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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　アルファウイルス由来のウイルス構造タンパク質を含み、該ウイルス構造タンパク質が
、エンベロープタンパク質E3のフーリン部位のアミノ酸配列に少なくとも１つの抗原が挿
入されているエンベロープタンパク質E3を含み、該少なくとも1つの抗原が、配列番号1の
第321番および第326番に相当する残基の間、配列番号2の第321番および第326番に相当す
る残基の間、または配列番号3の第330番および第335番に相当する残基の間に挿入されて
いるウイルス様粒子。
【請求項２】
　該ウイルス構造タンパク質が、チクングニアウイルスまたはベネズエラウマ脳炎ウイル
ス由来である、請求項１記載のウイルス様粒子。
【請求項３】
　該ウイルス様粒子が、チクングニアウイルス株37997もしくはチクングニアウイルス株O
PY-1、またはベネズエラウマ脳炎ウイルス株TC-83由来である、請求項２記載のウイルス
様粒子。
【請求項４】
　該ウイルス構造タンパク質が、さらにカプシド、エンベロープタンパク質E1、およびエ
ンベロープタンパク質E2を含む、請求項１～３いずれかに記載のウイルス様粒子。
【請求項５】
　少なくとも1つの抗原が、さらにエンベロープタンパク質E2に挿入されている、請求項
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１～４いずれかに記載のウイルス様粒子。
【請求項６】
　少なくとも1つの抗原が、熱帯熱マラリア原虫スポロゾイト周囲タンパク質、PD-1、PD-
L1、CTLA-4、DISC1、IL-2、HER2、BTLAまたはHVEM由来である、請求項１～５いずれかに
記載のウイルス様粒子。
【請求項７】
　少なくとも1つの抗原が、(NPNA)n(n=4-30)、配列番号6－9および15－29で表されるアミ
ノ酸配列からなる群より選択される１つ以上のペプチドであり、エンベロープE3タンパク
質に挿入されている、請求項６記載のウイルス様粒子。
【請求項８】
　アルファウイルス由来のウイルス構造タンパク質を含み、該ウイルス構造タンパク質が
エンベロープタンパク質E3のフーリン部位のアミノ酸配列の１以上の残基の置換、付加お
よび/または欠失によって、フーリン切断部位が、切断されないように改変または変異し
ている修飾エンベロープタンパク質E3を含む、ウイルス様粒子。
【請求項９】
　該ウイルス構造タンパク質が、チクングニアウイルスまたはベネズエラウマ脳炎ウイル
ス由来である、請求項８記載のウイルス様粒子。
【請求項１０】
　該ウイルス様粒子が、チクングニアウイルス株37997もしくはチクングニアウイルス株O
PY-1、またはベネズエラウマ脳炎ウイルス株TC-83由来である、請求項９記載のウイルス
様粒子。
【請求項１１】
　該ウイルス構造タンパク質が、さらにカプシド、エンベロープタンパク質E1およびエン
ベロープタンパク質E2を含む、請求項８～１０いずれかに記載のウイルス様粒子。
【請求項１２】
　少なくとも1つの抗原が、エンベロープタンパク質E3に挿入されている、請求項８～１
１いずれかに記載のウイルス様粒子。
【請求項１３】
　少なくとも1つの抗原が、エンベロープタンパク質E2に挿入されている、請求項８～１
２いずれかに記載のウイルス様粒子。
【請求項１４】
　少なくとも1つの抗原が、配列番号1の第321番および第326番に相当する残基の間、配列
番号2の第321番および第326番に相当する残基の間、または配列番号3の第330番および第3
35番に相当する残基の間に挿入されている請求項１２または１３に記載のウイルス様粒子
。
【請求項１５】
　請求項１～１４いずれかに記載のウイルス様粒子をコードするヌクレオチド配列を含む
、単離された核酸分子。
【請求項１６】
　請求項１５記載の核酸分子を含むベクターであって、該核酸分子に操作可能に結合して
いる発現制御配列を含んでよい、ベクター。
【請求項１７】
　(a)請求項１～１４いずれかに記載のウイルス様粒子、および
　(b)薬学的に許容される担体
を含む、医薬組成物またはワクチン組成物。
【請求項１８】
　がん、神経疾患、感染性疾患またはマラリアの処置または予防；哺乳動物における少な
くとも1つの抗原に対する抗体の産生；免疫応答の調節；免疫刺激；少なくとも1つの抗原
の機能の阻害；または抗原のマクロファージ上の提示のための、請求項１7記載の組成物
。
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【請求項１９】
　がん、神経疾患、感染性疾患またはマラリアの処置または予防；哺乳動物における少な
くとも1つの抗原に対する抗体の産生；免疫応答の調節；免疫刺激；少なくとも1つの抗原
の機能の阻害；または抗原のマクロファージ上の提示のための医薬の製造のための、請求
項１～１４いずれかに記載のウイルス様粒子の使用。
【請求項２０】
　アルファウイルス由来のウイルス構造タンパク質を含み、該ウイルス構造タンパク質が
、エンベロープタンパク質E3のフーリン部位のアミノ酸配列に少なくとも１つの抗原が挿
入されているエンベロープタンパク質E3を含み、該少なくとも1つの抗原が、配列番号1の
第321番および第326番に相当する残基の間、配列番号2の第321番および第326番に相当す
る残基の間、または配列番号3の第330番および第335番に相当する残基の間に挿入されて
いるウイルス様粒子を発現する細胞株。
【請求項２１】
　アルファウイルス由来のウイルス構造タンパク質を含み、該ウイルス構造タンパク質が
エンベロープタンパク質E3のフーリン部位のアミノ酸配列の１以上の残基の置換、付加お
よび/または欠失によって、フーリン切断部位が、切断されないように改変または変異し
ている修飾エンベロープタンパク質E3を含む、ウイルス様粒子を発現する細胞株。
【請求項２２】
　該細胞株が安定な細胞株である、請求項２０または２１記載の細胞株。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本願は、修飾エンベロープタンパク質E3を含むウイルス様粒子および、その利用に関す
る。
【背景技術】
【０００２】
　ウイルス様粒子(VLP)は、標準の天然ウイルスの組織および構造を模倣しているが、ウ
イルスゲノムを欠損しており、より安全で安価なワクチン候補を産生できる可能性のある
、多タンパク質構造である。予防用の、VLPベースのワクチンは、現在のところ、世界中
でごく少数しか市販されていない: GlaxoSmithKlineによるEngerix（登録商標）(Ｂ型肝
炎ウイルス) およびCervarix（登録商標）(ヒトパピローマウイルス)およびMerck and Co
., Inc.によるRecombivax HB（登録商標）(Ｂ型肝炎ウイルス)およびGardasil（登録商標
）(ヒトパピローマウイルス)はそのいくつかの例である。他のVLPベースのワクチンの候
補は、臨床試験が行われているかまたは前臨床評価が行われており、例えば、インフルエ
ンザウイルス、パルボウイルス、ノーウォークウイルスおよび種々のキメラVLPである。
前臨床試験が成功しているにも関わらず、未だに小規模の基礎研究に限定されているもの
が他に多く存在する。大規模のVLP産生の意味は、プロセス制御、モニタリング化および
最適化の点で議論されている。主要な上流および下流の技術的課題が特定されており、そ
れに基づいて議論されている。VLPベースのワクチンの、成功した画期的新薬が、臨床試
験の最新の結果ならびに治療的または予防的なワクチン接種のいずれかのためのキメラVL
Pベース技術の近年の発展とともに端的に表されている。
【０００３】
　これまでに、ヒトおよび他の動物に感染する30を超える異なるウイルスに対するVLPベ
ースのワクチンが産生されている。例には、AAV(アデノ随伴ウイルス)、H5N3(トリインフ
ルエンザ)、BFDV(Budgerigar fledgling disease virus)、BTV(ブルータングウイルス)、
エボラ、エンテロウイルス71、GHPV(Goose hemorrhagic polyoma virus)、HBV(Ｂ型肝炎
ウイルス)、HCV(C型肝炎ウイルス)、HDV(デルタ型肝炎ウイルス)、HEV(E型肝炎ウイルス)
、HIV、HPV(ヒトパピローマウイルス)、IBDV(伝染性ファブリキウス嚢病ウイルス)、イン
フルエンザA型、インフルエンザA H1N1型、インフルエンザA H3N2型、JCポリオーマウイ
ルス（JC polyomavirus）、Marburg、MS2、IPCV(Indian peanut clump virus)、NDV(ニュ
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ーカッスル病ウイルス)、No(ノロウイルス)、Nv(ノーウォークウイルス)、PhMV(Physalis
 mottle virus)、ポリオーマウイルス（Polyomavirus）、PPV(ブタパルボウイルス)、RHD
V(ウサギ出血病ウイルス)、ロタウイルス、SARS、SIV(サル免疫不全ウイルス)、SV40(サ
ルウイルス40)、SVDV(ブタ水疱病ウイルス)などが含まれる。(Expert Rev. Vaccines 9(1
0)、1149-1176、2010)。
【０００４】
　前臨床試験および臨床試験の両方のための大量のVLPまたはワクチンを素早く作成する
ために、ほとんど全ての医薬品開発が、高度に安定なワクチン産生株を迅速に作成すると
いう同一の困難な障壁に直面するだろう。安定な細胞株を開発して同定することは、開発
の重要な部分である。しかしながら、高力価かつ高品質で、安定な細胞株を作成すること
は、これまでのところそれほど簡単には達成されていない。
【０００５】
　チクングニアウイルス(CHIKV)は、2004年にこのアルファウイルスがケニアで再出現し
て以来、アフリカ、欧州およびアジアにおいて、数百万人の人々に感染している。該疾患
の重症度およびこの流行性ウイルスの蔓延は、ワクチンまたは抗ウイルス療法の非存在下
で、深刻な公衆衛生上の脅威を示す。流行性チクングニアウイルスに対するVLPワクチン
は、感染に対して非ヒト霊長類を保護することが報告されている(Nat Med. 2010 March; 
16(3): 334-338)。米国特許出願公開第2012/0003266号明細書は、感染またはその少なく
とも1つの症状に対して免疫を誘発する、チクングニアウイルスに対するワクチンまたは
抗原性組成物の製剤に有用な、1つ以上のチクングニアウイルス構造タンパク質を含む、
ウイルス様粒子(VLP)を開示している。国際公開第2012/106356号には、アルファウイルス
またはフラビウイルスの修飾ウイルス様粒子(VLP)およびアルファウイルスおよびフラビ
ウイルス介在疾患の予防または処置に用いるための、修飾VLPの産生の増強方法が開示さ
れている(これらの引用文献は、参照により本明細書中に包含される)。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００６】
【特許文献１】米国特許出願公開第2012/0003266号明細書
【特許文献２】国際公開第2012/106356号
【非特許文献】
【０００７】
【非特許文献１】Expert Rev. Vaccines 9(10)、1149-1176、2010
【非特許文献２】Nat Med. 2010 March; 16(3): 334-338
【発明の概要】
【０００８】
　本願によれば、以下が提供される：
(1)修飾エンベロープタンパク質E3を含むウイルス構造タンパク質を含む、ウイルス様粒
子。
(2)該ウイルス構造タンパク質が、アルファウイルスまたはフラビウイルス由来である、(
1)記載のウイルス様粒子。
(3)該ウイルス構造タンパク質が、チクングニアウイルスまたはベネズエラウマ脳炎ウイ
ルス由来である、(2)記載のウイルス様粒子。
(4)該ウイルス様粒子が、チクングニアウイルス株37997もしくはチクングニアウイルス株
OPY-1、またはベネズエラウマ脳炎ウイルス株TC-83由来である、(3)記載のウイルス様粒
子。
(5)該エンベロープタンパク質E3の1つ以上のアミノ酸残基が、ウイルス構造タンパク質の
アミノ酸配列において、置換、付加および／または欠失されている、(1)－(4)のいずれか
記載のウイルス様粒子。
(6)1つ以上のアミノ酸残基が、エンベロープタンパク質E3のフーリン部位のアミノ酸配列
において、置換、付加および／または欠失されている、(5)に記載のウイルス様粒子。
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(7)ウイルス構造タンパク質が、カプシド、エンベロープタンパク質E1、エンベロープタ
ンパク質E2およびエンベロープタンパク質E3を含む、(1)－(6)のいずれか記載のウイルス
様粒子。
(8)少なくとも1つの抗原が該エンベロープタンパク質E3に挿入されている、(1)－(7)のい
ずれか記載のウイルス様粒子。
(9)少なくとも1つの抗原がさらに該エンベロープタンパク質E2に挿入されている、(8)記
載のウイルス様粒子。
(10)少なくとも1つの抗原が、配列番号１の第321番および第326番に相当する残基の間、
配列番号2の第321番および第326番の残基の間、または配列番号3の第330番および第335番
の残基の間に挿入されている、(8)または(9)記載のウイルス様粒子。
(11)少なくとも1つの抗原が、熱帯熱マラリア原虫スポロゾイト周囲タンパク質、PD-1、P
D-L1、CTLA-4、DISC1、IL-2、HER2、BTLAまたはHVEM由来である、(8)－(10)のいずれか記
載のウイルス様粒子。
(12)(NPNA)n(n=4-30)から選択されるペプチド、配列番号6－9および15－29で表されるア
ミノ酸配列が、エンベロープE3タンパク質に挿入されている、(11)記載のウイルス様粒子
。
(13)該ウイルス様粒子が、以下のアミノ酸配列、または、以下の配列に90%以上の同一性
を有するアミノ酸配列を含むチクングニアウイルス様粒子である、(8)－(12)いずれか記
載のウイルス様粒子：
配列番号31または配列番号75で表されるアミノ酸配列からなるカプシド；
配列番号32または配列番号76で表されるアミノ酸配列からなるE1；および
配列番号33または配列番号77で表されるアミノ酸配列からなるE2およびE3の複合体であっ
て、少なくとも1つの抗原のアミノ酸配列が配列番号2の第321番および第326番の残基に相
当する残基の間に挿入されている複合体、
(14)該ウイルス様粒子が、以下のアミノ酸配列、または、以下の配列に90%以上の同一性
を有するアミノ酸配列を含むベネズエラウマ脳炎ウイルス様粒子である、(8)－(12)いず
れか記載のウイルス様粒子：
配列番号35で表されるアミノ酸配列からなるカプシド；
配列番号36で表されるアミノ酸配列からなるE1；および
配列番号37で表されるアミノ酸配列からなるE2およびE3の複合体であって、少なくとも1
つの抗原のアミノ酸配列が配列番号3の第330番および第335番の残基に相当する残基の間
に挿入されている複合体。
(15)該ウイルス様粒子がチクングニアウイルス様粒子であり、該ウイルス様粒子の構造が
、以下の配列(1)－(4)のいずれか1つを含む、あるいは以下の配列(1)－(4)のいずれか1つ
に90%以上の同一性を有するアミノ酸配列を含む、(8)－(12)いずれか記載のウイルス様粒
子：
(1)
配列番号32で表されるアミノ酸配列からなるE1；
マラリア抗原が挿入され、配列番号46で表されるアミノ酸配列からなるE2およびE3の複合
体；および
配列番号31で表されるアミノ酸配列からなるカプシド；
(2)
配列番号32で表されるアミノ酸配列からなるE1；
PD-1抗原が挿入され、配列番号47で表されるアミノ酸配列からなるE2およびE3の複合体；
および
配列番号31で表されるアミノ酸配列からなるカプシド；
(3)
配列番号32で表されるアミノ酸配列からなるE1；
PD-L1リガンド抗原が挿入され、配列番号48で表されるアミノ酸配列からなるE2およびE3
の複合体；および
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配列番号31で表されるアミノ酸配列からなるカプシド；または
(4)
配列番号32で表されるアミノ酸配列からなるE1；
CTLA-4抗原が挿入され、配列番号49で表されるアミノ酸配列からなるE2およびE3の複合体
；および
配列番号31で表されるアミノ酸配列からなるカプシド。
(16)該ウイルス様粒子がベネズエラウマ脳炎ウイルス様粒子であり、該ウイルス様粒子の
構造が、以下の配列(1)－(4)のいずれか1つを含む、あるいは以下の配列(1)－(4)のいず
れか1つに90%以上の同一性を有するアミノ酸配列を含む、(8)－(12)のいずれか記載のウ
イルス様粒子：
(1)
配列番号36で表されるアミノ酸配列からなるE1;
マラリア抗原が挿入され、配列番号50で表されるアミノ酸配列からなる、E2およびE3の複
合体；および
配列番号35で表されるアミノ酸配列からなるカプシド; 
(2)
配列番号36で表されるアミノ酸配列からなるE1;
PD-1抗原が挿入され、配列番号51で表されるアミノ酸配列からなる、E2およびE3の複合体
；および
配列番号35で表されるアミノ酸配列からなるカプシド;
(3)
配列番号36で表されるアミノ酸配列からなるE1;
PD-L1抗原が挿入され、配列番号52で表されるアミノ酸配列からなる、E2およびE3の複合
体；および
配列番号35で表されるアミノ酸配列からなるカプシド;または
配列番号36で表されるアミノ酸配列からなるE1;
(4)
配列番号36で表されるアミノ酸配列からなるE1;
CTLA-4抗原が挿入され、配列番号53で表されるアミノ酸配列からなる、E2およびE3の複合
体；および
配列番号35で表されるアミノ酸配列からなるカプシド。
(17)エンベロープタンパク質E3に位置するフーリン切断部位が、切断されないように改変
または変異している、(1)－(5)のいずれか記載のウイルス様粒子。
(18)(1)－(17)のいずれか記載のウイルス様粒子をコードするヌクレオチド配列を含む、
単離された核酸分子。
(19)配列番号38－45のいずれかで表されるヌクレオチド配列と、90%以上の配列同一性を
有するヌクレオチド配列からなる、単離された核酸分子。
(20)配列番号38-45のいずれかで表されるヌクレオチド配列からなる、(19)記載の核酸分
子。
(21)(18)－(20)のいずれか記載の核酸分子を含むベクターであって、該核酸分子に操作可
能に結合している発現制御配列を含んでいてよいベクター。
(22)配列番号54または配列番号55で表されるヌクレオチド配列であって、少なくとも1つ
の抗原をコードするヌクレオチド配列が、配列番号54の第963番および第969番の残基の間
、または配列番号55の第990番および第1006番の残基の間に挿入されているヌクレオチド
配列；
を含む核酸分子と、
該核酸分子に操作可能に結合している発現制御配列、
とを含むベクター。
(23)(a)(1)－(17)のいずれか記載のウイルス様粒子、(18)－(20)のいずれか記載の核酸分
子および／または(21)または(22)記載のベクター；および
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(b)薬学的に許容される担体；
を含む、医薬組成物。
(24)(1)－(17)のいずれか記載のウイルス様粒子および薬学的に許容される担体を含む、
ワクチン組成物。
(25)(1)－(17)のいずれか記載のウイルス様粒子を産生する方法であって：
該ウイルス様粒子を発現するように(21)－(22)記載のベクターを用いて遺伝子導入した細
