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(57)【要約】
本発明の実施形態は、三価のデングウイルスワクチン組
成物を用いて対象にワクチン接種するための組成物およ
び方法を報告する。いくつかの実施形態において、４種
のデングウイルス血清型のうちの少なくとも３種に対す
る迅速な応答を誘導するために、１つ以上のワクチン組
成物が対象の異なる解剖学的位置に投与され得る。ある
実施形態では、三価のデングウイルスワクチン組成物の
投与は、一価のデングウイルスワクチン組成物の投与と
組み合わされ得る。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
対象において、３種以上のデングウイルス血清型に対する中和抗体を誘導する方法であっ
て、弱毒生デングウイルスの単一の三価デングウイルスワクチン組成物を投与することを
含み、前記単一の三価デングウイルスワクチン組成物は、デング－１、デング－２、デン
グ－３またはデング－４の１つ以上の構造要素を有するデングウイルス構築物を含み、４
つのデングウイルス血清型構造要素のうちの３つが前記単一の三価デングウイルスワクチ
ン組成物中に存在する、方法。
【請求項２】
一価の弱毒生デングワクチンを含む弱毒生デングウイルスワクチン組成物での少なくとも
１回の追加免疫を、同日にまたは前記三価ワクチン組成物の投与後１８０日目までに実施
することをさらに含む、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
前記単一の三価デングウイルスワクチン組成物は、デング－１：デング－２、およびデン
グ－３；デング－１：デング－３、およびデング－４；デング－１：デング－２、および
デング－４；またはデング－２、デング－３およびデング－４を含むデングウイルス血清
型構築物を所定の比率で含む構築物を含む、請求項１に記載の方法。
【請求項４】
前記構築物が、弱毒デング－２ウイルス骨格上のデングウイルス構造タンパク質を含む、
請求項３に記載の方法。
【請求項５】
前記弱毒デング－２ウイルスがデング－２ワクチン株ＰＤＫ－５３を含む、請求項４に記
載の方法。
【請求項６】
同じまたは異なる三価デングウイルス組成物の少なくとも第２の三価デングウイルスワク
チン組成物を、請求項１の前記単一の三価デングウイルスワクチン組成物と同時または１
８０日後までに対象に投与することをさらに含む、請求項１に記載の方法。
【請求項７】
少なくとも１つのデングウイルス血清型の濃度（プラーク形成単位（ｐｆｕ））が、前記
単一の三価デングウイルスワクチン組成物中の少なくとも１つの他のデングウイルス血清
型よりも高い濃度である、請求項３に記載の方法。
【請求項８】
前記高い濃度が、２～１００，０００倍高い濃度である、請求項７に記載の方法。
【請求項９】
少なくとも第２のワクチンの同日投与が、第２の解剖学的部位への同じ投与様式を用いた
投与を含む、請求項２または５に記載の方法。
【請求項１０】
少なくとも第２のワクチンの同日投与が、第２の解剖学的部位への異なる投与様式を用い
た投与を含む、請求項２または６に記載の方法。
【請求項１１】
ワクチンの投与様式が、皮下（ＳＣ）、皮内（ＩＤ）、または筋肉内（ＩＭ）を含む、請
求項１に記載の方法。
【請求項１２】
同日ワクチン接種後１８０日未満で対象に少なくとも１回のさらなる追加免疫が実施され
る、請求項２に記載の方法。
【請求項１３】
同日ワクチン接種後９０日以内に対象に少なくとも１回のさらなる追加免疫が実施される
、請求項２に記載の方法。
【請求項１４】
対象に少なくとも１つの免疫原性剤を投与することをさらに含む、請求項１に記載の方法
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。
【請求項１５】
対象においてデングウイルス感染を抑制する方法であって、デング－１：デング－２、お
よびデング－３；デング－１：デング－３、およびデング－４；デング－１：デング－２
、およびデング－４；またはデング－２、デング－３およびデング－４の３種のデングウ
イルス血清型を含む弱毒生デングウイルスの三価組成物の第１のワクチンを対象に投与す
ること、および連続して、単一のデングウイルス血清型（一価）を含む弱毒生デングウイ
ルスの組成物の少なくとも第２のワクチンを対象に投与することを含み、前記第１および
第２のワクチンが対象の異なる解剖学的部位に投与される、方法。
【請求項１６】
前記ワクチンがデングウイルス血清型を所定の比率で含む、請求項１５に記載の方法。
【請求項１７】
前記ワクチンが、そのワクチンにおいて、１種の血清型の濃度が別の血清型と比較して２
～１００，０００倍まで変動し得る３種のデングウイルス血清型の不均等な分布を有する
三価のデングウイルスワクチンを含む、請求項１５に記載の方法。
【請求項１８】
前記単一のデングウイルス血清型が、前記三価のデングウイルスワクチン組成物において
構造タンパク質を持たない１種のデングウイルス血清型を含む、請求項１５に記載の方法
。
【請求項１９】
デングウイルス感染によって生じる症状を抑制する方法であって、ａ）第１、第２および
第３のデングウイルス血清型の有効量を有する第１の三価キメラワクチン組成物を対象に
投与すること；およびｂ）単一のデングウイルス血清型の有効量を有する第２の一価ワク
チン組成物を対象に投与することを含み、ｉ）前記第１、第２、および第３のデングウイ
ルス血清型がそれぞれ互いに異なっており；ｉｉ）第２の投与が同日に、または第１の投
与後１８０日以内に行われ；ｉｉｉ）各デングウイルス血清型が対象において免疫応答を
誘導するのに十分な量で投与され、ｉｖ）デングウイルス血清型のそれぞれが弱毒生ウイ
ルスである、方法。
【請求項２０】
前記第１、第２および第３のデングウイルス血清型が所定の比率で存在する、請求項１９
に記載の方法。
【請求項２１】
三価ワクチン組成物が、他の２種のデングウイルス血清型よりも２～１００，０００倍高
いデング－４（ＤＥＮ－４）を含む、請求項２０に記載の方法。
【請求項２２】
前記三価キメラワクチン組成物が弱毒デング－２ウイルス骨格を有する構築物を含む、請
求項１９に記載の方法。
【請求項２３】
前記弱毒デング－２ウイルス株がＰＤＫ－５３である、請求項１９に記載の方法。
【請求項２４】
前記剤形が１０３～１０７の範囲のｐｆｕのワクチンデングウイルス血清型を含む、請求
項１に記載の方法。
【請求項２５】
前記三価キメラワクチン組成物が、デング－１：デング－２、およびデング－３；デング
－１：デング－３、およびデング－４；デング－１：デング－２、およびデング－４；ま
たはデング－２、デング－３およびデング－４を含む所定の比率のデングウイルス血清型
構築物を含む構築物を含む、請求項２０に記載の方法。
【請求項２６】
ワクチンキットであって、
　デングウイルスに対する三価デングウイルスワクチンからなる少なくとも１つのワクチ
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ン組成物；
　少なくとも第２の一価デングウイルスワクチン組成物；および
　ワクチン組成物用の少なくとも２つの容器
を含むキット。
【請求項２７】
前記少なくとも１つのワクチン組成物が、ほぼ等しいＰＦＵの３種のデングウイルス血清
型を含む、請求項２６に記載のキット。
【請求項２８】
前記少なくとも１つのワクチン組成物が、所定比率の３種のデングウイルス血清型のデン
グウイルスワクチン組成物を含む、請求項２６に記載のキット。
【請求項２９】
デング－デングキメラおよび弱毒生デングウイルスの組合せと、薬学的に許容される賦形
剤とを含む三価デングウイルスワクチン組成物であって、デング－１、デング－２、デン
グ－３およびデング－４のうちの３種のデングウイルス血清型が前記組成物中で提示され
る、組成物。
【請求項３０】
前記三価組成物が、デング－２骨格を含む改変型デング－４キメラを含む、請求項２９に
記載の組成物。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明の実施形態は、デングウイルス血清型に対して対象にワクチンを投与するための
方法および組成物を報告する。いくつかの実施形態において、本願に開示されるワクチン
組成物は、３種のデングウイルス血清型に対する皮下、皮内、筋肉内または他の注射法あ
るいは導入法によって投与することができる。他の実施形態において、本願に開示される
ワクチン組成物は、３種のデングウイルス血清型に対して対象に投与することができ（三
価製剤）、その後一価の製剤、二価または他の三価のデングウイルスワクチン製剤が投与
されてもよい。ある実施形態では、対象へのワクチンの投与は、１つ以上の三価および任
意選択で一価のワクチン組成物を、２箇所以上の解剖学的部位に投与することを含んでも
よい。他の実施形態は、最初のワクチン接種から数日以内～初回注射後１２ヵ月以内の後
続（ｆｏｌｌｏｗ－ｏｎ）注射を含む。ある実施形態では、デングウイルスに対する組成
物は三価の製剤を含み、この製剤はＤＥＮ－２骨格を有し、かつ例えばＤＥＮ－２骨格上
のＤＥＮ１、３または４のキメラの組合せ組成物を有するキメラ構築物を含む。
【背景技術】
【０００２】
　ウイルス感染に対する防御のためのワクチンは、ヒトの病気の発生率を低下させるのに
効果的に用いられてきた。ウイルスワクチンで最も成功している技術の１つは、弱めた、
または弱毒化したウイルス株（「弱毒生ウイルス」）で動物やヒトを免疫することである
。免疫後の制限された複製により、弱毒株は病気を生じない。しかし、制限されたウイル
ス複製はウイルス抗原の完全なレパートリーを発現するのに十分であり、そのウイルスに
対する強力かつ長期間持続する免疫応答を生成することができる。したがって、その後ウ
イルスの病原性株に曝されても、免疫された個体は病気から防御される。これらの弱毒生
ウイルスワクチンは、公衆衛生で使用される最も成功しているワクチンの１つである。
【０００３】
　デングウイルスは、フラビウイルス属（フラビウイルス科）の蚊媒介性病原体である。
デングウイルス（しばしば「ＤＥＮ」または「ＤＥＮＶ」と略される）の４種の血清型が
同定されており、これらはデング－１、デング－２、デング－３およびデング－４（ＤＥ
Ｎ－１～ＤＥＮ－４）を含む。フラビウイルスゲノムは、約１１ｋｂの長さの一本鎖プラ
スセンスＲＮＡであり、５’－非コード領域（５’ＮＣ）；ウイルス構造タンパク質をコ
ードするコード領域；ＮＳ１、ＮＳ２Ａ、ＮＳ２Ｂ、ＮＳ３、ＮＳ４Ａ、ＮＳ４Ｂ、ＮＳ
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５と表される５つの非構造タンパク質；および３’－非コード領域（３’ＮＣ）を含む。
ウイルス構造タンパク質は、カプシド、プレメンブレン／メンブレンおよびエンベロープ
を含む。構造タンパク質および非構造タンパク質は単一のポリプロテインとして翻訳され
る。ポリプロテインはその後、細胞内プロテアーゼおよびウイルスプロテアーゼによって
プロセシングされる。
