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1.一种生成假型化慢病毒载体粒子的方法，所述方法包括：

(a)在包含kifunensine的培养基中培养病毒包装细胞，所述病毒包装细胞包含：

(1)含有编码第一目标序列的外源性多核苷酸的慢病毒载体基因组，

(2)编码辛德毕斯E2糖蛋白的多核苷酸，所述辛德毕斯E2糖蛋白优先地结合表达DC-

SIGN的树突细胞，以及

(3)编码保持SAMHD1抑制活性的Vpx蛋白或Vpr蛋白的多核苷酸；以及

(b)分离优先地结合表达DC-SIGN的树突细胞的假型化慢病毒载体粒子。

2.根据权利要求1所述的方法，其中所述编码辛德毕斯E2糖蛋白的多核苷酸编码SEQ 

ID  NO:30所示的辛德毕斯E2糖蛋白，其具有以下三个特征(i)所述E2糖蛋白的残基160不存

在或为非谷氨酸的氨基酸，(ii)所述E2糖蛋白的残基70、76或159中的一个或多个为非碱性

残基，并且(iii)所述E2糖蛋白不是与辛德毕斯病毒E3糖蛋白的融合蛋白的一部分。

3.根据权利要求1所述的方法，其中所述E2糖蛋白为SEQ  ID  NO:30。

4.根据权利要求1所述的方法，其中所述Vpx蛋白是选自SEQ  ID  NO:44、SEQ  ID  NO:45、

SEQ  ID  NO:46及SEQ  ID  NO:47，且所述Vpr蛋白是SEQ  ID  NO:48或SEQ  ID  NO:49。

5.根据权利要求1所述的方法，其中所述第一目标序列为肿瘤特异性抗原或病毒特异

性抗原。

6.根据权利要求1所述的方法，其中所述第一目标序列选自由以下者所组成之群组：

NY-ESO-1、MAGE、MART-1/黑色素-A、BAGE、RAGE、gp100、gp75、mda-7、酪氨酸酶、酪氨酸酶相

关蛋白、肾细胞癌抗原、5T4、SM22-α、碳酸酐酶I、碳酸酐酶IX(也称为G250)、HIF-1α、HIF-2

α、VEGF、前列腺特异性膜抗原(PSMA)、前列腺特异性抗原(PSA)、前列腺酸性磷酸盐、前列腺

六跨膜表皮抗原(STEAP)、NKX3.1、端粒酶、存活素、间皮素、突变ras、bcr/abl重排、Her2/

neu、突变p53、野生型p53、细胞色素P450  1B1、N-乙酰氨基葡糖转移酶-V、人乳头瘤病毒蛋

白E6、人乳头瘤病毒蛋白E7、癌胚抗原和甲胎蛋白。

7.根据权利要求1所述的方法，其中所述第一目标序列为HIV抗原、SIV抗原、腺病毒抗

原、肠病毒抗原、冠状病毒抗原、杯状病毒抗原、犬瘟热病毒抗原、埃博拉病毒抗原、黄病毒

抗原、肝炎病毒抗原、疱疹病毒抗原、感染性腹膜炎病毒抗原、流感病毒抗原、白血病病毒抗

原、马尔堡病毒抗原、正粘病毒抗原、乳头状瘤病毒抗原、副流感病毒抗原、副粘病毒抗原、

细小病毒抗原、瘟病毒抗原、微小核糖核酸病毒抗原、脊髓灰质炎病毒抗原、痘病毒抗原、狂

犬病毒抗原、呼肠孤病毒抗原、逆转录病毒抗原或轮状病毒抗原。

8.根据权利要求1所述的方法，其中所述慢病毒载体基因组还包含编码第二目标序列

的核苷酸序列。

9.根据权利要求8所述的方法，其中所述第一和第二目标序列作为融合蛋白而表达，所

述融合蛋白在两种目标序列之间包含自裂解A2肽。

10.根据权利要求9所述的方法，其中自裂解A2肽由SEQ  ID  NO:56或SEQ  ID  NO:57的氨

基酸序列组成。

11.根据权利要求8所述的方法，其中所述第一目标序列为NY-ESO-1并且所述第二目标

序列为MAGE-A3。

12.根据权利要求8所述的方法，其中所述第一和第二目标序列由双向启动子表达。

13.根据权利要求1所述的方法，其中所述kifunensine以0.1μg/ml至10μg/ml的浓度存
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在于培养基中。

14.根据权利要求1所述的方法，其中所述kifunensine以0.25μg/ml至2μg/ml的浓度存

在于培养基中。

15.根据权利要求1所述的方法，其中所述病毒包装细胞还包含：

(i)包含gag和pol基因的多核苷酸；以及

(ii)编码rev蛋白的多核苷酸。

16.根据权利要求15所述的方法，其中所述gag和pol基因为人类密码子优化的并且包

含SEQ  ID  NO:54的位置1228至1509处的非优化窗。

17.根据权利要求15所述的方法，其中包含gag和pol基因的所述多核苷酸不含功能性

rev应答元件(RRE)。

18.根据权利要求15所述的方法，其中所述pol基因编码无活性整合酶。

19.根据权利要求18所述的方法，其中所述整合酶具有对应于HIV-1的整合酶的D64V突

变。

20.根据权利要求1所述的方法，其中所述慢病毒载体基因组衍生自HIV-1。

21.根据权利要求1所述的方法，其中所述慢病毒载体基因组具有灭活的3’长末端重复

序列(LTR)或自灭活3’长末端重复序列(LTR)。

22.根据权利要求21所述的方法，其中所述慢病毒载体基因组包含不含增强子序列、

TATA盒、Sp1位点、NK-κB位点或聚嘌呤区(PPT)中的至少一个的U3元件。

23.根据权利要求1所述的方法，其中所述慢病毒载体基因组包含SEQ  ID  NO:21、22或

23任一者的核苷酸序列。

24.根据权利要求1所述的方法，其中所述慢病毒载体基因组还包含编码树突细胞成

熟/刺激因子的核苷酸序列。

25.根据权利要求24所述的方法，其中所述树突细胞成熟/刺激因子选自由以下者所组

成之群组：GM-CSF、IL-2、IL-4、IL-6、IL-7、IL-15、IL-21、IL-23、TNFα、B7.1、B7.2、4-1BB、

CD40配体和药物诱导型CD40。

26.根据权利要求1所述的方法，其中所述编码第一目标序列的外源性多核苷酸序列可

操作地连接到选自由以下者所组成之群组的启动子：人泛素-C启动子(UbiC)、巨细胞病毒

立即早期启动子(CMV)、劳氏肉瘤病毒启动子(RSV)和四环素反应性启动子。

27.根据权利要求26所述的方法，其中所述启动子为内含子缺陷型启动子。

28.根据权利要求27所述的方法，其中所述内含子缺陷型启动子为UbiC启动子。

29.通过根据权利要求1所述的方法产生的慢病毒载体粒子。

30.通过根据权利要求15所述的方法产生的慢病毒载体粒子。

31.一种生成假型化慢病毒载体粒子的方法，所述方法包括：

(a)在包含kifunensine的培养基中培养病毒包装细胞，所述病毒包装细胞包含：

(1)含有编码MAGE-A3和NY-ESO-1的多核苷酸的慢病毒载体基因组，其中将编码自裂解

TA2肽的多核苷酸设置在编码MAGE-A3与NY-ESO-1的所述多核苷酸之间，其中所述慢病毒基

因组不含聚嘌呤区(PPT)，并且其中MAGE-A3和NY-ESO-1的表达受不含内含子的UbiC启动子

控制，

(2)编码优先地结合表达DC-SIGN的树突细胞的辛德毕斯E2糖蛋白的多核苷酸，
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(3)包含人类密码子优化的gag和pol基因的多核苷酸，其中所述多核苷酸不含功能性

rev应答元件(RRE)并且其中所述pol基因编码无活性整合酶，

(4)编码保持SAMHD1抑制活性的Vpx蛋白或Vpr蛋白的多核苷酸，以及

(b)分离优先地结合表达DC-SIGN的树突细胞的假型化慢病毒载体粒子。
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具有对表达DC-SIGN的细胞改善的转导效率的慢病毒载体

粒子

[0001] 相关申请的交叉引用

[0002] 本申请要求2012年3月30日提交的美国专利申请号13/436,472(现为2012年12月4

日公布的美国专利号8,323,662)；以及2012年6月29日提交的美国临时专利申请号61/666,

103、2012年12月3日提交的美国临时专利申请号61/732,756和2013年3月15日提交的美国

临时专利申请号61/789,575的优先权，所有这些专利均以引用方式整体并入本文。

[0003] 以电子方式提交的材料的援引并入

[0004] 以引用方式整体并入的是与此同时提交并标识如下的计算机可读氨基酸/核苷酸

序列表：一份246,173字节的ASCII(文本)文件，名称为“46417A_SeqListing.txt”，创建日

期为2013年3月29日。

技术领域

[0005] 本公开涉及可用于生成改良的假型化慢病毒载体粒子的材料和方法。

背景技术

[0006] 树突细胞(DC)是用于引发和控制免疫反应的基本抗原呈递细胞。DC可捕获和加工

抗原，从外周迁移到淋巴器官，并以主要组织相容性复合体(MHC)限制性方式将抗原呈递至

静息T细胞。这些细胞来源于骨髓(BM)并且显示出树枝状形态和高迁移率。DC作为特化的抗

原呈递细胞(APC)这一发现已促进了在基于DC的免疫/接种策略方面的尝试，所述策略涉及

靶向用于展示特异性抗原的DC。已开发了基于重组病毒的载体，作为将编码指定抗原的基

因直接递送至宿主细胞的机理。通过诱导所需的适应性免疫反应，所表达的基因产物提供

了治疗有益效果。

[0007] 实现安全且有效的系统所面临的挑战包括设计有效靶向所需宿主细胞组的载体、

提供合适的递送系统、以及表达引起有效免疫反应的所需抗原以便其可广泛地用于指定的

受试人群。

[0008] 本文所公开的辛德毕斯病毒(Sindbis  virus)和其他甲病毒的包膜糖蛋白并入病

毒粒子膜的脂质双层中。通常，病毒膜(包膜)包含由单一前体蛋白的裂解产生的两种糖蛋

白异源二聚体E1和E2的三聚体的多个拷贝。从其N端至C端，前体蛋白包含E3、E2、6K和E1蛋

白。小的E3糖蛋白充当E2蛋白易位到膜中的信号序列，并通过弗林蛋白酶或一些其他Ca2+依

赖性丝氨酸蛋白酶从E2裂解。6K蛋白充当E1蛋白易位到膜中的信号序列，并且随后从前体

蛋白裂解。WO  2008/011636和US  2011/0064763公开了慢病毒包装系统。

发明内容

[0009] 本发明人已发现，表现出以下两种特性的慢病毒载体粒子具有出人意料改善的对

表达DC-SIGN的细胞的转导效率：(a)用高度甘露糖化的甲病毒糖蛋白假型化和(b)包含Vpx

蛋白。这些粒子比只具有这两种特性之一的慢病毒载体粒子明显更有效地感染表达DC-
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SIGN的细胞，尤其是树突细胞。在特定的情况下，提供了包含Vpx蛋白和含有目标序列(例

如，编码抗原的多核苷酸)的慢病毒基因组的高度甘露糖化假型化慢病毒载体粒子。

[0010] 生成假型化慢病毒载体粒子的方法

[0011] 本公开的一个方面提供生成假型化慢病毒载体粒子的方法，该方法包括：(a)在包

含甘露糖苷酶抑制剂(优选甘露糖苷酶I抑制剂)的培养基中培养病毒包装细胞，该病毒包

装细胞包含：(1)含有编码外源性抗原的多核苷酸的慢病毒载体基因组，(2)编码优先地结

合表达DC-SIGN的细胞的甲病毒糖蛋白的多核苷酸，以及(3)编码SAMHD1抑制剂的多核苷

酸；以及(b)分离优先地结合表达DC-SIGN的细胞的假型化慢病毒载体粒子。

[0012] 本公开的另一个方面提供生成假型化慢病毒载体粒子的方法，该方法包括：(a)在

包含kifunensine的培养基中培养病毒包装细胞，该病毒包装细胞包含：(1)含有编码外源

性抗原的多核苷酸的慢病毒载体基因组，(2)编码优先地结合表达DC-SIGN的树突细胞的辛

德毕斯E2糖蛋白的多核苷酸，以及(3)编码保持SAMHD1抑制活性的Vpx蛋白或Vpr蛋白的多

核苷酸；以及(b)分离优先地结合表达DC-SIGN的树突细胞的假型化慢病毒载体粒子。在一

些实施方案中，E2糖蛋白与SEQ  ID  NO:30[SIN-Var1]具有90％同一性。在一些实施方案中，

(i)E2糖蛋白的残基160不存在或为非谷氨酸的氨基酸，(ii)E2糖蛋白变体的残基70、76或

159中的一个或多个为非碱性残基，并且(iii)E2糖蛋白变体不是与辛德毕斯病毒E3糖蛋白

的融合蛋白的一部分。在一些实施方案中，E2糖蛋白为SEQ  ID  NO:30[SIN-Var1]。

[0013] 在本文所述的一些或任何实施方案中，Vpx蛋白包含与SIVmac  Vpx(SEQ  ID  NO:

44)具有至少80％同一性的氨基酸序列。

[0014] 在本文所述的一些或任何实施方案中，Vpx蛋白包含与SIVmac  Vpx(SEQ  ID  NO:

44)、SIVsm  Vpx(SEQ  ID  NO:45)、SIVrcm  Vpx(SEQ  ID  NO:46)或HIV-2Vpx(SEQ  ID  NO:47)

具有至少90％同一性的氨基酸序列。

[0015] 在本文所述的一些或任何实施方案中，Vpr蛋白包含与SIVdeb  Vpr(SEQ  ID  NO:

48)或SIVmus  Vpr(SEQ  ID  NO:49)具有至少90％同一性的氨基酸序列。

[0016] 在本文所述的一些或任何实施方案中，抗原为肿瘤特异性抗原或病毒特异性抗

原。在本文所述的一些或任何实施方案中，肿瘤特异性抗原选自NY-ESO-1、MAGE(例如，

MAGE-A3和MAGE-A1)、MART-1/黑色素-A(Melan-A)、BAGE、RAGE、gp100、gp75、mda-7、酪氨酸

酶、酪氨酸酶相关蛋白(例如，TRP2)、肾细胞癌抗原、5T4、SM22-α、碳酸酐酶I、碳酸酐酶IX

(也称为G250)、HIF-1α、HIF-2α、VEGF、前列腺特异性膜抗原(PSMA)、前列腺特异性抗原

(PSA)、前列腺酸性磷酸盐、前列腺六跨膜表皮抗原(STEAP)、NKX3.1、端粒酶、存活素、间皮

素、突变ras、bcr/abl重排、Her2/neu、突变p53、野生型p53、细胞色素P4501B1、N-乙酰氨基

葡糖转移酶-V、人乳头瘤病毒蛋白E6、人乳头瘤病毒蛋白E7、癌胚抗原、梅克尔细胞病毒T抗

原癌蛋白和甲胎蛋白。在本文所述的一些或任何实施方案中，病毒特异性抗原为HIV抗原、

SIV抗原、腺病毒抗原、肠病毒抗原、冠状病毒抗原、杯状病毒抗原、犬瘟热病毒抗原、埃博拉

病毒抗原、黄病毒抗原、肝炎病毒抗原、疱疹病毒抗原、感染性腹膜炎病毒抗原、流感病毒抗

原、白血病病毒抗原、马尔堡病毒(Marburg  virus)抗原、正粘病毒抗原、乳头状瘤病毒抗

原、副流感病毒抗原、副粘病毒抗原、细小病毒抗原、瘟病毒抗原、微小核糖核酸病毒抗原、

脊髓灰质炎病毒抗原、痘病毒抗原、多瘤病毒抗原、狂犬病毒抗原、呼肠孤病毒抗原、逆转录

病毒抗原或轮状病毒抗原。
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[0017] 在本文所述的一些或任何实施方案中，慢病毒载体基因组还包含编码第二抗原的

核苷酸序列。在本文所述的一些或任何实施方案中，第一和第二抗原作为在这两种抗原之

间包含自裂解A2肽的融合蛋白而表达。在本文所述的一些或任何实施方案中，自裂解A2肽

包含SEQ  ID  NO:56或SEQ  ID  NO:57的氨基酸序列。在本文所述的一些或任何实施方案中，

第一抗原为MAGE-A3并且第二抗原为NY-ESO-1。

[0018] 在本文所述的一些或任何实施方案中，kifunensine以约0.01μg/ml至约1mg/ml的

浓度存在于培养基中。在本文所述的一些或任何实施方案中，kifunensine以约0.1μg/ml至

约1μg/ml的浓度存在于培养基中。在本文所述的一些或任何实施方案中，kifunensine以约

0.25μg/ml至约2μg/ml的浓度存在于培养基中。

[0019] 在本文所述的一些或任何实施方案中，病毒包装细胞还包含：(i)含有gag和pol基

因的多核苷酸；以及(ii)编码rev蛋白的多核苷酸。在本文所述的一些或任何实施方案中，

gag和pol基因为人类密码子优化的并且包含SEQ  ID  NO:54的位置1228至1509周围的非优

化窗。在本文所述的一些或任何实施方案中，包含gag和pol基因的多核苷酸不含功能性rev

应答元件(RRE)。在本文所述的一些或任何实施方案中，包含gag和pol基因的多核苷酸不含

功能性RRE，因为RRE已缺失。在本文所述的一些或任何实施方案中，pol基因编码无活性整

合酶。在本文所述的一些或任何实施方案中，整合酶具有D64V突变。

[0020] 在本文所述的一些或任何实施方案中，编码Vpx蛋白或Vpr蛋白的多核苷酸与编码

rev蛋白的多核苷酸或者包含gag和pol基因的多核苷酸在相同或不同的质粒上。

[0021] 在本文所述的一些或任何实施方案中，慢病毒载体基因组衍生自HIV-1。

[0022] 在本文所述的一些或任何实施方案中，慢病毒载体基因组具有灭活的3’长末端重

复序列(LTR)或自灭活3’长末端重复序列(LTR)。在本文所述的一些或任何实施方案中，慢

病毒载体基因组包含不含增强子序列、TATA盒、Sp1位点、NK-κB位点或聚嘌呤区(PPT)中的

至少一个的U3元件。

[0023] 在本文所述的一些或任何实施方案中，慢病毒载体基因组包含SEQ  ID  NO:21[SIN

载体]、22[703载体]或23[704载体]任一者的核苷酸序列。

[0024] 在本文所述的一些或任何实施方案中，慢病毒载体基因组还包含编码树突细胞成

熟/刺激因子的核苷酸序列。在本文所述的一些或任何实施方案中，树突细胞成熟/刺激因

子选自GM-CSF、IL-2、IL-4、IL-6、IL-7、IL-15、IL-21、IL-23、TNFα、B7.1、B7.2、4-1BB、CD40

配体和药物诱导型CD40。

[0025] 在本文所述的一些或任何实施方案中，编码抗原的核苷酸序列可操作地连接到选

自人泛素-C启动子(UbiC)、巨细胞病毒立即早期启动子(CMV)、劳氏肉瘤病毒启动子(RSV)

和四环素反应性启动子的启动子。在本文所述的一些或任何实施方案中，启动子为内含子

缺陷型启动子。在本文所述的一些或任何实施方案中，内含子缺陷型启动子为UbiC。

[0026] 本公开的相关方面提供通过上述任何方法所产生的慢病毒载体粒子。

[0027] 包含假型化慢病毒载体粒子的组合物

[0028] 本公开的另一个方面提供包含假型化慢病毒载体粒子的组合物，该假型化慢病毒

载体粒子包含(a)SAMHD1抑制剂，(b)编码抗原的外源性多核苷酸，以及(c)优先地结合表达

DC-SIGN的树突细胞的包膜糖蛋白，其中所述组合物中至少60％，或至少70％，或至少80％，

优选至少90％的N连接聚糖包含Man5至Man9结构，优选Man9。

说　明　书 3/69 页

7

CN 104583231 B

7



[0029] 本公开的另一个方面提供包含假型化慢病毒载体粒子的组合物，该假型化慢病毒

载体粒子包含(a)Vpx蛋白，(b)编码抗原的外源性多核苷酸，以及(c)优先地结合表达DC-

SIGN的树突细胞的包膜糖蛋白，其中所述组合物中至少80％的N连接聚糖包含Man9结构。

[0030] 在本文所述的一些或任何实施方案中，Vpx蛋白包含与SIVmac  Vpx蛋白(SEQ  ID 

NO:44)具有至少80％同一性的氨基酸序列。

[0031] 在本文所述的一些或任何实施方案中，Vpx蛋白包含与SIVmac  Vpx(SEQ  ID  NO:

44)、SIVsm  Vpx(SEQ  ID  NO:45)、SIVrcm  Vpx(SEQ  ID  NO:46)或HIV-2Vpx(SEQ  ID  NO:47)

具有至少90％同一性的氨基酸序列。

[0032] 在本文所述的一些或任何实施方案中，Vpr蛋白包含与SIVdeb  Vpr(SEQ  ID  NO:

48)或SIVmus  Vpr(SEQ  ID  NO:49)具有至少90％同一性的氨基酸序列。

[0033] 在本文所述的一些或任何实施方案中，假型化慢病毒载体粒子以至少1％，或至少

5％，或至少10％，或至少20％的体外转导效率感染表达DC-SIGN的树突细胞。参见例如实施

例8的程序。

[0034] 在本文所述的一些或任何实施方案中，糖蛋白为辛德毕斯病毒E2糖蛋白。在本文

所述的一些或任何实施方案中，E2糖蛋白与SEQ  ID  NO:30[SIN-Var1]具有至少90％的同一

性。在本文所述的一些或任何实施方案中，(i)E2糖蛋白的残基160不存在或为非谷氨酸的

氨基酸，(ii)E2糖蛋白变体的残基70、76或159中的一个或多个为非碱性残基，并且(iii)E2

糖蛋白变体不是与辛德毕斯病毒E3糖蛋白的融合蛋白的一部分。

[0035] 在本文所述的一些或任何实施方案中，抗原为肿瘤特异性抗原或病毒特异性抗

原。在本文所述的一些或任何实施方案中，肿瘤特异性抗原选自NY-ESO-1、MAGE(例如，

MAGE-A3和MAGE-A1)、MART-1/黑色素-A、BAGE、RAGE、gp100、gp75、mda-7、酪氨酸酶、酪氨酸

酶相关蛋白(例如，TRP2)、肾细胞癌抗原、5T4、SM22-α、碳酸酐酶I、碳酸酐酶IX(也称为

G250)、HIF-1α、HIF-2α、VEGF、前列腺特异性膜抗原(PSMA)、前列腺特异性抗原(PSA)、前列

腺酸性磷酸盐、前列腺六跨膜表皮抗原(STEAP)、NKX3.1、端粒酶、存活素、间皮素、突变ras、

bcr/abl重排、Her2/neu、突变p53、野生型p53、细胞色素P4501B1、N-乙酰氨基葡糖转移酶-

V、人乳头瘤病毒蛋白E6、人乳头瘤病毒蛋白E7、癌胚抗原、梅克尔细胞病毒T抗原癌蛋白和

甲胎蛋白。在本文所述的一些或任何实施方案中，病毒特异性抗原为HIV抗原、SIV抗原、腺

病毒抗原、肠病毒抗原、冠状病毒抗原、杯状病毒抗原、犬瘟热病毒抗原、埃博拉病毒抗原、

黄病毒抗原、肝炎病毒抗原、疱疹病毒抗原、感染性腹膜炎病毒抗原、流感病毒抗原、白血病

病毒抗原、马尔堡病毒抗原、正粘病毒抗原、乳头状瘤病毒抗原、副流感病毒抗原、副粘病毒

抗原、细小病毒抗原、瘟病毒抗原、微小核糖核酸病毒抗原、脊髓灰质炎病毒抗原、痘病毒抗

原、狂犬病毒抗原、呼肠孤病毒抗原、逆转录病毒抗原或轮状病毒抗原。

[0036] 在本文所述的一些或任何实施方案中，慢病毒载体基因组还包含编码第二抗原的

核苷酸序列。在本文所述的一些或任何实施方案中，第一和第二抗原作为在这两种抗原之

间包含自裂解A2肽的融合蛋白而表达。在本文所述的一些或任何实施方案中，自裂解A2肽

包含SEQ  ID  NO:56或SEQ  ID  NO:57的氨基酸序列。在本文所述的一些或任何实施方案中，

第一抗原为NY-ESO-1并且第二抗原为MAGE-A3。

[0037] 在本文所述的一些或任何实施方案中，慢病毒载体基因组衍生自HIV-1。

[0038] 在本文所述的一些或任何实施方案中，慢病毒载体基因组具有灭活的3’长末端重
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复序列(LTR)或自灭活3’长末端重复序列(LTR)。在一些方面，慢病毒载体基因组包含不含

增强子序列、TATA盒、Sp1位点、NK-κB位点或聚嘌呤区(PPT)中的至少一个的U3元件。

[0039] 在本文所述的一些或任何实施方案中，慢病毒载体基因组包含SEQ  ID  NO:21[SIN

载体]、22[703载体]或23[704载体]任一者的核苷酸序列。

[0040] 在本文所述的一些或任何实施方案中，慢病毒载体基因组还包含编码树突细胞成

熟/刺激因子的核苷酸序列。在本文所述的一些或任何实施方案中，树突细胞成熟/刺激因

子选自GM-CSF、IL-2、IL-4、IL-6、IL-7、IL-15、IL-21、IL-23、TNFα、B7.1、B7.2、4-1BB、CD40

配体和药物诱导型CD40。

[0041] 在本文所述的一些或任何实施方案中，编码抗原的核苷酸序列可操作地连接到选

自人泛素-C启动子(UbiC)、巨细胞病毒立即早期启动子(CMV)、劳氏肉瘤病毒启动子(RSV)

和四环素反应性启动子的启动子。在本文所述的一些或任何实施方案中，启动子为内含子

缺陷型启动子。在本文所述的一些或任何实施方案中，内含子缺陷型启动子为人泛素-C

(UbiC)启动子。

[0042] 在本文所述的一些或任何实施方案中，假型化慢病毒载体粒子具有至少105/mL的

IU。

[0043] 在本文所述的一些或任何实施方案中，组合物还包含免疫刺激剂。

[0044] 在本文所述的一些或任何实施方案中，组合物还包含佐剂。例如，如本文所公开，

佐剂包括明矾或3De-O-酰化单磷酰脂A(MPL)。本文所公开的佐剂的类别包括：(a)铝盐；(b)

水包油乳液制剂，任选地含有或不含其他特异性免疫刺激剂，诸如胞壁肽或其他细菌细胞

壁组分；(c)皂草苷佐剂，包括ISCOM(免疫刺激复合物)和ISCOMATRIX；(d)完全弗氏佐剂

(CFA)和不完全弗氏佐剂(IFA)；(e)细胞因子；以及(f)式(I)的佐剂。

[0045]

[0046] 其中部分A1和A2独立地选自氢、磷酸酯和磷酸盐的组。钠和钾是用于磷酸盐的示

例性反离子。部分R1、R2、R3、R4、R5和R6独立地选自具有3至23个碳(由C3-C23表示)的烃基组。

为增加明晰度，要说明的是，当部分是“独立地选自”具有多个成员的规定组时，应了解选择
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用于第一部分的成员不以任何方式影响或限制对选择用于第二部分的成员的选择。与R1、

R3、R5和R6连接的碳原子都是不对称的，因此所述碳原子可以R或S立体化学形式存在。在一

个实施方案中，所有的那些碳原子都是呈R立体化学形式，而在另一实施方案中，所有的那

些碳原子都是呈S立体化学形式。

[0047] 在本公开的各个实施方案中，佐剂具有式(I)的化学结构，但部分A1、A2、R1、R2、

R3、R4、R5和R6选自先前针对这些部分所提供的选项的子集，其中这些子集下文通过E1、E2

等来标示。

[0048] E1：A1是磷酸酯或磷酸盐并且A2为氢。

[0049] E2：R1、R3、R5和R6是C3-C21烷基；并且R2和R4是C5-C23烃基。

[0050] E3：R1、R3、R5和R6是C5-C17烷基；并且R2和R4是C7-C19烃基。

[0051] E4：R1、R3、R5和R6是C7-C15烷基；并且R2和R4是C9-C17烃基。

[0052] E5：R1、R3、R5和R6是C9-C13烷基；并且R2和R4是C11-C15烃基。

[0053] E6：R1、R3、R5和R6是C9-C15烷基；并且R2和R4是C11-C17烃基。

[0054] E7：R1、R3、R5和R6是C7-C13烷基；并且R2和R4是C9-C15烃基。

[0055] E8：R1、R3、R5和R6是C11-C20烷基；并且R2和R4是C12-C20烃基。

[0056] E9：R1、R3、R5和R6是C11烷基；并且R2和R4是C13烃基。

[0057] E10：R1、R3、R5和R6是十一烷基并且R2和R4是十三烷基。

[0058] 在某些选项中，E2至E10中的每一个都与实施方案E1组合，和/或E2至E9的烃基为

烷基，优选直链烷基。优选的佐剂是E1与E10的组合，其中(i)A1是磷酸酯或磷酸盐并且A2是

氢以及(ii)R1、R3、R5和R6是十一烷基并且R2和R4是十三烷基。

[0059] 在本文所述的一些或任何实施方案中，包膜糖蛋白还结合表达小鼠SIGNR1的细

胞。

[0060] 在本文所述的一些或任何实施方案中，假型化慢病毒载体粒子还与不表达小鼠

SIGNR1的细胞相比更有效地转导表达小鼠SIGNR1的细胞。

[0061] 通过以下具体实施方式，本公开的其他特征和优点将变得显而易见。然而，应当理

解，具体实施方式和具体实例虽然指出了本公开的具体实施方案，但仅以举例说明的方式

给出，因为本公开精神和范围内的各种变化和修改通过以下具体实施方式对本领域的技术

人员将变得显而易见。

附图说明

[0062] 图1A和1B示出了在存在各种甘露糖苷酶抑制剂(例如kifunensine、DMNJ和苦马豆

素)的情况下产生的假型化慢病毒载体粒子感染稳定表达DC-SIGN受体(1A)或不含DC-SIGN

(1B)的HT1080细胞的能力。通过测定慢病毒载体的GFP表达评估了感染效率。y轴是GFP阳性

细胞的百分比。

[0063] 图2A和2B示出了在存在400μg/ml  DMNJ或各种浓度的kifunensine的情况下产生

的假型化慢病毒载体粒子感染稳定表达DC-SIGN受体(2A)或不含DC-SIGN(2B)的HT1080细

胞的能力。如图1中评估了感染效率。

[0064] 图3A是示出了PNGaseF和EndoH的底物特异性的示意图。PNGaseF是将裂解所有N连

接糖基化而不论糖基化模式的通用内切糖苷酶。EndoH是将仅裂解高甘露糖N连接糖基化的
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专一内切糖苷酶。EndoH仅裂解高甘露糖N连接糖基化(即，EndoH将在不存在kifunensine的

情况下靶向SINVar1上的4个位点中的2个，以及在存在kifunensine的情况下靶向SINVar1

上的4个位点中的4个)。图3B示出了使用凝胶迁移通过以下方式测定在存在kifunensine或

DMNJ的情况下所产生的假型化慢病毒载体粒子上糖蛋白的糖基化状态的实验的结果：在

SDS-PAGE凝胶上运行并用抗辛德毕斯病毒包膜抗体进行免疫印迹检测。

[0065] 图4A示出了在存在400μg/ml  DMNJ或各种浓度的kifunensine的情况下产生的假

型化慢病毒载体粒子感染稳定表达DC-SIGN受体的HT1080细胞的能力。如图1中评估了感染

效率。图4B示出了测定在图4A中所产生的假型化慢病毒载体粒子上E2糖蛋白的糖基化状态

的实验的结果。

[0066] 图5A是在293T细胞中表达的HA标记的SIVmacVpx的Western印迹(抗HA)。将

SIVmacVpx克隆进由CMV启动子驱动的哺乳动物表达载体(称为pENV-SIVmacVpx的构建体)。

图5B是得自病毒粒子的病毒蛋白提取物的Western印迹(抗HA)，该病毒粒子包含HA标记的

SIVmacVpx。以每孔100ng将p24上样到凝胶上以用抗HA抗体进行免疫印迹检测。将抗p24抗

体用作上样对照。

[0067] 图6是通过对CD11c阳性树突细胞分类并评估GFP阳性细胞百分比(x轴；作为具有

或不具有Vpx的VSV-G假型化、整合缺损型慢病毒感染的结果)而测定的转导事件的散点图，

其中y轴上为DC-SIGN。

[0068] 图7是通过对CD11c阳性树突细胞分类并评估GFP阳性细胞百分比(x轴；作为具有

或不具有Vpx的VSV-G假型化、能够整合的慢病毒感染的结果)而测定的转导事件的散点图，

其中y轴上为DC-SIGN。

[0069] 图8是通过对用具有或不具有Vpx的SINvar1假型化、整合缺损型慢病毒感染的并

在存在或不存在kifunensine的情况下产生的树突细胞分类而测定的转导事件的散点图。y

轴度量CD11c或DC-SIGN阳性细胞，而x轴度量GFP阳性细胞的百分比。

[0070] 图9A是根据实例1制备的辛德毕斯病毒糖蛋白的Western印迹，其中分别为无处理

(泳道1-3)、400μg/ml  DMNJ(泳道4-6)或1μg/ml  kifunensine(泳道7-9)。粒子不用内切糖

苷酶(泳道1、4、7)处理，与EndoH孵育1小时(泳道2、5、8)或与PNGaseF孵育1小时(泳道3、6、

9)。然后使用凝胶迁移测定并用抗辛德毕斯病毒包膜抗体进行免疫印迹检测而分析样品。

图9B(无甘露糖苷酶抑制剂)是泳道1-3的各条带的强度曲线及其在泳道上的位置。图9C

(DMNJ处理)是泳道4-6的各条带的强度曲线及其在泳道上的位置。图9D(kifunensine处理)

是泳道7-9的各条带的强度曲线及其在泳道上的位置。

[0071] 对于图10A，将293T  huDC-SIGN细胞用载体转导，该载体通过野生型(WT)或缺损型

整合酶(D64V)以及含有延伸的3’PPT(703)或3’PPT缺失(704)的载体基因组包装。在转导后

48小时，对从转导细胞提取的基因组DNA进行了巢式Alu-PCR分析。误差条表示得自一式三

份进行的转导的平均值的标准误差。图10B和10C使用两种独立的方法展示了编码GFP-T2A-

NeoR的WT/703和D64V/704载体的整合率。对于图10B，将HT1080huDC-SIGN细胞用系列稀释

的指定载体转导。转导细胞在G418选择和新霉素抗性集落下生长，从而代表了单独的整合

事件，对细胞进行了计数。整合事件如实施例10中进行计算。对于图10C，将HT1080huDC-

SIGN细胞用指定的载体转导。在转导后的多个时间点进行流式细胞术，以测定GFP表达性细

胞的百分比。误差条表示得自一式三份流式细胞术的平均值的标准误差。
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[0072] 图11：将人PBMC用GM-CSF和IL-4处理3天，然后与20ng编码GFP的ID-VP02的p24孵

育。在添加载体时，培养物主要由DC、B细胞和T细胞组成。转导后三天，对细胞分析表面标志

物，并归类为DC(CD11cpos)6％、B细胞(CD11cneg ,CD19pos)10％或T细胞(CD11cneg ,CD3εpos)

80％。通过评估各细胞群中GFP阳性细胞的百分比而测定转导事件。图中的数是GFP+分类中

细胞的百分比。

[0073] 图12：展示了在各端含有长末端重复序列(LTR)的载体基因组的一部分(顶部)。剪

接供体(SD)和拼接受体(SA)位点位于psi包装信号(Ψ)、部分gag序列和Rev应答元件(RRE)

