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(57)【要約】
　一般的には、本発明は、遺伝子治療、免疫学およびワ
クチン技術の分野に関する。さらに特定すると、本発明
は、複製コンピテントアデノウイルス（RCA）を含まな
いアデノウイルスベクターを迅速に高力価で生成できる
新規な系に関する。また本発明は、これらのRCA不含ア
デノウイルスベクター、該RCA不含アデノウイルスベク
ターを含む免疫原性組成物もしくはワクチン組成物の調
製法、これらのアデノウイルスベクター内で目的の異種
核酸を発現させる方法、ならびに、これらのアデノウイ
ルスベクターを用いて免疫原性応答を誘起する方法に関
する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　組換えアデノウイルスベクターであって、配列番号１の配列を含む第一のアデノウイル
ス性配列、プロモーター配列、MCS、転写ターミネーター、配列番号２の配列を含む第二
のアデノウイルス性配列、配列番号４の配列を含む第三のアデノウイルス性配列、細菌の
複製起点ならびに抗生物質耐性遺伝子を包含し、配列番号２および配列番号４の配列は、
原核細胞内で組換えアデノウイルス性シャトルプラスミドとアデノウイルス性骨格プラス
ミドとの間の相同組換えを起こさせさらにパッケージング細胞内でRCA不含Adベクターを
産生できる組換えプラスミドを生成させる配列を含むことを特徴とする、組換えアデノウ
イルスベクター。
【請求項２】
　前記プロモーターは、サイトメガロウイルス（CMV）主要前初期プロモーター、シミア
ンウイルス40（SV40）プロモーター、β－アクチンプロモーター、アルブミンプロモータ
ー、伸長因子1－α（EF1-α）プロモーター、PγKプロモーター、MFGプロモーターおよび
ラウス肉腫ウイルスプロモーターより成る群から選択されることを特徴とする請求項１記
載の組換えアデノウイルスベクター。
【請求項３】
　前記転写ターミネーターは、SV40ポリアデニル化シグナルを含む真核細胞性ポリアデニ
ル化シグナルであることを特徴とする請求項１記載の組換えアデノウイルスベクター。
【請求項４】
　前記細菌の複製起点は、PBR322の複製起点に由来することを特徴とする請求項１記載の
組換えアデノウイルスベクター。
【請求項５】
　前記抗生物質耐性遺伝子は、アンピシリン耐性遺伝子、カナマイシン耐性遺伝子、クロ
ラムフェニコール耐性遺伝子、テトラサイクリン耐性遺伝子、ヒグロマイシン耐性遺伝子
、ブレオマイシン耐性遺伝子およびゼオシン耐性遺伝子より成る群から選択されることを
特徴とする請求項１記載の組換えアデノウイルスベクター。
【請求項６】
　前記原核細胞は大腸菌（E.coli）であることを特徴とする請求項１記載の組換えアデノ
ウイルスベクター。
【請求項７】
　前記大腸菌（E.coli）はBJ5183株であることを特徴とする請求項６記載の組換えアデノ
ウイルスベクター。
【請求項８】
　前記ベクターはpAdHighであることを特徴とする請求項１記載の組換えアデノウイルス
ベクター。
【請求項９】
　組換えアデノウイルスベクターであって、アデノウイルス血清型5型由来の1～454番の
配列を含む第一のアデノウイルス性配列、プロモーター配列、ポリリンカー、転写ターミ
ネーター、アデノウイルス血清型5型由来の3511～5796番の配列を含む第二のアデノウイ
ルス性配列、34931～35935番の配列を含む第三のアデノウイルス性配列、細菌の複製起点
、ならびに抗生物質耐性遺伝子を包含し、該第二および第三のアデノウイルス性配列は、
原核細胞内で組換えアデノウイルス性シャトルプラスミドとアデノウイルス性骨格プラス
ミドとの間で相同組換えを起こさせる配列を含むことを特徴とする、組換えアデノウイル
スベクター。
【請求項１０】
　前記プロモーターは、サイトメガロウイルス（CMV）主要前初期プロモーター、シミア
ンウイルス40（SV40）プロモーター、β－アクチンプロモーター、アルブミンプロモータ
ー、伸長因子1－α（EF1-α）プロモーター、PγKプロモーター、MFGプロモーターおよび
ラウス肉腫ウイルスプロモーターより成る群から選択されることを特徴とする請求項９記
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載の組換えアデノウイルスベクター。
【請求項１１】
　前記転写ターミネーターは、SV40ポリアデニル化シグナルを含む真核細胞性ポリアデニ
ル化シグナルであることを特徴とする請求項９記載の組換えアデノウイルスベクター。
【請求項１２】
　前記細菌の複製起点は、pBR322の複製起点に由来することを特徴とする請求項９記載の
組換えアデノウイルスベクター。
【請求項１３】
　前記抗生物質耐性遺伝子は、アンピシリン耐性遺伝子、カナマイシン耐性遺伝子、クロ
ラムフェニコール耐性遺伝子、テトラサイクリン耐性遺伝子、ヒグロマイシン耐性遺伝子
、ブレオマイシン耐性遺伝子およびゼオシン耐性遺伝子より成る群から選択されることを
特徴とする請求項９記載の組換えアデノウイルスベクター。
【請求項１４】
　前記原核細胞は大腸菌（E.coli）であることを特徴とする請求項９記載の組換えアデノ
ウイルスベクター。
【請求項１５】
　前記大腸菌（E.coli）はBJ5183株であることを特徴とする請求項１４記載の組換えアデ
ノウイルスベクター。
【請求項１６】
　前記ベクターはpAdHighであることを特徴とする請求項９記載の組換えアデノウイルス
ベクター。
【請求項１７】
　複製コンピテントアデノウイルス（RCA）を実質的に含まない組換えアデノウイルスの
作成法であって：
a．原核細胞内に第一のシャトルプラスミドと第二のシャトルプラスミドとを同時形質転
換し、このとき、該第一のシャトルプラスミドは第一のアデノウイルス性配列および第一
の抗生物質耐性遺伝子を包含し；該第二のシャトルプラスミドは、第一のシャトルプラス
ミド中に存在しない別のアデノウイルス性配列を含む第二のアデノウイルス性配列および
第一の抗生物質耐性遺伝子とは別異の第二の抗生物質耐性遺伝子を包含しており、ここで
、同時形質転換により、該第一および第二のシャトルプラスミド間で相同組換えが生じ、
さらに、該第一および第二のシャトルプラスミド内の抗生物質耐性遺伝子を両者とも発現
する原核細胞性形質転換体は、第一の組換えアデノウイルス性プラスミドを包含しており
；
b．前記原核細胞から前記第一の組換えアデノウイルス性プラスミドを回収し：
c．前記第一の組換えアデノウイルス性プラスミドおよびアデノウイルス性骨格配列を別
の原核細胞内に同時形質転換し、ここで、該原核細胞性形質転換体は、第二の組換えアデ
ノウイルス性プラスミドを包含しており；
d．前記原核細胞から前記第二の組換えアデノウイルス性プラスミドを回収し；
e．前記第二の組換えアデノウイルス性プラスミドを用いてPER.C6パッケージング細胞に
トランスフェクトし；
f．PER.C6細胞から組換えアデノウイルスを回収し、このとき、該組換えアデノウイルス
は実質的にRCAを含んでいない
工程を含むことを特徴とする作成法。
【請求項１８】
　前記第一のシャトルプラスミドがpShuttle-CMVであることを特徴とする請求項１７記載
の作成法。
【請求項１９】
　前記第二のシャトルプラスミドがpAdApt-Tcであることを特徴とする請求項１７記載の
作成法。
【請求項２０】
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　前記抗生物質耐性遺伝子は、アンピシリン耐性遺伝子、カナマイシン耐性遺伝子、クロ
ラムフェニコール耐性遺伝子、テトラサイクリン耐性遺伝子、ヒグロマイシン耐性遺伝子
、ブレオマイシン耐性遺伝子およびゼオシン耐性遺伝子より成る群から選択されることを
特徴とする請求項１７載の作成法。
【請求項２１】
　pShuttle-CMV内には存在しない別のアデノウイルス性配列は、アデノウイルス血清型5
型由来の342～454番のアデノウイルス性配列、およびアデノウイルス血清型5型由来の351
1～3533番のアデノウイルス性配列を含むことを特徴とする請求項１７記載の作成法。
【請求項２２】
　前記アデノウイルス性骨格プラスミドがpAdEasy1 であることを特徴とする請求項１７
記載の作成法。
【請求項２３】
　前記原核細胞が大腸菌（E.coli）であることを特徴とする請求項１７記載の作成法。
【請求項２４】
　前記大腸菌（E.coli）がBJ5183株であることを特徴とする請求項２３記載の作成法。
【請求項２５】
　請求項１７記載の作成法に従って作成された組換えアデノウイルス性ベクター。
【請求項２６】
　請求項１７記載の作成法に従って作成された組換えアデノウイルス。
【請求項２７】
　複製コンピテントアデノウイルス（RCA）を実質的に含まない組換えアデノウイルスの
作成法であって：
a．１つもしくはそれ以上の制限エンドヌクレアーゼを用いて第一および第二のシャトル
プラスミドを消化し、このとき、該第一のシャトルプラスミドは第一のアデノウイルス性
配列を包含し；該第二のシャトルプラスミドは、第一のシャトルプラスミド中に存在しな
い別のアデノウイルス性配列を包含し；
b．前記第二のシャトルプラスミドから前記の別のアデノウイルス性配列を含むフラグメ
ントを切り出し：
c．前記の別のアデノウイルス性配列を含むフラグメントを前記第一のシャトルプラスミ
ドに連結させて対フラグメントを置換して、第一の組換えアデノウイルス性プラスミドを
得て；
d．前記第一の組換えアデノウイルス性プラスミドおよびアデノウイルス性骨格プラスミ
ドを別の原核細胞に同時形質転換し、ここで、原核細胞性形質転換体は第二の組換えアデ
ノウイルス性プラスミドを包含しており；
e．前記原核細胞から第二の組換えアデノウイルス性プラスミドを回収し；
f．前記第二の組換えアデノウイルス性プラスミドをPER.C6パッケージング細胞にトラン
スフェクトし；さらに、
g．細胞から組換えアデノウイルスを回収し、このとき、該組換えアデノウイルスは実質
的にRCAを含まない；
工程を含むことを特徴とする作成法。
【請求項２８】
　前記第一のシャトルプラスミドがpShuttle-CMVであることを特徴とする請求項２７記載
の作成法。
【請求項２９】
　前記第二のシャトルプラスミドがpAdAptであることを特徴とする請求項２７記載の作成
法。　
【請求項３０】
　前記抗生物質耐性遺伝子は、アンピシリン耐性遺伝子、カナマイシン耐性遺伝子、クロ
ラムフェニコール耐性遺伝子、テトラサイクリン耐性遺伝子、ヒグロマイシン耐性遺伝子
、ブレオマイシン耐性遺伝子およびゼオシン耐性遺伝子より成る群から選択されることを
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特徴とする請求項２７記載の作成法。
【請求項３１】
　pShuttle-CMV内には存在しない別のアデノウイルス性配列は、アデノウイルス血清型5
型由来の342～454番のアデノウイルス性配列、およびアデノウイルス血清型5型由来の351
1～3533番のアデノウイルス性配列を含むことを特徴とする請求項２７記載の作成法。
【請求項３２】
　前記アデノウイルス性骨格プラスミドがpAdEasy1 であることを特徴とする請求項２７
記載の作成法。
【請求項３３】
　前記原核細胞が大腸菌（E.coli）であることを特徴とする請求項２７記載の作成法。
【請求項３４】
　前記大腸菌（E.coli）がBJ5183株であることを特徴とする請求項３３記載の作成法。
【請求項３５】
　請求項２７記載の作成法に従って作成された組換えアデノウイルス性ベクター。
【請求項３６】
　請求項２７記載の作成法に従って作成された組換えアデノウイルス。
【請求項３７】
　複製コンピテントアデノウイルス（RCA）を実質的に含まずかつ１つもしくはそれ以上
の目的の異種核酸を発現する組換えアデノウイルスを、薬剤学的に許容される賦形剤と混
合して含有する免疫原性組成物。
【請求項３８】
　RCAを実質的に含まないアデノウイルスが、アデノウイルス血清型5型（Ad5）であるこ
とを特徴とする請求項３７記載の組成物。
【請求項３９】
　RCAを実質的に含まないアデノウイルスは、請求項１７記載の作成法に従って作成され
たものであることを特徴とする請求項３７記載の組成物。
【請求項４０】
　RCAを実質的に含まないアデノウイルスは、請求項２７記載の作成法に従って作成され
たものであることを特徴とする請求項３７記載の組成物。
【請求項４１】
　１つもしくはそれ以上の目的の異種核酸は、インフルエンザA、インフルエンザB、イン
フルエンザC、循環組換え体、ハイブリッド型、臨床単離株および野生単離株を含むイン
フルエンザ株由来のインフルエンザ遺伝子を含むことを特徴とする請求項３７記載の組成
物。
【請求項４２】
　前記インフルエンザ遺伝子は、インフルエンザ血球凝集素遺伝子、インフルエンザマト
リックス遺伝子、インフルエンザノイラミニダーゼ遺伝子およびインフルエンザ核タンパ
ク質遺伝子を含むことを特徴とする請求項４１記載の組成物。
【請求項４３】
　アジュバントをさらに含有することを特徴とする請求項３７記載の組成物。
【請求項４４】
　複製コンピテントアデノウイルス（RCA）を実質的に含まずかつ１つもしくはそれ以上
のインフルエンザ免疫原を発現する組換えアデノウイルスを、薬剤学的に許容される賦形
剤と混合して含有する免疫原性組成物。
【請求項４５】
　RCAを実質的に含まないアデノウイルスが、アデノウイルス血清型5型（Ad5）であるこ
とを特徴とする請求項４４記載の組成物。
【請求項４６】
　RCAを実質的に含まないアデノウイルスは、請求項１７記載の作成法に従って作成され
たものであることを特徴とする請求項４４記載の組成物。
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【請求項４７】
　RCAを実質的に含まないアデノウイルスは、請求項２７記載の作成法に従って作成され
たものであることを特徴とする請求項４４記載の組成物。
【請求項４８】
　１つもしくはそれ以上の前記インフルエンザ免疫原は、インフルエンザ赤血球凝集遺伝
子、インフルエンザマトリックス遺伝子、インフルエンザノイラミニダーゼ遺伝子および
インフルエンザ核タンパク質遺伝子を含むことを特徴とする請求項４４記載の組成物。
【請求項４９】
　１つもしくはそれ以上の前記インフルエンザ免疫原は、インフルエンザA、インフルエ
ンザB、インフルエンザC、循環組換え体、ハイブリッド型、臨床単離株および野生単離株
を含むインフルエンザ株由来であることを特徴とする請求項４４記載の組成物。
【請求項５０】
　アジュバントをさらに含有することを特徴とする請求項４４記載の組成物。
【請求項５１】
　RCAを実質的に含まない組換えアデノウイルス内で１つもしくはそれ以上の異種核酸を
発現させる方法であって：
a．１つもしくはそれ以上の制限エンドヌクレアーゼを用いて請求項１、９、２５または
