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(57)【要約】
本発明は、新規のパルボウイルスタンパク質「集合活性化タンパク質」(AAP)をコードす
る核酸、コードされるポリペプチド、前記ポリペプチドを産生する方法、AAP特異的抗体
、前記ポリペプチドを調製するための前記核酸の使用、パルボウイルス粒子を調製するた
めの前記核酸または前記ポリペプチドの使用、およびパルボウイルス構造タンパク質VP3
のコード配列に加えて、配列断片Z/AAPをコードする核酸を細胞内に提供し、rep非依存性
プロモーターの制御下でVP3および断片Zを発現させることによって、VP3から本質的にな
るパルボウイルス粒子を産生する方法に関する。さらに、本発明は、VP3から本質的にな
り、かつ/または前記方法によって入手可能なパルボウイルス粒子、ならびに(i)異種プロ
モーターならびに(ii)VP3コード配列および/または断片Zを含む発現カセットに関する。
さらに、本発明は、前記パルボウイルス粒子または発現カセットを含む医用薬剤、特に、
ワクチン、およびその使用に関する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　SEQ ID NO:1、SEQ ID NO:2、SEQ ID NO:3、SEQ ID NO:4、SEQ ID NO:5、SEQ ID NO:6、
SEQ ID NO:7、SEQ ID NO:8、SEQ ID NO:9、SEQ ID NO:10、SEQ ID NO:11、SEQ ID NO:12
、SEQ ID NO:13、SEQ ID NO:14、SEQ ID NO:15、SEQ ID NO:16、SEQ ID NO:17、SEQ ID N
O:18、SEQ ID NO:19、SEQ ID NO:20、SEQ ID NO:21、およびSEQ ID NO:22からなる群より
選択されるアミノ酸配列を含むポリペプチドをコードするか、またはこれらのアミノ酸配
列のいずれかの機能活性変種を含むポリペプチドをコードし、
　いずれの機能タンパク質も発現することができず、特に、Rep40、Rep52、Rep68、Rep78
、VP1、VP2、およびVP3を発現することができない、核酸であって、
　機能活性変種が、
　(i)SEQ ID NO:1～22のアミノ酸配列のいずれかと少なくとも60％同一のアミノ酸配列を
有する、および/または
　(ii)6xSSC、5xデンハルト液、0.5％SDSの中で、40℃で2～12時間、SEQ ID NO:23、SEQ 
ID NO:24、SEQ ID NO:25、SEQ ID NO:26、SEQ ID NO:27、SEQ ID NO:28、SEQ ID NO:29、
SEQ ID NO:30、SEQ ID NO:31、SEQ ID NO:32、SEQ ID NO:33、SEQ ID NO:34、SEQ ID NO:
35、SEQ ID NO:36、SEQ ID NO:37、SEQ ID NO:38、SEQ ID NO:39、SEQ ID NO:40、SEQ ID
 NO:41、SEQ ID NO:42、SEQ ID NO:43、およびSEQ ID NO:44からなる群より選択される核
酸配列、もしくはSEQ ID NO:23～44の核酸配列のいずれかに相補的な核酸配列にハイブリ
ダイズするcDNAによってコードされる、および/または
　(iii)VP1、VP2、およびVP3をコードするオープンリーディングフレーム(ORF)とインフ
レームにないORFを含み、VP3 ORFの378ヌクレオチドより多くを含む、パルボウイルスゲ
ノムの一部によってコードされる、核酸。
【請求項２】
　SEQ ID NO:1、SEQ ID NO:2のアミノ酸配列、またはSEQ ID NO:5のアミノ酸配列を含む
ポリペプチドをコードすることを特徴とする、請求項1記載の核酸。
【請求項３】
　機能活性変種が、SEQ ID NO:1、SEQ ID NO:2、SEQ ID NO:3、SEQ ID NO:4、SEQ ID NO:
5、SEQ ID NO:6、SEQ ID NO:7、SEQ ID NO:8、SEQ ID NO:9、SEQ ID NO:10、SEQ ID NO:1
1、SEQ ID NO:12、SEQ ID NO:13、SEQ ID NO:14、SEQ ID NO:15、SEQ ID NO:16、SEQ ID 
NO:17、SEQ ID NO:18、SEQ ID NO:19、SEQ ID NO:20、SEQ ID NO:21、およびSEQ ID NO:2
2のアミノ酸配列のいずれかと少なくとも65％、より好ましくは少なくとも70％、より好
ましくは少なくとも75％、より好ましくは少なくとも80％、より好ましくは少なくとも85
％、より好ましくは少なくとも90％、より好ましくは少なくとも95％、最も好ましくは少
なくとも99％、および特に100％同一のアミノ酸配列を有する、請求項1または2記載の核
酸。
【請求項４】
　機能活性変種が、6xSSC、5xデンハルト液、0.5％SDSの中で、45℃、より好ましくは50
℃、より好ましくは55℃、より好ましくは60℃、特に65℃、および有利には68℃で、SEQ 
ID NO:23、SEQ ID NO:24、SEQ ID NO:25、SEQ ID NO:26、SEQ ID NO:27、SEQ ID NO:28、
SEQ ID NO:29、SEQ ID NO:30、SEQ ID NO:31、SEQ ID NO:32、SEQ ID NO:33、SEQ ID NO:
34、SEQ ID NO:35、SEQ ID NO:36、SEQ ID NO:37、SEQ ID NO:38、SEQ ID NO:39、SEQ ID
 NO:40、SEQ ID NO:41、SEQ ID NO:42、SEQ ID NO:43、およびSEQ ID NO:44の核酸配列の
いずれかに相補的な核酸配列にハイブリダイズするcDNAよってコードされる、請求項1～3
のいずれか一項記載の核酸。
【請求項５】
　機能活性変種が、6xSSC、5xデンハルト液、0.5％SDSの中で、SEQ ID NO:23の核酸配列
またはSEQ ID NO:23の核酸配列に相補的な核酸配列にハイブリダイズするcDNAによってコ
ードされる、請求項1～4のいずれか一項記載の核酸。
【請求項６】
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　VP3 ORFの378より多いヌクレオチド、好ましくは少なくとも400ヌクレオチド、より好
ましくは少なくとも425、および特に少なくとも445ヌクレオチドを含むことを特徴とする
、請求項1～5のいずれか一項記載の核酸。
【請求項７】
　VP3開始コドン5'側のすぐ上流に位置する、隣接VP2コードヌクレオチドの少なくとも44
ヌクレオチド、好ましくは少なくとも20ヌクレオチド、より好ましくは少なくとも5ヌク
レオチドを含むことを特徴とするか、またはその開始コドンが、VP3開始コドンの下流4ヌ
クレオチドにある、好ましくは24ヌクレオチドにある、およびより好ましくは44ヌクレオ
チドにあるATGであることを特徴とする、請求項1～6のいずれか一項記載の核酸。
【請求項８】
　VP3のキャプシド集合を促進するタンパク質を発現することができることを特徴とする
、請求項1～7のいずれか一項記載の核酸。
【請求項９】
　AAV2に由来し、かつその翻訳開始コドンが、C2729TG、A2735CG、A2717TT、またはT2720
TGであることを特徴とするか、または別のパルボウイルスに由来し、かつその翻訳開始コ
ドンが、AAV2の翻訳開始コドンと相同な部位にあることを特徴とする、請求項1～8のいず
れか一項記載の核酸。
【請求項１０】
　オープンリーディングフレームの翻訳の改善を可能にするATG開始コドンを生じさせる
変異を含む、好ましくは、AAV2の翻訳開始コドンの1つまたは他のパルボウイルスの相同
な部位がATG開始コドンに変異している、請求項1～9のいずれか一項記載の核酸。
【請求項１１】
　核酸のポリペプチドコード配列の後にポリ(A)シグナルが続くことを特徴とする、請求
項1～10のいずれか一項記載の核酸。
【請求項１２】
　ポリペプチドコード配列の転写を駆動するプロモーター、好ましくは、異種プロモータ
ー、特に、誘導性異種プロモーターを含むことを特徴とする、請求項1～11のいずれか一
項記載の核酸。
【請求項１３】
　アデノ随伴ウイルス(AAV)、ガチョウパルボウイルス、アヒルパルボウイルス、および
ヘビパルボウイルスに由来することを特徴とする、請求項1～12のいずれか一項記載の核
酸。
【請求項１４】
　AAVが、ウシAAV(b-AAV)、イヌAAV(CAAV)、マウスAAV1、ヤギAAV、ラットAAV、トリAAV(
AAAV)、AAV1、AAV2、AAV3b、AAV4、AAV5、AAV6、AAV7、AAV8、AAV9、AAV10、AAV11、AAV1
2、およびAAV13、特に、AAV2からなる群より選択されることを特徴とする、請求項13記載
の核酸。
【請求項１５】
　発現カセット、構築物、ベクター、または細胞株の中に含まれる、請求項1～14のいず
れか一項記載の核酸。
【請求項１６】
　請求項1～14のいずれか一項記載の核酸によってコードされるポリペプチド。
【請求項１７】
　集合活性化タンパク質(AAP)である、請求項16記載のポリペプチド。
【請求項１８】
　宿主細胞において、請求項1～14のいずれか一項記載の核酸を発現させる工程を含む、
請求項16または17記載のポリペプチドを産生する方法。
【請求項１９】
　宿主細胞が、哺乳動物細胞株、特に、ヒト細胞株、バキュロウイルス感染に用いられる
細胞株、細菌株、および酵母株からなるリストより選択されることを特徴とする、請求項
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18記載の方法。
【請求項２０】
　請求項17記載のポリペプチドに特異的に結合する抗体。
【請求項２１】
　AAV2のAAP(SEQ ID NO.1)に特異的に結合することを特徴とする、請求項20記載の抗体。
【請求項２２】
　請求項16または17に記載のポリペプチドを調製するための、請求項1～14のいずれか一
項記載の核酸の使用。
【請求項２３】
　パルボウイルス粒子を調製するための、請求項1～14のいずれか一項記載の核酸または
請求項16または17に記載のポリペプチドの使用。
【請求項２４】
　機能タンパク質VP1、VP2、およびRep、特に、Rep40、Rep52、Rep68、およびRep78をい
ずれも含まないパルボウイルス粒子を調製するための、請求項23記載の核酸またはポリペ
プチドの使用。
【請求項２５】
　VP3から本質的になるパルボウイルス粒子を産生する方法であって、
　i.rep非依存性プロモーターの制御下にある、パルボウイルスに由来するVP3コード配列
(cds)からVP3を発現することができ、かつ請求項1～14のいずれか一項記載の核酸によっ
てコードされるタンパク質を発現することができる細胞を提供する工程、
　ii.VP3および請求項1～14のいずれか一項記載の核酸に由来するタンパク質の発現を促
す条件で細胞をインキュベートし、それによって、パルボウイルス粒子を産生する工程、
ならびに
　iii. 任意で、細胞からパルボウイルス粒子を精製する工程
を含み、
細胞1個あたり少なくとも105個のウイルス粒子が形成され、かつ
VP1、VP2、およびRep、特に、Rep40、Rep52、Rep68、およびRep78の機能タンパク質は発
現されない、方法。
【請求項２６】
　細胞1個あたり少なくとも106個、および好ましくは少なくとも107個のウイルス粒子が
形成される、請求項25記載の方法。
【請求項２７】
　機能タンパク質VP1、VP2、およびRep、特に、Rep40、Rep52、Rep68、およびRep78のタ
ンパク質発現が細胞において遮断されている、請求項25または26のいずれかに記載の方法
。
【請求項２８】
　請求項1～14のいずれか一項記載の核酸がVP3 cdsに対してシスで提供される、請求項25
～27のいずれか一項記載の方法。
【請求項２９】
　請求項1～14のいずれか一項記載の核酸がVP3 cdsに対してトランスで提供される、請求
項25～28のいずれか一項記載の方法。
【請求項３０】
　パルボウイルス粒子が、Rep機能タンパク質、特に、Rep40、Rep52、Rep68、およびRep7
8をいずれも含有しない、請求項25～29のいずれか一項記載の方法。
【請求項３１】
　発現された構造タンパク質の最大で1/50、好ましくは最大で1/100、より好ましくは最
大で1/250、最も好ましくは最大で1/500が請求項16記載のポリペプチドであり、特に、ど
の構造タンパク質も請求項16記載のポリペプチドでない、請求項25～30のいずれか一項記
載の方法。
【請求項３２】
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　粒子の最大で1/100、好ましくは粒子の最大で1/1,000、より好ましくは粒子の最大で1/
10,000がDNAを含有し、特に、どの粒子もDNAを含有しない、請求項25～31のいずれか一項
記載の方法。
【請求項３３】
　VP3 cdsが1つまたは複数の変異を含む、請求項25～32のいずれか一項記載の方法。
【請求項３４】
　VP3 cdsの変異が、1つまたは複数の欠失、1つまたは複数の挿入、1つまたは複数の置換
、およびその組み合わせからなる群より選択される変異である、請求項33記載の方法。
【請求項３５】
　VP3 cdsが1つまたは複数のサイレント変異を含む、請求項33または34のいずれかに記載
の方法。
【請求項３６】
　VP3 cdsの1つまたは複数の変異が、VP3 VLPの表面上に位置する1つまたは複数の変異に
つながる、請求項33～35のいずれか一項記載の方法。
【請求項３７】
　VP3 cdsの1つまたは複数の変異が、VP3のN末端に位置する1つまたは複数の変異につな
がる、請求項33～36のいずれか一項記載の方法。
【請求項３８】
　VP3 cdsの1つまたは複数の変異が、I-261、I-266、I-381、I-447、I-448、I-453、I-45
9、I-471、I-534、I-570、I-573、I-584、I-587、I-588、I-591、I-657、I-664、I-713、
およびI-716、好ましくはI-261、I-453、I-534、I-570、I-573、およびI-587、特に、I-5
87からなる群より選択される1つまたは複数の位置への1つまたは複数の挿入につながる、
請求項33～37のいずれか一項記載の方法。
【請求項３９】
　I-261、I-453、I-534、I-570、I-573、およびI-587からなる群より選択される2つの位
置に、好ましくはI-261とI-587との組み合わせ、I-261とI-453との組み合わせ、またはI-
453とI-587との組み合わせに、2つの挿入がなされる、請求項38記載の方法。
【請求項４０】
　VP3の3つの位置で変異される、好ましくは、位置453における挿入と位置587における挿
入との組み合わせおよびさらなる変異と組み合わせされる、請求項38記載の方法。
【請求項４１】
　VP3が、ウイルスに対して異種の少なくとも1つのエピトープを含む、請求項33～40のい
ずれか一項記載の方法。
【請求項４２】
　VP3タンパク質のエピトープがB細胞エピトープである、請求項41記載の方法。
【請求項４３】
　B細胞エピトープが、I-453および/またはI-587、特に、AAV1、AAV2、またはAAV4のI-45
3および/またはI-587に挿入される、請求項41または42のいずれかに記載の方法。
【請求項４４】
　VP3が融合タンパク質の中に含まれる、請求項25～43のいずれか一項記載の方法。
【請求項４５】
　VP3が、リガンドとの結合に有用な少なくとも1つのタグを含む、請求項25～44のいずれ
か一項記載の方法。
【請求項４６】
　VP3が少なくとも1つのさらなる変異を含む、請求項33～45のいずれか一項記載の方法。
【請求項４７】
　請求項25～46記載の方法から入手可能なパルボウイルス粒子。
【請求項４８】
　VP3から本質的になるパルボウイルス粒子であって、
　i.VP3は、任意で1つまたは複数の変異を含み、かつ、
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　ii.VP3は、異種核局在化シグナルを含有せず、かつ
　iii.粒子は、Rep機能タンパク質、特に、Rep40、Rep52、Rep68、およびRep78をいずれ
も含有しない、
VP3から本質的になるパルボウイルス粒子。
【請求項４９】
　キャプシドがVP3のみからなる、請求項47または48のいずれかに記載のパルボウイルス
粒子。
【請求項５０】
　VP3の変異が請求項33～46のいずれか一項記載の変異である、請求項47～49のいずれか
一項記載のパルボウイルス粒子。
【請求項５１】
　異種プロモーターおよび請求項25～46のいずれか一項記載のVP3 cdsを含む、VP3発現カ
セットAであって、VP3の転写は異種プロモーターによって駆動され、かつ該発現カセット
は本質的にVP3のみを発現することができる、VP3発現カセットA。
【請求項５２】
　異種プロモーター、請求項25～46のいずれか一項記載のVP3 cds、ならびに請求項1～14
のいずれか一項記載の核酸を含む、組み合わせ発現カセットであって、VP3および請求項1
6～17のいずれかに記載のポリペプチドの発現は、この1つの異種プロモーターによって駆
動される、組み合わせ発現カセット。
【請求項５３】
　請求項51記載の少なくとも1つのVP3発現カセット、および請求項15記載の発現カセット
に含まれる少なくとも1つの核酸を含む、キット。
【請求項５４】
　請求項52記載の少なくとも1つの組み合わせ発現カセットおよびマニュアルを含む、キ
ット。
【請求項５５】
　医用薬剤として使用するための、請求項47～50のいずれか一項記載のパルボウイルス粒
子。
【請求項５６】
　医用薬剤が1種類または複数の種類の賦形剤をさらに含む、請求項55記載のパルボウイ
ルス粒子。
【請求項５７】
　医用薬剤がワクチンである、請求項55または56のいずれかに記載のパルボウイルス粒子
。
【請求項５８】
　ワクチンが1種類または複数のアジュバントをさらに含む、請求項57記載のパルボウイ
ルス粒子。
【請求項５９】
　自己免疫疾患、感染症、腫瘍疾患、アレルギー性疾患、代謝病、(慢性)炎症性疾患、神
経学的疾患、依存症の予防もしくは治療において使用するための、または眼科学において
用いられる、請求項55～58のいずれか一項記載のパルボウイルス粒子。
【請求項６０】
　自己免疫疾患および/または慢性炎症性疾患が、慢性関節リウマチ、乾癬、およびクロ
ーン病からなる群より選択される、請求項59記載のパルボウイルス粒子。
【請求項６１】
　腫瘍疾患が、モノクローナル抗体を用いた治療に適している、請求項59記載のパルボウ
イルス粒子。
【請求項６２】
　アレルギー性疾患が、喘息、アレルギー、およびアレルギー性鼻炎からなる群より選択
される、請求項59記載のパルボウイルス粒子。
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【請求項６３】
　神経学的疾患がアルツハイマー病である、請求項59記載のパルボウイルス粒子。
【請求項６４】
　代謝病がアテローム性動脈硬化症である、請求項59記載のパルボウイルス粒子。
【請求項６５】
　眼科学的疾患が加齢黄斑変性である、請求項59記載のパルボウイルス粒子。
【請求項６６】
　B細胞寛容を破壊する方法において使用するための、請求項55～65のいずれか一項記載
のパルボウイルス粒子。
【請求項６７】
　パルボウイルス変異構造タンパク質が遺伝子療法におけるベクターとして用いられない
、請求項55～66のいずれか一項記載のパルボウイルス粒子。
【請求項６８】
　遺伝子療法のための、請求項55～56および59～66のいずれか一項記載のパルボウイルス
粒子の使用。
【請求項６９】
　VP3から本質的になるパルボウイルス粒子を産生する方法であって、
　i.細胞において、rep非依存性プロモーターの制御下にある、パルボウイルスに由来す
るVP3コード配列(cds)からVP3を発現させる工程、
　ii.細胞において、rep非依存性プロモーターの制御下にあるDNA配列断片(断片Z)を発現
させる工程であって、断片Zは、
　　(1)VP3開始コドン上流にある少なくとも44ヌクレオチド、ならびに
　　(2)
　　a)パルボウイルス、または
　　b)AAV2に由来する断片Zのヌクレオチド配列と少なくとも60％、好ましくは80％、よ
り好ましくは90％、特に99％、および有利には100％同一のヌクレオチド配列(図2)、また
は
　　c)4xSSC、0.1％SDSにおいて65℃で、AAV2の断片Z DNA分子の相補鎖にハイブリダイズ
する核酸配列、または
　　d)トランス相補アッセイにおいて使用して、VP3 VLPの集合を引き起こすことができ
る核酸配列
に由来する、開始コドンから開始して、VP3 cdsの242ヌクレオチドより多く
を含む、工程、
　iii.VP3発現に適した条件で細胞をインキュベートする工程、ならびに
　iv.細胞からパルボウイルス粒子を精製する工程
を含み、
細胞1個あたり約105個、好ましくは約106個、およびより好ましくは約107個のウイルス粒
子が形成され、かつ
VP1、VP2、およびRep、特に、Rep40、Rep52、Rep68、およびRep78タンパク質は本質的に
発現されない、方法。
【請求項７０】
　断片Zの配列がVP3 cdsと重複しないことから、VP3のみからなるパルボウイルス粒子が
得られる、請求項69記載の方法。
【請求項７１】
　VP1、VP2、およびRep、特に、Rep40、Rep52、Rep68、およびRep78のタンパク質発現が
遮断されている、請求項69または70のいずれかに記載の方法。
【請求項７２】
　断片ZのDNA配列の後にポリ(A)シグナルが続く、請求項69～71のいずれか一項記載の方
法。
【請求項７３】
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　断片Zが、VP3開始コドンの上流にある少なくとも44ヌクレオチド、好ましくは113ヌク
レオチド、およびより好ましくは198ヌクレオチドを含む、請求項69～72のいずれか一項
記載の方法。
【請求項７４】
　断片Zが、開始コドンから開始して、VP3 cdsの242ヌクレオチドより多く、好ましくは
約275ヌクレオチドより多く、約300ヌクレオチドより多く、約325ヌクレオチドより多く
、約350ヌクレオチドより多く、約375ヌクレオチドより多く、約400ヌクレオチドより多
く、約425ヌクレオチドより多く、および最も好ましくは約445ヌクレオチドより多くを含
む、請求項69～73のいずれか一項記載の方法。
【請求項７５】
　断片Zが少なくとも1つの変異を含む、請求項69～74のいずれか一項記載の方法。
【請求項７６】
　断片Zの変異が、タンパク質翻訳のための少なくとも1つの停止コドンを含む、請求項75
記載の方法。
【請求項７７】
　断片ZがVP3 cdsに対してシスで提供される、請求項69～76のいずれか一項記載の方法。
【請求項７８】
　断片ZがVP3 cdsに対してトランスで提供される、請求項69～77のいずれか一項記載の方
法。
【請求項７９】
　パルボウイルス粒子がRepタンパク質を含有しない、請求項69～78のいずれか一項記載
の方法。
【請求項８０】
　発現された構造タンパク質の1/50のみ、好ましくは構造タンパク質の1/100、より好ま
しくは構造タンパク質の1/250、最も好ましくは構造タンパク質の1/500がVP3のN末端伸長
バージョンであり、および特には、いずれの構造タンパク質もVP3のN末端伸長バージョン
でない、請求項69～79のいずれか一項記載の方法。
【請求項８１】
　粒子の1/100のみ、好ましくは粒子の1/1000、より好ましくは粒子の1/10000のみがウイ
ルスDNAを含有し、および特には、いずれの粒子も全くウイルスDNAを含有しない、請求項
69～80のいずれか一項記載の方法。
【請求項８２】
　パルボウイルスが、アデノ随伴ウイルス(AAV)、ウシAAV(b-AAV)、イヌAAV(CAAV)、およ
びトリAAV(AAAV)からなる群より選択される、請求項69～81のいずれか一項記載の方法。
【請求項８３】
　AAVが、AAV-1、AAV-2、AAV-3b、AAV-4、AAV-5、AAV-6、AAV-7、AAV-8、AAV-9、AAV-10
、AAV-11、およびAAV-12、特に、AAV-2からなる群より選択される、請求項82記載の方法
。
【請求項８４】
　VP3 cdsが1つまたは複数の変異をさらに含む、請求項69～83のいずれか一項記載の方法
。
【請求項８５】
　VP3 cdsの変異が、1つまたは複数の欠失、1つまたは複数の挿入、1つまたは複数の置換
、およびこれらの変異の組み合わせからなる群より選択される変異である、請求項84記載
の方法。
【請求項８６】
　VP3 cdsが1つまたは複数のサイレント変異を含む、請求項84または85のいずれかに記載
の方法。
【請求項８７】
　VP3 cdsの1つまたは複数の変異が、VP3 VLPの表面上に位置する1つまたは複数の変異に
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つながる、請求項84～86のいずれか一項記載の方法。
【請求項８８】
　VP3 cdsの1つまたは複数の変異が、VP3のN末端に位置する1つまたは複数の変異につな
がる、請求項84～87のいずれか一項記載の方法。
【請求項８９】
　VP3 cdsの1つまたは複数の変異が、I-261、I-266、I-381、I-447、I-448、I-453、I-45
9、I-471、I-534、I-570、I-573、I-584、I-587、I-588、I-591、I-657、I-664、I-713、
およびI-716、好ましくは、I-261、I-453、I-534、I-570、I-573、およびI-587、特に、I
-587からなる群より選択される1つまたは複数の位置への1つまたは複数の挿入につながる
、請求項84～88のいずれか一項記載の方法。
【請求項９０】
　I-261、I-453、I-534、I-570、I-573、およびI-587からなる群より選択される2つの位
置に、好ましくは、I-261とI-587との組み合わせ、I-261とI-453との組み合わせ、または
I-453とI-587との組み合わせに、2つの挿入がなされる、請求項89記載の方法。
【請求項９１】
　VP3が、ウイルスに対して異種の少なくとも1つのエピトープを含む、請求項84～90のい
ずれか一項記載の方法。
【請求項９２】
　VP3タンパク質のエピトープがB細胞エピトープである、請求項91記載の方法。
【請求項９３】
　B細胞エピトープが、I-453および/またはI-587、特に、AAV-1、AAV-2、またはAAV-4のI
-453および/またはI-587に挿入される、請求項91または92のいずれかに記載の方法。
【請求項９４】
　VP3が第2のタンパク質またはペプチドと融合している、請求項85～93のいずれか一項記
載の方法。
【請求項９５】
　VP3が、リガンドとの結合に有用な少なくとも1つのタグを含む、請求項85～94のいずれ
か一項記載の方法。
【請求項９６】
　VP3が少なくとも1つのさらなる変異を含む、請求項85～95のいずれか一項記載の方法。
【請求項９７】
　請求項69～96記載の方法から入手可能なパルボウイルス粒子。
【請求項９８】
　VP3から本質的になるパルボウイルス粒子であって、
　i.VP3は、1つまたは複数の変異を含み、かつ
　ii.VP3は、異種核局在化シグナル(NLS)を含有せず、かつ
　iii.粒子は、Repタンパク質を含有しない、
VP3から本質的になるパルボウイルス粒子。
【請求項９９】
　キャプシドがVP3のみからなる、請求項97または98記載のパルボウイルス粒子。
【請求項１００】
　VP3の変異が、請求項85～96のいずれか一項記載の変異である、請求項97～99のいずれ
か一項記載のパルボウイルス粒子。
【請求項１０１】
　異種プロモーターならびに請求項69および84～96のいずれか一項記載のVP3 cdsを含む
、発現カセットAであって、VP3の転写は異種プロモーターによって駆動され、かつ該発現
カセットは本質的にVP3のみを発現し、特に好ましくはVP3しか発現しない、発現カセット
A。
【請求項１０２】
　異種プロモーターならびに請求項69および73～76のいずれか一項記載の断片Zを含む、
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発現カセットBであって、断片Zの転写は異種プロモーターによって駆動される、発現カセ
ットB。
【請求項１０３】
　異種プロモーター、請求項69および84～96のいずれか一項記載のVP3 cds、ならびに請
求項69および73～76のいずれか一項記載の断片Zを含む、発現カセットCであって、VP3お
よび断片Zの発現は、この1つの異種プロモーターによって駆動される、発現カセットC。
【請求項１０４】
　請求項101記載の少なくとも1つの発現カセットAおよび請求項102記載の少なくとも1つ
の発現カセットBを含む、キット。
【請求項１０５】
　請求項103記載の少なくとも1つの発現カセットCを含む、キット。
【請求項１０６】
　請求項97～100のいずれか一項記載のパルボウイルス粒子を含む、医用薬剤。
【請求項１０７】
　1種類または複数の種類の賦形剤をさらに含む、請求項106記載の医用薬剤。
【請求項１０８】
　ワクチンである、請求項106または107のいずれかに記載の医用薬剤。
【請求項１０９】
　1種類または複数の種類のアジュバントをさらに含む、請求項108記載のワクチン。
【請求項１１０】
　自己免疫疾患、腫瘍疾患、アレルギー性疾患、代謝病、炎症性疾患、神経学的疾患の予
防もしくは治療のための、または眼科学において用いられる、請求項106～109のいずれか
一項記載の医用薬剤。
【請求項１１１】
　免疫寛容を破壊するための、請求項106～110のいずれか一項記載の医用薬剤。
【請求項１１２】
　疾患が感染症でない、請求項106～111のいずれか一項記載の医用薬剤。
【請求項１１３】
　パルボウイルス変異構造タンパク質が遺伝子療法におけるベクターとして用いられない
、請求項106～112のいずれか一項記載の医用薬剤。
【請求項１１４】
　好ましくは、自己免疫疾患および/もしくは慢性炎症性疾患、好ましくは、慢性関節リ
ウマチおよび/もしくはクローン病、腫瘍疾患、アレルギー性疾患、喘息、アルツハイマ
ー病、アテローム性動脈硬化症、代謝病、炎症性疾患、神経学的疾患を予防もしくは治療
するための、または眼科学において用いられる、ワクチンを製造するための、パルボウイ
ルスにとって異種の少なくとも1つのB細胞エピトープを含む請求項97～100のいずれか一
項記載のパルボウイルス粒子の使用であって、特に、医用薬剤が請求項106～113のいずれ
か一項に記載されている通りである、使用。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、新規のパルボウイルスタンパク質「集合活性化タンパク質」(AAP)をコード
する核酸、コードされるポリペプチド、前記ポリペプチドを産生する方法、AAP特異的抗
体、前記ポリペプチドを調製するための核酸の使用、パルボウイルス粒子を調製するため
の前記核酸または前記ポリペプチドの使用、およびパルボウイルス構造タンパク質VP3の
コード配列に加えて、配列断片Z/AAPをコードする核酸を細胞内に提供し、rep非依存性プ
ロモーターの制御下でVP3および断片Zを発現させることによって、VP3から本質的になる
パルボウイルス粒子を産生する方法に関する。さらに、本発明は、VP3から本質的になる
、および/または前記方法によって入手可能なパルボウイルス粒子、ならびに(i)異種プロ
モーターならびに(ii)VP3コード配列および/または断片Zを含む発現カセットに関する。
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さらに、本発明は、前記パルボウイルス粒子または発現カセットを含む医用薬剤、特に、
ワクチン、およびその使用に関する。
【背景技術】
【０００２】
　変異パルボウイルス構造タンパク質をベースとするウイルス様粒子(VLP)は適切なワク
チン候補であることが示されている(参照により本明細書に組み入れられる、WO2008/1454
01(特許文献1))。このような変異パルボウイルス構造タンパク質に基づいて、寛容原、ま
たは低分子抗原、さらには個々のエピトープを提示するためのVLPを作製した。これらのV
LPは、患者に対して治療効果があるようにB細胞寛容を壊さなければならない場合に、特
に有益であると分かった。
【０００３】
　VLPに基づくワクチンの臨床開発のためには、理想的には1種類の活性化合物/タンパク
質をベースとし、かつ可能な限り純粋な製品を作製することが一般的に必要である。VLP
に関して、一般的に、ウイルスは複数の種類のタンパク質からなることが多く、かつウイ
ルスDNAを特異的にパッケージングすることができるか、または宿主細胞由来DNAを非特異
的にパッケージングすることができるので、このことは難題である。従って、可能な限り
種類の少ないタンパク質を含有する、好ましくは核酸を含有しない「純粋な」VLPを得る
ことが望ましい。この文献では、このような粒子を効率的に産生するために、いくつかの
試みがなされている。
【０００４】
　Rabinowitzら(例えば、Rabinowitz et al., 1999(非特許文献1))は、ビリオンの集合お
よび感染性の重要な成分を明らかにするためにリンカー挿入変異誘発によってAAV2の構造
遺伝子を変化させた。Rabinowitzらは、repおよびcap ORFならびに位置2634にあるHaeIII
制限部位に挿入を含有する変異体H2634を作製した。重要なことには、rep ORFが存在する
ために、この挿入変異体はそれぞれのRepタンパク質を発現した。この変異体は無傷のビ
リオンを組み立て、キャプシドはVP3のみからなるように見えた。著者らによれば、細胞
溶解産物または精製ビリオンにおけるVP1およびVP2の検出不可能な発現は検出限界の問題
であった可能性がある。
【０００５】
　Warrington et al.(2004)(非特許文献2)およびWO2004/027019(特許文献2)もまた、重要
な構造ドメインを破壊することなく、完全長ペプチドをAAVキャプシドORFのどの場所に挿
入できるかを明らかにするために、キャプシド形成において個々のキャプシドタンパク質
が具体的にどのような役割を果たすかという問題に取り組んだ。repおよびcap ORFと、VP
1、VP2、および/またはVP3の開始コドンに変異を含有する構築物を作製し、従って、Rep
の存在下で1種類または2種類のみのキャプシドタンパク質を発現させることによって、Wa
rrington et al.は、VP3タンパク質が存在する場合に限ってゲノム含有粒子が形成された
ことを示した。従って、VP1および/またはVP2を単一のキャプシドタンパク質として、ま
たは一緒に発現する変異体は粒子を形成しなかった。もっと正確に言うと、彼らは、これ
らの結果から、VP1はウイルス感染に必要であるが、キャプシド集合および粒子形成には
必須でないのに対して、VP2はウイルス感染性に必須でないように見えると結論付けた。
さらに、彼らは、VLPを形成するには、VP1およびVP2の変異開始コドンを有する構築物か
らVP3だけを発現させることで十分であると述べた。
【０００６】
　同様に、Grieger et al.(2007)(非特許文献3)は、AAV2ヘルパープラスミドpXR2(repお
よびcap遺伝子を含有する。Li et al.(2008)(非特許文献4))を用いて、VP1開始コドンお
よびVP2開始コドンの変異誘発を介してVP3のみの粒子を作製した。Repの存在下でVP3のみ
の構築物ならびにVP2/VP3のみの構築物を発現させると、構築物にVP1サブユニットが無い
場合に限り非感染性のウイルス粒子が得られた。
【０００７】
　Repの存在下でVP3を唯一のキャプシドタンパク質として発現する変異体からのゲノム含
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有AAV様粒子の形成に関する結果から、これらの粒子は容易に得ることができるように見
えた。
【０００８】
　前記の発現構築物は全て、好ましくは1種類のタンパク質からなり、DNAからならないVL
Pを組み立てるために取り除かなければならないRepタンパク質を発現した。Repは、VLPに
取り付けられる余分なタンパク質であるだけでなく、前もって形成されたキャプシドへの
ウイルスゲノムおよび非特異的DNAのパッケージングを担っている(King et al., 2001(非
特許文献5))。VLPが患者の細胞に進入し、それによって、このような汚染DNAを移入する
ことで、あらゆる種類の望ましくない作用が引き起こされる可能性があるので、DNAのパ
ッケージングは避けなければならない。
【０００９】
　確実にVP3だけが発現するように、Hoque et al.(1999a(非特許文献6), 1999b(非特許文
献7))およびHanda et al.(JP2001169777)(特許文献3)は、Rep cdsの非存在下で、異種プ
ロモーターの制御下においてVP3のコード配列(cds)のみを含む発現構築物を作製した。驚
いたことに、彼らは、これらの発現構築物からウイルス粒子を産生することができなかっ
た。VP3開始コドンの5'側にある様々な部位において発現を開始する一連のVP2欠失変異体
を分析することによって、彼らはVP3の核移行に必要な領域を特定し、キャプシドタンパ
ク質の核局在の効率およびVLP形成の効率が良好な相関関係にあることを発見した。彼ら
は、VP2 cdsにあるアミノ酸29～34の領域、言い換えるとVP3の5’伸長が存在する場合に
限ってウイルス粒子が形成されると述べた。この領域のアミノ酸モチーフPARKRLから、彼
らは、これが、VP3が核に移行するのに重要な核局在化シグナル(NLS)として機能すると結
論付けた。
【００１０】
　または、キャプシドはまた、シミアンウイルス40(SV40)ラージT抗原のNLSがVP3タンパ
ク質のN末端と融合した場合(NLSSV40-VP3)にも得ることができた。この融合タンパク質は
VLPを形成することができた。このことから、このタンパク質のN末端側に位置するVP2特
異的領域は構造的に必要とされないことが分かった。この知見のため、著者らは、VP3に
はVLP形成のための十分な情報があり、VP2はキャプシドタンパク質の核移行にのみ必要で
あり、これもまたVLP形成に必要な条件であると考えた。
【００１１】
　彼らが使用した変異体構築の方法のために、全ての構築物は、コード配列のすぐ5’末
端側にあるATG開始コドンから開始した。一般的に、「位置効果」(Kozak, 2002(非特許文
献8))により、転写物の最初の(最も上流にある)ATG開始コドンが翻訳を開始するので、発
現し、粒子を生じる主なタンパク質はN末端伸長VP3であろう。VP3のさらに下流にあるATG
開始コドンからは翻訳のごく一部しか開始しないであろう。
【００１２】
　Hoque et al.(前記)およびHanda et al.(前記)に従い、彼らが述べた構築物を用いても
、本発明者らは、構成的プロモーターの制御下においてVP3 cdsのみを含む発現構築物か
らVP3のみからなるVLPを、AAV2力価測定ELISAを用いて(製造業者Progen, Heidelberg, Ge
rmanyの説明書に従って定量した。図15B)、哺乳動物細胞においても昆虫細胞においても
定量可能な量で(<1010、特に、<108キャプシド/mlが存在することを意味する)検出するこ
とができなかった。本発明者らは、構成的プロモーターの制御下にあるATGコドンから開
始して、VP1 cdsのみを含む発現構築物からVP1のみを発現するAAV様粒子を検出すること
ができず、VP2 cdsのみを含む発現構築物からVP2のみを発現するAAV様粒子を検出するこ
とができなかった。全ての構築物のみのキャプシド産生の効率、またはRep発現の存在下
もしくは非存在下と、アデノウイルスヘルパー遺伝子の同時送達の存在下もしくは非存在
下での様々な比を様々に組み合わせたキャプシド産生の効率は、AAV2力価測定ELISAの検
出下限値(<108キャプシド/ml、前記を参照されたい)であった。
【００１３】
　本発明者らは、VP3開始コドンの5'側にある、ある配列とVP3をコードする配列を含む発
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現構築物からVLPを作製できると確かめることができたが、Hoque et al.の結果とは対照
的に、本発明者らは、NLSSV40-VP3融合構築物を用いて、検出可能な量で(>約108キャプシ
ド/ml。実施例8を参照されたい)、キャプシド集合を定量することができなかった。従っ
て、Hoque et al.の方法は、市販用のワクチン接種に適した多量の純粋なVLPを作製する
に適していない。
【００１４】
　まとめると、先行技術の技法では、必然的にRepおよびDNAのパッケージングにつながる
Repの存在下で発現系を用いるか、またはRepの非存在下では、VP3 VLPの収量は、商業的
に実現可能なプロセスまたは製品を作るには低すぎる。
【先行技術文献】
【特許文献】
【００１５】
【特許文献１】WO2008/145401
【特許文献２】WO2004/027019
【特許文献３】Handa et al.(JP2001169777)
【非特許文献】
【００１６】
【非特許文献１】Rabinowitz et al., 1999
【非特許文献２】Warrington et al.(2004)
【非特許文献３】Grieger et al.(2007)
【非特許文献４】Li et al.(2008)
【非特許文献５】King et al., 2001
【非特許文献６】Hoque et al.(1999a)
【非特許文献７】Hoque et al.(1999b)
【非特許文献８】Kozak, 2002
【発明の概要】
【００１７】
　従って、本発明の目的は、前記の欠点の1つまたは複数を避けながら、VLPをベースとす
るワクチンとして有用な粒子、およびこの粒子を産生する方法を提供することにあった。
特に、VLPは、本質的に1種類のみのウイルスタンパク質からなり、DNAを全く含有しない
か、もしくはごく微量のDNAしか含有せず、および/または経済的に、例えば、高収量で産
生できることが望ましい。
【００１８】
　この問題は、VP3から本質的になり、本質的に、VP1、VP2、およびRepタンパク質を含ま
ないパルボウイルス粒子を提供することによって解決される。このような粒子は、細胞に
おいて、rep非依存性プロモーターの制御下で、パルボウイルス構造タンパク質VP3のVP3
コード配列(cds)(VP3 cds)からVP3を発現させることによって産生することができる。さ
らに、この方法においては、「集合活性化タンパク質」(AAP)と命名された新たに特定さ
れたポリペプチドを(部分的に)コードするDNA配列断片(断片Z)が発現される。断片Zは高
収量を可能にし、例えば、細胞1個あたり、約105個、好ましくは約106個、より好ましく
は約107個のウイルス粒子が形成される。VP2タンパク質の中の配列モチーフ、例えば、仮
定された「PARKRL」モチーフまたはVP3の異種核局在化配列が、仮定されたように必要と
されないので(Hoque et al., 1999a, 1999b)、この新規タンパク質の特定は、一般的に、
パルボウイルスキャプシドの集合、特に、VP3キャプシドの集合に関して全く新しい概念
である。
【００１９】
　最先端技術とは対照的に、これらのVLPは異種NLSもVP2タンパク質も含有しない。VP3に
ある好ましい部位の1つまたはいくつかにエピトープを挿入すると、ワクチン開発用のエ
ピトープを提示する粒子を首尾よく組み立てることができた。この方法を用いると、粗溶
解産物1ml当たり、1011個、好ましくは約1012個、より好ましくは約1013個のウイルス粒
