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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　複数のインフルエンザ・ウイルス・ベクターを含む高力価再集合株組換えインフルエン
ザ・ウイルス生産のための組成物であって、該組成物は、以下の：
　ａ）ｖＲＮＡ生産用ベクターであって、転写終結配列に連結されたインフルエンザ・ウ
イルスＰＡ　ｃＤＮＡに作用可能な状態で連結されたプロモーターを含むベクター；転写
終結配列に連結されたインフルエンザ・ウイルスＰＢ１　ｃＤＮＡに作用可能な状態で連
結されたプロモーターを含むベクター；転写終結配列に連結されたインフルエンザ・ウイ
ルスＰＢ２　ｃＤＮＡに作用可能な状態で連結されたプロモーターを含むベクター；転写
終結配列に連結されたインフルエンザ・ウイルスＨＡ　ｃＤＮＡに作用可能な状態で連結
されたプロモーターを含むベクター；転写終結配列に連結されたインフルエンザ・ウイル
スＮＰ　ｃＤＮＡに作用可能な状態で連結されたプロモーターを含むベクター；転写終結
配列に連結されたインフルエンザ・ウイルスＮＡ　ｃＤＮＡに作用可能な状態で連結され
たプロモーターを含むベクター；転写終結配列に連結されたインフルエンザ・ウイルスＭ
　ｃＤＮＡに作用可能な状態で連結されたプロモーターを含むベクター；及び転写終結配
列に連結されたインフルエンザ・ウイルスＮＳ　ｃＤＮＡに作用可能な状態で連結された
プロモーターを含むベクターを含むもの、ここで、前記ＰＢ１のためのｃＤＮＡは配列番
号２によりコードされるポリペプチドをコードする配列を含み、前記ＰＢ２のためのｃＤ
ＮＡは配列番号３によりコードされるポリペプチドをコードする配列を含み、前記ＰＡの
ためのｃＤＮＡは配列番号１によりコードされるポリペプチドをコードする配列を含み、
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前記ＮＰのためのｃＤＮＡは配列番号４によりコードされるポリペプチドをコードする配
列を含み、前記ＭのためのｃＤＮＡは配列番号５によりコードされるポリペプチドをコー
ドする配列を含み、前記ＮＳのためのｃＤＮＡは配列番号６によりコードされるポリペプ
チドをコードする配列を含み、前記ＮＡのためのｃＤＮＡは配列番号８によりコードされ
るポリペプチドをコードする配列を含まず、そして前記ＨＡのためのｃＤＮＡは配列番号
７によりコードされるポリペプチドをコードする配列を含まず；並びに
　ｂ）ｍＲＮＡ生産用ベクターであって、インフルエンザ・ウイルスＰＡをコードするＤ
ＮＡセグメントに作用可能な状態で連結されたプロモーターを含むベクター；インフルエ
ンザ・ウイルスＰＢ１をコードするＤＮＡセグメントに作用可能な状態で連結されたプロ
モーターを含むベクター；インフルエンザ・ウイルスＰＢ２をコードするＤＮＡセグメン
トに作用可能な状態で連結されたプロモーターを含むベクター；及びインフルエンザ・ウ
イルスＮＰをコードするＤＮＡセグメントに作用可能な状態で連結されたプロモーターを
含むベクターを含むもの、
を含み、ここで、前記ｖＲＮＡ生産用ベクター内の配列は、再集合株インフルエンザ・ウ
イルスのための配列である、前記組成物。
【請求項２】
　前記ＨＡのためのｃＤＮＡはＨ５　ＨＡである、請求項１に記載の組成物。
【請求項３】
　前記ｂ）のベクターが、インフルエンザ・ウイルスＨＡをコードするＤＮＡセグメント
に作用可能な状態で連結されたプロモーターを含むベクター；インフルエンザ・ウイルス
ＮＡをコードするＤＮＡセグメントに作用可能な状態で連結されたプロモーターを含むベ
クター；インフルエンザ・ウイルスＭ１をコードするＤＮＡセグメントに作用可能な状態
で連結されたプロモーターを含むベクター；インフルエンザ・ウイルスＭ２をコードする
ＤＮＡセグメントに作用可能な状態で連結されたプロモーターを含むベクター；又はイン
フルエンザ・ウイルスＮＳ２をコードするＤＮＡセグメントに作用可能な状態で連結され
たプロモーターを含むベクターをさらに含む、請求項１に記載の組成物。
【請求項４】
　前記ＲＮＡポリメラーゼＩプロモーターが、ヒトＲＮＡポリメラーゼＩプロモーターで
ある、請求項１に記載の組成物。
【請求項５】
　前記ｂ）のベクターの全てが、ＲＮＡポリメラーゼＩＩプロモーターを含む、請求項１
に記載の組成物。
【請求項６】
　前記ａ）の各ベクターが、別個のプラスミド上に存在する、請求項１に記載の組成物。
【請求項７】
　前記ｂ）の各ベクターが、別個のプラスミド上に存在する、請求項１に記載の組成物。
【請求項８】
　前記ｂ）のベクターのそれぞれが、ＲＮＡ転写終結配列をさらに含む、請求項１に記載
の組成物。
【請求項９】
　転写終結配列に連結された３’インフルエンザ・ウイルス非コーディング配列を含む３
’インフルエンザ・ウイルス配列に連結された着目のｃＤＮＡに連結された５’インフル
エンザ・ウイルス非コーディング配列を含む５’インフルエンザ・ウイルス配列に連結さ
れたプロモーターを含むベクターをさらに含む、請求項１に記載の組成物。
【請求項１０】
　前記着目のｃＤＮＡがセンス配向で存在する、請求項８に記載の組成物。
【請求項１１】
　前記着目のｃＤＮＡがアンチセンス配向で存在する、請求項８に記載の組成物。
【請求項１２】
　前記着目のｃＤＮＡが、病原体の免疫原性ポリペプチド又はペプチド、あるいは治療用
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ポリペプチド又はペプチドをコードするオープン・リーディング・フレームを含む、請求
項８に記載の組成物。
【請求項１３】
　前記ＰＢ１、ＰＢ２、ＰＡ、ＮＰ、Ｍ、及びＮＳのためのｃＤＮＡが、配列番号１～６
をもつ、請求項１に記載の組成物。
【請求項１４】
　前記Ｈ５　ＨＡのためのｃＤＮＡが、非病原性解裂部位をもつ突然変異体Ｈ５である、
請求項２に記載の組成物。
【請求項１５】
　前記ＰＢ１、ＰＢ２、ＰＡ、ＮＰ、Ｍ、及びＮＳのためのｃＤＮＡが、配列番号１～６
のいずれか又はその相補鎖に少なくとも９０％のヌクレオチド配列同一性をもつ、請求項
１に記載の組成物。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
関連出願の引照
　本出願は、米国特許出願第60/473,798（2003年5月28日提出）（この記載内容は、参照
により本明細書中で援用される）の出願日の35U.S.C.§ 119(e)下での利益を主張する。
政府権利の陳述
　本発明は、アメリカ合衆国政府からの補助金を用いてなされた（国立アレルギーおよび
感染性疾患研究所・公衆衛生総局からの補助金AI-47446）。アメリカ合衆国政府は、本発
明に一定の権利を有する。
【背景技術】
【０００２】
発明の背景
　ネガティブ・センスＲＮＡウイルスは、一般的ヒト病原体、例えば呼吸器合胞体ウイル
ス、インフルエンザ・ウイルス、麻疹ウイルスおよびエボラウイルス、ならびに家禽およ
び畜牛産業に及ぼす大きな経済的影響を有する動物ウイルス（例えばニューカッスル病ウ
イルスおよび牛疫ウイルス）を含む7つの科（ラブドウイルス科、パラミクソウイルス科
、フィロウイルス科、ボルナウイルス科、オルソミクソウイルス科、ブンヤウイルス科お
よびアレナウイルス科）に分類される。はじめの4つの科は非セグメント化ゲノムにより
特性化され、一方、後者3つはそれぞれ6～8、3または2つのネガティブ・センスＲＮＡセ
グメントから成るゲノムを有する。ネガティブ・センスＲＮＡウイルスの共通の特徴は、
それらのＲＮＡゲノムの負極性である；即ちウイルスＲＮＡ（ｖＲＮＡ）はｍＲＮＡと相
補的であり、したがってそれ自体感染性でない。ウイルス転写および複製を開始するため
に、ｖＲＮＡは、ウイルスポリメラーゼ複合体および核タンパク質により、それぞれプラ
スセンスｍＲＮＡまたはｃＲＮＡに転写されなければならない；Ａ型インフルエンザウイ
ルスに関しては、ウイルスポリメラーゼ複合体は3つのポリメラーゼタンパク質ＰＢ２、
ＰＢ１およびＰＡで構成される。ウイルス複製中、ｃＲＮＡは新しいｖＲＮＡ分子の合成
のための鋳型として役立つ。全てのネガティブ鎖ＲＮＡウイルスに関して、ｖＲＮＡおよ
びｃＲＮＡの５’および３’末端の両方の非コード領域は、ウイルスゲノムの転写および
複製に重要である。細胞またはウイルスｍＲＮＡ転写体と違って、ｃＲＮＡおよびｖＲＮ
Ａはともに、５’末端にキャップ形成されず、あるいはまさに３’末端でポリアデニル化
されない。
【０００３】
　多数のウイルスタンパク質の基本的機能は、生化学的におよび／またはウイルス感染の
情況で解明されてきた。しかしながら逆遺伝学系は、それらのウイルス複製および病原性
に関して、ならびに生弱毒化ウイルスワクチンに関して、ネガティブ鎖セグメント化およ
び非セグメント化ＲＮＡウイルスについてのわれわれの知識を劇的に増大した。逆遺伝学
は、当該用語が分子ウイルス学で用いられる場合、クローン化ｃＤＮＡ由来のゲノムを保
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有するウイルスの生成と定義される（再検討のためには、Neumann et al., 2002参照）。
【０００４】
　ネガティブ鎖ＲＮＡウイルスのウイルス複製を開始するためには、ｖＲＮＡ（単数また
は複数）またはｃＲＮＡ（単数または複数）は、ポリメラーゼ複合体および核タンパク質
と同時発現されなければならない。狂犬病ウイルスは、クローン化ｃＤＮＡから完全に生
成された最初の非セグメント化ネガティブ・センスＲＮＡであった：Schnell等（1994）
は、全長ｃＲＮＡをコードするｃＤＮＡ構築物、ならびにＬ、ＰおよびＮタンパク質に関
するタンパク質発現構築物（全てＴ７　ＲＮＡポリメラーゼプロモーターの制御下にある
）の同時トランスフェクションにより、組換え狂犬病を生成した。Ｔ７ポリメラーゼを提
供する組換えワクシニアウイルスによる感染は、感染性狂犬病ウイルスの生成を生じた。
このＴ７ポリメラーゼ系では、Ｔ７　ＲＮＡポリメラーゼの制御下の全長ｃＲＮＡの一次
転写は、非キャップｃＲＮＡ転写体を生じた。しかしながら、Ｔ７　ＲＮＡポリメラーゼ
のための最適開始配列を構成する3つのグアニジンヌクレオチドは、５’末端に結合され
た。増殖感染サイクルに不可欠であるｃＲＮＡ転写体の確証的３’末端を作成するために
、肝炎デルタリボザイム（ＨＤＶＲｚ）配列が、ｃＲＮＡ転写体の３’末端での的確な自
己触媒的切断のために用いられた。
【０００５】
　Schnell等（1994）による初期の報告以来、同様の技法を用いる逆遺伝学系は、多数の
非セグメント化ネガティブ鎖ＲＮＡウイルスの生成をもたらした（Conzelmann, 1996; Co
nzelmann, 1998; Conzelmann et al., 1996; Marriott et al., 1999; Munoz et al., 20
00; Nagai, 1999; Neumann et al., 2002; Roberts et al., 1998; Rose, 1996）。初め
の救済手法は、安定的トランスフェクト化細胞株（Radecke et al., 1996）からの、また
はタンパク質発現プラスミド（Lawson et al., 1995）からのＴ７　ＲＮＡポリメラーゼ
の発現を、あるいは救済効率を増大するための熱ショック手法（Parks et al., 1999）を
包含した。Ｔ７ポリメラーゼ系を基礎にして、BridgenとElliott（1996）は、クローン化
ｃＤＮＡからブンヤムウエラBunyamweraウイルス（ブンヤウイルス科）を作製し、Ｔ７ポ
リメラーゼ系によりセグメント化ネガティブ・センスＲＮＡウイルスを人工的に生成する
ことの実現可能性を実証した。
【０００６】
　1999年に、完全にクローン化ｃＤＮＡからのセグメント化Ａ型インフルエンザ・ウイル
スの生成のための細胞ＲＮＡポリメラーゼＩを基礎にして、プラスミドベースの逆遺伝学
技法が創造された（Fodor et al., 1999; Neumann and Kawaoka, 1999）。核小体酵素で
あるＲＮＡポリメラーゼＩは、インフルエンザ・ウイルスＲＮＡと同様に５’キャップま
たは３’ポリＡ構造を含有しないリボソームＲＮＡを合成する。ＲＮＡポリメラーゼＩプ
ロモーターおよびターミネーター配列が隣接するインフルエンザ・ウイルスｃＤＮＡを含
有する構築物のＲＮＡポリメラーゼＩ転写は、インフルエンザｖＲＮＡ合成を生じた（Fo
dor et al., 1999; Neumann and Kawaoka, 1999; Neumann and Kawaoka, 2001; Pekosz e
t al., 1999）。当該系は非常に効率的で、トランスフェクション後48時間に108個より多
い感染性ウイルス粒子／プラスミドトランスフェクト化細胞の上清1 mlを産生した。
　したがって必要とされるのは、完全にクローン化ｃＤＮＡからのセグメント化ネイティ
ブ鎖ＲＮＡウイルス、例えばオルソミクソウイルス、例えばＡ型インフルエンザウイルス
を調製するための改良型方法である。
【発明の開示】
【０００７】
発明の要約
　本発明は、高力価、例えば、１０９／ｍｌより高い力価、例えば、１０１０／ｍｌより
高い、インフルエンザ・ウイルスのタンパク質をコードする単離及び／又は精製核酸分子
（ポリヌクレオチド）、又はその部分、又は当該核酸分子の相補体を提供する。一実施態
様では、当該単離及び／又は精製核酸分子は、ＨＡ、ＮＡ、ＰＢ１、ＰＢ２、ＰＡ、ＮＰ
、Ｍ、又はＮＳ、又は配列番号１～８の内の１つによりコードされる対応のポリペプチド