的侧翼。抗原启动子(启动子)与3’LTR之间的组件未重点显示并因此使用正斜杠标记(//)。

展示了WT  gag/pol的一部分(中间)，显示出了gag(黑色框)和pol(灰色框)基因，然后是

RRE。在WT  gag/pol与载体基因组之间同源的两个组件(RRE和gag的前354bp)以方括号表示

(未按比例绘制)。载体基因组与WT  gag/pol之间假设的重组区以连接线示出。展示了RI 

gag/pol的一部分(底部)，显示出了密码子优化的gag和pol基因(白色框以有别于野生型)。

在gag与pol基因之间非密码子优化的移码以其天然密码子序列(重叠的黑色和灰色框)示

出。用于psi-gag重组测定的引物以其在构建体上的大致位置示出。第一轮PCR引物以封闭

的箭头表示，并为709和710对(以检测psi-gag重组体)或709和378对(以检测整合的载体基

因组)。使用引物对709和378的整合载体的预期扩增子为1697bp。巢式PCR引物以开放的箭

头表示，并为863和835对(以检测具有WT  gag/pol的psi-gag重组体)或863和864对(以检测

具有RI  gag/pol的psi-gag重组)。使用psi-gag重组体引物对任一个的预期扩增子为

937bp。

[0074] 图13：将293T细胞用WT  gag/pol或RI  gag/pol质粒在存在Rev质粒(+)或空骨架质

粒(empty  backbone  plasmid)(-)的情况下转染。二十四小时后，将细胞裂解，并使用抗p24

抗体分析Gag蛋白的表达。未加工的Gag蛋白(p55)和p24以箭头表示。将得自未转染细胞的

裂解物作为对照包括在内。用抗肌动蛋白抗体确认了相等的孔负荷。

[0075] 图14A：用两种质粒量(6μg或3μg)的WT  gag/pol或RI  gag/pol产生了编码GFP的载

体。载体上清液中所得的p24水平在表格中示出。图14B：将293T细胞用2倍稀释的在14A中所

产生的载体转导，并在2天后分析GFP表达。计算了GFU/mL并绘制在y轴上。将用于制备载体

(6μg或3μg)的gag/pol质粒的μg量绘制在x轴上。WT  gag/pol和RI  gag/pol分别以黑色或白

色柱示出。

[0076] 图15：将C57BL/6小鼠用指定剂量(2×107、1×108或5×108TU)的编码全长OVA的LV

或仅用HBSS媒介物免疫。LV为能够整合的(INT+)或整合缺陷型的(INT-)，并通过WT-或RI 

gag/pol生成，如图所示。在免疫后第12天，在离体肽再刺激后通过IFN-γ的ICS测定了

OVA257特异性脾CD8T细胞的百分比。

[0077] 图16：将C57BL/6小鼠(每组5只)用5×108TU的整合缺陷型(INT-)LV(其通过编码

多表位抗原(LV1b)的WT或RI  gag/pol生成，所述多表位抗原含有H-2b限制性OVA257CD8T细

胞表位)免疫，然后在免疫后第28天用1×107TCID50野生型WR株疫苗病毒(VV-WT)、WR株重组

OVA疫苗病毒(rVV-OVA)激发，或不进行激发。在第33天(激发后第5天)，通过TCID50测定测量

了各动物的卵巢中的病毒载量。

[0078] 图17A：将293T细胞用WT  gag/pol或RI  gag/pol载体转导。两天后，分离了基因组

DNA，并使用在载体基因组内结合的引物对709和378通过PCR分析了整合的前病毒DNA，如图
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12中以图表示出。在1％琼脂糖凝胶上观察PCR产物。载体基因组的扩增子大小以箭头示出。

未将模板对照包括在PCR和凝胶中。图17B：通过第一轮PCR然后是巢式PCR对得自图17A的基

因组DNA分析了前病毒psi-gag重组体。第一轮PCR分别使用了在载体基因组中结合的引物

对709和710以及在gag/pol内的移码。在巢式PCR中，将1μl第一轮PCR产物用作模板，分别为

不稀释(1:1)，或按1:100或1:1000稀释。用于巢式PCR的引物对为863和835，或863和864。前

一个引物对(863,835)分别在载体基因组和WT  gag/pol中结合。后一个引物对(863,864)分

别在载体基因组和RI  gag/pol中结合。所有引物及其结合位点均在图12中以图表示出。包

括模板，仅作为对照。在1％琼脂糖凝胶上观察所得的巢式PCR产物。psi-gag重组体的扩增

子大小以箭头示出。图17C：将得自WT  gag/pol的巢式PCR的条带(低于1kb的亮条带)克隆进

TOPO-TA载体并测序。示出了WT  gag/pol  psi-gag重组体条带的序列，其中标记出了与载体

基因组、部分gag或WTgag/pol对齐的区域。双斜杠(//)和点表示为了简洁起见而未示出的

序列。序列上的编号表示在扩增子上的核苷酸位置。psi-gag重组体的碱基对1-414与载体

基因组对齐，而bp  120-937与WT  gag/pol对齐。为了参考，部分gag序列为重组体的bp  76-

439。图17D：将得自RI  gag/pol的巢式PCR的条带(1kb与3kb之间的模糊条带)克隆进TOPO-

TA载体并测序。示出了RI  gag/pol重组体条带的序列，其中标记出了与载体基因组或RI 

gag/pol对齐的区域。点表示为了简洁起见而未示出的序列。序列上的编号表示在扩增子上

的核苷酸位置。RI重组体的碱基对1-1253与载体基因组对齐，而bp  1254-1329与RI  gag/

pol对齐。为了参考，部分gag序列为重组体的bp  76-439。完整的序列和比对在(补充性图

S1B)中示出。

[0079] 图18：将HT1080细胞和稳定表达(A)人DC-SIGN(HT1080huDC-SIGN)、(B)、小鼠

SIGNR1 (HT1080mSIGNR1)、(C)小鼠SIGNR3(HT1080mSIGNR3)或(D)小鼠SIGNR5

(HT1080mSIGNR5)的HT1080细胞与浓缩的(1,000倍)在存在或不存在kifunensine(kifu)的

情况下产生的编码GFP的整合缺陷型VSV-G假型化载体或编码GFP的ID-VP02假型化载体孵

育。

[0080] 图19A：对活的、单细胞事件分析了SIGNR1和SIGNR5在脾和淋巴细胞上的表达。示

出了不含SIGNR1或SIGNR5特异性抗体的对照染色模式。图19B：将得自脾和淋巴结的活的、

单细胞事件再分成B细胞(B220+TCRβ-，标记的R4)、T细胞(TCRβ+，B220-，标记的R5)和DC

(B220-TCRβ-MHC-II+CD11chi，标记的R7)并随后分析了SIGNR5和SIGNR1的表达。对于所有亚

组，阳性事件的频率在不含SIGNR1或SIGNR5特异性抗体的阴性对照株中≤0.00。

[0081] 图20：通过流式细胞术分析了在皮下注射编码GFP的ID-VP02后在引流淋巴结中表

达GFP的细胞的表型。将雌性BALB/c小鼠(每组15只)在足垫中经皮下注射3×1010个编码GFP

的ID-VP02、编码非荧光蛋白的对照ID-VP02的基因组，或不进行处理。四天后，从5只小鼠单

独地混合腘淋巴结和颈部淋巴结(每个处理组3个混合样)，并分析表达GFP的细胞的存在。

(A)对得自腘(引流)淋巴结或颈部(非引流)淋巴结的活的、单事件分析了GFP表达。得自初

始或阴性对照ID-VP02的腘淋巴结细胞用作阴性对照。(B)在得自用编码GFP的ID-VP02注射

的小鼠的腘淋巴结的GFP+事件上CD11c和MHC-II的频率以覆盖在总B220-TCRβ-事件(以灰

色显示)上的黑色点示出，以作为参考。(C)SIGNR1在GFP+CD11c+MHC-II+事件上的表达，以包

括(左图)和不包括(右图)SIGNR1特异性抗体示出。分类统计学是三个生物学重复样的平均

值。图(A)中的值是每1×106个细胞的阳性事件数，而所有其他分类值为百分比。
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[0082] 图21：C57BL/6小鼠(每组3只)在尾巴根部接受了单次皮下注射3×1010个ID-VP02

基因组。通过在注射后1、4、8、21或42天的定量PCR评价了指定组织中ID-VP02的生物分布，

如通过逆转录载体DNA的存在所测定。腹股沟和颈部淋巴结分别作为引流和非引流淋巴结

示出。将输入DNA归一化到200ng。通过标准曲线上的最低拷贝数定义了每个反应10个拷贝

的定量限(LOQ)。将未在40个qPCR循环中扩增的样品指定为未检出(ND)。

[0083] 图22：(A)将C57BL/6小鼠用编码全长OVA的ID-VP02的指定剂量(载体基因组)或仅

用HBSS媒介物免疫。在免疫后第12天，通过ICS测定了OVA257特异性脾CD8T细胞的百分比。

(B)通过以下方式测定了对编码OVA的ID-VP02的原发和继发CD8T细胞反应的动力学：以35

天的间隔在初免-加强方案中将小鼠(每组5只)用1×1010个ID-VP02的基因组免疫，然后在

指定的时间点分析脾CD8T细胞反应。将免疫错开，使得可在同一天通过ICS分析所有组。(C)

在肽再刺激后在活CD8T细胞上的代表性细胞内IFN-γ、TNF-α和IL-2以及表面CD107a染色。

(D)表达IFN-γ、TNF-α、IL-2和CD107a的组合的CD8T细胞在原发和继发反应的峰值附近和

收缩后(post  contraction)的频率。表达任何其他效应分子的IFN-γ阴性CD8T细胞的数量

可忽略不计。(E)通过在指定的时间点用CD127和KLRG1染色评估了CD44hi  H-2Kb-OVA257五聚

体+CD8T细胞的效应子/记忆表型。

[0084] 图23：(A)实验方案：将C57BL/6小鼠(每组5只)用5×1010、1×1010或2×109个编码

多表位抗原(LV1b)的ID-VP02的载体基因组免疫，所述多表位抗原含有H-2b限制性OVA257和

LCMV  GP33CD8T细胞表位，然后在免疫后第35天用1×107TCID50野生型WR株疫苗病毒(VV-

WT)、WR株重组OVA疫苗病毒(rVV-OVA)激发，或不进行激发。在第40天(激发后第5天)，测定

了脾CD8T细胞反应和卵巢中的病毒载量。(B)在离体肽再刺激后通过细胞内IFN-γ和TNF-α

染色测定了OVA257和LCMV  GP33特异性CD8T细胞反应。示出了CD8T细胞因子谱的代表性点阵

图。(C)各动物的OVA257特异性IFN-γ+CD8T细胞的频率。(D)各动物卵巢内的病毒载量(通过

TCID50测定测得)。

[0085] 图24：(A)将BALB/c小鼠(每组5只)用指定剂量的编码AH1A5的ID-VP02的载体基因

组(连接到OVA(OVA-AH1A5))或仅用HBSS媒介物免疫，AH1A5是内源性CT26肿瘤排斥表位AH1

的不规则突变体(heteroclitic  mutant)。在免疫后第12天，通过ICS测定了AH1A5或AH1特

异性脾CD8T细胞的百分比。(B)在免疫后十二天，将用染料标记的靶细胞(各自用AH1、AH1A5

或对照肽进行脉冲)的1:1:1混合物经静脉内转移到免疫和初始小鼠(每组3只)中。第二天，

收获脾脏，在初始与免疫小鼠之间比较了各细胞群的相对回收率，以计算特异性杀灭。(C)

将BALB/c小鼠(每组10只)用4×109个编码OVA-AH1A5的ID-VP02的载体基因组免疫。四周

后，在小鼠右侧腹皮下注射8×104个CT26肿瘤细胞，并且当肿瘤超过100mm2时对小鼠实施安

乐死。(D)治疗性免疫：将BALB/c小鼠(每组10只)皮下注射8×104个CT26肿瘤细胞。四天后，

将小鼠用4×109个编码OVA-AH1A5的ID-VP02的载体基因组免疫或不进行处理，并且在肿瘤

超过100mm2后对小鼠实施安乐死。

具体实施方式

[0086] 本公开涉及可用于产生有效结合并高效感染表达DC-SIGN的细胞(例如树突细胞)

的假型化慢病毒载体粒子的方法和材料。本公开中的方法和材料涉及以下出人意料的发

现：在慢病毒载体粒子包膜中Vpx蛋白与高度甘露糖化(例如，通过将病毒包装细胞在存在
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kifunensine的情况下培养)甲病毒糖蛋白(例如，辛德毕斯病毒糖蛋白)的组合产生比在包

膜中不含Vpx蛋白或高度甘露糖化糖蛋白的慢病毒载体粒子明显更有效地感染表达DC-

SIGN的非分化细胞(例如，树突细胞)的慢病毒载体粒子。本公开的一个有利方面在于：用辛

德毕斯病毒E2糖蛋白假型化的并在存在kifunensine的情况下产生的慢病毒载体粒子，如

在该粒子还在病毒粒子中含有Vpx蛋白，则明显更有效地感染树突细胞，从而允许将目标序

列(例如，编码抗原的多核苷酸)递送到树突细胞并进行表达。

[0087] 定义

[0088] 术语“功能性片段”在关于多肽使用时意指截短的(即，从N端或C端失去一个或多

个氨基酸)并保持所需活性的多肽。当关于Vpx蛋白使用时，“功能性片段”意指保持抑制

SAMHD1的活性的能力的片段。该术语可类似地应用于截短的多核苷酸。

[0089] 术语“变体”当关于多肽使用时意指相对于亲本多肽具有一个或多个取代、缺失或

插入的多肽。在一些情况下，变体是保持所需活性的变体。当关于Vpx蛋白使用时，“功能性

变体”意指保持抑制SAMHD1的活性的能力的变体。该术语可类似地应用于相对于亲本多核

苷酸具有一个或多个取代、缺失或插入的多核苷酸。

[0090] 如本文所用，术语“保守氨基酸取代”是将一个氨基酸用另一个具有相似性质(例

如大小、电荷、疏水性、亲水性和/或芳香性)的氨基酸替代，并包括如下所示的交换：

[0091] 原始   示例性

[0092] Ala(A)  val、leu、ile

[0093] Arg(R)  lys、gln、asn

[0094] Asn(N)  gln、his、asp、lys、gln

[0095] Asp(D)  glu、asn

[0096] Cys(C)  ser、ala

[0097] Gln(Q)  asn、glu

[0098] Glu(E)  asp、gln

[0099] Gly(G)  ala

[0100] His(H)  asn、gln、lys、arg

[0101] Ile(I)  leu、val、met、ala、

[0102]         phe、正亮氨酸

[0103] Leu(L) 正亮氨酸、ile、val、

[0104]         met、ala、phe

[0105] Lys(K)  arg、gln、asn

[0106] Met(M)  leu、phe、ile

[0107] Phe(F)  leu、val、ile、ala、tyr

[0108] Pro(P)  ala

[0109] Ser(S)  thr

[0110] Thr(T)  ser

[0111] Trp(W)  tyr、phe

[0112] Tyr(Y)  trp、phe、thr、ser

[0113] Val(V)  ile、leu、met、phe、
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[0114]         ala、正亮氨酸

[0115] 共有共同侧链性质的氨基酸残基通常如下分组。

[0116] (1)疏水性：正亮氨酸、met、ala、val、leu、ile；

[0117] (2)中性亲水：cys、ser、thr；

[0118] (3)酸性：asp、glu；

[0119] (4)碱性：asn、gln、his、lys、arg；

[0120] (5)影响链取向的残基：gly、pro；以及

[0121] (6)芳族：trp、tyr、phe。

[0122] 如本文所用，术语“整合缺陷型”和“整合缺损型”可互换使用。整合缺陷型病毒载

体是整合效率比能够整合的病毒载体低至少10倍(优选至少20倍、至少30倍、至少40倍、至

少50倍、至少60倍、至少70倍、至少80倍、至少90倍、至少100倍、至少150倍、至少200倍、至少

250倍、至少300倍、至少350倍、至少400倍、至少450倍、至少500倍、至少550倍、至少600倍、

至少650倍、至少700倍、至少750倍、至少800倍、至少850倍、至少900倍、至少950倍或至少

1000倍)的载体。例如，整合缺陷型可意指整合效率比未修饰成整合缺损型的病毒载体低至

少约20倍至约100倍的载体。整合可通过本领域已知的任何方法进行测定，例如通过PCR检

测在Alu元件附近的整合事件。

[0123] “假型化”慢病毒是具有由区别于慢病毒基因组的病毒编码的一种或多种包膜糖

蛋白的慢病毒粒子。包膜糖蛋白可如本文所述进行修饰、突变或工程化改造。

[0124] 如本文所用，术语“外源性抗原”是指经过基因工程改造以在本文所公开的慢病毒

载体中表达的抗原。因此，该术语明确地包括衍生自经过基因工程改造以在本文所公开的

慢病毒载体中表达的HIV的抗原。

[0125] 如本文所用，“优先地结合表达DC-SIGN的树突细胞”的辛德毕斯E2糖蛋白是比不

表达DC-SIGN的细胞更有效地结合表达DC-SIGN的树突细胞的糖蛋白。

[0126] 辛德毕斯病毒包膜蛋白包含四个N连接聚糖—两个在E2蛋白上，两个在E1蛋白上。

在不存在甘露糖苷酶I抑制剂的情况下在哺乳动物细胞中产生的病毒的两个N-聚糖具有高

甘露糖结构(一个E2N连接的聚糖和一个E1N连接的聚糖)，而其余两个具有复杂结构。两个

复杂结构的N-聚糖暴露在包膜蛋白的表面上，而两个高甘露糖结构的N聚糖埋在包膜蛋白

的三聚体的中心。参见以引用方式并入本文的Morizono等人,J  Virol ,84:14 ,6923-34

(2010)。因此，在具有在哺乳动物细胞中产生的辛德毕斯病毒糖蛋白的病毒粒子上通常

50％的N连接聚糖将具有高甘露糖结构。“高度甘露糖化”的病毒粒子是其中病毒包膜糖蛋

白上至少60％、至少70％、至少80％、至少90％、至少95％、至少99％或100％的N连接聚糖包

含至少Man5结构、优选Man9的粒子，通过例如质谱法所测得(参见Crispin等人,JBC  2009)。

[0127] SAMHD1抑制剂

[0128] Vpx和Vpr

[0129] 在一些或任何实施方案中，SAMHD1抑制剂为Vpx蛋白或Vpr蛋白。Vpx尤其是由HIV-

2、SIV乌黑白眉猴(SIVsm)、SIV红帽白眉猴(SIVrcm)和SIV恒河猴(SIVmac)的病毒编码。

HIV-2和SIV的Vpx是一种112个氨基酸(aa)、18kDa的蛋白质，并通过其与p55gag前体的p6区

的相互作用而大量包装在病毒粒子中。最近已表明，Vpx可抑制在人树突细胞和髓细胞中表

达的限制性因子SAMHD1的活性。Laguette等人,Nature,474,654–657(2011)。SAMHD1被鉴定
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为使得人树突细胞和髓细胞能够高度耐HIV-1感染的限制性因子。

[0130] 来自SIV和HIV-2的Vpx在氨基酸水平上具有83％同一性。参见Goujon等人,J 

Virol,82:24,12335-12345(2008)。因此，可以假定，在SIV与HIV-2之间不同的残基对Vpx功

能不重要。此外，他人已进行了对得自SIV和HIV-2的Vpx的突变分析，该分析可用作产生用

于本公开的材料和方法的Vpx变体的指导。参见Goujon等人。Asn26Ala、Ser52Ala和

Ser63Ala/Ser65Ala突变体不影响Vpx功能。富含脯氨酸的C端11个残基缺失、Ser13Ala、

Lys84Ala/Lys85Ala、Thr17Ala、Thr28Ala、Gly86Ala/Cys87Ala、Ser13Ala/Thr17Ala/

Thr28Ala、His39Ala和Tyr66Ala/Tyr68Ala/Tyr71Ala、Trp49Ala/Trp53Ala/Trp56Ala以及

Lys68Ala/Lys77Ala突变消除了Vpx活性。

[0131] 在一些或任何实施方案中，本文所述的慢病毒载体粒子包含Vpx蛋白或其变体。在

一些或任何实施方案中，变体保持抑制SAMHD1的能力。在一些或任何实施方案中，变体包含

与SEQ  ID  NO:45(SIVsm  Vpx)具有至少75％、80％、85％、90％或95％同一性的氨基酸序列。

在一些或任何实施方案中，变体包含与SEQ  ID  NO:46(SIVrcm  Vpx)具有至少75％、80％、

85％、90％或95％同一性的氨基酸序列。在一些或任何实施方案中，变体包含与SEQ  ID  NO:

44(SIVmac  Vpx)具有至少75％、80％、85％、90％或95％同一性的氨基酸序列。在一些或任

何实施方案中，变体包含与SEQ  ID  NO:47(HIV-2)具有至少75％、80％、85％、90％或95％同

一性的氨基酸序列。

[0132] Vpx的抗SAMHD1活性已定位于Vpx的N端86个残基。Gramberg等人,J  Virol,84:3,

1387-1396。因此，在一些或任何实施方案中，功能性片段包含Vpx的SAMHD1抑制区，即，SEQ 

ID  NO:44的氨基酸残基1至86。

[0133] 虽然Vpx仅存在于某些慢病毒中，但是所有灵长类动物慢病毒均编码称为Vpr的与

Vpx密切相关的基因。已知Vpr会导致细胞周期阻滞。然而，最近，已表明从SIVdeb和SIVmus

分离的Vpr蛋白可抑制人SAMHD1。Lim等人,Cell  Host&Microbe,11,194-204(2012)。因此，

在一些或任何实施方案中，本文所述的慢病毒载体粒子包含SAMHD1抑制性Vpr蛋白或其保

持抑制SAMHD1的能力的变体。在一些或任何实施方案中，变体包含与SEQ  ID  NO:48(SIVdeb 

Vpr)具有至少75％、80％、85％、90％或95％同一性的氨基酸序列。在一些或任何实施方案

中，变体包含与SEQ  ID  NO:49(SIVmus  Vpr)具有至少75％、80％、85％、90％或95％同一性

的氨基酸序列。

[0134] 得自Vpx蛋白的序列比对的信息可用于产生如上文所定义的Vpx的功能性变体和

功能性片段变体。使氨基酸缺失和突变的技术是本领域熟知的。参见Ausubel ,F .M .等人,

Current  Protocols  in  Molecular  Biology,John  Wiley&Sons,(1998)，包括到2011年的

所有补遗。一般来讲，为了构建功能性变体，可在编码Vpx蛋白的病毒之间不同的位置引入

非保守或保守取代或缺失，因为这些位置往往允许非保守取代同时保持功能。对于具有在

病毒之间保守的氨基酸残基的位置而言，保留该残基或引入保守取代。根据本文所公开的

或本领域已知的方法测试了Vpx、Vpr及其变体抑制SAMHD1活性的能力。参见以引用方式整

体并入本文的Lim等人,Cell  Host&Microbe,11,194-204(2012)和Lahouassa等人,Nature 

Immunol,13:3,223-229(2012)。

[0135] 尽管之前的报道表明将SIVmac  Vpx包装到HIV-1病毒粒子中需要对Gag蛋白的p6

区进行修饰以类似于SIVmac  p6(Sunseri等人,J  Virol,86:6(2012))，但是本发明人出人
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意料地发现了无需修饰p6或将Vpx融合到HIV-1Vpr即可将SIVmac  Vpx有效地包装到本文所

公开的基于HIV-1的假型化慢病毒载体中。因此，在一些或任何实施方案中，Vpx蛋白不融合

到Vpr蛋白。相似地，在一些或任何实施方案中，包装细胞中的gag蛋白不相对于其天然序列

进行修饰。

[0136] 在一些或任何实施方案中，Vpx蛋白融合到HIV-1Vpr蛋白。

[0137] 通常，将Vpx蛋白包装在病毒粒子中。然而，在一些或任何实施方案中，编码Vpx蛋

白的基因包含在慢病毒基因组上并在病毒粒子感染靶细胞时表达。

[0138] 病毒载体包膜

[0139] 节肢动物传播病毒(虫媒病毒)是由受感染的节肢动物载体(诸如蚊子)传给宿主

(诸如人、马或禽类)的病毒。虫媒病毒进一步分为包括甲病毒和黄病毒的病毒亚科，这些病

毒具有阳极性的单链RNA基因组和含有糖蛋白的包膜。例如，登革热病毒、黄热病毒和西尼

罗河病毒属于黄病毒科，而辛德毕斯病毒、塞姆利基森林病毒(Semliki  Forest  virus)和

委内瑞拉马脑炎病毒则是甲病毒科的成员(Wang等人J.Virol.66,4992(1992))。辛德毕斯

病毒的包膜包含两种跨膜糖蛋白(Mukhopadhyay等人Nature  Rev.Microbio.3,13(2005))：

E1，认为其对融合起作用；和E2，认为其对细胞结合起作用。已知辛德毕斯病毒包膜糖蛋白

使其他逆转录病毒(包括致癌逆转录病毒和慢病毒)假型化。

[0140] 辛德毕斯病毒和其他甲病毒的包膜并入病毒粒子膜的脂质双层中，并通常包括两

种糖蛋白E1和E2的多个拷贝。各种糖蛋白都具有跨膜区；E2具有约33个残基的细胞质结构

域，而E1的细胞质尾极短(约2个残基)。E1和E2在跨膜区内或附近连接有棕榈酸。E2最初以

前体蛋白合成，所述前体蛋白通过弗林蛋白酶或其他Ca2+依赖性丝氨酸蛋白酶裂解成E2和

称为E3的小糖蛋白。位于编码E2和E1的序列之间的是编码称为6K的蛋白质的序列。E3和6K

是用来将E2和E1糖蛋白分别易位到膜中的信号序列。在辛德毕斯病毒基因组中，辛德毕斯

包膜蛋白的编码区包含编码E3、E2、6K和E1的序列。如本文所用，虫媒病毒的“包膜”包含至

少E2，并且也可以包含E1、6K和E3。辛德毕斯病毒(株HR)的包膜糖蛋白的示例性序列呈现为

SEQ  ID  No .17(E3、E2、6K和E1多聚蛋白)。其他虫媒病毒的包膜糖蛋白的序列可见于例如

GenBank。例如，编码登革热病毒糖蛋白的序列可见于登录号GQ252677(在GenBank中还包括

其他)并见于NCBI的病毒变异数据库中(针对包膜糖蛋白序列，将GenBank登录号和病毒变

异数据库以引用方式并入)，并且编码委内瑞拉马脑炎病毒包膜糖蛋白的序列可见于登录

号NP  040824(针对包膜糖蛋白的序列，将其以引用方式并入)。

[0141] 应当理解，提及“E2糖蛋白的残基号”(诸如残基160、70、76或159)通过提及SEQ  ID 

NO:18的蛋白质的氨基酸序列来定义，该蛋白为质辛德毕斯株HR(即，“辛德毕斯HR参考株”)

的E2糖蛋白。例如，如果已产生了其中残基70已从SEQ  ID  NO:18缺失的辛德毕斯E2糖蛋白

的变体，则“残基160”将指代这种变体的实际残基159。其他甲病毒中的类似位置可通过使

同源性最大化的比对而确定。

[0142] 术语“连接”、“结合”、“靶向”等可交换使用，并且无意表明辛德毕斯病毒包膜糖蛋

白与细胞组分之间的相互作用机理。DC-SIGN(捕获树突细胞特异性ICAM-3(细胞内粘附分

子3)的非整合蛋白；又称为CD209)是一种能够迅速结合并内吞物质的C型凝集素样受体

(Geijtenbeek,T.B.等人Annu.Rev.Immunol.22:33-54,2004)。E2似乎是经由DC-SIGN来将

病毒靶向树突细胞。如本文所示，表达DC-SIGN的细胞通过用辛德毕斯病毒E2假型化的病毒
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载体粒子来转导，这比不表达DC-SIGN的同基因细胞要好(至少2倍、至少3倍、至少4倍、至少

5倍、至少6倍、至少7倍、至少8倍、至少9倍或至少10倍)。E2糖蛋白如何促进病毒感染的机理

似乎涉及DC-SIGN，可能是经由与DC-SIGN的直接结合，或引起构型上的变化或一些其他机

理。不管真实机理如何，通过E2的靶向是表达DC-SIGN的细胞(即树突细胞)所首选的。

[0143] 辛德毕斯病毒也经由硫酸乙酰肝素与细胞结合(Klimstra等人,J  Virol  72:

7357,1998；Burmes和Griffin,J  Virol  72:7349,1998)。因为硫酸乙酰肝素和其他细胞表

面粘多糖见于大多数细胞类型的表面上，所以希望减小硫酸乙酰肝素与辛德毕斯包膜糖蛋

白之间的相互作用。这可通过削弱辛德毕斯病毒包膜与硫酸乙酰肝素的结合或增加辛德毕

斯病毒包膜与树突细胞的结合(例如，增加亲合力)或两者兼有来实现。因此，降低了与其他

分子的非特异性结合，所述其他分子可通过其他细胞类型表达并即使在包膜对DC-SIGN特

异的情况下也可能出现，并且所改善的特异性可用以避免不希望的副作用，诸如可能降低

所需免疫反应的副作用或与其他细胞类型的脱靶转导相关的副作用。作为另外一种选择或

除表达DC-SIGN的细胞的相对特异的转导的优点之外，用辛德毕斯病毒包膜E2糖蛋白假型

化的病毒粒子可提供优于由糖蛋白(诸如VSVG)假型化的病毒粒子的其他优点。此类优点的

实例包括降低的补体介导的溶解和/或降低的神经元细胞靶向，据信这两者都与VSV-G假型

化病毒粒子的施用相关。

[0144] 在多种实施方案中，本文所公开的慢病毒载体粒子特异地与表达DC-SIGN的细胞

结合，而与硫酸乙酰肝素的结合降低或消除。也就是说，相对于其他细胞类型，辛德毕斯病

毒包膜E2糖蛋白可被修饰以将病毒优先引导至表达DC-SIGN的树突细胞。基于尤其从结构

研究和分子建模研究中获得的信息，设计和产生了包膜蛋白(尤其是E2和E1糖蛋白)的变体

序列以使得糖蛋白保持它们作为包膜蛋白的功能，但具有所需的结合特异性、亲合力或结

合水平。可产生各种糖蛋白的候选变体序列并且使用下文所述的方法或本领域已知的其他

方法来测定，以鉴别出具有最合需要的特征的包膜糖蛋白。

[0145] 辛德毕斯E2的某些变体序列与SEQ  ID  NO:1或SEQ  ID  NO:18(E2辛德毕斯HR参考

序列)相比在残基160处具有至少一个氨基酸改变。残基160缺失或变为不同于谷氨酸的氨

基酸。改变最通常是至少一个氨基酸的取代，但作为另外一种选择可以为一个或多个氨基

酸的添加或缺失。优选地，任何额外的氨基酸的数目很少并且不包含可能损害安全性的抗

原表位(例如，血球凝集素标签序列)。当存在两个或更多个改变时，它们可为相同的类型

(例如，取代)或不同的类型(例如，取代和缺失)。多个改变可散布或连续定位在蛋白质序列

中。

[0146] 在一些实施方案中，变体序列包含在辛德毕斯病毒E2(SEQ  ID  NO:18)的约残基50

至约残基180的区域内的至少一个氨基酸改变。这个区域内的氨基酸涉及与硫酸乙酰肝素

的结合。通过减少E2的净正电荷，可减小与硫酸乙酰肝素的静电相互作用，从而导致与硫酸

乙酰肝素结合的降低。这个区域内的候选带正电氨基酸包括在SEQ  ID  NO:18的残基63、70、

76、84、97、104、129、131、133、139、148、149、159处的赖氨酸和在残基65、92、128、137、157、

170、172处的精氨酸(Bear等人,Virology  347:183-190,2006)。这些氨基酸中的至少若干

个直接参与E2与硫酸乙酰肝素的结合。净正电荷可通过缺失赖氨酸或精氨酸或用中性或带

负电的氨基酸取代赖氨酸或精氨酸来减少。例如，这些赖氨酸和精氨酸中的一个或多个可

由谷氨酸或天冬氨酸来置换。某些实施方案具有对赖氨酸70、76或159中的至少一个取代。
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在E2表达为具有E3的多聚蛋白的情况下，与天然E3/E2裂解位点相邻的赖氨酸被保留—也

就是说，识别序列和裂解位点并未改变。作为另外一种选择，天然内肽酶裂解位点序列由不

同内肽酶的识别序列所置换。

[0147] 辛德毕斯病毒E2的某些变体也以积极影响与树突细胞结合的方式而被修饰。在参

考HR序列(SEQ  ID  NO:18)中的残基160处所见的谷氨酸的改变可提高与树突细胞的结合

(参见Gardner等人,J  Virol  74,11849,2000，其整体并入本文)。在某些变体中，发现诸如

缺失残基160或取代残基160的改变。在特定变体中，不带电荷的氨基酸由Glu取代，在其他

变体中，非酸性氨基酸由Glu取代。通常，Glu160由小氨基酸或脂族氨基酸中的一个置换，所

述小氨基酸或脂族氨基酸包括甘氨酸、丙氨酸、缬氨酸、亮氨酸或异亮氨酸。

[0148] 其他变体包含两个或更多个(例如3、4或5个)氨基酸改变。通常，在这些变体中，改

变之一是Glu160，而其余改变是横跨残基约50至约180的区域内的一个或多个赖氨酸和精

氨酸的变化。某些变体包含Glu160到非酸性残基的改变或缺失，以及赖氨酸70、赖氨酸76或

赖氨酸159由非碱性氨基酸的一个或多个改变。一些特定的变体包含Glu160到Gly、Lys  70

到Glu和Lys  159到Glu；Glu  160到Gly、Lys  70、76和159到Glu；Glu  160和Lys  70和159到

Glu的缺失；以及Glu  160和Lys  70、76和159到Glu的缺失。在一些实施方案中，E2变体与SEQ 

ID  NO:30-43[SINvar1-14E2]的任一者具有介于80％和100％(例如，82％、85％、87％、

90％、92％、95％、97％或99％)之间的同一性。

[0149] 在某些情况下，E2蛋白首先表达为至少与E3融合的或与前导序列融合的多聚蛋

白。不考虑前导序列是E3还是另一序列，病毒包膜中的E2应不具有E3或其他前导序列。换句

话说，E2优选地不是E3/E2融合蛋白。在某些实施方案中，E2表达为E3-E2-6K-E1多聚蛋白的

一部分。在这些实施方案中，多聚蛋白与SEQ  ID  NO:3-16[SINvar1-14多聚蛋白]的任一者

具有介于80％和100％(例如82％、85％、87％、90％、92％、95％、97％或99％)之间的同一

性。辛德毕斯病毒天然表达作为多聚蛋白的一部分的E2，并且E3/E2、E2/6K和6K/E1的接合

区具有由内肽酶识别和裂解的序列。通常，在残基65与66之间，由弗林蛋白酶或弗林蛋白酶

样丝氨酸内肽酶裂解E3/E2接合区。弗林蛋白酶对由两个氨基酸分隔的成对精氨酸残基具

有特异性。为保持由弗林蛋白酶的E3/E2裂解，残基62-66(RSKRS；SEQ  ID  NO:26)应保持由

两个氨基酸分隔的两个精氨酸残基和丝氨酸残基。作为另外一种选择，可使用不同的裂解

序列来替换E3/E2弗林蛋白酶裂解序列或任何其他的裂解序列。可将内肽酶的识别和裂解

位点并入，所述内肽酶包括而不限于：天冬氨酸内肽酶(例如，组织蛋白酶D、凝乳酶、HIV蛋

白酶)、半胱氨酸内肽酶(菠萝蛋白酶、木瓜蛋白酶、钙蛋白酶)、金属内肽酶(例如，胶原蛋白

酶、嗜热菌蛋白酶)、丝氨酸内肽酶(例如，糜蛋白酶、因子IXa、因子X、凝血酶、胰蛋白酶)、链

激酶。熟知这些酶的识别和裂解位点序列。

[0150] 也可改变不同于已经提及的那些氨基酸的辛德毕斯病毒E2中的氨基酸。通常，变

体E2序列将与参考E2序列具有至少80％的序列氨基酸同一性，或其可具有至少82％、至少

85％、至少87％、至少90％、至少92％、至少95％或至少98％的序列同一性。在一些实施方案

中，变体E2序列与SEQ  ID  NO:30[SINvar1]具有至少80％的序列氨基酸同一性，或其可具有

至少82％、至少85％、至少87％、至少90％、至少92％、至少95％或至少98％的序列同一性。

在一些实施方案中，变体E2序列与SEQ  ID  NO:31[SINvar2]具有至少80％的序列氨基酸同

一性，或其可具有至少82％、至少85％、至少87％、至少90％、至少92％、至少95％或至少
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98％的序列同一性。在一些实施方案中，变体E2序列与SEQ  ID  NO:32[SINvar3]具有至少

