALB/cマウスを含むグループを、3週間間隔で2回、ミョウ
バン（1：1）中で処方したインフルエンザA/インドネシア/5/05(H5N1)のHAを含む、0.1μ
gから12μgのVLPで筋肉内免疫した。血球凝集阻害力価（HI）（不活化完全ウイルス抗原A
/インドネシア/5/05(H5N1)を使用する）は、2回目の免疫後14日で採集した血清で測定し
た。わずか0.1μgのVLP用量での免疫によって、高希釈でウイルスの赤血球凝集を阻害す
る抗体の産生が誘発された（図21A）。平行して実施した、5μgの非VLPミョウバンアジュ
バント添加コントロールH5抗原（同様にA/インドネシア/5/05由来）でのマウスの免疫に
よって、もっとも低いVLP用量で達成されたHI応答よりも2－3 log低いHI応答が誘発され
る。
　両投与ルートについてさらに全抗原量にわたって、HAI応答はVLP投与マウスで優れてい
る。
【０１０４】
実施例９：H5 VLPの免疫原性に対するアジュバントの影響
　植物生成H5 VLPは形質膜起源を有する（図19、実施例5）。理論に拘束されないが、エ
ンベロープウイルス又はエンベロープウイルスのVLPは、一般的に、それらが発芽する膜
からそれらのエンベロープを獲得する。植物形質膜はフィトステロール補完成分を含み、
これは、動物細胞ではたとえ見出されたとしても稀なものであり、これらステロールのい
くつかは免疫刺激性作用を有することが示された。
　植物生成H5 VLPを、アジュバントの存在下又は非存在下でマウスの筋肉内（図22A）又
は鼻内（図22B）に投与し、HAI（血球凝集阻害抗体応答）を決定した。添加アジュバント
の存在下又は非存在下（これらの例ではミョウバン又はキトサン）のいずれの投与系にお
いても、VLPは、組換え可溶性HAよりも有意に高いHAIヘマグルチニン阻害を示した。添加
アジュバント（すなわちミョウバン又はキトサン）の非存在下においてすら、植物生成H5
 VLPは有意なHAIを示し、抗原の投与に対する全身的免疫応答を提示した。
　ミョウバンは、HAI力価の平均レベルを、VLPの筋肉内投与については5倍（図22a）、コ
ントロールHA抗原については3.7倍強化した。筋肉内に投与したとき、5μgのVLPは、対応
する用量のコントロールHA抗原よりも12倍高い平均HAI力価を誘発した。キトサンは、コ
ントロールHA抗原の平均HAIレベルを押し上げなかったが（図22b）、一方、1μgのVLPの
鼻内投与により免疫されたマウスの平均HAIレベルを5倍増加させた。
【０１０５】
実施例１０：抗体のアイソタイプ
　添加アジュバントとしてミョウバンの存在下又は非存在下で植物生成H5 VLP又は組換え
可溶性HAを投与されたマウスは、多様な免疫グロブリンアイソタイプを提示する（図23A
）。
　添加アジュバントの存在下では、VLP及びHAの抗体アイソタイププロフィルは類似し、I
gG1が主要なアイソタイプである。VLP又はHAを添加アジュバントの非存在下で投与したと
き、IgG1応答は低下するが、VLPに対しては主要なアイソタイプ応答であり続け、IgM、Ig
G2a、IgG2B及びIgG3は添加アジュバントの存在下と同じ力価を維持する。HAを添加アジュ
バントの非存在下で投与するとき、IgG1、IgG2a及びIgG2b力価は顕著に低下する。
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　したがって、これらのデータは、植物生成VLPは、宿主で抗体応答を誘引するために添
加アジュバントを必要としないことを示している。
　添加抗原の存在下における、植物生成VLP又は可溶性組換えHAの筋肉内投与マウスの不
活化完全ウイルス株（A/ベトナム/5/05；A/ベトナム/1203/04）に対する抗体力価は図23B
に示されている。1μg若しくは5μgのVLP又は5μgの可溶性HAを投与されたマウスでは、
これらのインフルエンザ株に対する抗体力価に有意な相違は認められない。
【０１０６】
実施例１１：H5 VLPワクチンによって誘発された血清抗体の交差反応性
　H5 VLPによって誘発された血清抗体の交差反応性を、種々の株の不活化完全インフルエ