【０００４】
　デングウイルスは、世界の熱帯および亜熱帯地域でネッタイシマカ（Ａｅｄｅｓ　ａｅ
ｇｙｐｔｉ）によってヒトに伝染され、デング熱から時には命に関わるデング出血熱／デ
ングショック症候群（ＤＨＦ／ＤＳＳ）までに及ぶ何百万例もの病気を毎年引き起こして
いる。ＤＥＮウイルスの異種血清型でのヒトの二次感染は免疫病理学的応答を誘導するこ
とがあり、ＤＨＦ／ＤＳＳに関する危険因子としての可能性が考えられている。したがっ
て、全てのデングウイルス株に対する同時防御を付与するワクチンの開発の必要性が存在
する。
【発明の概要】
【０００５】
　本発明の実施形態は概して、例えば三価デングウイルスワクチン組成物を対象に投与す
ることにより、対象において複数のデングウイルスに対する防御を誘導するための方法お
よび組成物に関する。これらの実施形態に従って、三価デングウイルスワクチン組成物は
、４種のデングウイルス血清型のうちの少なくとも３種、更にはデングウイルス血清型の
うちの５種に対する免疫原性剤を含む。
【０００６】
　いくつかの実施形態は、本願に開示される三価デングウイルスワクチン組成物を対象の
１箇所以上の解剖学的位置に導入することを含んでもよい。これらの実施形態に従って、
例えば少なくとも３種のデングウイルス血清型に対する中和抗体を誘導するために、デン
グウイルスワクチン組成物を当分野で既知の任意の方法により対象に導入してもよい。他
の実施形態は、三価デングウイルスワクチン組成物を対象に投与し、その後、その三価製
剤を一価製剤と共に、１回目の投与と同時または１２ヵ月以内に投与することを含む。他
の実施形態は、対象を最初に一価デングウイルスワクチン組成物で治療し、続いて、同時
または幾らか経った後、ただし一価デングウイルスワクチン処方の少なくとも１２ヵ月以
内に、少なくとも１つの三価デングウイルスワクチン組成物を投与することを含む。
【０００７】
　いくつかの実施形態は、単一の三価デングウイルスワクチン組成物を、それを必要とす
る対象に投与して、３種または４種のデングウイルス血清型に対する応答を誘導すること
に関する。
【０００８】
　ある実施形態では、ワクチン組成物は、限定するものではないが、三価デングウイルス
血清型ワクチンの単一用量の製剤を含むことができる。これらの実施形態に従って、三価
の製剤はデング－１（ＤＥＮ－１）；デング－２（ＤＥＮ－２）、デング－３（ＤＥＮ－
３）および／またはデング－４（ＤＥＮ－４）の三価製剤としてもよい。さらに、これら
の製剤は複数のデングウイルス血清型の所定の比率であってもよい。
【０００９】
　他の実施形態において、ワクチン組成物は、限定するものではないが、それを必要とす
る対象に投与される三価デングウイルスワクチン組成物の初期用量を含み、それに、同じ
ものまたは異なる三価あるいは１つ以上の一価デングウイルスワクチン組成物の１回以上
の追加免疫が続いてもよい。
【００１０】
　本願の他の態様は、例えば、皮内経路を介してワクチン組成物を対象に導入することに
より、対象において液性または細胞性免疫応答を誘導することに関し得る。ここで、ワク
チン組成物はデングウイルスワクチンを含むが、これに限定されない。これらの実施形態
に従って、開示される組成物は、対象において３種以上のデングウイルス血清型に対する
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中和抗体産生を調節するために、対象に皮内投与されることができる。いくつかの態様は
、対象が単一のワクチン組成物を投与された時、対象における少なくとも３種のデングウ
イルス血清型に対する交差防御および中和抗体のレベルを高めるための、デングウイルス
またはそのフラグメントあるいはその弱毒化組成物の様々な血清型のうち、ＤＥＮ－１：
ＤＥＮ－２：ＤＥＮ：３：ＤＥＮ：４のうちの３種の、その単一ワクチン組成物中の所定
の組成比（例えば、１：１：１、１：２：１、１：１：１００，０００等、または３種の
血清型の任意の比率）に関する。他の実施形態は、三価デングウイルスワクチン組成物を
、それを必要とする対象に皮下投与または当分野で既知の他の態様で投与することに関す
る。さらに、ある実施形態は、三価または一価のデングウイルスワクチン組成物の少なく
とも１回の追加の注射であって、対象における最初の注射とは別の部位、例えば初回注射
に対し近接した部位または離れた解剖学的部位に投与される注射で、対象を治療すること
に関する。また、対象への最初の投与後３０日以内に少なくとも１回の追加の皮内注射が
実施され、他が最初のワクチン投与後３０日から最大１２ヵ月で実施されてもよい。
【００１１】
　いくつかの実施形態において、デングウイルスに対する単一用量の三価ワクチンは、単
一の三価組成物中に３種の異なるデングウイルス血清型抗原（例えば構造タンパク質）の
構築物を含むことができる。これらの実施形態に従って、本願で考慮される構築物は、１
つ以上の構造デングウイルスタンパク質カプシド（Ｃ）、プレメンブレン／メンブレン（
ｐｒＭ／Ｍ）、またはエンベロープ（Ｅ）のための骨格として弱毒デング－２ウイルスを
含む。さらに、非構造タンパク質ＮＳ１－ＮＳ２Ａ－ＮＳ２Ｂ－ＮＳ３－ＮＳ４Ａ－ＮＳ
４Ｂ－ＮＳ５、および３’ＮＣＲを含む非構造タンパク質も構築物に含まれてもよい。あ
る実施形態では、三価デングウイルスワクチン組成物は弱毒デング－２ウイルス（例えば
ＰＤＫ－５３）を有する構築物を含むことができ、ここで、デング－２の構造タンパク質
は、ＤＥＮ－１、ＤＥＮ－３またはＤＥＮ－４の１つ以上の構造タンパク質で置換されて
いる。三価デングウイルスワクチン組成物は、弱毒化ＤＥＮ－２骨格上のＤＥＮＶａｘ１
、２、３；ＤＥＮＶａｘ２、３、４；ＤＥＮＶａｘ１、２、４またはＤＥＮＶａｘ１、３
、４とすることができる。
【００１２】
　ある実施形態では、本願に開示される三価デングウイルスワクチン組成物は、デングウ
イルス構築物を３種の任意の組合せで含むことができ、種々の組成物のｐｆｕは、所望の
比率および所与の場所の流行状況に応じて１～約１００，０００倍差に及ぶものとするこ
とができる。いくつかの実施形態は、ＤＥＮ－２とＤＥＮ－４との間で最大１００，００
０倍のｐｆｕ差を含み、ＤＥＮ－４がＤＥＮ－２よりも最大１００，０００倍の高さで表
される。ある実施形態は、例えば、ＤＥＮＶａｘ１が１．２５×１０４；ＤＥＮＶａｘ２
が６．０４×１０４；ＤＥＮＶａｘ３が１．３０×１０５およびＤＥＮＶａｘ４が１．３
４×１０６の場合よりも、デングウイルス血清型が１０倍の高さ～１０分の１の低さであ
る組成物を含む。
【００１３】
　本願に開示される他の実施形態は、例えば、対象に３種のデングウイルス血清型に対す
る三価ワクチンを２用量以上で１箇所以上の解剖学的位置に、短い時間間隔で連続して投
与することにより、対象において全デングウイルス血清型に対する防御を誘導するための
方法および組成物に関する。いくつかの実施形態は、１箇所への皮内（ＩＤ）、皮下（Ｓ
Ｃ）、または筋肉内（ＩＭ）注射と、それに連続する別の解剖学的位置へのＩＤ、ＳＣ、
ＩＭまたは第２の異なる解剖学的位置への他の導入方法とを介して、ワクチン組成物を対
象に導入することを含んでもよい。他の実施形態は、全デングウイルス血清型のデングウ
イルスワクチンを対象に導入するための投与様式の任意の組合せを用いることを含み、こ
こで、ワクチンの投与は２箇所以上の解剖学的部位で、または、対象に対し２つ以上の異
なる経路で同日に連続的に行われる。
【００１４】
　他の実施形態において、対象は２箇所以上の解剖学的位置に連続してデングウイルス三
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価ワクチン接種を受けてもよく、その後３０日以内、例えば約７日、約１４日、約２１日
または約２８日後に、一価の製剤を含み得るデングウイルス血清型を含む組成物と共に、
その対象に少なくとも第３のワクチンを投与してもよい。その後のワクチン接種は、２回
注射後の個人別の抗体力価、または、試験集団の結果などの他の基準に依存し得る。ある
実施形態では、その後のワクチン接種は単一のデング血清型（例えばＤＥＮ－４）のみを
含んでもよい。
【００１５】
　ある実施形態では、対象に導入される組成物は、４種のデングウイルス血清型のうちの
３種に対するワクチン、例えばＤＥＮＶａｘに基づく三価の製剤または別の類似の製剤を
含む。ＤＥＮＶａｘは、所定比率の四価のデングワクチンを含み、そのワクチンは、弱毒
ＤＥＮ－２骨格上の構築物から構成される（例えば、２００１年２月１６日に出願され、
参照によりその全体が全ての目的で本明細書に包含されるたＰＣＴ出願番号ＰＣＴ／ＵＳ
０１／０５１４２を参照）。他の組成物では、全デングワクチンウイルス血清型は組成物
中に等しい割合で存在する。更に他の組成物では、組成物の導入が感染（例えばＤＥＮ－
１、ＤＥＮ－２、ＤＥＮ－３および／またはＤＥＮ－４）に対し十分な防御を対象に提供
し得る十分なレベルの中和抗体を誘導するように、各デングワクチンウイルス血清型は互
いに特定の比率で存在してもよい。これらの実施形態に従って、デングウイルス血清型に
対する免疫を評価するために当分野で既知の標準的手段を用い、対象からの試料をデング
感染に対する耐性について分析してもよい。
【００１６】
　他の実施形態において、ワクチン組成物は、弱毒デングウイルス血清型を他の抗病原性
組成物（例えば、日本脳炎、黄熱、ウエストナイル、インフルエンザ、チクングニア等）
と組み合わせて含むことができる。
【００１７】
　下記の図面は本明細書の一部を形成し、特定の実施形態をさらに説明するために含めら
れている。いくつかの実施形態は、これらの図面のうち１つ以上を単独で、あるいは提示
された特定の実施形態の詳細な説明と併せて参照することにより、より良く理解されよう
。
【図面の簡単な説明】
【００１８】
【図１】２つの異なる三価製剤に対して生成された経時的な中和抗体力価を、対照組成物
（例えばＦＴＡ）と比較して示す。
【発明を実施するための形態】
【００１９】
　定義
　本願で使用する場合、「１つの」は１つまたはそれ以上の事項を意味する場合がある。
　本願で使用する場合、入れ物には、試験管、ミニ遠心チューブまたはマイクロ遠心チュ
ーブ、導管、バイアル、マイクロタイタープレートまたは容器が挙げられるがこれらに限
定されない。
【００２０】
　本明細書に使用する場合、「対象」には、ヒトや、家畜化または野生の哺乳類、例えば
イヌ、ネコ、他の家庭用ペット（例えばハムスター、モルモット、マウス、ラット）、フ
ェレット、ウサギ、ブタ、ウマ、ウシ、プレーリードッグ、または動物園動物等の哺乳類
が挙げられるが、これらに限定されない。
【００２１】
　本願で使用される場合、「約」または「およそ」は、プラスまたはマイナス１０パーセ
ントを意味し得る。
　本願で使用する場合、「デングウイルス」または「ＤＥＮ」または「ＤＥＮＶ」は、フ
ラビウイルス科フラビウイルス属に属するプラス一本鎖ＲＮＡウイルスである。ゲノムＲ
ＮＡは５’末端にタイプＩキャップを含むが、３’末端のポリＡ尾部を欠いている。ゲノ