80％的序列氨基酸同一性，或其可具有至少82％、至少85％、至少87％、至少90％、至少

92％、至少95％或至少98％的序列同一性。

[0151] 变体糖蛋白应显示出生物功能，诸如通过具有包含E2的包膜的病毒粒子促进感染

树突细胞的能力。实验已经鉴别出似乎在病毒装配、连接至细胞表面和感染的各方面中起

着重要作用的包膜糖蛋白的区域。在制备变体时，以下信息可用作指导原则。E2的细胞质

尾-约残基408至415—对病毒装配具有重要意义(West等人J  Virol  80:4458-4468,2006；

其整体并入本文)。其他区域参与形成二级结构(约残基33-53)；并参与转运和蛋白稳定性

(约残基86-119)(Navaratmarajah等人,J  Virol  363:124-147,2007；其整体并入本文)。变

体可保留横跨膜的约残基370-380的区域的疏水特性。变体可保留N连接糖基化位点残基

NIT(残基196-198)和NFT(残基318-320)之一或两者，并可保留棕榈酰基化的一个或多个位

点(C-396、C416和C417)(Strauss和Strauss  Microbiol  Rev  58,491-562,1994；第499-509

页，其并入本文)。在另一方面，可改变E2的许多区域而不出现有害事件。例如，在E2中的许

多不同部位处插入转座子仍产生有活力的病毒(Navaratmarajah,同上)。

[0152] 在某些实施方案中，标签肽可并入E3、6K或E1蛋白中。为达一些目的，标签可并入

E2中，但标签对用于施用给人患者的产品来说并不是理想的。为短序列(例如，5-30个氨基

酸)的标签肽可用于促进对包膜表达和其在病毒粒子中的存在的检测。为达到检测目的，标

签序列将通常可通过抗体或化学品检测。标签的另一用途是促进病毒粒子的纯化。含有标

签的结合伴侣的底物可用于吸附病毒。病毒的洗脱可通过以下方式实现：用将标签从结合

伴侣置换的部分处理，或当标签序列与可裂解序列形成键合时，用适当内肽酶的处理将便

利地允许病毒的释放。(参见例如Qiagen目录，Factor  Xa  Protease  System)。标签肽的除

去通常是达到病毒粒子在动物受试者中使用的安全性目的所需的。如果没有去除标签，则

可能发生对标签的免疫反应。

[0153] 合适的标签尤其包括但不限于FLAG(DYKDDDDK)(SEQ  ID  NO:28)(美国专利4,703,

004，其整体并入本文)(其抗体可商购获得)、几丁质结合蛋白、麦芽糖结合蛋白、谷胱甘肽-

S-转移酶、多聚组氨酸(美国专利4,569,794，其整体并入本文)、硫氧还蛋白、HA(血球凝集

素)-标签。多聚组氨酸可被吸附到含有结合的金属离子(例如，镍或钴)的亲和介质上，并且

可用低pH介质来洗脱。

[0154] 可评估病毒粒子以确定并入靶向树突细胞的病毒中的包膜糖蛋白的特异性。例

如，混合的骨髓细胞群可从受试者获得并在体外培养。作为另外一种选择，可获得并使用表

达或不表达DC-SIGN的同基因细胞系。可将重组病毒施用给混合的骨髓细胞群或同基因细

胞系，并且可测定培养细胞中的并入病毒中的报告基因的表达。某些实施方案可采用有限

稀释分析，其中将混合的细胞群分成单独的部分，然后与递减量的病毒(例如，各部分用低

于2倍、5倍、10倍的病毒)来独立地孵育。在一些实施方案中，混合的细胞群中至少约50％，

更优选至少约60％、70％、80％或90％，更加优选至少约95％的受感染细胞是表达DC-SIGN

的树突细胞。在某些实施方案中，受感染树突细胞与受感染非树突细胞(或非DC-SIGN表达

细胞)的比率为至少约2:1、至少约3:1、至少约4:1、至少约5:1、至少约6:1、至少约7:1、至少

约8:1、至少约9:1、至少约10:1、至少约20:1、至少约30:1、至少约40:1、至少约50:1、至少约

100:1、至少约200:1、至少约500:1、至少约1000:1、至少约5000:1、至少约10,000:1或更大。
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对有限稀释来说，通常在较高稀释度(即，较低量)的输入病毒下观察到较大的选择性。

[0155] 假型化病毒粒子的活性可通过多种技术中的任何技术来测定。例如，测量感染效

率(IU，感染单位)的优选方法是通过对细胞施用病毒粒子并测量在载体基因组中编码的产

物的表达。可以使用可进行测定的任何产物。一种方便的产物类型是荧光蛋白，诸如绿色荧

光蛋白(GFP)。可使用的其他产物包括在细胞表面上表达的蛋白质(例如，通过抗体结合来

检测)、酶等。如果产物是抗原并且细胞是树突细胞，则可通过测定免疫反应来评估感染性/

活性。此外，可能确定在哺乳动物中的副作用。如下文所述，也可直接(例如)在细胞培养物

中测试特异性靶向树突细胞的能力。

[0156] 也可制备病毒粒子并测试它们的选择性和/或它们促进对靶细胞膜的穿透能力。

具有带未修饰糖蛋白的包膜的病毒粒子可用作对照来进行比较。简而言之，使用标准感染

测定，通过病毒来感染表达包膜糖蛋白的受体的细胞。在规定的时间之后，例如感染后48小

时，可收集细胞并可通过(例如)流式细胞术来测定由病毒感染的细胞的百分比。可通过计

算由病毒感染的细胞的百分比而对选择性进行评分。类似地，可通过将由包含变体包膜的

病毒感染的细胞的百分比除以由包含对应野生型(未修饰)包膜糖蛋白的病毒感染的细胞

的百分比来量化变体包膜糖蛋白对病毒滴度的作用。尤其合适的变体将具有选择性和感染

滴度的最佳组合。一旦选定变体，就可进行病毒浓度测定来确认这些病毒可被浓缩而不损

害活性。收集病毒上清液并通过超速离心进行浓缩。病毒滴度可通过以下方式测定：病毒储

备溶液的有限稀释和表达包膜糖蛋白的受体的细胞的感染，并测量由如上所述的由病毒表

达的产物的表达。

[0157] 慢病毒载体粒子进入靶细胞是另一种类型的活性评估。BlaM-Vpr(β-内酰胺酶

Vpr)融合蛋白已用于评估HIV-1病毒穿透；BlaM和辛德毕斯病毒包膜糖蛋白的融合物(诸如

E1或Ε2/Ε1融合蛋白)可用于评估包膜蛋白在促进融合和穿透进靶细胞的效力。病毒粒子

可例如通过用一个或多个包含病毒元件、BlaM-Vpr和目标变体包膜(以及适当时的亲和力

分子)的载体瞬时转染包装细胞来制备。所得的病毒可用于感染表达其中靶分子(或亲和力

分子)在游离的结合抑制剂(诸如抗体)不存在或存在的情况下会特异结合的分子的细胞。

然后，可用CO2非依赖性培养基来洗涤细胞并上样CCF2染料(Aurora  Bioscience)。在室温

下孵育以使裂解反应完成之后，可通过多聚甲醛将细胞固定并通过流式细胞术和显微术来

分析细胞。蓝色细胞的存在表明病毒穿透到了细胞质中；当添加阻断抗体时，将预计蓝色细

胞较少(Cavrois等人Nat  Biotechnol  20:1151-1154,2002；其整体并入本文)。

[0158] 为研究穿透是否取决于低pH值并鉴定具有所需pH值依赖性的包膜糖蛋白，可在感

染步骤添加改变pH值的NH4Cl或其他化合物(NH4Cl将中和内涵体的酸性隔腔)。在NH4Cl的情

况中，蓝色细胞的消失将表明病毒的穿透是低pH值依赖性的。此外，为确认活性是pH值依赖

性的，可将趋溶酶体剂添加到孵育缓冲液中，所述趋溶酶体剂诸如为氯化铵、氯喹、刀豆素

(concanamycin)、巴弗洛霉素铝(bafilomycin  Al)、莫能菌素(monensin)、尼日利亚菌素

(nigericin)等。这些药剂提高内涵体隔腔内的pH值(例如，Drose和Altendorf ,

J.Exp.Biol.200,1-8,1997)。这些药剂的抑制作用将揭示pH值对病毒融合和进入的作用。

可比较展示不同融合基因分子的病毒之间的不同进入动力学，并且对特定的应用选择最合

适的病毒。

[0159] 基于PCR的进入测定可用于监测逆转录并测量作为病毒进入动力学指标的病毒
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DNA合成的动力学。例如，将包含特定包膜蛋白分子的病毒粒子与靶细胞(诸如293T细胞、DC

或已工程化改造而表达或天然地表达包膜蛋白分子的适当结合伴侣(受体)的任何其他细

胞)一起孵育。立即或一段时间量之后(以使感染发生)，去除未结合的病毒并分析细胞等分

试样中的病毒核酸。从这些等分试样中提取DNA并进行扩增分析，所述扩增分析通常在半定

量测定中以LTR特异性引物来引发。LTR特异性DNA产物的出现表明病毒成功进入。

[0160] 慢病毒载体基因组

[0161] 病毒载体粒子包含含有至少一个(例如1、2、3、4或5个)目标序列的基因组。可以包

括其他序列，诸如允许将基因组包装到病毒粒子中的序列，以及促进目标序列在靶细胞转

导后表达的序列。基因组可来源于很多合适、可用的基于慢病毒基因组的载体中的任何载

体，包括已针对人类基因疗法应用所鉴定的那些载体，诸如由Pfeifer和Verma所述

(Annu.Rev.Genomics  Hum.Genet.2:177-211,2001；其以引用方式整体并入本文)。为简化

起见，基因组也称为“病毒载体基因组”或“载体基因组”。

[0162] 骨架

[0163] 合适的慢病毒载体基因组包括基于以下病毒的那些基因组：人类免疫缺陷病毒

(HIV-1)、HIV-2、猫免疫缺陷病毒(FIV)、马传染性贫血病毒、猿猴免疫缺陷病毒(SIV)和梅

迪/维斯那病毒(maedi/visna  virus)。慢病毒的合乎需要的特征在于它们能够感染分裂细

胞和非分裂细胞，靶细胞不必为分裂的(或不必刺激靶细胞分裂)。通常，基因组和包膜糖蛋

白将基于不同的病毒以使得所得的病毒载体粒子是假型化的。合乎需要地将载体基因组的

安全性特征并入。安全性特征包括自灭活LTR和非整合型基因组。

[0164] 在一些示例性实施方案中，病毒载体基因组包含来自慢病毒基因组(诸如HIV-1基

因组或SIV基因组)的序列。病毒基因组构建体可包含来自慢病毒的5'和3'LTR的序列，并且

具体地讲，可包含来自慢病毒的5'LTR的R和U5序列以及来自慢病毒的灭活的或自灭活3'

LTR。LTR序列可以为来自任何物种的任何慢病毒的LTR序列。例如，它们可以为来自HIV、

SIV、FIV或BIV的LTR序列。通常，LTR序列是HIV  LTR序列。

[0165] 载体基因组可包含灭活或自灭活3'LTR(Zufferey等人J  Virol  72:9873 ,1998；

Miyoshi等人,J  Virol  72:8150,1998；US2010/0323403，所有这些文献均整体并入本文)。

自灭活载体通常具有增强子和启动子序列从3'长末端重复序列(LTR)的缺失，所述3'长末

端重复序列(LTR)在载体整合期间被复制进5'LTR中。在一种情况下，3'LTR的U3元件含有其

增强子序列、多嘌呤区(PPT)、TATA盒、Sp1和NF-κB位点的缺失。作为自灭活3'LTR的结果，在

进入和逆转录之后生成的前病毒将包含灭活的5'LTR。基本原理是通过降低载体基因组的

活动风险和LTR对附近细胞启动子的影响来提高安全性。自灭活3'LTR可通过本领域中已知

的任何方法来构建。在多种实施方案中，假型化慢病毒载体包含含有SEQ  ID  NO:23的序列

的慢病毒载体基因组。该载体包含3’PPT和TATA盒的缺失。因此，载体为自灭活的，使得(a)

防止全长载体基因组在感染的靶细胞中从逆转录的dsDNA载体转录，(b)使在3’LTR可用作

启动子时在整合后插入活化的风险最小化，以及(c)扩展的U3缺失可通过另外的、冗余安全

机制(例如，整合酶的突变)加以补充。

[0166] 任选地，来自慢病毒5'LTR的U3序列可用病毒构建体中的启动子序列(诸如异源启

动子序列)来置换。这样可增加从包装细胞系回收的病毒的效价。也可包括增强子序列。可

使用增加包装细胞系中的病毒RNA基因组的表达的任何增强子/启动子组合。在一个实例
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中，使用CMV增强子/启动子序列(美国专利号5,385,839和美国专利号5,168,062，它们均整

体并入本文)。

[0167] 在某些实施方案中，通过将慢病毒载体基因组构建为整合缺损型来使插入诱变发

生的风险最小化。可寻求各种方法来产生非整合型载体基因组。这些方法需要将突变工程

化改造为pol基因的整合酶组分，以使得其编码具有无活性整合酶的蛋白质。可通过(例如)

突变或缺失连接位点之一或两者，或经由缺失或修饰使3'LTR近端多嘌呤区(PPT)不具功能

性来修饰载体基因组本身以防止整合。此外，非基因方法是可用的；这些方法包括抑制整合

酶的一种或多种功能的药剂。所述的方法并不互相排斥，也就是说，每次可使用这些方法中

的不止一种。例如，整合酶和连接位点两者都可为非功能性的、或整合酶和PPT位点可为非

功能性的、或连接位点和PPT位点可为非功能性的或它们全部可为非功能的。

[0168] 如上所述，一种方法是制备和使用非功能性整合酶。整合酶参与病毒双链平末端

DNA的裂解和所述末端与染色体靶位点的两条链中5'磷酸的接合。整合酶具有三个功能结

构域：N端结构域，其含有锌结合基序(HHCC)；中心结构域核，其含有催化核和保守DD35E基

序(HIV-1中的D64、D116、E152)；和C端结构域，其具有DNA结合性质。引入整合酶中的点突变

足以破坏正常功能。已构建并表征了许多整合酶突变(参见，Philpott和Thrasher,Human 

Gene  Therapy  18:483 ,2007；Apolonia ,Thesis  submitted  to  University  College 

London,2009年4月,第82-97页；Engelman等人J  Virol  69:2729,1995；Nightingale等人

Mol  Therapy,13:1121,2006；它们均整体并入本文)。可缺失或突变编码整合酶蛋白的序列

以使蛋白失活，优选不会使逆转录酶活性或核靶向显著受损，从而仅防止前病毒整合到靶

细胞基因组中。可接受的突变可降低整合酶催化功能、链转移功能、与att位点的结合、与宿

主染色体DNA的结合和其他功能。例如，HIV或SIV整合酶的残基35处的单个天冬氨酸至天门

冬酰胺的取代完全消除了病毒DNA整合。整合酶的缺失将通常限于C端结构域。残基235-288

的编码序列的缺失产生有用的非功能性整合酶(Engelman等人J  Virol  69:2729,1995)。作

为另外的实例，可产生突变，例如Asp64(对HIV-1进行残基编号，来自其他慢病毒或逆转录

病毒的整合酶的对应残基编号可由普通技术人员容易地确定)(例如，D64E、D64V)、Asp116

(例如，D116N)、Asn120(例如，N120K)、Glu152、Gln148(例如，Q148A)、Lys156、Lys159、

Trp235(例如，W235E)、Lys264(例如，K264R)、Lys266(例如，K266R)、Lys273(例如，K273R)。

可构建其他突变并测试其整合、转基因表达和任何其他所需的参数。这些功能的测定是熟

知的。可通过多种技术中的任何技术来产生突变，所述技术包括核酸序列的定点诱变和化

学合成。可进行一种突变，或整合酶中可存在这些突变中的不止一种。例如，整合酶可在两

个氨基酸、三个氨基酸、四个氨基酸等处具有突变。

[0169] 作为另外一种选择或与整合酶突变体的使用结合，也可突变U3和U5中的连接位点

(att)。整合酶与这些位点结合，并且3'端二核苷酸在载体基因组的两个末端裂解。CA二核

苷酸位于3'凹端；CA是加工必需的，核苷酸的突变阻断了向宿主染色体的整合。CA二核苷酸

的A是用于整合的最关键核苷酸，并且基因组的两个末端处的突变将得到最佳结果(Brown

等人J  Virol  73:9011(1999)。在一个范例中，将各末端处的CA变为TG。在其他范例中，将各

末端处的CA在一末端处变为TG而在另一末端处变为GT。在其他范例中，将各末端处的CA缺

失；在其他范例中，将各末端处的CA的A缺失。

[0170] 整合也可通过突变或缺失定位于3'LTR近端的多嘌呤区(PPT)来抑制(WO  2009/
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076524；其整体并入本文)。PPT是具有约15个核苷酸的多嘌呤序列，其可用作用于正链DNA

合成的引物结合位点。在这种情况下，PPT的突变或缺失靶向逆转录过程。在不希望限于某

一机理的情况下，通过突变或缺失PPT，主要是减少了线性DNA的产生并且基本上仅产生1-

LTR  DNA环。整合需要线性双链DNA载体基因组，并且基本上消除了没有线性双链DNA载体基

因组的整合。如上所述，可通过突变或通过缺失而使PPT为非功能性的。通常，缺失整个约

15nt的PPT，但是在一些实施方案中，可进行14nt、13nt、12nt、11nt、10nt、9nt、8nt、7nt、

6nt、5nt、4nt、3nt和2nt的较短缺失。当进行突变时，虽然前四个碱基中的单次和双重突变

仍降低转录，但是通常进行多种突变，特别是在PPT的5'一半中进行(McWilliams等人,J 

Virol  77:11150,2003)。在PPT的3'末端处进行的突变通常具有更显著的效果(Powell和

Levin  J  Virol70:5288,1996)。

[0171] 使使载体基因组非整合的这些不同方法可单独使用或以组合来使用。使用一种以

上的方法可用以经由冗余机理建构可靠载体(fail-safe  vector)。因此，PPT突变或缺失可

与att位点突变或缺失组合或与整合酶突变组合，或PPT突变或缺失可与att位点突变或缺

失和整合酶突变两者组合。类似地，att位点突变或缺失和整合酶突变可彼此组合与PPT突

变或缺失组合。

[0172] 增强假型化慢病毒粒子安全性的另外方法涉及对包含gag/pol基因的质粒进行修

饰以移除与慢病毒载体潜在性重组的位点。该方法可单独地或与本文所述的任何方法组合

使用。例如，gag和pol基因可以为哺乳动物或人“密码子优化的”，即，gag和/或pol基因至少

50％、60％、70％、75％、80％、85％、90％或95％的密码子被编码相同氨基酸但为哺乳动物

细胞(例如人细胞)偏好的密码子替代，从而改善或优化在哺乳动物(例如人)细胞中的表

达。为了对gag和pol基因进行密码子优化，生成了将“野生型”密码子改变成更常用于人类

基因组的密码子的多核苷酸。然而，在HIV中，基因组的某些部分应当保持基本上原始密码

子(例如。至少75％、80％、85％、90％、95％或100％的原始密码子)，以便允许从其mRNA的相

同起始密码子开始合成Gag和Pol所需的移码。Gag-Pol的翻译需要在mRNA的密码子432周围

的p7/p1接合部位阅读框在5′方向偏移(-1偏移)。Gag-Pol的翻译然后在该新的阅读框中开

始进行，直到终止密码子在随后达到约3,000个核苷酸。核糖体-1移码是严格受控的事件，

它需要特异性共有滑动序列和导致核糖体暂停的下游次级RNA结构。因此，根据本公开，编

码gag和pol的核酸包含“非优化窗”：在SEQ  ID  NO:54(gag-pol开放阅读框)的位置1228开

始(或在位置1218-1298、或1218-1238、或1228-1238、或1218-1228、或1228-1298、或1238-

1248、或1248-1258、或1258-1268、或1268-1278、或1278-1288、或1288-1298周围开始)并在

相对于其野生型gag-pol序列基本上无改变的SEQ  ID  NO:54的位置1509结束(或在位置

1373-1558、或1373-1509、或1373-1500、或1373-1470、或1373-1440、或1373-1410、或1373-

1401、或1373-1392、或1373-1383、或1401-1509、或1440-1509、或1499-1519、或1499-1509、

或1509-1519周围结束)的区域。换句话讲，非优化窗保持基本上原始密码子(例如，至少

90％、95％或100％的原始密码子)。应当理解，对应于SEQ  ID  NO:54的核苷酸1228-1509的

非优化窗可在SEQ  ID  NO:54发生突变或为更大核苷酸序列的一部分时具有不同的实际核

苷酸编号；例如，如果质粒包含SEQ  ID  NO:54的5’的100个核苷酸，则非优化窗将对应于质

粒中的核苷酸1328-1609。在一些实施方案中，从核苷酸1229至1298的区域保持基本上原始

密码子，和/或对从核苷酸1510-1558的区域进行密码子优化。在一些实施方案中，编码Gag

说　明　书 21/69 页

25

CN 104583231 B

25



和Pol的密码子优化多核苷酸包含SEQ  ID  NO:54。在一些实施方案中，编码密码子优化的

gag-pol多核苷酸的质粒包含SEQ  ID  NO:55的序列。

[0173] 在一些或任何实施方案中，编码人类密码子优化的gag和pol基因(并包含上述非

优化窗)的质粒还不含Rev应答元件(RRE)。RRE的缺失移除了gag/pol质粒与慢病毒载体质

粒之间又一个同源性区域和潜在的重组。以组合方式，这样的方法消除了或最大程度减少

了gag/pol质粒与慢病毒载体之间的同源性区域，从而最大程度减小了可产生能够复制的

病毒的这些质粒之间的重组机会。应当理解，RRE仍可存在于包装细胞和过程中，但存在于

不同的质粒上。

[0174] 调控元件

[0175] 如本文所论述，病毒载体基因组包含希望在靶细胞中表达的目标序列。通常，目标

序列位于5'LTR与3'LTR序列之间。另外，目标序列优选与其他遗传元件(例如，包括启动子

或增强子的转录调控序列)成功能关系以便以特定方式来调控目标序列的表达。在某些情

况下，有用的转录调控序列是就活性而言在时间和空间上受高度调控的那些序列。可用于

调控组分的表达的表达控制元件是本领域中已知的并且包括但不限于诱导型启动子、组成

型启动子、分泌信号序列、增强子和其他调控元件。

[0176] 目标序列和任何其他可表达序列通常与内部启动子/增强子调控序列成功能关

系。“内部”启动子/增强子是定位在病毒载体构建体的5'LTR序列与3'LTR序列之间并且与

目标序列可操作地连接的启动子/增强子。内部启动子/增强子可为已知增加与其成功能关

系的基因的表达的任何启动子、增强子或启动子/增强子组合。“功能关系”和“可操作地连

接的”意指但不限于序列处在相对于启动子和/或增强子的在启动子和/或增强子与适当分

子接触时目标序列将得以表达的正确位置和定位中。

[0177] 内部启动子/增强子的选择基于目标序列的所需表达模式和已知启动子/增强子

的特定性质。因此，内部启动子可为组成性活性的。可使用的组成型启动子的非限制性实例

包括以下物质的启动子：泛素(美国专利号5,510,474；WO  98/32869，它们均以引用方式整

体并入本文)、CMV(Thomsen等人,PNAS81:659,1984；美国专利号5,168,062，它们均以引用

方式整体并入本文)、β-肌动蛋白(Gunning等人1989Proc.Natl.Acad .Sci.USA  84:4831-

4835，其以引用方式整体并入本文)和pgk(参见例如Adra等人1987Gene  60:65-74；Singer-

Sam等人1984Gene  32:409-417；和Dobson等人1982Nucleic  Acids  Res.10:2635-2637，前

述各参考文献均以引用方式整体并入本文)。在一些实施方案中，用于控制由假型化慢病毒

载体基因组编码的抗原的表达的启动子为内含子缺失型启动子。在一些实施方案中，将人

泛素-C(UbiC)启动子用于控制由假型化慢病毒载体基因组编码的抗原的表达。在多种实施

方案中，已对UbiC启动子进行了修饰以移除内含子，即，启动子为内含子缺缺失的。全长

UbiC启动子为1250个核苷酸。内含子始于412并一直到末端(412-1250)。该区域可缺失以最

大程度减小异源性病毒基因组转录物。HIV病毒基因组在其内具有天然内含子。因此，包含

UbiC启动子的慢病毒将在慢病毒基因组中总共具有2个内含子。UbiC内含子可以剪接和非

剪接形式存在。UbiC内含子的缺失消除了异源性病毒转录物的可能性，并确保了在递送的

假型化慢病毒粒子时的均质性。

[0178] 作为另外一种选择，启动子可以是组织特异性启动子。在一些优选实施方案中，启

动子是靶细胞特异性启动子。例如，启动子可来自由树突细胞表达的任何产物，包括CD11c、
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CD103、TLR、DC-SIGN、BDCA-3、DEC-205、DCIR2、甘露糖受体、Dectin-1、Clec9A、MHC  II类。此

外，可选择启动子以允许目标序列的诱导型表达。用于诱导型表达的许多系统是本领域中

已知的，包括四环素反应系统、lac操纵子-阻遏子系统以及对多种环境或生理变化起反应

的启动子，所述环境或生理变化包括热休克、金属离子(诸如，金属硫蛋白启动子)、干扰素、

低氧、类固醇(诸如黄体酮或糖皮质激素受体启动子)、辐射(诸如VEGF启动子)。也可使用启

动子的组合来获得目标基因的所需表达。本领域的普通技术人员将能够基于目标有机体或

靶细胞中的所需的基因表达模式来选择启动子。

[0179] 病毒基因组可包含至少一个RNA聚合酶II或III反应性启动子。这种启动子可与目

标序列可操作地连接并且也可与终止序列连接。此外，可并入一个以上的RNA聚合酶II或

III启动子。RNA聚合酶II和III启动子是本领域技术人员所熟知的。RNA聚合酶III启动子的

合适范围可例如见于Paule和White,Nucleic  Acids  Research.,第28卷,第1283-1298页

(2000)，其以引用方式整体并入本文。RNA聚合酶II或III启动子也包括可引导RNA聚合酶II

或III转录下游RNA编码序列的任何合成或工程化改造的DNA片段。另外，用作病毒载体基因

组的部分的RNA聚合酶II或III(Pol  II或III)启动子可为诱导型的。任何合适的诱导型Pol 

II或III启动子可与本发明的方法一起使用。尤其合适的Pol  II或III启动子包括提供于

Ohkawa和Taira ,Human  Gene  Therapy ,第11卷,第577-585页(2000)以及Meissner等人

Nucleic  Acids  Research,第29卷,第1672-1682页(2001)(它们均以引用方式整体并入本

文)中的四环素反应性启动子。

[0180] 内部增强子也可存在于病毒构建体中以便增强目标基因的表达。例如，可使用CMV

增强子(Boshart等人Cell,41:521,1985；其以引用方式整体并入本文)。已鉴别并表征了病

毒基因组(诸如HIV、CMV)和哺乳动物基因组中的许多增强子(参见GenBank)。增强子可与异

源启动子组合使用。本领域的普通技术人员能够基于所需的表达模式来选择适当的增强

子。

[0181] 病毒载体基因组将通常含有由靶细胞识别并与本文论述的目标序列、病毒组分和

其他序列可操作地连接的启动子。启动子是由核酸序列形成的允许RNA聚合酶的结合和转

录发生的表达控制元件。启动子可为诱导型、组成型、时间活性或组织特异性的。诱导型启

动子的活性是由生物或非生物因子的存在或缺失来诱导。诱导型启动子可为基因工程中的

有用工具，因为它们可操作地连接的基因的表达可在有机体的特定发育阶段、在其制造时

或在特定组织中被开启或关闭。诱导型启动子可分为化学调控启动子和物理调控启动子。

典型的化学调控启动子包括但不限于醇调控启动子(例如，醇脱氢酶I(alcA)基因启动子)、

四环素调控启动子(例如，四环素反应性启动子)、类固醇调控启动子(例如，基于大鼠糖皮

质激素受体(GR)的启动子、基于人雌激素受体(ER)的启动子、基于蛾蜕皮激素受体的启动

子和基于类固醇/视黄酸/甲状腺受体超家族的启动子)、金属调控启动子(例如，基于金属

硫蛋白基因的启动子)，以及病原相关启动子(例如，基于拟南芥(Arabidopsis)和玉米病原

体相关(PR)蛋白的启动子)。典型的物理调控启动子包括但不限于温度调控启动子(例如，

热休克启动子)和光调控启动子(例如，大豆SSU启动子)。

[0182] 本领域中的技术人员将能够基于特定的环境来选择适当的启动子。本领域中熟知

许多不同的启动子，以及用于将启动子与要表达的基因可操作地连接的方法。天然启动子

序列和许多异源启动子两者都可用于指导在包装细胞和靶细胞中的表达。然而，优选异源
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启动子，因为与天然启动子相比，它们通常允许所需蛋白质的更大转录和更高产率。

[0183] 启动子可(例如)从病毒基的因组中获得，所述病毒诸如多瘤病毒、禽豆病毒、腺病

毒、牛乳头状瘤病毒、禽肉瘤病毒、巨细胞病毒、逆转录病毒、乙型肝炎病毒和猿猴病毒40

(SV40)。启动子也可为(例如)异源哺乳动物启动子，例如肌动蛋白启动子或免疫球蛋白启

动子、热休克启动子，或通常与天然序列相关的启动子，前提是此类启动子可与靶细胞相

容。在一个实施方案中，启动子是病毒表达系统中的天然存在的病毒启动子。在某些实施方

案中，启动子是树突细胞特异性启动子。树突细胞特异性启动子可为(例如)CD11c启动子。

[0184] 转录可通过将增强子序列插入载体中来增强。增强子通常是DNA的顺式作用元件，

长度通常是约10至300个bp，并作用于启动子以增强其转录。现在已知许多来自哺乳动物基

因(球蛋白、弹性蛋白酶、白蛋白、甲胎蛋白和胰岛素)和来自真核细胞病毒的增强子序列。

实例包括复制起点(bp  100-270)的后侧上的SV40增强子、巨细胞病毒早期启动子增强子、

复制起点的后侧上的多瘤增强子和腺病毒增强子。增强子可在抗原特异性多核苷酸序列的

5'或3'的某一位置上剪接到载体中，但优选位于启动子的5'的位点。

[0185] 表达载体也可含有终止转录和稳定mRNA所必需的序列。这些序列常常见于真核或

病毒DNA或cDNA的5'和偶而3'未翻译区中，并且在本领域中是熟知的。

[0186] 病毒载体基因组也可含有额外的遗传元件。可包括在构建体中的元件类型不受任

何方式限制并且可选择来达到特定结果。例如，可包括促进靶细胞中的病毒基因组的核进

入的信号序列。此信号序列的一个实例是HIV-1flap信号序列。另外，可包括促进靶细胞中

的前病毒整合位点的表征的元件。例如，tRNA琥珀抑制基因序列可包括在构建体中。来自

(例如)鸡β-球蛋白的绝缘子序列也可包括在病毒基因组构建体中。这种元件减小由于甲基

化和异染色质化作用而使靶细胞中的整合型前病毒沉默的机会。此外，绝缘子可防护内部

增强子、启动子和外源性基因避免来自染色体上的整合位点处的环绕DNA的正面或负面位

置影响。此外，载体基因组可含有设计来增强目标基因的表达的一个或多个遗传元件。例

如，旱獭肝炎病毒反应性元件(WRE)可置入构建体中(Zufferey等人1999 .J .Virol .74:

3668-3681；Deglon等人2000.Hum.Gene  Ther.11:179-190，它们均以引用方式整体并入本

文)。

[0187] 病毒载体基因组通常是以可转染到包装或产生者细胞系的质粒形式来构建。质粒

通常包含用于在细菌中复制质粒的序列。此类质粒在本领域中是熟知的。此外，包含原核复

制起点的载体也可包含其表达赋予可检测或可选择标记(诸如药物抗性)的基因。典型的细

菌药物抗性产物是赋予氨苄青霉素或四环素抗性的那些产物。

[0188] 含有一个或多个本文所述的组分的质粒容易使用本领域中熟知的标准技术来构

建。为进行确认所构建质粒中的正确序列的分析，可在大肠杆菌中复制质粒、将其纯化并通

过限制性内切核酸酶消化来分析或通过常规方法来测定其DNA序列。

[0189] 也可使用构建用于在哺乳动物细胞中瞬时表达的载体。瞬时表达涉及表达载体的

使用，所述表达载体能够在宿主细胞中有效复制，以使得宿主细胞累积表达载体的许多拷

贝并接着合成高水平的由表达载体中的抗原特异多核苷酸编码的多肽。参见Sambrook等

人,同上,第16.17-16.22页。适用于适应多肽表达的其他载体和方法是本领域中熟知的，并

且容易适应特定的环境。

[0190] 用本文提供的教导内容，本领域中的技术人员将认识到，特定表达系统的效力可
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通过用包含编码报告蛋白的基因的载体转染包装细胞，并使用合适的技术(例如，测量绿色

荧光蛋白偶联物中的荧光)测量表达来进行测试。合适的报告基因在本领域中是熟知的。

[0191] 目标序列的类型

[0192] 目标序列不受任何方式限制并且包括普通技术人员希望在靶细胞中整合、转录和

表达的任何核酸。产物可为蛋白质或核酸。目标序列可编码蛋白质或核酸分子，包括siRNA、

微小RNA、其中互补区长度大于约20个核糖核苷酸的自补双链RNA或与信使RNA互补的RNA，

其中所述互补(反义)RNA与信使RNA的结合阻断其被翻译成蛋白质的能力。在某些情况下，

目标序列可编码需要针对其的免疫反应的抗原。具体来说，来自病毒(诸如HIV、HSV、HCV、

HPV、疟疾或结核病)的肿瘤抗原和感染性疾病抗原是理想的。此外，多个目标序列可包含在

单个载体中。

[0193] 在某些情况下，目标序列可为编码下调分子表达的目标小抑制RNA(siRNA)或微小

RNA(miRNA)的基因。例如，编码siRNA或微小RNA的基因可用于下调细胞中的负调节子表达，

所述负调节子包括抑制树突细胞的活化或成熟的那些。siRNA和微小RNA在本领域中是熟知

的(Fire等人,Nature391:806,1998；另见“The  RNA  Interference  Resource”of  Applied 

Biosystems ,Trang等人,Oncogene增刊2:S52,2008；Taganov,K .等人2007.Immunity26:

