
(57)【要約】

　ＲＮＡポリメラーゼをエンコードする発現ベクターで

一過性にトランスフェクトされた宿主細胞において必須

のウイルスタンパク質Ｎ、ＰおよびＬと共にウイルスｃ

ＤＮＡを共発現させることを含む、モノネガウイルス目

の感染性、非分節型、ネガティブ鎖ＲＮＡウイルスを生

成するための方法を提供する。別の方法では、ウイルス

ｃＤＮＡ発現ベクターとＲＮＡポリメラーゼ、Ｎタンパ

ク質、Ｐタンパク質およびＬタンパク質をエンコードす

る１つまたはそれ以上のベクターとを用いて宿主細胞が

トランスフェクトされた後に、その宿主細胞は組換えウ

イルスの回収を増大させるのに十分な条件下で効果的な

熱ショックに曝される。その他別の実施形態では、ウイ

ルスレスキューが始まった後に宿主細胞はプラークエキ

スパンション細胞を含む共培養物中に移され、組み立て

られた感染性、非分節型、ネガティブ鎖ＲＮＡウイルス

が共培養物中から回収される。また、本発明中で提供さ

れるものとしては、モノネガウイルス目の感染性、非分

節型、ネガティブ鎖ＲＮＡウイルスを生成するための組

成物、前記方法を用いて生成される組換えウイルスおよ

JP 2007-500017 A 2007.1.11



【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 モ ノ ネ ガ ウ イ ル ス 目 の 感 染 性 、 非 分 節 型 、 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス を 生 成 す る た め
の 方 法 で あ っ て 、 以 下 の 工 程 ：
　 （ ａ ） ウ イ ル ス ｃ Ｄ Ｎ Ａ 発 現 ベ ク タ ー か ら の ウ イ ル ス Ｒ Ｎ Ａ 転 写 物 の 合 成 を 指 令 す る た
め に 発 現 制 御 配 列 と 作 動 可 能 に 連 結 さ れ た 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス の ゲ ノ ム
ま た は ア ン チ ゲ ノ ム を エ ン コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ウ イ ル ス ｃ Ｄ Ｎ Ａ 発 現 ベ ク
タ ー を 宿 主 細 胞 に 導 入 し 、 こ こ で 該 宿 主 細 胞 は Ｎ タ ン パ ク 質 、 Ｐ タ ン パ ク 質 お よ び Ｌ タ ン
パ ク 質 を 発 現 し 、 一 過 性 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 発 現 ベ ク タ ー か ら Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ
を 一 過 性 に 発 現 す る と こ ろ の 工 程 ； お よ び
　 （ ｂ ） 該 宿 主 細 胞 か ら 組 み 立 て ら れ た 感 染 性 、 非 分 節 型 、 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス
を 回 収 す る 工 程 、
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ が Ｔ ７ Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ で あ る と こ ろ の 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 一 過 性 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 発 現 ベ ク タ ー が プ ラ ス ミ ド で あ る と こ ろ の 、 請 求 項 １
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 ウ イ ル ス ｃ Ｄ Ｎ Ａ 発 現 ベ ク タ ー お よ び Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ を エ ン コ ー ド し 、 そ の 一 過 性
発 現 を 指 令 す る 一 過 性 発 現 ベ ク タ ー が 、 Ｄ Ｎ Ａ ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 混 合 物 中 で 組 み 合 わ
さ れ て お り 、 同 調 的 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン を 達 成 す る よ う 宿 主 細 胞 培 養 物 中 に 同 時 に 加 え
ら れ る と こ ろ の 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ を エ ン コ ー ド す る 一 過 性 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ る 発 現 ベ ク タ ー の
導 入 の 前 に 、 ウ イ ル ス ｃ Ｄ Ｎ Ａ 発 現 ベ ク タ ー が 宿 主 細 胞 中 に 導 入 さ れ る と こ ろ の 、 請 求 項
１ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ を エ ン コ ー ド す る 一 過 性 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ る 発 現 ベ ク タ ー の
導 入 後 で あ り 、 該 Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ が 検 出 可 能 な レ ベ ル に 宿 主 細 胞 中 で 蓄 積 す る 前 に 、
ウ イ ル ス ｃ Ｄ Ｎ Ａ 発 現 ベ ク タ ー が 宿 主 細 胞 中 に 導 入 さ れ る と こ ろ の 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ７ 】
　 １ つ ま た は そ れ 以 上 の ウ イ ル ス ｃ Ｄ Ｎ Ａ 発 現 ベ ク タ ー お よ び Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ を エ ン
コ ー ド す る 一 過 性 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ る 発 現 ベ ク タ ー が 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム ト ラ ン ス
フ ェ ク シ ョ ン ま た は エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン に よ り 宿 主 細 胞 中 に 導 入 さ れ る と こ ろ の 、 請
求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 １ つ ま た は そ れ 以 上 の ウ イ ル ス ｃ Ｄ Ｎ Ａ 発 現 ベ ク タ ー お よ び Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ を エ ン
コ ー ド す る 一 過 性 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ る 発 現 ベ ク タ ー が 宿 主 細 胞 中 に 導 入 さ れ た 後 、
そ の 宿 主 細 胞 が 組 換 え ウ イ ル ス の 回 収 を 増 大 さ せ る の に 十 分 な 条 件 下 で 効 果 的 な 熱 シ ョ ッ
ク に 曝 さ れ る と こ ろ の 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 宿 主 細 胞 が ３ ７ ℃ 以 上 の 熱 シ ョ ッ ク 温 度 に 曝 さ れ る と こ ろ の 、 請 求 項 ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 宿 主 細 胞 が 約 ３ ７ ℃ ～ 約 ５ ０ ℃ の 範 囲 の 熱 シ ョ ッ ク 温 度 に 曝 さ れ る と こ ろ の 、 請 求 項 ８
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 宿 主 細 胞 が 約 ４ １ ℃ ～ 約 ４ ７ ℃ の 範 囲 の 熱 シ ョ ッ ク 温 度 に 曝 さ れ る と こ ろ の 、 請 求 項 ８
記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 １ ２ 】
　 宿 主 細 胞 が 少 な く と も 約 ５ 分 間 の 効 果 的 な 熱 シ ョ ッ ク に か け ら れ る と こ ろ の 、 請 求 項 ８
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 宿 主 細 胞 が 約 １ ５ 分 ～ 約 ２ ０ ０ 分 間 の 効 果 的 な 熱 シ ョ ッ ク に か け ら れ る と こ ろ の 、 請 求
項 １ ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 宿 主 細 胞 が 約 ３ ０ 分 ～ 約 １ ５ ０ 分 間 の 効 果 的 な 熱 シ ョ ッ ク に か け ら れ る と こ ろ の 、 請 求
項 １ ３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 ウ イ ル ス ｃ Ｄ Ｎ Ａ 発 現 ベ ク タ ー お よ び Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ を エ ン コ ー ド し 、 そ の 発 現 を
指 令 す る 一 過 性 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 発 現 ベ ク タ ー の 発 現 を 可 能 に す る の に 十 分 な 時
間 の 経 過 後 に 、 宿 主 細 胞 を 同 一 ま た は 異 な る 細 胞 型 の プ ラ ー ク エ キ ス パ ン ジ ョ ン 細 胞 と 一
緒 に 共 培 養 し 、 レ ス キ ュ ー さ れ る ウ イ ル ス が プ ラ ー ク エ キ ス パ ン シ ョ ン 細 胞 ま で 拡 散 す る
こ と を 可 能 と す る と こ ろ の 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 宿 主 細 胞 が プ ラ ー ク エ キ ス パ ン ジ ョ ン 細 胞 の 少 な く と も １ つ の 層 に 移 さ れ 、 宿 主 細 胞 お
よ び プ ラ ー ク エ キ ス パ ン シ ョ ン 細 胞 の 共 培 養 を 確 立 す る と こ ろ の 、 請 求 項 １ ５ 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 宿 主 細 胞 が プ ラ ー ク エ キ ス パ ン シ ョ ン 細 胞 と 異 な る 細 胞 型 で あ る と こ ろ の 、 請 求 項 １ ５
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 宿 主 細 胞 お よ び プ ラ ー ク エ キ ス パ ン シ ョ ン 細 胞 が Ｈ Ｅ ｐ － ２ 、 Ｈ ｅ Ｌ ａ 、 Ｈ Ｅ Ｋ 、 Ｂ Ｈ
Ｋ 、 Ｆ Ｒ ｈ Ｌ － Ｄ Ｂ Ｓ ２ 、 Ｌ Ｌ Ｃ － Ｍ Ｋ ２ 、 Ｍ Ｒ Ｃ － ５ お よ び Ｖ ｅ ｒ ｏ 細 胞 か ら そ れ ぞ れ
選 択 さ れ る と こ ろ の 、 請 求 項 １ ５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 宿 主 細 胞 が 真 核 細 胞 で あ る と こ ろ の 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 宿 主 細 胞 が 脊 椎 動 物 細 胞 で あ る と こ ろ の 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 宿 主 細 胞 が Ｈ Ｅ ｐ － ２ 、 Ｈ ｅ Ｌ ａ 、 Ｈ Ｅ Ｋ 、 Ｂ Ｈ Ｋ 、 Ｆ Ｒ ｈ Ｌ － Ｄ Ｂ Ｓ ２ 、 Ｌ Ｌ Ｃ － Ｍ
Ｋ ２ 、 Ｍ Ｒ Ｃ － ５ お よ び Ｖ ｅ ｒ ｏ 細 胞 か ら 選 択 さ れ る と こ ろ の 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 感 染 性 、 非 分 節 型 、 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス が 完 全 ウ イ ル ス で あ る と こ ろ の 、 請 求
項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 １ つ ま た は そ れ 以 上 の Ｎ 、 Ｐ お よ び Ｌ タ ン パ ク 質 が 異 種 の 非 分 節 型 、 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ
Ａ ウ イ ル ス の も の で あ る と こ ろ の 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 該 ゲ ノ ム ま た は ア ン チ ゲ ノ ム を エ ン コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 が 、 野 生 型 の 非 分
節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス の 配 列 を エ ン コ ー ド す る と こ ろ の 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 非 分 節 型 、 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス が パ ラ ミ ク ソ ウ イ ル ス 科 の メ ン バ ー で あ る と こ
ろ の 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 非 分 節 型 、 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ ｎ Ａ ウ イ ル ス が ラ ブ ド ウ イ ル ス 科 の メ ン バ ー で あ る と こ ろ の
、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
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　 非 分 節 型 、 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス が 、 呼 吸 器 合 胞 体 ウ イ ル ス （ Ｒ Ｓ Ｖ ） 、 ヒ ト ・
パ ラ イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス （ Ｈ Ｐ Ｉ Ｖ ） 、 牛 パ ラ イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス （ Ｂ Ｐ Ｉ Ｖ ）
、 キ メ ラ ヒ ト － 牛 Ｐ Ｉ Ｖ （ Ｈ Ｂ Ｐ Ｉ Ｖ ） 、 麻 疹 ウ イ ル ス （ Ｍ Ｖ ） 、 ま た は 水 疱 性 口 内 炎 ウ
イ ル ス （ Ｖ Ｓ Ｖ ） か ら 選 択 さ れ る と こ ろ の 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス が 、 １ つ ま た は そ れ 以 上 の 弱 毒 性 変 異 （ 群 ） の 導
入 に よ っ て 組 換 え 技 術 的 に 修 飾 さ れ て い る と こ ろ の 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス が １ つ ま た は そ れ 以 上 の 組 換 え 技 術 的 に 導 入 さ れ
た 温 度 感 受 性 （ ｔ ｓ ） 弱 毒 性 変 異 を 組 み 込 ん で い る と こ ろ の 、 請 求 項 ２ ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス が 、 生 物 学 的 に 派 生 し た 変 異 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ
鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス に お い て 同 定 さ れ た １ つ ま た は そ れ 以 上 の 弱 毒 性 変 異 （ 群 ） を 組 み 込 ん
で い る と こ ろ の 、 請 求 項 ２ ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス が 、 異 種 の 、 変 異 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ
イ ル ス に お い て 同 定 さ れ た １ つ ま た は そ れ 以 上 の 変 異 に 相 当 す る １ つ ま た は そ れ 以 上 の 弱
毒 性 変 異 （ 群 ） を 組 み 込 ん で い る と こ ろ の 、 請 求 項 ２ ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス が 、 変 異 を 特 定 す る コ ド ン 中 の ２ 個 ま た は ３ 個 の
ヌ ク レ オ チ ド 変 化 に よ り 特 定 さ れ る 少 な く と も １ つ の 弱 毒 性 変 異 を 組 み 込 ん で い る と こ ろ
の 、 請 求 項 ２ ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス が 、 増 殖 特 徴 の 変 化 、 弱 毒 性 、 温 度 感 受 性 、 低 温
適 応 、 プ ラ ー ク サ イ ズ 、 宿 主 域 制 限 、 ま た は 免 疫 原 性 の 変 化 か ら 選 択 さ れ る 表 現 型 変 化 を
特 定 す る ヌ ク レ オ チ ド 修 飾 に よ っ て 組 換 え 技 術 的 に 修 飾 さ れ て い る と こ ろ の 、 請 求 項 １ 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス が 、 ウ イ ル ス の ゲ ノ ム ま た は ア ン チ ゲ ノ ム 内 の Ｃ
、 Ｃ ’ 、 Ｄ 、 Ｅ 、 Ｆ 、 Ｇ 、 Ｈ Ａ 、 Ｈ Ｎ 、 Ｌ 、 Ｍ 、 Ｍ ２ － １ 、 Ｍ ２ － ２ 、 Ｎ Ｓ １ 、 Ｎ Ｓ ２ 、
Ｓ Ｈ 、 Ｖ 、 Ｙ １ 、 お よ び ／ ま た は Ｙ ２ 読 み 取 り 枠 （ Ｏ Ｒ Ｆ ） お よ び ／ ま た は ３ ’ リ ー ダ ー
、 ５ ’ ト レ ー ラ ー 、 お よ び ／ ま た は 遺 伝 子 間 領 域 の １ つ ま た は そ れ 以 上 を 改 変 す る 組 換 え
技 術 的 修 飾 を 組 み 込 ん で い る と こ ろ の 、 請 求 項 ３ ３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス の １ つ ま た は そ れ 以 上 の 遺 伝 子 （ 群 ） が 完 全 に も
し く は 部 分 的 に 欠 失 さ れ て い る か 、 あ る い は Ｒ Ｎ Ａ 修 正 部 位 に お け る 変 異 に よ っ て 、 フ レ
ー ム シ フ ト 変 異 に よ っ て 、 翻 訳 開 始 部 位 を 改 変 す る 変 異 に よ っ て 、 遺 伝 子 の 読 み 取 り 枠 （
Ｏ Ｒ Ｆ ） 中 に １ つ ま た は そ れ 以 上 の ス ト ッ プ コ ド ン を 導 入 す る こ と に よ っ て 、 ま た は 転 写
シ グ ナ ル に お け る 変 異 に よ っ て 、 該 遺 伝 子 （ 群 ） の 発 現 が 減 少 ま た は 除 去 さ れ て い る と こ
ろ の 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス が 、 サ イ ト カ イ ン 、 Ｔ － ヘ ル パ ー エ ピ ト ー プ 、 制
限 部 位 マ ー カ ー 、 ま た は 哺 乳 動 物 宿 主 に お い て 免 疫 応 答 を 誘 発 す る こ と が で き る 微 生 物 病
原 体 も し く は 寄 生 生 物 の タ ン パ ク 質 か ら 選 択 さ れ る 非 ウ イ ル ス 性 分 子 を エ ン コ ー ド す る よ
う に 修 飾 さ れ て い る と こ ろ の 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 該 ゲ ノ ム ま た は 該 ア ン チ ゲ ノ ム を エ ン コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 、 キ メ ラ ゲ ノ ム ま
た は ア ン チ ゲ ノ ム を 形 成 す る た め に 、 １ つ ま た は そ れ 以 上 の 異 種 病 原 体 （ 群 ） の １ つ ま た
は そ れ 以 上 の 抗 原 決 定 基 （ 群 ） を エ ン コ ー ド す る １ つ ま た は そ れ 以 上 の 異 種 遺 伝 子 （ 群 ）
ま た は ゲ ノ ム 分 節 （ 群 ） と 組 み 合 わ さ れ て い る 部 分 的 な ま た は 完 全 な ベ ク タ ー ゲ ノ ム ま た
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は ア ン チ ゲ ノ ム を 含 む と こ ろ の 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 抗 原 決 定 基 （ 群 ） を エ ン コ ー ド す る １ つ ま た は そ れ 以 上 の 異 種 遺 伝 子 （ 群 ） ま た は ゲ ノ
ム 分 節 （ 群 ） が 、 余 剰 遺 伝 子 （ 群 ） ま た は ゲ ノ ム 分 節 （ 群 ） と し て 、 部 分 的 な ま た は 完 全
な ベ ク タ ー ゲ ノ ム ま た は ア ン チ ゲ ノ ム の 非 コ ー ド 領 域 に 隣 接 し て ま た は 非 コ ー ド 領 域 内 に
付 加 さ れ て い る と こ ろ の 、 あ る い は 、 抗 原 決 定 基 （ 群 ） を エ ン コ ー ド す る １ つ ま た は そ れ
以 上 の 異 種 遺 伝 子 （ 群 ） ま た は ゲ ノ ム 分 節 （ 群 ） に よ り 、 部 分 的 な ベ ク タ ー ゲ ノ ム ま た は
ア ン チ ゲ ノ ム 中 の １ つ ま た は そ れ 以 上 の 対 応 遺 伝 子 （ 群 ） ま た は ゲ ノ ム 分 節 （ 群 ） が 置 換
さ れ て い る と こ ろ の 、 請 求 項 ３ ７ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 異 種 遺 伝 子 ま た は ゲ ノ ム 分 節 が 、 部 分 的 な ま た は 完 全 な ベ ク タ ー ゲ ノ ム ま た は ア ン チ ゲ
ノ ム 内 の 対 応 遺 伝 子 ま た は ゲ ノ ム 分 節 の 野 生 型 遺 伝 子 の 順 序 位 置 （ order position） に 相
当 す る 位 置 に 付 加 ま た は 置 換 さ れ て い る と こ ろ の 、 請 求 項 ３ ７ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 異 種 遺 伝 子 ま た は ゲ ノ ム 分 節 が 、 部 分 的 な ま た は 完 全 な ベ ク タ ー ゲ ノ ム ま た は ア ン チ ゲ
ノ ム 内 の 対 応 遺 伝 子 ま た は ゲ ノ ム 分 節 の 野 生 型 遺 伝 子 順 序 位 置 と 比 較 し て 、 よ り プ ロ モ ー
タ ー 近 傍 ま た は プ ロ モ ー タ ー 遠 位 に あ る 位 置 に 付 加 ま た は 置 換 さ れ て い る と こ ろ の 、 請 求
項 ３ ７ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 ベ ク タ ー ゲ ノ ム ま た は ア ン チ ゲ ノ ム が 、 キ メ ラ ゲ ノ ム ま た は ア ン チ ゲ ノ ム を 形 成 す る た
め に 、 異 種 の 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス の 異 種 の 抗 原 ド メ イ ン 、 断 片 ま た は エ
ピ ト ー プ を １ つ ま た は そ れ 以 上 組 み 込 ん で い る キ メ ラ 糖 タ ン パ ク 質 を エ ン コ ー ド す る よ う
に 修 飾 さ れ て い る と こ ろ の 、 請 求 項 ３ ７ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 異 種 病 原 体 が 、 麻 疹 ウ イ ル ス 、 サ ブ グ ル ー プ Ａ お よ び サ ブ グ ル ー プ Ｂ の 呼 吸 器 合 胞 体 ウ
イ ル ス 、 ヒ ト ・ パ ラ イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 、 流 行 性 耳 下 腺 炎 ウ イ ル ス 、 ヒ ト ・ パ ピ ロ ー
マ ウ イ ル ス 、 １ 型 お よ び ２ 型 の ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス 、 単 純 疱 疹 ウ イ ル ス 、 サ イ ト メ ガ ロ
ウ イ ル ス 、 狂 犬 病 ウ イ ル ス 、 ヒ ト ・ メ タ プ ネ ウ オ モ ウ イ ル ス 、 エ プ ス タ イ ン ・ バ ー ウ イ ル
ス 、 フ ィ ロ ウ イ ル ス 、 ブ ン ヤ ウ イ ル ス 、 フ ラ ビ ウ イ ル ス 、 ア ル フ ァ ウ イ ル ス 、 ま た は イ ン
フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス か ら 選 択 さ れ る と こ ろ の 、 請 求 項 ３ ７ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 キ メ ラ ゲ ノ ム ま た は ア ン チ ゲ ノ ム が 、 １ つ ま た は そ れ 以 上 の 弱 毒 性 変 異 （ 群 ） の 導 入 に
よ っ て 組 換 え 技 術 的 に 修 飾 さ れ て い る と こ ろ の 、 請 求 項 ３ ７ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 キ メ ラ ゲ ノ ム ま た は ア ン チ ゲ ノ ム が 、 生 物 学 的 に 派 生 し た 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ
ウ イ ル ス 変 異 体 に お い て 同 定 さ れ た １ つ ま た は そ れ 以 上 の 弱 毒 性 変 異 （ 群 ） を 組 み 込 ん で
い る 、 請 求 項 ３ ７ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 キ メ ラ ゲ ノ ム ま た は ア ン チ ゲ ノ ム が 、 増 殖 特 徴 の 変 化 、 弱 毒 性 、 温 度 感 受 性 、 低 温 適 応
、 プ ラ ー ク サ イ ズ 、 宿 主 域 制 限 、 ま た は 免 疫 原 性 の 変 化 か ら 選 択 さ れ る 表 現 型 変 化 を 特 定
す る ヌ ク レ オ チ ド 修 飾 に よ っ て 組 換 え 技 術 的 に 修 飾 さ れ て い る と こ ろ の 、 請 求 項 ３ ７ 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 キ メ ラ ゲ ノ ム ま た は ア ン チ ゲ ノ ム が 、 該 ウ イ ル ス の ゲ ノ ム ま た は ア ン チ ゲ ノ ム 内 の Ｃ 、
Ｃ ’ 、 Ｄ 、 Ｅ 、 Ｆ 、 Ｇ 、 Ｈ Ａ 、 Ｈ Ｎ 、 Ｌ 、 Ｍ 、 Ｍ ２ － １ 、 Ｍ ２ － ２ 、 Ｎ Ｓ １ 、 Ｎ Ｓ ２ 、 Ｓ
Ｈ 、 Ｖ 、 Ｙ １ 、 お よ び ／ ま た は Ｙ ２ 読 み 取 り 枠 （ Ｏ Ｒ Ｆ ） お よ び ／ ま た は ３ ’ リ ー ダ ー 、
５ ’ ト レ ー ラ ー お よ び ／ ま た は 遺 伝 子 間 領 域 の １ つ ま た は そ れ 以 上 を 改 変 す る 組 換 え 修 飾
を 組 み 込 ん で い る と こ ろ の 、 請 求 項 ３ ７ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 キ メ ラ ゲ ノ ム ま た は ア ン チ ゲ ノ ム 内 の １ つ ま た は そ れ 以 上 の 遺 伝 子 （ 群 ） が 完 全 に ま た
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は 部 分 的 に 欠 失 し て い る か 、 あ る い は 、 該 遺 伝 子 （ 群 ） の 発 現 が Ｒ Ｎ Ａ 修 正 部 位 に お け る
変 異 に よ っ て 、 フ レ ー ム シ フ ト 変 異 に よ っ て 、 翻 訳 開 始 部 位 を 改 変 す る 変 異 に よ っ て 、 遺
伝 子 の 読 み 取 り 枠 （ Ｏ Ｒ Ｆ ） 中 に １ つ ま た は そ れ 以 上 の ス ト ッ プ コ ド ン を 導 入 す る こ と に
よ っ て 、 ま た は 転 写 シ グ ナ ル に お け る 変 異 に よ っ て 、 低 下 ま た は 除 去 さ れ て い る と こ ろ の
、 請 求 項 ３ ７ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 キ メ ラ ゲ ノ ム ま た は ア ン チ ゲ ノ ム が 、 サ イ ト カ イ ン 、 Ｔ － ヘ ル パ ー エ ピ ト ー プ 、 制 限 部
位 マ ー カ ー 、 ま た は 哺 乳 動 物 宿 主 に お い て 免 疫 応 答 を 誘 発 す る こ と が で き る 微 生 物 病 原 体
も し く は 寄 生 生 物 の タ ン パ ク 質 か ら 選 択 さ れ る 非 ウ イ ル ス 性 分 子 を エ ン コ ー ド す る よ う に
、 修 飾 さ れ て い る と こ ろ の 、 請 求 項 ３ ７ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 該 ゲ ノ ム ま た は ア ン チ ゲ ノ ム を エ ン コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 、 該 非 分 節 型 ネ ガ テ
ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス の ゲ ノ ム ま た は ア ン チ ゲ ノ ム 内 の 遺 伝 子 ま た は ゲ ノ ム 分 節 の 野 生 型
遺 伝 子 順 序 位 置 と 比 較 し て 、 よ り プ ロ モ ー タ ー 近 傍 ま た は プ ロ モ ー タ ー 遠 位 に あ る 位 置 に
遺 伝 子 ま た は ゲ ノ ム 分 節 の 付 加 、 置 換 あ る い は 転 座 に よ っ て 修 飾 さ れ て い る と こ ろ の 、 請
求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 該 ゲ ノ ム ま た は ア ン チ ゲ ノ ム を エ ン コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 、 遺 伝 子 外 性 の ３ ’
リ ー ダ ー も し く は ５ ’ ト レ ー ラ ー 領 域 、 遺 伝 子 開 始 シ グ ナ ル 、 遺 伝 子 終 止 シ グ ナ ル 、 修 正
領 域 、 遺 伝 子 間 領 域 、 ま た は ３ ’ も し く は ５ ’ 非 コ ー ド 領 域 を 含 む 異 種 の 調 節 要 素 を 組 み
込 む よ う に 修 飾 さ れ て い る と こ ろ の 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ １ 】
　 該 ゲ ノ ム ま た は ア ン チ ゲ ノ ム を エ ン コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 、 該 ゲ ノ ム ま た は ア
ン チ ゲ ノ ム の 非 コ ー ド 領 域 （ Ｎ Ｃ Ｒ ） 中 に 、 完 全 な 読 み 取 り 枠 （ Ｏ Ｒ Ｆ ） を 欠 き 、 か つ 非
分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス の 弱 毒 化 表 現 型 を 特 定 す る 長 さ １ ５ ０ ヌ ク レ オ チ ド （
ｎ ｔ ｓ ） か ら ４ ， ０ ０ ０ ヌ ク レ オ チ ド の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 挿 入 を ま た は 分 離 し た 遺 伝 子
単 位 （ Ｇ Ｕ ） と し て 組 み 込 む よ う に 修 飾 さ れ て い る と こ ろ の 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
　 同 じ も し く は 異 な る 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス の 構 造 タ ン パ ク 質 （ 群 ） の い
ず れ か 、 ま た は い ず れ か の 組 み 合 わ せ を 、 宿 主 細 胞 中 に 同 時 導 入 お よ び ／ ま た は 宿 主 細 胞
に て 同 時 発 現 さ せ る こ と を さ ら に 含 む 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
　 モ ノ ネ ガ ウ イ ル ス 目 の 感 染 性 、 非 分 節 型 、 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス を 生 成 す る た め
の 方 法 で あ っ て 、 以 下 の 工 程 ：
　 ウ イ ル ス ｃ Ｄ Ｎ Ａ 発 現 ベ ク タ ー か ら の ウ イ ル ス Ｒ Ｎ Ａ 転 写 物 の 合 成 を 指 令 す る た め に 発
現 制 御 配 列 と 作 動 可 能 に 連 結 さ れ た 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス の ゲ ノ ム ま た は
ア ン チ ゲ ノ ム を エ ン コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ウ イ ル ス ｃ Ｄ Ｎ Ａ 発 現 ベ ク タ ー 、
並 び に Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ 、 Ｎ タ ン パ ク 質 、 Ｐ タ ン パ ク 質 お よ び Ｌ タ ン パ ク 質 を エ ン コ ー
ド し 、 そ の 一 過 性 発 現 を 指 令 す る １ つ ま た は そ れ 以 上 の 一 過 性 発 現 ベ ク タ ー を 、 該 ベ ク タ
ー の 同 時 発 現 お よ び 組 換 え ウ イ ル ス の 生 成 を 可 能 と す る の に 十 分 な 条 件 下 で 、 好 適 な 宿 主
細 胞 中 に 導 入 す る 工 程 ；
　 該 宿 主 細 胞 を プ ラ ー ク エ キ ス パ ン シ ョ ン 細 胞 を 含 む 共 培 養 物 中 に 移 す 工 程 ； お よ び
　 該 共 培 養 物 中 か ら 組 み 立 て ら れ た 感 染 性 、 非 分 節 型 、 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス を 回
収 す る 工 程 、
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
　 宿 主 細 胞 が 同 じ も し く は 異 な る 細 胞 型 の プ ラ ー ク エ キ ス パ ン シ ョ ン 細 胞 と 一 緒 に 共 培 養
さ れ 、 レ ス キ ュ ー さ れ る ウ イ ル ス を プ ラ ー ク エ キ ス パ ン シ ョ ン 細 胞 に ま で 拡 散 さ せ る と こ
ろ の 、 請 求 項 ５ ３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
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　 宿 主 細 胞 お よ び プ ラ ー ク エ キ ス パ ン シ ョ ン 細 胞 が 、 Ｈ Ｅ ｐ － ２ 、 Ｈ ｅ Ｌ ａ 、 Ｈ Ｅ Ｋ 、 Ｂ
Ｈ Ｋ 、 Ｆ Ｒ ｈ Ｌ － Ｄ Ｂ Ｓ ２ 、 Ｌ Ｌ Ｃ － Ｍ Ｋ ２ 、 Ｍ Ｒ Ｃ － ５ 、 ま た は Ｖ ｅ ｒ ｏ 細 胞 か ら そ れ
ぞ れ 選 択 さ れ る と こ ろ の 、 請 求 項 ５ ３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
　 １ つ ま た は そ れ 以 上 の ウ イ ル ス ｃ Ｄ Ｎ Ａ 発 現 ベ ク タ ー お よ び Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ を エ ン
コ ー ド す る 一 過 性 発 現 ベ ク タ ー が 宿 主 細 胞 中 に 導 入 さ れ た 後 に 、 そ の 宿 主 細 胞 が 組 換 え ウ
イ ル ス の 回 収 を 増 大 さ せ る の に 十 分 な 条 件 下 で 効 果 的 な 熱 シ ョ ッ ク に 曝 さ れ る と こ ろ の 、
請 求 項 ５ ３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
　 同 じ も し く は 異 な る 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス の 構 造 タ ン パ ク 質 （ 群 ） の い
ず れ か 、 ま た は い ず れ か の 組 み 合 わ せ を 、 宿 主 細 胞 中 に 同 時 導 入 お よ び ／ ま た は 宿 主 細 胞
に て 同 時 発 現 さ せ る こ と を さ ら に 含 む 、 請 求 項 ５ ３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
　 モ ノ ネ ガ ウ イ ル ス 目 の 感 染 性 、 非 分 節 型 、 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス を 生 成 す る た め
の 方 法 で あ っ て 、 以 下 の 工 程 ：
（ ａ ） ウ イ ル ス ｃ Ｄ Ｎ Ａ 発 現 ベ ク タ ー か ら の ウ イ ル ス Ｒ Ｎ Ａ 転 写 物 を 合 成 さ せ る た め に 発
現 制 御 配 列 と 作 動 可 能 に 連 結 さ れ た 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス の ゲ ノ ム ま た は
ア ン チ ゲ ノ ム を エ ン コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ウ イ ル ス ｃ Ｄ Ｎ Ａ 発 現 ベ ク タ ー を
、
　 （ １ ） Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ 、
　 （ ２ ） Ｎ タ ン パ ク 質 、
　 （ ３ ） Ｐ タ ン パ ク 質 、 お よ び
　 （ ４ ） Ｌ タ ン パ ク 質 、
を 一 過 性 に 発 現 さ せ る 宿 主 細 胞 で あ っ て 、 Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ 、 Ｎ 、 Ｐ お よ び Ｌ タ ン パ ク
質 の そ れ ぞ れ が 一 過 性 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 発 現 ベ ク タ ー か ら 発 現 さ れ る 宿 主 細 胞 中
に 導 入 す る 工 程 ； お よ び
（ ｂ ） 該 宿 主 細 胞 か ら 組 み 立 て ら れ た 感 染 性 、 非 分 節 型 、 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス を
回 収 す る 工 程 、
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ５ ９ 】
　 宿 主 細 胞 が 、 プ ラ ー ク エ キ ス パ ン シ ョ ン 細 胞 に 対 す る レ ス キ ュ ー さ れ る ウ イ ル ス の 分 散
を 可 能 と す る た め に 、 同 じ も し く は 異 な る 細 胞 型 の プ ラ ー ク エ キ ス パ ン シ ョ ン 細 胞 と 一 緒
に 共 培 養 さ れ る と こ ろ の 、 請 求 項 ５ ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ０ 】
　 宿 主 細 胞 お よ び プ ラ ー ク エ キ ス パ ン シ ョ ン 細 胞 が 、 Ｈ Ｅ ｐ － ２ 、 Ｈ ｅ Ｌ ａ 、 Ｈ Ｅ Ｋ 、 Ｂ
Ｈ Ｋ 、 Ｆ Ｒ ｈ Ｌ － Ｄ Ｂ Ｓ ２ 、 Ｌ Ｌ Ｃ － Ｍ Ｋ ２ 、 Ｍ Ｒ Ｃ － ５ 、 ま た は Ｖ ｅ ｒ ｏ 細 胞 か ら そ れ
ぞ れ 選 択 さ れ る と こ ろ の 、 請 求 項 ５ ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ １ 】
　 １ つ ま た は そ れ 以 上 の ウ イ ル ス ｃ Ｄ Ｎ Ａ 発 現 ベ ク タ ー お よ び Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ を エ ン
コ ー ド す る 一 過 性 発 現 ベ ク タ ー が 宿 主 細 胞 中 に 導 入 さ れ た 後 に 、 そ の 宿 主 細 胞 が 組 換 え ウ
イ ル ス の 回 収 を 増 大 さ せ る の に 十 分 な 条 件 下 で 効 果 的 な 熱 シ ョ ッ ク に 曝 さ れ る と こ ろ の 、
請 求 項 ５ ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ２ 】
　 同 じ も し く は 異 な る 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス の 構 造 タ ン パ ク 質 （ 群 ） の い
ず れ か 、 ま た は い ず れ か の 組 み 合 わ せ を 、 宿 主 細 胞 中 に 同 時 導 入 お よ び ／ ま た は 宿 主 細 胞
に て 同 時 発 現 さ せ る こ と を さ ら に 含 む 、 請 求 項 ５ ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ３ 】
　 モ ノ ネ ガ ウ イ ル ス 目 の 感 染 性 、 非 分 節 型 、 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス を 生 成 す る 方 法
で あ っ て 、 以 下 の 工 程 ：
　 ウ イ ル ス ｃ Ｄ Ｎ Ａ 発 現 ベ ク タ ー か ら の ウ イ ル ス Ｒ Ｎ Ａ 転 写 物 の 合 成 を 指 令 す る た め に 発
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現 制 御 配 列 と 作 動 可 能 に 連 結 さ れ た 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス の ゲ ノ ム ま た は
ア ン チ ゲ ノ ム を エ ン コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ウ イ ル ス ｃ Ｄ Ｎ Ａ 発 現 ベ ク タ ー 、
並 び に Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ 、 Ｎ タ ン パ ク 質 、 Ｐ タ ン パ ク 質 お よ び Ｌ タ ン パ ク 質 を エ ン コ ー
ド し 、 そ の 一 過 性 発 現 を 指 令 す る １ つ ま た は そ れ 以 上 の 一 過 性 発 現 ベ ク タ ー を 、 好 適 な 宿
主 細 胞 中 に 導 入 す る 工 程 ；
　 該 宿 主 細 胞 か ら 組 み 立 て ら れ た 感 染 性 、 非 分 節 型 、 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス を 回 収
す る 工 程 、
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ６ ４ 】
　 少 な く と も １ つ の Ｎ ， Ｐ お よ び Ｌ タ ン パ ク 質 が 発 現 制 御 プ ラ ス ミ ド に よ っ て エ ン コ ー ド
さ れ て い る と こ ろ の 、 請 求 項 ６ ３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ５ 】
　 宿 主 細 胞 が 、 プ ラ ー ク エ キ ス パ ン シ ョ ン 細 胞 に 対 す る レ ス キ ュ ー さ れ る ウ イ ル ス の 分 散
を 可 能 と す る た め に 、 同 じ も し く は 異 な る 細 胞 型 の プ ラ ー ク エ キ ス パ ン シ ョ ン 細 胞 と 一 緒
に 共 培 養 さ れ る と こ ろ の 、 請 求 項 ６ ３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ６ 】
　 宿 主 細 胞 お よ び プ ラ ー ク エ キ ス パ ン シ ョ ン 細 胞 が 、 Ｈ Ｅ ｐ － ２ 、 Ｈ ｅ Ｌ ａ 、 Ｈ Ｅ Ｋ 、 Ｂ
Ｈ Ｋ 、 Ｆ Ｒ ｈ Ｌ － Ｄ Ｂ Ｓ ２ 、 Ｌ Ｌ Ｃ － Ｍ Ｋ ２ 、 Ｍ Ｒ Ｃ － ５ 、 ま た は Ｖ ｅ ｒ ｏ 細 胞 か ら そ れ
ぞ れ 選 択 さ れ る と こ ろ の 、 請 求 項 ６ ３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ７ 】
　 １ つ ま た は そ れ 以 上 の ウ イ ル ス ｃ Ｄ Ｎ Ａ 発 現 ベ ク タ ー お よ び Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ を エ ン
コ ー ド す る 一 過 性 発 現 ベ ク タ ー が 宿 主 細 胞 中 に 導 入 さ れ た 後 に 、 そ の 宿 主 細 胞 が 組 換 え ウ
イ ル ス の 回 収 を 増 大 さ せ る の に 十 分 な 条 件 下 で 効 果 的 な 熱 シ ョ ッ ク に 曝 さ れ る と こ ろ の 、
請 求 項 ６ ３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ８ 】
　 同 じ も し く は 異 な る 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス の 構 造 タ ン パ ク 質 （ 群 ） の い
ず れ か 、 ま た は い ず れ か の 組 み 合 わ せ を 、 宿 主 細 胞 中 に 同 時 導 入 お よ び ／ ま た は 宿 主 細 胞
に て 同 時 発 現 さ せ る こ と を さ ら に 含 む 、 請 求 項 ６ ３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ９ 】
　 モ ノ ネ ガ ウ イ ル ス 目 の 感 染 性 、 非 分 節 型 、 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス を 生 成 す る た め
の 組 成 物 で あ っ て 、
（ ａ ） 好 適 な 宿 主 細 胞 に お い て ウ イ ル ス ｃ Ｄ Ｎ Ａ か ら の ウ イ ル ス Ｒ Ｎ Ａ 転 写 物 の 合 成 を 指
令 す る た め に 発 現 制 御 配 列 と 作 動 可 能 に 連 結 さ れ た 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス
の ゲ ノ ム ま た は ア ン チ ゲ ノ ム を エ ン コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ウ イ ル ス ｃ Ｄ Ｎ Ａ
発 現 ベ ク タ ー ；
（ ｂ ） 宿 主 細 胞 に て
　 （ １ ） Ｎ タ ン パ ク 質 、
　 （ ２ ） Ｐ タ ン パ ク 質 、 お よ び
　 （ ３ ） Ｌ タ ン パ ク 質 、
を エ ン コ ー ド し 、 そ の 発 現 を 指 令 す る 、 １ つ ま た は そ れ 以 上 の 補 助 ベ ク タ ー ； お よ び 、
（ ｃ ） Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ を エ ン コ ー ド し 且 つ 宿 主 細 胞 中 で 一 過 性 に 発 現 さ せ る 一 過 性 発
現 ベ ク タ ー 、
を 含 む 組 成 物 。
【 請 求 項 ７ ０ 】
　 ウ イ ル ス ｃ Ｄ Ｎ Ａ 発 現 ベ ク タ ー 、 Ｎ 、 Ｐ お よ び Ｌ を エ ン コ ー ド す る １ つ ま た は そ れ 以 上
の 補 助 ベ ク タ ー 、 並 び に Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ を エ ン コ ー ド し 且 つ 一 過 性 に 発 現 さ せ る 一 過
性 発 現 ベ ク タ ー が 、 無 細 胞 同 時 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 混 合 物 中 に て 提 供 さ れ る と こ ろ の 、
請 求 項 ６ ９ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ７ １ 】
　 ウ イ ル ス ｃ Ｄ Ｎ Ａ 発 現 ベ ク タ ー 、 Ｎ 、 Ｐ お よ び Ｌ を エ ン コ ー ド す る １ つ ま た は そ れ 以 上
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の 補 助 ベ ク タ ー 、 並 び に Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ を エ ン コ ー ド し 且 つ 一 過 性 に 発 現 さ せ る 一 過
性 発 現 ベ ク タ ー が 宿 主 細 胞 中 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ る と こ ろ の 、 請 求 項 ６ ９ 記 載 の 組 成
物 。
【 請 求 項 ７ ２ 】
　 Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ が Ｔ ７ Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ で あ る と こ ろ の 、 請 求 項 ６ ９ 記 載 の 組 成
物 。
【 請 求 項 ７ ３ 】
　 Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ を エ ン コ ー ド し 且 つ 一 過 性 に 発 現 さ せ る 一 過 性 発 現 ベ ク タ ー が プ ラ
ス ミ ド で あ る と こ ろ の 、 請 求 項 ６ ９ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ７ ４ 】
　 プ ラ ー ク エ キ ス パ ン シ ョ ン 細 胞 に 対 す る 宿 主 細 胞 か ら レ ス キ ュ ー さ れ る ウ イ ル ス の 分 散
を 可 能 と す る 、 宿 主 細 胞 と 同 じ も し く は 異 な る 細 胞 型 の プ ラ ー ク エ キ ス パ ン シ ョ ン 細 胞 を
さ ら に 含 む 、 請 求 項 ６ ９ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ７ ５ 】
　 宿 主 細 胞 お よ び プ ラ ー ク エ キ ス パ ン シ ョ ン 細 胞 の 共 培 養 を 確 立 す る た め に 、 少 な く と も
１ 層 の プ ラ ー ク エ キ ス パ ン シ ョ ン 細 胞 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 ７ ４ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ７ ６ 】
　 宿 主 細 胞 が 、 プ ラ ー ク エ キ ス パ ン シ ョ ン 細 胞 と 異 な る 細 胞 型 で あ る と こ ろ の 、 請 求 項 ７
４ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ７ ７ 】
　 宿 主 細 胞 お よ び プ ラ ー ク エ キ ス パ ン シ ョ ン 細 胞 が 、 Ｈ Ｅ ｐ － ２ 、 Ｈ ｅ Ｌ ａ 、 Ｈ Ｅ Ｋ 、 Ｂ
Ｈ Ｋ 、 Ｆ Ｒ ｈ Ｌ － Ｄ Ｂ Ｓ ２ 、 Ｌ Ｌ Ｃ － Ｍ Ｋ ２ 、 Ｍ Ｒ Ｃ － ５ 、 ま た は Ｖ ｅ ｒ ｏ 細 胞 か ら そ れ
ぞ れ 選 択 さ れ る と こ ろ の 、 請 求 項 ７ ４ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ７ ８ 】
　 宿 主 細 胞 が 真 核 細 胞 で あ る と こ ろ の 、 請 求 項 ６ ９ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ７ ９ 】
　 宿 主 細 胞 が 脊 椎 動 物 細 胞 で あ る と こ ろ の 、 請 求 項 ６ ９ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ８ ０ 】
　 宿 主 細 胞 が 、 Ｈ Ｅ ｐ － ２ 、 Ｈ ｅ Ｌ ａ 、 Ｈ Ｅ Ｋ 、 Ｂ Ｈ Ｋ 、 Ｆ Ｒ ｈ Ｌ － Ｄ Ｂ Ｓ ２ 、 Ｌ Ｌ Ｃ －
Ｍ Ｋ ２ 、 Ｍ Ｒ Ｃ － ５ 、 ま た は Ｖ ｅ ｒ ｏ 細 胞 か ら 選 択 さ れ る と こ ろ の 、 請 求 項 ６ ９ 記 載 の 組
成 物 。
【 請 求 項 ８ １ 】
　 感 染 性 、 非 分 節 型 、 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス が 完 全 ウ イ ル ス で あ る と こ ろ の 、 請 求
項 ６ ９ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ８ ２ 】
　 １ つ ま た は そ れ 以 上 の Ｎ ， Ｐ お よ び Ｌ タ ン パ ク 質 が 異 種 の 非 分 節 型 、 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ
Ａ ウ イ ル ス の も の で あ る と こ ろ の 、 請 求 項 ６ ９ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ８ ３ 】
　 ゲ ノ ム ま た は ア ン チ ゲ ノ ム を エ ン コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 が 、 野 生 型 非 分 節 型
ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス の 配 列 を エ ン コ ー ド す る と こ ろ の 、 請 求 項 ６ ９ 記 載 の 組 成 物
。
【 請 求 項 ８ ４ 】
　 非 分 節 型 、 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス が パ ラ ミ ク ソ ウ イ ル ス 科 の メ ン バ ー で あ る と こ
ろ の 、 請 求 項 ６ ９ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ８ ５ 】
　 非 分 節 型 、 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス が ラ ブ ド ウ イ ル ス 科 の メ ン バ ー で あ る と こ ろ の
、 請 求 項 ６ ９ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ８ ６ 】
　 非 分 節 型 、 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス が 、 呼 吸 器 合 胞 体 ウ イ ル ス （ Ｒ Ｓ Ｖ ） 、 ヒ ト ・
パ ラ イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス （ Ｈ Ｐ Ｉ Ｖ ） 、 牛 パ ラ イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス （ Ｂ Ｐ Ｉ Ｖ ）
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、 キ メ ラ の ヒ ト － 牛 Ｐ Ｉ Ｖ （ Ｈ Ｂ Ｐ Ｉ Ｖ ） 、 麻 疹 ウ イ ル ス （ Ｍ Ｖ ） 、 ま た は 水 疱 性 口 内 炎
ウ イ ル ス （ Ｖ Ｓ Ｖ ） か ら 選 択 さ れ る と こ ろ の 、 請 求 項 ６ ９ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ８ ７ 】
非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス が １ つ ま た は そ れ 以 上 の 弱 毒 性 変 異 （ 群 ） の 導 入 に
よ っ て 組 換 え 技 術 的 に 修 飾 さ れ て い る と こ ろ の 、 請 求 項 ６ ９ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ８ ８ 】
　 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス が 、 組 換 え 技 術 的 に 導 入 さ れ た 温 度 感 受 性 （ ｔ ｓ
） 弱 毒 性 変 異 を １ つ ま た は そ れ 以 上 組 み 込 ん で い る と こ ろ の 、 請 求 項 ８ ７ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ８ ９ 】
　 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス が 、 生 物 学 的 に 派 生 し た 変 異 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ
鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス に お い て 同 定 さ れ た 弱 毒 性 変 異 （ 群 ） を １ つ ま た は そ れ 以 上 組 み 込 ん で
い る と こ ろ の 、 請 求 項 ８ ７ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ９ ０ 】
　 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス が 、 異 種 の 、 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル
ス に お い て 同 定 さ れ た １ つ ま た は そ れ 以 上 の 変 異 に 相 当 す る 弱 毒 性 変 異 （ 群 ） を １ つ ま た
は そ れ 以 上 組 み 込 ん で い る と こ ろ の 、 請 求 項 ８ ７ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ９ １ 】
　 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス が 、 変 異 を 特 定 す る コ ド ン 中 の ２ 個 ま た は ３ 個 の
ヌ ク レ オ チ ド 変 化 に よ っ て 特 定 さ れ る 弱 毒 性 変 異 を 少 な く と も １ つ 組 み 込 ん で い る と こ ろ
の 、 請 求 項 ８ ７ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ９ ２ 】
　 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス が 、 増 殖 特 徴 の 変 化 、 弱 毒 性 、 温 度 感 受 性 、 低 温
適 応 、 プ ラ ー ク サ イ ズ 、 宿 主 域 制 限 、 ま た は 免 疫 原 性 の 変 化 か ら 選 択 さ れ る 、 表 現 型 変 化
を 特 定 す る ヌ ク レ オ チ ド 修 飾 に よ っ て 組 換 え 技 術 的 に 修 飾 さ れ て い る と こ ろ の 、 請 求 項 ６
９ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ９ ３ 】
　 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス が 、 該 ウ イ ル ス の ゲ ノ ム ま た は ア ン チ ゲ ノ ム 内 の
Ｃ 、 Ｃ ’ 、 Ｄ 、 Ｅ 、 Ｆ 、 Ｇ 、 Ｈ Ａ 、 Ｈ Ｎ 、 Ｌ 、 Ｍ 、 Ｍ ２ － １ 、 Ｍ ２ － ２ 、 Ｎ Ｓ １ 、 Ｎ Ｓ ２
、 Ｓ Ｈ 、 Ｖ 、 Ｙ １ 、 お よ び ／ ま た は Ｙ ２ 読 み 取 り 枠 （ Ｏ Ｒ Ｆ ） お よ び ／ ま た は ３ ’ リ ー ダ
ー 、 ５ ’ ト レ ー ラ ー 、 お よ び ／ ま た は 遺 伝 子 間 領 域 の １ つ ま た は そ れ 以 上 を 改 変 す る 組 換
え 技 術 的 修 飾 を 組 み 込 ん で い る と こ ろ の 、 請 求 項 ６ ９ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ４ 】
　 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス の １ つ ま た は そ れ 以 上 の 遺 伝 子 （ 群 ） が 完 全 に も
し く は 部 分 的 に 欠 失 し て い る か 、 あ る い は 、 該 遺 伝 子 （ 群 ） の 発 現 が Ｒ Ｎ Ａ 修 正 部 位 に お
け る 変 異 に よ っ て 、 フ レ ー ム シ フ ト 変 異 に よ っ て 、 翻 訳 開 始 部 位 を 改 変 す る 変 異 に よ っ て
、 遺 伝 子 の 読 み 取 り 枠 （ Ｏ Ｒ Ｆ ） 中 に １ つ ま た は そ れ 以 上 の ス ト ッ プ コ ド ン を 導 入 す る こ
と に よ っ て 、 ま た は 転 写 シ グ ナ ル に お け る 変 異 に よ っ て 、 低 下 ま た は 除 去 さ れ て い る と こ
ろ の 、 請 求 項 ６ ９ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ９ ５ 】
　 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス が 、 サ イ ト カ イ ン 、 Ｔ － ヘ ル パ ー エ ピ ト ー プ 、 制
限 部 位 マ ー カ ー 、 ま た は 哺 乳 動 物 宿 主 に お い て 免 疫 応 答 を 誘 発 す る こ と が で き る 微 生 物 病
原 体 も し く は 寄 生 生 物 の タ ン パ ク 質 か ら 選 択 さ れ る 非 ウ イ ル ス 性 分 子 を エ ン コ ー ド す る よ
う に 修 飾 さ れ て い る と こ ろ の 、 請 求 項 ６ ９ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ９ ６ 】
　 該 ゲ ノ ム ま た は ア ン チ ゲ ノ ム を エ ン コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 、 キ メ ラ ゲ ノ ム ま た
は ア ン チ ゲ ノ ム を 形 成 す る た め に 、 １ つ ま た は そ れ 以 上 の 異 種 病 原 体 （ 群 ） の １ つ ま た は
そ れ 以 上 の 抗 原 決 定 基 （ 群 ） を エ ン コ ー ド す る １ つ ま た は そ れ 以 上 の 異 種 遺 伝 子 （ 群 ） ま
た は ゲ ノ ム 分 節 （ 群 ） と 組 み 合 わ さ れ て い る 、 部 分 的 な ま た は 完 全 な ベ ク タ ー ゲ ノ ム ま た
は ア ン チ ゲ ノ ム を 含 む と こ ろ の 、 請 求 項 ６ ９ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ９ ７ 】

10

20

30

40

50

(10) JP 2007-500017 A 2007.1.11



　 抗 原 決 定 基 （ 群 ） を エ ン コ ー ド す る １ つ ま た は そ れ 以 上 の 異 種 遺 伝 子 （ 群 ） ま た は ゲ ノ
ム 分 節 （ 群 ） が 、 余 剰 遺 伝 子 （ 群 ） ま た は ゲ ノ ム 分 節 （ 群 ） と し て 、 部 分 的 な ま た は 完 全
な ベ ク タ ー ゲ ノ ム ま た は ア ン チ ゲ ノ ム の 非 コ ー ド 領 域 に 隣 接 し て ま た は 非 コ ー ド 領 域 内 に
付 加 さ れ て い る と こ ろ の 、 あ る い は 、 抗 原 決 定 基 （ 群 ） を エ ン コ ー ド す る １ つ ま た は そ れ
以 上 の 異 種 遺 伝 子 （ 群 ） ま た は ゲ ノ ム 分 節 （ 群 ） に よ り 、 部 分 的 な ベ ク タ ー ゲ ノ ム ま た は
ア ン チ ゲ ノ ム 中 の １ つ ま た は そ れ 以 上 の 対 応 遺 伝 子 （ 群 ） ま た は ゲ ノ ム 分 節 （ 群 ） が 置 換
さ れ て い る と こ ろ の 、 請 求 項 ９ ６ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ９ ８ 】
　 異 種 遺 伝 子 ま た は ゲ ノ ム 分 節 が 、 部 分 的 な ま た は 完 全 な ベ ク タ ー ゲ ノ ム ま た は ア ン チ ゲ
ノ ム 内 の 対 応 遺 伝 子 ま た は ゲ ノ ム 分 節 の 野 生 型 遺 伝 子 順 序 位 置 に 相 当 す る 位 置 に 付 加 ま た
は 置 換 さ れ て い る と こ ろ の 、 請 求 項 ９ ６ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ９ ９ 】
　 異 種 遺 伝 子 ま た は ゲ ノ ム 分 節 が 、 部 分 的 な ま た は 完 全 な ベ ク タ ー ゲ ノ ム ま た は ア ン チ ゲ
ノ ム 内 の 対 応 遺 伝 子 ま た は ゲ ノ ム 分 節 の 野 生 型 遺 伝 子 順 序 位 置 と 比 較 し て 、 よ り プ ロ モ ー
タ ー 近 傍 ま た は プ ロ モ ー タ ー 遠 位 に あ る 位 置 に 付 加 ま た は 置 換 さ れ て い る と こ ろ の 、 請 求
項 ９ ６ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ０ ０ 】
　 ベ ク タ ー ゲ ノ ム ま た は ア ン チ ゲ ノ ム が 、 キ メ ラ ゲ ノ ム ま た は ア ン チ ゲ ノ ム を 形 成 す る た
め に 、 異 種 の 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス の 異 種 の 抗 原 ド メ イ ン 、 断 片 ま た は エ
ピ ト ー プ を １ つ ま た は そ れ 以 上 組 み 込 ん で い る キ メ ラ 糖 タ ン パ ク 質 を エ ン コ ー ド す る よ う
に 修 飾 さ れ て い る と こ ろ の 、 請 求 項 ９ ６ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ０ １ 】
　 異 種 病 原 体 が 、 麻 疹 ウ イ ル ス 、 サ ブ グ ル ー プ Ａ お よ び サ ブ グ ル ー プ Ｂ の 呼 吸 器 合 胞 体 ウ
イ ル ス 、 ヒ ト ・ パ ラ イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 、 流 行 性 耳 下 腺 炎 ウ イ ル ス 、 ヒ ト ・ パ ピ ロ ー
マ ウ イ ル ス 、 １ 型 お よ び ２ 型 の ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス 、 単 純 疱 疹 ウ イ ル ス 、 サ イ ト メ ガ ロ
ウ イ ル ス 、 狂 犬 病 ウ イ ル ス 、 ヒ ト ・ メ タ プ ネ ウ オ モ ウ イ ル ス 、 エ プ ス タ イ ン ・ バ ー ウ イ ル
ス 、 フ ィ ロ ウ イ ル ス 、 ブ ン ヤ ウ イ ル ス 、 フ ラ ビ ウ イ ル ス 、 ア ル フ ァ ウ イ ル ス 、 ま た は イ ン
フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス か ら 選 択 さ れ る と こ ろ の 、 請 求 項 ９ ６ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ０ ２ 】
　 キ メ ラ ゲ ノ ム ま た は ア ン チ ゲ ノ ム が 、 １ つ ま た は そ れ 以 上 の 弱 毒 性 変 異 （ 群 ） の 導 入 に
よ っ て 組 換 え 技 術 的 に 修 飾 さ れ て い る と こ ろ の 、 請 求 項 ９ ６ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ０ ３ 】
　 キ メ ラ ゲ ノ ム ま た は ア ン チ ゲ ノ ム が 、 生 物 学 的 に 派 生 し た 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ
ウ イ ル ス 変 異 体 に お い て 同 定 さ れ た １ つ ま た は そ れ 以 上 の 弱 毒 性 変 異 （ 群 ） を 組 み 込 ん で
い る と こ ろ の 、 請 求 項 ９ ６ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ０ ４ 】
　 キ メ ラ ゲ ノ ム ま た は ア ン チ ゲ ノ ム が 、 増 殖 特 徴 の 変 化 、 弱 毒 性 、 温 度 感 受 性 、 低 温 適 応
、 プ ラ ー ク サ イ ズ 、 宿 主 域 制 限 、 ま た は 免 疫 原 性 の 変 化 か ら 選 択 さ れ る 、 表 現 型 変 化 を 特
定 す る ヌ ク レ オ チ ド 修 飾 に よ っ て 組 換 え 技 術 的 に 修 飾 さ れ て い る と こ ろ の 、 請 求 項 ９ ６ 記
載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ０ ５ 】
　 キ メ ラ ゲ ノ ム ま た は ア ン チ ゲ ノ ム が 、 ウ イ ル ス の ゲ ノ ム ま た は ア ン チ ゲ ノ ム 内 の Ｃ 、 Ｃ
’ 、 Ｄ 、 Ｅ 、 Ｆ 、 Ｇ 、 Ｈ Ａ 、 Ｈ Ｎ 、 Ｌ 、 Ｍ 、 Ｍ ２ － １ 、 Ｍ ２ － ２ 、 Ｎ Ｓ １ 、 Ｎ Ｓ ２ 、 Ｓ Ｈ
、 Ｖ 、 Ｙ １ 、 お よ び ／ ま た は Ｙ ２ 読 み 取 り 枠 （ Ｏ Ｒ Ｆ ｓ ） お よ び ／ ま た は ３ ’ リ ー ダ ー 、
５ ’ ト レ ー ラ ー 、 お よ び ／ ま た は 遺 伝 子 間 領 域 の １ つ ま た は そ れ 以 上 を 改 変 す る 組 換 え 技
術 的 修 飾 を 組 み 込 ん で い る と こ ろ の 、 請 求 項 ９ ６ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ０ ６ 】
　 キ メ ラ ゲ ノ ム ま た は ア ン チ ゲ ノ ム 内 の １ つ ま た は そ れ 以 上 の 遺 伝 子 （ 群 ） が 完 全 に ま た
は 部 分 的 に 欠 失 し て い る か 、 あ る い は 、 該 遺 伝 子 （ 群 ） の 発 現 が Ｒ Ｎ Ａ 修 正 部 位 に お け る
変 異 に よ っ て 、 フ レ ー ム シ フ ト 変 異 に よ っ て 、 翻 訳 開 始 部 位 を 改 変 す る 変 異 に よ っ て 、 遺
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伝 子 の 読 み 取 り 枠 （ Ｏ Ｒ Ｆ ） 中 に １ つ ま た は そ れ 以 上 の ス ト ッ プ コ ド ン を 導 入 す る こ と に
よ っ て 、 ま た は 転 写 シ グ ナ ル に お け る 変 異 に よ っ て 、 低 下 ま た は 除 去 さ れ て い る と こ ろ の
、 請 求 項 ９ ６ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ０ ７ 】
　 キ メ ラ ゲ ノ ム ま た は ア ン チ ゲ ノ ム が 、 サ イ ト カ イ ン 、 Ｔ － ヘ ル パ ー エ ピ ト ー プ 、 制 限 部
位 マ ー カ ー 、 ま た は 哺 乳 動 物 宿 主 に お い て 免 疫 応 答 を 誘 発 す る こ と が で き る 微 生 物 病 原 体
も し く は 寄 生 生 物 の タ ン パ ク 質 か ら 選 択 さ れ る 非 ウ イ ル ス 性 分 子 を エ ン コ ー ド す る よ う に
修 飾 さ れ て い る と こ ろ の 、 請 求 項 ９ ６ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ０ ８ 】
　 該 ゲ ノ ム ま た は ア ン チ ゲ ノ ム を エ ン コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 、 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ
ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス の ゲ ノ ム ま た は ア ン チ ゲ ノ ム 内 の 遺 伝 子 ま た は ゲ ノ ム 分 節 の 野 生 型 遺
伝 子 順 序 位 置 と 比 較 し て 、 よ り プ ロ モ ー タ ー 近 傍 ま た は プ ロ モ ー タ ー 遠 位 に あ る 位 置 で 、
遺 伝 子 ま た は ゲ ノ ム 分 節 の 付 加 、 置 換 ま た は 転 座 に よ り 修 飾 さ れ て い る と こ ろ の 、 請 求 項
６ ９ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ０ ９ 】
　 該 ゲ ノ ム ま た は ア ン チ ゲ ノ ム を エ ン コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 、 遺 伝 子 外 性 の ３ ’
リ ー ダ ー も し く は ５ ’ ト レ ー ラ ー 領 域 、 遺 伝 子 開 始 シ グ ナ ル 、 遺 伝 子 終 止 シ グ ナ ル 、 修 正
領 域 、 遺 伝 子 間 領 域 、 ま た は ３ ’ も し く は ５ ’ 非 コ ー ド 領 域 を 含 む 異 種 の 調 節 要 素 を 組 み
込 む よ う に 修 飾 さ れ て い る と こ ろ の 、 請 求 項 ６ ９ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 １ １ ０ 】
　 該 ゲ ノ ム ま た は ア ン チ ゲ ノ ム を エ ン コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 、 該 ゲ ノ ム ま た は ア
ン チ ゲ ノ ム の 非 コ ー ド 領 域 （ Ｎ Ｃ Ｒ ） 中 に 、 完 全 な 読 み 取 り 枠 （ Ｏ Ｒ Ｆ ） を 欠 き 、 か つ 非
分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス の 弱 毒 性 表 現 型 を 特 定 す る 長 さ １ ５ ０ ヌ ク レ オ チ ド （
ｎ ｔ ｓ ） か ら ４ ， ０ ０ ０ ヌ ク レ オ チ ド の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 挿 入 を ま た は 分 離 し た 遺 伝 子 単
位 （ Ｇ Ｕ ） と し て 組 み 込 む よ う に 修 飾 さ れ て い る と こ ろ の 、 請 求 項 ６ ９ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 １ １ １ 】
　 １ つ ま た は そ れ 以 上 の 発 現 ベ ク タ ー （ 群 ） が 同 じ も し く は 異 な る 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖
Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス の 構 造 タ ン パ ク 質 （ 群 ） の い ず れ か 、 ま た は い ず れ か の 組 み 合 わ せ を エ ン
コ ー ド す る と こ ろ の 、 請 求 項 ６ ９ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 １ １ ２ 】
　 モ ノ ネ ガ ウ イ ル ス 目 の 感 染 性 、 非 分 節 型 、 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス で あ っ て 、 以 下
の 工 程 ：
　 ウ イ ル ス ｃ Ｄ Ｎ Ａ 発 現 ベ ク タ ー か ら の ウ イ ル ス Ｒ Ｎ Ａ 転 写 物 の 合 成 を 指 令 す る た め に 発
現 制 御 配 列 と 作 動 可 能 に 連 結 さ れ た 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス の ゲ ノ ム ま た は
ア ン チ ゲ ノ ム を エ ン コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ウ イ ル ス ｃ Ｄ Ｎ Ａ 発 現 ベ ク タ ー 、
Ｎ タ ン パ ク 質 、 Ｐ タ ン パ ク 質 、 お よ び Ｌ タ ン パ ク 質 を エ ン コ ー ド し 、 そ の 発 現 を 指 令 す る
１ つ ま た は そ れ 以 上 の 補 助 ベ ク タ ー （ 群 ） 、 並 び に 、 Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ を エ ン コ ー ド し
且 つ 一 過 性 に 発 現 さ せ る 一 過 性 発 現 ベ ク タ ー を 、 好 適 な 宿 主 細 胞 中 に 導 入 し ； そ し て
　 該 宿 主 細 胞 か ら 組 み 立 て ら れ た 感 染 性 、 非 分 節 型 、 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス を 回 収
す る こ と 、
に よ っ て 生 成 さ れ る ウ イ ル ス 。
【 請 求 項 １ １ ３ 】
　 Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ が Ｔ ７  Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ で あ る と こ ろ の 、 請 求 項 １ １ ２ 記 載 の
手 順 に 従 っ て 生 成 さ れ る 、 感 染 性 、 非 分 節 型 、 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス 。
【 請 求 項 １ １ ４ 】
　 Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ を エ ン コ ー ド し 且 つ 一 過 性 に 発 現 さ せ る 一 過 性 発 現 ベ ク タ ー が プ ラ
ス ミ ド で あ る と こ ろ の 、 請 求 項 １ １ ２ 記 載 の 手 順 に 従 っ て 生 成 さ れ る 、 感 染 性 、 非 分 節 型
、 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス 。
【 請 求 項 １ １ ５ 】
　 ウ イ ル ス ｃ Ｄ Ｎ Ａ 発 現 ベ ク タ ー 、 Ｎ タ ン パ ク 質 、 Ｐ タ ン パ ク 質 お よ び Ｌ タ ン パ ク 質 を エ
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ン コ ー ド し 且 つ 発 現 さ せ る １ つ ま た は そ れ 以 上 の 補 助 ベ ク タ ー （ 群 ） 、 並 び に Ｒ Ｎ Ａ ポ リ
メ ラ ー ゼ を エ ン コ ー ド し 且 つ 一 過 性 に 発 現 さ せ る 一 過 性 発 現 ベ ク タ ー が 、 Ｄ Ｎ Ａ ト ラ ン ス
フ ェ ク シ ョ ン 混 合 液 中 に 組 み 合 わ さ れ て お り 、 同 調 的 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン を 同 時 に 達 成
す る た め に 宿 主 細 胞 培 養 物 中 に 添 加 さ れ る と こ ろ の 、 請 求 項 １ １ ２ 記 載 の 手 順 に 従 っ て 生
成 さ れ る 、 感 染 性 、 非 分 節 型 、 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス 。
【 請 求 項 １ １ ６ 】
　 ウ イ ル ス ｃ Ｄ Ｎ Ａ 発 現 ベ ク タ ー 、 お よ び Ｎ タ ン パ ク 質 、 Ｐ タ ン パ ク 質 お よ び Ｌ タ ン パ ク
質 を エ ン コ ー ド し 且 つ 発 現 さ せ る １ つ ま た は そ れ 以 上 の 補 助 ベ ク タ ー （ 群 ） が 、 Ｒ Ｎ Ａ ポ
リ メ ラ ー ゼ を エ ン コ ー ド す る 一 過 性 発 現 ベ ク タ ー の 導 入 前 に 、 宿 主 細 胞 中 に 導 入 さ れ る と
こ ろ の 、 請 求 項 １ １ ２ 記 載 の 手 順 に 従 っ て 生 成 さ れ る 、 感 染 性 、 非 分 節 型 、 ネ ガ テ ィ ブ 鎖
Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス 。
【 請 求 項 １ １ ７ 】
　 Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ を エ ン コ ー ド す る 一 過 性 発 現 ベ ク タ ー の 導 入 後 で あ る が 、 Ｒ Ｎ Ａ ポ
リ メ ラ ー ゼ が 宿 主 細 胞 中 で 検 出 可 能 レ ベ ル に 蓄 積 す る 前 に 、 ウ イ ル ス ｃ Ｄ Ｎ Ａ 発 現 ベ ク タ
ー 、 お よ び Ｎ タ ン パ ク 質 、 Ｐ タ ン パ ク 質 お よ び Ｌ タ ン パ ク 質 を エ ン コ ー ド し 且 つ 発 現 さ せ
る １ つ ま た は そ れ 以 上 の 補 助 ベ ク タ ー （ 群 ） が 宿 主 細 胞 中 に 導 入 さ れ る と こ ろ の 、 請 求 項
１ １ ２ 記 載 の 手 順 に 従 っ て 生 成 さ れ る 、 感 染 性 、 非 分 節 型 、 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス
。
【 請 求 項 １ １ ８ 】
　 １ つ ま た は そ れ 以 上 の （ ａ ） ウ イ ル ス ｃ Ｄ Ｎ Ａ 発 現 ベ ク タ ー お よ び （ ｂ ） Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ
ラ ー ゼ 、 Ｎ タ ン パ ク 質 、 Ｐ タ ン パ ク 質 、 お よ び Ｌ タ ン パ ク 質 を エ ン コ ー ド し 且 つ 発 現 さ せ
る １ つ ま た は そ れ 以 上 の 補 助 ベ ク タ ー （ 群 ） が 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン
法 ま た は エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 法 に よ り 宿 主 細 胞 中 に 導 入 さ れ る と こ ろ の 、 請 求 項 １ １
２ 記 載 の 手 順 に 従 っ て 生 成 さ れ る 、 感 染 性 、 非 分 節 型 、 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス 。
【 請 求 項 １ １ ９ 】
　 １ つ ま た は そ れ 以 上 の （ ａ ） ウ イ ル ス ｃ Ｄ Ｎ Ａ 発 現 ベ ク タ ー お よ び （ ｂ ） Ｎ タ ン パ ク 質
、 Ｐ タ ン パ ク 質 、 お よ び Ｌ タ ン パ ク 質 を エ ン コ ー ド し 且 つ 発 現 さ せ る １ つ ま た は そ れ 以 上
の 補 助 ベ ク タ ー 、 並 び に Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ を エ ン コ ー ド し 且 つ 発 現 さ せ る 一 過 性 発 現 ベ
ク タ ー が 宿 主 細 胞 中 に 導 入 さ れ た 後 に 、 該 宿 主 細 胞 が 組 換 え ウ イ ル ス の 回 収 が 向 上 す る の
に 十 分 な 条 件 下 で 効 果 的 な 熱 シ ョ ッ ク に 曝 さ ら さ れ る と こ ろ の 、 請 求 項 １ １ ２ 記 載 の 手 順
に 従 っ て 生 成 さ れ る 、 感 染 性 、 非 分 節 型 、 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス 。
【 請 求 項 １ ２ ０ 】
　 宿 主 細 胞 が 、 温 度 ３ ７ ℃ 以 上 の 熱 シ ョ ッ ク 温 度 に 曝 さ れ る と こ ろ の 、 請 求 項 １ １ ９ 記 載
の 手 順 に 従 っ て 生 成 さ れ る 、 感 染 性 、 非 分 節 型 、 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス 。
【 請 求 項 １ ２ １ 】
　 宿 主 細 胞 が 、 約 ３ ７ ℃ ～ 約 ５ ０ ℃ の 範 囲 の 熱 シ ョ ッ ク 温 度 に 曝 さ れ る と こ ろ の 、 請 求 項
１ １ ９ 記 載 の 手 順 に 従 っ て 生 成 さ れ る 、 感 染 性 、 非 分 節 型 、 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス
。
【 請 求 項 １ ２ ２ 】
　 宿 主 細 胞 が 、 約 ４ １ ℃ ～ 約 ４ ７ ℃ の 範 囲 の 熱 シ ョ ッ ク 温 度 に 曝 さ れ る と こ ろ の 、 請 求 項
１ １ ９ 記 載 の 手 順 に 従 っ て 生 成 さ れ る 、 感 染 性 、 非 分 節 型 、 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス
。
【 請 求 項 １ ２ ３ 】
　 宿 主 細 胞 が 、 少 な く と も 約 ５ 分 間 の 効 果 的 な 熱 シ ョ ッ ク に か け ら れ る と こ ろ の 、 請 求 項
１ １ ９ 記 載 の 手 順 に 従 っ て 生 成 さ れ る 、 感 染 性 、 非 分 節 型 、 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス
。
【 請 求 項 １ ２ ４ 】
　 宿 主 細 胞 が 、 約 １ ５ 分 ～ 約 ２ ０ ０ 分 間 の 効 果 的 な 熱 シ ョ ッ ク に か け ら れ る と こ ろ の 、 請
求 項 １ ２ ３ 記 載 の 手 順 に 従 っ て 生 成 さ れ る 、 感 染 性 、 非 分 節 型 、 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ
ル ス 。