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と実質的に同じ活性を有するその部分をコードする。本明細書中に使用するとき、「実質
的に同じ活性」とは、対応の全長ポリペプチドの、約０．１％、１％、１０％、３０％、
５０％、９０％、例えば、１００％までの又はそれを超える活性、又は約８０％、９０％
又はそれを超える検出可能なタンパク質レベルである、それぞれ、活性又はタンパク質レ
ベルを含む。一実施態様では、前記単離及び／又は精製核酸分子は、配列番号１～８のい
ずれか１によりコードされるポリペプチドと実質的に同じ、例えば、少なくとも８０％、
例えば、９０％、９２％、９５％、９７％又は９９％のそれに対する連続アミノ酸配列同
一性を有するポリペプチドをコードする。一実施態様では、前記単離及び／又は精製核酸
分子は、配列番号１～８のいずれか１と実質的に同じ、例えば、少なくとも５０％、例え
ば、６０％、７０％、８０％又は９０％又はそれを超える、それに対する連続核酸配列同
一性を有するヌクレオチド配列、又はその相補体を含み、そして一実施態様では、配列番
号１～８のいずれか１によりコードされるポリペプチドに、少なくとも８０％、例えば、
９０％、９２％、９５％、９７％又は９９％の連続アミノ酸配列同一性を有するポリペプ
チドをコードする。一実施態様では、前記単離及び／又は精製核酸分子は、配列番号１～
８のいずれか１によりコードされるポリペプチドに対し、残基の、１以上の、例えば、２
、５、１０、１５、２０又はそれを超える、保存的アミノ酸置換、例えば、１０％又は２
０％までの保存的置換をもつポリペプチドをコードする。「保存的アミノ酸置換」とは、
類似の側鎖をもつ残基の交換可能性をいう。例えば、脂肪族側鎖をもつアミノ酸群は、グ
リシン、アラニン、バリン、ロイシン、及びソロイシンであり；脂肪族－水酸基側鎖をも
つアミノ酸群は、セリンとトレオニンであり；アミド含有側鎖をもつアミノ酸群は、アス
パラギンとグルタミンであり；芳香族側鎖をもつアミノ酸群は、フェニルアラニン、チロ
シン、及びトリプトファンであり；塩基性側鎖をもつアミノ酸群は、リジン、アルギニン
、及びヒスチジンであり；そして硫黄含有側鎖をもつアミノ酸群は、システインとメチオ
ニンである。好ましい保存的アミノ酸置換群は：バリン－ロイシン－イソロイシン；フェ
ニルアラニン－チロシン；リジン－アルギニン；アラニン－バリン；グルタミン－アスパ
ラギン；及びアスパラギン－グルタミンである。
【０００８】
　他の実施態様では、本発明の単離及び／又は精製核酸分子又はその相補体は、低ストリ
ンジェンシー、中ストリンジェンシー又はストリンジェント条件下、配列番号１～８のい
ずれか１のもの、又はその相補体にハイブリダイズする。例えば、以下の条件を使用しう
る：７％ドデシル硫酸ナトリウム（ＳＤＳ）、０．５Ｍ　ＮａＰＯ４、１ｍＭ　ＥＤＴＡ
、５０℃、そして５０℃で２Ｘ　ＳＳＣ、０．１％　ＳＤＳ中での洗浄（低ストリンジェ
ンシー）、より望ましくは、７％ドデシル硫酸ナトリウム（ＳＤＳ）、０．５Ｍ　ＮａＰ
Ｏ４、１ｍＭ　ＥＤＴＡ、５０℃、そして５０℃で１Ｘ　ＳＳＣ、０．１％　ＳＤＳ中で
の洗浄（中ストリンジェンシー）、さらにより望ましくは、７％ドデシル硫酸ナトリウム
（ＳＤＳ）、０．５Ｍ　ＮａＰＯ４、１ｍＭ　ＥＤＴＡ、５０℃、そして５０℃で０．５
Ｘ　ＳＳＣ、０．１％　ＳＤＳ中での洗浄（ストリンジェント条件）、好ましくは、７％
ドデシル硫酸ナトリウム（ＳＤＳ）、０．５Ｍ　ＮａＰＯ４、１ｍＭ　ＥＤＴＡ、５０℃
、そして５０℃で０．１Ｘ　ＳＳＣ、０．１％　ＳＤＳ中での洗浄（より高いストリンジ
ェント条件）、より好ましくは、７％ドデシル硫酸ナトリウム（ＳＤＳ）、０．５Ｍ　Ｎ
ａＰＯ４、１ｍＭ　ＥＤＴＡ、５０℃、そして６５℃で０．１Ｘ　ＳＳＣ、０．１％　Ｓ
ＤＳ中での洗浄（ひじょうに高いストリンジェント条件）。一実施態様では、本発明の核
酸分子は、配列番号１～８のいずれか１と実質的に同じ、例えば、少なくとも５０％、例
えば、６０％、７０％、８０％又は９０％又はそれを超える、それに対する連続核酸配列
同一性を有するポリペプチドをコードし、そして好ましくは、配列番号１～８のいずれか
１によりコードされる対応の全長ポリペプチドと実質的に同じである。
【０００９】
　本発明の核酸分子は、インフルエンザ・タンパク質を発現するために、例えば、他のイ
ンフルエンザ・ウイルス遺伝子を含む他のウイルス遺伝子とのキメラ遺伝子を作製するた
めに、及び／又は組換えウイルスを作製するために、使用しうる。したがって、本発明は
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、単離ポリペプチド、組換えウイルス、及び本発明の核酸分子又は組換えウイルスと接触
される宿主細胞をも提供する。
【００１０】
　本発明は、以下の単離及び／又は精製ベクターの内の少なくとも１をも提供する：転写
終結配列に連結されるインフルエンザ・ウイルスＰＡ　ｃＤＮＡに操作可能的に連結され
るプロモーターを含むベクター；転写終結配列に連結されるインフルエンザ・ウイルスＰ
Ｂ１　ｃＤＮＡに操作可能的に連結されるプロモーターを含むベクター；転写終結配列に
連結されるインフルエンザ・ウイルスＰＢ２　ｃＤＮＡに操作可能的に連結されるプロモ
ーターを含むベクター；転写終結配列に連結されるインフルエンザ・ウイルスＨＡ　ｃＤ
ＮＡに操作可能的に連結されるプロモーターを含むベクター；転写終結配列に連結される
インフルエンザ・ウイルスＮＰ　ｃＤＮＡに操作可能的に連結されるプロモーターを含む
ベクター；転写終結配列に連結されるインフルエンザ・ウイルスＮＡ　ｃＤＮＡに操作可
能的に連結されるプロモーターを含むベクター；転写終結配列に連結されるインフルエン
ザ・ウイルスＭ　ｃＤＮＡに操作可能的に連結されるプロモーターを含むベクター；転写
終結配列に連結されるインフルエンザ・ウイルスＮＳ　ｃＤＮＡに操作可能的に連結され
るプロモーターを含むベクター、ここで、少なくとも1つのベクターは、ＨＡ、ＮＡ、Ｐ
Ｂ１、ＰＢ２、ＰＡ、ＮＰ、Ｍ、ＮＳ、又は配列番号１～８のいずれか１によりコードさ
れる対応のポリペプチドと実質的に同じ活性をもつその部分、をコードする配列、例えば
配列番号１～８のいずれか１によりコードされるポリペプチドに少なくとも８０％のアミ
ノ酸同一性をもつポリペプチドをコードする配列を、含む。場合により、転写終結配列に
連結されるインフルエンザ・ウイルスＭ　ｃＤＮＡに操作可能的に連結されるプロモータ
ーを含むベクターの代わりに、２つのベクター、例えば、転写終結配列に連結されるイン
フルエンザ・ウイルスＭ１　ｃＤＮＡに操作可能的に連結されるプロモーターを含むベク
ター、及び転写終結配列に連結されるインフルエンザ・ウイルスＭ２　ｃＤＮＡに操作可
能的に連結されるプロモーターを含むベクターが、使用されうる。
【００１１】
　本発明は、インフルエンザ・ウイルス・タンパク質を発現するか若しくはコードする、
又は天然であるか組換えｖＲＮＡであるかを問わず、インフルエンザｖＲＮＡを発現する
か又はコードする、単離及び精製ベクター又はプラスミドを提供する。好ましくは、ベク
ターは、インフルエンザｃＤＮＡ、例えばＡ型（例えば任意のＡ型インフルエンザ遺伝子
、例えば１５ＨＡまたは９ＮＡ亜型のいずれか）、ＢまたはＣ型インフルエンザＤＮＡを
含む（Chapters 45 and 46 of Fields Virology (Fields et al. (eds.)), Lippincott-R
aven Publ., Philadelphia, PA(1996)参照）（これらの記載内容は、参照により本明細書
中で援用される）。ただし、任意の生物の遺伝子（単数または複数）が本発明のベクター
又は方法に用いられ得ると予見される。ｃＤＮＡは、プロモーターに対してセンスまたは
アンチセンス配向であり得る。したがって、本発明のベクターは、インフルエンザ・ウイ
ルス・タンパク質（センス）またはｖＲＮＡ（アンチセンス）をコードし得る。任意の適
切なプロモーターまたは転写終結配列を用いて、タンパク質、例えばウイルス・タンパク
質、非ウイルス性病原体のタンパク質若しくはペプチド、または治療用タンパク質若しく
はペプチドを発現し得る。
【００１２】
　本発明は、本発明の複数のインフルエンザ・ウイルス・ベクターを含む組成物を提供す
る。本発明の一実施形態では、組成物は：ａ）転写終結配列に連結されるインフルエンザ
・ウイルスＰＡ　ｃＤＮＡに操作可能的に連結されるプロモーターを含むベクター；転写
終結配列に連結されるインフルエンザ・ウイルスＰＢ１　ｃＤＮＡに操作可能的に連結さ
れるプロモーターを含むベクター；転写終結配列に連結されるインフルエンザ・ウイルス
ＰＢ２　ｃＤＮＡに操作可能的に連結されるプロモーターを含むベクター；転写終結配列
に連結されるインフルエンザ・ウイルスＨＡ　ｃＤＮＡに操作可能的に連結されるプロモ
ーターを含むベクター；転写終結配列に連結されるインフルエンザ・ウイルスＮＰ　ｃＤ
ＮＡに操作可能的に連結されるプロモーターを含むベクター；転写終結配列に連結される
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インフルエンザ・ウイルスＮＡ　ｃＤＮＡに操作可能的に連結されるプロモーターを含む
ベクター；転写終結配列に連結されるインフルエンザ・ウイルスＭ　ｃＤＮＡに操作可能
的に連結されるプロモーターを含むベクター；及び転写終結配列に連結されるインフルエ
ンザ・ウイルスＮＳ　ｃＤＮＡに操作可能的に連結されるプロモーターを含むベクターか
ら選択される少なくとも2つのベクター、ここで、少なくとも1つのベクターが、転写終結
配列に連結された本発明の核酸分子に操作可能的に連結されたプロモーターを含み；並び
にｂ）インフルエンザ・ウイルスＰＡをコードするベクター；インフルエンザ・ウイルス
ＰＢ１をコードするベクター；インフルエンザ・ウイルスＰＢ２をコードするベクター；
及びインフルエンザ・ウイルスＮＰをコードするベクターからから選択される少なくとも
2つのベクターを、含む。任意に、ｂ）のベクターは、ＮＰ、ＮＳ、Ｍ、例えばＭ１およ
びＭ２、ＨＡまたはＮＡをコードする1つまたは複数のベクターを含む。好ましくは、ウ
イルス・タンパク質をコードするベクターは、転写終結配列をさらに含む。
【００１３】
　別の実施形態では、組成物は：ａ）転写終結配列に連結されるインフルエンザ・ウイル
スＰＡ　ｃＤＮＡに操作可能的に連結されるプロモーターを含むベクター；転写終結配列
に連結されるインフルエンザ・ウイルスＰＢ１　ｃＤＮＡに操作可能的に連結されるプロ
モーターを含むベクター；転写終結配列に連結されるインフルエンザ・ウイルスＰＢ２　
ｃＤＮＡに操作可能的に連結されるプロモーターを含むベクター；転写終結配列に連結さ
れるインフルエンザ・ウイルスＨＡ　ｃＤＮＡに操作可能的に連結されるプロモーターを
含むベクター；転写終結配列に連結されるインフルエンザ・ウイルスＮＰ　ｃＤＮＡに操
作可能的に連結されるプロモーターを含むベクター；転写終結配列に連結されるインフル
エンザ・ウイルスＮＡおよびＮＢ　ｃＤＮＡに操作可能的に連結されるプロモーターを含
むベクター；転写終結配列に連結されるインフルエンザ・ウイルスＭ　ｃＤＮＡに操作可
能的に連結されるプロモーターを含むベクター；転写終結配列に連結されるインフルエン
ザ・ウイルスＮＳ　ｃＤＮＡに操作可能的に連結されるプロモーターを含むベクター；お
よび転写終結配列に連結されるインフルエンザ・ウイルスＢＭ２　ｃＤＮＡに操作可能的
に連結されるプロモーターを含むベクターから選択される少なくとも2つのベクター、こ
こで、少なくとも1つのベクターが、転写終結配列に連結さらた本発明の核酸配列に操作
可能的に連結されたプロモーターを含み；並びにｂ）インフルエンザ・ウイルスＰＡをコ
ードするベクター；インフルエンザ・ウイルスＰＢ１をコードするベクター；インフルエ
ンザ・ウイルスＰＢ２をコードするベクター；及びインフルエンザ・ウイルスＮＰをコー
ドするベクターからから選択される少なくとも2つのベクターを含む。任意に、ｂ）のベ
クターは、ＮＰ、ＮＳ、Ｍ、ＨＡまたはＮＡをコードする1つまたは複数のベクターを含
む。好ましくは、ウイルス・タンパク質をコードするベクターは、転写終結配列をさらに
含む。
【００１４】
　本発明の組成物は、着目の遺伝子又はオープン・リーディング・フレーム、例えば、ワ
クチンとして有用な免疫原性ペプチド又はタンパク質をコードする外来遺伝子をも含みう
る。したがって、本発明の他の態様は、上記ベクターの内の１つが、転写終結配列に連結
された、３’インフルエンザ・ウイルス・コーディング配列又はその部分を場合により含
む３’インフルエンザ・ウイルス配列に連結された、所望の核酸配列、例えば、所望のｃ
ＤＮＡに連結された、５’インフルエンザ・ウイルス・コーディング配列又はその部分を
場合により含む５’インフルエンザ・ウイルス配列に連結されたプロモーターを含むベク
ターで、置き換えられ、又はそれをさらに含むような上記の本発明の組成物を含む。好ま
しくは、上記所望の核酸配列、例えば、ｃＤＮＡは、アンチセンスは移行にある。インフ
ルエンザ・ウイルス複製を許容する宿主細胞への上記組成物の導入は、当該ベクターの配
列に相当するｖＲＮＡを含む組換えウイルスをもたらす。ｖＲＮＡ製造のためのこのよう
なベクター内のプロモーターは、ＲＮＡポリメラーゼＩプロモーター、ＲＮＡポリメラー
ゼＩＩプロモーター、ＲＮＡポリメラーゼＩＩＩプロモーター、Ｔ７プロモーター、及び
Ｔ３プロモーターであることができ、そして場合により、当該ベクターは、転写終結配列
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、例えば、ＲＮＡポリメラーゼＩ転写終結配列、ＲＮＡポリメラーゼＩＩ転写配列、ＲＮ