ンザウイルスに対して判定した。全ての用量のVLP（0.1から12μg）が、5μgのコントロ
ール抗原も同様、クレード1株（A/ベトナム/1194/04）、クレード2.1の同種株A/ベトナム
/5/05、及びクレード2.2株のA/シチメンチョウ/トルコ/1/05に対して高い結合抗体力価を
誘発した（図25A）。
　しかしながら、植物生成VLPのみがA/シチメンチョウ/トルコ/1/05株に対してHAI力価を
誘発した（図25b）。A/インドネシア/5/05に対するHAI力価はVLPで高い。
【０１０７】
実施例１２：植物生成H5 VLPでの免疫によって付与される交差防御
　記載のようにA/インドネシア/5/05 H5 VLPの2回投与スケジュールを以前に受けたマウ
スに、続いてインフルエンザA/トルコ/582/06(H5N1)（“トルコH5N1”）の感染性ウイル
スで鼻内チャレンジを実施し、観察した。動物当たりの投与用量は10 LD50（4.09ｘ105 C
CID50）であった。
　トルコH5N1暴露で、PBSワクチンコントロール投与マウスの37.5%のみがチャレンジ後7
日まで生存した（図26A）。コントロール抗原（HA）又はインドネシアH5 VLPの1、5若し
くは15μgを投与した動物の100%が、チャレンジ後17日まで（このとき実験終了）生存し
た。
　マウスの体重もまた実験中にモニターし、生存マウスの平均体重をプロットした（図26
B）。チャレンジ前にインドネシアH5 VLPの1、5又は15μgを投与したマウスは、実験経過
中に認知しえる体重減少を示さず、特に5μgのVLPを投与したマウスは有意な体重増加を
示したようである。陰性コントロールマウス（トルコH5N1のチャレンジ無し）は、認知し
える体重増加も減少も示さなかった。陽性コントロールマウス（VLPを投与されなかった
がトルコH5N1でチャレンジされた）は実験経過中に有意な体重減少を示し、これらマウス
のうち3匹が死亡した。体重は一群の全てのマウスの平均であるので、“重症”マウスの
除去（死亡した3匹）は見かけの全体的な体重増加をもたらす可能性があるが、陽性コン
トロール群の平均体重はなお、陰性群又はVLP処置群の平均体重を有意に下回っているこ
とに注目されたい。
【０１０８】
　したがって、これらのデータは、H5ヘマグルチニンウイルスタンパク質を含む植物生成
インフルエンザVLPは、病原性インフルエンザ株に特異的な免疫応答を誘発すること、及
びウイルス様粒子は植物形質膜から発芽しえることを示している。
　これらのデータは、したがって、植物はインフルエンザウイルス様粒子を生成すること
ができることを示し、さらにまた初めて、ウイルス様粒子が植物形質膜から発芽できるこ
とを示している。
　さらにまた、従来の一過性発現技術を用いて、標的HAの配列を入手してからわずか16日
後に最初の抗原ロットが製造された。H5 VLPのこれまでの収量、及び対象動物当たり5μg
の例示的用量の下で、1kgの浸透葉によって約20,000回分のワクチンを製造することがで
きる。プラットフォームの単純性、極めて高い性能、及び強力な免疫原性のこのユニーク
な組合せは、大流行においてとりわけ新規な体系的応答を提供する。
【０１０９】
実施例１３：植物抽出物中のヘマグルチニン含有構造物のサイズ排除クロマトグラフィー
を用いた性状決定
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　種々の亜型の植物生成インフルエンザヘマグルチニンの高分子量構造物へのアッセンブ
リをゲルろ過によって評価した。AGL1/660-、AGL1/540-、AGL1/783-、AGL1/780-、及びAG
L1/785-浸透植物の未精製又は濃縮タンパク抽出物（1.5mL）を、SephacrylTM S-500HRカ
ラム（GE Healthcare Bio-Science Corp., Piscataway, NJ, USA）でサイズ排除クロマト
グラフィーによって分画した。図46に示したように、ブルーデキストラン（2MDa）の溶出
のピークは分画10の初期であった。200μLの各SEC溶出分画からタンパク質をアセトン沈
殿によって濃縮し（5倍）、ウェスタンブロッティングによって分析したとき（図46）、
