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(57)【要約】
ＭＡＧＥＡ３、ヒトパピローマウイルスＥ６／Ｅ７融合
タンパク質、前立腺タンパク質のヒト６回膜貫通型上皮
抗原、若しくは癌精巣抗原１、又はその変異体を抗原タ
ンパク質として発現し、哺乳動物においてタンパク質又
はその変異体に対する免疫が生じるよう構築された、第
１のウイルスを含む、哺乳動物において免疫応答を誘導
する際に使用するためのキットが記載される。キットは
、同一の抗原又は同一の抗原の変異体をコードするＭａ
ｒａｂａ　ＭＧ１ウイルスも含む。Ｍａｒａｂａ　ＭＧ
１ウイルスは、哺乳動物において免疫応答を誘導するよ
う構築される。第１のウイルスはＭａｒａｂａ　ＭＧ１
ウイルスと免疫学的に異なる。
【選択図】　図１
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　配列番号１のアミノ酸配列を含むタンパク質又はその変異体を抗原タンパク質として発
現し、哺乳動物において前記タンパク質又はその変異体に対する免疫が生じるよう構築さ
れた、第１のウイルス；及び
　配列番号１のアミノ酸配列を含むタンパク質又はその変異体を抗原タンパク質としてコ
ードし、哺乳動物において免疫応答を誘導するよう構築された、Ｍａｒａｂａ　ＭＧ１ウ
イルス
を含む、哺乳動物において免疫応答を誘導する際に使用するためのキットであって、
　前記第１のウイルスは前記Ｍａｒａｂａ　ＭＧ１ウイルスと免疫学的に異なる、キット
。
【請求項２】
　前記第１のウイルスにより発現される前記抗原タンパク質、及び前記Ｍａｒａｂａ　Ｍ
Ｇ１ウイルスにより発現される前記抗原タンパク質が、同一である、請求項１に記載のキ
ット。
【請求項３】
　前記第１のウイルス、前記Ｍａｒａｂａ　ＭＧ１ウイルス、又は両方が、投与のため単
離されたウイルスとして構築される、請求項１又は２に記載のキット。
【請求項４】
　前記Ｍａｒａｂａ　ＭＧ１ウイルスが、配列番号２のヌクレオチド配列を含む導入遺伝
子の逆相補的ＲＮＡバージョンを含む、
　前記第１のウイルスが、マイナス鎖ＲＮＡウイルスであり、配列番号２のヌクレオチド
配列を含む導入遺伝子の逆相補的ＲＮＡバージョンを含む、
　前記第１のウイルスが、ＤＮＡウイルス又はプラスセンスＲＮＡウイルスであり、配列
番号２のヌクレオチド配列を含む導入遺伝子を含む、或いは
　前記Ｍａｒａｂａ　ＭＧ１ウイルスが、配列番号２のヌクレオチド配列を含む導入遺伝
子の逆相補的ＲＮＡバージョンを含み、且つ
　　ａ）前記第１のウイルスが、マイナス鎖ＲＮＡウイルスであり、配列番号２のヌクレ
オチド配列を含む導入遺伝子の逆相補的ＲＮＡバージョンを含む、又は
　　ｂ）前記第１のウイルスが、ＤＮＡウイルス若しくはプラスセンスＲＮＡウイルスで
あり、配列番号２のヌクレオチド配列を含む導入遺伝子を含む、請求項１～３のいずれか
一項に記載のキット。
【請求項５】
　前記Ｍａｒａｂａ　ＭＧ１ウイルスが、配列番号３のヌクレオチド配列を含む導入遺伝
子の逆相補的ＲＮＡバージョンを含む、
　前記第１のウイルスが、マイナス鎖ＲＮＡウイルスであり、配列番号３のヌクレオチド
配列を含む導入遺伝子の逆相補的ＲＮＡバージョンを含む、或いは
　前記第１のウイルスが、ＤＮＡウイルス又はプラスセンスＲＮＡウイルスであり、配列
番号３のヌクレオチド配列を含む導入遺伝子を含む、或いは
　前記Ｍａｒａｂａ　ＭＧ１ウイルスが、配列番号３のヌクレオチド配列を含む導入遺伝
子の逆相補的ＲＮＡバージョンを含み、且つ
　　ａ）前記第１のウイルスが、マイナス鎖ＲＮＡウイルスであり、配列番号３のヌクレ
オチド配列を含む導入遺伝子の逆相補的ＲＮＡバージョンを含む、又は
　　ｂ）前記第１のウイルスが、ＤＮＡウイルス若しくはプラスセンスＲＮＡウイルスで
あり、配列番号３のヌクレオチド配列を含む導入遺伝子を含む、請求項１～３のいずれか
一項に記載のキット。
【請求項６】
　前記第１のウイルス、前記Ｍａｒａｂａ　ＭＧ１ウイルス、又は両方により発現される
前記タンパク質変異体が、ＦＬＷＧＰＲＡＬＶ、ＫＶＡＥＬＶＨＦＬ、ＥＧＤＣＡＰＥＥ
Ｋ、ＫＫＬＬＴＱＨＦＶＱＥＮＹＬＥＹ、ＲＫＶＡＥＬＶＨＦＬＬＬＫＹＲ、及びＫＫＬ
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ＬＴＱＨＦＶＱＥＮＹＬＥＹからなる群より選択される少なくとも１つの腫瘍関連エピト
ープを含み、配列番号１と少なくとも７０％同一である、請求項１～３のいずれか一項に
記載のキット。
【請求項７】
　前記変異体が配列番号１と少なくとも８０％同一である、請求項６に記載のキット。
【請求項８】
　前記変異体が配列番号１と少なくとも９０％同一である、請求項６に記載のキット。
【請求項９】
　前記変異体が配列番号１と少なくとも９５％同一である、請求項６に記載のキット。
【請求項１０】
　前記第１のウイルス、Ｍａｒａｂａ　ＭＧ１ウイルス、又は両方により発現される前記
タンパク質変異体が、配列番号４のアミノ酸配列を有する、請求項６に記載のキット。
【請求項１１】
　前記タンパク質変異体が配列番号５のヌクレオチド配列によりコードされる、請求項６
に記載のキット。
【請求項１２】
　前記Ｍａｒａｂａ　ＭＧ１ウイルス及び前記第１のウイルスが、配列番号１の配列を含
む前記タンパク質の異なる変異体を発現する、請求項１～３及び６～１１のいずれか一項
に記載のキット。
【請求項１３】
　前記Ｍａｒａｂａ　ＭＧ１ウイルスが配列番号２又は３のヌクレオチド配列の逆相補的
ＲＮＡバージョンを含み、前記第１のウイルスが、マイナスセンスＲＮＡウイルスであり
、配列番号５の逆相補的ＲＮＡバージョンを含む、
　前記Ｍａｒａｂａ　ＭＧ１ウイルスが配列番号５のヌクレオチド配列の逆相補的ＲＮＡ
バージョンを含み、前記第１のウイルスが、マイナスセンスＲＮＡウイルスであり、配列
番号２又は３の逆相補的ＲＮＡバージョンを含む、
　前記Ｍａｒａｂａ　ＭＧ１ウイルスが配列番号２又は３のヌクレオチド配列の逆相補的
ＲＮＡバージョンを含み、前記第１のウイルスが、ＤＮＡ又はＲＮＡウイルスであり、配
列番号５である配列を含む、或いは
　前記Ｍａｒａｂａ　ＭＧ１ウイルスが配列番号５のヌクレオチド配列の逆相補的ＲＮＡ
バージョンを含み、前記第１のウイルスが、ＤＮＡ又はＲＮＡウイルスであり、配列番号
２又は３である配列を含む、請求項１２に記載のキット。
【請求項１４】
　前記Ｍａｒａｂａ　ＭＧ１ウイルス又は前記第１のウイルスいずれかの一方が、配列番
号１又は４の配列を含むタンパク質を発現でき、前記Ｍａｒａｂａ　ＭＧ１ウイルス及び
前記第１のウイルスの他方が、他の配列を含むタンパク質を発現できる、請求項１２に記
載のキット。
【請求項１５】
　前記第１のウイルスがアデノウイルスである、請求項１～１４のいずれか一項に記載の
キット。
【請求項１６】
　配列番号１のアミノ酸配列を含むタンパク質又はその変異体をコードするゲノムを有す
る、単離されたＭａｒａｂａ　ＭＧ１ウイルス粒子。
【請求項１７】
　配列番号１のアミノ酸配列を含む前記タンパク質の前記変異体が、ＦＬＷＧＰＲＡＬＶ
、ＫＶＡＥＬＶＨＦＬ、ＥＧＤＣＡＰＥＥＫ、ＫＫＬＬＴＱＨＦＶＱＥＮＹＬＥＹ、ＲＫ
ＶＡＥＬＶＨＦＬＬＬＫＹＲ、及びＫＫＬＬＴＱＨＦＶＱＥＮＹＬＥＹからなる群より選
択される少なくとも１つの腫瘍関連エピトープを有し、配列番号１と少なくとも７０％同
一である、請求項１６に記載の単離されたＭａｒａｂａ　ＭＧ１ウイルス粒子。
【請求項１８】
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　前記変異体が配列番号１と少なくとも８０％同一である、請求項１７に記載の単離され
たＭａｒａｂａ　ＭＧ１ウイルス粒子。
【請求項１９】
　前記変異体が配列番号１と少なくとも９０％同一である、請求項１７に記載の単離され
たＭａｒａｂａ　ＭＧ１ウイルス粒子。
【請求項２０】
　前記変異体が配列番号１と少なくとも９５％同一である、請求項１７に記載の単離され
たＭａｒａｂａ　ＭＧ１ウイルス粒子。
【請求項２１】
　配列番号１のアミノ酸配列を含む前記タンパク質の前記変異体が、配列番号４のアミノ
酸配列を有する、請求項１６に記載の単離されたＭａｒａｂａ　ＭＧ１ウイルス粒子。
【請求項２２】
　前記ゲノムが配列番号２、３、又は５のヌクレオチド配列の逆相補的ＲＮＡバージョン
を含む、請求項１６に記載の単離されたＭａｒａｂａ　ＭＧ１ウイルス粒子。
【請求項２３】
　前記ゲノムが配列番号６のヌクレオチド配列の逆相補的ＲＮＡバージョンを含む、請求
項１６に記載の単離されたＭａｒａｂａ　ＭＧ１ウイルス粒子。
【請求項２４】
　配列番号７のアミノ酸配列を含むタンパク質又はその変異体を抗原タンパク質として発
現し、哺乳動物において前記タンパク質又はその変異体に対する免疫が生じるよう構築さ
れた、第１のウイルス、及び
　配列番号７のアミノ酸配列を含むタンパク質又はその変異体を抗原タンパク質としてコ
ードし、哺乳動物において免疫応答を誘導するよう構築された、Ｍａｒａｂａ　ＭＧ１ウ
イルス
を含む、哺乳動物において免疫応答を誘導する際に使用するためのキットであって、
　前記第１のウイルスは前記Ｍａｒａｂａ　ＭＧ１ウイルスと免疫学的に異なる、キット
。
【請求項２５】
　前記第１のウイルスにより発現される前記抗原タンパク質、及び前記Ｍａｒａｂａ　Ｍ
Ｇ１ウイルスにより発現される前記抗原タンパク質が、同一である、請求項２４に記載の
キット。
【請求項２６】
　前記第１のウイルス、前記Ｍａｒａｂａ　ＭＧ１ウイルス、又は両方が、投与のため単
離されたウイルスとして構築される、請求項２４又は２５に記載のキット。
【請求項２７】
　前記Ｍａｒａｂａ　ＭＧ１ウイルスが、配列番号８のヌクレオチド配列の逆相補的ＲＮ
Ａバージョンを含むコドン最適化導入遺伝子を含む、
　前記第１のウイルスが、マイナスセンスＲＮＡウイルスであり、配列番号８のヌクレオ
チド配列の逆相補的ＲＮＡバージョンを含むコドン最適化導入遺伝子を含む、
　前記第１のウイルスが、ＤＮＡウイルス又はプラスセンスＲＮＡウイルスであり、配列
番号８のヌクレオチド配列を含むコドン最適化導入遺伝子を含む、或いは
　前記Ｍａｒａｂａ　ＭＧ１ウイルスが、配列番号８のヌクレオチド配列の逆相補的ＲＮ
Ａバージョンを含むコドン最適化導入遺伝子を含み、且つ
　　ａ）前記第１のウイルスが、マイナスセンスＲＮＡウイルスであり、配列番号８のヌ
クレオチド配列の逆相補的ＲＮＡバージョンを含むコドン最適化導入遺伝子を含む、又は
　　ｂ）前記第１のウイルスが、ＤＮＡウイルス若しくはプラスセンスＲＮＡウイルスで
あり、配列番号８のヌクレオチド配列を含むコドン最適化導入遺伝子を含む、請求項２４
～２６のいずれか一項に記載のキット。
【請求項２８】
　前記第１のウイルス、前記Ｍａｒａｂａ　ＭＧ１ウイルス、又は両方により発現される
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前記タンパク質変異体が、配列番号７の少なくとも１つの腫瘍関連エピトープを含み、配
列番号７と少なくとも７０％同一である、請求項２４～２６のいずれか一項に記載のキッ
ト。
【請求項２９】
　前記変異体が配列番号７と少なくとも８０％同一である、請求項２８に記載のキット。
【請求項３０】
　前記変異体が配列番号７と少なくとも９０％同一である、請求項２８に記載のキット。
【請求項３１】
　前記変異体が配列番号７と少なくとも９５％同一である、請求項２８に記載のキット。
【請求項３２】
　前記Ｍａｒａｂａ　ＭＧ１ウイルス又は前記第１のウイルスいずれかの一方が、配列番
号７の配列を含むタンパク質を発現でき、前記Ｍａｒａｂａ　ＭＧ１ウイルス及び前記第
１のウイルスの他方が、配列番号７の配列を含むタンパク質の変異体を発現できる、請求
項２４～２６及び２８～３１のいずれか一項に記載のキット。
【請求項３３】
　前記Ｍａｒａｂａ　ＭＧ１ウイルス及び前記第１のウイルスが、配列番号７の配列を含
むタンパク質の異なる変異体を発現できる、請求項２４～２６及び２８～３１のいずれか
一項に記載のキット。
【請求項３４】
　前記第１のウイルスがレンチウイルスである、請求項２４～３３のいずれか一項に記載
のキット。
【請求項３５】
　配列番号７のアミノ酸配列を含むタンパク質又はその変異体をコードするゲノムを有す
る、単離されたＭａｒａｂａ　ＭＧ１ウイルス粒子。
【請求項３６】
　前記ゲノムが配列番号８のヌクレオチド配列の逆相補的ＲＮＡバージョンを含む、請求
項３５に記載の単離されたＭａｒａｂａ　ＭＧ１ウイルス粒子。
【請求項３７】
　前記ゲノムが配列番号９のヌクレオチド配列の逆相補的ＲＮＡバージョンを含む、請求
項３５に記載の単離されたＭａｒａｂａ　ＭＧ１ウイルス粒子。
【請求項３８】
　配列番号１０のアミノ酸配列を含むタンパク質又はその変異体を抗原タンパク質として
発現し、哺乳動物において前記タンパク質又はその変異体に対する免疫が生じるよう構築
された、第１のウイルス、及び
　配列番号１０のアミノ酸配列を含むタンパク質又はその変異体を抗原タンパク質として
コードし、哺乳動物において免疫応答を誘導するよう構築された、Ｍａｒａｂａ　ＭＧ１
ウイルス
を含む、哺乳動物において免疫応答を誘導する際に使用するためのキットであって、
　前記第１のウイルスは前記Ｍａｒａｂａ　ＭＧ１ウイルスと免疫学的に異なる、キット
。
【請求項３９】
　前記第１のウイルスにより発現される前記抗原タンパク質、及び前記Ｍａｒａｂａ　Ｍ
Ｇ１ウイルスにより発現される前記抗原タンパク質が、同一である、請求項３８に記載の
キット。
【請求項４０】
　前記第１のウイルス、前記Ｍａｒａｂａ　ＭＧ１ウイルス、又は両方が、投与のため単
離されたウイルスとして構築される、請求項３８又は３９に記載のキット。
【請求項４１】
　前記Ｍａｒａｂａ　ＭＧ１ウイルスが、配列番号１１のヌクレオチド配列の逆相補的Ｒ
ＮＡバージョンを含むコドン最適化導入遺伝子を含む、
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　前記第１のウイルスが、マイナスセンスＲＮＡウイルスであり、配列番号１１のヌクレ
オチド配列の逆相補的ＲＮＡバージョンを含むコドン最適化導入遺伝子を含む、
　前記第１のウイルスが、ＤＮＡウイルス又はプラスセンスＲＮＡウイルスであり、配列
番号１１のヌクレオチド配列を含むコドン最適化導入遺伝子を含む、或いは
　前記Ｍａｒａｂａ　ＭＧ１ウイルスが、配列番号１１のヌクレオチド配列の逆相補的Ｒ
ＮＡバージョンを含むコドン最適化導入遺伝子を含み、且つ
　　ａ）前記第１のウイルスが、マイナスセンスＲＮＡウイルスであり、配列番号１１の
ヌクレオチド配列の逆相補的ＲＮＡバージョンを含むコドン最適化導入遺伝子を含む、又
は
　　ｂ）前記第１のウイルスが、ＤＮＡウイルス若しくはプラスセンスＲＮＡウイルスで
あり、配列番号１１のヌクレオチド配列を含むコドン最適化導入遺伝子を含む、請求項３
８～４０のいずれか一項に記載のキット。
【請求項４２】
　前記第１のウイルス、前記Ｍａｒａｂａ　ＭＧ１ウイルス、又は両方により発現される
前記タンパク質変異体が、配列番号１０の少なくとも１つの腫瘍関連エピトープを含み、
配列番号１０と少なくとも７０％同一である、請求項３８～４０のいずれか一項に記載の
キット。
【請求項４３】
　前記変異体が配列番号１０と少なくとも８０％同一である、請求項４２に記載のキット
。
【請求項４４】
　前記変異体が配列番号１０と少なくとも９０％同一である、請求項４２に記載のキット
。
【請求項４５】
　前記変異体が配列番号１０と少なくとも９５％同一である、請求項４２に記載のキット
。
【請求項４６】
　前記Ｍａｒａｂａ　ＭＧ１ウイルス又は前記第１のウイルスいずれかの一方が、配列番
