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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　(a)3’から5’の順序で、(i)第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の3'非コー
ド領域；(ii)該第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の3'近位のコード領域であ
って、該第1のインフルエンザウイルス遺伝子分節の3'近位のコード領域内の任意の開始
コドンが変異されている、前記第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の3'近位の
コード領域；(iii) 第2の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節のオープンリーディン
グフレームであって、該オープンリーディングフレーム内の3'又は5'近位のヌクレオチド
の少なくとも1つのパッケージングシグナルが変異されている、前記第2の型のインフルエ
ンザウイルス遺伝子分節のオープンリーディングフレーム；(iv)該第1の型のインフルエ
ンザウイルス遺伝子分節の5'近位のコード領域；及び、(v)該第1の型のインフルエンザウ
イルス遺伝子分節の5'非コード領域を含む、第1のキメラインフルエンザウイルス遺伝子
分節、及び、
　(b)3’から5’の順序で、(i)該第2の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の3'非コ
ード領域；(ii)該第2の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の3'近位のコード領域で
あって、該第2の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の3'近位のコード領域内の任意
の開始コドンが変異されている、前記第2の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の3'
近位のコード領域；(iii)該第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節のオープンリー
ディングフレームであって、該オープンリーディングフレーム内の3'又は5'近位のヌクレ
オチドの少なくとも1つのパッケージングシグナルが変異されている、前記第1の型のイン
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フルエンザウイルス遺伝子分節のオープンリーディングフレーム；(iv)該第2の型のイン
フルエンザウイルス遺伝子分節の5'近位のコード領域；及び、(v)該第2の型のインフルエ
ンザウイルスインフルエンザ遺伝子分節の5'非コード領域を含む、第2のキメラインフル
エンザウイルス遺伝子分節、
を含む、組換えインフルエンザウイルス。
【請求項２】
　前記キメラインフルエンザウイルス遺伝子分節（複数）を含む前記ウイルスの後代のみ
が、プラークアッセイにおいてプラークを形成することが可能である、請求項1記載の組
換えインフルエンザウイルス。
【請求項３】
　(a)3’から5’の順序で、(i)第3の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の3'非コー
ド領域；(ii)該第3の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の3'近位のコード領域であ
って、該第3のインフルエンザウイルス遺伝子分節の3'近位のコード領域内の任意の開始
コドンが変異されている、前記第3の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の3'近位の
コード領域；(iii) 第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節のオープンリーディン
グフレームであって、該オープンリーディングフレーム内の3'又は5'近位のヌクレオチド
の少なくとも1つのパッケージングシグナルが変異されている、前記第1の型のインフルエ
ンザウイルス遺伝子分節のオープンリーディングフレーム；(iv)該第3の型のインフルエ
ンザウイルス遺伝子分節の5'近位のコード領域；及び、(v)該第3の型のインフルエンザウ
イルス遺伝子分節の5'非コード領域を含む、
第1のキメラインフルエンザウイルス遺伝子分節；及び
　(b)3’から5’の順序で、(i)該第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の3'非コ
ード領域；(ii)該第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の3'近位のコード領域で
あって、該第1のインフルエンザウイルス遺伝子分節の3'近位のコード領域内の任意の開
始コドンが変異されている、前記第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の3'近位
のコード領域；(iii)第2の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節のオープンリーディン
グフレームであって、該オープンリーディングフレーム内の3'又は5'近位のヌクレオチド
の少なくとも1つのパッケージングシグナルが変異されている、前記第2の型のインフルエ
ンザウイルス遺伝子分節のオープンリーディングフレーム；(iv)前記第1の型のインフル
エンザウイルス遺伝子分節の5'近位のコード領域；及び、(v)該第1の型のインフルエンザ
ウイルス遺伝子分節の5'非コード領域を含む、第2のキメラインフルエンザウイルス遺伝
子分節；及び
　(c)3’から5’の順序で、(i)該第2の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の3'非コ
ード領域；(ii)該第2の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の3'近位のコード領域で
あって、該第2のインフルエンザウイルス遺伝子分節の3'近位のコード領域内の任意の開
始コドンが変異されている、前記第2の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の3'近位
のコード領域；(iii)該第3の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節のオープンリーディ
ングフレームであって、該オープンリーディングフレーム内の3'又は5'近位のヌクレオチ
ドの少なくとも1つのパッケージングシグナルが変異されている、前記第3の型のインフル
エンザウイルス遺伝子分節のオープンリーディングフレーム；(iv)該第2の型のインフル
エンザウイルス遺伝子分節の5'近位のコード領域；及び、(v)該第2の型のインフルエンザ
ウイルス遺伝子分節の5'非コード領域を含む、第3のキメラインフルエンザウイルス遺伝
子分節；
を含む、組換えインフルエンザウイルス。
【請求項４】
　前記第1、第2及び第3のキメラインフルエンザウイルス遺伝子分節を含む後代のみが、
プラークアッセイにおいてプラークを形成することが可能である、請求項3記載の組換え
インフルエンザウイルス。
【請求項５】
　前記第1、第2及び第3のインフルエンザウイルス遺伝子分節が、それぞれ、HA、NA、及
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びNSタンパク質をコードしている、請求項3記載の組換えインフルエンザウイルス。
【請求項６】
　(a)前記第1のインフルエンザウイルス遺伝子分節がNSであり、かつ前記3'近位のコード
領域のmRNA 5'スプライス部位が変異されている、請求項1～5のいずれか1項記載の組換え
インフルエンザウイルス。
【請求項７】
　前記3'又は5'近位のヌクレオチドの少なくとも1つのパッケージングシグナルの変異が
、サイレント変異である、請求項1～6のいずれか1項記載の組換えインフルエンザウイル
ス。
【請求項８】
　各オープンリーディングフレームの3'及び5'近位のヌクレオチドの少なくとも1つのパ
ッケージングシグナルが変異されている、請求項1～7のいずれか1項記載の組換えインフ
ルエンザウイルス。
【請求項９】
　前記ウイルスが、弱毒化変異を含む、請求項1～8のいずれか一項記載の組換えインフル
エンザウイルス。
【請求項１０】
　請求項1～9のいずれか一項記載の組換えインフルエンザウイルスを含む、基体であって
、該基体が、宿主細胞又は胚発育卵である、前記基体。
【請求項１１】
　請求項1～9のいずれか一項記載の組換えインフルエンザウイルスを含有する、医薬組成
物又は免疫原性組成物。
【請求項１２】
　対象においてインフルエンザウイルスに対する免疫応答を誘発するための医薬、又は、
対象においてインフルエンザウイルス疾患を予防若しくは治療するための医薬、又は、対
象においてインフルエンザウイルス感染を治療するための医薬の製造における、請求項1
～9のいずれか一項記載の組換えインフルエンザウイルスの使用。
【請求項１３】
　対象においてインフルエンザウイルスに対する免疫応答を誘発するための医薬、又は、
対象においてインフルエンザウイルス疾患を予防若しくは治療するための医薬、又は、対
象においてインフルエンザウイルス感染を治療するための医薬の製造における、請求項11
記載の医薬組成物の使用。
【請求項１４】
　対象におけるインフルエンザウイルスに対する免疫応答の誘発、又は、対象におけるイ
ンフルエンザウイルス疾患の予防若しくは治療、又は、対象におけるインフルエンザウイ
ルス感染の治療において使用するための、請求項1～9のいずれか一項記載の組換えインフ
ルエンザウイルス。
【請求項１５】
　対象におけるインフルエンザウイルスに対する免疫応答の誘発、又は、対象におけるイ
ンフルエンザウイルス疾患の予防若しくは治療、又は、対象におけるインフルエンザウイ
ルス感染の治療において使用するための、請求項11記載の医薬組成物。
【請求項１６】
　請求項1～9のいずれか一項記載の組換えインフルエンザウイルスにより非ヒト基体を感
染させること、及び、引き続き該基体から該ウイルスを精製することを含む、組換えイン
フルエンザウイルスの増殖方法であって、該基体が、宿主細胞又は胚発育卵である、前記
方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本出願は、2009年7月30日に出願の米国特許仮出願第61/229,858号の優先権の利益を主
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張し、それは引用によりその全体が本明細書に組み込まれる。
【０００２】
　本発明は、米国国立衛生研究所(NIH)からの交付番号U01 AI070469、1RC1 AI086061-01
、HHSN2662000700010C、及びU54 AI057158-06の下で、一部米国政府の援助で作られた。
米国政府は、この発明に一定の権利を有することができる。
【０００３】
(1.　序論)
　本明細書では、キメラインフルエンザウイルス遺伝子分節及びそのようなキメラインフ
ルエンザウイルス遺伝子分節をコードしている核酸配列が説明される。本明細書に記載さ
れるキメラインフルエンザウイルス遺伝子分節は、ひとつの型のインフルエンザウイルス
遺伝子分節の非コード領域及びコード領域に認められるパッケージングシグナル、並びに
異なる型のインフルエンザウイルス遺伝子分節のオープンリーディングフレーム又はそれ
らの断片を含む。同じく2つ以上のキメラインフルエンザウイルス遺伝子分節を含む組換
えインフルエンザウイルス、並びにインフルエンザウイルス疾患の予防及び/又は治療に
おけるそのようなウイルスの使用も説明される。
【背景技術】
【０００４】
(2.　背景)
　インフルエンザウイルスは、オルソミクソウイルス(Orthomyxoviridae)科に属するエン
ベロープ型のRNAウイルスである(Palese及びShawの文献(2007, 「オルソミクソウイルス
科:ウイルス及びそれらの複製(Orthomyxoviridae: The Viruses and Their Replication)
」、第5版「フィールズのウイルス学(Fields' Virology)」、B.N. Fields、D. M. Knipe
及びP.M. Howley編、Wolters Kluwer Health/Lippincott Williams & Wilkins、フィラデ
ルフィア、米国、p1647-1689))。インフルエンザウイルスの天然の宿主は鳥類であるが、
インフルエンザウイルス(鳥類起源のものを含む)は、ヒト及び他の動物宿主(イヌ、ブタ
、ウマ、海洋哺乳類及びイタチ類)に感染すること及びそこで疾患を引き起こすこともで
きる。例えば、アジアで広がっているH5N1トリインフルエンザウイルスは中国及びインド
ネシアのブタで見出されており、一般にA型インフルエンザに感受性であるとみなされて
いない動物であるネコ、ヒョウ、及びトラを含むまでにその宿主範囲を広げている(CIDRA
P-鳥類のインフルエンザ:農業及び野生生物での注意事項(Avian Influenza: Agricultura
l and Wildlife Considerations))。動物におけるインフルエンザウイルス感染の出現は
、ヒト汎発性インフルエンザ株を発生させる可能性がある。
【０００５】
　A型及びB型インフルエンザウイルスは主要なヒト病原体であり、重症度が無症状感染か
ら死をもたらすこともある原発性ウイルス性肺炎まで変動する呼吸器疾患を引き起こす。
感染の臨床上の結果は、インフルエンザ株の病原性、並びに宿主の曝露、病歴、年齢及び
免疫状態で異なる。季節性インフルエンザに起因する累積罹患率及び死亡率は、比較的高
い感染率のためにかなり高い。通常の季節では、インフルエンザは世界中で3,000,000～5
,000,000の重度症例数及び最高500,000の死亡症例数を引き起こすことができる(世界保健
機構(WHO)(2003)インフルエンザ:総説(Influenza: Overview)；who.int/mediacentre/fac
tsheets/fs211/en/website；2003年3月)。米国では、インフルエンザウイルスは人口の概
算10～15％に感染し(Glezen及びCouch RBの文献(「1974～76年のヒューストン地域におけ
るインフルエンザ流行間期(Interpandemic influenza in the Houston area, 1974-76)」
、N Engl J Med 298: 587-592 (1978))； Foxらの文献(「1975～1979年のシアトルの家庭
におけるインフルエンザウイルスによる感染(Influenza virus infections in Seattle f
amilies, 1975-1979)。II.侵入された家庭での感染パターン並びに年齢及び先行抗体と感
染及び関連疾患の出現との関係(II.Pattern of infection in invaded households and r
elation of age and prior antibody to occurrence of infection and related illness
)」、Am J Epidemiol 116: 228-242 (1982)))、毎年約30,000の死亡症例数に関連する(Th
ompson WWらの文献(「米国におけるインフルエンザ及びRSウイルスに関連する死亡率(Mor
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tality Associated with Influenza and Respiratory Syncytial Virus in the United S
tates)」、JAMA 289: 179-186 (2003))；Belsheの文献(「ワクチンに関する橋渡し研究:
インフルエンザを例として(Translational research on vaccines: influenza as an exa
mple)」、Clin Pharmacol Ther 82: 745-749 (2007)))。
【０００６】
　毎年の流行に加えて、インフルエンザウイルスは数少ない大流行の原因である。例えば
、A型インフルエンザウイルスは、1918年、1957年及び1968年に起こったものなどの大流
行を引き起こすことができる。主要なウイルス抗原である赤血球凝集素(HA)に対する予め
形成された免疫を欠くために、汎流行性インフルエンザウイルスは単一年に50％を超える
人口を罹患させることができ、しばしば季節性インフルエンザウイルスよりも重度の疾患
を引き起こす。苛酷な例は1918年の大流行であり、そこでは概算50,000,000～100,000,00
0人が死亡した(Johnson及びMuellerの文献(「アカウントの更新:1918～1920年の「スペイ
ンの」インフルエンザ大流行の世界全体の死亡率(Updating the Accounts: Global Morta
lity of the 1918-1920 "Spanish" Influenza Pandemic)」、Bulletin of the History o
f Medicine 76: 105-115 (2002)))。1990年代後期の高病原性H5N1トリインフルエンザウ
イルスの出現以来(Claasらの文献(「高病原性トリインフルエンザウイルスに関連するヒ
トA型インフルエンザH5N1ウイルス(Human influenza A H5N1 virus related to a highly
 pathogenic avian influenza virus)」、Lancet 351: 472-7 (1998)))、このウイルスは
ヒト間で伝染可能となり始め、大流行を引き起こすとの懸念がある。最近、世界保健機構
(WHO)は、H1N1 2009ブタインフルエンザウイルスは汎流行性ウイルスであると宣言した。
【０００７】
　インフルエンザウイルス感染から保護する有効な方法は、弱毒化されたインフルエンザ
ウイルスによるワクチン接種を通してである。しかし再集合のために、インフルエンザの
生きた弱毒化されたワクチン株及び野生株による個体の同時感染は、例えばワクチン由来
の赤血球凝集素を保有する複製コンピテントウイルスの形成を可能にし、これに対し恐ら
く感染したヒトはナイーブ(nave)であろう。従って、野生株インフルエンザウイルスによ
るインフルエンザウイルスワクチン株の再集合を防止する方法を開発する必要性が存在す
る。
【発明の概要】
【０００８】
(3.　要旨)
　本明細書では、組換えインフルエンザウイルスの製造において有用である、キメライン
フルエンザウイルス遺伝子分節、並びにそのようなキメラインフルエンザウイルス遺伝子
分節又はそれらの相補体をコードしている核酸配列が説明される。2種以上のキメライン
フルエンザウイルス遺伝子分節若しくはそれらの相補体、又はそのような遺伝子分節若し
くはそれらの相補体をコードしている核酸配列は、組換えインフルエンザウイルスの製造
において使用することができる。いかなる理論によっても束縛されることなく、2つ以上
のキメラインフルエンザウイルス遺伝子分節は、組換えインフルエンザウイルスの複製の
間に一緒に分離(すなわち、同時分離)され、その結果この組換えインフルエンザウイルス
は、当業者に公知の技術により判定されるように他のインフルエンザウイルス(例えば、
野生型インフルエンザウイルス)と再集合する能力が低下するか、又は他のインフルエン
ザウイルスと再集合することができない。そのような組換えインフルエンザウイルスの他
のインフルエンザウイルスと再集合する低下した能力又は不能は、弱毒化生ワクチンとし
てのその組換えインフルエンザウイルスの安全性を向上することができる。従ってそのよ
うな組換えインフルエンザウイルスは、インフルエンザウイルス疾患の予防、インフルエ
ンザウイルス疾患若しくはインフルエンザウイルス感染の治療、又はそれらの両方のいず
れかにおいて有用であることができる。
【０００９】
　ある態様において、キメラインフルエンザウイルス遺伝子分節は：(a)第1の型のインフ
ルエンザウイルス遺伝子分節の3'及び5'非コード領域に認められるパッケージングシグナ
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ル、(b)第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の3'近位のコード領域配列、第1の
型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の5'近位のコード領域配列、又は第1の型のイン
フルエンザウイルス遺伝子分節の3'及び5'の両方の近位のコード領域配列に認められるパ
ッケージングシグナル、並びに(c)第2の異なる型のインフルエンザウイルス遺伝子分節か
らのオープンリーディングフレーム又はそれらの断片：を含み、ここで該オープンリーデ
ィングフレームは、そのオープンリーディングフレーム内に認められるインフルエンザウ
イルスパッケージングシグナルに1、2、3又はそれ以上の変異を含む。ある実施態様にお
いて、3'及び/又は5'近位のコード領域配列は、このオープンリーディングフレームに隣
接し、かつこのオープンリーディングフレームとインフレームで翻訳される。他の実施態
様において、3'及び/又は5'近位のコード領域配列は、このオープンリーディングフレー
ムに隣接し、かつ翻訳されない。一部の実施態様において、3'近位のコード領域配列は、
任意の開始コドンを除去し、かつ3'近位のコード領域配列の翻訳を妨げるように、変異さ
れている。ある実施態様において、3'近位のコード領域は、インフルエンザウイルスNS又
はM遺伝子分節に由来する。具体的実施態様において、3'近位のコード領域は、インフル
エンザウイルスNS遺伝子分節に由来し、かつ3'近位のコード領域は、mRNA 5'スプライス
部位を除去するように変異されている。別の具体的実施態様において、3'近位のコード領
域は、インフルエンザウイルスM遺伝子分節に由来し、かつ3'近位のコード領域は、遠位5
'スプライス部位を除去するように変異されている。一部の実施態様において、5'近位の
コード領域配列は、5'近位のコード領域配列が翻訳されないことを確実にするために、1
以上の変異を有する。具体的実施態様において、インフルエンザウイルス遺伝子分節のオ
ープンリーディングフレーム又は断片に導入された変異は、サイレント変異である。
【００１０】
　一実施態様において、キメラインフルエンザウイルス遺伝子分節は：(i)第1の型のイン
フルエンザウイルス遺伝子分節の3'非コード領域；(ii)第1の型のインフルエンザウイル
ス遺伝子分節の3'近位のコード領域内の任意の開始コドンが変異されている、第1の型の
インフルエンザウイルス遺伝子分節の3'近位のコード領域；(iii)少なくとも20ヌクレオ
チドが1以上の変異を有する、第2の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節のオープンリ
ーディングフレーム由来の少なくとも3'近位20ヌクレオチド；(iv)第1の型のインフルエ
ンザウイルス遺伝子分節の5'近位のコード領域；並びに、(v)第1の型のインフルエンザウ
イルス遺伝子分節の5'非コード領域：を含み、ここで該核酸は、オープンリーディングフ
レームが、第2の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節のオープンリーディングフレー
ムの少なくとも20ヌクレオチドに後続してインフレームで挿入され得るように操作される
。別の実施態様において、キメラインフルエンザウイルス遺伝子分節は：(i)第1の型のイ
ンフルエンザウイルス遺伝子分節の3'非コード領域；(ii)第1の型のインフルエンザウイ
ルス遺伝子分節の3'近位のコード領域内の任意の開始コドンが変異されている、第1の型
のインフルエンザウイルス遺伝子分節の3'近位のコード領域；(iii)少なくとも30ヌクレ
オチドが1以上の変異を有する、第2の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節のオープン
リーディングフレームの少なくとも5'近位30ヌクレオチド；(iv)第1の型のインフルエン
ザウイルス遺伝子分節の5'近位のコード領域；並びに、(v)第1の型のインフルエンザウイ
ルス遺伝子分節の5'非コード領域：を含み、ここで該核酸は、オープンリーディングフレ
ームが、第2の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節のオープンリーディングフレーム
の少なくとも30ヌクレオチドに先行してインフレームで挿入され得るように操作される。
別の実施態様において、キメラインフルエンザウイルス遺伝子分節は：(i)第1の型のイン
フルエンザウイルス遺伝子分節の3'非コード領域；(ii)第1の型のインフルエンザウイル
ス遺伝子分節の3'近位のコード領域内の任意の開始コドンが変異されている、第1の型の
インフルエンザウイルス遺伝子分節の3'近位のコード領域；(iii)少なくとも20ヌクレオ
チドが1以上の変異を有する、第2の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節のオープンリ
ーディングフレームの少なくとも3'近位20ヌクレオチド；(iv)少なくとも30ヌクレオチド
が1以上の変異を有する、第2の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節のオープンリーデ
ィングフレームの少なくとも5'近位30ヌクレオチド；(v)第1の型のインフルエンザウイル
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ス遺伝子分節の5'近位のコード領域；並びに、(vi)第1の型のインフルエンザウイルス遺
伝子分節の5'非コード領域：を含み、ここで該核酸は、オープンリーディングフレームが
、第2の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節のオープンリーディングフレーム由来の
少なくとも20ヌクレオチドと第2の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節のオープンリ
ーディングフレームの少なくとも30ヌクレオチドの間に、インフレームで挿入され得るよ
うに操作される。ある実施態様において、3'近位のコード領域配列は、インフルエンザウ
イルスNS又はM遺伝子分節に由来する。具体的実施態様において、3'近位のコード領域配
列は、インフルエンザウイルスNS遺伝子分節に由来し、かつ3'近位のコード領域は、mRNA
 5'スプライス部位を除外するように変異されている。別の具体的実施態様において、3'
近位のコード領域配列は、インフルエンザウイルスM遺伝子分節に由来し、かつ3'近位の
コード領域は、遠位5'スプライス部位を除去するように変異されている。
【００１１】
　具体的実施態様において、本明細書に提供されるキメラインフルエンザウイルス遺伝子
分節は：(i)第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の3'非コード領域；(ii)第1の
型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の3'近位のコード領域内の任意の開始コドンが変
異されている、第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の3'近位のコード領域；(ii
i)オープンリーディングフレームの3'近位のヌクレオチド及び5'近位のヌクレオチドが変
異されている、第2の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節のオープンリーディングフ
レーム；(iv)第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の5'近位のコード領域；並び
に、(v)第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の5'非コード領域：を含む。
【００１２】
　ある態様において、組換えインフルエンザウイルスの作製に有用であることができるキ
メラインフルエンザウイルス遺伝子分節の相補体を含む核酸配列が、本明細書に提供され
る。具体的実施態様において、本明細書に提供される核酸配列は、キメラインフルエンザ
ウイルス遺伝子分節の相補体を含み、ここでこのキメラインフルエンザウイルス遺伝子分
節は：(a)第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の3'及び5'非コード領域に認めら
れるパッケージングシグナル、(b)第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の3'近位
のコード領域配列、第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の5'近位のコード領域
配列、又は第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の3'及び5'近位の両方のコード
領域配列に認められるパッケージングシグナル、並びに、(c)第2の異なる型のインフルエ
ンザウイルス遺伝子分節由来のオープンリーディングフレーム又はそれらの断片：を含み
、ここで該オープンリーディングフレームは、オープンリーディングフレームに認められ
るインフルエンザウイルスパッケージングシグナルに1、2、3又はそれ以上の変異を含む
。ある実施態様において、3'及び/又は5'近位のコード領域配列は、このオープンリーデ
ィングフレームに隣接し、かつこのオープンリーディングフレームとインフレームで翻訳
される。他の実施態様において、3'及び/又は5'近位のコード領域配列は、このオープン
リーディングフレームに隣接し、かつ翻訳されない。一部の実施態様において、3'近位の
コード領域配列は、任意の開始コドンを除去し、かつ3'近位のコード領域配列の翻訳を妨
げるように、変異されている。ある実施態様において、この3'近位のコード領域配列は、
インフルエンザウイルスNS又はM遺伝子分節に由来する。具体的実施態様において、3'近
位のコード領域配列は、インフルエンザウイルスNS遺伝子分節に由来し、かつ3'近位のコ
ード領域は、mRNA 5'スプライス部位を除去するように変異されている。別の具体的実施
態様において、3'近位のコード領域配列は、インフルエンザウイルスM遺伝子分節に由来
し、かつ3'近位のコード領域は、遠位5'スプライス部位を除去するように変異されている
。一部の実施態様において、5'近位のコード領域配列は、5'近位のコード領域配列が翻訳
されないことを確実にするために、1以上の変異を有する。具体的実施態様において、イ
ンフルエンザウイルス遺伝子分節のオープンリーディングフレーム又は断片に導入された
変異は、サイレント変異である。
【００１３】
　一実施態様において、本明細書に提供される核酸配列は、キメラインフルエンザウイル
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ス遺伝子分節の相補体を含み、ここでこのキメラインフルエンザウイルス遺伝子分節は：
(i)第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の3'非コード領域；(ii)第1の型のイン
フルエンザウイルス遺伝子分節の3'近位のコード領域内の任意の開始コドンが変異されて
いる、第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の3'近位のコード領域；(iii)少なく
とも20ヌクレオチドが1以上の変異を有する、第2の型のインフルエンザウイルス遺伝子分
節のオープンリーディングフレーム由来の少なくとも3'近位20ヌクレオチド；(iv)第1の
型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の5'近位のコード領域；並びに、(v)第1の型のイ
ンフルエンザウイルス遺伝子分節の5'非コード領域：を含み、ここで該核酸は、オープン
リーディングフレームが、第2の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節のオープンリー
ディングフレームの少なくとも20ヌクレオチドに後続してインフレームで挿入され得るよ
うに操作される。別の実施態様において、本明細書に提供される核酸配列は、キメライン
フルエンザウイルス遺伝子分節の相補体を含み、ここでこのキメラインフルエンザウイル
ス遺伝子分節は：(i)第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の3'非コード領域；(i
i)第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の3'近位のコード領域内の任意の開始コ
ドンが変異されている、第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の3'近位のコード
領域；(iii)少なくとも30ヌクレオチドが1以上の変異を有する、第2の型のインフルエン
ザウイルス遺伝子分節のオープンリーディングフレームの少なくとも5'近位30ヌクレオチ
ド；(iv)第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の5'近位のコード領域；並びに、(
v)第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の5'非コード領域：を含み、ここで該核
酸は、オープンリーディングフレームが、第2の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節
のオープンリーディングフレームの少なくとも30ヌクレオチドに先行してインフレームで
挿入され得るように操作される。別の実施態様において、本明細書に提供される核酸配列
は、キメラインフルエンザウイルス遺伝子分節の相補体を含み、ここでこのキメラインフ
ルエンザウイルス遺伝子分節は：(i)第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の3'非
コード領域；(ii)第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の3'近位のコード領域内
の任意の開始コドンが変異されている、第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の3
'近位のコード領域；(iii)少なくとも20ヌクレオチドが1以上の変異を有する、第2の型の
インフルエンザウイルス遺伝子分節のオープンリーディングフレームの少なくとも3'近位
20ヌクレオチド；(iv)少なくとも30ヌクレオチドが1以上の変異を有する、第2の型のイン
フルエンザウイルス遺伝子分節のオープンリーディングフレームの少なくとも5'近位30ヌ
クレオチド；(v)第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の5'近位のコード領域；並
びに、(vi)第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の5'非コード領域：を含み、こ
こで該核酸は、オープンリーディングフレームが、第2の型のインフルエンザウイルス遺
伝子分節のオープンリーディングフレーム由来の少なくとも20ヌクレオチドと第2の型の
インフルエンザウイルス遺伝子分節のオープンリーディングフレームの少なくとも30ヌク
レオチドの間に、インフレームで挿入され得るように操作される。ある実施態様において
、3'近位のコード領域配列は、インフルエンザウイルスNS又はM遺伝子分節に由来する。
具体的実施態様において、3'近位のコード領域配列は、インフルエンザウイルスNS遺伝子
分節に由来し、かつ3'近位のコード領域は、mRNA 5'スプライス部位を除外するように変
異されている。別の具体的実施態様において、3'近位のコード領域配列は、インフルエン
ザウイルスM遺伝子分節に由来し、かつ3'近位のコード領域は、遠位5'スプライス部位を
除去するように変異されている。
【００１４】
　具体的実施態様において、本明細書に提供される核酸配列は、キメラインフルエンザウ
イルス遺伝子分節の相補体を含み、ここでこのキメラインフルエンザウイルス遺伝子分節
は：(i)第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の3'非コード領域；(ii)第1の型の
インフルエンザウイルス遺伝子分節の3'近位のコード領域内の任意の開始コドンが変異さ
れている、第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の3'近位のコード領域；(iii)オ
ープンリーディングフレームの3'近位のヌクレオチド及び5'近位のヌクレオチドが変異さ
れている、第2の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節のオープンリーディングフレー
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ム；(iv)第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の5'近位のコード領域；並びに、(
v)第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の5'非コード領域：を含む。ある実施態
様において、この3'近位のコード領域配列は、インフルエンザウイルスNS又はM遺伝子分
節に由来する。具体的実施態様において、3'近位のコード領域配列は、インフルエンザウ
イルスNS遺伝子分節に由来し、かつ3'近位のコード領域は、mRNA 5'スプライス部位を除
外するように変異されている。別の具体的実施態様において、3'近位のコード領域配列は
、インフルエンザウイルスM遺伝子分節に由来し、かつ3'近位のコード領域は、遠位5'ス
プライス部位を除去するように変異されている。
【００１５】
　ある態様において、組換えインフルエンザウイルスの作製に有用であることができる、
キメラインフルエンザウイルス遺伝子分節又はそれらの相補体をコードしているヌクレオ
チド配列を含む核酸配列が、本明細書に提供される。具体的実施態様において、本明細書
に提供される核酸配列は、キメラインフルエンザウイルス遺伝子分節又はそれらの相補体
をコードしているヌクレオチド配列を含み、ここでこのキメラインフルエンザウイルス遺
伝子分節は：(a)第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の3'及び5'非コード領域に
認められるパッケージングシグナル、(b)第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の
3'近位のコード領域配列、第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の5'近位のコー
ド領域配列、又は第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の3'及び5'近位の両方の
コード領域配列に認められるパッケージングシグナル、並びに、(c)第2の異なる型のイン
フルエンザウイルス遺伝子分節由来のオープンリーディングフレーム又はそれらの断片：
を含み、ここで該オープンリーディングフレームは、オープンリーディングフレームに認
められるインフルエンザウイルスパッケージングシグナルに1、2、3又はそれ以上の変異
を含む。ある実施態様において、3'及び/又は5'近位のコード領域配列は、このオープン
リーディングフレームに隣接し、かつこのオープンリーディングフレームとインフレーム
で翻訳される。他の実施態様において、3'及び/又は5'近位のコード領域配列は、このオ
ープンリーディングフレームに隣接し、かつ翻訳されない。一部の実施態様において、3'
近位のコード領域配列は、任意の開始コドンを除去し、かつ3'近位のコード領域配列の翻
訳を妨げるように、変異されている。ある実施態様において、この3'近位のコード領域配
列は、インフルエンザウイルスNS又はM遺伝子分節に由来する。具体的実施態様において
、3'近位のコード領域配列は、インフルエンザウイルスNS遺伝子分節に由来し、かつ3'近
位のコード領域は、mRNA 5'スプライス部位を除去するように変異されている。別の具体
的実施態様において、3'近位のコード領域配列は、インフルエンザウイルスM遺伝子分節
に由来し、かつ3'近位のコード領域は、遠位5'スプライス部位を除去するように変異され
ている。一部の実施態様において、5'近位のコード領域配列は、5'近位のコード領域配列
が翻訳されないことを確実にするために、1以上の変異を有する。具体的実施態様におい
て、インフルエンザウイルス遺伝子分節のオープンリーディングフレーム又は断片に導入
された変異は、サイレント変異である。
【００１６】
　一実施態様において、本明細書に提供される核酸配列は、キメラインフルエンザウイル
ス遺伝子分節又はそれらの相補体をコードしているヌクレオチド配列を含み、ここでこの
キメラインフルエンザウイルス遺伝子分節は：(i)第1の型のインフルエンザウイルス遺伝
子分節の3'非コード領域；(ii)第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の3'近位の
コード領域内の任意の開始コドンが変異されている、第1の型のインフルエンザウイルス
遺伝子分節の3'近位のコード領域；(iii)少なくとも20ヌクレオチドが1以上の変異を有す
る、第2の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節のオープンリーディングフレーム由来
の少なくとも3'近位20ヌクレオチド；(iv)第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節
の5'近位のコード領域；並びに、(v)第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の5'非
コード領域：を含み、ここで該核酸は、オープンリーディングフレームが、第2の型のイ
ンフルエンザウイルス遺伝子分節のオープンリーディングフレームの少なくとも20ヌクレ
オチドに後続してインフレームで挿入され得るように操作される。別の実施態様において
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、本明細書に提供される核酸配列は、キメラインフルエンザウイルス遺伝子分節又はそれ
らの相補体をコードしているヌクレオチド配列を含み、ここでこのキメラインフルエンザ
ウイルス遺伝子分節は：(i)第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の3'非コード領
域；(ii)第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の3'近位のコード領域内の任意の
開始コドンが変異されている、第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の3'近位の
コード領域；(iii)少なくとも30ヌクレオチドが1以上の変異を有する、第2の型のインフ
ルエンザウイルス遺伝子分節のオープンリーディングフレームの少なくとも5'近位30ヌク
レオチド；(iv)第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の5'近位のコード領域；並
びに、(v)第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の5'非コード領域：を含み、ここ
で該核酸は、オープンリーディングフレームが、第2の型のインフルエンザウイルス遺伝
子分節のオープンリーディングフレームの少なくとも30ヌクレオチドに先行してインフレ
ームで挿入され得るように操作される。別の実施態様において、本明細書に提供される核
酸配列は、キメラインフルエンザウイルス遺伝子分節又はそれらの相補体をコードしてい
るヌクレオチド配列を含み、ここでこのキメラインフルエンザウイルス遺伝子分節は：(i
)第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の3'非コード領域；(ii)第1の型のインフ
ルエンザウイルス遺伝子分節の3'近位のコード領域内の任意の開始コドンが変異されてい
る、第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の3'近位のコード領域；(iii)少なくと
も20ヌクレオチドが1以上の変異を有する、第2の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節
のオープンリーディングフレームの少なくとも3'近位20ヌクレオチド；(iv)少なくとも30
ヌクレオチドが1以上の変異を有する、第2の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節のオ
ープンリーディングフレームの少なくとも5'近位30ヌクレオチド；(v)第1の型のインフル
エンザウイルス遺伝子分節の5'近位のコード領域；並びに、(vi)第1の型のインフルエン
ザウイルス遺伝子分節の5'非コード領域：を含み、ここで該核酸は、オープンリーディン
グフレームが、第2の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節のオープンリーディングフ
レーム由来の少なくとも20ヌクレオチドと第2の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節
のオープンリーディングフレームの少なくとも30ヌクレオチドの間に、インフレームで挿
入され得るように操作される。ある実施態様において、3'近位のコード領域配列は、イン
フルエンザウイルスNS又はM遺伝子分節に由来する。具体的実施態様において、3'近位の
コード領域配列は、インフルエンザウイルスNS遺伝子分節に由来し、かつ3'近位のコード
領域は、mRNA 5'スプライス部位を除外するように変異されている。別の具体的実施態様
において、3'近位のコード領域配列は、インフルエンザウイルスM遺伝子分節に由来し、
かつ3'近位のコード領域は、遠位5'スプライス部位を除去するように変異されている。
【００１７】
　具体的実施態様において、本明細書に提供される核酸配列は、キメラインフルエンザウ
イルス遺伝子分節又はそれらの相補体をコードしているヌクレオチド配列を含み、ここで
このキメラインフルエンザウイルス遺伝子分節は：(i)第1の型のインフルエンザウイルス
遺伝子分節の3'非コード領域；(ii)第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の3'近
位のコード領域内の任意の開始コドンが変異されている、第1の型のインフルエンザウイ
ルス遺伝子分節の3'近位のコード領域；(iii)オープンリーディングフレームの3'近位の
ヌクレオチド及び5'近位のヌクレオチドが変異されている、第2の型のインフルエンザウ
イルス遺伝子分節のオープンリーディングフレーム；(iv)第1の型のインフルエンザウイ
ルス遺伝子分節の5'近位のコード領域；並びに、(v)第1の型のインフルエンザウイルス遺
伝子分節の5'非コード領域：を含む。ある実施態様において、3'近位のコード領域配列は
、インフルエンザウイルスNS又はM遺伝子分節に由来している。具体的実施態様において
、3'近位のコード領域配列は、インフルエンザウイルスNS遺伝子分節に由来し、かつ3'近
位のコード領域は、mRNA 5'スプライス部位を除外するように変異されている。別の具体
的実施態様において、3'近位のコード領域配列は、インフルエンザウイルスM遺伝子分節
に由来し、かつ3'近位のコード領域は、遠位5'スプライス部位を除去するように変異され
ている。
【００１８】
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　別の態様において、本明細書に記載されるキメラインフルエンザウイルス遺伝子分節を
1、2、3、4、5、6、7又は8含む組換えインフルエンザウイルスが、本明細書に提供される
。具体的実施態様において、本明細書に記載されるキメラインフルエンザウイルス遺伝子
分節を2つ以上含み、該2つ以上のキメラインフルエンザウイルス遺伝子分節が同時分離す
る、組換えインフルエンザウイルスが本明細書に提供される。理論に束縛されることなく
、本キメラインフルエンザウイルス遺伝子分節は、他のインフルエンザウイルス遺伝子分
節と互いに独立して再集合する能力が低下させられており、結果的に本組換えインフルエ
ンザウイルスの他のインフルエンザウイルス(例えば野生型インフルエンザウイルス)との
再集合は、減少されるか又は阻害される。再集合することができない組換えインフルエン
ザウイルスは、1つ以上の他のキメラインフルエンザウイルス遺伝子分節とは独立に再集
合された1つ以上のキメラインフルエンザウイルス遺伝子分節を伴うウイルスを含む、よ
り少ないウイルスプラークを生じるであろう。ある実施態様において、本明細書に記載さ
れる組換えインフルエンザウイルスは、弱毒化変異を含む。
【００１９】
　一実施態様において、組換えインフルエンザウイルスは、第1のキメラインフルエンザ
ウイルス遺伝子分節及び第2のキメラインフルエンザウイルス遺伝子分節を含み、ここで
：(a)第1のキメラインフルエンザウイルス遺伝子分節は：(i)第1の型のインフルエンザウ
イルス遺伝子分節の3'非コード領域；(ii)第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節
の3'近位のコード領域内の任意の開始コドンが変異されている、第1の型のインフルエン
ザウイルス遺伝子分節の3'近位のコード領域；(iii)オープンリーディングフレームの3'
及び5'近位のヌクレオチドが変異されている、第2の型のインフルエンザウイルス遺伝子
分節のオープンリーディングフレーム；(iv)第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分
節の5'近位のコード領域；及び、(v)第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の5'非
コード領域：を含み、並びに、(b)第2のキメラインフルエンザウイルス遺伝子分節は：(i
)第2の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の3'非コード領域；(ii)第2の型のインフ
ルエンザウイルス遺伝子分節の3'近位のコード領域内の任意の開始コドンが変異されてい
る、第2の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の3'近位のコード領域；(iii)オープン
リーディングフレームの3'及び5'近位のヌクレオチドが変異されている、第1の型のイン
フルエンザウイルス遺伝子分節のオープンリーディングフレーム；(iv)第2の型のインフ
ルエンザウイルス遺伝子分節の5'近位のコード領域；及び、(v)第2の型のインフルエンザ
ウイルスインフルエンザ遺伝子分節の5'非コード領域：を含む。
【００２０】
　別の実施態様において、組換えインフルエンザウイルスは、第1のキメラインフルエン
ザウイルス遺伝子分節；第2のキメラインフルエンザウイルス遺伝子分節；及び、第3のキ
メラインフルエンザウイルス遺伝子分節を含み、ここで、(a)第1のキメラインフルエンザ
ウイルス遺伝子分節は：(i)第3の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の3'非コード領
域；(ii)第3のインフルエンザウイルス遺伝子分節の3'近位のコード領域内の任意の開始
コドンが変異されている、第3の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の3'近位のコー
ド領域；(iii)オープンリーディングフレームの3'及び5'近位のヌクレオチドが変異され
ている、第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節のオープンリーディングフレーム
；(iv)第3の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の5'近位のコード領域；及び、(v)第
3の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の5'非コード領域：を含み、並びに、(b)第2
のキメラインフルエンザウイルス遺伝子分節は：(i)第1の型のインフルエンザウイルス遺
伝子分節の3'非コード領域；(ii)第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の3'近位
のコード領域内の任意の開始コドンが変異されている、第1の型のインフルエンザウイル
ス遺伝子分節の3'近位のコード領域；(iii)オープンリーディングフレームの3'及び5'近
位のヌクレオチドが変異されている、第2の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節のオ
ープンリーディングフレーム；(iv)第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の5'近
位のコード領域；及び、(v)第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の5'非コード領
域：を含み、並びに、(c)第3のキメラインフルエンザウイルス遺伝子分節は：(i)第2の型
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のインフルエンザウイルス遺伝子分節の3'非コード領域；(ii)第2の型のインフルエンザ
ウイルス遺伝子分節の3'近位のコード領域内の任意の開始コドンが変異されている、第2
の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の3'近位のコード領域；(iii)オープンリーデ
ィングフレームの3'及び5'近位のヌクレオチドが変異されている、第3の型のインフルエ
ンザウイルス遺伝子分節のオープンリーディングフレーム；(iv)第2の型のインフルエン
ザウイルス遺伝子分節の5'近位のコード領域；及び、(v)第2の型のインフルエンザウイル
ス遺伝子分節の5'非コード領域：を含む。ある実施態様において、3'近位のコード領域配
列は、インフルエンザウイルスNS又はM遺伝子分節に由来している。具体的実施態様にお
いて、3'近位のコード領域配列は、インフルエンザウイルスNS遺伝子分節に由来し、かつ
3'近位のコード領域は、mRNA 5'スプライス部位を除外するように変異されている。別の
具体的実施態様において、3'近位のコード領域配列は、インフルエンザウイルスM遺伝子
分節に由来し、かつ3'近位のコード領域は、遠位5'スプライス部位を除去するように変異
されている。
【００２１】
　別の態様において、9つの遺伝子分節を含む組換えインフルエンザウイルスが、本明細
書に提供され、ここでこの遺伝子分節の少なくとも2つは、本明細書に記載されるような
キメラインフルエンザウイルス遺伝子分節である。ある実施態様において、組換えインフ
ルエンザウイルスは、9つの遺伝子分節を含み、ここで(a)少なくとも1つの遺伝子分節は
：(i)第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の3'非コード領域又はそれらの誘導体
において認められるパッケージングシグナル；(ii)第1の型のインフルエンザウイルス遺
伝子分節の3'近位のコード領域内の任意の開始コドンが変異されている、第1の型のイン
フルエンザウイルス遺伝子分節の3'近位のコード領域又はそれらの誘導体において認めら
れるパッケージングシグナル；(iii)オープンリーディングフレームの3'及び5'近位のヌ
クレオチドが変異されている、第2の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節又はそれら
の断片又は誘導体のオープンリーディングフレーム；(iv)第1の型のインフルエンザウイ
ルス遺伝子分節の5'近位のコード領域又はそれらの誘導体において認められるパッケージ
ングシグナル；及び、(v)第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の5'非コード領域
又はそれらの誘導体において認められるパッケージングシグナル：を含み、並びに、(b)
少なくとも1つの遺伝子分節は：(i)第2の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の3'非
コード領域又はそれらの誘導体において認められるパッケージングシグナル；(ii)第1の
型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の3'近位のコード領域内の任意の開始コドンが変
異されている、第2の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の3'近位のコード領域又は
それらの誘導体において認められるパッケージングシグナル；(iii)インフルエンザウイ
ルス遺伝子分節の1、2、3、4、5、6、7又は8つに対し異種であるオープンリーディングフ
レーム；(iv)第2の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の5'近位のコード領域又はそ
れらの誘導体において認められるパッケージングシグナル；及び、(v)第2の型のインフル
エンザウイルス遺伝子分節の5'非コード領域又はそれらの誘導体において認められるパッ
ケージングシグナル：を含む。ある実施態様において、3'近位のコード領域配列は、イン
フルエンザウイルスNS又はM遺伝子分節に由来している。具体的実施態様において、3'近
位のコード領域配列は、インフルエンザウイルスNS遺伝子分節に由来し、かつ3'近位のコ
ード領域は、mRNA 5'スプライス部位を除外するように変異されている。別の具体的実施
態様において、3'近位のコード領域配列は、インフルエンザウイルスM遺伝子分節に由来
し、かつ3'近位のコード領域は、遠位5'スプライス部位を除去するように変異されている
。ある実施態様において、組換えインフルエンザウイルスは、弱毒化されている。一部の
実施態様において、組換えインフルエンザウイルスは、インフルエンザウイルスの2つの
異なる型、すなわち亜型又は菌株由来のインフルエンザウイルス抗原をコード及び/又は
発現している。具体的実施態様において、組換えインフルエンザウイルスは、インフルエ
ンザウイルスの2つの異なる型、すなわち亜型又は菌株由来のHA抗原をコード及び/又は発
現している。例えば組換えインフルエンザウイルスは、H1HA抗原及びH3HA抗原をコード及
び/又は発現している。一部の実施態様において、1つのHA抗原は、季節性インフルエンザ
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ウイルスに由来し、かつ他方のHA抗原は、汎流行性インフルエンザウイルスに由来してい
る。具体的実施態様において、これら2つのHA抗原は各々、弱毒化変異を含む。ある実施
態様において、組換えインフルエンザウイルスは、インフルエンザウイルス抗原及び少な
くとも1、2、3若しくは4の、又は1～3、1～4、若しくは2～4の非インフルエンザウイルス
抗原(例えば、細菌病原体、又はインフルエンザウイルス以外のウイルス病原体に由来す
る抗原)をコード及び/又は発現している。これらの実施態様に従い、一部の実施態様にお
いて、1つの遺伝子分節の異種オープンリーディングフレームは、他方の遺伝子分節によ
りコードされたインフルエンザウイルス抗原よりも異なるインフルエンザウイルスの型、
すなわち亜型又は菌株に由来するインフルエンザウイルス抗原をコードすることができる
。他の実施態様において、1つの遺伝子分節の異種オープンリーディングフレームは、非
インフルエンザウイルス抗原(例えば、細菌抗原、腫瘍抗原、又はインフルエンザウイル
ス抗原以外のウイルス抗原)をコードすることができる。
【００２２】
　具体的実施態様において、本明細書に記載される9-分節化された組換えインフルエンザ
ウイルスは、先に説明されたものよりも9番目の分節をより安定して取り込んでいる。あ
る実施態様において、本明細書に記載される9-分節化された組換えインフルエンザウイル
スは、当該技術分野において公知の技術(例えば、下記実施例に説明された限定希釈法を
含む)により評価されるように、孵化卵若しくは組織培養物において、少なくとも4、5、6
、7、8又はそれ以上の継代にわたり、又は4～6、4～8、若しくは5～8の継代にわたり、9
番目の分節を維持している。
【００２３】
　別の態様において、本明細書に記載される核酸配列を含む基体(例えば、宿主細胞及び
卵)が、本明細書に提供される。一実施態様において、キメラインフルエンザウイルス遺
伝子分節又はそれらの相補体を含む基体が、本明細書に提供される。別の実施態様におい
て、キメラインフルエンザウイルス遺伝子分節又はそれらの相補体をコードしているヌク
レオチド配列を含む核酸配列を含む基体が、本明細書に提供される。
【００２４】
　別の態様において、本明細書に記載されるキメラインフルエンザウイルス遺伝子分節を
1、2又はそれ以上含む組換えインフルエンザウイルスを含む基体が、本明細書に提供され
る。別の態様において、本明細書に記載されるキメラインフルエンザウイルス遺伝子分節
を1、2又はそれ以上含む組換えインフルエンザウイルスを含む組成物が、本明細書に提供
される。
【００２５】
　別の態様において、本明細書に記載される核酸配列又は組換えインフルエンザウイルス
を含むキットが、本明細書に提供される。一実施態様において、本明細書に提供されるキ
ットは、1個以上の容器内に、本明細書に記載される核酸配列を含む。別の実施態様にお
いて、本明細書に提供されるキットは、1個以上の容器内に、本明細書に記載される組換
えインフルエンザウイルスを含む。
【００２６】
　更に別の態様において、1、2又はそれ以上のキメラインフルエンザウイルス遺伝子分節
を含む組換えインフルエンザウイルスを使用する方法が、本明細書に提供される。一実施
態様において、本明細書に記載される組換えインフルエンザウイルス又はそれらの組成物
を対象へ投与することを含む、対象においてインフルエンザウイルスに対する免疫応答を
誘発する方法が、本明細書に提供される。別の実施態様において、本明細書に記載される
組換えインフルエンザウイルス又はそれらの組成物を対象に投与することを含む、対象に
おけるインフルエンザウイルス感染を予防及び/又は治療する方法が、本明細書に提供さ
れる。別の実施態様において、本明細書に記載される組換えインフルエンザウイルス又は
それらの組成物を対象に投与することを含む、対象におけるインフルエンザウイルス疾患
を予防及び/又は治療する方法が、本明細書に提供される。別の実施態様において、本明
細書に記載される組換えインフルエンザウイルス又はそれらの組成物を利用し、インフル
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エンザウイルスに結合する抗体を生成又は同定する方法が、本明細書に提供される。
【００２７】
(3.1　用語)
　本明細書で用いるように、インフルエンザウイルス遺伝子分節又はキメラインフルエン
ザウイルス遺伝子分節との関連において、句「再集合能」とは、インフルエンザウイルス
の少なくとも1生活環を通じて他のインフルエンザウイルス遺伝子分節又はキメラインフ
ルエンザウイルス遺伝子分節から独立して分離し、かつインフルエンザウイルスゲノム内
の残りのインフルエンザウイルス遺伝子分節と組み合わせて複製能を有する(replication
 competent)ウイルスをコードする、インフルエンザウイルス遺伝子分節又はキメライン
フルエンザウイルス遺伝子分節の能力を説明するために使用される。インフルエンザウイ
ルスとの関連において、句「再集合能」とは、組み合わせられた遺伝子分節を有する子孫
インフルエンザウイルスが複製能を持つように、インフルエンザウイルスの遺伝子分節の
いずれか1つを、異なるインフルエンザウイルスの遺伝子分節と組み合わせるインフルエ
ンザウイルスの能力を説明するために、本明細書において使用される。混合された遺伝子
分節のある組み合わせが、複製コンピテントなウイルス又は低下した複製能を有するウイ
ルスを生じない場合、インフルエンザウイルスは、低下した再集合能が低下していること
になる。ある実施態様において、低下した複製コンピテンスを持つインフルエンザウイル
スとは、同型の野生型インフルエンザウイルスにより生じた複製後代よりも、少なくとも
1log、1.5log、2log、2.5log、3log、3.5log、4log、4.5log、5log、5.5log、6log、6.5l
og、7log、7.5log、8log、8.5log、9log又は10log低い複製後代の力価を生じるウイルス
である。
【００２８】
　本明細書で用いるように、数字と一緒に用いられる場合、用語「約」又は「およそ」は
、言及される数字の1、5又は10％以内の任意の数字を指す。
【００２９】
　本明細書で用いるように、インフルエンザウイルス遺伝子分節との関連で用語「誘導体
」は、インフルエンザウイルスの特定のヌクレオチド配列と少なくとも50％、55％、60％
、65％、70％、75％、80％、85％、90％、95％又は98％同一であるヌクレオチド配列、又
はストリンジェントな条件下でインフルエンザウイルスの特定のヌクレオチド配列にハイ
ブリダイズするヌクレオチド配列を指す。
【００３０】
　本明細書で用いるように、対象への療法の投与との関連で用語「有効量」は、予防及び
/又は治療効果を有する療法の量を指す。ある実施態様において、対象への療法の投与と
の関連で「有効量」は、以下の効果の1、2、3、4個又はそれ以上を達成するのに十分であ
る療法の量を指す：(i)インフルエンザウイルス感染、インフルエンザウイルス疾患又は
それらに付随する症状の重症度を低減又は改善すること；(ii)インフルエンザウイルス感
染、インフルエンザウイルス疾患又はそれらに付随する症状の持続期間を短縮すること；
(iii)インフルエンザウイルス感染、インフルエンザウイルス疾患又はそれらに付随する
症状の進行を予防すること；(iv)インフルエンザウイルス感染、インフルエンザウイルス
疾患又はそれらに付随する症状の退行をもたらすこと；(v)インフルエンザウイルス感染
、インフルエンザウイルス疾患又はそれらに付随する症状の発達又は発症を予防すること
；(vi)インフルエンザウイルス感染、インフルエンザウイルス疾患又はそれらに付随する
症状の再発を予防すること；(vii)1つの細胞から別の細胞、1つの組織から別の組織、又
は1つの臓器から別の臓器へのインフルエンザウイルスの伝播を低減又は防止すること；(
viii)1対象から別の対象へのインフルエンザウイルスの伝播/伝染を予防又は低減するこ
と；(ix)インフルエンザウイルス感染又はインフルエンザウイルス疾患に付随する臓器不
全を低減すること；(x)対象の入院を減少させること；(xi)入院期間を短縮すること；(xi
i)インフルエンザウイルス感染又はそれらに付随する疾患を有する対象の生存を増加させ
ること；(xiii)インフルエンザウイルス感染又はそれらに付随する疾患を除去すること；
(xiv)インフルエンザウイルスの複製を阻害又は低減すること；(xv)宿主細胞へのインフ
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ルエンザウイルスの結合又は融合を阻害又は低減すること；(xvi)宿主細胞へのインフル
エンザウイルスの侵入を阻害又は低減すること；(xvii)インフルエンザウイルスゲノムの
複製を阻害又は低減すること；(xviii)インフルエンザウイルスタンパク質の合成を阻害
又は低減すること；(xix)インフルエンザウイルス粒子の構築を阻害又は低減すること；(
xx)宿主細胞からのインフルエンザウイルス粒子の放出を阻害又は低減すること；(xxi)イ
ンフルエンザウイルス力価を低下させること；(xxii)インフルエンザウイルス感染又はイ
ンフルエンザウイルス疾患に付随した症状の数を減少させること；(xxiii)別の療法の予
防効果又は治療効果を増強、改善、補充、相補、又は増加すること；(xxiv)インフルエン
ザウイルス感染に付随した二次感染症の発症又は進行を防止すること；並びに/又は、(xx
v)インフルエンザウイルス感染に続発する細菌性肺炎の発症を予防又は疾患重症度を減退
させること。有効量の例証的投与量は、下記5.7.2節に提供される。
【００３１】
　ある実施態様において、療法の有効量はインフルエンザウイルス疾患からの完全な保護
をもたらさないが、未処置の対象と比較してより低い力価の又は少ない数のインフルエン
ザウイルスをもたらす。ある実施態様において、療法の有効量は、未処置の対象と比較し
て0.5倍、1倍、2倍、4倍、6倍、8倍、10倍、15倍、20倍、25倍、50倍、75倍、100倍、125
倍、150倍、175倍、200倍、300倍、400倍、500倍、750倍、又は1,000倍又はそれ以上のイ
ンフルエンザウイルスの力価の低下をもたらす。一部の実施態様において、療法の有効量
は、未処置の対象と比較しておよそ1log以上、およそ2log以上、およそ3log以上、およそ
4log以上、およそ5log以上、およそ6log以上、およそ7log以上、およそ8log以上、およそ
9log以上、およそ10log以上、1～5log、2～10log、2～5log、又は2～8logのインフルエン
ザウイルスの力価の低下をもたらす。インフルエンザウイルスの力価、数又は総負荷の減
少の利点には、重症度のより低い感染症状、より少ない感染症状、感染に付随する疾患の
長さの短縮、及びインフルエンザウイルス感染に続発する細菌性肺炎の発症の予防又は疾
患重症度の減退が含まれるが、これらに限定されない。
【００３２】
　本明細書で用いるように、用語「ヒト高齢者」は、65歳以上のヒトを指す。
【００３３】
　本明細書で用いるように、核酸配列との関連で用語「断片」は、親配列由来の少なくと
も2つ又は少なくとも3つの連続ヌクレオチドを含むヌクレオチド配列を指す。具体的実施
態様において、この用語は、2～30、5～30、10～60、25～100、150～300又はそれ以上の
親配列由来の連続ヌクレオチドのヌクレオチド配列を指す。別の実施態様において、この
用語は、少なくとも5、10、15、20、25、30、35、40、45、50、55、60、65、70、75、80
、85、90、95、100、110、125、150、175、200、250、275、300、325、350、375、400、4
25、450又は475の親配列の連続ヌクレオチドのヌクレオチド配列を指す。
【００３４】
　本明細書で用いるように、アミノ酸配列との関連で用語「断片」は、親配列由来の少な
くとも2つの連続アミノ酸残基を含むアミノ酸配列を指す。具体的実施態様において、こ
の用語は、2～30、5～30、10～60、25～100、150～300又はそれ以上の親配列由来の連続
アミノ酸残基のアミノ酸配列を指す。別の実施態様において、この用語は、少なくとも5
、10、15、20、25、30、35、40、45、50、55、60、65、70、75、80、85、90、95、100、1
10、125、150、175、200、250、275、300、325、350、375、400、425、450又は475の親配
列の連続アミノ酸残基のアミノ酸配列を指す。
【００３５】
　本明細書で用いるように、用語「異種」は、別の単位に会合することが天然には認めら
れない単位を指す。例えば、2つのヌクレオチド配列が互いに天然には会合することが認
められない場合、第1のヌクレオチド配列は、第2のヌクレオチド配列に対し異種であると
言われる。
【００３６】
　本明細書で用いるように、用語「宿主細胞」は、任意の型の細胞、例えば初代細胞又は
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細胞株由来の細胞を指す。具体的実施態様において、用語「宿主細胞」は、核酸分子によ
りトランスフェクションされた細胞、又はそのような細胞の後代及び可能性のある後代を
指す。後続世代において起こり得る変異若しくは環境の影響又は宿主細胞ゲノムへの核酸
分子の組込みのため、そのような細胞の後代は、核酸分子によりトランスフェクションさ
れた親細胞と同一ではないことがある。
【００３７】
　本明細書で用いるように、用語「ヒト成人」は、18歳以上のヒトを指す。
【００３８】
　本明細書で用いるように、用語「ヒト小児」は、1歳から18歳までのヒトを指す。
【００３９】
　本明細書で用いるように、用語「ヒト乳児」は、新生児から1歳までのヒトを指す。
【００４０】
　本明細書で用いるように、用語「ストリンジェント条件下でのハイブリダイズ」とは、
その条件下で、互いに少なくとも50％(好ましくは、55％、60％、65％、70％、75％、80
％、85％、90％、95％又は98％)同一であるヌクレオチド配列が、典型的には互いにハイ
ブリダイズされ続ける、ハイブリダイゼーション及び洗浄の条件を説明する。そのような
ストリンジェントな条件は、当業者に公知であり、かつ「分子生物学最新プロトコール(C
urrent Protocols in Molecular Biology)」、John Wiley & Sons社、ニューヨーク(1989
)の6.3.1-6.3.6.に認めることができる。
【００４１】
　概して、ストリンジェント条件は、規定されたイオン強度、pHで、特定の配列に関する
融解温度(Tm)よりも約5～10℃低いようにように選択される。Tmは、標的に相補的なプロ
ーブの50％が、標的配列に、平衡状態でハイブリダイズする温度(規定されたイオン強度
、pH、及び核酸濃度下)である(標的配列は過剰に存在するので、Tmでは、プローブの50％
は平衡状態で占拠される)。ストリンジェント条件とは、塩濃度が、pH7.0～8.3で、約1.0
Mナトリウムイオン未満、典型的には約0.01～1.0Mナトリウムイオン濃度(又は他の塩)で
あり、並びに温度が、短プローブ(例えば10～50ヌクレオチド)については低くとも約30℃
及び長プローブ(例えば50ヌクレオチド以上)については低くとも60℃である条件であろう
。ストリンジェント条件は、例えばホルムアミドなどの脱安定化剤の添加によっても達成
され得る。選択的又は特異的ハイブリダイゼーションに関して、陽性シグナルは、バック
グラウンドハイブリダイゼーションの少なくとも2倍、好ましくはバックグラウンドの10
倍である。
【００４２】
　ひとつの非限定的例において、ストリンジェントハイブリダイゼーション条件は、6×
塩化ナトリウム/クエン酸ナトリウム(SSC)、約45℃でのハイブリダイゼーション、引き続
きの0.1×SSC、0.2％SDS、約68℃での1回以上の洗浄である。特定の非限定的例において
、ストリンジェントハイブリダイゼーション条件は、6×SSC、約45℃でのハイブリダイゼ
ーション、引き続きの0.2×SSC、0.1％SDS、50～65℃での1回以上の洗浄(すなわち50℃、
55℃、6O℃又は65℃で1回以上の洗浄)である。本明細書に記載される核酸は、これらの条
件下で、A又はTヌクレオチドのみからなるヌクレオチド配列に単にハイブリダイズする核
酸分子を含まないことが理解される。
【００４３】
　本明細書で用いるように、対象への療法の投与との関連で用語「併用」は、2つ以上の
療法の使用を指す。用語「併用」の使用は、療法が対象に投与される順序を制限しない。
第1の療法は、対象への第2の療法の投与の前に(例えば、5分、15分、30分、45分、1時間
、2時間、4時間、6時間、12時間、24時間、48時間、72時間、96時間、1週、2週、3週、4
週、5週、6週、8週又は12週前に)、同時に、又は後に(例えば、5分、15分、30分、45分、
1時間、2時間、4時間、6時間、12時間、24時間、48時間、72時間、96時間、1週、2週、3
週、4週、5週、6週、8週又は12週後に)投与されることができる。
【００４４】
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　本明細書で用いるように、用語「感染」は、細胞又は対象におけるウイルスの侵入、増
殖及び/又は存在を意味する。一実施態様では、感染は「活動性」感染、すなわちウイル
スが細胞又は対象で複製しているものである。そのような感染は、ウイルスによって最初
に感染した細胞、組織及び/又は臓器からの、他の細胞、組織及び/又は臓器へのウイルス
の伝播を特徴とする。感染は、潜伏性の感染、すなわちウイルスが複製していないもので
あってもよい。ある実施態様において、感染は、細胞又は対象におけるウイルスの存在か
ら生じる、或いはウイルスによる細胞又は対象への侵入による病理学的状態を指す。
【００４５】
　本明細書で用いるように、用語「インフルエンザウイルス疾患」及びインフルエンザウ
イルス感染に随伴した疾患を指す句は、細胞又は対象におけるインフルエンザウイルス(
例えば、A型若しくはB型インフルエンザウイルス)の存在、或いは細胞又は対象へのイン
フルエンザウイルスによる侵入から生じる病理学的状態を指す。具体的実施態様において
、本用語はインフルエンザウイルスに起因する呼吸器疾患を指す。
【００４６】
　本明細書で用いるように、句「IFN欠損系」又は「IFN欠損基体」は、以下の系、例えば
細胞、細胞株、及びマウス、ニワトリ、七面鳥、ウサギ、ラット、ウマなどの動物を指す
：(a)1、2又はそれ以上の型のIFNを生成しないか、又は任意の型のIFNを生成しないか、
又は1、2又はそれ以上の型のIFNを低レベル生成するか、又は低レベルの任意のIFNを生成
するか(すなわち、同じ条件下でのIFNコンピテント系と比較して5～10％、10～20％、20
～30％、30～40％、40～50％、50～60％、60～70％、70～80％、80～90％又はそれ以上の
任意のIFN発現の低下)、又は、(b)1、2又はそれ以上の型のIFNに応答しないか又はより非
効率的に応答するか、並びに/又は、(c)1、2又はそれ以上の型のIFNによって誘導される
、若しくは任意の型のIFNによって誘導される抗ウイルス遺伝子の活性に欠損のある系。
【００４７】
　「単離された」タンパク質(例えば抗体)には、そこからタンパク質が由来する細胞又は
組織給源からの細胞物質又は異種タンパク質(本明細書において夾雑タンパク質とも称さ
れる)が実質的に含まれないか、或いは、化学的に合成される場合には化学前駆体又は他
の化学物質が実質的に含まれない。語句「細胞物質が実質的に含まれない」とは、タンパ
ク質が、そこから単離された若しくは組換えにより生成された細胞の細胞成分から分離さ
れている、タンパク質(例えば抗体)の調製物を含む。従って、細胞物質を実質的に含まな
いタンパク質(例えば抗体)は、異種タンパク質を約30％、20％、10％、又は5％(乾燥重量
による)未満有するタンパク質の調製物が含まれる。タンパク質が組換えにより生成され
る場合、培養培地を実質的に含まないことも好ましく、すなわち培養培地はタンパク質調
製物の容積の約20％、10％、又は5％未満に相当する。タンパク質が化学合成により生成
される場合、化学前駆体又は他の化学物質を実質的に含まないことも好ましく、すなわち
これはタンパク質の合成に関与した化学前駆体又は他の化学物質から分離される。従って
そのようなタンパク質調製物は、関心対象のタンパク質以外の化学前駆体又は化合物を約
30％、20％、10％、5％(乾燥重量による)未満有する。別の具体的実施態様において、本
明細書に記載される抗体は、単離されている。
【００４８】
　本明細書で用いるように、核酸との関連で用語「単離された」は、核酸分子の天然の給
源中に存在する他の核酸分子から分離されている核酸分子、又は化学的に合成された場合
に化学前駆体若しくは他の化学物質を実質的に含まない核酸分子を指す。更に「単離され
た」cDNA分子などの核酸分子は、他の細胞物質を、若しくは組換え技術により生成される
場合は培養培地を実質的に含まないか、又は化学的に合成される場合は化学前駆体又は他
の化学物質を実質的に含まないことができるが；しかし「単離された」とは、cDNAライブ
ラリーなどのクローンのライブラリーの一員は除外する。具体的実施態様において、本明
細書に記載される核酸は単離されている。
【００４９】
　本明細書で用いるように、用語「管理する」、「管理すること」及び「管理」は、感染
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又はそれらに付随する疾患の治癒を生じない対象が療法(例えば予防薬又は治療薬)から誘
導する有益な作用を指す。ある実施態様において、対象は、インフルエンザウイルス疾患
、又はそれらの1以上の症状を「管理する」ために、1種以上の療法(例えば予防薬又は治
療薬)が投与され、その結果この疾患の進行又は増悪を防止する。
【００５０】
　本明細書で用いるように、句「感染多重度」又は「MOI」は、1つの感染細胞あたりのウ
イルスの平均数である。MOIは、加えたウイルスの数(加えたml×プラーク形成単位(pfu))
を、加えた細胞数(加えたml×細胞数/ml)で割ることによって決定される。
【００５１】
　本明細書で用いるように、用語「核酸」は、デオキシリボヌクレオチド、デオキシリボ
核酸、リボヌクレオチド、及びリボ核酸、並びにそれらの重合型をいい、かつ一本鎖型又
は二本鎖型のいずれかを含む。核酸は、デオキシリボ核酸(「DNA」)及びリボ核酸(「RNA
」)などの天然の核酸に加え、核酸アナログを含む。核酸アナログは、非天然塩基、天然
のホスホジエステル結合以外の他のヌクレオチドとの連結に関与するヌクレオチド、又は
ホスホジエステル結合以外の連結を介して結合された塩基を含むものが挙げられる。従っ
て核酸アナログは、例えば非限定的に、ホスホロチオエート、ホスホロジチオアート、ホ
スホロトリエステル、ホスホロアミデート、ボラノホスフェート、メチルホスホネート、
キラル-メチルホスホネート、2-O-メチルリボヌクレオチド、ペプチド核酸(PNA)、ロック
ド核酸(LNA)などを含む。
【００５２】
　「パーセント同一性：」2つのアミノ酸配列又は2つの核酸配列のパーセント同一性を決
定するために、これらの配列は、最適な比較をするように整列させられる(例えば、第2の
アミノ酸配列又は核酸配列と最適に整列させるために、ギャップを、第1のアミノ酸配列
又は核酸配列の配列中に導入することができる)。次に対応するアミノ酸位置又はヌクレ
オチド位置でアミノ酸残基又はヌクレオチドが比較される。第1配列中の位置が、第2配列
中の対応する位置と同じアミノ酸残基又はヌクレオチドにより占拠されている場合、これ
らの分子は、その位置で同一である。2つの配列間のパーセント同一性は、これらの配列
により共有される同一位置の数の関数である(すなわち、同一性(％)＝同一の重複する位
置の数／位置の総数×100％)。一実施態様において、これらの2つの配列は同じ長さであ
る。
【００５３】
　2つの配列間のパーセント同一性の決定は、数値計算用アルゴリズムを使用し達成する
こともできる。2つの配列の比較に利用される数値計算用アルゴリズムの1つの非限定的例
は、Karlin及びAltschulの文献(1993, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 90: 5873-5877)
の中で修正された、Karlin及びAltschulの文献のアルゴリズム(1990, Proc. Natl. Acad.
 Sci. U.S.A. 87: 2264-2268)である。そのようなアルゴリズムは、Altschulらの文献(19
90, J. Mol. Biol. 215: 403)のNBLASTプログラム及びXBLASTプログラムに組み込まれて
いる。BLASTヌクレオチド検索は、NBLASTヌクレオチドプログラムのパラメータのセット
で実行し、例えば、本明細書に記載される核酸と相同なヌクレオチド配列を得るためには
、スコア＝100、ワードレングス＝12で実行することができる。BLASTタンパク質検索は、
XBLASTプログラムのパラメータのセットで実行し、例えば、本明細書に記載されるタンパ
ク質と相同なアミノ酸配列を得るためには、スコア＝50、ワードレングス＝3で実行する
ことができる。比較目的でギャップ付き整列を得るためには、Gapped BLASTを、Altschul
らの文献(1997, Nucleic Acids Res. 25: 3389-3402)に説明されたように利用することが
できる。或いは、PSI-BLASTを、分子間の距離の相関関係を検出する反復検索を実行する
ために使用することができる(同書)。BLAST、Gapped BLAST、及びPSI-Blastプログラムを
利用する場合、それぞれのプログラム(例えばXBLAST及びNBLAST)のデフォルトのパラメー
タを使用することができる(例えばNCBIウェサイトを参照されたい)。配列の比較に利用さ
れる数値計算用アルゴリズムの別の非限定的例は、Myers及びMillerの文献(1988, CABIOS
 4: 11-17)のアルゴリズムである。そのようなアルゴリズムは、GCG配列整列ソフトウェ
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アパッケージの一部であるALIGNプログラム(バージョン2.0)に組み込まれている。アミノ
酸配列比較のためにALIGNプログラムを利用する場合、PAM 120重み残基テーブル(weight 
residue table)、ギャップレングスペナルティ12、及びギャップペナルティ4を使用する
ことができる。
【００５４】
　2つの配列の間のパーセント同一性は、許容されるギャップ付きで又は付けずに、前述
の技術に類似した技術を用いて決定することができる。パーセント同一性の計算において
、典型的には正確なマッチのみがカウントされる。
【００５５】
　本明細書で用いるように、対象への療法の投与との関連で用語「予防する」、「予防す
ること」及び「予防」は、療法又は療法の組合せの投与から生じる予防効果を指す。具体
的実施態様において、インフルエンザウイルス疾患を予防するための対象への療法の投与
との関連で用語「予防する」、「予防すること」及び「予防」は、療法又は療法の組合せ
の投与から生じる1以上の下記の効果を指す：(i)インフルエンザウイルス疾患又はその症
状(例えば発熱、筋肉痛、浮腫、炎症浸潤)の発達又は発症の阻害又は軽減；(ii)インフル
エンザウイルス疾患又はそれらに付随する症状の再発の阻害又は軽減；並びに、(iii)イ
ンフルエンザウイルスの感染及び/又は複製の減少又は阻害。
【００５６】
　別の具体的実施態様において、インフルエンザウイルス感染を予防するための対象への
療法の投与との関連で用語「予防する」、「予防すること」及び「予防」は、療法又は療
法の組合せの投与から生じる1以上の下記の効果を指す：(i)1つの細胞から別の細胞への
インフルエンザウイルスの伝播の減少又は阻害；(ii)1つの臓器又は組織から別の臓器又
は組織へのインフルエンザウイルスの伝播の減少又は阻害；並びに/又は、(iii)臓器又は
組織の1つの領域から臓器又は組織の別の領域へのインフルエンザウイルスのの伝播の減
少又は阻害(例えば、上気道から下気道へのインフルエンザウイルスの伝播の減少)。
【００５７】
　本明細書で用いるように、インフルエンザウイルス遺伝子分節のオープンリーディング
フレームとの関連で用語「3'近位の」とは、オープンリーディングフレームの5'末端へ向
かうオープンリーディングフレームの開始コドンから始まるヌクレオチドを指す。ある実
施態様において、用語「3'近位のヌクレオチド」は、オープンリーディングフレームの5'
末端へ向かう開始コドンから始まるオープンリーディングフレームの最初の20～250ヌク
レオチド内の1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、2
0又はそれ以上のヌクレオチドを指す。
【００５８】
　本明細書で用いるように、インフルエンザウイルス遺伝子分節との関連で用語「3'近位
のコード領域」とは、インフルエンザウイルス遺伝子分節のコード領域の3'末端から最初
の5～450ヌクレオチド、又は5と450の間の任意の整数を指す。具体的実施態様において、
3'近位のコード領域配列は、インフルエンザウイルス遺伝子分節のコード領域の3'末端か
ら最初の5～25ヌクレオチド、又は5と25の間の任意の整数を指す。別の実施態様において
、3'近位のコード領域配列は、インフルエンザウイルス遺伝子分節のコード領域の3'末端
から最初の25～50ヌクレオチド、又は25と50の間の任意の整数を指す。別の実施態様にお
いて、3'近位のコード領域配列は、インフルエンザウイルス遺伝子分節のコード領域の3'
末端から最初の50～100ヌクレオチド、又は50と100の間の任意の整数を指す。別の実施態
様において、3'近位のコード領域配列は、インフルエンザウイルス遺伝子分節のコード領
域の3'末端から最初の50～150ヌクレオチド、又は50と150の間の任意の整数を指す。別の
実施態様において、3'近位のコード領域配列は、インフルエンザウイルス遺伝子分節のコ
ード領域の3'末端から最初の100～250ヌクレオチド、又は100と250の間の任意の整数を指
す。
【００５９】
　本明細書で用いるように、インフルエンザウイルス遺伝子分節のオープンリーディング
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との関連で用語「3'末端」とは、オープンリーディングフレームの5'末端へ向かうオープ
ンリーディングフレームの開始コドンから始まる最初の20～250ヌクレオチドを指す。
【００６０】
　本明細書で用いるように、インフルエンザウイルス遺伝子分節のオープンリーディング
フレームとの関連で用語「5'近位の」とは、オープンリーディングフレームの3'末端へ向
かうオープンリーディングフレームの終止コドンから始まるヌクレオチドを指す。ある実
施態様において、用語「5'近位のヌクレオチド」は、オープンリーディングフレームの3'
末端へ向かう終始コドンから始まるオープンリーディングフレームの最初の30～250ヌク
レオチド内の1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、2
0、21、22、23、24、25、26、27、28、29、30又はそれ以上のヌクレオチドを指す。
【００６１】
　本明細書で用いるように、インフルエンザウイルス遺伝子分節との関連で用語「5'近位
のコード領域」とは、インフルエンザウイルス遺伝子分節のコード領域の5'末端から最初
の5～450ヌクレオチド、又は5と450の間の任意の整数を指す。具体的実施態様において、
5'近位のコード領域配列は、インフルエンザウイルス遺伝子分節のコード領域の5'末端か
ら最初の5～25ヌクレオチド、又は5と25の間の任意の整数を指す。別の実施態様において
、5'近位のコード領域配列は、インフルエンザウイルス遺伝子分節のコード領域の5'末端
から最初の25～50ヌクレオチド、又は25と50の間の任意の整数を指す。別の実施態様にお
いて、5'近位のコード領域配列は、インフルエンザウイルス遺伝子分節のコード領域の5'
末端から最初の50～100ヌクレオチド、又は50と100の間の任意の整数を指す。別の実施態
様において、5'近位のコード領域配列は、インフルエンザウイルス遺伝子分節のコード領
域の5'末端から最初の50～150ヌクレオチド、又は50と150の間の任意の整数を指す。別の
実施態様において、5'近位のコード領域配列は、インフルエンザウイルス遺伝子分節のコ
ード領域の5'末端から最初の100～250ヌクレオチド、又は100と250の間の任意の整数を指
す。
【００６２】
　本明細書で用いるように、インフルエンザウイルス遺伝子分節のオープンリーディング
フレームとの関連で用語「5'末端」とは、オープンリーディングフレームの3'末端へ向か
うオープンリーディングフレームの終始コドンから始まる最初の30～250ヌクレオチドを
指す。
【００６３】
　本明細書で用いるように、用語「対象」又は「患者」は互換的に用いられ、動物(例え
ば、トリ、爬虫類及び哺乳類)を指す。具体的実施態様において、対象はトリである。別
の実施態様では、対象は、非霊長類(例えば、ラクダ、ロバ、シマウマ、ウシ、ブタ、ウ
マ、ヤギ、ヒツジ、ネコ、イヌ、ラット及びマウス)及び霊長類(例えば、サル、チンパン
ジー及びヒト)を含む哺乳類である。別の実施態様においては、対象はヒトである。別の
実施態様では、対象はヒト乳児である。別の実施態様においては、対象はヒト小児である
。別の実施態様においては、対象はヒト成人である。別の実施態様においては、対象はヒ
ト高齢者である。別の実施態様においては、対象はヒト以外の動物である(例えば、非-ヒ
ト哺乳類又はトリ)。
【００６４】
　本明細書で用いるように、用語「療法(複数)」及び「療法」は、ウイルス感染若しくは
疾患又はそれらに付随する症状の予防又は治療で用いることができる、任意のプロトコー
ル、方法、化合物、組成物、製剤及び/又は薬剤を指すことができる。ある実施態様にお
いて、用語「療法(複数)」及び「療法」は、当業者に公知であるウイルス感染若しくは疾
患又はそれらに付随する症状の治療又は予防で有用な、生物学的療法、支持療法及び/又
は他の療法を指す。一部の実施態様において、用語「療法」は、免疫原性組成物(例えば
、インフルエンザウイルスワクチン)を指す。
【００６５】
　本明細書で用いるように、対象への療法の投与との関連で用語「治療する」、「治療」
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及び「治療すること」は、療法又は療法の組合せの投与から生じる有益な又は治療的な効
果を指す。具体的実施態様において、そのような用語は、療法又は療法の組合せの投与か
ら生じる以下の効果のうちの1つ、2つ、3つ、4つ、5つ又はそれ以上を指す：(i)インフル
エンザウイルス感染、インフルエンザウイルス疾患又はそれらに付随する症状の重症度の
低減又は改善；(ii)インフルエンザウイルス感染、インフルエンザウイルス疾患又はそれ
らに付随する症状の持続期間の短縮；(iii)インフルエンザウイルス感染、インフルエン
ザウイルス疾患又はそれらに付随する症状の進行の防止；(iv)インフルエンザウイルス感
染、インフルエンザウイルス疾患又はそれらに付随する症状の退行；(v)インフルエンザ
ウイルス感染、インフルエンザウイルス疾患又はそれらに付随する症状の発達又は発症の
予防；(vi)インフルエンザウイルス感染、インフルエンザウイルス疾患又はそれらに付随
する症状の再発の防止；(vii)1つの細胞から別の細胞、1つの組織から別の組織、1つの臓
器から別の臓器へのインフルエンザウイルスの伝播の減少又は予防；(viii)1つの対象か
ら別の対象へのインフルエンザウイルスの伝播/伝染の予防又は減少；(ix)インフルエン
ザウイルス感染又はインフルエンザウイルス疾患に付随する臓器不全の低減；(x)対象の
入院の減少；(xi)入院期間の短縮；(xii)インフルエンザウイルス感染又はそれらに付随
する疾患を伴う対象の生存の延長；(xiii)インフルエンザウイルス感染又はそれらに付随
する疾患の除去；(xiv)インフルエンザウイルス複製の阻害又は低減；(xv)宿主細胞への
インフルエンザウイルスの結合又は融合の阻害又は低減；(xvi)宿主細胞へのインフルエ
ンザウイルスの侵入の阻害又は低減；(xvii)インフルエンザウイルスゲノムの複製の阻害
又は低減；(xviii)インフルエンザウイルスタンパク質の合成の阻害又は低減；(xix)イン
フルエンザウイルス粒子の構築の阻害又は低減；(xx)宿主細胞からのインフルエンザウイ
ルス粒子の放出の阻害又は低減；(xxi)インフルエンザウイルスの力価の低下；(xxii)イ
ンフルエンザウイルス感染又はインフルエンザウイルス疾患に関連した症状の数の減少；
(xxiii)別の療法の予防又は治療効果の増強、改善、補充、相補、又は増加；(xxiv)イン
フルエンザウイルス感染に付随する二次感染症の発症又は進行の防止；並びに/又は、(xx
v)インフルエンザウイルス感染に続発する細菌性肺炎の発症の予防又は疾患重症度の減弱
。
【００６６】
　本明細書で用いるように、用語「インフルエンザウイルス遺伝子分節の型」とは、イン
フルエンザウイルスからのHA、NA、NS、PB1、PB2、PA、M、又はNP遺伝子分節を指す。
【００６７】
　本明細書で用いるように、一部の実施態様では、ウイルスとの関連で句「野生型」は、
蔓延し、循環し、かつ典型的疾患の大流行を天然に生じるウイルスの型を指す。
【図面の簡単な説明】
【００６８】
(4. 図面の簡単な説明)
【図１】図1A-1Bは、PR8のPB2パッケージング配列を示す。(A)NheI制限酵素認識部位を持
つインフルエンザPR8ウイルスの3'非コード領域(NCR)(配列番号:1)及び3'近位のコード領
域配列(配列番号:2)のヌクレオチド配列(配列番号:3)。3'NCRには影が付けられ、かつ3'
近位のコード領域配列には下線が付けられている。(B)XhoI制限酵素認識部位を持つイン
フルエンザPR8ウイルスの5'NCR(配列番号:4)及び5'近位のコード領域配列(配列番号:5)の
ヌクレオチド配列(配列番号:6)。5'NCRには影が付けられ、かつ5'近位のコード領域配列
には下線が付けられている。いくつかの大文字化された文字は、ATG開始コドンを欠失す
るために配列に導入された変異を表す。追加の大文字化された文字は、XhoI及びNheI制限
酵素認識部位内に認められる。
【００６９】
【図２】図2A-2Bは、PR8のPB1パッケージング配列を示す。(A)NheI制限酵素認識部位を持
つインフルエンザPR8ウイルスの3'NCR(配列番号:7)及び3'近位のコード領域配列(配列番
号:8)のヌクレオチド配列(配列番号:9)。3'NCRには影が付けられ、かつ3'近位のコード領
域配列には下線が付けられている。(B)XhoI制限酵素認識部位を持つインフルエンザPR8ウ
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イルスの5'NCR(配列番号:10)及び5'近位のコード領域配列(配列番号:11)のヌクレオチド
配列(配列番号:12)。5'NCRには影が付けられ、かつ5'近位のコード領域配列には下線が付
けられている。いくつかの大文字化された文字は、ATG開始コドンを欠失するために配列
に導入された変異を表す。追加の大文字化された文字は、XhoI及びNheI制限酵素認識部位
内に認められる。
【００７０】
【図３】図3A-3Bは、PR8のPAパッケージング配列を示す。(A)NheI制限酵素認識部位を持
つインフルエンザPR8ウイルスの3'NCR(配列番号:13)及び3'近位のコード領域配列(配列番
号:14)のヌクレオチド配列(配列番号:15)。3'NCRには影が付けられ、かつ3'近位のコード
領域配列には下線が付けられている。(B)XhoI制限酵素認識部位を持つインフルエンザPR8
ウイルスの5'NCR(配列番号:16)及び5'近位のコード領域配列(配列番号:17)のヌクレオチ
ド配列(配列番号:18)。5'NCRには影が付けられ、かつ5'近位のコード領域配列には下線が
付けられている。いくつかの大文字化された文字は、ATG開始コドンを欠失するために配
列に導入された変異を表す。追加の大文字化された文字は、XhoI及びNheI制限酵素認識部
位内に認められる。
【００７１】
【図４】図4A-4Bは、PR8のHAパッケージング配列を示す。(A)NheI制限酵素認識部位を持
つインフルエンザPR8ウイルスの3'NCR(配列番号:19)及び3'近位のコード領域配列(配列番
号:20)のヌクレオチド配列(配列番号:21)。3'NCRには影が付けられ、かつ3'近位のコード
領域配列には下線が付けられている。(B)XhoI制限酵素認識部位を持つインフルエンザPR8
ウイルスの5'NCR(配列番号:22)及び5'近位のコード領域配列(配列番号:23)のヌクレオチ
ド配列(配列番号:24)。5'NCRには影が付けられ、かつ5'近位のコード領域配列には下線が
付けられている。いくつかの大文字化された文字は、ATG開始コドンを欠失するために配
列に導入された変異を表す。追加の大文字化された文字は、XhoI及びNheI制限酵素認識部
位内に認められる。
【００７２】
【図５】図5A-5Bは、PR8のNPパッケージング配列を示す。(A)NheI制限酵素認識部位を持
つインフルエンザPR8ウイルスの3'NCR(配列番号:25)及び3'近位のコード領域配列(配列番
号:26)のヌクレオチド配列(配列番号:27)。3'NCRには影が付けられ、かつ3'近位のコード
領域配列には下線が付けられている。(B)XhoI制限酵素認識部位を持つインフルエンザPR8
ウイルスの5'非コード領域NCR(配列番号:28)及び5'近位のコード領域配列(配列番号:29)
のヌクレオチド配列(配列番号:30)。5'NCRには影が付けられ、かつ5'近位のコード領域配
列には下線が付けられている。いくつかの大文字化された文字は、ATG開始コドンを欠失
するために配列に導入された変異を表す。追加の大文字化された文字は、XhoI及びNheI制
限酵素認識部位内に認められる。
【００７３】
【図６】図6A-6Bは、PR8のNAパッケージング配列を示す。(A)NheI制限酵素認識部位を持
つインフルエンザPR8ウイルスの3'NCR(配列番号:31)及び3'近位のコード領域配列(配列番
号:32)のヌクレオチド配列(配列番号:33)。3'NCRには影が付けられ、かつ3'近位のコード
領域配列には下線が付けられている。(B)XhoI制限酵素認識部位を持つインフルエンザPR8
ウイルスの5'NCR(配列番号:34)及び5'近位のコード領域配列(配列番号:35)のヌクレオチ
ド配列(配列番号:36)。5'NCRには影が付けられ、かつ5'近位のコード領域配列には下線が
付けられている。いくつかの大文字化された文字は、ATG開始コドンを欠失するために配
列に導入された変異を表す。追加の大文字化された文字は、XhoI及びNheI制限酵素認識部
位内に認められる。
【００７４】
【図７】図7A-7Bは、PR8のMパッケージング配列を示す。(A)NheI制限酵素認識部位を持つ
インフルエンザPR8ウイルスの3'NCR(配列番号:37)及び3'近位のコード領域配列(配列番号
:38)のヌクレオチド配列(配列番号:39)。3'NCRには影が付けられ、かつ3'近位のコード領
域配列には下線が付けられている。(B)XhoI制限酵素認識部位を持つインフルエンザPR8ウ
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イルスの5'NCR(配列番号:40)及び5'近位のコード領域配列(配列番号:41)のヌクレオチド
配列(配列番号:42)。5'NCRには影が付けられ、かつ5'近位のコード領域配列には下線が付
けられている。図7Aにおいて、52位の大文字化された文字は、mRNA 5'スプライス部位を
除去するために配列に導入された変異を表す。他の大文字化された文字は、ATG開始コド
ンを欠失するために配列に導入された変異を表すか、又はXhoI及びNheI制限酵素認識部位
内に認められる。
【００７５】
【図８】図8A-8Bは、PR8のNSパッケージング配列を示す。(A)NheI制限酵素認識部位を持
つインフルエンザPR8ウイルスの3'NCR(配列番号:43)及び3'近位のコード領域配列(配列番
号:44)のヌクレオチド配列(配列番号:45)。3'NCRには影が付けられ、かつ3'近位のコード
領域配列には下線が付けられている。(B)XhoI制限酵素認識部位を持つインフルエンザPR8
ウイルスの5'NCR(配列番号:46)及び5'近位のコード領域配列(配列番号:47)のヌクレオチ
ド配列(配列番号:48)。5'NCRには影が付けられ、かつ5'近位のコード領域配列には下線が
付けられている。図8Aにおいて、57位の大文字化された文字は、遠位5'スプライス部位を
除去するために配列に導入された変異を表す。他の大文字化された文字は、ATG開始コド
ンを欠失するために配列に導入された変異を表すか、又はXhoI及びNheI制限酵素認識部位
内に認められる。
【００７６】
【図９】図9A-9Bは、PB2に関してオープンリーディングフレーム領域(ORF)パッケージン
グ配列に導入された連続サイレント変異を示す。(A)野生型ORF 3'末端配列(配列番号:49)
。(B)変異したORF 3'末端配列(配列番号:50)。(C)野生型ORF 5'末端配列(配列番号:51)。
(D)変異したORF 5'末端配列(配列番号:52)。
【００７７】
【図１０】図10A-10Bは、PB1に関してオープンリーディングフレーム領域(ORF)パッケー
ジング配列に導入された連続サイレント変異を示す。(A)野生型ORF 3'末端配列(配列番号
:53)。(B)変異したORF 3'末端配列(配列番号:54)。(C)野生型ORF 5'末端配列(配列番号:5
5)。(D)変異したORF 5'末端配列(配列番号:56)。
【００７８】
【図１１】図11A-11Bは、PAに関してオープンリーディングフレーム領域(ORF)パッケージ
ング配列に導入された連続サイレント変異を示す。(A)野生型ORF 3'末端配列(配列番号:5
7)。(B)変異したORF 3'末端配列(配列番号:58)。(C)野生型ORF 5'末端配列(配列番号:59)
。(D)変異したORF 5'末端配列(配列番号:60)。
【００７９】
【図１２】図12A-12Bは、HAに関してオープンリーディングフレーム領域(ORF)パッケージ
ング配列に導入された連続サイレント変異を示す。(A)野生型ORF 3'末端配列(配列番号:6
1)。(B)変異したORF 3'末端配列(配列番号:62)。(C)野生型ORF 5'末端配列(配列番号:63)
。(D)変異したORF 5'末端配列(配列番号:64)。
【００８０】
【図１３】図13A-13Bは、NPに関してオープンリーディングフレーム領域(ORF)パッケージ
ング配列に導入された連続サイレント変異を示す。(A)野生型ORF 3'末端配列(配列番号:6
5)。(B)変異したORF 3'末端配列(配列番号:66)。(C)野生型ORF 5'末端配列(配列番号:67)
。(D)変異したORF 5'末端配列(配列番号:68)。
【００８１】
【図１４】図14A-14Bは、NAに関してオープンリーディングフレーム領域(ORF)パッケージ
ング配列に導入された連続サイレント変異を示す。(A)野生型ORF 3'末端配列(配列番号:6
9)。(B)変異したORF 3'末端配列(配列番号:70)。(C)野生型ORF 5'末端配列(配列番号:71)
。(D)変異したORF 5'末端配列(配列番号:72)。
【００８２】
【図１５】図15A-15Bは、Mに関してオープンリーディングフレーム領域(ORF)パッケージ
ング配列に導入された連続サイレント変異を示す。(A)野生型ORF 3'末端配列(配列番号:7
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3)。(B)変異したORF 3'末端配列(配列番号:74)。(C)野生型ORF 5'末端配列(配列番号:75)
。(D)変異したORF 5'末端配列(配列番号:76)。
【００８３】
【図１６】図16A-16Bは、NSに関してオープンリーディングフレーム領域(ORF)パッケージ
ング配列に導入された連続サイレント変異を示す。(A)野生型ORF 3'末端配列(配列番号:7
7)。(B)変異したORF 3'末端配列(配列番号:78)。(C)野生型ORF 5'末端配列(配列番号:79)
。(D)変異したORF 5'末端配列(配列番号:80)。
【００８４】
【図１７】図17はインフルエンザウイルスA/WSN/33 HA遺伝子分節(GenBank寄託番号J0217
6；GI:324199；配列番号:84) を示す。3'NCRのヌクレオチド配列(配列番号:81)には下線
が付けられ、HAオープンリーディングフレームのヌクレオチド配列(配列番号:82)は標準
フォントの文字であり、かつ5'NCRのヌクレオチド配列(配列番号:83)には二重下線が付け
られている。
【００８５】
【図１８】図18は、インフルエンザウイルスA/WSN/33 NA遺伝子分節(GenBank寄託番号J02
177；GI:324481；配列番号:88) を示す。3'NCRのヌクレオチド配列(配列番号:85)には下
線が付けられ、NAオープンリーディングフレームのヌクレオチド配列(配列番号:86)は標
準フォントの文字であり、かつ5'NCRのヌクレオチド配列(配列番号:87)には二重下線が付
けられている。
【００８６】
【図１９】図19は、インフルエンザウイルスA/WSN/33 M遺伝子分節(GenBank寄託番号L258
14；GI:414302；配列番号:92) を示す。3'NCRのヌクレオチド配列(配列番号:89)には下線
が付けられ、M1/M2オープンリーディングフレームのヌクレオチド配列(配列番号:90)は標
準フォントの文字であり、かつ5'NCRのヌクレオチド配列(配列番号:91)には二重下線が付
けられている。M1のオープンリーディングフレームは、ヌクレオチド26から784である。M
2のオープンリーディングフレームは、エキソン1のヌクレオチド26から51及びエキソン2
のヌクレオチド740から1007である。
【００８７】
【図２０】図20は、インフルエンザウイルスA/WSN/33 NS遺伝子分節(GenBank寄託番号Z21
498；GI:296585；配列番号:96) を示す。3'NCRのヌクレオチド配列(配列番号:93)には下
線が付けられ、NS1/NS2オープンリーディングフレームのヌクレオチド配列(配列番号:94)
は標準フォントの文字であり、かつ5'NCRのヌクレオチド配列(配列番号:95)には二重下線
が付けられている。NS1のオープンリーディングフレームは、ヌクレオチド27から719であ
る。NS2のオープンリーディングフレームは、エキソン1のヌクレオチド27から56及びヌク
レオチド529から864である。
【００８８】
【図２１】図21は、インフルエンザウイルスA/WSN/33 PA遺伝子分節(GenBank寄託番号X17
336；GI:60812；配列番号:100) を示す。3'NCRのヌクレオチド配列(配列番号:97)には下
線が付けられ、PAオープンリーディングフレームのヌクレオチド配列(配列番号:98)は標
準フォントの文字であり、かつ5'NCRのヌクレオチド配列(配列番号:99)には二重下線が付
けられている。
【００８９】
【図２２】図22は、インフルエンザウイルスA/WSN/33 PB1遺伝子分節(GenBank寄託番号J0
2178；GI:324899；配列番号:104) を示す。3'NCRのヌクレオチド配列(配列番号:101)には
下線が付けられ、PB1オープンリーディングフレームのヌクレオチド配列(配列番号:102)
は標準フォントの文字であり、かつ5'NCRのヌクレオチド配列(配列番号:103)には二重下
線が付けられている。
【００９０】
【図２３】図23は、インフルエンザウイルスA/WSN/33 PB2遺伝子分節(GenBank寄託番号J0
2179；GI:324913；配列番号:108) を示す。3'NCRのヌクレオチド配列(配列番号:105)には
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下線が付けられ、PB2オープンリーディングフレームのヌクレオチド配列(配列番号:106)
は標準フォントの文字であり、かつ5'NCRのヌクレオチド配列(配列番号:107)には二重下
線が付けられている。
【００９１】
【図２４】図24は、インフルエンザウイルスA/WSN/33 NP遺伝子分節(GenBank寄託番号M30
746；GI:324676；配列番号:112) を示す。3'NCRのヌクレオチド配列(配列番号:109)には
下線が付けられ、NPオープンリーディングフレームのヌクレオチド配列(配列番号:110)は
標準フォントの文字であり、かつ5'NCRのヌクレオチド配列(配列番号:111)には二重下線
が付けられている。
【００９２】
【図２５】図25A-25Fは、独立して再集合することができるHA及びNSキメラ分節を保有す
る組換えSwap(wt)ウイルスの作製を示す。(A)NS-HAwt-NS構築体及びHA-NSwt-HA構築体。A
/PR/8/34HA野生型(HAwt)ORF(斜線付き)は、NS3'NCR、NS5'NCR、並びにNS ORFパッケージ
ングシグナルの77nt、102nt(赤色)に隣接され、長さ1941ntのNS-HAwt-NS構築体を作製し
；同様に、NS野生型(NSwt)ORF(直線)は、HA3'NCR、HA5'NCR、並びにHA ORFパッケージン
グシグナルの67nt、105nt(斜線付き)に隣接され、長さ1099ntのHA-NSwt-HA構築体を作製
する。HA及びNS翻訳開始コドンの上流のATG(ポジティブセンス)は全て、TTG(ポジティブ
センス)に変異された。NS-HAwt-NS構築体中のNSパッケージングシグナルの77nt部分上の5
'スプライスも変異された。(B)Swap(wt)ウイルスのゲノム構造。6つのA/PR/8/34アンビセ
ンスプラスミド(Gao Q、Brydon EW、Palese Pの文献、「C型インフルエンザウイルス糖タ
ンパク質HEFを発現する7-分節化されたA型インフルエンザウイルス(A seven-segmented i
nfluenza A virus expressing the influenza C virus glycoprotein HEF)」、J Virol. 
82: 6419-6426(2008)、Quinlivan Mらの文献、「NS1タンパク質の切断によるウマインフ
ルエンザウイルスの弱毒化(Attenuation of equine influenza viruses through truncat
ions of the NS1 protein)」、J Virol. 79:8431-8439(2005)、Kopecky-Bromberg SAらの
文献、「弱毒化インフルエンザウイルス生ワクチンのアジュバントとしてのα-C-ガラク
トシルセラミド(Alpha-C-galactosylceramide as an adjuvant for a live attenuated i
nfluenza virus vaccine)」、Vaccine 27: 3766-3774 (2009))、並びにNS-HAwt-NS及びHA
-NSwt-HA構築体を使用し、Swap(wt)ウイルスが作製される(NS-HAwt-NS RNA分節の配列決
定は、3'末端の1つの変異G81Uを明らかにした。HA-NSwt-HA RNA分節に関してヌクレオチ
ド変化は同定されなかった。)。(C)7つのA/PR/8/34 RNA及びHA-NSwt-HA RNAを含む、再集
合体(NS)ウイルスのゲノム構造。(D)7つのA/PR/8/34 RNA及びNS-HAwt-NS分節を含む、再
集合体(HA)ウイルスのゲノム構造。(E)組換えウイルスによりMDCK細胞内で形成されたプ
ラークの免疫染色。(F)卵内における、37℃での、組換えウイルスの増殖率。
【００９３】
【図２６】図26A-26Eは、独立して再集合することができないHA及びNSキメラ分節を保有
する組換えSwap(mut)ウイルスの作製を示す。(A)NS-HAmut-NS構築体及びHA-NSmut-HA構築
体。この戦略は、ORF領域が連続同義的変異を含んだ点以外は、図17Aに説明されたものと
同じであった：NS-HAmut-NS構築体は、3'末端及び5'末端に、各々、22nt及び45ntの変化
を保有し；HA-NSmut-HA構築体は、NS ORFに12nt及び15ntの変化を有した。(B)Swap(mut)
ウイルスのゲノム構造。ゲノム組成は、NS-HAmut-NS構築体及びHA-NSmut-HA構築体が救出
のために置換されている点以外は、Swap(wt)ウイルス(図17B)のものに類似している。[Sw
ap(mut)ウイルスのNS-HAmut-NS RNAの配列決定は、3'末端の8つのAからGの変異を明らか
にした。NS-HAmut-NS RNAの3'末端130ntの配列は下記である：
【化１】