ヘマグルチニンは主として分画7から14に見出され、HAのVLPへの取込が示めされた。理論
に拘束されないが、これは、生成された亜型にかかわりなく、HAタンパク質がアッセンブ
リングして大きなスーパー構造物を形成したか、又は高分子量構造物と結合したことを示
唆している。
【０１１０】
実施例１４：アグロバクテリア浸透による植物N.ベンタミアナにおける季節性インフルエ
ンザウイルスヘマグルチニンの一過性発現
　季節性インフルエンザのヘマグルチニンを生成する一過性発現系の能力を、A/ブリスベ
ーン/59/2007(H1N1)（プラスミド#774）、A/ニューカレドニア/20/1999(H1N1)（プラスミ
ド#540）及びA/ソロモン諸島/3/2006(H1N1)（プラスミド#775）株のH1亜型の発現から決
定した。ヘマグルチニン遺伝子コード配列を先ず初めにプラストシアニン発現カセット（
プラストシアニン由来のプロモータ、5’UTR、3’UTR及び転写終結配列）でアッセンブリ
ングし、前記アッセンブリングさせたカセットをpCAMBIA二元プラスミドに挿入した。続
いてこのプラスミドをアグロバクテリウム（AGL1）にトランスフェクトし、AGL1/774、AG
L1/540及びAGL1/775アグロバクテリウム株をそれぞれ作製した。
　N.ベンタミアナ植物にAGL1/774、AGL1/540及びAGL1/775を浸透させ、6日間のインキュ
ベーション期間後にその葉を採取した。アグロバクテリア浸透葉にH1が蓄積したか否かを
決定するために、先ず初めに浸透葉の組織からタンパク質を抽出し、抗H1抗体を用いウェ
スタンブロッティングによって分析した。ほぼ72kDaの固有バンドが抽出物で検出され（
図47）、インフルエンザヘマグルチニンの未切断HA0とサイズが一致した。前記は、毎年
発生する種々の流行株のヘマグルチニンの浸透葉における発現が未切断の翻訳生成物の蓄
積をもたらすことを示している。
【０１１１】
実施例１５：アグロバクテリア浸透による植物N.ベンタミアナにおける潜在的大流行型イ
ンフルエンザウイルスヘマグルチニンの一過性発現
　潜在的インフルエンザヘマグルチニンを生成する一過性発現系の能力を、A/アンフイ/1
/2005(H5N1)（プラスミド#781）、A/インドネシア/5/2005(H5N1)（プラスミド#660）及び
A/ベトナム/1194/2004(H5N1)（プラスミド#782）株のH5亜型の発現から決定した。ヘマグ
ルチニン遺伝子コード配列を先ず初めにプラストシアニン発現カセット（プラストシアニ
ン由来のプロモータ、5’UTR、3’UTR及び転写終結配列）でアッセンブリングし、前記ア
ッセンブリングさせたカセットをpCAMBIA二元プラスミドに挿入した。続いてこのプラス
ミドをアグロバクテリウム（AGL1）にトランスフェクトした。
　N.ベンタミアナ植物にAGL1/781、AGL1/660及びAGL1/782を浸透させ、6日間のインキュ
ベーション期間後にその葉を採取した。アグロバクテリア浸透葉にH5が蓄積したか否かを
決定するために、先ず初めに浸透葉の組織からタンパク質を抽出し、抗H5抗体を用いウェ
スタンブロッティングによって分析した。ほぼ72kDaの固有バンドが抽出物で検出され（
図48）、インフルエンザヘマグルチニンの未切断HA0とサイズが一致した。前記は、種々
の潜在的大流行株のヘマグルチニンの浸透葉における発現が未切断の翻訳生成物の蓄積を
もたらすことを示している。
【０１１２】
実施例１６：アグロバクテリア浸透による植物N.タバクムにおけるH5の一過性発現
　ニコチアナ・タバクムの葉でインフルエンザヘマグルチニンを生成する一過性発現系の
能力を、A/インドネシア/5/2005(H5N1)（プラスミド#660）株のH5亜型の発現から分析し
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ストシアニン由来のプロモータ、5’UTR、3’UTR及び転写終結配列）でアッセンブリング
し、前記アッセンブリングさせたカセットをpCAMBIA二元プラスミドに挿入した。続いて
このプラスミドをアグロバクテリウム（AGL1）にトランスフェクトした。