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子が形成される。従って、この収量は、商業的に実現可能な製品に十分である。
【００２０】
　驚いたことに、かつポリペプチドをコードする機能と合致して、本質的にVP3からなる
キャプシドを組み立てるために、配列断片Zをシスまたはトランスで提供することができ
る。さらに、断片ZおよびVP3は、パルボウイルス科の同じ種または異なる種に由来しても
よく、VP3粒子集合に関して互いを相互にトランス相補する。
【図面の簡単な説明】
【００２１】
【図１】AAVキャプシド遺伝子の構成図を示す。最初のラインにcap遺伝子のコードDNAを
示し、次のラインにCapタンパク質VP1、VP2、およびVP3を示した。ヌクレオチド番号は、
NCBI(エントリー番号:NC_001401)から入手可能な、Ruffing et al.(1994)に示されたAAV-
2のゲノム配列に対応する。アミノ酸(AA)配列の番号はAAV2のVP1(Girod et al. 1999)に
従う。EcoNIおよびBsiWI制限部位に印を付けた。正確な縮尺ではない。
【図２】様々なAAVの断片Zのヌクレオチド配列を示す。パルボウイルスAAV1(NC_002077)
、AAV2(AF043303)、AAV3b(AF028705)、AAV4(U89790)、AAV5(NC_006152)、AAV6(AF028704)
、AAV7(AF513851)、AAV8(AF513852)、AAV10(AY631965)、AAV11(AY631966)、およびb-AAV(
NC_005889)の断片Zのヌクレオチド配列を示した(NCBIによるヌクレオチドエントリーの番
号を括弧内に示した)。+1は、VP3のATG開始コドンをコードする最初のヌクレオチドの位
置を示す。+1位置の上流にある44ヌクレオチドおよび下流にある242ヌクレオチドを示し
た。VP3のATG開始コドンに下線を引いた。
【図３】VP3粒子の集合に適した様々な発現構築物の模式図を示す。示したように、断片Z
配列およびVP3 cdsの構成の点で異なる6つの可能性のある発現構築物を異なる囲みで示し
た。丸で示したように、シス状況では、発現構築物は同じ1つのプロモーター下で発現す
るのに対して、トランスでは、2種類の別々のプロモーターが発現を動かす。+1は、VP3の
ATG開始コドンをコードする最初のヌクレオチドの位置を示す。+1位置の上流にある少な
くとも44ヌクレオチドおよび下流にある242ヌクレオチドより多くを含む断片ZのDNAを囲
みで示した(図2と比較のこと)。+1602は、VP3 cdsの3’末端にあるTAA停止コドンの最後
のヌクレオチドの番号を示す(図1に略図を書いた)。任意の数のヌクレオチドによってVP3
 cdsおよび断片Zを分けることができ、任意の数のヌクレオチドには//の印を付けた。正
確な縮尺ではない。
【図４】rep遺伝子およびcap遺伝子の構成図、ならびに発現構築物のクローニングに使用
した様々な制限部位の位置を示す。パルボウイルスゲノムにおけるrep遺伝子およびcap遺
伝子の模式図を示す。様々な発現構築物のクローニングに使用した制限部位R1～R5の位置
、ならびに3種類のキャプシドタンパク質の翻訳開始コドンの位置に印を付けた。正確な
縮尺ではない。
【図５】様々なVPタンパク質発現構築物を用いたキャプシド集合の比較を示す。A)VPタン
パク質発現の分析およびキャプシド集合の研究に使用したcap遺伝子発現構築物の模式図
を示す。プラスミドpCMV-VP3/1882～pCMV-VP3/2809はプラスミドpVP3から得た。番号は、
Ruffing et al., 1994(前記)によるAAV2ゲノムにおけるヌクレオチド位置を示す。矢印は
VPタンパク質の翻訳開始部位を示し、変異翻訳開始部位には×印を付けた。これらの発現
構築物から発現したタンパク質がキャプシドを集合させる能力を右の縦列に示した(Cの定
量に対応する。++は、キャプシドのピーク力価に対応する。-は、キャプシドが検出でき
なかったことを意味する。+は、キャプシド集合が検出可能であることを意味する)。B)3
種類全てのキャプシドタンパク質を検出する抗体B1、またはVP1およびVP2のみを検出する
抗体A69を用いて、発現したVPタンパク質のウエスタンブロット分析を行った。各レーン
では、異なる発現構築物が分離され、名前はAと一致する。3種類のキャプシドタンパク質
の位置に印を付けた。C)モノクローナル抗体A20に基づくELISAによって、キャプシド形成
を定量した。少なくとも3回の独立した実験の平均+/-標準偏差を示した。星印は、キャプ
シドを検出できなかった構築物を示す。
【図６】VP2N-gfpによるVP3キャプシド集合の相補を示す。A)示されたような、融合構築
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物pVP2N-gfpならびにその転写物VP2N-gfp、VP3N-gfp、およびGFPの模式図。B)示されたよ
うな、pVP3/2809(1)および漸減量のpVP2N-gfp(1、1/5、1/50、1/500、delは0を意味する)
のコトランスフェクション後のHeLa細胞における、VP3(B1抗体)、VP3N-gfp融合タンパク
質(抗gfp抗体)、およびVP2N-gfp(A69抗体)発現のウエスタンブロット検出。C)印を付け、
Bに示したように、様々な比のpVP3/2809およびpVP2N-gfpによってコトランスフェクトさ
れたHeLa細胞における、抗体A20を用いた間接免疫蛍光によるキャプシド形成の検出。D)A
20をベースとするキャプシドELISAを用いた、様々な比のpVP3/2809およびpVP2N-gfpによ
ってコトランスフェクトされたHeLa細胞におけるキャプシド形成の定量。これも、様々な
プラスミド比の印を付け、この比はBおよびCに示した比に対応する。各実験について、少
なくとも2回の独立した実験のキャプシド平均濃度+/-標準偏差を示した。星印は、キャプ
シドを検出できなかった試料を示す。
【図７】シス状況におけるVP3粒子内への切断型VP2の準化学量論的組み込みを示す。精製
されたwt AAV、およびpVP3/2696またはpVP2N-gfpとトランス相補されたpVP3/2809に由来
するキャプシドのウエスタンブロット分析。抗体A69を用いて、VP1およびVP2が検出され
た。様々なシグナルの比の定性評価のために、示されたように様々な量のキャプシドをゲ
ルにロードした(VP2tru=切断型VP2)。
【図８】別のコドン使用頻度を有するヘルパープラスミドpVP2Ncm-gfpの特徴付けを示す
。A)構築物pVP2N-gfp(図6Aに詳述)のwt(VP2N、SEQ ID NO:145)DNA配列と、pVP2Ncm-gfpの
コドンが改変されたVP2N(VP2Ncm、SEQ ID NO:146)DNA配列のアラインメントを示す。B)示
されたプラスミドのトランスフェクション後の、モノクローナル抗体A69を用いた293-T細
胞抽出物のウエスタンブロットを示す。C)pVP2N-gfpによってトランスフェクトされたHeL
a細胞の蛍光画像:左上パネルおよび左下パネルは総GFP蛍光を示す。右上パネルおよび右
下パネルは、A69抗体およびそれぞれの二次Cy3標識ヤギ抗マウス抗体によって視覚化され
た、VP2N-gfpの中のVP2部分の間接免疫蛍光を示す。D)A20をベースとするキャプシドELIS
Aを用いた、pCMV-VP3/2809および示されたプラスミドによってコトランスフェクトされた
293-T細胞におけるキャプシド形成の定量を示す。少なくとも3回の独立した実験の平均+/
-標準偏差を示した。星印は、キャプシドを検出できなかった試料を示す。
【図９】トランス相補構築物内での停止コドン変異誘発を示す。A)VP2N読み枠の中の4種
類の位置に翻訳停止コドンを有するpVP2N-gfp構築物の模式図。置換ヌクレオチドの番号
は、AAV2ゲノムのヌクレオチド位置を指している。pVP2N/stopAにおいては、ヌクレオチ
ド2770から始まり、グルタミンをコードするcagコドンをtagに変異させ、pVP2N/stopBに
おいては、ヌクレオチド2797から始まり、グリシンをコードするggaコドンをtgaに変異さ
せ、pVP2N/stopCにおいては、ヌクレオチド2821から始まり、セリンをコードするagtコド
ンをtgaに変異させ、pVP2N/stopDにおいては、ヌクレオチド2878から始まり、グリシンを
コードするggaコドンをtgaに変異させた。B)pCMV-VP3/2809および示されたプラスミドの
コトランスフェクション後の、モノクローナル抗体B1およびA69を用いた293-T細胞抽出物
のウエスタンブロット。C)pCMV-VP3/2809および示されたプラスミドによってコトランス
フェクトされた293-T細胞における、A20をベースとするキャプシドELISAを用いたキャプ
シド形成の定量。少なくとも3回の独立した実験の平均+/-標準偏差を示した。星印は、キ
ャプシドを検出できなかった試料を示す。
【図１０】異なるcap遺伝子変異体の発現によって得られたキャプシドタンパク質および
キャプシドの細胞局在を示す。総キャプシドタンパク質(VP)を検出するポリクローナルウ
サギ抗血清および集合したキャプシドを検出するモノクローナル抗体A20を用いた二重免
疫蛍光によって、HeLa細胞において異なる構築物から発現したキャプシドタンパク質の局
在を視覚化した。トランスフェクトされたプラスミドを左余白に示した。トランスフェク
トされたHeLa細胞をA20抗体によって免疫蛍光染色すると、変異体pCMV-VP3/2696RKR168-1
70AAAのVPタンパク質のキャプシド集合の効率はwt AAVと同程度であることが分かった。
構築物pCMV-VP3/2696RKR168-170AAAについては、RKRペプチド(AA168-170)を変換すること
によって、想定されたNLSを変異させた。
【図１１】NLSまたはヒト血清アルブミンのN末端伸長によって改変されたVP3のキャプシ
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ド集合を示す。A)キャプシド集合の分析に使用したNLS-VP3およびHSA-VP3の模式図。B)前
記で示されたプラスミドによってトランスフェクトされたHeLa細胞の間接二重免疫蛍光。
ポリクローナルVP抗血清(VP)を用いて、発現した総キャプシドタンパク質の場所を突き止
めた画像(上横列)、および抗体A20を用いて、集合したキャプシドを検出した画像(下横列
)。VP2N-egfpはpVP2N-gfpの同義語である。C)スクロース勾配によって分離したCOS-1細胞
抽出物から得られた画分のイムノドットブロット分析。左余白に示したプラスミドのトラ
ンスフェクションの48時間後に、細胞を収集した。集合したキャプシドを検出するために
、A20抗体との反応は非変性条件下で行ったのに対して、単一のキャプシドタンパク質を
検出するために、B1抗体との反応はキャプシド変性後に行ったことに留意されたい。ウイ
ルスキャプシドの沈降定数を示した(60S)。
【図１２】昆虫細胞におけるVP3粒子産生を示す。A)昆虫細胞におけるAAV産生に使用した
構築物の模式図を示す。B)発現したVPタンパク質のウエスタンブロット分析は、3種類全
てのキャプシドタンパク質を検出するポリクローナルウサギ血清である抗体SA7885(1:100
00希釈)およびその後の二次抗体抗ウサギIgG-HRP 1:2500(Dianova, Hamburg, Germany)を
用いて行った。C)キャプシド形成は、モノクローナル抗体A20をベースとするELISAによっ
て定量した。2回(VP2構築物)または4回(VP3およびVP1_Mod4)の独立した実験の平均+/-標
準偏差を示した。
【図１３】様々なAAV1構築物のウエスタンブロット分析を示す。様々なAAV1構築物:pCI_V
P2/2539_AAV1、pCI_VP3/2539_AAV1mutACG、pCI_VP3/2634_AAV1mutACG、およびpUCAV1によ
ってトランスフェクトされた293細胞の粗溶解産物中にある発現したVPタンパク質のウエ
スタンブロット分析を示す。VPタンパク質の検出は、B1抗体(希釈:1:250)(Progen Heidel
berg, Germany)およびその後の二次抗体抗マウスIgG-HRP1:2500(Dianova, Hamburg, Germ
any)を用いて行った。AAV1キャプシドELISA(Progen Heidelberg, Germany)によるAAV1力
価測定に従って、構築物1つあたり2E10個の粒子をロードした。ウエスタンブロットは、
構築物pUCAV1が、3種類のキャプシドタンパク質VP1、VP2、およびVP3を発現するのに対し
て(レーン5)、pCI_VP2/2539_AAV1はVP2およびVP3を発現し(レーン2)、pCI_VP3/2539_AAV1
mutACGおよびpCI_VP3/2634_AAV1mutACGによってトランスフェクトされた細胞の溶解産物
の中には、VP3しか検出できなかったことを示している(レーン3および4)。
【図１４】AAV2のpVP2N-gfpによるAAV1 VP2構築物のトランス相補を示す。pVP2N-gfpのコ
トランスフェクションと共に、またはpVP2N-gfpのコトランスフェクション無しで、AAV2 
pCMV-VP3/2809またはAAV1 pCMV-AAV1VP3/2828のVP3発現構築物によってトランスフェクト
された細胞抽出物(図の中には、それぞれ、AAV2またはAAV1と示した)のウエスタンブロッ
ト分析を示す。AAV1およびAAV2のVP3は、AAV1とAAV2との間で完全に保存されているエピ
トープを認識する抗体B1(Progen, Heidelberg, Germany)によって検出した。VP2N-gfpタ
ンパク質は、抗体A69(Progen, Heidelberg, Germany)によって検出した。
【図１５】様々なpCMV-VP発現ベクターを用いた粒子産生効率の比較を示す。A)構築物の
模式図を示す。pCI-VP、pCI-VP2、およびpCI-VP3は、XhoI(5'-)およびNotI(3'-)オーバー
ハングのあるプライマーを用いて、それぞれのVPコード領域をPCR増幅し、XhoI/NotIで消
化されたPCR産物をXhoI/NotIで消化されたベクターpCI(PROMEGA)にサブクローニングする
ことによってクローニングした。pCI-VP2の場合、同時にVP2の開始コドンをACGからATGに
変えた。構築物pCI-VP2mutACG、pCMV-NLS-VP3、およびpCMV-VP3/2696のクローニングにつ
いては、他を参照されたい。B)トランスフェクションのために、5.0E+05個の293-T細胞を
、総体積3mlの培地(10％FCSおよびABAMを含有するDMEM)が入っている6ウェル細胞培養プ
レートの各ウェルに播種した。細胞を37℃および5％CO2、加湿雰囲気中で24時間、培養し
た。その後に、US2004/0053410に開示されたように、リン酸カルシウムトランスフェクシ
ョンプロトコールを用いて、細胞をトランスフェクトした。簡単に述べると、293-T細胞
を含むウェル1個のトランスフェクションの場合、示されたプラスミド(それぞれ、pCI-VP
、pCI-VP2、pCI-VP3、1:10モル比のpCI-VP2およびpCI-VP3、pCMV-NLS-VP3、pCI-VP2mutAC
G、ならびにpCMV-VP3/2696)6μgを、270mM CaCl2 150μlに溶解して混合した。2xBBS(50m
M BES(pH6.95)、280mM NaCl、および1.5mM Na2HPO4)150μlを混合物に添加し、結果とし
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て生じた溶液をピペッティングによって注意深く混合した。溶液を室温で20分間インキュ
ベートし、次いで、細胞に滴下した。細胞を、35℃、3％CO2、加湿雰囲気中で18時間イン
キュベートした。35℃および3％CO2で、18時間後に、細胞を、37℃、5％CO2、加湿雰囲気
中で、さらに3日間培養した。その後に、293-T細胞を培地に入れて、3回の凍結(-80℃)お
よび融解(37℃)サイクルによって溶解した。溶解産物(3ml総体積)を遠心分離によって清
澄化し、VLPキャプシド力価を、市販のELISA(AAV力価測定ELISA, Progen)を用いて求めた
。構築物1つあたり4～6回の独立したトランスフェクションの平均値を、それぞれのエラ
ーバーと共に示した。注目すべきことに、構築物pCMC-NLS-VP3を用いた粒子産生効力は、
検出限界(約1E+09/ml)より低く、従って、本発明に記載の最も良いVP3粒子産生ベクター(
pCI-VP2mutACGおよびpCMV-VP3/2696)と比較して少なくとも3～4 log少なかった。C)トラ
ンスフェクションのために、5.0E+05個の293-T細胞を、総体積3mlの培地(10％FCSおよびA
BAMを含有するDMEM)が入っている6ウェル細胞培養プレートの各ウェルに播種した。細胞
を、37℃および5％CO2、加湿雰囲気中で24時間培養した。その後にUS2004/0053410に開示
されたようにリン酸カルシウムトランスフェクションプロトコールを用いて、細胞をトラ
ンスフェクトした。簡単に述べると、293-T細胞を含む1ウェルのトランスフェクションの
場合、示されたプラスミド(それぞれpCI-VP、pCI-VP2、pCI-VP3、1:10モル比のpCI-VP2お
よびpCI-VP3、pCMV-NLS-VP3、pCI-VP2mutACG、ならびにpCMV-VP3/2696)6μgを、270mM Ca
Cl2 150μlに入れて混合した。2xBBS(50mM BES(pH6.95)、280mM NaCl、および1.5mM Na2H
PO4)150μlを混合物に添加し、結果として生じた溶液をピペッティングによって注意深く
混合した。溶液を室温で20分間インキュベートし、次いで、細胞に滴下した。細胞を35℃
、3％CO2、加湿雰囲気中で18時間インキュベートした。35℃および3％CO2で、18時間後に
、細胞を37℃、5％CO2、加湿雰囲気中でさらに3日間培養した。その後に、293-T細胞の上
清を除去し、細胞をPBSでリンスし、最後に、RIPA緩衝液(25mM Tris.Cl pH7.4、150mM Na
Cl、1％IGEPAL、1％Na.DOC、0.1％SDS)300μlによって溶解した。100μlの3xGeba試料緩
衝液(Gene Bio-Application Ltd)および25mM DTTを添加し、試料を95℃で10分間加熱した
。試料を遠心分離し、清澄化した上清30μlをSDS page(10％ GeBa gels, Gene Bio-Appli
cation Ltd)に供した。タンパク質をニトロセルロース膜(1h、230mA)に転写し、その後に
、ニトロセルロース膜をRTで1時間ブロックした。抗体B1(Progen)を使用し、ブロッキン
グ緩衝液(1:500希釈)中で4℃で一晩インキュベーションし、その後に洗浄し、二次抗体(
抗マウスIgG-HRP;ブロッキング緩衝液で1:2500)とインキュベーションすることによって
、VPタンパク質を検出した。最後に、膜を再度リンスし、スーパーシグナルピコウエスト
基質(super signal pico west substrate)(Pierce)とRTで5分間インキュベートした。予
想どおりに、様々なVP発現ベクターからAAVキャプシドタンパク質が発現した。
【図１６】AAVキャプシド遺伝子の構成図を示す。ORF2およびコードされるタンパク質AAP
の位置を、Capタンパク質VP1、VP2、およびVP3の翻訳開始コドンならびにEcoNIおよびBsi
WI制限部位(図1にさらに詳細に示し、説明した)の位置を基準にして示した。矢印は翻訳
開始部位を示し、VP1、VP2、およびVP3がcap遺伝子の同じ1つの読み枠(本明細書において
第1のORF、ORF1と呼ぶ)から翻訳されるのに対して、AAPが異なる読み枠(ORF2)から翻訳さ
れることを示している。VP1、VP2、およびVP3について、翻訳開始部位の詳細に明らかに
された番号を示した。
【図１７】AAV2のORF2ヌクレオチド配列およびAAPタンパク質配列を示す。位置2717～334
3(tga停止コドンを含む)のAAV2 ORF2ヌクレオチド配列(NCBIエントリー番号NC_001401)、
ならびにORF2の最初のヌクレオチドからORF2が翻訳された時に得られる、それぞれのAAP
タンパク質配列を示した。2809はVP3のATG開始コドンのヌクレオチド位置を示し、これに
下線を引き、太字で示した。L(ロイシン)をコードする予測されたAAP翻訳開始コドンであ
るCTGにも下線を引き、太字で印を付けた。
【図１８】ORF1cmおよびORF2cmの配列を示す。A)コドンが改変されたEcoNI-BsiWI制限断
片ORF1cmのDNA配列を示す。B)コドンが改変されたEcoNI-BsiWI制限断片ORF2cmのDNA配列
を示す。VP2およびVP3の翻訳開始コドンに下線を引いた。ORF2の開始に印(↓)を付け、OR
F2cmにおいて損なわれていない予測された非標準AAP翻訳開始コドンCTGの位置を枠で強調
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した。ORF1cmにおいては、AAP翻訳開始コドンをCCGに変異させた。
【図１９】pVP2N-gfpによる、VP3発現プラスミドのトランス相補を示す。A)AAV2ゲノムか
ら得られたEcoNI-BsiWI断片およびgfpカセットを含有する、構築物pVP2N-gfpの模式図を
示す。B)プラスミドpCMV-VP3/2809のVP3発現を補うために、pVP2N-gfpと等モル比から開
始して漸減量のpCMV-VP3/2809を、293-T細胞にコトランスフェクトした。比較のために、
空のベクターpBS(市販のBluescriptベクター)またはプラスミドpCMV-VP3/2696をトランス
フェクトした。試料は、VP3の検出にはモノクローナル抗体B1およびVP2N-gfpおよびVP2tr
u(切断型VP2)の検出にはA69を用いたウエスタンブロットによって分析した。C)キャプシ
ド形成は、モノクローナル抗体A20をベースとするELISAによって定量した。少なくとも3
回の独立した実験の平均+/-標準偏差を示した。星印は、キャプシドを検出できなかった
試料を示す。
【図２０】pVP2N/ORF1cmおよびpVP2N/ORF2cmによる、VP3発現プラスミドのトランス相補
を示す。トランス相補のために構築物pVP2N/ORF1cmおよびpVP2N/ORF2cmを使用した以外は
、図19に記載した同じ実験構成。コドンが改変されたDNA配列(詳細な配列を図18に示した
)を、A)に陰付きの囲みとして示した。
【図２１】pORF2/CTG-AU1、pORF2/ATG-AU1、およびpORF2/TTG-AU1による、VP3発現プラス
ミドのトランス相補を示す。トランス相補のために構築物pORF2/CTG-AU1、pORF2/ATG-AU1
、およびpORF2/TTG-Aを使用した以外は、図19に記載した同じ実験構成。これらは、AU1タ
グをコードする配列と融合したcap遺伝子のORF2全体(図17に示した)を含む。予測されたA
AP翻訳開始コドン(CTG)をATGおよびTTGにさらに変異させた。AAP-AU1の検出にはモノクロ
ーナル抗体抗AU1、またはAAP-AU1もしくはC末端切断型AAP(AAPtru)の検出にはポリクロー
ナル抗AAP血清。
【図２２】pVP2N/ORF2stopA、pVP2N/ORF2stopB、およびpVP2N/ORF2stopCによる、VP3発現
プラスミドのトランス相補を示す。cap遺伝子断片のORF2に停止コドンを有するpVP2N-gfp
の誘導体とVP3発現プラスミドpCMV-VP3/2809を、293-T細胞にコトランスフェクトした。A
)構築物pVP2N/ORF2stopA、pVP2N/ORF2stopB、およびpVP2N/ORF2stopCの模式図を示す。そ
れぞれ、cap遺伝子断片のORF2の示された位置に停止コドンを含有する。pVP2N/ORF2stopA
においては、ヌクレオチド2810から開始するtggコドンをtagに変異させ、pVP2N/ORF2stop
Bにおいては、ヌクレオチド2831から開始するcaaコドンをtaaに変異させ、pVP2N/ORF2sto
pCにおいては、ヌクレオチド2879から開始するgaaコドンをtgaに変異させた。変異は全て
ORF1を破壊しない。B)試料は、VP3検出にはモノクローナル抗体B1およびVP2N-gfp検出に
はA69を用いたウエスタンブロットによって分析した。C)キャプシド形成を、モノクロー
ナル抗体A20をベースとするELISAによって定量した。少なくとも3回の独立した実験の平
均+/-標準偏差を示した。星印は、キャプシドを検出できなかった試料を示す。
【図２３】様々な構築物を用いた、AAP発現が欠損している完全長AAV2ゲノムのトランス
相補を示す。A)野生型AAV2ゲノムを有するプラスミドpTAV2.0、およびcap遺伝子のORF1コ
ドン改変EcoNI/BsiWI断片(陰付きの囲み)を含有するプラスミドpTAV/ORF1cmの模式図を示
す。B)プラスミドと示された構築物を293-T細胞にコトランスフェクトした。VPタンパク
質発現のウエスタンブロット分析は、モノクローナル抗体B1を用いて行った。AAPおよび
切断型AAP(AAPtru)は、ポリクローナル抗AAP血清を用いて検出した。C)およびD)293-T細
胞において、示されたプラスミドをコトランスフェクションした時のキャプシド形成を、
モノクローナル抗体A20をベースとするELISAによって定量した。少なくとも3回の独立し
た実験の平均+/-標準偏差を示した。星印は、キャプシドを検出できなかった試料を示す
。
【図２４】wtゲノムによる、cap遺伝子のORF2に停止コドンを含有する完全長AAV2ゲノム
のトランス相補を示す。A)wt AAV2ゲノムを有するプラスミドpTAV2.0およびcap遺伝子のO
RF2に停止コドンを含有するプラスミドpTAV/ORF2stopB(プラスミドpVP2N/ORF2stopBと同
等の位置、図22)の模式図を示す。B)プラスミドと(示されたように)空のベクターpBSまた
はpVP2N-gfpを、293-T細胞にコトランスフェクトした。VPタンパク質発現のウエスタンブ
ロット分析は、モノクローナル抗体B1を用いて行った。AAPおよびAAPtruは、ポリクロー
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スフェクションした時のキャプシド形成を、モノクローナル抗体A20をベースとするELISA
によって定量した。3回の独立した実験の平均+/-標準偏差を示した。星印は、キャプシド
を検出できなかった試料を示す。
【図２５】VP3およびNoLS-VP3ならびに集合したキャプシドの細胞内局在の免疫蛍光画像
を示す。A)VP3とSV40ラージT抗原の核局在化シグナルとの融合によりNLS-VP3を発現する
構築物(図11において使用した)と比較した、HIV Revの核小体局在化シグナルと融合したV
P3(NoLS-VP3)の発現に使用した構築物の模式図を示す。B)左に示したプラスミドによって
トランスフェクトされたHeLa細胞の間接二重免疫蛍光を示す。発現した総キャプシドタン
パク質の場所を突き止めるためにポリクローナルVP抗血清(VP)を使用し(左画像)、集合し
たキャプシドを検出するために抗体A20を使用した(右画像)。C)左に示したプラスミドに
よってトランスフェクトされたHeLa細胞の間接二重免疫蛍光を示す。発現したAAPの場所
を突き止めるために、AU1-タグに対するモノクローナル抗体(抗AU1)を使用し(左画像)、
核小体局在マーカーとしてポリクローナルフィブリラリン抗体(抗フィブリラリン)を使用
した(真ん中の画像)。右側には、同じ領域の位相差画像を示した。
【図２６】VP3、NLS-VP3、およびNoLS-VP3の発現およびキャプシド集合活性を示す。A)示
されたように、VP3またはVP3融合タンパク質を発現する293-T細胞の抽出物のウエスタン
ブロット分析を、モノクローナル抗体B1を用いて行った。B)モノクローナル抗体A20に基
づくELISAによって、293-T細胞におけるキャプシド形成を定量した。少なくとも3回の独
立した実験の平均+/-標準偏差を示した。星印は、キャプシドを検出できなかった試料を
示す。
【図２７】パルボウイルスAAP配列の比較を示す。様々なパルボウイルスのcap遺伝子のOR
F2に由来する予測されたAAPタンパク質配列のアラインメントを示す。アラインメントさ
れた配列の少なくとも60％において100％同一である保存アミノ酸を、下横列にあるライ
ンとして示した。予測されたAAV2 AAP翻訳開始の位置は枠で強調した。潜在的な翻訳開始
コドンの上流にある非翻訳配列も含めた。対応するDNA配列のNCBIエントリー番号を表8に
列挙した。
【図２８】AAV2空の粒子の調製物のEM分析を示す。示されたように、VP1、VP2、およびVP
3から組み立てられたウイルス様粒子(VP1,2,3 VLP)、またはVP3のみから組み立てられた
ウイルス様粒子(VP3 VLP)を示す。
【図２９】トランス相補した時のキャプシド集合を示す。示されたように、AAV2に由来す
るpVP2N-gfp、AAV1に由来するpVP2N-gfp、およびAAV5に由来するpVP2N-gfpとコトランス
フェクトされた、AAV2の構築物pCMV_VP3/2809(AAV2-VP3)、AAV1に由来するpCMV_AAV1VP3/
2829(AAV1-VP3)、および対応するAAV5 VP3構築物(AAV5-VP3)からの293-T細胞におけるキ
ャプシド形成を、モノクローナル抗体A20をベースとするELISAによって定量した。Bluesc
riptベクター(pBS)を負の対照として使用した。星印は、キャプシドを検出できなかった
試料を示す。
【００２２】
アミノ酸配列
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【００２３】
核酸配列
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【発明を実施するための形態】
【００２４】
　以下の定義は、本発明の産物、方法、および使用に関連して、定義された用語がどのよ
うに解釈されるかを説明する。
【００２５】
　「AA」はアミノ酸の略語として用いられ、「nt」はヌクレオチドの略語として用いられ
る。
【００２６】
　本発明によれば、「パルボウイルス」または「パルボウイルスの」は、パルボウイルス
科(Parvoviridae)のメンバーに関する。パルボウイルス科においては、野生型は、キャプ
シドタンパク質としてVP1、VP2、およびVP3を発現する。パルボウイルス科にはいくつか
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の属があり、2つの亜科であるパルボウイルス亜科(Parvovirinae)(パルボウイルス属、エ
リスロウイルス属(Erythrovirus)、デペンドウイルス属(Dependovirus)、アムドウイルス
属(Amdovirus)、およびボカウイルス属(Bocavirus))とデンソウイルス亜科(Densovirinae
)(デンソウイルス属(Densovirus)、イテラウイルス属(Iteravirus)、ブレビデンソウイル
ス属(Brevidensovirus)、ペフデンソウイルス属(Pefudensovirus)、およびコントラウイ
ルス属(Contravirus))に分けられる(Fields: Virology, 第4版 2001, 第2巻, 第69章およ
び第70章, Lippincott Williams Wilkins, Philadelphia;http://virus.stanford.edu/pa
rvo/parvovirus. html http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ICTVdb/Ictv/fs_parvo.htm#SubFam
ily1)。野生型キャプシドは、3種類の構造タンパク質VP1、VP2、およびVP3から組み立て
られ、これらは1:1:8の比で60サブユニットのAAVキャプシドを形成する(Kronenberg et a
l., 2001)。従って、「VP3」という用語はウイルスタンパク質3を表している。天然パル
ボウイルス粒子は、一本鎖DNAゲノムを閉じ込めている正二十面体キャプシドからなる。
好ましいパルボウイルスは、AAVを含むデペンドウイルス属である。
【００２７】
　本発明に関連して、「血清型」という用語は、特徴的な抗原セットによって区別される
、近縁関係にあるウイルスからなるグループのウイルスの種類を表す。従って、血清型は
、血清学的分類(ウイルス表面上にある認識可能な抗原についての試験)によって特徴付け
られる。従って、AAVはまた、AAV1、AAV2、AAV3、AAV4、AAV5、AAV6、AAV7、AAV8、AAV9
、AAV10、AAV11～AAV12、およびAAV13、特に、AAV2から進化した血清型より選択すること
もできる。
【００２８】
　「本質的にVP3」からなる、または「本質的にVP3のみ」からなるパルボウイルス粒子と
は、キャプシドが、少なくとも98％、好ましくは少なくとも99％、より好ましくは少なく
とも99.6％、本質的に少なくとも99.8％までVP3から組み立てられることを意味する。こ
れは、キャプシドを組み立てるタンパク質の1/50しかVP3のN末端伸長バージョンまたは完
全に異なるタンパク質でない、好ましくは、1/100がVP3のN末端伸長バージョンまたは完
全に異なるタンパク質である、より好ましくは、1/250がVP3のN末端伸長バージョンまた
は完全に異なるタンパク質である、本質的には1/500またはそれ未満しかVP3のN末端伸長
バージョンまたは完全に異なるタンパク質でないことを意味する。好ましい態様において
、キャプシドは、少なくとも98％、好ましくは少なくとも99％、より好ましくは少なくと
も99.6％、本質的に少なくとも99.8％までVP3から組み立てられる。これは、キャプシド
を組み立てるタンパク質の1/50しかVP3のN末端伸長バージョンまたは異なるパルボウイル
スタンパク質でない、好ましくは、1/100がVP3のN末端伸長バージョンまたは異なるパル
ボウイルスタンパク質である、より好ましくは、1/250がVP3のN末端伸長バージョンまた
は異なるパルボウイルスタンパク質である、本質的に、1/500またはそれ未満しかVP3のN
末端伸長バージョンまたは異なるパルボウイルスタンパク質でないことを意味する。パル
ボウイルスキャプシドは、野生型配列またはその変異型のVP3である1種類のタンパク質の
みからなることが特に好ましい。
【００２９】
　「コード配列」または「cds」は、遺伝子産物のみアミノ酸(AA)配列を直接指定する遺
伝子部分を意味する。従って、「VP3コード配列」または「VP3 cds」は、遺伝暗号がVP3
のアミノ酸(AA)配列に翻訳されるcap遺伝子部分を規定し、本発明においてさらに定義さ
れるように野生型でもよく変異型でもよい。VP3 cdsはcap ORFの3’末端に位置し、メチ
オニンをコードするATGヌクレオチドトリプレットから開始する。選択された個々のパル
ボウイルスに応じて、VP3 cdsは約533個のAaに翻訳される。例えば、AAV2の場合、主要な
コートタンパク質VP3のcdsは、Ruffing et al.(1994)に従ってNCBIエントリー(http://ww
w.ncbi.nlm.nih.gov/)NC_001401(ヌクレオチド2809-4410)から入手することができ、AA配
列は、対応するNCBIエントリーYP_680428から入手することができる。本発明のVP3 cdsは
、本発明の方法に従って粒子形成が可能なVP3タンパク質をコードする。N末端伸長VP3タ
ンパク質は、VP2のそれぞれのAasの1つまたは複数を含む。従って、以下でさらに定義さ
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れる、VP3に対して異種の配列、例えば、タグまたはエピトープのN末端挿入を有するVP3
とは対照的に、VP2はN末端伸長VP3とみなすことができる。
【００３０】
　遺伝暗号は、「コドン」とよばれるトリヌクレオチド配列間の地図およびAaを規定する
。核酸配列内にあるトリプレットコドンは、通常、1種類のAAを指定する。
【００３１】
　「読み枠」は、DNAまたはRNAにおける連続し、かつ重複しないトリヌクレオチドコドン
セットである。mRNA鎖には3種類の可能性のある読み枠、二本鎖DNA分子には、転写が起こ
り得る鎖が2本あるために6つの可能性のある読み枠がある。「オープンリーディングフレ
ーム」(ORF)は、開始コドン、通常、3ヌクレオチドの倍数である長さを有し、停止コドン
で終わる後の領域を含有する読み枠である。ORFはタンパク質を潜在的にコードしている
可能性がある。1個または2個のヌクレオチドが挿入されると、異なる読み枠に明確にシフ
トする(フレームシフト変異)。通常、ATGが開始コドンとして用いられる。しかしながら
、AAVのVP2から既に知られているように、時として非標準の開始コドンが用いられる。
【００３２】
　「変異」とは、生物の遺伝物質のヌクレオチド配列に対する変化である。このような変
異は、コードされるタンパク質の変化につながる場合があり、従って、変異が起こる場所
、ならびに変異によって、コードされるタンパク質の構造および/または機能が変わるか
どうかによって様々な効果を及ぼす場合がある。構造上、変異は、点変異、DNAに1つもし
くは複数の余分なntを付加する/タンパク質に1つもしくは複数の余分なAAを付加する挿入
、または1つもしくは複数のnt/AAを削除する欠失として分類することができる。nt/AAの
「挿入」は、一般的に言って、少なくとも1つの異種nt/AAの挿入であり、本発明の場合、
パルボウイルスタンパク質の配列への少なくとも1つの異種nt/AAの挿入である。これに関
連して「異種」とは、パルボウイルスタンパク質が得られたウイルスと比較して異種であ
ることを意味する。パルボウイルス構造タンパク質について例示されたように、挿入Aaは
、単に、パルボウイルス構造タンパク質の所定の2個のAa間に挿入されてもよい。Aaの挿
入は、挿入部位におけるパルボウイルス構造タンパク質の所定のAaの欠失と共に行われて
もよく、これが、パルボウイルス構造タンパク質のAaの完全置換(例えば、所定の10個のA
aが10個以上の挿入Aaによって置換される)、または部分置換(例えば、所定の10個のAaが8
個の挿入Aaによって置換される)につながってもよい。
【００３３】
　オープンリーディングフレームが5’末端の近くにある開始コドンから開始することに
加えて、タンパク質合成を開始するには、開始コドンの局所環境における、いくつかのさ
らなる配列要件を満たさなければならない。これらの1つが「コザック配列」である。所
定のmRNAから合成されるタンパク質の量はコザック配列の強さに左右される。「強力な」
コンセンサスの場合、番号1と呼ばれる翻訳開始コドンを基準にして、位置+4にあるヌク
レオチド(すなわち、コンセンサスの中にあるG)および-3にあるヌクレオチド(すなわち、
コンセンサスの中にあるAまたはG)は両方ともコンセンサスと一致しなければならない(番
号0の位置はない)。「十分な」コンセンサスには、これらの部位のうち1つしかないのに
対して、「弱い」コンセンサスはどちらもない。-1および-2にあるccは保存されていない
が、全体の強さの一因となる。-6位置にあるGが翻訳開始において重要であるという証拠
もある。
【００３４】
　2つの配列、特定のアミノ酸配列に関して「パーセント同一性」という用語は、2つの配
列のアラインメントにおける同一のアミノ酸または塩基の数を示す。正規化(normalizati
on)のために、長い方の配列の長さ、短い方の配列の長さ、または両配列に占めるアライ
ンメントの列の長さを使用することができる。通常、配列のパーセント同一性を求めるた
めに、配列アラインメントソフトウェアが用いられる。大まかな配列アラインメントタス
クに用いられる一般的なソフトウェアツールには、例えば、アラインメント用にClustalW
およびT-coffee、ならびにデータベース検索用にBLASTおよびFASTA3xが含まれる。当業者
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であれば、パーセント同一性を評価する時に、適切な方法またはソフトウェアおよび適切
な設定を選択できるであろう。
【００３５】
　「核酸分子」は、RNA、例えば、mRNAまたはcRNAの形をとってもよく、例えば、cDNAお
よびゲノムDNAを含むDNAの形をとってもよく、例えば、クローニングによって得られても
よく、化学合成法によって作製されてもよく、またはその組み合わせによって作製されて
もよい。DNAは、三本鎖、二本鎖、または一本鎖でもよい。一本鎖DNAは、センス鎖として
も知られるコード鎖でもよく、アンチセンス鎖とも呼ばれる非コード鎖でもよい。
【００３６】
　「Rep非依存性プロモーター」は、Repタンパク質の非存在下で活性化することができる
プロモーターであるのに対して、本発明に関連するRepは、パルボウイルスによってコー
ドされる非構造タンパク質、特に、Muzyczka and Berns(2001)に記載のRep40、Rep52、Re
p68、およびRep78を表す。これらのプロモーターには、例えば、異種の構成的プロモータ
ーおよび誘導性プロモーターが含まれる。
【００３７】
　「遺伝子発現」は、遺伝子、例えば、DNA配列からの遺伝情報が機能的な遺伝子産物、
例えば、タンパク質または核酸になるプロセスである。従って、遺伝子発現は常に転写を
含むが、必ずしもタンパク質への翻訳を含むとは限らない。rRNA遺伝子およびtRNA遺伝子
は、それぞれ、発現してrRNAおよびtRNAになり、タンパク質に翻訳されない非タンパク質
コード遺伝子の一例である。遺伝子発現が起こるためには、プロモーターは、好ましくは
、結合部位を提供し、酵素を集めて転写を開始するように遺伝子の近くに存在しなければ
ならない。
【００３８】
　遺伝子発現の「遮断」とは遺伝子発現がブロックされることを意味する。これは、遺伝
子組換え(開始コドン、cdsの少なくとも一部、または、例えば、プロモーターのようなcd
s発現に必要な配列エレメントの少なくとも一部の変異または欠失を含む、DNA配列の変化
)によるものでもよく、試薬、例えば、mRNA転写物または遺伝子に相補的な配列を有する
短いDNAオリゴヌクレオチドまたはRNAオリゴヌクレオチドを用いた処理によるものでもよ
い。後者は、好ましくは、一過的な遮断に使用することができる。
【００３９】
　転写物の3’末端にある「ポリ(A)」部位は、細胞質に移動する前のRNAプロセシング段
階中に一続きのアデニンを付加するシグナルを送る。これらのいわゆるポリ(A)テールはR
NA安定性を高める。
【００４０】
　「配列断片Z」または「断片Z」は、
(i)VP3開始コドン上流にある少なくとも44ヌクレオチド、かつ
(ii)以下:
(a)パルボウイルス、または
(b)AAV2に由来する断片Zのヌクレオチド配列と少なくとも60％、好ましくは80％、より好
ましくは90％、特に99％、有利には100％同一のヌクレオチド配列(配列1、図2)、または
(c)4xSSC、0.1％SDSにおいて65℃で、AAV2の断片Z DNA分子の相補鎖にハイブリダイズす
る核酸配列、または
(d)トランス相補アッセイにおいて使用して、VP3 VLPの集合を引き起こすことができる核
酸配列
に由来する、開始コドンから開始して242ヌクレオチドより多くのVP3 cds
を含む、DNA断片である。
【００４１】
　このことは、AAVキャプシド遺伝子が、mRNAオルタナティブスプライシングおよび別の
翻訳開始コドンを用いて、同じORFの重複配列によってコードされているので、断片Zの配
列が同時にVP2の一部およびVP3 cdsでもあることを意味する。従って、VP2遺伝子は、VP3



