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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　エボラザイール糖タンパク質（ＧＰ）のＥ７１Ｄ及びＧ１０２Ａから成る群より選択さ
れるアミノ酸変異、或いはフィロウイルスの他の株のＧＰにおいてこれらに対応するアミ
ノ酸変異を有する変異フィロウイルスＧＰをコードするポリヌクレオチドを含む核酸分子
であって、該アミノ酸変異により、野生型フィロウイルスＧＰのｉｎ ｖｉｔｒｏにおけ
る細胞毒性及び免疫原性と比べて、ｉｎ ｖｉｔｒｏにおける細胞毒性が低減され、免疫
原性が維持される、核酸分子。
【請求項２】
　前記変異フィロウイルスＧＰが配列番号１、配列番号２、配列番号３、配列番号４、配
列番号６、配列番号７又は配列番号８のインサート、或いはこれらと少なくとも９５％同
一である配列によってコードされる、請求項１に記載の核酸分子。
【請求項３】
　前記変異フィロウイルスＧＰをコードするポリヌクレオチドが配列番号１、配列番号２
、配列番号３、配列番号４、配列番号６、配列番号７又は配列番号８のインサート、或い
はこれらと少なくとも９５％同一である配列から得られる配列を有する、請求項１に記載
の核酸分子。
【請求項４】
　請求項１～３のいずれかに記載の核酸分子によってコードされる変異フィロウイルスＧ
Ｐ。
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【請求項５】
　請求項１～３のいずれかに記載の核酸分子を含むプラスミドＤＮＡ。
【請求項６】
　請求項１～３のいずれかに記載の核酸分子を含む組換えウイルス。
【請求項７】
　請求項１～３のいずれかに記載の核酸分子を含むアデノウイルス。
【請求項８】
　請求項１～３のいずれかに記載の核酸分子又は請求項４に記載の変異フィロウイルスＧ
Ｐを、治療効果のある用量で含む薬学的組成物。
【請求項９】
　請求項１～３のいずれかに記載の核酸分子又は請求項４に記載の変異フィロウイルスＧ
Ｐを、予防効果のある用量で含むワクチン組成物。
【請求項１０】
　アジュバントを更に含む、請求項８又は９に記載の組成物。
【請求項１１】
　霊長類において抗原に対する免疫応答を促進するための医薬の製造方法であって、請求
項４に記載の変異フィロウイルスＧＰ又は請求項６に記載の組換えウイルスを配合するこ
とを含む、方法。
【請求項１２】
　霊長類において抗原に対する免疫応答を誘導するための医薬の製造方法であって、請求
項１～３のいずれかに記載の核酸分子又は請求項４に記載の変異フィロウイルスＧＰを配
合することを含む、方法。
【請求項１３】
　抗原又は該抗原をコードする組換えウイルスを配合して、さらに、引き続く投与のため
の第二の医薬を製造することを含む、請求項１２に記載の方法。
【請求項１４】
　前記霊長類がヒトである、請求項１１～１３のいずれかに記載の方法。
【請求項１５】
　請求項１～３のいずれかに記載の核酸分子を作製する方法であって、アダプタープラス
ミドの調製及びウイルスゲノムとの組換えを行うことにより、請求項１～３のいずれかの
核酸分子から成る組換えウイルスを生成する方法。
【請求項１６】
　配列番号１、配列番号２、配列番号３、配列番号４、配列番号５、配列番号６、配列番
号７又は配列番号８に示す配列を有する核酸分子。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、大まかにはウイルスワクチン、より詳細にはフィロウイルスワクチン、及び
フィロウイルス又はフィロウイルスの感染によって引き起こされる疾患に対する免疫応答
を誘導する方法に関する。
【０００２】
　　［関連出願］
　本出願は、参照により全体が本明細書中に援用されている、２００４年９月２７日に提
出された米国仮特許出願第６０／６１３，８８３号、２００５年５月３日に提出された米
国仮特許出願第６０／６７７，６０６号、２００５年５月１０日に提出された米国仮特許
出願第６０／６７９，７６７号、２００５年７月２２日に提出された米国仮特許出願第６
０／７０１，６９４号及び２００５年９月９日に提出された米国仮特許出願第６０／７１
５，８７４号の利益を主張する。
【背景技術】
【０００３】
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　エボラウイルス及びマールブルグウイルスは、フィロウイルス科を構成する。この科は
２つの属に分類され、現在では「エボラ様ウイルス」及び「マールブルグ様ウイルス」と
呼ばれている。「エボラ様ウイルス」の中には４つの亜種、ザイール（基準種）、スーダ
ン、レストン及びコートジボワール（アイボリーコースト）が存在する。マールブルグウ
イルスは単独で「マールブルグ様ウイルス」を構成する。
【０００４】
　糖タンパク質（ＧＰ）は、受容体結合を介した感受性宿主細胞へのウイルスの感染を仲
介するビリオン表面スパイクを構成する唯一の構造タンパク質である。ＧＰは、ウイルス
感染及び発症に重要であるだけでなく、ワクチン開発に関する主要な標的であるので、フ
ィロウイルスタンパク質の中で最も研究されている。フィロウイルスＧＰの研究は、組換
えＤＮＡ技術の使用によって容易になり、感染性フィロウイルスによる働きを制限するこ
となく生化学的で機能的な試験を可能にする。
【０００５】
　培養したヒト内皮細胞及び上皮細胞におけるＧＰ発現が、細胞の円形化及び分離を引き
起こす(Yang Z.-Y.他, 2000, Nat Med, 6:886-889)。これらの効果は、ＧＰのムチン様セ
リン及びスレオニンリッチドメインを必要とする。マクロファージ及び内皮細胞の機能に
対するＧＰの細胞毒性効果は、炎症細胞機能及び血管系の完全性を阻害する。更に、接着
タンパク質及び免疫認識分子の細胞表面における発現を変えることによって、エボラウイ
ルスは、免疫活性化及び細胞溶解性Ｔ細胞の機能に必要不可欠なプロセスを阻害する。こ
れらの現象は、炎症反応の調節不全及び致命的なエボラウイルス感染の血管機能不全特性
から成り、予防ワクチンの標的として、ＧＰに焦点を当てた理論を提供する。
【発明の開示】
【０００６】
　　［発明の概要］
　本発明は、野生型フィロウイルス糖タンパク質（ＧＰ）のｉｎ　ｖｉｔｒｏにおける細
胞毒性及び免疫原性と比べて、ｉｎ　ｖｉｔｒｏにおける細胞毒性が低減され、免疫原性
が維持された、ＧＰの比較的保存的な領域において少なくとも１つのアミノ酸変異を有す
る変異フィロウイルスＧＰをコードするポリヌクレオチドを含む核酸分子に関する。
【０００７】
［課題を解決するための手段］
　一つの実施形態では、アミノ酸変異が保存的なシステイン残基を除いたＮ末端ドメイン
に位置し、例示的に、エボラザイールＧＰのアミノ酸位置５０、５１、５２、５３、５４
、５５、５６、５７、５８、５９、６０、６１、６２、６３、６４、６５、６６、６７、
６８、６９、７０、７１、７２、７３、７４、７５、７６、７７、７８、７９、８０、８
１、８２、８３、８４、８５、８６、８７、８８、８９、９０、９１、９２、９３、９４
、９５、９６、９７、９８、９９、１００、１０１、１０２、１０３、１０４、１０５、
１０６、１０７、１０８、１０９、１１０、１１１、１１２、１１３、１１４、１１５、
１１６、１１７、１１８、１１９、１２０、１２１、１２２、１２３、１２４、１２５、
１２６、１２７、１２８、１２９、１３０、１３１、１３２、１３３、１３４、１３５、
１３６、１３７、１３８、１３９、１４０、１４１、１４２、１４３、１４４、１４５、
１４６、１４７、１４８、１４９、１５０、１５１、１５２、１５３、１５４、１５５、
１５６、１５７、１５８、１５９、１６０、１６１、１６２、１６３、１６４、１６５、
１６６、１６７、１６８、１６９、１７０、１７１、１７２、１７３、１７４、１７５、
１７６、１７７、１７８、１７９、１８０、１８１、１８２、１８３、１８４、１８５、
１８６、１８７、１８８、１８９、１９０、１９１、１９２、１９３、１９４、１９５、
１９６、１９７、１９８、１９９、２００、２０１、２０２、２０３、２０４、２０５、
２０６、２０７、２０８、２０９、２１０、２１１、２１２、２１３、２１４、２１５、
２１６、２１７、２１８、２１９、２２０、２２１、２２２、２２３、２２４、２２５、
２２６、２２７、２２８、２２９、２３０、２３１、２３２、２３３、２３４、２３５、
２３６、２３７、２３８、２３９、２４０、２４１、２４２、２４３、２４４、２４５、
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２４６、２４７、２４８、２４９、２５０、２５１、２５２、２５３、２５４、２５５、
２５６、２５７、２５８、２５９、２６０、２６１、２６２、２６３、２６４、２６５、
２６６、２６７、２６８、２６９、２７０、２７１、２７２、２７３、２７４、２７５、
２７６、２７７、２７８、２７９、２８０、２８１、２８２、２８３、２８４、２８５、
２８６、２８７、２８８、２８９、２９０、２９１、２９２、２９３、２９４、２９５、
２９６、２９７、２９８、２９９又は３００に位置するか、或いは他の種類のＧＰにおい
てこれらに対応するアミノ酸位置に位置する。
【０００８】
　別の実施形態では、アミノ酸変異が、例示的に、エボラザイールＧＰのアミノ酸位置７
１又は１０２に位置するか、或いは他の種類のＧＰにおいてこれらに対応するアミノ酸位
置に位置する。
【０００９】
　更に別の実施形態では、アミノ酸変異が、例示的に、エボラザイールＧＰのＥ７１Ｄ又
はＧ１０２Ａであるか、或いは他の種類のＧＰのこれらと対応するものである。
【００１０】
　更に別の実施形態では、変異フィロウイルスＧＰが配列番号１、配列番号２、配列番号
３、配列番号４、配列番号６、配列番号７又は配列番号８のインサート、或いはこれらと
少なくとも９５％相同である配列によってコードされる。
【００１１】
　また、更に別の実施形態では、変異フィロウイルスＧＰをコードするポリヌクレオチド
が配列番号１、配列番号２、配列番号３、配列番号４、配列番号６、配列番号７又は配列
番号８のインサート、或いはこれらと少なくとも９５％相同である配列から得られる配列
を有する。
【００１２】
　本発明の他の実施形態は、前記核酸分子によってコードされる変異フィロウイルスＧＰ
、前記核酸分子を含むプラスミドＤＮＡ、前記核酸分子を含む組換えウイルス、前記核酸
分子を含むアデノウイルス、治療効果のある用量で前記核酸分子又は変異フィロウイルス
ＧＰを含む薬学的組成物、予防効果のある用量で前記核酸分子又は変異フィロウイルスＧ
Ｐを含むワクチン組成物、変異フィロウイルスＧＰと特異的に反応する抗体、及びこれら
の生成並びに使用法に関する。
【００１３】
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【表１】

