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(57)【要約】
【課題】抗原に対する結合剤に特異的に結合し得るパルボウイルス変異構造タンパク質を
同定する方法を提供する。
【解決手段】パルボウイルス変異構造タンパク質を同定するためのスクリーニング法は、
(a)少なくとも1つの変異型パルボウイルス構造タンパク質を発現するパルボウイルスビリ
オンのライブラリーを提供する段階、(b)抗原の結合剤を提供する段階、(c)結合剤に特異
的に結合する少なくとも1つのパルボウイルスビリオンを選択する段階、および(d)(i)段
階c)で選択されたパルボウイルスビリオンのパルボウイルス変異構造タンパク質もしくそ
の変異部分、または(ii)段階c)で選択されたパルボウイルスビリオンのパルボウイルス変
異構造タンパク質をコードする遺伝子もしくはその変異部分を同定する段階を含む。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　以下の段階を含む、抗原の結合剤に特異的に結合し得るパルボウイルス変異構造タンパ
ク質を同定する方法：
a) 少なくとも1つの変異型パルボウイルス構造タンパク質を発現するパルボウイルスビリ
オンのライブラリーを提供する段階、
b) 抗原の結合剤を提供する段階、
c) 結合剤に特異的に結合する少なくとも1つのパルボウイルスビリオンを選択する段階、
および
d) 段階c)で選択されたパルボウイルスビリオンの
　i) パルボウイルス変異構造タンパク質もしくその変異部分、または
　ii)パルボウイルス変異構造タンパク質をコードする遺伝子もしくはその変異部分
を同定する段階。
【請求項２】
　段階c)で選択される少なくとも1つのパルボウイルスビリオンを、適切な条件下での産
生細胞におけるウイルス複製およびそれに続くパッケージングにより増幅し、段階b)～c)
を少なくとも1、2、3、4、5、6、7、8、9、または10回、好ましくは1、2、3、4、または5
回繰り返す、請求項1記載の方法。
【請求項３】
　好ましくは直接、またはリンカーを介して担体上に固定化された結合剤を用いて選択段
階を行う、請求項1または2のいずれか一項記載の方法。
【請求項４】
　選択段階を懸濁状態の結合剤を用いて行い、かつ任意に、結合剤に特異的に結合してい
る少なくとも1つのパルボウイルスビリオンを沈殿させる、請求項1～3のいずれか一項記
載の方法。
【請求項５】
　選択段階が洗浄段階を含む、請求項1～4のいずれか一項記載の方法。
【請求項６】
　選択されたパルボウイルスビリオンを、第2の結合剤に対する非結合に関してさらに選
択する、請求項1～5のいずれか一項記載の方法。
【請求項７】
　以下の段階をさらに含む、請求項1～6のいずれか一項記載の方法：
e) パルボウイルス変異構造タンパク質をコードする遺伝子をランダム化する段階、
f) ランダム化遺伝子をパルボウイルスのさらなるライブラリー中にパッケージングする
段階、および
g) 段階a)～d)を繰り返す段階。
【請求項８】
　パルボウイルス変異構造タンパク質が、各パルボウイルス野生型構造タンパク質と比較
して、少なくとも1つのランダム変異をさらに含む、請求項1～7のいずれか一項記載の方
法。
【請求項９】
　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)、イヌ
パルボウイルス(CPV)、マウスパルボウイルス、マウスの微小ウイルス(MVM)、B19、H1、
トリAAV(AAAV)、ネコ汎白血球減少症ウイルス(FPV)、およびガチョウパルボウイルス(GPV
)からなる群より選択される、請求項8記載の方法。
【請求項１０】
　AAVが、AAV-1、AAV-2、AAV-3b、AAV-4、AAV-5、AAV-6、AAV-7、AAV-8、AAV-9、AAV-10
、AAV-11、またはAAV-12であり、特にAAV-2である、請求項8または9記載の方法。
【請求項１１】
　遺伝子型/表現型連関ライブラリーをもたらす、100ゲノム/細胞以下、好ましくは10ゲ
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ノム/細胞以下、より好ましくは1ゲノム/細胞以下の低コピー数のウイルスゲノムを用い
る適切な条件下で、プラスミドライブラリーを産生細胞にトランスフェクトすることによ
り、パルボウイルスビリオンのライブラリーを作製する、請求項1～10のいずれか一項記
載の方法。
【請求項１２】
　細胞当たりのゲノムの比が5～5,000、好ましくは10～1,000、より好ましくは50～300、
特に約100である適切な条件下でライブラリーを産生細胞に導入すること、および、特に
飲作用および/または食作用を介した非特異的取り込みによる、感染経路から独立してい
る導入条件を選択することにより、遺伝子型/表現型が連関したパルボウイルスライブラ
リーを作製する、請求項1～10のいずれか一項記載の方法。
【請求項１３】
　パルボウイルスビリオンライブラリーの導入を、固定化パルボウイルスビリオン上に播
種した産生細胞を用いて行う、請求項12記載の方法。
【請求項１４】
　細胞当たりのゲノムの比が10～10,000、好ましくは50～5,000、より好ましくは100～3,
000、特に約1,000である適切な条件下で、ライブラリーを産生細胞に導入し、遺伝子型/
表現型連関ライブラリーをもたらす、好ましくは特異的受容体結合を介した感染経路に依
存する導入条件を選択することにより、パルボウイルスビリオンのライブラリーを作製す
る、請求項1～10のいずれか一項記載の方法。
【請求項１５】
　産生細胞をビリオンライブラリーと共にインキュベートするが、ライブラリーのビリオ
ンは固定化されていないという導入条件を適用する、請求項14記載の方法。
【請求項１６】
　ライブラリーが、少なくとも5%、好ましくは少なくとも25%、より好ましくは少なくと
も50%、特に少なくとも90%の遺伝子型/表現型連関を有する、請求項11～14のいずれか一
項記載の方法。
【請求項１７】
　ライブラリーが、105を超える、好ましくは106を超える、特に107を超えるパルボウイ
ルス変異体の多重度を有する、請求項1～16のいずれか一項記載の方法。
【請求項１８】
　パルボウイルス変異体構造タンパク質が、4～30アミノ酸、好ましくは5～20アミノ酸、
特に5～15アミノ酸の挿入を少なくとも1つ含む、請求項1～17のいずれか一項記載の方法
。
【請求項１９】
　挿入が、ジスルフィド結合を形成して、挿入アミノ酸からなるループを形成し得る2つ
のシステインを含む、請求項1～18のいずれか一項記載の方法。
【請求項２０】
　パルボウイルス変異構造タンパク質が、点突然変異、内部または末端欠失、第2の挿入
、および置換から選択される少なくとも1つのさらなる変異を含む、請求項1～19のいずれ
か一項記載の方法。
【請求項２１】
　第2の挿入が内部にあるかまたはN末端もしくはC末端融合であり、該挿入が4～40アミノ
酸、好ましくは5～30アミノ酸、最も好ましくは7～20アミノ酸の長さを有する、請求項20
記載の方法。
【請求項２２】
　第2の挿入がリガンドに対する結合に有用なタグである、請求項20または21記載の方法
。
【請求項２３】
a) 挿入が、I-1、I-34、I-138、I-139、I-161、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
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、I-713、およびI-716、からなる群より選択される1つまたは複数の位置、より好ましく
は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1つまた
は複数の位置、特にI-587に、挿入されるか；または
b) 挿入が、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、好ましくはI-261とI-587の組み合わせおよびI-261とI-453の組み合わせに
挿入される、
請求項18～22のいずれか一項記載の方法。
【請求項２４】
　請求項1～23のいずれか一項記載の方法によって得られ得るパルボウイルス変異構造タ
ンパク質。
【請求項２５】
　パルボウイルスにとって異種である少なくとも1つのB細胞エピトープを含むパルボウイ
ルス変異構造タンパク質であって、B細胞エピトープがウイルスの表面上に位置するパル
ボウイルス変異構造タンパク質。
【請求項２６】
　B細胞エピトープが、病原体と、特に病原体のB細胞エピトープと同一ではない、請求項
24または25記載のパルボウイルス変異構造タンパク質。
【請求項２７】
　哺乳動物または病原体B細胞エピトープと同一ではないが、哺乳動物またはB細胞エピト
ープの機能的誘導体である、パルボウイルスにとって異種である少なくとも1つのB細胞エ
ピトープを含む、請求項24または25のいずれか一項記載のパルボウイルス変異構造タンパ
ク質。
【請求項２８】
　請求項9、10、または18～23のいずれか一項に記載される通りにさらに特徴づけられる
、請求項24～27のいずれか一項記載のパルボウイルス変異構造タンパク質。
【請求項２９】
　B細胞エピトープが寛容原由来エピトープである、請求項24～28のいずれか一項記載の
パルボウイルス変異構造タンパク質。
【請求項３０】
　B細胞エピトープが、腫瘍抗原、誤って折りたたまれたタンパク質、血清タンパク質、
膜タンパク質、TNFファミリーメンバー、およびインターロイキンからなる群より選択さ
れるタンパク質の一部である、請求項24～29のいずれか一項記載のパルボウイルス変異構
造タンパク質。
【請求項３１】
　B細胞エピトープが、CETP、CD20、アセチルコリン受容体、IL13R、EGFR、IgE、Melan A
、HMW MAA、CA125、Her2/NEU、L1細胞接着分子、VEGF、EGFR、CD20、TNF-α、IL-6、IL9
、IL-13、IL-17、およびβ-アミロイドからなる群より選択されるタンパク質の一部であ
る、請求項30記載のパルボウイルス変異構造タンパク質。
【請求項３２】
　B細胞エピトープが、ヒトβ-アミロイドの一部またはヒトβ-アミロイドミモトープで
ある、請求項30記載のパルボウイルス変異構造タンパク質。
【請求項３３】
　B細胞エピトープが、ヒトIgEの一部またはヒトIgEミモトープである、請求項30記載の
パルボウイルス変異構造タンパク質。
【請求項３４】
　B細胞エピトープが、ヒトCETPの一部またはヒトCETPミモトープである、請求項30記載
のパルボウイルス変異構造タンパク質。
【請求項３５】
　B細胞エピトープが、ヒトTNF-αの一部またはヒトTNF-αミモトープである、請求項30
記載のパルボウイルス変異構造タンパク質。
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【請求項３６】
　B細胞エピトープが、ヒトIL-6の一部またはヒトIL-6ミモトープである、請求項30記載
のパルボウイルス変異構造タンパク質。
【請求項３７】
　B細胞エピトープが、ヒトIL-17の一部またはヒトIL-17ミモトープである、請求項30記
載のパルボウイルス変異構造タンパク質。
【請求項３８】
　B細胞エピトープが、特に配列QMWAPQWGPDまたはそのパラトープもしくはミモトープを
含むかまたは有する、ヒトHER2/neuの一部またはヒトHER2/neuミモトープである、請求項
30記載のパルボウイルス変異構造タンパク質。
【請求項３９】
　B細胞エピトープが、

からなる群より選択されない、請求項24～38のいずれか一項記載のパルボウイルス変異構
造タンパク質。
【請求項４０】
　B細胞エピトープが、インテグリン、特にaβ1、β3、avβ3、またはavβ5インテグリン
、およびCD13ではない、請求項24～39のいずれか一項記載のパルボウイルス変異構造タン
パク質。
【請求項４１】
　エピトープが構造タンパク質のN末端に融合されていない、請求項24～40のいずれか一
項記載のパルボウイルス変異構造タンパク質。
【請求項４２】
　標的抗原に結合し得る免疫グロブリンを誘導することができる、請求項24～41のいずれ
か一項記載のパルボウイルス変異構造タンパク質。
【請求項４３】
　B細胞エピトープが、抗IgE抗体の抗イディオタイプエピトープ/ミモトープ、および/ま
たはIgE寛容原由来エピトープ/ミモトープを含む、請求項24～42のいずれか一項記載のパ
ルボウイルス変異構造タンパク質。
【請求項４４】
　B細胞エピトープが、最初のG、W、およびVが保存されており、かつシステイン残基Cが
ジスルフィド架橋によりペプチドの環状型を媒介している

のミモトープ配列を含む、請求項24、25、28～30、31、33、42、または43のいずれか一項
記載のパルボウイルス変異構造タンパク質。
【請求項４５】
　B細胞エピトープが、

またはそのパラトープもしくはミモトープからなる群より選択される配列を含むかまたは
有する、請求項24、25、28～31、33、42、または43のいずれか一項記載のパルボウイルス
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変異構造タンパク質。
【請求項４６】
　B細胞エピトープが、

またはそのパラトープもしくはミモトープからなる群より選択される配列を含むかまたは
有する、請求項24、25、28～31、34、または42のいずれか一項記載のパルボウイルス変異
構造タンパク質。
【請求項４７】
　B細胞エピトープが、

またはそのパラトープもしくはミモトープからなる群より選択される配列を含むかまたは
有する、請求項24、25、28～31、35～37、または42のいずれか一項記載のパルボウイルス
変異構造タンパク質。
【請求項４８】
　B細胞エピトープが、特に配列DAEFRHDSGを含むかまたは有する、β-アミロイドエピト
ープまたはβ-アミロイドミモトープである、請求項24、25、28～32、および42のいずれ
か一項記載のパルボウイルス変異構造タンパク質。
【請求項４９】
　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-6のI-453
および/またはI-587に挿入される、請求項24、25、28～30、42～48のいずれか一項記載の
パルボウイルス変異構造タンパク質。
【請求項５０】
　第2のタンパク質またはペプチドに融合させた、請求項24～49のいずれか一項記載のパ
ルボウイルス変異構造タンパク質。
【請求項５１】
　請求項24～50のいずれか一項記載のパルボウイルス変異構造タンパク質を含む多量体構
造。
【請求項５２】
　キャプソメア、ウイルス様粒子、またはウイルスである、請求項51記載の多量体構造。
【請求項５３】
　構造タンパク質少なくとも5個、好ましくは少なくとも10個、より好ましくは少なくと
も30個、最も好ましくは少なくとも60個の凝集体である、請求項51または52記載の多量体
構造。
【請求項５４】
　パルボウイルスにとって異種であるB細胞エピトープが多量体構造の表面上に位置する
、請求項51～53のいずれか一項記載の多量体構造。
【請求項５５】
　請求項24～50のいずれか一項記載のパルボウイルス変異構造タンパク質をコードする核
酸。
【請求項５６】
　請求項24～50のいずれか一項記載のパルボウイルス変異構造タンパク質、および/また
は請求項55記載の核酸を含むウイルス。
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【請求項５７】
　請求項55記載の核酸を含む細胞。
【請求項５８】
　細菌、酵母細胞、昆虫細胞、または哺乳動物細胞である、請求項57記載の細胞。
【請求項５９】
　以下の段階を含む、請求項24～50のいずれか一項記載の構造タンパク質を調製する方法
：
a) 適切な条件下で、請求項57または58記載の細胞を培養することにより、パルボウイル
ス変異構造タンパク質をコードする核酸を発現させる段階、および
b) 段階a)の発現されたパルボウイルス変異構造タンパク質を単離する段階。
【請求項６０】
　請求項24～50のいずれか以降記載の少なくとも1つのパルボウイルス変異構造タンパク
質および/または請求項55記載の核酸、好ましくは請求項51～54のいずれか一項記載の少
なくとも1つの多量体構造を含む薬剤。
【請求項６１】
　ワクチンである、請求項60記載の薬剤。
【請求項６２】
　自己免疫疾患、腫瘍疾患、アレルギー性疾患、代謝疾患、炎症性疾患、神経疾患を予防
もしくは治療するため、または眼科において用いるための、請求項60または61記載の薬剤
。
【請求項６３】
　免疫寛容を破壊するための、請求項60～62のいずれか一項記載の薬剤。
【請求項６４】
　疾患が感染症ではない、請求項60～63のいずれか一項記載の薬剤。
【請求項６５】
　パルボウイルス変異構造タンパク質が、遺伝子療法においてベクターとして用いられな
い、請求項60～62または64のいずれか一項記載の薬剤。
【請求項６６】
　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、代謝疾患、炎症性疾患、神経疾患を予防もしくは治療するため
、または眼科において用いるためのワクチンを製造するための、パルボウイルスにとって
異種である少なくとも1つのB細胞エピトープを含むパルボウイルス変異構造タンパク質の
使用であって、特に薬剤が請求項60～65のいずれか一項に定義される通りである使用。
【請求項６７】
　以下の治療および/または予防のための、請求項60～65のいずれか一項記載の薬剤：
a) アレルギー性疾患および/または喘息、この場合のB細胞エピトープは、抗IgE抗体の抗
イディオタイプエピトープ/ミモトープおよび/もしくはIgEエピトープ/ミモトープ、特に
、最初のG、W、およびVが保存されており、かつシステイン残基Cがジスルフィド架橋によ
りペプチドの環状型を媒介している

の配列のミモトープ、または特に、

、およびそれらの機能的活性変種からなる群より選択されるエピトープを含む；
b) アルツハイマー病、この場合のB細胞エピトープは、特に配列DAEFRHDSGまたはその機
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能的活性変種を含むかまたは有する、β-アミロイドエピトープまたはミモトープを含む
；
c) アテローム性動脈硬化症、この場合のB細胞エピトープは、CETPエピトープまたはミモ
トープ、特に、

、およびそれらの機能的活性変種からなる群より選択されるエピトープを含む；
d) 腫瘍疾患、この場合のB細胞エピトープは、増殖因子受容体または増殖因子のエピトー
プまたはミモトープ、特にHER2/neuエピトープまたはミモトープ、特にエピトープQMWAPQ
WGPDまたはその機能的活性変種を含む；
e) 自己免疫疾患および/または慢性炎症性疾患、好ましくは関節リウマチおよび/または
クローン病、この場合のB細胞エピトープは、サイトカインの、好ましくはTNF-α、IL-6
、および/またはIL-17のエピトープまたはミモトープ、特に、

、およびそれらの機能的活性変種からなる群より選択されるエピトープを含む；または
f) 感染症、好ましくはHIV感染症、この場合のB細胞エピトープは、ウイルス受容体の、
好ましくはCCR5のエピトープまたはミモトープ、特に、

、およびそれらの機能的活性変種からなる群より選択されるエピトープを含む。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、抗原の結合剤に特異的に結合し得るパルボウイルス変異構造タンパク質を同
定する方法、パルボウイルスにとって異種である少なくとも1つのB細胞エピトープを含む
パルボウイルス変異構造タンパク質、該タンパク質を含む多量体構造、該タンパク質をコ
ードする核酸、該タンパク質を含むウイルスまたは細胞、該タンパク質を調製する方法、
該タンパク質、核酸、または多量体構造を含む薬剤およびその使用に関する。
【背景技術】
【０００２】
　モノクローナル抗体療法は、腫瘍学、自己免疫疾患、および炎症性疾患などの治療分野
において、ここ数年にわたり、新薬開発の最も成功している治療形態の1つである。モノ
クローナル抗体療法では、疾患に関与する抗原を認識する特異的モノクローナル抗体を患
者に注射する。抗体は、抗体のイディオタイプとも称される抗体の可変ドメインで、それ
らの抗原を認識する。
【０００３】
　しかしながら、モノクローナル抗体にはある種の欠点もある。ある特定のイディオタイ
プを有する特異的抗体の濃度が高すぎる場合、患者の免疫系が、治療用モノクローナル抗
体のイディオタイプに対する抗体応答を生じ、それによってその有効性を限定することが
観察され得る。抗体のイディオタイプを認識するこの種の抗体は、抗イディオタイプ抗体
と称される。加えて、モノクローナルの他の部分に対するモノクローナル治療用抗体に対
する抗体が、受動抗体療法の有効性を限定する場合も多い。そのため、モノクローナル抗
体薬の多くは、従来の免疫抑制療法と併用して用いる必要があり、全体的な治療費が増大
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する。さらに、腫瘍学的徴候に関するような疾患の段階を制御するために、無傷の免疫系
が必要である場合には、患者の免疫系の能動的抑制は特に有害である。
【０００４】
　標的抗原に対する受動ワクチン接種として、モノクローナル抗体は、患者の血清中での
抗体の半減期に応じて頻繁に注射しなければならない。そのため、そのような治療は患者
にとって高価でありかつ不便である。
【０００５】
　薬物として抗イディオタイプ抗体を用いるいくつかの臨床開発によって例証される、そ
のようなモノクローナル抗体療法の別法が既に存在する。そのような抗イディオタイプ抗
体療法は、患者の免疫系が抗体のイディオタイプに対する抗体応答を誘導し得るという事
実(上記を参照されたい)に基づいている。イディオタイプとして、標的エピトープ(パラ
トープまたはミモトープ)の機能的模倣物を示すモノクローナルを用いると、患者の免疫
系はポリクローナル抗体応答を生じ、これらの抗体の一部は患者内の標的エピトープと交
差反応することができる。パラトープを示すそのような抗体は、抗イディオタイプ抗体と
称される(イディオタイプ関係のJerneのネットワークモデル(Jerne, 1974、Jerne et al.
, 1982)に基づく)。そのため、抗イディオタイプ抗体による選択的免疫化は、元の抗原に
対する特異的免疫応答を誘導し得る(Varela and Coutinho, 1991、Jefferis, 1993、Chat
terjee et al., 1994)。
【０００６】
　したがって、そのような抗イディオタイプ抗体によるワクチン接種は、ポリクローナル
抗体応答を能動的に誘導する。結果として、そのような抗イディオタイプ抗体ワクチンは
、標準的なモノクローナル抗体による受動免疫に勝るいくつかの利点を有する。その有効
性を限定する抗イディオタイプ抗体に対する抗体応答が起こらず、それはまさにこの免疫
系が治療原理として用いられる所以である。したがって、抗体治療を免疫抑制療法と併用
する必要もない。さらに、抗イディオタイプ治療が能動免疫であるという事実から、薬物
は、患者自身が生じる抗体応答を促進して特異的抗体の持続的な力価を維持するために、
時々注射するだけでよい。さらに、抗イディオタイプ抗体は、例えば腫瘍細胞における治
療に対する抵抗性の潜在的機構を妨げる、標的抗原に対するポリクローナル抗体応答を誘
導する。
【０００７】
　しかしながら、抗イディオタイプ抗体療法は重要な不利点を抱えている。抗イディオタ
イプ抗体によるワクチン接種によって得られる誘導ポリクローナル抗体応答の力価は、有
益な治療を確立できるほど高くない場合が多い。これは、もともと抗体の免疫原性がそれ
ほど高くないという理由から、ワクチンとしての強力な抗原が欠如しているためである。
さらに、免疫原性の欠如、および抗イディオタイプ抗体を同定することの技術上の難しさ
のために、特異的抗イディオタイプワクチンを作製することは困難である。
【０００８】
　一連の出版物は、ウイルス粒子‐本明細書ではパピローマウイルス粒子‐の秩序表面と
いう状況に置かれた抗原が、各B細胞受容体を直接架橋することにより、そのような抗原
に対するB細胞寛容をも破壊し得るB細胞応答を誘導し得ることを記載している。自己抗原
Aβに対する免疫応答を起こすために、ビオチンを介してAβペプチドに結合させたウシパ
ピローマウイルス様粒子(VLP)が用いられた(Li et al., 2004)。さらに、このグループは
、CCR5が自己抗原であるという事実にもかかわらず、ウイルスL1タンパク質の免疫優性部
位に挿入されたマウスケモカイン受容体mCCR5を有するウシパピローマウイルス様粒子を
用いてマウスを免疫し、高い抗CCR5抗体価を有する血清をもたらした。さらに、ブタオザ
ルを免疫するために、マカクL1-CCR5融合タンパク質が用いられた。試験した動物5頭のう
ち4頭が、CCR5特異的抗体を産生した。さらなるアプローチにおいて、ビオチン-ストレプ
トアビジン相互作用を介して、TNF-αがVLPに連結された(Chackerian et al., 2001)。こ
れらのVLPは、マウスにおいて自己抗体応答を生じるのに成功し、これらの抗体は天然TNF
-αに結合した(US 6,719,978)。
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【０００９】
　したがって、パピローマVLPは、強力なB細胞応答を起こすために、免疫系に対して抗原
を提示するための適切な骨格であることが示されており、おそらくこれは、ワクチン接種
エピトープの高密度で秩序のある密に詰まった配置による。それらの並はずれて強力なB
細胞誘導のために、パピローマVLPは、自己抗原に対するB細胞寛容を克服するのに特に有
用であり得る。
【００１０】
　しかしながら、ワクチン接種にとって有利なエピトープは三次元である場合があり、ま
た挿入されたエピトープは挿入部位の特定環境により再折りたたみされる場合があるため
、ビオチンによって連結されるか、または知識に基づく推測により挿入されたエピトープ
が、広範囲の寛容原に対する自己抗体の産生を誘導し得る可能性は疑わしい。これは、よ
り大きな挿入の場合よりもウイルスキャプシド骨格の影響が大きく関係する、小さな抗原
または個々のエピトープに特に当てはまる。
【００１１】
　したがって、本発明の問題は、上記の不利点(結合されるかまたは手動で挿入された寛
容原由来エピトープを有するBPVベースのVLP)の1つまたは複数を回避する、特に抗体療法
に接触可能な、疾患の治療用ワクチンとして有用である薬物候補を同定するための別法ま
たはさらに優れた方法を見出すことであった。
【００１２】
　この問題は、抗原の結合剤に特異的に結合し得るパルボウイルス変異構造タンパク質を
同定するためのスクリーニング法によって解決され、この方法は、(a) 少なくとも1つの
変異型パルボウイルス構造タンパク質を発現するパルボウイルスビリオンのライブラリー
を提供する段階、(b) 抗原の結合剤を提供する段階、(c) 結合剤に特異的に結合する少な
くとも1つのパルボウイルスビリオンを選択する段階、および(d) (i) 段階c)で選択され
たパルボウイルスビリオンのパルボウイルス変異構造タンパク質もしくその変異部分、ま
たは(ii) 段階c)で選択されたパルボウイルスビリオンのパルボウイルス変異構造タンパ
ク質をコードする遺伝子もしくはその変異部分を同定する段階を含む。
【００１３】
　パルボウイルス、特にアデノ随伴ウイルス2型は、遺伝子療法用のウイルスベクターと
して当技術分野で周知である(Muzyczka, 1992)。さらに、AAV2構造タンパク質は、AAV2の
細胞指向性を変更し、それによって正常条件下では野生型AAV2が感染しない細胞または組
織に対してウイルスを指向するように遺伝子改変されている。最初に成功したAAV2の再標
的化は、Girod A. et al.(Girod et al., 1999)、(WO 99/67393)によって発表された。そ
の筆者らは、構造タンパク質がビリオンに会合する能力を破壊することなく、例えば短い
ペプチド配列の挿入によって改変され得るAAVの挿入部位を同定した。ビリオンの表面上
に提示させる最適なペプチド配列を挿入すると、細胞指向性が変化し、これはインビボで
の試験に成功している(White et al., 2004)。AAVに対する中和抗体を有する患者の免疫
系から免れるよう、AAVの抗原性を軽減するために(Huttner et al., 2003)；(WO 01/0599
0)、および遺伝子療法用のAAVベクターの効率的な製造を可能にするよう、AAVビリオンの
クロマトグラフィー特性を改変するために(WO 01/05991)、技術がさらに開発されて用い
られた。この研究は確認されており、さらなる挿入部位が同定された(Shi et al., 2001)
、特に表1～5、1708ページ 「Identification of optimal sites for heterologous liga
nd insertion」；(Shi and Bartlett, 2003)、US 2002/0192823；(Wu et al., 2000))。
【００１４】
　所望の細胞または組織に対してAAVを再標的化する技術を改良するために、AAVの変異構
造タンパク質のライブラリーが構築され、細胞指向性が変化したAAVクローンの選択に用
いるのに成功している(Perabo et al., 2003、Lieber, 2003、Muller et al., 2003、WO 
03/054197)。
【００１５】
　パルボウイルス構造タンパク質はこれまでに、ワクチン接種目的のために用いられ得る
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ウイルス様粒子を形成することが知られている。リンパ球性脈絡髄膜炎ウイルス(LCMV)核
タンパク質由来のCD8+エピトープを含む、ブタパルボウイルス(PPV)およびイヌパルボウ
イルス(CPV)のハイブリッド組換えパルボウイルス様粒子を含むワクチンは、LCMVによる
致死的感染からマウスを防御した(Casal, 1999)。同じことが、ポリオウイルス由来のC3:
Tエピトープを含むPPVおよびCPVウイルス様粒子(VLP)についても示された(Casal, 1999)
。また、B19構造タンパク質が、ワクチン接種目的でエピトープ送達に応用されている。
ヒト単純ヘルペスウイルス1型およびマウス肝炎ウイルスA59の線状エピトープを提示させ
るために、ヒトパルボウイルスB19 VLPのVP-2キャプシドタンパク質が用いられた(Brown 
et al., 1994)、US 6,719,978)。
【００１６】
　しかしながら、これらの試みはかなり大きな病原体エピトープについて用いられている
にすぎず、患者に有益な効果を及ぼすためにB細胞寛容が破壊されるべき寛容原または小
さな抗原またはさらに個々のエピトープでは用いられていない。
【００１７】
　パルボウイルスライブラリーを用いるスクリーニング法は、WO 03/054197に以前に記載
されている。その中では、細胞指向性が変化したパルボウイルスを同定するためのスクリ
ーニング法が開示されている。その発明者らは、ウイルスのプールから免疫原性パルボウ
イルスを除去するための、患者血清などの抗体を用いる免疫選択段階(陰性選択)をさらに
開示している。しかしながら、陽性選択である、例えば治療用抗体に結合するビリオンと
いった、結合剤に特異的に結合するパルボウイルスビリオンの選択は開示されなかった。
【発明の概要】
【００１８】
　本発明による薬剤は、先行技術に勝る多くの利点を有する。哺乳動物の免疫系は、一方
の哺乳動物およびそれらの免疫系ともう一方のウイルスとの共進化により、特殊化されて
、ウイルスキャプシドタンパク質に対する強力な抗体応答を生じる。強力な抗体応答とは
、標準的なELISA法により測定される1000～100,000の力価を意味する。ウイルス様粒子は
、ウイルスとの類似、およびそれによる抗原提示細胞によるそのような粒子の効率的取り
込みのために、免疫原性が高い。ビリオンの大きさ、B細胞エピトープの密度および対称
的秩序、ならびに任意の2つのB細胞エピトープ間の約50～100Åという最適距離は、自己
抗原または寛容原に対するB細胞寛容さえも破壊する、各B細胞受容体の直接的架橋により
媒介される非常に強力なT細胞非依存性B細胞応答に関して主要な役割を担う(Szomolanyi-
Tsuda and Welsh, 1998、Szomolanyi-Tsuda et al., 1998、Szomolanyi-Tsuda et al., 2
000、Szomolanyi-Tsuda et al., 2001、Zinkernagel, 2002、Bachmann et al., 1993)。
【００１９】
　まとめると、このような薬剤は、能動的免疫応答を引き起こして持続的な抗体価をもた
らす、ある種の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し得る。ビリオ
ンの多量体構造は、B細胞上の各受容体を直接架橋し、それによってT細胞非依存性B細胞
応答を誘導する、多数の高密度に詰まった同一エピトープを含む。薬剤の粒子構造は、Ig
Gクラススイッチおよび活性化B細胞の超変異を最終的に誘発し、高親和性IgG抗体の持続
的放出およびB細胞の記憶細胞への分化を引き起こす、T細胞を活性化する抗原提示細胞に
よる効率的な取り込みを介した免疫応答をさらに支持する。本発明の方法を用いて、この
ような薬剤を容易にスクリーニングおよび作製することができる。
[請求項101]
 以下の段階を含む、抗原の結合剤に特異的に結合し得るパルボウイルス変異構造タンパ
ク質を同定する方法:
a) 少なくとも1つの変異型パルボウイルス構造タンパク質を発現するパルボウイルスビリ
オンのライブラリーを提供する段階、
b) 抗原の結合剤を提供する段階、
c) 結合剤に特異的に結合する少なくとも1つのパルボウイルスビリオンを選択する段階、
および
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d) 段階c)で選択されたパルボウイルスビリオンの
 i) パルボウイルス変異構造タンパク質もしくその変異部分、または
 ii)パルボウイルス変異構造タンパク質をコードする遺伝子もしくはその変異部分
を同定する段階。
[請求項102]
 段階c)で選択される少なくとも1つのパルボウイルスビリオンを、適切な条件下での産生
細胞におけるウイルス複製およびそれに続くパッケージングにより増幅し、段階b)～c)を
少なくとも1、2、3、4、5、6、7、8、9、または10回、好ましくは1、2、3、4、または5回
繰り返す、請求項101記載の方法。
[請求項103]
 好ましくは直接、またはリンカーを介して担体上に固定化された結合剤を用いて選択段
階を行う、請求項101または102のいずれか一項記載の方法。
[請求項104]
 選択段階を懸濁状態の結合剤を用いて行い、かつ任意に、結合剤に特異的に結合してい
る少なくとも1つのパルボウイルスビリオンを沈殿させる、請求項101～103のいずれか一
項記載の方法。
[請求項105]
 選択段階が洗浄段階を含む、請求項101～104のいずれか一項記載の方法。
[請求項106]
 選択されたパルボウイルスビリオンを、第2の結合剤に対する非結合に関してさらに選択
する、請求項101～105のいずれか一項記載の方法。
[請求項107]
 以下の段階をさらに含む、請求項101～106のいずれか一項記載の方法:
e) パルボウイルス変異構造タンパク質をコードする遺伝子をランダム化する段階、
f) ランダム化遺伝子をパルボウイルスのさらなるライブラリー中にパッケージングする
段階、および
g) 段階a)～d)を繰り返す段階。
[請求項108]
 パルボウイルス変異構造タンパク質が、各パルボウイルス野生型構造タンパク質と比較
して、少なくとも1つのランダム変異をさらに含む、請求項101～107のいずれか一項記載
の方法。
[請求項109]
 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)、イヌ
パルボウイルス(CPV)、マウスパルボウイルス、マウスの微小ウイルス(MVM)、B19、H1、
トリAAV(AAAV)、ネコ汎白血球減少症ウイルス(FPV)、およびガチョウパルボウイルス(GPV
)からなる群より選択される、請求項108記載の方法。
[請求項110]
 AAVが、AAV-1、AAV-2、AAV-3b、AAV-4、AAV-5、AAV-6、AAV-7、AAV-8、AAV-9、AAV-10、
AAV-11、またはAAV-12であり、特にAAV-2である、請求項108または109記載の方法。
[請求項111]
 遺伝子型/表現型連関ライブラリーをもたらす、100ゲノム/細胞以下、好ましくは10ゲノ
ム/細胞以下、より好ましくは1ゲノム/細胞以下の低コピー数のウイルスゲノムを用いる
適切な条件下で、プラスミドライブラリーを産生細胞にトランスフェクトすることにより
、パルボウイルスビリオンのライブラリーを作製する、請求項101～110のいずれか一項記
載の方法。
[請求項112]
 細胞当たりのゲノムの比が5～5,000、好ましくは10～1,000、より好ましくは50～300、
特に約100である適切な条件下でライブラリーを産生細胞に導入すること、および、特に
飲作用および/または食作用を介した非特異的取り込みによる、感染経路から独立してい
る導入条件を選択することにより、遺伝子型/表現型が連関したパルボウイルスライブラ
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リーを作製する、請求項101～110のいずれか一項記載の方法。
[請求項113]
 パルボウイルスビリオンライブラリーの導入を、固定化パルボウイルスビリオン上に播
種した産生細胞を用いて行う、請求項112記載の方法。
[請求項114]
 細胞当たりのゲノムの比が10～10,000、好ましくは50～5,000、より好ましくは100～3,0
00、特に約1,000である適切な条件下で、ライブラリーを産生細胞に導入し、遺伝子型/表
現型連関ライブラリーをもたらす、好ましくは特異的受容体結合を介した感染経路に依存
する導入条件を選択することにより、パルボウイルスビリオンのライブラリーを作製する
、請求項101～110のいずれか一項記載の方法。
[請求項115]
 産生細胞をビリオンライブラリーと共にインキュベートするが、ライブラリーのビリオ
ンは固定化されていないという導入条件を適用する、請求項114記載の方法。
[請求項116]
 ライブラリーが、少なくとも5%、好ましくは少なくとも25%、より好ましくは少なくとも
50%、特に少なくとも90%の遺伝子型/表現型連関を有する、請求項111～114のいずれか一
項記載の方法。
[請求項117]
 ライブラリーが、105を超える、好ましくは106を超える、特に107を超えるパルボウイル
ス変異体の多重度を有する、請求項101～116のいずれか一項記載の方法。
[請求項118]
 パルボウイルス変異体構造タンパク質が、4～30アミノ酸、好ましくは5～20アミノ酸、
特に5～15アミノ酸の挿入を少なくとも1つ含む、請求項101～117のいずれか一項記載の方
法。
[請求項119]
 挿入が、ジスルフィド結合を形成して、挿入アミノ酸からなるループを形成し得る2つの
システインを含む、請求項101～118のいずれか一項記載の方法。
[請求項120]
 パルボウイルス変異構造タンパク質が、点突然変異、内部または末端欠失、第2の挿入、
および置換から選択される少なくとも1つのさらなる変異を含む、請求項101～119のいず
れか一項記載の方法。
[請求項121]
 第2の挿入が内部にあるかまたはN末端もしくはC末端融合であり、該挿入が4～40アミノ
酸、好ましくは5～30アミノ酸、最も好ましくは7～20アミノ酸の長さを有する、請求項12
0記載の方法。
[請求項122]
 第2の挿入がリガンドに対する結合に有用なタグである、請求項120または121記載の方法
。
[請求項123]
a) 挿入が、I-1、I-34、I-138、I-139、I-161、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、からなる群より選択される1つまたは複数の位置、より好ましく
は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1つまた
は複数の位置、特にI-587に、挿入されるか;または
b) 挿入が、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、好ましくはI-261とI-587の組み合わせおよびI-261とI-453の組み合わせに
挿入される、
請求項118～122のいずれか一項記載の方法。
[請求項124]
 請求項101～123のいずれか一項記載の方法によって得られ得るパルボウイルス変異構造
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タンパク質。
[請求項125]
 パルボウイルスにとって異種である少なくとも1つのB細胞エピトープを含むパルボウイ
ルス変異構造タンパク質であって、B細胞エピトープがウイルスの表面上に位置するパル
ボウイルス変異構造タンパク質。
[請求項126]
 B細胞エピトープが、病原体と、特に病原体のB細胞エピトープと同一ではない、請求項1
24または125記載のパルボウイルス変異構造タンパク質。
[請求項127]
 哺乳動物または病原体B細胞エピトープと同一ではないが、哺乳動物またはB細胞エピト
ープの機能的誘導体である、パルボウイルスにとって異種である少なくとも1つのB細胞エ
ピトープを含む、請求項124または125のいずれか一項記載のパルボウイルス変異構造タン
パク質。
[請求項128]
 請求項109、110、または118～123のいずれか一項に記載される通りにさらに特徴づけら
れる、請求項124～127のいずれか一項記載のパルボウイルス変異構造タンパク質。
[請求項129]
 B細胞エピトープが寛容原由来エピトープである、請求項124～128のいずれか一項記載の
パルボウイルス変異構造タンパク質。
[請求項130]
 B細胞エピトープが、腫瘍抗原、誤って折りたたまれたタンパク質、血清タンパク質、膜
タンパク質、TNFファミリーメンバー、およびインターロイキンからなる群より選択され
るタンパク質の一部である、請求項124～129のいずれか一項記載のパルボウイルス変異構
造タンパク質。
[請求項131]
 B細胞エピトープが、CETP、CD20、アセチルコリン受容体、IL13R、EGFR、IgE、Melan A
、HMW MAA、CA125、Her2/NEU、L1細胞接着分子、VEGF、EGFR、CD20、TNF-α、IL-6、IL9
、IL-13、IL-17、およびβ-アミロイドからなる群より選択されるタンパク質の一部であ
る、請求項130記載のパルボウイルス変異構造タンパク質。
[請求項132]
 B細胞エピトープが、ヒトβ-アミロイドの一部またはヒトβ-アミロイドミモトープであ
る、請求項130記載のパルボウイルス変異構造タンパク質。
[請求項133]
 B細胞エピトープが、ヒトIgEの一部またはヒトIgEミモトープである、請求項130記載の
パルボウイルス変異構造タンパク質。
[請求項134]
 B細胞エピトープが、ヒトCETPの一部またはヒトCETPミモトープである、請求項130記載
のパルボウイルス変異構造タンパク質。
[請求項135]
 B細胞エピトープが、ヒトTNF-αの一部またはヒトTNF-αミモトープである、請求項130
記載のパルボウイルス変異構造タンパク質。
[請求項136]
 B細胞エピトープが、ヒトIL-6の一部またはヒトIL-6ミモトープである、請求項130記載
のパルボウイルス変異構造タンパク質。
[請求項137]
 B細胞エピトープが、ヒトIL-17の一部またはヒトIL-17ミモトープである、請求項130記
載のパルボウイルス変異構造タンパク質。
[請求項138]
 B細胞エピトープが、特に配列QMWAPQWGPDまたはそのパラトープもしくはミモトープを含
むかまたは有する、ヒトHER2/neuの一部またはヒトHER2/neuミモトープである、請求項13
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0記載のパルボウイルス変異構造タンパク質。
[請求項139]
 B細胞エピトープが、