(26) JP 5845180 B2 2016.1.20

10

20

30

40

50

。HA-NSmut-HA RNA分節に関して、NS 3' ORF領域に2つの変換が認められる：ValのAlaへ
のアミノ酸変化を生じるA122G；及び、サイレントである、U318C]。(C)MDCK細胞における
Swap(mut)ウイルスのプラーク表現型。(D)10日齢の胚発育鶏卵における、37℃での、組換
えウイルスの増殖率。(E)2つの仮想再集合体ウイルスの救出の失敗。左側の実験は、7つ
のA/PR/8/34プラスミド(Gao Q、Brydon EW、Palese Pの文献、「C型インフルエンザウイ
ルス糖タンパク質HEFを発現する7-分節化されたA型インフルエンザウイルス」、J Virol,
 82: 6419-6426 (2008)、Quinlivan Mらの文献、「NS1タンパク質の切断によるウマイン
フルエンザウイルスの弱毒化」、J Virol, 79: 8431-8439 (2005)、Kopecky-Bromberg SA
らの文献、「弱毒化インフルエンザウイルス生ワクチンのアジュバントとしてのα-C-ガ
ラクトシルセラミド」、Vaccine 27: 3766-3774 (2009))、及びHA-NSmut-HA構築体を使用
し、かつ右側の実験は、7つのA/PR/8/34プラスミド(Gao Q、Brydon EW、Palese Pの文献
、「C型インフルエンザウイルス糖タンパク質HEFを発現する7-分節化されたA型インフル
エンザウイルス」、J Virol, 82: 6419-6426 (2008)、Quinlivan Mらの文献、「NS1タン
パク質の切断によるウマインフルエンザウイルスの弱毒化」、J Virol, 79: 8431-8439 (
2005)、Kopecky-Bromberg SAらの文献、「弱毒化インフルエンザウイルスワ生クチンのア
ジュバントとしてのα-C-ガラクトシルセラミド」、Vaccine 27: 3766-3774 (2009))、及
びNS-HAmut-NSを使用した。
【００９４】
【図２７】図27A-27Eは、組換えウイルスのvRNAゲノムパッケージング効率の解析を示す
。5種の組換えウイルス[rA/PR/8/34(A)、Swap(wt)(B)、再集合体(NS)(C)、再集合体(HA)(
D)、及びSwap(mut)(E)]を、卵において、37℃で増殖させ、精製されたウイルスRNAを、2.
8％アクリルアミドゲル上で分離し(0.5μg/レーン)、かつ銀染色により可視化した。rA/P
R/8/34ウイルス(A)及びSwap(mut)ウイルス(E)由来のRNAは、1個のゲル上で分離し、他の3
種のウイルス[Swap(wt)(B)、再集合体(NS)(C)、再集合体(HA)(D)]由来のRNAは、別のゲル
で分離した。
【００９５】
【図２８】図28A-28Eは、Swap(wt)ウイルスのキメラNS分節は、感染細胞において再集合
することができるが、Swap(mut)ウイルスのそれはできないことを示す。(A)同時感染実験
の概略図。(B)キメラ及び野生型HA分節を検出するための、RT-PCRプライマーデザイン。R
T-PCR産物は、NS-HAwt-NS分節又はNS-HAmut-NS分節について長さ824bpであり、かつ野生
型HAについて747bpである。(C)キメラ及び野生型NS分節を検出するための、RT-PCRプライ
マーデザイン。キメラ及び野生型NS分節に関するRT-PCR産物は、各々、405bp及び326bpで
ある。(D)Swap(wt)及びrA/PR/8/34ウイルスの同時感染実験。24の単独プラークを、(B)及
び(C)に示されたプライマーを使用し、RT-PCR(10がゲルに示された)により特徴付けた。r
A/PR/8/34ウイルス及びSwap(wt)ウイルスは、RT-PCR対照に使用した(2番目及び3番目のレ
ーン)。Mはマーカー。(E)Swap(mut)及びrA/PR/8/34の同時感染実験。48の単独プラークを
、RT-PCR(10がゲルに示された)により特徴付けた。野生型又はキメラNS PCR産物の下側の
バンドは、PCR反応の人工副産物である。
【００９６】
【図２９】図29A-29Hは、9番目のGFP分節を伴うインフルエンザウイルスの作製を示す。(
A)NA-PB1mut-NA、NA-PB2mut-NA、NA-PAmut-NA、PB1-GFP-PB1、PB2-GFP-PB2及びPA-GFP-PA
構築体の作製。NA-PB1mut-NA、NA-PB2mut-NA、NA-PAmut-NA構築体を作製するために、PB1
mut、PB2mut又はPAmut ORF領域が、PCRにより得られ、かつ連続サイレント変異が、3'及
び5'近位領域に導入された：PB1mutについて24nt及び17nt；PB2mutについて13nt及び36nt
；並びに、PAmutについて19nt及び19nt(7.1節参照)。次にPB1mut、PB2mut又はPAmut ORF
は、3'末端でNAパッケージング配列の179nt及び5'末端でNAパッケージング配列の215ntに
より隣接された。NAパッケージング配列の179ntに位置したATGは全て、TTGに変異された
。PB1-GFP-PB1、PB2-GFP-PB2及びPA-GFP-PA構築体を作製するために、GFP ORF領域は、各
々、PB1、PB2及びPAパッケージング配列に隣接された。PB1パッケージング配列は、PB1 3
'末端の153nt及びPB1 5'末端の159ntを含み；PB2パッケージング配列は、PB2 3'末端の15
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8nt及びPB2 5'末端の169ntを含み；かつ、PAパッケージング配列は、PA 3'末端の129nt及
びPA 5'末端の184ntを含んだ。PB1、PB2及びPAパッケージング配列の3'末端に位置したAT
Gは全て、TTGに変異された。各構築体の翻訳開始コドン及び終始コドンは、矢印で示され
ている。(B)-PB1(ps)及び-PB1(ps)+GFPウイルスのゲノム構造。7つのA/PR/8/34アンビセ
ンスプラスミド(pDZ-PB2、pDZ-PA、pDZ-HA、pDZ-NP、pDZ-NA、pDZ-M、pDZ-NS)、及び1つ
のキメラ構築体NA-PB1mut-NAを使用し、逆遺伝学を用いることにより-PB1(ps)ウイルスが
作製された(Fodorらの文献、J Virol, 73: 9679-82 (1999)；Quinlivanらの文献、J Viro
l, 79: 8431-9 (2005))。-PB1(ps)+GFPウイルスの救出のために、9番目のPB1-GFP-PB1構
築体が含まれた。(C)-PB2(ps)+GFPウイルスのゲノム構造。Bにおける-PB1(ps)+GFPウイル
スと同様に、このウイルスは、野生型PB2の代わりにキメラNA-PB2mut-NA分節、7つのA/PR
/8/34分節(PB1、PA、HA、NP、NA、M、NS)及び9番目のPB2-GFP-PB2キメラ分節を含んだ。9
番目のPB2-GFP-PB2分節を欠いているウイルスは、救出されなかった。(D)-PA(ps)及び-PA
(ps)+GFPウイルスのゲノム構造。Bにおける-PB1(ps)と同様に、-PA(ps)ウイルスは、野生
型PAの代わりにキメラNA-PAmut-NA分節、及び7つのA/PR/8/34分節(PB2、PB1、HA、NP、NA
、M、NS)を含んだ。-PA(ps)+GFPウイルスは、9番目のPA-GFP-PAキメラ分節を含んだ。(E)
10日齢の胚発育鶏卵における、37℃での、ウイルスの増殖曲線。エラーバーは、標準偏差
を表す。(F)感染後2日目の組換えウイルスによりMDCK細胞において形成されたプラークの
免疫染色。(G)感染後1日目の293T細胞における組換えウイルスのGFP発現(MOI 0.5)。感染
に使用したウイルスは、卵内で5～10回継代された。(H)10日齢の胚発育鶏卵内において37
℃で増殖されたウイルスの赤血球凝集アッセイ。
【００９７】
【図３０】図30A-30Hは、H1及びH3亜型HAの両方を保有する9-分節化されたインフルエン
ザウイルスの作製を示す。(A)PB1-HA(HK)-PB1構築体及びPB2-HA(HK)-PB2構築体の作製。A
/HK/1/68 HA ORFを、PCRにより、pCAGGS-HK HAプラスミド(Wangらの文献、2009, PLoS Pa
thog 6: e1000796)から増幅し、かつ図29AにおけるPB1-GFP-PB1構築体及びPB2-GFP-PB2構
築体のGFP ORFを入れ替えるために使用し、PB1-HA(HK)-PB1構築体及びPB2-HA(HK)-PB2構
築体を作製した。(B)-PB1(ps)+HK HAウイルスのゲノム構造。図29Bにおける-PB1(ps)+GFP
ウイルスと同様に、このウイルスは、野生型PB1の代わりにキメラNA-PB1mut-NA分節、7つ
のA/PR/8/34分節(PB2、PA、HA、NP、NA、M、NS)及び9番目のPB1-HA(HK)-PB1キメラ分節を
含んだ。(C)-PB2(ps)+HK HAウイルスのゲノム構造。キメラPB2-HA(HK)-PB2分節を、図29C
における-PB2(ps)+GFPウイルスのPB2-GFP-PB2を入れ替えるために使用し、-PB2(ps)+HK H
Aウイルスを作製した。(D)10日齢の胚発育鶏卵における、37℃での、ウイルスの増殖曲線
。エラーバーは、標準偏差を表す。(E)精製されたビリオン中のA/PR/8/34 HA及びA/HK/1/
68 HAを検出するためのウェスタンブロット。ウイルス[rA/PR/8/34、X31、-PB2(ps)+HK H
A、及び-PB1 (ps)+HK HA]は、卵において、37℃で増殖させ、かつ30％ショ糖クッション
を通して精製した。ウェスタンブロットを行い、NP及びHAタンパク質の存在下で、下記の
特異性マウスモノクローナル抗体を用い検出した：A/PR/8/34 HA0及びHA1についてはPY 1
02(Reale らの文献、1986, J Immunol 137: 1352-8)、A/PR/8/34 NPについてはHT103(O'N
eillらの文献、1998, Embo J 17: 288-96)、A/HK/1/68 HA0及びHA1については66A6、並び
に、A/HK/1/68 HA0及びHA2については12D1(Wangらの文献、2009, PLoS Pathog 6: e10007
96)。(F)ウイルス感染したMDCK細胞におけるA/PR/8/34 HA及びA/HK/1/68 HAの検出のため
のウェスタンブロット。MDCK単層を、ウイルス[rA/PR/8/34、X31、-PB1(ps)+HK HA及び-P
B2(ps)+HK HA]により、MOI 10～0.0001で感染した。感染の1日後、細胞をPBSで洗浄し、2
×タンパク質負荷緩衝液[100mM This-HCl (PH6.8)、4％ドデシル硫酸ナトリウム、20％グ
リセロール、5％β-メルカプトエタノール及び0.2％ブロモフェノールブルー]を用い、収
集し、かつ10％SDS PAGEゲル上を泳動した。A/PR/8/34 HA0、NP、及びA/HK/1/68 HA0は、
各々、モノクローナル抗体PY102、HT103及び66A6により検出した(O'Neillらの文献、1998
, Embo J 17:288-96；Wangらの文献、2009, PLoS Pathog 6: e1000796；Wangらの文献、2
009, PLoS Pathog 6: e1000796)。(G)H1及びH3亜型両HAタンパク質が-PB1(ps)+HK HA及び
-PB2(ps)+HK HAウイルスの同じ粒子へ取り込まれたかどうかを決定する、H1/H3サンドイ
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ッチELISA(7.1節参照)。エラーバーは、標準偏差を表す。(H)組換えウイルスのvRNAゲノ
ムパッケージング効率の解析。4種の組換えウイルス[rA/PR/8/34、X31、-PB1(ps)+HK HA
及び-PB2(ps)+HK HA]を、卵において、37℃で増殖させ、精製されたウイルスRNAを、2.8
％アクリルアミドゲル上で分離し(0.5μg/レーン)、かつ銀染色により可視化した。rRNA
バンドは、サイズ及び先に報告された知見を基に確認した。「?」で印をつけた追加バン
ドのアイデンティティは不明である。
【００９８】
【図３１】図31A-31Dは、-PB1(ps)+HK HAウイルスによるマウスの免疫は、rA/PR/8/34及
びX31ウイルスの致死的チャレンジからの完全な防御をもたらしたことを示す。(A)10日齢
の胚発育鶏卵における、37℃での、ウイルスの増殖曲線。(B)-PB1(ps)+HK HA及び-PB1(ps
)+Lucウイルスの病原性。C57BL/6マウス群には、PBS、-PB1(ps)+HK HAウイルス、又は-PB
1(ps)+Lucウイルスを、103又は104PFUで、鼻腔内経路により与え、体重減少及び疾患兆候
について2週間観察した。各群の動物の平均体重は、当初の体重の割合として示している
。(C)rA/PR/8/34ウイルスチャレンジ実験、感染の3週間後、PBS、103 PFU-PB1(ps)+HK HA
ウイルス、及び103 PFU-PB1(ps)+Lucウイルスを受け取ったマウスの群を、rA/PR/8/34ウ
イルス100 MLD50により、鼻腔内にチャレンジした。その後マウスを、体重減少及び疾患
兆候について、2週間毎日観察した。(D)X31ウイルスチャレンジ実験。X31ウイルスチャレ
ンジは、マウス群を、rA/PR/8/34ウイルスの代わりに、X31ウイルスの33 MLD50を用いチ
ャレンジする以外は、(C)のように行った。A-Dのエラーバーは、標準偏差を表す。
【００９９】
【図３２】図32は、キメラ遺伝子分節の核酸配列を示す。(A)NA-PB1mut-NAの核酸配列(配
列番号:119)。(B)NA-PB2mut-NAの核酸配列(配列番号:120)。(C)NA-PAmut-NAの核酸配列(
配列番号:121)。(D)PB1-GFP-PB1の核酸配列(配列番号:122)。(E)PB2-GFP-PB2の核酸配列(
配列番号:123)。(F)PA-GFP-PAの核酸配列(配列番号:124)。(G)PB1-HA(HK)-PB1の核酸配列
(配列番号:125)。(H)PB2-HA(HK)-PB2の核酸配列(配列番号:126)。(I)PB1-Luc-PB1の核酸
配列(配列番号:127)。
【０１００】
【図３３】図33は、MDCK細胞において-PB2(ps)+GFP及び-PB1(ps)+GFPウイルスにより形成
されたGFP発現しているプラークの割合を示す。通常のプラークアッセイを行い、プラー
クの免疫染色を用い、10日齢卵における1及び5継代での両方のウイルスの力価を測定した
。この手法において、Mab HT 103(抗-A/PR/8/34 NP)を使用した。
【０１０１】
【図３４】図34は、MDCK細胞における-PB1(ps)+Lucウイルスによるウミシイタケルシフェ
ラーゼの発現を示す。6-ウェルプレート中のMDCK細胞を、-PB1(ps)+GFP又は-PB1(ps)+Luc
ウイルスにより、MOI 5で感染した。16時間後、ウミシイタケルシフェラーゼ活性を、ウ
ミシイタケルシフェラーゼアッセイシステム(Promega社)を用い、測定した。
【０１０２】
【図３５】図35は、NA-PB2mut-NA、PB2-PB1mut-PB2、PB1-PAmut-PB1、M-NPmut-M、PA-NAm
ut-PA、NP-Mmut-NPを保有するキメラプラスミド、並びに野生型A/PR/8/34 HA及びNS分節
を保有する2つのプラスミドによる293T細胞のトランスフェクションにより作製された組
換えインフルエンザウイルスのキメラ遺伝子分節を示す。
【０１０３】
【図３６】図36は、NA-PB2mut-NA、PB2-PB1mut-PB2、PB1-PAmut-PB1、NS-HAmut-NS、PA-N
Amut-PA、HA-NSmut-HA、並びに2つの野生型A/PR/8/34 NP及びM分節を保有するキメラプラ
スミドによる293T細胞のトランスフェクションにより作製された組換えインフルエンザウ
イルスのキメラ遺伝子分節を示す。
【０１０４】
【図３７】図37は、NA-PB2mut-NA、PB2-PB1mut-PB2、PB1-PAmut-PB1、NP-HAmut-NP、NS-N
Pmut-NS、PA-NAmut-PA、HA-NSmut-HA、及び1つの野生型A/PR/8/34 M分節を保有するキメ
ラプラスミドによる293T細胞のトランスフェクションにより作製された組換えインフルエ
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ンザウイルスのキメラ遺伝子分節を示す。
【０１０５】
【図３８】図38は、PB2、PB1、PA、HA、NP、PA-NAmut-PA、M、NS分節に加え、NA-GFP ORF
-NA又はNA-HK HA ORF-NA分節を保有するキメラプラスミドによる293T細胞のトランスフェ
クションにより作製された組換えインフルエンザウイルスのキメラ遺伝子分節を示す。
【発明を実施するための形態】
【０１０６】
(5.　詳細な説明)
　本明細書では、組換えインフルエンザウイルスの作製において有用である、キメライン
フルエンザウイルス遺伝子分節及びそのようなキメラインフルエンザウイルス遺伝子分節
をコードしている核酸配列が説明される。特に、2種以上のキメラインフルエンザウイル
ス遺伝子分節若しくはそれらの相補体、又はそのような遺伝子分節をコードしている核酸
配列若しくはそれらの相補体は、組換えインフルエンザウイルスの製造において使用され
ることができる。いかなる理論によっても束縛されることなく、前記2種以上のキメライ
ンフルエンザウイルス遺伝子分節は、本組換えインフルエンザウイルスの複製の間に一緒
に分離(すなわち、同時分離)され、その結果この組換えインフルエンザウイルスは、当業
者に公知の技術により決定されるように、他のインフルエンザウイルス(例えば、野生型
インフルエンザウイルス)と再集合する能力が低下するか、又は他のインフルエンザウイ
ルスと再集合することができない。そのような組換えインフルエンザウイルスの他のイン
フルエンザウイルスと再集合する低下した能力又は不能は、弱毒化生ワクチンとしてのそ
の組換えインフルエンザウイルスの安全性を向上することができる。従ってそのような組
換えインフルエンザウイルスは、インフルエンザウイルス疾患の予防、インフルエンザウ
イルス疾患若しくはインフルエンザウイルス感染の治療、又はそれらの両方のいずれかに
おいて有用であることができる。
【０１０７】
(5.1　核酸)
　本明細書において、2つのインフルエンザウイルス遺伝子分節又はそれらの誘導体のコ
ード領域及び非コード領域のキメラである核酸配列、又はそれらの相補体が提供される。
同じく本明細書において、2つのインフルエンザウイルス遺伝子分節又はそれらの誘導体
のコード領域及び非コード領域のキメラをコードしている核酸配列、又はそれらの相補体
も提供される。ある態様において、本明細書に提供される核酸配列は：(a)第1の型のイン
フルエンザウイルス遺伝子分節の3'及び5'非コード領域又はそれらの相補体に認められる
パッケージングシグナル、(b)第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の3'近位のコ
ード領域配列又はそれらの相補体、第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の5'近
位のコード領域配列又はそれらの相補体、又は第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子
分節の3'及び5'近位の両方のコード領域配列又はそれらの相補体に認められるパッケージ
ングシグナル、並びに、(c)第2の異なる型のインフルエンザウイルス遺伝子分節又はそれ
らの相補体からのオープンリーディングフレーム又はそれらの断片：を含むか又はコード
し、ここで該オープンリーディングフレームは、そのオープンリーディングフレーム内に
認められるインフルエンザウイルスパッケージングシグナル中に1、2、3又はそれ以上の
変異を含む。第1及び第2の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節は、2つの異なるイン
フルエンザウイルス遺伝子分節をいう。例えば第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子
分節は赤血球凝集素(HA)インフルエンザウイルス遺伝子分節であってよく、かつ第2の型
のインフルエンザウイルス遺伝子分節はNSインフルエンザウイルス遺伝子分節であってよ
い。ある実施態様において、3'及び/又は5'近位のコード領域配列は、このオープンリー
ディングフレームに隣接し、かつこのオープンリーディングフレームとインフレームで翻
訳される。別の実施態様において、3'及び/又は5'近位のコード領域配列は、このオープ
ンリーディングフレームに隣接し、かつ翻訳されない。一部の実施態様において、3'近位
のコード領域配列は、任意の開始コドンを除去し、かつ3'近位のコード領域配列の翻訳を
妨げるように、変異されている。ある実施態様において、3'近位のコード領域は、インフ
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ルエンザウイルスNS又はM遺伝子分節から誘導される。具体的実施態様において、3'近位
のコード領域配列は、インフルエンザウイルスNS遺伝子分節から誘導され、かつ3'近位の
コード領域は、mRNA 5'スプライス部位を除去するように変異されている。別の具体的実
施態様において、3'近位のコード領域配列は、インフルエンザウイルスM遺伝子分節から
誘導され、かつ3'近位のコード領域は、遠位5'スプライス部位を除去するように変異され
ている。一部の実施態様において、5'近位のコード領域配列は、5'近位のコード領域配列
が翻訳されないことを確実にするために、1以上の変異を有する。具体的実施態様におい
て、インフルエンザウイルス遺伝子分節のオープンリーディングフレーム又はそれらの断
片に導入された変異は、サイレント変異である。
【０１０８】
　インフルエンザウイルス遺伝子分節パッケージングシグナルは公知である。加えて、イ
ンフルエンザウイルス遺伝子分節パッケージングシグナルを同定する技術は周知であり、
その例は下記5.8節に説明されている。ある実施態様において、キメラインフルエンザウ
イルス遺伝子分節は、それからパッケージングシグナルが得られるか又は誘導される野生
型インフルエンザウイルス遺伝子分節のパッケージングに対し、少なくとも10％、15％、
20％、25％、30％、35％、40％、45％、50％、55％、60％、65％、70％、75％、80％、85
％、90％、95％、98％、又は99％の効率で、キメラインフルエンザウイルス遺伝子分節の
パッケージングを実現するのに十分な、1つの型のインフルエンザウイルス分節の非コー
ド領域及びコード領域に認められるパッケージングシグナルを含む。具体的実施態様にお
いて、キメラインフルエンザウイルス遺伝子分節は、同じ型のアッセイ条件下での精製さ
れたvRNAのアクリルアミドゲル電気泳動により決定されるように、それからパッケージン
グシグナルが得られるか又は誘導される野生型インフルエンザウイルス遺伝子分節のパッ
ケージングに対し、少なくとも10％、15％、20％、25％、30％、35％、40％、45％、50％
、55％、60％、65％、70％、75％、80％、85％、90％、95％、98％、又は99％の効率で、
キメラインフルエンザウイルス遺伝子分節のパッケージングを実現するのに十分である、
1つの型のインフルエンザウイルス分節の非コード領域及びコード領域に認められるパッ
ケージングシグナルを含む。一部の実施態様において、キメラインフルエンザウイルス遺
伝子分節は、それからパッケージングシグナルが得られるか又は誘導される野生型インフ
ルエンザウイルス遺伝子分節のパッケージングに対し、10％～50％、10％～75％、10％～
90％、10％～95％、10％～99.5％、25％～50％、25％～75％、25％～90％、25％～99.5％
、50％～75％、50％～90％、又は50％～99.5％の効率で、キメラインフルエンザウイルス
遺伝子分節のパッケージングを実現するのに十分である、1つの型のインフルエンザウイ
ルス分節の非コード領域及びコード領域に認められるパッケージングシグナルを含む。具
体的実施態様において、キメラインフルエンザウイルス遺伝子分節は、同じ型のアッセイ
条件下での精製されたvRNAのアクリルアミドゲル電気泳動により決定されるように、それ
からパッケージングシグナルが得られるか又は誘導される野生型インフルエンザウイルス
遺伝子分節のパッケージングに対し、10％～50％、10％～75％、10％～90％、10％～95％
、10％～99.5％、25％～50％、25％～75％、25％～90％、25％～99.5％、50％～75％、50
％～90％、又は50％～99.5％の効率で、キメラインフルエンザウイルス遺伝子分節のパッ
ケージングを実現するのに十分である、1つの型のインフルエンザウイルス分節の非コー
ド領域及びコード領域に認められるパッケージングシグナルを含む。他の実施態様におい
て、キメラインフルエンザウイルス遺伝子分節は、それからパッケージングシグナルが得
られるか又は誘導される野生型インフルエンザウイルス遺伝子分節のパッケージングと同
じ効率で、キメラインフルエンザウイルス遺伝子分節のパッケージングを実現するのに十
分である、1つの型のインフルエンザウイルス分節の非コード領域及びコード領域に認め
られるパッケージングシグナルを含む。具体的実施態様において、キメラインフルエンザ
ウイルス遺伝子分節は、同じ型のアッセイ条件下での精製されたvRNAのアクリルアミドゲ
ル電気泳動により決定されるように、それからパッケージングシグナルが得られるか又は
誘導される野生型インフルエンザウイルス遺伝子分節のパッケージングと同じ効率で、キ
メラインフルエンザウイルス遺伝子分節のパッケージングを実現するのに十分である、1
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つの型のインフルエンザウイルス分節の非コード領域及びコード領域に認められるパッケ
ージングシグナルを含む。言及されたアクリルアミドゲル電気泳動に関して、ウイルスは
、精製及びRNA単離され、かつ2.8％変性ポリアクリルアミドゲル上を泳動させることがで
き、これは次に銀染色キット(Invitrogen社)により染色されることができる(そのような
アッセイの説明に関して、例えば、Gaoらの文献、2008, J. Virol. 82: 6419-6426；Gao
らの文献、2009, PNAS USA 106(37): 15891-6；及び、本明細書の実施例1を参照されたい
)。
【０１０９】
　具体的実施態様において、本明細書に提供される核酸配列は、以下のものを、記載され
た順番で含むか又はコードしている：(a)第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の
3'非コード領域(本明細書において「3'NCR1」と称される)又はそれらの誘導体に認められ
るパッケージングシグナル、又はそれらの相補体、(b)第1の型のインフルエンザウイルス
遺伝子分節の3'近位のコード領域配列(本明細書において「3'CRS1」と称される)又はそれ
らの誘導体に認められるパッケージングシグナル、又はそれらの相補体、(c)オープンリ
ーディングフレームが、そのオープンリーディングフレーム内に認められるインフルエン
ザウイルスパッケージングシグナル中に1、2、3又はそれ以上の変異を含む、第2の異なる
型のインフルエンザウイルス遺伝子分節又はそれらの誘導体に由来するオープンリーディ
ングフレーム(本明細書において「mORF」と称される)又はそれらの断片、又はそれらの相
補体、(d)第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の5'近位のコード領域配列(本明
細書において「5'CRS1」と称される)又はそれらの誘導体に認められるパッケージングシ
グナル、又はそれらの相補体、並びに(e)第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の
5'非コード領域(本明細書において「5'NCR1」と称される)又はそれらの誘導体に認められ
るパッケージングシグナル、又はそれらの相補体。第1及び第2の型のインフルエンザウイ
ルス遺伝子分節は、2つの異なるインフルエンザウイルス遺伝子分節を指す。ある実施態
様において、3'及び/又は5'近位のコード領域配列は、オープンリーディングフレームと
インフレームで翻訳される。他の実施態様において、3'及び5'近位のコード領域配列は、
このオープンリーディングフレームに隣接し、かつ翻訳されない。一部の実施態様におい
て、3'近位のコード領域配列は、任意の開始コドンを除去し、かつ3'近位のコード領域配
列の翻訳を妨げるように変異されている。ある実施態様において、3'近位のコード領域配
列は、インフルエンザウイルスNS又はM遺伝子分節から誘導される。具体的実施態様にお
いて、3'近位のコード領域は、インフルエンザウイルスNS遺伝子分節から誘導され、かつ
3'近位のコード領域は、mRNA 5'スプライス部位を除去するように変異されている。別の
具体的実施態様において、3'近位のコード領域配列は、インフルエンザウイルスM遺伝子
分節から誘導され、かつ3'近位のコード領域は、遠位5'スプライス部位を除去するように
変異されている。一部の実施態様において、5'近位のコード領域配列は、5'近位のコード
領域配列が翻訳されないことを確実にするために、1以上の変異を有する。具体的実施態
様において、インフルエンザウイルス遺伝子分節のオープンリーディングフレームに導入
された変異は、サイレント変異である。
【０１１０】
　一態様において、本明細書に提供される核酸配列は、以下の組み合わせを含むか又はコ
ードすることができる：(i)1つの型のインフルエンザウイルス遺伝子分節由来の下記のも
の又はそれらの相補体：5'及び3'非コード領域、並びに翻訳されないために任意の開始コ
ドンが除去された3'近位のコード領域配列、翻訳されない5'近位のコード領域配列のいず
れか、又は翻訳されないために任意の開始コドンが除去された3'近位のコード領域配列及
び翻訳されない5'近位のコード領域配列の両方；並びに、(ii)1、2、3又はそれ以上の変
異を伴う異なる型のインフルエンザウイルス遺伝子分節由来のオープンリーディングフレ
ームの少なくとも3'近位20ヌクレオチド若しくはそれらの相補体、1、2、3又はそれ以上
の変異を伴う異なる型のインフルエンザウイルス遺伝子分節由来のオープンリーディング
フレームの少なくとも5'近位30ヌクレオチド若しくはそれらの相補体のいずれか、又は1
、2、3又はそれ以上の変異を伴う異なる型のインフルエンザウイルス遺伝子分節由来のオ
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ープンリーディングフレームの少なくとも3'近位20ヌクレオチド及びオープンリーディン
グフレームの少なくとも5'近位30ヌクレオチド又はそれらの両方の相補体。ある実施態様
において、3'近位のコード領域配列は、インフルエンザウイルスNS又はM遺伝子分節から
誘導される。具体的実施態様において、3'近位のコード領域配列は、インフルエンザウイ
ルスNS遺伝子分節から誘導され、かつ3'近位のコード領域は、mRNA 5'スプライス部位を
除去するように変異されている。別の具体的実施態様において、3'近位のコード領域配列
は、インフルエンザウイルスM遺伝子分節から誘導され、かつ3'近位のコード領域は、遠
位5'スプライス部位を除去するように変異されている。一部の実施態様において、そのよ
うな核酸配列は、異なる型のインフルエンザウイルス遺伝子分節に由来したオープンリー
ディングフレームの3'近位20ヌクレオチド及び/又は5'近位30ヌクレオチドとインフレー
ムであるヌクレオチド配列(例えば異種ヌクレオチド配列)を操作するための鋳型として使
用することができる。別の言い方をすると、鋳型キメラインフルエンザウイルス遺伝子分
節若しくはそれらの相補体、又はこの遺伝子分節をコードしている核酸若しくはそれらの
相補体は、異なる型のインフルエンザウイルス遺伝子分節のオープンリーディングフレー
ムの3'及び/又は5'近位のヌクレオチドとインフレームでヌクレオチド配列(例えば異種ヌ
クレオチド配列)を取り込むための基礎として使用することができ、その結果全体のキメ
ラインフルエンザウイルス遺伝子分節若しくはそれらの相補体、又はこれをコードしてい
る核酸は、毎回作製される必要はない。本キメラインフルエンザウイルス遺伝子分節若し
くはそれらの相補体、又はこの遺伝子分節若しくはそれらの相補体をコードしている核酸
は、異なる型のインフルエンザウイルス遺伝子分節のオープンリーディングフレームの3'
及び/又は5'近位のヌクレオチドとインフレームで異種ヌクレオチド配列の取り込みを可
能にする1、2又はそれ以上の制限酵素部位を含むことができる。具体的実施態様において
、異種ヌクレオチド配列は、異なるインフルエンザウイルスの型又は菌株由来のコード配
列、又はそれらの相補体を含むか又はコードしている。
【０１１１】
　一実施態様において、本明細書に提供される核酸配列は、以下を含む、キメラインフル
エンザウイルス遺伝子分節である：
　(i)第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の3'非コード領域(NCR)若しくはそれ
らの断片、又は第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の3'NCRと少なくとも50％(
一部の実施態様においては、少なくとも60％、少なくとも65％、少なくとも70％、少なく
とも75％、少なくとも80％、少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも95％、又は少
なくとも98％)同一であるヌクレオチド配列若しくはそれらの断片、又は第1の型のインフ
ルエンザウイルス遺伝子分節の3'NCRとストリンジェント条件下でハイブリダイズするヌ
クレオチド配列若しくはそれらの断片を含むか又はこれらからなる、3'NCR1；
　(ii)第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の3'近位のコード領域配列、又は第1
の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の3'近位のコード領域配列と少なくとも50％(
一部の実施態様においては、少なくとも60％、少なくとも65％、少なくとも70％、少なく
とも75％、少なくとも80％、少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも95％、又は少
なくとも98％)同一であるヌクレオチド配列、又は第1の型のインフルエンザウイルス遺伝
子分節の3'近位のコード領域配列とストリンジェント条件下でハイブリダイズするヌクレ
オチド配列を含むか又はこれらからなる、3'CRS1であり、ここで(ii)における配列に存在
する任意の開始コドンが除去されているもの；
　(iii)(a)第2の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節のオープンリーディングフレー
ムの少なくとも3'近位20ヌクレオチド、又は第2の型のインフルエンザウイルス遺伝子分
節のオープンリーディングフレームの少なくとも3'近位20ヌクレオチド及び異種ヌクレオ
チド配列を含むオープンリーディングフレームであり、ここで第2の型のインフルエンザ
ウイルス遺伝子分節のオープンリーディングフレームの3'近位のヌクレオチドの少なくと
も1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19若しくは20が
変異されているもの、並びに/又は(b)第2の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節のオ
ープンリーディングフレームの少なくとも5'近位30ヌクレオチド、又は第2の型のインフ
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ルエンザウイルス遺伝子分節のオープンリーディングフレームの少なくとも5'近位30ヌク
レオチド及び異種ヌクレオチド配列を含むオープンリーディングフレームであり、ここで
第2の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節のオープンリーディングフレームの5'近位
のヌクレオチドの少なくとも1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16
、17、18、19、20、21、22、23、24、25、26、27、28、29若しくは30が変異されているも
の：を含むか又はこれらからなる、mORF；並びに
　(iv)第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の5'NCR若しくはそれらの断片、又は
第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の5'NCRと少なくとも50％(一部の実施態様
においては、少なくとも60％、少なくとも65％、少なくとも70％、少なくとも75％、少な
くとも80％、少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも95％、又は少なくとも98％)
同一であるヌクレオチド配列若しくはそれらの断片、又は第1の型のインフルエンザウイ
ルス遺伝子分節の5'NCRとストリンジェント条件下でハイブリダイズするヌクレオチド配
列若しくはそれらの断片を含むか又はこれらからなる、5'NCR1。
　第1及び第2の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節は、赤血球凝集素(HA)、ノイラミ
ニダーゼ(NA；A型及びB型インフルエンザウイルスについて)、M、NS、PA、PB1、PB2、及
びNPのインフルエンザウイルス遺伝子分節のいずれか2つを指すことができる。例えば、
第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節はインフルエンザウイルスHA遺伝子分節で
あり、かつ第2の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節はインフルエンザウイルスNS遺
伝子分節であることができる。具体的実施態様において、第2のインフルエンザウイルス
遺伝子分節のオープンリーディングフレームの3'及び/又は5'近位のヌクレオチドに導入
された変異は、サイレント変異である。ある実施態様においては、(i)から(v)の間に挿入
される追加のヌクレオチドはない。ある実施態様において、3'CRS1は、インフルエンザウ
イルスNS又はM遺伝子分節から誘導される。具体的実施態様において、3'CRS1は、インフ
ルエンザウイルスNS遺伝子分節から誘導され、かつ3'CRS1は、mRNA 5'スプライス部位を
除去するように変異されている。別の具体的実施態様において、3'CRS1は、インフルエン
ザウイルスM遺伝子分節から誘導され、かつ3'CRS1は、遠位5'スプライス部位を除去する
ように変異されている。
【０１１２】
　別の実施態様において、本明細書に提供される核酸配列は、以下を含む、キメラインフ
ルエンザウイルス遺伝子分節である：
　(i)第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の3'NCR若しくはそれらの断片、又は
第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の3'NCRと少なくとも50％(一部の実施態様
においては、少なくとも60％、少なくとも65％、少なくとも70％、少なくとも75％、少な
くとも80％、少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも95％、又は少なくとも98％)
同一であるヌクレオチド配列若しくはそれらの断片、又は第1の型のインフルエンザウイ
ルス遺伝子分節の3'NCRとストリンジェント条件下でハイブリダイズするヌクレオチド配
列若しくはそれらの断片を含むか又はこれらからなる、3'NCR1；
　(ii)(a)第2の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節のオープンリーディングフレーム
の少なくとも3'近位20ヌクレオチド、又は第2の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節
のオープンリーディングフレームの少なくとも3'近位20ヌクレオチド及び異種ヌクレオチ
ド配列を含むオープンリーディングフレームであり、ここで第2の型のインフルエンザウ
イルス遺伝子分節のオープンリーディングフレームの3'近位のヌクレオチドの少なくとも
1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19若しくは20が変
異されているもの、並びに/又は(b)第2の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節のオー
プンリーディングフレームの少なくとも5'近位30ヌクレオチド、又は第2の型のインフル
エンザウイルス遺伝子分節のオープンリーディングフレームの少なくとも5'近位30ヌクレ
オチド及び異種ヌクレオチド配列を含むオープンリーディングフレームであり、ここで第
2の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節のオープンリーディングフレームの5'近位の
ヌクレオチドの少なくとも1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、1
7、18、19、20、21、22、23、24、25、26、27、28、29若しくは30が変異されているもの
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：を含むか又はこれらからなる、mORF；
　(iii)第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の5'近位のコード領域配列、又は第
1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の5'近位のコード領域配列と少なくとも50％(
一部の実施態様においては、少なくとも60％、少なくとも65％、少なくとも70％、少なく
とも75％、少なくとも80％、少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも95％、又は少
なくとも98％)同一であるヌクレオチド配列、又は第1の型のインフルエンザウイルス遺伝
子分節の5'近位のコード領域配列とストリンジェント条件下でハイブリダイズするヌクレ
オチド配列を含むか又はこれらからなる、5'CRS1であり、ここで(iv)において配列が翻訳
されないもの；並びに
　(iv)第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の5'NCR若しくはそれらの断片、又は
第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の5'NCRと少なくとも50％(一部の実施態様
においては、少なくとも60％、少なくとも65％、少なくとも70％、少なくとも75％、少な
くとも80％、少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも95％、又は少なくとも98％)
同一であるヌクレオチド配列若しくはそれらの断片、又は第1の型のインフルエンザウイ
ルス遺伝子分節の5'NCRとストリンジェント条件下でハイブリダイズするヌクレオチド配
列若しくはそれらの断片を含むか又はこれらからなる、5'NCR1。
　第1及び第2の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節は、HA、NA(A型及びB型インフル
エンザウイルスについて)、M、NS、PA、PB1、PB2、及びNPのインフルエンザウイルス遺伝
子分節のいずれか2つを指すことができる。例えば、第1の型のインフルエンザウイルス遺
伝子分節はインフルエンザウイルスHA遺伝子分節であり、かつ第2の型のインフルエンザ
ウイルス遺伝子分節はインフルエンザウイルスNS遺伝子分節であることができる。具体的
実施態様において、第2のインフルエンザウイルス遺伝子分節のオープンリーディングフ
レームの3'及び5'近位のヌクレオチドに導入された変異は、サイレント変異である。ある
実施態様においては、(i)から(v)の間に挿入される追加のヌクレオチドはない。ある実施
態様において、3'CRS1は、インフルエンザウイルスNS又はM遺伝子分節から誘導される。
具体的実施態様において、3'CRS1は、インフルエンザウイルスNS遺伝子分節から誘導され
、かつ3'CRS1は、mRNA 5'スプライス部位を除去するように変異されている。別の具体的
実施態様において、3'CRS1は、インフルエンザウイルスM遺伝子分節から誘導され、かつ3
'CRS1は、遠位5'スプライス部位を除去するように変異されている。
【０１１３】
　具体的実施態様において、本明細書に提供される核酸配列は、以下を含む、キメライン
フルエンザウイルス遺伝子分節である：
　(i)第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の3'NCR若しくはそれらの断片、又は
第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の3'NCRと少なくとも50％(一部の実施態様
においては、少なくとも60％、少なくとも65％、少なくとも70％、少なくとも75％、少な
くとも80％、少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも95％、又は少なくとも98％)
同一であるヌクレオチド配列若しくはそれらの断片、又は第1の型のインフルエンザウイ
ルス遺伝子分節の3'NCRとストリンジェント条件下でハイブリダイズするヌクレオチド配
列若しくはそれらの断片を含むか又はこれらからなる、3'NCR1；
　(ii)第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の3'近位のコード領域配列、又は第1
の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の3'近位のコード領域配列と少なくとも50％(
一部の実施態様においては、少なくとも60％、少なくとも65％、少なくとも70％、少なく
とも75％、少なくとも80％、少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも95％、又は少
なくとも98％)同一であるヌクレオチド配列、又は第1の型のインフルエンザウイルス遺伝
子分節の3'近位のコード領域配列とストリンジェント条件下でハイブリダイズするヌクレ
オチド配列を含むか又はこれらからなる、3'CRS1であり、ここで(ii)における配列に存在
する任意の開始コドンが除去されているもの；
　(iii)(a)第2の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節のオープンリーディングフレー
ムの少なくとも3'近位20ヌクレオチド、又は第2の型のインフルエンザウイルス遺伝子分
節のオープンリーディングフレームの少なくとも3'近位20ヌクレオチド及び異種ヌクレオ
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チド配列を含むオープンリーディングフレームであり、ここで第2の型のインフルエンザ
ウイルス遺伝子分節のオープンリーディングフレームの3'近位のヌクレオチドの少なくと
も1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19若しくは20が
変異されているもの、並びに/又は(b)第2の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節のオ
ープンリーディングフレームの少なくとも5'近位30ヌクレオチド、又は第2の型のインフ
ルエンザウイルス遺伝子分節のオープンリーディングフレームの少なくとも5'近位30ヌク
レオチド及び異種ヌクレオチド配列を含むオープンリーディングフレームであり、ここで
第2の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節のオープンリーディングフレームの5'近位
のヌクレオチドの少なくとも1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16
、17、18、19、20、21、22、23、24、25、26、27、28、29若しくは30が変異されているも
の：を含むか又はこれらからなる、mORF；
　(iv)第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の5'近位のコード領域配列、又は第1
の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の5'近位のコード領域配列と少なくとも50％(
一部の実施態様においては、少なくとも60％、少なくとも65％、少なくとも70％、少なく
とも75％、少なくとも80％、少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも95％、又は少
なくとも98％)同一であるヌクレオチド配列、又は第1の型のインフルエンザウイルス遺伝
子分節の5'近位のコード領域配列とストリンジェント条件下でハイブリダイズするヌクレ
オチド配列を含むか又はこれらからなる、5'CRS1であり、ここで(iv)において配列が翻訳
されないもの；並びに
　(v)第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の5'NCR若しくはそれらの断片、又は
第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の5'NCRと少なくとも50％(一部の実施態様
においては、少なくとも60％、少なくとも65％、少なくとも70％、少なくとも75％、少な
くとも80％、少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも95％、又は少なくとも98％)
同一であるヌクレオチド配列若しくはそれらの断片、又は第1の型のインフルエンザウイ
ルス遺伝子分節の5'NCRとストリンジェント条件下でハイブリダイズするヌクレオチド配
列若しくはそれらの断片を含むか又はこれらからなる、5'NCR1。
　第1及び第2の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節は、HA、NA(A型及びB型インフル
エンザウイルスについて)、M、NS、PA、PB1、PB2、及びNPのインフルエンザウイルス遺伝
子分節のいずれか2つを指すことができる。例えば、第1の型のインフルエンザウイルス遺
伝子分節はインフルエンザウイルスHA遺伝子分節であり、かつ第2の型のインフルエンザ
ウイルス遺伝子分節はインフルエンザウイルスNS遺伝子分節であることができる。具体的
実施態様において、第2のインフルエンザウイルス遺伝子分節のオープンリーディングフ
レームの3'及び5'近位のヌクレオチドに導入された変異は、サイレント変異である。ある
実施態様においては、(i)から(v)の間に挿入される追加のヌクレオチドはない。ある実施
態様において、3'CRS1は、インフルエンザウイルスNS又はM遺伝子分節から誘導される。
具体的実施態様において、3'CRS1は、インフルエンザウイルスNS遺伝子分節から誘導され
、かつ3'CRS1は、mRNA 5'スプライス部位を除去するように変異されている。別の具体的
実施態様において、3'CRS1は、インフルエンザウイルスM遺伝子分節から誘導され、かつ3
'CRS1は、遠位5'スプライス部位を除去するように変異されている。
【０１１４】
　別の実施態様において、本明細書に提供される核酸配列は、以下を含む、キメラインフ
ルエンザウイルス遺伝子分節である：
　(i)第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の3'NCR若しくはそれらの断片、又は
第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の3'NCRと少なくとも50％(一部の実施態様
においては、少なくとも60％、少なくとも65％、少なくとも70％、少なくとも75％、少な
くとも80％、少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも95％、又は少なくとも98％)
同一であるヌクレオチド配列若しくはそれらの断片、又は第1の型のインフルエンザウイ
ルス遺伝子分節の3'NCRとストリンジェント条件下でハイブリダイズするヌクレオチド配
列若しくはそれらの断片を含むか又はこれらからなる、3'NCR1；
　(ii)第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の3'近位のコード領域配列、又は第1
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の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の3'近位のコード領域配列と少なくとも50％(
一部の実施態様においては、少なくとも60％、少なくとも65％、少なくとも70％、少なく
とも75％、少なくとも80％、少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも95％、又は少
なくとも98％)同一であるヌクレオチド配列、又は第1の型のインフルエンザウイルス遺伝
子分節の3'近位のコード領域配列とストリンジェント条件下でハイブリダイズするヌクレ
オチド配列を含むか又はこれらからなる、3'CRS1であり、ここで(ii)における配列に存在
する任意の開始コドンが除去されているもの； 
(iii)第2の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節のオープンリーディングフレーム、又
は第2の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節のオープンリーディングフレーム及び異
種ヌクレオチド配列を含むオープンリーディングフレームであり、ここで第2の型のイン
フルエンザウイルス遺伝子分節のオープンリーディングフレームの3'及び5'近位のヌクレ
オチドが変異されているものを含むか又はこれらからなる、mORF；並びに
　(iv)第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の5'NCR若しくはそれらの断片、又は
第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の5'NCRと少なくとも50％(一部の実施態様
においては、少なくとも60％、少なくとも65％、少なくとも70％、少なくとも75％、少な
くとも80％、少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも95％、又は少なくとも98％)
同一であるヌクレオチド配列若しくはそれらの断片、又は第1の型のインフルエンザウイ
ルス遺伝子分節の5'NCRとストリンジェント条件下でハイブリダイズするヌクレオチド配
列若しくはそれらの断片を含むか又はこれらからなる、5'NCR1。
　第1及び第2の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節は、HA、NA(A型及びB型インフル
エンザウイルスについて)、M、NS、PA、PB1、PB2、及びNPのインフルエンザウイルス遺伝
子分節のいずれか2つを指すことができる。例えば、第1の型のインフルエンザウイルス遺
伝子分節はインフルエンザウイルスHA遺伝子分節であり、かつ第2の型のインフルエンザ
ウイルス遺伝子分節はインフルエンザウイルスNS遺伝子分節であることができる。具体的
実施態様において、第2のインフルエンザウイルス遺伝子分節のオープンリーディングフ
レームの3'及び5'近位のヌクレオチドに導入された変異は、サイレント変異である。ある
実施態様においては、(i)から(v)の間に挿入される追加のヌクレオチドはない。ある実施
態様において、3'CRS1は、インフルエンザウイルスNS又はM遺伝子分節から誘導される。
具体的実施態様において、3'CRS1は、インフルエンザウイルスNS遺伝子分節から誘導され
、かつ3'CRS1は、mRNA 5'スプライス部位を除去するように変異されている。別の具体的
実施態様において、3'CRS1は、インフルエンザウイルスM遺伝子分節から誘導され、かつ3
'CRS1は、遠位5'スプライス部位を除去するように変異されている。
【０１１５】
　別の実施態様において、本明細書に提供される核酸配列は、以下を含む、キメラインフ
ルエンザウイルス遺伝子分節である：
　(i)第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の3'非コード領域(NCR)若しくはそれ
らの断片、又は第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の3'NCRと少なくとも50％(
一部の実施態様においては、少なくとも60％、少なくとも65％、少なくとも70％、少なく
とも75％、少なくとも80％、少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも95％、又は少
なくとも98％)同一であるヌクレオチド配列若しくはそれらの断片、又は第1の型のインフ
ルエンザウイルス遺伝子分節の3'NCRとストリンジェント条件下でハイブリダイズするヌ
クレオチド配列若しくはそれらの断片を含むか又はこれらからなる、3'NCR1；
　(ii)第2の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節のオープンリーディングフレーム、
又は第2の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節のオープンリーディングフレーム及び
異種ヌクレオチド配列を含むオープンリーディングフレームであり、ここで第2の型のイ
ンフルエンザウイルス遺伝子分節のオープンリーディングフレームの3'及び5'近位のヌク
レオチドが変異されているものを含むか又はこれらからなる、mORF；
　(iii)第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の5'近位のコード領域配列、又は第
1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の5'近位のコード領域配列と少なくとも50％(
一部の実施態様においては、少なくとも60％、少なくとも65％、少なくとも70％、少なく
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とも75％、少なくとも80％、少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも95％、又は少
なくとも98％)同一であるヌクレオチド配列、又は第1の型のインフルエンザウイルス遺伝
子分節の5'近位のコード領域配列とストリンジェント条件下でハイブリダイズするヌクレ
オチド配列を含むか又はこれらからなる、5'CRS1であり、ここで(iv)において配列が翻訳
されないもの；並びに
　(iv)第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の5'NCR若しくはそれらの断片、又は
第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の5'NCRと少なくとも50％(一部の実施態様
においては、少なくとも60％、少なくとも65％、少なくとも70％、少なくとも75％、少な
くとも80％、少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも95％、又は少なくとも98％)
同一であるヌクレオチド配列若しくはそれらの断片、又は第1の型のインフルエンザウイ
ルス遺伝子分節の5'NCRとストリンジェント条件下でハイブリダイズするヌクレオチド配
列若しくはそれらの断片を含むか又はこれらからなる、5'NCR1。
　第1及び第2の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節は、HA、NA(A型及びB型インフル
エンザウイルスについて)、M、NS、PA、PB1、PB2、及びNPのインフルエンザウイルス遺伝
子分節のいずれか2つを指すことができる。例えば、第1の型のインフルエンザウイルス遺
伝子分節はインフルエンザウイルスHA遺伝子分節であり、かつ第2の型のインフルエンザ
ウイルス遺伝子分節はインフルエンザウイルスNS遺伝子分節であることができる。具体的
実施態様において、第2のインフルエンザウイルス遺伝子分節のオープンリーディングフ
レームの3'及び5'近位のヌクレオチドに導入された変異は、サイレント変異である。ある
実施態様においては、(i)から(v)の間に挿入される追加のヌクレオチドはない。ある実施
態様において、3'CRS1は、インフルエンザウイルスNS又はM遺伝子分節から誘導される。
具体的実施態様において、3'CRS1は、インフルエンザウイルスNS遺伝子分節から誘導され
、かつ3'CRS1は、mRNA 5'スプライス部位を除去するように変異されている。別の具体的
実施態様において、3'CRS1は、インフルエンザウイルスM遺伝子分節から誘導され、かつ3