【００１４】
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【表２】

【発明を実施するための最良の形態】
【００１５】
　　［発明の詳細な説明］
　エボラウイルス感染に対する効果的な治療法がない場合、ワクチンの開発が感染の大発
生を阻止するための重要な戦略になる。エボラ糖タンパク質（ＧＰ）及び核タンパク質（
ＮＰ）をコードするＤＮＡ及び／又は複製欠損性のアデノウイルス（ｒＡｄ）ベクターに
よる免疫化によって、ヒト以外の霊長類において特異的な防御免疫が付与されることがこ
れまでに示されている(Sullivan, N. J.他, 2000, Nature, 408:605-609; Sullivan, N. 
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J.他, 2003, Nature, 424:681-684))。ＧＰは、ｉｎ　ｖｉｔｒｏにおいてトランスフェ
クトした細胞に細胞変性効果を与える可能性があり(Yang, Z.-Y.他, 2000, Nat Med, 6:8
86-889)、複数のＧＰの形態が実際に同定され、どれがヒトワクチンに最適であるかとい
う疑問が持ち上がっている。この疑問を解決するために、本発明者はｉｎ　ｖｉｔｒｏに
おける細胞変性が低減された複数のエボラウイルス株由来の突然変異ＧＰの有効性を調査
し、ＮＰがある場合とない場合において、霊長類における感染モデルにおけるこれらの防
御効果を分析した。ＧＰ膜貫通ドメインを除去することによってｉｎ　ｖｉｔｒｏにおけ
る細胞変性効果がなくなったが、防御効果は少なくとも１桁低減した。これに対して、ｉ
ｎ　ｖｉｔｒｏでの細胞変性を阻害するが、ＮＰの非存在時における免疫原性を維持し、
免疫防御効果を付与する単一点突然変異が同定された。最小有効ｒＡｄ量は、これまでに
使用されてきたものより２対数分低い１０10個の粒子で確立された。ｒＡｄによりベクタ
ー化された特異的なＧＰ単独の発現は、対象となるヒト以外の霊長類モデルにおける致死
的な感染に対する防御を付与するのに十分であり、ワクチンの同定に対する基礎を提供す
る。
【００１６】
定義
　他に特に記載がなければ、本明細書中で使用される技術的及び科学的な用語は、本発明
が属する分野における当業者に共通して理解されるものと同様の意味を有する。例えば、
Singleton P及びSainsbury D., Dictionary of Microbiology and Molecular Biology,第
３版、 J. Wiley & Sons, Chichester, New York, 2001、及びFields Virology, 第４版,
 Knipe D.M.及びHowley P.M.編, Lippincott Williams & Wilkins, Philadelphia, 2001
を参照されたい。
【００１７】
核酸分子
　本明細書中で示されるように、本発明の核酸分子は、クローニング又は合成的に生成す
ることによって得られたＲＮＡ又はＤＮＡの形態である。このＤＮＡは、二本鎖でも一本
鎖でもよい。一本鎖ＤＮＡ又は一本鎖ＲＮＡは、センス鎖としても知られるコード鎖であ
るか、又はアンチセンス鎖としても言及される非コード鎖である。
【００１８】
　「単離した」核酸分子とは、自然環境から得られた核酸分子、ＤＮＡ又はＲＮＡを意味
している。例えば、ベクターに含まれる組換えＤＮＡ分子は、本発明の目的のために単離
されると考えられる。単離したＤＮＡ分子の更なる例としては、異種宿主細胞で維持され
た組換えＤＮＡ分子又は溶液中で（部分的又は大幅に）精製したＤＮＡ分子が挙げられる
。単離したＲＮＡ分子としては、本発明のＤＮＡ分子のｉｎ　ｖｉｖｏ又はｉｎ　ｖｉｔ
ｒｏＲＮＡ転写物が挙げられる。本発明による単離した核酸分子は、更にこのように合成
的に生成された分子を含む。
【００１９】
　本発明の核酸分子としては、変異フィロウイルス構造遺伝子産物をコードするオープン
リーディングフレーム（ＯＲＦ）を含むＤＮＡ分子が挙げられ、更に、上記に記載のもの
とは大幅に異なる配列を含むが、遺伝子コードの縮重によって、依然として変異フィロウ
イルス構造遺伝子産物のＯＲＦをコードするＤＮＡ分子が挙げられる。当然のことながら
、この遺伝子コードは当業者に既知である。ヒトのコドンの使用に最適な縮重バリアント
が好ましい。
【００２０】
　野生型（例えば自然発生した）フィロウイルスＧＰのｉｎ　ｖｉｔｒｏにおける細胞毒
性及び免疫原性と比べてｉｎ　ｖｉｔｒｏにおける細胞毒性が低減され、免疫原性が維持
された、少なくとも１つのアミノ酸変異を有し、それにより受容体結合を介した感受性宿
主細胞へのウイルス感染を仲介するビリオン表面スパイクを構成する唯一の構造タンパク
質であるフィロウイルス構造遺伝子産物、例えば糖タンパク質（ＧＰ）が変異する。ｉｎ
　ｖｉｔｒｏ細胞毒性に特に重要なアミノ酸は、例えばエボラウイルスのザイール株で定
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義されるような正確な位置に限定されることは決してなく、例示的な様態における使用に
おいて好ましいアミノ酸を示すだけであり、この好ましいアミノ酸は、保存性が高いので
、エボラウイルスのスーダン株又はマールブルグウイルス及びフィロウイルスのアンゴラ
株のような他の株で通常見出される位置又はこの位置に対応する位置にある。エボラザイ
ール株以外のフィロウイルスに関して、好ましいアミノ酸の番号付けされた位置が異なる
ことはよくあるが、フィロウイルスの分子生物学の分野における専門家には、上記の糖タ
ンパク質において保存性が高いアミノ酸に対するこれらの好ましいアミノ酸の位置でこれ
を同定することが容易であろう。
【００２１】
　更に、本発明は本明細書中に記載されている核酸分子の断片に関する。変異フィロウイ
ルス構造遺伝子産物をコードするＯＲＦのヌクレオチド配列を有する核酸分子の断片とは
、少なくとも約１５ｎｔ、より好ましくは少なくとも約２０ｎｔ、更に好ましくは少なく
とも約３０ｎｔ及び更に好ましくは少なくとも約４０ｎｔの長さの断片を意味する。当然
ながら、５０、１００、１５０、２００、２５０、３００、３５０、４００、４５０又は
５００ｎｔの更に大きい断片もまた、変異フィロウイルス構造遺伝子産物をコードするＯ
ＲＦのヌクレオチド配列の全てとまでではないが、ほとんど一致している断片と同様に本
発明により意図される。少なくとも２０ｎｔの長さの断片とは、例えば変異フィロウイル
ス構造遺伝子産物をコードするＯＲＦのヌクレオチド配列由来の２０個以上の連続した塩
基を含む断片を意味する。
【００２２】
　本発明の好ましい核酸断片としては、フィロウイルス構造タンパク質のエピトープ－ベ
アリング部をコードする核酸分子が挙げられる。特に、本発明のこのような核酸断片とし
ては、フィロウイルス構造タンパク質のエピトープ－ベアリングドメインをコードする核
酸分子が挙げられ、該ドメインはＮ末端ドメイン、ムチン様ドメイン、フリン切断部位、
融合ペプチドドメイン、コイルドコイルドメイン、膜貫通ドメイン、細胞内ドメイン及び
これらの任意の組み合わせであり、例えば膜貫通ドメイン及び細胞内ドメインを除去する
ためにカルボキシ末端が切断されたフィロウイルス糖タンパク質；コイルドコイルドメイ
ン、膜貫通ドメイン及び細胞内ドメインを除去するためにカルボキシ末端が切断されたフ
ィロウイルス糖タンパク質；融合ペプチドドメイン、コイルドコイルドメイン、膜貫通ド
メイン及び細胞内ドメインを除去するためにカルボキシ末端が切断されたフィロウイルス
糖タンパク質；フリン切断部位、融合ペプチドドメイン、コイルドコイルドメイン、膜貫
通ドメイン及び細胞内ドメインを除去するためにカルボキシ末端が切断されたフィロウイ
ルス糖タンパク質；並びにムチン様ドメイン、フリン切断部位、融合ペプチドドメイン、
コイルドコイルドメイン、膜貫通ドメイン及び細胞内ドメインを除去するためにカルボキ
シ末端が切断されたフィロウイルス糖タンパク質である。別の例は、ムチン様ドメイン、
フリン切断部位、融合ペプチドドメイン、コイルドコイルドメイン、膜貫通ドメイン又は
細胞内ドメインを除去するためのアミノ酸欠失、内部欠失又はカルボキシ欠失を有するフ
ィロウイルス糖タンパク質である。
【００２３】
　別の態様において、本発明は、上記本発明の核酸分子において、ポリヌクレオチド部分
に、ストリンジェントなハイブリダイゼーション条件下でハイブリダイズするポリヌクレ
オチドを含む核酸分子を提供する。「ストリンジェントなハイブリダイゼーション条件」
とは、５０％ホルムアミド、５×ＳＳＣ（７５０ｍＭ　ＮａＣｌ、７５ｍＭ　クエン酸三
ナトリウム）、５０ｍＭ　リン酸ナトリウム（ｐＨ７．６）、５×Ｄｅｎｈａｒｄｔ’ｓ
溶液、１０％　硫酸デキストラン及び２０μｇ／ｍｌの変性、せん断サケ精子ＤＮＡを含
む溶液中で４２℃で一晩インキュベートして、その後約６５℃で０．１×ＳＳＣ中でフィ
ルターを洗浄することを意味する。
【００２４】
　ポリヌクレオチド「部分」にハイブリダイズするポリヌクレオチドとは、参照のポリヌ
クレオチドの少なくとも約１５個のヌクレオチド（ｎｔ）、より好ましくは少なくとも約
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２０ｎｔ、更に好ましくは少なくとも約３０ｎｔ及び更に好ましくは約３０～７０ｎｔに
ハイブリダイズするポリヌクレオチド（ＤＮＡ又はＲＮＡのいずれか）を意味する。
【００２５】
　「少なくとも２０ｎｔの長さ」のポリヌクレオチド部分とは、例えば参照のポリヌクレ
オチドのヌクレオチド配列由来の２０個以上の連続したヌクレオチドを意味する。当然な
がら、ポリＡ配列又はＴ（又はＵ）残基の相補鎖にのみハイブリダイズするポリヌクレオ
チドは、ポリＡ鎖又はその相補鎖を含む任意の核酸分子（例えば、事実上全ての二本鎖ｃ
ＤＮＡクローン）にハイブリダイズするので、本発明の核酸部分にハイブリダイズさせる
のに使用する本発明のポリヌクレオチドには含まれない。
【００２６】
　本明細書中で示されるように、フィロウイルス構造遺伝子産物をコードする本発明の核
酸分子は、全長のポリペプチドのアミノ酸配列をコードするものを含むが、これに限定さ
れず、これ自体が全長のポリペプチドのコード配列及び更なる配列、例えば、プレタンパ
ク質配列、プロタンパク質配列又はプレプロタンパク質配列等のリーダー配列又は分泌配
列をコードする。上記の更なるコード配列を有するか又は有さず、更なる非コード配列を
有するこの全長のコード配列は、例えば、リボソーム結合及び安定化ｍＲＮＡなどのスプ
ライシング及びポリアデニル化シグナルを含み、転写やｍＲＮＡプロセシングで役割を果
たす、転写された非翻訳配列のようなイントロン及び非コード５’及び３’末端配列；並
びに、更なる機能性を提供するような、更なるアミノ酸をコードする更なるコード配列が
含まれるが、これらに限定されない。
【００２７】
　更に、本発明は、本発明の核酸分子のバリアントに関し、これはフィロウイルス構造遺
伝子産物の一部、バリアント又は誘導体をコードする。天然の対立遺伝子多型のようなバ
リアントは自然発生的に生じ得る。「対立遺伝子多型」とは、生物のゲノム上において一
定の遺伝子座を占める遺伝子の幾つかの代替的な形態の１つを意味する(Genes II, Lewin
, B.編, John Wiley & Sons, 1985, New York)。当業者に既知の突然変異誘発技術を使用
して、自然発生ではないバリアントを生成することができる。
【００２８】
　このようなバリアントとしては、１つ又は複数のヌクレオチドにおける置換、欠失又は
付加によって生成されるものが挙げられる。このバリアントはコード領域、非コード領域
又はその両方において改変されている。コード領域における改変が、保存的又は非保存的
なアミノ酸置換、欠失又は付加を引き起こし得る。これらの中で特に好ましいものは、静
的置換、静的付加及び静的欠失であり、これはフィロウイルス構造遺伝子産物又はその部
分の特性及び活性を変えない。また、この点において保存的置換が特に好ましい。
【００２９】
　本発明の更なる実施形態としては、変異フィロウイルス構造遺伝子産物、その断片のア
ミノ酸配列を有するポリペプチドをコードするヌクレオチド配列、又はこれらに相補的な
ヌクレオチド配列と少なくとも９５％、より好ましくは少なくとも９６％、９７％、９８
％又は９９％相同であるヌクレオチド配列を有するポリヌクレオチドを含む核酸分子が挙
げられる。
【００３０】
　フィロウイルス構造遺伝子産物をコードする参照のヌクレオチド配列と例えば少なくと
も９５％「相同」であるヌクレオチド配列を有するポリヌクレオチドとは、ポリヌクレオ
チド配列が、エボラウイルス構造遺伝子産物をコードする参照のヌクレオチド配列におい
て１００個のヌクレオチド当たり最大５つの点突然変異を含み得ることを除いて、ポリヌ
クレオチドのヌクレオチド配列が参照配列と相同であるということを意味する。すなわち
、参照ヌクレオチド配列と少なくとも９５％相同であるヌクレオチド配列を有するポリヌ
クレオチドを得るために、参照配列において最大５％のヌクレオチドが欠失しているか又
は他のヌクレオチドで置換されているか、又は参照配列の全ヌクレオチドにおいて最大５
％のヌクレオチドが参照配列に挿入され得る。参照配列におけるこれらの突然変異は、参
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照ヌクレオチド配列の５’或いは３’末端部位、又はこれらの末端部位間のどこかで起こ
る場合があり、参照配列のヌクレオチドにおいて個々に又は参照配列内の１つ又は複数の
連続した群の中のいずれかに散在している。
【００３１】
　実際に、任意の特定の核酸分子が参照ヌクレオチド配列と少なくとも９５％、９６％、
９７％、９８％又は９９％相同であるかどうかは、Ｂｅｓｔｆｉｔプログラム(Wisconsin
 Sequence Analysis Package, Version 8 for Unix（登録商標）, Genetics Computer Gr
oup, University Research Park, 575 Science Drive, Madison, Wis.53711)等の既知の
コンピュータープログラムを従来通りに使用して判定することができる。Ｂｅｓｔｆｉｔ
は、２つの配列間の最も相同性の高い部分を見出すために、Smith及びWaterman, 1981, A
dvances in applied Mathematics, 2:482-489の局所的相同性アルゴリズムを利用してい
る。特定の配列が、例えば本発明の参照配列と９５％相同であるかどうかを判定するため
に、Ｂｅｓｔｆｉｔ又は任意の他の配列アラインメントプログラムを使用する場合、当然
ながら参照ヌクレオチド配列の全長にわたって相同性の割合が算出されるように、且つ参
照配列における総ヌクレオチド数の最大５％の相同性の相違を許容するように、パラメー
ターを設定する。
【００３２】
　本願は、エボラポリペプチド活性又はマールブルグポリペプチド活性を有するポリペプ
チドをコードする、本明細書中に記載の核酸配列と少なくとも９５％、９６％、９７％、
９８％又は９９％相同である核酸分子に関する。「エボラポリペプチド活性又はマールブ
ルグポリペプチド活性を有するポリペプチド」とは、特定の生物学的試験においてエボラ
ポリペプチド活性又はマールブルグポリペプチド活性を示すポリペプチドを意味する。例
えば、受容体結合活性等の生物学的活性、ＧＰ１とＧＰ２との間の結合、ビリオンペプロ
マーのストーク構造の形成に対する寄与、及び免疫原性を維持しながらのｉｎ　ｖｉｔｒ
ｏ細胞毒性の低減による変異ＧＰポリペプチド活性の変化に関してＧＰポリペプチド活性
を測定することができる。
【００３３】
　当然ながら、遺伝子コードの縮重により、当業者には、本明細書中に記載の核酸配列と
少なくとも９５％、９６％、９７％、９８％又は９９％相同である配列を有する多くの核
酸分子が「エボラポリペプチド活性又はマールブルグポリペプチド活性を有する」ポリペ
プチドをコードするということが直ちに認識されるであろう。実際には、これらのヌクレ
オチド配列の縮重バリアントは全て同じポリペプチドをコードし、このことは上記の比較
試験を行わずとも、当業者には明らかであろう。縮重バリアントではない核酸分子のため
に、ある程度の数の核酸分子がエボラポリペプチド活性又はマールブルグポリペプチド活
性を有するポリペプチドをコードすることも当業技術分野において更に認識されるであろ
う。これは、当業者が、タンパク質機能に有意な影響があまりないか、又は影響がないと
考えられるアミノ酸置換を十分に知っているからである（例えば、１つの脂肪族アミノ酸
を第２の脂肪族アミノ酸と置換する）。
【００３４】
　例えば、表現型の上で静的なアミノ酸置換を起こす方法に関するガイダンスが、Bowie,
 J. U.他, 1990, Science, 247:1306-1310で提供され、この著者は、タンパク質がアミノ
酸置換に驚異的な耐性があることを示している。
【００３５】
ポリペプチド及び断片
　更に、本発明は変異フィロウイルス構造遺伝子のオープンリーディングフレーム（ＯＲ
Ｆ）によってコードされるアミノ酸配列を有するフィロウイルスポリペプチド、又はこれ
らの一部（例えば、溶解性ＧＰ）を含むペプチド或いはポリペプチドを提供する。
【００３６】
　フィロウイルスポリペプチドの幾つかのアミノ酸は、タンパク質の構造又は機能に有意
な影響を与えることなく変えることができるということが、当該技術分野で認識されるで
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あろう。配列のこのような違いを考慮する場合、タンパク質の活性を決定するのに重要な
領域が存在することを忘れてはならない。
【００３７】
　このように、本発明は実質的にフィロウイルスポリペプチド活性を示すか、又は以下に
記載のタンパク質部分のようなフィロウイルスタンパク質の領域を含む、フィロウイルス
ポリペプチドのバリアントを更に含む。このような突然変異としては、欠失、挿入、反転
、反復及び型置換が挙げられる。記載の通り、どのアミノ酸変異が表現型の上で静的であ
るのかということに関するガイダンスは、Bowie, J.U.他, 1990, Science, 247:1306-131
0に見出すことができる。
【００３８】
　従って、本発明のポリペプチドの断片、誘導体又はアナログは、（ｉ）１つ又は複数の
アミノ酸残基が保存的アミノ酸残基又は非保存的アミノ酸残基（好ましくは保存的アミノ
酸残基）に置換したもの、またこのような置換アミノ酸残基が遺伝子コードでコードされ
るものであっても、コードされるものでなくてもよい、（ｉｉ）１つ又は複数のアミノ酸
残基が置換基を含むもの、或いは（ｉｉｉ）ＩｇＧ　Ｆｃ融合領域ペプチド、リーダー配
列、分泌配列、成熟ポリペプチドの精製に用いる配列、又はプロタンパク質配列のような
更なるアミノ酸を成熟ポリペプチドと融合させるものであり得る。このような断片、誘導
体及びアナログは、本明細書中で教示される当業者の範囲内であると考えられる。
【００３９】
　記載の通り、タンパク質のフォールディング又は活性に有意な影響を及ぼさない保存的
なアミノ酸置換のようなささいな特性の変化が好ましい（表Ａを参照）。