からなる群より選択されない、請求項124～138のいずれか一項記載のパルボウイルス変異
構造タンパク質。
[請求項140]
 B細胞エピトープが、インテグリン、特にaβ1、β3、avβ3、またはavβ5インテグリン
、およびCD13ではない、請求項124～139のいずれか一項記載のパルボウイルス変異構造タ
ンパク質。
[請求項141]
 エピトープが構造タンパク質のN末端に融合されていない、請求項124～140のいずれか一
項記載のパルボウイルス変異構造タンパク質。
[請求項142]
 標的抗原に結合し得る免疫グロブリンを誘導することができる、請求項124～141のいず
れか一項記載のパルボウイルス変異構造タンパク質。
[請求項143]
 B細胞エピトープが、抗IgE抗体の抗イディオタイプエピトープ/ミモトープ、および/ま
たはIgE寛容原由来エピトープ/ミモトープを含む、請求項124～142のいずれか一項記載の
パルボウイルス変異構造タンパク質。
[請求項144]
 B細胞エピトープが、最初のG、W、およびVが保存されており、かつシステイン残基Cがジ
スルフィド架橋によりペプチドの環状型を媒介している

のミモトープ配列を含む、請求項124、125、128～130、131、133、142、または143のいず
れか一項記載のパルボウイルス変異構造タンパク質。
[請求項145]
 B細胞エピトープが、

またはそのパラトープもしくはミモトープからなる群より選択される配列を含むかまたは
有する、請求項124、125、128～131、133、142、または143のいずれか一項記載のパルボ
ウイルス変異構造タンパク質。
[請求項146]
 B細胞エピトープが、
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またはそのパラトープもしくはミモトープからなる群より選択される配列を含むかまたは
有する、請求項124、125、128～131、134、または142のいずれか一項記載のパルボウイル
ス変異構造タンパク質。
[請求項147]
 B細胞エピトープが、

またはそのパラトープもしくはミモトープからなる群より選択される配列を含むかまたは
有する、請求項124、125、128～131、135～137、または142のいずれか一項記載のパルボ
ウイルス変異構造タンパク質。
[請求項148]
 B細胞エピトープが、特に配列DAEFRHDSGを含むかまたは有する、β-アミロイドエピトー
プまたはβ-アミロイドミモトープである、請求項124、125、128～132、および142のいず
れか一項記載のパルボウイルス変異構造タンパク質。
[請求項149]
 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-6のI-453
および/またはI-587に挿入される、請求項124、125、128～130、142～148のいずれか一項
記載のパルボウイルス変異構造タンパク質。
[請求項150]
 第2のタンパク質またはペプチドに融合させた、請求項124～149のいずれか一項記載のパ
ルボウイルス変異構造タンパク質。
[請求項151]
 請求項124～150のいずれか一項記載のパルボウイルス変異構造タンパク質を含む多量体
構造。
[請求項152]
 キャプソメア、ウイルス様粒子、またはウイルスである、請求項151記載の多量体構造。
[請求項153]
 構造が、少なくとも5個、好ましくは少なくとも10個、より好ましくは少なくとも30個、
最も好ましくは少なくとも60個の凝集体である、請求項151または152記載の多量体構造。
[請求項154]
 パルボウイルスにとって異種であるB細胞エピトープが多量体構造の表面上に位置する、
請求項151～153のいずれか一項記載の多量体構造。
[請求項155]
 請求項124～150のいずれか一項記載のパルボウイルス変異構造タンパク質をコードする
核酸。
[請求項156]
 請求項124～150のいずれか一項記載のパルボウイルス変異構造タンパク質、および/また
は請求項155記載の核酸を含むウイルス。
[請求項157]
 請求項155記載の核酸を含む細胞。
[請求項158]
 細菌、酵母細胞、昆虫細胞、または哺乳動物細胞である、請求項157記載の細胞。
[請求項159]
 以下の段階を含む、請求項124～150のいずれか一項記載の構造タンパク質を調製する方
法:
a) 適切な条件下で、請求項157または158記載の細胞を培養することにより、パルボウイ
ルス変異構造タンパク質をコードする核酸を発現させる段階、および
b) 段階a)の発現されたパルボウイルス変異構造タンパク質を単離する段階。
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[請求項160]
 請求項124～150のいずれか一項記載の少なくとも1つのパルボウイルス変異構造タンパク
質および/または請求項155記載の核酸、好ましくは請求項151～154のいずれか一項記載の
少なくとも1つの多量体構造を含む薬剤。
[請求項161]
 ワクチンである、請求項160記載の薬剤。
[請求項162]
 自己免疫疾患、腫瘍疾患、アレルギー性疾患、代謝疾患、炎症性疾患、神経疾患を予防
もしくは治療するため、または眼科において用いるための、請求項160または161記載の薬
剤。
[請求項163]
 免疫寛容を破壊するための、請求項160～162のいずれか一項記載の薬剤。
[請求項164]
 疾患が感染症ではない、請求項160～163のいずれか一項記載の薬剤。
[請求項165]
 パルボウイルス変異構造タンパク質が、遺伝子療法においてベクターとして用いられな
い、請求項160～162または164のいずれか一項記載の薬剤。
[請求項166]
 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、代謝疾患、炎症性疾患、神経疾患を予防もしくは治療するため、
または眼科において用いるためのワクチンを製造するための、パルボウイルスにとって異
種である少なくとも1つのB細胞エピトープを含むパルボウイルス変異構造タンパク質の使
用であって、特に薬剤が請求項160～165のいずれか一項に定義される通りである使用。
[請求項167]
 以下の治療および/または予防のための、請求項160～165のいずれか一項記載の薬剤:
a) アレルギー性疾患および/または喘息、この場合のB細胞エピトープは、抗IgE抗体の抗
イディオタイプエピトープ/ミモトープおよび/もしくはIgEエピトープ/ミモトープ、特に
、最初のG、W、およびVが保存されており、かつシステイン残基Cがジスルフィド架橋によ
りペプチドの環状型を媒介している

の配列のミモトープ、または特に、

、およびそれらの機能的活性変種からなる群より選択されるエピトープを含む;
b) アルツハイマー病、この場合のB細胞エピトープは、特に配列DAEFRHDSGまたはその機
能的活性変種を含むかまたは有する、β-アミロイドエピトープまたはミモトープを含む;
c) アテローム性動脈硬化症、この場合のB細胞エピトープは、CETPエピトープまたはミモ
トープ、特に、

、およびそれらの機能的活性変種からなる群より選択されるエピトープを含む;
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d) 腫瘍疾患、この場合のB細胞エピトープは、増殖因子受容体または増殖因子のエピトー
プまたはミモトープ、特にHER2/neuエピトープまたはミモトープ、特にエピトープQMWAPQ
WGPDまたはその機能的活性変種を含む;
e) 自己免疫疾患および/または慢性炎症性疾患、好ましくは関節リウマチおよび/または
クローン病、この場合のB細胞エピトープは、サイトカインの、好ましくはTNF-α、IL-6
、および/またはIL-17のエピトープまたはミモトープ、特に、

、およびそれらの機能的活性変種からなる群より選択されるエピトープを含む;または
f) 感染症、好ましくはHIV感染症、この場合のB細胞エピトープは、ウイルス受容体の、
好ましくはCCR5のエピトープまたはミモトープ、特に、

、およびそれらの機能的活性変種からなる群より選択されるエピトープを含む。
【図面の簡単な説明】
【００２０】
　　（図１－１）パルボウイルスAAV1、AAV-6、AAV2、AAV-3b、AAV-7、AAV-8、AAV10、AA
V-4、AAV11、b-AAV、AAV-5、GPV、B19、MVM、FPV、およびCPVのアミノ酸配列アライメン
トを示す。アライメントは、Multalinバージョン5.4.1(Corpet, 1988)を用いて作成した
。記号比較表：blosum62、ギャップ荷重：12、ギャップ長荷重：2、コンセンサスレベル
：高＝90% 低＝50%。コンセンサス記号：!はIVのいずれかである；$はLMのいずれかであ
る；%はFYのいずれかである；#はNDQEBZのいずれかである。AAV2のG453およびN587に対応
するアミノ酸、ならびにI-453およびI-587の好ましい挿入範囲を四角で囲む。
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さらなるパルボウイルスは、http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ICTVdb/Ictv/fs_parvo.htm#S
ubFamily1に見出すことができる。
　　（図１－２）図１－１の続きを示す図である。
　　（図１－３）図１－２の続きを示す図である。
　　（図１－４）図１－３の続きを示す図である。
　　（図１－５）図１－４の続きを示す図である。
　　（図１－６）図１－５の続きを示す図である。
　　（図２）AAV2のcap遺伝子の模式的構成を示す。
　　（図３）結合体および非結合体プールを用いた感染および取り込み実験を示す。取り
込みに関しては、ウェルをA20抗体でコーティングし、rAAV/GFP、結合体プール、または
非結合体プールと共にインキュベートした(GPC 1×103)。非結合のウイルスを除去した後
、HeLa細胞をウェルに播種した。48時間培養した後、細胞のGFP発現をフローサイトメト
リーにより解析した。感染に関しては、HeLa細胞をウェルに播種し、rAAV/GFP、結合体プ
ール、または非結合体プールに感染させた(GPC 1×103)。48時間培養した後、細胞のGFP
発現をフローサイトメトリーにより解析した。
　　（図４）AAV変種と抗KLH抗体の相互作用を示す。(A) 抗KLH mAbによるAAVライブラリ
ーのスクリーニングにより単離されたAAV変種(H3、B6、F10、A6、D9)のキャプシド5.0×1
010個および1.0×1010個を、ニトロセルロース膜上にドットした。陰性対照として、wtAA
Vを、ドット当たり1.0×1010～1.6×108個キャプシドの段階希釈物としてスポットした(
下のレーン)。同様に、BSAの段階希釈物(1.0μg～0.03μg)を陰性対照として膜上にスポ
ットした。陽性対照として、KLHタンパク質の様々な希釈物をスポットした(1.0μg～0.02
μg)(上のレーン)。膜を、AAVライブラリーのスクリーニングに使用した抗KLH抗体と共に
インキュベートし、スポットしたAAV変種に対する抗KLH抗体の結合を、抗マウスIgG (γ)
 HRPコンジュゲートで検出した。(B) 膜を剥離した後、膜に等量のAAV変種が結合してい
ることをA20 mAbを用いて実証し、スポットされたAAVLPに対するA20 mAbの結合を、抗マ
ウスIgG (γ) HRPコンジュゲートで検出した。
　　（図５）抗KLH抗体とAAV変種の構造モチーフの相互作用を示す。未変性キャプシドま
たは熱不活化キャプシド(10分、95℃) 1×1010個を、ニトロセルロース膜上にスポットし
た。陰性対照として、ドット当たり5.0×1010～1.6×109個キャプシドのwtAAVをスポット
した(下のレーン)。陽性対照として、KLHタンパク質の様々な希釈物をスポットした(1.0
μg～0.03μg)(上のレーン)。膜を、AAVライブラリーのスクリーニングに使用した抗KLH
抗体と共にインキュベートし、スポットしたAAV変種に対する抗KLH抗体の結合を、抗マウ
スIgG HRPコンジュゲートで検出した。
　　（図６）AAV変種と抗KLH抗体の相互作用(ELISA)を示す。AAV粒子(H3、F10、B6、A6、
D9) 5×1010個を、Maxisorpマイクロタイタープレートにコーティングした。陰性対照と
して、ウェル当たり5.0×1010～7.8×108個キャプシドのwtAAVをコーティングした(示さ
ず)。コーティングした粒子を、AAVライブラリーのスクリーニングに使用した抗KLH抗体
と共にインキュベートした。固定化AAV変種に対する抗KLH抗体の結合を、基質としてTMB(
テトラメチルベンジジン)を用いて、抗マウスIgG HRP(西洋ワサビペルオキシダーゼ)コン
ジュゲートにより検出し、450 nmの吸光度を読み取った。アッセイの閾値を点線で示す。
　　（図７）AAV変種と抗IgE抗体の相互作用を示す。抗IgE抗体(XOLAIR(登録商標))によ
るAAVライブラリーのスクリーニングにより単離されたAAV変種(H5、D5、E8、A9、C7、G8)
 5.0×1010個(左側ドット)および1.0×1010個(右側ドット)を、ニトロセルロース膜上に
スポットした(四角で示す)。変種C7は、キャプシド1.0×1010個のみをドットした。陰性
対照として、ドット当たり5.0×1010～3.9×108個キャプシドのwtAAVをスポットした(下
のレーン)。同様に、BSAの段階希釈物(1.0μg～0.03μg)を陰性対照として膜上にスポッ
トした。陽性対照として、ヒトIgEタンパク質の様々な希釈物をスポットした(1.0μg～0.
02μg)(上のレーン)。(A) 膜を、AAVライブラリーのスクリーニングに使用した抗IgE抗体
と共にインキュベートし、スポットしたAAVLPに対する抗IgE抗体の結合を、抗ヒトIgG HR
Pコンジュゲートで検出した。(B) 等量のAAV変種が膜上にスポットされたことを実証する
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ため、膜を剥離し、スポットされたAAVキャプシドをA20 mAbを用いて検出した。スポット
されたAAVLPに対するA20 mAbの結合を、抗マウスIgG (γ) HRPコンジュゲートで検出した
。
　　（図８）AAV変種と抗IgE抗体 対 対照抗体の相互作用を示す。AAV変種H5、E8、D5、A
9、G8の粒子5×1010個および1×1010個(H5は1×1010個のみ)を、ニトロセルロース膜上に
ドットした。陰性対照として、ドット当たり5.0×1010～1.6×109個キャプシドのwtAAVを
スポットした(下のレーン)。陽性対照として、ヒトIgEタンパク質またはKLHタンパク質の
様々な希釈物(1.0μg～0.03μg)をドットした(上のレーン)。膜を、(A) AAVライブラリー
のスクリーニングに使用した抗IgE抗体、または(B) 対照抗体(抗KLH)と共にインキュベー
トした。AAV変種に対する抗体の結合を、それぞれの二次HRP標識抗体を用いて検出した。
　　（図９）AAV変種と抗CETP mAbの相互作用を示す。抗CETP抗体によるAAVライブラリー
のスクリーニングにより単離されたAAV変種B8およびC4のキャプシド5.0×1010個および1.
0×1010個を、ニトロセルロース膜上にスポットした。陰性対照として、ドット当たり5.0
×1010～3.2×109個キャプシドのwtAAVをスポットした(下のレーン)。同様に、BSAの段階
希釈物(1.0μg～0.03μg)を陰性対照として膜上にスポットした。(A) 膜を、AAVライブラ
リーのスクリーニングに使用した抗CETP抗体と共にインキュベートし、スポットしたAAV
変種に対する抗CETP抗体の結合を、抗マウスIgG HRPコンジュゲートで検出した。(B) 等
量のAAV変種が膜上にスポットされたことを実証するために、膜を剥離し、スポットされ
たAAVキャプシドをA20 mAbを用いて検出した。スポットされたAAVLPに対するA20 mAbの結
合を、抗マウスIgG (γ) HRPコンジュゲートで検出した。
　　（図１０）抗CETP抗体と、AAV2キャプシドの587位に挿入された各CETPエピトープの
相互作用を示す。変種AAV-CETP-587-短およびAAV-CETP-587-長のキャプシド5.0×1010個
、ならびに変種AAV-CETP-453-短およびAAV-CETP-453-長のキャプシド5.0×1010個および1
.0×1010個を、ニトロセルロース膜上にスポットした。陰性対照として、ドット当たり5.
0×1010～6.3×109個キャプシドのwtAAVをスポットした。膜を、AAVキャプシドに挿入さ
れたCETPエピトープに対して産生されたポリクローナル抗CETP抗体と共にインキュベート
した。スポットしたAAV変種に対する抗CETP抗体の結合を、抗ウサギIgG HRPコンジュゲー
トで検出した。
　　（図１１）抗CETP抗体と、AAV1キャプシドのS588またはD590の後に挿入された各CETP
エピトープ(CETP-内部)の相互作用を示す。ウサギCETP-内部エピトープを保有する変種AA
V1-CETP-588、rAAV1-GFP-CETP-588、およびrAAV1-GFP-CETP-590のキャプシド5.0×1011～
3.1×1010個の1:2の段階希釈物を、ニトロセルロース膜上にスポットした。対照として、
ドット当たり1.25×1011～7.8×109個キャプシドの野生型AAV1、ならびにドット当たり5.
0×1011～3.1×1010個キャプシドの、453および587にCETP挿入(CETP-内部)を有するAAV2(
AAV2-CETPin-2x)をスポットした。(A) 膜を、抗AAV1無傷粒子抗体(Progen)と共にインキ
ュベートした。スポットしたAAV変種に対する抗AAV1抗体の結合を、抗マウスIgG HRPコン
ジュゲートで検出した。(B) 膜を、AAVキャプシドに挿入されたCETPエピトープ(CETP-内
部)に対して産生されたポリクローナル抗CETP抗体と共にインキュベートした。スポット
したAAV変種に対する抗CETP抗体の結合を、抗ウサギIgG HRPコンジュゲートで検出した。
HRPを、ECLシステム(Pierce)を用いて化学発光により検出した。
　　（図１２）AAV2をワクチン接種したウサギの血清に対するAAV1の結合効率の決定に関
するELISAを示す。ウェル当たり1.0×109～1.56×107個キャプシドの段階希釈物として、
等量のキャプシドを37℃で1時間コーティングした。ウェルを、AAV2をワクチン接種した
ウサギによる血清(0.05% Tween-20を含むPBS中の1%粉乳で1:400)と共に37℃で1時間イン
キュベートした。450 nmのODを測定した。
　　（図１３）AAV2をワクチン接種したウサギの血清に対するAAV1の結合効率の決定に関
するELISAを示す。rAAV2-GFP、rAAV1-GFP、rAAV1-GFP-CETP-588、およびrAAV1-GFP-CETP-
590の等量のキャプシド(1×109個)をMaxisorp 96ウェルプレート(Nunc)にコーティングし
、AAV2をワクチン接種したウサギによる血清の段階希釈物(1:100～1:6400)と共にインキ
ュベートした。450 nmのODを測定した。
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　　（図１４）抗IgE抗体(Bsw17)と、AAV2キャプシドの587位に挿入された各IgEエピトー
プの相互作用を示す。587位に挿入されたIgEエピトープを表面において提示するAAV変種A
AV-Kricekのキャプシド2.5×1010個を、ニトロセルロース膜上にドットした。陰性対照と
して、wtAAVの段階希釈物(5.0×1010～1.6×109個)、またはAAV変種D5の段階希釈物(5.0
×1010～0.5×1010個)をドットした。陽性対照として、1.0μg～0.03μgのヒトIgEをドッ
トした。膜を抗IgE mAb Bsw17と共インキュベートし、スポットしたAAV変種に対するBsw1
7の結合を、抗マウスIgG HRPコンジュゲートで検出した。
　　（図１５）トランスフェクト293細胞のFcεRIα発現を示す。293細胞クローンに、ヒ
トFcεRIのα鎖およびγ鎖を安定にトランスフェクトした。γ鎖は、EF1α1プロモーター
またはCMVプロモーターの制御下で発現される。FcεRIαの細胞表面発現を、PE標識抗Fc
εRIα mAbを用いてフローサイトメトリーにより解析した。
　　（図１６）トランスフェクト293細胞のIgE結合を示す。ヒトFcεRIのα鎖およびγ鎖
を安定に発現する293細胞クローンD11を、IgE結合、およびIgE結合に及ぼす抗IgE抗体(XO
LAIR(登録商標)またはBsw17)の影響の評価に使用した。一定濃度の抗IgE抗体または対照
抗体(マウスIgG1)の非存在下または存在下において、細胞を漸増濃度のヒトビオチン標識
IgEと共にインキュベートした。IgE結合を、PE標識ストレプトアビジンを用いてフローサ
イトメトリーにより検出した。
　　（図１７）トランスフェクトRBL2H3細胞のヒスタミン放出を示す。ラットRBL2H3細胞
に、ヒトFcεRIのα鎖を安定にトランスフェクトした。安定にトランスフェクトされた細
胞クローンE5を、ヒトIgEによる細胞の感作、およびその後のアナフィラキシー性抗ヒトI
gE抗体(Le27)を用いる受容体結合ヒトIgEの架橋によって誘導されるヒスタミン放出の評
価に使用した。細胞を漸増濃度のヒトIgEで感作し、アナフィラキシー性抗IgE抗体Le27で
刺激した(▲)。ヒスタミン放出を、市販のヒスタミンELISAを用いて測定した。対照にお
いては、細胞を漸増濃度のヒトIgEで感作し、その後Le27で刺激しなかった(■)。
　　（図１８）ヒスタミン放出に及ぼす抗IgE mAbの影響を示す。ヒトFcεRIのα鎖を安
定にトランスフェクトしたラットRBL2H3細胞を、漸増濃度の抗ヒトIgE mAb XOLAIR(登録
商標)の非存在下または存在下において、ヒトIgEで感作した。ヒスタミン放出を、アナフ
ィラキシー性抗IgE mAb Le27を用いて受容体結合IgEの架橋により誘導した。ヒスタミン
放出を、市販のヒスタミンELISAを用いて測定した。
　　（図１９）β-アミロイド特異的抗体による、I-587またはI-453/I-587においてAAV2
により提示されるβ-アミロイドエピトープの検出を示す。I-587、I-453およびI-587にお
いてβ-アミロイドエピトープを提示する精製AAV粒子、I-587においてCETPエピトープを
提示する精製AAV粒子(陰性対照として)の段階希釈物(2×1011～2×108個キャプシド)、な
らびにβ-アミロイドペプチド(aa 1-42、Biosource、陽性対照として) 1μg～1 ngを、膜
上にドットした。β-アミロイドエピトープを、抗β-アミロイドmAb 6E10(Chemicon)およ
び二次抗体としてのペルオキシダーゼ標識抗マウスIgG抗体(CALTAG)を用いて検出した。
化学発光によりシグナルを検出した。
　　（図２０）AAVベースのワクチン 対 ペプチドベースのワクチンによる自己抗体の誘
導を示す。ウサギ(n＝2)に、アジュバントの存在下で、AAVベースのCETPワクチンAAV-TP1
1、AAV-TP12、AAV-TP13、またはAAV-TP18を皮下免疫した。AAVベースのCETPワクチンを、
LPH(アメリカカブトガニ(Limulus polyphemus)ヘモシアニン)に結合させた同じエピトー
プを含む対応するペプチドワクチンと比較した。免疫血清中のCETP自己抗体の力価を、2
回目(灰色)および3回目(黒色)の追加免疫後に測定した。
　　（図２１）AAVベースのワクチン 対 ペプチドベースのワクチンによるエピトープ特
異的抗ペプチド抗体の誘導を示す。ウサギ(n＝2)に、アジュバントの存在下で、AAVベー
スのCETPワクチンAAV-TP11、AAV-TP12、AAV-TP13、またはAAV-TP18を皮下免疫した。AAV
ベースのCETPワクチンを、LPHに結合させた同じエピトープを含む対応するペプチドワク
チンと比較した。免疫血清中の、エピトープ(線状エピトープ)に対して産生された抗体の
力価を、2回目(灰色)および3回目(黒色)の追加免疫後に測定した。
　　（図２２）未変性のおよび熱変性したAAVベースのワクチンによる自己抗体の誘導を
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示す。ウサギ(n＝4)に、アジュバントの存在下で、未変性の(灰色)または熱変性した(黒
色)AAVベースのCETPワクチンAAV-TP11 2xまたはAAV-TP18 2xを皮下免疫した。免疫血清中
のCETP自己抗体の力価を、1回目の追加免疫後に測定した。
　　（図２３）AAV2ベースのワクチンによる免疫に及ぼす抗AAV2抗体の影響の評価を示す
。(A) AAV2ベースのワクチンの免疫化の成功に及ぼす抗AAV2抗体の影響を評価するために
、ウサギ(n＝3)に、wtAAV2 4.5μgを2回適用する(皮下または筋肉内)ことにより予備免疫
した。2回目の適用の2週間後に、血清を抗AAV2抗体のレベルについて解析した。対照群(n
＝2)には、wtAAV2を予備免疫しなかった。(B) wtAAV2による予備免疫後に、ウサギにAAV2
ベースのワクチンAAV-TP18(7.2μg/適用)をワクチン接種した。アジュバントの存在下で
、ワクチンを皮下または筋肉内投与した。1回目の追加ワクチン接種の2週間後に、血清を
CETP自己抗体のレベルについて解析した。結果を、wtAAV2で予備免疫しなかった動物のワ
クチン接種(皮下)と比較した。
　　（図２４）AAVベースのワクチンの異なる初回刺激/追加免疫投与計画の評価を示す。
3つの異なる初回刺激/追加免疫投与計画を評価した。A群には、AAV2-CETin-2xの初回刺激
適用を1回および追加免疫適用を3回付与した(AAV2ベースのワクチン接種)。B群には、AAV
2-CETin-2xによる刺激免疫1回および追加免疫1回、ならびにその後のLPH結合CETP-内部ペ
プチドによる追加免疫2回を付与した(LPH-ペプチド追加免疫)。C群には、AAV2-CETin-2x
による刺激免疫1回および追加免疫1回、ならびにその後のAAV1-CETinによる追加免疫2回
を付与した(転換AAV2ベース/AAV1ベースのワクチン)。2回目(灰色)および3回目(黒色)の
追加免疫の2週間後に、免疫血清を抗CETP反応性(CETP自己抗体価)について解析した。
　　（図２５）AAV2ベースのワクチンによる免疫化に及ぼすMontanide ISA 51の影響の評
価を示す。ウサギ(n＝2)に、アジュバントMontanide ISA 51の存在下で、CETPワクチンAA
V-TP18を筋肉内または皮下免疫した。対照群には、Biogenesにより提供されるアジュバン
トの存在下で、同じワクチンを皮下免疫した。1回目(白色)、2回目(灰色)、および3回目(
黒色)の追加免疫の2週間後に、免疫血清を抗CETP反応性(CETP自己抗体価)について解析し
た。
　　（図２６）AAV1骨格を用いるCETPに対するワクチン接種を示す。ウサギ(n＝2)に、I-
588位にウサギCETP-内部を保有するAAV1粒子を免疫した。粒子(11.7μg/ワクチン接種)を
、Biogenesにより提供されるアジュバントの存在下で、各刺激免疫または追加免疫におい
て筋肉内投与した。1回目(灰色)および2回目(黒色)の追加免疫の2週間後に、免疫血清を
抗CETP反応性について解析した。
　　（図２７）ヒトβ-アミロイドに対するワクチン接種を示す。ウサギ(n＝2)に、I-587
位にヒトβ-アミロイドエピトープ(aa 1-9、DAEFRHDSG、SEQ ID NO: 158)を保有するAAV2
粒子を免疫した。粒子(1μg/適用)を、Biogenesにより提供されるアジュバントの存在下
で、各刺激免疫または追加免疫において皮下投与した。1回目(白色)、2回目(灰色)、およ
び3回目(黒色)の追加免疫の2週間後に、免疫血清を抗β-アミロイド(Aβ1-42)反応性につ
いて解析した。
　　（図２８）ヒトIgEに対するワクチン接種を示す。ウサギ(n＝2)に、I-587位にヒトIg
Eエピトープ(「Kricek」)を保有するAAV2粒子を免疫した。対照群においては、ウサギに
、LPHに結合させた同じIgEエピトープ(LPH-Kricek)を免疫した。1回目(白色)、2回目(灰
色)、および3回目(黒色)の追加免疫の2週間後に、免疫血清を抗IgE反応性について解析し
た。n.d.：未検。
　　（図２９）IgE由来ペプチドによるウサギのワクチン接種を示す。ウサギ(n＝2)に、
合成Tヘルパーエピトープに結合させたヒトIgE由来エピトープ

(Wangペプチド)を免疫した。別の群のウサギには、担体タンパク質としてのLPHに結合さ
せたエピトープの短縮変種「Wang-CS」(LPH-Wang-CS)を免疫した。2回目(灰色)および3回
目(黒色)の追加免疫の2週間後に、免疫血清を抗IgE反応性について解析した。
　　（図３０）抗IgE抗体のアナフィラキシー特性の評価を示す。好塩基球のIgE媒介性脱
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顆粒に及ぼす抗IgE抗体(Wangペプチド、AAV-Kricek、AAV-3DEpi3、またはAAV-Flexによる
ウサギの免疫化に由来)の影響を、ヒトFcεRIのα鎖を過剰発現するRBL2H3細胞を用いて
調べた。細胞を250 ng/mlヒトIgEとのインキュベーションにより感作し、その後3 mg/ml
全IgGの濃度のポリクローナル抗IgE抗体(免疫ウサギの全IgG画分)で刺激した。陽性対照
として、アナフィラキシー性モノクローナル抗IgE抗体Le27(15 ng/ml)を使用した。非関
連免疫化(すなわち、CETPまたはβ-アミロイドに対するワクチン接種)に由来するウサギ
全IgGを、陰性対照として使用した。ヒスタミン放出を、市販のヒスタミンELISA(Neogen)
を用いて測定した。
　　（図３１）抗IgE抗体のIgE中和特性の評価を示す。ウサギのワクチン接種により誘導
されたポリクローナル抗IgE抗体がIgEを中和し得るかどうかを評価するために、好塩基球
のIgE媒介性脱顆粒に及ぼす抗IgE抗体の影響を調べた。ヒトIgE(250 ng/ml)を、3 mg/ml
ポリクローナル抗IgE抗体(Wangペプチド、AAV-Kricek、AAV-3DEpi3、またはAAV-Flexを免
疫したウサギの全IgG画分)と共にプレインキュベートした。陽性対照として、IgE(250 ng
/ml)をXolair(1μg/ml)と共にプレインキュベートした。非関連免疫化(すなわち、CETPま
たはβ-アミロイドに対するワクチン接種)に由来するウサギ全IgGを、陰性対照として使
用した。ヒトFcεRIのα鎖を過剰発現するラット好塩基球RBL2H3細胞を、ヒトIgE/抗IgE
複合体とのインキュベーションにより感作した。アナフィラキシー性モノクローナル抗Ig
E抗体Le27を、受容体結合IgEの架橋に使用した。IgE媒介性ヒスタミン放出を、市販のヒ
スタミンELISAを用いて測定した。
　　（図３２）抗CETP抗体と、AAV2キャプシドの異なる挿入部位に挿入された各CETPエピ
トープの相互作用を示す。表示の挿入部位にCETPエピトープ「CETP-内部」を保有する異
なるAAV変種のキャプシド1.0×1011個および5.0×1011個を、膜上にドットした(上のパネ
ル)。陰性対照として、I-587位にCETPエピトープTP10を有するAAV粒子をスポットした(AA
V-TP10)。陽性対照として、I-453位およびI-587位にCETP-内部エピトープが組み込まれた
AAV2変種(AAV2-CETin-2x)をスポットした(下のパネル)。膜を、CETP-内部エピトープに対
して産生されたポリクローナル抗CETP抗体と共にインキュベートした。スポットしたAAV
変種に対する抗CETP抗体の結合を、抗ウサギIgG HRP(西洋ワサビペルオキシダーゼ)コン
ジュゲートで検出した。
【発明を実施するための形態】
【００２１】
　以下の定義は、本発明の産物、方法、および使用との関連において、規定の用語がどの
ように解釈されるべきかを説明する。
【００２２】
　「構造タンパク質」とは、ウイルスのキャプシドの一部であるタンパク質を意味する。
パルボウイルスに関して、構造タンパク質は一般的にVP-1、VP-2、および/またはVP-3と
称される。
【００２３】
　「変異構造タンパク質」とは、野生型ウイルスの各構造タンパク質と比較して、少なく
とも1つの変異を有する構造タンパク質を意味する。
【００２４】
　「パルボウイルス」とは、2つの亜科であるパルボウイルス亜科(パルボウイルス、エリ
スロウイルス、ディペンドウイルス、アムドウイルス、およびボカウイルス)およびデン
ソウイルス亜科(デンソウイルス、イテラウイルス、ブレビデンソウイルス、ペフデンソ
ウイルス、およびコントラウイルス)に分類されるいくつかの属を含むパルボウイルス科
のメンバーを意味する(Fields: Virology, fourth edition 2001, Volume 2, chapters 6
9 and 70, Lippincott Williams Wilkins, Philadelphia；http://virus.Stanford.edu/p
arvo/parvovirus.html http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ICTVdb/ Ictv/fs_parvo.htm#SubFa
mily1)。好ましいパルボウイルスは、AAV1、AAV2、AAV-3b、AAV-4、AAV-5、AAV-6、AAV-7
、AAV-8、AAV-9、AAV10、AAV11、AAV12、ウシAAV(b-AAV)、イヌAAV(CAAV)、イヌパルボウ
イルス(CPV)、マウスパルボウイルス、マウスの微小ウイルス(MVM)、B19、H1、トリAAV(A
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AAV)、ネコ汎白血球減少症ウイルス(FPV)、およびガチョウパルボウイルス(GPV)などの、
パルボウイルス属のメンバーである。
【００２５】
　好ましいパルボウイルスは、アデノ随伴ウイルス(AAV)、ウシAAV(b-AAV)、イヌAAV(CAA
V)、イヌパルボウイルス(CPV)、マウスの微小ウイルス(MVM)、B19、H1、AAAV、ネコ汎白
血球減少症ウイルス(FPV)、およびガチョウパルボウイルス(GPV)である。特に好ましいの
は、AAV1、AAV2、AAV-3b、AAV-4、AAV-5、AAV-6、AAV-7、AAV-8、AAV-9、AAV10、AAV11、
またはAAV12、特にAAV2である。
【００２６】
　「結合剤」という用語は、その各結合パートナーに特異的に結合する分子を指す。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、一本鎖抗体または抗体断片な
どの抗体誘導体である。原理的にはいかなるクラスの抗体も用いることができるが、好ま
しいのはIgG抗体である。抗体の断片または多量体も同様に用いることができる。一般的
に用いられる断片は、一本鎖抗体、Fab断片、または(Fab)2断片である。他の適切な結合
剤の例は、アンチカリンもしくはリポカリンなどのタンパク質骨格(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
ィー、またはアプタマーである。
【００２７】
　「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、
少なくともKD＝1×10-5 mol/l、好ましくは1×10-7 mol/l、より好ましくは1×10-8 mol/
l、特に1×10-9 mol/lという親和性(KD＝koff/kon)で互いに結合し、それによって複合体
ABを生じることを意味する。
【００２８】
　本発明の産物、方法、および使用との関連における「抗原」という用語は、それに対し
て免疫応答が誘導されるはずである任意の標的抗原を指す。そのような標的抗原は通常、
液性免疫応答の影響を受けやすい。それらは通常、例えばグリコシル化タンパク質のよう
に、翻訳後修飾され得るタンパク質である。好ましい抗原は、血清タンパク質、血中で少
なくとも特定の条件下で(例えば、疾患状態において)見出され得るタンパク質(例えば、C
ETP、IL-6、IL-17、TNF-α)、および膜タンパク質、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)である。特に好ましい抗原は、IgE、腫瘍抗原(例
えば、Melan A、高分子量メラノーマ関連抗原(HMW MAA)、CA125、IL13R、Her2/NEU、L1細
胞接着分子)、VEGF、EGFR、CD20、IL-9、IL-13、CETP(コレステリ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)、インターロイキン(IL-6、IL-17)、ま
たはタンパク質凝集を引き起こし、ひいてはコンホメーション病をもたらす誤って折りた
たまれたタンパク質(総説に関しては、Uversky et al., 2006を参照されたい)、例えば、
β-アミロイド)である。パルボウイルス抗原、すなわち、例えばB19に由来する未変異パ
ルボウイルス自体に固有の抗原は、「抗原」の上記定義から除外される(Klenerman et al
., 2002)。
【００２９】
　本発明との関連における「異種の」とは、パルボウイルス野生型ウイルスキャプシドお
よび/または構造タンパク質上に存在しないペプチド配列、例えばエピトープを意味する
。
【００３０】
　「寛容原」とは、‐その天然環境において‐液性免疫系に接触可能な自己抗原である。
これは分泌される場合もあれば、またはさもなくば生細胞から放出される、もしくは細胞
膜の外表面に会合している、もしくは細胞膜内に組み込まれている場合もある。一般的に
言えば、寛容原は、同じ抗原に対する以前の曝露によって起こる抗原に対する寛容のため
に、‐例えば自己免疫疾患とは対照的に正常な環境において‐特異的免疫応答を誘発しな
い。寛容は、中枢性寛容または末梢性寛容によって起こり得る。中枢性寛容とは、対応す
る抗原が胸腺においてT細胞に曝露され、特異的T細胞の除去が起こった寛容原を指す。末