(31) JP 2012-519008 A 2012.8.23

10

20

30

40

50

遺伝子の全配列と特定の5’領域を含有する(図1にある模式図)。
【００４２】
　本発明のポリペプチドまたは核酸の「機能活性変種」とは、本明細書において詳述され
た1つまたは複数の変異によって得られ、生物学的機能、例えば、VP3の集合を促進する能
力を維持している点で機能活性のある変種として本発明の文脈において言及されたポリペ
プチドまたは核酸である。生物学的活性はトランス相補アッセイにおいて確かめることが
できる。トランス相補アッセイにおいては、このような核酸からこのようなポリペプチド
が発現されると、VP3コード構築物からのVP3 VLPの集合を促進することができる。この場
合、VP3コード構築物が適切な条件下で発現されてもVP3キャプシド集合には不十分である
。適切で不十分なAAV2 VP3コード構築物は、pCMV-VP3/2809またはpCI-VP3である。適切な
試験が実施例、例えば、実施例3に記載されている。好ましくは、生物学的機能の維持は
、天然AAPの活性の少なくとも50％、好ましくは少なくとも60％、より好ましくは少なく
とも70％、80％、または90％、さらにより好ましくは95％を有すると定義される。
【００４３】
　相補アッセイは実施例3に記載のように行うことができ、ELISA(実施例1.5)または免疫
蛍光(1.6)によって分析することができる。両アッセイとも、集合状態にあるウイルスキ
ャプシドに対するモノクローナル抗体の結合によるウイルス粒子の検出をベースとしてい
る。例えば、モノクローナル抗体A20(Progen, Heidelberg, Germany)は、AAV2および他の
いくつかのAAV血清型のウイルスキャプシドに結合し、さらに遠い関係にある血清型に特
異的な抗体が市販されている。特異的抗体が利用できないのであれば、電子顕微鏡(例え
ば、Hoque et al.(1999b)を参照されたい)またはスクロース密度勾配分析(実施例1.3.2.)
によって、ウイルスキャプシドを検出することができる。
【００４４】
　「VP3伸長バージョン」は、一般的に、数個のAaによるN末端伸長を含む。AAVキャプシ
ド遺伝子が、異なる開始コドンを用いて同じORFの重複配列によってコードされているの
で、これらのN末端伸長は、VP2をコードする配列の3’部分を表すが、VP3をコードする配
列の3’部分を表さない(図1)。従って、N末端伸長VP3はN末端切断型VP2と同一であり、こ
れは、VP2の一部がVP3のN末端伸長の中に存在することができるが、完全なかつ無傷の野
生型VP2タンパク質は、例えば、Ruffing et al.(1994)により示されるように発現されず
、NCBI(エントリー番号:NC_001401)から入手可能であることを意味する。本発明によれば
、粒子は(定義されたように)本質的にVP3からなり、従って、VP3伸長バージョンは非常に
まれであるが、天然粒子はVP1:VP2:VP3を1:1:8の比で含む(Kronenberg et al., 2001)。
【００４５】
　所定の試料において発現したキャプシドタンパク質の組成を確かめるために、ウエスタ
ンブロット分析を使用することができる。細胞溶解産物または精製されたVLPをスクロー
ス勾配によって分画し、画分を、ゲル電気泳動およびニトロセルロース膜への転写によっ
て分析することができる。ニトロセルロース膜において、標的タンパク質に特異的な結合
剤を用いて、画分をプローブすることができる。モノクローナル抗体B1は、3種類全ての
キャプシドタンパク質と反応し、VP3を検出するのに使用することができるが、モノクロ
ーナル抗体A69はVP1およびVP2としか反応せず、切断型VP2を検出するのに使用することが
できる。
【００４６】
　本発明に関連する「効率的な粒子形成」とは、粗溶解産物中、約1011、好ましくは約10
12、より好ましくは約1013粒子/ml(約105、好ましくは約106、より好ましくは約107粒子/
トランスフェクト細胞に相当する)の高力価粒子が形成されることを意味する。
【００４７】
　「約」という用語は、本発明によれば、±20％、特に、±10％、特に、±5％の大まか
な誤差範囲を意味する。
【００４８】
　ウイルス粒子力価は、未希釈の形をした、または希釈されたトランスフェクト細胞(前
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記を参照されたい)の溶解産物から、モノクローナル抗体A20と、集合状態にあるウイルス
キャプシドとの結合に基づいてウイルス濃度を測定する市販の力価測定ELISAキットを用
いて定量することができる。既に述べたように、抗体A20が、例えば、異なるウイルス血
清型のキャプシドに結合しなければ、粒子力価を電子顕微鏡によって視覚化し、計数によ
って定量することができる(Grimm et al., 1999、Grimm and Kleinschmidt, 1999、Mitte
reder et al., 1996)。
【００４９】
　タンパク質発現を分析し、その量を概算するために、トランスフェクトされた細胞の同
一部分の細胞溶解産物をSDS-PAGE用に処理することができる。ゲル電気泳動およびニトロ
セルロース膜への転写を行うと、標的タンパク質(例えば、モノクローナル抗体B1、A69、
抗GFP)に特異的な結合剤を用いて、タンパク質をプローブすることができる。タンパク質
翻訳量は、そのタンパク質に特異的に結合する結合剤の量から概算することができる。こ
れらの複合体は、例えば、免疫組織化学染色、免疫蛍光染色、または放射標識によって視
覚化および定量することができる。
【００５０】
　「結合剤」という用語は、分子のそれぞれの結合パートナーに特異的に結合する分子を
いう。一般的に用いられる結合剤は、抗体、特に、モノクローナル抗体、抗体誘導体、例
えば、単鎖抗体または抗体断片である。原則的に、全てのクラスの抗体を使用することが
でき、IgG抗体が好ましい。抗体の断片または多量体も等しく使用することができる。一
般的に用いられる断片は、単鎖抗体、Fab断片、または(Fab) 2断片である。他の適切な結
合剤の例は、タンパク質スキャフォールド、例えば、アンチカリン(anticalin)もしくは
リポカリン (Nygren and Skerra, 2004)、受容体もしくはその一部(例えば、可溶性T細胞
受容体)、アンキリン、ミクロボディ、またはアプタマーである。
【００５１】
　「特異的に結合する」という用語は、2つの分子AおよびB、好ましくはタンパク質が互
いに結合し、それによって、少なくともKD=1x10

-5mol/l、好ましくは少なくとも1x10-7mo
l/l、より好ましくは少なくとも1x10-8mol/l、特に少なくとも1x10-9mol/lの親和性(KD=k