号１０の配列を含むタンパク質を発現でき、前記Ｍａｒａｂａ　ＭＧ１ウイルス及び前記
第１のウイルスの他方が、配列番号１０の配列を含むタンパク質の変異体を発現できる、
請求項３８～４０及び４２～４５のいずれか一項に記載のキット。
【請求項４７】
　前記Ｍａｒａｂａ　ＭＧ１ウイルス及び前記第１のウイルスが、配列番号１０の配列を
含むタンパク質の異なる変異体を発現できる、請求項３８～４０及び４２～４５のいずれ
か一項に記載のキット。
【請求項４８】
　前記第１のウイルスがレンチウイルスである、請求項３８～４７のいずれか一項に記載
のキット。
【請求項４９】
　配列番号１０のアミノ酸配列を含むタンパク質又はその変異体をコードするゲノムを有
する、単離されたＭａｒａｂａ　ＭＧ１ウイルス粒子。
【請求項５０】
　前記ゲノムが配列番号１１のヌクレオチド配列の逆相補的ＲＮＡバージョンを含む、請
求項４９に記載の単離されたＭａｒａｂａ　ＭＧ１ウイルス粒子。
【請求項５１】
　前記ゲノムが配列番号１２のヌクレオチド配列の逆相補的ＲＮＡバージョンを含む、請
求項４９に記載の単離されたＭａｒａｂａ　ＭＧ１ウイルス粒子。
【請求項５２】
　配列番号１３のアミノ酸配列を含むタンパク質又はその変異体を抗原タンパク質として
発現し、哺乳動物において前記タンパク質又はその変異体に対する免疫が生じるよう構築
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された、第１のウイルス、及び
　配列番号１３のアミノ酸配列を含むタンパク質又はその変異体を抗原タンパク質として
コードし、哺乳動物において免疫応答を誘導するよう構築された、Ｍａｒａｂａ　ＭＧ１
ウイルス
を含む、哺乳動物において免疫応答を誘導する際に使用するためのキットであって、
　前記第１のウイルスは前記Ｍａｒａｂａ　ＭＧ１ウイルスと免疫学的に異なる、キット
。
【請求項５３】
　前記第１のウイルスにより発現される前記抗原タンパク質、及び前記Ｍａｒａｂａ　Ｍ
Ｇ１ウイルスにより発現される前記抗原タンパク質が、同一である、請求項５２に記載の
キット。
【請求項５４】
　前記第１のウイルス、前記Ｍａｒａｂａ　ＭＧ１ウイルス、又は両方が、投与のため単
離されたウイルスとして構築される、請求項５２又は５３に記載のキット。
【請求項５５】
　前記Ｍａｒａｂａ　ＭＧ１ウイルスが、配列番号１４のヌクレオチド配列の逆相補的Ｒ
ＮＡバージョンを含むコドン最適化導入遺伝子を含む、
　前記第１のウイルスが、マイナスセンスＲＮＡウイルスであり、配列番号１４のヌクレ
オチド配列の逆相補的ＲＮＡバージョンを含むコドン最適化導入遺伝子を含む、
　前記第１のウイルスが、ＤＮＡウイルス又はプラスセンスＲＮＡウイルスであり、配列
番号１４のヌクレオチド配列を含むコドン最適化導入遺伝子を含む、或いは
　前記Ｍａｒａｂａ　ＭＧ１ウイルスが、配列番号１４のヌクレオチド配列の逆相補的Ｒ
ＮＡバージョンを含むコドン最適化導入遺伝子を含み、且つ
　　ａ）前記第１のウイルスが、マイナスセンスＲＮＡウイルスであり、配列番号１４の
ヌクレオチド配列の逆相補的ＲＮＡバージョンを含むコドン最適化導入遺伝子を含む、又
は
　　ｂ）前記第１のウイルスが、ＤＮＡウイルス若しくはプラスセンスＲＮＡウイルスで
あり、配列番号１４のヌクレオチド配列を含むコドン最適化導入遺伝子を含む、請求項５
２～５４のいずれか一項に記載のキット。
【請求項５６】
　前記第１のウイルス、前記Ｍａｒａｂａ　ＭＧ１ウイルス、又は両方により発現される
前記タンパク質変異体が、配列番号１３の少なくとも１つの腫瘍関連エピトープを含み、
配列番号１３と少なくとも７０％同一である、請求項５２～５４のいずれか一項に記載の
キット。
【請求項５７】
　前記変異体が配列番号１３と少なくとも８０％同一である、請求項５６に記載のキット
。
【請求項５８】
　前記変異体が配列番号１３と少なくとも９０％同一である、請求項５６に記載のキット
。
【請求項５９】
　前記変異体が配列番号１３と少なくとも９５％同一である、請求項５６に記載のキット
。
【請求項６０】
　前記Ｍａｒａｂａ　ＭＧ１ウイルス又は前記第１のウイルスいずれかの一方が、配列番
号１３の配列を含むタンパク質を発現でき、前記Ｍａｒａｂａ　ＭＧ１ウイルス及び前記
第１のウイルスの他方が、配列番号１３の配列を含むタンパク質の変異体を発現できる、
請求項５２～５４及び５６～５９のいずれか一項に記載のキット。
【請求項６１】
　前記Ｍａｒａｂａ　ＭＧ１ウイルス及び前記第１のウイルスが、配列番号１３の配列を
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含むタンパク質の異なる変異体を発現できる、請求項５２～５４及び５６～５９のいずれ
か一項に記載のキット。
【請求項６２】
　前記第１のウイルスがレンチウイルスである、請求項５２～６１のいずれか一項に記載
のキット。
【請求項６３】
　配列番号１３のアミノ酸配列を含むタンパク質又はその変異体をコードするゲノムを有
する、単離されたＭａｒａｂａ　ＭＧ１ウイルス粒子。
【請求項６４】
　前記ゲノムが配列番号１４のヌクレオチド配列の逆相補的ＲＮＡバージョンを含む、請
求項６３に記載の単離されたＭａｒａｂａ　ＭＧ１ウイルス粒子。
【請求項６５】
　前記ゲノムが配列番号１５のヌクレオチド配列の逆相補的ＲＮＡバージョンを含む、請
求項６３に記載の単離されたＭａｒａｂａ　ＭＧ１ウイルス粒子。

【発明の詳細な説明】
【関連出願の相互参照】
【０００１】
　[0001]本出願は、２０１３年２月２１日付けで出願された米国特許仮出願第６１／７６
７，７７６号の優先権を主張し、仮出願は、本明細書により、参照により組み込まれる。
【分野】
【０００２】
　[0002]本開示は、免疫応答を誘導するための腫瘍退縮ウイルスに関する。
【背景】
【０００３】
　[0003]腫瘍退縮ウイルス（ＯＶ）は、影響を受けていない正常な組織をそのままにしつ
つ、悪性細胞に特異的に感染し、悪性細胞の中で複製し、悪性細胞を殺傷する。幾つかの
ＯＶは、種々の新生物の処置について、進んだ段階の臨床評価に達した（Ｒｕｓｓｅｌｌ
　ＳＪ．ら、（２０１２）Ｎａｔ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ　３０：６５８－６７０）。か
つて承認されたかかるウイルス剤は、標準的な癌治療の代わりになるか、又は組み合わせ
ることができ、低減された毒性及び改善された治療効果を可能にする。
【０００４】
　[0004]水疱性口内炎ウイルス（ＶＳＶ）（Ｓｔｏｊｄｌ　ＤＦ．ら、（２０００）Ｎａ
ｔ　Ｍｅｄ　６：８２１－８２５；Ｓｔｏｊｄｌ　ＤＦ．ら、（２００３）Ｃａｎｃｅｒ
　Ｃｅｌｌ　４：２６３－２７５）に加え、腫瘍退縮活性を発揮する他のラブドウイルス
が最近記載されている（Ｂｒｕｎ　Ｊ．ら、（２０１０）Ｍｏｌ　Ｔｈｅｒ　１８：１４
４０－１４４９；Ｍａｈｏｎｅｙ　ＤＪ．ら、（２０１１）Ｃａｎｃｅｒ　Ｃｅｌｌ　２
０：４４３－４５６）。これらのウイルスのうち、非ＶＳＶ　Ｍａｒａｂａウイルスは、
インビトロで広範な腫瘍指向性を示した（国際公開第２００９／０１６４３３号）。改善
された腫瘍選択性及び正常細胞における低減された病原性を有する変異体Ｍａｒａｂａウ
イルスが操作された。弱毒株は、Ｇタンパク質変異（Ｑ２４２Ｒ）及びＭタンパク質変異
（Ｌ１２３Ｗ）の両方を含有する二重変異体株である。ＭＧ１又はＭａｒａｂａ　ＭＧ１
と呼ばれるこの弱毒株は、インビボで、弱毒ＶＳＶ、ＶＳＶ△ＡＭ５１より優れた治療効
果と共に、マウスの異種移植モデル及び同系腫瘍モデルにおいて強力な抗腫瘍活性を示し
た（国際公開第２０１１／０７０４４０号）。
【０００５】
　[0005]過去数年に亘り蓄積されたデータは、腫瘍退縮ウイルスの抗腫瘍効果はその直接
的な腫瘍退縮に依存するばかりでなく、抗腫瘍免疫を刺激するその能力に依存し得ること
を明らかにした（Ｂｒｉｄｌｅ　ＢＷ．ら、（２０１０）Ｍｏｌ　Ｔｈｅｒ　１８４：４
２６９－４２７５）。この免疫により仲介される腫瘍制御は、ＯＶ治療の全体的な効果に
おいて重大な役割を果たすように思われる。実際に、腫瘍特異的適応免疫細胞は、組織を
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巡回でき、ＯＶから免れた腫瘍細胞を破壊することができる。さらに、その記憶コンパー
トメントは腫瘍の再発を防ぐことができる。
【０００６】
　[0006]ＯＶにより誘導される抗腫瘍免疫を改善する種々の戦略が開発されている（Ｐｏ
ｌ　Ｊ．ら、（２０１２）Ｖｉｒｕｓ　Ａｄａｐｔａｔｉｏｎ　ａｎｄ　Ｔｒｅａｔｍｅ
ｎｔ　４：１－２１）。幾つかのグループは、免疫賦活性サイトカインを発現するＯＶを
遺伝的に操作した。顆粒球マクロファージコロニー刺激因子（ＧＭ－ＣＳＦ）を発現する
単純ヘルペス及びワクシニアウイルスは、癌治療について、フェーズＩＩＩ及びＩＩＢの
臨床評価にそれぞれ達し、一方ＩＦＮ－βを発現するＶＳＶはフェーズＩに丁度入った。
【０００７】
　[0007]腫瘍退縮ワクチンとして定義される別の戦略は、腫瘍抗原をＯＶから発現させる
ことからなる（Ｒｕｓｓｅｌｌ　ＳＪ．ら、（２０１２）Ｎａｔ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ
　３０：６５８－６７０）。以前に、ＶＳＶが癌ワクチンベクターとしても用いられ得る
ことが示されている（Ｂｒｉｄｌｅ　ＢＷ．ら、（２０１０）Ｍｏｌ　Ｔｈｅｒ　１８４
：４２６９－４２７５）。マウスメラノーマモデルを処置するために異種プライム－ブー
スト設定で適用されるとき、ＶＳＶヒトドパクロムトートメラーゼ（ｈＤＣＴ）腫瘍退縮
ワクチンは、ＤＣＴに対する増大した腫瘍特異的免疫ばかりでなく、抗ウイルス適応免疫
の随伴性低減を誘導した。結果として、治療効果は、生存期間中央値及び長期生存の両方
の増大を伴い、劇的に改善された（国際公開第２０１０／１０５３４７号）。ＶＳＶは、
ｈＤＣＴの腫瘍関連抗原としての有効な使用であることが示されたが、どの腫瘍関連抗原
が異種プライム－ブースト設定において有効であるかを予測する方法はない。
【０００８】
　[0008]正常組織に対する低減した毒性と共に、腫瘍細胞を殺傷する患者の免疫系を、例
えば、抗体及び／又はリンパ球を腫瘍の腫瘍関連抗原に対して活性化させることにより、
活性化させるために用いられ得るワクチンベクターを提供することが所望される。かかる
ワクチンベクターは、腫瘍退縮活性、及び適応細胞免疫をブースト（ｂｏｏｓｔ）する能
力の両方を発揮するかが所望される。
【概要】
【０００９】
　[0009]以下の概要は、読者に本明細書に記載される１つ又は複数の発明を紹介すること
を意図し、発明の任意の１つを定義することを意図しない。
【００１０】
　[0010]従来の抗癌ワクチンの少なくとも１つの欠点を取り除くか、又は軽減することが
、本開示の目的である。
【００１１】
　[0011]本開示の著者らは、ＭＡＧＥＡ３、ヒトパピローマウイルスＥ６／Ｅ７融合タン
パク質、前立腺タンパク質のヒト６回膜貫通型上皮抗原、及び癌精巣抗原１を、異種プラ
イム－ブースト設定において用いて、哺乳動物において免疫応答を誘導することが完全に
できることを、驚くべきことに見つけ出した。全ての腫瘍関連抗原が、異種プライム－ブ
ーストを介して免疫応答を誘導することができるとは限らないので、これらの結果は予想
外であり、予測可能ではない。例えば、本開示の著者らは、胎盤特異的タンパク質１（Ｐ
ＬＡＣ－１）及びエプスタイン－バー核抗原１が、異種プライム－ブーストを介して免疫
応答を刺激することができないことも見つけ出した。
【００１２】
　[0012]第１の態様において、哺乳動物において免疫応答を誘導する際に使用するための
キットが提供される。キットは、配列番号１のアミノ酸配列を含むタンパク質又はその変
異体を抗原タンパク質として発現し、哺乳動物において上記タンパク質又はその変異体に
対する免疫が生じるよう構築された（ｆｏｒｍｕｌａｔｅｄ）、第１のウイルスを含む。
キットは、配列番号１のアミノ酸配列を含むタンパク質又はその変異体を抗原タンパク質
としてコードし、哺乳動物において免疫応答を誘導するよう構築された、Ｍａｒａｂａ　
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ＭＧ１ウイルスも含み、第１のウイルスはＭａｒａｂａ　ＭＧ１ウイルスと免疫学的に異
なる。第１のウイルスにより発現される抗原タンパク質、及びＭａｒａｂａ　ＭＧ１ウイ
ルスにより発現される抗原タンパク質は、同一であってもよい。
【００１３】
　[0013]第１のウイルス、Ｍａｒａｂａ　ＭＧ１ウイルス、又は両方は、投与のため単離
されたウイルスとして構築されてもよい。
【００１４】
　[0014]Ｍａｒａｂａ　ＭＧ１ウイルスは、配列番号２のヌクレオチド配列を含む導入遺
伝子の逆相補的ＲＮＡバージョンを含んでもよい。Ｍａｒａｂａ　ＭＧ１ウイルスは、配
列番号３のヌクレオチド配列を含むコドン最適化導入遺伝子の逆相補的ＲＮＡバージョン
を含んでもよい。
【００１５】
　[0015]第１のウイルスが、プラスセンスＲＮＡウイルス、ＤＮＡウイルス、又はマイナ
スセンスＲＮＡウイルスであるかどうかに依存して、第１のウイルスは、配列番号２又は
３のヌクレオチド配列を含む導入遺伝子を含んでもよいか、又は配列番号２又は３のヌク
レオチド配列を含む導入遺伝子の逆相補的ＲＮＡバージョンを含んでもよい。
【００１６】
　[0016]２つのウイルスは、配列番号１の配列を含むタンパク質の異なる変異体を発現す
る能力があってもよい。第１のウイルス、Ｍａｒａｂａ　ＭＧ１ウイルス、又は両方によ
り発現される配列番号１のアミノ酸配列を含むタンパク質の変異体は、ＦＬＷＧＰＲＡＬ
Ｖ、ＫＶＡＥＬＶＨＦＬ、ＥＧＤＣＡＰＥＥＫ、ＫＫＬＬＴＱＨＦＶＱＥＮＹＬＥＹ、Ｒ
ＫＶＡＥＬＶＨＦＬＬＬＫＹＲ、及びＫＫＬＬＴＱＨＦＶＱＥＮＹＬＥＹからなる群より
選択される少なくとも１つの腫瘍関連エピトープを含んでもよく、配列番号１と少なくと
も７０％同一であってもよい。変異体は、配列番号１と少なくとも８０％同一であること
が好ましい。変異体は、配列番号１と少なくとも９０％同一であることがより好ましい。
変異体は、配列番号１と少なくとも９５％同一であることがなおより好ましい。
【００１７】
　[0017]第１のウイルス、Ｍａｒａｂａ　ＭＧ１ウイルス、又は両方により発現される配
列番号１のアミノ酸配列を含むタンパク質の変異体は、配列番号４のアミノ酸配列を有し
てもよい。変異体をコードするヌクレオチド配列は、配列番号５のヌクレオチド配列を含
んでもよい。
【００１８】
　[0018]Ｍａｒａｂａ　ＭＧ１ウイルスは、配列番号５のヌクレオチド配列の逆相補的Ｒ
ＮＡバージョンを含んでもよい。第１のウイルスが、プラスセンスＲＮＡウイルス、ＤＮ
Ａウイルス、又はマイナスセンスＲＮＡウイルスであるかどうかに依存して、第１のウイ
ルスは、配列番号５のヌクレオチド配列を含む導入遺伝子を含んでもよいか、又は配列番
号５のヌクレオチド配列を含む導入遺伝子の逆相補的ＲＮＡバージョンを含んでもよい。
【００１９】
　[0019]第１のウイルスがマイナスセンスＲＮＡウイルスである場合、Ｍａｒａｂａ　Ｍ
Ｇ１ウイルス又は第１のウイルスいずれかの一方は、配列番号２又は３のヌクレオチド配
列の逆相補的ＲＮＡバージョンを含んでもよく、Ｍａｒａｂａ　ＭＧ１ウイルス及び第１
のウイルスの他方は、配列番号５の逆相補的ＲＮＡバージョンを含んでもよい。
【００２０】
　[0020]第１のウイルスがプラスセンスＲＮＡウイルス又はＤＮＡウイルスである場合、
Ｍａｒａｂａ　ＭＧ１ウイルスは配列番号２又は３のヌクレオチド配列の逆相補的ＲＮＡ