　N.タバクムの植物にAGL1/660を浸透させ、6日間のインキュベーション期間後にその葉
を採取した。アグロバクテリア浸透葉にH5が蓄積したか否かを決定するために、先ず初め
に浸透葉の組織からタンパク質を抽出し、抗H5抗体を用いウェスタンブロッティングによ
って分析した。ほぼ72kDaの固有バンドが抽出物で検出され（図49）、インフルエンザヘ
マグルチニンの未切断HA0とサイズが一致した。前記は、N.タバクム浸透葉におけるヘマ
グルチニンの発現が未切断の翻訳生成物の蓄積をもたらすことを示している。
【０１１３】
実施例１７：A/インドネシア/5/05(H5N1)に由来する植物生成H5N1 VLPワクチンのフェレ
ットにおける免疫原性
　フェレットにおける投与用量上昇実験を実施し、植物誘導VLPの免疫原性を評価した。3
通りの用量（1、5及び15μg）のH5 VLPワクチンによって誘発される血清抗体のin vitro
交差反応性を、ワクチンの最初の投与後14日（図50A）及び2回目の投与後14日（図50B）
で採取した血清を用い、他の3種のH5N1株（A/シチメンチョウ/トルコ/1/05（クレード2.2
）、A/ベトナム/1194/04（クレード1）及びA/アンフイ/5/05（いずれも不活化完全ウイル
ス））の血球凝集阻害によって判定した。3通りの用量濃度のいずれについても交差反応
性が観察される。
【０１１４】
実施例１７：CHMP基準による免疫原性分析結果
　ヒトで使用される医薬品のためのEMEA委員会（EMEA's Committee for Medicinal Produ
cts for human Use）（CHMP）（http://www.emea.europa.eu/htms/general/contacts/CHM
P/CHMP.html）は、ワクチンの有効性について以下の3つの基準を設けた（2回目の投与後
に適用される）：1－セロコンバージョンの数又はHI力価の有意な増加（4倍）が40%を超
えること；2－平均幾何増加が少なくとも2.5であること；3－HI力価が1/40に達した対象
者の割合が少なくとも70%であること。フェレットのモデルにおけるこれらの基準の分析
は表8－11に示されている（*）はCHMP基準に合致するか又はそれを超えることを示す。認
可のためのCHMP基準に関する交差免疫原性分析のまとめは表12に示されている。
　体重、体温及び全体的状態について動物を毎日評価した。病気又は具合の悪さを示すも
のは実験中に記録されなかった。体重及び体温は実験中正常な範囲内であった。ワクチン
は安全であり、実験動物で許容された。
【０１１５】
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【表６】

【０１１６】
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【表７】

【０１１７】
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【表８】

【０１１８】
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【表９】

【０１１９】
表12：認可のためのCHMP基準に関する交差免疫原性分析のまとめ
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実施例１８：ヘマグルチニンヌクレオチド配列の選別
　HAのヌクレオチド配列をインフルエンザの配列データベース（URL（flu.lanl.gov）を
参照されたい）、又はNCBIインフルエンザウイルスリソース（URL（ncbi.n.m.hih.gov/ge
nomes/FLU/FLU.html）を参照されたい）から回収した。HA核酸配列のいくつかについて、
種々の記載事項がデータベースに列挙されている（表13）。いくつかの変異が主として培
養系と密接に関連している（由来：MDCK、卵、不明、ウイルスRNA/臨床単離株）。例えば
、HAの194位（成熟タンパク質における番号）のグリコシル化は、インフルエンザB型ウイ
ルスが卵の尿嚢液で発現されるとき認められない（以下もまた参照されたい：Chen et al
