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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　条件付き複製レトロウイルスベクターであって、
　（ａ）野生型レトロウイルスの複製に不利に作用する異種配列であって、該異種配列は
、（ｉ）リボザイム、（ｉｉ）１つ、２つ若しくは複数のリボザイムを含むリボザイムカ
セット、または（ｉｉｉ）１つ以上のアンチセンス分子を含むウイルス複製阻害またはパ
ッケージング阻害配列を含む、異種配列、
　（ｂ）ｒｅｖ応答性エレメント（ｒｒｅ）配列、
　（ｃ）パッケージングシグナル（「ψ」または「プサイ」シグナル）、
を含み、且つ
　（ｄ）任意のレトロウイルス機能性蛋白質を転写または翻訳する配列を欠如し、
　該レトロウイルスベクターは、該野生型レトロウイルスよりも選択的に複製されるか、
あるいは選択的にパッケージング（エンキャプシデーション）される、条件付き複製レト
ロウイルスベクター。
【請求項２】
　該レトロウイルスベクターが、野生型レトロウイルスとの相補により宿主細胞内で複製
する、請求項１記載の条件付き複製レトロウイルスベクター。
【請求項３】
　該異種配列のＲＮＡまたは蛋白質産物が、野生型レトロウイルスの複製またはパッケー
ジングを阻害するか、あるいは野生型レトロウイルスの複製またはパッケージングに対し
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て、条件付き複製レトロウイルスベクターが選択的に複製されるか、あるいは選択的にパ
ッケージングされるようにする、請求項１または２記載の条件付き複製レトロウイルスベ
クター。
【請求項４】
　該条件付き複製レトロウイルスベクターが、異なるレトロウイルスに由来する配列を含
むキメラベクターである、請求項１～３のいずれか１項記載の条件付き複製レトロウイル
スベクター。
【請求項５】
　該ベクターが、スプーマウイルス亜科、スプーマウイルス属、レンチウイルス亜科、お
よびレンチウイルス属からなる群より選択される属または亜科のウイルスに由来する、請
求項４記載の条件付き複製レトロウイルスベクター。
【請求項６】
　該異種配列が、野生型レトロウイルスまたは野生型ヒト免疫不全ウイルスの複製を阻害
するか、またはそのパッケージング（エンキャプシデーション）を阻害する核酸または蛋
白質をコードする、請求項１記載の条件付き複製レトロウイルスベクター。
【請求項７】
　該野生型レトロウイルスが、ＲＮＡ転写、ｔＲＮＡプライマー結合、二量化および／ま
たはパッケージングに必要な配列を含む、請求項２記載の条件付き複製レトロウイルスベ
クター。
【請求項８】
　該ウイルス複製阻害またはパッケージング阻害配列が、アンチセンス配列またはリボザ
イムをコードする配列を含む、請求項１記載の条件付き複製レトロウイルスベクター。
【請求項９】
　該異種配列が、以下の核酸配列を含む少なくとも１つの核酸をさらに含む、請求項１～
８のいずれか１項記載の条件付き複製レトロウイルスベクター：
　（ａ）レトロウイルスの野生型株に感染し、該条件付き複製レトロウイルスベクターを
含まない細胞よりも、条件付き複製レトロウイルスベクターを含む宿主細胞を選択的に生
存させる、核酸配列、あるいは
　（ｂ）該野生型レトロウイルス株よりも該条件付き複製レトロウイルスベクターが選択
的に複製されるか、あるいは選択的にパッケージングされるようにする、核酸配列。
【請求項１０】
　該異種核酸配列が、（ａ）多剤耐性を付与するか、変異プロテアーゼをコードするか、
または変異逆転写酵素をコードするか、あるいは（ｂ）エンハンサーを含んでいてもよい
プロモーターを含み、該プロモーターは、該野生型レトロウイルス株中に存在するプロモ
ーターよりも優位に該宿主細胞内で活性化される、請求項９記載の条件付き複製レトロウ
イルスベクター。
【請求項１１】
　該異種核酸配列が、（ａ）多剤耐性を付与し、且つ該条件付き複製レトロウイルスベク
ターが薬剤とともに使用されるか、あるいは（ｂ）該宿主細胞内で優先的に活性化される
、エンハンサーを含んでいてもよいプロモーターを含み、且つ該条件付き複製レトロウイ
ルスベクターがサイトカインとともに使用される、請求項１０記載の条件付き複製レトロ
ウイルスベクター。
【請求項１２】
　該ベクターがＨＩＶあるいはスプーマウイルス亜科、スプーマウイルス属、レンチウイ
ルス亜科、およびレンチウイルス属からなる群より選択される属または亜科のウイルスに
由来する配列を含むキメラベクターである、請求項１～１１のいずれか１項記載の条件付
き複製レトロウイルスベクター。
【請求項１３】
　該ベクターがＨＩＶ－１およびＨＩＶ－２由来の配列を含むキメラベクターであるか、
あるいはＨＩＶ－１またはＨＩＶ－２である、請求項１２記載の条件付き複製レトロウイ
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ルスベクター。
【請求項１４】
　該宿主細胞が、造血幹細胞、線維芽細胞、上皮細胞、血液または血管細胞、呼吸器系由
来の細胞、消化器系由来の細胞、泌尿器系由来の細胞、神経系由来の細胞、皮膚系由来の
細胞、および抗原提示細胞、並びにリンパ球、マクロファージ、および星状膠細胞からな
る群より選択される、請求項２、９、１０または１１記載の条件付き複製レトロウイルス
ベクター。
【請求項１５】
　該宿主細胞がリンパ球、マクロファージ、星状膠細胞、造血幹細胞、線維芽細胞、上皮
細胞、血液または血管細胞、呼吸器系由来の細胞、消化器系由来の細胞、泌尿器系由来の
細胞、神経系由来の細胞、皮膚系由来の細胞、および抗原提示細胞からなる群より選択さ
れる、請求項１～１３のいずれか１項記載の条件付き複製レトロウイルスベクターを含む
宿主細胞。
【請求項１６】
　該ベクターが、ヒト免疫不全ウイルス由来であり、且つ該異種配列が抗Ｔａｔリボザイ
ムカセットまたはアンチセンス配列を含む、請求項１記載の条件付き複製レトロウイルス
ベクター。
【請求項１７】
　該野生型レトロウイルスがＥｎｖ、Ｇａｇ、Ｐｏｌおよび／またはＮｅｆ蛋白質をコー
ドする、請求項２記載の条件付き複製レトロウイルスベクター。
【請求項１８】
　該宿主細胞がＥｎｖ、Ｇａｇ、Ｐｏｌおよび／またはＮｅｆ蛋白質をコードする配列を
含む、請求項２、９、１０、１１または１３記載の条件付き複製レトロウイルスベクター
。
【請求項１９】
　そのための担体と組合わせられた、請求項１～１４、または１６～１８のいずれか１項
記載の条件付き複製レトロウイルスベクター。
【請求項２０】
　宿主細胞の形質転換のための、請求項１～１４、または１６～１８のいずれか１項記載
の条件付き複製レトロウイルスベクターの使用。
【請求項２１】
　該形質転換が、エレクトロポレーション、形質導入、接合またはトリペアレンタルメイ
ティング、トランスフェクション、感染、カチオン脂質を用いる膜融合、ＤＮＡでコーテ
ィングしたマイクロプロジェクタイルを用いる高速発砲、リン酸カルシウム－ＤＮＡ沈殿
物とのインキュベーション、あるいは単一細胞への直接マイクロインジェクションによる
、請求項２０に記載の条件付き複製レトロウイルスベクターの使用。
【請求項２２】
　条件付き複製レトロウイルスベクターであって、　
　（ａ）条件付き複製レンチウイルスゲノムをコードする核酸、及び野生型レトロウイル
スの複製に不利に作用する異種配列であって、（ｉ）リボザイム、（ｉｉ）１つ、２つ若
しくは複数のリボザイムを含むリボザイムカセット、または（ｉｉｉ）１つ以上のアンチ
センス分子を含むウイルス複製阻害またはエンキャプシデーション阻害配列を含む異種配
列、
　（ｂ）ｒｅｖ応答性エレメント（ｒｒｅ）配列、及び
　（ｃ）パッケージングシグナル（「ψ」または「プサイ」シグナル）、を含み、且つ
　（ｄ）任意のレンチウイルス機能性蛋白質を転写または翻訳する配列を欠如し、
　該異種配列の産物は、条件付き複製レンチウイルスゲノムの複製を阻害せず、
　該異種配列の産物は、レトロウイルス野生型ウイルスの複製またはエンキャプシデーシ
ョンを阻害するか、又は野生型ウイルスゲノムの複製またはエンキャプシデーションより
も、条件付き複製レトロウイルスベクターのレンチウイルスゲノムが選択的に複製される
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か、あるいは選択的にエンキャプシデーションされるようにする、ベクター。
【請求項２３】
　条件付き複製レンチウイルスゲノムがレトロウイルス５’ロングターミナルリピート（
ＬＴＲ）及び３’ＬＴＲを含み、且つベクター５’ＬＴＲが該異種配列の転写活性を制御
する、請求項２２記載の条件付き複製レトロウイルスベクター。
【請求項２４】
　請求項２２記載の条件付き複製レトロウイルスベクターであって、
　条件付き複製レンチウイルスゲノムが、（ａ）レトロウイルス由来の５’及び３’ロン
グターミナルリピート（ＬＴＲ）をさらに含み、５’ＬＴＲが、レトロウイルスに由来し
ない配列を含むように改変されており、それにより該改変５’ＬＴＲによる該異種配列の
発現の制御が、未改変ＬＴＲによる発現の制御とは異なり、該異種配列が、改変５’ＬＴ
Ｒによるその発現の制御を可能にするように、改変５’ＬＴＲの３’に機能可能に連結さ
れており、
　該３’ＬＴＲは、該異種配列の下流にある、ベクター。
【請求項２５】
　請求項１～１４、または１６～１８、あるいは２２～２４のいずれか１項記載の条件付
き複製レトロウイルスベクターの作製方法であって、
　（ａ）野生型レトロウイルスとの相補により宿主細胞内で複製する開始ベクターを取得
すること、並びに
　（ｂ）該野生型レトロウイルスの複製またはパッケージング（エンキャプシデーション
）に不利に作用する少なくとも第１の核酸配列を該開始ベクター中に組み込むこと、
を含む、方法。
【請求項２６】
　少なくとも１つのＮが変異している、配列番号１４に相当するＤＮＡ配列、または該Ｄ
ＮＡ配列によりコードされるＲＮＡ配列を、該ベクターに導入することを含む、請求項２
５に記載の方法。
【請求項２７】
　工程（ｂ）が、
　（ｉ）配列番号３および配列番号４からなる群より選択されるＤＮＡ配列、または該Ｄ
ＮＡ配列によってコードされるＲＮＡ配列を開始ベクター中に組み込むこと、および
　（ｉｉ）少なくとも１つのＮが変異した配列番号１４のＤＮＡ配列、または該ＤＮＡ配
列によってコードされるＲＮＡ配列を含むように開始ベクターを修飾すること、
を含む、請求項２５記載の方法。
【請求項２８】
　工程（ｂ）が、
　（ｉ）配列番号３のＤＮＡ配列、または該ＤＮＡ配列によってコードされるＲＮＡ配列
を開始ベクター中に組み込むこと、および
　（ｉｉ）配列番号２、５および１５からなる群より選択されるＤＮＡ配列、または該Ｄ
ＮＡ配列によってコードされるＲＮＡ配列を含むように開始ベクターを修飾すること、を
含む、請求項２７記載の方法。
【請求項２９】
　工程（ｂ）が、
　（ｉ）配列番号４のＤＮＡ配列、または該ＤＮＡ配列によってコードされるＲＮＡ配列
を開始ベクター中に組み込むこと、および
　（ｉｉ）配列番号２、６および１６からなる群より選択されるＤＮＡ配列、または該Ｄ
ＮＡ配列によってコードされるＲＮＡ配列を含むように開始ベクターを修飾すること、を
含む、請求項２７記載の方法。
【請求項３０】
　配列番号１４に相当する該核酸配列が、配列番号２、５、６、１５および１６からなる
群より選択されるＤＮＡ配列、または該ＤＮＡ配列によってコードされるＲＮＡ配列であ
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る、請求項２６記載の方法。
【請求項３１】
　野生型レトロウイルスに感染しているか、または感染する危険性がある細胞内で感染性
の複製可能な野生型レトロウイルスの複製を阻害するための組成物であって、請求項１～
１４、１６～１８、あるいは２２～２４記載の条件付き複製レトロウイルスベクターを含
む、組成物。
【請求項３２】
　該組成物が医薬組成物であるか、または送達ビヒクルを含む、請求項３１記載の組成物
。
【請求項３３】
　該野生型レトロウイルスがＨＩＶである、請求項３１記載の組成物。
【請求項３４】
　該ＨＩＶが、ＨＩＶ－１またはＨＩＶ－２である、請求項３３記載の組成物。
【請求項３５】
　該レトロウイルスベクターがＨＩＶ－１およびＨＩＶ－２に由来する配列を含み、且つ
／或いは該ベクターが、感染性ウイルス粒子中にパッケージングされているか、またはリ
ポソーム中に、若しくはアジュバントとともに処方されている、請求項３１記載の組成物
。
【請求項３６】
　エキソビボ（ｅｘ ｖｉｖｏ）またはインビトロ（ｉｎ ｖｉｔｒｏ）での使用のために
処方またはパッケージングされている、請求項３１記載の組成物。
【請求項３７】
　インビボ（ｉｎ ｖｉｖｏ）での使用のために処方またはパッケージングされている、
請求項３６記載の組成物。
【請求項３８】
　インビトロ（ｉｎ ｖｉｔｒｏ）またはエキソビボ（ｅｘ ｖｉｖｏ）において細胞内で
異種遺伝子を発現させる方法であって、
　（ａ）請求項１～１４、１６～１８、あるいは２２～２４のいずれか１項記載の条件付
き複製レトロウイルスベクターに細胞を接触させ、且つ形質転換、形質導入、トランスフ
ェクトまたは感染させることであって、該条件付き複製レトロウイルスベクターが、発現
されるべき少なくとも１つの異種遺伝子をさらに含む、こと；
　（ｂ）該異種遺伝子の産物を該細胞内で発現させることを含む方法。
【請求項３９】
　工程（ａ）が、野生型レトロウイルスに該細胞を接触させることをさらに含む、請求項
３８記載の方法。
【請求項４０】
　工程（ｂ）が、該細胞内で該条件付き複製レトロウイルスベクターから複製されるベク
ターに感染した細胞内で該異種遺伝子を発現させることをさらに含み、且つ／または該細
胞内で該異種遺伝子を発現させることにより、該細胞内で該レトロウイルスの野生型株の
複製が阻害される、請求項３８又は３９記載の方法。
【請求項４１】
　条件付き複製レトロウイルスベクターと、野生型レトロウイルスとの間の遺伝子組換え
が、該異種遺伝子の存在により低減する、請求項４０記載の方法。
【請求項４２】
　該細胞が、造血幹細胞、線維芽細胞、上皮細胞、血液または血管細胞、呼吸器系由来の
細胞、消化器系由来の細胞、泌尿器系由来の細胞、神経系由来の細胞、皮膚系由来の細胞
、および抗原提示細胞からなる群より選択される、請求項３８～４１のいずれか１項記載
の方法。
【請求項４３】
　該細胞がリンパ球、マクロファージおよび星状膠細胞からなる群より選択される、請求
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項４２記載の方法。
【請求項４４】
　請求項３８に記載の方法に従って細胞内に異種遺伝子を発現させ、該細胞を薬剤／因子
に接触させ、該薬剤／因子と該異種遺伝子の産物との間の相互作用を検出することを含む
、該異種遺伝子産物と相互作用する薬物／因子のスクリーニング方法。
【請求項４５】
　蛋白質と相互作用する薬剤／因子をスクリーニングする方法であって、
　（ａ）該蛋白質を発現する請求項１～１４、または１６～１８、および２２～２４のい
ずれか１項記載のレトロウイルスベクターを含む細胞に、薬剤／因子を接触させること、
および
　（ｂ）該薬剤／因子と該蛋白質との間の１以上の相互作用を検出することを含む方法。
【請求項４６】
　野生型レトロウイルスの細胞内での複製を阻害するための組成物の製造における、請求
項１～１４、または１６～１８、及び２２～２４のいずれか１項記載のベクターの使用。
【請求項４７】
　該組成物が医薬または医薬組成物である、請求項４６記載の使用。
【請求項４８】
　請求項１５記載の宿主細胞を含む細胞株。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本願は、１９９５年１１月２８日に出願され、その後仮特許出願に変更された米国特許
出願第08/563,459号に基づく優先権を主張するものであり、ここで言及することによって
そのすべてが組み込まれる。
【０００２】
発明の技術分野
　本発明は、条件付きで複製するウイルスベクター、そのようなベクターの作製、修飾、
増殖および選択的パッケージング方法、そのようなベクターに適した特定の核酸およびア
ミノ酸配列を有する単離された分子、そのようなベクターを含む医薬組成物および宿主細