(25) JP 2018-109636 A 2018.7.12

10

20

30

40

50

梢性寛容は、一般的に炎症によって提供される適切な付加的刺激なしで、抗原/エピトー
プ/ミモトープ/パラトープがT細胞に対して提示され、アネルギーを引き起こした場合に
起こる。さらに、寛容原が、制御性B細胞応答をある程度誘導し得ることが認められてい
る(Vogel et al., 2004)。
【００３１】
　1つの好ましい態様において、本発明は、末梢性寛容に起因する寛容原、好ましくは腫
瘍抗原/エピトープ/ミモトープ/パラトープに由来する寛容原に関する。本発明によって
包含される寛容原には、ペプチド、核酸、炭水化物、および脂質、好ましくはペプチドが
含まれる。
【００３２】
　好ましい寛容原は、細胞、特に腫瘍細胞の表面上の抗原、例えば受容体、特に増殖因子
受容体、腫瘍抗原、ウイルス受容体、CD20、アセチルコリン受容体、インターロイキン受
容体である。さらなる好ましい寛容原は、インターロイキン、IgE、サイトカイン、免疫
グロブリン、補体因子、CETP、およびVEGFなどの血中タンパク質であってよい。
【００３３】
　本発明の産物、方法、および使用との関連における特異的寛容原の「寛容原由来エピト
ープ」とは、
i) 寛容原のB細胞エピトープと同じ、
ii) 寛容原のB細胞エピトープに結合する抗体と交差反応する、寛容原のB細胞エピトープ
の誘導体(例えば、変異体)、
iii) 寛容原のB細胞エピトープのミモトープ、および/または
iv) 寛容原のB細胞エピトープのパラトープである
B細胞エピトープを指す。
【００３４】
　寛容原由来エピトープの長さは、典型的に4～30、好ましくは5～20、最も好ましくは5
～15アミノ酸である。
【００３５】
　寛容原のB細胞エピトープの誘導体は、1つまたは複数のアミノ酸置換、好ましくは1つ
または複数の保存的アミノ酸置換、すなわちそれらの側鎖および化学的特性において関連
があるアミノ酸のファミリー内で起こる置換によって作製され得る。そのようなファミリ
ーの例は、塩基性側鎖、酸性側鎖、非極性脂肪族側鎖、非極性芳香族側鎖、非荷電極性側
鎖、小側鎖、大側鎖等を有するアミノ酸である。さらに、誘導体は、1つまたは複数の単
一アミノ酸欠失および/または挿入によっても得られ得る。
【００３６】
　B細胞エピトープと特異的モノクローナル抗体との「交差反応(crossreaction、crossre
act)」とは、本発明によると、エピトープと抗体との親和性(KD)が、B細胞エピトープを
その誘導体と比較した場合に2桁以内、好ましくは1桁以内であることを意味する。
【００３７】
　本発明によるパルボウイルス変異構造タンパク質を含む多量体構造内の寛容原由来エピ
トープは、‐それらの天然環境において‐免疫系に接触可能な、寛容原の同じ、類似の、
または模倣の抗原伸長、例えば細胞外部分に位置する膜タンパク質、血清タンパク質、免
疫グロブリン、プラークタンパク質のエピトープである。そのような抗原伸長は、好まし
くは、哺乳動物、好ましくはヒトの体内でそのようなタンパク質の表面上に位置する。
【００３８】
　「ミモトープ」とは、抗体が特異的に結合するキャプシドの全体的な三次元構造のため
に、近接して位置する構造タンパク質の線状配列の異なる領域に由来するいくつかのアミ
ノ酸から構成される非線状構造エピトープ、または構造タンパク質の非連続的エピトープ
を模倣する線状エピトープである。
【００３９】
　「パラトープ」とは、抗体側の、特異的に結合する抗原結合部位である。
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【００４０】
　本発明との関連におけるミモトープまたはパラトープは、挿入ペプチド配列(の一部)の
みからなってもよいし、または挿入ペプチドとパルボウイルスコア粒子アミノ酸残基から
構成されてもよい。
【００４１】
　アミノ酸の「挿入」とは、一般的に言えば、パルボウイルス構造タンパク質の‐本発明
のための‐配列中への少なくとも1つの異種アミノ酸の挿入である。この関連における「
異種の」とは、パルボウイルス構造タンパク質の由来元であるウイルスと比較して異種で
あることを意味する。挿入アミノ酸は、パルボウイルス構造タンパク質の2つの所与のア
ミノ酸の間に単純に挿入され得る。アミノ酸の挿入はまた、挿入部位においてパルボウイ
ルス構造タンパク質の所与のアミノ酸の欠失を伴い、パルボウイルス構造タンパク質のア
ミノ酸の完全置換(例えば、10個の所与のアミノ酸が、10個またはそれ以上の挿入アミノ
酸により置換される)、または部分置換(例えば、10個の所与のアミノ酸が8個の挿入アミ
ノ酸により置換される)をもたらし得る。
【００４２】
　本発明は、抗原の結合剤に特異的に結合し得るパルボウイルス変異構造タンパク質を同
定する方法に関し、本方法は、(a) 少なくとも1つの変異型パルボウイルス構造タンパク
質を発現するパルボウイルスビリオンのライブラリーを提供する段階、(b) 抗原の結合剤
を提供する段階、(c) 結合剤に特異的に結合する少なくとも1つのパルボウイルスビリオ
ンを選択する段階、および(d) (i) 段階c)で選択されたパルボウイルスビリオンのパルボ
ウイルス変異構造タンパク質もしくその変異部分、または(ii) 段階c)で選択されたパル
ボウイルスビリオンのパルボウイルス変異構造タンパク質をコードする遺伝子もしくはそ
の変異部分を同定する段階を含む。次いで、同定された遺伝子またはその変異部分を細胞
で発現させて、パルボウイルス変異構造タンパク質またはその変異部分を得ることができ
る。
【００４３】
　同定のために、パルボウイルス変異構造タンパク質をコードする少なくとも1つの遺伝
子またはその変異部分を細胞内に導入することができ、結合剤に結合し得るパルボウイル
ス変異構造タンパク質を産生する細胞を同定することができる。パルボウイルス変異構造
タンパク質をコードする遺伝子またはその変異部分は、その遺伝子を細胞内に導入するこ
とによりクローニングすることができ、結合剤に結合し得るパルボウイルス変異構造タン
パク質を産生する細胞クローンを同定することができる。加えてまたはあるいは、パルボ
ウイルス変異構造タンパク質をコードする遺伝子は、結合したビリオンを得る段階、ビリ
オン内に含まれるDNAを任意に増幅する段階、および配列決定する段階という個々の段階
を含めて、配列決定することができる。配列決定は、例えば、挿入物を含むパルボウイル
ス構造タンパク質の少なくとも一部のPCR増幅後に、標準的な方法によって行うことがで
きる。増幅産物をプラスミドにクローニングすることができ、プラスミドを細菌に形質転
換することができる。単一のクローンを配列決定することができ、次にこの配列情報を用
いて、クローン起源のAAV粒子を作製することができる。
【００４４】
　AAVの場合には、同定されたキャプシド配列を標準的なAAVヘルパープラスミド、または
完全AAVゲノムを含むプラスミドにクローニングすることができる。例えば、AAV2の587挿
入部位には、同定されたペプチドコード配列を異なるVP発現ベクターにサブクローニング
するために使用できるNotI/AscI制限部位が隣接している。あるいは、BsiWI、およびcap 
ORFの3'側のベクター骨格を切断する第2制限酵素(例えば、pUC19中のXmaI)により、VP3の
大部分をサブクローニングすることができる。
【００４５】
　好ましい態様において、本発明の方法の段階c)で選択された少なくとも1つのパルボウ
イルスビリオンは、適切な条件下での産生細胞におけるウイルス複製およびそれに続くパ
ッケージングにより増幅し、段階b)～c)を少なくとも1、2、3、4、5、6、7、8、9、また
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は10回、好ましくは1、2、3、4、または5回繰り返す。任意に、パルボウイルスビリオン
の選択された混合物の遺伝子型と表現型を連関させる段階は、ライブラリー全体の連関に
関して以下に記載する通りに行うことができる。
【００４６】
　そのようなパルボウイルス変異構造タンパク質を同定する一般的原理は、キャプシド表
面上にランダムペプチドを提示するウイルスのライブラリーを用いて行うというものであ
る。使用した結合剤、例えば抗体に結合し得るウイルスキャプシド変異体を選択し、これ
を増幅することができ、これを新たな選択ラウンドに再び使用する。各選択ラウンド後に
、選択された配列を解析することができる。選択されたパルボウイルス変異構造タンパク
質クローンおよび/またはその各核酸配列を次に用いて、薬剤、すなわちワクチンを作製
する。
【００４７】
　本発明の同定段階を行うための好ましい結合剤は、Fab断片または(Fab)2断片である。I
gG抗体全体を用いる場合には、培養プレートなどの支持体に対する抗体の結合はランダム
に起こり、その結果、ライブラリーはIgG抗体の様々な部分(例えば、所望のイディオタイ
プ、または望ましくない事象である大きなFc部分)に曝露されることになる。そのため、
抗体イディオタイプにのみ結合するのではなく、IgG抗体の他の部分にも結合し得るAAV粒
子が、最終的に単離される。これは、Fab断片または(Fab)2断片のみを用いることによっ
て回避することができる。特異的モノクローナル抗体に関してそのような断片が市販され
ていない場合には、市販のキットによりIgG抗体全体からそれらを作製することができる
。
【００４８】
　いかにして結合を行い得るかという選択肢も存在する。1つの態様では、好ましくは直
接またはリンカーを介して担体上に固定化された結合剤を用いて、選択段階を行う。その
ようなリンカーは、結合剤の第2部位(第1部位は、ライブラリーのスクリーニングに用い
られる部位である)を介して、支持体または例えば12ウェルプレートの表面に連結させる
ことができ、例えば結合剤として抗体を用いる場合には、プロテインAまたはGセファロー
スなどのFc特異的リンカー、Fc特異的抗体または断片を介する。表面に対するリンカーを
介した結合剤の結合は、結合剤が、パルボウイルス変異構造タンパク質の非特異的結合を
回避できる定方向様式で結合するという利点を有する。この手段によって、主に抗体のイ
ディオタイプがライブラリーの粒子に曝露される。
【００４９】
　本発明の方法に使用する支持体または表面は、ペトリ皿、12ウェルプレート等の表面で
あってよいが、CNBr活性化セファロースのような適切なクロマトグラフィー材料であって
もよい。後者の場合には、懸濁状態でクロマトグラフィー材料を使用するバッチ法を用い
ることができる。
【００５０】
　あるいは、選択段階は、結合剤を懸濁状態で用いて行う。この場合、結合剤およびパル
ボウイルス変異構造タンパク質は懸濁状態で複合体を形成することができ、これはインビ
ボでの状況を最もよく反映する。そのような複合体は、Fc特異的抗体または抗抗体アフィ
ニティークロマトグラフィーによる標準的な免疫沈降を用いて沈殿させることができる。
さらに、セファロースA/Gカラムにより、結合剤を捕獲することができる。標準的な免疫
沈降の代わりに、選択抗体に、または改変パルボウイルス粒子に結合する任意の結合剤に
結合させた磁気ビーズを用いて、ライブラリープールの中から所望の改変物を単離するこ
ともできる。
【００５１】
　いずれの方法においても、少なくとも1回の洗浄段階を加えて、非結合のまたは弱く結
合したパルボウイルス変異構造タンパク質を除去することにより、選択段階の特異性を高
めることができる。適切な洗浄条件は、例えば、高塩濃度またはTweenなどの界面活性剤
の使用である。
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【００５２】
　さらに、選択されたパルボウイルスビリオンを、第2の結合剤に対する非結合に関して
さらに選択する。そのような結合剤は、例えば、各コア粒子を中和する抗体に由来し得る
。別のクラスの結合剤は、挿入ペプチド配列を含まない同じパルボウイルスビリオンによ
って誘導される抗体である。選択のこの手段により、望ましくない免疫優性エピトープが
排除され得る。
【００５３】
　遺伝子の細胞への導入は、好ましくは、DNAの取り込みが感染経路から独立しており、
以下にさらに詳述する非特異的取り込み(例えば、飲作用または食作用)を介して起こる条
件下で行う。
【００５４】
　あるいはまたはさらに、選択段階は、所望のパルボウイルス変種を選択するために用い
られる最適な結合剤の特異的受容体を発現する細胞上で行うことができる。例えば、IgG
抗体のFc部分を含む任意の結合剤に特異的であるFcγRI受容体を発現する細胞を用いるこ
とができる。この例に関しては、そのようなFcγRI発現細胞に、パルボウイルスのライブ
ラリープールを導入することができる。最初に、陰性選択を行って、結合剤とFcγRIとの
相互作用から独立してそれら自体で細胞に導入され得るパルボウイルス候補の非特異的選
択を回避することができる。そのため、FcγRI発現細胞をライブラリープールと共にイン
キュベートする。上清(細胞に導入され得ないパルボウイルスのプール)を回収し、続いて
最適な結合剤(例えば、選択抗体)と共にインキュベートして、陽性選択を行う。陽性選択
において、結合剤で修飾されたパルボウイルスは、細胞表面上のFcγRIに対する結合剤の
付着を介して、FcγRI発現細胞に導入され得る。次いで、導入された細胞を用いて、粒子
を増幅することができる。
【００５５】
　選択されたパルボウイルス変異構造タンパク質の結合剤に対する特異的親和性または結
合活性は、(e) パルボウイルス変異構造タンパク質をコードする遺伝子をランダム化する
段階、(f) ランダム化遺伝子をパルボウイルスのさらなるライブラリー中にパッケージン
グする段階、および(g) 上記選択法の段階(a)～(d)を繰り返す段階というさらなる段階に
よって、さらに高めることができる。
【００５６】
　好ましい態様において、パルボウイルス変異構造タンパク質は、構造エピトープ、ミモ
トープ、またはパラトープの形成に起因して、例えば抗原の結合剤に対する各ウイルス粒
子の全体的な結合活性または親和性に直接または間接的に寄与するその変異アミノ酸残基
により、各パルボウイルス野生型構造タンパク質と比較して、少なくとも1つのランダム
変異をさらに含む。
【００５７】
　キャプシドタンパク質のさらなる変異は、例えば、i) 同じ標的抗原のさらなるまたは
なお同じB細胞エピトープ、および/または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)、所望のTH1免疫応答をさらに促進するためのTヘ
ルパー1(TH1)エピトープ、抗原提示細胞を標的化するためのペプチド配列を導入するのに
、またはコア粒子の免疫原性が軽減されたキャプシド変異体を得るのに適切であり得る。
後者は、効率的な初回刺激/追加免疫投与計画を設定するための1つの可能性となり得る。
【００５８】
　さらなる好ましい態様において、さらなる変異は、少なくとも1つの細胞傷害性T細胞エ
ピトープ(CTLエピトープ)を導入するのに適切であり得る。感染症および癌のいずれに関
しても、これらの疾患と闘うためには、液性免疫応答および細胞性免疫応答の両方を併用
することが最も有用である。本発明による多量体構造は、原理的には細胞に偽感染し得る
。したがって、これらの構造は、‐ウイルスのように‐細胞内に侵入することができ、ペ
プチドにプロセシングされ、このペプチドはMHCクラスIおよびII分子上に負荷され、最終
的にCD8陽性またはCD4陽性T細胞に提示される。T細胞は、MHCクラスIまたはII分子によっ
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て提示された、そのようなプロセシングされたペプチドの特異的認識後に、刺激される。
そのような刺激の結果として、CD8細胞は細胞傷害性T細胞に分化し、ひいては細胞性免疫
応答を引き起こし得る。CD4細胞はヘルパーT細胞に発達することができ、この細胞はB細
胞を刺激して液性免疫応答を提供するか、またはCD8陽性T細胞を刺激して細胞傷害性免疫
応答を提供し、それ自体は、感染細胞ならびに同じペプチドを保有および提示している他
の細胞の溶解を引き起こし得る。種々の癌抗原またはウイルス抗原に関して、適切なCTL
エピトープが当技術分野で公知であり、またはそれらは、例えば、http://www-bimas.cit
.nih.gov/molbio/hla_bind/の下でParkerによるペプチド予測プログラム{Parker, 1994 #
865}を用いて、所与の抗原配列から予測することができる。HPV-エピトープに関して、US
 6,838,084、実施例2～8(参照により本明細書に組み入れられる)で例証される方法に従っ
て、提唱されるCTLエピトープを検証することができる。CTLエピトープのプロセシングは
細胞内で起こるため、そのようなCTLエピトープは表面上に存在するか、または特異的立
体構造内に存在する必要はない。
【００５９】
　特に直接的なB細胞受容体(BCR)架橋がB細胞のT細胞非依存性刺激および自己抗原に対す
る寛容の遮断に必要であるという状況において、多数の同じペプチドをキャプシドの表面
上に最適に提示させることが重要である場合に、同じB細胞エピトープを2つの挿入部位、
特にI-587およびI-453に挿入するというのは、本発明の好ましい態様である。B細胞エピ
トープの密度が高いと、BCR間の規定の距離(例えば、約5～10 nm)、およびひいてはパル
ボウイルスキャプシド上に提示されている各B細胞エピトープを必要とする最適なペプチ
ド特異的BCR架橋の可能性が高くなる。本発明において示される通り(図19)、同時にパル
ボウイルスキャプシドの2つ(またはそれ以上)の異なる部位に‐この場合β-アミロイドエ
ピトープ‐という同じものを挿入すると、挿入部位I-453およびI-587に挿入されたエピト
ープ、この場合β-アミロイドエピトープを特異的に認識する抗体に対するキャプシドの
親和性が高まり得る。結果として、この場合には、挿入ペプチドはB細胞エピトープ、よ
り好ましくは寛容原由来エピトープであることが好ましい。したがって、同じペプチドを
I-453およびI-587に挿入すること、ならびにこのペプチドがB細胞エピトープ、最も好ま
しくは寛容原由来エピトープであることは、本発明の特に好ましい態様である。
【００６０】
　さらなる好ましい二重挿入変種は、I-261、I-453、I-534、I-570、I-573、およびI-587
の考えられるすべての組み合わせ、好ましくはI-261とI-587の組み合わせおよびI-261とI
-453の組み合わせである。
【００６１】
　さらに、多数の挿入B細胞エピトープによって、i) 天然パルボウイルスB細胞エピトー
プ/ミモトープがマスクされるため、および/またはii) わずかな構造キャプシドの変化が
これらの天然B細胞エピトープ/ミモトープの免疫原性を軽減するため、パルボウイルス骨
格に対する望ましくない免疫応答の可能性が低くなる。したがって、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。
【００６２】
　好ましい態様において、ライブラリーの各ビリオン粒子の遺伝子型と表現型は連関して
いる。これは、ビリオンのゲノム変異体が同じビリオンの表現型変異体と同一であるとい
うこと、または言い換えると、各構造改変ウイルスがその構造タンパク質変異体をコード
するということを意味する。
【００６３】
　1つの細菌細胞によって1つのバクテリオファージしか取り込まれない細菌の形質転換と
は対照的に、真核細胞のトランスフェクション法を用いると、1つの細胞につき多くのDNA
コピー(最大1×106)が取り込まれ得る(Dean et al., 2005)。したがって、AAVライブラリ
ーの場合、1つの細胞が何千ものAAVゲノムを同時に複製することができ、各ゲノムは、異
なるペプチド配列がAAVのVP-1、VP-2、および/またはVP-3中に挿入されている異なる変異
構造タンパク質を発現し得る。これらの構造タンパク質の少なくともいくつかは、細胞内
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に存在する何千ものAAVゲノムのうち1つのみをキャプシド封入している完全なウイルスキ
ャプシド(VP-1タンパク質5個、VP-2タンパク質5個、およびVP-3タンパク質50個からなる)
を構築することができる。遺伝子型/表現型連関ライブラリーの場合、得られたAAV粒子の
少なくとも10%、好ましくは25%超、特に50%超が、そのキャプシドを構成する60個のVPタ
ンパク質の少なくとも25%、好ましくは50%超、特に80%超をコードするキャプシド封入ゲ
ノムを有する。結果として、非連関ライブラリーを標的抗体に対する第1スクリーニング
に使用した場合、スクリーニングされた粒子がこの特異的ペプチド配列をコードするゲノ
ムを含む機会は、非常に低いと考えられる。
【００６４】
　一般的に、遺伝子型/表現型連関ビリオン粒子/ライブラリーは、ウイルスゲノムの単一
コピーを各ビリオン産生細胞中に導入し、これが細胞核に侵入する場合に得られる。この
細胞は、まさに挿入されたゲノムにコードされるキャプシドタンパク質変種のみを産生し
、このゲノムは複製されて、その後変異ビリオン粒子内にパッケージングされる。種々の
実験設定で、これを確認することができる。
【００６５】
　パルボウイルスビリオンの遺伝子型/表現型連関ライブラリーを得るためには、遺伝子
型/表現型連関ビリオン/ライブラリーをもたらす、100ゲノム/細胞以下、好ましくは10ゲ
ノム/細胞以下、より好ましくは1ゲノム/細胞以下の低コピー数のウイルスゲノムを用い
る適切な条件下で、プラスミドライブラリーを産生細胞にトランスフェクトすることによ
り、パルボウイルスビリオンのライブラリーを作製する。トランスフェクトしようとする
細胞当たりの理想的なウイルスゲノム数には、全体的なトランスフェクション効率が最終
的に決定的である。
【００６６】
　例えば、GFPなどのレポーター遺伝子をコードする、ウイルスゲノムと類似の大きさを
有する自己複製プラスミドをモデル系として用いれば、必要なウイルスプラスミド量を定
量することができる。自己複製プラスミドは、例えば、SV40複製開始点およびラージT抗
原、またはEBV(エプスタイン・バーウイルス)P1開始点およびEBNAを含む系である。自己
複製レポーター遺伝子プラスミドの漸増量を、全DNA量を一定に保つ空プラスミドDNA(例
えば、pUC誘導体)などの担体DNAと同時にトランスフェクトする。理論的には、レポータ
ー遺伝子プラスミドをトランスフェクトされた各細胞は、その自己複製のために、検出さ
れるべき十分量のレポータータンパク質を発現する。レポーター遺伝子ベクターと担体DN
Aのある比率では、レポーター遺伝子プラスミドが増加するほどに、トランスフェクト細
胞の数も対応して増加する。この手段により、理想的なベクターゲノム量を反映させる形
で、理想的な自己複製レポーター遺伝子プラスミド量を決定することができる。
【００６７】
　同様に、トランスフェクションに成功した細胞を検出するための別の読み取り系は、単
一細胞のレベルで、トランスフェクトされたプラスミドゲノムを検出するためのインサイ
チューPCRなどの方法である。
【００６８】
　あるいは、細胞当たりのゲノムの比が5～5,000、好ましくは10～1,000、より好ましく
は50～300、特に約100である適切な条件下で(非連関または部分的連関)ビリオンライブラ
リーを産生細胞に導入し、遺伝子型/表現型連関ビリオン/ライブラリーをもたらす、特に
飲作用および/または食作用を介した非特異的取り込みによる、感染経路から独立してい
る導入条件を選択することにより、パルボウイルスビリオンの遺伝子型/表現型連関ライ
ブラリーを作製することができる。AAV2のI-587部位へのペプチド挿入は、HeLa細胞また
は293細胞などのHSPG受容体含有細胞の効率的感染に必要なヘパリン結合モチーフを破壊
する場合が多い(挿入ペプチドの配列に依存する)ことが知られているため、単純な感染法
ではスクリーニング法にバイアスがかかり、特異的に各受容体を介して、AAV2の場合には
ヘパラン硫酸プロテオグリカン(HSPG)を介して、HeLa細胞になお侵入し得る変異体しか得
られ得ない。したがって、産生細胞によるウイルス粒子の非特異的取り込みが有利である
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。このような非特異的取り込みは、固定化パルボウイルスビリオン上に産生細胞を播種す
ることにより、達成することができる。したがって、好ましい態様は、固定化パルボウイ
ルスビリオン上に播種した産生細胞を用いて、パルボウイルスビリオンライブラリーの導
入を行う方法に関する。この方法のため、ビリオンを支持体/表面、例えば組織培養プレ
ートに直接コーティングする。あるいは、最初にキャプシド特異的抗体(AAV2の場合、例
えばA20)を支持体/表面にコーティングし、次にコーティングした抗体にキャプシドを結
合させる。後者の場合の利点は、抗体/ウイルス粒子複合体またはウイルス粒子自体が、
支持体/表面からより効率的に剥離され、それにより細胞によって内部に取り入れられる
という点である。重要なことには、AAV2のI-587に外来ペプチド配列を導入しても、A20の
エピトープはペプチド挿入によって、仮にあったとしてもほとんど影響を受けないために
、A20の各変異粒子に対する親和性は破壊されない。最終的に、細胞、例えばHeLa細胞を
、結合しているキャプシド上に播種する。この手順によって、おそらくは飲作用および/
または食作用により、天然感染経路から独立して、細胞によるウイルス、例えばAAVの取
り込みが起こると予測される。
【００６９】
　さらなる好ましい態様では、選択されたビリオンが産生細胞によって特異的に取り込ま
れる方法によって、パルボウイルスビリオンの遺伝子型/表現型連関ライブラリーを得る
ことができる。この場合には、細胞当たりのゲノムの比が10～10,000、好ましくは50～5,
000、より好ましくは100～3,000、特に約1,000である適切な条件下で、ライブラリーを産
生細胞に導入し、遺伝子型/表現型連関ビリオン/ライブラリーをもたらす、特に特異的受
容体結合を介した感染経路に依存する導入条件を選択することにより、パルボウイルスビ
リオンのライブラリーを作製する。このような受容体特異的取り込みを達成するためには
、ライブラリーのビリオンは好ましくは固定化せずに、懸濁状態で細胞に添加し、この場
合、細胞とビリオンの両方が懸濁状態であってよく、または細胞を固定化し、ビリオンを
懸濁状態で添加する。したがって、細胞のトランスフェクションは基本的に、ウイルスの
感染経路に依存する。これに関連して、(プールを結合剤と共にインキュベートする代わ
りに)選択されたプールをA20抗体で修飾されたAAV粒子と共にインキュベートすること以
外は上記の通りに、FcγRI発現細胞に導入することが考えられる。
【００７０】
　感染経路への依存とは、例えば受容体特異的取り込み、例えばAAV2に関してはヘパリン
硫酸プロテオグリカン(HSPG)特異的取り込みを介して(例えば、天然感染経路が挿入ラン
ダムペプチド配列によって遮断または破壊されていないビリオンライブラリーに関して)
、ビリオンが細胞によって取り込まれることを意味する。ペプチド配列がI-587に挿入さ
れているAAV2粒子では、細胞の感染は、キャプシドが十分なHSPG結合モチーフ、または連
関段階に用いる細胞株上に発現される第2受容体の結合モチーフを含む限り機能する。AAV
キャプシドは、それぞれがI-587挿入部位を含むキャプシドタンパク質60個からなる。し
たがって、所与の割合の野生型配列キャプシドタンパク質を含むモザイクキャプシドビリ
オンは、HSPGまたは第2受容体を介して、細胞になお感染することができる。あるいは、H
SPGまたは第2受容体に対する親和性を部分的に回復するペプチド挿入を有するビリオンは
、HeLaまたは293などの細胞に感染することができる。特に、正確な位置にリジンまたは
アルギニンなどの塩基性アミノ酸残基を含むペプチド配列は、I-587 AAVキャプシド変異
体の天然HSPG感染経路を回復することが示されている。7merランダム配列中の塩基性アミ
ノ酸残基の頻度を考えると、およびAAVキャプシドがキャプシドタンパク質60個からなる
という事実を考えると、モザイクキャプシドを有する粒子からなる非連関I-587 AAV2ライ
ブラリーのビリオンの、大部分ではなくとも多くは、HSPG受容体媒介性取り込みにより、
なおある程度は細胞に感染する。
【００７１】
　連関段階(ウイルスゲノムのトランスフェクションによるか、または取り込みもしくは
感染のいずれかの手段によるビリオン粒子の細胞導入による)中にライブラリーの生物多
様性を保持するには、各ウイルス変種が増幅されることを保証するために、常に、パルボ
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ウイルス変異体の多重度と比較して少なくとも10倍、好ましくは100倍、特に500倍過剰の
ゲノム粒子を導入すべきである。得られたライブラリーにおいて各ウイルスが連関してい
ることをさらに保証するには、ゲノム粒子の総数と比較して少なくとも2倍、好ましくは
少なくとも5倍過剰の細胞を用いるべきである。
【００７２】
　遺伝子型/表現型連関は、パッケージングされたDNAの遺伝情報を容易に用いて、各抗原
結合剤に対する高い親和性または結合活性を有する粒子の配列を得ることができるため、
望ましい。少なくとも5%、好ましくは少なくとも25%、より好ましくは少なくとも50%、特
に少なくとも90%の連関を有する遺伝子型/表現型連関ライブラリーを、パルボウイルス変
異構造タンパク質を同定するために用いることは、本発明の目的である。
【００７３】
　好ましい態様において、ライブラリーは、105を超える、好ましくは106を超える、特に
107を超えるパルボウイルス変異体の多重度を有する。多重度とは、本発明によれば、ラ
イブラリー中の異なるビリオンまたはウイルスゲノムの数を意味する。原理上は、適切な
またはさらには理想的なクローンを同定する可能性は、ライブラリーの多重度と共に高ま
るため、多重度の高いライブラリーを用いることが有利である。
【００７４】
　ライブラリーの多重度は、パルボウイルス構造タンパク質をコードする遺伝子のコード
領域内に核酸挿入物を挿入し、パルボウイルス構造タンパク質内の特定の位置においてア
ミノ酸挿入を引き起こすことによって作製する。本発明によれば、挿入は、I-1、I-34、I
-138、I-139、I-161、I-261、I-266、I-381、I-447、I-448、I-453、I-459、I-471、I-53
4、I-570、I-573、I-584、I-587、I-588、I-591、I-657、I-664、I-713、およびI-716、
より好ましくは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1つまたは複数の位置、特にI-587に挿入されることが好ましい。
【００７５】
　使用した命名法I-###は、AAV2のVP1タンパク質に関連したアミノ酸番号を###で指定し
た挿入部位を指すが、挿入は、所与のアミノ酸のN末端側またはC末端側5アミノ酸、好ま
しくは所与のアミノ酸のN末端側またはC末端側3アミノ酸、より好ましくは2アミノ酸、特
に1アミノ酸の配列内の1つのアミノ酸の直接N末端側またはC末端側、好ましくは直接C末
端側に位置してよいことを意味している。AAV2以外のパルボウイルスについては、アミノ
酸アライメントを行うことにより、または利用できる場合にはキャプシド構造を比較する
ことにより、対応する挿入部位を同定することができる。そのようなアライメントは、パ
ルボウイルスAAV1、AAV-6、AAV2、AAV-3b、AAV-7、AAV-8、AAV10、AAV-4、AAV11、b-AAV
、AAV-5、GPV、B19、MVM、FPV、およびCPVについて行われている(図1を参照されたい)。
【００７６】
　例えば、挿入部位I-587は、強調によって示される以下のアミノ酸のうちの1つの前およ
び/または後の挿入に対応する
AAV1の

、
AAV2の

、
AAV-3bの

、
AAV-6の
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、
AAV-7の

、
AAV-8の

、
AAV10の

、
AAV11の

、および
AAV-5の

。
【００７７】
　さらに、挿入部位I-453は、以下の10アミノ酸それぞれの直接N末端側またはC末端側、
好ましくは強調によって示されるアミノ酸の直接C末端側の挿入に対応する
AAV1の

、
AAV2の

、
AAV-3bの

、
AAV-6の

、
AAV-7の

、
AAV-8の

、
AAV10の
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AAV11の

、および
AAV-5の

。
【００７８】
　AAV2配列に関して、本発明によって包含されるAAVおよび他のパルボウイルスの挿入部
位を表1に記載する。
【００７９】
　（表１）パルボウイルスの挿入部位
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　アミノ酸138は、VP-2のN末端である。好ましい態様は、AAV2の伸長

内のアミノ酸、または他のパルボウイルスの対応するアミノ酸のうちの1つに対してN末端
融合を有するVP-2構造タンパク質である。
【００８１】
　I-570は、挿入部位においてパルボウイルス構造タンパク質の所与のアミノ酸の欠失を
伴い、完全置換をもたらす挿入部位として特に適している。この場合、アミノ酸

をエピトープまたはミモトープにより置換することができる。
【００８２】
　さらに、VP-1の最初のアミノ末端アミノ酸1～50に対応する任意の部位に、挿入核酸配
列を挿入してもよい。
【００８３】
　AAV2以外のAAV血清型中に挿入を作製するのにも成功している。
【００８４】
　（表２）AAV2以外のAAV血清型への挿入

【００８５】
　最も好ましい挿入部位は、以下のものである：
i) I-587：AAV2の

周囲のアミノ酸伸長において、種々の挿入が作製されている。この伸長内で、AAV2ではア
ミノ酸Q584、N587、R588、およびA591のC末端において(表1)、ならびにAAV2のR585および
Q589に対応する他のAAV血清型のアミノ酸のC末端において(表2)、種々のペプチドの挿入
が作製された。
ii) I-453：本発明に従って、AAV2においてG453のC末端にエピトープを挿入することに成
功している。
iii) AAV1の

。
iv) I-261：本発明に従って、AAV2においてS261のC末端にエピトープを挿入することに成
功している。
v) I-534：本発明に従って、AAV2においてF534のC末端にエピトープを挿入することに成
功している。
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vi) I-570：本発明に従って、AAV2においてP570のC末端にエピトープを挿入することに成
功している。
vii) I-573：本発明に従って、AAV2においてT573のC末端にエピトープを挿入することに
成功している。
【００８６】
　本明細書で開示するパルボウイルスに関する、本明細書で特定する全挿入部位の対応ア
ミノ酸は、図1におけるアライメントから検索することができ、本明細書に記載されない
パルボウイルスに関しては、本明細書で用いたような標準的なパラメータ下でのアライメ
ントを、そのようなパルボウイルスの提供されたアミノ酸配列を用いて形成することがで
き、そのようなアライメントから対応アミノ酸を検索することができる。
【００８７】
　アミノ酸番号は、VP-1アミノ酸配列に関連して提供される。しかしながら、構造タンパ
ク質をコードする構造遺伝子への挿入は、一般的に、VP-1挿入に対応する部位において挿
入を含む変異型VP-2タンパク質および任意に変異型VP-3タンパク質もまた生じ得る。その
理由は、VP-2およびVP-3は一般的に、下流に位置する翻訳開始のための開始コドンを用い
て同じ構造遺伝子から発現され、‐VP-1と比較して‐N末端側が切断された構造タンパク
質を生じるためである。AAV2のcap遺伝子の模式的構成を図2に提供する。したがって、本
発明は、VP-1、VP-2、および/またはVP-3タンパク質において対応する挿入を有する、パ
ルボウイルスの構造遺伝子を包含する。例えばAAV2では、アミノ酸1～138をコードするコ
ドン間へのcap遺伝子への挿入は、VP-1のみへの挿入をもたらし、アミノ酸138～203をコ
ードするコドンへの挿入は、VP-1およびVP-2への挿入をもたらし、アミノ酸203をコード
するコドン後の挿入は、VP-1、VP-2、およびVP-3への挿入をもたらす。
【００８８】
　好ましい挿入部位は、AAV2アミノ酸番号139、161、261、381、447、453、459、534、57
0、573、584、587、588、657、および713、特に261、453、534、570、573、587、および5
88、最も好ましくは453および587に対応するアミノ酸に続く位置である。アミノ酸番号は
、AAV2のVP-1アミノ酸配列に関して示される。
【００８９】
　本発明のさらなる態様は、これまでに記載されていない挿入部位I-453および/またはI-
570内に挿入を含むパルボウイルスの構造タンパク質である。
【００９０】
　隣接する残基は、構造タンパク質内に挿入されたペプチドの曝露および機能性に影響し
得るため、I-453ベースのライブラリーを用いると、(I-587ベースのライブラリーを用い
る場合と)別のペプチドが選択される可能性がある。加えて、これらの部位(I-587およびI
-453)は、AAVキャプシドの異なるループ上に位置する。したがって、細胞相互作用の異な
る機構が想定され得る。さらに、I-453ライブラリーに由来するAAV粒子は、I-587と重複
するヘパリン結合部位が無傷のままであるために、ヘパリンアフィニティークロマトグラ
フィーにより精製することができる。I-587と重複しない他の挿入部位、好ましくは挿入
部位I-261、I-534、I-570、およびI-573にも、同様のことが当てはまる。
【００９１】
　1つの潜在的態様では、別々のスクリーニングラウンドで選択された挿入を、独立して
選択された他の挿入と組み合わせることができる。例えば、スクリーニング法のために、
I-587部位にランダムペプチドの挿入を有するライブラリーを使用し、これとは独立して
、別の部位にランダムペプチドの挿入を有する第2ライブラリーを使用することができる
。次に、2つのスクリーニング法で選択された構造タンパク質を、標準的なクローニング
技法により組み合わせて、各2つの挿入部位において、スクリーニングされた挿入物を含
む1つのクローンを作製することができる。
【００９２】
　さらなる態様において、好ましいライブラリーは、構造タンパク質の複数の部位におい
て複数の挿入を含む。特に好ましいライブラリー/構造タンパク質は、I-453およびI-587
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に挿入を有する。
【００９３】
　核酸挿入物の配列を設計することにより、ライブラリーの多重度を調節することができ
る。そのようなライブラリーの作製は、例えば、参照により本明細書に組み入れられるWO
 03/054197に記載されている。
【００９４】
　核酸挿入物はいくつかの特徴を有する。核酸挿入物は、パルボウイルス遺伝子のコード
領域内に挿入することにより、フレームシフト、およびひいては切断型パルボウイルス構
造タンパク質を生じない。したがって、挿入により、3ヌクレオチドの多量体をパルボウ
イルス構造遺伝子のコード領域に挿入する。配列はランダムにまたは部分的にランダムに
作製された配列であり、それによりライブラリーの多重度が生じる。例えば部分的ランダ
ム配列を用いて、配列の挿入によって生じる潜在的終止コドンの数を減らし、それにより
非機能的な構造変異タンパク質の数を減らすこと、および/または、例えば並行して終止
コドンの数を3つから1つに減らすNNK設計(Nはそれぞれ任意のヌクレオチドであり、KはG
またはTを表す)を選択することによって、20種の異なるアミノ酸のより均一な分布を達成
することができる。
【００９５】
　好ましい態様において、核酸挿入物は、ランダムにまたは部分的にランダムに作製され
た配列に加えて、ランダム化もしくは部分的ランダム化核酸配列の上流および/もしくは
下流の少なくとも1コドン、好ましくは、小アミノ酸、好ましくはAla、Gly、Ser、Pro、
およびCysをコードする2～12コドンのさらなる伸長、特に、ランダム化もしくは部分的ラ
ンダム化核酸配列の上流のAlaの3コドンおよび下流のAlaの2コドンの挿入、またはランダ
ム化もしくは部分的ランダム化核酸配列の上流および下流両方のグリシン残基2～5個の挿
入を含み得る。そのような付加的アミノ酸は、挿入の多重度を拡大しないが、ビリオンの
表面における挿入アミノ酸の適切な接近性に寄与するためのスペーサーとして作用し得る
。
【００９６】
　さらなる好ましい態様において、挿入は、挿入をよりよく提示するために、挿入ペプチ
ド配列の環状化を可能にするリンカー配列を含む。したがって、スペーサー配列は、当技
術分野で周知のジンクフィンガー(Znフィンガー)を形成するように選択される。好ましい
Znフィンガーモチーフは、
これらに限定されないが、モチーフ

を含むC2H2、C4、およびC2HCである。
【００９７】
　好ましいZnフィンガーリンカーの例は：

(X＝GlyまたはAla、C＝Cys；Nはそれぞれ任意のヌクレオチドであり、KはGまたはTを表す
)である。したがって、ランダムNNK配列はキャプシド表面から突出する。
【００９８】
　B細胞エピトープは少なくとも4アミノ酸から構成され(US 2004/0228798A1)、好ましい
態様において、パルボウイルス変異構造タンパク質は、4～30アミノ酸、好ましくは5～20
アミノ酸、特に5～15アミノ酸の挿入を少なくとも1つ含む。B細胞エピトープ、パラトー
プ、またはミモトープは、挿入配列のみから構成されてもよいし、または挿入ペプチド配
列およびウイルスコアタンパク質の両方のアミノ酸残基から構成されてもよい。
【００９９】
　さらなる好ましい態様において、挿入は、ランダムにまたは部分的にランダムに作製さ
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れた配列の上流および下流の固定された伸長内に、ジスルフィド結合を形成し得る少なく
とも1つのシステインを両側に含む。このようなジスルフィド結合は自発的に形成され、
それによって2つのシステイン間の挿入アミノ酸からなるループが安定化する。このよう
なループは、抗体に対する挿入配列の最適な曝露を促進する。
【０１００】
　パルボウイルス変異構造タンパク質が、異なる位置に少なくとも1つのさらなる変異を
含むこともまた本発明の態様である。そのようなさらなる変異を用いて、より複雑なミモ
トープを構成すること、ビリオンのある特性を改変すること(例えば、さらなる変異を用
いて、その天然抗原性を改変することができる(例えば、(Huttner et al., 2003)；WO 01
/05990))、そのクロマトグラフィー特性を改変すること(例えば、WO 01/05991)、第2のB
細胞エピトープ、好ましくは寛容原由来エピトープを挿入すること、またはCTLエピトー
プを挿入することができる。そのようなさらなる変異は、点突然変異、内部または末端欠
失、挿入、および置換から選択される。好ましくは、さらなる(第2の)挿入は内部にある
かまたはN末端もしくはC末端融合であり、さらなる挿入は4～40アミノ酸、好ましくは5～
30アミノ酸、最も好ましくは7～20アミノ酸の長さを有する。1つの具体的な態様において
、挿入は、リガンドに対する結合に有用なタグである。そのようなタグは当技術分野で周
知であり、その例を表3に記載する。
【０１０１】
　（表３）タグおよび対応するリガンド