バージョンを含んでもよく、第１のウイルスは配列番号５のヌクレオチド配列を含んでも
よい。あるいは、Ｍａｒａｂａ　ＭＧ１ウイルスは配列番号５のヌクレオチド配列の逆相
補的ＲＮＡバージョンを含んでもよく、第１のウイルスは配列番号２又は３のヌクレオチ
ド配列を含んでもよい。
【００２１】
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　[0021]Ｍａｒａｂａ　ＭＧ１ウイルス又は第１のウイルスいずれかの一方は、配列番号
１又は４の配列を含むタンパク質を発現する能力があってもよく、Ｍａｒａｂａ　ＭＧ１
ウイルス及び第１のウイルスの他方は、他の配列を含むタンパク質を発現する能力があっ
てもよい。
【００２２】
　[0022]第１のウイルスはアデノウイルスであってもよい。
【００２３】
　[0023]別の態様によると、配列番号１のアミノ酸配列を含むタンパク質又はその変異体
をコードするゲノムを有する、単離されたＭａｒａｂａ　ＭＧ１ウイルス粒子が提供され
る。
【００２４】
　[0024]配列番号１のアミノ酸配列を含むタンパク質の変異体は、配列番号４のアミノ酸
配列を有してもよい。
【００２５】
　[0025]ゲノムは配列番号２又は３のヌクレオチド配列の逆相補的ＲＮＡバージョンを含
んでもよい。
【００２６】
　[0026]ゲノムは配列番号５のヌクレオチド配列の逆相補的ＲＮＡバージョンを含んでも
よい。
【００２７】
　[0027]ゲノムは配列番号６のヌクレオチド配列の逆相補的ＲＮＡバージョンを含んでも
よい。
【００２８】
　[0028]別の態様において、哺乳動物において免疫応答を誘導する際に使用するためのキ
ットが提供される。キットは、配列番号７のアミノ酸配列を含むタンパク質又はその変異
体を抗原タンパク質として発現し、哺乳動物において上記タンパク質又はその変異体に対
する免疫が生じるよう構築された、第１のウイルスを含む。キットは、配列番号７のアミ
ノ酸配列を含むタンパク質又はその変異体を抗原タンパク質としてコードし、哺乳動物に
おいて免疫応答を誘導するよう構築された、Ｍａｒａｂａ　ＭＧ１ウイルスも含み、第１
のウイルスはＭａｒａｂａ　ＭＧ１ウイルスと免疫学的に異なる。第１のウイルスにより
発現される抗原タンパク質、及びＭａｒａｂａ　ＭＧ１ウイルスにより発現される抗原タ
ンパク質は、同一であってもよい。
【００２９】
　[0029]第１のウイルス、Ｍａｒａｂａ　ＭＧ１ウイルス、又は両方は、投与のため単離
されたウイルスとして構築されてもよい。
【００３０】
　[0030]第１のウイルスがマイナスセンスＲＮＡウイルスである場合、Ｍａｒａｂａ　Ｍ
Ｇ１ウイルス、第１のウイルス、又は両方は、配列番号８のヌクレオチド配列を含むコド
ン最適化導入遺伝子の逆相補的ＲＮＡバージョンを含んでもよい。第１のウイルスがＤＮ
Ａウイルス又はプラスセンスＲＮＡウイルスである場合、第１のウイルスは、配列番号８
のヌクレオチド配列を含むコドン最適化導入遺伝子を含んでもよい。
【００３１】
　[0031]第１のウイルス、Ｍａｒａｂａ　ＭＧ１ウイルス、又は両方により発現される配
列番号７のアミノ酸配列を含むタンパク質の変異体は、少なくとも１つの腫瘍関連エピト
ープを含んでもよく、配列番号７と少なくとも７０％同一であってもよい。変異体は、配
列番号７と少なくとも８０％同一であることが好ましい。変異体は、配列番号７と少なく
とも９０％同一であることがより好ましい。変異体は、配列番号７と少なくとも９５％同
一であることがなおより好ましい。
【００３２】
　[0032]Ｍａｒａｂａ　ＭＧ１ウイルス又は第１のウイルスいずれかの一方は、配列番号
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７の配列を含むタンパク質を発現する能力があってもよく、Ｍａｒａｂａ　ＭＧ１ウイル
ス及び第１のウイルスの他方は、配列番号７の配列を含むタンパク質の変異体を発現する
能力があってもよい。２つのウイルスは、配列番号７の配列を含むタンパク質の異なる変
異体を発現する能力があってもよい。
【００３３】
　[0033]第１のウイルスはレンチウイルスであってもよい。
【００３４】
　[0034]別の態様によると、配列番号７のアミノ酸配列を含むタンパク質又はその変異体
をコードするゲノムを有する、単離されたＭａｒａｂａ　ＭＧ１ウイルス粒子が提供され
る。
【００３５】
　[0035]ゲノムは配列番号８のヌクレオチド配列の逆相補的ＲＮＡバージョンを含んでも
よい。
【００３６】
　[0036]ゲノムは、配列番号９の逆相補的ＲＮＡバージョンであるヌクレオチド配列を含
んでもよい。
【００３７】
　[0037]別の態様において、哺乳動物において免疫応答を誘導する際に使用するためのキ
ットが提供される。キットは、配列番号１０のアミノ酸配列を含むタンパク質又はその変
異体を抗原タンパク質として発現し、哺乳動物において上記タンパク質又はその変異体に
対する免疫が生じるよう構築された、第１のウイルスを含む。キットは、配列番号１０の
アミノ酸配列を含むタンパク質又はその変異体を抗原タンパク質としてコードし、哺乳動
物において免疫応答を誘導するよう構築された、Ｍａｒａｂａ　ＭＧ１ウイルスも含み、
第１のウイルスはＭａｒａｂａ　ＭＧ１ウイルスと免疫学的に異なる。第１のウイルスに
より発現される抗原タンパク質、及びＭａｒａｂａ　ＭＧ１ウイルスにより発現される抗
原タンパク質は、同一であってもよい。
【００３８】
　[0038]第１のウイルス、Ｍａｒａｂａ　ＭＧ１ウイルス、又は両方は、投与のため単離
されたウイルスとして構築されてもよい。
【００３９】
　[0039]第１のウイルスがマイナスセンスＲＮＡウイルスである場合、Ｍａｒａｂａ　Ｍ
Ｇ１ウイルス、第１のウイルス、又は両方は、配列番号１１のヌクレオチド配列を含むコ
ドン最適化導入遺伝子の逆相補的ＲＮＡバージョンを含んでもよい。第１のウイルスがＤ
ＮＡウイルス又はプラスセンスＲＮＡウイルスである場合、第１のウイルスは、配列番号
１１のヌクレオチド配列を含むコドン最適化導入遺伝子を含んでもよい。
【００４０】
　[0040]第１のウイルス、Ｍａｒａｂａ　ＭＧ１ウイルス、又は両方により発現される配
列番号１０のアミノ酸配列を含むタンパク質の変異体は、少なくとも１つの腫瘍関連エピ
トープを含んでもよく、配列番号１０と少なくとも７０％同一であってもよい。変異体は
、配列番号１０と少なくとも８０％同一であることが好ましい。変異体は、配列番号１０
と少なくとも９０％同一であることがより好ましい。変異体は、配列番号１０と少なくと
も９５％同一であることがなおより好ましい。
【００４１】
　[0041]Ｍａｒａｂａ　ＭＧ１ウイルス又は第１のウイルスいずれかの一方は、配列番号
１０の配列を含むタンパク質を発現する能力があってもよく、Ｍａｒａｂａ　ＭＧ１ウイ
ルス及び第１のウイルスの他方は、配列番号１０の配列を含むタンパク質の変異体を発現
する能力があってもよい。２つのウイルスは、配列番号１０の配列を含むタンパク質の異
なる変異体を発現する能力があってもよい。
【００４２】
　[0042]第１のウイルスはレンチウイルスであってもよい。
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【００４３】
　[0043]別の態様によると、配列番号１０のアミノ酸配列を含むタンパク質又はその変異
体をコードするゲノムを有する、単離されたＭａｒａｂａ　ＭＧ１ウイルス粒子が提供さ
れる。
【００４４】
　[0044]ゲノムは配列番号１１のヌクレオチド配列の逆相補的ＲＮＡバージョンを含んで
もよい。
【００４５】
　[0045]ゲノムは、配列番号１２の逆相補的ＲＮＡバージョンであるヌクレオチド配列を
含んでもよい。
【００４６】
　[0046]別の態様において、哺乳動物において免疫応答を誘導する際に使用するためのキ
ットが提供される。キットは、配列番号１３のアミノ酸配列を含むタンパク質又はその変
異体を抗原タンパク質として発現し、哺乳動物において上記タンパク質又はその変異体に
対する免疫が生じるよう構築された、第１のウイルスを含む。キットは、配列番号１３の
アミノ酸配列を含むタンパク質又はその変異体を抗原タンパク質としてコードし、哺乳動
物において免疫応答を誘導するよう構築された、Ｍａｒａｂａ　ＭＧ１ウイルスも含み、
第１のウイルスはＭａｒａｂａ　ＭＧ１ウイルスと免疫学的に異なる。第１のウイルスに
より発現される抗原タンパク質、及びＭａｒａｂａ　ＭＧ１ウイルスにより発現される抗
原タンパク質は、同一であってもよい。
【００４７】
　[0047]第１のウイルス、Ｍａｒａｂａ　ＭＧ１ウイルス、又は両方は、投与のため単離
されたウイルスとして構築されてもよい。
【００４８】
　[0048]第１のウイルスがマイナスセンスＲＮＡウイルスである場合、Ｍａｒａｂａ　Ｍ
Ｇ１ウイルス、第１のウイルス、又は両方は、配列番号１４のヌクレオチド配列を含むコ
ドン最適化導入遺伝子の逆相補的ＲＮＡバージョンを含んでもよい。第１のウイルスがＤ
ＮＡウイルス又はプラスセンスＲＮＡウイルスである場合、第１のウイルスは、配列番号
１４のヌクレオチド配列を含むコドン最適化導入遺伝子を含んでもよい。
【００４９】
　[0049]第１のウイルス、Ｍａｒａｂａ　ＭＧ１ウイルス、又は両方により発現される配
列番号１３のアミノ酸配列を含むタンパク質の変異体は、少なくとも１つの腫瘍関連エピ
トープを含んでもよく、配列番号１３と少なくとも７０％同一であってもよい。変異体は
、配列番号１３と少なくとも８０％同一であることが好ましい。変異体は、配列番号１３
と少なくとも９０％同一であることがより好ましい。変異体は、配列番号１３と少なくと
も９５％同一であることがなおより好ましい。
【００５０】
　[0050]Ｍａｒａｂａ　ＭＧ１ウイルス又は第１のウイルスいずれかの一方は、配列番号
１３の配列を含むタンパク質を発現する能力があってもよく、Ｍａｒａｂａ　ＭＧ１ウイ
ルス及び第１のウイルスの他方は、配列番号１３の配列を含むタンパク質の変異体を発現
する能力があってもよい。２つのウイルスは、配列番号１３の配列を含むタンパク質の異
なる変異体を発現する能力を有してもよい。
【００５１】
　[0051]第１のウイルスはレンチウイルスであってもよい。
【００５２】
　[0052]別の態様によると、配列番号１３のアミノ酸配列を含むタンパク質又はその変異
体をコードするゲノムを有する、単離されたＭａｒａｂａ　ＭＧ１ウイルス粒子が提供さ
れる。
【００５３】
　[0053]ゲノムは配列番号１４のヌクレオチド配列の逆相補的ＲＮＡバージョンを含んで
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もよい。
【００５４】
　[0054]ゲノムは、配列番号１５の逆相補的ＲＮＡバージョンであるヌクレオチド配列を
含んでもよい。
【００５５】
　[0055]本開示の他の態様及び特徴は、添付の図面と併せて、以下の記載の特定の実施形
態のレビューにて当業者に明らかとなるだろう。
【００５６】
　[0056]本開示の実施形態は、ここで、ただ例示の目的で、添付の図面に関連して記載さ
れる。
【図面の簡単な説明】
【００５７】
【図１】図１Ａ：ＭＧ１－ｈＤＣＴを投与された、腫瘍を有するマウスでのＣＤ８＋又は
ＣＤ４＋Ｔ細胞応答を示す図である。図１Ｂ：転移性肺癌マウスモデルでの初回免疫ベク
ター（ｐｒｉｍｉｎｇ　ｖｅｃｔｏｒ）として投与されたＭＧ１－ｈＤＣＴの治療効果を
示す図である。
【図２】初回免疫ベクターとしてＡｄ－ｈＤＣＴ、及び追加免疫ベクター（ｂｏｏｓｔｉ
ｎｇ　ｖｅｃｔｏｒ）としてＭａｒａｂａ　ＭＧ１－ｈＤＣＴ又はＶＳＶ－ｈＤＣＴのい
ずれかでの、Ｃ５７／Ｂｌ６マウスにおけるプライム－ブーストワクチン接種の免疫応答
の比較を示す図である。
【図３】初回免疫ベクターとしてＡｄ－エンプティー又はＡｄ－ｈＤＣＴのみの後、又は
初回免疫ベクターとしてＡｄ－ｈＤＣＴ、及び追加免疫ベクターとしてＭａｒａｂａ　Ｍ
Ｇ１　ＧＦＰ又はＭａｒａｂａ　ＭＧ１－ｈＤＣＴのいずれかでのプライム－ブーストワ
クチン接種後の転移性肺癌マウスモデルにおけるＴ細胞応答を示す図である。
【図４】初回免疫ベクターとしてのＡｄ－エンプティー又はＡｄ－ｈＤＣＴのみの後、又
は初回免疫ベクターとしてのＡｄ－ｈＤＣＴ、及び追加免疫ベクターとしての、Ｍａｒａ
ｂａ　ＭＧ１　ＧＦＰ又はＭａｒａｂａ　ＭＧ１－ｈＤＣＴのいずれかでのプライム－ブ
ーストワクチン接種後の転移性肺癌マウスモデルにおける生存プロットを示す図である。
【図５】初回免疫ベクターとしてのＡｄ－エンプティー又はＡｄ－ｈＤＣＴのみの後、又
は初回免疫ベクターとしてのＡｄ－ｈＤＣＴ、及び追加免疫ベクターとしてのＭａｒａｂ
ａ　ＭＧ１－ｈＤＣＴでのプライム－ブーストワクチン接種後の転移性脳癌マウスモデル
における生存プロットを示す図である。
【図６】霊長類毒性／免疫原性研究において利用される初回免疫ベクターＡｄ－ＭＡＧＥ
Ａ３、追加免疫ベクターＭａｒａｂａ　ＭＧ１－ＭＡＧＥＡ３、及びプライム－ブースト
戦略の図である。
【図７】初回免疫ベクターとしてＡｄ－ＭＡＧＥＡ３、及び追加免疫ベクターとして高用
量又は低用量のＭＧ１－ＭＡＧＥＡ３を付与された霊長類における平均Ｔ細胞応答を示す
図である。Ｔ細胞応答は、追加免疫ベクターの５、１３、及び８４日後に測定された。
【図８】追加免疫ベクターの５日後、初回免疫ベクターとしてＡｄ－ＭＡＧＥＡ３、及び
追加免疫ベクターとしてＭＧ１－ＭＡＧＥＡ３を付与された個々の霊長類におけるＴ細胞
応答を示す図である。Ｔ細胞応答は、応答を刺激するために用いられるＭＡＧＥＡ３ペプ
チドプールに関して分類された。
【図９】初回免疫ベクターとしてＡｄ－ｈＤＣＴ対Ａｄ－ｈＤＣＴ＋シクロホスファミド
のみの後、又は初回免疫ベクターとしてＡｄ－ｈＤＣＴ対Ａｄ－ｈＤＣＴ＋シクロホスフ
ァミド、及び追加免疫ベクターとしてＶＳＶ－ｈＤＣＴでプライム－ブーストワクチン接
種後、転移性肺癌マウスモデルにおける生存プロットを示す図である。
【詳細な説明】
【００５８】
　[0067]本開示は、哺乳動物において免疫応答を誘導する際に使用するためのキットを提
供する。キットは、ＭＡＧＥＡ３、ヒトパピローマウイルスＥ６／Ｅ７融合タンパク質、
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前立腺タンパク質のヒト６回膜貫通型上皮抗原若しくは癌精巣抗原１、又はその変異体を
抗原として発現し、哺乳動物において上記抗原に対する免疫が生じるよう構築された、第
１のウイルスを含む。キットは、同一の抗原、又は同一の抗原の変異体をコードし、哺乳
動物において免疫応答を誘導するよう構築された、Ｍａｒａｂａ　ＭＧ１ウイルスも含む
。第１のウイルスは、異種プライム－ブーストワクチン接種において「初回免疫」として
作用し得るように、Ｍａｒａｂａ　ＭＧ１ウイルスと免疫学的に異なる。
【００５９】
　[0068]プライム－ブースト免疫（ｐｒｉｍｅ－ｂｏｏｓｔ　ｉｍｍｕｎｉｚａｔｉｏｎ
）は、「異種」プライム－ブーストフォーマットにおいて、同一の抗原を用いる一方、不
一致のワクチンデリバリー法で、又は「相同性」プライム－ブーストにおいて、一致のワ
クチンデリバリー法で付与され得る。ベクター化ワクチンプラットフォームを同種ワクチ
ン接種として用いることにより、第２の応答においてベクターと導入遺伝子の両方に対す
る応答の追加免疫が導かれるとき、異種プライム－ブースト法が好ましい。対照的に、第
１及び第２のベクターに対する応答は、一次応答であり、それ故、それほど強くないので
、異種システムは、第２の応答（すなわち、追加免疫された応答）を抗原に集中させる。
【００６０】
　[0069]本開示において、第１のウイルス及びＭａｒａｂａ　ＭＧ１ウイルスが、異種プ
