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本申请涉及重组单纯疱疹病毒2(HSV‑2)疫

苗载体，具体而言，本发明提供了重组单纯疱疹

病毒2(HSV‑2)疫苗载体、其病毒粒、包含前者的

组合物和疫苗，以及使用它们的方法。
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1.一种重组单纯疱疹病毒‑2(HSV‑2)在制备用于预防受试者中HSV‑1感染或HSV‑2感染

或预防受试者中由HSV‑1感染或HSV‑2感染所致疾病的药物中的用途，其中所述重组HSV‑2

在其基因组中具有编码HSV‑2糖蛋白D的基因的缺失，

其中所述重组HSV‑2在其脂质双层上包含单纯疱疹病毒‑1(HSV‑1)糖蛋白，其中所述

HSV‑1糖蛋白不由所述重组HSV‑2基因组编码，并且

其中所述HSV‑1糖蛋白是HSV‑1糖蛋白D。

2.一种重组单纯疱疹病毒‑2(HSV‑2)在制备用于预防受试者中HSV‑1感染或HSV‑2和

HSV‑1的共感染或预防受试者中由HSV‑1感染或HSV‑2和HSV‑1的共感染所致疾病的药物中

的用途，其中所述重组HSV‑2在其基因组中具有编码HSV‑2糖蛋白D的基因的缺失，

其中所述重组HSV‑2在其脂质双层上包含单纯疱疹病毒‑1(HSV‑1)糖蛋白，其中所述

HSV‑1糖蛋白不由所述重组HSV‑2基因组编码，并且

其中所述HSV‑1糖蛋白是HSV‑1糖蛋白D。

3.一种重组单纯疱疹病毒‑2(HSV‑2)在制备用于治疗受试者中HSV‑1感染或HSV‑2和

HSV‑1的共感染或治疗受试者中由HSV‑1感染或HSV‑2和HSV‑1的共感染所致疾病的药物中

的用途，其中所述重组HSV‑2在其基因组中具有编码HSV‑2糖蛋白D的基因的缺失，

其中所述重组HSV‑2在其脂质双层上包含单纯疱疹病毒‑1(HSV‑1)糖蛋白，

其中所述HSV‑1糖蛋白不由所述重组HSV‑2基因组编码，并且

其中所述HSV‑1糖蛋白是HSV‑1糖蛋白D。

4.一种重组单纯疱疹病毒‑2(HSV‑2)在制备用于激发受试者中免疫应答的药物中的用

途，其中所述重组HSV‑2在其基因组中具有编码HSV‑2糖蛋白D的基因的缺失，

其中所述药物包含获自已经用所述重组HSV‑2免疫接种的受试者的抗体和/或免疫因

子，

其中所述重组HSV‑2在其脂质双层上包含单纯疱疹病毒‑1(HSV‑1)糖蛋白，

其中所述HSV‑1糖蛋白不由所述重组HSV‑2基因组编码，并且

其中所述HSV‑1糖蛋白是HSV‑1糖蛋白D。

5.一种重组单纯疱疹病毒‑2(HSV‑2)在制备用于在受试者中针对抗原性靶诱导抗体依

赖性细胞介导的细胞毒性(ADCC)的药物中的用途，其中所述重组HSV‑2在其基因组中具有

编码HSV‑2糖蛋白D的基因的缺失，

其中所述重组HSV‑2在其脂质双层上包含单纯疱疹病毒‑1(HSV‑1)糖蛋白和异种抗原，

其中所述HSV‑1糖蛋白不由所述重组HSV‑2基因组编码，并且

其中所述HSV‑1糖蛋白是HSV‑1糖蛋白D。

6.根据权利要求5所述的用途，其中所述异种抗原是所述抗原性靶的表面抗原。

7.根据权利要求5所述的用途，其中所述异种抗原是寄生物抗原、细菌性抗原或病毒性

抗原。

8.根据权利要求5所述的用途，其中所述异种抗原由插入所述重组HSV‑2的基因组的转

基因编码。

9.根据权利要求1‑5任一项所述的用途，其中所述HSV‑1糖蛋白D通过用具有编码HSV‑2

糖蛋白D的基因的缺失的重组HSV‑2构建体转染细胞而存在于所述重组HSV‑2的脂质双层

上，其中所述细胞被转染或已被转染以在细胞膜上表达所述HSV‑1糖蛋白D，并且其中所获
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得的包含存在于脂质双层上的所述HSV‑1糖蛋白D的所述重组HSV‑2由所述细胞生产。
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重组单纯疱疹病毒2(HSV‑2)疫苗载体

[0001] 本申请是申请号为201580022222.6，申请日为2015年3月2日，发明名称为“重组单

纯疱疹病毒2(HSV‑2)疫苗载体”的中国专利申请的分案申请。

[0002] 相关申请的交叉引用

[0003] 本申请要求2014年3月3日提交的美国临时申请号61/946,965和2014年11月17日

提交的美国临时申请号62/080,663的权益，所述文献的内容因而通过引用的方式并入。

[0004] 政府资助声明

[0005] 本发明借助美国政府支持在国家健康研究所资助的基金编号AI‑061679和AI‑

51519下做出。美国政府在本发明中享有某些权利。

背景技术

[0006] 在本申请书的全文范围内，参考了多种出版物，包括依据方括号内的编号参考。可

以在本说明书的末尾找到对这些参考文献的完整援引。本文中参考的这些出版物、全部专

利和专利申请公开及书籍的公开内容因而通过引用的方式完整并入本申请中，以更充分地

描述本发明所属的现有技术。

[0007] 单纯疱疹病毒1型和2型(HSV‑1和HSV‑2)作为重大健康问题在全球持续存在，在全

世界不成比例地影响发展中国家和贫穷社区及助长HIV流行。因为目前不存在针对HSV‑1、

HSV‑2或HIV的有效疫苗，因而迫切需要针对这些感染的疫苗。HSV‑1是传染性失明的主要病

因，而HSV‑2是全球生殖器溃疡的主要病因，不过现在HSV‑1更通常地被鉴定为与发达国家

中的生殖道疾病有关。生殖器疱疹是一种可能羞辱及在心理上影响那些患者的复发性终生

疾病。HSV‑2感染显著地增加获得和传播HIV的可能性，而任一种血清型的垂直传播都经常

导致婴儿重度发病或死亡。单独或与糖蛋白B(gD和gB)联合使用病毒糖蛋白D的基于亚单位

制剂的HSV‑2疫苗的最近临床试验已经失败，尽管诱导出了全身性中和抗体。令人惊讶地，

HSV‑2gD亚单位(gD‑2)疫苗提供了针对HSV‑1的部分保护作用，但是未提供针对HSV‑2的保

护作用。已经临床前评价了几个减毒病毒，但是临床研究迄今已经限于治疗性应用(降低复

发频率)并且同样尚未显示效力。因此，必须工程化新的疫苗策略并对其进行评价。

[0008] 本发明满足对新型和改进型HSV‑1疫苗和HSV‑2疫苗的这种需求。

发明内容

[0009] 提供一种分离的重组单纯疱疹病毒‑2(HSV‑2)，所述单纯疱疹病毒‑2在其基因组

中具有编码HSV‑2糖蛋白D的基因(Us6)缺失。

[0010] 还提供一种分离的重组HSV‑2的病毒粒，所述毒粒在其基因组中具有编码HSV‑2糖

蛋白D的基因(Us6)缺失。

[0011] 提供一种分离的细胞，所述细胞在其中包含如本文所述的重组HSV‑2基因组或如

本文所述的重组HSV‑1基因，其中实施细胞不存在于人类中。

[0012] 还提供一种疫苗组合物，所述疫苗组合物包含如本文所述的重组HSV‑2病毒或如

本文所述的病毒粒。
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[0013] 还提供一种组合物，所述组合物包含如本文所述的重组HSV‑2病毒或如本文所述