ＡポリメラーゼＩＩＩ転写配列、又はリボザイムを含む。一実施態様では、所望の核酸配
列を含むベクターは、着目のｃＤＮＡを含む。着目のｃＤＮＡは、ｖＲＮＡかタンパク質
製造のためのベクターであるかを問わず、免疫原性エピトープ、例えば、癌治療又はワク
チンにおいて有用なエピトープ、又は遺伝子治療において有用なペプチド又はポリペプチ
ドをコードすることができる。ウイルスを製造するとき、着目の遺伝子又はｃＤＮＡを含
むベクター又はプラスミドは、インフルエンザ・ウイルス遺伝子のためのベクター又はプ
ラスミドを置き換わり、又は全てのインフルエンザ・ウイルス遺伝子のためのベクター又
はプラスミドに追加して、存在しうる。
【００１５】
　本発明の複数のベクターは、物理的に連結され、又は各ベクターは、個々のプラスミド
又は他の、例えば、線形の、核酸デリバリー・ビヒクル上に存在することができる。
【００１６】
　ｖＲＮＡ又はウイルス・タンパク質発現ベクター内のプロモーター又は転写終結配列は
、当該プロモーター又はいずれかの他のベクターに対して同一又は相違することができる
。好ましくは、インフルエンザｖＲＮＡを発現するベクター又はプラスミドは、少なくと
も１の特定の宿主細胞、例えば、トリ又は哺乳動物宿主細胞、例えば、イヌ、ネコ、ウマ
、ウシ、ヒツジ、又はヒト細胞を含む霊長類細胞内での発現、又は好ましくは２以上の宿
主内での発現のために好適なプロモーターを含む。
【００１７】
　一実施形態では、ｖＲＮＡ産生のための１以上のベクターは、ＲＮＡポリメラーゼＩプ
ロモーター、例えば、ヒトＲＮＡポリメラーゼＩプロモーター、ＲＮＡポリメラーゼＩＩ
プロモーター、ＲＮＡポリメラーゼＩＩＩプロモーター、Ｔ７プロモーターおよびＴ３プ
ロモーターを非制限的に含むプロモーターを含む。ｖＲＮＡベクターのための好ましい転
写終結配列は、非制限的に、ＲＮＡポリメラーゼＩ転写終結配列、ＲＮＡポリメラーゼＩ
Ｉ転写終結配列、ＲＮＡポリメラーゼＩＩＩ転写終結配列またはリボザイムを含む。本発
明の範囲内におけるリボザイムは、非制限的に、テトラヒメナ・リボザイム、ＲＮａｓｅ
Ｐ、ハンマーヘッド・リボザイム、ヘアピン・リボザイム、肝炎リボザイム、並びに合成
リボザイムを含む。
【００１８】
　一実施形態では、ｖＲＮＡ産生のための少なくとも1つのベクターは、場合によりＲＮ
ＡポリメラーゼＩＩ転写終結配列に連結された、他のリボザイム配列に連結されたウイル
ス・コーディング配列に連結されたリボザイム配列に連結されたＲＮＡポリメラーゼＩＩ
プロモーターを含む。一実施形態では、ｖＲＮＡ産生のための少なくとも2つの、好まし
くはそれ以上の、例えば3、4、5、6、7または8つのベクターは、ＲＮＡポリメラーゼＩＩ
プロモーター、一次リボザイム配列（これは、転写終結配列に対して５’である二次リボ
ザイム配列に対して５’であるウイルスコード配列を含むウイルス配列に対応する配列に
対して５’である）を含む。各ｖＲＮＡベクター中の各ＲＮＡポリメラーゼＩＩプロモー
ターは、任意のその他のｖＲＮＡベクター中のＲＮＡポリメラーゼＩＩプロモーターと同
一であるかまたは異なり得る。同様に、各ｖＲＮＡベクター中の各リボザイム配列は、任
意のその他のｖＲＮＡベクター中のリボザイム配列と同一であるかまたは異なり得る。一
実施形態では、単一ベクター中のリボザイム配列は同一ではない。
【００１９】
　本発明は、インフルエンザ・ウイルスの製造方法も提供する。本方法は、本発明の複数
のベクターと細胞を、例えば逐次的にまたは同時に、例えば感染性インフルエンザ・ウイ
ルスを産生するのに有効な量で本発明の組成物を用いて、接触させることを包含する。本
発明は、組成物と接触させられた細胞からウイルスを単離することも包含する。したがっ
て本発明はさらに、単離ウイルス、ならびに本発明の組成物またはウイルスと接触された
宿主細胞を提供する。別の実施態様では、本発明は、他のベクター（ｖＲＮＡまたはタン
パク質産生ベクター）の前に、１つまたは複数のベクター（ｖＲＮＡまたはタンパク質産
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生ベクター）と細胞を接触させることを包含する。
【００２０】
　本発明の方法は、例えばウイルスゲノム中への弱毒性突然変異の導入により、インフル
エンザ・ウイルスの容易な操作を可能にする。さらに、インフルエンザ・ウイルスは強力
な体液性および細胞性免疫を誘導するため、本発明は、特に逐次的に用いられて遺伝子療
法のための反復使用を可能にするウイルスの天然変異体の利用可能性にかんがみて、ワク
チンベクターとしてこれらのウイルスを大いに強化する。
【００２１】
　ヘルパーウイルス感染を必要としない本明細書中に記載したウイルスの製造方法は、ウ
イルス突然変異誘発研究において、そしてワクチン（例えばＡＩＤＳ、インフルエンザ、
Ｂ型肝炎、Ｃ型肝炎、ライノウイルス、フィロウイルス、マラリア、ヘルペスならびに手
足口病のための）、ならびに遺伝子療法ベクター（例えば癌、ＡＩＤＳ、アデノシンデア
ミナーゼ、筋ジストロフィー、オルニチントランスカルバミラーゼ欠損および中枢神経系
腫瘍のための）の製造において有用である。したがって医学療法（例えばワクチンまたは
遺伝子療法）に用いるためのウイルスが提供される。
【００２２】
　本発明は、病原体、例えば細菌、ウイルスまたは寄生生物、あるいは悪性腫瘍に対して
個体を免疫感作するための方法も提供する。本方法は、個体を免疫監査するのに有効な量
の少なくとも1つの本発明の単離ウイルスを、任意にアジュバントと組合せて、個体に投
与することを包含する。ウイルスは、病原体によりコードされるポリペプチドまたは腫瘍
特異的ポリペプチドを含むｖＲＮＡを含む。
【００２３】
　内因性タンパク質の量の低減または欠如により特性化される適応症または疾患を有する
哺乳類における内因性タンパク質の発現を増強または増大するための方法も提供される。
本方法は、哺乳類における内因性タンパク質の量を増強または増大するのに有効な量の本
発明の単離ウイルスを哺乳類に投与することを包含する。好ましくは哺乳類はヒトである
。
【発明を実施するための最良の形態】
【００２４】
本発明の詳細な説明
定義
　本明細書中で用いる場合、「単離されたおよび／または精製された」という用語は、そ
れがin vivo物質に関連しない、あるいは実質的にin vitro物質から精製されるような本
発明のベクター、プラスミドまたはウイルスのin vitro調製、単離および／または精製を
指す。単離ウイルス調製物は一般にin vitro培養および増殖により得られ、そして他の感
染性作因を実質的に含有しない。
【００２５】
　本明細書中で用いる場合、「実質的に含有しない」とは、その作因に関して、標準検出
方法を用いた特定の感染性作因に関する検出レベルより低いことを意味する。
【００２６】
　「組換え体」ウイルスは、ウイルスゲノムに変更を導入するために、例えば組換えＤＮ
Ａ技術を用いてin vitroで操作されたものである。
【００２７】
　本明細書中で用いる場合、「組換え核酸」または「組換えＤＮＡ配列またはセグメント
」という用語は、その配列が天然に存在しないか、あるいはネイティブゲノム中にそれら
が位置するように位置されない天然配列に対応するよう、供給源から得られるかまたは単
離され、その後、in vitroで化学的に変更され得る核酸、例えばＤＮＡを指す。供給源か
ら「得られる」ＤＮＡの一例は、有用な断片として同定されるＤＮＡ配列であり、これは
その後、本質的に純粋形態で化学的に合成される。供給源から「単離される」このような
ＤＮＡの一例は、それが、遺伝子工学処理の方法により、本発明で用いるためにさらに操
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作され、例えば増幅され得るよう、化学的手段により、例えば制限エンドヌクレアーゼの
使用により、上記供給源から切断されるかまたは除去される有用なＤＮＡ配列である。
【００２８】
インフルエンザ・ウイルス複製
　Ａ型インフルエンザウイルスは、10個のタンパク質の全体をコードする8つの一本鎖ネ
ガティブ・センスウイルスＲＮＡ（ｖＲＮＡ）のゲノムを保有する。インフルエンザ・ウ
イルス生活環は、宿主細胞の表面のシアル酸含有受容体へのヘマグルチニン（ＨＡ）の結
合と、その後の受容体媒介性エンドサイトーシスにより開始する。後期エンドソーム中の
低ｐＨがＨＡの立体配座シフトを誘発し、それによりＨＡ２サブユニット（いわゆる融合
ペプチド）のＮ末端を曝露する。融合ペプチドは、ウイルスおよびエンドソーム膜の融合
を開始し、そしてマトリックスタンパク質（Ｍ１）およびＲＮＰ複合体が細胞質中に放出
される。ＲＮＰは、ｖＲＮＡをキャプシド形成する核タンパク質（ＮＰ）ならびにＰＡ、
ＰＢ１およびＰＢ２タンパク質により形成されるウイルスポリメラーゼ複合体からなる。
ＲＮＰは核中に輸送され、ここで転写および複製が起こる。ＲＮＡポリメラーゼ複合体は
、3つの異なる反応を触媒する：５’キャップおよび３’ポリＡ構造を有するｍＲＮＡの
合成、全長相補的ＲＮＡ（ｃＲＮＡ）の合成、ならびに鋳型としてｃＤＮＡを用いたゲノ
ムｖＲＮＡの合成。新規に合成されたｖＲＮＡ、ＮＰおよびポリメラーゼタンパク質は次
に、ＲＮＰに集合され、核から輸出され、そして形質膜に輸送され、ここで子孫ウイルス
粒子の出芽が起こる。ノイラミニダーゼ（ＮＡ）タンパク質は、シアリルオリゴ糖からシ
アル酸を除去し、したがって細胞表面から新規集合ビリオンを放出して、ウイルス粒子の
自己凝集を防止することにより、感染において後期に重要な役割を演じる。ウイルス集合
体はタンパク質－タンパク質およびタンパク質－ｖＲＮＡ相互作用を包含するが、しかし
これらの相互作用の性質はほとんど未知である。
【００２９】
　ＢおよびＣ型インフルエンザ・ウイルスはＡ型インフルエンザウイルスと構造的および
機能的に類似するが、しかしいくつかの差異が存在する。例えばＢ型インフルエンザウイ
ルスは、イオンチャンネル活性を有するＭ２タンパク質を有さない。同様にＣ型インフル
エンザ・ウイルスは、イオンチャンネル活性を有するＭ２タンパク質を有さない。しかし
ながらＣＭ１タンパク質はこの活性を有すると思われる。イオンチャンネルタンパク質の
活性は、当該技術分野で周知の方法により測定され得る（例えばHolsinger et al. (1994
)およびWO 01/79273参照）。
【００３０】
本発明に用いられ得る細胞株およびインフルエンザ・ウイルス
　本発明によれば、インフルエンザ・ウイルスの効率的複製を支持する任意の細胞、例え
ばインフルエンザウイルスの受容体である1つまたは複数のシアル酸のレベル低減または
減少を発現する突然変異体細胞が本発明で用いられ得る。本方法により得られるウイルス
は、再集合株ウイルスに作製され得る。
【００３１】
　好ましくは細胞は、ＷＨＯ認証または認証可能連続細胞株である。このような細胞株を
認証するための要件としては、系統、増殖特性、免疫学的マーカー、ウイルス感受性、腫
瘍形成能および貯蔵条件のうちの少なくとも1つに関する、ならびに動物、卵および細胞
培養を試験することによる特性化が挙げられる。このような特性化は、細胞が検出可能な
外因性作用物質を含有しないことを確証するために用いられる。いくつかの国では、核学
も必要とされ得る。さらに腫瘍形成能は、好ましくは、ワクチン製造のために用いられる
ものと同一継代レベルである細胞で試験される。ウイルスは好ましくは、ワクチン製造の
ために不活性化または弱毒化される前に、一貫した結果を生じることが示された方法によ
り精製される（例えばWorld Health Organization, 1982参照）。
【００３２】
　最終生成物の純度に関する適切な試験が含まれ得るよう、用いられるべき細胞株の完全
特性化を確立することが好ましい。本発明に用いられるべき細胞の特性化のために用いら
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れ得るデータとしては、（ａ）その起源、誘導および継代歴に関する情報；（ｂ）その増
殖および形態学的特質に関する情報；（ｃ）外因性作用物質の試験の結果；（ｄ）細胞を
他の細胞株の間で明らかに認識させる生化学的、免疫学的および細胞遺伝学的パターンと
いった特徴の識別；ならびに（ｅ）腫瘍形成能に関する試験の結果が挙げられる。用いら
れる宿主細胞の継代レベル、または集団倍加は、できるだけ低いのが好ましい。
【００３３】
　細胞中で産生されるウイルスは、ワクチンまたは遺伝子療法処方前に高度に精製される
のが好ましい。一般に精製手法は、細胞ＤＮＡ、その他の細胞構成成分および外因性作用
物質の広範な除去を生じる。ＤＮＡを広範に分解するかまたは変性する手法も用いられ得
る（例えばMizrahi, 1990参照）。
【００３４】
ワクチン
　本発明のワクチンは、免疫原性タンパク質、例えば任意の病原体の糖タンパク質、例え
ば1つまたは複数の細菌、ウイルス、酵母または真菌からの免疫原性タンパク質を含み得
る。したがって一実施形態では、本発明のインフルエンザ・ウイルスは、インフルエンザ
・ウイルスまたはその他のウイルス性病原体、例えばレンチウイルス、例えばＨＩＶ、Ｂ
型肝炎ウイルス、Ｃ型肝炎ウイルス、ヘルペスウイルス、例えばＣＭＶまたはＨＳＶ、あ
るいは手足口病ウイルス（これらに限定されない）のためのワクチンベクターであり得る
。
【００３５】
　完全ビリオンワクチンは限外濾過により濃縮され、次にゾーン遠心分離により、または
クロマトグラフィーにより精製される。それは、例えばホルマリンまたはβ－プロピオラ
クトンを用いて、精製の前または後に不活性化される。
【００３６】