ライム－ブーストフォーマットにおいて用いられる。
【００６１】
　[0070]上で挙げた抗原タンパク質は、胸腺でのしっかりと制御されたプロセスのマイナ
スセレクションを介した免疫系により（Ｋｒｕｉｓｂｅｅｋ　ＡＭ及びＡｍｓｅｎ　Ｄ，
　（１９９６）Ｃｕｒｒ　Ｏｐｉｎ　Ｉｍｍｕｎｏｌ　８：２３３－２４４；Ｓｔｏｃｋ
ｉｎｇｅｒ　Ｂ（１９９９）Ａｄｖ　Ｉｍｍｕｎｏｌ　７１：２２９－２６５）、又は末
梢寛容化により、既に寛容化された自己抗原である。これらの抗原タンパク質、及び任意
の他の自己抗原に対するワクチンを開発する主要な挑戦は、癌細胞に対して選択的に向け
られた、強力な免疫応答を誘導することである。多数の腫瘍関連抗原ペプチドが発見され
ているが、本開示の著者らは、どの腫瘍関連抗原ペプチドが、ワクチンを開発するために
首尾よく用いられ得るかを予測することが不可能であることを見つけ出した。
【００６２】
　[0071]メラノーマ抗原，ファミリーＡ，３（ＭＡＧＥＡ３）は、「癌精巣抗原」である
。ＭＡＧＥファミリーの、腫瘍特異的抗原をコードする遺伝子は、Ｄｅ　Ｐｌａｅｎら、
Ｉｍｍｕｎｏｇｅｎｅｔｉｃｓ　４０：３６０－３６９　（１９９４）で考察され、ＭＡ
ＧＥＡ３は、メラノーマ、結腸直腸、及び肺を含む、広範の腫瘍で発現される。このタン
パク質は、本開示の著者らにより、第１のウイルスとＭａｒａｂａ　ＭＧ１ウイルスの両
方で抗原タンパク質として用いられた。著者らは、ＭＡＧＥＡ３タンパク質の変異体も、
第１のウイルスとＭａｒａｂａ　ＭＧ１ウイルスの両方で抗原タンパク質として用いた。
【００６３】
　[0072]ヒトパピローマウイルス（ＨＰＶ）腫瘍性タンパク質Ｅ６／Ｅ７は、頸癌で構造
的に発現される（Ｚｕｒ　Ｈａｕｓｅｎ，　Ｈ　（１９９６）Ｂｉｏｃｈｅｍ　Ｂｉｏｐ
ｈｙｓ　Ａｃｔａ　１２８８：Ｆ５５－Ｆ７８）。さらに、ＨＰＶタイプ１６及び１８は
、頸癌の原因の７５％のである（Ｗａｌｂｏｏｍｅｒｓ　ＪＭ　（１９９９）Ｊ　Ｐａｔ
ｈｏｌ　１８９：１２－１９）。本開示の著者らは、ＨＰＶタイプ１６及び１８のＥ６／
Ｅ７腫瘍性タンパク質の融合タンパク質を抗原タンパク質として用いた。融合タンパク質
は、ＨＰＶタイプ１６／１８　Ｅ６／Ｅ７を融合タンパク質として共発現するヌクレオチ
ド配列を用いて発現され、そして融合タンパク質を、発癌能を取り除くために変異させた
。融合タンパク質は、本開示の著者らにより、第１のウイルスとＭａｒａｂａ　ＭＧ１ウ
イルスの両方で抗原タンパク質として用いられた。
【００６４】
　[0073]前立腺の６回膜貫通型上皮抗原（ｈｕＳＴＥＡＰ）は、最近同定されたタンパク
質であり、前立腺癌で過剰発現されること、並びに膵臓、結腸、乳房、精巣、頸部、膀胱
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、卵巣、急性リンパ性白血病及びユーイング肉腫を含む複数の癌細胞株でアップレギュレ
ーションされることが示されている（Ｈｕｂｅｒｔ　ＲＳら、（１９９９）Ｐｒｏｃ　Ｎ
ａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　９６：１４５２３－１４５２８）。ＳＴＥＡＰ遺伝子は、親
水性のアミノ末端ドメイン及びカルボキシル末端ドメインにより隣接された、６つの潜在
的な膜貫通領域を有するタンパク質をコードする。このタンパク質は、本開示の著者らに
より、第１のウイルスとＭａｒａｂａ　ＭＧ１ウイルスの両方で抗原タンパク質として用
いられた。
【００６５】
　[0074]癌精巣抗原１（ＮＹＥＳＯ１）は、精巣及び卵巣等の正常成人組織で、及び種々
の癌で発現される癌／精巣抗原である（Ｎｉｃｈｏｌａｏｕ　Ｔら、（２００６）Ｉｍｍ
ｕｎｏｌ　Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｌ　８４：３０３－３１７）。癌精巣抗原は、固有ファミリ
ーの抗原であり、正常な成人において精巣生殖細胞に制限された発現を有するが、軟部組
織肉腫、メラノーマ及び上皮癌を含む、種々の固形腫瘍で異常に発現される。このタンパ
ク質は、本開示の著者らにより、第１のウイルスとＭａｒａｂａ　ＭＧ１ウイルスの両方
で抗原タンパク質として用いられた。
【００６６】
　[0075]異種プライム－ブーストワクチンにおける抗原タンパク質としてのＭＡＧＥＡ３
、ＨＰＶ　Ｅ６／Ｅ７融合、ｈｕＳＴＥＡＰ、及びＮＹＥＳＯ１タンパク質の良好な使用
と対照的に、本開示の著者らは、エプスタイン－バー核抗原１（ＥＢＤＮＡ１、配列番号
１６、配列番号１７によりコードされる）が、同様の免疫応答を生じることができないこ
とを見つけ出した。ＥＢＤＮＡ１は、エプスタイン－バーウイルス（ＥＢＶ）と関連し（
Ｓｉｂｉｌｌｅ　Ｈら、（２００３）Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　１００：
１０９８９－１０９９４）、ＥＢＶ関連腫瘍で一貫して発現される（Ｙｏｕｎｇ　ＬＳら
、（２００４）Ｎａｔｕｒｅ　Ｒｅｖｉｅｗｓ－Ｃａｎｃｅｒ　４：７５７－７６８）、
多機能のウイルスタンパク質である。ＥＢＤＮＡ１は、タンパク質をアミノ末端ドメイン
及びカルボキシ末端ドメインに分離させる、グリシン－アラニン繰り返し配列を有する（
Ｙｏｕｎｇ　ＬＳ　（２００４）Ｎａｔｕｒｅ　Ｒｅｖｉｅｗｓ－Ｃａｎｃｅｒ　４：７
５７－７６８）。この配列は、プロテアソーム破壊を防ぎ、並びに抗原プロセシング及び
ＭＨＣクラスＩ拘束性抗原提示を損ない、タンパク質を安定化させるようにも思われる。
これにより、このタンパク質は、ウイルス感染細胞に対するＣＤ８拘束性細胞傷害性Ｔ細
胞応答を阻害する（Ｌｅｖｉｔｓｋａｙａ　Ｊら、（１９９５）Ｎａｔｕｒｅ　３７５：
６８５－６８８）。
【００６７】
　[0076]胎盤特異的タンパク質１（ＰＬＡＣ－１）は、異種プライム－ブーストワクチン
において免疫応答を生じることができない、腫瘍関連抗原タンパク質の別の例である。
【００６８】
　[0077]本開示の内容において、腫瘍関連抗原タンパク質の「変異体」は、（ａ）腫瘍関
連抗原タンパク質由来の少なくとも１つの腫瘍関連抗原エピトープを含み、（ｂ）腫瘍関
連抗原タンパク質と少なくとも７０％同一である、タンパク質を指す。変異体は、腫瘍関
連抗原タンパク質と少なくとも８０％同一であることが好ましい。変異体は、腫瘍関連抗
原タンパク質と少なくとも９０％同一であることがより好ましい。変異体は、腫瘍関連抗
原タンパク質と少なくとも９５％同一であることがなおより好ましい。より高い配列同一
性を有する変異体は、エピトープが同様の３次元的様式で野生型抗原タンパク質に提示さ
れる、増大した可能性を有する。
【００６９】
　[0078]一般的に、腫瘍関連抗原エピトープは、抗原タンパク質全体を重複する一連のペ
プチドにバラバラにするか、又は無作為のペプチドのライブラリーを作製し、ペプチドプ
ールを用いて、タンパク質標的でワクチン接種した動物由来のＰＢＭＣ又は脾細胞を刺激
することによるＴ細胞応答を探すことにより、同定され得る。応答を有するプールは、そ
のペプチドを潜在的抗原エピトープとして同定する。このアプローチは、Ｍｏｒｒｉｓ，
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ＧＥにより、Ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ　ｏｆ　Ｌｉｆｅ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ、２００７
、１～３ページ（ｄｏｉ：１０．１００２／９７８０４７００１５９０２．ａ０００２６
２４．ｐｕｂ２）で考察される。
【００７０】
　[0079]十分に受け入れられる抗原エピトープを集約するデータベースは、Ｖａｎ　ｄｅ
ｒ　Ｂｒｕｇｇｅｎ　Ｐ、Ｓｔｒｏｏｂａｎｔ　Ｖ、Ｖｉｇｎｅｒｏｎ　Ｎ、Ｖａｎ　ｄ
ｅｎ　Ｅｙｎｄｅ　Ｂにより、「Ｔ細胞確定ヒト腫瘍抗原のデータベース：２０１３年ア
ップデート」Ｃａｎｃｅｒ　Ｉｍｍｕｎ　２０１３　１３：１５、及び＜ｈｔｔｐ：／／
ｗｗｗ．ｃａｎｃｅｒｉｍｍｕｎｉｔｙ．ｏｒｇ／ｐｅｐｔｉｄｅ／＞で提供される。
【００７１】
　[0080]腫瘍関連抗原エピトープは、ＭＡＧＥＡ３について既に同定されている。したが
って、ＭＡＧＥＡ３タンパク質の変異体は、例えば、ＥＶＤＰＩＧＨＬＹ、ＦＬＷＧＰＲ
ＡＬＶ、ＫＶＡＥＬＶＨＦＬ、ＴＦＰＤＬＥＳＥＦ、ＶＡＥＬＶＨＦＬＬ、ＭＥＶＤＰＩ
ＧＨＬＹ、ＥＶＤＰＩＧＨＬＹ、ＲＥＰＶＴＫＡＥＭＬ、ＡＥＬＶＨＦＬＬＬ、ＭＥＶＤ
ＰＩＧＨＬＹ、ＷＱＹＦＦＰＶＩＦ、ＥＧＤＣＡＰＥＥＫ、ＫＫＬＬＴＱＨＦＶＱＥＮＹ
ＬＥＹ、ＲＫＶＡＥＬＶＨＦＬＬＬＫＹＲ、ＫＫＬＬＴＱＨＦＶＱＥＮＹＬＥＹ、ＡＣＹ
ＥＦＬＷＧＰＲＡＬＶＥＴＳ、ＲＫＶＡＥＬＶＨＦＬＬＬＫＹＲ、ＶＩＦＳＫＡＳＳＳＬ
ＱＬ、ＶＩＦＳＫＡＳＳＳＬＱＬ、ＶＦＧＩＥＬＭＥＶＤＰＩＧＨＬ、ＧＤＮＱＩＭＰＫ
ＡＧＬＬＩＩＶ、ＴＳＹＶＫＶＬＨＨＭＶＫＩＳＧ、ＲＫＶＡＥＬＶＨＦＬＬＬＫＹＲＡ
、及びＦＬＬＬＫＹＲＡＲＥＰＶＴＫＡＥからなる群より選択される少なくとも１つの腫
瘍関連抗原エピトープを含み、ＭＡＧＥＡ３タンパク質と少なくとも７０％同一である抗
原タンパク質であってもよい。
【００７２】
　[0081]腫瘍関連抗原タンパク質の変異体が、高いアレル頻度、例えば、集団の４０％よ
り高い頻度を有する抗原エピトープのみを含むことが所望されてもよい。したがって、Ｍ
ＡＧＥＡ３の変異体の好ましい例は、ＦＬＷＧＰＲＡＬＶ、ＫＶＡＥＬＶＨＦＬ、ＥＧＤ
ＣＡＰＥＥＫ、ＫＫＬＬＴＱＨＦＶＱＥＮＹＬＥＹ、ＲＫＶＡＥＬＶＨＦＬＬＬＫＹＲ、
及びＫＫＬＬＴＱＨＦＶＱＥＮＹＬＥＹからなる群より選択される少なくとも１つの抗原
エピトープを含み、ＭＡＧＥＡ３タンパク質と少なくとも７０％同一である、タンパク質
を含んでもよい。
【００７３】
　[0082]第１のウイルスにより発現される抗原は、Ｍａｒａｂａ　ＭＧ１ウイルスにより
発現される抗原と同一の配列を正確に有する必要はない。Ｍａｒａｂａ　ＭＧ１により発
現される抗原は、第１のウイルスにより発現される抗原に対する重複した免疫応答をただ
誘導しなければならない。例えば、第１のウイルスはＭＡＧＥＡ３を発現してもよく、Ｍ
ａｒａｂａ　ＭＧウイルスはＭＡＧＥＡ３変異体を発現してもよく、又は逆であってもよ
い。ＭＡＧＥＡ３とＭＡＧＥＡ３の変異体の両方は、重複する免疫応答を誘導する（ＭＡ
ＧＥＡ３とＭＡＧＥＡ３の変異体の両方は、少なくとも１つの同一の腫瘍関連抗原配列を
含む）ので、第１のウイルスは初回免疫として作用し、Ｍａｒａｂａ　ＭＧ１ウイルスは
追加免疫として作用する。ＭＧ１ウイルスが投与されるとき、哺乳動物において第１の抗
原に対して生じた免疫応答は、主に、ＭＡＧＥＡ３又はＭＡＧＥＡ３変異体に対する免疫
応答をもたらせば十分である。
【００７４】
　[0083]ウイルスはそれ自体でタンパク質を発現する能力を有しないので、本開示の内容
において、「ウイルスにより発現されるタンパク質」の全ての考察及び参照は、ウイルス
に感染した細胞により発現されるタンパク質をより正確に指すことは理解されるべきであ
る。同様に、「タンパク質を発現するウイルス」又は「タンパク質を発現できるウイルス
」の全開示、及び参照は、タンパク質がウイルスに感染した細胞により発現されるのに必
要な遺伝情報を含む、ウイルスをより正確に指す。
【００７５】
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　[0084]キットは、第１のウイルスを投与することにより、哺乳動物において生じた腫瘍
関連抗原タンパク質に対する初回免疫応答を増大させる、免疫増強化合物（ｉｍｍｕｎｅ
－ｐｏｔｅｎｔｉａｔｉｎｇ　ｃｏｍｐｏｕｎｄ）、例えば、シクロホスファミド（ＣＰ
Ａ）をさらに含んでもよい。シクロホスファミドは、腫瘍関連抗原タンパク質に対する増
強された免疫応答を導き得る、化学療法剤である。相乗マウスメラノーマ腫瘍モデルにお
いて、初回免疫ベクターに先立ち投与されたＣＰＡは生存を有意に増大し、一方、追加免
疫ベクターに先立ち投与されたＣＰＡは増大しなかった。
【００７６】
　[0085]本明細書に開示される治療アプローチは、（１）ウイルスワクチン、及び（２）
腫瘍退縮ウイルスワクチンとしてのＭａｒａｂａ　ＭＧ１ウイルス（両方が、ＭＡＧＥＡ
３、ヒトパピローマウイルスＥ６／Ｅ７融合タンパク質、前立腺タンパク質のヒト６回膜
貫通型上皮抗原若しくは癌精巣抗原１、又はその変異体を発現する）を組み合わせる。腫
瘍退縮ワクチンでの追加免疫は、ウイルスワクチンにより初回免疫された動物において、
腫瘍退縮ウイルスによる腫瘍減量及び腫瘍特異的ＣＴＬ（細胞傷害性Ｔリンパ球）の多大
な増大の両方を導き得る。逆説的に、腫瘍退縮ウイルスの複製が、腫瘍のない動物と比較
して、腫瘍を有する動物で増幅されるので、この方法は、腫瘍のない動物と比較して、腫
瘍を生じる際により大きな抗腫瘍応答を実際に生じさせ、腫瘍のない動物での腫瘍退縮ウ
イルスの複製、及び抗原特異的腫瘍浸潤リンパ球（ＴＩＬ）の関連数と比較したとき、抗
原特異的腫瘍浸潤リンパ球（ＴＩＬ）の数の増大を導く。
【００７７】
　[0086]これらの遺伝子の発現産物は、ペプチドへとプロセシングされ、順に、細胞表面
に発現される。これは、特異的ＣＴＬによる腫瘍細胞の溶解を導き得る。外来抗原に対す
るＴ細胞応答は、細胞溶解性Ｔリンパ球とヘルパーＴリンパ球の両方を含む。ＣＤ８＋細
胞傷害性Ｔ細胞又は細胞溶解性Ｔ細胞（ＣＴＬ）は、活性化されたとき、ＨＬＡクラスＩ
分子により提示された適当な抗原を提示する細胞を溶解するＴ細胞である。ＣＤ４＋ヘル
パーＴ細胞は、適当な抗原をＨＬＡクラスＩＩ分子により表面に提示するマクロファージ
及び抗原産生Ｂ細胞を刺激するための、サイトカインを分泌するＴ細胞である。
【００７８】
　[0087]タンパク質「ＭＡＧＥＡ３」は、「ＭＡＧＥ－Ａ３」とも称され、メラノーマ関
連抗原３を表す。本開示による抗原ＭＡＧＥＡ３タンパク質は、配列番号１のアミノ酸配
列を含むタンパク質である。このアミノ酸配列は配列番号２のヌクレオチド配列によりコ
ードされてもよい。あるいは、アミノ酸配列は配列番号３のヌクレオチド配列を含むコド
ン最適化導入遺伝子によりコードされてもよい。配列番号１のタンパク質を発現するマイ
ナスセンスＲＮＡウイルスは、配列番号２又は３のポリヌクレオチドの逆相補的ＲＮＡバ
ージョンを含んでもよい。配列番号１のタンパク質を発現するプラスセンスＲＮＡウイル
ス又はＤＮＡウイルスは、配列番号２又は３である配列を含んでもよい。
【００７９】
　[0088]本開示による抗原ＭＡＧＥＡ３変異体タンパク質の例は、配列番号４のアミノ酸
配列を含むタンパク質である。このアミノ酸配列は配列番号５のヌクレオチド配列により
コードされてもよい。配列番号４のタンパク質を発現するマイナスセンスＲＮＡウイルス
は、配列番号５の逆相補的ＲＮＡバージョンである配列を含むＲＮＡポリヌクレオチドを
含んでもよい。配列番号４のタンパク質を発現するＤＮＡウイルス又はＲＮＡウイルスは
、配列番号５である配列を含んでもよい。
【００８０】
　[0089]かかるマイナスセンスＲＮＡウイルスの一例は、配列番号６の逆相補的ＲＮＡバ
ージョンを含むＭａｒａｂａウイルスである。
【００８１】
　[0090]本開示による抗原タンパク質「Ｅ６／Ε７融合タンパク質」又は「ヒトパピロー
マウイルスＥ６／Ｅ７融合タンパク質」は、配列番号７のアミノ酸配列を含むタンパク質
である。このアミノ酸配列は配列番号８のヌクレオチド配列によりコードされてもよい。
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配列番号７のタンパク質を発現するマイナスセンスＲＮＡウイルスは、配列番号８のポリ