的病毒粒，其中所述病毒或病毒粒的基因组至少包含第二基因的缺失，其中第二基因是

HSV‑2病毒复制或毒力必需的。

[0014] 提供一种药物组合物，所述药物组合物包含如本文所述的重组HSV‑2病毒或如本

文所述的病毒粒和可药用载体。

[0015] 还提供一种激发受试者中免疫应答的方法，所述方法包括向受试者以有效激发受

试者中免疫应答的量施用(i)如本文所述的重组HSV‑2病毒；(ii)如本文所述的其病毒粒，

(iii)如本文所述的疫苗；(iv)如本文所述的组合物；或(v)如本文所述的药物组合物。

[0016] 还提供一种治疗受试者中HSV‑1、HSV‑2或者HSV‑1和HSV‑2共感染或治疗受试者中

HSV‑1、HSV‑2或共感染所致疾病的方法，包括向受试者以有效治疗受试者中HSV‑1、HSV‑2或

共感染或治疗HSV‑1、HSV‑2或共感染所致疾病的量施用(i)如本文所述的重组HSV‑2病毒；

(ii)如本文所述的其病毒粒，(iii)如本文所述的疫苗；(iv)如本文所述的组合物；或(v)如

本文所述的药物组合物。

[0017] 还提供一种针对HSV‑1、HSV‑2或共感染而接种受试者的方法，所述方法包括向受

试者以有效针对HSV‑1、HSV‑2或共感染接种受试者的量施用(i)如本文所述的重组HSV‑2病

毒；(ii)如本文所述的其病毒粒，(iii)如本文所述的疫苗；(iv)如本文所述的组合物；或

(v)如本文所述的药物组合物。

[0018] 还提供一种免疫受试者对抗HSV‑1、HSV‑2或共感染的方法，所述方法包括向受试

者以有效免疫受试者对抗HSV‑1、HSV‑2或共感染的量施用(i)如本文所述的重组HSV‑2病

毒；(ii)如本文所述的其病毒粒，(iii)如本文所述的疫苗；(iv)如本文所述的组合物；或

(v)如本文所述的药物组合物。

[0019] 在疫苗、组合物和药物组合物及其使用方法的一个实施方案中，重组HSV‑2的量是

有效实现所述目的的重组HSV‑2的pfu量。

[0020] 还提供一种产生重组单纯疱疹病毒‑2(HSV‑2)的病毒粒的方法，所述病毒粒在其

基因组中具有编码HSV‑2糖蛋白D的基因缺失并且在其脂质双层上包含HSV‑1或HSV‑2糖蛋

白D，所述方法包括用其基因组中具有编码HSV‑2糖蛋白D的基因缺失的重组单纯疱疹病毒‑

2(HSV‑2)在允许重组单纯疱疹病毒‑2(HSV‑2)复制的条件下感染包含了编码HSV‑1或HSV‑2

糖蛋白D的异源核酸的细胞，并且回收细胞产生的重组HSV‑2病毒粒。

[0021] 还提供一种重组核酸，所述重组核酸具有与野生型HSV‑2基因组相同的序列，例外

是重组核酸不包含编码HSV‑2糖蛋白D的序列。

[0022] 还提供一种分离的重组单纯疱疹病毒‑2(HSV‑2)，所述重组单纯疱疹病毒‑2在其

基因组中具有编码HSV‑2糖蛋白D的基因缺失，用于治疗或预防受试者中的HSV‑1、HSV‑2或

共感染。

[0023] 还提供一种分离的重组HSV‑2的病毒粒，所述病毒粒在其基因组中具有编码HSV‑2

糖蛋白D的基因缺失，用于治疗或预防受试者中的HSV‑1、HSV‑2或共感染。

[0024] 提供一种分离的重组单纯疱疹病毒‑2(HSV‑2)，所述纯疱疹病毒‑2在其基因组中

具有编码HSV‑2糖蛋白D的基因缺失。

[0025] 还提供一种分离的重组HSV‑2的病毒粒，所述毒粒在其基因组中具有编码HSV‑2糖

蛋白D的基因缺失。
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[0026] 还提供一种分离的细胞，所细胞在其中包含如本文所述的病毒或如本文所述的病

毒粒，其中所述细胞不存在于人类中。

[0027] 一种疫苗组合物，所述疫苗组合物包含如本文所述的病毒或如本文所述的病毒

粒。

[0028] 还提供一种组合物，所述组合物包含如本文所述的病毒或如本文所述的病毒粒，

其中所述病毒或病毒粒的基因组至少包含第二基因的缺失，其中第二基因是HSV‑2病毒复

制必需的。

[0029] 还提供药物组合物，所述药物组合物包含如本文所述的病毒或如本文所述的病毒

粒和可药用载体。

[0030] 还提供一种激发受试者中免疫应答的方法，所述方法包括向受试者以有效激发受

试者中免疫应答的量施用(i)如本文所述的病毒；(ii)如本文所述的病毒粒，(iii)如本文

所述的疫苗；(iv)如本文所述的组合物；或(v)如本文所述的药物组合物。

[0031] 还提供一种治疗受试者中HSV‑2感染或治疗受试者中由HSV‑2感染所致疾病的方

法，所述方法包括向受试者以有效在受试者中治疗HSV‑2感染或治疗由HSV‑2感染所致疾病

的量施用(i)如本文所述的病毒；(ii)如本文所述的病毒粒，(iii)如本文所述的疫苗；(iv)

如本文所述的组合物；或(v)如本文所述的药物组合物。

[0032] 还提供一种针对HSV‑2感染接种受试者的方法，所述方法包括向受试者以有效针

对HSV‑2接种受试者的量施用(i)如本文所述的病毒；(ii)如本文所述的病毒粒，(iii)如本

文所述的疫苗；(iv)如本文所述的组合物；或(v)如本文所述的药物组合物。

[0033] 还提供一种免疫受试者对抗HSV‑2感染的方法，所述方法包括向受试者以有效免

疫受试者对抗HSV‑2的量施用(i)如本文所述的病毒；(ii)如本文所述的病毒粒，(iii)如本

文所述的疫苗；(iv)如本文所述的组合物；或(v)如本文所述的药物组合物。

[0034] 还提供一种产生重组单纯疱疹病毒‑2(HSV‑2)的病毒粒的方法，所述病毒粒在其

基因组中具有编码HSV‑2糖蛋白D的基因缺失并且在其脂质双层上包含HSV‑1糖蛋白D，所述

方法包括用其基因组中具有编码HSV‑2糖蛋白D的基因缺失的重组单纯疱疹病毒‑2(HSV‑2)

在允许重组单纯疱疹病毒‑2(HSV‑2)复制的条件下感染包含了编码HSV‑1糖蛋白D的异源核

酸的细胞，并且回收细胞产生的在其脂质双层上包含HSV‑1糖蛋白D的重组HSV‑2病毒粒。

[0035] 还提供一种产生重组单纯疱疹病毒‑2(HSV‑2)的病毒粒的方法，所述病毒粒在其

基因组中具有编码HSV‑2糖蛋白D的基因缺失并且在其脂质双层上包含非HSV‑2表面糖蛋

白，所述方法包括用其基因组中具有编码HSV‑2糖蛋白D的基因缺失的重组单纯疱疹病毒‑2

(HSV‑2)在允许重组单纯疱疹病毒‑2(HSV‑2)复制的条件下，感染包含了编码非HSV‑2表面

糖蛋白的异源核酸的细胞，并且回收细胞产生的在其脂质双层上包含非HSV‑2表面糖蛋白

的重组HSV‑2病毒粒。

[0036] 还提供一种重组核酸，所述重组核酸具有与HSV‑2基因组相同的序列，例外是所述

序列不包含编码HSV‑2糖蛋白D的序列。

[0037] 还提供一种分离的重组单纯疱疹病毒‑2(HSV‑2)，所述单纯疱疹病毒‑2在其基因

组中具有编码HSV‑2糖蛋白D的基因缺失，用于治疗或预防受试者中的HSV‑2感染。

[0038] 还提供一种分离的重组单纯疱疹病毒‑2(HSV‑2)，所述单纯疱疹病毒‑2在其基因

组中具有编码HSV‑2糖蛋白D的基因缺失，用于治疗或预防受试者中的HSV‑1感染。
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[0039] 还提供一种分离的重组HSV‑2的病毒粒，所述病毒粒在其基因组中具有编码HSV‑2

糖蛋白D的基因缺失，用于治疗或预防受试者中的HSV‑2感染。

[0040] 还提供一种治疗受试者中HSV‑1感染或者HSV‑1和HSV‑2共感染，或治疗受试者中

由HSV‑2感染或者HSV‑1和HSV‑2共感染所致疾病的方法，所述方法包括向受试者以有效治

疗受试者中HSV‑2感染或治疗由HSV‑2感染所致疾病的量或有效治疗受试者中HSV‑1和HSV‑

2共感染或治疗由HSV‑1和HSV‑2共感染感染所致疾病的量施用(i)如本文所述的病毒；(ii)

如本文所述的病毒粒，(iii)如本文所述的疫苗；(iv)如本文所述的组合物；或(v)如本文所

述的药物组合物。

[0041] 还提供一种针对HSV‑1感染或者HSV‑1和HSV‑2共感染接种受试者的方法，所述方

法包括向受试者以有效针对HSV‑1感染或者HSV‑1和HSV‑2共感染接种受试者的量施用(i)

如本文所述的病毒；(ii)如本文所述的病毒粒，(iii)如本文所述的疫苗；(iv)如本文所述

的组合物；或(v)如本文所述的药物组合物。

[0042] 还提供一种免疫受试者对抗HSV‑1感染或者HSV‑1和HSV‑2共感染的方法，所述方

法包括向受试者以有效免疫受试者对抗HSV‑1感染或者HSV‑1和HSV‑2共感染的量施用(i)

如本文所述的病毒；(ii)如本文所述的病毒粒，(iii)如本文所述的疫苗；(iv)如本文所述

的组合物；或(v)如本文所述的药物组合物。

[0043] 还提供一种分离的重组单纯疱疹病毒‑2(HSV‑2)，所述单纯疱疹病毒‑2在其基因

组中具有编码HSV‑2糖蛋白D的基因缺失并且还包含病原体的异种抗原。

[0044] 还提供一种在受试者中针对抗原性靶诱导抗体依赖性细胞介导的细胞毒性

(ADCC)的方法，所述方法包括向受试者以有效针对抗原性靶诱导抗体依赖性细胞介导的细

胞毒性(ADCC)的量施用分离的重组单纯疱疹病毒‑2(HSV‑2)，所述纯疱疹病毒‑2在其基因

组中具有编码HSV‑2糖蛋白D的基因缺失并且还在其脂质双层上包含异种抗原。

附图说明

[0045] 图1：HSV‑2 Δ gD启动顿挫型感染：HSV‑2 Δ gD‑/+仅在反式提供gD的细胞中(例如

VD60[40，41])成功复制，但在不编码US6的细胞如Vero细胞(ATCC  CCL‑81，绿猴肾)或CaSki

(ATCC  CRL‑1550，智人(Homo  sapiens)，子宫颈)中未成功复制。无复制能力的HSV‑2 Δ gD

(从Vero细胞获得的Δ gD‑/‑)不能感染不编码US6的细胞如Vero和CaSki。

[0046] 图2：A.在大剂量阴道内或皮下接种后，用多达107个噬斑形成单位(pfu)的HSV‑2

Δ gD‑/+病毒接种的重症联合免疫缺陷(SCID)小鼠不表现出疾病体征。相比之下，用野生型

病毒按低1,000倍的病毒剂量(104个pfu)接种的SCID小鼠死于疾病。在A中显示生存曲线，B

中显示红斑、水肿或生殖器溃疡证据的上皮评分(0至5打分)并且C中显示神经元感染证据

的神经学评分(0至5打分)。

[0047] 图3：用HSV‑2Δ gD‑/+病毒免疫激发了抗HSV‑2抗体。尽管皮下‑皮下免疫激发显著

水平的全身性和粘膜(阴道洗液)抗HSV‑2抗体，但是HSV‑2Δ gD‑/+的皮下‑阴道内免疫激发

了较低水平的全身性抗HSV‑2抗体并且阴道洗液中抗体水平没有增加。A中显示血清中的抗

HSV‑2抗体水平并且B中显示阴道洗液中的抗HSV‑2抗体水平。用Δ gD‑/+免疫的小鼠显示在

强毒性HSV‑2攻击后中和了血清中的抗HSV‑2抗体。C中显示由 Δ gD‑/+免疫激发的抗体的中

和能力(*p<0.05；**p<0.01；***p<0.001)。
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[0048] 图4：A：以TgT细胞转移并随后用HSV‑2Δ gD‑/+或VD60裂解物(对照)初免和加强免