胞、並びにそのようなベクターおよび宿主細胞の使用方法に関する。
【背景技術】
【０００３】
発明の背景
　後天性免疫不全症候群（ＡＩＤＳ）の原因としてのヒト免疫不全ウイルス（ＨＩＶ）の
発見は、このウイルスの感染サイクルの根元的メカニズムおよびこのウイルスの病原につ
いての過度の研究を助長している。このようなメカニズムに関する研究は、研究者らに、
ＨＩＶだけでなく他のウイルスに対しても同様に有効な抗ウイルス剤の開発のためのター
ゲットを、絶えず数を増やしながら提供している。これらの抗ウイルス剤、特にＨＩＶに
対するものは、その作用機序によってグループに分類することができる。そのようなグル
ープには、逆転写酵素阻害剤、ウイルスの細胞への侵入の競合物およびプロテアーゼ阻害
剤、さらに、ここでは「遺伝的抗ウイルス剤」と称するより最近のグループが含まれる。
【０００４】
　一般に、各種の抗ウイルス剤はそれぞれ固有の利点と制限を有しており、特定の治療状
況の緊急性に基づいて評価されなければならない。ジドブジン（３’－アジド－３’－デ
オキシチミジン、ＡＺＴとしても知られる）、プロテアーゼ阻害剤等のような抗ウイルス
剤は、患者の身体の細胞に比較的容易に送達することができ、広く研究されている。ウイ
ルスの感染サイクル中にある特定の因子をターゲッティングすると、そのような薬剤はＨ
ＩＶに対してあまり有効ではないことが分かっている。これは、第一には、ＨＩＶの系統
が急速に変化し、単一の効果の位置を有する薬剤に対して耐性になるという事実による（
非特許文献１）。したがって、ＨＩＶゲノムにおける遺伝的変異（variation ）と急速な
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突然変異（mutation）の問題は、ＨＩＶ感染を治療するための新たな抗ウイルス戦略を考
えることを強いている。このような考え方に沿えば、遺伝的抗ウイルス剤は、細胞内で、
多くの異なるレベルで働くので魅力的である。
【０００５】
　遺伝的抗ウイルス剤は、それらがウイルス感染から防御する標的細胞に分子的要素とし
て導入されるという点で他の治療剤とは異なる（非特許文献２－３）。遺伝的抗ウイルス
剤はいかなる遺伝的配列であってもよく、アンチセンス分子、ＲＮＡデコイ、トランスド
ミナント変異体、インターフェロン、毒素、免疫原およびリボザイムが含まれるが、それ
らに限定されない。特にリボザイムは、ＨＩＶ　ＲＮＡを含む標的ＲＮＡを配列特異的な
やり方で切断する遺伝的抗ウイルス剤である。リボザイムを介した標的ＲＮＡの切断の特
異性は、ＨＩＶ複製を含めたウイルス複製の治療的阻害剤としての、リボザイムの可能性
のある使用を示唆する。ハンマーヘッドおよびヘアピン状のリボザイムのように、さまざ
まなタイプのリボザイムを抗ＨＩＶ戦略において使用することができる（例えば、特許文
献１－５）。ハンマーヘッドおよびヘアピンリボザイムはどちらも、ＧＵＣ配列を含むい
かなる標的ＲＮＡも切断するのに操作することができる（非特許文献４－７）。一般的に
いって、ハンマーヘッドリボザイムは２種類の機能ドメイン、すなわち２つのハイブリダ
イゼーションドメインにフランキングされる保存された触媒ドメインを有する。ハイブリ
ダイゼーションドメインは、ＧＵＣ配列の周りの配列に結合し、触媒ドメインはＲＮＡ標
的３’がＧＵＣ配列となるように切断する（非特許文献４、５、７）。
【０００６】
　組織培養細胞におけるＨＩＶの増殖を阻害するのに、リボザイムが少なくとも部分的に
有効であることが、多くの研究により確認されている（例えば、非特許文献８－１４）。
特に、Sarverら（非特許文献８）は、ＨＩＶ gag遺伝子の転写領域内で切断するようにデ
ザインされたハンマーヘッドリボザイム、すなわち抗－gag リボザイムがインビトロでＨ
ＩＶ gag　ＲＮＡを特異的に切断し得ることを実証した。さらに、抗－gag リボザイムを
発現する細胞株をＨＩＶ－１で攻撃すると、５０～１００倍のＨＩＶ複製阻害が観察され
た。同様に、Weerasinghe ら（非特許文献１４）は、ＨＩＶ－１　ＲＮＡのＵ５配列内で
切断するようにデザインされたリボザイムをコードするレトロウイルスベクターが、それ
を形質導入した細胞に、それに続くＨＩＶの攻撃に対してＨＩＶ耐性を付与することを示
した。リボザイム発現を駆動するのに用いられるプロモーター系で測定すると、形質導入
された細胞の異なるクローンは攻撃に対して異なるレベルの耐性を示したが、リボザイム
発現細胞株のほとんどは、培養中に限られた時間の後、ＨＩＶの発現に負けた。
【０００７】
　nef 遺伝子（それは組織培養中でのウイルス複製に不可欠ではない）中にリボザイムが
導入されたプロウイルスを組織培養細胞に形質導入することにより、野生型プロウイルス
を形質導入された細胞と比較して、形質導入された細胞内で、ウイルス複製が１００倍阻
害されることが分かっている（例えば、非特許文献１０、１１）。同様に、Ｕ５ヘアピン
リボザイムを含むベクターを形質導入され、ＨＩＶで攻撃されたＴ細胞において、ヘアピ
ンリボザイムはＨＩＶ複製を阻害することが分かっている（非特許文献１２）。他の研究
により、ｔＲＮＡプロモーターから発現するリボザイムを含むベクターもまた、種々のＨ
ＩＶの系統を阻害することが分かっている（非特許文献１３）。
【０００８】
　ＨＩＶ感染の細胞のターゲット（例えば、ＣＤ４＋Ｔ細胞および単球マクロファージ）
に対するリボザイムまたは他の遺伝的抗ウイルス剤の送達が、エイズの有効な遺伝的治療
処置にとって主要なハードルとなっている。造血系（すなわち、ＨＩＶ感染の初期ターゲ
ット）の細胞をターゲッティングするための現在のアプローチは、分化の際に成熟Ｔ細胞
を生じる前駆多機能幹細胞、あるいはまた、成熟ＣＤ４＋Ｔリンパ球自身への治療遺伝子
の導入を要する。しかしながら、幹細胞をインビトロで培養し、形質導入することは困難
なので、該細胞のターゲッティングは問題がある。循環Ｔリンパ球は非常に広く散らばっ
ているので、現在のベクター送達系を用いてはすべての標的細胞に到達させるのが困難で
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あり、それ故、これらの細胞のターゲッティングもまた問題がある。さらに、マクロファ
ージはウイルスが他の器官に拡がるための主要な貯蔵器であるから、それを細胞のターゲ
ットとして考慮する必要がある。しかしながら、マクロファージは最終分化しており、そ
れ故細胞分裂をしないので、それらはよく使用されるベクターで容易に形質導入されない
。
【０００９】
　したがって、ＨＩＶ治療に対する現在の有力なアプローチは、複製欠損ウイルスベクタ
ーとパッケージング（すなわち「ヘルパー」）細胞株（例えば、非特許文献１５－２０）
を使用して、（ＨＩＶ感染のような）ウイルス感染に鋭敏な細胞に、ウイルス複製を特異
的に妨害するか、あるいは感染細胞の死を引き起こす外来遺伝子を導入することである（
非特許文献１５に総説）。そのような複製欠損ウイルスベクターは、目的の外来遺伝子に
加えて、ウイルス複製には必要であるが、必須のウイルス蛋白質をコードする配列ではな
いシス活性化配列を含む。その結果、そのようなベクターはウイルス複製サイクルを完遂
することができず、それを増殖させるために、ゲノム内にウイルス遺伝子を含みそれを構
成的に発現するヘルパー細胞株が使用される。複製欠損ウイルスベクターをヘルパー細胞
株に導入した後、ウイルス粒子の形成に必要な蛋白質が該ベクターにトランスに供給され
、該蛋白質は、細胞をターゲッティングし且つそこでウイルス複製を妨害するかウイルス
感染細胞に死を引き起こす遺伝子を発現することができるウイルス粒子の産生を指示する
。
【００１０】
　このような複製欠損レトロウイルスベクターとしては、アデノウイルスおよびアデノ随
伴ウイルス、さらにはＨＩＶ遺伝子治療の臨床試験で使用されるレトロウイルスベクター
が挙げられ、特にMoloney ネズミ白血病ウイルス（ＭｕＬＶ）として知られるマウスアン
フォトロピックレトロウイルスベクターが挙げられる。これらの欠損ウイルスベクターは
、ＣＤ４＋細胞に抗ＨＩＶリボザイムのような遺伝的抗ウイルス剤を形質導入するのに使
用されているが、成功の度合いはまちまちである（非特許文献８、１１－１４）。しかし
ながら、これらのベクターは、ＨＩＶの遺伝子治療への適用が固有に制限される。例えば
、形質導入頻度が高いことがＨＩＶの治療において特に重要であり、ここでベクターは稀
少なＣＤ３４＋前造血幹細胞または広く散らばった標的ＣＤ４＋Ｔ細胞のいずれかに形質
導入しなければならないが、そのほとんどは病気の臨床上の「潜伏」期の間にすでにＨＩ
Ｖに感染している。しかしながら、ＭｕＬＶベクターは高力価を得ることが難しく、それ
故、結果として十分な形質導入が得られない。さらに、ＣＤ３４＋前造血幹細胞では、特
に成熟Ｔリンパ球に分化した後では、形質導入されたＤＮＡの長期発現が得られていない
。さらに、欠損ウイルスベクターの使用は、生体外での遺伝子導入戦略（例えば、特許文
献６）を必要とするが、それは高価で一般市民の負担できる限度を越える可能性がある。
【００１１】
　エイズの遺伝子治療的処置に現在利用できるベクターの使用に伴うこれらの欠点のため
に、研究者らは新たなウイルスベクターを探し出そうとしている。そのようなベクターの
１つはＨＩＶ自身である。ＨＩＶベクターは感染能の研究（非特許文献２１）およびＣＤ
４＋細胞、特にＣＤ４＋ＨＩＶ感染細胞への遺伝子（例えば自殺遺伝子）の導入に使用さ
れている（例えば、非特許文献２２－２５）。これらの研究戦略は、ＨＩＶベクターをＣ
Ｄ４＋Ｔ細胞および単球細胞への遺伝子導入に使用するというものである。しかしながら
、現在までのところ、これらのベクターはきわめて複雑である。さらに、これらのベクタ
ーの使用は、細胞内での組換えにより野生型のＨＩＶを生じる危険を伴う。欠損ベクター
配列とヘルパーウイルスの共トランスフェクション／共感染の結果、ウイルスゲノムの相
同領域間で組換えが起こることが観察されている（非特許文献２６）。観察されるインビ
トロでの相補は、同様の複製欠損ＨＩＶベクターがインビボでも組換わり得るので、すで
に存在するＨＩＶ感染を悪化させるかもしれないことを示している。レトロウイルスは２
つのＲＮＡゲノムを１つのビリオン中にパッケージングするという事実から、研究者らは
、レトロウイルスは相補および／または組換えによって起こるいかなる遺伝的欠損も回避
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するために、２つのウイルスＲＮＡを担持していると提唱している（非特許文献２６）。
【００１２】
　細胞内での組換え、それにより結果的に野生型ＨＩＶを生じる危険に加えて、ＨＩＶベ
クターは、該ウイルスベクターの病原性を増大させるインビボでの突然変異という付随的
な危険を有する。このことからSarverら（非特許文献２７）は、複製能力はあるが病原性
のない第二世代組換えＨＩＶベクターの開発について思索した。そのようなベクターは、
広く用いられている非複製ベクター（すなわち、複製欠損ベクター）と比較して、患者の
体内で複製し続け、そうして絶えず野生型ＨＩＶと拮抗するようにする。しかしながら、
ここまでではそのようなベクターは利用できない。
【００１３】
　理想的には、感染した個体を処置する最良の機会は接種された時点、すなわちウイルス
が宿主に感染すらする前である。しかしながら、個体の多くは、病気の臨床上の潜伏期に
なって初めてＨＩＶに感染したことに気づくので、これを達成することは困難である。こ
れに基づけば、抗ウイルス的妨害を最も必要とする段階は臨床上の潜伏期間である。この
段階での治療は、ウイルスゲノムを担持するすでに感染した多数のＣＤ４＋リンパ球によ
って提示される攻撃に立ち向かうことを必要とする。ＨＩＶが不治のままであり、現在利
用できる治療では不十分な処置しかできないという事実によって証明されるように、これ
は平凡な攻撃ではない。有効なワクチンは未だ出現せず、また、逆転写酵素やプロテアー
ゼの阻害剤は、組織培養においてはＨＩＶ複製を防ぐことが示されているが、インビボで
はウイルスが抵抗性を生じるために治療に失敗している。したがって、ＨＩＶの遺伝子治
療は、２０００年までに４０００万人以上に達すると予想されるＨＩＶ感染個体の大多数
について、ほとんど恩恵を与えていないだろう。
【００１４】
　上記の点を考慮すると、特にエイズや癌において、例えば、ある特定の病原体、特にウ
イルスに対する長期間のおよび永続性の免疫学的応答を生じることも、ますます重大にな
るだろう。複製能力はあるが病原性のないウイルスを使用した生弱毒化（ＬＡ）ワクチン
が考慮されている（非特許文献２８、２９）。しかしながら、対応する野生型ウイルスと
は１つ以上の遺伝子に欠失があることで異なる、そのような非病原性ウイルスは、(i) 抗
原が持続しないので（ＬＡウイルスは効率よく複製しないので）、防御的な免疫応答を誘
導しないか、(ii)幼動物モデルにおいてＬＡウイルスが病気を引き起こす能力があること
で立証されるように（非特許文献３０）、ＬＡウイルスは複製するが、他の病原性を有す
る可能性があるかのいずれかである。
【特許文献１】米国特許第5,144,019号
【特許文献２】米国特許第5,180,818号
【特許文献３】米国特許第5,272,262号
【特許文献４】国際公開第WO 94/01549号パンフレット
【特許文献５】国際公開第WO 93/23569号パンフレット
【特許文献６】米国特許第5,399,346号
【非特許文献１】Richman, AIDS Res. and Hum. Retrovir., 8, 1065-1071 (1992)
【非特許文献２】Baltimore,Nature, 325, 395-396 (1988)
【非特許文献３】Dropulic'ら，Hum. Gene Ther., 5, 927-939 (1994)
【非特許文献４】Haseloffら，Nature, 334, 585-591 (1988)
【非特許文献５】Uhlenbeck,Nature, 334, 585 (1987)
【非特許文献６】Hampelら，Nuc. Acids Res., 18, 299-304 (1990)
【非特許文献７】Symons, Ann. Rev. Biochem., 61, 641-671 (1992)
【非特許文献８】Sarverら，Science, 247, 1222-1225 (1990)
【非特許文献９】Sarverら，NIH Res., 5, 63-67 (1993a)
【非特許文献１０】Dropulicら，J. Virol., 66, 1432-1441 (1992)
【非特許文献１１】Dropulicら，Methods: Comp. Meth. Enzymol., 5, 43-49 (1993)
【非特許文献１２】Ojwangら，PNAS, 89, 10802-10806 (1992)
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【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【００１５】
　前記の理由により、特にエイズおよび癌において、ウイルス感染の予防および治療的処
置の代替のモダリティーが依然として必要である。本発明は、条件付きで複製するベクタ
ーを提供することによって、そのような代替の方法を提供するものである。本発明はまた
、そのようなベクターを使用することができるさらなる方法を提供する。本発明のこれら
の、そして他の目的および本発明の利点、並びに本発明の付加的な特徴は、後記の詳細な
説明から明確になるであろう。
【課題を解決するための手段】
【００１６】
発明の簡単な要約
　本発明は、そのベクターの複製を許容する宿主細胞内でのみ複製する能力を有すること
を特徴とする条件付き複製ウイルスベクターを提供する。
【００１７】
　一実施態様において、該条件付き複製ウイルスベクターは、その存在、転写または翻訳
が、複製を許容する宿主細胞内で、該ベクターが由来するウイルスに対応する野生株ウイ
ルスよりも該ベクターに選択的に優位性を与える、少なくとも１つの核酸配列を含む。
【００１８】
　条件付き複製ウイルスベクターの別の態様において、好ましくはレトロウイルスである
該ベクターは、その存在、転写または翻訳が、該ベクターに感染した宿主細胞に、該ベク