３５記載の組換えアデノウイルス性ベクターを消化することによってそれらのアデノウイ
ルス性ベクターを直線化し；
b．１つもしくはそれ以上の異種核酸を前記アデノウイルス性ベクター内に連結させるが
、このとき、１つもしくはそれ以上の該異種核酸は、機能発揮できるようにプロモーター
に連結されており；
c．該アデノウイルス性ベクターを哺乳類パッケージング細胞内にトランスフェクトし；
さらに、
d．１つもしくはそれ以上の異種核酸を発現する組換えアデノウイルスを該哺乳類パッケ
ージング細胞から回収する
工程を含むことを特徴とする方法。
【請求項５２】
　前記アデノウイルスは、アデノウイルス血清型5型（Ad5）由来であることを特徴とする
請求項５１記載の方法。
【請求項５３】
　１つもしくはそれ以上の前記異種核酸がインフルエンザ遺伝子を含むことを特徴とする
請求項５１記載の方法。
【請求項５４】
　前記プロモーター配列は、サイトメガロウイルス（CMV）主要前初期プロモーター、シ
ミアンウイルス40（SV40）プロモーター、β－アクチンプロモーター、アルブミンプロモ
ーター、伸長因子1－α（EF1-α）プロモーター、PγKプロモーター、MFGプロモーター、
ヘルペスウイルスプロモーターおよびラウス肉腫ウイルスプロモーターより成る群から選
択されることを特徴とする請求項５１記載の方法。
【請求項５５】
　前記インフルエンザ遺伝子は、インフルエンザ赤血球凝集素遺伝子、インフルエンザマ
トリックス遺伝子、インフルエンザノイラミニダーゼ遺伝子およびインフルエンザ核タン
パク質遺伝子を含むことを特徴とする請求項５３記載の方法。
【請求項５６】
　前記インフルエンザ遺伝子は、インフルエンザA、インフルエンザB、インフルエンザC
、循環組換え体、ハイブリッド型、臨床単離株および野生単離株を含むインフルエンザ株
由来であることを特徴とする請求項５３記載の方法。
【請求項５７】
　インフルエンザへの免疫応答を必要とする対象において免疫応答を誘起する方法であっ
て、免疫学的に有効な量の請求項４４記載の組成物を対象に投与することを含むことを特
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徴とする方法。
【請求項５８】
　前記インフルエンザ免疫原は、インフルエンザ赤血球凝集素、インフルエンザマトリッ
クス、インフルエンザノイラミニダーゼおよびインフルエンザ核タンパク質を含むことを
特徴とする請求項５７記載の方法。
【請求項５９】
　前記インフルエンザ免疫原は、インフルエンザA、インフルエンザB、インフルエンザC
、循環組換え体、ハイブリッド型、臨床単離株および野生単離株を含むインフルエンザ株
由来であることを特徴とする請求項５７記載の方法。
【請求項６０】
　前記組成物がアジュバントをさらに含有することを特徴とする請求項５７記載の方法。
【請求項６１】
　目的の細胞内に１つもしくはそれ以上の異種核酸を導入し発現させる方法であって、複
製コンピテントアデノウイルス（RCA）を実質的に含まない組換えアデノウイルスであっ
て１つもしくはそれ以上の異種核酸を発現するものを細胞と接触させ、さらに、１つもし
くはそれ以上の該異種核酸を発現するのに十分な条件下において、細胞を培養しまたは動
物を飼育することを特徴とする方法。
【請求項６２】
　前記細胞はヒト細胞であることを特徴とする請求項６１記載の方法。
【請求項６３】
　前記アデノウイルスは、アデノウイルス血清型5型（Ad5）由来であることを特徴とする
請求項６１記載の方法。
【請求項６４】
　１つもしくはそれ以上の前記異種核酸がインフルエンザ遺伝子を含むことを特徴とする
請求項６１記載の方法。
【請求項６５】
　前記インフルエンザ遺伝子は、インフルエンザ赤血球凝集素遺伝子、インフルエンザマ
トリックス遺伝子、インフルエンザノイラミニダーゼ遺伝子およびインフルエンザ核タン
パク質遺伝子を含むことを特徴とする請求項６１記載の方法物。
【請求項６６】
　前記インフルエンザ遺伝子は、インフルエンザA、インフルエンザB、インフルエンザC
、循環組換え体、ハイブリッド型、臨床単離株および野生単離株を含むインフルエンザ株
由来であることを特徴とする請求項６１記載の方法。
【請求項６７】
　請求項１記載の組換えアデノウイルスベクター、アデノウイルス骨格プラスミドおよび
大腸菌（E.coli）BJ5183細胞を含むキット。
【請求項６８】
　前記組換えアデノウイルス性シャトルベクターは、pAdHighまたはその誘導体であるこ
とを特徴とする請求項６７記載のキット。
【請求項６９】
　前記アデノウイルス骨格プラスミドはpAdEasy1であることを特徴とする請求項６７記載
のキット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
関連出願の相互参照
　本出願は、2005年5月23日に受理された米国特許仮出願第60/683,638号について優先権
を主張する。
【０００２】
　さらに、2002年1月18日に受理された米国特許出願第10/052,323号、2002年4月5日に受
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理された米国特許出願第10/116,963号、2003年1月16日に受理された米国特許出願第10/34
6,02号、ならびに、米国特許第6,706,693号、第6,716,823号、第6,348,450号、および199
8年8月13日に受理されたPCT/US/98/16739号についても挙げておく。
【０００３】
　これらの出願、特許および本明細書中に引用している各文献、ならびにこれらの出願、
特許および文献のそれぞれにおいて引用されている各文献（「出願引用文献」）、ならび
に、それらの出願および特許の文書中または実施中において出願引用文献中で参照もしく
は引用されている各文献、さらに、それらの実施中において特許取得性を高めるための全
ての議論も参照として本明細書中に取り入れておく。
【０００４】
　一般的に、本発明は、免疫学、遺伝子治療およびワクチン技術の分野に関する。より詳
しく述べると、本発明は、複製コンピテントアデノウイルス（RCA）を含まない、高力価
のアデノウイルスベクターを迅速に作成できる新規な系に関する。また、本発明は、これ
らのRCA不含アデノウイルス性ベクター、これらのRCA不含アデノウイルスベクターを含む
免疫原性もしくはワクチン組成物の調製法、これらのアデノウイルスベクター内で目的の
異種核酸を発現させる方法、ならびに、これらのアデノウイルスベクターを用いて免疫原
性応答を誘起する方法を提供する。　
【背景技術】
【０００５】
　インフルエンザウイルスは、公衆衛生に対する再興性かつ突発性の脅威である。ウイル
スの気道への感染には、通常、咳、発熱および筋肉痛を伴う。致死性インフルエンザ株の
出現（非特許文献１）およびデザイナーインフルエンザウイルスの作出を可能にする技術
の開発（非特許文献２；非特許文献３）の結果、致死性の武器または無力化剤として、強
毒性インフルエンザ株または人為的に故意に外来性毒素をコードさせた人工ウイルスが流
布することにより、ある地域が壊滅的な被害を被るという警告が発せられた。現在使用可
能な、臨床承認を受けているインフルエンザワクチンは、3種の不活化ウイルスを含んで
おり、1940年代初期から筋肉内注射用として用いられているものである（非特許文献４）
。これらのワクチンを用いて毎年秋にワクチン接種を行うことにより、人類は、この接触
感染症から効果的に保護されている（非特許文献５）。しかしながら、ワクチンの製造に
は、発育鶏卵を必要とすることから、ワクチンの製造速度には限界がある。新規なインフ
ルエンザウイルス株が予測を超えて出現し、鳥インフルエンザによって養鶏場が壊滅状態
に陥った場合、および／または、2004年に起こったように、製造設備に雑菌が混入した場
合には、インフルエンザワクチンの不足が想定される。
【０００６】
　さらに最近では、インフルエンザワクチン接種に代わり、注射以外の投与法で使用する
弱毒生インフルエンザウイルスワクチン（FluMist（商標））が開発されている（非特許
文献６）。弱毒生ワクチンは鼻内スプレーを用いて気道に直接投与することにより、健康
な小児、青年および成人（5～49歳）へのインフルエンザ感染を防ぐ。不活化インフルエ
ンザウイルスワクチンと同様に、弱毒生ワクチンも発育鶏卵中で製造する。鶏卵内に鶏病
原菌が存在していても、ホルムアルデヒド殺菌ウイルスワクチンでは問題にならないが、
弱毒生ワクチンに対しては生物学的危険がある。弱毒生インフルエンザウイルスと野生の
インフルエンザウイルスとの間の組換えによって毒性を持った再集合体が生成される可能
性は、新たな生物学的危険に関する疑念を生み出す。弱毒生ワクチンの鼻内接種について
は、鼻水、のどの痛みまたは微熱などのような緩和な副作用を伴う。さらに、弱毒生ウイ
ルスは、複製中に上気道の上皮細胞を破壊し、肺合併症を伴う二次感染を引き起こす可能
性がある（非特許文献６；非特許文献７）。
【０００７】
　弱毒生および不活化インフルエンザワクチンの製造を発育鶏卵中で行う必要があること
は、合理化された製造に対する大きな障害である。なぜならば、そのような過程は時間の
浪費であり、ある種のインフルエンザウイルス株は鶏卵中では十分に増殖しないからであ
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る（非特許文献８）。アデノウイルス（Ad）をベクターとするインフルエンザワクチンを
ヒトに鼻内および局所投与することにより、効果的かつ安全に免疫できたという結果（非
特許文献８）から、発育鶏卵を用いずに、インフルエンザワクチンを用時製造するための
新規な方法が示された。
【０００８】
　アデノウイルスは、ワクチンキャリヤーとして優れている。その理由は、Adベクターは
、イン・サイチュー（in situ）において、有糸核分裂細胞および有糸核分裂後の細胞に
形質導入でき（非特許文献９）、高ウイルス力価（1011pfu/ml以上）の株を調製でき、イ
ン・サイチュー（in situ）において、感染多重度（MOI）が高い形質導入細胞が得られる
ことである。さらに、Adベクターは、ワクチンとして長期間使用されてきた実績に基づき
、安全である。ウイルスは、異種核酸の高レベル発現を誘導でき、ベクターは、多対応性
のものを大量に作出できる。経鼻ワクチンキャリヤーとしてのE1/E3－欠損Ad5ベクターの
能力は、動物モデル内に事前に存在していたAd5に対するいかなる免疫によっても抑制さ
れなかったという結果が示されている（非特許文献１０；非特許文献１１）。Ad5をベク
ターとする経鼻インフルエンザワクチンの力価と、ヒト体内に存在する抗Ad5中和抗体と
の間にも相関はない（非特許文献８）。遺伝子治療とは異なり、Adをベクターとするワク
チンは、異種核酸発現の臨界レベルを要することなく、免疫反応カスケードを介して免疫
応答を誘発する。複製欠損Adをベクターとする経鼻インフルエンザワクチンは、FluMist
（商標）よりも安全なはずである。なぜならば、後者は気道中で複製し、その他の循環株
もしくは組換え体との遺伝子再配列を経て新規なインフルエンザウイルス株の作出に寄与
する可能性があるからである。さらに、Adをベクターとするインフルエンザワクチンの製
造は、発育鶏卵を必要としない合理化された方法で行うことができる。
【０００９】
　複製欠損組換えAdベクターの構築に対して従来から行われていた方法では、哺乳類パッ
ケージング細胞中、トランスフェクトされた２つのプラスミド間で相同組換え行うことを
含む、長時間かつ労力を要する一連の段階を必要とする（非特許文献１２）。相同組換え
は大腸菌（E.coli）中において可能であるという発見（非特許文献１３；非特許文献１４
）により、組換えは細菌細胞中で一晩で行えるようになり、プラーク精製が不要になり、
製造過程が合理化された。AdEasy系（非特許文献１４）は、図６に示すように、大腸菌（
E.coli）中で相同組換えを行うことによって組換えAdを作出するための手っ取り早い方法
の一例である。一般的には、カナマイシン（Kan）耐性をコードしている直線シャトルベ
クタープラスミドをアデノウイルス由来の骨格プラスミド（例えば、pAdEasy1など）（こ
こで、該骨格プラスミドはアンピシリン（Amp）耐性をコードしている）と混合し、さら
に、コンピテントE.coli BJ5183細胞に同時形質転換する。次に、組換え体は、Kan耐性に
対して選択を行い、制限エンドヌクレアーゼ分析と合わせて分子量によって確認した。最
後に、哺乳類パッケージング細胞系（例えば、293細胞など）に組換えプラスミドをトラ
ンスフェクトさせることにより、組換えAdベクターを作出した。
【００１０】
　AdEasy系を用いて大腸菌（E.coli）内で組換えベクター産生を行う場合の重要な段階は
、Ad骨格プラスミドをあらかじめ選択することによって高めることができ、その後、シャ
トルベクタープラスミドへ輸送する（非特許文献１５）。pAdEasyプラスミドプールの中
で、形質転換後に大腸菌（E.coli）細胞内で生き残ることができるのはわずかなフラクシ
ョンに過ぎないと考えられるが、これは、大きなプラスミド（pAdEasy1プラスミドの大き
さは33kbである（非特許文献１４）は、その長いDNA鎖にニックができるなどによって損
傷を受ける可能性が高いからであり、ならびに／または、大きなプラスミドが細胞複製機
構に接続する効率は低いと考えられるからである。従って、大腸菌（E.coli）細胞内では
レプリコンとして存在できないAd骨格プラスミドとシャトルベクタープラスミドとの間の
相同組換えは、選択可能な組換えプラスミド生成を妨げるものであり、なぜならば、その
ような組換え体は得られないからである。2段階AdEasier系（非特許文献１５）を用いる
ことにより、損傷があり、非複製性のAd骨格プラスミドを先に排除してから生産的方法で
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相同組換えを行えるようになり、それによって組換え体の選択過程における成功率が高ま
った（AdEasy（商標）XLアデノウイルス性ベクター系；非特許文献１６）。全体的に見る
と、この2段階形質転換プロトコールは、細菌内での相同組換えを含む広範な用途がある
と考えられる。
【００１１】
　ヒトの293細胞において産生させたE1欠損Adベクターに関する最重要課題は、複製コン
ピテントアデノウイルス（RCA）の出現である。このような混入物は、293細胞によって呈
示されるE1部位を規定している同一配列とベクター骨格との間の相同組換えを介して生じ
る（非特許文献１７；非特許文献１８）。RCAは、野生型Adと同様に、感染宿主内で複製
でき、疾病を引き起こす可能性があることから、生物学的に危険だと見なされている。RC
A不含Adベクターは、pAdAptなどのようなPER.C6-相互性シャトルプラスミドを用い、PER.