'CRS1は、遠位5'スプライス部位を除去するように変異されている。
【０１１６】
　具体的実施態様において、本明細書に提供される核酸配列は、以下を含む、キメライン
フルエンザウイルス遺伝子分節である：
　(i)第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の3'NCR若しくはそれらの断片、又は
第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の3'NCRと少なくとも50％(一部の実施態様
においては、少なくとも60％、少なくとも65％、少なくとも70％、少なくとも75％、少な
くとも80％、少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも95％、又は少なくとも98％)
同一であるヌクレオチド配列若しくはそれらの断片、又は第1の型のインフルエンザウイ
ルス遺伝子分節の3'NCRとストリンジェント条件下でハイブリダイズするヌクレオチド配
列若しくはそれらの断片を含むか又はこれらからなる、3'NCR1；
　(ii)第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の3'近位のコード領域配列、又は第1
の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の3'近位のコード領域配列と少なくとも50％(
一部の実施態様においては、少なくとも60％、少なくとも65％、少なくとも70％、少なく
とも75％、少なくとも80％、少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも95％、又は少
なくとも98％)同一であるヌクレオチド配列、又は第1の型のインフルエンザウイルス遺伝
子分節の3'近位のコード領域配列とストリンジェント条件下でハイブリダイズするヌクレ
オチド配列を含むか又はこれらからなる、3'CRS1であり、ここで(ii)における配列に存在
する任意の開始コドンが除去されているもの；
　(iii)第2の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節のオープンリーディングフレーム、
又は第2の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節のオープンリーディングフレーム及び
異種ヌクレオチド配列を含むオープンリーディングフレームであり、ここで第2の型のイ
ンフルエンザウイルス遺伝子分節のオープンリーディングフレームの3'及び5'近位のヌク
レオチドが変異されているものを含むか又はこれらからなる、mORF；
　(iv)第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の5'近位のコード領域配列、又は第1
の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の5'近位のコード領域配列と少なくとも50％(
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一部の実施態様においては、少なくとも60％、少なくとも65％、少なくとも70％、少なく
とも75％、少なくとも80％、少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも95％、又は少
なくとも98％)同一であるヌクレオチド配列、又は第1の型のインフルエンザウイルス遺伝
子分節の5'近位のコード領域配列とストリンジェント条件下でハイブリダイズするヌクレ
オチド配列を含むか又はこれらからなる、5'CRS1であり、ここで(iv)において配列が翻訳
されないもの；並びに
　(v)第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の5'NCR若しくはそれらの断片、又は
第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の5'NCRと少なくとも50％(一部の実施態様
においては、少なくとも60％、少なくとも65％、少なくとも70％、少なくとも75％、少な
くとも80％、少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも95％、又は少なくとも98％)
同一であるヌクレオチド配列若しくはそれらの断片、又は第1の型のインフルエンザウイ
ルス遺伝子分節の5'NCRとストリンジェント条件下でハイブリダイズするヌクレオチド配
列若しくはそれらの断片を含むか又はこれらからなる、5'NCR1。
　第1及び第2の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節は、HA、NA(A型及びB型インフル
エンザウイルスについて)、M、NS、PA、PB1、PB2、及びNPのインフルエンザウイルス遺伝
子分節のいずれか2つを指すことができる。例えば、第1の型のインフルエンザウイルス遺
伝子分節はインフルエンザウイルスHA遺伝子分節であり、かつ第2の型のインフルエンザ
ウイルス遺伝子分節はインフルエンザウイルスNS遺伝子分節であることができる。具体的
実施態様において、第2のインフルエンザウイルス遺伝子分節のオープンリーディングフ
レームの3'及び5'近位のヌクレオチドに導入された変異は、サイレント変異である。ある
実施態様においては、(i)から(v)の間に挿入される追加のヌクレオチドはない。ある実施
態様において、3'CRS1は、インフルエンザウイルスNS又はM遺伝子分節から誘導される。
具体的実施態様において、3'CRS1は、インフルエンザウイルスNS遺伝子分節から誘導され
、かつ3'CRS1は、mRNA 5'スプライス部位を除去するように変異されている。別の具体的
実施態様において、3'CRS1は、インフルエンザウイルスM遺伝子分節から誘導され、かつ3
'CRS1は、遠位5'スプライス部位を除去するように変異されている。
【０１１７】
　本明細書に記載されるキメラインフルエンザウイルス遺伝子分節は、HA、NA(A型及びB
型インフルエンザウイルスについて)、M、NS、PA、PB1、PB2、及びNPのいずれか2つのイ
ンフルエンザウイルス遺伝子分節のコード領域及び非コード領域又はそれらの誘導体のキ
メラであることができる。キメラインフルエンザウイルス遺伝子分節を作るコード領域及
び非コード領域は、同じインフルエンザウイルス型又は同じインフルエンザウイルス株か
ら得るか又は誘導することができる。同じくキメラインフルエンザウイルス遺伝子分節を
作るコード領域及び非コード領域は、異なるインフルエンザウイルス型、異なるインフル
エンザウイルス亜型又は異なるインフルエンザウイルス株から得るか又は誘導することが
できる。キメラインフルエンザウイルス遺伝子分節を作るコード領域及び非コード領域は
、季節性又は汎流行性のインフルエンザウイルス株から得るか又は誘導することができる
。
【０１１８】
　一実施態様において、キメラインフルエンザウイルス遺伝子分節を作るコード領域及び
非コード領域は、A型インフルエンザウイルスから得られるか又は誘導される(例えばA型
インフルエンザウイルスについて下記5.2節参照)。別の実施態様において、キメラインフ
ルエンザウイルス遺伝子分節を作るコード領域及び非コード領域は、同じA型インフルエ
ンザウイルス株から得られるか又は誘導される。別の実施態様において、キメラインフル
エンザウイルス遺伝子分節を作るコード領域及び非コード領域は、同じHA及び/又はNA亜
型から得られるか又は誘導される。例えばコード領域及び非コード領域は、H1N1亜型のA
型インフルエンザウイルス由来であることができる。
【０１１９】
　具体的実施態様において、A型インフルエンザウイルス、B型インフルエンザウイルス、
若しくはC型インフルエンザウイルス由来の3'及び/若しくは5'NCRは、同じ菌株又は亜型
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のものであり；並びに/又は、A型インフルエンザウイルス、B型インフルエンザウイルス
、若しくはC型インフルエンザウイルス由来の3'及び/若しくは5'近位のコード領域配列は
、同じ菌株又は亜型のものである。
【０１２０】
　別の実施態様において、キメラインフルエンザウイルス遺伝子分節を作るコード領域及
び非コード領域は、B型インフルエンザウイルスから得られるか又は誘導される(例えばB
型インフルエンザウイルスについて下記5.2節参照)。別の実施態様において、キメライン
フルエンザウイルス遺伝子分節を作るコード領域及び非コード領域は、同じB型インフル
エンザウイルス株から得られるか又は誘導される。別の実施態様において、キメラインフ
ルエンザウイルス遺伝子分節を作るコード領域及び非コード領域は、C型インフルエンザ
ウイルスから得られるか又は誘導される(例えばC型インフルエンザウイルスについて下記
5.2節参照)。別の実施態様において、キメラインフルエンザウイルス遺伝子分節を作るコ
ード領域及び非コード領域は、同じC型インフルエンザウイルス株から得られるか又は誘
導される。
【０１２１】
　本明細書に提供される核酸配列は、ゲノム分節(すなわちネガティブセンスRNA)又はア
ンチゲノム分節(すなわちポジティブセンスRNA)の形であることができる。本明細書に提
供される核酸配列は同じく、キメラインフルエンザウイルス遺伝子分節又はそれらの相補
体をコードすることができる。一実施態様において、本明細書に提供される核酸配列は、
キメラインフルエンザウイルス遺伝子分節である。別の実施態様において、本明細書に提
供される核酸配列は、本明細書に記載されるキメラインフルエンザウイルス遺伝子分節の
相補体を含む。別の実施態様において、本明細書に提供される核酸配列は、本明細書に記
載されるキメラインフルエンザウイルス遺伝子分節又はそれらの相補体をコードしている
。
【０１２２】
　ある実施態様において、本明細書に記載されるキメラインフルエンザウイルス遺伝子分
節又はそれらの相補体をコードしている核酸配列は、2シストロン性であり、かつふたつ
の配列の発現を可能にする。別の言い方をすると、この核酸配列は、mORF及び別のオープ
ンリーディングフレーム(例えば、異種タンパク質をコードしているオープンリーディン
グフレーム)をコードしている。一実施態様において、そのような核酸配列は、mORFの後
及び他方のオープンリーディングフレームの前に、配列内リボソーム侵入部位(IRES)を含
む。
【０１２３】
　ある実施態様において、本明細書に記載されるキメラインフルエンザウイルス遺伝子分
節又はそれらの相補体をコードしている核酸配列は、プロモーターを含む。プロモーター
の具体例には、RNAポリメラーゼIプロモーター、RNAポリメラーゼIIプロモーター、RNAポ
リメラーゼIIIプロモーター、T7プロモーター及びT3プロモーターが挙げられる。具体的
実施態様において、キメラインフルエンザウイルス遺伝子分節又はそれらの相補体をコー
ドしている核酸配列は、ヒトRNAポリメラーゼIプロモーターを含む。ある実施態様におい
て、本明細書に記載されるキメラインフルエンザウイルス遺伝子分節又はそれらの相補体
をコードしている核酸配列は、転写終結配列を含む。転写終結配列の具体例には、RNAポ
リメラーゼIターミネーター配列、RNAポリメラーゼIIターミネーター配列、又はRNAポリ
メラーゼIIIターミネーター配列が挙げられる。一部の実施態様において、本明細書に記
載されるキメラインフルエンザウイルス遺伝子分節又はそれらの相補体をコードしている
核酸配列は、リボザイム認識配列を含む。具体的実施態様において、本明細書に記載され
るキメラインフルエンザウイルス遺伝子分節又はそれらの相補体をコードしている核酸配
列は、RNAポリメラーゼIプロモーター配列及びRNAポリメラーゼIターミネーター配列を含
む。ある実施態様において、キメラインフルエンザウイルス遺伝子分節又はそれらの相補
体をコードしている核酸配列は、RNAポリメラーゼIプロモーター、RNAポリメラーゼI終結
配列、RNAポリメラーゼIIプロモーター、及びポリアデニル化シグナルを含む。
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【０１２４】
　ある実施態様において、本明細書に記載される核酸配列は、ベクターの一部であるか又
はこれに組み込まれる。具体的実施態様において、本明細書に記載される核酸配列は、キ
メラインフルエンザウイルス遺伝子分節又はそれらの相補体の生成を促進するベクターの
一部であるか又はこれに組み込まれる。一実施態様において、本明細書に記載される核酸
配列は、pDZベクターの一部であるか又はこれに組み込まれる(pDZベクターに関する情報
については、例えばQuinlivanらの文献、2005, J. of Virology 79: 8431-8439を参照さ
れたい)。別の実施態様において、本明細書に記載される核酸配列は、pHW2000ベクターの
一部であるか又はこれに組み込まれる(pHW2000ベクターに関する情報については、例えば
Hoffmannらの文献、2000, Proc Natl Acad Sci USA. 97(11): 6108-13を参照されたい)。
別の実施態様において、本明細書に記載される核酸配列は、pAD3000ベクターの一部であ
るか又はこれに組み込まれる(pAD3000ベクターに関する情報については、例えばHoffmann
らの文献、2000, Proc Natl Acad Sci USA. 97(11): 6108-13を参照されたい)。別の実施
態様において、本明細書に記載される核酸配列は、pAD4000ベクターの一部であるか又は
これに組み込まれる(pAD4000ベクターに関する情報については、例えばWangらの文献、20
07, J. of Virology 4: 102を参照されたい)。
【０１２５】
　一部の実施態様において、本明細書に記載される核酸配列は、宿主細胞又は胚発育卵な
どの基体へ導入(例えばトランスフェクト)される。従って一部の実施態様において、本明
細書に記載される核酸配列を含む基体(例えば宿主細胞又は卵)が、本明細書に提供される
。別の実施態様において、ベクターの一部であるか又はこれに組み込まれる本明細書に記
載される核酸配列は、宿主細胞又は胚発育卵などの基体へ導入(例えばトランスフェクト)
される。従って一部の実施態様において、ベクターの一部であるか又はこれに組み込まれ
る本明細書に記載される核酸配列を含む基体(例えば宿主細胞又は卵)が、本明細書に提供
される。宿主細胞及び胚発育卵は、当該技術分野において公知であり、かつ例が本明細書
に、例えば下記5.4節に提供される。
【０１２６】
　ある実施態様において、本明細書に記載される核酸は、インフルエンザウイルスにおい
て増殖される。ある実施態様において、同時分離するキメラインフルエンザウイルス遺伝
子分節の群(「キメラインフルエンザウイルス遺伝子分節を含むインフルエンザウイルス
」と題する5.2節参照)は、インフルエンザウイルスにおいて増殖される。
【０１２７】
　具体的態様において、複数のキメラインフルエンザウイルス遺伝子分節が作製され得る
。A型インフルエンザウイルスは、合計8つの遺伝子分節を有し、かつキメラ性の2、3、4
、5、6、7又は8つ全ての遺伝子分節が作製され得る。B型インフルエンザウイルスは、合
計8つの遺伝子分節を有し、かつキメラ性の2、3、4、5、6、7又は8つ全ての遺伝子分節が
作製され得る。C型インフルエンザウイルスは、合計7つの遺伝子分節を有し、かつキメラ
性の2、3、4、5、6又は7つ全ての遺伝子分節が作製され得る。具体的実施態様において、
2又はそれ以上のキメラインフルエンザウイルス遺伝子分節が作製される。非限定的例と
して、2つのキメラインフルエンザウイルス遺伝子分節が作製され得るが、ここで：
　(a)第1のキメラインフルエンザウイルス遺伝子分節は：
　　(i)第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の3'NCR若しくはそれらの断片、又
は第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の3'NCRと少なくとも50％(一部の実施態
様においては、少なくとも60％、少なくとも65％、少なくとも70％、少なくとも75％、少
なくとも80％、少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも95％、又は少なくとも98％
)同一であるヌクレオチド配列若しくはそれらの断片、又は第1の型のインフルエンザウイ
ルス遺伝子分節の3'NCRとストリンジェント条件下でハイブリダイズするヌクレオチド配
列若しくはそれらの断片；
　　(ii)第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の3'近位のコード領域配列、又は
第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の3'近位のコード領域配列と少なくとも50
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％(一部の実施態様においては、少なくとも60％、少なくとも65％、少なくとも70％、少
なくとも75％、少なくとも80％、少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも95％、又
は少なくとも98％)同一であるヌクレオチド配列、又は第1の型のインフルエンザウイルス
遺伝子分節の3'近位のコード領域配列とストリンジェント条件下でハイブリダイズするヌ
クレオチド配列であり、ここで(ii)における配列に存在する任意の開始コドンが除去され
ているもの；
　　(iii)第2の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節のオープンリーディングフレーム
、又は第2の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節のオープンリーディングフレーム及
び異種ヌクレオチド配列を含むオープンリーディングフレームであり、ここで第2の型の
インフルエンザウイルス遺伝子分節のオープンリーディングフレームの3'及び5'近位のヌ
クレオチドが変異されているもの；
　　(iv)第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の5'近位のコード領域配列、又は
第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の5'近位のコード領域配列と少なくとも50
％(一部の実施態様においては、少なくとも60％、少なくとも65％、少なくとも70％、少
なくとも75％、少なくとも80％、少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも95％、又
は少なくとも98％)同一であるヌクレオチド配列、又は第1の型のインフルエンザウイルス
遺伝子分節の5'近位のコード領域配列とストリンジェント条件下でハイブリダイズするヌ
クレオチド配列であり、ここで(iv)において配列が翻訳されないもの；並びに
　　(v)第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の5'NCR若しくはそれらの断片、又
は第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の5'NCRと少なくとも50％(一部の実施態
様においては、少なくとも60％、少なくとも65％、少なくとも70％、少なくとも75％、少
なくとも80％、少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも95％、又は少なくとも98％
)同一であるヌクレオチド配列若しくはそれらの断片、又は第1の型のインフルエンザウイ
ルス遺伝子分節の5'NCRとストリンジェント条件下でハイブリダイズするヌクレオチド配
列若しくはそれらの断片：を含み、並びに
　(b)第2のキメラインフルエンザウイルス遺伝子分節は：
　　(i)第2の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の3'NCR若しくはそれらの断片、又
は第2の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の3'NCRと少なくとも50％(一部の実施態
様においては、少なくとも60％、少なくとも65％、少なくとも70％、少なくとも75％、少
なくとも80％、少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも95％、又は少なくとも98％
)同一であるヌクレオチド配列若しくはそれらの断片、又は第2の型のインフルエンザウイ
ルス遺伝子分節の3'NCRとストリンジェント条件下でハイブリダイズするヌクレオチド配
列若しくはそれらの断片；
　　(ii)第2の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の3'近位のコード領域配列、又は
第2の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の3'近位のコード領域配列と少なくとも50
％(一部の実施態様においては、少なくとも60％、少なくとも65％、少なくとも70％、少
なくとも75％、少なくとも80％、少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも95％、又
は少なくとも98％)同一であるヌクレオチド配列、又は第2の型のインフルエンザウイルス
遺伝子分節の3'近位のコード領域配列とストリンジェント条件下でハイブリダイズするヌ
クレオチド配列であり、ここで(ii)における配列に存在する任意の開始コドンが除去され
ているもの；
　　(iii)第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節のオープンリーディングフレーム
、又は第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節のオープンリーディングフレーム及
び異種ヌクレオチド配列を含むオープンリーディングフレームであり、ここで第1の型の
インフルエンザウイルス遺伝子分節のオープンリーディングフレームの3'及び5'近位のヌ
クレオチドが変異されているもの；
　　(iv)第2の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の5'近位のコード領域配列、又は
第2の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の5'近位のコード領域配列と少なくとも50
％(一部の実施態様においては、少なくとも60％、少なくとも65％、少なくとも70％、少
なくとも75％、少なくとも80％、少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも95％、又
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は少なくとも98％)同一であるヌクレオチド配列、又は第2の型のインフルエンザウイルス
遺伝子分節の5'近位のコード領域配列とストリンジェント条件下でハイブリダイズするヌ
クレオチド配列であり、ここで(iv)において配列が翻訳されないもの；並びに
　　(v)第2の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の5'NCR若しくはそれらの断片、又
は第2の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の5'NCRと少なくとも50％(一部の実施態
様においては、少なくとも60％、少なくとも65％、少なくとも70％、少なくとも75％、少
なくとも80％、少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも95％、又は少なくとも98％
)同一であるヌクレオチド配列若しくはそれらの断片、又は第2の型のインフルエンザウイ
ルス遺伝子分節の5'NCRとストリンジェント条件下でハイブリダイズするヌクレオチド配
列若しくはそれらの断片：を含む。
　ある実施態様において、3'近位のコード領域配列は、インフルエンザウイルスNS又はM
遺伝子分節から誘導される。具体的実施態様において、3'近位のコード領域配列は、イン
フルエンザウイルスNS遺伝子分節から誘導され、かつ3'近位のコード領域は、mRNA 5'ス
プライス部位を除去するように変異されている。別の具体的実施態様において、3'近位の
コード領域配列は、インフルエンザウイルスM遺伝子分節から誘導され、かつ3'近位のコ
ード領域は、遠位5'スプライス部位を除去するように変異されている。
【０１２８】
　別の具体的実施態様において、3種以上のキメラインフルエンザウイルス遺伝子分節が
作製される。非限定的例として、3種のキメラインフルエンザウイルス遺伝子分節が作製
され得るが、ここで：
　(a)第1のキメラインフルエンザウイルス遺伝子分節は：
　　(i)第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の3'NCR若しくはそれらの断片、又
は第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の3'NCRと少なくとも50％(一部の実施態
様においては、少なくとも60％、少なくとも65％、少なくとも70％、少なくとも75％、少
なくとも80％、少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも95％、又は少なくとも98％
)同一であるヌクレオチド配列若しくはそれらの断片、又は第1の型のインフルエンザウイ
ルス遺伝子分節の3'NCRとストリンジェント条件下でハイブリダイズするヌクレオチド配
列若しくはそれらの断片；
　　(ii)第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の3'近位のコード領域配列、又は
第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の3'近位のコード領域配列と少なくとも50
％(一部の実施態様においては、少なくとも60％、少なくとも65％、少なくとも70％、少
なくとも75％、少なくとも80％、少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも95％、又
は少なくとも98％)同一であるヌクレオチド配列、又は第1の型のインフルエンザウイルス
遺伝子分節の3'近位のコード領域配列とストリンジェント条件下でハイブリダイズするヌ
クレオチド配列であり、ここで(ii)における配列に存在する任意の開始コドンが除去され
ているもの；
　　(iii)第3の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節のオープンリーディングフレーム
、又は第3の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節のオープンリーディングフレーム及
び異種ヌクレオチド配列を含むオープンリーディングフレームであり、ここで第3の型の
インフルエンザウイルス遺伝子分節のオープンリーディングフレームの3'及び5'近位のヌ
クレオチドが変異されているもの；
　　(iv)第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の5'近位のコード領域配列、又は
第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の5'近位のコード領域配列と少なくとも50
％(一部の実施態様においては、少なくとも60％、少なくとも65％、少なくとも70％、少
なくとも75％、少なくとも80％、少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも95％、又
は少なくとも98％)同一であるヌクレオチド配列、又は第1の型のインフルエンザウイルス
遺伝子分節の5'近位のコード領域配列とストリンジェント条件下でハイブリダイズするヌ
クレオチド配列であり、ここで(iv)において配列が翻訳されないもの；並びに
　　(v)第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の5'NCR若しくはそれらの断片、又
は第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の5'NCRと少なくとも50％(一部の実施態
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様においては、少なくとも60％、少なくとも65％、少なくとも70％、少なくとも75％、少
なくとも80％、少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも95％、又は少なくとも98％
)同一であるヌクレオチド配列若しくはそれらの断片、又は第1の型のインフルエンザウイ
ルス遺伝子分節の5'NCRとストリンジェント条件下でハイブリダイズするヌクレオチド配
列若しくはそれらの断片：を含み、並びに
　(b)第2のキメラインフルエンザウイルス遺伝子分節は：
　　(i)第2の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の3'NCR若しくはそれらの断片、又
は第2の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の3'NCRと少なくとも50％(一部の実施態
様においては、少なくとも60％、少なくとも65％、少なくとも70％、少なくとも75％、少
なくとも80％、少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも95％、又は少なくとも98％
)同一であるヌクレオチド配列若しくはそれらの断片、又は第2の型のインフルエンザウイ
ルス遺伝子分節の3'NCRとストリンジェント条件下でハイブリダイズするヌクレオチド配
列若しくはそれらの断片；
　　(ii)第2の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の3'近位のコード領域配列、又は
第2の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の3'近位のコード領域配列と少なくとも50
％(一部の実施態様においては、少なくとも60％、少なくとも65％、少なくとも70％、少
なくとも75％、少なくとも80％、少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも95％、又
は少なくとも98％)同一であるヌクレオチド配列、又は第2の型のインフルエンザウイルス
遺伝子分節の3'近位のコード領域配列とストリンジェント条件下でハイブリダイズするヌ
クレオチド配列であり、ここで(ii)における配列に存在する任意の開始コドンが除去され
ているもの；
　　(iii)第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節のオープンリーディングフレーム
、又は第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節のオープンリーディングフレーム及
び異種ヌクレオチド配列を含むオープンリーディングフレームであり、ここで第1の型の
インフルエンザウイルス遺伝子分節のオープンリーディングフレームの3'及び5'近位のヌ
クレオチドが変異されているもの；
　　(iv)第2の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の5'近位のコード領域配列、又は
第2の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の5'近位のコード領域配列と少なくとも50
％(一部の実施態様においては、少なくとも60％、少なくとも65％、少なくとも70％、少
なくとも75％、少なくとも80％、少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも95％、又
は少なくとも98％)同一であるヌクレオチド配列、又は第2の型のインフルエンザウイルス
遺伝子分節の5'近位のコード領域配列とストリンジェント条件下でハイブリダイズするヌ
クレオチド配列であり、ここで(iv)において配列が翻訳されないもの；並びに
　　(v)第2の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の5'NCR若しくはそれらの断片、又
は第2の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の5'NCRと少なくとも50％(一部の実施態
様においては、少なくとも60％、少なくとも65％、少なくとも70％、少なくとも75％、少
なくとも80％、少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも95％、又は少なくとも98％
)同一であるヌクレオチド配列若しくはそれらの断片、又は第2の型のインフルエンザウイ
ルス遺伝子分節の5'NCRとストリンジェント条件下でハイブリダイズするヌクレオチド配
列若しくはそれらの断片：を含み、
　(c)第3のキメラインフルエンザウイルス遺伝子分節は：
　　(i)第3の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の3'NCR若しくはそれらの断片、又
は第3の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の3'NCRと少なくとも50％(一部の実施態
様においては、少なくとも60％、少なくとも65％、少なくとも70％、少なくとも75％、少
なくとも80％、少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも95％、又は少なくとも98％
)同一であるヌクレオチド配列若しくはそれらの断片、又は第3の型のインフルエンザウイ
ルス遺伝子分節の3'NCRとストリンジェント条件下でハイブリダイズするヌクレオチド配
列若しくはそれらの断片； 
　　(ii)第3の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の3'近位のコード領域配列、又は
第3の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の3'近位のコード領域配列と少なくとも50
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％(一部の実施態様においては、少なくとも60％、少なくとも65％、少なくとも70％、少
なくとも75％、少なくとも80％、少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも95％、又
は少なくとも98％)同一であるヌクレオチド配列、又は第3の型のインフルエンザウイルス
遺伝子分節の3'近位のコード領域配列とストリンジェント条件下でハイブリダイズするヌ
クレオチド配列であり、ここで(ii)における配列に存在する任意の開始コドンが除去され
ているもの；
　　(iii)第2の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節のオープンリーディングフレーム
、又は第2の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節のオープンリーディングフレーム及
び異種ヌクレオチド配列を含むオープンリーディングフレームであり、ここで第2の型の
インフルエンザウイルス遺伝子分節のオープンリーディングフレームの3'及び5'近位のヌ
クレオチドが変異されているもの；
　　(iv)第3の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の5'近位のコード領域配列、又は
第3の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の5'近位のコード領域配列と少なくとも50
％(一部の実施態様においては、少なくとも60％、少なくとも65％、少なくとも70％、少
なくとも75％、少なくとも80％、少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも95％、又
は少なくとも98％)同一であるヌクレオチド配列、又は第3の型のインフルエンザウイルス
遺伝子分節の5'近位のコード領域配列とストリンジェント条件下でハイブリダイズするヌ
クレオチド配列であり、ここで(iv)において配列が翻訳されないもの；並びに
　　(v)第3の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の5'NCR若しくはそれらの断片、又
は第3の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の5'NCRと少なくとも50％(一部の実施態
様においては、少なくとも60％、少なくとも65％、少なくとも70％、少なくとも75％、少
なくとも80％、少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも95％、又は少なくとも98％
)同一であるヌクレオチド配列若しくはそれらの断片、又は第3の型のインフルエンザウイ
ルス遺伝子分節の5'NCRとストリンジェント条件下でハイブリダイズするヌクレオチド配
列若しくはそれらの断片：を含む。
　ある実施態様において、3'近位のコード領域配列は、インフルエンザウイルスNS又はM
遺伝子分節から誘導される。具体的実施態様において、3'近位のコード領域配列は、イン
フルエンザウイルスNS遺伝子分節から誘導され、かつ3'近位のコード領域は、mRNA 5'ス
プライス部位を除去するように変異されている。別の具体的実施態様において、3'近位の
コード領域配列は、インフルエンザウイルスM遺伝子分節から誘導され、かつ3'近位のコ
ード領域は、遠位5'スプライス部位を除去するように変異されている。
【０１２９】
　これらの核酸を作製又は使用する技術は、別に指定しない限りは、分子生物学並びに組
換えDNA操作及び作製の慣習的な従来の技術を利用する。当業者に公知の任意のクローニ
ング技術を使用し、本明細書に記載される核酸を構築し、かつ必要であればヌクレオチド
を変異することができる。そのような技術は、周知であり、かつSambrook及びRussellの
文献「分子クローニング：実験マニュアル(Molecular Cloning: A Laboratory Manual)」
第3版、Cold Spring Harbor Laboratory Press、コールドスプリングハーバー、ニューヨ
ーク(2001)などの実験マニュアルにおいて当業者は入手可能である。特に、ポリメラーゼ
連鎖反応、制限酵素、リガーゼ酵素、変異原性プライマー、及びベクターにおける核酸断
片の増幅を使用し、本明細書に記載される核酸の個々のエレメントを生成し、次にそれら
を構築することができる。
【０１３０】
(5.1.1.　インフルエンザウイルス非コード領域)
　本明細書に記載されるキメラインフルエンザウイルス遺伝子分節は、3'NCR1及び5'NCR1
を含む。3'NCR1は、インフルエンザウイルス遺伝子分節の3'非コード領域において認めら
れるパッケージングシグナル又はそれらの誘導体を含むか又はこれらからなる。具体的実
施態様において、3'NCR1は、インフルエンザウイルス遺伝子分節の3'NCR若しくはそれら
の断片、又はインフルエンザウイルス遺伝子分節の3'NCRと少なくとも50％(一部の実施態
様においては、少なくとも60％、少なくとも65％、少なくとも70％、少なくとも75％、少
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)同一であるヌクレオチド配列若しくはそれらの断片、又はインフルエンザウイルス遺伝
子分節の3'NCRとストリンジェント条件下でハイブリダイズするヌクレオチド配列若しく
はそれらの断片を含むか又はこれらからなる。5'NCR1は、インフルエンザウイルス遺伝子
分節の5'非コード領域において認められるパッケージングシグナル又はそれらの誘導体を
含むか又はこれらからなる。具体的実施態様において、5'NCR1は、インフルエンザウイル
ス遺伝子分節の5'NCR若しくはそれらの断片、又はインフルエンザウイルス遺伝子分節の5
'NCRと少なくとも50％(一部の実施態様においては、少なくとも60％、少なくとも65％、
少なくとも70％、少なくとも75％、少なくとも80％、少なくとも85％、少なくとも90％、
少なくとも95％、又は少なくとも98％)同一であるヌクレオチド配列若しくはそれらの断
片、又はインフルエンザウイルス遺伝子分節の5'NCRとストリンジェント条件下でハイブ
リダイズするヌクレオチド配列若しくはそれらの断片を含むか又はこれらからなる。具体
的実施態様において、3'NCR1及び5'NCR1は、同じ型のインフルエンザウイルス遺伝子分節
に由来する。別の言い方をすると、3'NCR1及び5'NCR1は両方とも、HA、NA(A型及びB型イ
ンフルエンザウイルスについて)、M、NS、PA、PB1、PB2、又はNPのインフルエンザウイル
ス遺伝子分節に由来する。3'NCR1及び5'NCR1は、同じインフルエンザウイルス株由来の同
じ型のインフルエンザウイルス遺伝子分節(HA、NA(A型及びB型インフルエンザウイルスに
ついて)、M、NS、PA、PB1、PB2、又はNP)に由来することができる。例えば、3'NCR1及び5
'NCR1は両方とも、同じインフルエンザウイルス株由来のHAインフルエンザウイルス遺伝
子分節に由来することができる。或いは、3'NCR1及び5'NCR1は、2つの異なるインフルエ
ンザウイルス株由来の同じ型のインフルエンザウイルス遺伝子分節に由来することができ
る。例えば、3'NCR1は、1つのインフルエンザウイルス株のHA遺伝子分節に由来すること
ができ、かつ5'NCR1は、異なるインフルエンザウイルス株のHA遺伝子分節に由来すること
ができる。
【０１３１】
　具体的実施態様において、3'NCR1及び5'NCR1は、A型インフルエンザウイルス由来の同
じ型のインフルエンザウイルス遺伝子分節に由来している(例えばA型インフルエンザウイ
ルスについて下記5.2節参照)。別の実施態様において、3'NCR1及び5'NCR1は、B型インフ
ルエンザウイルス由来の同じ型のインフルエンザウイルス遺伝子分節に由来している(例
えばB型インフルエンザウイルスについて下記5.2節参照)。別の実施態様において、3'NCR
1及び5'NCR1は、C型インフルエンザウイルス由来の同じ型のインフルエンザウイルス遺伝
子分節に由来している(例えばC型インフルエンザウイルスについて下記5.2節参照)。一部
の実施態様において、3'NCR1及び5'NCR1は、汎流行性インフルエンザウイルス由来のイン
フルエンザウイルス遺伝子分節に由来する。他の実施態様において、3'NCR1及び5'NCR1は
、季節性インフルエンザウイルス由来のインフルエンザウイルス遺伝子分節に由来する。
【０１３２】
　ある実施態様において、3'NCR1は、インフルエンザウイルス遺伝子分節の3'NCR全体を
含むか又はこれらからなる。インフルエンザウイルスの3'NCRは、当該技術分野において
公知であるか、又は標準の分子生物学及びウイルス学の技術を用い、容易に決定すること
ができる。例えば、インフルエンザA/WSN/33(WSN)ウイルスの各分節の3'NCRを、下記表1
に提供する。
【０１３３】
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【表１】

【０１３４】
　非限定的例として、インフルエンザA/PR/8/34(PR8)ウイルスの各分節の3'NCRのヌクレ
オチド配列を、下記表2に提供する。
【０１３５】
【表２】

【０１３６】
　一部の実施態様において、3'NCR1は、インフルエンザウイルス遺伝子分節の3'NCRの断
片を含むか又はこれらからなる。ある実施態様において、3'NCR1は、インフルエンザウイ
ルス遺伝子分節の3'NCRの35、30、25、20、15、10若しくは5ヌクレオチド、又は5～10、5
～15、5～20、5～25、5～30、5～35、10～15、10～20、10～25、10～30、10～35、15～20
、15～25、15～30、15～35、20～25、20～30、20～35、25～30、若しくは25～35ヌクレオ
チドを含むか又はこれらからなる。一部の実施態様において、3'NCR1は、インフルエンザ
ウイルス遺伝子分節の3'NCRと少なくとも50％、少なくとも55％、少なくとも60％、少な
くとも65％、少なくとも70％、少なくとも75％、少なくとも80％、少なくとも85％、少な
くとも90％、少なくとも95％、少なくとも98％又は少なくとも99％同一である、ヌクレオ
チド配列を含むか又はこれらからなる。ある実施態様において、3'NCR1は、インフルエン
ザウイルス遺伝子分節の3'NCRと50％～65％、60％～80％、65％～90％、70％～95％、80
％～95％、90％～99％、95％～99％同一である、ヌクレオチド配列を含むか又はこれらか
らなる。
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【０１３７】
　一部の実施態様において、3'NCR1は、インフルエンザウイルス遺伝子分節の3'NCRの35
、30、25、20、15、10若しくは5の隣接ヌクレオチド又は5～10、5～15、5～20、5～25、5
～30、5～35、10～15、10～20、10～25、10～30、10～35、15～20、15～25、15～30、15
～35、20～25、20～30、20～35、25～30、若しくは25～35の隣接ヌクレオチドと、少なく
とも50％、少なくとも55％、少なくとも60％、少なくとも65％、少なくとも70％、少なく
とも75％、少なくとも80％、少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも95％、少なく
とも98％又は少なくとも99％同一である、ヌクレオチド配列を含むか又はこれらからなる
。ある実施態様において、3'NCR1は、インフルエンザウイルス遺伝子分節の3'NCRの35、3
0、25、20、15、10若しくは5の隣接ヌクレオチド又は5～10、5～15、5～20、5～25、5～3
0、5～35、10～15、10～20、10～25、10～30、10～35、15～20、15～25、15～30、15～35
、20～25、20～30、20～35、25～30、若しくは25～35の隣接ヌクレオチドと、50％～65％
、60％～80％、65％～90％、70％～95％、80％～95％、90％～99％、95％～99％同一であ
る、ヌクレオチド配列を含むか又はこれらからなる。
【０１３８】
　一部の実施態様において、3'NCR1は、インフルエンザウイルス遺伝子分節の3'NCRとス
トリンジェント条件下でハイブリダイズするヌクレオチド配列を含むか又はこれらからな
る。ある実施態様において、3'NCR1は、インフルエンザウイルス遺伝子分節の3'NCRの断
片とストリンジェント条件下でハイブリダイズするヌクレオチド配列を含むか又はこれら
からなる。一部の実施態様において、3'NCR1は、インフルエンザウイルス遺伝子分節の3'
NCRの35、30、25、20、15、10若しくは5の隣接ヌクレオチド又は5～10、5～15、5～20、5
～25、5～30、5～35、10～15、10～20、10～25、10～30、10～35、15～20、15～25、15～
30、15～35、20～25、20～30、20～35、25～30、若しくは25～35の隣接ヌクレオチドから
なる配列とストリンジェント条件下でハイブリダイズするヌクレオチド配列を含むか又は
これらからなる。
【０１３９】
　ある実施態様において、5'NCR1は、インフルエンザウイルス遺伝子分節の5'NCR全体を
含むか又はこれらからなる。インフルエンザウイルスの5'NCRは、当該技術分野において
公知であり、かつ標準の分子生物学及びウイルス学の技術を用い、容易に決定することが
できる。例えば、インフルエンザA/WSN/33(WSN)ウイルスの各分節の5'NCRを、下記表3に
提供する。
【０１４０】
【表３】

【０１４１】
　非限定的例として、インフルエンザA/PR/8/34(PR8)ウイルスの各分節の5'NCRのヌクレ
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オチド配列を、下記表4に提供する。
【０１４２】
【表４】

【０１４３】
　一部の実施態様において、5'NCR1は、インフルエンザウイルス遺伝子分節の5'NCRの断
片を含むか又はこれらからなる。ある実施態様において、5'NCR1は、インフルエンザウイ
ルス遺伝子分節の5'NCRの35、30、25、20、15、10若しくは5ヌクレオチド、又は5～10、5
～15、5～20、5～25、5～30、5～35、10～15、10～20、10～25、10～30、10～35、15～20
、15～25、15～30、15～35、20～25、20～30、20～35、25～30、若しくは25～35ヌクレオ
チドを含むか又はこれらからなる。一部の実施態様において、5'NCR1は、インフルエンザ
ウイルス遺伝子分節の5'NCRと少なくとも50％、少なくとも55％、少なくとも60％、少な
くとも65％、少なくとも70％、少なくとも75％、少なくとも80％、少なくとも85％、少な
くとも90％、少なくとも95％、少なくとも98％又は少なくとも99％同一である、ヌクレオ
チド配列を含むか又はこれらからなる。ある実施態様において、5'NCR1は、インフルエン
ザウイルス遺伝子分節の5'NCRと50％～65％、60％～80％、65％～90％、70％～95％、80
％～95％、90％～99％、95％～99％同一である、ヌクレオチド配列を含むか又はこれらか
らなる。
【０１４４】
　一部の実施態様において、5'NCR1は、インフルエンザウイルス遺伝子分節の5'NCRの35
、30、25、20、15、10若しくは5の隣接ヌクレオチド又は5～10、5～15、5～20、5～25、5
～30、5～35、10～15、10～20、10～25、10～30、10～35、15～20、15～25、15～30、15
～35、20～25、20～30、20～35、25～30、若しくは25～35の隣接ヌクレオチドと、少なく
とも50％、少なくとも55％、少なくとも60％、少なくとも65％、少なくとも70％、少なく
とも75％、少なくとも80％、少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも95％、少なく
とも98％又は少なくとも99％同一である、ヌクレオチド配列を含むか又はこれらからなる
。ある実施態様において、5'NCR1は、インフルエンザウイルス遺伝子分節の5'NCRの35、3
0、25、20、15、10若しくは5の隣接ヌクレオチド又は5～10、5～15、5～20、5～25、5～3
0、5～35、10～15、10～20、10～25、10～30、10～35、15～20、15～25、15～30、15～35
、20～25、20～30、20～35、25～30、若しくは25～35の隣接ヌクレオチドと、50％～65％
、60％～80％、65％～90％、70％～95％、80％～95％、90％～99％、95％～99％同一であ
る、ヌクレオチド配列を含むか又はこれらからなる。
【０１４５】
　一部の実施態様において、5'NCR1は、インフルエンザウイルス遺伝子分節の5'NCRとス
トリンジェント条件下でハイブリダイズするヌクレオチド配列を含むか又はこれらからな
る。ある実施態様において、5'NCR1は、インフルエンザウイルス遺伝子分節の5'NCRの断
片とストリンジェント条件下でハイブリダイズするヌクレオチド配列を含むか又はこれら
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からなる。一部の実施態様において、5'NCR1は、インフルエンザウイルス遺伝子分節の5'
NCRの35、30、25、20、15、10若しくは5の隣接ヌクレオチド又は5～10、5～15、5～20、5
～25、5～30、5～35、10～15、10～20、10～25、10～30、10～35、15～20、15～25、15～
30、15～35、20～25、20～30、20～35、25～30、若しくは25～35の隣接ヌクレオチドから
なる配列とストリンジェント条件下でハイブリダイズするヌクレオチド配列を含むか又は
これらからなる。
【０１４６】
(5.1.2.　翻訳されないインフルエンザウイルス末端コーディング領域)
　本明細書に記載されるキメラインフルエンザウイルス遺伝子分節は、3'CRS1、5'CRS1の
いずれか、又は3'CRS1と5'CRS1の両方を含むことができる。3'CRS1は、インフルエンザウ
イルス遺伝子分節の3'近位のコード領域配列又はそれらの誘導体において認められるパッ
ケージングシグナルを含むか又はこれらからなる。具体的実施態様において、3'CRS1は、
インフルエンザウイルス遺伝子分節の3'近位のコード領域配列、又はインフルエンザウイ
ルス遺伝子分節の3'近位のコード領域配列と少なくとも50％(一部の実施態様においては
、少なくとも60％、少なくとも65％、少なくとも70％、少なくとも75％、少なくとも80％
、少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも95％、又は少なくとも98％)同一である
ヌクレオチド配列、又はインフルエンザウイルス遺伝子分節の3'近位のコード領域配列と
ストリンジェント条件下でハイブリダイズするヌクレオチド配列を含むか又はこれらから
なる。ある実施態様において、3'近位のコード領域配列は翻訳される。他の実施態様にお
いて、3'近位のコード領域配列は翻訳されない。一部の実施態様において、3'近位のコー
ド領域配列は、任意の開始コドンを除去し、かつ3'近位のコード領域配列の翻訳を妨げる
ように変異されている。ある実施態様において、インフルエンザウイルス遺伝子分節の3'
近位のコード領域配列は、インフルエンザウイルスNS又はM遺伝子分節に由来する。具体
的実施態様において、インフルエンザウイルス遺伝子分節の3'近位のコード領域配列は、
インフルエンザウイルスNS遺伝子分節に由来し、かつmRNA 5'スプライス部位は、スプラ
イシングが発生するのを防止するように、変異されている。別の具体的実施態様において
、インフルエンザウイルス遺伝子分節の3'近位のコード領域配列は、インフルエンザウイ
ルスM遺伝子分節に由来し、かつmRNA遠位5'スプライス部位は、スプライシングが発生す
るのを防止するように、変異されている。
【０１４７】
　5'CRS1は、インフルエンザウイルス遺伝子分節の5'近位のコード領域配列又はそれらの
誘導体において認められるパッケージングシグナルを含むか又はこれらからなる。具体的
実施態様において、5'CRS1は、インフルエンザウイルス遺伝子分節の5'近位のコード領域
配列、又はインフルエンザウイルス遺伝子分節の5'近位のコード領域配列と少なくとも50
％(一部の実施態様においては、少なくとも60％、少なくとも65％、少なくとも70％、少
なくとも75％、少なくとも80％、少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも95％、又
は少なくとも98％)同一であるヌクレオチド配列、又はインフルエンザウイルス遺伝子分
節の5'近位のコード領域配列とストリンジェント条件下でハイブリダイズするヌクレオチ
ド配列を含むか又はこれらからなる。ある実施態様において、5'近位のコード領域配列は
翻訳される。他の実施態様において、5'近位のコード領域配列は翻訳されない。一部の実
施態様において、5'近位のコード領域配列は、5'近位のコード領域配列が翻訳されないこ
とを確実にするために、1以上の変異を有する。
【０１４８】
　具体的実施態様において、3'CRS1及び5'CRS1は、同じ型のインフルエンザウイルス遺伝
子分節に由来する。別の言い方をすると、3'CRS1及び5'CRS1は両方とも、HA、NA(A型及び
B型インフルエンザウイルスについて)、M、NS、PA、PB1、PB2、及びNPのインフルエンザ
ウイルス遺伝子分節に由来する。5'CRS1及び5'CRS1は、同じインフルエンザウイルス株由
来の同じ型のインフルエンザウイルス遺伝子分節(HA、NA(A型及びB型インフルエンザウイ
ルスについて)、M、NS、PA、PB1、PB2、及びNP)に由来することができる。例えば、3'CRS
1及び5'CRS1は両方とも、同じインフルエンザウイルス株由来のHAインフルエンザウイル
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ス遺伝子分節に由来することができる。或いは、3'CRS1及び5'CRS1は、2つの異なるイン
フルエンザウイルス株由来の同じ型のインフルエンザウイルス遺伝子分節に由来すること
ができる。例えば、3'CRS1は、1つのインフルエンザウイルス株のHA遺伝子分節に由来す
ることができ、かつ5'CRS1は、異なるインフルエンザウイルス株のHA遺伝子分節に由来す
ることができる。
【０１４９】
　具体的実施態様において、3'CRS1及び5'CRS1は、A型インフルエンザウイルス由来の同
じ型のインフルエンザウイルス遺伝子分節に由来している(例えばA型インフルエンザウイ
ルスについては、下記5.2節参照)。他の実施態様において、3'CRS1及び5'CRS1は、B型イ
ンフルエンザウイルス由来の同じ型のインフルエンザウイルス遺伝子分節に由来している
(例えばB型インフルエンザウイルスについては、下記5.2節参照)。他の実施態様において
、3'CRS1及び5'CRS1は、C型インフルエンザウイルス由来の同じ型のインフルエンザウイ
ルス遺伝子分節に由来している(例えばC型インフルエンザウイルスについては、下記5.2
節参照)。ある実施態様において、3'CRS1及び5'CRS1は、汎流行性インフルエンザウイル
ス由来のインフルエンザウイルス遺伝子分節に由来する。他の実施態様において、3'CRS1
及び5'CRS1は、季節性インフルエンザウイルス由来のインフルエンザウイルス遺伝子分節
に由来する。
【０１５０】
　ある実施態様において、3'CRS1及び/又は5'CRS1は、3'NCR1及び/又は5'NCR1と同じ型の
インフルエンザウイルス遺伝子分節の同じ菌株由来のものである。他の実施態様において
、3'CRS1及び/又は5'CRS1は、第1の菌株由来のインフルエンザウイルス遺伝子分節の型の
ものであり、かつ3'NCR1及び/又は5'NCR1は、同じ型のインフルエンザウイルス遺伝子分
節の異なる菌株由来のものである。
【０１５１】
　ある実施態様において、3'CRS1は、インフルエンザウイルス遺伝子分節の3'近位のコー
ド領域配列を含むか又はこれらからなる。インフルエンザウイルス遺伝子分節のコード領
域は、当該技術分野において公知であるか、又は標準の分子生物学及びウイルス学の技術
を用い、容易に決定することができる。具体的実施態様において、3'CRS1は、インフルエ
ンザウイルスPB2遺伝子分節の最も3'側の50～150ヌクレオチド、75～150ヌクレオチド、1
00～150ヌクレオチド、又は120ヌクレオチドを含むか又はこれらからなる。別の実施態様
において、3'CRS1は、インフルエンザウイルスPB1遺伝子分節の最も3'側の25～150ヌクレ
オチド、50～150ヌクレオチド、75～150ヌクレオチド、100～150ヌクレオチド又は60ヌク
レオチドを含むか又はこれらからなる。別の実施態様において、3'CRS1は、インフルエン
ザウイルスHA遺伝子分節の最も3'側の2～25ヌクレオチド、2～15ヌクレオチド、2～10ヌ
クレオチド、5～150ヌクレオチド、25～150ヌクレオチド、50～150ヌクレオチド、75～15
0ヌクレオチド、100～150ヌクレオチド又は9ヌクレオチドを含むか又はこれらからなる。
別の実施態様において、3'CRS1は、インフルエンザウイルスNP遺伝子分節の最も3'側の25
～150ヌクレオチド、50～150ヌクレオチド、75～150ヌクレオチド、100～150ヌクレオチ
ド又は60ヌクレオチドを含むか又はこれらからなる。別の実施態様において、3'CRS1は、
インフルエンザウイルスNA遺伝子分節の最も3'側の25～250ヌクレオチド、50～250ヌクレ
オチド、75～250ヌクレオチド、100～250ヌクレオチド、125～250ヌクレオチド、150～25
0ヌクレオチド、175～250ヌクレオチド、150～200ヌクレオチド、又は183ヌクレオチドを
含むか又はこれらからなる。別の実施態様において、3'CRS1は、インフルエンザウイルス
M遺伝子分節の最も3'側の25～250ヌクレオチド、50～250ヌクレオチド、75～250ヌクレオ
チド、100～250ヌクレオチド、125～250ヌクレオチド、150～250ヌクレオチド、175～250
ヌクレオチド、200～250ヌクレオチド、又は222ヌクレオチドを含むか又はこれらからな
る。別の実施態様において、3'CRS1は、インフルエンザウイルスNS遺伝子分節の最も3'側
の10～150ヌクレオチド、25～150ヌクレオチド、50～150ヌクレオチド、75～150ヌクレオ
チド、100～150ヌクレオチド、又は35ヌクレオチドを含むか又はこれらからなる。別の実
施態様において、3'CRS1は、インフルエンザPA遺伝子分節の最も3'側の25～200ヌクレオ
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チド、50～200ヌクレオチド、50～150ヌクレオチド、50～125ヌクレオチド、75～200ヌク
レオチド、75～150ヌクレオチド、100～200ヌクレオチド、100～150ヌクレオチド、又は1
00～125ヌクレオチドを含むか又はこれらからなる。
【０１５２】
　非限定的例として、インフルエンザA/PR/8/34(PR8)ウイルスの各分節の3'近位のコード
領域のヌクレオチド配列の例を、下記表5に提供する。
【０１５３】
【表５】