胞を培養する；および
作成された該粒子を精製する；
工程を含む方法。
(26)ウイルス様粒子の産生を増強する方法であって：
(1)少なくとも1つの抗原をウイルス構造タンパク質のエンベロープタンパク質E3に挿入す
ること、および
(2)少なくとも1つの抗原がウイルス構造タンパク質のエンベロープタンパク質E3に挿入さ
れている、ウイルス様粒子を単離すること、
を含む方法。
(27)工程(1)が、少なくとも1つの抗原がウイルス構造タンパク質のエンベロープタンパク
質E3に挿入されているウイルス様粒子をコードするヌクレオチド配列を含む核酸分子を作
製し、該核酸分子を細胞用いて発現させることにより達成される、(26)記載の方法。
(28)該ウイルス様粒子が、(1)－(17)のいずれか記載のウイルス様粒子である、(26)また
は(27)記載の方法。
(29)(1)－(17)のいずれか記載のウイルス様粒子、(18)－(20)のいずれか記載の核酸分子
、(21)または(22)記載のベクター、および／または(23)もしくは(24)記載の組成物を、そ
れを必要とする対象に投与することを含む、がん、神経疾患、感染性疾患もしくはマラリ
アの処置または予防；哺乳動物における少なくとも1つの抗原に対する抗体の産生;免疫応
答の調節;免疫刺激;少なくとも1つの抗原の機能の阻害;または抗原のマクロファージ上の
提示の方法。
(30)がん、感染性疾患もしくはマラリアの処置または予防；哺乳動物における少なくとも
1つの抗原に対する抗体の産生; 免疫応答の調節；免疫刺激；少なくとも1つの抗原の機能
の阻害；または抗原のマクロファージ上の提示のための、医薬組成物またはキットの製造
のための、(1)－(17)のいずれか記載のウイルス様粒子、(18)－(20)のいずれか記載の核
酸分子または(21)もしくは(22)記載のベクターの使用。
(31)エンベロープタンパク質E3のフーリン部位のアミノ酸配列の改変／変異を含むウイル
ス構造タンパク質を含むウイルス様粒子を発現する細胞株。
(32)フーリン部位のアミノ酸配列に対する改変が、Ile-Glu/Asp-Gly-ArgまたはAsp-Asp-A
sp-Asp-Lysへの改変である、(31)記載の細胞株。
(33)該細胞株が安定な細胞株である、(31)または(32)記載の細胞株。
(34)エンベロープタンパク質E3のフーリン部位が特定のプロテアーゼ認識部位に改変され
ている、ウイルス構造タンパク質をコードする核酸分子を含む発現ベクターを、細胞株に
遺伝子導入する：
工程を含む、ウイルス様粒子を発現する細胞株を産生する方法。
(35)該フーリン部位が、第Xa因子またはエンテロキナーゼ認識部位に改変されている、(3
4)記載の方法。
(36)安定な細胞株を提供する、(34)または(35)記載の方法。
(37)
i)(31)－(33)のいずれか記載の細胞株により産生される未熟なウイルス様粒子を作成する
；および
ii)未熟なウイルス様粒子からE3を除去する、
工程を含む、成熟したウイルス様粒子を産生するための方法。
(38)該E3がプロテアーゼによって除去されている、(37)記載の方法。
(39)該プロテアーゼが、第Xa因子またはエンテロキナーゼである、(38)記載の方法。
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(40)ウイルス様粒子が、(1)－(17)のいずれか記載のウイルス様粒子である、(31)記載の
細胞株。
【０００９】
　第一の局面において、本願は、修飾エンベロープタンパク質E3を含むウイルス様粒子を
提供する。
【００１０】
　第二の局面において、本願は、修飾エンベロープタンパク質E3を含むウイルス様粒子を
コードするヌクレオチド配列を含むか、または、それからなる核酸分子を提供する。
【００１１】
　第三の局面において、本願は、(i)修飾エンベロープタンパク質E3を含むウイルス様粒
子および／または(ii)修飾エンベロープタンパク質E3を含むウイルス様粒子をコードする
ヌクレオチド配列を含むか、または、それからなる核酸分子を含む、医薬組成物および、
該医薬組成物を含むキットを提供する。
【００１２】
　第四の局面において、本願は、修飾エンベロープタンパク質E3を含むウイルス様粒子を
産生する方法であって、該ウイルス様粒子を発現するようにベクターを用いて遺伝子導入
した細胞を培養すること；該細胞により作成された該粒子を精製することを含む方法を提
供する。
【００１３】
　第五の局面において、本願は、修飾エンベロープタンパク質E3を有するウイルス構造タ
ンパク質を含むウイルス様粒子の産生の増強方法を提供する。態様の一において、該ウイ
ルス様粒子は、ウイルス構造タンパク質および少なくとも1つの外来性の抗原を含み：
(1)少なくとも1つの外来性の抗原を、ウイルス構造タンパク質のエンベロープタンパク質
E3に挿入すること、および
(2)少なくとも1つの抗原がウイルス構造タンパク質のエンベロープタンパク質E3に挿入さ
れているウイルス様粒子を単離すること、
を含む。
【００１４】
　第六の局面において、本願は、がん、神経疾患、感染性疾患、もしくはマラリアの処置
または予防；哺乳動物における少なくとも1つの抗原に対する抗体の産生;免疫応答の調節
;免疫刺激;少なくとも1つの抗原の機能の阻害;または抗原のマクロファージ上の提示のた
めの、医薬組成物またはキットの製造のための、(i)修飾エンベロープタンパク質E3を含
むウイルス様粒子、および／または(ii)修飾エンベロープタンパク質E3を含むウイルス様
粒子をコードするヌクレオチド配列からなる核酸分子を提供する。
【００１５】
　全ての局面において、エンベロープタンパク質E3は、少なくとも1つの抗原を含むよう
に、または、フーリン部位のアミノ酸配列に改変／変異を含むように、修飾されてよい。
【００１６】
　第七の局面において、本願は、フーリン部位のアミノ酸配列に改変／変異を含むウイル
ス構造タンパク質を発現してウイルス様粒子を作成することができる細胞株、および、そ
の産生方法を提供する。
【００１７】
　第八の局面において、本願は：
i)上述の細胞株によって産生される未熟なウイルス様粒子を作成する；
ii)未熟なウイルス様粒子からE3を除去する：
工程を含む、成熟したウイルス様粒子を産生するための方法を提供する。
【図面の簡単な説明】
【００１８】
【図１】CHIKVまたはVEEVウイルス構造タンパク質の構造、および6Kの配列を示す。
【図２】修飾E3およびE2エンベロープタンパク質を有するウイルス構造タンパク質の発現
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ベクターの代表的な構造を示す。
【図３】ウェスタンブロッティングの結果を示す。熱帯熱マラリア原虫スポロゾイト周囲
タンパク質由来の抗原である、CSP NPNAのリピート配列を、ベネズエラウマ脳炎ウイルス
(VEEV)(株TC-83)のウイルス様粒子のE2またはE3に挿入した。293F細胞で発現された抗原
挿入VEEVウイルス様粒子を、マウス抗VEEV抗体(1:1000)を用いたウェスタンブロッティン
グにより確認した。74:マラリアCSPリピート抗原(リピートX6)76:マラリアCSPリピート抗
原(リピートX14)78:マラリアCSPリピート抗原(リピートX25)図3において、「74」は挿入
抗原が6XNPNAであることを示し、「76」は挿入抗原が14XNPNAであることを示し、かつ「7
8」は挿入抗原が25XNPNAであることを示し；並びに「21」は該抗原がE2に挿入されている
ことを示し、「26」は抗原がE3に挿入されていることを示す。
【図４】ウェスタンブロッティングの結果を示す。マウスマラリアCSPリピート抗原を、
ベネズエラウマ脳炎ウイルス(VEEV)(株TC-83)のウイルス様粒子E2またはE3に挿入した。2
93F細胞で発現された抗原挿入VEEVウイルス様粒子を、マウス抗VEEV抗体を用いたウェス
タンブロッティングにより確認した。図4において、「261.25」はマウスマラリアCSPリピ
ート抗原を挿入したE2を含むVEEV VLPを示し、「261.66」はマウスマラリアCSPリピート
抗原を挿入したE3を含むVEEV VLPを示す。
【図５】ウェスタンブロッティングの結果を示す。CSPリピート配列、マラリアpfs25ドメ
イン1エピトープまたはマラリアpfs25ドメイン2エピトープを、ベネズエラウマ脳炎ウイ
ルス(VEEV)(株TC-83)のウイルス様粒子のE2またはE3に挿入した。293F細胞で発現された
抗原挿入VEEVウイルス様粒子を、マウス抗VEEV抗体を用いたウェスタンブロッティングに
より確認した。図5において、「74」は挿入抗原がマラリアCSP リピートエピトープであ
ることを示し、「302R」は挿入抗原がマラリアpfs25ドメイン1エピトープであることを示
し、および「303R」は挿入抗原がマラリアpfs25ドメイン2エピトープであることを示し；
並びに「21」は抗原がE2に挿入されていることを示し、「26」は抗原がE3に挿入されてい
ることを示す。
【図６】ウェスタンブロッティングの結果を示す。PD-1エピトープまたはPD-L1エピトー
プを、チクングニアウイルス(CHIKV)(株37997)のウイルス様粒子のE2またはE3に挿入した
。293F細胞で発現された抗原挿入CHIKVウイルス様粒子を、マウス抗CHIKV抗体を用いたウ
ェスタンブロッティングにより確認した。図6において、「274.11」はPD-1エピトープが
挿入されたE2を含むCHIKV VLPを示し、「274.56」はマウスPD-1エピトープが挿入されたE
3を含むCHIKV VLPを示し、「299.15」はPD-L1エピトープが挿入されたE2を含むCHIKV VLP
を示し、および「299.56」はマウスPD-L1エピトープが挿入されたE3を含むCHIKV VLPを示
す。
【図７】ウェスタンブロッティングの結果を示す。マラリアCSP リピートエピトープを、
チクングニアウイルス(CHIKV)(株37997)のウイルス様粒子のE2またはE3に挿入した。293F
細胞で発現された抗原挿入CHIKVウイルス様粒子を、マウス抗CHIKV抗体を用いたウェスタ
ンブロッティングにより確認した。図7において、「74.11」はマラリアCSPリピートエピ
トープが挿入されたE2を含むCHIKV VLPを示し、「74.16」はマウスマラリアCSPエピトー
プが挿入されたE3を含むCHIKV VLPを示す。
【図８】一過性遺伝子導入由来のCHIKVの未熟なコンストラクトについてのウェスタンブ
ロッティングの結果を示す。
【図９】一過性遺伝子導入由来のVEEVの未熟なコンストラクトについてのウェスタンブロ
ッティングの結果を示す。
【図１０】DISC1_451、_452および_454の抗原が、E3並びに、E2およびE3の両方（二重）
に挿入された場合の、これらの抗原が挿入されたVLPが産生されたことを示す、ウェスタ
ンブロッティングの結果を示す。
【図１１】ヒトIL-2野生型およびヒトIL-2変異体の抗原がE3に挿入された場合の、これら
の抗原が挿入されたVLPが産生されたことを示す、ウェスタンブロッティングの結果を示
す。
【図１２】マウスIL-2野生型およびマウスIL-2変異体の抗原がE3に挿入された場合の、こ
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れらの抗原が挿入されたVLPが産生されたことを示す、ウェスタンブロッティングの結果
を示す。
【図１３】対照VLPで免疫化した10匹のマウスのうち、9匹がマラリアに感染しており；エ
ンベロープタンパク質E2およびE3の両方に挿入されたマラリアCSP 4Xリピートを含むチク
ングニアVLP(261.261 VLP)で免疫化した10匹のマウスのうち、9匹はマラリアに感染して
おらず；エンベロープタンパク質E2およびE3の両方に挿入されたマラリアCSP 14Xリピー
トを含むチクングニアVLPで免疫化した10匹のマウスのうち、9匹はマラリアに感染してい
なかったことを示す、PCRの結果を示す。
【図１４】E3挿入VLP並びにE2およびE3挿入VLPが、E2挿入VLPよりも高い力価を有するこ
とを示す、ELISAの結果を示す。
【図１５】hHER2挿入VLPが産生されていることを示す、ウェスタンブロッティングを示す
。
【図１６】E2およびE3挿入VLPが、E2挿入VLPよりも高い力価を示す、ELISAの結果を示す
。
【図１７】モノクローナル抗体が、hBTLA抗原を含むCHIKV-VLPを用いることにより得られ
たことを示す。
【図１８】ヒトhHVEM抗原がE3に挿入された場合の、該抗原が挿入されたVLPが産生された
ことを示す、ウェスタンブロッティングの結果を示す。
【図１９】E3エンベロープタンパク質のフーリン部位が修飾されている未熟なチクングニ
アVLPを発現する細胞株が、3ヵ月培養後でも、未熟なVLPを作成できることを示す。
【図２０】マウスPD-L1挿入VLPが、効果的にマウスを腫瘍から保護したことを示す。
【図２１】CHIKV-VLP CSPリピート抗原挿入VLPが作製されたことを示す、ウェスタンブロ
ッティングの結果を示す。
【図２２】マラリアCSPリピート抗原76挿入VLPが、マウスの抗CSP抗原抗体の産生を刺激
したことを示す。
【発明を実施するための形態】
【００１９】
(1)修飾エンベロープタンパク質E3を含むウイルス様粒子
　第一の局面において、本願は、修飾エンベロープタンパク質E3を含むウイルス様粒子を
提供する。
【００２０】
　本局面において、エンベロープタンパク質E3は、少なくとも1つの抗原を含むように、
または、フーリン部位のアミノ酸配列(Arg-X-X-Arg)に改変／変異を含むように、修飾さ
れてよい。
【００２１】
　「Arg-X-X-Arg」という語は、フーリンの最小切断部位（minimal cleavage site）を指
し、「X-X」は、任意の2つのアミノ酸を含む。
【００２２】
　ウイルス様粒子は、粒子状の構造に自発的に集合する、1つ以上のウイルス構造タンパ
ク質から構成される。
【００２３】
　本願に用いられるウイルス構造タンパク質は、フーリン部位を発現する限り、いずれの
ウイルス構造タンパク質であってよい。
【００２４】
　第七の局面において、本願は、細胞株、特にウイルス様粒子を発現する安定な細胞株、
およびその産生方法を提供し、ここで、該ウイルス様粒子は、フーリン部位のアミノ酸配
列(Arg-X-X-Arg)への改変／変異を含む。フーリン部位のアミノ酸配列に対する改変の例
には、Ile-Glu/Asp-Gly-ArgまたはAsp-Asp-Asp-Asp-Lysへの改変が挙げられる。
【００２５】
　態様の一において、本願は、ウイルス様粒子のフーリン部位がプロテアーゼ認識部位に
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改変されているウイルス様粒子を発現する細胞株を産生する方法を提供する。この態様に
おいて、本方法により作成された細胞株は、安定な細胞株であり得る。例えば、この態様
により得られた安定な細胞株は、比較的長期間、例えば3ヵ月より長く、該VLPを発現して
作成する能力を維持し得る。
【００２６】
　態様の一において、本願は、上述の細胞株によって産生される未熟なウイルス様粒子を
提供する。
【００２７】
　第八の局面において、本願は、以下の工程を含む、成熟したウイルス様粒子を産生する
ための方法を提供する。
i)上述の細胞株によって産生される未熟なウイルス様粒子を提供する；
ii)未熟なウイルス粒子からE3を除去する。
【００２８】
　態様の一において、該未熟なウイルス様粒子のE3は、プロテアーゼ認識部位の分解によ
り除去される。態様の一において、該未熟なウイルス様粒子のE3は、プロテアーゼにより
除去される。プロテアーゼの例には、Arg-Cプロテイナーゼ、Asp-Nエンドペプチダーゼ、
Asp-Nエンドペプチダーゼ＋N末端Glu、BNPS-スカトール、カスパーゼ１からカスパーゼ１
０、キモトリプシン、クロストリパイン(クロストリジオペプチダーゼ B)、CNBr、エンテ
ロキナーゼ、第Xa因子、ギ酸、グルタミルエンドペプチダーゼ、グランザイムB、ヒドロ
キシルアミン、ヨードソ安息香酸、LysC、LysN、NTCB(2-ニトロ-5-チオシアナト安息香酸
)、好中球エラスターゼ、ペプシン、プロリンエンドペプチダーゼ、PreScissionプロテア
ーゼ(PSP)、プロテイナーゼK、ブドウ球菌ペプチダーゼI、タバコエッチ病ウイルスプロ
テアーゼ、サーモリシン、トロンビンおよびトリプシンが挙げられるが、これらに限定す
るものではない。該プロテアーゼの好ましい例には、第Xa因子、エンテロキナーゼおよび
PreScissionプロテアーゼ(PSP)が挙げられ、特に第Xa因子およびエンテロキナーゼ(例え
ばエンテロキナーゼ(エンテロペプチダーゼ)、軽鎖)が挙げられる。
【００２９】
　別の局面において、本願は、少なくとも1つの抗原を含むように修飾されているエンベ
ロープタンパク質E3を含むウイルス様粒子を提供する。少なくとも1つの抗原は、ウイル
ス構造タンパク質が由来するウイルスに由来しないペプチドであってよく、あるいは、ウ
イルス構造タンパク質を提供するのと同じウイルスに由来するペプチドであってよい。
【００３０】
　上述の粒子を修飾することによって作製し得る、上述のウイルス様粒子の誘導体もまた
、本願により提供される。該修飾には、1つ以上のアミノ酸残基の付加、欠失または置換
が挙げられるが、これらに限定するものではない。
【００３１】
　本願の提供する粒子は、i）少なくとも1つのウイルス構造タンパク質およびii）該ウイ
ルス構造タンパク質のエンベロープタンパク質E3に挿入されている少なくとも1つの抗原
からなるか、またはこれらを含む粒子であってよい。少なくとも1つのウイルス構造タン
パク質は、１種以上のタンパク質またはペプチドからなっていてよく、自発的に集合して
粒子を形成する。態様の一において、本願の提供する粒子は、少なくとも10nmの直径、例
えば、少なくとも20nm、好ましくは、少なくとも50nmの直径を有する。態様の一において
、該粒子の分子量は、100kDa－100,000kDaであり、好ましくは400kDa－30,000kDaである
。
【００３２】
　少なくとも1つの抗原が挿入されているエンベロープタンパク質E3を含むウイルス様粒
子の発現を可能にするために、ウイルス構造タンパク質のアミノ酸配列において、1つ以
上のアミノ酸残基が置換、付加および／または欠失され得る。
【００３３】
　好ましい態様の一において、エンベロープタンパク質E3に少なくとも1つの抗原を含む
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本願の提供するウイルス様粒子は、エンベロープタンパク質E2に少なくとも1つの抗原を
含むウイルス様粒子よりも、真核細胞（例えば293F細胞）において、より効率的に発現さ
れ得る。
【００３４】
　本願に用いるウイルス構造タンパク質は、アルファウイルスまたはフラビウイルス由来
のウイルス構造タンパク質であってよい。従って、本願の提供する粒子は、アルファウイ
ルスまたはフラビウイルス由来のウイルス様粒子を含む、ウイルス様粒子であり得る。
【００３５】
　アルファウイルスおよびフラビウイルスの例には、アウラウイルス、ババンキウイルス
（Babanki virus）、バーマフォレストウイルス(Barmah Forest virus)(BFV)、ベバルウ
イルス、カバソウウイルス（Cabassou virus)、チクングニアウイルス(CHIKV)、東部ウマ
脳炎ウイルス(EEEV)、エイラートウイルス(Eilat virus)、エバーグレードウイルス(Ever
glades virus)、フォートモーガンウイルス(Fort Morgan virus)、ゲタウイルス、ハイラ