【０１０２】
　さらなる好ましい態様では、挿入以外の部位においておよびまたは挿入内に、核酸当た
り少数のランダム変異を有する、そのようなパルボウイルス変異構造タンパク質をコード
する核酸のライブラリーを作製し、パルボウイルス変異構造タンパク質を同定する方法を
再度開始することにより、同定されたパルボウイルス変異構造タンパク質の結合剤に対す
る親和性を改変すること、好ましくは高めることができる。そのような過程は、数回、好
ましくは1～5回、特に1～2回繰り返すことができる。この関連における少数のランダム変
異とは、同定されたパルボウイルス変異構造タンパク質の開始配列と比較して、1～10個
、好ましくは3～8個、特に4～6個の変異を有する、平均して少なくとも10個の配列決定さ
れたクローンを意味する。そのようなランダム変異は、誤りがちなPCRおよびDNAシャッフ
リングなどの、当技術分野で公知の標準的な技法により挿入することができる。これを達
成するためには、変異体のウイルスゲノムを単離し、適切なプラスミド骨格にクローニン
グする。次いで、例えば誤りがちなPCRおよび/またはDNAシャッフリングにより、ランダ
ム変異を挿入する。この後、新たなパッケージングを行い、続いて遺伝子型/表現型連関
段階、および最適な結合剤に対する結合、例えば抗体結合に関する新たな選択を行う。
【０１０３】
　本発明の別の態様は、上記で開示した方法によって得られ得るパルボウイルス変異構造
タンパク質である。
【０１０４】
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　本発明のさらなる主題は、パルボウイルスにとって異種であるが、病原体と、特に病原
体のB細胞エピトープと同一ではない少なくとも1つのB細胞エピトープを含むパルボウイ
ルス変異構造タンパク質であって、B細胞エピトープがウイルスの表面上に位置するパル
ボウイルス変異構造タンパク質に関する。
【０１０５】
　本発明の好ましい態様は、本発明の方法との関連において上記のように定義され得る本
発明のパルボウイルス変異構造タンパク質である。本明細書で用いる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ている。したがって、エピトープは線状ま
たは構造的のいずれであってもよい。しかしながら、特に、ミモトープではない線状エピ
トープが好ましい。
【０１０６】
　典型的に、B細胞エピトープの大きさは少なくとも4アミノ酸である(US 2004/0228798A1
)。したがって、パルボウイルス変異構造タンパク質が、4～30アミノ酸、好ましくは5～2
0アミノ酸、特に5～15アミノ酸の少なくとも単一のまたは多量体のB細胞エピトープから
なる挿入、ならびにB細胞エピトープの上流および/もしくは下流の少なくとも1アミノ酸
、好ましくはAla、Gly、Ser、Pro、およびCysからなる群より選択される2～12アミノ酸、
特に、B細胞エピトープの上流の3つのAlaおよび下流の2つ、B細胞エピトープの上流の5つ
のAlaおよび下流の5つ、またはB細胞エピトープの上流の5つのGlyおよび下流の5つのGly
のさらなる伸長を有することは、好ましい態様である。そのようなB細胞エピトープは、
病原体と、特に病原体のB細胞エピトープと同一ではないこと、‐その天然環境において
‐液性免疫応答に接触可能であることが好ましい。本発明による病原体とは、ウイルス、
細菌、および/または真核生物寄生虫を意味する。
【０１０７】
　そのように除外される病原体のB細胞エピトープは、当業者に公知のタンパク質データ
ベースを検索することにより、同定することができる。検索にかけた配列が、病原体のタ
ンパク質中に存在する配列と同一である場合には、本発明のこの好ましい態様に従って、
そのようなB細胞エピトープを本発明から除外する。
【０１０８】
　さらなる態様において、パルボウイルスにとって異種であるB細胞エピトープは、哺乳
動物(ヒトを含む)または病原体B細胞エピトープと同一ではないが、哺乳動物またはB細胞
エピトープの機能的誘導体である。機能的誘導体は、例えば本発明による方法によって同
定可能であるか、またはそのような哺乳動物または病原体B細胞エピトープに対する特異
的モノクローナル抗体と交差反応するB細胞エピトープと定義される。
【０１０９】
　さらなる態様において、本発明のパルボウイルス変異構造タンパク質は、上に定義した
通りにさらに特徴づけられ、特にこの場合、寛容原は上に定義した通りである。
【０１１０】
　特に好ましい態様において、パルボウイルス変異構造タンパク質は、寛容原由来エピト
ープであるB細胞エピトープを含む。
【０１１１】
　好ましくは、B細胞エピトープは、上で定義した抗原の一部である。好ましい抗原は、I
gE、腫瘍抗原(例えば、Melan A、高分子量メラノーマ関連抗原(HMW MAA)、CA125、IL13R
、Her2/NEU、L1細胞接着分子)、ウイルス受容体(CCR5)、VEGF、EGFR、CD20、IL-6、IL-9
、IL-13、IL-17、CETP、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。
【０１１２】
　好ましい態様において、B細胞エピトープは、以下からなる群より選択される、AAV2のI
-587/I-587位にこれまでに挿入された配列ではない
表4に記載の
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【０１１３】
　（表４）標的細胞において導入の増大を示した、AAV2の587/588における挿入(I-587ま
たはI-588に挿入された)
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太字：新規受容体を標的化するために用いられたペプチド挿入のアミノ酸配列；イタリッ
ク体および下線：標的化ペプチドに隣接するリンカー配列として用いられたアミノ酸；太
字および二重下線：野生型配列と比較して置換されたアミノ酸；
B16F10＝マウスメラノーマ細胞株、RN22＝ラットシュワン腫、HUVEC＝ヒト臍帯静脈内皮
細胞、HSVEC＝ヒト伏在静脈内皮細胞、RD＝横紋筋肉腫、KS1767＝カポジ肉腫、HeLa＝ヒ
ト子宮頸癌、K562＝ヒト慢性骨髄性白血病急性転化、Raji＝バーキットリンパ腫細胞株、
SKOV-3＝卵巣癌、MO7e＝巨核球細胞株、Mec1＝前リンパ球形質転換したB細胞慢性リンパ
性白血病由来、HSaVEC＝初代ヒト静脈内皮細胞、Calu6＝肺癌細胞株、PC3＝前立腺癌細胞
株、H9C2＝ラット心筋芽細胞
【０１１４】
　好ましい態様において、B細胞エピトープは、インテグリン、特にaβ1、β3、avβ3、
またはavβ5インテグリン、およびCD13からなる群より選択されない。
【０１１５】
　好ましい態様において、エピトープはウイルスの構造タンパク質のN末端に融合されて
いない、特にVP1またはVP2のN末端に融合されていないが、本発明においてVP3のN末端へ
の融合は想定される。
【０１１６】
　好ましい態様において、パルボウイルス変異構造タンパク質は、B細胞エピトープの由
来元の抗原に結合し得る免疫グロブリンを誘導することができる。
【０１１７】
　B細胞エピトープがウイルスの表面上に位置することは、重要な特徴である。
【０１１８】
　本発明の好ましい態様において、上で定義したパルボウイルスの構造タンパク質は、抗
IgE抗体の抗イディオタイプエピトープ/ミモトープ、および/またはIgEエピトープ/ミモ
トープを含む。
【０１１９】
喘息およびアレルギー性疾患の治療のためのワクチン
　アトピー性喘息およびアレルギー性鼻炎は、通常であれば無害な環境タンパク質、アレ
ルゲンに対する、IgEに代表される有害な免疫応答によって起こる。感作個体では、アレ
ルゲン特異的IgEが、種々の組織中の肥満細胞、ならびに血液中の好塩基球および好酸球
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の発現するIgEの高親和性受容体、FcεRIに結合することにより、組織に局在する。次に
アレルゲンと遭遇すると、IgE/FcεRIの架橋が起こり、これにより、エフェクター細胞脱
顆粒、ならびに予め形成されたメディエータ(ヒスタミン、タンパク質分解酵素、および
プロテオグリカン)および新規合成されたメディエータ(プロスタグランジンD2、ロイコト
リエン、およびサイトカイン)の放出が誘発される。共にこれらのメディエータは、花粉
症、喘息、および湿疹を含むアレルギー反応、ならびに生命にかかわるアナフィラキシー
反応の臨床症状に関与する。標準的治療には、吸入コルチコステロイド剤(ICS)、ジプロ
ピオン酸ベクロメタゾン(BDP)、長時間作用性β作動薬(LABA)、およびロイコトリエン受
容体遮断薬(LTRA)が含まれる。
【０１２０】
　ヒトIgEの受容体結合領域は、以前にCH3ドメインのN末端領域にマッピングされた(Helm
 et al., 1988、Helm et al., 1989)。IgE(Presta et al., 1994)およびFcεRI(Cook et 
al., 1997)の両方において、相互作用に直接関与するアミノ酸残基を同定するための部位
特異的突然変異誘発研究が行われた。加えて、ヒトIgE-FcεRIα複合体の結晶構造が、最
近になってGarmanら(Garman et al., 2000)によって解析された。受容体結合に関与する
アミノ酸領域は、3つのループに位置し、Cε3ドメインの大部分に広がっている(Pro-364
、Arg-365、Arg-408、Ser-411、Lys-415、Glu-452、Arg-465、およびMet-469)。結合は主
に、静電相互作用によって媒介される。
【０１２１】
　抗IgE療法は、IgEの受容体結合標的ドメインCε3領域に結合し、それによりFcεRI受容
体に対するIgEの結合を妨げ、そのため肥満細胞および好塩基球の感作を妨げる抗体に基
づく。しかしながら、たとえ遊離IgEの99%が抗IgE抗体によって中和されたとしても、わ
ずかに残るIgE分子が各細胞を感作するのに十分であるため、この療法はやはり失敗する
。治療効果は、付加的な作用によって提供される：遊離IgEのレベルが減少すると、好塩
基球および肥満細胞上のFcεRIの密度が減少し、感受性が低下するという方法で、FcεRI
発現が遊離IgEのレベルにより調節を受ける。また、抗IgEは、おそらくは膜結合型IgEを
架橋し、アポトーシス、アネルギーを引き起こすことによって、または最も可能性が高い
のは、補体媒介性および細胞媒介性細胞溶解によって、IgE発現B細胞を除去または下方制
御することにより、IgE産生の下方制御をもたらし得る(Wang et al., 2003)。しかしなが
ら、後者の機構は、オマリズマブを用いて行われた臨床試験において認められなかった。
このモノクローナル抗体に関しては、IgEレベルの低下によって媒介されるB細胞(形質細
胞)からのIgE産生の減少は、動物およびインビトロ実験でしか認められなかった。
【０１２２】
　開発中の治療用モノクローナル抗体の大部分は、遊離IgEまたはB細胞に結合しているIg
Eにのみ結合し、これを中和することができる。対照的に、FcεRI結合IgEは、これらの抗
IgE抗体に接触することができない。受容体結合領域の外側にあるIgE分子の領域(IgEイデ
ィオタイプと称される、IgEの可変抗原結合ドメインなど)に対する抗IgE抗体は、IgE分子
をその受容体に結合させたまま、このIgE分子に結合することができる。その結果、受容
体結合IgEの架橋が起こり、そのような抗体で全身処置した動物ではアナフィラキシーシ
ョックが生じる。重要なことには、寄生中感染に対する防御機構を除けば、IgEは正常な
生理機能において役割を果たしていないようであり、IgEの欠損した人は、明白な病理症
状を示すことなく健康である(Levy and Chen, 1970)。
【０１２３】
　オマリズマブ(XOLAIR(登録商標))は、受動免疫用のヒト化モノクローナル抗IgE抗体で
あり、初めて市販用に利用可能となり/認可された抗IgE療法である。FcεRI受容体を架橋
することなく、IgEのCε3領域に結合するこのモノクローナルIgE抗体では(総説に関して
は、(Bousquet et al., 2005)を参照されたい)、全部で7回の第III相臨床試験が行われた
。オマリズマブにより、喘息憎悪の割合が38%、および全救急来院の割合が47%、有意に低
下した。オマリズマブの有効性は、患者の年齢、性別、ベースライン血清IgEによって、
または2週もしくは4週ごとの投与スケジュールによって影響を受けなかったが、利点は絶
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対的には、ベースライン時の予測1秒間強制呼気量(FEV1)に対する割合のより低い値によ
って定義される、より重篤な喘息を有する患者において最も高いようであった。
【０１２４】
　先に概説した通り、モノクローナル抗体による受動免疫の1つの不利点は、比較的高い
抗体用量を2～4週間ごとに注入する必要があり、そのような療法が高価なものになること
である。したがって、アトピー性アレルギーまたは喘息のようなアレルギー性疾患の治療
には、別のアプローチが必要とされる。
【０１２５】
　本発明に従って、この問題は、抗IgE抗体の抗イディオタイプエピトープ/ミモトープお
よび/またはIgEエピトープ/ミモトープを含むパルボウイルスの構造タンパク質によって
解決される。このような構造タンパク質は、好ましくはウイルス様粒子を形成し得る。そ
れらは、キャプシド殻の表面上に抗IgE抗体の抗イディオタイプエピトープ/ミモトープお
よび/またはIgEエピトープ/ミモトープを保有する。したがって、抗IgE抗体の抗イディオ
タイプエピトープ/ミモトープまたはIgEエピトープ/ミモトープは、液性免疫系に接触可
能である。このような構造タンパク質を患者において用いて、IgEに対する免疫応答、す
なわちIgEと交差反応する抗体(抗IgE抗体)を特異的に誘導し、それによってIgEのその高
親和性受容体FcεRIへの結合を妨げることができる。
【０１２６】
　AAV選択のための標的抗体として用いることができる公的に入手可能な多くの治療用抗
体について、エピトープは未知である。標的抗体と、例えばワクチン接種後にマウスにお
いて誘導された抗体のエピトープを比較できるように、エピトープマッピングを行うこと
ができる。例えば、ナイロン膜上にスポットした各IgE由来の重複ペプチドスキャンを用
いて、抗マウスまたは抗ヒトIgE抗体によって認識されるエピトープを、アレイから同定
することができる。好ましい抗体は、オマリズマブの結合パターンと類似の結合パターン
を有する抗体であり、これをAAVキャプシドライブラリーからのミモトープの選択に用い
ることができる。例えばワクチン接種後にマウスにおいて誘導された抗体によって認識さ
れるエピトープを、スライドガラス上にスポットしたアレイから同定することができる。
抗ヒトIgE抗体、または他のIgの定常鎖領域によるワクチン接種後にマウスにおいて誘導
された抗体の交差反応性を、ウェスタンブロット実験でモニターすることができる。
【０１２７】
　本発明の特に好ましい態様は、IgEエピトープまたはミモトープ、好ましくはこれまで
に知られているエピトープまたはミモトープを含むパルボウイルス、特にAAVの構造タン
パク質である。Rudolf、Stadler、Vogelら(Rudolf et al., 1998、Rudolf et al., 2000
、Stadler et al., 1999、Vogel et al., 2000)によって記載される通りに、BSW17、マウ
スモノクローナル抗ヒトIgE抗体を認識する粒子についてスクリーニングされたペプチド
ファージディスプレイライブラリーに基づいて、いわゆるミモトープ免疫ワクチンを開発
することができる。BSW17によって最も良好に認識されるペプチド配列は、同定された配
列すべてにおいてG、W、およびV(下線)が保存されているミモトープ配列

(システイン残基(太字)は、ジスルフィド架橋によりペプチドの環状形成を媒介する)、お
よびエピトープ

である。
【０１２８】
　本発明の過程において、喘息のようなアレルギー性疾患に対するワクチン接種目的に特
に適している、これまでの新規エピトープが同定された：
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【０１２９】
　したがって、本発明はさらに、新規IgE B細胞エピトープBind2、Flex、3DEpi1、3DEpi2
、3DEpi3、3DEpi4、C4E、Wang-CS、Wang、およびC21、ならびに/またはそれらの機能的活
性変種に関する。これらのエピトープの機能的活性変種とは、実施例10.9によるウサギワ
クチン接種実験において、ヒトIgEに結合する特異的抗体の力価として測定可能なB細胞応
答を生じるB細胞エピトープを意味する。本発明はさらに、このようなエピトープまたは
その機能的活性変種を一般的に含む薬剤、好ましくは、アレルギー性疾患、特に喘息の治
療または予防のための、そのようなエピトープまたはその機能的活性変種を含むワクチン
に関する。
【０１３０】
　そのような機能的活性変種は、所与の配列の最大40アミノ酸、好ましくは最大25アミノ
酸、より好ましくは15アミノ酸、特に9アミノ酸のペプチド配列からなる単一ペプチドも
しくは単一ペプチドの混合物、または担体に対するそのような機能的活性変種の融合物で
あってよい。そのような担体は、天然IgEタンパク質またはその一部を除く任意の分子(機
能的活性変種よりも大きい)、好ましくはパルボウイルス粒子、さらにまたそのような機
能的活性変種に対するB細胞応答(上に定義される)を生じさせ得る異なるウイルス粒子も
しくはバクテリオファージ粒子、ポリマー(例えば、LPH)、または融合タンパク質である
ことが意図される。担体に対するそのような融合物は、すなわち、その変種を担体に化学
結合させることにより、または融合タンパク質もしくは挿入変種を遺伝的に作製すること
により、得ることができる。
【０１３１】
　システイン残基を含むかまたは除外するこれらのおよび類似の配列またはその一部、な
らびに隣接配列を、図14に記載される通りに、AAV VPのI-587位および他の位置に導入す
ることができる。対応するAAV粒子を製造し(最初はゲノム含有感染性AAVとして)、精製し
、かつ特徴づけることができる。AAVキャプシドはファージとは異なる立体構造を有する
が、ペプチド配列のループ構造を構築するシステイン残基のために、ミモトープ配列

の類似の構造がファージおよびAAVの両方に存在する確率は高い。

などの線状エピトープに関しても、互換性はあるはずである。これらのAAV粒子がBSW17(
ファージディプレイに対して用いられた抗IgE抗体)に結合する場合、これらを、適切なア
ジュバントと同時に製剤化して、およびすることなく使用可能な抗IgEワクチンとして用
いることができる。
【０１３２】
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　本発明の特に好ましい態様は、免疫適格性哺乳動物にひとたび注射したならば、架橋特
性をもたずに治療効果を有する抗IgE特異的抗体を誘導する、IgEエピトープ/ミモトープ
を含むパルボウイルスの構造タンパク質である。架橋特性とは、免疫適格性哺乳動物にお
いて、生じた抗IgE抗体が、IgE/FcεRI結合がなお可能である方法でIgE分子に結合してい
ることを意味する。このようにして、1つの抗体がいくつかのIgE分子に同時に結合すると
、高親和性FcεRI受容体がエフェクター細胞上で架橋され、その脱顆粒が起こる。これに
より、全身的なアナフィラキシーショックが誘導される。一方、パルボウイルスの構造タ
ンパク質は、(IgEエピトープ/ミモトープまたは抗IgE抗体の抗イディオタイプエピトープ
/ミモトープに結合する)各B細胞受容体を直接架橋して、T細胞応答から独立して、対応す
るB細胞を活性化すること、および抗IgE抗体産生を誘導することができる。
【０１３３】
アルツハイマー病の治療のためのワクチン
　本発明の特に好ましい態様は、アルツハイマー病の治療のために用いることができる、
β-アミロイドエピトープまたはミモトープ、好ましくは公知のエピトープまたはミモト
ープを含むパルボウイルス、特にAAVの構造タンパク質である。本発明との関連において
、β-アミロイドのB細胞エピトープをパルボウイルスキャプシドに挿入し、キャプシドの
表面上に提示させた。好ましい態様において、B細胞エピトープはヒトエピトープである
。好ましくは、これをI-453および/またはI-587、特にAAV1、AAV2、またはAAV-6のI-453
および/またはI-587に挿入する。特に好ましい態様において、B細胞エピトープは、配列

を有する。
【０１３４】
　一般的に、タンパク質凝集をもたらし、ひいてはコンホメーション病を引き起こす誤っ
て折りたたまれたタンパク質は、AAVワクチンによる能動免疫アプローチの優れた候補標
的である。理想的には、誤って折りたたまれたタンパク質またはタンパク質凝集体によっ
て示されるB細胞エピトープのみが、AAV粒子上への提示に選択される(総説に関しては、U
versky et al., 2006、特に表1-1を参照されたい)。
【０１３５】
アテローム性動脈硬化症の治療のためのワクチン
　アテローム性動脈硬化症は、動脈血管を侵す疾患である。これは、動脈壁における慢性
炎症反応であり、大部分はマクロファージ白血球の蓄積に起因し、高密度リポタンパク質
(HDL)によってマクロファージから脂肪およびコレステロールが適切に除去されることな
く、低密度(特に小粒子)リポタンパク質(コレステロールおよびトリグリセリドを運搬す
る血漿タンパク質)によって促進される。これは通常、動脈の「硬化」または「下地生成(
furring)」と称される。これは、動脈内に複数のプラークが形成するによって起こる。HD
L中のコレステロール(HDL-C)の血漿濃度と、冠動脈心疾患(CHD)の発症との間には、強い
逆相関がある。HDL-Cの血漿濃度は、CHDの強力な予測因子である。CHD患者の33%が、主な
脂質異常としてHDL-Cの低血漿レベルを有するが、現在のところHDL-Cの血漿濃度を上昇さ
せる効果的な治療法は存在しない。食事制限および適度な運動は効果がなく、スタチンは
HDL-Cのわずか5%～7%増加を提供するにすぎず、またナイアシンには、その使用を限定す
る副作用および服薬遵守特性がある。
【０１３６】
　血漿HDL-C濃度を上昇させるために示唆された1つの治療アプローチは、コレステリルエ
ステル転送タンパク質(CETP)活性の阻害である。CETPは、リポタンパク質間の中性脂質お
よびリン脂質の転送を促進し、HDL-Cの血漿濃度の調節に寄与する74kDa血漿糖タンパク質
である。CETPは、コレステリルエステルをHDLからVLDLおよびLDLへ移動させることにより
、血漿においてHDL-Cの濃度を低下させるように機能する(Rittershaus et al., 2000)。
【０１３７】
　したがって、本発明の1つの態様は、アテローム性動脈硬化症の治療のために用いるこ
とができる、CETPエピトープまたはミモトープを含むパルボウイルス、特にAAVの構造タ
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ンパク質を提供することである。適切なエピトープまたはミモトープは、ヒトCETP由来ペ
プチドhTP10、hTP11、hTP12、hTP13、hTP18、およびhTP20、hRitsch-1、hRitsch-2、hRit
sch-3、hCETP-内部およびhCETP-C末端である：

【０１３８】
　本発明はさらに、新規CETP B細胞エピトープhTP10、hTP11、hTP12、hTP13、hTP18、hTP
20、hRitsch-1、hRitsch-2、hRitsch-3、hCETP-内部およびhCETP-C末端、ならび/または
それらの機能的活性変種に関する。本発明はさらに、このようなエピトープまたはその機
能的活性変種を一般的に含む薬剤、好ましくは、アテローム性動脈硬化症の治療または予
防のための、そのようなエピトープまたはその機能的活性変種を含むワクチンに関する。
【０１３９】
腫瘍疾患の治療のためのワクチン
　Herceptin、Avastin、Erbitux、Omnitarg、Rituxan、Campath、Zevalin、Mylotarg、Be
xxar、またはパニツムマブなどの抗体療法は、種々の型の腫瘍疾患と闘う上でさらなる役
割を果たす。これらの抗体は、増殖因子受容体または増殖因子など、細胞増殖の制御不能
を引き起こす因子のエピトープに特異的に結合する。したがって、本発明のさらなる態様
は、細胞増殖の制御不能を引き起こすそのような因子のエピトープを含むパルボウイルス
、特にAAVの構造タンパク質を提供することである。
【０１４０】
　HER2/neu(ErbB-2、ERBB2としても知られる)は、乳癌おいてより高い攻撃性を付与する
タンパク質である。これは、より一般的には上皮増殖因子受容体ファミリーとして知られ
るErbBタンパク質ファミリーのメンバーである。HER2/neuは、CD340とも呼称される。HER
2/neuは、乳癌の発病におけるその役割に関して、および治療の標的として注目に値する
。これは、細胞膜表面結合型受容体チロシンキナーゼであり、通常は、細胞の増殖および
分化をもたらすシグナル伝達経路に関与する。乳癌の約25～35パーセントは、HER2/neu遺
伝子の増幅またはそのタンパク質産物の過剰発現を有する。過剰発現は、卵巣癌および胃
癌などの他の癌においても起こる。臨床的に、HER2/neuは、モノクローナル抗体トラスツ
ズマブ(Herceptinとして市販されている)の標的として重要である。
【０１４１】
　能動ワクチン接種アプローチに関しては、環状法で提示されたエピトープ配列QMWAPQWG
PD(SEQ ID NO: 225)が、治療効果を有するポリクローナル抗体を誘導することが示されて
いる。したがって、適切なアダプター配列を用いて、ペプチドQMWAPQWGPD(SEQ ID NO: 22
5)をAAVに挿入することにより、Her2/NEU-AAVワクチンを作製することができる(Riemer e
t al., 2007)。
【０１４２】
自己免疫疾患および慢性炎症性疾患の治療のためのワクチン
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　自己免疫疾患および炎症性疾患は、体内に通常存在する物質および組織に対する身体の
過活動免疫応答によって起こる。つまり、身体がそれ自身の細胞を攻撃する。
【０１４３】
　関節リウマチ(RA)は、先進工業国の集団の0.5～1.0%が罹患している、関節、関節周囲
の組織、および身体の他の器官の慢性炎症を引き起こす自己免疫疾患である。これは通常
、顕著な身体障害、およびひいては生活の質の顕著な低下を招く。適切に治療されなけれ
ば、RAによって平均余命が低下する(Smolen and Steiner, 2003)。
【０１４４】
　乾癬は、表皮細胞の異常増殖、血管新生、免疫細胞の浸潤、およびサイトカインの産生
増加を特徴とする、皮膚の慢性炎症性疾患である。
【０１４５】
　免疫細胞の同様の活性化およびサイトカインの産生増加は、以下にさらに記載する自己
免疫疾患および(慢性)炎症性疾患にも関連している。
【０１４６】
　そのような疾患誘発/関連免疫応答を限定または制御するためには、自己免疫疾患およ
び炎症性疾患の病因に関与するサイトカインを中和することが、確立された治療様式とな
っている。RAおよび他の疾患の治療において、TNF-αの作用を中和する抗体(インフリキ
シマブ、アダリムマブ)および可溶性受容体構築物(エタネルセプト)が開発された。現在
、RAの病因において、IL-32およびIL-17を含むいくつかの新規サイトカインを意味づける
証拠が存在する。加えて、既存の標的、特にIL-1、IL-6、IL-15、IL-18、およびIL-12ス
ーパーファミリーが臨床評価に近づいているため、筆者らはこれらの開発を評価する(Asq
uith et al., 2007)。
【０１４７】
感染症の治療のためのワクチン
　ウイルスの細胞受容体に対する自己抗体の誘導によるウイルス感染の遮断は、好ましく
は、標的受容体としてCCR5を用いるHIVのような従来のワクチン接種の試みが失敗に終わ
っているウイルスに関して、ウイルスに対する予防的または治療的ワクチン接種の推奨さ
れる機構である(Chackerian, 1999)。
【０１４８】
　したがって、本発明の好ましい態様は、そのようなウイルス感染症および関連疾患、好
ましくはHIV感染症/エイズの治療のためのワクチンとして用いることができる、ウイルス
受容体、好ましくはCCR5のエピトープまたはミモトープ、好ましくは公知のエピトープま
たはミモトープを含むパルボウイルス、特にAAVの構造タンパク質である。好ましい態様
において、B細胞エピトープはヒトエピトープである。
【０１４９】
　好ましいB細胞エピトープは、

、またはそれらの機能的活性変種である。
【０１５０】
　したがって、本発明の好ましい態様は、自己免疫疾患および/または慢性炎症性疾患、
好ましくは関節リウマチおよび/またはクローン病の治療に用いることができる、サイト
カインの、好ましくはTNF-α、IL-6、および/またはIL-17のエピトープまたはミモトープ
、好ましくは公知のエピトープまたはミモトープを含むパルボウイルス、特にAAVの構造
タンパク質である。好ましい態様において、B細胞エピトープはヒトエピトープである。
好ましくは、これをI-453および/またはI-587、特にAAV1、AAV2、またはAAV-6のI-453お
よび/またはI-587に挿入する。好ましいB細胞エピトープはヒトエピトープである：
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【０１５１】
　本発明はさらに、新規サイトカインB細胞エピトープTNF-α V1、TNF-α V2、TNF-α V3
、IL-17 V1、IL-17 V2、IL-6 V1、およびIL-6 V2、ならびに/またはそれらの機能的活性
変種に関する。本発明はさらに、このようなエピトープまたはその機能的活性変種を一般
的に含む薬剤、好ましくは、自己免疫疾患および/または炎症性疾患、好ましくは関節リ
ウマチ、クローン病、または乾癬の治療または予防のための、そのようなエピトープまた
はその機能的活性変種を含むワクチンに関する。
【０１５２】
　本発明によると、パルボウイルスの構造タンパク質は、公知のパルボウイルスの大部分
、特にAAVに関して、VP-1、VP-2、および多くの場合VP-3と称されるウイルスキャプシド
タンパク質である。原理上は、変異cap遺伝子から作製された組換えパルボウイルスを、
動物モデルまたはさらにはヒトにおけるワクチン接種に直接用いることができる。しかし
ながら、このようなワクチン接種は遺伝子療法であるため、ワクチン接種目的には、不活
化された(例えば、γ線また紫外線照射による)ゲノム含有AAV粒子、または各パルボウイ
ルスのウイルス様粒子を用いることが好ましい。このようなウイルス様粒子は、各パルボ
ウイルスの構造タンパク質、例えばVP-1、VP-2、および/もしくはVP-3、またはN末端もし
くはC末端切断型構造タンパク質などのそれらの一部から構成されるが、ウイルスゲノム
を含まないキャプシド様構造である。VP-2のみでウイルス様粒子に会合することが示され
ており、例えば大腸菌(E. coli)といった細菌、例えばサッカロミセス・セレビシエ(Sacc
haromyces cerevisiae)、ハンゼヌラ・ポリモルファ(hansenula polymorpha)、ピキア・
パストリス(Pichia pastoris)といった酵母、例えばバキュロウイルス発現系(SF9、SF+、
またはHigh Five細胞)といった昆虫細胞、または哺乳動物細胞(CHO、HeLa、293、BHK、ま
たはPerC6など)などの種々の発現系において発現させることができる。
【０１５３】
　別の好ましい態様は、規則的なウイルス様粒子を形成せずに、高度に構造化されたおよ
び/または高密度な様式で外来エピトープ/ミモトープを提示するキャプソメアまたはその
他の規則的なもしくは無定形な凝集体を形成するパルボウイルスの構造タンパク質である
。
【０１５４】
　パルボウイルス変異構造タンパク質を、第2のタンパク質またはペプチドにさらに融合
させることができる。そのような第2のタンパク質は、表3に提供するようなタグであって
よい。タグは、例えば精製目的で用いることができる。
【０１５５】
　好ましくは、パルボウイルス変異構造タンパク質は多量体構造を形成することができる
。したがって、本発明の別の主題は、本発明によるパルボウイルス変異構造タンパク質を
含む多量体構造に関する。そのような多量体構造は、キャプソメア、ウイルス様粒子、ま
たはウイルスであってよい。キャプソメアとは、典型的にキャプシドタンパク質5～6個か
らなる(五量体および六量体)、ウイルスキャプシドの多量体サブユニットである。ウイル
ス様粒子は空のウイルスであり、すなわち、ウイルス様粒子は、ウイルスゲノムまたはそ
の関連部分などの遺伝物質を含まない。
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【０１５６】
　多量体構造はまた、構造タンパク質少なくとも5個、好ましくは少なくとも10個、より
好ましくは少なくとも30個、最も好ましくは少なくとも60個の凝集体であってもよい。キ
ャプソメアまたはウイルス様粒子と比較して、凝集体は対照的秩序のない無定形構造であ
る。
【０１５７】
　好ましくは、パルボウイルスにとって異種であるB細胞エピトープは、多量体構造の表
面上に位置する。
【０１５８】
　本発明のさらなる態様は、DNA、RNA、mRNAなどの、本発明のパルボウイルス変異構造タ
ンパク質をコードする核酸である。
【０１５９】
　本発明のさらなる態様は、本発明のパルボウイルス変異構造タンパク質、およびまたは
本発明のパルボウイルス変異構造タンパク質をコードする核酸を含むウイルスである。こ
のようなウイルスは活性があってもまたはなくてもよく、例えばこのようなウイルスは、
弱毒化、または照射などの標準的な技法により不活化されていてよい。
【０１６０】
　本発明のさらなる態様は、パルボウイルス変異構造タンパク質をコードする核酸を含む
細胞である。このような細胞は、細菌、好ましくは大腸菌、酵母、好ましくはサッカロミ
セス・セレビシエ、ハンゼヌラ・ポリモルファ、もしくはピキア・パストリス、昆虫細胞
、好ましくはSF-9、SF+、もしくはHigh5、または哺乳動物細胞、好ましくはHeLa、293、V
ERO、PERC6、BHK、もしくはCHOであってよい。
【０１６１】
　本発明のパルボウイルス変異構造タンパク質は、(a) 適切な条件下で、上に定義した細
胞を培養することにより、パルボウイルス変異構造タンパク質をコードする核酸を発現さ
せる段階、および(b) 段階(a)の発現されたパルボウイルス変異構造タンパク質を単離す
る段階を含む方法により、調製することができる。
【０１６２】
　本発明の別の主題は、本発明の少なくとも1つのパルボウイルス変異構造タンパク質お
よび/または本発明の核酸、好ましくは本発明の少なくとも1つの多量体構造を含む薬剤、
好ましくはワクチンに関する。好ましくは、薬剤はワクチンである。
【０１６３】
　本発明の好ましい態様において、ワクチンは、本明細書においてさらに定義されるよう
に、パルボウイルス変異構造タンパク質を含む2つ以上の多量体構造の混合物である。好
ましくは、患者へのワクチン接種のために、本明細書においてさらに定義されるように、
異なるB細胞エピトープを提示するパルボウイルスのウイルス様粒子2～3種を併用する。
さらに、本発明によるワクチンを、患者の便宜のために、何らかの他の型のウイルスと併
用する。
【０１６４】
　本発明の薬剤は、薬学的に許容される担体および/または賦形剤をさらに含み得る。本
発明において有用な薬学的に許容される担体および/または賦形剤は従来のものであり、
これには緩衝剤、安定剤、希釈剤、保存剤、可溶化剤が含まれ得る。E. W. Martin, Mack
 Publishing Co., Easton, PA, 15th Edition (1975)によるRemington's Pharmaceutical
 Sciencesは、本明細書に開示した(ポリ)ペプチドの薬学的送達に適した組成物および製
剤を記載している。一般に、担体または賦形剤の性質は、使用する特定の投与様式に依存
する。例えば、非経口用製剤は通常、水、生理食塩水、平衡塩類溶液、デキストロース水
溶液、グリセロールなどの薬学的および生理的に許容される液体を媒体として含む注射液
を含む。固体組成物(例えば、散剤、丸剤、錠剤、またはカプセル剤形態)の場合、従来の
非毒性固体担体には、例えば、製薬等級のマンニトール、ラクトース、デンプン、または
ステアリン酸マグネシウムが含まれ得る。投与しようとする薬学的組成物は、生物学的に
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中性の担体に加えて、湿潤剤もしくは乳化剤、保存剤、およびpH緩衝剤等、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などの微量の非毒性補助物質を含み得る。
【０１６５】
　好ましい態様において、薬剤は、アジュバントなどの免疫賦活物質をさらに含む。アジ
ュバントは投与法に基づいて選択することができ、これにはフロイント完全アジュバント
およびフロイント不完全アジュバントなどのミネラルオイルベースのアジュバント、ISA
などのMontanide不完全Seppicアジュバント、Ribiアジュバントシステムなどの水中油型
乳剤アジュバント、ムラミルジペプチドを含むシンタックスアジュバント製剤、またはア
ルミニウム塩アジュバントが含まれ得る。好ましくは、アジュバントは、ミネラルオイル
ベースのアジュバント、特にISA206(SEPPIC、フランス、パリ)、最も好ましくはISA51(SE
PPIC、フランス、パリ)である。別の好ましい態様において、パルボウイルス変異構造タ
ンパク質は、CpG、イミダゾキノリン、MPL、MDP、MALP；フラジェリン、LPS、LTA、もし
くはコレラ毒素、またはそれらの誘導体、HSP60、HSP70、HSP90、サポニン、QS21、ISCOM
、CFA、SAF、MF59、アダマンタン、水酸化アルミニウム、リン酸アルミニウム、またはサ
イトカインなどの少なくとも1つの適切なアジュバントと同時に製剤化する。
【０１６６】
　より好ましい態様において、免疫賦活物質は、ポリカチオン性ポリマー、特にポリアル
ギニンなどのポリカチオン性ペプチド、免疫賦活性デオキシヌクレオチド(ODN)、少なく
とも2つのLysLeuLysモチーフを含むペプチド、特に

、向神経活性化合物、特にヒト成長ホルモン、ミョウバン、アジュバント、またはそれら
の組み合わせを含む群より選択される。好ましくは、組み合わせは、ポリカチオン性ポリ
マーと免疫賦活性デオキシヌクレオチド、または少なくとも2つのLysLeuLysモチーフを含
むペプチドと免疫賦活性デオキシヌクレオチドのいずれかである。さらにより好ましい態
様において、ポリカリチン性ポリマーはポリカチオン性ペプチドである。
【０１６７】
　本発明のさらにより好ましい態様において、免疫賦活物質は少なくとも1つの免疫賦活
性核酸である。免疫賦活性核酸は、例えば、中性もしくは人工的なCpG含有核酸、非脊椎
動物に由来する核酸の短い伸長、または規定の塩基状況において非メチル化シトシン-グ
アニン-ジヌクレオチド(CpG)を含む短いオリゴヌクレオチド(ODN)の形態(例えば、WO 96/
02555に記載されるような)である。あるいは、例えばWO 01/93903に記載されるようなイ
ノシンおよびシチジンに基づく核酸、またはデオキシイノシン残基および/もしくはデオ
キシウリジン残基を含むデオキシ核酸(WO 01/93905およびWO 02/095027に記載される)も
また、好ましくは本発明において免疫賦活性核酸として用いることができる。好ましくは
、異なる免疫賦活性核酸の混合物を本発明において用いる。さらに、上述のポリカリオン
性化合物を、上述の免疫賦活性核酸のいずれかと併用してもよい。好ましくは、そのよう
な組み合わせは、WO 01/93905、WO 02/32451、WO 01/54720、WO 01/93903、WO 02/13857
、およびWO 02/095027、ならびに豪州特許出願第A 1924/2001号に記載されている組み合
わせに従う。
【０１６８】
　さらなる態様において、パルボウイルスにとって異種である少なくとも1つのB細胞エピ
トープを含むパルボウイルス変異構造タンパク質を含む薬剤は、好ましくは、自己免疫疾
患(例えば、1型糖尿病)、腫瘍疾患(例として、メラノーマ：例えばHMW MAA、多形性神経
膠芽腫：例えばCA125、抗IL-13R、結腸癌：例えばCA125または抗EGF(R)、乳癌：例えばHe
r2/NEU、卵巣癌：例えばL1接着分子、B細胞リンパ腫：例えばCD20がある)、アレルギー性
疾患(喘息、例えばアレルギー性鼻炎などのアレルギー、例えば標的はIgE、IL-4、IL-9、
IL-13である)、代謝疾患(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、関節リウ
マチ、クローン病；標的例：IL-6、IL-17、およびTNF-α)、神経疾患(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、または眼科(例えば、A
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【０１６９】
　本発明のパルボウイルス変異構造タンパク質およびまたは本発明のパルボウイルス変異
構造タンパク質をコードする核酸の有効量を患者に投与することによるワクチン接種の方
法、および/または本明細書において特定する疾患を治療もしくは予防するための方法も
また、本発明によって包含される。
【０１７０】
　したがって、本発明のさらなる局面は、以下の治療および/または予防のための本発明
の薬剤に関する
a) アレルギー性疾患および/または喘息、この場合のB細胞エピトープは、抗IgE抗体の抗
イディオタイプエピトープ/ミモトープおよび/もしくはIgEエピトープ/ミモトープ、特に
、最初のG、W、およびVが保存されており、かつシステイン残基Cがジスルフィド架橋によ
りペプチドの環状型を媒介しているEFCINHRGYWVCGDもしくはINHRGYWVの配列のミモトープ
、または特に、

、およびそれらの機能的活性変種からなる群より選択されるエピトープを含む；
b) アルツハイマー病、この場合のB細胞エピトープは、特に配列DAEFRHDSG(SEQ ID NO: 1
58)またはその機能的活性変種を含むかまたは有する、β-アミロイドエピトープまたはミ
モトープを含む；
c) アテローム性動脈硬化症、この場合のB細胞エピトープは、CETPエピトープまたはミモ
トープ、特に、

、およびそれらの機能的活性変種からなる群より選択されるエピトープを含む；
d) 腫瘍疾患、この場合のB細胞エピトープは、増殖因子受容体または増殖因子のエピトー
プまたはミモトープ、特にHER2/neuエピトープまたはミモトープ、特にエピトープ

またはその機能的活性変種を含む；
e) 自己免疫疾患および/または慢性炎症性疾患、好ましくは関節リウマチおよび/または
クローン病、この場合のB細胞エピトープは、サイトカインの、好ましくはTNF-α、IL-6
、および/またはIL-17のエピトープまたはミモトープ、特に、
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、およびそれらの機能的活性変種からなる群より選択されるエピトープを含む；または
f) 感染症、好ましくはHIV感染症、この場合のB細胞エピトープは、ウイルス受容体の、
好ましくはCCR5のエピトープまたはミモトープ、特に、

、およびそれらの機能的活性変種からなる群より選択されるエピトープを含む。
【０１７１】
　本発明のなおさらなる局面では、本明細書において特定する本発明の薬剤を、以下を治
療または予防する方法において使用し、
a) アレルギー性疾患および/または喘息、この場合のB細胞エピトープは、抗IgE抗体の抗
イディオタイプエピトープ/ミモトープおよび/もしくはIgEエピトープ/ミモトープ、特に
、最初のG、W、およびVが保存されており、かつシステイン残基Cがジスルフィド架橋によ
りペプチドの環状型を媒介している

の配列のミモトープ、または特に、

、およびそれらの機能的活性変種からなる群より選択されるエピトープを含む；
b) アルツハイマー病、この場合のB細胞エピトープは、特に配列

またはその機能的活性変種を含むかまたは有する、β-アミロイドエピトープまたはミモ
トープを含む；
c) アテローム性動脈硬化症、この場合のB細胞エピトープは、CETPエピトープまたはミモ
トープ、特に、

、およびそれらの機能的活性変種からなる群より選択されるエピトープを含む；
d) 腫瘍疾患、この場合のB細胞エピトープは、増殖因子受容体または増殖因子のエピトー
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プまたはミモトープ、特にHER2/neuエピトープまたはミモトープ、特にエピトープ

またはその機能的活性変種を含む；
e) 自己免疫疾患および/または慢性炎症性疾患、好ましくは関節リウマチおよび/または
クローン病、この場合のB細胞エピトープは、サイトカインの、好ましくはTNF-α、IL-6
、および/またはIL-17のエピトープまたはミモトープ、特に、

、およびそれらの機能的活性変種からなる群より選択されるエピトープを含む；または
f) 感染症、好ましくはHIV感染症、この場合のB細胞エピトープは、ウイルス受容体の、
好ましくはCCR5のエピトープまたはミモトープ、特に、