ヌクレオチドの逆相補的ＲＮＡバージョンを含んでもよい。配列番号７のタンパク質を発
現するＤＮＡウイルス又はプラスセンスＲＮＡウイルスは、配列番号８のポリヌクレオチ
ドを含んでもよい。かかるマイナスセンスＲＮＡウイルスの一例は、配列番号９の逆相補
的ＲＮＡバージョンを含むＭａｒａｂａウイルスである。
【００８２】
　[0091]本開示によるタンパク質「ｈｕＳＴＥＡＰ」又は「前立腺タンパク質のヒト６回
膜貫通型上皮抗原」は、配列番号１０のアミノ酸配列を含むタンパク質である。このアミ
ノ酸配列は配列番号１１のヌクレオチド配列によりコードされてもよい。配列番号１０の
タンパク質を発現するマイナスセンスＲＮＡウイルスは、配列番号１１のポリヌクレオチ
ドの逆相補的ＲＮＡバージョンを含んでもよい。配列番号１０のタンパク質を発現するＤ
ＮＡウイルス又はＲＮＡウイルスは、配列番号１１である配列を含んでもよい。かかるマ
イナスセンスＲＮＡウイルスの一例は、配列番号１２の逆相補的ＲＮＡバージョンを含む
、Ｍａｒａｂａウイルスである。
【００８３】
　[0092]本開示によるタンパク質「ＮＹＥＳＯ１」又は「ヒト癌精巣抗原１」は、配列番
号１３のアミノ酸配列を含むタンパク質である。このアミノ酸配列は配列番号１４のヌク
レオチド配列によりコードされてもよい。配列番号１３のタンパク質を発現するマイナス
センスＲＮＡウイルスは、配列番号１４のポリヌクレオチドの逆相補的ＲＮＡバージョン
を含んでもよい。配列番号１３のタンパク質を発現するＤＮＡウイルス又はＲＮＡウイル
スは、配列番号１４である配列を含んでもよい。かかるマイナスセンスＲＮＡウイルスの
一例は、配列番号１５の逆相補的ＲＮＡバージョンを含む、Ｍａｒａｂａウイルスである
。
【００８４】
　[0093]上で示された配列は付録Ａに示される。
【００８５】
　[0094]用語「哺乳動物」は、ヒト、及び非ヒト哺乳動物を指す。用語「癌」は、対象の
ウイルスで用いられる、腫瘍関連抗原タンパク質（すなわち、ＭＡＧＥＡ３、ヒトパピロ
ーマウイルスＥ６／Ｅ７融合タンパク質、前立腺タンパク質のヒト６回膜貫通型上皮抗原
、又は癌精巣抗原１）を発現する任意の癌を包含するよう、本明細書で用いられる。
【００８６】
　[0095]例えば、ＭＡＧＥＡ３を抗原タンパク質とみなすとき、用語「癌」は、ＭＡＧＥ
Ａ３を抗原として発現する任意の癌を包含する。かかる癌の例は、メラノーマ、非小細胞
肺癌、頭部癌及び頸癌、結腸直腸癌、並びに膀胱癌を含むが、これらに限定されない。
【００８７】
　[0096]Ｅ６／Ｅ７融合タンパク質を抗原タンパク質とみなすとき、用語「癌」は、Ｅ６
及びＥ７タンパク質を抗原タンパク質として発現する任意の癌を包含する。かかる癌の例
は頸癌を含むが、これに限定されない。
【００８８】
　[0097]第１のウイルス、Ｍａｒａｂａ　ＭＧ１ウイルス、又は両方は、哺乳動物に、独
立して、静脈内、筋肉内、腹腔内、又は鼻腔内投与されてもよい。ウイルスの投与後、免
疫応答は、哺乳動物により、免疫応答間隔内、例えば、約４日以内に生じ、月、年、又は
もしかすると一生まで延長する。
【００８９】
　[0098]第１のウイルスは、第１のウイルスが患者に投与された後、腫瘍関連抗原タンパ
ク質又はその変異体に対する免疫応答を誘導する任意のウイルスであり得る。本開示によ
り用いられ得るウイルスは、例えば、アデノウイルス（Ａｄ）、ポックスウイルス、レト
ロウイルス、及びアルファウイルスを含む。ポックスウイルスの例はワクシニアウイルス
である。レトロウイルスの例はレンチウイルスである。アルファウイルスの例はセムリキ
森林ウイルスである。
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【００９０】
　[0099]腫瘍関連抗原タンパク質又はその変異体に対する免疫応答を確立するために、第
１のウイルス及びＭａｒａｂａ　ＭＧ１ウイルスを用いたワクチン接種は、十分に確立さ
れた技術を用いて行われてもよい。当業者は、免疫応答を生じさせるのに必要なウイルス
の量が、例えば、選択された抗原、抗原をデリバリーするために用いられるウイルスベク
ター、及び処置されるべき哺乳動物を含む多数の要素、例えば、種、年齢、大きさなどで
変動することを理解するだろう。この点において、例えば、マウスへの少なくとも約１０
７ＰＦＵのアデノウイルスベクターの筋肉内投与は、免疫応答を生じさせるのに十分であ
る。対応する量は、ヒトへの投与が免疫応答を生じさせるのに十分であろう。
【００９１】
　[00100]哺乳動物において第１のウイルスの投与により免疫応答が生じた後、腫瘍関連
抗原タンパク質又はその変異体をコードするＭａｒａｂａ　ＭＧ１ウイルスは、腫瘍退縮
ウイルス治療に適当な量で、適当な免疫応答間隔内で投与される。適当な免疫応答間隔は
、例えば、少なくとも約２４時間、好ましくは、少なくとも約２～４日又はそれ以上、例
えば、少なくとも約１週間、又は少なくとも約２週間であってもよい。当業者によって理
解されるであろうように、腫瘍退縮ウイルス療法に適当なＭａｒａｂａ　ＭＧ１ウイルス
の量は、処置すべき哺乳動物に応じて変動する。例えば、マウスに静脈内投与された１０
８ＰＦＵのＭＡＧＥＡ３をコードするＭａｒａｂａ　ＭＧ１ウイルスは、腫瘍退縮治療に
十分である。対応する量は、ヒトにおける使用に十分であろう。
【００９２】
　[00101]腫瘍関連抗原タンパク質又はその変異体をコードするＭａｒａｂａ　ＭＧ１ウ
イルスは、腫瘍関連抗原タンパク質又はその変異体をコードする導入遺伝子の逆相補鎖（
ｒｅｖｅｒｓｅ　ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔ）を、Ｍａｒａｂａ　ＭＧ１ウイルスに標準的組
換え技術を用いて組み込むことにより、調製してもよい。例えば、導入遺伝子の逆相補鎖
は、Ｍａｒａｍａ　ＭＧ１ウイルスのゲノムに組み込まれてもよいか、又は別法として、
導入遺伝子を組み込んでいるプラスミドを用いて、ウイルスに組み込まれてもよい。腫瘍
をコードする導入遺伝子は、コドン最適化導入遺伝子であってもよい。
【実施例】
【００９３】
　[00102]腫瘍退縮Ｍａｒａｂａ　ＭＧ１は、強力な腫瘍退縮ワクチンプラットフォーム
である。Ｍａｒａｂａ　ＭＧ１－ワクチンは、メラノーマ関連抗原に対する検出可能な応
答を刺激することが不可能である一方、既存の腫瘍特異的ＣＤ４＋及びＣＤ８＋Ｔ細胞免
疫をブーストする能力を発揮した。同系マウスメラノーマ腫瘍モデルの処置に適用すると
き、Ｍａｒａｂａ－ＭＧ１により仲介されるリコール免疫化は、処置した動物の２０％よ
り多くで、完全寛解と共に生存期間中央値の延長をもたらした。
【００９４】
　[00103]霊長類の毒性研究において、Ａｄ－ＭＡＧＥＡ３初回免疫、続いてＭａｒａｂ
ａ－ＭＧ１－ＭＡＧＥＡ３追加免疫での異種プライム－ブーストワクチン接種は、同系マ
ウス腫瘍モデルにおいて得られるＴ細胞応答に匹敵するＴ細胞応答をもたらし、これは、
非近交系霊長類集団において、プライム－ブースト腫瘍退縮ワクチン戦略が、腫瘍を移植
することができ且つ生存の劇的な延長を得る動物モデルに匹敵する、免疫応答を付与する
ことを示す。
【００９５】
　[00104]本開示の著者らは、配列番号７、１０、又は１３の配列を有するタンパク質を
用いて、免疫応答を、患者においてＭａｒａｂａ　ＭＧ１での異種プライムブーストを用
いて、刺激することができることも見つけ出した。対照的に、本開示の著者らは、ＥＢＤ
ＮＡ－１タンパク質又は胎盤特異的タンパク質１（ＰＬＡＣ－１）を発現する第１のウイ
ルスの投与、続いてＥＢＤＮＡ－１タンパク質又はＰＬＡＣ－１をそれぞれ発現するＭａ
ｒａｂａ－ＭＧ１の投与が、免疫応答を刺激することが不可能であることを見つけ出した
。
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【００９６】
　[00105]実施例１：ＭＧ１－ｈＤＣＴは弱い初回免疫ベクターであるが、強力な追加免
疫ベクターである。
　[00106]Ａｄ－エンプティー及びＡｄ－ｈＤＣＴは、ヒトセロタイプ５に基づく、複製
欠損アデノウイルス（Ｅ１／Ｅ３欠失）である（Ｌａｎｅ　Ｃ．ら、（２００４）Ｃａｎ
ｃｅｒ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　６４：１５０９－１５１４；Ｎｇ　Ｐ．ら、（２００１）Ｍ
ｏｌ　Ｔｈｅｒ　３：８０９－８１５）。ｈＤＣＴ導入遺伝子を発現するよう、複製欠損
アデノウイルスベクターを操作し、ベクターは全長ヒトメラノーマ関連抗原ＤＣＴ（ドパ
クロムトートメラーゼ）をコードし、一方、Ａｄ－エンプティーは導入遺伝子を有しない
。得られたアデノウイルスベクターを「Ａｄ－ｈＤＣＴ」と呼ぶ。
【００９７】
　[00107]メラノーマ関連抗原ｈＤＣＴ導入遺伝子のヒト形態を発現するよう、Ｍａｒａ
ｂａウイルスのＭＧ１変異体を操作した。得られたＭＧ１ウイルスベクターを、「ＭＧ１
－ｈＤＣＴ」又は「Ｍａｒａｂａ　ＭＧ１－ｈＤＣＴ」と呼ぶ。他のウイルスベクターを
、同様の慣習を用いて命名する。
【００９８】
　[00108]Ｇウイルス遺伝子とＬウイルス遺伝子の間での導入遺伝子挿入により、組換え
Ｍａｒａｂａ及びＶＳＶを作製した。ＶＳＶ－ｈＤＣＴは、ＶＳＶの野生型インディアナ
（Ｉｎｄｉａｎａ）株に由来する（Ｂｒｉｄｌｅ　ＢＷ．ら、（２００９）１７：１８１
４－１８２１；Ｌａｗｓｏｎ　ＮＤ．ら、（１９９５）Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　
Ｓｃｉ　ＵＳＡ　９２：４４７７－４４８１）。ＭＧ１－ＧＦＰ（対照非免疫原性導入遺
伝子挿入として用いた緑色蛍光タンパク質）、及びＭＧ１－ｈＤＣＴは、Ｍａｒａｂａウ
イルスの弱毒株ＭＧ１に由来する。インビボ研究に先立ち、１０％ＦＢＳ、２ｍＭ　Ｌ－
グルタミン、１００Ｕ／ｍｌペニシリン、及び１００ｍｇ／ｍｌストレプトマイシンを含
有するα－ＭＥＭ（全て、Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ、Ｇｒａｎｄ　Ｉｓｌａｎｄ、ＮＹより
）にて培養した感染ベロ細胞由来の可溶化液のウエスタンブロットにより、ウイルスから
のＤＣＴ（及びＧＦＰ）発現を確かめた。
【００９９】
　[00109]単独療法として投与したＭＧ１－ｈＤＣＴの治療効果をまず評価した。肺転移
を生じさせるために、Ｃ５７Ｂｌ／６マウス（研究開始時に８～１０週齢）に、生理食塩
水２００μｌ中２．５×１０５個のＢ１６－Ｆ１０細胞（マウスＤＣＴ抗原を発現するマ
ウスメラノーマ細胞）を静脈内注射した。５又は１４日後に腫瘍退縮ワクチンを全身的に
注射し、メラノーマ抗原ＤＣＴに対するＴ細胞応答を、１９日目の血液で測定した。ウイ
ルスを、高用量（ＰＢＳ２００μｌ中１０９ｐｆｕ、静脈内）で全身的に投与した。ＰＢ
ＭＣ又は脾細胞を単離し、これらを、それぞれ、ＤＣＴのＭＨＣ－Ｉ又はＭＨＣ－ＩＩ拘
束性免疫優性エピトープに対応するＳＶＹＤＦＦＶＷＬ（ＳＶＹ）又はＫＦＦＨＲＴＣＫ
ＣＴＧＮＦＡ（ＫＦＦ）ペプチドで刺激することにより、Ｔ細胞応答を測定した。ＩＦＮ
－γについての細胞内サイトカイン染色（ＩＣＳ）後、フローサイトメトリーにより、応
答しているＴ細胞を検出した。
【０１００】
　[00110]図１Ａ及び１Ｂに示す通り、ＭＧ１－ｈＤＣＴは、腫瘍を有するマウスにおい
て、ＤＣＴ特異的ＣＤ８＋又はＣＤ４＋Ｔ細胞応答を刺激することができなかった（図１
Ａ）。単独で投与したＭＧ１－ｈＤＣＴワクチンは、腫瘍の結果を改善しなかった。実際
に、腫瘍曝露の１４日後に処置したマウスは、無処置のマウスと同様の時間フレームでエ
ンドポイントに達した（Ａｄ－エンプティー対照群について２０日後、対してＡｄ－エン
プティー＋ＭＧ１－ｈＤＣＴ群について２１日後）（図１Ｂ）。さらに、マウスをＭＧ１
－ｈＤＣＴで処置したときでさえ、生存を延長せず、腫瘍移植の５日後の早さであった（
ＭＧ１－ｈＤＣＴ群、図１Ｂ）。結論として、ＭＧ１－ｈＤＣＴは、抗ＤＣＴ免疫を誘導
することに失敗したばかりでなく、ＭＧ１－ｈＤＣＴの腫瘍退縮活性は、治療上の利点を
提示しなかった。これらの結果は、ＭＧ１－ｈＤＣＴが、腫瘍抗原ＤＣＴに対して有意な
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Ｔ細胞応答を刺激することができず、したがって、弱い初回免疫ベクターであることを示
す。
【０１０１】
　[00111]腫瘍退縮ＶＳＶベクターが、既存の免疫の強力な追加免疫として働くことは、
既に報告されている（Ｂｒｉｄｌｅ　ＢＷ．ら、（２０１０）Ｍｏｌ　Ｔｈｅｒ　１８４
：４２６９－４２７５；国際公開第２０１０／１０５３４７号）。本開示において、Ｍａ
ｒａｂａ　ＭＧ１ウイルスの追加免疫ワクチンとして働く能力を調べた。アデノウイルス
ベクターを初回免疫ベクターとして用い、２×１０８ｐｆｕ（大腿当たり、ＰＢＳ５０μ
ｌ中１×１０８ｐｆｕ）の総用量で、筋肉内（ｉ．ｍ．）投与した。アデノウイルス注射
のため、５％吸入イソフルレンを含有する密閉チャンバー内でマウスを麻酔した。Ａｄ－
ｈＤＣＴを初回免疫ベクターとして用いて、既存のＤＣＴ特異的応答の追加免疫としてＭ
Ｇ１－ｈＤＣＴを評価した。Ｍａｒａｂａウイルスを追加免疫ベクターとして評価するた
めに、種々の投与経路を評価した。このマウス株において十分に許容される腫瘍退縮用量
の１×１０９ｐｆｕのウイルスを投与し、腫瘍モデルで実行可能である最長の間隔である
ので、初回免疫後１２日の間隔を選択した。この用量のＭＧ１－Ｍａｒａｂａ－ｈＤＣＴ
を、静脈内（ｉ．ｖ．）、鼻腔内（ｉ．ｎ．）、及び筋肉内（ｉ．ｍ．）経路により投与
したとき、静脈内経路は、末梢ＣＤ８＋Ｔ細胞においてＩＦＮ－γについてのＩＣＳによ
り測定した通り、十分に優れていることが明らかになった（静脈内による２８．３３％±
３．８２に対して、鼻腔内による４．７３％±１．５２に対して、筋肉内１３．８４％±
１．８８）。Ｍａｒａｂａ投与の５日後に応答を測定し、これは、ＭＧ１－ｈＤＣＴによ
り仲介される追加免疫応答のピークと一致した。静脈内で追加免疫した動物において、有
意な割合のＤＣＴ特異的ＣＤ８＋Ｔ細胞も脾臓で測定し、これは、初回免疫のみした動物
と比較して、両方のワクチンベクターを投与したマウスで３倍増大した（Ａｄ－ｈＤＣＴ
群での３．４５％±０．４５に対して、Ａｄ－ｈＤＣＴ＋ＭＧ１－ｈＤＣＴ免疫動物で１
１．０２％±２．１４（ｐ＝０．００８５＊＊））。Ａｄ－ｈＤＣＴは、血中で検出可能
なＤＣＴ特異的ＣＤ４＋Ｔ細胞集団及び脾臓においてかろうじて検出可能な集団を、誘導
することができず、一方、ＭＧ１　Ｍａｒａｂａ－ｈＤＣＴ追加免疫は、静脈内で投与し
たときのみ、はっきりとした全身性ＣＤ４＋Ｔ細胞応答を生じることができた（０．３０
％±０．１１）。応答は、０．１４％±０．０３の、ＤＣＴ　ＫＦＦペプチド曝露に反応
している脾臓のＣＤ４＋Ｔ細胞を伴い、脾臓においても検出可能であった。ＶＳＶと同様
に、ＭＧ１　Ｍａｒａｂａウイルスによる最大追加免疫を、静脈内投与により達成する。
結論として、１０９ｐｆｕの用量でのＭａｒａｂａ－ベクター化ワクチンの全身性デリバ
リーが、抗原特異的ＣＤ８＋及びＣＤ４＋Ｔ細胞集団両方の効率的追加免疫を可能にする
ようであった。この理由のため、この経路及び用量を、Ｍａｒａｂａ　ＭＧ１投与のため
のその後のインビボ実験で用いた。
【０１０２】
　[00112]Ｍａｒａｂａ　ＭＧ１－ｈＤＣＴがＶＳＶ－ｈＤＣＴより強力な追加免疫ベク
ターであることを示すために、Ｃ５７／Ｂｌ６マウスをＡｄ－ｈＤＣＴで初回免疫し（導
入遺伝子を欠く対照ベクターとして、Ａｄ－ＢＨＧを含んだ）、次に、１４日後に、静脈