off/kon)で複合体ABが生じることを意味する。
【００５２】
　「エピトープ」は、免疫系によって認識される、具体的には、抗体、B細胞、またはT細
胞によって認識される高分子の一部である。
【００５３】
　「ミモトープ」は、キャプシドの三次構造全体のために極めて近傍に位置する、構造タ
ンパク質直鎖配列の異なる領域に由来するいくつかのAaからなる、または炭水化物残基、
核酸、もしくは脂質などの非ペプチド構造に由来する非直鎖の構造エピトープであり、こ
のような非直鎖構造エピトープは抗体に特異的に結合する。従って、ミモトープは、エピ
トープの構造を模倣することによって、エピトープによって誘発される抗体応答と同一の
抗体応答を引き起こす。本発明に関連するミモトープは、挿入されたペプチド配列(の一
部)のみからなってもよく、挿入されたペプチドおよびパルボウイルスコア粒子AA残基か
らなってもよい。
【００５４】
　本明細書で使用する「B細胞エピトープ」という用語はミモトープも含むことが意図さ
れる。従って、エピトープは直鎖のかつ構造的なエピトープでもよい。
【００５５】
　本発明の産物、方法、および使用に関連する「抗原」という用語は、免疫反応が誘導さ
れるべき全ての標的抗原を指す。このような標的抗原は、通常、体液性免疫応答に感受性
の高い抗原である。このような標的抗原は、通常、翻訳後修飾され得るタンパク質、例え
ば、グリコシル化されるタンパク質である。
【００５６】
　「免疫グロブリン」(Igと省略する)という用語は、免疫原性抗原による浸潤に応答して
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誘導され、病原体を根絶することによって宿主を保護する、血清中に天然にある全ての糖
タンパク質を指す。IgM、IgG、IgA、IgD、およびIgEとして知られる全部で5つのヒト抗体
クラスがあり、これらはこのタンパク質グループに属する。
【００５７】
　第1の局面において、本発明は、SEQ ID NO:1、SEQ ID NO:2、SEQ ID NO:3、SEQ ID NO:
4、SEQ ID NO:5、SEQ ID NO:6、SEQ ID NO:7、SEQ ID NO:8、SEQ ID NO:9、SEQ ID NO:10
、SEQ ID NO:11、SEQ ID NO:12、SEQ ID NO:13、SEQ ID NO:14、SEQ ID NO:15、SEQ ID N
O:16、SEQ ID NO:17、SEQ ID NO:18、SEQ ID NO:19、SEQ ID NO:20、SEQ ID NO:21、およ
びSEQ ID NO:22からなる群より選択されるアミノ酸配列を含むポリペプチドをコードする
核酸、またはこれらのアミノ酸配列のいずれかの機能活性変種を含むポリペプチドをコー
ドし、いずれのRep機能タンパク質も発現することができず、特に、Rep40、Rep52、Rep68
、Rep78、VP1、VP2、およびVP3を発現することができない核酸に関し、機能活性変種は、
(i)SEQ ID NO:1～22のアミノ酸配列のいずれかと少なくとも60％同一のアミノ酸配列を有
する、ならびに/または
(ii)6xSSC、5xデンハルト液、0.5％SDSの中で、40℃で2～12時間、SEQ ID NO:23、SEQ ID
 NO:24、SEQ ID NO:25、SEQ ID NO:26、SEQ ID NO:27、SEQ ID NO:28、SEQ ID NO:29、SE
Q ID NO:30、SEQ ID NO:31、SEQ ID NO:32、SEQ ID NO:33、SEQ ID NO:34、SEQ ID NO:35
、SEQ ID NO:36、SEQ ID NO:37、SEQ ID NO:38、SEQ ID NO:39、SEQ ID NO:40、SEQ ID N
O:41、SEQ ID NO:42、SEQ ID NO:43、およびSEQ ID NO:44からなる群より選択される核酸
配列、もしくはSEQ ID NO:23～44の核酸配列のいずれかに相補的な核酸配列にハイブリダ
イズするcDNAによってコードされる、ならびに/または
(iii)VP1、VP2、およびVP3をコードするオープンリーディングフレーム(ORF)とインフレ
ームにないORFを含み、VP3 ORFの378ヌクレオチドより多くを含む、パルボウイルスゲノ
ムの一部によってコードされる。
【００５８】
　今までに特定されていなかったAAV2 cap遺伝子産物が同時発現すると、正二十面体キャ
プシドへのVP3の集合が効率的に促進されることが証明された。このタンパク質は集合活
性化タンパク質すなわちAAPと命名され、cap遺伝子のORF2よってコードされ(第1のORFはV
P1、VP2、およびVP3をコードする)、約23kDaの分子量を有する。ウエスタンブロットから
見積もられたAAPの分子量はこれより大きく(約30kDa)、おそらく翻訳後修飾が原因である
。その細胞局在は核小体にあり、VPタンパク質を、キャプシド集合が起こる核小体に標的
化する。しかしながら、VP3のみの核小体局在ではキャプシド形成に十分でない。このこ
とから、AAPは、完全長AAVゲノム内でも、さらなるシャペロン型機能、スキャフォールド
機能、および/または核形成機能を提供することが分かる。
【００５９】
　異なるパルボウイルスについて相同ポリペプチドを特定することができる。異なるパル
ボウイルスのcap遺伝子のORF2に由来する予測AAPタンパク質配列のこのようなアラインメ
ントを図28に示した。従って、本発明の核酸は、好ましくはSEQ ID NO:1(AAV2)、SEQ ID 
NO:2(AAV1)のアミノ酸配列、またはSEQ ID NO:5(AAV5)のアミノ酸配列を含むポリペプチ
ドをコードすることを特徴とする。
【００６０】
　天然のAAPは改変することができるが、機能活性が残っていると本発明によって想定さ
れる。このような機能活性変種は、例えば、構築物の発現、安定性、および/もしくは活
性を高めるために、または構築物の簡単なクローニングを容易にするために作製すること
ができる。従って、本発明はまた、SEQ ID NO:1、SEQ ID NO:2、SEQ ID NO:3、SEQ ID NO
:4、SEQ ID NO:5、SEQ ID NO:6、SEQ ID NO:7、SEQ ID NO:8、SEQ ID NO:9、SEQ ID NO:1
0、SEQ ID NO:11、SEQ ID NO:12、SEQ ID NO:13、SEQ ID NO:14、SEQ ID NO:15、SEQ ID 
NO:16、SEQ ID NO:17、SEQ ID NO:18、SEQ ID NO:19、SEQ ID NO:20、SEQ ID NO:21、お
よびSEQ ID NO:22のアミノ酸配列のいずれかと少なくとも65％、より好ましくは少なくと
も70％、より好ましくは少なくとも75％、より好ましくは少なくとも80％、より好ましく
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は少なくとも85％、より好ましくは少なくとも90％、より好ましくは少なくとも95％、最
も好ましくは少なくとも99％、特に、100％同一のアミノ酸配列を有する、ならびに/また
は6xSSC、5xデンハルト液、0.5％SDSの中で、45℃、より好ましくは50℃、より好ましく
は55℃、より好ましくは60℃、特に、65℃、有利には68℃で、SEQ ID NO:23、SEQ ID NO:
24、SEQ ID NO:25、SEQ ID NO:26、SEQ ID NO:27、SEQ ID NO:28、SEQ ID NO:29、SEQ ID
 NO:30、SEQ ID NO:31、SEQ ID NO:32、SEQ ID NO:33、SEQ ID NO:34、SEQ ID NO:35、SE
Q ID NO:36、SEQ ID NO:37、SEQ ID NO:38、SEQ ID NO:39、SEQ ID NO:40、SEQ ID NO:41
、SEQ ID NO:42、SEQ ID NO:43、およびSEQ ID NO:44の核酸配列のいずれかに相補的な核
酸配列にハイブリダイズするcDNAよってコードされる、機能活性変種にも言及する。好ま
しくは機能活性変種は、前記の条件で、6xSSC、5xデンハルト液、0.5％SDSの中で、SEQ I
D NO:23の核酸配列またはSEQ ID NO:23の核酸配列に相補的な核酸配列にハイブリダイズ
するcDNAよってコードされる。
【００６１】
　本発明の好ましい態様において、核酸は、SEQ ID NO:1、SEQ ID NO:2、SEQ ID NO:3、S
EQ ID NO:4、SEQ ID NO:5、SEQ ID NO:6、SEQ ID NO:7、SEQ ID NO:8、SEQ ID NO:9、SEQ
 ID NO:10、SEQ ID NO:11、SEQ ID NO:12、SEQ ID NO:13、SEQ ID NO:14、SEQ ID NO:15
、SEQ ID NO:16、SEQ ID NO:17、SEQ ID NO:18、SEQ ID NO:19、SEQ ID NO:20、SEQ ID N
O:21、およびSEQ ID NO:22からなる群より選択されるアミノ酸配列からなるポリペプチド
をコードする、またはこれらのアミノ酸配列のいずれかの機能活性変種からなるポリペプ
チドをコードする。ここで、機能活性変種は前記で定義されている。より好ましくは、核
酸は、 SEQ ID NO:1～SEQ ID NO:22からなる群より選択されるアミノ酸配列からなるポリ
ペプチドをコードする。
【００６２】
　AAPを用いたN末切断実験およびC末端切断実験により、AAV2のAAPの3’末端に関して、A
TG2809から開始するVP3 ORFと重複する378ntはVP3キャプシド集合を支援できないが、VP3
 ORFの445ヌクレオチドは、キャプシド収量においてwtAAVとほぼ同等の効率であることが
見出されている。従って、本発明の核酸は、VP3 ORFの378ヌクレオチドより多く(例えば
、378、379、380、381、382、383、384、385、386、387、388、389、390、391、392、393
、394、395、396、397、398、399ヌクレオチドより多く)、好ましくは少なくとも400ヌク
レオチド(例えば、少なくとも400、401、402、403、404、405、406、407、408、409、410
、411、412、413、414、415、416、417、418、419、420、421、422、423、424ヌクレオチ
ド)、より好ましくは少なくとも425ヌクレオチド(例えば、少なくとも425、426、427、42
8、429、430、431、432、433、434、435、436、437、438、439、440、441、442、443、44
4、または445ヌクレオチド)、特に少なくとも445ヌクレオチド(例えば、445、446、447、
448、449、450、451、452、453、454、455、456、457、458、459、460、461、462、463、
464、465、466、467、468、469、470、471、472、473、474、475、476、477、478、479、
480、481、482、483、484、485、486、487または488、489、490、491、492、493、494、4
95、496、497、498、499、500以上のヌクレオチド)を含むことを特徴とする。
【００６３】
　AAV2のAAPの5’末端に関して、VP3開始コドンの上流に44ヌクレオチド伸長のある核酸
によってコードされるN末端切断型AAPは、翻訳がORF2とインフレームに挿入されたATGに
よって開始されれば、キャプシド収量においてwtAAVとほぼ同等の効率があり、ATG開始コ
ドンが挿入されなければ効率はさらに低い(データ示さず)。位置2858にあるACGの代わり
にATGから開始する核酸によってコードされるN末端切断型AAPは、検出可能なキャプシド
形成につながらなかった。AAV4およびAAV9について、検出可能なキャプシド集合には、そ
れぞれのVP3開始コドンから始まるVP3 cds発現構築物で十分であり、従って、機能的AAP(
変種)を依然としてコードすることが示された(データ示さず)。
【００６４】
　従って、本発明の核酸は、VP3開始コドンの5’側に直接連続して位置する、隣接するVP
2コードヌクレオチドの少なくとも44ヌクレオチド(例えば、44、45、46、47、48、49、ま
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たは50ヌクレオチド)、好ましくは少なくとも20ヌクレオチド(例えば、20、21、22、23、
24、25、26、27、28、29、30、31、32、33、34、35、36、37、38、39、40、41、42、また
は43ヌクレオチド)、より好ましくは少なくとも5ヌクレオチド(例えば、5、6、7、8、9、
10、11、12、13、14、15、16、17、18、または19ヌクレオチド)を含むことを特徴とする
。
【００６５】
　AAPをコードする核酸またはその変種は、AAV4およびAAV9から分かるように(前記)、VP3
開始コドンの3'側からでも開始することができる。従って、別の好ましい態様において、
本発明の核酸は、その開始コドンがVP3開始コドンの4ヌクレオチド下流にある、好ましく
は24ヌクレオチド下流にある、より好ましくは44ヌクレオチド下流にあるATGであること
を特徴とする。
【００６６】
　従って、好ましい態様において、本発明の核酸は、VP3開始コドンの少なくとも44ヌク
レオチド上流から445ヌクレオチド下流までのヌクレオチド(計算はATGを含む)、好ましく
は、VP3開始コドンの少なくとも20ヌクレオチド(例えば、20、21、22、23、24、25、26、
27、28、29、30、31、32、33、34、35、36、37、38、39、40、41、42、43、または44ヌク
レオチド)上流から425ヌクレオチド(例えば、425、426、427、428、429、430、431、432
、433、434、435、436、437、438、439、440、441、442、443、444、または445ヌクレオ
チド)下流までのヌクレオチド、特に、VP3開始コドンの少なくとも5ヌクレオチド(例えば
、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、または19ヌクレオチド)上流か
ら400ヌクレオチド(例えば、400、401、402、403、404、405、406、407、408、409、410
、411、412、413、414、415、416、417、418、419、420、421、422、423、または424ヌク
レオチド)下流までのヌクレオチドを含む。従って、本発明の核酸の全長は、少なくとも4
89nt(例えば、489、490、491、492、493、494、495、496、497、498、499、500以上のnt)
、好ましくは少なくとも445nt(例えば、445、446、447、448、449、450、451、452、453
、454、455、456、457、458、459、460、461、462、463、464、465、466、467、468、469
、470、471、472、473、474、475、476、477、478、479、480、481、482、483、484、485
、486、487、または488nt)、特に少なくとも405nt(例えば、405、406、407、408、409、4
10、411、412、413、414、415、416、417、418、419、420、421、422、423、424、425、4
26、427、428、429、430、431、432、433、434、435、436、437、438、439、440、441、4
42、443、または444nt)である。
【００６７】
　本発明の核酸は、VP3のキャプシド集合を促進するタンパク質を発現することができる
。本発明の核酸は、AAV2に由来し、(野生型AAV2配列に見出される)その翻訳開始コドンは
、C2729TG、A2735CG、A2717TT、もしくはT2720TGであることを特徴としてもよく、本発明
の核酸は、別のパルボウイルスに由来し、その翻訳開始コドンは、AAV2の翻訳開始コドン
の相同部位であることを特徴としてもよい。他のパルボウイルスの相同開始コドンは、所
定のアラインメントによって(図27を参照されたい)、および潜在的な非標準開始コドンに
よってコードされるアミノ酸を探すことによって容易に特定することができる。このよう
な潜在的な非標準開始コドンは、実施例14においてAAV2 C2729TGに対して行われたように
変異分析によって容易に確認することができる。図27に示されていないパルボウイルスに
ついては、このような配列を所定のアラインメントに容易に加えることができる。
【００６８】
　好ましい態様において、AAPをコードするORFは、ATG開始コドンを作製して、オープン
リーディングフレームの翻訳の改善するやり方で変異されるが、「改善」とは、AAPまた
はその変種の発現が、それぞれの野生型配列と比較して高いことを意味する。好ましくは
、AAV2の翻訳開始コドンまたは他のパルボウイルスの相同部位はATG開始コドンに変異さ
れる。一般的に、標準開始コドンATGから翻訳が開始されると、AAPまたはその変種の発現
が最適化され、従って、AAPまたはその変種が最適以下である時に、キャプシド集合の収
量が増加する。このことは、それぞれのウイルスが適合されていない細胞に発現系を切り
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替えるのであれば特に有益になる。非宿主細胞におけるAAPまたはその変種の発現は最適
以下であると想定することができる。例えば、昆虫細胞またはバキュロウイルス感染に適
した他の細胞において、酵母または細菌においてキャプシドを製造することが本発明の中
で予想される。これらの細胞においてキャプシド形成を増やすためには、AAPまたはその
変種の発現を最適化することがかなり有益または重要な場合がある。
【００６９】
　このようにAAPの開始コドンをATGに変異させると、シス状況ではキャプシド形成が低下
する場合があるが(この場合、AAPは、VP3をコードするORF1と共に重複核酸よってコード
される)、AAPが、VP3をコードするORF1とは独立してコードされるトランス構成において
、このような変異は特に有益である(実施例14)。
【００７０】
　核酸は、核酸のポリペプチドコード配列の後にポリ(A)シグナルが続くことを特徴とす
ることが当技術分野において周知であり、本発明の一部である。
【００７１】
　本発明の1つの局面において、本発明の核酸は、ポリペプチドコード配列を転写するプ
ロモーターを含む。好ましい態様において、異種プロモーター、すなわち、AAPをコード
する核酸を得たウイルスに存在しないプロモーター、または好ましくは、パルボウイルス
野生型ゲノムに存在しないプロモーターが用いられる。本明細書に記載の方法において使
用することができるプロモーターは、本明細書に記載の例に限定されない。プロモーター
は、任意の公知のプロモーターでもよく、後で発見されるプロモーターでもよい。例えば
、初期サイトメガロウイルス(CMV)プロモーター(US4,168,062)のような連続的に転写され
る構成的プロモーターが本発明において有用であり、同様に、抗生物質特異的プロモータ
ーまたは細胞特異的プロモーターなどの誘導性プロモーターも本発明において有用である
。哺乳動物細胞系における発現のために、CMVプロモーターの使用が特に好ましく、例え
ば、トランスフェクション法を用いた製造プロセスにおける使用のために特に好ましいが
、昆虫細胞においては、ポリヘドリンプロモーター(PolH)の使用が好ましい。誘導性異種
プロモーターは、VP3の安定した産生細胞を樹立するのに使用することができるので特に
好ましい。
【００７２】
　パルボウイルスの中ではゲノム組成が高度に保存されているので、本発明を他のパルボ
ウイルスメンバーに簡単に移しかえることができる。パルボウイルスの中で、本発明の核
酸が得られる好ましいウイルスは、アデノ随伴ウイルス(AAV)、ガチョウパルボウイルス
、アヒルパルボウイルス、およびヘビパルボウイルスである。好ましいAAVは、ウシAAV(b
-AAV)、イヌAAV(CAAV)、マウスAAV1、ヤギAAV、ラットAAV、トリAAV(AAAV)、AAV1、AAV2
、AAV3b、AAV4、AAV5、AAV6、AAV7、AAV8、AAV9、AAV10、AAV11、AAV12、およびAAV13、
特に、AAV2からなる群より選択される。
【００７３】
　さらなる局面において、本発明の核酸は、発現カセット、構築物、ベクター、または細
胞株の中に含まれる。構築物、典型的にはプラスミドは、一般的に、本発明の核酸、およ
びさらなる配列、例えば、ポリクローニングサイト、複製起点、選択マーカー遺伝子など
を含む核酸である。発現カセットは、一般的に、細胞内に入ったら、本発明の核酸によっ
てコードされるタンパク質を、細胞転写機構および翻訳機構によって産生することができ
る構築物である。発現構築物は、エンハンサーまたはプロモーター領域として働き、本発
明の核酸の効率的な転写につながる調節配列を含有するように操作される。発現構築物は
、通常、後でポリアデニル化されるポリ(A)部位をさらに含む。ポリ(A)部位は、mRNAの核
外輸送、翻訳、および安定化に重要である。ベクターは、本発明の核酸を細胞に導入する
のに用いられる構築物である。トランスフェクトしようとする細胞に応じて、ベクターは
当業者によって構築される。これらは、リン酸カルシウムトランスフェクションもしくは
リポソームトランスフェクション用のプラスミド、またはウイルスベクター、例えば、バ
キュロウイルスでもよい。細胞株は、AAPもしくはその変種の発現またはAAP(変種)をコー
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ドするプラスミドの複製に適した実験用細胞株である。
【００７４】
　本発明のさらなる局面は、本発明の核酸によってコードされるポリペプチドである。基
礎をなす天然ポリペプチドは集合活性化タンパク質(AAP)と呼ばれる。従って、本発明の
核酸によってコードされるこのポリペプチドの変種は、AAP変種と呼ばれる。例えば、AAP
タンパク質および1つまたは複数のさらなるペプチドを含む変種は、AAP含有ポリペプチド
と呼ばれる。タンパク質AAPは、(ORF1を規定するVP3の開始コドンを含む)ORF2から発現さ
れ、約23kDaの計算分子量を有し、核小体においてVP3キャプシド集合をもたらすことがで
きる。これは、全AAVゲノムの中でのキャプシド形成にも必須である。これは、VPタンパ
ク質を核小体に標的化し、核小体の中の集合反応促進においてさらなる機能を発揮する。
【００７５】
　本発明のさらなる局面は、本発明の核酸を宿主細胞において発現させることによって、
本発明のポリペプチド、すなわち、AAPまたはAAP変種を産生する方法である。このような
産生は、パルボウイルスのキャプシド形成、一般的にかつ具体的には、VP3を含むがVP1お
よびVP2ならびにRepタンパク質を含まないキャプシドを促進するのに適している。適切な
宿主細胞は、当業者によって当業者のニーズおよび好みに応じて選択することができる。
好ましい宿主細胞は、哺乳動物細胞株、特に、ヒト細胞株、バキュロウイルス感染に用い
られる細胞株、細菌株、および酵母株からなるリストより選択される。
【００７６】
　本発明のさらなる局面は、AAPに特異的に結合する抗体、または、AAPに特異的に結合す
る結合剤全般である。特に、抗体は、SEQ ID NO:1～22のどの配列にも特異的に結合する
。このような抗体は、AAPの機能をさらに調べるのに用いられてもよく、異種発現系にお
けるトランス作用因子として用いられる場合、パルボウイルスDNAまたはウイルス様粒子
の商業生産のためにAAP発現レベルを確認および最適化するのに用いられてもよい。好ま
しい抗体は、AAV2のAAP(SEQ ID NO:1)に特異的に結合することを特徴とする。本発明の抗
体はポリクローナルでもよく、モノクローナルでもよい。さらに、単鎖抗体、scFvs、Fab
断片、ナノ抗体などの対応する抗体断片、または抗体多量体が本発明に含まれる。
【００７７】
　本発明のさらなる局面は、AAPおよびAAP変種を含む本発明のポリペプチドを調製するた
めの本発明の核酸の使用である。
【００７８】
　本発明のさらなる局面は、パルボウイルスおよびパルボウイルス粒子を調製するための
本発明の核酸またはポリペプチドの使用である。AAPが特定されると、収量を増加させる
ように、または安定にトランスフェクトされた産生細胞株を用いる誘導性産生系を作製す
るように発現構築物を個々に最適化できるので、このようなウイルスを製造する、以前は
分からなかった可能性が生まれる。異種プロモーターの使用によって、発現を増大させる
ことができる。具体的には、機能的RepならびにVP1およびVP2をコードする配列の非存在
下で、粒子を調製することができるので、機能タンパク質VP1、VP2、Rep40、Rep52、Rep6
8、およびRep78をどれも含まないパルボウイルス粒子の製造が可能になる。これらの因子
は全て、このようなウイルスおよび粒子の強く、速く、かつ安価な産生系の作製に関して
重要である。
【００７９】
　本発明の1つの局面は、VP3から本質的になるパルボウイルス粒子を産生する方法である
。前記方法は、(i)rep非依存性プロモーターの制御下にある、パルボウイルスに由来する
VP3コード配列(cds)からVP3を発現することができ、かつ本発明の核酸によってコードさ
れるタンパク質を発現することができる細胞を提供する工程、(ii)VP3および本発明の核
酸に由来するタンパク質の発現を促す条件で細胞をインキュベートし、それによって、パ
ルボウイルス粒子を産生する工程、ならびに(iii)任意で、細胞からパルボウイルス粒子
を精製する工程であって、細胞1個あたり少なくとも105個のウイルス粒子が形成され、機
能的VP1、VP2、Rep40、Rep52、Rep68、およびRep78タンパク質は発現されない、工程を含
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む。この方法は、本発明の核酸の代わりに断片Zを用いて等しく適用することができる。
【００８０】
　別の局面において、本発明は、VP3から本質的になるパルボウイルス粒子を産生する方
法を提供する。前記方法は、以下の工程:
i.細胞において、rep非依存性プロモーターの制御下にある、パルボウイルスに由来するV
P3コード配列(cds)からVP3を発現させる工程、
ii.細胞において、rep非依存性プロモーターの制御下にあるDNA配列断片(断片Z)を発現さ
せる工程であって、断片Zは、
(1)VP3開始コドン上流にある少なくとも44ヌクレオチド、かつ
(2)以下:
a)パルボウイルス、または
b)AAV2に由来する断片Zのヌクレオチド配列と少なくとも60％、好ましくは80％、より好
ましくは90％、特に99％、有利には100％同一のヌクレオチド配列(配列1、図2)、または
c)4xSSC、0.1％SDSにおいて65℃で、AAV2の断片Z DNA分子の相補鎖にハイブリダイズする
核酸配列(配列2)、または
d)トランス相補アッセイにおいて使用して、VP3 VLPの集合を引き起こすことができる核
酸配列
に由来する、開始コドンから開始して242ヌクレオチドより多くのVP3 cds
を含む、工程、
iii.VP3発現に適した条件下で細胞をインキュベートする工程、ならびに
iv.細胞からパルボウイルス粒子を精製する工程を含み、細胞1個あたり約105個、好まし
くは約106個、より好ましくは約107個のウイルス粒子が形成され、VP1、VP2、およびRep
タンパク質(特に、Rep40、Rep52、Rep68、およびRep78)は本質的に発現されない。
【００８１】
　これらの方法の発明は、パルボウイルス科のウイルスに由来する粒子の作製に基づいて
いる。パルボウイルス科においては、野生型は、キャプシドタンパク質としてVP1、VP2、
およびVP3を発現する。VP3から本質的になるパルボウイルス粒子は、本質的に、VP1、VP2
、およびRepの機能タンパク質、特に、Rep40、Rep52、Rep68、およびRep78の発現の非存
在下で、パルボウイルスVP3 cdsを発現させることによって作製することができる。結果
として、精製されたパルボウイルス粒子は、1種類のキャプシドタンパク質のみから本質
的になる。Repにより媒介されるDNAパッケージングは、粒子にRepが存在しないために完
全に避けられる。本発明は、ワクチン開発に特に適した、VP3から本質的になる高力価の
パルボウイルス粒子を提供する。
【００８２】
　VP3は単独ではキャプシドに集合できないことが当技術分野において周知である。本発
明に関連して、細胞内で発現されればVP3粒子の集合を媒介する、AAPと命名された新規の
ポリペプチドをコードする核酸、配列エレメントZ(断片Z)が特定された。VP3は、キャプ
シド集合のためにさらなるウイルスタンパク質を必要としない。
【００８３】
　いくつかの証拠から、VP3は、キャプシド集合のためにcap遺伝子に由来するRNAを必要
とするという結論が出た。VP3キャプシド集合に必要とされるこの因子は、gfpと融合した
cap遺伝子断片(VP2N-gfp)の状態でトランスで提供することができた。このcap遺伝子断片
の第1のORF(VP1、VP2、およびVP3をコードするORF)からのタンパク質発現は、cap遺伝子
の関連領域にある停止コドンを含有するいくつかの構築物がヘルパー機能も提供するので
必要なかった。読み過ごし転写物からのVP2N-gfpの発現は、ウエスタンブロット分析によ
って検出できなかった。従来にはない翻訳開始部位で開始し、停止コドンが続く、このよ
うなタンパク質発現は非常に起こりにくく、その量は非常に少ないだろう。VP2N-gfpのこ
のようなタンパク質発現でもVP3のキャプシド集合の刺激に十分でない。このことは、別
のコドンを用いた、このタンパク質の発現によってはっきりと示されている。このタンパ
ク質の発現から、高いVP2N-gfpタンパク質レベルが得られたが、VP3キャプシド集合は起
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こらなかった。このようなコドン変化はヌクレオチド配列の変化を意味するので、正しい
ヌクレオチドが集合ヘルパー効果に必要であり、第1のORFの発現タンパク質は必要でない
ことは明らかである。最後に、プラスミドによって、転写することができない正しいヌク
レオチド配列を第1のORFの中に設けてもキャプシド集合は起こらなかった。このことは、
正しいヌクレオチド配列の転写が必要であることを証明している。
【００８４】
　図2に示したように、断片Zは、VP3開始コドンの上流にある少なくとも44ヌクレオチド
およびVP3開始コドンの下流にある242ヌクレオチドより多くを含む。好ましくは、断片Z
は完全長VP3 cdsを含まない。断片Zの配列は、図2に列挙した多くの異なるパルボウイル
スの1つから得ることができる。図2には、パルボウイルスAAV1、AAV2、AAV3b、AAV4、AAV
5、AAV6、AAV7、AAV8、AAV10、AAV11、およびb-AAVの断片Zのそれぞれの領域のヌクレオ
チド配列のいくつかの例を示した。このリストは、ここに示したパルボウイルスに限定さ
れない。さらなる配列を、VP3開始コドンの位置に合わせて簡単にアラインメントし、断
片Zとして選択することができる。ヌクレオチド配列はまた、AAV2に由来する断片Zのヌク
レオチド配列(SEQ ID NO:45、以下を参照されたい)との同一性によって断片Zとして選択
することもできる。同一性は、少なくとも60％、好ましくは80％、より好ましくは90％、
特に99％、有利には100％である。さらに、4xSSC、0.1％SDSにおいて65℃で、AAV2の断片
Z DNA分子の相補鎖(SEQ ID NO:46、以下を参照されたい)にハイブリダイズするヌクレオ
チド配列もまた、断片Zとしてトランス相補アッセイにおいて用いて、VP3 VLPの集合を引
き起こすことができる。断片ZがAAV2に由来し、SEQ ID NO:45を含むことが特に好ましい
。
【００８５】
　AAV2に由来するDNA配列断片Zのヌクレオチド配列(SEQ ID NO:45、図2にも示した):

【００８６】
　未知のDNA断片を断片Zとして特定するためにハイブリダイゼーション実験において使用
することができる、SEQ ID NO:45の逆方向の相補的な配列(SEQ ID NO:46):