(8) JP 2016-504315 A 2016.2.12

10

20

30

40

50

ム編成は次の要素から構成される：５’非コード領域（ＮＣＲ）、構造タンパク質（カプ
シド（Ｃ）、プレメンブレン／メンブレン（ｐｒＭ／Ｍ）、エンベロープ（Ｅ））および
非構造タンパク質（ＮＳ１－ＮＳ２Ａ－ＮＳ２Ｂ－ＮＳ３－ＮＳ４Ａ－ＮＳ４Ｂ－ＮＳ５
）、および３’ＮＣＲ。ゲノムウイルスＲＮＡは、ヌクレオカプシドを形成するようにカ
プシドタンパク質に付随している。その他のフラビウイルスについては、ＤＥＮウイルス
ゲノムが、単一のポリプロテインに翻訳される途切れのないコード領域をコードする。
【００２２】
　本願で使用する場合、「弱毒ウイルス」は、哺乳類（例えばヒトや動物）等の対象に投
与しても現れる病気の臨床症状が軽い、あるいは全くないウイルスを意味する場合がある
。
【００２３】
　本願で使用する場合、「連続（して）」、「連続的に」は時間的に特に近いこと、通常
は１回の患者の診察中および２４時間以内を意味する場合がある。
　本願で使用する場合、「投与」は、個々の動物またはヒトに、皮内、皮下、筋肉内、鼻
腔内、吸入、経膣、静脈内、経口、口腔内、吸入によって、経鼻的に、あるいは当分野で
既知の任意の他の方法等の多くの方法のうちの任意の１つによって、ワクチンまたは療法
を送達することを意味する場合がある。
【００２４】
　説明
　以下の節では、様々な実施形態を詳述するために様々な例示的な組成物および方法を説
明する。当業者には、様々な実施形態の実施が、ここに説明された詳細の全てあるいはそ
れらのいくつかでさえ必ずしも採用する必要がなく、日常的な実験を通じて、濃度、時間
および他の詳細を変更可能であることは明らかであろう。場合によっては、周知の方法ま
たは構成要素は説明に含められていない。
【００２５】
　本発明の特定の態様は、限定するものではないが、デングウイルスに対するワクチン組
成物の投与を含む。
　本発明の実施形態は概して、対象において３種以上のデングウイルス血清型に対する防
御的中和抗体を誘導するための方法および組成物に関する。他の実施形態は、当分野で既
知の方法によって、対象にワクチン組成物を導入することを含んでもよく、上記既知の方
法は、限定するものではないが、皮内、皮下、筋肉内、鼻腔内、吸入、経口、経鼻、経膣
、静脈内、摂取、および、導入されたワクチンが３種以上のデングウイルス血清型に対す
る中和抗体を誘導するような任意の他の方法を含む。ある実施形態では、ワクチン組成物
は、対象に投与される３種（三価）デングウイルス血清型に対するワクチンの一用量を含
む。他の実施形態では、ワクチン組成物は３種のデング血清型に対する初期用量を含み、
その後、１つ以上の同一の他のワクチン組成物が対象に投与される。
【００２６】
　デングウイルスに対するワクチンは、４種の弱毒生デングワクチンウイルス、組換えデ
ングワクチンウイルス、キメラウイルスまたはその変異体のうちの３種を所定比率で含む
組成物を含んでもよい。様々なデング血清型の比率は、表現上同等でも大体同等でもよい
し、対象においてバランスの取れた中和抗体応答を誘導する必要または能力に応じて特定
の血清型が他のものよりも高い濃度を示してもよい。これらの実施形態に従って、異なる
デングワクチンの比率は任意の２種類の血清型の間で２～１００，０００倍（例えばプラ
ーク形成単位（ｐｆｕ））異なっていてもよい。これは、例えば、製剤中に提示される血
清型の数、所定の応答および所望の効果に依存し得る。任意のデングワクチンウイルス血
清型製剤を、それを必要とする対象に連続投与されるワクチン（例えば弱毒ウイルス等）
の製造に使用できると考えられ、ここで、組成物は、限定するものではないが、３種以上
のデングウイルス血清型を含む。
【００２７】
　他の実施形態において、デングウイルスワクチン製剤の組成物は、対象によるデングウ
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イルスへの曝露の前、最中または後に対象に導入されてもよい。これらの実施形態に従っ
て、対象は連続的に２回以上の投与を、またはデングウイルス製剤を含む２回以上の投与
と、任意選択でその後の１回以上の追加の投与とを受けてもよい。皮内、皮下、筋肉内、
鼻腔内、吸入、経膣、静脈内、経口、および本明細書に記載の任意の他の製剤適用方法を
、任意の他の抗ウイルス治療と併用してもよい。いくつかの実施形態において、本願で考
慮される製剤の皮内、皮下、筋肉内導入を、患者の体の任意の適切な領域（例えば腕、肩
、臀部、鼻腔内等）に実施することができる。さらに、ワクチン製剤の非経口投与を、鼻
腔内、経肺、経口、口腔内、または経膣等の他の投与様式と併用して連続投与してもよい
。いくつかの実施形態において、本願に記載の連続投与後に、同日に連続して、連日で、
毎週、毎月、２ヵ月ごとに、または他の適切な治療レジメンで、初回免疫または追加免疫
投与が行われてもよいと考えられる。
【００２８】
　デングはアジアと、コロンビア、カリブ海を含む中央および南アメリカ、太平洋諸島、
ならびにアフリカとオーストラリアの一部で流行している。３６億人（世界人口の５５％
）がデングウイルスの伝染（ＤＶＩ）の危険のある地域に住んでいると推定されている。
デングウイルスによる感染は、無症候性疾患から、衰弱性であるが一過性のデング熱、さ
らに生命を脅かすデング出血熱（ＤＨＦ）あるいはデングショック症候群（ＤＳＳ）まで
の広範な症状をもたらし得る。現在のところ、デング熱の治療的処置も予防ワクチンもな
い。流行国における人々およびそのような地域への旅行者へのデングの影響を考えると、
デングを予防するワクチンが必要である。
【００２９】
　デングは蚊媒介性の病気であり、主にネッタイシマカ（Ａｅｄｅｓ　ａｅｇｙｐｔｉ）
を介してヒトからヒトへ伝染する。デングウイルス（ＤＥＮ）は、約１１ｋｂの一本鎖プ
ラスセンスＲＮＡゲノムを含む。このゲノムは、カプシド（Ｃ）、プレメンブレン（ｐｒ
Ｍ）、およびエンベロープ（Ｅ）の３つの構造タンパク質と、ＮＳ１、ＮＳ２Ａ、ＮＳ２
Ｂ、ＮＳ３、ＮＳ４Ａ、ＮＳ４Ｂ、およびＮＳ５の７つの非構造タンパク質とからなる。
デングウイルスには、ＤＥＮ－１、ＤＥＮ－２、ＤＥＮ－３およびＤＥＮ－４の４種の異
なる血清型がある。所与の血清型による一次感染は、生涯にわたる血清型特異的免疫を誘
導する。しかし、他の３種のデングウイルス血清型に対する長期間持続する交差防御免疫
はなく、別の血清型による後の感染は、ＤＨＦやＤＳＳ等のより重症の病気の可能性を高
める。
【００３０】
　二次的ＤＥＮＶ感染と共に病気が悪化するため、少なくとも３種のデングウイルス血清
型に対する免疫を刺激する多価（例えば三価）ワクチンが企図される。細胞培養での古典
的な連続継代により弱めたいくつかのＤＥＮＶワクチン候補は、安全でないか、免疫原性
が不十分であることが判明している。弱毒生組換えＤＥＮＶキメラワクチンの候補が当分
野で知られており、これらには、黄熱１７Ｄ（ＹＦ－１７Ｄ）ワクチンウイルス、ＤＥＮ
Ｖ－２　ＰＤＫ－５３ワクチンウイルス、または３’非コード領域（ＮＣＲ）の３０ヌク
レオチド欠失を含むＤＥＮＶ－４の、弱毒化された遺伝的背景に基づくウイルスが含まれ
る。
【００３１】
　全４種の血清型の弱毒生デングウイルスは、タイのマヒドン大学で、野生型ウイルスを
細胞培養で継代することにより開発された。これらは、デングウイルス感染および／また
は病気に対する免疫用として、現在最も有望な弱毒生ワクチン候補である。これらのワク
チン候補は、それらのデング血清型、継代させる細胞株、および継代の回数の組合せによ
って指定されている。
【００３２】
　これらの弱毒ウイルスを用いた予備的なヒト治験では、ＤＥＮ－２　ＰＤＫ－５３がヒ
トで最低感染量（５０％最少感染量の５プラーク形成ユニットすなわちＰＦＵ）を有し、
強い免疫原性であり、かつ許容し難い臨床症状を引き起こさないことが示された。ＤＥＮ
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－１　ＰＤＫ－１３、ＤＥＮ－３　ＰＧＭＫ－３０／ＦＲｈＬ－３およびＤＥＮ－４　Ｐ
ＤＫ－４８ワクチンウイルス候補は、ヒトでそれぞれ１０，０００、３５００、および１
５０ＰＦＵの、より高い５０％最少感染量を示す。
【００３３】
　ＤＥＮ－２　ＰＤＫ－５３ウイルスワクチン候補（以降ＰＤＫ－５３と略す）は、弱毒
化に関するいくつかの測定可能な生物学的マーカーを有し、これらには、温度感受性、小
さいプラークサイズ、蚊Ｃ６１３６細胞培養における低下した複製、無傷の蚊における低
下した複製、哺乳期のマウスに対する神経毒性の喪失およびサルにおけるウイルス血症の
発生率の低下が含まれる。候補ＰＤＫ－５３ワクチンの治験では、ヒトでの安全性および
免疫原性が実証されている。さらに、ＰＤＫ－５３ワクチンは、ワクチン接種されたヒト
においてデングウイルス特異的Ｔ細胞記憶応答を誘導する。本願のある実施形態では、キ
メラデングウイルス構築物は、ＰＤＫ－５３が既知のＰＤＫ－５３骨格とは異なるように
選択されたデング－２骨格を含み、かつウイルスをさらに弱毒化する追加の突然変異を含
むことができる。
【００３４】
　したがって、非病原性であるが免疫原性のデングウイルスが、全デングウイルス血清型
に対する防御を与えるためのデングウイルスワクチンの開発に使用される必要性が存在す
る。
【００３５】
　効果的な弱毒生デングウイルス（ＤＥＮＶ）ワクチンの開発における難しい問題は、四
価製剤として投与された時の４種のデングワクチンウイルス間の干渉である。干渉は、多