内用量のＶＳＶ－ｈＤＣＴ又はＭａｒａｂａ－ｈＤＣＴのいずれかで追加免疫した。追加
免疫ベクターの５日後、末梢血において、ＣＤ８＋Ｔ細胞応答の免疫分析を測定した。均
等用量で、Ｍａｒａｂａワクチン接種により誘導された応答は、ＶＳＶにより誘導された
応答の３～８倍の大きさであった（図２）。
【０１０３】
　[00113]実施例２：癌のマウスモデルにおけるＭＧ１－ｈＤＣＴワクチン戦略
　[00114]追加免疫ベクターとして投与したＭＧ１－ｈＤＣＴの治療効果を、続いて調べ
た。動物において肺転移を生じさせるために、Ｂ１６－Ｆ１０移植の５日後に動物にＡｄ
－ｈＤＣＴ初回免疫ワクチンを与え、続いて９日後に、腫瘍退縮追加免疫ワクチンとして
１回静脈内用量のＭＧ１　Ｍａｒａｂａ－ｈＤＣＴを与えた。Ａｄ－ｈＤＣＴ初回免疫－
ＭＧ１－ｈＤＣＴ追加免疫ワクチン接種は、非常に強力なＤＣＴ特異的ＣＤ８＋Ｔ細胞応
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答を生じ（平均％　ＩＦＮ－γ＋ＣＤ８＋Ｔ細胞＝２７．５４±２．１７、図３）、これ
は追加免疫されていないマウス（Ａｄ－ｈＤＣＴ群で１．９５％±０．２９、及びＡｄ－
ｈＤＣＴ＋ＭＧ１－ＧＦＰ群で１．９１％±０．５９、図３）におけるものより、１４倍
強かった。同様に、ＤＣＴ特異的ＣＤ４＋Ｔ細胞応答を、ＭＧ１－ｈＤＣＴ追加免疫動物
で測定し、一方、初回免疫のみのマウスでは稀に検出した（Ａｄ－ｈＤＣＴ＋ＭＧ１－ｈ
ＤＣＴ群での平均％ＩＦＮ－γ＋ＣＤ４＋Ｔ細胞＝０．２５％±０．０６に対して、Ａｄ
－ｈＤＣＴ及びＡｄ－ｈＤＣＴ＋ＭＧ１－ＧＦＰ群での＜０．０５％、図３）。
【０１０４】
　[00115]処置結果で見る通り、Ａｄ－ｈＤＣＴ免疫化は、無処置のマウスと比較して生
存期間中央値の１０日間の延長を可能にした（Ａｄ－ｈＤＣＴ処置について３１日に対し
て、Ａｄ－エンプティー群について２０．５日（図４））。Ａｄ－ｈＤＣＴ処置、続くＭ
Ｇ１　Ｍａｒａｂａ－ＧＦＰ腫瘍退縮処置は、生存を改善しなかった（Ａｄ－ｈＤＣＴ＋
ＭＧ１－ＧＦＰ群について生存期間中央値２７．５日、図４）。しかしながら、Ｍａｒａ
ｂａ　ＭＧ１－ＤＣＴワクチンで抗腫瘍免疫を追加免疫することは、Ａｄ－ｈＤＣＴ初回
免疫のみの動物と比較して、生存期間中央値の２０日の延長を伴い、腫瘍結果を劇的に改
善した（Ａｄ－ｈＤＣＴ＋ＭＧ１－ｈＤＣＴ群について５１日、図４）。さらに重要なこ
とに、腫瘍退縮ＭＧ１－ｈＤＣＴ追加免疫処置は、２３．３％の長期生存をもたらした（
図４）。
【０１０５】
　[00116]治療効果における腫瘍特異的ＣＤ４＋及びＣＤ８＋Ｔ細胞応答のそれぞれの寄
与を特徴付けるために、各Ｔ細胞区画を選択的に枯渇させた（データは示していない）。
追加免疫の時点でのＣＤ８＋Ｔ細胞集団の枯渇は、ＭＧ１－ｈＤＣＴ投与の治療上の利点
を無効にした。対照的に、ＣＤ４＋Ｔ細胞の枯渇は治療効果に有意には影響しないようで
あり、このことは、ＣＤ８＋Ｔ細胞のＭａｒａｂａ免疫の追加免疫がＣＤ４＋非依存性で
あることを示している。腫瘍成長の制御におけるＣＤ８＋Ｔ細胞の重大な役割を認める一
方、これらの結果は、Ｍａｒａｂａワクチンで腫瘍特異的ＣＤ８＋Ｔ細胞を追加免疫する
ことが、癌治療の強力な改善方法であることを示す。
【０１０６】
　[00117]最後に、Ｍａｒａｂａワクチンを含むプライム－ブースト戦略の効果も、非常
に挑戦的な、転移性メラノーマ脳癌の頭蓋内Ｂ１６－Ｆ１０モデルで評価した。Ａｄ－ｈ
ＤＣＴにより仲介される免疫療法は、Ａｄ－エンプティー対照について１５日からＡｄ－
ｈＤＣＴ群について２５．５日への中央値の延長を伴い、メラノーマ脳メチオニンを生じ
ているマウスの生存を有意に改善した（図５）。既に報告した通り、かかる治療効果は、
生じた腫瘍特異的エフェクターＴ細胞の血液脳関門を越え、腫瘍ベッドに浸潤する能力を
示す（Ｂｒｉｄｌｅ　ＢＷ．ら、（２０１０）Ｍｏｌ　Ｔｈｅｒ　１８４：４２６９－４
２７５）。Ｍａｒａｂａ　ＭＧ１－ｈＤＣＴ腫瘍退縮追加免疫のさらなる投与は、処置動
物の２１．４％において観察した曲線と共に４２日に達した生存期間中央値を伴い、腫瘍
結果をさらに改善した（Ａｄ－ｈＤＣＴ＋ＭＧ１－ｈＤＣＴ群、図５）。
【０１０７】
　[00118]実施例３：抗ｍＰＬＡＣ１　Ｔ細胞応答を誘導するためのワクチン戦略の失敗
　[00119]Ｍａｒａｂａ　ＭＧ１及びＶＳＶは、ｈＤＣＴを腫瘍関連抗原として用いた追
加免疫ベクターとして作用することができるが、全ての腫瘍関連抗原が異種プライム－ブ
ーストワクチン戦略で用いられ得るわけではない。本開示の著者らは、ｈｕＡｄ５－ｍＰ
ＬＡＣ１を初回免疫ベクターとして、及びＶＳＶ－ｍＰＬＡＣ１を追加免疫ベクターとし
て用いる異種プライム－ブーストワクチン戦略を試験した。
【０１０８】
　[00120]ＰＬＡＣ１は、胎盤で発現するが、幾つかの腫瘍細胞株、及び乳癌、肺癌、肝
臓癌、胃癌、及び結腸直腸癌患者の腫瘍でも報告された、最近記載された腫瘍関連抗原で
ある（Ｓｉｌｖａ，ＷＡら、（２００７）Ｃａｎｃｅｒ　Ｉｍｍｕｎ　７：１８）。
【０１０９】
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　[00121]Ａｄ－ｍＰＬＡＣ１は、ヒトセロタイプ５に基づく複製欠損アデノウイルス（
Ｅ１／Ｅ３欠失）である（Ｌａｎｅ　Ｃ．ら、（２００４）Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓｅａｒ
ｃｈ　６４：１５０９－１５１４；Ｎｇ　Ｐ．ら、（２００１）Ｍｏｌ　Ｔｈｅｒ　３：
８０９－８１５）。複製欠損アデノウイルスベクターを、全長マウス抗原ＰＬＡＣ１（胎
盤特異的１）をコードするｍＰＬＡＣ１導入遺伝子を発現するよう操作した。得られたア
デノウイルスベクターを、「Ａｄ－ｍＰＬＡＣ１」又は「ｈｕＡｄ５－ｍＰＬＡＣ１」と
呼ぶ。
【０１１０】
　[00122]ＶＳＶウイルスを、メラノーマ関連抗原ｍＰＬＡＣ１導入遺伝子のヒト形態を
発現するよう操作した。得られたＶＳＶウイルスベクターを、「ＶＳＶ－ｍＰＬＡＣ１」
と呼ぶ。組換えＶＳＶを、Ｇウイルス遺伝子とＬウイルス遺伝子の間での導入遺伝子挿入
により作製した。ＶＳＶ－ｍＰＬＡＣ１は、ＶＳＶの野生型インディアナ株に由来する（
Ｂｒｉｄｌｅ　ＢＷ．ら、（２００９）１７：１８１４－１８２１；Ｌａｗｓｏｎ　ＮＤ
．ら、（１９９５）Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　ＵＳＡ　９２：４４７７－
４４８１）。
【０１１１】
　[00123]Ｃ５７Ｂｌ／６マウスを、Ａｄ－ｍＰＬＡＣ１（２×１０９ＰＦＵ　筋肉内注
射）で初回免疫し、次に１４日後に、１回静脈内用量のＶＳＶ－ｍＰＬＡＣ１（２×１０
９ＰＦＵ）で追加免疫した。脾細胞を単離し、これを、オーバーラップＰＬＡＣ１ペプチ
ドライブラリー（ｏｖｅｒｌａｐｐｉｎｇ　ＰＬＡＣ１　ｐｅｐｔｉｄｅ　ｌｉｂｒａｒ
ｙ）由来の個々の１５ｍｍｅｒのペプチドで、合計６時間刺激する（ゴルジプラグを刺激
に１時間加えた）ことにより、Ｔ細胞応答を測定した。刺激後、脾細胞を、ＣＤ４、ＣＤ
８、及びＩＦＮγについて染色し、ＦＡＣＳＣａｎｔｏ及びＦｌｏｗＪｏで分析した。フ
ローサイトメトリーにより、ＩＦＮ－γについての細胞内サイトカイン染色（ＩＣＳ）後
に、応答しているＴ細胞を検出した。ｍＰＬＡＣ１ペプチドのいずれも、ＣＤ８又はＣＤ
４　Ｔ細胞のいずれかにおいてＩＦＮ－γの産生を刺激することはできなかった。
【０１１２】
　[00124]実施例４：ＭＡＧＥＡ３又はその変異体を有する腫瘍退縮ワクチンベクターの
構築
　[00125]Ａｄ－ＭＡＧＥＡ３は、全長ヒトＭＡＧＥＡ３遺伝子を含有する、ヒトセロタ
イプ５に基づく複製欠損アデノウイルス（Ｅ１／Ｅ３欠失）である（Ｌａｎｅ　Ｃ．ら、
（２００４）Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　６４：１５０９－１５１４；Ｎｇ　Ｐ．
ら、（２００１）Ｍｏｌ　Ｔｈｅｒ　３：８０９－８１５）。Ｍａｒａｂａ　ＭＧ１－ｈ
ＭＡＧＥＡ３を開発し、これは、ＭａｒａｂａウイルスのＭＧ１の二重変異体のＧウイル
ス遺伝子とＬウイルス遺伝子の間で挿入された、コドン最適化全長ヒトＭＡＧＥＡ３遺伝
子を含有する（Ｂｒｕｎ　Ｊ．ら、（２０１０）Ｍｏｌ　Ｔｈｅｒ　１８：１４４０－１
４４９）。ＭＡＧＥＡ３配列（ＮＣＢＩ遺伝子番号：４１０２　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．
ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｇｅｎｅ／４１０２）を、哺乳動物での発現のため
コドン最適化し、次に、３’末端のＦＬＡＧタグ、並びに３’及び５’末端のＭｌｕｌ制
限酵素部位と共に合成した。この配列を、シャトルベクターｐＭＲＢ－ＭＧ１／ｐＮＦに
そのＭｌｕｌ部位（Ｇ遺伝子とＬ遺伝子の間）でライゲーションし、そしてこれは、それ
ぞれ、Ｋｐｎｌ及びＮｈｅｌ部位により隣接して、Ｍａｒａｂａ－ＭＧ１ゲノムの一部を
Ｇ遺伝子の開始からＬ遺伝子の終わりに含有する。ここで、ＭＡＧＥＡ３フラグ（ＭＡＧ
ＥＡ３　Ｆｌａｇ）をＧとＬの間に含有する、ＫｐｎｌからＮｈｅｌへの全領域を、次に
、ｐＭＲＢ－ＭＧ１／ｐＮＦから取り除き、Ｋｐｎｌ及びＮｈｅｌ部位を用いて、ｐＭＲ
Ｂ－ＭＧ１ゲノムプラスミドに再度ライゲーションした。次に、Ｍａｒａｂａ－ＭＧ１－
ＭＡＧＥＡ３フラグを回収し、プラーク精製した。これを図６に説明する。
【０１１３】
　[00126]アデノウイルスにより発現される全長ヒトＭＡＧＥＡ３タンパク質は、配列番
号１のアミノ酸配列を含んでもよい。アデノウイルスは、配列番号２のヌクレオチド配列
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を含んでもよい。あるいは、アミノ酸配列は、配列番号３のヌクレオチド配列を含むコド
ン最適化導入遺伝子によりコードされてもよい。したがって、アデノウイルスは配列番号
３のコドン最適化ヌクレオチド配列を含んでもよい。
【０１１４】
　[00127]Ｍａｒａｂａ　ＭＧ１ウイルスは、配列番号２のヌクレオチド配列の逆相補的
ＲＮＡバージョンを含んでもよい。あるいは、アミノ酸配列は、配列番号３のヌクレオチ
ド配列を含むコドン最適化導入遺伝子によりコードされてもよい。したがって、Ｍａｒａ
ｂａ　ＭＧ１ウイルスは、配列番号３のコドン最適化ヌクレオチド配列の逆相補的ＲＮＡ
バージョンを含んでもよい。
【０１１５】
　[00128]ＭＡＧＥＡ３の１つの変異体は、配列番号４のアミノ酸配列を含むタンパク質
である。このアミノ酸配列は、配列番号５のヌクレオチド配列によりコードされてもよい
。アデノウイルスは、配列番号５のヌクレオチド配列を含んでもよい。Ｍａｒａｂａ　Ｍ
Ｇ１ウイルスは、配列番号５のヌクレオチド配列の逆相補的ＲＮＡバージョンを含んでも
よい。
【０１１６】
　[00129]配列番号４のタンパク質を発現するマイナスセンスＲＮＡウイルス、例えば、
Ｍａｒａｂａウイルスは、配列番号６の逆相補的ＲＮＡバージョンである配列を含むＲＮ
Ａポリヌクレオチドを含んでもよい。
【０１１７】
　[00130]実施例５：健常な霊長類におけるＭＧ１－ＭＡＧＥＡ３ワクチン免疫応答
　[00131]健常カニクイザルを、ヒトでの使用に可能性のあるＭＧ１－ＭＡＧＥＡ３腫瘍
退縮ワクチンを開発するための、毒性及び免疫原性データを集めるよう設計した研究で用
いた。カニクイザルの使用は、ヒトで予測されるものと定量的及び定性的に類似する応答
を同定する可能性を最大にする。研究の開始に先立ち、霊長類を、動物到着時から血管ア
クセスポート移植術の時まで、４～６週間気候順化させた。手術後最短２～３週間後、そ
れぞれの足に１用量当たり０．５ｍｌ、合計１×１０１０ｐｆｕ、ゆっくりとした筋肉内
注射により、注射して、動物を非複製アデノウイルスＡｄ－ＭＡＧＥＡ３初回免疫ベクタ
ーでワクチン接種した。Ａｄ－ＭＡＧＥＡ３／ＭＧ１－ＭＡＧＥＡ３プライム－ブースト
研究のため、ＭＧ１－ＭＡＧＥＡ３追加免疫に先立ち、２週（－１４日目）、又は４週（
－２８日目）のいずれかで、Ａｄ－ＭＡＧＥＡ３初回免疫を行った。故に、Ａｄ－ＭＡＧ
ＥＡ３投与を－１４日目又は－２８日目に行い、ＭＧ１－ＭＡＧＥＡ３追加免疫を０日及
び３日に行った。Ａｄ－ＭＡＧＥＡ３投薬レベルの理論的根拠は、文献、及びマカク（及
びヒト）での１×１０１０ｐｆｕの用量が毒性を観察せず、安全な用量であることを示す
従前の実験（Ｂｅｔｔら、Ｖａｃｃｉｎｅ，２０１０）からもたらされる。２週間追加免
疫する群の動物に対して、ＭＧ１－ＭＡＧＥＡ３ウイルスを、実験０日及び３日（Ａｄ－
ＭＡＧＥＡ３の１４日及び１７日後）で、低用量１×１０１０、又は高用量１×１０１１

のいずれかで静脈内注射した。４週間追加免疫する群の動物に対して、ＭＧ１－ＭＡＧＥ
Ａ３ウイルスを、実験０日及び３日（Ａｄ－ＭＡＧＥＡ３の２８日及び３１日後）で、低
用量１×１０１０、又は高用量１×１０１１のいずれかで静脈内注射した。追加免疫する
ウイルスを、滅菌食塩水（ｐＨ７．５）３０ｍｌ中、３０分かけて血管アクセスポートを
通じて注入した。ＭＧ１－ＭＡＧＥＡ３低投薬レベルの理論的根拠は、マウスの最大許容
可能用量が１×１０９であることを示す、前臨床研究からもたらされる。マカクまでスケ
ールアップした相対的体表面積は、これを計ｐｆｕ３．５×１０１０とみなす。ＭＧ１－
ＭＡＧＥＡ３高投薬レベルの理論的根拠は、２×１０１１ｐｆｕの用量レベルで毒性を観
察しない、パイロット非ヒト霊長類（ＮＨＰ）毒性学研究からもたらされる。プライム－
ブースト研究での動物を、早期（１４日目）又は後期（８４日目）のいずれかで屠殺した
。Ａｄ－ＭＡＧＥＡ３／ＭＧ１－ＭＡＧＥＡ３プライム－ブースト研究のため、全ての動
物から５つの異なる時間ポイントで、血液試料を採取した。２週間の異種プライム－ブー
ストコホートでの動物について、任意のワクチン接種に先立ち、及び－１４日目の前日（
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ベースライン）、並びに実験の５日目、１３日目、及び８４日目に、血液試料を集めた。
４週間の異種プライム－ブーストコホートでの動物について、任意のワクチン接種に先立
ち、及び－２８日目の前日（ベースライン）、並びに実験の５日目、１３日目、及び８４
日目に、血液試料を集めた。
【０１１８】
　[00132]Ａｄ－ＭＡＧＥＡ３／ＭＧ１－ＭＡＧＥＡ３での異種プライム－ブーストワク
チン接種に対する霊長類における免疫応答を評価するために、末梢血単核細胞（ＰＢＭＣ
）を、４時間（最後の３時間、ブレフェルジンＡの存在下で）、Ｔ細胞（再）刺激のため
、１０種のｈＭＡＧＥ－Ａ３ペプチドのプールとインキュベーションした（又はバックグ
ラウンドの評価のため無刺激のまま残した）。ペプチドは、Ｎ末端からＣ末端まで８７種
のペプチド（それぞれ、１５ｍｅｒ）で全ｈＭＡＧＥ－Ａ３抗原をカバーする、オーバー
ラップペプチドライブラリーに由来した。刺激後、Ｔ細胞を、蛍光抗ＣＤ８及び抗ＣＤ４
抗体で２５分間染色した。この表面染色後、細胞を透過処理し、ＢＤ　Ｃｙｔｏｆｉｘ／
Ｃｙｔｏｐｅｒｍで２０分間固定した。次に、蛍光抗ＩＦＮγ及び抗ＴＮＦα抗体での２
５分間の細胞内染色によってサイトカイン発現を見ることにより、ｈＭＡＧＥ－Ａ３特異
的Ｔ細胞を検出した。細胞分析を、ＢＤ　Ｃａｎｔｏ　フローサイトメーターで行った。
【０１１９】
　[00133]図７は、Ａｄ－ＭＡＧＥＡ３初回免疫後、高用量及び低用量ＭＧ１－ＭＡＧＥ
Ａ３を追加免疫ベクターとして投与したサルの平均ＣＤ８＋Ｔ細胞免疫応答を示す。低用
量ＭＧ１－ＭＡＧＥＡ３動物において、追加免疫の５日後、ＣＤ８＋Ｔ細胞応答の有意な