133-137；Dahlberg,J.E.和E.Lund .2007.Sci.STKE  387:pe25；Tiemann和Rossi,EMBO  Mol 

Med  1:142,2009)。作为另外一种选择，目标序列可编码其中互补区长度大于约20个核糖核

苷酸的自补双链RNA或长度大于约20个核糖核苷酸的反义RNA。本领域普通技术人员应了

解，siRNA、miRNA、dsRNA和反义RNA分子可由RNA聚合酶III启动子来表达，或者作为另外一

种选择，可为由RNA聚合酶II启动子转录的非编码RNA的组分。

[0194] 此外，目标序列可编码一种以上的产物。在一些构型中，要递送的序列可包含编码

至少一种蛋白质、至少一种siRNA、至少一种微小RNA、至少一种dsRNA或至少一种反义RNA分

子或其任何组合的多个基因。例如，要递送的序列可包括编码一个或多个需要针对其的免

疫反应的抗原的一个或多个基因。一个或多个抗原可与单一疾病或病症相关，或它们可与

多种疾病和/或病症相关。在一些情况下，编码免疫调控蛋白的基因可连同编码需要针对其

的免疫反应的抗原一起被包括，并且这样的组合可引起免疫反应并将免疫反应调控到所要

的方向和幅度上。在其他情况下，编码siRNA、微小RNA、dsRNA或反义RNA分子的序列可用编

码需要针对其的免疫反应的抗原的基因来构建，并且这样的组合可调控免疫反应的范围。

产物可作为初始融合产物来产生，融合产物中的编码序列与一个启动子成功能关系。作为

另外一种选择，产物可被独立地编码并且各编码序列与启动子成功能关系。启动子可以是

相同的或不同的。

[0195] 在某些构型中，载体含有编码树突细胞成熟/刺激因子的多核苷酸序列。示例性刺

激分子包括GM-CSF、IL-2、IL-4、IL-6、IL-7、IL-15、IL-21、IL-23、TNFα、B7.1、B7.2、4-1BB、

CD40配体(CD40L)、药物诱导型CD40(iCD40)等。这些多核苷酸通常受一个或多个调控元件

的控制，所述调控元件指导树突细胞中的编码序列的表达。树突细胞的成熟有助于成功接

种(Banchereau,J和Palucka ,A.K.Nat.Rev.Immunol.5:296-306(2005)；Schuler,G.等人

Curr.Opin.Immunol.15:138-147(2003)；Figdor,C.G.等人Nat.Med.10:475-480(2004))。

成熟可转化来自细胞的DC，所述细胞在活性上参与将抗原捕获于被特化用于T细胞引发的

细胞中。例如，CD40通过CD40L结合于CD4-辅助T细胞上是DC成熟的关键信号，产生CD8T细胞
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的有效活化。此类刺激分子也称为成熟因子或成熟刺激因子。免疫检查点表示癌症中功能

性细胞免疫性活化的重要屏障，并且对T细胞上的抑制配体特异的拮抗性抗体(包括CTLA4

和程序性死亡-1(PD-1))是临床上评估的靶向剂的实例。慢性感染和癌症中的重要耐受性

机理是表达高水平PD-1的Ag特异T细胞的功能性耗尽。因为已显示出治疗性免疫的效力通

过与免疫检查点控制(作为非限制性实例)的组合而显著增强，所以本领域普通技术人员应

了解，抑制免疫检查点的替代方法是抑制程序性死亡(PD)配体1和2(PD-L1/L2)的表达。实

现抑制的一种方式是诸如本文所述的那些分子的RNA分子的表达，这抑制由编码一个或多

个RNA分子的慢病毒载体转导的DC中的PD-L1/L2的表达。DC的成熟或诸如免疫检查点(例如

PD-1配体)的特定元件的表达可通过对诸如MHC  II的表面标记的上调进行流式细胞术分析

以及所表达的趋化因子和细胞因子的概况来表征。

[0196] 编码可检测产物(通常为蛋白质)的序列可被包括以允许鉴别表达所需产物的细

胞。例如，将诸如绿色荧光蛋白(GFP)的荧光标记蛋白连同目标序列(例如，编码抗原的序

列)一起并入构建体中。在其他情况下，蛋白质可通过抗体来检测，或蛋白质可为作用于底

物的酶，以便产生可检测产物或允许选择转染或转导靶细胞(例如赋予药物抗性，诸如潮霉

素抗性)的产物。典型的选择基因所编码的蛋白质赋予对适用于真核细胞的抗生素或其他

毒素(例如，尤其本领域中已知的新霉素、甲氨蝶呤、灭瘟素(blasticidine))的抗性的蛋

白，或补充营养缺陷型缺陷，或供给从培养基中保留的关键养分。可选择标记可任选地存在

于单独的质粒上并通过共同转染来引入。

[0197] 可使用一个或多个多顺反子表达单位，其包括在包装细胞中产生所需病毒所必需

的元件(例如，目标序列、包膜分子、DC成熟因子)中的两个或两个以上。多顺反子载体的使

用降低所需的核酸分子的总数并因此避免与由多个载体基因组协同表达相关的可能的困

难。在多顺反子载体中，要表达的各种元件与一个或多个启动子(和根据需要的其他表达控

制元件)可操作地连接。在某些构型中，多顺反子载体包含目标序列、编码报告产物的序列

和病毒元件。目标序列通常编码抗原并任选地编码DC成熟因子。有时，多顺反子载体包含编

码抗原的基因、编码DC成熟因子的基因和病毒元件。

[0198] 本发明所公开的假型化慢病毒载体可经工程改造以一次表达不止一种(例如两

种、三种或四种)抗原。本领域已知多种方法可由单种载体同时表达不止一种基因。例如，载

体可包含融合到基因的开放阅读框(ORF)的多个启动子、在基因之间的剪接信号插入、其表

达受单个启动子驱动的基因的融合、在基因之间的蛋白水解裂解位点插入、在基因之间的

内部核糖体进入位点(IRES)插入、在基因之间的双向启动子插入和/或“自裂解”2A肽。在多

顺反子表达载体中的要表达的各组分可(例如)由内部核糖体进入位点(IRES)元件或病毒

2A元件分隔，以便允许各种蛋白质由同一启动子的独立表达。IRES元件和2A元件是本领域

中已知的(美国专利号4,937,190；de  Felipe等人2004.Traffic  5:616-626，它们均以引用

方式整体并入本文)。在一个实施方案中，与来自口蹄疫病毒(FMDV；F2A)、猪捷申病毒-1

(P2A)、马鼻炎A病毒(ERAV；E2A)和明脉扁刺蛾β四体病毒(thosea  asigna  virus)(TaV；

T2A)(Szymczak等人2004.Nat.Biotechnol.22:589-594，其以引用方式整体并入本文)的2A

样序列连接的编码弗林蛋白酶裂解位点序列 (R A K R )的寡核苷酸 (F a n g等人

2005.Nat.Biotech23:584-590，其以引用方式整体并入本文)用来分隔多顺反子载体中的

遗传元件。2A肽共有序列为D(V/I)EXNPGP(SEQ  ID  NO:56)。在一些实施方案中，慢病毒载体
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包含编码T2A(SEQ  ID  NO:57)的多核苷酸。在一些实施方案中，2A肽由SEQ  ID  NO:52的多核

苷酸编码。特定多顺反子载体的效率可通过使用标准方案检测各基因的表达而容易地测

试。

[0199] 还可以使用内部核糖体进入位点(IRES)实现两种或更多种抗原的表达。IRES使得

真核核糖体能够在非5'm7G帽结构的位置进入并扫描mRNA。如果位于内部，例如第一密码子

区域(或顺反子)的3'，则IRES将使得第二密码子区域能够在相同的转录物内翻译。第二密

码子区域通过在IRES之后遇到的第一个ATG标识。示例性IRES元件包括病毒IRES，诸如微小

核糖核酸病毒IRES和心病毒IRES(参见例如美国专利号4,937,190)，以及存在于5'UTR中的

非病毒IRES元件(例如，编码免疫球蛋白重链结合蛋白(BiP)的那些元件(Macejak等人,

Nature,35390-4,1991)；果蝇触角足(Oh等人,Genes  Dev.6:1643-53,1992)和超双胸(Ye等

人,Mol.Cell  Biol .,17:1714-21 ,1997)；成纤维细胞生长因子2(Vagner等人,Mol.Cell 

Biol.,15:35-44,1995)；起始因子eIF4G(Gan等人,J.Biol.Chem.273:5006-12,1998)；原癌

基因c-myc(Nanbru等人,J.Biol.Chem.,272:32061-6,1995；Stoneley,Oncogene,16:423-

8,1998)以及血管内皮生长因子(VEGF)(Stein等人,Mol.Cell  Biol.,18:3112-9,1998)。

[0200] 还可以使用双向启动子(即，其阅读方向彼此远离并且从其转录位于启动子区域

侧翼的两个开放阅读框的启动子区域或两个背对背克隆启动子)实现两种或更多种抗原的

表达。此类启动子的实例包括PDGF-A、嗜神经JC病毒、BRCA1、钴胺传递蛋白II和二肽酰肽酶

IV启动子。

[0201] 在特定范例中，病毒载体基因组包含：巨细胞病毒(CMV)增强子/启动子序列；来自

HIV  5'LTR的R和U5序列；包装序列(ψ)；HIV-1flap信号序列；内部增强子；内部启动子；目标

基因；旱獭肝炎病毒反应性元件；tRNA琥珀抑制基因序列；缺失增强子序列的U3元件；鸡β-

球蛋白绝缘子；和3'HIV  LTR的R和U5序列。在一些范例中，载体基因组包含完整的慢病毒5'

LTR和自灭活3'LTR(Iwakuma等人Virology  15:120,1999，其以引用方式整体并入本文)。

[0202] 载体基因组的构建可使用本领域中已知的任何合适的基因工程技术来实现，所述

技术包括但不限于限制性内切核酸酶消化、连接、转化、质粒纯化和DNA测序的标准技术，例

如，如Sambrook等人(1989 .Molecular  Cloning:A  Laboratory  Manual .Cold  Spring 

Harbor  Laboratory  Press ,N .Y .)、Coffin等人(Retroviruses .Cold  Spring  Harbor 

Laboratory  Press,N.Y.(1997))和"RNA  Viruses:A  Practical  Approach"(Alan  J.Cann

编辑,Oxford  University  Press,(2000)中所述，前述各参考文献均以引用方式整体并入

本文。

[0203] 在一些实施方案中，目标序列编码至少一种抗原。可使用如本文所述的病毒粒子

将与疾病或病症相关的任何抗原递送至树突细胞。鉴别与疾病或病症相关的抗原用于制备

靶向树突细胞的病毒粒子。与许多疾病和病症相关的抗原在本领域中是熟知的。抗原可能

先前已知为与疾病或病症相关，或可通过本领域中已知的任何方法来鉴别。例如，患者所患

有的癌症类型的抗原(诸如，肿瘤相关抗原)可为已知的，或可通过本领域中已知的多种方

法中的任何方法从肿瘤自身鉴别出来。

[0204] 已知包括(例如)肾细胞癌瘤、前列腺癌、黑素瘤和乳腺癌的多种癌症的肿瘤相关

抗原。在一些乳腺癌中，例如，Her-2受体在癌性细胞表面上过表达。示例性肿瘤抗原包括但

不限于MAGE(例如MAGE-A3和MAGE-A1)、BAGE、RAGE和NY-ESO-1，它们是在睾丸的免疫特权区
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(immune-privileged  area)和多种肿瘤细胞中表达的未突变抗原；谱系特异性肿瘤抗原，

诸如黑素细胞-黑素瘤谱系抗原MART-1/黑色素-A、gp100、gp75、mda-7、酪氨酸酶和酪氨酸

酶相关蛋白，例如TRP2；肾细胞癌-5T4、SM22-α、碳酸酐酶I和IX(又称为G250)、低氧诱导型

因子(例如，HIF-1α和HIF-2α)、VEGF或前列腺特异膜抗原(PSMA)、前列腺特异性抗原(PSA)、

前列腺酸性磷酸盐和前列腺六跨膜表皮抗原(STEAP)、NKX3.1，它们是在来源于相同组织的

正常细胞和赘生性细胞中表达的抗原；来源于在肿瘤细胞中突变的基因或与正常细胞相比

在肿瘤中以不同水平转录的基因的表位蛋白/肽，诸如端粒酶、存活素、间皮素、突变ras、

bcr/abl重排、Her2/neu、突变或野生型的p53、细胞色素P4501B1，和异常表达的内含子序

列，诸如N-乙酰氨基葡糖转移酶-V；在骨髓瘤和B细胞淋巴瘤中产生独特个体基因型的免疫

球蛋白基因的克隆性重排；来源于肿瘤病毒过程的表位蛋白/肽，诸如人乳头瘤病毒蛋白E6

和E7；具有肿瘤选择性表达的非突变癌胚胎蛋白，诸如癌胚抗原和甲胎蛋白。已综述了许多

肿瘤相关抗原(参见例如，"Tumor-Antigens  Recognized  By  T-Lymphocytes ,"Boon  T ,

Cerottini  J  C ,Vandeneynde  B ,Vanderbruggen  P ,Vanpel  A ,Annual  Review  Of 

Immunology12:337-365,1994；"A  listing  of  human  tumor  antigens  recognized  by  T 

cells ,"Renkvist  N ,Castelli  C ,Robbins  P  F ,Parmiani  G .Cancer  Immunology 

Immunotherapy  50:(1)3-15MAR  2001，它们均以引用方式整体并入本文。)

[0205] 在本文所述的一些或任何实施方案中，假型化慢病毒载体包含编码MAGE-A3(SEQ 

ID  NO:58)的多核苷酸。在一些实施方案中，MAGE-A3由SEQ  ID  NO:50的多核苷酸编码。在一

些实施方案中，MAGE-A3由与SEQ  ID  NO:50具有至少40、50、60、70、80、90、95、99％同一性的

多核苷酸编码。在一些实施方案中，假型化慢病毒载体包含编码SEQ  ID  NO:58的至少40、

50、60、70、80、90、100、110、120、130、140、150、160、170、180、190、200、210、220、230、240、

250、260、270、280、290、300或310个氨基酸的MAGE-A3的片段的多核苷酸。在一些实施方案

中，多核苷酸编码与SEQ  ID  NO:58具有至少40、50、60、70、80、90、95、99％同一性的MAGE-A3

的变体。在一些实施方案中，假型化慢病毒载体包含编码NY-ESO-1(SEQ  ID  NO:59)的多核

苷酸。在一些实施方案中，NY-ESO-1由SEQ  ID  NO:51的多核苷酸编码。在一些实施方案中，

MAGE-A3由与SEQ  ID  NO:51具有至少40、50、60、70、80、90、95、99％同一性的多核苷酸编码。

在一些实施方案中，假型化慢病毒载体包含编码SEQ  ID  NO:59的至少40、50、60、70、80、90、

100、110、120、130、140、150、160或170个氨基酸的NY-ESO-1的片段的多核苷酸。在一些实施

方案中，多核苷酸编码与SEQ  ID  NO:59具有至少40、50、60、70、80、90、95、99％同一性的NY-

ESO-1的变体。在一些实施方案中，假型化慢病毒载体包含编码MAGE-A3(SEQ  ID  NO:58)的

多核苷酸和编码NY-ESO-1(SEQ  ID  NO:59)的多核苷酸。在一些或任何实施方案中，NY-ESO-

1和MAGE-A3由相同的转录物作为融合蛋白而表达，所述融合蛋白包含NY-ESO-1和MAGE-A3

以及在这两种抗原之间的自裂解A2肽，例如SEQ  ID  NO:56或57。抗原可以为任何顺序(例如

NY-ESO-1第一而MAGE-A3第二，或MAGE-A3第一而NY-ESO-1第二)。

[0206] 抗原还可以是与传染病(诸如HIV/AIDS)相关的抗原。抗原可以为例如gp120

(Klimstra ,W.B.等人2003.J  Virol  77:12022-12032；Bernard ,K.A.等人2000.Virology 

276:93-103；Byrnes,A.P.等人1998.J  Virol  72:7349-7356，它们均以引用方式整体并入

本文)。其他示例性抗原包括但不限于：gag、pol、env、tat、nef和rev(Lieberman ,J .等人

1997.AIDS  Res  Hum  Retroviruses  13(5):383-392；Menendez-Arias,L.等人1998.Viral 
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Immunol  11(4):167-181，它们均以引用方式整体并入本文)。

[0207] 病毒抗原的实例包括但不限于腺病毒多肽、甲病毒多肽、杯状病毒多肽(例如，杯

状病毒衣壳抗原)、冠状病毒多肽、犬瘟热病毒多肽、埃博拉病毒多肽、肠道病毒多肽、黄病

毒多肽、肝炎病毒(AE)多肽(例如，乙型肝炎核或表面抗原，或丙型肝炎病毒E1或E2糖蛋白、

核或非结构蛋白)、疱疹病毒多肽(例如，单纯疱疹病毒或水痘带状疱疹病毒糖蛋白)、免疫

缺陷病毒多肽(例如，人类免疫缺陷病毒包膜或蛋白酶)、感染性腹膜炎病毒多肽、流感病毒

多肽(例如，流感A血球凝集素、神经氨酸酶或核蛋白)、白血病病毒多肽、马尔堡病毒多肽、

正粘病毒多肽、乳头状瘤病毒多肽、副流感病毒多肽(例如，血球凝集素/神经氨酸酶)、副粘

病毒多肽、细小病毒多肽、瘟病毒多肽、微小核糖核酸病毒多肽(例如，脊髓灰质炎病毒衣壳

多肽)、痘病毒多肽(例如，痘苗病毒多肽)、狂犬病毒多肽(例如，狂犬病毒糖蛋白G)、呼肠孤

病毒多肽、逆转录病毒多肽和轮状病毒多肽。

[0208] 细菌抗原的实例包括但不限于放线菌属(Actinomyces)多肽、杆状菌属

(Bacillus)多肽、拟杆菌属(Bacteroides)多肽、包特菌属(Bordetella)多肽、巴尔通氏体

属(Bartonella)多肽、伯氏体属(Borrelia)多肽(例如，伯氏疏螺旋体OspA(B.burgdorferi 

OspA))、布氏菌属(Brucella)多肽、弯曲菌属(Campylobacter)多肽、二氧化碳噬纤维菌属

(Capnocytophaga)多肽、披衣菌(Chlamydia)多肽、梭菌属(Clostridium)多肽、棒杆菌属

(Corynebacterium)多肽、考克斯氏体属(Coxiella)多肽、嗜皮菌属(Dermatophilus)多肽、

肠球菌属(Enterococcus)多肽、埃里希氏体属(Ehrlichia)多肽、埃希氏菌属

(Escherichia)多肽、弗朗西丝氏菌属(Francisella)多肽、梭杆菌属(Fusobacterium)多

肽、巴尔通氏体(Haemobartonella)多肽、嗜血杆菌属(Haemophilus)多肽(例如，b型嗜血流

感菌(H .influenzae)外部膜蛋白)、螺杆菌属(Helicobacter)多肽、克氏杆菌属

(Klebsiella)多肽、L形细菌多肽、钩端螺旋体属(Leptospira)多肽、李斯特菌属

(Listeria)多肽、分支杆菌属(Mycobacteria)多肽、枝原体属(Mycoplasma)多肽、奈瑟菌属

(Neisseria)多肽、新立克次氏体属(Neorickettsia)多肽、诺卡氏菌属(Nocardia)多肽、巴

氏杆菌属(Pasteurella)多肽、消化球菌属(Peptococcus)多肽、消化链球菌属

(Peptostreptococcus)多肽、肺炎球菌属(Pneumococcus)多肽、变形杆菌属(Proteus)多

肽、假单胞菌属(Pseudomonas)多肽、立克次氏体属(Rickettsia)多肽、罗卡利马氏体属

(Rochalimaea)多肽、沙门氏菌属(Salmonella)多肽、志贺氏菌属(Shigella)多肽、葡萄球

菌属(Staphylococcus)多肽、链球菌属(Streptococcus)多肽(例如，化脓链球菌

(S.pyogenes)M蛋白)、密螺旋体属(Treponema)多肽和耶尔森氏菌属(Yersinia)多肽(例

如，鼠疫耶尔森氏菌(Y.pestis)F1和V抗原)。

[0209] 真菌抗原的实例包括但不限于犁头霉菌属(A bs i d i a)多肽、枝顶孢属

(Acremonium)多肽、链格孢属(Alternaria)多肽、曲霉属(Aspergillus)多肽、蛙粪霉属

(Basidiobolus)多肽、蠕形菌属(Bipolaris)多肽、芽生菌属(Blastomyces)多肽、念珠菌属

(Candida)多肽、球孢子菌属(Coccidioides)多肽、耳霉属(Conidiobolus)多肽、隐球菌属

(Cryptococcus)多肽、弯孢菌属(Curvalaria)多肽、表皮癣菌属(Epidermophyton)多肽、外

瓶霉属(Exophiala)多肽、地霉属(Geotrichum)多肽、组织胞浆菌属(Histoplasma)多肽、马

杜拉分支菌属(Mad urella)多肽、马拉色菌属(Malassezia)多肽、小孢子菌属

(Microsporum)多肽、丛梗孢酵母属(Moniliella)多肽、接合菌属(Mortierella)多肽、毛霉
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属(Mucor)多肽、拟青霉属(Paecilomyces)多肽、青霉属(Penicillium)多肽、单孢瓶霉属

(Phialemonium)多肽、瓶霉属(Phialophora)多肽、原壁菌属(Prototheca)多肽、波氏足肿

菌属(Pseudallescheria)多肽、假小托菌属(Pseudomicrodochium)多肽、腐霉属(Pythium)

多肽、鼻孢子虫属(Iihinosporidium)多肽、根霉属(Iihizopus)多肽、齿梗孢属

(Scolecobasidium)多肽、分支孢菌属(Sporothrix)多肽、葡柄霉属(Stemphylium)多肽、毛

癣菌属(Trichophyton)多肽、毛孢子菌属(Trichosporon)多肽和木丝霉属(Xylohypha)多

肽。

[0210] 原生动物寄生虫抗原的实例包括但不限于巴倍虫属(Babesia)多肽、肠袋虫属

(Balantidium)多肽、贝诺虫属(Besnoitia)多肽、隐孢子虫属(Cryptosporidium)多肽、艾

美虫属(Eimeria)多肽、脑炎微孢子虫属(Encephalitozoon)多肽、内变形虫属(Entamoeba)

多肽、贾第虫属(Giardia)多肽、哈蒙德虫属(Hammondia)多肽、肝簇虫属(Hepatozoon)多

肽、等孢球虫属(Isos pora)多肽、利什曼虫属(Leishma nia)多肽、微孢子虫属

(Microsporidia)多肽、新孢子虫属(Neospora)多肽、龙船草属(Nosema)多肽、五鞭毛虫属

(Pentatrichomonas)多肽、疟原虫属(Plasmodium)多肽(例如，恶性疟原虫(P.falciparum)

环子孢子(PfCSP)蛋白、子孢子表面蛋白2(PfSSP2)、肝态抗原1的羧基末端(PfLSA1c端)和

输出蛋白1(PfExp-1))、肺囊虫属(Pneumocystis)多肽、肉孢子虫属(Sarcocystis)多肽、血

吸虫属(Schistosoma)多肽、泰勒虫属(Theileria)多肽、弓形虫属(Toxoplasma)多肽和锥

虫属(Trypanosoma)多肽。

[0211] 蠕虫寄生虫抗原的实例包括但不限于棘唇线虫属(Acanthocheilonema)多肽、猫

圆线虫属(Aelurostrongylus)多肽、钩口线虫属(Ancylostoma)多肽、管圆线虫属

(Angiostrongylus)多肽、蛔虫属(Ascaris)多肽、布鲁格丝虫属(Brugia)多肽、仰口线虫属

(Bunostomum)多肽、毛细线虫属(Capillaria)多肽、夏柏线虫属(Chabertia)多肽、古柏线

虫属(Cooperia)多肽、环体线虫属(Crenosoma)多肽、网尾线虫属(Dictyocaulus)多肽、肾

膨结线虫属(Dioctophyme)多肽、双板线虫属(Dipetalonema)多肽、裂头绦虫属

(Diphyllobothrium)多肽、复孔绦虫属(Diplydium)多肽、恶丝虫属(Dirofilaria)多肽、龙

线虫属(Dracunculus)多肽、蛲虫属(Enterobius)多肽、类丝虫属(Filaroides)多肽、血矛

线虫属(Haemonchus)多肽、兔唇蛔虫属(Lagochilascaris)多肽、罗阿丝虫属(Loa)多肽、曼

森线虫属(Mansonella)多肽、缪勒线虫属(Muellerius)多肽、侏体吸虫属(Nanophyetus)多

肽、板口线虫属(Neca tor)多肽、细颈线虫属(Nema tod irus)多肽、结节线虫属

(Oesophagostomum)多肽、盘尾丝虫属(Onchocerca)多肽、后睾吸虫属(Opisthorchis)多

肽、奥斯特线虫属(Ostertagia)多肽、副丝虫属(Parafilaria)多肽、并殖吸虫属

(Paragonimus)多肽、副蛔虫属(Parascaris)多肽、泡翼线虫属(Physaloptera)多肽、原圆

线虫属(Protostrongylus)多肽、腹腔丝虫属(Setaria)多肽、旋尾线虫属(Spirocerca)多

肽、迭宫绦虫属(Spirometra)多肽、冠丝虫属(Stephanofilaria)多肽、圆线虫属

(Mrongyloides)多肽、圆线虫属(Strongylus)多肽、吸吮线虫属(Thelazia)多肽、弓蛔线虫

属(Toxascaris)多肽、弓形虫属(Toxocara)多肽、毛线虫属(Trichinella)多肽、毛圆线虫

属(Trichostrongylus)多肽、鞭虫属(Trichuris)多肽、钩虫属(Uncinaria)多肽和吴策线

虫属(Wuchereria)多肽。

[0212] 外寄生虫抗原的实例包括但不限于来自以下物种的多肽(包括保护性抗原以及过
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敏原)：跳蚤；壁虱，包括硬壁虱和软壁虱；蝇类，诸如摇蚊、蚊子、沙蝇、黑蝇、马蝇、角蝇、斑

虻、采采蝇、厩蝇、引起蝇蛆病的蝇类和咬蚊；蚁类；蜘蛛类；虱子类；螨类；和蝽类昆虫，诸如

床虫和接吻虫。

[0213] 一旦已鉴别并选择抗原，鉴别编码所需抗原的序列。优选地，序列包含cDNA。病毒

感染之后，通过靶树突细胞来表达目标序列(例如，编码抗原的序列)。如果离体接触，那么

随后(例如)通过注射将靶树突细胞转移回患者，在患者体内，靶树突细胞与能够对所需抗

原产生免疫反应的免疫细胞相互作用。在优选的实施方案中，将重组病毒注射到患者体内，

所述重组病毒将在患者体内原位转导靶树突细胞。然后，树突细胞表达与要治疗的疾病或

病症相关的特定抗原，并且患者能够产生对所述疾病或病症的有效免疫反应。

[0214] 病毒载体基因组可含有编码一种以上抗原的多核苷酸序列，并且在靶树突细胞的

转导后，产生对众多递送至细胞的抗原的免疫反应。在一些实施方案中，抗原与单一疾病或

病症相关。在其他实施方案中，抗原与多种疾病或病症相关。在一些实施方案中，病毒载体

基因组包含编码MART-1/黑色素-A、NY-ESO-1和MAGE的多核苷酸序列。

[0215] 病毒粒子的制备

[0216] 本领域中已知的多种方法中的任何方法都可用以制备基因组包含病毒载体基因

组的RNA拷贝的感染性病毒例如慢病毒粒子。在一种方法中，将病毒载体基因组引入含有包

装病毒基因组RNA所必需的所有组分的包装细胞系中，将其由病毒载体基因组转录成病毒

粒子。作为另外一种选择，病毒载体基因组可包含编码除一个或多个目标序列之外的病毒

组分的一个或多个基因。然而，为防止靶细胞中的基因组复制，通常要将复制所需的内源性

病毒基因除去并独立地提供于包装细胞系中。

[0217] 一般来说，通过用含有产生粒子所必需的组分的一个或多个质粒载体转染的细胞

系来制备慢病毒载体粒子。这些慢病毒载体粒子通常不具复制能力，也就是说，它们仅能够

进行单轮感染。最通常，使用多个质粒载体来分隔产生慢病毒载体粒子的各种遗传组分，以

主要减小可能另外产生具有复制能力的病毒的重组事件的机会。然而，在需要时，可使用具

有所有慢病毒组分的单个质粒载体。作为使用多个质粒载体的系统的一个实例，将细胞系

用以下转染：含有病毒载体基因组的至少一个质粒(即，载体基因组质粒)，包含LTR、顺式作

用包装序列和常常与异源启动子可操作地连接的目标序列；编码病毒酶促和结构组分的至

少一个质粒(即，编码诸如Gag和Pol的组分的包装质粒)；和编码虫媒病毒包膜糖蛋白的至

少一个包膜质粒。如本文所述和本领域中已知的另外的质粒(例如，Rev表达质粒)可用于增

强逆转录病毒粒子制备。病毒粒子穿过细胞膜出芽并包含含有基因组的核，所述基因组含

有目标序列和靶向树突细胞的虫媒病毒包膜糖蛋白。当虫媒病毒糖蛋白是辛德毕斯病毒E2

糖蛋白时，将糖蛋白工程化改造为与参考株HR  E2糖蛋白(SEQ  ID  NO:18)相比降低与硫酸

乙酰肝素的结合。

[0218] 用本公开的质粒载体转染包装细胞可通过熟知的方法来实现，并且使用的方法不

受任何方式限制。许多非病毒递送系统是本领域中已知的，包括(例如)电穿孔、包括脂质体

的基于脂质的递送系统、“裸”DNA的递送和使用诸如Schatzlein  AG .(2001 .Non-Viral 

Vectors  in  Cancer  Gene  Therapy:Principles  and  Progresses.Anticancer  Drugs，其

以引用方式整体并入本文)中所述的那些化合物的聚环糊精化合物的递送。通常使用阳离

子脂质或盐处理方法，参见，例如Graham等人(1973 .Virol .52:456)；Wigler等人
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(1979.Proc.Natl.Acad.Sci.USA  76:1373-76)，前述各参考文献均以引用方式整体并入本

文。最常用磷酸钙沉淀法。然而，也可使用将载体引入细胞中的其他方法，包括核微注射和

细菌原生质体融合。

[0219] 包装细胞系提供包括病毒调控蛋白和结构蛋白的组分，需要将所述蛋白反向用于

将病毒基因组RNA包装到慢病毒载体粒子中。包装细胞系可为能够表达慢病毒蛋白和制备

功能性慢病毒载体粒子的任何细胞系。一些合适的包装细胞系包括293(ATCC  CCL  X)、

293T、HeLa(ATCC  CCL  2)、D17(ATCC  CCL  183)、MDCK(ATCC  CCL  34)、BHK(ATCC  CCL-10)和

Cf2Th(ATCC  CRL  1430)细胞。包装细胞系可稳定表达必需的病毒蛋白。此类包装细胞系(例

如)描述于美国专利号6,218,181，其以引用方式整体并入本文。作为另外一种选择，可由编

码一种或多种必需的病毒蛋白的核酸分子连同病毒载体基因组一起来瞬时转染包装细胞

系。收集所得的病毒粒子并将其用于感染靶细胞。通常将编码包膜糖蛋白的基因克隆到表

达载体中，诸如pcDNA3(Invitrogen,CA  USA)。真核细胞表达载体在本领域中是熟知的并且

可从许多商业来源获得。然后，用编码目标序列(通常为编码抗原)的病毒载体基因组、编码

病毒包装组分的至少一个质粒和用于表达靶分子的载体对包装细胞(诸如293T细胞)进行

共同转染。使包膜表达于包装细胞的膜上，并将其并入病毒载体中。

[0220] 病毒的产生是如本文所述来测量并表示为每个体积的IU。IU是感染单位，或者转

导单位(TU)；IU和TU可互换用作病毒载体粒子制剂的效价的定量量度。如本文所述，所制备

的病毒中的基因组可表达可容易测量的产物。优选荧光蛋白，即绿色荧光蛋白。通常慢病毒

载体是非整合型载体。然后，将病毒施用于靶细胞，并且诸如通过流式细胞术来测定表达

GFP的靶细胞的数目。然后，计算效价。优选地，效价尽可能高，但至少为1×105IU/mL、至少3

×105IU/mL、至少1×106IU/mL、至少3×106IU/mL或至少1×107IU/mL细胞上清液(任何浓缩

之前)。作为另外一种选择，效价是在相同细胞中用VSV-G包膜假型化的相同慢病毒载体的

效价的至少80％、至少90％、至少95％、至少100％。

[0221] 高度甘露糖化的病毒粒子的制备

[0222] 辛德毕斯病毒包膜蛋白包含四个N连接聚糖—两个在E2蛋白上，两个在E1蛋白上。

在不存在甘露糖苷酶I抑制剂的情况下在哺乳动物细胞中产生的病毒的两个N-聚糖具有高

甘露糖结构(一个E2N连接的聚糖和一个E1N连接的聚糖)，而其余两个具有复杂结构。两个

复杂结构的N-聚糖暴露在包膜蛋白的表面上，而两个高甘露糖结构的N聚糖埋在包膜蛋白

的三聚体的中心。具有复杂N连接聚糖的辛德毕斯病毒粒子结合DC-SIGN的效率不如具有不

太复杂的高度甘露糖化糖蛋白的粒子有效。

[0223] 在本公开中，发明人证实了在存在甘露糖苷酶I抑制剂kifunensine的情况下在哺

乳动物细胞中产生的病毒粒子出人意料地表现出与在存在DMNJ的情况下产生的粒子相比

明显增加的DC-SIGN结合。

[0224] 在一些或任何实施方案中，将病毒包装细胞在存在甘露糖苷酶I抑制剂的情况下

培养。在一些或任何实施方案中，甘露糖苷酶I抑制剂为kifunensine。在一些实施方案中，

kifunensine以约0.01μg/ml至约1mg/ml、约0.1μg/ml至约10μg/ml、约0.1μg/ml至约9μg/

ml、约0.1μg/ml至约8μg/ml、约0.1μg/ml至约7μg/ml、约0.1μg/ml至约6μg/ml、约0.1μg/ml

至约5μg/ml、约0.1μg/ml至约4μg/ml、约0.1μg/ml至约3μg/ml、约0.1μg/ml至约2μg/ml、约

0.1μg/ml至约1μg/ml、约0.25μg/ml至约10μg/ml、约0.25μg/ml至约9μg/ml、约0.25μg/ml至
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约8μg/ml、约0.25μg/ml至约7μg/ml、约0.25μg/ml至约6μg/ml、约0.25μg/ml至约5μg/ml、约