　サブユニット・ワクチンは、精製糖タンパク質を含む。このようなワクチンは、以下の
ように調製され得る：洗剤を用いた処理により断片化されたウイルス懸濁液を用いて、例
えば超遠心分離により、表面抗原が精製される。したがってサブユニット・ワクチンは、
主としてＨＡタンパク質を、そしてＮＡも含有する。用いられる洗剤は、例えば陽イオン
性洗剤、例えば臭化ヘキサデシル・トリメチル・アンモニウム（Bachmeyer, 1975）、陰
イオン性洗剤、例えばデオキシコール酸アンモニウム（Laver & Webster, 1976; Webster
 et al., 1977）、または非イオン性洗剤、例えばトリトンＸ100の名称で市販されている
ものであり得る。ヘマグルチニンも、プロテアーゼ、例えばブロメリンでビリオンを処理
後に単離され、次に、Grand and Skehel (1972)により記載されたような方法により精製
され得る。
【００３７】
　スプリット・ワクチンは、脂質を溶解する作用物質による処理に付されたビリオンを含
む。スプリット・ワクチンは、以下のように調製され得る：（不活性化された場合または
されない場合の）上記のようにして得られた精製ウイルスの水性懸濁液は、洗剤と会合さ
れる脂質溶媒、例えばエチルエーテルまたはクロロホルムにより、撹拌下で、処理される
。ウイルスエンベロープ脂質の溶解は、ウイルス粒子の断片化を生じる。主にヘマグルチ
ニンおよびノイラミニダーゼからなるスプリット・ワクチンを含有し、除去されたそれら
の元の脂質環境ならびにコアまたはその分解産物を伴う水性相が回復される。次に、これ
がすでに実行されていない場合、残留感染性粒子が不活性化される。
【００３８】
　不活性化ワクチン。本発明の不活性化インフルエンザ・ウイルス・ワクチンは、既知の
方法、例えばホルマリンまたはβ－プロピオラクトン処理（これらに限定されない）を用
いて、本発明の複製ウイルスを不活性化することにより提供される。本発明に用いられ得
る不活性化ワクチン型は、全ウイルス（ＷＶ）ワクチンまたはサブビリオン（ＳＶ）（ス
プリット）ワクチンを包含し得る。ＷＶワクチンは、無傷の不活性化ウイルスを含有し、
一方、ＳＶワクチンは、脂質含有ウイルスエンベロープを可溶化し、その後、残留ウイル
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スを化学的に不活性化する洗剤で崩壊された精製ウイルスを含有する。
【００３９】
　さらに、用いられ得るワクチンとしては、表面抗原またはサブユニット・ワクチンと呼
ばれる単離ＨＡおよびＮＡ表面タンパク質を含有するものが挙げられる。概して、ＳＶお
よび表面抗原（即ち精製ＨＡまたはＮＡ）ワクチンに対する応答は類似する。流行病ウイ
ルスに免疫学的に関連するＮＡ抗原および非関連ＨＡを含有する実験的不活性化ＷＶワク
チンは、慣用的ワクチンより低有効性であると思われる（Ogra et al., 1977）。両関連
表面抗原を含有する不活性化ワクチンが好ましい。
【００４０】
　生弱毒化ウイルスワクチン。生弱毒化インフルエンザ・ウイルス・ワクチンも、既知の
方法過程に従って、インフルエンザ・ウイルス感染を予防または治療するために用いられ
得る。弱毒化は好ましくは、既知の方法に従って、複製単離物または再集合ウイルスに弱
毒化供与体から弱毒化遺伝子を移入することにより、単一段階で達成される（例えばMurp
hy, 1993参照）。Ａ型インフルエンザ・ウイルスに対する耐性は、ＨＡおよびＮＡ糖タン
パク質に対する免疫応答の発現により媒介されるため、これらの表面抗原をコードする遺
伝子は再集合ウイルスまたは高増殖臨床単離株から得られなければならない。弱毒化遺伝
子は、弱毒化親に由来する。このアプローチでは、弱毒化を付与する遺伝子は、好ましく
はＨＡおよびＮＡ糖タンパク質をコードしない。別の情況では、これらの遺伝子は、臨床
ウイルス単離株の表面抗原を保有する再集合株に移入され得ない。
【００４１】
　多数の供与体ウイルスは、インフルエンザ・ウイルスを再現可能的に弱毒化するそれら
の能力に関して評価された。非限定例として、Ａ／Ａｎｎ　Ａｒｂｏｒ（ＡＡ）／６／６
０（Ｈ２Ｎ２）寒冷順応（ｃａ）供与体ウイルスは、弱毒化ワクチン製造のために用いら
れ得る（例えばEdwards, 1994; Murphy, 1993参照）。さらに生弱毒化再集合株ウイルス
ワクチンは、ｃａ供与体ウイルスを本発明の有毒複製ウイルスと交配することにより生成
され得る。次に、弱毒化Ａ／ＡＡ／６／６０（Ｈ２Ｎ２）ｃａ供与体ウイルスの表面抗原
を保有するウイルスの複製を抑制するＨ２Ｎ２抗血清の存在下で、再集合株子孫が25℃で
（有毒ウイルスの複製に限定的）選択される。
【００４２】
　大型シリーズのＨ１Ｎ１およびＨ３Ｎ２再集合株がヒトにおいて評価され、申し分なく
：（ａ）感染性、（ｂ）血清陰性小児および免疫学的に感作された成人に対して弱毒化さ
れ、（ｃ）免疫原性、ならびに（ｄ）遺伝子安定性であることが判明した。ｃａ再集合株
の免疫原性は、それらの複製レベルと平行する。したがって新規の野生型ウイルスによる
ｃａ供与体ウイルスの6つの移入可能遺伝子の獲得は、感染しやすい成人および小児にワ
クチン接種するのに用いるために、これらのウイルスを再現可能的に弱毒化した。
【００４３】
　その他の弱毒性突然変異は、これらの突然変異体遺伝子を保有する感染性ウイルスを救
済するための部位特異的突然変異誘発によりインフルエンザ・ウイルス遺伝子中に導入さ
れ得る。弱毒性突然変異は、ゲノムの非コード領域に、ならびにコード領域に導入され得
る。このような弱毒性突然変異は、ＨＡまたはＮＡ以外の遺伝子、例えばＰＢ２ポリメラ
ーゼ遺伝子中にも導入され得る（Subbarao et al., 1993）。したがって部位特異的突然
変異誘発により導入された弱毒性突然変異を保有する新規の供与体ウイルスも生成され、
そしてこのような新規の供与体ウイルスは、Ａ／ＡＡ／６／６０ｃａ供与体ウイルスに関
して上記されたものと同様の方法で、生弱毒化再集合株Ｈ１Ｎ１およびＨ３Ｎ２ワクチン
候補の低減に用いられ得る。同様に、その他の既知のならびに適切な弱毒化供与体株は、
本発明のインフルエンザ・ウイルスと再集合されて、哺乳類のワクチン接種に用いるのに
適した弱毒化ワクチンを生成し得る（Enami et al., 1990; Muster et al., 1991; Subba
rao et al., 1993）。
【００４４】
　このような弱毒化ウイルスは、元の臨床単離株のものと実質的に同様の抗原決定基をコ
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ードするウイルスからの遺伝子を保持するのが好ましい。これは、弱毒化ワクチンの目的
が、ワクチン接種哺乳類における重篤な病原性状態を誘導する最小変化をワクチンが引き
起こす程度に感染性を同時に欠きながら、ウイルスの元の臨床単離株と実質的に同一の抗
原性を提供することであるためである。
【００４５】
　したがってウイルスは、動物、例えば哺乳類における免疫応答を誘導するためのワクチ
ンとして、既知の方法に従って、弱毒化されるかまたは不活性化され、処方され、そして
投与され得る。このような弱毒化または不活性化ワクチンが臨床的単離株またはそれに由
来する高増殖株のものと類似の抗原性を保持したか否かを確定するための方法が、当該技
術分野で周知である。このような既知の方法としては、供与体ウイルスの抗原決定基を発
現するウイルスを排除するための抗血清または抗体の使用；化学的選択（例えばアマンタ
ジンまたはリマンチジン）；ＨＡおよびＮＡ抗体活性および抑制；ならびに抗原決定基を
コードする供与体遺伝子（例えばＨＡまたはＮＡ遺伝子）が弱毒化ウイルス中に存在しな
いことを確証するためのＤＮＡスクリーニング（例えばプローブハイブリダイゼーション
またはＰＣＲ）が挙げられる（例えばRobertson et al., 1988; Kilbourne, 1969; Aymar
d-Henry et al., 1985; Robertson et al., 1992参照）。
【００４６】
医薬（製剤）組成物
　接種に、あるいは非経口または経口投与に適した本発明の製剤組成物は、弱毒化または
不活性化インフルエンザ・ウイルスを含み、任意に滅菌水性または非水性溶液、懸濁液お
よび乳濁液をさらに含む。組成物は、当該技術分野で既知のような助剤または賦形剤をさ
らに含み得る（例えばBerkow et al., 1987; Goodman et al., 1990; Avery’s Drug Tre
atment, 1987; Osol, 1980; Katzung, 1992参照）。本発明の組成物は一般に、個々の用
量（単位用量）の形態で存在する。
【００４７】
　慣用的ワクチンは、一般にそれらの組成物中に入り込む株の各々からの約0.1～200 μg
、好ましくは10～15 μgのヘマグルチニンを含有する。本発明のワクチン組成物の主要構
成成分を構成するワクチンは、Ａ、ＢまたはＣ型のウイルス、あるいはそれらの任意の組
合せ、例えば3つの型のうちの少なくとも2つ、異なる亜型のうちの少なくとも2つ、同一
型のうちの少なくとも2つ、同一亜型のうちの少なくとも2つ、あるいは異なる単離株（単
数または複数）または再集合株（単数または複数）を含み得る。ヒトＡ型インフルエンザ
・ウイルスとしては、Ｈ１Ｎ１、Ｈ２Ｎ２およびＨ３Ｎ２亜型が挙げられる。
【００４８】
　非経口投与のための調製物としては、当該技術分野で既知の助剤または賦形剤を含有し
得る滅菌水性または非水性溶液、懸濁液および／または乳濁液が挙げられる。非水性溶媒
の例は、プロピレングリコール、ポリエチレングリコール、植物油、例えばオリーブ油、
ならびに注射用有機エステル、例えばオレイン酸エチルである。担体または閉鎖包帯は、
皮膚浸透性を増大し、抗原吸収を増強するために用いられ得る。経口投与のための液体剤
形は一般に、液体剤形を含有するリポソーム溶液を含む。リポソームを懸濁するための適
切な形態としては、当該技術分野で一般的に用いられる不活性希釈剤、例えば精製水を含
有する乳濁液、懸濁液、溶液、シロップおよびエリキシルが挙げられる。不活性希釈剤の
ほかに、このような組成物は、アジュバント、湿潤剤、乳化剤および沈殿防止剤、あるい
は甘味剤、風味剤または香料も包含し得る（例えばBerkow et al., 1992; Goodman et al
., 1990; Avery’s, 1987; Osol, 1980;およびKatzung, 1992参照）。
【００４９】
　本発明の組成物が個体への投与のために用いられる場合、それはさらに、塩、緩衝剤、
アジュバントまたは組成物の効力を改善するために望ましいその他の物質を含み得る。ワ
クチンのために、アジュバント、即ち特定の免疫応答を増大し得る物質が用いられ得る。
普通は、アジュバントおよび組成物は、免疫系への提示前に混合され、あるいは別個に、
しかし免疫感作されている生物体の同一部位に提示される。ワクチン組成物に用いるのに
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適した物質の例は、Osol (1980)に提示されている。
【００５０】
　ワクチンの不均質性は、その中の2～50株または任意の範囲または値のような少なくと
も2つのインフルエンザ・ウイルス株に関する複製インフルエンザ・ウイルスを混合する
ことにより提供され得る。現代の抗原性組成物を有するＡ型またはＢ型インフルエンザ・
ウイルス株が好ましい。本発明によれば、ワクチンは、当該技術分野で既知の技法を用い
て、インフルエンザ・ウイルスの単一株における変異のために提供され得る。
【００５１】
　本発明の製剤組成物は、さらにまたは付加的に、例えば遺伝子療法、免疫抑制剤、抗炎
症剤または免疫増強剤のための、ならびにワクチンのための少なくとも1つの化学療法化
合物を含み、化学療法剤としては、ガンマグロブリン、アマンタジン、グアニジン、ヒド
ロキシベンズイミダゾール、インターフェロン－α、インターフェロン－β、インターフ
ェロン－γ、腫瘍壊死因子－アルファ、チオセミカルバルゾン、メチサゾン、リファムピ
ン、リバビリン、ピリミジン類似体、プリン類似体、フォスカルネット、ホスホノ酢酸、
アシクロビル、ジデオキシヌクレオシド、プロテアーゼ阻害剤またはガンシクロビルが挙
げられるが、これらに限定されない（例えばKatzung (1992)ならびにその中のそれぞれ79
8-800および680-681ページに引用された参考文献参照）。
【００５２】
　組成物は、可変量のしかし少量の内毒素無含有ホルムアルデヒド、そして安全で且つ組
成物が投与される生物体中での望ましくない作用に関与しないことが判明した防腐剤も含
有し得る。
【００５３】
医薬（薬学的）目的
　組成物（またはそれが引き出す抗血清）の投与は、「予防的」または「治療的」目的の
ためであり得る。予防的に提供される場合、ワクチンである本発明の組成物は、病原体感
染の任意の症候が症状発現するようになる前に提供される。組成物の予防的投与は、任意
のその後の感染を防止するかまたは弱毒化するために役立つ。予防的に提供される場合、
本発明の遺伝子療法組成物は、疾患の任意の症候が症状発現するようになる前に提供され
る。組成物の予防的投与は、疾患に関連した1つまたは複数の症候を防止するかまたは弱
毒化するために役立つ。
【００５４】
　治療的に提供される場合、弱毒化または不活性化ウイルスワクチンは、実際の感染の症
候の検出時に提供される。化合物（単数または複数）の治療的投与は、任意の実際の感染
を弱毒化するのに役立つ（例えばBerkow et al., 1992; Goodman et al., 1990; Avery, 