ターが由来するウイルスに対応する野生株のウイルスに感染した細胞よりも選択的に優位
性を与える、少なくとも１つの核酸配列を含む。
【００１９】
　また、本発明により、条件付き複製ウイルスベクターおよび医薬上許容される担体を含
む医薬組成物が提供される。さらに、条件付き複製ウイルスベクターを含む宿主細胞も提
供される。また、ＤＮＡであれば、配列番号２、３、４、５、６、１４、少なくとも１つ
のＮは変異している、１５および１６からなる群より選択されるヌクレオチド配列を含み
、ＲＮＡであれば、配列番号２、３、４、５、６、１４、少なくとも１つのＮは変異して
いる、１５および１６からなる群より選択されるヌクレオチド配列によってコードされる
ヌクレオチド配列を含むベクターが、以下に示される通り、単離および精製された分子で
あるように提供される。同様に、リボザイムを有するベクターの生産方法、ベクターの修
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飾方法、並びにパッケージング細胞株なしに条件付き複製ベクターを増殖させ、選択的に
パッケージングする方法が提供される。
【００２０】
　本発明のさらに別の態様において、ウイルス感染について宿主細胞を治療的および予防
的に処置する方法が提供される。そのような方法は、さらにヘルパー発現ベクター、細胞
毒性のある薬剤、蛋白質／因子またはプロテアーゼ阻害剤／逆転写酵素阻害剤を適宜使用
してもよい。
【００２１】
　さらにまた、別の態様においては、薬剤／因子と蛋白質間の相互作用を検出するための
条件付き複製ベクターを含む宿主細胞の使用方法が提供される。そのような方法により、
蛋白質の特性解析および所定の蛋白質に対する活性に関する薬剤／因子のスクリーニング
が可能となる。
【発明を実施するための最良の形態】
【００２２】
好ましい態様の説明
　本発明は、野生株ウイルスの複製を阻害する方法を提供する。該方法は、野生株ウイル
スに感染し得る宿主、好ましくはそのような野生株ウイルスに実際に感染した宿主に、ベ
クター（すなわち、非病原性の条件付き複製（ｃｒ）ベクター）の複製を許容する宿主内
でのみ増殖するベクターを接触させることを含む。
【００２３】
　以下にさらに記載されるように、該方法の特別の目的は、そのような非病原性の条件付
き複製ベクターを有する宿主内での拮抗的感染を確立することである。一般に、本発明の
条件付き複製ベクターは、野生型ウイルスと比較して、条件付き複製ベクターに複製に関
する選択的な利点と幅を与える少なくとも１つの核酸配列、および／または野生型ウイル
スを含む宿主細胞と比較して、条件付き複製ベクターを含む宿主細胞にウイルス粒子の増
殖に関する選択的な利点を与える少なくとも１つの核酸配列を含む。
【００２４】
　本発明の好ましい態様においては、該ベクターはＨＩＶ配列を含み、ＨＩＶ感染の治療
に使用される。すなわち、該ベクターまたは該ベクターを含む宿主細胞は、(1) 子ビリオ
ンへのパッケージングに関して野生型ＨＩＶゲノムと比較して選択的な利点を有するｃｒ
ＨＩＶゲノムを提供する（すなわち、それらがどちらも存在する細胞内で）、および／ま
たは(2) 野生型ウイルスを産生する宿主細胞と比較すると、ｃｒＨＩＶビリオンの産生に
関して選択的な利点を有する、条件付き複製ベクター（ウイルス）を産生する宿主細胞を
提供する少なくとも１つの核酸配列を含む。（本発明はこれに限定されないが）１つの方
法は、野生型ＨＩＶゲノムを切断し得る１つ以上のリボザイムを有するｃｒＨＩＶゲノム
を供給することによって、パッケージングに関する選択的な利点を与えるというものであ
る。
【００２５】
野生型ウイルス
　本発明によれば、「ウイルス」とは、蛋白質と核酸からなり、宿主細胞の遺伝装置を用
いてウイルス核酸によって特定されるウイルス産物を生産する、感染性の病原体である。
「核酸」とは、一本鎖または二本鎖、直鎖状または環状で、最も好ましくは、ＤＮＡまた
はＲＮＡのポリマーに組み込まれ得る合成、非天然または修飾されたヌクレオチドを含む
ＤＮＡまたはＲＮＡのポリマーを指す。ＤＮＡポリヌクレオチドは、好ましくはゲノミッ
クまたはｃＤＮＡ配列より構成される。
【００２６】
　「野生株ウイルス」とは、以下に記載されるようないかなる人為的変異も含まない株、
即ち、自然界から単離され得るあらゆるウイルスである。あるいは、野生株は、研究室内
で培養されているが、他のいずれのウイルスの非存在下においても、なお自然界から単離
されるような子ゲノムまたはビリオンを産生し得るあらゆるウイルスである。例えば、以
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下の実施例に記載されるｐＮＬ４－３ＨＩＶ分子クローンは、国立衛生研究所(National 
Institutes of Health) 経由のＡＩＤＳリサーチ　アンド　リファレンス　リージェント
  プログラム  カタログ（Adachiら、J. Viol., 59, 284-291 (1986)も参照）より入手可
能な野生株である。
【００２７】
　一般に、本発明の方法は、好ましくはウイルス感染の結果生じるウイルス性疾患の処置
に使用される。望ましくは、ウイルス（および以下で論じるようにベクター）はＲＮＡウ
イルスであるが、ＤＮＡウイルスであってもよい。ＲＮＡウイルスは原核生物に感染し（
例えば、バクテリオファージ）、さらに、哺乳動物、特にヒトを含む多くの真核生物にも
感染する多様なグループである。少なくとも１つの科は遺伝的材料として二本鎖ＲＮＡを
有するが、たいていのＲＮＡウイルスはその遺伝的材料として一本鎖ＲＮＡを有する。Ｒ
ＮＡウイルスは３つの主要なグループ：プラス鎖ウイルス（すなわち、該ウイルスにより
導入されたゲノムは蛋白質に翻訳され、その脱蛋白質された核酸は感染を開始するのに十
分であるもの）、マイナス鎖ウイルス（すなわち、該ウイルスにより導入されたゲノムは
メッセージセンスに相補的で、翻訳が起こり得る前にビリオンに付随した酵素によって転
写されなければならないもの）および二本鎖ＲＮＡウイルスに分けられる。
【００２８】
　ここで用いられるように、ＲＮＡウイルスは、シンドビス様ウイルス（例えば、トガウ
イルス科、ブロモウイルス属、ククモウイルス属、トバモウイルス属、イラルウイルス属
、トブラウイルス属およびポテックスウイルス属）ピコルナウイルス様ウイルス（例えば
、ピコルナウイルス科、カリシウイルス科、コモウイルス属、ネポウイルス属およびポテ
ィウイルス属）、マイナス鎖ウイルス（例えば、パラミクソウイルス科、ラブドウイルス
科、オルトミクソウイルス科、ブニヤウイルス科およびアレナウイルス科）、二本鎖ウイ
ルス（例えば、レオウイルス科およびビルナウイルス科）、フラビウイルス様ウイルス（
例えば、フラビウイルス科およびペスチウイルス属、レトロウイルス様ウイルス（例えば
、レトロウイルス科）、コロナウイルス科およびノダウイルス科を含むがそれに限定され
ない他のウイルス群を包含する。
【００２９】
　本発明の好適なＲＮＡウイルスは、フラビウイルス科のウイルス、好ましくはフィロウ
イルス属のウイルス、特にマールブルグもしくはエボラウイルスである。好ましくは、フ
ラビウイルス科のウイルスはフラビウイルス属のウイルス、例えば、黄熱ウイルス、デン
グウイルス、西ナイルウイルス、セントルイス脳炎ウイルス、日本脳炎ウイルス、マレー
渓谷脳炎ウイルス、ロシオ（Rocio ）ウイルス、ダニ媒介性脳炎ウイルス等である。
【００３０】
　ピコルナウイルス科のウイルスもまた好適であり、Ａ型肝炎ウイルス（ＨＡＶ）、Ｂ型
肝炎ウイルス（ＨＢＶ）または非Ａ非Ｂ型肝炎ウイルスが好ましい。
【００３１】
　別の好適なＲＮＡウイルスは、レトロウイルス科のウイルス（すなわち、レトロウイル
ス）、特に、オンコウイルス亜科、スプーマウイルス亜科、スプーマウイルス属、レンチ
ウイルス亜科およびレンチウイルス属の属もしくは亜科のウイルスである。オンコウイル
ス亜科のＲＮＡウイルスは、望ましくはヒトＴリンパ球指向性ウイルス１または２型（す
なわち、ＨＴＬＶ－１またはＨＴＬＶ－２）またはウシ白血病ウイルス（ＢＬＶ）、トリ
白血病－肉腫ウイルス（例えば、ラウス肉腫ウイルス（ＲＳＶ）、トリ骨髄芽球症ウイル
ス（ＡＭＶ）、トリ赤芽球症ウイルス（ＡＥＶ）およびラウス随伴ウイルス（ＲＡＶ；Ｒ
ＡＶ－０～ＲＡＶ－５０））、哺乳動物のＣタイプウイルス（例えば、Moloney ネズミ白
血病ウイルス（ＭｕＬＶ）、Harveyネズミ肉腫ウイルス（ＨａＭＳＶ）、Abelson ネズミ
白血病ウイルス（Ａ－ＭｕＬＶ）、ＡＫＲ－ＭｕＬＶ、ネコ白血病ウイルス（ＦｅＬＶ）
、サル肉腫ウイルス、細網内皮症ウイルス（ＲＥＶ）、脾壊死ウイルス（ＳＮＶ））、Ｂ
タイプウイルス（例えば、マウス乳癌ウイルス（ＭＭＴＶ））およびＤタイプウイルス（
例えば、Mason-Pfizerモンキーウイルス（ＭＰＭＶ）および「ＳＡＩＤＳ」ウイルス）で
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ある。レンチウイルス亜科のＲＮＡウイルスは、望ましくはヒト免疫不全ウイルス１また
は２型（すなわち、ＨＩＶ－１またはＨＩＶ－２、ＨＩＶ－１は以前リンパ節症随伴ウイ
ルス３（ＨＴＬＶ－III ）および後天性免疫不全症候群（ＡＩＤＳ）関連ウイルス（ＡＲ
Ｖ）と呼ばれていた）、あるいは同定され、エイズまたはエイズ様疾患に付随する、ＨＩ
Ｖ－１またはＨＩＶ－２に関連した別のウイルスである。「ＨＩＶ」という頭字語または
「エイズウイルス」もしくは「ヒト免疫不全ウイルス」という術語は、ここではこれらの
ＨＩＶウイルス並びにＨＩＶ関連およびＨＩＶ随伴ウイルスを包括的に指すのに用いる。
さらに、レンチウイルス亜科のＲＮＡウイルスは、好ましくはヴィスナ／マエディ（Visn
a/maedi ）ウイルス（例えば、ヒツジに感染するような）、ネコ免疫不全ウイルス（ＦＩ
Ｖ）、ウシレンチウイルス、サル免疫不全ウイルス（ＳＩＶ）、ウマ伝染性貧血ウイルス
（ＥＩＡＶ）またはヤギ関節炎－脳炎ウイルス（ＣＡＥＶ）である。
【００３２】
　本発明のウイルスとしてはＤＮＡウイルスもまた望ましく、好ましくは、該ＤＮＡウイ
ルスはエプスタイン－バールウイルス、アデノウイルス、ヘルペス単純ウイルス、パピロ
ーマウイルス、ワクシニアウイルス等である。
【００３３】
　これらのウイルスの多くは、最高の封じ込め設備がすべての研究室作業に要求される「
生物安全性レベル４」（すなわち、世界保健機関（ＷＨＯ）の「危険群４」の病原体に分
類される。しかしながら、当業者はこれらのウイルスに対して必要な安全予防措置に精通
しており、これを厳守することができる。
【００３４】
　「宿主細胞」はいかなる細胞であってもよいが、好ましくは真核細胞である。望ましく
は、該宿主細胞は、リンパ球（例えばＴリンパ球）またはマクロファージ（例えば単球性
マクロファージ）、あるいはこれらの細胞のいずれかの前駆体である。該細胞は細胞表面
上にＣＤ４＋の糖蛋白質を含むこと、すなわちＣＤ４＋であることが好ましい。しかしな
がら、エイズウイルスに感染したＣＤ４＋Ｔリンパ球はまだ活性化されていないことが望
ましい（すなわち、以下にさらに論じるように、nef の発現がまだ起っていないことが好
ましく、ＣＤ４遺伝子の発現が下向きに調節されていないことがよりいっそう好ましい）
。さらに、宿主細胞は、ＣＤ４マーカーを欠くが、それでも本発明のウイルスに感染し得
る細胞であることが好ましい。そのような細胞としては、星状膠細胞、皮膚線維芽細胞、
腸上皮細胞等が挙げられるが、それらに限定されない。好ましくは、該宿主細胞は真核の
多細胞腫のもの（例えば、単細胞の酵母細胞とは対照的な）、いっそう好ましくは哺乳動
物、例えばヒト細胞である。細胞は単一で存在しても、あるいは細胞のより大きな集まり
であってよい。そのような「細胞のより大きな集まり」としては、例えば、細胞培養（混
合もしくは純粋の）、組織（例えば上皮または他の組織）、器官（例えば心臓、肺、肝臓
、胆嚢、眼および他の器官）、器官系（例えば循環器系、呼吸器系、消化器系、泌尿器系
、神経系、皮膚系または他の器官系）または生物（例えば鳥、哺乳動物など）が含まれ得
る。好ましくは、ターゲッティングされる器官／組織／細胞は、循環器系（例えば心臓、
血管および血液を含むが、それらに限定されない）、呼吸器系（例えば鼻、咽頭、喉頭、
気管、気管支、細気管支、肺等）、消化器系（例えば口、咽頭、食道、胃、腸、唾液腺、
膵臓、肝臓、胆嚢他）、泌尿器系（例えば腎臓、尿管、膀胱、尿道等のような）、神経系
（例えば脳、および脊椎、および眼のような特殊な感覚器官を含むが、それらに限定され
ない）、並びに皮膚系（例えば皮膚）である。いっそう好ましくは、ターゲッティングさ
れる細胞は、心臓、血管、肺、肝臓、胆嚢、膀胱および眼細胞からなる群より選択される
。
【００３５】
ベクター
　「ベクター」は、パッセンジャー核酸配列（即ち、ＤＮＡまたはＲＮＡ）を宿主細胞内
に運ぶ役目をする核酸分子（典型的にはＤＮＡまたはＲＮＡ）である。３つの一般的なベ
クターのタイプには、プラスミド、ファージおよびウイルスが含まれる。好ましくはベク
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ターはウイルスである。
【００３６】
　望ましくは、ベクターは人為的な突然変異を含むので、野生株ウイルスではない。従っ
て、本明細書でさらに説明するように、該ベクターは通常遺伝子操作により（即ち、欠失
により）条件付き複製ウイルスを含有するように野生株ウイルスから誘導される。最も望
ましくは、ウイルスベクターは、治療すべき感染を起こす野生型ウイルス（好ましくは前
記の野生型ウイルスの１つである）と同じタイプのウイルス株を含有する。従って、好ま
しくはベクターはＲＮＡウイルス由来であり、より好ましくはベクターはレトロウイルス
由来であり、最も好ましくはベクターはヒト免疫不全ウイルス由来である。このようなヒ
ト免疫不全ウイルス由来のベクターを本明細書では一般的に「ｃｒＨＩＶ」ベクターとい
う。
【００３７】
　ベクターはまた、好ましくは、「キメラベクター」、例えば、ウイルスベクターと他の
配列との組み合わせ、例えば、ＨＩＶ配列と他のウイルスとの組み合わせ（望ましくは、
条件付き複製ベクターを含有するように野生株ウイルスから誘導された）である。特に、
ＨＩＶ配列は望ましくは、アデノウイルス、アデノ随伴ウイルス、シンドビスウイルスベ
クター、またはアンフォトロピックマウスレトロウイルスベクターの修飾された（即ち、
非野生型）株に結合させることができる。
【００３８】
　ここで包含するように、ベクターはＤＮＡまたはＲＮＡのいずれを含有してもよい。例
えば、ＤＮＡまたはＲＮＡベクターのいずれもウイルスを誘導するのに使用することがで
きる。同様に、ｃＤＮＡコピーをウイルスＲＮＡゲノムから作ることができる。あるいは
、ｃＤＮＡ（またはウイルスゲノミックＤＮＡ）部分をインビトロで転写してＲＮＡを産
生することができる。これらの手法は当業者に周知であり、また後記の実施例においても
説明する。
【００３９】
　「条件付き複製ベクター」は、特定の条件下でのみ欠損している複製欠損ウイルスであ
る。特に、このウイルスは許容宿主細胞内ではその複製サイクルを完結させることができ
るが、制限宿主細胞内ではその複製サイクルを完結させることができない。「許容宿主細
胞」は、野生株ウイルスに感染した宿主細胞である。そのような感染は本発明による条件
付き複製ウイルスによる感染の前または後のいずれで起こってもよい。あるいは、「許容
宿主細胞」は、ウイルス複製に必要な野生型ウイルス遺伝子産物をコードするものである
。従って、本発明による条件付き複製ベクターは、野生株ウイルスによる相補のとき、ま
たは野生型ウイルスが条件付き複製ベクターゲノムを含有する細胞に感染したときにのみ
複製するウイルス（好ましくは治療すべき感染と同じタイプのウイルスである）である。
【００４０】
　好ましい態様においては、ベクターはＲＮＡウイルス（例えば、条件付き複製ＨＩＶウ
イルス）を含有し、それはＤＮＡの形態で導入される。この好ましい態様は、病原性野生
型ＨＩＶゲノムよりも非病原性ｃｒＨＩＶ－１ベクターゲノムに選択的に優位性を与える
複製ＨＩＶ－１（ｃｒＨＩＶ）ベクター戦略を提供する。具体的には、野生型ＨＩＶおよ
びｃｒＨＩＶゲノムの両方を含有する細胞において、ｃｒＨＩＶ　ＲＮＡはビリオンへの