【０１５４】
　インフルエンザウイルス遺伝子分節の3'近位のコード領域配列に存在する任意の開始コ
ドンは、当業者に公知の任意の技術を用い除去することができる。開始コドンは、ヌクレ
オチド置換、欠失及び/又は挿入により除去することができる。具体的実施態様において
、インフルエンザウイルス遺伝子分節の3'近位のコード領域に存在する1以上の開始コド
ンは、1以上のヌクレオチド置換により除去することができる。一部の実施態様において
、インフルエンザウイルス遺伝子分節の3'近位のコード領域に存在する1以上の開始コド
ンは、1以上の挿入及び/又は欠失により除去することができる。インフルエンザウイルス
遺伝子分節の3'近位のコード領域に存在する任意の開始コドンの除去は、その配列の翻訳
を防ぐはずである。
【０１５５】
　インフルエンザウイルスNS遺伝子分節の3'近位のコード領域配列に存在するmRNA 5'ス
プライス部位及び/又はインフルエンザウイルスM遺伝子分節の3'近位のコード領域配列に
存在する遠位5'スプライス部位は、当業者に公知の任意の技術を用い除去することができ
る。そのようなスプライス部位は、ヌクレオチド置換、欠失及び/又は挿入により除去す
ることができる。具体的実施態様において、そのようなスプライス部位は、ヌクレオチド
置換により除去される。そのようなスプライス部位の除去は、望ましくない選択的スプラ
イシングが発生することを防ぐはずである。
【０１５６】
　一部の実施態様において、3'CRS1は、インフルエンザウイルス遺伝子分節の3'近位のコ
ード領域配列と少なくとも50％、少なくとも55％、少なくとも60％、少なくとも65％、少
なくとも70％、少なくとも75％、少なくとも80％、少なくとも85％、少なくとも90％、少
なくとも95％、少なくとも98％又は少なくとも99％同一であるヌクレオチド配列を含むか
又はこれらからなる。ある実施態様において、3'CRS1は、インフルエンザウイルス遺伝子
分節の3'近位のコード領域配列と50％～65％、60％～80％、65％～90％、70％～95％、80
％～95％、90％～99％、95％～99％同一であるヌクレオチド配列を含むか又はこれらから
なる。一部の実施態様において、3'CRS1は、インフルエンザウイルス遺伝子分節の3'近位
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むか又はこれらからなる。
【０１５７】
　ある実施態様において、5'CRS1は、インフルエンザウイルス遺伝子分節の5'近位のコー
ド領域配列を含むか又はこれらからなる。インフルエンザウイルスのコード領域は、当該
技術分野において公知であるか、又は標準の分子生物学及びウイルス学の技術を用い、容
易に決定することができる。具体的実施態様において、5'CRS1は、インフルエンザウイル
スPB2遺伝子分節の最も5'側の50～150ヌクレオチド、75～150ヌクレオチド、100～150ヌ
クレオチド、又は120ヌクレオチドを含むか又はこれらからなる。別の実施態様において
、5'CRS1は、インフルエンザウイルスPB1遺伝子分節の最も5'側の25～150ヌクレオチド、
50～150ヌクレオチド、75～150ヌクレオチド、100～150ヌクレオチド又は60ヌクレオチド
を含むか又はこれらからなる。別の実施態様において、5'CRS1は、インフルエンザウイル
スHA遺伝子分節の最も3'側の5～150ヌクレオチド、25～150ヌクレオチド、50～150ヌクレ
オチド、75～100ヌクレオチド、75～150ヌクレオチド、100～150ヌクレオチド、又は80ヌ
クレオチドを含むか又はこれらからなる。別の実施態様において、5'CRS1は、 インフル
エンザウイルスNP遺伝子分節の最も5'側の25～200ヌクレオチド、50～200ヌクレオチド、
75～200ヌクレオチド、100～200ヌクレオチド、120～175ヌクレオチド、120～150ヌクレ
オチド、又は120ヌクレオチドを含むか又はこれらからなる。別の実施態様において、5'C
RS1は、インフルエンザウイルスNA遺伝子分節の最も5'側の25～250ヌクレオチド、50～25
0ヌクレオチド、75～250ヌクレオチド、100～250ヌクレオチド、125～250ヌクレオチド、
150～250ヌクレオチド、175～250ヌクレオチド、150～200ヌクレオチド、又は157ヌクレ
オチドを含むか又はこれらからなる。別の実施態様において、5'CRS1は、インフルエンザ
ウイルスM遺伝子分節の最も3'側の25～250ヌクレオチド、50～250ヌクレオチド、75～250
ヌクレオチド、100～250ヌクレオチド、125～250ヌクレオチド、150～250ヌクレオチド、
175～250ヌクレオチド、200～250ヌクレオチド、又は220ヌクレオチドを含むか又はこれ
らからなる。別の実施態様において、5'CRS1は、インフルエンザウイルスNS遺伝子分節の
最も5'側の10～150ヌクレオチド、25～150ヌクレオチド、50～150ヌクレオチド、75～150
ヌクレオチド、100～150ヌクレオチド、又は35ヌクレオチドを含むか又はこれらからなる
。別の実施態様において、3'CRS1は、インフルエンザウイルスPA遺伝子分節の最も3'側の
25～200ヌクレオチド、50～200ヌクレオチド、50～150ヌクレオチド、50～125ヌクレオチ
ド、75～200ヌクレオチド、75～150ヌクレオチド、100～200ヌクレオチド、100～150ヌク
レオチド、又は100～125ヌクレオチドを含むか又はこれらからなる。
【０１５８】
　非限定的例として、インフルエンザA/PR/8/34(PR8)ウイルスの各分節の5'近位のコード
領域のヌクレオチド配列の例を、下記表6に提供する。
【０１５９】
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【表６】

【０１６０】
　一部の実施態様において、5'CRS1は、インフルエンザウイルス遺伝子分節の5'近位のコ
ード領域配列と少なくとも50％、少なくとも55％、少なくとも60％、少なくとも65％、少
なくとも70％、少なくとも75％、少なくとも80％、少なくとも85％、少なくとも90％、少
なくとも95％、少なくとも98％又は少なくとも99％同一であるヌクレオチド配列を含むか
又はこれらからなる。ある実施態様において、5'CRS1は、インフルエンザウイルス遺伝子
分節の5'近位のコード領域配列と50％～65％、60％～80％、65％～90％、70％～95％、80
％～95％、90％～99％、95％～99％同一であるヌクレオチド配列を含むか又はこれらから
なる。一部の実施態様において、5'CRS1は、インフルエンザウイルス遺伝子分節の5'近位
のコード領域配列とストリンジェント条件下でハイブリダイズするヌクレオチド配列を含
むか又はこれらからなる。
【０１６１】
(5.1.3.　インフルエンザウイルス遺伝子分節のオープンリーディングフレーム)
　本明細書に記載されるキメラインフルエンザウイルス遺伝子分節は、mORFを含む。mORF
は、インフルエンザウイルス遺伝子分節又はそれらの誘導体由来のオープンリーディング
フレーム又はそれらの断片を含むか又はこれらからなり、ここでこのオープンリーディン
グフレームは、該オープンリーディングフレームに認められるインフルエンザウイルスパ
ッケージングシグナル中に1、2、3又はそれ以上の変異を含む。具体的実施態様において
、mORFは：(a)インフルエンザウイルス遺伝子分節のオープンリーディングフレームの少
なくとも3'近位20ヌクレオチド、又はインフルエンザウイルス遺伝子分節のオープンリー
ディングフレームの少なくとも3'近位20ヌクレオチド及び異種ヌクレオチド配列を含むオ
ープンリーディングフレームであり、ここでインフルエンザウイルス遺伝子分節のオープ
ンリーディングフレームの3'近位のヌクレオチドの少なくとも1、2、3、4、5、6、7、8、
9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、又は20が変異されているもの；(b)インフ
ルエンザウイルス遺伝子分節のオープンリーディングフレームの少なくとも5'近位30ヌク
レオチド、又はインフルエンザウイルス遺伝子分節のオープンリーディングフレームの少
なくとも5'近位30ヌクレオチド及び異種ヌクレオチド配列を含むオープンリーディングフ
レームであり、ここでインフルエンザウイルス遺伝子分節のオープンリーディングフレー
ムの5'近位のヌクレオチドの少なくとも1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、1
4、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、25、26、27、28、29又は30が変異されて
いるもの；又は、(c)(a)と(b)の両方：のいずれかを含むか又はこれらからなる。具体的
実施態様において、インフルエンザウイルス遺伝子分節のオープンリーディングフレーム
の少なくとも3'近位20ヌクレオチド及びインフルエンザウイルス遺伝子分節のオープンリ
ーディングフレームの少なくとも5'近位30ヌクレオチドは、同じ型のインフルエンザウイ
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ルス遺伝子分節に由来する。別の言い方をすると、インフルエンザウイルス遺伝子分節の
オープンリーディングフレームの少なくとも3'近位20ヌクレオチド及びインフルエンザウ
イルス遺伝子分節のオープンリーディングフレームの少なくとも5'近位30ヌクレオチドは
、両方とも、HA、NA(A型及びB型インフルエンザウイルスについて)、M、NS、PA、PB1、PB
2、又はNPのインフルエンザウイルス遺伝子分節に由来する。インフルエンザウイルス遺
伝子分節のオープンリーディングフレームの少なくとも3'近位20ヌクレオチド及びインフ
ルエンザウイルス遺伝子分節のオープンリーディングフレームの少なくとも5'近位30ヌク
レオチドは、同じインフルエンザウイルス株由来の同じ型のインフルエンザウイルス遺伝
子分節(HA、NA(A型及びB型インフルエンザウイルスについて)、M、NS、PA、PB1、PB2、又
はNP)に由来することができる。例えば、インフルエンザウイルス遺伝子分節のオープン
リーディングフレームの少なくとも3'近位20ヌクレオチド及びインフルエンザウイルス遺
伝子分節のオープンリーディングフレームの少なくとも5'近位30ヌクレオチドは両方とも
、同じインフルエンザウイルス株のHAインフルエンザウイルス遺伝子分節に由来すること
ができる。或いは、インフルエンザウイルス遺伝子分節のオープンリーディングフレーム
の少なくとも3'近位20ヌクレオチド及びインフルエンザウイルス遺伝子分節のオープンリ
ーディングフレームの少なくとも5'近位30ヌクレオチドは、2つの異なるインフルエンザ
ウイルス株由来の同じ型のインフルエンザウイルス遺伝子分節に由来することができる。
例えば、インフルエンザウイルス遺伝子分節のオープンリーディングフレームの少なくと
も3'近位20ヌクレオチド及びインフルエンザウイルス遺伝子分節のオープンリーディング
フレームの少なくとも5'近位30ヌクレオチドは、異なるインフルエンザウイルス株のHA遺
伝子分節に由来することができる。
【０１６２】
　具体的実施態様において、インフルエンザウイルス遺伝子分節のオープンリーディング
フレームの少なくとも3'近位20ヌクレオチド及びインフルエンザウイルス遺伝子分節のオ
ープンリーディングフレームの少なくとも5'近位30ヌクレオチドは、A型インフルエンザ
ウイルスの同じ型のインフルエンザウイルス遺伝子分節に由来している(例えばA型インフ
ルエンザウイルスについては、下記5.2節参照)。他の実施態様において、インフルエンザ
ウイルス遺伝子分節のオープンリーディングフレームの少なくとも3'近位20ヌクレオチド
及びインフルエンザウイルス遺伝子分節のオープンリーディングフレームの少なくとも5'
近位30ヌクレオチドは、B型インフルエンザウイルス由来の同じ型のインフルエンザウイ
ルス遺伝子分節に由来している(例えばB型インフルエンザウイルスについては、下記5.2
節参照)。他の実施態様において、インフルエンザウイルス遺伝子分節のオープンリーデ
ィングフレームの少なくとも3'近位20ヌクレオチド及びインフルエンザウイルス遺伝子分
節のオープンリーディングフレームの少なくとも5'近位30ヌクレオチドは、C型インフル
エンザウイルス由来の同じ型のインフルエンザウイルス遺伝子分節に由来している(例え
ばC型インフルエンザウイルスについては、下記5.2節参照)。ある実施態様において、イ
ンフルエンザウイルス遺伝子分節のオープンリーディングフレームの少なくとも3'近位20
ヌクレオチド及びインフルエンザウイルス遺伝子分節のオープンリーディングフレームの
少なくとも5'近位30ヌクレオチドは、同じ汎流行性インフルエンザウイルスに由来する。
他の実施態様において、インフルエンザウイルス遺伝子分節のオープンリーディングフレ
ームの少なくとも3'近位20ヌクレオチド及びインフルエンザウイルス遺伝子分節のオープ
ンリーディングフレームの少なくとも5'近位30ヌクレオチドは、同じ季節性インフルエン
ザウイルスに由来する。
【０１６３】
　一実施態様において、mORFは、インフルエンザウイルス遺伝子分節のオープンリーディ
ングフレームの少なくとも3'近位20ヌクレオチドを含むか又はこれらからなり、ここでイ
ンフルエンザウイルス遺伝子分節のオープンリーディングフレームの3'近位のヌクレオチ
ドの少なくとも1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19
、又は20が変異されている。ある実施態様において、mORFは、インフルエンザウイルス遺
伝子分節のオープンリーディングフレームの最も3'側の20～200ヌクレオチド、20～175ヌ
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クレオチド、20～150ヌクレオチド、20～125ヌクレオチド、20～100ヌクレオチド、20～1
00ヌクレオチド、20～75ヌクレオチド、20～50ヌクレオチド、又はその間の任意の整数を
含むか又はこれらからなり、ここで少なくとも1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12
、13、14、15、16、17、18、19、20又はそれ以上のヌクレオチドが変異されている。具体
的実施態様において、mORFは、インフルエンザウイルス遺伝子分節のオープンリーディン
グフレームの最も3'側の20～200ヌクレオチド、若しくはその間の任意の整数を含むか又
はこれらからなり、ここで1～200ヌクレオチド、10～200ヌクレオチド、20～200ヌクレオ
チド、20～175ヌクレオチド、20～150ヌクレオチド、20～125ヌクレオチド、20～100ヌク
レオチド、20～75ヌクレオチド、20～50ヌクレオチド、又はその間の任意の整数が変異さ
れている。
【０１６４】
　一実施態様において、mORFは、インフルエンザウイルス遺伝子分節のオープンリーディ
ングフレームの少なくとも3'近位20ヌクレオチド及び異種ヌクレオチド配列を含むか又は
これらからなり、ここでインフルエンザウイルス遺伝子分節のオープンリーディングフレ
ームの3'近位のヌクレオチドの少なくとも1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13
、14、15、16、17、18、19、又は20が変異されている。ある実施態様において、mORFは、
インフルエンザウイルス遺伝子分節のオープンリーディングフレームの最も3'側の20～20
0ヌクレオチド、20～175ヌクレオチド、20～150ヌクレオチド、20～125ヌクレオチド、20
～100ヌクレオチド、20～100ヌクレオチド、20～75ヌクレオチド、20～50ヌクレオチド、
又はその間の任意の整数及び異種ヌクレオチド配列を含むか又はこれらからなり、ここで
少なくとも1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、又
はそれ以上のヌクレオチドが変異されている。具体的実施態様において、mORFは、インフ
ルエンザウイルス遺伝子分節のオープンリーディングフレームの最も3'側の20～200ヌク
レオチド、若しくはその間の任意の整数、及び異種ヌクレオチド配列を含むか又はこれら
からなり、ここで1～200ヌクレオチド、10～200ヌクレオチド、20～200ヌクレオチド、20
～200ヌクレオチド、20～175ヌクレオチド、20～150ヌクレオチド、20～125ヌクレオチド
、20～100ヌクレオチド、20～75ヌクレオチド、20～50ヌクレオチド、又はその間の任意
の整数が変異されている。
【０１６５】
　別の実施態様において、mORFは、インフルエンザウイルス遺伝子分節のオープンリーデ
ィングフレームの少なくとも5'近位の20又は30ヌクレオチドを含むか又はこれらからなり
、ここでインフルエンザウイルス遺伝子分節のオープンリーディングフレームの5'近位の
ヌクレオチドの少なくとも1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、1
7、18、19、20、21、22、23、24、25、26、27、28、29又は30が変異されている。ある実
施態様において、mORFは、インフルエンザウイルス遺伝子分節のオープンリーディングフ
レームの最も5'側の30～200ヌクレオチド、30～175ヌクレオチド、30～150ヌクレオチド
、30～125ヌクレオチド、30～100ヌクレオチド、30～100ヌクレオチド、30～75ヌクレオ
チド、230～50ヌクレオチド、又はその間の任意の整数を含むか又はこれらからなり、こ
こで1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、又はそれ
以上のヌクレオチドが変異されている。具体的実施態様において、mORFは、インフルエン
ザウイルス遺伝子分節のオープンリーディングフレームの最も5'側の30～200ヌクレオチ
ド、又は30と200の間の任意の整数を含むか又はこれらからなり、ここで1～200ヌクレオ
チド、10～200ヌクレオチド、20～200ヌクレオチド、20～175ヌクレオチド、20～150ヌク
レオチド、20～125ヌクレオチド、20～100ヌクレオチド、20～75ヌクレオチド、20～50ヌ
クレオチド、又はその間の任意の整数が変異されている。
【０１６６】
　一実施態様において、mORFは、インフルエンザウイルス遺伝子分節のオープンリーディ
ングフレームの少なくとも5'近位30ヌクレオチド及び異種ヌクレオチド配列を含むか又は
これらからなり、ここでインフルエンザウイルス遺伝子分節のオープンリーディングフレ
ームの5'近位のヌクレオチドの少なくとも1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13
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、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、25、26、27、28、29又は30が変異され
ている。ある実施態様において、mORFは、インフルエンザウイルス遺伝子分節のオープン
リーディングフレームの最も5'側の30～200ヌクレオチド、30～175ヌクレオチド、30～15
0ヌクレオチド、30～125ヌクレオチド、30～100ヌクレオチド、30～100ヌクレオチド、30
～75ヌクレオチド、30～50ヌクレオチド、又はその間の任意の整数及び異種ヌクレオチド
配列を含むか又はこれらからなり、ここで1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13
、14、15、16、17、18、19、20又はそれ以上のヌクレオチドが変異されている。具体的実
施態様において、mORFは、インフルエンザウイルス遺伝子分節のオープンリーディングフ
レームの最も5'側の30～200ヌクレオチド、若しくは30と200の間の任意の整数、及び異種
ヌクレオチド配列を含むか又はこれらからなり、ここで1～200ヌクレオチド、10～200ヌ
クレオチド、20～200ヌクレオチド、20～175ヌクレオチド、20～150ヌクレオチド、20～1
25ヌクレオチド、20～100ヌクレオチド、20～75ヌクレオチド、20～50ヌクレオチド、又
はその間の任意の整数が変異されている。ある実施態様において、mORFが異種ヌクレオチ
ド配列を含む場合、1つのオープンリーディングフレームは依然融合タンパク質の翻訳が
可能であるように、インフルエンザウイルス遺伝子分節のオープンリーディングフレーム
内の任意の終始コドンが除去される。
【０１６７】
　別の実施態様において、mORFは、インフルエンザウイルス遺伝子分節のオープンリーデ
ィングフレームの少なくとも3'近位20ヌクレオチド及び少なくとも5'近位30ヌクレオチド
を含むか又はこれらからなり、ここでインフルエンザウイルス遺伝子分節のオープンリー
ディングフレームの3'近位のヌクレオチドの少なくとも1、2、3、4、5、6、7、8、9、10
、11、12、13、14、15、16、17、18、19若しくは20及び/又は5'近位のヌクレオチドの少
なくとも1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、2
1、22、23、24、25、26、27、28、29若しくは30が変異されている。ある実施態様におい
て、mORFは、インフルエンザウイルス遺伝子分節のオープンリーディングフレームの最も
3'側の20～200ヌクレオチド、20～175ヌクレオチド、20～150ヌクレオチド、20～125ヌク
レオチド、20～100ヌクレオチド、20～100ヌクレオチド、20～75ヌクレオチド、20～50ヌ
クレオチド、又はその間の任意の整数、及びインフルエンザウイルス遺伝子分節のオープ
ンリーディングフレームの最も5'側の30～200ヌクレオチド、30～175ヌクレオチド、30～
150ヌクレオチド、30～125ヌクレオチド、30～100ヌクレオチド、30～100ヌクレオチド、
30～75ヌクレオチド、30～50ヌクレオチド、又はその間の任意の整数を含むか又はこれら
からなり、ここで3'末端の1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、1
7、18、19、20若しくはそれ以上のヌクレオチド及び/又は5'末端の1、2、3、4、5、6、7
、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、25、26、27、
28、29若しくは30又はそれ以上のヌクレオチドが変異されている。ある実施態様において
、mORFが異種ヌクレオチド配列を含む場合、1つのオープンリーディングフレームは依然
融合タンパク質の翻訳が可能であるように、インフルエンザウイルス遺伝子分節のオープ
ンリーディングフレーム内の任意の終始コドンが除去される。
【０１６８】
　別の実施態様において、mORFは：(a)インフルエンザウイルス遺伝子分節のオープンリ
ーディングフレームの少なくとも3'近位20ヌクレオチド及び少なくとも5'近位30ヌクレオ
チドであり、ここでインフルエンザウイルス遺伝子分節のオープンリーディングフレーム
の3'近位のヌクレオチドの1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、1
7、18、19、20又はそれ以上及び/又は5'近位のヌクレオチドの1、2、3、4、5、6、7、8、
9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、25、26、27、28、2
9若しくは30又はそれ以上が変異されているもの、並びに、(b)異種ヌクレオチド配列：を
含むか又はこれらからなる。ある実施態様において、mORFは：(a)インフルエンザウイル
ス遺伝子分節のオープンリーディングフレームの最も3'側の20～200ヌクレオチド、20～1
75ヌクレオチド、20～150ヌクレオチド、20～125ヌクレオチド、20～100ヌクレオチド、2
0～100ヌクレオチド、20～75ヌクレオチド、20～50ヌクレオチド、若しくはその間の任意
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の整数、及び/又はインフルエンザウイルス遺伝子分節のオープンリーディングフレーム
の最も5'側の30～200ヌクレオチド、30～175ヌクレオチド、30～150ヌクレオチド、30～1
25ヌクレオチド、30～100ヌクレオチド、30～100ヌクレオチド、30～75ヌクレオチド、30
～50ヌクレオチド、若しくはその間の任意の整数であり、ここで3'末端の1、2、3、4、5
、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20若しくはそれ以上のヌクレ
オチド及び/又は5'末端の1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17
、18、19、20、21、22、23、24、25、26、27、28、29若しくは30又はそれ以上のヌクレオ
チドが変異されているもの、並びに、(b)異種ヌクレオチド配列：を含むか又はこれらか
らなる。ある実施態様において、mORFが異種ヌクレオチド配列を含む場合、1つのオープ
ンリーディングフレームは依然融合タンパク質の翻訳が可能であるように、インフルエン
ザウイルス遺伝子分節のオープンリーディングフレーム内の任意の終始コドンが除去され
る。
【０１６９】
　ある実施態様において、mORFは、インフルエンザウイルス遺伝子分節のオープンリーデ
ィングフレーム全体を含むか又はこれらからなり、ここでインフルエンザウイルス遺伝子
分節のオープンリーディングフレームは、1～200、1～175、1～150、1～125、1～100、1
～75、1～50、1～25、20～200、20～175、20～150、20～150、20～125、20～100、20～75
若しくは20～50の変異、又はその間の整数を含む。具体的実施態様において、mORFは、イ
ンフルエンザウイルス遺伝子分節のオープンリーディングフレーム全体を含むか又はこれ
らからなり、ここでインフルエンザウイルス遺伝子分節のオープンリーディングフレーム
は、3'末端に1～200、1～175、1～150、1～125、1～100、1～75、1～50、1～25、20～200
、20～175、20～150、20～150、20～125、20～100、20～75若しくは20～50の変異(又はそ
の間の整数)、及び/又は5'末端に1～200、1～175、1～150、1～125、1～100、1～75、1～
50、1～25、20～200、20～175、20～150、20～150、20～125、20～100、20～75若しくは2
0～50の変異(又はその間の整数)を含む。例えば、mORFは、インフルエンザウイルス遺伝
子分節HA、NA、PA、PB1、PB2、NP、NS又はMのオープンリーディングフレーム全体を含む
か又はこれらからなり得るが、ここでインフルエンザウイルス遺伝子分節のオープンリー
ディングフレームは、3'末端に1～200、1～175、1～150、1～125、1～100、1～75、1～50
、若しくは1～25の変異(又はその間の整数)、及び/又は5'末端に1～200、1～175、1～150
、1～125、1～100、1～75、1～50、若しくは1～25の変異(又はその間の整数)を含む。あ
る実施態様において、mORFは、インフルエンザウイルス遺伝子分節のオープンリーディン
グフレームの全体を含むか又はこれらからなり、ここでインフルエンザウイルス遺伝子分
節のオープンリーディングフレームは、3'末端に1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、1
2、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、25、26、27、28、29、30、31、3
2、33、34、35、36、37、38、39、40、41、42、43、44、45、46、47、48、49、若しくは5
0の変異、及び/又は5'末端に1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16
、17、18、19、20、21、22、23、24、25、26、27、28、29、30、31、32、33、34、35、36
、37、38、39、40、41、42、43、44、45、46、47、48、49、若しくは50の変異を含む。
【０１７０】
　具体的実施態様において、mORFは、インフルエンザウイルス遺伝子分節のオープンリー
ディングフレームの全体及び異種ヌクレオチド配列を含むか又はこれらからなり、ここで
インフルエンザウイルス遺伝子分節のオープンリーディングフレームは、3'末端に1～200
、1～175、1～150、1～125、1～100、1～75、1～50、若しくは1～25の変異(又はその間の
整数)、及び/又は5'末端に1～200、1～175、1～150、1～125、1～100、1～75、1～50、若
しくは1～25の変異(又はその間の整数)を含む。ある実施態様において、mORFは、インフ
ルエンザウイルス遺伝子分節のオープンリーディングフレームの全体及び異種ヌクレオチ
ド配列を含むか又はこれらからなり、ここでインフルエンザウイルス遺伝子分節のオープ
ンリーディングフレームは、3'末端に1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14
、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、25、26、27、28、29、30、31、32、33、34
、35、36、37、38、39、40、41、42、43、44、45、46、47、48、49、若しくは50の変異、
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及び/又は5'末端に1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、
19、20、21、22、23、24、25、26、27、28、29、30、31、32、33、34、35、36、37、38、
39、40、41、42、43、44、45、46、47、48、49、若しくは50の変異を含む。ある実施態様
において、mORFが異種ヌクレオチド配列を含む場合、1つのオープンリーディングフレー
ムは依然融合タンパク質の翻訳が可能であるように、インフルエンザウイルス遺伝子分節
のオープンリーディングフレーム内の任意の終始コドンが除去される。
【０１７１】
　インフルエンザウイルス遺伝子分節のオープンリーディングフレームは、当該技術分野
において公知であるか、又は標準の分子生物学及びウイルス学の技術を用い、容易に決定
することができる。非限定的例として、インフルエンザWSNウイルスの各遺伝子産物のオ
ープンリーディングフレームが、下記表7に提供される。
【０１７２】
【表７】

【０１７３】
　具体的実施態様において、インフルエンザウイルス遺伝子分節のオープンリーディング
フレーム又はそれらの断片の変異は、オープンリーディングフレームに認められるパッケ
ージングシグナルの1以上又は全てを変異するか若しくは除去する。特定の実施態様にお
いて、そのようなパッケージングシグナルは、配列の3'末端及び5'末端に認められる。あ
る実施態様において、インフルエンザウイルス遺伝子分節のオープンリーディングフレー
ム又はそれらの断片の変異は、サイレント変異、すなわちオープンリーディングフレーム
のヌクレオチド配列は変更するが、オープンリーディングフレームによりコードされたア
ミノ酸配列は変更しない変異である。ほとんどの天然のアミノ酸は、複数の異なるコドン
によりコードされ(メチオニン及びトリプトファンは例外である)－この現象は、遺伝暗号
の縮重と称されている。従ってコドンのある変異は、同じアミノ酸をコードしているが、
異なるヌクレオチド配列を生じることができる。
【０１７４】
　ある実施態様において、インフルエンザウイルス遺伝子分節のオープンリーディングフ
レーム又はそれらの断片の変異は、タンパク質における保存的アミノ酸置換を生じ、すな
わち、新たなアミノ酸が、当初の野生型アミノ酸と非常に類似した化学特性を有するアミ
ノ酸置換を生じる変異を生じる。そのような保存的アミノ酸置換は、酸性アミノ酸の酸性
アミノ酸との；塩基性アミノ酸の塩基性アミノ酸との；脂肪族アミノ酸の脂肪族アミノ酸
との；及び、芳香族アミノ酸の芳香族アミノ酸とのなどのアミノ酸置換を含む。
【０１７５】
　非限定的例として、インフルエンザPR8ウイルスの各遺伝子分節のオープンリーディン
グフレームに導入され得るサイレント変異の例が、下記表8に提供される。
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【０１７６】
【表８】

【０１７７】
　ある実施態様において、mORFは、異種ヌクレオチド配列を含むことができる。異種ヌク
レオチド配列は一般に、インフルエンザウイルス遺伝子分節のオープンリーディングフレ
ーム又はそれらの誘導体若しくは断片とインフレームである。具体的実施態様において、
異種ヌクレオチド配列は、任意の感染性病原体の抗原、又は免疫応答を誘発することが可
能である任意の疾患に関連した抗原をコードしている。具体的実施態様において、抗原は
、糖タンパク質である。ある実施態様において、異種ヌクレオチド配列は、ウイルス抗原
をコードしている。他の実施態様において、異種ヌクレオチド配列は、細菌抗原(例えば
細菌の外皮タンパク質)をコードしている。他の実施態様において、異種ヌクレオチド配
列は、寄生虫抗原(例えば原虫抗原)をコードしている。別の実施態様において、異種ヌク
レオチド配列は、真菌抗原をコードしている。
【０１７８】
　一部の実施態様において、異種ヌクレオチド配列は、腫瘍抗原又は腫瘍関連抗原をコー
ドしている。一部の実施態様において、異種ヌクレオチド配列は、サイトカイン又は増殖
因子をコードしている。ある実施態様において、異種ヌクレオチド配列は、FLAGタグなど
の、ペプチドタグをコードしている。一部の実施態様において、異種ヌクレオチド配列は
、検出可能な物質をコードしている。
【０１７９】
　ウイルス抗原の非限定的例は、アデノウイルス科(例えばマストアデノウイルス及びア
ヴィアデノウイルス)、ヘルペスウイルス科(例えば単純ヘルペスウイルス1型、単純ヘル
ペスウイルス2型、単純ヘルペスウイルス5型、単純ヘルペスウイルス6型、エプスタイン
・バーウイルス、HHV6-HHV8及びサイトメガロウイルス)、レビウイルス科(例えばレビウ
イルス、腸内細菌ファージMS2、アロレウイルス)、ポックスウイルス科(例えばコルドポ
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ックスウイルス、パラポックスウイルス、アビポックスウイルス、カプリポックスウイル
ス、レポリポックスウイルス、スイポックスウイルス、モラシポックスウイルス、及びエ
ントモポックスウイルス)、パポバウイルス科(例えばポリオーマウイルス及びパピローマ
ウイルス)、パラミクソウイルス科(例えばパラミクソウイルス、パラインフルエンザウイ
ルス1型、モビリウイルス属(例えば麻疹ウイルス)、ルブラウイルス属(例えばムンプスウ
イルス)、ニューモノウイルス亜科(例えば肺炎ウイルス、ヒト呼吸器多核体ウイルス)、
ヒト呼吸器合胞体ウイルス及びメタニューモウイルス(例えばトリニューモウイルス及び
ヒトメタニューモウイルス))、ピコルナウイルス科(例えばエンテロウイルス、ライノウ
イルス、ヘパトウイルス(例えばヒトA型肝炎ウイルス)、カルジオウイルス、及びアプト
ウイルス)、レオウイルス科(例えばオルトレオウイルス、オルビウイルス、ロタウイルス
、サイポウイルス、フィジウイルス、ファイトレオウイルス、及びオリザウイルス)、レ
トロウイルス科(例えば哺乳類のB型レトロウイルス、哺乳類のC型レトロウイルス、鳥類
のC型レトロウイルス、D型レトロウイルス群、BLV-HTLVレトロウイルス、レンチウイルス
(例えばヒト免疫不全ウイルス1型及びヒト免疫不全ウイルス2型(例えばHIV gp160)、スプ
マウイルス)、フラビウイルス科(例えばC型肝炎ウイルス、デング熱ウイルス、西ナイル
ウイルス)、ヘパドナウイルス科(例えばB型肝炎ウイルス)、トガウイルス科(例えばアル
ファウイルス(例えばシンドビスウイルス)及びルビウイルス(例えば風疹ウイルス))、ラ
ブドウイルス科(例えばベシクロウイルス、リッサウイルス、エファメロウイルス、サイ
トラブドウイルス、及びヌクレオラブドウイルス)、アレナウイルス科(例えばアレナウイ
ルス、リンパ球性脈絡髄膜炎ウイルス、イッピイウイルス、及びラッサ熱ウイルス)、並
びにコロナウイルス科(例えばコロナウイルス及びトロウイルス)からの抗原が挙げられる
。具体的実施態様において、ウイルス抗原は、HIV gp120、HIV nef、RSV F糖タンパク質
、RSV G糖タンパク質、HTLV tax、単純ヘルペスウイルス糖タンパク質(例えばgB、gC、gD
、及びgE)又はB型肝炎表面抗原、C型肝炎ウイルスEタンパク質又はコロナウイルススパイ
クタンパク質である。
【０１８０】
　細菌抗原の非限定的例は、アクアスピリルム科(Aquaspirillum)、アゾスピリルム科(Az
ospirillum)、アゾトバクター科(Azotobacteraceae)、バクテロイデス科(Bacteroidaceae
)、バルトネラ種(Bartonella)、ブデロビブリオ科(Bdellovibrio)、カンピロバクター種(
Campylobacter)、クラミジア種(例えばクラミジア・ニューモニエ(Chlamydia pneumoniae
))、クロストリジウム(Clostridium)、エンテロバクテリア科(Enterobacteriaceae)(例え
ばシトロバクター種(Citrobacter)、エドワーシエラ(Edwardsiella)、エンテロバクター
・アエロゲネス(Enterobacter aerogenes)、エルウィニア種(Erwinia)、大腸菌(Escheric
hia coli)、ハフニア種(Hafnia)、クレブシエラ種(Klebsiella)、モーガネラ種(Morganel
la)、プロテウス・ブルガリス(Proteus vulgaris)、プロビデンシア(Providencia)、サル
モネラ種(Salmonella)、セラチア・マルセセンス(Serratia marcescens)、及びシゲラ・
フレクスネリ(Shigella flexneri))、ガルネラ科(Gardinella)、ヘモフィルス・インフル
エンザ(Haemophilus influenzae)、ハロバクテリウム科(Halobacteriaceae)、ヘリコバク
ター科(Helicobacter)、レジオネラシアエ科(Legionallaceae)、リステリア種(Listeria)
、メチロコッカス科(Methylococcaceae)、マイコバクテリア(例えばマイコバクテリウム
・ツベルクローシス(Mycobacterium tuberculosis))、ナイセリア科(Neisseriaceae)、オ
セアノスピリラム科(Oceanospirillum)、パスツレラ科(Pasteurellaceae)、肺炎球菌種(P
neumococcus)、シュードモナス種(Pseudomonas)、リゾビア科(Rhizobiaceae)、スピリル
ム科(Spirillum)、スピロソ-マ科(Spirosomaceae)、ブドウ球菌(Staphylococcus)(例えば
メチシリン耐性黄色ブドウ球菌及びスタフィロコッカス・ピロゲネス)、連鎖球菌(例えば
ストレプトコッカス・エンテリティデス(Streptococcus enteritidis)、ストレプトコッ
カス・ファシアエ(S. fasciae)、及び肺炎連鎖球菌)、ヘリコバクター科(Helicobacter)
、エルシニア科(Yersinia)、炭疽菌(Bacillus antracis)及びバンピロビブリオ科(Vampir
ovibrio)の細菌からの抗原が挙げられる。
【０１８１】
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　寄生虫抗原の非限定的例は、アメーバ、マラリア原虫、プラスモジウム、トリパノソー
マ・クルージ(Trypanosoma cruzi)などの寄生虫からの抗原を含む。真菌抗原の非限定的
例は、アブシディア種(例えばアブシディア・コリムビフェラ(Absidia corymbifera)及び
アブシディア・ラモサ(Absidia ramosa）)、アスペルギルス種(例えば、アスペルギルス
・フラブス(Aspergillus flavus)、アスペルギルス・フミガツス(Aspergillus fumigates
)、アスペルギルス・ニジュランス(Aspergillus nidulans)、アスペルギルス・ニジェー
ル(Aspergillus niger)、及びアスペルギルス・テレウス(Aspergillus terreus))、バシ
ジオボラス・ラナルム(Basidiobolus ranarum)、ブラストミセス・デルマチチジス(Blast
omyces dermatitidis)、カンジダ種(例えばカンジダ・アルビカンス(Candida albicans)
、カンジダ・グラブラータ(Candida glabrata)、カンジダ・ケル(Candida kerr)、カンジ
ダ・クルセイ(Candida krusei)、カンジダ・パラプシローシス(Candida parapsilosis)、
カンジダ・プソイドトロピカリス(Candida pseudotropicalis)、カンジダ・キリエルモン
ディ(Candida quillermondii)、カンジダ・ルゴサ(Candida rugosa)、カンジダ・ステラ
トイデア(Candida stellatoidea)、及びカンジダ・トロピカリス(Candida tropicalis))
、コクシジオイデス・イミチス(Coccidioides immitis)、コニディオボルス種(Conidiobo
lus)、クリプトコッカス・ネオフォルムス(Cryptococcus neoforms)、クンニングアメラ
種(Cunninghamella)、皮膚糸状菌、ヒストプラスマ・カプスラーツム(Histoplasma capsu
latum)、ミクロスポルム・ギプセウム(Microsporum gypseum)、ムコール・プシルス(Muco
r pusillus)、パラコクシジオイデス・ブラジリエンシス(Paracoccidioides brasiliensi
s)、シュードアレシェリア・ボイジイ(Pseudallescheria boydii)、リノスポリジウム・
セーベリ(Rhinosporidium seeberi)、ニューモシスティス・カリニ(Pneumocystis carini
i)、リゾプス種(例えばリゾプス・アリズス(Rhizopus arrhizus)、リゾプス・オリザエ(R
hizopus oryzae)、及びリゾプス・ミクロスポラス(Rhizopus microsporus))、サッカロミ
セス(Saccharomyces)種、スポロトリックス・シェンキイ(Sporothrix schenckii)、接合
菌類、並びに接合菌、子嚢菌、担子菌、不完全菌、及び卵菌綱などの綱の真菌からの抗原
が挙げられる。
【０１８２】
　腫瘍関連抗原の非限定的例は、MAGE-1、MAGE-3、BAGE、GAGE-1、GAGE-2、N-アセチルグ
ルコサミニルトランスフェラーゼ-V、p-15、MART-1/MelanA、TRP-1(gp75)、チロシナーゼ
、サイクリン依存性キナーゼ4、MUM-1、CDK4、HER-2/neu、ヒトパピローマウイルス-E6、
ヒトパピローマウイルスE7、MUC-1、カスパーゼ-8、CD5、CD20、CEA、ムチン-1、Lewisx
、CA-125、上皮細胞増殖因子受容体、p185HER2、IL-2R、テナシン、メタロプロテイナー
ゼ関連抗原、及びCAMPATH-1が挙げられる。サイトカイン及び増殖因子の非限定的例は、
インターロイキン(IL)-2、IL-4、IL-5、IL-6、IL-7、IL-9、IL-10、IL- 12、IL-15、IL-1
8、IL-22、IFN-α、IFN-β、及びIFN-βが挙げられる。検出可能な物質の非限定的例は、
ホースラディッシュペルオキシダーゼ、アルカリホスファターゼ、β-ガラクトシダーゼ
、又はアセチルコリンエステラーゼなどであるが、これらに限定されるものではない様々
な酵素；ストレプトアビジン/ビオチン及びアビジン/ビオチンなどであるが、これらに限
定されるものではない補欠分子族；並びに、ルシフェラーゼ、ルシフェリン、及びエクオ
リンなどであるが、これらに限定されるものではない生物発光物質が挙げられる。
【０１８３】
　具体的実施態様において、異種ヌクレオチド配列は、呼吸器病原体抗原をコードしてい
る。呼吸器ウイルス抗原の非限定的例は、RSVのF、G、又はM2タンパク質、コロナウイル
スのスパイクタンパク質(例えばSARS、HuCoV)、ヒトメタニューモウイルスのFタンパク質
、パラインフルエンザウイルスのF又はHNタンパク質、ヘンドラウイルスのG又はFタンパ
ク質、ニパウイルスのG又はFタンパク質、若しくはアデノウイルスのキャプシドタンパク
質が挙げられる。具体的実施態様において、呼吸器ウイルス抗原は、インフルエンザウイ
ルスの異なる型、亜型、又は菌株からのインフルエンザウイルス抗原である。
【０１８４】
(5.2　キメラインフルエンザウイルス遺伝子分節を含むインフルエンザウイルス)
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　一態様において、1、2、3、4、5、6、7又は8つの本明細書に記載されるキメラインフル
エンザウイルス遺伝子分節を含む組換えインフルエンザウイルスが、本明細書に提供され
る。具体的実施態様において、2つ以上の本明細書に記載されるキメラインフルエンザウ
イルス遺伝子分節を含む、組換えインフルエンザウイルスが、本明細書に提供され、ここ
でこれら2つ以上のキメラインフルエンザウイルス遺伝子分節は同時分離する(そうでなけ
れば本明細書において「同時分離キメラインフルエンザウイルス遺伝子分節」と称される
)。同時分離キメラインフルエンザウイルス遺伝子分節の群は、2、3、4、5、6、7又は8つ
のキメラインフルエンザウイルス遺伝子分節を含むことができる。ある実施態様において
、2つ以上のキメラインフルエンザウイルス遺伝子分節は、当業者に公知の技術により決
定される時間の少なくとも10％、15％、20％、25％、30％、35％、40％、45％、50％、55
％、60％、65％、70％、75％、80％、85％、90％、95％、又は99％を同時分離する。一部
の実施態様において、2つ以上のキメラインフルエンザウイルス遺伝子分節は、当業者に
公知の技術により決定される時間の10％～50％、10％～75％、10％～95％、10％～99.5％
、25％～50％、25％～75％、25％～99.5％、50％～75％、50％～99.5％、75％～99.5、80
％～99.5％、90％～99.5％、又は95％～99.5％を同時分離する。そのような技術の一例は
、細胞の野生型ウイルスと本明細書に記載される組換えインフルエンザウイルスによる同
時感染、単独のプラークの採取、及び各プラークのゲノム組成の決定を含むことができる
。理論に結びつけられるものではないが、キメラインフルエンザウイルス遺伝子分節は、
他のインフルエンザウイルス遺伝子分節と互いに独立して再集合する能力が低下し、その
結果この組換えインフルエンザウイルスの他のインフルエンザウイルス(例えば野生型イ
ンフルエンザウイルス)との再集合は、低下されるか又は阻害される。一部の実施態様に
おいて、組換えインフルエンザウイルスの他のインフルエンザウイルスとの再集合は、1
つ以上の他のキメラインフルエンザウイルス遺伝子分節から独立して再集合された1つ以
上のキメラインフルエンザウイルス遺伝子分節と再集合されたインフルエンザウイルスを
含むウイルスのプラークの割合により決定され、40％、35％、30％、25％、20％、15％、
10％又は5％未満である。再集合することができない組換えインフルエンザウイルスは、1
つ以上の他のキメラインフルエンザウイルス遺伝子分節から独立して再集合された1つ以
上のキメラインフルエンザウイルス遺伝子分節を伴うウイルスを含むウイルスのプラーク
をより少なく生じるであろう。
【０１８５】
　ある実施態様において、本明細書に提供される組換えインフルエンザウイルスは、同時
分離する2種のキメラインフルエンザウイルス遺伝子分節を含む。第1及び第2のキメライ
ンフルエンザウイルス遺伝子分節は、例えば下記表9に提供されたような、第1及び第2の
型のインフルエンザウイルス遺伝子分節から得られるか又は誘導されるパッケージングシ
グナルを含む。
【表９】

インフルエンザウイルス遺伝子分節の第1及び第2の型とは、2種の異なるインフルエンザ
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ウイルス遺伝子分節を指す。例えば、第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節はHA
インフルエンザウイルス遺伝子分節であることができ、かつ第2の型のインフルエンザウ
イルス遺伝子分節はNSインフルエンザウイルス遺伝子分節であることができる。
【０１８６】
　具体的実施態様において、組換えインフルエンザウイルスは、第1及び第2のキメライン
フルエンザウイルス遺伝子分節を含むことができ、ここで：
　(a)第1のキメラインフルエンザウイルス遺伝子分節は：
　　(i)第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の3'NCR若しくはそれらの断片、又
は第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の3'NCRと少なくとも50％(一部の実施態
様においては、少なくとも60％、少なくとも65％、少なくとも70％、少なくとも75％、少
なくとも80％、少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも95％、又は少なくとも98％
)同一であるヌクレオチド配列若しくはそれらの断片、又は第1の型のインフルエンザウイ
ルス遺伝子分節の3'NCRとストリンジェント条件下でハイブリダイズするヌクレオチド配
列若しくはそれらの断片；
　　(ii)第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の3'近位のコード領域配列、又は
第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の3'近位のコード領域配列と少なくとも50
％(一部の実施態様においては、少なくとも60％、少なくとも65％、少なくとも70％、少
なくとも75％、少なくとも80％、少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも95％、又
は少なくとも98％)同一であるヌクレオチド配列、又は第1の型のインフルエンザウイルス
遺伝子分節の3'近位のコード領域配列とストリンジェント条件下でハイブリダイズするヌ
クレオチド配列であり、ここで(ii)における配列に存在する任意の開始コドンが除去され
ているもの；
　　(iii)第2の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節のオープンリーディングフレーム
、又は第2の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節のオープンリーディングフレーム若
しくはそれらの断片及び異種ヌクレオチド配列を含むオープンリーディングフレームであ
り、ここで第2の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節のオープンリーディングフレー
ムの3'及び5'近位のヌクレオチドが変異されているもの；
　　(iv)第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の5'近位のコード領域配列、又は
第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の5'近位のコード領域配列と少なくとも50
％(一部の実施態様においては、少なくとも60％、少なくとも65％、少なくとも70％、少
なくとも75％、少なくとも80％、少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも95％、又
は少なくとも98％)同一であるヌクレオチド配列、又は第1の型のインフルエンザウイルス
遺伝子分節の5'近位のコード領域配列とストリンジェント条件下でハイブリダイズするヌ
クレオチド配列であり、ここで(iv)において配列が翻訳されないもの；並びに
　　(v)第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の5'NCR若しくはそれらの断片、又
は第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の5'NCRと少なくとも50％(一部の実施態
様においては、少なくとも60％、少なくとも65％、少なくとも70％、少なくとも75％、少
なくとも80％、少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも95％、又は少なくとも98％
)同一であるヌクレオチド配列若しくはそれらの断片、又は第1の型のインフルエンザウイ
ルス遺伝子分節の5'NCRとストリンジェント条件下でハイブリダイズするヌクレオチド配
列若しくはそれらの断片：を含み、並びに
　(b)第2のキメラインフルエンザウイルス遺伝子分節は：
　　(i)第2の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の3'NCR若しくはそれらの断片、又
は第2の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の3'NCRと少なくとも50％(一部の実施態
様においては、少なくとも60％、少なくとも65％、少なくとも70％、少なくとも75％、少
なくとも80％、少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも95％、又は少なくとも98％
)同一であるヌクレオチド配列若しくはそれらの断片、又は第2の型のインフルエンザウイ
ルス遺伝子分節の3'NCRとストリンジェント条件下でハイブリダイズするヌクレオチド配
列若しくはそれらの断片；
　　(ii)第2の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の3'近位のコード領域配列、又は
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％(一部の実施態様においては、少なくとも60％、少なくとも65％、少なくとも70％、少
なくとも75％、少なくとも80％、少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも95％、又
は少なくとも98％)同一であるヌクレオチド配列、又は第2の型のインフルエンザウイルス
遺伝子分節の3'近位のコード領域配列とストリンジェント条件下でハイブリダイズするヌ
クレオチド配列であり、ここで(ii)における配列に存在する任意の開始コドンが除去され
ているもの；
　　(iii)第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節のオープンリーディングフレーム
、又は第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節のオープンリーディングフレーム及
び異種ヌクレオチド配列を含むオープンリーディングフレームであり、ここで第1の型の
インフルエンザウイルス遺伝子分節のオープンリーディングフレームの3'及び5'近位のヌ
クレオチドが変異されているもの；
　　(iv)第2の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の5'近位のコード領域配列、又は
第2の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の5'近位のコード領域配列と少なくとも50
％(一部の実施態様においては、少なくとも60％、少なくとも65％、少なくとも70％、少
なくとも75％、少なくとも80％、少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも95％、又
は少なくとも98％)同一であるヌクレオチド配列、又は第2の型のインフルエンザウイルス
遺伝子分節の5'近位のコード領域配列とストリンジェント条件下でハイブリダイズするヌ
クレオチド配列であり、ここで(iv)において配列が翻訳されないもの；並びに
　　(v)第2の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の5'NCR若しくはそれらの断片、又
は第2の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の5'NCRと少なくとも50％(一部の実施態
様においては、少なくとも60％、少なくとも65％、少なくとも70％、少なくとも75％、少
なくとも80％、少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも95％、又は少なくとも98％
)同一であるヌクレオチド配列若しくはそれらの断片、又は第2の型のインフルエンザウイ
ルス遺伝子分節の5'NCRとストリンジェント条件下でハイブリダイズするヌクレオチド配
列若しくはそれらの断片：を含む。
　ある実施態様において、3'近位のコード領域配列は、インフルエンザウイルスNS又はM
遺伝子分節から誘導される。具体的実施態様において、3'近位のコード領域配列は、イン
フルエンザウイルスNS遺伝子分節から誘導され、かつ3'近位のコード領域は、mRNA 5'ス
プライス部位を除去するように変異されている。別の具体的実施態様において、3'近位の
コード領域配列は、インフルエンザウイルスM遺伝子分節から誘導され、かつ3'近位のコ
ード領域は、遠位5'スプライス部位を除去するように変異されている。
【０１８７】
　ある実施態様において、本明細書に提供される組換えインフルエンザウイルスは、同時
分離する3種のキメラインフルエンザウイルス遺伝子分節を含む。第1及び第2及び第3のキ
メラインフルエンザウイルス遺伝子分節は、例えば下記表10に提供されたような、第1及
び第2及び第3の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節から得られるか又は誘導されるパ
ッケージングシグナルを含む。
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【表１０】

インフルエンザウイルス遺伝子分節の第1、第2及び第3の型とは、3種の異なるインフルエ
ンザウイルス遺伝子分節を指す。例えば、第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節
はHAインフルエンザウイルス遺伝子分節であることができ、第2の型のインフルエンザウ
イルス遺伝子分節はNSインフルエンザウイルス遺伝子分節であることができ、かつ第3の
型のインフルエンザウイルス遺伝子分節はNPインフルエンザウイルス遺伝子分節であるこ
とができる。
【０１８８】
　具体的実施態様において、組換えインフルエンザウイルスは、第1、第2及び第3のキメ
ラインフルエンザウイルス遺伝子分節を含むことができ、ここで：
　(a)第1のキメラインフルエンザウイルス遺伝子分節は：
　　(i)第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の3'NCR若しくはそれらの断片、又
は第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の3'NCRと少なくとも50％(一部の実施態
様においては、少なくとも60％、少なくとも65％、少なくとも70％、少なくとも75％、少
なくとも80％、少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも95％、又は少なくとも98％
)同一であるヌクレオチド配列若しくはそれらの断片、又は第1の型のインフルエンザウイ
ルス遺伝子分節の3'NCRとストリンジェント条件下でハイブリダイズするヌクレオチド配
列若しくはそれらの断片；
　　(ii)第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の3'近位のコード領域配列、又は
第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の3'近位のコード領域配列と少なくとも50
％(一部の実施態様においては、少なくとも60％、少なくとも65％、少なくとも70％、少
なくとも75％、少なくとも80％、少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも95％、又
は少なくとも98％)同一であるヌクレオチド配列、又は第1の型のインフルエンザウイルス
遺伝子分節の3'近位のコード領域配列とストリンジェント条件下でハイブリダイズするヌ
クレオチド配列であり、ここで(ii)における配列に存在する任意の開始コドンが除去され
ているもの；
　　(iii)第3の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節のオープンリーディングフレーム
、又は第3の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節のオープンリーディングフレーム若
しくはそれらの断片及び異種ヌクレオチド配列を含むオープンリーディングフレームであ
り、ここで第3の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節のオープンリーディングフレー
ムの3'及び5'近位のヌクレオチドが変異されているもの；
　　(iv)第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の5'近位のコード領域配列、又は
第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の5'近位のコード領域配列と少なくとも50
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％(一部の実施態様においては、少なくとも60％、少なくとも65％、少なくとも70％、少
なくとも75％、少なくとも80％、少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも95％、又
は少なくとも98％)同一であるヌクレオチド配列、又は第1の型のインフルエンザウイルス
遺伝子分節の5'近位のコード領域配列とストリンジェント条件下でハイブリダイズするヌ
クレオチド配列であり、ここで(iv)において配列が翻訳されないもの；並びに
　　(v)第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の5'NCR若しくはそれらの断片、又
は第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の5'NCRと少なくとも50％(一部の実施態
様においては、少なくとも60％、少なくとも65％、少なくとも70％、少なくとも75％、少
なくとも80％、少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも95％、又は少なくとも98％
)同一であるヌクレオチド配列若しくはそれらの断片、又は第1の型のインフルエンザウイ
ルス遺伝子分節の5'NCRとストリンジェント条件下でハイブリダイズするヌクレオチド配
列若しくはそれらの断片：を含み、並びに
　(b)第2のキメラインフルエンザウイルス遺伝子分節は：
　　(i)第2の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の3'NCR若しくはそれらの断片、又
は第2の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の3'NCRと少なくとも50％(一部の実施態
様においては、少なくとも60％、少なくとも65％、少なくとも70％、少なくとも75％、少
なくとも80％、少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも95％、又は少なくとも98％
)同一であるヌクレオチド配列若しくはそれらの断片、又は第2の型のインフルエンザウイ
ルス遺伝子分節の3'NCRとストリンジェント条件下でハイブリダイズするヌクレオチド配
列若しくはそれらの断片；
　　(ii)第2の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の3'近位のコード領域配列、又は
第2の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の3'近位のコード領域配列と少なくとも50
％(一部の実施態様においては、少なくとも60％、少なくとも65％、少なくとも70％、少
なくとも75％、少なくとも80％、少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも95％、又
は少なくとも98％)同一であるヌクレオチド配列、又は第2の型のインフルエンザウイルス
遺伝子分節の3'近位のコード領域配列とストリンジェント条件下でハイブリダイズするヌ
クレオチド配列であり、ここで(ii)における配列に存在する任意の開始コドンが除去され
ているもの；
　　(iii)第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節のオープンリーディングフレーム
、又は第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節のオープンリーディングフレーム若
しくはそれらの断片及び異種ヌクレオチド配列を含むオープンリーディングフレームであ
り、ここで第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節のオープンリーディングフレー
ムの3'及び5'近位のヌクレオチドが変異されているもの；
　　(iv)第2の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の5'近位のコード領域配列、又は
第2の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の5'近位のコード領域配列と少なくとも50
％(一部の実施態様においては、少なくとも60％、少なくとも65％、少なくとも70％、少
なくとも75％、少なくとも80％、少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも95％、又
は少なくとも98％)同一であるヌクレオチド配列、又は第2の型のインフルエンザウイルス
遺伝子分節の5'近位のコード領域配列とストリンジェント条件下でハイブリダイズするヌ
クレオチド配列であり、ここで(iv)において配列が翻訳されないもの；並びに
　　(v)第2の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の5'NCR若しくはそれらの断片、又
は第2の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の5'NCRと少なくとも50％(一部の実施態
様においては、少なくとも60％、少なくとも65％、少なくとも70％、少なくとも75％、少
なくとも80％、少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも95％、又は少なくとも98％
)同一であるヌクレオチド配列若しくはそれらの断片、又は第2の型のインフルエンザウイ
ルス遺伝子分節の5'NCRとストリンジェント条件下でハイブリダイズするヌクレオチド配
列若しくはそれらの断片：を含み、
　(c)第3のキメラインフルエンザウイルス遺伝子分節は：
　　(i)第3の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の3'NCR若しくはそれらの断片、又
は第3の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の3'NCRと少なくとも50％(一部の実施態
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様においては、少なくとも60％、少なくとも65％、少なくとも70％、少なくとも75％、少
なくとも80％、少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも95％、又は少なくとも98％
)同一であるヌクレオチド配列若しくはそれらの断片、又は第3の型のインフルエンザウイ
ルス遺伝子分節の3'NCRとストリンジェント条件下でハイブリダイズするヌクレオチド配
列若しくはそれらの断片；
　　(ii)第3の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の3'近位のコード領域配列、又は
第3の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の3'近位のコード領域配列と少なくとも50
％(一部の実施態様においては、少なくとも60％、少なくとも65％、少なくとも70％、少
なくとも75％、少なくとも80％、少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも95％、又
は少なくとも98％)同一であるヌクレオチド配列、又は第3の型のインフルエンザウイルス
遺伝子分節の3'近位のコード領域配列とストリンジェント条件下でハイブリダイズするヌ
クレオチド配列であり、ここで(ii)における配列に存在する任意の開始コドンが除去され
ているもの；
　　(iii)第2の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節のオープンリーディングフレーム
、又は第2の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節のオープンリーディングフレーム若
しくはそれらの断片及び異種ヌクレオチド配列を含むオープンリーディングフレームであ
り、ここで第2の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節のオープンリーディングフレー
ムの3'及び5'近位のヌクレオチドが変異されているもの；
　　(iv)第3の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の5'近位のコード領域配列、又は
第3の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の5'近位のコード領域配列と少なくとも50
％(一部の実施態様においては、少なくとも60％、少なくとも65％、少なくとも70％、少
なくとも75％、少なくとも80％、少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも95％、又
は少なくとも98％)同一であるヌクレオチド配列、又は第3の型のインフルエンザウイルス
遺伝子分節の5'近位のコード領域配列とストリンジェント条件下でハイブリダイズするヌ
クレオチド配列であり、ここで(iv)において配列が翻訳されないもの；並びに
　　(v)第3の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の5'NCR若しくはそれらの断片、又
は第3の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の5'NCRと少なくとも50％(一部の実施態
様においては、少なくとも60％、少なくとも65％、少なくとも70％、少なくとも75％、少
なくとも80％、少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも95％、又は少なくとも98％
)同一であるヌクレオチド配列若しくはそれらの断片、又は第3の型のインフルエンザウイ
ルス遺伝子分節の5'NCRとストリンジェント条件下でハイブリダイズするヌクレオチド配
列若しくはそれらの断片：を含む。
　ある実施態様において、3'近位のコード領域配列は、インフルエンザウイルスNS又はM
遺伝子分節から誘導される。具体的実施態様において、3'近位のコード領域配列は、イン
フルエンザウイルスNS遺伝子分節から誘導され、かつ3'近位のコード領域は、mRNA 5'ス
プライス部位を除去するように変異されている。別の具体的実施態様において、3'近位の
コード領域配列は、インフルエンザウイルスM遺伝子分節から誘導され、かつ3'近位のコ
ード領域は、遠位5'スプライス部位を除去するように変異されている。
【０１８９】
　ある実施態様において、本明細書に提供される組換えインフルエンザウイルスは、同時
分離する4種のキメラインフルエンザウイルス遺伝子分節を含む。第1、第2、第3及び第4
のキメラインフルエンザウイルス遺伝子分節は、例えば下記表11に提供されたような、第
1、第2、第3及び第4の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節から得られるか又は誘導さ
れるパッケージングシグナルを含む。
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【表１１】

インフルエンザウイルス遺伝子分節の第1、第2、第3及び第4の型とは、4種の異なるイン
フルエンザウイルス遺伝子分節を指す。例えば、第1の型のインフルエンザウイルス遺伝
子分節はHAインフルエンザウイルス遺伝子分節であることができ、第2の型のインフルエ
ンザウイルス遺伝子分節はNSインフルエンザウイルス遺伝子分節であることができ、第3
の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節はNPインフルエンザウイルス遺伝子分節である
ことができ、かつ第4の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節はPB1であることができる
。
【０１９０】
　ある実施態様において、本明細書に提供される組換えインフルエンザウイルスは、同時
分離する5種のキメラインフルエンザウイルス遺伝子分節を含む。第1、第2、第3、第4及
び第5のキメラインフルエンザウイルス遺伝子分節は、例えば下記表12に提供されたよう
な、第1、第2、第3、第4、第5の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節から得られるか
又は誘導されるパッケージングシグナルを含む。



(69) JP 5845180 B2 2016.1.20

10

20

30

【表１２】

インフルエンザウイルス遺伝子分節の第1、第2、第3、第4及び第5の型とは、5種の異なる
インフルエンザウイルス遺伝子分節をいう。例えば、第1の型のインフルエンザウイルス
遺伝子分節はHAインフルエンザウイルス遺伝子分節であることができ、第2の型のインフ
ルエンザウイルス遺伝子分節はNSインフルエンザウイルス遺伝子分節であることができ、
第3の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節はNPインフルエンザウイルス遺伝子分節で
あることができ、第4の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節はPB1インフルエンザウイ
ルス遺伝子分節であることができ、かつ第5の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節はP
B2インフルエンザウイルス遺伝子分節であることができる。
【０１９１】
　ある実施態様において、本明細書に提供される組換えインフルエンザウイルスは、同時
分離する6種のキメラインフルエンザウイルス遺伝子分節を含む。第1、第2、第3、第4、
第5及び第6のキメラインフルエンザウイルス遺伝子分節は、例えば下記表13に提供された
ような、第1、第2、第3、第4、第5及び第6の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節から
得られるか又は誘導されるパッケージングシグナルを含む。
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【表１３】