【００８７】
　VP3 cdsおよび断片Zまたは本発明の核酸の配列の転写を開始するために、1つまたは2つ
の「Rep非依存性プロモーター」が選択される。rep非依存性プロモーターは、パルボウイ
ルス因子Repの非存在下でVP3および断片Zを発現させるために用いられる。Repは、パルボ
ウイルス粒子へのウイルスゲノムおよび非特異的DNAのパッケージングを担っているので
避けなければならない。本発明のために、意図せずにパルボウイルス粒子が遺伝子療法ベ
クターとして働くことがあるので、ウイルスDNAまたは非特異的DNAのパッケージングを避
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けなければならない。VP3発現および断片Zまたは本発明の核酸の転写のために「Rep非依
存性プロモーター」を用いることによって、RNAポリメラーゼは、Repタンパク質発現の非
存在下での転写を開始することができるので、Repタンパク質、特に、Rep40、Rep52、Rep
68、およびRep78の非存在下でのキャプシドの製造が可能になる。Rep非依存性プロモータ
ーは、例えば、異種構成的プロモーターまたは誘導性プロモーターである。
【００８８】
　従って、本発明の1つの局面において、本発明の核酸は、ポリペプチドコード配列の転
写を動かすプロモーターを含む。好ましい態様において、パルボウイルス野生型ゲノムに
存在しない異種プロモーターが用いられる。本明細書に記載の方法において使用すること
ができるプロモーターは、本明細書に記載の例に限定されない。プロモーターは任意の公
知のプロモーターでもよく、後で発見されるプロモーターでもよい。例えば、初期サイト
メガロウイルス(CMV)プロモーター(US4,168,062)のような連続的に転写される構成的プロ
モーターが本発明において有用であり、同様に、抗生物質特異的プロモーターまたは細胞
特異的プロモーターなどの誘導性プロモーターも本発明において有用である。哺乳動物細
胞系における発現のためには、例えば、トランスフェクション法を用いた製造プロセスに
おける使用のためには、CMVプロモーターの使用が特に好ましいが、昆虫細胞においては
、ポリヘドリンプロモーター(PolH)の使用が好ましい。誘導性異種プロモーターは、VP3
の安定した産生細胞を樹立するのに使用することができるので特に好ましい。
【００８９】
　VP発現に適した条件は当技術分野において周知であり、原則として、VP3のみの発現に
移しかえることができる。パルボウイルスまたは特にパルボウイルス粒子を産生するため
には、それぞれのDNA配列を細胞に移入しなければならない。プロトコールの1つを実施例
に記載した。しかしながら、代わりに、異なるトランスフェクション方法、異なる細胞、
または安定にトランスフェクトされた細胞を使用してもよい。異なる産生方法は、例えば
、Grimm et al.(2002)およびGrieger and Samulski(2005)に記載されている。
【００９０】
　本発明の方法は高収量のパルボウイルス粒子につながる。ここで、トランスフェクト細
胞1個あたり、約105個、好ましくは約106個、より好ましくは約107個のウイルス粒子が形
成される。これらの数は、粗溶解産物1mlあたり、約1011個、好ましくは約1012個、より
好ましくは約1013個の粒子に相当する。VP3粒子の商業的使用には、高収量の粒子をもた
らす効率的な産生方法が必要である。
【００９１】
　粒子は、本明細書および先行技術においてに開示された方法によって精製することがで
きる。
【００９２】
　断片Zまたは本発明の核酸の配列およびVP3 cdsは、VP3のみからなるパルボウイルス粒
子が産生されるように配置および発現されることが特に好ましい。これに関連して、「の
みからなる」とは、ウェスタンブロッティングなどの一般的な方法によって、他のタンパ
ク質分子が粒子の一部として検出できないことを意味する。このような粒子は、他の分子
または塩、例えば、水および緩衝液の他の構成要素を含んでもよい。さらに、粒子は、細
胞内での粒子集合中に偶然に中に入った分子を含んでもよい。
【００９３】
　本発明の1つの態様によれば、断片Zまたは本発明の核酸の配列はVP3 cdsと重複しない
ので、VP3のみからなるパルボウイルス粒子が得られる。このために、粒子に存在する準
化学量論数のN末端伸長VP3タンパク質の発現が避けられる(実施例4を参照されたい)。こ
のような少数のN末端伸長VP3タンパク質は、十中八九、粒子の活性または収量に影響を及
ぼさないだろう。しかしながら、医用薬剤の規制面では、1種類のタンパク質生成物を有
することが有利である。
【００９４】
　従って、本発明のパルボウイルス粒子はVP3のみから組み立てられることが特に好まし
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い。この目的のために、VP1、VP2、およびRep、特に、Rep40、Rep52、Rep68、およびRep7
8の発現は、当業者に周知の方法によって、例えば、それぞれの開始コドンの欠失もしく
は変異、タンパク質に特異的なcdsの欠失(全体もしくは一部)、またはタンパク質に特異
的なcdsの変異によって細胞において遮断されるので、機能的な遺伝子産物の発現が回避
される(例は、例えば、Warrington et al.(2004)に記載されている)。
【００９５】
　ほとんどの真核生物mRNAにおける翻訳開始部位は、開始コドンの特定において5'末端の
近傍にあることが中心的な役割を果たしていると予測するスキャニング機構を介して選択
されるようである。この「位置効果」は、転写物の最初の(最も上流にある)ATG開始コド
ンが翻訳を開始するという原因となる(Kozak, 2002)。
【００９６】
　パルボウイルス/AAVキャプシドタンパク質の発現に注目すると、このことは、最初のAT
GからのVP1の合成を主に占めるのはマイナーなスプライシング転写物であり、VP3の翻訳
が主に、メジャーなスプライシング転写物の最も上流にあるATGであるそのATG開始コドン
から開始することを意味している。このメジャーなスプライシングRNAはまた、VP3開始部
位の上流にある珍しいVP2 ACG開始コドンもコードする。従って、メジャーなスプライシ
ング転写物から効果的に合成されるVP3に加えて、ある程度、VP2が発現する(Becerra et 
al., 1988、Becerra et al., 1985)。
【００９７】
　一般的に、位置効果は、変異によって正常開始部位が不活化または除去され、翻訳が下
流開始部位にシフトする場合においても明らかである。従って、一部の疾患状態において
周知の問題であるサイレントな内部ATGコドンを活性化することができ、翻訳効率を高め
ることができる (Kozak, 2002)。
【００９８】
　この知識を考慮に入れると、VP1およびVP2の発現を不活化するようにVP1開始コドンお
よびVP2開始コドンを変異誘発することによって、野生型ではサイレントな、下流部位で
開始する切断型タンパク質の翻訳を活性化することができる(Warrington et al.(2004)に
記載、および実施例2.2.において観察)。
【００９９】
　従って、確実にVP3が、発現される唯一のキャプシドタンパク質となるように、キャプ
シドタンパク質について知られている主な開始コドンに加えて、好ましくは、このような
別の開始コドンが欠失または変異される。VP3のみの発現および他のキャプシドタンパク
質の遮断は、説明したようにウェスタンブロッティングを介して制御することができる。
【０１００】
　さらに好ましい態様において、VP3をコードする発現カセットから、VP3配列をコードし
ないVP1コード配列およびVP2コード配列は完全に欠失される。このような場合、VP3キャ
プシドを産生するために、断片Zまたは本発明の核酸はトランスで提供される。
【０１０１】
　本発明の好ましい態様において、断片Zまたは本発明の核酸のDNA配列の後にポリ(A)シ
グナルが続く。遺伝子の転写が終わったら、ポリ(A)シグナルは、ポリアデニル化機構を
集めて、RNA分子上にひと続きのアデニン(ポリ(A)テール)を加えることができる。このプ
ロセシング工程は、細胞内での、断片Zから転写された因子の安定性を高める。ポリ(A)シ
グナル、例えば、SV40ラージT抗原に由来するポリ(A)は当技術分野において周知であり、
全種類の発現カセットおよび構築物においていつも用いられる。
【０１０２】
　VP3開始コドンの5'側にある異なる部位で発現を開始する一連の欠失変異体の本発明者
らの分析から、変異体pCMV-VP3/2765は依然としてキャプシド集合を引き起こすことがで
きることが分かった(実施例2.)。従って、前記で既に述べたように、断片Zは、VP3開始コ
ドンの上流に少なくとも44ヌクレオチドを含まなければならない。5’側にヌクレオチド
がいくつか伸長した断片Zを用いることで、粒子形成の効率が高まったので、断片Zは、VP
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3開始コドンの上流に少なくとも113ヌクレオチド、または特に少なくとも198ヌクレオチ
ドを含むことが好ましい。本発明者らの実験において、本発明者らは、ヌクレオチド2696
(VP3開始コドンの113ヌクレオチド上流に対応する)で開始するAAV2の断片Zを提供する構
築物を選択した。図2には、下線を引いたVP3開始コドンを基準として、異なる血清型の配
列を列挙した。この配列は、それぞれのNCBIエントリーに示されたヌクレオチド配列に応
じて5’方向または3’方向に簡単に伸長することができる(図2の説明文を比較のこと)。
【０１０３】
　断片Zの5’伸長配列が、VP1および/もしくはVP2の翻訳開始コドンまたはORF1、ORF2、
またはORF3にある他の任意のATG開始コドンを含むのであれば、VP3を唯一のキャプシドタ
ンパク質として発現させるために変異または欠失によって、これらを不活化しなければな
らない。
【０１０４】
　さらに、断片Zは、VP3開始コドンの下流に242ヌクレオチドより多くを含まなければな
らない。断片Zは、開始コドンから開始して、VP3 cdsの約275ヌクレオチドより多く、約3
00ヌクレオチドより多く、約325ヌクレオチドより多く、約350ヌクレオチドより多く、約
375ヌクレオチドより多く、約400ヌクレオチドより多く、約425ヌクレオチドより多く、
最も好ましくは約445ヌクレオチドより多くを含むことが好ましい。特に好ましい断片Zは
ヌクレオチド3254(VP3開始コドンの約445ヌクレオチド下流に対応する)のあたりで停止す
る。
【０１０５】
　断片Zによってコードされる活性分子は、拡散性分子、すなわち、AAPと命名されたタン
パク質である可能性が最も高い。縮重された遺伝暗号に基づいて、本発明者らは、キャプ
シドタンパク質VP1、VP2、およびVP3もコードするZの第1の読み枠(ORF1)にあるZの中にコ
ードされている可能性のある推定拡散性タンパク質の潜在的に高い発現を得るように断片
Zの配列を最適化した。それによって、ORF1の中にコードされるタンパク質のAA配列は変
わらなかったが、他のORFによってコードされるタンパク質配列は、DNA配列を改変するこ
とによって妨害された。しかしながら、ウイルス粒子をもはや検出することができなかっ
たので(実施例5、図6)、このコドン最適化断片は粒子形成を媒介することができなかった
。他方で、停止コドンをORF1の断片Zの中に挿入すると、ORF1からのタンパク質合成は遮
断されるが、ORF1のDNA配列はわずかにしか変化せず、ORF2からのタンパク質合成は妨害
されないので、依然として効率的な粒子形成が可能であった(実施例6、図8)。
【０１０６】
　断片Zの変異は、第1の読み枠または第3の読み枠においてタンパク質翻訳のために少な
くとも1つの停止コドンを含むことが特に好ましい。結果として、断片Zのこれらの読み枠
から、18AA以上の長さを有するタンパク質を翻訳することはできず、特に、VP2タンパク
質またはその一部を産生することができない。従って、VP2またはその一部が粒子に含ま
れないことが主な利点である。
【０１０７】
　本発明の好ましい態様として、断片Zまたは本発明の核酸の中にあるVP3の主な翻訳開始
コドンATG(AA203、AAV2のVP1に従って番号付けした、(Girod et al., 1999))を変異させ
る。VP3の別のマイナーな開始コドン(AA211およびAA235(Warrington et al., 2004))の一
方または両方も変異させることがさらに好ましい。さらに好ましい態様では、断片Zを提
供する発現構築物からVP3の翻訳を完全に回避するために、VP3の翻訳開始に使用すること
ができる全てのATGコドンを変異させる(多くの可能性のあるATGコドンがWarrington et a
l., 2004に列挙されている)。
【０１０８】
　断片Zの産物および本発明の核酸のコードされている機能は、断片Zおよび本発明の核酸
が拡散性分子をコードすることを意味するトランス作用エレメントであることが特徴であ
ったので、断片Zまたは本発明の核酸の配列は、cap遺伝子またはその一部として、例えば
、VP3 cdsとして、同じ核酸分子または異なる核酸分子に載せられて細胞に提供されても
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よい。
【０１０９】
　好ましい態様において、断片Zまたは本発明の核酸は、VP3 cdsに対して「シスで」提供
される。断片Z/本発明の核酸が、VP3をコードする発現カセットに対して「シスで」提供
されるのであれば、これは、断片Z/本発明の核酸およびVP3の発現が同じ1つのプロモータ
ーによって駆動されることを意味する。断片Z/本発明の核酸の配列はVP3 cdsの上流また
は下流に位置してもよい。断片ZおよびVP3をコードする配列は直接連結されてもよく、様
々な数のヌクレオチドによって分離されてもよい(図3.1.)。
【０１１０】
　本発明のさらに具体的な態様では、断片Z/本発明の核酸はVP3 cdsのすぐ上流に位置す
る。断片Z/本発明の核酸は、VP3開始コドンの下流に242より多いヌクレオチドを含み、こ
の配列は全く同じものが存在する必要はなく、直後のVP3 cdsはVP3 ORFの残りのDNA配列
を提供するだけでよい(図を図3.1.aに示した))。この場合、準化学量論量のN末端伸長VP3
が発現し、キャプシドの中に提示される(実施例4)。N末端伸長VP3のこの部分を増やさな
いために、新たな開始コドンを断片Z/本発明の核酸の5’末端もしくは上流に付加しない
こと、または断片Z/本発明の核酸の5’末端もしくは上流にある既存の開始コドンを欠失
させることが本発明の重要な態様の1つである。
【０１１１】
　さらに、断片Z/本発明の核酸と重複しないVP3特異的cdsだけを簡単に変異させることが
できる。また、断片Z/本発明の核酸と重複するVP3の変異は、断片Z/本発明の核酸によっ
てコードされる拡散性分子の配列を変える可能性がある。結果として、拡散性分子にはも
はや活性がない場合もあるだろう。これに関連する変異は、サイレント変異、例えば、エ
ピトープの挿入を含む。VP3 cdsを変異させる可能性を小さくするために、重複を最小限
にする、すなわち、断片Z/本発明の核酸とVP3 cdsを分離することが有益である。これは
、あるプロモーターが、断片Zに必須のVP3開始コドンの上流にある44ヌクレオチドを含有
しないVP3 cdsの発現を動かし、分離している断片ZがこのようなVP3 cdsの前または後に
配置されるシス状況で行うことができる。
【０１１２】
　断片Z/本発明の核酸は、VP3 cdsに対して「トランスで」で提供されることが特に好ま
しい。断片Z/本発明の核酸が、VP3をコードする発現カセットに対して「トランスで」で
提供されるのであれば、これは、断片Z/本発明の核酸およびVP3の発現は別々のプロモー
ターによって駆動されることを意味する(「シス」とは反対である。前記を参照されたい)
。断片Z/本発明の核酸の配列は、同じ構築物上でVP3 cdsの上流または下流に位置しても
よく、VP3 cdsとは異なる発現構築物上にあってもよい(例を図3.2.に図示した)。
【０１１３】
　この場合、断片ZはVP3 cdsの5'末端のみを含み、従って、主な利点は、N末端伸長VP3(
以下を参照されたい)は発現できず、キャプシドに組み込まれることができないというこ
とである。従って、VP3および断片Zをコードする配列がトランスで提供されるのであれば
、さらに純粋な粒子組成物、好ましくは、構造タンパク質VP3のみからなる粒子組成物を
得ることができると考えられる。
【０１１４】
　トランス配置の利点の1つは、例えば、断片Z/本発明の核酸の配列を変えることなく収
量をさらに上げるために、発現細胞株に合わせてコドン使用頻度を最適化するように、VP
3 cdsを簡単に改変できることである。断片Z/本発明の核酸に影響を及ぼすことなく、他
の改変、例えば、変異、挿入、タグなども行うことができる。断片ZおよびVP3 cdsの重複
配列にあるVP3の中の挿入部位を特定する以前の試みの中で、挿入によっても断片Zの発現
またはAAPの機能が妨げられたので、潜在的に有用な挿入部位は特定されなかった。従っ
て、重複のないシス構成または好ましくはトランス構成で、これらの配列を機能的に分離
すると、VP3コード配列を独立して変異誘発することが可能になる。このような変異誘発
は商業的にいくつも応用がきく。新規の遺伝子療法ベクターの作製に関連して、キメラパ
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ルボウイルスCap配列作製の限界を乗り越えることができる。いくつかのグループが、STE
Pおよびシャッフリング法を用いて、既知のAAV血清型キャプシド配列を用いて複数のラン
ダム組換えキャプシド種を作ることによって(Ward and Walsh, 2009、Li et al., 2008)
、1つの血清型に対してランダム変異ウイルスライブラリーの作製を伴うAAVの直接進化を
試みてきた(Koerber et al., 2008)。同様に、独立したAAP発現を用いて、(他の細胞への
標的化に用いられる)リガンド、B細胞エピトープ(エピトープ特異的ワクチンの作製に用
いられる)、または欠失/置換(ウイルスの脱標的化もしくはウイルス抗原性の低下に用い
られる)を許容するさらなる挿入部位を特定することができる。
【０１１５】
　断片Z/本発明の核酸およびVP3 cdsのトランス配置のさらなる利点は、ある構築物を産
生細胞株に安定に移入できる一方、他の構築物を一過的に移入/形質導入できることであ
る。例えば、断片Z/本発明の核酸を含む発現カセットを、効率的なVP3発現に適した細胞
株に安定に移入して、単一産生細胞株を得ることができる。次いで、このような産生細胞
株に特定のVP3 cdsを一過的に移入/形質導入して(例えば、ウイルス感染させて)、このよ
うなVP3を発現させ、それぞれの粒子を形成することができる。従って、ある産生細胞株
を異なる粒子の産生に使用することができる。医用薬剤の製造に用いられる産生細胞株の
質に必要な時間および費用を考えると、これは規制上の大きな利点となる。このために、
断片Z/本発明の核酸およびVP3 cdsは別々の発現構築物に載せて提供されることが特に好
ましい。
【０１１６】
　さらに、この構成は、例えば、ある血清型の断片Z/本発明の核酸によって安定にトラン
スフェクトされている細胞に、特定の血清型のVP3をコードする発現カセットをトランス
で提供することによって、別個の血清型のAAV/パルボウイルス粒子を作製するのに使用す
ることができる。一般的に、AAV1、AAV2、AAV3b、AAV4、AAV5、AAV6、AAV7、AAV8、AAV9
、AAV10、AAV11、AAV12、およびAAV13からなる群より選択されるAAV血清型に特異的なVP3
 cdsを、1種類のみの血清型、例えば、AAV2の断片Z/本発明の核酸によって安定にトラン
スフェクトされている細胞のトランスフェクションに使用することができる。それによっ
て、選択された血清型、例えば、AAV1粒子のVP3からなるAAV粒子を簡単に作製することが
できる。AAV1およびAAV2については、本発明者らは、断片Z/本発明の核酸の発現が、同じ
血清型からクローニングされた構築物から発現されたVP3のキャプシド集合だけでなく、
他の血清型、すなわち、AAV2およびAAV1それぞれからクローニングされた構築物から発現
されたVP3のキャプシド集合も媒介すると確かめることができた(実施例21)。それにもか
かわらず、一般的に、全ての血清型が互いに補う合うとは予想できないが、当業者であれ
ば、本明細書に記載のトランス相補アッセイにおいてVP3 VLPを集合させるために、ある
パルボウイルス/血清型に由来するAAPと、異なるパルボウイルス/血清型に由来するVP3の
それぞれのペアを簡単に特定することができる。異なるパルボウイルスまたはAAV血清型
に由来するVP3 VLPの産生に使用することができる、特定のAAPを発現する安定細胞株が得
られていれば、相互相補を使用することができる。VLPを時間対効果および費用対効果が
大きく高力価で産生するために、それぞれの組み合わせを選択することができる。
【０１１７】
　同様に逆も可能であり、断片Zをコードする多くの異なる配列から選択された断片Z/本
発明の核酸、例えば、異なるAAV血清型/パルボウイルスに由来する断片Z/本発明の核酸を
提供する発現カセットと共に、ある特定のVP3 cdsをトランスでトランスフェクトするこ
とができる。
【０１１８】
　本発明の別の好ましい態様において、パルボウイルス粒子は、Repタンパク質を含有せ
ず、特に、Rep40、Rep52、Rep68、およびRep78機能タンパク質を含有しない。この態様に
関する詳細は、本明細書において本明細書の全体にわたって示される。
【０１１９】
　本発明の別の好ましい態様において、発現構造タンパク質の1/50しかVP3のN末端伸長バ
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ージョンでなく/最大で1/50がVP3のN末端伸長バージョンであり、好ましくは、構造タン
パク質の最大で1/100がVP3のN末端伸長バージョンであり、より好ましくは、構造タンパ
ク質の最大で1/250がVP3のN末端伸長バージョンであり、本質的には、構造タンパク質の1
/500しかVP3のN末端伸長バージョンでなく/最大で1/500がVP3のN末端伸長バージョンであ
る。VP3のN末端伸長バージョンを有する構造タンパク質を含有しないパルボウイルス粒子
が特に好ましく、逆に、どの構造タンパク質もVP3のN末端伸長バージョンでない。断片Z
およびVP3 cdsの配列が重複し、同じプロモーターの制御下において発現されるのであれ
ば(シス状況)、VP3 cdsのATG開始コドンは主にタンパク質翻訳の開始部位として用いられ
るのに対して、タンパク質翻訳のごく一部しか上流から開始しない。結果として生じる、
タンパク質のごく一部が、VP3 cdsに加えて、VP2をコードするが、VP3をコードしない配
列の3’部分に対応する数個のAaによるN末端伸長を含有する。まとめると、VP3のこれら
の5'伸長バージョンの発現はウエスタンブロットにおいて目に見えるが(実施例4)、パル
ボウイルス粒子の構造タンパク質の1/50しか占めず、好ましくは1/100しか占めず、より
好ましくは1/250しか占めず、本質的には1/500しか占めない。
【０１２０】
　本発明の別の好ましい態様において、発現構造タンパク質の1/50しか本発明のポリペプ
チド、すなわちAAPまたはその変種でなく/最大で1/50が本発明のポリペプチド、すなわち
AAPまたはその変種であり、好ましくは、構造タンパク質の最大で1/100が本発明のポリペ
プチド、すなわちAAPまたはその変種であり、より好ましくは、構造タンパク質の最大で1
/250が本発明のポリペプチド、すなわちAAPまたはその変種であり、本質的に、構造タン
パク質の1/500しか本発明のポリペプチド、すなわちAAPまたはその変種でなく/最大で1/5
00が本発明のポリペプチド、すなわちAAPまたはその変種である。パルボウイルスベクタ
ーまたは粒子の医療用途に影響を及ぼし得る宿主細胞に対して、AAPが特定の影響を及ぼ
すことは示されていないが、原則的に、可能な限り不純物が少ないことが有益である。
【０１２１】
　ウイルスRepタンパク質はゲノムDNAおよびウイルスDNAに結合し、DNAパッケージングに
おいて役割を果たすと議論されている。AAVをワクチンとして使用し、パッケージングさ
れたDNAに対する非特異的反応または望ましくない遺伝子導入を避けるために、可能な限
りDNAを含まないパルボウイルス粒子が特に好ましい。従って、パルボウイルス粒子は、
細胞においてRepタンパク質発現の非存在下で産生される。従って、本発明のさらに別の
好ましい態様において、粒子の1/100しかDNAを含有せず、好ましくは、粒子の1/1,000し
かDNAを含有せず、より好ましくは、粒子の1/10,000しかDNAを含有しない。どのパルボウ
イルス粒子もDNAを含有しないことが特に好ましい。好ましくは、粒子の最大で1/100が任
意のDNAを含有し、より好ましくは、粒子の1/1,000しか任意のDNAを含有せず/粒子の最大
で1/1,000が任意のDNAを含有し、さらにより好ましくは、粒子の1/10,000しか任意のDNA
を含有せず/粒子の最大で1/10,000が任意のDNAを含有する。結果として、ワクチン接種目
的の前に、パッケージングされたDNAを破壊する不活化段階(例えば、γ線照射または紫外
線照射)は必要ない。
【０１２２】
　本発明によるパルボウイルスは、好ましくは、アデノ随伴ウイルス(AAV)、ウシAAV(b-A
AV)、イヌAAV(CAAV)、およびトリAAV(AAAV)からなる群より選択される。
【０１２３】
　AAV-1、AAV-2、AAV-3b、AAV-4、AAV-5、AAV-6、AAV-7、AAV-8、AAV-9、AAV-10、AAV-11
、AAV-12、およびAAV13からなる群より選択されるAAV、特に、AAV-2が特に好ましい。AAV
1～AAV12は、アデノ随伴ウイルス(AAV)の規定された血清型を示す。
【０１２４】
　本明細書にさらに詳述されるように、VP3 cdsは少なくとも1つの変異をさらに含むこと
が特に好ましい。変異は、それぞれの野生型パルボウイルス配列と比較して、好ましくは
、1つまたは複数の欠失、1つまたは複数の挿入、1つまたは複数の置換、およびこれらの
変異の組み合わせからなる群より選択される。
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【０１２５】
　VP3 cdsは、1つまたは複数のサイレント変異を含むことが本発明の1つの態様である。V
P3タンパク質のAA配列を変えないDNA変異を導入することによって、VP3 cdsのコドン使用
頻度を最適化して、例えば、VP3 cdsの発現を高めることができる。遺伝暗号の縮重によ
り、1つのAAは、複数のコドンにより特定されることがあり、例えば、AAグルタミン酸はG
AAおよびGAGコドンによって特定される。従って、構造タンパク質VP3のそれぞれのAAにつ
いて、それぞれ、高効率で翻訳されるコドンが選択され、cdsが変異される。既に述べた
ように、これらの変異はタンパク質のAA配列を変えず、そのためサイレントと呼ばれるが
、もちろん、断片Z/本発明の核酸によってコードされる拡散性分子を含むヌクレオチド配
列を変える。このために、例えば、断片Zの配列と重複しない選択された構成で、すなわ
ち、前記のトランス構成でVP3高発現を得るために、VP3 cdsの中の任意の場所での挿入ま
たはコドン使用頻度の最適化によってVP3 cdsの一部のみが改変されることが本発明の特
に好ましい態様である。
【０１２６】
　好ましい態様において、VP3 cdsの1つまたは複数の変異は、VP3 VLPの表面上に位置す
る1つまたは複数の変異につながる。構造タンパク質の表面に位置する領域は、AAV2で知
られている結晶構造(Xie et al., 2002)を分析することによって決定することができる。
選択された血清型の結晶構造が未だに利用できなければ、選択されたVP3配列を、既知の
結晶構造を有する少なくとも1種類の血清型のVP3配列とアラインメントして、関心対象の
相同領域を特定することができる。アラインメントは、例えば、Multialign(Corpet, 198
8)のような市販のソフトウェアおよびこれに記載の標準的なパラメータを用いて行うこと
ができる。
【０１２７】
　さらに好ましい態様において、VP3 cdsの1つまたは複数の変異は、VP3のN末端に位置す
る1つまたは複数の変異につながる。好ましくは、N末端は、それぞれのVP3のN末端10アミ
ノ酸、好ましくは、N末端5アミノ酸、特に、N末端2アミノ酸と定義される。AA203(I-203)
のすぐN末端側もしくはC末端側、好ましくは、AA203(I-203)のすぐC末端側での挿入、ま
たはAA203(I-203)のすぐN末端側もしくはC末端側、好ましくは、AA203(I-203)のすぐC末
端側での挿入に対応する挿入が特に好ましい。
【０１２８】
　本発明によれば、挿入は、I-261、I-266、I-381、I-447、I-448、I-453、I-459、I-471
、I-534、I-570、I-573、I-584、I-587、I-588、I-591、I-657、I-664、I-713、およびI-
716、好ましくは、I-261、I-453、I-534、I-570、I-573、およびI-587、特に、I-587から
なる群より選択される1つまたは複数の位置に挿入されることが好ましい。
【０１２９】
　使用された命名法I-###は挿入部位を指しており、###は、AAV-2のVP1タンパク質を基準
としたAA番号を示しているが、挿入が、あるAAのすぐN末端側もしくはC末端側、好ましく
は、あるAAのすぐC末端側、所定のAAのN末端側もしくはC末端側にある5 Aaの配列内、所
定のAAのN末端側もしくはC末端側にある好ましくは3 AA、より好ましくは2 AA、特に、1 
AAの配列内にあってもよいことを意味する。AAV-2以外のパルボウイルスの場合、対応す
る挿入部位は、AAアラインメントを行うことによって、または利用可能であればキャプシ
ド構造を比較することによって特定することができる。このようなアラインメントは、パ
ルボウイルスAAV-1、AAV-2、AAV-3b、AAV-4、AAV-5、AAV-6、AAV-7、AAV-8、AAV-10、AAV
-11、b-AAV、GPV、B19、MVM、FPV、およびCPVについて行われている(WO2008/145400の図3
)。
【０１３０】
　後ろに挿入が導入され、その部位を示したAA位置に下線を引いた。同様に、下線を引い
たAAの隣に位置する直接隣接する5個のAaの中に挿入を導入することもできる。なぜなら
、これらの5個のAaはAAV2キャプシドの中のループ内に同様に位置するからである。
【０１３１】
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　例えば、挿入部位I-587は、強調で示した以下のAaの1つの前および/または後での挿入
に対応する。
AAV1のFQSSSTDPAT、
AAV2のLQRGN587RQAAT、
AAV-3bのLQSSNTAPTT、
AAV-6のLQSSSTDPAT、
AAV-7のLQAANTAAQT、
AAV-8のLQQQNTAPQI、
AAV10のLQQANTGPIV、
AAV11のNQNATTAPITおよび
AAV-5のNQSSTTAPAT。
【０１３２】
　さらに、挿入部位I-453は、以下の10個のAaそれぞれのすぐN末端側またはC末端側での
、好ましくは、強調で示したAAのすぐC末端側での挿入に対応する。
AAV-1のQNQSGSAQNK、
AAV-2のNTPSG453TTTQS、
AAV-3bのGTTSGTTNQS、
AAV-6のQNQSGSAQNK、
AAV-7のSNPGGTAGNR、
AAV-8のQTTGGTANTQ、
AAV-10のQSTGGTQGTQ、
AAV-11のSGETLNQGNAおよび
AAV-5のFVSTNNTGGV。
【０１３３】
　AAV2配列に関して、本発明に含まれるAAV用および他のパルボウイルス用の挿入部位を
表1に列挙した。
【０１３４】
　（表１）パルボウイルスの挿入部位
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【０１３５】
　I-570は、パルボウイルス構造タンパク質の所定のAaを挿入部位で欠失させて、完全置
換させる挿入部位として特に適している。この場合、Aa RTTNPVATEQをエピトープまたは
ミモトープによって置換することができる。
【０１３６】
　AAV2以外のAAV血清型への挿入は成功している。
【０１３７】
　（表２）AAV2以外のAAV血清型への挿入
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【０１３８】
　最も好ましい挿入部位は、以下であった:
i)AAV2のN587の周囲にあるAA領域(LQRGN587RQAAT)において様々な挿入が行われた時I-587
。この領域内で、AAV2のAa Q584、N587、R588、およびA591のC末端側、ならびにAAV2のR5
85およびQ589に対応する他のAAV血清型のAaのC末端側に、様々なペプチドの挿入が行われ
た。
ii)AAV2のG453のC末端側にエピトープが首尾よく挿入された時I-453。
iii)AAV1のFQSSS588TDPATまたはSSSTD590PATGD。
iv)本発明に従って、AAV2のS261のC末端側にエピトープが首尾よく挿入された時I-261。
v)本発明に従って、AAV2のF534のC末端側にエピトープが首尾よく挿入された時I-534。
vi)本発明に従って、AAV2のP570のC末端側にエピトープが首尾よく挿入された時I-570。
vii)本発明に従って、AAV2のT573のC末端側にエピトープが首尾よく挿入された時I-573。
【０１３９】
　本明細書において開示されたパルボウイルスについて、本明細書において特定された全
ての挿入部位の対応するAaは、WO2008/145400の図3にあるアラインメントから取得するこ
とができる。ここに列挙されていないパルボウイルスについては、このようなパルボウイ
ルスの提供されたAA配列と、ここで用いられた標準的なパラメータの下でアラインメント
を行うことができ、このようなアラインメントから対応するAAを取得することができる。
【０１４０】
　本発明によれば、2つの挿入が好ましい場合があり、I-261、I-453、I-534、I-570、I-5
73、およびI-587からなる群より選択される2つの位置に、好ましくはI-261とI-587との組
み合わせ、I-261とI-453との組み合わせ、またはI-453とI-587との組み合わせに、2つの
挿入がなされる。三重挿入に関して、好ましい組み合わせは、VP3の3つの位置に、好まし
くは、位置453における挿入と位置587における挿入との組み合わせ、およびさらなる変異
との組み合わせ、より好ましくは、位置I-453、I-587における挿入と、I-534、I-570、お
よびI-573の1つとの組み合わせがなされる。
【０１４１】
　特に、ワクチン接種用途のために、選択されたエピトープを提示するAAV粒子を作製し
なければならない。従って、VP3 cdsは、ウイルスに対して異種の少なくとも1つのエピト
ープを含むことが好ましい。
【０１４２】
　VP3タンパク質のエピトープはB細胞エピトープであることがさらに好ましい。好ましく
は、B細胞エピトープは抗原の一部である。好ましい抗原は、血清タンパク質、少なくと
もある特定の条件下で(例えば、疾患状態において)血中に見られるタンパク質、膜タンパ
ク質、特に、受容体タンパク質(例えば、CD20、アセチルコリン受容体、IL13R、EGFR)、
および感染作用物質の表面抗原、好ましくは、このような表面抗原の免疫優性でないエピ
トープである。特に好ましい抗原は、IgE、腫瘍抗原(例えば、MelanA、高分子量黒色腫関
連抗原(HMW MAA)、CA125、IL13R、Her2/NEU、L1細胞接着分子)、VEGF、EGFR、CD20、IL1
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、IL4、IL5、IL6、IL9、IL13、IL17、IL18、IL33、TSLP(胸腺間質性リンパ球新生因子)、
CETP(コレステロールエステル転送タンパク質)、TNFファミリーメンバー(例えば、TNF-α
)、またはβアミロイドである。
【０１４３】
　さらなる態様において、VP3は、パルボウイルスに対して異種の少なくとも1つのB細胞
エピトープを含む。このB細胞エピトープは、好ましくは、病原体と同一でなく、特に、
病原体のB細胞エピトープと同一でない。ここで、B細胞エピトープはウイルスの表面上に
位置する。好ましい態様において、VP3は、B細胞エピトープが得られた抗原と結合するこ
とができる免疫グロブリンを誘導することができる。
【０１４４】
　好ましい態様において、B細胞エピトープは、AAV1、AAV2、またはAAV4のI-453および/
またはI-587、特に、I-453および/またはI-587に挿入される。
【０１４５】
　多数の同一のペプチドがキャプシドの表面上に最適に提示されることが重要なのであれ
ば、特に、直接的なB細胞受容体架橋が、B細胞のT細胞非依存性の初回抗原刺激および自
己抗原に対するB細胞寛容の破壊に必要とされる場合は、同一のB細胞エピトープが2種類
以上の挿入部位に挿入されることが特に好ましい。B細胞エピトープが高密度になると、B
細胞受容体間の規定された距離を必要とする最適なペプチド特異的B細胞受容体架橋の可
能性が大きくなり、従って、それぞれのB細胞エピトープがパルボウイルスキャプシド上
に提示される。
【０１４６】
　さらに、挿入B細胞エピトープの数が多くなると、i)天然のパルボウイルスB細胞エピト
ープ/ミモトープが遮蔽されるために、および/またはii)これらの天然B細胞エピトープ/
ミモトープを低免疫原性にする、キャプシドのわずかな構造変化のために、パルボウイル
スバックボーンに対する望ましくない免疫反応の可能性が小さくなる。従って、少なくと
も3つの挿入を含むパルボウイルス構造タンパク質が特に好ましい。
【０１４７】
　まとめると、エピトープの表面提示のための好ましい挿入部位は、AAV2アミノ酸番号I-
261、I-266、I-381、I-447、I-448、I-453、I-459、I-471、I-534、I-570、I-573、I-584
、I-587、I-588、I-591、I-657、I-664、I-713、およびI-716、特に、I-261、I-453、I-5
34、I-570、I-573、I-587、およびI-588、最も好ましくは、I-453およびI-587に対応する
アミノ酸に続く位置である。
【０１４８】
　さらなる態様において、挿入は末端でも内部でも、1つまたは複数のアミノ酸の欠失と
組み合わされ、アミノ酸が異なるアミノ酸によって部分置換または1:1置換される。ここ
で、部分置換とは、例えば、8個のアミノ酸が6個の異なるアミノ酸によって置換されるこ
とを意味し、1:1置換とは、例えば、8個のアミノ酸が8個の異なるアミノ酸によって置換
されることを意味する。
【０１４９】
　本発明の1つの態様において、VP3は融合タンパク質の中に含まれ、例えば、第2のタン
パク質またはペプチドと融合される。特に好ましい態様において、B細胞エピトープ、特
に、20アミノ酸より大きなエピトープがVP3のN末端と融合される。
【０１５０】
　1つの特定の態様において、VP3は、リガンドとの結合に有用な少なくとも1つのタグを
含む。特に好ましい態様において、タグは、さらなる変異によってパルボウイルス変異構
造タンパク質の中に導入される。このようなタグは当技術分野において周知である。表3
。
【０１５１】
　（表３）タグおよび対応するリガンド
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【０１５２】
　本発明の別の態様において、VP3は少なくとも1つのさらなる変異を含む。変異は、任意
の適切な変異、例えば、前記で定義された任意の変異でよい。
【０１５３】
　例えば、VP3の1つまたはいくつかのさらなる変異は、例えば、i)同じ標的抗原のさらな
るB細胞エピトープもしくは同一のB細胞エピトープ、および/あるいはii)1つもしくは複
数のさらなる標的タンパク質のB細胞エピトープ(多標的ワクチン)、望ましいT細胞免疫応
答をさらに促進するためのT細胞エピトープ、抗原提示細胞を標的化および/もしくは活性
化するためのペプチド配列、またはコア粒子の免疫原性が低下したキャプシド変異体を得
るためのペプチド配列を導入するのに十分であり得る。後者は、効率的な初回刺激/追加
免疫レジメンを設けるための可能性の1つであり得る。
【０１５４】
　加えて、パルボウイルス変異構造タンパク質の異なる位置におけるさらなる変異が、よ
り複雑なミモトープを構成するために用いられてもよく、ビリオンのある特性の性質を改
変するために用いられてもよく、例えば、その天然抗原性を改変するために用いられても
よく(例えば、Huttner et al., 2003、およびWO01/05990)、クロマトグラフィー特性を改
変するために用いられてもよく(例えば、WO01/05991)、第2のB細胞エピトープを挿入する
ために用いられてもよく、Tヘルパーエピトープを挿入するために用いられてもよく、CTL
エピトープを挿入するために用いられてもよい。このようなさらなる変異は、点変異、内
部欠失または末端欠失、挿入、および置換より選択される。好ましくは、さらなる(第2の
)挿入は内部にあり、例えば、N末端融合またはC末端融合によって内部にある。
【０１５５】
　本発明の別の局面は、前記で開示された任意の方法から入手可能なパルボウイルス粒子
である。前記の方法に基づいて、本発明者らは、本質的にVP3のみからなり、異種核局在
化シグナル(NLS)を含まないパルボウイルス粒子を産生することができた。このような粒
子は、Repタンパク質、特に、Rep40、Rep52、Rep68、およびRep78を含有しない。説明さ
れた方法を用いると、商業規模での医用薬剤の製造に十分な量/収量を得ることができる
。
【０１５６】
　本発明の別の局面は、VP3から本質的になるパルボウイルス粒子に関する。ここで、VP3
は、任意で、対応する野生型VP3と比較して1つまたは複数の変異を含み、異種核局在化シ
グナル(NLS)を含有せず、粒子は、Repタンパク質、特に、Rep40、Rep52、Rep68、およびR
ep78機能タンパク質を含有しない。
【０１５７】
　キャプシドがVP3のみからなるパルボウイルス粒子が特に好ましい。
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【０１５８】
　1つまたは複数の変異に関して、これは前記の変異について言及されている。
【０１５９】
　本発明の1つのさらなる局面は、前記で定義されたVP3 cdsおよびこれに対して異種のプ
ロモーターを含む発現カセットAであり、VP3の転写は異種プロモーターによって動かされ
、発現カセットは、本質的にVP3のみを発現することができる。VP3のみを発現する発現カ
セットが特に好ましい。この構築物は、本発明の変異VP3を発現させるのに用いられる。V
P3の配列は、説明したように変異させることができる。当業者により理解されるように、
発現カセットはポリ(A)配列をさらに含む。
【０１６０】
　本発明の別の局面は、前記で定義された断片Zおよびこれに対して異種のプロモーター
を含む発現カセットBであり、断片Zの転写は異種プロモーターによって駆動される。構築
物は、本発明の断片Zを発現させるのに用いられる。断片Zの配列は、説明したように変異
させることができる。任意で、この発現カセットはポリ(A)配列をさらに含む。
【０１６１】
　本発明のさらなる局面は、(i)前記で定義されたVP3 cdsおよび前記で定義された断片Z
、ならびに(ii)これに対して異種のプロモーターを含む発現カセットCであり、VP3および
断片Zの発現は、この1つの異種プロモーターによって駆動される。
【０１６２】
　本発明のさらなる局面において、異種プロモーター、前記のVP3 cds、および本発明の
核酸を含む発現カセットが組み合わされ、VP3および核酸によってコードされるポリペプ
チド(AAPまたはAAP変種)の発現は、この1つの異種プロモーターによって駆動される。任
意で、この発現カセットはポリ(A)配列をさらに含む。
【０１６３】
　さらなる1つの局面は、少なくとも1つの発現カセットA/VP3発現カセット、および少な
くとも1つの発現カセットB/本発明の核酸を含む発現カセットがキットの中で組み合わさ
れることである。VP3 cdsに由来するパルボウイルスVP3の発現と、断片Z/本発明の核酸の
発現を組み合わせることによって、本質的に本発明のVP3のみからなる粒子を作製するこ
とが可能である。
【０１６４】
　別の局面は、少なくとも1つのVP3発現カセットAおよび少なくとも1つの本発明の核酸を
含むキット、または細胞内でのVP3および断片Zの組み合わせた同時の発現ならびにVP3 VL
Pの作製のための少なくとも1つの発現カセットCを含むキットに関する。このようなキッ
トは好ましくはマニュアルをさらに含む。
【０１６５】
　本発明のさらに別の局面は、本発明のパルボウイルス粒子を含む医用薬剤に関する。本
発明の医用薬剤には先行技術より優れた非常に多くの利点がある。一方で哺乳動物とその
免疫系、他方でウイルスが共進化してきたために、哺乳動物の免疫系は、ウイルスキャプ
シドタンパク質に対して強力な抗体応答を生じるように特殊化している。強力な抗体応答
とは、標準的なELISAにおいて測定される1,000～>100,000の力価を意味する。ウイルス様
粒子は、ウイルスと類似点があり、反復したかつ高度に構造的な抗原パターンがあり、抗
原提示細胞により、このような粒子が効率的に取り込みまれるために免疫原性が高い。そ
れぞれのB細胞受容体の直接的な架橋結合によって媒介され、自己抗原または寛容原に対
するB細胞寛容さえ壊す非常に強力なT細胞非依存性B細胞応答に関して、ビリオンのサイ
ズ、B細胞エピトープの密度および対称的な順序、ならびに任意の2つのB細胞エピトープ
間の約50～100Åの最適な距離が大きな役割を果たしている(Szomolanyi-Tsuda and Welsh
, 1998, Szomolanyi-Tsuda et al., 1998, Szomolanyi-Tsuda et al., 2000, Szomolanyi
-Tsuda et al., 2001, Zinkernagel, 2002, Bachmann et al., 1993)。
【０１６６】
　まとめると、このような医用薬剤は、高くかつ持続性の抗体価をもたらす能動的免疫応
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答につながる、ある特定のB細胞エピトープに対するポリクローナル免疫応答を誘導する
ことができる。ビリオンの多量体構造は、B細胞上にあるそれぞれの受容体を直接的に架
橋結合し、それによって、T細胞非依存性B細胞応答を誘導する、密に詰め込まれた多数の
同一エピトープを含有する。さらに、医用薬剤の粒子構造は、抗原提示細胞による効率的
な取り込みを介した免疫応答を支援する。これによって、T細胞は活性化され、最終的に
はIgGクラススイッチおよび活性化B細胞の超変異(hypermutation)が誘発され、高親和性I
gG抗体の持続的な放出および記憶細胞へのB細胞の分化につながる。
【０１６７】
　本発明の方法を用いると、このような医用薬剤を簡単に生産することができる。
【０１６８】
　本発明の医用薬剤は、1種類または複数の種類の賦形剤をさらに含んでもよい。賦形剤
は、薬学的に許容される担体および/または賦形剤である。賦形剤は従来の賦形剤であり
、緩衝液、安定剤、希釈剤、防腐剤、および可溶化剤を含んでもよい。Remington's Phar
maceutical Sciences, by E. W. Martin, Mack Publishing Co., Easton, PA, 15th Edit
ion(1975)は、本明細書において開示された(パルボ)ウイルス粒子の薬学的送達に適した
組成物および製剤について述べている。一般的に、担体または賦形剤がどういったもので
あるかは、使用されている特定の投与方法によって決まるだろう。例えば、非経口製剤は
、通常、ビヒクルとして、薬学的および生理学的に許容可能な液体、例えば、水、生理食
塩水、平衡塩類溶液、デキストロース水溶液、グリセロールなどを含む注射液を含む。固
体組成物(例えば、散剤、丸剤、錠剤、またはカプセル形態)の場合、従来の無毒の固体担
体は、例えば、薬学的グレードのエピトープ、ラクトース、デンプン、またはステアリン
酸マグネシウムを含んでもよい。生物学的に中性の担体に加えて、投与される薬学的組成
物は、微量の無毒の補助物質、例えば、湿潤剤または乳化剤、防腐剤、およびpH緩衝剤な
ど、例えば、酢酸ナトリウムまたはソルビタンモノラウレートを含有してもよい。
【０１６９】
　さらなる態様において、医用薬剤はワクチンである。一般的に、ワクチンは、疾患原因
作用物質の抗原からなり、身体に導入されると、特異的抗体の産生または細胞変化を刺激
する調製物である。これは、一般的に、活動原理(active principle)として免疫応答を生
じる。特に、VP3から組み立てられたパルボウイルス粒子は、パルボウイルスに対して異
種の、好ましくは、自己免疫疾患(例えば、1型糖尿病)、腫瘍疾患(例は、黒色腫:例えば
、HMW MAA、多形神経膠芽腫:例えば、CA125、抗IL13R、結腸癌:例えば、CA125もしくは抗
EGF、および/または乳癌:例えば、Her2/NEU、卵巣癌:例えば、L1接着分子、B細胞リンパ
腫:例えば、CD20)、アレルギー性疾患(喘息、アレルギー、例えば、アレルギー性鼻炎、
標的の例は、IgE、IL4、IL5、IL9、IL13、IL18、IL33、TSLPである)、代謝病(例えば、高
コレステロール、コレステロール代謝への介入(標的例:CETP)、肥満、高血圧(標的例アン
ジオテンシンII)、炎症性疾患(例えば、慢性関節リウマチ、クローン病、標的例IL6、IL1
7、およびTNF-α、神経学的疾患(例えば、アルツハイマー病;標的例:β-アミロイド)を予
防もしくは治療するための、あるいは眼科学において用いられる(例えば、AMD、標的例VE
GF)少なくとも1つのB細胞エピトープを含む。
【０１７０】
　有効量の本発明のパルボウイルス粒子および/または本発明のVP3 VLPをコードする発現
構築物を患者に投与することによって、ワクチン接種するための方法および/または本明
細書において特定された疾患を治療もしくは予防するための方法も本発明に含まれる。
【０１７１】
　好ましい態様において、ワクチンは、1種類または複数の種類のアジュバントを、特に
、免疫賦活性物質をさらに含む。アジュバントは投与方法に基づいて選択することができ
、鉱油ベースのアジュバント、例えば、Freund完全アジュバントおよび不完全アジュバン
ト、Montanide不完全Seppicアジュバント、例えば、ISA、水中油型エマルジョンアジュバ
ント、例えば、Ribiアジュバントシステム、ムラミルジペプチドを含有するsyntaxアジュ
バント製剤、またはアルミニウム塩アジュバントを含んでもよい。
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【０１７２】
　本発明の1つの態様は、自己免疫疾患、感染症、腫瘍疾患、アレルギー性疾患、代謝病
、(慢性)炎症性疾患、神経学的疾患、依存症を予防もしくは治療するための、または眼科
学において用いられる医用薬剤である。好ましい自己免疫疾患および/または慢性炎症性
疾患は、慢性関節リウマチ、乾癬、およびクローン病である。好ましい腫瘍疾患は、モノ
クローナル抗体、例えば、トラスツズマブによる治療の対象である疾患である。好ましい
アレルギー性疾患は、喘息およびアレルギー、例えば、アレルギー性鼻炎である。好まし
いアレルゲンの例は、カバノキ花粉、ハウスダスト、ダニ、および牧草花粉である。好ま
しい神経学的疾患はアルツハイマー病である。好ましい代謝病はアテローム性動脈硬化症
である。好ましい眼科学的疾患は加齢黄斑変性である。さらに好ましい態様において、自
己抗原に対する抗体の誘導を意味するB細胞寛容を壊す方法において、パルボウイルス粒
子またはその医用薬剤が用いられる。
【０１７３】
　さらに特殊な態様において、医用薬剤によって治療される疾患は感染症でない。
【０１７４】
　さらに、医用薬剤のパルボウイルス変異構造タンパク質は、遺伝子療法におけるベクタ
ーとして用いられない。
【０１７５】
　別の態様において、本発明のパルボウイルス粒子は遺伝子療法に用いられる。
【０１７６】
　本発明によれば、1つの態様は、ワクチンを製造するための、好ましくは、自己免疫疾
患および/もしくは慢性炎症性疾患、好ましくは、慢性関節リウマチならびに/またはクロ
ーン病、腫瘍疾患、アレルギー性疾患、喘息、アルツハイマー病、アテローム性動脈硬化
症、代謝病、炎症性疾患、神経学的疾患を予防もしくは治療するための、あるいは眼科学
において用いられるワクチンを製造するための、パルボウイルスに対して異種の少なくと
も1つのB細胞エピトープを含む、前記で定義されたパルボウイルス粒子、好ましくは、前
記で定義された医用薬剤の使用である。
【０１７７】
　本文書において、引用された全ての文書の内容は参照により組み入れられる。
【０１７８】
　以下の実施例および図面は、本発明を限定することなく本発明を詳細に説明することを
目的とする。
【実施例】
【０１７９】
　以下の実施例は、AAV、特に、AAV2について本発明を例示する。アデノ随伴ウイルスと
他のパルボウイルスの構造の中には大まかな類似性があるために、本発明は、3種類のウ
イルスキャプシドタンパク質をコードする他のパルボウイルスに簡単に移しかえることが
できる。
【０１８０】
1.一般的方法
1.1.昆虫細胞におけるAAV(様粒子)の作製
　Sf9細胞(Graces(JHR Bioscience, USA)/10％FCS中で培養した)においてAAV粒子を作製
するために、細胞を、改変AAV VP1オープンリーディングフレームを有するpVL1393 Polyh
edrin Promoter-Based Baculovirus Transfer Vector(BD Bioscience, San Jose, CA, US
A)の誘導体であるベクタープラスミドpVL_VP1_MOD4、pVL_VP2、またはpVL_VP3によってト
ランスフェクトした。(pVL_VP1_MOD4、pVL_VP2、およびpVL_VP3のクローニングは実施例9
において説明する)。
【０１８１】
　トランスフェクションは、BaculoGold(商標)トランスフェクションキット(BD Bioscien
ce, San Jose, CA, USA)を用いて製造業者のマニュアルに従って行った。トランスフェク
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ション後に、細胞を27℃でインキュベートした。トランスフェクションをして5日後に、
エンドポイント希釈アッセイ(EPDA)を介したシングルクローン分離のために、上清を使用
した。このために、Sf9細胞を96ウェルプレート(2x104細胞/ウェル)において培養し、ト
ランスフェクション上清の段階希釈液に感染させた。27℃でインキュベーションをして7
日後に、上清を新しい96ウェルプレート(マスタープレート)に移し、2～8℃で保管した。
EPDAの細胞を水酸化ナトリウムによって溶解し、酢酸ナトリウムおよびによって中和し、
プロテイナーゼKによって処理した。DIG-DNA洗浄液およびBlock Buffer Kit(Roche, Mann
heim, Germany)を用いて免疫検出した後に、シングルクローンを検出することができた。
【０１８２】
　シングルクローンを増幅するために、マスタープレートからの一致ウェル(according w
ell)を用いてSf9細胞に感染させた。数継代かけて組換えバキュロウイルスの増幅を行っ
た。各継代を27℃で3日間インキュベートした後に、上清を用いて、次の継代用の細胞に
感染させた。最初の継代では、1.2x105個のSf9細胞(12ウェルプレート)に、マスタープレ
ートからの一致ウェルからの上清50μlを感染させた。上清を用いて、2x106個のSf9(T25
フラスコ)(第1B継代)を感染させた。継代のために、2.2x107個のSf9(T175フラスコ)に、
第1B継代からの上清1mlを感染させた。
【０１８３】
　エンドポイント希釈アッセイを介して、第2継代(P2)の上清のウイルス力価を分析した
。AAVを産生させるために、1x106/ウェルSf9(6ウェルプレート)に、感染多重度(MOI)1でP
2の上清を感染させた。培養を27℃で2～3日間インキュベートした。細胞を収集し、凍結
融解プロセスによって破壊し、AAV産生について分析した。市販のAAV2力価測定ELISAキッ
ト(Progen, Heidelberg, Germany)を用いて、製造業者のマニュアルに従って、AAV2力価
を分析した。
【０１８４】
1.2.哺乳動物細胞におけるAAV(様粒子)の産生
1.2.1. プラスミド
・Adヘルパープラスミド
　アデノウイルスタンパク質E2、E4、およびVAI～VAIIをコードするAdヘルパープラスミ
ドを、293細胞または293-T細胞におけるAAV製造のために使用した。ヘルパープラスミドp
UCAdE2/E4-VAI-VAII は、pAdEasy-1(Stratagene, La Jolla, USA)に由来するアデノウイ
ルス(Ad)E2およびE4-ORF6をコードするBamHI制限断片を、pUC19(Fermentas, St. Leon-Ro
t, Germany)のBamHI部位にサブクローニングすることによって構築した。結果として生じ
たプラスミドをpUCAdE2/E4と呼ぶ。以下のプライマー