疫的C57Bl/6小鼠的脾中CD8+gBT‑I  T细胞计数。B：接种小鼠或对照小鼠的脾中gBT‑I记忆T

细胞的百分数。C：在加强免疫后14天，将脾细胞分离并在体外用gB498‑505肽再刺激并稍后

6小时通过胞内细胞因子染色法和流式细胞术分析细胞因子产生。(*p<0.05；**p<0.01；***

p<0.001)。

[0049] 图5：用HSV‑2 Δ gD‑/+(106个pfu/小鼠)免疫保护了小鼠免受致死性HSV‑2攻击影

响。将小鼠以皮下方式初免并且间隔3周皮下或阴道内加强免疫并且随后在阴道内加强免

疫3周之后用LD90的强毒野生型HSV‑2(4674)攻击。尽管对照(用VD60细胞裂解物免疫的)小

鼠死于疾病，如体重明显减轻(A)和死亡(B)所显示，Δ gD‑/+‑免疫的小鼠显示明显较少的

病变。另外，Δ gD‑/+‑免疫的小鼠在致死性攻击后显示较少上皮疾病(C)和神经学病变(D)。

此外与作为对照用VD60细胞裂解物免疫的小鼠相比，在致死量的强毒HSV‑2阴道内攻击后，

Δ gD‑/+‑接种的小鼠在阴道洗液(E)、阴道组织和背根神经节(DRG)(F)中显示明显较少的

病毒载量。在第4天阴道洗液或第5天阴道组织和DRG，从Δ gD‑/+‑免疫的小鼠中没有回收到

感染性病毒(*p<0.05；**p<0.01；***p<0.001)。

[0050] 图6：用强毒HSV‑2攻击后，用HSV‑2Δ gD‑/+免疫的小鼠在阴道洗液中分泌较少的

炎性细胞因子。用HSV‑2Δ gD‑/+免疫的小鼠在阴道洗液中分泌比VD60裂解物免疫并用强毒

HSV‑2攻击的小鼠更少的TNF‑α、IL‑6和IL‑1β。在攻击后的不同时间点观察到炎性细胞因子

表达的差异(*p<0.05；**p<0.01；***p<0.001)。

[0051] 图7：用HSV‑2 Δ gD‑/+免疫招募T细胞至感染部位和相关的淋巴结(LN)。用强毒

HSV‑2攻击后，用Δ gD‑/+皮下‑皮下免疫的小鼠显示骶淋巴结(LN)中活化的抗HSV‑2gBT‑I 

CD8+T细胞(A)和CD4+T细胞(B)的百分数增加。提取LN并与UV灭活的Δ gD‑/‑温育6小时并且

随后用抗体染色以便流式细胞分析。用强毒HSV‑2攻击后，用Δ gD‑/+按皮下‑阴道内方式免

疫的小鼠显示阴道中抗HSV‑2gBT‑I  CD8+T细胞(C)和CD4+T细胞(D)的数目增加。加工阴道

组织以提取T细胞并用抗体染色以便流式细胞分析。用(CountBrightTM，Lifetechnologies)

进行细胞计数。(*p<0.05；**p<0.01)。

具体实施方案

[0052] 提供一种分离的重组单纯疱疹病毒‑2(HSV‑2)，所述纯疱疹病毒‑2在其基因组中

具有编码HSV‑2糖蛋白D的基因缺失。

[0053] 在一个实施方案中，HSV‑2糖蛋白D包含SEQ  ID  NO:1中所示的氨基酸序列：

[0054] MGRLTSGVGTAALLVVAVGLRVVCAKYALADPSLKMADPNRFRGKNLPVLDQLTDPPGVKRVYHIQPS

LEDPFQPPSIPITVYYAVLERACRSVLLHAPSEAPQIVRGASDEARKHTYNLTIAWYRMGDNCAIPITVMEYTECP

YNKSLGVCPIRTQPRWSYYDSFSAVSEDNLGFLMHAPAFETAGTYLRLVKINDWTEITQFILEHRARASCKYALPL

RIPPAACLTSKAYQQGVTVDSIGMLPRFIPENQRTVALYSLKIAGWHGPKPPYTSTLLPPELSDTTNATQPELVPE

DPEDSALLEDPAGTVSSQIPPNWHIPSIQDVAPHHAPAAPSNPGLIIGALAGSTLAVLVIGGIAFWVRRRAQMAPK

RLRLPHIRDDDAPPSHQPLFY(HSV‑2参考株HG52)

[0055] 在一个实施方案中，分离的重组HSV‑2还在其脂质双层上包含单纯疱疹病毒‑1

(HSV‑1)糖蛋白D。

[0056] 在一个实施方案中，HSV‑1糖蛋白D包含SEQ  ID  NO:2中所示的氨基酸序列：
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[0057] MGGAAARLGAVILFVVIVGLHGVRGKYALADASLKMADPNRFRGKDLPVLDQLTDPPGVRRVYHIQAG

LPDPFQPPSLPITVYYAVLERACRSVLLNAPSEAPQIVRGASEDVRKQPYNLTIAWFRMGGNCAIPITVMEYTECS

YNKSLGACPIRTQPRWNYYDSFSAVSEDNLGFLMHAPAFETAGTYLRLVKINDWTEITQFILEHRAKGSCKYALPL

RIPPSACLSPQAYQQGVTVDSIGMLPRFIPENQRTVAVYSLKIAGWHGPKAPYTSTLLPPELSETPNATQPELAPE

DPEDSALLEDPVGTVAPQIPPNWHIPSIQDAATPYHPPATPNNMGLIAGAVGGSLLAALVICGIVYWMRRRTQKAP

KRIRLPHIREDDQPSSHQPLFY(HSV‑1参考株F)