パッケージングに関して優位に選択される。なぜなら、ｃｒＨＩＶ　ＲＮＡは、野生型Ｒ
ＮＡを切断するがｃｒＨＩＶ　ＲＮＡを切断しない、例えばリボザイムを含有するからだ
。このような非病原性ｃｒＨＩＶは、野生型ヘルパーウイルスの存在下でＨＩＶ感染を受
けやすい非感染細胞（例えば、ＣＤ４＋細胞）に広がることが可能である。この方法によ
り、ｃｒＨＩＶの選択的パッケージングおよび広がりは野生型ＨＩＶ複製を妨げる。
【００４１】
　特に、ｃｒＨＩＶゲノムは感染細胞または非感染細胞内に導入される。感染細胞はエン
キャプシデーションおよび子ビリオンの産生に必要な蛋白質をｃｒＨＩＶゲノムに供給す
る。ｃｒＨＩＶゲノムは、好ましくは、形質導入により直接的に（例えば、これはｃｒＨ
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ＩＶ　ＤＮＡのリポソームを介した形質導入により、またはキメラウイルスベクターを用
いることにより行うことができる）、または野生型ＨＩＶ感染細胞のトランスフェクショ
ンにより生じるｃｒＨＩＶ粒子の感染のいずれかにより非感染細胞内に導入される。非感
染細胞は独立ではｃｒＨＩＶ粒子を産生しない。しかしながら、さらにｃｒＨＩＶ粒子を
産生するのに必要な蛋白質を供給する野生型ウイルスで重感染することができるようにな
る。この意味では、本発明による条件付き複製ベクターはまた、複数回のｃｒＨＩＶ感染
（即ち、野生型ＨＩＶとの同時感染の存在下で）を起こし得る手段を提供する「ウイルス
送達ベクター」のタイプとして機能する。２回以上のウイルス複製のためのウイルス源を
提供するこのようなベクターは、パッケージング細胞株とともに使用されるような１回の
みの複製を提供する他の現在採用されているベクターと対照的である。
【００４２】
　所望により（例えば、インビトロでのベクターの使用を容易にするために）、条件付き
複製ベクターに感染した細胞に野生型ウイルス遺伝子産物を一緒に供給することができる
。野生型ウイルス遺伝子産物は、野生株ウイルス（またはｃＤＮＡまたはＲＮＡウイルス
のプロウイルス）による共感染によるだけでなく、発現ベクター、例えば、ヘルパー発現
ベクター（「ヘルパー」）（これは宿主細胞が配列（調節または構造配列）を転写または
翻訳できるようにし得る）中のそれらのサブクローニングされた遺伝子の形態で細胞に供
給することによっても供給することができ、あるいは遺伝子産物は外因的に、例えば、細
胞に蛋白質産物を添加することにより供給することができる。「ヘルパー」に関して、そ
の発現は細胞特異的であっても、または細胞に特異的でなくてもよく、それは本明細書で
定義する条件付き複製ウイルスベクターと共に宿主細胞に導入することができ、これによ
り条件付き複製ウイルスベクターの継続的な複製を可能にする。
【００４３】
　ここで用いる「相補(complementation) 」とは、細胞中の異なるソースからのウイルス
遺伝子産物の非遺伝子的相互作用をいう。具体的には、混合感染に伴い、相補は親のゲノ
ムの遺伝子型を変化させずに維持すると同時に、片方または両方の親のゲノムのウイルス
収率を増大させることを含む。相補は、非対立的（即ち、遺伝子間の－異なる機能を欠損
する変異体が、他方のウイルスが欠損する機能を補うことによりウイルス複製において互
いに助け合う）であっても、または対立的（即ち、遺伝子内の－二つの親が多量体蛋白質
の異なるドメインにおいて欠損する）であってもよい。
【００４４】
　望ましくは、ｃｒＨＩＶ　ＤＮＡで（即ち、リポソームにより、またはアデノウイルス
ベクターもしくはアンフォトロピックレトロウイルスベクターを用いることにより）トラ
ンスフェクションすることができる細胞のタイプは、ＨＩＶ感染細胞でも非感染細胞のい
ずれでもよい。ＨＩＶ感染細胞は活性化または非活性化することができる。もし活性化さ
れるならば、野生型ＨＩＶ　ＲＮＡおよびｃｒＨＩＶ　ＲＮＡを直ちに転写し、ｃｒＨＩ
Ｖ　ＲＮＡを子ビリオン内に選択的にパッケージングするだろう。もしＨＩＶ非感染細胞
が活性化されないならば、ｃｒＨＩＶ　ＤＮＡは細胞が（例えば、マイトジェン、抗体な
どによる刺激によって）活性化されるまで細胞内に存在し、再びｃｒＨＩＶ　ＲＮＡを子
ビリオン内に選択的にパッケージングするだろう。ｃｒＨＩＶ　ＤＮＡでトランスフェク
ションされた活性化および非活性化された非感染細胞は両方とも、野生型ＨＩＶで重感染
されるまでビリオンを産生しないだろう。そして刺激により活性化されると、再びｃｒＨ
ＩＶ　ＲＮＡを子ビリオン内に選択的にパッケージングするだろう。
【００４５】
　ｃｒＨＩＶゲノムを含有する細胞の重感染が（例えば、トランスフェクションまたは感
染の結果として）起こる。なぜなら、ｃｒＨＩＶゲノムは重感染を妨げるウイルス蛋白質
（env やnef など）をコードしないからだ。生成したｃｒＨＩＶビリオンは非感染細胞に
感染し得る。なぜなら、ウイルス粒子は逆転写酵素分子を含有するからだ（全てのＨＩＶ
粒子は、それらのゲノミックＲＮＡからＤＮＡプロウイルスを作り出すことができるよう
に逆転写酵素分子を担持する）。このプロセスは逆転写と呼ばれる。いったん、ｃｒＨＩ
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Ｖビリオンが非感染細胞に感染すると、それらは逆転写を経てそれらのゲノミックＲＮＡ
からプロウイルスを産生する。従って、これらの細胞は、ｃｒＨＩＶ　ＤＮＡで直接形質
導入された非感染細胞と等価である。これらの細胞は野生型ＨＩＶで重感染され活性化さ
れるまでｃｒＨＩＶ粒子を産生することができないが、その後再びｃｒＨＩＶ　ＲＮＡの
子ビリオンへの選択的パッケージングが起こる。ｃｒＨＩＶ粒子はまた、すでにＨＩＶに
感染した幾つかの細胞にも感染することができる（例えば、Yunoki et al.,  Arch. Viro
l., 116, 143-158 (1991); Winslow et al.,  Virol., 196, 849-854 (1993); Chen et a
l., Nuc. Acids Res.,  20, 4581-4589(1992); およびKim et al., AIDS Res. & Hum. Re
trovir.,9, 875-882 (1993) 参照）。しかしながら、これが起こるためには、これらのＨ
ＩＶ感染細胞はＣＤ４発現を下向きに調節(down-regulate) する蛋白質を発現してはなら
ない。なぜなら、この蛋白質はｃｒＨＩＶビリオンがこれらの細胞に感染するのを防ぐと
考えられるからだ。活性化されたＨＩＶ感染細胞は一般にＣＤ４発現を下向きに調節する
。従って、活性化されていないＨＩＶ感染細胞は潜在的にｃｒＨＩＶによる重感染を受け
やすい。従って、ｃｒＨＩＶ粒子産生のもう一つのソースになり得る。
【００４６】
　本発明による好ましいｃｒＨＩＶベクターにおいて、ベクターはＲＮＡ転写、ｔＲＮＡ
プライマー結合、二量化およびパッケージングに必要な配列を含有し、且つ、野生型ＨＩ
Ｖによる重感染を妨げる蛋白質（例えば、nef またはenv 蛋白質）をコードする配列を欠
くか、またはそのような配列を含有するがそれは転写されないかもしくは機能蛋白質に翻
訳されないかであり、その発現が「サイレント」と考えられるかのいずれかである。より
好ましくは、ベクターはgag コード配列内からnef 遺伝子まで（nef 遺伝子を含む）の野
生型ＨＩＶの領域またはその領域をコードする配列を欠く。しかしながら、最も好ましく
は、ベクターはrev 応答エレメント（ＲＲＥ）を含有し、このＲＲＥは欠失の領域または
他の適当な領域内でベクターにクローンニングされる。このような好ましいＨＩＶベクタ
ーは、前記のようにそのＲＮＡ発現の形態で、または代わりにＤＮＡとして投与され得る
ので、「領域またはその領域をコードする配列を欠く」と呼ばれる。
【００４７】
　ベクターの構築は当業者に周知である。例えば、実施例１に記載するように、ＨＩＶの
ようなＲＮＡウイルスのＤＮＡ発現を制限酵素を用いて切断し、ＨＩＶコード配列のgag 
コード領域内からnef 遺伝子に続くＵ３領域内までを切除する。多制限部位を含有するポ
リリンカーを含むクローニングカセットを、ライゲーションの前に欠失の領域に挿入し、
クローニングに適当な制限部位をベクターに与える。ＲＲＥを含有するＤＮＡ断片をこれ
らの部位の一つにサブクローニングする。得られたベクターは切端(truncated) gag 転写
産物を産生し、野生型Gag蛋白質または他のいかなる野生型ＨＩＶ蛋白質も産生しない。
さらに、gag 翻訳開始配列はその翻訳を防止するように変異させることができるので、ベ
クターは切端gag 蛋白質さえも発現する必要がない。
【００４８】
　キメラベクターを誘導するために、同じアプローチを用いて、ｃｒＨＩＶ配列を、ウイ
ルスや他のベクターの配列のような他の配列に結合させることが出来る。例えばｃｒＨＩ
Ｖ配列は、ｃｒＨＩＶ配列の送達をするために用いられ得るようなウイルスの少数の例を
挙げれば、シンドビスウイルス、アデノ随伴ウイルス、アデノウイルスまたはアンフォト
ロピックウイルスの配列に連結させることが出来る。このようなキメラベクターで、連接
したウイルスの細胞侵入のための機構（例えば、アデノウイルスのレセプターを介したエ
ンドサイトーシス）またはその他の方法、例えば、リポソームを用いて、ベクターを細胞
の中に導入することが可能である。
【００４９】
　好ましくは、本発明に従って、ベクター（つまり、条件付き複製ウイルス、好ましくは
ｃｒＨＩＶベクター）は少なくとも一つの核酸配列を含んでおり、その配列の所有（つま
り、存在、転写または翻訳）は選択的に優位性を与えている。ベクターへの組み込み用に
もくろまれている、そのような核酸配列には２つの型がある。（１）その配列の所有が最
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適には、ウイルスの複製を選択的に有利にし、野生株ウイルス（つまり、好ましくは、ベ
クターが誘導された株でかつその配列を含まないような野生株）に、そのような配列を含
むベクターを広げるようなある核酸配列、および（２）その配列の所有が、野生株ウイル
ス（つまり、好ましくは、ベクターが誘導された野生株（かつまた、例えば、感染してい
ない宿主細胞でのベクターの複製および／または機能を促進するヘルパー発現ベクター）
で、かつその配列を含まないような野生株）に感染した細胞よりも、その配列を含むベク
ターに感染した細胞に、最適には、選択的に優位性をもたらすような核酸配列で、その優
位性は、望まれる予防的、治療的または生物学的結果を達成するために、次のようなこと
によって与えられる。例えば、細胞の生存を促進すること、ベクター粒子の産生および／
または増殖を促進すること、ｃｒＨＩＶベクター産生細胞からｃｒＨＩＶベクター粒子の
産生を促進すること、アポトーシスを誘導すること、蛋白合成を促進すること、または免
疫機能もしくはターゲッティングを高めることによってである。これらの配列のそれぞれ
、または、これらの配列のそれぞれの複数の存在、つまり、その配列はそれだけで、また
は、他の因子と組み合わせて、好ましい予防、治療および／または生物学的結果を可能に
するために、ベクターの増殖を促進し、および／または宿主細胞の特定の機能を促進する
。その配列は、その他の配列の非存在下または存在下のどちらでも、ベクターに組みこむ
ことができる。つまり、ベクターは「少なくとも一つの核酸配列」および「少なくとも一
つの付加的な核酸配列」を含むことができる。
【００５０】
　「核酸」は以前に説明されているとおりである。「核酸配列」は特に、どんな大きさの
可能性もある（つまり、ベクターによって課されたパッケージングの制約にもちろん制限
されている）遺伝子またはコード配列（つまり、ＤＮＡまたはＲＮＡ）であり、その所有
がここでさらに定義されるように、選択的に優位性を与えている。「遺伝子」とは（その
配列が転写および／または翻訳されるかどうかに関わらず）蛋白をコードする核酸配列ま
たは初期ｍＲＮＡ分子である。遺伝子は非コード配列（例えば、制御配列）と同様にコー
ド配列を含んでいるが、コード配列は非コードのＤＮＡを全く含まない。
【００５１】
１．その配列の所有が、野生株ウイルスよりもそのような配列を含むベクターに、宿主細
胞内で選択的に優位性を与えるような核酸配列。
　ある核酸配列は、それを有することで、野生株ウイルスよりも、宿主細胞内でベクター
に選択的に優位性を与える配列で、好ましくは、野生型ウイルスから増殖したウイルス粒
子に比べて、ベクターから増殖したウイルス粒子が選択的に産生され、パッケージされる
ことを許容する配列である。そのような配列は、野生型のゲノムに比べて、細胞内で産生
されるベクターのゲノムの数の増加をもたらすような配列および抗ウイルス核酸配列を含
むが、それらに限定されない。
【００５２】
　野生株ウイルスよりもそのような配列を含むベクターに、宿主細胞内で選択的に優位性
を与えるような核酸配列の第１のカテゴリーは、プロモーターのような配列である。「プ
ロモーター」とはＲＮＡポリメラーゼの結合およびそれによるＲＮＡ合成の促進を指示す
るような配列で、１つまたはそれ以上のエンハンサーを含んでいる。「エンハンサー」と
はシス活性化因子であり、隣接する遺伝子の転写を促進または阻害する。転写を阻害する
エンハンサーは「サイレンサー」とも呼ばれている。エンハンサーは、どちらの方向でも
数キロ塩基対（kb) までの距離を越えて、転写領域の下流位置からでさえも機能すること
ができる点で、プロモーターの中だけに見出されている配列特異的ＤＮＡ結合蛋白のＤＮ
Ａ結合部位（プロモーター因子とも呼ばれている）とは、異なっている。
【００５３】
　従って、好ましくは、条件付き複製ＨＩＶベクターのプロモーター（つまり、ロングタ
ーミナルリピート（ＬＴＲ））は修飾されて、そのベクターは野生株ＨＩＶよりもある種
のサイトカインに対してより反応性が高くなっている。例えば、インターロイキン－２の
存在下で転写活性の増加を示す修飾されたＨＩＶプロモーターが利用可能である。このプ
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ロモーターのベクターへの組み込み、および野生型のＨＩＶに感染した細胞へのベクター
の導入は好ましくは、ベクターゲノムからの子粒子の産生およびパッケージングを野生型
ＨＩＶゲノムよりも増加させる結果になる。その他のサイトカインおよび／またはケモカ
イン（例えば、腫瘍壊死因子α、ＲＡＮＴＥＳなどのようなものを含むがこれらには限定
されない）は同様に、ベクターにコードされているウイルス粒子の選択的なパッケージン
グを促進するために用いられ得る。
【００５４】
　野生型株のウイルスよりもそのような配列を含むベクターに、選択的に優位性を与える
ような核酸配列の第２のカテゴリーには、好ましい核酸配列として、抗ウイルス核酸配列
が含まれる。「抗ウイルス剤」は例えば、逆転写酵素阻害剤、ウイルスの細胞侵入阻害剤
、ワクチン、プロテアーゼインヒビターおよび遺伝学的抗ウイルス剤といった作用機作に
よって分類される。「遺伝学的抗ウイルス剤」とは細胞に導入されてそれらの細胞内標的
に直接的に（つまり、細胞内に導入される）またはＲＮＡまたは蛋白に変換された後に（
Dropuli et al(1994) 上述に総説）影響を及ぼすＤＮＡまたはＲＮＡである。遺伝学的抗
ウイルス配列も好ましい核酸配列である。遺伝学的抗ウイルス剤には、アンチセンス分子
、ＲＮＡデコイ、トランスドミナント変異体、毒素、免疫原、およびリボザイムが含まれ
るがこれらに限定されない。望ましくは、遺伝学的抗ウイルス剤とは、アンチセンス分子
、免疫原、およびリボザイムである。従って、野生株ウイルスよりもベクターに、選択的
に優位性を与える好ましい核酸配列は、アンチセンス分子、免疫原、およびリボザイムか
らなる群から選択される遺伝学的抗ウイルス剤である。
【００５５】
　「アンチセンス分子」とは、発現がブロックされることになっている遺伝子の短い分節
を鏡として写す分子である。ＨＩＶに対して向けられたアンチセンス分子は野生型ＨＩＶ
のＲＮＡにハイブリダイズし、細胞のヌクレアーゼによる優先的な分解を許す。アンチセ
ンス分子は、好ましくは、ＤＮＡオリゴヌクレオチドであり、望ましくは、約２０から約
２００塩基対の長さで、好ましくは、約２０から約５０塩基対の長さで、最適には、２５