【表Ａ】

【００４０】
【００４１】
　当然ながら、当業者は、上記のものを含む多くの要因に応じて、アミノ酸置換の数を決
めることができる。一般的に言えば、任意の特定のフィロウイルスポリペプチドに対する
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アミノ酸置換の数は、５０、４０、３０、２０、１０、５又は３である。
【００４２】
　機能に必須である本発明のフィロウイルスポリペプチドのアミノ酸は、部位特異的突然
変異誘発又はアラニンスキャンニング突然変異誘発のような、当該技術分野で既知の方法
で同定することができる(Cunningham及びWells, 1989, Science, 244:1081-1085)。後者
の方法によって、この分子の全てのアラニン残基にアラニン単独の突然変異が導入される
。続いて、例えば受容体結合活性、ＧＰ１とＧＰ２との間の結合、ビリオンペプロマーの
ストーク構造の形成への寄与、及び免疫原性を維持しながらのｉｎ　ｖｉｔｒｏにおける
細胞毒性の低減による変異ＧＰポリペプチド活性のような生物学的活性に関して、得られ
た突然変異分子を試験する。
【００４３】
　本発明のポリペプチドは容易に単離した形態で提供される。「単離したペプチド」とは
、元々の環境から取り出されたポリペプチドを意味する。従って、組換え宿主細胞内に生
成及び／又は包含されるポリペプチドは、本発明の目的のために単離されたと考えられる
。また、「単離したポリペプチド」とは、組換え宿主細胞又はソースから部分的又は実質
的に精製されたポリペプチドも意味する。例えば、組換えによって作られたフィロウイル
スポリペプチドは、Smith及びJohnson, 1988, Gene, 67:31-40に記載されている一段階法
により実施的に精製することができる。
【００４４】
　本発明のポリペプチドとしては、変異フィロウイルス構造遺伝子産物のアミノ酸配列、
或いはその一部を有するポリペプチド、又は本発明に記載されている核酸配列によってコ
ードされるポリペプチド配列；並びに上記の配列と少なくとも９５％相同、より好ましく
は少なくとも９６％、９７％、９８％又は９９％相同であるポリペプチドが挙げられ、ま
た少なくとも３０個のアミノ酸、より好ましくは少なくとも５０個のアミノ酸を有するこ
のようなポリペプチドの一部が挙げられる。
【００４５】
　フィロウイルスポリペプチドの参照アミノ酸配列と例えば少なくとも９５％「相同」で
あるアミノ酸配列を有するポリペプチドとは、ポリペプチド配列がフィロウイルスポリペ
プチドの参照アミノ酸の１００個のアミノ酸当たり最大５つのアミノ酸の変更を含み得る
ことを除いて、ポリペプチドのアミノ酸配列が参照配列と相同であるということを意味す
る。すなわち、参照アミノ酸配列と少なくとも９５％相同であるアミノ酸配列を有するポ
リペプチドを得るために、参照配列において最大５％のアミノ酸残基を欠失又は他のアミ
ノ酸で置換することができるか、又は参照配列の全アミノ酸残基の最大５％のアミノ酸を
参照配列に挿入することができる。参照配列のこれらの変更は、参照アミノ酸配列のアミ
ノ末端部位、カルボキシ末端部位又はこれらの末端部位間のいずれかで起こる場合があり
、参照配列のヌクレオチド間に個々に、又は参照配列内の１つ又は複数の連続した群の中
のいずれかに散在している。
【００４６】
　実際に、任意の特定のポリペプチドが参照アミノ酸配列と少なくとも９５％、９６％、
９７％、９８％又は９９％相同であるかどうかは、Ｂｅｓｔｆｉｔプログラム(Wisconsin
 Sequence Analysis Package, Version 8 for Unix（登録商標）, Genetics Computer Gr
oup, University Research Park, 575 Science Drive, Madison, Wis.53711)等の既知の
コンピュータープログラムを従来通りに使用して判定することができる。特定の配列が、
例えば本発明による参照配列と９５％相同であるかどうかを判定するために、Ｂｅｓｔｆ
ｉｔ又は任意の他の配列アラインメントプログラムを使用する場合、当然ながら参照アミ
ノ酸配列の全長にわたって相同性の割合が算出されるように、且つ参照配列における総ア
ミノ酸残基数の最大５％の相同の相違を許容するように、パラメーターを設定する。
【００４７】
　別の態様において、本発明は、少なくとも３０個、より好ましくは少なくとも５０個の
アミノ酸を有する、本明細書中に記載されているポリペプチドの一部を提供する。本発明
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の好ましいポリペプチドの一部としては、フィロウイルス構造タンパク質のエピトープ－
ベアリング部を含むポリペプチドが挙げられる。特に、本発明の好ましいポリペプチドの
一部としては、フィロウイルス構造タンパク質のエピトープ－ベアリングドメインを含む
ポリペプチドが挙げられ、このドメインはＮ末端ドメイン、ムチン様ドメイン、フリン切
断部位、融合ペプチドドメイン、コイルドコイルドメイン、膜貫通ドメイン、細胞内ドメ
イン及びこれらの任意の組み合わせであり、例えば膜貫通ドメイン及び細胞内ドメインを
除去するためにカルボキシ末端を切断したフィロウイルス糖タンパク質；コイルドコイル
ドメイン、膜貫通ドメイン及び細胞内ドメインを除去するためにカルボキシ末端を切断し
たフィロウイルス糖タンパク質；融合ペプチドドメイン、コイルドコイルドメイン、膜貫
通ドメイン及び細胞内ドメインを除去するためにカルボキシ末端を切断したフィロウイル
ス糖タンパク質；フリン切断部位、融合ペプチドドメイン、コイルドコイルドメイン、膜
貫通ドメイン及び細胞内ドメインを除去するためにカルボキシ末端を切断したフィロウイ
ルス糖タンパク質；並びにムチン様ドメイン、フリン切断部位、融合ペプチドドメイン、
コイルドコイルドメイン、膜貫通ドメイン及び細胞内ドメインを除去するためにカルボキ
シ末端を切断したフィロウイルス糖タンパク質である。別の例は、ムチン様ドメイン、フ
リン切断部位、融合ペプチドドメイン、コイルドコイルドメイン、膜貫通ドメイン又は細
胞内ドメインを除去するためにアミノ酸欠失、内部欠失又はカルボキシ欠失を有するフィ
ロウイルス糖タンパク質である。
【００４８】
　本発明のポリペプチドは、任意の従来の手段で生成することができる(Houghten, R.A.,
 1985, PNAS, USA, 82:5131-5135)。「同時多重ペプチド合成（ＳＭＰＳ）」法が、Hough
ten他, 1986に対する米国特許第４，６３１，２１１号に記載されている。
【００４９】
　また、本発明は、本発明の核酸分子を含むベクター、組換えベクターにより遺伝学的に
作製された宿主細胞、及び組換え技術によるフィロウイルスポリペプチド又はその断片の
生成に関する。
【００５０】
　ポリヌクレオチドは、宿主における増殖のための選択可能なマーカーを含むベクターと
結合することができる。一般的には、プラスミドベクターは、リン酸カルシウム沈殿物の
ような沈澱物に、又は荷電脂質との複合体に導入される。ベクターがウイルスである場合
、適切なパッケージング細胞系を使用し、ｉｎ　ｖｉｔｒｏで封入して、それから宿主細
胞に導入することができる。
【００５１】
　ＤＮＡインサートは、λファージＰＬプロモーター、大腸菌ｌａｃプロモーター、ｔｒ
ｐプロモーター及びｔａｃプロモーター、ＳＶ４０初期プロモーター、ＳＶ４０末期プロ
モーター及びレトロウイルスＬＴＲのプロモーター等の適切なプロモーターと操作可能な
状態で連結すべきである。他の好適なプロモーターは当業者に既知であろう。この発現コ
ンストラクトは、転写開始部位及び転写終結部位を有し、転写領域に、翻訳のためのリボ
ソーム結合部位を更に含む。このコンストラクトによって発現した成熟した転写物のコー
ド部分は、翻訳開始部位を先頭に有し、翻訳されるポリペプチドの末端に適切に位置する
終止コドン（ＵＡＡ、ＵＧＡ、又はＵＡＧ）を含むことが好ましい。
【００５２】
　記載の通り、発現ベクターは少なくとも１つの選択可能なマーカーを含むことが好まし
い。このようなマーカーとしては、真核細胞を培養する場合のジヒドロ葉酸還元酵素又は
ネオマイシン耐性、並びに大腸菌及び他の細菌を培養する場合のテトラサイクリン又はア
ンピシリン耐性遺伝子が挙げられる。適切な宿主の代表的な例としては、大腸菌、ストレ
プトミセス及びネズミチフス菌の細胞のような細菌細胞；酵母細胞のような真菌細胞；シ
ョウジョウバエＳ２及びシロイチモンジョトウＳｆ９細胞のような昆虫細胞；ＣＨＯ、Ｃ
ＯＳ及びＢｏｗｅｓメラノーマ細胞のような動物細胞；並びに植物細胞が挙げられるが、
これらに限定されない。適切な培養培地及び上記の宿主細胞の条件は当該技術分野で既知
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である。
【００５３】
　細菌中で使用するのに好ましいベクターとしては、Qiagen製のｐＱＥ７０、ｐＱＥ６０
及びｐＱＥ９；Stratagene製のｐＢＳベクター、ファージスクリプトベクター、ブルース
クリプトベクター、ｐＮＨ８Ａ、ｐＮＨ１６ａ、ｐＨＮ１８Ａ及びｐＮＨ４６Ａ；並びに
Pharmacia製のｐｔｒｃ９９ａ、ｐＫＫ２２３－３、ｐＫＫ２３３－３、ｐＤＲ５４０及
びｐＲＩＴ５が挙げられる。真核細胞中で使用するのに好ましいベクターは、Stratagene
製のｐＷＬＮＥＯ、ｐＳＶ２ＣＡＴ、ｐＯＧ４４、ｐＸＴ１及びｐＳＧ；並びにPharmaci
a製のｐＳＶＫ３、ｐＢＰＶ、ｐＭＳＧ及びｐＳＶＬである。他の好適なベクターは、当
業者に容易に明らかになるであろう。
【００５４】
　宿主細胞へのコンストラクトの導入は、リン酸カルシウムトランスフェクション、ＤＥ
ＡＥ－デキストラン介在トランスフェクション、カチオン性脂質介在トランスフェクショ
ン、エレクトロポレーション、形質導入、感染又は他の方法により達成することができる
。このような方法は、Davis他, Basic Methods In Molecular Biology, 1986のような多
くの標準的な研究室のマニュアルに記載されている。
【００５５】
　フィロウイルスポリペプチドは、硫酸アンモニウム又はエタノール析出、酸抽出、アニ
オン又はカチオン交換クロマトグラフィー、ホスホセルロースクロマトグラフィー、疎水
性相互作用クロマトグラフィー、アフィニティークロマトグラフィー、ヒドロキシルアパ
タイトクロマトグラフィー及びレクチンクロマトグラフィーを含む既知の方法で、組換え
細胞培地から回収及び精製することができる。高速液体クロマトグラフィー（「ＨＰＬＣ
」）を精製に用いることが最も好ましい。本発明のポリペプチドとしては、天然に精製さ
れた産物、化学合成手法による産物、及び例えば、細菌、酵母、高等植物、昆虫及び哺乳
類細胞を含む原核生物宿主又は真核生物宿主から、組換え技術によって生成した産物が挙
げられる。組換え生成手法で用いた宿主によって、本発明のポリペプチドはグリコシル化
されたり、グリコシル化されなかったりする。更に、本発明のポリペプチドはまた、宿主
介在性のプロセスの結果としての幾つかの場合、先頭に修飾したメチオニン残基を含むこ
とがある。
【００５６】
抗体
　抗体（例えば、モノクローナル抗体及びポリクローナル抗体、一本鎖抗体、キメラ抗体
、本発明のポリペプチドを特異的に認識するＣＤＲ配列を含む化合物を含むヒト化したヒ
トのＣＤＲ移植抗体）及びフィロウイルスＧＰポリペプチド又はこれらの断片に特異的な
他の結合タンパク質もまた、本発明に包含される。「に特異的」という用語は、本発明の
抗体の可変領域がフィロウイルスＧＰポリペプチドを排他的に認識し、結合することを示
す（すなわち、ポリペプチド群に見出される配列同一性、配列相同性又は配列類似性にも
関わらず、関連のポリペプチドとフィロウイルスＧＰポリペプチドとを区別することがで
きる）が、抗体の可変領域の外側の配列、及び特に分子の定常領域の外側の配列との相互
作用によって他のタンパク質と相互作用する可能性もある。本発明の抗体の結合特異性を
決定するスクリーニングアッセイは既知であり、当該技術分野では日常的に行われている
。このようなアッセイの包括的な議論に関しては、「Antibodies A Laboratory Manual」
(Harlow他編, Cold Spring Harbor Laboratory; Cold Spring Harbor, NY(1988)、第６章
)を参照されたい。抗体が上記のように、断片の由来となる本発明のフィロウイルスＧＰ
ポリペプチドに特異的であるならば、本発明のフィロウイルスＧＰポリペプチドの断片を
認識し、結合する抗体も考慮される。本発明の特異的な抗体は、診断目的及び受動免疫に