0.25μg/ml至约4μg/ml、约0.25μg/ml至约3μg/ml、约0.25μg/ml至约2μg/ml或约0.25μg/ml

至约1μg/ml的浓度存在于培养基中。

[0225] 在其中假型化慢病毒载体粒子包含辛德毕斯病毒E2糖蛋白和Vpx蛋白的一些或任

何实施方案中，在存在甘露糖苷酶I抑制剂的情况下产生慢病毒粒子。在一些实施方案中，

甘露糖苷酶抑制剂为去氧麦诺吉利霉素(DMNJ)。在优选的实施方案中，甘露糖苷酶抑制剂

为kifunensine。在一些实施方案中，DMNJ以约1.0μg/ml至约1.0mg/ml、约1.0μg/ml至约900

μg/ml、约1.0μg/ml至约800μg/ml、约1.0μg/ml至约700μg/ml、约1.0μg/ml至约600μg/ml、约

1.0μg/ml至约500μg/ml、约1.0μg/ml至约400μg/ml、约1.0μg/ml至约300μg/ml、约1.0μg/ml

至约200μg/ml、约1.0μg/ml至约100μg/ml、约50μg/ml至约500μg/ml、约50μg/ml至约400μg/

ml、约50μg/ml至约300μg/ml、约50μg/ml至约200μg/ml、约50μg/ml至约100μg/ml、约100μg/

ml至约500μg/ml、约100μg/ml至约400μg/ml、约100μg/ml至约300μg/ml、约100μg/ml至约

200μg/ml、约200μg/ml至约500μg/ml或约200μg/ml至约400μg/ml的浓度存在于培养基中。

[0226] 在一些或任何实施方案中，在存在甘露糖苷酶I抑制剂(例如kifunensine)的情况

下产生的假型化慢病毒载体粒子包含包膜糖蛋白(例如，辛德毕斯病毒E2)，其中至少60％

的N连接聚糖包含甘露糖5(Man5)、Man6、Man7、Man8和/或Man9结构。在一些实施方案中，至少

65％、至少70％、至少75％、至少80％、至少85％、至少90％、至少95％、至少96％、至少97％、

至少98％、至少99％或100％的N连接聚糖包含Man5、Man6、Man7、Man8和/或Man9+结构。

[0227] 在一种情形下，将一种或多种载体用于将多核苷酸序列引入包装细胞系，以制备

用诸如E2的辛德毕斯病毒包膜糖蛋白假型化的慢病毒载体粒子，如本文所述。在一些实施

方案中，慢病毒载体粒子为高度甘露糖化的。在一些实施方案中，慢病毒载体粒子还包含

Vpx蛋白或其变体。在另外其他实施方案中，慢病毒载体粒子为高度甘露糖化的并包含Vpx

蛋白或其变体。载体可包含编码病毒的各种组分的多核苷酸序列，这些组分包括辛德毕斯

病毒包膜、目标序列(通常编码抗原)以及产生不是由包装细胞提供的病毒所必需的任何组

分。

[0228] 病毒包膜蛋白的糖基化模式可通过本领域已知的任何方法确定。例如，可以对用

糖苷酶(例如，EndoH或PNGaseF)处理的或不进行处理的病毒糖蛋白的凝胶迁移测定进行比

较。其他方法包括从病毒糖蛋白裂解聚糖并通过HPLC和质谱法分离和鉴定组分。

[0229] 病毒的递送

[0230] 可以将病毒以允许病毒与其中需要目标多核苷酸的递送的靶细胞例如树突细胞

(DC)接触的任何方式递送至靶细胞。有时，(例如)经由注射入体内将合适量的病毒直接(体

内)引入人或其他动物。合适的动物包括但不限于马、犬、猫、牛、猪、羊、兔、鸡或其他禽类。

病毒粒子可通过许多途径来注射，所述途径诸如静脉内、真皮内、皮下、结内、腹膜内或粘

膜。可使用真皮下注射装置来递送病毒，此类装置公开于美国专利号7,241 ,275、7,115 ,

108、7,108,679、7,083,599、7,083,592、7,047,070、6,971,999、6,808,506、6,780,171、6,

776,776、6,689,118、6,670,349、6,569,143、6,494,865、5,997 ,501、5,848,991、5,328,

483、5,279,552、4,886,499，它们均以引用方式整体并入本文。其他注射位置也是合适的，

诸如直接注射入包含靶细胞的器官中。例如，淋巴结内注射、脾脏内注射或骨髓内注射可用

以将病毒分别递送至淋巴结、脾脏和骨髓。取决于特定环境和靶细胞的性质，可经由其他方
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式来进行引入，所述方式包括(例如)吸入或直接与上皮组织(例如眼睛、口或皮肤中的那

些)接触。

[0231] 作为另外一种选择，提供靶细胞并使其与病毒体外接触，诸如在培养板中接触。靶

细胞通常是包含从健康受试者或需要治疗或需要刺激对抗原的免疫反应的受试者获得的

树突细胞的细胞群。从受试者获得细胞的方法在本领域中是熟知的并且包括静脉切开术、

外科切除术和活检。也可如其他地方所述，通过获得CD34α+人造血祖细胞和使用体外培养

方法来产生人DC(例如，Banchereau等人Cell  106,271-274(2001)，其以引用方式整体并入

本文)。

[0232] 可将病毒悬浮于培养基中并加入培养板的孔、管或其他容器中。可在接种细胞之

前或已接种细胞之后添加含有病毒的培养基。细胞通常是在适当量的培养基中孵育以提供

活力，并且允许培养基中合适浓度的病毒以使得宿主细胞的转导发生。优选使细胞与病毒

一起孵育足够量的时间以允许病毒感染细胞。优选使细胞与病毒孵育至少1小时、至少5小

时或至少10小时。

[0233] 体内和体外递送中，可使用含有感染所需靶细胞的足够数量的病毒粒子的等分试

样。当要培养靶细胞时，病毒粒子的浓度通常是至少1IU/μL、更优选至少10IU/μl、甚至更优

选至少300IU/μL、甚至更优选至少1×104IU/μL、甚至更优选至少1×105IU/μL、甚至更优选

至少1×106IU/μL或甚至更优选至少1×107IU/μL。

[0234] 用病毒体外感染之后，可将靶细胞引入(或重新引入)人或其他动物中。可将细胞

引入真皮中，引入真皮下或引入周围血流中。引入动物中的细胞优选来源于该动物的细胞

以避免不利的免疫反应。也可使用来源于具有类似免疫背景的供体的细胞。也可使用的其

他细胞包括设计来避免不利免疫反应的那些。

[0235] 例如，可分析靶细胞的目标序列或基因的整合、转录和/或表达，整合的基因的拷

贝数目以及整合的位置。此类分析可在任何时间进行并可通过本领域中已知的任何方法来

进行。

[0236] 可分析其中施用了病毒或病毒感染的树突细胞的受试者的受感染细胞的位置、目

标病毒递送的多核苷酸或基因的表达、免疫反应的刺激，并通过本领域中已知的任何方法

监测与疾病或病症相关的症状。

[0237] 以上公开的感染细胞的方法并不取决于细胞的个体特异性特征。因此，这些方法

容易沿用到多个动物物种。在某些情况下，将病毒粒子递送至人或人树突细胞，并且在其他

情况下将它们递送至动物，诸如小鼠、马、狗、猫或小鼠或递送至禽类。如本文论述，使病毒

载体基因组假型化以赋予其广泛的宿主范围以及靶细胞特异性。本领域中的技术人员也应

明白在特定动物物种中实现目标序列的所需表达的适当内部启动子和其他元件。因此，本

领域中的技术人员能够修改感染来自任何物种的树突细胞的方法。

[0238] 治疗性和预防性免疫

[0239] 可用如本文所述的慢病毒载体粒子感染树突细胞以预防或治疗疾病或病症，尤其

是患者体内的免疫反应活化有益的那些疾病或病症。许多此类疾病是熟知的。例如，可通过

本公开的方法治疗或预防的疾病或病症包括但不限于癌症、自身免疫疾病和感染，包括病

毒感染、细菌感染、真菌感染和寄生虫感染。在一种方法中，疾病通过本文所述的病毒粒子

(例如，包含Vpx蛋白的高度甘露糖化的病毒粒子)来治疗以便将目标序列递送至树突细胞，
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其中目标序列的表达产生疾病特异抗原并引起对抗原特异细胞免疫反应和体液免疫反应

的刺激。通常，目标序列编码需要针对其的免疫反应的抗原，但通常不在树突细胞中表达。

抗原是通过树突细胞来表达和呈递。病毒载体基因组可进一步编码DC成熟因子。

[0240] 在典型用法中，病毒粒子将编码需要针对其的免疫反应的抗原的序列递送至树突

细胞。递送可通过使树突细胞与病毒体外接触来实现，于是，将受感染树突细胞提供给患

者。在其他时间，递送可通过将病毒递送至受试者以便体内感染树突细胞来实现。然后，树

突细胞刺激患者体内的抗原特异性T细胞或B细胞以诱导对所表达抗原的细胞免疫反应和

体液免疫反应。以此种方式，通过产生具有所需特异性的免疫细胞来治疗患有疾病或病症

的患者。

[0241] 在一些病毒中，活化和/或刺激DC成熟的DC成熟因子连同目标序列一起递送。在替

代方案中，在递送病毒之前，递送病毒同时或递送病毒之后，通过递送DC成熟因子来活化

DC。DC成熟因子可独立地由病毒的施用提供。

[0242] 如本文所述，一个或多个免疫调节或DC成熟因子可由包含在病毒基因组中并在病

毒感染树突细胞之后表达的一个或多个序列来编码。编码免疫调节因子的序列也可提供于

独立的载体中，所述载体与编码包装细胞系中的一个或多个抗原的病毒载体一起共同转

染。

[0243] 本文所述的方法可用于患者体内的过继性免疫疗法。如上所述，鉴别出需要针对

其的免疫反应的抗原。获得编码所需抗原的多核苷酸并将其包装在重组病毒中。从患者获

得靶树突细胞并用含有编码所需抗原的多核苷酸的重组病毒来转导。然后，将树突细胞转

移回患者体内。

[0244] 可体内注射病毒粒子，在体内，病毒粒子感染DC并递送通常编码抗原的目标序列。

病毒粒子的量是至少3×106IU，并可以是至少1×107IU、至少3×107IU、至少1×108IU、至少

3×108IU、至少1×109IU或至少3×109IU。以选定的时间间隔，来自受体淋巴器官的DC可用

以来测量表达，(例如)通过观测标记(诸如GFP或荧光素酶)表达来测量。核酸监测技术和逆

转录酶(RT)活性的测量方法也可用来分析病毒粒子的生物分布。可测量来自慢病毒载体粒

子治疗的受体的周围血液单核细胞、淋巴结、脾脏或恶性或靶病原体感染的组织的T细胞对

抗原刺激的反应幅度和反应持久性。可分析诸如上皮细胞和淋巴样细胞的不同于DC的组织

细胞的体内基因递送的特异性。

[0245] 疫苗常常包括佐剂。本文所述的慢病毒载体粒子也可连同佐剂一起施用。佐剂可

与重组病毒粒子一起施用，在重组病毒粒子之前施用或在重组病毒粒子之后施用。如果与

病毒粒子一起施用，那么理想的佐剂不会显著地破坏病毒粒子的完整性，诸如不会破坏含

有包膜糖蛋白的病毒膜。

[0246] 多种佐剂可与病毒组合使用以便引起对病毒载体基因组中编码的抗原的免疫反

应。优选的佐剂增大对抗原的固有反应而不引起抗原的构型变化，所述构型变化影响反应

的定性形式。优选的佐剂包括明矾、3De-O-酰化单磷酰脂A(MPL)(参见GB  2220211)。QS21是

一种从南美洲发现的肥皂草皂树(Quillaja  Saponaria  Molina  tree)的树皮中分离出的

三萜葡萄糖苷或皂角苷(参见Kensil等人,Vaccine  Design:The  Subunit  and  Adjuvant 

Approach(编辑：Powell和Newman,Plenum  Press,NY,1995)；美国专利号5,057,540)。其他

佐剂是水包油乳液(诸如角鲨烯或花生油)，其任选地与诸如单磷酰脂质A的免疫刺激剂组
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合(参见Stoute等人,N .Engl .J .Med .336 ,86-91(1997))。另一种佐剂是CpG(Bioworld 

Today，1998年11月15日)。佐剂可作为具有活性剂的治疗组合物的组分来施用，或可独立地

施用，在施用治疗剂之前施用，与施用治疗剂同时施用或在施用治疗剂之后施用。

[0247] 一类佐剂是铝盐(明矾)，诸如氢氧化铝、磷酸铝、硫酸铝。此类佐剂可与或不与其

他特定的免疫刺激剂一起使用，所述免疫刺激剂诸如MPL或3-DMP、QS21、聚合或单体氨基酸

(诸如，聚谷氨酸或聚赖氨酸)。另一类佐剂是水包油乳液制剂。此类佐剂可与或不与其他特

定的免疫刺激剂一起使用，所述免疫刺激剂诸如胞壁酰肽(例如，N-乙酰基胞壁酰基-L-苏

氨酰基-D-异谷氨酰胺(thr-MDP)、N-乙酰基-降胞壁酰基-L-丙氨酰基-D-异谷氨酰胺(nor-

MDP)、N-乙酰基胞壁酰基-L-丙氨酰基-D-异亮氨酰基-L-丙氨酸-2-(1 '-2 '二棕榈酰基-

sn--甘油酸-3-羟基磷酰基氧基)-乙胺(MTP-PE)、N-乙酰基谷氨酰胺酰基-N-乙酰基胞壁酰

基-L-Al-D-异谷氨酸-L-Ala-二棕榈酰氧基丙酰胺(DTP-DPP)theramide.TM.)或其他细菌

细胞壁组分。水包油乳液包括(a)MF59(WO90/14837)，其含有5％角鲨烯、0.5％吐温80和

0.5％Span  85(任选地含有各种量的MTP-PE)，其是使用诸如110Y型微射流机的微射流机

(Microfluidics,Newton  Mass.)而配制成亚微米粒子，(b)SAF，其含有10％角鲨烯、0.4％

吐温80、5％普朗尼克(pluronic)嵌段共聚物L121和thr-MDP，其被微射流成亚微米乳液或

涡旋以产生粒径较大的乳液，和(c)Ribi佐剂系统(RAS)(Ribi  Immunochem ,Hamilton ,

Mont.)，其含有2％角鲨烯、0.2％吐温80和来自由单磷酰脂质A(MPL)、海藻糖二霉菌酸酯

(TDM)和细胞壁骨架(CWS)(优选MPL+CWS(DetoxTM))组成的组的一种或多种细菌细胞壁组

分。另一类优选佐剂是皂苷佐剂，诸如Stimulon.TM.(QS21,Aquila ,Worcester,Mass.)，或

由其产生的粒子，诸如ISCOM(免疫刺激复合物)和ISCOMATRIX.。其他佐剂包括弗氏完全佐

剂(CFA)和弗氏不完全佐剂(IFA)。其他佐剂包括细胞因子，诸如白细胞介素(IL-1、IL-2和

IL-12)、巨噬细胞菌落刺激因子(M-CSF)、肿瘤坏死因子(TNF)。

[0248] 可与本文的组合物一起使用的另一佐剂由化学式(I)来标识：

[0249]

[0250] 其中部分A1和A2独立地选自氢、磷酸酯和磷酸盐的组。钠和钾是用于磷酸盐的示

例性反离子。部分R1、R2、R3、R4、R5和R6独立地选自具有3至23个碳(由C3-C23表示)的烃基组。
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为增加明晰度，要说明的是，当部分是“独立地选自”具有多个成员的规定组时，应了解选择

用于第一部分的成员不以任何方式影响或限制对选择用于第二部分的成员的选择。与R1、

R3、R5和R6连接的碳原子都是不对称的，因此所述碳原子可以R或S立体化学形式存在。在一

个实施方案中，所有的那些碳原子都是呈R立体化学形式，而在另一个实施方案中，所有的

那些碳原子都是呈S立体化学形式。

[0251] “烃基”指的是完全由氢和碳形成的化学部分，这种情况下，碳原子的排列可以是

直链或支链、非环状或环状，并且相邻碳原子之间的键合可以全部是单键，即，提供饱和烃

基，或可以在任何两个相邻碳原子之间存在双键或三键，即，提供不饱和烃基，并且烃基中

的碳原子数目介于3与24个碳原子之间。烃基可为烷基，其中代表性直链烷基包括甲基、乙

基、正丙基、正丁基、正戊基、正己基等，包括十一烷基、十二烷基、十三烷基、十四烷基、十五

烷基、十六烷基、十七烷基、十八烷基等；而支链烷基包括异丙基、仲丁基、异丁基、叔丁基、

异戊基等。代表性饱和环状烃基包括环丙基、环丁基、环戊基、环己基等；而不饱和环状烃基

包括环戊烯基和环己烯基等。不饱和烃基在相邻碳原子之间含有至少一个双键或三键(如

果烃基分别是非环状烃基，那么分别称为“烯基”或“炔基”，并且如果烃基是至少部分环状

的烃基，那么分别称为环烯基和环炔基)。代表性直链和支链烯基包括乙烯基、丙烯基、1-丁

烯基、2-丁烯基、异丁烯基、1-戊烯基、2-戊烯基、3-甲基-1-丁烯基、2-甲基-2-丁烯基、2,3-

二甲基-2-丁烯基等；而代表性直链和支链炔基包括乙炔基、丙炔基、1-丁炔基、2-丁炔基、

1-戊炔基、2-戊炔基、3-甲基-1-丁炔基等。

[0252] 式(I)的佐剂可通过本领域中已知的合成方法来获得，例如，通过PCT国际公布第

WO  2009/035528号(其以引用方式并入本文)以及WO  2009/035528中标示的公布(那些公布

中的每一个公布也以引用方式并入本文)中公开的合成方法来获得。某些佐剂也可从商业

上获得。优选的佐剂是Alabaster  AL的Avanti  Polar  Lipids目录中所标示的产品第

699800号，参见下文E1与E10的组合。

[0253] 在本发明的多种实施方案中，佐剂具有式(I)的化学结构，但部分A1、A2、R1、R2、

R3、R4、R5和R6选自先前针对这些部分所提供的选项的子集，其中这些子集下文通过E1、E2

等来标示。

[0254] E1：A1是磷酸酯或磷酸盐并且A2为氢。

[0255] E2：R1、R3、R5和R6是C3-C21烷基；并且R2和R4是C5-C23烃基。

[0256] E3：R1、R3、R5和R6是C5-C17烷基；并且R2和R4是C7-C19烃基。

[0257] E4：R1、R3、R5和R6是C7-C15烷基；并且R2和R4是C9-C17烃基。

[0258] E5：R1、R3、R5和R6是C9-C13烷基；并且R2和R4是C11-C15烃基。

[0259] E6：R1、R3、R5和R6是C9-C15烷基；并且R2和R4是C11-C17烃基。

[0260] E7：R1、R3、R5和R6是C7-C13烷基；并且R2和R4是C9-C15烃基。

[0261] E8：R1、R3、R5和R6是C11-C20烷基；并且R2和R4是C12-C20烃基。

[0262] E9：R1、R3、R5和R6是C11烷基；并且R2和R4是C13烃基。

[0263] E10：R1、R3、R5和R6是十一烷基并且R2和R4是十三烷基。

[0264] 在某些选项中，E2至E10中的每一个都与实施方案E1组合，和/或E2至E9的烃基为

烷基，优选直链烷基。

[0265] 式(I)的佐剂可任选与辅助佐剂一起配制成药物组合物，各辅助佐剂如下文论述。

说　明　书 37/69 页

41

CN 104583231 B

41



关于这方面，要参考美国专利公布第2008/0131466号，该公布提供了(例如)GLA佐剂的水溶

液制剂(AF)和稳定乳液制剂(SE)，其中这些制剂可用于任何式(I)的佐剂。

[0266] 佐剂可与本公开的病毒一起作为单一组合物来施用，或可在本公开的重组病毒施

用之前、施用同时或施用之后施用。免疫原和佐剂可包装和供应在同一小瓶中，或可包装在

独立的小瓶中并在使用之前混合。免疫原和佐剂通常是用标明预定治疗应用的标签来包

装。如果免疫原和佐剂是独立包装，那么包装通常包括在使用之前混合的说明书。佐剂和/

或载体的选择取决于包含佐剂的疫苗的稳定性、施用途径、给药计划、佐剂对要接种的物种

的效力，并且在人中，可药用的佐剂是已获相关监管机构批准或适用于人施用的佐剂。例

如，弗氏完全佐剂不适于人施用。优选明矾、MPL和QS21。任选地，可将两种或更多种不同的

佐剂同时使用，诸如将明矾与MPL、明矾与QS21、MPL与QS21以及明矾、QS21和MPL一起使用。

另外，可使用弗氏不完全佐剂(Chang等人,Advanced  Drug  Delivery  Reviews  32,173-186

(1998))，任选地与明矾、QS21和MPL中任何一个以及其所有组合进行组合。

[0267] 药物组合物和试剂盒

[0268] 本文也涵盖含有本文提供的病毒和一种或多种组分的药物组合物和试剂盒。药物

组合物可包括如本文提供的病毒载体粒子和药物载体。试剂盒可包括本文提供的药物组合

物和/或组合，以及一种或多种组件，诸如使用说明书、用于将化合物施用于受试者的装置

和用于将化合物施用于受试者的装置。

[0269] 本文提供的是含有如本文提供的病毒粒子和合适的药物载体的药物组合物。本文

提供的药物组合物可呈各种形式，例如，可呈固体、液体、粉末、水溶液或冻干形式。合适的

药物载体的实例是本领域中已知的。此类载体和/或添加剂可通过常规方法配制并可以合

适的剂量施用于受试者。诸如脂质、核酸酶抑制剂、聚合物和螯合剂的稳定剂可保护组合物

避免在体内的降解。

[0270] 本文提供的病毒载体粒子可包装为试剂盒。试剂盒可任选包括一种或多种组件，

诸如使用说明书、装置和另外试剂，以及用于实践本发明方法的组件，诸如管、容器和注射

器。示例性试剂盒可包括本文提供的病毒，并且可任选地包括使用说明书、用于检测受试者

中的病毒的装置、用于将病毒施用于受试者的装置和用于将化合物施用于受试者的装置。

[0271] 本文也涵盖包含编码目标基因(通常为抗原)的多核苷酸的试剂盒。试剂盒可包括

编码病毒包装组分的至少一个质粒和编码辛德毕斯病毒E2糖蛋白变体的载体。一些试剂盒

将含有编码病毒包装组分的至少一个质粒、编码辛德毕斯病毒E2糖蛋白变体的载体和编码

至少一种DC成熟因子的载体。

[0272] 本文也涵盖包含编码目标序列(通常为抗原)的病毒载体和任选编码DC成熟因子

的多核苷酸序列的试剂盒。在一些试剂盒中，试剂盒包括编码病毒包装组分的至少一个质

粒和编码辛德毕斯病毒E2糖蛋白变体的载体。

[0273] 试剂盒也可含有说明书。说明书通常包括描述以下的有形表述：试剂盒中包含的

病毒和任选其他组分以及施用方法，包括用于确定受试者的适当状态、适当给药量、和对施

用病毒来说的适当施用方法的方法。说明书也可包括用于在治疗期的持续时间范围内监测

受试者的指导。

[0274] 本文提供的试剂盒也可包括用于将病毒施用于受试者的装置。本领域中已知用于

施用药物或疫苗的多种装置中的任何装置可包括在本文提供的试剂盒中。示例性的装置包
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括但不限于皮下注射针、静脉内注射针、导管、无针注射装置、吸入器和液体分配器，诸如眼

药水滴管。通常，用于施用试剂盒的病毒的装置应与试剂盒的病毒相容；例如，无针注射装

置(诸如高压注射装置)可包括在病毒不会由高压注射损坏的试剂盒中，但通常不会包括在

病毒会由高压注射损坏的试剂盒中。

[0275] 本文提供的试剂盒也可包括用于将化合物(诸如DC活化剂或刺激剂)施用于受试

者的装置。本领域中已知用于将药物施用于受试者的多种装置中的任何装置可包括在本文

提供的试剂盒中。示例性的装置包括皮下注射针、静脉内注射针、导管、无针注射装置，但不

限于皮下注射针、静脉内注射针、导管、无针注射装置、吸入器和液体分配器，诸如眼药水滴

管。通常，用于施用试剂盒的化合物的装置应与施用化合物的所需方法相容。

[0276] 示例性实施方案

[0277] 生成假型化慢病毒载体粒子的方法

[0278] 在本公开的一些实施方案中，生成假型化慢病毒载体粒子的方法包括：

[0279] (a)在包含甘露糖苷酶I抑制剂的培养基中培养病毒包装细胞，该病毒包装细胞包

含：

[0280] (1)含有编码外源性抗原的多核苷酸的慢病毒载体基因组，

[0281] (2)编码优先地结合表达DC-SIGN的树突细胞的甲病毒糖蛋白的多核苷酸，以及

[0282] (3)编码SAMHD1抑制剂的多核苷酸；以及

[0283] (b)分离优先地结合表达DC-SIGN的树突细胞的假型化慢病毒载体粒子。

[0284] 在特定的方面，甘露糖苷酶抑制剂为kifunensine或DMNJ。

[0285] 在特定的方面，甲病毒糖蛋白为辛德毕斯病毒E2糖蛋白。

[0286] 在特定的方面，SAMHD1抑制剂为Vpx蛋白，例如SIVmac  Vpx蛋白、SIVsm蛋白、

SIVrcm或HIV-2Vpx蛋白。在特定的方面，SAMHD1抑制剂为抗体或其片段。在特定的方面，

SAMHD1抑制剂为具有SAMHD1抑制能力的Vpr蛋白，例如SIVdeb  Vpr蛋白或SIVmus  Vpr蛋白。

[0287] 在本公开的一些实施方案中，生成假型化慢病毒载体粒子的方法包括：

[0288] (a)在包含kifunensine的培养基中培养病毒包装细胞，该病毒包装细胞包含：

[0289] (1)含有编码外源性抗原的多核苷酸的慢病毒载体基因组，

[0290] (2)编码优先地结合表达DC-SIGN的树突细胞的辛德毕斯E2糖蛋白的多核苷酸，以

及

[0291] (3)编码保持SAMHD1抑制活性的Vpx蛋白或Vpr蛋白的多核苷酸；以及

[0292] (b)分离优先地结合表达DC-SIGN的树突细胞的假型化慢病毒载体粒子。

[0293] 在特定的方面，E2糖蛋白与SEQ  ID  NO:30[SIN-Var1]具有90％同一性。在一些方

面，(i)E2糖蛋白的残基160不存在或为非谷氨酸的氨基酸，(ii)E2糖蛋白变体的残基70、76

或159中的一个或多个为非碱性残基，并且(iii)E2糖蛋白变体不是与辛德毕斯病毒E3糖蛋

白的融合蛋白的一部分。在一些方面，E2糖蛋白为SEQ  ID  NO:30[SIN-Var1]。

[0294] 在特定的方面，Vpx蛋白包含与SIVmac  Vpx(SEQ  ID  NO:44)具有至少80％同一性

的氨基酸序列。

[0295] 在特定的方面，Vpx蛋白包含与SIVmac  Vpx(SEQ  ID  NO:44)、SIVsm  Vpx(SEQ  ID 

NO:45)、SIVrcm  Vpx(SEQ  ID  NO:46)或HIV-2Vpx(SEQ  ID  NO:47)具有至少80％同一性的氨

基酸序列。在特定的方面，Vpx蛋白包含与SIVmac  Vpx(SEQ  ID  NO:44)、SIVsm  Vpx(SEQ  ID 
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NO:45)、SIVrcm  Vpx(SEQ  ID  NO:46)或HIV-2Vpx(SEQ  ID  NO:47)具有至少90％同一性的氨

基酸序列。

[0296] 在特定的方面，任何前述实施方案的假型化慢病毒载体粒子或慢病毒载体包装系

统的Vpr蛋白包含与SIVdeb  Vpr(SEQ  ID  NO:48)或SIVmus  Vpr(SEQ  ID  NO:49)具有至少

80％同一性的氨基酸序列。在特定的方面，任何前述实施方案的假型化慢病毒载体粒子或

慢病毒载体包装系统的Vpr蛋白包含与SIVdeb  Vpr(SEQ  ID  NO:48)或SIVmus  Vpr(SEQ  ID 

NO:49)具有至少90％同一性的氨基酸序列。

[0297] 在特定的方面，抗原为肿瘤特异性抗原或病毒特异性抗原。在一些方面，肿瘤特异

性抗原选自NY-ESO-1、MAGE(例如，MAGE-A3和MAGE-A1)、MART-1/黑色素-A、BAGE、RAGE、

gp100、gp75、mda-7、酪氨酸酶、酪氨酸酶相关蛋白(例如，TRP2)、肾细胞癌抗原、5T4、SM22-

α、碳酸酐酶I、碳酸酐酶IX(也称为G250)、HIF-1α、HIF-2α、VEGF、前列腺特异性膜抗原

(PSMA)、前列腺特异性抗原(PSA)、前列腺酸性磷酸盐、前列腺六跨膜表皮抗原(STEAP)、

NKX3.1、端粒酶、存活素、间皮素、突变ras、bcr/abl重排、Her2/neu、突变p53、野生型p53、细

胞色素P4501B1、N-乙酰氨基葡糖转移酶-V、人乳头瘤病毒蛋白E6、人乳头瘤病毒蛋白E7、癌

胚抗原、梅克尔细胞病毒T抗原癌蛋白和甲胎蛋白。在一些方面，病毒特异性抗原为HIV抗

原、SIV抗原、腺病毒抗原、肠病毒抗原、冠状病毒抗原、杯状病毒抗原、犬瘟热病毒抗原、埃

博拉病毒抗原、黄病毒抗原、肝炎病毒抗原、疱疹病毒抗原、感染性腹膜炎病毒抗原、流感病

毒抗原、白血病病毒抗原、马尔堡病毒抗原、正粘病毒抗原、乳头状瘤病毒抗原、副流感病毒

抗原、副粘病毒抗原、细小病毒抗原、瘟病毒抗原、微小核糖核酸病毒抗原、脊髓灰质炎病毒

抗原、痘病毒抗原、狂犬病毒抗原、呼肠孤病毒抗原、逆转录病毒抗原或轮状病毒抗原。

[0298] 在特定的方面，慢病毒载体基因组还包含编码第二抗原的核苷酸序列。在特定的

方面，第一和第二抗原作为在这两种抗原之间包含自裂解A2肽的融合蛋白而表达。在一些

方面，自裂解A2肽包含SEQ  ID  NO:56或SEQ  ID  NO:57的氨基酸序列。在一些方面，第一抗原

NY-ESO-1和第二抗原为MAGE-A3。

[0299] 在特定的方面，kifunensine以约0.1μg/ml至约10μg/ml的浓度存在于培养基中。

在一些方面，kifunensine以约0.25μg/ml至约2μg/ml的浓度存在于培养基中。在一些方面，

kifunensine以约0.01μg/ml至约1mg/ml的浓度存在于培养基中。

[0300] 在特定的方面，病毒包装细胞还包含：

[0301] (i)包含gag和pol基因的多核苷酸；以及

[0302] (ii)编码rev蛋白的多核苷酸。在一些方面，编码Vpx蛋白的多核苷酸与编码rev蛋

白的多核苷酸或者包含gag和pol基因的多核苷酸在相同或不同的质粒上。在一些方面，gag

和pol基因为人类密码子优化的并且包含SEQ  ID  NO:54的位置1228至1509周围的非优化

窗。在一些方面，包含gag和pol基因的多核苷酸不含功能性rev应答元件(RRE)。在一些方

面，pol基因编码无活性整合酶。在一些方面，整合酶具有D64V突变。

[0303] 在特定的方面，慢病毒载体基因组衍生自HIV-1。

[0304] 在特定的方面，任何前述实施方案的假型化慢病毒载体粒子或包装系统的慢病毒

载体基因组能够整合。

[0305] 在特定的方面，任何前述实施方案的假型化慢病毒载体粒子或包装系统的慢病毒

载体基因组为整合缺损型或整合缺陷型的。例如，该慢病毒载体的整合效率可以是能够整
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合的病毒载体的至少1/10(优选至少1/20、至少1/30、至少1/40、至少1/50、至少1/60、至少

1/70、至少1/80、至少1/90、至少1/100、至少1/150、至少1/200、至少1/250、至少1/300、至少

1/350、至少1/400、至少1/450、至少1/500、至少1/550、至少1/600、至少1/650、至少1/700、

至少1/750、至少1/800、至少1/850、至少1/900、至少1/950或至少1/1000)。在示例性实施方

案中，该慢病毒载体的整合效率可以是至少约1/20至约1/100。

[0306] 在特定的方面，慢病毒载体基因组具有灭活的3’长末端重复序列(LTR)或自灭活

3’长末端重复序列(LTR)。在一些方面，慢病毒载体基因组包含不含增强子序列、TATA盒、

Sp1位点、NK-κB位点或多嘌呤区(PPT)中的至少一个的U3元件。在一些方面，pol基因编码无

活性整合酶并且慢病毒载体基因组不含功能性聚嘌呤区(PPT)。

[0307] 在特定的方面，慢病毒载体基因组包含SEQ  ID  NO:21[SIN载体]、22[703载体]或

23[704载体]任一者的核苷酸序列。

[0308] 在特定的方面，慢病毒载体基因组还包含编码树突细胞成熟/刺激因子的核苷酸

序列。在一些方面，树突细胞成熟/刺激因子选自GM-CSF、IL-2、IL-4、IL-6、IL-7、IL-15、IL-

21、IL-23、TNFα、B7.1、B7.2、4-1BB、CD40配体和药物诱导型CD40。

[0309] 在特定的方面，编码抗原的核苷酸序列可操作地连接到选自人泛素-C启动子

(UbiC)、巨细胞病毒立即早期启动子(CMV)、劳氏肉瘤病毒启动子(RSV)和四环素反应性启

动子的启动子。在一些方面，启动子为内含子缺陷型启动子。在一些方面，内含子缺陷型启

动子为UbiC。

[0310] 在特定的方面，提供了通过第[0206]、[0210]或[0218]段的方法产生的慢病毒载

体粒子。

[0311] 在特定的方面，提供了通过第[0216]段的方法产生的慢病毒载体粒子。

[0312] 包含假型化慢病毒载体粒子的组合物

[0313] 在本公开的一些或任何实施方案中，提供了一种包含假型化慢病毒载体粒子的组

合物，该假型化慢病毒载体粒子包含(a)保持SAMHD1抑制活性的Vpx蛋白或Vpr蛋白，(b)编

码抗原的外源性多核苷酸，以及(c)优先地结合表达DC-SIGN的细胞的多种包膜糖蛋白，其

中该组合物与在不存在甘露糖苷酶抑制剂的情况下制备的相同假型化慢病毒载体粒子的

对照组合物相比更加高度甘露糖化。例如，这种高度甘露糖化的组合物特征在于含有包膜

糖蛋白，该包膜糖蛋白比在不存在甘露糖苷酶抑制剂的情况下制备的对照组合物的包膜糖

蛋白对EndoH更加敏感。又如，这种高度甘露糖化的组合物特征在于含有包膜糖蛋白，该包

膜糖蛋白表现出比在不存在甘露糖苷酶抑制剂的情况下制备的对照组合物的包膜糖蛋白

增加量的EndoH敏感性聚糖。应当理解，对照组合物将含有大约相同数量的包含具有相同氨

基酸序列的包膜糖蛋白的假型化慢病毒载体粒子。还应当理解，虽然本公开主要关注于负

责识别和结合树突细胞的甲病毒E2糖蛋白，及其高度甘露糖化形式，但是甲病毒包膜还含

有易受高度甘露糖化影响的E1糖蛋白。因此，提及包膜糖蛋白和高度甘露糖化的包膜糖蛋

白包括提及高度甘露糖化的甲病毒E2和/或E1糖蛋白，具体为高度甘露糖化的辛德毕斯E2

和/或E1糖蛋白。其他类型的病毒包膜(具体为逆转录病毒包膜)的高度甘露糖化也改善树

突细胞的识别。

[0314] 在本公开的一些实施方案中，提供了一种包含假型化慢病毒载体粒子的组合物，

该假型化慢病毒载体粒子包含(a)保持SAMHD1抑制活性的Vpx蛋白或Vpr蛋白，(b)编码抗原
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的外源性多核苷酸，以及(c)优先地结合表达DC-SIGN的细胞的多种辛德毕斯E2糖蛋白，其

中该组合物与在不存在甘露糖苷酶抑制剂的情况下制备的假型化慢病毒载体粒子的对照

组合物相比更加高度甘露糖化。此类组合物中大量的E2糖蛋白比在不存在甘露糖苷酶抑制

剂的情况下制备的对照组合物中的E2糖蛋白更加高度甘露糖化，例如，更加EndoH敏感。

[0315] EndoH是一种特化的内切糖苷酶，它将只裂解高甘露糖N连接糖基化(参见图3A)，

例如Man5-9聚糖；Man3-4聚糖是耐EndoH的。相比之下，N-糖酰胺酶F(PNGase  F)将裂解所有

类型的糖基化，包括<Man5的低甘露糖聚糖。当病毒粒子在存在甘露糖苷酶I抑制剂(诸如

kifunensine)的情况下产生时，病毒包膜中的糖蛋白将含有更高甘露糖的聚糖，该聚糖易

受EndoH裂解的影响(即，将更加“EndoH敏感”)。检测高甘露糖聚糖在病毒粒子组合物中的

存在的一种方法是在EndoH处理后通过十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS-PAGE)