価混合物の１つ以上の成分が、個々の一価ワクチンの各々によって誘発されるよりも低い
免疫応答を誘導する時の兆候である。干渉は、複数の病原性血清型を伴う疾患、例えばポ
リオ、デング等のためのワクチンで観察されてきた。少なくともこの干渉のために、ポリ
オの３種の重要な血清型に対する十分な免疫応答を誘導するには経口ポリオワクチンの３
用量レジメンが必要であることが、以前に発見された。過去には、弱毒生四価デングワク
チンを用いた研究により、単独で投与された時に最も強力な中和抗体応答を誘発するＤＥ
ＮＶ血清型は、他の血清型を含む多価製剤として投与されると、免疫応答を支配する傾向
にあることが示されている。一例として、４種の異なる弱毒生デングワクチンの四価混合
物は、ＤＥＮ－３成分に対する優勢な応答、ならびにＤＥＮ－１、－２および－４に対す
る低下した免疫応答を示した（例えば、Ｓａｂｃｈａｒｅｏｎら、２００２、Ｋｉｔｃｈ
ｅｎｅｒら、２００６を参照されたい）。この優位性の結果、四価混合物の臨床開発は保
留されている。干渉は組換え弱毒生ウイルスでも見られた。干渉はデング／黄熱キメラの
四価混合物で実証された（Ｇｕｙら、２００９、サルモデルにおけるデングワクチン血清
型間の干渉の評価（Evaluation of Interferences between Dengue Vaccine Serotypes i
n a Monkey Model）Ａｍ．Ｊ．Ｔｒｏｐ　Ｍｅｄ．Ｈｙｇ．８０：３０１２－３１１）。
これらの研究では、ＣｈｉｍｅｒｉＶａｘワクチン株の四価製剤において２種の血清型が
応答を支配することが発見された。干渉は、２つの二価ワクチン製剤を別個の解剖学的位
置に、または時間的に連続して投与するか、あるいは１年後に３回目の四価製剤の投与を
行うことにより解消され得る。同様に、四価組換えワクチン株（この場合、ＤＥＮＶまた
は３’非コード領域に欠失を有するキメラＤＥＮＶを含む製剤）での改善された多価応答
が、初回投与と２回目の投与の間の期間を４ヵ月に延長するだけで得られることが実証さ
れた。（Ｂｌａｎｅｙら、２００５、組換え弱毒生四価デングウイルスワクチン製剤は、
アカゲザルにおいて、４種の血清型各々に対するバランスの取れた広範な防御的中和抗体
応答を誘導する。（Recombinant, Live-Attenuated Tetravalent Dengue Virus Vaccine 
Formulations Induce a Balanced, Broad, and Protective Neutralizing Antibody Resp
onse against Each of the Four Serotypes in Rhesus Monkeys.）Ｊ．Ｖｉｒｏｌｏｇｙ
　７９：５５１６－５５２８）。
【００３６】
　本願に開示される特定の実施形態はＤＥＮＶａｘ（四価ワクチン組成物）の誘導体に関
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する。ＤＥＮＶａｘは、４種のデング血清型（ＤＥＮ－１、ＤＥＮ－２、ＤＥＮ－３およ
びＤＥＮ－４）に対する免疫応答を生じさせるように設計された４種の組換えデングウイ
ルス株の混合物からなるデングワクチンである。特定の四価混合物ＤＥＮＶａｘ（商標）
へのいかなる限定によっても拘束されるものではないが、デング血清型２ワクチン成分（
ＤＥＮＶａｘ－２）は弱毒ＤＥＮ－２　ＰＤＫ－５３株に相当する。この構築物は既に多
くの臨床試験で調査されている。その他のデングワクチン株（ＤＥＮＶａｘ－１、ＤＥＮ
Ｖａｘ－３およびＤＥＮＶａｘ－４）は、ＤＥＮ－２　ＰＤＫ－５３非構造遺伝子骨格に
クローニングされたＤＥＮ－１、ＤＥＮ－３またはＤＥＮ－４構造的プレメンブレン（ｐ
ｒＭ）およびエンベロープ（Ｅ）タンパク質遺伝子からなるキメラである。これらの組換
えウイルスは、ＤＥＮ－１、ＤＥＮ－３またはＤＥＮ－４の表面抗原を発現し、ＤＥＮ－
２　ＰＤＫ－５３株の弱毒化に関わる遺伝子変化を保持する。ある実施形態において、Ｄ
ＥＮＶａｘは、１つのワクチン組成物中に様々な比率で提示される４種のデングウイルス
血清型のうちの３種を有する三価弱毒生デングワクチンの一例として使用することができ
る。他の実施形態は四価ワクチン投与の最適化に関する。さらに他の実施形態はＤＥＮＶ
ａｘ（商標）免疫方法に関する。
【００３７】
　いくつかの実施形態において、３種以上の弱毒デングウイルスの混合物は、１種以上の
弱毒デング－２ウイルスと、その弱毒デング－２ウイルスのカプシドタンパク質および非
構造タンパク質、ならびに少なくとも第２のデングウイルスのプレメンブレンタンパク質
およびエンベロープタンパク質をさらに含む１種以上のデング－デングキメラウイルスと
を含む。
【００３８】
　ある実施形態において、本願のキメラ構築物は、少なくとも第２のデングウイルスのプ
レメンブレン（ＰＭ）タンパク質およびエンベロープ（Ｅ）タンパク質を含んでもよい。
少なくとも第２のデングウイルスは、弱毒デングウイルスがデング－１の場合はデング－
２、デング－３またはデング－４であり、または、弱毒デングウイルスがデング－２の場
合はデング－１、デング－３またはデング－４であり、または、弱毒デングウイルスがデ
ング－３の場合はデング－１、デング－２またはデング－４であり、または、弱毒デング
ウイルスがデング－４の場合はデング－１、デング－２またはデング－３である。
【００３９】
　他の実施形態において、対象に導入される組成物はデングウイルス血清型（ＤＥＮ－１
、ＤＥＮ－２、ＤＥＮ－３、およびＤＥＮ－４）のうちの３種に対するワクチンを含む。
他の実施形態において、本願で考慮される組成物は、４種のデングウイルス血清型のうち
の３種を提示する改変型ＤＥＮＶａｘ製剤または他の同様の製剤を含むことができる。い
くつかの組成物において、全デングウイルス血清型に対するワクチンウイルスは組成物中
で等しい割合にある。さらに他の組成物において、各デングワクチンウイルス血清型は、
組成物の導入が全デングウイルス（例えばＤＥＮ－１、ＤＥＮ－２、ＤＥＮ－３、ＤＥＮ
－４）に対して十分なレベルの中和抗体を対象に提供するように、互いに対して特定の比
率にあってもよい。
【００４０】
　本願に開示される特定の実施形態は、例えば４種のデングウイルス血清型のうちの３種
に対するワクチンを対象の２箇所以上の解剖学的位置に同日に連続的に投与することによ
り、対象において全デングウイルス血清型に対する防御を迅速に誘導するための方法およ
び組成物に関する。いくつかの実施形態は、対象に皮内（ＩＤ）または皮下（ＳＣ）注入
あるいは他の投与様式を介して、１つの解剖学的位置にワクチン組成物を導入し、続いて
少なくとも第２のワクチン組成物を別の解剖学的位置にＩＤ、ＳＣまたは他の投与様式に
より導入することを含んでよい。いくつかの実施形態は、三価製剤を用いて全デングウイ
ルス血清型のデングウイルスワクチンを対象に導入するための投与様式の任意の組合せを
含み、ここで、ワクチンの投与は０日目に２箇所以上の解剖学的部位で、または２つ以上
の異なる経路で患者に行われる。いくつかの実施形態は、異なる解剖学的位置で同じ投与
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様式を使用することを含む。
【００４１】
　本願に記載のいくつかのデングウイルスワクチン組成物の用量の範囲は、単一の三価組
成物において、各血清型につき１０２～５×１０６ＰＦＵに及ぶ。本願で考慮される他の
組成物（例えば後続のワクチン接種）は、初回の免疫後の対象における免疫応答に基づい
て、この範囲よりも少ないかまたは多い用量の組成物を含む。ある実施形態において、対
象における必要性および免疫応答に応じて、様々なデングワクチンウイルス血清型に関し
て比率は変動し得る。
【００４２】
　ある実施形態において、最初のワクチン接種または本明細書で考慮される任意の後続ワ
クチン接種で導入される組成物は、１つの三価デングウイルス組成物を含んでもよい。こ
れらの実施形態に従って、組成物は、ＤＥＮＶａｘ組成物または他の似たような三価製剤
の４種のデングウイルス血清型のうちの３種を、同比率または同程度の比率で、あるいは
所定の血清型比率で含んでもよい。他の実施形態は、初回ワクチン接種または任意の後続
ワクチン接種（例えば３０日後未満）で投与されるワクチン組成物の各々について異なる
製剤（例えば血清型比）の使用を含んでもよい。
【００４３】
　本明細書におけるいくつかの実施形態は、そのようなワクチンを必要とする対象を、０
日目に２箇所以上の解剖学的位置で処置し、その後３０日以内に、例えば約７、約１４、
約２１、または約２８日後に、少なくとも第２のワクチンを、デングウイルス血清型の全
種または一部を含む組成物と共に投与することを含む。ある実施形態において、各ワクチ
ン接種はワクチン製剤において提示される全デングウイルス血清型を有する。本願に開示
される後続投与のワクチン組成物は、２種以上のデングウイルス血清型を後の投与用に所
定の比率で含んでもよい。
【００４４】
　あるワクチン組成物において、ＤＥＮ－１：ＤＥＮ－２：ＤＥＮ－３：ＤＥＮ－４の４
種、または更にＤＥＮ－５のうちの３種の比率は、３：３：３、４：３：４、５：４：５
、：４：５：５、５：５：５、１：１０：１００、または、単一の組成物において２種の
血清型間で約２～約１００，０００倍の差となるような他の比率であってもよい。ある実
施形態において、デング血清型比率は、ＤＥＮ－１が２×１０４：ＤＥＮ－２が５×１０
４：ＤＥＮ－３が１×１０５：ＤＥＮ－４が３×１０５ＰＦＵ；ＤＥＮ－１が８×１０３