[0058] 在一个实施方案中，编码HSV‑2糖蛋白D的基因是HSV‑2US6基因。(例如，参见Dolan

等人,J  Virol.1998March；72(3):2010–2021.(PMCID:PMC109494)关于HSV‑2基因组和US6基

因，“The  Genome  Sequence  of  Herpes  Simplex  Virus  Type  2”，所述文献因而通过引用

方式完整地并入)。

[0059] 还提供一种分离的重组HSV‑2的病毒粒，所述毒粒在其基因组中具有编码HSV‑2糖

蛋白D的基因缺失。

[0060] 在一个实施方案中，病毒粒还在其脂质双层上包含HSV‑1或HSV‑2糖蛋白D。在一个

实施方案中，编码HSV‑2糖蛋白D的基因是HSV‑2US6基因。

[0061] 在一个实施方案中，病毒还在其脂质双层上包含HSV‑1或HSV‑2糖蛋白D。在一个实

施方案中，编码HSV‑2糖蛋白D的基因是HSV‑2US6基因。

[0062] 提供一种分离的细胞，所述细胞在其中包含了不含HSV‑2US6基因的重组HSV‑2基因

组。

[0063] 在一个实施方案中，细胞是补充细胞，所述补充细胞提供不由重组HSV‑2基因组编

码的已表达的HSV  1或2糖蛋白。在一个实施方案中，补充细胞包含编码HSV‑1或HSV‑2糖蛋

白D的异源核酸。在一个实施方案中，细胞在其膜上表达HSV‑1糖蛋白D。在细胞的一个实施

方案中，HSV‑1糖蛋白D由异源核酸编码，所述异源核酸是HSV‑1或HSV‑2糖蛋白D基因，或是

具有与HSV‑1或HSV‑2糖蛋白D基因相同的序列的核酸。

[0064] 还提供一种疫苗组合物，所述疫苗组合物包含如本文所述的重组HSV‑2病毒或如

本文所述的病毒粒。在一个实施方案中，疫苗包含免疫佐剂。在一个实施方案中，疫苗不包

含免疫佐剂。在本文所述的包含重组HSV‑2的疫苗、组合物或药物组合物的一个实施方案

中，HSV‑2是活的。

[0065] 还提供一种组合物，所述组合物包含如本文所述的重组HSV‑2病毒或如本文所述

的病毒粒，其中病毒或病毒粒的基因组至少包含第二基因的缺失，其中第二基因是HSV‑2病

毒复制或毒力必需的。

[0066] 提供一种药物组合物，所述药物组合物包含如本文所述的重组HSV‑2病毒或如本

文所述的病毒粒和可药用载体。

[0067] 在一个实施方案中，将组合物或药物组合物或疫苗如此配制，从而它适于皮下施

用至人类受试者。在一个实施方案中，将组合物或药物组合物或疫苗如此配制，从而它适于

阴道内施用至人类受试者。在一个实施方案中，将组合物或药物组合物或疫苗如此配制，从

而它适于肌内、鼻内或粘膜施用至人类受试者。

[0068] 还提供一种激发受试者中免疫应答的方法，所述方法包括向受试者以有效激发受

试者中免疫应答的量施用(i)如本文所述的重组HSV‑2病毒；(ii)如本文所述的其病毒粒，

(iii)如本文所述的疫苗；(iv)如本文所述的组合物；或(v)如本文所述的药物组合物。

说　明　书 6/20 页

9

CN 110938604 B

9



[0069] 还提供一种治疗受试者中HSV‑2感染或治疗受试者中HSV‑1、HSV‑2或共感染所致

疾病的方法，包括向受试者以有效治疗受试者中HSV‑1、HSV‑2或共感染或治疗HSV‑1、HSV‑2

或共感染所致疾病的量施用(i)如本文所述的重组HSV‑2病毒；(ii)如本文所述的其病毒

粒，(iii)如本文所述的疫苗；(iv)如本文所述的组合物；或(v)如本文所述的药物组合物。

在一个实施方案中，该方法包括治疗由HSV‑1、HSV‑2或共感染所致的HSV‑1或HSV‑2病变。在

该方法的一个实施方案中，HSV‑1、HSV‑2或共感染所致的疾病是生殖器溃疡。在该方法的一

个实施方案中，HSV‑1、HSV‑2或共感染所致的疾病是疱疹、口腔疱疹、疱疹性瘭疽(herpes 

whitlow)，生殖器疱疹(genital  herpes)、疱疹样湿疹(eczema  herpeticum)、摔跤手疱疹

(herpes  gladiatorum)、HSV角膜炎、HSV视网膜炎、HSV脑炎或HSV脑膜炎。

[0070] 在本文中有关治疗HSV‑1、HSV‑2或共感染(即HSV‑1和HSV‑2同时感染)或针对其接

种的方法的实施方案中，提供了治疗HSV‑1感染、治疗HSV‑2感染、治疗共感染、针对HSV‑1感

染接种、针对HSV‑2感染接种和针对共感染接种的独立、单独实施方案。

[0071] 还提供一种针对HSV‑1、HSV‑2或共感染接种受试者的方法，所述方法包括向受试

者以有效针对HSV‑1、HSV‑2或共感染接种受试者的量施用(i)如本文所述的重组HSV‑2病

毒；(ii)如本文所述的其病毒粒，(iii)如本文所述的疫苗；(iv)如本文所述的组合物；或

(v)如本文所述的药物组合物。

[0072] 还提供一种免疫受试者对抗HSV‑1、HSV‑2或共感染的方法，所述方法包括向受试

者以有效免疫受试者对抗HSV‑1、HSV‑2或共感染的量施用(i)如本文所述的重组HSV‑2病

毒；(ii)如本文所述的其病毒粒，(iii)如本文所述的疫苗；(iv)如本文所述的组合物；或

(v)如本文所述的药物组合物。

[0073] 在该方法的一个实施方案中，向受试者施用皮下或阴道内预备剂量并且皮下或阴

道内施用第二剂量。在该方法的实施方案中，向受试者施用尽量多的皮下或阴道内预备剂

量以激发抗HSV抗体和T细胞。

[0074] 还提供一种产生重组单纯疱疹病毒‑2(HSV‑2)的病毒粒的方法，所述病毒粒在其

基因组中具有编码HSV‑2糖蛋白D的基因缺失并且在其脂质双层上包含HSV‑1或HSV‑2糖蛋

白D，所述方法包括用其基因组中具有编码HSV‑2糖蛋白D的基因缺失的重组单纯疱疹病毒‑

2(HSV‑2)，在允许重组单纯疱疹病毒‑2(HSV‑2)复制的条件下，感染包含了编码HSV‑1或

HSV‑2糖蛋白D的异源核酸的细胞，并且回收细胞产生的重组HSV‑2病毒粒。

[0075] 在一个实施方案中，细胞在其膜上表达HSV‑1或HSV‑2糖蛋白D。

[0076] 还提供一种重组核酸，所述重组核酸具有与野生型HSV‑2基因组相同的序列不同

之处是重组核酸不包含编码HSV‑2糖蛋白D的序列。在一个实施方案中，重组核酸是DNA。在

一个实施方案中，重组核酸是RNA。

[0077] 还提供一种分离的重组单纯疱疹病毒‑2(HSV‑2)，所述重组单纯疱疹病毒‑2在其

基因组中具有编码HSV‑2糖蛋白D的基因缺失，用于治疗或预防受试者中的HSV‑1、HSV‑2或

共感染。在一个实施方案中，分离的重组HSV‑2还在其脂质双层上包含单纯疱疹病毒‑1

(HSV‑1)或单纯疱疹病毒‑2(HSV‑2)糖蛋白D。在分离的重组HSV‑2的一个实施方案中，编码

HSV‑2糖蛋白D的基因是HSV‑2US6基因。

[0078] 还提供一种分离的重组HSV‑2的病毒粒，所述病毒粒在其基因组中具有编码HSV‑2

糖蛋白D的基因缺失，用于治疗或预防受试者中的HSV‑1、HSV‑2或共感染。在一个实施方案
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中，病毒粒还在其脂质双层上包含HSV‑1或HSV‑2糖蛋白D。在一个实施方案中，编码HSV‑2糖