ンドJウイルス(Highlands J virus)、キジラガチウイルス(Kyzylagach virus)、マヤロウ
イルス、メトリウイルス（Me Tri virus）、ミデルバーグウイルス(Middelburg virus)、
モッソダスペドラスウイルス(Mosso das Pedras virus)、ムカンボウイルス、ヌドゥムウ
イルス、オニョンニョンウイルス、ピクスナウイルス、リオネグロウイルス、ロスリバー
ウイルス(RRV)、サケ膵臓病ウイルス(Salmon pancreas disease virus)、セムリキ森林ウ
イルス、シンドビスウイルス、ミナミゾウアザラシウイルス(Southern elephant seal vi
rus)、トナテウイルス(Tonate virus)、トロカラウイルス(Trocara virus)、ウナウイル
ス、ベネズエラウマ脳炎ウイルス(VEEV)、西部ウマ脳炎ウイルス(WEEV)、ワタロアウイル
ス、ウエストナイルウイルス、デングウイルス、ダニ媒介性脳炎ウイルスおよび黄熱ウイ
ルスが含まれるが、これらに限定されない。
【００３６】
　本願により提供される該粒子は、チクングニアウイルスまたはベネズエラウマ脳炎ウイ
ルス由来のウイルス様粒子であってよい。チクングニアウイルスは、チクングニアウイル
ス37997株またはOPY-1株であってよい。ベネズエラウマ脳炎ウイルスは、ベネズエラウマ
脳炎ウイルスTC-83株であってよい。
【００３７】
　ウイルス構造タンパク質は、カプシドタンパク質、エンベロープタンパク質、その断片
または複合体であってよい。従って、本願に用いるウイルス構造タンパク質は、カプシド
タンパク質および／またはエンベロープタンパク質および／またはその断片または誘導体
からなるか、またはそれらを含んでいてよい。態様の一において、本願の提供するウイル
ス様粒子は、カプシド、E3、E2、およびE1タンパク質からなるか、またはそれらを含み、
かつ、抗原はE3に挿入されている。例えば、本願の提供するウイルス様粒子は、240のカ
プシド、240のE1タンパク質、240のE2タンパク質および240のE3タンパク質を集合させる
ことにより形成してよく、ここで、抗原は各E3タンパク質に挿入されている。
【００３８】
　生理的条件下で、E3は、フーリン切断後にE2から分離され得る。態様の一において、E3
中に位置するフーリン切断部位は、フーリン部位が切断されないように変異されていてよ
い。例えば、フーリン切断部位に変異を導入するために、抗原がフーリン切断部位に挿入
され得る。この態様において、提供されるウイルス様粒子は、カプシド、E3、E2およびE1
タンパク質からなるか、またはそれらを含んでよく、ここで、E3はE2に結合して単一タン
パク質を形成し、かつ、抗原はE3領域に挿入されている。例えば、本願の提供するウイル
ス様粒子は、240のカプシド、240のE1タンパク質、240のタンパク質を集合させることに
より形成してよく、各ウイルス様粒子において、E2はE3に結合し、かつ、抗原は各E3領域
に挿入されている。
【００３９】
　抗原は、MHC分子によって提示されている場合に、抗体またはT細胞受容体（TCR）によ
って結合され得る分子であってよい。抗原は、B細胞エピトープおよびT細胞エピトープを
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包含し得る。2013年2月15日に出願された米国特許出願第US 2013/0251744号（本文献の全
内容は、参照により本明細書に組み込まれる）で開示される抗原が、本願で用いられてよ
い。本願に用いられる抗原には、アレルゲン、自己抗原、ハプテン、がん抗原、感染性疾
患抗原ならびに有機小分子、ならびにその断片および誘導体が含まれるが、これらに限定
するものではない。
【００４０】
　抗原は、天然起源のタンパク質および／または修飾タンパク質、それらの断片、または
天然起源のタンパク質の誘導体またはその断片であってよい。本願の提供する粒子に含有
される抗原として用いられる天然起源のタンパク質および／または修飾タンパク質の断片
は、天然起源のタンパク質および／または修飾タンパク質のアミノ酸配列および／または
その３次元構造に基づいて選択してよい。例えば、抗原に用いる断片は、天然起源のタン
パク質の表面に位置する断片からなるか、またはそれを含んでいてよい。好ましくは、本
願の提供する粒子に含有される抗原に対する抗体は、抗原の機能を阻害し得る。抗原（例
えば天然起源のタンパク質の断片）の長さは、10－300アミノ酸残基（例えば10－120、10
－30または15－30アミノ酸残基）であってよい。天然起源の誘導体またはその断片は、天
然起源のタンパク質またはその断片に、1つまたは数アミノ酸残基を付加、欠失または置
換させることによって作製し得る。態様の一において、天然起源のタンパク質の誘導体ま
たはその断片は、相当する天然起源のタンパク質またはその断片と少なくとも70％、75％
、80％、85％、90％、95％または98％のアミノ酸配列同一性を有する。態様の一において
、天然起源のタンパク質の誘導体またはその断片は、相当する天然起源のタンパク質また
はその断片に基づいて、アミノ酸の最大10％が欠失、置換および／または付加されている
変異体である。
【００４１】
　態様の一において、抗原またはエピトープ（例えば天然起源のタンパク質の断片）は、
抗原のN－末端残基とC－末端残基の空間距離が、該抗原または該抗原を含む天然起源のタ
ンパク質またはそれ由来の修飾ペプチドの結晶において測定した場合に、30Å（オングス
トローム）以下であるように選択してよい。例えば、本願の提供する粒子に用いる抗原は
、フリーソフトウエア、例えばPyMOL(例えばPyMOL v0.99: http:/www.pymol.org)を用い
て設計してよい。態様の一において、抗原のN－末端残基およびC－末端残基の空間距離は
、30Å以下、20Å以下、または10Å以下（例えば、5Å－15Å、5Å－12Å、5Å－11Å、5
Å－10Å、5Å－8Å、8Å－15Å、8Å－13Å、8Å－12Å、8Å－11Å、9Å－12Å、9Å－
11Å、9Å－10Åまたは10Å－11Å）である。
【００４２】
　態様の一において、本願に用いてよい抗原またはエピトープは、マラリア抗原、PD-1抗
原、PD-1リガンド抗原、CTLA-4抗原、IL-2抗原DISC1抗原、HER2抗原、BTLA抗原、HVEM抗
原、PCSK9抗原またはDPP-4抗原であってよい。
【００４３】
　本明細書中で用いる、「マラリア抗原」は、プラスモディウム寄生虫（Plasmodium par
asite）由来の抗原またはエピトープを指す。プラスモディウム寄生虫は、例えば、熱帯
熱マラリア原虫、四日熱マラリア、卵形マラリア原虫、三日熱マラリア原虫、二日熱マラ
リア原虫、プラスモディウム・シャバウディおよびプラスモディウム・ヨエリなどの既知
のプラスモディウム種のいずれかから選択されてよい。
【００４４】
　態様の一において、マラリア抗原は、熱帯熱マラリア原虫スポロゾイト周囲タンパク質
（以降、CSPタンパク質、マラリアCSPタンパク質、またはCSPと称する）B細胞エピトープ
である。熱帯熱マラリア原虫スポロゾイト周囲タンパク質B細胞エピトープの例は、NPNA
のリピート配列、例えば(NPNA)4-30（すなわち、4x NPNA、5x NPNA、6x NPNA、7x NPNA、
8x NPNA、9x NPNA、10x NPNA、11x NPNA、12x NPNA、13x NPNA 14x NPNA、15x NPNA、16x
 NPNA、17x NPNA、18x NPNA、19x NPNA、20x NPNA、21x NPNA、22x NPNA、23x NPNA、24x
 NPNA、25x NPNA、26x NPNA、27x NPNA、28x NPNA、29x NPNAまたは30x NPNA）であり得
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る。
【００４５】
　態様の一において、マラリア抗原は、(QGPGAP)3-12を含む、プラスモディウム・ヨエリ
のスポロゾイド周囲タンパク質B細胞エピトープである。
【００４６】
　態様の一において、マラリア抗原は、(ANGAGNQPG)1-12を含む、三日熱マラリア原虫ス
ポロゾイド周囲タンパク質B細胞エピトープである。
【００４７】
　態様の一において、マラリア抗原は、(NAAG)4-30を含む、四日熱マラリア原虫スポロゾ
イド周囲タンパク質B細胞エピトープである。
【００４８】
　態様の一において、マラリア抗原は、熱帯熱マラリア原虫スポロゾイト周囲タンパク質
T細胞エピトープである。熱帯熱マラリア原虫スポロゾイト周囲タンパク質T細胞エピトー
プの例は、EYLNKIQNSLSTEWSPCSVT(配列番号4)であり得る。(EYLNKIQNSLSTEWSPCSVT)1-6も
、マラリア抗原として使用し得る。
【００４９】
　態様の一において、マラリア抗原は、YNRNIVNRLLGDALNGPEEK(配列番号5)である、プラ
スモディウム・ヨエリスポロゾイド周囲タンパク質T細胞エピトープである。(YNRNIVNRLL
GDALNGPEEK)1-6も、マラリア抗原として使用し得る。
【００５０】
　本明細書中で用いる、「PD-1抗原」という語は、PD-1由来の抗原またはエピトープを指
す。好ましくは、PD-1はヒトPD-1である。PD-1由来の抗原は、PD-1の断片またはPD-1の断
片の誘導体であってよい。
【００５１】
　本明細書中で用いる、「PD-1リガンド抗原」という語は、PD-1のリガンド由来の抗原ま
たはエピトープを指す。PD-1のリガンドの例としては、例えば、PD-L1およびPD-L2が挙げ
られるが、これらに限定するものではない。好ましくは、PD-1リガンドはヒトPD-L1また
はヒトPD-L2である。PD-L1由来の抗原は、PD-L1またはPD-L2の断片；またはPD-L1またはP
D-L2の断片の誘導体であってよい。
【００５２】
　抗原として用いるPD-1抗原の例としては、LNWYRMSPSNQTDKLAAF(配列番号6)、MLNWYRMSP
SNQTDKLAAFS(配列番号7)、VLNWYRMSPSNQTDKLAAFP(配列番号8)、GAISLHPKAKIEES(配列番号
9)、CGAISLHPKAKIEEC(配列番号10)、VLNWYRMSPSNQTDKLAAF(配列番号11)、GAISLAPKAQIKES
(配列番号12)、RNDSGTYLCGAISLAPKAQIKESLRAELRVT(配列番号13) およびRNDSGIYLCGAISLHP
KAKIEESPGAELVVT(配列番号14)が挙げられるが、これらに限定するものではない。抗原と
して用いるPD-1リガンド抗原の例としては、CIISYGGADYC(配列番号15)、CMISYGGADYC(配
列番号16)、LQDAGVYRCMISYGGADYKRITVKVN(配列番号17)、LQDAGVYRAMISYGGADYKRITVKVN(配
列番号18)、DLAALIVYWEMEDKNIIQFVH(配列番号19)、DLAALIVYWEMEDKNIIQFVHGG(配列番号20
)、FTVTVPKDLYVVEYGSNMTIECKFPVE(配列番号21)、LQDAGVYCCIISYGGADYKRITLKVN(配列番号2
2)、LQDAGVYAAIISYGGADYKRITLKVN(配列番号23)、DLLALVVYWEKEDEQVIQFVA(配列番号24)、D
LLALVVYWEKEDEQVIQFVAGG(配列番号25)およびFTITAPKDLYVVEYGSNVTMECRFPVE(配列番号26)
が挙げられるが、これらに限定するものではない。
【００５３】
　本明細書中で用いる、「CTLA-4抗原」という語は、CTLA-4（細胞傷害性Tリンパ球抗原4
）由来の抗原またはエピトープを指す。好ましくは、CTLA-4はヒトCTLA-4である。CTLA-4
由来の抗原は、CTLA-4の断片またはCTLA-4の断片の誘導体であってよい。
抗原として用いるCTLA-4抗原の例としては、GGKVELMYPPPYFVGMGG(配列番号27)、CATTFTEK
NTVGFLDYPFC(配列番号28)およびATTFTEKNTVGFLDYPF(配列番号29)が挙げられるが、これら
に限定するものではない。
【００５４】
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　本明細書中で用いる、「DISC1抗原」という語は、DISC1由来の抗原またはエピトープを
指す。抗原として用いるDISC1抗原の例としては、SGGLLIQSLQLQEARGELSVEDERQMDDLEGGS(D
ISC1_451)(配列番号105)、SGGEARGELSVEDERQMDDLEGGS(DISC1_452)(配列番号106)およびSG
GEARGELSVEGGS(DISC1_454)(配列番号107)が挙げられるが、これらに限定するものではな
い。
【００５５】
　本明細書中で用いる、「HER2抗原」という語は、HER2由来の抗原またはエピトープを指
す。抗原として用いるHER2抗原の例としては、SGGVTYNTDTFESMPGGS(配列番号108)、SGGEY
VNARHCLPGGS(配列番号109)、SGGYVNARHCLGGS(配列番号110)、SGGYVNARHGLGGS(配列番号11
1)、SGGKFPDEEGACQPCPIGGS(配列番号112)、SGGKFPDEEGACQPGGS(配列番号113)、SGGKDPPFC
VGGS(配列番号114)、SGGYKDPPFCVAGGS(配列番号115)、およびSGGYKDPPFCVGGS(配列番号11
6)が挙げられるが、これらに限定するものではない。
【００５６】
　本明細書中で用いる、「BTLA抗原」という語は、BTLA由来の抗原またはエピトープを指
す。抗原として用いるBTLA抗原の例としては、SGGCKLNGTTCGGS(配列番号132)が挙げられ
るが、これらに限定するものではない。
【００５７】
　本明細書中で用いる、「HVEM抗原」という語は、HVEM由来の抗原またはエピトープを指
す。抗原として用いるHVEM抗原の例としては、SGGCVKEASGELTGTVCGGS(配列番号133)、SGG
CYRVKEASGELTGTVSEPCGGS(配列番号134)、SGGCSRNSSRTENAVCGGS(配列番号135)、およびSGG
CQMSDPAMGLRSRNCGGS(配列番号136)が挙げられるが、これらに限定するものではない。
【００５８】
　本願の提供する粒子において、ウイルス構造タンパク質および抗原は、ウイルス構造タ
ンパク質中に存在する少なくとも1つの第一付着部位と、抗原中に存在する少なくとも1つ
の第二付着部位を介して連結していてよい。
【００５９】
　本明細書中で用いる、「第一付着部位」および「第二付着部位」という語はそれぞれ、
1つ以上の物質が互いに連結している部位を指す。
【００６０】
　ウイルス構造タンパク質および抗原は、直接または間接的に融合していてもよい。態様
の一において、1つまたは2つのリンカーが、抗原のN－末端残基とウイルス構造タンパク
質および／または抗原のC－末端残基とウイルス構造タンパク質の間に介在していてもよ
い。
【００６１】
　抗原またはウイルス構造タンパク質は、切断されて、短いリンカーにより置換されてい
てよい。いくつかの態様において、抗原またはウイルス構造タンパク質は、1つ以上のペ
プチドリンカーを含む。典型的には、リンカーは2－25アミノ酸（例えば、2、3、4、5、
または6アミノ酸）からなる。通常、リンカーは2－15アミノ酸の長さであるが、特定の状
況下では、1アミノ酸のみ、例えば単独のグリシン残基であってもよい。
【００６２】
　態様の一において、ウイルス構造タンパク質をコードするポリヌクレオチドが遺伝学的
に抗原をコードするポリヌクレオチドと融合している核酸分子は、ホスト細胞（例えば、
哺乳動物細胞(例えば293F細胞)）において、第一付着部位および第二付着部位がペプチド
結合を介して結合するように発現する。この場合、該ウイルス構造タンパク質および該抗
原は、ペプチド結合を介して結合する。この態様に関して、該第一付着部位および／また
は該第二付着部位は、本来のタンパク質または抗原から、遺伝的に修飾されていてもよい
。例えば、該第一付着部位は、タンパク質がSG、GS、SGG、GGSおよびSGSGを含むリンカー
ペプチドを介して抗原と結合するように、該ウイルス構造タンパク質から修飾されている
。該ウイルス構造タンパク質が抗原と化学的に結合している場合、該第一付着部位および
該第二付着部位は、化合物である化学クロスリンカーを介して結合し得る。該クロスリン
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カーの例としては、SMPH、スルホ－MBS、スルホ－EMCS、スルホ－GMBS、スルホ－SIAB、
スルホ－SMPB、スルホ－SMCC、SVSB、SIAおよびPierce Chemical Companyより入手可能な
他のクロスリンカーが挙げられるが、これらに限定するものではない。
【００６３】
　好ましくは、抗原は、遺伝工学によって製造した融合タンパク質として、チクングニア
ウイルス構造タンパク質またはベネズエラウマ脳炎ウイルス構造タンパク質に結合し得る
。
【００６４】
　本願で用いるチクングニアウイルス構造タンパク質またはベネズエラウマ脳炎ウイルス
構造タンパク質は、チクングニアまたはベネズエラウマ脳炎ウイルスエンベロープタンパ
ク質またはカプシドまたは1つ以上のエンベロープタンパク質および／またはカプシドタ
ンパク質の複合体であってよい。
【００６５】
　チクングニアウイルスの例としては、37997株およびLR2006 OPY-1株が挙げられるが、
これらに限定するものではない。
　ベネズエラウマ脳炎ウイルスの例としては、TC-38株が挙げられるが、これらに限定す
るものではない。
【００６６】
　本発明で用いるチクングニアウイルス構造タンパク質またはベネズエラウマ脳炎ウイル
ス構造タンパク質は、天然起源のウイルス構造タンパク質またはその修飾タンパク質であ
ってよい。該修飾タンパク質は、天然起源のウイルス構造タンパク質の断片であってよい
。態様の一において、該修飾タンパク質は、天然起源のウイルスカプシドおよび／または
エンベロープタンパク質と少なくとも70%、75%、80%、85%、90%、95%または98%のアミノ
酸配列同一性を有する。態様の一において、修飾タンパク質は、アミノ酸の最大10%が天
然起源のウイルスカプシドおよび／またはエンベロープタンパク質に基づいて欠損、置換
および／または付加されている変異体である。例えば、K64AまたはK64N変異を、本願で用
いるベネズエラウマ脳炎ウイルス構造タンパク質のカプシドに導入してよい。
【００６７】
　チクングニアまたはベネズエラウマ脳炎ウイルス構造タンパク質は、カプシド、E3、E2
およびE1タンパク質からなっていても、またはこれらを含んでいてもよい。E3およびE2タ
ンパク質は、E2およびE3が1つのタンパク質を形成し得るように、共に発現されてよい。
【００６８】
　チクングニアウイルス構造タンパク質の例としては、チクングニアウイルス株37997の
カプシド-E3-E2-E1およびチクングニアウイルスLR2006 OPY-1のカプシド-E3-E2-E1が含ま
れるが、これらに限定するものではない。
【００６９】
　ベネズエラウマ脳炎ウイルス構造タンパク質の例としては、ベネズエラウマ脳炎ウイル
ス株TC-83のカプシド-E3-E2-E1が含まれるが、これらに限定するものではない。
【００７０】
　チクングニアウイルス構造タンパク質配列の例は、Genbank受入番号第ABX40006.1にて
提供される、以下の配列である（配列番号１）：
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【化１】