1987;およびKatzung, 1992参照）。治療的に提供される場合、遺伝子療法組成物は、疾患
の症候または適応症の検出時に提供される。化合物（単数または複数）の治療的投与は、
その疾患の症候または適応症を弱毒化するのに役立つ。
【００５５】
　したがって、本発明の弱毒化または不活性化ワクチン組成物は、感染の開始前に（予測
される感染を防止するかまたは弱毒化するために）、あるいは実際の感染の開始後に提供
され得る。同様に、遺伝子療法に関しては、組成物は、障害または疾患の任意の症候が症
状発現される前に、あるいは1つまたは複数の症候が検出された後に提供され得る。
【００５６】
　組成物は、その投与がレシピエント患者により耐容され得る場合、「薬理学的に許容可
能」であるといわれる。このような作用物質は、投与される量が生理学的に十分である場
合、「治療的有効量」で投与されると言われる。本発明の組成物は、その存在がレシピエ
ント患者の生理学における検出可能な変化を生じる、例えば感染製インフルエンザ・ウイ
ルスの少なくとも1つの株に対する少なくとも1つの一次または二次体液性または細胞性免
疫応答を増強する場合、生理学的に十分である。
【００５７】
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　提供される「防御」が絶対というわけではない、即ちインフルエンザ感染は、患者の対
照集団または組と比較して、統計学的に有意の改善が存在する場合、全体的に防止される
かまたは根絶される必要はない。防御は、インフルエンザ・ウイルス感染の症候の開始の
重症度または急速度を緩和するよう制限され得る。
【００５８】
製剤投与
　本発明の組成物は、受動免疫法または能動免疫法により、1つまたは複数の病原体、例
えば、1つまたは複数のインフルエンザ・ウイルス株に耐性を付与し得る。能動免疫法で
は、不活性化または弱毒化生ワクチン組成物が宿主（例えば哺乳類）に予防的に投与され
、そして投与に対する宿主の免疫応答が感染および／または疾患に対して防御する。受動
免疫法に関しては、引き指された抗血清が回収され、そして少なくとも1つのインフルエ
ンザ・ウイルス株により引き起こされる感染を有することが疑われるレシピエントに投与
される。本発明の遺伝子療法（治療）組成物は、能動免疫法により、予防的または治療的
レベルの所望の遺伝子産物を産生し得る。
【００５９】
　一実施形態では、ワクチンは、雌および胎児または新生児をともに防御するのに役立つ
免疫応答の生成を引き起こす（胎盤を通してまたは母親の乳汁中に抗体を受動混入するこ
とによる）のに十分な時間および量の条件下で、哺乳類雌に（妊娠または分娩時またはそ
の前に）提供される。
【００６０】
　したがって、本発明は、障害または疾患、例えば病原体のうちの少なくとも1つの株に
よる感染を防止するかまたは弱毒化するための方法を包含する。本明細書中で用いる場合
、ワクチンは、その投与が疾患の症候または状態の全体的または部分的弱毒化（即ち抑制
）を、あるいは疾患に対する個体の全体的または部分的免疫を生じる場合、疾患を防止ま
たは弱毒化すると言われる。本明細書中で用いる場合、遺伝子療法組成物は、その投与が
疾患の症候または状態の全体的または部分的弱毒化（即ち抑制）を、あるいは疾患に対す
る個体の全体的または部分的免疫を生じる場合、疾患を防止または弱毒化すると言われる
。
【００６１】
　本発明の少なくとも1つの不活性化または弱毒化インフルエンザ・ウイルス、あるいは
その組成物は、上記のような製剤組成物を用いて、意図された目的を達成する任意の手段
により投与され得る。
【００６２】
　例えば、このような組成物の投与は、種々の非経口経路、例えば皮下、静脈内、皮膚内
、筋肉内、腹腔内、鼻内、蛍光または皮膚経路によるものであり得る。本発明の製剤組成
物を用いる好ましい方式は、筋肉内または皮下適用によるものである（例えばBerkow et 
al., 1992; Goodman et al., 1990; Avery, 1987;およびKatzung, 1992参照）。
【００６３】
　インフルエンザ・ウイルス関連病態を予防し、抑制しまたは治療するための典型的レジ
メンは、単一治療として投与されるか、あるいは1週間～約24ヶ月、あるいはその中の任
意の範囲または数値までの期間に亘って、強化または追加投与量として反復される本明細
書中に記載されるような有効量のワクチン組成物の投与を包含する。
【００６４】
　本発明によれば、組成物の「有効量」は、所望の生物学的作用を達成するのに十分であ
る量である。有効投与量は、レシピエントの年齢、性別、健康状態および体重、もしあれ
ば、共存的治療の種類、治療の頻度、ならびに望まれる作用の性質によっている、と理解
される。以下に提示される有効用量の範囲は、本発明を限定するものではなく、好ましい
用量範囲を表す。しかしながら最も好ましい投与量は、当業者に理解され、確定されるよ
うに、個々の被験者に適応される（例えばBerkow et al., 1992; Avery’s, 1987; Katzu
ng, 1992参照）。
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【００６５】
　哺乳類（例えばヒト）または鳥類成体生物体のための弱毒化ウイルスワクチンの投与量
は、約103～107プラーク形成単位（PFU）／kg、またはその中の任意の範囲または値から
であり得る。不活性化ワクチンの用量は、約0.1～200 μgの範囲、例えば50 μgのヘマグ
ルチニンタンパク質であり得る。しかしながら投与量は、出発点として先在ワクチンを用
いて慣用的方法により確定した場合に、安全且つ有効な量であるべきである。
【００６６】
　複製ウイルスワクチンの各用量での免疫反応性ＨＡの投与量は、適量の、例えば1～50 
μg、またはその中の任意の範囲または値、あるいは米国公衆衛生局（ＰＨＳ）により推
奨される量（通常は3歳児以上の年長小児用：15 μg／構成成分；3歳未満の小児用：7.5 
μg／構成成分）を含有するよう標準化され得る。しかしながらＮＡの量も標準化され、
この糖タンパク質はプロセッサー精製および貯蔵中は不安定であり得る（Kendal et al.,
 1980）。各々0.5 ml用量のワクチンは、好ましくは約1～500億個のウイルス粒子、好ま
しくは100億個の粒子を含有する。
【実施例】
【００６７】
　以下の実施例により、本発明をさらに説明する。
実施例１
材料および方法
　細胞およびウイルス。２９３Ｔヒト胚腎細胞およびマディン・ダービーイヌ腎細胞（Ｍ
ＤＣＫ）を、それぞれ10％ウシ胎仔血清を補足したダルベッコ変法イーグル培地（ＤＭＥ
Ｍ）中、および5％ウシ新生仔血清を含有する変法イーグル培地（ＭＥＭ）中に保持した
。全ての細胞を、37℃で5％ＣＯ2中に保持した。インフルエンザ・ウイルスＡ／ＷＳＮ／
３３（Ｈ１Ｎ１）およびＡ／ＰＲ／８／３４（Ｈ１Ｎ１）を、10日齢卵中で増殖させた。
【００６８】
　プラスミドの構築。ＲＮＡポリメラーゼＩ構築物を生成するために、Ａ／ＷＳＮ／３３
またはＡ／ＰＲ／８／３４ウイルスＲＮＡ由来のクローン化ｃＤＮＡを、ＲＮＡポリメラ
ーゼＩのプロモーターおよびターミネーター配列間に導入した。要するに、ＢｓｍＢＩで
消化されたＢｓｍＢＩを含有するプライマーを用いたＰＣＲにより、クローン化ｃＤＮＡ
を増幅し、そしてＢｓｍＢＩ部位により分離されるヒトＲＮＡポリメラーゼＩプロモータ
ーおよびマウスＲＮＡポリメラーゼＩターミネーターを含有するｐＨＨ２１ベクターのＢ
ｓｍＢＩ部位中にクローン化した（図２）。Ａ／ＷＳＮ／３３株のＰＢ２、ＰＢ１、ＰＡ
、ＨＡ、ＮＰ、ＮＡ、ＭおよびＮＳ遺伝子を、以下のプラスミドの使用によりＰＣＲ増幅
した：それぞれｐＳＣＷＰＢ２、ｐＧＷ－ＰＢ１およびｐＳＣＷＰＡ（全てDr. Debi Nay
ak at the University of California Los Angelesから得られる）、ならびにｐＷＨ１７
、ｐＷＮＰ１５２、ｐＴ３ＷＮＡ１５（Castrucci et al., 1998）、ｋＰＴ３ＷＭおよび
ｐＷＮＳ１。鋳型としてｐｃＤＮＡ７７４（ＰＢ１）（Perez et al., 1998）を用いて、
インフルエンザウイルスＡ／ＰＲ／８派３４ウイルスのＰＢ１遺伝子を増幅した。プライ
マーの配列に関しては図６を参照されたい。遺伝子が望ましくない突然変異を含有しない
ことを保証するためには、ＰＣＲ由来断片は、メーカーに推奨されたプロトコールに従っ
てオートシークエンサー（Applied Biosystems Inc., CA, USA）を用いた配列であった。
Ａ／ＷＳＮ／３３ウイルスのＨＡ、ＮＰ、ＮＡおよびＭ１遺伝子をコードするｃＤＮＡを
記載された（Huddleston et al., 1982）とおりにクローン化して、真核生物発現ベクタ
ーｐＣＡＧＧＳ／ＭＣＳ（ニワトリβアクチンプロモーターにより制御）（Niwa et al.,
 1991）中にサブクローニングして、それぞれｐＥＷＳＮ－ＨＡ、ｐＣＡＧＧＳ－ＷＳＮ
－ＮＰ0－１４、ｐＣＡＧＧＳ－ＷＮＡ１５およびｐＣＡＧＧＳ－ＷＳＮ－Ｍ１－２／１
を生じた。ＰＣＲによりＡ／ＰＲ／８／34ウイルスからのＭ2およびＮＳ2遺伝子を増幅し
、ｐＣＡＧＧＳ／ＭＣＳ中にクローン化して、ｐＥＰ24ｃおよびｐＣＡ－ＮＳ２を産生し
た。最後に、ｐｃＤＮＡ７７４（ＰＢ１）、ｐｃＤＮＡ７６２（ＰＢ２）およびｐｃＤＮ
Ａ７８７（ＰＡ）を用いて、サイトメガロウイルスプロモーターの制御下でＰＢ２、ＰＢ
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【００６９】
　感染性インフルエンザ粒子の生成。メーカーの使用説明書に従って、トランスＩＴ　Ｌ
Ｔ－１（Panvera, Madison, Wisconsin）の使用により、異なる量で最大17のプラスミド
を用いて、２９３Ｔ細胞（1×106）をトランスフェクトした。要するに、ＤＮＡおよびト
ランスフェクション試薬を混合し（2 μlトランスＩＴ－ＬＴ－１／ＤＮＡ1 μg）、室温
で45分間インキュベートし、細胞に付加した。6時間後、ＤＮＡトランスフェクション試
薬混合物を、0.3％ウシ血清アルブミンおよび0.01％ウシ胎仔血清を含有するオプチ－Ｍ
ＥＭ（Gibco/BRL, Gaithersburg, Maryland）に入れ換えた。トランスフェクション後異
なる時間に、ウイルスを上清から収穫し、ＭＤＣＫ細胞に関して滴定した。ヘルパーウイ
ルスはこの手法に必要とされなかったため、回収されたトランスフェクト体ウイルスを、
プラーク精製を伴わずに分析した。
【００７０】
　ウイルスを産生するプラスミドトランスフェクト化細胞のパーセンテージの確定。トラ
ンスフェクション後24時間に、２９３Ｔ細胞を、単一細胞中に0.02％ＥＤＴＡとともに分
散した。次に細胞懸濁液を10倍に希釈し、24ウエルプレート中のＭＤＣＫ細胞の集密的細
胞単層に移した。血球凝集検定により、ウイルスを検出した。
【００７１】
　免疫染色検定。インフルエンザウイルス感染後9時間目に、細胞をリン酸塩緩衝生理食
塩水（ＰＢＳ）で2回洗浄し、室温で20分間、3.7％パラホルムアルデヒド（ＰＢＳ中）で
固定した。次にそれらを0.1％トリトンＸ－100で処理し、Neumann等（1997）が記載した
ように加工処理した。
【００７２】
結果
　ウイルスＲＮＡセグメント、3つのポリメラーゼサブユニットおよびＮＰタンパク質の
プラスミド駆動発現による感染性ウイルスの生成。精製ビリオンから抽出されたＲＮＰの
混合物を用いた細胞のトランスフェクションは感染性インフルエンザ粒子を生じるが、し
かしこの戦略は、8つの異なるin vitro生成ＲＮＰとともに用いられる場合、効率的であ
るとは思われない。完全にｃＤＮＡから感染性インフルエンザ・ウイルスを産生するため
に、8つのウイルスＲＮＰをin vivoで生成した。したがって、ヒトＲＮＡポリメラーゼＩ
プロモーターおよびマウスＲＮＡポリメラーゼＩターミネーターに隣接されたＡ／ＷＳＮ
／３３ウイルスの全長ウイルスＲＮＡに関するｃＤＮＡを含有するプラスミドを調製した
。原則として、真核生物細胞中へのこれら8つのプラスミドのトランスフェクションは、8
つのインフルエンザｖＲＮＡ全ての合成を生じるべきである。タンパク質発現プラスミド
の同時トランスフェクションにより生成されるＰＢ２、ＰＢ１、ＰＡおよびＮＰタンパク
質は次に、機能性ｖＲＮＰ中にｖＲＮＡを集合させ、これらは複製され、転写されて、最
終的に感染性インフルエンザ・ウイルスを生成する（図３）。1×106個の２９３Ｔ細胞を
タンパク質発現プラスミド（ｐｃＤＮＡ７６２（ＰＢ２）1 μg、ｐｃＤＮＡ７７４（Ｐ
Ｂ１）1 μg、ｐｃＤＮＡ７８７（ＰＡ）0.1 μg、およびｐＣＡＧＧＳ－ＷＳＮ－ＮＰ0
／１４1 μg）、ならびに以下のＲＮＡポリメラーゼＩプラスミドの各々1 μg（ｐＰｏｌ
Ｉ－ＷＳＮ－ＰＢ２、ｐＰｏｌＩ－ＷＳＮ－ＰＢ１、ｐＰｏｌＩ－ＷＳＮ－ＰＡ、ｐＰｏ
ｌＩ－ＷＳＮ－ＨＡ、ｐＰｏｌＩ－ＷＳＮ－ＮＰ、ｐＰｏｌＩ－ＷＳＮ－ＮＡ、ｐＰｏｌ
Ｉ－ＷＳＮ－ＭおよびｐＰｏｌＩ－ＷＳＮ－ＮＳ）でトランスフェクトした。低減量のｐ
ｃＤＮＡ７８７（ＰＡ）を用いることの決定は、過去の観察（Mena et al., 1996）、な
らびにウイルス様粒子（ＶＬＰ）の生成に関する最適条件に関するデータ（示されていな
い）を基礎にした。２９３Ｔ細胞のトランスフェクション後24時間目に、7×103 pfuのウ
イルス／mlが上清中に見出された（実験１、表１）が、これは、完全にプラスミドからＡ
型インフルエンザ・ウイルスを産生する逆遺伝子学の能力を初めて実証した。
【００７３】
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【表１】