対する有用性を有するように設計される。
【００５７】
抗原に対する免疫応答を誘導するための組換えウイルスの使用
　本発明は、抗原に対するＣＤ８+Ｔ細胞の免疫応答の発生、及びまた抗体反応の誘発に
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関する。より詳細には、本発明は、「促進」免疫計画に関する。この計画において、免疫
応答は単回の投与、及び初回免疫組成物の投与による誘導された免疫応答を追加免疫組成
物の投与により促進する「プライム・ブースト」免疫計画により誘導される。本発明は、
一つの実施形態において、任意の様々な異なるタイプの初回免疫組成物による誘導の後に
、適宜、例えばアデノウイルスのような組換えウイルスを、追加免疫組成物として使用す
ることにより、効果的な免疫化を行うことができるという本発明者の実験による実証に基
づいている。
【００５８】
　多くの病原体に対する免疫応答の主要な防御成分は、細胞毒性Ｔリンパ球（ＣＴＬ）と
しても知られている、ＣＤ８+型のＴリンパ球により仲介されている。ＣＤ８+細胞の重要
な機能は、インターフェロンγ（ＩＦＮγ）の分泌であり、これによりＣＤ８+Ｔ細胞免
疫応答の指標が提供される。この免疫応答の第２の成分は病原体のタンパク質に対する抗
体である。
【００５９】
　本発明の一つの実施形態では、例えばアデノウイルスなどの、下記の実験で示すような
組換えウイルスであって、様々な異なる初回免疫組成物を使用した抗原によって初回免疫
された追加免疫組成物として用いることにより、ＣＤ８+Ｔ細胞の免疫応答を誘導し、抗
体反応を導く効果的な手段であることが見出されている組換えウイルスを使用している。
【００６０】
　ヒト血清型５由来の複製欠損性アデノウイルスが、Graham及びその同僚によって、生ウ
イルスベクターとして開発されている(Graham及びPrevec, 1995, Mol Biotechnol, 3:207
-20、Bett他, 1994, PNAS, USA, 91:8802-6)。アデノウイルスは、約３６ｋｂの直鎖状二
本鎖ＤＮＡゲノムを含む、エンベロープを有しないウイルスである。組換えウイルスは、
ウイルス複製を可能にする許容細胞系において、強力な真核生物プロモーターと共に目的
の遺伝子を含むシャトルベクターとアデノウイルスゲノムプラスミドとの間のｉｎ　ｖｉ
ｔｒｏ組換えにより、組換えウイルスを構築することができる。許容細胞系を用いること
により高いウイルス力価が得ることが可能であり、得られたウイルスは多様な細胞系に感
染することができるが、許容細胞系以外の任意の細胞では複製しないので、安全な抗原輸
送系である。組換えアデノウイルスが、ダニ媒介性脳炎ウイルスＮＳ１タンパク質(Jacob
s他, 1992, J Virol, 66:2086-95)及び麻疹ウイルス核タンパク質(Fooks他, 1995, Virol
ogy, 210:456-65)を含む多くの抗原に対する防御免疫応答を導くことが示されている。
【００６１】
　注目すべきことに、下記の実験研究により、本発明の実施形態を利用することによって
、抗原を発現する組換えアデノウイルスが、ＤＮＡワクチンによって初回免疫された追加
免疫組成物として、免疫応答を誘導することを可能にすることが実証された。アデノウイ
ルスが筋肉内免疫された後に、ＣＤ８+Ｔ細胞の免疫化及び抗体反応を誘導することが見
出された。また、初回／追加ワクチン接種計画において、異なる組換えウイルス又は組換
えによって生成された抗原によって追加免疫することができる免疫応答を初回免疫するこ
とが可能であるように、アデノウイルスのような組換えウイルスが設計される。
【００６２】
　プラスミドＤＮＡによる初回免疫後の追加免疫組成物として、アデノウイルスのような
組換えウイルスで免疫化した非ヒト霊長類は、感染から保護された。組換えアデノウイル
ス及びプラスミドＤＮＡの両方が、ヒトに使用するのに安全なワクチンである。好都合な
ことに、本発明者は、単回投与による免疫、場合によっては初回免疫及び追加免疫による
ワクチン接種計画を利用することが可能であり、これらは例えばヒトにおける免疫応答を
誘導するのに適した一般的な免疫計画を構築し得ることを見出した。
【００６３】
　本発明は、様々な態様及び実施形態において、抗原に対する免疫応答を誘導するための
抗原、場合によっては抗原又は抗原をコードする核酸の事前投与によって初回免疫された
免疫応答を追加免疫するための抗原をコードする、アデノウイルスのような組換えウイル
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スを用いる。
【００６４】
　本発明の一般的な態様は、抗原に対する免疫応答を誘導、場合によっては追加免疫する
ための組換えウイルス、例えばアデノウイルスの使用が提供される。
【００６５】
　本発明の一つの態様は、抗原に対する個体の免疫応答を誘導、場合によっては追加免疫
する方法を提供し、該方法は、核酸の発現による個体における抗原生成のための調節配列
と操作可能な状態で結合した抗原をコードする核酸を含む、アデノウイルスなどの組換え
ウイルスを個体に提供し、それによって、抗原に対する免疫応答を誘導するか、又は個体
において予め免疫された抗原に対する免疫応答を促進する。
【００６６】
　プラスミドＤＮＡによる免疫化、病原体の感染、又は組換え技術によって生成された抗
原の開発によって、抗原に対する免疫応答の初回免疫をすることができる。
【００６７】
　本発明の更なる態様は、抗原に対する個体の免疫応答を誘導する方法を提供し、この方
法は、抗原或いは抗原をコードする核酸、又は抗原或いは抗原をコードする核酸を含む初
回刺激組成物を含む組成物を単回、個体に投与すること、及び、その後核酸の発現による
個体における抗原生成のための調節配列と操作可能な状態で結合した抗原をコードする核
酸を含む、アデノウイルスなどの組換えウイルスを含む追加免疫組成物を投与することを
含む。
【００６８】
　更なる態様は、開示されるように、抗原に対する免疫応答を誘導、場合によっては促進
するために哺乳類に投与するための薬剤の製造における、アデノウイルスなどの組換えウ
イルスの使用が提供される。このような薬剤は、単回形態の投与用であってもよく、又は
抗原或いは抗原をコードする核酸を含む初回免疫組成物の事前投与の後で投与される。
【００６９】
　誘導、追加免疫又は初回免疫組成物は、アデノウイルスベクター、又は改変ウイルスＡ
ｎｋａｒａ（ＭＶＡ）(Mayr他, 1978, Zentralbl Bakteriol, 167:375-90、Sutter及びMo
ss, 1992, PNAS, USA, 89:10847-51、Sutter他, 1994, Vaccine, 12:1032-40)、ＮＹＶＡ
Ｃ(Tartaglia他, 1992, Virology, 118:217-32)、ＡＬＶＡＣ（Kanapox, Paoletti他, 19
94, Dev Biol Stand, 82:65-9)として知られているような鶏痘或いはカナリア痘等のアビ
ポックスベクター、ヘルペスウイルスベクター、水疱性口内炎ウイルスベクター或いはア
ルファウイルスベクターのような、複製欠損性株であるワクシニアウイルスベクターとい
った任意のウイルスベクターを含むことができる。
【００７０】
　誘導又は初回免疫組成物は、抗原をコードするＤＮＡを含み、このようなＤＮＡは哺乳
類細胞において複製できない環状プラスミドの形態であることが好ましい。任意の選択可
能なマーカーは、臨床的に使用される抗生物質に耐性があるべきではないので、例えば、
カナマイシン耐性がアンピシリン耐性よりも好ましい。抗原発現は、哺乳類細胞において
活性なプロモーター、例えばサイトメガロウイルス最初期（ＣＭＶ　ＩＥ）プロモーター
によって作用されるべきである。
【００７１】
　特に、本発明の様々な態様における初回免疫及び追加免疫の実施形態において、初回免
疫組成物の投与の後に、追加免疫組成物、又は第１及び第２の追加免疫組成物によって追
加免疫を行い、該第１及び第２の追加免疫組成物は、同じであっても異なっていてもよい
。また、本発明から逸脱することなく、更なる追加免疫組成物を用いることができる。一
つの実施形態では、三重の免疫化計画が、ＤＮＡ、その後、第１の追加免疫組成物として
アデノウイルス、その後、第２の追加免疫組成物としてＭＶＡを用いて行われ、場合によ
ってはその後、更なる（第３の）追加免疫組成物又は同一或いは異なるベクターの一方、
他方或いは両方を続けて追加免疫投与する。他の選択肢としては、ＤＮＡ、その後ＭＶＡ
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、その後アデノウイルスを用い、場合によってはその後、同一又は異なるベクターの一方
、他方或いは両方を続けて追加免疫投与する。
【００７２】
　それぞれの初回免疫組成物及び追加免疫組成物（どれだけ多くの追加免疫組成物が用い
られたとしても）に含まれる抗原は同一である必要はないが、エピトープは共有すべきで
ある。抗原は、標的となる病原体、細胞又はこれらの断片の完全抗原に対応する。ペプチ
ドエピトープ又はエピトープの人工物が用いられ、抗原における不要なタンパク質配列が
より効率的に切り取られ、ベクター配列がコードされる。例えば、Ｔヘルパー細胞に認識
されるエピトープ、中でも異なるＨＬＡ型の個体において認識されるエピトープなどの、
１つ又は複数のエピトープが更に含まれてもよい。
【００７３】
　例えばアデノウイルスなどの組換えウイルス内でコードされる抗原の発現調節配列はプ
ロモーターを含む。「プロモーター」とは、ＤＮＡの転写が開始されるヌクレオチド配列
であって、下流（すなわち、二本鎖ＤＮＡのセンス鎖の３’末端方向）が操作可能な状態
で結合したＤＮＡであるヌクレオチド配列を意味する。「操作可能な状態で結合した」と
は、プロモーターから開始される転写のために適切に位置付けされ、適切な方向性をもっ
て、同様の核酸分子の一部として結合することを意味する。プロモーターと操作可能な状
態で結合したＤＮＡは、プロモーターの「転写開始調節下」に置かれる。ターミネーター
断片、ポリアデニル化配列、エンハンサー配列、マーカー遺伝子、内部リボソーム認識部
位（ＩＲＥＳ）及びその他の配列を含む他の調節配列は、当該技術分野において通常の技
術を有する者の知識及び技術に従って適切に含まれ得る：例えば、「Molecular Cloning:
 a Laboratory Manual」第２版(Sambrook他, 1989, Cold Spring Harbor Laboratory Pre
ss)を参照されたい。例えば核酸コンストラクトの調製、突然変異誘発、シーケンシング
、細胞へのＤＮＡの導入、遺伝子発現、及びタンパク質分析などの、核酸の操作における
多くの既知の技法及び手順は、「Current Protocols in Molecular Biology」(Ausubel他
編, John Wiley & Sons, 1994)に詳細に記載されている。
【００７４】
　本発明の態様及び実施形態において使用するのに適切なプロモーターとしては、イント
ロンＡを含むか又は含まないサイトメガロウイルス最初期（ＣＭＶ　ＩＥ）プロモーター
、及び哺乳類の細胞において活性な任意の他のプロモーターが挙げられる。
【００７５】
　本発明による同時投与に好適なアジュバントは、潜在的に安全で、十分に耐性化され、
例えば、ＱＳ－２１、Ｄｅｔｏｘ－ＰＣ、ＭＰＬ－ＳＥ、ＭｏＧＭ－ＣＳＦ、Ｔｉｔｅｒ
Ｍａｘ－Ｇ、ＣＲＬ－１００５、ＧＥＲＢＵ、ＴＥＲアミド、ＰＳＣ９７Ｂ、Ａｄｊｕｍ
ｅｒ、ＰＧ－０２６、ＧＳＫ－１、ＧｃＭＡＦ、Ｂ－アレチン、ＭＰＣ－０２６、Ａｄｊ
ｕｖａｘ、ＣｐＧ　ＯＤＮ、Ｂｅｔａｆｅｃｔｉｎ、Ａｌｕｍ及びＭＦ５９(Kim他, 2000
, Vaccine, 18:597及びこの文献中の参考文献を参照のこと)を含む人々に効果的であるも
のである。
【００７６】
　投与することができる他の考えられるアジュバントとしては、レクチン、増殖因子、イ
ンターフェロンα及びインターフェロンγのようなサイトカイン及びリンフォカイン、血
小板由来の増殖因子（ＰＤＧＦ）、顆粒球コロニー刺激因子（ｇＣＳＦ）、顆粒球マクロ
ファージコロニー刺激因子（ｇＭＣＳＦ）、腫瘍壊死因子（ＴＮＦ）、上皮増殖因子（Ｅ
ＧＦ）、ＩＬ－１、ＩＬ－２、ＩＬ－４、ＩＬ－６、ＩＬ－８、ＩＬ－１０及びＩＬ－１
２、又はこれらをコードする核酸が挙げられる。
【００７７】
　追加免疫組成物の投与は、一般的に初回免疫組成物の投与後、数週間又は数ヶ月であり
、好ましくは約２～３週間、約４週間、約８週間、約１６週間、約２０週間、約２４週間
、約２８週間又は約３２週間である。
【００７８】