【００７１】
　チクングニアウイルス構造タンパク質配列の他の例は、Genbank受入番号ABX40011.1に
て提供される以下の配列である（配列番号2）：
【化２】

【００７２】
　ベネズエラウマ脳炎ウイルス構造タンパク質の例は、以下の配列である（配列番号3）
：
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【化３】

【００７３】
　態様の一において、第一付着部位は、アミノ基、好ましくはリジン残基のアミノ基を含
む。態様の一において、第二付着部位は、スルフヒドリル基、好ましくはシステインのス
ルフヒドリル基を含む。
【００７４】
　本願によれば、チクングニアまたはベネズエラウマ脳炎ウイルス構造タンパク質と少な
くとも1つの抗原とを含む、チクングニアウイルス様粒子またはベネズエラウマ脳炎ウイ
ルス様粒子であって、少なくとも1つの抗原がウイルス構造タンパク質のE3に挿入され、
かつ、チクングニアウイルス構造タンパク質またはベネズエラウマ脳炎ウイルス構造タン
パク質および該抗原が、融合タンパク質として発現する粒子を提供し得る。該抗原は、ウ
イルス構造タンパク質のE3に直接または間接的に挿入されてよい。
【００７５】
　チクングニアウイルスならびにベネズエラウマ脳炎のウイルス構造タンパク質は、E1、
E2、6KおよびE3からなる。6Kは、集合の過程で自然に切断され、VLPから除かれる。成熟
したVLPは、カプシド、E1およびE2からなる（図１参照）。本明細書および特許請求の範
囲において、「ウイルス構造タンパク質」は6Kを有するタンパク質のみならず、6Kが除か
れた後のタンパク質も指す。
【００７６】
　実用的な例で用いるCHIKVおよびVEEVの6K配列は、次の通りである：
CHIKV OPY-1株、6K:配列番号1の749-809aa
ATYQEAAIYLWNEQQPLFWLQALIPLAALIVLCNCLRLLPCCCKTLAFLAVMSVGAHTVSA(配列番号137)
CHIKV 37997株、6K:配列番号2の749-809aa
ATYYEAAAYLWNEQQPLFWLQALIPLAALIVLCNCLKLLPCCCKTLAFLAVMSIGAHTVSA(配列番号138)
VEEV TC-83株、6K:配列番号3の758-813aa
ETTWESLDHLWNNNQQMFWIQLLIPLAALIVVTRLLRCVCCVVPFLVMAGAAGAGA(配列番号139)
【００７７】
　チクングニアウイルス構造タンパク質については、少なくとも1つの抗原が、配列番号1
または2の322R－325Rのフーリン部位（RKRR）の代わりに挿入されてよい。例えば、チク
ングニアウイルス構造タンパク質については、少なくとも1つの抗原が、配列番号1または
2の第321番のHと第326番のSの残基の間；配列番号1または2の第320番のPと第326番のSの
間；または配列番号1または2の第319番のSと第326番のSの間に挿入される。VLP_CHI 0.56
ベクター(配列番号30)を、抗原が配列番号1または2の第321番と第326番の残基の間に挿入
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されているチクングニアウイルス様粒子の作製に用いてよい。抗原が、配列番号1または2
の第321番と第326番の残基の間に挿入される場合、本願の提供するウイルス様粒子は、E2
およびE3の複合体、カプシドおよびE1からなるチクングニアウイルス様粒子であってよく
、ここで、配列番号1または2の321および326に相当する残基の間に挿入されている場合、
少なくとも1つの抗原がE3領域に挿入され、かつ該カプシドは配列番号31（または配列番
号75）で表されるアミノ酸配列からなり；該E1は配列番号32または配列番号76で表される
アミノ酸配列からなり；並びにE2およびE3の該複合体は配列番号33または配列番号77で表
されるアミノ酸配列からなる。
【００７８】
　ベネズエラウマ脳炎ウイルス構造タンパク質について、少なくとも1つの抗原が、配列
番号3の331R－334Rのフーリン部位（RKRR）の代わりに挿入されてよい。例えば、ベネズ
エラウマ脳炎ウイルス構造タンパク質については、少なくとも1つの抗原が、配列番号3の
第330番のGと第335番のSの間；配列番号3の第329番のPと第335番のSの間；または配列番
号3の第328番のCと第335番のSの間に挿入される。VLP_VEEV 0.66ベクター(配列番号34)を
、該抗原が配列番号3の第330番および第335番の残基の間に挿入されているベネズエラウ
マ脳炎ウイルス様粒子の作製に用いてよい。該抗原が、配列番号3の第330番および第335
番の残基の間に挿入される場合、本願の提供するウイルス様粒子は、E2およびE3の複合体
、カプシドおよびE1からなるベネズエラウマ脳炎ウイルス様粒子であってよく、ここで、
少なくとも1つの抗原のアミノ酸配列が配列番号3の第330番および第335番の残基の間に挿
入されている場合、少なくとも1つの抗原がE3領域に挿入され、かつ、該カプシドは配列
番号35で表されるアミノ酸配列からなり；該E1は配列番号36で表されるアミノ酸配列から
なり；かつE2およびE3の該複合体は配列番号37で表されるアミノ酸配列からなる。
【００７９】
　態様の一において、熱帯熱マラリア原虫スポロゾイト周囲タンパク質由来の抗原、PD-1
由来の抗原、PD-L1由来の抗原、CTLA-4由来の抗原、IL-2由来の抗原、DISC1由来の抗原、
HER2由来の抗原、BTLA由来の抗原、HVEM由来の抗原、PCSK9由来の抗原またはDPP-4由来の
抗原から選択される少なくとも1つの抗原は、チクングニアウイルス構造タンパク質また
はベネズエラウマ脳炎ウイルス構造タンパク質のE3に挿入される。
【００８０】
　該融合タンパク質は、該分野で慣用される技術を用いて発現させてよい。該融合タンパ
ク質の発現に、種々の発現系を用いてよい。例えば、該融合タンパク質は、293F細胞、Sf
9細胞、大腸菌（E.coli）、昆虫細胞またはバキュロウイルス（Baculovirus）に発現させ
てよい。
【００８１】
　チクングニアウイルス(CHIKV)またはベネズエラウマ脳炎ウイルス(VEEV)由来のタンパ
ク質は、天然起源のウイルスタンパク質であっても、その修飾されたタンパク質であって
もよい。
【００８２】
　ウイルス由来のタンパク質が抗原由来のタンパク質と結合している場合、SG、GS、SGG
、GGS SGSGおよびTRGGSを含むリンカーペプチドを用いてよい。ウイルス由来のタンパク
質（以降「PFV」と称する）の抗原由来のタンパク質（以降「PFA」と称する）との結合の
例としては、PFV-SG-PFA-GS-PFV; PFV-SG-PFA-GGS-PFV; PFV-SSG-PFA-GS-PFV; PFV-SGG-P
FA-GGS-PFV; PFV-SGSG-PFA-GS-PFV;およびPFA-SGG-PFA-TRGGS-PFVが挙げられるが、これ
らに限定するものではない。
【００８３】
　態様の一において、本願は、チクングニアウイルス(CHIKV)またはベネズエラウマ脳炎
ウイルス(VEEV)由来のタンパク質および熱帯熱マラリア原虫スポロゾイト周囲タンパク質
、PD-1、PD-L1、CTLA-4由来のタンパク質の融合タンパク質、IL-2由来の抗原、DISC1由来
の抗原、HER2由来の抗原、BTLA由来の抗原、HVEM由来の抗原、PCSK9由来の抗原、およびD
PP-4由来の抗原を含むウイルス様粒子を提供し、ここで、該ウイルス様粒子は、配列番号
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38－45で表されるヌクレオチド配列を含む核酸分子を含む発現ベクターを哺乳類細胞（例
えば293F細胞）に遺伝子導入することにより作製される。この態様については、修飾融合
タンパク質は、配列番号38－45と、少なくとも70%、75%、80%、85%、90%、95%または98%
のアミノ酸配列同一性を有するヌクレオチド配列を含む核酸分子を含む発現ベクターを、
哺乳類細胞（例えば293F細胞）に遺伝子導入することにより作製され得る。
【００８４】
　態様の一において、本願は：
チクングニアウイルス(CHIKV)またはベネズエラウマ脳炎ウイルス(VEEV)の1つ以上のカプ
シド；
チクングニアウイルス(CHIKV)またはベネズエラウマ脳炎ウイルス(VEEV)の1つ以上のE1；
チクングニアウイルス(CHIKV)またはベネズエラウマ脳炎ウイルス(VEEV)の1つ以上のE2；
および
チクングニアウイルス(CHIKV)またはベネズエラウマ脳炎ウイルス(VEEV)の1つ以上のE3
を含むか、またはこれらからなるウイルス様粒子を提供し、ここで、各E2は各E3に結合し
、熱帯熱マラリア原虫スポロゾイト周囲タンパク質由来の抗原、PD-1由来の抗原、PD-1の
リガンド(例えばPD-L1、PD-L2)由来の抗原、CTLA-4由来の抗原、IL-2由来の抗原、DISC1
由来の抗原、HER2由来の抗原、BTLA由来の抗原、HVEM由来の抗原、PCSK9由来の抗原およ
びDPP-4由来の抗原からなる群から選択される抗原が、チクングニアウイルス(CHIKV)また
はベネズエラウマ脳炎ウイルス(VEEV)のE3に挿入されている。例えば、本願は：
チクングニアウイルス(CHIKV)またはベネズエラウマ脳炎ウイルス（VEEV）の240のカプシ
ド;
チクングニアウイルス(CHIKV)またはベネズエラウマ脳炎ウイルス(VEEV)の240のE1；およ
び
チクングニアウイルス(CHIKV)またはベネズエラウマ脳炎ウイルス(VEEV)の240のE2；
チクングニアウイルス(CHIKV)またはベネズエラウマ脳炎ウイルス(VEEV)の240のE3を含む
か、またはこれらからなるウイルス様粒子を提供し、ここで、各E2は各E3に結合し、かつ
、熱帯熱マラリア原虫スポロゾイト周囲タンパク質由来の抗原、PD-1、PD-1のリガンド(
例えばPD-L1、PD-L2)由来の抗原、CTLA-4由来の抗原、IL-2由来の抗原、DISC1由来の抗原
、HER2由来の抗原、BTLA由来の抗原、HVEM由来の抗原、PCSK9由来の抗原およびDPP-4由来
の抗原からなる群から選択される抗原が、チクングニアウイルス(CHIKV)またはベネズエ
ラウマ脳炎ウイルス(VEEV)の各E3に挿入されている。
【００８５】
　ウイルス様粒子は、人体に投与され得る抗原の担体として機能しうる。抗原の担体とし
て機能し得るCHIKV VLPの例としては、E2およびE3の複合体、カプシドおよびE1を含むか
、またはこれらからなるチクングニアウイルス様粒子であって、該カプシドは配列番号31
(または配列番号75)で表されるアミノ酸配列からなり；該E1は配列番号32(または配列番
号76)で表されるアミノ酸配列からなり；およびEとE3の該複合体は配列番号33(または配
列番号77)で表されるアミノ酸配列からなり、少なくとも1つの抗原のアミノ酸配列が配列
番号1または配列番号2の321と326に相当する残基の間に挿入されたチクングニアウイルス
様粒子が挙げられるが、これらに限定するものではない。抗原の担体として機能し得るVE
EV VLPの例としては、E2およびE3の複合体、カプシドおよびE1を含むか、またはこれらか
らなるベネズエラウマ脳炎ウイルス様粒子であって、該カプシドは配列番号35で表される
アミノ酸配列からなり；該E1は配列番号36で表されるアミノ酸配列からなり；およびE2お
よびE3の該複合体は配列番号37で表されるアミノ酸配列からなり、少なくとも1つの抗原
のアミノ酸配列が、配列番号3の330と335に相当する残基の間に挿入されたベネズエラウ
マ脳炎ウイルス様粒子が挙げられるが、これらに限定するものではない。
【００８６】
　チクングニアウイルス構造タンパク質、ならびに、熱帯熱マラリア原虫スポロゾイト周
囲タンパク質由来の抗原、PD-1由来の抗原、PD-L1由来の抗原、CTLA-4由来の抗原、IL-2
由来の抗原、DISC1由来の抗原、HER2由来の抗原、BTLA由来の抗原、HVEM由来の抗原、PCS
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K9由来の抗原およびDPP-4由来の抗原を含むウイルス様粒子の例としては、少なくとも1つ
の抗原が挿入されているE2およびE3の複合体、カプシド、およびE1からなるチクングニア
ウイルス様粒子であって、少なくとも1つの抗原がE3領域に挿入され、かつ、該カプシド
、E1、少なくとも1つの抗原が挿入されているE2およびE3の複合体のそれぞれのアミノ酸
配列が以下に記載されているチクングニアウイルス様粒子が挙げられるが、これらに限定
するものではない：
(1)
E1のアミノ酸配列は、配列番号32で表される;
該マラリア抗原が挿入されているE2およびE3の複合体のアミノ酸配列は、配列番号46で表
される；および
カプシドのアミノ酸配列は、配列番号31で表される;
(2)
E1のアミノ酸配列は、配列番号32で表される;
該PD-1抗原が挿入されているE2およびE3の複合体のアミノ酸配列は、配列番号47で表され
る；および
カプシドのアミノ酸配列は、配列番号31で表される;
(3)
E1のアミノ酸配列は、配列番号32で表される;
該PD-L1抗原が挿入されているE2およびE3の複合体のアミノ酸配列は、配列番号48で表さ
れる;および
カプシドのアミノ酸配列は、配列番号31で表される;または
(4)
E1のアミノ酸配列は、配列番号32で表される;
該CTLA-4抗原が挿入されているE2およびE3の複合体のアミノ酸配列は、配列番号49で表さ
れる；および
カプシドのアミノ酸配列は、配列番号31で表される。
【００８７】
　ベネズエラウマ脳炎ウイルス構造タンパク質および熱帯熱マラリア原虫スポロゾイト周
囲タンパク質由来の抗原、PD-1由来の抗原、PD-L1由来の抗原、CTLA-4由来の抗原、IL-2
由来の抗原、DISC1由来の抗原、HER2由来の抗原、BTLA由来の抗原、HVEM由来の抗原、PCS
K9由来の抗原またはDPP-4由来の抗原を含むウイルス様粒子の例としては、少なくとも1つ
の抗原が挿入されているE2およびE3の複合体、カプシドおよびE1からなるベネズエラウマ
脳炎ウイルス様粒子であって、該カプシド、E1、少なくとも1つの抗原が挿入されているE
2およびE3の複合体のそれぞれのアミノ酸配列が以下に記載されているチクングニアウイ
ルス様粒子が挙げられるが、これらに限定するものではない：
(1)
E1のアミノ酸配列は、配列番号36で表される;
該マラリア抗原が挿入されているE2およびE3の複合体のアミノ酸配列は、配列番号50で表
される；および
カプシドのアミノ酸配列は、配列番号35で表される; 
(2)
E1のアミノ酸配列は、配列番号36で表される;
該PD-1抗原が挿入されているE2およびE3の複合体のアミノ酸配列は、配列番号51で表され
る；および
カプシドのアミノ酸配列は、配列番号35で表される;
(3)
E1のアミノ酸配列は、配列番号36で表される;
該PD-L1抗原が挿入されているE2およびE3の複合体のアミノ酸配列は、配列番号52で表さ
れる;および
カプシドのアミノ酸配列は、配列番号35で表される;または
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(4)
E1のアミノ酸配列は、配列番号36で表される;
該CTLA-4抗原が挿入されているE2およびE3の複合体のアミノ酸配列は、配列番号53で表さ
れる；および
カプシドのアミノ酸配列は、配列番号35で表される.
【００８８】
　さらに、これらの態様に関しては、チクングニアウイルス(CHIKV)またはベネズエラウ
マ脳炎ウイルス(VEEV)の修飾カプシド、チクングニアウイルス(CHIKV)またはベネズエラ
ウマ脳炎ウイルス(VEEV)の修飾E1、ならびに／またはチクングニアウイルス(CHIKV)また
はベネズエラウマ脳炎ウイルス(VEEV)のE2およびE3の修飾複合体を、該ウイルス様粒子に
用いてもよい。例えば、チクングニアウイルス(CHIKV)またはベネズエラウマ脳炎ウイル
ス(VEEV)の該修飾カプシドは、配列番号31(または配列番号75)または配列番号35で表され
るアミノ酸配列と少なくとも70%、75%、80%、85%、90%、95%または98%のアミノ酸配列同
一性を有していてよく；チクングニアウイルス(CHIKV)またはベネズエラウマ脳炎ウイル
ス(VEEV)の修飾E1は、配列番号32(または配列番号76)または配列番号36で表されるアミノ
酸配列と少なくとも70%、75%、80%、85%、90%、95%または98%のアミノ酸配列同一性を有
していてよく；および／またはチクングニアウイルス(CHIKV)またはベネズエラウマ脳炎
ウイルス(VEEV)のE2およびE3の修飾複合体は、配列番号33(または配列番号77)または配列
番号37で表されるアミノ酸配列と少なくとも70%、75%、80%、85%、90%、95%または98%の
アミノ酸配列同一性を有していてよい。また、該修飾カプシド、E1ならびに／またはE2お
よびE3の複合体は、配列番号31(または配列番号75)または配列番号35で表されるアミノ酸
配列からなるカプシド；配列番号32(または配列番号76)または配列番号36で表されるアミ
ノ酸配列からなるE1；および／または配列番号33(または配列番号77)または配列番号37で
表されるアミノ酸配列からなるE2およびE3の複合体に基づいて、アミノ酸の最大10％が欠
損、置換および／または付加されている変異体であってもよい。
【００８９】
　ウイルス様粒子は、該ウイルス様粒子をコードするヌクレオチド配列を有するDNA分子
を含む発現ベクターを細胞（例えば293細胞）に導入し、超遠心分離法を用いて馴化培地
から該ウイルス様粒子を回収することにより、作製してよい。
【００９０】
(2)ヌクレオチド、ベクター
　第二の局面において、本願は、修飾エンベロープタンパク質E3を含むウイルス様粒子を
コードするヌクレオチド配列を含むか、または、それからなる核酸分子を提供する。
【００９１】
　上述の核酸分子を修飾することにより作製し得る、上述の核酸分子の誘導体もまた、本
願により提供される。該誘導体は、上述の核酸分子のヌクレオチド配列と70%、80%、90%
、95%または98%以上の配列同一性を有するヌクレオチド配列からなってよい。
【００９２】
　本願の提供する核酸分子は、修飾エンベロープタンパク質E3を含むウイルス構造タンパ
ク質を含むウイルス様粒子（例えばチクングニアウイルス様粒子、ベネズエラウマ脳炎ウ
イルス様粒子）をコードする単離された核酸分子であってよい。態様の一において、該ウ
イルス様粒子は、ウイルス構造タンパク質と、該ウイルス構造タンパク質のエンベロープ
タンパク質E3に挿入されている少なくとも1つの抗原とを含む。
【００９３】
　当業者は、配列番号54－55で表されるカプシドおよび／またはエンベロープをコードす
るチクングニアウイルス構造タンパク質またはベネズエラウマ脳炎ウイルス構造タンパク
質の例示的なヌクレオチド配列に基づいて、上述の本願の提供する核酸分子を作製し得る
。
【００９４】
　態様の一において、抗原をコードするヌクレオチド配列は、チクングニアウイルス構造
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チド配列に挿入され得る。例えば、抗原をコードするヌクレオチド配列は、少なくとも1
つの抗原を含むように修飾されているエンベロープタンパク質E3を含むウイルス様粒子を
コードするヌクレオチド配列からなる核酸分子を作製するために、（CHIKVでは）配列番
号54の963と969の残基の間に、または（VEEVでは）配列番号55の990と1006の残基の間に
挿入される。本願の提供する核酸分子の例としては、配列番号38－45のいずれかにより表
されるヌクレオチド配列からなる核酸分子が挙げられるが、これらに限定するものではな
い。配列番号38－45のいずれかにより表されるヌクレオチド配列と70％、80％、90％、95
％、または98％以上の配列同一性を有するヌクレオチド配列からなる核酸分子もまた、提
供される。
【００９５】
　態様の一において、本願は、上述の核酸分子を含むベクターを提供し、ここで、該ベク
ターは、該核酸分子に操作可能に結合している発現制御配列を含んでいてよい。本明細書
で用いられるベクターは、エンハンサー配列、ポリアデニル化シグナル、および抗生物質
耐性遺伝子を含むプロモーターを改変してよい。例えば、配列番号５４または配列番号５
５で表されるヌクレオチド配列からなる核酸分子であって、少なくとも1つの抗原をコー
トするヌクレオチド配列が、(CHIKV VLPでは)配列番号54の963と969の残基の間に、また
は、（VEEV-VLPでは）配列番号55の990と1006の残基の間に挿入される核酸分子；および
該核酸分子に操作可能に結合している発現制御配列を含むベクターが提供される。
【００９６】
　発現制御配列の例としては、プロモーター、例えばCMVプロモーター、ファージラムダP
Lプロモーター、大腸菌のlac、phoAおよびtacプロモーター、SV40初期および後期プロモ
ーターおよびレトロウイルスのLTRのプロモーターが挙げられるが、これらに限定するも
のではない。
【００９７】
　この態様において、上述の核酸分子に操作可能に結合している発現制御配列を含むベク
ターは、本願の提供する粒子を作製するための発現ベクターとして使用し得る。
【００９８】
　該発現ベクターは、国際公開第2012/006180号に基づいて当業者が作製してよく、該文
献の内容はその全体が参照により本明細書に包含される。
【００９９】
　チクングニアウイルス(CHIKV)由来のタンパク質と抗原の融合タンパク質を含むウイル
ス様粒子を発現させるのに使用し得るベクターの例としては、VLP_CHI 0.56ベクター（配
列番号30）に示すベクターが挙げられる。
【０１００】
　VLP_CHI 0.56ベクター(配列番号30)に基づき、当業者は、チクングニアウイルス(CHIKV
)由来のタンパク質と所望の抗原の融合タンパク質を含むウイルス様粒子を発現させるの
に使用し得るベクターを作製し得る。例えば、当業者が、マラリア抗原(Sggnpnanpnanpna
npnanpnanpnaggs(配列番号56))挿入E3を含むCHIKV VLPを、VLP_CHI 0.56ベクターに基づ
き作製する場合、当業者は、該抗原をコードするヌクレオチドに下線を引いている以下に
記載のベクター（配列番号57）を作製し得る。
【０１０１】
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【０１０２】
　ベネズエラウマ脳炎ウイルス(VEEV)に由来するタンパク質と抗原の融合タンパク質を含
むウイルス様粒子を発現させるのに使用し得るベクターの例としては、VLP_VEEV 0.66ベ
クター(配列番号34)に示すベクターが挙げられる。
【０１０３】
　VLP_VEEV 0.66ベクター（配列番号34）に基づき、当業者は、ベネズエラウマ脳炎ウイ
ルス(VEEV)由来のタンパク質と所望の抗原の融合タンパク質を含むウイルス様粒子を発現
させるのに使用し得るベクターを、作製し得る。例えば、当業者が、マラリア抗原(SGG-q
gpgapqgpgapqgpgapqgpgap-GGS(配列番号58))挿入E3を含むVEEV VLPを、VLP_VEEV 0.66ベ
クターに基づき作製する場合、当業者は、該抗原をコードするヌクレオチドに下線を引い
ている（化７－８）以下に記載のベクター（配列番号59）を作製し得る。
【０１０４】
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【化８】