10

20

30

40

50

(13) JP 2007-500017 A 2007.1.11



【 請 求 項 １ ２ ５ 】
　 宿 主 細 胞 が 、 約 ３ ０ 分 ～ 約 １ ５ ０ 分 間 の 効 果 的 な 熱 シ ョ ッ ク に か け ら れ る と こ ろ の 、 請
求 項 １ ２ ４ 記 載 の 手 順 に 従 っ て 生 成 さ れ る 、 感 染 性 、 非 分 節 型 、 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ
ル ス 。
【 請 求 項 １ ２ ６ 】
　 ウ イ ル ス ｃ Ｄ Ｎ Ａ 発 現 ベ ク タ ー 、 Ｎ タ ン パ ク 質 、 Ｐ タ ン パ ク 質 、 お よ び Ｌ タ ン パ ク 質 を
エ ン コ ー ド し 且 つ 発 現 さ せ る １ つ ま た は そ れ 以 上 の 補 助 ベ ク タ ー 、 並 び に Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ
ー ゼ を エ ン コ ー ド し 且 つ 発 現 さ せ る 一 過 性 発 現 ベ ク タ ー の 発 現 を 行 わ せ る の に 十 分 な 時 間
の 経 過 後 に 、 該 宿 主 細 胞 が プ ラ ー ク エ キ ス パ ン シ ョ ン 細 胞 に 対 す る レ ス キ ュ ー さ れ る ウ イ
ル ス の 分 散 を 可 能 と す る 同 じ も し く は 異 な る 細 胞 型 の プ ラ ー ク エ キ ス パ ン シ ョ ン 細 胞 と 一
緒 に 共 培 養 さ れ る と こ ろ の 、 請 求 項 １ １ ２ 記 載 の 手 順 に 従 っ て 生 成 さ れ る 感 染 性 、 非 分 節
型 、 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス 。
【 請 求 項 １ ２ ７ 】
　 宿 主 細 胞 お よ び プ ラ ー ク エ キ ス パ ン シ ョ ン 細 胞 の 共 培 養 を 確 立 す る た め に 、 宿 主 細 胞 が
少 な く と も １ 層 の プ ラ ー ク エ キ ス パ ン シ ョ ン 細 胞 に 移 さ れ る と こ ろ の 、 請 求 項 １ ２ ６ 記 載
の 手 順 に 従 っ て 生 成 さ れ る 感 染 性 、 非 分 節 型 、 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス 。
【 請 求 項 １ ２ ８ 】
　 宿 主 細 胞 が プ ラ ー ク エ キ ス パ ン シ ョ ン 細 胞 と 異 な る 細 胞 型 で あ る と こ ろ の 、 請 求 項 １ ２
６ 記 載 の 手 順 に 従 っ て 生 成 さ れ る 感 染 性 、 非 分 節 型 、 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス 。
【 請 求 項 １ ２ ９ 】
　 宿 主 細 胞 お よ び プ ラ ー ク エ キ ス パ ン シ ョ ン 細 胞 が 、 Ｈ Ｅ ｐ － ２ 、 Ｈ ｅ Ｌ ａ 、 Ｈ Ｅ Ｋ 、 Ｂ
Ｈ Ｋ 、 Ｆ Ｒ ｈ Ｌ － Ｄ Ｂ Ｓ ２ 、 Ｌ Ｌ Ｃ － Ｍ Ｋ ２ 、 Ｍ Ｒ Ｃ － ５ 、 ま た は Ｖ ｅ ｒ ｏ 細 胞 か ら そ れ
ぞ れ 選 択 さ れ る と こ ろ の 、 請 求 項 １ ２ ６ 記 載 の 手 順 に 従 っ て 生 成 さ れ る 感 染 性 、 非 分 節 型
、 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス 。
【 請 求 項 １ ３ ０ 】
　 宿 主 細 胞 が 真 核 細 胞 で あ る と こ ろ の 、 請 求 項 １ １ ２ 記 載 の 手 順 に 従 っ て 生 成 さ れ る 感 染
性 、 非 分 節 型 、 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス 。
【 請 求 項 １ ３ １ 】
　 宿 主 細 胞 が 脊 椎 動 物 細 胞 で あ る と こ ろ の 、 請 求 項 １ １ ２ 記 載 の 手 順 に 従 っ て 生 成 さ れ る
感 染 性 、 非 分 節 型 、 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス 。
【 請 求 項 １ ３ ２ 】
　 宿 主 細 胞 が 、 Ｈ Ｅ ｐ － ２ 、 Ｈ ｅ Ｌ ａ 、 Ｈ Ｅ Ｋ 、 Ｂ Ｈ Ｋ 、 Ｆ Ｒ ｈ Ｌ － Ｄ Ｂ Ｓ ２ 、 Ｌ Ｌ Ｃ －
Ｍ Ｋ ２ 、 Ｍ Ｒ Ｃ － ５ 、 ま た は Ｖ ｅ ｒ ｏ 細 胞 か ら 選 択 さ れ る と こ ろ の 、 請 求 項 １ １ ２ 記 載 の
手 順 に 従 っ て 生 成 さ れ る 感 染 性 、 非 分 節 型 、 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス 。
【 請 求 項 １ ３ ３ 】
　 感 染 性 、 非 分 節 型 、 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス が 完 全 ウ イ ル ス で あ る と こ ろ の 、 請 求
項 １ １ ２ 記 載 の 手 順 に 従 っ て 生 成 さ れ る 感 染 性 、 非 分 節 型 、 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス
。
【 請 求 項 １ ３ ４ 】
　 １ つ ま た は そ れ 以 上 の Ｎ 、 Ｐ お よ び Ｌ タ ン パ ク 質 が 異 種 の 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ
ウ イ ル ス の も の で あ る と こ ろ の 、 請 求 項 １ １ ２ 記 載 の 手 順 に 従 っ て 生 成 さ れ る 感 染 性 、 非
分 節 型 、 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス 。
【 請 求 項 １ ３ ５ 】
　 該 ゲ ノ ム ま た は ア ン チ ゲ ノ ム を エ ン コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 が 、 野 生 型 の 品 文
節 方 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス の 配 列 を エ ン コ ー ド す る と こ ろ の 、 請 求 項 １ １ ２ 記 載 の
手 順 に 従 っ て 生 成 さ れ る 感 染 性 、 非 分 節 型 、 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス 。
【 請 求 項 １ ３ ６ 】
　 非 分 節 型 、 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス が パ ラ ミ ク ソ ウ イ ル ス 科 の メ ン バ ー で あ る と こ
ろ の 、 請 求 項 １ １ ２ 記 載 の 手 順 に 従 っ て 生 成 さ れ る 感 染 性 、 非 分 節 型 、 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ
Ａ ウ イ ル ス 。
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【 請 求 項 １ ３ ７ 】
　 非 分 節 型 、 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス が ラ ブ ド ウ イ ル ス 科 の メ ン バ ー で あ る と こ ろ の
、 請 求 項 １ １ ２ 記 載 の 手 順 に 従 っ て 生 成 さ れ る 感 染 性 、 非 分 節 型 、 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ
イ ル ス 。
【 請 求 項 １ ３ ８ 】
　 非 分 節 型 、 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス が 、 呼 吸 器 合 胞 体 ウ イ ル ス （ Ｒ Ｓ Ｖ ） 、 ヒ ト ・
パ ラ イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス （ Ｈ Ｐ Ｉ Ｖ ） 、 牛 パ ラ イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス （ Ｂ Ｐ Ｉ Ｖ ）
、 キ メ ラ の ヒ ト － 牛 Ｐ Ｉ Ｖ （ Ｈ Ｂ Ｐ Ｉ Ｖ ） 、 麻 疹 ウ イ ル ス （ Ｍ Ｖ ） 、 ま た は 水 疱 性 口 内 炎
ウ イ ル ス （ Ｖ Ｓ Ｖ ） か ら 選 択 さ れ る と こ ろ の 、 請 求 項 １ ０ １ 記 載 の 手 順 に 従 っ て 生 成 さ れ
る 感 染 性 、 非 分 節 型 、 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス 。
【 請 求 項 １ ３ ９ 】
　 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス が 、 １ つ ま た は そ れ 以 上 の 弱 毒 性 変 異 （ 群 ） の 導
入 に よ っ て 組 換 え 技 術 的 に 修 飾 さ れ て い る と こ ろ の 、 請 求 項 １ １ ２ 記 載 の 手 順 に 従 っ て 生
成 さ れ る 感 染 性 、 非 分 節 型 、 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス 。
【 請 求 項 １ ４ ０ 】
　 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス が 、 組 換 え 技 術 的 に 導 入 さ れ た 温 度 感 受 性 （ ｔ ｓ
） 弱 毒 性 変 異 を １ つ ま た は そ れ 以 上 組 み 込 ん で い る と こ ろ の 、 請 求 項 １ ３ ９ 記 載 の 手 順 に
従 っ て 生 成 さ れ る 感 染 性 、 非 分 節 型 、 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス 。
【 請 求 項 １ ４ １ 】
　 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス が 、 生 物 学 的 に 派 生 し た 変 異 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ
鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス に お い て 同 定 さ れ る １ つ ま た は そ れ 以 上 の 弱 毒 性 変 異 （ 群 ） を 組 み 込 ん
で い る と こ ろ の 、 請 求 項 １ ３ ９ 記 載 の 手 順 に 従 っ て 生 成 さ れ る 感 染 性 、 非 分 節 型 、 ネ ガ テ
ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス 。
【 請 求 項 １ ４ ２ 】
　 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス が 、 異 種 の 、 変 異 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ
イ ル ス に お い て 同 定 さ れ る １ つ ま た は そ れ 以 上 の 変 異 に 相 当 す る １ つ ま た は そ れ 以 上 の 弱
毒 性 変 異 （ 群 ） を 組 み 込 ん で い る と こ ろ の 、 請 求 項 １ ３ ９ 記 載 の 手 順 に 従 っ て 生 成 さ れ る
感 染 性 、 非 分 節 型 、 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス 。
【 請 求 項 １ ４ ３ 】
　 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス が 、 変 異 を 特 定 す る コ ド ン 中 の ２ 個 ま た は ３ 個 の
ヌ ク レ オ チ ド 変 化 に よ り 特 定 さ れ る 少 な く と も １ つ の 弱 毒 性 変 異 を 組 み 込 ん で い る と こ ろ
の 、 請 求 項 １ ３ ９ 記 載 の 手 順 に 従 っ て 生 成 さ れ る 感 染 性 、 非 分 節 型 、 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ
ウ イ ル ス 。
【 請 求 項 １ ４ ４ 】
　 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス が 、 増 殖 特 徴 の 変 化 、 弱 毒 性 、 温 度 感 受 性 、 低 温
適 応 、 プ ラ ー ク サ イ ズ 、 宿 主 域 制 限 、 ま た は 免 疫 原 性 の 変 化 か ら 選 択 さ れ る 、 表 現 型 変 化
を 特 定 す る ヌ ク レ オ チ ド 修 飾 に よ っ て 組 換 え 技 術 的 に 修 飾 さ れ て い る と こ ろ の 、 請 求 項 １
１ ２ 記 載 の 手 順 に 従 っ て 生 成 さ れ る 感 染 性 、 非 分 節 型 、 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス 。
【 請 求 項 １ ４ ５ 】
　 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス が 、 ウ イ ル ス の ゲ ノ ム ま た は ア ン チ ゲ ノ ム 内 の Ｃ
、 Ｃ ’ 、 Ｄ 、 Ｅ 、 Ｆ 、 Ｇ 、 Ｈ Ａ 、 Ｈ Ｎ 、 Ｌ 、 Ｍ 、 Ｍ ２ － １ 、 Ｍ ２ － ２ 、 Ｎ Ｓ １ 、 Ｎ Ｓ ２ 、
Ｓ Ｈ 、 Ｖ 、 Ｙ １ 、 お よ び ／ ま た は Ｙ ２ 読 み 取 り 枠 （ Ｏ Ｒ Ｆ ） お よ び ／ ま た は ３ ’ リ ー ダ ー
、 ５ ’ ト レ ー ラ ー 、 お よ び ／ ま た は 遺 伝 子 間 領 域 の １ つ ま た は そ れ 以 上 を 改 変 す る 組 換 え
技 術 的 修 飾 を 組 み 込 ん で い る と こ ろ の 、 請 求 項 １ ４ ４ 記 載 の 手 順 に 従 っ て 生 成 さ れ る 感 染
性 、 非 分 節 型 、 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス 。
【 請 求 項 １ ４ ６ 】
　 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス の １ つ ま た は そ れ 以 上 の 遺 伝 子 （ 群 ） が 完 全 に も
し く は 部 分 的 に 欠 失 し て い る か 、 あ る い は 、 該 遺 伝 子 （ 群 ） の 発 現 が 、 Ｒ Ｎ Ａ 修 正 部 位 に
お け る 変 異 に よ っ て 、 フ レ ー ム シ フ ト 変 異 に よ っ て 、 翻 訳 開 始 部 位 を 改 変 す る 変 異 に よ っ
て 、 遺 伝 子 の 読 み 取 り 枠 （ Ｏ Ｒ Ｆ ） 中 に １ つ ま た は そ れ 以 上 の ス ト ッ プ コ ド ン を 導 入 す る
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こ と に よ っ て 、 ま た は 転 写 シ グ ナ ル に お け る 変 異 に よ っ て 、 低 下 ま た は 除 去 さ れ て い る と
こ ろ の 、 請 求 項 １ １ ２ 記 載 の 手 順 に 従 っ て 生 成 さ れ る 感 染 性 、 非 分 節 型 、 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ
Ｎ Ａ ウ イ ル ス 。
【 請 求 項 １ ４ ７ 】
　 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス が 、 サ イ ト カ イ ン 、 Ｔ － ヘ ル パ ー エ ピ ト ー プ 、 制
限 部 位 マ ー カ ー 、 ま た は 哺 乳 動 物 宿 主 に お い て 免 疫 応 答 を 誘 発 す る こ と が で き る 微 生 物 病
原 体 も し く は 寄 生 生 物 の タ ン パ ク 質 か ら 選 択 さ れ る 非 ウ イ ル ス 性 分 子 を エ ン コ ー ド す る よ
う に 修 飾 さ れ て い る と こ ろ の 、 請 求 項 １ １ ２ 記 載 の 手 順 に 従 っ て 生 成 さ れ る 感 染 性 、 非 分
節 型 、 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス 。
【 請 求 項 １ ４ ８ 】
　 該 ゲ ノ ム ま た は ア ン チ ゲ ノ ム を エ ン コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 、 キ メ ラ ゲ ノ ム ま た
は ア ン チ ゲ ノ ム を 形 成 す る た め に 、 １ つ ま た は そ れ 以 上 の 異 種 病 原 体 （ 群 ） の １ つ ま た は
そ れ 以 上 の 抗 原 決 定 基 （ 群 ） を エ ン コ ー ド す る １ つ ま た は そ れ 以 上 の 異 種 遺 伝 子 （ 群 ） ま
た は ゲ ノ ム 分 節 （ 群 ） と 組 み 合 わ さ れ て い る 部 分 的 な ま た は 完 全 な ベ ク タ ー ゲ ノ ム ま た は
ア ン チ ゲ ノ ム を 含 む と こ ろ の 、 請 求 項 １ １ ２ 記 載 の 手 順 に 従 っ て 生 成 さ れ る 、 感 染 性 、 非
分 節 型 、 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス 。
【 請 求 項 １ ４ ９ 】
　 抗 原 決 定 基 （ 群 ） を エ ン コ ー ド す る １ つ ま た は そ れ 以 上 の 異 種 遺 伝 子 （ 群 ） ま た は ゲ ノ
ム 分 節 （ 群 ） が 、 余 剰 遺 伝 子 （ 群 ） ま た は ゲ ノ ム 分 節 （ 群 ） と し て 、 部 分 的 な ま た は 完 全
な ベ ク タ ー ゲ ノ ム ま た は ア ン チ ゲ ノ ム の 非 コ ー ド 領 域 に 隣 接 し て ま た は 非 コ ー ド 領 域 内 に
付 加 さ れ て い る と こ ろ の 、 あ る い は 、 抗 原 決 定 基 （ 群 ） を エ ン コ ー ド す る １ つ ま た は そ れ
以 上 の 異 種 遺 伝 子 （ 群 ） ま た は ゲ ノ ム 分 節 （ 群 ） に よ り 、 部 分 的 な ベ ク タ ー ゲ ノ ム ま た は
ア ン チ ゲ ノ ム 中 の １ つ ま た は そ れ 以 上 の 対 応 遺 伝 子 （ 群 ） ま た は ゲ ノ ム 分 節 （ 群 ） が 置 換
さ れ て い る と こ ろ の 、 請 求 項 １ ４ ８ 記 載 の 手 順 に 従 っ て 生 成 さ れ る 感 染 性 、 非 分 節 型 、 ネ
ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス 。
【 請 求 項 １ ５ ０ 】
　 異 種 遺 伝 子 ま た は ゲ ノ ム 分 節 が 、 部 分 的 な ま た は 完 全 な ベ ク タ ー ゲ ノ ム ま た は ア ン チ ゲ
ノ ム 内 の 対 応 遺 伝 子 ま た は ゲ ノ ム 分 節 の 野 生 型 遺 伝 子 順 序 位 置 に 相 当 す る 位 置 に 付 加 ま た
は 置 換 さ れ て い る と こ ろ の 、 請 求 項 １ ４ ８ 記 載 の 手 順 に 従 っ て 生 成 さ れ る 感 染 性 、 非 分 節
型 、 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス 。
【 請 求 項 １ ５ １ 】
　 異 種 遺 伝 子 ま た は ゲ ノ ム 分 節 が 、 部 分 的 な ま た は 完 全 な ベ ク タ ー ゲ ノ ム ま た は ア ン チ ゲ
ノ ム 内 の 対 応 遺 伝 子 ま た は ゲ ノ ム 分 節 の 野 生 型 遺 伝 子 順 序 位 置 と 比 較 し て 、 よ り プ ロ モ ー
タ ー 近 傍 ま た は プ ロ モ ー タ ー 遠 位 に あ る 位 置 に 付 加 ま た は 置 換 さ れ て い る と こ ろ の 、 請 求
項 １ ４ ８ 記 載 の 手 順 に 従 っ て 生 成 さ れ る 感 染 性 、 非 分 節 型 、 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス
。
【 請 求 項 １ ５ ２ 】
　 ベ ク タ ー ゲ ノ ム ま た は ア ン チ ゲ ノ ム が 、 キ メ ラ ゲ ノ ム ま た は ア ン チ ゲ ノ ム を 形 成 す る た
め に 、 異 種 の 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス の 異 種 の 抗 原 ド メ イ ン 、 断 片 ま た は エ
ピ ト ー プ を １ つ ま た は そ れ 以 上 組 み 込 ん で い る キ メ ラ 糖 タ ン パ ク 質 を エ ン コ ー ド す る よ う
に 修 飾 さ れ て い る と こ ろ の 、 請 求 項 １ ４ ８ 記 載 の 手 順 に 従 っ て 生 成 さ れ る 感 染 性 、 非 分 節
型 、 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス 。
【 請 求 項 １ ５ ３ 】
　 異 種 病 原 体 が 、 麻 疹 ウ イ ル ス 、 サ ブ グ ル ー プ Ａ お よ び サ ブ グ ル ー プ Ｂ の 呼 吸 器 合 胞 体 ウ
イ ル ス 、 ヒ ト ・ パ ラ イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 、 流 行 性 耳 下 腺 炎 ウ イ ル ス 、 ヒ ト ・ パ ピ ロ ー
マ ウ イ ル ス 、 １ 型 お よ び ２ 型 の ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス 、 単 純 疱 疹 ウ イ ル ス 、 サ イ ト メ ガ ロ
ウ イ ル ス 、 狂 犬 病 ウ イ ル ス 、 ヒ ト ・ メ タ プ ネ ウ オ モ ウ イ ル ス 、 エ プ ス タ イ ン ・ バ ー ウ イ ル
ス 、 フ ィ ロ ウ イ ル ス 、 ブ ン ヤ ウ イ ル ス 、 フ ラ ビ ウ イ ル ス 、 ア ル フ ァ ウ イ ル ス 、 ま た は イ ン
フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス か ら 選 択 さ れ る と こ ろ の 、 請 求 項 １ ４ ８ 記 載 の 手 順 に 従 っ て 生 成 さ れ
る 感 染 性 、 非 分 節 型 、 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス 。
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【 請 求 項 １ ５ ４ 】
　 キ メ ラ ゲ ノ ム ま た は ア ン チ ゲ ノ ム が 、 １ つ ま た は そ れ 以 上 の 弱 毒 性 変 異 （ 群 ） の 導 入 に
よ っ て 組 換 え 技 術 的 に 修 飾 さ れ て い る と こ ろ の 、 請 求 項 １ ４ ８ 記 載 の 手 順 に 従 っ て 生 成 さ
れ る 感 染 性 、 非 分 節 型 、 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス 。
【 請 求 項 １ ５ ５ 】
　 キ メ ラ ゲ ノ ム ま た は ア ン チ ゲ ノ ム が 、 生 物 学 的 に 派 生 し た 変 異 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ
Ｎ Ａ ウ イ ル ス に お い て 同 定 さ れ た １ つ ま た は そ れ 以 上 の 弱 毒 性 変 異 （ 群 ） を 組 み 込 ん で い
る と こ ろ の 、 請 求 項 １ ４ ８ 記 載 の 手 順 に 従 っ て 生 成 さ れ る 感 染 性 、 非 分 節 型 、 ネ ガ テ ィ ブ
鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス 。
【 請 求 項 １ ５ ６ 】
　 キ メ ラ ゲ ノ ム ま た は ア ン チ ゲ ノ ム が 、 増 殖 特 徴 の 変 化 、 弱 毒 性 、 温 度 感 受 性 、 低 温 適 応
、 プ ラ ー ク サ イ ズ 、 宿 主 域 制 限 、 ま た は 免 疫 原 性 の 変 化 か ら 選 択 さ れ る 、 表 現 型 変 化 を 特
定 す る ヌ ク レ オ チ ド 修 飾 に よ っ て 組 換 え 技 術 的 に 修 飾 さ れ て い る と こ ろ の 、 請 求 項 １ ４ ８
記 載 の 手 順 に 従 っ て 生 成 さ れ る 感 染 性 、 非 分 節 型 、 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス 。
【 請 求 項 １ ５ ７ 】
　 キ メ ラ ゲ ノ ム ま た は ア ン チ ゲ ノ ム が 、 該 ウ イ ル ス の ゲ ノ ム ま た は ア ン チ ゲ ノ ム 内 の Ｃ 、
Ｃ ’ 、 Ｄ 、 Ｅ 、 Ｆ 、 Ｇ 、 Ｈ Ａ 、 Ｈ Ｎ 、 Ｌ 、 Ｍ 、 Ｍ ２ － １ 、 Ｍ ２ － ２ 、 Ｎ Ｓ １ 、 Ｎ Ｓ ２ 、 Ｓ
Ｈ 、 Ｖ 、 Ｙ １ 、 お よ び ／ ま た は Ｙ ２ 読 み 取 り 枠 （ Ｏ Ｒ Ｆ ） お よ び ／ ま た は ３ ’ リ ー ダ ー 、
５ ’ ト レ ー ラ ー お よ び ／ ま た は 遺 伝 子 間 領 域 の １ つ ま た は そ れ 以 上 を 改 変 す る 組 換 え 修 飾
を 組 み 込 ん で い る と こ ろ の 、 請 求 項 １ ４ ８ 記 載 の 手 順 に 従 っ て 生 成 さ れ る 感 染 性 、 非 分 節
型 、 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス 。
【 請 求 項 １ ５ ８ 】
　 キ メ ラ ゲ ノ ム ま た は ア ン チ ゲ ノ ム 内 の １ つ ま た は そ れ 以 上 の 遺 伝 子 （ 群 ） が 完 全 に ま た
は 部 分 的 に 欠 失 し て い る か 、 あ る い は 、 該 遺 伝 子 （ 群 ） の 発 現 が Ｒ Ｎ Ａ 修 正 部 位 に お け る
変 異 に よ っ て 、 フ レ ー ム シ フ ト 変 異 に よ っ て 、 翻 訳 開 始 部 位 を 改 変 す る 変 異 に よ っ て 、 遺
伝 子 の 読 み 取 り 枠 （ Ｏ Ｒ Ｆ ） 中 に １ つ ま た は そ れ 以 上 の ス ト ッ プ コ ド ン を 導 入 す る こ と に
よ っ て 、 ま た は 転 写 シ グ ナ ル に お け る 変 異 に よ っ て 、 低 下 ま た は 除 去 さ れ て い る と こ ろ の
、 請 求 項 １ ４ ８ 記 載 の 手 順 に 従 っ て 生 成 さ れ る 感 染 性 、 非 分 節 型 、 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ
イ ル ス 。
【 請 求 項 １ ５ ９ 】
　 キ メ ラ ゲ ノ ム ま た は ア ン チ ゲ ノ ム が 、 サ イ ト カ イ ン 、 Ｔ － ヘ ル パ ー エ ピ ト ー プ 、 制 限 部
位 マ ー カ ー 、 ま た は 哺 乳 動 物 宿 主 に お い て 免 疫 応 答 を 誘 発 す る こ と が で き る 微 生 物 病 原 体
も し く は 寄 生 生 物 の タ ン パ ク 質 か ら 選 択 さ れ る 非 ウ イ ル ス 性 分 子 を エ ン コ ー ド す る よ う に
修 飾 さ れ て い る と こ ろ の 、 請 求 項 １ ４ ８ 記 載 の 手 順 に 従 っ て 生 成 さ れ る 感 染 性 、 非 分 節 型
、 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス 。
【 請 求 項 １ ６ ０ 】
　 該 ゲ ノ ム ま た は ア ン チ ゲ ノ ム を エ ン コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 、 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ
ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス の ゲ ノ ム ま た は ア ン チ ゲ ノ ム 内 の 遺 伝 子 ま た は ゲ ノ ム 分 節 の 野 生 型 遺
伝 子 順 序 位 置 と 比 較 し て 、 よ り プ ロ モ ー タ ー 近 傍 ま た は プ ロ モ ー タ ー 遠 位 に あ る 位 置 で 、
遺 伝 子 ま た は ゲ ノ ム 分 節 の 付 加 、 置 換 ま た は 転 座 に よ り 修 飾 さ れ て い る と こ ろ の 、 請 求 項
１ １ ２ 記 載 の 手 順 に 従 っ て 生 成 さ れ る 感 染 性 、 非 分 節 型 、 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス 。
【 請 求 項 １ ６ １ 】
　 該 ゲ ノ ム ま た は ア ン チ ゲ ノ ム を エ ン コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 、 遺 伝 子 外 性 の ３ ’
リ ー ダ ー も し く は ５ ’ ト レ ー ラ ー 領 域 、 遺 伝 子 開 始 シ グ ナ ル 、 遺 伝 子 終 止 シ グ ナ ル 、 修 正
領 域 、 遺 伝 子 間 領 域 、 ま た は ３ ’ も し く は ５ ’ 非 コ ー ド 領 域 を 含 む 異 種 の 調 節 要 素 を 組 み
込 む よ う に 修 飾 さ れ て い る と こ ろ の 、 請 求 項 １ １ ２ 記 載 の 手 順 に 従 っ て 生 成 さ れ る 感 染 性
、 非 分 節 型 、 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス 。
【 請 求 項 １ ６ ２ 】
　 該 ゲ ノ ム ま た は ア ン チ ゲ ノ ム を エ ン コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 、 該 ゲ ノ ム ま た は ア
ン チ ゲ ノ ム の 非 コ ー ド 領 域 （ Ｎ Ｃ Ｒ ） 中 に 、 完 全 な 読 み 取 り 枠 （ Ｏ Ｒ Ｆ ） を 欠 き 、 か つ 非
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分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス の 弱 毒 性 表 現 型 を 特 定 す る 長 さ １ ５ ０ ヌ ク レ オ チ ド （
ｎ ｔ ｓ ） か ら ４ ， ０ ０ ０ ヌ ク レ オ チ ド の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 挿 入 を ま た は 分 離 し た 遺 伝 子 単
位 （ Ｇ Ｕ ） と し て 組 み 込 む よ う に 修 飾 さ れ て い る と こ ろ の 、 請 求 項 １ １ ２ 記 載 の 手 順 に 従
っ て 生 成 さ れ る 感 染 性 、 非 分 節 型 、 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス 。
【 請 求 項 １ ６ ３ 】
　 手 順 が 、 同 じ も し く は 異 な る 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス の 構 造 タ ン パ ク 質 （
群 ） の い ず れ か 、 ま た は い ず れ か の 組 み 合 わ せ を 、 宿 主 細 胞 中 に 同 時 導 入 お よ び ／ ま た は
宿 主 細 胞 に て 同 時 発 現 さ せ る こ と を さ ら に 含 む と こ ろ の 、 請 求 項 １ １ ２ 記 載 の 手 順 に 従 っ
て 生 成 さ れ る 感 染 性 、 非 分 節 型 、 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス 。
【 請 求 項 １ ６ ４ 】
　 医 薬 的 に 許 容 さ れ る 担 体 中 に 、 請 求 項 １ １ ２ 記 載 の 手 順 に 従 っ て 生 成 さ れ る 、 単 離 さ れ
た 感 染 性 、 非 分 節 型 、 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス の 免 疫 原 的 有 効 量 を 含 む 、 免 疫 原 性 組
成 物 。
【 請 求 項 １ ６ ５ 】
　 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス が 、 １ ０ ３ ～ １ ０ ７ Ｐ Ｆ Ｕ の 用 量 に て 調 剤 さ れ る
と こ ろ の 、 請 求 項 １ ６ ４ 記 載 の 免 疫 原 性 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ６ ６ 】
　 上 部 気 道 へ の 投 与 の た め に 調 剤 さ れ る 、 請 求 項 １ ６ ４ 記 載 の 免 疫 原 性 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ６ ７ 】
　 噴 霧 、 液 滴 ま た は エ ア ゾ ー ル に よ る 投 与 の た め に 調 剤 さ れ る 、 請 求 項 １ ６ ４ 記 載 の 免 疫
原 性 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ６ ８ 】
　 宿 主 細 胞 が 、 プ ラ ー ク エ キ ス パ ン シ ョ ン 細 胞 に 対 す る レ ス キ ュ ー さ れ る ウ イ ル ス の 分 散
を 可 能 と す る 、 同 じ も し く は 異 な る 細 胞 型 の プ ラ ー ク エ キ ス パ ン シ ョ ン 細 胞 と 一 緒 に 共 培
養 さ れ る と こ ろ の 、 請 求 項 １ ６ ４ 記 載 の 免 疫 原 性 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ６ ９ 】
　 宿 主 細 胞 お よ び プ ラ ー ク エ キ ス パ ン シ ョ ン 細 胞 が 、 Ｈ Ｅ ｐ － ２ 、 Ｈ ｅ Ｌ ａ 、 Ｈ Ｅ Ｋ 、 Ｂ
Ｈ Ｋ 、 Ｆ Ｒ ｈ Ｌ － Ｄ Ｂ Ｓ ２ 、 Ｌ Ｌ Ｃ － Ｍ Ｋ ２ 、 Ｍ Ｒ Ｃ － ５ 、 ま た は Ｖ ｅ ｒ ｏ 細 胞 か ら そ れ
ぞ れ 選 択 さ れ る と こ ろ の 、 請 求 項 １ ６ ４ 記 載 の 免 疫 原 性 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ７ ０ 】
　 １ つ ま た は そ れ 以 上 の ウ イ ル ス ｃ Ｄ Ｎ Ａ 発 現 ベ ク タ ー お よ び Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ を エ ン
コ ー ド す る 一 過 性 発 現 ベ ク タ ー が 宿 主 細 胞 中 に 導 入 さ れ た 後 に 、 そ の 宿 主 細 胞 が 組 換 え ウ
イ ル ス の 回 収 を 増 大 さ せ る の に 十 分 な 条 件 下 で 効 果 的 な 熱 シ ョ ッ ク に 曝 さ れ る と こ ろ の 、
請 求 項 １ ６ ４ 記 載 の 免 疫 原 性 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ７ １ 】
　 同 じ も し く は 異 な る 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス の 構 造 タ ン パ ク 質 （ 群 ） の い
ず れ か 、 ま た は い ず れ か の 組 み 合 わ せ を 、 宿 主 細 胞 中 に 同 時 導 入 お よ び ／ ま た は 宿 主 細 胞
に て 同 時 発 現 さ せ る こ と を さ ら に 含 む 、 請 求 項 １ ６ ４ 記 載 の 免 疫 原 性 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ７ ２ 】
　 哺 乳 動 物 被 検 体 に 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス に 対 す る 免 疫 応 答 を 誘 発 す る た
め に 該 被 検 体 の 免 疫 系 を 刺 激 す る 方 法 で あ っ て 、 医 薬 的 に 許 容 さ れ る 担 体 中 の 請 求 項 １ １
２ 記 載 の 手 順 に 従 っ て 生 成 さ れ る 、 単 離 さ れ た 感 染 性 、 非 分 節 型 、 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ
イ ル ス の 免 疫 原 的 有 効 量 を 、 該 被 検 体 に 投 与 す る こ と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ ３ 】
　 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス が １ ０ ３ ～ １ ０ ７ Ｐ Ｆ Ｕ の 用 量 に て 投 与 さ れ る と
こ ろ の 、 請 求 項 １ ７ ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ ４ 】
　 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス が 上 記 気 道 に 投 与 さ れ る と こ ろ の 、 請 求 項 １ ７ ２
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ ５ 】
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　 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス が 噴 霧 、 液 滴 ま た は エ ア ゾ ー ル に よ っ て 投 与 さ れ
る と こ ろ の 、 請 求 項 １ ７ ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ ６ 】
　 モ ノ ネ ガ ウ イ ル ス 目 の 増 殖 － ま た は 複 製 － 欠 損 非 分 節 型 、 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス
を 生 成 す る 方 法 で あ っ て 、 以 下 の 工 程 ：
（ ａ ） ウ イ ル ス ｃ Ｄ Ｎ Ａ 発 現 ベ ク タ ー か ら の ウ イ ル ス Ｒ Ｎ Ａ 転 写 物 を 合 成 さ せ る た め に 発
現 制 御 配 列 と 作 動 可 能 に 連 結 さ れ た 増 殖 － ま た は 複 製 － 欠 損 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ
ウ イ ル ス の ゲ ノ ム ま た は ア ン チ ゲ ノ ム を エ ン コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ウ イ ル ス
ｃ Ｄ Ｎ Ａ 発 現 ベ ク タ ー を 、 Ｎ タ ン パ ク 質 、 Ｐ タ ン パ ク 質 お よ び Ｌ タ ン パ ク 質 を 発 現 し 且 つ
一 過 性 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 発 現 ベ ク タ ー か ら Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ を 一 過 性 に 発 現 す
る 宿 主 細 胞 中 に 導 入 す る 工 程 ； お よ び
（ ｂ ） 該 宿 主 細 胞 か ら 組 み 立 て ら れ た 増 殖 － ま た は 複 製 － 欠 損 、 非 分 節 型 、 ネ ガ テ ィ ブ 鎖
Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス を 回 収 す る 工 程 、
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ ７ 】
　 該 ウ イ ル ス が 、 宿 主 細 胞 中 で 組 み 立 て ら れ た 後 に 一 回 の 複 製 を 完 結 で き な い と こ ろ の 、
請 求 項 １ ７ ６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ ８ 】
　 該 ウ イ ル ス は 、 イ ン ビ ト ロ で の 増 殖 お よ び ／ ま た は 複 製 は 可 能 で あ る が 、 イ ン ビ ボ で の
増 殖 － ま た は 複 製 － が 欠 損 し て い る と こ ろ の 、 請 求 項 １ ７ ６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ ９ 】
　 一 過 性 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 発 現 ベ ク タ ー が プ ラ ス ミ ド で あ る と こ ろ の 、 請 求 項 １
７ ６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ ０ 】
　 ウ イ ル ス ｃ Ｄ Ｎ Ａ 発 現 ベ ク タ ー お よ び Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ を エ ン コ ー ド し 且 つ 一 過 性 に
発 現 さ せ る 一 過 性 発 現 ベ ク タ ー が Ｄ Ｎ Ａ ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 混 合 物 中 で 組 み 合 わ さ れ て
お り 、 同 時 に 同 調 的 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン を 達 成 す る よ う 宿 主 細 胞 培 養 物 中 に 加 え ら れ る
と こ ろ の 、 請 求 項 １ ７ ６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ １ 】
　 ウ イ ル ス ｃ Ｄ Ｎ Ａ 発 現 ベ ク タ ー 、 お よ び Ｎ 、 Ｐ 、 Ｌ タ ン パ ク 質 を エ ン コ ー ド す る １ つ ま
た は そ れ 以 上 の 補 助 ベ ク タ ー （ 群 ） が 、 Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ を エ ン コ ー ド す る 一 過 性 に ト
ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 発 現 ベ ク タ ー の 導 入 前 に 、 宿 主 細 胞 中 に 導 入 さ れ る と こ ろ の 、 請 求
項 １ ７ ６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ ２ 】
　 ウ イ ル ス ｃ Ｄ Ｎ Ａ 発 現 ベ ク タ ー お よ び Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ を エ ン コ ー ド す る 一 過 性 に ト
ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 発 現 ベ ク タ ー が 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 法 ま た は
エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 法 に よ っ て 宿 主 細 胞 中 に 導 入 さ れ る と こ ろ の 、 請 求 項 １ ７ ６ 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ ３ 】
　 ウ イ ル ス ｃ Ｄ Ｎ Ａ 発 現 ベ ク タ ー お よ び Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ を エ ン コ ー ド す る 一 過 性 に ト
ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 発 現 ベ ク タ ー が 宿 主 細 胞 中 に 導 入 さ れ た 後 に 、 そ の 宿 主 細 胞 が 組 換
え ウ イ ル ス の 回 収 を 増 大 さ せ る の に 十 分 な 条 件 下 で 効 果 的 な 熱 シ ョ ッ ク に 曝 さ れ る と こ ろ
の 、 請 求 項 １ ７ ６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ ４ 】
　 宿 主 細 胞 が ３ ７ ℃ 以 上 の 熱 シ ョ ッ ク 温 度 に 曝 さ れ る と こ ろ の 、 請 求 項 １ ８ ３ 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 １ ８ ５ 】
　 宿 主 細 胞 が 、 少 な く と も 約 ５ 分 間 の 効 果 的 な 熱 シ ョ ッ ク に か け ら れ る と こ ろ の 、 請 求 項
１ ８ ３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ ６ 】
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　 ウ イ ル ス ｃ Ｄ Ｎ Ａ 発 現 ベ ク タ ー お よ び Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ を エ ン コ ー ド し 且 つ 発 現 さ せ
る 一 過 性 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 発 現 ベ ク タ ー の 発 現 を 可 能 に す る の に 十 分 な 時 間 の 経
過 後 に 、 宿 主 細 胞 が 、 プ ラ ー ク エ キ ス パ ン シ ョ ン 細 胞 に 対 し て レ ス キ ュ ー さ れ る ウ イ ル ス
の 分 散 を 可 能 と す る 、 同 じ も し く は 異 な る 細 胞 型 の プ ラ ー ク エ キ ス パ ン シ ョ ン 細 胞 と 一 緒
に 共 培 養 さ れ る と こ ろ の 、 請 求 項 １ ７ ６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ ７ 】
　 宿 主 細 胞 お よ び プ ラ ー ク エ キ ス パ ン シ ョ ン 細 胞 の 共 培 養 を 確 立 す る た め に 、 宿 主 細 胞 が
少 な く と も １ 層 の プ ラ ー ク エ キ ス パ ン シ ョ ン 細 胞 に 移 さ れ る と こ ろ の 、 請 求 項 １ ８ ６ 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ ８ 】
　 宿 主 細 胞 が プ ラ ー ク エ キ ス パ ン シ ョ ン 細 胞 と 異 な る 細 胞 型 で あ る と こ ろ の 、 請 求 項 １ ８
６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ ９ 】
　 複 製 － 欠 損 、 非 分 節 型 、 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス が サ ブ ウ イ ル ス 粒 子 で あ る と こ ろ
の 、 請 求 項 １ ７ ６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ ０ 】
　 １ つ ま た は そ れ 以 上 の Ｎ 、 Ｐ お よ び Ｌ タ ン パ ク 質 が 異 種 の 非 分 節 型 、 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ
Ａ ウ イ ル ス の も の で あ る と こ ろ の 、 請 求 項 １ ７ ６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ １ 】
　 非 分 節 型 、 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス が パ ラ ミ ク ソ ウ イ ル ス 科 の メ ン バ ー で あ る と こ
ろ の 、 請 求 項 １ ７ ６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ ２ 】
　 非 分 節 型 、 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス が ラ ブ ド ウ イ ル ス 科 の メ ン バ ー で あ る と こ ろ の
、 請 求 項 １ ７ ６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ ３ 】
　 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス が 、 １ つ ま た は そ れ 以 上 の 弱 毒 性 変 異 （ 群 ） の 導
入 に よ っ て 組 換 え 技 術 的 に 修 飾 さ れ て い る と こ ろ の 、 請 求 項 １ ７ ６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ ４ 】
　 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス が 、 増 殖 特 徴 の 変 化 、 弱 毒 性 、 温 度 感 受 性 、 低 温
適 応 、 プ ラ ー ク サ イ ズ 、 宿 主 域 制 限 、 ま た は 免 疫 原 性 の 変 化 か ら 選 択 さ れ る 、 表 現 型 変 化
を 特 定 す る ヌ ク レ オ チ ド 修 飾 に よ っ て 組 換 え 技 術 的 に 修 飾 さ れ て い る と こ ろ の 、 請 求 項 １
７ ６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ ５ 】
　 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス の １ つ ま た は そ れ 以 上 の 遺 伝 子 （ 群 ） が 完 全 に も
し く は 部 分 的 に 欠 失 し て い る か 、 あ る い は 、 該 遺 伝 子 （ 群 ） の 発 現 が Ｒ Ｎ Ａ 修 正 部 位 に お
け る 変 異 に よ っ て 、 フ レ ー ム シ フ ト 変 異 に よ っ て 、 翻 訳 開 始 部 位 を 改 変 す る 変 異 に よ っ て
、 遺 伝 子 の 読 み 取 り 枠 （ Ｏ Ｒ Ｆ ） 中 に １ つ ま た は そ れ 以 上 の ス ト ッ プ コ ド ン を 導 入 す る こ
と に よ っ て 、 ま た は 転 写 シ グ ナ ル に お け る 変 異 に よ っ て 、 低 下 ま た は 除 去 さ れ て い る と こ
ろ の 、 請 求 項 １ ７ ６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ ６ 】
　 該 ゲ ノ ム ま た は ア ン チ ゲ ノ ム を エ ン コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 、 キ メ ラ ゲ ノ ム ま た
は ア ン チ ゲ ノ ム を 形 成 す る た め に 、 １ つ ま た は そ れ 以 上 の 異 種 病 原 体 （ 群 ） の １ つ ま た は
そ れ 以 上 の 抗 原 決 定 基 （ 群 ） を エ ン コ ー ド す る １ つ ま た は そ れ 以 上 の 異 種 遺 伝 子 （ 群 ） ま
た は ゲ ノ ム 分 節 （ 群 ） と 組 み 合 わ さ れ て い る 部 分 的 な ま た は 完 全 な ベ ク タ ー ゲ ノ ム ま た は
ア ン チ ゲ ノ ム を 含 む と こ ろ の 、 請 求 項 １ ７ ６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ ７ 】
　 異 種 遺 伝 子 ま た は ゲ ノ ム 分 節 が 、 部 分 的 な ま た は 完 全 な ベ ク タ ー ゲ ノ ム ま た は ア ン チ ゲ
ノ ム 内 の 対 応 遺 伝 子 ま た は ゲ ノ ム 分 節 の 野 生 型 遺 伝 子 順 序 位 置 と 比 較 し て 、 よ り プ ロ モ ー
タ ー 近 傍 ま た は プ ロ モ ー タ ー 遠 位 に あ る 位 置 に 付 加 ま た は 置 換 さ れ て い る と こ ろ の 、 請 求
項 １ ９ ６ 記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 １ ９ ８ 】
　 キ メ ラ ゲ ノ ム ま た は ア ン チ ゲ ノ ム が 、 １ つ ま た は そ れ 以 上 の 弱 毒 性 変 異 （ 群 ） の 導 入 に
よ っ て 組 換 え 技 術 的 に 修 飾 さ れ て い る と こ ろ の 、 請 求 項 １ ９ ６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ ９ 】
　 キ メ ラ ゲ ノ ム ま た は ア ン チ ゲ ノ ム が 、 増 殖 特 徴 の 変 化 、 弱 毒 性 、 温 度 感 受 性 、 低 温 適 応
、 プ ラ ー ク サ イ ズ 、 宿 主 域 制 限 、 ま た は 免 疫 原 性 の 変 化 か ら 選 択 さ れ る 、 表 現 型 変 化 を 特
定 す る ヌ ク レ オ チ ド 修 飾 に よ っ て 組 換 え 技 術 的 に 修 飾 さ れ て い る と こ ろ の 、 請 求 項 １ ９ ６
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ ０ 】
　 該 ゲ ノ ム ま た は ア ン チ ゲ ノ ム を エ ン コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 、 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ
ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス の ゲ ノ ム ま た は ア ン チ ゲ ノ ム 内 の 遺 伝 子 ま た は ゲ ノ ム 分 節 の 野 生 型 遺
伝 子 順 序 位 置 と 比 較 し て 、 よ り プ ロ モ ー タ ー 近 傍 ま た は プ ロ モ ー タ ー 遠 位 に あ る 位 置 で 、
遺 伝 子 ま た は ゲ ノ ム 分 節 の 付 加 、 置 換 ま た は 転 座 に よ り 修 飾 さ れ て い る と こ ろ の 、 請 求 項
１ ７ ６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ １ 】
　 該 ゲ ノ ム ま た は ア ン チ ゲ ノ ム を エ ン コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 、 遺 伝 子 外 性 の ３ ’
リ ー ダ ー も し く は ５ ’ ト レ ー ラ ー 領 域 、 遺 伝 子 開 始 シ グ ナ ル 、 遺 伝 子 終 止 シ グ ナ ル 、 修 正
領 域 、 遺 伝 子 間 領 域 、 ま た は ３ ’ も し く は ５ ’ 非 コ ー ド 領 域 を 含 む 異 種 の 調 節 要 素 を 組 み
込 む よ う に 修 飾 さ れ て い る と こ ろ の 、 請 求 項 １ ７ ６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ ２ 】
　 該 ゲ ノ ム ま た は ア ン チ ゲ ノ ム を エ ン コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 、 該 ゲ ノ ム ま た は ア
ン チ ゲ ノ ム の 非 コ ー ド 領 域 （ Ｎ Ｃ Ｒ ） 中 に 、 完 全 な 読 み 取 り 枠 （ Ｏ Ｒ Ｆ ） を 欠 き 、 か つ 非
分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス の 弱 毒 性 表 現 型 を 特 定 す る 長 さ １ ５ ０ ヌ ク レ オ チ ド （
ｎ ｔ ｓ ） か ら ４ ， ０ ０ ０ ヌ ク レ オ チ ド の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 挿 入 を ま た は 分 離 し た 遺 伝 子 単
位 （ Ｇ Ｕ ） と し て 組 み 込 む よ う に 修 飾 さ れ て い る と こ ろ の 、 請 求 項 １ ７ ６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ ３ 】
　 同 じ も し く は 異 な る 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス の 構 造 タ ン パ ク 質 （ 群 ） の い
ず れ か 、 ま た は い ず れ か の 組 み 合 わ せ を 、 宿 主 細 胞 中 に 同 時 導 入 お よ び ／ ま た は 宿 主 細 胞
に て 同 時 発 現 さ せ る こ と を さ ら に 含 む 、 請 求 項 １ ７ ６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ ４ 】
　 モ ノ ネ ガ ウ イ ル ス 目 の 増 殖 － ま た は 複 製 － 欠 損 、 非 分 節 型 、 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル
ス を 生 成 す る 方 法 で あ っ て 、 以 下 の 工 程 ：
　 ウ イ ル ス ｃ Ｄ Ｎ Ａ 発 現 ベ ク タ ー か ら の ウ イ ル ス Ｒ Ｎ Ａ 転 写 物 の 合 成 を 指 令 す る た め に 発
現 制 御 配 列 と 作 動 可 能 に 連 結 さ れ た 増 殖 － ま た は 複 製 － 欠 損 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ
ウ イ ル ス の ゲ ノ ム ま た は ア ン チ ゲ ノ ム を エ ン コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ウ イ ル ス
ｃ Ｄ Ｎ Ａ 発 現 ベ ク タ ー 、 並 び に Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ 、 Ｎ タ ン パ ク 質 、 Ｐ タ ン パ ク 質 お よ び
Ｌ タ ン パ ク 質 を エ ン コ ー ド し 、 そ の 一 過 性 発 現 を 指 令 す る １ つ ま た は そ れ 以 上 の 一 過 性 発
現 ベ ク タ ー を 、 該 ベ ク タ ー の 同 時 発 現 お よ び 組 換 え ウ イ ル ス の 生 成 を 可 能 と す る の に 十 分
な 条 件 下 で 、 好 適 な 宿 主 細 胞 中 に 導 入 す る 工 程 ；
　 該 宿 主 細 胞 を プ ラ ー ク エ キ ス パ ン シ ョ ン 細 胞 を 含 む 共 培 養 物 中 に 移 す 工 程 ； お よ び
　 該 共 培 養 物 中 か ら 組 み 立 て ら れ た 増 殖 － ま た は 複 製 － 欠 損 、 感 染 性 、 非 分 節 型 、 ネ ガ テ
ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス を 回 収 す る 工 程 、
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ ５ 】
　 複 製 － 欠 損 、 非 分 節 型 、 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス が 、 宿 主 細 胞 中 で 組 み 立 て ら れ た
後 に 一 回 の 複 製 を 完 結 で き な い か 、 あ る い は 、 イ ン ビ ト ロ で の 増 殖 お よ び ／ ま た は 複 製 は
可 能 で あ る が 、 イ ン ビ ボ で の 増 殖 － ま た は 複 製 － が 欠 損 し て い る と こ ろ の 、 請 求 項 ２ ０ ４
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ ６ 】
　 モ ノ ネ ガ ウ イ ル ス 目 の 増 殖 － ま た は 複 製 － 欠 損 、 非 分 節 型 、 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル
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ス を 生 成 す る 方 法 で あ っ て 、 以 下 の 工 程 ：
（ ａ ） ウ イ ル ス ｃ Ｄ Ｎ Ａ 発 現 ベ ク タ ー か ら の ウ イ ル ス Ｒ Ｎ Ａ 転 写 物 の 合 成 を 指 令 す る た め
に 発 現 制 御 配 列 と 作 動 可 能 に 連 結 さ れ た 増 殖 － ま た は 複 製 － 欠 損 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ
Ｎ Ａ ウ イ ル ス の ゲ ノ ム ま た は ア ン チ ゲ ノ ム を エ ン コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ウ イ
ル ス ｃ Ｄ Ｎ Ａ 発 現 ベ ク タ ー を 、
　 （ １ ） Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ
　 （ ２ ） Ｎ タ ン パ ク 質 、
　 （ ３ ） Ｐ タ ン パ ク 質 、 お よ び
　 （ ４ ） Ｌ タ ン パ ク 質
を 一 過 性 に 発 現 す る 宿 主 細 胞 で あ っ て 、 Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ 、 Ｎ 、 Ｐ お よ び Ｌ タ ン パ ク 質
の そ れ ぞ れ が 一 過 性 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 発 現 ベ ク タ ー か ら 発 現 さ れ る 宿 主 細 胞 中 に
導 入 す る 工 程 ； お よ び
　 （ ｂ ） 該 宿 主 細 胞 か ら 組 み 立 て ら れ た 増 殖 － ま た は 複 製 － 欠 損 、 非 分 節 型 、 ネ ガ テ ィ ブ
鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス を 回 収 す る 工 程 、
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ ７ 】
　 複 製 － 欠 損 、 非 分 節 型 、 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス が 、 宿 主 細 胞 中 で 組 み 立 て ら れ た
後 に 一 回 の 複 製 を 完 結 で き な い か 、 あ る い は 、 イ ン ビ ト ロ で の 増 殖 お よ び ／ ま た は 複 製 は
可 能 で あ る が 、 イ ン ビ ボ で の 増 殖 － ま た は 複 製 － が 欠 損 し て い る と こ ろ の 、 請 求 項 ２ ０ ６
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ ８ 】
　 同 じ も し く は 異 な る 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス の 構 造 タ ン パ ク 質 （ 群 ） の い
ず れ か 、 ま た は い ず れ か の 組 み 合 わ せ を 、 宿 主 細 胞 中 に 同 時 導 入 お よ び ／ ま た は 宿 主 細 胞
に て 同 時 発 現 さ せ る こ と さ ら に 含 む 、 請 求 項 ２ ０ ６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ ９ 】
　 モ ノ ネ ガ ウ イ ル ス 目 の 増 殖 － ま た は 複 製 － 欠 損 、 非 分 節 型 、 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル
ス を 生 成 す る 方 法 で あ っ て 、 以 下 の 工 程 ：
　 ウ イ ル ス ｃ Ｄ Ｎ Ａ 発 現 ベ ク タ ー か ら ウ イ ル ス Ｒ Ｎ Ａ 転 写 物 の 合 成 を 指 令 す る た め に 発 現
制 御 配 列 と 作 動 可 能 に 連 結 さ れ た 増 殖 － ま た は 複 製 － 欠 損 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ
イ ル ス の ゲ ノ ム ま た は ア ン チ ゲ ノ ム を エ ン コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ウ イ ル ス ｃ
Ｄ Ｎ Ａ 発 現 ベ ク タ ー 、 並 び に Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ 、 Ｎ タ ン パ ク 質 、 Ｐ タ ン パ ク 質 お よ び Ｌ
タ ン パ ク 質 を エ ン コ ー ド し 、 そ の 一 過 性 発 現 を 指 令 す る １ つ ま た は そ れ 以 上 の 一 過 性 発 現
ベ ク タ ー を 、 好 適 な 宿 主 細 胞 中 に 導 入 す る 工 程 ； お よ び
　 該 宿 主 細 胞 か ら 組 み 立 て ら れ た 増 殖 － ま た は 複 製 － 欠 損 、 非 分 節 型 、 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ
Ａ ウ イ ル ス を 回 収 す る 工 程 、
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ ０ 】
　 同 じ も し く は 異 な る 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス の 構 造 タ ン パ ク 質 （ 群 ） の い
ず れ か 、 ま た は い ず れ か の 組 み 合 わ せ を 、 宿 主 細 胞 中 に 同 時 導 入 お よ び ／ ま た は 宿 主 細 胞
に て 同 時 発 現 さ せ る こ と を さ ら に 含 む 、 請 求 項 ２ ０ ９ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ １ 】
　 モ ノ ネ ガ ウ イ ル ス 目 の 増 殖 － ま た は 複 製 － 欠 損 、 非 分 節 型 、 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル
ス を 生 成 す る た め の 組 成 物 で あ っ て 、
（ ａ ） ウ イ ル ス の ｃ Ｄ Ｎ Ａ か ら の ウ イ ル ス Ｒ Ｎ Ａ 転 写 物 の 合 成 を 指 令 す る た め に 発 現 制 御
配 列 と 作 動 可 能 に 連 結 さ れ た 増 殖 － ま た は 複 製 － 欠 損 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル
ス の ゲ ノ ム ま た は ア ン チ ゲ ノ ム を エ ン コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ウ イ ル ス ｃ Ｄ Ｎ
Ａ 発 現 ベ ク タ ー ；
（ ｂ ） 該 宿 主 細 胞 に て
　 （ １ ） Ｎ タ ン パ ク 質 、
　 （ ２ ） Ｐ タ ン パ ク 質 、 お よ び
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　 （ ３ ） Ｌ タ ン パ ク 質
を エ ン コ ー ド し 、 一 過 性 発 現 を 指 令 す る １ つ ま た は そ れ 以 上 の 発 現 ベ ク タ ー ； お よ び
（ ｃ ） 宿 主 細 胞 中 に て Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ を エ ン コ ー ド し 、 そ の 宿 主 細 胞 中 で 一 過 性 発 現
を 指 令 す る 一 過 性 発 現 ベ ク タ ー 、
を 含 む 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ １ ２ 】
　 該 ウ イ ル ス が 、 宿 主 細 胞 中 で 組 み 立 て ら れ た 後 に 一 回 の 複 製 を 完 結 で き な い か 、 あ る い
は 、 イ ン ビ ト ロ で の 増 殖 お よ び ／ ま た は 複 製 は 可 能 で あ る が 、 イ ン ビ ボ で の 増 殖 － ま た は
複 製 － を 欠 損 し て い る と こ ろ の 、 請 求 項 ２ １ １ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ １ ３ 】
　 Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ が Ｔ ７  Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ で あ る と こ ろ の 、 請 求 項 ２ １ １ 記 載 の
組 成 物 。
【 請 求 項 ２ １ ４ 】
　 一 過 性 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 発 現 ベ ク タ ー が プ ラ ス ミ ド で あ る と こ ろ の 、 請 求 項 ２
１ １ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ １ ５ 】
　 宿 主 細 胞 お よ び プ ラ ー ク エ キ ス パ ン シ ョ ン 細 胞 の 共 培 養 を 確 立 す る た め に 、 少 な く と も
１ 層 の プ ラ ー ク エ キ ス パ ン シ ョ ン 細 胞 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 ２ １ １ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ １ ６ 】
　 複 製 － 欠 損 、 非 分 節 型 、 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス が サ ブ ウ イ ル ス 粒 子 で あ る と こ ろ
の 、 請 求 項 ２ １ １ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ １ ７ 】
　 非 分 節 型 、 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス が パ ラ ミ ク ソ ウ イ ル ス 科 の メ ン バ ー で あ る と こ
ろ の 、 請 求 項 ２ １ １ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ １ ８ 】
　 非 分 節 型 、 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス が ラ ブ ド ウ イ ル ス 科 の メ ン バ ー で あ る と こ ろ の
、 請 求 項 ２ １ １ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ １ ９ 】
　 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス が 、 １ つ ま た は そ れ 以 上 の 弱 毒 性 変 異 （ 群 ） の 導
入 に よ っ て 組 換 え 技 術 的 に 修 飾 さ れ て い る と こ ろ の 、 請 求 項 ２ １ １ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ２ ０ 】
　 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス が 、 増 殖 特 徴 の 変 化 、 弱 毒 性 、 温 度 感 受 性 、 低 温
適 応 、 プ ラ ー ク サ イ ズ 、 宿 主 域 制 限 、 ま た は 免 疫 原 性 の 変 化 か ら 選 択 さ れ る 、 表 現 型 変 化
を 特 定 す る ヌ ク レ オ チ ド 修 飾 に よ っ て 組 換 え 技 術 的 に 修 飾 さ れ て い る と こ ろ の 、 請 求 項 ２
１ １ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ２ １ 】
　 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス の １ つ ま た は そ れ 以 上 の 遺 伝 子 （ 群 ） が 完 全 に も
し く は 部 分 的 に 欠 失 し て い る か 、 あ る い は 、 該 遺 伝 子 （ 群 ） の 発 現 が Ｒ Ｎ Ａ 修 正 部 位 に お
け る 変 異 に よ っ て 、 フ レ ー ム シ フ ト 変 異 に よ っ て 、 翻 訳 開 始 部 位 を 改 変 す る 変 異 に よ っ て
、 遺 伝 子 の 読 み 取 り 枠 （ Ｏ Ｒ Ｆ ） 中 に １ つ ま た は そ れ 以 上 の ス ト ッ プ コ ド ン を 導 入 す る こ
と に よ っ て 、 ま た は 転 写 シ グ ナ ル に お け る 変 異 に よ っ て 、 低 下 ま た は 除 去 さ れ て い る と こ
ろ の 、 請 求 項 ２ １ １ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ２ ２ 】
　 該 ゲ ノ ム ま た は ア ン チ ゲ ノ ム を エ ン コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 、 キ メ ラ ゲ ノ ム ま た
は ア ン チ ゲ ノ ム を 形 成 す る た め に １ つ ま た は そ れ 以 上 の 異 種 病 原 体 （ 群 ） の １ つ ま た は そ
れ 以 上 の 抗 原 決 定 基 （ 群 ） を エ ン コ ー ド す る １ つ ま た は そ れ 以 上 の 異 種 遺 伝 子 （ 群 ） ま た
は ゲ ノ ム 分 節 （ 群 ） と 組 み 合 わ さ れ て い る 部 分 的 な ま た は 完 全 な ベ ク タ ー ゲ ノ ム ま た は ア
ン チ ゲ ノ ム を 含 む と こ ろ の 、 請 求 項 ２ １ １ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ２ ３ 】
　 該 ゲ ノ ム ま た は ア ン チ ゲ ノ ム を エ ン コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 、 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ
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ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス の ゲ ノ ム ま た は ア ン チ ゲ ノ ム 内 の 遺 伝 子 ま た は ゲ ノ ム 分 節 の 野 生 型 遺
伝 子 順 序 位 置 と 比 較 し て 、 よ り プ ロ モ ー タ ー 近 傍 ま た は プ ロ モ ー タ ー 遠 位 に あ る 位 置 で 、
遺 伝 子 ま た は ゲ ノ ム 分 節 の 付 加 、 置 換 ま た は 転 座 に よ り 修 飾 さ れ て い る と こ ろ の 、 請 求 項
２ １ １ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ２ ４ 】
　 １ つ ま た は そ れ 以 上 の 発 現 ベ ク タ ー が 、 同 じ も し く は 異 な る 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ
Ａ ウ イ ル ス の 構 造 タ ン パ ク 質 （ 群 ） の １ つ 、 ま た は い ず れ か の 組 み 合 わ せ を 付 加 的 に エ ン
コ ー ド す る と こ ろ の 、 請 求 項 ２ １ １ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ２ ５ 】
　 モ ノ ネ ガ ウ イ ル ス 目 の 増 殖 － ま た は 複 製 － 欠 損 、 非 分 節 型 、 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル
ス で あ っ て 、 以 下 の 手 順 ：
　 ウ イ ル ス ｃ Ｄ Ｎ Ａ 発 現 ベ ク タ ー か ら の ウ イ ル ス Ｒ Ｎ Ａ 転 写 物 の 合 成 を 指 令 す る た め に 発
現 制 御 配 列 と 作 動 可 能 に 連 結 さ れ た 増 殖 － ま た は 複 製 － 欠 損 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ
ウ イ ル ス の ゲ ノ ム ま た は ア ン チ ゲ ノ ム を エ ン コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ウ イ ル ス
ｃ Ｄ Ｎ Ａ 発 現 ベ ク タ ー 、 Ｎ タ ン パ ク 質 、 Ｐ タ ン パ ク 質 、 お よ び Ｌ タ ン パ ク 質 を エ ン コ ー ド
し 、 そ の 発 現 を 指 令 す る １ つ ま た は そ れ 以 上 の 補 助 ベ ク タ ー （ 群 ） 、 並 び に Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ
ラ ー ゼ を エ ン コ ー ド し 、 そ の 一 時 性 発 現 を 指 令 す る 一 時 性 発 現 ベ ク タ ー を 適 当 な 宿 主 細 胞
に 導 入 し ； お よ び
　 該 宿 主 細 胞 か ら 組 み 立 て ら れ た 増 殖 － ま た は 複 製 － 欠 損 、 非 分 節 型 、 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ
Ａ ウ イ ル ス を 回 収 す る こ と 、
に よ っ て 生 成 さ れ る ウ イ ル ス 。
【 請 求 項 ２ ２ ６ 】
　 医 薬 的 に 許 容 さ れ る 担 体 中 に 、 請 求 項 ２ ２ ５ 記 載 の 手 順 に 従 っ て 生 成 さ れ る 、 単 離 さ れ
た 増 殖 － ま た は 複 製 － 欠 損 、 非 分 節 型 、 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス の 免 疫 原 的 有 効 量 を
含 む 、 免 疫 原 性 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ２ ７ 】
　 哺 乳 動 物 被 検 体 に 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス に 対 す る 免 疫 応 答 を 誘 発 す る た
め に 該 被 検 体 の 免 疫 系 を 刺 激 す る 方 法 で あ っ て 、 医 薬 的 に 許 容 さ れ る 担 体 中 の 請 求 項 ２ ２
５ 記 載 の 手 順 に 従 っ て 生 成 さ れ る 、 単 離 さ れ た 増 殖 － ま た は 複 製 － 欠 損 、 感 染 性 、 非 分 節
型 、 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス の 免 疫 原 的 有 効 量 を 、 該 被 検 体 に 投 与 す る こ と を 含 む 方
法 。

【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 ０ ０ ０ １ 】

　 本 発 明 は 、 出 展 明 示 に よ り 本 発 明 の 一 部 と す る 、 ２ ０ ０ ３ 年 ６ 月 ９ 日 出 願 の 米 国 仮 特 許
出 願 第 ６ ０ ／ ４ ７ ７ ， ３ ８ ９ 号 の 優 先 権 を 主 張 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】

　 本 発 明 は 、 モ ノ ネ ガ ウ イ ル ス （ Mononegavirales） と 称 さ れ る 目 の 感 染 性 、 複 製 性 、 非
分 節 型 、 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス を 産 生 す る た め の 、 改 良 さ れ た 方 法 お よ び 組 成 物 に
関 す る 。 ま た 、 本 方 法 お よ び 組 成 物 は 、 こ れ ら の ウ イ ル ス の 増 殖 － ま た は 複 製 － 欠 損 ウ イ
ル ス を 産 生 す る た め に 応 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】

　 被 覆 さ れ た 、 非 分 節 型 、 ネ ガ テ ィ ブ セ ン ス 、 一 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス は 独 特 な 組 織 化 お よ
び 発 現 を す る 。 ネ ガ テ ィ ブ セ ン ス 、 一 本 鎖 ウ イ ル ス の ゲ ノ ム Ｒ Ｎ Ａ は 、 ヌ ク レ オ キ ャ プ シ
ッ ド の 状 態 で 、 メ ッ セ ン ジ ャ ー Ｒ Ｎ Ａ （ ｍ Ｒ Ｎ Ａ ） の 合 成 用 の 鋳 型 と し て 、 お よ び ア ン チ
ゲ ノ ム （ ＋ ） 鎖 の 合 成 用 の 鋳 型 と し て の 、 ２ つ の 鋳 型 機 能 を 与 え る 。 ネ ガ テ ィ ブ セ ン ス 、
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一 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス は 、 そ れ 自 身 の Ｒ Ｎ Ａ 依 存 性 Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ を エ ン コ ー ド し 且
つ パ ッ ケ ー ジ ン グ し て い る 。 メ ッ セ ン ジ ャ ー Ｒ Ｎ Ａ は 、 感 染 し た 細 胞 の 細 胞 質 に ヌ ク レ オ
キ ャ プ シ ッ ド が 侵 入 す る と 直 ぐ に 合 成 さ れ る 。 ウ イ ル ス 複 製 は 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 合 成 後 に 起 こ
り 、 継 続 し た ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 の 合 成 を 要 求 す る 。 新 し く 合 成 さ れ た ア ン チ ゲ ノ ム （ ＋
） 鎖 は 、 そ の （ － ） 鎖 ゲ ノ ム Ｒ Ｎ Ａ コ ピ ー を さ ら に 作 り 出 す た め の 鋳 型 と し て 役 立 つ 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 Ｒ Ｎ Ａ 依 存 性 ポ リ メ ラ ー ゼ 複 合 体 は 、 ゲ ノ ム の ３ ’ 端 で 、 特 に プ ロ モ ー タ ー 領 域 で シ ス
作 用 性 信 号 と 結 び つ く こ と で 作 動 し 、 転 写 お よ び 複 製 を 達 成 す る 。 次 い で ウ イ ル ス 遺 伝 子
は 、 そ の ３ ’ 端 か ら ５ ’ 端 へ の 一 方 向 性 の 遺 伝 子 鋳 型 か ら 転 写 さ れ る 。 上 流 の 隣 接 遺 伝 子
（ 例 え ば 、 核 タ ン パ ク 遺 伝 子 （ Ｎ ） ） と 比 べ て 、 下 流 遺 伝 子 （ 例 え ば ポ リ メ ラ ー ゼ 遺 伝 子
（ Ｌ ） ） か ら 作 ら れ る ｍ Ｒ Ｎ Ａ は 少 な い 。 し た が っ て 、 ゲ ノ ム の ３ ’ 端 と 比 較 し て 、 遺 伝
子 の 位 置 に よ っ て ｍ Ｒ Ｎ Ａ 存 在 量 に 勾 配 が あ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 多 く の 非 分 節 型 、 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス に つ い て は 、 い か な る 種 類 の 効 果 的 な ワ
ク チ ン も 利 用 で き な い 。 従 っ て 、 ヒ ト お よ び 動 物 の そ の よ う な 病 原 体 に 対 す る 改 良 さ れ た
免 疫 原 性 組 成 物 お よ び 方 法 を 開 発 す る 必 要 性 が 強 く あ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 非 分 節 型 、 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス に 対 す る 免 疫 原 性 組 成 物 お よ び 方 法 を 開 発 す る
場 合 、 （ １ ） 精 製 さ れ た 個 々 の ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 ワ ク チ ン （ サ ブ ユ ニ ッ ト ワ ク チ ン ） ；
（ ２ ） 不 活 化 さ れ た 全 体 の ウ イ ル ス 調 製 物 ； お よ び （ ３ ） 生 、 弱 毒 化 ウ イ ル ス の 使 用 を 含
む 、 さ ま ざ ま な ア プ ロ ー チ を 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 サ ブ ユ ニ ッ ト ワ ク チ ン に は 、 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ の 発 現 方 法 を 含 む 様 々 な 手 段 で 、 純 粋 で 、 明
確 か つ 比 較 的 容 易 に 大 量 生 産 さ れ る と い う 望 ま し い 特 徴 が あ る 。 現 在 ま で 、 Ｂ 型 肝 炎 表 面
抗 原 の 顕 著 な 例 を 除 い て 、 特 に 特 定 の 投 薬 を 受 け た こ と の な い 受 容 者 に お け る ウ イ ル ス サ
ブ ユ ニ ッ ト ワ ク チ ン は 、 通 常 、 短 期 の お よ び ／ ま た は 不 十 分 な 免 疫 を 誘 発 す る の み で あ っ
た 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 ポ リ オ （ Ｉ Ｐ Ｖ ） お よ び Ａ 型 肝 炎 の ホ ル マ リ ン 不 活 化 完 全 ウ イ ル ス 調 製 物 は 安 全 か つ 有
効 で あ る と こ と が 分 か っ た 。 対 照 的 に 、 呼 吸 器 合 胞 体 ウ イ ル ス お よ び 麻 疹 ウ イ ル ス ワ ク チ
ン な ど の 類 似 の 不 活 化 完 全 ウ イ ル ス を 用 い た 免 疫 感 作 は 、 次 に 天 然 も し く は 「 野 生 型 」 ウ
イ ル ス に 直 面 し た 場 合 に 、 ワ ク チ ン 接 種 を 受 け た 人 が 過 度 の ま た は 異 常 な 病 気 に 罹 患 し 易
く な る と い う 好 ま し く な い 免 疫 応 答 や 応 答 プ ロ フ ィ ー ル を 誘 発 す る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 幼 児 に 予 防 接 種 を す る 初 期 の 試 み （ １ ９ ６ ６ 年 ） で は 、 非 経 口 投 与 用 の ホ ル マ リ ン 不 活
化 Ｒ Ｓ Ｖ ワ ク チ ン が 用 い ら れ た 。 残 念 な こ と に 、 こ の ワ ク チ ン は い く つ か の 実 地 試 験 で 、
以 降 の Ｒ Ｓ Ｖ に よ る 自 然 感 染 に 続 い て 、 異 常 な 特 徴 を 伴 う 重 篤 な 病 気 を 含 む 重 大 な 拒 絶 反
応 が 明 ら か に さ れ た （ Kapikianら 、 . :405-21、 1969； Kimら 、

. :422-34、 1969； Collinsら 、
、 第 ３ 版 . Lippincott-Raven、 1443-1475、 2001； Collinsら 、 Adv. ウ イ ル ス . Res.