C6細胞内で産生されている（非特許文献１９）。PER.C6ゲノム中のAd5ヌクレオチド（ヌ
クレオチド番号459～3510）は、pAdAptに基づくシャトルプラスミド（Crucell）との二重
交差型相同組換えをあらかじめ含んでおり、該シャトルプラスミドは、重複配列を全く含
んでいない。Ad株からRCAを排除することにより、癌遺伝子となりうるE1a、および宿主内
でAdが複製することによって誘導される病因への暴露の危険性が低下する。
【００１２】
　しかしながら、PER.C6-制御性pAdAptに基づくシャトルプラスミドを使用することでは
、pAdEasy1を用いた大腸菌（E.coli）内での相同組換えは行えない。その理由は、「左腕
」のアデノウイルス性配列が消失しているからである。PER.C6細胞内にpAdAptとAd骨格プ
ラスミドとを同時トランスフェクトすることによって行う組換えAdベクターの作成（非特
許文献１９）は、長い時間と労力を要する。一般的には、大腸菌（E.coli）細胞内で起こ
る相同組換えを利用したAdEasy系を用い、2～3サイクルのプラーク精製を省略することに
より、新規なAdベクターの構築に要する時間を1～２ヶ月短縮できる。
【００１３】
　結論として、好ましくはアデノウイルス性ベクター系を用い、安全なインフルエンザワ
クチンを迅速に製造することが望まれている。しかしながら、現在のアデノウイルス性ベ
クター、特に293細胞などのヒト細胞から生成されたベクターは、基本的には、RCA調製段
階において疾病のリスクを有している。本発明は、アデノウイルスに基づくワクチンもし
くは免疫原性組成物を迅速に調製するための新規の系を提供することによってこれらの問
題を解決に導くが、そのようなワクチンもしくは免疫原性組成物は、安全性を高めるとい
う利点も備えている。
【非特許文献１】スバラオ（Subbarao）ら、1998年
【非特許文献２】ホフマン（Hoffmann）ら、2002年
【非特許文献３】ニューマン（Neumann）ら、1999年
【非特許文献４】フレイデア（Pfleidere）ら、2001年
【非特許文献５】ニコル（Nichol）ら、1995年
【非特許文献６】ヒルマン（Hilleman）、2002年
【非特許文献７】マーウィック（Marwick）、2000年
【非特許文献８】ヴァン・カンペン（Van Kampen）ら、2005年
【非特許文献９】シー（Shi）ら、1999年
【非特許文献１０】シー（Shi）ら、2001年
【非特許文献１１】シャン（Xiang）ら、1996年
【非特許文献１２】グラハム（Graham）およびプレヴェック（Prevec）、1995年
【非特許文献１３】チャーティール（Chartier）ら、1996年
【非特許文献１４】ヒー（He）ら、1998年
【非特許文献１５】ゼン（Zeng）ら、2001年
【非特許文献１６】Strategies15(3):58-59,2002
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【非特許文献１９】ファロー（Fallaux）ら、1998年
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【００１４】
　インフルエンザワクチン調製のための迅速な製造系は、毎年起こるインフルエンザの流
行との戦いにおいて、長年求められていたものである。致死性インフルエンザ株の出現（
スバラオ（Subbarao）ら、1998年）および生物兵器として使用されるデザイナーインフル
エンザウイルス（designer influenza viruses）の可能性（ホフマン（Hoffmann）ら、20
02年；ニューマン（Neumann）ら、1999年）などから、インフルエンザワクチンの迅速製
造に関し、新規な技術開発の緊急性が強調されている。本発明は、なかでも、新規なアデ
ノウイルス性ベクター、および異種核酸（適時のインフルエンザ抗原などが挙げられるが
、これらに限定されるわけではない）をコードしているRCA（複製コンピテントアデノウ
イルス）不含Adベクターを作出することによって高力価ワクチンを調製する方法を提供す
ることにより、当該分野におけるこのような問題を解決するものである。該方法は、発育
鶏卵中でのインフルエンザウイルス増殖を必要とせず（ヴァン・カンペン（Van Kampen）
ら、2005年）、経鼻スプレーによる非複製インフルエンザワクチン投与を促進し（シー（
Shi）ら、2001年；ヴァン・カンペン（Van Kampen）ら、2005年）、さらに、製造に要す
る時間および費用を削減する。
【課題を解決するための手段】
【００１５】
　本発明の第一の側面においては、組換えアデノウイルス性ベクターを調製するが、該ベ
クターは、配列番号１を含む第一のアデノウイルス性配列、プロモーター配列、複クロー
ニング部位（multiple cloning site：MCS）、転写ターミネーター、配列番号２を含む第
二のアデノウイルス性配列、配列番号４を含む第三のアデノウイルス性配列を含んでおり
、このとき、配列番号２と配列番号４は、原核細胞内において組換えアデノウイルス性シ
ャトルプラスミドとアデノウイルス性骨格プラスミドとの間で相同組換えを生じさせる重
複配列を含む。
【００１６】
　１つの実施態様においては、プロモーターは、サイトメガロウイルス（CMV）主要前初
期プロモーター、シミアンウイルス40（SV40）プロモーター、β－アクチンプロモーター
、アルブミンプロモーター、伸長因子1－α（EF1-α）プロモーター、PγKプロモーター
、MFGプロモーター、ヘルペスウイルスプロモーター、ルイス肉腫ウイルスプロモーター
、またはその他任意の真核細胞性プロモーターなどより成る群から選択される。
【００１７】
　転写ターミネーターは、SV40ポリアデニル化シグナルまたはその他任意の真核細胞性ポ
リアデニル化シグナルを用いることができる。細菌の複製起点としては、pBR322の複製起
点由来のものを用いることができる。別の実施態様においては、アデノウイルス性シャト
ルプラスミドおよび骨格プラスミド内の抗生物質耐性遺伝子は、アンピシリン耐性遺伝子
、カナマイシン耐性遺伝子、クロラムフェニコール耐性遺伝子、テトラサイクリン耐性遺
伝子、ヒグロマイシン耐性遺伝子、ブレオマイシン耐性遺伝子およびゼオシン耐性遺伝子
より成る群から選択される。原核細胞は、大腸菌（E.coli）、好ましくはE.coli BJ5183
細胞を用いることができる。　　　　　　　　　　　　
　好ましい実施態様においては、アデノウイルス性シャトルベクターはpAdHighであり、
これは、アデノウイルス血清型5型由来の1～454番の配列を含む第一のアデノウイルス性
配列、プロモーター配列、MCS、転写ターミネーター、pIXプロモーターを有するアデノウ
イルス血清型5型由来の3511～6055番の配列を含む第二のアデノウイルス性配列、細菌の
複製起点および抗生物質耐性遺伝子を含んでおり、ここで、第一および第二のアデノウイ
ルス性配列は、原核細胞内において組換えアデノウイルス性シャトルプラスミドとアデノ
ウイルス性骨格プラスミドとの間で相同組換えを起こさせる配列を含む。
【００１８】
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　別の側面からみると、本発明は、複製コンピテントアデノウイルス（RCA）を実質的に
含まない組換えアデノウイルスを作出する方法に関し、これは、原核細胞内に第一のシャ
トルプラスミドと第二のシャトルプラスミドとを同時形質転換させる過程を含み、ここで
、該第一のシャトルプラスミドは、第一のアデノウイルス性配列と第一の抗生物質耐性遺
伝子を有し、該第二のシャトルプラスミドは、第一のシャトルプラスミド内に存在してい
ないアデノウイルス性配列を含む第二のアデノウイルス性配列および第一の抗生物質耐性
遺伝子とは異なる第二の抗生物質耐性遺伝子を含み、同時形質転換によって第一および第
二のシャトルプラスミド間で相同組換えが起こり、さらに、該原核細胞性形質転換体は、
最初に組み換えられたアデノウイルス性シャトルプラスミドを含む第一および第二のシャ
トルプラスミド内の両方の抗生物質耐性遺伝子を発現し；最初に組み換えられたアデノウ
イルス性シャトルプラスミド（pAdHighβ）を該原核細胞から回収し；大腸菌（E.coli BJ
5183）などの原核細胞にAdHighシャトルプラスミドおよびアデノウイルス性骨格プラスミ
ドを同時形質転換し、このとき、原核細胞性形質転換体は導入遺伝子をコードしている二
番目に組み換えられたアデノウイルス性プラスミドを産生し；該原核細胞から二番目に組
み換えられたアデノウイルス性プラスミドを回収し；二番目に組み換えられた該アデノウ
イルス性プラスミドをPER.C6細胞にトランスフェクトし；さらに、該PER.C6細胞から組換
えアデノウイルスを回収するが、このとき、該組換えアデノウイルスはRCAを実質的に含
まない。
【００１９】
　Ad5配列（459～3510番）を含む別の細胞も、AdHighシャトルプラスミドを用いてRCA不
含Adベクターを作出するためのパッケージング細胞系として使用できる。
【００２０】
　pAdHighシャトルプラスミド作出の１つの実施態様においては、第一のシャトルプラス
ミドはpShuttle-CVMである。別の実施態様においては、第二のシャトルプラスミドはpAdA
ptである（ハヴェンガ（Havenga）,M.J.ら、2001年；ファン・デル・トゥーセン（von de
r Thuesen）,J.H.ら、2004年）。
【００２１】
　pAdHigh中にはさらにアデノウイルス性配列が存在するが、pShuttle-CVM中では消失し
ており（ヒー（He）ら、1998年）、後者は、アデノウイルス血清型5型のアデノウイルス
性ヌクレオチド342番～454番およびアデノウイルス血清型5型のアデノウイルス性ヌクレ
オチド3511～3533番を含んでいる。ヌクレオチド3511～3533番の間のセグメントは、アデ
ノウイルス性pIXプロモーターの一部である。機能性pIXプロモーターの欠失により、AdEa
sy系が293細胞内では高力価のAdを産生するが、PER.C6細胞内では産生できないことが説
明できる。前者はpIXを発現するが、後者は発現しないのである。
【００２２】
　原核細胞は大腸菌（E.coli）、好ましくはE.coli BJ5183である。
【００２３】
　本発明を別の側面からみると、複製コンピテントアデノウイルス（RCA）を実質的に含
まない組換えアデノウイルスの作出法に関し、その方法は、第一および第二のシャトルプ
ラスミドを１つもしくはそれ以上の制限エンドヌクレアーゼで消化し、ここで、該第一の
シャトルプラスミドは第一のアデノウイルス性配列を有し、該第二のシャトルプラスミド
は、該第一のシャトルプラスミド内に存在しない別のアデノウイルス性配列を有し；該第
二のシャトルプラスミドから別のアデノウイルス性配列を含むフラグメントを切り出し；
該フラグメントを第一のシャトルプラスミド内の適切な部位に挿入することにより、第一
のシャトルプラスミドの対フラグメントと置換し、それによって遺伝子欠失（例えば、pI
Xプロモーター欠失など）が修復された第一の組換えアデノウイルス性プラスミドが得ら
れ；該第一の組換えアデノウイルス性シャトルプラスミド（pAdHighα）およびアデノウ
イルス性骨格プラスミドとを原核細胞に同時形質転換し、このとき、原核細胞性形質転換
体は第二の組換えアデノウイルス性プラスミドを産生し；該原核細胞から該第二の組換え
アデノウイルス性プラスミドを回収し；該第二の組換えアデノウイルス性プラスミドをPE
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R.C6細胞にトランスフェクトし；該細胞から組換えアデノウイルスを回収するが、このと
き、該組換えアデノウイルスはRCAを実質的に含まない。
【００２４】
　また、本発明は免疫学的組成物に関し、そのような組成物は、複製コンピテントアデノ
ウイルス（RCA）を実質的に含まず、１つもしくはそれ以上の目的の異種核酸を発現する
組換えアデノウイルスを薬剤学的に許容される賦形剤にあらかじめ混合した状態で含む。
【００２５】
　１つの実施態様においては、１つもしくはそれ以上の目的の異種核酸は、インフルエン
ザA型、インフルエンザB型、インフルエンザC型、循環組換え型、ハイブリッド型、臨床
単離体、および野外単離体を含むインフルエンザ株由来のインフルエンザ遺伝子を有する
。インフルエンザ遺伝子は、インフルエンザ赤赤血球凝集素、インフルエンザマトリック
ス遺伝子、インフルエンザノイラミニダーゼおよびインフルエンザ核タンパク質遺伝子を
含む。免疫原性組成物は、アジュバントをさらに含む場合がある。
【００２６】
　本発明を別の側面からみると、組換えアデノウイルスの調製法に関し、該組換えアデノ
ウイルスは、複製コンピテントアデノウイルス（RCA）を実質的に含まず、１つもしくは
それ以上のインフルエンザ免疫原を発現し、薬剤学的に許容される賦形剤にあらかじめ混
合した状態である。
【００２７】
　本発明を別の側面からみると、複製コンピテントアデノウイルス（RCA）を実質的に含
まない組換えアデノウイルス内において、１つもしくはそれ以上の目的の異種核酸を発現
させる方法に関し、そのような方法は、１つもしくはそれ以上の制限エンドヌクレアーゼ
で本発明に従うアデノウイルス性ベクターDNAを消化することによって該アデノウイルス
性ベクターを直線化し；１つもしくはそれ以上の異種核酸を該アデノウイルス性ベクター
に連結するが、このとき、該１つもしくはそれ以上の異種核酸は、機能発揮できるように
プロモーター配列に結合させ；該アデノウイルス性ベクターDNAをPER.C6またはその他の
パッケージング細胞内にトランスフェクトし；該細胞から、１つもしくはそれ以上の目的
の異種核酸を発現する組換えアデノウイルスを回収する段階を含む。
【００２８】
　また、本発明は、必要な対象内において、インフルエンザに対する免疫応答を誘起する
方法に関し、そのような方法は、対象に、本発明に従う組成物の免疫学的有効量を投与す
ることを含む。
【００２９】
　さらに、本発明は、目的の細胞内に１つもしくはそれ以上の異種核酸を導入し、それら
を発現させる方法に関し、そのような方法は、複製コンピテントアデノウイルス（RCA）
を実質的に含まない組換えアデノウイルスを細胞に接触させることを含み、ここで、該組
換えアデノウイルスは１つもしくはそれ以上の異種核酸を発現し、該異種核酸を発現させ
るのに十分な条件下において該細胞を培養する、もしくは該細胞を宿している動物を飼育
する。
【００３０】
　本発明は、本発明に従うpAdHighシャトルプラスミド、アデノウイルス性骨格プラスミ
ドおよび大腸菌（E.coli）BJ5183細胞を含むキットにも関する。
【００３１】
　これらおよびその他の実施態様については、以下の項に開示されているか、または、以
下の項から明かであり、包含されている。
【００３２】
　以上の発明の開示の記載は例示であり、本発明を記載されている特定の実施態様に制限
するためのものではなく、以下の図面と合わせることによって理解できるはずである。
【発明を実施するための最良の形態】
【００３３】
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　本明細書においては、「含む」、「含んでいる」、「含有する」および「有する」とい
う語は、米国特許法に帰属する意味を有し、「含む」、「含んでいる」ことを意味し；同
様に、「基本的に含んでいる」または「基本的に含む」とは、米国特許法に帰属する意味
を有し、説明されている事象の基本的もしくは新規な性質が変わらない限りは、説明され
ている事象以外の事象の存在を許容するが、当該分野の過去の実施態様は除く。
【００３４】
　「核酸」または「核酸配列」とは、単鎖または二本鎖型のデオキシリボヌクレイックオ
リゴヌクレオチドまたはリボヌクレイックオリゴヌクレオチドをさす。この語には、天然
のヌクレオチドの既知のアナログを含む核酸（例えば、オリゴヌクレオチドなど）を包含
する。また、この語は、合成骨格を有する核酸様構造物をも包含する（エクステイン(Eck
stein)、1991年；バサーガ(Baserga)ら、1992年；ミリガン（Milligan）、1993年；WO97/
03211；WO96/39154；マタ（Mata）、1997年；ストラウス－ソークアップ（Strauss-Souku
p）、1997年；サムスタッグ（Samstag）、1996年などを参照）。
【００３５】
　本明細書において使用している「組換え体」とは、合成された、または、イン・ビトロ
（in vitro）でその他の操作を受けたポリヌクレオチド（例えば、「組換えポリヌクレオ
チド」など）であって、組換えポリヌクレオチドを用い、細胞もしくはその他の生体系内
での遺伝子生成物の産生に供するもの、あるいは、組換えポリヌクレオチドによってコー
ドされているポリペプチド（「組換えポリペプチド」）をさす。「組換え手法」とは、本
発明に従うベクター内のポリペプチドコード配列の発現（例えば、誘導的発現または構成
的発現など）のための発現カセットまたはベクターに対し、起源の異なる多様なコード領
域もしくはドメインもしくはプロモーター配列を有する核酸を切り出し、連結することも
包含する。
【００３６】
　「異種の」という語は、核酸に関して用いる場合、天然には通常見出されない細胞また
はウイルス内に存在する核酸、あるいは、天然には見出されないような関係を有する２つ
もしくはそれ以上の配列を含む核酸、あるいは、発現レベルまたは細胞内での他の核酸も
しくは他の分子との物理的関係が、天然には見出されない状態になるように組換え操作さ