测定包膜糖蛋白的分子量。该“凝胶迁移”测定法在实施例3中示出。可将病毒粒子以及在不

存在甘露糖苷酶抑制剂的情况下制备的相同病毒粒子的对照组合物的样品在10％SDS-

PAGE凝胶上运行，并用抗辛德毕斯糖蛋白抗体进行免疫印迹检测。在存在甘露糖苷酶I抑制

剂的情况下产生的病毒包膜更加EndoH敏感，并因此与对照病毒相比在EndoH处理后在凝胶

上跑得更快(更远的距离)。因此，可在EndoH处理后使用凝胶迁移测定法测定高甘露糖糖蛋

白的存在。

[0316] 对照病毒可因在辛德毕斯糖蛋白中存在糖基化位点而对EndoH处理部分敏感，这

些位点通常为高甘露糖的，因为它们处于内部并且在产生过程中未暴露于甘露糖苷酶I。因

此，当在10％SDS-PAGE上运行时，对照病毒可在EndoH处理后表现出一定的分子量迁移，原

因是此类内部高甘露糖聚糖的EndoH裂解。然而，该迁移可以只是在将对照病毒用N-糖酰胺

酶F(其裂解所有聚糖)处理时所见的迁移的约35％。

[0317] 因此，在特定的方面，EndoH敏感性聚糖的量通过在EndoH处理后进行十二烷基硫

酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS-PAGE)来测定辛德毕斯糖蛋白的分子量而加以检测。当

EndoH处理导致10％SDS-PAGE凝胶上对应于包膜(E2和/或E1)糖蛋白的条带与对照包膜糖

蛋白相比迁移到较低的分子量时(如通过视觉检查所确定)，检测到组合物中增加量的

endoH敏感性聚糖，其表明病毒粒子的组合物为高度甘露糖化的。

[0318] 在一些示例性实施方案中，在EndoH处理后所述包膜糖蛋白的分子量完全迁移，并

基本上与PNGaseF处理后所述包膜糖蛋白的分子量相同。在其他示例性实施方案中，在用

EndoH处理后所述包膜糖蛋白的分子量在(a)未用内切糖苷酶处理的包膜糖蛋白与(b)用N-

糖酰胺酶F处理的包膜糖蛋白之间迁移了约90％或更多的距离。在其他示例性实施方案中，

在用EndoH处理后所述包膜糖蛋白的分子量在(a)未用内切糖苷酶处理的包膜糖蛋白与(b)

用N-糖酰胺酶F处理的包膜糖蛋白之间迁移了约90％或更多的距离。在另外其他实施方案

中，所述包膜糖蛋白的分子量在(a)未用内切糖苷酶处理的包膜糖蛋白与(b)用N-糖酰胺酶

F处理的包膜糖蛋白之间迁移了约40％或更多、或优选约45％或更多、或约50％或更多、或

约55％或更多、或约60％或更多、或约65％或更多、或约70％或更多、或约75％或更多、或约

80％或更多、或约85％或更多的距离。如上所述，提及包膜糖蛋白具体包括提及辛德毕斯E2

和/或E1糖蛋白。

[0319] 在特定的方面，所述组合物中至少30％、至少35％、至少40％、至少45％、至少

50％、至少55％、至少60％、至少65％、至少70％、至少75％、至少80％、至少85％、至少90％
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或至少95％的包膜糖蛋白(例如所述组合物中的辛德毕斯E2和/或E1糖蛋白)与在不存在甘

露糖苷酶抑制剂的情况下制备的假型化慢病毒载体粒子的对照组合物中具有相同氨基酸

序列的对照包膜蛋白相比具有增加量的EndoH敏感性聚糖。

[0320] 在本公开的一些实施方案中，组合物包含假型化慢病毒载体粒子，所述假型化慢

病毒载体粒子含有(a)SAMHD1抑制剂，(b)包含目标序列的慢病毒基因组，以及(c)优先结合

表达DC-SIGN的细胞的包膜糖蛋白，其中所述组合物中至少80％的N连接聚糖包含Man9结

构。

[0321] 在特定的方面，SAMHD1抑制剂为Vpx蛋白，例如SIVmac  Vpx蛋白、SIVsm  Vpx蛋白、

SIVrcm  Vpx或HIV-2Vpx蛋白。在特定的方面，SAMHD1抑制剂为抗体或其片段。在特定的方

面，SAMHD1抑制剂为具有SAMHD1抑制能力的Vpr蛋白，例如SIVdeb  Vpr蛋白或SIVmus  Vpr蛋

白。

[0322] 在特定的方面，目标序列编码蛋白质或核酸分子，诸如siRNA、微小RNA、互补区长

度大于约20个核糖核苷酸的自补双链RNA或与信使RNA互补的RNA，其中所述互补(反义)RNA

与信使RNA的结合阻断其被翻译成蛋白质的能力。在某些情况下，目标序列编码需要针对其

的免疫反应的抗原。在特定的方面，目标序列编码肿瘤抗原或传染病抗原(例如，来自诸如

HIV、HSV、HCV、HPV、疟疾或肺结核的抗原)。在特定的方面，多个目标序列包含在单个载体

中。

[0323] 在一些实施方案中，组合物包含假型化慢病毒载体粒子，该假型化慢病毒载体粒

子包含(a)Vpx蛋白，(b)编码抗原的外源性多核苷酸，以及(c)优先地结合表达DC-SIGN的树

突细胞的包膜糖蛋白，其中所述组合物中至少80％的N连接聚糖包含Man9结构。

[0324] 在特定的方面，Vpx蛋白包含与SIVmac  Vpx蛋白(SEQ  ID  NO:44)具有至少80％同

一性的氨基酸序列。

[0325] 在特定的方面，Vpx蛋白包含与SIVmac  Vpx(SEQ  ID  NO:44)、SIVsm  Vpx(SEQ  ID 

NO:45)、SIVrcm  Vpx(SEQ  ID  NO:46)或HIV-2Vpx(SEQ  ID  NO:47)具有至少80％同一性的氨

基酸序列。在特定的方面，Vpx蛋白包含与SIVmac  Vpx(SEQ  ID  NO:44)、SIVsm  Vpx(SEQ  ID 

NO:45)、SIVrcm  Vpx(SEQ  ID  NO:46)或HIV-2Vpx(SEQ  ID  NO:47)具有至少90％同一性的氨

基酸序列。

[0326] 在特定的方面，任何前述实施方案的假型化慢病毒载体粒子或慢病毒载体包装系

统的Vpr蛋白包含与SIVdeb  Vpr(SEQ  ID  NO:48)或SIVmus  Vpr(SEQ  ID  NO:49)具有至少

80％同一性的氨基酸序列。在特定的方面，任何前述实施方案的假型化慢病毒载体粒子或

慢病毒载体包装系统的Vpr蛋白包含与SIVdeb  Vpr(SEQ  ID  NO:48)或SIVmus  Vpr(SEQ  ID 

NO:49)具有至少90％同一性的氨基酸序列。

[0327] 在特定的方面，假型化慢病毒载体粒子以至少1％或至少5％或至少10％或至少

20％的体外转导效率感染表达DC-SIGN的树突细胞。

[0328] 在特定的方面，糖蛋白为辛德毕斯病毒E2糖蛋白。在一些方面，E2糖蛋白与SEQ  ID 

NO:30[SIN-Var1]具有至少90％的同一性。在一些方面，(i)E2糖蛋白的残基160不存在或为

非谷氨酸的氨基酸，(ii)E2糖蛋白变体的残基70、76或159中的一个或多个为非碱性残基，

并且(iii)E2糖蛋白变体不是与辛德毕斯病毒E3糖蛋白的融合蛋白的一部分。

[0329] 在特定的方面，抗原为肿瘤特异性抗原或病毒特异性抗原。在一些方面，肿瘤特异
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性抗原选自NY-ESO-1、MAGE、MAGE-A3和MAGE-A1、MART-1/黑色素-A、BAGE、RAGE、gp100、

gp75、mda-7、酪氨酸酶、酪氨酸酶相关蛋白(例如TRP2)、肾细胞癌抗原、5T4、SM22-α、碳酸酐

酶I、碳酸酐酶IX(也称为G250)、HIF-1α、HIF-2α、VEGF、前列腺特异性膜抗原(PSMA)、前列腺

特异性抗原(PSA)、前列腺酸性磷酸盐、前列腺六跨膜表皮抗原(STEAP)、NKX3.1、端粒酶、存

活素、间皮素、突变ras、bcr/abl重排、Her2/neu、突变p53、野生型p53、细胞色素P4501B1、N-

乙酰氨基葡糖转移酶-V、人乳头瘤病毒蛋白E6、人乳头瘤病毒蛋白E7、癌胚抗原、梅克尔细

胞病毒T抗原癌蛋白和甲胎蛋白。在一些方面，病毒特异性抗原为HIV抗原、SIV抗原、腺病毒

抗原、肠病毒抗原、冠状病毒抗原、杯状病毒抗原、犬瘟热病毒抗原、埃博拉病毒抗原、黄病

毒抗原、肝炎病毒抗原、疱疹病毒抗原、感染性腹膜炎病毒抗原、流感病毒抗原、白血病病毒

抗原、马尔堡病毒抗原、正粘病毒抗原、乳头状瘤病毒抗原、副流感病毒抗原、副粘病毒抗

原、细小病毒抗原、瘟病毒抗原、微小核糖核酸病毒抗原、脊髓灰质炎病毒抗原、痘病毒抗

原、狂犬病毒抗原、呼肠孤病毒抗原、逆转录病毒抗原或轮状病毒抗原。

[0330] 在特定的方面，慢病毒载体基因组还包含编码第二抗原的核苷酸序列。在特定的

方面，第一和第二抗原作为在这两种抗原之间包含自裂解A2肽的融合蛋白而表达。在一些

方面，自裂解A2肽包含SEQ  ID  NO:56或SEQ  ID  NO:57的氨基酸序列。在一些方面，第一抗原

为MAGE-A3并且第二抗原为NY-ESO-1。

[0331] 在特定的方面，慢病毒载体基因组衍生自HIV-1。

[0332] 在特定的方面，任何前述实施方案的假型化慢病毒载体粒子或包装系统的慢病毒

载体基因组能够整合。

[0333] 在特定的方面，任何前述实施方案的假型化慢病毒载体粒子或包装系统的慢病毒

载体基因组为整合缺陷型或整合缺损型的。

[0334] 在特定的方面，慢病毒载体基因组具有灭活的3’长末端重复序列(LTR)或自灭活

3’长末端重复序列(LTR)。在一些方面，慢病毒载体基因组包含不含增强子序列、TATA盒、

Sp1位点、NK-κB位点或聚嘌呤区(PPT)中的至少一个的U3元件。

[0335] 在特定的方面，慢病毒载体基因组包含SEQ  ID  NO:21[SIN载体]、22[703载体]或

23[704载体]任一者的核苷酸序列。

[0336] 在特定的方面，慢病毒载体基因组还包含编码树突细胞成熟/刺激因子的核苷酸

序列。在一些方面，树突细胞成熟/刺激因子选自GM-CSF、IL-2、IL-4、IL-6、IL-7、IL-15、IL-

21、IL-23、TNFα、B7.1、B7.2、4-1BB、CD40配体和药物诱导型CD40。

[0337] 在特定的方面，编码抗原的核苷酸序列可操作地连接到选自人泛素-C启动子

(UbiC)、巨细胞病毒立即早期启动子(CMV)、劳氏肉瘤病毒启动子(RSV)和四环素反应性启

动子的启动子。在一些方面，启动子经过修饰以成为内含子缺陷型的。

[0338] 在一些方面，假型化慢病毒载体粒子包含Rev蛋白。

[0339] 在特定的方面，假型化慢病毒载体粒子具有至少105/mL的IU。

[0340] 在特定的方面，组合物还包含免疫刺激剂。

[0341] 在特定的方面，组合物还包含佐剂。例如，如上所述，佐剂包括明矾或3De-O-酰化

单磷酰脂A(MPL)。本文所公开的佐剂的类别包括：(a)铝盐；(b)水包油乳液制剂，任选地含

有或不含其他特异性免疫刺激剂，诸如胞壁肽或其他细菌细胞壁组分；(c)皂草苷佐剂，包

括ISCOM(免疫刺激复合物)和ISCOMATRIX；(d)完全弗氏佐剂(CFA)和不完全弗氏佐剂
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(IFA)；(e)细胞因子；以及(f)式(I)的佐剂。在式(I)中，优选的佐剂是Alabaster ,AL的

Avanti  Polar  Lipids目录中所标示的产品第699800号，参见E1与E10的组合，其中(i)A1是

磷酸酯或磷酸盐并且A2是氢，以及(ii)R1、R3、R5和R6是十一烷基并且R2和R4是十三烷基。在

特定的方面，包膜糖蛋白还结合表达小鼠SIGNR1的细胞。

[0342] 在特定的方面，假型化慢病毒载体粒子还比不表达小鼠SIGNR1的细胞更有效地转

导表达小鼠SIGNR1的细胞。

[0343] 在本公开的一些实施方案中，上述假型化慢病毒载体粒子用于治疗或预防患者疾

病或病症的方法。在特定的方面，疾病或病症为癌症、自身免疫疾病或感染，例如病毒感染、

细菌感染、真菌感染或寄生虫感染。

[0344] 包含Vpx蛋白的病毒载体粒子

[0345] 在本公开的一些实施方案中，提供了能够靶向表达的细胞的假型化慢病毒载体粒

子，其包含：

[0346] (a)非天然包膜糖蛋白；

[0347] (b)包含目标外源性多核苷酸的慢病毒载体基因组；以及

[0348] (c)Vpx蛋白或其他SAMHD1抑制剂。

[0349] 在一些方面，假型化慢病毒载体粒子还包含Rev蛋白。

[0350] 在本公开的一些实施方案中，提供了用于产生假型化慢病毒载体粒子的慢病毒载

体包装系统，其包含：

[0351] (i)编码非天然包膜糖蛋白的第一多核苷酸；

[0352] (ii)包含gag和pol基因的第二多核苷酸；

[0353] (iii)编码rev蛋白的第三多核苷酸；

[0354] (iv)编码Vpx蛋白或其他SAMHD1抑制剂的第四多核苷酸；以及

[0355] (v)包含目标外源性多核苷酸的慢病毒载体基因组；

[0356] 其中两种或更多种多核苷酸在相同的质粒上或在不同的质粒上。在特定的方面，

(iv)的多核苷酸在与(i)、(ii)、(iii)或(v)的多核苷酸中的任一者或多者相同的质粒上。

[0357] 在特定的方面，包装细胞选自293、293T、HeLa、D17、MDCK、BHK和Cf2Th细胞。

[0358] 在特定的方面，任何前述实施方案的假型化慢病毒载体粒子或慢病毒载体包装系

统的Vpx蛋白包含与SEQ  ID  NO:44(SIVmac)具有至少80％同一性的氨基酸序列，任选

SIVmac  Vpx蛋白(SEQ  ID  NO:44)、SIVsm  Vpx蛋白(SEQ  ID  NO:45)、SIVrcm  Vpx蛋白(SEQ 

ID  NO:46)或HIV-2VPX蛋白(SEQ  ID  NO:47)。在特定的方面，任何前述实施方案的假型化慢

病毒载体粒子或慢病毒载体包装系统的Vpx蛋白包含与SEQ  ID  NO:44(SIVmac)具有至少

90％同一性的氨基酸序列，任选SIVmac  Vpx蛋白(SEQ  ID  NO:44)、SIVsm  Vpx蛋白(SEQ  ID 

NO:45)、SIVrcm  Vpx蛋白(SEQ  ID  NO:46)或HIV-2VPX蛋白(SEQ  ID  NO:47)。

[0359] 在特定的方面，任何前述实施方案的假型化慢病毒载体粒子或慢病毒载体包装系

统的Vpr蛋白包含与SIVdeb  Vpr(SEQ  ID  NO:48)或SIVmus  Vpr(SEQ  ID  NO:49)具有至少

80％同一性的氨基酸序列。在特定的方面，任何前述实施方案的假型化慢病毒载体粒子或

慢病毒载体包装系统的Vpr蛋白包含与SIVdeb  Vpr(SEQ  ID  NO:48)或SIVmus  Vpr(SEQ  ID 

NO:49)具有至少90％同一性的氨基酸序列。

[0360] 在特定的方面，任何上述实施方案的假型化慢病毒载体粒子或慢病毒载体包装系
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统的慢病毒载体基因组衍生自HIV-1或MLV。

[0361] 在特定的方面，任何前述实施方案的假型化慢病毒载体粒子或包装系统的慢病毒

载体基因组能够整合。

[0362] 在特定的方面，任何前述实施方案的假型化慢病毒载体粒子或包装系统的慢病毒

载体基因组不能整合。

[0363] 在特定的方面，任何前述实施方案的假型化慢病毒载体粒子或包装系统的非天然

包膜糖蛋白选自甲病毒糖蛋白(包括辛德毕斯E2糖蛋白)、VEE  E2糖蛋白、弹状病毒或水泡

病毒糖蛋白(包括VSV-G糖蛋白)、沙粒病毒糖蛋白、冠状病毒糖蛋白、副粘病毒糖蛋白、黄病

毒糖蛋白、正粘病毒糖蛋白和杆状病毒糖蛋白，优选甲病毒，诸如辛德毕斯病毒。

[0364] 在特定的方面，任何前述实施方案的假型化慢病毒载体粒子或包装系统的非天然

包膜糖蛋白为包含与SEQ  ID  NO:30[SINVar1]具有至少80％同一性的氨基酸序列的辛德毕

斯病毒E2糖蛋白。

[0365] 在特定的方面，任何前述实施方案的假型化慢病毒载体粒子或包装系统的非天然

包膜糖蛋白优先地结合表达SAMHD1的细胞。在一些方面，表达SAMHD1的细胞为髓细胞，任选

树突细胞、单核细胞或巨噬细胞。

[0366] 在特定的方面，任何前述实施方案的假型化慢病毒载体粒子或包装系统的非天然

包膜糖蛋白优先地结合表达DC-SIGN的树突细胞。

[0367] 在特定的方面，目标多核苷酸编码(i)抗原，(ii)治疗性多肽或(iii)抑制性寡核

苷酸。在一些方面，目标多核苷酸编码siRNA。

[0368] 在特定的方面，目标多核苷酸编码病毒、细菌、真菌、原虫或癌抗原。

[0369] 在特定的方面，包膜糖蛋白还结合表达小鼠SIGNR1的细胞。

[0370] 在特定的方面，假型化慢病毒载体粒子还比不表达小鼠SIGNR1的细胞更有效地转

导表达小鼠SIGNR1的细胞。

[0371] 在本公开的一些实施方案中，提供了产生任何前述实施方案的假型化慢病毒载体

粒子的方法，其包括将任何前述实施方案的包装系统在培养基中进行培养。在一些方面，培

养基包含甘露糖苷酶I抑制剂，任选kifunensine或DMNJ。

[0372] 在本公开的一些实施方案中，提供了包含任何前述实施方案的假型化慢病毒载体

粒子的组合物，其中载体粒子为高度甘露糖化的。

[0373] 在本公开的一些实施方案中，提供了包含任何前述实施方案的假型化慢病毒载体

粒子的组合物，其中所述组合物中至少80％的N连接聚糖包含Man9结构。

[0374] 在本公开的一些实施方案中，提供了在体外或体内将慢病毒载体基因组递送到表

达SAMHD1的细胞的方法，其包括将细胞与任何上述实施方案的载体粒子接触。在一些方面，

表达SAMHD1的细胞为树突细胞、单核细胞或巨噬细胞。

[0375] 在本公开的一些实施方案中，提供了引起免疫反应或对个体进行免疫的方法，其

包括向个体施用任何上述实施方案的载体粒子，优选优先地结合表达DC-SIGN的树突细胞

的载体粒子。

[0376] 在本公开的一些实施方案中，上述假型化慢病毒载体粒子用于治疗或预防患者的

疾病或病症的方法。在特定的方面，疾病或病症为癌症、自身免疫疾病或感染，例如病毒感

染、细菌感染、真菌感染或寄生虫感染。

说　明　书 46/69 页

50

CN 104583231 B

50



[0377] 生成具有高度甘露糖化包膜糖蛋白的病毒载体粒子的方法

[0378] 在本公开的一些实施方案中，提供了生成优先地结合表达DC-SIGN的树突细胞的

病毒载体粒子的方法，其包括：在培养基中培养包含病毒粒子组分的病毒包装细胞，所述组

分包含编码优先地结合到表达DC-SIGN的树突细胞的包膜糖蛋白的多核苷酸，并且其中培

养基包含浓度为约0.01μg/ml至约1mg/ml、优选约0.1μg/ml至约10μg/ml的kifunensine。

[0379] 在特定的方面，kifunensine以约0.25μg/ml至约2μg/ml的浓度存在于培养基中。

[0380] 在特定的方面，kifunensine以约0.1μg/ml至约10μg/ml或约0.25μg/ml至约2μg/

ml或约0.5μg/ml至约5μg/ml的浓度存在于培养基中。

[0381] 在特定的方面，病毒粒子组分包含慢病毒载体基因组。

[0382] 在特定的方面，病毒粒子以在不含kifunensine的培养基中产生的病毒粒子至少5

倍的转导效率感染表达DC-SIGN的细胞。

[0383] 在特定的方面，病毒包装细胞包含：

[0384] (i)编码包膜糖蛋白的第一多核苷酸；

[0385] (ii)包含gag和pol基因的第二多核苷酸；

[0386] (iii)编码rev蛋白的第三多核苷酸；以及

[0387] (iv)含有编码抗原的第四多核苷酸的慢病毒载体基因组。

[0388] 在特定的方面，包膜糖蛋白为辛德毕斯病毒E2糖蛋白。在一些方面，E2糖蛋白包含

[SINVar1]或与之具有至少80％的氨基酸序列同一性的变体。在一些方面，E2糖蛋白与SEQ 

ID  NO:30[SIN-Var1]具有90％同一性。在一些方面，(i)E2糖蛋白的残基160不存在或为非

谷氨酸的氨基酸，(ii)E2糖蛋白变体的残基70、76或159中的一个或多个为非碱性残基，并

且(iii)E2糖蛋白变体不是与辛德毕斯病毒E3糖蛋白的融合蛋白的一部分。在一些方面，E2

糖蛋白为SEQ  ID  NO:30[SIN-Var1]。

[0389] 在特定的方面，慢病毒载体基因组衍生自HIV-1。

[0390] 在特定的方面，任何前述实施方案的假型化慢病毒载体粒子或包装系统的慢病毒

载体基因组能够整合。

[0391] 在特定的方面，任何前述实施方案的假型化慢病毒载体粒子或包装系统的慢病毒

载体基因组为整合缺陷型或整合缺损型的。在一些方面，pol基因编码无活性整合酶并且慢

病毒载体基因组不含功能性聚嘌呤区(PPT)。

[0392] 在特定的方面，病毒包装细胞还包含编码Vpx蛋白的多核苷酸，该Vpx蛋白保持

SAMHD1抑制活性，任选地包含与SIVmac  Vpx(SEQ  ID  NO:44)具有至少80％同一性的氨基酸

序列。

[0393] 在本公开的一些实施方案中，提供了包含展示甲病毒E2糖蛋白的病毒粒子的组合

物，其中所述组合物中至少80％的N连接聚糖包含Man9结构。

[0394] 在特定的方面，甲病毒E2糖蛋白为优先地结合到表达DC-SIGN的树突细胞的辛德

毕斯E2糖蛋白。

[0395] 在本公开的一些实施方案中，提供了将病毒载体基因组递送到表达DC-SIGN的细

胞的方法，所述方法包括施用任何前述实施方案的病毒粒子或组合物。

[0396] 附加实施方案

[0397] 1.一种生成假型化慢病毒载体粒子的方法，该方法包括：
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[0398] (a)在包含kifunensine的培养基中培养病毒包装细胞，该病毒包装细胞包含：

[0399] (1)含有编码外源性抗原的多核苷酸的慢病毒载体基因组，

[0400] (2)编码优先地结合表达DC-SIGN的树突细胞的辛德毕斯E2糖蛋白的多核苷酸，以

及

[0401] (3)编码保持SAMHD1抑制活性的Vpx蛋白或Vpr蛋白的多核苷酸；以及

[0402] (b)分离优先地结合表达DC-SIGN的树突细胞的假型化慢病毒载体粒子。

[0403] 2.实施方案1的方法，其中E2糖蛋白与SEQ  ID  NO:30[SIN-Var1]具有90％同一性。

[0404] 3.实施方案1或2的方法，其中(i)E2糖蛋白的残基160不存在或为非谷氨酸的氨基

酸，(ii)E2糖蛋白变体的残基70、76或159中的一个或多个为非碱性残基，并且(iii)E2糖蛋

白变体不是与辛德毕斯病毒E3糖蛋白的融合蛋白的一部分。

[0405] 4.实施方案2的方法，其中E2糖蛋白为SEQ  ID  NO:30[SIN-Var1]。

[0406] 5.上述实施方案任一个的方法，其中Vpx蛋白包含与SIVmac  Vpx[SEQ  ID  NO:44]

具有至少80％同一性的氨基酸序列。

[0407] 6.实施方案1至4任一个的方法，其中Vpx蛋白包含与SIVmac  Vpx(SEQ  ID  NO:44)、

SIVsm  Vpx(SEQ  ID  NO:45)、SIVrcm  Vpx(SEQ  ID  NO:46)或HIV-2Vpx(SEQ  ID  NO:47)具有

至少90％同一性的氨基酸序列。

[0408] 7.实施方案1至4任一个的方法，其中Vpx蛋白包含与SIVdeb  Vpr(SEQ  ID  NO:48)

或SIVmus  Vpr(SEQ  ID  NO:49)具有至少90％同一性的氨基酸序列。

[0409] 8.上述实施方案任一个的方法，其中抗原为肿瘤特异性抗原或病毒特异性抗原。

[0410] 9.实施方案8的方法，其中肿瘤特异性抗原选自NY-ESO-1、MAGE、MART-1/黑色素-

A、BAGE、RAGE、gp100、gp75、mda-7、酪氨酸酶、酪氨酸酶相关蛋白、肾细胞癌抗原、5T4、SM22-

α、碳酸酐酶I、碳酸酐酶IX(也称为G250)、HIF-1α、HIF-2α、VEGF、前列腺特异性膜抗原

(PSMA)、前列腺特异性抗原(PSA)、前列腺酸性磷酸盐、前列腺六跨膜表皮抗原(STEAP)、

NKX3.1、端粒酶、存活素、间皮素、突变ras、bcr/abl重排、Her2/neu、突变p53、野生型p53、细

胞色素P4501B1、N-乙酰氨基葡糖转移酶-V、人乳头瘤病毒蛋白E6、人乳头瘤病毒蛋白E7、癌

胚抗原和甲胎蛋白。

[0411] 10.实施方案8的方法，其中病毒特异性抗原为HIV抗原、SIV抗原、腺病毒抗原、肠

病毒抗原、冠状病毒抗原、杯状病毒抗原、犬瘟热病毒抗原、埃博拉病毒抗原、黄病毒抗原、

肝炎病毒抗原、疱疹病毒抗原、感染性腹膜炎病毒抗原、流感病毒抗原、白血病病毒抗原、马

尔堡病毒抗原、正粘病毒抗原、乳头状瘤病毒抗原、副流感病毒抗原、副粘病毒抗原、细小病

毒抗原、瘟病毒抗原、微小核糖核酸病毒抗原、脊髓灰质炎病毒抗原、痘病毒抗原、狂犬病毒

抗原、呼肠孤病毒抗原、逆转录病毒抗原或轮状病毒抗原。

[0412] 11 .上述实施方案任一个的方法，其中慢病毒载体基因组还包含编码第二抗原的

核苷酸序列。

[0413] 12.实施方案11的方法，其中第一和第二抗原作为在这两种抗原之间包含自裂解

A2肽的融合蛋白而表达。

[0414] 13.实施方案12的方法，其中自裂解A2肽包含SEQ  ID  NO:56或SEQ  ID  NO:57的氨

基酸序列。

[0415] 14 .实施方案11至13任一个的方法，其中第一抗原为NY-ESO-1并且第二抗原为
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MAGE-A3。

[0416] 15.实施方案11的方法，其中第一和第二抗原由双向启动子表达。

[0417] 16.上述实施方案任一个的方法，其中kifunensine以约0.1μg/ml至约10μg/ml的

浓度存在于培养基中。

[0418] 17.实施方案16的方法，其中kifunensine以约0.25μg/ml至约2μg/ml的浓度存在

于培养基中。

[0419] 18.上述实施方案任一个的方法，其中病毒包装细胞还包含：

[0420] (i)包含gag和pol基因的多核苷酸；以及

[0421] (ii)编码rev蛋白的多核苷酸。

[0422] 19.实施方案18的方法，其中gag和pol基因为人类密码子优化的并且包含SEQ  ID 

NO:54的位置1228至1509周围的非优化窗。

[0423] 20.实施方案18或19的方法，其中包含gag和pol基因的多核苷酸不含功能性rev应

答元件(RRE)。

[0424] 21.实施方案18至20任一个的方法，其中pol基因编码无活性整合酶。

[0425] 22.实施方案21的方法，其中整合酶具有D64V突变。

[0426] 23.实施方案18至22任一个的方法，其中编码Vpx蛋白的多核苷酸与编码rev蛋白

的多核苷酸或者包含gag和pol基因的多核苷酸在相同或不同的质粒上。

[0427] 24.上述实施方案任一个的方法，其中慢病毒载体基因组衍生自HIV-1。

[0428] 25.上述实施方案任一个的方法，其中慢病毒载体基因组具有灭活的3’长末端重

复序列(LTR)或自灭活3’长末端重复序列(LTR)。

[0429] 26.实施方案25的方法，其中慢病毒载体基因组包含不含增强子序列、TATA盒、Sp1

位点、NK-κB位点或聚嘌呤区(PPT)中的至少一个的U3元件。

[0430] 27.上述实施方案任一个的方法，其中慢病毒载体基因组包含SEQ  ID  NO:21、22或

23任一者的核苷酸序列。

[0431] 28.上述实施方案任一个的方法，其中慢病毒载体基因组还包含编码树突细胞成

熟/刺激因子的核苷酸序列。

[0432] 29.实施方案28的方法，其中树突细胞成熟/刺激因子选自GM-CSF、IL-2、IL-4、IL-

6、IL-7、IL-15、IL-21、IL-23、TNFα、B7.1、B7.2、4-1BB、CD40配体和药物诱导型CD40。

[0433] 30.上述实施方案任一个的方法，其中编码抗原的核苷酸序列可操作地连接到选

自人泛素-C启动子(UbiC)、巨细胞病毒立即早期启动子(CMV)、劳氏肉瘤病毒启动子(RSV)

和四环素反应性启动子的启动子。

[0434] 31.实施方案30的方法，其中启动子为内含子缺陷型启动子。

[0435] 32.实施方案31的方法，其中内含子缺陷型启动子为UbiC启动子。

[0436] 33.通过权利要求1的实施方案产生的慢病毒载体粒子。

[0437] 34.通过权利要求18的实施方案产生的慢病毒载体粒子。

[0438] 35.一种生成假型化慢病毒载体粒子的方法，该方法包括：

[0439] (a)在包含kifunensine的培养基中培养病毒包装细胞，该病毒包装细胞包含：

[0440] (1)含有编码MAGE-A3和NY-ESO-1的多核苷酸的慢病毒载体基因组，其中将编码自

裂解TA2肽的多核苷酸设置在编码MAGE-A3与NY-ESO-1的多核苷酸之间，其中慢病毒基因组
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不含聚嘌呤区(PPT)，并且其中MAGE-A3和NY-ESO-1的表达受不含内含子的UbiC启动子控

制，

[0441] (2)编码优先地结合表达DC-SIGN的树突细胞的辛德毕斯E2糖蛋白的多核苷酸，

[0442] (3)包含人类密码子优化的gag和pol基因的多核苷酸，其中多核苷酸不含功能性

rev应答元件(RRE)并且其中pol基因编码无活性整合酶，

[0443] (4)编码保持SAMHD1抑制活性的Vpx蛋白或Vpr蛋白的多核苷酸，以及

[0444] (b)分离优先地结合表达DC-SIGN的树突细胞的假型化慢病毒载体粒子。

[0445] 36.一种包含假型化慢病毒载体粒子的组合物，该假型化慢病毒载体粒子包含(a)

保持SAMHD1抑制活性的Vpx蛋白或Vpr蛋白，(b)编码抗原的外源性多核苷酸，以及(c)优先

地结合表达DC-SIGN的细胞的多种包膜糖蛋白，其中所述组合物与在不存在甘露糖苷酶抑

制剂的情况下制备的相同假型化慢病毒载体粒子的对照组合物相比更加高度甘露糖化。

[0446] 37.实施方案36的组合物，其中包膜糖蛋白为甲病毒糖蛋白。

[0447] 38.实施方案37的组合物，其中包膜糖蛋白为辛德毕斯糖蛋白。

[0448] 39.实施方案36至38任一个的组合物，其中高度甘露糖化的特征在于比在不存在

甘露糖苷酶抑制剂的情况下制备的对照组合物对EndoH更敏感。

[0449] 40.实施方案36至38任一个的组合物，其中EndoH敏感性通过在EndoH处理后由十

二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS-PAGE)评估包膜糖蛋白的分子量而确定。

[0450] 41.实施方案36至38任一个的组合物，其中在用EndoH处理后包膜糖蛋白的分子量

迁移了(a)未用内切糖苷酶处理的包膜糖蛋白与(b)用N-糖酰胺酶F处理的包膜糖蛋白之间

的距离的约45％或更多。

[0451] 42.实施方案41的组合物，其中在用EndoH处理后包膜糖蛋白的分子量迁移了(a)

未用内切糖苷酶处理的包膜糖蛋白与(b)用N-糖酰胺酶F处理的包膜糖蛋白之间的距离的

约70％或更多。

[0452] 43.实施方案41的组合物，其中在用EndoH处理后包膜糖蛋白的分子量迁移了(a)

未用内切糖苷酶处理的包膜糖蛋白与(b)用N-糖酰胺酶F处理的包膜糖蛋白之间的距离的

约90％或更多。

[0453] 44.实施方案36至43任一个的组合物，其中组合物中包膜糖蛋白的至少30％与在

不存在甘露糖苷酶抑制剂的情况下制备的假型化慢病毒载体粒子的对照组合物中具有相

同氨基酸序列的对照糖蛋白相比具有增加量的EndoH敏感性聚糖。

[0454] 45.实施方案36至44任一个的组合物，其中包膜糖蛋白的大部分为高度甘露糖化

的。

[0455] 46.实施方案36至45任一个的组合物，其中假型化慢病毒载体粒子为整合缺陷型

的。

[0456] 47.实施方案36至46任一个的组合物，其中组合物包含辛德毕斯E2糖蛋白。

[0457] 48.实施方案47的组合物，其中E2糖蛋白与SEQ  ID  NO:30[SIN-Var1]具有90％同

一性。

[0458] 49.实施方案47或48的组合物，其中(i)E2糖蛋白的残基160不存在或为非谷氨酸

的氨基酸，(ii)E2糖蛋白变体的残基70、76或159中的一个或多个为非碱性残基，并且(iii)

E2糖蛋白变体不是与辛德毕斯病毒E3糖蛋白的融合蛋白的一部分。
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[0459] 50.实施方案49的组合物，其中E2糖蛋白为SEQ  ID  NO:30[SIN-Var1]。