(18) JP 5046941 B2 2012.10.10

10

20

30

40

50

　好ましくは、単回投与の組成物、追加免疫組成物又は初回免疫組成物の投与によって筋
肉内免疫化する。
【００７９】
　アデノウイルス又はプラスミドＤＮＡの懸濁液を注入するための針を利用することによ
って、アデノウイルスワクチン又はプラスミドＤＮＡの筋肉内投与を行うことができる。
代替的な方法は、ウイルス或いはプラスミドＤＮＡの懸濁液を投与するための無針装置を
利用すること（例えば、Ｂｉｏｊｅｃｔｏｒ（登録商標）を使用して）、又は、低温貯蔵
を必要としない個々に調製された一回分の用量が製造されるような、ワクチンを含有する
凍結乾燥粉末（例えば、Powderjectの技術及び生成物）を利用することによりなされる。
このことは、アフリカの地方で必要とされるワクチンに非常に好都合である。
【００８０】
　アデノウイルスは、ヒトの免疫化において優れた安全性の実績があるウイルスである。
組換えウイルスの生成は簡単に達成することができ、この組換えウイルスは再現可能な方
法で大量に生成することができる。従って、組換えアデノウイルスの筋肉内投与は免疫応
答によって制御することができる疾患に対するヒトの予防用又は治療用ワクチン接種に非
常に好適である。
【００８１】
　個体は、抗原の輸送及び抗原に対する免疫応答の発生が有効であるか、又は治療に有益
な効果を有するような疾患又は疾病を有し得る。
【００８２】
　最も考えられるのは、投与は、感染又は症状が進行する前に、病原体又は疾患に対する
免疫応答を発生するための予防目的を有するということである。
【００８３】
　本発明によって治療又は予防することができる疾患及び障害としては、免疫応答が防御
的又は治療的な役割を果たし得るものが含まれる。
【００８４】
　本発明によって投与される成分は、薬剤組成物に配合することができる。これらの組成
物は、薬学的に許容可能な賦形剤、担体、緩衝剤、安定剤又は当業者に既知の他の材料を
含み得る。このような材料は非毒性であるべきであり、活性成分の有効性を妨げるべきで
はない。担体又は他の材料の正確な特性は、投与経路、例えば静脈内、皮膚、皮下、粘膜
（例えば、腸）内、鼻腔内、筋肉内又は腹腔内経路によって変化し得る。
【００８５】
　上記のように、皮内、皮下又は筋肉内投与が好ましい。
【００８６】
　液体の薬剤組成物は、一般的に水、石油、動物油、植物油、鉱油又は合成油のような液
体担体を含む。生理食塩水、デキストロース或いは他の単糖類溶液、又はエチレングリコ
ール、プロピレングリコール或いはポリエチレングリコールのようなグリコールが含まれ
てもよい。
【００８７】
　静脈内、皮膚或いは皮下注射、又は疾患部位での注射において、活性成分は、ピロゲン
を含まず、好適なｐＨ、等張性及び安定性を有する非経口の許容可能な水溶液の形態であ
る。関連分野の当業者は、例えば塩化ナトリウム注入、リンガー注入、乳酸化リンガー注
入のような等張性の媒体を使用して、好適な溶液を十分に調製することができる。必要に
応じて、防腐剤、安定剤、緩衝剤、抗酸化剤及び／又は他の添加剤が含まれてもよい。
【００８８】
　持続放出性製剤を用いることができる。
【００８９】
　アデノウイルス粒子の製造及びこのような粒子の組成物への任意の製剤化の後に、この
粒子を個体、特にヒト又は他の霊長類に投与することができる。
【００９０】
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　他の哺乳類、例えばマウス、ラット或いはハムスターのような齧歯類、テンジクネズミ
、ウサギ、ヒツジ、ヤギ、ブタ、ウマ、ウシ、ロバ、イヌ又はネコに投与してもよい。
【００９１】
　投与は、「予防に効果的な量」又は「治療に効果的な量」（場合によっては、予防が治
療であると考えてもよい）で行うことが好ましく、これは、個体に対して十分な効果を示
す量である。実際の投与量、投与速度及び投与の時間経過は、治療するものの特性及び重
症度によって変わる。例えば、投薬量の決定等の治療の処方は、一般的な専門家及び他の
医師の職責の範囲内であり、又は獣医学的な状況においては獣医師の職責の範囲内である
。一般的には、この治療の処方には、治療する疾病、個々の患者の状態、投与部位、投与
方法及び専門家に既知の他の因子が考慮される。上記の技術及び手順の例は、Remington'
s Pharmaceutical Sciences, 第１６版, Osol, A.編, 1980)で見出すことができる。
【００９２】
　１つの好ましい投与計画において、１０μｇ～５０ｍｇ／注射の用量でＤＮＡを投与し
（好ましくは筋肉内）、続いて５×１０7～１×１０12個の粒子／注射の用量でアデノウ
イルスを投与する（好ましくは筋肉内）。
【００９３】
　必要に応じて、活性成分を含む１つ又は複数のユニット投薬形態を有するキット、パッ
ク又はディスペンサーにこの組成物を入れることができる。例えば、このキットはブリス
ターパックのような金属又はプラスチックホイルを含む。キット、パック又はディスペン
サーには、投与のためのマニュアルが添付されてもよい。
【００９４】
　治療する状態に応じて、組成物を単独又は他の治療剤と組み合わせて、同時に又は連続
して投与してもよい。
【００９５】
　非ヒトの哺乳類への投与は、治療目的である必要はないが、目的の抗原に対する免疫応
答のメカニズム、例えば、疾患又は病原体に対する防御の研究等といった実験目的で使用
してもよい。
【００９６】
エボラＧＰの特異的改変が、非ヒト霊長類におけるワクチン有効性を最大限に高める
　ｒＡｄベクターを使用して最適なエボラワクチンを開発するために、本発明者はまず、
膜貫通ドメインが取り除かれたＧＰの突然変異形態を分析した。本発明者は、ムチンドメ
インが欠失することによって細胞毒性が取り除かれることをこれまでに報告しているが(Y
ang, Z.-Y.他, 2000, Nat Med, 6:886-889)、この欠失は、約２００個のアミノ酸を取り
除き、多くの潜在的なＴ細胞エピトープ及びＢ細胞エピトープを取り除く。これまでのデ
ータによって、ＧＰのｉｎ　ｖｉｔｒｏにおける細胞変性効果は細胞表面又はその近くで
仲介され、タンパク質の膜貫通固定を必要とすることが示唆されている(Sullivan, N. J.
他, 2005, J Virol, 79:547-553、Takada, A.他, 2000, Virology, 278:20-26、Chan, S.
 Y.他, 2000, J Gen Virol, 81:2155-2159)。従って、ＧＰにより誘導される細胞変性効
果をなくす代替的な方法が、推定膜貫通ドメイン及び細胞質ドメインの２６個のアミノ酸
の除去によって研究された。
【００９７】
膜貫通固定ドメインを欠いた突然変異型ＧＰの免疫防御の低減
　野生型のＧＰ（Ｚ）でトランスフェクトした細胞由来の上清とは対照的に、膜貫通ドメ
インが欠失したベクターΔＴＭ（Ｚ）でトランスフェクトした細胞の上清においてはＧＰ
タンパク質の分泌が確認され、ＧＰタンパク質が容易に検出された（図１０Ａ）。更に、
翻訳後プロセシング(Volchkov, V. E.他, 1995, Virology, 214:421-430、Sanchez, A.他
, 1998, J Virol, 72:6442-6447)によって生成する、これまでに定義した２つの形態のＧ
Ｐの合成が同程度のレベルで容易に検出された。野生型のＧＰとは対照的に、膜貫通ドメ
インの欠失によって、トランスフェクトした２９３細胞においてＧＰによって誘導される
細胞変性効果がなくなったが（図１０Ｂ）、全ΔＴＭ発現は、野生型のタンパク質レベル
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と同程度であった（図１０Ａ）。ザイール株の突然変異型ΔＴＭが感染性エボラの感染を
防御することができるかどうかを判断するために、ＮＰ、及びΔＴＭ（Ｚ）又はＧＰ（Ｚ
）のいずれかをコードするｒＡｄベクターでカニクイザルを免疫化した。ＧＰ（Ｚ）＋Ｎ
Ｐでの免疫化が、１０11個又は１０12個のアデノウイルス粒子のいずれかでワクチン化し
、その２８日後に１，０００ｐｆｕのエボラウイルスのザイール株で感染された全ての動
物を防御した（図１１Ａ）。対照的に、ΔＴＭ（Ｚ）ワクチンを受けた動物の生存頻度は
減少した。１０12個のアデノウイルス粒子でワクチン化した群において、防御免疫が３３
％低減し、１０11個では６６％低減したが、このことは、ＧＰ＋ＮＰに対して、ΔＴＭ＋
ＮＰでワクチン化した動物における有効性の大幅な低減を示している（ｐ＜０．０５）。
別の実験では、ΔＴＭ単独の１０11個の粒子は、感染を防御しなかった。細胞介在性の免
疫応答の分析によって、ＣＤ４+及びＣＤ８+Ｔ細胞応答が免疫化後３週間までに大部分の
動物で存在しており（図１１Ｂ、それぞれ左側のパネル及び真ん中のパネル）、生存率の
差との相関がないことが示された。すなわち、細胞内サイトカイン（ＴＮＦ－α）分泌に
よって測定した抗原特異的な細胞応答が、ＧＰ（Ｚ）でワクチン化した動物とΔＴＭ（Ｚ
）でワクチン化した動物との間で区別することができなかったことが示された。同様に、
抗エボラＧＰ　ＥＬＩＳＡ　ＩｇＧ力価によって測定した体液性免疫応答は、全てのワク
チン化した動物で同程度であった（図１１Ｂ、右側のパネル）。中和抗体の力価は低く、
生存動物の中には存在しないものもいた。これらの結果から、ＧＰ膜貫通ドメインの欠失
がワクチンの有効性を低減するが、防御との間には容易に明らかな相関関係が無いことが
示唆された。
【００９８】
ＧＰ及びＮＰをコードするｒＡｄワクチンによる防御に必要な防御ワクチンの最小用量の
決定
　これまでの実験において、１０12個のｒＡｄ粒子を使用したこれまでの研究と比較して
、ＧＰ（Ｚ）＋ＮＰワクチン用量の対数的な減少には防御効果があった。エボラ感染に対
する防御を付与するアデノウイルスベクターの最小用量を決定するために、用量－応答分
析を行った。動物１個体につき、粒子を１０9から１０12個に増加しつつ、ＧＰ（Ｚ）及
びＮＰをコードするｒＡｄベクターで動物を免疫化した。１０10個以上の用量を受けた全
ての群で生存率が１００％である一方で、１０9個の用量の群では侵入感染が一様に致死
的であった（図１２Ａ）。ベロ細胞でのプラークアッセイによるウイルス単離が全ての生
存動物に関して陰性であった。免疫化したカニクイザルに関してこれまで報告されている
ように、ＴＮＦ－αに対する感染前のＣＤ４+Ｔ細胞応答は目立ったものではなかった（
図１２Ｂ）。１０12個のｒＡｄ粒子で免疫化した高い応答を示したサンプルを除いて、Ｃ
Ｄ８+Ｔ細胞応答は、様々なワクチン用量の群にわたって同程度であった。抗原特異的な
ＩｇＧもまた、免疫化した動物で生成し、このレベルは、エボラウイルスの感染から生存
した群の動物の間では同程度であった（図１２Ｃ、左側）。しかし、１０10個のｒＡｄ粒
子で免疫化した生存サンプルと１０9個のｒＡｄ粒子で免疫化した死滅サンプルとの間の
ＩｇＧレベルにおいて１対数より大きい差が存在し（ｐ＝０．００４）、これにより、こ
の免疫化において、このような用量レベルが防御と相関し得ることが示された。ＧＰに対
する中和抗体の力価は、生存サンプルと死滅サンプルとの間で有意な差はなかった（図１