：ＤＥＮ－２が５×１０３：ＤＥＮ－３が１×１０４：ＤＥＮ－４が２×１０５ＰＦＵ、
および４種のデングウイルス血清型のうちの３種の任意の組合せとすることができる。あ
る実施形態において、三価製剤は、デング－４が他の血清型に対して高いことを含む比率
を含有することができる。いくつかの組成物において、全デングワクチンウイルス血清型
は組成物中で等しい割合にある。さらに他の組成物において、組成物の導入が対象に、全
デングウイルス（例えばデング１、２、３および４）に対する防御を付与するのに十分な
レベルの、または十分なレベルを超える中和抗体を提供するように、各デングワクチンウ
イルス血清型は別の血清型に対して特定の比率にあってもよい。例えば、０日目に２箇所
以上の解剖学的位置に２回以上の連続的なワクチン接種を受けた後の対象において、１種
以上の特定のデングウイルス血清型に対する防御がより低い場合、全デングウイルス種に
対しより良好な防御を提供するために、その対象への追加免疫に含まれるその（より低い
中和抗体を示す）１種以上のデングワクチンウイルス血清型の濃度を増加させてもよい。
これらの実施形態に従って、当分野で既知の標準的手段を用いて、対象からの試料を、デ
ング血清型感染（例えばデング－１、－２、－３、－４）に対する免疫応答について分析
してもよい。
【００４５】
　ある実施形態において、例えば全デング血清型に対して防御するために（例えば交差防
御）、ワクチン組成物は同時にまたは連続的に、対象の複数の解剖学的位置の皮内に導入
されてもよい。ある実施形態において、ワクチン組成物は、限定されるものではないが、
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全デングウイルス血清型による感染に対し完全な防御を提供可能な、対象に投与される４
種のデングワクチンウイルス血清型のうちの３種の単一製剤を含むことができる。他の実
施形態において、ワクチン組成物は、弱毒デングウイルス血清型を、他の抗病原体組成物
（例えば、日本脳炎、ウエストナイル、インフルエンザ等）と組み合わせて含んでもよい
。本願で考慮される組成物は、限定するものではないが、皮内、皮下、筋肉内、鼻腔内、
吸入、経膣、静脈内、摂取、および他の任意の方法を含む当分野で既知の任意の方法によ
って投与することができる。２箇所以上の解剖学的部位への導入は、２箇所以上の解剖学
的部位における同じ様式によるものや、２箇所の別個の解剖学的部位を含む２つの異なる
様式によるものを含む任意の組合せ投与を含んでもよい。これらの実施形態に従って、２
箇所以上の解剖学的部位は異なる肢を含んでもよい。
【００４６】
　例えば、対象が０日目に、２箇所以上の解剖学的位置に２回以上の連続的ワクチン接種
を受けた後に、対象が１種以上の特定のデングウイルス血清型に対して不十分なレベルの
中和抗体を誘導しない場合、全デングウイルス種による感染に対する完全な防御を提供す
るために、その対象への追加免疫接種に含まれるその（より低いレベルの中和抗体を示し
た）１種以上のデングワクチンウイルス血清型の濃度を増加させてもよい。これらの実施
形態に従って、当分野で既知の標準的手段を用いて、対象からの試料をデング感染に対す
る抵抗性について分析してもよい。
【００４７】
　ある実施形態において、本願に開示されるワクチン組成物は、３種のデング血清型から
構成された構築物の混合物をワクチン組成物中に含み得る、対象に投与するためのキメラ
構築物であってもよい。他の実施形態において、デングウイルスワクチンは、様々なデン
グ血清型で置換された弱毒フラビウイルス骨格を有する、４種の血清型の各々を提示する
構築物を含んでもよく、ここで、構築物はワクチンとしての投与用の組成物中に混合され
てもよい。
【００４８】
　三価製剤は、例えばＤＥＮＶａｘの改変体を用いて、各一価ワクチン成分を所定量混合
することにより調製することができる。各ワクチン成分のインプット力価に基づき、一価
ワクチンの規定量を、０．１ｍＬ（例えば皮内用）または０．５ｍＬ（例えば皮下用）で
ある最終量のワクチン製剤となるように添加してもよい。四価ＤＥＮＶａｘ（商標）ワク
チンの残りの量は、弱毒生ワクチン製剤を安定化させるために、生理食塩水バッファー中
にトレハロース（１５％）Ｆ１２７（１％）およびヒト血清アルブミン（０．１％）を含
む希釈剤から構成されていてもよい。ＦＴＡ（Ｆ１２７：トレハロース：アルブミン）
　［方法］
　フラビウイルスキメラの構築
　本願に開示されるフラビウイルスキメラは、それに対する免疫が望まれるフラビウイル
スの１つ以上の構造タンパク質遺伝子を、対応するＰＤＫ－５３遺伝子を除去しそれを所
望の遺伝子に置換する当業者に周知の組換え工学技術を用いて、ＰＤＫ－５３デングウイ
ルスゲノム骨格または上述したようなその等価物にスプライシングすることにより製造す
ることができる。
【００４９】
　別法として、配列を用いて、フラビウイルスタンパク質をコードする核酸分子は、既知
の核酸合成技術を用いて合成され、適切なベクターに挿入されてもよい。したがって、非
病原性かつ免疫原性ウイルスは、当業者に既知の組換え工学技術を用いて製造することが
できる。
【００５０】
　上述したように、骨格に挿入される標的遺伝子はフラビウイルス構造タンパク質をコー
ドしている。これらの実施形態に従って、挿入されるフラビウイルス遺伝子は、Ｃタンパ
ク質、ＰｒＭタンパク質および／またはＥタンパク質をコードする遺伝子である。デング
－２骨格に挿入される配列はＰｒＭ構造タンパク質およびＥ構造タンパク質の両方をコー
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ドしていてもよい。デング－２骨格に挿入される配列は、Ｃ、ｐｒＭおよびＥ構造タンパ
ク質をコードしていてもよい。デングウイルス骨格は、ＰＤＫ－５３デング－２ウイルス
ゲノムであり、デング－１のＣ、ＰｒＭおよび／またはＥ構造タンパク質をコードするス
プライシングされた遺伝子を含むか（ＤＥＮ－２／１）、デング－３のＰｒＭおよび／ま
たはＥ構造タンパク質をコードするスプライシングされた遺伝子を含むか（ＤＥＮ－２／
３）、デング－４のＰｒＭおよび／またはＥ構造タンパク質をコードするスプライシング
された遺伝子を含むか（ＤＥＮ－２／４）のいずれかである。本発明の特定の実施形態に
おいて、デング－３ウイルスの構造タンパク質をコードするスプライシングされた遺伝子
は、３４５位のアミノ酸にロイシンを含むＥタンパク質の合成をもたらす。
【００５１】
　特定の実施形態において、本発明のキメラはデング－２ウイルスのＣ構造タンパク質を
コードし、１００位のアミノ酸にセリンを含むＣタンパク質の合成をもたらし、４４７位
のアミノ酸にロイシンを含むＥタンパク質の合成をもたらすデング－４の構造タンパク質
をコードするスプライシングされた遺伝子を含む。
【００５２】
　さらなる実施形態において、本発明のキメラはデング－２ウイルスのＣ構造タンパク質
をコードし、１００位のアミノ酸にセリンを含むＣタンパク質の合成をもたらし、４４７
位のアミノ酸にロイシンおよび３６４位のアミノ酸にバリンを含むＥタンパク質の合成を
もたらすデング－４の構造タンパク質をコードするスプライシングされた遺伝子を含む。
本明細書に記載の構造タンパク質は、本発明のウイルスキメラにおいて、唯一のフラビウ
イルス構造タンパク質またはフラビウイルス構造タンパク質の任意の組合せとして存在し
てもよい。
【００５３】
　本願で考慮されるある種のキメラは、ＰＤＫ－５３デング－２ウイルス変異株（－Ｅま
たは－Ｖ（配列番号１５））のうちのいずれかと、ＤＥＮ－２　１６６８１野生型ウイル
スとの両方から得られた完全ゲノム長ｃＤＮＡクローンの組換えによって作り出される。
クローニングされていないＰＤＫ－５３ワクチンは、本願ではＰＤＫ－５３－ＥおよびＰ
ＤＫ－５３－Ｖとして表される２つの遺伝子型変異株の混合物を含む。ＰＤＫ－５３－Ｖ
変異株は、アミノ酸位置ＮＳ３－２５０におけるＧｌｕからＶａｌへの突然変異を含む９
つのＰＤＫ－５３ワクチン特異的ヌクレオチド突然変異を全て含む。ＰＤＫ－５３－Ｅ変
異株は、ＰＤＫ－５３ワクチンの９つの突然変異のうちの８つ、および親である１６６８
１ウイルスのＮＳ３－２５０－Ｇｌｕを含む。両方の変異株に関して感染性ｃＤＮＡクロ
ーンが構築され、両方のクローンから得られたウイルスはマウス内で弱毒化される。ＤＥ
Ｎ－２　ＰＤＫ－５３ウイルスの弱毒化の表現型マーカーは、小さいプラークサイズ、温
度感受性（特にＬＬＣ－ＭＫ２細胞中での）、限定された増幅（特にＣ６／３６細胞中で
の）、新生マウスに対する弱毒化（特に哺乳期のマウスに対する神経毒性の欠如）、およ
びサルにおけるウイルス血症発症率の低下を含む。ワクチン候補として有用なキメラは、
２つのＤＥＮ－２　ＰＤＫ－５３変異株の遺伝的背景で構築され、これらは全て、５’非
コード領域の５’ＮＣ－５７　Ｃ→Ｔ（１６６８１→ＰＤＫ－５３）を含むゲノムの非構
造領域における突然変異、ならびに、例えばＮＳ１－５３　Ｇｌｙ→ＡｓｐおよびＮＳ３
－２５０　Ｇｌｕ→Ｖａｌのような非構造タンパク質のアミノ酸配列における突然変異を
含む。
【００５４】
　ある実施形態では、本発明のキメラデング構築物を含む免疫原性組成物は、１回のワク