増大が存在し、そしてこれは時間が立つにつれてしぼみ、一方、高用量ＭＧ１－ＭＡＧＥ
Ａ３動物において、追加免疫の５日後、ＣＤ８＋Ｔ細胞応答の同様の有意な増大が存在し
、そしてこれは、時間が立つにつれより高いレベルで持続する。図８は、研究の動物全て
が、高用量又は低用量に関係なく、ＭＧ１－ＭＡＧＥＡ３での追加免疫の５日後、ＣＤ８
＋Ｔ細胞応答の有意な増大を発揮したことを示す。霊長類におけるこれらのピークＴ細胞
応答は、非近交系集団において、プライム－ブースト腫瘍退縮ワクチン戦略が、腫瘍を移
植することができ且つ生存の劇的な延長を得る動物モデルに匹敵する、免疫反応を付与す
ることを示す。
【０１２０】
　[00134]実施例６：ヒトパピローマウイルスＥ６／Ｅ７融合タンパク質を発現するレン
チウイルス初回免疫ベクター及び腫瘍退縮ワクチンベクターの構築及び免疫試験
　[00135]ＨＰＶ導入遺伝子は、Ｒｂ又はｐ５３結合に必要なジンクフィンガーを取り除
く（タンパク質の発癌能を取り除く）ために、全４つのヌクレオチド配列において欠失を
有する、ＨＰＶセロタイプ１６全長野生型Ｅ６（ｇｉ／４９２７７２０／ｇｂ／ＡＡＤ３
３２５２．１／ＡＦ１２５６７３＿１　Ｅ６ヒトパピローマウイルスタイプ１６）、及び
Ｅ７（ｇｉ／４９２７７２１／ｇｂ／ＡＡＤ３３２５３．１／ＡＦ１２５６７３＿２　Ｅ
７ヒトパピローマウイルスタイプ１６）配列、及びＨＰＶセロタイプ１８全長野生型Ｅ６
（ｇｉ／１３７７５８／ｓｐ／Ｐ０６４６３．１／ＶＥ６＿ＨＰＶ１８ＲｅｃＮａｍｅ：
Ｆｕｌｌ＝タンパク質Ｅ６）及びＥ７（ｇｉ／１３７７９２／ｓｐ／Ｐ０６７８８．２／
ＶＥ７＿ＨＰＶ１８ＲｅｃＮａｍｅ：Ｆｕｌｌ＝タンパク質Ｅ７）配列である。得られた
融合タンパク質は、柔軟なグリシンリンカー＋ＡＡＹ配列（それぞれの抗原を、抗原提示
のため通常作製されるペプチドにタンパク質分解性に分解することを確かにするための、
プロテアソーム切断部位として働く）を有する。コドン最適化融合ヌクレオチド配列は、
５２７アミノ酸のＨＰＶ１６／１８　Ｅ６／Ｅ７融合タンパク質（配列番号７）を生じる
。
【０１２１】
　[00136]ヒトパピローマウイルスＥ６／Ｅ７融合導入遺伝子を発現するレンチウイルス
を、ｐＤＹ．ＥＧ．ＷＳレンチウイルスベクターを用いて作製した。修飾したＨＰＶ導入
遺伝子を、ＥｃｏＲＩ制限部位を含有するプライマー（フォワードプライマーＡＣＴＧＧ
ＡＡＴＴＣＡＴＧＣＡＴＣＡＧＡＡＧＣＧＡＡＣＴＧＣ、配列番号１８）、及びＢａｍＨ
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Ｉ制限酵素部位を含有するプライマー（リバースプライマーＡＣＴＧＧＧＡＴＣＣＴＣＡ
ＣＴＧＣＴＧＧＧＡＧＧＣＡＣＡＣ、配列番号１９）を用いてＰＣＲ増幅した。ＨＰＶ導
入遺伝子ＰＣＲ産物をアガロースゲル精製した。ｐＤＹ．ＥＧ．ＷＳレンチウイルスベク
ターを、ＥｃｏＲＩ及びＢａｍＨＩ部位で切断してｅＧＦＰを取り除き、アガロースゲル
精製し、ＣＩＡＰ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎカタログ１８００９－０１９）を用いて脱リン
酸化した。次に、切断したベクターをさらにアガロースゲル精製した。次に、ＨＰＶ導入
遺伝子ＰＣＲ産物を、ＥｃｏＲＩ／ＢａｍＨＩ切断ベクターに、Ｔ４　ＤＮＡリガーゼ（
Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）を用いてライゲーションした。ライゲーション反応物をコンピテ
ント細胞を用いてトランスフォメーションし、陽性コロニー由来のプラスミドＤＮＡをミ
ニプレップで増幅した。次に、修飾したＨＰＶ導入遺伝子を発現するｐＤＹ．ＥＧ．ＷＳ
レンチウイルスベクターを、マキシプレップで増幅した。ヒトパピローマウイルスＥ６／
Ｅ７融合導入遺伝子を発現するレンチウイルスを、３つのプラスミド：修飾したＨＰＶ導
入遺伝子を発現するｐＤＹ．ＥＧ．ＷＳレンチウイルスベクター、パッケージングｐＣＭ
Ｖ－８．８４プラスミド、及びエンベロープｐＭＤ２Ｇプラスミドそれぞれ６．４μｇの
トランスフェクション後、２９３Ｔ細胞にレスキューした。ウイルス上清を集め、０．４
５μΜのフィルターを通して濾過し、５０，０００×ｇ、１６℃で１２０分間遠心分離し
た。ヒトパピローマウイルスＥ６／Ｅ７融合導入遺伝子を発現するレンチウイルスを、Ｐ
ＢＳに再懸濁し、－８０℃で保存した。
【０１２２】
　[00137]ＭａｒａｂａウイルスのＭＧ１二重変異体のＧウイルス遺伝子とＬウイルス遺
伝子の間で挿入された、パピローマウイルスＥ６／Ｅ７融合導入遺伝子を含有するよう、
Ｍａｒａｂａ　ＭＧ１を操作した（Ｂｒｕｎ　Ｊ．ら、（２０１０）Ｍｏｌ　Ｔｈｅｒ　
１８：１４４０－１４４９）。導入遺伝子配列（配列番号８）は、哺乳動物細胞での発現
のため、コドン最適化した。ＨＰＶ　Ｅ６／Ｅ７を含有する、得られたＭａｒａｂａ　Ｍ
Ｇ１を、「Ｍａｒａｂａ－ＭＧ１－ＨＰＶ　Ｅ６／Ｅ７」と一般的に命名した。修飾した
Ｍａｒａｂａ　ＭＧ１骨格を用いて、クローニングを促進した。サイレント変異を、Ｍａ
ｒａｂａ　ＭＧ１ゲノム骨格のＬ遺伝子に導入して、Ｍｌｕｌ部位の１つを取り除いた。
第２のＭｌｕｌ部位を、ＧとＬの間のクローニング領域で、ＢｓｉＷＩ部位で置き換えた
。これらのＭａｒａｂａ　ＭＧ１ゲノム骨格への修飾は、シャトルプラスミドｐＭＲＢ－
ＭＧ１／ｐＮＦを用いることを回避するので、Ｂｒｕｎらの文献に記載されたものより、
より直接的なクローニングシステムを可能にした。ＨＰＶ　Ｅ６／Ｅ７融合導入遺伝子配
列を、修飾したＭａｒａｂａ　ＭＧ１ゲノム骨格に、そのＭｌｕｌ部位及びＢｓｉＷＩ部
位（ＧとＬの間のクローニング領域）でライゲーションした。次に、Ｍａｒａｂａ－ＭＧ
１－ＨＰＶ　Ｅ６／Ｅ７をレスキューし（Ｂｒｕｎら、（２０１０）Ｍｏｌ　Ｔｈｅｒ　
１８：１４４０－１４４９に既に記載される通り）、１回プラーク精製し、オプティプレ
ップ精製した。Ｍａｒａｂａ－ＭＧ１－ＨＰＶ　Ｅ６／Ｅ７は、配列番号９の逆相補的Ｒ
ＮＡバージョンであるゲノム配列を有する。
【０１２３】
　[00138]一般的に、０日での初回免疫ベクター（レンチウイルス－ＨＰＶ　Ｅ６／Ｅ７
＋アジュバントとしてのｐｏｌｙ　ｌ：Ｃ）の投与、及び１４日での１ｅ９ＰＦＵの追加
免疫ベクター（Ｍａｒａｂａ－ＭＧ１－ＨＰＶ　Ｅ６／Ｅ７）の投与により、動物を免疫
した。対照動物を、ＨＰＶ　Ｅ６／Ｅ７導入遺伝子の代わりに対照非免疫原性導入遺伝子
挿入としてＧＦＰをコードするウイルスベクターでプライム－ブーストした。初回免疫応
答の分析を１４日目に、追加免疫応答の分析を１９日目に行った。それぞれのレンチウイ
ルス－ＨＰＶＥ６／Ｅ７調製物を、初回免疫ウイルスにアジュバントとして加えたｐｏｌ
ｙ　ｌ：Ｃ２５０μｇと共に作製し、次に、それぞれのウイルスについて５匹の動物の間
で分けた。マウスをイソフルレンで麻酔し、レンチウイルス－ＨＰＶ　Ｅ６／Ｅ７／ｐｏ
ｌｙ　ｌ：Ｃ３０μＬを、後足蹠に注射した。残りのウイルスを、左の鼠径部リンパ節近
くに、皮下注射した。初回免疫の１４日後、血液を採取し、フローサイトメトリーにより
分析した。次に、１×１０９ＰＦＵ　ＭＧ１－ＨＰＶ　Ｅ６／Ｅ７で、マウスを静脈内で
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追加免疫した。追加免疫の５日後、血液を抜き、免疫応答をフローサイトメトリーにより
評価した。
【０１２４】
　[00139]免疫分析を以下の通り行った。血液を、後眼窩出血を介して、ヘパリン処理し
た毛細管チューブを用いて集め、ヘパリン中に回収した。次に、赤血球をＡＣＫ溶解バッ
ファーを用いて溶解し、得られたＰＢＭＣを、腫瘍抗原に対する免疫応答について分析し
た。ＰＢＭＣを、ペプチドの不存在下でインキュベーションするか、又は２μｇ／ｍＬペ
プチド（ＲＡＨＹＮＩＶＴＦ）で、合計５時間刺激した（ゴルジプラグを刺激に１時間加
えた）。刺激後、ＰＢＭＣを、ＣＤ４、ＣＤ８、及びＩＦＮγについて染色し、ＦＡＣＳ
Ｃａｎｔｏ及びＦｌｏｗＪｏにて分析した。応答するＴ細胞を、ＩＦＮ－γについての細
胞内サイトカイン染色（ＩＣＳ）後、フローサイトメトリーにより検出した。無刺激のＰ
ＢＭＣの値をバックグラウンドとみなし、刺激したＰＢＭＣから得た値から引いた。デー
タは平均＋／－ＳＥＭを表す。表１において、ＨＰＶ　Ｅ６／Ｅ７ペプチドが、免疫応答
の存在を示す、ＣＤ８細胞におけるＩＦＮ－γ産生を刺激することができることを示した
。
【０１２５】
【表１】

【０１２６】
　[00140]実施例７：癌精巣抗原１を発現するレンチウイルス初回免疫ベクター及び腫瘍
退縮ワクチンベクターの構築及び免疫試験
　[00141]ＮＹＥＳＯ１導入遺伝子は、１８０アミノ酸のタンパク質（配列番号１３）が
生じるようヒト及びマウスでの発現のためコドン最適化された、全長野生型配列（配列番
号１４）である。
【０１２７】
　[00142]癌精巣抗原１導入遺伝子を発現するレンチウイルスを、ｐＤＹ．ＥＧ．ＷＳレ
ンチウイルスベクターを用いて作製した。ＮＹＥＳＯ１導入遺伝子を、ＢａｍＨＩ制限酵
素部位を含有するプライマー（フォワードプライマーＡＣＴＧＧＧＡＴＣＣＡＴＧＣＡＧ
ＧＣＣＧＡＧＧＧＣＡＧＡＧ、配列番号２０）、及びＢａｍＨＩ制限酵素部位を含有する
プライマー（リバースプライマーＡＣＴＧＧＧＡＴＣＣＴＣＡＴＣＴＴＣＴＣＴＧＧＣＣ
ＧＣＴＧＧ、配列番号２１）を用いてＰＣＲ増幅した。ＮＹＥＳＯ１導入遺伝子ＰＣＲ産
物をアガロースゲル精製した。ｐＤＹ．ＥＧ．ＷＳレンチウイルスベクターを、ＢａｍＨ
Ｉ部位で切断してｅＧＦＰを取り除き、アガロースゲル精製し、ＣＩＡＰ（Ｉｎｖｉｔｒ
ｏｇｅｎカタログ１８００９－０１９）を用いて脱リン酸化した。次に、切断したベクタ
ーをさらにアガロースゲル精製した。次に、ＮＹＥＳＯ１導入遺伝子ＰＣＲ産物を、Ｂａ
ｍＨＩ切断ベクターに、Ｔ４　ＤＮＡリガーゼ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）を用いてライゲ
ーションした。ライゲーション反応物をコンピテント細胞を用いてトランスフォメーショ
ンし、陽性コロニー由来のプラスミドＤＮＡをミニプレップで増幅した。次に、修飾した
ＨＰＶ導入遺伝子を発現するｐＤＹ．ＥＧ．ＷＳレンチウイルスベクターを、マキシプレ
ップで増幅した。ＮＹＥＳＯ１導入遺伝子を発現するレンチウイルスを、３つのプラスミ
ド：ＮＹＥＳＯ１導入遺伝子を発現するｐＤＹ．ＥＧ．ＷＳレンチウイルスベクター、パ
ッケージングｐＣＭＶ－８．８４プラスミド、及びエンベロープｐＭＤ２Ｇプラスミドそ
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れぞれ６．４μｇのトランスフェクション後、２９３Ｔ細胞にレスキューした。ウイルス
上清を集め、０．４５μΜのフィルターを通して濾過し、５０，０００×ｇ、１６℃で１
２０分間遠心分離した。ＮＹＥＳＯ１導入遺伝子を発現するレンチウイルスを、ＰＢＳに
再懸濁し、－８０℃で保存した。
【０１２８】
　[00143]Ｍａｒａｂａ　ＭＧ１を、ＭａｒａｂａウイルスのＭＧ１二重変異体のＧウイ
ルス遺伝子とＬウイルス遺伝子の間で挿入された、癌精巣抗原１導入遺伝子を含有するよ
う操作した（Ｂｒｕｎ　Ｊ．ら、（２０１０）　Ｍｏｌ　Ｔｈｅｒ　１８：１４４０－１
４４９）。導入遺伝子配列を、哺乳動物細胞での発現のためコドン最適化した。ＮＹＥＳ
Ｏ１タンパク質を含有する、得られたＭａｒａｂａ　ＭＧ１を、「Ｍａｒａｂａ－ＭＧ１
－ＮＹＥＳＯ１」又は「ＭＧ１－ＮＹＥＳＯ１」と命名した。
【０１２９】
　[00144]ＮＹＥＳＯ１導入遺伝子を、シャトルベクターｐＭＲＢ－ＭＧ１／ｐＮＦにそ
のＭｌｕｌ部位（Ｇ遺伝子とＬ遺伝子の間）でライゲーションし、そしてこれは、それぞ
れ、Ｋｐｎｌ及びＮｈｅｌ部位により隣接して、Ｍａｒａｂａ－ＭＧ１ゲノムの一部をＧ
遺伝子の開始からＬ遺伝子の終わりに含有する。ここで、挿入されたＮＹＥＳＯ１導入遺
伝子をＧとＬの間に含有する、ＫｐｎｌからＮｈｅｌへの全領域を、次に、ｐＭＲＢ－Ｍ
Ｇ１／ｐＮＦから取り除き、Ｋｐｎｌ及びＮｈｅｌ部位を用いて、ｐＭＲＢ－ＭＧ１ゲノ
ムプラスミドに再度ライゲーションした。次に、Ｍａｒａｂａ－ＭＧ１－ＮＹＥＳＯ１を
レスキューした（Ｂｒｕｎ　Ｊ．ら、（２０１０）Ｍｏｌ　Ｔｈｅｒ　１８：１４４０－
１４４９で既に記載される通り）。Ｍａｒａｂａ－ＭＧ１－ＮＹＥＳＯ１を３回プラーク
精製し、スクロースクッション精製を介して精製した。Ｍａｒａｂａ－ＭＧ１－ＮＹＥＳ
Ｏ１ウイルスは、配列番号１５の逆相補的ＲＮＡバージョンであるゲノム配列を有する。
【０１３０】
　[00145]一般的に、０日目の初回免疫ベクター（レンチウイルス－ＮＹＥＳＯ１＋アジ
ュバントとしてのｐｏｌｙ　ｌ：Ｃ）の投与、及び１４日目の１ｅ９ＰＦＵの追加免疫ベ
クター（Ｍａｒａｂａ－ＭＧ１－ＮＹＥＳＯ１）の投与により、動物を免疫した。対照動
物を、ＮＹＥＳＯ１導入遺伝子の代わりに対照非免疫原性導入遺伝子挿入としてＧＦＰを
コードするウイルスベクターでプライム－ブーストした。初回免疫応答の分析を、１４日
目及び１９日目に行った。それぞれのレンチウイルス－ＮＹＥＳＯ１調製物を、初回免疫
ウイルスにアジュバントとして加えたｐｏｌｙ　ｌ：Ｃ２５０μｇと共に作製し、次に、
それぞれのウイルスについて５匹の動物の間で分けた。マウスをイソフルレンで麻酔し、
レンチウイルス－ＮＹＥＳＯ１／ｐｏｌｙ　ｌ：Ｃ３０μＬを、それぞれの後足蹠に注射
した。残りのウイルスを、左の鼠径部リンパ節近くに、皮下注射した。初回免疫の１４日
後、血液を採取し、フローサイトメトリーにより分析した。次に、１×１０９ＰＦＵ　Ｍ
Ｇ１－ＮＹＥＳＯ１で、マウスを静脈内で追加免疫した。追加免疫の５日後、血液を抜き
、免疫応答をフローサイトメトリーにより評価した。
【０１３１】
　[00146]免疫分析を以下の通り行った。血液を、後眼窩出血を介して、ヘパリン処理し
た毛細管チューブを用いて集め、ヘパリン中に回収した。次に、赤血球をＡＣＫ溶解バッ
ファーを用いて溶解し、得られたＰＢＭＣを腫瘍抗原に対する免疫応答について分析した
。ＰＢＭＣを、ペプチドの不存在下でインキュベーションするか、又は２μｇ／ｍＬペプ
チド（ＲＧＰＥＳＲＬＬ）で、合計５時間刺激した（ゴルジプラグを刺激に１時間加えた
）。刺激後、ＰＢＭＣを、ＣＤ４、ＣＤ８、及びＩＦＮγについて染色し、ＦＡＣＳＣａ
ｎｔｏ及びＦｌｏｗＪｏにて分析した。応答するＴ細胞を、ＩＦＮ－γについての細胞内
サイトカイン染色（ＩＣＳ）後、フローサイトメトリーにより検出した。無刺激のＰＢＭ
Ｃの値をバックグラウンドとみなし、刺激したＰＢＭＣから得た値から引いた。データは
平均＋／－ＳＥＭを表す。表２において、ＮＹＥＳ０１ペプチドが、免疫応答の存在を示
す、ＣＤ８細胞におけるＩＦＮ－γ産生を刺激することができることを示した。
【０１３２】
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【表２】

【０１３３】
　[00147]実施例８：前立腺タンパク質のヒト６回膜貫通型上皮抗原を発現するレンチウ
イルス初回免疫ベクター及び腫瘍退縮ワクチンベクターの構築及び免疫試験
　[00148]ｈｕＳＴＥＡＰ導入遺伝子は、３４１アミノ酸のタンパク質（配列番号１０）
が生じるようヒト及びマウスでの発現のためコドン最適化された、全長野生型配列（配列
番号１１）である。
【０１３４】
　[00149]前立腺タンパク質のヒト６回膜貫通型上皮抗原を発現するレンチウイルスを、
ｐＤＹ．ＥＧ．ＷＳレンチウイルスベクターを用いて作製した。ｈｕＳＴＥＡＰ導入遺伝
子を、ＥｃｏＲＩ制限酵素部位を含有するプライマー（フォワードプライマーＡＣＴＧＧ