. 2008）。いくつかの配列についてはドメインが欠落している（例えば不完全クローン、
配列決定の偶発人工産物など）。ヘマグルチニン配列は5つのドメインに分割することが
できる：シグナルペプチド（SP）、HA1、HA2、トランスメンブレン（DTm）及び細胞質テ
ール。第一の配列のドメインは、存在する第二の配列由来のドメインと結合することが可
能である。例えば、第一の株の配列のシグナルペプチドは第二の株のヘマグルチニンコー
ド配列の残余部分と結合して、完全なコード配列を提供することができる。
【０１２１】
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【０１２２】
（表１３つづき）
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【表１１】

【０１２３】
（表１３つづき）
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【０１２４】
（表１３つづき）
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【表１３】

Y、N：それぞれ、イエス、ノー
SP：シグナルペプチド配列の存在、Y/M
HA1：完全なHA1ドメイン、Y/N
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DTm：完全なトランスメンブレンドメイン、Y/N
【０１２５】
　A/ソロモン諸島/3/2006のH1株
　8つのアミノ酸配列を比較し変異を同定した（表14）。171位は、いくつかの配列でグリ
シン（G）又はアルギニン（R）の変異を提示した。
【０１２６】
表14：A/ソロモン諸島/3/2006のアミノ酸変異

*開始Mからの番号
【０１２７】
　A/ブリスベーン/59/2007のH1株
　203位はアスパラギン酸（D）、イソロイシン（I）又はアスパラギン（N）の変異を提示
した。
　A/ブリスベーン/10/2007のH3株
　配列変異が5つの位置で観察された（表15）。215位では、欠失が2つのサンプル配列で
観察される。
【０１２８】
表15：A/ブリスベーン/10/2007のH3のアミノ酸変異

*開始Mからの番号
【０１２９】
　A/ウィスコンシン/67/2005のH3株
　この株の配列変異は4つの位置で観察された（表16）。
表16：A/ウィスコンシン/67/2005のH3のアミノ酸変異
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*成熟タンパク質からの番号
【０１３０】
　B/マレーシア/2506/2004のB株
　2つの位置で変異が観察される（表17）。120位はグリコシル化部位ではなく、210位は
グリコシル化に中心的に関与する。このグリコシル化は、卵での培養後認められなくなる
。
表17：B/マレーシア/2506/2004のヘマグルチニンのアミノ酸変異

*SPの中央からの番号
【０１３１】
　B/フロリダ/4/2006、ISDN261649のヘマグルチニン株
　観察された変異には、培養系に応じて211位のアミノ酸配列変異が含まれる。アスパラ
チン（N）はMDCK細胞から単離された配列で見出され、一方、グルタミン酸（D）は卵から
単離された配列で見出される。211位はグリコシル化部位であり、卵での培養後グリコシ
ル化は認められなくなる。
　A/シンガポール/1/1957のH2株
　配列変異は6つの位置で観察された（表18）
表18：A/シンガポール/1/1957のH2のアミノ酸変異

*成熟タンパク質からの番号
【０１３２】
　A/ベトナム/1194/2004のH5及びA/アンフイ/1/2005のH5株
　これらのH5株のどちらの一次配列アラインメントでもアミノ酸配列変異は認められなか
った。
　A/コガモ/香港/W312/1997のH6株
　ただ1つの記載事項のみが株について利用できただけであった（AF250179）。
　A/ウマ/プラハ/56のH7のH7株
　合計2つの配列記載がデータベースで見出された。AB298877は、実験室で再組合せされ
た株であるので排除した。
　A/香港/1037/1999、AJ404626のH9株