塩基対未満の長さである。アンチセンス分子は、野生型ゲノムＲＮＡに優先的に結合し、
従ってｃｒＨＩＶ　ＲＮＡに子粒子へのパッケージングに関して選択的に優位性をもたら
すｃｒＨＩＶ　ＲＮＡから発現されることができる。
【００５６】
　「免疫原」とは、ウイルスの構造蛋白に対する一本鎖の抗体(scAb)である。免疫原は核
酸として導入され、細胞内で発現される。同様に、免疫原はどんな抗原、表面蛋白（クラ
スで制限されているものも含む）または抗体でもよく、免疫原は、ベクターおよび／また
は宿主細胞の選択を促進する。好ましいベクターでは、核酸配列は、野生型ＨＩＶ　Ｒｅ
ｖ蛋白に結合するｓｃＡｂを含んでいる。これは小胞体内にとどまるという結果によって
、好ましくは、Ｒｅｖ蛋白の成熟化を阻止する。詳しく述べると、Ｒｅｖ蛋白は、ＲＲＥ
に結合し、それから、ＨＩＶ　ＲＮＡを取り巻くためにオリゴマー化することによって、
スプライスされていないＨＩＶ　ＲＮＡを細胞質に輸送する。Ｒｅｖと複合体を形成する
ＨＩＶ　ＲＮＡは細胞質に輸送され、細胞のスプライシング機構を回避する。このように
して、野生型のＲｅｖが野生型のＲＲＥに結合しないならば、野生型のＨＩＶ　ＲＮＡは
細胞質に輸送されず、子粒子にエンキャプシデーションされない。
【００５７】
　最適には、ｓｃＡｂ核酸配列を含むベクターは修飾されたＲＲＥ配列をさらに含んでい
て、修飾されたＲＲＥは認識するが、野生型のものは認識しない変異Ｒｅｖ蛋白をコード
している。従って、野生型ＨＩＶおよびｓｃＡｂ核酸配列を含むベクターを含有している
細胞において、ベクターは粒子に優先的にパッケージされる。野生型ＨＩＶマトリックス
またはヌクレオキャプシドの蛋白（つまり、またはウイルスＲＮＡのエンキャプシデーシ
ョンに影響を及ぼす蛋白／ＲＮＡ相互作用に関与するあらゆる蛋白）がｓｃＡｂの標的で
あるという同様の戦略が好ましくは用いられる。
【００５８】
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　「リボザイム」とは触媒活性を持ったアンチセンス分子であり、つまり、ＲＮＡに結合
して翻訳を阻害する代わりに、リボザイムはＲＮＡに結合して、結合状態のＲＮＡ分子の
部位特異的切断に影響を及ぼす。一般的には、４つのリボザイム群がある。テレラヒメナ
　グループＩ介在配列、RNase P 、ハンマーヘッドリボザイムおよびヘアピンリボザイム
である。しかしながら、付加的な触媒モチーフは他のＲＮＡ分子にも存在している。例え
ば、デルタ肝炎ウイルスおよび真菌類のミトコンドリア内のリボゾームＲＮＡである。
【００５９】
　好ましいリボザイムとは、Ｎがどのヌクレオチドでもよく（つまり、G 、A 、U または
C ）かつＨがA 、C 、またはU であるような３’ヌクレオチドNUH 配列を触媒ドメインが
切断するようなリボザイムである。しかしながら、このようなリボザイムによって最も効
率的に切断される配列がGUC 部位である限りは、好ましくは、NUH 配列はGUC 部位を含む
。
【００６０】
　望ましくは、そのようなリボザイムは、野生株ウイルスまたはその転写物の領域で切断
するが、ベクターまたはその転写物の領域では切断しない。以前記述されたように、その
ようなウイルスまたはベクターがＲＮＡまたはＤＮＡであるという意味において、リボザ
イムはウイルスまたはその転写物を切断する。「領域で」切断するとは、標的部位におけ
るつまり、好ましくは、ウイルスの増殖に必要なウイルスの領域における切断を意味する
。この標的にされている特定の部位が（つまり、もし、ベクターに存在しているならば、
）リボザイムによって切断されないように、ベクターが修飾されているのが望ましい。リ
ボザイムは任意でウイルス粒子、例えば、ｃｒＨＩＶ粒子の増殖に必要とされている領域
で切断が起こらない限りは、ベクターを切断してもよい。
【００６１】
　最適には、リボザイムは、配列番号：３（つまり、CACACAACACTGATGAGGCCGAAAGGCCGAAA
CGGGCACA）および配列番号：４（つまり、ATCTCTAGTCTGATGAGGCCGAAAGGCCGAAACCAGAGTC）
からなる群より選択される配列によってコードされる。配列番号：３は野生型ＨＩＶのＵ
５領域の＋１１５部位（すなわち、転写開始点から下流への塩基数に基づけば）に標的に
されているリボザイムを含んでいるが、配列番号：４は野生型ＨＩＶのＵ５領域の＋１３
３部位に標的されているリボザイムを含む。
【００６２】
　公知技術および実施例１で説明されているように、ベクターＵ５配列がインビトロでの
部位特異的変異によって修飾されている限りにおいては、そのようなリボザイムは、野生
型ＨＩＶゲノム（またはその転写物）内で切断することはできるが、ベクターのゲノム（
またはその転写物）内を切断することはできない。特に、ベクターの配列は望ましくは、
配列番号：２（つまり、GTGTGCCCACCTGTTGTGTGACTCTGGCAGCTAGAGAAC ）、配列番号：５（
つまり、GTGTGCCCGCCTGTTGTGTGACTCTGGTAACTAGAGATC ）、配列番号：６：（つまり、GTGT
GCCCGTCTGTTGTGTGACTCTGGCAACTAGAGATC ）、配列番号：１４、ここで少なくとも１つのＮ
は変異されている、配列番号：１５および配列番号：１６からなる群より選択される配列
をベクターが含むように修飾されている。ＲＮＡの形で、ベクターは好ましくは、配列番
号：２、配列番号：５、配列番号：６、配列番号：１４、ここで少なくとも１つのＮは変
異されている、配列番号：１５および配列番号：１６からなる群より選択される配列によ
ってコードされる配列を含む。それとは対照的に、野生型ＨＩＶは配列番号：１（つまり
、GTGTGCCCGTCTGTTGTGTGACTCTGGTAACTAGAGATC ）の配列によってコードされるＵ５配列を
含んでいる。イントト（in toto ) における修飾および野生型Ｕ５配列（ＤＡＮの形での
）との比較が図２に示されている。
【００６３】
　さらには、ウイルスおよび特にＨＩＶゲノムの領域に標的されている他のリボザイムは
、単独でまたは組み合わせて使用されることができる。例えば、リボザイムはウイルス複
製に必要とされる他のＲＮＡ配列内、例えば、逆転写酵素、プロテアーゼ、若しくはトラ
ンス活性化因子蛋白の内、Ｒｅｖ内、または、既に説明されたようなその他の必要な配列
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内、を切断させることができる。好ましくは、ベクターは複数のリボザイムを含んでおり
、例えば、複数の部位にターゲッティングされている。その場合には、そのようなリボザ
イムの切断に抵抗性のベクターを誘導するために、ベクター内の類似配列は、部位特異的
変異または当該技術分野で知られている他の方法によって修飾される。
【００６４】
　ベクターがヒト免疫不全ウイルスである時、好ましくは、ベクターはtat 遺伝子および
その5'スプライス部位を欠いており、その場所に、３重アンチ－Tat リボザイムカセット
を含んでいて、その３重リボザイムカセットのリボザイムそれぞれの触媒ドメインは、野
生型ヒト免疫不全ウイルス核酸分子の異なる部位、特に、tat 内の異なる配列内で切断す
る。好ましくは、ベクター自身にはリボザイム感受性の対応部がない野生型ヒト免疫不全
ウイルスの核酸分子のある領域の核酸配列をそれぞれのリボザイムの触媒ドメインは切断
する。
【００６５】
２．その配列の所有が、野生株ウイルスに感染した細胞よりも、その配列を含むベクター
に感染した細胞に選択的に優位性を与えるような核酸配列。
　ある核酸配列は、ウイルスの野生型株（つまり、その配列を欠いている）に感染した細
胞よりも、その配列を含むベクターに感染した細胞を選択的に有利にする配列で、好まし
くは、野生型ウイルスを含む細胞よりも、ベクターを含む細胞が生き残りウイルス粒子（
つまり、ｃｒＨＩＶウイルス粒子）を増殖させるのを許す配列である。そのような配列は
、細胞または細胞に含まれているベクターが破壊を回避するようなあらゆる配列、細胞の
生存を促進するような配列、アポトーシスを誘導するような配列、蛋白合成を促進するよ
うな配列または、免疫機能もしくはターゲティングを促進するような配列を含むがこれら
に限定されない。
【００６６】
　例えば、望ましくは、ベクターに含まれているそのような核酸配列は、多剤耐性の遺伝
子をコードしている（例えば、Ueda et al., Biochem. Biophys. Res.Commun., 141, 956
-962 (1986); Ueda et al., J. Biol. Chem., 262, 505-508(1987); and Ueda et al., P
NAS, 84, 3004-3008(1987) を参照) 。添加された細胞毒性の薬剤の存在下、（例えば、
ガンの化学療法に用いられるように）この核酸配列は、ベクターを含む細胞を生き延びさ
せるが、ＨＩＶのような野生型のウイルスを含む細胞は生き延びさせない。そのような細
胞毒性薬物には、アクチノマイシンＤ、硫酸ビンブラスチン、硫酸ビンクリスチン、ダウ
ノマイシン、アドリアマイシン、ＶＰ－１６およびＡＭＳＡが含まれるがこれらに限定さ
れない。
【００６７】
　あるいは、そのような核酸配列は望ましくは、変異した（つまり、変異）プロテアーゼ
の配列（またはそれをコードする配列）、および変異した（つまり、変異）逆転写酵素の
配列（またはそれをコードする配列）からなる群から選ばれる配列を含んでいる。好まし
くは、変異された逆転写酵素は遺伝子工学操作が行れてヌクレオシドおよび非ヌクレオシ
ドの逆転写酵素阻害剤に抵抗性になっており、かつ、変異されたプロテアーゼも遺伝子工
学操作が行われて、通常良く用いられるプロテアーゼインヒビターに抵抗性になっている
。
【００６８】
　ベクターと組み合わせた、これらのプロテアーゼインヒビターまたは逆転写酵素阻害剤
の宿主への投与は、野生型ウイルスを産生する細胞と比較して、ベクターを産生する細胞
を選択するのに用いられる。同様に、ウイルスの複製が阻害されて、ウイルスが阻害から
逃れるために、変異し得るようなあらゆる薬剤との使用のために、このアプローチは修飾
される。従って、ＨＩＶの治療には、ベクターに組み込まれている選択的な核酸配列は、
好ましくは、変異されたＨＩＶ配列を含む。しかしながら、最適には、これらの配列は、
野生型ＨＩＶとの重感染を阻止しない。
【００６９】
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　好ましくは、ベクターは上記に示されるもの並びに、特に、図１Ｂ－１Ｅに描かれてい
る望ましいｃｒＨＩＶベクターつまり、それぞれｃｒＨＩＶ－１．１、ｃｒＨＩＶ－１．
１１、ｃｒＨＩＶ－１．１２およびｃｒＨＩＶ－１．１１１のひとつである(Dropulic' e
t al., PNAS, 93, 11103-11108 (1996))。同様に好ましいのは、実施例１１で説明されて
いるベクターつまり、ｃｒ２ＨＩＶである。
【００７０】
　そのｃｒ２ＨＩＶベクターは望ましくは、野生型ヒト免疫不全ウイルスのゲノムからta
t 遺伝子およびそのスプライス部位を欠いている。tat 遺伝子およびそのスプライス部位
の代わりに、ｃｒ２ＨＩＶベクターは、３重アンチ－Tat リボゾームカセットを含んでお
り、３重アンチ－Tat リボゾームカセットのそれぞれのリボゾームの触媒部位は、野生型
ＨＩＶ核酸分子のtat 内の異なる部位を切断する。好ましくは、３重リボゾームカセット
のそれぞれのリボザイムの触媒ドメインは、野生型ＨＩＶ核酸分子の異なる部位を切断す
る。さらに望ましくは、それぞれのリボザイムの触媒ドメインは、ベクター自身にはリボ
ザイム耐性の対応部のない、野生型ＨＩＶの核酸分子のある領域の核酸配列を切断する。
【００７１】
　最適には、ベクターは導入された細胞に適合性である。例えば、ベクターがコードして
いる核酸配列を細胞で発現させる性質を与えることができる。望ましくは、ベクターは細
胞で機能する複製起点を含んでいる。（例えば、それ自身のプロモーターを含む完全な遺
伝子の形に対して）核酸配列がそのＤＮＡコード遺伝子の形で導入されるとき、最適には
、コード配列の発現を促すことができ、かつ、コード配列に機能的に結合されているプロ
モーターもベクターは含んでいる。コード配列がプロモーターに「機能的に結合されてい
る」（例えば、コード配列およびプロモーターの両方が一緒に天然型または、組換え遺伝
子を構成する）のは、プロモーターがコード配列の転写を指示することが出来るときであ
る。
【００７２】
　本発明の組換えベクターでは、好ましくは、全ての正常な転写（例えば、開始シグナル
および終止シグナル）、翻訳（例えば、リボゾームエントリーまたは結合部位等）および
プロセシンングシグナル（例えば、スプライスのドナー部位またはアクセプター部位、必
要であれば、かつポリアデニル化シグナル）が正しくベクターに配置され、どの遺伝子ま
たはコード配列も、ベクターが導入された細胞内で正しく転写（所望であれば、および／
また翻訳）される。宿主細胞での正しい発現を保証するようなそのようなシグナルの操作
は、十分に、当業者の知識および技術の範囲内である。
【００７３】
　ベクターは好ましくは、ベクターまたはそれに含有されサブクローニングされた配列が
同定されかつ選択されるようないくつかの手段も含んでいる。ベクターの同定および／ま
たは選択は、当業者に知られている様々なアプローチを用いて達成される。例えば、特定
の遺伝子またはコード配列を含むベクターは好ましくは、ハイブリダイゼーション、ベク
ターに存在するマーカー遺伝子にコードされたいわゆる「マーカー」遺伝子の機能の非存
在または存在、および／または特定の配列の発現によって同定される。第１のアプローチ
では、ベクター内での特定配列の存在は、関連する配列と相同である配列を含むプローブ
を用いて、ハイブリダイゼーション（例えば、ＤＮＡ－ＤＮＡハイブリダイゼーション）
によって検出される。第２のアプローチでは、組換えベクター／宿主系は、ベクターに存
在して以下の機能をコードする特定の遺伝子によって引き起こされる、抗生物質耐性、チ
ミジンキナーゼ活性等のような或るマーカー遺伝子の機能の存在または非存在に基づいて
同定および選択される。第３のアプローチでは、ベクターはそのベクターによってコード
される特定の遺伝子産物についての分析によって同定される。そのような分析は遺伝子産
物の物理的、免疫学的または機能的な性質に基づいている。
【００７４】
　従って、本発明は、もしＤＮＡなら配列番号：２、３、４、５、６、１４、ここで少な
くとも１つのＮは変異されている、１５および１６からなる群から選択される核酸配列を
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含み、並びに、もしＲＮＡなら配列番号：２、４、５、６、１４、ここで少なくとも１つ
のＮは変異されている、１５および１６からなる群から選択される核酸配列によってコー
ドされている核酸配列を含んでいる、ベクターも提供するものである。
【００７５】
　本発明は、さらに、野生型ヒト免疫不全ウイルスから誘導され、かつ、そのベクターの
複製を許容する宿主細胞内でのみ複製する能力のある、リボザイムを有するベクターの生
成方法を提供する。ベクターに含まれる又はベクターにコードされているリボザイムは、
野生型のヒト免疫不全ウイルスの核酸配列を切断するが、ベクターそれ自身、及びもしあ
るとすれば、その転写物の核酸配列は切断しない。この方法は、野生型ヒト免疫不全ウイ
ルスから誘導され、並びにそのベクターの複製を許容する宿主細胞内でだけ複製するベク
ターを取得し、野生型のヒト免疫不全ウイルスの核酸配列を切断するが、ベクターそれ自
身、及びもしあるとすれば、その転写物の核酸配列は切断しないような触媒ドメインをも
ったリボザイムを含むまたはコードしている核酸配列を該ベクターに組み込むことを含む
。そのような方法では、野生型ヒト免疫不全ウイルスのＵ５配列を含むまたはコードする
核酸配列がベクターから欠失され、かつ、ベクターがＤＮＡならば配列番号：２、５、６
、１４、ここで少なくとも１つのＮは変異されている、１５及び１６から構成される群か
ら選択される核酸配列によって、ベクターがＲＮＡならば配列番号：２、５、６、１４、