【００７４】
　全てのウイルス構造タンパク質の同時発現を伴うインフルエンザ・ウイルス産生の効率
。ウイルスＮＰおよびポリメラーゼタンパク質の発現はインフルエンザ・ウイルスのプラ
スミド駆動性生成のために十分であるが、しかし効率は改善され得る可能性もあった。過
去の研究では、全てのインフルエンザ・ウイルス構造タンパク質（ＰＢ２、ＰＢ１、ＰＡ
、ＨＡ、ＮＰ、ＮＡ、Ｍ１、Ｍ２およびＮＳ２）の発現は、レポーター・クロラムフェニ
コール－アセチルトランスフェラーゼ遺伝子をコードする人工ｖＲＮＡを含有するＶＬＰ
を生じた（Mena et al., 1996）。したがってウイルスＲＮＡ複製および転写に必要とさ
れるものだけの代わりの構造タンパク質の全相補体の利用可能性は、ウイルス産生の効率
を改善し得る。この目的のために、２９３Ｔ細胞を最適量のウイルスタンパク質発現プラ
スミド：ｐｃＤＮＡ７６２（ＰＢ２）およびｐｃＤＮＡ７７４（ＰＢ１）1 μg；ｐｃＤ
ＮＡ７８７（ＰＡ）0.1 μg；ｐＰｏｌＩ－ＷＳＮ－ＨＡ、ｐＣＡＧＧＳ－ＷＳＮ－ＮＰ0
／１４およびｐＣＡＧＧＳ－ＷＮＡ１５　1 μg；ｐＣＡＧＧＳ－ＷＳＮ－Ｍ１－２／１
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　2 μg；ｐＣＡ－ＮＳ２　0.3 μg；ならびにｐＥＰ２４ｃ（Ｍ２）0.03 μg（ＶＬＰ産
生により判定；未発表データ）を、各ＲＮＡポリメラーゼＩプラスミド1 μgと一緒に用
いて、トランスフェクトした（実験２、表１）。同一組のＲＮＡポリメラーゼＩプラスミ
ド（ＰＢ１遺伝子を除く：これは再集合株ウイルスを生成しようと努力してｐＰｏｌＩ－
ＰＲ／８／３４－ＰＢ１に置換された）を、ＰＡ、ＰＢ１、ＰＢ２およびＮＰのみを発現
するプラスミド（実験３、表１）あるいは全てのインフルエンザ構造タンパク質を発現す
るプラスミド（実験４、表１）と一緒に用いて、第二組の細胞をトランスフェクトした。
ＷＳＮウイルスの産生は、トランスフェクション後24時間（実験１および２、表１）でま
たは36時間（データは示されていない）で感知可能程度に異ならなかった。しかしながら
、全てのインフルエンザ・ウイルス構造タンパク質が提供された場合、ＰＲ／８／３４－
ＰＢ１による10倍より大きいウイルス産生増大が見出された（実験３および４、表１）。
ＰＡ、ＰＢ１、ＰＢ２またはＮＰタンパク質の発現のためのプラスミドのうちの1つを欠
くネガティブ対照は、いかなるウイルスも産生しなかった（実験５～８、表１）。したが
って、生成されるウイルスによって、Ａ型インフルエンザ・ウイルス構造タンパク質の発
現は、逆遺伝学方法の効率を容易に評価可能程度に改善した。
【００７５】
　次に、Ａ／ＰＲ／８／３４－ＰＢ１遺伝子を有するウイルスを生成するために用いられ
るプラスミド組を用いて、細胞のトランスフェクション後のウイルス産生の動態を確定し
た。3つの実験のうち2つにおいて、トランスフェクション後24時間に、最初にウイルスを
検出した。その時間に測定された力価＞103 pfu/mlは、トランスフェクション後48時間で
は＞106 pfu/mlに増大した（表２）。ウイルスを産生しているプラスミドトランスフェク
ト化細胞のパーセンテージを概算するために、トランスフェクションの24時間後にＥＤＴ
Ａ（0.02％）で２９３Ｔ細胞を処理して、細胞を分散し、次に限定希釈試験を実施した。
この実験では、この時点での培養上清中に遊離ウイルスは見出されなかった。結果は、10
3.3細胞中の1つが感染性ウイルス粒子を生成中である、ということを示した。
【００７６】
【表２】