チン投与において全４種のデングウイルス血清型に対する同時防御を付与するための、Ｄ
ＥＮ－１、ＤＥＮ－２、ＤＥＮ－３またはＤＥＮ－４のうちの３つ以上の組合せであって
もよい。他の実施形態では、本願に開示される実施形態の３つのＤＥＮ－１、ＤＥＮ－２
、ＤＥＮ－３およびＤＥＮ－４構築物の組合せを含む免疫原性組成物は、各デングウイル
ス血清型に対する向上した免疫原性応答であって、デングウイルス構築物に対する免疫応
答干渉の低下した応答を誘導するために対象に投与されてもよい。
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【００５５】
　ある実施形態では、デングウイルス構築物は、様々なデングウイルス血清型の構造領域
または非構造領域に適応的突然変異を有するデング－デングキメラ構築物を含むことがで
きる。他の実施形態において、キメラ構築物は、ＤＥＮＶ－２構造領域または非構造領域
がＤＥＮ－１、－３、－４の構造領域または非構造領域に置換されているＤＥＮ－２骨格
を含んでもよい。これらの実施形態に従って、ＤＥＮ－２骨格は任意の弱毒生ＤＥＮ－２
ウイルスを含むことができる。他の実施形態において、ＤＥＮ－２骨格は弱毒生ＤＥＮ－
２　ＰＤＫ－５３ウイルスを骨格として含むことができ、ここで、弱毒生ＤＥＮ－２　Ｐ
ＤＫウイルスは、ＤＥＮ－１、ＤＥＮ－３またはＤＥＮ－４のｐｒＭ（プレメンブレン）
およびＥ（エンベロープ）構造タンパク質のうちの１つ以上の構造タンパク質をさらに含
む。さらに、ｉｎ　ｖｉｔｒｏでは増殖を、またはｉｎ　ｖｉｖｏでは投与時に対象にお
いてＤＥＮ－１、ＤＥＮ－３またはＤＥＮ－４に対する免疫応答を促進するために、ＤＥ
Ｎ－２　ＰＤＫ－５３骨格は、新規な構築物を形成するＤＥＮ－２　ＰＤＫ－５３の更な
る突然変異または突然変異の復帰を含んでもよい。
【００５６】
　いくつかの実施形態において、ＤＥＮＶａｘ－４株と名付けられた現在のデングキメラ
構築物を、ｉｎ　ｖｉｔｒｏでの製造のため、およびｉｎ　ｖｉｖｏでのＤＥＮＶ－４に
対する免疫応答を誘導する用途の構築物として、両方の目的でウイルスの複製効率を高め
るために、ＤＥＮ－２骨格のカプシド／ＰｒＭジャンクションを含むように改変して、遺
伝子的にＤＥＮ－２よりもＤＥＮＶ－４により類似するようにした。ＤＥＮ－４の現在の
株であるＤＥＮＶａｘ－４は、ＤＥＮ－４ではなくＤＥＮ－２と同一のカプシド／ＰｒＭ
配列を有し、恐らくゲノムＲＮＡからの非効率的な転写および翻訳を引き起こし、これは
野生型ＤＥＮＶ－４のそれとは異なる。これらのＤＥＮＶ－４構築物は、ＤＥＮ－１、Ｄ
ＥＮ－２およびＤＥＮ－３と組み合わせて、弱毒生かつ／またはキメラデング－デング構
築物として、本願で企図される任意の三価組成物に使用可能であると考えられる。
【００５７】
　いくつかの実施形態において、構造タンパク質遺伝子は、デング－デングキメラを形成
するために、別のデングウイルス骨格（例えばデング－２、ＤＥＮ－２　ＰＤＫ－５３）
にＤＥＮＶ－４のｐｒＭ遺伝子およびＥ遺伝子を含むことができる。例えばＤＥＮ－４構
築物は、ある実施形態ではＤＥＮＶａｘ－４ｅ（カプシド１０７システイン→チロシン；
ＤｅｎＶａｘ－４ｂ骨格、カプシド／ｐｒＭジャンクションの改変）、ＤＥＮＶａｘ－４
ｆ（ＰＤＫ－５３骨格ＮＳ２ＡおよびＮＳ４Ａの突然変異が１６６８１のものに復帰して
いる）またはＤＥＮＶａｘ－４ｈ（エンベロープ４１７Ｇｌｕ→Ｌｙｓ）と名付けられた
これらの構築物を含んでもよい。ここで、特定の構築物について、ＤＥＮ－２　ＰＤＫ－
５３骨格は（例えば非コード領域（ＮＣＲ）または非構造領域（ＮＳ２等）に）野生型Ｄ
ＥＮ－２への１つ以上の復帰変異、および、ＤＥＮＶ－４構造領域（例えばｐｒＭまたは
Ｅ）に１つ以上の突然変異を有し、一方でＤＥＮＶ－４（例えば株１０３６）の１つ以上
の構造タンパク質をコードする。本願に開示の改変型ＤＥＮＶ－４構築物は、ＤＥＮＶ－
４株１０３６の１つ以上の改変型構造タンパク質を有する改変型弱毒ＤＥＮ－２　ＰＤＫ
－５３骨格を含んでもよい。いくつかの実施形態において、弱毒生ＤＥＮ－２　ＰＤＫ－
５３ウイルスに存在する１つ以上の突然変異は、野生型核酸に戻されてもよいし（これは
サイレント変異であってもよい）、別の核酸であって、その弱毒性または安全性に影響を
与えることなく複製能力および免疫原性が高められているが、ＤＥＮ－４ウイルスの増殖
および／または複製には影響を与え得る改変型ＤＥＮ－２／ＤＥＮＶ－４構築物を形成す
る本願の構築物を製造するための別の核酸に戻されてもよい。ある実施形態では、復帰変
異は増殖および／または複製の増強をもたらし得る。
【００５８】
　他の実施形態において、本願に開示される三価組成物は改変型ＤＥＮＶ－４（またはＤ
ＥＮＶ－１あるいはＤＥＮＶ－３）構築物を含むことができ、安全性およびウイルスの弱
毒性を維持しながら、改善された免疫学的応答を誘導する構築物を形成するために、その
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デング血清型の１つ以上の構造領域および／または非構造領域に導入された突然変異を含
んでもよい。例えば、ＤＥＮ－２／ＤＥＮＶ－４の改変型または突然変異型デング－デン
グキメラは、ＤＥＮ－２　ＰＤＫ－５３骨格の１つ以上の非構造領域、例えばＮＳ２Ａ、
およびＮＳ４Ａにおける突然変異、および／または５’非コード領域（５’ＮＣＲ）にお
ける突然変異を含んでもよい。別の実施形態において、改変型ＤＥＮＶ－４キメラ構築物
は、ＰＤＫ－５３のＮＳ２ＡおよびＮＳ４Ａの突然変異（例えば、ＮＳ４ＡのＭ－Ｌ置換
）を復帰させることにより、ＤＥＮ－２　１６６８１のＮＳ２ＡおよびＮＳ４Ａを含んで
もよい。いくつかの実施形態は、標的構築物のＤＥＮ－２　ＰＫＤ－５３骨格における対
応する突然変異を復帰させることによりＤＥＮ－２　１６６８１の５’ＮＣＲ、ＮＳ２Ａ
およびＮＳ４Ａを有する改変型ＤＥＮＶ－４キメラ構築物を含む。他の実施形態は、ＤＥ
Ｎ－２　ＰＤＫ－５３骨格における対応する突然変異を復帰させることによりＤＥＮ－２
　１６６８１の５’ＮＣＲを有する改変型ＤＥＮＶ－４キメラ構築物を含んでもよい。ま
た、改変型ＤＥＮ－４キメラ構築物はＤＥＮ－２　ＰＤＫ－５３骨格を含み、かつＤＥＮ
－４株Ｈ２４１の１つ以上の構造タンパク質をコードしていてもよい。免疫応答を誘導す
るために、デング－２血清型骨格（例えばＰＤＫ－５３または改変型ＰＤＫ－５３）を含
むキメラウイルスの構造領域が、任意のＤＥＮ－４構造タンパク質に置換され得ると考え
られる。いくつかの実施形態において、改変型ＤＥＮ－４構築物は、ＤＥＮ－４、ＤＥＮ
－２またはＤＥＮ－３構造タンパク質と、骨格としての弱毒生ＤＥＮ－２　ＰＤＫ－５３
とを含み、ＤＥＮ－４（例えば株１０３６）またはＤＥＮ－１あるいはＤＥＮ－３株の構
造領域を改変するために突然変異が導入され得る。
【００５９】
　他の実施形態では、ＤＥＮＶウイルスのカプシド／ｐｒＭジャンクションのアミノ酸配
列に導入された突然変異を有する構築物を三価組成物に含ませて、そのような突然変異を
含む構築物の免疫原性を高めることができる。例えば、ＤＥＮ－４における突然変異は、
ＤＥＮ－４のカプシドの１０７位のＣｙｓ－Ｔｙｒ変異であってもよい。他の実施形態に
おいて、１０７位のシステインは、疎水性側鎖を有する任意の他の芳香族アミノ酸に変異
されてもよいと考えられる（例えばＤＥＮ－４ｅを参照）。キメラ構築物の他のＤＥＮ－
２　ＰＤＫ－５３復帰変異はＮＳ２ＡまたはＮＳ４Ａに見られる。さらに他の実施形態は
、ＤＥＮ－４構築物であって、ＤＥＮ－２骨格がＰＤＫ－５３（ＭＶＳ、配列番号２１）
を含み、ＰＤＫ－５３のカプシド領域のアミノ酸の１０２～１０７位が相同なＤＥＮ－４
の対応するアミノ酸に変換されてＤＥＮＶ－４ｂを形成する、ＤＥＮ－４構築物を含む。
これらの骨格構築物は、カプシド領域のシステインから適所の芳香族アミノ酸（例えばチ
ロシン、トリプトファン等）をさらに含んでもよい。ある実施形態では、この構築物は配
列番号２２または配列番号２３で表される。
【００６０】
　本願に開示の三価組成物に用いられる他のＤＥＮＶ－４構築物は、エンベロープの４１
７位にアミノ酸置換を有するウイルス構築物を含んでもよい。例えば、ＤＥＮ－４株１０
３６株配列またはその同等株位置であって、そこではＤＥＮ－４構造タンパク質を有する
デング－２のＰＤＫ－５３（ＭＶＳ　ＤＥＮ２／４、配列番号２１）骨格が提供される。
実施形態は、エンベロープ４１７位を負から正に荷電した側鎖を持つアミノ酸（リジン等
）に更に変異させることを含む。任意の荷電側鎖が、ＤＥＮ－４構築物の安全性または弱
毒性に影響を与えることなくその免疫原性の増強をもたらすと考えられる。ある実施形態
では、この構築物は配列番号２４または配列番号２５で表される。
【００６１】
　ある実施形態では、キメラＤＥＮＶ構築物のＤＥＮ－２　ＰＤＫ－５３復帰変異はＤＥ
Ｎ－２　ＰＤＫ－５３　ＭＶＳに見られる５’ＮＣ、ＮＳ１およびＮＳ３の突然変異を有
し、一方でＤＥＮ－２　ＰＤＫ－５３とは異なる他の復帰変異または突然変異を有する。
これら３つの突然変異は弱毒化に重要な場合があることが実証されている（例えば、対照
と比較したプラークサイズの小ささ、増殖速度の低減、力価の低下、温度感受性の上昇お
よび神経毒性の低下）。