ここで少なくとも１つのＮは変異されている、１５及び１６から構成される群から選択さ
れる核酸配列にコードされる核酸配列によって置換され得る。好ましくはベクターの複製
を許容する宿主細胞内でベクターは２回以上複製する。
【００７６】
　本発明によって、ベクターの修飾方法も提供される。この方法は、ベクターを得ること
並びに、ベクターがＤＮＡならば配列番号：２、３、４、５、６、１４、ここで少なくと
も１つのＮは変異されている、１５および１６から構成される群から選択される核酸配列
を、ベクターがＲＮＡならば配列番号：２、３、４、５、６、１４、ここで少なくとも１
つのＮは変異されている、１５および１６から構成される群から選択される核酸配列によ
ってコードされる核酸配列をベクターに導入することを含んでいる。
【００７７】
　本発明によってさらに提供されるものは、パッケージング細胞株を用いずに、条件付き
で複製したベクターを増殖させかつ選択的にパッケージングする方法である。この方法は
、条件付き複製ベクターと同じタイプのベクターで、かつ複製能力については野生型であ
ることによりそれとは異なっている他のベクターによって感染させることができる細胞と
、条件付き複製ベクターを接触させること；その後、細胞をその他のベクターと接触させ
ること；それから条件付き複製ベクターを増殖に導くことができるような条件下で細胞を
培養すること含んでいる。
【００７８】
　さらに提供されるものは、配列番号：２、５、６、１４、ここで少なくとも１つのＮは
変異されている、１５および１６からなる群から選択される核酸配列を含むＤＮＡ分子、
および配列番号：２、５、６、１４、ここで少なくとも１つのＮは変異されている、１５
および１６からなる群から選択される核酸配列によってコードされる核酸配列を含むＲＮ
Ａ分子からなる群から選択された、単離精製された核酸分子である。
【００７９】
使用方法
　ウイルス感染の予防的および治療的処置のためには、上述のベクターは、ベクターの維
持の容易さ、並びにその他の理由によって、好ましくは宿主細胞に導入される。従って、
本発明は、本発明のベクターを含む宿主細胞を提供する。宿主細胞の単離、および／また
は培養によりそれから由来するそのような細胞あるいは細胞株の維持は、決まりきった事
柄で、当業者はそれによく精通している。
【００８０】
　特に、好ましくは上述のベクターは、野生型ウイルス、好ましくは野生型ＲＮＡウイル
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スから、より好ましくは野生型レトロウイルスから、そして最適には野生型ＨＩＶからの
感染のようなウイルス感染の予防的および治療的処置において用いられる。
【００８１】
　該方法は、野生型ウイルスで感染され得る宿主細胞を、ベクターの複製を許容する宿主
細胞内でのみ複製する能力のある条件付き複製ベクターに接触させることを含み、その存
在、転写あるいは翻訳は、宿主細胞内での野生株ウイルスの複製を阻害する。望ましくは
、該ベクターは１回以上複製し、少なくとも１つの核酸配列を含み、その所有（すなわち
存在、転写あるいは翻訳）は、野生株ウイルス、最適にはベクターが由来する株よりも宿
主細胞内で該ベクターに選択的に優位性を付与する。
【００８２】
　この方法によると、核酸配列は好ましくは、該ベクター以外のウイルスの複製および／
または発現に不利に影響を及ぼす遺伝的抗ウイルス剤を含むかコードする核酸配列を含む
。望ましくは遺伝的抗ウイルス剤は、アンチセンス分子、リボザイムおよび免疫原からな
る群より選択される。最適には、該遺伝的抗ウイルス剤はリボザイム、好ましくは３’ヌ
クレオチドＮＵＨ配列（すなわち特にＧＵＣ配列）で切断する触媒ドメインである。最適
にはリボザイムは、少なくとも部分的には配列番号：３および配列番号４からなる群より
選択される配列によってコードされる。望ましくは、該リボザイムは野生株ウイルスまた
はその転写産物の領域内で切断するが、該ベクターまたはその転写産物の領域内では切断
しない。好ましくは、これは野生株ウイルスが配列番号：１によってコードされる配列を
含み、一方で該ベクターがＤＮＡであれば配列番号：２、５、６、１４、ここで少なくと
も１つのＮは変異されている、１５および１６からなる群より選択されるヌクレオチド配
列を含み、もしＲＮＡであれば、配列番号：２、５、６、１４、ここで少なくとも１つの
Ｎは変異されている、１５および１６からなる群より選択されるヌクレオチド配列によっ
てコードされるヌクレオチド配列を含むことによる。
【００８３】
　望ましくは該方法はまた、該ベクターが少なくとも１つの核酸配列を含み、その所有（
すなわち存在、転写あるいは翻訳）が、野生株ウイルス、最適にはベクターが由来する株
よりも宿主細胞内で選択的に優位性を該ベクターに付与するように行われる。この点につ
いては、ベクターは少なくとも１つの核酸配列を含むことができ、該ウイルスで感染させ
た宿主細胞に１つの選択的に優位性を付与し、そして少なくとも核酸配列、それは該ベク
ターがそれから誘導されるウイルスに対応する野生株ウイルスよりも選択的に優位性を該
ベクターに付与する。
【００８４】
　従って、該方法は好ましくは、該核酸配列が多剤耐性をコードするように行われる。あ
るいは該方法は、予防的あるいは治療的に処置されるべくウイルス感染がレトロウイルス
である場合のように、該核酸配列が変異した（変異）プロテアーゼをコードしているヌク
レオチド配列および変異した（変異）逆転写酵素をコードしているヌクレオチド配列を含
むように行われる。
【００８５】
　該方法はさらに好ましくは、宿主細胞への、細胞毒性のある薬剤、プロテアーゼ阻害剤
および逆転写酵素阻害剤からなる群より選択される作用薬の投与を含む（すなわち該ベク
ターの投与に加えて）。
【００８６】
　従って、ウイルス感染を治療的に処置するためだけでなく、感染の可能性のある宿主細
胞をウイルス感染から保護するためにも上述の方法に従ってベクターを用いることができ
る。すなわちウイルス感染を予防的に処置する方法、あるいはＲＮＡウイルス、特にＨＩ
Ｖ等のレトロウイルスのような目的とするウイルスに対する「予防接種」である。該方法
は野生株ウイルスと宿主細胞を接触させる前に該野生株ウイルスの複製を本質的に阻害す
る。この点で、該ベクターは野生型ウイルスでの重感染を妨げる蛋白質を含むかコードす
ることができる。該方法は、宿主細胞を、上述のような条件付き複製ベクターおよび「ヘ
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ルパー発現ベクター」（すなわち非感染宿主内で「ベクター」の複製を促進するウイルス
ゲノム）に接触させることを含む。条件付き複製ベクターはパッケージングおよび／また
は増殖に関して優位に選択される。さらに、該ベクターは例えば、細胞の生存を増強し、
ウイルス産生を促進し、アポトーシスを引き起し、蛋白質生産を容易にし、および／また
は免疫機能および／またはターゲティングを促進する配列を有することができる。該「ヘ
ルパー発現ベクター」構築物は、該「ベクター」の複製に対する能力のなさを補う任意の
発現ベクターである。そのようなヘルパー発現ベクターは一般的であり、当業者によって
容易に構築される。該ヘルパー発現ベクターはベクターのようにビリオンにパッケージン
グされ得るか、あるいはパッケージングの必要なしに発現され得る。該「ベクター」は、
パッケージングおよび／または増殖に関して優位に選択されるので、この系は、生弱毒化
ウイルスが引き起こす可能性のある、起こり得る病原性の影響なしにウイルスの高複製を
達成するための安全な手段を与える。加えて該ベクターは、免疫原性を高める為に非特異
的なアジュバントと混合することができる。そのようなアジュバントは当業者には公知で
あって、それには限定されないが、フロイントの完全あるいは不完全アジュバント、バク
テリアやマイコバクテリアの細胞壁成分等からなる乳剤を包含する。
【００８７】
　ベクターをウイルス感染の予防的処置として上述の方法に従って使用する場合、該ベク
ターは、変異ウイルス蛋白質あるいは非ウイルス蛋白質等の野生型ウイルスによってコー
ドされていない蛋白質の抗原をコードすることができる。従って、該ベクターによってコ
ードされる抗原は例えば細菌起源あるいは癌細胞起源のものであり得る。さらに該「ベク
ター」はまた、宿主の免疫系への該抗原の適切な提示のためのＭＨＣ遺伝子をコードする
ことができる。すなわち、そのようなベクターは、一連の種々の異常な細胞で選択的に発
現されている、可能性のある病原体および／または内因性蛋白質（例えば腫瘍特異性抗原
）に対する持続性の免疫学的応答を容易にするために用いることができる。
【００８８】
　さらに、該「ヘルパーウイルス」（ここでは「ヘルパー」ともいう）発現ベクターを、
細胞特異的なベクター複製および蔓延を可能にする、特別な遺伝的要素／因子の付加ある
いは除去（該ベクターあるいはヘルパーウイルス発現構築物のどちらかで）によって、特
別な細胞種（例えば幹細胞、専門的抗原提示細胞(professional antigen presentingcell
s) 、および腫瘍細胞）でのみ発現するように工作することができる。すなわち該ベクタ
ーはヘルパーウイルス構築物での相補によって依然蔓延するが、しかしこの蔓延は細胞特
異的であり、該ベクターあるいはヘルパーウイルス発現構築物からある遺伝的要素／因子
が付加されているかあるいは省かれているかに依拠している。これは単独で、あるいは他
の上述の戦略を組み合わせて用いることができる。
【００８９】
　例えば、条件付き複製ＨＩＶベクターは、Ｔ細胞ではなくマクロファージで特異的に複
製するように設計することができる。Ｔａｔ欠損ＨＩＶを構成するであろう該ベクター（
該ベクターは他のＨＩＶ蛋白質をコードしている、それらはＴａｔ転写トランスアクチベ
ーターがないので発現されない）は、野生型ＨＩＶは切断するが条件付き複製ＨＩＶ　Ｒ
ＮＡは切断しないリボザイムをコードすることができる。このベクターのためのヘルパー
発現ベクターはマクロファージ特異的プロモーターから発現されるtat 遺伝子をコードす
ることができる。すなわち、ｃｒＨＩＶはマクロファージ細胞でのみ条件付きで複製する
であろう一方で、Ｔ細胞やその他の細胞種では複製することができないであろう。
【００９０】
　あるいは、tat 遺伝子を腫瘍特異的プロモーターに機能的に連結することができる；す
なわち、今度はｃｒＨＩＶは腫瘍ＣＤ４細胞でのみ複製し、正常なＣＤ４細胞では複製し
ないであろう。「ヘルパーウイルス」発現構築物と協力して該ベクターが特異的な細胞種
でのみ発現され、他の細胞種では発現されないように、遺伝的要素／因子はまた該ベクタ
ーのプロモーター配列の修飾であり得る。
【００９１】
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　別の態様においては、該ヘルパー発現構築物あるいは該ベクター構築物エンベロープ蛋
白質（もしそのような構築物がエンベロープ蛋白質を含むように工夫されていれば）は、
ベクター－ビリオンが特異的にある細胞種（例えば腫瘍細胞）に感染し、他の細胞種（例
えば正常細胞）に感染することができないであろうように修飾することができる。さらに
別の態様においては、１つあるいは幾つかの複製の鍵となる因子を欠いているアデノウイ
ルスが、腫瘍特異的プロモーターに連結されたそのような因子を供給するヘルパー構築物
を用いることによって相補され得る。すなわち、アデノウイルスの複製を相補する該因子
は腫瘍細胞内でのみ発現するであろうし、それによって正常細胞内ではなく腫瘍細胞内で
、ウイルス複製（細胞致死に要求される蛋白質の発現を伴って）が可能になるであろう。
【００９２】
　すなわち、本発明はまた癌の処置、特にＴ細胞白血病の処置方法をも提供する。本発明
において「癌の処置」は、治療的応答をもたらすことを目的とした、ここで述べたような
さらなる修飾ベクターの宿主への投与を含む。そのような応答は、例えば腫瘍の増殖の減
衰および／または腫瘍の退縮をモニタリングすることによって評価することができる。「
腫瘍の増殖」は腫瘍サイズの増加および／または腫瘍の数を包含する。「腫瘍の退縮」は
腫瘍集団の縮小を包含する。
【００９３】
　本発明において「癌」は、腫瘍形成によって証明され得る異常な細胞増殖および接触阻
止の消失によって特徴づけられる癌を包含する。該語句は、例えば、浸潤による局所的に
、あるいは転移による全身的に腫瘍から広がった癌細胞のような、腫瘍にとどまった癌お
よび腫瘍にとどまっていない癌を包含する。理論上、いかなるタイプの癌も本発明による
治療の標的となり得る。しかしながら好ましくは癌はウイルス起源のものである。
【００９４】
　最終的には、上述のベクターはインビボの遺伝子治療に直接用いることができる。最近
の遺伝子治療戦略は、感染させた細胞のある割合しか遺伝子送達を仲介することができず
、大部分の細胞へはできないので苦痛を伴うものである。このことは全腫瘍集団の遺伝子
導入が重要な抗腫瘍戦略において特に重要である。該「ベクター」を「ヘルパー」といっ
しょに与えることにより、直接に導入された細胞は、近隣の細胞に感染することのできる
、すなわち高い、そしておそらくは完全な形質導入効率を可能にするウイルス粒子を産生
するであろう。この発明のひとつの態様において、ヒトレトロウイルス（ＨＩＶあるいは
レトロトランスポゾン要素であり得る）を、「ヘルパー」構築物とともに組織（あるいは
インビトロでの細胞）に送達することができた。直接に該ベクターおよびヘルパーを含有
する細胞は、ウイルスを産生し、該ベクターをビリオンに条件付きでパッケージングする
であろう。これらのビリオンは近隣細胞（細胞に形質導入を生じさせるのには、細胞－細
胞接触が最も効果的な手段であるので）の高い導入効率を仲介し得るであろう。直接に導
入された細胞は、ベクター／ヘルパーの組み合わせが結果として細胞溶解感染を起こさせ
るかどうかによって、死ぬかもしれないし死なないかもしれない。レトロトランスポゾン
の場合には、正常または腫瘍細胞がビリオンへのエンキャプシデーション(encapsidation
) に必要な蛋白質／因子を含んでいるかもしれないので、該ヘルパーは構造蛋白質を含む
必要がないかもしれない。この場合には、該ヘルパーは、それに限定されないが、単なる
レトロトランスポゾンのエンキャプシデーションに要求される因子の転写を活性化するト
ランスアクチベーター蛋白質であり得る。ＨＩＶの場合には、必須ではないが、他の因子
が、細胞の感染／形質導入のための、ＨＩＶゲノムの子孫ビリオンへのエンキャプシデー
ションに他の因子が要求されてもよい。
【００９５】
　上述のベクターはまた、対－生物学的および対－化学的闘争戦略において使用され得る
。例えば、最近高い病原性のウイルスあるいは細菌もしくは化学作用薬（例えば毒素）で
感染させた個体に、条件付き複製ベクターを送達することができる。該ベクターは、先に
述べたような病原性ウイルスの複製を妨害する。しかしながら、条件付き複製ベクターを
またヘルパー発現ベクター（「ヘルパー」）といっしょに抗細菌的あるいは抗化学的戦略
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に用いることもできる。
【００９６】
　例えば、条件付き複製ベクターは、「ヘルパー」がその発現および増殖を可能にした後
で、抗細菌あるいは抗毒素抗体を分泌することができる。該「ヘルパー」は、必須ではな
いが、細菌やサイトカイン（細菌の感染に応答して）、抗生物質（テトラサイクリン誘導
性プロモーター系(Paulus ら, J. Virol. 70,62-67(1996)) での場合）あるいは化学薬品
（例えば毒素、そのもの）によって活性化すると、その発現を可能にする誘導性プロモー
ターを駆動させ得る。すなわち条件付き複製ベクターは、好ましくない結果をまねく病原
体あるいは毒素（ヘルパーの活性化の結果として）に応答して「ヘルパー」の助けで選択
的に増殖するだけでなく、腫瘍抗原、病原体あるいは化学薬品（例えば毒素）の病原性の
影響を阻止するための抗病原体あるいは抗毒素抗体を分泌するであろう。すなわち、ｍＲ
ＮＡおよび／または蛋白質のどちらかに転写されるいかなる蛋白質、因子あるいは遺伝的
要素が、病原性応答を阻止するために、条件付き複製ベクターに挿入され得る－－その選
択的な増殖および発現（該ヘルパーの産物は条件付き（それには限定されないが、例えば