２Ｃ、右側）。これらの結果によって、免疫防御の閾値が約１０10個以下のｒＡｄ粒子で
あることが示された。従って、様々な免疫原間の抗原強度の差を検出可能なように感受性
を増大するために、この用量を使用してこの後の実験を行った。
【００９９】
効果的な免疫防御を与えるｉｎ　ｖｉｔｒｏ細胞毒性が低減した点突然変異ＧＰの同定
　本発明者は、ｉｎ　ｖｉｔｒｏで発現したときに、細胞変性効果は示さないが、自然の
抗原構造を維持する他の突然変異ＧＰの同定を試みた。ＧＰの比較的保存的な領域を同定
し、点突然変異を系統的に導入した。細胞の円形化の誘導が低減しているが、発現レベル
及び構造依存性の抗体との反応性は野生型と同レベルである、単独のアミノ酸変異を有す
るＧＰタンパク質をスクリーニングした。ザイール又はスーダン／グル亜種（それぞれ、
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Ｅ７１Ｄ（Ｚ）、Ｅ７１Ｄ（Ｓ／Ｇ））由来のエボラＧＰの位置７１におけるグルタミン
酸のアスパラギン酸への置換が、トランスフェクトした２９３細胞における細胞の円形化
の表現型を無効にしたが、タンパク質発現、又は結合特性がタンパク質構造の変化に対し
て感受性である抗体との反応性は変わらなかった（図１４）。
【０１００】
　単独又はＮＰと組み合わせて、突然変異Ｅ７１Ｄの防御免疫を誘導する能力を評価した
。ザイール及びスーダン－グル由来のＥ７１ＤをＮＰと組み合わせたとき、これらの群の
うち免疫化したカニクイザルの生存率は、それぞれ３３％及び６６％低減した（図１３Ａ
）。対照的に、Ｅ７１Ｄ（Ｚ）及びＥ７１Ｄ（Ｓ／Ｇ）で免疫化した動物においては、野
生型のＧＰ（Ｚ）及びＮＰを受けた動物のような完全な防御が達成された。ＴＮＦ－αの
細胞内染色によって検出されたＴリンパ球のエボラＧＰ特異的な応答は、異なる免疫化群
間のＣＤ４+集団において統計的に有意な差を示さなかった（図１３Ｂ、左側のパネル）
。同様に、抗原特異的なＣＤ８+の細胞応答がより低い群において生存率が低減する傾向
があったが、ＣＤ８+応答の個体差は生存率と相関がなかった（図１３Ｂ、真ん中のパネ
ル）。抗原特異的なＥＬＩＳＡ　ＩｇＧもまた、全ての免疫化した動物において刺激され
た（図１３Ｂ、右側のパネル）。この実験の結果から、ＮＰはエボラ感染に対する防御免
疫に必須でない可能性があること、及び最低限の防御ワクチン用量で、改変したＧＰ免疫
原と組み合わせたとき、防御が低減されることが示された。
【０１０１】
　エボラウイルスの大発生は、治療の選択肢又は認可されたワクチンが存在しないという
ことから、高い致死率の原因となる。ＤＮＡによる初回免疫及びｒＡｄベクターによる追
加免疫の両方、並びにｒＡｄ単独は、ヒトの疾患と非常に類似している動物モデルにおけ
る致死的な感染に対する防御を付与することができる(Geisbert, T. W.他, 2003, Am J P
athol, 163:2347-2370)。ｒＡｄベクターワクチンは、非ヒトの霊長類における促進ワク
チン計画において防御を付与する(Sullivan, N. J.他, 2003, Nature, 424:681-684)。ｉ
ｎ　ｖｉｔｒｏにおける細胞変性が、ワクチン成分の１つであるエボラＧＰの過剰発現に
よって観察されているが、エボラＧＰを発現するベクターによってワクチン化された動物
において細胞毒性は確認されなかった。しかし、この仮想上の合併症が引き起こされたの
で、本発明者は、防御免疫に必要な抗原特性を維持しながら、ｉｎ　ｖｉｔｒｏにおける
細胞変性を阻害するためにＧＰを改変することを試みた。ここで、促進ワクチンモデルに
おける防御の閾値の用量で使用することにより、異なる形態のＧＰの有効性を評価した。
本発明者は、エボラ感染に対する防御に必要な免疫原性を維持し、ｉｎ　ｖｉｔｒｏにお
ける細胞変性が低減しているワクチンを同定した。
【０１０２】
　本発明者は、代替的な形態のＧＰが異なる免疫保護を与えることを見出した。ＧＰ膜貫
通ドメインの除去によって、トランスフェクトした２９３細胞における細胞変性効果が阻
害されたが、対応するΔＴＭ（Ｚ）ワクチンは、非ヒトの霊長類における感染の防御にお
いて野生型ＧＰ（Ｚ）より有効性が低い。細胞性及び体液性免疫応答は、異なる免疫原形
態である群の間で区別不可能であったが、非近交系マカクにおける応答を定量化する際の
固有の変動が、高い生存率に関与する免疫応答を同定する能力をあいまいにしている可能
性がある。或いは、ΔＴＭ（Ｚ）は、抗原量において野生型ＧＰ（Ｚ）と異なることがあ
り、この量は、抗原特異的な全ＩｇＧ、又は広いペプチドプールによって刺激される細胞
内サイトカイン応答の測定によっては捕捉されない。例えば、膜貫通が欠失したタンパク
質は分泌され、膜に固定されたタンパク質とは異なる構造を示す可能性がある。膜接着及
びより自然なエンベロープ構造を維持するための糖タンパク質の更なる改変によって、ｉ
ｎ　ｖｉｔｒｏにおける細胞変性が低減した、突然変異型Ｅ７１Ｄがもたらされる。近年
、ＧＰのこの領域がウイルス受容体結合に寄与することが示唆されている(Manicassamy, 
B.他, 2005, J Virol, 79:4793-4805)。ＨＩＶ等の他のウイルスのエンベロープ糖タンパ
ク質の細胞変性は、受容体結合及び融合に関連していることは特筆すべきことであり(Cao
, J他, 1996, J Virol, 70:1340-1354)、エボラＧＰが同様の特性を共有している可能性
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が高まっている。
【０１０３】
　進行中のエボラウイルス及びマールブルグウイルスの両方の大発生は、ヒトに用いられ
るフィロウイルスワクチンの開発の重要性を示している。この報告は、エボラ感染に対す
る防御免疫が、単一のタンパク質、ＧＰに対する抗原特異的な免疫応答の発生によって、
非ヒトの霊長類において達成されることを示しており、このＧＰはｉｎ　ｖｉｔｒｏにお
ける細胞変性効果を無効にするように改変されていることを示している。それ以後、促進
ワクチン戦略が水疱性口内炎ウイルス（ＶＳＶ）ベクター(Jones S. M.他, 2005, Nat Me
d, ２００５年６月５日にオンライン上で公開)を使用して繰り返されており、エボラに対
するワクチンの有効性を示している。しかし、ＶＳＶが複製可能であり、動物において病
原性であるウイルス由来であることから、ヒトのワクチンとしてのＶＳＶの使用に関する
懸念が存在する。対照的に、ｒＡｄベクターワクチンは複製せず、高い収率で生成するこ
とができ、この基本骨格に関して安全なデータが存在する。免疫化は、１０10個のｒＡｄ
粒子の単回注入によって行われ、この用量は、この単回注入のワクチンに関してこれまで
に報告されたものよりも２桁低い用量である。このような用量のｒＡｄベクターが、ｉｎ
　ｖｉｖｏにおいて他の組換え遺伝子に対して十分に耐性化及び免疫化されることが証明
され、単独、又はＤＮＡ初回免疫／ｒＡｄ追加免疫の組合せにおいて、ここで報告された
ベクターに関して評価することができることが証明された。１０10個のＥ７１Ｄ（Ｚ）＋
Ｅ７１Ｄ（Ｓ／Ｇ）のｒＡｄ粒子による免疫化は、エボラザイールによる感染に対して効
果的であり、防御にＮＰを必要としなかった。ワクチンからＮＰを取り除き、ｒＡｄ粒子
の用量を１０10個まで減少させても防御は低減されず、これにより将来的に、臨床試験に
おけるワクチンの開発が簡単になった。
【実施例】
【０１０４】
［実施例１］
ベクター構築及びトランスフェクション
　基本的には、他で記載されているように(Havenga, M. J.他, 2001, J Virol, 75:3335-
3342)、コスミドｐＷＥ．Ａｄ．ＡｆｌｌＩＩ－ｒＩＴＲΔＥ３と共にｐＢＲ３２２系ア
ダプタープラスミドｐＡｄＡｐｔを使用して、Ｅ１／Ｅ３欠失、複製欠損性Ａｄ５ベクタ
ーをＰＥＲ．Ｃ６（登録商標）細胞で生成した(Fallaux, F. J.他, 1998, Hum Gene Ther
, 9:1909-1917)。このアダプタープラスミドは、Ａｄ５ゲノムの左側部分（ヌクレオチド
１～４５４）、続いて転写制御因子及びアダプターＡｄ５のＤＮＡ領域（Ａｄ５のヌクレ
オチド３５１１～６０９５）を含んでいた。エボラＧＰをコードする遺伝子を、ヒト全長
最初期ＣＭＶプロモーター及びＳＶ４０ポリアデニル化信号の転写制御下にあるアダプタ
ープラスミドにおける発現カセットへクローニングした。リポフェクトアミン(Invitroge
n)を使用して、Ａｄ５ゲノムの右側部分のタンパク質を含む線状化コスミドｐＷＥ．Ａｄ
．ＡｆｌｌＩＩ－ｒＩＴＲΔＥ３と共に線状化ｐＡｄＡｐｔエボラＧＰプラスミドをＰＥ
Ｒ．Ｃ６（登録商標）細胞へコトランスフェクションすることによって、エボラＧＰ、Ｇ
ＰΔＴＭ及び点突然変異を含むアデノウイルスが生成した。ＰＥＲ．Ｃ６（登録商標）細
胞を、１０％ウシ胎児血清(GIBCO)を添加したＤＭＥＭで培養し、腐植雰囲気及び１０％
ＣＯ2下において３７℃でインキュベートした。相同組換えによって、ｒＡｄ５エボラＧ
Ｐウイルスの生成がもたらされた。粗溶解物におけるアデノウイルスベクターを、限界希
釈法及び寒天重層法を使用してプラーク精製して、Ａｄベクタークローンにおけるトラン
ス遺伝子の存在及び発現を分析した。陽性クローンを、４８個の３×１７５ｃｍ2の３層
フラスコにおけるＰＥＲ．Ｃ６（登録商標）細胞を使用して増殖させ、大量生産した。標
準的な２段階のＣｓＣｌ勾配超遠心によりウイルスを精製し、続いて、脱塩し、２．５％
のグリセロールを含むｐＨ８．０のＴＲＩＳ－Ｃｌへ３回連続透析を行った。精製したＡ
ｄベクターを単回用のアリコートとして－８０℃で保存した。ウイルス粒子（ｖｐ）の力
価は、記載の手順(Shabram, P. W.他, 1997, Hum Gene Ther, 8:453-465)に基づいたアニ
オン交換高速液体クロマトグラフィーによって測定した。感染性は、９１１細胞を使用し
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たＴＣＩＤ５０によって試験した。エボラＧＰの発現は、Ａ５４９細胞の感染、その後の
ウエスタンブロット法による培養溶解物の分析によって試験した。精製したベクターの同
定をＰＣＲによって行った。ｐ１０１２、ｐＧＰ及びｐΔＴＭ発現ベクター、並びに点突
然変異体は、これまでに記載されているＣＭＶエンハンサープロモーターを含む(Sulliva
n, N. J.他, 2000, Nature, 408:605-609)。ｐΔＴＭはアミノ酸６５１～６７６の欠失を
含み、ＢｓｐＭＩ／Ｋｌｅｎｏｗによる消化、ＴＧＡとの融合により作製される。得られ
たプラスミドはまた、Ｃ末端に４つの追加のアミノ酸を含んでいた（ＭＡＡＳ）。２９３
ヒト胚腎臓細胞は１０％ウシ胎児血清(GIBCO)を添加したＤＭＥＭで培養した。タンパク
質発現及び細胞円形化を測定するためのトランスフェクトは、製造業者のマニュアルに従
って、リン酸カルシウム(Invitrogen)を使用して、１つのウェルにつきＤＮＡ２μｇを有
する６ウェルプレート上の２９３細胞において行った。タンパク質発現は、ＳＤＳ－ＰＡ
ＧＥ、それに続いて、A. Sanchezの好意によって提供されたＧＰ特異的な抗体を用いたウ