【０１０５】
　少なくとも1つの抗原をコードするヌクレオチド配列がE2およびE3領域に挿入されてい
るウイルス構造タンパク質を発現するために用いるプラスミドベクターの代表的な構造を
図2に示す。
【０１０６】
　配列番号57および59のいずれかで表されるヌクレオチド配列を有する核酸分子と少なく
とも70%、75%、80%、85%、90%、95%または98%のヌクレオチド配列同一性を有する核酸分
子、および、配列番号57および59のいずれかで表されるヌクレオチド配列を有する核酸分
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子に基づき、アミノ酸の最大10％が欠損、置換および／または付加されている変異体であ
り得る核酸分子もまた、本願により提供される。
【０１０７】
　上述のVLPは、安定な細胞株により作製されてよい。該安定な細胞株は、上述のベクタ
ーを用いて、慣用される手順に従い作製され得る。例えば、安定な細胞株を作成するため
に次の手順を用いてよい：
　1．293F細胞などの遺伝子導入細胞を、ハイグロマイシンBなどの選択マーカーを含有す
るVLP発現プラスミドで遺伝子導入する。
　2．遺伝子導入された細胞を1日間インキュベートする。
　3．遺伝子導入された細胞を、例えばハイグロマイシンを150-200ug/mlで含有する選択
培地中で、1－2週間培養する。
　4．選択培地中で成長し、少なくとも1回分裂できる細胞を選択する。
　5．単一細胞を単離し、ウェスタンブロッティングにより上清中のVLPの発現を確認する
。
【０１０８】
(3)医薬組成物、キット
　第三の局面において、本願は、医薬組成物および医薬組成物を含むキットを提供し、こ
こで、該医薬組成物は、(i)修飾エンベロープタンパク質E3を含むウイルス様粒子および
／または(ii)修飾エンベロープタンパク質E3を含むウイルス様粒子をコードするヌクレオ
チド配列からなるウイルス様粒子を含む。
【０１０９】
　態様の一において、本願は、医薬組成物または医薬組成物を含むキットを提供し、ここ
で、該医薬組成物は、上述のアルファウイルスまたはフラビウイルスのウイルス様粒子（
例えばチクングニアウイルス様粒子またはベネズエラウマ脳炎ウイルス様粒子）または上
述の核酸分子；および薬学的に許容される担体を含む。該組成物中の、該アルファウイル
スまたはフラビウイルスのウイルス様粒子の含有量および核酸分子の含有量は、医薬組成
物の0.00001－1w/w%であってよい。
【０１１０】
　本願の提供する粒子（例えばCHIKV VLPまたはVEEV VLP）の用量は、1－500μg／日であ
ってよい。
【０１１１】
　上述のように、態様の一において、本願の提供する医薬組成物に用いられるウイルス様
粒子に含有される抗原は、熱帯熱マラリア原虫スポロゾイト周囲タンパク質、PD-1、PD-L
1、CTLA-4、IL-2、DISC1、HER2、BTLA、HVEM、PCSK9またはDPP-4に由来してよい。
【０１１２】
　該医薬組成物は、さらにアジュバントを含んでいてもよい。アジュバントの例としては
、Ribi solution(Sigma Adjuvant system、Sigma-Aldrich)が挙げられるが、これに限定
するものではない。本発明の提供する医薬組成物は、緩衝剤、例えばリン酸水素ナトリウ
ム水和物、リン酸二水素ナトリウムおよび塩化ナトリウム;および保存剤、例えばチメロ
サールを含んでいてよい。態様の一において、該医薬組成物は、0.001－1w/w%の、ウイル
ス構造タンパク質および抗原（例えば熱帯熱マラリア原虫スポロゾイト周囲タンパク質、
PD-1またはPD-L1由来の抗原）を含む粒子（例えばCHIKV VLPまたはVEEV VLP）、1－10w/w
%の緩衝剤、0.01－1w/w%のアジュバントおよび0.00001－0.001w/w%の保存剤を含む水溶液
である。
【０１１３】
　当業者は、慣用される技術を用いて、本医薬組成物を作製し得る。例えば、ウイルス構
造タンパク質および抗原（例えば熱帯熱マラリア原虫スポロゾイト周囲タンパク質、PD-1
、PD-L1、CTLA-4、IL-2、DISC1、HER2、BTLA、HVEM、PCSK9またはDPP-4由来の抗原）を含
む粒子（例えばCHIKV VLPまたはVEEV VLP）を、生理学的なpH（例えばpH5－9、pH7）を有
する緩衝溶液と混合して、該医薬組成物を作製する。
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【０１１４】
　態様の一において、該医薬組成物は、修飾エンベロープタンパク質E3を有するウイルス
構造タンパク質を含む粒子を含む、ワクチンまたは免疫刺激薬である。態様の一において
、該ウイルス粒子は、ウイルス構造タンパク質および抗原（例えば熱帯熱マラリア原虫ス
ポロゾイト周囲タンパク質、PD-1、PD-L1、CTLA-4、IL-2、DISC1、HER2、BTLA、HVEM、PC
SK9またはDPP-4由来の抗原）を含む。例えば、本願の提供ワクチン組成物を、免疫療法；
癌の処置もしくは予防；感染性疾患の処置もしくは予防；またはマラリアの処置もしくは
予防に用いてよい。
【０１１５】
　態様の一において、該医薬組成物は、修飾エンベロープタンパク質E3を有するウイルス
構造タンパク質を含む粒子を発現させるためのヌクレオチド配列を含む核酸分子を含むDV
Aワクチンである。態様の一において、該ウイルス様粒子は、ウイルス構造タンパク質お
よび外来性の抗原（例えば熱帯熱マラリア原虫スポロゾイト周囲タンパク質、PD-1、PD-L
1、CTLA-4、IL-2、DISC1、HER2、BTLA、HVEM、PCSK9またはDPP-4由来の抗原）を含む。態
様の一において、本願の提供する該DNAワクチンは、CpGオリゴヌクレオチドを含む。
【０１１６】
　本願の第三の局面で提供する医薬組成物は、1回以上投与してもよい。本願の第三の局
面で提供する医薬組成物を2回以上投与する場合、各投与に、本願の第一の局面で提供す
る異なる粒子（例えばCHIKV VLPまたはVEEV VLP）を用いてよい。態様の一において、本
願の第一の局面で提供するCHIKV VLPを用いた免疫化および本願の第一の局面で提供するV
EEV VLPを用いた免疫化の組み合わせを用いる。例えば、本願の第一の局面で提供するCHI
KV VLPを1回目の免疫化に用い、本願の第一の局面で提供するVEEV VLPを2回目の免疫化に
用いても、または、本願の第一の局面で提供するVEEV VLPを1回目の免疫化に用い、本願
の第一の局面で提供するCHIKV VLPを2回目の免疫化に用いてもよい。
【０１１７】
　当業者は、本願の提供する組成物またはワクチンを用いた免疫化のタイミングを決定し
得る。例えば、2回目の免疫化は、1回目の免疫化の1、2、3、4、5、6、7、8、9または10
週後に行われる。
　態様の一において、本願は、
(a)本願の第一の局面で提供する粒子を含む医薬組成物；および
(b)本願の第一の局面で提供する粒子を含む他の医薬組成物
を含むキットを提供し、ここで、(a)に含まれる粒子は、(b)に含まれる粒子とは異なるウ
イルス様粒子である。この態様において、(a)に含まれる粒子は、チクングニアウイルス
様粒子であってよく、(b)に含まれる粒子は、ベネズエラウマ脳炎ウイルス様粒子であっ
てよい。
【０１１８】
　態様の一において、本願は、
(a)本願の第一の局面で提供する粒子を含む医薬組成物；および
(b)本願の第一の局面で提供する粒子を含む他の医薬組成物、
(c)本願の第一の局面で提供する粒子をそれぞれが含む、1つ以上の医薬組成物
を含むキットを提供し、ここで、(a)は免疫化を刺激するのに用いられ、(b)および(c)は
免疫化の追加に使用され；(a)に含まれる粒子は、(b)に含まれる粒子とは異なるウイルス
様粒子であり；(c)に含まれる粒子は、(a)および(b)に含まれる粒子とは異なるか、また
は(a)または(b)に含まれる粒子と同じである。
【０１１９】
　上述のキットに含まれるそれぞれの医薬組成物は、同時、別または連続的に投与してよ
い。
【０１２０】
　本願の第一の局面で提供するアルファウイルまたはフラビウイルスウイルス様粒子（例
えばチクングニアウイルスまたはベネズエラウマ脳炎ウイルス）または本願の第二の局面