(17) JP 2016-504315 A 2016.2.12

10

20

30

40

50

【００６２】
　他の実施形態において、ＤＥＮ－２　ＰＤＫ－５３ゲノム骨格を使用してＤＥＮ－１お
よびＤＥＮ－３のキメラ構築物を形成することができ、ここで、ＤＥＮ－２　ＰＤＫ－５
３ゲノムの１つ以上の構造タンパク質遺伝子はＤＥＮ－１およびＤＥＮ－３の１つ以上の
構造タンパク質遺伝子に置換されてもよい。これらの構築物は、ＤＥＮ－２　ＰＤＫ－５
３骨格を持つ単一のキメラ内にＤＥＮ－１およびＤＥＮ－３の両方の組合せを含んでもよ
い。いくつかの実施形態において、構造タンパク質はＤＥＮ－１および／またはＤＥＮ－
３のＣタンパク質、ｐｒＭタンパク質またはＥタンパク質とすることができる。ある実施
形態では、構造タンパク質遺伝子はＤＥＮ－１またはＤＥＮ－３のｐｒＭ遺伝子およびＥ
遺伝子を含む。これらのハイブリッド／キメラウイルスは、親ＤＥＮ－２の弱毒化表現型
を維持しつつ、ＤＥＮ－１、ＤＥＮ－３またはＤＥＮＶ－４の表面抗原を発現する。ある
実施形態では、これらの構築物は配列番号１５、ＤＥＮ－２／ＤＥＮ－１および配列番号
１９、ＤＥＮ－２／ＤＥＮ－３で表すことができ、これらの構築物は本願に開示される二
価、三価または四価の組成物において使用することができる。
【００６３】
　いくつかの実施形態において、本願に開示される構築物は、骨格として弱毒ＤＥＮ－２
　ＰＤＫ－５３ウイルスを用いたＤＥＮ－１、ＤＥＮ－３およびＤＥＮ－４の表面抗原を
発現するＤＥＮＶ－４、ＤＥＮ－２、ＤＥＮ－１、およびＤＥＮ－３のキメラ構築物を含
んでもよい。
【００６４】
　他のフラビウイルスまたはデングウイルス血清型の構造タンパク質をコードするヌクレ
オチド配列を含む適切なキメラウイルスまたは核酸キメラは、非病原性を示す弱毒化の表
現型マーカーについてスクリーニングし、また免疫原性についてスクリーニングすること
により、ワクチンとしての有用性を評価することができる。抗原性および免疫原性は、当
業者に既知の通常のスクリーニング手順を用いて、フラビウイルス抗体または免疫反応性
血清とのｉｎ　ｖｉｔｒｏまたはｉｎ　ｖｉｖｏ反応性を用いて評価することができる。
【００６５】
　フラビウイルスワクチン
　キメラウイルスおよび核酸キメラは、免疫原またはワクチンとして有用な弱毒生ウイル
スを提供する。好ましい実施形態において、キメラは高い免疫原性を呈しつつ、同時に、
危険な病原性や致命的効果をもたらさない。本発明のキメラウイルスまたは核酸キメラは
、病原性または弱毒ＤＥＮ－２ウイルス骨格中に野生型ウイルスまたは弱毒ウイルスの構
造遺伝子を含んでもよい。例えば、キメラはＤＥＮ－２　ＰＤＫ－５３バックグラウンド
のうちのいずれかにおいて、野生型ＤＥＮ－１　１６００７ウイルスまたはその候補ＰＤ
Ｋ－１３ワクチン誘導体の構造タンパク質遺伝子を発現してもよい。
【００６６】
　ＤＥＮ－２　ＰＤＫ－５３の骨格に、ＤＥＮ－１　１６００７ウイルス（ＤＥＮ－２／
１－ＥＰおよび－ＶＰキメラ）またはＰＤＫ－１３ウイルス（ＤＥＮ－２／１－ＥＶおよ
び－ＶＶ（配列番号７）キメラ）のいずれかのＣ、ｐｒＭおよびＢタンパク質を含むキメ
ラＤＥＮ－２／１ウイルスはいずれも、ＤＥＮ－２　ＰＤＫ－５３ウイルスの弱毒化表現
型マーカーの全てを保持する。ＤＥＮ－１　１６００７ウイルスのＣ、ｐｒＭおよびＥタ
ンパク質を含むキメラＤＥＮ－２／１－ＥＰおよび－ＶＰ（配列番号５）ウイルスは、細
胞培養での継代後、ＤＥＮ－２／１－ＥＶおよび－ＶＶウイルスよりも遺伝的に安定であ
る。ＤＥＮ－１　１６００７ウイルスの構造タンパク質を発現するキメラウイルスの免疫
原性は、ＰＤＫ－１３ワクチンウイルスおよびＰＤＫ－１３ウイルスの構造タンパク質を
発現するキメラにより誘発された中和抗体力価と比較して高かった。よって、２つのＤＥ
Ｎ－２　ＰＤＫ－５３改変体の遺伝的背景において野生型ＤＥＮ－１　１６００７ウイル
スの構造遺伝子を発現するＤＥＮ－２／１－ＥＰおよび－ＶＰキメラウイルスは、候補Ｐ
ＤＫ－１３ワクチンよりも優れる有力なＤＥＮ－１ワクチン候補である。これら２つのキ
メラはＬＬＣ－ＭＫ２細胞で良く複製され、小さいプラークサイズ、温度感受性、蚊細胞
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における制限された複製およびマウスに対する弱毒性を含むＤＥＮ－２　ＰＤＫ－５３ウ
イルスに関連した弱毒化マーカーを保持する。これらはマウスにおける野生型ＤＥＮ－１
　１６００７ウイルスと少なくとも同程度の免疫原性である。
【００６７】
　ＤＥＮ－２／３キメラおよびＤＥＮ－２／４キメラ等の他の実施形態は、ＤＥＮ－２　
ＰＤＫ－５３骨格に野生型ＤＥＮ－３またはＤＥＮ－４ウイルス由来の構造タンパク質遺
伝子を含むキメラウイルスであり、ＤＥＮ－２　ＰＤＫ－５３ウイルスの弱毒化表現型マ
ーカーの全てを保持しつつＤＥＮ－３またはＤＥＮ－４ウイルスに対する免疫原性を提供
する適切なワクチン候補である。ゲノムの非構造領域に弱毒化の決定因子を含み異種ウイ
ルスの構造タンパク質を発現する遺伝的背景を利用するという本明細書に記載の方策は、
最適な免疫原性の野生型構造タンパク質遺伝子を発現する弱毒生フラビウイルスワクチン
候補の開発をもたらした。よって、複数のフラビウイルス病原体の免疫原性改変体用のワ
クチン候補を設計することができる。
【００６８】
　本願に開示されるキメラに用いられるウイルスは、典型的には本分野で既知の技術を用
いて増殖させる。その後、増殖培養物の生存能力および表現型特性を評価するためにウイ
ルスプラーク滴定を実施してプラークを計数する。野生型ウイルスを培養細胞株によって
継代し、弱毒候補出発材料を誘導する。
【００６９】
　感染性キメラクローンは、入手可能な様々なデング血清型クローンから構築される。望
ましい場合、ウイルス特異的ｃＤＮＡフラグメントのクローニングを実現することもでき
る。構造タンパク質遺伝子または非構造タンパク質遺伝子を含むｃＤＮＡフラグメントは
逆転写酵素－ポリメラーゼ連鎖反応（ＲＴ－ＰＣＲ）により、様々なプライマーとともに
デングウイルスＲＮＡから増幅される。増幅したフラグメントは、他の中間体クローンの
切断部位にクローニングされる。中間体キメラデングウイルスクローンはその後シークエ
ンシングされ、挿入されたデングウイルス特異的ｃＤＮＡの正確性が評価される。
【００７０】
　デング血清型ウイルスの構造タンパク質または非構造タンパク質の遺伝子領域をベクタ
ーに挿入することにより構築された完全ゲノム長キメラプラスミドが、当業者に周知の組
換え技術を用いて得られる。
【００７１】
　ヌクレオチドおよびアミノ酸解析
　親株と弱毒ウイルスとの間で見出されたアミノ酸置換と、重要なヌクレオチドとの比較
が参照により本明細書に組み込まれる。ＤＥＮ－２　ｃＤＮＡアンプリコンの配列を、逆
転写酵素－ポリメラーゼ連鎖反応（ＲＴ－ＰＣＲ）によりＤＥＮ－２ウイルスゲノムＲＮ
Ａから増幅した。
【００７２】
　野生型デング－２ウイルスに対してＥタンパク質にアミノ酸突然変異を含まないＰＤＫ
－５３とは異なり、ＤＥＮ－１、ＤＥＮ－３およびＤＥＮＶ－４弱毒ウイルスはいずれも
Ｅタンパク質にアミノ酸突然変異を有する。野生型ＤＥＮ－３　１６５６２は、ヌクレオ
チド１５２１位にＴを含むバリアントの痕跡を含むことが示された。これは、ポリプロテ
イン４７６位、Ｅタンパク質のアミノ酸残基４７６位のロイシンの組み込みを指定する。
【００７３】
　後の３種のウイルスの各々は、Ｅタンパク質にＧｌｕからＬｙｓへの（親からワクチン
への）突然変異を有するが、その突然変異はＥタンパク質の異なるアミノ酸残基に位置す
る。この置換は負に荷電したアミノ酸から正に荷電したアミノ酸へのシフトをもたらす。
ＤＥＮＶ－４ワクチンウイルスのＥタンパク質におけるＧｌｕからＬｙｓへの置換は、Ｅ
タンパク質に存在する唯一の突然変異であった。一方、ＤＥＮ－１およびＤＥＮ－３ワク
チンウイルスのＥタンパク質は、それぞれ５個および３個のアミノ酸突然変異を有してい
た。
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【００７４】
　ＤＥＮ－２　１６６８１ウイルスのＮＳ１－５３－Ｇｌｙは、これまでに配列決定され
ているダニ媒介性ウイルスを含むほぼ全てのフラビウイルスで保存されているため、ＤＥ
Ｎ－２　ＰＤＫ－５３ワクチンウイルスにおけるＮＳ１－５３突然変異は、このウイルス
の弱毒化表現型にとって重要である。ＤＥＮ－１、－２、－３および－４弱毒株のＮＳ２
Ａ、ＮＳ２Ｂ、ＮＳ４Ａ、およびＮＳ４Ｂタンパク質に生じた突然変異は、全て自然界で
保存されていた。ＤＥＮ－２およびＤＥＮＶ－４ワクチンウイルスのそれぞれＮＳ４Ａ－
７５およびＮＳ４Ａ－９５突然変異は、フラビウイルス全般の間ではなく、デングウイル
スの間のアミノ酸保存部位に生じた。
【００７５】
　フラビウイルスＮＳ３タンパク質は少なくとも２つの認識された機能を有し、これらは
ウイルスプロテイナーゼおよびＲＮＡヘリカーゼ／ＮＴＰアーゼである。６９８－ａａ長
（ＤＥＮ－２ウイルス）のＮＳ３タンパク質はアミノ末端セリンプロテアーゼドメイン（
ＮＳ３－５１－Ｈｉｓ、－７５－Ａｓｐ、－１３５－Ｓｅｒ触媒三残基）およびそれに続
くＲＮＡヘリカーゼ／ＮＴＰアーゼ機能に関する配列モチーフＮＳ３－１９６－ＧＡＧＫ
Ｔ、－２８４－ＤＥＡＨ、－４５９－ＧＲＩＧＲを含む。ＤＥＮ－１、ＤＥＮ－２、また
はＤＥＮ－３ウイルスのＮＳ３タンパク質における突然変異はいずれも、認識されたモチ
ーフには生じなかった。ＤＥＮ－１　ＰＤＫ－１３ウイルスのＮＳ３－５１０のＴｙｒか
らＰｈｅへの突然変異は保存的であった。野生型ＤＥＮ－２、－３および－４ウイルスは
この位置にＰｈｅを含むため、ＴｙｒからＰｈｅへの突然変異がＤＥＮ－１ウイルスの弱
毒化に関与しているとは考えにくい。ＤＥＮ－１　ＰＤＫ－１３ウイルスにおけるＮＳ３
－１８２のＧｌｕからＬｙｓへの突然変異は、大部分の蚊媒介性フラビウイルスの間でＡ
ｓｐまたはＧｌｕとして保存されている位置で生じ、弱毒化に関与している可能性がある
。この突然変異は、ＧＡＧＫＴ（ヘリカーゼモチーフ）からアミノ酸残基１５個分上流に
位置していた。以前の報告で述べられているように、ＤＥＮ－２　１６６８１ウイルスの
ＮＳ３－２５０－Ｇｌｕは、黄熱ウイルスを除く全ての蚊媒介性フラビウイルスで保存さ
れている。
【００７６】
　核酸増幅
　核酸は、本願で考慮される任意の製剤の製造に用いることができ、または、任意の製剤
に使用することができる。増幅用のテンプレートとして使用される核酸配列は、標準的な
方法論に従って、単離されたウイルス（例えばデングウイルス）とすることができる。核
酸配列は、ゲノムＤＮＡであってもよいし、分画細胞ＲＮＡ若しくは全細胞ＲＮＡであっ
てもよい。ＲＮＡが使用される場合、ＲＮＡを相補的ｃＤＮＡに変換することが望ましい