蛋白D的基因是HSV‑2US6基因。

[0079] 在如所述的病毒或病毒粒的一个实施方案中，HSV‑1、HSV‑2或共感染造成生殖器

溃疡。

[0080] 提供一种分离的重组单纯疱疹病毒‑2(HSV‑2)，所述纯疱疹病毒‑2在其基因组中

具有编码HSV‑2糖蛋白D的基因缺失。

[0081] 在一个实施方案中，分离的重组HSV‑2还在其脂质双层上包含作为单纯疱疹病毒‑

1(HSV‑1)糖蛋白D的表面糖蛋白。在一个实施方案中，分离的重组HSV‑2还在其脂质双层上

包含非HSV‑2病毒表面糖蛋白。在一个实施方案中，分离的重组HSV‑2还在其脂质双层上包

含细菌表面糖蛋白。在一个实施方案中，分离的重组HSV‑2还在其脂质双层上包含寄生物表

面糖蛋白，其中寄生物是哺乳动物的寄生物。

[0082] 在一个实施方案中，编码HSV‑2糖蛋白D的基因是HSV‑2US6基因。在一个实施方案

中，表面糖蛋白由已经插入重组HSV‑2的基因组中的转基因编码。在一个实施方案中，表面

糖蛋白通过用具有编码HSV‑2糖蛋白D的基因缺失的重组HSV‑2感染细胞的方式存在其脂质

双层中，其中细胞经转染或已经转染以在其细胞膜上表达表面糖蛋白，并且其中从细胞产

生包含在脂质双层上存在的表面糖蛋白的重组HSV‑2。在一个实施方案中，病毒糖蛋白来自

HIV、肠病毒、RSV、流感病毒、副流感病毒、猪呼吸道冠状病毒病毒、狂犬病病毒、拉沙病毒、

布尼亚病毒、CMV或丝状病毒。在一个实施方案中，糖蛋白是HIV  gp120。在一个实施方案中，

丝状病毒是埃博拉病毒。在一个实施方案中，病毒是HIV、结核分枝杆菌(M.tuberculosis)、

衣原体(chlamydia)、溃疡分枝杆菌(Mycobacterium  ulcerans)、海分枝杆菌(M.marinum)、

麻风分支杆菌(M.leprae)、M.absenscens、淋病奈瑟菌(Neisseria  gonnorhea)或密螺旋体

(Treponeme)。在一个实施方案中，密螺旋体是苍白密螺旋体(Treponeme  palidum)。

[0083] 还提供一种分离的重组HSV‑2的病毒粒，所述毒粒在其基因组中具有编码HSV‑2糖

蛋白D的基因缺失。。

[0084] 在一个实施方案中，分离的重组HSV‑2的病毒粒还在其脂质双层上包含作为单纯

疱疹病毒‑1(HSV‑1)糖蛋白D的表面糖蛋白。在一个实施方案中，分离的重组HSV‑2的病毒粒

还在其脂质双层上包含非HSV‑2病毒表面糖蛋白。在一个实施方案中，分离的重组HSV‑2的

病毒粒还在其脂质双层上包含细菌表面糖蛋白。在一个实施方案中，分离的重组HSV‑2的病

毒粒还在其脂质双层上包含寄生物表面糖蛋白，其中寄生物是哺乳动物的寄生物。在一个

实施方案中，编码HSV‑2糖蛋白D的基因是HSV‑2US6基因。在一个实施方案中，表面糖蛋白由

已经插入病毒粒的重组HSV‑2基因组中的转基因编码。在一个实施方案中，表面糖蛋白通过

用具有编码HSV‑2糖蛋白D的基因缺失的重组HSV‑2感染细胞的方式存在其脂质双层中，其

中细胞经转染或已经转染以在其细胞膜上表达表面糖蛋白，并且其中从细胞产生包含在脂

质双层上存在的表面糖蛋白的重组HSV‑2。在一个实施方案中，病毒粒已经由此回收。在一

个实施方案中，病毒糖蛋白来自HIV、肠病毒、RSV、流感病毒、副流感病毒、猪呼吸道冠状病

毒病毒、狂犬病病毒、拉沙病毒、布尼亚病毒、CMV或丝状病毒。在一个实施方案中，糖蛋白是

HIV  gp120。在一个实施方案中，丝状病毒是埃博拉病毒。在一个实施方案中，病毒是HIV、结

核分枝杆菌(M.tuberculosis)、衣原体、溃疡分枝杆菌(Mycobacterium  ulcerans)、海分枝

杆菌(M .marinum)、麻风分支杆菌(M .leprae)、M .absenscens、淋病奈瑟菌(Neisseria 

说　明　书 8/20 页

11

CN 110938604 B

11



gonnorhea)或密螺旋体(Treponeme)。在一个实施方案中，密螺旋体是苍白密螺旋体

(Treponeme  palidum)。

[0085] 还提供一种分离的细胞，所细胞在其中包含如本文所述的病毒或如本文所述的病

毒粒，其中细胞不存在于人类中。在细胞的一个实施方案中，细胞包含编码HSV‑1糖蛋白D的

异源核酸。在细胞的一个实施方案中，细胞在其膜上表达HSV‑1糖蛋白D。

[0086] 在细胞的一个实施方案中，HSV‑1糖蛋白D由异源核酸编码，所述异源核酸是HSV‑1

糖蛋白D基因，或是具有与HSV‑1蛋白D基因相同的序列的核酸。

[0087] 一种疫苗组合物，所述疫苗组合物包含如本文所述的病毒或如本文所述的病毒

粒。在疫苗组合物的一个实施方案中，疫苗组合物包含免疫佐剂。

[0088] 还提供一种组合物，所述组合物包含如本文所述的病毒或如本文所述的病毒粒，

其中病毒或病毒粒的基因组至少包含第二基因的缺失，其中第二基因是HSV‑2病毒复制或

必需的。在一个实施方案中，组合物包含来自哺乳动物的血清，或衍生自源于哺乳动物的血

清，其中已经事先向所述哺乳动物引入所述病毒或病毒粒，从而激发免疫应答。

[0089] 还提供药物组合物，所述药物组合物包含如本文所述的病毒或如本文所述的病毒

粒和可药用载体。

[0090] 还提供一种激发受试者中免疫应答的方法，所述方法包括向受试者以有效激发受

试者中免疫应答的量施用(i)如本文所述的病毒；(ii)如本文所述的病毒粒，(iii)如本文

所述的疫苗；(iv)如本文所述的组合物；或(v)如本文所述的药物组合物。

[0091] 还提供一种治疗受试者中HSV‑2感染或治疗受试者中由HSV‑2感染所致疾病的方

法，所述方法包括向受试者以有效在受试者中治疗HSV‑2感染或治疗由HSV‑2感染所致疾病

的量施用(i)如本文所述的病毒；(ii)如本文所述的病毒粒，(iii)如本文所述的疫苗；(iv)

如本文所述的组合物；或(v)如本文所述的药物组合物。

[0092] 还提供一种针对HSV‑2感染接种受试者的方法，所述方法包括向受试者以有效针

对HSV‑2接种受试者的量施用(i)如本文所述的病毒；(ii)如本文所述的病毒粒，(iii)如本

文所述的疫苗；(iv)如本文所述的组合物；或(v)如本文所述的药物组合物。

[0093] 还提供一种免疫受试者对抗HSV‑2感染的方法，所述方法包括向受试者以有效免

疫受试者对抗HSV‑2感染的量施用(i)如本文所述的病毒；(ii)如本文所述的病毒粒，(iii)

如本文所述的疫苗；(iv)如本文所述的组合物；或(v)如本文所述的药物组合物。

[0094] HSV‑2和HSV‑1疾病是本领域已知的，并且还在本文中描述。HSV‑2和HSV‑1疾病各

自的治疗和预防均独立的彼此涵盖。还涵盖了HSV‑2和HSV‑1共感染的治疗或预防。预防理

解为意指如与未治疗的受试者相比，改善了用本文所述的病毒、病毒粒、疫苗或组合物治疗

的受试者中有关疾病或感染发展程度。

[0095] 还提供一种产生重组单纯疱疹病毒‑2(HSV‑2)的病毒粒的方法，所述病毒粒在其

基因组中具有编码HSV‑2糖蛋白D的基因缺失并且在其脂质双层上包含HSV‑1糖蛋白D，所述

方法包括用其基因组中具有编码HSV‑2糖蛋白D的基因缺失的重组单纯疱疹病毒‑2(HSV‑

2)，在允许重组单纯疱疹病毒‑2(HSV‑2)复制的条件下，感染包含了编码HSV‑1糖蛋白D的异

源核酸的细胞，并且回收细胞产生的在其脂质双层上包含HSV‑1糖蛋白D的重组HSV‑2病毒

粒。

[0096] 还提供一种产生重组单纯疱疹病毒‑2(HSV‑2)的病毒粒的方法，所述病毒粒在其
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基因组中具有编码HSV‑2糖蛋白D的基因缺失并且在其脂质双层上包含非HSV‑2表面糖蛋

白，所述方法包括用其基因组中具有编码HSV‑2糖蛋白D的基因缺失的重组单纯疱疹病毒‑2

(HSV‑2)，在允许重组单纯疱疹病毒‑2(HSV‑2)复制的条件下，感染包含了编码非HSV‑2表面

糖蛋白的异源核酸的细胞，并且回收细胞产生的在其脂质双层上包含非HSV‑2表面糖蛋白

的重组HSV‑2病毒粒。

[0097] 还提供一种重组核酸，所述重组核酸具有与HSV‑2基因组相同的序列，不同之处是

所述序列不包含编码HSV‑2糖蛋白D的序列。

[0098] 还提供一种分离的重组单纯疱疹病毒‑2(HSV‑2)，所述单纯疱疹病毒‑2在其基因

组中具有编码HSV‑2糖蛋白D的基因缺失，用于治疗或预防受试者中的HSV‑2感染。

[0099] 还提供一种分离的重组单纯疱疹病毒‑2(HSV‑2)，所述单纯疱疹病毒‑2在其基因

组中具有编码HSV‑2糖蛋白D的基因缺失，用于治疗或预防受试者中的HSV‑1感染。

[0100] 还提供一种分离的重组HSV‑2的病毒粒，所述病毒粒在其基因组中具有编码HSV‑2

糖蛋白D的基因缺失，用于治疗或预防受试者中的HSV‑2感染。

[0101] 还提供一种治疗受试者中HSV‑1感染或者HSV‑1和HSV‑2共感染或治疗受试者中由

HSV‑2感染或者HSV‑1和HSV‑2共感染所致疾病的方法，所述方法包括向受试者以有效治疗

受试者中HSV‑2感染或治疗由HSV‑2感染所致疾病的量或有效治疗受试者中HSV‑1和HSV‑2

共感染或治疗由HSV‑1和HSV‑2共感染感染所致疾病的量施用(i)如本文所述的病毒；(ii)

如本文所述的病毒粒，(iii)如本文所述的疫苗；(iv)如本文所述的组合物；或(v)如本文所

述的药物组合物。

[0102] 还提供一种针对HSV‑1感染或者HSV‑1和HSV‑2共感染接种受试者的方法，所述方

法包括向受试者以有效针对HSV‑1感染或者HSV‑1和HSV‑2共感染接种受试者的量施用(i)

如本文所述的病毒；(ii)如本文所述的病毒粒，(iii)如本文所述的疫苗；(iv)如本文所述

的组合物；或(v)如本文所述的药物组合物。

[0103] 还提供一种免疫受试者对抗HSV‑1感染或者HSV‑1和HSV‑2共感染的方法，所述方

法包括向受试者以有效免疫受试者对抗HSV‑1感染或者HSV‑1和HSV‑2共感染的量施用(i)

如本文所述的病毒；(ii)如本文所述的病毒粒，(iii)如本文所述的疫苗；(iv)如本文所述

的组合物；或(v)如本文所述的药物组合物。

[0104] 在本文中用于免疫、接种或激发免疫应答的方法的一个实施方案中，可以实现病

毒粒或病毒或因其诱导的抗体或免疫因子从一位受试者被动转移至另一位受试者。有关产

物可以在从一位受试者获得后且施用至第二位受试者之前进行处理。在本文所述的发明的

一个优选实施方案中，受试者是哺乳动物受试者。在一个实施方案中，哺乳动物受试者是人

类受试者。

[0105] 还提供一种分离的重组单纯疱疹病毒‑2(HSV‑2)，所述单纯疱疹病毒‑2在其基因

组中具有编码HSV‑2糖蛋白D的基因缺失并且还包含病原体的异种抗原。在一个实施方案

中，异种抗原是蛋白质、肽、多肽或糖蛋白。在一个实施方案中，异种抗原是相对于HSV‑2的

异种抗原，但是是在有关“病原体”上或在其中发现的抗原。本文中描述了病毒性和细菌性

病原体。在一个实施方案中，病原体是哺乳动物的细菌性病原体或哺乳动物的病毒病原体。

在一个实施方案中，抗原或编码病原体的转基因并未从病原体实际取得或物理取出，然而

具有与病原体抗原或编码性核酸序列相同的序列。在一个实施方案中，分离的重组HSV‑2在
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其脂质双层上包含病原体的异种抗原。在分离的重组HSV‑2的一个实施方案中，病原体是细