　合計2つの配列記載がデータベースで見出された。1つだけが完全であった。
【０１３３】
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　全ての引用が参照により本明細書に含まれる。
　本発明を1つ以上の実施態様に関して説明してきた。しかしながら、特許請求の範囲で
規定される本発明の範囲から逸脱することなく多数の変更及び改変を為しえることは当業
者には明白であろう。
　本発明の一態様として、例えば以下のものがある。
〔１〕植物中で活性な調節領域に機能的に連結された、インフルエンザヘマグルチニン（
HA）をコードするヌクレオチド配列を含む核酸。
〔２〕前記インフルエンザヘマグルチニンが、H1、H2、H3、H4、H5、H6、H7、H8、H9、H1
0、H11、H12、H13、H14、H15及びH16から成る群から選択される、前記〔1〕に記載の核酸
。
〔３〕以下の工程を含む、インフルエンザウイルス様粒子（VLP）を植物中で製造する方
法：a）前記〔1〕に記載の核酸を前記植物又はその部分に導入する工程、及び
b）前記核酸の発現を許容する条件下で前記植物をインキュベートし、それによりVLPを製
造する工程。
〔４〕前記導入工程（工程a）において、前記核酸が前記植物中で一過性に発現される、
前記〔3〕に記載の方法。
〔５〕前記導入工程（工程a）において、前記核酸が前記植物中で安定的に発現される、
前記〔3〕に記載の方法。
〔６〕（c）宿主を採集し、VLPを精製する工程をさらに含む、前記〔3〕に記載の方法。
〔７〕インフルエンザウイルスHAタンパク質及び1つ以上の植物由来脂質を含むウイルス
様粒子（VLP）。
〔８〕前記インフルエンザHAタンパク質が、H5インドネシアである、前記〔7〕に記載の
ウイルス様粒子（VLP）
〔９〕前記〔7〕に記載のVLPの有効用量及び医薬的に許容し得る担体を含む組成物。
〔１０〕前記〔7〕に記載のウイルス様粒子を投与する工程を含む、インフルエンザウイ
ルス感染に対する免疫を対象者において誘発する方法。
〔１１〕前記ウイルス様粒子が、対象者に対し、経口的に、皮内に、鼻内に、筋肉内に、
腹腔内に、静脈内に又は皮下に投与される、前記〔10〕に記載の方法。
〔１２〕植物特異的N-グリカン又は改変N-グリカンをもつインフルエンザウイルスHAを含
むウイルス様粒子（VLP）。
〔１３〕前記〔12〕に記載のVLPの有効用量及び医薬的に許容し得る担体を含む組成物。
〔１４〕前記〔13〕に記載の組成物を投与する工程を含む、インフルエンザウイルス感染
に対する免疫を対象者において誘発する方法。
〔１５〕組成物が、対象者に対して、経口的に、皮内に、鼻内に、筋肉内に、腹腔内に、
静脈内に又は皮下に投与される、前記〔11〕に記載の方法。
〔１'〕植物中で活性な調節領域に機能的に連結された、インフルエンザヘマグルチニン
（HA）をコードするヌクレオチド配列を含む核酸。
〔２'〕前記インフルエンザHAが、H1、H2、H3、H4、H5、H6、H7、H8、H9、H10、H11、H12
、H13、H14、H15及びH16から成る群から選択される、前記〔1'〕に記載の核酸。
〔３'〕以下の工程を含む、インフルエンザウイルス様粒子（VLP）を植物中で製造する方
法：a）前記〔1'〕に記載の核酸を前記植物又はその部分に導入する工程、及び
b）前記核酸の発現を許容する条件下で前記植物をインキュベートし、それによりVLPを製
造する工程。
〔４'〕前記導入工程（工程a）において、前記核酸が前記植物中で一過性に発現される、
前記〔3'〕に記載の方法。
〔５'〕前記導入工程（工程a）において、前記核酸が前記植物中で安定的に発現される、
前記〔3'〕に記載の方法。
〔６'〕（c）宿主を採集し、VLPを精製する工程をさらに含む、前記〔3'〕に記載の方法
。
〔７'〕インフルエンザウイルスヘマグルチニン（HA）タンパク質及び1つ以上の植物由来
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脂質を含む、前記〔3'〕に記載の方法により製造されたウイルス様粒子（VLP）。
〔８'〕前記インフルエンザHAタンパク質が、H5インドネシアである、前記〔7'〕に記載