インフルエンザウイルス遺伝子分節の第1、第2、第3、第4、第5及び第6の型とは、6種の
異なるインフルエンザウイルス遺伝子分節を指す。例えば、第1の型のインフルエンザウ
イルス遺伝子分節はHAインフルエンザウイルス遺伝子分節であることができ、第2の型の
インフルエンザウイルス遺伝子分節はNSインフルエンザウイルス遺伝子分節であることが
でき、第3の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節はNPインフルエンザウイルス遺伝子
分節であることができ、第4の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節はPB1インフルエン
ザウイルス遺伝子分節であることができ、第5の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節
はPB2インフルエンザウイルス遺伝子分節であることができ、かつ第6の型のインフルエン
ザウイルス遺伝子分節はPAインフルエンザウイルス遺伝子分節由来である。
【０１９２】
　ある実施態様において、本明細書に提供される組換えインフルエンザウイルスは、同時
分離する7種のキメラインフルエンザウイルス遺伝子分節を含む。第1、第2、第3、第4、
第5、第6及び第7のキメラインフルエンザウイルス遺伝子分節は、例えば下記表14に提供
されたような、第1、第2、第3、第4、第5、第6及び第7の型のインフルエンザウイルス遺
伝子分節から得られるか又は誘導されるパッケージングシグナルを含む。
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【表１４】

インフルエンザウイルス遺伝子分節の第1、第2、第3、第4、第5、第6及び第7の型とは、7
種の異なるインフルエンザウイルス遺伝子分節を指す。例えば、第1の型のインフルエン
ザウイルス遺伝子分節はHAインフルエンザウイルス遺伝子分節であることができ、第2の
型のインフルエンザウイルス遺伝子分節はNSインフルエンザウイルス遺伝子分節であるこ
とができ、第3の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節はNPインフルエンザウイルス遺
伝子分節であることができ、第4の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節はPB1インフル
エンザウイルス遺伝子分節であることができ、第5の型のインフルエンザウイルス遺伝子
分節はPB2インフルエンザウイルス遺伝子分節であることができ、第6の型のインフルエン
ザウイルス遺伝子分節はPAインフルエンザウイルス遺伝子分節由来であり、かつ第7の型
のインフルエンザウイルス遺伝子分節はMインフルエンザウイルス遺伝子分節由来である
。
【０１９３】
　ある実施態様において、本明細書に提供される組換えインフルエンザウイルスは、同時
分離する8種のキメラインフルエンザウイルス遺伝子分節を含む。第1、第2、第3、第4、
第5、第6、第7及び第8のキメラインフルエンザウイルス遺伝子分節は、例えば下記表15に
提供されたような、第1、第2、第3、第4、第5、第6、第7及び第8の型のインフルエンザウ
イルス遺伝子分節から得られるか又は誘導されるパッケージングシグナルを含む。
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【表１５】

インフルエンザウイルス遺伝子分節の第1、第2、第3、第4、第5、第6、第7及び第8の型と
は、8種の異なるインフルエンザウイルス遺伝子分節を指す。例えば、第1の型のインフル
エンザウイルス遺伝子分節はHAインフルエンザウイルス遺伝子分節であることができ、第
2の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節はNSインフルエンザウイルス遺伝子分節であ
ることができ、第3の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節はNPインフルエンザウイル
ス遺伝子分節であることができ、第4の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節はPB1イン
フルエンザウイルス遺伝子分節であることができ、第5の型のインフルエンザウイルス遺
伝子分節はPB2インフルエンザウイルス遺伝子分節であることができ、第6の型のインフル
エンザウイルス遺伝子分節はPAインフルエンザウイルス遺伝子分節由来であり、第7の型
のインフルエンザウイルス遺伝子分節はMインフルエンザウイルス遺伝子分節由来であり
、かつ第8の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節はノイラミニダーゼ(NA)インフルエ
ンザウイルス遺伝子分節由来である。
【０１９４】
　ある実施態様において、組換えインフルエンザウイルスは、同じインフルエンザウイル
ス型、同じインフルエンザウイルス亜型、又は同じインフルエンザウイルス株由来の3'NC
R1、5'NCR1、3'CRS1及び5'CRS1を含むキメラインフルエンザウイルス遺伝子分節を含んで
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いる。ある実施態様において、組換えインフルエンザウイルスは、同じインフルエンザウ
イルス型、同じインフルエンザウイルス亜型、又は同じインフルエンザウイルス株由来の
mORF、3'NCR1、5'NCR1、3'CRS1及び5'CRS1を含むキメラインフルエンザウイルス遺伝子分
節を含んでいる。
【０１９５】
　一部の実施態様において、組換えインフルエンザウイルスは、1つのインフルエンザウ
イルス型、1つのインフルエンザウイルス亜型、又は1つのインフルエンザウイルス株由来
の3'NCR1及び5'NCR1、並びに異なるインフルエンザウイルス型、異なるインフルエンザウ
イルス亜型、又は異なるインフルエンザウイルス株由来の3'CRS1及び5'CRS1を含むキメラ
インフルエンザウイルス遺伝子分節を含んでいる。一部の実施態様において、組換えイン
フルエンザウイルスは、1つのインフルエンザウイルス型、1つのインフルエンザウイルス
亜型、又は1つのインフルエンザウイルス株由来の3'NCR1、5'NCR1、3'CRS1及び5'CRS1、
並びに異なるインフルエンザウイルス型、異なるインフルエンザウイルス亜型、又は異な
るインフルエンザウイルス株由来のmORFを含むキメラインフルエンザウイルス遺伝子分節
を含んでいる。
【０１９６】
　一部の実施態様において、組換えインフルエンザウイルスは、汎流行性インフルエンザ
ウイルス由来の3'NCR1、5'NCR1、3'CRS1及び5'CRS1、並びに季節性インフルエンザウイル
ス由来のmORFを含むキメラインフルエンザウイルス遺伝子分節を含んでいる。他の実施態
様において、組換えインフルエンザウイルスは、季節性インフルエンザウイルス由来の3'
NCR1、5'NCR1、3'CRS1及び5'CRS1、並びに汎流行性インフルエンザウイルス由来のmORFを
含むキメラインフルエンザウイルス遺伝子分節を含んでいる。ある実施態様において、組
換えインフルエンザウイルスは、季節性又は汎流行性インフルエンザウイルス由来のmORF
を含むキメラインフルエンザウイルス遺伝子分節を含んでいる。
【０１９７】
　ある実施態様において、組換えインフルエンザウイルスは、A型インフルエンザウイル
ス由来の3'NCR1、5'NCR1、3'CRS1及び5'CRS1を含むキメラインフルエンザウイルス遺伝子
分節を含んでいる。一部の実施態様において、組換えインフルエンザウイルスは、A型イ
ンフルエンザウイルス由来の3'NCR1、5'NCR1、3'CRS1、5'CRS1及びmORFを含むキメライン
フルエンザウイルス遺伝子分節を含んでいる。具体的実施態様において、組換えインフル
エンザウイルスは、A型インフルエンザウイルスの同じ亜型又は菌株由来の3'NCR1、5'NCR
1、3'CRS1及び5'CRS1を含むキメラインフルエンザウイルス遺伝子分節を含んでいる。あ
る実施態様において、組換えインフルエンザウイルスは、A型インフルエンザウイルスの
同じ亜型又は菌株由来のmORF、3'NCR1、5'NCR1、3'CRS1及び5'CRS1を含むキメラインフル
エンザウイルス遺伝子分節を含んでいる。一部の実施態様において、組換えインフルエン
ザウイルスは、A型インフルエンザウイルスの1つの亜型又は1つのA型インフルエンザウイ
ルス株由来の3'NCR1及び5'NCR1、並びに異なるA型インフルエンザウイルス亜型又はA型イ
ンフルエンザウイルスの異なる菌株由来の3'CRS1及び5'CRS1を含むキメラインフルエンザ
ウイルス遺伝子分節を含んでいる。一部の実施態様において、組換えインフルエンザウイ
ルスは、A型インフルエンザウイルスの1つの亜型又は1つのA型インフルエンザウイルス株
由来の3'NCR1、5'NCR1、3'CRS1及び5'CRS1、並びに異なるA型インフルエンザウイルス亜
型又はA型インフルエンザウイルスの異なる菌株由来のmORFを含むキメラインフルエンザ
ウイルス遺伝子分節を含んでいる。
【０１９８】
　A型インフルエンザウイルスの非限定的例は、H10N4亜型、H10N5亜型、H10N7亜型、H10N
8亜型、H10N9亜型、H11N1亜型、H11N13亜型、H11N2亜型、H11N4亜型、H11N6亜型、H11N8
亜型、H11N9亜型、H12N1亜型、H12N4亜型、H12N5亜型、H12N8亜型、H13N2亜型、H13N3亜
型、H13N6亜型、H13N7亜型、H14N5亜型、H14N6亜型、H15N8亜型、H15N9亜型、H16N3亜型
、H1N1亜型、H1N2亜型、H1N3亜型、H1N6亜型、H1N9亜型、H2N1亜型、H2N2亜型、H2N3亜型
、H2N5亜型、H2N7亜型、H2N8亜型、H2N9亜型、H3N1亜型、H3N2亜型、H3N3亜型、H3N4亜型
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、H3N5亜型、H3N6亜型、H3N8亜型、H3N9亜型、H4N1亜型、H4N2亜型、H4N3亜型、H4N4亜型
、H4N5亜型、H4N6亜型、H4N8亜型、H4N9亜型、H5N1亜型、H5N2亜型、H5N3亜型、H5N4亜型
、H5N6亜型、H5N7亜型、H5N8亜型、H5N9亜型、H6N1亜型、H6N2亜型、H6N3亜型、H6N4亜型
、H6N5亜型、H6N6亜型、H6N7亜型、H6N8亜型、H6N9亜型、H7N1亜型、H7N2亜型、H7N3亜型
、H7N4亜型、H7N5亜型、H7N7亜型、H7N8亜型、H7N9亜型、H8N4亜型、H8N5亜型、H9N1亜型
、H9N2亜型、H9N3亜型、H9N5亜型、H9N6亜型、H9N7亜型、H9N8亜型、及びH9N9亜型が挙げ
られる。
【０１９９】
　A型インフルエンザウイルス株の具体例は、A/sw/アイオワ/15/30(H1N1)；A/WSN/33(H1N
1)；A/eq/プラハ/1/56(H7N7)；A/PR/8/34；A/マガモ/ポツダム/178-4/83(H2N2)；A/セグ
ロカモメ/DE/712/88(H16N3)；A/sw/香港/168/1993(H1N1)；A/マガモ/アルバータ/211/98(
H1N1)；A/ハマドリ(shorebird)/デラウェア/168/06(H16N3)；A/sw/オランダ/25/80(H1N1)
；A/sw/ドイツ/2/81(H1N1)；A/sw/ハノーバー/1/81(H1N1)；A/sw/ポツダム/1/81(H1N1)；
A/sw/ポツダム/15/81(H1N1)；A/sw/ポツダム/268/81(H1N1)；A/sw/フィニステール/2899/
82(H1N1)；A/sw/ポツダム/35/82(H3N2)；A/sw/コートダルモール/3633/84(H3N2)；A/sw/
ヘント/1/84(H3N2)；A/sw/オランダ/12/85(H1N1)；A/sw/カレンツァイン(Karrenzien)/2/
87(H3N2)；A/sw/シュヴェリーン/103/89(H1N1)；A/七面鳥/ドイツ/3/91(H1N1)；A/sw/ド
イツ/8533/91(H1N1)；A/sw/ベルギー/220/92(H3N2)；A/sw/ヘント/V230/92(H1N1)；A/sw/
ライプチヒ/145/92(H3N2)；A/sw/Re220/92hp(H3N2)；A/sw/バークム/909/93(H3N2)；A/sw
/シュレースヴィヒホルシュタイン/1/93(H1N1)；A/sw/スコットランド/419440/94(H1N2)
；A/sw/バークム/5/95(H1N1)；A/sw/ベスト/5C/96(H1N1)；A/sw/イングランド/17394/96(
H1N2)；A/sw/イェーナ/5/96(H3N2)；A/sw/ウーデンローデ/7C/96(H3N2)；A/sw/ローネ/1/
97(H3N2)；A/sw/コートダルモール/790/97(H1N2)；A/sw/バークム/1362/98(H3N2)；A/sw/
イタリア/1521/98(H1N2)；A/sw/イタリア/1553-2/98(H3N2)；A/sw/イタリア/1566/98(H1N
1)；A/sw/イタリア/1589/98(H1N1)；A/sw/バークム/8602/99(H3N2)；A/sw/コートダルモ
ール/604/99(H1N2)；A/sw/コートダルモール/1482/99(H1N1)；A/sw/ヘント/7625/99(H1N2
)；A/香港/1774/99(H3N2)；A/sw/香港/5190/99(H3N2)；A/sw/香港/5200/99(H3N2)；A/sw/
香港/5212/99(H3N2)；A/sw/イルエヴィレーヌ/1455/99 (H1N1)；A/sw/イタリア/1654-1/9
9(H1N2)；A/sw/イタリア/2034/99(H1N1)；A/sw/イタリア/2064/99(H1N2)；A/sw/ベルリン
/1578/00(H3N2)；A/sw/バークム/1832/00(H1N2)；A/sw/バークム/1833/00(H1N2)；A/sw/
コートダルモール/800/00(H1N2)；A/sw/香港/7982/00(H3N2)；A/sw/イタリア/1081/00(H1
N2)；A/sw/ベルチヒ/2/01(H1N1)；A/sw/ベルチヒ/54/01(H3N2)；A/sw/香港/9296/01(H3N2
)；A/sw/香港/9745/01(H3N2)；A/sw/スペイン/33601/01(H3N2)；A/sw/香港/1144/02(H3N2
)；A/sw/香港/1197/02(H3N2)；A/sw/スペイン/39139/02(H3N2)；A/sw/スペイン/42386/02
(H3N2)；A/スイス/8808/2002(H1N1)；A/sw/バークム/1769/03(H3N2)；A/sw/ビッセンドル
フ/IDT1864/03(H3N2)；A/sw/エーレン(Ehren)/IDT2570/03(H1N2)；A/sw/ゲッシャー/IDT2
702/03(H1N2)；A/sw/ハーゼリュンネ/2617/03hp(H1N1)；A/sw/レーニンゲン/IDT2530/03(
H1N2)；A/sw/IVD/IDT2674/03(H1N2)；A/sw/ノルドキルヒェン/IDT 1993/03(H3N2)；A/sw/
ノルドヴァルデ/IDT2197/03(H1N2)；A/sw/ノルデン/IDT2308/03(H1N2)；A/sw/スペイン/5
0047/03(H1N1)；A/sw/スペイン/51915/03(H1N1)；A/sw/フェヒタ/2623/03(H1N1)；A/sw/
ヴィスベク/IDT2869/03(H1N2)；A/sw/ヴァルタースドルフ/IDT2527/03(H1N2)；A/sw/ダム
(Damme)/IDT2890/04(H3N2)；A/sw/ゲルダーン/IDT2888/04(H1N1)；A/sw/グランステット/
IDT3475/04(H1N2)；A/sw/グレーフェン/IDT2889/04(H1N1)；A/sw/グーテンスベルク/IDT2
930/04(H1N2)；A/sw/グーテンスベルク/IDT2931/04(H1N2)；A/sw/ローネ/IDT3357/04(H3N
2)；A/sw/ノルトルップ/IDT3685/04(H1N2)；A/sw/ゼーセン/IDT3055/04(H3N2)；A/sw/ス
ペイン/53207/04(H1N1)；A/sw/スペイン/54008/04(H3N2)；A/sw/シュトルツェナウ/IDT32
96/04(H1N2)；A/sw/ヴェーデル/IDT2965/04(H1N1)；A/sw/バートグリースバッハ/IDT4191
/05(H3N2)；A/sw/クロッペンブルク/IDT4777/05(H1N2)；A/sw/デートリンゲン/IDT3780/0
5(H1N2)；A/sw/デートリンゲン/IDT4735/05(H1N2)；A/sw/エックルハム/IDT5250/05(H3N2
)；A/sw/ハーケンブレック(Harkenblek)/IDT4097/05(H3N2)；A/sw/ヘルツェン(Hertzen)/
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IDT4317/05(H3N2)；A/sw/クローゲル(Krogel)/IDT4192/05(H1N1)；A/sw/ラエル/IDT3893/
05(H1N1)；A/sw/ラエル/IDT4126/05(H3N2)；A/sw/メルツェン/IDT4114/05(H3N2)；A/sw/
ミュスラリンゲン(Muesleringen)-S./IDT4263/05(H3N2)；A/sw/オスターホーフェン/IDT4
004/05(H3N2)；A/sw/シュプレンゲ(Sprenge)/IDT3805/05(H1N2)；A/sw/シュタットローン
/IDT3853/05(H1N2)；A/sw/フォーグラルン(Voglarn)/IDT4096/05(H1N1)；A/sw/ヴォーラ
ーシュト(Wohlerst)/IDT4093/05(H1N1)；A/sw/バートグリースバッハ/IDT5604/06(H1N1)
；A/sw/ヘルツラケ/IDT5335/06(H3N2)；A/sw/ヘルツラケ/IDT5336/06(H3N2)；A/sw/ヘル
ツラケ/IDT5337/06(H3N2)；及び、A/イノシシ/ドイツ/R169/2006(H3N2)が挙げられるが、
これらに限定されるものではない。
【０２００】
　他のA型インフルエンザウイルス株の具体例は、A/トロント/3141/2009(H1N1)；A/レー
ゲンスブルク/D6/2009(H1N1)；A/バイエルン/62/2009(H1N1)；A/バイエルン/62/2009(H1N
1)；A/ブランデンブルク/19/2009(H1N1)；A/ブランデンブルク/20/2009(H1N1)；A/連邦直
轄区(Distrito Federal)/2611/2009(H1N1)；A/マトグロッソ/2329/2009(H1N1)；A/サンパ
ウロ/1454/2009(H1N1)；A/サンパウロ/2233/2009(H1N1)；A/ストックホルム/37/2009(H1N
1)；A/ストックホルム/41/2009(H1N1)；A/ストックホルム/45/2009(H1N1)；A/ブタ/アル
バータ/OTH-33-1/2009(H1N1)；A/ブタ/アルバータ/OTH-33-14/2009(H1N1)；A/ブタ/アル
バータ/OTH-33-2/2009(H1N1)；A/ブタ/アルバータ/OTH-33-21/2009(H1N1)；A/ブタ/アル
バータ/OTH-33-22/2009(H1N1)；A/ブタ/アルバータ/OTH-33-23/2009(H1N1)；A/ブタ/アル
バータ/OTH-33-24/2009(H1N1)；A/ブタ/アルバータ/OTH-33-25/2009(H1N1)；A/ブタ/アル
バータ/OTH-33-3/2009(H1N1)；A/ブタ/アルバータ/OTH-33-7/2009(H1N1)；A/北京/502/20
09(H1N1)；A/フィレンツェ/10/2009(H1N1)；A/香港/2369/2009(H1N1)；A/イタリア/85/20
09(H1N1)；A/サントドミンゴ/572N/2009(H1N1)；A/カタロニア/385/2009(H1N1)；A/カタ
ロニア/386/2009(H1N1)；A/カタロニア/387/2009(H1N1)；A/カタロニア/390/2009(H1N1)
；A/カタロニア/394/2009(H1N1)；A/カタロニア/397/2009(H1N1)；A/カタロニア/398/200
9(H1N1)；A/カタロニア/399/2009(H1N1)；A/サンパウロ/2303/2009(H1N1)；A/秋田/1/200
9(H1N1)；A/カストロ/JXP/2009(H1N1)；A/福島/1/2009(H1N1)；A/イスラエル/276/2009(H
1N1)；A/イスラエル/277/2009(H1N1)；A/イスラエル/70/2009(H1N1)；A/岩手/1/2009(H1N
1)；A/岩手/2/2009(H1N1)；A/鹿児島/1/2009(H1N1)；A/大阪/180/2009(H1N1)；A/プエル
トモント/Bio87/2009(H1N1)；A/サンパウロ/2303/2009(H1N1)；A/札幌/1/2009(H1N1)；A/
ストックホルム/30/2009(H1N1)；A/ストックホルム/31/2009(H1N1)；A/ストックホルム/3
2/2009(H1N1)；A/ストックホルム/33/2009(H1N1)；A/ストックホルム/34/2009(H1N1)；A/
ストックホルム/35/2009(H1N1)；A/ストックホルム/36/2009(H1N1)；A/ストックホルム/3
8/2009(H1N1)；A/ストックホルム/39/2009(H1N1)；A/ストックホルム/40/2009(H1N1)；A/
ストックホルム/42/2009(H1N1)；A/ストックホルム/43/2009(H1N1)；A/ストックホルム/4
4/2009(H1N1)；A/宇都宮/2/2009(H1N1)；A/WRAIR/0573N/2009(H1N1)；及び、A/浙江/DTID
-ZJUO1/2009(H1N1)が挙げられるが、これらに限定されるものではない。
【０２０１】
　ある実施態様において、組換えインフルエンザウイルスは、B型インフルエンザウイル
ス由来の3'NCR1、5'NCR1、3'CRS1及び5'CRS1を含むキメラインフルエンザウイルス遺伝子
分節を含んでいる。一部の実施態様において、組換えインフルエンザウイルスは、B型イ
ンフルエンザウイルス由来の3'NCR1、5'NCR1、3'CRS1、5'CRS1及びmORFを含むキメライン
フルエンザウイルス遺伝子分節を含んでいる。具体的実施態様において、組換えインフル
エンザウイルスは、B型インフルエンザウイルスの同じ菌株由来の3'NCR1、5'NCR1、3'CRS
1及び5'CRS1を含むキメラインフルエンザウイルス遺伝子分節を含んでいる。ある実施態
様において、組換えインフルエンザウイルスは、B型インフルエンザウイルスの同じ菌株
由来のmORF、3'NCR1、5'NCR1、3'CRS1及び5'CRS1を含むキメラインフルエンザウイルス遺
伝子分節を含んでいる。一部の実施態様において、組換えインフルエンザウイルスは、1
つのB型インフルエンザウイルス株由来の3'NCR1及び5'NCR1並びにB型インフルエンザウイ
ルスの異なる菌株由来の3'CRS1及び5'CRS1を含むキメラインフルエンザウイルス遺伝子分
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節を含んでいる。一部の実施態様において、組換えインフルエンザウイルスは、1つのB型
インフルエンザウイルス株由来の3'NCR1、5'NCR1、3'CRS1及び5'CRS1並びにB型インフル
エンザウイルスの異なる菌株由来のmORFを含むキメラインフルエンザウイルス遺伝子分節
を含んでいる。
【０２０２】
　B型インフルエンザウイルスの非限定的例は、愛知/5/88株、秋田/27/2001株、秋田/5/2
001株、アラスカ/16/2000株、アラスカ/1777/2005株、アルゼンチン/69/2001株、アリゾ
ナ/146/2005株、アリゾナ/148/2005株、バンコク/163/90株、バンコク/34/99株、バンコ
ク/460/03株、バンコク/54/99株、バルセロナ/215/03株、北京/15/84株、北京/184/93株
、北京/243/97株、北京/43/75株、北京/5/76株、北京/76/98株、ベルギー/WV106/2002株
、ベルギー/WV107/2002株、ベルギー/WV109/2002株、ベルギー/WV114/2002株、ベルギー/
WV122/2002株、ボン/43株、ブラジル/952/2001株、ブカレスト/795/03株、ブエノスアイ
レス/161/00)株、ブエノスアイレス/9/95株、ブエノスアイレス/SW16/97株、ブエノスア
イレス/VL518/99株、カナダ/464/2001株、カナダ/464/2002株、チャコ/366/00株、チャコ
/R113/00株、済州/303/03株、千葉/447/98株、重慶/3/2000株、SA1タイ/2002臨床分離株
、SA10タイ/2002臨床分離株、SA100 フィリピン/2002臨床分離株、SA101フィリピン/2002
臨床分離株、SA110フィリピン/2002)臨床分離株、SA112フィリピン/2002臨床分離株、SA1
13フィリピン/2002臨床分離株、SA114フィリピン/2002臨床分離株、SA2タイ/2002臨床分
離株、SA20タイ/2002臨床分離株、SA38フィリピン/2002臨床分離株、SA39タイ/2002臨床
分離株、SA99フィリピン/2002臨床分離株、CNIC/27/2001株、コロラド/2597/2004株、コ
ルドバ/VA418/99株、チェコスロバキア/16/89株、チェコスロバキア/69/90株、ダエク/10
/97株、ダエク/45/97株、ダエク/47/97株、ダエク/9/97株、B/Du/4/78株、B/ダーバン/39
/98株、ダーバン/43/98株、ダーバン/44/98株、B/ダーバン/52/98株、ダーバン/55/98株
、ダーバン/56/98株、イングランド/1716/2005株、イングランド/2054/2005株、イングラ
ンド/23/04株、フィンランド/154/2002株、フィンランド/159/2002株、フィンランド/160
/2002株、フィンランド/161/2002株、フィンランド/162/03株、フィンランド/162/2002株
、フィンランド/162/91株、フィンランド/164/2003株、フィンランド/172/91株、フィン
ランド/173/2003株、フィンランド/176/2003株、フィンランド/184/91株、フィンランド/
188/2003株、フィンランド/190/2003株、フィンランド/220/2003株、フィンランド/WV5/2
002株、福建/36/82株、ジュネーブ/5079/03株、ジェノバ/11/02株、ジェノバ/2/02株、ジ
ェノバ/21/02株、ジェノバ/54/02株、ジェノバ/55/02株、広東/05/94株、広東/08/93株、
広東/5/94株、広東/55/89株、広東/8/93株、広州/7/97株、広州/86/92株、広州/87/92株
、京幾/592/2005株、ハノーバー/2/90株、ハルビン/07/94株、ハワイ/10/2001株、ハワイ
/1990/2004株、ハワイ/38/2001株、ハワイ/9/2001株、河北/19/94株、河北/3/94株、河南
/22/97株、広島/23/2001株、香港/110/99株、香港/1115/2002株、香港/112/2001株、香港
/ 123/2001株、香港/1351/2002株、香港/1434/2002株、香港/147/99株、香港/156/99株、
香港/157/99株、香港/22/2001株、香港/22/89株、香港/336/2001株、香港/666/2001株、
香港/9/89株、ヒューストン/1/91株、ヒューストン/1/96株、ヒューストン/2/96株、湖南
/4/72株、茨城/2/85株、仁川(ncheon)/297/2005株、インド/3/89株、インド/77276/2001
株、イスラエル/95/03株、イスラエル/WV187/2002株、日本/1224/2005株、江蘇/10/03株
、ヨハネスブルク/1/99株、ヨハネスブルク/96/01株、門真/1076/99株、門真/122/99株、
鹿児島/15/94株、カンザス/22992/99株、ハズコフ(Khazkov)/224/91株、神戸/1/2002株、
高知/193/99株、ラツィオ/1/02株、リー/40株、レニングラード/129/91株、リスボン/2/9
0)株、ロサンゼルス/1/02株、ルサカ/270/99株、リヨン/1271/96株、マレーシア/83077/2
001株、マプト/1/99株、マルデルプラタ/595/99株、メリーランド/1/01株、メンフィス/1
/01株、メンフィス/12/97-MA株、ミシガン/22572/99株、三重/1/93株、ミラノ/1/01株、
ミンスク/318/90株、モスクワ/3/03株、名古屋/20/99株、南昌/1/00株、ナッシュビル/10
7/93株、ナッシュビル/45/91株、ネブラスカ/2/01株、オランダ/801/90株、オランダ/429
/98株、ニューヨーク/1/2002株、NIB/48/90株、寧夏/45/83株、ノルウェー/1/84株、オマ
ーン/16299/2001株、大阪/1059/97株、大阪/983/97-V2株、オスロ/1329/2002株、オスロ/
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1846/2002株、パナマ/45/90株、パリ/329/90株、パルマ/23/02株、パース/211/2001株、
ペルー/1364/2004株、フィリピン/5072/2001株、釜山/270/99株、ケベック/173/98株、ケ
ベック/465/98株、ケベック/7/01株、ローマ/1/03株、佐賀/S172/99株、ソウル/13/95株
、ソウル/37/91株、山東/7/97株、上海/361/2002株、滋賀/T30/98株、四川/379/99株、シ
ンガポール/222/79株、スペイン/WV27/2002株、ストックホルム/10/90株、スイス/5441/9
0株、台湾/0409/00株、台湾/0722/02株、台湾/97271/2001株、テヘラン/80/02株、東京/6
/98株、トリエステ/28/02株、ウランウデ/4/02株、イギリス/34304/99株、USSR/100/83株
、ビクトリア/103/89株、ウィーン/1/99株、武漢/356/2000株、WV194/2002株、玄武/23/8
2株、山形/1311/2003株、山形/K500/2001株、アラスカ/12/96株、GA/86株、長崎/1/87株
、東京/942/96、及びロチェスター/02/2001株が挙げられる。
【０２０３】
　ある実施態様において、組換えインフルエンザウイルスは、C型インフルエンザウイル
ス由来の3'NCR1、5'NCR1、3'CRS1及び5'CRS1を含むキメラインフルエンザウイルス遺伝子
分節を含んでいる。一部の実施態様において、組換えインフルエンザウイルスは、C型イ
ンフルエンザウイルス由来の3'NCR1、5'NCR1、3'CRS1、5'CRS1及びmORFを含むキメライン
フルエンザウイルス遺伝子分節を含んでいる。具体的実施態様において、組換えインフル
エンザウイルスは、C型インフルエンザウイルスの同じ菌株由来の3'NCR1、5'NCR1、3'CRS
1及び5'CRS1を含むキメラインフルエンザウイルス遺伝子分節を含んでいる。ある実施態
様において、組換えインフルエンザウイルスは、C型インフルエンザウイルスの同じ菌株
由来のmORF、3'NCR1、5'NCR1、3'CRS1及び5'CRS1を含むキメラインフルエンザウイルス遺
伝子分節を含んでいる。一部の実施態様において、組換えインフルエンザウイルスは、1
つのC型インフルエンザウイルス株由来の3'NCR1及び5'NCR1並びにC型インフルエンザウイ
ルスの異なる菌株由来の3'CRS1及び5'CRS1を含むキメラインフルエンザウイルス遺伝子分
節を含んでいる。一部の実施態様において、組換えインフルエンザウイルスは、1つのC型
インフルエンザウイルス株由来の3'NCR1、5'NCR1、3'CRS1及び5'CRS1並びにC型インフル
エンザウイルス株由来のmORFを含むキメラインフルエンザウイルス遺伝子分節を含んでい
る。
【０２０４】
　C型インフルエンザウイルスの非限定的例は、愛知/1/81株、アンナーバー/1/50株、青
森/74株、カリフォルニア/78株、イングランド/83株、ギリシア/79株、広島/246/2000株
、広島/252/2000株、兵庫/1/83株、ヨハネスブルク/66株、神奈川/1/76株、京都/1/79株
、ミシシッピ/80株、宮城/1/97株、宮城/5/2000株、宮城/9/96株、奈良/2/85株、ニュー
ジャージー/76株、ブタ/北京/115/81株、埼玉/3/2000株、静岡/79株、山形/2/98株、山形
/6/2000株、山形/9/96株、ベルリン/1/85株、イングランド/892/8株、五大湖/1167/54株
、JJ/50株、ブタ/北京/10/81株、ブタ/北京/439/82)株、テーラー(TAYLOR)/1233/47株、
及びC/山形/10/81株が挙げられる。
【０２０５】
　ある実施態様において、本明細書に記載される組換えインフルエンザウイルスが、イン
フルエンザウイルスのゲノム内に認められる遺伝子分節のフルセット未満(すなわち、A型
インフルエンザウイルスの8未満の型の遺伝子分節、B型インフルエンザウイルスの8未満
の型の遺伝子分節、又はC型インフルエンザウイルスの7未満の型の遺伝子分節)を含む同
時分離するキメラインフルエンザウイルス遺伝子分節の群を含む場合、このウイルスは更
に、インフルエンザウイルスのゲノム内に認められる遺伝子分節のフルセットを完全にす
るための遺伝子分節を含む。例えば、組換えインフルエンザウイルスが、HAタンパク質を
コードしているキメラインフルエンザウイルス遺伝子分節及びPAタンパク質をコードして
いるキメラインフルエンザウイルス遺伝子分節を含む場合、この組換えインフルエンザは
、NS、PB1、PB2、M、NP、及びNA(A型及びB型インフルエンザウイルスについて)インフル
エンザウイルス遺伝子分節又はそれらの誘導体を更に含むことができる。インフルエンザ
ウイルスのゲノム内に認められる遺伝子分節のフルセットを完全にするこれらのインフル
エンザウイルス遺伝子分節又はそれらの誘導体は、本明細書において「相補するインフル
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エンザウイルス遺伝子分節」という。非限定的例として、組換えインフルエンザウイルス
は、下記の遺伝子分節を含むことができる：
【表１６】