（ａ）誘導性プロモーター系－－腫瘍細胞中のある因子は、ヘルパー因子、ヘルパー因子
を発現する毒素応答性配列(toxin responsivesequence) 、あるいはヘルパー因子の産生
を引き起こすサイトカイン応答性プロモーター(cytokine responsivepromoter)の産生を
活性化する、（ｂ）ヘルパーＲＮＡ／蛋白質／因子は、ある細胞内で選択的に安定化され
、他では安定化されない、そして（ｃ）ヘルパーウイルスの蛋白質の産生、シャペロニン
グ(chaperoning) 、ターゲティング、構造あるいは別の生物機能に影響を及ぼす第３者的
な遺伝子の間接的な導入）で発現されるので選択的）を促進する「ヘルパー」と協力して
。そのような戦略を、形質転換植物および動物に病原体から保護するために用いることが
できる。同様にして、そのような戦略を価値ある異種蛋白質／因子の生産のための形質転
換系に用いることができる。
【００９７】
　本発明による方法の別の態様において、例えば、蛋白質／因子のどの部分がある特定の
機能に重要なであるかを決定するための薬剤／因子をスクリーニングするための細胞株を
開発することができる。所定の細胞株内で目的とする変異させた蛋白質が発現するように
ベクターを創製することができる。しかしながら該変異させた蛋白質をコードするＲＮＡ
は、例えばサイレント点変異の挿入によってリボザイムに抵抗性に作られる。しかしなが
ら、野生型蛋白質の発現は細胞株内では阻害されている。また、目的の蛋白質に対してリ
ボザイムを発現するベクターをまた、変異被検蛋白質を発現し得るように構築することが
できる。該ベクターが細胞に導入されると、正常な蛋白質をコードしている天然ＲＮＡの
ほとんどは切断され、一方で該変異被検蛋白質が発現される。どのように所定の蛋白質が
機能するのか、またどのように所定の因子／薬剤が該蛋白質に相互作用しているのかを決
定するための、迅速且つ強力な技術として、最近開発された送達および選択技術とともに
この方法を用いることができる。
【００９８】
　また、インビトロで、無数の本発明の使用方法ならびにベクターがある。例えば、ウイ
ルス複製およびリボザイム機能の、ある微妙な差異を明確にするために該ベクターを用い
ることができる。同様に、リボザイムを含有するベクターを、例えば羅病細胞における変
異の存在を調べるための、あるいは遺伝的浮動を確かめるための診断の道具として用いる
ことができる。上述の考察は、決して本発明の用途を包括的にみなすものではない。
【００９９】
発明の利点
　エイズおよび他のウイルスの遺伝子治療処置にｃｒＨＩＶストラテジーを用いる利点は
大きい。例えば、ＨＩＶに感染した細胞にベクターをターゲッティングする問題が解決さ
れるようになる。感染したＣＤ４＋細胞にｃｒＨＩＶをインビボでトランスフェクション
後、ｃｒＨＩＶは内因性感染性ＨＩＶエンベロープ蛋白質を用いて子ビリオンにパッケー
ジされるようになる。従って、ｃｒＨＩＶ　ＲＮＡは子ビリオン内部について行き、非病
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原性ビリオンを産生するその特定のＨＩＶ株に通常感染し得る細胞タイプに感染する。こ
れは、脳の小グリア細胞（中枢神経系のＨＩＶ感染のための主な貯蔵器官である）のよう
なターゲットが困難な細胞を含む。ｃｒＨＩＶベクターによりコードされるウイルス蛋白
質はないので、非感染ＣＤ４＋細胞に感染するｃｒＨＩＶベクターに関連する毒性の可能
性はほとんどない。さらに、ｃｒＨＩＶベクターの野生型ＨＩＶとの競合の結果、非病原
性粒子が産生され、その結果ウイルス負荷が低下する。ｃｒＨＩＶ粒子もまた全身的に広
がり得るので（即ち、感染性ＨＩＶがそうであるように）、病原性ＨＩＶ－１負荷の低下
は、感染個体の生存期間を延長し得るだけでなく、非感染個体への感染の割合を低下させ
ることもできる。ｃｒＨＩＶの産生はまた、感染した母親から子宮内の胎児へのＨＩＶ－
１感染を減少させるので、血液中の病原性ＨＩＶ－１負荷の低下は妊娠中のＨＩＶ感染個
体において特に重要である。
【０１００】
　ｃｒＨＩＶベクターを宿主細胞に導入するために使用することができるプラスミドＤＮ
Ａ／脂質混合物は、高価な生体外ストラテジーを避けて安定でかつ安価に製造できなけれ
ばならない。勿論、本発明の方法は、所望により生体外遺伝子送達にも利用することがで
き、本質的に自由に変えられる。それとは関係なく、リポソームを仲介したアプローチの
有用性は一般大衆の治療の可能性（それは現在の遺伝子治療ストラテジーでは実現可能で
ない）への道を開く。ｃｒＨＩＶベクターはまた、ＨＩＶゲノム上の異なるターゲットに
向けて作られた幾つかのリボザイムを含有するように操作することができる。これは、感
染性ＨＩＶが突然変異して抗ＨＩＶリボザイムの効果から逃れ得る可能性を少なくする。
さらにまた、条件付き複製可能ウイルスストラテジーは他のウイルス感染、特にウイルス
の代謝回転が高いウイルス感染の治療に適用することができる。
【０１０１】
　ｃｒＨＩＶベクターの特に有用な性質は、遺伝的抗ウイルス剤、例えば、リボザイムを
転写後に発現するのに利用することができる点である。従って、非感染細胞にｃｒＨＩＶ
ベクターを感染させると毒性が低い。なぜなら、Ｔａｔ蛋白質の非存在下でＨＩＶ末端反
復配列（ＬＴＲ）プロモーターからわずかな発現しか起こらないからだ。高レベルのｃｒ
ＨＩＶ発現およびその結果として起こる抗ウイルス活性は、野生型ＨＩＶとの相補により
Ｔａｔ蛋白質が提供されるときにのみ起こる。このように、ｃｒＨＩＶベクターはＨＩＶ
感染から細胞を保護するように設計されているのではなく、非病原性ｃｒＨＩＶ粒子の選
択的蓄積により全体の野生型ＨＩＶウイルスの負担を低くするように設計されている。
【０１０２】
　本発明の実施または作用に関して特定の理論に束縛されることを求めているわけではな
いが、以下の実施例で確認されるように、リボザイムは（１）高度の特異性を有し、（２
）ターゲットＲＮＡと共局在化する能力に応じて相対的な効率を有するという２つの有用
な性質のために、選択的にｃｒＨＩＶゲノムに優位性を付与するのに用いることができる
と考えられる（Cech, Science, 236, 1532-1539 (1987)) 。リボザイムの特異性は、それ
らがＸＵＹ部位を含有する相補ターゲット配列へ特異的にハイブリダイズすることにより
付与される。リボザイムはターゲットＲＮＡと効率的に共局在化するときにのみ高い効率
でターゲットＲＮＡを切断するので、リボザイムは相対的に効率的である。ＨＩＶ／ｃｒ
ＨＩＶ混合感染において、リボザイム含有ｃｒＨＩＶ　ＲＮＡの野生型ＨＩＶ　ＲＮＡと
の共局在化が起こるはずである。なぜなら、ＨＩＶ　ＲＮＡゲノムは子ビリオンへのパッ
ケージングの前に二量化するからだ。非ゲノミックＨＩＶ　ＲＮＡは二量化しないので、
ウイルス蛋白質の産生に必要な野生型ＨＩＶ　ＲＮＡの非ゲノミック種の切断は、ゲノミ
ック野生型ＨＩＶ　ＲＮＡの切断よりも効率が低い可能性が高い。ｃｒＨＩＶ　ＲＮＡに
付与された選択的優位性は、ｃｒＨＩＶがウイルス粒子に選択的にパッケージングされる
ためであることが本明細書に記載する実験で見い出された。これらの結果は、最も効率的
な切断は細胞内で二量化の間に起こり、結果として宿主ヌクレアーゼによる野生型ＨＩＶ
　ＲＮＡの選択的破壊が生じることを示唆する。これは、ｃｒＨＩＶ　ＲＮＡがウイルス
粒子に優先的にパッケージングされることを可能にする。
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【０１０３】
　ｃｒＨＩＶベクターのＨＩＶ治療への適用は、ｃｒＨＩＶのゲノミック選択だけでなく
、ｃｒＨＩＶ粒子を産生する細胞の細胞性選択も含む。そうでなければ、野生型ＨＩＶを
産生する細胞は、ｃｒＨＩＶ粒子を産生する細胞に対する選択的優位性で野生型ＨＩＶ粒
子を産生し、速やかに優位を占めるだろう。ｃｒＨＩＶ発現細胞に（薬剤の存在下で）野
生型ＨＩＶ発現細胞に対する生存優位性を付与する遺伝子（例えば、多剤耐性遺伝子）を
ｃｒＨＩＶゲノムに挿入することにより、ｃｒＨＩＶ発現細胞に選択的優位性を付与する
ことができる。これらの条件下では、野生型ＨＩＶ発現細胞は次第に死ぬが、いくらかの
野生型ＨＩＶをまだ産生する。一方、ｃｒＨＩＶを選択的に産生するｃｒＨＩＶ発現細胞
は生存する。ｃｒＨＩＶ含有細胞を残りの野生型ＨＩＶに感染させると、ｃｒＨＩＶ含有
ウイルス粒子をさらに産生させる結果となる。従って、ウイルスゲノミックシフトはＣＤ
４＋細胞にｃｒＨＩＶゲノムを累積的に感染させることになり、これにより宿主における
ウイルスバランスを病原性野生型ＨＩＶから非病原性ｃｒＨＩＶゲノムに変化させる。い
ったん、ＨＩＶゲノムのバランスが野生型ＨＩＶからｃｒＨＩＶに選択的にシフトすると
、このようなストラテジーは野生型ＨＩＶを排除し得る。ｃｒＨＩＶは野生型ＨＩＶヘル
パーゲノムの存在下でのみ複製することができるので、ウイルス複製はいずれ止まる。従
って、このような相互に制限する条件下では、野生型ＨＩＶウイルス負荷を減少させるよ
うにするだけでなく、ＨＩＶ感染宿主からウイルスを排除するようにｃｒＨＩＶベクター
を操作することが可能になる。
【０１０４】
投与手段
　本発明によれば、前記のように、ウイルス感染の遺伝子治療を必要とする宿主細胞内に
ベクターを導入する。導入手段は、ウイルスに感染し得る宿主を本発明のベクターに接触
させることを含む。好ましくは、かかる接触には、宿主細胞内にベクターを導入する手段
であればいかなる手段も含まれる。方法は特定の導入手段によって決まるものではなく、
またそのように解釈すべきでない。導入手段は当業者に周知であり、本明細書中でも例示
する。
【０１０５】
　従って、導入は、例えば、in vitro（例えば、遺伝子治療のex vivo タイプの方法）ま
たはin vivo のいずれで行ってもよく、エレクトロポレーション、形質転換、形質導入、
接合またはトリペアレンタルメイティング、トランスフェクション、感染、カチオン脂質
を用いる膜融合、ＤＮＡでコーティングしたマイクロプロジェクタイルを用いる高速発砲
、リン酸カルシウム－ＤＮＡ沈殿物とのインキュベーション、単一細胞への直接マイクロ
インジェクションなどの使用が含まれる。他の方法も利用することができ、これは当業者
に知られている。
【０１０６】
　しかしながら、好ましくは、ベクターまたはリボザイムはカチオン脂質、例えば、リポ
ソームにより導入する。このようなリポソームは市販されている（例えば、リポフェクチ
ン(Lipofectin)Ｒ、リポフェクタミン(Lipofectamine)ＴＭなど、Life Technologies, Gi
bco BRL, Gaithersburg, MD）。さらに、輸送能が増大しおよび／またはインビボ毒性が
低下したリポソーム（例えば、ＰＣＴ特許出願ＷＯ９５／２１２５９に記載）を本発明で
使用することができる。リポソームの投与は、ＰＣＴ特許出願ＷＯ９３／２３５６９に記
載の推奨に従って行うことができる。一般に、このような投与に用いる処方は大多数のリ
ンパ球により３７℃で８時間以内に取り出され、静脈内投与の１時間後に注射投与量の５
０％を越える範囲内が脾臓で検出される。同様に、他のデリバリービヒクルには、ハイド
ロゲルおよびコントロール放出ポリマーが含まれる。
【０１０７】
　宿主細胞に導入されるベクターの形態は、ベクターがインビトロまたはインビボのいず
れで導入されるかによって一部は決定される。例えば、ベクターがゲノム外に保持される
か（即ち、自己複製ベクター）、プロウイルスまたはプロファージとして組み込まれるか
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、一時的にトランスフェクションされるか、複製欠損または条件付き複製ウイルスを用い
て一時的に感染されるか、あるいはダブルまたはシングルクロスオーバー組換えを経て宿
主ゲノムに安定に導入されるかに応じて、核酸は閉じた環状、ニック、または直鎖状であ
ってよい。
【０１０８】
　宿主に導入する前に、本発明のベクターを治療および予防処置方法に用いるための各種
組成物に製剤化することができる。特に、ベクターを適当な医薬的に許容される担体また
は希釈剤と組み合わせて医薬組成物とすることができ、ヒトまたは獣医学的適用に適する
ように製剤化することができる。
【０１０９】
　従って、本発明の方法に用いられる組成物は１または２以上の上記のベクターを、好ま
しくは医薬上許容される担体と組み合わせて含有するものである。医薬上許容される担体
は好適な投与手段として当業者には周知である。担体の選択は、一部は、特定のベクター
により、ならびに組成物の投与に用いる特定の方法によって決定される。組成物投与の各
種経路を採用でき、また、投与に２以上の経路を用いてもよいが、特定の経路が他の経路
よりも迅速かつ効果的な反応を与え得ることも、また当業者に理解されるだろう。従って
、本発明の組成物の好適な製剤として広範囲の種類がある。
【０１１０】
　本発明のベクターを単独あるいは他の抗ウイルス性の化合物と組み合わせて含有する組
成物は、非経口投与、好ましくは腹腔内投与に好適な製剤にしてもよい。そのような製剤
には、酸化防止剤、緩衝剤、静菌剤、および当該製剤を投与対象者の血液と等張にする溶
質を含有してもよい水性または非水性の等張性無菌注射液、ならびに懸濁化剤、可溶化剤
、増粘剤、安定化剤および保存剤を含有してもよい水性または非水性の無菌懸濁液が含ま
れる。この製剤は、単位投与量または多回投与量をアンプルおよびバイアルのような容器
中に封入して提供してもよく、また、使用直前に例えば注射用水のような無菌液状担体を
加えるだけでよいような凍結乾燥条件下に貯蔵してもよい。用時調製の注射溶液および懸
濁液は、ここに記載のような、無菌の散剤、顆粒および錠剤から調製してもよい。
【０１１１】
　経口投与に好適な製剤は、有効量の化合物を希釈液（例えば水、塩水またはフルーツジ
ュース）に溶解したような液剤；それぞれ所定量の有効成分を固形または顆粒として含有
するカプセル、薬袋（sachet）または錠剤；水性液体中の液剤または懸濁剤；ならびに水
中油型乳剤または油中水型乳剤から構成することができる。錠剤の形態は、ラクトース、
マンニトール、コーンスターチ、バレイショデンプン、微結晶セルロース、アラビアゴム
、ゼラチン、コロイド状シリカ、クロスカルメロースナトリウム（croscarmellose sodiu
m)、タルク、ステアリン酸マグネシウム、ステアリン酸およびその他の賦形剤、着色料、
希釈剤、緩衝剤、湿潤剤、保存剤、香料および医薬的に適合性の担体のうち１つまたは２
以上含有してもよい。
【０１１２】
　吸入による投与に好適なエアロゾル剤もまた調製される。エアロゾル剤は、ジクロロジ
フルオロメタン、プロパン、窒素等の許容される圧縮不活性ガスに含ませてもよい。
【０１１３】
　同様に、経口投与に好適な製剤としては、香料、通常はスクロースおよびアラビアゴム
もしくはトラガント中に有効成分を含有する舐剤（lozenge form) ；ゼラチンおよびグリ
セリンのような不活性基剤、またはスクロースおよびアラビアゴム中に有効成分を含有す
る香錠；適当な液状担体中に有効成分を含有する含嗽剤；ならびに有効成分に加えて、当
該分野で公知の担体を含有するクリーム、エマルジョン、ゲル等が含まれる。
【０１１４】
　局所投与に好適な製剤は、クリーム、軟膏またはローションの剤形としてもよい。
【０１１５】
　直腸投与の好適な製剤は、例えばカカオ脂またはサリチル酸塩を含有する適当な基剤と
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共に坐剤として提供してもよい。膣投与の好適な製剤としては、有効成分に加えて、当該
分野で適当なものとして知られている担体を含有するペッサリー、タンポン、クリーム、
ゲル、ペースト、フォームまたはスプレーの剤形として提供してもよい。同様に、有効成
分をコンドーム上のコーティングとして潤滑剤と組み合わせてもよい。
【０１１６】
　本発明においては、動物、特にヒトに投与する用量は、妥当な時間枠にわたって、感染
した個体に対して治療的な反応を生じさせるのに十分であることが必要である。上記用量
は、治療に用いられる特定のベクターの効力、病状の重さ、感染した個体の体重および年
齢により決定される。上記用量はまた、用いられる特定のベクターに伴うかもしれない副