エスタンブロット法によって評価した。
【０１０５】
動物研究及び安全性
　Covanceから得られた３～５歳齢で体重２～３ｋｇのカニクイザル（M. fascicularis）
を免疫化及び感染実験に使用した。個別に飼育したサルを、血液試料を得るため、及びワ
クチンを投与するためにケタミンで麻酔した。この研究を行うに際して、研究者は、研究
用動物資源協会の米国学術研究会議により発行された「実験動物の管理と使用に関する指
針」(National Academy Press, Washington, D. C., 1996)に従った。この機構は、国際
実験動物管理公認協会の認証を完全に所得している。これらは、実験動物の管理と使用に
関する指針（ＤＨＥＷ番号　ＮＩＨ８６～２３）により常に充実させられている。エボラ
ウイルス感染の前、及び各実験の終わりに、動物を高度に密閉された実験室（ＢＳＬ－４
）で維持し、毎日試料を与えて観察した。
【０１０６】
カニクイザルの免疫化及び感染
　示された用量で１．０ｍｌの等量の免疫原の混合物をマカク属カニクイザルに筋肉内注
射した。初回免疫化の４週間後、約１，０００ＰＦＵのＥＢＯＶ（ザイール種）の標的用
量を含んだウイルスストック０．５ｍｌを尾側の左側又は右側大腿部に接種することによ
って、ウイルス感染を行った。アデノウイルスワクチン接種の副作用は全く見られなかっ
た。この研究で使用したエボラウイルスは、１９９５年に旧ザイールにおいて致命的な感
染を受けたヒトから得られた(Jahrling, P. B.他, 1996, Arch Virol Suppl, 11:135-140
)。ウイルス注入及びＥＬＩＳＡによる力価測定のための血清及び血液の採取は前述のよ
うに行った(Sullivan, N. J.他, 2000, Nature, 408:605-609)。
【０１０７】
フローサイトメトリー及び抗体
　トランスフェクトした細胞を、ＰＢＳ（３ｍＭのＥＤＴＡ）を用いてインキュベートし
た後に回収し、対照Ｉｇ又はウサギ抗ｓＧＰ／ＧＰ血清（一般的にDr. A. Sanchezにより
提供される）を用いて３０分間、氷上でインキュベートした。この細胞を、２．５％ウシ
胎児血清を含む氷冷ＰＢＳで２回洗浄し、ＦＩＴＣ接合二次抗体又はＰＥ接合二次抗体(
それぞれ、Jackson ImmunoResearch Laboratories及びSigma)を用いて３０分間、氷上で
インキュベートし、その後洗浄した。分析を、Ｂｅｃｔｏｎ　Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ　４－
ｃｏｌｏｒ　Ｃａｌｉｂｕｒフローサイトメトリー及びＦｌｏｗＪｏ分析ソフトウェア(T
ree Star, Inc)を使用して行った。
【０１０８】
ＥＬＩＳＡ
　Ｎｕｎｃ－Ｉｍｍｕｎｏ　Ｍａｘｉｓｏｒｐプレート(Nunc, Rochester, NY)を２９３
細胞上清由来のエボラＧＰでコーティングし、使用まで４℃でインキュベートした。全て
の更なるインキュベーションを室温で行った。それから、Ｔｗｅｅｎ２０を含むＰＢＳで
プレートを６回洗浄した。試験血清をＴｗｅｅｎ２０及び１％ウシ胎児血清を含むＰＢＳ
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で希釈し、Ａｇでコーティングしたウェルと６０分間反応させた。プレートを６回洗浄後
、セイヨウワサビペルオキシダーゼと接合したヤギ抗ヒトＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ、Chemicon, Te
mecula, CA）を検出抗体として使用した。結合したＩｇＧをＳｉｇｍａ　Ｆａｓｔ　ｏ－
Ｐｈｅｎｙｌｅｎｅｄｉａｍｉｎｅ　Ｄｉｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ　Ｔａｂｌｅｔ　
Ｓｅｔｓ(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO)で検出し、最適な濃度を決定した。この試験を
行うたびに通常の血清でも試験した。
【０１０９】
中和抗体分析
　エボラＧＰ（Ｚ）偽レンチウイルスビリオンを前述のように生成した(Yang, 2004, J V
irol, 78:5642-5650)。つまり、２９３Ｔ細胞を１０ｃｍ径の組織培養皿にまいて、次の
日にリン酸カルシウム試薬(Invitrogen)を用い、ｐＣＭＶΔＲ８．２、ｐＨＲ’ＣＭＶ－
Ｌｕｃ及びＣＭＶ／ＲエボラＧＰ（Ｚ）プラスミドＤＮＡでトランスフェクトした。細胞
を一晩トランスフェクトし、洗浄して、新鮮な培地を補充した。４８時間後、偽ウイルス
を含む上清を回収し、０．４５μｍ径のシリンジフィルターで濾過して、一定分量で－８
０℃で保存した。感染の１日前に２４ウェルプレートにまいたＨＵＶＥＣ(Cambrex、ＣＣ
－２５１７)で中和試験を行った。ウイルスストックを、免疫化したマカク属カニクイザ
ル由来の血清の存在下で１時間、３７℃でインキュベートした。培養培地を取り除き、最
終濃度５ｕｇ／ｍＬのポリブレン(Sigma-Aldrich、１０７６８９)の存在下で、ウイルス
／血清培地に置き換えた。感染７２時間後、細胞を溶解し、Ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ　Ａｓ
ｓａｙ　Ｓｙｓｔｅｍ(Promega、Ｅ１５０１／Ｅ１５３１)で試験した。Turner Biosyste
ms製のＶｅｒｉｔａｓ　Ｍｉｃｒｏｐｌａｔｅ　Ｌｕｍｉｎｏｍｅｔｅｒを使用して、ル
シフェラーゼ活性を測定した。
【０１１０】
細胞内のサイトカイン分析
　Ｆｉｃｏｌｌによる分離によってマカク属カニクイザルの全血サンプルから末梢血液モ
ノクローナル細胞（ＰＢＭＣ）を単離した。約１×１０6個の細胞が、抗ＣＤ２８及び抗
ＣＤ４９ｄ抗体、ブレフェルジンＡ、並びにＤＭＳＯ又はエボラＧＰザイール（マインガ
株）のオープンリーディングフレームの１５ｍｅｒにわたるペプチドのプールのいずれか
と、３７℃で６時間、ＲＰＭＩ培地(GIBCO)２００μｌにおいて刺激した。このペプチド
は、最終濃度２μｇ／ｍｌで全エボラ糖タンパク質と１１ｍｅｒで重複した１５ｍｅｒの
ペプチドであった。細胞を固定し、Ｔｗｅｅｎ２０を添加したＦＡＣＳ　Ｌｙｓｅ(Becto
n Dickinson)で膜透過可能にし、系統マーカー（ＣＤ３－ＰＥ、ＣＤ４－ＰｅｒＣＰ、Ｃ
Ｄ８－ＦＩＴＣ）及びＴＮＦ－ＡＰＣのいずれかに対する抗体の混合物で染色した。サン
プルをＦＡＣＳ　Ｃａｌｉｂｕｒ又はＦＡＣＳ　Ａｒｉａにかけ、ＦｌｏｗＪｏソフトウ
ェアを使用して分析した。前方散乱対側方散乱を利用したリンパ球に対する正のゲーティ
ングに続いて、ＣＤ３+／ＣＤ８-及びＣＤ３+／ＣＤ４-ゲーティングが起こり、更に特異
的な集団を抗ＣＤ４及び抗ＣＤ８の明瞭性によって定義した。個々のこれらのリンパ球サ
ブセット内の割合としてサイトカイン陽性細胞を定義し、それぞれのサンプルで少なくと
も２００，０００個を分析した。
【０１１１】
　本発明を明瞭にし、理解する目的のために、本発明が詳細に記載されているが、当業者
は、本発明の実際の範囲から逸脱することなく形態及び詳細に様々な変更を行うことがで
きることを理解するであろう。上記の全ての図、表及び補足、並びに特許、出願特許及び
公開特許が参照により本明細書中に援用される。
【図面の簡単な説明】
【０１１２】
【図１Ａ】ＶＲＣ６６１２（ｐＣＭＶ／Ｒ－エボラ　ＧＰ（Ｓ／Ｇ）（Ｇ～Ａ）／ｈ）の
コンストラクト図である（表２のヒトのコドン最適化エボラ／マールブルグプラスミドを
参照のこと）。
【図１Ｂ】ＶＲＣ６６１２のヌクレオチド配列（配列番号１）を示す図である。
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【図１Ｂ－１】ＶＲＣ６６１２のヌクレオチド配列（配列番号１）を示す図である。
【図１Ｂ－２】ＶＲＣ６６１２のヌクレオチド配列（配列番号１）を示す図である。
【図２Ａ】ＶＲＣ６６１５（ｐＣＭＶ／Ｒ－エボラ　ＧＰ（Ｚ）（全長Ｇ～Ａ）／ｈ）の
構成図である（表２のヒトのコドン最適化エボラ／マールブルグプラスミドを参照のこと
）。
【図２Ｂ】ＶＲＣ６６１５のヌクレオチド配列（配列番号２）を示す図である。
【図２Ｂ－１】ＶＲＣ６６１５のヌクレオチド配列（配列番号２）を示す図である。
【図２Ｂ－２】ＶＲＣ６６１５のヌクレオチド配列（配列番号２）を示す図である。
【図３Ａ】ＶＲＣ６６１３（ｐＣＭＶ／Ｒ－エボラ　ＧＰ（Ｓ／Ｇ）（Ｅ～Ｄ）／ｈ）の
構成図である（表２のヒトのコドン最適化エボラ／マールブルグプラスミドを参照のこと
）。
【図３Ｂ】ＶＲＣ６６１３のヌクレオチド配列（配列番号３）を示す図である。
【図３Ｂ－１】ＶＲＣ６６１３のヌクレオチド配列（配列番号３）を示す図である。
【図３Ｂ－２】ＶＲＣ６６１３のヌクレオチド配列（配列番号３）を示す図である。
【図４Ａ】ＶＲＣ６６１６（ｐＣＭＶ／Ｒ－エボラ　ＧＰ（Ｚ）（全長Ｅ～Ｄ）／ｈ）の
構成図である（表２のヒトのコドン最適化エボラ／マールブルグプラスミドを参照のこと
）。
【図４Ｂ】ＶＲＣ６６１３のヌクレオチド配列（配列番号４）を示す図である。
【図４Ｂ－１】ＶＲＣ６６１３のヌクレオチド配列（配列番号４）を示す図である。
【図４Ｂ－２】ＶＲＣ６６１３のヌクレオチド配列（配列番号４）を示す図である。
【図５Ａ】ＶＲＣ６７１２（ｐＣＭＶ／Ｒ－マールブルグ／アンゴラ　ＧＰ／ｈ）の構成
図である（表２のヒトのコドン最適化エボラ／マールブルグプラスミドを参照のこと）。
【図５Ｂ】ＶＲＣ６７１２のヌクレオチド配列（配列番号５）を示す図である。
【図５Ｂ－１】ＶＲＣ６７１２のヌクレオチド配列（配列番号５）を示す図である。
【図５Ｂ－２】ＶＲＣ６７１２のヌクレオチド配列（配列番号５）を示す図である。
【図６Ａ】ＶＲＣ６７１３（ｐＣＭＶ／Ｒ　マールブルグ／アンゴラ　ＧＰ（Ｇ１０２Ａ
）／ｈ）の構成図である（表２のヒトのコドン最適化エボラ／マールブルグプラスミドを
参照のこと）。
【図６Ｂ】ＶＲＣ６７１３のヌクレオチド配列（配列番号６）を示す図である。
【図６Ｂ－１】ＶＲＣ６７１３のヌクレオチド配列（配列番号６）を示す図である。
【図６Ｂ－２】ＶＲＣ６７１３のヌクレオチド配列（配列番号６）を示す図である。
【図７Ａ】ｐＡｄＡｐｔ．Ｅｂｏ．ＧＰ．ＦＬ．（Ｚ）．Ｅ７１Ｄ（アデノウイルスアダ
プタープラスミド－エボラ／ザイールＧＰ（全長Ｅ７１Ｄ）／ｈ）を示す図である。
【図７Ｂ】ｐＡｄＡｐｔ．Ｅｂｏ．ＧＰ．ＦＬ．（Ｚ）．Ｅ７１Ｄ（配列番号７）のヌク
レオチド配列を示す図である。大文字はコード配列Ｅｂｏ．ＧＰ．ＦＬ．（Ｚ）．Ｅ７１
Ｄであり、箱で囲まれた領域はＥ７１Ｄ突然変異を示し、クローン化で使用される制限部
位配列は太字にされ下線が付されている。
【図７Ｂ－１】ｐＡｄＡｐｔ．Ｅｂｏ．ＧＰ．ＦＬ．（Ｚ）．Ｅ７１Ｄ（配列番号７）の
ヌクレオチド配列を示す図である。大文字はコード配列Ｅｂｏ．ＧＰ．ＦＬ．（Ｚ）．Ｅ
７１Ｄであり、箱で囲まれた領域はＥ７１Ｄ突然変異を示し、クローン化で使用される制
限部位配列は太字にされ下線が付されている。
【図８Ａ】ｐＡｄＡｐｔ．Ｅｂｏ．ＧＰ．ＦＬ．（Ｓ／Ｇ）．Ｅ７１Ｄ（アデノウイルス