[0460] 51 .实施方案36至50任一个的组合物，其中Vpx蛋白包含与SIVmac  Vpx[SEQ  ID 

NO:44]具有至少80％同一性的氨基酸序列。

[0461] 52 .实施方案36至50任一个的组合物，其中Vpx蛋白包含与SIVmac  Vpx(SEQ  ID 

NO:44)、SIVsm  Vpx(SEQ  ID  NO:45)、SIVrcm  Vpx(SEQ  ID  NO:46)或HIV-2Vpx(SEQ  ID  NO:

47)具有至少90％同一性的氨基酸序列。

[0462] 53 .实施方案36至49任一个的组合物，其中Vpx蛋白包含与SIVdeb  Vpr(SEQ  ID 

NO:48)或SIVmus  Vpr(SEQ  ID  NO:49)具有至少90％同一性的氨基酸序列。

[0463] 54.实施方案36至53任一个的组合物，其中抗原为肿瘤特异性抗原或病毒特异性

抗原。

[0464] 55.实施方案54的组合物，其中肿瘤特异性抗原选自NY-ESO-1、MAGE、MART-1/黑色

素-A、BAGE、RAGE、gp100、gp75、mda-7、酪氨酸酶、酪氨酸酶相关蛋白、肾细胞癌抗原、5T4、

SM22-α、碳酸酐酶I、碳酸酐酶IX(也称为G250)、HIF-1α、HIF-2α、VEGF、前列腺特异性膜抗原

(PSMA)、前列腺特异性抗原(PSA)、前列腺酸性磷酸盐、前列腺六跨膜表皮抗原(STEAP)、

NKX3.1、端粒酶、存活素、间皮素、突变ras、bcr/abl重排、Her2/neu、突变p53、野生型p53、细

胞色素P4501B1、N-乙酰氨基葡糖转移酶-V、人乳头瘤病毒蛋白E6、人乳头瘤病毒蛋白E7、癌

胚抗原和甲胎蛋白。

[0465] 56.实施方案54的组合物，其中病毒特异性抗原为HIV抗原、SIV抗原、腺病毒抗原、

肠病毒抗原、冠状病毒抗原、杯状病毒抗原、犬瘟热病毒抗原、埃博拉病毒抗原、黄病毒抗

原、肝炎病毒抗原、疱疹病毒抗原、感染性腹膜炎病毒抗原、流感病毒抗原、白血病病毒抗

原、马尔堡病毒抗原、正粘病毒抗原、乳头状瘤病毒抗原、副流感病毒抗原、副粘病毒抗原、

细小病毒抗原、瘟病毒抗原、微小核糖核酸病毒抗原、脊髓灰质炎病毒抗原、痘病毒抗原、狂

犬病毒抗原、呼肠孤病毒抗原、逆转录病毒抗原或轮状病毒抗原。

[0466] 57.实施方案36至56任一个的组合物，其中慢病毒载体基因组还包含编码第二抗

原的核苷酸序列。

[0467] 58.实施方案57的组合物，其中第一和第二抗原作为在这两种抗原之间包含自裂

解A2肽的融合蛋白而表达。

[0468] 59.实施方案58的组合物，其中自裂解A2肽包含SEQ  ID  NO:56或SEQ  ID  NO:57的

氨基酸序列。

[0469] 60.实施方案57至59任一个的组合物，其中第一抗原为NY-ESO-1并且第二抗原为

MAGE-A3。

[0470] 61.实施方案57的组合物，其中第一和第二抗原由双向启动子表达。

[0471] 实施例

[0472] 提供以下实施例以进行举例说明，而无意限制本公开的范围。

[0473] 实施例1

[0474] 在存在kifunensine的情况下产生的用辛德毕斯病毒糖蛋白假型化的慢病毒载体

粒子有效地感染表达DC-SIGN的细胞

[0475] 以下实验的目标是尝试产生并表征用高度甘露糖化的包膜糖蛋白假型化的慢病

毒载体。为此，本发明人出人意料地发现，kifunensine在产生能够使用明显更低的浓度有
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效感染表达DC-SIGN的细胞(例如，树突细胞)的假型化慢病毒载体方面远比其他甘露糖苷

酶I抑制剂(包括DMNJ)有效。

[0476] 使用聚乙烯亚胺(PEI)将293T细胞用四种单独的质粒转染，这些质粒分别编码慢

病毒基因组、Gag/Pol、Rev和包膜。转染后五小时，移除混合培养基(mix+media)。将培养基

与指定量的甘露糖苷酶抑制剂(即DMNJ、kifunensine和苦马豆素)一起加回容器。48小时

后，收集上清液(包含载体)，并用0.45μm过滤器过滤。然后将稳定表达人DC-SIGN受体的

HT1080细胞用指定体积的载体转导。将亲本HT1080细胞(不含DC-SIGN)用作对照，并不通过

任何所述载体转导。转导后48小时，分析细胞的GFP表达(gfp％)。结果在图1A(表达DC-SIGN

的HT1080)和1B(亲本HT1080)中示出。

[0477] 用辛德毕斯病毒糖蛋白假型化的并在存在低浓度kifunensine(1μg/ml)的情况下

产生的慢病毒载体粒子出人意料地比在存在更高浓度的DMNJ(400μg/ml)或苦马豆素(10μ

g/ml)的情况下产生的那些病毒粒子明显更好地转染表达DC-SIGN的细胞。因此，在存在甘

露糖苷酶I抑制剂kifunensine的情况下用辛德毕斯病毒糖蛋白假型化而产生的慢病毒载

体粒子与在存在其他甘露糖苷酶I抑制剂的情况下产生的粒子相比导致了明显增强的对表

达DC-SIGN的细胞的感染。

[0478] 实施例2

[0479] 需要较低量的kifunensine即可生成高效感染表达DC-SIGN的细胞的假型化慢病

毒载体粒子

[0480] 本实验的目标是确定最有效产生能够感染表达DC-SIGN的细胞的假型化慢病毒载

体粒子的kifunensine的浓度。

[0481] 使用PEI将293T细胞用实施例1所述的质粒转染。转染后五小时，移除混合培养基。

将培养基与指定量的Kifunensine(μg/ml)或与400μg/ml的DMNJ一起加回容器。48小时后，

收集上清液(包含慢病毒载体粒子)，并用0.45μm过滤器过滤。然后将稳定表达人DC-SIGN受

体的HT1080细胞用指定体积的含载体的上清液转导。将未用载体转导的亲本HT1080细胞用

作对照。转导后48小时，分析细胞的gfp表达(gfp+％)。结果在图2A(表达DC-SIGN的HT1080

细胞)和2B(亲本HT1080细胞)中示出。

[0482] 在存在0.125μg/ml  kifunensine的情况下产生的粒子与在存在400μg/ml  DMNJ的

情况下产生的粒子在感染表达DC-SIGN的细胞的能力方面相匹配(图2A)。在所有浓度超过

0.125μg/ml的kifunensine存在下产生的粒子均远比在存在400μg/ml  DMNJ的情况下产生

的粒子更有效地感染表达DC-SIGN的细胞。kifunensine的滴定揭露了用辛德毕斯病毒糖蛋

白假型化的慢病毒载体粒子感染表达DC-SIGN的细胞的能力在存在0.25μg/ml的情况下所

产生的粒子中达到峰值。

[0483] 实施例3

[0484] 本实验的目标是表征在存在DMNJ或kifunensine的情况下产生的假型化慢病毒粒

子的糖基化模式。

[0485] 在存在1μg/ml  kifunensine、DMNJ或不存在甘露糖苷酶I抑制剂的情况下，根据实

施例1制备了用辛德毕斯病毒糖蛋白假型化的慢病毒载体粒子。将粒子与PNGaseF或EndoH

孵育1小时。PNGaseF是将裂解所有N连接糖基化而不论糖基化模式的通用内切糖苷酶(参见

图3A)。EndoH是将只裂解高甘露糖N连接糖基化的特化内切糖苷酶(参见图3A)。当病毒粒子
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在存在甘露糖苷酶I抑制剂的情况下产生时，预计病毒包膜将具有Man9含量较高且易受

EndoH的裂解影响的糖蛋白。使用凝胶迁移测定法通过在SDS-PAGE凝胶上运行并用抗辛德

毕斯病毒包膜的抗体进行免疫印迹检测而对样品进行分析。结果在图3B中示出。

[0486] 在存在或不存在kifunensine或DMNJ的情况下并结合PNGaseF或Endo处理而产生

的病毒的病毒包膜(SIN-Var1)的运动度指示Var1的糖基化程度。对照病毒(泳道1)被糖基

化(随后在凝胶上的运动较慢)，并且该糖基化可通PNGaseF完全移除(如在泳道2中所见的

更快运动性所证实)。由于PNGaseF裂解任何N连接糖基化的能力所预期的是，在存在DMNJ或

Kifunensine的情况下产生的病毒对PNGaseF处理敏感(泳道5和8)。然而，只有在存在甘露

糖苷酶I抑制剂(Var1+DMNJ或+kifunensine)的情况下产生的病毒对EndoH处理(泳道6和9)

敏感，而对照病毒(Var1)仅对EndoH部分敏感。该部分敏感性可能源于在产生过程中通常不

暴露于甘露糖苷酶I并且不会有助于结合到树突细胞的E2-Var1中的位点。这些结果表明：

甘露糖苷酶I抑制剂kifunensine在产生具有高甘露糖糖蛋白的病毒粒子中的效率可在

EndoH处理后使用凝胶迁移测定法并将其效率与在存在DMNJ的情况下产生的粒子进行比较

而测定。

[0487] 实施例4

[0488] 包膜糖蛋白中的甘露糖含量与用于制备病毒粒子的培养基中的kifunensine浓度

相关

[0489] 本实验的目标是表征在存在不同浓度的kifunensine的情况下产生的假型化慢病

毒粒子的糖基化模式。

[0490] 用不同浓度的kifunensine或400μg/ml的DMNJ根据实施例1制备了用辛德毕斯病

毒糖蛋白假型化的慢病毒载体粒子。将粒子与EndoH孵育1小时。然后使用凝胶迁移测定法

并用抗辛德毕斯病毒包膜的抗体进行免疫印迹检测而分析样品。平行地，将稳定表达类DC-

SIGN受体的HT1080细胞用指定体积的在存在或不存在kifunensine或DMNJ情况下制得的假

型化慢病毒载体粒子转导。转导后48小时，分析细胞的GFP表达(作为GFP阳性细胞的百分比

在y轴上示出)以绘制成曲线。结果在图4中示出。

[0491] 甘露糖含量与HT1080DC-SIGN细胞的转导程度相关，如通过在用EndoH处理过的样

品在凝胶上的迁移度(图4A)以及百分比GFP转导曲线(图4B)所指示。即，逐渐增加用于制备

病毒粒子的培养基中的kifunensine浓度产生了更高甘露糖含量的包膜糖蛋白，如通过

EndoH处理下更大的迁移以及在表达DC-SIGN的HT1080细胞中更高的GFP表达(即，感染)所

证实。这些结果表明，kifunensine直接影响甘露糖在病毒包膜上的含量，并且这与转导表

达人DC-SIGN受体的HT1080细胞的能力直接相关。

[0492] 实施例5

[0493] 确认假型化慢病毒载体粒子中的Vpx表达

[0494] 本实验的目标是确定SIVmac  Vpx是否能在假型化慢病毒载体粒子中表达并被检

测出。

[0495] 将具有N端HA标签的SIVmac  Vpx克隆进通过CMV启动子驱动的哺乳动物表达载体

(称为pENV-SIVmacVpx的构建体)。为了确认表达了Vpx蛋白，将293T细胞用该构建体转染，

并在转染后24小时进行裂解。通过使用抗HA抗体进行免疫印迹检测而分析裂解物(图5A)。

为了确认Vpx被包装到了慢病毒粒子中，使用转染进293T包装细胞的四种质粒制备慢病毒。
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这四种质粒编码慢病毒基因组、Gag/Pol(能够整合[Int+]或整合缺陷[Int-])、Rev和包膜。

将Vpx的第五种质粒包括在内或不包括第五种质粒。在转染后两天收集病毒，并使用离心进

行浓缩。以每孔100ng将p24上样到凝胶上以用抗HA抗体进行免疫印迹检测(图5B)。作为上

样对照，使用了抗p24抗体。

[0496] 在用编码Vpx基因的质粒转染的293T细胞中，有效表达了Vpx蛋白(图5A)。相似地，

Vpx被包装到了能够整合(Int+)和整合缺陷(Int-)的慢病毒粒子中(图5B)。

[0497] 实施例6

[0498] Vpx是VSV-G假型化整合缺陷型慢病毒载体粒子有效转导人树突细胞所必需的

[0499] 本实验的目标是确定Vpx是否是VSV-G假型化整合缺陷型慢病毒载体粒子高效感

染树突细胞所必需的。

[0500] 富集了人外周血单核细胞(PBMC)中的CD14+单核细胞，然后使用GMCSF和IL-4富集

了树突细胞。将这些PBMC源人树突细胞用渐增量的含有或不含Vpx的VSV-G假型化整合缺陷

型慢病毒载体粒子(0.2ng、2ng、20ng或200ng  p24)构建体转导。感染后五天，通过对CD11c

阳性细胞分类并评估GFP阳性细胞的百分比(x轴)(而y轴上为DC-SIGN)测定了转导事件。将

AZT(逆转录酶抑制剂)用在最高剂量的慢病毒载体粒子(200ng)上。

[0501] 结果在图6中示出。Vpx是整合缺陷型VSV-G-假型化慢病毒粒子转导源自PBMC的人

树突细胞所必需的。有效的转导取决于逆转录，原因是其受AZT抑制。

[0502] 实施例7

[0503] Vpx改善VSV-G假型化的能够整合的慢病毒载体粒子对人树突细胞的转导

[0504] 本实验的目标是确定Vpx是否是VSV-G假型化的能够整合的慢病毒载体粒子高效

感染树突细胞所必需的。

[0505] 富集了人PBMC中的CD14+单核细胞，然后使用GMCSF和IL-4富集了树突细胞。将这

些PBMC源人树突细胞用渐增量的含有或不含Vpx的VSV-G假型化的能够整合的慢病毒载体

粒子(0.2ng、2ng或20ng  p24)构建体转导。感染后五天，通过对CD11c阳性细胞分类并评估

GFP阳性细胞的百分比(x轴)(而y轴上为CD11c)测定了转导事件。将奈伟拉平(Nev，逆转录

酶抑制剂)用在最高剂量的慢病毒载体粒子(20ng)上。

[0506] 结果在图7中示出。Vpx增强了能够整合的慢病毒载体粒子转导源自PBMC的人树突

细胞的能力。该改善的转导取决于逆转录，原因是其受奈伟拉平抑制。

[0507] 实施例8

[0508] Vpx和高度甘露糖化的包膜糖蛋白是用辛德毕斯病毒包膜糖蛋白假型化的慢病毒

载体粒子有效转导人树突细胞所必需的

[0509] 本实验的目标是测试包含Vpx蛋白并在存在kifunensine的情况下产生的辛德毕

斯病毒E2糖蛋白假型化慢病毒载体粒子高效感染树突细胞的能力。

[0510] 富集了人PBMC中的CD14+单核细胞，然后使用GMCSF和IL-4富集了树突细胞。将这

些PBMC源人树突细胞用不同量的含有或不含Vpx的或在存在或不存在甘露糖苷酶I抑制剂

kifunensine的情况下产生的SINvar1假型化整合缺陷型慢病毒载体粒子(0.2ng、2ng或

20ng  p24)转导。感染后五天，通过对CD11c阳性细胞分类并评估GFP阳性细胞的百分比(x

轴)(而y轴上为DC-SIGN或CD11c)测定了转导事件。将奈伟拉平(Nev，逆转录酶抑制剂)用在

最高剂量的慢病毒载体粒子(20ng)上。
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[0511] 如图8所示，出人意料的是，Vpx以及在存在kifunensine的情况下产生病毒粒子均

是使用辛德毕斯病毒糖蛋白假型化的慢病毒有效转导人树突细胞所必需的。因此，这些结

果表明，包含高度甘露糖化的糖蛋白(在存在kifunensine的情况下形成粒子的结果)和Vpx

的组合的粒子协同作用而有效感染并表达慢病毒基因组编码的蛋白质。即，如果Vpx或高度

甘露糖化的糖蛋白之一从辛德毕斯包膜糖蛋白假型化的整合缺损型慢病毒粒子从缺失，则

不能有效转导树突细胞。

[0512] 实施例9

[0513] 对慢病毒载体粒子包膜的甘露糖化进行定量

[0514] 在不进行处理(图9A，泳道1-3)、用400μg/ml  DMNJ(图9A，泳道4-6)或1μg/ml 

kifunensine(图9A，泳道7-9)处理的情况下，根据实施例1制备了用辛德毕斯病毒糖蛋白假

型化的慢病毒载体粒子。粒子不进行处理(泳道1、4、7)，与EndoH孵育1小时(泳道2、5、8)或

与PNGaseF孵育1小时(泳道3、6、9)。然后使用凝胶迁移测定法并用抗辛德毕斯病毒包膜抗

体进行免疫印迹检测而分析样品。

[0515] 使用得自Biorad的Quantity  One软件进行了凝胶迁移数据的分析。简而言之，使

用“Lane”(泳道)功能，穿过图9A所示的9条泳道的每一条画垂线。这指定程序将分析的区

域。接下来，使用“Band  attribute”(条带属性)功能，测定了各条带的峰强度。这些值还在

图9A中示出。这通过之前所指出的“泳道”为我们提供了凝胶上各条带的强度峰值。

[0516] 接下来，通过各条带的强度模式及其在泳道上的位置绘制曲线。结果在图9B(无甘

露糖苷酶处理)、图9C(DMNJ处理)和图9D(kifunensine处理)中示出。

[0517] 各曲线示出了无酶消化的、用Endo  H或PNGaseF消化的每种包膜类型，如图所示。Y

轴是条带的强度，而X轴是条带沿着所述泳道的位置(即，“比移”(rf)值；rf值是条带与凝胶

顶部的距离除以泳道的总长度)。

[0518] 为了对迁移进行定量，将未用消化酶切割的条带的峰强度(即，完全糖基化)与用

PNGaseF酶切割的条带(即，移除了所有糖基化位点)进行比较。因此，等于未用任何酶消化

的条带的峰强度将为0％迁移，并且等于用PNGaseF进行了消化的条带的峰强度将被视为

100％迁移。不添加kifunensine时(泳道2)，EndoH凝胶迁移为PNGaseF迁移的36％。明显的

是，用EndoH消化(即，高甘露糖特异性消化)的经kifunensine处理的样品迁移了PNGaseF迁

移距离的90％。因此，病毒载体包膜上几乎所有的糖基化位点在用1μg/ml的kifunensine处

理后均为高度甘露糖状态。

[0519] 所有的定量分析均在表1中示出。

[0520] 表1

[0521] 包膜 消化酶 强度峰值 光谱强度值 迁移％

var1 无 0.387 0 0

var1 cndoH 0.5 0.113 36.10224

var1 N-糖酰胺酶F 0.7 0.313 100

var1+DMNJ 无 0.338    

var1+DMNJ endoH .412，.6，.712    

var1+DMNJ N-糖酰胺酶F 0.65    

var1+kif 无 0.425 0 0
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var1+kif endoH 0.663 0.238 90.4943

var1+kif N-糖酰胺酶F 0.688 0.263 100

[0522] 光谱强度值是强度峰值减去未用酶消化的包膜的强度峰值。这样做是为了将从

0％迁移到100％迁移的光谱中的值归一化，如上文所阐释。迁移％是光谱强度值除以

PNGaseF处理样品的光谱强度值再乘以100。这将产生一个百分比，它对用EndoH切割的条带

相对于未用酶处理或用PNGaseF处理的条带的迁移进行定量。将用DMNJ处理的包膜排除在

该分析之外，因为它们为异源性N连接糖基化模式。

[0523] 实施例10

[0524] 具有整合缺陷型设计的元件的病毒载体

[0525] 对于需要直接施用病毒载体但不需要载体所递送的基因持续表达的临床应用，诸

如对于疫苗和抗原针对免疫疗法，整合缺陷型慢病毒载体代表了能够完全整合的慢病毒载

体的适当且可行的替代方案以递送其基因有效载荷。单独地或与其对病毒载体整合率的影

响组合测试了gag/pol基因中的D64V整合酶突变和载体基因组中的cPPT缺失。

[0526] 材料和方法

[0527] 通过Alu-PCR对整合进行定量。

[0528] 将以5E5个细胞/孔接种在6孔板中的293T  huDC-SIGN细胞用每个孔2E9个载体基

因组一式三份地进行转导。转导后48小时，收获细胞，并使用DNeasy试剂盒(Qiagen，

Valencia，CA)提取基因组DNA。使用基于Alu-LTR的巢式PCR测定法对基因组DNA进行分析，

该PCR只扩增已整合到宿主基因组DNA中的前病毒序列。对之前Brussel等人,Methods 

Mol .Biol .304 ,139(2005)所公布的方法进行了以下修改。在25μl的最终反应体积中，将

Platinum  Taq(Life  Technologies,Grand  Island,NY)用于第一轮扩增。第一轮PCR循环条

件如下：95℃下2分钟的变性步骤，然后为20个扩增循环(95℃30秒，55℃30秒，72℃90秒)。

在25μl的最终反应体积中，使用EXPRESS  qPCR  Supermix  Universal(Life  Technologies)

和100nM探针MH60310进行了巢式PCR。巢式PCR方案始于50℃下保持2分钟，然后是95℃下10

分钟的变性步骤，再是40个扩增循环(95℃15秒，60℃30秒)。所有扩增反应均使用Bio-Rad 

CFX(-96或-384型，Bio-Rad  Laboratories,Hercules,CA)进行。通过参考标准曲线计算了

整合的前病毒的拷贝数，整合曲线通过参考293T细胞系的平行巢式Alu-PCR而生成，所述参

考293T细胞系含有已知拷贝数的整合前病毒，在5个对数值范围稀释。通过与得自非转导细

胞的基因组DNA混合而将标准曲线中的总基因组DNA归一化；各标准和未知样品含有100ng

的总基因组DNA。该测定法检出了100ng基因组DNA中的58个前病毒(实验1)或4个前病毒(实

验2)。

[0529] 通过新霉素抗性对整合进行定量。

[0530] 通过新霉素抗性集落形成独立地分析了编码GFP-T2A-NeoR抗原的载体的整合率。

将HT1080huDC-SIGN细胞在6孔板中用0.5ml序列稀释的载体(通过基因组归一化)转导2小

时，之后，将2ml完整培养基加入。转导后24小时，用含有800μg/ml  G41 8 (Life 

Technologies,Grand  Island ,NY)的培养基饲养细胞。然后使细胞在G418选择下不传代生

长11-13天，之后通过用结晶紫(BD  Biosciences,Rockville,MD)染色而观察集落。如下计

算总整合事件：(集落数)×(稀释因子)＝整合事件。

[0531] 通过GFP表达对整合进行定量。
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[0532] 对于编码GFP-T2A-NeoR抗原的载体，通过在大量培养中随时间而变化的GFP表达

测定了相对整合率。将HT1080huDC-SIGN细胞在6孔板中用0.5ml中等量的WT/703或D64V/

704载体(通过基因组归一化)转导2小时，然后添加2ml完全培养基。将转导的细胞在无药物

选择的情况下维持在培养基中最长30天，以定期的间隔传代。在此期间，通过流式细胞术

(Guava  EasyCyte  Plus,Millipore,Billerica,MA)定期分析细胞的GFP表达。

[0533] 结果

[0534] 将293T  huDC-SIGN细胞用包装WT(“703”)或cPPT缺失基因组(“704”)的WT或D64V

整合酶VSV-G假型化载体转导。转导后48小时，通过巢式Alu-PCR分析，对细胞中整合前病毒

的存在进行了分析。如图10A所示，WT/704和D64V/703载体各自具有与WT/703载体相比降低

了约2个对数值的整合率。相比之下，D64V/704载体的整合率降低超过了2个对数。这些结果

证实了，ID-VP02(具有SIVmac  Vpx和高度甘露糖化的包膜糖蛋白并使用包含实施例12中所

述的非rev依赖性gag/pol系统的包装细胞所制备的辛德毕斯病毒E2糖蛋白假型化慢病毒

载体粒子)基因组具有明显降低的整合潜力，并且D64V和704元件独立地有助于这种表型。

[0535] 为了对巢式Alu-PCR分析进行补充，采用了两种另外的方法以研究病毒载体基因

组的整合率。在两种方法中，将HT1080huDC-SIGN细胞用WT/703或编码由自裂解T2A接头隔

开的GFP和新霉素抗性(NeoR)的D64V/704载体(GFP-T2A-NeoR)转导。用这些载体任一者的

转导均导致了GFP和NeoR表达。通过在G418选择后新霉素抗性集落的长出或通过在大量培

养中随时间而变化的GFP表达，根据抗原表达测量了整合率。

[0536] 在第一种测量整合率的方法(即，新霉素抗性)中，将HT1080huDC-SIGN细胞用序列

稀释的载体转导，并在存在G418选择的情况下不传代生长。将输入载体通过基因组拷贝数

归一化。假定表达NeoR并在长期暴露于G418下存活从而形成集落的细胞具有整合的前病

毒。对这些集落计数，并计算了总整合事件。使用该实验性方法，D64V/704载体的整合率在

两项独立的实验中相对于WT/703的整合率降低了3个对数值(图10B)。

[0537] 在第二种方法(即，GFP表达)中，将转导的细胞在不存在选择的情况下连续传代，

并通过流式细胞术在转导后的不同时间进行分析。在转导后第2天，大约40％的用WT/703载

体转导的细胞为GFP阳性(图10C)。该细胞群在整个实验过程中保持一致，从而表明GFP表达

主要来自整合的前病毒。相比之下，用D64V/704载体转导的GFP阳性细胞的百分比在转导后

第6天降低了大约100倍，并在剩余的实验中保持较低，尽管高于模拟物转导的对照。这些结

果表明大部分D64V/704转导事件产生了非整合的载体DNA，其在转导后的早期表达了GFP，

但在后续细胞分裂过程中丧失。在转导后第9天留下的低百分比的GFP表达性细胞可能代表

了产生整合前病毒的少数转导事件。在完成实验时(第30天)，据计算，D64V/704载体与WT/

703载体相比在其发生整合的能力方面降低了386倍。这些发现与得自巢式Alu-PCR分析的

结果相当。

[0538] 合在一起，得自测定整合率的所有三种方法(巢式Alu-PCR、NeoR集落长出和％GFP

表达)的结果证实了病毒载体基因组的整合率相对于标准、能够整合的第3代慢病毒载体

(WT/703)降低了2至3个对数值。

[0539] 实施例11

[0540] 假型化慢病毒载体粒子特异性转导同源细胞群中的树突细胞

[0541] 在潜在性靶细胞的异质群的背景下评估了树突细胞的病毒载体特异性。将人PBMC
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在存在GM-CSF和IL-4的情况下培养三天，以生成包含足量的表达DC-SIGN的单核细胞源DC

的原代细胞群。在第三天，将20ng在存在kifunensine的情况下产生的并包含Vpx的编码GFP

的假型化慢病毒载体的p24加入培养物中。在将载体引入培养物后三天，分析细胞的GFP表

达作为在分析时存在的主要细胞群中的转导的度量：DC(CD11cpos)6％、B细胞(CD11cneg ,

CD19pos)10％和T细胞(CD11cneg,CD3εpos)80％。如图11所示，CD11chi,DC-SIGN+群内42％的细

胞被转导，相比之下，培养物中存在的B和T细胞群均为0.1％。当将逆转录酶抑制剂奈伟拉

平(RT抑制剂)包含在培养物中时，在所有细胞群中转导均被完全消除。这些结果证实了，在

其中DC占少数的人细胞异质群中，假型化慢病毒载体特异性转导表达DC-SIGN的DC。

[0542] 实施例12

[0543] 非Rev依赖性gag/pol质粒的设计

[0544] 在假型化第三代LV典型的四种质粒系统中，两种质粒在其转录物内含有可能重组

的序列。即，转移载体(称为LV基因组)和gag/pol质粒。在LV基因组与gag/pol的转录物之间

存在两个序列同源性区域(图12)。第一，LV基因组在psi包装信号之后具有部分gag序列，

psi包装信号由354个碱基对(bp)组成，这些碱基对与gag/pol质粒中的gag序列的5’末端相

同。由此序列重叠发生的重组事件称为psi-gag重组事件。第二，LV基因组和gag/pol均含有

Rev应答元件(RRE)，该应答元件由形成二级RNA结构的234bp组成，从而允许含有PRE的转录

物以Rev依赖性方式核输出到细胞质中。除了gag与pol之间为pol蛋白产物的翻译所必需的

移码区外，这两种同源序列通过使RRE从gag/pol质粒中缺失并通过密码子优化gag/pol开

放阅读框(ORF)而移除(图12)。移码区在gag和pol接合处形成二级RNA结构，此在翻译过程

中导致对翻译pol基因产物必不可少的核糖体-1进位(register  shift)。Watts等人,

Nature,460:711-716(2009)。对于这些实验，未对gag/pol  ORF的碱基对1228与1509之间的

282bp区域进行密码子优化。该区域始于野生型HIV-1的pNL4-3序列的bp  1563，所述序列编

码Gag蛋白的赖氨酸409并延伸以包含Gag的终止密码子。对其余的区域(gag/pol的bp  1-

1228和bp  1510-4307)基于人类密码子表进行了密码子优化。Nakamura等人,Nucleic 

Acids  Res,28:292(2000)。在Genscript合成了RI  gag/pol的完整ORF，并进行克隆以取代

由WT  gag/pol和RRE组成的ORF。

[0545] 已知RRE的缺失会消除gag/pol转录物以Rev依赖性方式从核输出，因为gag/pol的

RNA二级结构将转录物保持在核中。Banchereau和Steinman ,Nature ,392(6673) ,245

(1998)。因此，密码子优化起到消除这些保持性二级结构的作用，还起到使与LV基因组中的

部分gag的序列同源性最小化的作用。由于这些改变假设会使gag/pol转录物不再需要Rev

这一事实，因此该方案被称为非Rev依赖性gag/pol(RI  gag/pol)，即使在载体的产生过程

中仍然需要Rev。

[0546] 实施例13

[0547] RI  gag/pol的核输出不需要Rev

[0548] 为了证实RI  gag/pol转录物确实为非Rev依赖性的，将293T细胞用野生型(WT 

gag/pol)或RI  gag/pol质粒在存在或不存在Rev编码质粒的情况下转染。

[0549] 材料和方法

[0550] Gag蛋白的表达。

[0551] 将293T细胞以1×106个/细胞接种到6孔板中。二十四小时后，使用Lipofectamine 
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2000(Invitrogen)将细胞用0.5μg  WT  gag/pol或RI  gag/pol质粒在存在0.5μg  Rev质粒或

0.5μg空骨架质粒的情况下转染。二十四小时后，将细胞用细胞提取缓冲液(Invitrogen,目

录号FNN0011)裂解，并使用4-12％NuPAGE  Bis-Tris预制凝胶(Invitrogen，目录号

NP0321PK2)通过SDS-PAGE分析然后转移到硝酸纤维素膜上。然后将印迹用抗p24抗体

(Abcam，目录号ab9071)或抗肌动蛋白抗体(Santa  Cruz  Biotech，目录号sc-130656)探查。

[0552] 结果

[0553] 使用SDS-PAGE和采用抗p24抗体的Western印迹，对细胞裂解物分析了gag蛋白产

物的表达。无论Rev是否存在，RI  gag/pol质粒均能够表达p24及其前体，而WT  gag/pol转录

物需要Rev才能表达蛋白质(图13)。基于p55:p24蛋白的比率，p55Gag蛋白的加工在RI与WT 

gag/pol转录物之间似乎不同，从而表明密码子优化对蛋白质表达和/或加工的作用。这些

结果表明了转录物可在不存在Rev的情况下发生核输出，从而确认了向RI  gag/pol构建体

的设计转变降低了对Rev的需要。

[0554] 实施例14

[0555] RI  gag/pol产生与WT  gag/pol具有相当的效价的感染性载体

[0556] 之前的研究已经描述了在不存在Rev的情况下产生的载体的效价降低。参见Gasmi

等人,J.Virol.73:1828-1834(1999)；Lucke等人,J.Virol.79:9359-9362(2005)。对通过

“非rev依赖性”gag/pol构建体制备的载体进行了测试，以确定其是否会生成效价与WT 

gag/pol相当的感染性粒子。

[0557] 材料和方法

[0558] 载体制备

[0559] 以大规模(CF10)或小规模(10cm平皿)制备了载体。对于大规模制备，将293T细胞

以5E8个细胞/1L接种在10层细胞培养器(Nunc，目录号140400)中的DMEM培养基中，该培养

基含有5％血清、L-谷氨酰胺和抗生素。三天后，将细胞用PEI(储液1mg/mL)和总质粒DNA以

3:1的比率(mL  PEI:mg  DNA)转染。每个10层细胞培养器，使用了1mg载体基因组质粒和

0.5mg其余的质粒(gag/pol、Rev和VSV-G)。五小时后，将培养基替换为1L无血清培养基

(Transfx-293培养基，Hyclone目录号SH30860.LS)。转染后2和3天收获载体。使用前置过滤

器和0.45μm  stericup过滤器(Millipore)使收获物澄清。将载体通过在1L离心瓶中以16,

000g旋转而离心5小时。将得自每升收获物的沉淀重悬在1mL  HBSS中并等分以在-80℃下储

存，或重悬在1mL缓冲液中以进行benzonase处理(50mM  Tris-HCL(pH7.5))，1mM  MgCl2，5％

v/v蔗糖)。将Benzonase核酸酶以250U/mL的终浓度加入，并在4℃下孵育过夜以便降解来自

转染的任何留下的质粒。将Benzonase处理后的载体制备物使用蔗糖垫层(顶部30％的蔗

糖，底部5％的蔗糖)重新浓缩，并以116,000g在超速离心机中在4℃下离心1.5小时。将载体

沉淀重悬在1mL  HBSS中、等分并储存在-80℃下。对于小规模载体制备，将293T细胞以2.5E5

个细胞/板接种在10cm板中，并第二天用PEI与上文所述类似但使用6μg载体基因组质粒和3

μg其余的质粒进行转染，不同之处在于在对载体制备进行比较时gag/pol质粒的量不同。为

了准确，小规模转染一式三份地进行。五小时后，将培养基替换为4mL含有5％血清、L-谷氨

酰胺和抗生素的DMEM培养基。在转染后2和3天收获载体，并用0.45μm过滤器澄清。将载体储

存在-80℃下。

[0560] 载体定量–p24测定
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[0561] 使用Advanced  Bioscience  Laboratories(Rockville,MD)的HIV-1p24ELISA试剂