、およびそれらの機能的活性変種からなる群より選択されるエピトープを含む、
この場合、該薬剤の治療有効量を、予防または治療を必要とする患者に投与する。
【０１７２】
　免疫に用いるワクチンは、経口、鼻腔内、筋肉内(i.m.)、リンパ節内、皮内、腹腔内、
皮下(s.c.)、およびこれらの組み合わせを含む任意の従来の様式で、しかし最も好ましく
は筋肉内注射により、ワクチンを必要とする対象、好ましくは哺乳動物、さらにより好ま
しくはヒトに投与することができる。
【０１７３】
　各投与量の容量は、好ましくは最大約5 ml、さらにより好ましくは1 ml～3 ml、最も好
ましくは約2 mlである。筋肉内注射が選択された投与経路である場合の用量は、好ましく
は最大約5 ml、好ましくは最大3 ml、好ましくは1 ml～3 ml、より好ましくは0.5 ml～2 
ml、最も好ましくは約1 mlである。各用量中のワクチンの量は、これをワクチン接種した
対象に対して効果的な免疫を付与し、該対象が臨床徴候を発症するリスクを減少させるの
に十分でなければならない。
【０１７４】
　好ましくは、タンパク質または核酸の単位用量は、最大約5μgタンパク質/kg体重、よ
り好ましくは約0.2～3μg、さらにより好ましくは約0.3～1.5μg、より好ましくは約0.4
～0.8μg、さらにより好ましくは約0.6μgである。別の好ましい単位用量は、最大約6μg
タンパク質または核酸/kg体重、より好ましくは約0.05～5μg、さらにより好ましくは約0
.1～4μgであってよい。
【０１７５】
　用量は好ましくは、例えば1～3週間の間隔をあけて、1～4回、特に1～3回投与する。用
量当たりのタンパク質の好ましい量は、約1μg～約1 mg、より好ましくは約5μg～約500
μg、さらにより好ましくは約10μg～約250μg、最も好ましくは約25μg～約100μgであ
る。
【０１７６】
　核酸送達の組成物および方法は、当業者に公知である。本発明の核酸は、本発明の方法
においてまたは本明細書に記載する組成物においてDNA配列として使用することができ、
裸のDNAとして、薬学的に許容される担体を伴って、またはベクター中に含めて投与する
ことができる。核酸は、例えば注射により、治療的にまたはワクチン組成物の一部として
投与することができる。
【０１７７】
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　核酸組成物の「有効量」は、インビボ効果を示し得る、例えば徴候または症状を予防ま
たは改善し得る量として計算することができる。このような量は、当業者によって決定さ
れ得る。好ましくは、このような組成物は非経口的に、好ましくは筋肉内にまたは皮下に
投与する。しかしながら、このような組成物は、鼻腔内、経口、または局所を含む任意の
他の適切な経路によって投与されるように製剤化することも可能である。このような治療
用組成物の送達経路および投与量の選択は、当技術分野の技術の範囲内である。
【０１７８】
　本発明との関連における治療とは、治療処置および予防または防止対策の両方を指し、
その目的は、標的とする病的状態または障害を予防するまたは遅延させる(軽減する)こと
である。治療を必要とするものには、既に障害を有するもの、および障害を有しやすいも
の、または障害が予防されるべきものが含まれる。
【０１７９】
　本発明に特に適している自己免疫疾患の例を表5に記載する。
【０１８０】
　（表５）自己免疫疾患および適切な抗体標的/抗原
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【０１８１】
　好ましい自己免疫疾患は、喘息、若年性インスリン依存性糖尿病(1型糖尿病)、および
関節リウマチである。したがって、好ましい抗原は、β2アドレナリン受容体、膵島細胞
、γグロブリンE、ウイルス関連抗原、IL-6、IL-17、およびTNF-αという対応する抗原で
ある。
【０１８２】
　本発明に特に適している腫瘍疾患の例を表6に記載する。
【０１８３】
　（表６）腫瘍疾患および適切な抗体標的/抗原
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【０１８４】
　アレルギー性疾患の例は、喘息、特にアトピー性喘息、およびすべての型のアレルギー
である。アレルギー性疾患に対するワクチン接種の好ましい標的抗原は、IgE、IL9、およ
びIL13、特にIgEである。
【０１８５】
　代謝疾患の例は、コレステロール代謝の障害(例えば、アテローム性動脈硬化症)であり
、好ましい標的抗原はCETPである。
【０１８６】
　本発明に特に適している炎症性疾患の例を表7に記載する。
【０１８７】
　（表７）(慢性)炎症性疾患



(59) JP 2018-109636 A 2018.7.12

10

20

30

40

50

【０１８８】
　好ましい標的抗原は、IL-6、IL-17、TNF-α、およびCD20である。
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【０１８９】
　眼科の疾患の例は、加齢性黄斑変性症(AMD)および糖尿病性網膜炎であり、これらの徴
候における好ましい標的はVEGFである。
【０１９０】
　他の好ましい疾患は、標的抗原がβ-アミロイドであるアルツハイマー病である。
【０１９１】
　パルボウイルスにとって異種である少なくとも1つのB細胞エピトープを含むパルボウイ
ルス変異構造タンパク質は、免疫寛容を破壊するための薬剤の製造に特に有用であり得る
。
【０１９２】
　本発明の使用との関連において、パルボウイルス変異構造タンパク質の特徴は、上に定
義する通りである。
【０１９３】
　好ましい態様において、疾患は、感染症、すなわちウイルス、細菌、菌類、または真核
生物寄生虫によって起こる疾患ではない。
【０１９４】
　さらなる態様において、パルボウイルス変異構造タンパク質は、遺伝子療法において用
いられるベクターを作製するために用いられない。
【０１９５】
　本明細書において、引用したすべての文献の内容は参照により含まれる。
【０１９６】
　以下の実施例および図面は、本発明を限定することなくこれを詳細に説明するためのも
のである。
【実施例】
【０１９７】
実施例
　以下の実施例は、AAV、特にAAV2に関して本発明を例証する。アデノ随伴ウイルスと他
のパルボウイルスの構造は全般的に類似しているため、本発明を他のパルボウイルスに容
易に移行することができる。
【０１９８】
1. AAVライブラリーの作製
　AAVライブラリーのクローニングおよびAAVキャプシド改変ウイルス粒子の産生は、Pera
bo et al.(Perabo et al., 2003)によって記載されている。AAVライブラリーは、AAVキャ
プシドタンパク質のI-587位に7アミノ酸のランダム挿入を保有する、約4×106個のキャプ
シド改変ウイルス粒子からなる。7-merの選択は実験に基づくものであり、許容される多
様性の量を生じるのに十分長いが、キャプシドの安定性を損なわない配列を挿入する必要
性によって決定された。典型的なB細胞エピトープは一般的に5または6アミノ酸長から構
成されるため(US 2004/0228798)、このライブラリーのペプチド配列は、AAVキャプシド変
種をワクチンとして用いた場合に挿入ペプチド配列に対する特異的B細胞応答を誘導し得
るB細胞エピトープを規定するのに十分である。
【０１９９】
2. AAVライブラリーの表現型と遺伝子型の連関
　AAVライブラリーは、キャプシドタンパク質全60個のVP3領域のI-587位における7アミノ
酸のランダム挿入が互いに異なるAAVキャプシド変異体のプールを含む。AAVライブラリー
の産生に際しては、変異キャプシドタンパク質、ウイルス複製タンパク質Repをコードし
、かつ逆方向末端反復配列(ITR)を保有するプラスミドのプールを、トランスフェクショ
ンにより293細胞に導入する(Perabo et al., 2003)。
【０２００】
　一般に、高DNA濃度の所与のプラスミドプールをトランスフェクトすると、細胞当たり
いくつものコピーが導入される。したがって、単一の293細胞はそれぞれいくつかの異な
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るAAVプラスミドを取り込み、これらプラスミドはすべて細胞内で複製し、異なる挿入7me
r配列を有するAAVキャプシドタンパク質を発現する。したがって、多くのトランスフェク
ト細胞は、異なる7mer挿入を有するキャプシドタンパク質から構成されるモザイクキャプ
シドを構築する。これらのキャプシドはランダムに選択された1つのAAVゲノムをキャプシ
ド封入するため、AAV粒子の多くは、そのキャプシドを構成するその60個のキャプシドタ
ンパク質のいずれにも関連しないベクターゲノムを含み、すなわち、これらのモザイクウ
イルスの遺伝子型と表現型は連関していない。以下に記載する抗イディオタイプAAVライ
ブラリースクリーニングアプローチは、一般的にAAV表現型(個々のAAV粒子のキャプシド
変種)に基づくため、および選択されたAAV変種に関する配列情報が各AAVゲノムから推定
されることが好ましいため、遺伝子型と表現型の連関が非常に好ましい。したがって、そ
れぞれが、1種類のペプチド挿入のみを提示し、かつ各自のウイルスゲノムのみを含むウ
イルスキャプシドからなるウイルス変異体のプールをもたらす連関段階を導入することが
できる。
【０２０１】
　細胞1個につきAAV変異体が1個のみ複製されることを達成するために、細胞1個当たり1
つのウイルスゲノムを導入することを目的として、低いウイルス濃度での細胞導入による
連関を確立した。1個または少数のAAV粒子をHeLa細胞に導入するための2つの異なる方法
を確立した：A) 非特異的取り込み、およびB) 限定数のAAV粒子によるHeLa細胞のウイル
ス感染。
【０２０２】
2.1 非特異的取り込みによる遺伝子型と表現型の連関
　非特異的なAAVキャプシドの取り込み、およびそれに続く感染HeLa細胞によるAAV増幅に
より、AAVライブラリーの遺伝子型と表現型の連関を行った。
【０２０３】
2.1.1 固定化A20抗体に対するAAVの結合
　細胞培養プレート(φ15 cm、TPP) 1枚をAAV2キャプシド特異的A20抗体(各ハイブリドー
マの上清) 10 mlで、室温で2時間コーティングした。A20抗体は、I-587位に挿入された配
列とは無関係に、無傷のAAVキャプシドに結合する(Grimm et al., 1999、Wistuba et al.
, 1997)。A20コーティングプレートを、1% Tween-20を含むD-PBS 20 mlで3回洗浄して、
非結合のA20抗体を除去した。洗浄後、プレートに対するAAV粒子の非特異的結合を回避す
るために、コーティングプレートをブロッキング緩衝液(1% Tween-20を含むD-PBS中の5%
粉乳) 20 mlと共に室温で2時間インキュベートした。
【０２０４】
　次に、プレートを全量10 mlのブロッキング緩衝液中で、細胞当たりのゲノム粒子(GPC)
 10、100、および1000個のAAVライブラリーと共に室温で2時間インキュベートした。AAV
集団のゲノム力価は、以下に記載する通りに、定量的リアルタイムPCRにより決定してお
いた。A20コーティングプレートをAAVライブラリーと共にインキュベートした後、D-PBS/
1% Tween-20 10 mlで20回洗浄し、その後D-PBS 10 mlで4回洗浄することにより、非結合
のウイルスを除去した。
【０２０５】
2.1.2. HeLa細胞によるAAVの取り込みおよび増幅
　φ15 cm培養プレート当たり4.0×106個のHeLa細胞を、A20抗体によって捕獲されたAAV
粒子上に播種した。同時に、HeLa細胞をMOI 5のアデノウイルス2型(AdV2)に感染させて、
AAV粒子の複製を誘導した。HeLa細胞の感染および培養を、10%(v/v)ウシ胎仔血清(FCS)お
よび1%(v/v)ペニシリン/ストレプトマイシンを含む全量10 mlのDMEM中で、加湿雰囲気中
の37℃および5% CO2で24時間行った。培養の24時間後、10%(v/v) FCSおよび1%ペニシリン
/ストレプトマイシンを含むさらなる10 mlのDMEMをプレートに添加して、全量を20 mlと
した。細胞を加湿雰囲気中の37℃および5% CO2で、さらに24時間培養した。培養の24時間
後、細胞スクレーパーを用いてHeLa細胞を回収し、遠心分離(3000 g、10分、4℃)により
収集した。細胞をD-PBS 5 mlで洗浄した。遠心分離(3000 g、10分、4℃)後、細胞ペレッ
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トを溶解緩衝液(150 mM NaCl、50 mM Tris、pH 8.5) 500μlに再懸濁した。液体窒素およ
び37℃に調節したサーモブロックを用いる3回の融解/凍結サイクルにより、細胞を溶解し
た。細胞溶解物を50 U/mlベンゾナーゼ(Merck)で、37℃で30分間処理した。ベンゾナーゼ
処理後、細胞溶解物を遠心分離(3700 g、4℃、20分)により清澄化した。
【０２０６】
2.1.3. Light Cycler PCRによるAAVゲノム力価の評価
　ゲノム力価を決定するため、ウイルスを含むベンゾナーゼ処理細胞溶解物50μlをDNAの
単離に使用した。AdVの不活化のため、溶解物を60℃で30分間インキュベートした。溶解
物をPBSで4倍希釈し、プロテイナーゼK処理を含むDNeasy組織キット(Qiagen)を用いて全D
NAを精製した。DNAを、Tris-HCl、pH 7.5 200μl中に溶出した。Light Cyclerファストス
タートDNAマスターSYBRグリーンIキット(Roche)を用いて、DNA 2.0μlをLight Cycler PC
Rマスターミックスに添加した。PCR増幅には、プライマー

を用いた。Roche Light Cycler 2.0と共に提供されるプログラムを用いて、コンピュータ
評価により力価を決定し、標準物質と比較した。
【０２０７】
2.1.4. AAVライブラリー挿入部位のPCR増幅およびサブクローニング
　HeLa細胞によるAAVの非特異的取り込みおよび増幅後のAAVライブラリーの遺伝子型と表
現型の連関を解析するために、挿入部位を含むAAVライブラリーDNAをPCRにより増幅し、p
RC-Kotin(以下に記載する)にサブクローニングし、配列決定により解析した。そのため、
上記の通りに、導入されたHeLa細胞の溶解物の一定分量50μlから全DNAを精製した。細胞
溶解物をPBSで4倍希釈し、製造業者の説明書に従ってDNeasy組織キットを用いて全DNAを
調製した。全DNAをH2O 50μl中に溶出した。ライブラリー挿入部位を含むAAVゲノムの断
片を、全量50μl中で、細胞溶解物から調製した鋳型としての全DNA 5.0μl、ならびに20 
pmolのプライマー

を用いて、PCRにより増幅した。PCRは、ハイフィディリティPlatinum Pfxポリメラーゼキ
ット(Invitrogen)を用いて行った。95℃で3分間のDNA鋳型の最初の熱変性後に、35回のPC
Rサイクル(95℃で45秒の変性、56℃で40秒のアニーリング、68℃で2分の伸長)により、DN
Aを増幅した。68℃で10分間の最終的な伸長段階の後、増幅を停止した。PCR反応物の一定
分量を、1% TBEアガロースゲルで解析した。PCR産物を、PCR精製キット(Qiagen)を用いて
精製した。PCR産物を、ベクターpRC-KotinのBsiWI/SnaBI部位にクローニングした。pRCプ
ラスミドは以前に記載されている(Girod et al. 1999)。pRC-Kotinでは、ITRが除去され
ており、Cap ORFの下流に付加的なSnaBI制限部位が導入された。エレクトロコンピテント
大腸菌XL-1 Blue MRFに、エレクトロポレーションによってこのベクターを形質転換した
。このクローニング反応の単一の独立クローン100個のプラスミドを調製し、ライブラリ
ーの挿入部位を、プライマー

を用いて配列決定した。
【０２０８】
2.1.5. HeLa細胞による非特異的取り込み後のAAVライブラリー配列の統計解析
　単一クローンの少なくとも100個のプラスミドの配列決定から得られたヌクレオチド配
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列をタンパク質配列に翻訳し、AAV2 capのI-587位に挿入された7merペプチド配列を解析
した。AAV2ライブラリーの遺伝子型と表現型の連関の状態は、I-587位に挿入された7mer
ペプチド配列内に検出された終止コドンの量によって反映される。なぜならば、キャプシ
ドタンパク質とインフレームの終止コドンをコードする配列は、2つ以上のキャプシドコ
ードプラスミドがHeLa細胞1個にトランスフェクトされた場合に限り、無傷のAAVキャプシ
ドに構築され得るからである。コドン使用頻度の点から、7merペプチド配列100個中に14.
6個の終止コドンが予測され(ライブラリーのNNB設計のため)、元の非連関AAVライブラリ
ーでは100個中に8.6個が存在し、各AAV DNAライブラリーでは平均して9.0個の終止コドン
が見出された。
【０２０９】
　終止コドンの数をライブラリーの連関状態の指標として見なすと、終止コドンの数は、
ライブラリーの表現型/遺伝子型連関後に顕著に減少するはずである。加えて、ライブラ
リーの生物多様性は維持されるべきである。生物多様性の指標は、重複配列が存在しない
ことである。
【０２１０】
　GPC 10でのAAV取り込み後に、配列のうちの約40%の単一配列が2回以上出現したことを
考えると、これは生物多様性が低下したと見なすべきである。GPC 100および1000を使用
する取り込み実験では、重複配列は存在せず、ゲノム粒子と細胞との比率がより優れてい
ること、および多様性がより優れていることが示される。終止コドンの数は元のライブラ
リーよりも少なく、これにより十分に連関されたライブラリーであることが示される(表8
)。GPC 1000の場合には、2つ以上のウイルス変異体が1つの細胞によって取り込まれ得る
可能性が非常に高いため、より高いGPCを用いた場合、配列100個当たりで計算された終止
コドンの数は予測通り増加した。まとめると、GPC 100での取り込みが、表現型と遺伝子
型の連関およびAAVライブラリーの適切な多様性の維持の観点から適している。
【０２１１】
　（表８）取り込み(GPC 10、100、および1000)による連関後の終止コドンの頻度：少な
くとも100個の配列を解析し、終止コドンの数を配列100個当たりで計算した。

【０２１２】
2.2. 感染による遺伝子型と表現型の連関
　非連関AAVライブラリーによる各モザイクビリオンが、AAV粒子感染を付与する細胞結合
モチーフを少なくとも1つ含む場合、生物多様性を喪失することのない、感染によるAAVラ
イブラリーの連関が機能する。あるいは、例えばそれぞれ10分の1の粒子のみになお感染
性があるとすると(対応する結合モチーフおよび細胞内輸送モチーフが少量であるため)、
各ゲノムが少なくとも1つの感染粒子にパッケージングされる可能性が比例して増大する
という理由から、10倍過剰の粒子を処理して、ライブラリーによる各配列が細胞によって
少なくとも1回取り込まれることを保証しなければならない。取り込み実験の場合と同様
に、異なるGPCを試験して、AAVライブラリーの完全な生物多様性を保持する最適な連関効
率を決定した。
【０２１３】
　φ15 cm細胞培養プレート(TPP)に、2×106個のHeLa細胞を培地(10%(v/v) FCSおよび1%
ペニシリン/ストレプトマイシンを含むDMEM) 15 mlで播種し、加湿雰囲気中の37℃、5% C
O2で24時間培養した。24時間後、培地を交換し、細胞を細胞当たりのAAVゲノム粒子(GPC)
 10、100、および1000個に感染させ、アデノウイルス(MOI 5)の存在下で48時間インキュ
ベートして、AAVの複製およびパッケージングを可能にした。細胞スクレーパーを用いてH
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eLa細胞を回収し、遠心分離(3000 g、10分、4℃)により収集した。細胞をD-PBS 5 mlで洗
浄した。遠心分離(3000 g、10分、4℃)後、細胞ペレットを溶解緩衝液(150 mM NaCl、50 
mM Tris、pH 8.5) 500μlに再懸濁した。液体窒素および37℃に調節したサーモブロック
を用いる3回の融解/凍結サイクルにより、細胞を溶解した。細胞溶解物を遠心分離により
清澄化した。
【０２１４】
　上記の通りに、全DNAを精製し、ウイルスDNAをPCRにより増幅し、AAV pRC-Kotinベクタ
ーにクローニングした。上記の通りに、プラスミドを細菌に形質転換し、単一クローンを
拾い、配列を決定した。
【０２１５】
2.2.1. HeLa細胞の感染後のAAVライブラリー配列の統計解析
　単一クローンの少なくとも100個のプラスミドの配列決定から得られたヌクレオチド配
列をタンパク質配列に翻訳し、AAV2 VPのI-587位に挿入された7merペプチド配列を解析し
た。上記の通りに(2.1.5)、AAVライブラリーの遺伝子型と表現型の連関の状態は、I-587
位に挿入された7merペプチド配列内に検出された終止コドンの量によって反映される。
【０２１６】
　非特異的取り込みによる連関に関して観察されたのと同様に、AAVライブラリーによるH
eLa細胞の感染にGPC 10を用いた場合には、比較的多数の配列が2回以上出現した。AAVラ
イブラリーによるHeLa細胞の感染にGPC 100および1000を用いた場合には、解析した少な
くとも100個の配列中に重複配列は同定されなかったため、ライブラリーの多様性は高か
った。遺伝子型と表現型の連関の状態の指標としての終止コドンの数は、GPC 100および1
000ではゼロにまで下がり(表9)、ライブラリーの表現型と遺伝子型の効率的な連関が実証
された。
【０２１７】
　（表９）GPC 10、100、および1000での感染実験における終止コドンの頻度：少なくと
も100個の配列を解析し、終止コドンの数を配列100個当たりで計算した。

【０２１８】
2.3. 限界希釈による遺伝子型と表現型の連関
　上記の連関法(取り込みまたは感染)に加えて、AAVライブラリーの遺伝子型と表現型の
連関を、限定数のライブラリープラスミドによるHeLa細胞のトランスフェクションによっ
て行うことができる。トランスフェクションに使用するプラスミドの量を、統計的に1つ
の単一プラスミドのみが各HeLa細胞によって取り込まれ、最終的に核に侵入するように計
算するか、または以下のモデル読み取り系によってAAVライブラリーゲノムの理想的な数
を決定する。
【０２１９】
　自己複製(例えば、B1/EBNAまたはSV40ori/ラージT抗原)レポーター遺伝子プラスミド(G
FPなど)の漸増量を、全DNA量を一定に保つpUC19などの非関連担体DNAと同時にトランスフ
ェクトする。自己複製プラスミド系を用いることによって、各トランスフェクト細胞が、
フローサイトメトリーアッセイで検出される十分なGFPを産生することが保証される。細
胞当たりの蛍光およびGFP陽性細胞の割合によって、レポーター遺伝子プラスミドのコピ
ー数を増やしても、GFP陽性細胞の増加とはもはや比例せず、かつ細胞当たりの蛍光が増
加して、細胞当たり2つ以上の単一レポーター遺伝子プラスミドが取り込まれることを意
味する交差点が規定される。細胞当たり最大1つのライブラリープラスミドが取り込まれ
ることを保証するには、交差点における濃度未満のレポーター遺伝子プラスミドまたはラ
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イブラリープラスミドの量を選択しなければならない。
【０２２０】
　したがって、アデノウイルスによる感染後、各トランスフェクト細胞は、細胞によって
取り込まれたライブラリープラスミドに対応する1つの規定されたAAV変種型のみを産生す
る。
【０２２１】
3. HeLa細胞によるAAVの非特異的取り込みの評価
　AAVライブラリーのランダムペプチド配列は、AAVのヘパリン結合ドメインを含むAAVキ
ャプシドの587位に導入されているため、AAV変種を、挿入されたランダムペプチド配列に
よる結合モチーフの再構成のために、ヘパリンになお結合する変種(結合体)と、ヘパリン
に結合しない変種(非結合体)とに分類することができる。
【０２２２】
　capに挿入されたランダムペプチドを含むAAVヘルパープラスミド(ヘルパープラスミド
ライブラリー)を、二本鎖GFPベクタープラスミドと同時にトランスフェクトして、GFPベ
クタービリオンライブラリーを作製した。このライブラリーを感染によって連関させた。
この連関ライブラリーをヘパリンアフィニティーカラムに供して、ヘパリン結合変種と非
結合変種を分離した。このため、ライブラリーをヘパリンカラム(HiTrap、Amersham Bios
cience)に供した。フロースルーが非結合体を含むのに対し、結合体はカラムに結合し、
その後1M NaClによって結合体をカラムから溶出した。次に、両画分をイオジキサノール
段階勾配遠心分離により精製して、ビリオンを濃縮した。その後、両プールのゲノム力価
をLight Cycler PCRにより決定した。精製段階後、ゲノム力価1×107/μl(全500μl)が得
られた。
【０２２３】
　結合体プールおよび非結合体プールを用いたHeLa細胞での感染および取り込み実験は、
細胞に侵入する変種の異なる能力を反映するはずである。結合体および非結合体は、異な
るヘパリン結合特性およびHSPGと相互作用する能力に起因して、それらの感染性に関して
明確な相違を示すことが予測された。対照的に、取り込みはHSPGおよびヘパリン結合モチ
ーフから独立していると想定されるため、結合体および非結合体は、取り込み実験におい
て、それらの導入効率に関して大きな相違を示さないことが予測された。
【０２２４】
　これについて解析するため、HeLa細胞5.0×104個/ウェルを、0.5 ml量の培地(10%(v/v)
 FCSおよび1%(v/v)ペニシリン/ストレプトマイシンを含むDMEM)で、24ウェル細胞培養プ
レートに播種した。細胞を、5.0% CO2を含む加湿雰囲気中で37℃で1日培養した後、細胞
を、ウェル当たり1×108個のゲノム粒子(GPC 1×103)の結合体/GFPプール、非結合体/GFP
プール、またはrAAV/GFP(対照としての、GFPをコードする組換えwtAAV)に感染させた。5.
0% CO2を含む加湿雰囲気中で37℃で48時間培養した後、細胞のGFP発現レベルをフローサ
イトメトリーにより決定した(図3)。取り込み実験に関しては、24ウェルプレートを100μ
l/ウェルのA20抗体(無傷のAAVキャプシドを認識するハイブリドーマ上清)で、室温で1時
間コーティングした。D-PBS/1% Tween-20を用いて10回洗浄することにより、非結合のA20
を除去した。0.5 ml/ウェルのブロッキング緩衝液(D-PBS/1% Tween-20中の10%粉乳)と共
に室温で2時間インキュベートすることにより、ウェルをブロッキングした。A20コーティ
ングウェルを、ウェル当たり1×108個のゲノム粒子(GPC 1×103)で、rAAV/GFP、結合体ラ
イブラリー、または非結合体ライブラリーと共にインキュベートした。室温で1時間イン
キュベートした後、D-PBS/1% Tween-20を用いて10回洗浄し、その後D-PBSで4回洗浄する
ことにより、非結合のAAV粒子を除去した。次に、結合しているAAV粒子の上に、HeLa細胞
1.0×105個/ウェルを0.5 ml量の培地(10% FCSおよび1%ペニシリン/ストレプトマイシンを
含むDMEM)で播種し、5.0% CO2を含む加湿雰囲気中で37℃で48時間インキュベートした。
導入効率(細胞のGFP発現)を、フローサイトメトリーにより決定した(図3)。
【０２２５】
　予測通り、結合体プールおよびrAAV/GFPは、感染実験において匹敵する導入効率を示し
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たのに対し、非結合体プールの感染性は強く低下した。感染実験において非結合体プール
で認められた残存する20%の導入効率は、マクロ飲作用もしくは飲作用などのHSPG非依存
的経路または別の受容体によって媒介される可能性が最も高い。
【０２２６】
　感染実験とは対照的に、取り込み実験では、結合体プールと非結合体プールの導入効率
は匹敵することが判明した。
【０２２７】
　これらのデータから、感染とは対照的に、HeLa細胞によるAAV変種の取り込みは、ヘパ
リン結合ドメインから独立しており、かつAAVキャプシドの587位に挿入されたペプチド配
列から独立していることが実証される。
【０２２８】
4. AAV変種の産生および精製
4.1. AdVヘルパープラスミド
　293細胞または293T細胞におけるAAVの製造には、AdV E2、E4、およびVAI-VAIIをコード
するAdVヘルパープラスミドを使用した。ヘルパープラスミドpUCAdvE2/E4-VAI-VAIIは、p
AdEasy-1に由来するアデノウイルスE2およびE4-ORF6をコードするBamHI制限断片をpUC19
の部位BamHI部位にサブクローニングすることによって構築した。得られたプラスミドをp
UCAdVE2/E4と称する。pAdvantageに由来するVAI-VAII断片を、プライマー

を用いてPCRにより増幅し、pTOPOにクローニングした後、pUCAdvE2/E4のXbaI部位にサブ
クローニングした。得られたプラスミドpUCAdvE2/E4-VAI-VAII(簡潔にpUCAdV)を、以下に
記載する通りに、AAVの産生について同時トランスフェクション実験において評価した。A
AV粒子形成を、A20 ELISAを用いて解析した。
【０２２９】
4.2. HEK 293 T細胞の同時トランスフェクションによるAAV変種の産生
　AAV粒子の産生のため、サブクローニングされたライブラリー挿入配列を含むベクター
プラスミドpRC-Kotin、pGFP、およびヘルパープラスミドpUCAdV(上記)をHEK 293-T細胞に
同時にトランスフェクトした。プラスミドpGFPは、CMVプロモーターの制御下にGFP(緑色
蛍光タンパク質) cDNAを含む。このGFPカセットには、AAV由来ITRが隣接している。した
がって、293-T細胞にこれら3種のプラスミドを同時にトランスフェクトすると、表面にラ
イブラリー7mer配列を提示し、かつウイルスゲノムとしてITRを有するGFPカセットを含む
AAV粒子が産生される。
【０２３０】
　直接的クローニングアプローチによって得られたAAV変種(以下に記載する)を、以下の
修正を加えて上記の通りに産生させた。エピトープ/ミモトープ(I-453またはI-587におけ
る)を含むベクタープラスミドpUCAV2とpUCAdVの同時トランスフェクションには、プラス
ミドのモル比1:1を選択した。上記のリン酸カルシウムトランスフェクションプロトコー
ルを用いる、293-T細胞を有する培養プレート1枚のリン酸カルシウムトランスフェクショ
ンのために、pUCAV2(I-453またはI-587にエピトープ/ミモトープを含む) 12.0μgおよびp
UCAdV 24.0μgを使用した。トランスフェクションを上記の通りに行った。
【０２３１】
　同時トランスフェクションのため、トランスフェクションの24時間前に、7.5×106個の
293-T細胞を全量17.5 mlの培地(10% FCS、5 mM L-Gln、およびABAMを含むDMEM)で各φ15 
cm細胞培養プレートに播種し、加湿雰囲気中の37℃、5 % CO2で培養した。pRC-Kotin、pG
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FP、およびpUCAdVの同時トランスフェクションに関しては、プラスミドのモル比1:1:1を
選択した。US 2004/0053410に開示されているリン酸カルシウムトランスフェクションプ
ロトコールを用いる、293-T細胞を有する培養プレート1枚のリン酸カルシウムトランスフ
ェクションのために、pRC-Kotin 9.0μg、pGFP 9.0μg、およびpUCAdV 18.0μgを270 mM 
CaCl2 875μl中に混合した。簡潔に説明すると、2×BBS(50 mM BES(pH 6.95)、280 mM Na
Cl、および1.5 mM Na2HPO4) 875μlを混合物に添加し、得られた溶液をピペッティングに
より慎重に混合した。この溶液を室温で20分間インキュベートした後、細胞培養プレート
に1滴ずつ添加した。細胞を、加湿雰囲気中の35℃、3% CO2で18時間培養した。35℃およ
び3% CO2での18時間後、細胞を加湿雰囲気中の37℃、5% CO2でさらに3日間培養した。
【０２３２】
　293-T細胞を細胞リフターで回収し、50 mlプラスチックチューブ(Falcon)に移し、3000
 g、4℃で10分間遠心分離した。細胞ペレットを溶解緩衝液(150 mM NaCl、50 mM Tris、p
H 8.5) 1.0 mlに再懸濁し、3回の凍結および融解サイクルに供した。溶解物を100 U/mlベ
ンゾナーゼ(Merck)で、37℃で30分間処理した。細胞溶解物を2回の遠心分離段階(3700 g
、4℃、20分)により清澄化し、AAV含有上清をさらなる精製に使用した。
【０２３３】
　溶解物のAAVキャプシド力価を、市販のELISA(AAV力価測定ELISA、Progen)を用いて決定
した。
【０２３４】
4.3. イオジキサノールを用いる密度勾配遠心分離によるAAV粒子の精製
【０２３５】
　イオジキサノール勾配遠心分離により、AAV粒子を精製した。ウイルス含有細胞溶解物
を遠心分離(3700 g、4℃、20分)により清澄化し、清澄化溶解物をQickseal超遠心チュー
ブ(26×77 mm、Beckman)に移した。異なる濃度のイオジキサノール溶液(Sigma)を、ウイ
ルス含有溶解物の下に重層した。これにより、上部にウイルス溶液を有して、底の60% 6.
0 ml、40% 5.0 ml、25% 6.0 ml、および15% 9.0 mlイオジキサノールから構成されるイオ
ジキサノール勾配を作製した。勾配を超遠心機で、416,000 g、18℃で1時間遠心した。次
に、40%相の下部でチューブに穴を開け、25%相が到達するまで溶液を回収チューブ中に滴
下させることにより、カニューレを用いてAAV粒子を含む40%相を抽出した。40%相のAAVキ
ャプシド力価を、市販のELISA(AAV力価測定ELISA、Progen)を用いて決定した。
【０２３６】
5. 連関ウイルスライブラリーからの、標的抗体に対する特異的親和性を有するAAV粒子の
選択
5.1. 抗KLH抗体を用いる抗イディオタイプ選択
　抗イディオタイプAAV変種の選択の概念を試験するため、抗KLH(キーホールリンペット
ヘモシアニン)マウスモノクローナル抗体(R&D Systems)を選択抗体として使用した。マウ
ス抗KLHモノクローナル抗体(IgG1アイソタイプ)は、抗原として精製KLHで免疫したマウス
から得られた。別のアプローチでは、固定化選択抗体の非存在下における、細胞培養プレ
ートへのAAV粒子の非特異的結合を解析した(陰性対照)。本実施例に記載する実験では、
上記の通りに(2.2)、GPC1000での感染によって遺伝子型と表現型を連関させたAAVライブ
ラリーを使用した。
【０２３７】
5.1.1. 固定化抗KLH抗体に対するAAVの結合 対 非コーティング細胞培養プレートに対す
るAAVの結合
　細胞培養プレート(φ10 cm、TPP)を、コーティング緩衝液(0.2 M NaHCO3 0.8 ml、0.2 
M Na2CO3 1.7 ml、H2Oで10 mlに調整)中の10μg/ml濃度の抗KLHモノクローナルIgG1抗体5
 mlで、4℃で18時間～24時間コーティングした。別のアプローチ(陰性対照)では、プレー
トを抗体の非存在下でコーティング緩衝液で処理した。すべてのプレートを、1% Tween-2
0を含むD-PBS 10 mlで3回洗浄した。洗浄後、プレートに対するAAV粒子の非特異的結合を
回避するために、プレートをブロッキング緩衝液(1% Tween-20を含むD-PBS中の5%粉乳) 1
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0 mlと共に室温で2時間インキュベートした。次に、プレートを全量5 mlのブロッキング
緩衝液中で、ゲノム含有AAVライブラリー粒子1×108個と共に室温で2時間インキュベート
した。AAV集団のゲノム力価は、上記の通りに、定量的リアルタイムPCRにより決定した。
抗KLH mAbコーティングプレートまたは非コーティングプレート(陰性対照)をAAVライブラ
リーと共にインキュベートした後、D-PBS/1% Tween-20 10 mlで20回洗浄し、その後D-PBS
 10 mlで4回洗浄することにより、非結合のウイルスを除去した。
【０２３８】
5.1.2. HeLa細胞によるAAVの取り込みおよび増幅
　プレート当たり1.0×106個のHeLa細胞を、抗KLH mAbによって捕獲された、または対照
アプローチ(陰性対照)において非特異的方法でプレートに吸着されたAAV粒子上に播種し
た。同時に、HeLa細胞をMOI 5のアデノウイルス2型(AdV2)に感染させて、AAV粒子の複製
を誘導した。HeLa細胞の感染および培養を、10%(v/v)ウシ胎仔血清(FCS)および1%(v/v)ペ
ニシリン/ストレプトマイシンを含む全量10 mlのDMEM中で、加湿雰囲気中の37℃および5%
 CO2で48時間行った。培養の48時間後、細胞スクレーパーを用いてHeLa細胞を回収し、遠
心分離(3000 g、10分、4℃)により収集した。細胞をD-PBS 5 mlで洗浄した。遠心分離(30
00 g、10分、4℃)後、細胞ペレットを溶解緩衝液(150 mM NaCl、50 mM Tris、pH 8.5) 25
0μlに再懸濁した。液体窒素および37℃に調節したサーモブロックを用いる3回の凍結/融
解サイクルにより、細胞を溶解した。
【０２３９】
5.1.3. AAVライブラリー挿入部位のPCR増幅およびサブクローニング
　導入されたHeLa細胞の溶解物の一定分量50μlから、全DNAを精製した。細胞溶解物をPB
Sで4倍希釈し、製造業者の説明書に従ってDNeasy組織キットを用いて全DNAを調製した。
全DNAをH2O 50μl中に溶出した。ライブラリー挿入部位を含むAAVゲノムの断片を、全量5
0μl中で、細胞溶解物から調製した鋳型としての全DNA 5μl、ならびに20 pmolのプライ
マー

を用いて、PCRにより増幅した。PCRは、ハイフィディリティPlatinum Pfxポリメラーゼキ
ット(Invitrogen)を用いて行った。95℃で3分間のDNA鋳型の最初の熱変性後に、35回のPC
Rサイクル(95℃で45秒の変性、56℃で40秒のアニーリング、68℃で2分の伸長)により、DN
Aを増幅した。68℃で10分間の最終的な伸長段階の後、増幅を停止した。PCR反応物の一定
分量を、1% TBEアガロースゲルで解析した。PCR産物を、PCR精製キット(Qiagen)を用いて
精製した。PCR産物を、ベクターpRC-KotinのBsiWI/SnaBI部位にクローニングした。エレ
クトロコンピテント大腸菌XL-1 Blue MRFに、エレクトロポレーションによってこのベク
ターを形質転換した。単一クローン100個のプラスミドを調製し、ライブラリーの挿入部
位を、プライマー

を用いて配列決定した。
【０２４０】
　得られたヌクレオチド配列をタンパク質配列に翻訳し、AAV2 VPのI-587位に挿入された
7merペプチド配列を解析した。結果を表10にまとめる。非コーティング培養プレートを用
いるライブラリーのスクリーニング(陰性対照)によって得られたAAV粒子と同じペプチド
配列をライブラリー挿入部位に含むAAV粒子は、非特異的結合粒子であると見なし、さら
なる解析から除外した。
【０２４１】
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　（表１０）ライブラリースクリーニングアプローチにおいて同定されたAAV変種