のウイルス様粒子（VLP）。
〔９'〕免疫応答を誘発させるための前記〔7'〕に記載のVLPの有効用量及び医薬的に許容
し得る担体を含む組成物。
〔１０'〕インフルエンザウイルス感染に対する免疫を対象者において誘発するための薬
剤の製造のための、前記〔7'〕に記載のウイルス様粒子の使用。
〔１１'〕前記薬剤が、対象者に対し、経口的に、皮内に、鼻内に、筋肉内に、腹腔内に
、静脈内に又は皮下に投与されるものである、前記〔10'〕に記載の使用。
〔１２'〕植物特異的N-グリカン又は改変N-グリカンをもつインフルエンザウイルスHAを
含む、前記〔3'〕に記載の方法により製造されたウイルス様粒子（VLP）。
〔１３'〕免疫応答を誘発させるための前記〔12'〕に記載のVLPの有効用量及び医薬的に
許容し得る担体を含む組成物。
〔１４'〕インフルエンザウイルス感染に対する免疫を対象者において誘発するための薬
剤の製造のための、前記〔13'〕に記載の組成物の使用。
〔１５'〕前記組成物が、対象者に対して、経口的に、皮内に、鼻内に、筋肉内に、腹腔
内に、静脈内に又は皮下に投与されるものである、前記〔14'〕に記載の使用。
〔１''〕以下の工程を含む、インフルエンザウイルス様粒子（VLP）を植物中で製造する
方法：a）前記植物中で活性な調節領域に機能的に連結された、インフルエンザヘマグル
チニン
（HA）をコードするヌクレオチド配列を含む核酸を前記植物又はその部分に導入する工程
、
b）前記核酸の発現を許容する条件下で前記植物をインキュベートし、それによりVLPを製
造する工程、
c）前記植物を採集する工程、及び
d）前記VLPを精製する工程であって、前記VLPのサイズが80～300nmの範囲である工程。
〔２''〕前記ヌクレオチド配列が、H1、H2、H3、H4、H5、H6、H7、H8、H9、H10、H11、H1
2、H13、H14、H15及びH16から成る群から選択される、前記〔1''〕に記載の方法。
〔３''〕前記導入工程（工程a）において、前記核酸が前記植物中で一過性に発現される
、前記〔1''〕又は〔2''〕に記載の方法。
〔４''〕前記導入工程（工程a）において、前記核酸が前記植物中で安定的に発現される
、前記〔1''〕又は〔2''〕に記載の方法。
〔５''〕インフルエンザウイルスヘマグルチニン（HA）タンパク質及び1つ以上の植物由
来脂質を含む、前記〔1''〕～〔4''〕のいずれか1項に記載の方法により製造されたウイ
ルス様粒子（VLP）。
〔６''〕前記インフルエンザHAタンパク質が、H5インドネシアである、前記〔5''〕に記
載のVLP。
〔７''〕免疫応答を誘発させるための前記〔5''〕又は〔6''〕に記載のVLPの有効用量及
び医薬的に許容し得る担体を含む組成物。
〔８''〕インフルエンザウイルスHAが、植物特異的N-グリカン又は改変N-グリカンを含む
、前記〔1''〕～〔4''〕のいずれか1項に記載の方法により製造されたVLP又は前記〔5''
〕若しくは〔6''〕に記載のVLP。
〔９''〕インフルエンザウイルス感染に対する免疫を対象者において誘発するのに使用す
るための、前記〔4''〕～〔6''〕若しくは〔8''〕のいずれか1項に記載のVLP又は前記〔7
''〕に記載の組成物。
〔１０''〕前記VLPが、経口的に、皮内に、鼻内に、筋肉内に、腹腔内に、静脈内に又は
皮下に投与されることに適している、前記〔9''〕に記載のVLP。
〔１１''〕免疫応答を誘発させるための前記〔8''〕に記載のVLPの有効用量及び医薬的に
許容し得る担体を含む組成物。
〔１２''〕インフルエンザウイルス感染に対する免疫を対象者において誘発するのに使用
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するための、前記〔11''〕に記載の組成物。
〔１３''〕前記組成物が、経口的に、皮内に、鼻内に、筋肉内に、腹腔内に、静脈内に又
は皮下に投与されることに適している、前記〔12''〕に記載の組成物。
〔１４''〕前記〔5''〕、〔6''〕又は〔8''〕のいずれか1項に記載のVLPを含む食品補助
物。
【０１３４】
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