【０２０６】
　ある実施態様において、この相補するインフルエンザウイルス遺伝子分節は全て、同じ
型又は亜型のインフルエンザウイルスから誘導されることができる。他の実施態様におい
て、相補するインフルエンザウイルス遺伝子分節は、1、2又はそれ以上の異なる型又は亜
型のインフルエンザウイルスから誘導されることができる。一部の実施態様において、相
補するインフルエンザウイルス遺伝子分節は全て、同じインフルエンザウイルス株ｋら誘
導されることができる。他の実施態様において、相補するインフルエンザウイルス遺伝子
分節は、1、2又はそれ以上の異なるインフルエンザウイルス株から誘導されることができ
る。ある実施態様において、相補するインフルエンザウイルス遺伝子分節は、弱毒化され
たインフルエンザウイルス株から誘導されることができる。
【０２０７】
　ある実施態様において、1、2又はそれ以上のキメラインフルエンザウイルス遺伝子分節
及び1、2又はそれ以上の相補するインフルエンザウイルス遺伝子分節は、同じ型又は亜型
のインフルエンザウイルスから誘導されることができる。他の実施態様において、1、2又
はそれ以上のキメラインフルエンザウイルス遺伝子分節及び1、2又はそれ以上の相補する
インフルエンザウイルス遺伝子分節は、1、2又はそれ以上の異なる型又は亜型のインフル
エンザウイルスから誘導されることができる。一部の実施態様において、1、2又はそれ以
上のキメラインフルエンザウイルス遺伝子分節及び1、2又はそれ以上の相補するインフル
エンザウイルス遺伝子分節は、同じインフルエンザウイルス株から誘導されることができ
る。他の実施態様において、1、2又はそれ以上のキメラインフルエンザウイルス遺伝子分
節及び1、2又はそれ以上の相補するインフルエンザウイルス遺伝子分節は、1、2又はそれ
以上の異なるインフルエンザウイルス株から誘導されることができる。
【０２０８】
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　ある実施態様において、本明細書に記載される組換えインフルエンザウイルスは、融合
タンパク質をコードしている少なくとも1つの遺伝子分節を含む。この融合タンパク質は
、キメラインフルエンザウイルス遺伝子分節又は相補するインフルエンザウイルス遺伝子
分節によりコードされ得る。融合タンパク質は、インフルエンザウイルスタンパク質又は
それらの断片の、異種タンパク質(例えば、ウイルス抗原、細菌抗原、寄生体抗原、真菌
抗原、腫瘍抗原、腫瘍関連抗原、サイトカイン、増殖因子、ペプチドタグ、又は検出可能
な物質などとの融合であることができる(そのような抗原、サイトカイン、増殖因子、ペ
プチドタグ、及び検出可能な物質の例については、5.1.3節を参照されたい))。
【０２０９】
　ある実施態様において、組換えインフルエンザウイルスは、9つの遺伝子分節を包含し
、ここで(a)少なくとも1つの遺伝子分節は：(i)第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子
分節の3'非コード領域において認められるパッケージングシグナル又はそれらの誘導体；
(ii)第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の3'近位のコード領域内の任意の開始
コドンが変異されている、第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の3'近位のコー
ド領域又はそれらの誘導体において認められるパッケージングシグナル；(iii)オープン
リーディングフレームの3'及び5'近位のヌクレオチドが変異されている、第2の型のイン
フルエンザウイルス遺伝子分節のオープンリーディングフレーム又はそれらの断片又は誘
導体；(iv)第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の5'近位のコード領域又はそれ
らの誘導体において認められるパッケージングシグナル；及び、(v)第1の型のインフルエ
ンザウイルス遺伝子分節の5'非コード領域又はそれらの誘導体において認められるパッケ
ージングシグナル：を含み、並びに、(b)少なくとも1つの遺伝子分節は：(i)第2の型のイ
ンフルエンザウイルス遺伝子分節の3'非コード領域又はそれらの誘導体において認められ
るパッケージングシグナル；(ii)第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の3'近位
のコード領域内の任意の開始コドンが変異されている、第2の型のインフルエンザウイル
ス遺伝子分節の3'近位のコード領域又はそれらの誘導体において認められるパッケージン
グシグナル；(iii)インフルエンザウイルス遺伝子分節の1、2、3、4、5、6、7又は8に対
し異種であるオープンリーディングフレーム；(iv)第2の型のインフルエンザウイルス遺
伝子分節の5'近位のコード領域又はそれらの誘導体において認められるパッケージングシ
グナル；及び、(v)第2の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の5'非コード領域又はそ
れらの誘導体において認められるパッケージングシグナルを含む。別の実施態様において
、3'及び/又は5'近位のコード領域配列は、このオープンリーディングフレームに隣接し
、かつ翻訳されない。一部の実施態様において、3'近位のコード領域配列は、3'近位のコ
ード領域配列の翻訳を妨げるように変異されている。一部の実施態様において、5'近位の
コード領域配列は、5'近位のコード領域配列が翻訳されないことを確実にするように1以
上の変異を有する。具体的実施態様において、このインフルエンザウイルス遺伝子分節の
オープンリーディングフレーム又は断片に導入された変異は、サイレント変異である。例
えば9-分節化された組換えインフルエンザウイルスの例については、実施例2及び3並びに
図29及び30を参照されたい。ある実施態様において、9-分節化された組換えインフルエン
ザウイルスは、弱毒化されている。
【０２１０】
　別の実施態様において、組換えインフルエンザウイルスは、9つの遺伝子分節を含み、
ここで：(a)少なくとも1つの遺伝子分節は：(i)第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子
分節の3'非コード領域；(ii)第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の3'近位のコ
ード領域内の任意の開始コドンが変異されている、第1の型のインフルエンザウイルス遺
伝子分節の3'近位のコード領域；(iii)ある個数の3'近位のヌクレオチド及びある個数の5
'近位のヌクレオチドが変異されている、第2の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の
オープンリーディングフレーム；及び、(v)第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節
の5'近位のコード領域；及び、(vi)第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の5'非
コード領域：を含み；並びに、(b)少なくとも1つの遺伝子分節は：(i)第2の型のインフル
エンザウイルス遺伝子分節の3'非コード領域；(ii)第2の型のインフルエンザウイルス遺
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伝子分節の3'近位のコード領域内の任意の開始コドンが変異されている、第2の型のイン
フルエンザウイルス遺伝子分節の3'近位のコード領域；(iii)インフルエンザウイルス遺
伝子分節の1、2、3、4、5、6、7又は8に対し異種であるオープンリーディングフレーム；
及び、(v)第2の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の5'近位のコード領域；及び、(v
i)第2の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節の5'非コード領域：を含む。ある実施態
様において、第2のインフルエンザウイルス遺伝子分節のオープンリーディングフレーム
の3'近位のヌクレオチドの5～25又は5～50、及び5'近位のヌクレオチドの5～25又は5～50
は、1以上の変異を保有する。具体的実施態様において、そのような変異はサイレント変
異である。一部の実施態様において、第1及び第2のインフルエンザウイルス遺伝子分節の
5'近位のコード領域は、5'近位のコード領域が翻訳されないように、変異されている。
【０２１１】
　一部の実施態様において、9-分節化された組換えインフルエンザウイルスは、インフル
エンザウイルスの2つの異なる型、亜型又は菌株由来のインフルエンザウイルス抗原をコ
ード及び/又は発現している。具体的実施態様において、組換えインフルエンザウイルス
は、インフルエンザウイルスの2つの異なる型、亜型又は菌株由来のHA抗原をコード及び/
又は発現している。例えば9-分節化された組換えインフルエンザウイルスは、H1 HA抗原
及びH3 HA抗原をコード及び/又は発現している。一部の実施態様において、1つのHA抗原
は季節性インフルエンザウイルスに由来し、かつ他方のHA抗原は汎流行性のインフルエン
ザウイルスに由来している。具体的実施態様において、これら2つのHA抗原は各々、弱毒
化変異を含むことができる。ある実施態様において、9-分節化された組換えインフルエン
ザウイルスは、インフルエンザウイルス抗原及び少なくとも1、2、3若しくは4の、又は1
～3、1～4、若しくは2～4の非-インフルエンザウイルス抗原(例えば、細菌病原体、又は
インフルエンザウイルス以外のウイルス病原体に由来する抗原)をコード及び/又は発現し
ている。これらの実施態様に従い、一部の実施態様において、1つの遺伝子分節の異種オ
ープンリーディングフレームは、他方の遺伝子分節によりコードされたインフルエンザウ
イルス抗原よりも、異なるインフルエンザウイルスの型、亜型又は菌株に由来するインフ
ルエンザウイルス抗原をコードすることができる。他の実施態様において、1つの遺伝子
分節の異種オープンリーディングフレームは、非-インフルエンザウイルス抗原(例えば、
細菌抗原、腫瘍抗原、又はインフルエンザウイルス抗原以外のウイルス抗原)をコードす
ることができる。更に別の実施態様において、異種オープンリーディングフレームは、例
えばGFP又はルシフェラーゼなどの、検出可能なタンパク質をコードしている。
【０２１２】
　ある実施態様において、本明細書に記載される組換えインフルエンザウイルスは、2シ
ストロン性mRNAをコードしている少なくとも1つの遺伝子分節を含む。2シストロン性mRNA
は、キメラインフルエンザウイルス遺伝子分節又は相補するインフルエンザウイルス遺伝
子分節によりコードされ得る。2シストロン性mRNAをコードしているインフルエンザウイ
ルス遺伝子分節を作製する技術は、当該技術分野において公知である。2シストロン性技
術は、配列内リボソーム侵入部位(IRES)配列の使用により、複数のタンパク質のコード配
列を単独のmRNAへと操作することを可能にする。簡潔には、1つのタンパク質のコード領
域は、第2のタンパク質のオープンリーディングフレームへ挿入される。この挿入は、IRE
S、及び適切な発現及び/又は機能に必要な任意の翻訳されないシグナル配列により隣接さ
れる。この挿入は、オープンリーディングフレーム、第2のタンパク質のポリアデニル化
又は転写のプロモーターを破壊してはならない(例えば、Garcia-Sastreらの文献、1994, 
J. Virol. 68: 6254-6261、及びGarcia-Sastreらの文献、1994, Dev. Biol. Stand. 82: 
237-246を参照し、これらの各文献はその全体が引用により本明細書に組み込まれる。)。
同じく例えば、米国特許第6,887,699号、米国特許第6,001,634号、米国特許第5,854,037
号及び米国特許第5,820,871号も参照し、これらの各特許はその全体が引用により本明細
書に組み込まれる。当該技術分野において公知の又は本明細書に記載される任意のIRES(
例えば、BiP遺伝子のIRES、GenBankデータベースエントリー番号HUMGRP78のヌクレオチド
372～592；又は、脳心筋炎ウイルス(EMCV)のIRES、GenBankデータベースエントリー番号C
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Q867238のヌクレオチド1430～2115)を、本発明に従い使用することができる。2シストロ
ン性mRNAの1つのオープンリーディングフレームは、インフルエンザウイルスタンパク質
又はそれらの断片をコードすることができ、かつ2シストロン性mRNAの他方のオープンリ
ーディングフレームは、異種タンパク質(ウイルス抗原、細菌抗原、寄生体抗原、真菌抗
原、腫瘍抗原、腫瘍関連抗原、サイトカイン、増殖因子、ペプチドタグ、又は検出可能な
物質などをコードすることができる(そのような抗原、サイトカイン、増殖因子、ペプチ
ドタグ、及び検出可能な物質の例については、5.1.3節を参照のこと))。
【０２１３】
　具体的実施態様において、本明細書に記載される組換えインフルエンザウイルスは、弱
毒化されている。特定の実施態様において、組換えインフルエンザウイルスは、そのウイ
ルスが、少なくとも部分的に感染性であり続け、かつインビボにおいて複製することがで
きるが、病原性でない非臨床レベルの感染をもたらす、低い力価のみを生じるように、弱
毒化されている。そのような弱毒化されたウイルスは、ウイルス又はそれらの免疫原性組
成物が、免疫応答を誘導するよう対象に投与される本明細書に記載される実施態様に特に
適している。
【０２１４】
　一部の実施態様において、本明細書に記載される組換えインフルエンザウイルスは、キ
メラインフルエンザウイルス遺伝子分節内に1以上の弱毒化変異を含む。ある実施態様に
おいて、本明細書に記載される組換えインフルエンザウイルスは、2、3又はそれ以上のキ
メラインフルエンザウイルス遺伝子分節内に1以上の弱毒化変異を含む。一部の実施態様
において、本明細書に記載される組換えインフルエンザウイルスは、相補するインフルエ
ンザウイルス遺伝子分節内に1以上の弱毒化変異を含む。ある実施態様において、本明細
書に記載される組換えインフルエンザウイルスは、2、3又はそれ以上の相補するインフル
エンザウイルス遺伝子分節内に1以上の弱毒化変異を含む。一部の実施態様において、本
明細書に記載される組換えインフルエンザウイルスは、キメラインフルエンザウイルス遺
伝子分節内に1以上の弱毒化変異を含み、かつ相補するインフルエンザウイルス遺伝子分
節内に1以上の弱毒化変異を含む。ある実施態様において、本明細書に記載される組換え
インフルエンザウイルスは、1、2、3又はそれ以上のキメラインフルエンザウイルス遺伝
子分節内に1以上の弱毒化変異を含み、かつ1、2、3又はそれ以上の相補するインフルエン
ザウイルス遺伝子分節内に1以上の弱毒化変異を含む。
【０２１５】
　ある実施態様において、1以上の弱毒化変異は、NS1、NP、HA、NA、PB1、PB2及び/又はP
Aの1つ以上をコードしている遺伝子分節のオープンリーディングフレーム内であることが
できる。具体的実施態様において、1以上の弱毒化変異は、HA遺伝子分節のオープンリー
ディングフレーム内であることができる。別の具体的実施態様において、1以上の弱毒化
変異は、NP遺伝子分節のオープンリーディングフレーム内であることができる。別の実施
態様において、1以上の弱毒化変異は、PB1遺伝子分節のオープンリーディングフレーム内
であることができる。別の実施態様において、1以上の弱毒化変異は、PB2遺伝子分節のオ
ープンリーディングフレーム内であることができる。ある実施態様において、インフルエ
ンザウイルスの遺伝子分節内の1以上の弱毒化変異は、例えば、化学的変異誘発により作
製されたウイルス変異体の選択、遺伝子操作によるゲノムの変異、弱毒化された機能を持
つ分節を含む再集合体ウイルスの選択、又はコンディショナルウイルス変異体(例えば、A
/レニングラード/134/47/57(H2N2)、A/アンナーバー/6/60(H2N2)、B/アンナーバー/1/66
、及びB/リー/40などの低温適応ウイルス)の選択などの、当該技術分野において公知の任
意の方法に従い実現することができる。具体的実施態様において、弱毒化されている1以
上の温度感受性変異を、遺伝子分節のオープンリーディングフレームに導入することがで
きる。一部の実施態様において、1以上の温度感受性変異は、PB1(K391E、E581G、A661T)
、PB2(N265S)、及びNP(D34G)の1つ以上を含む。
【０２１６】
　一部の実施態様において、弱毒性組換えインフルエンザウイルスは、低温適応ワクチン
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マスター株A/アンナーバー/6/60(例えば、このウイルスの説明についてはJinらの文献、2
003, Virology, 306: 18-24を参照されたい)によりコードされた下記NP、PB1及びPB2タン
パク質を発現する。
【０２１７】
　一部の実施態様において、弱毒性組換えインフルエンザウイルスは、ウイルスが細胞の
インターフェロン(IFN)反応と拮抗する能力を持つ変異されたNS1タンパク質を発現する。
インフルエンザウイルスNS1のオープンリーディングフレームに導入され得るこの変異の
種類の例は、欠失、置換、挿入及びそれらの組み合わせを含む。1又はそれ以上の変異が
、NS1のオープンリーディングフレームを通じて(例えば、N-末端、C-末端又はその間のど
こか)及び/又はNS1遺伝子の調節エレメントのどこかに導入され得る。一実施態様におい
て、弱毒性組換えインフルエンザウイルスは、NS1のC-末端から5個、好ましくは10、15、
20、25、30、35、40、45、50、55、60、65、75、80、85、90、95、99、100、105、110、1
15、120、125、126、130、135、140、145、150、155、160、165、170若しくは175個のア
ミノ酸残基からなる欠失、又はC-末端から5～170、25～170、50～170、100～170、100～1
60、若しくは105～160の間のアミノ酸残基の欠失を生じる、インフルエンザウイルスNS1
オープンリーディングフレーム内に変異を有するゲノムを含む。別の実施態様において、
組換え弱毒性インフルエンザウイルスは、インフルエンザウイルスNS1オープンリーディ
ングフレーム内に変異を有するゲノムを含み、その結果これは、N-末端アミノ酸を番号1
として、アミノ酸残基1～130、アミノ酸残基1～126、アミノ酸残基1～125、アミノ酸残基
1～124、アミノ酸残基1～120、アミノ酸残基1～115、アミノ酸残基1～110、アミノ酸残基
1～100、アミノ酸残基1～99、アミノ酸残基1～95、アミノ酸残基1～85、アミノ酸残基1～
83、アミノ酸残基1～80、アミノ酸残基1～75、アミノ酸残基1～73、アミノ酸残基1～70、
アミノ酸残基1～65、又はアミノ酸残基1～60のNS1タンパク質をコードしている。NS1変異
及び変異されたNS1を含むインフルエンザウイルスの例については、例えば米国特許第6,4
68,544号及び第6,669,943号；並びに、Liらの文献、1999, J. Infect. Dis. 179: 1132-1
138を参照し、これらは各々引用によりそれらの全体が本明細書に組み込まれる。
【０２１８】
　一部の実施態様において、弱毒性組換えインフルエンザウイルスは、Watanabeらの文献
、2008, J. Virol. 82(5): 2486-2492に説明されたように、変異されたM2タンパク質を発
現している。
【０２１９】
　具体的実施態様において、弱毒性組換えインフルエンザウイルスは、汎流行性又は季節
性インフルエンザウイルス由来のHAをコードしている第1のキメラインフルエンザウイル
ス遺伝子分節、及び1以上の弱毒化変異を伴うウイルスのポリメラーゼサブユニット(すな
わち、例えばPA、PB1又はPB2)をコードしている第2のキメラインフルエンザウイルス遺伝
子分節を含む。
【０２２０】
(5.3　インフルエンザウイルスの構築)
　当業者に公知の技術を使用し、本明細書に記載される1、2又はそれ以上のキメラインフ
ルエンザウイルス遺伝子分節を含む、組換えインフルエンザウイルスを作製することがで
きる。例えば、逆遺伝学の技術を使用し、そのようなインフルエンザウイルスを作製する
ことができる。簡潔には、逆遺伝学の技術は概して、ウイルスポリメラーゼによる認識及
び成熟ビリオンの生成に必要なパッケージングシグナルに必要不可欠である、マイナス鎖
、ウイルスRNAの非コード領域を含む合成組換えウイルスRNAの調製に関与している。この
組換えRNAは、組換えDNA鋳型から合成され、かつ精製されたウイルスポリメラーゼ複合体
によりインビトロにおいて再構成され、細胞をトランスフェクトするために用いることが
できる組換えリボ核タンパク質(RNP)を形成する。インビトロ又はインビボのいずれかに
おける合成RNAの転写時にウイルスポリメラーゼタンパク質が存在する場合に、より効率
的なトランスフェクションが達成される。合成組換えRNPは、感染性ウイルス粒子に救出
することができる。前述の技術は、1992年11月24日に公布された米国特許第5,166,057号
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；1998年12月29日に公布された米国特許第5,854,037号；1996年2月20日に公開された欧州
特許公報欧州特許第0702085A1号；米国特許出願第09/152,845号；1997年4月3日に公開さ
れたPCT公報WO 97/12032；1996年11月7日に公開されたWO 96/34625；欧州特許公報欧州特
許第A780475号；1999年1月21日に公開されたWO 99/02657；1998年11月26日に公開されたW
O 98/53078；1998年1月22日に公開されたWO 98/02530；1999年4月1日に公開されたWO 99/
15672；1998年4月2日に公開されたWO 98/13501；1997年2月20日に公開されたWO 97/06270
；及び1997年6月25日に公開されたEPO 780 475A1に記載され、それぞれは引用によりその
全体が本明細書に組み込まれる。
【０２２１】
　或いは、無ヘルパープラスミド技術を使用し、1以上のキメラインフルエンザウイルス
遺伝子分節を含む組換えインフルエンザウイルスを作製することができる。簡潔には、プ
ラスミドベクターへのPCR生成物の挿入を可能にする特異な制限部位を含むプライマーに
よるPCRを用いて、ウイルス分節の完全長cDNAが増幅される(Flandorferらの文献(2003, J
. Virol. 77: 9116-9123；Nakayaらの文献(2001, J. Virol. 75: 11868-11873)；その両
方は引用によりその全体が本明細書に組み込まれる)。プラスミドベクターは、正確なマ
イナスの(vRNAセンス)転写物が発現されるようにデザインされる。例えば、正確なマイナ
スの(vRNAセンス)転写物がポリメラーゼIプロモーターから生成されるように、プラスミ
ドベクターは、切断型ヒトRNAポリメラーゼIプロモーターとデルタ型肝炎ウイルスリボザ
イム配列との間にPCR生成物を置くようにデザインされてもよい。各ウイルス分節を含む
別個のプラスミドベクターに加え必要なウイルスタンパク質を含む発現ベクターを細胞に
トランスフェクトして、組換えウイルス粒子の生成をもたらすことができる。別の例にお
いて、必要なウイルスタンパク質をコードするウイルスゲノムRNA及びmRNAの両方が発現
されるプラスミドベクターを用いることができる。無ヘルパープラスミド技術の詳細な説
明については、例えば、国際公開公報WO 01/04333；米国特許第6,951,754号、第7,384,77
4号、第6,649,372号、及び第7,312,064号；Fodorらの文献、1999, J. Virol. 73: 9679-9
682；Quinlivanらの文献、2005, J. Virol. 79: 8431-8439；Hoffmannらの文献、2000, P
roc. Natl. Acad. Sci. USA 97: 6108-6113；及び、Neumannらの文献、1999, Proc. Natl
. Acad. Sci. USA 96: 9345-9350を参照し、これらは引用によりそれらの全体が本明細書
に組み込まれる。
【０２２２】
　具体的実施態様において、1、2又はそれ以上のキメラインフルエンザウイルス遺伝子分
節又はそれらの相補体をコードしている1、2又はそれ以上の核酸配列が、インフルエンザ
ウイルスゲノムにおいて認められる残りの遺伝子分節を提供する宿主細胞へトランスフェ
クトされ、かつウイルス粒子の作製に必要なタンパク質を発現する。当該技術分野におい
て公知の技術を使用し、生じた組換えインフルエンザウイルスを単離/精製することがで
きる(例えば、インフルエンザウイルスの単離/精製の技術については、下記5.4節を参照
のこと)。
【０２２３】
(5.4　インフルエンザウイルスの増殖)
　本明細書に記載される組換えインフルエンザウイルスは、本明細書に記載されるウイル
スの使用を可能にする力価までウイルスを生育させる、任意の基体で増殖させることがで
きる。一実施態様において、基体は、対応する野生型ウイルスで測定される力価と同等の
力価まで本明細書に記載される組換えインフルエンザウイルスを増殖させる。
【０２２４】
　本明細書に記載される組換えインフルエンザウイルスは、ウイルスにより感染され易い
宿主細胞(例えば、鳥類細胞、ニワトリ細胞など)、胚発育卵又は動物(例えば、トリ)にお
いて増殖することができる。宿主細胞の具体例は、Vero細胞、MDCK細胞、MBCK細胞、COS
細胞、293細胞、293T細胞、A549細胞、MDBK細胞などが挙げられる。そのような方法は、
当業者に周知である。具体的実施態様において、本明細書に記載される組換えインフルエ
ンザウイルスは、細胞株において増殖することができる。別の実施態様において、本明細
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書に記載される組換えインフルエンザウイルスは、ニワトリ細胞又は胚発育卵において増
殖される。代表的ニワトリ細胞は、ニワトリ胚性線維芽細胞及びニワトリ胚性腎細胞を含
むが、これらに限定されるものではない。
【０２２５】
　本明細書に記載される組換えインフルエンザウイルスは、例えば6～14日齢、6～9日齢
、10～12日齢、又は10～14日齢の胚発育卵において増殖されることができる。幼若な又は
未熟な胚発育卵を用い、本明細書に記載される組換えインフルエンザウイルスを増殖する
ことができる。未熟な胚発育卵は、10日齢未満卵である卵、例えばインターフェロン(IFN
)-欠損である6～9日の卵を包含している。未熟な胚発育卵は、例えばインキュベーション
温度の変更；薬物による処理などの、増殖条件の変更；又は、IFNシステムが10～12日齢
の卵と比べ完全に発達しないよう卵の発育を遅らせる任意の他の変更の結果としての、最
大でも10日齢であるがこれ未満の未熟卵を人工的に模した卵も包含している。一実施態様
において、組換えインフルエンザウイルスは、10日齢胚発育卵において増殖されることが
できる。本明細書に記載される組換えインフルエンザウイルスは、例えば尿膜腔など、胚
発育卵の様々な場所で増殖されることができる。具体的実施態様において、胚発育卵は、
胚発育鶏卵である。ウイルスの生育及び増殖に関する詳細な説明については、引用により
それらの全体が本明細書中に組み込まれている、例えば米国特許第6,852,522号及び米国
特許第6,852,522号を参照されたい。
【０２２６】
　ウイルスの単離については、本明細書に記載される組換えインフルエンザウイルスは、
一般的に周知の清澄化手法、例えば密度勾配遠心分離及びカラムクロマトグラフィーによ
って細胞培養から取り出され、細胞成分から分離され、所望により、当業者に周知である
手法、例えばプラークアッセイを用いて更に精製することができる。
【０２２７】
(5.5　組成物及び投与経路)
　本明細書に記載される組換えインフルエンザウイルスは、組成物に組み込むことができ
る。具体的実施態様において、本組成物は、免疫原性組成物(例えばワクチン製剤)などの
医薬組成物である。本明細書に提供される医薬組成物は、対象へ組成物が投与されること
を可能にする任意の形態であることができる。具体的実施態様において、本医薬組成物は
、獣医学的投与及び/又は臨床投与に適している。本組成物は、インフルエンザウイルス
感染の予防及び/又は治療の方法において使用することができる。本組成物は、インフル
エンザウイルス疾患の予防及び/又は治療の方法において使用することができる。
【０２２８】
　一実施態様において、医薬組成物は、医薬として許容し得る担体と混合して、組換えイ
ンフルエンザウイルスを含む。一部の実施態様において、医薬組成物は、組換えインフル
エンザウイルスに加え、1種以上の他の療法を含むことができる。具体的実施態様におい
て、医薬組成物(例えばワクチンなどの免疫原性組成物)に混入された本明細書に記載され
る組換えインフルエンザウイルスは、生きているウイルスである。対象におけるウイルス
の増殖は、自然感染で起こるものに類似した種類及び程度の長期刺激をもたらすことがで
き、従ってかなりの長期に持続性免疫を付与するので、対象への投与のための生きている
組換えインフルエンザウイルスを含有する免疫原性組成物が好ましいことがある。
【０２２９】
　一部の実施態様において、医薬組成物(例えばワクチンなどの免疫原性組成物)に組み込
まれた本明細書に記載される組換えインフルエンザウイルスは、不活化されている。当業
者に公知の技術を使用し、本明細書に記載される組換えインフルエンザウイルスを不活化
することができる。不活化の一般的方法は、ホルマリン、熱、又は界面活性剤を使用する
。例えば、その全体が引用により本明細書中に組み込まれている、米国特許第6,635,246
号を参照されたい。他の方法は、米国特許第5,891,705号；第5,106,619号、及び第4,693,
981号に開示されているものを含み、これらは引用によりそれらの全体が本明細書中に組
み込まれている。
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【０２３０】
　具体的実施態様において、本明細書に記載される免疫原性組成物は、一価の製剤である
。他の実施態様では、本明細書に記載される免疫原性組成物は、多価製剤である。一例に
おいて、多価製剤は、A型インフルエンザウイルス由来の抗原を発現している1以上の組換
えインフルエンザウイルス、及びB型インフルエンザウイルス由来の抗原を発現している1
以上の組換えインフルエンザウイルスを含有している。
【０２３１】
　具体的実施態様において、免疫原性組成物は、9つの遺伝子分節を含む本明細書に記載
される組換えインフルエンザウイルスを含有している。ある実施態様において、そのよう
な9-分節化されたインフルエンザウイルスは、インフルエンザウイルスの2つの異なる型
、亜型、又は菌株由来のインフルエンザウイルス抗原を発現している。具体的実施態様に
おいて、9-分節化された組換えインフルエンザウイルスは、インフルエンザウイルスの2
つの異なる型、亜型、又は菌株由来のHA抗原を発現している。一部の実施態様において、
9-分節化されたインフルエンザウイルスは、インフルエンザウイルス抗原及び少なくとも
1、2、3若しくは4又は1～3、1～4、若しくは2～4の非-インフルエンザウイルス抗原を発
現している。
【０２３２】
　本明細書で用いるように、用語「医薬として許容し得る」は、連邦又は州政府の規制機
関に承認されているか、或いは米国薬局方、又は動物、より詳細にはヒトに用いるための
他の一般に承認された薬局方に収載されていることを意味する。用語「担体」は、医薬組
成物がそれと一緒に投与される希釈剤、アジュバント、賦形剤又は媒体を指す。液体担体
として、特に注射用溶液のために、食塩水及び水性デキストロース及びグリセロール溶液
を使用することもできる。適する賦形剤には、デンプン、グルコース、乳糖、ショ糖、ゼ
ラチン、麦芽、米、小麦粉、チョーク、シリカゲル、ステアリン酸ナトリウム、グリセロ
ールモノステアレート、タルク、塩化ナトリウム、脱脂粉乳、グリセロール、プロピレン
、グリコール、水、エタノールなどが含まれる。適する薬用担体の例は、E. W. Martinに
よる「レミントンの薬科学(Remington's Pharmaceutical Sciences)」に記載されている
。
【０２３３】
　ある実施態様において、生物分解性ポリマー、例えばエチレン酢酸ビニル、ポリ無水物
、ポリエチレングリコール(PEG化)、ポリメチルメタクリレートポリマー、ポリラクチド
、ポリ(ラクチド-コ-グリコリド)、ポリグリコール酸、コラーゲン、ポリオルトエステル
及びポリ乳酸を担体として用いることができる。リポソーム又はミセルを、医薬として許
容し得る担体として用いることもできる。これらは、例えば、米国特許第4,522,811号に
開示されているような、当業者に公知である方法によって調製することができる。
【０２３４】
　具体的実施態様において、医薬組成物は、対象への意図された投与経路に適するように
製剤化される。例えば、医薬組成物は、非経口、経口、皮内、鼻腔内、経皮、肺内、結腸
直腸、腹腔内、及び直腸投与に適するように製剤化することができる。具体的実施態様に
おいて、医薬組成物は、静脈内、経口、腹腔内、鼻腔内、気管内、皮下、筋肉内、局所、
皮内、経皮、又は肺内投与のために製剤化されてもよい。
【０２３５】
　ある実施態様において、本明細書に記載される組成物は、アジュバントを含むか、又は
それと併用投与される。本明細書に記載される組成物との併用投与のためのアジュバント
は、前記組成物の投与の前、同時又は後に投与されてもよい。具体的実施態様において、
本明細書に記載される不活化ウイルス免疫原性組成物は、1種以上のアジュバントを含有
する。一部の実施態様において、用語「アジュバント」は、本明細書に記載される組成物
と一緒に又はその一部として投与される場合、組換えインフルエンザウイルスへの免疫応
答を増強、強化及び/又はブーストするが、その化合物が単独で投与される場合にはウイ
ルスに対する免疫応答を起こさせない化合物を指す。一部の実施態様において、アジュバ
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ントは組換えインフルエンザウイルスへの免疫応答を起こさせ、アレルギー又は他の有害
反応は起こさない。アジュバントは、例えば、リンパ球動員、B細胞及び/又はT細胞の刺
激、並びにマクロファージの刺激を含むいくつかの機構によって、免疫応答を増強するこ
とができる。
【０２３６】
　アジュバントの具体例は、アルミニウム塩(ミョウバン)(例えば水酸化アルミニウム、
リン酸アルミニウム及び硫酸アルミニウム)、3デ-O-アシル化モノスルホリルリピドA(MPL
)(英国特許第2220211号を参照)、MF59(Novartis社)、AS03(GlaxoSmithKline社)、AS04(Gl
axoSmithKline社)、ポリソルベート80(Tween 80；ICL Americas社)、イミダゾピリジン化
合物(国際公開公報WO 2007/109812として公開された国際出願PCT/US2007/064857を参照)
、イミダゾキノキサリン化合物(国際公開公報WO 2007/109813号として公開された国際出
願PCT/US2007/064858を参照)及びサポニン、例えばQS21(Kensilらの文献、「ワクチンの
デザイン:サブユニット及びアジュバント手法(Vaccine Design: The Subunit and Adjuva
nt Approach)」(Powell及びNewman編、Plenum Press、NY、1995)；米国特許第5,057,540
号を参照)が挙げられるが、これらに限定されない。一部の実施態様において、アジュバ
ントは、フロイントアジュバント(完全又は不完全)である。他のアジュバントは、任意選
択でモノスルホリルリピドAなどの免疫賦活剤と組み合わせた、水中油型乳濁液(例えばス
クアレン又はピーナッツ油)である(Stouteらの文献(N. Engl. J. Med. 336: 86-91 (1997
))を参照)。別のアジュバントは、CpGである(Bioworld Today、1998年11月15日)。そのよ
うなアジュバントは、MPL又は3-DMP、QS21、ポリグルタミン酸若しくはポリリシンなどの
重合体若しくは単量体アミノ酸などの、他の特異的免疫賦活剤と一緒に又は含まずに使用
することができる。
【０２３７】
　本明細書に記載される医薬組成物は、容器、パック又はディスペンサー内に、投与に関
する指示書と一緒に含まれることができる。
【０２３８】
(5.5.1.　ウイルス生ワクチン)
　一実施態様において、1種以上の生きている本明細書に記載される組換えインフルエン
ザウイルスを含む免疫原性組成物(例えばワクチン)が、本明細書で提供される。一部の実
施態様において、この生きているウイルスは弱毒化されている。一部の実施態様において
、免疫原性組成物は、2、3、4種又はそれ以上の生きているウイルスを含有する。
【０２３９】
　ある実施態様において、1投与量につき、約105～約1010蛍光焦点単位(FFU)の生きてい
る弱毒化された本明細書に記載される組換えインフルエンザウイルス、約0.1～約0.5mgの
グルタミン酸一ナトリウム、約1.0～約5.0mgの加水分解ブタゼラチン、約1.0～約5.0mgア
ルギニン、約10～約15mgショ糖、約1.0～約5.0mg二塩基性リン酸カリウム、約0.5～約2.0
mg一塩基性リン酸カリウム、及び約0.001～約0.05μg/ml硫酸ゲンタマイシンを含有する
免疫原性組成物(例えばワクチン)が、本明細書で提供される。一部の実施態様において、
免疫原性組成物(例えばワクチン)は、単回の0.2ml投与量を含む充填済み噴霧器として包
装される。
【０２４０】
　具体的実施態様において、1投与量につき、106.5～107.5FFUの生きている弱毒化本明細
書に記載される組換えインフルエンザウイルス、0.188mgグルタミン酸一ナトリウム、2.0
mg加水分解ブタゼラチン、2.42mgアルギニン、13.68mgショ糖、2.26mg二塩基性リン酸カ
リウム、0.96mg一塩基性リン酸カリウム、及び0.015μg/ml未満の硫酸ゲンタマイシンを
含有する免疫原性組成物(例えばワクチン)が、本明細書で提供される。一部の実施態様に
おいて、免疫原性組成物(例えばワクチン)は、単回の0.2ml投与量を含む充填済み噴霧器
として包装される。
【０２４１】
　具体的実施態様において、本生きているウイルスは、それを本明細書に記載される免疫
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原性組成物で使用する前に、胚発育鶏卵で増殖させる。別の具体的実施態様において、生
きているウイルスは、それを本明細書に記載される免疫原性組成物で使用する前に、胚発
育鶏卵で増殖させない。別の具体的実施態様において、生きているウイルスは、それを本
明細書に記載される免疫原性組成物で使用する前に、哺乳類細胞、例えば不死化ヒト細胞
(例えば、引用によりその全体が本明細書に組み込まれる、国際公開公報WO 07/045674と
して公開された国際出願PCT/EP2006/067566を参照)、又はMDCK細胞などのイヌ腎細胞(例
えば、引用によりその全体が本明細書に組み込まれる、国際公開公報WO 08/032219として
公開された国際出願PCT/IB2007/003536を参照)で増殖させる。
【０２４２】
　対象でのウイルスの増殖は、自然感染で起こるものに類似した種類及び程度の長期刺激
をもたらすことができ、従ってかなりの持続性免疫を付与するので、対象への投与のため
の生きているウイルスを含む免疫原性組成物が好ましいことがある。
【０２４３】
(5.6　インフルエンザウイルスに特異的に結合する抗体の生成)
　本明細書に記載される組換えインフルエンザウイルスは、インフルエンザに対する、例
えばインフルエンザウイルス赤血球凝集素に対する中和抗体を誘発するために用いること
ができる。具体的実施態様において、本明細書に記載される組換えインフルエンザウイル
ス又はそれらの組成物は、当業者に公知である技術(例えば、免疫アフィニティークロマ
トグラフィー、遠心分離、沈殿など)を用いて単離することができる抗体の生成を含む免
疫応答を誘導するために、ヒト以外の対象(例えば、マウス、ウサギ、ラット、モルモッ
トなど)に投与されてもよい。
【０２４４】
　ある実施態様において、本明細書に記載される方法に従い本明細書に記載される組換え
インフルエンザウイルス又はそれらの免疫原性組成物が投与されるヒト以外の対象は、ヒ
ト抗体を生成することが可能であるトランスジェニック動物(例えばトランスジェニック
マウス)である。ヒト抗体は、機能的内在性免疫グロブリンを発現することは不可能であ
るが、ヒト免疫グロブリン遺伝子は発現することができる、トランスジェニックマウスを
用いて生成することができる。例えば、ヒト重鎖及び軽鎖免疫グロブリン遺伝子複合体は
、マウスの胚性幹細胞へ無作為に又は相同組換えにより導入される。或いは、ヒト重鎖及
び軽鎖遺伝子に加え、ヒトの可変領域、定常領域、及び多様領域が、マウスの胚性幹細胞
に導入される。マウス重鎖及び軽鎖免疫グロブリン遺伝子は、相同組換えにより、ヒト免
疫グロブリン座の導入とは別に又は同時に機能しなくなる。特にJH領域のホモ接合欠失は
、内在性抗体生成を妨害する。修飾された胚性幹細胞が、拡大(expand)されかつ胚盤胞に
微量注入され、キメラマウスを作出する。その後キメラマウスは繁殖され、ヒト抗体を発
現するホモ接合型子孫を生じる。トランスジェニックマウスが持つヒト免疫グロブリント
ランス遺伝子は、B細胞分化の間に再配列し、引き続きクラススイッチ及び体細胞変異を
受ける。従ってそのような技術を用い、治療に有用なIgG、IgA、IgM及びIgE抗体を作製す
ることが可能である。このヒト抗体作製技術の概要については、Lonberg及びHuszarの文
献、Int. Rev. Immunol. 13: 65-93 (1995)を参照されたい。このヒト抗体及びヒトモノ
クローナル抗体の作製技術並びにそのような抗体の作製に関するプロトコールの詳細な考
察については、例えば、PCT公報WO 98/24893；WO 92/01047；WO 96/34096；WO 96/33735
；欧州特許第0598877号；米国特許第5,413,923号；第5,625,126号；第5,633,425号；第5,
569,825号；第5,661,016号；第5,545,806号；第5,814,318号；第5,885,793号；第5,916,7
71号；及び、第5,939,598号を参照し、これらは引用によりそれらの全体が本明細書中に
組み込まれている。Abgenix社(フリーモント、カリフォルニア州)、Genpharm社(サンノゼ
、カリフォルニア州)、及びMedarex社(プリンストン、NJ)などの会社は、選択された抗原
に対するヒト抗体を提供することを保証することができる。
【０２４５】
　或いは、本明細書に記載される組換えインフルエンザウイルスは、抗体ライブラリーか
ら抗体をスクリーニングするために用いることができる。例えば、組換えインフルエンザ
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ウイルスを固形支持体(例えば、シリカゲル、樹脂、誘導体化プラスチックフィルム、ガ
ラスビーズ、綿、プラスチックビーズ、ポリスチレンビーズ、アルミナゲル又は多糖、磁
気ビーズ)に固定化し、抗体への結合性についてスクリーニングすることができる。代わ
りに、抗体を固形支持体に固定化し、本明細書に記載される組換えインフルエンザウイル
スへの結合性についてスクリーニングすることができる。組換えインフルエンザウイルス
に結合する抗体についてスクリーニングするために、任意のスクリーニングアッセイ、例
えばパニングアッセイ、ELISA、表面プラズモン共鳴、又は当該技術分野で公知である他
の抗体スクリーニングアッセイを用いることができる。スクリーニングされる抗体ライブ
ラリーは、市販の抗体ライブラリー、インビトロで生成されたライブラリー、又はインフ
ルエンザに感染した個体から抗体を同定及びクローニング又は単離することによって得ら
れたライブラリーでよい。特定の実施態様において、抗体ライブラリーは、インフルエン
ザウイルス大発生の生存者から生成される。抗体ライブラリーは、当該技術分野で公知で
ある方法に従って生成することができる。特定の実施態様において、抗体ライブラリーは
、抗体をクローニングし、それらをファージディスプレイライブラリー又はファージミド
ディスプレイライブラリーで用いることによって生成される。
【０２４６】
　本明細書に記載される方法に従い誘発又は同定された抗体は、当該技術分野で公知であ
るか又は本明細書に記載される生物学的アッセイを用い、インフルエンザウイルス抗原の
特異性及びインフルエンザウイルスを中和する能力について試験することができる。一実
施態様において、ヒト以外の動物抗体から同定又は単離された抗体は、インフルエンザウ
イルス抗原に特異的に結合する。別の実施態様において、ヒト以外の動物抗体から同定又
は単離された抗体は、インフルエンザウイルスの2以上の型、亜型又は菌株により発現さ
れたインフルエンザウイルス抗原に特異的に結合する。一実施態様において、ヒト以外の
動物抗体から同定又は単離された抗体は、1、2又はそれ以上のインフルエンザウイルス型
、亜型又は菌株を中和する。一部の実施態様において、本明細書に記載される組換えイン
フルエンザウイルスを用い誘発又は同定される抗体は、1、2、3、4、5、6、7、8、9、10
、11、12、13、14、15、又は16又はそれ以上のインフルエンザウイルス亜型又は菌株を中
和する。一実施態様において、中和抗体は1つ以上のA型インフルエンザウイルスの菌株又
は亜型を中和する。別の実施態様において、中和抗体は1つ以上のB型インフルエンザウイ
ルスの菌株を中和する。別の実施態様において、中和抗体は1つ以上のA型インフルエンザ
ウイルスの菌株及び1つ以上のB型インフルエンザウイルスの菌株を中和する。
【０２４７】
　本明細書に記載される組換えインフルエンザウイルスを用い誘発又は同定された抗体は
、免疫グロブリン分子及び免疫グロブリン分子の免疫活性部分、すなわち、赤血球凝集素
ポリペプチドに特異的に結合する抗原結合部位を含む分子を含む。免疫グロブリン分子は
、免疫グロブリン分子の任意の型(例えば、IgG、IgE、IgM、IgD、IgA及びIgY)、クラス(
例えば、IgG1、IgG2、IgG3、IgG4、IgA1及びIgA2)又はサブクラスであってよい。抗体に
は、モノクローナル抗体、多重特異的抗体、ヒト抗体、ヒト化抗体、キメラ抗体、単鎖Fv
(scFv)、単鎖抗体、Fab断片、F(ab')断片、ジスルフィド連結Fv(sdFv)及び抗イディオタ
イプ(抗Id)抗体(例えば、本明細書に記載される方法を用いて誘発又は同定される抗体に
対する抗Id抗体を含む)、及び上記のいずれかのエピトープ結合性断片が含まれるが、こ
れらに限定されない。
【０２４８】
　本明細書に記載される組換えインフルエンザウイルスを用い誘発又は同定された抗体は
、診断的イムノアッセイ、受動免疫療法及び抗イディオタイプ抗体の生成で用いることが
できる。受動免疫療法で用いられる前の抗体は、修飾されてもよく、例えば、抗体はキメ
ラ化又はヒト化されてもよい。キメラ化及びヒト化された抗体の生成に関する総説につい
ては、例えば、それぞれは引用によりその全体が本明細書に組み込まれる、米国特許第4,
444,887号及び第4,716,111号；並びに、国際公開公報WO 98/46645、WO 98/50433、WO 98/
24893、WO 98/16654、WO 96/34096、WO 96/33735、及びWO 91/10741を参照されたい。更
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に、受動免疫療法で抗体を用いる前に、インフルエンザウイルスを中和する抗体の能力及
びインフルエンザウイルス抗原に対する抗体の特異性を試験することができる。インフル
エンザウイルス感染及びインフルエンザウイルス感染に起因する疾患の予防又は治療のた
めの中和抗体の使用に関する議論については、下記5.7節を参照されたい。
【０２４９】
　本明細書に記載される組換えインフルエンザウイルスを用い誘発又は同定された抗体は
、組成物に組み込むことができる。具体的実施態様において、この組成物は医薬組成物で
ある。一部の実施態様において、医薬組成物は、抗体に加え、1種以上の他の療法を含む
ことができる。本明細書に提供される医薬組成物は、組成物が対象へ投与されることを可
能にする任意の形態であることができる。具体的実施態様において、医薬組成物は、獣医
学的投与及び/又は臨床投与に適している。別の具体的実施態様において、抗体組成物は
、意図された投与経路(例えば、非経口、鼻腔内、又は肺内投与)のために製剤される。本
抗体組成物は、インフルエンザウイルス感染の予防及び/又は治療方法において使用する
ことができる。本抗体組成物は、インフルエンザウイルス疾患の予防及び/又は治療方法
において使用することができる。
【０２５０】
　本明細書に記載される組換えインフルエンザウイルスを用い誘発又は同定された抗体は
、療法の効果及び/又は疾患の進行を監視するために用いることができる。この目的のた
めに、それらに限定されないが、少し例を挙げれば、ラジオイムノアッセイ、ELISA(酵素
結合免疫吸着検定法)、「サンドイッチ」イムノアッセイ、沈降反応、ゲル拡散沈降反応
、免疫拡散アッセイ、凝集アッセイ、補体結合アッセイ、免疫放射線測定法、蛍光イムノ
アッセイ、プロテインAイムノアッセイ及び免疫電気泳動アッセイなどの技術を用いる、
競合的及び非競合的アッセイ系を含む、当該技術分野で公知である任意のイムノアッセイ
系を用いることができる。
【０２５１】
　本明細書に記載される組換えインフルエンザウイルスを用い誘発又は同定された抗体は
、抗イディオタイプ抗体の生成において用いることができる。抗イディオタイプ抗体は、
インフルエンザの特定の抗原、例えば赤血球凝集素ポリペプチドの中和エピトープに結合
する抗体の亜集団を生成するために、次に免疫のために用いることができる(引用により
その全体が本明細書に組み込まれる、Jerneの文献(1974, Ann. Immunol. (Paris) 125c: 
373)；Jerneらの文献(1982, EMBO J. 1: 234))。
【０２５２】
(5.7　予防及び治療での使用)
　一態様において、本明細書に記載される組換えインフルエンザウイルス又はそれらの免
疫原性組成物を利用して対象において免疫応答を誘導する方法が、本明細書で提供される
。具体的実施態様において、対象でインフルエンザウイルスに対して免疫応答を誘導する
方法は、それを必要とする対象に、組換えインフルエンザウイルス又はそれらの免疫原性
組成物の有効量を投与することを含む。ある実施態様において、組換えインフルエンザウ
イルス又はそれらの免疫原性組成物は、インフルエンザウイルスの2つ又はそれ以上の型
、亜型、又は菌株由来のインフルエンザウイルスタンパク質を発現し、その結果インフル
エンザウイルスの2つ又はそれ以上の型、亜型、又は菌株に対する免疫応答を誘導するた
めに使用することができる。具体的実施態様において、対象においてインフルエンザウイ
ルスに対して免疫応答を誘導する方法は、それを必要とする対象に、ウイルス生ワクチン
として本明細書に記載される組換えインフルエンザウイルスを投与することを含む。特定
の実施態様において、ウイルス生ワクチンは、弱毒化されたウイルスを含有する。別の実
施態様において、対象においてインフルエンザウイルスに対して免疫応答を誘導する方法
は、それを必要とする対象に、不活化ウイルスワクチンとして本明細書に記載される組換
えインフルエンザウイルスを投与することを含む。
【０２５３】
　具体的実施態様において、対象において免疫応答を誘導する方法は、9つの遺伝子分節
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を含む本明細書に記載される組換えインフルエンザウイルス、又はそれらの免疫原性組成
物を対象に投与することを含む。ある実施態様において、この9つの分節化された組換え
インフルエンザウイルスは、インフルエンザウイルスの2つの異なる型、亜型、又は菌株
由来のインフルエンザウイルス抗原をコード及び/又は発現している。具体的実施態様に
おいて、この9つの分節化された組換えインフルエンザウイルスは、インフルエンザウイ
ルスの2つの異なる型、亜型、又は菌株由来のHA抗原をコード及び/又は発現している。一
部の実施態様において、この9つの分節化された組換えインフルエンザウイルスは、イン
フルエンザウイルス抗原及び少なくとも1、2、3若しくは4又は1～3、1～4、若しくは2～4
の非-インフルエンザウイルス抗原をコード及び/又は発現している。
【０２５４】
　別の態様において、本明細書に記載される組換えインフルエンザウイルス又はそれらの
医薬組成物を利用し、対象におけるインフルエンザウイルス感染を予防及び/又は治療す
る方法が、本明細書に提供される。一実施態様において、対象におけるインフルエンザウ
イルス感染を予防又は治療する方法は、それを必要とする対象に、組換えインフルエンザ
ウイルス又はそれらの組成物の有効量を投与することを含む。別の実施態様において、対
象におけるインフルエンザウイルス感染を予防又は治療する方法は、それを必要とする対
象に、組換えインフルエンザウイルス又はそれらの組成物の有効量及び1種以上の他の療
法を投与することを含む。別の実施態様において、対象におけるインフルエンザウイルス
感染を予防又は治療する方法は、それを必要とする対象に、ウイルス生ワクチンとして本
明細書に記載される組換えインフルエンザウイルスを投与することを含む。特定の実施態
様において、ウイルス生ワクチンは、弱毒化されたウイルスを含有する。別の実施態様に
おいて、対象におけるインフルエンザウイルス感染を予防又は治療する方法は、それを必
要とする対象に、不活化ウイルスワクチンとして本明細書に記載される組換えインフルエ
ンザウイルスを投与することを含む。
【０２５５】
　具体的実施態様において、それを必要とする対象に、9つの遺伝子分節を含む本明細書
に記載される組換えインフルエンザウイルス、又はそれらの医薬組成物を投与することを
含む、対象におけるインフルエンザウイルス感染を予防又は治療する方法が、本明細書に
提供される。ある実施態様において、この9つの分節化された組換えインフルエンザウイ
ルスは、インフルエンザウイルスの2つの異なる型、亜型、又は菌株由来のインフルエン
ザウイルス抗原をコード及び/又は発現している。具体的実施態様において、この9つの分
節化された組換えインフルエンザウイルスは、インフルエンザウイルスの2つの異なる型
、亜型、又は菌株由来のHA抗原をコード及び/又は発現している。一部の実施態様におい
て、この9つの分節化された組換えインフルエンザウイルスは、インフルエンザウイルス
抗原及び少なくとも1、2、3若しくは4又は1～3、1～4、若しくは2～4の非-インフルエン
ザウイルス抗原をコード及び/又は発現している。
【０２５６】
　別の態様において、本明細書に記載される組換えインフルエンザウイルス又はそれらの
医薬組成物を利用し、対象におけるインフルエンザウイルス疾患を予防及び/又は治療す
る方法が、本明細書に提供される。具体的実施態様において、対象におけるインフルエン
ザウイルス疾患を予防又は治療する方法は、それを必要とする対象に、組換えインフルエ
ンザウイルス又はそれらの組成物の有効量を投与することを含む。別の実施態様において
、対象におけるインフルエンザウイルス疾患を予防又は治療する方法は、それを必要とす
る対象に、組換えインフルエンザウイルス又はそれらの組成物の有効量及び1種以上の他
の療法を投与することを含む。別の実施態様において、対象におけるインフルエンザウイ
ルス疾患を予防又は治療する方法は、それを必要とする対象に、ウイルス生ワクチンとし
て本明細書に記載される組換えインフルエンザウイルスを投与することを含む。特定の実
施態様において、ウイルス生ワクチンは、弱毒化されたウイルスを含有する。別の実施態
様において、対象におけるインフルエンザウイルス疾患を予防又は治療する方法は、それ
を必要とする対象に、不活化ウイルスワクチンとして本明細書に記載される組換えインフ
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ルエンザウイルスを投与することを含む。
【０２５７】
　具体的実施態様において、それを必要とする対象に、9つの遺伝子分節を含む本明細書
に記載される組換えインフルエンザウイルス、又はそれらの医薬組成物を投与することを
含む、対象におけるインフルエンザウイルス疾患を予防又は治療する方法が、本明細書に
提供される。ある実施態様において、この9つの分節化された組換えインフルエンザウイ
ルスは、インフルエンザウイルスの2つの異なる型、亜型、又は菌株由来のインフルエン
ザウイルス抗原をコード及び/又は発現している。具体的実施態様において、この9つの分
節化された組換えインフルエンザウイルスは、インフルエンザウイルスの2つの異なる型
、亜型、又は菌株由来のHA抗原をコード及び/又は発現している。一部の実施態様におい
て、この9つの分節化された組換えインフルエンザウイルスは、インフルエンザウイルス
抗原及び少なくとも1、2、3若しくは4又は1～3、1～4、若しくは2～4の非-インフルエン
ザウイルス抗原をコード及び/又は発現している。
【０２５８】
　別の態様において、本明細書に記載される組換えインフルエンザウイルスは、送達ベク
ターとして使用することができる。具体的実施態様において、インフルエンザウイルスに
対し異種のタンパク質を発現している本明細書に記載される組換えインフルエンザウイル
スは、タンパク質を対象へ送達するためのベクターとして使用することができる。例えば
、本明細書に記載される組換えインフルエンザウイルスは、対象にとって恩恵があるサイ
トカイン又は増殖因子を発現することができる。別の具体的実施態様において、インフル
エンザウイルスに対し異種の抗原を発現している本明細書に記載される組換えインフルエ
ンザウイルスは、この抗原に対する免疫応答を誘導するために、ベクターとして抗原を対
象へ送達するために使用することができる。一部の実施態様において、抗原は、非-イン
フルエンザウイルス抗原、細菌抗原、真菌抗原、又は寄生体抗原などの、感染性病原体に
由来している。ある実施態様において、抗原は、腫瘍抗原又は腫瘍関連抗原である。一部
の実施態様において、抗原は、呼吸器病原体(例えばRSV)から誘導されるか又はから得ら
れる。インフルエンザウイルス抗原及びインフルエンザウイルスに対し異種の1つ以上の
抗原を発現している本明細書に記載される組換えインフルエンザウイルスは、インフルエ
ンザウイルス及びその異種抗原に対する免疫応答を誘導することができる。
【０２５９】
　具体的実施態様において、9つの遺伝子分節を含む本明細書に記載される組換えインフ
ルエンザウイルスが、送達ベクターとして使用される。ある実施態様において、この9つ
の分節化された組換えインフルエンザウイルスは、インフルエンザウイルスの2つの異な
る型、亜型、又は菌株由来のインフルエンザウイルス抗原をコード及び/又は発現してい
る。具体的実施態様において、この9つの分節化された組換えインフルエンザウイルスは
、インフルエンザウイルスの2つの異なる型、亜型、又は菌株由来のHA抗原をコード及び/
又は発現している。一部の実施態様において、この9つの分節化された組換えインフルエ
ンザウイルスは、インフルエンザウイルス抗原及び少なくとも1、2、3若しくは4又は1～3
、1～4、若しくは2～4の非-インフルエンザウイルス抗原をコード及び/又は発現している
。
【０２６０】
　別の態様において、本明細書に記載される中和抗体を投与することによって、対象でイ
ンフルエンザウイルス感染を予防及び/又は治療する方法が、本明細書で提供される。具
体的実施態様において、対象でインフルエンザウイルス感染を予防又は治療する方法は、
それを必要とする対象に、本明細書に記載される中和抗体又はその医薬組成物の有効量を
投与することを含む。別の実施態様において、対象でインフルエンザウイルス感染を予防
又は治療する方法は、それを必要とする対象に、本明細書に記載される中和抗体又はその
医薬組成物の有効量及び1種以上の他の療法を投与することを含む。特定の実施態様にお
いて、中和抗体はモノクローナル抗体である。
【０２６１】
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　別の態様において、本明細書に記載される中和抗体を投与することによって、対象でイ
ンフルエンザウイルス疾患を予防及び/又は治療する方法が、本明細書で提供される。具
体的実施態様において、対象でインフルエンザウイルス疾患を予防又は治療する方法は、
それを必要とする対象に、本明細書に記載される中和抗体又はその医薬組成物の有効量を
投与することを含む。別の実施態様において、対象でインフルエンザウイルス疾患を予防
又は治療する方法は、それを必要とする対象に、本明細書に記載される中和抗体又はその
医薬組成物の有効量及び1種以上の他の療法を投与することを含む。特定の実施態様にお
いて、中和抗体はモノクローナル抗体である。
【０２６２】
　本明細書に記載される組換えインフルエンザウイルス又は本明細書に記載される中和抗
体は、単独で、又は当該技術分野において公知の別の型/他の型の療法と組み合わせて投
与し、インフルエンザウイルス感染を軽減、対象におけるインフルエンザウイルス力価を
低下、対象間のインフルエンザウイルスの伝播を減少、インフルエンザウイルス複製を阻
害、インフルエンザウイルス-誘導した融合を阻害、症状の数及び/若しくは頻度を低下、
並びに/又はインフルエンザウイルスのその宿主細胞受容体への結合を阻害することがで
きる。
【０２６３】
　具体的実施態様において、本明細書に記載される組換えインフルエンザウイルス又は本
明細書に記載される中和抗体の投与は、インフルエンザウイルス複製を、当業者に公知又
は本明細書に記載されるアッセイにおいて、該抗体(複数可)が存在しないか又は陰性対照
(例えば、本明細書に記載される組換えインフルエンザウイルスではないインフルエンザ
ウイルス(例えば野生型インフルエンザウイルス)若しくは対照抗体(例えばインフルエン
ザウイルスに結合しない抗体))の存在する中でのインフルエンザウイルスの複製に比べ、
少なくとも99％、少なくとも95％、少なくとも90％、少なくとも85％、少なくとも80％、
少なくとも75％、少なくとも70％、少なくとも60％、少なくとも50％、少なくとも45％、
少なくとも40％、少なくとも45％、少なくとも35％、少なくとも30％、少なくとも25％、
少なくとも20％、又は少なくとも10％阻害又は減少する。インフルエンザウイルス複製の
阻害は、当該技術分野において公知の方法(例えば、ノーザンブロット分析、RT-PCR、ウ
ェスタンブロット分析など)を用い、対象からの生体試料中のインフルエンザウイルス力
価を検出することにより、決定することができる。
【０２６４】
　具体的実施態様において、本明細書に記載される組換えインフルエンザウイルス又は本
明細書に記載される中和抗体の投与は、対象におけるインフルエンザウイルス力価の約1
倍、約1.5倍、約2倍、約3倍、約4倍、約5倍、約8倍、約10倍、約15倍、約20倍、約25倍、
約30倍、約35倍、約40倍、約45倍、約50倍、約55倍、約60倍、約65倍、約70倍、約75倍、
約80倍、約85倍、約90倍、約95倍、約100倍、約105倍、約110倍、約115倍、約120倍、約1
25倍又はそれ以上の低下を生じさせる。インフルエンザウイルス力価の倍数での低下は、
陰性対照(例えば、本明細書に記載される組換えインフルエンザウイルスではないインフ
ルエンザウイルス(例えば野生型インフルエンザウイルス)又は対照抗体(例えばインフル
エンザウイルスに結合しない抗体))と比べて、患者又は患者集団における別の治療と比べ
て、若しくは抗体の投与前の患者の力価と比べてであることができる。
【０２６５】
　具体的実施態様において、本明細書に記載される組換えインフルエンザウイルス又は本
明細書に記載される中和抗体の投与は、対象におけるインフルエンザウイルス力価の、お
よそ1log以上、およそ2log以上、およそ3log以上、およそ4log以上、およそ5log以上、お
よそ6log以上、およそ7log以上、およそ8log以上、およそ9log以上、およそ10log以上、1
～5log、2～10log、2～5log、又は2～10logの低下を生じさせる。このインフルエンザウ
イルス力価の対数での低下は、陰性対照(例えば、本明細書に記載される組換えインフル
エンザウイルスではないインフルエンザウイルス(例えば野生型インフルエンザウイルス)
又は対照抗体(例えばインフルエンザウイルスに結合しない抗体))と比べて、別の治療と
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比べて、若しくは抗体又は組換えインフルエンザウイルスの投与前の患者の力価と比べて
であることができる。
【０２６６】
　具体的実施態様において、本明細書に記載される組換えインフルエンザウイルス又は本
明細書に記載される中和抗体の投与は、対象のインフルエンザウイルス感染を、当業者に
公知又は本明細書に記載されるアッセイにおいて、該抗体又は組換えインフルエンザウイ
ルスが存在しないか、又は陰性対照(例えば、本明細書に記載される組換えインフルエン
ザウイルスではないインフルエンザウイルス(例えば野生型インフルエンザウイルス)又は
対照抗体(例えばインフルエンザウイルスに結合しない抗体))の存在下での対象のインフ
ルエンザウイルス感染に比べ、少なくとも99％、少なくとも95％、少なくとも90％、少な
くとも85％、少なくとも80％、少なくとも75％、少なくとも70％、少なくとも60％、少な
くとも50％、少なくとも45％、少なくとも40％、少なくとも45％、少なくとも35％、少な
くとも30％、少なくとも25％、少なくとも20％、又は少なくとも10％阻害又は低下させる
。
【０２６７】
　具体的実施態様において、本明細書に記載される組換えインフルエンザウイルス又は本
明細書に記載される中和抗体の投与は、対象のインフルエンザウイルスの伝播を、当業者
に公知又は本明細書に記載されるアッセイにおいて、該抗体又は組換えインフルエンザウ
イルスが存在しないか、又は陰性対照(例えば、本明細書に記載される組換えインフルエ
ンザウイルスではないインフルエンザウイルス(例えば野生型インフルエンザウイルス)又
は対照抗体(例えばインフルエンザウイルスに結合しない抗体))の存在下での対象のイン
フルエンザウイルスの伝播に比べ、少なくとも99％、少なくとも95％、少なくとも90％、
少なくとも85％、少なくとも80％、少なくとも75％、少なくとも70％、少なくとも60％、
少なくとも50％、少なくとも45％、少なくとも40％、少なくとも45％、少なくとも35％、
少なくとも30％、少なくとも25％、少なくとも20％、又は少なくとも10％阻害又は低下さ
せる。
【０２６８】
　具体的実施態様において、本明細書に記載される組換えインフルエンザウイルス又は本
明細書に記載される中和抗体の投与は、1の対象と少なくとも1の他の対象とのインフルエ
ンザウイルスの伝播を、当業者に公知又は本明細書に記載されるアッセイにおいて、該抗
体又は組換えインフルエンザウイルスが存在しないか、又は陰性対照(例えば、本明細書
に記載される組換えインフルエンザウイルスではないインフルエンザウイルス(例えば野
生型インフルエンザウイルス)又は対照抗体(例えばインフルエンザウイルスに結合しない
抗体))の存在下での1の対象と他の少なくとも1の対象とのインフルエンザウイルスの伝播
に比べ、少なくとも99％、少なくとも95％、少なくとも90％、少なくとも85％、少なくと
も80％、少なくとも75％、少なくとも70％、少なくとも60％、少なくとも50％、少なくと
も45％、少なくとも40％、少なくとも45％、少なくとも35％、少なくとも30％、少なくと
も25％、少なくとも20％、又は少なくとも10％阻害又は低下させる。
【０２６９】
　具体的実施態様において、本明細書に記載される組換えインフルエンザウイルス又は本
明細書に記載される中和抗体の投与は、対象におけるインフルエンザウイルス疾患又は感
染の症状の数及び/又は頻度を低下させる(インフルエンザウイルス疾患の症状の例は、体
の痛み(特に関節及び咽喉)、発熱、悪心、頭痛、炎症を起こした目、疲労、咽喉炎、赤く
なった目又は皮膚、及び腹痛を含むが、これらに限定されるものではない)。
【０２７０】
　具体的実施態様において、本明細書に記載される組換えインフルエンザウイルス又は本
明細書に記載される抗体の投与は、入院の発生率を、該組換えインフルエンザウイルス又
は抗体を投与しない場合の入院の発生率と比べ、少なくとも99％、少なくとも95％、少な
くとも90％、少なくとも85％、少なくとも80％、少なくとも75％、少なくとも70％、少な
くとも60％、少なくとも50％、少なくとも45％、少なくとも40％、少なくとも45％、少な
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くとも35％、少なくとも30％、少なくとも25％、少なくとも20％、又は少なくとも10％減
少させる。
【０２７１】
　具体的実施態様において、本明細書に記載される組換えインフルエンザウイルス又は抗
体の投与は、死亡率を、該組換えインフルエンザウイルス又は抗体を投与しない場合の死
亡率と比べ、少なくとも99％、少なくとも95％、少なくとも90％、少なくとも85％、少な
くとも80％、少なくとも75％、少なくとも70％、少なくとも60％、少なくとも50％、少な
くとも45％、少なくとも40％、少なくとも45％、少なくとも35％、少なくとも30％、少な
くとも25％、少なくとも20％、又は少なくとも10％減少させる。
【０２７２】
　具体的実施態様において、本明細書に記載される中和抗体の投与は、インフルエンザウ
イルスがその宿主細胞受容体へ結合するのを、当業者に公知又は本明細書に記載されるア
ッセイにおいて、該抗体が存在しないか、又は陰性対照(例えば対照抗体(例えばインフル
エンザウイルスに結合しない抗体))の存在下でのインフルエンザウイルスのその宿主細胞
受容体への結合と比べ、少なくとも99％、少なくとも95％、少なくとも90％、少なくとも
85％、少なくとも80％、少なくとも75％、少なくとも70％、少なくとも60％、少なくとも
50％、少なくとも45％、少なくとも40％、少なくとも45％、少なくとも35％、少なくとも
30％、少なくとも25％、少なくとも20％、又は少なくとも10％防止又は阻害する。
【０２７３】
　具体的実施態様において、本明細書に記載される中和抗体の投与は、インフルエンザウ
イルスが誘導した融合を、当業者に公知又は本明細書に記載されるアッセイにおいて、該
抗体が存在しないか、又は陰性対照(例えば対照抗体(例えばインフルエンザウイルスに結
合しない抗体))の存在下でのインフルエンザウイルスが誘導した融合と比べ、少なくとも
99％、少なくとも95％、少なくとも90％、少なくとも85％、少なくとも80％、少なくとも
75％、少なくとも70％、少なくとも60％、少なくとも50％、少なくとも45％、少なくとも
40％、少なくとも45％、少なくとも35％、少なくとも30％、少なくとも25％、少なくとも
20％、又は少なくとも10％防止又は阻害する。
【０２７４】
　具体的実施態様において、本明細書に記載される中和抗体の投与は、細胞へのウイルス
接着後のインフルエンザウイルスが誘導した融合を、当業者に公知又は本明細書に記載さ
れるアッセイにおいて、該抗体が存在しないか、又は陰性対照(例えば対照抗体(例えばイ
ンフルエンザウイルスに結合しない抗体))の存在下での細胞へのウイルス接着後のインフ
ルエンザウイルスが誘導した融合と比べ、少なくとも99％、少なくとも95％、少なくとも
90％、少なくとも85％、少なくとも80％、少なくとも75％、少なくとも70％、少なくとも
60％、少なくとも50％、少なくとも45％、少なくとも40％、少なくとも45％、少なくとも
35％、少なくとも30％、少なくとも25％、少なくとも20％、又は少なくとも10％防止又は
阻害する。
【０２７５】
　本明細書に包含された方法に従い、本明細書に記載されるか又は本明細書に提供される
方法に従い生成された組換えインフルエンザウイルス又は抗体は、第1、第2、第3、第4及
び/又は第5の選択療法を含むが、これらに限定されるものではない、任意の選択療法とし
て使用することができる。更に、本明細書に包含された方法に従い、本明細書に記載され
るか又は本明細書に提供される方法に従い生成された組換えインフルエンザウイルス又は
抗体は、本明細書に記載されるか又は本明細書に提供される方法に従い生成された組換え
インフルエンザウイルス又は抗体以外の療法が何らかの有害作用又は不忍容を生じる前又
は生じた後に、使用することができる。インフルエンザウイルス疾患の発症を予防し、及
び/又はインフルエンザウイルス疾患を治療するか若しくは再発を低下するために、本明
細書に記載されるか又は本明細書に提供される方法に従い生成された1種以上の組換えイ
ンフルエンザウイルス及び/又は抗体を投与する方法が、本明細書に包含される。
【０２７６】
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(5.7.1.　患者集団)
　一実施態様において、本明細書に提供される方法により治療又は予防される患者は、ナ
イーブな対象、すなわち、インフルエンザウイルス感染に起因する疾患を有しないか、又
はインフルエンザウイルス感染に感染したことがなく、かつ現在感染していない対象であ
る。別の実施態様において、本明細書に提供される方法により治療又は予防される患者は
、インフルエンザウイルス感染を獲得するリスクがあるナイーブな対象である。別の実施
態様において、本明細書に提供される方法により治療又は予防される患者は、インフルエ
ンザウイルス疾患に罹患しているか又は罹患することが予想される患者である。別の実施
態様において、本明細書に提供される方法により治療又は予防される患者は、インフルエ
ンザウイルス感染又はそれらに付随する疾患と診断された患者である。一部の実施態様に
おいて、本明細書に提供される方法により治療又は予防される患者は、インフルエンザウ
イルス疾患のいかなる症状も顕在化していないインフルエンザウイルスに感染した患者で
ある。
【０２７７】
　別の実施態様において、本明細書に提供される方法により治療又は予防される患者は、
インフルエンザウイルス疾患の1つ以上の症状を経験している患者である。インフルエン
ザウイルス疾患の症状は、体の痛み(特に関節及び咽喉)、発熱、悪心、頭痛、炎症を起こ
した目、疲労、咽喉炎、赤くなった目又は皮膚、及び腹痛を含むが、これらに限定される
ものではない。別の実施態様において、本明細書に提供される方法により治療又は予防さ
れる患者は、入院を必要とするのに十分に重篤である疾患の症状が顕在化していないイン
フルエンザウイルス疾患の患者である。
【０２７８】
　別の実施態様において、本明細書に提供される方法により治療又は予防される患者は、
A型インフルエンザウイルス、B型インフルエンザウイルス又はC型インフルエンザウイル
スに感染した患者である。別の実施態様において、本明細書に提供される方法により治療
又は予防される患者は、A型インフルエンザウイルスの特定の亜型に感染した患者である
。別の実施態様において、本明細書に提供される方法により治療又は予防される患者は、
A型インフルエンザウイルスのH1又はH3亜型に感染した患者である。そのような実施態様
に従い、このウイルスに感染した患者は、インフルエンザウイルス疾患の症状を顕在化す
ることがある。
【０２７９】
　一部の実施態様において、本明細書に記載される活性化合物又は組成物が投与されるべ
き対象は、動物である。ある実施態様において、動物はトリである。ある実施態様におい
て、動物はイヌである。ある実施態様において、動物はネコである。ある実施態様におい
て、動物はウマである。ある実施態様において、動物はウシである。ある実施態様におい
て、動物は哺乳類、例えばウマ、ブタ、マウス、又は霊長類、好ましくはヒトである。
【０２８０】
　具体的実施態様において、本明細書に提供される方法により治療又は予防される患者は
、ヒトである。ある実施態様において、本明細書に提供される方法により治療又は予防さ
れる患者は、ヒト乳児である。一部の実施態様において、本明細書に提供される方法によ
り治療又は予防される患者は、ヒト幼児である。ある実施態様において、本明細書に提供
される方法により治療又は予防される患者は、ヒト小児である。他の実施態様において、
本明細書に提供される方法により治療又は予防される患者は、ヒト成人である。一部の実
施態様において、本明細書に提供される方法により治療又は予防される患者は、ヒト高齢
者である。
【０２８１】
　具体的実施態様において、本明細書に提供される方法により治療又は予防される患者は
、月齢6カ月を超えるあらゆる乳児又は小児、及び50歳を超えるあらゆる成人である。他
の実施態様において、対象は妊娠個体である。別の実施態様において、対象は、インフル
エンザ時期(例えば、北半球では11月から4月まで)の間に妊娠している可能性がある個体
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又は妊娠する個体である。具体的実施態様において、本明細書に提供される方法により治
療又は予防される患者は、1、2、3、4、5、6、7又は8週前に出産した女性である。
【０２８２】
　一部の実施態様において、本明細書に提供される方法により治療又は予防される患者は
、インフルエンザウイルス感染又はインフルエンザウイルス感染から生じる疾患のリスク
が高いあらゆる対象である(例えば、免疫障害又は免疫不全の個体)。一部の実施態様にお
いて、本明細書に提供される方法により治療又は予防される患者は、インフルエンザウイ
ルス感染又はインフルエンザウイルス感染から生じる疾患のリスクが高い個体(例えば、
免疫障害又は免疫抑制の個体)と近くで接触するあらゆる対象である。
【０２８３】
　一部の実施態様において、本明細書に提供される方法により治療又は予防される患者は
、インフルエンザウイルス感染又はインフルエンザウイルス感染から生じる合併症若しく
は疾患への易罹患性を高めるあらゆる状態に影響される個体である。他の実施態様におい
て、本明細書に提供される方法により治療又は予防される患者は、インフルエンザウイル
ス感染が、個体が影響されるか又はそのリスクがある別の状態の合併症を増加させる可能
性を有する対象である。特定の実施態様において、インフルエンザウイルス合併症への易
罹患性を高めるそのような状態、又はその状態に付随する合併症をインフルエンザウイル
スが増加させる状態は、例えば肺を冒す状態、例えば嚢胞性線維症、気腫、喘息又は細菌
感染症(例えば、インフルエンザ菌(Haemophilus influenzae)、肺炎連鎖球菌(Streptococ
cus pneumoniae)、レジオネラ・ニューモフィラ(Legionella pneumophila)及びトラコー
マ病原体(Chlamydia trachomatus)に起因する感染症)；心血管疾患(例えば、先天性心臓
疾患、うっ血心不全及び冠動脈疾患)；内分泌障害(例えば、糖尿病)；並びに、神経学的
及びニューロン発達上の状態(例えば、脳、脊髄、末梢神経及び筋肉の障害(例えば脳性麻
痺、癲癇(発作疾患)、脳卒中、知的障害(例えば、精神遅滞)、筋ジストロフィー及び脊髄
損傷))である。インフルエンザウイルス合併症を増大することがある他の状態は、腎障害
；血液障害(貧血又は鎌状赤血球症を含む)；又は、弱まった免疫系(医薬品、癌などの悪
性腫瘍、臓器移植又はHIV感染症に起因した免疫抑制を含む)を含む。
【０２８４】
　一部の実施態様において、本明細書に提供される方法により治療又は予防される患者は
、老人保健施設又は児童養護施設などのグループホームに在住する個体である。一部の実
施態様において、本明細書に提供される方法により治療又は予防される患者は、老人保健
施設又は児童養護施設などのグループホームで勤務するか又はかなりの時間を過ごす対象
である。一部の実施態様において、本明細書に提供される方法により治療又は予防される
患者は、医療従事者(例えば、医師又は看護師)である。一部の実施態様において、本明細
書に提供される方法により治療又は予防される患者は、寮(例えば大学寮)に在住している
。一部の実施態様において、本明細書に提供される方法により治療又は予防される患者は
、軍の一員である。一部の実施態様において、本明細書に提供される方法により治療又は
予防される患者は、学校に通う子供である。
【０２８５】
　一部の実施態様において、本明細書に提供される方法により治療又は予防される患者は
、以下を含む、インフルエンザウイルス感染からの合併症を発症するリスクが増大した対
象である：合併症のリスクが高い者にインフルエンザウイルスを伝染させ得る個体、例え
ば、6カ月未満の乳児を含む家庭を含む、高リスクの個体のいる家の家族、6カ月未満の乳
児と接触する個体、又は老人保健施設若しくは他の長期療養施設に住む個体と接触する個
体；肺、心臓又は循環の長期障害をもつ個体；代謝疾患(例えば、糖尿病)の個体；腎臓障
害をもつ個体；血液障害(貧血又は鎌状赤血球症を含む)をもつ個体；弱くなった免疫系(
医薬品、癌などの悪性腫瘍、臓器移植又はHIV感染症に起因した免疫抑制を含む)の個体；
並びに、長期アスピリン療法を投与された(従って、インフルエンザに感染した場合、ラ
イ症候群を起こす可能性の高い)小児。
【０２８６】
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　別の実施態様において、本明細書に提供される方法により治療又は予防される患者は、
以下の、生後6カ月以上の健康な個体が含まれる：インフルエンザの大発生が起こり得る
外国及び地域、例えば熱帯域及び4月から9月にかけての南半球に旅行する予定のある者；
インフルエンザウイルスが循環している世界の地域からの者を含み得る大きな組織化観光
団の一員として旅行する者；学校又は大学に通い、寮に住むか、又は施設環境に住む者；
或いは、インフルエンザウイルス疾患で病気になるリスクを減らしたい者。
【０２８７】
　具体的実施態様において、本明細書に提供される方法により治療又は予防される患者は
、従来の療法に対し有害反応を受け易い個体である。他の実施態様において、患者は、本
明細書に記載される組換えインフルエンザウイルス又は抗体以外の療法に対し不応性であ
ることが証明されたが、最早これらの療法を受けていない個人である。ある実施態様にお
いて、インフルエンザウイルス疾患の患者は、感染症が有意に根絶されず及び/又は症状
が有意に軽減されない場合に、療法に対し不応性である。そのような文脈において当該技
術分野において容認される「不応性」の意味を用い、患者が不応性であるかどうかの決定
は、感染症に関する療法の有効性をアッセイするための当該技術分野において公知の任意
の方法により、インビボ又はインビトロのいずれかで行うことができる。様々な実施態様
において、インフルエンザウイルス疾患の患者は、療法後にウイルス複製が減少されない
か又は増加する場合に、不応性である。
【０２８８】
　ある実施態様において、本明細書に提供される方法により治療又は予防される患者は、
抗生物質、抗-ウイルス療法、抗真菌療法、又は他の生物学的療法/免疫療法により既に治
療されている患者である。これらの患者の中には、不応性患者、従来療法には若すぎる患
者、及び現存する療法による治療にも拘わらずインフルエンザウイルス疾患又はそれに関
連した症状が再発する患者がいる。
【０２８９】
　ある実施態様において、インフルエンザウイルスに対し異種のタンパク質を発現する本
明細書に記載される組換えインフルエンザウイルスを受け取る患者は、そのようなタンパ
ク質の発現から恩恵がある患者である。例えば、異種タンパク質がサイトカイン又は増殖
因子であり、かつ患者がある状態又は疾患を有する場合、サイトカイン若しくは増殖因子
の発現は、その状態又は疾患の治療に有益であり得る。
【０２９０】
　ある実施態様において、インフルエンザウイルスに対し異種の抗原を発現する本明細書
に記載される組換えインフルエンザウイルスを受け取る患者は、それから異種抗原が誘導
される病原体に感染したか又は感染し易い患者である。一部の実施態様において、インフ
ルエンザウイルスに対し異種の抗原を発現する本明細書に記載される組換えインフルエン
ザウイルスを受け取る患者は、それから異種抗原が誘導される病原体による感染症と診断
された患者である。一部の実施態様において、インフルエンザウイルスに対し異種の抗原
を発現する本明細書に記載される組換えインフルエンザウイルスを受け取る患者は、それ
から異種抗原が誘導される病原体による感染症に関連した疾患の1つ以上の症状を顕在化
している患者である。一部の実施態様において、インフルエンザウイルスに対し異種の抗
原を発現する本明細書に記載される組換えインフルエンザウイルスを受け取る患者は、そ
れから異種抗原が誘導される病原体による感染症に関連した疾患と診断された患者である
。一部の実施態様において、この抗原は、呼吸器病原体に由来し、例えば抗原は、RSVのF
、G、若しくはM2タンパク質、コロナウイルスのスパイクタンパク質(例えばSARS、HuCoV)
、ヒトメタ肺炎ウイルスのFタンパク質、パラインフルエンザウイルスのF又はHNタンパク
質、ヘンドラウイルスのG又はFタンパク質、ニパウイルスのG又はFタンパク質、又はアデ
ノウイルスのキャプシドタンパク質であるか又はこれらから誘導される。
【０２９１】
　ある実施態様において、腫瘍抗原又は腫瘍関連抗原を発現する本明細書に記載される組
換えインフルエンザウイルスを受け取る患者は、癌患者、癌に罹患し易い患者、又は癌罹
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患のリスクのある患者である。一部の実施態様において、腫瘍抗原又は腫瘍関連抗原を発
現する本明細書に記載される組換えインフルエンザウイルスを受け取る患者は、癌の遺伝
性素因のある患者である。ある実施態様において、腫瘍抗原又は腫瘍関連抗原を発現する
本明細書に記載される組換えインフルエンザウイルスを受け取る患者は、癌と診断された
患者である。具体的実施態様において、組換えインフルエンザウイルスにより発現される
腫瘍抗原又は腫瘍関連抗原は、治療されている癌に関連して意味をなす。例えば、対象が
肺癌を有する場合、肺癌に関連した抗原を発現する組換えインフルエンザウイルスが、対
象へ投与される。具体的実施態様において、癌は、例えば、肉腫、メラノーマ、リンパ腫
及び癌腫などの固形癌である。別の実施態様において、癌は、白血病などの非固形癌であ
る。癌の非限定的例は、脳腫瘍、肺癌、結腸癌、膵臓癌、肝臓癌、皮膚癌、乳癌、前立腺
癌、骨癌、及び子宮癌を含む。
【０２９２】
　一部の実施態様において、以下の患者集団の1つ以上にはウイルス生ワクチンを投与し
ないことが望ましいであろう：高齢者；生後6カ月未満の乳児；妊娠個体；1歳未満の乳児
；2歳未満の小児；3歳未満の小児；4歳未満の小児；5歳未満の小児；20歳未満の成人；25
歳未満の成人；30歳未満の成人；35歳未満の成人；40歳未満の成人；45歳未満の成人；50
歳未満の成人；70歳を超える高齢者；75歳を超える高齢者；80歳を超える高齢者；85歳を
超える高齢者；90歳を超える高齢者；95歳を超える高齢者；この年齢層でのアスピリン及
び野生型インフルエンザウイルス感染に関連する合併症のために、アスピリン又はアスピ
リン含有医薬品を投与されている小児及び若者(2～17歳)；喘息又は他の反応性気道疾患
の病歴をもつ個体；重度のインフルエンザ感染の素因となることがある慢性の根底にある
医学的状態をもつ個体；ギランバレー症候群の病歴をもつ個体；発熱を伴う急性の重大な
疾患がある個体；又は中程度若しくは重度の病気である個体。そのような個体については
、本明細書に記載される不活化ウイルスワクチン、スプリットウイルスワクチン、サブユ
ニットワクチン、ビロゾーム、ウイルス様粒子又は非ウイルスベクターの投与が好ましい
であろう。ある実施態様において、ウイルス生ワクチンを投与されるのが好ましい対象に
は、2～17歳の健康な小児及び若者、並びに18～49歳の健康な成人が含まれ得る。
【０２９３】
　ある実施態様において、生きているウイルスを含む免疫原性製剤は、他のウイルス生ワ
クチンと同時投与されない。
【０２９４】
(5.7.2.　投与の用量及び頻度)
　本明細書に記載される組換えインフルエンザウイルス、抗体又は組成物は、様々な経路
により対象へ送達されることができる。これらは、鼻腔内、気管内、経口、皮内、筋肉内
、局所、腹腔内、経皮、静脈内、肺内、結膜内及び皮下経路を含むが、これらに限定され
るものではない。一部の実施態様において、組成物は、局所投与のために、例えば皮膚へ
の塗布のために製剤される。具体的実施態様において、組成物は、鼻腔投与のために、例
えば鼻腔スプレーの一部として製剤される。ある実施態様において、組成物は、筋肉内投
与のために製剤される。一部の実施態様において、組成物は、皮下投与のために製剤され
る。ウイルス生ワクチンに関する具体的実施態様において、ワクチンは、注射以外の経路
により投与される。
【０２９５】
　組換えインフルエンザウイルスが対象へ投与される場合、インフルエンザウイルス感染
の自然の経路を介して、免疫原性組成物を導入することが好ましい。組換えインフルエン
ザウイルスが活発な分泌型及び細胞型免疫応答を誘導する能力は、有利に使用することが
できる。例えば、組換えインフルエンザウイルスによる気道の感染は、強力な分泌型免疫
応答を誘導し、例えば泌尿生殖器系において、インフルエンザウイルスに対する随伴する
防御をもたらす。加えて好ましい実施態様において、いずれか適切な経路により肺に本医
薬組成物を導入することが望ましいことがある。肺内投与は、例えば吸入器又はネブライ
ザーの使用により、及びスプレーとして使用するためのエアロゾル化剤を含有する製剤に
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より利用することもできる。
【０２９６】
　一部の実施態様において、組換えインフルエンザウイルス又はそれらの組成物が、ヒト
以外の対象(例えば非-ヒト対象)に投与される場合、ウイルス又は組成物は、対象の食物
中で、対象へ経口的に投与される。他の実施態様において、組換えインフルエンザウイル
ス又はそれらの組成物が対象(例えば非-ヒト対象)に投与される場合、ウイルス又は組成
物は、対象の水中で、対象へ経口的に投与される。他の実施態様において、組換えインフ
ルエンザウイルス又はそれらの組成物が非-ヒト対象に投与される場合、ウイルス又は組
成物は、ウイルス又は組成物を対象に噴霧することにより投与される。
【０２９７】
　インフルエンザウイルス感染又はインフルエンザウイルス疾患の治療及び/又は予防で
有効である本明細書に記載される組換えインフルエンザウイルス、抗体又は組成物の量は
、疾患の性質に依存し、標準の臨床技術で決定することができる。製剤で使用される正確
な投与量は、投与経路、及びそれに起因する感染又は疾患の重症度にも依存するので、臨
床医の判断及び各対象の状況に従って決定されるべきである。例えば、有効量は、投与手
段、標的部位、患者の生理的状態(年齢、体重、健康を含む)、患者がヒトであるか動物で
あるか、投与される他の医薬品、及び治療が予防的であるか治療的であるかによって異な
ってもよい。同様に、送達ベクターとして有効である組換えインフルエンザウイルス又は
それらの組成物の量は、変動し、かつ標準の臨床技術により決定することができる。治療
用量は、安全性及び有効性を最適化するために、最適に滴定される。
【０２９８】
　ある実施態様において、至適用量範囲を確定するのを助けるために、インビトロアッセ
イが使用される。有効量は、インビトロ又は動物モデル試験系から誘導される用量反応曲
線から推定することができる。
【０２９９】
　生きている組換えインフルエンザウイルスに関する例証的投与量は、1回投与量につき
ビリオン数が10～100個又はそれ以上を変動することができる。一部の実施態様において
、生きている組換えインフルエンザウイルスの至適用量は、102、5×102、103、5×103、
104、5×104、105、5×105、106、5×106、107、5×107、108、5×108、1×109、5×109