れている核酸をさす。例えば、一般的には、異種核酸は、組換えによって産生され、無関
係な遺伝子に由来する2つ以上の配列を天然には見出されないような様式で配置すること
によって得られ、例えば、本発明に従うアデノウイルス性ベクター内に組み込まれている
プロモーター配列に機能発揮できるように連結されたヒト遺伝子などが挙げられる。一例
として、目的の異種核酸は、免疫原性遺伝子生成物をコードでき、このとき、ワクチンま
たはワクチン組成物としてアデノウイルスを治療的または予防的に投与する。異種配列は
、プロモーターおよび配列の多様な組み合わせを含むが、それらの例については、本明細
書中に詳述する。
【００３７】
　「抗原」とは、免疫系によって認識され、免疫応答を誘導する物質である。本明細書中
で類義語として用いられているのは「免疫原」という語である。
【００３８】
　「逆方向末端反復配列」または「ITR」とは、アデノウイルスに関して通常使用される
事柄をさし、機能的に等価な（例えば、直線アデノウイルスゲノムの右側および左側に接
している配列（モチーフ）のセットをさすなど）、ならびに、アデノウイルスゲノム性核
酸の複製に必要な全てのITR配列およびそれらの変異体を含む。本発明に従うベクターお
よびベクター系のAd配列はITRsに接しており、好ましくは、該Ad配列は、血清型5型アデ
ノウイルス由来である。血清型の異なるアデノウイルス間において、ITR内の配列保存度
は高い（例えば、シュミッド（Schmid）、1995年などを参照））。
【００３９】
　本明細書において「対象」とは、哺乳類、鳥類、は虫類、両生類または魚類などの脊椎
動物であり、より好ましくは、ヒト、または、コンパニオンアニマル、飼い慣らされた動
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物、食料製造用動物、飼料製造用動物、家畜、ゲーム用動物、競走用動物、競技用動物（
例えば、ウシ、イヌ、ネコ、ヤギ、ヒツジ、ブタ、ウマおよびトリなどが挙げられるが、
これらに限定されるわけではない）などである。好ましくは、脊椎動物はヒトである。脊
椎動物の免疫系は全て同様に機能することから、記載している用途は、全ての脊椎動物系
に適用できる。
【００４０】
　遺伝子または核酸の「発現」は、細胞性遺伝子の発現のみを包含するものではなく、ク
ローニング系および他の任意の関係における核酸の転写および翻訳をも包含する。
【００４１】
　「遺伝子生成物」という語は、基本的には、他の核酸（例えば、tRNA、sRNPsなどのよ
うな非コード制御RNAsなど）によってコードされているタンパク質およびポリペプチドを
さす。
【００４２】
　本明細書において使用している「ベクター」とは、独立体をある環境から別の環境下に
移動させる、または移動を可能にするための道具である。例えば、組換えDNA技術におい
て用いられるある種のベクターは、DNAセグメント（例えば、異種DNAセグメントなど）な
どの独立体を標的細胞内に移動させることができる。本発明は、組換えアデノウイルスベ
クターを含む。
【００４３】
　「プラスミド」という語は、本発明に従うポリヌクレオチド、ならびに、組換え、Adへ
の複製、および宿主内での導入遺伝子の発現に必要なエレメントを含むDNA転写ユニット
をさす。環状プラスミド型が好ましく、スーパーコイル化しているか、またはしていない
ものを用いる。直線型のものも本発明の範疇に含まれる。
【００４４】
　ベクター内での発現用の外来性DNA（例えば、目的のエピトープ、および／もしくは抗
原、および／もしくは治療性のエピトープをコードしているなど）、およびそのような外
来性DNAを調製するための文献、ならびに、核酸分子の発現を増幅させる転写および／も
しくは翻訳因子の発現に関する文献、さらに、「目的のエピトープ」、「治療性」、「免
疫応答」、「免疫学的応答」、「防御免疫応答」、「免疫学的組成物」、「免疫原性組成
物」および「ワクチン組成物」などに関しては、1999年11月23日に交付された米国特許第
5,990,091号、WO 98/00166号、WO 99/60164号、および本明細書中に引用している文献、
ならびに、それらの特許およびPCT出願中の引用文献および実施記録についての文献を参
照のこと。それらの全てを参考文献として本明細書中に引用しておく。従って、米国特許
第5,990,091号およびWO 98/00166号、WO 99/60164号、ならびにこれらの特許およびPCT出
願の中の引用文献ならびに実施記録についての文献、ならびに本明細書中に引用されてい
るその他の文献もしくは参照として本明細書中に取り入れられている文献は、本発明の実
行に役立つはずであり、本明細書に引用されている全ての外来性核酸分子、プロモーター
およびベクターは、本発明の実行に使用できる。この点に関しては、米国特許第6,706,69
3号、第6,716,823号、第6,348,450号、米国特許出願番号第10/424,409号、第10/052,323
号、第10/116,963号、第10/346,021号、ならびに1999年2月25日にPCT/US98/16739号から
発刊されたWO 99/08713号も挙げられる。
【００４５】
　本明細書において使用している「免疫原性組成物」および「免疫学的組成物」および「
免疫原性もしくは免疫学的組成物」という語は、本発明に従うアデノウイルス性ベクター
およびウイルスから発現される目的の異種核酸に対して免疫応答を誘起する任意の組成物
を包含し、例えば、対象に投与後、標的免疫原または目的の免疫原に対して免疫応答を誘
起する。「ワクチン効果のある組成物」、および「ワクチン」および「ワクチン組成物」
という語は、目的の抗原に対して防御免疫応答を誘導する、または抗原に対して有効に防
御を発揮する任意の組成物を包含し、例えば、対象に投与または注射後、標的抗原もしく
は免疫原に対して防御免疫応答を誘起し、あるいは、本発明の新規なアデノウイルスベク
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ターから発現される抗原もしくは免疫原に対して有効な防御を提供する。「薬剤学的組成
物」という語は、治療性タンパク質（例えば、エリスロポエチン（EPO）など）または免
疫調節タンパク質（例えば、GM-CSFなど）を発現するベクターを含む任意の組成物を意味
する。
【００４６】
　「免疫学的有効量」とは、目的の遺伝子をコードしている組換えベクターの量または濃
度であって、対象に投与した場合に、目的の遺伝子生成物に対して免疫応答を誘導するよ
うな量である。
【００４７】
　「循環組換え型」とは、２つもしくはそれ以上の亜型または株の間で遺伝子再集合が起
こった組換えウイルスをさす。本発明の文脈中では、別の表現としては「ハイブリッド型
」が用いられている。
【００４８】
　「臨床単離体」とは、例えば、頻用されるウイルスの実験株であって、感染した患者か
ら単離し、さらに、高増殖シャトルウイルスの実験室適合親株を用いて実験細胞もしくは
実験対象内で繰り返し発現させたものなどをさす。
【００４９】
　「野生単離体」とは、感染した患者または環境から単離したウイルスをさす。
【００５０】
　本発明に従う方法を適切に適用することにより、予防用ワクチンとして疾病を阻止し、
または、治療用ワクチンとして疾病の症状を緩和できる。
【００５１】
　本発明に従う組換えベクターは、単独または免疫学的組成物の一部として対象に投与で
きる。本発明に従う組換えベクターを用い、イン・ビボ（in vivo）でタンパク質を発現
させることにより、目的とする対象にタンパク質を送達または投与することもできる。
【００５２】
　本発明に従って得られた免疫学的組成物および／もしくは抗体および／もしくは発現生
成物は、イン・ビボ（in vivo）で発現させることができ、また、そのような免疫学的組
成物および／もしくは発現生成物および／もしくは抗体は、通常使用される方法で使用で
き、さらに、そのような免疫学的組成物および／もしくは発現生成物および／もしくは抗
体を発現する細胞は、イン・ビトロ（in vitro）および／もしくはイクス・ビボ（ex viv
o）用として使用でき、例えば、そのような用途および応用としては、診断、アッセイ、
イクス・ビボ（ex vivo）治療などが挙げられ、ここで、遺伝子生成物および／もしくは
免疫学的応答を発現する細胞は、イン・ビトロ（in vitro）で拡張し、宿主または動物内
に再導入する（米国特許第5,990,091号、WO 99/60164号およびWO 98/00166号ならびにそ
れらに引用されている文献を参照）。さらに、本明細書に記載されている方法に従って単
離された、もしくは本明細書に記載されている投与法に従ってイン・ビトロ（in vitro）
で拡張された細胞から単離された発現抗体または遺伝子生成物は、組成物として投与でき
、サブユニットエピトープもしくは抗原もしくは治療剤もしくは抗体と同様に投与するこ
とにより、免疫を誘導し、治療応答を刺激し、ならびに／または受動免疫を刺激する。
【００５３】
　本明細書において使用している「アデノウイルス」とは、アトアデノウイルス（Ataden
ovirus）属、マストアデノウイルス属および鳥アデノウイルス属を含む全てのアデノウイ
ルスを包含する。今日では、アデノウイルスの51以上のヒト血清型が確定されている（例
えば、フィールズ（Fields）ら、「ウイルス学2（Virology 2）」第67章（第3版、リピン
コット－ラーヴェン（Rippincott-Raven）出版社）などを参照）。アデノウイルスには血
清群A、B、C、D、EまたはFが存在する。アデノウイルスには、血清型2型（Ad2）、血清型
11型（Ad11）、血清型35型（Ad35）などがあり、好ましくは血清型5型（Ad5）であるが、
これらの例に限定されるわけではない。
【００５４】
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　アデノウイルスはエンベロープを持たないDNAウイルスである。アデノウイルス由来の
ベクターは、遺伝子転移に対して特に有用な多数の特徴を有する。本明細書において使用
している「組換えアデノウイルスベクター」とは、１つもしくはそれ以上の異種ヌクレオ
チド（例えば、２、3、4、5もしくはそれ以上の異種ヌクレオチドなど）を有するアデノ
ウイルスベクターである。例えば、アデノウイルスの生物学については詳細に明らかにさ
れており、アデノウイルスは重篤なヒト病理には関与しておらず、該ウイルスは、宿主細
胞内に自身のDNAを非常に効率的に導入し、該ウイルスは広範な種類の細胞に感染でき、
宿主範囲が広く、該ウイルスは、比較的容易に大量に産生でき、さらに、ウイルス性ゲノ
ムの初期領域1（「E1」）内の欠失によって複製の検出ができる。
【００５５】
　アデノウイルス（Ad）のゲノムは、約36,000塩基対（bp）からなる二本鎖直鎖DNA分子
であり、各鎖の5'末端に55kDaの末端タンパク質が共有結合している。Ad DNAは、約100bp
からなる同一の逆方向末端反復配列（ITRs）を有し、それらの正確な長さは、血清型に応
じて異なる。ウイルスの複製起点は、ゲノム末端に存在するITRs内に存在している。DNA
合成は２つの段階で起こる。始めに、鎖の置換によって複製が進行し、娘二本鎖分子と、
親置換鎖が生成する。置換鎖は一本鎖であり、いわゆる「パンハンドル」中間体を形成で
き、これによって複製が開始され、娘二本鎖分子が生成される。別の方法としては、複製
はゲノムの両端から同時に進行し、パンハンドル構造の形成は不要である。
【００５６】
　増殖性感染サイクル中においては、ウイルスゲノムは２つの相で発現される：すなわち
、ウイルスDNA複製までの期間である初期相およびウイルスDNA複製の開始と同時に開始す
る後期相である。初期相の間は、E1、E2、E3およびE4領域によってコードされている初期
遺伝子生成物のみが発現し、それらの生成物は、ウイルス構造タンパク質の合成に対して
細胞を整える多数の機能を有する（バーク（Berk）,A.J.、1986年）。後期相の間は、初
期遺伝子生成物に加えて、後期遺伝子生成物が発現され、宿主細胞のDNAおよびタンパク
質合成が停止される。その結果、細胞はウイルスDNAおよびウイルス構造タンパク質の産
生のみを行うようになる（トゥーズ（Tooze）,J.、1981年）。
【００５７】
　アデノウイルスのE1領域は、アデノウイルスが標的細胞に感染した後、最初に発現され
る領域である。この領域は２つの転写ユニット、E1AおよびE1B遺伝子を有し、いずれも、
齧歯類初代（胚性）培養細胞の癌遺伝子性形質転換に必要である。E1A遺伝子生成物の主
機能は、静止細胞を細胞サイクルに導いて細胞のDNA合成を再開させ、E1B遺伝子およびウ
イルスゲノムの他の初期領域（E2、E3およびE4）を転写活性化することである。E1A遺伝
子を単独で用いて初期細胞にトランスフェクションすることにより、無制限の増殖（不死
化）が誘導されるが、完全な形質転換は起こっていない。しかしながら、ほとんどの場合
において、E1Aの発現により、プログラムされた細胞死（アポトーシス）が誘導され、時
折不死化が起こる（ヨケムセン（Jochemsen）ら、1987年）。アポトーシスの導入阻止お
よび完全な形態学的形質転換のためには、E1B遺伝子の同時発現が必要である。確立され
た不死化細胞系においては、E1Aを高レベルで発現させることにより、E1B不在下において
完全な形質転換を起こすことができる（ロバーツ（Roberts）ら、1981年）。
【００５８】
　E1Bにコードされているタンパク質は、細胞機能の方向を変えてウイルスを複製させる
際にE1Aを補助する。E1Bの55kDaおよびE4の33kDaのタンパク質は、コンプレックスを形成
し、基本的に核に局在しており、その機能は、宿主タンパク質の合成阻止、およびウイル
ス遺伝子の発現促進である。それらの主な影響は、核から細胞質へのウイルスmRNAの選択
的輸送を確立することであり、それに付随して、感染後期相が開始する。E1Bの21kDaのタ
ンパク質は、増殖性感染サイクルの一時的制御の修正に重要であり、従って、ウイルスの
ライフサイクルが完了する前に宿主細胞が不完全死することを防ぐ。E1Bの21kDaの遺伝子
生成物を発現できない突然変異ウイルスは、宿主細胞の染色体DNAの過剰分解（deg発現型
）および細胞変性効果の増強（cyt表現型；テリング（Telling）ら、1994年）にともなっ
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て感染サイクルが短い。さらに、E1A遺伝子が突然変異を起こしている場合には、degおよ
びcyt表現型が抑制されていることから、これらの表現型はE1Aの機能であることが示唆さ
れる（ホワイト（White）ら、1988年）。さらにまた、E1Bの21kDaのタンパク質は、E1Aが
他のウイルス遺伝子のスイッチを入れることによって発現速度が低下する。E1Bの21kDaの
タンパク質が、どのようなメカニズムでこのようなE1A依存的作用によって衰退するのか
はまだ解明されていない。
【００５９】
　対照的に、例えば、レトロウイルス、アデノウイルスなどは宿主細胞のゲノム内に融合
することはなく、細胞分裂しない細胞に感染でき、さらに、イン・ビボ（in vivo）で効
率的に組換え遺伝子を輸送できる（ブロディ（Brody）ら、1994年）。これらの特徴から
、アデノウイルスは、イン・ビボ（in vivo）遺伝子輸送、例えば、そのような操作を必
要としている細胞、組織および対象内に目的の異種核酸を入れるなどにおける魅力的な候
補である。
【００６０】
　アデノウイルス組換え体を用いた本発明に従う実施態様においては、E1欠損もしくは欠
失、E3欠損もしくは欠失、ならびに／または、E4欠損もしくは欠失のアデノウイルスベク
ター、あるいは、全てのウイルス性遺伝子が欠失している「実質のない」アデノウイルス
ベクターが使用できる。アデノウイルスベクターは、E1、E3もしくはE4遺伝子に突然変異
を有する場合、または、これらのもしくは全てのアデノウイルス性遺伝子内に欠失がある
場合がある。　E1が突然変異を起こすことにより、ベクターには安全性に余裕が生じるが
、これは、E1欠損アデノウイルス突然変異体は、非許容細胞内では複製欠損性であるとい
われており、さらに、少なくとも非常に弱められているからである。E3が突然変異を起こ
すことにより、抗原の免疫原性が増強されるが、これは、アデノウイルスがMHCクラス1分
子を抑制制御している機構が破壊されるからである。E4が突然変異を起こすことにより、
後期遺伝子発現が抑制されてアデノウイルスベクターの免疫原性が低下し、同じベクター
を用いたワクチン再接種が可能になる。本発明は、E1、E3、E4、E1およびE3、E1およびE4
が欠失している、または突然変異を起こしている任意の血清型または血清群のアデノウイ
ルスベクターを包含する。また、本発明はヒトアデノウイルスのAd5株を含む。
【００６１】
　「実質のない」アデノウイルスベクターとは、アデノウイルスベクターファミリーの中
の最新型である。複製には、ヘルパーウイルス、ならびにE1およびCreを発現する特殊な
ヒト293細胞系、また、天然の環境とは異なる条件を必要とする。ベクターは全てのウイ
ルス性遺伝子を取り去られていることから、ワクチンキャリヤーとしてのベクターは非免
疫原性であり、ワクチン再接種のために複数回接種できる。さらに、「実質のない」アデ
ノウイルスベクターは、目的の異種核酸を収容するための36kbのスペースを有することか
ら、細胞内に多数の抗原もしくは免疫原を同時輸送できる。
【００６２】
　当該分野において既知のその他のアデノウイルスベクター系としては、AdEasy系（ヒー