を用いて、pAdVAntage(商標)(Promega, Mannheim, Germany)からVAI-VAII断片を増幅し、
pTOPO(Invitrogen, Carlsbad, USA)にクローニングし、次いで、pUCAdE2/E4のXbaI部位に
サブクローニングした。このプラスミドをpUCAdVと名付けた。
【０１８５】
・AAVをコードするプラスミド
　pUCAV2の構築はUS6,846,665において詳述されている。プラスミドpTAV2.0は(Heilbronn
 et al., 1990)に記載されており、pVP3は(Warrington et al., 2004)に説明されている
。さらなるAAVウイルスタンパク質をコードするプラスミドは各実施例の中で説明されて
いる。
【０１８６】
1.2.2.大規模なウイルス産生のためのトランスフェクション
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　トランスフェクションの24時間前に、293-T細胞(ATCC, Manassas, USA)(7.5x106/ディ
ッシュ)を15cmディッシュ(すなわち、直径15cmのディッシュ)に播種した(DMEM/10％FCS中
で培養した)。US2004/0053410に記載のように、細胞をリン酸カルシウム沈殿によってト
ランスフェクトした。
【０１８７】
　AAVプロモーターp40依存性転写の場合、アデノウイルスのヘルパープラスミドとのコト
ランスフェクションを行った。AAVをコードするプラスミドおよびpUCAdVのコトランスフ
ェクションの場合、1:1のプラスミドモル比を選択した。293-T細胞を含む1枚の培養プレ
ートのトランスフェクションの場合、リン酸カルシウムトランスフェクションプロトコー
ルを前記のように使用した。AAV Capをコードするプラスミド(それぞれ、pUCAV2、pTAV2.
0、およびpVP3)12μgおよびpUCAdV 24μgを使用した。p40非依存性転写の場合、細胞を、
それぞれのAAV VP1をコードするプラスミド、VP2をコードするプラスミド、および/また
はVP3をコードするプラスミドによってトランスフェクトした。1枚の293-T細胞培養プレ
ートのトランスフェクションの場合、US2004/0053410に開示されたように、リン酸カルシ
ウムトランスフェクションプロトコールを使用した。総DNA 36μgを、270mM CaCl2 875μ
lに入れて混合した。手短に述べると、2xBBS(50mM BES(N,N-Bis-(2-ヒドロキシエチル)-2
-アミノエタンスルホン酸)(pH6.95)、280mM NaCl、および1.5mM Na2HPO4)875μlを混合物
に添加し、結果として生じた溶液をピペッティングによって注意深く混合した。溶液を室
温(RT)で20分間インキュベートし、次いで、細胞培養プレートに滴下した。細胞を加湿雰
囲気中、35℃および3％CO2で18時間インキュベートした後に、培地を無血清DMEM(Invitro
gen Carlsbad, USA)と交換し、細胞を、加湿雰囲気中、37℃、5％CO2でさらに3日間培養
した。
【０１８８】
　293-T細胞を、セルリフターを用いて収集し、50mlプラスチックチューブ(Falcon)に移
し、3000g、4℃で10分間遠心分離した。細胞ペレットを、15cmディッシュ1つにつき溶解
緩衝液(150mM NaCl、50mM Tris、pH8.5)0.5mlに再懸濁し、3回の凍結融解サイクル(液体
窒素/37℃)に供した。細胞溶解産物を、2回の遠心分離工程(3700g、4℃、20分)によって
清澄化し、さらなる精製にAAV含有上清を使用した。または、ディッシュ全体を凍結融解
サイクル(-50℃/RT)に供した。残りの上清を集め、1.3に記載のようにさらに精製した。
【０１８９】
1.2.3.小規模トランスフェクションおよびウイルス上清の調製
　トランスフェクションの24時間前に、細胞(5x105/ディッシュ)を6cmディッシュに播種
した。US2004/0053410に記載のように、293-T細胞をリン酸カルシウム沈殿によってトラ
ンスフェクトした。HeLaおよびCOS-1細胞の場合、トランスフェクションは、リポフェク
タミン2000(Invitrogen, Carlsbad, USA)を用いて製造業者のマニュアルに従って行った
。cap遺伝子のプロモーターp40依存性転写の場合(pTAV2.0、その誘導体、およびpVP3)、
細胞にアデノウイルス5型(Ad5)(MOI=10)を感染させた。24～48時間、さらにインキュベー
トした後に、細胞を培地に入れて収集し、3回の凍結融解サイクル(-80℃および37℃)によ
って溶解した。Ad5を不活化するために、溶解産物を56℃で30分間インキュベートした。1
0000gで5分間の遠心分離によって細胞破片を除去した。
【０１９０】
1.2.4.細胞培養
　HeLaおよび293-T細胞を、10％熱失活ウシ胎仔血清、100U/mlペニシリン、100μg/mlス
トレプトマイシン、および2mM L-グルタミンを添加したダルベッコ変法イーグル培地(DME
M)に入れて37℃および5％CO2で維持した。
【０１９１】
1.3.精製
1.3.1接線クロスフロー濾過(Tangential Cross Flow Filtration)(TFF)およびベンゾナー
ゼ処理
　清澄化した細胞培地を収集した後に、100kDaカットオフ膜(SARTOCON Slice 200)を用い
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た接線クロスフロー濾過ユニット(Sartoflow Slice 200 Benchtop Crossflow System, Sa
rtorius Biotech GmbH, Gottingen, Germany)を用いてさらに濃縮した。結果として生じ
たTFF濃縮物を上清(1.2に記載のように得た)と共にプールし、すぐに、100U/mlベンゾナ
ーゼ(Merck, Darmstadt, Germany)によって37℃で2時間、処理した。ベンゾナーゼ処理後
に、3700g、4℃で20分間の遠心分離によって、細胞溶解産物を清澄化した。サイズ排除ク
ロマトグラフィー(AKTA explorer system, GE Healthcare, Munich, Germany)を用いて、
清澄化した上清を精製した。
【０１９２】
1.3.2 サイズ排除クロマトグラフィー(SEC)
　清澄化した上清を、Superdex200(プレップグレード)がパックされたXK50クロマトグラ
フィーカラム(高さ250mmおよび直径50mm; GE Healthcare, Munich, Germany)に通して分
離した。SEC画分(それぞれ5ml)を集め、AAV2キャプシド特異的A20 ELISA(Progen, Heidel
berg, Germany, カタログ番号:PRATV)を用いて、キャプシド力価を求めた。AAV2粒子を含
有するSEC画分をプールし、イオジキサノール密度超遠心またはスクロース密度超遠心を
用いて、さらに精製した。
【０１９３】
(i)イオジキサノールを用いた密度勾配遠心分離法によるAAV粒子の精製
　ウイルス含有SECプールをQickseal超遠心管(26x77 mm, Beckman Coulter, Marseille, 
France)に移した。濃度の異なるイオジキサノール溶液(Sigma, Deisenhofen, Germanyか
ら購入)をウイルス含有溶解産物の真下に層状に積み重ねた。これによって、底部から6ml
 60％、5ml 40％、6ml 25％、および9ml 15％のイオジキサノールからなるイオジキサノ
ール勾配を作り出し、上部にウイルス溶液をのせた。勾配を超遠心機に入れて416000gで1
時間、18℃で回転させた。次いで、カニューレを用いて、管に穴をあけて40％相の下に入
れ、25％相に達するまで収集用の管に溶液を滴下することによって、AAV粒子を含有する4
0％相を抽出した。
【０１９４】
(ii)スクロース密度勾配分析
　トランスフェクションの24時間前に、1.5x106個の細胞を10cmディッシュに播種した。
トランスフェクションの48時間後に細胞を収集し、300μlのPBS-MK(1mM MgCl2、2.5mM KC
lを添加した、リン酸緩衝食塩水:18.4mM Na2HPO4、10.9mM KH2PO4、125mM NaCl)に入れて
5回の凍結融解サイクル(-80℃および37℃)によって溶解した。50U/mlベンゾナーゼ(Sigma
, Deisenhofen, Germany)によって37℃で30分間処理し、3700gで20分間、遠心分離した後
に、上清を、11mlの5～30％スクロース勾配または10～30％スクロース勾配(スクロースを
PBS-MK、10mM EDTAに溶解した。コンプリートミニEDTAフリープロテアーゼインヒビター(
Roche, Mannheim, Germany)の錠剤1個を含有する)が入っているポリアロマー遠心管(14x8
9mm; Beckman Coulter, Marseille, France)にロードした。160000g、4℃で2時間、遠心
分離した後に(SW41ローター; Beckman)、500μlの画分を遠心管の底から集めた。参照と
して、空のAAV2キャプシド(60S)を別の勾配において分析した。イムノドットブロットア
ッセイのために、画分の熱変性(99℃、10分間)アリコートまたは非変性アリコート50μl
を、バキュームブロッターを用いてProtranニトロセルロース膜(Schleicher & Schuell, 
Dassel, Germany)に転写した。膜を、10％スキムミルク粉末を含むPBSに入れて1時間ブロ
ックし、次いで、変性キャプシドタンパク質を検出するためにモノクローナル抗体B1(Pro
gen, Heidelberg, Germany, カタログ番号: 65158)と、または非変性キャプシドを検出す
るためにA20と1時間インキュベートした。抗体B1およびA20は1:10に希釈して適用した。
膜をPBSで数回洗浄し、ペルオキシダーゼ結合ヤギ抗マウス抗体(1:5000希釈)(Dianova, H
amburg, Germany)と1時間インキュベートした。次いで、膜を再洗浄し、高感度化学ルミ
ネセンス検出キット(Amersham, Braunschweig, Germany)を用いて抗体反応を視覚化した
。ウエスタンブロット分析のために、画分1つにつき15μlをSDS-PAGE用に処理し、次いで
、モノクローナル抗体A69(Progen, Heidelberg, Germany, カタログ番号: 65157)またはB
1によってプローブした。
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【０１９５】
(iii)クロマトグラフィーによるAAV粒子の精製
空のwtVP3#および改変AAVLP＊の精製
　印#および＊は、wtAAV#と改変AAVLP＊との間で精製プロトコールがわずかに異なること
を指している。これに応じて、緩衝液成分に印を付けた。
【０１９６】
陽イオン交換クロマトグラフィー(AKTAエクスプローラーシステム)
　3回の凍結融解サイクル(-54℃/37℃)を行うことによって、空のwtVP3#および改変AAVLP
＊を含有する総溶解産物を得た。4100rpm、4℃で20分間の遠心分離によって(MULTIFUGE L
-R; Heraeus, Hanau, Germany)、総溶解産物を清澄化した。結果として生じた清澄化上清
のpHを調整して6にした。さらに、滅菌水を添加することによって、塩の伝導率を約10mS/
cmに下げた。
【０１９７】
　Fractogel EMD SO3

- (M)クロマトグラフィーカラム(高さ100mm;直径15mm、XK16, GE He
althcare, Munchen, Germany)をパックし、80mM NaCl、2％スクロース、50mM HEPES(pH6.
0)、2.5mM MgCl2からなる5 CVランニングバッファーを用いて平衡化した。
【０１９８】
　平衡化後、清澄化した上清を、Fractogel EMD SO3

- (M)がパックされたクロマトグラフ
ィーカラム(流速10ml/分)に通して分離した。分離後、カラムを、前記で述べた5 CVラン
ニングバッファーを用いて洗浄した。結合した粒子(wtVP3または改変AAVLP)は、350mMの
塩化ナトリウム濃度で効果的に溶出した(ピーク1約45ml)。
【０１９９】
緩衝液交換(AKTAエクスプローラーシステム)
　連続陰イオン交換クロマトグラフィー用に溶出タンパク質(ピーク1)のpHおよび塩濃度
を調整するために、Sephadex G25がパックされたクロマトグラフィーカラム(高さ500mm;
直径15mm、XK26, GE Healthcare, Munchen, Germany)(流速10ml/分)を用いて、緩衝液交
換を行った。25mM Tris(pH8.2)、150mM NaCl#/100mM NaCl＊、2.5mM MgCl2からなる3 CV 
SOURCE 15Qランニングバッファーを用いたカラム平衡化後に、ピーク1をカラムに通して
分離した。タンパク質画分(約120ml)を集めた。
【０２００】
陰イオン交換クロマトグラフィー(AKTAエクスプローラーシステム)
　SOURCE 15Qクロマトグラフィーカラム(高さ80mm;直径15mm、XK16, GE Healthcare, Mun
chen, Germany)を、25mM Tris(pH8.2)、150mM NaCl#/100mM NaCl＊、2.5mM MgCl2からな
る5 CV SOURCE 15Qランニングバッファーを用いて平衡化した。平衡化後に、緩衝液交換
後に得られたタンパク質画分(約120ml)をロードし、クロマトグラフィーカラム(流速10ml
/分)に通して濾過した。90％の粒子を含有するフロースルー(約120ml)を集めた。
【０２０１】
遠心式フィルター装置を用いた粒子濃縮
　Centricon Plus-70(カットオフ100kDa)遠心式フィルター装置(Millipore)を用いて、wt
VP3#または改変AAVLP＊を含有するフロースルーを濃縮した。濃縮は、スィンギングバケ
ット(swinging-bucket)ローター(MULIFUGE L-R; Heraeus, Hanau, Germany)を用いて、35
00g、20℃で15分間行った。結果として生じた濃縮物(約45ml)をサイズ排除クロマトグラ
フィーに通してすぐに分離した。
【０２０２】
サイズ排除クロマトグラフィー(AKTAエクスプローラーシステム)
　Superdex 200(プレップグレード)クロマトグラフィーカラム(高さ500mm;直径50mm、XK5
0, GE Healthcare, Munchen, Germany)をパックし、200mM NaCl、2％スクロース、50mM H
EPES(pH6.0)、2.5mM MgCl2からなる2 CVランニングバッファーを用いて平衡化した。前記
で述べた濃縮物(約45ml)をカラム(流速10ml/分)に通して分離した。粒子は最初に溶出し
た(SEC画分番号1～13;各5ml)。粒子純度が95％を超えるSEC画分をプールし、濾過滅菌し(
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0.2μm)(Minisart; Sartoriusstedim)、-84℃で保管した。
【０２０３】
1.4.ウエスタンブロットによるタンパク質発現の分析
　同一部分の収集した細胞または等量の精製された粒子をSDS-PAGE用に処理した。タンパ
ク質発現は、以前に説明されたように(Wistuba et al., 1995)モノクローナル抗体A69、B
1(Progen, Heidelberg, Germany)、抗AU1(Covance, Emeryville, USA)、抗GFP(クローンB
-2; Santa Cruz Biotechnology Santa Cruz, USA)、またはポリクローナル抗体抗AAP(1.7
.を参照されたい)を用いたウエスタンブロットアッセイによって分析した。プロトコール
のバリエーションを各実施例の説明の中に示した。
【０２０４】
1.5.力価分析
　キャプシド力価は、市販のAAV2力価測定ELISAキット(Progen, Heidelberg, Germany カ
タログ番号:PRATV)またはそれぞれのAAV1力価測定ELISAキット(Progen, Heidelberg, Ger
manyカタログ番号:PRAAV1)を用いて、製造業者のマニュアルに従って求めた。
【０２０５】
1.6.免疫蛍光分析
　免疫蛍光分析のために、HeLa細胞をカバーガラスに載せて24時間、培養し、トランスフ
ェクトし、cap遺伝子のプロモーターp40依存性転写の場合は(pTAV2.0およびpVP3)、Ad5(M
OI=4)に感染させた。20～48時間後に、細胞を100％メタノール(10分、-20℃)で固定し、P
BS(リン酸緩衝食塩水:18.4mM Na2HPO4、10.9mM KH2PO4、125mM NaCl)で洗浄した。一次抗
体とのインキュベーションは、RTで1時間、または4℃で一晩行った。一次抗体として、ハ
イブリドーマ上清A20またはA69を使用して、それぞれ、集合したキャプシドまたはVP2を
検出した。A20およびA69は希釈せずに使用した(Progen, Heidelberg, Germany)。集合し
なかったキャプシドを検出するために、3種類全ての遊離VPタンパク質を標識するウサギ
ポリクローナル血清を1:500に希釈して使用した。カバーガラスをPBSで3回洗浄し、その
後に、適切な二次抗体(Dianova, Hamburg, GermanyまたはMolecular Probes, Leiden, Th
e Netherlandsから購入した、1:400に希釈したCy3標識ヤギ抗マウスまたはFITC標識ヤギ
抗ウサギ1:150)とRTで1時間インキュベートした。カバーガラスを再洗浄し、100％エタノ
ールに浸漬し、Permafluor封入剤(Beckman Coulter, Marseille, France)に包埋した。共
焦点画像(0.3μm切片)を、Leica TCS SP2レーザー走査型顕微鏡を用いて取得し、Adobe P
hotoshop CSソフトウェアを用いてさらに加工した。プロトコールのバリエーションを各
実施例の説明の中に示した。
【０２０６】
　GFP発現を視覚化するために、細胞を2％パラホルムアルデヒドで15分間固定し、50mM N
H4Clによって5分間、2回クエンチし、0.2％Triton X-100によって10分間、透過処理した
。
【０２０７】
1.7.ポリクローナル抗体の調製
　ポリクローナルAAP抗血清(抗AAP)は、標準的な手順に従って、KLH(キーホールリンペッ
トヘモシアニン)と結合体化した配列GKDSSTTTGDSDPRDSTS(SEQ ID NO:61)を含むペプチド
を用いてモルモットを免疫化することによって作製した。
【０２０８】
1.8.電子顕微鏡のためのウイルス粒子の逆染色法
　(Grimm et al., 1999, Grimm and Kleinschmidt, 1999, Mittereder et al., 1996)に
従う電子顕微鏡のために、以下に記載のようにウイルス粒子の逆染色法を行った。
【０２０９】
　5μlの試料(約5x1010ウイルス粒子)を、新鮮空気-グロー放電炭素がコーティングされ
たグリッド面に適用し、2分間インキュベートした。過剰な溶液は、グリッドの縁をWhatm
an濾紙にのせて吸い取ることによって除去した。塩沈殿物を避けるために、グリッドに水
を3滴、その後に、2％(w/v)酢酸ウラニル溶液を4滴たらして洗浄した。最後の染色溶液の
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液滴をグリッド上に5分間のせたままにした後に、吸い取りおよび風乾を行った。Morgagn
i 268D FEI顕微鏡を100kVで用いて、電子顕微鏡写真を撮影した。
【０２１０】
2.VP2のN末端欠失分析によるVLP形成の分析
　本発明者らの研究ならびに以前の研究(前記と比較のこと)は、VP3 cdsのみを含む構築
物からVP3を発現させた時にキャプシド集合が無いことを報告した。VP3の発現ではVLP形
成に十分でないので、本発明者らは、この欠陥を克服することができる、さらなる配列を
特定しようと試みた。この実験において、本発明者らは、VP3 cdsの上流にある配列がVLP
形成に必要であるかどうか調べた。もしそうであれば、その配列を特徴付けなければなら
ない。
【０２１１】
2.1.欠失変異体のクローニング
　プラスミドpTAV2.0(Heilbronn et al., 1990)、pVP3(Warrington et al., 2004)、pCMV
-VP(Wistuba et al., 1997)、およびpKEX-VP3(Ruffing et al., 1992)は以前に説明され
ている。欠失変異体pCMV-VP3/1882、pCMV-VP3/2193、pCMV-VP3/2596、pCMV-VP3/2611、pC
MV-VP3/2696、pCMV-VP3/2765、およびpCMV-VP3/2809をプラスミドpVP3からクローニング
した。pCMV-VP3プラスミドの名前の後ろにある番号は、Ruffing et al.(1994)によるAAV2
ゲノム内のヌクレオチド位置を示している。構築物を図5Aに図示した。
【０２１２】
　欠失変異体のクローニングのために、(変異VP1翻訳開始コドンおよび変異VP2翻訳開始
コドンを有する)pVP3のHindIII/BsiWI断片を、pCMV-VPのHindIII/BsiWIバックボーンにサ
ブクローニングして、構築物pCMV-VP3/1882を得た(図5)。構築物pCMV-VP3/2193およびpCM
V-VP3/2596は、pVP3からのDraI/BsiWIまたはEcoNI(平滑末端)/BsiWI断片を、pCMV-VPのHi
ndIII(平滑末端)/BsiWIバックボーンにサブクローニングすることによって作製した(EcoN
IおよびHindIII部位は、一本鎖オーバーハングを消化することによって平滑末端化した)(
ゲノム配列を基準にした、クローニングに使用した様々な制限部位の位置を図4に示した)
。さらなる欠失のために、pVP3を部位特異的変異誘発反応のテンプレートとして使用した
。変異誘発は、QuickChange部位特異的変異誘発キット(Stratagene, Amsterdam, the Net
herlands)を使用し、製造業者のマニュアルに従って行った。それぞれの変異について、
指定された領域に新たなHindIII制限部位を生じるように、2つの相補的PCRプライマーを
設計した。プライマー配列:

【０２１３】
　次いで、変異プラスミドからのHindIII/BsiWI断片を、pCMV-VPのHindIII/BsiWIバック
ボーンにサブクローニングして、構築物pCMV-VP3/2611、pCMV-VP3/2696、pCMV-VP3/2765
、およびpCMV-VP3/2809を得た(図5A)。
【０２１４】
2.2.ウエスタンブロットおよびELISAによる構築物の分析
　タンパク質発現を分析するために、同一部分の収集した細胞をSDS-PAGE用に処理した。
【０２１５】
　図5Bに示したように、pTAV2.0(wtAAV)およびpCMV-VPを除く図5Aに列挙した全ての構築
物を用いて293-T細胞をトランスフェクションすると、3種類全てのキャプシドタンパク質
と反応する抗体B1を用いたウェスタンブロッティングによって分析した時に、VP3のみの
発現が得られた。対応する翻訳開始部位が変異されていないプラスミドであるpTAV2.0(wt
AAV)またはpCMV-VPによってトランスフェクトされた対照細胞においては、VP3に加えてVP
1およびVP2が良好に検出された。
【０２１６】
　例えば、変異プラスミドpKEX-VP3、pCMV-VP3/2765、およびpCMV-VP3/2809については、
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抗体B1は、VP3よりもゆっくりと移動する2つのポリペプチドバンドと反応した。少なくと
も、プラスミドpKEX-VP3およびpCMV-VP3/2809については、VP1またはVP2をコードするヌ
クレオチド配列が完全に欠失しているので、対応するポリペプチドはVP1またはVP2アミノ
酸配列を含有することができない。さらに、3種類全ての変異体プラスミドが発現した時
には、抗体A69を用いて、VP1およびVP2を検出することができなかった。従って、これら
の試料中にVP1およびVP2が存在することははっきりと除外することができた。本発明者ら
は、VP3よりもゆっくりと移動する2つのポリペプチドバンドが、高レベルのVP3が完全に
変性しなかった結果であると結論付けた。
【０２１７】
　しかしながら、pVP3によってトランスフェクトした細胞の抽出物を、VP1およびVP2のみ
を検出する、従って、豊富なVP3との反応を除外する抗体A69によってプローブした時に、
VP1およびVP2の領域において弱いバンドを検出することができた。このバンドは、pKEX-V
P3によってトランスフェクトされた細胞の抽出物には無かった。この結果は、pVP3構築物
のトランスフェクションによって、少量のVP1およびVP2またはVP1様タンパク質およびVP2
様タンパク質が発現されることを示唆している。これらは、別の翻訳開始コドンから翻訳
されたか、変異されたVP1翻訳開始部位およびVP2翻訳開始部位における予定外の開始によ
って翻訳されたのかもしれない。
【０２１８】
　pCMV-VP3/2696までのpVP3の全ての欠失変異体において、抗体A69は1つまたはいくつか
のポリペプチドバンドを明らかにし、pCMV-VP3/2765およびpCMV-VP3/2809によってトラン
スフェクトされた細胞の抽出物を用いたウエスタンブロットだけがA69との反応を示さな
かった。なぜなら、これらのタンパク質において抗体エピトープが既に欠失していたから
である。
【０２１９】
　キャプシド集合は、抗体A20をベースとするキャプシドELISAによって確かめられた(図5
C)。対照的に、pKEX-VP3によるVP3の発現によって検出可能な量のキャプシドは得られな
かったが(図5C)、発現したVP3タンパク質の量はpVP3と比較してかなり多かった(図5B)。
【０２２０】
　本発明者らの以前の結果と一致して、pKEX-VP3と同等のpCMV-VP3/2809をトランスフェ
クトすることによってVP3だけを発現させても、キャプシドは検出可能に形成されなかっ
た(図5C)。A20 ELISAと反応しない可能性のあるキャプシドの形成は、細胞抽出物をスク
ロース勾配上で分析し、その後に、B1抗体を用いてウェスタンブロッティングを行うこと
によって排除した(データ示さず)。興味深いことに、様々な欠失変異体のキャプシド集合
効率を分析すると、キャプシド集合効率は、ある欠失変異体から次の欠失変異体に移るご
とに増加し、その後に、欠失がある大きさになると減少することが検出された。キャプシ
ド集合のピーク効率は、変異体pCMV-VP3/2596およびpCMV-VP3/2611について見られた(図5
AおよびC)。
【０２２１】
2.3結論
　この結果から、N末端伸長VP3配列の存在(VP3開始コドンの上流にDNA配列が存在するこ
とによる)とキャプシド集合との間には明らかな相関関係があることが分かる。本発明者
らは、VP3 VLPが形成するためにはVP3 cdsの他に存在しなければならない、VP3 cds上流
にある約44ヌクレオチドのDNA配列を特定した。この44ntは、キャプシド集合を依然とし
て引き起こすことができる構築物pCMV-VP3/2765に寄与する。
【０２２２】
　2765’部位の上流にもう少しDNA配列が存在するとキャプシド集合の効率が高まる。こ
のDNA配列は、ヌクレオチド位置2717から開始するORF2、およびヌクレオチド2717と2765
との間におそらく位置する完全長AAPの推定開始と一直線に並んでいる。
【０２２３】
3.cap遺伝子の配列断片はトランスでキャプシド集合を誘導することができる
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　実施例2において、本発明者らは、粒子が形成するためにはVP3 cdsの他に存在しなけれ
ばならない、VP3開始コドンの上流にある(断片Zが含む)配列を特定した。断片Zの産物が
一過的にかつトランスで機能するという仮説を証明するために、本発明者らは、GFP cds
と融合したEcoNI/BsiWI制限断片を含むキャプシド配列断片がVP3のキャプシド集合欠損を
救出できるかどうか試験した。
【０２２４】
3.1.トランス相補のためのpVP2N-gfpのクローニング
　構築物pVP2N-gfpを作製するために、EcoNIおよびBsiWI制限部位を、ベクターpEGFP-N1(
BD Biosciences, Erembodegem, Belgium)のマルチクローニングサイトに導入した。その
後に、pTAV2.0からのEcoNI/BsiWI断片(制限部位の位置を図4に示した)を、CMVプロモータ
ーの下流、GFP cdsおよびそのポリ(A)シグナルの上流に挿入した。この融合構築物pVP2N-
gfpが発現すると、図6Aに図示したようにVP2、VP3、またはGFPの3つの既存の開始コドン
の1つでの転写開始に応じて、3種類の転写物VP2N-gfp、VP3N-gfp、およびGFPが生じる。
【０２２５】
　例えば、コドン改変または停止コドンを含有する多くの誘導体が、それぞれの図に図示
したようにpVP2N-gfpから得られた。これらは常にGFP cdsを含み、それに応じて名前が付
けられた(付加事項-gfpを有する)。物事を単純にするために、この付属物(-gfp)は、一部
の図(例えば、図20、22、23)では、それぞれの構築物の名前に無い。
【０２２６】
3.2.トランスでの機能置換の分析
　以下の実験をHeLa細胞において行った。プラスミドpCMV-VP3/2809およびpVP2N-gfpを様
々なモル比でコトランスフェクトし、遺伝子発現およびキャプシド集合について分析した
(図6)。ウエスタンブロット分析によって、VP3の量は、それぞれのモル比の2つのプラス
ミドによってトランスフェクトされた細胞抽出物において同じであることが確かめられた
が(抗体B1を用いた検出、図6B上部)、1:1比または1:1/5比それぞれでトランスフェクショ
ンした後にしか、VP2N-gfpは検出できなかったことが確かめられた(抗体A69を用いた検出
、図6B下部)。1:1比または1:1/5比において、さらに、抗体抗gfp(図6B、真ん中)は、図6A
に図示したように、融合構築物pVP2N-gfpの発現に起因する3種類全ての転写物、すなわち
、VP2N-gfp、VP3N-gfp、およびGFPを検出する。VP3の強力な開始コドンがあるためと、イ
ンビボ状況に対応して、VP3N-gfpの転写物が優位を占める。驚いたことに、キャプシド集
合は、pCMV-VP3/2809:GFP融合プラスミドの比が1:1/50になるまで免疫蛍光によって観察
することができた(図6C)。抗体A20をベースとするキャプシドELISAを用いたキャプシド形
成の定量によって、pVP2N-gfpを添加した変異体pCMV-VP3/2809のキャプシド形成は、N末
端伸長VP3が同時発現する変異体pCMV-VP3/2696と同様の効率があることが分かった(図6D)
。
【０２２７】
3.3.結論
　この結果から、cap遺伝子のEcoNI-BsiWI制限断片がトランスで存在すると、唯一のキャ
プシドタンパク質としてVP3を発現する構築物のキャプシド集合が救出されることが分か
る。集合は、コトランスフェクトされたpVP2N-gfpプラスミドが1/50の量でも検出するこ
とができたので、このヘルパー因子にはVP3キャプシド集合のための準化学量論的な作用
があると推定することができる。
【０２２８】
4.C末端切断型VP2タンパク質は準化学量論量で発現し、キャプシドに組み込まれる
　ここでは、作製されたAAV様粒子がVP3のみからなるかどうかを調べた。プラスミドpCMV
-VP3/2696から、またはpCMV-VP/2809およびpVP2N-GFPのコトランスフェクションのトラン
ス相補アッセイにおいて、空の粒子を産生した。Kronenberg et al.(2001)に記載の変更
を加え、かつアデノウイルス感染無く293細胞をトランスフェクトし、48時間後に細胞を
収集したという変更を加えたSteinbach et al.(1997)によるスクロースクッションを介し
て、粒子を精製した。切断型VP2タンパク質の組み込みをウエスタンブロットによって分
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析した(図7)。
【０２２９】
　pVP2N-GFPは、5x1011粒子の最大ローディングの中で検出することができなかった。だ
が、pCMV-VP3/2696をトランスフェクトすることによって、A69シグナルが検出された。こ
のことは、切断型VP2が準化学量論的にキャプシドに組み込まれることを示している。
【０２３０】
4.1.結果
　結論として、トランス状況でVP3のみの粒子が作製される。対照的に、シス状況では、
切断型VP2は準化学量論で組み込まれる。ウエスタンブロットから、2x109wt AAV粒子から
のVP1のシグナル強度は、pCMV-VP3/2696から生じた1x1011粒子からのシグナルとほぼ同じ
である。このことは、切断型VP2の量がVP1の量の約1/50であることを意味している。wtキ
ャプシドの中のVP1:VP2:VP3の化学量論比が1:1:10と仮定すると、切断型VP2はVP3の約1/5
00である。1個のキャプシドは60個のVPサブユニットからなるので、VP3のみからなるキャ
プシドも存在するはずである。
【０２３１】
4.2.結論
　この結果は、切断型VP2タンパク質それ自体はキャプシドそのものに必要とされないと
いう結論を強める。
【０２３２】
5.トランス相補に使用した構築物のコドン改変はトランス相補プロセスを阻害することが
できる
　断片Zのトランス相補作用物質がどういったものであるかを調べるために、pVP2N-gfpの
中にあるVP2N部分(制限部位EcoNIとBsiWIとの間にある部分)のコドンを改変した。これは
、第1のORFのアミノ酸配列が変わることなく、DNA配列が変化したことを意味している。G
ENEART(Regensburg, Germany)によってコドン改変を行った。コドンを、哺乳動物細胞に
おいて優先的に用いられるコドンに改変した。配列を図8Aに示した。pVP2N-gfpのDNA配列
と、コドンが改変されたpVP2N-gfp(cm、pVP2Ncm-gfp)のDNA配列との同一性は71％である
のに対して、タンパク質同一性は100％である。
【０２３３】
　pVP2Ncm-gfpのタンパク質発現を、ウエスタンブロット分析(図8B)において、およびト
ランスフェクトされた293細胞内の免疫蛍光(図8C)によって比較した。pCMV-VP3/2809のキ
ャプシド形成を救出する能力を、実施例3に記載したトランス相補アッセイにおいて試験
した(図8D)。プラスミドを1:1のモル比でコトランスフェクトした。
【０２３４】
結果および結論
　ウエスタンブロットから、コドンが改変された構築物(pVP2Ncm-gfp)からのタンパク質
発現は、非改変構築物(pVP2N-gfp)からのタンパク質発現よりかなり多いことが分かった
。これは、コドン改変を哺乳動物細胞に合わせて最適化したので予想していなかったこと
ではなかった(図8B)。また、コドンが改変されたタンパク質の細胞内局在は非改変タンパ
ク質と差がなかった(図8C)。驚いたことに、pVP2Ncm-gfpは、pCMV-VP3/2809のキャプシド
形成を救出する能力を失った(図8D)。
【０２３５】
　多量のpVP2Ncm-gfpタンパク質がキャプシド集合に及ぼす悪影響を排除するために、本
発明者らは、コドンが改変されたpVP2Ncm-gfpとpCMV-VP3/2696をコトランスフェクトした
。この組み合わせでは、キャプシド集合は正常であった。このことから、集合活性は多量
のpVP2Ncm-gfpによって抑制されなかったことが分かる(データ示さず)。また、少量のプ
ラスミドpVP2Ncm-gfpをpCMV-VP3/2809とトランスフェクションすることによって少量のpV
P2Ncm-gfpを発現させても、キャプシド集合は救出されなかった(データ示さず)。
【０２３６】
　この結果は、第1のORFから翻訳されるタンパク質はトランス相補活性を担っていないと
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いう結論を強める。
【０２３７】
6.トランス相補に使用した構築物に停止コドンを挿入してもトランス相補プロセスは阻害
されない
　トランス相補作用物質がどういったものであるかさらに分析するために、停止コドンを
EcoNI-BsiWI制限断片の中に挿入した。停止コドンを挿入するために、点変異を行った。
【０２３８】
6.1.pVP2N-gfpへの停止コドンの挿入
　pVP2N/stopA-gfp(pVP2N/ORF1stopA-gfpとも名付けた)、pVP2N/stopB-gfp(pVP2N/ORF1st
opB-gfpと同一)、pVP2N/stopC-gfp(pVP2N/ORF1stopC-gfpとも名付けた)、およびpVP2N/st
opD-gfp(pVP2N/ORF1stopD-gfpと同一)を構築するために、テンプレートpVP2N-gfpおよび
望ましい置換を含む2つの相補的PCRプライマーを用いて、部位特異的変異誘発反応(Quick
Change部位特異的変異誘発キット, Stratagene)を行った。次いで、いずれの場合でも、E
coNI/BsiWI断片をpVP2N-gfpのEcoNI/BsiWIバックボーンにクローニングした。
【０２３９】
　StopAを作製するために、ヌクレオチド位置2770にあるシトシンをチミンに置換して、t
ag停止コドンを得た。StopBを作製するために、ヌクレオチド位置2797にあるアデニンを
チミンに置換して、tga停止コドンを得た。Stop Cは、ヌクレオチド位置2821にあるアデ
ニンをチミンに置換し、位置2823にあるチミンをアデニンに置換して、tga停止コドンを
得ることによって作製した。Stop Dは、ヌクレオチド位置2878にあるグアニンをチミンに
置換して、tga停止コドンを得ることによって作り出した。位置はRuffing et al.(1994)
に従う。
【０２４０】
　pVP2N-gfpの中の4種類の部位における停止コドンの挿入に使用したプライマーペア