アダプタープラスミド－エボラ／（スーダン／グル）ＧＰ（全長Ｅ７１Ｄ）／ｈ）を示す
図である。
【図８Ｂ】ｐＡｄＡｐｔ．Ｅｂｏ．ＧＰ．ＦＬ．（Ｓ／Ｇ）．Ｅ７１Ｄ（配列番号８）の
ヌクレオチド配列を示す図である。大文字はコード配列Ｅｂｏ．ＧＰ．ＦＬ．（Ｓ／Ｇ）
．Ｅ７１Ｄであり、箱で囲まれた領域はＥ７１Ｄ突然変異を示し、クローン化で使用され
る制限部位配列は太字にされ下線が付されている。
【図８Ｂ－１】ｐＡｄＡｐｔ．Ｅｂｏ．ＧＰ．ＦＬ．（Ｓ／Ｇ）．Ｅ７１Ｄ（配列番号８
）のヌクレオチド配列を示す図である。大文字はコード配列Ｅｂｏ．ＧＰ．ＦＬ．（Ｓ／
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Ｇ）．Ｅ７１Ｄであり、箱で囲まれた領域はＥ７１Ｄ突然変異を示し、クローン化で使用
される制限部位配列は太字にされ下線が付されている。
【図９】エボラウイルスＧＰを示す概略図である。ＧＰのＧＰ１サブユニット及びＧＰ２
サブユニットは、正確な縮尺で示している（残基数はこの図の下に示している）。シグナ
ル配列、保存システイン残基（Ｓ）、ムチン様領域（Ｏ－連結グリコシル化の領域）、フ
リン切断部位、融合ペプチド、コイルドコイルドメイン、及び膜貫通ドメインの位置が示
されている。
【図１０Ａ】ＧＰの細胞変性効果の除去及び膜貫通タンパク質の発現を示す図である。２
９３細胞でのＧＰ（ΔＴＭ）の発現を示す。上清からのエボラＧＰタンパク質及び（Ａ）
における細胞溶解物を、エボラＧＰに対するポリクローナル抗体を使用して、ＳＤＳ－Ｐ
ＡＧＥ及びウエスタンブロット法によって可視化した。
【図１０Ｂ】ＧＰの細胞変性効果の除去及び膜貫通タンパク質の発現を示す図である。Ｇ
Ｐ（ΔＴＭ）による細胞円形化の除去を示す。２９３細胞は、対照ベクター、エボラＧＰ
、又はエボラＧＰ（ΔＴＭ）をコードするプラスミドでトランスフェクトされた。細胞単
層をＮｉｋｏｎ４０Ｘの対物レンズを使用して位相差下で可視化し、トランスフェクト後
２４時間で撮影した。
【図１１Ａ】エボラウイルスの感染に対する防御についてのＧＰとＧＰ（ΔＴＭ）との相
対的な有効性を示す図である。指示するように免疫化し、免疫化後１ヶ月、１，０００Ｐ
ＦＵのエボラウイルス（１９９５年のザイール亜種）で感染したマカクのＫａｐｌａｎ－
Ｍｅｉｅｒ生存曲線を示す。ｘ軸は感染後に経過した週を示す。ＧＰ（Ｚ）＋ＮＰ（１０
12個）群（ｎ＝４）、及び対照群（ｎ＝１）を除いて、様々な免疫化群においてｎ＝３で
ある。
【図１１Ｂ】エボラウイルスの感染に対する防御についてのＧＰとＧＰ（ΔＴＭ）との相
対的な有効性を示す図である。免疫化した動物における免疫応答を示す。左側のパネル及
び真ん中のパネル：細胞内のフローサイトメトリーを行い、指示するように免疫化した動
物から、それぞれエボラ特異的なＣＤ４+リンパ球又はＣＤ８+リンパ球からのＴＮＦ－α
産物を定量した。免疫応答は免疫化後３週間で測定した。円形、ダイヤモンド形、四角形
、三角形：それぞれの動物に対する応答。水平線：免疫化群における個体の応答の平均。
結果としては、ゲート化したリンパ球群で正の割合のサイトカインを示し、バックグラウ
ンド刺激（ＤＭＳＯ単独）がそれぞれのサンプルから差し引かれている。右側のパネル：
免疫化後３週目に採取したワクチンを接種した動物の血清におけるエボラＧＰ特異的な抗
体のＥＬＩＳＡ力価。ＥＬＩＳＡの結果は、実施例１で示される光学濃度で測定された最
終希釈力価を表す。
【図１２Ａ】アデノウイルスベクターワクチンによって感染されたエボラウイルスに対す
る免疫防御の最も低いワクチン用量の測定を示す図である。マカクのＫａｐｌａｎ－Ｍｅ
ｉｅｒ生存曲線：図１１Ａのような１９９５年ザイール亜種エボラウイルスで免疫化及び
感染を行った。
【図１２Ｂ】アデノウイルスベクターワクチンによって感染されたエボラウイルスに対す
る免疫防御の最も低いワクチン用量の測定を示す図である。免疫化した動物における免疫
応答を示す。細胞内のフローサイトメトリーを行い、指示するように免疫化した動物から
、それぞれエボラ特異的なＣＤ４（左側のパネル）リンパ球又はＣＤ８（右側のパネル）
リンパ球からのＴＮＦ－α産物を定量した。免疫応答は免疫化後３週間で測定した。円形
、ダイヤモンド形、四角形：それぞれの動物に対する応答。水平線：免疫化群における個
体の応答の平均。結果としては、ゲート化したリンパ球群で正の割合のサイトカインを示
し、バックグラウンド刺激（ＤＭＳＯ単独）がそれぞれのサンプルから差し引かれている
（独立スチューデントｔ検定を使用して得られたｐ値。ｎ．ｓ．＝有意差なし）。
【図１２Ｃ】アデノウイルスベクターワクチンによって感染されたエボラウイルスに対す
る免疫防御の最も低いワクチン用量の測定を示す図である。免疫化した動物における抗体
反応を示す。抗ＧＰ　ＥＬＩＳＡ力価（左側のパネル）及び血清中和抗体反応（右側のパ
ネル）を実施例１に記載されるように測定した。
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【図１３Ａ】野生型の糖タンパク質ワクチン及び致命的なエボラウイルスの感染に対する
点突然変異の糖タンパク質ワクチンの有効性の比較を示す図である。マカクのＫａｐｌａ
ｎ－Ｍｅｉｅｒ生存曲線：図１１Ａのような１９９５年ザイール亜種エボラウイルスで免
疫化及び感染を行った。
【図１３Ｂ】野生型の糖タンパク質ワクチン及び致命的なエボラウイルスの感染に対する
点突然変異の糖タンパク質ワクチンの有効性の比較を示す図である。免疫化した動物にお
ける免疫応答を示す。左側のパネル及び真ん中のパネル：細胞内のフローサイトメトリー
を行い、指示するように免疫化した動物から、それぞれエボラ特異的なＣＤ４リンパ球又
はＣＤ８リンパ球からのＴＮＦ－α産物を定量した。免疫応答は免疫化後３週間で測定し
た。円形、ダイヤモンド形、四角形：それぞれの動物に対する応答。水平線：免疫化群に
おける個体の応答の平均。結果としては、ゲート化したリンパ球群で正の割合のサイトカ
インを示し、バックグラウンド刺激（ＤＭＳＯ単独）がそれぞれのサンプルから差し引か
れている。右側のパネル：免疫化後３週目に採取したワクチンを接種した動物の血清にお
けるエボラＧＰ特異的な抗体のＥＬＩＳＡ力価。ＥＬＩＳＡの結果は、実施例１で示され
る光学濃度で測定された最終希釈力価を表す。
【図１４Ａ】単一点突然変異によるＧＰの細胞変性効果の除去を示す図である。２９３細
胞での点突然変異の発現を示す。上清からのエボラＧＰタンパク質及び（Ａ）における細
胞溶解物を、エボラＧＰに対するポリクローナル抗体を使用して、ＳＤＳ－ＰＡＧＥ及び
ウエスタンブロット法によって可視化した。
【図１４Ｂ】単一点突然変異によるＧＰの細胞変性効果の除去を示す図である。構造依存
性の抗体による点突然変異の反応性を示す。２９３細胞は、対照プラスミド（Ｃｏｎ）、
野生型を発現するプラスミド（ＧＰ（Ｚ））、又は突然変異タンパク質を発現するプラス
ミド（Ｅ７１Ｄ（Ｚ））でトランスフェクトした。トランスフェクト後１８時間で細胞を
採取し、ＧＰ特異的な抗体で染色して、細胞表面のＧＰ発現をフローサイトメトリーによ
って分析した。
【図１４Ｃ】単一点突然変異によるＧＰの細胞変性効果の除去を示す図である。位置７１
でのアミノ酸置換による細胞円形化の除去を示す。２９３細胞は、対照ベクター、ザイー
ル由来の野生型のエボラ糖タンパク質（ＧＰ（Ｚ））、スーダン－グル由来の野生型のエ
ボラ糖タンパク質（ＧＰ（Ｓ／Ｇ））、又はこれらのそれぞれの点突然変異型（Ｅ７１Ｄ
（Ｚ））、Ｅ７１Ｄ（Ｓ／Ｇ）をコードするプラスミドでトランスフェクトした。細胞単
層をＮｉｋｏｎ４０Ｘの対物レンズを使用して位相差下で可視化し、トランスフェクト後
２４時間で撮影した。
【図１５】ＧＰ（Ｚ）Ｅ７１Ｄ／ＮＰで免疫化したＮＨＰにおいて生じた細胞内免疫応答
を示す図である。
【図１６】ＧＰ（Ｚ）Ｅ７１Ｄ／ＮＰで免疫化したＮＨＰにおいて生じた体液性免疫応答
を示す図である。
【図１７】野生型ＧＰと点突然変異免疫原との有効性の比較を示す図である。
【図１８】単一点突然変異によるＧＰ細胞変性効果の除去を示す図である。位置７１又は
位置１０２でのアミノ酸置換による細胞円形化の除去を示す。２９３個の細胞は、対照ベ
クター、野生型のエボラザイール糖タンパク質、ＷＴ　ＧＰ、点突然変異型７１Ｅ／Ｄ、
１０２Ｇ／Ａ、１３８Ｖ／Ａ、又は膜貫通ドメインが欠失した突然変異型、ΔＴＭをコー
ドするプラスミドでトランスフェクトした。細胞単層をＮｉｋｏｎ４０Ｘの対物レンズを
使用して位相差下で可視化し、トランスフェクト後２４時間で撮影した。細胞円形化が残
基７１又は残基１０２の突然変異、及び膜間欠失によって取り除かれる。
【図１９】ＧＰにおける単一点突然変異及び中和抗体との反応性の維持を示す図である。
点突然変異の構造依存性の抗体との反応性を示す。２９３細胞は、対照のプラスミドタン
パク質（点線）、野生型エボラＧＰ（ＷＴ　ＧＰ）又は突然変異型（７１Ｅ／Ｄ　１０２
Ｇ／Ａ）を発現したプラスミドタンパク質（実線）でトランスフェクトした。トランスフ
ェクト後１８時間で細胞を採取し、ＧＰ特異的な中和抗体で染色して、細胞表面のＧＰ発
現をフローサイトメトリーによって分析した。
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【図２０】エボラザイールＧＰのアミノ酸配列（配列番号９）を示す図である。

【図１Ａ】 【図１Ｂ】
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【図１Ｂ－１】 【図１Ｂ－２】

【図２Ａ】 【図２Ｂ】
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【図２Ｂ－１】 【図２Ｂ－２】

【図３Ａ】 【図３Ｂ】
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【図３Ｂ－１】 【図３Ｂ－２】

【図４Ａ】 【図４Ｂ】
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【図４Ｂ－１】 【図４Ｂ－２】

【図５Ａ】 【図５Ｂ】
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【図５Ｂ－１】 【図５Ｂ－２】

【図６Ａ】 【図６Ｂ】
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【図６Ｂ－１】 【図６Ｂ－２】

【図７Ａ】 【図７Ｂ】
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【図７Ｂ－１】

【図８Ａ】

【図８Ｂ】 【図８Ｂ－１】
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【図１２Ｃ】

【図１３Ａ】
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【図１４Ｂ】 【図１４Ｃ】

【図１５】 【図１６】



(39) JP 5046941 B2 2012.10.10

【図１７】 【図１８】

【図１９】 【図２０】
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