（He）ら、1991年）およびそれを変形したAdEasier系（ゼン（Zeng）ら、2001年）などが
挙げられる。後者が開発されたことにより、293細胞内で組換えAdベクターが迅速に生成
できるようになったが、これは、シャトルプラスミドとAd骨格プラスミドとの間の相同組
換えが大腸菌（E.coli）細胞内で一晩で進行するからである。しかしながら、293細胞内
で産生されたAdベクターには、ヒトへの使用に際して生物学的危険となる可能性があるRC
Aが微量に混入していた。RCAの生成は、Adベクターと293細胞のゲノムとの間の重複配列
によって生じる（ファロー（Fallaux）ら、1998年；ツー（Zhu）ら、1999年）。
【００６３】
　PER.C6ゲノムとの重複配列を全く含まないPER.C6-相互性シャトルプラスミドを用いてP
ER.C6細胞にAd骨格プラスミドをトランスフェクトした後、RCA不含Adベクターが生成した
が（ファロー（Fallaux）ら、1998年）、ヒト細胞を背景とする相同組換えによってAdベ
クターを構築する方法は、大腸菌（E.coli）細胞内でのAdEasy組換え系と比較すると時間
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がかかる。AdEasy由来のAdベクターは、PER.C6細胞内で迅速に生成できるが、力価が低い
（＜108プラーク形成単位（pfu）／ml）。これはおそらく、PER.C6パッケージング細胞に
よってトランス型補足がなされていないpShuttle-CVM中の欠損配列によるものと考えられ
る（ヒー（He）ら、1998年）。
【００６４】
　AdをベクターとするRCA不含インフルエンザワクチンを迅速かつ高力価で生成するため
は、pShuttle-CVM中の欠損配列を修理し、新規なシャトルプラスミドを作出することがひ
つようである。そのようなシャトルプラスミドは、本発明の実施態様において定義され、
pAdHighと名付けられている。Adをベクターとするインフルエンザワクチンは、AdEasyと
同等の速度でAdHighから作出されるとことが期待されるが、これは、大腸菌（E.coli）、
特に、E.coli BJ5183中で実施するアデノウイルス性骨格プラスミドpAdEasy1を用いた相
同組換えに関しては、両系のシャトルプラスミドが同一の構成成分を含んでいるからであ
る（ヒー（He）ら、1998年）。
【００６５】
　pAdEasy1はアデノウイルス性配列を有し、これは、目的の異種核酸を発現するpShuttle
-CVMおよびpAdHighなどのようなシャトルプラスミドと組換えを行ったときに、アデノウ
イルスのキャプシド内にパッケージされた異種核酸（例えば、免疫原および／または治療
性遺伝子など）をコードしているE1/E3－欠損アデノウイルスゲノムを生成する。pAdEasy
1の配列は当該分野において既知であり、公表されており、ストラタジーン（Stratagene
）社から市販されている。AdEasy由来のAdベクターとは対照的に、AdHigh由来のAdベクタ
ーは、PER.C6-相互性ベクター由来のものと同程度の高力価まで増殖し、さらに、PER.C6
細胞内で産生した場合には、RCAの混入が避けられるが、これは、AdHigh由来のAdベクタ
ー中のAd配列が、PER.C6-相互性シャトルプラスミドpAdAptから生成したものと同一だか
らである（クルーセル（Crucell）；オランダ国ライデン）。
【００６６】
　本発明は、RCA不含Adベクターを産生できる新規なアデノウイルスシャトルプラスミド
の作出法を提供し、その方法は、第一および第二のシャトルプラスミドを原核細胞内に同
時形質転換することを含み、ここで、該第一のシャトルプラスミドは、アデノウイルス性
配列のサブフラグメントおよび第一の抗生物質耐性遺伝子を有し、該第二のシャトルプラ
スミドは、該第一のシャトルプラスミド中に存在しないアデノウイルス性配列を含むアデ
ノウイルス性配列のサブフラグメントおよび該第一の抗生物質耐性遺伝子とは別異の第二
の抗生物質耐性遺伝子を有する。この方法においては、pAdHighは、RCA不含組換えアデノ
ウイルスの作出に必要なアデノウイルス性配列を含む２つのシャトルプラスミドを相同組
換えすることによって生成される。
【００６７】
　第一のシャトルプラスミドとしては、pShuttle-CMV、または、他のプラスミド由来のア
デノウイルス性配列との相同組換えに有用なアデノウイルス性配列を含む別のシャトルプ
ラスミドを用いることができる。pShuttle-CMVは市販されており、その配列は共通ドメイ
ン（public domain）内に存在する（ヒー（He）ら、1998年）。pShuttle-CMVは、１つも
しくはそれ以上の目的の異種核酸を挿入する場合に使用される複数のクローニング部位を
有し、これらは、機能発揮できるようにＣＭＶプロモーターに連結されている。pShuttle
-CMVはカナマイシン耐性遺伝子も有する。
【００６８】
　第二のシャトルプラスミドは、第一のシャトルプラスミド中に存在しない別のアデノウ
イルス性配列を含むアデノウイルス性配列のサブフラグメントを有しており、pAdAptを用
いることができる（ファロー（Fallaux）ら、1998年、フォン・デル・トゥーセン（von d
er Thue
sen）,J.H.ら、2004年；ハヴェンガ（Havenga）,M.J.、2001年）。pAdAptなどの第二のシ
ャトルプラスミド内に存在する別の配列としては、Ad5由来の配列などが挙げられるが、
アデノウイルスの他の血清型由来の配列を含んでいる場合もある。これらの配列は、Ad5
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由来のアデノウイルス性配列の1～454番に対応する配列番号１、およびAd5由来のアデノ
ウイルス性配列の3511～6095番に対応する配列番号３を含む。また、本発明は、アデノウ
イルスのその他の血清型由来の対応する配列の使用も包含しており、そのような血清型と
しては、Ad2、Ad7、Ad11およびAd35などが挙げられるが、これらに限定されるわけではな
い。当業者であれば、BLASTなどの配列整合法（アルツシュル（Altschul）,S.F.ら、1990
年）を熟知しているはずであり、そのような方法によってアデノウイルスの他の血清型も
しくは血清群内の適切な配列を確認できる。本発明に従う方法においては、これらの配列
もしくはそれらの配列の変異体を含む任意のシャトルプラスミドを用いることができる。
【００６９】
　本発明は、上述の第一および第二のシャトルプラスミドを相同組み換えすることにより
、あるいは、第二のシャトルプラスミドからアデノウイルス性配列をさらに切り出し、連
結反応によって第一のプラスミド内に挿入することにより、組換えアデノウイルス性プラ
スミドを作出することに関する。１つの実施態様においては、本発明は、１つもしくはそ
れ以上の制限エンドヌクレアーゼを用いて第一および第二のシャトルプラスミドを消化す
ることによるpAdHighの作出法を提供し、ここで、該第一のシャトルプラスミドは、第一
のアデノウイルス性配列および第一の抗生物質耐性遺伝子を有し、該第二のシャトルプラ
スミドは、該第一のシャトルプラスミド内に存在しない別のアデノウイルス性配列を有し
ており、そのような別のアデノウイルス性配列を該第一のシャトルプラスミドに挿入する
ことにより、最初に組み換えされたアデノウイルス性シャトルプラスミドpAdHighαが得
られる。当業者であれば、核酸のクローニングおよび操作法には熟知しており、不要な実
験を要しないはずである。
【００７０】
　プラスミドの回収は当該分野において既知であり、原核細胞性形質転換体を溶解し（例
えば、フレンチプレス、アルカリ溶解、窒素空洞化などの方法が挙げられるが、これらに
限定されるわけではない）、さらに、塩化セシウム遠心分離、エタノール沈澱、カラムク
ロマトグラフィー（例えば、Quiagen prepなどを使用）などによってプラスミドを精製す
ることによって行う。本発明に従う方法においては、任意の方法でトランスフェクトした
細胞が用いられる。そのようなトランスフェクト法としては、リン酸カルシウム沈澱、陽
イオンリピド、リポソーム、マイクロインジェクションおよびウイルス送達による感染な
どが挙げられる。
【００７１】
　本発明に従うアデノウイルスベクターは、イン・ビトロ（in vitro）およびイン・ビボ
（in vivo）において、細胞への核酸輸送に有用である。特に、本発明に従うベクターを
都合良く使用することにより、動物、より好ましくは哺乳類細胞に核酸を送達または輸送
できる。目的の核酸は、ペプチドおよびタンパク質、好ましくは治療性（例えば、医療用
または獣医療用など）または免疫原性（例えば、ワクチン用など）のペプチドもしくはタ
ンパク質をコードしている核酸を含む。
【００７２】
　好ましくは、目的の異種核酸をコードしているコドンは、「ヒト型化」されたコドンで
あり、例えば、インフルエンザなどによって頻用されるコドンの代わりに、発現量が多い
ヒト遺伝子内で頻繁に現れるコドンなどである。そのようなコドンを用いることにより、
ヒトもしくはその他の動物細胞内で異種核酸を効率的に発現できる。コドンの使用パター
ンについては、多様な種の高発現遺伝子に関する文献がある（例えば、ナカムラ（Nakamu
ra ）ら、1996年；ワン（Wang）ら、1998年；マクエヴァン（McEwan）ら、1998年など）
。
【００７３】
　さらに別の方法としては、アデノウイルスベクターを培養細胞もしくは動物に感染させ
、所望する遺伝子生成物を発現させる、例えば、目的のタンパク質もしくはペプチドを産
生させることができる。好ましくは、タンパク質もしくはペプチドは培地内に分泌され、
当該分野において既知の常套技術を用いて培地から精製できる。タンパク質の細胞外分泌
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を指示するシグナルペプチド配列は当該分野において既知であり、そのような配列をコー
ドしているヌクレオチド配列は、当該分野において既知の常套技術を用いることにより、
目的のペプチドもしくはタンパク質をコードしているヌクレオチド配列に対し、機能発揮
できるように連結できる。別の方法としては、細胞を溶解し、発現された組換えタンパク
質は、該細胞溶解物から精製できる。細胞は真核細胞である。好ましくは、細胞は動物細
胞（例えば、昆虫、鳥類または哺乳類など）、より好ましくは哺乳類細胞である。アデノ
ウイルスによる形質導入に関してコンピテントである細胞も好ましい。
【００７４】
　そのような細胞としては、PER.C6細胞、911細胞およびHEK293細胞が挙げられる。PER.C
6細胞は、RCA不含Adベクターを増殖させる能力を有することから、有用である。PER.C6細
胞は、E1遺伝子セグメントを用いて形質導入したヒト一次網膜芽細胞であり、該セグメン
トは、複製能のないアデノウイルスの産生を補うが、相同組換えによるRCAの生成を阻止
するように指定されている。PER.C6については、1997年1月3日に刊行されたWO97/00326号
に記載されており、その内容を参照として本明細書中に取り入れておく。さらに、HEK293
細胞（グラハム（Graham）ら、1977年）は、本発明に従うアデノウイルス性配列と組換え
を起こしてRCAを産生できるような重複配列を有することを特記しておく。
【００７５】
　また、本発明は、ワクチンとして有用なベクターを提供する。免疫原または抗原は、ア
デノウイルスキャプシド内に呈示されており、別の場合には、抗原は、組換えアデノウイ
ルスゲノムに導入され、本発明に従うアデノウイルスに保有されている異種核酸から発現
される。アデノウイルスベクターは、目的の任意の免疫原を提供できる。目的の免疫原は
当該分野において既知であり、例えば、ヒト免疫不全ウイルス（例えば、gp160、gp120、
gp41などのようなエンベロープタンパク質など）、インフルエンザウイルス、gapタンパ
ク質、癌抗原、HBV表面抗原（肝炎に対して免疫化するため）、狂犬病糖タンパク質など
が挙げられるが、これらに限定されるわけではない。免疫原のその他の例については、本
明細書中に詳細に記載している。
【００７６】
　好ましくは、異種ヌクレオチド配列は、適切な発現調節配列に機能発揮できるように関
与している。発現ベクターは発現調節配列を有しており、それらは例えば、複製起点（例
えば、pBR322などの細菌性ベクター由来の細菌性起点、あるいは、自律複製配列（ARS）
などの真核細胞性起点などを用いることができる）、プロモーター、エンハンサー、必要
な情報処理部位（例えば、リボソーム結合部位、RNAスプライス部位、ポリアデニル化部
位、パッケージングシグナルなど）、ならびに転写終了配列などである。
【００７７】
　例えば、本発明に従う組換えアデノウイルスベクターは、適切な転写／翻訳調節シグナ
ルおよびポリアデニル化シグナル（例えば、ウシ成長ホルモン由来のポリアデニル化シグ
ナル、SV40ポリアデニル化シグナルなど）を有することが好ましく、それらは、異種核酸
配列と機能発揮できるように関連し、標的細胞に送達される。所望する発現のレベルおよ
び組織特異性に応じ、多様なプロモーター／エンハンサーエレメントを用いることができ
る。プロモーターは、所望する発現パターンに応じ、構成性または誘導性のもの（例えば
、メタロチオネインプロモーターなど）を用いる。プロモーターは、本来備わっているも
の、もしくは外来性のものであり、天然もしくは合成の配列を用いることができる。外来
性のものの場合、転写開始領域が導入された野生型宿主には、該転写開始領域が存在して
いないことを意味している。プロモーターは、目的の細胞または組織内で機能するように
選択する。脳特異的、肝臓特異的および筋肉特異的（骨格筋、心筋、平滑筋および／また
は横隔膜特異的）プロモーターも本発明に包含される。哺乳類プロモーターも好ましい。
【００７８】
　プロモーターは「初期」プロモーターが好ましい。「初期」プロモーターは当該分野に
おいて既知であり、デ・ノボ（de novo）タンパク質合成が欠如している場合に、迅速か
つ一時的に発現される遺伝子の発現を指示するプロモーターとして定義される。そのよう
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なプロモーターには、「強い」プロモーターまたは「弱い」プロモーターがある。「強い
プロモーター」および「弱いプロモーター」という語は当該分野において既知であり、プ
ロモーターあたりの転写開始の相対頻度（回／分）によって定義される。「強い」または
「弱い」プロモーターは、ポックスウイルスRNAポリメラーゼへのアフィニティーによっ
ても規定できる。
【００７９】
　さらに好ましくは、異種ヌクレオチド配列は、例えば、ヒトサイトメガロウイルス（CM
V）主要前初期プロモーター、シミアンウイルス40（SV40）プロモーター、β－アクチン
プロモーター、アルブミンプロモーター、伸長因子1－α（EF1-α）プロモーター、PγK
プロモーター、MFGプロモーターまたはルイス肉腫ウイルスプロモーターなどと機能発揮
できるように関連している。その他の発現調節配列としては、免疫グロブリン遺伝子、ア
デノウイルス、ウシパピローマウイルス、ヘルペスウイルスなどに由来するプロモーター
が挙げられる。本発明の実施においては、哺乳類の任意のウイルス性プロモーターも用い
ることができる。CMVプロモーターを用いて異種ヌクレオチドの転写を行わせる場合には
、免疫適格動物中での発現が抑制制御されると考えられている（例えば、グオ（Guo）ら
、1996年などを参照）。従って、異種ヌクレオチド配列は、該異種核酸の発現を抑制制御
しないような変形CMVプロモーターに対して、機能発揮できるように関連させることが好
ましい。
【００８０】
　さらに、本発明に従うベクターは、複クローニング部位（multiple cloning site:MCS
）を有する場合があり、これは、第一のプロモーターの下流に位置している。MCSは、プ
ロモーター配列と「イン・フレーム」の関係にある異種核酸分子に対して挿入部位を提供
することにより、該プロモーター配列が目的の異種核酸分子に対して機能発揮できるよう
に連結される。複クローニング部位は当業者において既知である。本明細書において使用
している「機能発揮できるように連結された」という語は、記載されている構成成分が意
図された様式で機能するような関係を意味する。
【００８１】
　　ベクターによっては、イン・ビトロ（in vitro）での組換えベクターの増幅および精
製に使用する場合には、抗生物質耐性をコードしている選択的マーカーを用い、シャトル
プラスミドとアデノウイルス性ベクターとの間の相同組換えをモニターする。本明細書に
従う方法は、重複配列において、シャトルプラスミドとアデノウイルス性ベクターとの間
で相同組換えを起こさせることについて記載している。各ベクターは別異の抗生物質耐性
遺伝子を有しており、二重選択を行うことにより、組換えベクターを発現する組換え体を
選択できる。本発明に従うベクターに組み込める抗生物質耐性遺伝子の例としては、アン
ピシリン、テトラサイクリン、ネオマイシン、ゼオシン、カナマイシン、ブレオマイシン
、ヒグロマイシン、クロラムフェニコールなどが挙げられるが、これらに限定されるわけ
ではない。
【００８２】
　１つ以上の異種ヌクレオチド配列が存在する実施態様においては、そのような異種ヌク
レオチド配列は、１つの上流プロモーター、ならびに、１つもしくはそれ以上の下流イン
ターナルリボソームエントリー部位（internal ribosome entry site:IRES）配列（例え