【００７７】
　ＮＡタンパク質中のＦＬＡＧエピトープを含有するインフルエンザ・ウイルスの回収。
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新規の逆遺伝学系がＡ型インフルエンザ・ウイルスのゲノム中への突然変異の導入を可能
にすることを立証するために、ＮＡタンパク質中のＦＬＡＧエピトープを含有するウイル
ス（Castrucci et al., 1992）を生成した。ＮＡタンパク質およびタンパク質頭部の底の
ＦＬＡＧエピトープの両方をコードするｃＤＮＡを含有するＲＮＡポリメラーゼＩプラス
ミド（ｐＰｏｌＩ－ＷＳＮ－ＮＡ／ＦＬ７９）を、必要なＲＮＡポリメラーゼＩおよびタ
ンパク質発現プラスミドと一緒に用いて、２９３Ｔ細胞をトランスフェクトした。回収ウ
イルス（ＰＲ８－ＷＳＮ－ＦＬ７９）が実際にＮＡ－ＦＬＡＧタンパク質を発現しないこ
とを確証するために、ＰＲ８－ＷＳＮ－ＦＬ７９またはＡ／ＷＳＮ／３３野生型ウイルス
に感染させた細胞の免疫染色検定を実施した。ＦＬＡＧエピトープに対するモノクローナ
ル抗体はＰＲ８－ＷＳＮ－ＦＬ７９に感染した細胞を検出したが、しかし野生型ウイルス
に感染したものを検出しなかった。ＰＲ８－ＷＳＮ－ＦＬ７９ウイルスの回収は、非タグ
化野生型ウイルスに関する場合と同様に効率的であった（データは示されていない）。こ
れらの結果は、新規の逆遺伝学系がＡ型インフルエンザウイルスゲノム中への突然変異の
導入を可能にする、ということを示す。
【００７８】
　ＰＡ遺伝子中に突然変異を含有する感染性インフルエンザ・ウイルスの生成。ＰＡ遺伝
子中に突然変異を保有するウイルスを産生するために、2つのサイレント突然変異を導入
して、制限エンドヌクレアーゼに関する新規の認識配列を作製した（ｍＲＮＡの位置４８
６にＢｓｐ１２０１および位置１２８４にＰｖｕＩＩ）。従来は、信頼できる選択系の欠
如のため、逆遺伝学によりこの遺伝子を修飾することはできなかった。トランスフェクト
体ウイルスＰＡ－Ｔ８４６ＣおよびＰＡ－Ａ１２８４を回収した。2連続限定希釈により
、回収トランスフェクト体ウイルスを生物学的にクローン化した。回収ウイルスが実際に
ＰＡ遺伝子中の突然変異を有するトランスフェクト体であることを立証するために、逆転
写酵素－ＰＣＲにより、ＰＡ遺伝子に関するｃＤＮＡを得た。ＰＡ－Ｔ８４６ＣおよびＰ
Ａ－Ａ１２８４Ｃウイルスは、新規導入制限部位の存在により実証されるように、ＰＡ遺
伝子内に予期された突然変異を有した。同一ウイルス試料のＰＣＲおよび逆転写段階を有
さないプライマーは、いかなる生成物も産生できなかった（データは示されていない）が
、このことは、ＰＡ　ｃＤＮＡが、ウイルスを生成するために用いられるプラスミドの代
わりにｖＲＮＡに事実上由来することを示す。これらの結果は、ヘルパーウイルスの使用
を伴わずに突然変異化遺伝子を有するウイルスが産生され、回収され得る方法を例証する
。
【００７９】
考察
　本明細書中に記載した逆遺伝学系は、完全にクローン化ｃＤＮＡからＡ型インフルエン
ザウイルスを効率的に産生するのを可能にする。BridgenとElliott（1996）も、逆遺伝学
を用いて、ブンヤムウエラウイルス（ブンヤウイルス科）を生成しているが、しかしそれ
は、ネガティブ・センスＲＮＡの3つのセグメントのみを含有し、そしてその産生効率は
低く、102 pfu/107細胞であった。ウイルス収率は実験間で異なったが、しかし8つのセグ
メントを含有するインフルエンザウイルスに関して、一貫して＞103 pfu/106細胞を得た
。本明細書中に上記した逆遺伝学系の高効率に関しては、いくつかの解釈がある。in vit
roでＲＮＰを産生する（Luytjes et al., 1989）代わりに、ＲＮＡポリメラーゼＩを用い
たｖＲＮＡの細胞内合成により、そしてウイルスポリメラーゼタンパク質およびＮＰのプ
ラスミド駆動性発現により、ＲＮＰをin vivoで生成した。さらにまた、プラスミドで容
易にトランスフェクトされる２９３Ｔ細胞の使用（Goto et al., 1997）は、細胞の大集
団がウイルス産生のために必要なプラスミドの全てを受容することを保証した。さらに、
増殖中の細胞中で最も豊富に発現される酵素の1つであるＲＮＡポリメラーゼＩにより産
生される多数の転写体は、当該系の全体的効率に寄与すると思われた。これらの特徴は、
ｖＲＮＡのキャプシド形成、核中のＲＮＰの生成、ならびに新規のウイルスが集合され、
放出される細胞膜へのこれらの複合体の輸出のための、それ相当に多数のｖＲＮＡ転写体
および適量のウイルスタンパク質をもたらした。
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【００８０】
　従来確立された逆遺伝学系（Enami et al., 1990; Neumann et al., 1994; Lyutjes et
 al., 1989; Pleschka et al., 1996）は、ヘルパーウイルス感染を必要とし、したがっ
て少数のトランスフェクト体を膨大な数のヘルパーウイルスから回収させる選択方法を必
要とする。このような戦略は、以下のｃＤＮＡ由来遺伝子のうちの1つを保有するインフ
ルエンザウイルスを生成するために用いられてきた：ＰＢ２（Subbarao et al., 1993）
、ＨＡ（Enami et al., 1991; Horimoto et al., 1994）、ＮＰ（Li et al., 1995）、Ｎ
Ａ（Enami et al., 1990）、Ｍ（Castrucci et al., 1995; Yasuda et al., 1994）およ
びＮＳ（Enami et al., 1991）。選択方法のほとんどが、ＨＡおよびＮＡ遺伝子に適用可
能なものを除いて、増殖温度、宿主範囲制限または薬剤感受性によっており、したがって
遺伝子産物の機能性分析のための逆遺伝学の有用性を制限する。信頼できる抗体駆動性選
択計が利用可能であるＨＡおよびＮＡ遺伝子に関する場合でも、顕著な増殖欠陥を有する
ウイルスを産生することは難しい。これに対して、本明細書中に記載した逆遺伝学系は、
ヘルパーウイルスを必要とせず、任意の遺伝子セグメント中に突然変異を有する、あるい
はいくつかの増殖欠陥を有するトランスフェクト体の生成を可能にする。この利点は、図
５で実証されている（突然変異化ＰＡ遺伝子を用いたトランスフェクト体ウイルスの回収
）。Ａ型インフルエンザウイルスゲノム中に任意の実行可能な突然変異を導入するための
技法を有するならば、多数の積年の問題、例えばウイルスゲノムの非翻訳領域における調
節配列の性質、ウイルスタンパク質の構造－機能関係、ならびに宿主範囲制限およびウイ
ルス病原性の分子的基礎を処理することができる。
【００８１】
　不活性化インフルエンザワクチンが利用可能であるが、しかしそれらの効力は、一部は
、局所的ＩｇＡおよび細胞傷害性Ｔ細胞応答を引き出すそれらの限定能力のため、最適以
下である。目下進行中の寒冷順応生インフルエンザワクチンの臨床試験は、インフルエン
ザ症候を引き起こさないがしかし依然として防御免疫を誘導するよう、このようなワクチ
ンが最適に弱毒化される、ということを示唆する（Keitel & Piedra, 1998で再検討）。
しかしながら、予備的結果は、これらの生ウイルスワクチンが最良の不活性化ワクチン（
Keitel & Piedra, 1998中にレビューされる）より有意に有効であるというわけではなく
、さらなる改善の余地を残している、ということを示す。可能性の1つは、上記の逆遺伝
学系を用いて寒冷順応ワクチンを修飾することである。あるいは内部タンパク質をコード
する遺伝子中に多数の弱毒性突然変異を有する「マスター」Ａ型インフルエンザ株を産生
するために逆遺伝学を用いることにより、ゼロから出発し得る。本明細書中に記載した逆
遺伝学系の最も興味をそそる用途は、新規のＨＡまたはＮＡ亜型インフルエンザ・ウイル
スを含めた汎発性流行が疑われる場合の弱毒化生ウイルスワクチンの迅速生産に見出され
得る。
【００８２】
　この新規の逆遺伝学系は、ワクチンベクターとしてのインフルエンザ・ウイルスの使用
を増強すると思われる。ウイルスは、インフルエンザウイルスタンパク質のほかに、外因
性タンパク質または免疫原性エピトープを発現するよう工学処理され得る。例えば第九番
目のセグメントとして外因性タンパク質を有するウイルスを生成し（Enami et al., 1991
）、そしてそれらを生ワクチンとして用い得る。インフルエンザ・ウイルスは強力な細胞
媒介性および体液性免疫応答を刺激するだけでなく、それらは広範な一連のビリオン表面
ＨＡおよびＮＡタンパク質（例えば15のＨＡおよび9つのＮＡ亜型ならびにそれらの流行
病性変異体）ももたらして、同一標的集団の反復免疫感作をも可能にする。
【００８３】
　ウイルス構造タンパク質およびワクシニア－Ｔ７ポリメラーゼ系を有するｖＲＮＡを発
現することにより、レポーター遺伝子をコードする人工ｖＲＮＡを保有するインフルエン
ザＶＬＰが産生されている（Mena et al., 1996）。逆遺伝学を用いて、目下、ｖＲＮＡ
転写および複製に必要とされるタンパク質をコードするｖＲＮＡ（即ちＰＡ、ＰＢ１、Ｐ
Ｂ２およびＮＰ）ならびに当該タンパク質をコードするｖＲＮＡを含有すＶＬＰを生成し
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得る。このようなＶＬＰは、有用な遺伝子送達ビヒクルであり得る。ウイルス構造タンパ
ク質をコードする遺伝子のそれらの欠如は、感染性ウイルスがＶＬＰ－遺伝子療法後には
産生されないことを保障する、ということは重要である。インフルエンザウイルスゲノム
が宿主染色体中に組み込まれないため、ＶＬＰ系は、細胞の短期間形質導入（例えば癌治
療のため）のみを要する情況において遺伝子療法に適している。アデノウイルスベクター
（Kovesdi et al., 1997）と対比して、インフルエンザＶＬＰはＨＡおよびＮＡ変異体の
両方を含有して、標的集団の反復治療を可能にする。
【００８４】
　オルソミクソウイルス科は、Ａ、ＢおよびＣ型インフルエンザ・ウイルス、ならびに近
年分類されたトゴトウイルスを含む。本明細書中に記載したクローン化ｃＤＮＡから完全
に感染性Ａ型インフルエンザ・ウイルスを生成するための戦略は、任意のオルソミクソウ
イルスに、そしておそらくはその他のセグメント化ネイティブ・センスＲＮＡウイルス（
例えばブンヤウイルス科、アレナウイルス科）にも同様に当てはまる。技術的制限なしに
ウイルスゲノムを操作する能力は、ウイルス生活環およびそれらの調節、ウイルスタンパ
ク質の機能およびウイルス病原性の分子メカニズムの研究のための深い含蓄を有する。
【００８５】
実施例２
　インフルエンザA/Puerto Rico/8/34のための逆遺伝学系を開発するために、製造者のプ
ロトコールに従って、RNeasy Mini kit (Qiagen)を用いて、A/Puerto Rico/8/34(H1N1)、
Madison高増殖変種(PR8HG)の尿膜液からウイルスＲＮＡを抽出した。ｃＤＮＡを、MMLV-R
Tase(Promega)とUni12プライマーを用いて合成した。このｃＤＮＡを以下を用いて、ＰＣ
Ｒにより一晩増幅した：
【００８６】
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【表３】