、1×1010、5×1010、1×1011、5×1011又は1012pfuであり、かつ1回、2回、3回又はそれ
以上、必要な頻度の間隔で対象に投与することができる。別の実施態様において、生きて
いる組換えインフルエンザウイルスは、0.2mL投与量が生きている組換えインフルエンザ
ウイルスの106.5-7.5蛍光焦点単位を含有するように製剤される。別の実施態様において
、不活化ワクチンは、インフルエンザ赤血球凝集素を約15μg～約100μg、約15μg～約75
μg、約15μg～約50μg、又は約15μg～約30μg含有するように製剤される。
【０３００】
　ある実施態様において、本明細書に記載される組換えインフルエンザウイルス又はそれ
らの組成物は、単回投与量として、続いて3～6週後に2回目の投与量として対象に投与さ
れる。これらの実施態様に従い、2回目の接種に続いて6～12カ月間隔で、追加抗原接種を
対象に投与することができる。ある実施態様において、追加抗原接種は、異なる組換えイ
ンフルエンザウイルス又はその組成物を利用することができる。一部の実施態様において
、同じ組換えインフルエンザウイルス又はそれらの組成物の投与が繰り返されてもよく、
その投与は、少なくとも1日、2日、3日、5日、10日、15日、30日、45日、2カ月、75日、3
カ月又は少なくとも6カ月間を空けることができる。
【０３０１】
　小児への投与のための具体的実施態様では、少なくとも1カ月間隔で与えられる、本明
細書に記載される組換えインフルエンザウイルス又はそれらの組成物の2回投与が小児に
投与される。成人への投与のための具体的実施態様において、本明細書に記載される組換
えインフルエンザウイルス又はそれらの組成物の単回投与が与えられる。別の実施態様に
おいて、本明細書に記載される組換えインフルエンザウイルス又はそれらの組成物の2回
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投与は、少なくとも1カ月間を空けて成人に投与される。別の実施態様において、幼児(6
カ月～9歳)は、最初は1カ月間隔で与えられる2回投与で本明細書に記載される組換えイン
フルエンザウイルス又はそれらの組成物が投与されてもよい。特定の実施態様において、
ワクチン接種の初年度に1回投与だけを投与された小児は、翌年には2回投与が投与される
べきである。一部の実施態様において、本明細書に記載される免疫原性組成物を初めて投
与される2～8歳の小児には、4週間隔で投与される2回投与が好ましい。ある実施態様にお
いて、3歳を超える対象に好ましいであろう0.5mlとは対照的に、生後6～35カ月の小児に
は半量(0.25ml)が好ましい。
【０３０２】
　特定の実施態様において、組換えインフルエンザウイルス又はそれらの組成物は、秋又
は冬に、すなわち各半球のインフルエンザ時期の前又はその期間中に対象に投与される。
一実施態様において、小児は、2回目の投与をインフルエンザシーズンのピークの前に投
与されることができるように、シーズンの初め、例えば北半球では9月下旬、又は10月上
旬に初回投与が投与される。
【０３０３】
　抗体による受動免疫については、用量は患者体重1kgにつき約0.0001～100mg、より一般
的には0.01～50mg/kg又は0.1～15mg/kgの範囲内である。例えば、用量は体重1kgにつき1m
g若しくは10mg、又は1～10mgの範囲であってよく、換言すると、70kgの患者についてはそ
れぞれ70mg若しくは700mg、又は70～700mgの範囲であってよい。例示的な治療計画は、1
年若しくは数年の間、又は数年間隔で、2週間ごとに1回、又は月に1回、又は3～6カ月ご
とに1回の投与を必要とする。一部の方法では、異なる結合特異性を有する2つ以上のモノ
クローナル抗体が同時に投与され、その場合には、投与される各抗体の用量は指示される
範囲内に入る。抗体は、通常複数の機会に投与される。単一の投薬の間隔は、毎週、毎月
、又は毎年であることができる。患者で組換えインフルエンザウイルスに対する抗体の血
液レベルを測定することに示されるように、間隔は不規則であってもよい。
【０３０４】
(5.7.3.　併用療法)
　様々な実施態様において、本明細書に記載される組換えインフルエンザウイルス又は抗
体は、対象に対して1つ以上の他の療法(例えば、抗ウイルス療法若しくは免疫調節療法)
と併用投与されてもよい。一部の実施態様において、本明細書に記載される医薬組成物は
、対象に1つ以上の療法と併用投与されてもよい。1つ以上の他の療法は、インフルエンザ
ウイルス疾患の治療若しくは予防に役立つことができるか、又はインフルエンザウイルス
疾患に付随する状態を改善することができる。
【０３０５】
　一部の実施態様において、1つ以上の他の療法は、鎮痛剤、解熱薬又は呼吸を楽にする
か若しくは助ける療法などの補助的処置である。補助的処置の具体例は、超音波ネブライ
ザーによる空気の加湿、エアロゾル化されたラセミ体エピネフリン、経口デキサメタゾン
、静脈内輸液、挿管、解熱剤(例えばイブプロフェン、アセトメタフィン(acetometaphin)
)、並びに抗生物質及び/又は抗真菌療法(すなわち続発性細菌感染及び/又は真菌感染の予
防又は治療)を含む。.
【０３０６】
　ある実施態様において、本療法は、5分未満間隔、30分未満間隔、1時間間隔、約1時間
間隔、約1～約2時間間隔、約2時間～約3時間間隔、約3時間～約4時間間隔、約4時間～約5
時間間隔、約5時間～約6時間間隔、約6時間～約7時間間隔、約7時間～約8時間間隔、約8
時間～約9時間間隔、約9時間～約10時間間隔、約10時間～約11時間間隔、約11時間～約12
時間間隔、約12時間～18時間間隔、18時間～24時間間隔、24時間～36時間間隔、36時間～
48時間間隔、48時間～52時間間隔、52時間～60時間間隔、60時間～72時間間隔、72時間～
84時間間隔、84時間～96時間間隔又は96時間～120時間間隔で投与される。具体的実施態
様では、2つ以上の療法が、同じ患者来院中に投与される。
【０３０７】
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　当業者に周知である任意の抗ウイルス剤を、本明細書に記載される組換えインフルエン
ザウイルス若しくは抗体又はそれらの医薬組成物と併用することができる。抗ウイルス剤
の非限定例には、その受容体へのウイルスの付着、細胞内へのウイルスの内在化、ウイル
スの複製、又は細胞からのウイルスの放出を阻害及び/又は低減させる、タンパク質、ポ
リペプチド、ペプチド、融合タンパク質抗体、核酸分子、有機分子、無機分子、及び小型
分子が含まれる。詳細には、抗ウイルス剤には、それらに限定されないが、ヌクレオシド
類似体(例えば、ジドブジン、アシクロビル、ガンシクロビル、ビダラビン、イドクスウ
リジン、トリフルリジン及びリバビリン)、フォスカーネット、アマンタジン、リマンタ
ジン、サキナビル、インジナビル、リトナビル、αインターフェロン及び他のインターフ
ェロン、AZT、ザナミビル(Relenza(登録商標))及びオセルタミビル(Tamiflu(登録商標))
が含まれる。ある実施態様において、本明細書に記載される組換えインフルエンザウイル
ス、本明細書に記載される方法により作製された抗体又は本明細書に記載される医薬組成
物は、インフルエンザウイルスワクチン、例えばFluarix(登録商標)(GlaxoSmithKline社)
、FluMist(登録商標)(Medlmmune Vaccines社)、Fluvirin(登録商標)(Chiron社)、Fluzone
(登録商標)(Aventis Pasteur社)と併用投与することができる。具体的実施態様において
、抗ウイルス剤は、ウイルス抗原に特異性がある免疫調節薬である。特定の実施態様にお
いて、このウイルス抗原は、インフルエンザウイルス抗原である。
【０３０８】
　具体的実施態様において、原発性インフルエンザウイルス感染に対する二次反応を予防
又は治療する1以上の療法は、本明細書に記載される組換えインフルエンザウイルス、本
明細書に記載される方法により作製された抗体又は本明細書に記載される医薬組成物と併
用投与される。原発性インフルエンザウイルス感染に対する二次反応の例は、粘膜刺激に
対する喘息様反応、上昇した総呼吸抵抗値、続発するウイルス感染、細菌感染、及び真菌
感染に対する増大した易罹患性、並びに非限定的に細気管支炎、肺炎、クループ、及び熱
性気管支炎などの状態の発生を含むが、これらに限定されるものではない。
【０３０９】
　一部の実施態様において、本明細書に記載される組換えインフルエンザウイルス又はそ
れらの医薬組成物は、インフルエンザウイルス抗原に特異的に結合する抗体と併用投与さ
れる。
【０３１０】
(5.8　生物検定)
【０３１１】
(再集合アッセイ)
　逆遺伝学的研究方法を使用し、例えば図35～37に示された組換えインフルエンザウイル
スの各キメラ遺伝子分節は、再集合することができるかどうかを評価することができる。
必要なインフルエンザウイルスタンパク質を発現している細胞を、それらのパッケージン
グシグナルが交換されているインフルエンザウイルスキメラ分節及びインフルエンザウイ
ルスの野生型又は実験室株由来のインフルエンザウイルス遺伝子分節により、同時トラン
スフェクションすることができ、ここで野生型又は実験室株のインフルエンザウイルス遺
伝子分節は、キメラインフルエンザウイルス遺伝子分節のひとつによりコードされたイン
フルエンザウイルスタンパク質をコードしている遺伝子分節及び複製コンピテントなイン
フルエンザウイルスを作製するのに必要な他の遺伝子分節を含む。例えば、必要なウイル
スタンパク質(例えばPA、PB1、PB2、及びNP)を発現している293T細胞、MDCK細胞又はVero
細胞などの細胞は、先に説明された技術を使用し、図35に示された4つのキメラ遺伝子分
節(NA-PB2mut-NA、PB2-PB1mut-PB2、PB1-PAmut-PB1、及びPA-NAmut-PA)をコードしている
プラスミド及びA/PR/8/34などの野生型インフルエンザウイルス又は実験室株の5つの遺伝
子分節(pDZ-NP、NA、M、NS、及びHA)をコードしているプラスミドによりトランスフェク
トすることができる(例えば、Gaoらの文献、2008, J. Virol. 82: 6419-6426；Quinlivan
らの文献、2005, J. Virol. 79: 8431-8439；Fodorらの文献、1999, J. Virol. 73: 9679
-9682を参照されたい)。次に救出された組換えウイルスは、組織培養又は胚発育卵におい
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て増殖され、公知の技術を用いプラーク精製される。プラーク精製されたウイルスに存在
する遺伝子分節は次に、例えば単独のプラークを増殖させ、ウイルスからvRNAを単離し、
特異的遺伝子分節にハイブリダイズするようにデザインされたプライマーを用いvRNAにRT
-PCRを施し、かつRT-PCR産物をアガロースゲル上を泳動することにより、決定することが
できる。或いは、プラーク形成された(plaque-performed)ウイルス由来のvRNA分節は、大
規模シークエンシング(deep sequencing)などの当該技術分野において公知の技術を用い
、配列決定することができる。それらのパッケージングシグナルが交換されているキメラ
遺伝子分節の組み合わせに満たないものを含むインフルエンザウイルスを検出する能力が
ないことは、それらのキメラ遺伝子分節は、自在に再集合することができないことを示し
ている。例えば、図35に示された組換えウイルスのキメラ遺伝子分節に関して、3つのキ
メラNA-PB2mut-NA、PB2-PB1mut-PB2、及びPB1-PAmut-PB1遺伝子分節及び野生型又は実験
室株インフルエンザウイルスNA、NP、M、NS及びHA遺伝子分節を含むインフルエンザウイ
ルスを検出する能力がないことは、4つのキメラ遺伝子分節(NA-PB2mut-NA、PB2-PB1mut-P
B2、PB1-PAmut-PB1、及びPA-NAmut-PA)が自在に再集合することができないことを示して
いる。
【０３１２】
　例えば図35～37に示された組換えインフルエンザウイルスのキメラ遺伝子分節が組織培
養において自在に再集合することができるかどうかを決定する別の研究方法として、細胞
(例えば293T細胞、MDCK細胞又はVero細胞)を、例えば図35、36又は37に示された組換えウ
イルス、及びインフルエンザウイルスの野生型又は実験室株により、各ウイルスについて
ある感染多重度("moi")(例えばmoi10)で同時感染することができる。得られるウイルスは
次に、プラーク精製することができる。プラーク精製されたウイルス中に存在する遺伝子
分節は次に、例えば単独のプラークを増殖させ、ウイルスからvRNAを単離し、特異的遺伝
子分節にハイブリダイズするようにデザインされたプライマーを用いvRNAにRT-PCRを施し
、かつRT-PCR産物をアガロースゲル上を泳動することにより、決定することができる。或
いは、プラーク形成されたウイルス由来のvRNA分節は、大規模シークエンシングなどの当
該技術分野において公知の技術を用い、配列決定することができる。それらのパッケージ
ングシグナルが交換されているキメラ分節の組み合わせに満たないものを含むインフルエ
ンザウイルスを検出する能力がないことは、自在に再集合することをできなくする。例え
ば、図35に示された組換えウイルスのキメラ遺伝子分節に関して、3つのキメラNA-PB2mut
-NA、PB2-PB1mut-PB2、及びPB1-PAmut-PB1 遺伝子分節及び野生型又は実験室株インフル
エンザウイルスNA、NP、M、NS及びHA遺伝子分節を含むインフルエンザウイルスを検出す
る能力がないことは、4つのキメラ遺伝子分節(NA-PB2mut-NA、PB2-PB1mut-PB2、PB1-PAmu
t-PB1、及びPA-NAmut-PA)が自在に再集合することができないことを示している。
【０３１３】
(キメラインフルエンザウイルス遺伝子分節の存在を検出するアッセイ)
【０３１４】
　キメラインフルエンザウイルス遺伝子分節若しくはそれらの相補体、又はキメラインフ
ルエンザウイルス遺伝子分節をコードしている核酸を検出するために、当該技術分野にお
いて公知の任意の技術を使用することができる。例えば、特定のキメラインフルエンザウ
イルス遺伝子分節に特異的であるプライマーをデザインし、かつそれらのプライマーを使
用するRT-PCR又はPCRを実行し、分節の断片を増幅することができる。増幅された断片は
、例えば断片をアガロースゲル上を泳動させることにより検出することができる。或いは
、特定のキメラインフルエンザウイルス遺伝子分節に特異的であるプライマーをデザイン
し、かつこれらのプライマーを使用し、リアルタイムRT-PCRを実行することができる。一
実施態様において、特定のキメラインフルエンザウイルス遺伝子分節に特異的であるプラ
イマー対をデザインし、ここでこれらのプライマーの1つは、第1の型のインフルエンザウ
イルス遺伝子分節から誘導された3'NCR1又は3'CRS1にアニーリングするセンスプライマー
であり、かつ他方のプライマーは、第2の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節から誘
導されたmORFにアニーリングするアンチセンスプライマーである。別の実施態様において
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、特定のキメラインフルエンザウイルス遺伝子分節に特異的であるプライマー対をデザイ
ンし、ここでプライマーの1つは、第1の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節から誘導
された5'NCR1又は5'CRS1にアニーリングするアンチセンスプライマーであり、かつ他方の
プライマーは、第2の型のインフルエンザウイルス遺伝子分節から誘導されたmORFにアニ
ーリングするセンスプライマーである。当業者に公知の技術を使用し、特定のキメライン
フルエンザウイルス遺伝子分節に特異的であるプライマーをデザインすることができる。
【０３１５】
(パッケージングアッセイ)
【０３１６】
　キメラインフルエンザウイルス遺伝子分節のウイルス粒子への取り込み、すなわちパッ
ケージングは、当該技術分野において公知であるか又は本明細書に記載される任意の方法
(例えば細胞培養、動物モデル又は胚発育卵内でのウイルス培養)により評価することがで
きる。
【０３１７】
　一例において、ウイルス粒子は、精製され、かつRNA単離され、かつ2.8％変性ポリアク
リルアミドゲル上を泳動され、これは次に銀染色キット(Invitrogen社)により染色され、
キメラインフルエンザウイルス遺伝子分節の存在を決定することができる(そのようなア
ッセイの説明については、例えば、Gaoらの文献、2008, J. Virol. 82: 6419-6426を参照
されたい)。
【０３１８】
　別の例において、胚発育卵の尿膜液の細胞培養物由来のウイルス粒子は、ショ糖クッシ
ョンを通した遠心分離により精製され、引き続きRT-PCRによりキメラインフルエンザウイ
ルス遺伝子分節の存在について分析され得る。
【０３１９】
　パッケージングアッセイを使用し、パッケージングに必要及び/又は十分なインフルエ
ンザウイルス遺伝子分節の領域を決定することができる。これらの場合、アッセイを促進
するために、レポーター遺伝子を使用することができる。同じくパッケージングアッセイ
を使用し、キメラインフルエンザウイルス遺伝子分節がウイルス粒子にパッケージされた
かどうか、及びパッケージされたならばどの程度であるかを決定することができ、ここで
キメラインフルエンザウイルス遺伝子分節は、レポーター遺伝子をコードしていない。
【０３２０】
　例証的パッケージングアッセイは、Liangらの文献、2005, J Virol. 79: 10348-10355
に明らかにされたパッケージングアッセイ、及びMuramotoらの文献、2006, J Virol. 80:
 2318-2325に明らかにされたパッケージングアッセイを含む。Liangらの文献及びMuramot
oらの文献に説明されたパッケージングアッセイの説明は、引用により本明細書中に組み
込まれている。Liang及びMuramotoのプロトコールのいくつかのパラメータは、改変する
ことができ；例えば、様々な宿主細胞を使用し、様々なレポーター遺伝子を使用すること
ができる。
【０３２１】
　ある実施態様において、Muramotoらの文献のパッケージングアッセイが使用される(「M
uramotoプロトコール」)。簡潔には、レポーターインフルエンザウイルス遺伝子分節が構
築され得、ここでレポーター遺伝子は、一方の側で1つの型のインフルエンザウイルス遺
伝子分節又はそれらの誘導体又は断片の3'NCR及び3'近位のコード領域に隣接し、並びに
他方の側でこの型のインフルエンザウイルス遺伝子分節又はそれらの誘導体又は断片の5'
NCR及び5'近位のコード領域に隣接しており、ここで3'近位のコード領域内の任意の開始
コドンは変異されている。このレポーター遺伝子はGFPであることができる。レポーター
インフルエンザウイルス遺伝子分節は、他の7つの型のインフルエンザウイルス遺伝子分
節をコードしている7つのプラスミドにより、293T細胞などの宿主細胞へトランスフェク
トされる。加えて、10全てのインフルエンザウイルスタンパク質をコードしている発現プ
ラスミドが、宿主細胞へトランスフェクトされる。ウイルス様粒子(「VLP」)が宿主細胞
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から放出された後、例えば48時間後、上清が収集される。その後上清を用い、同時にヘル
パーインフルエンザウイルスにより、新鮮な宿主細胞、例えばMDCK細胞が感染される。ヘ
ルパーインフルエンザウイルスの少なくとも1種のタンパク質は、VLP内の同じ型のタンパ
ク質から抗原的に区別され、その結果VLPに感染した細胞を確定することができる。レポ
ーター遺伝子を発現している細胞の数は、例えばFACSを用い決定され、VLPタンパク質を
発現している細胞の数は、FACSと組み合わせた免疫細胞化学を用い決定される。レポータ
ー遺伝子を発現している細胞のVLPタンパク質を発現している細胞に対する比は、レポー
ターインフルエンザウイルス遺伝子分節のビリオンへのパッケージング効率の尺度である
。
【０３２２】
　ある実施態様においては、Liangらの文献のパッケージングアッセイが使用される。簡
潔には、8-プラスミド救出システム(Hoffmannらの文献、2000, PNAS 97: 6208-6113)が、
レポーターインフルエンザウイルス遺伝子分節と組み合わせられる。レポーターインフル
エンザウイルス遺伝子分節は、Muramotoプロトコールに関して先に考察されたように構築
される。8-プラスミド救出システムは、プロモーターを伴うプラスミドとして8種全ての
インフルエンザ遺伝子分節を提供し、その結果これらの遺伝子分節は、両方向に転写され
、これにより8種全ての野生型vRNA及びビリオン作製に必要な全てのウイルスタンパク質
を生成する。8種のプラスミド及びレポーター遺伝子分節は、293T細胞などの宿主細胞へ
トランスフェクトされる。ビリオンが宿主細胞から放出された後、例えば48時間後、上清
が収集される。上清により、MDBK細胞などの新鮮な宿主細胞が、レポーター遺伝子が発現
されるまで、例えば15時間、感染される。引き続き、レポーター遺伝子発現レベルが試験
される。レポーター遺伝子に適したアッセイを、当業者は選択することができる。例えば
レポーター遺伝子がGFPなどの蛍光タンパク質である場合、FACS分析を使用し、レポータ
ー遺伝子を発現している細胞の数を決定することができる。レポーター遺伝子を発現して
いる細胞の数は、パッケージング効率を表し、その結果レポーター遺伝子を発現している
細胞の相対的に低い数は、レポーター遺伝子分節のパッケージングの低い効率を示し、か
つレポーター遺伝子を発現している細胞の相対的に高い数は、レポーター遺伝子分節のパ
ッケージングの高い効率を示す。ある実施態様において、レポーター遺伝子を発現してい
る細胞の数は、ウイルスを生成する細胞について標準化される。ウイルス生成細胞の数は
、例えばプラークアッセイ又はFACS分析と組み合わせたNPなどのウイルスタンパク質に対
する抗体を使用する免疫細胞化学により決定することができる。
【０３２３】
　先に説明されたレポーター遺伝子によるパッケージングアッセイの原理は、レポーター
遺伝子を使わないパッケージングアッセイにも適用される。当業者は、任意の公知の技術
を使用し、先に説明されたパッケージングアッセイをレポーター遺伝子を使わないアッセ
イに適合させることができる。当業者は、先に説明されたようなパッケージング効率の測
定値としてレポーター遺伝子産物の検出に頼る代わりに、関心対象のインフルエンザウイ
ルス遺伝子分節又は関心対象のインフルエンザウイルス遺伝子分節の遺伝子産物のいずれ
かを代わりに検出することができる。RT-PCRを、インフルエンザウイルス遺伝子分節に特
異的であるプライマーと共に使用し、関心対象のインフルエンザウイルス遺伝子分節を検
出及び定量することができる。ウェスタンブロット、ELISA、ラジオイムノアッセイ、免
疫沈降、免疫細胞化学、又はFACSと組み合わせた免疫細胞化学を使用し、パッケージング
効率の測定値として、関心対象のインフルエンザウイルス遺伝子分節の遺伝子産物を定量
することができる。関心対象のインフルエンザウイルス遺伝子分節内の遺伝子を、ペプチ
ドタグをコードしている配列に融合することも可能であり、その結果関心対象のインフル
エンザウイルス遺伝子分節の遺伝子の遺伝子産物は、ペプチドタグをつけた融合タンパク
質をコードし、このペプチドタグを検出することができる。
【０３２４】
(ウイルスアッセイ)
【０３２５】
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　ウイルスアッセイは、当該技術分野において周知の方法を用いインビトロにおいて培養
された細胞内の、ウイルス複製を測定するもの(例えばプラーク形成により決定される)又
はウイルスタンパク質の生成を測定するもの(例えばウェスタンブロット分析により決定
される)又はウイルスRNAを測定するもの(例えばRT-PCR又はノーザンブロット分析により
決定)を含む。
【０３２６】
　本明細書に記載される組換えインフルエンザウイルスの増殖は、当該技術分野において
公知の又は本明細書に記載される任意の方法(例えば、細胞培養(例えばトリ胚性腎細胞の
培養又はトリ胚性線維芽細胞(CEF)の培養)により評価できる。ウイルス力価は、本明細書
に記載される組換えインフルエンザウイルスの連続希釈物の、細胞培養物(例えばCEF細胞
、MDCK細胞、EFK-2細胞、Vero細胞、初代ヒト臍静脈内皮細胞(HUVEC)、H292ヒト上皮細胞
株又はHeLa細胞)、ニワトリ胚、又は生きている動物(例えば鳥類)への接種により決定さ
れてよい。特定時間ウイルスをインキュベーションした後、ウイルスは、標準的方法を用
いて単離される。赤血球凝集素(HA)アッセイは、V-底96-ウェルプレートにおいて実行す
ることができる。PBS中の各試料の連続2倍希釈物を、PBS中のニワトリ赤血球の0.5％浮遊
液の等量と一緒に氷上で1時間インキュベーションする。陽性ウェルは、赤血球の接着性
の均質な層を含み；陰性ウェルは、非接着性のペレットを含む。ウイルス力価の物理的定
量は、ウイルス上清に適応されたPCR(Quinn及びTrevorの文献、1997；Morganらの文献、1
990)、赤血球凝集アッセイ、組織培養感染量(TCID50)又は卵感染量(EID50)を用いて行う
ことができる。
【０３２７】
(抗体アッセイ)
【０３２８】
　本明細書に記載される方法に従い作製又は同定される抗体は、当業者に周知である様々
な方法で特徴づけることができる(例えばELISA、表面プラズモン共鳴ディスプレイ(BIAco
re)、ウェスタンブロット、免疫蛍光測定、免疫染色及び/又は微量中和アッセイ)。特に
、前記のように作製又は同定された抗体は、組換えインフルエンザウイルスの抗原に特異
的に結合する能力について分析され得る。そのようなアッセイは、溶液(例えば、Houghte
nの文献(1992, Bio/Techniques 13: 412-421))、ビーズ(Lamの文献(1991, Nature 354: 8
2-84))、チップ(Fodorの文献(1993, Nature 364: 555-556))、細菌(米国特許第5,223,409
号)、胞子(米国特許第5,571,698号；第5,403,484号；及び第5,223,409号)、プラスミド(C
ullらの文献(1992, Proc Natl. Acad. Sci. USA 89: 1865-1869))、又はファージ(Scott
及びSmithの文献(1990, Science 249: 386-390)；Cwirlaらの文献(1990, Proc. Natl. Ac
ad. Sci. USA 87: 6378-6382)；及びFeliciの文献(1991, J. Mol. Biol. 222: 301-310))
で実施することができる(これらの引用文献の各々は、引用によりその全体が本明細書に
組み込まれる)。次に組換えインフルエンザウイルスの抗原に特異的に結合する抗体を、
該抗原に対するそれらの特異性についてアッセイすることができる。
【０３２９】
　本明細書に記載される方法に従い作製又は同定される抗体は、本明細書に記載される組
換えウイルスの抗原に対する特異的結合及び他の抗原との交差反応について、当該技術分
野で公知である任意の方法によってアッセイすることができる。特異的結合及び交差反応
を分析するために用いることができるイムノアッセイには、いくつか例を挙げれば、ウェ
スタンブロット、ラジオイムノアッセイ、ELISA(酵素結合免疫吸着検定法)、「サンドイ
ッチ」イムノアッセイ、免疫沈降アッセイ、沈降反応、ゲル拡散沈降反応、免疫拡散アッ
セイ、凝集アッセイ、補体固定アッセイ、免疫放射線測定法、蛍光イムノアッセイ、プロ
テインAイムノアッセイなどの技術を用いる、競合的及び非競合的アッセイ系が含まれる
が、これらに限定されない。そのようなアッセイは常用され、当該技術分野で周知である
(例えば、引用によりその全体が本明細書に組み込まれる、Ausubelら編の文献(1994、「
分子生物学における最新プロトコール(Current Protocols in Molecular Biology)」、1
巻、John Wiley & Sons社、ニューヨーク)を参照)。
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【０３３０】
　抗体の抗原に対する結合親和性及び抗体-抗原相互作用の解離速度は、競合結合アッセ
イによって決定することができる。競合結合アッセイの一例は、漸増する量の非標識抗原
の存在下での標識抗原(例えば、3H又は125I)と関心対象の抗体とのインキュベーション、
及び標識抗原に結合した抗体の検出を含むラジオイムノアッセイである。抗体の親和性は
、データからスキャチャードプロット解析により決定することができる。二次抗体との競
合も、ラジオイムノアッセイを用いて決定することができる。この場合、本明細書に記載
される組換えウイルス又はそれらの抗原は、漸増する量の非標識二次抗体の存在下で、標
識化合物(例えば、3H又は125I)に複合された抗原に対する抗体と一緒にインキュベートさ
れる。
【０３３１】
　BIAcore動態解析は、本明細書に記載される組換えインフルエンザウイルスの抗原に対
する抗体の結合及び解離速度を決定するために使用することができる。BIAcore動態解析
は、それらの表面に本明細書に記載される方法に従い作製又は同定された固定化抗体を有
するチップからの関心対象の抗原を含むポリペプチドの結合及び解離を分析することを含
む。典型的BIAcore動態試験は、抗原が固定されているセンサーチップ表面への、0.005％
のTween20を含有するHBS緩衝液中の変動する濃度の250μLの抗体試薬(mAb、Fab)の注入を
含む。流量は、75μL/分で一定に保たれる。解離データは、必要に応じて15分間以上収集
される。各注入/解離サイクルに続いて、結合mAbは、状況次第では他の再生剤が使用され
るが、希酸、一般的に10～100mM HClの短い1分間の投入を用いて、抗原表面から切り離さ
れる。より具体的には、結合速度kon及び解離速度koffの測定のために、抗原を含むポリ
ペプチドは、標準のアミン結合化学作用、すなわちEDC/NHS方法(EDC= N-ジエチルアミノ
プロピル)-カルボジイミド)を用いることにより、センサーチップ表面に直接固定化され
る。簡潔には、pH4又はpH5の10mM NaOAc中の抗原を含むポリペプチドの5～100nM溶液が調
製され、約30～50RUの相当量の抗原が固定化されるまで、EDC/NHS活性化表面上を流され
る。この後、1MのEt-NH2の注入によって、未反応の活性エステルが「キャップ」オフされ
る。参照目的のために、同一の固定化条件の下で抗原が含まれないブランク表面が調製さ
れる。一旦適切な表面が調製されると、抗体試薬の各々の適する希釈系がHBS/Tween-20中
に調製され、直列に連結されている抗原及び参照細胞表面の両方の上を流される。調製さ
れる抗体濃度の範囲は、平衡結合定数KDの推定値によって異なる。先に述べたように、結
合抗体は適当な再生剤を用いて、各注入/解離サイクルの後に切り離される。
【０３３２】
　本明細書に記載される方法により作製又は同定された抗体は、当業者に公知である技術
を用いて、宿主細胞への、組換えインフルエンザウイルスの抗原の結合を阻害するそれら
の能力について分析することもできる。例えば、インフルエンザウイルスに結合すること
がわかっている受容体を発現する細胞は、本明細書に記載される方法により作製又は同定
された抗体の存在下又は不在下でインフルエンザウイルスと接触させることができ、結合
を阻害する抗体の能力は、例えばフローサイトメトリー又はシンチレーションアッセイで
測定することができる。この抗原又は抗体は、インフルエンザウイルスと細胞との間の相
互作用の検出を可能にするために、放射性標識(例えば、32P、35S及び125I)又は蛍光標識
(例えば、フルオレセインイソチオシアネート、ローダミン、フィコエリトリン、フィコ
シアニン、アロフィコシアニン、o-フタルデヒド及びフルオレサミン)などの検出可能な
化合物で標識することができる。
【０３３３】
(抗ウイルス活性アッセイ)
【０３３４】
　本明細書に記載される抗体又はそれらの組成物は、抗ウイルス活性についてインビトロ
において評価することができる。一実施態様では、抗体又はその組成物は、インフルエン
ザウイルスの増殖に及ぼすそれらの影響についてインビトロで試験される。インフルエン
ザウイルスの増殖は、当該技術分野で公知であるか又は本明細書に記載される任意の方法
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(例えば細胞培養で)によって評価することができる。具体的実施態様において、細胞はMO
I 0.0005及び0.001、0.001及び0.01、0.01及び0.1、0.1及び1、若しくは1及び10で、又は
MOI 0.0005、0.001、0.005、0.01、0.05、0.1、0.5、1、5若しくは10で感染させられ、補
充された無血清培地と一緒にインキュベートされる。ウイルス力価は、赤血球凝集素プラ
ーク、又は本明細書に記載される任意の他のウイルスアッセイによって上清で測定される
。ウイルス力価を評価することができる細胞には、EFK-2細胞、Vero細胞、初代ヒト臍静
脈内皮細胞(HUVEC)、H292ヒト上皮細胞株及びHeLa細胞が含まれるが、これらに限定され
ない。インビトロアッセイには、当該技術分野で周知であるか又は本明細書に記載される
方法を用いて、インビトロにおいて培養細胞で変化したウイルス複製(例えば、プラーク
形成で測定される)、又はウイルスタンパク質の生成(例えば、ウェスタンブロット分析で
測定される)、又はウイルスRNA(例えば、RT-PCR若しくはノーザンブロット分析で測定さ
れる)を測定するものが含まれる。
【０３３５】
　非限定的一実施例では、標的哺乳類細胞株の単層を異なる量(例えば、3プラーク形成単
位(pfu)又は5pfuの多重度)のインフルエンザで感染させ、その後様々な希釈の抗体(例え
ば、0.1μg/ml、1μg/ml、5μg/ml又は10μg/ml)の存在下又は不在下で培養する。感染し
た培養物を感染から48時間後又は72時間後に収集し、適当な標的細胞株(例えば、Vero細
胞)で、当該技術分野で公知である標準のプラークアッセイによって滴定する。
【０３３６】
　血球凝集アッセイの非限定的実施例では、細胞を抗体と接触させ、同時に又は引き続き
ウイルスに感染させ(例えば、1のMOIで)、ウイルスの複製を可能にする条件下でウイルス
をインキュベートする(例えば、20～24時間)。抗体は、好ましくは感染の全過程で存在す
る。次に、0.5％のニワトリ赤血球を用いて、ウイルスの複製及びウイルス粒子の放出が
赤血球凝集アッセイで測定される。例えば、Kashyapらの文献(PNAS USA 105: 5986-5991)
を参照されたい。一部の実施態様において、抗体化合物がウイルス複製を、ウイルス力価
の約75％の低下に相当する少なくとも2ウェルのHA低減させる場合、この抗体化合物はウ
イルス複製の阻害剤とみなされる。具体的実施態様において、阻害剤は、このアッセイで
ウイルス力価を50％以上、55％以上、60％以上、65％以上、70％以上、75％以上、80％以
上、85％以上、90％以上又は95％以上低下させる。
【０３３７】
(細胞毒性アッセイ)
【０３３８】
　本明細書に記載される組換えインフルエンザウイルス、抗体又はそれらの組成物への曝
露の後の細胞(感染又は非感染の)又は細胞株の生存度を評価し、こうしてそれらの細胞毒
性を決定するために、当該技術分野において周知である多くのアッセイを用いることがで
きる。例えば、細胞増殖は、ブロモデオキシウリジン(BrdU)の取込み(例えば、Hoshinoら
の文献(1986, Int. J. Cancer 38、369)；Campanaらの文献(1988, J. Immunol. Meth. 10
7:79)を参照)、(3H)チミジン取込み(例えば、Chen J.の文献(1996, Oncogene 13: 1395-4
03)；Jeoung J.の文献(1995, J. Biol. Chem. 270:18367 73)を参照)を測定することによ
って、細胞の直接計数によって、又は癌原遺伝子(例えば、fos、myc)などの既知の遺伝子
の転写、翻訳若しくは活性の変化、若しくは細胞周期マーカー(Rb、cdc2、サイクリンA、
D1、D2、D3、Eなど)を検出することによって分析することができる。そのようなタンパク
質及びmRNA及び活性のレベルは、当該技術分野で周知である任意の方法で決定することが
できる。例えば、市販の抗体を含む抗体を用いて、ELISA、ウェスタンブロット法又は免
疫沈降などの公知の免疫診断方法によってタンパク質を数量化することができる。当該技
術分野で周知であり常用される方法を用いて、例えばノーザン分析、RNアーゼ保護又は逆
転写と連結したポリメラーゼ連鎖反応を用いて、mRNAを数量化することができる。細胞生
存度は、トリパンブルー染色又は当該技術分野で公知である他の細胞死滅若しくは生存度
マーカーを用いて評価することができる。具体的実施態様において、細胞生存度を決定す
るために、細胞ATPレベルが測定される。
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【０３３９】
　具体的実施態様において、細胞生存度は、細胞内ATPレベルを測定するCellTiter-Gloア
ッセイキット(Promega社)などの、当該技術分野で標準であるアッセイを用いて、3日間及
び7日間の期間で測定される。細胞ATPの低下は、細胞毒性作用を示す。別の具体的実施態
様において、細胞生存度は、ニュートラルレッド取込みアッセイで測定することができる
。他の実施態様において、形態変化の目視には、肥大、粒状度、縁付きの細胞、膜状の外
観、円形化、ウェル表面からの剥離又は他の変化が含まれてもよい。これらの変化は、観
察される細胞毒性の程度に従って、T(100％毒性)、PVH(部分的毒性-非常に重い-80％)、P
H(部分的毒性-重い-60％)、P(部分的毒性-40％)、Ps(部分的毒性-わずか-20％)又はO(無
毒性-0％)の等級が与えられる。50％細胞阻害(細胞毒性)の濃度(IC50)は、これらのデー
タの回帰分析で決定される。
【０３４０】
　具体的実施態様において、細胞毒性アッセイで用いられる細胞は、初代細胞及び細胞株
を含む動物細胞である。一部の実施態様において、細胞はヒト細胞である。ある実施態様
において、細胞毒性は、以下の細胞株の1つ以上で評価される：U937、ヒト単球細胞株；
初代末梢血単核細胞(PBMC)；Huh7、ヒト肝芽細胞腫細胞株；293T、ヒト胚性腎細胞株；及
びTHP-1、単核球細胞。ある実施態様において、細胞毒性は、以下の細胞株の1つ以上で調
査される：MDCK、MEF、Huh7.5、Detroit又はヒト気管気管支上皮(human tracheobronchia
l epithelial)(HTBE)細胞。
【０３４１】
　組換えインフルエンザウイルス、それらの抗体又は組成物は、動物モデルでインビボ毒
性について試験することができる。例えば、当該技術分野において公知の動物モデルを用
い、組換えインフルエンザウイルス、それらの抗体又は組成物の活性を試験するために、
インビボ毒性を決定することもできる。例えば、組換えインフルエンザウイルス、それら
の抗体又は組成物の活性を試験するために、これらは様々な濃度範囲で動物に投与される
。その後、死亡率、体重減少若しくは体重増加の失敗、及び/又は組織損傷を示すことが
できる血清マーカーのレベル(例えば、一般組織損傷の指標としてのクレアチンホスホキ
ナーゼレベル、可能性のある肝損傷の指標としてのグルタミン酸シュウ酸トランスアミナ
ーゼ又はピルビン酸トランスアミナーゼのレベル)について、動物は経時的に監視される
。これらのインビボアッセイは、用量に加えて様々な投与様式及び/又は計画の毒性を試
験するために、応用されてもよい。
【０３４２】
　組換えインフルエンザウイルス、それらの抗体又は組成物の毒性及び/又は効力は、例
えばLD50(集団の50％に致死的な投与量)及びED50(集団の50％で治療的に有効な投与量)を
決定するための、細胞培養又は実験動物における標準の薬学手法によって決定することが
できる。毒性効果と治療効果との間の用量比は治療係数であり、それは、比LD50/ED50で
表すことができる。大きな治療指数を示す組換えインフルエンザウイルス、それらの抗体
又は組成物が好ましい。毒性副作用を示す組換えインフルエンザウイルス、それらの抗体
又は組成物が用いられてもよいが、非感染細胞に対する潜在的な損傷を最小にし、それに
よって副作用を低減させるために、患部組織の部位をそのような薬剤の標的にする送達系
をデザインするように注意すべきである。
【０３４３】
　細胞培養アッセイ及び動物試験から得られるデータは、ヒトで使用するための組換えイ
ンフルエンザウイルス、それらの抗体又は組成物の用量範囲の設定で用いることができる
。好ましくは、そのような薬剤の用量は、ED50を含み、ほとんど又は全く毒性のない循環
濃度の範囲内にある。用量は、使用される剤形及び利用される投与経路によって、この範
囲内で変動することができる。本明細書に記載される方法で用いられるいかなる活性化合
物についても、有効投与量は最初に細胞培養アッセイから推定することができる。細胞培
養で決定されるIC50(すなわち、症状の最大阻害の半分を達成する試験化合物の濃度)を含
む循環血漿濃度範囲を達成する投与量を、動物モデルで設定することができる。ヒトでの



(109) JP 5845180 B2 2016.1.20

10

20

30

40

50

有益な投与量をより正確に決定するために、そのような情報を用いることができる。血漿
レベルは、例えば、高速液体クロマトグラフィーで測定することができる。用量決定に関
するさらなる情報が、本明細書に提供される。
【０３４４】
　更に、例えばウイルス感染又はそれらに付随する状態若しくは症状を測定することによ
って、組換えインフルエンザウイルス、それらの抗体又は組成物の予防及び/又は治療的
な有用性を評価するために、当業者に公知である任意のアッセイを用いることができる。
【０３４５】
(動物モデルアッセイ)
【０３４６】
　本明細書に記載される組換えインフルエンザウイルスの病原性は、対象、特に動物モデ
ルにおいて評価することができる。一例では、ウイルス感染動物モデルで肺病変を誘導し
て、感染を引き起こす能力が、野生型ウイルス及び偽ウイルスを用いて比較される。肺病
変は、目視検査によって健康である肺葉の百分率として評価することができる。ペントバ
ルビタールの静脈内投与によって感染後(p.i.)5日目に動物を安楽死させ、それらの肺全
体を取り出す。肉眼的病変に冒された各肺葉の表面の百分率を、視覚的に推定する。これ
らの百分率を平均し、各動物の7肺葉の平均値を得る。他のアッセイでは、ウイルスの負
荷又は力価を決定するために、鼻スワブを検査することができる。感染後のウイルス負荷
を決定するために、鼻スワブを剖検時に採取することができる。
【０３４７】
　組換えインフルエンザウイルス、それらの抗体又は組成物は、好ましくは、ヒトで用い
る前に所望の治療的又は予防的活性についてインビボでアッセイされる。例えば、組換え
インフルエンザウイルス、それらの抗体又は組成物の使用は、インフルエンザウイルス疾
患を予防することができるかどうかを評価するために、動物が野生型インフルエンザウイ
ルスに感染する前に、本ウイルス、抗体又は組成物を投与することができる。或いは、又
は更に、動物が野生型インフルエンザウイルスに感染するのと同時に、組換えインフルエ
ンザウイルス、それらの抗体又は組成物を動物に投与することができる。インフルエンザ
ウイルス感染又はそれらに付随する疾患を治療するための組換えインフルエンザウイルス
、それらの抗体又は組成物の使用を評価するために、動物を野生型インフルエンザウイル
スに感染させた後に、本ウイルス、抗体又は組成物を投与することができる。具体的実施
態様において、組換えインフルエンザウイルス、それらの抗体又は組成物は、動物に2回
以上投与される。
【０３４８】
　組換えインフルエンザウイルス、それらの抗体又は組成物は、それらに限定されないが
ラット、マウス、ニワトリ、ウシ、サル、ブタ、ヤギ、ヒツジ、イヌ、ウサギ、モルモッ
トなどを含む動物モデル系で、抗ウイルス活性について試験することができる。具体的実
施態様において、活性化合物及びそれらの組成物は、マウスモデル系で試験される。その
ようなモデル系は広く使われ、当業者に周知である。具体的実施態様において、組換えイ
ンフルエンザウイルス、それらの抗体又は組成物は、マウスモデル系で試験される。イン
フルエンザウイルスのための動物モデルの非限定例は、この節で提供される。
【０３４９】
　一般に、動物を野生型インフルエンザウイルスに感染させ、同時に又は引き続き、組換
えインフルエンザウイルス、それらの抗体若しくは組成物、又はプラセボで治療する。或
いは、動物は組換えインフルエンザウイルス、それらの抗体若しくは組成物又はプラセボ
で治療され、引き続き野生型インフルエンザウイルスに感染させる。これらの動物から得
られる試料(例えば、血清、尿、痰、精液、唾液、血漿又は組織試料)は、当該技術分野で
周知である方法、例えば変化したウイルス力価の測定(例えば、プラーク形成で測定され
る)、ウイルスタンパク質の生成の測定(例えば、ウェスタンブロット、ELISA又はフロー
サイトメトリー分析で測定される)又はウイルス核酸の生成の測定(例えば、RT-PCR又はノ
ーザンブロット分析で測定される)を通して、ウイルス複製について試験することができ
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る。組織試料中のウイルスの定量化のために、組織試料はリン酸緩衝食塩水(PBS)中でホ
モジナイズされ、清澄化されたホモジネートの希釈液は、細胞(例えば、Vero細胞、CEF細
胞又はMDCK細胞)の単層の上で37℃で1時間吸着される。他のアッセイでは、組織病理学的
評価、好ましくは、ウイルスが感染の標的にすることが知られている臓器の評価が感染後
に実施される。ウイルス特異的モノクローナル抗体を用いて、ウイルス免疫組織化学試験
を実施することができる。
【０３５０】
　ウイルスの病原性に及ぼす組換えインフルエンザウイルス、それらの抗体又は組成物の
作用も、組換えインフルエンザウイルス、それらの抗体又は組成物が投与される感染対象
におけるウイルスの力価、組換えインフルエンザウイルス、それらの抗体又は組成物が投
与される感染対象の生存期間、組換えインフルエンザウイルス、それらの抗体又は組成物
が投与される感染対象での免疫応答、組換えインフルエンザウイルス、それらの抗体又は
組成物が投与される感染対象での症状の数、持続時間及び/又は重症度、並びに/或いは組
換えインフルエンザウイルス、それらの抗体又は組成物が投与される感染対象での1つ以
上の症状の開始までの時間が評価されるインビボアッセイを用いて決定することができる
。そのような作用を測定するために、当業者に公知である技術を用いることができる。
【０３５１】
　インフルエンザウイルスに対する抗ウイルス薬の試験用に開発された、フェレット、マ
ウス、モルモット、及びニワトリなどのインフルエンザウイルス動物モデルが、説明され
ている。例えば、Sidwellらの文献(Antiviral Res.、2000, 48: 1-16)；Lowen A.C.らの
文献(PNAS., 2006, 103: 9988-92)；及びMcCauleyらの文献(Antiviral Res., 1995, 27: 
179-186)を参照されたい。インフルエンザのマウスモデルについて、インフルエンザ感染
マウスに投与される活性化合物の抗ウイルス活性をアッセイするために用いることができ
るパラメータの非限定例には、肺炎関連の死亡、血清α1酸糖タンパク増加、動物体重、
赤血球凝集素によってアッセイされる肺ウイルス、プラークアッセイによってアッセイさ
れる肺ウイルス、及び肺の組織病理学的変化が含まれる。有意性を計算するために、統計
解析が実行される(例えば、0.05以下のP値)。
【０３５２】
　一例では、ウイルス感染動物モデルで肺病変を誘導して、感染を引き起こす能力が、野
生型ウイルス及び偽ウイルスを用いて比較される。肺病変は、目視検査によって健康であ
る肺葉の百分率として評価することができる。ペントバルビタールの静脈内投与によって
感染後5日目に動物を安楽死させ、それらの肺全体を取り出す。肉眼的病変に冒された各
肺葉の表面の百分率を、視覚的に推定する。これらの百分率を平均し、各動物の7肺葉の
平均値を得る。他のアッセイでは、ウイルスの負荷又は力価を決定するために、鼻スワブ
を検査することができる。感染後のウイルス負荷を決定するために、鼻スワブを剖検時に
採取することができる。
【０３５３】
　一実施態様では、ウイルスは組織試料で定量化される。例えば、組織試料はリン酸緩衝
食塩水(PBS)中でホモジナイズされ、清澄化されたホモジネートの希釈液は、細胞(例えば
、MDCK細胞)の単層の上において37℃で1時間吸着される。次に、0.1％ウシ血清アルブミ
ン(BSA)、0.01％DEAE-デキストラン、0.1％ NaHCO3及び1％寒天を含有する最小必須培地
の溶液を感染単層に重層する。プラークを可視化することができるまで、プレートを2～3
日インキュベートする。PR8感染試料からウイルスを滴定する組織培養感染量(TCID)アッ
セイを、以下の通りに実施する。96ウェルプレート中の細胞(例えば、MDCK細胞)の集密単
層を、培地中の清澄化された組織ホモジネートの対数希釈液と一緒にインキュベートする
。接種の2～3日後に、赤血球凝集アッセイ(HAアッセイ)によって、各ウェルからの0.05ml
の一定量をウイルス増殖について評価する。
【０３５４】
(ヒトにおけるアッセイ)
【０３５５】
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　一実施態様では、組換えインフルエンザウイルス、それらの抗体又は組成物が、感染ヒ
ト対象で評価される。この実施態様に従って、組換えインフルエンザウイルス、それらの
抗体又は組成物がヒト対象に投与され、ウイルス複製に及ぼす本ウイルス、抗体又は組成
物の作用は、例えば生体試料(例えば、血清又は血漿)中のウイルス又はウイルス核酸のレ
ベルを分析することで決定される。ウイルス複製を変化させる組換えインフルエンザウイ
ルス、それらの抗体又は組成物は、対照で処置された対象又は対象群でのウイルス複製レ
ベルを、組換えインフルエンザウイルス、それらの抗体又は組成物で処置された対象又は
対象群でのそれと比較することによって確定することができる。或いはウイルス複製の変
化は、組換えインフルエンザウイルス、それらの抗体又は組成物の投与の前後に対象又は
対象群でのウイルス複製レベルを比較することによって確定することができる。生体試料
を得て、mRNA又はタンパク質の発現を分析するために、当業者に公知である技術を用いる
ことができる。
【０３５６】
　別の実施態様では、インフルエンザウイルス感染/疾患に付随する1つ以上の症状の重症
度に及ぼす組換えインフルエンザウイルス、それらの抗体又は組成物の作用が、感染対象
で評価される。この実施態様に従って、組換えインフルエンザウイルス、それらの抗体若
しくは組成物又は対照が、インフルエンザウイルス感染に罹患しているヒト対象に投与さ
れ、ウイルス感染の1つ以上の症状に及ぼす本ウイルス、抗体又は組成物の作用が決定さ
れる。1つ以上の症状を軽減させる組換えインフルエンザウイルス、それらの抗体又は組
成物は、対照で処置した対象を、本ウイルス、抗体又は組成物で処置した対象と比較する
ことによって確定することができる。活性化合物又はその組成物がインフルエンザウイル
ス疾患に付随する1つ以上の症状を軽減させるかどうか決定するために、感染性疾患を熟
知している医師に公知である技術を用いることができる。
【０３５７】
　組織試料中のウイルスの定量化に関して、組織試料はリン酸緩衝食塩水(PBS)中でホモ
ジナイズされ、清澄化されたホモジネートの希釈液は、細胞(例えば、CEF細胞又はMDCK細
胞)の単層の上において37℃で1時間吸着される。次に、0.1％ウシ血清アルブミン(BSA)、
0.01％DEAE-デキストラン、0.1％ NaHCO3及び1％寒天を含有する最小必須培地の溶液を感
染単層に重層する。プラークを可視化することができるまで、プレートを2～3日インキュ
ベートする。PR8感染試料からウイルスを滴定する組織培養感染量(TCID)アッセイを、以
下の通りに実施する。96ウェルプレート中の細胞(例えば、CEF細胞又はMDCK細胞)の集密
単層を、培地中の清澄化された組織ホモジネートの対数希釈液と一緒にインキュベートす
る。接種の2～3日後に、赤血球凝集アッセイ(HAアッセイ)によって、各ウェルからの0.05
mlの一定量をウイルス増殖について評価する。
【０３５８】
　更に別のアッセイにおいて、感染後に、組織病理学的評価が実施される。上皮の変化及
び上皮下の炎症について、鼻甲介及び気管を調べることができる。大、中、小又は末端の
気管支梢での細気管支上皮の変化及び細気管支周囲の炎症について、肺を調べることがで
きる。炎症性変化について肺胞も評価される。中気管支梢は、以下の通りに0～3＋の尺度
で等級分けされる：0(正常:繊毛性先端辺縁及び基底偽重層核を有する中～高円柱状上皮
細胞が並ぶ；最小限の炎症)；1＋(輪郭が円柱状及び平坦で増殖がわずかに増加した上皮
層；多くの細胞で繊毛が変わらずに見られる)；2＋(減衰から顕著な増殖までの範囲の上
皮層の顕著な変化；無秩序な細胞及び管腔境界で不規則な層輪郭)；3＋(上皮層は著しく
破壊されて無秩序で、管腔には壊死性の細胞が見られる；一部の気管支梢は減衰され、他
は顕著な反応性増殖)。
【０３５９】
　気管は、以下の通りに0～2.5＋の尺度で等級分けされる：0(正常:繊毛性先端辺縁、基
底偽重層核を有する中～高円柱状上皮細胞が並ぶ。先端辺縁と核の間に明白な細胞質。時
折の扁平上皮細胞を有する小病巣)；1＋(上皮層の局所の扁平上皮化生)；2＋(上皮層の大
部分の散在性扁平上皮化生、繊毛は局所的に明白なことがある)；2.5＋(極めて少ない繊
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毛が明白である散在性の扁平上皮化生)。
【０３６０】
　ウイルス特異的モノクローナル抗体(例えばNP-、N-又はHN特異的モノクローナル抗体)
を用いて、ウイルス免疫組織化学が実施される。染色は、以下の通りに0～3＋に等級分け
される：0(感染細胞がない)；0.5＋(わずかな感染細胞)；1＋(わずかな感染細胞、広く離
れた個々の細胞として)；1.5＋(わずかな感染細胞、広く離れた単一体として、及び小ク
ラスターで)；2＋(中程度の数の感染細胞、気管支梢に並ぶ上皮層の一部の隣接細胞のク
ラスターを通常侵すか、又は肺胞の小さな小葉下の病巣に広がる)；3＋(多数の感染細胞
、気管支梢の大部分の上皮層を侵すか、肺胞の大きな小葉下の病巣に広がる)。
【０３６１】
(5.9　スクリーニングアッセイ)
　一態様において、本明細書に記載される組換えインフルエンザウイルスを使用し、イン
フルエンザウイルスの生活環を研究することができる。例えば、検出可能な異種配列(例
えば、GFP若しくはルシフェラーゼなどの検出可能な物質、又は本明細書に記載されるか
若しくは当該技術分野において公知の別の検出可能な物質)を発現する本明細書に記載さ
れる組換えインフルエンザウイルスが、宿主細胞へ導入され、かつ検出可能な異種配列の
発現を評価することにより、ウイルスの生活環が監視される。同じく検出可能な異種配列
を発現している本明細書に記載される組換えインフルエンザウイルスは、ヒト以外の動物
に投与され、かつ検出可能な異種配列の発現を評価することにより、感染が監視されるこ
とができる。ある実施態様において、組換えインフルエンザウイルスは、本明細書に記載
される9つの分節化されたインフルエンザウイルスである。
【０３６２】
　別の態様において、インフルエンザウイルスの複製を変更する化合物の同定又は検証の
ためのハイスループットスクリーニングアッセイが、本明細書に提供される。具体的実施
態様において、インフルエンザウイルスの複製を変更する化合物を同定するためのハイス
ループットスクリーニングアッセイは：(a)化合物又は化合物ライブラリーの一員を、検
出可能な異種ヌクレオチド配列を発現している本明細書に記載される組換えインフルエン
ザウイルスに感染した宿主細胞と接触させること；及び、(b)検出可能な異種ヌクレオチ
ド配列によりコードされた生成物の発現又は活性を測定すること：を含む。別の実施態様
において、インフルエンザウイルスの複製を変更する化合物を同定するためのハイスルー
プットスクリーニングアッセイは：(a)化合物又は化合物ライブラリーの一員の存在下で
検出可能な異種ヌクレオチド配列を発現している本明細書に記載される組換えインフルエ
ンザウイルスで宿主細胞を感染させること；及び、(b)検出可能な異種ヌクレオチド配列
によりコードされた生成物の発現又は活性を測定すること：を含む。別の実施態様におい
て、インフルエンザウイルスの複製を変更する化合物を同定するためのハイスループット
スクリーニングアッセイは：(a)化合物又は化合物ライブラリーの一員と宿主細胞を接触
させること；(b)検出可能な異種ヌクレオチド配列を発現している本明細書に記載される
組換えインフルエンザウイルスで宿主細胞を感染させること；及び、(c)検出可能な異種
ヌクレオチド配列によりコードされた生成物の発現又は活性を測定すること：を含む。具
体的実施態様において、組換えインフルエンザウイルスは、本明細書に記載される9-分節
化されたインフルエンザウイルスである。
【０３６３】
　一部の実施態様において、ハイスループットスクリーニングアッセイは：(a)検出可能
な異種ヌクレオチド配列を発現している本明細書に記載される組換えインフルエンザウイ
ルスによる感染の前に(例えば、15分、30分、1時間、2時間、4時間、6時間、12時間、24
時間以上前に)、感染と同時に及び/又は感染後に(例えば、15分、30分、1時間、2時間、4
時間、6時間、12時間、24時間以上後に)、化合物又は化合物ライブラリーの一員と細胞を
接触させること；及び、(b)検出可能な異種ヌクレオチド配列によりコードされた生成物
の発現又は活性を測定すること：に関与している。これらの細胞は、様々なMOI(例えば、
0.001、0.005、0.01、0.05、0.1、0.5、1、2.5、又は5)で感染することができ、かつ化合
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物の作用は、スクリーニングアッセイにおいて評価することができる。同じく様々な濃度
の化合物の作用も、スクリーニングアッセイを使用し、評価することができる。検出可能
な異種ヌクレオチド配列によりコードされた生成物の発現又は活性は、感染後様々な時点
で測定することができる。例えば、検出可能な異種ヌクレオチド配列の発現又は活性は、
感染後6時間、12時間、24時間、48時間又は72時間で測定することができる。化合物と接
触された宿主細胞における検出可能な異種ヌクレオチド配列によりコードされた生成物の
発現又は活性のレベルが、陰性対照(例えば本明細書に記載される組換えインフルエンザ
ウイルスではないインフルエンザウイルス(例えば野生型インフルエンザウイルス))と接
触された宿主細胞における検出可能な異種ヌクレオチド配列によりコードされた生成物の
発現又は活性のレベルと比べ増加する場合に、インフルエンザウイルスの複製を増大する
化合物が同定される。対照的に、化合物と接触された宿主細胞における検出可能な異種ヌ
クレオチド配列によりコードされた生成物の発現又は活性のレベルが、陰性対照(例えば
本明細書に記載される組換えインフルエンザウイルスではないインフルエンザウイルス(
例えば野生型インフルエンザウイルス))と接触された宿主細胞における検出可能な異種ヌ
クレオチド配列によりコードされた生成物の発現又は活性のレベルと比べ減少する場合に
、インフルエンザウイルスの複製を減少する化合物が同定される。一部の実施態様におい
て、インフルエンザウイルスの複製を可能にする胚発育卵又は任意の他の基体を、本明細
書に記載されるハイスループットスクリーニングアッセイにおいて使用される細胞の代わ
りに使用することができる。
【０３６４】
　具体的実施態様において、インフルエンザウイルスの複製を変更する化合物のスクリー
ニングのためのハイスループットアッセイにおいて使用される宿主細胞は、インフルエン
ザウイルスによる感染を可能にする宿主細胞である。一部の実施態様において、インフル
エンザウイルスの複製を変更する化合物のスクリーニングのためのハイスループットアッ
セイは、スクリーニングアッセイにおけるそのようなウイルスの使用を可能にする力価ま
でウイルスを増殖することができる任意の基体を使用する。非限定的例により、本明細書
に記載されるハイスループットスクリーニングアッセイにおいて有用な基体は、ウイルス
により感染され易い細胞(例えば鳥類細胞、ニワトリ細胞(例えば初代ニワトリ胚細胞又は
ニワトリ腎細胞)、Vero細胞、MDCK細胞、ヒト呼吸器上皮細胞(例えばA549細胞)、ウシ腎
細胞、ミンク肺細胞など)、又は胚発育卵(例えば、6～9日齢、6～10日齢、10～12日齢、
又は10～14日齢の胚発育鶏卵)又は動物(例えばトリ)を含む。一実施態様において、ハイ
スループットスクリーニングアッセイにおいて使用される細胞は、感染の型に生物学的に
関連している。
【０３６５】
　具体的実施態様において、先に説明されたハイスループットスクリーニングアッセイに
おいて測定された検出可能な異種ヌクレオチド配列によりコードされた生成物は、RNA生
成物である。別の実施態様において、先に説明されたハイスループットスクリーニングア
ッセイにおいて測定された検出可能な異種ヌクレオチド配列によりコードされた生成物は
、タンパク質生成物である。別の実施態様において、検出可能な異種ヌクレオチド配列に
よりコードされた生成物の活性は、先に説明されたハイスループットスクリーニングアッ
セイにより測定され、かつその生成物はタンパク質である。
【０３６６】
　当業者に公知の任意の方法を使用し、検出可能な異種ヌクレオチド配列によりコードさ
れた生成物の発現又は活性を測定することができる。一実施態様において、検出可能な異
種ヌクレオチド配列によりコードされた生成物はRNAであり、かつRT-PCR又はノーザンブ
ロット分析などの当業者に公知の技術を使用し、RNA生成物の発現を測定する。別の実施
態様において、検出可能な異種ヌクレオチド配列によりコードされた生成物はタンパク質
であり、かつウェスタンブロット分析又はELISAなどの当業者に公知の技術を使用し、タ
ンパク質生成物の発現を測定する。別の実施態様において、検出可能な異種ヌクレオチド
配列によりコードされた生成物はタンパク質であり、かつタンパク質の活性は、当業者に
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公知技術を用い測定される。
【０３６７】
　任意の本明細書に記載されるスクリーニングアッセイを、個別に、例えば試験化合物の
みと、又は好適な対照と一緒に、実行することができる。例えば、試験化合物を含まない
並行アッセイ、又は他の反応成分(例えばウイルス)を含まない並行アッセイを行うことが
できる。一実施態様において、試験化合物の代わりに陰性対照及び/又は陽性対照が使用
される以外は、先に説明された並行スクリーニングアッセイが実行される。別の実施態様
において、偽陽性とみなされる細胞毒性化合物を除去するために、感染していない細胞が
、検出可能な異種ヌクレオチド配列を含む核酸構築体(例えばプラスミド)によりトランス
フェクトされ、検出可能な異種ヌクレオチド配列によりコードされた生成物の発現又は活
性が測定される、対抗スクリーニングが行われる。或いは、アッセイ結果を、参照と、例
えば文献、先行するアッセイなどから得られた参照値などと比較することが可能である。
好適な相関関係及び当該技術分野において公知の統計方法を使用しアッセイ結果を評価す
ることができる。
【０３６８】
　一部の実施態様において、陰性対照(例えばPBS)が細胞と接触される場合に検出可能な
異種ヌクレオチド配列によりコードされた生成物の平均の発現又は活性が決定され、かつ
各化合物に関する生成物の発現又は活性の割合が、この内部対照に対して決定される。一
実施態様において、検出可能な異種ヌクレオチド配列によりコードされた生成物の発現又
は活性の平均の割合が算出され、かつこれらの化合物は、生成物の発現又は活性の90％～
100％又は70％～89％の低下を基に、各々、ウイルス複製の強力な又は中等度の阻害剤と
して分類される。別の実施態様において、陰性対照に対し先の検出可能な異種ヌクレオチ
ド配列によりコードされた生成物の発現又は活性における少なくとも2倍の増加が得られ
る場合に、これらの化合物は、ウイルス複製のエンハンサーとして分類される。
【０３６９】
　別の態様において、化合物のインフルエンザウイルスに対する抗ウイルス作用を、本明
細書に記載される組換えインフルエンザウイルスを使用し、ヒト以外の動物において評価
することができる。一実施態様において、化合物のインフルエンザウイルスに対する抗ウ
イルス作用は：(a) ヒト以外の対象への化合物の投与と同時に、引き続き又は前に、本明
細書に記載される組換えインフルエンザウイルスの有効量を(例えば非経口、皮下、鼻腔
内、又は腹腔内)投与すること；(b)組換えインフルエンザウイルスの投与後一定間隔待つ
こと；及び、(d)対象中の又は対象からの生体試料中の組換えインフルエンザウイルスを
検出すること：を含む方法により、評価することができる。具体的実施態様において、組
換えインフルエンザウイルスは、本明細書に記載される9-分節化されたインフルエンザウ
イルスである。
【０３７０】
(5.10　キット)
　一態様において、1個以上の容器内に、1つ以上の本明細書に記載の核酸配列を含むキッ
トが、本明細書に提供される。具体的実施態様において、キットは、1個、2個又はそれ以
上の容器内に、1つ、2つ又はそれ以上のキメラインフルエンザウイルス遺伝子分節又はそ
れらの相補体を含む。別の実施態様において、キットは、1個、2個又はそれ以上の容器内
に、1つ、2つ又はそれ以上のキメラインフルエンザウイルス遺伝子分節又はそれらの相補
体をコードしている1つ以上の核酸配列を含む。キットは更に、以下の1つ以上を含むこと
ができる：ウイルスの救出に適した宿主細胞、プラスミドDNAの宿主細胞へのトランスフ
ェクションに適した試薬、ヘルパーウイルス、1種以上の型のインフルエンザウイルス遺
伝子分節をコードしているプラスミド、ウイルスタンパク質をコードしている1種以上の
発現プラスミド、及び/又は1つ、2つ又はそれ以上のキメラインフルエンザウイルス遺伝
子分節又はそれらの相補体に特異的な1種以上のプライマー、又はこれらをコードしてい
る核酸配列。
【０３７１】



(115) JP 5845180 B2 2016.1.20

10

20

30

40

50

　ある実施態様において、キットは、1つ、2つ又はそれ以上の容器内に、以下の組み合わ
せを含むか又はコードしている核酸配列を含む：(i)1つの型のインフルエンザウイルス遺
伝子分節由来の下記のもの又はそれらの相補体：5'及び3'非コード領域、並びに翻訳され
ないように開始コドンが除去された3'近位のコード領域配列、翻訳されない5'近位のコー
ド領域配列のいずれか、又は翻訳されないように開始コドンが除去された3'近位のコード
領域配列と翻訳されない5'近位のコード領域配列の両方；並びに、(ii)1、2、3又はそれ
以上の変異を伴う異なる型のインフルエンザウイルス遺伝子分節由来のオープンリーディ
ングフレームの少なくとも3'近位20ヌクレオチド又はそれらの相補体、1、2、3又はそれ
以上の変異を伴う異なる型のインフルエンザウイルス遺伝子分節由来のオープンリーディ
ングフレームの少なくとも5'近位30ヌクレオチド又はそれらの相補体のいずれか、又は1
、2、3又はそれ以上の変異を伴う異なる型のインフルエンザウイルス遺伝子分節由来のオ
ープンリーディングフレームの少なくとも3'近位20ヌクレオチドとオープンリーディング
フレームの少なくとも5'近位30ヌクレオチド又はそれらの相補体の両方。一部の実施態様
において、そのような核酸配列は、異なる型のインフルエンザウイルス遺伝子分節由来の
オープンリーディングフレームの3'近位20ヌクレオチド及び/又は5'近位30ヌクレオチド
とインフレームであるヌクレオチド配列(例えば異種ヌクレオチド配列)を操作するための
鋳型として使用することができる。キメラインフルエンザウイルス遺伝子分節若しくはそ
れらの相補体、又は遺伝子分節若しくはそれらの相補体をコードしている核酸は、異なる
型のインフルエンザウイルス遺伝子分節のオープンリーディングフレームの3'及び/又は5
'近位のヌクレオチドとインフレームでヌクレオチド配列(例えば異種ヌクレオチド配列)
の組み込みを可能にする1つ、2つ又はそれ以上の制限酵素部位を含むことができる。ある
実施態様において、そのようなキットは、核酸配列を切断する1つ以上の制限酵素を更に
含む。
【０３７２】
　別の態様において、1つ以上の本明細書に記載される組換えインフルエンザウイルス又
はそれらの組成物の1つ以上が充填された1個以上の容器を含むキットが、本明細書に提供
される。具体的実施態様において、1個以上の容器内に、1つ以上の本明細書に記載される
組換えインフルエンザウイルスを含有する組成物を含む、医薬パック又はキットが、本明
細書で提供される。別の態様において、1個以上の容器内に、特定のキメラインフルエン
ザウイルス遺伝子分節に特異的なプライマーを含むキットが、本明細書に提供される。
【０３７３】
　別の態様において、本明細書に記載される組換えインフルエンザウイルスを用い作製又
は同定された抗体の1つ以上が充填された1個以上の容器を含むキットが、本明細書に提供
される。一実施態様において、キットは、1個以上の容器内に、本明細書に記載される抗
体、好ましくは単離された抗体を含む。具体的実施態様において、本明細書に包含された
キットは、対照として、本明細書に包含された抗体が反応する単離されたインフルエンザ
ウイルス抗原を含む。具体的には、本明細書に提供されるキットは、本明細書に包含され
た抗体が反応するインフルエンザウイルス抗原と反応しない対照抗体を更に含む。別の具
体的実施態様において、本明細書に提供されるキットは、本明細書に包含された抗体と反
応するインフルエンザウイルス抗原に対する抗体の結合を検出するための手段を含む(例
えば、抗体は、蛍光化合物、酵素基質、放射性化合物又はルミネセント化合物などの、検
出可能な基体と複合されるか、又は一次抗体を認識する二次抗体が、検出可能な基体に複
合されることができる)。具体的実施態様において、キットは、組換えにより作製された
又は化学合成されたインフルエンザウイルス抗原を含むことができる。キットに提供され
たインフルエンザウイルス抗原は、固形支持体に付着されてもよい。より詳細な実施態様
において、前述のキットの検出手段は、それにインフルエンザウイルス抗原が付着された
固形支持体を含む。そのようなキットは、付着されていないレポーターで標識された抗-
ヒト抗体も含むことができる。この実施態様において、抗体のインフルエンザウイルス抗
原への結合は、該レポーターで標識された抗体の結合により検出することができる。
【０３７４】
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　医薬又は生物学的製品の製造、使用又は販売を規制する政府機関によって規定される形
式での通知が、そのようなキットに任意に付随され、その通知は、ヒト投与のための製造
、使用又は販売の機関による承認を反映している。
【実施例】
【０３７５】
(6.　実施例1)
　本実施例は、キメラインフルエンザウイルス遺伝子分節の作製、及び複製する再集合体
ウイルスを作製するために、他のインフルエンザウイルスとは再集合することができない
インフルエンザウイルスを作製するための、これらの遺伝子分節の使用を説明している。
【０３７６】
(6.1　材料及び方法)
　(細胞及びウイルス)　293T細胞は、10％ウシ胎児血清を補ったダルベッコの改変イーグ
ル培地で維持した。MDCK細胞は、10％ウシ胎児血清を補ったイーグル最小必須培地で増殖
した。ウイルスは、10日齢の特定病原体除去ニワトリ胚において増殖した(Charles River
 Laboratories社、SPAFAS、プレストン、CT)。
【０３７７】
　(プラスミド構築)　(i)NS-HAwt-NS構築体(図25A)の作製。先に構築されたpDZ-NSプラス
ミド(Quinlivan Mらの文献、「NS1タンパク質の切断を介してのウマインフルエンザウイ
ルスの弱毒化(Attenuation of equine influenza viruses through truncations of the 
NS1 protein)」、J Virol. 79: 8431-8439 (2005))由来の1.2kb KpnI断片を、pUC18ベク
ターのKpnI部位に移入し、部位特異的変異誘発を施し、2つのATG(A27T、A76T)、1つのス
プライス部位(G57C)を変異し、かつ1つのNheI部位(A104G、G109C)及び1つのXhoI部位(G75
9C、A760G)を作製した。次に1.2kb NS KpnI断片を、pDZベクター(Quinlivan Mらの文献、
「NS1タンパク質の切断を介してのウマインフルエンザウイルスの弱毒化(Attenuation of
 equine influenza viruses through truncations of the NS1 protein)」、J Virol. 79
: 8431-8439 (2005))(その中のNheI部位及びXhoI部位は除去されている)に戻し移入し、
プラスミドpDZ-NS-psを生じた。長さ1,698bpであるA/PR/8/34 HAタンパク質のORFを、ア
ンビセンスpDZ-HAプラスミドから増幅させ(Quinlivan Mらの文献、「NS1タンパク質の切
断を介してのウマインフルエンザウイルスの弱毒化(Attenuation of equine influenza v
iruses through truncations of the NS1 protein)」、J Virol. 79: 8431-8439 (2005))
、かつ変異誘発を施し、内部XhoI部位を変異した(C143G)。2つの制限部位NheI及びXhoIを
導入し、HA ORFを隣接させ、次にこれを使用して、pDZ-NS-psプラスミドのNS ORFのNheI
断片とXhoI断片を交換し、NS-HAwt-NS構築体を作製した(図25A)。(ii)HA-NSwt-HA構築体
の作製(図25A)。同じ戦略を用い、3'HAパッケージングシグナル上の3つのATGが変異され
た(A33T、A79T及びA92T)。長さ838bpであるA/PR/8/34 NSタンパク質(NS1、NS2)のORFを増
幅し、かつpDZベクター内のHAパッケージング配列にライゲーションし、HA-NSwt-HA構築
体を作製した(図25A)。(iii)NS-HAmut-NS構築体の作製(図26A)。この方法は、HA ORFの増
幅に使用されるプライマーが同義的変異を有する以外は、NS-HAwt-NS(図25A)に関して説
明されたものと同じであった。フォワードプライマーは、以下の通りであり：
【化２】

；及び、2つのリバースプライマーは以下の通りである：
【化３】
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。(iv)HA-NSmut-HA構築体の作製(図26A)。この方法も、同義的変異がNS ORFに導入された
以外は、HA-NSwt-HA(図25A)に関して説明されたものと同じであった。フォワードプライ
マーは、以下の通りであり：
【化４】