ば、ピコルナウイルスEMC IRES配列など）と機能発揮できるように関連している。
【００８３】
　異種ヌクレオチド配列が標的細胞内で転写され、翻訳されるような実施態様においては
、タンパク質をコードしている挿入配列を効果的に翻訳するためには、一般的に、特異的
開始シグナルを要する。ATG開始コドンおよびそれに隣接する配列を含むこれらの外来性
翻訳調節配列については、天然および合成の多様な起源のものが用いられる。
【００８４】
　治療用ペプチドおよびタンパク質としては、次のようなものが挙げられるが、これらに
限定されるわけではない：嚢胞性線維症膜貫通調節タンパク質（CFTR）、ジストロフィン
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（ジストロフィンミニ遺伝子のタンパク質生成物を含む、例えば、ヴィンセント（Vincen
t）ら、1993年などを参照）、ユートロフィン（ティンスレー（Tinsley）ら、1996年）、
凝血因子（例えば、第XII因子、第IX因子、第X因子など）、エリスロポエチン、LDLレセ
プター、リポタンパク質リパーゼ、オルニチントランスカルバミラーゼ、β－グロブリン
、α－グロブリン、スペクトリン、α－抗トリプシン、アデノシンデアミナーゼ、ヒポキ
サンチングアニンホスホリボシルトランスフェラーゼ、β－グルコセレブロシダーゼ、ス
フィンゴミエリナーゼ、リソソーム性ヘキソサミニダーゼ、分岐鎖ケト酸デヒドロゲナー
ゼ、ホルモン類、成長因子、サイトカイン類、自殺遺伝子生成物（例えば、チミジンキナ
ーゼ、シトシンデアミナーゼ、ジフテリア毒素および腫瘍壊死因子など）、癌治療に使用
される薬物に対して耐性を付与するタンパク質、腫瘍抑制遺伝子生成物（例えば、p53、R
b、Wt-1など）、ならびに、治療を要する対象内で治療効果を有するその他任意のペプチ
ドもしくはタンパク質など。
【００８５】
　本発明によって提供される組換えベクターは、免疫調節分子をもコードしており、該分
子は、液性および／もしくは細胞性免疫応答を誘発するためのアジュバントとして作用す
る。そのような分子としては、サイトカイン類、同時刺激分子、または、免疫応答の経過
を変更できる任意の分子などが挙げられる。そのような分子は、免疫調節分子をコードし
ている遺伝子を含み、ここで、免疫調節遺伝子の例としては次のようなものが挙げられる
が、これらに限定されるわけではない：GM-CSF遺伝子、B7-1遺伝子、B7-2遺伝子、インタ
ーロイキン－2遺伝子、インターロイキン－12遺伝子およびインターフェロン遺伝子など
。当業者であれば、この技術を変形し、抗原および／もしくは免疫原の免疫原性をさらに
増強する方法を思いつくはずである。
【００８６】
　さらに、本発明は、外来性核酸分子が１つもしくはそれ以上の抗原またはそれらの一部
、例えば、病原菌由来の１つもしくはそれ以上の目的のエピトープなどをコードしている
方法に関し、そのようなエピトープとしては、例えば、アレルギー応答を変化させるよう
なエピトープ、抗原もしくは遺伝子生成物；生理的機能を変化させるようなエピトープ、
抗原もしくは遺伝子生成物；インフルエンザ赤血球凝集素、インフルエンザ核タンパク質
、インフルエンザM2、破傷風毒素C－フラグメント、炭疽防御抗原、炭疽致死因子、狂犬
病糖タンパク質、HBV表面抗原、HIV gp120、HIV gp160、ヒト癌胎児性抗原、マラリアCSP
、マラリアSSP、マラリアMSP、マラリアpfg、および結核菌（Mycobacterium tuberculosi
s）HSP；ならびに／または、治療用もしくは免疫調節遺伝子、同時刺激遺伝子、および／
もしくはサイトカイン遺伝子などが挙げられる。
【００８７】
　本発明の好ましい実施態様に従えば、組換えベクターはインフルエンザ免疫原もしくは
抗原をコードしている、または発現する核酸分子を発現する。特に、生成物をコードして
いるインフルエンザの任意もしくは全ての遺伝子、またはオープンリーディングフレーム
（ORF）は、単離、特性付けし、組換えベクター内に挿入できる。好ましいインフルエン
ザ遺伝子またはORFとしては次のようなものが挙げられるが、これらに限定されるわけで
はない：赤血球凝集素、核タンパク質、マトリックスおよびノイラミニダーゼなど。得ら
れた組換えアデノウイルスベクターを用い、対象を免疫化する、または対象に接種する。
【００８８】
　また、本発明は、インフルエンザに対して免疫応答を誘起する方法に関する。インフル
エンザは、エンベロープを有し、一本鎖のマイナス鎖RNAウイルスであり、世界中で重篤
な呼吸器疾患を引き起こしている。インフルエンザはオルソミクソウイルス科に属する唯
一の属であり、A、BおよびCの３つの型に分類されている。インフルエンザビリオンは、
一本鎖RNAゲノムを含む内部リボ核タンパク質複合体コア（螺旋状核タンパク質）および
内側がマトリックスタンパク質（M）で覆われている外部リポタンパク質エンベロープか
ら構成されている。インフルエンザA型のゲノムをセグメントに分けると、直線で負の極
性を有する一本鎖RNAの8個の分子（インフルエンザC型では7個）になり、該一本鎖RNAは
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、10個のポリペプチドをコードしており、それらは、RNA支配のRNAポリメラーゼタンパク
質（PB2、PB1およびPA）およびヌクレオカプシドを形成する核タンパク質（NP）；マトリ
ックスタンパク質（M1、M2）；リポタンパク質エンベロープから得られた2つの表面糖タ
ンパク質；赤血球凝集素（HA）およびノイラミニダーゼ（NA）；作用がわかっていない非
構造タンパク質（NS1およびNS2）である。ゲノムの転写および複製は核内で起こり、組み
立ては原形質膜上への出芽を介して行われる。ウイルス遺伝子は混合感染中に再集合（例
えば、相同組換えが進行するなど）することができる。
【００８９】
　インフルエンザウイルスは、HAを介して細胞膜糖タンパク質および糖脂質内のシアリル
オリゴ糖へ吸着する。ビリオンの細胞内取り込みに続き、細胞内エンドソーム内において
、HAのコンホメーション変化が起こるが、ここで、エンドソームは、膜融合を促進するこ
とによってアンコーティングを開始する作用を有する。ヌクレオカプシドは核に移動し、
ここで、感染の開始に必須の事象として、ウイルスmRNAが転写される。ウイルスmRNAは独
特なメカニズムによって転写される。まず、ウイルス性エンドヌクレアーゼにより、細胞
性異種mRNAsからキャップを有する5'－末端が解裂し、次に、ウイルス性トランスクリプ
ターゼによるウイルスRNA鋳型の転写に対して該mRNAsがプライマーとして作用する。転写
は、鋳型の末端から15～22塩基の部位で終了し、このとき、オリゴ（U）配列は、ポリ（A
）域が鋳型とは無関係に付加することに対するシグナルとして作用する。生成した8個の
ウイルスmRNA分子のうち、6個はモノシストロン性伝達情報であり、これらは、HA、NA、N
Pで表されるタンパク質、ならびにウイルスポリメラーゼタンパク質PB1、PB2およびPAに
直接翻訳される。残りの２つの転写体は、スプライシングを受け、それぞれ2つのmRNAsに
分かれ、別異の読み枠内で翻訳されてM1、M2、NS1およびNS2を産生する。換言すると、8
個のウイルスmRNA分子は10個のタンパク質をコードしており、それらの8個は構造タンパ
ク質であり、2個は非構造性タンパク質である。
【００９０】
　インフルエンザAゲノムは負の極性を有する一本鎖RNAの8個のセグメントを含み、それ
らは、9個の構造タンパク質および1個の非構造タンパク質をコードしている。非構造タン
パク質NS1は、インフルエンザウイルスが感染した細胞内には多量に存在するが、ビリオ
ン内には検出されていない。NS1は、感染初期に核内で見出されるリンタンパク質であり
、ウイルスサイクルの後期では細胞質内にも見出される（クルッグ（Krug）ら、1975年）
。NS遺伝子内に欠損を有する温度感受性（ts）インフルエンザ突然変異体を用いた実験か
ら、NS1タンパク質は、ウイルスに宿主細胞の遺伝子発現を阻止させ、かつ、ウイルス性
タンパク質の合成を刺激させるという機序を有する転写および転写後調節物質であること
が示唆された。転写後過程を調節する他の多くのタンパク質と同様、NS1タンパク質は、
特定のRNA配列および構造と相互作用する。NS1タンパク質は、次のような別異のRNA種と
結合することが報告されている：vRNA、ポリA、U6（sn）RNA、ウイルスmRNAの5'未翻訳領
域およびdsRNA（キウ（Qiu）ら、1995年；キウ（Qiu）ら、1994年）。感染細胞内のcDNA
からのNS1タンパク質の発現は、いくつかの効果に関係している：mRNAの核－細胞質輸送
の阻害、プレmRNAのスプライシングの阻害、宿主mRNAのポリアデニル化の阻害およびウイ
ルス性mRNAの翻訳刺激など（フォート（Fortes）ら、1994年；エナミ（Enami）、K.ら、1
994年；デ・ラ・ルナ（de la Luna）ら、1995年；ル（Lu）、Y.ら、1994年；パーク（Par
k）ら、1995年 ）。
【００９１】
　インフルエンザAウイルスは、8本の一本鎖の負のウイルス性RNAs（vRNAs）のゲノムを
有しており、それらのvRNAsは、計10個のタンパク質をコードしている。インフルエンザ
ウイルスのライフサイクルは、宿主細胞の表面上のシアル酸含有レセプターにHAが結合す
ることから始まり、続いて、レセプターを介したエンドサイトーシスが起こる。後期エン
ドソーム内のpHが低いことによってHA内のコンホメーションシフトが開始され、HA2サブ
ユニットのN末端が露出する（いわゆる融合ペプチド）。融合ペプチドは、ウイルス性お
よびエンドソーム性の膜の融合を開始させ、マトリックスタンパク質（M1）とRNPとのコ
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ンプレックスが細胞質内に放出される。RNPsは、vRNAを固定化する核タンパク質（NP）、
ならびに、PA、PB1およびPB2タンパク質によって形成されているウイルス性ポリメラーゼ
コンプレックスを含む。RNPsは、核に輸送され、そこで転写および複製が起こる。RNAポ
リメラーゼコンプレックスは3つの別異の反応を触媒する：5'－キャップおよび3'－ポリA
構造を有するmRNAの合成、相補的RNA（cRNA）の全長を合成、および鋳型としてcDNAを用
いたゲノム性vRNAの合成。新規に合成されたvRNAs、NPおよびポリメラーゼタンパク質は
、RNPs内に組み込まれ、核から輸出され、細胞質膜に輸送されて子世代ウイルス粒子の出
芽が起こる。ノイラミニダーゼ（NA）タンパク質は、シアル化オリゴ糖からシアル酸を除
去することにより、感染の後期においてきわめて重要な役割を果たし、それによって新規
に構成されたビリオンが細胞表面から放出され、ウイルス粒子の自己凝集が妨げられる。
ウイルスの構成には、タンパク質－タンパク質およびタンパク質－vRNAの相互作用が含ま
れるが、これらの相互作用の性質はほとんどわかっていない。
【００９２】
　インフルエンザBおよびインフルエンザCウイルスは、構造的および機能的にインフルエ
ンザAウイルスと類似しているが、いくつか異なる点がある。例えば、インフルエンザBウ
イルスはイオンチャンネル活性を有するM2タンパク質を持たない。その代わり、NA遺伝子
生成物であるNBタンパク質を有しており、これは、同様にイオンチャンネル活性を有し、
従って、インフルエンザAウイルスのM2タンパク質と同様の機能を有する。同様に、イン
フルエンザCもイオンチャンネル活性を有するM2タンパク質を持たない。しかしながら、C
M1タンパク質がこの活性を有すると考えられている。
【００９３】
　そのようなインフルエンザA株としては次のようなものが挙げられるが、これらに限定
されるわけではない：H10N4、H10N5、H10N7、H10N8、H10N9、H11N1、H11N13、H11N2、H11
N4、H11N6、H11N8、H11N9、H12N1、H12N4、H12N5、N12N8、H13N2、H13N3、H13N6、H13N7
、H14N5、H14N6、H15N8、H15N9、H16N3、H1N1、H1N2、H1N3、H1N6、H1N9、H2N1、H2N2、H
2N3、H2N5、H2N7、H2N8、H2N9、H3N1、H3N2、H3N3、H3N4、H3N5、H3N6、H3N8、H4N1、H4N
2、H4N3、H4N4、H4N5、H4N6、H4N8、H4N9、H5N1、H5N2、H5N3、H5N7、H5N8、H5N9、H6N1
、H6N2、H6N4、H6N5、H6N6、H6N7、H6N8、H6N9、H7N1、H7N2、H7N3、H7N5、H7N7、H7N8、
H8N4、H8N5、H9N1、H9N2、H9N3、H9N5、H9N6、H9N7、H9N8、H9N9、ハイブリッド亜型、循
環組換え体、臨床および野生単離株など。それらのシークエンスはGenBankから入手でき
、ウイルスの保存株はアメリカン・タイプ・カルチャー・コレクション（American Type 
Culture Collection）（メリーランド州ロックヴィル）から入手可能であり、あるいは、
公的に入手できる。
【００９４】
　インフルエンザ株Bとしては次のようなものが挙げられるが、これらに限定されるわけ
ではない：愛知、秋田、アラスカ、アナーバー、アルゼンチン、バンコク、北京、ベルギ
ー、ボン、ブラジル、ブエノスアイレス、カナダ、チャコ、千葉、重慶、CNIC、コルドバ
、チェコスロバキア、ディーク（Daeku）、ダーバン、フィンランド、福建、福岡、ジェ
ノバ、広東、広州、ハノーバー、ハルピン、ハワイ、河北、河南、広島、香港、ヒュース
トン、湖南、茨城、インド、イスラエル、ヨハネスブルグ、鹿児島、神奈川、カンサス、
ハリコフ、神戸、高知、ラティウム、リー（Lee）、レニングラード、リスボン、ロサン
ゼルス、ルサカ、リヨン、マレーシア、マプート、マールデルプラタ、メリーランド、メ
ンフィス、ミシガン、三重、ミラノ、ミンスク、長崎、名古屋、南昌、ナッシュビル、ネ
ブラスカ、オランダ国、ニューヨーク、NIB、寧夏、ノルウェー、オマーン、オレゴン、
大阪、オスロ、パナマ、パリ、パルマ、ペルージャ、フィリピン、釜山、ケベック、ロチ
ェスター、ローマ、佐賀、ソウル、山東、上海、深川、滋賀、静岡、四川、シエナ、シン
ガポール、サウスカロライナ、サウスダコタ、スペイン、ストックホルム、スイス、台湾
、テキサス、徳島、東京、トレント、トリエステ、英国、ウスワイア、USSR、ユタ、ビク
トリア、ウイーン、武漢、シュエンウー（Xuanwu）、山形、山梨、雲南に由来する株、ハ
イブリッド亜型、循環組換え体、臨床および野生単離株など。それらのシークエンスはGe
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nBankから入手でき、ウイルスの保存株はアメリカン・タイプ・カルチャー・コレクショ
ン（American Type Culture Collection）（メリーランド州ロックヴィル）から入手可能
であり、あるいは、公的に入手できる。
【００９５】
　インフルエンザC株としては次のようなものが挙げられるが、これらに限定されるわけ
ではない：愛知、アナーバー、青森、北京、ベルリン、カリフォルニア、イングランド、
五大湖地方、ギリシャ、広島、兵庫、JHB、ヨハネスブルグ、神奈川、カンサス、京都、
ミシシッピ、宮城、奈良、ニュージャージー、埼玉、札幌、静岡、テーラー、山形に由来
する株、ハイブリッド亜型、循環組換え体、臨床および野生単離株など。それらのシーク
エンスはGenBankから入手でき、ウイルスの保存株はアメリカン・タイプ・カルチャー・
コレクション（American Type Culture Collection）（メリーランド州ロックヴィル）か
ら入手可能であり、あるいは、公的に入手できる。
【００９６】
　本発明に従う好ましい実施態様は、少なくとも１つ、好ましくは3つもしくはそれ以上
のインフルエンザ免疫原（赤血球凝集素など）を含む免疫原性組成物を提供し、そのよう
な免疫原は、地理的に異なる地域に由来し、または、特定の年のために、別異の株、循環
組み換え体、臨床もしくは野生単離株を標的としている。現在市販されているインフルエ
ンザワクチンは3価ワクチンであり、世界保健機構（World Health Organization）によっ
て定められた3種類の最も流行しているインフルエンザ株または循環組換え体に由来する
インフルエンザ赤血球凝集素免疫原を含む。そのようなワクチンは、本明細書に記載して
いる方法を用いて製造でき、本発明の一部として含まれる。さらに、特定の地理的地域を
起源とし、目的の株または循環組換え体に由来する少なくとも3つの別異のノイラミニダ
ーゼまたは核タンパク質インフルエンザ免疫原を含む免疫原性組成物も本発明に含まれる
。
【００９７】
　インフルエンザ免疫原などの異種配列が対象内で発現することにより、対象内で、異種
配列の発現生成物に対する免疫応答が起こる。従って、本発明に従う組換えベクターを免
疫学的組成物またはワクチンに使用することにより、免疫応答を誘導する手段が提供され
、このときの免疫応答は防御的であるが、必ずしもそうでなくても良い。本発明の実施に
おいて使用した分子生物学の技術については、サンブルック（Sambrook）らが記載してい
る（1989年）。
【００９８】
　さらに別の、または追加の方法として、本発明の範疇に含まれる免疫原性もしくは免疫
学的組成物においては、抗原をコードしているヌクレオチド配列から膜透過ドメインをコ