、 :423-451、 1999） 。 こ の 製 剤 化 さ れ た Ｒ Ｓ Ｖ 抗 原 は 、 ワ ク チ ン 接 種 を 受 け た 人 を Ｒ Ｓ
Ｖ 病 に 罹 患 し 易 く す る 異 常 な ま た は 不 安 定 な 免 疫 応 答 プ ロ フ ィ ー ル を 誘 発 す る こ と が 示 唆
さ れ た （ Collinsら 、 、 第 ３ 版 . L
ippincott-Raven、 1443-1475、 2001； Collinsら 、 、 :423-451） 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 そ の 後 、 生 、 弱 毒 化 Ｒ Ｓ Ｖ ワ ク チ ン 候 補 体 は 、 低 温 継 代 ま た は 化 学 変 異 誘 発 に よ っ て 作
り 出 さ れ た 。 こ れ ら の Ｒ Ｓ Ｖ 株 は 、 血 清 陽 性 の 成 人 で は 毒 性 が 低 下 し て い る こ と が 分 か っ
た 。 残 念 な こ と に 、 そ れ ら を 血 清 陰 性 の 幼 児 に 与 え た 場 合 、 過 剰 に 弱 毒 化 さ れ て い る か ま
た は ほ と ん ど 弱 毒 化 さ て い な い こ と が 分 か り 、 ま た 、 こ れ ら は 遺 伝 子 の 安 定 性 を 欠 く こ と
が 分 か っ た （ Collinsら 、 、 第 ３
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版 . Lippincott-Raven、 1443-1475、 2001； Collinsら 、 、 :423-451）
。 生 ウ イ ル ス の 非 経 口 投 与 を 用 い る 別 の 免 疫 感 作 ア プ ロ ー チ は 効 果 が な か っ た た め 、 こ の
方 針 の 努 力 は 中 断 さ れ た （ Collinsら 、

、 第 ３ 版 . Lippincott-Raven、 1443-1475、 2001； Collinsら 、 、
:423-451） 。 こ れ ら の 生 Ｒ Ｓ Ｖ ワ ク チ ン は 、 上 記 の ホ ル マ リ ン 不 活 化 Ｒ Ｓ Ｖ ワ ク チ ン で

観 察 さ れ た よ う な 疾 病 増 悪 と は 全 く 関 係 が な か っ た こ と は 注 目 に 値 す る 。 現 在 、 種 々 の 弱
毒 化 Ｒ Ｓ Ｖ 変 異 体 を 用 い た 臨 床 試 験 が 進 行 中 で あ る が 、 現 段 階 で ヒ ト 投 与 用 に 承 認 さ れ た
Ｒ Ｓ Ｖ ワ ク チ ン は な い 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 野 生 型 ウ イ ル ス の 適 切 な 弱 毒 生 派 生 物 は 、 免 疫 原 性 組 成 物 お よ び 方 法 の 使 用 に 明 ら か な
利 点 を 提 供 す る 。 生 、 複 製 物 質 と し て 、 そ れ ら が 患 者 に 感 染 す る と 、 ウ イ ル ス 遺 伝 子 産 物
が 発 現 さ れ 、 プ ロ セ シ ン グ さ れ 、 そ の 後 免 疫 さ れ た 対 象 者 の 特 異 的 Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス Ｉ お よ び
Ｉ Ｉ 分 子 の 状 態 で 存 在 す る 。 こ の よ う に 、 生 弱 毒 化 ウ イ ル ス 候 補 物 質 は 、 自 然 感 染 生 存 者
の 免 疫 応 答 プ ロ フ ィ ー ル に 対 応 す る 、 体 液 媒 介 お よ び 細 胞 媒 介 免 疫 応 答 を 誘 発 す る の に 並
び に 同 調 的 サ イ ト カ イ ン と ケ モ カ イ ン 様 式 を 刺 激 す る の に 効 果 的 で あ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 こ の 好 ま し い 免 疫 応 答 様 式 は 、 不 活 化 ワ ク チ ン ま た は サ ブ ユ ニ ッ ト ワ ク チ ン に よ っ て 誘
発 さ れ 、 一 般 的 に 体 液 性 免 疫 監 視 ア ー ム （ arm） に 大 き く 制 限 さ れ る 限 定 的 な 応 答 と 対 比
さ れ る 。 さ ら に 、 幾 つ か の ホ ル マ リ ン 不 活 化 完 全 ウ イ ル ス ワ ク チ ン 、 例 え ば 、 １ ９ ６ ０ 年
代 に 開 発 さ れ た 麻 疹 ウ イ ル ス と 呼 吸 器 合 胞 体 ウ イ ル ス ワ ク チ ン に よ っ て 誘 発 さ れ る 免 疫 応
答 プ ロ フ ィ ー ル は 、 持 続 的 な 保 護 を 提 供 で き な い だ け で な く 、 実 際 に は ワ ク チ ン 受 容 者 が
次 に 野 生 型 ウ イ ル ス に 直 面 し た 場 合 に 異 常 な 、 過 度 で よ り 致 死 的 な 病 気 に 罹 患 し 易 く な る
。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 生 、 弱 毒 化 ウ イ ル ス は 、 免 疫 原 性 組 成 物 お よ び 方 法 で の 使 用 に 非 常 に 望 ま し い 特 徴 を 有
し て い る が 、 そ れ ら を 作 り 出 し 、 評 価 す る こ と が 難 し い と さ れ て き た 。 こ の 困 難 性 の 要 点
は 、 受 容 者 を 感 染 さ せ て 、 十 分 な 量 の 望 ま し い 免 疫 応 答 プ ロ フ ィ ー ル を 誘 発 す る 十 分 な 複
製 応 答 力 を 保 持 し な が ら 、 そ の 病 気 を 引 き 起 こ す 可 能 性 （ す な わ ち 毒 性 ） を 失 っ た 野 生 型
ウ イ ル ス の 派 生 物 を 単 離 す る 必 要 性 に あ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 歴 史 的 に 、 毒 性 と 弱 毒 性 と の 間 の 微 妙 な 釣 合 い は 、 野 生 型 ウ イ ル ス 単 離 体 を 種 々 の 宿 主
組 織 ま た は 宿 主 細 胞 を 通 じ て 増 殖 条 件 （ 例 え ば 温 度 ） を 変 更 し て 連 続 継 代 す る こ と に よ っ
て 提 供 さ れ た 。 こ の 過 程 は 、 ウ イ ル ス 変 種 （ 変 異 体 ） の 増 殖 に お そ ら く 好 都 合 で あ り 、 そ
の 幾 つ か に 弱 毒 化 に 好 都 合 な 特 徴 の あ る 。 場 合 に よ っ て 、 更 な る 弱 毒 性 は 、 化 学 変 異 誘 発
を 通 じ て 同 様 に 達 成 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 こ の 増 殖 /継 代 方 式 は 、 一 般 的 に 、 温 度 感 受 性 （ ｔ ｓ ） 、 低 温 順 応 （ ｃ ａ ） お よ び ／ ま
た は そ の 宿 主 域 （ ｈ ｒ ） の の 改 変 を １ つ ま た は 全 て が 野 生 型 、 疾 病 起 因 ウ イ ル ス か ら 変 化
し て い る － す な わ ち 弱 毒 性 と 関 係 し 得 る 変 化 の あ る ウ イ ル ス 派 生 物 の 出 現 に つ な が る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 麻 疹 と 耳 下 腺 炎 の 予 防 の た め の 生 ウ イ ル ス ワ ク チ ン （ パ ラ ミ ク ソ ウ イ ル ス で あ る ） 、 お
よ び ポ リ オ と 風 疹 に 対 し て 保 護 す る た め の 生 ウ イ ル ス ワ ク チ ン （ ポ ジ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ
ル ス で あ る ） を 含 む 、 種 々 の 生 ウ イ ル ス ワ ク チ ン が 、 こ の ア プ ロ ー チ に よ っ て 作 り 出 さ れ
、 世 界 中 で 現 在 の 幼 児 期 の 免 疫 処 置 法 の 主 軸 を 担 っ て い る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 そ れ に も か か わ ら ず 、 弱 毒 化 生 ウ イ ル ス ワ ク チ ン 候 補 体 を 作 り 出 す こ の 過 程 は 長 く 、 ラ
ン ダ ム に 発 生 す る 望 ま し い 弱 毒 化 特 徴 を 有 す る ゲ ノ ム 変 異 体 を 選 択 す る 結 果 に 大 き く 拠 っ
て い る た め 、 予 測 し 得 な い 。 免 疫 原 性 組 成 物 に 用 い る た め の 結 果 と し て 得 ら れ る ウ イ ル ス
候 補 体 は 、 免 疫 さ れ る 被 験 者 中 で 弱 い 弱 毒 性 ま た は 過 剰 な 弱 毒 性 を 維 持 す る こ と が し ば し
ば あ る 。
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【 ０ ０ １ ８ 】
　 使 用 中 の 現 行 ワ ク チ ン で さ え 、 改 良 さ れ た 免 疫 原 性 組 成 物 お よ び プ ロ ト コ ル を 与 え る 、
よ り 有 効 な 、 生 弱 毒 化 ウ イ ル ス 候 補 物 に つ い て の 必 要 性 が ま だ あ る 。 例 え ば 、 現 行 の 麻 疹
ワ ク チ ン は 適 度 に 良 い 保 護 を 提 供 す る 。 し か し 、 最 近 の 麻 疹 の 流 行 は 、 現 在 の ワ ク チ ン の
効 能 の 不 足 を 示 唆 し て い る 。 母 体 免 疫 に も か か わ ら ず 、 高 い 割 合 の 急 性 麻 疹 感 染 症 が １ 歳
未 満 の 子 供 た ち に 起 こ っ て い る こ と は 、 野 生 型 麻 疹 感 染 に 続 い て 作 ら れ る 抗 － 麻 疹 抗 体 レ
ベ ル に 匹 敵 す る 抗 体 レ ベ ル を 誘 導 す る こ と が で き な い と い う ワ ク チ ン の 能 力 を 反 映 し て い
る （ Griffin、 、 第 ３ 版 . Lippincott-Raven、 140
1-1442、 2001； Cuttsら 、 、 :S32-S41、 1994） 。 そ の 結 果 と し て
、 ワ ク チ ン 免 疫 さ れ た 母 は 、 最 初 の 数 か 月 を 越 え て 新 生 児 に 至 る ま で の 生 命 を 保 護 す る の
に 十 分 な 経 胎 盤 性 の 誘 導 さ れ た 受 動 抗 体 （ passive antibodies） を 幼 児 に 提 供 す る こ と が
で き な い 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　  以 前 に 予 防 接 種 を 受 け た 若 者 お よ び 成 年 に お け る 急 性 麻 疹 感 染 症 は 更 な る 問 題 を 指 摘
す る 。 こ れ ら の 第 ２ の ワ ク チ ン の 失 敗 は 、 大 量 か つ 長 期 維 持 さ れ る 抗 ウ イ ル ス 保 護 を 誘 導
し 維 持 す る 現 行 ワ ク チ ン の 能 力 の 限 界 を 示 し て い る （ Atkinsonら 、

、 43:451-463、 1992） 。 近 年 で は 、 さ ら に 別 の 潜 在 的 な 問 題 が 明 ら か に さ れ た
。 過 去 １ ５ 年 に 渡 っ て 単 離 さ れ た 野 生 型 麻 疹 の 血 球 凝 集 素 タ ン パ ク 質 が ワ ク チ ン 株 か ら 次
第 に 離 れ て い っ て い る こ と が 示 さ れ た 。 こ の 「 抗 原 ド リ フ ト 」 は 、 ワ ク チ ン 株 が 最 適 な 保
護 を 提 供 す る た め に 必 要 と さ れ る 理 想 的 な 抗 原 レ パ ー ト リ ー を 含 ま な い 場 合 が あ る と い う
も っ と も な 懸 念 を 引 き 起 こ す 。 従 っ て 、 改 良 さ れ た 免 疫 原 性 組 成 物 の 必 要 性 が あ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　  ｃ Ｄ Ｎ Ａ か ら の 組 換 え 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス の 回 収 は 、 ウ イ ル ス ゲ ノ
ム Ｒ Ｎ Ａ （ ｖ Ｒ Ｎ Ａ ） そ れ 自 体 の 細 胞 へ の 導 入 で は ウ イ ル ス 複 製 を 始 め る の に 十 分 で な い
た め 、 特 殊 な レ ス キ ュ ー 系 を 必 要 と す る 。 ウ イ ル ス 複 製 サ イ ク ル の 開 始 に も 、 ウ イ ル ス ヌ
ク レ オ キ ャ プ シ ド と ポ リ メ ラ ー ゼ 複 合 体 の 構 成 要 素 を 含 む ３ つ ま た は そ れ 以 上 の ウ イ ル ス
・ ト ラ ン ス － 作 用 性 タ ン パ ク 質 の 細 胞 内 合 成 を 必 要 と す る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 い く つ か の 異 な る レ ス キ ュ ー プ ロ ト コ ル が 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ か ら の 組 換 え 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ
鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス の 回 収 に つ い て 試 み ら れ た 。 こ れ ら 報 告 さ れ た プ ロ ト コ ル の 多 く は 、 ウ
イ ル ス ゲ ノ ム ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン に 加 え て 、 不 可 欠 な ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 、 例 え ば ヌ ク レ オ
キ ャ プ シ ド ・ タ ン パ ク 質 （ Ｎ ま た は Ｎ Ｐ ） 、 リ ン タ ン パ ク 質 （ Ｐ ） お よ び 大 き な ポ リ メ ラ
ー ゼ ・ サ ブ ユ ニ ッ ト （ Ｌ ） を エ ン コ ー ド す る 発 現 ベ ク タ ー を 含 む 複 数 の プ ラ ス ミ ド を 用 い
て 、 細 胞 を ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン す る 同 時 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 工 程 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 特 に 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 ウ イ ル ス の た め に 設 計 さ れ た レ ス キ ュ ー プ ロ ト コ ル に お い て
は 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た Ｄ Ｎ Ａ の 転 写 を 容 易 に す る た め に Ｔ ７  Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ
ー ゼ の 細 胞 内 発 現 が 使 用 さ れ て い る 。 Ｔ ７  Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ が こ の 目 的 の た め に 用 い
ら れ る の は ： ｉ ） 適 切 に 設 計 さ れ た ウ イ ル ス ｃ Ｄ Ｎ Ａ プ ラ ス ミ ド を 用 い る と 、 Ｔ ７ ポ リ メ
ラ ー ゼ は ウ イ ル ス ゲ ノ ム の ｖ Ｒ Ｎ Ａ 合 成 を 正 確 な ５ ’ 端 で 始 め さ せ る こ と が で き 、 ｉ ｉ ）
Ｔ ７  Ｒ Ｎ Ａ は 、 こ の 網 の ウ イ ル ス が 複 製 す る 細 胞 の 細 胞 質 で 高 レ ベ ル 発 現 を さ せ 、 そ し
て 、 ｉ ｉ ｉ ） Ｒ Ｎ Ａ の 細 胞 質 合 成 は 、 ｖ Ｒ Ｎ Ａ が 核 ス プ ラ イ シ ン グ ま た は ポ リ ア デ ニ ル 化
経 路 に よ り 処 理 さ れ 得 る 可 能 性 を な く す で あ る 。 こ れ ら の 特 徴 は 、 Ｔ ７  Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ
ー ゼ に 基 づ く レ ス キ ュ ー 系 を 設 計 す る の に 非 常 に 有 利 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 レ ス キ ュ ー 系 で Ｔ ７  Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ を 使 用 す る こ と に 大 き な 利 点 が あ る が 、 不 利
な 点 も あ る 。 Ｔ ７  Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ の 高 レ ベ ル 、 細 胞 内 発 現 を 達 成 す る た め に 、 大 部
分 の レ ス キ ュ ー 系 は 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ る 細 胞 も フ ァ ー ジ ・ ポ リ メ ラ ー ゼ 遺 伝 子
（ 例 え ば 、 Ｍ Ｖ Ａ ／ Ｔ ７ ） を 発 現 す る 組 換 え ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス に 感 染 し て い る こ と を 必
要 と す る （ 例 え ば 、 Pattnaikら 、 . :2948-2957、 1990を 参 照 の こ と ） 。 こ の 一
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般 的 な レ ス キ ュ ー 方 法 を 適 用 す る こ と に つ い て は 、 Lawsonら （
 :4477-4481、 1995） が 、 水 泡 性 口 内 炎 ウ イ ル ス （ Ｖ Ｓ Ｖ ） の 好 結 果 の 回 収 を 報 告 し

た 。 同 様 に 、 ２ ０ ０ ０ 年 ３ 月 ７ 日 に コ ン ツ ェ ル マ ン （ Conzelmann） に 発 行 さ れ た 米 国 特 許
第 ６ ， ０ ３ ３ ， ８ ８ ６ 号 で は 、 Ｔ ７ 　 Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ を 発 現 す る 組 換 え ワ ク シ ニ ア ウ
イ ル ス ｖ Ｔ Ｆ ７ － ３ で 感 染 さ れ た 幼 若 ハ ム ス タ ー 肝 臓 （ Ｂ Ｈ Ｋ ） 細 胞 中 に 、 Ｒ Ｖ  Ｎ 、 Ｐ
お よ び Ｌ タ ン パ ク 質 を エ ン コ ー ド す る プ ラ ス ミ ド と 一 緒 に Ｒ Ｖ  ｃ Ｄ Ｎ Ａ ゲ ノ ム を 同 時 ト
ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン す る こ と に よ っ て 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ か ら 狂 犬 病 ウ イ ル ス （ Ｒ Ｖ ） の 好 結 果 の
回 収 が 報 告 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 こ れ ら 、 ま た は 他 の ワ ク シ ニ ア に 基 づ く 回 収 系 を 含 む 成 功 し た レ ポ ー ト に も か か わ ら ず
、 ウ イ ル ス 回 収 系 で 組 換 え ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス を 使 用 す る こ と に 関 連 す る 大 き な 不 利 益 が
残 っ て い る 。 特 に 、 こ の 回 収 方 法 は 、 所 望 の ウ イ ル ス が ワ ク シ ニ ア ヘ ル パ ー ウ イ ル ス を 含
ま な い よ う に 精 製 さ れ る こ と を 必 要 と す る 。 特 に 、 ワ ク シ ニ ア ヘ ル パ ー ウ イ ル ス を 、 回 収
を 達 成 す る た め に レ ス キ ュ ー さ れ た ウ イ ル ス か ら 分 離 し な け れ ば な ら な い 。 こ の 回 収 を 複
雑 に し て い る の は 、 実 は ワ ク シ ニ ア が レ ス キ ュ ー さ れ る ウ イ ル ス の 複 製 を 妨 げ 得 る こ と で
あ る 。 高 い 力 価 で 複 製 す る Ｒ Ｖ お よ び Ｖ Ｓ Ｖ の よ う な ウ イ ル ス に つ い て は 、 こ れ ら が 要 因
の 問 題 は 少 な い 。 し か し な が ら 、 多 く の 他 の 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス 、 例 え
ば 呼 吸 器 合 胞 体 ウ イ ル ス （ Ｒ Ｓ Ｖ ） 、 ヒ ト ・ パ ラ イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス （ Ｈ Ｐ Ｉ Ｖ ｓ ）
、 牛 パ ラ イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス ３ 型 （ Ｂ Ｐ Ｉ Ｖ ３ ） お よ び 麻 疹 ウ イ ル ス （ Ｍ Ｖ ） は 、 よ
り ゆ っ く り 増 殖 す る た め 、 ワ ク シ ニ ア に 基 づ く 系 に て 回 収 さ せ る こ と は 困 難 で あ ろ う 。 ワ
ク シ ニ ア に 基 づ く 回 収 系 に 関 連 し た 欠 点 は 、 ワ ク シ ニ ア が 、 何 回 か の 継 代 を 経 た 後 で あ っ
て も 、 宿 主 細 胞 集 団 に 発 症 さ せ る 場 合 が あ る と い う 広 域 な 細 胞 変 性 効 果 （ Ｃ Ｐ Ｅ ） に 起 因
す る 。 ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス に 起 因 す る Ｃ Ｐ Ｅ は 、 レ ス キ ュ ー さ れ た ウ イ ル ス に よ っ て 形 成
さ れ る プ ラ ー ク の 検 出 を 困 難 に し 、 複 製 を 補 助 す る た め の 細 胞 培 養 の 能 力 を 弱 め る こ と に
よ っ て 、 レ ス キ ュ ー さ れ る ウ イ ル ス の 収 量 も 減 少 す る こ と が あ る 。 ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス に
よ っ て 誘 発 さ れ る Ｃ Ｐ Ｅ が 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 細 胞 が 生 存 可 能 な 期 間 を 制 限 す
る こ と で 、 ゆ っ く り 増 殖 す る 、 弱 毒 化 ウ イ ル ス の レ ス キ ュ ー を さ ら に 妨 げ 、 あ る い は 排 除
す る こ と も あ り 得 る 。 最 後 に 、 レ ス キ ュ ー さ れ た 、 組 換 え ウ イ ル ス が 、 免 疫 原 性 組 成 物 を
調 製 す る た め ま た は 遺 伝 子 治 療 ベ ク タ ー を 開 発 す る た め の シ ー ド ス ト ッ ク に な る 場 合 、 残
留 す る ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス の 汚 染 は 重 大 な 懸 念 材 料 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス の た め の 別 の レ ス キ ュ ー 系 は 、 構 成 的 に フ ァ ー ジ
ポ リ メ ラ ー ゼ 遺 伝 子 を 発 現 す る 特 殊 な 「 ヘ ル パ ー 」 細 胞 系 を 用 い る 。 典 型 的 な Ｔ ７ ヘ ル パ
ー 細 胞 系 は 、 効 果 的 に ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス に 基 づ く 系 と 関 連 す る 問 題 を 回 避 す る こ と が 報
告 さ れ た 。 Billeterら に よ り 報 告 さ れ た 系 の １ つ （ 出 典 明 示 に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と す る
国 際 公 開 番 号 WO 97/06270） は 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ か ら 感 染 性 麻 疹 ウ イ ル ス （ Ｍ Ｖ ） を 回 収 す る た
め に 開 発 さ れ た 。 Billeterら の 系 は 、 ヘ ル パ ー ウ イ ル ス に 替 え て 、 構 成 的 に Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ
ラ ー ゼ 、 例 え ば Ｔ ７  Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ を 発 現 す る ヘ ル パ ー 細 胞 系 を 用 い る 。 ま た こ の
ヘ ル パ ー 細 胞 系 は 、 Ｍ Ｖ の Ｎ お よ び Ｐ タ ン パ ク 質 の 構 成 的 な 「 ゲ ノ ム 発 現 」 を 提 供 す る 。
こ の 特 別 に 改 変 さ れ た 細 胞 系 に 、 発 現 制 御 配 列 と 作 動 可 能 に 連 結 さ れ た Ｍ Ｖ の 完 全 な （ ＋
） 鎖 配 列 を 含 む ｃ Ｄ Ｎ Ａ プ ラ ス ミ ド を 導 入 す る 。 Ｍ Ｖ  ｃ Ｄ Ｎ Ａ と と も に 、 Ｍ Ｖ の Ｌ タ ン
パ ク 質 を エ ン コ ー ド す る プ ラ ス ミ ド が 同 時 ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ 、 ヘ ル パ ー 細 胞 系 で 一 過
性 に 発 現 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 こ の 別 の 、 Ｔ ７ ヘ ル パ ー 細 胞 に 基 づ く レ ス キ ュ ー 系 は 、 Ｍ Ｖ 回 収 に つ い て の 成 功 す る 道
具 と し て 報 告 さ れ た が 、 上 記 の ワ ク シ ニ ア ヘ ル パ ー 系 に あ る 特 定 の 組 の 欠 点 に よ り 上 手 く
い か な い 。 ヘ ル パ ー ウ イ ル ス を Ｍ Ｖ の Ｎ お よ び Ｐ タ ン パ ク 質 に 加 え て Ｔ ７  Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ
ラ ー ゼ を 構 成 的 に 発 現 す る 特 定 の ヘ ル パ ー 細 胞 系 と 交 換 す る Billeterら の 系 は 、 他 の 非 分
節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス の レ ス キ ュ ー に 適 用 で き な い で あ ろ う こ と は 、 最 も 重 要
な こ と で あ る 。 代 替 で そ の よ う な 特 殊 な ヘ ル パ ー 細 胞 系 を 用 い る 場 合 、 レ ス キ ュ ー さ れ る
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個 別 の ウ イ ル ス の た め に 新 し い 細 胞 系 を 造 ら な け れ ば な ら な い で あ ろ う 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 ま た 、 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス 回 収 の た め の 別 の 細 胞 系 は 、 ヘ ル パ ー 細 胞
中 で Ｔ ７ ポ リ メ ラ ー ゼ の み の 構 成 的 発 現 を 特 徴 と す る 。 従 っ て 、 Buchholzら （ 出 典 明 示 に
よ り 本 明 細 書 の 一 部 と す る J. . :251-259、 1999） は 、 構 成 的 に Ｔ ７  Ｒ Ｎ Ａ ポ リ
メ ラ ー ゼ を 発 現 す る Ｂ Ｈ Ｋ － ２ １ 細 胞 系 を 構 築 し た 。 こ の 系 の 利 点 に は 、 細 胞 系 が 特 定 の
ウ イ ル ス の Ｎ 、 Ｐ ま た は Ｌ タ ン パ ク 質 を 構 成 的 に 発 現 し な い の で 、 細 胞 系 が あ ま り 特 殊 化
さ れ な い こ と と 、 報 告 に よ れ ば こ の 細 胞 系 は １ ０ ０ 回 継 代 し た 後 で も Ｔ ７ ポ リ メ ラ ー ゼ を
安 定 に 発 現 す る こ と が あ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 そ れ に も か か わ ら ず 、 全 て の ヘ ル パ ー 細 胞 系 は 、 そ れ ら の 構 築 の 困 難 性 、 お よ び 広 域 の
異 な る 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス の 回 収 を 提 供 す る 細 胞 系 の 有 用 性 が 限 定 さ れ
て い る 点 で 同 様 の 欠 点 を 有 す る 。 現 在 、 高 レ ベ ル の ポ リ メ ラ ー ゼ を 発 現 し 、 ウ イ ル ス レ ス
キ ュ ー を 補 助 す る わ ず か ２ 、 ３ の Ｔ ７ ヘ ル パ ー 細 胞 系 が 開 発 さ れ て い る 。 経 験 に よ り 、 異
な る ウ イ ル ス と 新 生 株 に 関 す る 独 特 の 要 求 を 満 た す 新 し い Ｔ ７ 細 胞 系 を 単 離 す る の は 難 し
い で あ ろ う こ と が 示 さ れ た 。 こ の こ と は 、 レ ス キ ュ ー に 利 用 で き る 多 く の Ｔ ７ 細 胞 系 を 制
限 す る こ と と な り 、 ま た 多 く の 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス に つ い て 適 格 な 細 胞
系 を 生 産 す る の に 重 大 な 問 題 を 提 示 す る 。 関 連 す る 問 題 に 、 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ
ウ イ ル ス が 特 定 の 細 胞 指 向 性 を 示 し 、 幾 つ か の 利 用 可 能 な Ｔ ７ ヘ ル パ ー 細 胞 系 で 増 殖 し な
い こ と が あ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 生 － 弱 毒 化 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス の 回 収 と 生 産 に 対 し て 多 く の 利 点 が あ
る が 、 こ れ ら の 病 原 体 に 起 因 す る 深 刻 な 健 康 問 題 を 軽 減 す る た め に 安 全 で か つ 効 果 的 な 免
疫 原 性 組 成 物 を 設 計 す る た め の 更 な る 道 具 と 方 法 に 関 し 、 当 分 野 で は 明 確 な 必 要 性 が あ る
。 こ の 内 容 で 残 る 課 題 に は 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ に 基 づ く 回 収 系 を 用 い る 、 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ
Ｎ Ａ ウ イ ル ス を よ り 効 率 的 に レ ス キ ュ ー す る た め の 更 な る 道 具 に つ い て の 必 要 性 が あ る 。
こ の 目 的 を 容 易 に す る た め に 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ か ら の 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス の 回
収 に 関 す る 既 存 の 方 法 を 発 展 さ せ な け れ ば な ら な い 。 こ の 内 容 で は 、 Ｔ ７  Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ
ラ ー ゼ を 構 成 的 に 発 現 す る よ う に 改 変 さ れ た 組 換 え ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス ま た は 特 殊 化 さ れ
た 細 胞 系 の 使 用 を 必 要 と し な い 、 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス の レ ス キ ュ ー お よ
び 遺 伝 子 操 作 の た め の 方 法 お よ び 組 成 物 を 開 発 す る こ と は 特 に 望 ま し い 。 驚 く べ き こ と に
、 本 発 明 は 、 本 明 細 書 中 に て 以 下 に 記 載 す る よ う に 、 こ れ ら の 要 求 を 満 た す と と も に 、 更
な る 目 的 お よ び 利 点 を 達 成 す る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】

　 本 発 明 は 、 ヘ ル パ ー ウ イ ル ス （ 例 え ば ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス ） に 依 存 せ ず 、 Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ
ラ ー ゼ を 構 成 的 に 発 現 す る よ う 設 計 さ れ た 特 殊 な ヘ ル パ ー 細 胞 系 を 必 要 と し な い 組 成 物 お
よ び 方 法 を 用 い る 、 ク ロ ー ン 化 さ れ た ｃ Ｄ Ｎ Ａ か ら の 多 量 の 非 分 節 型 、 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ
Ａ ウ イ ル ス の 効 果 的 な 回 収 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 発 明 の １ つ の 態 様 に お い て 、 モ ノ ネ ガ ウ イ ル ス 目 の 感 染 性 、 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ
Ｎ Ａ ウ イ ル ス を 生 成 す る た め の 方 法 は 、 ウ イ ル ス ｃ Ｄ Ｎ Ａ 発 現 ベ ク タ ー か ら の ウ イ ル ス Ｒ
Ｎ Ａ 転 写 物 を 合 成 さ せ る た め に 発 現 制 御 配 列 と 作 動 可 能 に 連 結 さ れ た 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ
鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス の ゲ ノ ム ま た は ア ン チ ゲ ノ ム を エ ン コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む
ウ イ ル ス ｃ Ｄ Ｎ Ａ 発 現 ベ ク タ ー を 、 Ｎ タ ン パ ク 質 、 Ｐ タ ン パ ク 質 お よ び Ｌ タ ン パ ク 質 を 発
現 し 、 か つ 一 過 性 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 発 現 ベ ク タ ー か ら の Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ を 一
過 性 に 発 現 す る 宿 主 細 胞 に 導 入 し 、 次 い で 、 そ の 宿 主 細 胞 か ら 組 み 立 て ら れ た 感 染 性 、 非
分 節 型 、 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス を 回 収 す る こ と を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 形 態 で は 、 モ ノ ネ ガ ウ イ ル ス 目 の 増 殖 － ま た は 複 製 － 欠 損 、 非 分 節 型
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、 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス を 生 成 す る た め の 方 法 が 提 供 さ れ る 。 こ れ ら の 実 施 形 態 に
つ い て は 、 増 殖 ま た は 複 製 が 欠 損 し て い る か ま た は 次 の レ ス キ ュ ー を 行 え な い 欠 損 ウ イ ル
ス 、 例 え ば 、 イ ン ビ ト ロ （ in vitro） ま た は イ ン ビ ボ （ in vivo） で 増 殖 ま た は 複 製 す る
能 力 を 制 限 さ れ た ウ イ ル ス を 生 成 す る こ と が 望 ま し い 。 本 発 明 の こ れ ら の 実 施 形 態 で は 、
ｃ Ｄ Ｎ Ａ 発 現 ベ ク タ ー か ら の ウ イ ル ス Ｒ Ｎ Ａ 転 写 物 を 合 成 さ せ る た め に 発 現 制 御 配 列 と 作
動 可 能 に 連 結 さ れ た 増 殖 － ま た は 複 製 － 欠 損 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス の ゲ ノ
ム ま た は ア ン チ ゲ ノ ム を エ ン コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ 発 現 構 築 物 を 、 Ｎ タ ン パ ク 質 、 Ｐ タ ン パ
ク 質 お よ び Ｌ タ ン パ ク 質 を 発 現 し 、 か つ 一 過 性 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 発 現 ベ ク タ ー か
ら の Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ を 一 過 性 に 発 現 す る 宿 主 細 胞 に 導 入 す る 。 そ の 増 殖 － ま た は 複 製
－ 欠 損 、 非 分 節 型 、 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス は 、 そ の 後 、 免 疫 原 性 組 成 物 で の 使 用 の
た め に 、 ま た は 他 の 目 的 の た め に 宿 主 細 胞 か ら 回 収 さ れ る 。 し ば し ば 、 こ の 増 殖 － お よ び
複 製 － 欠 損 ウ イ ル ス お よ び サ ブ ウ イ ル ス 粒 子 は 、 以 下 の 本 明 細 書 中 で 記 載 す る よ う に 、 「
ベ ク タ ー 」 と し て 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 形 態 で は 、 モ ノ ネ ガ ウ イ ル ス 目 の 感 染 性 、 非 分 節 型 、 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ
Ｎ Ａ ウ イ ル ス を 生 成 す る た め の 方 法 は 、 ウ イ ル ス ｃ Ｄ Ｎ Ａ 発 現 ベ ク タ ー か ら の ウ イ ル ス Ｒ
Ｎ Ａ 転 写 物 を 合 成 さ せ る た め に 発 現 制 御 配 列 と 作 動 可 能 に 連 結 さ れ た 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ
鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス の ゲ ノ ム ま た は ア ン チ ゲ ノ ム を エ ン コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む
ウ イ ル ス ｃ Ｄ Ｎ Ａ 発 現 ベ ク タ ー を 、
　 （ １ ） Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ 、
　 （ ２ ） Ｎ タ ン パ ク 質 、
　 （ ３ ） Ｐ タ ン パ ク 質 、 お よ び
　 （ ４ ） Ｌ タ ン パ ク 質 、
を 一 過 性 に 発 現 す る 宿 主 細 胞 で あ っ て 、 Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ お よ び Ｎ 、 Ｐ お よ び Ｌ タ ン パ
ク 質 の そ れ ぞ れ が 一 過 性 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 発 現 ベ ク タ ー か ら 発 現 さ れ る 宿 主 細 胞
中 に 導 入 し 、 次 い で 、 そ の 宿 主 細 胞 か ら 組 み 立 て ら れ た 感 染 性 、 非 分 節 型 、 ネ ガ テ ィ ブ 鎖
Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス を 回 収 す る こ と を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 さ ら に 別 の 実 施 形 態 で は 、 モ ノ ネ ガ ウ イ ル ス 目 の 感 染 性 、 非 分 節 型 、 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ
Ａ ウ イ ル ス を 生 成 た め の 方 法 は 、 ウ イ ル ス ｃ Ｄ Ｎ Ａ 発 現 ベ ク タ ー か ら の ウ イ ル ス Ｒ Ｎ Ａ 転
写 物 を 合 成 さ せ る た め に 発 現 制 御 配 列 と 作 動 可 能 に 連 結 さ れ た 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ
Ａ ウ イ ル ス の ゲ ノ ム ま た は ア ン チ ゲ ノ ム を エ ン コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ウ イ ル
ス ｃ Ｄ Ｎ Ａ 発 現 ベ ク タ ー 、 並 び に Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ 、 Ｎ タ ン パ ク 質 、 Ｐ タ ン パ ク 質 お よ
び Ｌ タ ン パ ク 質 を エ ン コ ー ド し 且 つ 一 過 性 発 現 さ せ る １ つ ま た は そ れ 以 上 の 一 過 性 発 現 ベ
ク タ ー を 、 好 適 な 宿 主 細 胞 に 導 入 し 、 次 い で そ の 宿 主 細 胞 か ら 組 み 立 て ら れ た 感 染 性 、 非
分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス を 回 収 す る こ と を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　  本 発 明 の よ り 詳 細 な 態 様 で は 、 モ ノ ネ ガ ウ イ ル ス 目 の 感 染 性 、 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖
Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス を 生 成 す る た め の 方 法 は 、 ウ イ ル ス ｃ Ｄ Ｎ Ａ 発 現 ベ ク タ ー か ら の ウ イ ル ス
Ｒ Ｎ Ａ 転 写 物 を 合 成 さ せ る た め に 発 現 制 御 配 列 と 作 動 可 能 に 連 結 さ れ た 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ
ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス の ゲ ノ ム ま た は ア ン チ ゲ ノ ム を エ ン コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含
む ウ イ ル ス ｃ Ｄ Ｎ Ａ 発 現 ベ ク タ ー 、 並 び に Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ 、 Ｎ タ ン パ ク 質 、 Ｐ タ ン パ
ク 質 お よ び Ｌ タ ン パ ク 質 を エ ン コ ー ド し 且 つ 一 過 性 発 現 さ せ １ つ ま た は そ れ 以 上 の 一 過 性
発 現 ベ ク タ ー を 好 適 な 宿 主 細 胞 に 導 入 す る こ と を 含 む 。 １ つ ま た は そ れ 以 上 の ウ イ ル ス ｃ
Ｄ Ｎ Ａ 発 現 ベ ク タ ー 、 お よ び Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ 、 Ｎ タ ン パ ク 質 、 Ｐ タ ン パ ク 質 、 お よ び
Ｌ タ ン パ ク 質 を エ ン コ ー ド す る １ つ ま た は そ れ 以 上 の 一 過 性 発 現 ベ ク タ ー が 宿 主 細 胞 中 に
導 入 さ れ た 後 に 、 そ の 宿 主 細 胞 は 組 換 え ウ イ ル ス の 回 収 が 増 大 す る の に 十 分 な 条 件 下 で 効
果 的 な 熱 シ ョ ッ ク に 曝 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 で は 、 モ ノ ネ ガ ウ イ ル ス 目 の 感 染 性 、 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ
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イ ル ス を 生 成 す る た め の 方 法 は 、 ウ イ ル ス ｃ Ｄ Ｎ Ａ 発 現 ベ ク タ ー か ら の ウ イ ル ス Ｒ Ｎ Ａ 転
写 物 を 合 成 さ せ る た め に 発 現 制 御 配 列 と 作 動 可 能 に 連 結 さ れ た 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ
Ａ ウ イ ル ス の ゲ ノ ム ま た は ア ン チ ゲ ノ ム を エ ン コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ウ イ ル
ス ｃ Ｄ Ｎ Ａ 発 現 ベ ク タ ー 、 並 び に Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ 、 Ｎ タ ン パ ク 質 、 Ｐ タ ン パ ク 質 お よ
び Ｌ タ ン パ ク 質 を エ ン コ ー ド し 且 つ 一 過 性 発 現 す る 、 １ つ ま た は そ れ 以 上 の 一 過 性 発 現 ベ
ク タ ー を 、 こ れ ら ベ ク タ ー の 同 時 発 現 お よ び 組 換 え ウ イ ル ス の 生 成 を 達 成 す る の に 十 分 な
条 件 下 で 、 好 適 な 宿 主 細 胞 に 導 入 す る こ と を 含 む 。 次 い で 、 そ の 宿 主 細 胞 を 一 般 的 に 単 層
の エ キ ス パ ン シ ョ ン 細 胞 と し て 提 供 さ れ る プ ラ ー ク エ キ ス パ ン シ ョ ン 細 胞 を 含 む 共 培 養 に
移 し 、 組 み 立 て ら れ た 感 染 性 、 非 分 節 型 、 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス を 該 共 培 養 物 か ら
回 収 す る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 ま た 、 本 発 明 の 範 囲 内 で 提 供 さ れ る も の に 、 モ ノ ネ ガ ウ イ ル ス 目 の 感 染 性 、 非 分 節 型 、
ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス を 生 産 す る た め の 組 成 物 が あ る 。 こ の 組 成 物 は 、 好 適 な 宿 主
細 胞 中 で ウ イ ル ス ｃ Ｄ Ｎ Ａ か ら の ウ イ ル ス Ｒ Ｎ Ａ 転 写 物 を 合 成 さ せ る た め に 発 現 制 御 配 列
と 作 動 可 能 に 連 結 さ れ た 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス の ゲ ノ ム ま た は ア ン チ ゲ ノ
ム を エ ン コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ウ イ ル ス ｃ Ｄ Ｎ Ａ 発 現 ベ ク タ ー 、 お よ び
１ つ ま た は そ れ 以 上 の 一 過 性 発 現 ベ ク タ ー 、 お よ び
　 （ １ ） Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ 、
　 （ ２ ） Ｎ タ ン パ ク 質 、
　 （ ３ ） Ｐ タ ン パ ク 質 、
　 （ ４ ） Ｌ タ ン パ ク 質 、
を エ ン コ ー ド し 且 つ 宿 主 細 胞 中 で 一 過 性 発 現 さ せ る １ つ ま た は そ れ 以 上 の 一 過 性 発 現 ベ ク
タ ー 、 並 び に そ の 宿 主 細 胞 中 で Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ を エ ン コ ー ド し 且 つ 一 過 性 発 現 さ せ る
一 過 性 発 現 ベ ク タ ー を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス が 増 殖 － ま た は 複 製 － 欠 損 ウ
イ ル ス で あ る 、 上 記 の 組 成 物 が 提 供 さ れ る 。 本 発 明 の 範 囲 内 の こ れ ら の 組 成 物 お よ び 関 連
す る 組 成 物 は 、 調 製 ま た は 作 用 製 剤 お よ び 混 合 物 に て 提 供 さ れ る こ と が で き る 。 例 え ば 、
上 記 組 成 物 は 、 ウ イ ル ス ｃ Ｄ Ｎ Ａ 発 現 ベ ク タ ー と Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ 、 Ｎ 、 Ｐ お よ び Ｌ タ
ン パ ク 質 を エ ン コ ー ド し 且 つ 一 過 性 発 現 さ せ る １ つ ま た は そ れ 以 上 の 一 過 性 発 現 ベ ク タ ー
（ 群 ） と が 同 時 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 混 合 物 中 に 組 み 合 わ さ れ て 提 供 さ れ て も 良 い 。 あ る
い は 、 上 記 組 成 物 が 同 時 ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 宿 主 細 胞 ま た は ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た
宿 主 細 胞 お よ び プ ラ ー ク エ キ ス パ ン シ ョ ン 細 胞 の 共 培 養 物 中 に 組 み 合 わ さ れ て い て も 良 い
。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 本 発 明 の 更 な る 実 施 形 態 は 、 上 記 方 法 に 従 っ て 生 成 さ れ た 組 換 え 、 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ
鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス 、 並 び に 上 記 ウ イ ル ス を 含 む 免 疫 原 性 組 成 物 お よ び 被 検 ウ イ ル ス お よ び
免 疫 原 性 組 成 物 の 投 与 を 含 む 哺 乳 動 物 の 患 者 に 免 疫 応 答 を 誘 発 す る た め の 方 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】

　 図 １ は 、 Ｍ Ｖ Ａ － Ｔ ７ よ り も Ｔ ７ を 供 給 す る た め の プ ラ ス ミ ド を 用 い た Ｒ Ｓ Ｖ の レ ス キ
ュ ー を 表 す 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 図 ２ Ａ ‐ ２ Ｃ は 、 一 過 性 Ｔ ７  ポ リ メ ラ ー ゼ 発 現 ベ ク タ ー で あ る プ ラ ス ミ ド ｐ Ｃ ｌ － Ｎ
ｅ ｏ － Ｂ Ｃ Ｌ － Ｔ ７ の 典 型 的 な 配 列 （ 配 列 番 号 ： １ ） を 提 供 す る 。 Ａ Ｔ Ｇ は 、 Ｔ ７ ポ リ の
開 始 コ ド ン で あ る 。 Ｔ ７ ポ リ の 第 ２ の コ ド ン は 、 翻 訳 開 始 状 況 を 最 適 化 す る た め に Ａ Ａ Ｃ
か ら ｇ Ａ Ｃ （ コ ザ ッ ク 配 列 ） に 変 え ら れ た 。 配 列 Ｇ Ｃ Ｃ Ａ Ｃ Ｃ も 、 翻 訳 開 始 状 況 を 最 適 化
す る た め に 加 え ら れ た 。 配 列 の 小 文 字 の 部 分 （ gct agcctcgagt gatcagaatt c） は 、 Ｔ ７  
Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ コ ー ド 配 列 を 加 え る 前 に 、 ｐ Ｃ Ｉ － Ｎ ｅ ｏ ベ ク タ ー の Ｔ ７ プ ロ モ ー タ
ー の 代 わ り に 挿 入 さ れ た 。 こ の 配 列 は 、 Ｎ ｈ ｅ Ｉ 、 Ｘ ｈ ｏ Ｉ 、 Ｂ ｃ ｌ Ｉ と Ｅ ｃ ｏ Ｒ Ｉ の 制
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限 部 位 を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 図 ３ Ａ と ３ Ｂ （ パ ネ ル Ａ － Ｃ ） は 、 異 種 の ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス で 同 定 さ れ た 種
々 の 変 異 を 、 弱 毒 性 ま た は 他 の 所 望 の 表 現 型 変 化 を 生 じ さ せ る た め に 本 発 明 の 組 換 え 非 分
節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス 中 に （ こ の 場 合 Ｈ Ｐ Ｉ Ｖ １ 構 築 物 中 に ） 組 み 込 む こ と が
で き る こ と を 実 証 す る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】

　 本 発 明 は 、 ヘ ル パ ー ウ イ ル ス （ 例 え ば ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス ） に 依 存 せ ず 、 Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ
ラ ー ゼ を 構 成 的 に 発 現 す る よ う に 設 計 さ れ た 特 殊 な ヘ ル パ ー 細 胞 系 を 必 要 と し な い 組 成 物
お よ び 方 法 を 用 い る 、 ク ロ ー ン 化 さ れ た ｃ Ｄ Ｎ Ａ か ら 多 量 の 非 分 節 型 、 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ
Ａ ウ イ ル ス を 効 率 的 に 回 収 す る こ と を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 本 発 明 の １ つ の 態 様 で は 、 宿 主 細 胞 中 で 被 検 ウ イ ル ス の レ ス キ ュ ー を 補 助 す る こ と が で
き る Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ を 一 過 性 に 発 現 す る 一 過 性 発 現 ベ ク タ ー を 組 み 込 ん だ 、 非 分 節 型
ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス の 効 率 的 な レ ス キ ュ ー の た め の 方 法 お よ び 組 成 物 が 提 供 さ れ
る 。 一 過 性 ポ リ メ ラ ー ゼ ベ ク タ ー レ ス キ ュ ー 系 に お い て 、 例 え ば Ｔ ７  Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー
ゼ を エ ン コ ー ド す る 発 現 ベ ク タ ー は 、 ウ イ ル ス ゲ ノ ム ま た は ア ン チ ゲ ノ ム ｃ Ｄ Ｎ Ａ と 共 に
、 ウ イ ル ス レ ス キ ュ ー を 補 助 す る の に 必 要 な 必 須 の ウ イ ル ス の 補 助 タ ン パ ク 質 （ 例 え ば 、
Ｎ 、 Ｐ お よ び Ｌ タ ン パ ク 質 ） を 発 現 し て い る 宿 主 細 胞 中 に 同 調 的 に 導 入 さ れ る 。 Ｔ ７ を 補
助 す る た め の プ ラ ス ミ ド を 用 い た Ｒ Ｓ Ｖ の レ ス キ ュ ー に 適 用 さ れ る 、 本 発 明 の レ ス キ ュ ー
系 の 図 解 を 図 １ に 記 載 す る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 こ の よ う に 発 明 の ウ イ ル ス 回 収 方 法 お よ び 組 成 物 で は 、 宿 主 細 胞 は 、 一 過 性 に ト ラ ン ス
フ ェ ク ト さ れ た プ ラ ス ミ ド に よ り 細 胞 核 で 転 写 さ れ る Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ を 発 現 し 、 そ れ
に よ っ て ウ イ ル ス 不 含 系 に お い て 、 お よ び 種 々 の 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス 種
ま た は 型 の レ ス キ ュ ー に 適 合 し た 細 胞 に お い て ウ イ ル ス の 回 収 を 補 助 す る よ う プ ロ グ ラ ム
さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 本 明 細 書 中 に 記 載 の 方 法 お よ び 組 成 物 の 有 用 性 お よ び 汎 用 性 （ 例 え ば 、 ワ ク シ ニ ア に 基
づ く お よ び ヘ ル パ ー 細 胞 に 基 づ く 回 収 系 と の 比 較 に お い て ） は 、 一 般 に 一 過 性 の ベ ク タ ー
発 現 系 に 伴 う 低 い ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 効 率 と 短 期 間 の 発 現 の よ う な 予 想 さ れ る 障 害 を 克
服 す る 。 全 て の 細 胞 が Ｔ ７ ポ リ メ ラ ー ゼ を 構 成 的 に 発 現 す る Ｔ ７ ヘ ル パ ー 細 胞 系 と 対 照 的
に 、 一 過 性 の 発 現 系 の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 効 率 は 通 常 、 約 １ ０ － ２ ０ ％ と 低 い 。 加 え て
、 一 過 性 の 発 現 、 例 え ば Ｔ ７ ポ リ メ ラ ー ゼ の 一 過 性 発 現 は 、 お よ そ ７ ２ 時 間 と い う 限 ら れ
た 時 間 内 で 減 衰 し 停 止 す る こ と が 予 想 さ れ る 。 こ れ に 基 づ け ば 、 一 過 性 Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー
ゼ の 同 時 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 系 を 用 い た 、 増 殖 が 遅 く 、 弱 毒 化 さ れ た 多 種 多 様 な 種 お よ
び 株 を 含 む 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス を 効 率 的 に レ ス キ ュ ー す る 、 本 明 細 書 中
に て 開 示 す る 汎 用 性 の あ る 系 は 予 想 外 で あ っ た 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 本 発 明 の 一 過 性 の Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ 発 現 系 を 用 い る ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス の レ
ス キ ュ ー は 、 既 存 の 系 に 対 し 幾 つ か の 利 点 を 提 供 す る 。 特 に 、 Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ を 提 供
す る た め に 組 換 え ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス で 細 胞 を 感 染 さ せ る 必 要 が な い た め 、 ウ イ ル ス 回 収
の 効 率 お よ び フ ィ デ リ テ ィ ー 、 並 び に 効 率 的 な 免 疫 原 性 組 成 物 の 開 発 に 影 響 を 及 ぼ す Ｃ Ｐ
Ｅ や 他 の 悪 影 響 を 除 く こ と が で き る 。 関 連 し た 利 点 は 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 期 間 に つ い
て 、 ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 が 生 存 可 能 な 状 態 で 維 持 さ れ 、 レ ス キ ュ ー の 開 始 後 か ら
長 時 間 の ウ イ ル ス レ ス キ ュ ー を 補 助 で き る こ と で あ る 。 こ れ は 、 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ
Ｎ Ａ ウ イ ル ス の 間 に 共 通 す る 遅 く 増 殖 す る 種 と 株 の レ ス キ ュ ー を 促 進 す る の を 助 け る 。 加
え て 、 こ の レ ス キ ュ ー 系 は 、 所 望 の 組 換 え ウ イ ル ス か ら 組 換 え ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス を 精 製
す る 必 要 は な い 。 免 疫 原 性 組 成 物 お よ び 遺 伝 子 治 療 ベ ク タ ー を 開 発 す る に あ た っ て 、 レ ス
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キ ュ ー さ れ た ウ イ ル ス 調 製 物 中 の 組 換 え ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス 汚 染 に 関 す る 懸 念 も な い 。 最
後 に 、 本 方 法 お よ び 組 成 物 は 、 特 別 な ヘ ル パ ー 細 胞 系 を 開 発 す る 必 要 が な く 、 ト ラ ン ス フ
ェ ク シ ョ ン さ れ 得 る い ず れ か の 細 胞 系 を 多 種 多 様 な 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス
の 回 収 の た め に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 本 発 明 の 方 法 と 組 成 物 は 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ か ら の 多 種 多 様 な 組 換 え 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ
Ａ ウ イ ル ス を う ま く 回 収 す る た め に 実 施 す る こ と が で き る 。 ウ イ ル ス 分 類 国 際 委 員 会 に よ
っ て １ ９ ９ ３ 年 に 修 正 さ れ た 再 分 類 に 基 づ い て 、 モ ノ ネ ガ ウ イ ル ス 目 と 称 さ れ る 非 分 節 型
ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス の 目 が 確 立 さ れ た 。 こ の 目 は 、 マ イ ナ ス 方 向 （ ネ ガ テ ィ ブ セ
ン ス ） の 一 本 鎖 、 非 分 節 型 Ｒ Ｎ Ａ ゲ ノ ム を 有 す る 被 覆 さ れ た ウ イ ル ス の ３ つ の 科 を 含 む 。
こ れ ら の 非 分 節 型 、 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス 科 は 、 パ ラ ミ ク ソ ウ イ ル ス 科 、 ラ ブ ド ウ
イ ル ス 科 と フ ィ ロ ウ イ ル ス 科 で あ る 。 パ ラ ミ ク ソ ウ イ ル ス 科 は 、 さ ら に ２ つ の 亜 族 、 パ ラ
ミ ク ソ ウ イ ル ス 亜 科 お よ び ニ ュ ー モ ウ イ ル ス 亜 科 に 分 け ら れ る 。 パ ラ ミ ク ソ ウ イ ル ス 亜 科
は 、 ３ つ の 属 、 レ ス ピ ロ ウ イ ル ス 属 （ 以 前 パ ラ ミ ク ソ ウ イ ル ス 属 ） 、 ウ ブ ラ ウ イ ル ス 属 と
麻 疹 ウ イ ル ス 属 を 含 む 。 ニ ュ ー モ ウ イ ル ス 亜 科 は 、 ニ ュ ー モ ウ イ ル ス 属 を 含 む 。 表 １ は 、
本 発 明 の 方 法 お よ び 組 成 物 に 基 づ い て レ ス キ ュ ー す る こ と が 可 能 な 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖
Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス の 種 お よ び 属 を 代 表 す る 各 々 の 属 の 非 制 限 的 な 実 施 例 に 加 え て 、 現 行 の 分
類 学 上 の モ ノ ネ ガ ウ イ ル ス の 分 類 を 示 す 。
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【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 モ ノ ネ ガ ウ イ ル ス 目 の メ ン バ ー の 現 在 の 分 類 法 は 、 形 態 的 な 基 準 、 ウ イ ル ス ゲ ノ ム の 構
成 、 生 物 学 的 活 性 、 お よ び ウ イ ル ス 遺 伝 子 や 遺 伝 子 産 物 の 配 列 の 相 関 性 に 基 づ い て い る 。
パ ラ ミ ク ソ ウ イ ル ス 亜 科 に 関 し て 被 覆 さ れ た ウ イ ル ス 間 の 形 態 学 的 に 識 別 で き る 特 徴 は 、
ヌ ク レ オ キ ャ プ シ ド の 大 き さ と 形 で あ る 。 関 連 し た 生 物 学 的 特 徴 に は 、 １ ） 属 の メ ン バ ー
間 の 抗 原 交 差 反 応 、 お よ び ２ ） レ ス ピ ロ ウ イ ル ス 属 、 ウ ブ ラ ウ イ ル ス 属 に お け る ノ イ ラ ミ
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ニ ダ ー ゼ 活 性 の 存 在 お よ び 麻 疹 ウ イ ル ス 属 に お け る そ の 不 存 在 が あ る 。 加 え て 、 ル ブ ラ ウ
イ ル ス 属 に 過 剰 遺 伝 子 （ extra gene） （ Ｓ Ｈ ） が 存 在 す る た め に 、 Ｐ 遺 伝 子 を エ ン コ ー ド
す る 可 能 性 の 多 様 性 が 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 ニ ュ ー モ ウ イ ル ス 亜 科 は 細 い ヌ ク レ オ キ ャ プ シ ド を 含 む の で 、 ニ ュ ー モ ウ イ ル ス 亜 科 は
形 態 学 的 に パ ラ ミ ク ソ ウ イ ル ス 亜 科 と 区 別 で き る 。 加 え て 、 肺 炎 ウ イ ル ス 属 に は タ ン パ ク
質 を エ ン コ ー ド し て い る シ ス ト ロ ン の 数 （ 肺 炎 ウ イ ル ス 属 １ ０ 個 、 イ ン チ パ ラ ミ ク ソ ウ イ
ル ス 亜 科 ６ 個 ） と パ ラ ミ ク ソ ウ イ ル ス 亜 科 と 異 な る 付 着 タ ン パ ク 質 （ Ｇ ） に 大 き な 違 い が
あ る 。 パ ラ ミ ク ソ ウ イ ル ス と 肺 炎 ウ イ ル ス は 機 能 が 相 当 す る と 考 え ら れ る ６ つ の タ ン パ ク
質 （ Ｎ 、 Ｐ 、 Ｍ 、 Ｇ ／ Ｈ ／ Ｈ Ｎ 、 Ｆ お よ び Ｌ ） を 有 し て い る が 、 後 の ２ つ の タ ン パ ク 質 だ
け は ２ つ の 亜 族 間 で 非 常 に 関 連 し た 配 列 を 示 す 。 い く つ か の 肺 炎 ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 は 、
多 く の パ ラ ミ ク ソ ウ イ ル ス に あ る 対 応 物 、 す な わ ち 、 非 構 造 タ ン パ ク 質 Ｎ Ｓ １ お よ び Ｎ Ｓ
２ 、 弱 い 疎 水 性 の タ ン パ ク 質 Ｓ Ｈ 、 お よ び 第 ２ の タ ン パ ク 質 Ｍ ２ が 欠 損 し て い る 。 幾 つ か
の パ ラ ミ ク ソ ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 、 す な わ ち 、 Ｃ お よ び Ｖ は 、 肺 炎 ウ イ ル ス で 対 応 物 が 欠
損 し て い る 。 し か し な が ら 、 ラ ブ ド ウ イ ル ス と フ ィ ロ ウ イ ル ス と の そ の 基 本 的 な ゲ ノ ム 構
成 が 変 わ ら な い よ う に 、 肺 炎 ウ イ ル ス お よ び パ ラ ミ ク ソ ウ イ ル ス は 同 じ で あ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 発 明 に 基 づ く 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス の 一 般 的 な 回 収 手 法 は 、 以 下 の よ う
に ま と め ら れ る 。 所 望 の ウ イ ル ス ゲ ノ ム の ク ロ ー ン 化 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ 相 当 物 （ ポ ジ テ ィ ブ 鎖
、 メ ッ セ ー ジ セ ン ス で あ る ） は 、 好 適 な Ｄ Ｎ Ａ 依 存 性 Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー （
例 え ば Ｔ ７ 、 Ｔ ３ ま た は Ｓ Ｐ ６  Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー ） と 好 適 な 転 写 ベ ク タ
ー （ 例 え ば 、 増 殖 性 細 菌 プ ラ ス ミ ド ） に 挿 入 さ れ た 自 己 切 断 型 リ ボ ザ イ ム 配 列 （ 例 え ば デ
ル タ 型 肝 炎 リ ボ ザ イ ム ） と の 間 に 配 置 さ れ る 。 こ の 転 写 ベ ク タ ー は 容 易 に 操 作 で き る Ｄ Ｎ
Ａ 鋳 型 を 提 供 し 、 そ れ 由 来 の Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ （ 例 え ば Ｔ ７  Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ ） は
正 確 な 、 ま た は ほ ぼ 正 確 な ５ ’ お よ び ３ ’ 末 端 を 有 す る ウ イ ル ス ア ン チ ゲ ノ ム （ ま た は ゲ
ノ ム ） の 一 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ コ ピ ー を 忠 実 に 転 写 す る こ と が で き る 。 ゲ ノ ム の ウ イ ル ス Ｄ Ｎ Ａ コ
ピ ー お よ び 隣 接 プ ロ モ ー タ ー お よ び リ ボ ザ イ ム 配 列 の 方 向 が 、 ア ン チ ゲ ノ ム ま た は ゲ ノ ム
Ｒ Ｎ Ａ 対 応 物 が 転 写 さ れ る か ど う か を 決 定 す る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 ま た 、 機 能 的 な ヌ ク レ オ キ ャ プ シ ド テ ン プ レ ー ト に 裸 の 、 一 本 鎖 ウ イ ル ス ア ン チ ゲ ノ ム
ま た は ゲ ノ ム Ｒ Ｎ Ａ 転 写 物 を カ プ セ ル 式 に 被 覆 さ せ る の に 必 要 と さ れ る ウ イ ル ス 特 異 的 ト
ラ ン ス － 作 用 性 補 助 タ ン パ ク 質 が 、 発 明 に 基 づ く 新 規 ウ イ ル ス 子 孫 の レ ス キ ュ ー の た め に
必 要 で あ る 。 こ れ ら は 、 通 常 、 ウ イ ル ス ヌ ク レ オ キ ャ プ シ ド （ Ｎ ） タ ン パ ク 質 、 ポ リ メ ラ
ー ゼ に 関 連 す る リ ン タ ン パ ク 質 （ Ｐ ） と ポ リ メ ラ ー ゼ （ Ｌ ） タ ン パ ク 質 を 含 む 。 異 な る ウ
イ ル ス 科 ま た は 属 に お け る 、 こ れ ら の タ ン パ ク 質 の 命 名 法 は わ ず か に 異 な る か も し れ な い
。 例 え ば 、 ラ ブ ド ウ イ ル ス 科 で は 、 リ ン タ ン パ ク 質 は 「 Ｐ 」 ま た は 「 Ｎ Ｓ 」 と 呼 ば れ る 場
合 が あ る 。 レ ス ピ ロ ウ イ ル ス 属 と ウ ブ ラ ウ イ ル ス 属 で は 、 ヌ ク レ オ キ ャ プ シ ド タ ン パ ク 質
は 「 Ｎ Ｐ 」 と 呼 ば れ て い る 。 本 明 細 書 中 で 用 い る 場 合 に は 、 用 語 「 Ｎ タ ン パ ク 質 」 お よ び
「 Ｎ 遺 伝 子 」 は 、 適 切 と な る よ う に 、 Ｎ ま た は Ｎ Ｐ ヌ ク レ オ キ ャ プ シ ド タ ン パ ク 質 お よ び
遺 伝 子 に 言 及 し 、 用 語 「 Ｐ タ ン パ ク 質 」 お よ び 「 Ｐ 遺 伝 子 」 は Ｐ ま た は Ｎ Ｓ リ ン タ ン パ ク
質 お よ び 遺 伝 子 に 言 及 す る 。 レ ス キ ュ ー で 選 択 さ れ る 特 定 の ウ イ ル ス は 、 更 な る タ ン パ ク
質 を 必 要 と す 場 合 が あ る 。 一 般 的 に 、 も っ ぱ ら 必 要 と い う 訳 で は な い が 、 非 分 節 型 ネ ガ テ
ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス の レ ス キ ュ ー も ま た 、 ウ イ ル ス ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 含 む 転 写 ベ ク タ ー お よ び
補 助 タ ン パ ク 質 を エ ン コ ー ド し て い る ベ ク タ ー の 転 写 を 行 わ せ る た め に 、 ウ イ ル ス ｃ Ｄ Ｎ
Ａ を 運 搬 す る 宿 主 細 胞 中 で 発 現 さ れ る Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ を 要 求 す る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 本 発 明 の 範 囲 内 で 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ か ら の 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス を 回 収 す る 新
規 の レ ス キ ュ ー 方 法 は 、 被 検 ウ イ ル ス の ゲ ノ ム ま た は ア ン チ ゲ ノ ム を エ ン コ ー ド す る ウ イ
ル ス ｃ Ｄ Ｎ Ａ 発 現 ベ ク タ ー を 宿 主 細 胞 中 に 導 入 す る こ と 、 お よ び Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ を エ
ン コ ー ド し 且 つ 一 過 性 発 現 さ せ る 一 過 性 の ポ リ メ ラ ー ゼ 発 現 ベ ク タ ー を 同 調 的 に 導 入 す こ
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と を 含 む 。 こ の 内 容 で の 有 用 な Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ は 、 限 定 す る も の で は な い が 、 Ｔ ７ 、
Ｔ ３ ま た は Ｓ Ｐ ６ フ ァ ー ジ ポ リ メ ラ ー ゼ を 含 む 。 ま た 、 宿 主 細 胞 は 、 ウ イ ル ス ｃ Ｄ Ｎ Ａ お
よ び 一 過 性 ポ リ メ ラ ー ゼ 発 現 ベ ク タ ー の 同 調 的 導 入 の 前 、 そ の 間 、 ま た は そ の 後 に 、 宿 主
細 胞 中 で 複 製 す る 、 感 染 性 ウ イ ル ス ま た は サ ブ ウ イ ル ス 粒 子 を 生 成 す る の に 必 要 な Ｎ 、 Ｐ
お よ び Ｌ タ ン パ ク 質 を 発 現 し て い る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 一 般 的 に 、 ウ イ ル ス ｃ Ｄ Ｎ Ａ お よ び 一 過 性 ポ リ メ ラ ー ゼ の 発 現 ベ ク タ ー は 、 補 助 タ ン パ
ク 質 を エ ン コ ー ド し 且 つ 発 現 さ せ る １ つ ま た は そ れ 以 上 の 更 な る 発 現 ベ ク タ ー （ 類 ） と 一
緒 に 、 宿 主 細 胞 に 同 調 的 ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ る 。 補 助 タ ン パ ク 質 は 、 レ ス キ ュ ー さ れ る
ウ イ ル ス の 野 生 型 ま た は 変 異 タ ン パ ク 質 で あ っ て も よ く 、 異 種 の 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ
Ｎ Ａ ウ イ ル ス の 対 応 す る 補 助 タ ン パ ク 質 （ 群 ） か ら 選 択 さ れ て も よ い 。 別 の 実 施 形 態 で は
、 更 な る ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 は 、 例 え ば 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 伸 長 因 子 （ 例 え ば Ｒ Ｓ Ｖ に つ い て
の Ｍ ２ １ ） ま た は 本 発 明 方 法 お よ び 組 成 物 の 範 囲 内 で 回 収 を 可 能 に す る か 、 向 上 さ せ る 、
あ る い は 他 の 望 ま し い 結 果 を 提 供 し 得 る 他 の ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 で あ っ て よ く 、 そ れ ら が
宿 主 細 胞 で 同 時 発 現 さ れ て い て も よ い 。 他 の 実 施 形 態 に お い て は 、 １ つ ま た は そ れ 以 上 の
補 助 タ ン パ ク 質 （ 群 ） は 、 宿 主 細 胞 で 構 成 的 に タ ン パ ク 質 （ 群 ） を 発 現 す こ と に よ っ て 、
ま た は 補 助 タ ン パ ク 質 （ 群 ） を エ ン コ ー ド し て い る ヘ ル パ ー ウ イ ル ス を 用 い た 宿 主 細 胞 の
同 時 感 染 に よ っ て 、 宿 主 細 胞 中 で 発 現 さ れ て い て も よ い 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 本 発 明 の よ り 詳 細 な 態 様 で は 、 ウ イ ル ス ｃ Ｄ Ｎ Ａ 発 現 ベ ク タ ー は 、 そ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ 発 現 ベ
ク タ ー か ら の ウ イ ル ス Ｒ Ｎ Ａ 転 写 物 を 合 成 さ せ る た め に 発 現 制 御 配 列 と 作 動 可 能 に 連 結 さ
れ た 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス の ゲ ノ ム ま た は ア ン チ ゲ ノ ム を エ ン コ ー ド す る
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 。 ウ イ ル ス ｃ Ｄ Ｎ Ａ ベ ク タ ー は 、 Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ 、 Ｎ タ ン パ
ク 質 、 Ｐ タ ン パ ク 質 お よ び Ｌ タ ン パ ク 質 を 一 過 性 に 発 現 し て い る 宿 主 細 胞 中 に 導 入 さ れ る
。 Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ お よ び Ｎ 、 Ｐ お よ び Ｌ タ ン パ ク 質 の そ れ ぞ れ は 、 １ つ ま た は そ れ 以
上 の 一 過 性 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 発 現 ベ ク タ ー （ 群 ） か ら 発 現 さ れ 得 る 。 し ば し ば 、
Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ お よ び Ｎ 、 Ｐ お よ び Ｌ タ ン パ ク 質 の そ れ ぞ れ は 、 別 個 の 発 現 ベ ク タ ー
か ら 、 一 般 に 一 過 性 の 発 現 プ ラ ス ミ ド か ら 発 現 さ れ 得 る 。 好 適 な 条 件 下 で 十 分 な 時 間 が 経
過 し た 後 に 、 組 み 立 て ら れ た 感 染 性 、 非 分 節 型 、 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス は 宿 主 細 胞
か ら 回 収 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 感 染 性 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス を ゲ ノ ム ま た は ア ン チ ゲ ノ ム 発 現 ｃ Ｄ Ｎ Ａ
か ら 生 成 す た め に 、 ゲ ノ ム ま た は ア ン チ ゲ ノ ム は 、 Ｒ Ｎ Ａ 複 製 で き る ヌ ク レ オ キ ャ プ シ ド
を 生 産 す る の に 、 お よ び 子 孫 ヌ ク レ オ キ ャ プ シ ド を Ｒ Ｎ Ａ 複 製 と 転 写 の 両 方 が で き る よ う
に す る の に 必 要 な ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 と 同 時 発 現 さ れ る 。 ゲ ノ ム ヌ ク レ オ キ ャ プ シ ド に よ
る 転 写 に よ り 他 の ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 が 提 供 さ れ 、 増 殖 的 な 感 染 が 始 ま る 。 あ る い は 、 増
殖 的 な 感 染 に 必 要 と さ れ る 更 な る ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 は 、 同 時 発 現 に よ り 供 給 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 本 発 明 の 特 定 の 実 施 形 態 に 、 転 写 、 複 製 す る ウ イ ル ス ヌ ク レ オ キ ャ プ シ ド を 作 り 出 す の
に 必 要 な タ ン パ ク 質 を エ ン コ ー ド し て い る 相 補 的 配 列 は 、 １ つ ま た は そ れ 以 上 の ヘ ル パ ー
ウ イ ル ス に よ っ て 提 供 さ れ る 。 そ の よ う な ヘ ル パ ー ウ イ ル ス は 、 野 生 型 ま た は 変 異 型 で あ
っ て も よ い 。 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 ヘ ル パ ー ウ イ ル ス は 、 組 換 え ウ イ ル ス ｃ Ｄ Ｎ Ａ に よ っ
て コ ー ド さ れ る ウ イ ル ス と 表 現 型 に よ り 区 別 で き る 。 例 え ば 、 組 換 え ウ イ ル ス ｃ Ｄ Ｎ Ａ に
よ っ て コ ー ド さ れ る ウ イ ル ス で は な く 、 ヘ ル パ ー ウ イ ル ス と 免 疫 学 的 に 反 応 す る モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 を 提 供 す る こ と は 、 望 ま し で あ ろ う 。 そ の よ う な 抗 体 は 、 中 和 抗 体 で あ っ て も
よ い 。 幾 つ か の 実 施 形 態 で は 、 ヘ ル パ ー ウ イ ル ス を 組 換 え ウ イ ル ス か ら 分 離 す る た め に 、
抗 体 を 親 和 性 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に 用 い る こ と が で き る 。 そ の よ う な 抗 体 の 取 得 す る 目 的
で 、 突 然 変 異 を 、 ヘ ル パ ー ウ イ ル ス の 抗 原 性 多 様 性 を 提 供 す る た め ウ イ ル ス ｃ Ｄ Ｎ Ａ に 、
例 え ば 糖 タ ン パ ク 質 遺 伝 子 の 導 入 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
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　  組 換 え ウ イ ル ス ゲ ノ ム ま た は ア ン チ ゲ ノ ム は 本 発 明 に 用 い る た め に 、 例 え ば 、 ク ロ ー
ン 化 さ れ た ｃ Ｄ Ｎ Ａ 分 節 を 集 め 、 全 体 で 完 全 な ゲ ノ ム ま た は ア ン チ ゲ ノ ム を 表 す こ と に よ
っ て 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 ま た は ウ イ ル ス ｍ Ｒ Ｎ Ａ も し く は ゲ ノ ム Ｒ Ｎ Ａ の 逆 転 写 さ れ
た コ ピ ー を 用 い る 類 似 法 に よ っ て （ Ｐ Ｃ Ｒ ； 例 え ば 、 米 国 特 許 番 号 第 ４ ， ６ ８ ３ ， １ ９ ５
号 お よ び 第 ４ ， ６ ８ ３ ， ２ ０ ２ 号 、 お よ び PCR Protocols: A Guide to Methods and Appl
ications、 Innisら 著 、 ア カ デ ミ ッ ク ・ プ レ ス （ Academic Press） 、 サ ン デ ィ エ ゴ 、 1990
に 記 載 さ れ て い る ） 、 構 築 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 第 一 の 構 築 物 は 、 ア ン チ ゲ ノ ム の 左 端 を 含
み 、 適 当 な プ ロ モ ー タ ー （ 例 え ば Ｔ ７ 、 Ｔ ３ ま た は Ｓ Ｐ ６  Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ プ ロ モ ー
タ ー ） か ら 始 ま り 、 そ し て 、 適 当 な 発 現 ベ ク タ ー （ 例 え ば 、 プ ラ ス ミ ド 、 コ ス ミ ド 、 フ ァ
ー ジ ま た は Ｄ Ｎ Ａ ウ イ ル ス ベ ク タ ー ） に 組 み 立 て ら れ て い る ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 含 ん で 、 作 成 さ れ
て い て も よ い 。 ベ ク タ ー は 、 突 然 変 異 誘 発 お よ び ／ ま た は 組 み 立 て を 容 易 に す る よ う 設 計
さ れ た 特 有 の 制 限 部 位 を 含 む 合 成 ポ リ リ ン カ ー の 挿 入 に よ っ て 修 飾 さ れ 得 る 。 右 端 の ア ン
チ ゲ ノ ム プ ラ ス ミ ド は 、 所 望 さ れ る 更 な る 配 列 、 例 え ば 、 隣 接 リ ボ ザ イ ム お よ び 単 一 ま た
は 直 列 型 の Ｔ ７ 転 写 タ ー ミ ネ ー タ を 含 ん で い て も よ い 。 リ ボ ザ イ ム は 、 単 一 の 非 ウ イ ル ス
ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ３ ’ 端 を 作 る ハ ン マ ー ヘ ッ ド 型 で あ っ て よ く 、 ま た 、 ３ ’ 端 不 含 の 非
ウ イ ル ス ヌ ク レ オ チ ド を 与 え る 他 の 好 適 な リ ボ ザ イ ム 、 例 え ば デ ル タ 型 肝 炎 ウ イ ル ス の も
の （ Perrottaら 、  :434-436、 1991） で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 ウ イ ル ス ゲ ノ ム ま た は ア ン チ ゲ ノ ム を エ ン コ ー ド し て い る ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 構 築 す る 別 の 手 段
は 、 サ ブ ユ ニ ッ ト ｃ Ｄ Ｎ Ａ 構 成 成 分 の 数 を １ 片 か ２ 片 程 度 に 下 げ る 改 良 Ｐ Ｃ Ｒ 条 件 を 用 い
る 逆 転 写 Ｐ Ｃ Ｒ （ 例 え ば 、 出 典 明 示 に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と す る Chengら 、