場合がある。いくつかの実施形態では、ＲＮＡは全細胞ＲＮＡであり、増幅用のテンプレ
ートとして直接使用される。核酸分子を増幅するための当分野で既知の任意の方法が考慮
される（例えばＰＣＲ、ＬＣＲ、Ｑβレプリカーゼなど）。
【００７７】
　発現されるタンパク質またはペプチド
　遺伝子は、あらゆる組換えＤＮＡ発現系で発現され、大量のポリペプチド産物を生成可
能である。その後、ポリペプチド産物を精製して本明細書に報告されている方法および組
成物に使用することができる。構築物を生成および使用するための当分野で既知の任意の
方法が考慮される。ある実施形態では、１つ以上のポリペプチドをコードする遺伝子また
は遺伝子フラグメントは、当分野で既知の標準的なクローニングまたはサブクローニング
技法によって発現ベクターに挿入され得る。
【００７８】
　タンパク質、ペプチドおよび／または抗体あるいはそのフラグメントは、当分野で既知
の任意の手段によって検出または分析され得る。ある実施形態では、分子を分離および分
析する方法、例えばゲル電気泳動やカラムクロマトグラフィー法が使用され得る。
【００７９】
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　電気泳動
　電気泳動は、分子（例えばタンパク質または核酸などの大きな分子）をそのサイズおよ
び電荷に基づいて分離するために使用され得る。当分野で既知の数多くの電気泳動の変法
が存在する。分子がその中を移動する溶液は、通常はキャピラリーチューブの中で、自由
流動性であってもよいし、当技術分野で既知の基材もしくは他の材料中に埋め込まれてい
てもよい。一般的な基材としては、限定するものではないが、ポリアクリルアミドゲル、
アガロースゲル、質量分析計、ブロッティング紙および濾紙が挙げられる。
【００８０】
　ポリペプチドをコードする遺伝子もしくは遺伝子フラグメントを使用するいくつかの実
施形態は、標準的なサブクローニング技術によって発現ベクターに挿入されてもよい。融
合タンパク質として組換えポリペプチドを産生する発現ベクターを使用してもよく、これ
はペプチドもしくはタンパク質の迅速なアフィニティー精製を可能にする。このような融
合タンパク質発現系の例は、グルタチオンＳ－トランスフェラーゼ系（ファルマシア、ニ
ュージャージー州ピスカタウェイ）、マルトース結合タンパク質系（ＮＥＢ、マサチュー
セッツ州ビバリー）、ＦＬＡＧ系（ＩＢＩ、コネチカット州ニューヘブン）、および６ｘ
Ｈｉｓ系（キアゲン、カリフォルニア州チャッツワース）である。
【００８１】
　医薬製剤
　ワクチンに関する当分野で既知のあらゆる医薬製剤が、本願で考慮される。ある実施形
態において、本願に開示される製剤は、単一のワクチンにおいて３種のデングウイルス血
清型を様々な比率で提示するか、または後続組成物用の１種から全種の血清型を提示する
キメラウイルスまたは弱毒生ウイルスを含む。製剤は、限定するものではないが、当業者
に既知の他の活性成分または不活性成分あるいは組成物を含む、対象のワクチン接種に使
用される他の作用剤を含んでもよいと考えられる。
【００８２】
　本願で考慮される全てのワクチンウイルスは、当業者に既知の任意の方法で調製可能な
ワクチン組成物の形態で投与することができる。ある実施形態において、ウイルス組成物
は凍結乾燥され、薬学的に許容される賦形剤（例えば、水、リン酸緩衝生理食塩水（ＰＢ
Ｓ）、湿潤剤など）と混合される。他の実施形態において、ワクチン組成物は製剤の分解
を低減し組成物の保存期間を延長することが知られている安定剤を含んでもよい。
【００８３】
　他の実施形態において、本明細書に記載のワクチン接種の投与に対する細胞性または液
性免疫応答を誘導、増強、刺激または強化するためのアジュバントを、組成物に添加して
もよい。本願に開示の組成物と親和性である当分野で既知の任意のアジュバントが考慮さ
れる。
【００８４】
　本明細書におけるいくつかの実施形態は、三価デングウイルス組成物の投与の量または
用量あるいは体積に関し、その量または用量は投与経路、およびワクチンを受ける対象（
年齢、健康状態、体重など）といった他の特性に依存し得る。
【００８５】
　本願において、記載された組成物は、デングウイルスのいる地域に住む対象、デングウ
イルスのいる地域を旅行する対象、あるいはデング熱または他のデングウイルス症状に罹
り得る任意のヒトまたは動物などの他の対象に投与されてもよいと考えられる。ある実施
形態において、デングウイルスのいる地域を旅行する対象は、デングウイルス曝露の約１
～約３ヵ月前に、１つ以上のワクチン組成物を投与されること（例えば０日目に２つ以上
）が推奨される。本願のワクチンは、大人や子供の感染を予防するための予防的処置とし
て投与されてもよい。対象は、デングウイルスへの曝露および本明細書に開示のワクチン
レジメンに関して未経験の対象でも経験済みの対象でもよい。
【００８６】
　キット
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　他の実施形態は、本明細書に記載の方法（例えば、ワクチンを適用または投与する方法
）および組成物と共に使用するキットに関する。いくつかの実施形態は、１種以上のデン
グウイルスに曝露されたか、曝露されたことが疑われる対象が、そのウイルスに感染する
のを予防するか、または発症率を低下させるのに用いられるワクチン三価組成物を有する
キットに関する。ある実施形態では、キットは１種またはそれ以上のデングウイルス血清
型の製剤（例えば弱毒生ワクチンまたは三価製剤ＤＥＮＶａｘを作るためのキメラ構築物
）を所定のデングウイルス血清型比率で含んでもよい。キットは携帯可能であってもよく
、例えば、デング流行地にある軍事施設や辺鄙な村のような僻地に輸送されて使用される
ことができる。他のキットは、１種以上のデングウイルスに曝されたか、もしくはデング
ウイルスに曝される危険があると疑われる対象を処置するために、保健施設において使用
されるものであってもよい。
【００８７】
　キットはまた、適切な容器、例えば、入れ物、バイアル、チューブ、ミニ遠心チューブ
もしくはマイクロ遠心チューブ、試験管、フラスコ、ボトル、シリンジまたは他の容器を
含んでもよい。追加の成分や作用剤が提供される場合、キットはその作用剤や成分を入れ
る１つ以上の追加の容器を含んでよい。本願のキットはまた、典型的には、作用剤（例え
ば入れ物）、組成物および任意の他の試薬の容器を商業的販売のために一緒にパッキング
した状態で収容するための手段を含む。このような容器は、射出成形プラスチック容器も
しくは吹き込み成形プラスチック容器を含んでもよく、その中に所望のバイアルが保持さ
れる。任意選択で、免疫原性因子や他の抗ウイルス剤、抗真菌剤または抗菌剤などの１種
以上のさらなる作用剤が、記載される組成物のために、例えば、１種以上のさらなる微生
物に対するワクチンとして使用する組成物のために、必要とされてもよい。
【００８８】
　他の実施形態において、キットは対象に１回以上のワクチン接種を行うための装置、例
えばＩＤ用、ＳＱ用、ＩＭ用、吸入用、鼻腔内用アプリケータ、または本願に開示のワク
チン組成物を投与するための他の装置を含んでもよい。
【００８９】
　以下の実施例は、本明細書に示される特定の実施形態を実証するために含められている
。以下の実施例において開示された技術が、本明細書に開示される実施において十分に機
能することが見出されている技術を表すことは、当業者には理解されるはずである。しか
しながら、当業者は本開示に鑑みれば、開示されるある種の実施形態では、本明細書中の
趣旨および範囲から逸脱することなく、多くの変更が可能であり、依然として同様のまた
は類似の結果を得られることを理解するはずである。
【００９０】
　［実施例］
　実施例１
　１つの例示的な方法において、様々な三価デングウイルス製剤を単独で、複数の用量で
、または後続の一価デングウイルス製剤と共に用いて、デングウイルス三価ワクチン組成
物の研究を実施した。特定の例示的方法では、下記のデングウイルス血清型濃度を使用し
た：ＤＥＮＶａｘ－１：１×１０５ＰＦＵ、ＤＥＮＶａｘ－２；１×１０５ＰＦＵ、ＤＥ
ＮＶａｘ３：１×１０５ＰＦＵ、およびＤＥＮＶａｘ４：１×１０５ＰＦＵ。例えば表１
および２を参照されたい。特定の実施形態では、対象において全４種の血清型に対する免
疫を誘導するために、様々なデング－４血清型をデング－１のキメラ構築物および弱毒生
デング－２と組み合わせてもよい。
【００９１】
　動物：カニクイザル
　免疫および攻撃の経路：皮下（０．５ｍＬ）
　ワクチン接種スケジュールおよび用量：０日目、９１日目（ＤＥＮＶａｘ－ＨＤ＋）
　攻撃：１２０日目
　用量：ＤＥＮＶ－２（１０５ｐｆｕ）、ＤＥＮＶ－４（１０６ｐｆｕ）
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　サンプリング
　ウイルス血症：Ｅ－遺伝子用のプライマーを用いたｑＲＴ－ＰＣＲ
　初回ワクチン接種の前および後：０、５、８、１１、１４、１７、２０、２３、２５
　追加免疫の前および後：９１、９４、９８
　攻撃の前および後：１２０、１２２、１２４、１２６、１２８、１３０、１３２、１３
４
　血清学：０、３０、６０、９１、１０５、１２０、１３４、１４８
　ワクチン接種後のウイルス血症（ｖＲＮＡ）はＤＥＮＶａｘ－２に支配される。ＤＥＮ
Ｖａｘ－４　ｖＲＮＡが、ワクチン接種後８日目にＤＥＮＶａｘ－ＨＤ＋の１個体の動物
で検出された。三価ＤＥＮＶａｘ－１、－２、－３はより免疫原性であり、ＤＥＮＶａｘ
－１、－３、－４製剤よりもバランスの取れた応答を誘発する。本願に開示される改変Ｄ
ＥＮ－４株は、この結果を改善すると考えられる。（例えば図１を参照）。
【００９２】
【表１】

【００９３】
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【００９４】
　本明細書中に開示されかつ特許請求の範囲に記載された組成物および方法はすべて、本
開示に照らして過度の実験作業を伴うことなく作製および実行可能である。組成物および
方法は好ましい実施形態に関して記載されているが、当業者には、本明細書中の概念、思
想および範囲から逸脱することなく、該組成物および方法ならびに本明細書中に記載され
た方法のステップまたはステップの順序に対して変更が適用され得ることは、明白である
。より具体的には、化学的および生理学的のいずれにも関連するある種の作用剤は、本明
細書中に記載された作用剤の代わりに用いられることが可能でありさらに同一または同様
の結果が達成されるであろう。当業者に明白なそのような同様の置換形態および改変形態
はすべて、添付の特許請求の範囲に定義されるような思想、範囲および概念の範囲内にあ
るとみなされる。
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