菌或病毒性质的。在一个实施方案中，病原体是哺乳动物的寄生物。在一个实施方案中，编

码HSV‑2糖蛋白D的基因是HSV‑2US6基因。在分离的重组HSV‑2的一个实施方案中，异种抗原

由已经插入重组HSV‑2的基因组中的转基因编码。

[0106] 还提供一种在受试者中针对抗原性靶诱导抗体依赖性细胞介导的细胞毒性

(ADCC)的方法，所述方法包括向受试者以有效针对抗原性靶诱导抗体依赖性细胞介导的细

胞毒性(ADCC)的量，施用分离的重组单纯疱疹病毒‑2(HSV‑2)，所述纯疱疹病毒‑2在其基因

组中具有编码HSV‑2糖蛋白D的基因缺失并且还在其脂质双层上包含异种抗原。

[0107] 表达适宜转基因的重组HSV‑2Δ gD‑/+gD‑/+将选择性地诱导保护皮肤或粘膜免遭病

原体感染的抗体和细胞性免疫应答。

[0108] 在一个实施方案中，异种抗原是表面抗原。

[0109] 在一个实施方案中，转基因编码来自HIV、结核分枝杆菌、衣原体、溃疡分枝杆菌、

海分枝杆菌、麻风分支杆菌、M.absenscens、淋病奈瑟菌或密螺旋体的抗原。在一个实施方

案中，密螺旋体是苍白密螺旋体(Treponeme  palidum)。在一个实施方案中，转基因是编码

结核分枝杆菌生物被膜的基因。在一个实施方案中，转基因是编码HIV  gp120的基因。

[0110] 在一个实施方案中，异种抗原是抗原性靶的表面抗原。在一个实施方案中，异种抗

原是寄生物抗原。在一个实施方案中，异种抗原是细菌性抗原或病毒性抗原。

[0111] 在一个实施方案中，抗原性靶是病毒并且是拉沙病毒、人类免疫缺陷病毒、RSV、肠

病毒、流感病毒、副流感病毒、猪呼吸道冠状病毒、狂犬病毒、布尼亚病毒或丝状病毒。

[0112] 在一个实施方案中，抗原性靶是细菌并且是结核分枝杆菌、溃疡分枝杆菌、海分枝

杆菌、麻风分支杆菌、M.absenscens、衣原体沙眼(Chlamydia  trachomatis)、淋病奈瑟菌或

苍白密螺旋体。

[0113] 在一个实施方案中，分离的重组HSV‑2转基因是编码结核分枝杆菌生物被膜的基

因或其中转基因是编码HIV  gp120的基因。

[0114] 在本文所述的方法的一个优选实施方案中，受试者是人。在本文所述的方法的一

个实施方案中，受试者尚未遭受HSV‑1、HSV‑2感染或共感染。在本文所述的方法的一个实施

方案中，受试者已经遭受HSV‑1、HSV‑2感染或共感染。

[0115] 如本文所述的，共感染意指遭受HSV‑1和HSV‑2共感染。

[0116] 除非本文中另外说明或否则明确相悖于上下文，否则本文所述的各种要素的全部

组合均处于本发明的范围内。

[0117] 将从以下的实验详述更好理解本发明。但是，本领域技术人员将轻易地理解，讨论

的具体方法和结果仅说明如后附权利要求中更充分描述的本发明。

[0118] 实验详述

[0119] 本文中公开了HSV‑2的gD(US6)基因的基因工程化缺失突变体以及在小鼠感染模

型中针对HSV‑2阴道内攻击评价的其安全性、免疫原性和疫苗效力。将gD基因替换为编码绿

色荧光蛋白(gfp)的DNA片段并且将表达HSV‑1gD的Vero细胞(VD60细胞)用该构建体转染，

并筛选形成绿色灶斑的同源重组病毒。分子分析揭示，已经工程化了精确的重组，其在补充

性VD60细胞中复制至高滴度，但是在非补充性细胞上增殖时无感染性。用107pfu/小鼠的互

补性gD‑无效病毒(对于基因型gD缺失，但是通过在VD60细胞上生长而表型上互补的病毒，
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本文中命名为HSV‑2 Δ gD‑/+)阴道内攻击野生型小鼠或SCID小鼠未揭示毒力，而剂量低至

104pfu/小鼠的亲本野生型病毒是100％致死的。另外，用HSV‑2Δ gD‑/+免疫小鼠产生了对抗

HSV‑2临床分离株阴道内攻击的完全保护。测量HSV‑2Δ gD‑/+激发的稳健体液免疫力和细胞

免疫力，并且得出结论，体内生产性感染需要gD并且这种必需糖蛋白缺失的减毒株激发了

抗HSV‑2的保护性免疫。因此，HSV‑2Δ gD‑/+是一种预防或治疗生殖器疱疹的有前景疫苗。

[0120] HSV‑2Δ gD‑/+激发的保护作用的机制和相关物。生成gD‑2无效病毒，并且证明它

在免疫功能健全和免疫受损的小鼠中高度减毒并且作为疫苗候选物测试时，诱导对抗HSV‑

2阴道内攻击的保护性免疫应答。用HSV‑2 Δ gD‑/+皮下免疫将诱导对抗两种HSV血清型

(HSV‑2和HSV‑1)阴道内攻击的保护作用所需要的体液免疫应答和细胞免疫应答。

[0121] HSV‑2 Δ gD‑/+启动顿挫感染：构建了US6缺失的HSV‑2毒株，以评估其对细胞感染

期间发生的早期信号传导事件的贡献[41]。除非在其内源启动子(例如，在一个实施方案

中，gD‑1启动子)控制下在编码US6的gD‑补充性细胞系(例如，编码D‑1的VD60细胞[40，41])

上培育，否则这种病毒不能够感染宿主细胞。实际上，从非补充性细胞分离的HSV‑2Δ gD粒

子不感染上皮细胞(图1)或神经元细胞(SK‑N‑SH，未显示)。然而，如果在VD60细胞中增殖，

则获得表型互补的病毒(Δ gD‑/+)，所述病毒完全能够感染作为野生型HSV‑2共同靶的细

胞。然而，用Δ gD‑/+感染后，从这些细胞中不产生感染性粒子或病毒噬斑(pfu)并且病毒没

有从感染细胞扩散至未感染的细胞，这反映这些过程中需要gD；因此它是一种顿挫感染。

[0122] HSV‑2 Δ gD‑/+在鼠感染模型中是安全的：在野生型小鼠和重症联合免疫缺陷

(SCID)小鼠中通过皮下或阴道内接种大剂量评价Δ gD‑/+的体内安全性。在整个实验期间，

用107个pfu的Δ gD‑/+(在补充性细胞上滴定)阴道内接种的小鼠未表现出病毒所致病变的

任何体征，而用低1,000倍的野生型病毒(104个pfu)接种的动物死于HSV‑2疾病并且在接种

后第8天开始死亡(图2的A)。在整个实验期间，用107个pfu的 Δ gD‑/+阴道内接种的小鼠未

表现出毒所致的上皮或神经系统疾病的任何体征(图2的B和图2的C)。如通过蚀斑测定法或

DRG与Vero细胞共培养所测定的(未显示)，从生殖道组织或DRG未回收到感染性病毒。

[0123] HSV‑2Δ gD‑/+激发针对HSV‑2的全身性抗体和粘膜抗体：用Δ gD‑/+皮下接种和加

强免疫(皮下‑皮下)或用这种候选疫苗株(106pfu/小鼠)皮下接种并且阴道内加强免疫(皮

下‑阴道内)的小鼠激发了针对HSV‑2的体液免疫应答，如血清和阴道洗液中的抗HSV‑2抗体

增加所佐证(图3的A和图3的B)。对照动物用未感染的VD60细胞裂解物(称作对照)免疫。使

用感染的细胞裂解物作为抗原(对未感染的细胞裂解物的应答作为背景扣除)，通过ELISA

测量抗体。值得注意地，抗体应答的量级随免疫途径而不同。实际上，皮下‑皮下免疫激发了

比皮下‑阴道内免疫显著更多的针对HSV‑2的血清抗体和阴道洗液抗体。这项研究结果表

明，阴道洗液抗体或许代表了来自血液的IgG渗出液并且表明皮下‑皮下是激发针对HSV‑2

的高水平全身和局部IgG抗体的更适宜途径。另外，用Δ gD‑/+(106pfu/小鼠)皮下(皮下‑皮

下)接种和加强免疫的小鼠激发了中和性抗HSV‑2，如用病毒和来自这些小鼠的血清在Vero

细胞单层上的体外中和作用所佐证(图3的C)。

[0124] HSV‑2Δ gD‑/+激发了HSV‑2‑特异性T细胞活化：在接种之前，将gB498‑505特异性

转基因CD8+T细胞(gBT‑I)转移至C57BL/6小鼠中。免疫接种的小鼠用106个pfu的Δ gD‑/+或

用VD60细胞裂解物 (对照)接种。将脾在加强免疫后第14天收获并且使用计数珠

(CountBrightTM，Lifetechnologies)，通过流式细胞术定量(图4的A)。在同一天，将脾对记
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忆细胞表面标志物染色并通过流式细胞术分析(图4的B)。最后，将同一天收获的脾细胞用