【０２４２】
5.1.4. 抗KLH mAbスクリーニングの第2ラウンド
　HeLa細胞溶解物中に含まれるゲノム粒子の数(ゲノムAAV力価)を、定量的リアルタイムP
CRにより決定した(2.1.3を参照されたい)。第2ラウンドの選択のため、細胞培養プレート
を上記の通りに抗KLH mAbでコーティングするか、またはコーティングしないままにして
おいた(陰性対照)。プレートのブロッキングおよび洗浄を、上記の通りに行った。プレー
トを全量5 mlのブロッキング緩衝液中、GPC 100に対応するHeLa細胞溶解物(第1選択ラウ
ンドのAAVプールを含む)の容量と共にインキュベートした。プレートを、第1ラウンドの
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選択から得られたAAVプールと共に室温で2時間インキュベートした後、D-PBS/1% Tween-2
0 10 mlで20回洗浄し、その後D-PBS 10 mlで4回洗浄することにより、非結合のウイルス
を除去した。HeLa細胞による抗KLH mAb結合AAV（陰性対照）または非特異的結合AAVの取
り込みおよび増幅を、上記の通りに行った。全DNAの調製、PCR増幅、およびAAVライブラ
リー挿入部位のサブクローニングを、上記の通りに行った。結果を表10にまとめる。非コ
ーティング培養プレートを用いるライブラリーのスクリーニングによって得られたAAV粒
子と同じペプチド配列をライブラリー挿入部位に含むAAV粒子は、非特異的結合粒子であ
ると見なし、さらなる解析から除外した。
【０２４３】
5.1.5. AAVライブラリーの抗KLHスクリーニングによって得られたAAV粒子の特徴づけ
　ライブラリースクリーニングアプローチのAAV粒子を、上記の通りに産生させ、精製し
た。AAVキャプシド力価を、AAV力価測定ELISAを用いて解析した。
【０２４４】
ドットブロット解析
　抗KLH mAbを用いたAAVライブラリーのスクリーニングによって単離されたAAVキャプシ
ド変種(H3、B6、F10、A6、D9)を、ドットブロット実験により解析した(図4)。AAV粒子5.0
×1010個および1.0×1010個を、真空装置を用いてニトロセルロース膜上にスポットした
。陰性対照として、ドット当たり1.0×1010～1.6×108個キャプシドのwtAAVをスポットし
た。同様に、BSAの段階希釈物(1.0μg～0.03μg)を陰性対照として膜上にスポットした。
陽性対照として、KLHタンパク質の様々な希釈物をスポットした(1.0μg～0.02μg)。膜を
ブロッキング緩衝液(0.05% Tween-20を含むPBS中の5%粉乳)でブロッキングした後、膜を
、AAVライブラリーのスクリーニングに使用した抗KLH抗体(0.05% Tween-20を含むPBS中の
1%粉乳中、0.5μg/ml)と共に4℃で18時間～24時間インキュベートした。膜をPBS/0.05% T
ween-20で洗浄した後、スポットしたAAV変種に対する抗KLH抗体の結合を、抗マウスIgG (
γ) HRPコンジュゲート(CALTAG)で検出した。膜を抗マウスIgG (γ) HRPコンジュゲート
と共に室温で1時間インキュベートした。洗浄後、ECLシステム(Amersham Bioscience)を
用いて、化学発光によりシグナルを検出した(図4A)。
【０２４５】
　等量のAAV変種が膜上にスポットされたことを実証するため、AAVキャプシド特異的mAb 
A20(Progen)を用いてAAVキャプシドを検出した。剥離緩衝液(0.1 Mグリシン、pH 2.5)で
膜を剥離した後、0.05% Tween-20を含むPBS中の1%粉乳中5.0μg/mlのA20 mAbを用いて、
膜に対するAAV変種の結合を実証した。膜をA20抗体(Progen)(0.05% Tween-20を含むPBS中
の1%粉乳で1:10希釈したハイブリドーマ上清)と共に室温で2時間インキュベートした。膜
をPBS/0.05% Tween-20で洗浄した後、スポットされたAAV変種に対するA20 mAbの結合を、
抗マウスIgG (γ) HRPコンジュゲート(CALTAG)で検出した。膜を抗マウスIgG (γ) HRPコ
ンジュゲートと共に室温で1時間インキュベートした。洗浄後、ECLシステム(Amersham Bi
oscience)を用いて、化学発光によりシグナルを検出した(図4B)。
【０２４６】
　結果から、AAVライブラリーのスクリーニングに使用した抗KLH抗体により、AAVキャプ
シド変種H3、B6、A6、およびB9が特異的に検出されることが実証される。wtAAVとの交差
反応はない。A20抗体によるB6の検出が弱いのは、少量のキャプシドが固定化されたため
か、またはAAVキャプシド変種の構造的変化によって起こった、A20抗体によるB6変種の検
出不良のためであると考えられる。パネルBの上列においてA20によるKLHの検出が弱いの
は、左側に示した膜の剥離が不完全であったためである。
【０２４７】
　抗KLH抗体がAAV変種の構造的モチーフを認識したのか、または線状モチーフを認識した
のかを解析するために、未変性キャプシドまたは熱不活化キャプシド(95℃で10分) 1×10
10個をニトロセルロース膜上にスポットした(図5)。陰性対照として、ドット当たり5.0×
1010～1.6×109個キャプシドのwtAAVをスポットした。陽性対照として、KLHタンパク質の
様々な希釈物をスポットした(1.0μg～0.03μg)。ブロッキング後、上記の通りに、膜を
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、AAVライブラリーのスクリーニングに使用した抗KLH抗体と共にインキュベートした。ス
ポットしたAAVLP変種に対する抗KLH抗体の結合を、抗マウスIgG HRPコンジュゲートで検
出した(図5)。
【０２４８】
　これらのデータから、未変性のH3およびB6変種は抗KLH抗体によって認識されるが、熱
変性したH3およびB6変種は抗KLH抗体によって認識されないことが実証され、この抗体がA
AVキャプシド内の線状エピトープではなく構造エピトープを認識することが示される。A6
およびD9はこの抗体によって認識されず、スポットしたキャプシド(1×1010個)が少数で
あった可能性が最も高い。
【０２４９】
ELISA実験
　ドットブロット実験の結果を確認するため、KLH抗体によるAAV変種の検出を、ELISA形
式でも解析した(図6)。AAV粒子(H3、F10、B6、A6、D9) 5×1010個を、Maxisorpマイクロ
タイタープレート(Nunc)上にコーティングした。陰性対照として、ウェル当たり5.0×101
0～7.8×108個キャプシドのwtAAVをコーティングした。ブロッキング後、ウェルを、AAV
ライブラリーのスクリーニングに使用した抗KLH抗体と共にインキュベートした。固定化A
AV粒子に対する抗KLH抗体の結合を、基質としてTMBを用いて、抗マウスIgG HRPコンジュ
ゲートで検出した。450 nmの吸光度を読み取った。
【０２５０】
　これらのデータから、KLH特異的ELISAにおいて変種B6およびA6は検出されるが、ELISA
の感度はドットブロットの感度よりも低いらしいことが実証される。これは、プレートに
対するAAV粒子の結合が少量であったためか、またはプレートのプラスチック表面への吸
着によって起こったキャプシドの構造変化のためであると考えられる。
【０２５１】
5.2. 抗IgE抗体を用いる抗イディオタイプ選択
　抗イディオタイプAAVワクチンの選択の概念を試験するため、抗IgE抗体をAAVキャプシ
ドライブラリーのスクリーニングに使用した。本実施例では、上記の通りに(2.1および2.
2)、GPC 1000での感染またはGPC 100での非特異的取り込みによって遺伝子型と表現型を
連関させたAAVライブラリーを使用した。
【０２５２】
5.2.1. 固定化抗IgE抗体に対するAAVの結合
　細胞培養プレート(φ15 cm、TPP)を、コーティング緩衝液(0.2 M NaHCO3 0.8 ml、0.2 
M Na2CO3 1.7 ml、H2Oで10.0 mlに調整)中の10μg/ml濃度の抗IgE抗体(XOLAIR(登録商標)
) 10 mlで、4℃で18時間～24時間コーティングした。抗IgE抗体コーティングプレートを
、1% Tween-20を含むD-PBS 20 mlで3回洗浄して、非結合の抗体を除去した。洗浄後、プ
レートに対するAAV粒子の非特異的結合を回避するために、コーティングプレートをブロ
ッキング緩衝液(1% Tween-20を含むD-PBS中の5%粉乳) 20 mlと共に室温で2時間インキュ
ベートした。次に、プレートを全量10 mlのブロッキング緩衝液中で、ゲノム含有AAVライ
ブラリー粒子4×108個と共に室温で2時間インキュベートした。AAV集団のゲノム力価は、
上記の通りに、定量的リアルタイムPCRにより決定した。抗IgE抗体コーティングプレート
をAAVライブラリーと共にインキュベートした後、D-PBS/1% Tween-20 20 mlで20回洗浄し
、その後D-PBS 20 mlで4回洗浄することにより、非結合のウイルスを除去した。
【０２５３】
5.2.2. HeLa細胞によるAAVの取り込みおよび増幅
　プレート当たり4.0×106個のHeLa細胞を、抗IgE mAbによって捕獲されたAAV粒子上に播
種した。同時に、HeLa細胞をMOI 5のアデノウイルス2型(AdV2)に感染させて、AAV粒子の
複製を誘導した。HeLa細胞の感染および培養を、10%(v/v)ウシ胎仔血清(FCS)および1%(v/
v)ペニシリン/ストレプトマイシンを含む全量20 mlのDMEM中で、加湿雰囲気中の37℃およ
び5% CO2で24時間行った。培養の48時間後、細胞スクレーパーを用いてHeLa細胞を回収し
、遠心分離(3000 g、10分、4℃)により収集した。細胞をD-PBS 5 mlで洗浄した。遠心分
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離(3000 g、10分、4℃)後、細胞ペレットを溶解緩衝液(150 mM NaCl、50 mM Tris、pH 8.
5) 500μlに再懸濁した。液体窒素および37℃に調節したサーモブロックを用いる3回の凍
結/融解サイクルにより、細胞を溶解した。
【０２５４】
5.2.3. AAVライブラリー挿入部位のPCR増幅およびサブクローニング
　導入されたHeLa細胞の溶解物の一定分量50μlから、全DNAを精製した。細胞溶解物をPB
Sで4倍希釈し、製造業者の説明書に従ってDNeasy組織キット(Qiagen)を用いて全DNAを調
製した。全DNAをH2O 50μl中に溶出した。ライブラリー挿入部位を含むAAVゲノムの断片
を、全量50μl中で、細胞溶解物から調製した鋳型としての全DNA 5μl、ならびに20 pmol
のプライマー

を用いて、PCRにより増幅した。PCRは、ハイフィディリティPlatinum Pfxポリメラーゼキ
ット(Invitrogen)を用いて行った。95℃で3分間のDNA鋳型の最初の熱変性後に、35回のPC
Rサイクル(95℃で45秒の変性、56℃で40秒のアニーリング、68℃で2分の伸長)により、DN
Aを増幅した。68℃で10分間の最終的な伸長段階の後、増幅を停止した。PCR反応物の一定
分量を、1% TBEアガロースゲルで解析した。PCR産物を、PCR精製キット(Qiagen)を用いて
精製した。PCR産物を、ベクターpRC-KotinのBsiWI/SnaBI部位にクローニングした。エレ
クトロコンピテント大腸菌XL-1 Blue MRFに、エレクトロポレーションによってベクター
を形質転換した。単一クローン100個のプラスミドを調製し、ライブラリーの挿入部位を
、プライマー

を用いて配列決定した。得られたヌクレオチド配列をタンパク質配列に翻訳し、AAV2 VP
のI-587位に挿入された7merペプチド配列を解析した。結果を表10にまとめる。非コーテ
ィング培養プレートを用いるライブラリーのスクリーニング(5.1を参照されたい)によっ
て得られたAAV粒子と同じペプチド配列をライブラリー挿入部位に含むAAV粒子は、非特異
的結合粒子であると見なし、さらなる解析から除外した。
【０２５５】
5.2.4. 抗IgE抗体スクリーニングの第2、第3、および第4ラウンド
　HeLa細胞溶解物中に含まれるゲノム粒子の数(ゲノムAAV力価)を、定量的リアルタイムP
CRにより決定した(2.1.3を参照されたい)。第2、第3、および第4ラウンドの選択のため、
細胞培養プレートを上記の通りに抗IgE抗体(XOLAIR(登録商標))でコーティングした。コ
ーティングプレートのブロッキングおよび洗浄を、上記の通りに行った。抗IgE抗体コー
ティングプレートを全量10 mlのブロッキング緩衝液中、GPC 100に対応するHeLa細胞溶解
物(それぞれ第1、第2、または第3選択ラウンドのAAVプールを含む)の容量と共にインキュ
ベートした。抗IgE抗体コーティングプレートを、前のラウンドの選択から得られたAAVプ
ールと共に室温で2時間インキュベートした後、D-PBS/1% Tween-20 20 mlで20回洗浄し、
その後D-PBS 20 mlで4回洗浄することにより、非結合のウイルスを除去した。HeLa細胞に
よる抗IgE mAb結合AAVの取り込みおよび増幅を、上記の通りに行った。全DNAの調製、PCR
増幅、およびAAVライブラリー挿入部位のサブクローニングを、上記の通りに行った。第2
、第3、および第4選択ラウンドの結果を表10にまとめる。非コーティング培養プレートを
用いるライブラリーのスクリーニング(4.1を参照されたい)によって得られたAAV粒子と同
じペプチド配列をライブラリー挿入部位に含むAAV粒子は、非特異的結合粒子であると見
なし、さらなる解析から除外した。
【０２５６】
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5.2.5. AAVライブラリーの抗IgE抗体スクリーニングによって得られたAAV粒子の特徴づけ
　ライブラリースクリーニングアプローチのAAV粒子を、上記の通りに産生させ、精製し
た。AAVキャプシド力価を、AAV力価測定ELISAを用いて解析した。
【０２５７】
ドットブロット解析
　抗IgE抗体(XOLAIR(登録商標))を用いたAAVライブラリーのスクリーニングによって単離
されたAAVキャプシド変種(H5、D5、E8、A9、C7、G8)を、ドットブロット実験により解析
した(図7)。キャプシド1×1010個のみをスポットしたC7を除き、AAV変種のキャプシド5.0
×1010個および1.0×1010個を、真空装置を用いてニトロセルロース膜上にスポットした
。陰性対照として、ドット当たり5.0×1010～3.9×108個キャプシドのwtAAVをスポットし
た。同様に、BSAの段階希釈物(1.0μg～0.03μg)を陰性対照として膜上にスポットした。
陽性対照として、ヒトIgEタンパク質の様々な希釈物をスポットした(1.0μg～0.02μg)。
膜をブロッキング緩衝液(0.1% Tween-20を含むPBS中の5%粉乳)でブロッキングした後、膜
を、AAVライブラリーのスクリーニングに使用したXOLAIR(登録商標)抗体(0.05% Tween-20
を含むPBS中の1%粉乳中、0.15μg/ml)と共に4℃で18時間～24時間インキュベートした。
膜をPBS/0.05% Tween-20で洗浄した後、スポットしたAAV変種に対する抗IgE抗体の結合を
、抗ヒトIgG HRPコンジュゲートで検出した(図7A))。
【０２５８】
　等量のAAV変種が膜上にスポットされたことを実証するため、上記の通りに膜を剥離し
、スポットされたAAVキャプシドをA20を用いて検出した(図7B)。このために、膜をA20抗
体(Progen)(0.05% Tween-20を含むPBS中の1%粉乳で1:10希釈したハイブリドーマ上清)と
共に室温で2時間インキュベートした。膜をPBS/0.05% Tween-20で洗浄した後、スポット
されたAAV変種に対するA20 mAbの結合を、抗マウスIgG (γ) HRPコンジュゲート(CALTAG)
で検出した。結果から、AAVキャプシドライブラリーのスクリーニングに使用した抗IgE抗
体(XOLAIR(登録商標))により、AAV変種H5、D5、およびE8が特異的に検出されることが実
証される。
【０２５９】
　AAV変種に対する抗IgE抗体の結合の特異性を実証するために、実験を繰り返し、対照mA
b(抗KLH)を実験に含めた(図8)。AAV変種の粒子5×1010個および1×1010個(H5は1×1010個
のみ)を、ニトロセルロース膜上にドットした。陰性対照として、ドット当たり5.0×1010

～1.6×109個キャプシドのwtAAVをスポットした。陽性対照として、ヒトIgEタンパク質ま
たはKLHタンパク質の様々な希釈物(1.0μg～0.03μg)をドットした。膜をブロッキング緩
衝液(0.1% Tween-20を含むPBS中の5%粉乳)でブロッキングした後、膜を、AAVライブラリ
ーのスクリーニングに使用したXOLAIR(登録商標)抗体(0.05% Tween-20を含むPBS中の1%粉
乳中、0.15μg/ml)(図8A)、または対照抗KLH mAb(0.05% Tween-20を含むPBS中の1%粉乳中
、0.5μg/ml)(図8B)と共に4℃で18時間～24時間インキュベートした。膜をPBS/0.05% Twe
en-20で洗浄した後、スポットしたAAV変種に対する抗IgE抗体または抗KLH mAbの結合を、
二次HRP結合抗体で検出した。D5(粒子5×1010個)のシグナルは強すぎたため、露光時に基
質が使い果たされたことに留意されたい。
【０２６０】
　これらのデータから、変種H5、E8、およびD5は抗IgE抗体に特異的に結合するのにし、
対照抗KLH抗体には結合しないことが実証される。対照的に、変種G8は非特異的方法で免
疫グロブリンに結合するようである。
【０２６１】
5.3. 抗CETP抗体を用いる抗イディオタイプ選択
　抗イディオタイプAAVワクチンの選択の概念を試験するため、抗CETP抗体をAAVキャプシ
ドライブラリーのスクリーニングに使用した。本実施例では、上記の通りに(2.2)、GPC 1
000での感染によって遺伝子型と表現型を連関させたAAVライブラリーを使用した。
【０２６２】
5.3.1. 固定化抗CETP抗体に対するAAVの結合
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　細胞培養プレート(φ10 cm、TPP)を、コーティング緩衝液(0.2 M NaHCO3 0.8 ml、0.2 
M Na2CO3 1.7 ml、H2Oで10 mlに調整)中の10μg/ml濃度の抗CETP抗体(クローンATM192、A
cris-Antibodies) 5.0 mlで、4℃で18時間～24時間コーティングした。抗CETP抗体コーテ
ィングプレートを、1% Tween-20を含むD-PBS 10 mlで3回洗浄して、非結合の抗体を除去
した。洗浄後、プレートに対するAAV粒子の非特異的結合を回避するために、コーティン
グプレートをブロッキング緩衝液(1% Tween-20を含むD-PBS中の5%粉乳) 10 mlと共に室温
で2時間インキュベートした。次に、プレートを全量5 mlのブロッキング緩衝液中で、ゲ
ノム含有AAVライブラリー粒子1×108個と共に室温で2時間インキュベートした。AAV集団
のゲノム力価は、上記の通りに、定量的リアルタイムPCRにより決定した。抗CETP抗体コ
ーティングプレートをAAVライブラリーと共にインキュベートした後、D-PBS/1% Tween-20
 10 mlで20回洗浄し、その後D-PBS 10 mlで4回洗浄することにより、非結合のウイルスを
除去した。
【０２６３】
5.3.2. HeLa細胞によるAAVの取り込みおよび増幅
　プレート当たり1.0×106個のHeLa細胞を、抗CETP mAbによって捕獲されたAAV粒子上に
播種した。同時に、HeLa細胞をMOI 5のAdV2に感染させて、AAV粒子の複製を誘導した。He
La細胞の感染および培養を、10%(v/v)ウシ胎仔血清(FCS)および1%(v/v)ペニシリン/スト
レプトマイシンを含む全量10 mlのDMEM中で、加湿雰囲気中の37℃および5% CO2で48時間
行った。培養の48時間後、細胞スクレーパーを用いてHeLa細胞を回収し、遠心分離(3000 
g、10分、4℃)により収集した。細胞をD-PBS 5 mlで洗浄した。遠心分離(3000 g、10分、
4℃)後、細胞ペレットを溶解緩衝液(150 mM NaCl、50 mM Tris、pH 8.5) 250μlに再懸濁
した。液体窒素および37℃に調節したサーモブロックを用いる3回の凍結/融解サイクルに
より、細胞を溶解した。
【０２６４】
5.3.3. AAVライブラリー挿入部位のPCR増幅およびサブクローニング
　導入されたHeLa細胞の溶解物の一定分量50μlから、全DNAを精製した。細胞溶解物をPB
Sで4倍希釈し、製造業者の説明書に従ってDNeasy組織キットを用いて全DNAを調製した。
全DNAをH2O 50μl中に溶出した。ライブラリー挿入部位を含むAAVゲノムの断片を、全量5
0μl中で、細胞溶解物から調製した鋳型としての全DNA 5μl、ならびに20 pmolのプライ
マー

を用いて、PCRにより増幅した。PCRは、ハイフィディリティPlatinum Pfxポリメラーゼキ
ット(Invitrogen)を用いて行った。95℃で3分間のDNA鋳型の最初の熱変性後に、35回のPC
Rサイクル(95℃で45秒の変性、56℃で40秒のアニーリング、68℃で2分の伸長)により、DN
Aを増幅した。68℃で10分間の最終的な伸長段階の後、増幅を停止した。PCR反応物の一定
分量を、1% TBEアガロースゲルで解析した。PCR産物を、PCR精製キット(Qiagen)を用いて
精製した。PCR産物を、ベクターpRC-KotinのBsiWI/SnaBI部位にクローニングした。エレ
クトロコンピテント大腸菌XL-1 Blue MRFに、エレクトロポレーションによってベクター
を形質転換した。このクローニング反応の単一クローン100個のプラスミドを調製し、ラ
イブラリーの挿入部位を、プライマー

を用いて配列決定した。得られたヌクレオチド配列をタンパク質配列に翻訳し、AAV2 VP
のI-587位に挿入された7merペプチド配列を解析した。結果を表10にまとめる。非コーテ
ィング培養プレートを用いるライブラリーのスクリーニング(4.1を参照されたい)によっ
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て得られたAAV粒子と同じペプチド配列をライブラリー挿入部位に含むAAV粒子は、非特異
的結合粒子であると見なし、さらなる解析から除外した。
【０２６５】
5.3.4. 抗CETP抗体スクリーニングの第2および第3ラウンド
　HeLa細胞溶解物中に含まれるゲノム粒子の数(ゲノムAAV力価)を、定量的リアルタイムP
CRにより決定した(2.1.3を参照されたい)。第2および第3ラウンドの選択のため、細胞培
養プレートを上記の通りに抗CETP抗体でコーティングした。コーティングプレートのブロ
ッキングおよび洗浄を、上記の通りに行った。抗CETP抗体コーティングプレートを全量5 
mlのブロッキング緩衝液中、GPC 100に対応するHeLa細胞溶解物(それぞれ第1および第2選
択ラウンドのAAVプールを含む)の容量と共にインキュベートした。抗CETP抗体コーティン
グプレートを、第1および第2ラウンドの選択から得られたAAVプールと共に室温で2時間イ
ンキュベートした後、D-PBS/1% Tween-20 10 mlで20回洗浄し、その後D-PBS 10 mlで4回
洗浄することにより、非結合のウイルスを除去した。HeLa細胞による抗CETP mAb結合AAV
の取り込みおよび増幅を、上記の通りに行った。全DNAの調製、PCR増幅、およびAAVライ
ブラリー挿入部位のサブクローニングを、上記の通りに行った。非コーティング培養プレ
ートを用いるライブラリーのスクリーニング(4.1を参照されたい)によって得られたAAV粒
子と同じペプチド配列をライブラリー挿入部位に含むAAV粒子は、非特異的結合粒子であ
ると見なし、さらなる解析から除外した。
【０２６６】
5.3.5. AAVライブラリーの抗CETP抗体スクリーニングによって得られたAAV粒子の特徴づ
け
　ライブラリースクリーニングアプローチのAAV粒子を、上記の通りに産生させ、精製し
た。AAVキャプシド力価を、AAV力価測定ELISAを用いて解析した。
【０２６７】
ドットブロット解析
　抗CETP抗体を用いたAAVライブラリーのスクリーニングによって単離されたAAVキャプシ
ド変種B8およびC4を、ドットブロット実験により解析した(図9)。AAV変種5.0×1010個お
よび1.0×1010個を、真空装置を用いてニトロセルロース膜上にスポットした。陰性対照
として、ドット当たり5.0×1010～3.2×109個キャプシドのwtAAVをスポットした。同様に
、BSAの段階希釈物(1.0μg～0.03μg)を陰性対照として膜上にスポットした。膜をブロッ
キング緩衝液(0.1% Tween-20を含むPBS中の5%粉乳)でブロッキングした後、膜を、AAVラ
イブラリーのスクリーニングに使用した抗CETP抗体(0.05% Tween-20を含むPBS中の1%粉乳
中、5μg/ml)と共に4℃で18時間～24時間インキュベートした。膜をPBS/0.05% Tween-20
で洗浄した後、スポットしたAAV変種に対する抗CETP抗体の結合を、抗マウスIgG HRPコン
ジュゲートで検出した。膜を抗マウスIgG HRPコンジュゲートと共に室温で1時間インキュ
ベートした。洗浄後、ECLシステム(Amersham Bioscience)を用いて、化学発光によりシグ
ナルを検出した(図9A)。
【０２６８】
　等量のAAV変種が膜上にスポットされたことを実証するため、上記の通りに膜を剥離し
、スポットされたAAVキャプシドをA20を用いて検出した(図9B)。このために、膜をA20抗
体(Progen)(0.05% Tween-20を含むPBS中の1%粉乳で1:10希釈)と共に室温で2時間インキュ
ベートした。膜をPBS/0.05% Tween-20で洗浄した後、スポットされたAAV変種に対するA20
 mAbの結合を、抗マウスIgG (γ) HRPコンジュゲート(CALTAG)で検出した。膜を抗マウス
IgG (γ) HRPコンジュゲートと共に室温で1時間インキュベートした。洗浄後、ECLシステ
ム(Amersham Bioscience)を用いて、化学発光によりシグナルを検出した(図9B)。結果か
ら、AAVキャプシドライブラリーのスクリーニングに使用した抗CETP抗体により、AAV変種
B8およびC4が特異的に検出されることが実証される。
【０２６９】
5.4. 選択抗体の提示の最適化
　選択抗体の定常Fc領域に結合する種およびアイソタイプ特異的F(ab)2断片で細胞培養プ
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レートまたは他の支持体(セファロースビーズのような)を予めコーティングすることによ
り、選択に使用する抗体の提示を改善することができる。これにより、選択抗体は、固定
化F(ab)2断片に定常領域が結合した状態で配向性をもって提示されるようになり、抗体の
イディオタイプ部分がAAV変種に接触可能となる。したがって、スクリーニングアプロー
チにおいて、選択抗体の他の領域(例えば、Fc部分)に結合する偽陽性AAV変種が単離され
る数が減少する。同様に、免疫グロブリンの定常領域に結合するプロテインAまたはプロ
テインGを含む他の分子を用いて、選択抗体を配向させることもできる。加えて、プラス
チック細胞培養プレートの代わりに他の支持体(セファロースビーズのような)を使用する
ことにより、固定化選択抗体の表面密度を増加させることができる。
【０２７０】
5.5. 選択抗体によって捕獲されたAAV粒子のゲノムのPCRベースの増幅
　AdVによるHeLa細胞の感染後のAAV粒子の細胞取り込みおよび増幅(上記)の別法として、
第1またはその後の選択ラウンド後に標的抗体に結合したAAV粒子のゲノムを、PCRベース
のアプローチにより増幅することができる。選択抗体によって捕獲されたAAV粒子を適切
な緩衝液により溶解し、DNAを適切な方法によって単離する。例えば、製造業者によって
提供されるプロトコール「Purification of Total DNA from Animal Blood or Cells」に
従ってDNeasy血液および組織キット(Qiagen)を用いて、AAVゲノムを単離することができ
る。各挿入配列を有するライブラリー挿入部位を含むcap遺伝子の断片を、単離されたDNA
および適切なプライマーを用いて、PCRにより増幅することができる。この断片を適切な
ベクターにサブクローニングし、配列決定により解析することができる。例えば、PCRxエ
ンハンサー溶液(Invitrogen)、Pfx増幅緩衝液(Invitrogen)、ならびにプライマー

を用いて、Platinum Pfx DNAポリメラーゼ(Invitrogen)により、以下のPCRプログラム：9
5℃、3分の最初の変性；35回の増幅サイクル：95℃で45秒、56℃で40秒、68℃で2分；お
よび68℃、10分の最終的な伸長に従って、ライブラリー挿入部位を含むcap遺伝子のDNA断
片を増幅することができる。
【０２７１】
　BsiWIおよびSnaBIでの制限後に、PCR産物を、BsiwI/SnaBIで線状化したベクターpUCAV2
(pUCAV2は、US6,846,665に詳述されている)にクローニングすることができる。プライマ
ー

を用いて配列決定することにより、クローンを解析することができる。
【０２７２】
6. 遺伝子操作による、AAVキャプシドのI-587位またはI-453位におけるエピトープまたは
ミモトープ配列の挿入による改変AAV変種の作製
　規定のクローニング戦略を用いて、AAVキャプシドのI-587位にエピトープまたはミモト
ープを挿入するために、以下に記載するアプローチを使用する。この戦略は、AAV capのI
-587位において、短いまたは長いアラニンアダプター配列が隣接したエピトープまたはミ
モトープをコードするDNA断片の挿入を可能にする、部位特異的突然変異誘発によるcap遺
伝子内でのNotIおよびAscI制限部位の作製を含む。
【０２７３】
6.1. ベクターpCI-VP2における唯一のNotIおよびAscI制限部位の創出
　マイナーなACG開始コドンをATGに変異させるAAV2 VP2遺伝子のPCR増幅、およびpCI(Pro
mega)のポリリンカー配列への各PCR産物のクローニングにより、ベクターpCI-VP2を作製
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gene)と共にプライマー

を用いて、部位特異的突然変異誘発により、pCI-VP2のヌクレオチド18(pCIのヌクレオチ
ド1099)におけるNotI部位を破壊した。得られたベクターをpCI-VP2-ΔNot18と称した。AA
VキャプシドのI-587位においてエピトープまたはミモトープ配列のクローニングを可能に
するNotIおよびAscI制限部位を導入するために、ベクターpCI-VP2-ΔNot18を、プライマ
ー

を用いて、部位特異的突然変異誘発により改変した。部位特異的突然変異誘発は、製造業
者の説明書に従ってQuikChange II部位特異的突然変異誘発キット(Stratagene)を用いて
行った。得られたベクターをpCIVP2-I587-NotI-AscIと称する。
【０２７４】
6.2. エピトープまたはミモトープ配列のpCIVP2-I587-NotI-AscIへのクローニング
　エピトープまたはミモトープ配列をpCIVP2-I587-NotI-AscIにクローニングするため、
短いまたは長いアラニンアダプター配列を有する各エピトープまたはミモトープ配列をコ
ードし、かつ5'側伸長を含むセンスおよびアンチセンスオリゴヌクレオチドを設計した。
オリゴヌクレオチドの5'側伸長は、センスオリゴヌクレオチドとアンチセンスオリゴヌク
レオチドのアニーリングによって、プラスミドpCIVP2-I587-NotI-AscIのNotIおよびAscI
制限により生じるオーバーハングと適合する5'側および3'側オーバーハングを有するdsDN
Aが得られるように設計した。オリゴヌクレオチドの配列、およびアラニンアダプターを
含む各エピトープまたはミモトープ配列を表11にまとめる。挿入されたエピトープまたは
ミモトープ配列のそれぞれには、以下の図式に従って(Xnはミモトープまたはエピトープ
配列を表す)、短いまたは長いアダプターが隣接する：
　短いAlaアダプター：(Ala)3-Xn-(Ala)2
　長いAlaアダプター：(Ala)5-Xn-(Ala)5
【０２７５】
　（表１１）エピトープまたはミモトープ配列のクローニングに用いたオリゴヌクレオチ
ド
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【０２７６】
　オリゴヌクレオチドをアニールするために、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を全量200μlの1×PCR緩衝液(Qiagen)中で混合
し、サーモミキサー中で95℃で3分間インキュベートした。95℃で3分間後、サーモミキサ
ーのスイッチを切り、チューブをインキュベーター中にさらに2時間置いておき、インキ
ュベーターの冷却中にオリゴヌクレオチドがアニールできるようにした。アニールしたオ
リゴヌクレオチドをpCIVP2-I587-NotI-AscIにクローニングするため、ベクターをNotIお
よびAscIによる制限によって線状化し、迅速DNAライゲーションキット(Roche)を用いてク
ローニング反応を行った。簡潔に説明すると、アニールしたオリゴヌクレオチドを1×DNA
希釈緩衝液で10倍希釈し、50℃で5分間インキュベートした。これらのアニールしたオリ
ゴヌクレオチド100 ngおよび線状化ベクターpCIVP2-I587-NotI-AscI 50 ngをライゲーシ
ョン反応において使用し、迅速DNAライゲーションキット(Roche)の製造業者の説明書に従
ってライゲーション反応を行った。大腸菌XL1 blueにライゲーション反応の一定分量を形
質転換し、LB-Amp寒天プレート上にプレーティングした。標準的な手順に従ってプラスミ
ドを調製し、配列決定により解析した。
【０２７７】
6.3. エピトープまたはミモトープ配列のpCIVP2からpUCAV2へのサブクローニング
　I-587位にミモトープまたはエピトープ挿入を保有する組換えAAV粒子の産生のため、I-
587位にエピトープまたはミモトープを含むVP2断片をコードするpCI-VP2-587-NotI-AscI
のBsiWI/XmaI断片を、以下に記載する通りに改変したpUCAV2にサブクローニングした。
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【０２７８】
　ベクターpUCAV2のクローニングは、US 6,846,665に詳述されている。基本的に、このベ
クターは、pUC19のBamHIにクローニングされたpAV2(Laughlin et al., 1983)由来の完全
なAAVゲノム(Bgl II断片)を含む。
【０２７９】
　pUCAV2を改変AAV粒子の産生に使用する。pUCAV2にはXmaI部位が3カ所存在するため、pC
I-VP2-587-NotI-AscIのBsiWI/XmaI断片のサブクローニングに、pUCAV2のXmaI部位を用い
ることは不可能である。したがって、XmaIと適合し、かつpUCAV2中に存在しない新たなAg
eI部位をpUCAV2中に導入した。AgeI部位を導入するため、pUCAV2をSnaBI(pUCAV2のnt 287
3位)により線状化し、脱リン酸化し、続いて内部AgeI部位を含む短いdsオリゴヌクレオチ
ドアダプターと平滑末端で連結した。dsオリゴヌクレオチドアダプターは、上記の通りに
、AgeI制限部位を含む

オリゴヌクレオチドをアニールすることにより作製した。上記の通りに迅速DNAライゲー
ションキット(Roche)を用いて、アニールしたオリゴヌクレオチドを、SnaBIで線状化し、
脱リン酸化したpUCAV2と連結した。得られたベクターをpUCAV2-AgeIと称する。pUCAV2-Ag
eIをBsiWIおよびAgeIで線状化し、I-587位に各エピトープまたはミモトープを含むVP2断
片をコードするpCI-VP2-587-NotI-AscIのBsiWI/XmaI断片と連結した。
【０２８０】
6.4. HEK 293 T細胞の同時トランスフェクションによるAAV変種の産生
　AAV変種の産生のため、上記の通りに(3.2)、サブクローニングされたミモトープまたは
エピトープ配列を含むベクタープラスミドpUCAV2およびヘルパープラスミドpUCAdVを、HE
K 293-T細胞に同時にトランスフェクトした。上記の通りに(3.3)、イオジキサノール勾配
遠心分離によりAAV変種を精製した。
【０２８１】
6.4.1. AAV2キャプシドのI-587位へのCETPエピトープの挿入
　ウサギCETP(コレステリルエステル転送タンパク質)のエピトープ

を、上記のクローニングアプローチにより、AAV2のＩ-587位に導入した。エピトープには
、短いまたは長いアラニンアダプターが隣接している。AAV変種の産生のため、上記の通
りに(4.2)、サブクローニングされたCETPエピトープ配列をI-587位に含むベクタープラス
ミドpUCAV2およびヘルパープラスミドpUCAdVを、HEK 293-T細胞に同時にトランスフェク
トした。上記の通りに(4.3)、イオジキサノール勾配遠心分離によりAAV変種を精製した。
【０２８２】
　AAVキャプシド変種AAV-CETP-587-短およびAAV-CETP-587-長を、ドットブロット実験に
より解析した(図10)。精製AAV粒子5×1010個を、真空装置を用いてニトロセルロース膜上
にスポットした。同様に、AAV2のI-453位において、短いまたは長いAlaアダプター配列が
隣接したウサギCETPの同じエピトープを提示する精製AAV粒子(6.4.3を参照されたい) 5×
1010個または1×1010個を、同じ膜上にスポットした。陰性対照として、ドット当たり5.0
×1010～6.3×109個キャプシドのwtAAVをスポットした。膜をブロッキング緩衝液(0.05% 
Tween-20を含むPBS中の5%粉乳)でブロッキングした後、膜を、KLH結合CETPエピトープを
ウサギに免疫することにより生じたポリクローナル抗CETP血清と共にインキュベートした
。膜をPBS/0.05% Tween-20で洗浄した後、スポットしたAAV変種に対する抗CETP抗体の結
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合を、抗ウサギIgG HRPコンジュゲート(CALTAG)で検出した。洗浄後、ECLシステム(Amers
ham Bioscience)を用いて、化学発光によりシグナルを検出した。
【０２８３】
　結果から、AAVキャプシドのI-587位およびI-453位(方法については6.4.3を参照された
い)に挿入されたCETPエピトープが、各CETP抗体によって特異的に検出されることが実証
され、エピトープがAAV粒子の表面上に提示されることが示される。
【０２８４】
6.4.2. AAV2キャプシドのI-587位へのIgEエピトープの挿入
　モノクローナル抗IgE抗体Bsw17によって認識されるIgEのエピトープ(VNLTWSRASG、SEQ 
ID NO: 85)(Kricek et al., 1999))を、上記のクローニングアプローチにより、AAV2のＩ
-587位に導入した。AAVキャプシドにおいて、エピトープには長いアラニンアダプターが
隣接している。各AAV変種(AAV-Kricek)の産生のため、上記の通りに(3.2)、サブクローニ
ングされたIgEエピトープ配列をI-587位に含むベクタープラスミドpUCAV2およびヘルパー
プラスミドpUCAdVを、HEK 293-T細胞に同時にトランスフェクトした。上記の通りに(3.3)
、イオジキサノール勾配遠心分離によりAAV変種(AAV-Kricek)を精製した。
【０２８５】
　AAVキャプシド変種AAV-Kricekを、ドットブロット実験により解析した(図14)。AAV-Kri
cek粒子2.5×1010個を、真空装置を用いてニトロセルロース膜上にドットした。陰性対照
として、wtAAVの段階希釈物(5.0×1010～1.6×109個)、またはAAV変種D5(4.2.5.1を参照
されたい)をドットした。陽性対照として、1.0μg～0.03μgのヒトIgEをドットした。膜
をブロッキング緩衝液(0.05% Tween-20を含むPBS中の5%粉乳)でブロッキングした後、膜
を抗IgE mAb Bsw17と共インキュベートした。膜をPBS/0.05% Tween-20で洗浄した後、ス
ポットしたAAV変種に対するBsw17の結合を、抗マウスIgG HRPコンジュゲート(CALTAG)で
検出した。洗浄後、ECLシステム(Amersham Bioscience)を用いて、化学発光によりシグナ
ルを検出した。
【０２８６】
　結果から、AAV Kricek粒子がBsw17 mAbによって特異的に検出されることが示され、抗
体が、AAVキャプシドのI-587位に組み込まれたIgE由来エピトープ

を認識することが実証される。
【０２８７】
6.4.3 AAV2キャプシドのI-453位へのCETPエピトープの挿入
　AAVキャプシドのI-453位にCETPエピトープ

を挿入するために、以下に記載するアプローチを使用する。
【０２８８】
ベクターpCI-VP2における唯一のNotIおよびAscI制限部位の創出
　マイナーなACG開始コドンをATGに変異させるAAV2 VP2遺伝子のPCR増幅、およびpCI(Pro
mega)のポリリンカー配列への各PCR産物のクローニングにより、ベクターpCI-VP2を作製
した。上記の通りに(6.1)、pCI-VP2のヌクレオチド18(pCIのヌクレオチド1099)におけるN
otI部位を破壊した。得られたベクターをpCI-VP2-ΔNot18と称した。AAVキャプシドのI-4
53位においてエピトープまたはミモトープ配列のクローニングを可能にするNotIおよびAs
cI制限部位を導入するために、ベクターpCI-VP2-ΔNot18を、最初にAscI部位を導入する
ためにプライマー
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を用いて、および次にNotI部位を導入するためにプライマー

を用いて、部位特異的突然変異誘発により改変した。部位特異的突然変異誘発は、製造業
者の説明書に従ってQuikChange II部位特異的突然変異誘発キット(Stratagene)を用いて
行った。得られたベクターをpCIVP2-I453-NotI-AscIと称する。
【０２８９】
CETPエピトープのpCIVP2-I453-NotI-AscIへのクローニング
　CETPエピトープ

をpCIVP2-I453-NotI-AscIにクローニングするため、短い

または長い

アラニンアダプター配列が隣接した各エピトープ配列をコードし、かつ5'側伸長を含むフ
ォワードおよびリバースオリゴヌクレオチドを設計した(表12)。オリゴヌクレオチドの5'
側伸長は、フォワードオリゴヌクレオチドとリバースオリゴヌクレオチドのアニーリング
によって、プラスミドpCIVP2-I453-NotI-AscIのNotIおよびAscI制限により生じるオーバ
ーハングと適合する5'側および3'側オーバーハングを有するdsDNAが得られるように設計
した。
【０２９０】
　（表１２）I-453位におけるCETPエピトープ配列のクローニングに用いたオリゴヌクレ
オチド