；リバースプライマーは、以下の通りである：
【化５】

(これらのプライマー配列において大文字化された文字は、変異されたヌクレオチドを指
定する。)。
【０３７８】
　組換えウイルスに関する逆遺伝学。組換えインフルエンザウイルスを作製する方法は、
既存のプロトコール(Gao Q、Brydon EW、Palese Pの文献、「C型インフルエンザウイルス
糖タンパク質HEFを発現する7-分節化されたA型インフルエンザウイルス(A seven-segment
ed influenza A virus expressing the influenza C virus glycoprotein HEF)」、J Vir
ol. 82:6419-6426 (2008)、Quinlivan Mらの文献、「NS1タンパク質の切断を介してのウ
マインフルエンザウイルスの弱毒化(Attenuation of equine influenza viruses through
 truncations of the NS1 protein)」、J Virol. 79: 8431-8439 (2005)；Fodor Eらの文
献、「組換えDNAからのA型インフルエンザウイルスの救出(Rescue of influenza A virus
 from recombinant DNA)」、J Virol. 73:9679-9682 (1999))をわずかに改変した。Swap(
wt)及びSwap(mut)ウイルスの作製については(図25B及び26B)、293T細胞を、6つのA/PR/8/
34プラスミド(pDZ-PB2、PB1、PA、NP、NA、M)、並びに2つのキメラHA及びNS構築体[NS-HA
wt-NS及びHA-NSwt-HA、又はNS-HAmut-NS及びHA-NSmut-HA]によりトランスフェクトした(
図25A及び26A)。再集合体(NS)ウイルス(図25C)の作製については、293T細胞を、7つのA/P
R/8/34プラスミド(pDZ-PB2、PB1、PA、HA、NP、NA、M)、及びHA-NSwt-HA構築体によりト
ランスフェクトした。7つのA/PR/8/34プラスミド(pDZ-PB2、PB1、PA、NP、NA、M、NS)、
及びNS-HAwt-NS構築体を使用し、再集合体(HA)ウイルス(図25D)を救出した。
【０３７９】
　精製されたvRNAのアクリルアミドゲル電気泳動。ウイルスは、10日齢の卵において37℃
で増殖させ、引き続き既報の方法(Gao Q、Brydon EW、Palese Pの文献、「C型インフルエ
ンザウイルス糖タンパク質HEFを発現する7-分節化されたA型インフルエンザウイルス(A s
even-segmented influenza A virus expressing the influenza C virus glycoprotein H
EF)」、J Virol. 82:6419-6426 (2008))を用い処理した。簡潔には、ウイルスを精製し、
RNAを単離し、かつ2.8％変性ポリアクリルアミドゲル上を泳動させ、その後銀染色キット
(Invitrogen社)により染色した。
【０３８０】
　プラークの免疫染色。既に報告された方法に従った(Gao Q、Brydon EW、Palese Pの文
献、「C型インフルエンザウイルス糖タンパク質HEFを発現する7-分節化されたA型インフ
ルエンザウイルス(A seven-segmented influenza A virus expressing the influenza C 
virus glycoprotein HEF)」、J Virol. 82: 6419-6426 (2008)；Matrosovich M、Matroso
vich T、Garten W、Klenk HDの文献、「ウイルスプラークアッセイ用新規低粘度重層培地
(New low-viscosity overlay medium for viral plaque assays)」、Virol. J 3: 63 (20
06))。ウサギ抗-A/PR/8/34ポリクローナル抗体(1：2,000希釈)を、プラーク可視化に使用
した。
【０３８１】
　ウイルス増殖動態。10日齢の胚発育鶏卵を、インフルエンザウイルス(100PFU/卵)によ
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り接種し、37℃でインキュベーションした。接種後24、48及び72時間の時点で、尿膜液を
収集し、かつウイルス力価を、MDCK細胞におけるプラークアッセイ又はプラークの免疫染
色により決定した。各時点で、3個の卵を、各ウイルスについて分析した。
【０３８２】
(6.2　結果)
　HA遺伝子のORF及びNS遺伝子由来のパッケージングシグナルを含むキメラA型インフルエ
ンザウイルス分節、並びにNS遺伝子のORF及びHA遺伝子のパッケージング配列を含むキメ
ラA型インフルエンザウイルス分節を作製し、組換えインフルエンザウイルスの構築に使
用した。これを行うために、野生型HA ORFを、ポリメラーゼ連鎖反応(PCR)により増幅し
、以下を含む隣接するNSパッケージング配列にライゲーションした：3'NCR及び5'NCR、NS
 ORFの3'側77nt、及び5'側102nt。これは、長さ1941ntのキメラNS-HAwt-NS構築体を作製
した(図25A)。HAのそれ自身の開始コドンからの翻訳を可能にするために、NS 3'ORFパッ
ケージングシグナルの77nt内の2つの翻訳開始コドン及び1つのスプライス部位は変異され
た(図25A)。同じ戦略に従い、長さ1099ntのHA-NSwt-HA構築体も作製した(図25A)。この構
築体において、NS1及びNS2の両タンパク質をコードしているNS ORFは、HAの3'NCR及び5'N
CR、HA ORFの3'側67nt、及び5'側105ntにより隣接された。HAの3'ORFパッケージング領域
の67ntに位置した3つの開始コドンも、変異された。A/PR/8/34ウイルスが骨格として使用
され、かつ現在公知のHA及びNSパッケージングシグナルは全てA/WSN/33ウイルスにおいて
同定されているので(Fujii Kらの文献、「ビリオンへの効果的取り込みのためのA型イン
フルエンザウイルスNS分節のコード領域及び分節特異的非コード領域の両方の重要性(Imp
ortance of both the coding and the segment-specific noncoding regions of the inf
luenza A virus NS segment for its efficient incorporation into virions)」、J Vir
ol. 79: 3766-3774 (2005)；Watanabe T、Watanabe S、Noda T、Fujii Y、Kawaoka Yの文
献、「2種の外来遺伝子を安定して発現する新規インフルエンザウイルスベースのベクタ
ー作製のための核酸パッケージングシグナルの探求(Exploitation of nucleic acid pack
aging signals to generate a novel influenza virus-based vector stably expressing
 two foreign genes)」、J Virol. 77: 10575-10583 (2003))、適切なパッケージングを
確実にするために、これらの実験において使用される隣接するパッケージング配列は、A/
WSN/33において同定されたものよりもわずかに長くした。
【０３８３】
　既に確立された方法を使用し、Swap(wt)ウイルスを、成功裏に救出し、かつ胚発育鶏卵
における複数回の継代の間安定していることが示された(図25B)。このウイルスは、6つの
A/PR/8/34野生型分節(PB2、PB1、PA、NP、NA、及びM)並びに2つのキメラ分節NS-HAwt-NS
及びHA-NSwt-HAを含む(図25B)。Swap(wt)ウイルスは、卵において良好に増殖し、力価は
、接種後1日で1mlにつき108プラーク形成単位(PFU/ml)以上に達することができた(図25F)
。しかしながら、組換えA/PR/8/34ウイルスに比べ増殖は依然わずかに減弱されていた。M
adin-Darbyイヌ腎(MDCK)細胞において、Swap(wt)ウイルスにより形成されたプラークは、
A/PR/8/34ウイルスのものよりもわずかに小さかった(図25E)が、卵におけるSwap(wt)ウイ
ルスの力価は、A/PR/8/34 ウイルスの力価の約1/10であった(図25F)。
【０３８４】
　HA-NSwt-HA及びNS-HAwt-NS分節は各々野生型ウイルス遺伝子と自在に再集合することが
できるかどうかを決定するために、これらのキメラ遺伝子のただ1つを保有するウイルス
を構築した。驚くべきことに、2つの組換えウイルスが救出された：再集合体(NS)及び再
集合体(HA)(図25C及び25D)。再集合体(NS)ウイルスは、7つのA/PR/8/34分節(PB2、PB1、P
A、HA、NP、NA、及びM)並びに1つのキメラHA-NSwt-HA分節を含み(図25C)；再集合体(HA)
ウイルスは、7つのA/PR/8/34 vRNA(PB2、PB1、PA、NP、NA、M及びNS)並びに1つのキメラN
S-HAwt-NS分節を含む(図25D)。興味深いことに、再集合体(NS)ウイルスは、効率的増殖を
示した(図25F)。MDCK細胞におけるプラークサイズ及び卵における力価は両方共、Swap(wt
)ウイルスのものに類似していた(図25E及び25F)。再集合体(HA)ウイルスは、より弱毒化
され、MDCK細胞におけるより小さいプラーク及び卵におけるより低い力価を有した(図25E
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及び25F)。両ウイルスの救出は、Swap(wt)ウイルスの各キメラ分節は、独立して再集合し
、再集合体ウイルスを形成することができることを示した。
【０３８５】
　NS-HAwt-NS分節又はHA-NSwt-HA分節の独立して再集合体ウイルスを形成する能力は、分
節特異的パッケージングシグナルの2つのセットが同じvRNAに同時に存在するという事実
に起因する(図25)。NS-HAwt-NS分節は、隣接するNSパッケージングシグナルに加え、その
HA ORF領域内にその元来のHA-特異的パッケージング配列を依然維持している(図25A)。同
じことが、HA-NSwt-HA分節にも当てはまる。元来のパッケージングシグナルは依然機能性
であることができる(図25A)。この可能性を考慮し、隣接するパッケージングシグナルの
みの利用を強化するために、連続同義的変異が、これらのキメラ構築体のORFの3'末端及
び5'末端に導入される(図26A)。先行する研究は、HA及びNS分節のコード領域パッケージ
ング配列内の連続同義的変異は、vRNAパッケージング効率を実際低下させたことを示して
いる(Fujii Kらの文献、「ビリオンへの効果的取り込みのためのA型インフルエンザウイ
ルスNS分節のコード領域及び分節特異的非コード領域の両方の重要性(Importance of bot
h the coding and the segment-specific noncoding regions of the influenza A virus
 NS segment for its efficient incorporation into virions)」、J Virol. 79: 3766-3
774 (2005)；Marsh GA、Hatami R、Palese Pの文献、「出芽ビリオンへの効率的パッケー
ジングに重要なA型インフルエンザウイルス赤血球凝集素ウイルスRNAの特異的残基(Speci
fic residues of the influenza A virus hemagglutinin viral RNA are important for 
efficient packaging into budding virions)」、J Virol. 81: 9727-9736 (2007))。こ
の研究において、22nt及び45nt変異が、各々、HA ORFの3'末端及び5'末端に導入され、新
規構築体NS-HAmut-NSを形成し(図26A、及び「材料及び方法」)；同様の方法を、HA-NSwt-
HAに適用し、12nt及び15nt変異をHA-NSmut-HAを構築するために導入した(図26A、及び「
材料及び方法」)。
【０３８６】
　図25Bの手法と同じ手法を使用し、6つのA/PR/8/34分節(PB2、PB1、PA、NP、NA、及びM)
並びに2つのキメラ分節NS-HAmut-NS及びHA-NSmut-HA(図26B)を含むSwap(mut)ウイルス(図
26B)が、良好に救出された。救出の直後、Swap(mut)ウイルスの力価は低かった。卵内で1
回継代した後、このウイルスはより高い力価を生じ、かつ複数回の継代にわたり同じ収量
を維持した。Swap(mut)ウイルスのプラークサイズは、Swap(wt)ウイルスのものに類似し
ていた(図25E及び26C)。しかし、卵において、Swap(mut)ウイルスは、Swap(wt)よりもわ
ずかにより良く増殖したが、これはA/PR/8/34ウイルスと比べ依然わずかに減弱された(図
26D)。8及び2ヌクレオチド交換は、各々、継代されたウイルスのNS-HAmut-NS及びHA-NSmu
t-HA vRNAの3'末端において同定されたことは留意されるべきである(図26B凡例参照)。
【０３８７】
　図26Aのキメラ遺伝子は、野生型のものと独立して再集合することができるかどうかを
決定するために、2つのウイルスの救出を試みた(図26Eに示した)。HA-NSmut-HA及びNS-HA
mut-NS構築体(図26A)は、それらの対応物と置換されている(図26E参照)こと以外は、これ
ら2種のウイルスの遺伝的組成は、再集合体(NS)(図25C)及び再集合体(HA)(図25D)ウイル
スのものに類似している。各キメラ分節が依然自在に再集合するその能力を維持する場合
、図26Eの2種のウイルスは救出される。しかし、再集合体(NS)(図25C)及び再集合体(HA)
ウイルス(図1D)が容易に救出される場合、図26Eに示されたいずれのウイルスも得ること
ができない。この救出の失敗は、HA-NSwt-HA及びNS-HAwt-NSとは異なり、HA-NSmut-HA及
びNS-HAmut-NS分節は、野生型遺伝子と自在に再集合することができないことを示唆して
いる。
【０３８８】
　5種の組換えウイルス[rA/PR/8/34(図27A)、Swap(wt)(図27B)、再集合体(NS)(図27C)、
再集合体(HA)(図27D)及びSwap(mut)(図27E)]を、卵において増殖し、30％ショ糖クッショ
ンを通して濃縮した。RNAを、精製されたウイルスから単離し、かつ2.8％アクリルアミド
ゲル上で分解し、銀染色によりウイルスゲノム組成を可視化した。Swap(wt)ウイルスのNS
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-HAwt-NS分節は、非効率的にパッケージされたのに対し、他方のキメラ分節HA-NSwt-HAは
より良いパッケージング効率を有した(図27B)。2種の再集合体ウイルス[再集合体(NS)及
び再集合体(HA)]について、いずれかのキメラ分節[図27CのHA-NSwt-HA及び図27DのNS-HAw
t-NS]が効率的に取り込まれなかった。再集合体(HA)ウイルスのNS-HAwt-NS分節のパッケ
ージング効率は、非常に低く(図27D)、これはMDCK細胞及び卵の両方において認められた
弱毒化を説明することができる(図25E及び25F)。Swap(mut)ウイルスの 2つのキメラ分節
は、他の分節に比べ効率的に取り込まれた(図27E)。Swap(mut)ウイルスのNS-HAmut-NS分
節(図27E)は、Swap(wt)ウイルスのNS-HAwt-NS分節(図27B)よりも、より効率的に取り込ま
れ、これはキメラHA分節のHA ORFの元来のパッケージングシグナルの破壊は、効率的パッ
ケージングの達成に決定的に重要であることを示唆している。HA-NSwt-HA分節とHA-NSmut
-HA分節の間の取り込みレベルに有意差は存在せず、両方とも効率的にパッケージされた(
図27B及び27E)。
【０３８９】
　図25C及び25Dの2種のウイルスは救出されたが、図26Eの2種の仮想ウイルスは救出され
なかったことは、どのキメラ分節が野生型分節と自在に再集合体ウイルスを形成すること
ができるかを示しているが、これらの実験それ自体で再集合を直接アッセイすることはで
きなかった。キメラ分節は、組織培養において自在に再集合することができるかどうかを
決定するために、MDCK細胞を、Swap(wt)[又はSwap(mut)]ウイルス及びrA/PR/8/34 ウイル
スにより、各々について10moiで、同時感染した(図10A)。単独のプラークを単離し、かつ
引き続きMDCK細胞において増幅させた。RNAは、増幅されたウイルスから精製し、RT-PCR
を行い、HA及びNS分節を検出した(図28A)。NS-HAwt-NS及びNS-HAmut-NSの両分節について
、824塩基対(bp)の生成物が認められたのに対し、rA/PR/8/34HAについて、747bpバンドが
得られた(図28B、28D及び28E)。他方で、キメラ及び野生型NS分節のPCR産物は、各々、長
さ405bp及び326bpであった(図28C、28D及び28E)。Swap(wt)及びrA/PR/8/34同時感染実験
において、24のプラークを特徴付け、かつそれらの2つ(プラーク3及び8、矢印で示した)
は、HA-NSwt-HA分節の野生型ウイルスによる再集合を示した(図28D)。これら2つのプラー
クの遺伝的組立(makeup)は、再集合体(NS)ウイルスと同じである(図25C)。NS-HAwt-NS分
節の再集合は認められず、恐らくその比較的低いパッケージング効率のためであろう(図2
7D)。Swap(mut)及びrA/PR/8/34同時感染実験に関して、48プラークが採取され、これらは
全て野生型HA及びNS遺伝子を含み、これはNS-HAmut-NS又はHA-NSmut-HAが自在に再集合す
ることができないことを示している。
【０３９０】
(6.3　考察)
　興味深いことに、2つのキメラ構築体[NS-HAwt-NS及びHA-NSwt-HA(図25A)]について、各
々分節特異的パッケージング配列の2つのセットを含んだ：NS-HAwt-NSは、NS-特異的NCR
及びORFパッケージング領域に加え、HA遺伝子のORFパッケージング領域を含み；HA-NSwt-
HAは、HA-特異的NCR及びORFパッケージング領域に加え、NS遺伝子のORFパッケージング領
域を含んだ(図25A)。MDCK細胞及び卵の両方におけるSwap(wt)ウイルスの効率的増殖は、2
つのシグナルのセットが、1つのvRNA上に同時に存在することができることを示している(
図25E及び25F)。しかし、どのセットが、ゲノムリクルートメントの過程の間に主要な役
割を果たすかは不明である。
【０３９１】
　Swap(wt)中のNS-HAwt-NS RNA(図27B)及び再集合体(HA)ウイルス中のそれ(図27D)のレベ
ルは、他の分節のものよりも有意に低かった。このことは、2つのシグナルのセットが1つ
の分節上に同時に存在する場合、これらは、インフルエンザRNAパッケージング過程の間
に互いに干渉し得ることを示唆している。これは同じく、1つの分節上の2つのパッケージ
ングシグナルセットの不適合性も示唆している。2つの再集合体ウイルス[再集合体(NS)(
図25C)及び再集合体(HA)(図25D)]の救出の成功は、1つのウイルスが、同じパッケージン
グシグナルを2回取り込むことができることを明らかにしている。例えば、再集合体(NS)
ウイルスは、野生型HA分節及びHA-NSwt-HAキメラ分節の両方から誘導されたHAパッケージ



(121) JP 5845180 B2 2016.1.20

10

20

30

40

50

ング配列の2つのコピーを含み(図25C)；再集合体(HA)ウイルスは、野生型NS分節及びNS-H
Awt-NSキメラ分節の両方から誘導されたNSパッケージングシグナルの2つのコピーを保有
している(図25D)。この現象は、9-分節化されたインフルエンザウイルスは、2つのNS分節
を取り込むことができるという先行する知見(Enami M、Sharma G、Benham C、Palese Pの
文献、「9つの異なるRNA分節を含むインフルエンザウイルス(An influenza virus contai
ning nine different RNA segment)」、Virology 185: 291-298 (1991))と一致している
。
【０３９２】
　本明細書に示されたデータは、ORFが別の分節由来のパッケージング配列と単純に隣接
することにより、再集合の阻害を実現することができないことを示している。単独のキメ
ラ遺伝子[再集合体(NS)ウイルス中のHA-NSwt-HA(図25C)、及び再集合体(HA)ウイルス中の
NS-HAwt-NS(図25D)]を含むウイルスを救出すること、並びに再集合実験において、キメラ
HA-NSwt-HA分節を持つウイルスを同定すること(図28D)は可能である。この再集合実験に
おいて、NS-HAwt-NS分節又はSwap(wt)遺伝子型を持つウイルスは、単離されなかった。こ
れは、分析されたプラークが比較的少数であることで説明することができる。キメラ分節
中のORF末端パッケージングシグナルは依然機能性である可能性を考慮し、連続サイレン
ト変異が、これらのシグナルに導入され、その後各分節[NS-HAmut-NS又はHA-NSmut-HA]は
その自在に再集合する能力を失う(図26及び28)。いかなる理論によっても束縛されること
なく、これら2つのキメラ分節に残存する隣接する領域は、パッケージングのための主要
シグナルとなり始め、その結果HAはNS遺伝子として認識され、かつNSはHA遺伝子として認
識される。NS-HAmut-NS又はHA-NSmut-HA分節を伴う単独の再集合体は救出されず、その理
由はそのようなウイルスは、HA又はNSパッケージングシグナルを欠いているからであろう
。同じく組織培養再集合実験において、単独の再集合体は単離されなかった。しかし、こ
の実験の設定上の制限は、Swap(mut)とrA/PR/8/34ウイルスの間の再集合についても真実
の余地を残している。わずかに48プラークが単離され、従って単独の作り直された(rewir
ed)分節を持つウイルスが形成される可能性を排除することはできない。それにもかかわ
らず、本データは、パッケージングシグナルの作り直しは、再集合の欠損を生じることを
示唆している。8つ全てのパッケージングシグナルの完全相補体を含むウイルスのみが、
高い収量で増殖するであろう。元来のパッケージングシグナルの除外により1つの分節が
作り直される場合、ウイルスは、生存能を失い、これは失われたパッケージング配列を提
供するための第2の分節の作り直しによってのみ再度獲得することができる。従って、NS
パッケージングアイデンティティを伴うHA遺伝子を持つウイルスは、HAパッケージングア
イデンティティを伴うNS遺伝子も持たなければならない。
【０３９３】
　従って本試験は、再集合を防止するために、インフルエンザウイルスRNAを作り直す方
法をもたらし、これは今後のインフルエンザ生ワクチンの構築に使用することができる。
【０３９４】
(7.　実施例2)
　本実施例は、逆遺伝学を使用する組換えインフルエンザウイルスの作製を説明している
。
【０３９５】
　6又は7つの作り直したRNA分節を持つ3種の組換えA/PR/8/34ウイルスを、成功裏に作製
した(図34-36)。異なる分節由来のパッケージングシグナルを保有するキメラ分節の各々
は、野生型RNAにより再集合体ウイルスを形成するその能力を失うか、又は有意に低下す
るかのいずれかであった。
【０３９６】
　図34-36に示された組換えウイルスを救出するために使用されるキメラ構築体を作製す
るために、以下のプラスミドの2つのセットを使用した：8プラスミドの1つのセットは、
インフルエンザA/PR/8/34ウイルスの8つのRNA分節から誘導された分節特異的パッケージ
ング配列を保有した(図1-8参照)。重要なことに、3'末端-近位のORF領域のパッケージン
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に位置したATGは、下流のORFの正確な開始(initiation)を可能にするよう全て変異され(
図1-8参照)；8プラスミドの第2のセットは、インフルエンザA/PR/8/34ウイルス分節の8つ
全てのORFを保有した。各ORFに関して、ORF領域パッケージングシグナルを失活させるた
めに、連続サイレント変異を、ORFの3'及び5'末端の両方に導入した(図9-16参照)。2つの
末端にサイレント変異を保有する8つ全てのORFは、分節特異的パッケージング配列を保有
する構築体へのライゲーションのために1つのNheI及び1つのXhoIにより隣接された。加え
て、いくつかのORF領域に位置した予め存在するNheI又はXhoI部位は、部位特異的変異誘
発により全て変異された。
【０３９７】
　組換えインフルエンザウイルスを作製する方法は、実施例1並びにGao及びPaleseの文献
(PNAS, 106: 15891 (2009))に説明された方法を改変した。図35の組換えウイルスの作製
に関して、293T細胞を、6種のキメラプラスミド(NA-PB2mut-NA、PB2-PB1mut-PB2、PB1-PA
mut-PB1、M-NPmut-M、PA-NAmut-PA、NP-Mmut-NP)、及び野生型A/PR/8/34 HA及びNS分節を
保有する2種のプラスミドによりトランスフェクトした。トランスフェクション後24時間
で、細胞を収集し、かつ10-日齢の特定病原体除去ニワトリ胚(Charles River Laboratori
es社、SPAFAS、プレストン、CT)へ接種した。3日後、尿膜液を採取し、HAアッセイを使用
し、救出されたウイルスの存在を決定した。図36及び37に示されたその他の2つのキメラ
ウイルスを、同じ方法を用い作製した。図36のウイルスは、6種のキメラ分節(NA-PB2mut-
NA、PB2-PB1mut-PB2、PB1-PAmut-PB1、NS-HAmut-NS、PA-NAmut-PA、HA-NSmut-HA)、及び2
種の野生型A/PR/8/34 NP及びM分節を含んだ。図37のウイルスは、7種のキメラ分節(NA-PB
2mut-NA、PB2-PB1mut-PB2、PB1-PAmut-PB1、NP-HAmut-NP、NS-NPmut-NS、PA-NAmut-PA、H
A-NSmut-HA)、及び1種の野生型A/PR/8/34 M分節を含んだ。これら3種のキメラウイルスは
全て良好に増殖し、胚発育鶏卵における力価＞108pfu/mlを有した。
【０３９８】
(8.　実施例3)
　本実施例は、分節特異的パッケージングシグナルの操作を基にした、9-分節化されたイ
ンフルエンザウイルスの作製を説明する。
【０３９９】
(8.1　材料及び方法)
　(細胞及びウイルス)　293T細胞は、10％ウシ胎児血清(FCS)を補ったダルベッコの改変
イーグル培地で維持した。MDCK細胞は、10％FCSを補ったイーグル最小必須培地で増殖し
た。ウイルスは、10日齢の特定病原体除去ニワトリ胚において、37℃で増殖させた(Charl
es River Laboratories社、SPAFAS)。
【０４００】
　(プラスミド構築)　(i)NA-PB1mut-NA、NA-PB2mut-NA、及びNA-PAmut-NA構築体(図29A左
側)の作製。各ORFの2つの末端にサイレント変異を導入するために、PB1、PB2、及びPA遺
伝子のORFを、先に構築されたpDZ-PB1、PB2、及びPA構築体からのPCRにより増幅し(Quinl
ivanらの文献、2005, J Virol. 79:8431-9)、かつpGEM-Tベクター(Promega社)へクローニ
ングした。下記のプライマーをPB1mut ORFの増幅に使用し
【化６】

；下記のプライマーをPB2mut ORFの増幅に使用し
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【化７】

；下記のプライマーをPAmut ORFの増幅に使用した
【化８】

。これらのプライマー配列において大文字化された文字は、変異されたヌクレオチドを指
定する。部位特異的変異誘発を使用し、PB1mut ORF中の1つのNheI部位(A1143G)、及びPAm
ut ORF中の1つのNheI部位(A1233G)を除去した。引き続きPB1mut、PB2mut及びPAmut ORFを
使用し、NheI及びXhoI部位を用い先に構築されたプラスミドpDZ-GFP-2(Gaoらの文献、200
8, J Virol. 82: 6419-26)のGFP ORFと交換し、NA-PB1mut-NA、NA-PB2mut-NA、及びNA-PA
mut-NA構築体を作製した(図29A)。(ii)PB1-GFP-PB1、PB2-GFP-PB2、及びPA-GFP-PA構築体
(図29A右側)の作製。先に構築されたpDZ-PB1プラスミド(Quinlivanらの文献、2005, J Vi
rol. 79: 8431-9)由来の2.7kb KpnI断片を、pUC18ベクターのKpnI部位に移入し、部位特
異的変異誘発を施し、6つのATG(A25T、A29T、A71T、A119T、A142T、A146T)を変異し、か
つ1つのNheI部位(A148G、G151A、T152G)及び1つのXhoI部位(C2184T、A2185C)を作製した
。その後2.7kb PB1 KpnI断片を、pDZベクター(Quinlivan らの文献、2005, J Virol. 79:
 8431-9)(その中のNheI及びXhoI部位が除去されている)に戻し移入し、プラスミドpDZ-PB
1-psを生じた。同じ戦略に従い、PB2遺伝子内の3つのATG(A28T、A58T、A109T)を変異し、
かつ4つの変異(C153G、C155T、T2175C、C2177A)を導入し、1つのNheI部位及び1つのXhoI
部位を作製し、プラスミドpDZ-PB2-psを生じ；PA遺伝子内の6つのATG(A25T、A45T、A58T
、A85T、A95T、A138T)を変異し、5つの変異(A142T、C143A、T144G、T2052C、A2055G)を導
入し、1つのNheI部位及び1つのXhoI部位を作製し、プラスミドpDZ-PA-psを生じた。GFPタ
ンパク質のORFを、pDZ-GFP-2プラスミド(Gaoらの文献、2008, J Virol. 82: 6419-26)か
ら消化し、pDZ-PB1-ps、pDZ-PB2-ps及びpDZ-PA-psプラスミドのNheI及びXhoI部位にライ
ゲーションし、各々、PB1-GFP-PB1、PB2-GFP-PB2、及びPA-GFP-PA構築体を作製した(図29
A)。(iii)PB1-HA(HK)-PB1、PB2-HA(HK)-PB2構築体(図30A)の作製。A/HK/1/68 HA ORFを、
下記のプライマーを用い、pCAGGS-HK HAプラスミド(Wangらの文献、2009, PLoS Pathog 6
: e1000796)からのPCRにより増幅した：
【化９】

。1つの内部XhoI部位を、部位特異的変異誘発を用い欠失した。次に完全長A/HK/1/68 HA 
ORFを使用し、PB1-GFP-PB1及びPB2-GFP-PB2構築体のGFP遺伝子と交換し(図29A)、PB1-HA(
HK)-PB1、PB2-HA(HK)-PB2構築体を作製した(図30A)。PB1-GFP-PB1構築体(図29A)のGFP遺
伝子は、プラスミドpRLtk(Promega社)から増幅したウミシイタケルシフェラーゼORFとも
交換し、PB1-Luc-PB1構築体を作製し、これを使用し対照ウイルス-PB1(ps)＋Luc(図31A)
を救出した。これらのキメラ分節の核酸配列(ポジティブセンス)を作製し、図32に列記し
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た。
【０４０１】
　(組換えウイルスの逆遺伝学)　組換えインフルエンザウイルスを作製する方法は、先に
説明されている(Fodorらの文献、1999, J Virol. 73:9679-82、Gaoらの文献、2008, J Vi
rol. 82:6419-26；及び、Quinlivanらの文献、2005, J Virol. 79:8431-9)。
【０４０２】
　(精製されたvRNAのアクリルアミドゲル電気泳動)　ウイルスを、10日齢の卵において37
℃で増殖させ、引き続き先に報告された方法(Gaoらの文献、2008, J Virol. 82:6419-26)
を用い処理した。簡潔には、ウイルスを精製し、かつRNAを単離し、2.8％変性ポリアクリ
ルアミドゲル上を泳動させ、その後銀染色キット(Invitrogen社)により染色した。
【０４０３】
　(ウェスタンブロット)　ビリオン内のウイルスタンパク質を検出するために、ウイルス
[rA/PR/8/34、X31、-PB1(ps)+HK HA、及び-PB2(ps)+HK HA]を、胚発育鶏卵において37℃
で増殖させ、30％ショ糖クッションを通して濃縮した。ペレット化されたビリオンを、PB
S中に懸濁させ、2×タンパク質負荷緩衝液(100mM Tris-HCl[pH6.8]、4％ドデシル硫酸ナ
トリウム、20％グリセロール、5％β-メルカプトエタノール、及び0.2％ブロモフェノー
ルブルー)中に溶解させた。感染細胞におけるウイルスタンパク質の発現を検出するため
に、6-ウェル皿中の80％集密なMDCK細胞単層を、ウイルス[rA/PR/8/34、X31、-PB1(ps)+H
K HA及び-PB2(ps)+HK HA]により、moi 10～0.0001で感染した。感染の1日後、細胞をPBS
で洗浄し、収集し、2×タンパク質負荷緩衝液中に溶解した。このタンパク質溶解液を、1
0％ドデシル硫酸ナトリウム-ポリアクリルアミドゲル上で分離し、ニトロセルロースメン
ブレン(Whatman社)上に転写した。次にメンブレンを、A/PR/8/34 HA(PY102、1:2,000希釈
)(Realeらの文献、1986, J Immunol 137: 1352-8)、A/PR/8/34 NP(HT103、1:1,000希釈)(
O'Neillらの文献、1998, Embo J 17:288-96)、A/HK/1/68 HA1(66A6、1:2,000希釈)(Wang
らの文献、2009, PLoS Pathog 6: e1000796)、及びA/HK/1/68 HA2(12D1、1:2,000希釈)(W
angらの文献、2009, PLoS Pathog 6: e1000796)に対する各マウスモノクローナル抗体に
よりプロービングした。
【０４０４】
　(プラークの免疫染色)　先行する方法(Gaoらの文献、2008, J Virol. 82:6419-26；Mat
rosovichらの文献、2006, Virol. J 3: 63)に従った。ウサギ抗-A/PR/8/34ポリクローナ
ル抗体(1:2,000希釈)を、プラークの可視化に使用した。
【０４０５】
　(ウイルス増殖動態)　10日齢の胚発育鶏卵に、インフルエンザウイルスを接種し(100PF
U/卵)、37℃でインキュベーションした。接種の24、48及び72時間後、尿膜液を採取し、
ウイルス力価を、MDCK細胞におけるプラークアッセイ又はプラークの免疫染色により決定
した。各時点で、3個の卵を、各ウイルスについて分析した。
【０４０６】
　(マウスの免疫及びチャレンジ)　8週齢の雌のC57BL/6マウス(CRL社)を、ケタミンとキ
シラジンの混合物の腹腔内投与により麻酔し、PBS又はインフルエンザウイルス[-PB1(ps)
+HK HA又は-PB1(ps)+Luc、投与量103又は104PFU/マウス]の50μlの鼻腔内投与により免疫
した。マウスを、2週間にわたり、体重減少について、毎日監視した。免疫の3週間後、マ
ウスを、A/PR/8/34の100マウス50％致死量(MLD50)又はX31ウイルスの33.3MLD50のいずれ
かの鼻腔内感染によりチャレンジした。再度マウスを、2週間にわたり、体重減少又は他
の疾患兆候について、毎日監視した。
【０４０７】
　(赤血球凝集阻止(HI)アッセイ)　ワクチン接種前(0日目)及びチャレンジ前(21日目)に
、血液試料をマウスから採取した。受容体破壊酵素(Sigma社)処置を用い、赤血球凝集素
の非特異的阻害剤を除去した。「動物インフルエンザ診断と管理に関するWHOの暫定的勧
告」のプロトコールに従った(www.who.int)。
【０４０８】
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　(H1/H3サンドイッチELISA)　96-ウェルImmulon 2HBプレート(NUNC社)を、マウス抗-H3 
HAモノクローナル抗体66A6(IgG1)(Wangらの文献、2009, PLoS Pathog 6: e1000796)(PBS
中5μg/ml)と共に、4℃で一晩インキュベーションすることにより被覆した。その後プレ
ートを、PBS中の1％BSAで、室温で30分間ブロックした。損なわれていない卵増殖したウ
イルスの2倍希釈物を添加し、プレートを37℃で3時間インキュベーションした。捕獲され
たウイルス粒子上のH1亜型HAタンパク質を、1μg/ml抗-H1 HA抗体C179(マウスIgG2a)(Oku
noらの文献、1993, J Virol. 67:2552-8)により、37℃で3時間プロービングし、ヤギ抗-
マウスIgG2a-AP(Southern Biotech社)(1:2000希釈)により検出した。
【０４０９】
(8.2　結果)
(8.2.1.　9番目のGFP分節を保有する組換えA/PR/8/34ウイルスの作製)
　限定された温度で、温度感受性A型インフルエンザウイルスは、2つの異なる分節に位置
した非構造タンパク質(NS)分節特異的パッケージングシグナルの2つのセットを含むこと
が可能であることが示されている：1つのセットは、NS1遺伝子に温度感受性欠損を有する
NS分節から誘導され、かつ第2のセットは、野生型NS1遺伝子をコードしている分節に由来
する(Enamiらの文献、1991, Virology 185:291-8)。A型インフルエンザウイルスは、NA分
節特異的パッケージング配列の2つのコピーを取り込むことができるかどうかを決定する
ために、PB1分節のパッケージングシグナルを、NA分節由来のものと交換した(図29A、左
側)のに対し、元来のNA分節は変更しなかった。これを実現するために、PB1mutと称する
、その2つの末端に連続同義的変異を保有するA/PR/8/34 PB1 ORF(図29A、左側)を、NA分
節特異的パッケージング配列(3'NCR及び5'NCRに加え、NA ORFの末端コード配列を含む)に
隣接させ、こうしてNA-PB1mut-NA分節(図29A、左側)を作製した。HA又はNS ORF領域内の
部分的(partial)パッケージングシグナルは、ウイルスRNAの取り込みに影響を及ぼし得る
という本明細書に記載される知見並びにGao及びPaleseの文献(2009, Proc Natl Acad Sci
 USA 106: 15891-6)に認められる知見に基づき、PB1 ORFの2つの末端はサイレント変異さ
れた。PB1mut ORF領域内の同義的変異は、3'及び5'-近位領域における、各々、24ヌクレ
オチド(nt)及び17ntの変化を含む。キメラNA-PB1mut-NA分節の3'近位NA領域内のATGは全
て、部位特異的変異誘発により変異され、その結果翻訳はPB1mut遺伝子の開始コドンで開
始されるであろう。HA及びNS分節に関する本明細書に記載される知見並びにGao及びPales
eの文献(2009, Proc Natl Acad Sci USA 106: 15891-6)に認められる知見、並びに他の研
究(Fujiiらの文献、2005, J Virol. 79: 3766-74；Gogらの文献、2007, Nucleic Acids R
es 35: 1897-907；Hutchinsonらの文献、2008, J Virol. 82: 11869-79；Liangらの文献
、2008, J Virol. 82: 229-36；Marshらの文献、2007, J Virol. 81: 9727-36；及び、Ma
rshらの文献、2008, J Virol. 82: 2295-304)からのデータに基づき、図29Aのこのキメラ
NA-PB1mut-NA構築体は、適切なPB1-特異的パッケージング配列が存在しないために、恐ら
く隣接するNAパッケージングシグナルを利用すると推測された。
【０４１０】
　逆遺伝学を使用し、7つの野生型A/PR/8/34 RNA分節(PB2、PA、HA、NP、NA、M、NS)及び
1つのキメラNA-PB1mut-NA分節を保有する-PB1(ps)ウイルスを、成功裏に救出した(図29B)
。-PB1(ps)ウイルスは、野生型A/PR/8/34 ウイルスと比べ、弱毒化され、卵におけるより
低い力価及びMDCK細胞中のより小さいプラークを有した(図29E及びF)。-PB1(ps)ウイルス
は、PB1分節特異的パッケージングシグナルを有する9番目の分節を取り込むことができる
かどうかを決定するために、3'末端にPB1パッケージング配列の153nt及び5'末端に159nt
を保有するPB1-GFP-PB1構築体を作製した(図29A、右側)。これらの153nt及び159nt配列は
、両方のNCR及び末端コード領域パッケージング配列からなり、かつ3'側153nt PB1パッケ
ージング配列に位置した6つのATGは、部位特異的変異誘発により全て変異された。次に-P
B1(ps)ウイルスの8つ全ての分節及びPB1分節特異的パッケージングシグナルを伴う9番目
のGFP分節を有する-PB1(ps)+GFPウイルス(図29B)を作製した。-PB1(ps)+GFPウイルスは、
-PB1(ps)ウイルスに特徴的な増殖に類似した増殖を示し、卵における類似した力価及びMD
CK細胞中の類似のプラーク表現型を有した(図29E及びF)。-PB1(ps)+GFPウイルスは安定し
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ており、かつ感染細胞におけるGFP発現(図29G)は、限定希釈法により、卵内で5継代維持
された。-PB1(ps)+GFPウイルスにより形成されたGFP発現プラークの割合も、卵内で5継代
にわたり変化しなかった(図33)。
【０４１１】
　同じ戦略に従い、PB2及びPA分節のパッケージングシグナルも、各々NAのものと交換し
た。キメラ構築体NA-PB2mut-NA及びNA-PAmut-NAを作製した(図29A、左側)。PB2mut ORFは
、3'末端に13ntの及び5'末端に36ntの同義的変化を有し、PB2 ORF領域パッケージングシ
グナルを失活し；並びに、PAmut ORF領域は、3'末端に19ntの及び5'末端に同数の同義的
変化を保有し、PA ORF領域パッケージングシグナルを失活させた(図29A、左側)。2つのキ
メラGFP構築体PB2-GFP-PB2及びPA-GFP-PAは、各々、PB2及びPA分節特異的パッケージング
配列を保有し、これらはPB1-GFP-PB1構築体(図29A、右側)を作製するために利用したもの
と同じ方法を用いて作製した。PB2-GFP-PB2の3'末端158nt PB2パッケージング配列内の3
つのATG、及びPA-GFP-PA 構築体の3'末端129nt PAパッケージング配列内の3つのATGは、G
FP遺伝子をそれ自身の開始コドンとして利用するために、全てTTGへと変異した(図29A、
右側)。PB2分節に関して、7つの野生型A/PR/8/34 RNA分節(PB1、PA、HA、NP、NA、M、NS)
及び1つのキメラ分節NA-PB2mut-NAを有するウイルスは、救出されなかった。しかし9番目
のPB2-GFP-PB2構築体が追加された場合、-PB2(ps)+GFPウイルスは成功裏に救出された(図
29C)。-PB2(ps)+GFPウイルスは、卵内で、-PB1(ps)+GFPウイルスに類似した力価まで増殖
したが(図29E)、これはMDCK細胞においてわずかに小さいプラークを形成した(図29F)。感
染細胞におけるGFPの発現(図29G)及びGFP発現プラークの割合(図33)も、限定希釈法によ
り、胚発育鶏卵において少なくとも5継代にわたり安定して維持された。PA分節に関して
、7つの野生型A/PR/8/34分節(PB2、PB1、HA、NP、NA、M、NS)及び1つのキメラ分節NA-PAm
ut-NAを有する-PA(ps)ウイルス(図29D)は、成功裏に救出された。9番目のPA-GFP-PA分節
を保有する-PA(ps)+GFPウイルスも、成功裏に救出された(図29D)。-PA(ps)及び-PA(ps)+G
FPウイルスは、-PB1(ps)、-PB1(ps)+GFP及び-PB2(ps)+GFPウイルスと比べ、より弱毒化さ
れ、卵内でより低い力価に増殖され、かつMDCK細胞においてより小さいプラークを形成し
た(図29F)。小さいプラークサイズのために、-PA(ps)及び-PA(ps)+GFPウイルスの感染力
価は、正確に測定することができず、それらの卵内での増殖率は更に特徴付けられること
はなかった。しかし感染細胞における-PA(ps)+GFPウイルスによるGFP発現(図29G)は、胚
発育鶏卵内で少なくとも5継代は安定して維持された。最後に、卵からの-PB1(ps)、-PB1(
ps)+GFP及び-PB2(ps)+GFPウイルスの感染力価は、組換え(r)A/PR/8/34ウイルスよりもは
るかに低く(図29E)、それらの赤血球凝集アッセイ力価は、接種後2日目及び3日目には、r
A/PR/8/34ウイルスのものと同等であり(図29H)、このことはこれらのウイルスは、野生型
ウイルスよりもより多くの欠失したビリオンを生成したことを示唆している。ORF領域内
のパッケージングシグナルを破壊するために導入された同義的変異の数、及びキメラ構築
体において使用される隣接するパッケージング配列の長さ(図29A)は、A/WSN/33ウイルスR
NAパッケージングシグナルの先行する特徴決定において決定された(Fujiiらの文献、2003
, Proc Natl Acad Sci USA 100: 2002-7；Liangらの文献、2005, J Virol. 79: 10348-55
；Liangらの文献、2008, J Virol. 82: 229-36；Marshらの文献、2008, J Virol. 82: 22
95-304；及び、Muramotoらの文献、2006, J Virol. 80: 2318-25)。
【０４１２】
　結論として、単純にRNAパッケージング配列を操作することによりいくつかの9-分節化
されたインフルエンザウイルスを構築する新規研究方法が、作製された。得られるウイル
スは、遺伝的に安定しており、かつ余分のGFP分節を保有した。これらの9-分節化された
ウイルスについて、希釈とプラーク数の間の直線性も認められ、このことは実際に8つよ
りも多いRNAが1つの粒子に取り込まれ得ることを示唆している。
【０４１３】
(8.2.2.　A/PR/8/34(H1N1)及びA/HK/1/68(H3N2)赤血球凝集素の両方を保有する組換えイ
ンフルエンザウイルスの作製)
　前述の9-分節化されたGFPウイルスを作製する方法を使用し、HAの2つの亜型(A/PR/8/34
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(H1N1)HA及びA/HK/1/68(H3N2)由来のHA)をコードしているインフルエンザウイルスを作製
することができるかどうかを決定した。これを行うために、PB1-GFP-PB1及びPB2-GFP-PB2
構築体のGFP ORF領域(図29A、右側)を、各々、A/HK/1/68 HA ORFにより交換し、PB1-HA(H
K)-PB1及びPB2-HA(HK)-PB2構築体を作製した(図30A)。逆遺伝学を使用し、-PB1(ps)+HK H
A(図2B)及び-PB2(ps)+HK HA(図30C)と称される2つの9-分節化されたウイルスを救出した
。-PB1(ps)+HK HAウイルス及び-PB2(ps)+HK HAウイルスは、各々、-PB1(ps)+GFP及び-PB2
(ps)+GFPウイルスと類似した増殖の特徴を有した(図29E及び30D)。A/PR/8/34 HA及びA/HK
/1/68 HAの両方が-PB1(ps)+HK HA及び-PB2(ps)+HK HAウイルスの粒子に取り込まれたこと
を示すために、4種のウイルス[rA/PR/8/34、6つのA/PR/8/34内部遺伝子及びA/HK/1/68 HA
及びNA遺伝子を有するX31、-PB2(ps)+HK HA、及び-PB1(ps)+HK HAウイルス]を、卵におい
て増殖し、ショ糖クッションを通過させることにより濃縮した。その後ウェスタンブロッ
トを行い、精製されたビリオン中のA/PR/8/34 HA及びA/HK/1/68 HAを検出した(図30E)。
結果は、同量のウイルスタンパク質が負荷された場合、-PB1(ps)+HK HAウイルス及び-PB2
(ps)+HK HAウイルスは、野生型rA/PR/8/34ウイルスと比べ、同様のレベルのA/PR/8/34 HA
タンパク質を有し；これは、モノクローナルマウス抗体(Mab)PY102により検出された切断
されないHA0及び切断されたHA1を含む(図30E)ことを示した。同じく、同等量のウイルス
タンパク質を負荷した場合、rA/PR/8/34及びX31は、Mab HT103により検出されたNPタンパ
ク質を同量有した(図30E)。しかし、-PB1(ps)+HK HA及び-PB2(ps)+HK HAキメラウイルス
に関して、NPレベルは、rA/PR/8/34及びX31ウイルスのレベルの約1/5であり(図30E)、こ
のことは9-分節化されたウイルスによるより効率の低いRNP取り込みを指摘している。A/H
K/1/68由来のHA0及びHA1の両方が、Mab 66A6を用い、-PB1(ps)+HK HA及び-PB2(ps)+HK HA
ウイルス粒子において検出され；とりわけ、総タンパク質に標準化された場合、これらの
キメラウイルスによるH3 HA取り込みは、X31ウイルスによる取り込みよりもはるかに低く
、最低レベルがPB1(ps)+HK HAウイルスにおいて認められた(図30E)。A/HK/1/68 HA0及び
切断されたHA2を検出するためにMab 12D1を使用するウェスタンブロットは、同様の結果
を示した(図30E)。次にウェスタンブロットを使用し、感染細胞における-PB1(ps)+HK HA
ウイルス及び-PB2(ps)+HK HAウイルスによるA/PR/8/34 HA及びA/HK/1/68 HAの両方の発現
を検出した(図30F)。A/PR/8/34 HA及びA/HK/1/68 HAの両方が、これらのウイルスに感染
したMDCK細胞において検出された(図30F、下側パネル)。対照的に、図30Eと同様、rA/PR/
8/34ウイルスに感染した細胞は、A/PR/8/34 HAのみを発現し、かつX31ウイルス-感染細胞
は、H3 HAのみを発現した(図30F、上側パネル)。
【０４１４】
　最後にサンドイッチELISAを行い、H1及びH3の両亜型HAタンパク質が、9-分節化された
ウイルス粒子に取り込まれたことを確認した(図30G)。96-ウェルプレートを、Mab 66A6(W
angらの文献、2009, PLoS Pathog 6: e1000796)により被覆し、H3-依存した様式で損なわ
れていないウイルス粒子を捕獲した。次にウイルス粒子をH1及びH2亜型HAに対する活性が
あるが、H3 HAとは反応しない抗体であるMab C 179(Okunoらの文献、1993, J Virol. 67:
 2552-8)により、H1内容物についてプロービングした。2つの9-分節化されたウイルスに
関してシグナルが検出され、このことは、実際に2つの型のHAタンパク質が、これらのウ
イルス粒子へ取り込まれたことを指摘している。対照的に、rA/PR/8/34及びX31の両ウイ
ルスは、陰性の結果を示した(図30G)。
【０４１５】
　結論として、各々が2つのHA亜型、1つはA/PR/8/34(H1N1) HA及び1つはA/HK/1/68(H3N2)
 HAを有する2つの組換えウイルスは、成功裏に救出された。両方のHAは、ウイルス粒子へ
取り込まれ、かつウイルス感染したMDCK細胞において発現された。
【０４１６】
　組換え-PB1(ps)+HK HA及び-PB2(ps)+HK HAウイルスのRNAパッケージング効率を決定す
るために、RNAを、精製されたウイルスから単離し、かつ2.8％アクリルアミドゲル上で分
解し、引き続き銀染色した(図30H)。X31ウイルスは、6つのA/PR/8/34内部遺伝子に加え、
A/PR/8/34 HA及びNAのものとは異なる位置に移動したA/HK/1/68 HA及びNA分節を有した(



(128) JP 5845180 B2 2016.1.20

10

20

30

40

50

図30H)。バンド密度を比較することにより、-PB1(ps)+HK HAウイルスは、NA-PB1mut-NA分
節を非効率的に取り込んだことが認められた。PB1-HA(HK)-PB1分節も、A/PR/8/34 HA分節
と比べた場合に、若干非効率的にパッケージされた(図30H)。-PB2(ps)+HK HAウイルスに
関して、NA-PB2mut-NA分節は、非効率的にパッケージされた。対照的に、PB2-HA(HK)-PB2
分節は、効率的にパッケージされ、A/PR/8/34 HAのレベルと同様のレベルであった(図30H
)。
【０４１７】
(8.2.3.　RA/PR/8/34及びX31ウイルスの致死的チャレンジからの保護をもたらす組換え9-
分節化されたウイルスによるマウスの免疫)
　2つのHA亜型を保有する9-分節化されたインフルエンザウイルスを、生ワクチンとして
使用することができるかどうかを試験するために、マウスチャレンジ実験を行った。-PB1
(ps)+HK HAウイルスを、本試験のために任意に選択した。陰性対照免疫原として、PB1-HA
(HK)-PB1分節の代わりに9番目のPB1-Luc-PB1を保有する-PB1(ps)+Lucウイルスを使用した
(図30B及び図34)。卵において、-PB1(ps)+Lucウイルス及び-PB1(ps)+HK HAウイルスの両
方が、-PB1(ps)ウイルスと同様の力価まで増殖した(図31A)。この9-分節化されたウイル
スがマウスにおいて病原性であるかどうかを試験するために、8週齢の雌のC57BL/6マウス
の群に、PBS、-PB1(ps)+HK HAウイルス、又は-PB1(ps)+Lucウイルスを、103又は104PFUの
いずれかで、鼻腔内投与により与えた(図31B)。-PB1(ps)+Lucウイルス又は-PB1(ps)+HK H
Aウイルスのいずれかの104PFUに感染したマウスは、感染後8日目までに、死亡するか、又
はそれらの最初の体重を25％よりも大きく減らした(図31B)。-PB1(ps)+Lucの103PFUが与
えられたマウス群は、PBS群と同様に、ほとんど又は全く体重減少を示さず、かつ疾患兆
候を示さなかった(図31B)。-PB1(ps)+HK HAウイルスが103PFUで与えられたマウス群は、
感染後7日目までに、それらの体重をおよそ5％減少し、その後3日以内に完全に回復し；
他の疾患兆候は認められなかった(図31B)。いずれかのキメラウイルスの103PFU投与は、
疾患に関連した変化を極わずかか又は全く引き起こさなかったので、この投与量への曝露
はワクチン接種と類似していると考えられた。
【０４１８】
　感染後3週間で、-PB1(ps)+Lucウイルス103PFU、-PB1(ps)+HK HAウイルス103PFUに感染
したマウス群、又はPBSで偽ワクチン接種したマウスについて、致死的ウイルスチャレン
ジ実験を行った。マウスに、rA/PR/8/34ウイルスを3,000PFU(100MLD50)鼻腔内投与により
与えた(図31C)。PBS群とは対照的に、PB1(ps)+Lucウイルス又は-PB1(ps)+HK HAウイルス
のいずれかでワクチン接種した群は、致死的チャレンジから完全に保護され：体重減少又
は疾患兆候は認められなかった(図31C)。同じ方法に従い、偽ワクチン接種したマウス(PB
S群)、103PFUの-PB1(ps)+Lucウイルスによりワクチン接種したマウス、又は103PFUの-PB1
(ps)+HK HAウイルスによりワクチン接種したマウスの第2セットに、X31ウイルスの107PFU
(33MLD50)を、鼻腔内投与した(図31D)。偽又は-PB1(ps)+Lucをワクチン接種したマウス群
は、それらの体重が3日以内に急激に25％減少し、屠殺した。先行する知見は、内部NP及
びMタンパク質に対する細胞応答は、異種チャレンジに対する若干の保護をもたらすこと
を示したが(Yewdellらの文献、1985, Proc Natl Acad Sci USA 82: 1785-9)、-PB1(ps)+L
ucワクチン接種群において保護は認められず、これは恐らく使用した高用量のチャレンジ
ウイルスのせいであろう。対照的に、103PFUの-PB1(ps)+HK HAウイルスによるワクチン接
種は、マウスを、X31ウイルスによる致死的チャレンジから保護した。平均体重は、チャ
レンジの翌日には10％減少し、全てのマウスは迅速に回復した(図31D)。
【０４１９】
　この実験からの血清試料の分析は、ワクチン接種後21日目までに、103PFUの-PB1(ps)+H
K HAウイルスでワクチン接種した全ての動物は、rA/PR/8/34ウイルスに対する赤血球凝集
阻止抗体を生成し、力価は320～640の範囲であることを指摘した。5匹の動物中4匹は、低
いが検出可能なレベルのX31ウイルスに対する赤血球凝集阻止抗体を生成し、力価は20～4
0の範囲であった(表17)。予想されたように、103PFUの-PB1(ps)+Lucウイルスでワクチン
接種した動物は、rA/PR/8/34ウイルスに対する赤血球凝集阻止抗体のみを生成し、力価は
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160～320の範囲であった(表17)。rA/PR/8/34又はX31ウイルスのいずれかに対する赤血球
凝集阻止抗体は、PBSで偽ワクチン接種した動物の血清においては検出されなかった。
表17.　9-分節化されたウイルスで免疫したマウス血清のrA/PR/8/34及びX31ウイルスに対
する赤血球凝集阻止活性
【表１７】

【０４２０】
　結論として、103PFUの-PB1(ps)+HK HAウイルスによるワクチン接種は、2つの個別の亜
型、1つはH1N1亜型(rA/PR/8/34)及び1つはH3N2亜型(X31)のインフルエンザウイルスによ
る致死的チャレンジに対し、マウスを保護する。
【０４２１】
(8.3　考察)
　-PB1(ps)(図29B)及び-PA(ps)(図29D)と称される2つの組換えウイルスを作製し、これら
は各々、PB1又はPAパッケージング配列を欠損し、かつその場所にNAパッケージング配列
を保有した。これらのウイルスは生存能があるが、しかしPB1分節のNA-PB1mut-NAによる
交換、又はPA分節のNA-PAmut-NAによる交換は、両方のキメラ分節のパッケージングに著
しい作用を有し(図30H)、更にはウイルス増殖率に著しい作用を有した(図29E、F)ので、P
B1及びPAパッケージングシグナルはウイルス増殖にとって重要である。両方のウイルスを
救出する能力は、インフルエンザゲノムRNAパッケージングは、PB1又はPAパッケージング
シグナルを絶対に必要とはしないことを指摘している。本明細書に記載される並びにGao
及びPaleseの文献(2009, Proc Natl Acad Sci USA 106: 15891-6)に記載されるHA及びNS
分節のパッケージングの知見を基に、2つのキメラ分節NA-PB1mut-NA及びNA-PAmut-NA(図2
9A、左側)は恐らく、各々PB1及びPAパッケージングシグナルの代わりに、隣接するNAパッ
ケージングシグナルを利用すると仮定した。しかし、連続同義的変異を保有するPB1又はP
A ORF領域(図29A)は、PB1又はPAパッケージングシグナルを部分的に保持することが可能
である。24nt及び17ntの変化がPB1 ORFへ導入され、かつ19nt変化の2つのセットがPA ORF
に作製された(図29A、左側)が、一部の残存するPB1又はPAパッケージングシグナルは依然
存在することができ、PB1又はPA分節特異的認識を可能にしている(図29A、左側)。興味深
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いことに、両方のウイルスは、GFPをコードしている9番目の分節を取り込むことができた
。PB1パッケージング配列に隣接して9番目のPB1-GFP-PB1分節が供給される場合(図29A、
右側)、-PB1(ps)ウイルスは、それをウイルスゲノムへ安定して取り込むことができ、-PB
1(ps)+GFPウイルス(図29B)を作製し；同様に、-PA(ps)+GFPウイルスは、PAパッケージン
グシグナルに隣接された余分のPA-GFP-PA分節を維持することができる(図29D)。余分のGF
P分節を伴う両方のウイルスの作製は、インフルエンザウイルスはそのゲノムRNA上にパッ
ケージングシグナルの完全なセットを有する傾向を反映している。
【０４２２】
　PB2分節に関して、野生型PB2がNA-PB2mut-NAキメラ分節と交換される場合(図29A、左側
)、このウイルスは救出されない。同じくこのことは、そこでのPB2パッケージング配列の
変異又は欠失が、他の分節の操作よりもより重度のパッケージング欠損を生じるA/WSN/33
ウイルスを使用する、先行する研究においても認められた(Liangらの文献、2008, J Viro
l. 82:229-36；Muramotoらの文献、2006, J Virol. 80:2318-25)。しかし、PB2パッケー
ジングシグナルを保有した9番目のPB2-GFP-PB2分節が含まれる場合(図29A、右側)、-PB2(
ps)+GFPウイルスは成功裏に救出された(図29C)。この結果も同じく、8つの独自のパッケ
ージングシグナルセットを保有するインフルエンザウイルスの好ましさを反映していた。
【０４２３】
　-PB1(ps)+GFPウイルス(図29B)及び-PB2(ps)+GFPウイルス(図29C)の作製のためにデザイ
ンされた戦略を使用し、2つの異なる完全長HAをコードした2つの組換えウイルスを救出し
た：-PB1(ps)+HK HAウイルス(図2B)及び-PB2(ps)+HK HAウイルス(図2C)は両方共、A/PR/8
/34 HA及びA/HK/1/68 HAをコードした。従って2つの異なるHAをコードしているウイルス
を操作するための新規研究方法を作製した。これらのウイルスは、野生型ウイルスと比べ
有意に弱毒化されており、卵におけるより低い増殖率及びMDCK細胞におけるより小さいプ
ラークを伴った(図29及び30)。-PB1(ps)+HK HAのMLD50は、103～104PFUの間であり(図31B
)、MLD50が約30PFUである野生型A/PR/8/34ウイルスのそれよりも有意に高かった。1000PF
Uの-PB1(ps)+HK HAウイルスによるマウスの免疫は、rA/PR/8/34ウイルス又はX31ウイルス
による致死的チャレンジからそれらを完全に保護し、このことはこの9-分節化されたウイ
ルスの戦略は、二価の弱毒化されたインフルエンザ生ワクチンの開発に利用することがで
きることを示唆している。-PB1(ps)+HK HAウイルスはマウスにとって潜在的に致死的であ
るが、同様の研究方法を、生ワクチンを目的として他の病原性の低いウイルスに適用する
ことができる。現時点の季節性インフルエンザワクチンは、3つの異なるインフルエンザ
ウイルスを含む：1つはA(H3N2)型ウイルス、1つは通常の季節性A(H1N1)型ウイルス、及び
1つはB型ウイルスである。本明細書に記載される二価の9-分節化されたインフルエンザウ
イルスは、2つの主要抗原(例えばH1 HA及びH3 HA)を1つのワクチン株へ組み合わせる手段
をもたらす。これは、同時に循環するインフルエンザウイルス系統の数が4以上に増加し
た場合に、特に有用であり：例えば、2009年に、季節性H1N1ウイルスとは異なる、H1N1亜
型の新規ブタ起源のA型インフルエンザウイルスが、北米で出現し、かつインフルエンザ
の大流行が生じた場合である。更に、その9番目のキメラ分節上に特異的抗原を保有する
ことにより、この9-分節化されたインフルエンザウイルスのプラットフォームは、他の細
菌病原体又はウイルス病原体に対するワクチンの製造にも適用することができる。
【０４２４】
(9.　実施例4)
　本実施例は、どのようにウイルスの再集合を測定することができるかを明らかにする。
【０４２５】
　逆遺伝学的研究方法を使用し、例えば図35～37に示された組換えインフルエンザウイル
スの各キメラ遺伝子分節を再集合することができるかどうかを評価することができる。必
要なインフルエンザウイルスタンパク質を発現している細胞を、それらのパッケージング
シグナルが交換されているインフルエンザウイルスキメラ分節、及びインフルエンザウイ
ルスの野生株又は実験室株由来のインフルエンザウイルス遺伝子分節により、同時トラン
スフェクションすることができ、ここで野生株又は実験室株インフルエンザウイルス遺伝
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子分節は、キメラインフルエンザウイルス遺伝子分節の1つによりコードされたインフル
エンザウイルスタンパク質をコードしている遺伝子分節及び複製コンピテントなインフル
エンザウイルスの作製に必要な他の遺伝子分節を含む。先に説明された技術を用い(例え
ば、Gaoらの文献、2008, J. Virol. 82: 6419-6426；Quinlivanらの文献、2005, J. Viro
l. 79: 8431-8439；Fodorらの文献、1999, J. Virol. 73: 9679-9682参照)、例えば必要
なウイルスタンパク質(例えばPA、PB1、PB2、及びNP)を発現している293T細胞、MDCK細胞
又はVero細胞などの細胞を、図35に示された4種のキメラ遺伝子分節(NA-PB2mut-NA、PB2-
PB1mut-PB2、PB1-PAmut-PB1、及びPA-NAmut-PA)をコードしているプラスミド、並びに野
生型インフルエンザウイルス又はA/PR/8/34などの実験室株の5つの遺伝子分節(pDZ-NP、N
A、M、NS、及びHA)をコードしているプラスミドにより、トランスフェクトすることがで
きる。救出された組換えウイルスは、次に公知の技術を用い、組織培養又は胚発育卵にお
いて増殖し、プラーク精製する。次にプラーク精製されたウイルスに存在する遺伝子分節
を、例えば、単独のプラークを増幅し、vRNAをウイルスから単離し、特異的遺伝子分節に
ハイブリダイズするようデザインされたプライマーを使用しvRNAにRT-PCRを施し、及びRT
-PCR産物をアガロースゲル上を泳動することにより決定することができる。或いは、プラ
ーク形成されたウイルス由来のvRNA分節は、大規模シークエンシングなどの、当該技術分
野において公知の技術を使用し、配列決定することができる。それらのパッケージングシ
グナルが交換されているキメラ遺伝子分節の組み合わせに満たないものを含むインフルエ
ンザウイルスを検出する能力がないことは、それらのキメラ遺伝子分節は、自在に再集合
することができないことを示している。例えば、図35に示された組換えウイルスのキメラ
遺伝子分節に関して、3つのキメラNA-PB2mut-NA、PB2-PB1mut-PB2、及びPB1-PAmut-PB1遺
伝子分節並びに野生株又は実験室株インフルエンザウイルスのNA、NP、M、NS及びHA遺伝
子分節を含むインフルエンザウイルスを検出する能力がないことは、4つのキメラ遺伝子
分節(NA-PB2mut-NA、PB2-PB1mut-PB2、PB1-PAmut-PB1、及びPA-NAmut-PA)は自在に再集合
することができないことを示している。
【０４２６】
　例えば図35～37に示された組換えインフルエンザウイルスのキメラ遺伝子分節は、組織
培養、細胞(例えば293T細胞、MDCK細胞又はVero細胞)において自在に再集合することがで
きるかどうかを決定する別の研究方法は、例えば図35、36又は37に示された組換えウイル
ス、及び野生型又は実験室株インフルエンザウイルスによる、各ウイルスに関してある感
染多重度("moi")(例えばmoi10)での同時感染である。その後得られるウイルスを、プラー
ク精製することができる。次にプラーク精製されたウイルスに存在する遺伝子分節は、例
えば単独のプラークを増幅し、vRNAをウイルスから単離し、特異的遺伝子分節にハイブリ
ダイズするようデザインされたプライマーを使用しvRNAにRT-PCRを施し、及びRT-PCR産物
をアガロースゲル上を泳動することにより、決定することができる。或いは、プラーク形
成されたウイルス由来のvRNA分節は、大規模シークエンシングなどの、当該技術分野にお
いて公知の技術を使用し、配列決定することができる。それらのパッケージングシグナル
が交換されているキメラ分節の組み合わせに満たないものを含むインフルエンザウイルス
を検出する能力がないことは、自在に再集合することができない。例えば、図35に示され
た組換えウイルスのキメラ遺伝子分節に関して、3つのキメラNA-PB2mut-NA、PB2-PB1mut-
PB2、及びPB1-PAmut-PB1遺伝子分節並びに野生株又は実験室株インフルエンザウイルスの
NA、NP、M、NS及びHA遺伝子分節を含むインフルエンザウイルスを検出する能力がないこ
とは、4つのキメラ遺伝子分節(NA-PB2mut-NA、PB2-PB1mut-PB2、PB1-PAmut-PB1、及びPA-
NAmut-PA)は自在に再集合することができないことを示している。
【０４２７】
(10.　実施例5)
　本実施例は、9分節組換えインフルエンザウイルスの作製を説明している。
【０４２８】
　PA-NAmut-PAと命名されるキメラ構築体を、以下のように作製した：NAmutと称される、
2つの末端にサイレント変異を保有するA/PR/8/34 NA ORFを、A/PR/8/34 PAパッケージン
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グ配列にライゲーションし、PA-NAmut-PA構築体を作製した。NA-GFP-NAと命名されるキメ
ラ構築体を、以下のように作製した：GFP ORFを、A/PR/8/34 NAパッケージング配列にラ
イゲーションし、NA-GFP-NA構築体を作製した。NA-HA(HK)-NAと命名されるキメラ構築体
を、以下のように作製した：A/香港/1/68(A/HK/1/68)HA遺伝子由来のHA ORFを、A/PR/8/3
4 NAパッケージング配列にライゲーションし、NA-HA(HK)-NA構築体を作製した(図38参照)
。
【０４２９】
　組換えインフルエンザウイルス(図38参照)を、実施例1及びGao及びPaleseの文献(2009,
 PNAS 106: 15891)からの改変した方法を用い、作製した。293T細胞を、2つのキメラプラ
スミド[PA-NAmut-PA及びNA-GFP-NA又はNA-HA(HK)-NA]、及び野生型A/PR/8/34のPB2、PB1
、PA、HA、NP、M、NS分節を保有する7つのプラスミドによりトランスフェクトした。トラ
ンスフェクション後24時間で、細胞を収集し、10日齢の特定病原体除去ニワトリ胚(Charl
es River Laboratories社、SPAFAS、Preston、CT)に接種した。3日後、尿膜液を採取し、
HAアッセイを使用し、救出されたウイルスの存在を決定した。ウイルス力価は、MDCK細胞
におけるプラークアッセイにより決定した。この9-分節キメラウイルスは、良好に増殖し
、胚発育鶏卵における力価＞108pfu/mlを有した。
【０４３０】
　本発明は、本明細書に記載される具体的実施態様による範囲内に制限されるものではな
い。実際、記載されたものに加え本発明の様々な変更が、前述の説明及び添付された図面
から、当業者には明らかになるであろう。そのような変更は、添付された請求項の範囲内
に収まることが意図されている。
【０４３１】
　本明細書で引用されている全ての参考文献は、各個々の刊行物又は特許又は特許出願が
、全ての目的のためにその全体が引用により組み込まれていることが具体的に及び個々に
示されているかのように、全ての目的のためにそれらの全体が引用により本明細書に組み
込まれる。
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