(31) JP 6824154 B2 2021.2.3

10

20

30

40

50

で提供する核酸分子は、本願の第三の局面で提供する医薬組成物に使用し得る。
【０１２１】
　例えば、
　1つ以上（例えば240）のチクングニアウイルス(CHIKV)またはベネズエラウマ脳炎ウイ
ルス(VEEV)のカプシド；
　1つ以上（例えば240）のチクングニアウイルス(CHIKV)またはベネズエラウマ脳炎ウイ
ルス(VEEV)のE1；
　1つ以上（例えば240）のチクングニアウイルス(CHIKV)またはベネズエラウマ脳炎ウイ
ルス(VEEV)のE2；および
　1つ以上（例えば240）のチクングニアウイルス(CHIKV)またはベネズエラウマ脳炎ウイ
ルス(VEEV)のE3
を含むか、またはこれらからなるチクングニアまたはベネズエラウマ脳炎ウイルス様粒子
であって、ここで、各E2は各E3に結合し、抗原はチクングニアウイルス(CHIKV)またはベ
ネズエラウマ脳炎ウイルス(VEEV)のE3に挿入されているチクングニアまたはベネズエラウ
マ脳炎ウイルス様粒子を、本願の第三の局面で提供される組成物またはワクチンの作成に
用いてよい。該抗原が挿入されているE2およびE3の複合体は、配列番号:46-49のいずれか
で表されるアミノ酸配列からなってよく；該E1は配列番号32(または配列番号76)で表され
るアミノ酸配列からなってよく；および該カプシドは配列番号31(または配列番号75)で表
されるアミノ酸配列からなってよく；あるいは、
該抗原が挿入されているE2およびE3の複合体は、配列番号:50－53のいずれかで表される
アミノ酸配列からなってよく；該E1は配列番号35で表されるアミノ酸配列からなってよく
；および該カプシドは配列番号36で表されるアミノ酸配列からなってよい。
【０１２２】
(4)ウイルス様粒子の作製方法
　第四の局面において、本願は修飾エンベロープタンパク質E3を含むウイルス様粒子の作
製方法であって：
該ウイルス様粒子を発現するようにベクターを用いて遺伝子導入した細胞を培養すること
；および該粒子を精製すること
を含む方法を提供する。
【０１２３】
　本願の第一の局面が提供するウイルス様粒子は、本願の第四の局面が提供する方法によ
り作製され得る。
【０１２４】
　態様の一において、抗原は、熱帯熱マラリア原虫スポロゾイト周囲タンパク質由来の抗
原、PD-1由来の抗原、PD-L1由来の抗原またはCTLA-4由来の抗原、IL-2由来の抗原、DISC1
由来の抗原、HER2由来の抗原、BTLA由来の抗原、HVEM由来の抗原、PCSK9由来の抗原また
はDPP-4由来の抗原であってよい。
【０１２５】
　様々な宿主－ベクター系が、該ウイルス様粒子の発現に用いられ得る。真核細胞は、本
願の第四の局面が提供する方法に用いられ得る。真核細胞の例としては、昆虫細胞(例え
ばsf9細胞、H5細胞)、酵母細胞(例えば出芽酵母（S. cerevisiae）)および哺乳動物細胞(
例えばCHO細胞、ヒト胎児由来腎臓(HEK)293F細胞)が挙げられるが、これらに限定するも
のではない。本願の第四の局面が提供する方法に用いられるベクターには、発現させるウ
イルス様粒子をコードする核酸分子が含まれる。細胞は、慣用される方法（例えば、リポ
フェクション、エレクトロポレーション）を用いて、該ベクターにより遺伝子導入されて
よい。当業者は、本願の第四の局面が提供する方法に用いる細胞に応じて、DNAメチルト
ランスフェラーゼ阻害薬および酪酸ナトリウムなどのヒストン脱アセチル化酵素阻害薬を
含む培地を選択し得る。遺伝子導入後、ウイルス様粒子が、細胞中および／または培養上
清中に産生され得る。ウイルス様粒子は、培養上清から回収され、超遠心分離法を用いて
精製されてよい。
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【０１２６】
　例えば、細胞は、CHIKV 構造タンパク質のカプシド、6K、E1、E2およびE3をコードする
遺伝子を含有するベクターで遺伝子導入され、ここで、E3は所望の抗原を含有するように
修飾されている。該発現ベクターで遺伝子導入された細胞は、該タンパク質を産生し、該
タンパク質は自発的に集合して、培地から回収され得るVLPを形成する。6Kタンパク質は
、E1タンパク質を小胞体に輸送するためのシグナル配列として働き、ここで、6Kタンパク
質は宿主のシグナルペプチダーゼによりプロセシングされ、ウイルス粒子には集合しない
。
【０１２７】
(5)ウイルス様粒子の作製を増強する方法
　第五の局面において、本願は、修飾エンベロープタンパク質E3を含むウイルス様粒子の
産生の増強方法を提供する。本局面の一態様において、該ウイルス様粒子は、ウイルス構
造タンパク質および少なくとも1つの抗原を含み、該方法は：
(1)少なくとも1つの抗原を、ウイルス構造タンパク質のエンベロープタンパク質E3に挿入
すること、および
(2)少なくとも1つの抗原がウイルス構造タンパク質のエンベロープタンパク質E3に挿入さ
れている、ウイルス様粒子を単離すること、
を含む。
【０１２８】
　少なくとも1つの抗原を、E3の好適な位置に挿入し得る。好ましい態様の一において、
抗原挿入E3を含むウイルス様粒子が、少なくとも1つの抗原が挿入されたE2を含むウイル
ス様粒子の発現と比較してより効率的に発現され得るように、少なくとも1つの抗原が、
ウイルス構造タンパク質(例えばCHIKV構造タンパク質、VEEV構造タンパク質)のE3に存在
するフーリン切断部位に挿入される。
【０１２９】
　例えば、チクングニアウイルス構造タンパク質については、少なくとも1つの抗原が、
配列番号1または2の第321番のHと第326番のSの残基の間；配列番号1または2の第320番のP
と第326番のSの間；または配列番号1または2の第319番のSと第326番のSの間に挿入される
。
【０１３０】
　例えば、ベネズエラウマ脳炎ウイルス構造タンパク質については、少なくとも1つの抗
原が、配列番号3の第330番のGと第335番のSとの間；配列番号3の第329番のPと第335番のS
の間；または配列番号3の第328番のCと第335番のSの間に挿入される。
【０１３１】
　少なくとも1つの抗原を、ウイルス構造タンパク質のエンベロープタンパク質E3に挿入
する工程は、少なくとも1つの抗原がウイルス構造タンパク質のE3に挿入されているウイ
ルス様粒子をコードするヌクレオチド配列を含む核酸分子を作製することにより達成され
得；そして、該核酸分子を、昆虫細胞(例えばsf9細胞、H5細胞)、酵母細胞(例えば出芽酵
母)および哺乳動物細胞(例えばCHO細胞、293F細胞)などの細胞に発現させる。
【０１３２】
　少なくとも1つの抗原がウイルス構造タンパク質のエンベロープタンパク質E3に挿入さ
れているウイルス様粒子を単離する工程は、超遠心分離法を用いて該ウイルス様粒子を精
製することにより達成され得る。
【０１３３】
(6)本発明に記載するウイルス様粒子の使用
　第六の局面において、本願は、がん、神経疾患、感染性疾患、マラリアもしくは慢性の
生活習慣病（lifestyle chronic disease）の治療；哺乳動物における少なくとも1つの抗
原に対する抗体の産生;免疫応答の調節;免疫刺激;少なくとも1つの抗原の機能の阻害;ま
たは抗原のマクロファージ上の提示のための、医薬組成物またはキットの製造のための、
i)修飾エンベロープタンパク質E3を含むウイルス様粒子および／または(ii)修飾エンベロ
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ープタンパク質E3を含むウイルス様粒子をコードするヌクレオチド配列からなる核酸分子
の使用を提供する。
【０１３４】
　該医薬組成物は哺乳動物（例えばヒト）に、筋肉内（i.m.）、皮内(i.c.)、皮下(s.c.)
、真皮内(i.d.)または腹腔内(i.p.)に投与し得る。
　態様の一において、該医薬組成物は、ワクチンであり、免疫療法に適用し得る。態様の
一において、PD-1、PD-L1、CTLA-4、HER2、BTLAまたはHVEM由来の抗原がウイルス様粒子
の製造に使用される場合、該ウイルス様粒子は癌または自己免疫疾患の治療に用いられて
よい。態様の一において、PD-1またはPD-L1由来の抗原がウイルス様粒子の製造に使用さ
れる場合、該ウイルス様粒子は感染性疾患の処置または予防に用いられてよい。態様の一
において、抗原が熱帯熱マラリア原虫スポロゾイト周囲タンパク質に由来する場合、該ウ
イルス様粒子はマラリアの処理または予防に用いられてよい。態様の一において、DISC1
由来の抗原がウイルス様粒子の製造に用いられる場合、該ウイルス様粒子は神経疾患の処
置または予防に用いられてよい。態様の一において、抗原がPCSK9またはDPP-4に由来する
場合、該ウイルス様粒子は慢性の生活習慣病の処置または予防に用いられてよい。
【０１３５】
　処置し得るがんの例としては、黒色腫、腎臓がん、前立腺がん、乳がん、結腸がんおよ
び非小細胞肺がんが挙げられるが、これらに限定されるものではない。該がんの他の例と
しては、骨がん、膵臓がん、皮膚がん、頭頸部がん、皮膚性または眼内の悪性黒色腫、子
宮がん、卵巣がん、直腸がん、肛門領域のがん、胃がん、精巣がん、卵管がん、子宮内膜
がん、子宮頸がん、膣がん、外陰がん、ホジキン病、非ホジキンリンパ腫、食道がん、小
腸がん、内分泌系がん、甲状腺がん、副甲状腺がん、副腎腺がん、軟組織肉腫、尿道がん
、陰茎がん、慢性または急性白血病、例えば急性骨髄性白血病、慢性骨髄性白血病、急性
リンパ芽球性白血病、慢性リンパ性白血病、幼児期の固形腫瘍、リンパ性リンパ腫、膀胱
がん、腎臓または尿管のがん、腎盂がん、中枢神経系(CNS)の腫瘍、原発性CNSリンパ腫、
腫瘍血管新生、脊髄腫瘍、脳幹がん、下垂体腺腫、カポジ肉腫、類表皮がん、扁平上皮が
ん、T細胞リンパ腫、環境誘発性のがん、例えばアスベストにより誘発されるがんおよび
それらの組み合わせが挙げられるが、これらに限定されるものではない。
【０１３６】
　処置し得る感染性疾患の例としては、HIV、インフルエンザ、ヘルペス、ジアルジア、
マラリア、リーシュマニア、肝炎ウイルス(A型、B型およびC型)、ヘルペスウイルス(例え
ばVZV、HSV-I、HAV-6、HSV-IIおよびCMV、エプスタイン・バーウイルス)、アルファウイ
ルス、アデノウイルス、インフルエンザウイルス、フラビウイルス、エコーウイルス、ラ
イノウイルス、コクサッキーウイルス、コロナウイルス(cornovirus)、RSウイルス、ムン
プスウイルス、ロタウイルス、麻疹ウイルス、風疹ウイルス、パルボウイルス、ワクシニ
アウイルス、HTLVウイルス、デングウイルス、パピローマウイルス、軟属腫ウイルス、ポ
リオウイルス、狂犬病ウイルス、JCウイルスおよびアルボウイルス脳炎ウイルスによる感
染症、クラミジア菌、リケッチア菌、マイコバクテリア、ブドウ球菌、連鎖球菌、肺炎球
菌、髄膜炎菌およびコノコッカス(conococci)、クレブシエラ、プロテウス、セラチア、
シュードモナス、レジオネラ、ジフテリア、サルモネラ、桿菌、コレラ、破傷風菌、ボツ
リヌス、炭疽菌、ペスト、レプトスピラ症およびライム病菌による感染症、カンジダ菌(
カンジダ・アルビカンス、カンジダ・クルセイ、カンジダ・グラブラータ、カンジダ・ト
ロピカリス等)、クリプトコッカス・ネオフォルマンス、アスペルギルス（アスペルギル
ス・フミガーツス、クロコウジカビ等）、ケカビ属(Genus Mucorales)(ムコール属、アブ
シディア属、リゾプス属)、スポロトリックス・シェンキイ、ブラストミセス・デルマチ
チジス、南アメリカ分芽菌、コクシジオイデス・イミチスおよびヒストプラズマ・カプス
ラーツムによる感染症ならびに寄生生物である、赤痢アメーバ、大腸バランチジウム、フ
ォーラーネグレリア、アカントアメーバ菌種、ランブル鞭毛虫、クリプトスポリジウム菌
種、ニューモシスチス・カリニ、三日熱マラリア原虫、ネズミバベシア、ブルセイトリパ
ノソーマ、クルーズトリパノソーマ、ドノバンリーシュマニア、トキソプラズマ原虫およ
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びブラジル鉤虫による感染症が挙げられるが、これらに限定されるものではない。
【０１３７】
　処置し得る神経疾患の例としては、アルツハイマー病、パーキンソン病、てんかんまた
は統合失調症が挙げられるが、これらに限定するものではない。
【０１３８】
　処置し得る慢性の生活習慣病の例としては、糖尿病または高脂血症が挙げられるが、こ
れらに限定するものではない。
【０１３９】
　ウイルス構造タンパク質および抗原（例えば熱帯熱マラリア原虫スポロゾイト周囲タン
パク質由来の抗原、PD-1由来の抗原、PD-L1由来の抗原、CTLA-4由来の抗原、IL-2由来の
抗原、DISC1由来の抗原、HER2由来の抗原、BTLA由来の抗原、HVEM由来の抗原、PCSK9由来
の抗原およびDPP-4由来の抗原）を含む医薬組成物を哺乳動物（例えばヒト）に投与する
と、該抗原に対する抗体が、該哺乳動物の血液中で産生される。産生された抗体は、免疫
応答を調節するか；免疫刺激性の効果を示すか；または該抗原の機能を阻害し得る。
【０１４０】
　産生された抗体は、慣用される技術を用いてヒト化してよい。本発明の第一の局面で提
供される粒子を用いて、モノクローナル抗体またはポリクローナル抗体を作製し得る。態
様の一において、本願は、本願の第一の局面で提供する粒子を非ヒト哺乳動物に投与し、
非ヒト哺乳動物が産生した抗体をヒト化することを含む、抗体を作製する方法を提供する
。
【０１４１】
　本明細書中で用いる、「抗体」という用語は、エピトープまたは抗原決定基に結合でき
る分子を指す。該用語は、抗体全体およびその抗原結合断片、例えば一本鎖抗体を含むこ
とを意図する。該抗体は、ヒト抗原結合性抗体断片を含み、Fab、Fab’およびF(ab’)2、
Fd、一本鎖Fvs(scFv)、一本鎖抗体、ジスルフィド結合Fvs(sdFv)およびVLまたはVHドメイ
ンのいずれかを含む断片が挙げられるが、これらに限定するものではない。該抗体は、鳥
および哺乳動物を含む任意の動物由来であってよい。好ましくは、該抗体は、哺乳動物、
例えばヒト、マウス、ウサギ、ヤギ、モルモット、ラクダ、ウマ等、または他の適当な動
物、例えばニワトリ由来であってよい。本明細書中で、「ヒト」抗体は、ヒト免疫グロブ
リンのアミノ酸配列を有する抗体を含み、ヒト免疫グロブリンライブラリーから単離され
た抗体、または例えば米国特許第5,939,598号明細書（その記載は、全体が参照により本
明細書中に包含される）に記載されているように、1つ以上の免疫グロブリンについてト
ランスジェニックであり、内在性の免疫グロブリンを発現しない動物由来の抗体を含む。
【０１４２】
　本願は、以下の実施例により詳細に記述されるが、これは本願を限定することを意図す
るものではない。
【実施例】
【０１４３】
　［実施例１］
実施例１：ウイルス構造タンパク質のエンベロープタンパク質E3に挿入されたマラリアCS
Pリピート抗原を含む、ベネズエラウマ脳炎ウイルス(VEEV)－ウイルス様粒子(VLP)の作製
　以下のマラリアCSPタンパク質のポリペプチドを、マラリアCSPリピート抗原を含むVEEV
-VLPの作製に用いた。該抗原において、SGGはN末端リンカーであり、GGSはC末端リンカー
である。
【０１４４】
74(NPNAアミノ酸配列の6リピート)
SGGNPNANPNANPNANPNANPNANPNAGGS(配列番号56)
(tccggaggaaacccgaatgccaatcccaacgcgaaccccaatgctaacccaaatgccaacccaaacgccaaccccaacg
ctggtggatcc)(配列番号60)
【０１４５】
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76(NPNAアミノ酸配列の14リピート)
SGGNPNANPNANPNANPNANPNANPNANPNANPNANPNANPNANPNANPNANPNANPNAGGS(配列番号61)
(tccggaggcaaccccaacgccaaccctaatgccaatcccaacgctaatcccaatgctaaccctaacgcaaatccaaatg
caaaccccaatgccaacccaaacgctaaccctaacgccaaccctaacgcaaacccaaacgccaatcctaatgctaaccca
aatgcaaaccctaatgctggcggatcc)(配列番号62)
【０１４６】
78(NPNAアミノ酸配列の25リピート)
SGGNPNANPNANPNANPNANPNANPNVDPNANPNANPNANPNANPNANPNANPNANPNANPNANPNANPNANPNANPNAN
PNANPNANPNANPNANPNANPNAGGS(配列番号63)
(tccggaggaaacccgaatgccaatcccaacgcgaaccccaacgctaaccccaacgccaatccgaatgcaaacccgaacg
ttgacccaaacgccaacccgaatgccaatcccaacgcgaaccccaatgctaacccaaatgccaacccaaacgccaacccc
aacgctaatccaaacgccaaccctaacgccaatcccaacgcgaatcctaacgctaatcccaacgcaaatcccaatgctaa
tccgaacgcgaaccctaatgcaaaccccaacgccaacccgaacgctaacccgaacgctaatcccaacgccggtggatcc)
(配列番号64)
【０１４７】
　各ポリヌクレオチドを、配列番号3の第518番のSerをコードするコドンと第519番のSer
をコードするコドンの間に挿入し、各抗原がベネズエラウマ脳炎ウイルス構造タンパク質
のE2に挿入されているVEEV-VLPの発現用プラスミド（以降、それぞれpVEEV-74.21、pVEEV
-76.21およびpVEEV-78.21と称する）を構築した。同様に、各ポリヌクレオチドを、配列
番号3の第330番のGlyをコードするコドンと第335番のSerをコードするコドンの間に挿入
し、各抗原がベネズエラウマ脳炎ウイルス構造タンパク質のE3に挿入されているVEEV-VLP
の発現用プラスミド（以降、それぞれpVEEV-74.26、pVEEV-76.26およびpVEEV-78.26と称
する）を構築した。
【０１４８】
　293F細胞（Lifetechnology）を、PEI(GE Healthcare)を用いて180μgの各プラスミド（
すなわち、それぞれpVEEV-74.21、pVEEV-76.21、pVEEV-78.2、pVEEV-74.26、pVEEV-76.26
およびpVEEV-78.26）で遺伝子導入した。該遺伝子導入の4日後、馴化培地を回収し、3000
rpmで15分間遠心分離して、細胞から分離した。該上清を0.45μｍフィルターを用いて濾
過し、ウイルス様粒子を得た。該ウイルス様粒子は、TFFカラムを用いて濃縮し、QXLカラ
ム（GE Healthcare）を用いて精製し、精製ウイルス様粒子を得た。動物をウイルス様粒
子で免疫化する場合、該精製ウイルス様粒子をさらに、スピンカラム（分子量カットオフ
：100kDa）を用いて濃縮し、免疫化用のウイルス様粒子を調製した。
【０１４９】
　VEEV構造ポリペプチドと結合したCSPリピート抗原74、76または78を含むVLPの産生は、
抗VEEV抗体を用いたウェスタンブロッティングにより確認した（図３参照）。図3に見ら
れるように、抗原挿入VLPは、該抗原がE2に挿入された場合と比較してE3に挿入された場
合に、より効率的に産生された。
【０１５０】
　［実施例２］
実施例２：ウイルス構造タンパク質のエンベロープタンパク質E3に挿入されたマウスマラ
リアCSPリピート抗原を含む、ベネズエラウマ脳炎ウイルス(VEEV)－ウイルス様粒子(VLP)
の作製
　以下のマウスマラリアCSPタンパク質のポリペプチドを、マウスマラリアCSPリピート抗
原を含むVEEV-VLPの作製に用いた。該抗原において、SGGはN末端リンカーであり、GGSはC
末端リンカーである。
【０１５１】
261(「qgpgap」のリピート)
SGG-QGPGAPQGPGAPQGPGAPQGPGAP-GGS(配列番号58)
tccggaggacagggacctggcgctcctcagggaccaggggcaccacagggcccaggcgccccacaggggcctggggcccc
tgggggatcc(配列番号65)