 :5695-5699、 1994に 記 載 さ れ て い る ） を 含 む 。 他 の 実 施 形 態 で は 、 種 々
の プ ロ モ ー タ ー （ 例 え ば Ｔ ３ ま た は Ｓ Ｐ Ｑ ） を 用 い る こ と が で き る 。 異 な る Ｄ Ｎ Ａ ベ ク タ
ー （ 例 え ば コ ス ミ ド ） は 、 よ り 大 き な サ イ ズ の ゲ ノ ム ま た は ア ン チ ゲ ノ ム を 含 ま せ ら れ る
こ と が で き る た め 増 殖 用 に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ の 「 感 染 性 の ク ロ ー ン 」 ま た は 「 感 染 性 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ 」 は 、
ゲ ノ ム ま た は 感 染 性 の ウ イ ル ス ま た は サ ブ ウ イ ル ス 粒 子 の ゲ ノ ム を 産 生 す る テ ン プ レ ー ト
と し て 働 く こ と の で き る ア ン チ ゲ ノ ム ウ イ ル ス Ｒ Ｎ Ａ 中 に 転 写 さ れ 、 感 染 性 の ウ イ ル ス 粒
子 中 に 直 接 組 込 ま れ る 得 る 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ も し く は そ の 産 物 、 合 成 物 も し く は そ の 他 の も の 、
並 び に Ｒ Ｎ Ａ を 意 味 す る 。 上 記 の よ う に 、 定 義 さ れ た 変 異 を 、 ゲ ノ ム ま た は ア ン チ ゲ ノ ム
の ｃ Ｄ Ｎ Ａ コ ピ ー に 種 々 の 慣 用 技 術 （ 例 え ば 部 位 特 異 的 突 然 変 異 誘 発 ） に よ り 、 感 染 性 の
ウ イ ル ス ク ロ ー ン 中 に 導 入 す る こ と が で き る 。 本 明 細 書 中 に 記 載 す る よ う に 、 完 全 な ゲ ノ
ム ま た は ア ン チ ゲ ノ ム を 組 み 立 て る ゲ ノ ム ま た は ア ン チ ゲ ノ ム ｃ Ｄ Ｎ Ａ 細 断 片 の 使 用 に は
、 小 さ い ｃ Ｄ Ｎ Ａ 構 築 物 は 大 き な ｃ Ｄ Ｎ Ａ 構 築 物 よ り も 比 較 的 容 易 に 操 作 で き 、 次 い で 完
全 な ｃ Ｄ Ｎ Ａ 中 に 容 易 に 集 め る こ と が で き る な ど 、 各 領 域 を 分 け て 操 作 で き る と い う 利 点
が あ る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 本 発 明 の 特 定 の 組 換 え ウ イ ル ス は 、 組 換 え ウ イ ル ス の 増 殖 能 、 複 製 能 力 ま た は 感 染 能 を
制 限 す る た め に 構 築 ま た は 修 飾 さ れ る 。 そ の よ う な 増 殖 － ま た は 複 製 -欠 損 ウ イ ル ス お よ
び サ ブ ウ イ ル ス 粒 子 は 、 そ う で な い 完 全 な 感 染 性 の ウ イ ル ス （ 即 ち 、 ほ ぼ 野 生 型 レ ベ ル の
増 殖 能 や 複 製 能 力 を 有 す る ） を 宿 主 に 投 与 す る こ と に な る と い う 危 険 を 犯 す こ と が な い た
め 、 ベ ク タ ー や 免 疫 原 と し て 有 効 で あ る 。 複 製 － 欠 損 は 、 宿 主 細 胞 ま た は 哺 乳 動 物 被 検 体
中 で の そ の 増 殖 能 力 お よ び 複 製 能 力 が 制 限 さ れ て い る か 、 ま た は そ う で な け れ ば 細 胞 中 ま
た は 細 胞 間 で そ の 感 染 能 力 お よ び ／ ま た は 伝 播 能 力 が 欠 損 し て い る ウ イ ル ス ま た は サ ブ ウ
イ ル ス 粒 子 を 意 味 す る 。 複 製 － 欠 損 ウ イ ル ス は 、 そ の 複 製 能 が 宿 主 細 胞 ま た は 被 検 体 中 で
わ ず か １ 回 、 ２ 回 の 複 製 に し ば し ば 制 限 さ れ て い る 。 本 明 細 書 中 以 下 に 詳 細 を 記 載 す る よ
う に 、 増 殖 － お よ び 複 製 － 欠 損 ウ イ ル ス お よ び サ ブ ウ イ ル ス 粒 子 は 「 ベ ク タ ー 」 と し て し
ば し ば 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
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　 こ の よ う に 、 種 々 の 方 法 お よ び 組 成 物 は 、 増 殖 － お よ び 複 製 － 欠 損 、 非 分 節 型 、 ネ ガ テ
ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス を 生 成 す る た め に 提 供 さ れ る 。 よ り 詳 細 な 実 施 形 態 で は 、 増 殖 － ま
た は 複 製 － 欠 損 ウ イ ル ス は 、 対 応 す る 野 生 型 ま た は 親 ウ イ ル ス の 増 殖 、 複 製 お よ び 感 染 能
と 比 べ て 実 質 的 に 損 な わ れ て い る 増 殖 、 複 製 お よ び 感 染 能 特 徴 を 示 す 。 こ の 内 容 で は 、 増
殖 、 複 製 お よ び 感 染 能 は 、 イ ン ビ ト ロ ま た は イ ン ビ ボ で 野 生 型 ま た は 親 ウ イ ル ス の 複 製 お
よ び ／ ま た は 感 染 レ ベ ル と 比 べ て 少 な く と も お よ そ １ ０ ～ ２ ０ ％ 、 ２ ０ ～ ５ ０ ％ 、 ５ ０ ～
７ ５ ％ お よ び ９ ５ ％ ま で 、 も し く は そ れ 以 上 損 な わ れ て い て も よ い 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 様 々 な 増 殖 ま た は 複 製 欠 損 の 程 度 を 有 す る ウ イ ル ス は 、 以 下 に 詳 細 に 記 載 す る よ う に 、
組 み 合 わ さ れ た 熱 シ ョ ッ ク ／ Ｔ ７ － プ ラ ス ミ ド レ ス キ ュ ー 系 を 用 い る こ と で 一 般 に レ ス キ
ュ ー さ れ る 。 典 型 的 な 株 で は 、 下 記 の よ う に 修 飾 （ 例 え ば Ｃ 末 端 Ｇ タ ン パ ク 質 切 断 ま た は
転 座 遺 伝 子 ） を 組 み 込 む Ｖ Ｓ Ｖ の 非 常 に 強 く 弱 毒 化 さ れ た 株 を 含 む （ 例 え ば 、 そ れ ぞ れ 出
典 明 示 に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と す る 、 Johnsonら 、 . :5060-5078、 1997、 Schne
llら 、  :11359-11365、 1996； Schnellら 、  :849-85
7、 1997； Robertsら 、 . :4704-4711、 1998； お よ び Roseら 、  :539-549
、 2001を 参 照 の こ と ） 。 被 検 ウ イ ル ス の 幾 つ か は 、 例 え ば 、 遺 伝 的 相 補 性 を 有 し な い が ま
だ 伝 播 で き る 、 部 分 的 な 損 傷 の み の 欠 損 を 含 む 。 そ の よ う な 欠 損 は 、 本 明 細 書 中 の 記 載 に
基 づ い て 、 コ ー ド 配 列 、 非 コ ー ド 配 列 お よ び 調 節 配 列 中 に ア ミ ノ 酸 置 換 、 ヌ ク レ オ チ ド 置
換 、 部 分 的 も し く は 完 全 な 遺 伝 子 欠 失 ま た は ノ ッ ク ア ウ ト 、 お よ び 類 似 の 方 法 に よ り 、 例
え ば Ｒ Ｓ Ｖ 、 Ｐ Ｉ Ｖ お よ び Ｖ Ｓ Ｖ に つ い て 記 載 す る よ う な 特 定 の ｔ ｓ も し く は ｃ ａ 表 現 型
に 対 し て 実 施 で き る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 し ば し ば 、 組 換 え 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス は 、 重 大 な 増 殖 損 傷 と な ら な い
、 部 分 的 も し く は 完 全 な 遺 伝 子 欠 失 ま た は 遺 伝 子 「 ノ ッ ク ア ウ ト 」 を 有 し て お り 、 ウ イ ル
ス は 細 胞 系 で 伝 播 す る が 天 然 の 宿 主 で は 複 製 を 実 質 的 に 制 限 さ れ る こ と と な る 。 こ の 内 容
に お け る 例 示 す る 変 異 体 は 、 １ つ ま た は そ れ 以 上 の Ｓ Ｈ 、 Ｎ Ｓ １ 、 お よ び Ｎ Ｓ ２ 遺 伝 子 ま
た は タ ン パ ク 質 の 部 分 的 ま た は 完 全 な 欠 失 ま た は ノ ッ ク ア ウ ト を 有 す る Ｒ Ｓ Ｖ を 含 む 。 他
の 実 施 形 態 で 、 増 殖 － ま た は 複 製 － 欠 損 ウ イ ル ス は 、 遺 伝 子 機 能 を 損 な う が 複 製 を 妨 げ な
い 変 異 ま た は 他 の 変 化 を 導 入 す る こ と に よ っ て 構 築 さ れ る 。 例 え ば 、 上 記 の 引 用 例 に は 、
Ｇ タ ン パ ク 質 細 胞 質 尾 部 に 影 響 を 及 す Ｃ 末 端 切 断 を 有 す る 有 用 な Ｖ Ｓ Ｖ 候 補 物 を 記 載 す る
。 こ れ ら お よ び 相 当 す る 増 殖 － ま た は 複 製 － 欠 損 体 ウ イ ル ス は 、 例 え ば 、 組 換 え ベ ク タ ー
ゲ ノ ム ま た は ア ン チ ゲ ノ ム 中 に 異 種 抗 原 性 決 定 基 を 組 み 込 む こ と に よ り 、 「 ベ ク タ ー 」 と
し て 有 効 で あ る 。 特 定 の 実 施 例 で 、 Ｍ Ｖ ま た は Ｈ Ｉ Ｖ 糖 タ ン パ ク 質 、 糖 タ ン パ ク 質 ド メ イ
ン 、 あ る い は １ つ ま た は そ れ 以 上 の 抗 原 性 決 定 基 （ 群 ） を 、 Ｖ Ｓ Ｖ ベ ク タ ー ま た は 「 バ ッ
ク ボ ー ン 」 中 に 組 み 込 む 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 更 な る 増 殖 － ま た は 複 製 － 欠 損 ウ イ ル ス は 、 細 胞 系 の 増 殖 に 不 可 欠 で は な い が 、 哺 乳 類
宿 主 の 病 原 性 に 影 響 を 及 ぼ す タ ン パ ク 質 の 発 現 を 防 ぐ 塩 基 置 換 ま た は 小 さ な 欠 失 を 有 す る
。 こ れ に 関 す る 典 型 的 な 構 築 物 は 、 完 全 に ま た は 部 分 的 に 除 去 も し く は 欠 失 さ れ て い る １
つ ま た は そ れ 以 上 の Ｃ 、 Ｄ お よ び ／ ま た は Ｖ 　 Ｏ Ｒ Ｆ を 有 す る Ｈ Ｐ Ｉ Ｖ （ 例 え ば 、 出 典 明
示 に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と す る 、 Durbinら 、 Virology 261:319-30, 1999を 参 照 の こ と ）
、 お よ び 、 欠 失 ま た は ノ ッ ク ア ウ ト さ れ た 全 部 ま た は 一 部 の Ｖ タ ン パ ク 質 を 有 す る Ｍ Ｖ （
出 典 明 示 に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と す る 、 Schneiderら 、 Virology 227:314-22, 1997） あ る
い は 変 異 導 入 さ れ た 全 部 ま た は 一 部 の Ｖ タ ン パ ク 質 を 有 す る Ｍ Ｖ （ 例 え ば 、 出 典 明 示 に よ
り 本 明 細 書 の 一 部 と す る 、 ２ ０ ０ ３ 年 １ ２ 月 １ ６ 日 に Parksに 発 行 さ れ た 米 国 特 許 出 願 第
６ ， ６ ６ ４ ， ０ ６ ６ 号 を 参 照 の こ と ） を 含 む 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 よ り 更 な る 増 殖 － ま た は 複 製 － 欠 損 ウ イ ル ス は 、 遺 伝 子 発 現 を 除 去 （ ノ ッ ク ア ウ ト ） ま
た は 減 少 さ せ る 、 部 分 的 な も し く は 完 全 な 欠 失 、 ま た は 別 の 種 類 の 修 飾 を 有 し て お り 、 こ
の 欠 損 は 部 分 的 に よ り 損 な わ れ る が 、 細 胞 系 で の 複 製 を 完 全 に 妨 げ る こ と は な い 。 こ の 内
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容 の 有 用 な 候 補 物 の 例 は 、 マ ト リ ッ ク ス タ ン パ ク 質 欠 損 ま た は ノ ッ ク ア ウ ト を 有 す る Ｍ Ｖ
（ 出 典 明 示 に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と す る 、 Cathomenら 、 . :3899-908、 1998） 、
お よ び Ｎ Ｓ １ 、 Ｎ Ｓ ２ 、 Ｍ ２ － ２ お よ び ／ ま た は Ｓ Ｈ の １ つ ま た は そ れ 以 上 の 欠 失 ま た は
ノ ッ ク ア ウ ト を 有 し て い る Ｒ Ｓ Ｖ （ 出 典 明 示 に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と す る 、 Jinら 、
 :210-8、 2000、 ） を 含 む 。

【 ０ ０ ６ ７ 】
　 他 の 実 施 形 態 で は 、 増 殖 － ま た は 複 製 － 欠 損 ウ イ ル ス は 、 結 果 と し て 増 殖 能 を 損 な う が
複 製 を 妨 げ な い 再 配 列 さ れ た 、 ま た は 位 置 的 に 「 シ ャ ッ フ ル 」 さ れ た 遺 伝 子 を 有 す る 。 そ
の よ う な 位 置 的 に シ ャ ッ フ ル さ れ た 種 々 の Ｒ Ｓ Ｖ 変 異 体 は 、 本 明 細 書 中 の 一 部 と さ れ る 引
例 中 に 記 載 さ れ る 。 こ の 網 の 他 の 典 型 的 な 組 換 え 体 は 、 Ｖ Ｓ Ｖ に つ い て 記 載 さ れ て い る （
例 え ば 、 そ れ ぞ れ 出 典 明 示 に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と す る 、 Wertzら に ２ ０ ０ ３ 年 ７ 月 ２ ２
日 に 発 行 さ れ た 米 国 特 許 番 号 第 6,596,529号 ； Ballら に ２ ０ ０ ０ 年 １ ０ 月 ２ ４ 日 に 発 行 さ
れ た 米 国 特 許 番 号 第 6,136,585号 ； お よ び Wertzら 、  :3501
-6、 1998を 参 照 の こ と ） 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 他 の 実 施 形 態 の 範 囲 内 で 、 増 殖 － ま た は 複 製 － 欠 損 ウ イ ル ス は 、 増 殖 を 損 な う 部 分 的 ま
た は 完 全 な 遺 伝 子 置 換 を 有 す る 。 こ れ に 関 し て は 、 １ つ ま た は そ れ 以 上 の ウ イ ル ス 遺 伝 子
は 、 Ｈ Ｐ Ｉ Ｖ ま た は Ｒ Ｓ Ｖ 抗 原 決 定 基 を 発 現 す る 種 々 の 宿 主 域 が 制 限 さ れ た ヒ ト － ウ シ Ｐ
Ｉ Ｖ （ Ｈ Ｂ Ｐ Ｉ Ｖ ） に よ っ て （ そ れ ぞ れ 出 典 明 示 に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と す る 、 Skiadopo
ulosら 、 . :1141-8、 2003； Baillyら 、 . :3188-95、 2000、 Schmidt
ら 、 . :4594-603、 2001） お よ び 別 の Ｒ Ｓ Ｖ ま た は Ｖ Ｓ Ｖ の Ｆ お よ び ／ ま た は
Ｇ 遺 伝 子 に よ り 置 換 さ れ て い る Ｆ お よ び ／ ま た は Ｇ 遺 伝 子 を 有 す る Ｒ Ｓ Ｖ （ 例 え ば 、 出 典
明 示 に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と す る 、 Oomensら 、 J. Virol. 77:3785-98、 2003を 参 照 の こ と
） に よ っ て 例 示 さ れ る よ う に 、 別 の 種 に 感 染 す る 関 連 す る ウ イ ル ス 由 来 の 遺 伝 子 に よ っ て
置 換 さ れ て い て も よ い 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 本 発 明 の 他 の 詳 細 な 実 施 形 態 で は 、 増 殖 － ま た は 複 製 － 欠 損 ウ イ ル ス は 、 喪 失 し た 機 能
を 提 供 す る 相 補 的 な 細 胞 系 、 ヘ ル パ ー ウ イ ル ス 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン ま た は そ の 他 の 手
段 に よ っ て 補 わ れ な け れ ば な ら な い 欠 損 を 含 め て 構 築 さ れ る 。 典 型 的 な 構 築 物 は 、 Ｇ タ ン
パ ク 質 の 発 現 が 低 下 ま た は 除 去 さ れ た Ｖ Ｓ Ｖ を 含 む 。 喪 失 し た Ｇ タ ン パ ク 質 発 現 は 、 ト ラ
ン ス フ ェ ク シ ョ ン ま た は 数 種 類 の ヘ ル パ ー － ウ イ ル ス 系 に よ り 提 供 さ れ る （ 「 仮 型 性 （ ps
eudotyping） 」 ） （ 例 え ば 、 出 典 明 示 に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と す る 、 Lefkowitzら 、
 :373-83、 1990を 参 照 の こ と ） 。 あ る い は 、 喪 失 し た Ｇ 機 能 は 、 相 補 的 な 細 胞 系 に

よ っ て （ 例 え ば 、 出 典 明 示 に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と す る 、 Schnellら 、  :849-57、 1
997を 参 照 の こ と ） 、 ま た は Ｇ タ ン パ ク 質 融 合 体 を 用 い て （ 例 え ば 、 Ｖ Ｓ Ｖ  Ｇ タ ン パ ク 質
は 、 例 え ば 麻 疹 の Ｆ ま た は Ｈ 遺 伝 子 由 来 の 異 種 配 列 と 融 合 さ れ た Ｖ Ｓ Ｖ の 膜 貫 通 配 列 お よ
び 細 胞 質 ド メ イ ン を 含 む ） （ 例 え ば 、 そ れ ぞ れ 出 典 明 示 に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と す る 、 Sc
hnellら 、  :11359-11365、 1996； Schnellら 、  :849
-857、 1997； Robertsら 、 . :4704-4711、 1998； お よ び Roseら 、  :539-
549、 2001を 参 照 の こ と ） 提 供 さ れ 得 る 。 本 明 細 書 中 に 記 載 す る １ つ の 典 型 的 な 実 施 例 で
は 、 欠 陥 の あ る Ｇ 機 能 を 有 す 組 換 え Ｖ Ｓ Ｖ は 、 機 能 的 な Ｇ タ ン パ ク 質 を エ ン コ ー ド す る プ
ラ ス ミ ド を 用 い て ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 と 一 緒 に ウ イ ル ス ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た
細 胞 を 共 培 養 す る 第 ２ の 工 程 を 通 じ て 回 収 さ れ る 。 他 の 典 型 的 な 候 補 物 で は 、 Ｖ Ｓ Ｖ  Ｇ
タ ン パ ク 質 が 、 特 定 の 細 胞 、 例 え ば Ｃ Ｄ ４ ＋ 細 胞 に ウ イ ル ス を 標 的 化 す る 受 容 体 を 形 成 す
る 混 成 Ｇ タ ン パ ク 質 で 置 換 さ れ て い る （ 出 典 明 示 に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と す る 、 Johnson
ら 、 . :5060-5078、 1997） 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 部 分 的 に 増 殖 ま た は 複 製 が 欠 損 し て い る 更 な る ウ イ ル ス は 、 リ ー ダ ー ま た は ト レ ー ラ ー
領 域 の 修 飾 に よ っ て 、 例 え ば 、 ト レ ー ラ ー 領 域 が リ ー ダ ー 配 列 中 で 見 出 さ れ た 弱 い プ ロ モ
ー タ ー の コ ピ ー で 置 換 さ れ る こ と に よ っ て 構 築 さ れ る （ 出 典 明 示 に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と
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す る 、 Finkeら 、 . :3818-25、 1999） 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 容 易 な 調 製 の た め に 、 Ｎ 、 Ｐ 、 Ｌ お よ び 他 の 所 望 の ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 は 、 １ つ ま た は
そ れ 以 上 の 別 々 の ベ ク タ ー に 組 み 立 て ら れ て い て も よ い 。 多 く の 好 適 な 発 現 ベ ク タ ー は 当
分 野 で 既 知 で あ り 、 そ れ ら に は 、 Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ お よ び 補 助 タ ン パ ク 質 を エ ン コ ー ド
し て い る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 組 み 込 む の に 、 お よ び 発 現 さ せ る の に 有 用 な も の 、 例 え ば 、
プ ラ ス ミ ド 、 コ ス ミ ド ま た は フ ァ ー ジ ベ ク タ ー 、 不 完 全 ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 「 レ プ リ コ ン
」 と 呼 ば れ る も の （ 例 え ば 、 シ ン ド ビ ス お よ び ベ ネ ズ エ ラ ウ マ 脳 脊 髄 炎 レ プ リ コ ン ） 、 お
よ び 一 過 性 お よ び ／ ま た は 構 成 的 に 発 現 さ せ る の に 有 用 な 他 の ベ ク タ ー が 挙 げ ら れ る 。 Ｒ
Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ 並 び に 、 該 当 す る 場 合 に は 、 Ｎ 、 Ｐ お よ び Ｌ タ ン パ ク 質 の 一 過 性 の 発 現
は 、 ポ リ メ ラ ー ゼ お よ び ／ ま た は 補 助 ベ ク タ ー （ 群 ） と 作 動 可 能 に 一 緒 に さ れ た 一 過 性 発
現 制 御 因 子 に よ り 行 わ れ る 。 １ つ の 典 型 的 な 実 施 形 態 で は 、 Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ 用 の 一 過
性 発 現 制 御 因 子 に は 、 最 も 初 期 に ヒ ト ・ サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス ［ ｈ Ｃ Ｍ Ｖ ］ ポ ロ モ ー タ ー
お よ び エ ン ハ ン サ ー に よ っ て 実 施 さ れ た よ う に 、 Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ Ｉ Ｉ 調 節 領 域 が あ る
（ 例 え ば 、 出 典 明 示 に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と す る 、 米 国 特 許 第 ５ ， １ ６ ８ ， ０ ６ ２ 号 を 参
照 の こ と ） 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 ウ イ ル ス ｃ Ｄ Ｎ Ａ 、 一 過 性 に 発 現 さ れ る Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ 、 並 び に Ｎ 、 Ｐ お よ び Ｌ タ
ン パ ク 質 を エ ン コ ー ド す る ベ ク タ ー は 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン
、 機 械 的 な 挿 入 、 形 質 導 入 ま た は 類 似 法 を 含 む 当 分 野 で 既 知 の 種 々 の 方 法 の い ず れ か に よ
っ て 、 適 当 な 宿 主 細 胞 に 導 入 さ れ 得 る 。 特 定 の 典 型 的 な 実 施 形 態 で は 、 被 検 ベ ク タ ー は 、
リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 媒 介 性 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン （ Wiglerら 、  :725、 1978； Corsaro
ら 、  :603、 1981； Grahamら 、  :456、 1973） 、 エ レ ク
ト ロ ポ レ ー シ ョ ン （ Neumannら 、 . :841-845、 1982） 、 Ｄ Ｅ Ａ Ｅ － デ キ ス ト ラ ン 媒
介 性 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン （ Ausubelら 、 (著 ） Current Protocols in Molecular Biology
、 John Wiley and Sons、 Inc.、 NY、 1987)、 ま た は 陽 イ オ ン 性 脂 質 媒 介 性 ト ラ ン ス フ ェ ク
シ ョ ン （ Hawley-Nelsonら 、 Focus 15:73-79、 1993） に よ っ て 、 培 養 細 胞 中 に 導 入 さ れ る
。 別 の 実 施 形 態 で は 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 促 進 試 薬 が 細 胞 に よ る Ｄ Ｎ Ａ の 取 り 込 み を 増
加 さ せ る た め に 加 え ら れ る 。 こ れ ら 多 く の 試 薬 は 当 分 野 で 既 知 で あ る 。 Ｌ Ｉ Ｐ Ｏ Ｆ Ｅ Ｃ Ｔ
Ａ Ｃ Ｅ （ 登 録 商 標 ） （ ラ イ フ ・ テ ク ノ ロ ジ ー ズ （ Life Technologies） 、 Gaithersburg、 M
D） お よ び Ｅ Ｆ Ｆ Ｅ Ｃ Ｔ Ｅ Ｎ Ｅ （ 登 録 商 標 ） （ キ ア ゲ ン （ Qiagen） 、 Valencia、 CA） が 一
般 的 な 例 で あ る 。 Ｌ Ｉ Ｐ Ｏ Ｆ Ｅ Ｃ Ｔ Ａ Ｃ Ｅ （ 登 録 商 標 ） お よ び Ｅ Ｆ Ｆ Ｅ Ｃ Ｔ Ｉ Ｎ Ｅ （ 登 録
商 標 ） は 両 方 と も で あ る 。   こ れ ら の 試 薬 は 、 Ｄ Ｎ Ａ を 覆 っ て 細 胞 に よ る Ｄ Ｎ Ａ の 取 り 込
み を 増 大 さ せ る 陽 イ オ ン 性 脂 質 で あ る 。 Ｌ Ｉ Ｐ Ｏ Ｆ Ｅ Ｃ Ｔ Ａ Ｃ Ｅ （ 登 録 商 標 ） が Ｄ Ｎ Ａ を
取 り 囲 む リ ポ ソ ー ム を 形 成 す る の に 対 し 、 Ｅ Ｆ Ｆ Ｅ Ｃ Ｔ Ｉ Ｎ Ｅ （ 登 録 商 標 ） は Ｄ Ｎ Ａ を 覆
う が リ ポ ソ ー ム を 形 成 し な い 。 Ｄ Ｎ Ａ の 取 り 込 み を 容 易 に す る た め の 他 の 有 用 な 市 販 試 薬
に は Ｌ Ｉ Ｐ Ｏ Ｆ Ｅ Ｃ Ｔ Ａ Ｍ Ｉ Ｎ Ｅ － ２ ０ ０ ０ （ 登 録 商 標 ） （ イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン （ Invitrog
en） 、 Carlsbad、 CA)が あ る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 本 発 明 の 範 囲 内 で の 使 用 に 適 当 な 宿 主 細 胞 は 、 被 検 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル
ス の 増 殖 的 な 感 染 を 補 助 す る こ と が で き 、 そ し て 、 ウ イ ル ス 生 成 を 補 助 す る の に 必 要 な 必
須 の ベ ク タ ー お よ び そ れ に コ ー ド さ れ た 産 物 の 発 現 が 可 能 で あ る 。 そ の よ う な 宿 主 細 胞 は
、 原 核 生 物 細 胞 ま た は 真 核 生 物 細 胞 か ら 選 ぶ こ と が で き る 。 好 適 な 細 胞 は 、 昆 虫 細 胞 、 例
え ば Ｓ ｆ ９ お よ び Ｓ ｆ ２ １ 、 適 当 な プ ロ モ ー タ ー を 有 す る 細 菌 細 胞 、 例 え ば イ ー ・ コ リ (E
.coli)、 酵 母 細 胞 、 例 え ば エ ス ． セ レ ビ ィ シ エ （ S. cerevisiae） を 含 む 。 宿 主 細 胞 は 、
脊 椎 動 物 、 例 え ば 霊 長 類 の 細 胞 か ら 典 型 的 に は 選 ば れ る 。 本 発 明 で 用 い ら れ る 多 く の Ｒ Ｎ
Ａ ウ イ ル ス は ヒ ト 病 原 体 で あ る た め 、 霊 長 類 の 細 胞 が そ の よ う な 実 施 で し ば し ば 用 い ら れ
る 。 例 え ば 、 麻 疹 ウ イ ル ス （ Ｍ Ｖ ） は 主 に 霊 長 類 細 胞 型 に 制 限 さ れ る 。 ヒ ト 以 外 の 哺 乳 動
物 に 感 染 す る イ ヌ ジ ス テ ン パ ー ウ イ ル ス や 他 の 麻 疹 ウ イ ル ス な ど の 例 外 は あ る 。 幾 つ か の
真 核 生 物 細 胞 系 は 、 ウ イ ル ス が 伝 播 す る の に 他 の も の よ り も よ く 機 能 し 、 幾 つ か の 細 胞 系
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は 幾 つ か の ウ イ ル ス に 関 し て 全 く 機 能 し な い 。 一 般 的 に 、 細 胞 系 は 、 生 存 可 能 な ウ イ ル ス
の レ ス キ ュ ー が 容 易 に 検 出 で き る よ う に 、 細 胞 変 性 効 果 を 与 え る も の が 用 い ら れ る 。 し ば
し ば 、 宿 主 細 胞 は ヒ ト 細 胞 （ 例 え ば ヒ ト の 胚 腎 臓 （ Ｈ Ｅ Ｋ ） 細 胞 ） か ら の も の で あ る 。 Ｖ
ｅ ｒ ｏ 細 胞 （ ア フ リ カ ミ ド リ ザ ル の 腎 臓 細 胞 ） 並 び に 他 の 多 く の 細 胞 型 を 宿 主 細 胞 と し て
用 い る こ と が で き る 。 麻 疹 ウ イ ル ス お よ び 潜 在 的 な 他 の ウ イ ル ス の 場 合 、 ウ イ ル ス が Ｖ ｅ
ｒ ｏ 細 胞 上 で 素 早 く 分 散 し 、 容 易 に 検 出 で き る プ ラ ー ク を 形 成 す る の で 、 ト ラ ン ス フ ェ ク
ト さ れ た 細 胞 は Ｖ ｅ ｒ ｏ 細 胞 上 で 増 殖 さ れ る 。 以 下 は 、 他 の 好 適 な 宿 主 細 胞 の 例 で あ る ：
（ １ ） ヒ ト ２ 倍 体 初 代 細 胞 系 （ Human Diploid Primary Cell Line） ： 例 え ば 、 Ｗ Ｉ － ３
８ お よ び Ｍ Ｒ Ｃ － ５ 細 胞 ； （ ２ ） サ ル の ２ 倍 体 細 胞 系 （ Monkey Diploid Cell Line） ： 例
え ば 、 コ ス （ Ｃ ｏ ｓ ） ,ア カ ゲ ザ ル 胎 児 肺 （ Ｆ Ｒ ｈ Ｌ ） 細 胞 ） ； （ ３ ） 準 初 代 連 続 細 胞 系
（ Quasi-Primary Continuous Cell Line） ： 例 え ば 、 Ａ Ｇ Ｍ Ｋ － ア フ リ カ ア フ リ カ ミ ド リ
ザ ル 腎 臓 細 胞 ； （ ４ ） ヒ ト ２ ９ ３ 細 胞 （ 承 認 さ れ た ） お よ び （ ５ ） 齧 歯 動 物 （ 例 え ば Ｃ Ｈ
Ｏ 、 Ｂ Ｈ Ｋ ） 、 イ ヌ 科 （ 例 え ば 、 マ デ ィ ン － ダ ー ビ ー （ Madin-Darby） 犬 の 腎 臓 （ Ｍ Ｄ Ｃ
Ｋ ） お よ び 初 代 ヒ ナ 胚 線 維 芽 細 胞 。 本 発 明 の 方 法 と 組 成 物 の 範 囲 内 で 有 用 な 典 型 的 な 特 定
の 細 胞 系 は 、 Ｈ Ｅ ｐ － ２ 、 Ｈ ｅ ｌ ａ 、 Ｈ Ｅ Ｋ （ 例 え ば Ｈ Ｅ Ｋ ２ ９ ３ ） 、 Ｂ Ｈ Ｋ 、 Ｆ Ｒ ｈ Ｌ
－ Ｄ Ｂ Ｓ ２ 、 Ｌ Ｌ Ｃ － Ｍ Ｋ ２ 、 Ｍ Ｒ Ｃ － ５ お よ び Ｖ ｅ ｒ ｏ 細 胞 を 含 む 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 本 明 細 書 中 で 提 供 さ れ る 方 法 と 組 成 物 の 範 囲 内 で 、 宿 主 細 胞 へ の Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ ベ
ク タ ー 、 ウ イ ル ス ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン お よ び 補 助 ベ ク タ ー （ 群 ） （ 例 え ば Ｎ 、 Ｐ お よ び Ｌ を
エ ン コ ー ド す る プ ラ ス ミ ド （ 群 ） ） の 同 調 的 導 入 は 同 時 的 で あ ろ う 。 例 え ば 、 全 て の 対 象
Ｄ Ｎ Ａ を 、 １ つ の Ｄ Ｎ Ａ ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン （ 例 え ば リ ン 酸 カ ル シ ウ ム ト ラ ン ス フ ェ ク
シ ョ ン ） 混 合 物 中 に 組 み 合 わ せ る こ と が で き 、 同 調 的 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン を 達 成 す る た
め に 同 時 に 宿 主 細 胞 培 養 物 に 加 え て も よ い 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 個 別 の ト ラ ン ス フ ェ ク シ
ョ ン が 、 ２ 個 ま た は そ れ 以 上 の 対 象 ポ リ メ ラ ー ゼ 、 お よ び 補 助 ベ ク タ ー お よ び ウ イ ル ス ｃ
Ｄ Ｎ Ａ ベ ク タ ー に つ い て 実 施 さ れ て も よ い 。 一 般 的 に 、 個 別 の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン は 効
果 的 な な 同 時 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 手 順 で ポ リ メ ラ ー ゼ お よ び 補 助 ベ ク タ ー お よ び ウ イ ル
ス ｃ Ｄ Ｎ Ａ ベ ク タ ー を 同 調 的 に 導 入 す る た め に 、 近 接 し た 時 間 系 列 で 行 わ れ る 。 そ の よ う
な 同 調 的 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン プ ロ ト コ ル で は 、 ウ イ ル ス ｃ Ｄ Ｎ Ａ お よ び ／ ま た は Ｎ 、 Ｐ
お よ び Ｌ 補 助 プ ラ ス ミ ド （ 群 ） は 、 Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ プ ラ ス ミ ド の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ
ン の 前 に 宿 主 細 胞 に 導 入 さ れ る 。 他 の 実 施 形 態 で は 、 ウ イ ル ス ｃ Ｄ Ｎ Ａ お よ び ／ ま た は Ｎ
、 Ｐ 、 Ｌ 補 助 ベ ク タ ー （ 群 ） は 、 細 胞 中 へ の Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ プ ラ ス ミ ド の ト ラ ン ス フ
ェ ク シ ョ ン と 一 緒 ま た は そ の 後 で あ る が 、 宿 主 細 胞 中 で の Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ の 実 質 的 な
発 現 の 前 に （ 例 え ば 、 Ｔ ７ ポ リ メ ラ ー ゼ が 検 出 可 能 な レ ベ ル に 蓄 積 す る 前 に 、 あ る い は 、
Ｔ ７ プ ロ モ ー タ ー に よ っ て 促 進 さ れ る プ ラ ス ミ ド の 発 現 を 活 性 化 す る の に 十 分 な Ｔ ７ レ ベ
ル が 蓄 積 す る 前 に ） 、 宿 主 細 胞 中 に 導 入 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 本 発 明 の 他 の 詳 細 な 態 様 の 範 囲 内 で 、 感 染 性 、 非 分 節 型 、 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス
を 生 成 す る 方 法 は 、 組 換 え ウ イ ル ス の 回 収 を 増 大 さ せ る た め に 、 宿 主 細 胞 に 対 す る 更 な る
熱 シ ョ ッ ク 処 置 を 含 む 。 １ つ ま た は そ れ 以 上 の ウ イ ル ス ｃ Ｄ Ｎ Ａ 発 現 ベ ク タ ー 、 並 び に Ｒ
Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ 、 Ｎ タ ン パ ク 質 、 Ｐ タ ン パ ク 質 お よ び Ｌ タ ン パ ク 質 を エ ン コ ー ド す る １
つ ま た は そ れ 以 上 の 一 過 性 の 発 現 ベ ク タ ー が 宿 主 細 胞 に 導 入 さ れ た 後 、 そ の 宿 主 細 胞 は 組
換 え ウ イ ル ス の 回 収 を 増 大 さ せ る 効 果 的 な 熱 シ ョ ッ ク 刺 激 に 曝 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 そ の よ う な 方 法 で は 、 宿 主 細 胞 は 、 細 胞 の 熱 シ ョ ッ ク を 達 成 す る の に 十 分 な 時 間 、 順 次
刺 激 し て ウ イ ル ス 回 収 を 向 上 さ せ る 効 果 的 な 熱 シ ョ ッ ク 温 度 に 曝 さ れ る 。 効 果 的 な 熱 シ ョ
ッ ク 温 度 は 、 被 検 ウ イ ル ス の レ ス キ ュ ー を 行 う た め に 当 分 野 で 考 え ら れ る 、 許 容 さ れ る 、
推 薦 さ れ る 、 ま た は 最 適 な 温 度 よ り 高 い 温 度 で あ る 。 多 く の 実 施 に お い て 、 効 果 的 な 熱 シ
ョ ッ ク 温 度 は ３ ７ ℃ 以 上 で あ る 。 本 発 明 の 改 変 さ れ た レ ス キ ュ ー 方 法 が 効 果 的 な 熱 シ ョ ッ
ク 温 度 で 実 施 さ れ た 場 合 、 レ ス キ ュ ー が 高 い 温 度 で な く 行 わ れ た 場 合 の 組 換 え ウ イ ル ス の
回 収 レ ベ ル よ り も 、 所 望 の 組 換 え ウ イ ル ス の 回 収 は 増 大 す る 。 効 果 的 な 熱 シ ョ ッ ク 温 度 お
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よ び 暴 露 時 間 は 、 使 用 さ れ る レ ス キ ュ ー 系 に 基 づ い て 異 な り 得 る 。 そ の よ う な 温 度 お よ び
時 間 の 相 違 は 、 選 択 さ れ る ウ イ ル ス ま た は 宿 主 細 胞 型 の 違 い か ら 生 じ る 得 る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 温 度 に よ り 異 な る が 、 効 果 的 な 熱 シ ョ ッ ク 温 度 は 、 特 定 の 組 換 え ウ イ ル ス を 用 い て 種 々
の 試 験 レ ス キ ュ ー 手 順 を 実 施 し 、 温 度 お よ び 暴 露 時 間 を 変 え て 所 望 の 組 換 え ウ イ ル ス の レ
ス キ ュ ー の 百 分 率 を 確 立 す る こ と に よ っ て 、 容 易 に 確 か め る こ と が で き る 。 必 然 的 に 、 レ
ス キ ュ ー を 行 う た め の 温 度 範 囲 の 上 限 は 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 構 成 成 分 が 破 壊 さ れ る
温 度 、 ま た は ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン で 機 能 す る そ れ ら の 能 力 が 激 減 す る か 減 少 す る 温 度 で
あ る 。 本 発 明 の こ の 態 様 の 範 囲 内 で 用 い ら れ る 例 示 す る 効 果 的 な 熱 シ ョ ッ ク 温 度 範 囲 は ：
約 ３ ７ ℃ ～ 約 ５ ０ ℃ 、 約 ３ ８ ℃ ～ 約 ５ ０ ℃ 、 約 ３ ９ ℃ ～ 約 ４ ９ ℃ 、 約 ３ ９ ℃ ～ 約 ４ ８ ℃ 、
約 ４ ０ ℃ ～ 約 ４ ７ ℃ 、 約 ４ １ ℃ ～ 約 ４ ７ ℃ 、 約 ４ １ ℃ ～ 約 ４ ６ ℃ で あ る 。 し ば し ば 、 選 択
さ れ る 効 果 的 な 熱 シ ョ ッ ク 温 度 範 囲 は 約 ４ ２ ℃ ～ 約 ４ ６ ℃ で あ る 。 よ り 詳 細 な 実 施 形 態 で
は 、 約 ４ ３ ℃ 、 ４ ４ ℃ 、 ４ ５ ℃ ま た は ４ ６ ℃ の 効 果 的 な 熱 シ ョ ッ ク 温 度 が 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 選 択 さ れ る 効 果 的 な 熱 シ ョ ッ ク 温 度 ま た は 温 度 範 囲 を 確 立 す る た め に 試 験 を 行 う に あ た
っ て 、 熱 シ ョ ッ ク 手 順 を 実 行 す る た め 効 果 的 な 時 間 も 選 択 さ れ 得 る 。 効 果 的 な 熱 シ ョ ッ ク
温 度 を 適 用 す る の に 十 分 な 時 間 は 、 レ ス キ ュ ー が 上 記 の 温 度 増 加 を 行 わ ず 実 施 し た 場 合 の
組 換 え ウ イ ル ス の 回 収 レ ベ ル 以 上 に 、 所 望 の 組 換 え ウ イ ル ス の レ ス キ ュ ー に お い て 検 出 可
能 な 増 分 が よ り 長 い 時 間 で あ る 。 効 果 的 な 熱 シ ョ ッ ク 時 間 は 、 選 択 し た ウ イ ル ス お よ び 宿
主 細 胞 を 含 む レ ス キ ュ ー 系 に 基 づ い て 変 わ り 得 る 。 時 間 に よ り 異 な る が 、 効 果 的 な 熱 シ ョ
ッ ク 温 度 を か け る 時 間 長 は 、 特 定 の 組 換 え ウ イ ル ス を 用 い て 種 々 の 試 験 レ ス キ ュ ー 手 順 を
実 施 し 、 温 度 お よ び 時 間 を 変 え て 所 望 の 組 換 え ウ イ ル ス の 回 収 速 度 お よ び 百 分 率 を 確 立 す
る こ と に よ っ て 、 容 易 に 確 か め る こ と が で き る 。 レ ス キ ュ ー に 用 い ら れ る 時 間 範 囲 の 上 限
は 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 構 成 成 分 が 破 壊 さ れ る 時 間 、 ま た は ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン で
機 能 す る そ れ ら の 能 力 が 激 減 す る か 減 少 す る 時 間 で あ る 。 組 換 え ウ イ ル ス の 回 収 に 所 望 の
増 加 が 得 ら れ る 限 り 、 熱 シ ョ ッ ク 手 順 の た め の 時 間 は 数 分 ～ 数 時 間 ま で 変 更 し 得 る 。 本 発
明 の こ の 態 様 の 範 囲 内 で 使 用 さ れ る 例 示 の 効 果 的 な 熱 シ ョ ッ ク 時 間 は 、 分 単 位 で ： 約 ５ ～
約 ３ ０ ０ 分 、 約 ５ ～ 約 ２ ０ ０ 分 、 約 １ ５ ～ 約 ３ ０ ０ 、 約 １ ５ ～ 約 ２ ４ ０ 、 約 ２ ０ ～ 約 ２ ０
０ 、 約 ２ ０ ～ 約 １ ５ ０ で あ る 。 し ば し ば 、 効 果 的 な 熱 シ ョ ッ ク 時 間 は 約 ３ ０ 分 ～ 約 １ ５ ０
分 で あ ろ う 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 多 く の 手 段 を 、 宿 主 細 胞 が 効 果 的 な 熱 シ ョ ッ ク に 曝 さ れ る こ と に よ っ て 、 組 換 え 非 分 節
型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス の 改 変 さ れ た 回 収 レ ベ ル を 決 定 す る た め に 用 い る こ と が で
き る 。 例 え ば 、 ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル ア セ チ ル 転 移 酵 素 （ Ｃ Ａ Ｔ ） レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 を 、
既 知 の 方 法 に よ っ て 組 換 え ウ イ ル ス の レ ス キ ュ ー を モ ニ タ ー す る の に 用 い る こ と が で き る
。 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 対 応 す る 活 性 は 、 組 換 え ウ イ ル ス の 発 現 の 基 線 お よ び 改 変 さ れ た レ
ベ ル を 確 立 す る 。 他 の 方 法 は 、 得 ら れ た 組 換 え ウ イ ル ス の プ ラ ー ク 数 を 検 出 し 、 配 列 決 定
に よ り レ ス キ ュ ー さ れ た ウ イ ル ス 産 物 を 確 認 す る こ と を 含 む 。 改 変 さ れ た 回 収 を 決 定 す る
１ つ の 典 型 的 な 方 法 は 、 同 一 の ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 培 養 物 を 多 数 調 製 し 、 そ れ ら
を 種 々 の 熱 シ ョ ッ ク 条 件 （ 時 間 お よ び 温 度 が 可 変 ） に 曝 し 、 次 い で こ れ ら の 培 養 物 の 回 収
値 と 対 照 細 胞 （ 例 え ば 、 ３ ７ ℃ の 定 温 で ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ 、 維 持 さ れ た 細 胞 ） の 対 応
値 と を 比 較 す る こ と が 含 ま れ る 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の ７ ２ 時 間 後 、 ト ラ ン ス フ ェ ク ト
さ れ た 細 胞 は 、 約 ７ ５ ％ の 密 集 度 で 単 層 の Ｖ ｅ ｒ ｏ 細 胞 （ ま た は 組 換 え ウ イ ル ス の プ ラ ー
ク 形 成 を 決 定 す る た め に 選 ば れ る 細 胞 型 ） を 含 む １ ０ ｃ ｍ プ レ ー ト に 移 さ れ 、 プ ラ ー ク が
見 え る ま で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る 。 そ の 後 、 プ ラ ー ク を 数 え 上 げ 、 対 照 細 胞 か ら 得 ら れ
た 値 と 比 較 す る 。 最 適 な 熱 シ ョ ッ ク 条 件 は プ ラ ー ク 数 を 最 大 に す る で あ ろ 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 本 発 明 の こ れ ら の 実 施 形 態 に 基 づ い て 、 改 変 さ れ た ウ イ ル ス 回 収 は 、 少 な く と も 約 １ ０
％ ま た は ２ ５ ％ 、 お よ び し ば し ば 少 な く と も 約 ４ ０ ％ で あ ろ う 。 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 効
果 的 な 熱 シ ョ ッ ク 露 出 に よ る 回 収 さ れ る 組 換 え ウ イ ル ス の 増 加 は 、 観 察 ま た は 回 収 さ れ る
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組 換 え ウ イ ル ス 量 の 増 加 は ２ 倍 、 ５ 倍 、 最 高 で １ ０ 倍 以 上 に ま で 反 映 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 本 発 明 の も う １ つ の 実 施 形 態 で は 、 ウ イ ル ス ｃ Ｄ Ｎ Ａ お よ び 一 過 性 の Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー
ゼ ベ ク タ ー （ お よ び 、 場 合 に よ り 必 要 な 補 助 タ ン パ ク 質 を エ ン コ ー ド し て い る １ つ ま た は
そ れ 以 上 の ベ ク タ ー （ 群 ） ） が 導 入 さ れ た 宿 主 細 胞 は 、 「 プ ラ ー ク エ キ ス パ ン シ ョ ン 」 工
程 を 受 け る 。 こ の 手 順 は 、 典 型 的 に 、 ウ イ ル ス ｃ Ｄ Ｎ Ａ 発 現 ベ ク タ ー お よ び Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ
ラ ー ゼ 、 Ｎ タ ン パ ク 質 、 Ｐ タ ン パ ク 質 お よ び Ｌ タ ン パ ク 質 を エ ン コ ー ド し 且 つ 一 過 性 に 発
現 さ せ る １ つ ま た は そ れ 以 上 の 一 過 性 発 現 ベ ク タ ー の 発 現 を 行 わ せ る の に 十 分 な 時 間 の 経
過 後 （ 例 え ば 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 後 ） に 実 施 さ れ る 。 プ ラ ー ク エ キ ス パ ン シ ョ ン を 達
成 す る た め に 、 更 な る ウ イ ル ス エ キ ス パ ン シ ョ ン を 補 助 す る 能 力 が し ば し ば 弱 め ら れ た 宿
主 細 胞 は 、 同 じ も し く は 異 な る 細 胞 型 の プ ラ ー ク エ キ ス パ ン シ ョ ン 細 胞 と 一 緒 に 共 培 養 さ
れ る 。 こ の 共 培 養 工 程 は 、 レ ス キ ュ ー さ れ た ウ イ ル ス が プ ラ ー ク エ キ ス パ ン シ ョ ン 細 胞 に
対 す る 分 散 を 可 能 に す る た め 、 こ の 工 程 は 生 存 可 能 な ウ イ ル ス の エ キ ス パ ン シ ョ ン に 、 よ
り 敏 感 で あ る 。 一 般 的 に 、 宿 主 細 胞 の 培 養 物 は 、 単 層 ま た は 多 層 （ 群 ） の プ ラ ー ク エ キ ス
パ ン シ ョ ン 細 胞 に 移 さ れ る 。 例 え ば 、 宿 主 細 胞 の 培 養 物 は 、 単 層 の プ ラ ー ク エ キ ス パ ン シ
ョ ン 細 胞 上 で 分 散 す る こ と が で き 、 次 い で 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス は プ ラ ー
ク エ キ ス パ ン シ ョ ン 細 胞 に 感 染 し 、 さ ら に そ こ で 増 大 す る 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 宿 主 細 胞
は プ ラ ー ク エ キ ス パ ン シ ョ ン 細 胞 と 同 じ ま た は 異 な る 細 胞 型 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 本 発 明 の 改 変 さ れ た プ ラ ー ク エ キ ス パ ン シ ョ ン 方 法 お よ び 組 成 物 は 、 組 換 え モ ノ ネ ガ ウ
イ ル ス を 生 成 す る た め の 、 改 変 さ れ た レ ス キ ュ ー 方 法 を 提 供 す る 。 典 型 的 に 、 本 方 法 は 、
モ ノ ネ ガ ウ イ ル ス 目 の 非 分 節 型 、 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 、 一 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス の ゲ ノ ム ま た は ア
ン チ ゲ ノ ム を エ ン コ ー ド す る 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 を 含 む 一 過 性 ベ ク タ ー 、 お よ び Ｒ Ｎ Ａ ポ
リ メ ラ ー ゼ を エ ン コ ー ド し 且 つ 一 過 性 に 発 現 さ せ る 一 過 性 発 現 ベ ク タ ー を 、 キ ャ プ シ ド 形
成 、 転 写 お よ び 複 製 に 必 要 な ト ラ ン ス 作 用 性 タ ン パ ク 質 を エ ン コ ー ド す る 少 な く と も １ つ
の 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 を 含 む 少 な く と も １ つ の 発 現 ベ ク タ ー と 共 に 、 該 ベ ク タ ー の 同 時 発
現 お よ び 組 換 え ウ イ ル ス の 生 成 を 可 能 と す る に 十 分 な 条 件 下 で 、 宿 主 細 胞 中 に 導 入 す る こ
と を 、 必 然 的 に 伴 う 。 そ の 後 、 そ の 宿 主 細 胞 を 少 な く と も 単 層 の プ ラ ー ク エ キ ス パ ン シ ョ
ン 細 胞 上 に 移 動 さ せ る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 プ ラ ー ク エ キ ス パ ン シ ョ ン を 達 成 す る た め 、 一 般 的 に 、 ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 は
、 プ ラ ー ク エ キ ス パ ン シ ョ ン 細 胞 の 共 培 養 容 器 に 移 さ れ る 。 当 分 野 で 既 知 の 様 々 な プ レ ー
ト ま た は 容 器 の い ず れ を も プ ラ ー ク エ キ ス パ ン シ ョ ン 工 程 に 用 い る こ と が で き る 。 特 定 の
実 施 形 態 で は 、 ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 は 、 少 な く と も 約 ５ ０ ％ の 密 集 度 の 単 層 の プ
ラ ー ク エ キ ス パ ン シ ョ ン 細 胞 上 に 移 さ れ る 。 あ る い は 、 プ ラ ー ク エ キ ス パ ン シ ョ ン 細 胞 は
少 な く と も 約 ６ ０ ％ の 密 集 度 で あ る か 、 さ ら に 少 な く と も 約 ７ ５ ％ の 密 集 度 で あ る 。 特 定
の 実 施 形 態 で は 、 プ ラ ー ク エ キ ス パ ン シ ョ ン 細 胞 の 表 面 積 は 、 ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ る ウ
イ ル ス を 調 製 す る た め に 用 い ら れ る 表 面 積 よ り 大 き い 。 望 ま し い の は 、 増 大 さ れ た 表 面 積
の 比 は 、 ２ ： １ ～ １ ０ ０ ： １ を 用 い る こ と が で き る 。 少 な く と も １ ０ ： １ の 増 大 さ れ た 表
面 積 が し ば し ば 望 ま し い 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 プ ラ ー ク エ キ ス パ ン シ ョ ン 細 胞 は 、 該 細 胞 に お い て 好 結 果 の 天 然 ま た は 組 換 え ウ イ ル ス
の 増 殖 に 基 づ い て 選 択 さ れ る 。 し ば し ば 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン を 実 施 す る の に 用 い ら れ
る 宿 主 細 胞 は 、 所 望 の 組 換 え ウ イ ル ス の 増 殖 に 最 適 な 宿 主 で は な い 。 従 っ て 、 ト ラ ン ス フ
ェ ク シ ョ ン さ れ た 細 胞 か ら の 組 換 え ウ イ ル ス の 回 収 は 、 天 然 ウ イ ル ス ま た は 組 換 え ウ イ ル
ス の 増 殖 が 増 大 さ れ る プ ラ ー ク エ キ ス パ ン シ ョ ン 細 胞 を 選 択 す る こ と に よ っ て 向 上 す る 場
合 が あ る 。 上 記 に 従 っ て 、 種 々 の プ ラ ー ク エ キ ス パ ン シ ョ ン 細 胞 を 、 本 発 明 の こ の 態 様 の
範 囲 内 で 用 い る た め に 選 択 す る こ と が で き る 。 回 収 を 補 助 す る の に 用 い る こ と が で き る 典
型 的 な 特 定 の プ ラ ー ク エ キ ス パ ン シ ョ ン 細 胞 お よ び 本 発 明 の 組 換 え 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖
Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス の エ キ ス パ ン シ ョ ン が 、 Ｈ ｅ ｐ － ２ 、 Ｈ ｅ Ｌ ａ 、 Ｈ Ｅ Ｋ 、 Ｂ Ｈ Ｋ 、 Ｆ Ｒ ｈ
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Ｌ － Ｄ Ｂ Ｓ ２ 、 Ｌ Ｌ Ｃ － Ｍ Ｋ ２ 、 Ｍ Ｒ Ｃ － ５ お よ び Ｖ ｅ ｒ ｏ 細 胞 か ら 選 択 さ れ る 。 本 発 明
の 範 囲 内 で 使 用 す る た め の 熱 シ ョ ッ ク お よ び プ ラ ー ク エ キ ス パ ン シ ョ ン 方 法 に 関 す る 更 な
る 詳 細 は 、 出 典 明 示 に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と す る Ｐ Ｃ Ｔ 公 開 公 報 WO 99/63064で 提 供 さ れ
る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 ま た 、 モ ノ ネ ガ ウ イ ル ス 目 の 感 染 性 、 非 分 節 型 、 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス を 生 成 す
る た め の 組 成 物 は 、 発 明 の 範 囲 内 で 提 供 さ れ る 。 組 成 物 は 、 ウ イ ル ス ｃ Ｄ Ｎ Ａ か ら の ウ イ
ル ス Ｒ Ｎ Ａ 転 写 物 を 合 成 さ せ る た め に 発 現 制 御 配 列 と 作 動 可 能 に 連 結 さ れ た 非 分 節 型 ネ ガ
テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス の ゲ ノ ム ま た は ア ン チ ゲ ノ ム を エ ン コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
を 含 む ウ イ ル ス ｃ Ｄ Ｎ Ａ 発 現 ベ ク タ ー 、 並 び に Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ 、 Ｎ タ ン パ ク 質 、 Ｐ タ
ン パ ク 質 お よ び Ｌ タ ン パ ク 質 を エ ン コ ー ド し 且 つ 宿 主 細 胞 で 一 過 性 発 現 さ せ る １ つ ま た は
そ れ 以 上 の 一 過 性 発 現 ベ ク タ ー を 含 む 。 本 発 明 の こ の 態 様 の 範 囲 内 で は 、 こ の 組 成 物 は 、
Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ 、 Ｎ 、 Ｐ お よ び Ｌ タ ン パ ク 質 を エ ン コ ー ド し 且 つ 無 細 胞 同 時 ト ラ ン ス
フ ェ ク シ ョ ン 混 合 物 中 で 一 過 性 発 現 さ せ る １ つ ま た は そ れ 以 上 の 一 過 性 発 現 ベ ク タ ー （ 群
） を 含 ん で い て も よ い 。 あ る い は 、 ウ イ ル ス ｃ Ｄ Ｎ Ａ 発 現 ベ ク タ ー 、 並 び に 該 Ｒ Ｎ Ａ ポ リ
メ ラ ー ゼ 、 Ｎ 、 Ｐ お よ び Ｌ タ ン パ ク 質 を エ ン コ ー ド し 且 つ 一 過 性 発 現 さ せ る １ つ ま た は そ
れ 以 上 の 一 過 性 の 発 現 ベ ク タ ー （ 群 ） は 、 宿 主 細 胞 （ 例 え ば 、 宿 主 細 胞 へ の 被 検 ベ ク タ ー
の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に 続 け て ） 内 で 提 供 さ れ 得 る 。 特 定 の 実 施 形 態 で 、 Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ
ラ ー ゼ は 、 Ｔ ７ 、 Ｔ ３ ま た は Ｓ Ｐ ６  Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ か ら 選 択 さ れ る 。 他 の 実 施 形 態
で は 、 Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ を エ ン コ ー ド し て い る 一 過 性 の 発 現 ベ ク タ ー は プ ラ ス ミ ド で あ
る 。 さ ら に 更 な る 実 施 形 態 で 、 上 記 組 成 物 は 、 宿 主 細 胞 か ら レ ス キ ュ ー さ れ た ウ イ ル ス が
プ ラ ー ク エ キ ス パ ン シ ョ ン 細 胞 に 対 し て 分 散 し 、 組 換 え ウ イ ル ス の エ キ ス パ ン シ ョ ン を 容
易 に す る 宿 主 細 胞 と 同 じ も し く は 異 な る 細 胞 型 の プ ラ ー ク エ キ ス パ ン シ ョ ン 細 胞 を 更 に 含
む 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 下 記 の 本 発 明 の １ つ の 例 示 す る 実 施 形 態 で は 、 一 過 性 の Ｔ ７  Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ 発 現
ベ ク タ ー （ チ ュ ー リ ッ ヒ 大 学  Martin Billeter博 士 に よ り 提 供 さ れ た 、 ｐ Ｓ Ｃ ６ － Ｔ ７ ）
は 、 全 長 の 麻 疹 ウ イ ル ス （ Ｍ Ｖ ＋ ） ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン を 用 い て 発 現 制 御 配 列 （ 例 え ば 、 Ｔ
７  Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー ） と 作 動 可 能 に 連 結 さ れ た Ｍ Ｖ  Ｎ 、 Ｐ お よ び Ｌ タ ン
パ ク 質 を エ ン コ ー ド す る プ ラ ス ミ ド と 共 に 、 Ｖ ｅ ｒ ｏ 細 胞 中 に 同 時 ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ
、 好 結 果 の Ｍ Ｖ 回 収 を 示 し た 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 他 の 典 型 的 な 実 施 形 態 で 、 本 発 明 の 方 法 と 組 成 物 は 、 Ｒ Ｓ Ｖ  Ａ 型 お よ び Ｂ 型 、 キ メ ラ
Ａ ／ Ｂ  Ｒ Ｓ Ｖ お よ び 以 下 に 記 載 の 弱 毒 性 変 異 お よ び ／ ま た は 他 の 組 換 え 修 飾 （ 例 え ば 遺
伝 子 欠 失 ） を １ つ ま た は そ れ 以 上 組 み 込 ん で い る 組 換 え Ｒ Ｓ Ｖ を 含 む 、 呼 吸 器 合 胞 体 ウ イ
ル ス （ Ｒ Ｓ Ｖ ） の ４ ０ 種 の 組 換 え 構 築 物 の 好 都 合 な 回 収 の た め に 用 い ら れ た 。 更 な る 具 体
例 が 提 供 さ れ 、 例 え ば 、 ヒ ト ・ パ ラ イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス ３ 型 （ Ｈ Ｐ Ｉ Ｖ ３ ） ） ） 、 キ
メ ラ ・ ヒ ト ・ パ ラ イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス ３ － １ （ Ｐ Ｉ Ｖ － ３ の 糖 タ ン パ ク 質 遺 伝 子 Ｆ お
よ び Ｈ Ｎ は 、 ヒ ト ・ パ ラ イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス １ 型 の 糖 タ ン パ ク 質 遺 伝 子 Ｆ お よ び Ｈ Ｎ
に よ り 置 換 さ れ て い る ） 、 キ メ ラ ・ ヒ ト ・ パ ラ イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス ３ － ２ Ｃ Ｔ （ Ｐ Ｉ
Ｖ － ３ の 糖 タ ン パ ク 質 遺 伝 子 Ｆ お よ び Ｈ Ｎ の 細 胞 質 尾 部 部 分 が ヒ ト ・ パ ラ イ ン フ ル エ ン ザ
ウ イ ル ス ２ 型 の 糖 タ ン パ ク 質 遺 伝 子 Ｆ お よ び Ｈ Ｎ に よ り 置 換 さ れ て い る ） 、 ウ シ Ｐ Ｉ Ｖ ３
型 （ Ｂ Ｐ Ｉ Ｖ ３ ） 、 キ メ ラ ・ ヒ ト － 牛 Ｐ Ｉ Ｖ － ３ （ 牛 パ ラ イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス ３ 型 の
糖 タ ン パ ク 質 遺 伝 子 Ｆ お よ び Ｈ Ｎ が 、 ヒ ト Ｐ Ｉ Ｖ － ３ の 糖 タ ン パ ク 質 遺 伝 子 Ｆ お よ び Ｈ Ｎ
に よ り 置 換 さ れ て い る )、 お よ び 水 疱 性 口 内 炎 ウ イ ル ス （ Ｖ Ｓ Ｖ ） の 好 結 果 な 回 収 を 示 し
た 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 本 発 明 の 他 の 詳 細 な 実 施 形 態 で は 、 一 過 性 Ｔ ７  Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ 発 現 プ ラ ス ミ ド は
、 ｐ Ｃ ｌ － Ｎ ｅ ｏ バ ッ ク ボ ー ン （ プ ロ メ ガ 、 Madison WI） に 基 づ い て 構 築 さ れ た 。 Ｔ ７  
Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ 遺 伝 子 を 挿 入 す る 前 に 、 多 重 ク ロ ー ニ ン グ 部 位 の ５ ’ 端 に あ る Ｔ ７ プ
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ロ モ ー タ ー を 除 去 す る こ と に よ っ て 、 こ の ベ ク タ ー を 修 飾 し 、 ｐ Ｃ ｌ － Ｎ ｅ ｏ － Ｂ Ｃ Ｌ を
作 り 出 し た 。 Ｔ ７ プ ロ モ ー タ ー は 、 細 菌 増 殖 中 の Ｔ ７  Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ 遺 伝 子 挿 入 物
の 安 定 性 を 増 大 さ せ る た め に 除 去 さ れ た 。 Ｔ ７  Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ の 過 剰 発 現 は 細 菌 に
有 毒 で あ り 得 る た め 、 Ｔ ７  Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ 遺 伝 子 が Ｔ ７  Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ プ ロ モ
ー タ ー の 下 流 に ク ロ ー ニ ン グ さ れ た 場 合 、 問 題 と な り 得 る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 ク ロ ー ニ ン グ の た め に 用 い た Ｔ ７ 遺 伝 子 を Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 し て 、 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー 中 に 組 み
込 ま れ た Ｅ ｃ ｏ Ｒ Ｉ （ ５ ’ ） お よ び Ｘ ｂ ａ ｌ （ ３ ’ ） 部 位 を 用 い て ク ロ ー ニ ン グ し た 。 ま
た 、 高 効 率 タ ン パ ク 質 合 成 を 確 実 に す る た め 、 コ ザ ッ ク 共 通 配 列 を 、 Ａ Ｔ Ｇ 翻 訳 開 始 コ ド
ン の ５ ’ に 含 ま せ た 。 ｐ Ｃ ｌ － Ｎ ｅ ｏ － Ｂ ｃ ｌ 中 へ の Ｔ ７ 遺 伝 子 の 挿 入 に よ り 、 Ｔ ７ 遺 伝
子 が ｈ Ｃ Ｍ Ｖ プ ロ モ ー タ ー お よ び エ ン ハ ン サ ー の 制 御 下 に 置 か れ る こ と と な る ｐ Ｃ Ｌ － Ｎ
ｅ ｏ － Ｂ ｃ ｌ － Ｔ ７ が 作 成 さ れ た 。 結 果 と し て 生 じ る プ ラ ス ミ ド ｐ Ｃ ｌ － Ｎ ｅ ｏ － Ｂ Ｃ Ｌ
－ Ｔ ７ は 、 図 ２ （ 配 列 番 号 ： １ ） に 記 載 の 配 列 を 有 し 、 Ｈ Ｃ Ｍ Ｖ プ ロ モ ー タ ー ／ エ ン ハ ン
サ ー 、 続 い て イ ン ト ロ ン 、 Ｔ ７  Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ Ｓ Ｖ ４ ０  ポ リ Ａ 、 Ｓ Ｖ ４ ０ プ ロ モ ー
タ ー ／ エ ン ハ ン サ ー お よ び Ｎ ｅ ｏ Ｒ 要 素 の 順 で 含 む 。 ネ オ マ イ シ ン 耐 性 遺 伝 子 に よ り 表 さ
れ 、 Ｓ Ｖ ４ ０ プ ロ モ ー タ ー ／ エ ン ハ ン サ ー に よ り 制 御 さ れ る 最 適 な 選 択 マ ー カ ー は Ｔ ７ 遺
伝 子 の ３ ’ に 配 置 さ れ た 。 ネ オ マ イ シ ン マ ー カ ー は 、 安 定 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞
系 を 選 択 す る の に 用 い る こ と が で き る た め 、 プ ラ ス ミ ド に 汎 用 性 を 与 え る 。 ま た 、 Ｔ ７  
Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ 遺 伝 子 の ３ ’ 端 に Ｓ Ｖ ４ ０ エ ン ハ ン サ ー を 配 置 す る こ と に な る 選 択 的
な マ ー カ ー 遺 伝 子 の 配 置 は 注 目 す べ き で あ る 。 Ｓ Ｖ ４ ０ エ ン ハ ン サ ー の 十 分 に 実 証 さ れ た
双 方 向 性 転 写 刺 激 効 果 は 、 プ ラ ス ミ ド ｐ Ｃ ｌ － Ｎ ｅ ｏ － Ｂ ｃ ｌ － Ｔ ７ 中 の Ｔ ７  Ｒ Ｎ Ａ ポ
リ メ ラ ー ゼ の 過 剰 発 現 に 大 き く 寄 与 し 得 る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 本 発 明 の 方 法 は 、 そ れ ぞ れ 当 分 野 で 周 知 の レ ス キ ュ ー さ れ る ウ イ ル ス の 種 々 の 組 換 え 修
飾 体 と 共 に 実 施 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 ウ イ ル ス ゲ ノ ム ま た は ア ン チ ゲ ノ ム は 、 全 遺 伝 子 の 欠
失 、 遺 伝 子 の 一 部 の 欠 失 、 コ ー ド 領 域 中 の 点 突 然 変 異 （ 群 ） 、 異 種 核 酸 配 列 （ 別 の ウ イ ル
ス 、 別 の 病 原 体 由 来 の 配 列 、 医 薬 的 に 有 用 な ポ リ ペ プ チ ド を エ ン コ ー ド す る 配 列 、 ま た は
免 疫 修 飾 物 質 を エ ン コ ー ド す る 配 列 ） に よ る 遺 伝 子 の 全 部 も し く は 一 部 の 置 換 、 例 え ば 遺
伝 子 間 領 域 中 へ の 異 種 核 酸 配 列 の 挿 入 、 お よ び 遺 伝 子 順 序 の 再 配 列 、 並 び に 他 の 修 飾 に よ
っ て 修 飾 さ れ て い て も よ い 。 本 明 細 書 中 で 提 供 さ れ る レ ス キ ュ ー 系 は 十 分 に 強 力 で 効 率 的
で あ る た め 、 増 殖 － 欠 如 お よ び ／ ま た は 減 弱 化 組 換 え 体 ま た は 変 異 体 派 生 物 の 回 収 は 好 結
果 に 実 行 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 に 基 づ く 伝 染 性 、 組 換 え 、 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス は 、 組
換 え ウ イ ル ス 中 へ の 定 義 さ れ た 変 更 の 導 入 を 可 能 と し 、 か つ 定 義 さ れ た ゲ ノ ム 配 列 を 有 す
る 免 疫 原 性 組 成 物 に 使 用 す る た め の ウ イ ル ス 候 補 体 の 、 高 頻 度 か つ 高 精 度 の 生 成 を 提 供 す
る 新 規 の 同 時 発 現 系 に よ り 作 り 出 さ れ る 。 こ れ ら の 修 飾 は 、 予 め 定 め ら れ 、 定 義 さ れ た 弱
毒 性 変 異 を 有 し て い る 生 弱 毒 化 ウ イ ル ス 株 の 開 発 を 含 む 、 幅 広 い 適 用 に 有 用 で あ る 。 本 発
明 の 感 染 性 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス は 、 転 写 性 、 複 製 性 ヌ ク レ オ キ ャ プ シ ド
を 作 り 出 す た め に 望 ま し い も し く は 少 な く と も 必 要 な ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 を エ ン コ ー ド す
る １ つ ま た は そ れ 以 上 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 共 に 、 ウ イ ル ス ゲ ノ ム ま た は ア ン チ ゲ ノ ム Ｒ
Ｎ Ａ を エ ン コ ー ド す る 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 の １ つ ま た は そ れ 以 上 の 細 胞 内 同
時 発 現 に よ っ て 生 成 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス ゲ ノ ム ま た は ア ン チ ゲ ノ ム を エ ン コ ー ド す る ｃ Ｄ
Ｎ Ａ は 、 感 染 性 の ウ イ ル ス を 作 り 出 す た め 、 選 択 さ れ た ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 と 共 に 細 胞 内
同 時 発 現 の た め に 構 築 さ れ る 。 「 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス ア ン チ ゲ ノ ム 」 は
、 子 ウ イ ル ス ゲ ノ ム 合 成 用 テ ン プ レ ー ト と し て 用 い ら れ る 単 離 さ れ た ポ ジ テ ィ ブ － セ ン ス
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 を 意 味 す る 。 一 般 的 に 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ は 、 転 写 性 、 複 製 性 ヌ ク レ オ キ ャ
プ シ ド を 作 り 出 す た め に 必 要 と さ れ る タ ン パ ク 質 を エ ン コ ー ド す る 相 補 配 列 の ポ ジ テ ィ ブ
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－ セ ン ス 転 写 物 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 可 能 性 を 最 小 に す る た め に 、 複 製 中 間 物 Ｒ Ｎ Ａ 、 ま
た は ア ン チ ゲ ノ ム に 相 当 す る ウ イ ル ス ゲ ノ ム の ポ ジ テ ィ ブ セ ン ス 型 に 、 構 築 さ れ る 。 こ れ
と は 逆 に 、 上 記 の 、 ウ イ ル ス ゲ ノ ム の ネ ガ テ ィ ブ セ ン ス 型 を 用 い る こ と が で き る （ 例 え ば
、 出 典 明 示 に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と す る 、 Katoら 、  :569-579、 1996を 参
照 の こ と ） 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 本 発 明 の 幾 つ か の 実 施 形 態 で は 、 組 換 え 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス の ゲ ノ ム
ま た は ア ン チ ゲ ノ ム は 、 ウ イ ル ス ま た は サ ブ ウ イ ル ス 粒 子 が エ ン コ ー ド し 、 そ れ に よ っ て
感 染 性 と な る の に 必 要 な 遺 伝 子 ま た は そ の 一 部 を 含 む こ と の み 必 要 で あ る 。 さ ら に 、 そ の
遺 伝 子 ま た は そ の 一 部 は １ つ 以 上 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て 提 供 さ れ て も よ い 、 す な わ
ち １ つ の 遺 伝 子 が 別 個 の ヌ ク レ オ チ ド 分 子 か ら の 補 完 ま た は 類 似 の 方 法 に よ り 提 供 さ れ て
も よ い 。 他 の 実 施 形 態 で は 、 ウ イ ル ス ゲ ノ ム ま た は ア ン チ ゲ ノ ム は 、 プ ラ ス ミ ド ま た は ヘ
ル パ ー 細 胞 系 に よ っ て 提 供 さ れ る ヘ ル パ ー ウ イ ル ス ま た は ウ イ ル ス 機 能 の 関 与 無 し に 、 ウ
イ ル ス 増 殖 、 複 製 お よ び 感 染 に 必 要 な 全 て の 機 能 を エ ン コ ー ド す る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 「 組 換 え 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス 」 は 、 組 換 え 発 現 系 か ら 直 接 ま た は 間 接
的 に 誘 導 さ れ た 、 ま た は そ れ ら か ら 生 成 さ れ た ウ イ ル ス ま た は サ ブ ウ イ ル ス か ら 伝 播 さ れ
た 、 完 全 ウ イ ル ス ま た は 感 染 性 の サ ブ ウ イ ル ス 粒 子 を 意 味 す る 。 組 換 え 発 現 系 は 、 作 動 可
能 に 連 結 さ れ た 、 少 な く と も ウ イ ル ス 遺 伝 子 発 現 の 調 整 的 な 役 割 が あ る 遺 伝 子 要 素 群 の 会
合 体 を 含 む 転 写 単 位 、 例 え ば プ ロ モ ー タ ー 、 ウ イ ル ス Ｒ Ｎ Ａ に 転 写 さ れ る 構 造 も し く は コ
ー ド 配 列 、 並 び に 適 当 な 転 写 開 始 配 列 お よ び 転 写 終 結 配 列 を 含 む 、 組 換 え ウ イ ル ス 性 発 現
ベ ク タ ー を 使 用 す る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス の 感 染 ク ロ ー ン の 効 果 的 な レ ス キ ュ ー を 提 供 す る
方 法 に よ り 、 本 発 明 は 、 多 様 な ウ イ ル ス 被 検 体 の ゲ ノ ム （ ま た は ア ン チ ゲ ノ ム ） の 範 囲 内
で 、 組 換 え 技 術 的 に 生 成 さ れ 、 望 ま し い 特 定 の 表 現 型 が 変 化 す る 定 義 さ れ た 変 異 を 引 き 起
こ す 広 範 囲 に 渡 る 改 変 が 可 能 で あ る 。 組 換 え 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス を 生 成
す る た め の 、 本 発 明 の 組 成 物 お よ び 方 法 は 、 例 え ば 選 択 し た ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 の 機 能 ま
た は 発 現 を 改 変 す る 定 義 さ れ た 変 異 を 用 い る こ と に よ っ て 、 ウ イ ル ス の 分 子 生 物 学 的 機 構
お よ び 病 原 性 機 構 の 迅 速 で 詳 細 な 分 析 と 操 作 を 可 能 に す る 。 関 連 す る 診 断 用 途 は 、 当 業 者
で あ れ ば 容 易 に 認 め ら れ る 。 本 発 明 の 方 法 お よ び 組 成 物 を 用 い る こ と で 、 サ イ レ ン ト 付 随
変 異 か ら 所 望 の 表 現 型 変 化 に 関 与 す る 突 然 変 異 を 容 易 に 区 別 す る こ と が で き 、 そ し て 、 組
換 え 感 染 性 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス ゲ ノ ム ま た は ア ン チ ゲ ノ ム 中 に 組 み 込 む
た め の 表 現 型 特 異 的 変 異 を 容 易 に 選 択 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 こ の 内 容 に お い て 、 種 々 の ヌ ク レ オ チ ド 挿 入 、 欠 失 、 置 換 と 再 配 列 は 、 組 換 え ウ イ ル ス
ゲ ノ ム ま た は ア ン チ ゲ ノ ム で ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 構 築 中 も し く は そ の 後 に 行 わ れ る 。 例 え ば 、 特 定
の 望 ま し い ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 合 成 し 、 都 合 の よ い 制 限 酵 素 部 位 を 使 っ て ｃ Ｄ Ｎ Ａ 中 の 適
当 な 領 域 に 挿 入 す る こ と が で き る 。 あ る い は 、 当 分 野 で 周 知 の 、 部 位 特 異 的 突 然 変 異 誘 発
、 ア ラ ニ ン ス キ ャ ニ ン グ 、 Ｐ Ｃ Ｒ 突 然 変 異 誘 発 ま た は 他 の 技 術 を 、 突 然 変 異 を ｃ Ｄ Ｎ Ａ に
導 入 す る の に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　  例 え ば 、 ウ イ ル ス の 弱 毒 性 お よ び 免 疫 原 性 を 増 強 す る た め の 、 望 ま し く な い 細 胞 病 理
と 関 連 す る エ ピ ト ー プ を 除 去 す る た め の 、 抗 原 ド リ フ ト を 調 整 す る た め な ど の 、 本 発 明 の
範 囲 内 で 提 供 さ れ る 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス の 組 換 え 修 飾 は 、 診 断 で お よ び
免 疫 原 性 組 成 物 で 使 用 す る た め の 候 補 ウ イ ル ス の 生 成 に 貢 献 す る 。 こ れ ら お よ び 他 の 目 的
を 達 成 す る た め に 、 本 発 明 の 組 成 物 お よ び 方 法 は 、 感 染 性 、 組 換 え ウ イ ル ス 中 に 組 み 込 む
た め 、 多 種 多 様 の 修 飾 を 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス ゲ ノ ム ま た は ア ン チ ゲ ノ ム
中 に 導 入 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 抗 原 決 定 基 （ 例 え ば 防 御 抗 原 ま た は 免 疫 原 性 エ ピ ト
ー プ ） を エ ン コ ー ド す る 外 来 遺 伝 子 ま た は 遺 伝 子 断 片 は 、 親 ま た は 「 バ ッ ク ボ ー ン 」 ウ イ
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ル ス お よ び 別 の 「 供 与 」 ウ イ ル ス ま た は 抗 原 決 定 基 （ 群 ） が 誘 導 さ れ る 病 原 体 物 質 に 対 す
る 免 疫 を 誘 発 す る こ と が で き る 組 換 え ウ イ ル ス を 作 り 出 す ウ イ ル ス ク ロ ー ン 範 囲 内 で 加 え
る こ と が で き る 。 あ る い は 、 候 補 ウ イ ル ス の 免 疫 原 性 を 増 強 す る た め に 、 免 疫 系 、 例 え ば
サ イ ト カ イ ン の 修 飾 因 子 を エ ン コ ー ド す る 外 来 遺 伝 子 は 、 全 体 ま た は 一 部 に て 、 挿 入 さ れ
て も よ い 。 他 の 突 然 変 異 、 例 え ば 、 異 種 遺 伝 子 ま た は 遺 伝 子 断 片 （ 例 え ば 糖 タ ン パ ク 質 遺
伝 子 の 細 胞 質 尾 部 を エ ン コ ー ド す る 遺 伝 子 断 片 ） に よ り 組 換 え ウ イ ル ス ク ロ ー ン 中 の 対 応
遺 伝 子 ま た は 遺 伝 子 断 片 の 置 換 は 、 本 発 明 の 方 法 に 基 づ い て レ ス キ ュ ー さ れ る ウ イ ル ス ク
ロ ー ン 内 に 含 ま れ る こ と が あ る 。 あ る い は 、 ウ イ ル ス ク ロ ー ン 内 の 相 対 的 な 遺 伝 子 順 序 を
変 更 す る こ と が で き 、 ウ イ ル ス ゲ ノ ム プ ロ モ ー タ ー ま た は 他 の 調 節 因 子 を そ の ア ン チ ゲ ノ
ム 対 応 物 、 ま た は 機 能 さ せ な く す る （ 例 え ば 、 遺 伝 子 の 発 現 を 妨 げ る 停 止 コ ド ン の 導 入 を
含 む 機 能 除 去 に よ っ て ） 選 択 さ れ た ウ イ ル ス 遺 伝 子 （ 群 ） と 置 換 す る こ と が で き る 。 ウ イ
ル ス ゲ ノ ム ま た は ア ン チ ゲ ノ ム の 種 々 の 非 コ ー ド 領 域 ま た は コ ー ド 領 域 中 に 唯 一 の 制 限 部
位 を 挿 入 す る な ど の 、 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス の 他 の 修 飾 は 、 操 作 を 容 易 す
る た め に 行 う こ と が で き る 。 加 え て 、 非 翻 訳 遺 伝 子 配 列 は 、 外 来 配 列 を 挿 入 で き る 受 容 力
を 増 や す た め に 取 り 除 く こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 上 記 し た よ う に 、 弱 毒 を 増 大 ま た は 減 少 さ せ る か 、 別 に は 組 換 え ウ イ ル ス の 表 現 型 を 変
え る 更 な る 変 異 を 導 入 す る こ と に よ っ て 、 組 換 え 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス の
表 現 型 を 調 節 す る こ と は し ば し ば 望 ま し い 。 本 発 明 の 範 囲 内 で ｃ Ｄ Ｎ Ａ か ら 組 換 え 非 分 節
型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス を 生 成 す る た め に 、 お よ び 種 々 の 弱 毒 性 変 異 お よ び 他 の 変
異 を 選 択 し 、 導 入 し お よ び 試 験 す る た め に 有 用 な 物 質 お よ び 方 法 は 、 パ ラ イ ン フ ル エ ン ザ
ウ イ ル ス に つ い て 詳 細 に 実 施 さ れ 、 本 発 明 の 方 法 お よ び 組 成 物 の 範 囲 内 で は Ｐ Ｉ Ｖ お よ び
他 の 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス に 一 般 的 に 適 用 可 能 で あ る （ 例 え ば 、 そ れ ぞ れ
出 典 明 示 に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と す る 、 Durbinら 、  :323-332、 1997； 1998年
5月 22日 に 出 願 さ れ た 米 国 特 許 出 願 番 号 第  09/083,793号 ； 1999年 12月 10日 に 出 願 さ れ た 米
国 特 許 出 願 番 号 第  09/458,813号 ； 1999年 12月 10日 に 出 願 さ れ た 米 国 特 許 出 願 番 号 第  09/4
59,062号 ； 1998年 5月 22日 に 出 願 さ れ た 米 国 特 許 出 願 番 号 第  09/083,793号 （ 国 際 公 開 番 号
 WO 98/53078に 対 応 す る ） お よ び そ の 優 先 権 の 米 国 仮 出 願 番 号 第 60/047,575号 （ 1997年 5
月 23日 に 出 願 さ れ た ） 、 お よ び 60/059,385（ 1997年 9月 19日 に 出 願 さ れ た ） を 参 照 の こ と
） ） ） 。 特 に 、 上 記 一 部 と さ れ る 引 用 例 に は 、 感 染 性 ウ イ ル ス ク ロ ー ン を 生 成 す る の に 用
い る こ と が で き る 典 型 的 な プ ラ ス ミ ド の 説 明 が 含 ま れ 、 Ｐ Ｉ Ｖ タ ン パ ク 質 と 共 に 同 時 発 現
さ れ る Ｐ Ｉ Ｖ ゲ ノ ム ま た は ア ン チ ゲ ノ ム を エ ン コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 構 築 お よ び 発 現 に よ
り 感 染 性 組 換 え Ｈ Ｐ Ｉ Ｖ ３ を 生 成 す る 方 法 が 記 載 さ れ て い る 。 不 可 欠 な Ｐ Ｉ Ｖ タ ン パ ク 質
と 共 に 同 時 発 現 さ れ る Ｈ Ｐ Ｉ Ｖ １ 組 変 え 体 ま た は キ メ ラ ゲ ノ ム も し く は ア ン チ ゲ ノ ム を エ
ン コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 構 築 ま た は 発 現 に よ る 感 染 性 組 換 え Ｈ Ｐ Ｉ Ｖ １ の 生 成 方 法 は 、 20
01年 11月 21日 に 出 願 さ れ た 米 国 仮 出 願 番 号 第 60/331,961号 、 お よ び Newmanら 、
 :77-92、 2002（ そ れ ぞ れ 出 典 明 示 に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と す る ） に 同 様 に 記 載 さ れ て