ードしている部分を除去することができる。さらに別の、または追加の方法として、ベク
ターまたは免疫原性組成物は、異種tPAシグナル配列（例えば、ヒトtPAなど）および／ま
たは安定化イントロン（例えば、ウサギβ－グロビン遺伝子のイントロンIIなど）をコー
ドしているヌクレオチド配列を追有し、宿主内で発現できる。
【００９９】
　本発明は、イン・ビトロ（in vitro）もしくはイン・ビボ（in vivo）において、細胞
内に異種ヌクレオチド配列を送達ならびに／または投与する方法も提供する。本発明に従
えば、細胞は、本発明に従う少なくとも１つの欠失アデノウイルスベクターに感染する（
詳細については本明細書に記載している）。細胞は、ウイルスの形質導入についての天然
の過程に従ってアデノウイルスに感染させることができる。別の方法としては、当該分野
において既知の他の任意の方法を用いて細胞内にベクターを導入できる。例えば、細胞を
標的アデノウイルスベクターと接触させ（方法については以下に詳述している）、レセプ
ターを介したエンドサイトーシスなどの別のメカニズムで取り込ませる。別の例としては
、ベクターは、抗体もしくはその他の結合タンパク質を利用したインターナリゼーション
細胞表面タンパク質の標的になる。
【０１００】
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　本発明に従うウイルスベクターを投与する細胞としては、任意の型のものを用いること
ができ、例えば、次のようなものが挙げられるが、これらに限定されるわけではない：神
経細胞（末梢および中枢神経系の細胞を含む）、網膜細胞、上皮細胞（皮膚、腸、気管支
、膀胱および胸部組織上皮を含む）、筋肉細胞（心筋、平滑筋、骨格筋および横隔膜筋を
含む）、膵臓細胞（ランゲルハンス島細胞を含む）、肝細胞（例えば、実質細胞など）、
繊維芽細胞、内皮細胞、生殖細胞、肺細胞（気管支細胞および肺胞細胞を含む）、前立腺
細胞など。さらに、上述したように、細胞は、任意の種を起源とするものを用いることが
できる。アデノウイルスによって自然に形質導入される細胞が好ましい。アデノウイルス
によって形質導入されたそのような細胞の例としては、HEK293細胞、PER.C6細胞および91
1細胞などが挙げられるが、これらに限定されるわけではない。１つの実施態様において
は、PER.C6細胞を用いる。
【０１０１】
　2004年4月6日に交付された米国特許第6,716,823号、2004年3月16日に交付された米国特
許第6,706,693号、2002年2月19日に交付された米国特許第6,348,450号、米国特許出願第1
0/052,323号、第10/116,963号、および第10/346,021号などを参照のこと。これらの内容
を参照として本明細書中に取り入れておく。
【０１０２】
　発現された遺伝子生成物、抗体およびそれらの使用法；外来性核酸分子のイン・ビボ（
in vivo）およびイン・ビトロ（in vitro）発現用ベクター；発現を指示する、もしくは
発現されるべき核酸分子に対して機能発揮できるように連結されているプロモーター；そ
のようなベクター、また、そのようなベクター、核酸分子もしくは抗体を含む組成物（鼻
内投与用組成物を含む）を調製する方法ならびに文書；投与量ならびに投与の様式および
／もしくは経路などに関する情報については、エイナー（Einer）らまたはクォーク・バ
イオテック（Quark Biotech）社に対して1999年11月23日に交付された米国特許第5,990,0
91号、1999年5月14日に受理されたPCT/US99/11066号から1999年11月25日に刊行されたWO9
9/60164号（フィッシャー（Fischer）またはローン・メリー（Rhone Merieux）社）、199
7年6月30日に受理されたPCT97/11486号から1998年月8日に刊行されたWO98/00166号（米国
特許出願第08/675,556号および第08/675,566号の優先権を主張する）（ヴァン・ギンケル
（van Ginkel）ら、1997年およびオスターハウス（Osterhaus）ら、1992年）などを参照
のこと。本発明の実施にあたってはこれらを取り入れることができる。従って、エイナー
（Einer）らまたはクォーク・バイオテック（Quark Biotech）社に対して1999年11月23日
に交付された米国特許第5,990,091号、1999年5月14日に受理されたPCTUS99/11066号から1
999年11月25日に刊行されたWO99/60164号（フィッシャー（Fischer）またはローン・メリ
ー（Rhone Merieux）社）、1997年6月30日に受理されたPCT/US97/11486号から1998年1月8
日に刊行されたWO98/00166号（米国特許出願第08/675,556号および第08/675,566号の優先
権を主張する）（ヴァン・ギンケル（van Ginkel）ら、1997年およびオスターハウス（Os
terhaus）ら、1992年）、ならびに、本明細書中に引用されている全ての文献、また、エ
イナー（Einer）らまたはクォーク・バイオテック（Quark Biotech）社に対して1999年11
月23日に交付された米国特許第5,990,091号、1999年5月14日に受理されたPCT/US99/11066
号から1999年11月25日に刊行されたWO99/60164号（フィッシャー（Fischer）またはロー
ン・メリー（Rhone Merieux）社）、1997年6月30日に受理されたPCT/US97/11486号から19
98年1月8日に刊行されたWO98/00166号（米国特許出願第08/675,556号および第08/675,566
号の優先権を主張する）（ヴァン・ギンケル（van Ginkel）ら、1997年およびオスターハ
ウス（Osterhaus）ら、1992年）において引用されている文献中に引用もしくは参照され
ている全ての文献を利用できる。1999年11月23日に交付された米国特許第5,990,091号、1
999年5月14日に受理されたPCT/US99/11066号から1999年11月25日に刊行されたWO99/60164
号（フィッシャー（Fischer）またはローン・メリー（Rhone Merieux）社）、1997年6月3
0日に受理されたPCT/US97/11486号から1998年1月8日に刊行されたWO98/00166号（米国特
許出願第08/675,556号および第08/675,566号の優先権を主張する）（ヴァン・ギンケル（
van Ginkel）ら、1997年およびオスターハウス（Osterhaus）ら、1992年）中の情報は、
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本発明の実施に関して信頼できる。例えば、発現生成物、抗体およびそれらの使用法、外
来性核酸分子をイン・ビボ（in vivo）、イン・ビトロ（in vitro）で発現させるための
ベクター、目的のエピトープもしくは抗原または治療剤などをコードしている外来性核酸
分子、プロモーター、そのようなベクターもしくは核酸分子または発現生成物もしくは抗
体を含む組成物、投与量など）。
【０１０３】
　ベクターの投与量は、患者または宿主に対し、遺伝子生成物（例えば、エピトープ、抗
原、治療剤および／または抗体など）組成物に対する規定量を達成するような分量である
。もちろん、本明細書中に例示されている投与量以上および以下の量も考慮されており、
動物もしくはヒトに対して投与される任意の組成物（それらの構成成分も含む）、ならび
に任意の特定の投与法に関しては、次のようなものを決定することが好ましい：適切な動
物モデル（例えば、マウスなどの齧歯類など）において50％致死量（LD50）を決定するこ
とによって求められる毒性；ならびに、組成物の投与量、組成物中の構成成分の濃度およ
び適切な応答を誘起するための投与のタイミング（ELISAおよび／もしくは血清中和分析
などの手段による血清の滴定ならびにそれらの分析などによって行う）。そのような決定
事項に関しては、当業者の知識、本明細書の開示および引用文献を利用すれば、不要な実
験を要しない。
【０１０４】
　本発明に従う組成物の例としては、開口部または粘膜（例えば、経口、鼻内、肛門内、
膣内、経口的、消化管内など）投与用の液体調製物、例えば、懸濁液、溶液、スプレー、
シロップもしくはエリキシルなど；非経口、皮膚表面、皮下、皮内、筋肉内、鼻内または
静脈内投与（例えば、注射による投与など）用の液体調製物、例えば、滅菌懸濁液もしく
はエマルションなどが挙げられる。
【０１０５】
　2004年4月6日に交付された米国特許第6,716,823号、2004年3月16日に交付された米国特
許第6,706,693号、2002年、2月19日に交付された米国特許第6,348,450号、米国特許出願
第10/052,323号、第10/116,963号、および第10/346,021号などを参照のこと。それらの内
容を参照として本明細書中に取り入れておくが、それらは、非侵襲性送達法（例えば、皮
膚表面および鼻内投与など）によって免疫原性組成物またはワクチン組成物を接種、送達
することについて開示している。
【０１０６】
　さらに、本発明は、本発明に従う組成物を順次投与する、または、本明細書に記載され
ている方法に従って順次使用する（例えば、ある状態に対する治療もしくは措置の一環と
して、および／もしくは、免疫学的組成物のブースター投与として、ならびに／または、
プライム－ブースト（prime-boost）療法において、本発明に従う組成物を周期的に投与
するなど）。順次投与の時間および方式については、不要な実験をすることなく確認でき
る。
【０１０７】
　さらに、本発明は、ベクターを作成および使用するための組成物ならびに方法も含み、
イン・ビボ（in vivo）および／もしくはイン・ビトロ（in vitro）および／もしくはイ
クス／ビボ（ex vivo）において遺伝子生成物および／もしくは免疫学的生成物および／
もしくは抗体を産生する方法（例えば、イン・ビトロ（in vitro）および／もしくはイク
ス／ビボ（ex vivo）の場合は、本発明に従って非侵襲性投与を行った宿主から細胞を単
離した後、例えば、そのような細胞をさらに拡張した後など）、ならびに、そのような遺
伝子および／もしくは免疫学的生成物および／もしくは抗体の使用（診断、アッセイ、治
療、処置などを含む）をも包含する。
【０１０８】
　ベクター組成物は、ベクターに適切なキャリヤーもしくは希釈剤を混合することによっ
て調製し；さらに、遺伝子生成物および／もしくは免疫学的生成物および／もしくは抗体
組成物は、そのような遺伝子生成物および／もしくは免疫学的生成物および／もしくは抗
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体に適切なキャリヤーもしくは希釈剤を混合することによって同様に調製できる。例えば
、米国特許第5,990,091号、WO99/60164号、WO98/00166号およびそれらに引用されている
文献、本明細書に引用されているその他の文献、ならびに本明細書のその他の教示（例え
ば、キャリヤー、希釈剤などに関するものなど）などを参照のこと。
【０１０９】
　そのような組成物においては、組換えベクターは、適切なキャリヤー、希釈剤または賦
形剤（滅菌水、生理食塩水、グルコースなど）と混合されている。組成物は凍結乾燥する
こともできる。組成物は、投与経路および所望する調製法に従って、湿潤もしくは乳化剤
、pH緩衝剤、アジュバント、ゲル化もしくは増粘添加物、保存料、香料、色素などの補助
物質を使用できる。「レミントンの薬剤学（REMINGTON'S PHARMACEUTICAL SCIENCE）第17
版」（1985年）（参照として本明細書中に取り入れておく）などの標準的な教科書に従え
ば、不要な実験をすることなく適切な調製物が得られる。
【０１１０】
　投与する組換えベクターの量は、患者（宿主）および治療すべき状態によって異なり、
1もしくは数μg～数百もしくは数千μg（例えば、1μg～1mg、体重1kgあたり約100ng／日
～100mg／日、好ましくは体重1kgあたり10pg／日から10mg／日）の幅がある。組換えアデ
ノウイルスを投与する場合には、免疫学的、治療的または予防的に有効な投与量は、1×1
07～1×1012個のウイルス粒子もしくはプラーク形成ユニット（pfu）を含んでいる。患者
もしくは宿主に対し、遺伝子生成物（例えば、エピトープ、抗原、治療および／もしくは
抗体など）の組成物が規定量に達するような量のベクターを非浸潤投与できる。もちろん
、本発明は、本明細書に例示している以下および以上の投与量をも包含し、さらに、対象
に投与する任意の組成物（それらの構成成分を含む）および任意の特定の投与法のために
は、毒性ならびに組成物の投与量、構成成分の濃度および投与タイミングを定めておくこ
とが好ましい。毒性については、適切な動物モデル（例えば、マウスなどの齧歯類など）
において致死量（LD）および50％致死量（LD50）を測定することにより；ならびに、組成
物の投与量、組成物の構成成分の濃度および適切な応答を誘起するための投与のタイミン
グは、例えば、ELISAおよび／もしくは血清中和分析などの手段による血清の滴定および
それらの分析などによって決定する。そのような決定事項に関しては、当業者の知識、本
明細書の開示および引用文献を利用すれば、不要な実験を要しない。
【０１１１】
　組換えベクターは、適量を投与することにより、本明細書および／もしくは本明細書中
に引用している文献中に記載している投与量に応じてイン・ビボ（in vivo）で発現でき
る。例えば、ウイルス懸濁液の適切な範囲は実験的に定めることができる。１つ以上の組
換え体によって１つ以上の遺伝子生成物が発現される場合には、各組換え体をそのような
量で投与でき、または、各組換え体は、それらの量を構成する組換え体の総計として組み
合わせて投与できる。
【０１１２】
　しかしながら、組成物の投与量、それらの構成成分の濃度、および適切な応答を誘起す
るための投与のタイミングは、血清中の抗体滴定（例えば、ELISAおよび／もしくは血清
中和分析など）などによって決定できる。そのような決定事項に関しては、当業者の知識
、本明細書の開示および引用文献を利用すれば、不要な実験を要しない。さらに、連続投
与に対する時間についても、本明細書の開示および当業者の知識を利用すれば不要な実験
を要せずに確認できる。
【０１１３】
　本発明に従う免疫原性または免疫学的組成物は、アジュバントを含む場合がある。適切
なアジュバントとしては、fMLP（N－ホルミル－メチオニル－ロイシル－フェニルアラニ
ン；米国特許第6,017,537号）、ならびに／または、アクリル酸もしくはメタクリル酸ポ
リマーおよび／もしくは無水マレイン酸とそのアルケニル誘導体とのコポリマーなどが挙
げられる。アクリル酸もしくはメタクリル酸のポリマーは、糖もしくはポリアルコール類
からなるポリアルケニルエーテル類と橋かけ結合することができる。これらの化合物は、



(30) JP 2008-541730 A 2008.11.27

10

20

30

40

50

「カルボマー」という名称で知られている（Pharmeuropa,第8巻第2号、1996年6月）。当
業者であれば、米国特許第2,909,462号も参照できる（本明細書中に参照として取り入れ
ておく）。該特許は、少なくとも3個のヒドロキシル基を有するポリヒドロキシル化化合
物と橋かけ結合したアクリル酸ポリマーについて開示している：１つの実施態様において
は、ポリヒドロキシル化化合物は8個以下のヒドロキシル基を有しており；別の実施態様
においては、少なくとも3個のヒドロキシル基の水素原子が、少なくとも2個の炭素原子を
含む不飽和脂肪族ラジカルと置換しており；また別の実施態様においては、ラジカルは約
2～約4個の炭素原子を有している（例えば、ビニル類、アリル類およびその他のエチレン
性不飽和基など）。不飽和ラジカルは、それ自身が、メチルなどのその他の置換基を有す
る場合がある。Carbopol（登録商標）（ノヴェオン（Noveon）社、アメリカ合衆国オハイ
オ州）という名称で市販されている製品は、アジュバントとしての使用に非常に適してい
る。該化合物は、アリルシュクロースまたはアリルペンタエリスリトールと橋かけ結合し
ており、Carbopol　974P、934Pおよび971Pという製品についての報告がある。
【０１１４】
　マレイン酸無水物とアルケニル誘導体とのコポリマーに関しては、EMA（登録商標）（
モンサント（Monsanto）社）について報告があり、それらは、マレイン酸無水物とエチレ
ンとのコポリマーであって、直線または橋かけ結合を形成でき、例えば、ジビニルエーテ
ルと橋かけ結合している。米国特許第6,713,068号およびレゲルソン（Regelson）,W.ら、
1960年なども参照のこと（参照として本明細書中に取り入れておく）。
【０１１５】
　四級アンモニウム塩を含む陽イオン性脂質については米国特許第6,713,068号に記載さ
れており（その内容を参照として本明細書中に取り入れておく）、本発明に従う方法およ
び組成物に使用できる。これらの陽イオン性脂質の中でも、RMRIE（N－（2－ヒドロキシ
エチル）－N,N－ジメチル－2,3－ビス（テトラデシクロキシ）－1－プロパンアンモニウ
ム；WO96/34109号）が好ましく、中性脂質、とくにDOPE（ジオレオイル－ホスファチジル
－エタノールアミン；ベール（Behr）、J.P.ら、1994年）と優先的に結合し、DMRIE-DOPE
を形成する。
【０１１６】
　組換えワクチンまたは免疫原性もしくは免疫学的組成物は、水中油型エマルションの状