(36) JP 6824154 B2 2021.2.3

10

20

30

40

50

【０１５２】
　該ポリヌクレオチドを、配列番号3の第518番のSerをコードするコドンと第519番のSer
をコードするコドンの間に挿入し、該抗原がベネズエラウマ脳炎ウイルス構造タンパク質
のE2に挿入されているVEEV-VLPの発現用プラスミド（以降、pVEEV-261.25と称する）を構
築した。同様に、該ポリヌクレオチドを、配列番号3の第330番のGlyをコードするコドン
と第335番のSerをコードするコドンの間に挿入し、該抗原がベネズエラウマ脳炎ウイルス
構造タンパク質のE3に挿入されているVEEV-VLPの発現用プラスミド（以降、pVEEV-261.66
と称する）を構築した。
【０１５３】
　293F細胞（Lifetechnology）を、PEI(GE Healthcare)を用いて180μgの各プラスミド（
すなわち、それぞれpVEEV-261.25およびpVEEV-261.66）で遺伝子導入した。該遺伝子導入
の4日後、馴化培地を回収し、3000rpmで15分間遠心分離して、細胞から分離した。該上清
を0.45μｍフィルターを用いて濾過し、ウイルス様粒子を得た。該ウイルス様粒子は、TF
Fカラムを用いて濃縮し、QXLカラム（GE Healthcare）を用いて精製し、精製ウイルス様
粒子を得た。動物をウイルス様粒子で免疫化する場合、該精製ウイルス様粒子をさらに、
スピンカラム（分子量カットオフ：100kDa）を用いて濃縮し、免疫化用のウイルス様粒子
を調製した。
【０１５４】
　VEEV構造ポリペプチドと結合したCSPリピート抗原261を含むVLPの発現は、抗VEEV抗体
を用いたウェスタンブロッティングにより確認した（図4参照）。図4に見られるように、
抗原挿入VLPは、該抗原がE2に挿入された場合と比較してE3に挿入された場合に、より効
率的に産生された。
【０１５５】
　［実施例３］
実施例３：ウイルス構造タンパク質のエンベロープタンパク質E3に挿入されたマラリア抗
原を含むベネズエラウマ脳炎ウイルス(VEEV)－ウイルス様粒子(VLP)の作製
　以下のマラリアタンパク質由来ペプチドを、マラリアCSPリピート抗原を含むVEEV-VLP
の作製に用いた。SGGは、抗原のN末端リンカー（核酸配列ではTCCGGAGGA）であり、GGSは
抗原のC末端リンカー（核酸配列ではGGAGGATCC）である。
【０１５６】
74(NPNAアミノ酸配列の6リピート)
SGGNPNANPNANPNANPNANPNANPNAGGS(配列番号56)
(tccggaggaaacccgaatgccaatcccaacgcgaaccccaatgctaacccaaatgccaacccaaacgccaaccccaacg
ctggtggatcc)(配列番号60)
【０１５７】
302R(pfs25由来の抗原)
SGG-CIKIDGNPVSYAC-GGS(配列番号66)
tccggagggtgcatcaagatcgacggcaaccccgtgtcctacgcctgcgggggatcc(配列番号67)
【０１５８】
303R(pfs25由来の抗原)
SGG-CILDTSNPVKTGVC-GGS(配列番号68)
tccggaggctgcatcctggacaccagcaaccccgtgaaaaccggcgtgtgtggcggatcc(配列番号69)
【０１５９】
　各ポリヌクレオチドを、配列番号3の第518番のSerをコードするコドンと第519番のSer
をコードするコドンの間に挿入し、各抗原がベネズエラウマ脳炎ウイルス構造タンパク質
のE2に挿入されているVEEV-VLPの発現用プラスミド（以降、pVEEV-74.21、 pVEEV-302R.2
1およびpVEEV-303R.21と称する）を構築した。同様に、各ポリヌクレオチドを、配列番号
3の第330番のGlyをコードするコドンと第335番のSerをコードするコドンの間に挿入し、
該抗原がベネズエラウマ脳炎ウイルス構造タンパク質のE3に挿入されているVEEV-VLPの発
現用プラスミド（以降、それぞれpVEEV-74.66、pVEEV-302R.66およびpVEEV-303R.66と称
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する）を構築した。
【０１６０】
　293F細胞（Lifetechnology）を、PEI(GE Healthcare)を用いて180μgの各プラスミド（
すなわち、それぞれpVEEV-74.21、pVEEV-302R.21、pVEEV-303R.2、pVEEV-74.66、pVEEV-3
02R.66およびpVEEV-303R.66）で遺伝子導入した。該遺伝子導入の4日後、馴化培地を回収
し、3000rpmで15分間遠心分離して、細胞から分離した。該上清を0.45μｍフィルターを
用いて濾過し、ウイルス様粒子を得た。該ウイルス様粒子は、TFFカラムを用いて濃縮し
、QXLカラム（GE Healthcare）を用いて精製し、精製ウイルス様粒子を得た。動物をウイ
ルス様粒子で免疫化する場合、該精製ウイルス様粒子をさらに、スピンカラム（分子量カ
ットオフ：100kDa）を用いて濃縮し、免疫化用のウイルス様粒子を調製した。
【０１６１】
　VEEV構造ポリペプチドと結合した抗原74、302Rまたは303Rを含むVLPの発現は、抗VEEV
抗体を用いたウェスタンブロッティングにより確認した（図5参照）。図5に見られるよう
に、抗原挿入VLPは、該抗原がE2に挿入された場合と比較してE3に挿入された場合に、よ
り効率的に産生された。
【０１６２】
　［実施例４］
実施例４：ウイルス構造タンパク質と、PD-1抗原またはPD-1リガンド抗原とを含む、チク
ングニアウイルス(CHIKV)-ウイルス様粒子の作製
　以下のPD-1またはPD-L1のポリペプチドを、PD-1抗原またはPD-1リガンド抗原を含むCHI
KV-VLPの作製に用いた。SGGは、抗原のN末端リンカー（核酸配列ではTCCGGAGGA）であり
、GGSは抗原のC末端リンカー（核酸配列ではGGAGGATCC）である。
【０１６３】
１．299（マウスPD-L1配列）：抗原として用いた、リンカー結合マウスPD-L1ドメイン3S
の配列：
核酸配列
tccggaggatgcatcatcagctacggcggagccgactacggaggatcc(配列番号70)
アミノ酸配列
SGG-ciisyggadyC-GGS(配列番号71)
【０１６４】
２．274（マウスPD-1配列）：抗原として用いた、リンカー結合マウスPD-1ドメイン2ショ
ートの配列：
核酸配列
tccggaggaggcgccatcagcctgcaccccaaggccaagatcgaggaatctggaggatcc(配列番号72)
アミノ酸配列
SGG-gaislhpkakiees-GS(配列番号73)
【０１６５】
　各ポリヌクレオチドを、配列番号2の第531番のSerをコードするコドンと第532番のAsn
をコードするコドンの間に挿入し、PD-1由来ペプチドまたはPD-L1由来ペプチドがチクン
グニアウイルス構造タンパク質のE2に挿入されているチクングニアウイルス構造タンパク
質の発現用プラスミド（以降、それぞれpCHIKV-299.15およびpCHIKV-274.11と称する）を
構築した。同様に、各ポリヌクレオチドを、配列番号2の第321番のHをコードするコドン
と第326番のSをコードするコドンの間に挿入し、PD-1由来ペプチドまたはPD-L1由来ペプ
チドがチクングニアウイルス構造タンパク質のE3に挿入されているチクングニアウイルス
構造タンパク質の発現用プラスミド（以降、それぞれpCHIKV-299.56およびpCHIKV-274.56
と称する）を構築した。
【０１６６】
　293F細胞（Lifetechnology）を、PEI(GE Healthcare)を用いて180μgの各プラスミド（
すなわち、それぞれpCHIKV-274.11、pCHIKV-299.15、pCHIKV-274.56およびpCHIKV-299.56
,）で遺伝子導入した。該遺伝子導入の4日後、馴化培地を回収し、3000rpmで15分間遠心
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分離して、細胞から分離した。該上清を0.45μｍフィルターを用いて濾過し、ウイルス様
粒子を得た。該ウイルス様粒子は、TFFカラムを用いて濃縮し、QXLカラム（GE Healthcar
e）を用いて精製し、精製ウイルス様粒子を得た。動物をウイルス様粒子で免疫化する場
合、該精製ウイルス様粒子をさらに、スピンカラム（分子量カットオフ：100kDa）を用い
て濃縮し、免疫化用のウイルス様粒子を調製した。
【０１６７】
　CHIKV構造ポリペプチドと結合した抗原274または299を含むVLPの発現は、抗CHIKV抗体
を用いたウェスタンブロッティングにより確認した（図6参照）。図6に見られるように、
抗原挿入VLPは、該抗原がE2に挿入された場合と比較してE3に挿入された場合に、より効
率的に産生された。
【０１６８】
　［実施例５］
実施例５：ウイルス構造タンパク質とマラリア抗原とを含む、チクングニアウイルス(CHI
KV)-ウイルス様粒子の作製
　以下のマラリアCSPタンパク質のポリペプチドを、マラリアCSPリピート抗原を含むCHIK
V-VLPの作製に用いた。SGGは、抗原のN末端リンカー（核酸配列ではTCCGGAGGA）であり、
GGSは抗原のC末端リンカー（核酸配列ではGGAGGATCC）である。
【０１６９】
CSPリピート抗原74(NPNAアミノ酸配列の6リピート)
SGGNPNANPNANPNANPNANPNANPNAGGS(配列番号56)
(tccggaggaaacccgaatgccaatcccaacgcgaaccccaatgctaacccaaatgccaacccaaacgccaaccccaacg
ctggtggatcc)(配列番号60)
【０１７０】
　該ポリヌクレオチドを、配列番号2の第531番のSerをコードするコドンと第532番のAsn
をコードするコドンの間に挿入し、該マラリアCSPリピート抗原がチクングニアウイルス
構造タンパク質のE2に挿入されているチクングニアウイルス構造タンパク質の発現用プラ
スミド（以降、pCHIKV-74.11と称する）を構築した。同様に、該マラリアCSPリピート抗
原を、配列番号2の第321番のHをコードするコドンと第326番のSをコードするコドンの間
に挿入し、該マラリアCSPリピート抗原がチクングニアウイルス構造タンパク質のE3に挿
入されているチクングニアウイルス構造タンパク質の発現用プラスミド（以降、pCHIKV-7
4.16と称する）を構築した。
【０１７１】
　293F細胞（Lifetechnology）を、PEI(GE Healthcare)を用いて180μgの各プラスミド（
すなわち、それぞれpCHIKV-74.11およびpCHIKV-74.16）で遺伝子導入した。該遺伝子導入
の4日後、馴化培地を回収し、3000rpmで15分間遠心分離して、細胞から分離した。該上清
を0.45μｍフィルターを用いて濾過し、ウイルス様粒子を得た。該ウイルス様粒子は、TF
Fカラムを用いて濃縮し、QXLカラム（GE Healthcare）を用いて精製し、精製ウイルス様
粒子を得た。動物をウイルス様粒子で免疫化する場合、該精製ウイルス様粒子をさらに、
スピンカラム（分子量カットオフ：100kDa）を用いて濃縮し、免疫化用のウイルス様粒子
を調製した。
【０１７２】
　CHIKV構造ポリペプチドと結合したVLP74を含むVLPの発現は、抗CHIKV抗体を用いたウェ
スタンブロッティングにより確認した（図7参照）。図7に見られるように、抗原挿入VLP
は、該抗原がE2に挿入された場合と比較してE3に挿入された場合に、より効率的に産生さ
れた。
【０１７３】
　［実施例６］
実施例６：ウイルス構造タンパク質とCTLA-4抗原とを含む、チクングニアウイルス(CHIKV
)-ウイルス様粒子の作製。
以下のCTLA-4のポリペプチドを、CTLA-4抗原を含むCHIKV-VLPの作製に用いた。SGGは、抗
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原のN末端リンカー（核酸配列ではTCCGGAGGA）であり、GGSは抗原のC末端リンカー（核酸
配列ではGGAGGATCC）である。
【０１７４】
mCTLA4_ver2
SGGGGKVELMYPPPYFVGMGGGGS(配列番号74)
tccggaggcggcggcaaggtggaactcatgtacccaccgccatactttgtgggcatgggcggcggcggatcc(配列番
号78)
【０１７５】
mCTLA4_ver4
SGGCATTFTEKNTVGFLDYPFCGGS(配列番号79)
tccggaggctgtgccacgacattcacagagaagaatacagtgggcttcctagattaccccttctgcggcggatcc(配列
番号80)
【０１７６】
mCTLA4_ver5
SGGATTFTEKNTVGFLDYPFGGS(配列番号81)
tccggaggcgccacgacattcacagagaagaatacagtgggcttcctagattaccccttcggcggatcc(配列番号82
)
【０１７７】
　該ポリヌクレオチドを、配列番号2の第321番のHをコードするコドンと第326番のSをコ
ードするコドンの間に挿入し、該mCTLA-4抗原がチクングニアウイルス構造タンパク質のE
3に挿入されているチクングニアウイルス構造タンパク質の発現用プラスミドを構築した
。
【０１７８】
　293F細胞（Lifetechnology）を、PEI(GE Healthcare)を用いて180μgの各プラスミドで
遺伝子導入した。該遺伝子導入の4日後、馴化培地を回収し、3000rpmで15分間遠心分離し
て、細胞から分離した。該上清を0.45μｍフィルターを用いて濾過し、ウイルス様粒子を
得た。該ウイルス様粒子は、TFFカラムを用いて濃縮し、QXLカラム（GE Healthcare）を
用いて精製し、精製ウイルス様粒子を得た。動物をウイルス様粒子で免疫化する場合、該
精製ウイルス様粒子をさらに、スピンカラム（分子量カットオフ：100kDa）を用いて濃縮
し、免疫化用のウイルス様粒子を調製した。
【０１７９】
　CHIKV構造ポリペプチドと結合した各mCTLA-4_ver2、4および5を含むVLPの発現は、抗CH
IKVサル血清を用いたウェスタンブロッティングにより確認した。
【０１８０】
　［実施例７］
実施例７：成熟したCHIKV VLPの作製
　CHIKVのE3領域の末端にあるフーリン部位RQRRがSGGGSで置換されているCHIKVウイルス
構造タンパク質を発現できる、CHIKV-P2 VLP発現プラスミド；CHIKVのE3領域の末端にあ
るフーリン部位RQRRが第Xa因子認識モチーフであるIDGRで置換されているCHIKVウイルス
構造タンパク質を発現できる、CHIKV-Xa VLP発現プラスミド、およびCHIKVのE3領域の末
端にあるフーリン部位RQRRがエンテロキナーゼ認識モチーフであるDDDDKで置換されてい
るCHIKVウイルス構造タンパク質を発現できる、CHIKV-En VLP発現プラスミドを用いた。
該３つのプラスミド全てについて10μgを293F細胞に遺伝子導入し、遺伝子導入の4日後に
、上清を回収した。20μｌの上清を、水（対照）、第Xa因子またはエンテロキナーゼで一
晩処理した。その後、上清中のVLPを、抗CHIKV血清を用いたウェスタンブロッティングに
より測定した。結果を図８に示す。
【０１８１】
　プラスミドCHIKV-P2、CHIKV-XaおよびCHIKV-Enで遺伝子導入された細胞の上清中で、未
熟なVLPが発現した。CHIKV-Xa遺伝子導入細胞由来の未熟なVLPを、第Xa因子で分解した。
該未熟なVLPはE3を放出し、成熟VLP型になった（レーン5）。CHIKV-En-遺伝子導入細胞由
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来の未熟なVLPを、エンテロキナーゼで分解した。該未熟なVLPはE3を放出し、成熟VLP型
になった(レーン9)。
【０１８２】
　［実施例８］
実施例８：成熟したVEEV VLPの作製
　VEEVのE3領域の末端にあるフーリン部位のRQRRがSGGGSで置換されているVEEVウイルス
構造タンパク質を発現できるVEEV-P2 VLP発現プラスミド；VEEVのE3領域の末端にあるフ
ーリン部位のRQRRが第Xa因子認識モチーフであるIDGRで置換されているVEEVウイルス構造
タンパク質を発現できるVEEV-IDGR VLP発現プラスミド；およびVEEVのE3領域の末端にあ
るフーリン部位のRQRRが別のXa 認識モチーフであるIEGRで置換されているVEEVウイルス
構造タンパク質を発現できるVEEV-IEGRプラスミドを、用いた。該３つのプラスミド全て
について10μgを293F細胞に遺伝子導入し、遺伝子導入の4日後に、上清を回収した。20μ
ｌの上清を、水（対照）、第Xa因子で一晩処理した。その後、上清中のVLPを、抗VEEV血
清を用いたウェスタンブロッティングにより測定した。プラスミドVEEV-P2、VEEV-IDGRお
よびVEEV-IEGRで遺伝子導入された細胞の上清中で、未熟なVLPが発現した。VEEV-IDGRお
よびVEEV-IEGR遺伝子導入細胞由来の未熟なVLPを、第Xa因子で分解した。VEEV-IDGRおよ
びVEEV-IEGR-遺伝子導入細胞由来の未熟なVLPを、第Xa因子で分解した。結果を図9に示す
。VEEV-IDGRおよびVEEV-IEGR-遺伝子導入された細胞由来の未熟なVLPはE3を放出し、成熟
VLP型になった（レーン5および6）。
【０１８３】
　［実施例９］
実施例９：ウイルス構造タンパク質のエンベロープタンパク質E3に挿入されたDISC1_451
、452または454を含むチクングニアウイルス(CHIKV)-ウイルス様粒子の作製
　以下のDISC1タンパク質のポリペプチドを、DISC1抗原を含むCHIKV-VLPの作製に用いた
。
【０１８４】
【表１】