い る 。 不 可 欠 な Ｐ Ｉ Ｖ タ ン パ ク 質 と 共 に 同 時 発 現 さ れ る Ｈ Ｐ Ｉ Ｖ ２ 組 換 え 体 ま た は キ メ ラ
ゲ ノ ム も し く は ア ン チ ゲ ノ ム を エ ン コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 構 築 お よ び 発 現 に よ る 感 染 性 組
換 え Ｈ Ｐ Ｉ Ｖ ２ の 生 成 方 法 は 、 2002年 9月 18日 に 出 願 さ れ た 米 国 仮 出 願 番 号 第 60/412,053
号 （ 出 典 明 示 に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と す る ） に 同 様 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 同 様 に 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ お よ び 選 択 、 導 入 に 関 連 す る 他 の 開 示 物 か ら 呼 吸 器 合 胞 体 ウ イ ル ス （
Ｒ Ｓ Ｖ ） を ク ロ ー ニ ン グ す る た め の 、 並 び に 本 発 明 の 範 囲 内 の 組 換 え 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ
鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス の 構 築 に 用 い ら れ る 弱 毒 性 変 異 お よ び 他 の 修 飾 を 試 験 す る た め の 典 型 的
な 方 法 お よ び 物 質 は 以 下 に 記 載 さ れ て い る （ 例 え ば 、 そ れ ぞ れ 出 典 明 示 に よ り 全 て の 目 的
に 関 し 完 全 に 本 明 細 書 の 一 部 と す る 、 1997年 4月 3日 に 公 開 さ れ た 国 際 公 開 番 号 WO 97/1203
2に 対 応 す る 1996年 9月 27日 に 出 願 さ れ た 米 国 特 許 出 願 番 号 第 08/720,132号 、 お よ び 1995年
9月 27日 に 出 願 さ れ た 優 先 権 の 米 国 特 許 仮 出 願 番 号 第 60/007,083号 ； 1996年 7月 15日 に 出 願
さ れ た 米 国 特 許 仮 出 願 番 号 第 60/021,773号 ； 1997年 5月 9日 に 出 願 さ れ た 米 国 特 許 仮 出 願 番
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号 第 60/046,141号 ； 1997年 5月 23日 に 出 願 さ れ た 米 国 特 許 仮 出 願 番 号 第 60/047,634号 ； 199
8年 1月 22日 に 公 開 さ れ た 国 際 公 開 番 号 WO 98/02530に 対 応 す る 1997年 7月 15日 に 出 願 さ れ た
米 国 特 許 出 願 番 号 第 08/892,403号 ； 2000年 10月 19日 に 公 開 さ れ た 国 際 公 開 番 号  WO 00/616
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【 ０ １ ０ ０ 】
　 上 記 の 一 部 と さ れ る 引 用 例 に は 、 弱 毒 化 変 異 体 株 （ 例 え ば 、 温 度 感 受 性 （ ｔ ｓ ） 、 低 温
継 代 化 （ ｃ ｐ ） 、 低 温 適 応 （ ｃ ａ ） 、 小 さ い プ ラ ー ク （ ｓ ｐ ） 、 お よ び 、 宿 主 域 制 限 化 （
ｈ ｒ ） 変 異 株 ） を 得 る た め に 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス を 突 然 変 異 誘 発 し 、 単
離 し 、 特 徴 づ け る た め の 方 法 お よ び 手 順 、 並 び に 、 弱 毒 化 表 現 型 を 示 す 遺 伝 子 変 化 を 同 定
す る た め の 方 法 お よ び 手 順 が 記 載 さ れ て い る 。 こ れ ら の 方 法 と 併 せ て 、 上 記 一 部 と さ れ る
引 用 例 に は 、 ハ ム ス タ ー ま た は 齧 歯 類 お よ び ヒ ト 以 外 の 霊 長 類 モ デ ル 系 を 含 む 、 ヒ ト 活 性
と の 妥 当 な 相 関 が 認 め ら れ た モ デ ル 系 に お い て 、 生 物 学 的 に 誘 導 さ れ た 、 お よ び 組 換 え 技
術 に よ り 生 成 さ れ た 弱 毒 化 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス の 複 製 、 免 疫 原 性 、 遺 伝
的 安 定 性 お よ び 免 疫 原 効 果 を 決 定 す る た め の 手 順 が 詳 細 に 記 載 さ れ て い る 。 加 え て 、 こ れ
ら の 引 用 例 は 、 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス に 対 す る 一 価 お よ び 二 価 の 免 疫 原 性
組 成 物 を 含 む 免 疫 原 性 組 成 物 を 開 発 す る お よ び 試 験 す る 一 般 的 な 方 法 が 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 ま た 、 上 記 一 部 と さ れ た 引 用 例 中 に 記 載 事 項 に 、 生 物 学 的 に 派 生 し た 変 異 、 例 え ば 、 低
温 継 代 化 （ ｃ ｐ ） 、 低 温 適 応 （ ｃ ａ ） 、 宿 主 域 制 限 化 （ ｈ ｒ ） 変 異 株 、 小 さ い プ ラ ー ク （
ｓ ｐ ） お よ び ／ ま た は 温 度 感 受 性 （ ｔ ｓ ） 変 異 に て 同 定 さ れ た 表 現 型 特 異 的 変 異 を 組 み 込
む よ う に 改 変 さ れ た 感 染 性 組 換 え 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス 、 例 え ば 、 Ｈ Ｐ Ｉ
Ｖ ３  Ｊ Ｓ  ｃ ｐ ４ ５ 変 異 体 株 （ ブ タ ペ ス ト 条 約 の 取 り 扱 い の 下 で 、 10801 University Bou
levard、 Manassas、 Virginia 20110-2209、 U.S.Aの ア メ リ カ ン ・ タ イ プ ・ カ ル チ ャ ー ・ コ
レ ク シ ョ ン （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ ） に 、 特 許 寄 託 番 号 PTA-2419で 寄 託 さ れ た ； 出 典 明 示 に よ り 本 明 細
書 の 一 部 と さ れ る 寄 託 ） を 構 築 し 、 評 価 す る 方 法 が あ る 。 こ の ウ イ ル ス お よ び 他 の 変 異 ウ
イ ル ス （ 例 え ば 、 Ｒ Ｓ Ｖ － 上 記 引 用 例 を 参 照 の こ と ） に お い て 同 定 さ れ た 変 異 は 、 以 下 で
さ ら に 詳 細 に 記 載 す る よ う に 、 本 発 明 の 組 換 え Ｐ Ｉ Ｖ ま た は 他 の 感 染 性 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ
ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス 中 に 容 易 に 組 み 込 む こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 従 っ て 、 弱 毒 性 変 異 お よ び 他 の 修 飾 は 、 本 発 明 の 組 換 え 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ
イ ル ス 中 に 慣 用 的 に 導 入 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の 特 定 の 態 様 に お い て 、 生 物 学 的 に 派
生 し た 変 異 ウ イ ル ス 由 来 の 変 異 は 、 同 じ も し く は 異 な る ウ イ ル ス の 組 換 え 株 中 で 同 定 さ れ
、 評 価 さ れ 、 か つ 導 入 さ れ る 。 本 発 明 の 組 換 え ウ イ ル ス 内 に 組 み 込 む た め の 生 物 学 的 に 派
生 し た 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス に お け る 弱 毒 性 変 異 は 、 自 然 に 生 じ て も よ い
し 、 あ る い は 野 生 型 株 に 導 入 さ れ て も よ く 、 そ の 後 に 周 知 の 変 異 誘 発 手 法 お よ び 分 析 手 法
に よ り 同 定 お よ び 特 徴 づ け さ れ て も よ い 。 不 完 全 な 弱 毒 化 親 ウ イ ル ス 変 異 株 は 、 上 記 一 部
と さ れ た 引 用 例 に 記 載 の よ う に 、 化 学 変 異 原 が 加 え ら れ た 細 胞 培 養 物 中 で の ウ イ ル ス 増 殖
中 に 化 学 変 異 原 に よ っ て 、 増 殖 抑 制 変 異 を 導 入 す る た め に 準 最 適 温 度 で 継 代 さ せ る 選 択 に
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よ っ て 、 あ る い は 細 胞 培 養 中 で 小 さ い プ ラ ー ク （ ｓ ｐ ） を 形 成 す る 突 然 変 異 誘 発 さ れ た ウ
イ ル ス の 選 択 に よ っ て 、 生 成 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 「 生 物 学 的 に 派 生 し た 」 は 、 組 換 え 技 術 手 段 で 作 成 さ れ な い 全 て の ウ イ ル ス を 意 味 す る
。 従 っ て 、 生 物 学 的 に 派 生 し た ウ イ ル ス は 、 野 生 型 ゲ ノ ム 配 列 を 有 す る ウ イ ル ス 、 お よ び
基 準 の 野 生 型 配 列 由 来 の 対 立 性 も し く は 変 異 ゲ ノ ム 変 種 を 有 す る ウ イ ル ス 、 例 え ば 弱 毒 化
表 現 型 を 特 定 す る 変 異 を 有 す る 生 物 学 的 に 派 生 し た ウ イ ル ス を 含 む 。 同 様 に 、 生 物 学 的 に
派 生 し た ウ イ ル ス は 、 直 接 的 な 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 操 作 を 含 ま な い 、 と り わ け 、 人 工 の 突 然 変 異
誘 発 お よ び 選 択 手 順 に よ っ て 、 親 株 か ら 誘 導 さ れ た 変 異 体 を 含 む 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　  生 物 学 的 に 派 生 し た 変 異 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス で 同 定 さ れ た 突 然 変 異
は 、 所 望 に よ り 単 独 に ま た は 組 み 合 わ せ て 、 本 発 明 の 組 換 え ウ イ ル ス を 弱 毒 性 、 免 疫 原 性
、 弱 毒 化 表 現 型 か ら の 復 帰 突 然 変 異 に 対 す る 遺 伝 子 抵 抗 性 な ど の 適 当 な レ ベ ル に 調 整 す る
た め に 導 入 さ れ る 。 上 記 の 説 明 に 従 っ て 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ か ら 感 染 性 組 換 え 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ
鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス を 能 率 よ く 生 成 す る 能 力 は 組 換 え ウ イ ル ス の 幅 広 い 集 合 物 内 で 特 定 の 設
計 さ れ た 変 化 の 導 入 を 可 能 に す る 。 こ れ ら 感 染 性 、 組 換 え ウ イ ル ス は 、 生 物 学 的 に 派 生 し
た 、 弱 毒 化 株 に お け る 特 定 の 変 異 （ 群 ） 、 例 え ば ｔ ｓ 、 ｃ ａ 、 ａ ｔ ｔ お よ び 他 の 表 現 型 を
特 定 す る 典 型 的 な 変 異 に つ い て 更 な る 同 定 に 用 い る こ と が で き る 。 こ の 方 法 お よ び 他 の 方
法 に よ り 同 定 さ れ た 所 望 の 変 異 は 、 他 の 組 換 え ウ イ ル ス 株 中 導 入 さ れ る 。 新 規 の 本 明 細 書
に よ り 提 供 さ れ る ｃ Ｄ Ｎ Ａ か ら 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス を 生 成 す る 独 特 の 許
容 力 は 、 新 規 の ウ イ ル ス ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン 中 に 個 々 に も し く は 種 々 選 択 し 組 み 合 わ せ て 、
こ れ ら の 変 異 を 慣 用 法 で 組 み 込 む こ と を 可 能 と し 、 そ の 後 導 入 さ れ た 変 異 を 含 む レ ス キ ュ
ー さ れ た 組 換 え ウ イ ル ス の 表 現 型 の 決 定 を 容 易 に す る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 本 発 明 の 他 の 実 施 形 態 で は 、 異 種 の ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス で 同 定 さ れ た 所 望 の 突
然 変 異 は 、 異 種 の 変 異 体 ウ イ ル ス に お い て 突 然 変 異 マ ッ ピ ン グ し 、 慣 用 の 配 列 ア ラ イ メ ン
ト に よ り 受 容 組 換 え ウ イ ル ス の 対 応 部 位 を 同 定 し 、 そ し て 異 種 変 異 遺 伝 型 で 観 察 さ れ る の
と 同 一 も し く は 保 存 的 変 異 に 受 容 ウ イ ル ス に お け る 天 然 配 列 を 突 然 変 異 さ せ る こ と に よ っ
て 「 移 さ れ る 」 。 こ の 変 異 を 移 す た め の 一 般 的 な 合 理 的 設 計 方 法 は 、 10/19/00に WO 00/61
737と し て 公 開 さ れ 、 01/08/02に 出 願 さ れ た 米 国 出 願 09/958,292に 対 応 し 、 1999年 4月 13日
に 出 願 さ れ た 米 国 仮 特 許 出 願 第 60/129,006号 に 対 し て 優 先 権 を 主 張 す る 、 2000年 4月 12日
に 出 願 さ れ た 国 際 出 願 番 号 第 PCT/US00/09695号 （ そ れ ぞ れ 出 典 明 示 に よ り 本 明 細 書 の 一 部
と す る ） に 記 載 さ れ て い る 。 本 発 明 の こ の 態 様 に 関 係 す る 更 に 詳 細 な 記 載 は 、 そ れ ぞ れ 出
典 明 示 に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と す る 、 Newmanら 、  :77-92、 2002； Fellerら
、  ;276:190-201、 2000； Skiadopoulosら 、  :125-35、 1999； お よ
び Durbinら 、  :319-30、 1999に て 提 供 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 異 種 変 異 ウ イ ル ス で 同 定 さ れ た 改 変 に 対 し て 保 存 的 に 対 応 す る 変 異 の 対 象 部 位 に お け る
改 変 を エ ン コ ー ド す る よ う に 受 容 組 換 え ウ イ ル ス ゲ ノ ム ま た は ア ン チ ゲ ノ ム を 修 飾 す る こ
と は 、 し ば し ば 望 ま し い 。 例 え ば 、 ア ミ ノ 酸 置 換 が 対 応 す る 野 生 型 配 列 と 比 較 さ れ る 変 異
ウ イ ル ス の 変 異 部 位 を 明 ら か に す る こ と で 、 類 似 の 置 換 が 組 換 え ウ イ ル ス の 対 応 す る 残 基
（ 群 ） で 設 計 す る こ と が で き る 。 一 般 に 、 置 換 は 、 変 異 ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 に 存 在 す る 置
換 残 基 に 対 し 同 一 も し く は 保 存 的 な ア ミ ノ 酸 を 特 定 す る 。 し か し な が ら 、 変 異 タ ン パ ク 質
の 置 換 残 基 に 関 し て 非 保 存 的 な 変 異 部 位 の 天 然 の ア ミ ノ 酸 残 基 を （ 例 え ば 、 野 生 型 残 基 の
機 能 を 破 壊 も し く は 損 な わ せ る た め に 他 の 任 意 の ア ミ ノ 酸 も 用 い る こ と に よ っ て ） 改 変 す
る こ と も で き る 。 例 示 の 突 然 変 異 が 同 定 さ れ 、 本 発 明 の 組 換 え ウ イ ル ス に 移 さ れ た ネ ガ テ
ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス は 、 Ｐ Ｉ Ｖ （ 例 え ば Ｈ Ｐ Ｉ Ｖ １ 、 Ｈ Ｐ Ｉ Ｖ ２ 、 Ｈ Ｐ Ｉ Ｖ ３ 、 Ｂ Ｐ Ｉ
Ｖ ３ お よ び Ｍ Ｐ Ｉ Ｖ １ ） 、 Ｒ Ｓ Ｖ 、 ニ ュ ー カ ッ ス ル 病 ウ イ ル ス （ Ｎ Ｄ Ｖ ） 、 サ ル ・ ウ イ ル
ス ５ （ Ｓ Ｖ ５ ） 、 麻 疹 ウ イ ル ス （ Ｍ Ｖ ） 、 牛 疫 ウ イ ル ス 、 イ ヌ ・ ジ ス テ ン パ ー ウ イ ル ス （
Ｃ Ｄ Ｖ ） 、 流 行 性 耳 下 腺 炎 ウ イ ル ス 、 狂 犬 病 ウ イ ル ス （ Ｒ ａ Ｖ ） お よ び 水 疱 性 口 内 炎 ウ イ
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ル ス （ Ｖ Ｓ Ｖ ） を 含 む 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 上 記 の よ う に 、 十 分 に 弱 毒 化 さ れ 生 物 学 的 に 派 生 し た ウ イ ル ス 変 異 体 の 生 産 は 、 様 々 な
既 知 方 法 に よ っ て 実 施 す る こ と が で き る 。 そ の よ う な 手 順 は 、 部 分 的 に 弱 毒 化 さ れ た ウ イ
ル ス を 細 胞 培 養 中 で 徐 々 に 温 度 を 下 げ て 継 代 す る こ と を 含 む 。 例 え ば 、 部 分 的 に 弱 毒 化 さ
れ た 変 異 体 は 、 準 最 適 温 度 で 細 胞 培 養 中 に て 継 代 す る こ と に よ り 生 成 さ れ る 。 こ の よ う に
、 低 温 順 応 化 （ ｃ ａ ） 変 異 体 ま た は 他 に 部 分 的 に 弱 毒 化 さ れ た ウ イ ル ス 株 は 、 培 養 物 中 で
継 代 す る こ と に よ っ て 低 温 で 効 果 的 な 増 殖 に 適 合 さ れ る 。 低 温 継 代 中 の 変 異 ウ イ ル ス の 選
択 に よ り 、 部 分 的 に 弱 毒 化 さ れ た 親 と 比 較 し て 派 生 株 で の い ず れ か の 残 留 毒 性 は 実 質 的 に
減 少 す る 。 例 え ば ｔ ｓ 変 異 を 導 入 す る た め に 、 ま た は す で に ｔ ｓ の あ る ウ イ ル ス の 場 合 に
は 、 そ の 弱 毒 化 派 生 体 の ｔ ｓ 表 現 型 の 弱 毒 性 お よ び ／ ま た は 安 定 性 を 増 大 さ せ る の に 十 分
な さ ら な る ｔ ｓ 変 異 を 導 入 す る た め に 、 部 分 的 に 弱 毒 化 さ れ た 親 ウ イ ル ス に 化 学 変 異 誘 発
を 受 け さ せ る こ と に よ っ て 、 生 物 学 的 に 派 生 し た ウ イ ル ス 中 に 、 特 定 の 変 異 を 導 入 す る こ
と が で き る 。 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス へ の ｔ ｓ 突 然 変 異 の 導 入 の た め の 方 法
は 、 一 般 的 な 既 知 の 手 順 に 基 づ い て 、 ５ － フ ル オ ロ ウ リ ジ ン の よ う な 変 異 誘 発 物 の 存 在 下
で ウ イ ル ス を 複 製 さ せ る こ と を 含 む 。 他 の 化 学 変 異 誘 発 物 を 用 い る こ と も で き る 。 弱 毒 性
は ほ と ん ど 全 て の ウ イ ル ス 遺 伝 子 に あ る ｔ ｓ 変 異 か ら 生 じ る が 、 特 に こ の 目 的 に 敏 感 な 標
的 は 、 ポ リ メ ラ ー ゼ （ Ｌ ） 遺 伝 子 で あ る こ と が 見 出 さ れ た 。 本 発 明 の 範 囲 内 で 使 用 す る 典
型 的 な 弱 毒 化 ウ イ ル ス 複 製 の 温 度 感 受 性 レ ベ ル は 、 例 え ば 、 複 製 許 容 温 度 で の 複 製 と 幾 つ
か の 限 定 的 温 度 で の 複 製 と を 比 較 す る こ と に よ っ て 決 定 さ れ る 。 ウ イ ル ス の 複 製 が 複 製 可
能 温 度 で の 複 製 と 比 較 し て 、 複 製 が １ ０ ０ 倍 ま た は そ れ 以 上 減 少 す る 温 度 が 最 も 低 い 温 度
で 、 そ れ を シ ャ ッ ト オ フ 温 度 と 称 す る 。 実 験 動 物 お よ び ヒ ト に お い て 、 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ
ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス 複 製 お よ び 毒 性 は 、 変 異 体 の シ ャ ッ ト オ フ 温 度 と 相 関 が あ る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 図 ３ （ パ ネ ル Ａ － Ｃ ） で 例 証 す る よ う に 、 異 種 の ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス で 同 定 さ
れ た 種 々 の 変 異 は 、 弱 毒 性 ま た は 他 の 望 ま し い 表 現 型 変 化 を 引 き 起 こ す た め に 、 本 発 明 の
組 換 え 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス 中 に 組 み 込 む こ と が で き る 。 図 は 、 Ｈ Ｐ Ｉ Ｖ
２ 野 生 型 （ ｗ ｔ ） 、 Ｈ Ｐ Ｉ Ｖ ３  ｗ ｔ 、 Ｈ Ｐ Ｉ Ｖ １  ｗ ｔ ま た は Ｂ Ｐ Ｉ Ｖ ３  ｗ ｔ の 異 種 ウ
イ ル ス で 既 知 の 弱 毒 性 突 然 変 異 を 含 ん で い る 同 定 領 域 間 の 典 型 的 な 配 列 ア ラ イ メ ン ト を 提
供 す る 。 こ れ ら お よ び 類 似 の 比 較 に 基 づ い て 、 異 種 ウ イ ル ス で 既 に 同 定 さ れ た 変 異 を 、 本
発 明 の 被 検 組 換 え ウ イ ル ス に 「 移 す 」 （ す な わ ち 、 ア ラ イ メ ン ト に よ り 同 定 さ れ た 同 種 の
部 位 ま た は 対 応 す る 部 位 に 置 換 、 欠 失 ま た は 挿 入 す る こ と を 潜 在 的 に 含 む 、 同 一 の 、 保 存
的 も し く は 非 保 存 的 な 突 然 変 異 の 導 入 に よ っ て ） の た め に 、 本 発 明 の 被 検 ウ イ ル ス の 対 応
部 位 に マ ッ プ す る 。 そ の よ う な 変 異 の 大 き な 集 合 物 は 本 発 明 の 組 換 え 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ
鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス 中 に 組 み 込 む た め に 利 用 で き る （ 例 え ば 、 そ れ ぞ れ 出 典 明 示 に よ り 本 明
細 書 の 一 部 と す る 、 Newmanら 、  :77-92、 2002； Fellerら 、  :1
90-201、 2000； Skiadopoulosら 、  :125-35、 1999； お よ び Durbinら 、
 :319-30、 1999を 参 照 の こ と ） 。 図 ３ Ａ お よ び ３ Ｃ （ パ ネ ル Ａ － Ｃ ） で 示 さ れ る よ う

に 、 異 種 の ウ イ ル ス に お い て （ 表 示 の 野 生 型 残 基 が 、 例 え ば 置 換 に よ っ て 改 変 さ れ た 場 合
） 表 現 型 変 化 を 与 え る こ と が 以 前 に 示 さ れ た 対 応 す る ア ミ ノ 酸 部 位 は 、 従 来 の 配 列 ア ラ イ
メ ン ト に よ り 同 定 さ れ る 。 そ れ に よ り 、 本 発 明 の 被 検 ウ イ ル ス （ 例 え ば Ｈ Ｐ Ｉ Ｖ １ ） の 対
応 ア ミ ノ 酸 位 置 は 、 弱 毒 性 ま た は 他 の 望 ま し い 表 現 型 変 化 を 与 え る た め の 、 組 換 え ウ イ ル
ス に お け る 変 異 に つ い て の 目 標 部 位 と し て 同 定 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 特 定 の 詳 細 な 実 施 形 態 で 、 本 発 明 の 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス の ゲ ノ ム ま た
は ア ン チ ゲ ノ ム は 、 Ｈ Ｐ Ｉ Ｖ ３  Ｊ Ｓ  ｃ ｐ ４ ５ の Ｔ ｙ ｒ ９ ４ ２ 、 Ｌ ｅ ｕ ９ ９ ２ お よ び ／ ま
た は Ｔ ｈ ｒ １ ５ ５ ８ に 対 応 す る 位 置 で 以 前 に 同 定 さ れ た ウ イ ル ス の Ｌ タ ン パ ク 質 中 の ア ミ
ノ 酸 置 換 （ 群 ） を 特 定 す る 変 異 か ら 選 択 さ れ る 突 然 変 異 （ 群 ） の １ つ ま た は い ず れ か の 組
合 せ を 組 み 込 む た め に 、 組 換 え 技 術 的 に 修 飾 さ れ る 。 例 え ば 、 こ れ ら 例 示 す る 変 異 の 組 み
込 み の た め の 野 生 型 （ ｗ ｔ ） Ｈ Ｐ Ｉ Ｖ ２  Ｌ の 対 応 す る 標 的 は 、 Ｔ ｙ ｒ ９ ４ ８ 、 Ａ ｌ ａ ９
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９ ８ お よ び Ｌ ｅ ｕ １ ５ ６ ６ で あ る 。 他 の 例 示 す る 実 施 形 態 で は 、 組 換 え Ｈ Ｐ Ｉ Ｖ ま た は 他
の 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス ゲ ノ ム ま た は ア ン チ ゲ ノ ム は 、 異 種 の 、 変 異 非 分
節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス 、 例 え ば 、 別 の Ｈ Ｐ Ｉ Ｖ 、 ヒ ト 以 外 の Ｐ Ｉ Ｖ 、 例 え ば ウ
シ Ｐ Ｉ Ｖ ３ （ Ｂ Ｐ Ｉ Ｖ ３ ） ま た は ネ ズ ミ Ｐ Ｉ Ｖ １ （ Ｍ Ｐ Ｉ Ｖ １ ） 、 あ る い は Ｐ Ｉ Ｖ で な い
ウ イ ル ス 、 例 え ば 呼 吸 器 合 胞 体 ウ イ ル ス （ Ｒ Ｓ Ｖ ） に お い て 同 定 さ れ た 弱 毒 性 変 異 の ア ミ
ノ 酸 位 置 と 対 応 す る ア ミ ノ 酸 位 置 に 弱 毒 性 変 異 を 組 み 込 む よ う に 修 飾 さ れ る 。 １ つ の 例 示
す る 実 施 形 態 で は 、 Ｂ Ｐ Ｉ Ｖ ３ ウ イ ル ス の Ｌ タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 部 位 Ｔ ｈ ｒ １ ７ １ １ で
確 認 さ れ た 弱 毒 性 変 異 は 、 従 来 の ア ラ イ メ ン ト 法 に よ り 同 定 さ れ る よ う に 、 組 換 え Ｈ Ｐ Ｉ
Ｖ ２ の 対 応 位 置 （ Ｓ ｅ ｒ １ ７ ２ ４ ） に 組 み 込 ま れ る （ 図 ３ Ａ お よ び ３ Ｃ 、 パ ネ ル Ａ － Ｃ ；
ま た 、 出 典 明 示 に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と す る 、 Schmidtら 、  :8922-9、 2000を
参 照 の こ と ） 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 本 発 明 の 他 の 詳 細 な 実 施 形 態 で は 、 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス の ゲ ノ ム ま た
は ア ン チ ゲ ノ ム は 、 呼 吸 器 合 胞 体 ウ イ ル ス （ Ｒ Ｓ Ｖ ） で 同 定 さ れ た 弱 毒 性 変 異 の ア ミ ノ 酸
位 置 と 対 応 す る ア ミ ノ 酸 位 置 の 弱 毒 性 変 異 を 特 定 す る 組 換 え 修 飾 を 組 み 込 む 。 １ つ の 特 定
の 実 施 形 態 で は 、 Ｒ Ｓ Ｖ で 同 定 さ れ た 弱 毒 性 変 異 は 、 Ｒ Ｓ Ｖ  Ｌ タ ン パ ク 質 の ５ ２ １ 部 位
の フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン の ア ミ ノ 酸 置 換 を 含 ん で お り 、 そ れ は 例 え ば 、 Ｈ Ｐ Ｉ Ｖ ２ 、 Ｈ Ｐ Ｉ Ｖ
３ お よ び Ｈ Ｐ Ｉ Ｖ １ の Ｌ タ ン パ ク で の 保 存 的 位 置 と 整 合 す る 。 Ｈ Ｐ Ｉ Ｖ ２ に お い て 、 突 然
変 異 の 典 型 的 な 保 存 さ れ た 標 的 部 位 は 、 Ｈ Ｐ Ｉ Ｖ ２  Ｌ タ ン パ ク 質 の Ｐ ｈ ｅ ４ ６ ０ と 一 致
す る （ 図 ３ Ａ お よ び ３ Ｂ （ パ ネ ル Ａ － Ｃ ） 。 従 っ て 、 １ つ の 例 示 す る 実 施 形 態 で は 、 Ｈ Ｐ
Ｉ Ｖ ２  Ｌ タ ン パ ク 質 の Ｐ ｈ ｅ ４ ６ ０ は 、 Ｌ ｅ ｕ 残 基 に 、 あ る い は 別 の ア ミ ノ 酸 に 置 換 さ
れ る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 本 発 明 の 組 換 え Ｒ Ｓ Ｖ お よ び 他 の 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス 中 に 組 み 込 む た
め の Ｒ Ｓ Ｖ 由 来 の 種 々 の 典 型 的 な 変 異 を 以 下 の 表 ２ に 書 き 記 し 、 さ ら に 以 下 の 実 施 例 に お
い て 詳 細 に 記 載 す る 。
【 ０ １ １ ２ 】
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【 表 ２ － １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ １ ３ 】
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【 表 ２ － ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ １ ４ 】
　 本 発 明 の 組 換 え 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス に て 設 計 さ れ る こ と の で き る 上 記
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で 例 示 し た 多 く の 変 異 は 、 組 換 え Ｈ Ｐ Ｉ Ｖ ３ に 基 づ く 候 補 体 に お い て 設 計 さ れ 、 回 収 さ れ
た （ そ れ ぞ れ 出 典 明 示 に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と す る 、 Durbinら .、  :323-332
、 1997； Skiadopoulosら .、  :1762-1768、 1998； Skiadopoulosら .、
 73:1374-1381、 1999； 1998年 5月 22日 に 出 願 さ れ た 米 国 特 許 出 願 番 号 第 09/083,793号 ； 1
999年 12月 10日 に 出 願 さ れ た 米 国 特 許 出 願 番 号 第 09/458,813； 1999年 12月 10日 に 出 願 さ れ
た 米 国 特 許 出 願 番 号 第 09/459,062号 ； 1997年 5月 23日 に 出 願 さ れ た 米 国 仮 出 願 番 号 第 60/04
7,575号 （ 国 際 公 開 番 号 WO 98/53078に 対 応 す る ） 、 お よ び 1997年 9月 19日 に 出 願 さ れ た 米
国 仮 出 願 番 号 60/059,385） 。 加 え て 、 上 記 一 部 と さ れ た 引 用 例 に は 、 例 え ば 、 部 分 的 な Ｈ
Ｐ Ｉ Ｖ ３ バ ッ ク グ ラ ウ ン ド ゲ ノ ム ま た は ア ン チ ゲ ノ ム 中 に 置 換 さ れ た Ｈ Ｐ Ｉ Ｖ 1の Ｈ Ｎ 遺
伝 子 お よ び Ｆ 遺 伝 子 を 有 し 、 さ ら に Ｈ Ｐ Ｉ Ｖ ３  Ｊ Ｓ  ｃ ｐ ４ ５ で 同 定 さ れ た 弱 毒 性 変 異 の
１ つ ま た は そ れ 以 上 を 有 す る よ う に 修 飾 さ れ て い る 、 キ メ ラ Ｐ Ｉ Ｖ 組 換 え 体 の 構 築 が 記 載
さ れ て い る 。 そ の よ う な キ メ ラ 組 換 え 体 は 、 ｃ ｐ ４ ５ の Ｌ 遺 伝 子 で 同 定 さ れ た 弱 毒 性 変 異
の 全 て を 組 み 込 ん で い る 。 異 種 （ Ｈ Ｐ Ｉ Ｖ １ ） Ｈ Ｎ 遺 伝 子 お よ び Ｆ 遺 伝 子 の 外 部 の ｃ ｐ ４
５ 変 異 の 全 が Ｈ Ｐ Ｉ Ｖ ３ － １ 組 換 え 体 に 組 み 込 ま れ 得 る こ と が 、 示 さ れ た 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 上 記 の よ う に 、 生 物 学 的 に 派 生 し た 非 分 節 型 、 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス 由 来 の こ れ
ら お よ び 他 の 変 異 は 、 大 き な 「 メ ニ ュ ー 」 を 形 成 し 、 本 発 明 の 組 換 え ウ イ ル ス に お け る 弱
毒 性 、 免 疫 原 性 お よ び 遺 伝 子 の 安 定 性 の レ ベ ル を 調 節 す る た め に 、 そ れ ら か ら 個 々 の 突 然
変 異 を 選 択 す る こ と が で き る し 、 他 の 変 異 と 組 み 合 わ せ る こ と が で き る 。 こ の 内 容 に お い
て 、 多 く の 組 換 え ウ イ ル ス 候 補 体 は 、 生 物 学 的 に 派 生 し た 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ
イ ル ス か ら の 突 然 変 異 を １ つ ま た は そ れ 以 上 、 し ば し ば ２ つ ま た は そ れ 以 上 、 例 え ば Ｈ Ｐ
Ｉ Ｖ ３  Ｊ Ｓ  ｃ ｐ ４ ５ 、 Ｂ Ｐ Ｉ Ｖ ３ お よ び Ｒ Ｓ Ｖ か ら 同 定 さ れ た 変 異 の い ず れ か １ つ ま た
は い ず れ か の 組 み 合 わ せ を 含 む 。 本 発 明 の 範 囲 内 に あ る 多 く の 組 換 え ウ イ ル ス は 、 こ の よ
う に 同 定 さ れ た 変 異 の 多 く を 含 む 。 し ば し ば 、 こ れ ら の 突 然 変 異 は 、 突 然 変 異 （ 群 ） を 特
定 す る コ ド ン 中 の 複 数 の ヌ ク レ オ チ ド 置 換 に よ り 組 換 え ウ イ ル ス 中 の 復 帰 変 異 に 対 し て 安
定 で あ る 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 所 望 の 表 現 型 、 例 え ば ｃ ａ ま た は ｔ ｓ 表 現 型 と 関 連 す る 特 定 の 変 異 を 同 定 し 、 感 染 性 組
換 え ウ イ ル ス 中 に 組 み 込 む こ と に よ っ て 、 本 発 明 は 同 定 さ れ た 変 異 部 位 で も し く は 近 接 範
囲 内 に 他 の 、 部 位 特 異 的 修 飾 を 提 供 す る 。 生 物 学 的 に 派 生 し た 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ
Ａ ウ イ ル ス に お い て 生 成 さ れ た 大 部 分 の 弱 毒 性 変 異 が １ ヌ ク レ オ チ ド 置 換 で あ る の に 対 し
て 、 他 の 「 部 位 特 性 」 変 異 は 本 発 明 の 組 換 え ウ イ ル ス 中 に 組 換 え 技 術 に よ り 組 み 込 む こ と
で き る 。 本 明 細 書 中 で 用 い る よ う に 、 部 位 特 異 的 変 異 は 、 １ ～ ３ 、 約 ５ － １ ５ ま で 、 ま た
は そ れ 以 上 の 改 変 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド （ 例 え ば 、 野 生 型 ウ イ ル ス 配 列 か ら 、 選 択 さ れ た 変
異 ウ イ ル ス 株 の 配 列 か ら 、 ま た は 突 然 変 異 誘 発 を 受 け さ せ た 親 組 換 え ウ イ ル ス ク ロ ー ン か
ら 改 変 さ れ る ） の 挿 入 、 置 換 、 欠 失 ま た は 再 配 列 を 含 む 。 そ の よ う な 部 位 特 異 的 突 然 変 異
は 、 生 物 学 的 に 派 生 し た 点 突 発 変 異 の 領 域 に ま た は そ の 範 囲 内 に 組 み 込 ま れ 得 る 。 あ る い
は 、 突 然 変 異 は 、 例 え ば タ ン パ ク 質 活 性 部 位 、 結 合 部 位 、 免 疫 原 性 エ ピ ト ー プ な ど を エ ン
コ ー ド す る シ ス 作 用 性 制 御 配 列 ま た は ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で 又 は そ の 近 傍 で 、 組 換 え ウ イ ル
ス ク ロ ー ン の 範 囲 内 で 様 々 な 他 の 内 容 物 に 導 入 す る こ と が で き る 。 い ろ い ろ な 実 施 形 態 で
、 例 え ば 既 存 の シ ス 作 用 性 制 御 因 子 を 構 成 す る か ま た は 除 去 す る た め に 、 部 位 特 異 的 ヌ ク
レ オ チ ド 置 換 、 付 加 、 欠 失 ま た は 再 配 列 が 、 標 的 化 し た ヌ ク レ オ チ ド 部 位 に 対 し て ５ ’ ま
た は ３ ’ 方 向 に 例 え ば 、 １ ～ ３ 、 ５ ～ １ ０ お よ び １ ５ ヌ ク レ オ チ ド ま で も し く は そ れ 以 上
、 上 流 ま た は 下 流 に 導 入 さ れ る 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 単 一 お よ び 複 数 の 点 突 発 変 異 並 び に 部 位 特 異 的 変 異 に 加 え て 、 本 発 明 の 非 分 節 型 ネ ガ テ
ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス に 対 す る 変 化 は 、 １ つ ま た は そ れ 以 上 の 遺 伝 子 （ 群 ） ま た は ゲ ノ ム
分 節 （ 群 ） の 欠 失 、 挿 入 、 置 換 ま た は 再 配 列 を 含 む 。 特 に 有 用 な も の は 、 更 な る 望 ま し い
表 現 型 影 響 を を 与 え る １ つ ま た は そ れ 以 上 の 遺 伝 子 （ 群 ） ま た は ゲ ノ ム 分 節 （ 群 ） を 含 む
欠 失 で あ る 。 こ の 内 容 に お け る 様 々 な 修 飾 は 、 Ｈ Ｐ Ｉ Ｖ に 関 し て 記 載 さ れ て い る （ 例 え ば
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、 出 典 明 示 に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と す る 、 2002年 6月 25日 に Durbinら に 発 行 さ れ た 米 国 特
許 番 号 第 6,410,023号 を 参 照 の こ と ） 。 例 え ば 、 Ｈ Ｐ Ｉ Ｖ ３ に お け る 、 １ つ ま た は そ れ 以
上 の Ｃ 、 Ｄ ま た は Ｖ 読 み 取 り 枠 （ 群 ） （ Ｏ Ｒ Ｆ （ 群 ） ま た は 別 の 予 備 遺 伝 子 の 発 現 は 、 例
え ば 、 開 始 コ ド ン の コ ー ド 割 り 当 て を 改 変 す る 突 然 変 異 を 組 み 込 む 、 １ 個 ま た は そ れ 以 上
の 停 止 コ ド ン （ 群 ） を 導 入 す る 、 あ る い は Ｏ Ｒ Ｆ の コ ー ド 配 列 を 全 部 も し く は 一 部 欠 失 す
る よ う に 、 組 換 え Ｈ Ｐ Ｉ Ｖ ３ ゲ ノ ム ま た は ア ン チ ゲ ノ ム 修 飾 す る こ と に よ っ て 、 減 少 も し
く は 除 去 さ れ 得 る （ 例 え ば 、 出 典 明 示 に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と す る 、 2002年 6月 25日 に Dur
binら に 発 行 さ れ た 米 国 特 許 第 6,410,023号 を 参 照 の こ と ） 。 そ の 他 Ｈ Ｐ Ｉ Ｖ １ お よ び Ｈ Ｐ
Ｉ Ｖ ２ に 関 す る 典 型 的 な 修 飾 は 、 １ つ ま た は そ れ 以 上 の Ｃ 、 Ｃ ’ 、 Ｙ １ お よ び ／ ま た は Ｙ
２  Ｏ Ｒ Ｆ （ 群 ） ま た は 他 の 予 備 遺 伝 子 （ 群 ） の 発 現 を 改 変 ま た は 除 去 す る 修 飾 を 含 む で
あ ろ う 。 こ れ ら の 組 換 え 体 は 、 免 疫 原 性 組 成 物 を 開 発 す る た め に 非 常 に 望 ま し い 表 現 型 特
徴 を 有 し て い る で あ ろ う 。 特 に 、 対 象 と な る 修 飾 は 非 常 に 安 定 し て お り 、 （ ｉ ） 改 変 さ れ
た 細 胞 培 養 中 の 増 殖 特 性 、 （ ｉ ｉ ） 哺 乳 動 物 の 上 気 道 お よ び ／ ま た は 下 気 道 に お け る 弱 毒
性 、 （ ｉ ｉ ｉ ） ウ イ ル ス プ ラ ー ク サ イ ズ の 変 化 、 （ ｉ ｖ ） 細 胞 変 性 効 果 の 変 化 、 （ ｖ ） 免
疫 原 性 の 変 化 、 を 含 む １ つ ま た は そ れ 以 上 の 所 望 の 表 現 型 変 化 を 特 定 し 得 る 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 の よ り 詳 細 な 態 様 で は 、 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス は 、 部 分
的 ま た は 完 全 な 遺 伝 子 欠 失 、 ノ ッ ク ア ウ ト 変 異 、 ま た は 選 択 さ れ た 遺 伝 子 か ら の 発 現 を 単
純 に 増 大 ま た は 減 少 さ せ る 変 異 の １ つ ま た は そ れ 以 上 が 組 み 込 ま れ る 。 こ れ は 、 例 え ば 、
選 択 さ れ た コ ー ド 配 列 内 で フ レ ー ム シ フ ト 変 異 ま た は 終 止 コ ド ン を 導 入 す る こ と 、 翻 訳 開
始 部 位 を 改 変 す る こ と 、 遺 伝 子 部 位 を 変 更 す る こ と ま た は 発 現 率 を 改 変 す る た め に 上 流 開
始 コ ド ン を 導 入 す る こ と 、 表 現 型 を 改 変 す る た め に 遺 伝 子 － 開 始 （ Ｇ Ｓ ） お よ び ／ ま た は
遺 伝 子 終 止 （ Ｇ Ｅ ） 転 写 シ グ ナ ル を 変 化 さ せ る こ と 、 あ る い は Ｒ Ｎ Ａ 修 正 部 位 （ editing 
site） を 修 飾 す る こ と に よ っ て 、 （ 例 え ば 増 殖 、 転 写 に お っ け る 温 度 制 御 な ど ） 達 成 さ れ
得 る 。 発 明 の よ り 詳 細 な 態 様 で は 、 １ つ ま た は そ れ 以 上 の 遺 伝 子 （ 群 ） の 発 現 が 、 遺 伝 子
ま た は そ の 部 分 の 欠 失 を 伴 う こ と な く 、 例 え ば 、 翻 訳 読 み 取 り 枠 中 に 複 数 の 翻 訳 終 止 コ ド
ン を 導 入 す る こ と に よ っ て 、 開 始 コ ド ン を 改 変 す る こ と に よ っ て 、 あ る い は 修 正 部 位 を 修
飾 す る こ と に よ っ て 、 翻 訳 レ ベ ル ま た は 転 写 レ ベ ル が 除 去 さ れ た 組 換 え 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ
ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス が 提 供 さ れ る 。 こ れ ら ノ ッ ク ア ウ ト ウ イ ル ス の 形 成 は 、 し ば し ば 組 織
培 養 に お い て 低 下 し た 増 殖 速 度 お よ び 小 さ な プ ラ ー ク サ イ ズ を 示 す 。 従 っ て 、 こ れ ら の 方
法 は 、 ウ イ ル ス 遺 伝 子 、 一 般 的 に 主 な ウ イ ル ス 防 御 抗 原 で な い 遺 伝 子 の 発 現 を 除 去 す る 更
な る 種 類 の 弱 毒 性 変 異 が さ ら に 提 供 さ れ る 。 こ の 内 容 に お い て 、 遺 伝 子 ま た は ゲ ノ ム 分 節
の 欠 失 を 伴 わ ず 生 成 さ れ る ノ ッ ク ア ウ ト ウ イ ル ス 表 現 型 は 、 標 的 タ ン パ ク 質 の 合 成 を 復 元
す る 可 能 性 の あ る 修 正 変 異 を 効 果 的 に 排 除 す る た め に 、 記 載 の よ う に 、 欠 失 変 異 誘 発 に よ
り 択 一 的 に 生 成 す る こ と が で き る 。 他 の 遺 伝 子 ノ ッ ク ア ウ ト は 、 当 分 野 で 既 知 の 択 一 的 な
設 計 お よ び 方 法 を 用 い る こ と で 作 り 出 す こ と が で き る （ 例 え ば 、 そ れ ぞ れ 出 典 明 示 に よ り
本 明 細 書 の 一 部 と す る Kretschmerら .、  :309-316、 1996； Radeckeら .、
 :418-421、 1996； Katoら .、  :578-587、 1987； お よ び Schneiderら .、
 :314-322、 1996に 記 載 の よ う に ） 。

【 ０ １ １ ９ 】
　 本 発 明 の 組 換 え 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス 中 に 導 入 す る こ と が で き る ヌ ク レ
オ チ ド 修 飾 は 、 そ の 修 飾 の 性 質 お よ び 所 望 の 効 果 に 応 じ て 、 ゲ ノ ム ま た は ア ン チ ゲ ノ ム の
塩 基 の 少 数 （ 例 え ば 、 １ ５ － ３ ０ 塩 基 、 ３ ５ － ５ ０ 塩 基 ま で ま た は そ れ 以 上 ） 、 大 き な ヌ
ク レ オ チ ド 塊 （ 例 え ば 、 ５ ０ － １ ０ ０ 、 １ ０ ０ － ３ ０ ０ 、 ３ ０ ０ － ５ ０ ０ 、 ５ ０ ０ － １ ，
０ ０ ０ 塩 基 ） ま た は ほ ぼ 完 全 ま た は 完 全 な 遺 伝 子 （ 例 え ば 、 １ ， ０ ０ ０ － １ ， ５ ０ ０ ヌ ク
レ オ チ ド 、 １ ， ５ ０ ０ － ２ ， ５ ０ ０ ヌ ク レ オ チ ド 、 ２ ， ５ ０ ０ － ５ ， ０ ０ ０ ヌ ク レ オ チ ド
、 ５ ， ０ ０ ０ － ６ ， ０ ０ ０ ヌ ク レ オ チ ド ま た は そ れ 以 上 ） を 改 変 で き る 。 例 え ば 、 塩 基 の
少 数 は 、 免 疫 原 性 エ ピ ト ー プ を 挿 入 す る か 、 ま た は 除 去 す る か 、 あ る い は 小 さ な ゲ ノ ム 分
節 を 変 化 さ せ る た め に 変 え る こ と が で き る が 、 大 き な 塩 基 の 塊 （ 群 ） は 、 遺 伝 子 ま た は 大
き な ゲ ノ ム 分 節 を 付 加 、 置 換 、 欠 失 も し く は 再 配 列 す る 場 合 に 含 ま れ る 。
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【 ０ １ ２ ０ 】
　 関 連 す る 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 同 じ も し く は 異 な る 遺 伝 子 を 更 な る 修 飾 さ れ た 組 換 え ウ
イ ル ス に 関 係 さ せ て い る 突 然 変 異 の 更 な る 種 類 と 共 に 、 生 物 学 的 に 派 生 し た 非 分 節 型 ネ ガ
テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス （ 例 え ば ｃ ａ お よ び ｔ ｓ 変 異 体 ） 由 来 の 組 換 え 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ
ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス に 適 用 さ れ る 突 然 変 異 の 補 充 を 提 供 す る 。 例 え ば 、 １ つ ま た は そ れ 以
上 の 天 然 ま た は 異 種 の 遺 伝 子 を 、 発 現 レ ベ ル に 関 し て 選 択 的 に 変 更 す る こ と が で き 、 ま た
は 、 全 体 ま た は 一 部 で 、 新 し い 特 徴 を 示 す 組 換 え ウ イ ル ス を 与 え る 他 の 望 ま し い 修 飾 を 単
独 で も し く は 組 み 合 わ せ て 、 付 加 、 欠 失 ま た は 置 換 す る こ と が で き る 。 別 に ま た は さ ら に
、 組 換 え ウ イ ル ス の 中 の 遺 伝 子 順 序 を 変 更 す る こ と が で き 、 ゲ ノ ム プ ロ モ ー タ ー を そ の ア
ン チ ゲ ノ ム 対 応 物 ま た は そ の 逆 と 置 換 す る こ と が で き る 。 操 作 を 容 易 に す る た め に 、 配 列
中 に 異 な る ま た は 更 な る 修 飾 、 例 え ば 様 々 な 遺 伝 子 間 領 域 ま た は そ の 他 の 領 域 に 唯 一 の 制
限 部 位 を 挿 入 す る こ と を 行 っ て も よ い 。 非 翻 訳 遺 伝 子 配 列 は 、 外 来 配 列 を 挿 入 す る 受 容 能
を 増 加 さ せ る た め に 取 り 除 い て も よ い 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 本 発 明 の 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス 中 に 組 み 込 む た め の 他 の 突 然 変 異 に は 、
ウ イ ル ス の ミ ニ ゲ ノ ム の 、 例 え ば 変 異 分 析 に よ っ て 容 易 に 同 定 す る こ と が で き る 、 シ ス 作
用 性 信 号 を 指 令 す る 変 異 が 含 ま れ る 。 例 え ば 、 リ ー ダ ー 、 ト レ ー ラ ー お よ び ／ ま た は フ ラ
ン キ ン グ 配 列 の 挿 入 分 析 お よ び 欠 失 分 析 は 、 ウ イ ル ス の プ ロ モ ー タ ー お よ び 転 写 信 号 を 同
定 し 、 Ｒ Ｎ Ａ 複 製 ま た は 転 写 の 減 少 程 度 の 可 変 性 と 関 連 す る 一 連 の 突 然 変 異 を 提 供 す る 。
こ れ ら シ ス 作 用 性 信 号 の 飽 和 変 異 誘 発 （ そ れ に よ っ て 、 そ れ ぞ れ の 部 位 が 順 に ヌ ク レ オ チ
ド 代 替 物 に 修 飾 さ れ る ） も ま た 、 Ｒ Ｎ Ａ 複 製 ま た は 転 写 に 影 響 を 及 ぼ す 多 く の 突 然 変 異 を
確 認 す る た め に 用 い る こ と が で き る 。 本 明 細 書 中 で 記 載 す る よ う に 、 こ れ ら の 突 然 変 異 の
い ず れ も が ウ イ ル ス ア ン チ ゲ ノ ム ま た は ゲ ノ ム に 挿 入 さ れ 得 る 。 上 記 一 部 と さ れ た 引 用 例
で 記 載 さ れ る よ う に 、 完 全 な ア ン チ ゲ ノ ム ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 用 い た ト ラ ン ス 作 用 性 タ ン パ ク 質 お
よ び シ ス 作 用 性 Ｒ Ｎ Ａ 配 列 の 評 価 お よ び 操 作 は 、 ウ イ ル ス ミ ニ ゲ ノ ム を 用 い る こ と が 役 に
立 つ 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 ま た 、 本 発 明 の 組 換 え 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス に お け る 更 な る 変 異 に は 、
ゲ ノ ム の ３ ’ 端 を 、 Ｒ Ｎ Ａ 複 製 お よ び 転 写 を 変 え る こ と に 関 係 し て い る ア ン チ ゲ ノ ム ま た
は そ の 逆 か ら の 対 応 物 で 置 換 す る こ と が 含 ま れ る 。 １ つ の 典 型 的 な 実 施 形 態 で は 、 特 定 の
ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 、 例 え ば Ｐ Ｉ Ｖ の Ｈ Ｎ お よ び ／ ま た は Ｆ 防 御 抗 原 の 発 現 の レ ベ ル は 、
天 然 の 配 列 を 合 成 し て 作 ら れ 、 効 率 の 良 い 翻 訳 と な る よ う に 設 計 さ れ た 配 列 と 置 換 す る こ
と に よ っ て 、 増 大 さ せ る こ と が で き る 。 こ の 内 容 に お い て は 、 コ ド ン 使 用 頻 度 が 、 哺 乳 類
の ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 の 翻 訳 レ ベ ル に お け る 主 な 要 因 で あ り 得 る こ と が 示 さ れ た （ 出 典 明
示 に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と す る 、 Haasら .、 . :315-324、 1996） 。 組 換 え ウ
イ ル ス の 対 象 タ ン パ ク 質 を エ ン コ ー ド す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ の コ ド ン 使 用 頻 度 の 組 換 え 方 法 に よ る
最 適 化 は 、 こ れ ら の 遺 伝 子 の 改 善 さ れ た 発 現 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 も う １ つ の 典 型 的 な 実 施 形 態 で 、 上 流 の 開 始 コ ド ン を 単 独 で ま た は 組 み 合 わ せ て 導 入 し
て 、 選 択 さ れ た ウ イ ル ス 遺 伝 子 付 近 の 配 列 （ し ば し ば 、 Ａ Ｕ Ｇ 開 始 部 位 に 関 し て － ３ 部 位
の ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ） は 、 翻 訳 の 上 流 ま た は 下 流 制 御 を 特 定 す る こ と に よ り 遺 伝 子 発 現
を 調 整 す る よ う に 修 飾 さ れ る 。 本 明 細 書 中 で 開 示 す る 他 の 組 換 え 修 飾 を 単 独 で ま た は 組 み
合 わ せ て 用 い 、 組 換 え ウ イ ル ス の 選 択 さ れ た 遺 伝 子 （ 群 ） の い ず れ か の 遺 伝 子 発 現 を 、 転
写 Ｇ Ｓ ま た は Ｇ Ｅ 信 号 を 改 変 す る こ と に よ り 修 飾 す る こ と が で き る 。 他 の 実 施 形 態 で は 、
組 換 え 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス の 遺 伝 子 発 現 の レ ベ ル は 、 転 写 の レ ベ ル で 修
飾 さ れ る 。 １ つ の 態 様 で は 、 選 択 さ れ た 遺 伝 子 の ウ イ ル ス の 遺 伝 子 地 図 中 の 位 置 を よ り プ
ロ モ ー タ ー 近 傍 ま た は プ ロ モ ー タ ー 遠 位 に あ る 位 置 に 変 え る こ と で 、 そ の 遺 伝 子 は そ れ ぞ
れ よ り 良 い 効 率 ま た は よ り 低 い 効 率 で 発 現 さ れ る よ う に な る 。 こ の 態 様 に よ る と 、 特 定 の
遺 伝 子 の 発 現 調 整 は 、 相 互 に 位 置 関 係 を 置 換 さ れ た 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル は 同 量 程 度 減 少 し
て し ば し ば 減 衰 さ れ 、 遺 伝 子 発 現 が 野 生 型 の レ ベ ル と 比 較 し て ２ 倍 、 よ り 一 般 的 に は ４ 倍
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、 １ ０ 倍 ま で も し く は そ れ 以 上 に 減 少 ま た は 増 大 す る こ と で 達 成 さ れ 得 る 。 こ れ ら お よ び
他 の 転 移 変 化 は 、 例 え ば Ｒ Ｎ Ａ 複 製 に 関 係 す る 選 択 さ れ た ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 の 減 少 さ れ
た 発 現 に よ る 、 弱 毒 化 表 現 型 を 有 す る か 、 ま た は 例 え ば 増 大 さ れ た 抗 原 発 現 な ど 他 の 望 ま
し い 特 徴 を 有 す る 、 新 規 組 換 え ウ イ ル ス を 与 え る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 他 の 実 施 形 態 で は 、 免 疫 原 性 組 成 物 に 有 用 な 組 換 え ウ イ ル ス は 、 循 環 ウ イ ル ス （ circul
ating virus） の 抗 原 ド リ フ ト に 対 応 す る た め に 都 合 よ く 修 飾 さ れ 得 る 。 一 般 的 に 、 こ の
修 飾 は 、 抗 原 性 糖 タ ン パ ク 質 、 例 え ば Ｐ Ｉ Ｖ の Ｈ Ｎ お よ び ／ ま た は Ｆ タ ン パ ク 質 、 ま た は
Ｒ Ｓ Ｖ の Ｆ 、 Ｇ も し く は Ｓ Ｈ タ ン パ ク 質 に お い て で あ ろ う 。 １ つ の ウ イ ル ス 株 ま た は 群 か
ら の 全 て の 糖 タ ン パ ク 質 遺 伝 子 ま た は そ の れ ら 特 定 の 免 疫 原 性 領 域 を エ ン コ ー ド す る ゲ ノ
ム 分 節 は 、 異 な る 株 ま た は 群 の 受 容 ク ロ ー ン 中 の 対 応 領 域 の 置 換 に よ っ て 、 あ る い は 例 え
ば 複 数 の 抗 原 型 を 代 表 す る 遺 伝 子 も し く は ゲ ノ ム 分 節 の １ つ ま た は そ れ 以 上 の コ ピ ー を 付
加 す る こ と に よ っ て 、 組 換 え 体 ゲ ノ ム ま た は ア ン チ ゲ ノ ム ｃ Ｄ Ｎ Ａ 中 に 組 み 込 ま れ る 。 次
い で 、 修 飾 さ れ た 組 換 え ウ イ ル ス か ら 生 成 さ れ た 子 ウ イ ル ス を 新 生 株 に 対 す る 免 疫 感 作 に
用 い る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 本 発 明 の 特 定 の 態 様 で は 、 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス の コ ー ド 配 列 ま た は 非
コ ー ド 配 列 （ 例 え ば 、 プ ロ モ ー タ ー 、 遺 伝 子 － 終 止 、 遺 伝 子 － 開 始 、 遺 伝 子 間 ま た は 他 の
シ ス 作 用 性 因 子 ） は 、 種 々 の 弱 毒 性 効 果 ま た は 他 の 表 現 型 効 果 の 可 能 性 を 有 す る キ メ ラ ウ
イ ル ス を 与 え る た め に 、 異 種 の （ す な わ ち 、 異 な る ウ イ ル ス 種 ま た は 株 か ら の ） 対 応 配 列
と 置 換 さ れ よ う 。 例 え ば 、 宿 主 域 お よ び 他 の 望 ま し い 効 果 は 、 ウ シ Ｐ Ｉ Ｖ ３ （ Ｂ Ｐ Ｉ Ｖ ３
） ま た は ネ ズ ミ Ｐ Ｉ Ｖ １ （ Ｍ Ｐ Ｉ Ｖ １ ） 遺 伝 子 ま た は ゲ ノ ム 分 節 を 組 換 え Ｈ Ｐ Ｉ Ｖ ［ バ ッ
ク グ ラ ウ ン ド ］ ゲ ノ ム ま た は ア ン チ ゲ ノ ム 中 に 持 ち 込 む よ う に 設 計 さ れ る こ と が で き 、 そ
の ウ シ ま た は ネ ズ ミ 遺 伝 子 は ヒ ト 細 胞 中 で （ 例 え ば 、 通 常 、 ウ イ ル ス の 転 写 、 翻 訳 、 組 み
立 て 、 そ の 他 の た め の 置 換 さ れ た 配 列 ま た は タ ン パ ク 質 と 、 あ る い は 、 よ り 一 般 的 に は 宿
主 域 制 限 に お い て 、 許 容 宿 主 お よ び 許 容 性 の 低 い 宿 主 間 で 異 な る 細 胞 タ ン パ ク 質 と 共 同 し
て 働 く 、 生 物 学 的 に 相 互 作 用 性 の Ｈ Ｐ Ｉ Ｖ 配 列 ま た は タ ン パ ク 質 と 、 異 種 配 列 ま た は タ ン
パ ク 質 と の 不 適 合 性 に よ り ） 能 率 的 に 機 能 し な い 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 典 型 的 な 実 施 形 態 で は 、 ウ シ Ｐ Ｉ Ｖ 配 列 は 、 ウ シ お よ び 異 種 の ヒ ト Ｐ Ｉ Ｖ 構 造 お よ び 機
能 に つ い て い の 既 知 の 態 様 に 基 づ い て 、 Ｈ Ｐ Ｉ Ｖ 中 へ の 導 入 の た め に 選 択 さ れ る 。 よ り 詳
細 な 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 Ｈ Ｐ Ｉ Ｖ と ヒ ト 以 外 の Ｐ Ｉ Ｖ 、 例 え ば Ｍ Ｐ Ｉ Ｖ １ （ 仙 台 ウ イ ル
ス ） 、 Ｂ Ｐ Ｉ Ｖ ３ 、 Ｓ Ｖ ５ 、 Ｓ Ｖ ４ １ お よ び Ｎ Ｄ Ｖ と の キ メ ラ 体 の 構 築 に 基 づ く 組 換 え Ｈ
Ｐ Ｉ Ｖ 候 補 物 を 弱 毒 化 す る 方 法 を 提 供 す る （ 例 え ば 、 そ れ ぞ れ 出 典 明 示 に よ り 本 明 細 書 の
一 部 と す る 、 Schmidtら に よ り 2000年 6月 1日 に 出 願 さ れ た 米 国 特 許 出 願 番 号 第 09/586,479
号 （ Ｐ Ｃ Ｔ 公 開 公 報 WO 01/04320に 対 応 す る ） ； Schmidtら .、  :8922-9、 2000
に 開 示 さ れ て い る ） 。 こ の 弱 毒 化 方 法 は 、 ヒ ト 以 外 の Ｐ Ｉ Ｖ の 遺 伝 子 （ 群 ） ま た は ゲ ノ ム
分 節 （ 群 ） の １ つ ま た は そ れ 以 上 の ヒ ト Ｐ Ｉ Ｖ ベ ク タ ー に 基 づ く キ メ ラ ウ イ ル ス へ の 導 入
に 起 因 す る 、 宿 主 域 効 果 に 基 づ く 。 例 え ば 、 Ｂ Ｐ Ｉ Ｖ と Ｈ Ｐ Ｉ Ｖ と の 間 に は 多 く の ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 お よ び ア ミ ノ 酸 配 列 差 異 が 存 在 し 、 そ れ ら は 宿 主 域 の 差 異 に 反 映 さ れ る 。 Ｈ Ｐ
Ｉ Ｖ ３ と Ｂ Ｐ Ｉ Ｖ ３ と の 間 に は 、 以 下 の タ ン パ ク 質 の そ れ ぞ れ に 対 し て ： Ｎ （ ８ ６ ％ ） 、
Ｐ （ ６ ５ ％ ） 、 Ｍ （ ９ ３ ％ ） 、 Ｆ （ ８ ３ ％ ） 、 Ｈ Ｎ （ ７ ７ ％ ） お よ び Ｌ （ ９ １ ％ ） の ア ミ
ノ 酸 同 一 性 （ ％ ） が あ る 。 宿 主 域 の 差 異 は 、 ア カ ゲ ザ ル に お け る Ｂ Ｐ Ｉ Ｖ ３ の ２ 種 の 株 の
制 限 さ れ た 複 製 と 比 較 し て 、 同 一 哺 乳 動 物 に お け る Ｈ Ｐ Ｉ Ｖ ３ の 高 い 許 容 増 殖 に よ っ て 例
証 さ れ る （ 出 典 明 示 に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と す る 、 van Wyke Coelinghら .、
 :655-662、 1988） 。 Ｈ Ｐ Ｉ Ｖ ３ と Ｂ Ｐ Ｉ Ｖ ３ と の 間 に あ る 宿 主 域 の 差 異 に つ い て