盒根据制造商说明进行了p24的定量。

[0562] 载体定量–GFU测定

[0563] 将293T细胞以2E5个细胞/孔接种在12孔板的1mL  DMEM培养基中，该培养基含有

5％血清、L-谷氨酰胺和抗生素。二十四小时后，将各孔中的细胞用2倍稀释的编码GFP的载

体转导。在DMEM完全培养基中以1mL最终体积制备了各种量的载体。以每个孔200μL载体开

始制备了含有载体的五个2倍系列稀释的上清液。作为排除假转导的对照，在平行孔中将10

μM逆转录酶抑制剂奈伟拉平与最高体积的载体一起使用。转导后四十八小时，在Guava机

(Guava  technologies，现为Millipore)上分析了细胞的GFP表达。基于载体的体积和所得

的百分比GFP值通过使用最佳拟合(最小二乘)线性回归模型计算了每mL的绿色荧光单位

(GFU)，以便使用EXCEL中的FORECAST函数预测每mL载体的GFP阳性细胞数。将导致低于1％

的GFP阳性细胞的事件设为定量限(LOQ)。

[0564] 结果

[0565] 使用编码作为标记的绿色荧光蛋白(GFP)的载体基因组以及通过两种输入DNA量

的WT  gag/pol或RI  gag/pol构建体生成了两个平行的用VSV-G假型化的载体制备物。测定

了两个载体制备物的p24，并且它们显示出的物理粒子效价相当，而不论用于制备它们的

gag/pol质粒如何(图14A)。然后测定了这些制备物转导靶细胞的能力。当通过体积归一化

时，对于在载体产生过程中所用的两种量的输入gag/pol质粒(3μg或6μg)，RI  gag/pol载体

均导致了与WT  gag/pol相当的转导事件(图14B)。这些结果表明，为生成非rev依赖性gag/

pol构建体而引入的设计元件未降低慢病毒载体的物理粒子产量或感染性。

[0566] 实施例15

[0567] RI和WT  gag/pol载体产生等同的免疫反应

[0568] LV通常用于将编码蛋白的核酸在体外递送到各种类型的细胞以用于研究性应用

和临床环境。然而，还开发了可直接注射的LV以用于基因疗法和抗原针对免疫疗法。为了测

试RI  gag/pol载体能否用作免疫疗法应用的适当LV，评价了针对由RI  gag/pol载体编码的

抗原转基因所生成的免疫反应。

[0569] 材料和方法

[0570] 载体定量–TU测定

[0571] 使用以下测定法测定了转导单位(TU)，其中使用扩增逆转录的载体RNA序列的定

量PCR测定法测量靶细胞系中的转导事件。将系列稀释的试样和参考材料一式二份在96孔

组织培养板中在存在靶293T细胞的情况下孵育。在存在和不存在逆转录酶抑制剂奈伟拉平

的情况下执行了转导步骤，作为评估可由残余质粒DNA贡献的背景信号的手段。在转导后一

天，将模拟物或载体转导的细胞通过添加含有脱氧胆酸钠、吐温-20、十二烷基硫酸钠(SDS)

和蛋白酶K的缓冲液裂解。然后将细胞裂解物依次在37℃、55℃和95℃孵育以确保蛋白水解

和DNA变性。然后将变性的细胞裂解物使用引物/探针组通过qPCR进行分析，所述引物/探针

组被设计为扩增位于抗原启动子(EXPRESS  qPCR  Supermix  Universal ,Life 

technologies)上游大约400-bp的载体基因组序列。参考标准曲线计算了感染性效价，标准

曲线由在7个对数值范围(5.3个拷贝–5.3×106个拷贝)内稀释的含有靶序列的线性化质粒

DNA构成。
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[0572] 免疫

[0573] 在第0天对C57BL/6小鼠在尾巴根部经皮下用2×107、1×108或5×108TU的编码

LV1b的LV、含有OVA257(SIINFEKL)(SEQ  ID  NO:24)H-2Kb限制性表位的多肽构建体或HBSS

媒介物免疫。将储存在-80℃下的LV的等分试样在室温下解冻，然后保持在冰上。将载体在

冷的无菌HBSS中系列稀释，然后运输到动物房进行注射。将小鼠置于常规带狭缝的限位器

中，其中可以触及尾巴根部。使用经皮下插在尾巴根部右侧上尾到肛门约1cm的位置的29号

0.3mL胰岛素注射器(Becton  Dickenson[BD])，将载体通过50μL注射而施用，导致尾巴根部

周围的皮肤轻微但可见的膨胀。

[0574] 细胞内细胞因子染色(ICS)

[0575] 将脾脏通过经70μm尼龙过滤器压滤而匀化。将红血细胞通过短暂暴露于冰冷的超

滤水然后立即用10x  PBS恢复等渗性而以低渗休克方式裂解。对于细胞因子的分析，在37

℃、5％CO2下，将细胞在96孔板中的完全RPMI(10％FCS、10mM  HEPES、2μMβ-巯基乙醇和L-谷

氨酰胺)中用肽刺激5小时，肽的浓度为每种肽1μg/mL。OVA257(SIINFEKL)肽由AnaSpec

(Fremont,CA)以95％的纯度制造。刺激后，在存在FcR封闭性抗体2.4G2和

Fixable  Near-IR(L/D  NIR,Invitrogen)的情况下在FACS缓冲液(PBS、1％FCS、2mM  EDTA、

0 .01％叠氮化钠)中进行了表面染色。用于表面染色体内实验的抗体包括抗小鼠CD4-

PerCP-Cy5.5(eBioscience)或CD4-Alexa  Fluor  700(eBioscience)、CD8-Pacific  Blue

(eBioscience)和B220-V500(BD)。在表面染色后，将细胞用 (BD)固定，并在4℃

下储存在FACS缓冲液中过夜。然后将细胞用含有5％兔血清(Sigma  Aldrich)的Perm/WashTM

缓冲液(BD)透化。将用于细胞内染色的抗体用含有5％兔血清的Perm/WashTM缓冲液稀释，并

加到透化的细胞中。抗体包括抗小鼠TNF-α-FITC(eBioscience)、IFN-γ-PE(eBioscience)

和IL-2-APC(eBioscience)。将细胞用Perm/WashTw缓冲液洗涤两次，并再重悬在FACS缓冲液

中，并通过高通量采样器(High  Throughput  Sampler,BD)在3激光LSRFortessa上分析。使

用FlowJo软件(TreeStar ,Ashland ,OR)分析数据。将活CD8T细胞如下分类：淋巴细胞

(FSCint,SSClo)、单细胞(SSC-A＝SSC-H)、活(L/D  NIRlo)、B220-CD4-CD8+。细胞因子分类基于

第99.9个百分位(在未刺激的细胞中0.1％的阳性事件)。

[0576] 结果

[0577] 将小鼠用一定剂量范围的WT或RI  gag/pol载体免疫，所述载体含有野生型(INT

(+))或D64V突变整合酶(INT(-))，后者编码称为LV1b的多表位构建体，其含有OVA257

(SIINFEKL)(SEQ  ID  NO:24)H-2Kb限制性CD8T细胞表位。在免疫后12天，通过IFN-γ的ICS

测量了脾脏中的OVA257特异性CD8T细胞反应(图15)。对于能够整合的和整合缺陷的载体，RI 

gag/pol和WT  gag/pol载体生成的CD8T细胞反应相当，从而确认了gag/pol基因的密码子优

化未对作为免疫疗法媒介物的LV功能产生负面影响。

[0578] 实施例16

[0579] RI和WT  gag/pol载体均诱导保护性抗病毒免疫

[0580] 虽然据观察原发的LV诱导CD8T细胞反应与RI  gag/pol载体等同，但是执行了以下

实验以确定由这些载体诱导的功能性免疫是否也相似。为解决这个问题，将重组活疫苗病

毒激发用作病毒感染模型。
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[0581] 材料和方法

[0582] 牛痘病毒激发

[0583] 在第0天，将C57BL/6小鼠在尾巴根部经皮下用5×108TU编码LV1b的载体或HBSS媒

介物免疫。四周后，将小鼠用1×107TCID50表达OVA的重组牛痘病毒(rVV-OVA)、1E7TCID50野

生型牛痘病毒(VV-WT)或HBSS媒介物经腹膜内激发。激发后五天，收获卵巢以通过TCID50测

定法对病毒载量定量。

[0584] 结果

[0585] 将小鼠接种编码具有WT或RI  gag/pol的OVA257的整合缺陷型(INT(-))LV载体，然

后在4周后，用编码OVA的重组牛痘病毒(rVV-OVA)或作为对照的野生型牛痘病毒(VV-WT)激

发(图16)。接种了RI  gag/pol和WT  gag/pol载体的小鼠均表现出在用rVV-OVA挑战后病毒

载量的显著降低。确认了保护为抗原特异性的，在VV-WT激发后的病毒载量在媒介物与LV处

理组之间相似。这些数据表明RI  gag/pol  LV可诱导响应于病毒激发并提供功能性免疫的

记忆性CD8T细胞。

[0586] 实施例17

[0587] RI  gag/pol修饰消除psi-gag重组，但不消除载体基因组与gag/pol转录物之间的

其他重组事件

[0588] 对RI  gag/pol进行设计以尝试消除psi-gag重组，从而进一步最大程度降低第三

代LV的RCL形成的机会。将基于巢式PCR的方法用于筛选用整合载体转导的细胞的基因组

DNA以便检测psi-gag重组。

[0589] 方法和材料

[0590] 载体定量–基因组测定

[0591] 使用QIAamp病毒RNA小量提取试剂盒(QIAamp  Viral  RNA  Mini  kit)(Qiagen ,

Valencia ,CA)从载体粒子分离了基因组RNA。为了消除污染性DNA，然后将提取的核酸用

DNAseI(Invitrogen)根据制造商的说明进行消化。然后使用RNA  Ultrasense一步法定量

RT-PCR系统(RNA  Ultrasense  One-Step  Quantitative  RT-PCR  System,Invitrogen)和之

前所述的载体特异性引物与探针通过定量RT-PCR分析了各DNAseI处理的RNA样品的两个稀

释样。参考标准曲线计算了RNA基因组拷贝数，标准曲线由在7个对数值范围(10个拷贝–1.0

×107个拷贝)内稀释的含有靶序列的线性化质粒DNA构成。这里表示的基因组效价反映了

基于基因组计算的物理载体粒子的数量，其中预测每个载体粒子含有基因组RNA的两个单

链拷贝。

[0592] Psi-gag重组测定

[0593] 将293T细胞以2E6个细胞接种在10cm板中。第二天，将细胞用1E11个用WT  gag/pol

或RI  gag/pol制备的浓缩VSV-G假型化的载体的基因组转导。这些载体的效价分别为

1.2E13个基因组/mL和1.5个基因组/mL。转导后四十八小时，收获细胞，并使用血液和细胞

培养DNA试剂盒(Qiagen，目录号13323)分离基因组DNA。将100ng基因组DNA用作使用高保真

platinum  taq聚合酶(Invitrogen，目录号11304-011)和以下循环参数的第一轮PCR的模

板：94℃下2分钟1个循环；94℃下30秒、55℃下30秒、68℃下90秒40个循环；68℃下5分钟1个

循环。将第一轮PCR的1μl(50μl中的)用作巢式PCR的模板，其中不进行稀释(1:1)或按1:100

稀释或按1:1000稀释。巢式PCR循环参数与用于第一轮的参数相同。所有反应均未包括引物
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对照。用于PCR的引物为378(TAAGGCCGAGTCTTATGAGCAGC) (SEQ  ID  NO:60)、709

(AGGACTCGGCTTGCTGAAG)(SEQ  ID  NO:61)、710(AGCCTGTCTCTCAGTACAATC)(SEQ  ID  NO:62)、

835(TGTCTTATGTCCAGAATGCT)(SEQ  ID  NO:63)、863(GCACGGCAAGAGGCGAGG)(SEQ  ID  NO:64)

和864(GCCGGATGTCCAGGATGCTG)(SEQ  ID  NO:65)。将巢式PCR的总共50μl中的25μl在用

1xTAE缓冲液和溴化乙锭制备的1％琼脂糖凝胶上观察。提取条带，并使用凝胶提取试剂盒

(Qiagen，目录号28704)纯化DNA，然后克隆进TOPO-TA载体(Invitrogen，目录号K4500-02)

并使用M13正向和反向引物进行测序(Davis  Sequencing,CA)。

[0594] 结果

[0595] 使用巢式PCR方法，采用结合psi包装信号5’的LV基因组的正向引物(709)以及结

合在RI  gag/pol和WT  gag/pol的移码区内的反向引物(710)执行了第一轮PCR(图12)。然后

稀释得自该第一轮的PCR产物，并用作第二轮PCR的模板，第二轮PCR使用结合LV基因组的巢

式正向引物(863)以及分别结合到WT  gag/pol或RI  gag/pol内的gag区的巢式反向引物

(835和864)。对这两种反向引物进行设计以结合两种构建体中的相同区域，而唯一的差异

是由于密码子优化。当使用引物对863和835或引物对863和864时，得自假想psi-gag重组体

的扩增子大小将为937bp。

[0596] 通过RI  gag/pol或WT  gag/pol质粒生成了编码LV1b多表位的载体制备物，并将它

们用于转导293T细胞。转导后四十八小时，收获基因组DNA，并执行了PCR然后在琼脂糖凝胶

上分析。首先，使用仅结合在LV基因组内的引物(引物709和378)执行了阳性对照PCR。经预

测使用这些引物的预测LV基因组扩增子大小为1697bp。用WT  gag/pol或RI  gag/pol载体转

导的细胞培养物均产生了预期的扩增子大小，从而确认了前病毒的转导和整合对于两种载

体而言相当(图17A)。

[0597] 其次，如上所述执行了psi-gag重组的巢式PCR。得自用WT  gag/pol载体转导的细

胞的基因组DNA产生了具有937bp的预期大小的条带，与psi-gag重组一致(左半，图17B)。相

比之下，得自用RI  gag/pol转导的细胞的基因组DNA产生了更大的但更弱的1329bp处的条

带(右半，图17B)。为了确定PCR条带的性质，提取了来自WT  gag/pol的937bp条带以及来自

RI  gag/pol的1329bp条带，并克隆进TOPO-TA质粒。测序揭露了WT  gag/pol条带与psi-gag

重组体一致，因为序列的前半部分与载体基因组对齐，并且后半部分与延伸到部分gag序列

之外的gag/pol转录物对齐(图17C)。得自RI  gag/pol的较弱的1329bp条带编码由以下部分

组成的序列：与LV基因组对齐的前1253bp，但最后77bp与RI  gag/pol的区域对齐(图17D)。

这些结果表明了，在用WT  gag/pol载体转导的细胞中但非在用RI  gag/pol载体转导的细胞

中可以检测到psi-gag重组。此外，这些结果提供证据证明在用RI  gag/pol载体转导的细胞

中仍可检测到重组，虽然明显不依赖于psi-gag序列。

[0598] 实施例18

[0599] 作为小鼠SINvar1受体的DC-SIGN同源物SIGNR1的鉴定

[0600] 研究了ID-VP02载体粒子以确定它们是否利用内源性小鼠受体以结合和进入。虽

然人类编码DC-SIGN和一种横向同源物DC-SIGNR，但小鼠可具有8种DC-SIGN同源物(称为

SIGNR1至SIGNR8)。在这些之中，经预测六种为膜结合性的，即SIGNR1、-R3、-R4、-R5、-R7和-

R8。基于功能研究，据报道，SIGNR1、SIGNR3和SIGNR5(也称为小鼠DC-SIGN)是人DC-SIGN最

接近的功能直系同源物。因此测试了SINvar1经由这些受体介导结合和进入的能力。

说　明　书 63/69 页

67

CN 104583231 B

67



[0601] 生成了稳定表达小鼠SIGNR1、SIGNR3或SIGNR5的HT1080细胞。将这些细胞与不同

浓度的整合缺陷型GFP编码载体孵育，所述载体用SINvar1、kifunensine修饰的高甘露糖

SINvar1或用泛嗜性VSV-G进行了假型化。在实施例8中，据确立，在存在甘露糖苷酶I抑制剂

kifunensine的情况下产生的SINvar1包膜是DC-SIGN结合和人DC转导所必需的。因此，在该

实验中，将过表达人DC-SIGN的HT1080细胞用作阳性对照。在所测试的三种小鼠DC-SIGN直

系同源物中，SINvar1假型化的载体仅转导了表达小鼠SIGNR1的细胞并以kifunensine依赖

性方式转导(图18A-D)，与人受体所观察到的一样。kifunensine修饰的SINvar1载体对表达

人DC-SIGN和小鼠SIGNR1的细胞的转导效率非常相似(图18A、B)，从而表明了SIGNR1是小鼠

中ID-VP02载体粒子的功能性直系同源受体。

[0602] 实施例19

[0603] SIGNR1在体外在小鼠DC上表达

[0604] 为了进一步研究小鼠模型对反映在人类中的预期作用机理的功能研究的实用性，

开展了实验以确定SIGNR1是否在小鼠树突细胞上表达。

[0605] 材料和方法

[0606] SIGNR1和5体内表达

[0607] 将得自单独的脾脏或得自5只小鼠的10个腘淋巴结混合样的细胞在FACS缓冲液

(PBS、1％FCS、2mM  EDTA、0 .01％叠氮化钠)中在存在FcR封闭性抗体2 .4G2和

Fixable  Near-IR(L/D  NIR,Invitrogen)的情况下染色。用于表面染色的

抗体包括抗小鼠CD4-PerCP-Cy5.5(eBioscience)或CD4-Alexa  Fluor  700(eBioscience)、

CD8-Pacific  Blue(eBioscience)和B220-V500(BD)。在表面染色后，将细胞用

(BD)固定，然后在LSRFortessa多参数流式细胞仪上分析。将活的、单细胞事件(L/D  NIR-,

SSH＝SSA)再分成B细胞(B220+TCRβ-)、T细胞(TCRβ+ ,B220-)和DC(B220-TCRβ-MHC-II+

CD11chi)。使用不含SIGNR1和SIGNR5特异性抗体的阴性对照株设定这些亚组每一者的

SIGNR5和SIGNR1表达的分类，使得阳性事件的频率≤0.00。

[0608] 结果

[0609] 对得自三个单独的脾脏或三个腘淋巴结混合样的单细胞悬液各自分析在T细胞、B

细胞和DC上的SIGNR1和SIGNR5表达。SIGNR5稳态表达相对罕见，仅在较小的B细胞群上检出

(图19)。相比之下，虽然SIGNR1表达限于淋巴细胞上，但大约10-12％的MHC-II+CD11chi  DC

表达了SIGNR1(图19)。由于SIGNR1也是ID-VP02载体粒子的功能受体，因此这些数据让我们

评价了ID-VP02载体粒子是否能在体内特异性靶向小鼠DC。

[0610] 实施例20

[0611] ID-VP02载体粒子在体内靶向小鼠引流淋巴结DC

[0612] 为了确定辛德毕斯病毒E2糖蛋白假型化的慢病毒载体粒子编码的转基因的产物

能否在直接施用后在DC中检出，将编码GFP或非荧光阴性对照蛋白的粒子注射进受体BALB/

c小鼠的右足垫。

[0613] 材料和方法

[0614] ID-VP02-GFP体内转导。

[0615] 对BALB/c小鼠(n＝15只/组)在足垫中经皮下注射3×1010个编码GFP的ID-VP02载
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体粒子、编码NY-ESO-1的对照粒子的基因组，或不作处理。四天后，混合得自5只小鼠的引流

腘淋巴结或非引流颈部淋巴结(每个处理组3个混合样)，并分析了活的(L/D)单事件(L/D 

NIR- ,SSH＝SSA)中GFP的存在。通过用抗小鼠CD11c-PE-Cy7(eBioscience)、MHC-II-

Pacific  Blue(eBioscience)、SIGNR5-PE(eBioscience)和SIGNR1-APC(eBioscience)共染

色而测定了GFP+细胞的表型。

[0616] 结果

[0617] 注射编码GFP的ID-VP02载体粒子后四天，将得自5只小鼠的引流腘淋巴结或非引

流颈部淋巴结混合(每个处理组3个混合样)并分析GFP表达。注射编码GFP但不是非荧光对

照蛋白的ID-VP02载体粒子导致了在引流腘淋巴结中但非远侧淋巴结中检出了GFP+细胞

(图20A)。在进一步的表面标记分析后，将约90％的转导细胞鉴定为DC，如通过CD11c和MHC-

II表达所指示(图20B)，并且超过三分之一的这些GFP+DC为SIGNR1+(图20C)，从而支持该受

体在小鼠体内DC转导中的可能作用。

[0618] 实施例21

[0619] ID-VP02载体粒子DNA具有有限的生物分布

[0620] 虽然淋巴结细胞的分析与小鼠体内DC的特异性靶向一致，但是执行了生物分布研

究以确立转导事件是否能在其他、尤其是非淋巴组织中检出，并表征在阳性组织部位的清

除动力学。

[0621] 材料和方法

[0622] 载体生物分布

[0623] C57BL/6小鼠(n＝3只/组)在尾巴根部经皮下接受了3×1010个编码多表位构建体

LV1b的ID-VP02的基因组。在注射后第1、4、8、21或42天通过qPCR分析了以下组织中逆转录

的载体DNA的存在：注射部位(尾巴根部)、脾脏、肝脏、心脏、卵巢、脑以及引流(腹股沟)和非

引流(颈部)淋巴结。将组织在Fastprep  Lysing  Matrix  D管中用Fastprep-24匀化器(MP 

Biomedicals ,Santa  Ana ,CA)处理，并使用Qiagen  DNeasy血液与组织试剂盒(Qiagen 

Inc.,Valencia,CA)从匀浆中分离了基因组DNA。将洗脱的DNA(每个样品200ng)通过qPCR一

式四份地进行分析，其中使用EXPRESS  qPCR  Supermix  Universal(Life  Technologies ,

Carlsbad,CA)和被设计为扩增LV1b盒内的85-bp靶序列的引物/探针组。所有反应均用Bio-

Rad  CFX384执行，并用Bio-Rad  CFX  Manager软件(Bio-Rad  Laboratories,Hercules,CA)

分析。参考标准曲线计算了载体DNA拷贝数，标准曲线由在7个对数值范围(101个拷贝–107个

拷贝)内稀释的含有靶序列的质粒DNA构成。

[0624] 结果

[0625] 将编码命名为LV1b的多表位模型抗原构建体的ID-VP02载体粒子用于测定粒子的

生物分布。在注射载体后，可使用一组对LV1b盒特异的引物和探针通过qPCR测定逆转录的

载体基因组(载体DNA)的存在。在尾巴根部经单次皮下注射向小鼠施用2.8×1010个假型化

载体粒子-LV1b的基因组。在注射后1天与42天之间的时程中，在注射部位(尾巴根部)、引流

(腹股沟)和非引流(颈部)淋巴结、脾脏、心脏、肝脏、脑和卵巢对载体DNA进行定量。在施用

后的早期时间点，只在注射部位和引流淋巴结中检出了载体DNA。这些组织中的载体信号随

时间而降低，其中在第8天在引流淋巴结中不存在可计量的信号，并且在第42天在注射部位

信号仅仅高于定量限(LOQ；10个拷贝)(图21)。这些结果表明了，ID-VP02载体粒子在注射部
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位之外的扩散限于引流淋巴结，在其中将假设其存在生物活性，并且在三周内超过99％的

载体DNA被清除。

[0626] 实施例22

[0627] ID-VP02载体粒子诱导多功能原发和继发CD8T细胞反应

[0628] 进行了以下实验以测定辛德毕斯病毒E2糖蛋白假型化慢病毒载体粒子在体内产

生抗原特异性免疫反应的能力。

[0629] 材料和方法

[0630] 细胞内细胞因子染色(ICS)

[0631] 将脾脏通过经70μM尼龙过滤器压滤而匀化。将红血细胞通过短暂暴露于冰冷的超

滤水然后立即用10x  PBS恢复等渗性而以低渗休克方式裂解。对于细胞因子的分析，在37

℃、5％CO2下，将细胞在96孔板中的完全RPMI(10％FCS、10mM  HEPES、2μMβ-巯基乙醇和L-谷

氨酰胺)中用肽刺激5小时，肽的浓度为每种肽1μg/mL。包括OVA257(SIINFEKL)(SEQ  ID  NO:

24)、LCMV  GP33(KAVYNFATM)(SEQ  ID  NO:66)、AH1(SPSYVYHQF)(SEQ  ID  NO:67)和AH1A5

(SPSYAYHQF)(SEQ  ID  NO:25)的肽由AnaSpec(Fremont,CA)以95％的纯度制造。在一些实验

中，如上所示，将抗小鼠CD107a-PerCP-eF710(eBioscience)包含在刺激混合物中，以捕获

脱颗粒T细胞表面上的易位C D 1 0 7 a。刺激后，在存在F c R封闭性抗体2 .4 G 2和

Fixable  Near-IR(L/D  NIR ,Invitrogen)的情况下在FACS缓冲液(PBS、

1％FCS、2mM  EDTA、0.01％叠氮化钠)中进行了表面染色。在体内实验中用于表面染色的抗

体包括抗小鼠CD4-PerCP-Cy5.5(eBioscience)或CD4-Alexa  Fluor  700(eBioscience)、

CD8-Pacific  Blue(eBioscience)和B220-V500(BD)。在表面染色后，将细胞用

(BD)固定，并在4℃下储存在FACS缓冲液中过夜。然后将细胞用含有5％兔血清(Sigma 

Aldrich)的Perm/WashTM缓冲液(BD)透化。将用于细胞内染色的抗体用含有5％兔血清的

Perm /Wa s h T M缓冲液稀释，再加到透化的细胞中。抗体包括抗小鼠TNF -α- F I T C

(eBioscience)、IFN-γ-PE(eBioscience)和IL-2-APC(eBioscience)。将细胞用Perm/

WashTM缓冲液洗涤两次，再重悬在FACS缓冲液中，并通过高通量采样器(High  Throughput 

Sampler,BD)在3激光LSRFortessa上分析。使用FlowJo软件(TreeStar,Ashland,OR)分析数

据。将活CD8T细胞如下分类：淋巴细胞(FSCint ,SSClo)、单细胞(SSC-A＝SSC-H)、活(L/D 

NIRlo)、B220-CD4-CD8+。细胞因子分类基于第99.9个百分位(在未刺激的细胞中0.1％的阳性

事件)，而CD107a分类基于第99个百分位。

[0632] 结果

[0633] 为了评估ID-VP02载体粒子的体内免疫活性，将一定剂量范围的编码全长鸡卵清

蛋白(ID-VP02-OVA)的载体经皮下施用给C57BL/6小鼠，并通过细胞内细胞因子染色(ICS)

测定脾脏中的OVA257特异性CD8T细胞反应(图22A)。在脾CD8T细胞之中IFN-γ+效应细胞的

频率在7.0×1010个基因组剂量下约15％的平均值到2.7×108个基因组下约1％的范围内，

从而表明ID-VP02在至少2个对数值剂量范围内以剂量依赖性方式诱导CD8T细胞反应。

[0634] 为了了解用ID-VP02载体粒子初免是否诱导了可通过施用作为同源性加强免疫的

ID-VP02而唤醒的记忆性T细胞，将动物用中等剂量的1.0×1010个基因组初免，然后在初免

后35天用等同剂量加强免疫。在初免和加强免疫后的各时间点，通过ICS测定了CD8T细胞反

应。通过分析IFN-γ+CD8T细胞的频率，据发现，用ID-VP02-OVA加强免疫诱导了OVA257特异
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性唤醒反应，该反应比原发性反应更快，并且幅度也达原发性反应的两倍以上(图22B)。这

些数据表明了，ID-VP02的应用不因载体特异性免疫而限于单次施用，对于其他病毒载体而

言，诸如基于腺病毒的载体，已知载体特异性免疫是一个问题。

[0635] 除了IFN-γ的染色外，通过同时染色两种另外的细胞因子TNF-α和IL-2以及

CD107a的表面易位(与细胞毒性活性相关)分析了原发和继发CD8T细胞反应的质量。在初免

和加强免疫后，大部分应答CD8T细胞都具有多功能表型，如通过CD107a、TNF-α和IL-2的阐

释所证实(图22C、D)。要注意的是，在加强免疫后35天，基本上100％的IFN-γ+细胞为

CD107a+，大部分还表达了TNF-α，并且这些“三阳性”细胞中的很大一部分还产生了IL-2，从

而表明形成了具有高功能质量的记忆性T细胞。

[0636] 标志物KLRG1和CD127在病毒特异性CD8T细胞反应峰值附近测定时分别与短寿命

效应细胞(SLEC)和记忆性前体细胞(MPEC)命运相关。如在用LCMW感染期间所观察到，当在

免疫后第9天对抗原特异性H-2Kb-OVA257多聚体结合性CD8T细胞的表型进行分析时，一部分

细胞极化成KLRG1+CD127-SLEC或KLRG1-CD127+MPEC表型(图22E)。令人感兴趣的是，在初免

和加强免疫后35天，虽然大部分细胞具有CD127+记忆性表型，但是它们在KLRG1+与KLRG1-亚

组之间大致等分，据报道两个亚组均具有比SLEC高的唤醒潜力。

[0637] 实施例23

[0638] 辛德毕斯病毒E2糖蛋白假型化慢病毒载体粒子诱导的记忆性CD8T细胞扩增并表

现出抗病毒功能

[0639] 为了直接评价通过SINVar1免疫所诱导的记忆性CD8T细胞的功能，使用了编码最

小OVA257和LCMV  GP33肽序列(两种可靠的H-2Kb限制性表位)的称为LV1b的替代性抗原盒。

[0640] 材料和方法

[0641] MHC-I多聚体和记忆性表型分析

[0642] 在存在2-4G2抗体的情况下，将如上所述制备的脾细胞用H-2Kb-OVA257MHC-I五聚

体(ProImmune,Oxford,UK)在室温FACS缓冲液中染色10分钟。将细胞洗涤一次，并用表面抗

体加上L/D  NIR在冰上染色20分钟。抗体包括CD127-FITC、CD44-PerCP-Cy5.5、KLRG1-APC、

CD8-Alexa  Fluor  700(均得自eBioscience)和B220-V500(BD)。将细胞洗涤、用

固定，并如上进行分析。在活CD8T细胞群中，对基于未免疫小鼠中的第99.9个百分位而分类

的CD44hi  H-2Kb-OVA257五聚体+事件分析了其KLRG1和CD127表达。

[0643] 牛痘病毒激发

[0644] 在第0天，将C57BL/6小鼠在尾巴根部经皮下用一定剂量范围的编码LV1b的ID-

VP02、包含OVA257(SIINFEKL)(SEQ  ID  NO:24)和LCMV  GP33(KAVYNFATM)(SEQ  ID  NO:66)H-

2Kb限制性表位的多表位构建体或HBSS媒介物免疫。五周后，将小鼠用1×107TCID50表达OVA

的重组牛痘病毒(rVV-OVA)、1E7TCID50野生型牛痘病毒(VV-WT)或HBSS媒介物经腹膜内激

发。激发后五天，收获脾脏以用于如上所述的OVA257和GP33特异性ICS，并收获卵巢以通过

TCID50测定法对病毒载量定量。

[0645] 结果

[0646] 如图23A中示意性地示出，用ID-VP02-LV1b免疫后35天，用表达OVA的重组牛痘病

毒(rVV-OVA)但非野生型牛痘病毒(VV-WT)激发的小鼠显示出了OVA257特异性CD8T细胞的大

量扩增(图23B、C)，从而表明这些记忆细胞以抗原特异性方式被唤醒。另外，rVV-OVA未扩增
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GP33特异性记忆细胞(图23B)，从而确认了在相同的动物内需要抗原特异性。对应于响应感

染的CD8T细胞的剂量依赖性诱导，在受感染小鼠的卵巢中rVV-OVA的病毒载量存在明显的

剂量依赖性降低(图23D)。重要的是，在LV1b抗原构建体与rVV-OVA激发株之间共有的唯一

抗原序列为SIINFEKL  MHC  I类表位，从而表明该保护受CD8T细胞介导。确认了该保护确实

为抗原特异性的后，用VV-WT感染不受免疫的影响。

[0647] 实施例24

[0648] SINVar1免疫提供预防性和治疗性抗肿瘤功效

[0649] CT26肿瘤细胞系源自BALB/c小鼠中的自发性结肠癌。可介导对植入的CT26肿瘤的

排斥的内源性表位为AH1肽。虽然MHC-TCR相互作用对于AH1表位而言相对较弱，但是改变的

肽配体AH1A5可稳定该相互作用，从而导致更大的CD8T细胞扩增和抗肿瘤反应。为了生成编

码该表位的SINVar1，生成了抗原盒，其中将AH1A5序列插入全长OVA序列(OVA-AH1A5)，如前

人所报道。Brockstedt等人,Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A  101(38) ,13832(2004)。

[0650] 材料和方法

[0651] 体内细胞毒性测定

[0652] 将BALB/c小鼠(每组3只)在尾巴根部经皮下用编码OVA-AH1A5的ID-VP02免疫。十

二天后，将染料标记的、肽脉冲的靶细胞经由眶后窦经静脉内转移到免疫的和未处理的对

照小鼠中。通过以下方式由天然脾细胞制备了靶细胞：通过低渗休克裂解红细胞，然后将细

胞分成用1μg/mL  AH1(SPSYVYHQF)(SEQ  ID  NO:67)、AH1A5(SPSYAYHQF)(SEQ  ID  NO:25)或

阴性对照NY-ESO-181-88(RGPESRLL)(SEQ  ID  NO:68)肽脉冲的三个群。洗涤细胞，然后用2μ

M  CFSE(Invitrogen)加上三种浓度之一的Cell  Trace  Violet(Invitrogen)标记：2μM、0.2

μM或0.02μM。将靶细胞以1:1:1的比率合并，并将5×106个总细胞转移到受体。第二天，收获

脾脏，并如前人所述在初始与免疫小鼠之间比较了各细胞群的相对回收率以计算特异性杀

灭。Wonderlich等人,Curr.Protoc.Immunol.第3章,Unit(2006)。

[0653] CT26肿瘤激发

[0654] 对于预防性实验，将BALB/c小鼠(每组10只)在尾巴根部经皮下用编码OVA-AH1A5

(一种包含限定的MHC-I限制性CT26肿瘤细胞排斥表位的抗原)的ID-VP02免疫。四周后，将

免疫小鼠和未处理的对照小鼠在右侧腹经皮下注射8×104个CT26肿瘤细胞。每周监测三次

肿瘤生长，并且当肿瘤面积超过100mm2时对小鼠实施安乐死。在同一天进行了以治疗性模

式测试ID-VP02的实验，不同之处在于推迟用ID-VP02的免疫，直到肿瘤植入后四天。

[0655] 结果

[0656] 当将BALB/c小鼠用编码OVA-AH1A5的ID-VP02免疫时，我们观察到了多功能AH1A5

特异性CD8T细胞的剂量依赖性诱导，这些细胞中大约一半与内源性AH1序列交叉反应(图

24A)。通过体内细胞毒性测定法分析了ID-VP02诱导的CD8T细胞获得溶细胞功能的能力。将

三个脾细胞靶细胞群同时用CFSE加上不同浓度的Cell  Trace  Violet标记，然后用AH1、

AH1A5或阴性对照肽进行脉冲。将靶细胞以1:1:1的比率混合，然后共同转移到在12天前用

ID-VP02免疫或不作处理的受体小鼠中。在第1天，AH1和AH1A5脉冲的靶细胞的相对回收率

在ID-VP02免疫小鼠中降低，其中针对AH1A5的特异性杀灭率超过90％，而针对AH1的为约

25％(图24B)，从而表明ID-VP02诱导了针对免疫抗原的功能性细胞毒性CD8T细胞。

[0657] 作为对抗肿瘤功效的第一项测试，将经皮下用ID-VP02-OVA-AH1A5或媒介物免疫
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的小鼠在28天后用植入侧腹的CT26肿瘤细胞激发。然而，所有对照小鼠到第21天均具有致

死的肿瘤生长(>100mm2)，70％的ID-VP02免疫小鼠能够排斥植入的肿瘤，并且这些存活的

小鼠无肿瘤至少60天(图24C)。这些发现通过应用ID-VP02作为之前所植入的CT26肿瘤的疗

法而扩展。在该模型中，使肿瘤生长5天，然后将动物用ID-VP02-OVA-AH1A5或媒介物对照处

理。如在该预防性实验中，所有对照动物均在大约三周内因肿瘤生长而死亡(图24D)。相比

之下，所有用ID-VP02处理的小鼠均显示出对肿瘤进展的影响，范围从生长动力学的延迟到

完全排斥。肿瘤在免疫组中未能生长到可触知的大小(2/10)或完全消退(3/10)，导致50％

的小鼠到至少第60天无肿瘤。这些数据表明，ID-VP02可在预防性和治疗性环境中发挥抗肿

瘤细胞毒性活性，从而支持对作为治疗剂用于人类癌症的ID-VP02进行评估。
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