【０２９１】
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　オリゴヌクレオチドをアニールするために、フォワードオリゴヌクレオチド50.0μgお
よびリバースオリゴヌクレオチド50.0μgを全量200μlの1×PCR緩衝液(Qiagen)中で混合
し、サーモミキサー中で95℃で3分間インキュベートした。95℃で3分間後、サーモミキサ
ーのスイッチを切り、チューブをインキュベーター中にさらに2時間置いておき、インキ
ュベーターの冷却中にオリゴヌクレオチドがアニールできるようにした。アニールしたオ
リゴヌクレオチドをpCIVP2-I453-NotI-AscIにクローニングするため、ベクターをNotIお
よびAscIによる制限によって線状化し、迅速DNAライゲーションキット(Roche)を用いてク
ローニング反応を行った。簡潔に説明すると、アニールしたオリゴヌクレオチドを1×DNA
希釈緩衝液で10倍希釈し、50℃で5分間インキュベートした。これらのアニールしたオリ
ゴヌクレオチド100 ngおよび線状化ベクターpCIVP2-I453-NotI-AscI 50 ngをライゲーシ
ョン反応において使用し、迅速DNAライゲーションキット(Roche)の製造業者の説明書に従
ってライゲーション反応を行った。大腸菌XL1 blueにライゲーション反応の一定分量を形
質転換し、LB-Amp寒天プレート上にプレーティングした。標準的な手順に従ってプラスミ
ドを調製し、配列決定により解析した。
【０２９２】
I-453位におけるCETPエピトープのpCIVP2からpUCAV2へのサブクローニング
　I-453位にCETPエピトープを保有する組換えAAV粒子の産生のため、I-453位にエピトー
プを含むVP2断片をコードするpCI-VP2-453-NotI-AscIのBsiWI/XmaI断片を、上記の通りに
(6.3)改変したpUCAV2にサブクローニングした。pUCAV2-AgeIをBsiWIおよびAgeIで線状化
し、I-453位にCETPエピトープを含むVP2断片をコードするpCI-VP2-453-NotI-AscIのBsiWI
/XmaI断片と連結した。
【０２９３】
HEK 293 T細胞の同時トランスフェクションによるAAV変種の産生
　AAV変種の産生のため、上記の通りに(4.2)、サブクローニングされたCETPエピトープ配
列をI-453位に含むベクタープラスミドpUCAV2およびヘルパープラスミドpUCAdVを、HEK 2
93-T細胞に同時にトランスフェクトした。上記の通りに(4.3)、イオジキサノール勾配遠
心分離によりAAV変種を精製した。
【０２９４】
　AAVキャプシド変種AAV-CETP-453-短およびAAV-CETP-453-長を、上記の通りに(6.4.1、
図10)、ドットブロット実験により解析した。
【０２９５】
6.4.4. さらなるAAV変種の作製
AAV2キャプシドのI-587位へのCETPエピトープの挿入
　上記の通りにアニールしたオリゴヌクレオチドを用いて、以下のウサギCETP由来をAAV2
キャプシドのI-587位にクローニングし、AAV粒子の産生に用いた。挿入されたエピトープ
配列のそれぞれには、以下の図式に従って(Xnはエピトープ配列を表す)、以下のアラニン
/グリシンアダプターの1つが隣接する：
　I型アダプター：Ala-(Gly)3-Xn-(Gly)4-Ala
　II型アダプター：Ala-(Gly)4-Xn-(Gly)4-Ala
　III型アダプター：Ala-(Gly)4-Xn-Ala-(Gly)3-Ala
【０２９６】
　（表１３）CETP由来エピトープ
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【０２９７】
　上記の方法に従って、対応するウサギCETP配列のヒト相同体である以下の配列を、AAV2
キャプシドのI-587位に組み込むことができる。
【０２９８】
　（表１４）I-587位におけるCETP由来エピトープ
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【０２９９】
AAV2キャプシドのI-453位へのCETPエピトープの挿入
　上記の通りにアニールしたオリゴヌクレオチドを用いて、以下のウサギCETP由来エピト
ープをAAV2キャプシドのI-453位にクローニングした。AAV2骨格のI-453に挿入されたエピ
トープ配列のそれぞれには、以下の図式に従って(Xnはエピトープ配列を表す)、以下のア
ラニン/グリシンアダプターが隣接する：
　I型Ala/Glyアダプター：(Ala)2-(Gly)3-Xn-(Gly)4-Arg-(Ala)2
　II型Ala/Glyアダプター：(Ala)3-(Gly)3-Xn-(Gly)4-Arg-(Ala)2
【０３００】
　（表１５）I-453位におけるウサギCETP由来エピトープ
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【０３０１】
　上記の方法に従って、対応するウサギCETP配列のヒト相同体である以下の配列を、AAV2
キャプシドのI-453位に組み込むことができる。
【０３０２】
　（表１６）I-453位におけるCETP由来エピトープ
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【０３０３】
AAV2キャプシドのI-453位およびI-587位へのCETPエピトープの挿入
　9に記載するクローニング戦略を用いて、I-453位およびI-587位にウサギCETPエピトー
プを保有する以下のAAV2キャプシド変種を作製した。
【０３０４】
　（表１７）CETP二重挿入変異体
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【０３０５】
AAV2キャプシドのI-587位へのヒトIgEエピトープの挿入
　上記の通りにアニールしたオリゴヌクレオチドを用いて、以下のヒトIgE由来エピトー
プをAAV2キャプシドのI-587位にクローニングし、AAV粒子の産生に用いた。挿入されたエ
ピトープ配列のそれぞれには、上記のI-587に関する本項6.4.4に従って、以下のアラニン
/グリシンアダプターの1つが隣接する。
【０３０６】
　（表１８）I-587におけるヒトIgE由来エピトープ
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【０３０７】
AAV2キャプシドのI-587位へのサイトカインエピトープの挿入
　上記の通りにアニールしたオリゴヌクレオチドを用いて、以下のマウスサイトカイン由
来エピトープをAAV2キャプシドのI-587位にクローニングし、AAV粒子の産生に用いた。挿
入されたエピトープ配列のそれぞれには、上記のI-587に関する本項6.4.4に従って、以下
のアラニン/グリシンアダプターの1つが隣接する。
【０３０８】
　（表１９）I-587におけるマウスサイトカイン由来エピトープ
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【０３０９】
　上記の方法に従って、対応するマウスサイトカイン配列のヒト相同体である以下の配列
を、AAV2キャプシドのI-587位に組み込むことができる。
【０３１０】
　（表２０）サイトカイン由来エピトープ
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【０３１１】
AAV2キャプシドのI-453位へのサイトカインエピトープの挿入
　上記の通りにアニールしたオリゴヌクレオチドを用いて、以下のマウスサイトカイン由
来エピトープをAAV2キャプシドのI-453位にクローニングした。AAV2骨格のI-453に挿入さ
れたエピトープ配列のそれぞれには、上記のI-453に関する本項6.4.4に従って、アラニン
/グリシンアダプターが隣接する。
【０３１２】
　（表２１）I-453におけるマウスサイトカイン由来エピトープ

【０３１３】
　上記の方法に従って、対応するマウスサイトカイン配列の相同体である以下の配列を、
AAV2キャプシドのI-453位に組み込むことができる。
【０３１４】
　（表２２）I-453におけるヒトサイトカイン由来エピトープ
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【０３１５】
AAV2キャプシドのI-453位およびI-587位へのサイトカインエピトープの挿入
　9に記載するクローニング戦略を用いて、I-453位およびI-587位に異なるサイトカイン
エピトープを保有する以下のAAV変種を作製することができる(二価ワクチン)。
【０３１６】
　（表２３）サイトカイン由来エピトープの二重挿入変種

【０３１７】
7. キメラAAV2 Rep/AAV1 Capベクターの作製
　AAV1キャプシドの産生用の発現プラスミドを作製するために、以下に記載するアプロー
チを使用する。この戦略は、AAV1 Capのアミノ酸S588またはD590のC末端側において、グ
リシンアダプター配列が隣接したエピトープまたはミモトープをコードするDNA断片の挿
入を可能にする、部位特異的突然変異誘発によるcap遺伝子内でのNotIおよびAscI制限部
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【０３１８】
7.1. pUC「rep/fs/cap」内でのAAV2 CapのAAV1 Capによる置換
　ベクターpUCrep/fs/capのクローニングは、US 2004/0087026(第0124項およびそれ以前
の項、そこではpUC「rep/fs/cap」Δ37と称される)に詳述されている。Xiao et al.(Xiao
 et al., 1999)によって公表される完全なAAV1 cap ORFを、エキスパンドハイフィディリ
ティPlus PCRシステム(Roche；#03300242001)を用いて、PCRにより増幅した。特異的改変
プライマーを用いて、制限部位をcap断片に導入した。プライマー

を用いて、SwaIをVP-1 ATGのN末端に挿入し、NdeIをポリA部位のC末端に挿入した。
【０３１９】
　したがって、AAV1のN末端の元の配列(Seq. GP-No: 9632548)は改変されて、

VP-1の開始ATGは太字、SwaI制限部位は囲み
と表示される。
【０３２０】
　したがって、AAV1のC末端の元の配列は改変されて、

ポリAシグナルは太字、mRNAの3'末端は下線、NdeI制限部位は囲み
と表示される。
【０３２１】
　PCR断片を精製し、製造業者の説明書に従って、制限酵素SwaIおよびNdeI(New England 
Biolabs)で消化した。同じ消化をpUC「rep/fs/cap」でも行った。pUC「rep/fs/cap」にお
いてSwaIは単一切断酵素ではないため、SwaIによりNdeI線状化pUC「rep/fs/cap」の部分
消化を行った。PCR断片、および5077 bpの所望の骨格断片pUC「rep/fs/cap」(SwaIは、pU
Crep/fs/capをbp 7311において切断する)を切り出し、Qiagenゲル抽出キット(Qiagen # 2
8104)を用いて精製した。製造業者のプロトコールに従って迅速DNAライゲーションキット
(Roche # 11 635 379 001)を用いて、PCR断片と骨格を連結した。得られたベクターをpUC
rep/fs/cap_AAV1と称する。
【０３２２】
7.2. pUCAV_AgeI内でのAAV2 capのAAV1 capによる置換
　ベクターpUCAV2_AgeIのクローニングは、6.3に詳述されている。Xiao et al.(Xiao et 
al., 1999)によって公表される完全なAAV1 cap ORFを、エキスパンドハイフィディリティ
Plus PCRシステム(Roche；#03300242001)を用いる標準的な手順を使用して、PCRにより増
幅した。特異的改変プライマーを用いて、制限部位をcap断片に導入した。プライマー
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を用いて、SwaIをVP-1 ATGのN末端に挿入し、SnaBIをポリA部位のC末端に挿入した。
【０３２３】
　したがって、AAV1のN末端の元の配列は改変されて、7.1に記載される通りに表示される
。
【０３２４】
　したがって、AAV1のC末端の元の配列は改変されて、

ポリAシグナルは太字、mRNAの3'末端は下線、SnaBI制限部位は囲み
と表示される。
【０３２５】
　PCR断片を精製し、製造業者の説明書に従って、制限酵素SwaIおよびSnaBI(New England
 Biolabs)で消化した。同じ消化をpUAV2_AgeIでも行った。アガロースゲルにおいて完全
な消化を解析し、PCR断片、およびpUCAV2_AgeIの所望の骨格断片を、Qiagenゲル抽出キッ
ト(Qiagen # 28104)を用いて精製した。製造業者のプロトコールに従って迅速DNAライゲ
ーションキット(Roche # 11 635 379 001)を用いて、PCR断片と骨格を連結した。得られ
たベクターをpUAV1_AgeIと称する。
【０３２６】
7.3. AAV1 cap内のアミノ酸S588位またはD590位における唯一のNotIおよびAscI制限部位
の創出
　AAV1キャプシドのアミノ酸S588またはD590のC末端においてエピトープまたはミモトー
プ配列のクローニングを可能にするNotIおよびAscI制限部位を導入するために、ベクター
pUCrep/fs/cap_AAV1を、プライマー

を用いて、部位特異的突然変異誘発により改変した。下線は、挿入されるNotIまたはAscI
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制限部位の配列である。
【０３２７】
　部位特異的突然変異誘発は、製造業者の説明書に従ってQuikChange II部位特異的突然
変異誘発キット(Stratagene)を用いて行った。得られたベクターを、それぞれpUCrep/fs/
cap_AAV1_I588およびpUCrep/fs/cap_AAV1_I590と称する。
【０３２８】
7.4. AAV1変種のクローニング
7.4.1. ウサギCETP-内部エピトープ配列のpUCrep/fs/cap_AAV1_I588またはpUCrep/fs/cap
_AAV1_I590へのクローニング
　ウサギCETP-内部配列

をそれぞれpUCrep/fs/cap_AAV1_I588およびpUCrep/fs/cap_AAV1_I590にクローニングする
ため、両側に3つのグリシン残基のアダプター配列を有する各CETPint配列をコードし、か
つ5'側伸長を含むフォワードおよびリバースオリゴヌクレオチドを設計した。オリゴヌク
レオチドの5'側伸長は、フォワードオリゴヌクレオチドとリバースオリゴヌクレオチドの
アニーリングによって、プラスミドそれぞれpUCrep/fs/cap_AAV1_I588およびpUCrep/fs/c
ap_AAV1_I590のNotIおよびAscI制限により生じるオーバーハングと適合する5'側および3'
側オーバーハングを有するdsDNAが得られるように設計した。
【０３２９】
オリゴヌクレオチド

下線はGリンカーであり、太字は挿入されるCETP配列である。
【０３３０】
　オリゴヌクレオチドをベクターにクローニングするプロトコールについては、実施例6.
4.3の「CETPエピトープのクローニング...」の部分を参照されたい。
【０３３１】
7.4.2. IgEエピトープ(Kricekおよび3DEpi3)のpUCrep/fs/cap_AAV1_I588へのクローニン
グ
　Kricek配列

および3DEpi3配列をそれぞれpUCrep/fs/cap_AAV1_I588にクローニングする戦略は、7.4に
おいてCETP挿入について記載したのと同様であった。アダプター配列に関しては、5つの
グリシン残基を3DEpi3挿入の上流および下流に組み入れた。Kricek挿入については、AAV1
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配列内のKricek挿入の上流および下流に5つのアラニンを生じるアラニンリンカーを設計
した。AAV2における453挿入のためのオリゴヌクレオチドの挿入の一般的設計は、AAV1に
おける588挿入と適合するため、元々AAV2挿入のために作製したオリゴヌクレオチドを、A
AV1 588挿入のために用いることができた。
【０３３２】
オリゴヌクレオチド：

下線はAリンカーであり、太字は挿入されるKricek配列である。

下線はGリンカーであり、太字は挿入される3DEpi3配列である。
オリゴヌクレオチドをベクターにクローニングするプロトコールについては、実施例6.4.
3の「CETPエピトープのクローニング...」の部分を参照されたい。
【０３３３】
7.4.3. ウサギCETP-内部エピトープのpUCrep/fs/cap_AAV1_I588またはpUCrep/fs/cap_AAV
1_I590からpUCAV1_AgeIへのサブクローニング
　pUCAV1_AgeIをBsiWIおよびAgeIで線状化し、標準的な手順に従って、各アミノ酸S588ま
たはD590の後にウサギCETP-内部エピトープを含むVP-2断片をコードするpUCrep/fs/cap_A
AV1_I588またはpUCrep/fs/cap_AAV1_I590のBsiWI/AgeI断片と連結した。
【０３３４】
7.4.4. Kricekおよび3DEpi3のpUCrep/fs/cap_AAV1_I588からpUCAV1_AgeIへのサブクロー
ニング
　pUCAV1_AgeIをBsiWIおよびAgeIで線状化し、標準的な手順に従って、Kricekおよび3DEp
i3エピトープそれぞれを含むVP-2断片をコードするpUCrep/fs/cap_AAV1_I588のBsiWI/Age
I断片と連結した。
【０３３５】
7.4.5. アミノ酸S588位におけるNotIおよびAscI制限酵素部位のpUCrep/fs/cap_AAV1_I588
からpUCAV1_AgeIへのサブクローニング
　pUCAV1_AgeIへのポリペプチドの直接的なクローニングを可能にするために、NotI/AscI
挿入部位をpUCAV1_AgeIにクローニングした。そのために、pUCAV1_AgeIをBsiWIおよびAge
Iで線状化し、標準的な手順に従って、NotI/AscI挿入それぞれ
を含むVP-2断片をコードするpUCrep/fs/cap_AAV1_I588のBsiWI/AgeI断片と連結した。得
られたベクターをpUCAV1-AgeI-I588と命名する。
【０３３６】
7.4.6. ウサギCETP配列TP18のpUCAV1-AgeI-I588へのクローニング
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　TP18配列

をそれぞれpUCAV1-AgeI-I588にクローニングする戦略は、7.4においてCETP挿入について
記載したのと同様であった。アダプター配列に関しては、TP18挿入の上流に3つのグリシ
ン残基を、および下流に4つのグリシン残基を組み入れた。AAV2における453挿入のための
オリゴヌクレオチドの挿入の一般的設計は、AAV1における588挿入と適合するため、元々A
AV2挿入のために作製したオリゴヌクレオチドを、AAV1 588挿入のために用いることがで
きた。
【０３３７】
オリゴヌクレオチド：

下線はGリンカーであり、太字は挿入されるTP18配列である。
オリゴヌクレオチドをベクターにクローニングするプロトコールについては、実施例6.4.
3の「CETPエピトープのクローニング...」の部分を参照されたい。
【０３３８】
7.5. HEK 293-T細胞の同時トランスフェクションによるAAV1変種の産生
　AAV粒子の産生のため、(アミノ酸S588またはD590の後に)サブクローニングされたエピ
トープを含むまたは含まないベクタープラスミドpUCAV1またはpUCrep/fs/cap_AAV1、およ
びヘルパープラスミドpUCAdVを、HEK 293-T細胞に同時にトランスフェクトした。pUCrep/
fs/cap_AAV1は、パッケージングシグナルとして機能するAAV ITRをコードしていないため
、(サブクローニングされたエピトープを含むまたは含まない)pUCrep/fs/cap_AAV1由来キ
ャプシドの産生には、pGFPもさらにトランスフェクトした。pGFPは、AAV2 ITRが隣接して
いるGFPをコードする。したがって、GFPは導入遺伝子としてパッケージングされる。
【０３３９】
　ウサギCETPエピトープCETP-内部を保有する得られたウイルス粒子は、pucAV1誘導体か
ら導出されたものをAAV1-CETP-588およびAAV1-CETP-590、ならびにpUCrep/fs/cap_AAV1誘
導体から導出されたものをrAAV1-GFP-CETP-588、rAAV1-GFP-CETP-590と命名した。
【０３４０】
　ウイルス粒子の産生および精製は、上記の通りに行った(実施例4を参照されたい)。
【０３４１】
　驚くべきことに、AAV1粒子の収率はAAV2粒子と比較して約3～6倍高かったため、AAV1変
異構造タンパク質は、本発明のそのすべての局面における特に好ましい態様となる。
【０３４２】
7.6. アミノ酸S588またはD590の後にウサギCETP-内部エピトープを保有するAAV1粒子の評
価
　588位または590位にCETP-内部エピトープを保有するAAV1キャプシド変種を、ドットブ
ロット解析により解析した(図11)。AAVキャプシド5.0×1011～3.1×1010個を、真空装置
を用いてニトロセルロース膜上にスポットした。対照として、AAV2-CETPin 2x(I-453位お
よびI-587位にCETP-内部エピトープを保有するAAV2粒子)およびwtAAV1粒子をスポットし
た。膜をブロッキング緩衝液(0.05% Tween-20を含むPBS中の5%粉乳)で室温で1時間ブロッ
キングした後、膜を抗CETPポリクローナルウサギ血清(0.05% Tween-20を含むPBS中の1%粉
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乳で1:2,500)と共に室温で1時間インキュベートした。血清は、LPH結合CETP-内部ペプチ
ドをワクチン接種したウサギに由来した。膜をPBS/0.05% Tween-20で洗浄した後、スポッ
トしたAAV変種に対する抗CETP血清の結合を、抗マウスIgG HRPコンジュゲートで検出した
。膜を抗ウサギIgG HRPコンジュゲート(0.05% Tween-20を含むPBS中の1%粉乳で1:2,500)
と共に室温で1時間インキュベートした。洗浄後、ECLシステム(Pierce)を用いて、化学発
光によりシグナルを検出した(図11B)。
【０３４３】
　等量のAAV変種が膜上にスポットされたことを実証するため、および抗体の交差反応を
排除するため、さらなる膜に上記の通りにスポットし、スポットしたAAVキャプシドを、
無傷のAAV1粒子を認識する抗AAV1抗体(Progen)を用いて検出した(図11B)。このために、
膜を抗抗体(Progen)(0.05% Tween-20を含むPBS中の1%粉乳で1:500希釈)と共に室温で1時
間インキュベートした。膜をPBS/0.05% Tween-20で洗浄した後、スポットしたAAV変種に
対するAAV1 mAbの結合を、抗マウスIgG (γ) HRPコンジュゲート(CALTAG)で検出した。膜
を抗マウスIgG (γ) HRPコンジュゲートと共に室温で1時間インキュベートした。洗浄後
、ECLシステム(Pierce)を用いて、化学発光によりシグナルを検出した(図11A)。
【０３４４】
　結果から、AAV1 CETP変種が抗CETP血清により特異的に検出されることが実証され、両
位置(アミノ酸S588およびD590の後)に挿入されたCETPエピトープがキャプシドの表面上に
提示されることが示される。
【０３４５】
7.7. AAV2をワクチン接種したウサギの血清によるAAV1キャプシドの交差反応性の解析
　野生型のAAV2キャプシドおよびAAV1キャプシドを、Maxisorp 96ウェルプレート(Nunc)
にコーティングした。ウェル当たり1.0×109～1.56×107個キャプシドの段階希釈物とし
て、等量のキャプシドを37℃で1時間コーティングした。ブロッキング緩衝液(0.05% Twee
n-20を含むPBS中の5%粉乳)で37℃で1時間ブロッキングした後、ウェルを、AAV2をワクチ
ン接種したウサギによる血清(0.05% Tween-20を含むPBS中の1%粉乳で1:400)と共に37℃で
1時間インキュベートした。ウェルをPBS/0.05% Tween-20で洗浄した後、コーティングし
たAAV変種に対するポリクローナルウサギ血清の結合を、抗ウサギIgG HRPコンジュゲート
(DAKO)で検出した。ウェルを抗ウサギIgG HRPコンジュゲートと共に室温で1時間インキュ
ベートした。洗浄後、基質(TMB)をウェルに添加した。15分後、0.2 M H2SO4を添加するこ
とにより、反応を停止させた。450 nmのODをELISAリーダーで測定した。
【０３４６】
　結果から、AAV2をワクチン接種したウサギによる血清は、AAV2と比較してAAV1に対する
結合は効率が低く(OD値の点で最大8倍)(図12)、AAV1とAAV2は、抗キャプシド抗体による
交差反応性がほとんどない異なる血清型であることが確認される。したがって、AAV2血清
陽性のヒトにおける交差反応性抗体は、ヒトに適用されたAAV1ワクチンに対する中和活性
が限られていると結論づけることができる。ウイルス骨格に対する(中和)抗体は、ワクチ
ン接種および遺伝子導入効率をいずれも限定し得るため、このことから、ワクチン接種お
よび遺伝子導入の両方に関して、AAV1がAAV2血清陽性のヒトの治療に好ましい血清型であ
ることが示される。
【０３４７】
　これらの結果は、rAAV2-GFP、rAAV1-GFP、rAAV1-GFP-CETP-588、およびrAAV1-GFP-CETP
-590の等量のキャプシド(1×109個)をMaxisorp 96ウェルプレート(Nunc)にコーティング
し、AAV2をワクチン接種したウサギによる血清の段階希釈物(1:100～1:6400)と共にイン
キュベートした同様の実験においても確認された。結合アッセイは、上記の通りに行った
(図13)。
【０３４８】
　この実験から上記の結果がさらに確認され、加えてCETP挿入がこの結果を妨げないこと
が示される。
【０３４９】
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8. 抗IgE抗体を研究するための手段
8.1. ヒトFcεRIのα鎖およびγ鎖を過剰発現する293細胞の作製
　pENTR(商標) 221にクローニングされたヒトFcERIのα鎖(FcεRIα)のcDNA(終止コドン
を含む)をInvitrogenから入手し、製造業者の説明書に従ってGatewayクローニングシステ
ム(Invitrogen)を用いて、発現ベクターpEF5/FRT/V5-Dest(Invitrogen)にサブクローニン
グした。得られた発現ベクターをpEF5-FcεRIαと称する。このベクターにおいて、FcεR
Iα cDNAは、真核生物EF1αプロモーターの制御下で発現される。
【０３５０】
　lipofectamine(商標) 2000を用いて、Flp-In(商標) 293細胞(Invitrogen)にベクターpE
F5-FcεRIαをトランスフェクトした。4×105個の細胞を、10% FCS、5 mMグルタミン、NE
AA(1×)(非必須アミノ酸)、および100μg/ml zeocinを補充した全量2.0 mlのDMEMで、6ウ
ェル細胞培養プレートの1ウェルに播種した。培養の24時間後、培地を無血清DMEMで置換
し、製造業者の説明書に従って、細胞に全量100μlのMEM中のlipofectamine 10μl、ベク
ターpEF5-FcεRIα 2μg、およびベクターpOG44(Invitrogen) 2μgの混合物をトランスフ
ェクトした。
【０３５１】
　ベクターpOG44は、関心対象の遺伝子(FcεRIα)およびFRT部位を含むベクターの、Flp
組換え標的(FRT)部位を介したFlp-In(商標) 293細胞のゲノム中への組込みを媒介するリ
コンビナーゼ(Flpリコンビナーゼ)をコードする。6時間後、最終濃度が5%となるようにFC
Sを細胞に添加した。トランスフェクションの48時間後に、細胞を1:10比で分割し、DMEM
、10% FCS、5 mMグルタミン、NEAA(1×)、および100μg/mlハイグロマイシンBで培養して
、トランスフェクト細胞を選択した。拾い上げた細胞クラスターをDMEM、10% FCS、5 mM
グルタミン、NEAA(1×)、および100μg/mlハイグロマイシンB中で継代培養することによ
り、単一の安定にトランスフェクトされた細胞クローンを単離した。
【０３５２】
　FcεRIα cDNAの細胞のゲノムへの組込みを、PCRにより解析した。トランスフェクト細
胞のゲノムDNAを、DNeasy組織DNA単離キット(Qiagen)を用いて単離した。プライマー

、
ならびにTaqポリメラーゼマスターミックス(Qiagen)を用いて、PCRを行った。プライマー
はヒトFcεRIα遺伝子のエキソン-イントロン境界に位置するため、細胞のゲノムに組み
込まれたFcεRIαのcDNAのみがPCRによって増幅される。
【０３５３】
　FεRIαのcDNAはトランスフェクト細胞のゲノムに安定に組み込まれたが、FcεRIαの
有意な細胞表面発現は、0.5% BSAを補充したPBS中の最終濃度2.5μg/mlのPE標識FcεRIα
特異的mAb(eBioscience)を用いて、フローサイトメトリーにより検出され得なかった。
【０３５４】
　FcεRIのγ鎖の同時発現がFcεRIαの細胞表面発現を増加させることが知られているた
め(Kuster et al., 1990)、α鎖が安定にトランスフェクトされた単一の293細胞クローン
(クローンA3)に、FcεRIγのcDNAをトランスフェクトした。ベクターpENTR(商標) 221に
クローニングされたFcεRIγのcDNA(終止コドンを含む)をInvitrogenから入手し、発現ベ
クターpEF-DEST51(Invitrogen)およびpcDNA6.2-V5-DEST(Invitrogen)にサブクローニング
した。pEF-DEST51またはpcDNA6.2-V5-DESTそれぞれにおいて、このcDNAは、真核生物EF1
αプロモーターまたはCMVプロモーターの制御下で発現される。上記の通りに、lipofecta
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mine(商標) 2000およびベクター4μgを用いて、293細胞クローンA3にベクターpEF-FcεRI
γまたはpcDNA6.2-FcεRIγそれぞれをトランスフェクトした。10% FCS、5 mMグルタミン
、NEAA(1×)、100μg/mlハイグロマイシンB、および5μg/mlブラストサイジンを含むDMEM
(選択培地)中で細胞を培養することにより、FcεRIのα鎖およびγ鎖を発現するトランス
フェクト細胞を選択した。トランスフェクト細胞プールから拾い上げた細胞クラスターを
、選択培地中で継代培養することにより、単一の安定にトランスフェクトされた細胞クロ
ーンを単離した。
【０３５５】
　細胞クローンのFcεRIα細胞表面発現を、0.1% BSAを補充したPBS中の最終濃度2.5μg/
mlのPE標識抗ヒトFcεRIα mAb(eBioscience)を用いて、フローサイトメトリーによりモ
ニターした(図15)。細胞1.0×105～5.0×105個を全量100μlのPBS、0.5% BSA(インキュベ
ーション緩衝液)中で、20μg/ml濃度のビオチン標識ヒトIgE(Dianova)と共に室温(RT)で3
0分間インキュベートすることにより、細胞のIgE結合を解析した。細胞をインキュベーシ
ョン緩衝液で洗浄した後、IgE結合を、(インキュベーション緩衝液20μl中)15μg/mlのPE
標識抗ストレプトアビジン(CALTAG)を用いて、フローサイトメトリーにより検出した。細
胞をPE標識抗ストレプトアビジンで、氷上で30分間染色した(データは示さず)。
【０３５６】
　結果から、γ鎖の同時発現により、FcεRIα鎖の細胞表面発現が増加することが実証さ
れる。細胞表面発現の増加は、トランスフェクト細胞によるヒトIgEの結合増加を伴い、
細胞表面に露出したα鎖が機能的に活性を有することが実証される。個々の細胞クローン
はFcεRIαの細胞表面発現に関して異なり、最も高い発現およびIgE結合を示すクローン
をその後のアッセイに選択した。
【０３５７】
　FcεRIαに対するヒトIgEの結合に及ぼす抗IgE抗体の影響を評価するために、α鎖(EF1
aプロモーターの制御下)およびγ鎖(CMVプロモーターの制御下)を同時発現する細胞クロ
ーンD11を、IgE結合アッセイに使用した(図16)。全量100μlのインキュベーション緩衝液
中で、漸増濃度のビオチン標識ヒトIgE(78 ng/ml～10 μg/ml)を一定濃度(2.5μg/ml)の
抗IgE抗体Bsw17(Stadler, Bern教授により提供)またはXOLAIR(登録商標)と共に室温で1.5
時間プレインキュベートした。陰性対照として、IgEを同じ条件下でマウスIgG1と共にプ
レインキュベートした。80～90%コンフルエントな細胞(クローンD11)を有するT175細胞培
養フラスコを細胞解離緩衝液(Gibco)を用いて回収し、細胞をDMEM培地15 mlに再懸濁した
。この細胞懸濁液200μlを、96ウェル組織培養プレートの各ウェルに添加した。プレート
を遠心分離し、細胞をインキュベーション緩衝液で洗浄し、IgE/抗IgE混合液100μlで再
懸濁した。細胞を室温で30分間インキュベートした。細胞をインキュベーション緩衝液で
洗浄した後、細胞をPE標識ストレプトアビジン(15μg/ml)で氷上で30分間染色した。IgE
結合をフローサイトメトリーにより検出した(図16)。
【０３５８】
　これらのデータから、ヒトFcεRIのα鎖およびγ鎖を発現するトランスフェクト293細
胞が、FcεRIαに対するヒトIgEの結合およびその結合に及ぼす抗IgE抗体の影響をモニタ
ーするための手段を提供することが実証される。
【０３５９】
8.2. ヒトFcεRIのαを過剰発現するRBL2H3細胞の作製
　pENTR(商標) 221にクローニングされたヒトFcεRIのα鎖(FcεRIα)(終止コドンを含む
)をInvitrogenから入手し、Gatewayクローニングシステム(Invitrogen)を用いて、発現ベ
クターpEF-DEST51(Invitrogen)およびpcDNA6.2-V5-DEST(Invitrogen)にサブクローニング
した。上記の通りに、lipofectamine(商標) 2000およびベクター4μgを用いて、ラット好
塩基球RBL2H3細胞(80～90%コンフルエント)に、結果として得られたベクターpEF-FcεRI
αまたはpcDNA6.2-FcεRIαそれぞれをトランスフェクトした。15μg/mlブラストサイジ
ンを補充した10% FCS、5 mMグルタミン、1×NEAAを含むRPMI(選択培地)中で細胞を培養す
ることにより、FcεRIのα鎖を発現するトランスフェクト細胞を選択した。トランスフェ
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、単一の安定にトランスフェクトされた細胞クローンを単離した。細胞クローンのFcεRI
α細胞表面発現を、0.5% BSAを補充したPBS中の最終濃度2.5μg/mlのPE標識抗ヒトFcεRI
α mAb(eBioscience)を用いて、フローサイトメトリーによりモニターした(データは示さ
ず)。
【０３６０】
　細胞クローンE5(EF1αプロモーターの制御下でα鎖を安定に発現する)を、ヒトIgE媒介
性ヒスタミン放出の評価に使用した。1.0×104個の細胞を96ウェル組織培養プレートのウ
ェルに播種し、全量200μlのRPMI/10% FCS/5 mMグルタミン/1×NEAA中で、37℃および5.0
% CO2の加湿雰囲気において培養した。全量250μl中、完全RPMI培地中の漸増濃度(0.08～
10.0μg/ml)のヒトIgE(Dianova)の存在下で2時間または48時間培養することにより、細胞
を感作した。0.1% BSAを補充したタイロード塩溶液(Sigma)で細胞を洗浄し、全量100μl
のタイロード塩溶液/0.1% BSA中の抗ヒトIgE抗体Le27(100 nM)(Stadler, Bern教授により
提供；(Grassi et al., 1986))による受容体結合ヒトIgEの架橋により、ヒスタミン放出
を1時間誘導した。培地中のヒスタミン含量を、市販のヒスタミンELISA(Neogen)を用いて
測定した(図17)。
【０３６１】
　安定にトランスフェクトされたRBL2H3細胞のヒトIgE依存的ヒスタミン放出に及ぼす抗I
gE抗体の影響を評価するために、細胞(クローンE5)を、XOLAIR(登録商標) mAb(5.0～25.0
μg/ml)と共に室温で2時間プレインキュベートした2.0μg/mlヒトIgEで感作した。感作に
際しては、細胞を全量100μlのRPMI培地中で、上記の通りにIgE/XOLAIR(登録商標) mAb混
合物と共に2時間培養した。上記の通りにヒスタミン放出を抗IgE mAb Le27により誘導し
、培地のヒスタミン含量をELISA(Neogen)により測定した(図18)。
【０３６２】
　これらのデータから、ヒトFcεRIのα鎖を発現するトランスフェクトRBL2H3細胞がヒト
IgEで感作され得、ヒトIgE架橋剤の存在下でヒスタミンを放出するよう誘導され得ること
が実証される。この細胞は、好塩基球のヒトIgE誘発性脱顆粒、およびその脱顆粒に及ぼ
す抗IgE抗体の影響を研究するための手段を提供する。
【０３６３】
8.3. 組換えFcεRIαを用いるインビトロ結合アッセイ
　ヒトFcεRIのα鎖を、原核細胞または真核細胞において組換えタンパク質として発現さ
せることができる。精製後に、組換えFcεRIαを適切な基材(例えば、プラスチックプレ
ート、ビーズ)上に固定化することができる。精製および固定化は、組換えFcεRIαのN末
端またはC末端に融合させた適切なタグ(例えば、Hisタグ、FLAGタグ、Sタグ、GSTタグ)を
用いて行うこともできる。固定化FcεRIαを標識ヒトIgEと共にインキュベートする。標
識は、例えば蛍光色素、ビオチン、ペルオキシダーゼ、またはアルカリホスファターゼで
あってよい。IgEの結合を、この標識および適切な検出系(蛍光測定、ストレプトアビジン
標識、ペルオキシダーゼ基質、アルカリホスファターゼ基質)を用いて検出する。IgEと組
換えFcεRIαとの相互作用に及ぼす抗IgE抗体の影響を評価するために、IgEを抗IgE抗体
と共にプレインキュベートし、その後上記の結合アッセイにおいてこれを使用する。
【０３６４】
9. AAVキャプシドのI-453位およびI-587位におけるβ-アミロイドエピトープの二重挿入
　規定のクローニング戦略を用いて、AAVキャプシドのI-453位およびI-587位にエピトー
プまたはミモトープ配列を二重挿入するために、以下に記載するアプローチを使用する。
【０３６５】
9.1. FseI制限部位のpCIVP2への挿入
　QuikChange II部位特異的突然変異誘発キット(Stratagene)、ならびにオリゴヌクレオ
チド
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を用いて、部位特異的突然変異誘発により、FseI制限部位をベクターpCIVP2-I587-NotI-A
scIおよびpCIVP2-I453-NotI-AscIのI-453とI-587の間に挿入した。
【０３６６】
9.2. pUCAV2のI-587位におけるβ-アミロイドエピトープのクローニング
　β-アミロイドエピトープ

(ヒトβ-アミロイドのaa1-9)を、センスおよびアンチセンスオリゴヌクレオチド

を用いて、ベクターpCIVP2-I587-NotI-AscI(9.1に記載する通りに改変してある)のNotI/A
scI制限部位にクローニングした。このオリゴヌクレオチドは、グリシンアダプター配列
を伴うβ-アミロイドエピトープ：

をコードする。上記の通りに(6.2)、クローニングを行った。
【０３６７】
　I-587位にβ-アミロイドエピトープを含むVP-2断片をコードするpCI-VP2-587-NotI-Asc
IのBsiWI/XmaI断片を、上記の通りに(6.3)、pUCAV2-AgeIにサブクローニングした。得ら
れたベクターをpUCAV2-アミロイド-587と称した。
【０３６８】
9.3. pCIVP2のI-453位におけるβ-アミロイドエピトープのクローニング
　β-アミロイドエピトープ

を、センスおよびアンチセンスオリゴヌクレオチド
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を用いて、ベクターpCIVP2-I453-NotI-AscI(9.1に記載する通りに改変してある)の挿入部
位I-453におけるNotI/AscI制限部位にクローニングした。このオリゴヌクレオチドは、グ
リシンアダプター配列を伴うβ-アミロイドエピトープ：