の 根 拠 は 完 全 に は 解 明 さ れ て い な い が 、 複 数 の 遺 伝 子 と 複 数 の ア ミ ノ 酸 の 差 が あ る こ と は
明 ら か に さ れ て い る 。 そ れ ぞ れ が 複 数 の ア ミ ノ 酸 ま た は ヌ ク レ オ チ ド 差 を 含 ん で い る 、 複
数 の 遺 伝 子 と 場 合 に よ り シ ス 作 用 す る 制 御 配 列 の 関 与 は 、 弱 毒 化 に つ い て の 幅 広 い 基 礎 、
１ つ に は 復 帰 変 異 に 対 す る 高 い 安 定 性 に つ い て の 基 礎 、 を 与 え る 。 こ の こ と は 、 １ ま た は
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い く つ か の 点 突 発 変 異 に よ っ て 弱 毒 化 さ れ る 他 の 生 弱 毒 化 Ｈ Ｐ Ｉ Ｖ ３ ウ イ ル ス と は 対 照 的
で あ る 。 こ の 場 合 、 個 々 の 突 然 変 異 の い ず れ か の 復 帰 に よ り 重 大 な 毒 性 の 再 獲 得 が 生 じ る
可 能 性 が あ り 、 ま た 、 弱 毒 性 を 特 定 す る 単 一 残 基 だ け で 毒 性 の 再 獲 得 が 完 了 す る 場 合 が あ
る 。 本 発 明 の 典 型 的 な 実 施 形 態 で は 、 組 換 え Ｈ Ｐ Ｉ Ｖ ゲ ノ ム ま た は ア ン チ ゲ ノ ム は 異 種 の
遺 伝 子 ま た は ゲ ノ ム 分 節 、 例 え ば Ｂ Ｐ Ｉ Ｖ ３ ま た は 別 の 動 物 の パ ラ ミ ク ソ ウ イ ル ス か ら 誘
導 さ れ る Ｎ 、 Ｐ 、 Ｍ ま た は Ｌ 、 Ｏ Ｒ Ｆ と 組 み 合 わ さ れ る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 そ れ に 従 っ て 、 キ メ ラ Ｐ Ｉ Ｖ ゲ ノ ム ま た は ア ン チ ゲ ノ ム を 創 る た め 、 ヒ ト 以 外 の Ｐ Ｉ Ｖ
の 異 種 遺 伝 子 （ 群 ） ま た は ゲ ノ ム 分 節 （ 群 ） と 組 み 合 わ さ れ た 、 Ｈ Ｐ Ｉ Ｖ か ら 誘 導 さ れ た
又 は 模 し て 作 ら れ た 「 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 」 Ｈ Ｐ Ｉ Ｖ ゲ ノ ム ま た は ア ン チ ゲ ノ ム を 部 分 的 ま
た は 完 全 に 含 む 、 キ メ ラ ヒ ト － ウ シ ま た は ヒ ト － ネ ズ ミ 組 換 え Ｈ Ｐ Ｉ Ｖ が 、 本 明 細 書 中 で
提 供 さ れ る 。 本 発 明 の 特 定 の 態 様 で は 、 こ の 様 式 の キ メ ラ Ｈ Ｐ Ｉ Ｖ は 、 例 え ば 、 ウ シ Ｐ Ｉ
Ｖ 由 来 の 、 異 種 遺 伝 子 （ 群 ） ま た は ゲ ノ ム 分 節 （ 群 ） の １ つ ま た は そ れ 以 上 と 組 み 合 わ さ
れ た 、 部 分 的 ま た は 完 全 な Ｈ Ｐ Ｉ Ｖ バ ッ ク グ ラ ウ ン ド ゲ ノ ム を 組 み 込 ん で い る 。 対 応 物 で
あ る ヒ ト 以 外 の Ｐ Ｉ Ｖ の 異 種 遺 伝 子 ま た は ゲ ノ ム 分 節 を 組 み 込 ま れ た 、 部 分 的 ま た は 完 全
な バ ッ ク グ ラ ウ ン ド ゲ ノ ム ま た は ア ン チ ゲ ノ ム は 、 受 容 体 バ ッ ク ボ ー ン と し て 作 用 す る 。
対 応 物 で あ る Ｐ Ｉ Ｖ か ら の 異 種 遺 伝 子 ま た は ゲ ノ ム 分 節 は 、 「 供 与 」 遺 伝 子 ま た は ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド を 表 し 、 そ れ は 、 寄 与 す る Ｐ Ｉ Ｖ の 一 方 ま た は 双 方 と 比 較 し て 新 た な 表 現 型 特
徴 を 示 す キ メ ラ Ｈ Ｐ Ｉ Ｖ を 与 え る た め に 、 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド ゲ ノ ム ま た は ア ン チ ゲ ノ ム と
組 み 合 わ さ れ 、 ま た は 置 換 さ れ て い る 。 例 え ば 、 選 択 さ れ た 受 容 Ｈ Ｐ Ｉ Ｖ 株 の 範 囲 内 の 異
種 遺 伝 子 ま た は ゲ ノ ム 分 節 の 付 加 ま た は 置 換 は 、 非 修 飾 の 受 容 体 お よ び ／ ま た は 供 与 体 の
対 応 す る 表 現 型 （ 群 ） と 比 較 し て 、 弱 毒 性 、 増 殖 能 変 化 、 改 変 さ れ た 免 疫 原 性 、 ま た は 他
の 望 ま し い 表 現 型 の 増 強 ま た は 低 下 を も た ら し 得 る （ そ れ ぞ れ 出 典 明 示 に よ り 本 明 細 書 の
一 部 と す る 、 Schmidtら に よ り 2000年 6月 1日 に 出 願 さ れ た 米 国 特 許 出 願 番 号 第 09/586,479
、 ； Schmidtら .、  :8922-9、 2000、 ）
【 ０ １ ２ ８ 】
　 キ メ ラ Ｐ Ｉ Ｖ ベ ク タ ー 内 の 異 種 置 換 ま た は 付 加 と し て の 使 用 の た め に 選 択 さ れ 得 る 遺 伝
子 お よ び ゲ ノ ム 分 節 は 、 Ｐ Ｉ Ｖ  Ｎ （ あ る い は 、 Ｎ Ｐ と 称 さ れ る 、 ヌ ク レ オ キ ャ プ シ ド タ
ン パ ク 質 ） 、 Ｖ 、 Ｐ 、 Ｍ 、 Ｆ 、 Ｈ Ｎ お よ び ／ ま た は Ｌ タ ン パ ク 質 （ 群 ） あ る い は そ れ ら の
一 部 （ 群 ） を エ ン コ ー ド す る 遺 伝 子 ま た は ゲ ノ ム 分 節 ま た は そ の 部 分 を 含 む 。 加 え て 、 他
の Ｐ Ｉ Ｖ ウ イ ル ス に て 見 出 さ れ た タ ン パ ク 質 お よ び 非 Ｐ Ｉ Ｖ タ ン パ ク 質 （ 例 え ば 、 耳 下 腺
炎 ウ イ ル ス 、 Ｒ Ｓ Ｖ ウ イ ル ス お よ び Ｓ Ｖ ５ ウ イ ル ス で 見 出 さ れ た よ う な Ｓ Ｈ タ ン パ ク 質 ）
を エ ン コ ー ド す る ゲ ノ ム お よ び ゲ ノ ム 分 節 は 、 本 発 明 の 更 な る キ メ ラ Ｈ Ｐ Ｉ Ｖ 組 換 え 体 中
に 組 み 込 ま れ て い て も よ く 、 そ の 逆 で あ っ て も よ い 。 調 整 領 域 、 例 え ば 遺 伝 子 外 性 の ３ ’
リ ー ダ ー も し く は ５ ’ ト レ ー ラ ー 領 域 、 お よ び 遺 伝 子 － 開 始 、 遺 伝 子 － 終 止 、 遺 伝 子 間 領
域 、 ま た は ３ ’ も し く は ５ ’ 非 コ ー ド 領 域 は 、 異 種 の 置 換 ま た は 付 加 物 と し て も 有 用 で あ
る 。 典 型 的 な 態 様 で は 、 １ つ ま た は そ れ 以 上 の ウ シ ま た は ネ ズ ミ Ｐ Ｉ Ｖ 遺 伝 子 （ 群 ） ま た
は ゲ ノ ム 分 節 （ 群 ） を 有 す る キ メ ラ Ｈ Ｐ Ｉ Ｖ は 、 例 え ば ヒ ト の Ｐ Ｉ Ｖ 感 染 症 の 哺 乳 類 モ デ
ル （ 例 え ば ハ ム ス タ ー や ヒ ト 以 外 の 霊 長 類 ） の 気 道 に お い て 、 強 い 宿 主 域 制 限 を 示 す 。 よ
り 詳 細 な 実 施 形 態 で は 、 Ｈ Ｐ Ｉ Ｖ は 、 Ｎ 、 Ｍ 、 Ｌ 、 Ｖ お よ び Ｐ 遺 伝 子 お よ び ゲ ノ ム 分 節 か
ら 選 択 さ れ る １ つ ま た は そ れ 以 上 の ウ シ Ｐ Ｉ Ｖ ３ 遺 伝 子 （ 群 ） ま た は ゲ ノ ム 分 節 （ 群 ） を
部 分 的 ま た は 完 全 な Ｈ Ｐ Ｉ Ｖ バ ッ ク グ ラ ウ ン ド ゲ ノ ム ま た は ア ン チ ゲ ノ ム に 付 加 ま た は 置
換 す る こ と に よ っ て 、 弱 毒 化 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 一 般 的 に 、 本 発 明 の 免 疫 原 性 組 成 物 に 使 用 す る た め の 、 ヒ ト － ウ シ お よ び 他 の キ メ ラ ウ
イ ル ス に よ り 示 さ れ る 宿 主 域 制 限 の 程 度 は 、 そ れ ぞ れ の ヒ ト 以 外 の ウ イ ル ス ま た は 他 の 「
供 与 」 株 に よ り 示 さ れ る 宿 主 域 制 限 の 程 度 に 相 当 す る 。 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 こ の 制 限 は
、 真 の 宿 主 域 の 表 現 型 と 一 致 す る で あ ろ う 、 即 ち そ れ は 問 題 の 宿 主 に 特 異 的 で な け れ ば な
ら ず 、 好 適 な 細 胞 系 で の イ ン ビ ト ロ に お け る 複 製 を 制 限 し て は な ら な い 。 加 え て 、 １ つ ま
た は そ れ 以 上 の 異 種 遺 伝 子 （ 群 ） ま た は ゲ ノ ム 分 節 （ 群 ） を 有 す る キ メ ラ ウ イ ル ス は 、 受
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容 ウ イ ル ス に よ り 感 染 さ れ 易 い 宿 主 に お い て 所 望 の 免 疫 原 応 答 を 誘 発 す る 。 従 っ て 、 本 発
明 は 、 宿 主 域 効 果 に 基 づ い て 、 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス お よ び 他 の 病 原 体 に
対 す る 免 疫 原 性 組 成 物 を 開 発 す る た め 、 生 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ の 弱 毒 性 を 提 供 す
る 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 本 発 明 の キ メ ラ ウ イ ル ス に お い て 提 供 さ れ る 宿 主 域 表 現 型 の 効 果 と の 組 み 合 わ せ に お い
て は 、 し ば し ば キ メ ラ ウ イ ル ス の 弱 毒 性 を 増 大 ま た は 減 少 す る 更 な る 突 然 変 異 を 導 入 す る
こ と に よ っ て 弱 毒 性 表 現 型 を 調 節 す る こ と が 望 ま し い 。 従 っ て 、 本 発 明 の 更 な る 態 様 で は
、 弱 毒 化 キ メ ラ ウ イ ル ス は 、 そ の キ メ ラ ゲ ノ ム ま た は ア ン チ ゲ ノ ム を 結 果 生 じ る ウ イ ル ス
ま た は サ ブ ウ イ ル ス 粒 子 に お い て 弱 毒 性 の 表 現 型 を 示 す 弱 毒 性 変 異 の １ つ ま た は そ れ 以 上
を 導 入 す る こ と に よ っ て さ ら に 修 飾 し て 、 提 供 さ れ る 。 こ れ ら は 、 新 た に 作 り 出 さ れ た 変
異 、 お よ び 上 記 の 合 理 的 な デ ザ イ ン 変 異 誘 発 方 策 に 従 っ て 弱 毒 性 効 果 に つ い て 試 験 さ れ た
変 異 を 含 ん で も よ い 。 例 え ば 、 弱 毒 性 変 異 は 既 存 の 生 物 学 的 に 派 生 し た 変 異 ウ イ ル ス で 同
定 さ れ て も よ く 、 そ の 後 に 本 発 明 の キ メ ラ ウ イ ル ス に 組 み 込 ま れ て も よ い 。 典 型 的 な 突 然
変 異 は 、 Ｒ Ｎ Ａ 制 御 配 列 で ま た は コ ー ド さ れ た タ ン パ ク 質 で 障 害 を 示 す 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 本 発 明 の 特 定 の 弱 毒 化 ウ イ ル ス お よ び 弱 毒 化 キ メ ラ ウ イ ル ス 候 補 体 の 、 認 証 さ れ た 動 物
モ デ ル （ 例 え ば 、 ハ ム ス タ ー 、 ア カ ゲ ザ ル ま た は チ ン パ ン ジ ー － ウ イ ル ス が 、 ヒ ト で 見 ら
れ る 対 応 す る 複 製 お よ び 免 疫 原 性 活 性 を 示 す ） の 下 部 気 道 お よ び ／ ま た は 上 部 気 道 で の 複
製 に よ り 特 色 づ け ら れ る 弱 毒 性 は 、 対 応 す る 野 生 型 ま た は 変 異 親 ウ イ ル ス 株 の 増 殖 能 と 比
較 し て 、 少 な く と も 約 ２ 倍 、 し ば し ば ５ 倍 、 １ ０ 倍 も し く は ２ ０ 倍 以 上 、 時 に は ５ ０ － １
０ ０ 倍 、 １ ,０ ０ ０ 倍 ま で ま た は そ れ 以 上 （ 例 え ば 、 感 染 後 ３ － ８ 日 の 間 測 定 し た 場 合 ）
に ま で 減 少 さ れ る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 様 々 な 付 加 ま た は 置 換 さ れ た 遺 伝 子 ま た は ゲ ノ ム 分 節 は 、 本 発 明 の 組 換 え ウ イ ル ス ま た
は キ メ ラ ウ イ ル ス 中 に 慣 例 法 に よ り 導 入 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 種 々 の 余 剰 的 な 異 種 遺 伝 子 （
群 ） ま た は ゲ ノ ム 分 節 （ 群 ） は 、 組 換 え ま た は キ メ ラ ゲ ノ ム ま た は ア ン チ ゲ ノ ム 内 の 種 々
の い ず れ か の 部 位 に 、 例 え ば Ｈ Ｐ Ｉ Ｖ に お い て は Ｈ Ｐ Ｉ Ｖ ゲ ノ ム ま た は ア ン チ ゲ ノ ム の Ｎ
に 対 す る ３ ’ 部 位 に 、 Ｎ ／ Ｐ 、 Ｐ ／ Ｍ お よ び ／ ま た は Ｈ Ｎ ／ Ｌ 遺 伝 子 の 間 に 、 あ る い は 遺
伝 子 間 接 合 点 ま た は 非 コ ー ド 領 域 に 、 挿 入 さ れ て も よ い 。 挿 入 さ れ た 遺 伝 子 は 、 受 容 遺 伝
子 と 共 に 共 通 制 御 下 に あ っ て も よ く 、 ま た は 転 写 信 号 と 独 立 し た 組 の 制 御 下 に あ っ て も よ
い 。 こ の 内 容 で 興 味 あ る 遺 伝 子 は 、 サ イ ト カ イ ン 、 例 え ば 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン （ Ｉ Ｌ ２ ～
Ｉ Ｌ １ ８ 、 例 え ば イ ン タ ー ロ イ キ ン ２ （ Ｉ Ｌ － ２ ） 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン ４ （ Ｉ Ｌ － ４ ） 、
イ ン タ ー ロ イ キ ン ５ （ Ｉ Ｌ － ５ ） 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン ６ （ Ｉ Ｌ ６ ） 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン １
２ （ Ｉ Ｌ － １ ２ ） 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン １ ８ （ Ｉ Ｌ － １ ８ ） 、 腫 瘍 壊 死 因 子 ア ル フ ァ （ Ｔ Ｎ
Ｆ α ） 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン ・ ガ ン マ （ Ｉ Ｆ Ｎ ｇ ） ま た は 顆 粒 球 － マ ク ロ フ ァ ー ジ コ ロ ニ ー
刺 激 因 子 （ Ｇ ｍ Ｃ Ｓ Ｆ ） を エ ン コ ー ド す る 遺 伝 子 を 含 む （ 例 え ば 、 そ れ ぞ れ 出 典 明 示 に よ
り 本 明 細 書 の 一 部 と す る 、 2000年 7月 12日 に 出 願 さ れ た 米 国 出 願 番 号 第 09/614,285お よ び
優 先 権  1999年 7月 13日 に 出 願 さ れ た 米 国 仮 出 願 番 号 第 60/143,425を 参 照 の こ と ） 。 こ れ ら
更 な る タ ン パ ク 質 の 同 時 発 現 は 、 本 発 明 の 組 換 え ウ イ ル ス に 対 す る 免 疫 応 答 を 量 的 に も お
よ び ／ ま た は 質 的 に も 修 飾 し か つ 改 善 す る 能 力 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 本 発 明 の 他 の 態 様 で は 、 組 換 え 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス 中 へ の 異 種 ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 の 挿 入 は 、 候 補 組 換 え 体 の 弱 毒 性 レ ベ ル （ 例 え ば 、 上 部 気 道 に つ い て の ） を 調
整 す る た め に 分 け て 行 わ れ る 。 こ の よ う に 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 哺 乳 動 物 宿 主 中 で 外 来 タ
ン パ ク 質 を 発 現 さ せ 、 ウ イ ル ス を 弱 毒 化 す る 組 換 え 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス
中 に 挿 入 す る こ と が 可 能 で あ り 、 ま た は 候 補 ウ イ ル ス を 弱 毒 化 す る た め に 分 け て ヌ ク レ オ
チ ド 挿 入 を 用 い る こ と が 可 能 で あ る 。 弱 毒 性 に 関 し て 遺 伝 子 挿 入 の 影 響 を 与 え る 幾 つ か の
規 則 性 を 明 ら か に す る た め に 、 可 変 長 の 遺 伝 子 単 位 を 野 生 型 ウ イ ル ス の バ ッ ク ボ ー ン 中 に
挿 入 し て 、 弱 毒 性 に お け る そ の 遺 伝 子 単 位 の 長 さ の 影 響 を 調 査 す る こ と が で き る 。
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遺 伝 子 単 位 挿 入 は 、 そ の 遺 伝 子 か ら 発 現 さ れ た タ ン パ ク 質 の 影 響 と は 無 関 係 に 遺 伝 子 の 長
さ の 影 響 を 確 認 で き る よ う に 、 重 要 な Ｏ Ｒ Ｆ を 含 ま な い よ う に 考 慮 す る 。 こ れ ら の 異 種 配
列 は 、 種 々 の 大 き さ 、 例 え ば 長 さ で 約 １ ５ ０ ま た は そ れ 以 上 の ｎ ｔ ｓ 、 長 さ で ３ ,０ ０ ０
ｎ ｔ ｓ ま で も し く は そ れ 以 上 の ｎ ｔ ｓ 、 の 過 剰 遺 伝 子 単 位 と し て 挿 入 さ れ て も よ い 。 本 明
細 書 中 で 実 証 さ れ た も の と し て 、 長 さ で 約 ３ ,０ ０ ０ ｎ ｔ ｓ 以 上 の 遺 伝 子 挿 入 ま た は 伸 長
で あ る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 長 さ で 約 １ ,０ ０ ０ ま た は ２ ,０ ０ ０ ｎ ｔ ｓ の 遺 伝 子 単 位 （ Ｇ Ｕ ） 挿 入 は 、 哺 乳 動 物 被 検
体 の 上 気 道 に 対 し て 、 本 発 明 の 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス を 実 質 的 に 弱 毒 化 す
る で あ ろ う 。 加 え て 、 遺 伝 子 単 位 挿 入 は 、 候 補 ウ イ ル ス を 弱 毒 化 す る こ と 、 お よ び 第 ２ の
ウ イ ル ス に 対 す る 免 疫 原 性 応 答 を 誘 発 す る こ と の 二 重 の 影 響 を 与 え る 場 合 が あ る 。 あ る い
は 、 更 な る タ ン パ ク 質 を 発 現 で き な い ウ イ ル ス 遺 伝 子 の ３ ’ － 非 コ ー ド 領 域 （ Ｎ Ｃ Ｒ ） に
お け る 遺 伝 子 伸 長 は 、 そ れ 自 体 に 弱 毒 性 を 与 え 、 そ れ 自 体 を 弱 毒 化 す る こ と も で き る 。 本
発 明 の こ の 方 法 の 範 囲 内 で 、 遺 伝 子 挿 入 の 長 さ は 弱 毒 性 の 決 定 要 素 で あ る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 本 発 明 の 組 換 え 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス 内 の Ｇ Ｕ お よ び Ｎ Ｃ Ｒ 挿 入 は 、 イ
ン ビ ト ロ で の 効 率 的 な 複 製 お よ び イ ン ビ ボ で の 減 少 さ れ た 複 製 に よ っ て 特 徴 づ け ら れ る 弱
毒 性 表 現 型 を 生 じ る 。 Ｇ Ｕ 挿 入 の 結 果 生 じ る 弱 毒 性 の 機 構 は 、 主 に イ ン ビ ボ で 作 用 す る １
つ ま た は そ れ 以 上 の 次 の 因 子 か ら 生 じ 得 る 。 よ り プ ロ モ ー タ ー 近 傍 に あ る 遺 伝 子 が よ り プ
ロ モ ー タ ー 遠 位 に あ る 遺 伝 子 よ り も 高 頻 度 に 転 写 さ れ る 転 写 勾 配 が 存 在 す る た め 、 過 剰 遺
伝 子 単 位 の 付 加 に よ り 、 下 流 遺 伝 子 の 転 写 レ ベ ル が 減 少 し 得 る 。 そ の 遺 伝 子 産 物 が 制 限 さ
れ る 場 合 、 あ る い は 効 率 的 な 複 製 に 要 求 さ れ る 遺 伝 子 産 物 の 特 定 の 比 率 が 変 え ら れ る 場 合
、 そ の ｍ Ｒ Ｎ Ａ 量 が 大 幅 に 減 少 し た 結 果 生 じ る 下 流 遺 伝 子 産 物 の 減 少 さ れ た 発 現 に よ り 弱
毒 性 に な り 得 る 。 転 写 勾 配 は 、 転 写 の 間 に お よ び 遺 伝 子 接 合 点 を 横 切 る 移 動 の 途 中 で 、 転
写 酵 素 複 合 体 が テ ン プ レ ー ト か ら 落 ち る 結 果 で あ る と 考 え ら れ る 。 あ る い は 、 ゲ ノ ム の 全
長 の 増 加 お よ び 転 写 さ れ た 過 剰 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ が 、 次 に イ ン タ ー フ ェ ロ ン 系 の 抗 ウ イ ル ス 活 性
レ ベ ル を 高 め る 可 能 性 の あ る 、 作 成 さ れ た ウ イ ル ス ２ 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ の レ ベ ル を 増 大 さ せ る 可
能 性 が あ る 。 最 後 に 、 ゲ ノ ム お よ び ア ン チ ゲ ノ ム の 長 さ が 増 大 し た た め に 、 全 体 の ゲ ノ ム
複 製 レ ベ ル が 低 下 す る 可 能 性 が あ る 。 こ れ は 、 ゲ ノ ム Ｒ Ｎ Ａ ま た は ア ン チ ゲ ノ ム Ｒ Ｎ Ａ の
複 製 の 間 に 、 テ ン プ レ ー ト か ら レ プ リ カ ー ゼ 複 合 体 の 解 離 が 生 じ た 結 果 で あ り 得 る 。 ウ イ
ル ス 粒 子 へ の パ ッ ケ ー ジ ン グ に 利 用 で き る ゲ ノ ム 量 の 減 少 は 、 ウ イ ル ス 生 成 量 が 減 少 し 弱
毒 性 と な り 得 る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 本 発 明 の 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス 内 の 欠 失 、 挿 入 、 置 換 お よ び 全 体 の ウ イ
ル ス 遺 伝 子 ま た は ゲ ノ ム 分 節 の 変 更 を 含 む 他 の 突 然 変 異 は 非 常 に 安 定 し た 候 補 物 を 与 え る
が 、 こ れ は 免 疫 応 答 が 抑 制 さ れ た 個 体 の 場 合 に 特 に 重 要 で あ る 。 こ れ ら 変 更 の 多 く は 、 結
果 生 じ る 株 を 弱 毒 性 に す る が 、 そ の 他 は 異 な る 様 式 の 所 望 の 表 現 型 変 化 を 表 す 。 例 え ば 、
ア ク セ サ リ ー （ 即 ち 、 イ ン ビ ト ロ 増 殖 に と っ て 必 須 で は な い ） 遺 伝 子 は 、 宿 主 の 免 疫 を 特
異 的 に 妨 げ る タ ン パ ク 質 を エ ン コ ー ド す る 優 れ た 候 補 で あ る （ 例 え ば 、 出 典 明 示 に よ り 本
明 細 書 の 一 部 と す る 、 Katoら .、  :578-87、 1997を 参 照 の こ と ） 。 候 補 ウ イ ル
ス 中 の そ の よ う な 遺 伝 子 の 除 去 は 、 毒 性 お よ び 病 因 を 減 少 さ せ お よ び ／ ま た は 免 疫 原 性 を
改 善 す る こ と が 期 待 さ れ る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 本 発 明 の 他 の 詳 細 な 実 施 形 態 で は 、 キ メ ラ 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス は 、 異
種 病 原 体 の １ つ ま た は そ れ 以 上 の 抗 原 決 定 基 を 組 み 込 む た め に 組 換 え 技 術 的 に 修 飾 さ れ る
「 ベ ク タ ー 」 ゲ ノ ム ま た は ア ン チ ゲ ノ ム を 用 い て 構 築 さ れ る 。 ベ ク タ ー ゲ ノ ム ま た は ア ン
チ ゲ ノ ム は 、 部 分 的 ま た は 完 全 な 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス ゲ ノ ム ま た は ア ン
チ ゲ ノ ム か ら 成 り 、 そ れ 自 体 が 弱 毒 性 変 異 な ど の ヌ ク レ オ チ ド 修 飾 を 組 み 込 ん で い て も よ
い 。 ベ ク タ ー ゲ ノ ム ま た は ア ン チ ゲ ノ ム は 、 異 種 の 遺 伝 子 ま た は ゲ ノ ム 分 節 の 組 み 込 み を
通 じ て キ メ ラ 構 造 を 形 成 す る よ う に 修 飾 さ れ る 。 よ り 詳 し く は 、 本 発 明 の キ メ ラ ウ イ ル ス
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は 、 異 種 の 抗 原 決 定 基 （ 群 ） を エ ン コ ー ド す る １ つ ま た は そ れ 以 上 の 「 供 与 」 ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 と 組 み 合 わ さ れ た 、 部 分 的 ま た は 完 全 な ベ ク タ ー あ る い は 「 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 」 ウ
イ ル ス ゲ ノ ム ま た は ア ン チ ゲ ノ ム を 組 み 込 む 組 換 え ウ イ ル ス を 与 え る 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ に 基 づ く
ウ イ ル ス 回 収 系 に よ っ て 構 築 さ れ る 。 典 型 的 な 実 施 形 態 で は 、 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ
Ａ ウ イ ル ス ベ ク タ ー ゲ ノ ム ま た は ア ン チ ゲ ノ ム は 、 異 種 の 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ
イ ル ス の （ 例 え ば 、 Ｈ Ｐ Ｉ Ｖ 、 Ｈ Ｍ Ｐ Ｖ 、 Ｍ Ｖ ま た は Ｒ Ｓ Ｖ の ） お よ び ／ ま た は 非 ウ イ ル
ス 病 原 体 の １ つ ま た は そ れ 以 上 の 抗 原 決 定 基 （ 群 ） を エ ン コ ー ド す る １ つ ま た は そ れ 以 上
の 遺 伝 子 ま た は ゲ ノ ム 分 節 を 組 み 込 む よ う に 修 飾 さ れ る 。 こ の よ う に 構 築 さ れ た 、 本 発 明
の キ メ ラ ウ イ ル ス は 、 特 定 の 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス （ 例 え ば Ｈ Ｐ Ｉ Ｖ １ 、
Ｈ Ｐ Ｉ Ｖ ２ 、 Ｈ Ｐ Ｉ Ｖ ３ 、 Ｒ Ｓ Ｖ － Ａ 、 Ｒ Ｓ Ｖ － Ｂ 、 Ｈ Ｍ Ｐ Ｖ ま た は Ｍ Ｖ ） に 対 す る ま た
は 非 ウ イ ル ス 病 原 体 に 対 す る 免 疫 応 答 を 誘 発 し 得 る 。 あ る い は 、 複 数 の 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ
ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス （ 例 え ば 、 多 重 Ｈ Ｐ Ｉ Ｖ ｓ 、 ま た は Ｈ Ｐ Ｉ Ｖ と Ｒ Ｓ Ｖ ま た は Ｍ Ｖ ） に
対 す る 多 重 特 異 的 免 疫 応 答 を 誘 発 す る た め の 、 組 成 物 お よ び 方 法 は キ メ ラ ウ イ ル ス を 用 い
る こ と で 提 供 さ れ る 。 さ ら に 更 な る 実 施 形 態 で は 、 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス （
例 え ば 、 イ ン フ ル エ ン ザ Ａ 型 も し く は Ｂ 型 ま た は コ ロ ナ ウ イ ル ス )、 ポ ジ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ
ウ イ ル ス （ 例 え ば 、 ト ガ ウ イ ル ス 、 ア ル フ ァ ウ イ ル ス （ 脳 炎 ウ イ ル ス を 含 む )、 フ ラ ウ イ
ル ス （ flaviruses） （ ウ エ ス ト ナ イ ル ウ イ ル ス 、 デ ン グ 熱 ウ イ ル ス を 含 む ） 、 お よ び  ピ
コ ル ナ ウ イ ル ス （ ポ リ オ ウ イ ル ス お よ び 他 の エ ン テ ロ ウ イ ル ス を 含 む ))、 ま た は Ｄ Ｎ Ａ ウ
イ ル ス （ 例 え ば 、 単 純 麻 疹 ウ イ ル ス お よ び 帯 状 麻 疹 ウ イ ル ス 、 Ｂ 型 肝 炎 ウ イ ル ス 、 エ プ ス
タ イ ン － バ ー ウ イ ル ス 、 お よ び サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス )に 対 す る 免 疫 応 答 を 誘 発 す る た め
の 、 組 成 物 と 方 法 は キ メ ラ ウ イ ル ス を 用 い る こ と で 提 供 さ れ る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 よ り 詳 細 な 態 様 で は 、 部 分 的 ま た は 完 全 な ベ ク タ ー ゲ ノ ム ま た は ア ン チ ゲ ノ ム は 、 一 般
に は 、 遺 伝 子 ま た は 異 な る 病 原 体 の 異 種 遺 伝 子 ま た は ゲ ノ ム 分 節 が 組 み 込 ま れ た バ ッ ク ボ
ー ン と し て 作 用 す る 。 し ば し ば 、 異 種 の 病 原 体 は 、 １ つ ま た は そ れ 以 上 の 遺 伝 子 （ 群 ） ま
た は ゲ ノ ム 分 節 （ 群 ） が ベ ク タ ー ゲ ノ ム ま た は ア ン チ ゲ ノ ム と 組 み 合 わ さ れ た 、 ま た は で
置 換 さ れ た 、 異 な る 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス で あ る 。 新 し い 免 疫 原 性 特 徴 を
提 供 す る こ と に 加 え て 、 ベ ク タ ー ウ イ ル ス 内 の 異 種 の 遺 伝 子 ま た は ゲ ノ ム 分 節 の 付 加 ま た
は 置 換 は 、 非 修 飾 ベ ク タ ー お よ び 供 与 ウ イ ル ス の 対 応 す る 表 現 型 （ 群 ） と 比 較 し て 、 弱 毒
性 、 増 殖 能 変 化 、 ま た は 他 の 望 ま し い 表 現 型 変 化 に 増 大 ま た は 減 少 を 与 え る こ と が あ る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 キ メ ラ ウ イ ル ス を 生 成 す る た め の 異 種 の 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 、 タ ン パ ク 質 ド メ イ ン お よ
び 免 疫 原 性 エ ピ ト ー プ の 導 入 は 、 免 疫 さ れ た 宿 主 に 新 し い 免 疫 応 答 を 引 き 起 こ す の に 特 に
有 用 で あ る 。 受 容 ベ ク タ ー ゲ ノ ム ま た は ア ン チ ゲ ノ ム 内 の １ つ の 、 供 与 病 原 体 か ら の 免 疫
原 性 遺 伝 子 ま た は ゲ ノ ム 分 節 の 付 加 ま た は 置 換 は 、 供 与 病 原 体 、 ベ ク タ ー に 対 す る 、 ま た
は 供 与 病 原 体 お よ び ベ ク タ ー に 対 す る 免 疫 応 答 を 引 き 起 こ す こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 キ メ ラ ウ イ ル ス を 設 計 す る の に 有 用 な 一 般 的 な 方 法 お よ び 組 成 物 が 、 Ｈ Ｐ Ｉ Ｖ ３ の た め
に 開 発 さ れ た （ そ れ ぞ れ 出 典 明 示 に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と す る 、 Durbinら .、  
:323-332、 1997； Skiadopoulosら .、  :1762-1768、 1998； Taoら .、  
:2955-2961、 1998； Skiadopoulosら .、  :1374-1381、 1999； Skiadopoulos

ら .、  :503-510、 1999； Taoら .、  :1100-1108、 1999； Taoら .、
 :1359-1366、 2000； 1998年 5月 22日 に 出 願 さ れ た 米 国 特 許 出 願 番 号 第 09/083,793号 ；

1999年 12月 10日 に 出 願 さ れ た 米 国 特 許 出 願 番 号 第 09/458,813号 ； 1999年 12月 10日 に 出 願 さ
れ た 米 国 特 許 出 願 番 号 第 09/459,062号 ； 1997年 5月 23日 に 出 願 さ れ た 米 国 仮 出 願 番 号 第 60/
047,575号 （ 国 際 公 開 番 号 WO 98/53078に 対 応 す る ） 、 お よ び 1997年 9月 19日 に 出 願 さ れ た
米 国 仮 出 願 番 号 60/059、 385） 。 特 に 、 上 記 一 部 と さ れ た 引 用 例 に は 、 例 え ば 、 Ｈ Ｐ Ｉ Ｖ
３  Ｊ Ｓ  ｃ ｐ ４ ５ で 同 定 さ れ た 弱 毒 性 変 異 を １ つ ま た は そ れ 以 上 有 す る よ う に さ ら に 修 飾
さ れ た 部 分 的 な Ｈ Ｐ Ｉ Ｖ バ ッ ク グ ラ ウ ン ド ゲ ノ ム ま た は ア ン チ ゲ ノ ム 中 に 置 換 さ れ た Ｈ Ｐ
Ｉ Ｖ １ の Ｈ Ｎ 遺 伝 子 お よ び Ｆ 遺 伝 子 を 有 す る 、 キ メ ラ Ｐ Ｉ Ｖ 組 変 え 体 の 構 築 が 記 載 さ れ て
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い る 。 そ の よ う な キ メ ラ 組 換 え 体 は 、 弱 毒 化 、 キ メ ラ 候 補 体 を 与 え る 、 異 種 の （ Ｈ Ｐ Ｉ Ｖ
１ ） Ｈ Ｎ 遺 伝 子 お よ び Ｆ 遺 伝 子 の ｃ ｐ ４ ５ の 外 側 で 同 定 さ れ た 弱 毒 性 変 異 の 全 て を 組 み 込
ん で い る 。 キ メ ラ 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス を 作 り 出 す た め の 更 な る 代 表 的 な
開 示 は 、 上 記 の 一 部 と さ れ る 引 用 例 中 で Ｒ Ｓ Ｖ に つ い て 提 供 さ れ る 。
【 ０ １ ４ １ 】
　  異 種 病 原 体 に 対 す る 免 疫 応 答 を 誘 発 す る 融 合 タ ン パ ク 質 を 提 供 す る た め の 、 キ メ ラ タ
ン パ ク 質 、 例 え ば 、 異 な る 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス ま た は 非 ウ イ ル ス 病 原 体
の 異 種 外 部 ド メ イ ン と 融 合 さ れ た ベ ク タ ー に 対 し て 特 異 的 な 細 胞 質 尾 部 お よ び ／ ま た は 膜
貫 通 ド メ イ ン を 有 す る 免 疫 原 性 糖 タ ン パ ク 質 を 発 現 す る 、 本 発 明 の キ メ ラ 非 分 節 型 ネ ガ テ
ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス も 構 築 さ れ て よ い 。 例 え ば 、 Ｈ Ｐ Ｉ Ｖ １ ま た は Ｈ Ｐ Ｉ Ｖ ３  Ｈ Ｎ ま
た は Ｆ 糖 タ ン パ ク 質 由 来 の 糖 タ ン パ ク 質 外 部 ド メ イ ン を エ ン コ ー ド す る 異 種 の ゲ ノ ム 分 節
は 、 Ｈ Ｐ Ｉ Ｖ １ ま た は Ｈ Ｐ Ｉ Ｖ ３ に 対 す る 免 疫 応 答 を 誘 発 す る Ｈ Ｐ Ｉ Ｖ ２ － １ ま た は Ｈ Ｐ
Ｉ Ｖ ２ － ３ キ メ ラ 糖 タ ン パ ク 質 を 形 成 す る た め に 、 対 応 す る Ｈ Ｐ Ｉ Ｖ ２  Ｈ Ｎ ま た は Ｆ 糖
タ ン パ ク 質 細 胞 質 ド メ イ ン お よ び 膜 貫 通 ド メ イ ン を エ ン コ ー ド す る ゲ ノ ム 分 節 と 連 結 さ れ
て い て も よ い 。 よ り 詳 細 な 実 施 形 態 で は 、 異 種 ゲ ノ ム 分 節 群 は 、 糖 タ ン パ ク 質 外 部 ド メ イ
ン ま た は そ の 免 疫 原 性 部 分 も し く は エ ピ ト ー プ を エ ン コ ー ド し て お り 、 場 合 に よ り 異 種 の
ま た は 「 供 与 」 糖 タ ン パ ク 質 の 一 部 、 例 え ば ベ ク タ ー ゲ ノ ム ま た は ア ン チ ゲ ノ ム に お い て
、 対 応 物 で あ る 糖 タ ン パ ク 質 外 部 膜 ド メ イ ン お よ び 膜 貫 通 ド メ イ ン に 置 換 さ れ た 外 部 膜 ド
メ イ ン お よ び 膜 貫 通 ド メ イ ン の 両 方 を 含 む こ と が あ る 。 発 明 の こ れ ら の 態 様 に 関 す る 更 な
る 詳 細 は 、 Taoら に よ り 1999年 12月 10日 に 出 願 さ れ た ア メ リ カ 合 衆 国 出 願 番 号 第 09/459,06
2号 （ 出 典 明 示 に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と す る ） に 例 示 さ れ て い る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 本 発 明 の 該 キ メ ラ 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス の 別 の 例 は 、 ウ イ ル ス Ｇ タ ン パ
ク 質 の 一 部 、 特 に そ の カ ル ボ キ シ 末 端 膜 近 傍 エ ク ト マ イ ン （ ectomain） （ （ 「 尾 部 」 ） 部
分 を エ ン コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ と 融 合 さ れ 、 標 的 細 胞 膜 へ の 組 換 え ウ イ ル ス の 融 合 を 促 進 す
る た め に 効 果 的 な 異 種 の 融 合 タ ン パ ク 質 ま た は そ の ポ リ ペ プ チ ド 断 片 で あ る キ メ ラ タ ン パ
ク 質 を 発 現 す る 。 １ つ の 実 施 形 態 で 、 異 種 の 融 合 タ ン パ ク 質 は Ｃ Ｄ ４ で あ り 、 ウ イ ル ス は
Ｖ Ｓ Ｖ で あ る 。 本 発 明 の こ れ ら の 態 様 に 関 す る 更 な る 詳 細 は 、 出 典 明 示 に よ り 本 明 細 書 中
の 一 部 と さ れ る 、 Whittら に 2002年 12月 24日 発 行 さ れ た 米 国 許 番 号 第 6,497,873号 に 例 示 さ
れ て い る 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 本 明 細 書 中 で 用 い ら れ る よ う に 、 用 語 「 遺 伝 子 」 は 、 一 般 的 に 遺 伝 子 － 開 始 （ Ｇ Ｓ ） 信
号 の 上 流 端 か ら 始 ま り 、 遺 伝 子 － 終 止 （ Ｇ Ｅ ） 信 号 の 下 流 端 で 終 わ る ｍ Ｒ Ｎ Ａ を エ ン コ ー
ド し て い る 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス ゲ ノ ム の 一 部 を 一 般 に 意 味 す る 。 ま た 、
用 語 遺 伝 子 は 、 特 に あ る タ ン パ ク 質 が 唯 一 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ か ら 発 現 さ れ る よ り も 更 な る Ｏ Ｒ Ｆ
か ら 発 現 さ れ る 場 合 に は 、 用 語 「 翻 訳 読 み 取 り 枠 」 ま た は Ｏ Ｒ Ｆ と 交 換 可 能 で も あ る 。 ウ
イ ル ス ゲ ノ ム は 、 ウ イ ル ス 複 製 お よ び 転 写 に 必 要 な プ ロ モ ー タ ー の 一 部 、 並 び に 非 コ ー ド
領 域 お よ び 遺 伝 子 間 領 域 を 有 す る 、 遺 伝 子 外 性 リ ー ダ ー 領 域 お よ び ト レ ー ラ ー 領 域 も 含 む
。 転 写 は ３ ’ 端 で 開 始 し 、 遺 伝 子 境 界 で 見 出 さ れ る 短 い 保 存 さ れ た モ チ ー フ に よ り 導 か れ
る 連 続 し た 終 止 － 開 始 機 構 に よ り 進 行 す る 。 各 遺 伝 子 の 上 流 端 は 、 そ の そ れ ぞ れ の ｍ Ｒ Ｎ
Ａ の 開 始 を 指 示 す る 遺 伝 子 － 開 始 （ Ｇ Ｓ ） 信 号 を 含 む 。 各 遺 伝 子 の 下 流 端 は 、 ポ リ ア デ ニ
ル 化 お よ び 終 止 を 指 示 す る 遺 伝 子 － 終 止 （ Ｇ Ｅ ） モ チ ー フ を 含 む 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 「 ゲ ノ ム 分 節 」 は 、 Ｐ Ｉ Ｖ ゲ ノ ム 由 来 の 任 意 長 の 連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド を 意 味 し 、 そ ら れ
は Ｏ Ｒ Ｆ 、 遺 伝 子 ま た は 遺 伝 子 外 性 領 域 の 一 部 あ る い は そ の 組 合 せ で あ っ て も よ い 。 対 象
ゲ ノ ム 分 節 が 抗 原 決 定 基 を エ ン コ ー ド す る 場 合 、 こ の ゲ ノ ム 分 節 は 哺 乳 動 物 宿 主 に お い て
体 液 ま た は 細 胞 媒 介 性 免 疫 応 答 を 誘 発 で き る 少 な く と も １ つ の 免 疫 原 性 エ ピ ト ー プ を エ ン
コ ー ド す る 。 ま た 、 ゲ ノ ム 分 節 は 、 免 疫 原 性 断 片 ま た は タ ン パ ク 質 ド メ イ ン を エ ン コ ー ド
し て い て も よ い 。 他 の 態 様 で は 、 供 与 ゲ ノ ム 分 節 は 、 複 数 の 、 繰 り 返 し ま た は 異 な る 、 免
疫 原 性 ド メ イ ン ま た は エ ピ ト ー プ か ら 成 る 組 換 え 技 術 的 に 合 成 さ れ た 配 列 を 含 む 複 数 の 免
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疫 原 性 ド メ イ ン ま た は エ ピ ト ー プ を エ ン コ ー ド し て い て も よ い 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 本 発 明 の キ メ ラ 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス の 構 築 に 用 い ら れ る 異 種 ウ イ ル ス
の 例 示 的 な ゲ ノ ム 配 列 は 、 Ｐ Ｉ Ｖ ３ 株 Ｊ Ｓ （ ジ ー ン バ ン ク （ GenBank） 受 入 番 号 Z11575（
出 典 明 示 に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と す る ） お よ び ワ シ ン ト ン （ Washington） （ Galinski M.S
. In Kingsbury、 D.W.（ 著 )、 、 pp. 537-568、 Plenum Press、 New Yor
k、 1991（ 出 典 明 示 に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と す る ） に つ い て ； Ｈ Ｐ Ｉ Ｖ １ ／ Ｗ ａ ｓ ｈ ６ ４
（ ジ ー ン バ ン ク 受 入 番 号 AF457102（ 出 典 明 示 に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と す る )に つ い て ； Ｈ
Ｐ Ｉ Ｖ ２ （ 2002年 9月 18日 に 出 願 さ れ た 米 国 仮 出 願 番 号 第 60/412,053号 （ 出 典 明 示 に よ り
本 明 細 書 の 一 部 と す る ） に つ い て 、 ウ シ Ｐ Ｉ Ｖ ３ （ Ｂ Ｐ Ｉ Ｖ ３ ） 株 ９ １ ０ Ｎ （ ジ ー ン バ ン
ク 受 入 番 号 D80487（ 出 典 明 示 に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と す る )に つ い て ； Ｂ Ｐ Ｉ Ｖ ３  カ ン ザ
ス （ Kansas） （ ジ ー ン バ ン ク 受 入 番 号 AF178654（ 出 典 明 示 に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と す る )
に つ い て ； Ｂ Ｐ Ｉ Ｖ 船 積 熱 （ ジ ー ン バ ン ク 受 入 番 号 AF178655（ 出 典 明 示 に よ り 本 明 細 書 の
一 部 と す る )に つ い て ；  Ｒ Ｓ Ｖ  Ａ ２ （ ジ ー ン バ ン ク 受 入 番 号 AF035006（ 出 典 明 示 に よ り
本 明 細 書 の 一 部 と す る )に つ い て ； お よ び Ｈ Ｍ Ｐ Ｖ （ ジ ー ン バ ン ク 受 入 番 号 AF371337（ 出
典 明 示 に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と す る )に つ い て 、 記 載 さ れ て い る 。 本 発 明 の 範 囲 内 の 使 用
の た め の キ メ ラ 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス の 構 築 に 関 す る 更 な る 詳 細 は 、 例 え
ば 、 そ れ ぞ れ 出 典 明 示 に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と さ れ る 、 1998年 5月 22日 に 出 願 さ れ た 米 国
特 許 出 願 番 号 第 09/083,793； 1999年 12月 10日 に 出 願 さ れ た 米 国 特 許 出 願 番 号 第 09/458,813
号 ； 1999年 12月 10日 に 出 願 さ れ た 米 国 特 許 出 願 番 号 第 09/459,062号 ； 1997年 5月 23日 に 出
願 さ れ た 米 国 仮 出 願 番 号 第 60/047,575号 （ 国 際 公 開 番 号 WO 98/53078に 対 応 す る )、 1997年
9月 19日 に 出 願 さ れ た 米 国 仮 出 願 番 号 第 60/059,385号 ； 1999年 12月 10日 に 出 願 さ れ た 米 国
仮 出 願 番 号 第 60/170,195号 ； お よ び 2000年 12月 8日 に 出 願 さ れ た 米 国 特 許 出 願 番 号 第 09/73
3,692号 （ 国 際 公 開 番 号 WO 01/42445A2に 対 尾 す る )に お い て 提 供 さ れ る 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 本 発 明 の キ メ ラ 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス は 、 広 範 囲 に わ た る 病 原 体 の １ つ
ま た は そ れ 以 上 の 主 要 な 抗 原 決 定 基 を 発 現 す る よ う に 、 容 易 に 修 飾 さ れ 得 る 。 こ の 関 連 で
、 本 発 明 は 、 他 に も 病 原 体 は あ る が 、 サ ブ グ ル ー プ Ａ お よ び サ ブ グ ル ー プ Ｂ の 呼 吸 器 合 胞
体 ウ イ ル ス （ Ｒ Ｓ Ｖ ） 、 Ｈ Ｍ Ｐ Ｖ 、 麻 疹 ウ イ ル ス 、 ヒ ト ・ メ タ 肺 炎 ウ イ ル ス 、 流 行 性 耳 下
腺 炎 ウ イ ル ス 、 ヒ ト ・ パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス 、 １ 型 お よ び ２ 型 の ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス 、 単
純 疱 疹 ウ イ ル ス 、 サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス 、 狂 犬 病 ウ イ ル ス 、 ヒ ト ・ メ タ プ ネ ウ オ モ ウ イ ル
ス 、 エ プ ス タ イ ン － バ ー ウ イ ル ス 、 フ ィ ロ ウ イ ル ス 、 ブ ン ヤ ウ イ ル ス 、 フ ラ ビ ウ イ ル ス 、
コ ロ ナ ウ イ ル ス （ 例 え ば 、 Ｓ Ａ Ｒ Ｓ － 関 連 ヒ ト ・ コ ロ ナ ウ イ ル ス ） 、 ア ル フ ァ ウ イ ル ス お
よ び イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の 抗 原 決 定 基 を 組 み 込 ん だ 組 換 え ウ イ ル ス 、 お よ び 、 抗 原 決
定 基 に 対 す る 有 効 な 免 疫 応 答 を 誘 発 す る こ と が で き る 組 換 え ウ イ ル ス の 開 発 を 提 供 す る 。
本 発 明 の 方 法 に 基 づ い て 免 疫 原 性 組 成 物 の 開 発 の た め に 標 的 と さ れ る 可 能 性 の あ る 病 原 体
に は 、 ウ イ ル ス 性 お よ び 細 菌 性 病 原 体 、 並 び に 原 生 動 物 性 お よ び 多 細 胞 性 病 原 体 が 挙 げ ら
れ る 。 こ の 内 容 に お い て 、 多 く の 重 要 な ヒ ト 病 原 体 由 来 の 有 用 な 抗 原 決 定 基 は 既 知 で あ る
か 、 本 発 明 の キ メ ラ ウ イ ル ス 内 に 組 み 込 む た め に 容 易 に 同 定 さ れ る 。 従 っ て 、 主 な 病 原 体
は 、 麻 疹 ウ イ ル ス Ｈ Ａ お よ び Ｆ タ ン パ ク 質 ； Ｒ Ｓ Ｖ の Ｆ 、 Ｇ 、 Ｓ Ｈ お よ び Ｍ ２ タ ン パ ク 質
、 流 行 性 耳 下 腺 炎 ウ イ ル ス Ｈ Ｎ お よ び Ｆ タ ン パ ク 質 、 ヒ ト ・ パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス Ｌ １ 、 Ｌ
２ 、 Ｅ ６ 、 ま た は Ｅ ７ タ ン パ ク 質 、 ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス １ 型 ま た は ２ 型 ｇ ｐ １ ２ ０ お よ
び ｇ ｐ １ ６ ０ タ ン パ ク 質 、 単 純 疱 疹 ウ イ ル ス お よ び サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス ｇ Ｂ 、 ｇ Ｃ 、 ｇ
Ｄ 、 ｇ Ｅ 、 ｇ Ｇ 、 ｇ Ｈ 、 ｇ Ｉ 、 ｇ Ｊ 、 ｇ Ｋ 、 ｇ Ｌ 、 お よ び ｇ Ｍ タ ン パ ク 質 、 狂 犬 病 ウ イ ル
ス Ｇ タ ン パ ク 質 、 ヒ ト ・ メ タ プ ネ ウ オ モ ウ イ ル ス Ｆ お よ び Ｇ タ ン パ ク 質 、 エ プ ス タ イ ン －
バ ー ウ イ ル ス ｇ ｐ ３ ５ ０ タ ン パ ク 質 ； フ ィ ロ ウ イ ル ス Ｇ タ ン パ ク 質 、 ブ ン ヤ ウ イ ル ス Ｇ タ
ン パ ク 質 、 フ ラ ビ ウ イ ル ス Ｅ お よ び Ｎ Ｓ １ タ ン パ ク 質 、 メ タ 肺 炎 ウ イ ル ス Ｇ お よ び Ｆ タ ン
パ ク 質 、 コ ロ ナ ウ イ ル ス ・ ス パ イ ク （ Ｓ ） お よ び ス モ ー ル メ ン ブ レ ン （ small membrane）
（ Ｅ ） タ ン パ ク 質 、 お よ び ア ル フ ァ ウ イ ル ス Ｅ タ ン パ ク 質 を 含 む 、 上 記 例 示 の 病 原 体 に つ
い て 同 定 さ れ た 。 こ れ ら 主 な 抗 原 並 び に 列 挙 さ れ た 病 原 体 お よ び そ の 他 に 関 し て 当 分 野 で
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既 知 の 他 の 抗 原 は 、 全 長 タ ン パ ク 質 お よ び そ の 構 成 的 抗 原 ド メ イ ン 、 断 片 お よ び エ ピ ト ー
プ を 含 む そ れ ら 多 く の 抗 原 決 定 基 は 良 く 特 徴 づ け さ れ 、 そ れ ぞ れ の 免 疫 活 性 に つ い て 同 定
さ れ 、 マ ッ ピ ン グ さ れ 、 そ し て 特 徴 付 け さ れ る 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 多 数 あ る 中 で 、 本 発 明 の 範 囲 内 で の 使 用 の た め の 多 様 な 病 原 体 の 主 な 抗 原 を 同 定 し か つ
特 徴 付 け る 典 型 的 な マ ッ ピ ン グ 実 験 は 、 Ｈ Ｐ Ｉ Ｖ ３ の 血 球 凝 集 素 － ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ （ Ｈ
Ｎ ） 遺 伝 子 に 対 す る エ ピ ト ー プ マ ッ ピ ン グ 実 験 で あ る （ 出 典 明 示 に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と
す る 、 van Wyke Coelinghら .、 J. Virol. 61:1473-1477、 1987） 。 こ の 報 告 は 、 ノ イ ラ ミ
ニ ダ ー ゼ 、 血 球 凝 集 ま た は 両 方 の 活 性 を 阻 害 す る Ｈ Ｎ タ ン パ ク 質 に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 （ Ｍ Ａ ｂ ｓ ） を 用 い る こ と で 選 択 さ れ た Ｈ Ｐ Ｉ Ｖ ３ 変 種 の １ ６ 個 の 抗 原 性 変 種 に つ い
て の 詳 細 な 抗 原 性 構 造 分 析 を 提 供 す る 。 各 変 種 は 、 Ｈ Ｎ 遺 伝 子 中 に Ｈ Ｎ タ ン パ ク 質 に お け
る 単 一 ア ミ ノ 酸 置 換 を エ ン コ ー ド す る 単 一 の 点 突 然 変 異 を 有 し て い た 。 Ｈ Ｎ タ ン パ ク 質 の
活 性 お よ び 地 形 地 図 は 、 置 換 の 相 対 的 な 位 置 と よ く 相 関 し た 。 Ｈ Ｎ タ ン パ ク 質 の コ ン ピ ュ
ー タ ー を 利 用 し た 分 析 は 、 ラ ン ダ ム 親 水 性 コ イ ル 構 造 に よ り 相 互 に 連 結 さ れ た 疎 水 性 β シ
ー ト か ら 主 に 成 る ２ 次 構 造 を 予 測 し た 。 Ｈ Ｎ エ ピ ト ー プ は 、 予 測 さ れ た コ イ ル 領 域 に あ っ
た 。 ウ イ ル ス の ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ 活 動 を 阻 害 す る Ｍ Ａ ｂ ｓ に よ っ て 認 識 さ れ れ る エ ピ ト ー
プ は 、 幾 つ か の パ ラ ミ ク ソ ウ イ ル ス Ｈ Ｎ タ ン パ ク 質 間 で 構 造 的 に 保 存 さ れ て い る よ う な 領
域 で 、 Ｈ Ｎ 分 子 の シ ア ル 酸 結 合 部 位 を 表 す 可 能 性 の あ る 領 域 に 位 置 し て い た 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　  従 来 の 抗 原 マ ッ ピ ン グ 方 法 を 使 用 し た こ の 典 型 的 な 仕 事 は 、 Ｈ Ｎ エ ピ ト ー プ の 保 全 性
に 重 要 な １ つ の ア ミ ノ 酸 を 特 定 し た 。 Ｎ 末 端 で 固 定 さ れ る タ ン パ ク 質 に 予 想 さ れ る よ う に
、 こ れ ら の エ ピ ト ー プ の 多 く は 分 子 の Ｃ 末 端 半 分 に 位 置 す る （ Elangoら .、  :
481-489、 1986） 。 既 に 発 表 さ れ た Ｐ Ｉ Ｖ ３  Ｈ Ｎ の 活 性 お よ び 地 形 地 図 は 、 用 い た Ｍ Ａ ｂ
が 第 ３ の 部 位 （ Ｃ ） に よ り 部 分 的 に 架 橋 さ れ る 地 形 的 に 離 れ た ２ つ 部 位 （ Ａ お よ び Ｂ ） に
体 系 的 に 集 ま っ た ６ つ の 異 な る エ ピ ト ー プ 群 （ Ｉ ～ Ｖ Ｉ ） を 認 識 し た こ と を 示 し て い た 。
こ ら ら の エ ピ ト ー プ 群 は 、 本 発 明 の キ メ ラ ウ イ ル ス 内 に 単 独 ま た は 種 々 の 組 み 合 わ せ て 組
み 込 む こ と が で き る 、 有 用 な 抗 原 決 定 基 の 候 補 を 表 す （ ま た 、 そ れ ぞ れ 出 典 明 示 に よ り 本
明 細 書 の 一 部 と す る 、 Coelinghら .、  :569-582、 1985； Coelinghら .、
 :137-143、 1988； Rayら .、  :232-236、 1986； Rydbeckら .、
 :1531-1542、 1986を 参 照 の こ と ） 。

【 ０ １ ４ ９ 】
　  van Wyke Coelinghら に よ る 更 な る 研 究 （ . :375-382、 1989） は 、 本 発 明 の
範 囲 内 で 使 用 す る た め の Ｐ Ｉ Ｖ 抗 原 決 定 基 の 選 択 に 関 す る 情 報 を さ ら に 提 供 す る 。 こ の 研
究 に お い て 、 Ｈ Ｐ Ｉ Ｖ ３ の 融 合 （ Ｆ ） 糖 タ ン パ ク 質 の 抗 原 性 構 造 、 生 物 学 的 特 性 お よ び 天
然 の 変 異 を 調 査 す る た め に 、 ２ ６ 個 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ Ｍ Ａ ｂ ） （ １ ４ 個 の 中 和 抗 体
お よ び １ ２ 個 の 非 中 和 抗 体 ） が 用 い ら れ た 。 研 究 所 で 選 択 さ れ た 抗 原 性 変 種 の 、 お よ び Ｐ
Ｉ Ｖ ３ 臨 床 分 離 株 の 分 析 は 、 Ｍ Ａ ｂ パ ネ ル が 少 な く と も ２ ０ 個 の エ ピ ト ー プ 、 そ の う ち １
４ 個 は 中 和 に 関 与 す る エ ピ ト ー プ を 認 識 す る こ と を 示 し た 。 競 合 結 合 ア ッ セ イ に よ り 、 １
４ 個 の 中 和 エ ピ ト ー プ が ３ つ の 重 な り 合 わ な い 主 な 抗 原 性 領 域 （ Ａ 、 Ｂ お よ び Ｃ ） お よ び
１ つ の 架 橋 位 置 （ Ａ Ｂ ） に 系 統 的 に 集 ま っ て い る こ と 、 並 び に ６ つ の 非 中 和 エ ピ ト ー プ が
４ つ の 部 位 （ Ｄ 、 Ｅ 、 Ｆ お よ び Ｇ ） を 形 成 す る こ と が 確 認 さ れ た 。 中 和 Ｍ Ａ ｂ の 多 く は 、
他 の 中 和 エ ピ ト ー プ に 立 体 配 置 変 化 を 誘 導 す る こ と を 示 唆 す る 、 不 可 逆 競 合 結 合 反 応 に 関
係 し て い た 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 本 発 明 の 範 囲 内 の 使 用 の た め の 他 の 抗 原 決 定 基 は 、 呼 吸 器 合 胞 体 ウ イ ル ス （ Ｒ Ｓ Ｖ ） に
つ い て 同 定 さ れ 、 特 徴 付 け ら れ た 。 例 え ば 、 Beelerら （ 出 典 明 示 に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と
す る Beelerら .、  :2941-2950、 1989） は 、 Ｒ Ｓ Ｖ の Ａ ２ 株 の 融 合 糖 タ ン パ ク
質 に 対 す る １ ８ 個 の 中 和 性 特 異 的 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ Ｍ Ａ ｂ ） を 用 い て 、 Ｒ Ｓ Ｖ 中 和 と
融 合 に 関 与 す る エ ピ ト ー プ の 詳 細 な 局 在 お よ び 活 動 地 図 を 作 成 し た 。 競 合 結 合 ア ッ セ イ に
よ り 、 ３ つ の 重 な ら な い 抗 原 性 領 域 （ Ａ 、 Ｂ お よ び Ｃ ） お よ び １ つ の 架 橋 位 置 （ Ａ Ｂ ） が
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同 定 さ れ た 。 １ ３ 個 の Ｍ Ａ ｂ － 耐 性 変 異 体 （ Ｍ Ａ Ｒ Ｍ ） が 選 択 さ れ 、 Ｍ Ａ Ｒ Ｍ ｓ ま た は Ｒ
Ｓ Ｖ 臨 床 株 の い ず れ か を 用 い た Ｍ Ａ ｂ ｓ 中 和 パ タ ー ン に よ り 最 低 １ ６ 個 の エ ピ ト ー プ が 確
認 さ れ た 。 ６ 個 の 部 位 Ａ お よ び Ａ ｂ エ ピ ト ー プ に 対 す る 抗 体 で 選 択 さ れ た Ｍ Ａ Ｒ Ｍ は 小 さ
な プ ラ ー ク 表 現 型 を 示 し た が 、 こ れ は Ｆ 分 子 の 生 物 学 的 活 発 部 位 に お け る 交 互 性 と 一 致 し
て い る 。 Ｍ Ａ Ｒ Ｍ の 分 析 も 、 こ れ ら の 中 和 エ ピ ト ー プ が 独 特 の 生 物 学 的 特 性 お よ び 免 疫 学
的 特 性 を 有 し 、 地 形 上 異 な る 領 域 を 占 め る が 、 立 体 配 置 的 に 相 互 依 存 的 な 領 域 を 占 め る こ
と を 示 し た 。 次 い で 、 Ｆ エ ピ ト ー プ に お け る 抗 原 多 様 性 が 、 １ ８ 個 の 抗 － Ｆ  Ｍ Ａ ｂ を 用
い た 交 差 中 和 ア ッ セ イ で ２ ３ 株 の 臨 床 分 離 株 （ １ ８ 株 の サ ブ グ ル ー プ Ａ お よ び ５ 株 の サ ブ
グ ル ー プ Ｂ ） を 用 い て 試 験 さ れ た 。 こ の 分 析 は 、 分 子 上 の 定 常 領 域 、 可 変 領 域 、 お よ び 超
可 変 領 域 領 域 を 同 定 し 、 さ ら に Ｒ Ｓ Ｖ  Ｆ 糖 タ ン パ ク 質 の 中 和 エ ピ ト ー プ に お け る 抗 原 多
様 性 が 非 累 積 的 な 遺 伝 子 の 異 種 混 交 の 結 果 で あ る こ と を 示 し た 。 １ ６ 個 の エ ピ ト ー プ の う
ち 、 ８ 個 は 、 ２ ３ 株 の 全 て 、 ま た は サ ブ グ ル ー プ Ａ ま た は サ ブ グ ル ー プ Ｂ の 臨 床 分 離 株 の
１ 株 を 除 い た 全 て で 保 存 さ れ て い た 。 全 長 タ ン パ ク 質 お よ び そ の 構 成 的 抗 原 領 域 、 断 片 お
よ び エ ピ ト ー プ を 含 む 、 こ れ ら の 抗 原 決 定 基 は す べ て 、 新 し い 免 疫 応 答 を 誘 発 す る た め に
、 本 発 明 の キ メ ラ ウ イ ル ス 内 に 組 み 入 れ る た め の 有 用 な 候 補 物 を 表 す （ ま た 、 そ れ ぞ れ 出
典 明 示 に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と す る 、 Andersonら .、  :626-633、 1985
； Coelinghら .、  :375-382、 1989； Fennerら .、  :335-
340、 1986； Fernieら .、  :266-271、 1982； Satoら .、

 :1397-1409、 1985； Walshら .、  :505-513、 1986； Olmst
edら .、  :411-420、 1989、 米 国 特 許 第 5,639,853号 を 参 照 の こ と ） 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 キ メ ラ 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス 内 に 異 種 病 原 体 の 抗 原 決 定 基 を 発 現 す る た
め に 、 本 発 明 は 多 数 の 方 法 お よ び 構 築 物 を 提 供 す る 。 特 定 の 詳 細 な 実 施 形 態 で は 、 抗 原 性
タ ン パ ク 質 を エ ン コ ー ド す る 遺 伝 子 （ 例 え ば 、 麻 疹 ウ イ ル ス Ｈ Ａ 遺 伝 子 ） の 読 み 取 り 枠 （
Ｏ Ｒ Ｆ ） を 含 む 転 写 単 位 を 、 ベ ク タ ー ゲ ノ ム ま た は ア ン チ ゲ ノ ム の 様 々 な 位 置 に 付 加 す る
。 以 下 で 記 載 す る 例 示 的 な 実 施 形 態 で は 、 感 染 性 、 弱 毒 化 候 補 体 を 生 成 す る た め に 、 呼 吸
器 合 胞 体 ウ イ ル ス （ Ｒ Ｓ Ｖ ） 由 来 の 防 御 抗 原 を エ ン コ ー ド す る 異 種 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 組
み 込 ん だ キ メ ラ ウ イ ル ス が 設 計 さ れ る 。 １ つ ま た は そ れ 以 上 の Ｒ Ｓ Ｖ 抗 原 決 定 基 を 組 み 込
ん だ キ メ ラ 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス は 、 抗 原 性 Ｒ Ｓ Ｖ 糖 タ ン パ ク 質 、 タ ン パ
ク 質 ド メ イ ン （ 例 え ば 、 糖 タ ン パ ク 質 外 部 ド メ イ ン ） あ る い は １ つ ま た は そ れ 以 上 の 免 疫
原 性 エ ピ ト ー プ を エ ン コ ー ド す る 異 種 の 遺 伝 子 ま た は ゲ ノ ム 分 節 と 組 み 合 わ さ れ た ベ ク タ
ー ゲ ノ ム ま た は ア ン チ ゲ ノ ム を 一 般 に 含 む 。 以 下 で 例 証 さ れ る １ つ の 実 施 形 態 で 、 Ｒ Ｓ Ｖ
 Ｆ お よ び ／ ま た は Ｇ 遺 伝 子 由 来 の 遺 伝 子 ま た は ゲ ノ ム 分 節 の １ つ ま た は そ れ 以 上 は 、 キ
メ ラ （ 例 え ば 、 Ｒ Ｓ Ｖ  Ａ ／ Ｂ キ メ ラ ） ウ イ ル ス 形 成 す る た め に 、 異 な る サ ブ タ イ プ の Ｒ
Ｓ Ｖ ベ ク タ ー ゲ ノ ム ま た は ア ン チ ゲ ノ ム と 組 み 合 わ さ れ る 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 本 発 明 の キ メ ラ ベ ク タ ー 構 築 物 は 、 他 の ウ イ ル ス ベ ク タ ー 構 築 物 に 勝 る 特 定 の 利 点 を 提
供 す る 。 ベ ク タ ー と し て 用 い ら れ て い る 他 の モ ノ ネ ガ ウ イ ル ス の 大 部 分 は 、 ヒ ト 病 原 体 (
例 え ば 、 ネ ズ ミ PIV1 (セ ン ダ イ ウ イ ル ス ) (Sakaiら 、   221-6, 1999)、 ウ
シ 病 原 体 で あ る 水 疱 性 口 内 炎 ウ イ ル ス (VSV) (Robertsら 、   4704-11, 1998)
お よ び イ ヌ PIV2 (SV5) Heら 、   249-60, 1997)) に 由 来 す る も の で は な い 。
こ れ ら の ヒ ト 以 外 の ウ イ ル ス に つ い て は 、 ベ ク タ ー バ ッ ク ボ ー ン 中 に 存 在 す る 抗 原 に よ っ
て 、 い ず れ の ヒ ト ウ イ ル ス に 対 し て も 免 疫 を ほ と ん ど 与 え な い か 、 ま た は 弱 い 免 疫 し か 与
え な い 。 こ の よ う に 、 ヒ ト 病 原 体 に つ い て の 過 剰 遺 伝 子 を 発 現 す る ヒ ト 以 外 の ウ イ ル ス ベ
ク タ ー は 、 単 一 の ヒ ト 病 原 体 に 対 し て の み 耐 性 を 誘 発 す る （ し か し 、 こ の こ と は 幾 つ か の
例 で は 望 ま し い 場 合 が あ る ） 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 加 え て 、 本 発 明 の 方 法 に 従 っ て 回 収 さ れ た キ メ ラ ベ ク タ ー ウ イ ル ス （ 例 え ば 、 Ｒ Ｓ Ｖ ま
た は Ｈ Ｐ Ｉ Ｖ に 基 づ く ） の 多 く は 、 自 然 感 染 を 模 し た 鼻 腔 内 経 路 投 与 を 介 し て 被 験 者 に 投
与 で き る 。 こ の よ う に 、 本 発 明 の ウ イ ル ス お よ び 免 疫 原 性 組 成 物 は 、 粘 膜 性 免 疫 と 全 身 性
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免 疫 の 両 方 を 誘 発 し 、 幼 児 に 存 在 す る 母 親 由 来 の 血 清 Ｉ ｇ Ｇ の 中 和 効 果 お よ び 免 疫 抑 制 性
効 果 を 低 下 さ せ で あ ろ う 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 上 記 し た よ う に 、 本 発 明 は 、 所 望 の 表 現 型 変 化 を 特 定 す る 定 義 さ れ た 変 異 を 引 き 起 こ す
、 組 換 え 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス に 対 す る 広 範 囲 の 修 飾 を 包 含 す る 。 本 発 明
の よ り 詳 細 な 態 様 に お い て 、 こ れ ら の 定 義 さ れ た 変 異 は 、 一 般 的 に は ゲ ノ ム ま た は ア ン チ
ゲ ノ ム ｃ Ｄ Ｎ Ａ 細 断 片 を 用 い 、 完 全 な ゲ ノ ム ま た は ア ン チ ゲ ノ ム ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 組 み 立 て る こ
と で 、 ウ イ ル ス ゲ ノ ム ま た は ア ン チ ゲ ノ ム の ｃ Ｄ Ｎ Ａ コ ピ ー に 導 入 さ れ る 。 こ の 構 築 方 法
は 、 各 々 の ゲ ノ ム ま た は ア ン チ ゲ ノ ム 領 域 を 別 々 に 作 動 可 能 で あ る が 、 こ れ は 小 さ な ｃ Ｄ
Ｎ Ａ 構 築 物 は 大 き な ｃ Ｄ Ｎ Ａ 構 築 物 よ り も 操 作 し 易 く 、 そ の 後 に 完 全 な ｃ Ｄ Ｎ Ａ に 容 易 に
組 み 立 て る こ と が で き る と い う 利 点 が あ る 。 こ の よ う に 、 完 全 な ア ン チ ゲ ノ ム ま た は ゲ ノ
ム ｃ Ｄ Ｎ Ａ 、 ま た は 選 択 さ れ た そ の 細 断 片 は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 特 異 的 突 然 変 異 誘 発 の
テ ン プ レ ー ト と し て 用 い る こ と が で き る 。 こ れ は 、 例 え ば バ イ オ ラ ッ ド ・ ラ ボ ラ ト リ ー （
Bio-Rad Laboratories） （ リ ッ チ モ ン ド 、 カ ナ ダ ） の MUTA-gen（ 登 録 商 標 ） キ ッ ト を 用 い
た １ 本 鎖 フ ァ ー ジ ミ ド 型 の 中 間 体 を 通 じ て 、 ま た は ス ト ラ タ ジ ー ン （ Strategene） (ラ ・
ホ ー ヤ （ La Jolla） 、 カ ナ ダ )の CHAMELEON（ 登 録 商 標 ） 突 然 変 異 誘 発 キ ッ ト の よ う に テ ン
プ レ ー ト と し て 二 本 鎖 プ ラ ス ミ ド を 用 い る 方 法 、 あ る い は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー
も し く は 目 的 の 変 異 （ 群 ） を 含 む テ ン プ レ ー ト の い ず れ か を 用 い る ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応
に よ っ て 、 可 能 で あ る 。 次 い で 、 変 異 さ せ た 細 断 片 を 、 完 全 な ア ン チ ゲ ノ ム ま た は ゲ ノ ム
ｃ Ｄ Ｎ Ａ に 組 み 立 て る こ と が で き る 。 様 々 な 他 の 突 然 変 異 誘 発 技 術 が 既 知 で あ り 、 本 発 明
の ウ イ ル ス ア ン チ ゲ ノ ム ま た は ゲ ノ ム ｃ Ｄ Ｎ Ａ に お い て 興 味 あ る 変 異 の 生 成 に 使 用 す る た
め に 、 慣 例 的 に 適 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 こ の よ う に 、 １ つ の 例 示 的 な 実 施 形 態 で は 、 変 異 は バ イ オ ラ ッ ド ・ ラ ボ ラ ト リ ー か ら 入
手 可 能 な MUTA-gen（ 登 録 商 標 ） フ ァ ー ジ ミ ド ・ イ ン ビ ト ロ 突 然 変 異 誘 発 キ ッ ト を 用 い て 導
入 さ れ る 。 要 す る に 、 Ｐ Ｉ Ｖ ゲ ノ ム ま た は ア ン チ ゲ ノ ム を エ ン コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ は 、 プ
ラ ス ミ ド ｐ Ｔ Ｚ １ ８ Ｕ 中 に ク ロ ー ン 化 さ れ 、 Ｃ Ｊ ２ ３ ６ 細 胞 （ ラ イ フ ・ テ ク ノ ロ ジ ー （ Li
fe Technologies） ） を 形 質 転 換 す る の に 使 用 さ れ る 。 フ ァ ー ジ ミ ド 調 製 は 、 製 造 業 者 に
よ り 推 薦 さ れ る よ う に 調 製 さ れ る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 ゲ ノ ム ま た は ア ン チ ゲ ノ ム の
所 望 の 位 置 に 改 変 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド を 導 入 す る こ と に よ る 突 然 変 異 誘 発 に つ い て デ ザ イ
ン さ れ る 。 次 い で 、 遺 伝 学 的 に 改 変 さ れ た ゲ ノ ム ま た は ア ン チ ゲ ノ ム を 含 む プ ラ ス ミ ド は
増 幅 さ れ る 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 本 発 明 の 組 換 え 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス 内 の 遺 伝 子 ま た は ゲ ノ ム 分 節 の 特
定 の 置 換 、 挿 入 、 欠 失 ま た は 再 配 列 （ 例 え ば 選 択 さ れ た タ ン パ ク 質 ま た は タ ン パ ク 質 領 域
、 例 え ば 細 胞 質 尾 部 、 膜 貫 通 ド メ イ ン も し く は 外 部 ド メ イ ン 、 エ ピ ト ー プ 部 位 も し く は 領
域 、 結 合 部 位 も し く は 領 域 、 活 性 部 位 も し く は 活 性 部 位 を 含 む 領 域 を エ ン コ ー ド す る ゲ ノ
ム 分 節 の 置 換 ） は 、 同 し も し く は 異 な る ウ イ ル ス ま た は 他 の 起 源 に 既 存 の 「 対 応 物 」 遺 伝
子 ま た は ゲ ノ ム 分 節 に 関 連 す る 構 造 ま た は 機 能 に お い て 行 わ れ る 。 そ の よ う な 修 飾 は 、 野
生 型 ま た は 親 ウ イ ル ス 株 と 比 較 し て 望 ま し い 表 現 型 変 化 を 有 す る 新 規 組 換 え 体 を 与 え る 。
例 え ば 、 こ の 種 の 組 換 え 体 は 、 異 種 の ウ イ ル ス 外 部 ド メ イ ン と 融 合 さ れ た 、 あ る 非 分 節 型
ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス の 細 胞 質 尾 部 お よ び ／ ま た は 膜 貫 通 ド メ イ ン を 有 す る キ メ ラ
タ ン パ ク 質 を 発 現 す る こ と が で き る 。 こ の 種 の 他 の 例 示 的 な 組 換 え 体 は 、 二 重 の タ ン パ ク
質 領 域 、 例 え ば 二 重 の 免 疫 原 性 領 域 を 発 現 す る 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 本 明 細 書 に て 用 い ら れ る よ う に 、 「 対 応 」 遺 伝 子 、 ゲ ノ ム 分 節 、 タ ン パ ク 質 ま た は タ ン
パ ク 質 領 域 は 、 一 般 的 に 異 種 起 源 由 来 の も の （ 例 え ば 、 異 な る 遺 伝 子 由 来 の 、 あ る い は 異
な る ウ イ ル ス 種 ま た は 株 に お け る 同 じ （ す な わ ち 、 同 種 も し く は 対 立 性 ） 遺 伝 子 ま た は ゲ
ノ ム 分 節 を 表 す ） で あ る 。 こ の 内 容 で 選 択 さ れ る 典 型 的 な 対 応 物 は 、 全 体 の 構 造 的 特 徴 を
共 有 し て お り 、 例 え ば 、 各 対 応 物 は 、 類 似 の タ ン パ ク 質 ま た は タ ン パ ク 質 構 造 領 域 、 例 え
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ば 細 胞 質 ド メ イ ン 、 膜 貫 通 ド メ イ ン 、 外 部 ド メ イ ン 、 結 合 部 位 も し く は 領 域 、 エ ピ ト ー プ
部 位 も し く は 領 域 な ど を エ ン コ ー ド し 得 る 。 対 応 ド メ イ ン と そ れ ら を エ ン コ ー ド す る ゲ ノ
ム 分 節 は 、 ド メ イ ン ま た は ゲ ノ ム 分 節 変 種 間 で 一 般 の 生 物 学 的 活 動 に よ っ て 定 義 さ れ る 領
域 の 大 き さ お よ び 配 列 変 種 を 有 す る 種 の 集 合 を 包 含 す る 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 本 発 明 の 範 囲 内 で 組 換 え 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス を 生 成 す る た め の 、 本 明
細 書 中 で 開 示 さ れ る 対 応 遺 伝 子 お よ び ゲ ノ ム 分 節 並 び に 他 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 選 択 さ
れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 「 参 照 配 列 」 、 例 え ば 別 に 選 択 さ れ た 対 応 配 列 と 同 一 の 重 要 な 配 列
を し ば し ば 共 有 す る 。 本 明 細 書 中 で 用 い ら れ る よ う に 、 「 参 照 配 列 」 は 配 列 比 較 の 基 礎 と
し て 用 い ら れ る 定 義 さ れ た 配 列 、 例 え ば 、 全 長 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ま た は 遺 伝 子 の 分 節 、 あ る い は 完
全 な ｃ Ｄ Ｎ Ａ も し く は 遺 伝 子 配 列 で あ る 。 通 常 、 参 照 配 列 は 、 少 な く と も ２ ０ ヌ ク レ オ チ
ド の 長 さ 、 頻 繁 に は 少 な く と も ２ ５ ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ 、 さ ら に 多 く の 場 合 少 な く と も ５
０ ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ で あ る 。 ２ つ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 、 そ れ ぞ れ （ １ ） ２ つ の ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド 間 で 類 似 す る 配 列 （ す な わ ち 完 全 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 一 部 ） を 含 み 、 （ ２
） ２ つ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 間 で 異 な る 配 列 を 更 に 含 ん で い る こ と が あ る た め 、 ２ つ （ ま
た は そ れ 以 上 ） の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 間 の 配 列 比 較 は 、 配 列 類 似 性 の 局 所 的 な 領 域 を 特 定 し
て 比 較 す る た め の 「 比 較 ウ イ ン ド ウ 」 の 上 で ２ つ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 を 比 較 す る こ
と に よ っ て 一 般 的 に 実 施 さ れ る 。 本 明 細 書 中 に て 用 い る 「 比 較 ウ イ ン ド ウ 」 は 、 少 な く と
も ２ ０ 個 の 隣 接 す る ヌ ク レ オ チ ド 位 置 の 概 念 上 の 分 節 を 意 味 し 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が
少 な く と も ２ ０ 個 の 隣 接 す る ヌ ク レ オ チ ド の 参 照 配 列 と 比 較 さ れ 、 さ ら に 比 較 ウ イ ン ド ウ
中 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 部 分 に 、 ２ つ の 配 列 の 最 適 な ア ラ イ メ ン ト の た め に 、 参 照 配 列
（ こ れ は 付 加 ま た は 欠 失 を 含 ま な い ） と 比 較 し て ２ ０ パ ー セ ン ト ま た は そ れ 以 下 の 付 加 ま
た は 欠 失 （ す な わ ち 隙 間 ） を 含 ま せ る 場 合 が あ る 。 比 較 ウ イ ン ド ウ を ア ラ イ ン メ ン ト す る
た め の 配 列 の 最 適 ア ラ イ メ ン ト は 、 Smith & Waterman の ロ ー カ ル ・ ホ モ ロ ジ ー 演 算 法 (