【０２４１】
　挿入された停止コドンの模式図を図9Aに示した。pVP2N/stopA-gfpにおいて、ヌクレオ
チドc2770はtに変異されており、従って、グルタミンをコードするcagコドンはtagに変わ
っており(ORF2の中のサイレント変異)、pVP2N/stopB-gfpにおいては、ヌクレオチドg2797
はtに変異されており、従って、グリシンをコードするggaコドンはtgaに変わっており(OR
F2の中のTrp→Cys変異)、pVP2N/stopC-gfpにおいては、ヌクレオチドa2821はtに変異され
ており(ORF2においてサイレント)、ヌクレオチドt2823はaに変異されており、従って、セ
リンをコードするagtコドンはtgaに変わっており(ORF2の中のVal→Glu変異)、pVP2N/stop
D-gfpにおいては、ヌクレオチドg2878はtに変異されており、従って、グリシンをコード
するggaコドンはtgaに変わっている(ORF2においてサイレント)。位置はRuffing et al.(1
994)に従う。置換は全てORF2を破壊しない。結果として生じたpVP2N-gfp stop構築物を、
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実施例3に記載した構築物pCMV-VP3/2809のトランス相補に使用した。プラスミドpCMV-VP3
/2809およびそれぞれのpVP2N/stop-gfp構築物を1:1のモル比でコトランスフェクトした。
【０２４２】
　さらに、Stop構築物のタンパク質発現を、A69抗体を用いたウエスタンブロット分析に
よって試験した。
【０２４３】
6.2.結果および結論
　ウエスタンブロット分析から、VP3は全ての試料において発現したことが確かめられた(
図9Bにおいてモノクローナル抗体B1によって検出した)。予想どおりに、Bluescriptベク
ター(pBS)は、トランス相補アッセイにおいてキャプシド集合を引き起こさず、従って、
負の対照として役立った(図9C)。興味深いことに、pVP2N-gfp構築物とは対照的に、pVP2N
/stop-gfp構築物のタンパク質発現は検出されなかったが(図9B)、停止コドンを挿入して
も、cap遺伝子のEcoNI-BsiWI制限断片のトランス相補活性は影響を受けなかった。VP3粒
子は簡単に集合することができた(図9C)。変異体pVP2N/stopB-gfpおよびpVP2N/stopC-gfp
を用いて得られたキャプシド力価の低下は、それぞれの変異を加えることによって導入さ
れたヌクレオチド変化による可能性がある(ORF1のstopBはORF2のTrp→Cys変異につながり
、ORF1のstopCはORF2のVal→Glu変異につながった)。これらの実験は共に、EcoNI-BsiWI
断片の核酸配列がキャプシド集合ヘルパー活性の基礎であるが、第1のORFからの発現タン
パク質はキャプシド集合ヘルパー活性の基礎でないことを示している。なぜなら、全ての
変異体は第1のORFにおいて停止コドンを含有するからである。ORF1に停止コドンをもたら
す置換は、ORF2からのAAPのアミノ酸合成を停止しなかったが、キャプシド力価の差から
、AAPの機能に影響を及ぼしたことが分かった。
【０２４４】
7.想定されたNLSはVLP形成に必要でない
　変異体pCMV-VP3/2696は高濃度のキャプシドを形成したが、わずかに短い変異体pCMV-VP
3/2765は、明らかに少量のキャプシドになって集合した(図5C)。この短い変異体は、AAV 
VP2タンパク質のNLSとして機能することが示唆されていた一群のAA(Hoque et al., 1999a
)を欠いており、VPタンパク質の核輸送の低下を示した(図10)。想定されたNLSがこの違い
の原因であるかどうか試験するために、本発明者らは、望ましい置換を含む2つの相補的P
CRプライマーを用いた標準的な手順による部位特異的変異誘発によって、提唱されたNLS
活性を破壊するために、構築物pCMV-VP3/2696においてはRKRペプチド(AA168～170)をAAA
に置換することによって、それぞれの配列エレメントを置換した。RKRからAAAへの置換に
使用したプライマー:

【０２４５】
　A20抗体を用いたトランスフェクトHeLa細胞の免疫蛍光(図10)およびキャプシドELISA(
データ示さず)から、変異体pCMV-VP3/2696RKR168～170AAAのVPタンパク質のキャプシド集
合の効率はwt AAVと同程度であることが分かった。
【０２４６】
　このことは、これに関連して、RKR168～170を含む配列エレメントがNLSとして作用せず
、キャプシド集合において異なる役割を果たしている可能性があるという解釈を裏付けて
いる。
【０２４７】
8.VPタンパク質の核局在(およびN末端伸長)ではキャプシド集合に十分でない
　SV40ラージT抗原に由来するNLSとVP3が融合すると、VP3は核に移動し、キャプシド集合
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につながることが報告されている(Hoque et al., 1999a)。本発明者らはこの実験を繰り
返し、VP3タンパク質の効率的な核蓄積を観察した。しかしながら、抗体A20によって検出
可能なキャプシド集合は無かった(図11A、11B、および15B)。
【０２４８】
　さらに、VP3の上流にある異種N末端伸長(HSA)がVP3に集合能力を取り戻させるかどうか
試験した。
【０２４９】
　タンパク質発現および集合効率を比較するために、さらにいくつかの構築物を293細胞
においてトランスフェクトした。
【０２５０】
8.1.構築物のクローニング
　pCI-VP、pCI-VP2、およびpCI-VP3は、それぞれのVPコード領域を、XhoI(5'-)およびNot
I(3'-)オーバーハングのあるプライマーを用いてPCR増幅し、XhoI/NotIによって消化され
たPCR産物をXhoI/NotIによって消化されたベクターpCI(PROMEGA)にサブクローニングする
ことによってクローニングされた。pCI-VP2の場合、同時にVP2の開始コドンをACGからATG
に変えた。
【０２５１】
　構築物pCMV-NLS-VP3のクローニングは、テンプレートとして構築物pCMV-VP3/2809およ
び相補的PCRプライマー

を用いた部位特異的変異誘発反応によって行った。
【０２５２】
　次いで、HindIII/BsiWI断片をアンプリコンからpCMV-VP3/2809のHindIII/BsiWIバック
ボーンにサブクローニングした。cap遺伝子産物NLS-VP3は、VP3のN末端にSV40 NLS MAPPK
KKRKVのアミノ酸配列を含有する。
【０２５３】
　構築物pCMV-HSA-VP3もpCMV-VP3/2809をベースとしており、VP3 cdsのすぐ上流にヒト血
清アルブミン(HSA)のアミノ酸25～58をコードする核酸配列を含有する。断片

(両端にHindIII制限部位を含む)を、遺伝子合成(Geneart, Regensburg, Germany)を介し
て得た。対応するベクターのHindIII消化の後に、結果として生じた111bp断片を、HindII
Iによって直線化したpCMV-VP3/2809バックボーンにサブクローニングした。VP3の翻訳は
、標準的なATG開始コドンにおいて開始するのに対して、HSA-VP3(VP3 N末端に37 Aa伸長
を有する)の翻訳はACG開始コドンにおいて開始する。
【０２５４】
8.2.免疫蛍光およびスクロース勾配による構築物の分析
　本発明者らは、HeLa細胞を異なる構築物:pCMV-NLS-VP3もしくはpCMV-VP3/2809のみで、
またはpVP2N-GFPとコトランスフェクションしてトランスフェクトした。さらに、pCMV-HS
A-VP3をトランスフェクトした。キャプシドタンパク質の発現およびキャプシドの形成は
、前記のように、ポリクローナルVP抗血清またはモノクローナルA20抗体を用いた免疫蛍
光によって分析した。さらなるキャプシド形成は、以下のスクロース勾配の中で分析した
。



(67) JP 2012-519008 A 2012.8.23

10

20

30

40

50

【０２５５】
結果
　Hoque et al.(1999a)と全く同じように、かつ野生型(wt)およびN末端切断型構築物pCMV
/2696から発現したタンパク質と同等に、本発明者らは、構築物pCMV-NLS-VP3からVP3を発
現することができ、VP3タンパク質の効率的な核蓄積を観察した。しかしながら、wtおよ
びN末端切断型構築物pCMV/2696とは対照的に、本発明者らは、抗体A20を用いてキャプシ
ド集合を検出することができなかった(図11B)。
【０２５６】
　予想どおりに、変異体pCMV-VP3/2696のVP3 N末端伸長と長さが同等の、ヒト血清アルブ
ミンの36個のAAからなる伸長N末端を有するVP3タンパク質(HSA-VP3)の発現を抗体染色に
よって検出することができた(図11B)。pCMV-NLS-VP3の発現産物と比較して、変異体pCMV-
HSA-VP3の発現産物は、かなり多い細胞質染色部分を示した。これもまた、本発明者らは
、抗体A20を用いてキャプシド集合を検出することができなかった(図11B)。
【０２５７】
　pVP2N-gfpのコトランスフェクションによってキャプシド集合が誘導され、抗体A20によ
って容易に検出することができた(図11B)。
【０２５８】
　スクロース密度勾配沈降によって、A20抗体と反応しない、可能性のある集合産物を分
析することによって、抗体B1と反応する非常に少量のVPタンパク質含有材料(勾配の全範
囲にわたって沈降する)が示された(図11C)。このことから、誤って集合および凝集したVP
タンパク質が、かなり少なく、ほとんど検出できない量で形成したことが分かる。
【０２５９】
8.3.ウエスタンブロットおよびELISAによる構築物の分析
　一組の異なる構築物を、遺伝子発現についてはウエスタンブロットにおいて、キャプシ
ド集合についてはELISAにおいて分析した(図15A)。
・pCI-VP2:AAV2のVP2配列を、pCI(Promega, Mannheim, Germany)のマルチクローニングサ
イトにクローニングした。VP2開始コドンACGをATGに変えた。
・pCI-VP3:野生型VP3配列をpCIにクローニングした。
・pCI-VP:完全cap ORFをpCIにクローニングした。VP2およびVP3の開始コドンは変異させ
なかった。
・pCMV-NLS-VP3:(実施例8およびHoque et al.(1999a)に記載)
・pCI-VP2mutACG:これはpCI VP2を改変したものである。VP2開始コドンを破壊し、GAGコ
ドンに置換した。
・pCMV-VP3/2696(実施例2に記載)
【０２６０】
結果
　ウエスタンブロット分析によって、VPタンパク質の予想されたサイズで、様々な構築物
の類似したキャプシドタンパク質発現が示された(図15C)。しかしながら、キャプシド集
合の効率は全く異なっていた(図15B)。Hoque et alと同様にクローニングされた構築物(p
CMV-NLS-VP3)を用いて得られた粒子力価は検出限界より低かった。これはまた、好ましい
構築物pCI-VP2mutACGまたはpCMV-VP3/2696のVP3粒子形成効率が、Hoque構築物pCMV-NLS-V
P3と比較して3 log超、高かったことも意味している。構築物pCI-VP2は、pCI-VP2におい
てマイナーなACG開始コドンがATGに変異している以外はpCMV-VP3/2611と一致するのに対
して、pCMV-VP3/2611においてはACGコドンは完全に欠失している。pCI-VP2構築物のキャ
プシド形成効率は著しく低下している(図15B)。本発明者らは、pCI-VP2から得られた粒子
が主にVP2、VP3、または両タンパク質の混合物からなるかどうかを分析しなかった。図15
Cは、この構築物からVP3が依然として発現しているが、VP2と比較してかなり低い(約1/10
の)効率で発現していることを示している。本発明者らは、得られた粒子は主にVP3からな
るという仮説を立てている。低い力価は、i)pCI-VP2からのVP3の量がpCMV-VP3/2611と比
較して1/10であることで説明される。さらに、本発明者らは、おそらく、pCI-VP2にあるA
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TG開始コドンがAAPの非標準開始コドンより優位に立つので、ATGがAAP発現を妨害すると
推測している。予想どおりに、pCI-VP3は極めて低いキャプシド形成効率を示した。粒子
集合効率は、10:1の比でpCI-VP3をpCI-VP2とコトランスフェクションすることによって部
分的に救出することができた(図15B)。しかしながら、粒子形成全体は依然として、pCI-V
P2mutACGまたはpCMV-VP3/2696と比較して1～2 log低い。このことは、pCI-VP2のVP2コー
ド領域にあるATG開始コドンがAAP発現を妨害するという本発明者らの仮説を裏付けている
。pCI-VPからの粒子形成はpCMV-VPと比較して非常に少ない(図5)。これは以下のように説
明される。すなわち、pCI-VPは、スプライスドナー部位が無い点でpCMV-VPと異なる。従
って、主にVP1を発現するpCI-VPから1種類のメッセンジャーRNAしか転写されないのに対
して、pCMV-VPからは2種類のメッセンジャーRNAが転写される。マイナー転写物は主にVP1
を発現するのに対して、メジャー転写物は1:8の比でVP2およびVP3をコードする。従って
、pCMV-VPは、VP1:VP2:VP3を1:1:8の予想された比で発現するのに対して、構築物pCI-VP
を用いた場合、VP2およびVP3は仮にあったとしてもわずかにしか検出できない。
【０２６１】
結論
　結果から、VP3のみの核蓄積ではキャプシド集合に十分でなく、VP3の上流にある異種N
末端伸長はVP3に集合能力をもたらすことができないと分かる。
【０２６２】
　さらに、本発明者らの好ましい構築物pCI-VP2mutACGまたはpCMV-VP3/2696は、Hoque et
 al.(1999a)に記載のNLS-VP3融合構築物と比較して、3 log以上高いVP3粒子力価につなが
る。これらの実験は、VP3 N末端融合構築物がVLPに集合できることも証明している。従っ
て、I-203は外来ペプチド配列に適した挿入部位である。
【０２６３】
9.昆虫細胞においてVP3キャプシド集合を実現することができる
9.1.VP1変異体「Modification 4」のクローニング
　Rep発現の非存在下でキャプシドタンパク質VP3から本質的になるウイルス粒子を産生す
るために、構築物pVL_VP1_MOD4を作製した。
【０２６４】
　詳細に述べると、pUC19AV2(US6,846,665において詳述されている)をテンプレートとし
て使用して、以下のプライマーの存在下で標準的なPCR条件に従ってVP1を増幅した。

【０２６５】
　それによって、VP1の野生型翻訳開始コドンATG(メチオニンをコードする)をGCC(アラニ
ン)に変え、不活化した。結果として生じたEcoRI/BamHI断片を、pBSIIKS(Stratagene, La
 Jolla, CA, USA)にクローニングした。このベクターを用いて、以下のプライマー:

を用いて、QuickChange II部位特異的変異誘発キット(Stratagene)の説明書に従う部位特
異的変異誘発によって、VP2の翻訳開始コドンを不活化した。
【０２６６】
　それによって、VP2の野生型翻訳開始コドンACGをACAに変えた(両方ともスレオニンをコ
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ードする)。結果として生じた構築物を制限酵素BamHIおよびEcoRIによって消化し、バキ
ュロトランスファーベクターベクターpVL1393にクローニングした。結果として、構築物
は、VP1開始コドンおよびVP2開始コドンに変異のある完全AAV cap遺伝子を含有するが、r
ep cdsを含有しない(図12)。
【０２６７】
9.2.pVL_VP2のクローニング
　以下に列挙したプライマーE_VP2_forおよびE_VP2_revを用いて、AAV2 VP2を増幅した。
それによって、野生型VP2翻訳開始コドンACG(スレオニンをコードする)をATG(メチオニン
)に変えた。プライマー:

【０２６８】
　結果として生じた構築物をバキュロトランスファーベクターベクターpVL1393にクロー
ニングした。
【０２６９】
9.3.pVL_VP3のクローニング
　以下に列挙したプライマーE_VP3_forおよびE_VP3_revを用いて、AAV2 VP3を増幅した。
プライマー:

【０２７０】
　結果として生じた構築物をバキュロトランスファーベクターpVL1393にクローニングし
た。
【０２７１】
9.4.粒子産生の分析
　1.1に記載のようにAAV粒子を産生した。タンパク質発現については、ウエスタンブロッ
ト分析によって細胞溶解産物を調べた。pVL_VP1_MOD4はVP3のみを発現し、pVL_VP2はVP2
を発現したのに対して、pVL_VP3は、VP3に加えて、さらに小さな分解シグナルを示した(
図12B)。A20 ELISAによって力価を得た。modification 4構築物については、1x1012粒子/
mlの力価が観察されたのに対して、VP2 pVL_VP2は9x108粒子/mlの力価を示し、pVL_VP3は
1x108粒子/mlの力価しか示さなかった(図12C)。
【０２７２】
結論
　この結果から、哺乳動物細胞と同じくらい効率的に、昆虫細胞においてAAV VLPを産生
できることが分かる。データから、昆虫細胞においても、VP3のN末端配列は、効率的なVP
3キャプシド集合のために必要かつ十分であるように見えることが分かる。さらに、ACGか
らATGへのVP2開始コドンの変化はキャプシド集合における効率の消失を伴う(図12C)。本
発明者らは、構築物において欠陥のないVP3 ATGから開始するマイナーなVP3発現と同時に
、pVL_VP2からの粒子集合が起こると推測している。
【０２７３】
10.本質的にVP3からなるキャプシドはポリペプチドの挿入を許容する
10.1.位置I-587にエピトープを含有するウイルス様粒子(VLP)の作製
　位置I-587に特定のエピトープ配列を含有するVP3キャプシドタンパク質からなるVLPを
コードする発現ベクターをクローニングするために、まず最初に、エピトープ配列を、pU
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CAV2のVPコード配列のI-587(AAV-2のVP1タンパク質を基準としたアミノ酸番号)に対応す
る部位にクローニングし、その後に、ベクターpCIVP2mutACGにサブクローニングした。
【０２７４】
　ベクターpUCAV2の作製はUS6,846,665において詳述されている。基本的には、このベク
ターは、pUC19のBamHI制限部位にクローニングされた、pAV2(Laughlin et al., 1983)に
由来する完全なAAV2ゲノム(BglII断片)を含有する。AAV2キャプシドの位置I-587へのエピ
トープ配列の挿入を可能にするNotIおよびAscI制限部位を導入することによって、pUCAV2
をさらに改変した(PCT/EP2008/004366)。さらに、位置453(AAV-2のVP1タンパク質を基準
としたアミノ酸番号)とI-587の間に位置するFseI制限部位を、部位特異的変異誘発によっ
てインフレームでベクターのVPコード配列に導入した。
【０２７５】
　エピトープ配列を改変pUCAV2にクローニングするために、それぞれのエピトープとアラ
ニンまたはグリシンアダプター配列をコードし、5'部位伸長を含有するセンスオリゴヌク
レオチドおよびアンチセンスオリゴヌクレオチドを設計した。センスオリゴヌクレオチド
およびアンチセンスオリゴヌクレオチドがアニーリングすると、改変pUCAV2のNotIおよび
AscI制限によって作製されたオーバーハングと適合する5'部位オーバーハングおよび3'部
位オーバーハングを有するdsDNAが生じるように、オリゴヌクレオチドの5'部位伸長を設
計した。オリゴヌクレオチドおよびそれぞれのエピトープ配列の配列を表4にまとめた。
挿入エピトープにはそれぞれ、以下の式:
Type Iアダプター:(Ala) 2-(Gly) 3-Xn-(Gly) 4-Ala
Type IIアダプター:(Ala) 2-(Gly) 4-Xn-(Gly) 4-Ala
Type IIIアダプター:(Ala) 3-(Gly) 5-Xn-(Gly) 5-(Ala)2
Type IVアダプター:(Ala) 5-Xn-(Ala) 5
に従うアダプターが隣接する(Xnはエピトープ配列を表す)。
【０２７６】
　オリゴヌクレオチドをアニーリングするために、センスオリゴヌクレオチド50.0μgお
よびアンチセンスオリゴヌクレオチド50.0μgを総体積200μlで1xPCR-緩衝液(Qiagen)に
入れて混合し、サーモミキサーに入れて95℃で3分間インキュベートした。95℃で3分後に
、サーモミキサーの電源を切り、インキュベーターを冷却している間にオリゴヌクレオチ
ドをアニーリングするために、チューブをさらに2時間インキュベーターに入れたままに
した。アニーリングしたオリゴヌクレオチドをpUCAV2のI-587にクローニングするために
、ベクターを、NotIおよびAscIによる制限によって直線化し、Rapid DNA Ligation Kit (
Roche)を用いてクローニング反応を行った。簡単に述べると、アニーリングしたオリゴヌ
クレオチドを1xDNA希釈緩衝液によって10倍に希釈し、50℃で5分間インキュベートした。
アニーリングしたオリゴヌクレオチド100ngおよびNot//AscIによって直線化したベクター
pUCAV2 50ngを連結反応において使用した。連結反応は、Rapid DNA Ligation Kit(Roche)
の製造業者の説明書に従って行った。連結反応のアリコートを用いて、大腸菌XL1 blueま
たはDH5αを形質転換し、LB-Amp寒天プレート上に置いた。標準的な手順に従ってプラス
ミドを調製し、配列決定によって分析した。
【０２７７】
　I-587にエピトープ配列を含有するVP3タンパク質からなる空のVLPを作製するために、
標準的な手順に従って、I-587にエピトープを含有するpUCAV2のBsiWI/XcmI制限断片をベ
クターpCIVP2mutACGにサブクローニングした。ベクターpCIVP2mutACGは、pCI(Promega)の
XhoI/NotI部位にクローニングされた重複するAAV2 VP2コード配列およびVP3コード配列を
含有する。pCIVP2mutACGにおいて、VP2のACG開始コドンは破壊され、GAGコドンによって
置換されている。置換は、VP2特異的プライマーおよびテンプレートとしてプラスミドpCI
VP2を使用して、AAV2 VP2コード配列およびVP3コード配列をPCR増幅することによって行
った(ベクターpCIVP2は、pCIのポリリンカーにクローニングされた野生型VP2コード配列
およびVP3コード配列を含有する)。PCRに使用したフォワードプライマーは、VP2コード配
列の5’部位にアニーリングし、GAGコドンによるVP2 ACG開始コドンの置換を含有する。
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さらに、フォワードプライマーは、5’部位にXhoI認識配列を含有する。リバースプライ
マーは、VP2/VP3コード配列の3’末端にアニーリングし、その5’部位にNotI認識配列を
含有した。結果として生じたPCR産物をpCIのXhoI/NotI部位にクローニングした。
【０２７８】
　結果として生じたベクターを、293-T細胞のトランスフェクションによるVLP産生に使用
した。トランスフェクションの24時間前に、細胞(5x105/ディッシュ)を6cmディッシュに
播種した。293-T細胞を、US2004/0053410に記載したリン酸カルシウム沈殿によってトラ
ンスフェクトした。その後に、293-T細胞を培地に入れて、3回の凍結(-80℃)および融解(
37℃)サイクルによって溶解した。溶解産物(3ml総体積)を遠心分離によって清澄化し、市
販のELISA(AAV力価測定ELISA; Progen, Heidelberg, Germany)を用いて、VLPキャプシド
力価を求めた。VLP力価は、2.1E+12～9.8E+12キャプシド/mlであった(表5)。VLP TP18ク
ローンを大規模パッケージングに直接使用した(実施例1に記載)。これは、粗溶解産物の
中に1.2E+13キャプシド/mlを含有した(表5)。
【０２７９】
10.2.キャプシドの位置I-587およびI-453にエピトープを含有するウイルス様粒子(VLP)の
作製
　位置I-453およびI-587(AAV-2のVP1タンパク質を基準としたアミノ酸番号)にエピトープ
配列を含有するVP3キャプシドタンパク質からなるVLPをコードする発現ベクターをクロー
ニングするために、第1のエピトープ配列を、前記のようにpCIVP2mutACGのI-587に対応す
る部位にクローニングした。
【０２８０】
　第2のエピトープ配列を、最初に、ベクターpCIVP2-I453-NotI-AscI(WO2008/145400に記
載)のNotI/AscI制限部位にクローニングした。簡単に述べると、AAV2 VP2遺伝子をPCR増
幅し、それぞれのPCR産物をベクターpCI(Promega)のXhoI/NotI部位にクローニングするこ
とによって、ベクターpCI-VP2-I453-Not-AscIを作り出した。結果として生じたベクターp
CIVP2を、部位特異的変異誘発によってクローニング部位のNotI制限部位を破壊すること
によって改変した。このベクターを、AAV2キャプシドの位置I-453へのエピトープ配列の
挿入を可能にする新規の唯一のNotIおよびAscI制限部位を導入することによってさらに改
変した。さらに、I-453とI-587との間に位置するFseI部位を、部位特異的変異誘発によっ
てインフレームでpCIVP2-I453-NotI-AscIのVPコード配列に導入した。ベクターのNotI/As
cI部位にエピトープ配列をクローニングするために、それぞれのエピトープとアラニン/
グリシンアダプター配列をコードし、5'部位伸長を含有するセンスオリゴヌクレオチドお
よびアンチセンスオリゴヌクレオチドを設計した。センスオリゴヌクレオチドおよびアン
チセンスオリゴヌクレオチドがアニーリングすると、pCIVP2-I453-Not-AscIのNotIおよび
AscI制限によって作製されたオーバーハングと適合する5'部位オーバーハングおよび3'部
位オーバーハングを有するdsDNAが生じるように、オリゴヌクレオチドの5'部位伸長を設
計した。アニーリングしたオリゴヌクレオチドのクローニングは前記のように行った。
【０２８１】
　オリゴヌクレオチドの配列およびそれぞれのエピトープ配列を表6にまとめた。挿入エ
ピトープにはそれぞれ、以下の式:
(Ala)2-(Gly)3-Xn-(Gly)4-Alaに従うアダプターが隣接する(Xnはエピトープ配列を表す)
。
【０２８２】
　I-453およびI-587にエピトープ(マウスTNFαまたはIL-17エピトープ)を示す二価VLPを
作製するために、I-453に挿入された所定のエピトープを含有するpCIVP2-I453-NotI-AscI
のBsiWI/FseI断片を、(前記のように)I-587に挿入された特定のエピトープを含有するベ
クターpCIVP2mutACGにサブクローニングした。結果として生じたベクターを、前記(実施
例1.2)(6ウェルプレートスケール)のように293-T細胞のトランスフェクションによる二価
VLPの産生に使用した。粒子産生はELISA(AAV2力価測定ELISA;Progen)によって分析した。
結果を表7に示した。これらのデータから、I-453およびI-587にエピトープが挿入されたV
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【０２８３】
　（表４）I-587へのエピトープ配列のクローニングに使用したオリゴヌクレオチド

【０２８４】
　（表５）様々なVLPの小規模産生
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【０２８５】
　（表６）I-453へのエピトープ配列のクローニングに使用したオリゴヌクレオチド

【０２８６】
　（表７）I-453およびI-587にエピトープを有するVLPの産生
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【０２８７】
10.3. 結論
　VP3粒子は挿入を許容し、従って、ワクチンなどの医用薬剤として、例えば、B細胞エピ
トープを挿入することによって使用することができる。
【０２８８】
11.異なるAAV血清型のVP3キャプシド集合
11.1.AAV1欠失構築物
　これらの知見を他の血清型に付与できるどうか分析するために、類似構成のAAV1構築物
を試験した。
【０２８９】
　以下の構築物をクローニングした。
・pCI_VP2/2539_AAV1:完全AAV1 VP2+VP1の95bpをpCI(Promega, Mannheim, Germany)にク
ローニングした。VP2 ACG開始コドンを変異させなかった。
・pCI_VP3/2539_AAV1mutACG:完全AAV1 VP2+VP1の95bpをpCIにクローニングした。VP2 ACG
開始コドンをACCに変異させた。
・pCI_VP3/2634_AAV1mutACG:VP1部分を完全に欠失させ、VP2 ACG開始コドンをACCに変異
させた。
【０２９０】
クローニング
　全ての構築物のクローニングは、改変プライマーを用いた部位特異的変異誘発の標準的
な手順によって行った(部位特異的変異誘発に使用したプライマーを以下に列挙した)。
【０２９１】
　pCI_VP2/2539_AAV1は、VP2 ACG開始コドンの95bp上流にNheI部位を挿入し、VP3停止コ
ドンの下流にXmaI部位を挿入することによって作製した。pUCrep/fs/cap_AAV1_I588(PCT/
EP2008/004366に記載)の中に変異を生じさせた。結果として生じたプラスミドをNheIおよ
びXmaIによって消化した。作製された断片を、pCI-VP2ベクター(PCT/EP2008/004366に記
載)にクローニングした。
プライマー:
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【０２９２】
　pCI_VP3/2539_AAV1mutACGは、pCIVP2/2539_AAV1の中のACG開始コドンをACCに変異させ
ることによって作製した。
プライマー:

【０２９３】
　pCI_VP3/2634_AAV1mutACGは、VP2 ACG開始コドンのすぐ上流にある95bpを欠失させ、同
じ工程によって、pCIVP2_AAV1の中のACG開始コドンをACCに変異させることによって作製
した。
プライマー:

【０２９４】
　それぞれのプラスミドによって293細胞をトランスフェクションした後に、粗溶解産物
の中でAAV1キャプシドの集合は制御された。キャプシド力価は、AAV1力価測定ELISA(Prog
en, Heidelberg, Germany)によって製造業者のマニュアルに従って求めた。3種類のAAV1
構築物の集合効率は同等であった。構築物pCI_VP3/2634_AAV1mutACGは1013粒子/mlの力価
を示した。このことは、一般的に、AAV1粒子のキャプシド生成の効率が、AAV2粒子のキャ
プシド生成の効率より高いことを裏付けている。ウエスタンブロット分析において、VP2
およびVP3タンパク質は構築物pCI_VP2/2539_AAV1について検出可能であり、pCI_VP3/2539
_AAV1mutACGおよびpCI_VP3/2634_AAV1mutACGそれぞれについて、VP3のみが検出可能であ
った(図13)。
【０２９５】
　キャプシドタンパク質発現の対照として、pUCAV1をトランスフェクトした。pUCAV1は、
AAV1のVP1、VP2、およびVP3をコードする完全AAV1 Capオープンリーディングフレームを
含有する。pUCAV1は、PCT提出物PCT/EP2008/004366において詳述されている(PCT/EP2008/
004366では「pUCAV1_AgeI」と呼ばれている)。
【０２９６】
11.2.pCMVによって駆動されるAAV1 VP3構築物のトランス相補
　実施例5に記載のトランス相補実験を他の血清型に移しかえることができるどうか理解
するために、AAV1のpCMV-VP3/2809(AAV2)類似構築物をクローニングした。
【０２９７】
11.2.1.クローニング
　pCMV_AAV1VP3/2829を以下のようにクローニングした。以下に示したプライマーを用い
た変異誘発によって、HindIII制限部位を、プラスミドpUCrep/fs/cap_AAV1(PCT/EP2008/0
04366に記載)のVP3 ATG開始コドンの直前に導入した。結果として生じたプラスミドをAge
Iによって消化した。AgeI部位をKlenowポリメラーゼによって平滑断端にし、その後に、
構築物をHindIIIによって消化した。作製された断片を、HindIII/HincIIによって消化し
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ba et al, 1997に記載のBlueskriptII SK+ベクター(Stratagene, Amsterdam, Netherland
s)のBamHI部位に挿入することによって、pBSCMVを作製した。プライマーHindIII変異誘発
:

【０２９８】
11.2.2.トランス相補アッセイ
　トランス相補は、実施例3に記載したAAV2に由来するpVP2N-gfp構築物を用いて行った。
細胞を、pVP2N-gfpのコトランスフェクションと共に、またはコトランスフェクション無
く、AAV2のプラスミドpCMV-VP3(pCMV_VP3/2809)またはAAV1のプラスミドpCMV-VP3(pCMV_A
AV1VP3/2829)によってトランスフェクトした(図14)。同じモル比のVP3構築物およびpVP2N
-gfpをトランスフェクトした。タンパク質発現はウエスタンブロットによって分析し、粒
子形成効率はELISAによって測定した。
【０２９９】
11.2.3.結果および結論
　AAV1 ELISA(Progen, Heidelberg)によって分析したAAV1の粒子集合は、AAV2に由来する
pVP2N-gfpを用いたトランス相補によって救出された。本発明者らが、pCMV_AAV1VP3/2829
およびpVP2N-gfpのコトランスフェクションと、pCIVP3/2634_AAV1mutACG(前記の11.1章を
参照されたい)のトランスフェクションを比較しなかったので、救出効率は示すことがで
きない。また、本発明者らは、AAV1トランス相補プラスミドpVP2N-Gfpをまだクローニン
グおよび試験していなかった。
【０３００】
　トランス相補されたAAV2 VP3について測定した粒子力価は2.1E11であった。AAV1 VP3に
ついて得られた力価は3.4E10であった(異なるELISAを用いたために、AAV1力価とAAV2力価
を直接比較することはできない)。
【０３０１】
　結果から、AAV1は、キャプシド集合のためにAAV2と同じ機構を利用し、断片ZおよびVP3
は異なるAAV血清型と交換可能であることが分かる。
【０３０２】
11.3.AAV1 I588の中へのポリペプチドの挿入は許容される
　ここでは、本質的にVP3粒子である空のAAV1がアミノ酸位置588の中への挿入を許容する
かどうか調べた。
【０３０３】
　エピトープ配列をpUCAV1-AgeI-I588(PCT/EP2008/004366に記載)にクローニングするた
めに、それぞれのエピトープとグリシンアダプター配列をコードするセンスオリゴヌクレ
オチドおよびアンチセンスオリゴヌクレオチドを設計した。両方のオリゴヌクレオチドが
ハイブリダイズすると、pUCAV1-AgeI-I588のNotI制限およびAscI制限によって作製される
オーバーハングと適合する5'-オーバーハングおよび3'-オーバーハングが作製される。調
べられたオリゴヌクレオチド配列およびそれぞれのエピトープ配列を表4にまとめた。挿
入エピトープにはそれぞれ、以下の式:Ser(588)-(Ala) 2-(Gly) 5-Xn-(Gly) 5-Thr(589)
に従うアダプターが隣接する(Xnはエピトープ配列を表す)。
【０３０４】
ヒトIgEエピトープ「Kricek」をクローニングするためのオリゴヌクレオチド
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【０３０５】
ヒトIgEエピトープ「3Depi-3」をクローニングするためのオリゴヌクレオチド

【０３０６】
　使用した正確なクローニング手順は、実施例10に記載のAAV2 I587へのエピトープの挿
入に使用したプロトコールと一致する。
【０３０７】
　I-588にエピトープ配列を含有する、本質的にVP3タンパク質からなる空のAAV1 VLPを作
製するために、I-588にエピトープを含有するpUCAV1-AgeI-I588のBsiWI/SphI制限断片を
、標準的な手順に従って、ベクターpCIVP3/2634_AAV1mutACG(実施例11.1に記載)にサブク
ローニングした。
【０３０８】
　結果として生じたベクターを、前記(実施例1.2.)のように293-T細胞のトランスフェク
ションによってAAV1 VLPの産生に使用した。
【０３０９】
　力価は、市販のAAV1 ELISA(Progen, Heidelberg, Germany)によって求めた。3.6E13/ml
(Kricek)および9.2E13/ml(3Depi-3)の高力価が得られた。このことから、AAV1 588(AAV2 
587と相同)の中への挿入は良好に許容され、AAV1 VP3粒子はワクチン担体として使用でき
ることが分かる。
【０３１０】
12.ORF2は断片Zを含み、AAPをコードする。
　詳細な配列分析から、断片Zは、新たな「集合活性化タンパク質」(AAP)のかなりの部分
をコードすることが明らかになった。図16は概要を示し、図17は、cap遺伝子を基準にし
たORF2およびコードされるタンパク質AAPの位置、ならびにCapタンパク質VP1、VP2、およ
びVP3の翻訳開始コドンの位置、ならびに断片ZおよびEcoNI制限部位およびBsiWI制限部位
の場所をさらに詳細に示す。3種類のCapタンパク質VP1、VP2、およびVP3は、cap遺伝子の
同じ1つのORF(第1のORF、ORF1とも呼ぶ)から翻訳されるのに対して、AAPは、異なる読み
枠(第2のORF、ORF2と呼ぶ)から翻訳される。VP1、VP2、およびVP3について、詳細に明ら
かにされた翻訳開始部位の番号を示したのに対して、AAPの翻訳開始部位の番号はまだは
っきりと分かっていない。
【０３１１】
　図17には、NCBIエントリー番号NC_001401から抜き出された、AAV2のORF2(627ヌクレオ
チド、SEQ ID NO:23)およびそれぞれのAAPタンパク質配列(208アミノ酸、SEQ ID NO:1)の



(78) JP 2012-519008 A 2012.8.23

10

20

30

40

50

配列を示した。
【０３１２】
　他のいくつかのパルボウイルスのそれぞれのオープンリーディングフレームおよびタン
パク質の配列を、NCBIデータベースにおいて入手可能なキャプシド遺伝子配列から抜き出
し、表8に列挙したようにSEQ ID No 2～44に詳細に示した。
【０３１３】
　（表８）異なるパルボウイルスに由来するAAPコードヌクレオチドおよびタンパク質配
列のNCBIエントリー番号および対応するSEQ IDの番号

【０３１４】
　配列比較のために、いくつかのパルボウイルスのcap遺伝子のORF2に由来する予測され
たAAPタンパク質配列のアラインメントを図27に示した。
【０３１５】
　構築物pVP2N-gfpにおいて、pTAV2.0に由来するEcoNI/BsiWI断片を、CMVプロモーターの
下流、かつベクターpEGFP-N1のGFP cdsの上流に挿入した(実施例3.1/図6Aおよび実施例13
/図19A)。BsiWI部位は、ORF2の3’末端の約90ヌクレオチド上流に位置するので、ベクタ
ーpVP2N-gfpは、完全長ORF2から発現したAAPとしてトランス相補において活性のあるC末
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端切断型AAP(AAPtruと呼ぶ)をコードする(例えば、図21を参照されたい)。
【０３１６】
13.コドン改変によって、ORF2からの機能タンパク質の発現がトランス相補に必要である
ことが裏付けられる
　ORF2のトランス相補活性がどういったものか調べるために、EcoNI/BsiWI制限断片の間
にある配列をコドン改変(cm)した。
【０３１７】
　第1の変異DNA配列をORF1cmと名付けた。キャプシドタンパク質をコードする第1の読み
枠が損なわれていないのに対して、AAPをコードする第2の読み枠が変化するように、この
変異体のDNA配列を変えた。結果として、この配列は野生型キャプシドタンパク質をコー
ドするが、機能活性AAPをもはやコードしない。pVP2N/ORF1cm-gfpのDNA配列に対するpVP2
N-gfpのDNA配列の同一性は71％であるのに対して、第1の読み枠におけるタンパク質同一
性は100％である。
【０３１８】
　第2の変異DNA配列をORF2cmと名付け、第1の読み枠が変化している。このことは、第2の
変異DNA配列が機能活性キャプシドタンパク質をもはやコードしないが、機能が損なわれ
ていないAAPを発現できることを意味している。pVP2N/ORF2cm-gfpのDNA配列に対するpVP2
N-gfpのDNA配列の同一性は79％であるのに対して、第2の読み枠におけるタンパク質同一
性は100％である。
【０３１９】
　ORF1cmおよびORF2cmの配列をそれぞれ図18Aおよび図18Bに示した。実施例5において既
に説明したように、コドン改変はGENEART(Regensburg, Germany)によって行った。コドン
を、哺乳動物細胞において優先的に使用するコドンに改変した。
【０３２０】
　実施例3.1に記載のように、pVP2N-gfpは、pTAV2.0のEcoNI/BsiWI制限断片をpEGFP-N1の
マルチクローニングサイトに挿入することによって作製した。コドンが改変されたEcoNI/
BsiWI断片を対応するベクターバックボーンに挿入した以外は同様に、構築物pVP2N/ORF1c
m-gfpおよびpVP2N/ORF2cm-gfpを作製した。
【０３２１】
　ウエスタンブロット分析において、pVP2N/ORF1cm-gfpおよびpVP2N/ORF2cm-gfpのタンパ
ク質発現(図20A)と非改変pVP2N-gfpのタンパク質発現(図20B)を比較した。pCMV-VP3/2809
のキャプシド形成を救出する能力を、実施例3に記載したトランス相補アッセイにおいて
試験した。プラスミドを1:1のモル比でコトランスフェクトした(図20C)。
【０３２２】
結果および結論
　実施例3において既に説明し、図6に示したように、モノクローナル抗体A69を用いたウ
エスタンブロット分析から、GFP融合構築物pVP2N-gfp(図19A)の中にVP2 N末端(VP2N-gfp
、図19B)を含むキャプシドタンパク質の発現が確かめられた。293-T細胞におけるプラス
ミドpCMV-VP3/2809を、漸減量のコトランスフェクトされたpVP2N-gfpに対応する様々なモ
ル比のpVP2N-gfpによって相補することによって、定量の際にキャプシド集合が減少する
ことが分かった(図19C)。集合したキャプシドの数を求めることによって、pVP2N-gfpとコ
トランスフェクトされた欠失変異体pCMV-VP3/2809のキャプシド集合の効率は、正常なキ
ャプシド形成を示した欠失変異体である変異体pCMV-VP3/2696(図5)とほぼ同程度であるこ
とも明らかになった。集合は、コトランスフェクトされたpVP2N-gfpプラスミドが1/500の
量でも検出することができた。
【０３２３】
　従って、VP3翻訳開始部位の上流にcap配列を含有する構築物に関連する集合促進活性を
トランスで提供できることは明らかであった。
【０３２４】
　実施例5、図8Bについて既に説明したように、哺乳動物細胞に合わせてコドン改変を最
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適化したので、コドン改変構築物からのコドン改変構築物pVP2N/ORF1cmタンパク質発現は
、非改変構築物pVP2N-gfpからのタンパク質発現よりかなり高かった。同時発現したpCMV-
VP3/2809からのVP3レベルは正常であった。しかしながら、ヘルパー構築物pVP2N/ORF1cm
を用いた時に、キャプシド集合は検出されなかった(図20C)。少量のpVP2N/ORF1cmのトラ
ンスフェクションによる、それぞれのタンパク質の発現低下もVP3のキャプシド形成を支
援しなかった(データ示さず)。
【０３２５】
　対照的に、ヘルパー構築物pVP2N/ORF2cmを用いた時に、集合したキャプシドを検出する
ことができた(図20C)。前記のように、ORF2cmだけが、機能が損なわれていないAAPを発現
するのに対して、pVP2N/ORF1cmにおいては、AAP配列は機能せず、このコドン改変構築物
はキャプシドタンパク質のみをコードする。従って、トランス相補においてpVP2N/ORF2cm
だけがキャプシド集合を救出しなかった。
【０３２６】
　この結果から、断片Zのトランス相補活性が、ORF2にある、コードされるタンパク質AAP
によって媒介されることがはっきりと分かる。コドン改変実験から、ORF1にあるキャプシ
ド機能タンパク質の発現はトランス相補に必要ないが、ORF2にある機能的AAPの発現の発
現は必要であることが裏付けられた。
【０３２７】
14.AAPの予測された翻訳開始コドンの変異
　AAPが媒介するキャプシド集合をさらに特徴付けるために、図17に示したORF2の配列を
詳細に分析した。ORF2はVP3開始コドンの前にATGを含まない。nt2765にある断片Zの規定
された最小5’末端の上流にある非標準開始コドンが用いられると考えなければならない
。特に、Kozak(2002)によって定義されたような、開始コドンの局所環境における配列要
件を考慮に入れると、本発明者らは、位置2729-2731にある、ロイシンをコードする5番目
のコドンCTG(図17において下線を引いた)がAAP翻訳の非標準開始コドンであると予測して
いる。発現効率に及ぼす影響を観察するために、この部位をATGおよびTTGに変異させた。
【０３２８】
　ウエスタンブロット分析において、ORF2のAU1タグ化バージョン、すなわち、pORF2/CTG
-AU1、pORF2/ATG-AU1、およびpORF2/TTG-AU1(図21A)のタンパク質発現を、非改変pVP2N-g
fpの発現と比較した(図21B)。実施例3に記載したトランス相補アッセイにおいて、pCMV-V
P3/2809のキャプシド形成を救出する能力を試験した。プラスミドを1:1のモル比でコトラ
ンスフェクトした(図21C)。
【０３２９】
　構築物pORF2/CTG-AU1、pORF2/ATG-AU1、およびpORF2/TTG-AU1は、AU1-タグをコードす
る配列と融合した、cap遺伝子のORF2全体(AAV2 nt 2717-3340)を含む(図21A)。
【０３３０】
　構築物pORF2/CTG-AU1、pORF2/ATG-AU1、およびpORF2/TTG-AU1を作製するために、テン
プレートpTAV2.0およびフォワードプライマー

およびリバースプライマー
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を用いてPCRを行った。
【０３３１】
　HindIII/XhoIによって消化された増幅産物を、pBS-CMVsenseのHindIII/XhoIバックボー
ンに挿入した。pBS-CMVsenseは、pHCMV-Luci(K. Butz, Germen Cancer Research Center,
 Heidelberg, Germanyの厚意により提供された)からの560bp BamHIヒトサイトメガロウイ
ルス(CMV)プロモーター断片をプラスミドBluescript II SK+(pBS, Stratagene, La Jolla
, CA, USA)のBamHI部位に挿入することによって作製された。
【０３３２】
結果および結論
　想定されたタンパク質の発現は、構築物pORF2/CTG-AU1およびpORF2/ATG-AU1については
AU1-タグに対するモノクローナル抗体(抗AU1)を用いて証明することができたが(図21B)、
構築物pORF2/TTGからの発現は検出レベルより低かった。ORF2を含有するプラスミドpORF2
/CTG-AU1、pORF2/ATG-AU1、およびpORF2/TTG-AU1と、VP3発現プラスミドpCMV-VP3/2809と
のコトランスフェクションによってキャプシド形成が起こった(図21C)。ここで、体積当
たりに測定した集合したキャプシドの数は、ウエスタンブロットから概算した発現タンパ
ク質の量と相関関係にあった。pORF2/ATG-AU1をpCMV-VP3/2809とトランスフェクションし
た後に得られたキャプシド力価は、pVP2N-gfpをpCMV-VP3/2809とコトランスフェクション
した後に得られたキャプシド力価と同等であった。対照的に、TTG開始コドンをコードす
るプラスミドによって刺激されたキャプシド集合は、pVP2N-gfpプラスミドによって刺激
されたキャプシド集合の約1/1000であった。ORF2ペプチドに対するポリクローナル抗血清
はAAPの発現をはっきりと示し、AU1タグ化完全長AAPに加えて、pVP2N-gfpから発現したC
末端切断型AAP(AAPtru)も検出した(図21B)。
【０３３３】
　まとめると、推定非標準CTG開始コドンを強力なATG開始コドンに変異させると、タンパ
ク質合成およびキャプシド集合が増加したのに対して、通常、タンパク質合成の開始コド
ンとして好ましくないコドンに変異させると、タンパク質レベルおよび集合したキャプシ
ドの数が大幅に低下する。この結果は、ORF2のタンパク質産物がキャプシド集合プロセス
を促進するという本発明者らの結論を裏付けるだけでない。さらに、この結果は、非標準
CTG開始コドンがTTGに変異するとAAP発現が大幅に低下するので、非標準CTG開始コドンが
翻訳開始として用いられる可能性が高いことを示している。
【０３３４】
15.ORF2における停止コドンの挿入により、機能的AAPの発現がトランス相補に必要である
ことが裏付けられる
　さらに、機能的AAPの発現がトランス相補に必要であることを確かめるために、停止コ
ドンをORF2に導入することによって、AAPをコードする読み枠において変異を行った。
【０３３５】
　望ましい置換を含む2つの相補的PCRプライマーを用いたテンプレートpVP2N-gfpの部位
特異的変異誘発(QuickChange部位特異的変異誘発キット, Stratagene)によって、プラス
ミドpVP2N/ORF2stopA-gfp、pVP2N/ORF2stopB-gfp、およびpVP2N/ORF2stopC-gfpを作り出
した。pVP2N/ORF2stopA-gfpにおいては、コドンtgg2811をtagに変異させ、pVP2N/ORF2sto
pB-gfpにおいては、コドンc2831aaをtaaに変異させ、pVP2N/ORF2stopC-gfpにおいては、
コドンg2879aaをtgaに変異させた(図22A)。位置はRuffing et al.(1994)に従う。変異は
全てORF1を破壊しない。次いで、いずれの場合も、EcoNI/BsiWI断片をpVP2N-gfpのEcoNI/
BsiWIバックボーンにクローニングした。
【０３３６】
結果および結論
　ウエスタンブロット分析によって、VP3は全ての試料において発現することが裏付けら
れた(図22Bにおいてにモノクローナル抗体B1よって検出された)。また、Bluescriptベク
ター(pBS)は、トランス相補アッセイにおいてキャプシド集合を引き起こさなかった(図22
C)。(図22Aに示したように)停止コドンをcap遺伝子のORF2の3種類の部位に導入しても、V
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P2N-gfpの発現は影響を受けなかったが(図22B)、ORF2に停止コドンを有する変異体は全て
キャプシド集合において全く活性を示さなかった(図22C)。
【０３３７】
　従って、pVP2n-gfpからのCap発現ではトランス相補アッセイにおけるキャプシド集合に
十分でない。この結果は、cap遺伝子と重複する異なる読み枠(ORF2)から発現したAAPが存
在し、AAPがキャプシド集合ヘルパー機能を提供することをはっきりと裏付けている。
【０３３８】
16.機能的AAPの発現はAAVゲノムの状況でのキャプシド集合を救出する
　次に、本発明者らは、新たに発見された「集合活性化タンパク質」AAPの発現が、AAVゲ
ノム全体の状況でのキャプシド集合に必要であるかどうかを分析したかった。従って、pV
P2N/ORF1cm-gfp(実施例13)のEcoNI/BsiWI断片をpTAV2.0(実施例1.2.1.)のEcoNI/BsiWIバ
ックボーンにクローニングすることによって、構築物pTAV/ORF1cmを作り出した。従って
、プラスミドpTAV/ORF1cm(図23Aに図示した)は、Capタンパク質をコードする第1の読み枠
(ORF1)が変わることなく、第2の読み枠(ORF2)においてcap遺伝子のコドンが改変されてい
るので、既知のAAV2キャプシドおよびRepタンパク質をコードするが、AAPの合成に欠陥が
あるはずである。
【０３３９】
結果および結論
　実際に、4種類のRepタンパク質(Rep40、Rep52、Rep68、およびRep78)は正しく発現され
た(データ示さず)。ウエスタンブロット分析によって、3種類のVPタンパク質の発現パタ
ーンはわずかに変化したことが分かった。ポリクローナル抗AAP血清を用いた時に、野生
型プラスミドpTAV2.0からの内因性AAPの発現はすぐに判明したが、コドンが改変されたプ
ラスミドであるpTAV/ORF1cmからの内因性AAPの発現は判明しなかった(図23B)。予想どお
りに、pVP2N-gfpが同時発現された時に、切断型AAPは検出可能である。
【０３４０】
　野生型プラスミドpTAV2.0およびコドンが改変されたプラスミドpTAV/ORF1cmを、空のBl
uescriptベクター(pBS)またはpVP2N-gfpとコトランスフェクションした後に、2つの構築
物のキャプシド集合を比較した。予想どおりに、pTAV/ORF1cmは3種類全てのキャプシドタ
ンパク質を発現するが、pTAV/ORF1cmもpBSも機能活性AAPを発現しないので、pTAV/ORF1cm
をpBSとトランスフェクションしても、検出可能なキャプシド形成は示されなかった。対
照的に、pVP2N-gfpからC末端切断型であるが活性のあるAAPが発現するので、pTAV/ORF1cm
をpVP2N-gfpとトランスフェクションすることによってキャプシド集合は少なくとも部分
的に回復した(図23C)。
【０３４１】
　pVP2N/ORF1cm-gfp(実施例13に記載)およびpVP2N/ORF2stopA-gfp(実施例15を参照された
い)のような変異体プラスミドによって、機能活性AAPの発現に欠陥のあるpTAV/ORF1cmを
相補してもキャプシド形成につながらなかった。pVP2N/ORF1cm-gfpおよびpVP2N/ORF2stop
A-gfpは両方とも(それぞれ、コドン改変または停止コドンの導入により)AAPタンパク質を
発現することができなかった。対照的に、機能活性AAPは、pVP2N-gfpに加えて、プラスミ
ドpVP2N/ORF2cm-gfp(実施例13に記載)、pORF2/CTG-AU1、およびpORF2/ATG-AU1(実施例14
を参照されたい)から発現することができ、トランス相補においてキャプシド集合を救出
した(図23D)。
【０３４２】
　まとめると、完全ウイルスゲノムの状況でのキャプシド形成は、内因性AAPまたは相補A
APの発現に依存する。
【０３４３】
17.機能的AAPの発現はAAVゲノムの状況でのキャプシド集合に必要である
　AAPがAAVゲノム全体の状況でのキャプシド集合に必要なことをさらに証明するために、
停止コドンをORF2に導入して、AAPアミノ酸配列を破壊した。
【０３４４】
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　従って、pVP2N/ORF2stopB-gfp(詳細については実施例15を参照されたい)のEcoNI/BsiWI
断片をpTAV2.0(実施例1.2.1)のEcoNI/BsiWIバックボーンにクローニングすることによっ
て、構築物pTAV/ORF2stopBを作り出した。pVP2N/ORF2stopB-gfpにおいては、ヌクレオチ
ド2831から開始するcaaコドンをtaa停止コドンに変異させた。従って、プラスミドpTAV/O
RF2stopB(図24Aに図示した)は、既知のAAV2キャプシドおよびRepタンパク質をコードする
が、停止コドンが挿入されているためにAAP合成に欠陥があるはずである。
【０３４５】
結果および結論
　これもまた、ウエスタンブロット分析において、4種類のRepタンパク質の正しい発現を
検出することができ(データ示さず)、ならびに3種類のVPタンパク質のわずかに変化した
発現パターンを検出することができた。ポリクローナル抗AAP血清を用いた時に、野生型
プラスミドpTAV2.0からの内因性AAPの発現はすぐに判明したが、停止コドンを含むプラス
ミドからの内因性AAPの発現は判明しなかった(図24B)。
【０３４６】
　野生型プラスミドpTAV2.0および変異体プラスミドpTAV/ORF2stopBと空のBluescriptベ
クター(pBS)またはpVP2N-gfpをコトランスフェクションした後に、2つの構築物のキャプ
シド集合を比較した。予想どおりに、pTAV/ORF2stopBは3種類全てのキャプシドタンパク
質を発現するが、pTAV/ORF2stopBもpBSも機能活性AAPを発現しないので、pTAV/ORF2stopB
をpBSとトランスフェクションしても、検出可能なキャプシド形成は示されなかった。対
照的に、pVP2N-gfpからC末端切断型であるが活性のあるAAPが発現するので、pTAV/ORF2st
opBをpVP2N-gfpとトランスフェクションすることによってキャプシド集合は少なくとも部
分的に回復した(図24C)。
【０３４７】
　この結果から、完全ウイルスゲノムの状況でのキャプシド形成は機能的AAPの発現に依
存することがさらに裏付けられた。
【０３４８】
18.「集合活性化タンパク質」AAPはVPタンパク質を核小体に標的化する
　実施例8に加えて、トランスフェクト細胞内での発現タンパク質の場所および集合効率
を比較するために、いくつかの構築物を293-T細胞にトランスフェクトした。
【０３４９】
18.1.構築物のクローニング
　構築物pCMV-NLS-VP3のクローニングを実施例8.1において説明する。pCMV-NoLS-VP3を作
製するアプローチは、相補プライマーペア

が用いられる以外はpCMV-NLS-VP3を作製するアプローチと一致する。従って、cap遺伝子
産物NoLS-VP3は、VP3のN末端に、HIV Rev MARQARRNRRRRWRERQRの核小体局在化シグナルの
アミノ酸配列を含有する。両構築物とも図25Aに図示した。
【０３５０】
18.2.免疫蛍光による構築物の分析
　実施例8において説明した実験構成と同様に、HeLa細胞を、示されたように様々な構築
物によってトランスフェクトした。キャプシドタンパク質の発現およびキャプシドの形成
を、前記のように、ポリクローナルVP抗血清またはモノクローナルA20抗体を用いた免疫
蛍光によって分析した。
【０３５１】
18.3.結果および結論
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　AAV増殖性感染を分析した文献(例えば、Wistuba et al., 1997)から、キャプシド集合
はまず最初に感染細胞の核小体において検出できることが知られている。HeLa細胞におい
てpCMV-VP3/2809から発現したキャプシドタンパク質VP3は(図11Bに示したように)細胞核
および細胞質の全体にわたって分布し、核小体から排除された。キャプシド特異的モノク
ローナル抗体A20によって染色すると、これらの細胞においてキャプシドを検出すること
ができなかった。しかし、pVP2N-gfpをコトランスフェクトすることによってAAPを同時発
現させた場合は、VP3タンパク質のかなりの部分が核小体に移行し、キャプシドの形成を
検出することができた。
【０３５２】
　実施例8において説明したように、本発明者らは構築物pCMV-NLS-VP3を発現させ、SV40
の核局在化シグナル(NLS)と融合したVP3の強力な核蓄積を観察した。しかしながら、これ
は核小体から排除され、キャプシド集合を引き起こさなかった(図11B)。しかしながら、
プラスミドpVP2N-gfpからのAAPの同時発現によって、NLS-VP3タンパク質の一部が核小体
に再標的化され、核小体においてキャプシド形成を検出することができた。
【０３５３】
　興味深いことに、pORF2/ATG-AU1(実施例14に記載)から発現され、抗AU1抗体によって染
色されたAAPタンパク質は、フィブリラリンと同じ核小体にあった(図25C、右側にある位
相差画像は染色部位における核小体の場所を裏付けている)。
【０３５４】
　この結果から、AAPはVPタンパク質を核小体に共輸送し、これは後のキャプシド集合の
ための必要条件であることが示唆された。
【０３５５】
　構築物pCMV-NoLS-VP3を発現させた時に、本発明者らは、少なくとも部分的に、HIV REV
に由来する核小体局在化シグナルに融合したVP3の核小体局在を観察したが、驚いたこと
に、キャプシド集合は検出できなかった(図25B)。従って、VPタンパク質の核小体への移
行ではキャプシド形成に十分でないように見えた。また、pVP2N-gfpからのAAPの同時発現
によってキャプシド形成が促進された。このことから、AAPは、VPタンパク質を核小体に
標的化するだけでなく、集合反応においてさらに積極的な役割を果たしていることが証明
された。本実施例はまた、高度に正に荷電した17マーNoLS配列がVLP力価を部分的に妨害
するように見えても、VP3 N末端挿入(I-203)が許容されることも示している。
【０３５６】
19.機能的AAPの発現がキャプシド集合に必要である。
　実施例18において見られる免疫蛍光画像に加えて、本発明者らは、それぞれの変異体構
築物pCMV-NLS-VP3およびpCMV-NoLS-VP3のタンパク質発現をウエスタンブロットによって
分析した。さらに、本発明者らは、モノクローナル抗体A20キャプシドELISAによって、そ
れぞれの構築物のキャプシド集合活性を定量した。
【０３５７】
結果および結論
　ウエスタンブロット分析によって、pCMV-VP3/2809からのVP3の発現、ならびにそれより
わずかに長いタンパク質であるpCMV-NLS-VP3からのNLS-VP3およびpCMV-NoLS-VP3からのNo
LS-VP3の発現が確かめられた(図26A)。
【０３５８】
　実施例18において既に観察されたように、NLS-VP3もNoLS-VP3も、Bluescriptベクター(
pBS)とのコトランスフェクションがあってもキャプシド形成を救出しなかったが、(pVP2N
-gfpからの)AAP発現の存在下ではキャプシド形成は検出可能であった(図26B)。
【０３５９】
　この結果から、AAPは、VPタンパク質を核小体に標的化するだけでなく(核小体への標的
化は、キャプシド集合につながらないNoLS-VP3融合構築物によっても達成された)、集合
反応それ自体においても必須の役割を果たしていることを裏付けている。
【０３６０】
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20.野生型およびVP3 VLPの集合
　VP1、VP2、およびVP3から組み立てられたウイルス様粒子(VP1,2,3 VLP)の形態と、VP3
のみから組み立てられたVLP(VP3 VLP)の形態を比較するために、それぞれの試料が、前記
のように2％酢酸ウラニルを用いた逆染色法後の電子顕微鏡によって調べられている。
【０３６１】
　野生型キャプシドに対応するVP1、VP2、およびVP3から組み立てられたウイルス様粒子
は、293-T細胞において完全cap遺伝子を発現させることによって産生させた。VP3のみか
ら組み立てられたVLPは、pCMV-VP3/2809およびpVP2N-gfp(VP3 VLP)のコトランスフェクシ
ョンによって産生させた。
【０３６２】
結果および結論
　電子顕微鏡画像から、VP1、VP2、およびVP3から組み立てられたウイルス様粒子(VP1,2,
3 VLP)の形態は、VP3のみから組み立てられたVLP(VP3 VLP、図28)の形態と同等であるこ
とが裏付けられた。両画像において、内部の染色は目に見えず、従って、このことは、全
ての粒子が空であることをはっきりと裏付けている。空の粒子と比較して、内部が詰まっ
た(DNAを含有する)粒子の画像は、例えば、Xie et al.(2004)に示されている。
【０３６３】
21.様々な血清型からクローニングされたAAPおよびVP3のトランス相補
　あるパルボウイルスからのAAPの発現が、別のパルボウイルスからのVP3のキャプシド集
合を媒介できることを確かめるために、本発明者らは、トランス相補アッセイにおいて、
AAV1、AAV2、およびAAV5のそれぞれの配列を使用した。
【０３６４】
　SEQ ID NO:24として示されたAAV1の配列およびSEQ ID NO:27として示されたAAV5の配列
を増幅するようにプライマーペアを選択した以外はAAV2と同様に(3.1と比較のこと)、AAV
1およびAAV5のpVP2N-gfpのクローニングを行った。トランス相補のために、細胞を、前記
のAVV2のプラスミドpCMV-VP3(pCMV_VP3/2809)、AAV1のプラスミドpCMV-VP3(pCMV_AAV1VP3
/2829)、または対応するAAV5 VP3発現構築物によって、それぞれのAAV血清型のpVP2N-gfp
のコトランスフェクションと共に、またはそれぞれのAAV血清型のpVP2N-gfpのコトランス
フェクション無くトランスフェクトした(図29)。同じモル比のVP3構築物およびpVP2N-gfp
をトランスフェクトした。粒子形成効率はELISAによって測定した。
【０３６５】
結果および結論
　AAV1からクローニングされたVP3、AAV2からクローニングされたVP3、およびAAV5からク
ローニングされたVP3のキャプシド集合を、AAV2からクローニングされたpVP2N-gfpおよび
AAV1からクローニングされたpVP2N-gfp、またはBluescriptベクター(pBS)のコトランスフ
ェクション後に比較した(図29を参照されたい)。予想どおりに、他のウイルスタンパク質
の非存在下(pBS対照)でのVP3の発現は、その由来に関係なく、検出可能なキャプシド形成
を示さなかった。対照的に、血清型AAV1に由来するAAPの発現(それぞれのpVP2N-gfp構築
物から発現した)はAAV2 VP3集合を完全に回復させた(AAV2に由来するAAPによって媒介さ
れる集合と比較)。逆もまた同じであり、AAV2に由来するAAPはAAV1 VP3集合を完全に回復
させた(AAV1に由来するAAPによって媒介される集合と比較)。AAV5に由来するAAPは、AAV2
 VP3集合を部分的にしか補うことができず、AAV1 VP3集合を補わなかった。さらに、AAV2
 AAPおよびAAV1 AAPはAAV5 VP3集合を補わなかった。AAV5構築物に関してトランス相補が
無いことは、これらの実験においてAAPがGFPと融合して、近縁関係にある血清型には活性
が十分であるが、遠い関係にあるパルボウイルスの相補を妨害し得るAAPの短いC末端欠失
につながったためであるかもしれない。さらに可能性が高い説明は、遠い関係にあるAAV
血清型が、VP3集合に関して部分的にしか互いに補うことができなかったということであ
る。AAV1に由来するAAPおよびAAV2に由来するAAPには71.5％の同一性および81.0％の類似
性があるが(Smith-Waterman Alignment)、AAV2およびAAV5には56.2％の同一性および60.8
％の類似性しかない。これらの数字は、AAV1についてAAV5と比較した場合にはさらに低い
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(53.8％の同一性および58.1％の類似性)。従って、当業者であれば、AAPの同一性/類似性
を調べることによって、異なる血清型に由来する機能活性AAPまたは他の機能活性変種を
選択することができるだろう。
【０３６６】
　さらに、実施例11に加えて、これらの結果から、AAV2以外のパルボウイルスが機能的AA
Pをコードし、キャプシド集合のために同じ機構を利用することが裏付けられる。さらに
、AAPおよびVP3は、原則的に、異なるパルボウイルス間で、特に、近縁関係にあるウイル
ス間で交換可能である。
【０３６７】
文献
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