【００８７】
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【表４】

【００８８】
　ＤＮＡポリメラーゼ：pfu ネーティブＤＮＡポリメラーゼ(Stratagene)。
　上記ＰＣＲ産物を、ゲル電気泳動により分離し、そしてゲル抽出キット(Qiagen)を用い
てアガロース・ゲルから抽出した。抽出した遺伝子をTakaraライゲーション・キットver.
II(Takara)を用いてpT7Blueブラント・ベクター(Novagen)内にライゲートした。５時間後
、ライゲートされた遺伝子を、JM109(PB2, M,及びNS遺伝子）又はDH5alpha(PA, PB1,及び
NP)内に遺伝子移入した。各遺伝子について６つのコロニーを、８時間ＴＢ中で培養した
。プラスミドを、細菌コロニーから抽出し、そして遺伝子当り４つのコロニーを配列決定
した。
【００８９】
　PTBlue内のＰＡ、ＮＰ、Ｍ、及びＮＳ遺伝子を、Bsm BI酵素(New England Biolabs)に
より切り出した。ＰＢ１遺伝子を、Bsa I (New England Biolabs)により切り出した。切
り出した遺伝子を、ヒトＲＮＡポリメラーゼＩプロモーターとマウスＲＮＡポリメラーゼ
ＩターミネーターであってBsm BIで消化されたものを含むpPolIRベクターで一晩ライゲー
トした。PT7Blue内のＰＢ２遺伝子の前断片を、Bsr GI (New England Biolabs)とBam HI 
(Roche)により切り出し、そして後断片を、Bsr GI (New England Biolabs)とSpe I (Roch
e)により切り出した。切り出した断片を混合し、そしてBsa Iで消化した。６時間後、消
化された断片を、ＰＣＲ増幅キット(Qiagen)を用いて精製し、そしてpPolIRベクターのBs
m BI部位間に一晩ライゲートした。
【００９０】
　ライゲートされたＰＢ１、ＰＡ、ＮＰ、Ｍ、及びＮＳ-pPolIR遺伝子を、一晩、JM109 (
M及びＮＳ遺伝子）又はDH5alpha(ＰＢ１、ＰＡ、及びＮＰ遺伝子）を形質転換するために
使用した。形質転換された細菌のコロニーを、ＬＢ中で一晩培養した。ライゲートされた
PB2-pPolIRを、一晩JM109を軽質転換しるために使用した。



(25) JP 5215561 B2 2013.6.19

10

20

30

40

【００９１】
　プラスミドを、細菌培養液から抽出し、そして遺伝子挿入物を酵素消化により確認した
。PB2-PolIRにいり軽質転換された細菌のコロニーを。８時間ＬＢ中で培養した。次いで
、プラスミドを、抽出し、そして遺伝子挿入を酵素消化により確認した。pPolI構築物の
全てを、不所望の突然変異が含んでいないことを保証するために、配列決定した。
【００９２】
　PR8HGにためのpPolIR構築物を、A/WSN/33(WSN)-HA及びNA、A/Hong Kong/483/97(HK)-HA
avir及びNA、又はA/Kawasaki/01(Kawasaki)-HA及びNA PolI構築物、及びポリメラーゼ・
タンパク質及びA/WSN/33にNPのための４タンパク質-発現構築物により、２９３Ｔヒト胚
性腎細胞内にトランスフェクトした。トランスフェクトされた２９３Ｔ細胞からの上清を
、（１０－７まで薄めずに）逐次希釈し、そして９日齢の有胚ニワトリ卵の尿膜腔内に感
染させた。感染した卵の尿膜液を収穫し、そしてそれらのウイルス力価をＨＡアッセイに
より試験した（表３）。
【００９３】

【表５】

【００９４】
　ＨＡ陽性サンプル（１０－２におけるWSN-HA NAをもつウイルス、及び非希釈HK-HAavir
 NAをもつウイルス）を、１０－２から１０－８まで逐次希釈し、そして１００μｌの各
希釈液を、有胚ニワトリ卵内に感染させた。感染した卵の尿膜液を収穫し、そしてそれら
のウイルス力価をＨＡアッセイにより試験した（表４）。プラスミドから調製したA/Puer
to Rico/8/34(H1N1)の５０％卵感染投与量(EID50)は、１０１０．３３／ｍｌであり、そ
してＨＡ力価は１：３２００であった。
【００９５】
　A/Hong Kong/213/2003(H5N1)からのＨＡ及びＮＡ遺伝子、並びにPR8HGからのＡ型イン
フルエンザ・ウイルス遺伝子の残余を有する組換えウイルスを調製した。組換えウイルス
の力価は１０１０．６７EID50/mlであり、そしてＨＡ力価は１：１６００であった。
【００９６】
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【表６】

【００９７】
　ＰＲ８遺伝子の配列：
【００９８】
【表７】

【００９９】
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【表８】

【０１００】
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【表９】

【０１０１】
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【表１０】

【０１０２】
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【表１１】

【０１０３】
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【表１２】

【０１０４】
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【表１３】

【０１０５】
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【表１４】

【０１０６】
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【表１５】

【０１０７】
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【表１６】

【０１０８】
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【表１７】

【０１０９】



(37) JP 5215561 B2 2013.6.19

10

20

30

40

【表１８】

【０１１０】
【表１９】

【０１１１】



(38) JP 5215561 B2 2013.6.19

10

20

30

40

【表２０】

【０１１２】
【表２１】

【０１１３】
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【表２２】

【０１１４】
【表２３】

【０１１５】
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【表２４】

【０１１６】
　インフルエンザ・ウイルスA/Hong Kong/213/2003(H5N1, HK213)は、ニワトリ内で全身
で複製し、致死的感染を引き起こす。さらに、このウイルスは、ニワトリの胚に対して致
死性である。したがって、その表面タンパク質は、最近広まっている病原性トリ・インフ
ルエンザ・ウイルスに密接に関連するけれども、ＨＫ２１３は、ワクチン株としては使用
できない。なぜなら、有胚ニワトリ卵内でそれを増殖させる試みは、低品質の羊膜液の生
産をもたらすからである。さらに、ワクチン製造におけるこの高く有害なウイルスの使用
は、ワクチン製造従事者にとって安全でない。マスター・ウイルス株としてA/PR/8/34を
使用することの実行可能性を試験するために、（多数の塩基性アミノ酸を含有する）ＨＫ
２１３のヘマグルチニン（ＨＡ）遺伝子の開裂部位を、毒性から無毒性表現型に（ＲＥＲ
ＲＲＫＫＲ（配列番号９）から－ＴＥＴＲまで）突然変異させた。突然変異したＨＡ遺伝
子を含むウイルスは、ニワトリにおいて非致死性の、局所的感染を作り出した。さらに、
突然変異したウイルスは、ニワトリの胚に対して非致死性であった。したがって、有胚卵
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内での突然変異したウイルスの増殖は、高品質の尿膜液をもたらし、そしてこの弱毒型に
おいて、当該ウイルスはワクチン製造にとって安全である。
【０１１７】
　ノイラミニダーゼ（ＮＡ）及びＨＫ２１３からの突然変異ＨＡ遺伝子、並びに高力価A/
PR/8/34(H1N1,HG-PR8)ウイルス（実施例２）からの残余遺伝子の全てを含む組換えウイル
スであって、卵内で他のA/PR/8/34 PR8株よりも１０倍良好に増殖する（１０１０ＥＩＤ

５０／ｍｌ；ＨＡ力価：１：８，０００）ものを、有胚ニワトリ卵内で生成した。最近広
まっている病原性トリ・インフルエンザ・ウイルスに関連する表面タンパク質を発現する
この組換えウイルスは、有胚ニワトリ卵内で高力価に増殖した（図４）。したがって。Ｈ
Ｇ－ＰＲ８のＨＡ及びＮＡ遺伝子を、インフルエンザ・ウイルスの最近広まっている株の
もとで置き換えることは、安全に製造されうるワクチン株をもたらし、そしてマスター・
ワクチン株としてのＰＲ８－ＨＧのしようを実証する。
【０１１８】
参考文献

【表２５】

【０１１９】
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【表２６】

【０１２０】



(43) JP 5215561 B2 2013.6.19

10

20

30

40

50

【表２７】

【０１２１】
　出版物、特許および特許出願は全て、参照により本明細書中で援用される。上記の明細
書中で、そのある種の好ましい実施形態に関連して本発明を説明し、多数の詳細を例示の
目的のために記述してきたが、本発明がさらなる実施形態を受け入れ可能であり、そして
本明細書中に記載した詳細のあるものは、本発明の基本原理を逸脱しない限りかなり変更
され得る、ということは当業者には明らかである。
【図面の簡単な説明】
【０１２２】
【図１】図１．　確立された逆遺伝学系の模式図である。ＲＮＰトランスフェクション法
（Ａ）では、in vitro合成ｖＲＮＡを用いて精製ＮＰおよびポリメラーゼタンパク質をＲ
ＮＰに集合させる。細胞をＲＮＰでトランスフェクトし、その後ヘルパーウイルス感染さ
せる。ＲＮＡポリメラーゼＩ法（Ｂ）では、ＲＮＡポリメラーゼＩプロモーター、救済さ
れるべきｖＲＮＡをコードするｃＤＮＡ、およびＲＮＡポリメラーゼＩターミネーターを
含有するプラスミドを細胞中にトランスフェクトする。ＲＮＡポリメラーゼＩによる細胞
内転写は、合成ｖＲＮＡを産生し、これはヘルパーウイルスによる感染時に子孫ウイルス



(44) JP 5215561 B2 2013.6.19

10

粒子中に包装される。両方法を用いて、ヘルパーウイルス集団から、トランスファクタン
ト・ウイルス（即ちクローン化ｃＤＮＡ由来のＲＮＡを含有するもの）を選択する。
【図２】図２．　ＲＮＡポリメラーゼＩ構築物の生成の模式図。インフルエンザウイルス
由来のｃＤＮＡをＰＣＲにより増幅し、ＢｓｍＢＩで消化し、そしてｐＨＨ２１ベクター
のＢｓｍＢＩ部位中にクローン化した（E. Hoffmann, Ph.D. thesis, Justus, Liebig-Un
iversity, Giessen, Germany）が、これは、ヒトＲＮＡポリメラーゼＩプロモーター（Ｐ
）およびマウスＲＮＡポリメラーゼＩターミネーター（Ｔ）を含有する。ターミネーター
配列の上流のチミジンヌクレオチド（*Ｔ）は、インフルエンザウイルスＲＮＡの３‘末
端を表す。Ａ型インフルエンザウイルス配列は、太字で示されている（配列番号２９～４
０）。
【図３】図３．　セグメント化ネガティブ－センスＲＮＡウイルスを生成するための提唱
された逆遺伝学法。ＲＮＡポリメラーゼＩプロモーター、8つのウイルスＲＮＡセグメン
トの各々に関するｃＤＮＡ、およびＲＮＡポリメラーゼＩターミネーターを含有するプラ
スミドを、タンパク質発現プラスミドと一緒に、細胞中にトランスフェクトする。感染性
ウイルスはＰＡ、ＰＢ１、ＰＢ２およびＮＰを発現するプラスミドを用いて精製し得るが
、しかし残りの構造タンパク質（大括弧内に示される）全ての発現は、生成されるウイル
スによってウイルス産生の効率を増大する。
【図４】図４．　各種インフルエンザ・ウイルスの力価。

【図１】 【図２】
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