 :482, 1981)に よ っ て 、 Needleman & Wunschの ホ モ ロ ジ ー ・ ア ラ イ メ ン
ト 演 算 法 (  :443, 1970)に よ っ て 、 Pearson & Lipmanの 類 似 方 法 の 調 査 (

 :2444, 1988)に よ っ て （ そ れ ぞ れ を 出 典 明 示 に よ り 本
明 細 書 の 一 部 と す る ） 、 こ れ ら の 演 算 法 の コ ン ピ ュ ー タ に よ る 演 算 に よ っ て (the Wiscons
in Genetics Software Package Release 7.0の GAP, BESTFIT, FASTAお よ び TFASTA、 Genet
ics Computer Group、 575 Science Dr., Madison、 WI、 出 典 明 示 に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と
す る )、 ま た は 検 査 に よ り 実 施 さ れ 、 ま た 種 々 の 方 法 に よ り 作 り 出 さ れ る 最 適 な ア ラ イ メ
ン ト （ す な わ ち 、 比 較 ウ イ ン ド ウ の 上 に 配 列 類 似 性 の パ ー セ ン テ ー ジ が 最 も 高 く な る 結 果
が 得 ら れ る ） が 選 択 さ れ る 。 用 語 「 配 列 同 一 性 」 は 、 ２ つ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 比 較
の ウ イ ン ド ウ の 上 で 同 一 で あ る （ す な わ ち 、 ヌ ク レ オ チ ド － ヌ ク レ オ チ ド 基 準 で ） こ と を
意 味 す る 。 用 語 「 配 列 同 一 性 の パ ー セ ン テ ー ジ 」 は 、 比 較 ウ イ ン ド ウ 上 で ２ つ の 最 適 に 配
置 さ れ た 配 列 を 比 較 し て 、 同 一 の 核 酸 塩 基 （ 例 え ば 、 Ａ 、 Ｔ 、 Ｃ 、 Ｇ 、 Ｕ ま た は Ｉ ） の 数
が よ く 一 致 す る 位 置 を 得 る た め に 両 方 の 配 列 で 生 じ る 数 の 位 置 を 決 定 し 、 比 較 の ウ イ ン ド
ウ の 中 （ す な わ ち ウ ィ ン ド ウ の 大 き さ ） で 一 致 し た 位 置 の 数 を 、 位 置 の 総 数 で 割 り 、 そ し
て 得 ら れ た 結 果 に １ ０ ０ を 掛 け る こ と に よ っ て 配 列 同 一 性 の パ ー セ ン テ ー ジ を 得 る こ と で
、 計 算 さ れ る 。 本 明 細 書 中 に て 用 い ら れ る 用 語 「 実 質 的 な 同 一 性 」 は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
配 列 の 特 徴 を 意 味 し 、 少 な く と も ２ ０ 個 の ヌ ク レ オ チ ド 位 置 の 比 較 ウ イ ン ド ウ 上 で 、 し ば
し ば 少 な く と も ２ ０ ～ ５ ０ 個 の ヌ ク レ オ チ ド の ウ イ ン ド ウ 上 の 参 照 配 列 と 比 較 し て 、 ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド が 少 な く と も ７ ０ パ ー セ ン ト の 配 列 同 一 性 、 し ば し ば ８ ５ パ ー セ ン ト の 配 列
同 一 性 、 場 合 に よ り 少 な く と も ９ ０ ～ ９ ５ パ ー セ ン ト の 配 列 同 一 性 、 さ ら に 少 な く と も ９
９ ％ ま で の 配 列 同 一 性 を 有 す る 配 列 を 含 む が 、 配 列 同 一 性 の パ ー セ ン ト は 、 欠 失 ま た は 付
加 を 含 む こ と が あ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 参 照 配 列 を 比 較 す る こ と に よ っ て 、 比 較 ウ イ
ン ド ウ 上 の 参 照 配 列 の 合 計 が ２ ０ パ ー セ ン ト ま た は そ れ 以 下 と 計 算 さ れ る 。 参 照 配 列 は 、
よ り 大 き な 配 列 の 部 分 集 合 で あ っ て も よ い 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 こ れ ら の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 関 係 に 加 え て 、 本 発 明 の 組 換 え 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖
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Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス に よ り コ ー ド さ れ た タ ン パ ク 質 お よ び タ ン パ ク 質 領 域 も ま た 一 般 的 に 、 保
存 的 な 関 係 を 有 す る よ う に 、 す な わ ち 、 選 択 さ れ る 参 照 ポ リ ペ プ チ ド と 実 質 的 に 配 列 同 一
性 ま た は 配 列 類 似 性 を 有 す る よ う に 選 択 さ れ る 。 ポ リ ペ プ チ ド に 用 い ら れ る よ う に 、 用 語
「 配 列 同 一 性 」 は 、 ペ プ チ ド が 対 応 す る 位 置 で 同 一 の ア ミ ノ 酸 を 共 有 す る こ と を 意 味 す る
。 用 語 「 配 列 類 似 性 」 は 、 ペ プ チ ド が 対 応 す る 位 置 で 同 一 ま た は 類 似 の ア ミ ノ 酸 （ す な わ
ち 保 存 的 な 置 換 ） を 有 す る こ と を 意 味 す る 。 用 語 「 実 質 的 な 配 列 同 一 性 」 は 、 例 え ば デ フ
ォ ル ト 隙 間 重 み 付 け を 用 い た プ ロ グ ラ ム Ｇ Ａ Ｐ ま た は Ｂ Ｅ Ｓ Ｔ Ｆ Ｉ Ｔ に よ り 最 適 に 配 置 さ
れ た 場 合 、 ２ つ の ペ プ チ ド 配 列 が 、 少 な く と も ７ ０ パ ー セ ン ト の 配 列 同 一 性 、 し ば し ば ８
０ パ ー セ ン ト の 配 列 同 一 性 、 場 合 に よ っ て は 少 な く と も ９ ０ パ ー セ ン ト の 配 列 同 一 性 、 さ
ら に 少 な く と も ９ ５ パ ー セ ン ト ま で の 配 列 同 一 性 ま た は そ れ 以 上 （ 例 え ば ９ ９ パ ー セ ン ト
の 配 列 同 一 性 ） を 共 有 す る こ と を 意 味 す る 。 用 語 「 実 質 的 な 類 似 性 」 は 、 ２ つ の ペ プ チ ド
配 列 が 配 列 類 似 性 に 対 応 す る パ ー セ ン テ ー ジ を 共 有 す る こ と を 意 味 す る 。 し ば し ば 、 同 一
で な い 残 基 位 置 は 、 保 存 的 な ア ミ ノ 酸 置 換 に よ っ て 変 わ る 。 保 守 的 ア ミ ノ 酸 置 換 は 、 類 似
の 側 鎖 を 有 す る 残 基 と の 互 換 性 を 意 味 す る 。 例 え ば 、 脂 肪 族 側 鎖 を 有 す る ア ミ ノ 酸 の 群 に
は 、 グ リ シ ン 、 ア ラ ニ ン 、 バ リ ン 、 ロ イ シ ン お よ び イ ソ ロ イ シ ン が あ り ;脂 肪 族 水 酸 基 側
鎖 を 有 す る ア ミ ノ 酸 の 群 に は 、 セ リ ン お よ び ト レ オ ニ ン が あ り ;ア ミ ド 含 有 側 鎖 を 有 す る
ア ミ ノ 酸 の 群 に は 、 ア ス パ ラ ギ ン お よ び グ ル タ ミ ン が あ り ;芳 香 族 の 側 鎖 を 有 す る ア ミ ノ
酸 の 群 に は 、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 チ ロ シ ン お よ び ト リ プ ト フ ァ ン が あ り ;塩 基 性 側 鎖 を 有
す る ア ミ ノ 酸 の 群 に は 、 リ ジ ン 、 ア ル ギ ニ ン お よ び ヒ ス チ ジ ン が あ り ;硫 黄 含 有 側 鎖 を 有
す る ア ミ ノ 酸 の 群 に は 、 シ ス テ イ ン お よ び メ チ オ ニ ン が あ る 。 保 存 的 な ア ミ ノ 酸 置 換 基 群
に は 、 バ リ ン － ロ イ シ ン － イ ソ ロ イ シ ン 、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン － チ ロ シ ン 、 リ ジ ン － ア ル ギ
ニ ン 、 ア ラ ニ ン － バ リ ン お よ び ア ス パ ラ ギ ン － グ ル タ ミ ン が あ る 。 本 明 細 書 中 に て 用 い る
２ ０ 個 の 天 然 ア ミ ノ 酸 の 省 略 形 は 、 従 来 の 使 用 法 に 従 っ て い る (出 展 明 示 に よ り 本 発 明 の
一 部 と す る 、 、 第 二 版 、 E.S. Golub & D.R. Gren著 、 Sinauer 
Associates、 Sunderland、 MA、 1991)。 ２ ０ 個 の 従 来 型 ア ミ ノ 酸 の 立 体 異 性 体 （ 例 え ば Ｄ
－ ア ミ ノ 酸 ） 、 異 常 な ア ミ ノ 酸 、 例 え ば α － α 二 置 換 ア ミ ノ 酸 、 Ｎ － ア ル キ ル ア ミ ノ 酸 、
乳 酸 お よ び 他 の 非 従 来 型 ア ミ ノ 酸 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 好 適 な 構 成 要 素 で も あ っ て
も よ い 。 非 従 来 型 ア ミ ノ 酸 の 例 と し て 、 ４ － ヒ ド ロ キ シ プ ロ リ ン 、 γ － カ ル ボ キ シ グ ル タ
メ ー ト 、 ε － Ｎ ， Ｎ ， Ｎ ， － ト リ メ チ ル リ ジ ン 、 ε － Ｎ － ア セ チ ル リ ジ ン 、 Ｏ － ホ ス ホ セ
リ ン 、 Ｎ － ア セ チ ル セ リ ン 、 Ｎ － ホ ル ミ ル メ チ オ ニ ン 、 ３ － メ チ ル ヒ ス チ ジ ン 、 ５ － ヒ ド
ロ キ シ リ ジ ン 、 ω － Ｎ － メ チ ル ア ル ギ ニ ン お よ び 他 の 類 似 の ア ミ ノ 酸 お よ び イ ミ ノ 酸 （ 例
え ば 、 ４ － ヒ ド ロ キ シ プ ロ リ ン ） が 挙 げ ら れ る 。 さ ら に 、 ア ミ ノ 酸 は グ リ コ シ ル 化 、 リ ン
酸 化 ま た は そ の 他 に よ っ て 修 飾 さ れ て い て も よ い 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 本 発 明 に 従 っ て 候 補 ウ イ ル ス を 選 択 す る た め に 、 生 存 能 力 、 弱 毒 性 お よ び 免 疫 原 性 の 基
準 は 、 周 知 の 方 法 に よ り 決 定 さ れ る 。 本 発 明 の 免 疫 原 性 組 成 物 で 最 も 所 望 さ れ る ウ イ ル ス
は 、 生 存 能 力 を 維 持 し 、 安 定 し た 弱 毒 性 表 現 型 を 有 し 、 免 疫 さ れ た 宿 主 （ た と え 低 い レ ベ
ル で あ っ て も ） で 複 製 を 示 し 、 望 ま し い 免 疫 応 答 を 誘 発 す る の に 十 分 な 免 疫 応 答 の 産 物 を
受 容 者 に 誘 導 し な け れ ば な ら な い 。 本 発 明 の 組 換 え 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス
は 、 生 育 可 能 で 適 切 に 弱 毒 化 さ れ て い る だ け で な く 、 イ ン ビ ボ で 遺 伝 学 的 に よ り 安 定 で －
免 疫 応 答 を 刺 激 す る 能 力 を 持 続 し 、 幾 つ か の 例 で は 多 重 修 飾 に よ り 誘 発 さ れ る 免 疫 応 答 を
拡 大 さ せ る 、 例 え ば 異 な っ た ウ イ ル ス 株 ま た は サ ブ グ ル ー プ に 対 す る 免 疫 応 答 を 誘 導 す る
、 ま た は 異 な っ た 免 疫 学 的 基 礎 、 例 え ば 、 分 泌 腺 対 血 清 免 疫 グ ロ ブ リ ン 、 細 胞 媒 介 性 免 疫
お よ び 類 似 物 に よ り 媒 介 さ れ る 応 答 を 刺 激 す る 。
【 ０ １ ６ １ 】
　 本 発 明 の 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス は 、 十 分 な 弱 毒 、 表 現 型 の 復 帰 突 然 変 異
に 対 す る 抵 抗 性 、 お よ び 免 疫 原 性 を 確 認 す る た め に 、 周 知 で か つ 一 般 に 受 け 入 れ ら れ て い
る 種 々 の イ ン ビ ボ お よ び イ ン ビ ト ロ モ デ ル で 試 験 す る こ と が で き る 。 イ ン ビ ト ロ ア ッ セ イ
で は 、 修 飾 さ れ た ウ イ ル ス （ 例 え ば 、 複 合 的 に 弱 毒 化 さ れ た 、 生 物 学 的 に 派 生 し た も し く
は 組 換 え ウ イ ル ス ） が 、 例 え ば 、 ウ イ ル ス 複 製 の 温 度 感 度 （ す な わ ち ts表 現 型 ） に つ い て

10

20

30

40

50

(68) JP 2007-500017 A 2007.1.11

Immunology - A Synthesis



、 お よ び 小 さ な プ ラ ー ク に つ い て 、 ま た は 他 の 望 ま し い 表 現 型 に つ い て 試 験 さ れ る 。 修 飾
さ れ た ウ イ ル ス は 、 ウ イ ル ス 感 染 の 動 物 モ デ ル で さ ら に 試 験 さ れ る 。 免 疫 原 性 組 成 物 お よ
び 方 法 に 使 用 す る た め の ウ イ ル ス 候 補 体 の 弱 毒 性 お よ び 免 疫 原 性 活 性 を 評 価 す る の に 有 用
な 齧 歯 類 お よ び ヒ ト 以 外 の 霊 長 類 モ デ ル を 含 む 様 々 な 動 物 モ デ ル が 、 本 明 細 書 の 一 部 と し
た 様 々 な 引 用 例 に 記 載 さ れ 概 説 さ れ て い る 。 そ の よ う な モ デ ル は 当 分 野 で 広 く 受 け 入 れ ら
れ て お り 、 そ れ ら か ら 得 ら れ た デ ー タ は 、 ヒ ト に お け る 本 発 明 の 被 検 ウ イ ル ス の 感 染 性 、
弱 毒 性 お よ び 免 疫 原 性 と 相 関 が あ る 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 前 記 記 載 に 従 っ て 、 本 発 明 は ま た 、 免 疫 原 性 組 成 物 に 使 用 す る た め の 単 離 さ れ た 、 感 染
性 組 換 え 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス を 提 供 す る 。 免 疫 原 性 組 成 物 の 構 成 要 素 で
あ る 弱 毒 化 ウ イ ル ス は 、 単 離 さ れ 一 般 的 に 精 製 さ れ て い る 。 「 単 離 さ れ た 」 に よ り 、 例 え
ば 感 染 し た 個 人 の 鼻 咽 頭 な ど の 、 野 生 型 の 自 然 環 境 以 外 に あ る 組 換 え 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ
鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス に 言 及 す る こ と を 意 味 す る 。 よ り 一 般 に は 、 「 単 離 さ れ た 」 は 、 制 御 さ
れ た 設 定 に て 増 殖 お よ び 特 徴 づ け さ れ る 、 細 胞 培 養 ま た は 他 の 人 工 培 地 中 の 構 成 要 素 と し
て の 弱 毒 化 ウ イ ル ス が 含 ま れ る こ と を 意 味 す る 。 例 え ば 、 本 発 明 の 弱 毒 化 非 分 節 型 ネ ガ テ
ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス は 、 感 染 さ れ た 細 胞 培 養 に よ り 生 成 さ れ 、 細 胞 培 養 物 か ら 分 離 さ れ
て 安 定 剤 が 加 え ら れ て も よ い 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 免 疫 原 性 組 成 物 に 使 用 す る 場 合 、 本 発 明 に 従 っ て 生 成 さ れ た 組 換 え 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ
鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス は 、 直 接 製 剤 化 に 用 い る こ と も で き る し 、 所 望 に よ り 、 当 業 者 で あ れ ば
周 知 の 凍 結 乾 燥 プ ロ ト コ ル を 用 い て 凍 結 乾 燥 し て も よ い 。 凍 結 乾 燥 さ れ た ウ イ ル ス は 、 一
般 的 に 約 ４ ℃ で 維 持 さ れ る 。 使 用 す る 際 に 、 凍 結 乾 燥 さ れ た ウ イ ル ス は 、 以 下 に さ ら に 記
載 す る よ う に 、 補 助 剤 を 含 む も し く は 含 ま な い 、 安 定 化 溶 液 、 例 え ば 食 塩 水 ま た は Ｓ Ｐ Ｇ
、 Ｍ ｇ ＋ ＋ お よ び Ｈ Ｅ Ｐ Ｅ Ｓ 含 有 食 塩 水 中 に 再 構 成 さ れ る 。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 本 発 明 の 免 疫 原 性 組 成 物 は 、 活 性 成 分 と し て 、 本 明 細 書 に 記 載 の よ う に 生 成 さ れ た 組 換
え 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス の 免 疫 減 的 有 効 量 を 含 む 。 修 飾 さ れ た ウ イ ル ス は
、 生 理 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 お よ び ／ ま た は 補 助 剤 と 一 緒 に 宿 主 に 導 入 さ れ て も よ い 。 有
用 な 担 体 は 当 分 野 に て 周 知 で あ り 、 例 え ば 、 水 、 緩 衝 水 、 ０ ． ４ ％ 食 塩 水 、 ０ ． ３ ％ グ リ
シ ン 、 ヒ ア ル ロ ン 酸 な ど が 挙 げ ら れ る 。 結 果 と し て 得 ら れ た 水 性 溶 液 は 、 使 用 の た め に 包
装 し て も 、 あ る い は 、 前 記 の よ う に 凍 結 乾 燥 さ れ て 、 投 与 前 に 滅 菌 水 と 組 み 合 わ さ れ る 凍
結 乾 燥 標 品 と さ れ て も よ い 。 組 成 物 は 、 生 理 学 的 条 件 に 近 づ け る た め に 要 求 さ れ る 医 薬 上
許 容 さ れ る 補 助 物 質 、 例 え ば ｐ Ｈ 調 整 剤 お よ び 緩 衝 剤 、 張 性 調 整 剤 、 潤 滑 剤 な ど （ 例 え ば
酢 酸 ナ ト リ ウ ム 、 乳 酸 ナ ト リ ウ ム 、 塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 塩 化 カ リ ウ ム 、 塩 化 カ ル シ ウ ム 、 ソ
ル ビ タ ン モ ノ ラ ウ レ ー ト （ sorbitan monolaurate） 、 オ レ イ ン 酸 ト リ エ タ ノ ー ル ア ミ ン な
ど ） を 含 ん で い て も よ い 。 許 容 さ れ る 補 助 剤 に は 、 当 分 野 に て 他 に 周 知 の 多 く の 好 適 な 補
助 剤 中 で と り わ け 、 不 完 全 な フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト 、 Ｍ Ｐ Ｌ （ 登 録 商 標 ） （ ３ － Ｏ － 脱
ア シ ル 化 さ れ た モ ノ ホ ス ホ リ ル 脂 質 Ａ ； Corixa、 ハ ミ ル ト ン 、 モ ン タ ナ 州 ） 、 お よ び Ｉ Ｌ
－ １ ２ (ジ ェ ネ テ ィ ッ ク ス ・ イ ン ス テ ィ チ ュ ー ト （ Genetics Institute） 、 ケ ン ブ リ ッ ジ
、 マ サ チ ュ ー セ ッ ツ 州 )が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 の よ う に 、 組 換 え 非 分 節 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス 組 成 物 を 用 い て 免
疫 感 作 し た 場 合 （ 例 え ば 、 エ ア ロ ゾ ル 、 液 滴 、 口 、 局 所 的 、 筋 肉 内 、 鼻 腔 内 、 肺 、 皮 下 、
静 脈 内 ま た は そ の 他 の 経 路 を 介 し て ） 、 宿 主 の 免 疫 系 は 、 被 検 ウ イ ル ス お よ び ウ イ ル ス ベ
ク タ ー 構 築 物 の 免 疫 原 タ ン パ ク 質 に 特 異 的 な 抗 体 を 産 生 す る こ と に よ り 免 疫 原 性 組 成 物 に
応 答 す る 。 本 明 細 書 に 記 載 の よ う に 生 成 さ れ た 組 換 え 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル
ス の 免 疫 原 性 的 有 効 量 を 用 い た 免 疫 感 作 の 結 果 と し て 、 宿 主 は 標 的 ウ イ ル ス に よ る 感 染 に
対 し て 部 分 的 ま た は 完 全 に 免 疫 性 を 持 つ よ う に な る か 、 あ る い は 中 程 度 の 感 染 も し く は そ
れ か ら の 重 篤 な 感 染 に 進 行 す る こ と に 対 し て 抵 抗 性 を 示 す 。
【 ０ １ ６ ６ 】
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　 免 疫 原 性 組 成 物 を 投 与 さ れ る 宿 主 は 、 被 検 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス （ ま た
は キ メ ラ ベ ク タ ー 構 築 物 の 場 合 は 供 与 ウ イ ル ス ） に よ っ て 感 染 さ れ や す い い ず れ の 哺 乳 動
物 で あ っ て も よ い し 、 ま た 、 そ の 宿 主 が 、 免 疫 ウ イ ル ス の 抗 原 に 対 し て 免 疫 応 答 を 引 き 起
こ す こ と が で き る 哺 乳 動 物 で あ っ て も よ い 。 従 っ て 、 本 発 明 は 多 様 な ヒ ト お よ び 獣 医 学 的
使 用 の た め の 免 疫 原 性 組 成 物 を 作 製 す る た め の 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ６ ７ 】
　 本 発 明 の 組 み え 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス を 含 む 組 成 物 を 、 被 検 ウ イ ル ス （
ま た は 供 与 ウ イ ル ス ） に よ り 感 染 さ れ や す い か あ る い は 感 染 の 危 険 の あ る 宿 主 に 、 宿 主 自
体 の 免 疫 応 答 能 力 を 高 め る た め に 投 与 す る 。 そ の 量 は 、 「 免 疫 学 的 に 有 効 な 用 量 」 と し て
定 義 さ れ る 。 こ の 使 用 に お い て 、 有 効 量 の 範 囲 内 で 投 与 さ れ る 組 換 え ウ イ ル ス の 正 確 な 量
は 、 宿 主 の 健 康 状 態 お よ び 体 重 、 投 与 方 法 、 製 剤 の 特 性 な ど に 依 存 す る が 、 通 常 は 宿 主 あ
た り ウ イ ル ス が 約 １ ０ ３ ～ 約 １ ０ ７ プ ラ ー ク 形 成 単 位 （ Ｐ Ｆ Ｕ ） の 範 囲 か そ れ 以 上 、 よ り
一 般 的 に は 宿 主 あ た り 約 １ ０ ４ ～ １ ０ ６ Ｐ Ｆ Ｕ ウ イ ル ス で あ る 。 い ず れ に し て も 、 製 剤 は
対 象 病 原 体 （ 群 ） に 対 す る 宿 主 受 動 者 に て 検 出 可 能 な 免 疫 応 答 を 誘 発 す の に 十 分 な 本 発 明
の 修 飾 さ れ た ウ イ ル ス の 量 を 提 供 す べ き で あ り 、 例 え ば 、 方 法 の な か で も と り わ け 、 赤 血
球 凝 集 阻 止 、 補 体 結 合 、 酵 素 結 合 抗 体 免 疫 吸 着 ア ッ セ イ に よ り 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ ８ 】
　 本 発 明 に 従 っ て 生 成 さ れ た 組 換 え 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス が 、 多 重 ウ イ ル
ス 血 清 型 ま た は 株 に 対 す る 望 ま し い 免 疫 応 答 を 誘 発 す る よ う に 、 他 の 血 清 型 ま た は 株 の ウ
イ ル ス と 組 み 合 わ せ て も よ い 。 あ る い は 、 多 重 ウ イ ル ス 血 清 型 ま た は 株 に 対 す る 免 疫 応 答
は 、 本 明 細 書 に 記 載 の よ う に 、 １ 個 の ウ イ ル ス 中 に 設 計 さ れ た 多 重 の 血 清 型 ま た は 株 の 防
御 エ ピ ト ー プ を 組 み 合 わ せ る こ と に よ っ て 達 成 す る こ と が で き る 。 一 般 に 異 な る ウ イ ル ス
を 投 与 す る 場 合 、 そ れ ら は 混 合 物 中 に ま と め て 同 時 に 投 与 さ れ る が 、 そ れ ら を 別 々 に 投 与
し て も よ い 。 １ つ の 株 を 用 い た 免 疫 感 作 に よ り 、 同 じ も し く は 異 な る 血 清 型 の 種 々 の 株 に
対 す る 免 疫 を 与 え る こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ ９ 】
　 新 生 児 と 幼 児 で は 、 多 重 投 与 が 十 分 な レ ベ ル の 免 疫 を 誘 発 す る た め に 要 求 さ れ で あ ろ う
。 投 与 は 、 生 後 １ カ 月 以 内 で 開 始 し す る こ と が で き 、 天 然 の （ 野 生 型 ） ウ イ ル ス の 感 染 に
対 す る 免 疫 応 答 を 維 持 す る た め に 、 必 要 に 応 じ て 、 幼 児 期 を 通 じ て 例 え ば ２ ヵ 月 、 ６ ヵ 月
、 １ 年 お よ び ２ 年 の 間 隔 で 行 う こ と が で き る 。 同 様 に 、 特 に 度 重 な る ま た は 十 度 の 感 染 症
に か か り や す い 成 人 、 例 え ば 医 療 従 事 者 、 デ イ ケ ア ー 労 働 者 、 幼 児 の 家 族 、 年 輩 者 、 危 険
な 状 態 の 心 肺 機 能 の 個 人 は 、 免 疫 応 答 を 確 立 す る た め 、 お よ び ／ ま た は 維 持 す る た め に 多
重 免 疫 化 感 作 を 必 要 と し 得 る 。 誘 発 さ れ た 免 疫 レ ベ ル は 、 中 和 分 泌 抗 体 お よ び 中 和 血 清 抗
体 の 量 を 測 定 す る こ と に よ っ て モ ニ タ ー す る こ と が で き 、 投 与 量 は 所 望 の 免 疫 応 答 レ ベ ル
を 維 持 す る た め に 必 要 と さ れ る よ う に 調 整 し 、 ま た は 免 疫 感 作 を 繰 り 返 す 。 さ ら に 、 異 な
る 候 補 ウ イ ル ス を 、 異 な る 受 容 群 に 投 与 す る た め に 示 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ７ ０ 】
　 本 発 明 の さ ら に 別 の 態 様 に お い て 、 組 換 え 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス は 、 例
え ば 気 道 の 一 過 性 の 遺 伝 子 治 療 の た め の ベ ク タ ー と し て 使 用 さ れ る 。 こ の 実 施 形 態 に よ る
と 、 組 換 え ウ イ ル ス ゲ ノ ム ま た は ア ン チ ゲ ノ ム は 、 目 的 の 遺 伝 子 産 物 を エ ン コ ー ド す る こ
と が で き る 配 列 を 組 み 込 ん で い る 。 目 的 の 遺 伝 子 産 物 を 、 ウ イ ル ス 発 現 を 制 御 す る プ ロ モ
ー タ ー と 同 じ も し く は 異 な る プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 に 置 く 。 目 的 の 遺 伝 子 産 物 を エ ン コ ー
ド す る 配 列 を 含 む 感 染 性 の 組 換 え ウ イ ル ス は 、 前 記 し た よ う に １ つ ま た は そ れ 以 上 の 投 与
経 路 で 投 与 さ れ る 。 ウ イ ル ス は 、 望 ま し い 遺 伝 子 産 物 の 治 療 的 ま た は 予 防 レ ベ ル の 発 現 と
な る の に 十 分 な 量 で 投 与 さ れ る 。 こ の 方 法 の 範 囲 内 で 組 換 え ウ イ ル ス に 組 み 込 ま れ 、 投 与
さ れ 得 る 代 表 的 な 遺 伝 子 産 物 は 、 一 過 性 の 発 現 に 典 型 的 に 適 し て お り 、 例 え ば 、 イ ン タ ー
ロ イ キ ン － ２ 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン － ４ 、 ガ ン マ -イ ン タ ー フ ェ ロ ン 、 Ｇ Ｍ － Ｃ Ｓ Ｆ 、 Ｇ －
Ｃ Ｓ Ｆ 、 エ リ ト ロ ポ イ エ チ ン お よ び 他 の サ イ ト カ イ ン 、 グ ル コ セ レ ブ ロ シ ダ ー ゼ 、 フ ェ ニ
ル ア ラ ニ ン ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ 、 嚢 胞 性 線 維 症 膜 コ ン ダ ク タ ン ス 制 御 因 子 （ Ｃ Ｆ Ｔ Ｒ ） 、 ヒ
ポ キ サ ン チ ン － グ ア ニ ン ・ ホ ス ホ リ ボ シ ル 転 移 酵 素 、 細 胞 障 害 抗 体 、 腫 瘍 サ プ レ ッ サ ー 遺
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伝 子 、 ア ン チ セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ な ら び に 他 の 候 補 抗 原 が あ る 。
【 ０ １ ７ １ 】
　 以 下 の 実 施 例 は 、 限 定 す る も の で は な い が 、 例 示 す る 様 式 に よ り 提 供 さ れ る 。
【 ０ １ ７ ２ 】
　 本 明 細 書 中 に 引 用 さ れ る 全 て の 特 許 文 献 お よ び 刊 行 物 は 、 出 典 明 示 に よ り 本 明 細 書 の 一
部 と す る 。
【 ０ １ ７ ３ 】

　
　 以 下 の 溶 液 は 宿 主 細 胞 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に 一 般 的 に 有 用 で あ る ：
　 ２ ８ ０ ｍ Ｍ  Ｎ ａ Ｃ ｌ ［ １ ６ ． ４ ｇ  Ｎ ａ Ｃ ｌ （ ま た は ５ ６ ｍ ｌ  ５ Ｍ  Ｎ ａ Ｃ ｌ ） ］ 、 ５
０ ｍ Ｍ  Ｂ Ｅ Ｓ ［ １ ０ ． ７ ｇ  Ｂ Ｅ Ｓ （ 酸 性 型 不 含 )]、 お よ び １ ． ５ ｍ Ｍ  リ ン 酸 ナ ト リ ウ
ム ［ ０ ． ２ １ ｇ  Ｎ ａ ２ Ｈ Ｐ Ｏ ４ ］ の ２ Ｘ Ｂ Ｂ Ｓ （ Ｌ に つ き ） 溶 液 （ ２ Ｘ Ｂ Ｅ Ｓ － 緩 衝 食
塩 水 ） 。 Ｂ Ｂ Ｓ 溶 液 は Ｎ ａ Ｏ Ｈ を 用 い て ｐ Ｈ ６ ． ９ ５ ～ ６ ． ９ ８ に 調 整 さ れ る 。 次 い で 、
こ の 溶 液 は 濾 過 滅 菌 し て 凍 結 保 存 さ れ る 。
【 ０ １ ７ ４ 】
　 総 容 量 １ ０ ０ ｍ ｌ に つ き ３ ６ ． ８ ｇ の ２ ． ５ Ｍ  Ｃ ａ Ｃ ｌ ２ 溶 液 を 調 製 し ２ ０ ℃ で 保 存
す る 。 こ の 溶 液 を ニ ト ロ セ ル ロ ー ス を 用 い て 濾 過 滅 菌 す る 。 ア セ チ ル セ ル ロ ー ス 濾 過 器 は
詰 ま り の 原 因 と な る た め 避 け る 。 あ る い は 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 溶 液 は 滅 菌 の た め に オ
ー ト ク レ ー ブ さ れ る 。 し か し な が ら 、 ２ Ｘ Ｂ Ｂ Ｓ 溶 液 は オ ー ト ク レ ー ブ に よ っ て わ ず か に
変 化 す る 可 能 性 が あ る た め 、 後 者 は 望 ま し く な い で あ ろ う 。
【 ０ １ ７ ５ 】
　 以 下 の 溶 液 は 培 地 と し て 一 般 に 有 用 で あ る ：
　 １ ０ ％  熱 失 活 お よ び 承 認 さ れ た Ｆ Ｂ Ｓ 、 お よ び １ ０ － ２ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ （ 場 合 に よ っ て
５ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ ま で で あ る ） ゲ ン タ マ イ シ ン を 補 充 し た Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ （ グ ル タ ミ ン 含 有 高 グ ル
コ ー ス ； ギ ブ コ （ Gibco） ／ Ｂ Ｒ Ｌ 、 ［ グ ラ ン ド ア イ ス ラ ン ド （ Grand Island） 、 ニ ュ ー
ヨ ー ク ］ ） の Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ ＋ Ｆ Ｂ Ｓ 溶 液 。
【 ０ １ ７ ６ 】
　 Ｍ Ｅ Ｍ （ グ ル タ ミ ン グ ル タ ミ ン 、 非 必 須 ア ミ ノ 酸 、 １ ０ ％ 熱 失 活 お よ び 承 認 さ れ た Ｆ Ｂ
Ｓ 、 お よ び １ ０ － ２ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ （ 場 合 に よ っ て ５ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ ま で で あ る ） ２ ０ － ２ ５
ｍ Ｍ  ヘ ペ ス （ Hepes） 緩 衝 液 ； ギ ブ コ ／ Ｂ Ｒ Ｌ )（ グ ラ ン ド ア イ ス ラ ン ド 、 ニ ュ ー ヨ ー ク
） お よ び 場 合 に よ っ て １ Ｘ フ ン ギ ソ ン を 補 充 し た )の Ｍ Ｅ Ｍ ＋ Ｆ Ｂ Ｓ 溶 液 。
【 ０ １ ７ ７ 】
　 ヘ ペ ス － 緩 衝 食 塩 洗 浄 溶 液 、 ２ ０ ｍ Ｍ ヘ ペ ス 、 ｐ Ｈ ７ ． ０ 、 １ ５ ０ ｍ Ｍ  Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 １
ｍ Ｍ  Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ の Ｈ Ｂ Ｓ 溶 液 。
【 ０ １ ７ ８ 】
　
　 一 般 に 有 用 な 宿 主 細 胞 は 、 異 型 （ split） の Ｖ ｅ ｒ ｏ 細 胞 か ら 選 択 さ れ 、 次 の 日 に （ ６
ウ ェ ル プ レ ー ト ま た は １ ２ ． ５ ｃ ｍ ２ フ ラ ス コ ） お よ そ ５ ０ ％ の 密 集 度 ［ Ｒ Ｓ Ｖ に 関 し て
８ ０ － ９ ０ ％ ］ と な る よ う 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 前 の 日 に Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ ＋ Ｆ Ｂ Ｓ 中 に ま く
。 高 細 胞 密 度 で は 効 率 が 悪 く な る 。 次 の 日 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 前 に 、 そ れ ぞ れ の 培
養 物 に ４ ． ５ ｍ ｌ の Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ ＋ Ｆ Ｂ Ｓ を 用 い て 栄 養 を 供 給 す る 。 次 い で 、 細 胞 を ３ ％ Ｃ Ｏ

２ お よ び ３ ２ ℃ に 設 定 さ れ た Ｃ Ｏ ２ イ ン キ ュ ベ ー タ ー に 移 す 。 Ｖ ｅ ｒ ｏ 細 胞 は 、 ト ラ ン ス
フ ェ ク シ ョ ン の 際 に お よ そ ５ ０ ％ の 密 集 度 に な る ま で 一 晩 以 上 生 育 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ７ ９ 】
　 Ｃ ａ Ｃ ｌ ２ ／ リ ン 酸 沈 殿 物 を 以 下 の よ う に 得 る ： Ｂ Ｂ Ｓ お よ び Ｃ ａ Ｃ ｌ ２ を 、 始 め る 前
に 室 温 に て 維 持 し た 。 Ｄ Ｎ Ａ 混 合 物 を 、 総 容 量 ２ ５ ０ μ ｌ で 総 量 プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ ２ － ２
０ μ ｇ 、 お よ び ２ ５ μ ｌ  Ｃ ａ Ｃ ｌ ２ を 含 む ５ ｍ ｌ の ポ リ プ ロ ピ レ ン チ ュ ー ブ に て 調 製 す
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実 施 例 Ｉ
Ｖ ｅ ｒ ｏ 細 胞 か ら 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス を レ ス キ ュ ー す る た め の 一 般 的 な
リ ン 酸 カ ル シ ウ ム ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 法 の プ ロ ト コ ル

溶 液

方 法



る 。 全 長 レ ス キ ュ ー の た め の Ｄ Ｎ Ａ は 、 選 択 さ れ た 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス
の ５ μ ｇ の 全 長 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 構 築 物 、 ４ ０ ０ ｎ ｇ  Ｎ タ ン パ ク 質 、 ３ ０ ０ ｎ ｇ  Ｐ タ ン パ ク 質 、
１ ０ ０ － ２ ０ ０ ｎ ｇ  Ｌ タ ン パ ク 質 、 ２ ０ ０ ｎ ｇ  Ｍ ２ （ Ｒ Ｓ Ｖ の 場 合 の み ） タ ン パ ク 質 、
お よ び ５ － １ ０ μ ｇ  ｐ Ｃ ｌ － Ｎ ｅ ｏ － Ｂ ｃ ｌ － Ｔ ７ プ ラ ス ミ ド （ 配 列 番 号 ： １ ； 図 ２ ）
を 含 む 。 Ｖ ｅ ｒ ｏ 細 胞 に お け る レ ス キ ュ ー の 効 率 は 低 い た め 、 レ ス キ ュ ー さ れ る 全 長 構 築
物 に つ き 、 ３ － ６ ウ ェ ル を ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る 。
【 ０ １ ８ ０ 】
　 Ｄ Ｎ Ａ ／ Ｃ ａ Ｃ ｌ ２ 溶 液 を 調 製 し た 後 、 ２ Ｘ Ｂ Ｂ Ｓ を 加 え る 。 こ れ は 、 通 常 、 連 続 し て
低 速 の ボ ル テ ッ ク ス を 行 っ て チ ュ ー ブ を 穏 や か に 攪 拌 し な が ら 、 チ ュ ー ブ の 側 面 に ２ ５ ０
μ ｌ の ２ Ｘ Ｂ Ｂ Ｓ を 滴 下 す る こ と に よ っ て 行 わ れ る 。 こ れ は 、 全 て の チ ュ ー ブ に つ い て 繰
り 返 さ れ 、 そ れ ら を Ｄ Ｎ Ａ － リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 沈 殿 物 を 形 成 さ せ る た め に さ ら に １ ５ － ２
０ 分 間 室 温 で 放 置 す る 。 室 温 で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 後 、 そ の 沈 殿 物 を 細 胞 培 地 に 滴 下
し て 加 え 、 そ の プ レ ー ト を 揺 さ ぶ っ て 均 等 に 分 配 す る 。 次 い で 培 地 を ３ ％ Ｃ Ｏ ２ に 設 定 し
た イ ン キ ュ ベ ー タ ー 中 で ３ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 Ｃ Ｏ ２ レ ベ ル ３ ％ は Ｂ Ｂ Ｓ ／ Ｃ ａ Ｃ
ｌ ２ ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 技 術 に は 重 要 で あ る 、 と い う の は 、 ５ ％ Ｃ Ｏ ２ で は ほ と ん ど 作
用 し な い か 、 場 合 に よ っ て は 全 く 作 用 し な い か ら で あ る 。 ３ ％ Ｃ Ｏ ２ は 培 地 の ｐ Ｈ を 制 御
し 、 培 地 中 で 効 率 的 な リ ン 酸 カ ル シ ウ ム Ｄ Ｎ Ａ 沈 殿 物 形 成 が 可 能 と な る 。
【 ０ １ ８ １ 】
　 熱 シ ョ ッ ク 手 法 は 場 合 に よ り 、 例 え ば ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 開 始 後 ３ 時 間 の 時 点 で 実 施
さ れ る 。 細 胞 を ４ ４ ℃ に 設 定 さ れ た 水 槽 に 移 す 。 細 胞 を プ ラ ス チ ッ ク 保 存 袋 に 入 れ て 密 封
し 、 培 養 物 を 水 に 浸 せ る よ う に し た 。 ４ ４ ℃ で ３ 時 間 経 過 し た 後 、 細 胞 を ３ ％ Ｃ Ｏ ２ に 設
定 さ れ た ３ ２ ℃ の イ ン キ ュ ベ ー タ ー に 戻 し 、 一 晩 中 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る 。
【 ０ １ ８ ２ 】
　 次 の 日 に 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 培 地 を 取 り 除 き 、 細 胞 を Ｈ Ｂ Ｓ で ２ 回 洗 浄 す る 。 洗 浄
後 、 ２ ｍ ｌ の 新 鮮 な Ｄ Ｍ Ｅ Ｄ ＋ Ｆ Ｂ Ｓ を 加 え る 。 Ｐ Ｂ Ｓ お よ び ハ ン ク （ Hank’ s） 緩 衝 液
は 、 お そ ら く こ れ ら の 緩 衝 溶 液 中 の リ ン 酸 が ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 培 地 中 か ら よ り Ｃ ａ Ｃ
ｌ ２ を 沈 殿 さ せ る た め 、 洗 浄 工 程 に は 向 い て い な い 。
【 ０ １ ８ ３ 】
　 次 い で 、 共 培 養 手 法 を 場 合 に よ り 行 う 。 ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 を ト ラ ン ス フ ェ ク
シ ョ ン 後 ４ ８ － ７ ２ 時 間 で 培 地 中 に 掻 き 集 め 、 そ の 細 胞 入 り の 培 地 を ５ ０ ％ 密 集 度 の 単 層
Ｖ ｅ ｒ ｏ 細 胞 を 含 む Ｔ ２ ５ フ ラ ス コ に 移 す 。 こ の 共 培 養 を 始 め て ６ 時 間 で 、 培 地 を ４ ｍ ｌ
の Ｍ Ｅ Ｍ ＋ Ｆ Ｂ Ｓ に 替 え る 。 次 い で 、 そ の 培 養 物 を ５ 日 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 こ の イ ン
キ ュ ベ ー シ ョ ン 期 間 中 に 培 地 が 枯 渇 す る と 、 ２ ｍ ｌ の 培 地 を 取 り 出 し 、 新 鮮 な Ｍ Ｅ Ｍ ＋ Ｆ
Ｂ Ｓ と 交 換 す る 。 レ ス キ ュ ー 中 に 形 成 さ れ 、 培 地 中 に 存 在 し 得 る 少 量 の ウ イ ル ス を 維 持 す
る た め に 、 全 て の 培 地 を 交 換 す る こ と は 推 奨 し な い 。 こ の 共 培 養 段 階 中 に Ｃ Ｐ Ｅ が 明 白 と
な る こ と が あ る が 通 常 は な い 。 Ｃ Ｐ Ｅ が 明 白 で な い 場 合 、 レ ス キ ュ ー を 継 続 す る こ と が で
き る 。
【 ０ １ ８ ４ 】
　 共 培 養 を 開 始 し て か ら ５ 日 後 に 、 細 胞 を 集 め る 。 ま ず 、 ０ ． ５ ｍ ｌ の ２ ． １ ８ Ｍ シ ュ ー
ク ロ ー ス 、 ３ ７ ． ６ ｍ Ｍ  Ｋ Ｈ ２ Ｐ Ｏ ４ 、 ７ １ ． ０ ｍ Ｍ  Ｋ ２ Ｈ Ｐ Ｏ ４ 、 ４ ９ ． ０ ｍ Ｍ 　 グ
ル タ ミ ン 酸 ナ ト リ ウ ム を 培 地 中 に 加 え 、 フ ラ ス コ を 揺 す っ て 攪 拌 す る 。 次 い で 、 細 胞 を 培
地 中 に 細 か く し 、 ぴ ペ ッ テ ィ ン グ に よ り 吸 い 上 げ 吐 き 出 し て 攪 拌 し 、 次 い で 輸 送 用 に 一 部
を 冷 凍 用 チ ュ ー ブ 中 に 入 れ て ド ラ イ ア イ ス ／ エ タ ノ ー ル 槽 中 で 急 速 凍 結 し て 、 － ８ ０ ℃ で
保 存 す る 。
【 ０ １ ８ ５ 】

　 以 下 の 別 の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 手 法 で は 、 出 所 明 示 に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と さ れ る Ch
enお よ び Okayama、 Mol. Cell. Biol. 7:2745-2752、 1987に 記 載 の 方 法 に 基 づ く リ ン 酸 カ
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実 施 例 Ｉ Ｉ
パ ラ ミ ク ソ ウ イ ル ス の レ ス キ ュ ー の た め の 一 般 的 な リ ン 酸 カ ル シ ウ ム ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ
ン 法 プ ロ ト コ ル



ル シ ウ ム ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン プ ロ ト コ ル を 用 い る 。
【 ０ １ ８ ６ 】

：
　 １ ． ウ イ ル ス ゲ ノ ム の ポ ジ テ ィ ブ セ ン ス 鎖 の ５ ’ 端 と 結 合 し て い る Ｔ ７ プ ロ モ ー タ ー と
そ の ３ ’ 端 と 結 合 し て い る リ ボ ザ イ ム を 含 む 、 全 長 の ウ イ ル ス ゲ ノ ム ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン 。
　 ２ ． ヌ ク レ オ キ ャ プ シ ド タ ン パ ク 質 （ Ｎ ま た は Ｎ Ｐ ） 、 リ ン タ ン パ ク の タ ン パ ク 質 （ Ｐ
） 、 お よ び ポ リ メ ラ ー ゼ タ ン パ ク 質 （ Ｌ ） を エ ン コ ー ド し 、 Ｔ ７  Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ プ
ロ モ ー タ ー に よ り 制 御 さ れ る 、 タ ン パ ク 質 発 現 プ ラ ス ミ ド 。
　 ３ ． ヒ ト ・ サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス の 上 記 転 写 調 節 領 域 の 制 御 下 に あ る Ｔ ７  Ｒ Ｎ Ａ ポ リ
メ ラ ー ゼ タ ン パ ク 質 を エ ン コ ー ド す る 、 プ ラ ス ミ ド 。
【 ０ １ ８ ７ 】

：
　 １ ． ２ Ｘ  Ｂ Ｅ Ｓ － 緩 衝 食 塩 水 ： ５ ０ ｍ Ｍ  Ｂ Ｅ Ｓ （ ｐ Ｈ  ６ ． ９ ５ － ６ ． ９ ８ ） 、 ２ ８
０ ｍ Ｍ  Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 １ ． ５ ｍ Ｍ  Ｎ ａ ２ Ｈ Ｐ Ｏ ４ 。
　 ２ ． ２ ． ５ Ｍ  Ｃ ａ Ｃ ｌ ２ 。
　 ３ ． ヘ ペ ス － 緩 衝 食 塩 水 洗 浄 溶 液 （ Ｈ Ｂ Ｓ ） 。
【 ０ １ ８ ８ 】

：
　 １ ． Ｈ Ｅ ｐ ２ 、 Ｖ ｅ ｒ ｏ ま た は 他 の 好 適 な 細 胞 系 を 、 １ ０ ％ ウ シ 胎 児 血 清 （ Ｆ Ｂ Ｓ ） を
含 む ダ ル ベ ッ コ 変 法 イ ー グ ル 培 地 （ Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ ） 中 ６ ウ ェ ル プ レ ー ト に て 約 ５ ０ ％ ～ ７ ５ ％
の 細 胞 密 集 度 に な る よ う 培 養 す る 。
　 ２ ． ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 前 の １ ～ ２ 時 間 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ る 各 ウ ェ ル に ４
． ５ ｍ ｌ の １ ０ ％ ウ シ 胎 児 血 清 （ Ｆ Ｂ Ｓ ） を 含 む ダ ル ベ ッ コ 変 法 イ ー グ ル 培 地 （ Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ
） を 与 え る 。
　 ３ ． ３ ％ Ｃ Ｏ ２ に 設 定 さ れ た ３ ２ ℃ の イ ン キ ュ ベ ー タ ー 中 で 細 胞 を イ ン キ ュ ベ ー ト す る
。
　 ４ ． リ ン 酸 カ ル シ ウ ム － Ｄ Ｎ Ａ ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 混 合 物 を 以 下 ＊ の よ う に 調 製 す る
：
　 ５ ． 以 下 の Ｄ Ｎ Ａ を ５ ｍ ｌ ポ リ プ ロ ピ レ ン チ ュ ー ブ 中 で 組 み 合 わ せ る ： ４ ０ ０ ｎ ｇ  Ｔ
７ － Ｎ 、 ３ ０ ０ ｎ ｇ  Ｔ ７ － Ｐ 、 １ ０ ０ ｎ ｇ  Ｔ ７  Ｌ 、 お よ び ５ μ ｇ の ウ イ ル ス ゲ ノ ム ｃ
Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン 、 ５ μ ｇ の ｈ Ｃ Ｍ Ｖ － Ｔ ７  一 過 性 発 現 ベ ク タ ー （ 例 え ば 、 ｐ Ｃ ｌ － Ｎ ｅ
ｏ － Ｂ ｃ ｌ － Ｔ ７ プ ラ ス ミ ド ） 。 Ｒ Ｓ Ｖ レ ス キ ュ ー に つ い て は 、 さ ら に １ ０ ０ ｎ ｇ の Ｔ ７
－ Ｍ ２ （ ポ リ メ ラ ー ゼ 伸 長 因 子 ） 発 現 プ ラ ス ミ ド を 含 む 。
　 ６ ． 水 を 用 い て 容 量 を ２ ２ ５ μ ｌ に 調 整 す る 。
　 ７ ． ２ ５ μ ｌ の ２ ． ５ Ｍ  Ｃ ａ Ｃ ｌ ２ を 加 え る 。
　 ８ ． チ ュ ー ブ を ゆ っ く り ボ ル テ ッ ク ス し な が ら 、 ２ ５ ０ μ ｌ の ２ Ｘ Ｂ Ｂ Ｓ を 加 え た 後 、
チ ュ ー ブ を 室 温 で １ ５ － ２ ０ 分 間 放 置 す る 。
　 ＊ 注 釈 　 各 プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ 量 は 実 施 す る レ ス キ ュ ー の た め に 最 適 化 す る 必 要 が あ ろ う
。 さ ら に 、 実 施 例 １ お よ び ２ の リ ン 酸 カ ル シ ウ ム ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン プ ロ ト コ ル は 本 発
明 に お い て 広 く 有 用 で あ る が 、 別 の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン プ ロ ト コ ル を 用 い て も 成 功 す る
で あ ろ う 。
　 ９ ． 細 胞 を イ ン キ ュ ベ ー タ ー か ら 取 り 出 し 、 培 地 を 穏 や か に 揺 す り な が ら 、 リ ン 酸 カ ル
シ ウ ム － Ｄ Ｎ Ａ 混 合 物 を 培 地 に ゆ っ く り 加 え る 。 細 胞 を す ば や く ３ ２ ℃ － ３ ％ Ｃ Ｏ ２ イ ン
キ ュ ベ ー タ ー に 移 す 。
　 １ ０ ． ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 実 験 を 開 始 し た ３ 時 間 後 に 、 プ ラ ス チ ッ ク 袋 中 の 培 養 皿 を
密 封 し 、 細 胞 性 熱 シ ョ ッ ク 応 答 を 誘 導 す る た め に ４ ４ ℃ に 設 定 さ れ た 水 槽 中 に 完 全 に ３ 時
間 浸 す 。 こ の 場 合 に よ っ て 行 わ れ る の 熱 シ ョ ッ ク 工 程 に よ り レ ス キ ュ ー の 結 果 が し ば し ば
向 上 す る 。 し か し な が ら 、 別 の 細 胞 型 で は 異 な る 効 果 的 な 熱 シ ョ ッ ク 温 度 （ 例 え ば 、 約 ４
０ ～ ４ ５ ℃ の 範 囲 内 ） で 、 ま た は 異 な る 効 果 的 な 熱 シ ョ ッ ク 期 間 （ 例 え ば 、 約 ３ ０ 分 ～ ３
時 間 の 範 囲 内 ） で 、 よ り 良 い 応 答 を 示 す で あ ろ う 。
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例 示 の Ｄ Ｎ Ａ ｓ

例 示 の リ ン 酸 カ ル シ ウ ム ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 試 薬

例 示 の プ ロ ト コ ル



　 １ １ ． 熱 シ ョ ッ ク 後 に 、 細 胞 を ３ ０ ℃ － ３ ％  Ｃ Ｏ ２ の イ ン キ ュ ベ ー タ ー に 戻 し 、 一 晩
イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。
　 １ ２ ． 次 の 日 に 、 細 胞 を Ｈ Ｂ Ｓ で ２ 回 洗 浄 し 、 ２ ｍ ｌ の １ ０ ％ Ｆ Ｂ Ｓ を 含 む Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ ま
た は 最 少 必 須 培 地 （ Ｍ Ｅ Ｍ ） を 細 胞 に 与 え る 。
　 こ の 段 階 で 、 こ の プ ロ ト コ ル は 、 ウ イ ル ス の 分 散 を 促 進 す る た め に ト リ プ シ ン を 必 要 と
す る 幾 つ か の Ｐ Ｉ Ｖ 株 の た め に 変 更 す る 。 ４ ８ 時 間 で 、 細 胞 を Ｐ Ｂ Ｓ で 洗 浄 し て 、 残 留 す
る 血 清 を 取 り 除 き 、 培 地 を １ ｍ ｌ に つ き お よ そ ０ ． ５ μ ｇ の ト リ プ シ ン を 含 む 無 血 清 培 地
と 交 換 す る 。
　 １ ３ ． ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン を 開 始 し た ４ ８ 時 間 後 に 、 次 の 日 （ ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン
開 始 か ら ７ ２ 時 間 後 ） に ５ ０ ％ 密 集 度 の 単 層 を 形 成 す る の に 十 分 な Ｖ ｅ ｒ ｏ 細 胞 を １ ０ ｃ
ｍ ２ の プ レ ー ト に 植 え る 。 そ れ ぞ れ ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 培 養 物 に つ い て １ ０ ｃ ｍ ２ の
プ レ ー ト を １ 枚 準 備 す る 。
　 １ ４ ． ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の ７ ２ 時 間 後 に 、 ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 を 培 地 中 に
細 か く し 、 細 胞 を 含 む 培 地 を 、 前 日 に 準 備 し た １ ０ ｃ ｍ ２ プ レ ー ト に 移 す 。 こ れ に よ り 、
ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 と １ ０ ｃ ｍ ２ プ レ ー ト に 含 ま れ る 細 胞 と の 間 で 共 培 養 が 開 始
さ れ る 。 プ レ ー ト を ５ ％ Ｃ Ｏ ２ に 設 定 さ れ た ３ ７ ℃ イ ン キ ュ ベ ー タ ー 中 で イ ン キ ュ ベ ー ト
す る ； 温 度 感 受 性 変 異 型 ウ イ ル ス に つ い て は 適 当 な 低 温 を 用 い る 。
　 １ ５ ． ４ ～ ６ 時 間 後 に 、 培 地 を 新 鮮 な １ ０ ％ Ｆ Ｂ Ｓ 含 有 Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ と 交 換 す る 。
　 １ ６ ． 細 胞 変 性 効 果 を 検 出 す る た め に 、 細 胞 を ５ － ７ 日 間 モ ニ タ ー す る 。
【 ０ １ ８ ９ 】

　 上 記 の 実 施 例 １ に 典 型 的 な ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン プ ロ ト コ ル を 用 い て 、 Ｖ ｅ ｒ ｏ 細 胞 に
て 麻 疹 ウ イ ル ス を レ ス キ ュ ー す る 。 Ｔ ７ 供 与 源 は 、 プ ラ ス ミ ド ｐ Ｓ Ｃ ６ － Ｔ ７ （ Ｍ Ｖ Ａ な
し ） ま た は Ｍ Ｖ Ａ ／ Ｔ ７ （ Wyattら １ ９ ９ ５ )の い ず れ か で あ っ た 。 非 常 に う ま く い っ た Ｍ
Ｖ レ ス キ ュ ー の 結 果 を 以 下 の 表 ３ に 示 す （ Ａ － Ｆ 列 は 、 別 々 の 日 に 行 っ た 異 な る レ ス キ ュ
ー 実 験 で あ り 、 そ れ ぞ れ の 実 験 は 多 重 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン － 実 験 Ｅ お よ び Ｆ に つ い て は
１ ２ 回 ま で の 別 個 の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン （ ウ ェ ル ） を 示 す ） 。
【 ０ １ ９ ０ 】
【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ９ １ 】
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実 施 例 Ｉ Ｉ Ｉ
Ｖ ｅ ｒ ｏ 細 胞 に お け る 麻 疹 ウ イ ル ス （ Ｍ Ｖ ） の レ ス キ ュ ー



　 一 過 性 Ｔ ７ ポ リ メ ラ ー ゼ 発 現 ベ ク タ ー が 、 本 明 細 書 中 の 方 法 に 基 づ い て ウ イ ル ス レ ス キ
ュ ー を 持 続 さ せ る の に 十 分 な レ ベ ル の Ｔ ７ ポ リ メ ラ ー ゼ を 提 供 す る こ と を 、 こ の 実 施 例 は
実 証 す る 。 細 胞 を 上 記 実 施 例 １ 記 載 の プ ロ ト コ ル を 用 い て ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 レ ス キ
ュ ー を Ｔ ７  Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ 発 現 プ ラ ス ミ ド を 用 い て 実 施 す る 場 合 、 そ の Ｄ Ｎ Ａ を ウ
イ ル ス 特 異 的 プ ラ ス ミ ド と 一 緒 に 同 時 ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 Ｔ ７  Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ
を 提 供 す る た め に 、 Ｍ Ｖ Ａ － Ｔ ７ （ Wyattら 、  :202-5、 1995） を 用 い た ト ラ
ン ス フ ェ ク シ ョ ン を 行 っ た 場 合 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン と 同 時 に 培 地 に ウ イ ル ス を 加 え て
２ の 多 重 感 染 で 感 染 さ せ た 。 こ の 実 験 で 用 い た Ｔ ７ 発 現 プ ラ ス ミ ド （ ｐ Ｓ Ｃ ６ － Ｔ ７ ） は
、 Billeterら 、 (Radekeら 、 EMBO J. 14:5773-5784、 1995)に よ り 既 に 開 示 さ れ て い る 。 こ
れ に は 、 ｈ Ｃ Ｍ Ｖ 転 写 調 節 領 域 の 制 御 下 に あ る Ｔ ７  Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ 遺 伝 子 が 含 ま れ
る 。 こ の 一 過 性 発 現 プ ラ ス ミ ド ｐ Ｃ Ｉ － Ｎ ｅ ｏ － Ｂ ｃ ｌ － Ｔ ７ （ 配 列 番 号 ： １ ;図 ２ ） を
、 以 下 本 明 細 書 中 に 示 す 全 て の ウ イ ル ス レ ス キ ュ ー 手 法 で 用 い た 。 こ の 実 施 例 で 用 い た こ
の ウ イ ル ス ゲ ノ ム ク ロ ー ン は 、 麻 疹 ウ イ ル ス の エ ド モ ン ス ト ン （ Edmonston） 研 究 所 の 株
（ Radeckeら 、 EMBO J. 14:5773-5784、 1995） に 相 当 す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 含 む ｐ （ ＋ ） Ｍ
Ｖ で あ っ た 。
【 ０ １ ９ ２ 】
　 麻 疹 ウ イ ル ス の レ ス キ ュ ー の 肯 定 的 な 結 果 を 以 下 の 表 ４ に 示 す 。
【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ９ ３ 】

　 上 記 の 実 施 例 Ｉ Ｉ 記 載 の Ｔ ７ プ ラ ス ミ ド レ ス キ ュ ー 系 を 用 い る こ と で 、 キ メ ラ ウ シ － ヒ
ト Ｐ Ｉ Ｖ － ３ ベ ク タ ー ク ロ ー ン （ Ｈ Ｂ Ｐ Ｉ Ｖ ３ ） 株 が Ｖ ｅ ｒ ｏ 細 胞 に て レ ス キ ュ ー さ れ た
。 こ の 例 示 す る Ｐ Ｉ Ｖ ク ロ ー ン は 、 ウ シ Ｐ Ｉ Ｖ － ３ ベ ク タ ー ま た は バ ッ ク ボ ー ン で の 組 換
え と し て ヒ ト Ｐ Ｉ Ｖ ３ Ｆ お よ び Ｈ Ｎ 遺 伝 子 を 含 ん で い る 。 ５ 個 の 独 立 し た レ ス キ ュ ー 試 料
は 、 組 換 え ウ イ ル ス の 存 在 を 決 定 す る た め 、 感 染 細 胞 を ギ ニ ア ブ タ （ guinea pig） の 赤 血
球 （ Ｒ Ｂ Ｃ ） と 一 緒 に イ ン キ ュ ベ ー ト し て 実 施 さ れ る 標 準 的 な 血 球 凝 集 （ ｆ Ｈ Ａ Ｄ ） ア ッ
セ イ に よ り 陽 性 と 決 定 さ れ た 。 こ の 結 果 は 、 組 換 え ウ イ ル ス が 期 待 さ れ る ヒ ト － ウ シ 混 成
体 で あ る こ と を 確 か め る た め に Ｍ ／ Ｆ 遺 伝 子 連 結 部 に ま た が っ た 標 準 的 な Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ に
よ り 、 さ ら に 確 認 さ れ た 。 ２ 継 代 目 の ウ イ ル ス ス ト ッ ク を Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ の た め に 増 殖 さ せ
た 。 こ の ス ト ッ ク の 力 価 は Ｖ ｅ ｒ ｏ 細 胞 に お い て ５ ～ １ ０ × １ ０ ７ ｐ ｆ ｕ ／ ｍ ｌ で あ っ た
。
【 ０ １ ９ ４ 】
　 Ｈ Ｂ Ｐ Ｉ Ｖ ３ キ メ ラ ウ イ ル ス に 加 え て 、 他 の 組 換 え Ｐ Ｉ Ｖ 構 築 物 を 本 発 明 に 従 っ て 幾 つ
か レ ス キ ュ ー し て 、 そ の 一 部 を 以 下 の 表 ５ に ま と め た 。 例 示 す る 具 体 例 の １ つ で 、 弱 毒 化
、 キ メ ラ 組 換 え Ｐ Ｉ Ｖ ウ イ ル ス 株 Ｐ Ｉ Ｖ ３ ｃ ｐ ４ ５ （ ３ － １ ） （ Ｈ Ｐ Ｉ Ｖ ３  ｃ ｐ ４ ５ の
低 温 継 代 変 異 お よ び 相 当 す る Ｐ Ｉ Ｖ ３ 遺 伝 子 の 代 わ り に Ｐ Ｉ ｖ １  Ｆ お よ び Ｇ 糖 タ ン パ ク
質 を 含 む ） が ５ つ の ト ラ ン ス フ ェ ク ト Ｖ ｅ ｒ ｏ 細 胞 培 養 物 か ら レ ス キ ュ ー さ れ 、 こ れ ら を
次 に 新 鮮 な 細 胞 単 層 を 感 染 す る の に 用 い た 。 ウ イ ル ス 吸 着 後 、 細 胞 は １ ｍ ｌ に つ き ０ ． ５
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組 換 え パ ラ イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス （ Ｐ Ｉ Ｖ ） の レ ス キ ュ ー



μ ｇ の ト リ プ シ ン の 無 血 清 培 地 中 で ５ 日 間 維 持 さ れ る 。 次 い で こ の 感 染 培 養 物 に つ い て 血
球 凝 集 ア ッ セ イ を 行 い 、 陽 性 レ ス キ ュ ー の 結 果 は 組 換 え Ｐ Ｉ Ｖ で 感 染 さ れ た 細 胞 に よ る Ｒ
Ｂ Ｃ の 吸 着 に よ っ て 確 認 さ れ る 。
【 ０ １ ９ ５ 】
【 表 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ９ ６ 】
　 別 に 例 示 す る 実 施 形 態 に お い て 、 上 記 の Ｈ Ｐ Ｉ Ｖ ３ 細 胞 質 ド メ イ ン と 融 合 し た Ｈ Ｐ Ｉ Ｖ
２ Ｆ お よ び Ｈ Ｎ 膜 貫 通 ド メ イ ン お よ び 細 胞 外 ド メ イ ン を 有 す る キ メ ラ 糖 タ ン パ ク 質 を 含 む
、 Ｈ Ｐ Ｉ Ｖ ３ － Ｈ Ｐ Ｉ Ｖ － ２ キ メ ラ 構 築 物 （ Ｐ Ｉ Ｖ ３ － ２ Ｃ Ｔ と 称 す る ） が 回 収 さ れ た 。
こ の キ メ ラ 構 築 物 は Ｖ ｅ ｒ ｏ 細 胞 か ら 回 収 さ れ 、 組 換 え ウ イ ル ス の 同 定 は Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ に
続 い て 制 限 部 位 分 析 に よ り 確 認 さ れ た 。
【 ０ １ ９ ７ 】
　 さ ら に 本 発 明 の 方 法 に 従 っ て レ ス キ ュ ー さ れ た Ｐ Ｉ Ｖ 組 換 え 体 に は 、 「 船 積 熱 （ Shippi
ng Fever） 」 （ Ｓ Ｆ ） と 称 さ れ る Ｂ Ｐ Ｉ Ｖ 株 （ Reisingerら 、
:147-152、 1959、 出 所 明 示 に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と さ れ る ） お よ び 、 Ｌ 遺 伝 子 に 弱 毒 化

変 異 お よ び 低 温 継 代 表 現 型 に 関 与 す る 変 異 を 含 む Ｐ Ｉ Ｖ ３ ｃ ｐ ４ ５ － ４ ５ ６ と 称 さ れ る 組
換 え Ｈ Ｐ Ｉ Ｖ が 含 ま れ る 。 い ず れ も Ｖ ｅ ｒ ｏ 細 胞 に て レ ス キ ュ ー さ れ 、 そ れ ら の 同 定 は Ｒ
Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ と 配 列 決 定 に よ り 行 わ れ た 。 Ｐ Ｉ Ｖ ３ ｃ ｐ ４ ５ － ４ ５ ６ は 、 ２ 個 の 変 異 を Ｈ Ｎ
に 導 入 さ れ た 上 記 Ｐ Ｉ Ｖ ３ ｃ ｐ ４ ５ 組 換 え 体 か ら の Ｈ Ｎ 遺 伝 子 を 修 復 す る ２ 個 の 変 異 を 有
し て お り 、 こ の た め 生 物 学 的 に 派 生 し た ｃ ｐ ４ ５ 変 異 体 の 配 列 か ら 区 別 さ れ る 。 Ｐ Ｉ Ｖ ３
ｃ ｐ ４ ５ － ４ ５ ６ ク ロ ー ン は ２ ６ ３ 残 基 目 が Ｉ ｌ ｅ お よ び ３ ７ ０ 残 基 目 が Ｔ ｈ ｒ に 置 換 さ
れ た ２ 個 の 変 異 が 修 飾 さ れ 、 そ れ ぞ れ Ｔ ｈ ｒ お よ び Ｐ ｒ ｏ を エ ン コ ー ド す る 生 物 学 的 に 派
生 し た 遺 伝 型 に 戻 っ て い る 。
【 ０ １ ９ ８ 】