【０１８５】
【表２】

【０１８６】
　SGGは、抗原のN末端リンカー（核酸配列ではTCCGGAGGA）であり、GGSは抗原のC末端リ
ンカー（核酸配列ではGGAGGATCC）である。
【０１８７】
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　各ポリヌクレオチドを、配列番号2の第531番のSerをコードするコドンと第532番のAsn
をコードするコドンの間、ならびに、配列番号2の第321番のHをコードするコドンと第326
番のSをコードするコドンの間に挿入し、該DISC1由来ペプチドがチクングニアウイルス構
造タンパク質のE2およびE3の両方に挿入されているチクングニアウイルス構造タンパク質
の発現用プラスミドを構築した。各ポリヌクレオチドを、配列番号2の第321番のHをコー
ドするコドンと第326番のSをコードするコドンの間に挿入し、該DISC1由来ペプチドがチ
クングニアウイルス構造タンパク質のE3に挿入されているチクングニアウイルス構造タン
パク質の発現用プラスミド（以降、それぞれpCHIKV-299.56およびpCHIKV-274.56と称する
）を構築した。
　293F細胞を、指示したDISC1発現VLPで遺伝子導入した。遺伝子導入の4日後に、該上清
を回収した。
【０１８８】
　CHIKV構造ポリペプチドと結合したDISC1_451、_452または_454を含むVLPの発現は、抗C
HIKV抗体を用いたウェスタンブロッティングにより確認した（図10参照）。１次抗体（1:
1000希釈）はチクングニアに対する抗血清であり、二次抗体（1:5000希釈）は抗マウスIg
G-HRP抗体だった。図10で見られるように、該抗原をE3、およびE2とE3の両方（二重）に
挿入した場合に、DISC1_451、_452および_454挿入VLPが産生された。
【０１８９】
　［実施例１０］
実施例１０：ウイルス構造タンパク質のエンベロープタンパク質E3に挿入されたIL-2を含
むチクングニアウイルス(CHIKV)-ウイルス様粒子の作製
　ヒトIL-2変異体を、Levin et. al、Nature 484(7395): 529-533、2012に記載の方法に
従い作製した。マウスIL-2変異体はF54A(Mott HR et al. J.Mol.Biol. 247、979-994、19
95)およびD34K(Berndt et al. Biochemistry 33、6571、1994)であり、これらの文献の内
容全体が参照により本明細書に組み込まれる。
【０１９０】
　各ポリヌクレオチドを、配列番号2の第321番のHをコードするコドンと第326番のSをコ
ードするコドンの間に挿入し、該IL-2由来ペプチドがチクングニアウイルス構造タンパク
質のE3に挿入されているチクングニアウイルス構造タンパク質の発現用プラスミド（以降
、それぞれpCHIKV-299.56およびpCHIKV-274.56と称する）を構築した。実施例6に記載の
方法と同じ方法に従い、IL-2を含むチクングニアウイルス様粒子を作製して精製した。
【０１９１】
　CHIKV構造ポリペプチドと結合したIL-2を含むVLPの発現は、マウス抗CHIKV抗体を用い
たウェスタンブロッティングにより確認した（図11および12参照）。図11および12で見ら
れるように、これらの抗原がE3に挿入された場合に、ヒトIL-2野生型、ヒトIL-2変異体、
マウスIL-2野生型、およびマウスIL-2変異体挿入VLPが産生された。
【０１９２】
　提供されるエンベロープタンパク質E3中にIL-2由来ペプチドを含むCHIKVウイルス構造
タンパク質、並びに該ウイルス構造タンパク質を発現するベクターは、配列番号:83-92で
ある。これらの配列は6Kタンパク質を含有するが、6Kタンパク質は、E1タンパク質を小胞
体に輸送するためのシグナル配列として働き、ここで、6Kタンパク質は宿主のシグナルペ
プチダーゼによりプロセシングされ、ウイルス粒子には集合しない。
【０１９３】
　［実施例１１］
実施例１１：ウイルス構造タンパク質のエンベロープタンパク質E2およびE3の両方に挿入
されたマウスマラリア(プラスモディウム・ヨエリ)を含むCHIKV VLPの筋肉内注射による
、マウスのマラリアに対する保護
　エンベロープタンパク質E2およびE3の両方に挿入されたマラリアプラスモディウム・ヨ
エリCSP 4Xリピートを含むチクングニアVLP(261.261 CHIKV VLP)と、エンベロープタンパ
ク質E2およびE3の両方に挿入されたマラリアプラスモディウム・ヨエリCSP 14Xリピート
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製した。本実施例で用いられる、リンカーと有するリピート抗原のアミノ酸配列およびヌ
クレオチド配列は、配列番号：93-96である。E2およびE3の両方に抗原を含有するCHIKVウ
イルス構造タンパク質と、該ウイルス構造タンパク質の発現ベクターは、配列番号：97-1
00である。これらの配列は6Kタンパク質を含有するが、6Kタンパク質は、E1タンパク質を
小胞体に輸送するためのシグナル配列として働き、ここで、6Kタンパク質は宿主のシグナ
ルペプチダーゼによりプロセシングされ、ウイルス粒子には集合しない。
【０１９４】
　該マウス（n=10）を、筋肉内注射により、0週目および3週目に261.261 CHIKV VLPまた
は264.264 CHIKV VLPを用いて2回免疫化した（マウス1匹あたり20μg VLP）。VLPを、注
射前にアルハイドロゲルアジュバントと混合した。5週目に、261.261 CHIKV VLP、264.26
4 CHIKV VLPおよび挿入抗原を有さないCHIKV VLP(対照群)で免疫化したマウスに対し、10
00用量のプラスモディウム・ヨエリスポロゾイトにより、静脈内に負荷を行った。
【０１９５】
　マラリア感染をPCRにより確認した。ゲノムDNAを負荷後14日目のマウス血液から精製し
た。18SマラリアDNAを、PCRにより増幅した。図13は、PCRの結果を示し、対照VLPで免疫
化した10匹のマウスのうち、9匹がマラリアに感染しており；エンベロープタンパク質E2
およびE3の両方に挿入されたマラリアCSP 4Xリピートを含むチクングニアVLP(261.261 VL
P)で免疫化した10匹のマウスのうち、9匹はマラリアに感染しておらず；エンベロープタ
ンパク質E2およびE3の両方に挿入されたマラリアCSP 14Xリピートを含むチクングニアVLP
で免疫化した10匹のマウスのうち、9匹はマラリアに感染していなかったことを示す。
【０１９６】
　［実施例１２］
実施例１２：ウイルス構造タンパク質およびヒトマラリアCSPリピートエピトープを含む
チクングニアウイルス(CHIKV)-ウイルス様粒子の免疫原性：74.74(E2およびE3(二重)挿入
）、74(E2挿入)および74(E3挿入)
　E2またはE3に、並びにE2およびE3の両方に、マラリアCSP 6Xリピート抗原（6XNPNA）を
含むチクングニアウイルス構造タンパク質を、前述の実施例と同様の方法で作製した。E2
およびE3の両方にCSP 6Xリピート抗原を含むCHIKVウイルス構造タンパク質は配列番号101
であり、該ウイルス構造タンパク質の発現ベクターは配列番号102(74.74.58)である。CSP
 6Xリピート抗原を含むCHIKV VLPを、実施例6と同じ方法で作製して精製した。
【０１９７】
　該マウス（群当たりn=4）を、10μgの図中に示したVLPで免疫化した。免疫化後10日目
に、免疫化したマウスの血清中の抗CSP抗体力価を、組換えCSPでコートしたELISAにより
測定した。
【０１９８】
　図14は、E3挿入VLP、並びに、E2およびE3（二重）挿入VLPが、E2挿入VLPよりも高い力
価を有したことを示す。
【０１９９】
　［実施例１３］
実施例13：ウイルス構造タンパク質およびhHER2抗原を含むチクングニアウイルス(CHIKV)
-ウイルス様粒子の作製
　以下のhHER2タンパク質由来ポリペプチドを、hHER2抗原を含むCHIKV-VLPの作製に用い
た。SGGは、抗原のN末端リンカー（核酸配列ではTCCGGAGGA）であり、GGSは抗原のC末端
リンカー（核酸配列ではGGAGGATCC）である。
【０２００】
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【表３】

【０２０１】
【表４】

【０２０２】
　各ポリヌクレオチドを、配列番号2の第531番のSerをコードするコドンと第532番のAsn
をコードするコドンの間に挿入し、該hHER2由来ペプチドがチクングニアウイルス構造タ
ンパク質のE2に挿入されているチクングニアウイルス構造タンパク質の発現用プラスミド
を構築した。同様に、各ポリヌクレオチドを、配列番号2の第321番のHをコードするコド
ンと第326番のSをコードするコドンの間に挿入し、該hHER2由来ペプチドがチクングニア
ウイルス構造タンパク質のE3に挿入されているチクングニアウイルス構造タンパク質の発
現用プラスミドを構築した。
【０２０３】
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　実施例6に記載の方法と同じ方法に従い、hHER2を含むチクングニアウイルス様粒子を作
製して精製した。
【０２０４】
　CHIKV構造ポリペプチドと結合したhHER2を含むVLPの発現は、マウス抗CHIKV抗体を用い
たウェスタンブロッティングにより確認した（図15参照）。これらのうち、401、404、40
6、および409は、異なるエピトープをコードするために、比較的高い発現レベルだった。
【０２０５】
　［実施例１４］
実施例１４：免疫原性
　該マウス（群当たりn=4）を、E2またはE2およびE3の両方（二重）に挿入されたhHER2抗
原#401を含む、10μgのCHIKV VLPを用いて免疫化した。該マウス（n=10）を、筋肉内注射
により、0週目および3週目に、hHER2抗原を含むVLPまたは抗原を含まないCHIKV VLPを用
いて2回免疫化した。VLPを、注射前にアルハイドロゲルアジュバントと混合した。
【０２０６】
　2回目の免疫化の2週間後（1回目の免疫化の5週間後）に、免疫化したマウスの血清中の
抗hHER2抗体力価を、組換えhHER2でコートしたELISAプレートにより測定した。
【０２０７】
　図16は、E2またはE2およびE3の両方（二重）にhHER2抗原#401を含むCHIKV VLPが、hHER
2タンパク質に対する抗体を作成し、二重挿入VLP（すなわち、抗原がE2およびE3の両方に
挿入されている）が、抗原がE2に挿入されているVLPよりも、高い力価を提示し得たこと
を示す。
【０２０８】
　［実施例１５］
実施例１５：ウイルス構造タンパク質およびhHER2抗原を含むチクングニアウイルス(CHIK
V)-ウイルス様粒子の作製
　以下のhHER2タンパク質由来ポリペプチド(GENBANK番号:NM_001005862)および誘導体を
、hHER2抗原を含むCHIKV-VLPの作製に用いた。
【０２０９】

【表５】

【０２１０】
　これらのアミノ酸配列は、配列番号128、129、130および131に相当する。
【０２１１】
　該抗原において、SGGはN末端リンカーであり、GGSはC末端リンカーである。
【０２１２】
　各ポリヌクレオチドを、配列番号2の第321番のHをコードするコドンと第326番のSをコ
ードするコドンの間に挿入し、該hHER2由来ペプチドがチクングニアウイルス構造タンパ
ク質のE3に挿入されているチクングニアウイルス構造タンパク質の発現用プラスミドを構
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築した。
【０２１３】
　各ポリヌクレオチドを、配列番号2の第531番のSerをコードするコドンと第532番のAsn
をコードするコドンの間に挿入し、該hHER2由来ペプチドがチクングニアウイルス構造タ
ンパク質のE2に挿入されているチクングニアウイルス構造タンパク質の発現用プラスミド
を構築した。
【０２１４】
　同様に、各ポリヌクレオチドをチクングニアウイルス構造タンパク質のE2およびE3の両
方に挿入した。
【０２１５】
　実施例6に記載の方法と同じ方法に従い、hHER2を含むチクングニアウイルス様粒子を作
製して精製した。CHIKVウイルス構造タンパク質のE2、E3または二重(E2およびE3の両方)
に挿入されたhHER2を含むVLPの発現を、抗CHIKV抗体を用いたウェスタンブロッティング
により確認した。
【０２１６】
　［実施例１６］
実施例16：ウイルス構造タンパク質およびBTLA抗原を含むチクングニアウイルス(CHIKV)-
ウイルス様粒子の作製
【０２１７】
　hBTLAのポリペプチド（383: SGGCKLNGTTCGGS(配列番号132)、GENBANK番号: NM_0010853
57由来）を、hBTLA 抗原を含むCHIKV-VLPの作製に用いた。該抗原において、SGGはN末端
リンカーであり、GGSはC末端リンカーである。
【０２１８】
　該ペプチドをコードするポリヌクレオチドを、配列番号2の第321番のHと第326番のSと
をコードするコドンの間に挿入して、hBTLA由来ペプチドがE3に挿入されているチクング
ニアウイルス構造タンパク質を発現するプラスミドを構築した。
【０２１９】
　実施例6に記載の方法と同じ方法に従いhBTLA 抗原を含むチクングニアウイルス様粒子
を作製して精製した。
【０２２０】
　このように得られたVLPで免疫化したマウスから、慣用される手順によりモノクローナ
ル抗体を作製した。該モノクローナル抗体の該抗原への結合特性を、BTLAタンパク質でコ
ートしたELISAにより測定した。図１７は、BTLA抗原を含むCHIKV VLPが、マウスBTLA(mBT
LA)およびヒトBTLA(hBTLA)タンパク質の両方に結合するモノクローナル抗体を作成し得る
ことを示す。
【０２２１】
　［実施例１７］
実施例１７：ウイルス構造タンパク質およびHVEM抗原を含むチクングニア(CHIKV)-ウイル
ス様粒子の作製
　以下のヒトHVEMペプチド(hHVEM、GENBANK番号:NM_001297605由来)を、hHVEM抗原を含む
CHIKV-VLPの作製に用いた。
354: SGGCVKEASGELTGTVCGGS(配列番号133)
356: SGGCYRVKEASGELTGTVSEPCGGS(配列番号134)
362: SGGCSRNSSRTENAVCGGS(配列番号135)
372: SGGCQMSDPAMGLRSRNCGGS(配列番号136)
【０２２２】
　該抗原において、SGGはN末端リンカーであり、GGSはC末端リンカーである。該ペプチド
をコードするポリヌクレオチドを、配列番号2の第321番のHと第326番のSとをコードする
コドンの間に挿入して、hHVEM由来ペプチドがE3に挿入されているチクングニアウイルス
構造タンパク質を発現するプラスミドを構築した。
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【０２２３】
　実施例6に記載の方法と同じ方法に従い、hHHVEMを含むチクングニアウイルス様粒子を
作製して精製した。CHIKV構造ポリペプチドと結合したhHVEMを含むVLPの発現を確認した
（図18参照）。
【０２２４】
　［実施例１８］
実施例１８：安定な細胞株からの未熟なCHIKV VLPの発現
　実施例８で得られた未熟なVLPを発現する遺伝子導入細胞株を作製した。
　１．ハイグロマイシンBなどの選択マーカーを含む、実施例８で用いた発現ベクターを
、293F細胞に遺伝子導入した。
　２．遺伝子導入された細胞を、１日間インキュベートした。
　３．遺伝子導入された細胞を、150-200ug/mlでハイグロマイシンを含有する選択培地で
、１－２週間培養した。
　４．選択培地中で増殖でき、少なくとも1回でわけることができる細胞を選択した。
　５．単一細胞を単離してクローン化した。その後、ウェスタンブロッティングにより、
細胞が上清中にVLPを分泌していることを確認した。
【０２２５】
　クローン細胞を、酪酸ナトリウムを含む培地中で3ヵ月間培養し、培養液の上清を得て
、上清中の未熟なVLPを確認した。結果は図19に示す。本データは、得られた細胞株が安
定であり、長期間にわたって未熟なVLPを連続的に作成できたことを示している。
【０２２６】
　［実施例１９］
実施例19：PD-L1 VLPによる、腫瘍に対する保護
　実施例４に従い得られたPD-L1 VLPを用いた。該マウス（群当たりn=10）を、0、3、6お
よび9週目に、PBS(対照)またはPD-L1 VLPで注射した。
【０２２７】
　該マウスを、8週目に、CT26細胞株（1×106細胞）で負荷した。腫瘍サイズを測定した
。
　図20は、PD-L1 VLPが腫瘍に対してマウスを保護することを示す。
【０２２８】
　［実施例２０］
実施例２０：ウイルス構造タンパク質と、そのエンベロープタンパク質E2およびE3の両方
に挿入されたマラリア抗原とを含む、チクングニアウイルス(CHIKV)様粒子を含む医薬組
成物の作製
　E3のみに、またはE2およびE3の両方にマラリアCSP 14Xリピート抗原76(14XNPNA)を含む
チクングニアウイルス構造タンパク質を、前述の実施例に従い同様の方法で、293F細胞で
発現した（E2およびE3にCSP 14Xリピート抗原76を含有するCHIKVウイルス構造タンパク質
は配列番号103であり、該ウイルス構造タンパク質の発現ベクターは配列番号104である）
。該チクングニアウイルス様粒子を、前述の実施例と同様の方法で作製して精製した。CH
IKV構造ポリペプチドと結合したCSPリピート抗原76を含むVLPの発現を、CHIKV-VLP免疫化
サル血清に対するウェスタンブロッティングにより確認した。図21参照。
【０２２９】
　ワクチン組成物である医薬組成物を作製するために、80μgの作製した粒子を、１mlの
リン酸スクロース溶液、ｐH7.2、エンドトキシン不含有(Teknova、SP buffer)と混合した
。
【０２３０】
　BALB/cマウスの群(n=4)を、このように得られた15μgのVLPにより、3週間の間隔を空け
て、アルハイドロゲル2%アジュバント有りまたは無しで、3回筋肉内に免疫化した。三回
目の投与後２週間目に、血清を回収した。血清の抗CSP NANP力価を、コーティングに(NAN
P)6ペプチドを用いたELISAにより測定した。本実験の結果は図22に示している。CSPエピ
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トープNANPを含むVLPは、抗CSP NANP抗体の産生を刺激し、その応答はアルミ（Alum）の
使用により増強された。

【図１】

【図２】

【図３】
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