をコードする。上記の通りに(6.2)、クローニングを行った。
【０３６９】
9.4. pUCAV2のI-453位およびI-587位におけるβ-アミロイドエピトープのクローニング
　I-587位およびI-453位にβ-アミロイドエピトープを保有する組換えAAV粒子の産生のた
め、ベクターpUCAV2-アミロイド-587をBsiWI/FseIで切断し、pCI-VP2-453-NotI-AscIの0.
6 kb BsiWI/FseI断片と連結した。pCI-VP2-453-NotI-AscIのBsiWI/FseI断片は、I-453位
にβ-アミロイドエピトープを含むVP-2断片をコードする。得られたベクターをpUCAV2-ア
ミロイド-453-587と称した。
【０３７０】
9.5. I-453およびI-587にβ-アミロイドエピトープを保有するAAV粒子の産生、精製、お
よび評価
　I-587位およびI-453位にβ-アミロイドエピトープを保有する組換えAAV粒子の産生のた
め、上記の通りに(4.2および4.3)、ベクターpUCAV2-アミロイド-453-587およびヘルパー
プラスミドpUCAdVを293細胞にトランスフェクトした。対応するAAV粒子を、AAV-アミロイ
ド-453-587と称した。
【０３７１】
　I-587位にβ-アミロイドエピトープを保有する組換えAAV粒子の産生のため、上記の通
りに、ベクターpUCAV2-アミロイド-587およびヘルパープラスミドpUCAdVを293細胞にトラ
ンスフェクトした。対応するAAV粒子を、AAV-アミロイド-587と称した。いずれのAAV粒子
も上記の通りに精製した。
【０３７２】
　AAVキャプシドの表面におけるβ-アミロイドエピトープの発現を評価するために、精製
AAV粒子AAV-アミロイド-453-587およびAAV-アミロイド-587の段階希釈物を膜上にドット
した(図19)。陰性対照として、I-587位にCETPエピトープを保有するAAV粒子をドットした
。陽性対照として、β-アミロイドペプチド(aa 1-42)(Biosource)をドットした。膜をブ
ロッキング緩衝液(0.05% Tween-20を含むPBS中の5%粉乳)でブロッキングした後、抗β-ア
ミロイドmAb 6E10(Chemicon)を用いてβ-アミロイドエピトープを検出した(図19)。抗β-
アミロイドmAbは、PBS/1%粉乳/0.05% Tween-20中の1.0μg/ml濃度で使用した。抗β-アミ
ロイドmAbの結合は、ペルオキシダーゼ標識抗マウスIgG抗体(CALTAG)を用いて検出した。
洗浄後、スーパーシグナルWest Pico化学発光基質(Pierce)を用いて、化学発光によりシ
グナルを検出した。
【０３７３】
　これらのデータから、挿入部位I-453およびI-587にエピトープを二重挿入すると、I-58
7位におけるエピトープの唯一の挿入よりも、キャプシド表面におけるエピトープ密度が
高くなることが実証される。
【０３７４】
10. AAVベースのワクチンによるウサギの免疫化
10.1. 免疫化実験用のAAV2ベースのワクチンの産生および精製
　AAV粒子の産生のため、上記の通りに、(I-453および/またはI-587に)サブクローニング
されたエピトープを含むベクタープラスミドpUCAV2、およびヘルパープラスミドpUCAdVを
、HEK 293-T細胞に同時にトランスフェクトした。大規模産生のために、φ15 cm細胞培養
プレート30～60枚に7.5×106個の293-T細胞を播種し、加湿雰囲気において37℃、5% CO2
で培養した。上記の通りに、(I-453またはI-587に)エピトープを含むベクタープラスミド
pUCAV2およびpUCAdVによる細胞の同時トランスフェクションを行った。トランスフェクシ
ョンの72時間後に、293-T細胞および培地を回収し、3000 g、4℃で15分間遠心分離した。
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細胞ペレットを溶解緩衝液(50 mM HEPES、200 mM NaCl、2.5 mM MgCl2；pH 6.8) 15～30 
mlに再懸濁し、3回の凍結および融解サイクルに供した。清澄化細胞培養上清は、SARTOCO
N(登録商標) Slice 200カセット(Hdyrosart膜)を用いるSARTOFLOW(登録商標) Slice 200 
Benchtopクロスフローシステムを用いて、TFF(接線流濾過)により濃縮した。細胞培養上
清のTFF濃縮物(約35 ml)を清澄化粗溶解物と共にプールし、次に1667 U/mlベンゾナーゼ(
Merck)で、37℃で2時間～4時間処理した。ベンゾナーゼ処理後、粗溶解物とTFF濃縮物の
プールを、3600 g、4℃で5分間遠心分離した。AAV含有上清を、サイズ排除クロマトグラ
フィー(SEC)カラムを通して分離した。SECは、SUPERDEX 200(登録商標)樹脂ビーズを充填
したXK50/20カラム、およびSEC移動緩衝液(50 mM HEPES、400 mM NaCl、2.5 mM MgCl2；p
H 6.8)を用いて行った。SEC画分をAAV2 ELISAにより解析した。AAV含有画分をプールし、
イオジキサノール勾配遠心分離に供した。QUICKSEAL(登録商標)遠心チューブ(25×89 mm
；Beckman)中で、異なる濃度のイオジキサノール溶液を、ウイルス含有SEC画分のプール
の下に重層した。これにより、上部にウイルス溶液を有して、底の60% 4.0 ml、40% 5.0 
ml、25% 4.0 ml、および15% 5.5 mlイオジキサノールから構成されるイオジキサノール勾
配を作製した。固定角ローター(Ti 70.1ローター、Beckman)を用いて、勾配を65000 rpm
、18℃で1時間遠心分離した。次に、40%相の下部でチューブに穴を開け、溶液を回収チュ
ーブ中に滴下させることにより、カニューレを用いてAAV粒子を含む40%相を抽出した。25
%相が到達するまで、約0.5 mlの画分を回収した。画分のAAVキャプシド力価を、市販のEL
ISA(AAV力価測定ELISA、Progen)を用いて決定した。AAV含有画分の純度を、SDS-PAGEおよ
びこれに続くコロイドクマシー染色により決定した。高純度のAAV粒子を有する画分をプ
ールし、最終プールのキャプシド力価をAAV2力価測定ELISAにより決定した。
【０３７５】
10.2. AAVベースのワクチンによる自己寛容の破壊
　ウサギCETPに由来するエピトープを保有するAAVベースの一連のワクチンを、上記の通
りに作製した。AAVベースのCETPワクチンを、担体タンパク質としてのLPH(アメリカカブ
トガニヘモシアニン)に結合させた同じエピトープを含む対応するペプチドワクチンと比
較した。ペプチドは、LPHにペプチドを結合させるために使用するC末端またはN末端シス
テイン残基を付加して化学合成した。ペプチドの合成および結合は、Biogenes(ドイツ、
ベルリン)によって行われた。表24に記載するワクチンを、ウサギの免疫化に使用した。
【０３７６】
　（表２４）ウサギの免疫化に使用したワクチン
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　各ワクチン接種アプローチについて、上表に示したワクチンをウサギ2匹に4回皮下免疫
した(刺激免疫1回および追加免疫3回)。1回目の追加免疫は、最初の刺激免疫の2週間後に
行った。ウサギに、3週間の間隔でワクチンをさらに2回追加免疫した。各追加免疫の2週
間後に、免疫動物の血清を調製した。
【０３７８】
　AAVベースの精製ワクチンは、粒子の安定化のために等量の製剤化緩衝液(1%ソルビトー
ル、0.2% Tween-20、25%プロピレングリコール、200 mM NaCl、および2.5 mM MgCl2を含
むPBS)と混合し、投与するまで-80℃で保存した。必要に応じて、適用前に、AAVベースの
ワクチンの容量を0.3 mlになるように製剤化緩衝液で直接調整した。ワクチンは、アジュ
バント0.7 mlの存在下で皮下投与した(全量1 ml)。アジュバントはBiogenesにより提供さ
れ、特に、0.01%フォルミディウム属由来リポポリ多糖、95%パラフィン油、2.4% Tween-4
0、および0.1%コレステロールを含んでいた。
【０３７９】
　LPH結合ペプチド(TBS 0.3 ml中)は、Biogenesによって提供されるアジュバント0.7 ml
の存在下で皮下投与した。刺激免疫には、LPH-ペプチドコンジュゲート1 mgを投与した。
1回目の追加免疫にはコンジュゲート0.5 mgを使用し、2回目および3回目の追加免疫には
コンジュゲート0.25 mgを使用した。
【０３８０】
　ワクチン接種した動物における抗CETP自己抗体の誘導を、抗原として組換えウサギCETP
を用いてELISAにより決定した。ウサギCETPの産生のため、プライマー
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ならびに鋳型としてのウサギ肝臓ポリA+ RNA(Clontech)を用いて、RT-PCRによりCETP cDN
Aを増幅した。CETP cDNAを、ベクターp3XFLAG-CMV-8(SIGMA)のEcoRI/BamHI部位にクロー
ニングした。得られたベクターは、C末端FLAG(登録商標)タグ、および組換えタンパク質
の分泌のためのN末端プレプロトリプシンリーダー配列を有する成熟CETP配列をコードす
る。組換えウサギCETPの発現のため、上記の通りに、リン酸カルシウムトランスフェクシ
ョンによりこのベクターを293T細胞にトランスフェクトした。抗FLAG(登録商標) M2アガ
ロースビーズ(SIGMA)を用いるアフィニティークロマトグラフィーにより、CETPを細胞培
養上清から精製した。組換えウサギCETPの純度を、SDS-PAGEおよびこれに続くコロイドク
マシー染色により解析した。CETP活性は、市販のCETP活性アッセイ(Roar)を用いて決定し
た。
【０３８１】
　免疫血清中のウサギCETP自己抗体の力価測定のため、96ウェルMaxisorpプレート(Nunc)
を精製組換えウサギCETP(100 ng/ウェル)で、37℃で1時間コーティングした。コーティン
グ後、ウェルを洗浄緩衝液(PBS/0.1% Tween-20)で洗浄し、続いてブロッキング緩衝液(洗
浄緩衝液中の5%粉乳)と共に37℃で1時間インキュベートした。ウェルのブロッキング後、
固定化CETPを、希釈緩衝液(1%脱脂乳および1% BSAを含む洗浄緩衝液)中で、免疫血清の段
階希釈物と共に37℃で1時間インキュベートした。ウサギ免疫前血清、または非関連ワク
チン接種のウサギ血清を陰性対照とした。洗浄後、固定化CETPに対するウサギIgGの結合
を、HRP標識抗ウサギIgG抗体(H+L)(DAKO；希釈緩衝液で1:2500)を用いて検出した。基質
としてTMB(KemEnTec)を用いて、シグナル(OD)を検出した。
【０３８２】
　CETP自己抗体価を終点希釈により決定した。免疫血清の力価は、免疫血清の検量線とア
ッセイの検出限界の交差点に相当する。
【０３８３】
　アッセイの検出限界(LOD)は以下の通りに算出した：
平均OD(非特異的血清)＋3.3×標準偏差OD(非特異的血清)
【０３８４】
　CETP自己抗体価に加えて、免疫血清の抗ペプチド力価も解析した。遊離ペプチド(AAVキ
ャプシドに組み込まれた、またはLPHに結合させたエピトープに対応する)を、96ウェルプ
レート(REACTI-BIND(商標)アミン結合、無水マレイン酸活性化プレート；Pierce)に共有
結合で固定化した。ペプチドの固定化のため、96ウェルプレートを全量50μlのPBS中で、
ウェル当たり1μgのペプチドと共に37℃で少なくとも1時間インキュベートした。ペプチ
ドのコーティング後、ウェルを200μl/ウェルのブロッキング緩衝液(PBS/5%脱脂乳/0.1% 
Tween-20)で、37℃で1時間ブロッキングした。ウェルのブロッキング後、固定化ペプチド
を、希釈緩衝液(1%脱脂乳、1% BSA、および0.1% Tween-20を含むPBS)中で、免疫血清の段
階希釈物と共に37℃で1時間インキュベートした。ウサギ免疫前血清、または非関連ワク
チン接種のウサギ血清を陰性対照とした。洗浄後、固定化CETPに対するウサギIgGの結合
を、HRP標識抗ウサギIgG抗体(DAKO；希釈緩衝液で1:2500)を用いて検出した。基質として
TMB(KemEnTec)を用いて、シグナル(OD)を検出した。抗体価を上記の通りに決定した。
【０３８５】
　AAV-TP13をワクチン接種した動物1匹を除くと、データから、AAVベースのワクチンによ
るワクチン接種により、ペプチドベースのワクチンを用いて得られない、高力価の標的特
異的自己抗体が誘導されることが実証される。したがって、AAVベースのワクチンは自己
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寛容を破壊し、高レベルの自己抗体を誘導することができる(図20)。ペプチドベースのワ
クチンの免疫原性特性は、ペプチドワクチンによって誘導される高力価のペプチド特異的
抗体に反映される(図21)。しかしながら、これらの抗体は天然ウサギCETPとは弱い反応し
か示さず(図20)、ペプチドベースのワクチンは‐免疫原性はあるものの‐自己寛容を破壊
する能力は限られており、低レベルの自己抗体を誘導することが示唆される。
【０３８６】
10.3. 自己寛容の破壊および自己抗体の誘導に必須であるAAVキャプシド構造
　免疫系の自己寛容の破壊および自己抗体の誘導に、キャプシド構造、およびAAVキャプ
シド内でのエピトープの構造化反復提示が必須であることを実証するために、熱変性した
AAV-TP11-2x粒子またはAAV-TP18-2x粒子をウサギに免疫した。結果を、対応する未変性粒
子を用いるワクチン接種と比較した。AAV変種AAV-TP11-2xは、I-453位およびI-587位にウ
サギCETP TP11エピトープ

を保有する。AAV変種AAV-TP18-2xは、I-453位およびI-587位にウサギCETP TP18エピトー
プ

を保有する。熱変性のために、粒子を等量の製剤化緩衝液(1%ソルビトール、0.2% Tween-
20、25%プロピレングリコール、200 mM NaCl、および2.5 mM MgCl2を含むPBS)と混合し、
90℃で15分間インキュベートした。粒子の立体構造の破壊を、天然キャプシド内の立体構
造エピトープを認識するAAV2力価測定ELISAにより解析した。熱変性粒子のタンパク質濃
度をMicro BCAアッセイ(Pierce)により決定し、AAV2の精製VP3タンパク質をウサギに免疫
することによって産生されたポリクローナル抗AAV2抗体を用いて、ウェスタンブロッティ
ングにより解析した(データは示さず)。
【０３８７】
　熱変性AAV-TP11-2x粒子(5.7μg/適用)またはAAV-TP18-2x粒子(1.8μg/適用)を、上記の
通りにBiogenesによって提供されるアジュバントの存在下で、ウサギに皮下免疫した。最
初の刺激免疫の2週間後に、ウサギに熱変性粒子を追加免疫した。追加免疫の2週間後に、
動物の血清を、上記の通りにCETP自己抗体のレベルについて解析した。対照群では、熱変
性粒子の場合と同じ投与計画を用いて、ウサギに未変性のAAV-TP11-2x粒子またはAAV-TP1
8-2x粒子をワクチン接種した。
【０３８８】
　免疫動物の血清中のCETP自己抗体価の解析から、天然キャプシドの立体構造を破壊する
と、未変性ワクチンと比較してCETP抗体の誘導が強く損なわれることが実証され(図22)、
天然キャプシド構造およびキャプシド内でのエピトープの構造化提示が自己寛容の破壊に
必須であることが示される。
【０３８９】
10.4. AAV2ベースのワクチンによる免疫化に及ぼす抗AAV2抗体の影響の評価
　免疫化実験から、AAVベースのワクチンが、標的特異的抗体に加えて、高力価の抗AAVキ
ャプシド抗体も誘導することが実証された(データは示さず)。しかしながら、大部分のヒ
トはAAV2陽性であり、すなわち、これらの人々は、AAV2ベースの粒子を用いるワクチン接
種結果に潜在的に影響し得る抗AAV2抗体価を有する。AAV2ベースのワクチンの免疫化の成
功に及ぼす抗AAV2抗体の影響を評価するために、AAV2ベースのCETPワクチン(AAV-TP18)に
よる免疫化(刺激免疫および2回の追加免疫)を開始する前に、wtAAV2(4.5μg/適用)を2回
適用することによりウサギに予備免疫した。wtAAV2粒子を、上記の通りにBiogenesによっ
て提供されるアジュバントの存在下で、皮下または筋肉内投与した。wtAAV2による最初の
刺激免疫の2週間後に、ウサギにwtAAV2を再度追加免疫した。刺激免疫および1回目の追加
免疫の2週間後に、血清を抗AAV2抗体のレベルについて解析した。抗AAV2抗体価を、以下
に記載する通りに、固定化wtAAV2粒子を用いてELISAにより決定した。データから、皮下
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および筋肉内投与のいずれについても、wtAAV2を2回適用した後に、高レベルの抗wtAAV2
抗体が検出可能であることが実証される(図23A)。
【０３９０】
　wtAAV2による追加免疫の3週間後に、ウサギに、AAV2ベースのワクチンAAV-TP18(7.2μg
/適用)による最初の刺激免疫を付与した。上記の通りにBiogenesによって提供されるアジ
ュバントの存在下で、ワクチンを皮下または筋肉内投与した。刺激ワクチン接種の2週間
後に、ウサギにワクチンを追加免疫した。追加ワクチン接種の2週間後に、血清をCETP自
己抗体のレベルについて解析した(図23B)。CETP自己抗体価を上記の通りに決定した。結
果を、wtAAV2で予備免疫しなかった動物のワクチン接種(皮下)と比較した。
【０３９１】
　データから、wtAAV2予備免疫によって高力価の抗AAV2キャプシド抗体が生じることが実
証される。しかしながら、これらの高い抗AAV2キャプシド抗体は、この場合抗CETP自己抗
体の誘導に関して、AAV2ベースのワクチンの免疫化の成功を損なわない。したがって、AA
V2血清陽性のヒトも、血清陰性のヒトと同様にAAV2粒子によるワクチン接種に適格である
、およびワクチン接種を受けたヒトのワクチン接種プロトコール中の血清転換によって、
ワクチン接種の成功は損なわれないと結論づけられる。
【０３９２】
抗wtAAV2抗体価の決定：
　抗AAV2抗体価は、固定化wtAAV2粒子を用いてELISAにより決定した。簡潔に説明すると
、wtAAV2粒子5×109個を、ウェル当たり全量50μlのPBS中で、96ウェルMaxisorpプレート
(Nunc)の各ウェルに固定化した。プレートを37℃で1時間インキュベートした。ウェルをP
BS、5%脱脂乳、0.1% Tween-20でブロッキングした後、固定化wtAAV2粒子を、希釈緩衝液(
1%脱脂乳、1% BSA、0.1% Tween-20を含むPBS)中で、免疫血清の段階希釈物と共に37℃で1
時間インキュベートした。ウサギ免疫前血清、または非関連ワクチン接種のウサギ血清を
陰性対照とした。洗浄後、固定化AAV2に対するウサギIgGの結合を、HRP標識抗ウサギIgG
抗体および基質としてのTMBを用いて検出した。抗体価を上記の通りに決定した。
【０３９３】
10.5. AAVベースのワクチンの初回刺激/追加免疫投与計画
　I-453位およびI-587位にCETP-内部エピトープ(CDAGSVRTNAPD、SEQ ID NO: 123)を保有
するAAV2粒子(AAV2-CETin-2x) 16.4μgを、上記の通りにBiogenesによって提供されるア
ジュバントと共に、各刺激免疫または追加免疫において筋肉内投与した。
【０３９４】
　3つの異なる投与計画を評価した。A群には、AAV2-CETin-2xの初回刺激適用を1回および
追加免疫適用を3回付与した(AAV2ベースのワクチン接種)。B群には、AAV2-CETin-2xによ
る刺激免疫1回および追加免疫1回、ならびにその後のLPH結合CETP-内部ペプチドによる追
加免疫2回を付与した(LPH-ペプチド追加免疫)。C群には、AAV2-CETin-2xによる刺激免疫1
回および追加免疫1回、ならびにその後のAAV1-CETin(I-588位にCETP-内部エピトープを保
有するAAV1粒子；11.7μg/適用)による追加免疫2回を付与した。各群において、1回目の
追加免疫は刺激免疫の2週間後に行った。2回目および3回目の追加免疫は、その前の追加
ワクチン接種の3週間後に行った。
【０３９５】
　1回目、2回目、および3回目の追加免疫の2週間後に、免疫血清を、上記の通りに抗CETP
反応性(CETP自己抗体価)について解析した(図24)。
【０３９６】
　これらのデータから、AAV2-CETin-2xのみをワクチン接種した動物(A群)において、高レ
ベルのCETP自己抗体が検出可能であることが実証される。LPH結合CETPペプチドを追加免
疫した動物の群(B群)では、CETP自己抗体の増加は認められない。さらに、AAV骨格の血清
型の転換が(C群)、個々のAAV血清型による追加ワクチン接種と比較して、自己抗原に対す
る免疫反応を増加させる能力を有することがデータから実証される。
【０３９７】
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10.6. AAV2ベースのワクチンによる免疫化に及ぼす異なるアジュバントの影響の評価
　Biogenesにより提供されるアジュバントはヒトでの適用に適していない可能性があるた
め、別のアジュバントを評価した。最初のアプローチでは、Montanide ISA 51 VG無菌(Se
ppic)を試験した。ウサギに、CETPワクチンAAV-TP18(7.2μg/適用)を筋肉内または皮下免
疫した。精製ワクチンの容量を製剤化緩衝液で0.5 mlになるよう調整し、等量のMontanid
e ISA 51 VG無菌と混合した。対照群には、上記の通りにBiogenesにより提供されるアジ
ュバントを用いて、AAV-TP18を皮下免疫した。各ワクチン接種アプローチについて、ウサ
ギに2匹に4回免疫した(刺激免疫1回および追加免疫3回)。1回目の追加免疫は、最初の刺
激免疫の2週間後に行った。ウサギに、3週間の間隔でワクチンをさらに2回追加免疫した
。1回目、2回目、および3回目の追加免疫の2週間後に、免疫血清を、上記の通りに抗CETP
反応性(CETP自己抗体価)について解析した。Montanide ISA 51の存在下でAAV-TP18を皮下
にワクチン接種した動物のCETP自己抗体価の解析から、Biogenesアジュバントを用いるワ
クチン接種アプローチと同様の力価が誘導されることが実証される(図25)。Montanide IS
A 51の存在下におけるAAV-TP18ワクチンの皮下投与と筋肉内投与の比較から、筋肉内ワク
チン接種によってより高い自己抗体価が生じることが示される。これらのデータから、AA
Vベースのワクチンは、Montanide ISA 51 VG無菌のような臨床的に適用可能なアジュバン
トの存在下で自己抗体を誘導できることが実証される。
【０３９８】
　加えて、AAVベースのワクチンと、アルミニウムベースのアジュバントAlhydrogel2%な
どの他のアジュバントとの併用も、それに応じて自己抗体の誘導に関して評価することが
できる。
【０３９９】
10.7. AAV1ベースのCETPワクチンによるウサギのワクチン接種
　AAV2ベースの粒子によって得られた結果を、他のAAV血清型または他のパルボウイルス
に容易に移行することができることを証明するために、7.4.1.に記載した通り、CETP-内
部ペプチド

をAAV1キャプシドに挿入してあった。
【０４００】
　ワクチン接種アプローチのため、10.2に記載した通りに、ウサギ2匹にそれぞれ11.7μg
の構築物AAV1-CETP-588(588位におけるCETP-内部エピトープの挿入)を筋肉内より免疫し
た。1回目の追加免疫は、最初の刺激免疫の2週間後に行った。ウサギに、3週間の間隔で
ワクチンをさらに2回追加免疫した。各追加免疫の2週間後に、免疫動物の血清を調製した
。CETP自己抗体価を上記の通りに決定した。
【０４０１】
　得られたデータから、AAV1ベースのCETPワクチンAAV1-CETP-588が高レベルのCETP自己
抗体を誘導することが実証される(図26)。CETP自己抗体の誘導は、少なくともAAV2-CETin
-2xワクチン接種に匹敵する(10.5を参照されたい)。この実験から、AAV2骨格がAAV1骨格
によって置換され得ると結論づけることができる。
【０４０２】
10.8. ヒトβ-アミロイドに対するワクチン接種
　ヒトβ-アミロイドに対するワクチン接種のため、I-587位にヒトβ-アミロイド(aa 1-9
)エピトープ

を保有するAAV2粒子1.0μgを、Biogenesにより提供されるアジュバントの存在下で、各刺
激免疫または追加免疫において皮下投与した。ウサギ2匹に4回免疫した(刺激免疫1回およ
び追加免疫3回)。1回目の追加免疫は、最初の刺激免疫の2週間後に行った。ウサギに、3
週間の間隔でワクチンをさらに2回追加免疫した。1回目、2回目、および3回目の追加免疫
の2週間後に、以下に記載する通りに、免疫血清を抗β-アミロイド反応性について解析し
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た。
【０４０３】
　得られたデータから、AAV2ベースのβ-アミロイドワクチンをウサギに免疫すると、β-
アミロイドに対する抗体が効率的に誘導されることが実証される(図27)。
【０４０４】
抗β-アミロイド抗体価の決定：
　抗β-アミロイド抗体価は、抗原として固定化Aβ(1-42)(Biosource)を用いてELISAによ
り決定した。簡潔に説明すると、Aβ(1-42)ペプチド250 ngを、ウェル当たり全量50μlの
PBS中で、96ウェルMaxisorpプレート(Nunc)の各ウェルに固定化した。プレートを37℃で1
時間インキュベートした。ウェルをPBS/5%脱脂乳/0.1% Tween-20でブロッキングした後、
固定化Aβ(1-42)を、希釈緩衝液(1%脱脂乳、0.1% Tween-20を含むPBS)中で、免疫血清の
段階希釈物と共に37℃で1時間インキュベートした。ウサギ免疫前血清、または非関連ワ
クチン接種のウサギ血清を陰性対照とした。洗浄後、固定化Aβ(1-42)に対するウサギIgG
の結合を、HRP標識抗ウサギIgG抗体および基質としてのTMBを用いて検出した。抗体価を
上記の通りに決定した。
【０４０５】
10.9. AAVベースのワクチンを用いるヒトIgEに対する免疫化
　ヒトIgEに由来するエピトープを保有するAAVベースの一連のワクチンを、上記の通りに
作製した。AAVベースのIgEワクチンを、担体タンパク質としてのLPHに結合させた同じエ
ピトープを含む対応するペプチドワクチンと比較した。ペプチドは、LPHにペプチドを結
合させるために使用するC末端またはN末端システイン残基を付加して化学合成した。ペプ
チドの合成および結合は、Biogenes(ドイツ、ベルリン)によって行われた。
【０４０６】
　以下のワクチンをウサギの免疫化に使用した。
【０４０７】
　（表２５）ヒトIgEに対する免疫化に使用したAAVベースおよびLPHベースのワクチン

【０４０８】
　各ワクチン接種アプローチについて、上表に示したワクチンをウサギ2匹に4回免疫した
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た。ウサギに、3週間の間隔でワクチンをさらに2回追加免疫した。
【０４０９】
　AAVベースの精製ワクチンは、粒子の安定化のために等量の製剤化緩衝液(1%ソルビトー
ル、0.2% Tween-20、25%プロピレングリコール、200 mM NaCl、および2.5 mM MgCl2を含
むPBS)と混合し、投与するまで-80℃で保存した。必要に応じて、適用前に、ワクチンの
容量を0.3 ml～0.5 mlになるように製剤化緩衝液で直接調整した。AAVベースのワクチン
を、Biogenesアジュバントと共に皮下または筋肉内投与した(全量1 ml)。
【０４１０】
　LPH結合ペプチド(TBS 0.3 ml中)は、Biogenesによって提供されるアジュバント0.7 ml
の存在下で筋肉内投与した。刺激免疫には、LPH-ペプチドコンジュゲート1 mgを投与した
。1回目の追加免疫にはコンジュゲート0.5 mgを使用し、2回目および3回目の追加免疫に
はコンジュゲート0.25 mgを使用した。
【０４１１】
　ワクチン接種した動物における抗ヒトIgE抗体の誘導を、抗原としてヒトIgE(Diatec、
ノルウェー、オスロ)を用いてELISAにより決定した。96ウェルMaxisorpプレート(Nunc)を
ヒトIgE(1μg/ウェル)で、37℃で1時間コーティングした。コーティング後、ウェルを洗
浄緩衝液(PBS/0.1% Tween-20)で洗浄し、続いてブロッキング緩衝液(洗浄緩衝液中の5%粉
乳)と共に37℃で1時間インキュベートした。ウェルのブロッキング後、固定化ヒトIgEを
、希釈緩衝液(1%脱脂乳および1% BSAを含む洗浄緩衝液)中で、免疫血清の段階希釈物と共
に37℃で1時間インキュベートした。ウサギ免疫前血清、または非関連ワクチン接種のウ
サギ血清を陰性対照とした。洗浄後、固定化IgEに対するウサギIgGの結合を、HRP標識抗
ウサギIgG抗体(DAKO；希釈緩衝液で1:2500)を用いて検出した。基質としてTMB(KemEnTec)
を用いて、シグナル(OD)を検出した。
【０４１２】
　IgE力価に加えて、免疫血清の抗ペプチド力価も解析した。遊離ペプチド(AAVキャプシ
ドに組み込まれた、またはLPHに結合させたエピトープに相当する)を、上記の通りに96ウ
ェルプレート(REACTI-BIND(商標)アミン結合、無水マレイン酸活性化プレート；PIERCE)
に共有結合で固定化した。ウェルのブロッキング後、固定化ペプチドを、希釈緩衝液(1%
脱脂乳、1% BSA、および0.1% Tween-20を含むPBS)中で、免疫血清の段階希釈物と共に37
℃で1時間インキュベートした。ウサギ免疫前血清、または非関連ワクチン接種のウサギ
血清を陰性対照とした。洗浄後、固定化CETPに対するウサギIgGの結合を、HRP標識抗ウサ
ギIgG抗体(DAKO；希釈緩衝液で1:2500)を用いて検出した。基質としてTMB(KemEnTec)を用
いて、シグナル(OD)を検出した。抗体価を上記の通りに決定した。
【０４１３】
　免疫血清の抗IgE力価を以下の表26にまとめる。
【０４１４】
　（表２６）AAVベース 対 LPHベースのIgEワクチンによる免疫化の平均抗IgE力価
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*AAVベースのワクチンを刺激免疫および1回目の追加免疫に使用した；2回目および3回目
の追加免疫は、対応するLPH結合ペプチドを用いて行った。
【０４１５】
　興味深いことに、LPH-Kricek、LPH-3DEpi3、またはLPH-Bind2によるウサギのワクチン
接種では、ヒトIgEに対して有意なレベルの抗体を誘導することができなかった。ペプチ
ドベースのワクチンの免疫原性特性は、ペプチドワクチンによって誘導されるペプチド特
異的抗体に反映される(データは示さず)。しかしながら、これらの抗体は天然ヒトIgEと
は反応を示さないか、または弱い反応しか示さない。LPH-Flexのみが、天然ヒトIgEに特
異的な適度に高力価の抗体を誘導した。これは、対応するLPH融合構築物と比較してかな
り高いヒトIgE特異的抗体価を生じるAAV-Kricek(図28)のような、対応するAAVベースのワ
クチンで得られる結果とは明らかに対照的である。このことから、AAV2キャプシドにおけ
る対応するIgEエピトープの固定された立体構造が、LPH結合ペプチドよりもより良好な方
法で、IgE分子内のその配列の構造と類似していることが示される。ウサギによるこの動
物モデルにおいて抗ヒトIgE抗体が産生されても、自己抗原に対する免疫系の寛容が克服
されないことに留意されたい。
【０４１６】
　非ヒト霊長動物モデル(例えば、カニクイザル)において、AAVベースの抗ヒトIgEワクチ
ンの安全性および有効性を評価するには、ヒトと非ヒト霊長動物のIgEエピトープが両種
において同一であることが重要である。カニクイザルIgE配列(Fc領域)が、ドイツ霊長類
センター(ドイツ、ゲッティンゲン)において配列決定された。カニクイザルIgEの配列を
以下に示す。ヒトとカニクイザルIgEの配列アライメントから(データは示さず)、両種に
おいてKricekおよび3DEpi3エピトープが同一であることが明らかになった。したがって、
カニクイザルは、Kricekおよび3DEpi3エピトープを保有するワクチンの安全性および有効
性試験に適した動物モデルである。配列決定データから、86位がM(太字)であるのかまた
はTであるのかは十分に明らかではない。これは、配列決定の誤りまたは多型に起因し得
る。ヒト配列はこの位置にMを有する。
【０４１７】
カニクイザルIgE(Fc領域)の配列：
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【０４１８】
10.10. 合成Tヘルパーエピトープに融合させたIgEエピトープによるウサギのワクチン接
種
　公表されたデータ({Wang, 2003 #65}；WO 99/67293)によると、IgE由来ペプチド

は、末端システイン末端残基(太字で表示)間でジスルフィド結合が形成され、環状ペプチ
ドを以下の図式に従って合成Tヘルパーペプチドに連結させた場合に、マウスにおいて高
力価の中和抗IgE抗体を誘導することができる：

*ジスルフィド結合により連結する
【０４１９】
　本発明者らの免疫化実験においてこのIgEペプチドワクチンを評価するために、ワクチ
ン(「Wangペプチド」)を合成し(Activotec)、ウサギの免疫化に使用した(Biogenes)。ペ
プチドワクチン100μg(PBS 0.2 ml中)を、Biogenesにより提供されるアジュバントの存在
下で筋肉内投与した。
【０４２０】
　Wang et al.により記載される完全なIgE由来配列に加えて、「Wang-CS」と称される典
型的なB細胞エピトープを含むこのペプチドの短縮配列を合成し、LPHに結合させ(付加的N
末端システイン残基を介して)、Biogenesにより提供されるアジュバントの存在下で、ウ
サギの筋肉内ワクチン接種に使用した。LPH結合ペプチドWang-CS(TBS 0.3 ml中)を、Biog
enesにより提供されるアジュバント0.7 mlの存在下で筋肉内投与した。刺激免疫には、LP
H-ペプチドコンジュゲート1 mgを投与した。1回目の追加免疫にはコンジュゲート0.5 mg
を使用し、2回目および3回目の追加免疫にはコンジュゲート0.25 mgを使用した。
【０４２１】
　ウサギに異なるペプチドワクチンを4回免疫した(刺激免疫1回および追加免疫3回)。1回
目の追加免疫は、最初の刺激免疫の2週間後に行った。ウサギに、3週間の間隔でワクチン
をさらに2回追加免疫した。1回目、2回目、および3回目の追加免疫の2週間後に、免疫血
清を、上記の通りに抗ヒトIgE反応性について解析した。
【０４２２】
　これらのデータから、短いLPH結合ペプチド「Wang-CS」をウサギにワクチン接種すると
、上記のワクチン「Wangペプチド」で得られた力価の範囲にある抗IgE力価が生じること
が実証される(図29)。
【０４２３】
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　公表されたデータから、Wangペプチドにより、ワクチン接種した動物において中和抗Ig
E抗体が誘導されることが実証されるため(WO 99/67293)、これらのポリクローナル抗体の
機能的特性を細胞ヒスタミン放出アッセイにおいて評価した(以下を参照されたい)。
【０４２４】
　「Wang-CS」配列を、上記の通りにAAV2キャプシドのI-587位に挿入し、ワクチン接種実
験に使用する。エピトープ「Wang-CS」または全長配列

または「Wang」

を保有するAAVベースのワクチンの主な利点は、自己寛容を破壊する、および高レベルの
抗ヒトIgE自己抗体を誘導するその高い能力である。
【０４２５】
11. 細胞アッセイにおける抗ヒトIgE抗体の特徴づけ
11.1. ワクチン接種したウサギの血清からの全IgGの精製
　免疫血清の全IgGを、ウサギIgGとプロテインAとの相互作用に基づく市販のキット(Prot
eus)を用いて調製した。精製は、製造業者により提供されるプロトコールに従って行った
。全IgGのタンパク質濃度を、MICRO BCA(商標)タンパク質アッセイ(PIERCE)により解析し
た；調製した全IgGの純度を、SDS-PAGEおよびコロイドクマシー染色により解析した(デー
タは示さず)。
【０４２６】
11.2. 抗IgE抗体のアナフィラキシー特性の評価
　ウサギのワクチン接種により誘導されたポリクローナル抗IgE抗体がアナフィラキシー
性であるかどうかを評価するために、好塩基球のIgE媒介性脱顆粒に及ぼす抗IgE抗体の影
響を調べた(Takagi et al., 2003)。ヒトFcεRIのα鎖を過剰発現するラット好塩基球RBL
2H3細胞(1×105個細胞)を、96ウェルプレートにおいて、全量200μlのRPMI培地(10% FCS
およびNEAAを補充)中で、250 ng/mlヒトIgE(Dianova)と共に2時間インキュベートするこ
とにより感作した。細胞を培地で洗浄し、0.1% BSAを補充したタイロード塩溶液(Sigma) 
100μlに再懸濁した。ポリクローナル抗IgE抗体(免疫ラットの全IgG画分)を、最大濃度3 
mg/ml全IgGで感作細胞に添加した。様々な濃度のアナフィラキシー性モノクローナル抗Ig
E抗体Le27を、陽性対照として使用した。非関連免疫化(すなわち、CETPまたはβ-アミロ
イドに対するワクチン接種)に由来するウサギ全IgGを、陰性対照として使用した。細胞を
1時間インキュベートし、市販のヒスタミンELISA(Neogen)を用いてヒスタミン放出を測定
した。
【０４２７】
　得られた結果から、AAVベースのIgEワクチン(AAV-Kricek、AAV-3DEpi3、またはAAV-Fle
x)によるウサギのワクチン接種によって誘導されたポリクローナル抗ヒトIgE抗体は、評
価したいずれもがIgE感作好塩基球の脱顆粒を誘導せず、これらの抗IgE抗体が検出可能な
アナフィラキシー特性をもたないことが実証される(図30)。
【０４２８】
11.3. 抗IgE抗体のIgE中和特性の評価
　ウサギのワクチン接種により誘導されたポリクローナル抗IgE抗体がIgEを中和するかど
うかを評価するために、好塩基球のIgE媒介性脱顆粒に及ぼす抗IgE抗体の影響を調べた。
ヒトIgE(250 ng/ml；Dianova)を、ポリクローナル抗IgE抗体(3 mg/ml全IgG画分)と共に室
温で2時間プレインキュベートした。陽性対照として、ヒトIgEをXOLAIR(登録商標)(1μg/
ml)と共にプレインキュベートした。ヒトFcεRIのα鎖を過剰発現するラット好塩基球RBL
2H3細胞(1E+05個細胞)を、96ウェルプレートにおいて、全量100μlのRPMI培地(10% FCSお
よびNEAAを補充)中で、ヒトIgE/抗IgE複合体と共に2時間インキュベートすることにより
感作した。細胞を培地で1回およびタイロード塩溶液で1回洗浄し、続いて0.1% BSAを補充
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したタイロード塩溶液(Sigma) 100μlに再懸濁した。アナフィラキシー性モノクローナル
抗IgE抗体Le27(100 nM)を、受容体結合IgEの架橋に使用した。細胞をLe27と共に1時間イ
ンキュベートし、市販のヒスタミンELISA(Neogen)を用いてヒスタミン放出を測定した。
【０４２９】
　得られたデータから、AAV-KricekまたはAAV-3DEpi3によるウサギのワクチン接種により
誘導されたポリクローナル抗IgE抗体により、IgE媒介性ヒスタミン放出が約30%減少する
ことが実証される(図31)。「Wangペプチド」(上記を参照されたい)によるウサギのワクチ
ン接種により誘導されたポリクローナル抗IgE抗体は、ヒスタミン放出を約20%阻害する。
AAV-Flexまたは非関連ワクチン接種(すなわち、CETPまたはβ-アミロイドに対するワクチ
ン接種)によるウサギの免疫化から得られたポリクローナル抗体では、有意な効果は認め
られなかった。
【０４３０】
12. AAV2骨格内のさらなるエピトープまたはミモソープ挿入部位の評価
　AAV2キャプシド内に組込み部位を導入するために、2つの異なる戦略に従った
a) 規定の挿入部位における外来エピトープの挿入(例えば、I-328)
b) AAV2キャプシドのアミノ酸残基の欠失、および所与のエピトープまたはミモトープ配
列による置換による挿入(例えば、Δ324-332)
【０４３１】
　（表２７）AAV2キャプシド内の挿入部位

挿入部位は先行アミノ酸に関して示す；
欠失/置換配列を太字で示す。
【０４３２】
　表27に記載する部位にエピトープまたはミモトープ配列を挿入するために、2つの制限
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部位(MroI/AscI)を、ベクターpCR-Kotin-C11の上記の表に示す部位に挿入した。ベクター
pCR-Kotin-C11はITRを除いた完全なAAV2ゲノムを含み、cap遺伝子内に以下のアミノ酸置
換を含む：R459K、Y500F、G512D、N551D、A664T({Endell, 2006 #711}、45ページ)。
【０４３３】
　表28に記載するプライマーと共にQUIKCHANGE(登録商標)II部位特異的突然変異誘発キッ
ト(STRATEGENE)を用いて、部位特異的突然変異誘発により挿入部位を導入した。
【０４３４】
　（表２８）AAV2 Capの部位特異的突然変異誘発に使用したプライマー
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【０４３５】
　AscI/MroI制限部位の導入により、AscI/MroI部位の間に位置する新たなBamHI制限部位
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も挿入された。所与の配列の欠失も、表28に示すプライマーを用いて部位特異的突然変異
誘発により行った。これらのプライマーを用いる配列の欠失により、対応する位置にMroI
およびAscI制限部位が挿入される。
【０４３６】
　AAV粒子の産生のため、新たな挿入部位を含むpRC-Kotin C11のEcoNI/SnaBI制限断片を
ベクターpUCAV2にサブクローニングした。
【０４３７】
　新たに創出された挿入部位にエピトープまたはミモトープが組み込まれ得るかどうかを
評価するために、対応する位置にCETPエピトープ(CETP-内部)を挿入した。アニールした
オリゴヌクレオチドCETin-AscI-uniおよびCETin-MroI-rev：

を用いて、CETPエピトープをpUCAV2の新たなAscI/MroI制限部位にクローニングした：
【０４３８】
　ユニバースオリゴヌクレオチドとリバースオリゴヌクレオチドのアニーリングにより、
MroIおよびAscI制限pUCAV2に相補的な5'側および3'側オーバーハング(大文字で表示)を有
するdsDNA断片が生じる。アニールしたオリゴヌクレオチドは、アラニン/グリシン残基が
隣接したCETP-内部エピトープ配列をコードする(小文字で示したオリゴヌクレオチド配列
によってコードされる)。アニールしたものを、上記の通りに改変したpUCAV2のAscI/MroI
制限部位にクローニングした。AAVキャプシドにおいて、エピトープ(太字で示す)には、
以下の図式に従ってアラニン/グリシンリンカーが隣接する：

【０４３９】
　AAV変種を上記の通りに小規模に産生させ、細胞溶解物のキャプシド力価を、AAV2キャ
プシド内の立体構造エピトープを認識するA20 mAbに基づく市販のAAV2 ELISA(Progen)(A2
0 ELISA)を用いて測定した。AAV2 ELISAによって認識されない改変キャプシド立体構造を
有するAAV2変種(A20陰性粒子)を定量するために、キャプシドを大規模に産生させ、上記
の通りにイオジキサノール勾配遠心分離により精製し、mAb B1に基づくELISA(Progen)を
用いて定量した。B1 mAbは、エピトープの挿入によって改変されない、キャプシドタンパ
ク質のC末端における線状エピトープ配列を認識する。AAV変種の定量のために、イオジキ
サノール勾配の40%相中に見出される精製粒子を熱処理により変性させ、Maxisorp 96ウェ
ルプレート(Nunc)に固定化し、B1 mAb次にHRP結合抗マウスIgG抗体により検出した。並行
して、公知のキャプシド力価を有する熱変性wtAAV2キャプシドの希釈系列を固定化するこ
とにより、検量線を作成した。この検量線をAAV変種の定量に使用した。
【０４４０】
　B1およびA20に基づくELISAのデータから、I-534位またはI-573位およびI-261位にCETP
エピトープを挿入すると、B1 ELISAにより認識されるが、A20 ELISAにより認識されない
粒子が形成されることが実証される(表29)。I-328位にCETPエピトープを有する粒子は、A
20またはB1 ELISAにより、イオジキサノール勾配の40%相内にほとんど検出され得ない。A
20またはB1 ELISAによって測定される、40%イオジキサノール相中の変種Δ566～575のキ
ャプシド力価間の差は、公知の非主要A20エピトープ{Wobus, 2000 #67}が欠失して、A20
ベースの力価測定ELISAにおいてA20 mAbに対するこの変種の親和性が低下したことに起因
する可能性が高い(表29)。
【０４４１】
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　Δ324-332、Δ374-380、Δ708-714、またはI-709位にCETPエピトープが組み込まれた変
種では、粒子形成は認められなかった。
【０４４２】
　（表29）CETP-内部エピトープを保有するAAV2変種のキャプシド力価(キャプシド/ml)

BDL：ELISAの検出限界未満
【０４４３】
　CETPエピトープが新たな変種のキャプシド表面に位置するかどうかを評価するために、
精製粒子(40%イオジキサノール相)を膜上にドットした(ドット当たり5.0×1011個または1
.0×1011個の粒子)。陽性対照として、I-453位およびI-587位にCETP-内部エピトープを保
有するAAV2粒子(AAV2-CETin-2x)をドットした。陰性対照として、非関連CETPエピトープ(
TP10)を保有するAAV2変種をドットした。LPH結合CETP-内部ペプチドをウサギに免疫する
ことによって産生されたCETP-内部エピトープに対するポリクローナル免疫血清と共に、
ブロットをインキュベートした。AAV変種に対するCETP抗体の結合を、HRP結合抗ウサギIg
G抗体を用いて検出した(図32)。
【０４４４】
　データから、新たなキャプシド変種Δ566-575(I-570)、I-534、I-573、I-261、およびI
-328に関して、CETPエピトープがこの抗体によって認識されることが実証され、エピトー
プがキャプシドの表面に位置することが判明する。AAV変種AAV-TP10はこの抗体により認
識されないため、CETP抗体とAAVキャプシドは非特異的に交差反応しない。したがって、I
-261、I-573、I-534、および置換Δ566-575による挿入は、本発明のすべての局面に関し
てさらなる好ましい挿入部位である。
【０４４５】
　異なるAAV血清型または異なるパルボウイルスの対応する挿入部位は、I-453およびI-58
7について示した通りに図1から得ることができる。
【０４４６】
参考文献(参照により本明細書に組み入れられる)
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摘要(译)

要解决的问题：提供一种鉴定能够特异性结合抗原结合物的细小病毒突
变结构蛋白的方法。解决方案：鉴定细小病毒突变结构蛋白的筛选方法
包括以下步骤：（a）提供细小病毒文库表达至少一种突变的细小病毒结
构蛋白的病毒体，（b）提供抗原的结合物，（c）选择至少一种特异性
结合粘附剂的细小病毒病毒粒子，和（d）鉴定（i）细小病毒突变的结构
蛋白或a其突变部分，或（ii）编码步骤c）中选择的细小病毒病毒体的细
小病毒突变结构蛋白的基​​因或其突变部分。所选图：无

https://worldwide.espacenet.com/patent/search/family/038860997/publication/JP2018109636A?q=JP2018109636A