態に調製することもできる。水中油型エマルションは、例えば、軽質流動パラフィン（ヨ
ーロッパ薬局方型）；イソプレノイド油（スクワラン、スクワレン、EICOSANE（商標）ま
たはテトラテトラコンタンなど）；アルケンのオリゴマー化によって得られた油（例えば
、イソブテンもしくはデセンなど）；直鎖アルキル基を含む酸またはアルコールのエステ
ル類（例えば、植物油、オレイン酸エチル、プロピレングリコールジ（カプリレート／カ
プレート）、グリセリルトリ（カプリレート／カプレート）またはプロピレングリコール
ジオレエートなど）；分岐鎖脂肪酸またはアルコールのエステル類（例えば、イソステア
リン酸エステルなど）などを基剤にできる。油は、乳化剤と組み合わせて使用してエマル
ションを生成することが好ましい。乳化剤としては非イオン性界面活性剤を用いることが
でき、例えば、ソルビタン、マンニド（mannide）（例えば、アンヒドロマンニトールオ
レエートなど）、グリセロール、ポリグリセロール、プロピレングリコール、ならびにオ
レイン酸、イソステアリン酸、リシノオレイン酸、またはヒドロキシステアリン酸のエス
テル類（以上の化合物は、場合によってはエトキシル化されている）、ならびにポリオキ
シプロピレン－ポリオキシエチレンコポリマーブロック（例えば、Pluronic（登録商標）
製品であるL121など）などが挙げられる。アジュバントは、乳化剤、ミセル形成剤、およ
びProvax（登録商標）（IDECファーマシューティカルズ（IDEC Pharmaceuticals）社、カ
リフォルニア州サンディエゴ）という名称で市販されているような油の混合物である。
【０１１７】
　組換えアデノウイルス、または、目的の異種核酸を１つもしくはそれ以上発現する組換
えアデノウイルスベクター（例えば、本明細書に従うベクターなど）は、安定化剤を加え
、液状、約5℃、または、凍結乾燥状態において貯蔵および／または保存できる。凍結乾
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燥は、既知の標準的な凍結乾燥法に従って実施できる。薬剤学的に許容される安定化剤と
しては、SPGA（シュクロースホスフェートグルタミンアルブミン；ボヴァーニック（Bova
rnik）ら、1950年）、炭化水素類（例えば、ソルビトール、マンニトール、ラクトース、
シュクロース、グルコース、デキストラン、トレハロースなど）、グルタミン酸ナトリウ
ム（ツヴェコフ（Tsvetkov）,T.ら、1983年；イスラエリ（Israeli）,E.ら、1993年）、
ペプトン、アルブミンもしくはカゼインなどのタンパク質、脱脂粉乳などを含むタンパク
質（ミルズ（Mills）,C.K.ら、1988年；ウォルフ（Wolff）,E.ら、1990年）、ならびに緩
衝液（例えば、リン酸緩衝液、アルカリ金属リン酸緩衝液など）などが挙げられる。アジ
ュバントおよび／またはビヒクルもしくは賦形剤を用いて凍結乾燥調製物を可溶化できる
。
【０１１８】
　以下の実施例によって本発明をさらに詳述するが、以下の例は本発明の多様な実施態様
を例示するためのものであり、いかなる意味においても、本発明を制限するためのもので
はない。
【実施例】
【０１１９】
　実施例１：インフルエンザHAを発現する複製欠損性アデノウイルスの作成
　インフルエンザHAをコードしている2つのアデノウイルス（Ad）は、AdEasy系を用いて
構築した。2003～2004年の流行期用に選択された2種類のインフルエンザウイルス株、A／
パナマ／2007／99（H3N2）およびB／香港／330／01は、疾病対策予防センター（The Cent
ers for Disease Control and Prevention：CDC）から供与された。A／パナマ／2007／99
HA遺伝子は、インフルエンザRNAを逆転写することによってクローニングし、次に、以下
のプライマーを用いたポリメラーゼ連鎖反応（PCR）によってHA遺伝子を増幅した。
【表１】

【０１２０】
　これらのプライマーは、A／パナマ／2007／99HA遺伝子の5'および3'末端にアニールす
る配列、HA開始ATGコドンのすぐ上流に存在する真核細胞性リボソーム結合部位（コザッ
ク（Kozak）1986年）、および連続クローニング用のKpnI部位を有する。HA遺伝子の全長
を含むKpnIフラグメントは、サイトメガロウイルス（CMV）初期プロモーターの転写制御
下において、pShuttle-CMV（ヒー（He）ら、1998年）のKpnI部位に正しい方向で挿入した
。A／パナマ／2007／99HAをコードしているE1/E3－欠損Adベクター（AdPNM／2007／99.H3
）は、AdEasy系を用いてヒト293細胞中で作成した。B／香港／330／01HA遺伝子をコード
しているAdベクター（AdHK330／01.B）は、表１に記載しているプライマー配列を用いて
同様に構築した。
【０１２１】
　両Adベクターは、DNAシークエンスを行うことによって評価し、293細胞内で1011pfu/ml
まで増殖させた。A／パナマ／2007／99およびB／香港／330／01に対する血球凝集阻止（H
I）抗体は、AdPNM2007／99.H3およびAdHK330／01.Bをそれぞれベクターとするインフルエ
ンザワクチンを鼻内に点滴注入したマウスにおいて誘起された。しかしながら、大腸菌（
E.coli）BJ5183細胞内で作成した組換えプラスミドを293細胞の代わりにPER.C6細胞にト
ランスフェクトした場合には、両ベクターとも低い力価（＜108pfu/ml）しか得られなか
った。PER.C6で作成したAdPNM2007／99.H3ベクターをモレキュラー・メディシン・バイオ
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サービシーズ（Molecular Medicine Bioservices）社（カリフォルニア州ラホーヤ）に送
り、PER.C6細胞内で大量生産したところ、4回拡張後に力価が2×107pfu/mlに達した。PER
.C6細胞ではAdベクターの力価が上がらないことは、該細胞に本質的に問題があるからで
はない。なぜならば、発明者ら（未発表の結果）および他の研究者（ファロー（Fallaux
）ら、1998年；ムラカミ（Murakami）ら、2002年）により、pAdAptに基づくシャトルプラ
スミドから作成されたAdベクターは、PER.C6細胞内で高力価（＞1011pfu/ml）に達するこ
とが示されているからである。AdEasy系はPER.C6細胞との相性が良くないと考えられ、高
力価のRCA不含Adベクターの調製には使用できない。
【０１２２】
　Adをベクターとするインフルエンザワクチンの構築は、AdEasy系を用いなくても従来の
鶏卵に依存する調製系より短期間で行えるが、AdEasy系もしくはそれの等価物を用いるこ
とにより、シャトルプラスミドとAd骨格プラスミドとの相同組換えが大腸菌（E.coli）細
胞内で一晩で行われ、その結果、さらに期間が短縮される。全体としては、従来使用して
いたAd構築法に代わり、AdEasy系を用いて新規なAdベクター構築するならば、1～2ヶ月の
期間短縮が可能になる。この時間節約過程はインフルエンザワクチン製造には意味があり
、その理由は、新インフルエンザウイルス株はこの期間内でパンデミックに至るからであ
る。
【０１２３】
　しかしながら、293細胞内でのRCAの作出、およびAdEasy系とPER.C6細胞との相性の悪さ
は、RCA不含のAdベクターの迅速かつ高力価産生に対する障害である。PER.C6細胞内にお
いて、AdEasy由来のAdベクターの産生力価が低いことは、pShuttle-CMVベクター内の欠損
Ad配列に起因すると考えられる。なぜならば、該細胞に内おいて、pAdApt由来のベクター
は高力価で産生され、かつ、RCA不含Adベクターであるからである。AdEasy系とPER.C6細
胞との不適合に関与している可能性があるAd配列は、Adヌクレオチドの342番～454番およ
び3511番～3533番内に確認されており、これら2つのセグメントはpAdAptには存在するが
（配列はCrucellから提供）pShuttle-CMVにはない。Adヌクレオチドの番号については、
クロボチェクの番号付与系（Chroboczek's numbering system）（クロボチェク（Chroboc
zek）ら、1992年）に準拠している。pIXプロモーター（バビス（Babiss）およびヴァレス
（Vales）、1991年）は、pAdApt内では完全な形で存在しているが、pShuttle-CMVでは欠
損している。キャプシド接着剤としてのpIXは、Ad粒子の安定性に寄与している（ローザ
－カラトラーヴァ（Rosa-Calatrava）ら、2001年）。pShuttle-CMVには欠損しているAd配
列によってコードされている別の機能もあるはずである。pShuttle-CMVベクターは、大腸
菌（E.coli）BJ5183細胞内での相同組換えを介し、pAdApt内の対部分と欠損していると考
えられる配列とを置換することによって修復できる。
【０１２４】
　実施例２：pAdHighαの構築
　CrucellのシャトルプラスミドpAdAptは、制限酵素SgrAI＋EcoRIおよびBstXI＋EcoRIを
それぞれ用いて消化した。この操作と平行して、シャトルプラスミドpShuttle-CMVをSgrA
I＋BstXIで消化した。得られたpAdAptのSgrAI＋EcoRIおよびBstXI＋EcoRIフラグメントは
、3種類の連結法を用い、pShuttle-CMVのSgrAI＋BstXI部位に挿入し、複製欠損Adベクタ
ーを得た。インフルエンザHA遺伝子（AdhighαPNM2007／99.H3）をコードしている複製欠
損Adベクターは、組換えプラスミドをPER.C6細胞内にトランスフェクトすることによって
作出した。細胞変性効果（CPE）は、トランスフェクトから約7日後に現れ、これは、293
細胞内でAdEasy系がCPEを発現するのに要する時間（ヒー（He）ら、1998年）と同程度で
あった。
【０１２５】
　実施例３：pAdHighβの構築
　欠損配列の修復を目的として、複クローニング部位に隣接しているpShuttle-CMVのCMV
プロモーターおよび横に存在するAd配列を１つのユニットとし、相同組換えによってpAdA
pt由来の対部分と置換したが、これは、これら2つのシャトルプラスミドが広範囲にわた
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って重複配列を共有しているからである。しかしながら、組換え体選択のためには新規な
マーカーも必要であった。プラスミドpBR322由来のテトラサイクリン（Tc）耐性遺伝子の
全長（バックマン（Backman）およびボイヤー（Boyer）、1983年；ペデン（Peden）、198
3年）は、生来のKpnI部位を有するプライマー5'－GAGCTCGGTACCTTCTCATGTTTGACAGCTTATCA
T－3'および5'－TCTAGAGGTACCAACGCTGCCCGAGATGCGCCGCGT－3'を用い、PCRによって増幅し
た。増幅したTc遺伝子は、Amp耐性プラスミドであるpAdAptのKpnI部位に挿入して新規な
プラスミドpAdApt-Tcを作成したが、これは、増殖培地にAmpおよびTcを添加することによ
って選択できる。
【０１２６】
　pShuttle-CMV内のAd配列は、高効率AdEasier組換えプロトコール（ゼン（Zeng）ら、20
01年）を用い、pAdApt-Tc内の対部分と置換した。概説すると、pShuttle-CMVを大腸菌（E
.coli）BJ5183細胞内に形質転換し、カナマイシン（kan）耐性の形質転換体を選択した。
Kan抵抗生細胞は、すぐにpAdApt-Tcを用いて形質転換し、培養培地にkanおよびTcを添加
することによって組換え体を選択した。相同組換えを介して、pAdApt-Tc内の対部分がpSh
uttle-CMV内の指定されたAd配列と置換した場合にのみ、組換え体は、大腸菌（E.coli）B
J5183細胞にkanおよびTc耐性を付与できる。得られたpAdHighβプラスミドは、大腸菌（E
.coli）BJ5183細胞から精製し、ゼン（Zeng）らの記載（2001年）に従って大腸菌（E.col
i）DH10B細胞に形質転換した。続いてDNAシークエンスを行ってプラスミドを確認した。
【０１２７】
　実施例４：インフルエンザHAをコードしているアデノウイルスベクターのAdHigh系を用
いた構築
　AdPNM2007／99.H3ベクター内のA／パナマ／2007／99HA遺伝子を含むKpnIフラグメント
をpAdHigh－TcのKpnI部位に挿入することにより、Tc遺伝子を置換した。ゼン（Zeng）ら
の記載（2001年）に従い、得られたプラスミドは、大腸菌（E.coli）BJ5183細胞内のAd骨
格プラスミドであるpAdEasy1と組み換えた。HA遺伝子をコードしているAdベクターは、組
換えプラスミドをトランスフェクトした後にPER.C6細胞内で生成した。RCAの混入度合い
は、3×1011個の細胞からは検出されない程度であった。
【０１２８】
　実施例５：AdApt由来、AdEasy由来、およびAdHighα由来のアデノウイルスベクターの
比較
　インフルエンザHA遺伝子をコードしているAdApt由来、AdEasy由来およびAdHighα由来
のアデノウイルスベクターの増殖について、293細胞およびPER.C6細胞で確認した。AdApt
、AdEasyおよびAdHighαのいずれか１つを用いて作成したアデノウイルスベクターは、if
u対細胞の比が25：1になるように約106個の細胞に感染させた。感染後の細胞を2日間凍結
した。溶解後、図６に示すように、Adeno-Xタイターキットを用いて溶解物を分析した。
データは1個のウェルにおいて産生された力価の平均を表している。AdAptおよびAdHighα
によって作成したアデノウイルスベクターは、ベクターをPER.C6細胞または293細胞のい
ずれで増殖させたかに関係なく、平均感染ユニットに顕著な差は見られなかった。対照的
に、AdEasyによって作成したベクターについては、293細胞で増殖させたベクターとPER.C
6細胞で増殖させたベクターとの間に顕著な差があり、293細胞で増殖させたベクターの平
均感染ユニットは、PER.C6細胞におけるそれと比較した場合に、約3-log低かった。
【０１２９】
　赤血球凝集阻害抗体力価の誘起に関し、AdHighα由来のアデノウイルスベクターの効果
をAdApt由来のアデノウイルスベクターのそれと比較した。ICRマウスは、AdHPNM2007/99.
H3（AdHighα由来）ベクターまたはAdPNM2007/99.H3（AdApt由来）ベクターの2.5×108if
uをそれぞれ経鼻投与することによって免疫した。このとき、各ベクターは同一のインフ
ルエンザHAタンパク質をコードしている。免疫から１ヶ月後、赤血球凝集阻害活性を調べ
るために血清を回収した。
【０１３０】
　図７に示すように、両ベクターからほぼ同じHI力価が得られたことから、アデノウイル



(34) JP 2008-541730 A 2008.11.27

10

20

30

40

スベクターの効果は、AdApt由来のアデノウイルスベクターを使用した場合と比較して、A
dHighα由来のアデノウイルスベクターを用いても低下しないことが示された。
【０１３１】
　本発明の好ましい実施態様の詳細について記載してきたが、本発明は、請求項によって
規定されるものであり、上述の特定の態様によって範囲を定められるものではないことは
あきらかであり、上記の態様の多数の変形も本発明の範疇に含まれる。
【参考文献】
【０１３２】
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【図面の簡単な説明】
【０１３３】
【図１】pShuttle-CMVシャトルプラスミドのプラスミド地図。
【図２】pAdAptシャトルプラスミドのプラスミド地図。
【図３】pShuttle-CMVシャトルプラスミドとpAdAptシャトルプラスミドとの相同組換えの
図。pShuttle-CMVはカナマイシン（Kan）耐性遺伝子をコードしており、pAdApt-Tcはアン
ピシリン（Amp）耐性およびテトラサイクリン（Tc）耐性の遺伝子をコードしている。組
換え体のみがKanおよびTcの両者に対して抵抗を示す。プラスミド内の個々のセグメント
は特殊な色素でラベルし、特定の彩色凡例によって示される。
【図４】pAdHighβシャトルプラスミドのプラスミド地図。
【図５】pAdHighプラスミドおよびAd骨格プラスミドを用いた組換えAdベクターの構築を
図式的に示した図。
【図６】アデノウイルスベクターの増殖を示すグラフ。AdApt由来、AdEasy由来、AdHigh
α由来の各ベクターは、それぞれインフルエンザHA遺伝子をコードしており、培養は293
細胞およびPER.C6細胞内で行った。
【図７】赤血球凝集素阻害抗体価の誘起におけるAdHighα由来およびAdApt由来のアデノ
ウイルスベクターの効果を示すグラフ：　配列番号１はアデノウイルス血清型5型のヌク
レオチド番号1～454番をさす；　配列番号２は、アデノウイルス血清型5型のヌクレオチ
ド番号3511～5796番をさす；　配列番号３は、アデノウイルス血清型5型のヌクレオチド
番号3511～6095番をさす；　配列番号４は、アデノウイルス血清型5型のヌクレオチド番
号34931～35935番をさす。
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