激动剂gB498‑505‑肽在体外再刺激6小时并且进行胞内细胞因子染色法以测量这些细胞的

IFN‑ γ 产生。与对照小鼠相比，用Δ gD‑/+免疫增加了接种小鼠中的IFN‑ γ 产生(图4的C)。

对照小鼠中的应答假定反映了转移后幼稚小鼠中gBT‑I  T细胞的持久性。通过使用gB498‑

505‑肽在体外再刺激(未显示)的脾细胞的上清液的多重细胞因子分析，获得了类似结果。

这些结果显示，疫苗诱导了T细胞反应。

[0125] 用HSV‑2Δ gD‑/+免疫的小鼠受到保护对抗阴道内HSV‑2致死性攻击(challenge)：

用HSV‑2Δ gD‑/+皮下‑皮下或皮下‑阴道内接种的动物在等同于LD90(5x10
4pfu/小鼠)的阴

道内致死剂量攻击后出现较小的体重并且幸免于攻击，而用VD60对照裂解物免疫的小鼠至

第10天死于疾病(图5的A和图5的B)。该疫苗还提供对抗10倍LD90(5x10
5pfu/小鼠，数据未显

示)的完全保护作用。这种保护作用与上皮病情评分显著降低(图5的C)和完全不存在神经

学体征(图5的D)相关。如先前所描述那样进行评定[44]。另外，在阴道攻击后第2天，与对照

小鼠相比，在Δ gD‑/+‑免疫小鼠的阴道洗液中回收到显著较少的病毒，这提示存在快速清

除(图5的E)。另外，在第4天阴道洗液中(图5的E)或在攻击后第5天分离的阴道组织或DRG中

(图5的F)未回收到感染性病毒。后者表明疫苗阻止病毒在DRG中抵达和/或复制。

[0126] 在强毒HSV‑2攻击后，用HSV‑2Δ gD‑/+免疫防止了感染部位处的炎症：与用VD60裂

解物(对照)接种的动物相比，用HSV‑2Δ gD‑/+接种和用强毒HSV‑2阴道内攻击的小鼠在感

染部位显示显著较少的炎性细胞因子。实际上，接种的小鼠在感染后第2天和第7天在阴道

洗液中分泌比对照小鼠显著更少的TNF‑α(图6的A)、IL‑6(图6的B)和IL‑1β(图6的C)。值得

注意地，增加的炎性细胞因子水平与HSV‑2和HIV共感染时生殖器处增加的HIV复制和卸载

相关[45，46]。还体外观察到相似现象[47]。

[0127] 用HSV‑2Δ gD‑/+免疫将T细胞招募至感染部位和相关的淋巴结(LN)。用强毒HSV‑2

攻击后，用Δ gD‑/+皮下‑皮下免疫的小鼠显示骶淋巴结(LN)中活化的抗HSV‑2gBT‑I  CD8+T

细胞(图7的A)和CD4+T细胞(图7的B)的百分数增加。用强毒HSV‑2攻击后，用Δ gD‑/+按皮

下‑阴道内方式免疫的小鼠显示阴道中抗HSV‑2gBT‑I  CD8+T细胞(图7的C)和CD4+T细胞(图

7的D)的数目增加，这提示用Δ gD‑/+接种将抗HSV‑2CD8+T细胞和活化的CD4+T细胞(可能抗

HSV‑2)召集至感染部位和相关的淋巴结。

[0128] 在其他实验中，发现用HSV‑2‑Δ gD‑/+gD‑1免疫在C57BL/6和Balb/C中赋予对抗强毒

HSV‑2阴道攻击的保护作用。此外，HSV‑2阴道内攻击的 Δ gD‑/+gD‑1免疫小鼠在攻击后5天在

阴道或神经组织中没有可检出的HSV‑2。不同于HSV‑2病态结合的小鼠，发现HSV‑2Δ gD‑/+

gD‑1皮下‑皮下抗体识别多种HSV‑2蛋白(gD和gB两者)。来自接种动物的血清抗体显示了对

HSV‑1和HSV‑2的体外中和作用。另外，来自 Δ gD‑/+gD‑1接种小鼠的血清在体外激发了HSV‑

2感染细胞的抗体依赖性细胞毒作用(ADCC)。

[0129] 总之，在野生型(wt)小鼠和SCID小鼠中，HSV‑2Δ gD‑/+gD‑1被削弱并且是完全安

全的。重组HSV‑2Δ gD‑/+gD‑1保护免遭致死性HSV‑2阴道内感染和HSV‑2/HSV‑1皮肤感染。

在两个不同小鼠品系中观察到保护作用。没有可检测的感染和消除性免疫力。还观察到

HSV‑2特异性CD8+T细胞以及全身性和粘膜HSV抗体的诱导。IgG2a和IgG2b是优势的抗HSV同

种型。还观察到FcyRIII/II依赖的ADCC。令人惊讶地，被动式转移免疫血清保护了幼稚小

鼠，FcRn和FcyR敲除小鼠不受免疫血清保护。
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[0130] 讨论

[0131] 世界卫生组织估计，全球超过5亿人感染单纯疱疹病毒类2型(HSV‑2)，每年大约两

千万个新病例[1]。感染风险随年龄而增加并且因为病毒在频繁的亚临床或临床再激活情

况下建立潜伏期，所以感染的影响是终生的。令人警觉地，HSV‑2显著地增加获得和传播HIV

的风险[2‑4]。HSV‑2的流行率在全球各地区间不定，从日本8.4％波动直至撒哈拉以南非洲

地区70％(其中HIV流行率呈流行的地区)[5，6]。在美国，HSV‑2流行率是约16％并且HSV‑1

的流行率已经下降到约54％。美国(和其他欧洲国家)的HSV‑1流行率日益降低与生殖器型

HSV‑1的增加相关，这由最近令人失望的糖蛋白D(gD)亚单位疫苗试验的结果所佐证，在所

述试验中大部分生殖器疱疹疾病病例由HSV‑1引起[7‑9]。尽管与HSV‑2相比，HSV‑1与复发

较少和生殖道病毒散播较少相关，但是两种血清型在围产期传播并引起新生儿疾病；新生

儿疾病与高发病率和死亡率相关，甚至采用阿昔洛韦治疗也是如此[10‑12]。与生殖器疱疹

相关的发病率、其与HIV流行的协同作用及其直接的医疗费用(单在美国就超过五亿美元)

凸显开发安全和有效疫苗的必要性[13]。

[0132] 由组合佐剂的病毒包膜糖蛋白组成的亚单位制剂已经统治HSV‑2疫苗领域几乎20

年并且大部分临床试验以这种策略为核心[8，14‑19]。尽管亚单位制品安全并激发中和抗

体，但是这些制剂在临床试验中提供低下的抗HSV‑2感染或疾病效力[8，14]。令人惊讶地，

一种HSV‑2gD亚单位疫苗提供针对生殖器型HSV‑1的保护作用，但是不提供针对HSV‑2的保

护作用[8，20]。后续研究发现，血清HSV‑2gD抗体水平与针对HSV‑1的保护作用相关，从而显

示HSV‑2保护作用所需的抗体滴度可能高于抗HSV‑1保护作用所需要的抗体滴度[21]。相比

之下，细胞介导的免疫力(响应于重叠性gD肽的胞内细胞因子应答)与针对任一种血清型的

保护作用不相关[21]。该疫苗激发CD4+T细胞应答，但不激发CD8+T细胞应答，然而在接种的

感染女性和未感染女性之间不存在CD4+T细胞应答的差异[21]。未测量生殖道或其他粘膜

抗体应答。一种其中gH从基因组缺失的HSV‑2候选疫苗在血清阳性受试者内实施的临床试

验中没有降低病毒复发的频率，不过未评价疫苗对抗首发感染的效力[29]。

[0133] 临床研究显示HIV感染的患者中HSV‑2再激活率增加，同时gD亚单位疫苗尽管诱中

和性血清抗体但未激发任何CD8+T细胞应答，这些临床研究表明有效疫苗必须还激发保护

性的T细胞反应[28，30‑32]。显示HSV‑1反应性T细胞选择性滞留于人三叉神经节中的研究

进一步凸显了T细胞的重要性。CD4+T细胞和CD8+T细胞被鉴定为包围神经元，同时在靶向的

病毒蛋白中存在不均一性，病毒蛋白16(VP16，间层蛋白)由多个三叉神经节T细胞在多样性

HLA‑A和B等位基因的背景下识别；这些结果表明间层蛋白可能是重要的免疫原[33]。类似

地，还在HSV‑2潜隐型感染的人类研究中，鉴定到指向间层蛋白的细胞毒T细胞[34]。在HSV

再激活后CD8+T细胞(包括CD8αα+T细胞)持续存在于生殖器皮肤和粘膜中皮肤‑表皮结合部

处，这表明它们在免疫控制中发挥作用[35]。

[0134] 本文中公开了一种以遗传方式缺失天然HSV‑2gD的工程化HSV‑2病毒。HSV‑2gD基

因编码对病毒进入和细胞‑细胞扩散必需的包膜糖蛋白。糖蛋白D还与肿瘤坏死因子受体超

家族成员14(TNFRSF14)(免疫调节开关，也称作疱疹病毒进入介体(HVEM))结合。因为HVEM

携带针对多于一种配体的停泊位点并且信号转导依据这些分子是否与HVEM顺式或反式结

合而不同，gD可以对免疫细胞具有调节作用[36，37]。实际上，最新研究表明gD与天然配体

竞争这个受体并且调节对病毒的细胞因子应答[38，39]。将gD基因替换为编码绿色荧光蛋
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白(gfp)的DNA片段，并且针对用这种构建体转化的表达HSV‑1gD(例如，gD‑1启动子下的gD‑

1)的补充性Vero细胞(VD60细胞[40])筛选形成绿色灶斑的同源重组病毒。突变病毒在补充

性Vero细胞系中复制至高滴度(在补充细胞上传代时，命名为HSV‑2Δ gD‑/+)，但是在非补充

细胞中无感染性(从非补充细胞分离时，命名为HSV‑2Δ gD‑/‑)。将这种病毒纯化并体外表征

[41]。与野生型亲本病毒引起的致死性感染相比，免疫功能健全小鼠或免疫受损(SCID)小

鼠的阴道内或皮下接种显示无毒力。免疫(皮下初免随后皮下或阴道内单次加强免疫施用)

产出对抗强毒性HSV‑2阴道内攻击的100％保护作用。稳健的体液及细胞免疫力由HSV‑2Δ
gD‑/+激发，并且得出结论：US6(gD‑2)是体内生产性感染所需要的。这种活的减毒株将提供

对抗HSV的消除性免疫力。还可以使用被动式血清或血清产物转移。
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[0002] <110>  阿尔伯特爱因斯坦医学院公司（ALBERT  EINSTEIN  COLLEGE  OF  MEDICINE, 

INC.）

[0003] <120>  重组单纯疱疹病毒2(HSV‑2)疫苗载体
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[0006] <151>  2014‑03‑03

[0007] <150>  US  62/080,663

[0008] <151>  2014‑11‑17

[0009] <160>  2

[0010] <170>  PatentIn  version  3.3

[0011] <210>  1

[0012] <211>  393

[0013] <212>  PRT

[0014] <213>  人工序列（Artificial）

[0015] <220>

[0016] <223>  HSV‑2糖蛋白D

[0017] <400>  1

[0018] Met  Gly  Arg  Leu  Thr  Ser  Gly  Val  Gly  Thr  Ala  Ala  Leu  Leu  Val  Val