　 本 発 明 の 一 過 性 Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ ベ ク タ ー 系 の 改 良 に よ り 、 免 疫 原 性 組 成 物 の 使 用 に
つ い て 、 広 域 な レ パ ー ト リ ー の 組 換 え ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス の レ ス キ ュ ー が 可 能 と
な る 。 以 下 の 実 施 例 に お い て 、 こ の 技 術 を 、 水 泡 性 口 内 炎 ウ イ ル ス （ Ｖ Ｓ Ｖ ） お よ び 関 連
す る Ｖ Ｓ Ｖ ベ ク タ ー 株 の 回 収 の た め に 最 適 化 す る 。 ほ と ん ど の Ｖ Ｓ Ｖ 株 が 広 域 な 細 胞 系 で
非 常 に 効 率 よ く 複 製 す る が 、 こ れ ま で 組 換 え Ｖ Ｓ Ｖ の レ ス キ ュ ー は 非 常 に 難 し い と 考 え ら
れ て い た 。 文 献 記 載 の Ｖ Ｓ Ｖ レ ス キ ュ ー 手 法 は Ｂ Ｈ Ｋ 細 胞 系 お よ び ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス ／
Ｔ ７ ヘ ル パ ー ウ イ ル ス を 使 用 す る が 、 そ の 両 方 と も が ヒ ト 臨 床 で 使 用 す る た め の 免 疫 原 性
組 成 物 を 生 成 す る の に 用 い ら れ る 工 程 で の 使 用 は 望 ま し く な い 。
【 ０ １ ９ ９ 】
　 適 格 な Ｖ ｅ ｒ ｏ 細 胞 か ら 組 換 え Ｖ Ｓ Ｖ を レ ス キ ュ ー す る こ と を 試 み は 、 初 め 、 熱 シ ョ ッ
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２ ９ ３ 細 胞 に お け る 水 泡 性 口 内 炎 ウ イ ル ス の レ ス キ ュ ー



ク ／ プ ラ ス ミ ド Ｔ ７ レ ス キ ュ ー プ ロ ト コ ル （ 上 記 の パ ラ イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス お よ び 麻
疹 ウ イ ル ス の レ ス キ ュ ー に 行 っ た も の ） を 用 い た が 成 功 し な か っ た 。 こ の 系 の 制 限 的 な も
の と し て 考 え ら れ る 要 因 の １ つ に 、 特 に Ｖ ｅ ｒ ｏ 細 胞 を 用 い た 場 合 の 低 い ト ラ ン ス フ ェ ク
シ ョ ン 効 率 が あ っ た 。 こ の 問 題 は 、 熱 シ ョ ッ ク ／ プ ラ ス ミ ド Ｔ ７ レ ス キ ュ ー 系 の 別 個 の ２
つ の 改 良 に よ り 処 理 さ れ た 。 １ つ 目 の 改 良 点 は 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム ト ラ ン ス フ ェ ク ト ／ 熱
シ ョ ッ ク 方 法 は 大 き く 変 更 せ ず に 、 別 の 宿 主 細 胞 型 を 用 い た こ と で あ る 。 も う １ つ に は 、
異 な る ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン プ ロ ト コ ル を 用 い て 、 Ｖ ｅ ｒ ｏ 細 胞 の レ ス キ ュ ー 系 を 最 適 化
し た （ 実 施 例 Ｖ Ｉ Ｉ を 参 照 の こ と ） 。
【 ０ ２ ０ ０ 】
　 概 要 す る と 、 以 下 の 改 定 さ れ た プ ロ ト コ ル に 従 っ て 、 上 記 の 基 本 的 な 熱 シ ョ ッ ク ／ プ ラ
ス ミ ド － Ｔ ７ 系 を 実 施 す る こ と で ２ ９ ３ 細 胞 か ら Ｖ Ｓ Ｖ の レ ス キ ュ ー に 成 功 し た 。

：
　 １ ． 全 長 ウ イ ル ス ゲ ノ ム ｃ Ｄ Ｎ Ａ
　 ２ ． ｐ Ｔ ７ － Ｎ
　 ３ ． ｐ Ｔ ７ － Ｐ
　 ４ ． ｐ Ｔ ７ － Ｌ
　 ５ ． ｐ Ｔ ７ － Ｍ
　 ６ ． ｐ Ｔ ７ － Ｇ
　 ７ ． ｐ Ｃ Ｉ － Ｎ ｅ ｏ － ｂ ｃ ｌ － Ｔ ７ （ ｐ ０ ０ ６ １ ）
【 ０ ２ ０ １ 】

：
　 １ ． 　 ２ Ｘ  Ｂ Ｅ Ｓ － 緩 衝 食 塩 水 ： ５ ０ ｍ Ｍ  Ｂ Ｅ Ｓ （ ｐ Ｈ ６ ． ９ ５ － ６ ． ９ ８ )、 ２ ８
０ ｍ Ｍ  Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 １ ． ５ ｍ Ｍ  Ｎ ａ ２ Ｈ Ｐ Ｏ ４ 。
　 ２ ． 　 ２ ． ５ Ｍ  Ｃ ａ Ｃ ｌ ２ 。
　 ３ ． 　 ヘ ペ ス -緩 衝 食 塩 水 洗 浄 溶 液 （ Ｈ Ｂ Ｓ ） ： ２ ０ ｍ Ｍ  ヘ ペ ス （ ｐ Ｈ ７ ． ０ － ７ ． ５
） 、 １ ４ ０ ｍ Ｍ  Ｋ Ｃ ｌ 、 １ ｍ Ｍ  Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ 。
【 ０ ２ ０ ２ 】

：
　 １ ． 　 １ ０ ％ の 承 認 さ れ た 熱 失 活 Ｆ Ｂ Ｓ を 含 む Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ （ Ｅ Ｍ Ｅ Ｍ ／ Ｆ Ｂ Ｓ ） 。
　 ２ ． 　 １ ０ ％ の 容 認 さ れ た 熱 失 活 Ｆ Ｂ Ｓ を 含 む Ｉ ｓ ｃ ｏ ｖ ｅ 変 法 最 少 必 須 培 地 （ Ｉ Ｍ Ｅ
Ｍ ） （ Ｉ Ｍ Ｅ Ｍ ／ Ｆ Ｂ Ｓ ） 。
　 ３ ． 　 ポ リ － Ｌ － リ シ ン ： Ｈ ２ Ｏ 中 ０ ． ０ １ ％ 。
　 ４ ． 　 Ｐ Ｂ Ｓ 。
　 ５ ． 　 ブ タ の ト リ プ シ ン ／ Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 。
【 ０ ２ ０ ３ 】

：
　 ２ ９ ３ 細 胞 は 培 養 す る の が 難 し い 場 合 が あ り 、 取 り 扱 い 方 法 に つ い て 種 々 の 多 く の 方 法
が あ る 。 現 在 の 方 法 は 、 一 部 の Ｖ Ｓ Ｖ お よ び 改 変 さ れ た Ｖ Ｓ Ｖ ベ ク タ ー 構 築 物 の レ ス キ ュ
ー 系 と し て 用 い る に 成 功 し て い る 。
【 ０ ２ ０ ４ 】

：
　 １ ． 　 培 地 を 取 り 除 き 、 融 合 性 単 層 （ １ ０ ｃ ｍ プ レ ー ト ） を ５ ｍ ｌ の 温 Ｐ Ｂ Ｓ で 洗 浄 す
る ； 細 胞 が 剥 が れ る の を 防 ぐ た め に 皿 の 壁 面 に 沿 っ て 穏 や か に ピ ペ ッ テ ィ ン グ す る （ ２ ９
３ 細 胞 は 長 時 間 室 温 に 置 く か ま た は 塩 基 性 （ 赤 色 ） の 培 地 中 で 維 持 す る と 、 剥 が れ て く る
）
　 ２ ． 　 ２ ｍ ｌ の ト リ プ シ ン を 穏 や か に 加 え 、 単 層 全 体 を 覆 う よ う に プ レ ー ト を 揺 す る 。
ト リ プ シ ン を 吸 出 し 、 プ レ ー ト を 室 温 中 に 約 １ 分 間 放 置 す る 。 こ の プ レ ー ト を ４ ５ 度 傾 け
、 細 胞 を 剥 が す た め に フ ー ド の 表 面 を 軽 く 叩 く 。 細 胞 が 剥 が れ な い 場 合 は 、 も う １ 分 室 温
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で イ ン キ ュ ベ ー ト す る （ こ の 時 点 で 細 胞 死 を 確 認 す る こ と で 、 激 し い ピ ペ ッ テ ィ ン グ を 避
け ら れ る ） 。
　 ３ ． 　 ５ ｍ ｌ の Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ ／ Ｆ Ｂ Ｓ を 穏 や か に 加 え 、 ゆ っ く り ピ ペ ッ テ ィ ン グ し て 細 胞 を
分 散 さ せ る 。
　 ４ ． 　 ９ ｍ ｌ の Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ ／ Ｆ Ｂ Ｓ を 含 む プ レ ー ト に １ ｍ ｌ の 細 胞 を 加 え る 。
　 ５ ． 　 ３ ７ ℃ 、 ５ ％ Ｃ Ｏ ２ に て イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。
【 ０ ２ ０ ５ 】

：
　 １ ． 　 ポ リ － Ｌ 　 リ シ ン を 用 い て 所 望 数 の プ レ ー ト を 被 覆 す る 。 プ レ ー ト １ 枚 に つ き 約
３ ～ ４ ｍ ｌ の ０ ． ０ ０ １ ％ ポ リ － Ｌ 　 リ シ ン を 加 え 、 室 温 で 少 な く と も ３ ０ 分 間 放 置 す る
。 ポ リ － Ｌ 　 リ シ ン 溶 液 を 吸 い だ す 。 ５ ｍ ｌ の 培 地 で プ レ ー ト を す す ぐ 。
　 ２ ． 　 上 記 の よ う に 細 胞 を ト リ プ シ ン 処 理 す る 。 次 の 日 に ５ ０ ～ ７ ５ ％ 密 集 度 の プ レ ー
ト と な る よ う な 分 割 比 （ １ ： ３ ～ １ ： ６ ） を 用 い る 。
　 ３ ． 　 細 胞 を 剥 が し た 後 に 、 Ｉ Ｍ Ｅ Ｍ ／ Ｆ Ｂ Ｓ を 加 え 、 ９ ｍ ｌ の Ｉ Ｍ Ｅ Ｍ ／ Ｆ Ｂ Ｓ を 含
む 被 覆 さ れ た プ レ ー ト に 細 胞 を 移 す 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 前 に 細 胞 を 分 割 し 、 Ｉ Ｍ Ｅ Ｍ
／ Ｆ Ｂ Ｓ 中 で 一 晩 生 育 さ せ る こ と は 重 要 で あ る と 考 え ら れ る 。
　 ４ ． 　 ３ ７ ℃ 、 ５ ％ Ｃ Ｏ ２ に て イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。
【 ０ ２ ０ ６ 】

：
　 １ ． 　 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の １ ～ ３ 時 間 目 に 、 ９ ｍ ｌ の Ｉ Ｍ Ｅ Ｍ ／ Ｆ Ｂ Ｓ を 細 胞 に 与
え 、 ３ ％ Ｃ Ｏ ２ に 設 定 さ れ た ３ ２ ℃ の イ ン キ ュ ベ ー タ ー 中 で 細 胞 を イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。
　 ２ ． 　 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム － Ｄ Ｎ Ａ ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 混 合 物 を 以 下 の よ う に 調 製 す る
：
　 ａ ． 　 ５ ｍ ｌ ポ リ プ ロ ピ レ ン チ ュ ー ブ 中 の 以 下 の Ｄ Ｎ Ａ を 組 み 合 わ せ る ：
　 　 　 ｉ ． 　 ８ μ ｇ 　 Ｔ ７ － Ｎ
　 　 　 ｉ ｉ ． 　 ４ μ ｇ 　 Ｔ ７ － Ｐ
　 　 　 ｉ ｉ ｉ ． 　 １ ． ２ μ ｇ 　 Ｔ ７  Ｌ
　 　 　 ｉ ｖ ． 　 １ ． ０ μ ｇ 　 Ｔ ７ － Ｍ
　 　 　 ｖ ． 　 １ ． ０ μ ｇ 　 Ｔ ７ － Ｇ
　 　 　 ｖ ｉ ． 　 １ ０ μ ｇ の ウ イ ル ス 性 ゲ ノ ム ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン
　 　 　 ｖ ｉ ｉ ． 　 １ ０ μ ｇ の ｈ Ｃ Ｍ Ｖ － Ｔ ７ 発 現 ベ ク タ ー 。
　 　 ｂ ． 　 水 を 用 い て 終 量 ４ ５ ０ μ ｌ に 調 整 す る 。
　 　 ｃ ． 　 ５ ０ μ ｌ の ２ ． ５ Ｍ  Ｃ ａ Ｃ ｌ ２ を 加 え る 。
　 　 ｄ ． 　 チ ュ ー ブ を 穏 や か に ボ ル テ ッ ク ス し な が ら 、 ５ ０ ０ μ ｌ の ２ Ｘ Ｂ Ｂ Ｓ を 加 え 、
室 温 に １ ５ ～ ２ ０ 分 間 放 置 す る 。
　 ３ ． 　 イ ン キ ュ ベ ー タ ー か ら 細 胞 を 取 り 出 し 、 培 地 に リ ン 酸 カ ル シ ウ ム － Ｄ Ｎ Ａ 混 合 液
を ゆ っ く り 加 え 、 ゆ っ く り 揺 す っ て 沈 殿 物 を 分 散 さ せ る 。 細 胞 を ３ ２ ℃ － ３ ％ Ｃ Ｏ ２ イ ン
キ ュ ベ ー タ ー に す ぐ に 戻 す 。
　 ４ ． 　 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン を 開 始 し た ３ 時 間 後 に 、 プ ラ ス チ ッ ク の 袋 で 培 養 皿 を 密 封
し 、 細 胞 の 熱 シ ョ ッ ク 応 答 を 誘 導 す る た め に ４ ３ ℃ に 設 定 し た 水 槽 中 に 完 全 に ２ 時 間 沈 め
る 。
　 ５ ． 　 熱 シ ョ ッ ク 後 に 、 細 胞 を ３ ２ ℃ － ３ ％ Ｃ Ｏ ２ イ ン キ ュ ベ ー タ ー に 戻 し 、 一 晩 イ ン
キ ュ ベ ー ト す る 。
　 ６ ． 　 次 の 日 に 、 細 胞 を Ｈ Ｂ Ｓ で ２ 回 洗 浄 し 、 １ ０ ｍ ｌ の Ｉ Ｍ Ｅ Ｍ ／ Ｆ Ｂ Ｓ を 細 胞 に 与
え る 。 ３ ７ ℃ 、 ５ ％ Ｃ Ｏ ２ で イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。
　 ７ ． 　 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン を 開 始 し て ４ ８ ～ ７ ２ 時 間 で 、 ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細
胞 を 大 き な 容 器 に 移 す の に 十 分 な ２ ０ ｍ ｌ 　 Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ ／ Ｆ Ｂ Ｓ を 含 む Ｔ １ ５ ０ フ ラ ス コ を
準 備 す る 。 ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 全 て の １ ０ ｃ ｍ の プ レ ー ト を １ つ の Ｔ １ ５ ０ フ ラ ス コ
に 移 す 。
　 ８ ． 　 細 胞 表 面 か ら 培 地 を 取 り 除 く た め に 単 層 上 の 培 地 を 穏 や か に ピ ペ ッ テ ィ ン グ す る
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　 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の た め の 継 代

ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン



こ と に よ っ て 、 ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た ２ ９ ３ 細 胞 を 移 す 。 激 し い ピ ペ ッ テ ィ ン グ を 避 け
、 細 胞 を 移 動 さ せ る の に ち ょ う ど 良 い 力 で 行 う 。 細 胞 を 移 動 さ せ た 後 、 細 胞 集 団 の 大 き さ
を 小 さ く す る た め に ５ 回 ほ ど ピ ペ ッ テ ィ ン グ し て か ら 、 培 地 と 細 胞 を ２ ０ ｍ ｌ の Ｉ Ｍ Ｅ Ｍ
／ Ｆ Ｂ Ｓ を 含 む Ｔ １ ５ ０ フ ラ ス コ に 移 す 。
　 ９ ． 　 そ の ４ ～ ６ 時 間 後 に 、 培 地 を 新 鮮 な １ ０ ％ Ｆ Ｂ Ｓ 含 有 Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ と 交 換 す る （ 細 胞
が プ レ ー ト に 吸 着 し て い な い 場 合 、 こ の 工 程 は ２ ４ 時 間 ま で 遅 ら せ る こ と が で き る 点 に 注
意 す る 。 ま た 、 こ の 工 程 を 飛 ば し て も 成 功 す る ） 。
　 １ ０ ． 　 細 胞 変 性 効 果 の 証 拠 を 検 出 す る た め に 、 ５ ～ ７ 日 間 細 胞 を モ ニ タ ー す る 。
　 １ １ ． 　 Ｃ Ｐ Ｅ が 明 白 に 現 れ た 場 合 、 培 養 上 清 の ５ ０ μ ｌ を 培 地 と 定 着 し た 単 層 の Ｖ ｅ
ｒ ｏ 細 胞 を 含 む ６ ウ ェ ル プ レ ー ト の ウ ェ ル に 移 す 。 Ｃ Ｐ Ｅ は 、 レ ス キ ュ ー が 生 じ た 場 合 、
翌 日 に 見 え る は ず で あ る （ こ の 工 程 は 、 と き ど き ２ ９ ３ 細 胞 が Ｔ １ ５ ０ フ ラ ス コ の 表 面 か
ら 剥 が れ た た め に 、 実 際 に は 感 染 し て い な い の に Ｖ Ｓ Ｖ － 感 染 し た よ う に 見 え る の で 、 注
意 を 要 す る ） 。
　 １ ２ ． 　 単 層 Ｖ ｅ ｒ ｏ 細 胞 に 少 量 の 試 料 を 移 し た 後 に 、 Ｔ １ ５ ０ フ ラ ス コ か ら 細 胞 と 培
地 を 回 収 し 、 － ７ ０ ℃ で 凍 結 さ せ る 。 ２ ９ ３ 細 胞 は 、 細 胞 を 剥 が す た め に 単 層 上 の 培 地 を
ピ ペ ッ テ ィ ン グ し て 穏 や か に 回 収 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ０ ７ 】
　 上 記 の 改 定 し た プ ロ ト コ ル を 用 い て 、 種 々 の 組 換 え Ｖ Ｓ Ｖ 構 築 物 を ２ ９ ３ 細 胞 か ら 回 収
し た 。 こ れ に 関 連 し て 回 収 に 成 功 し た Ｖ Ｓ Ｖ 構 築 物 に は 、 本 明 細 書 中 で 記 載 す る よ う に 、
基 礎 と な る Ｖ Ｓ Ｖ ベ ク タ ー バ ッ ク ボ ー ン 構 築 物 、 お よ び Ｈ Ｉ Ｖ エ ン Ｖ ｅ ｒ ｏ プ 遺 伝 子 、 ま
た は Ｈ Ｉ Ｖ ギ ャ グ 遺 伝 子 を 含 む ２ 個 の 改 変 Ｖ Ｓ Ｖ ベ ク タ ー が 含 ま れ て い た 。 こ の よ う に 、
本 発 明 の 一 過 性 Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ ベ ク タ ー 系 が 、 種 々 の 細 胞 型 に お け る 実 質 的 に 改 変 さ
れ た （ 例 え ば 弱 毒 化 お よ び ベ ク タ ー ） 構 築 物 を 含 む 種 々 の 組 換 え ウ イ ル ス の 範 囲 に ま で 適
用 で き る こ と は 明 ら か で あ る 。 特 に 、 ２ ９ ３ 細 胞 が Ｖ Ｓ Ｖ レ ス キ ュ ー に 適 応 で き る こ と 、
お よ び 向 上 さ れ た ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 効 率 が 他 の 細 胞 （ 例 え ば Ｖ ｅ ｒ ｏ 細 胞 ） に お け る
Ｖ Ｓ Ｖ レ ス キ ュ ー を 成 し と げ る に あ た っ て 重 要 で あ ろ う こ と は 、 明 白 で あ る 。
【 ０ ２ ０ ８ 】
　 さ ら に Ｖ Ｓ Ｖ ウ イ ル ス お よ び 麻 疹 ウ イ ル ス レ ス キ ュ ー 実 験 が 、 選 択 さ れ た ウ イ ル ス の 構
造 遺 伝 子 を エ ン コ ー ド す る 発 現 プ ラ ス ミ ド を さ ら に 含 く 更 な る 改 変 手 法 を 用 い る こ と で 実
施 さ れ た こ と は 注 目 に 値 す る 。 Ｖ Ｓ Ｖ レ ス キ ュ ー の 場 合 に お い て は 、 Ｇ お よ び Ｍ 遺 伝 子 を
発 現 す る プ ラ ス ミ ド が 宿 主 細 胞 中 に 同 時 ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た （ 上 記 の 改 変 プ ロ ト コ ル
に 記 載 の よ う に ） 。 Ｍ Ｖ レ ス キ ュ ー の 場 合 は 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 混 合 物 に Ｍ 、 Ｆ お よ
び Ｈ を エ ン コ ー ド す る プ ラ ス ミ ド を 補 助 し た 。 従 っ て 、 本 発 明 に 基 づ く 、 い ず れ か の 非 分
節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス の レ ス キ ュ ー に は 、 場 合 に よ っ て 同 じ ウ イ ル ス ま た は 異
種 、 サ ブ タ イ プ ま た は 株 の ウ イ ル ス の タ ン パ ク 質 を 含 む 、 構 造 タ ン パ ク 質 の い ず れ か も し
く は い ず れ か の 組 み 合 わ せ を 同 時 導 入 お よ び ／ ま た は 同 時 発 現 す る こ と が 含 ま れ て も よ い
と 認 め ら れ る 。
【 ０ ２ ０ ９ 】

　 本 発 明 の 一 過 性 Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ 発 現 系 に お け る ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 効 率 の 役 割 を
さ ら に 評 価 す る た め に 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 法 を Ｖ ｅ ｒ ｏ 細 胞 の リ ン 酸 カ ル シ ウ ム ト
ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 法 に 代 え て 調 査 し た 。 Ｖ ｅ ｒ ｏ 細 胞 の エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 法 に 関
す る 条 件 を 決 定 し た 後 、 以 下 に 詳 細 を 記 載 す る 改 変 さ れ た 熱 シ ョ ッ ク ／ プ ラ ス ミ ド － Ｔ ７
レ ス キ ュ ー プ ロ ト コ ル 中 に 組 み 込 ん だ 。
【 ０ ２ １ ０ 】

：
　 そ れ ぞ れ の エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 法 に 関 し て 、 以 下 の プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ を 微 量 遠 心 管
に お い て 組 み 合 わ せ る ：
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実 施 例 Ｖ Ｉ Ｉ
別 の 方 法 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン で 媒 介 さ れ る ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 法 を 介 す る Ｖ ｅ ｒ
ｏ 細 胞 に お け る 水 泡 性 口 内 炎 ウ イ ル ス の レ ス キ ュ ー

Ｄ Ｎ Ａ 調 製



　 ５ ０ μ ｇ 　 Ｔ ７ を 発 現 す る プ ラ ス ミ ド （ ｐ Ｃ Ｉ － Ｎ ｅ ｏ － Ｂ ｃ ｌ － Ｔ ７ ）
　 ０ μ ｇ 　 Ｖ Ｓ Ｖ 全 長 プ ラ ス ミ ド
　 ８ μ ｇ 　 Ｎ プ ラ ス ミ ド
　 ４ μ ｇ 　 Ｐ プ ラ ス ミ ド
　 １ μ ｇ 　 Ｌ プ ラ ス ミ ド
　 １ μ ｇ 　 Ｍ プ ラ ス ミ ド （ Ｖ Ｓ Ｖ に つ い て ）
　 １ μ ｇ 　 Ｇ プ ラ ス ミ ド （ Ｖ Ｓ Ｖ に つ い て )。
【 ０ ２ １ １ 】
　 ま た ル シ フ ェ ラ ー ゼ ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 対 照 に つ い て の Ｄ Ｎ Ａ を 調 製 す る ：
　 ５ ０ μ ｇ （ ｐ Ｃ Ｉ － Ｎ ｅ ｏ － Ｂ ｃ ｌ － Ｔ ７ ）
　 ５ μ ｇ 　 Ｔ ７ － ル シ フ ェ ラ ー ゼ プ ラ ス ミ ド
　 ａ ） 　 生 物 学 的 に 安 全 な フ ー ド 中 で 作 業 し て 、 Ｄ Ｎ Ａ 量 を 滅 菌 、 無 ヌ ク レ ア ー ゼ 水 を 用
い て ２ ５ ０ μ ｌ に 調 整 す る 。
　 ｂ ） 　 ３ Ｍ  酢 酸 ナ ト リ ウ ム （ ｐ Ｈ  ５ ） を ５ ０ μ ｌ 加 え る 。
　 ｃ ） 　 ７ ５ ０ μ ｌ の １ ０ ０ ％ エ タ ノ ー ル を 加 え 、 混 合 す る 。
　 ｄ ） 　 － ２ ０ ℃ で １ 時 間 ～ 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。
　 ｅ ） 　 １ ４ ， ０ ０ ０ ｒ ｐ ｍ の 遠 心 を ４ ℃ で ２ ０ 分 間 行 っ て Ｄ Ｎ Ａ を 沈 殿 さ せ る 。
　 ｆ ） 　 生 物 学 的 に 安 全 な フ ー ド 中 で 作 業 し 、 沈 殿 物 を 壊 さ な い よ う に 上 清 を 棄 て る 。
　 ｇ ） 　 チ ュ ー ブ を 迅 速 に 遠 心 し て 、 残 っ た エ タ ノ ー ル を 底 に 集 め 、 ピ ペ ッ ト を 用 い て 取
り 除 く 。
　 ｈ ） 　 沈 殿 物 を ５ ～ １ ０ 分 間 （ 生 物 学 的 に 安 全 な フ ー ド 中 で ） 風 乾 さ せ る 。
　 ｉ ） 　 沈 殿 物 を ５ ０ μ ｌ の 滅 菌 、 無 ヌ ク レ ア ー ゼ 水 を 用 い て 再 懸 濁 す る 。
【 ０ ２ １ ２ 】

：
　 ト リ プ シ ン ／ Ｅ Ｄ Ｔ Ａ
　 ハ ン ク 緩 衝 食 塩 水
　 Ｐ Ｂ Ｓ 中 で 調 製 さ れ た １ ｍ ｌ あ た り １ ｍ ｇ の ダ イ ズ ・ ト リ プ シ ン 阻 害 因 子
　 培 地 成 分 （ 以 下 参 照 ）
　 培 地
【 ０ ２ １ ３ 】
【 表 ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ １ ４ 】

：
　 各 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン は 、 密 集 度 約 １ .３ 程 度 の Ｔ １ ５ ０ フ ラ ス コ か ら の 細 胞 を 要
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溶 液

Ｖ ｅ ｒ ｏ 細 胞 の 調 製



求 す る 。
　 １ ． 　 細 胞 単 層 を お よ そ ５ ｍ ｌ の ハ ン ク 緩 衝 食 塩 溶 液 を 用 い て １ 回 洗 浄 す る 。
　 ２ ． 　 ４ ｍ ｌ の ト リ プ シ ン ／ Ｅ Ｄ Ｔ Ａ を 加 え 、 溶 液 が 均 等 に 分 散 す る よ う に フ ラ ス コ を
揺 す る 。
　 ３ ． 　 室 温 で ３ ～ ５ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。
　 ４ ． 　 ト リ プ シ ン 溶 液 を 吸 い 出 す 。
　 ５ ． 　 細 胞 を 剥 が す た め に フ ラ ス コ の 側 面 を 軽 く 叩 く 。
　 ６ ． 　 １ ０ ｍ ｌ の 培 地 ＃ １ を 用 い て フ ラ ス コ （ 群 ） か ら 細 胞 を 集 め 、 細 胞 を ５ ０ ｍ ｌ の
円 錐 管 に 移 す 。
　 ７ ． 　 １ ｍ ｌ の ト リ プ シ ン 阻 害 因 子 （ １ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ ） を 加 え 穏 や か に 混 合 す る 。
　 ８ ． 　 室 温 卓 上 遠 心 管 に て ５ 分 間 、 細 胞 を １ ０ ０ ０ ｒ ｐ ｍ の 遠 心 に か け る 。
　 ９ ． 　 上 清 を 吸 い 出 す 。
　 １ ０ ． 　 細 胞 を １ ０ ｍ ｌ の 培 地 ２ 中 に 再 懸 濁 す る 。
　 １ １ ． 　 １ ｍ ｌ の ト リ プ シ ン 阻 害 因 子 を 加 え て 、 穏 や か に 混 合 す る 。
　 １ ２ ． 　 上 記 の よ う に 室 温 卓 上 遠 心 に て 細 胞 を １ ０ ０ ０ ｒ ｐ ｍ の 遠 心 に か け る 。
　 １ ３ ． 　 培 地 を 吸 い 出 す 。
　 １ ４ ． 　 培 地 ２ 中 に 細 胞 を 再 懸 濁 す る 。 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン に つ き ０ ． ８ ｍ ｌ 等 量
と な る よ う に 終 量 中 に 穏 や か に 再 懸 濁 す る （ 細 胞 ピ ル ビ ン 酸 ナ ト リ ウ ム が 容 量 に 寄 与 す る
分 を 考 慮 す る ） 。
　 １ ５ ． 　 ０ ． ８ ｍ ｌ の 細 胞 懸 濁 液 を プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ 溶 液 を 含 む 遠 心 管 に 移 す 。 ｐ １ ０
０ ０ チ ッ プ を 用 い て 穏 や か に ピ ペ ッ テ ィ ン グ し て 細 胞 と Ｄ Ｎ Ａ を 混 合 す る 。 エ レ ク ト ロ ポ
レ ー タ ー 装 置 に 移 す 。
【 ０ ２ １ ５ 】

：
　 Ｂ Ｔ Ｘ ８ ２ ０ ス ク エ ア ー － ウ ェ ー ブ ・ エ レ ク ト ロ ポ レ ー タ ー
　 １ ． 細 胞 ／ Ｄ Ｎ Ａ を ３ 回 ピ ペ ッ テ ィ ン グ し て 穏 や か に 混 合 し 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン
用 の キ ュ ベ ッ ト に 移 す 。
　 ２ ． キ ュ ベ ッ ト を エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 装 置 に 入 れ る 。
　 ３ ． 細 胞 を エ レ ク ト ロ ポ レ ー ト す る （ ４ パ ル ス 、 ７ ０ ｍ ｓ ｅ ｃ 、 １ ４ ０ ボ ル ト ） 。
　 ４ ． 全 て の 試 料 を エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン し た 後 に 、 キ ュ ベ ッ ト （ 群 ） を 生 物 学 的 に 安
全 な フ ー ド に 戻 し 、 １ ｍ ｌ の 培 地 １ を 加 え る 。 滅 菌 プ ラ ス チ ッ ク 移 動 用 ピ ペ ッ ト を 用 い て
、 細 胞 を キ ュ ベ ッ ト か ら １ ０ ｍ ｌ の 培 地 １ を 含 む １ ５ ｍ ｌ の 遠 心 管 に 移 す 。
　 ５ ． 穏 や か に 混 合 し 、 上 記 の よ う に 遠 心 し て 細 胞 を 集 め る 。
　 ６ ． 培 地 を 吸 い 出 す 。
　 ７ ． 細 胞 を １ ０ ｍ ｌ の 培 地 １ 中 に 再 懸 濁 し 、 そ の 懸 濁 液 を ２ ５ ｍ ｌ の 培 地 １ を 含 む Ｔ １
５ ０ フ ラ ス コ 中 に 移 す 。
　 ８ ． 細 胞 を ３ ７ ℃ （ ５ ％  Ｃ Ｏ ２ ） で ３ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。
　 ９ ． 細 胞 を ４ ３ ℃ （ ３ ～ ５ ％ Ｃ Ｏ ２ ） で ３ 時 間 熱 シ ョ ッ ク を 与 え る 。
　 １ ０ ． 細 胞 を ３ ７ ℃ に ２ 時 間 戻 す 。
　 １ １ ． 培 地 を ３ ０ ｍ ｌ の 培 地 ３ に 交 換 し 、 ３ ７ ℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト し 続 け る 。
　 １ ２ ． 細 胞 変 性 効 果 の 信 号 に つ い て 細 胞 を 日 々 観 察 す る 。 Ｖ Ｓ Ｖ 複 製 は ３ ～ ４ 日 と い う
早 い 時 期 に 表 れ る は ず で あ る が 、 ６ 日 目 と 長 く か か る 場 合 も あ る 。
【 ０ ２ １ ６ 】
　 前 記 の エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 法 ／ 熱 シ ョ ッ ク ／ Ｔ ７ プ ラ ス ミ ド 手 法 に 関 し て 、 組 換 え
Ｖ Ｓ Ｖ ， Ｍ Ｖ お よ び Ｐ Ｉ Ｖ は す べ て Ｖ ｅ ｒ ｏ 細 胞 か ら の レ ス キ ュ ー に 成 功 し た 。 特 筆 す べ
き は 、 早 期 終 止 （ premature termination） を 低 下 さ せ る と 報 告 さ れ て い る １ ア ミ ノ 酸 置
換 （ MacDonaldら 、 . 238:145-158、 1994、 出 所 明 示 に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と
さ れ る ） を 含 む 修 飾 Ｐ Ｃ ｌ － Ｎ ｅ ｏ － Ｂ ｃ ｌ － Ｔ ７ プ ラ ス ミ ド を 用 い る こ と で 、 い く つ か
の Ｖ Ｓ Ｖ レ ス キ ュ ー が 行 わ れ た こ と で あ る 。
【 ０ ２ １ ７ 】
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　 こ の 実 施 例 で は 、 本 発 明 の 一 過 性 Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ ベ ク タ ー 系 を 用 い て （ 上 記 の 実 施
例 Ｉ Ｉ 記 載 の 改 変 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム ／ 熱 シ ョ ッ ク プ ロ ト コ ル に よ っ て 実 施 さ れ る ） ５ ０ 個
の 異 な る 組 換 え Ｒ Ｓ Ｖ 株 の 成 功 し た 回 収 を 示 す 。 こ の よ う に 回 収 さ れ た 幅 広 く 組 み 立 て ら
れ た 組 換 え Ｒ Ｓ Ｖ 候 補 体 を 表 ６ に 示 す ： そ れ ら に は 、 生 物 学 的 に 派 生 し た Ｒ Ｓ Ｖ 変 異 体 由
来 の 弱 毒 化 変 異 を １ つ ま た は そ れ 以 上 組 み 込 む こ と に よ っ て 改 変 さ れ て い る Ｒ Ｓ Ｖ 組 換 え
体 ； １ つ ま た は そ れ 以 上 の 遺 伝 子 （ 群 ） ま た は ゲ ノ ム 分 節 （ 群 ） （ 例 え ば 、 Ｓ Ｈ 、 Ｎ Ｓ １
、 Ｎ Ｓ ２ 、 Ｍ ２ － ２ の も の ） を 部 分 的 に ま た は 完 全 に 欠 失 す る こ と に よ っ て 改 変 さ れ た Ｒ
Ｓ Ｖ 、 あ る い は １ つ ま た は そ れ 以 上 の 遺 伝 子 （ 群 ） の 発 現 が ノ ッ ク ア ウ ト も し く は 損 な わ
れ る 他 の 修 飾 に よ っ て 改 変 さ れ た Ｒ Ｓ Ｖ ； Ｒ Ｓ Ｖ － Ｒ Ｓ Ｖ キ メ ラ 構 築 物 （ 例 え ば 、 Ｒ Ｓ Ｖ
 Ｂ 糖 タ ン パ ク 質 （ 群 ） 置 換 を 有 す る Ｒ Ｓ Ｖ  Ａ ２ 株 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド ） ； １ つ ま た は そ れ
以 上 の 挿 入 （ 群 ） を 有 す る Ｒ Ｓ Ｖ ； お よ び 野 生 型 の Ｒ Ｓ Ｖ 遺 伝 子 地 図 に 対 応 す る 遺 伝 子 位
置 と 比 較 し て 場 所 が ず れ て い る 遺 伝 子 （ 群 ） を １ つ ま た は そ れ 以 上 有 す る （ 即 ち 、 「 遺 伝
子 シ ャ ッ フ リ ン グ 」 ） Ｒ Ｓ Ｖ 組 換 え 体 が 挙 げ ら れ る 。 こ の レ ス キ ュ ー さ れ 表 ６ に て 同 定 さ
れ た 株 に は 、 主 と し て Ｒ Ｓ Ｖ  Ａ ２ 株 の 変 種 お よ び 派 生 体 が 含 ま れ る が 、 Ｒ Ｓ Ｖ  Ｂ １ 株 も
ま た 本 発 明 の 方 法 お よ び 組 成 物 を 用 い る こ と で 回 収 に 成 功 し た 。 こ の 表 ６ 記 載 の 回 収 さ れ
た Ｒ Ｓ Ｖ 組 換 え 体 の 中 で 、 種 々 の 弱 毒 化 ウ イ ル ス 、 多 重 弱 毒 化 ウ イ ル ス お よ び キ メ ラ ウ イ
ル ス が 回 収 さ れ 、 並 び に 前 記 の お よ び 上 記 一 部 と さ れ た 引 用 例 中 に 記 載 さ れ る 全 て の 、 １
つ ま た は そ れ 以 上 の 遺 伝 子 欠 失 を 有 す る Ｒ Ｓ Ｖ 組 換 え 体 が 回 収 さ れ た 。
【 ０ ２ １ ８ 】
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【 表 ７ － ２ 】
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【 表 ７ － ３ 】
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【 表 ７ － ４ 】
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【 表 ７ － ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ２ ３ 】

　 こ の 実 施 例 は 、 上 記 の 実 施 例 Ｖ Ｉ Ｉ 記 載 の 改 変 さ れ た プ ラ ス ミ ド Ｔ ７ ／ エ レ ク ト ロ ポ レ
ー シ ョ ン ／ 熱 シ ョ ッ ク 系 を 用 い て さ ら に ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス の 成 功 し た 回 収 を 示
す 。 こ の 改 変 さ れ た 回 収 法 を 、 非 常 に 多 く の 更 な る 弱 毒 組 換 え Ｖ Ｓ Ｖ （ ｒ Ｖ Ｓ Ｖ ） 株 並 び
に 異 種 抗 原 を エ ン コ ー ド す る よ う 修 飾 さ れ た 種 々 の ｒ Ｖ Ｓ Ｖ お よ び ｂ Ｐ Ｉ Ｖ ベ ク タ ー が 作
り 出 さ れ る よ う に 、 本 明 細 書 中 で さ ら に 適 用 し た 。 ｒ Ｖ Ｓ Ｖ に 加 え て 、 プ ラ ス ミ ド Ｔ ７ ／
エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン ／ 熱 シ ョ ッ ク 法 も ま た 、 Ｖ ｅ ｒ ｏ 細 胞 か ら 種 々 の 他 の 典 型 的 な 、
組 換 え ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス を 回 収 す る た め に 用 い た （ 下 記 、 表 ７ ） 。 ｒ Ｖ Ｓ Ｖ に
つ い て 上 記 し た よ う に 、 こ れ ら 例 示 す る 実 施 形 態 で は エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン さ れ る Ｄ Ｎ
Ａ の 組 成 に は 、 Ｃ Ｎ Ｖ － Ｔ ７ 、 ゲ ノ ム ｃ Ｄ Ｎ Ａ 、 Ｎ 、 Ｐ お よ び Ｌ に 加 え て 、 マ ト リ ッ ク ス
タ ン パ ク 質 お よ び ウ イ ル ス の 糖 タ ン パ ク 質 が 場 合 に よ り 含 ま れ て も よ い 。 マ ト リ ッ ク ス タ
ン パ ク 質 お よ び 糖 タ ン パ ク 質 を エ ン コ ー ド す る プ ラ ス ミ ド を さ ら に 含 ん で い る 場 合 に は 、
そ れ が な け れ ば レ ス キ ュ ー す る こ と が 難 し い こ と が 知 ら れ て い る ウ イ ル ス を 回 収 す る に あ
た っ て 、 多 大 な 利 益 を 提 供 す る こ と が で き る 。 さ ら に 以 上 で も 記 載 し た よ う に 、 １ つ ま た
は そ れ 以 上 の 更 な る 構 造 タ ン パ ク 質 （ 例 え ば 、 Ｒ Ｓ Ｖ の Ｍ 、 Ｓ Ｈ 、 Ｎ Ｓ 1、 Ｎ Ｓ ２ 、 Ｆ 、
お よ び ／ ま た は Ｇ 、 並 び に Ｐ Ｉ Ｖ の Ｍ 、 Ｈ Ｎ 、 お よ び ／ ま た は Ｆ ） を エ ン コ ー ド す る 適 宜
の プ ラ ス ミ ド も ま た 、 本 発 明 の こ れ ら （ エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン ） 方 法 お よ び 組 成 物 の 範
囲 内 に 含 ま れ 得 る 。
【 ０ ２ ２ ４ 】
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実 施 例 Ｉ Ｘ
プ ラ ス ミ ド Ｔ ７ ／ エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン ／ 熱 シ ョ ッ ク 法 に よ る さ ら な る ネ ガ テ ィ ブ 鎖 ウ
イ ル ス の レ ス キ ュ ー



【 表 ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ２ ５ 】
　 ｒ Ｖ Ｓ Ｖ に 関 し て 、 種 々 の 更 な る 構 築 物 が プ ラ ス ミ ド Ｔ ７ ／ エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン ／
熱 シ ョ ッ ク 方 法 を 用 い て 作 り 出 さ れ 、 回 収 さ れ た 。 こ れ ら ｒ Ｖ Ｓ Ｖ 組 換 え 体 を レ ス キ ュ ー
し た 後 に 、 複 製 速 度 を イ ン ビ ト ロ で 試 験 し 、 そ の ウ イ ル ス が 本 発 明 の 免 疫 原 性 組 成 物 お よ
び 方 法 の 使 用 の た め に 十 分 弱 毒 化 さ れ た か を 、 相 対 的 な 毒 性 に つ い て 、 ヒ ト で の 活 性 （ 例
え ば 、 弱 毒 化 お よ び 免 疫 原 性 ） を 示 唆 す る 小 動 物 モ デ ル 系 に て 評 価 し た 。
【 ０ ２ ２ ６ 】
　 例 示 の 実 施 形 態 で は 、 異 種 抗 原 、 例 え ば Ｈ Ｉ Ｖ 　 Ｇ Ａ Ｇ タ ン パ ク 質 ま た は Ｈ Ｓ Ｖ － ２  
ｇ Ｄ 糖 タ ン パ ク 質 を エ ン コ ー ド す る 第 ６ 番 目 の 遺 伝 子 を 含 む 多 く の ｒ Ｖ Ｓ Ｖ が 作 り 出 さ れ
、 回 収 さ れ た 。 ウ イ ル ス の 複 製 を 向 上 さ せ る 改 変 の 導 入 に 効 果 的 と さ れ る 、 以 下 の ５ つ の
一 般 的 な 方 策 を 実 施 し た ： （ １ ） 転 写 お よ び Ｒ Ｎ Ａ 複 製 に 関 与 す る 遺 伝 子 （ 例 え ば Ｎ 遺 伝
子 ） ま た は ウ イ ル ス 粒 子 成 熟 に 関 与 す る 遺 伝 子 （ 例 え ば Ｍ も し く は Ｇ ） を 、 対 応 す る ｍ Ｒ
Ｎ Ａ の 転 写 が 減 少 す る こ と と な る 下 流 部 位 に 転 座 ま た は 「 シ ャ ッ フ リ ン グ 」 す る （ 例 え ば
、 Ballら 、  :4705-4712、 1999； Finkeら 、  :1613-1621、 20
03;お よ び Wertzら 、  :3501-3506、 1998を 参 照 の こ と 、 出
所 明 示 に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と さ れ る ） ； （ ２ ） ウ イ ル ス 付 着 タ ン パ ク 質 （ 例 え ば Ｇ タ ン
パ ク 質 ） の 細 胞 質 尾 部 ド メ イ ン の 切 断 （ Ｃ Ｔ 欠 失 ） （ 例 え ば 、 Robertsら 、  :
3723-3732、 1999を 参 照 の こ と 、 出 所 明 示 に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と さ れ る ） ； （ ３ ） 温 度
感 受 性 ポ リ ペ プ チ ド を エ ン コ ー ド す る 相 同 体 を 用 い て ベ ク タ ー バ ッ ク ボ ー ン 中 の 遺 伝 子 の
交 換 （ 例 え ば 、 Pringle、  :559-567、 1970； Gallioneら 、  :374-3
82、 1985を 参 照 の こ と 、 そ れ ぞ れ 出 所 明 示 に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と さ れ る ） ； （ ４ ） Ｍ タ
ン パ ク 質 を エ ン コ ー ド す る 遺 伝 子 中 に ウ イ ル ス 粒 子 成 熟 速 度 お よ び 細 胞 変 性 を 減 少 さ せ る
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変 異 を 導 入 す る （ 例 え ば 、 Jayakarら 、  :8011-8018、 2002を 参 照 の こ と 、 出
所 明 示 に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と さ れ る ） ； （ ５ ） Ｃ Ｔ 欠 失 と 、 シ ャ ッ フ リ ン グ さ れ た 遺 伝
子 、 ｔ ｓ 変 異 ま た は Ｍ 変 異 と を 組 み 合 わ せ る 。 以 下 の 表 ８ で 、 本 方 法 に 従 っ て レ ス キ ュ ー
さ れ た 種 々 の 弱 毒 化 ｒ Ｖ Ｓ Ｖ 株 の 例 示 を 記 載 す る 。
【 ０ ２ ２ ７ 】
　 上 記 方 策 （ ３ ） に 関 し て 、 温 度 感 受 性 変 異 の 導 入 は 、 生 物 学 的 に 派 生 し た ｔ ｓ 変 異 ウ イ
ル ス に お い て 同 定 さ れ た 遺 伝 子 を 用 い て 野 生 型 も し く は 原 型 遺 伝 子 を 置 換 す る こ と で 容 易
に 実 施 で き る 。 ｔ ｓ 変 異 な ど を 有 す る 例 示 の ｒ Ｖ Ｓ Ｖ 組 換 え 体 の 作 成 に あ た っ て 、 Ｂ Ｈ Ｋ
細 胞 を 、 例 示 す る 生 物 学 的 に 派 生 し た ｔ ｓ 変 異 体 、 ｔ ｓ Ｇ １ １ 、 ｔ ｓ Ｇ ３ １ 、 ｔ ｓ Ｇ ４ １
も し く は ｔ ｓ Ｏ ４ ５ （ 例 え ば 、 Gallioneら 、  :374-382、 1985； Whittら 、

 :4907-4913、 1990； Pringle、  :559-567、 1970を 参 照 の こ と 、 そ れ
ぞ れ 出 所 明 示 に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と さ れ る ） を 用 い て 感 染 さ せ 、 細 胞 変 性 効 果 が 表 れ る
ま で 複 製 許 容 温 度 （ ３ ２ ℃ ） で イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 培 養 物 の お よ そ ７ ５ ％ に 明 白 な 細 胞 変
性 効 果 が 表 れ た 時 点 で 細 胞 を 培 地 中 で 潰 し 、 低 速 の 遠 心 に よ り 収 集 す る 。 グ ア ニ ジ ン チ オ
シ ア ネ ー ト － フ ェ ノ ー ル － ク ロ ロ ホ ル ム 抽 出 法 に よ り 細 胞 ペ レ ッ ト か ら 全 て の 感 染 さ れ た
細 胞 の Ｒ Ｎ Ａ を 抽 出 し 、 精 製 さ れ た Ｒ Ｎ Ａ を 逆 転 写 お よ び Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 に 用 い て 、 ｒ Ｖ Ｓ Ｖ
 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン 中 の 同 種 遺 伝 子 を 置 換 す る た め に 次 に 用 い ら れ る タ ン パ ク 質 コ ー ド 配
列 を 調 製 し た 。 ク ロ ー ン 化 さ れ た ｔ ｓ 遺 伝 子 配 列 は 、 そ の 配 列 と そ れ と 対 応 す る 生 物 学 的
に 派 生 し た ｔ ｓ ウ イ ル ス の ゲ ノ ム Ｒ Ｎ Ａ か ら 直 接 決 定 さ れ た 配 列 と 比 較 す る こ と で 確 か め
た 。 配 列 の 確 認 に 続 い て 、 １ つ ま た は そ れ 以 上 の ｔ ｓ 遺 伝 子 を エ ン コ ー ド す る ｒ Ｖ Ｓ Ｖ 株
を 、 期 待 さ れ る ｔ ｓ 表 現 型 の た め に ３ ７ ℃ で は な く ３ ２ ℃ （ 熱 シ ョ ッ ク 中 を 除 く ） で 細 胞
を イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と を 除 い て 、 上 記 の エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン ／ 熱 シ ョ ッ ク プ ロ ト
コ ル を 用 い て 、 レ ス キ ュ ー し た 。 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 後 ５ ～ ９ 日 で 、 成 功 し た レ ス キ
ュ ー 試 行 で は 細 胞 変 性 効 果 が 明 白 に 表 れ 、 こ の 時 点 で 新 規 の 株 を 得 て 、 最 初 の プ ラ ー ク 精
製 に 用 い た 。 プ ラ ー ク 精 製 を ３ 回 行 っ た 後 、 ウ イ ル ス ス ト ッ ク を 増 幅 し 、 ゲ ノ ム 配 列 を 決
定 し た 。 次 い で 、 所 望 の 配 列 を 含 む ウ イ ル ス を 種 々 の 温 度 （ ３ ２ ℃ 、 ３ ７ ℃ お よ び ３ ９ ℃
） で プ ラ ー ク ア ッ セ イ に か け 、 挿 入 さ れ た ｔ ｓ 遺 伝 子 の 効 果 を 評 価 し た 。
【 ０ ２ ２ ８ 】
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【 表 ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
＊ 学 名 に お け る 注 釈 ： Ｖ Ｓ Ｖ ゲ ノ ム は ３ '－ Ｎ （ １ ） － Ｐ （ ２ ） － Ｍ （ ３ ） － Ｇ （ ４ ） －
Ｌ （ ５ ） － ５ ’ に 配 置 さ れ た ５ つ の 遺 伝 子 を 含 ん で い る 。 Ｃ Ｔ 改 変 の 注 意 す べ き 例 外 と し
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て 、 上 記 の 、 数 字 の 命 名 は 、 対 象 と な る 組 換 え ウ イ ル ス の 最 終 的 な 遺 伝 子 位 置 を 意 味 す る
。 従 っ て 、 例 え ば 、 「 ｒ Ｖ Ｓ Ｖ － Ｍ ５ 」 と 称 さ れ え る ウ イ ル ス は 、 そ の 最 後 ま た は ５ 番 目
の 位 置 に 中 に シ ャ ッ フ ル さ れ た Ｍ 遺 伝 子 を 含 ん で い る 。 第 １ の 遺 伝 子 部 位 か ら の Ｈ Ｉ Ｖ  
Ｇ Ａ Ｇ を エ ン コ ー ド す る 遺 伝 子 挿 入 を 特 徴 と す る ｒ Ｖ Ｓ Ｖ － Ｍ ５ の ベ ク タ ー 派 生 物 は ６ つ
の 遺 伝 子 を 含 ん で お り 、 ｒ Ｖ Ｓ Ｖ － Ｇ Ａ Ｇ １ － Ｍ ６ と 一 致 し て 称 さ れ る 。 対 象 と な る 組 換
え 体 の ほ と ん ど が ニ ュ ー ジ ャ ー ジ ー 州 （ Ｎ Ｊ ） 抗 原 型 バ ッ ク ボ ー ン か ら 調 製 さ れ た 付 随 ベ
ク タ ー を 用 い て 回 収 さ れ た が 、 表 ８ に お い て 同 定 さ れ た 各 Ｖ Ｓ Ｖ 組 換 え 体 の 当 初 イ ン デ ィ
ア ナ 抗 原 型 バ ッ ク ボ ー ン 中 で 作 ら れ た 。 「 ｔ ｓ 」 に 続 く 特 定 の 遺 伝 子 ま た は 産 生 物 （ 例 え
ば 「 ｔ ｓ Ｇ 」 ） の 命 名 は 、 一 部 と さ れ た 引 例 中 に 記 載 の よ う に 、 組 換 え ウ イ ル ス が 生 物 学
的 に 派 生 し た 変 異 型 ウ イ ル ス で 同 定 さ れ た 遺 伝 子 ま た は 変 異 を 組 み 込 ん で い る こ と を 意 味
す る 。 一 般 に 既 知 の 弱 毒 化 さ れ た 生 物 学 的 に 派 生 し た ウ イ ル ス は 、 組 換 え 体 弱 毒 化 ウ イ ル
ス 中 に 組 み 込 む た め の 変 異 遺 伝 子 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ コ ピ ー を 構 築 す る た め に 用 い ら れ る 。 あ る い
は 、 生 物 学 的 に 派 生 し た 変 異 型 ウ イ ル ス 中 で 標 的 変 異 を 特 定 す る 遺 伝 子 座 （ 群 ） は 既 知 で
あ り 、 対 象 と な る 変 異 は 組 換 え ウ イ ル ス に 直 接 、 例 え ば 部 位 特 異 的 変 異 導 入 に よ っ て 組 み
込 む こ と が で き る 。
【 ０ ２ ２ ９ 】
　 免 疫 原 性 特 異 性 に 所 望 の 変 化 を 生 じ る 、 外 来 の ま た は 「 異 種 の 」 抗 原 も し く は 抗 原 決 定
基 を 発 現 す る さ ら な る ｒ Ｖ Ｓ Ｖ お よ び 他 の ウ イ ル ス 構 築 物 が 作 り 出 さ れ 、 回 収 さ れ た 。 例
え ば 、 組 換 え Ｖ Ｓ Ｖ 、 ウ シ Ｐ Ｉ Ｖ （ ｂ Ｐ Ｉ Ｖ ） お よ び ｈ Ｐ Ｉ Ｖ ３ － ｃ ｐ ４ ５ は 、 Ｈ Ｉ Ｖ －
１ 、 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス Ａ 型 お よ び Ｂ 型 、 単 純 疱 疹 ウ イ ル ス ２ 型 、 コ ロ ナ ウ イ ル ス 、
お よ び Ｒ Ｓ Ｖ Ａ 型 お よ び Ｂ 型 由 来 の 抗 原 を 運 ぶ 可 能 性 の あ る ベ ク タ ー と し て 設 計 さ れ 、 評
価 さ れ た 。 こ れ ら の ベ ク タ ー は 、 本 明 細 書 中 で 記 載 す る よ う に 次 の 免 疫 原 性 お よ び 安 全 性
試 験 の た め に レ ス キ ュ ー さ れ た 。 レ ス キ ュ ー さ れ た Ｖ Ｓ Ｖ － Ｈ Ｉ Ｖ 　 Ｇ Ａ Ｇ 構 築 物 お よ び
例 示 す る Ｖ Ｓ Ｖ － Ｈ Ｓ Ｖ 　 ｇ Ｄ 構 築 物 を 上 記 の 表 ８ に 列 挙 す る が 、 下 記 の 表 ９ に は ウ イ ル
ス 性 の 呼 吸 器 病 原 体 （ Ｒ Ｓ Ｖ 、 イ ン フ ル エ ン ザ お よ び コ ロ ナ ウ イ ル ス ） 由 来 の 糖 タ ン パ ク
質 を 発 現 す る よ う に 設 計 さ れ た 典 型 的 な ベ ク タ ー を 略 記 す る 。
【 ０ ２ ３ ０ 】
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【 表 １ ０ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
上 記 の Ｖ Ｓ Ｖ ベ ク タ ー が イ ン デ ィ ア ナ 抗 原 型 バ ッ ク ボ ー ン に て 作 れ ら れ た こ と に 注 意 を 要
す る 。 ほ ど ん ど の 場 合 、 Ｎ Ｊ 抗 原 型 バ ッ ク ボ ー ン に て 調 製 さ れ た 、 付 随 （ companion） ベ
ク タ ー が 単 離 さ れ た 。
【 ０ ２ ３ １ 】

　 上 記 し た よ う に 、 ワ ク チ ン 接 種 し た 部 位 か ら 大 き く 分 散 す る こ と が で き な い が 、 細 胞 に
感 染 し て 、 目 標 の 抗 原 を 発 現 す る 能 力 を 維 持 す る ベ ク タ ー 組 換 え 体 を 構 築 す る こ と が 多 く
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実 施 例 Ｘ
Ｇ 遺 伝 子 ま た は ゲ ノ ム 分 節 を 欠 く 複 製 － 欠 損 Ｖ Ｓ Ｖ ベ ク タ ー の レ ス キ ュ ー



の 場 合 望 ま し い 。 Ｍ ま た は Ｇ 遺 伝 子 の よ う な 構 造 遺 伝 子 を 欠 く 典 型 的 な ベ ク タ ー は 、 こ の
目 標 を 容 易 に 達 成 で き る 。 Ｍ ま た は Ｇ 遺 伝 子 の 欠 如 は 、 完 全 ウ イ ル ス 粒 子 成 熟 を 妨 げ る こ
と に よ っ て 感 染 の 後 の 免 疫 性 ベ ク タ ー の 拡 散 を 好 ま し く 防 ぐ が 、 Ｎ 、 Ｐ お よ び Ｌ タ ン パ ク
質 に よ り 媒 介 さ れ る 転 写 お よ び 遺 伝 子 発 現 に 干 渉 し な い で あ ろ う 。 全 て ま た は 大 部 分 の Ｇ
遺 伝 子 を 欠 く ｒ Ｖ Ｓ Ｖ は 記 載 さ れ 、 本 発 明 の 免 疫 原 性 組 成 物 お よ び 方 法 に 使 用 す る の に 魅
力 的 な 候 補 体 で あ る （ 例 え ば 、 Robertsら 、 . :3723-3732、 1999、 Jeetendraら
、 . :12300-12311、 2002； Robisonら 、 . :2239-2246、 2000参 照 の
こ と 、 そ れ ぞ れ 出 所 明 示 に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と さ れ る ） 。 こ の 複 製 － 欠 損 候 補 体 の レ ス
キ ュ ー お よ び 増 殖 を 容 易 と す る た め に 、 こ の 実 施 例 で は 、 改 変 さ れ た プ ラ ス ミ ド Ｔ ７ ／ エ
レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン ／ 熱 シ ョ ッ ク 方 法 を 記 載 す る 。 複 製 － 欠 損 候 補 体 の 生 産 お よ び 開 発
に 関 し 、 こ の 改 変 さ れ た プ ロ ト コ ル の 有 用 性 を 例 証 す る た め に 、 ２ 種 類 の 変 異 体 ウ イ ル ス
を 作 り 出 し 回 収 し た 。 １ つ 目 に 例 示 す る 種 類 の 変 異 体 は 、 Ｇ 遺 伝 子 を 完 全 に 欠 失 し て い る
（ 「 Δ Ｇ 」 と 称 す る ） 。 ２ つ 目 の 変 異 体 は 、 ウ イ ル ス 付 着 に 必 要 と さ れ る Ｇ の 細 胞 外 ド メ
イ ン を 欠 く Ｇ タ ン パ ク 質 （ 「 Ｇ － 抑 止 （ stem） 」 と 称 す る ） を エ ン コ ー ド し て い る 。 こ の
変 異 遺 伝 子 は 、 そ の ほ と ん ど は こ の タ ン パ ク 質 が 平 滑 小 胞 体 に 挿 入 さ れ 後 に 切 断 さ れ る Ｇ
タ ン パ ク 質 の 最 初 の １ ９ 個 の ア ミ ノ 酸 と 、 そ れ と 融 合 さ れ た 膜 貫 通 ド メ イ ン お よ び 細 胞 内
ド メ イ ン を 含 む 最 後 の ９ １ 残 基 を エ ン コ ー ド し て い る 。 複 製 － ま た は 増 殖 － 欠 損 ネ ガ テ ィ
ブ 鎖 ウ イ ル ス の レ ス キ ュ ー に つ い て 改 変 方 法 （ Δ Ｇ ま た は Ｇ － 抑 止 ウ イ ル ス に よ り 例 証 さ
れ る ） を 以 下 に 挙 げ る 。
【 ０ ２ ３ ２ 】

溶 液
ト リ プ シ ン ／ Ｅ Ｄ Ｔ Ａ
ハ ン ク 緩 衝 食 塩 水
Ｐ Ｂ Ｓ 中 で 調 製 さ れ た １ ｍ ｌ に つ き １ ｍ ｇ の ダ イ ズ ・ ト リ プ シ ン 阻 害 因 子
培 地 成 分 （ 以 下 に 記 載 す る ）
培 地
【 ０ ２ ３ ３ 】
【 表 １ １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ３ ４ 】
Ｖ ｅ ｒ ｏ 細 胞 の 調 製
　 各 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン は 、 密 集 度 約 １ .３ 程 度 の Ｔ １ ５ ０ フ ラ ス コ か ら の 細 胞 を 要
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Ｖ Ｓ Ｖ ／ Ｖ ｅ ｒ ｏ エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン レ ス キ ュ ー 手 法 ：



求 す る 。
１ ） 　 細 胞 単 層 を お よ そ ５ ｍ ｌ の ハ ン ク 緩 衝 食 塩 溶 液 を 用 い て １ 回 洗 浄 す る 。
２ ） 　 ４ ｍ ｌ の ト リ プ シ ン ／ Ｅ Ｄ Ｔ Ａ を 加 え 、 溶 液 が 均 等 に 分 散 す る よ う に フ ラ ス コ を 揺
す る 。
３ ） 　 室 温 で ３ － ５ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。
４ ） 　 ト リ プ シ ン 溶 液 を 吸 い 出 す 。
５ ） 　 細 胞 を 剥 が す た め に フ ラ ス コ の 側 面 を 軽 く 叩 く 。
６ ） 　 １ ０ ｍ ｌ の 培 地 ＃ １ を 用 い て フ ラ ス コ （ 群 ） か ら 細 胞 を 集 め 、 細 胞 を ５ ０ ｍ ｌ の 円
錐 管 に 移 す 。
７ ） 　 １ ｍ ｌ の ト リ プ シ ン 阻 害 因 子 （ １ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ ） を 加 え 穏 や か に 混 合 す る 。
８ ） 　 室 温 卓 上 遠 心 管 に て ５ 分 間 、 細 胞 を １ ０ ０ ０ ｒ ｐ ｍ の 遠 心 に か け る 。
９ ） 　 上 清 を 吸 い 出 す 。
１ ０ ） 　 細 胞 を １ ０ ｍ ｌ の 培 地 ２ 中 に 再 懸 濁 す る 。
１ １ ） 　 １ ｍ ｌ の ト リ プ シ ン 阻 害 因 子 を 加 え て 、 穏 や か に 混 合 す る 。
１ ２ ） 　 上 記 の よ う に 室 温 卓 上 遠 心 に て 細 胞 を １ ０ ０ ０ ｒ ｐ ｍ の 遠 心 に か け る 。
１ ３ ） 　 培 地 を 吸 い 出 す 。
１ ４ ） 　 培 地 ２ 中 に 細 胞 を 再 懸 濁 す る 。 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン に つ き ０ ． ７ ｍ ｌ 等 量 と
な る よ う に 終 量 中 に 穏 や か に 再 懸 濁 す る （ 細 胞 ペ レ ッ ト が 容 量 に 寄 与 す る 分 を 考 慮 す る ）
。
１ ５ ） 　 ０ ． ７ ｍ ｌ の 細 胞 懸 濁 液 を プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ 溶 液 を 含 む 遠 心 管 に 移 す 。 ｐ １ ０ ０
０ チ ッ プ を 用 い て 穏 や か に ピ ペ ッ テ ィ ン グ し て 細 胞 と Ｄ Ｎ Ａ を 混 合 す る 。 エ レ ク ト ロ ポ レ
ー タ ー 装 置 に 移 す 。
【 ０ ２ ３ ５ 】

各 レ ス キ ュ ー エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン に つ い て は 、 ５ ０ μ ｇ の Ｃ Ｍ Ｖ － Ｇ を エ レ ク ト ロ ポ
レ ー ト す る 。
ａ ） 　 生 物 学 的 に 安 全 な フ ー ド 中 で 作 業 し て 、 Ｄ Ｎ Ａ 量 を 滅 菌 、 ヌ ク レ ア ー ゼ 不 含 水 を 用
い て ２ ５ ０ μ ｌ に 調 整 す る
ｂ ） 　 ３ Ｍ  酢 酸 ナ ト リ ウ ム （ ｐ Ｈ  ５ ） を ５ ０ μ ｌ 加 え る
ｃ ） 　 ７ ５ ０ μ ｌ の １ ０ ０ ％ エ タ ノ ー ル を 加 え 、 混 合 す る
ｄ ） 　 － ２ ０ ℃ で １ 時 間 ～ 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト す る
ｅ ） 　 １ ４ ， ０ ０ ０ ｒ ｐ ｍ の 遠 心 を ４ ℃ で ２ ０ 分 間 行 っ て Ｄ Ｎ Ａ を 沈 殿 さ せ る
ｆ ） 　 生 物 学 的 に 安 全 な フ ー ド 中 で 作 業 し 、 沈 殿 物 を 壊 さ な い よ う に 上 清 を 棄 て る
ｇ ） 　 チ ュ ー ブ を 迅 速 に 遠 心 し て 、 残 っ た エ タ ノ ー ル を 底 に 集 め 、 ピ ペ ッ ト を 用 い て 取 り
除 く
ｈ ） 　 沈 殿 物 を ５ ～ １ ０ 分 間 （ 生 物 学 的 に 安 全 な フ ー ド 中 で ） 風 乾 さ せ る
ｉ ） 　 沈 殿 物 を ５ ０ μ ｌ の 滅 菌 、 無 ヌ ク レ ア ー ゼ 水 を 用 い て 再 懸 濁 す る 。
【 ０ ２ ３ ６ 】
エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン
Ｂ Ｔ Ｘ ８ ２ ０ ス ク エ ア ー － ウ ェ ー ブ ・ エ レ ク ト ロ ポ レ ー タ ー
１ ） 　 細 胞 ／ Ｄ Ｎ Ａ を ３ 回 ピ ペ ッ テ ィ ン グ し て 穏 や か に 混 合 し 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン
用 の キ ュ ベ ッ ト に 移 す 。
２ ） 　 キ ュ ベ ッ ト を エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 装 置 に 入 れ る 。
３ ） 　 細 胞 を エ レ ク ト ロ ポ レ ー ト す る （ ４ パ ル ス 、 ７ ０ ｍ ｓ ｅ ｃ 、 １ ４ ０ ボ ル ト ） 。
４ ） 　 全 て の 試 料 を エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン し た 後 に 、 キ ュ ベ ッ ト （ 群 ） を 生 物 学 的 に 安
全 な フ ー ド に 戻 し 、 １ ｍ ｌ の 培 地 １ を 加 え る 。 滅 菌 プ ラ ス チ ッ ク 移 動 用 ピ ペ ッ ト を 用 い て
、 細 胞 を キ ュ ベ ッ ト か ら １ ０ ｍ ｌ の 培 地 １ を 含 む １ ５ ｍ ｌ の 遠 心 管 に 移 す 。
５ ） 　 穏 や か に 混 合 し 、 上 記 の よ う に 遠 心 し て 細 胞 を 集 め る 。
６ ） 　 培 地 を 吸 い 出 す 。
７ ） 　 細 胞 を １ ０ ｍ ｌ の 培 地 １ 中 に 再 懸 濁 し 、 そ の 懸 濁 液 を ２ ０ ｍ ｌ の 培 地 １ を 含 む ２ Ｔ
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Ｄ Ｎ Ａ 調 製 ：



１ ５ ０ フ ラ ス コ 中 に 移 す 。
８ ） 　 細 胞 を ３ ７ ℃ （ ５ ％  Ｃ Ｏ ２ ） で ３ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。
９ ） 　 細 胞 を ４ ３ ℃ （ ３ ～ ５ ％ Ｃ Ｏ ２ ） で ３ 時 間 熱 シ ョ ッ ク を 与 え る 。
１ ０ ） 　 細 胞 を ３ ７ ℃ に 一 晩 戻 す 。
１ １ ） 　 培 地 を ２ ０ ｍ ｌ の 培 地 ３ に 交 換 す る 。
１ ２ ） 　 レ ス キ ュ ー 物 質 を 含 む １ Ｔ １ ５ ０ を 吸 引 す る 。 １ ０ ｍ ｌ の 培 地 ３ を 加 え る 。 培 地
中 に 細 胞 を ま き 、 Ｇ 発 現 細 胞 を 含 む １ Ｔ １ ５ ０ に 移 し 、 ３ ７ ℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト し 続 け る
。
１ ３ ） 　 細 胞 変 性 効 果 の 信 号 に つ い て 細 胞 を 日 々 観 察 す る 。 Ｖ Ｓ Ｖ 複 製 は ３ ～ ４ 日 と い う
早 い 時 期 に 表 れ る は ず で あ る が 、 ６ 日 目 と 長 く か か る 場 合 も あ る 。
【 ０ ２ ３ ７ 】
　 実 施 例 Ｖ Ｉ Ｉ に 記 載 す る 別 の 典 型 的 な 方 法 と 比 較 し て 上 記 の 改 変 さ れ た エ レ ク ト ロ ポ レ
ー シ ョ ン 法 に お い て 原 理 的 に 異 な る 点 は 、 レ ス キ ュ ー の た め に 用 い ら れ る 細 胞 を 大 量 の Ｇ
タ ン パ ク 質 を 発 現 す る よ う に 作 ら れ た 細 胞 と 一 緒 に 増 殖 さ せ る 共 培 養 工 程 を 含 む と こ ろ で
あ る 。 簡 単 に は 、 Ｖ Ｓ Ｖ レ ス キ ュ ー は 、 Ｃ Ｍ Ｖ － Ｔ ７ プ ラ ス ミ ド 、 ウ イ ル ス ゲ ノ ム ｃ Ｄ Ｎ
Ａ 並 び に Ｎ 、 Ｐ 、 Ｌ お よ び Ｇ を エ ン コ ー ド す る ベ ク タ ー を 用 い て Ｖ ｅ ｒ ｏ 細 胞 （ ウ イ ル ス
レ ス キ ュ ー 細 胞 ） を エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン す る こ と に よ っ て 開 始 さ れ る 。 次 い で 、 こ れ
ら の 細 胞 を 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る 前 に ３ 時 間 の 熱 シ ョ ッ ク に か け る 。 ウ イ ル ス レ ス
キ ュ ー エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン を 実 施 し た 場 合 に 、 第 ２ の 一 組 の Ｖ ｅ ｒ ｏ 細 胞 を エ レ ク ト
ロ ポ レ ー ト し て 、 大 量 の Ｇ タ ン パ ク 質 を 一 過 性 発 現 す る 細 胞 を 共 培 養 の た め に 準 備 す る 。
エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン の 次 の 日 に 、 レ ス キ ュ ー 混 合 物 で ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 を
培 地 中 に ま き 、 Ｇ タ ン パ ク 質 を 発 現 す る 共 培 養 細 胞 単 層 に 移 す 。 一 般 に ウ イ ル ス 性 の 細 胞
変 性 効 果 は ２ ～ ４ 日 後 に 表 れ る 。
【 ０ ２ ３ ８ 】
　 上 記 の 発 明 を 実 施 例 に よ り 詳 細 に 記 載 し た が 、 当 業 者 で あ れ ば 、 実 例 と し て 記 載 し た も
の に 制 限 さ れ る こ と な く 、 添 付 の 特 許 請 求 の 範 囲 内 で 、 特 定 の 変 更 お よ び 改 変 を 実 施 で き
る こ と は 明 ら か で あ ろ う 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ２ ３ ９ 】
【 図 １ 】 Ｍ Ｖ Ａ － Ｔ ７ よ り も Ｔ ７ を 供 給 す る た め の プ ラ ス ミ ド を 用 い た Ｒ Ｓ Ｖ の レ ス キ ュ
ー を 表 す 。
【 図 ２ 】 一 過 性 Ｔ ７  ポ リ メ ラ ー ゼ 発 現 ベ ク タ ー で あ る プ ラ ス ミ ド ｐ Ｃ ｌ － Ｎ ｅ ｏ － Ｂ Ｃ
Ｌ － Ｔ ７ の 典 型 的 な 配 列 （ 配 列 番 号 ： １ ） を 示 す 。
【 図 ３ 】 異 種 の ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス で 同 定 さ れ た 種 々 の 変 異 を 、 弱 毒 性 ま た は 他
の 所 望 の 表 現 型 変 化 を 生 じ さ せ る た め に 本 発 明 の 組 換 え 非 分 節 型 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ
ル ス 中 に （ こ の 場 合 Ｈ Ｐ Ｉ Ｖ １ 構 築 物 中 に ） 組 み 込 む こ と が で き る こ と を 示 す 。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ２ 】 【 図 ２ 】
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【 図 ３ Ａ 】 【 図 ３ Ｂ 】

【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 18年 2月 13日 (2006.2.13)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 配 列 表
【 補 正 方 法 】 追 加
【 補 正 の 内 容 】
【 配 列 表 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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【要約の続き】
び組成物、並びにその組換えウイルスを用いた免疫原性組成物および方法がある。更なる実施形態では、本発明方法
および組成物は増殖欠損または複製欠損非分節型ネガティブ鎖ＲＮＡウイルスおよびサブウイルス粒子が生成される
ために用いられる。
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