ＡＡＴＴＣＡＴＧＧＡＡＴＣＡＣＧＧＡＡＧＧＡＣＡＴＣ、配列番号２２）、及びＢａｍ
ＨＩ制限酵素部位を含有するプライマー（リバースプライマーＡＣＴＧＧＧＡＴＣＣＴＴ
ＡＡＡＧＣＴＴＣＡＧＣＴＧＧＣＴＡＣＡＧ、配列番号２３）を用いてＰＣＲ増幅した。
ｈｕＳＴＥＡＰ導入遺伝子ＰＣＲ産物をアガロースゲル精製した。ｐＤＹ．ＥＧ．ＷＳレ
ンチウイルスベクターを、ＥｃｏＲＩ／ＢａｍＨＩ部位で切断しｅＧＦＰを取り除き、ア
ガロースゲル精製し、ＣＩＡＰ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎカタログ１８００９－０１９）を
用いて脱リン酸化した。次に、切断したベクターをさらにアガロースゲル精製した。次に
、ｈｕＳＴＥＡＰ導入遺伝子ＰＣＲ産物を、ＥｃｏＲＩ／ＢａｍＨＩ切断ベクターに、Ｔ
４　ＤＮＡリガーゼ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）を用いてライゲーションした。ライゲーシ
ョン反応物をコンピテント細胞を用いてトランスフォメーションし、陽性コロニー由来の
プラスミドＤＮＡをミニプレップで増幅した。次に、修飾したｈｕＳＴＥＡＰ導入遺伝子
を発現するｐＤＹ．ＥＧ．ＷＳレンチウイルスベクターを、マキシプレップで増幅した。
ｈｕＳＴＥＡＰ導入遺伝子を発現するレンチウイルスを、３つのプラスミド：ｈｕＳＴＥ
ＡＰ導入遺伝子を発現するｐＤＹ．ＥＧ．ＷＳレンチウイルスベクター、パッケージング
ｐＣＭＶ－８．８４プラスミド、及びエンベロープｐＭＤ２Ｇプラスミドそれぞれ６．４
μｇのトランスフェクション後、２９３Ｔ細胞にレスキューした。ウイルス上清を集め、
０．４５μΜのフィルターを通して濾過し、５０，０００×ｇ、１６℃で１２０分間遠心
分離した。ｈｕＳＴＥＡＰ導入遺伝子を発現するレンチウイルスを、ＰＢＳに再懸濁し、
－８０℃で保存した。
【０１３５】
　[00150]Ｍａｒａｂａ　ＭＧ１を、ＭａｒａｂａウイルスのＭＧ１二重変異体のＧウイ
ルス遺伝子とＬウイルス遺伝子の間で挿入された、前立腺導入遺伝子のヒト６回膜貫通型
上皮抗原を含有するよう操作した（Ｂｒｕｎ　Ｊ．ら、（２０１０）Ｍｏｌ　Ｔｈｅｒ　
１８：１４４０－１４４９）。導入遺伝子配列を、哺乳動物細胞での発現のためコドン最
適化した。ｈｕＳＴＥＡＰタンパク質を含有する、得られたＭａｒａｂａ　ＭＧ１を、「
Ｍａｒａｂａ－ＭＧ１－ｈｕＳＴＥＡＰ」又は「ＭＧ１－ｈｕＳＴＥＡＰ」と命名した。
修飾したＭａｒａｂａ　ＭＧ１骨格を用いて、クローニングを促進した。サイレント変異
を、Ｍａｒａｂａ　ＭＧ１ゲノム骨格のＬ遺伝子に導入して、Ｍｌｕｌ部位の１つを取り
除いた。第２のＭｌｕｌ部位を、ＧとＬの間のクローニング領域で、ＢｓｉＷＩ部位で置
き換えた。これらのＭａｒａｂａ　ＭＧ１ゲノム骨格への修飾は、シャトルプラスミドｐ
ＭＲＢ－ＭＧ１／ｐＮＦを用いることを回避するので、Ｂｒｕｎらの文献に記載されたも
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のより、より直接的なクローニングシステムを可能にした。ｈｕＳＴＥＡＰ導入遺伝子配
列を、修飾したＭａｒａｂａ　ＭＧ１ゲノム骨格に、そのＭｌｕｌ部位及びＢｓｉＷＩ部
位（ＧとＬの間のクローニング領域）でライゲーションした。次に、Ｍａｒａｂａ－ＭＧ
１－ｈｕＳＴＥＡＰをレスキューし（Ｂｒｕｎ　Ｊ．ら、（２０１０）Ｍｏｌ　Ｔｈｅｒ
　１８：１４４０－１４４９に既に記載される通り）、１回プラーク精製し、オプティプ
レップ精製した。Ｍａｒａｂａ－ＭＧ１－ｈｕＳＴＥＡＰは、配列番号１２の逆相補的Ｒ
ＮＡバージョンであるゲノム配列を有する。
【０１３６】
　[00151]一般的に、０日での初回免疫ベクター（レンチウイルス－ｈｕＳＴＥＡＰ＋ア
ジュバントとしてのｐｏｌｙ　ｌ：Ｃ）の投与、及び１４日での１ｅ９ＰＦＵの追加免疫
ベクター（Ｍａｒａｂａ－ＭＧ１－ｈｕＳＴＥＡＰ）の投与により、動物を免疫した。対
照動物を、ｈｕＳＴＥＡＰ導入遺伝子の代わりに対照非免疫原性導入遺伝子挿入としてＧ
ＦＰをコードするウイルスベクターでプライム－ブーストした。初回免疫応答の分析を、
１４日及び１９日で行った。それぞれのレンチウイルス－ｈｕＳＴＥＡＰ調製物を、初回
免疫ウイルスにアジュバントとして加えたｐｏｌｙ　ｌ：Ｃ２５０μｇと共に作製し、次
に、それぞれのウイルスについて５匹の動物の間で分けた。マウスをイソフルレンで麻酔
し、レンチウイルス－ｈｕＳＴＥＡＰ／ｐｏｌｙ　ｌ：Ｃ３０μＬを、それぞれの後足蹠
に注射した。残りのウイルスを、左の鼠径部リンパ節近くに、皮下注射した。初回免疫の
１４日後、血液を採取し、フローサイトメトリーにより分析した。次に、１×１０９ＰＦ
Ｕ　ＭＧ１－ｈｕＳＴＥＡＰで、マウスを静脈内で追加免疫した。追加免疫の５日後、血
液を抜き、免疫応答をフローサイトメトリーにより評価した。
【０１３７】
　[00152]免疫分析を以下の通り行った。血液を、後眼窩出血を介して、ヘパリン処理し
た毛細管チューブを用いて集め、ヘパリン中に回収した。次に、赤血球をＡＣＫ溶解バッ
ファーを用いて溶解し、得られたＰＢＭＣを腫瘍抗原に対する免疫応答について分析した
。ＰＢＭＣを、ペプチドの不存在下でインキュベーションするか、又はペプチドで、合計
５時間刺激した（ゴルジプラグを刺激に１時間加えた）。ＰＢＭＣを、ペプチドの不存在
下でインキュベーションするか、又は２μｇ／ｍＬペプチド（ＲＳＲＹＫＬＬ）で、合計
５時間刺激した（ゴルジプラグを刺激に１時間加えた）。刺激後、ＰＢＭＣを、ＣＤ４、
ＣＤ８、及びＩＦＮγについて染色し、ＦＡＣＳＣａｎｔｏ及びＦｌｏｗＪｏにて分析し
た。応答するＴ細胞を、ＩＦＮ－γについての細胞内サイトカイン染色（ＩＣＳ）後、フ
ローサイトメトリーにより検出した。無刺激のＰＢＭＣの値をバックグラウンドとみなし
、刺激したＰＢＭＣから得た値から引いた。データは平均＋／－ＳＥＭを表す。表３にお
いて、ｈｕＳＴＥＡＰペプチドが、免疫応答の存在を示す、ＣＤ８細胞におけるＩＦＮ－
γ産生を刺激することができることを示した。
【０１３８】
【表３】

【０１３９】
　[00153]実施例９：エプスタイン－バー核抗原１を発現するレンチウイルス初回免疫ベ
クター及び腫瘍退縮ワクチンベクターの構築及び免疫試験
　[00154]ＥＢＤＮＡ１導入遺伝子は、欠失した反復性配列を生じるグリシン－アラニン
を有する、全長野生型ＥＢＤＮＡ１の部分的ヌクレオチド配列（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．
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ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｐｒｏｔｅｉｎ／Ｑ１ＨＶＦ７．１）である（タン
パク質をアミノ末端ドメイン及びカルボキシ末端ドメインに分離する）。この配列は、タ
ンパク質を安定化させ、プロテアソーム破壊を防ぎ、並びに抗原プロセシング及びＭＨＣ
クラスＩ拘束性抗原提示を障害するようである（Ｌｅｖｉｔｓｋａｙａ　Ｊら、（１９９
５）Ｎａｔｕｒｅ　３７５：６８５－６８８）。切断型ＥＢＤＮＡ１ヌクレオチド配列（
配列番号１７）は、２３８アミノ酸のタンパク質（配列番号１６）を生じるようヒト及び
マウスでの発現のためコドン最適化された。
【０１４０】
　[00155]エプスタイン－バー核抗原１タンパク質を発現するレンチウイルスを、ｐＤＹ
．ＥＧ．ＷＳレンチウイルスベクターを用いて作製した。修飾したＥＢＤＮＡ１導入遺伝
子を、ＥｃｏＲＩ制限酵素部位を含有するプライマー（フォワードプライマーＡＣＴＧＧ
ＡＡＴＴＣＡＴＧＣＣＡＧＴＣＧＧＣＣＡＧＧＣＴＧ、配列番号２４）、及びＢａｍＨＩ
制限酵素部位を含有するプライマー（リバースプライマーＡＣＴＧＧＧＡＴＣＣＴＴＡＴ
ＴＣＣＴＧＣＣＣＣＴＣＴＴＣＴＣＣ、配列番号２５）を用いてＰＣＲ増幅した。ＥＢＤ
ＮＡ１導入遺伝子ＰＣＲ産物をアガロースゲル精製した。ｐＤＹ．ＥＧ．ＷＳレンチウイ
ルスベクターを、ＥｃｏＲＩ及びＢａｍＨＩ部位で切断しｅＧＦＰを取り除き、アガロー
スゲル精製し、ＣＩＡＰ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎカタログ１８００９－０１９）を用いて
脱リン酸化した。次に、切断したベクターをさらにアガロースゲル精製した。次に、ＥＢ
ＤＮＡ１導入遺伝子ＰＣＲ産物を、ＥｃｏＲＩ／ＢａｍＨＩ切断ベクターに、Ｔ４　ＤＮ
Ａリガーゼ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）を用いてライゲーションした。ライゲーション反応
物をコンピテント細胞を用いてトランスフォメーションし、陽性コロニー由来のプラスミ
ドＤＮＡをミニプレップで増幅した。次に、ＥＢＤＮＡ１導入遺伝子を発現するｐＤＹ．
ＥＧ．ＷＳレンチウイルスベクターを、マキシプレップで増幅した。ＥＢＤＮＡ１導入遺
伝子を発現するレンチウイルスを、３つのプラスミド：ＥＢＤＮＡ１導入遺伝子を発現す
るｐＤＹ．ＥＧ．ＷＳレンチウイルスベクター、パッケージングｐＣＭＶ－８．８４プラ
スミド、及びエンベロープｐＭＤ２Ｇプラスミドそれぞれ６．４μｇのトランスフェクシ
ョン後、２９３Ｔ細胞にレスキューした。ウイルス上清を集め、０．４５μΜのフィルタ
ーを通して濾過し、５０，０００×ｇ、１６℃で１２０分間遠心分離した。ＥＢＤＮＡ１
導入遺伝子を発現するレンチウイルスを、ＰＢＳに再懸濁し、－８０℃で保存した。
【０１４１】
　[00156]Ｍａｒａｂａ　ＭＧ１を、ＭａｒａｂａウイルスのＭＧ１二重変異体のＧウイ
ルス遺伝子とＬウイルス遺伝子の間で挿入された、エプスタイン－バー核抗原１導入遺伝
子を含有するよう操作した（Ｂｒｕｎ　Ｊ．ら、（２０１０）Ｍｏｌ　Ｔｈｅｒ　１８：
１４４０－１４４９）。導入遺伝子配列を、哺乳動物細胞での発現のためコドン最適化し
た。ＥＢＶＤＮＡ１タンパク質を含有する、得られたＭａｒａｂａ　ＭＧ１を、「Ｍａｒ
ａｂａ－ＭＧ１－ＥＢＶＤＮＡ１」又は「ＭＧ１－ＥＤＶＤＮＡ１」と命名した。修飾し
たＭａｒａｂａ　ＭＧ１骨格を用いて、クローニングを促進した。サイレント変異を、Ｍ
ａｒａｂａ　ＭＧ１ゲノム骨格のＬ遺伝子に導入して、Ｍｌｕｌ部位の１つを取り除いた
。第２のＭｌｕｌ部位を、ＧとＬの間のクローニング領域で、ＢｓｉＷＩ部位で置き換え
た。これらのＭａｒａｂａ　ＭＧ１ゲノム骨格への修飾は、シャトルプラスミドｐＭＲＢ
－ＭＧ１／ｐＮＦを用いることを回避するので、Ｂｒｕｎらの文献に記載されたものより
、より直接的なクローニングシステムを可能にした。ＥＢＤＮＡ１導入遺伝子配列を、修
飾したＭａｒａｂａ　ＭＧ１ゲノム骨格に、そのＭｌｕｌ部位及びＢｓｉＷＩ部位（Ｇと
Ｌの間のクローニング領域）でライゲーションした。次に、Ｍａｒａｂａ－ＭＧ１－ＥＢ
ＤＮＡ１導入遺伝子をレスキューし（Ｂｒｕｎ　Ｊ．ら、（２０１０）Ｍｏｌ　Ｔｈｅｒ
　１８：１４４０－１４４９に既に記載される通り）、１回プラーク精製し、オプティプ
レップ精製した。
【０１４２】
　[00157]一般的に、０日目で初回免疫ベクター（レンチウイルス－ＥＢＤＮＡ１＋アジ
ュバントとしてのｐｏｌｙ　ｌ：Ｃ）の投与、及び１４日目の１ｅ９ＰＦＵの追加免疫ベ
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クター（Ｍａｒａｂａ－ＭＧ１－ＥＢＤＮＡ１）の投与により、動物を免疫した。対照動
物を、ＴＡＡ導入遺伝子の代わりに対照非免疫原性導入遺伝子挿入としてＧＦＰをコード
するウイルスベクターでプライム－ブーストした。初回免疫応答の分析を、１４日目及び
１９日目に行った。それぞれのレンチウイルス－ＥＢＤＮＡ１調製物を、初回免疫ウイル
スにアジュバントとして加えたｐｏｌｙ　ｌ：Ｃ２５０μｇと共に作製し、次に、それぞ
れのウイルスについて５匹の動物の間で分けた。マウスをイソフルレンで麻酔し、レンチ
ウイルス－ＥＢＤＮＡ１／ｐｏｌｙ　ｌ：Ｃ３０μＬを、それぞれの後足蹠に注射した。
残りのウイルスを、左の鼠径部リンパ節近くに、皮下注射した。初回免疫の１４日後、血
液を採取し、フローサイトメトリーにより分析した。次に、１×１０９ＰＦＵ　ＭＧ１－
ＥＢＶＤＮＡ１で、マウスを静脈内で追加免疫した。追加免疫の５日後、血液を抜き、免
疫応答をフローサイトメトリーにより評価した。
【０１４３】
　[00158]免疫分析を以下の通り行った。血液を、後眼窩出血を介して、ヘパリン処理し
た毛細管チューブを用いて集め、ヘパリン中に回収した。次に、赤血球をＡＣＫ溶解バッ
ファーを用いて溶解し、得られたＰＢＭＣを腫瘍抗原に対する免疫応答について分析した
。ＰＢＭＣを、ペプチドの不存在下でインキュベーションするか、又は２μｇ／ｍＬペプ
チド（ＶＹＧＧＳＫＴＳＬ）で、合計５時間刺激した（ゴルジプラグを刺激に１時間加え
た）。刺激後、ＰＢＭＣを、ＣＤ４、ＣＤ８、及びＩＦＮγについて染色し、ＦＡＣＳＣ
ａｎｔｏ及びＦｌｏｗＪｏにて分析した。応答するＴ細胞を、ＩＦＮ－γについての細胞
内サイトカイン染色（ＩＣＳ）後、フローサイトメトリーにより検出した。無刺激のＰＢ
ＭＣの値をバックグラウンドとみなし、刺激したＰＢＭＣから得た値から引いた。データ
は平均＋／－ＳＥＭを表す。ＥＢＶＤＮＡ１ペプチドは、表４に示す通り、免疫応答の欠
如を示す、いずれかのＣＤ８　Ｔ細胞でのＩＦＮ－γ産生を刺激することができなかった
。
【０１４４】
【表４】

【０１４５】
　[00159]実施例１０：アデノウイルス－ＯＶワクチンプライム－ブースト戦略に対する
シクロホスファミドの作用
　[00160]シクロホスファミド（ＣＰＡ）は、種々のタイプの癌を処置するために用いら
れる化学療法剤である。高用量のこの薬剤が有効な化学療法に必要とされる。高用量のＣ
ＰＡは免疫抑制を導くと考えられ、一方低用量の薬剤は様々な抗原に対する免疫応答の増
強を導き得る。驚くべきことに、本開示の異種プライム－ブースト戦略において、ＣＰＡ
のみが、第１のウイルスによる免疫系の初回免疫に先立ち投与されたとき、免疫応答の増
大をもたらす。
【０１４６】
　[00161]肺転移を生じさせるために、Ｃ５７Ｂｌ／６マウス（研究開始時に８～１０週
齢）に、生理食塩水２００μｌ中２．５×１０５個のＢ１６－Ｆ１０細胞（マウスＤＣＴ
抗原を発現するマウスメラノーマ細胞）を０日で静脈内注射した。Ｂ１６－Ｆ１０移植の
５日後、マウスにＡｄ－ｈＤＣＴ初回免疫ワクチン（ＰＢＳ２００μｌ中２×１０８ｐｆ
ｕ、筋肉内）を与え、続いて、１４日後に、腫瘍退縮追加免疫ワクチンとして１回静脈内
用量のＶＳＶ－ｈＤＣＴ（ＰＢＳ２００μｌ中２×１０９ｐｆｕ、静脈内）を与えた。加
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えて、初回免疫に先立ち－１日、及び／又は追加免疫に１３日先立ち、マウスにビークル
又はＣＰＡ（１ｍｇ／マウス２０ｇ、腹腔内）を与えた。図９において、初回免疫ベクタ
ーに先立ち与えたＣＰＡが生存を有意に増大し、一方追加免疫ベクターに先立ち投与した
ＣＰＡは、生存を延長しない（データは示していない）ことを見ることができる。
【０１４７】
　[00162]上の記載において、説明の目的のため、実施例の徹底的な理解をもたらすため
に、多数の詳細が説明される。上述の実施例は、代表例のみであることが意図される。変
化、修飾、及びバリエーションが、添付の請求の範囲により単に定義される、範囲から逸
脱することなく、当業者により、特定の実施例にもたらされ得る。
【付録Ａ－タンパク質及びヌクレオチド配列】
【０１４８】
【化１－１】
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