[0019] 1               5                   10                  15

[0020] Ala  Val  Gly  Leu  Arg  Val  Val  Cys  Ala  Lys  Tyr  Ala  Leu  Ala  Asp  Pro

[0021]             20                  25                  30

[0022] Ser  Leu  Lys  Met  Ala  Asp  Pro  Asn  Arg  Phe  Arg  Gly  Lys  Asn  Leu  Pro

[0023]         35                  40                  45

[0024] Val  Leu  Asp  Gln  Leu  Thr  Asp  Pro  Pro  Gly  Val  Lys  Arg  Val  Tyr  His

[0025]     50                  55                  60

[0026] Ile  Gln  Pro  Ser  Leu  Glu  Asp  Pro  Phe  Gln  Pro  Pro  Ser  Ile  Pro  Ile

[0027] 65                  70                  75                  80

[0028] Thr  Val  Tyr  Tyr  Ala  Val  Leu  Glu  Arg  Ala  Cys  Arg  Ser  Val  Leu  Leu

[0029]                 85                  90                  95

[0030] His  Ala  Pro  Ser  Glu  Ala  Pro  Gln  Ile  Val  Arg  Gly  Ala  Ser  Asp  Glu

[0031]             100                 105                 110

[0032] Ala  Arg  Lys  His  Thr  Tyr  Asn  Leu  Thr  Ile  Ala  Trp  Tyr  Arg  Met  Gly

[0033]         115                 120                 125

[0034] Asp  Asn  Cys  Ala  Ile  Pro  Ile  Thr  Val  Met  Glu  Tyr  Thr  Glu  Cys  Pro

[0035]     130                 135                 140

[0036] Tyr  Asn  Lys  Ser  Leu  Gly  Val  Cys  Pro  Ile  Arg  Thr  Gln  Pro  Arg  Trp

[0037] 145                 150                 155                 160
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[0038] Ser  Tyr  Tyr  Asp  Ser  Phe  Ser  Ala  Val  Ser  Glu  Asp  Asn  Leu  Gly  Phe

[0039]                 165                 170                 175

[0040] Leu  Met  His  Ala  Pro  Ala  Phe  Glu  Thr  Ala  Gly  Thr  Tyr  Leu  Arg  Leu

[0041]             180                 185                 190

[0042] Val  Lys  Ile  Asn  Asp  Trp  Thr  Glu  Ile  Thr  Gln  Phe  Ile  Leu  Glu  His

[0043]         195                 200                 205

[0044] Arg  Ala  Arg  Ala  Ser  Cys  Lys  Tyr  Ala  Leu  Pro  Leu  Arg  Ile  Pro  Pro

[0045]     210                 215                 220

[0046] Ala  Ala  Cys  Leu  Thr  Ser  Lys  Ala  Tyr  Gln  Gln  Gly  Val  Thr  Val  Asp

[0047] 225                 230                 235                 240

[0048] Ser  Ile  Gly  Met  Leu  Pro  Arg  Phe  Ile  Pro  Glu  Asn  Gln  Arg  Thr  Val

[0049]                 245                 250                 255

[0050] Ala  Leu  Tyr  Ser  Leu  Lys  Ile  Ala  Gly  Trp  His  Gly  Pro  Lys  Pro  Pro

[0051]             260                 265                 270

[0052] Tyr  Thr  Ser  Thr  Leu  Leu  Pro  Pro  Glu  Leu  Ser  Asp  Thr  Thr  Asn  Ala

[0053]         275                 280                 285

[0054] Thr  Gln  Pro  Glu  Leu  Val  Pro  Glu  Asp  Pro  Glu  Asp  Ser  Ala  Leu  Leu

[0055]     290                 295                 300

[0056] Glu  Asp  Pro  Ala  Gly  Thr  Val  Ser  Ser  Gln  Ile  Pro  Pro  Asn  Trp  His

[0057] 305                 310                 315                 320

[0058] Ile  Pro  Ser  Ile  Gln  Asp  Val  Ala  Pro  His  His  Ala  Pro  Ala  Ala  Pro

[0059]                 325                 330                 335

[0060] Ser  Asn  Pro  Gly  Leu  Ile  Ile  Gly  Ala  Leu  Ala  Gly  Ser  Thr  Leu  Ala

[0061]             340                 345                 350

[0062] Val  Leu  Val  Ile  Gly  Gly  Ile  Ala  Phe  Trp  Val  Arg  Arg  Arg  Ala  Gln

[0063]         355                 360                 365

[0064] Met  Ala  Pro  Lys  Arg  Leu  Arg  Leu  Pro  His  Ile  Arg  Asp  Asp  Asp  Ala

[0065]     370                 375                 380

[0066] Pro  Pro  Ser  His  Gln  Pro  Leu  Phe  Tyr

[0067] 385                 390

[0068] <210>  2

[0069] <211>  394

[0070] <212>  PRT

[0071] <213>  人工序列（Artificial）

[0072] <220>

[0073] <223>  HSV‑1糖蛋白D

[0074] <400>  2

[0075] Met  Gly  Gly  Ala  Ala  Ala  Arg  Leu  Gly  Ala  Val  Ile  Leu  Phe  Val  Val

[0076] 1               5                   10                  15
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[0077] Ile  Val  Gly  Leu  His  Gly  Val  Arg  Gly  Lys  Tyr  Ala  Leu  Ala  Asp  Ala

[0078]             20                  25                  30

[0079] Ser  Leu  Lys  Met  Ala  Asp  Pro  Asn  Arg  Phe  Arg  Gly  Lys  Asp  Leu  Pro

[0080]         35                  40                  45

[0081] Val  Leu  Asp  Gln  Leu  Thr  Asp  Pro  Pro  Gly  Val  Arg  Arg  Val  Tyr  His

[0082]     50                  55                  60

[0083] Ile  Gln  Ala  Gly  Leu  Pro  Asp  Pro  Phe  Gln  Pro  Pro  Ser  Leu  Pro  Ile

[0084] 65                  70                  75                  80

[0085] Thr  Val  Tyr  Tyr  Ala  Val  Leu  Glu  Arg  Ala  Cys  Arg  Ser  Val  Leu  Leu

[0086]                 85                  90                  95

[0087] Asn  Ala  Pro  Ser  Glu  Ala  Pro  Gln  Ile  Val  Arg  Gly  Ala  Ser  Glu  Asp

[0088]             100                 105                 110

[0089] Val  Arg  Lys  Gln  Pro  Tyr  Asn  Leu  Thr  Ile  Ala  Trp  Phe  Arg  Met  Gly

[0090]         115                 120                 125

[0091] Gly  Asn  Cys  Ala  Ile  Pro  Ile  Thr  Val  Met  Glu  Tyr  Thr  Glu  Cys  Ser

[0092]     130                 135                 140

[0093] Tyr  Asn  Lys  Ser  Leu  Gly  Ala  Cys  Pro  Ile  Arg  Thr  Gln  Pro  Arg  Trp

[0094] 145                 150                 155                 160

[0095] Asn  Tyr  Tyr  Asp  Ser  Phe  Ser  Ala  Val  Ser  Glu  Asp  Asn  Leu  Gly  Phe

[0096]                 165                 170                 175

[0097] Leu  Met  His  Ala  Pro  Ala  Phe  Glu  Thr  Ala  Gly  Thr  Tyr  Leu  Arg  Leu

[0098]             180                 185                 190

[0099] Val  Lys  Ile  Asn  Asp  Trp  Thr  Glu  Ile  Thr  Gln  Phe  Ile  Leu  Glu  His

[0100]         195                 200                 205

[0101] Arg  Ala  Lys  Gly  Ser  Cys  Lys  Tyr  Ala  Leu  Pro  Leu  Arg  Ile  Pro  Pro

[0102]     210                 215                 220

[0103] Ser  Ala  Cys  Leu  Ser  Pro  Gln  Ala  Tyr  Gln  Gln  Gly  Val  Thr  Val  Asp

[0104] 225                 230                 235                 240

[0105] Ser  Ile  Gly  Met  Leu  Pro  Arg  Phe  Ile  Pro  Glu  Asn  Gln  Arg  Thr  Val

[0106]                 245                 250                 255

[0107] Ala  Val  Tyr  Ser  Leu  Lys  Ile  Ala  Gly  Trp  His  Gly  Pro  Lys  Ala  Pro

[0108]             260                 265                 270

[0109] Tyr  Thr  Ser  Thr  Leu  Leu  Pro  Pro  Glu  Leu  Ser  Glu  Thr  Pro  Asn  Ala

[0110]         275                 280                 285

[0111] Thr  Gln  Pro  Glu  Leu  Ala  Pro  Glu  Asp  Pro  Glu  Asp  Ser  Ala  Leu  Leu

[0112]     290                 295                 300

[0113] Glu  Asp  Pro  Val  Gly  Thr  Val  Ala  Pro  Gln  Ile  Pro  Pro  Asn  Trp  His

[0114] 305                 310                 315                 320

[0115] Ile  Pro  Ser  Ile  Gln  Asp  Ala  Ala  Thr  Pro  Tyr  His  Pro  Pro  Ala  Thr
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[0116]                 325                 330                 335

[0117] Pro  Asn  Asn  Met  Gly  Leu  Ile  Ala  Gly  Ala  Val  Gly  Gly  Ser  Leu  Leu

[0118]             340                 345                 350

[0119] Ala  Ala  Leu  Val  Ile  Cys  Gly  Ile  Val  Tyr  Trp  Met  Arg  Arg  Arg  Thr

[0120]         355                 360                 365

[0121] Gln  Lys  Ala  Pro  Lys  Arg  Ile  Arg  Leu  Pro  His  Ile  Arg  Glu  Asp  Asp

[0122]     370                 375                 380

[0123] Gln  Pro  Ser  Ser  His  Gln  Pro  Leu  Phe  Tyr

[0124] 385                 390
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