作用の存在によっても決定される。できるだけ副作用は最小限となるようにすることが望
ましい。
【０１１７】
　上記用量は、錠剤またはカプセルのような単位投与形態としてもよい。ここで、「単位
投与形態」とは、ヒトおよび動物の患者にとって単位投与量として好適な物理的に分離し
た単位のことをいい、各単位は、医薬上許容される希釈液、担体または賦形剤と共に所望
の薬効を生じさせるのに十分な量として算出した所定量のベクターを、単独であるいは他
の抗ウイルス剤と組み合わせて含有する。本発明の単位投与形態の明細事項は、用いられ
る特定化合物（２以上でもよい）および得られる薬効により、ならびに宿主内での各化合
物に関連する薬力学により決定される。投与される量は、「抗ウイルス有効量」あるいは
個々の患者において「有効なレベル」を達成するのに必要な量であることが必要である。
【０１１８】
　「有効なレベル」は、投与の好ましい終点として用いているので、実際の用量およびス
ケジュールは薬物動態、薬物分布および代謝における個人差に応じて異なる。この「有効
なレベル」は、例えば、患者の望ましい血液濃度または細胞濃度として規定してもよく、
これは化学化合物の臨床上の抗ウイルス活性を予測するアッセイにおいて、ＨＩＶのよう
なウイルスを阻害する、本発明の１または２以上のベクターの濃度に相当する。本発明の
化合物の「有効なレベル」はまた、本発明の組成物をジドブジンまたは他の公知の抗ウイ
ルス性化合物あるいはこれらを組み合わせたものと併用する場合には変わり得る。
【０１１９】
　当業者は、個々の患者における望ましい「有効なレベル」を達成するために、用いられ
る組成物の厳密な製剤に対する適切な投与量、スケジュールおよび投与方法を容易に決定
できる。当業者はまた、適当な患者の試料（例えば血液および／または細胞）を直接的に
（例えば分析的化学分析）あるいは間接的に（例えばｐ２４もしくはＡＩＤＳまたはＡＩ
ＤＳ様疾患の治療のための逆転写酵素のようなウイルス性感染の代用指標を用いて）分析
することによって、本発明の化合物の「有効なレベル」の適切な指標を決定し用いること
もできる。
【０１２０】
　さらに、ＡＩＤＳまたはＡＩＤＳ様疾患の治療のための患者における有効なレベルの決
定に関しては、特に適当な動物モデルが利用可能であり、各種の遺伝子治療プロトコール
のＨＩＶに対するin vivo 有効性を評価するために広く使われている(Sarver et al., (1
993b), 前記)。これらのモデルはマウス、サルおよびネコを含む。これらの動物は自然に
はＨＩＶ疾患に感染しないが、ヒト末梢血液単核細胞（ＰＢＭＣ）、リンパ節または胎児
肝／胸腺組織で再構成したキメラマウスモデル（例えば、ＳＣＩＤ、ｂｇ／ｎｕ／ｘｉｄ
、骨髄除去したＢＡＬＢ／ｃ）がＨＩＶに感染し得るので、これをＨＩＶの病理および遺
伝子治療のモデルとして使用することができる。同様に、サル免疫不全ウイルス（ＳＩＶ
）／サルモデルを使用することができ、ネコ免疫不全ウイルス（ＦＩＶ）／ネコモデルも
使用することができる。
【０１２１】
　一般に、投与したリボザイム（またはベクター）の組織濃度を達成するのに十分なベク
ターの量は約５０～約３００ｍｇ／ｋｇ体重／日が好ましく、特に約１００～約２００ｍ
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ｇ／ｋｇ体重／日である。ある適用では、例えば、局所投与、眼投与または膣投与では１
日に複数回投与することが好ましい。さらに、投与回数は送達手段および投与する特定の
ベクターに応じて変わり得る。
【０１２２】
　ウイルスに感染した個体の治療においては、「メガ用量（mega-dosing)」規制を用いる
ことが好ましく、これは大用量のベクターを投与し、当該化合物が作用するだけの時間を
与え、その後適当な試薬を個体に投与して活性化合物を不活性化させるものである。本発
明の方法において、治療（即ち、治療すべきウイルスと競合するベクターの複製）は必然
的に限定される。換言すれば、例えば、ＨＩＶのレベルが低下すると、ビリオン産生のた
めにＨＩＶに依存するベクターのレベルもまた低下するだろう。
【０１２３】
　ＡＩＤＳの治療処置に用いる場合、医薬組成物に本発明のベクターと組み合わせて他の
医薬を配合することができる。これらの他の医薬は慣用の方法（即ち、ＨＩＶ感染を治療
する薬剤として）、より詳細にはin vivo でｃｒＨＩＶウイルスに対して選択する方法で
使用することができる。本明細書に記載するそのような選択は、条件付き複製ＨＩＶの広
がりを促進し、条件付き複製ＨＩＶがより効果的に野生型ＨＩＶと拮抗するようにし、必
然的に野生型ＨＩＶの病原性を制限するだろう。特に、好ましくはジドブジンのような抗
レトロウイルス剤を使用することが意図される。さらに、前記したものに加えて使用でき
る、これらの併用医薬の代表的な例には、抗ウイルス化合物、免疫調節剤(immunomodulat
or) 、免疫促進剤、抗生物質、およびＡＩＤＳの治療に使用できるその他の薬剤および治
療規制(regime)（代替医薬として認識されるものを含む）が含まれる。抗ウイルス化合物
には、ｄｄＩ、ｄｄＣ、ガンシクロビル、フッ素化ジデオキシヌクレオチド、ネビラピン
(nevirapine)（Shih et al.,  PNAS, 88,9878-9882 (1991))のような非ヌクレオシド類縁
化合物、Ｒ８２９１３(White et al.,  Antiviral Research, 16, 257-266 (1991)) のよ
うなＴＩＢＯ誘導体およびＢＩ－ＲＪ－７０(Shih et al., Am. J. Med.,  90 (Suppl. 4
A), 8S-17S (1991))が含まれるが、これらに限定されない。免疫調節剤および免疫促進剤
には、各種インターロイキン、ＣＤ４、サイトカイン、抗体製剤、輸血剤および細胞輸注
剤が含まれるが、これらに限定されない。抗生物質には、抗真菌剤、抗菌剤および抗ニュ
ーモシスティス・カリニ（Pneumocystis carinii) 剤が含まれるが、これらに限定されな
い。
【０１２４】
　他の抗レトロウイルス剤とともに、特にｄｄＣ、ジドブジン、ｄｄＩ、ｄｄＡのような
ＲＴ阻害剤、または抗ＴＡＴ剤のような他のＨＩＶ蛋白質に対して作用する他の阻害剤と
ともに、ウイルス阻害化合物を投与することによって、一般にウイルスのライフサイクル
のうち、複製期の大部分または全てを阻害するだろう。ＡＩＤＳまたはＡＲＣ患者に用い
るｄｄＣおよびジドブジンの用量は発表されている。ｄｄＣのウイルス抑制範囲は、一般
に０．０５μＭから１．０μＭまでである。約０．００５～０．２５ｍｇ／ｋｇ体重の範
囲で大部分の患者においてウイルス抑制性を示す。経口投与にあたっての予備投与量の範
囲は幾分広く、例えば０．００１～０．２５ｍｇ／ｋｇを１回または２、４、６、８、１
２時間等の時間間隔で２回以上投与する。０．０１ｍｇ／ｋｇ体重のｄｄＣを８時間毎に
与えるのが好ましい。併用療法の場合、他の抗ウイルス化合物は、例えば、本発明のベク
ターと同時に投与してもよく、あるいは適宜時間をずらして投与するようにしてもよい。
またベクターを１つの組成物に組み合わせてもよい。それぞれの用量は、組み合わせて用
いる場合は、いずれかを単独で用いる場合より少なくてもよい。
【０１２５】
実施例
　次の実施例に本発明の化合物と方法をさらに記載する。これらの実施例は、本発明をさ
らに説明するものであり、本発明の範囲を何ら限定するものではない。
【０１２６】
実施例１
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　この実施例は、本発明の条件付き複製可能ベクターの構築を記載する。特に、この実施
例は、ＨＩＶ、すなわちｃｒＨＩＶベクターをもとにした条件付き複製ベクターの構築を
記載する。
【０１２７】
　ＨＩＶ－１病原性の最も顕著な局面のひとつはウイルスの遺伝的変異型の生成である。
インビボでのその早いＨＩＶ変異型の生成は、このウイルスをダーウィン遺伝的モデルの
枠組みの中で考えることができる（例えば、Coffin, Curr. Top. Microbiol. Immunol., 
176, 143-164 (1992);およびCoffin, Science, 267, 483-489 (1995) 参照）。ウイルス
ゲノムのＲＮＡから新しく転写されたプロウイルスに変異を起こすＨＩＶ－１の逆転写酵
素の分子の不誠実さによって、変異型はつくられる。それ故に、重要な進行の妨げがなく
、多くの複製サイクルが起こる生体内での条件では、遺伝的変化の実質的な程度により、
多くのウイルス変異体が生成する。今のところ、ＨＩＶ野生型は、このような制限のない
条件では、最も高い選択優位性を持つため、優勢である。しかし、阻害剤、例えばジゾブ
ジンの存在下では、ウイルス変異型は野生型よりも選択的に優位性が与えられ、選択され
、その結果優位を占めるだろう（Coffin (1992) および(1995), 上記）。これをもとに、
本発明は病原性を持つＨＩＶ－１野生型よりも高い選択優位性を持つ、非病原性ＨＩＶ－
１ゲノムを与える条件付き複製ウイルスベクター法を提供するものである。
【０１２８】
　これらの非病原性の条件付き複製ＨＩＶ（ｃｒＨＩＶ）ベクターは欠損ＨＩＶであり、
野生型ウイルスが感染した細胞内においてのみ、複製とパッケージングを行う。ｃｒＨＩ
Ｖゲノムは、病原性をもつ野生型ＨＩＶウイルスの拡大と競合し、そして減少させる。感
染宿主における、野生型ＨＩＶウイルスの拡大を減少させる効果は、延命を導くはずであ
る。これはまた、感染宿主の、非感染個体へ野生型ＨＩＶを感染させる能力を減少させる
はずである。ｃｒＨＩＶの野生型ＨＩＶ－１に対する競合を達成させるためには２つの因
子が重要である。（１）野生型ＨＩＶゲノムよりも、ｃｒＨＩＶゲノムの選択優位性が高
いこと、そして、（２）野生型ＨＩＶが発現している細胞よりも、ｃｒＨＩＶが発現して
いる細胞の選択優位性が高いこと（すなわち、ｃｒＨＩＶが発現している細胞からのｃｒ
ＨＩＶビリオン生成の選択優位性が野生型ＨＩＶが発現している細胞よりも高いこと）。
【０１２９】
　ｃｒＨＩＶベクターは、ＲＮＡ発現、二量体形成およびパッケージングに必要な配列を
持っているので、条件によっては複製するが、機能的（野生型）ＨＩＶ－１蛋白質ＨＩＶ
－１蛋白質は発現しない。ｃｒＨＩＶのＵ５　ＲＮＡではなく、野生型ＨＩＶゲノムのＵ
５領域を切断するようにリボザイムカセットを挿入することによって、選択優位性がｃｒ
ＨＩＶベクターに与えられた。
【０１３０】
　このベクター中に存在するリボザイムは、ｃｒＨＩＶ　ＲＮＡを切断しない。なぜなら
、ｃｒＨＩＶ　ＲＮＡのＵ５領域は、リボザイムがこれらのサイトへ有効に結合し、切断
することを防ぐために保護された塩基置換（塩基置換は他のＨＩＶ株おいて存在する）に
よって改変されているからである。さらに、ｃｒＨＩＶは病原性を持たない。なぜならば
、ｃｒＨＩＶはＣＤ４＋細胞死をもたらすと信じられている蛋白質をコードしないからで
ある。（ｃｒＨＩＶベクターによって形質転換された）ＨＩＶ感染細胞が、活性化される
とき、その細胞は、ｃｒＨＩＶのゲノムの欠損を相補することができるようになり、その
結果、ｃｒＨＩＶの子ビリオンが生成する。
【０１３１】
　一般的にｃｒＨＩＶゲノムは完全な長さを持った感染能を有するＨＩＶのクローンであ
るｐＮＬ４－３（Adachi et al. (1986)、上述）から構築された。すべてのクローニング
反応や、ＤＮＡ、ＲＮＡおよび蛋白質の操作は、当業者によく知られた方法を用いてなさ
れる。そして、それは、例えばManiatisら、Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 
2nd ed. （Cold Spring Harbor Laboratory, NY (1982)）の文献に記載されている。これ
らの反応に使用する酵素や試薬は商業的提供者（例えば、New England Biolabs, Inc., B
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everly, MA; Clontech, Palo Alto, CA;および Boehringer Mannheim, Inc., Indianapol
is, IN）から得、製造者の説明に従って使用した。さらに、ベクターの維持と増殖は、一
般的に知られている方法、および、以前に報告されている方法（例えば、Dropulic' et a
l. (1992),  上記、およびDropulic' et al. (1993),  上記）を用いて行った。
【０１３２】
　ｐＮＬ４－３は、酵素Pst I （転写開始点から約＋１０００の位置にあるgagを切断す
る）およびXho I （転写開始点から約＋８４００の位置にあるnef を切断する）によって
切断され、都合のよい制限部位を持っているポリリンカーが挿入された。rev 応答性エレ
メント（ＲＲＥ）を含む０．８６ＫｂのBgl IIからBam HIまでのフラグメントは、ポリリ
ンカーの中に存在するBam HI部位にクローニングされた。これら操作は、gag がコードさ
れている領域から、Ｕ３がコードされている領域まで（すなわち、このようにnef 遺伝子
も欠損）のＨＩＶ野生型ゲノムを欠損させることになった。このベクターは不完全なgag 
転写産物を生成することができるが、機能可能な完全な長さを持つGag 蛋白質を生成する
ことはできない。しかし、野生型Gag の機能は本発明には不要であるから、gag の配列は
Gag 蛋白質の翻訳をさせないように変異させることができる。
【０１３３】
　ここに記載したシングルあるいはマルチプルのリボザイムを持つリボザイムカセットは
Bam HI部位の下流のSal I 部位に挿入された。このことを達成するために、リボザイム配
列をコードする相補的デオキシオリゴヌクレオチドを合成し、アニーリングし、そしてSa
l I 部位にクローニングした。ｃｒＨＩＶの構築のために用いたリボザイムは、ハンマー
ヘッド構造を持つリボザイムであった。これらリボザイムは22塩基対からなる触媒ドメイ
ンと、それぞれ９塩基対からなる２つのハイブリダイゼイションドメインを含む。このリ
ボザイムはＵ５ＲＮＡ配列の＋１１５または＋１３３の部位（すなわち、転写開始点から
下流の塩基対の数に対応する部位）のどちらかを標的とする。＋１１５部位と＋１３３部
位を標的とするリボザイムのハイブリダイゼイションドメインと触媒ドメイン（下線部）
は以下に示す通りである。
　CACACAACACTGATGAGGCCGAAAGGCCGAAACGGGCACA ("+115 リボザイム")〔配列番号３〕
　ATCTCTAGTCTGATGAGGCCGAAAGGCCGAAACCAGAGTC ("+133 リボザイム")〔配列番号４〕
　このリボザイムカセットは、直列に位置する単一、２重あるいは３重のリボザイムのい
ずれかから構成される。単一（”ｃｒＨＩＶ－１．１”ベクター、図１Ｂ）あるいは３重
（”ｃｒＨＩＶ－１．１１１”ベクター、図１Ｅ）のリボザイムを含むベクターは、＋１
１５のＵ５　ＨＩＶ　ＲＮＡの同一部位を標的とする。２重リボザイムを含むベクターは
＋１１５の同一部位（”ｃｒＨＩＶ－１．１１”ベクター、図１Ｃ）あるいは、Ｕ５　Ｈ
ＩＶ　ＲＮＡの＋１１５と＋１３３の異なった部位：ｃｒＨＩＶ－１．１２ (ｃｒＨＩＶ
－１．１２  ”ベクター、図１Ｄ）のいずれかを標的とする。これらのベクターはここで
は総括的に”ｃｒＨＩＶ”ベクターと呼ぶ。
【０１３４】
　このベクターの構築を完成させるために、ｃｒＨＩＶゲノムのＵ５領域内にあるハンマ
ーヘッド型のリボザイム認識部位の変異によって、ｃｒＨＩＶベクターは、リボザイムに
よる切断に対する抵抗性（即ち、ＲＮＡとしての発現）を与えられた。これを達成させる
ために、図２〔配列番号２〕に示した塩基置換を含む二本鎖オリゴヌクレオチド（すなわ
ち、AAGCTTGCCTTGAGTGCTCAAAGTAGTGTGTGCCCACCTGTTGTGTGACTCTGGCAGCTAGAGATCCCACAGACCC
TTTTAGTCAGTGTGGAAAATCTCTAGCAGTGGCGCC 〔配列番号13〕）をベクターに改変部位を導入
するために用いた。特別に、塩基置換は１１５と１３３塩基対のリボザイムのハイブリダ
イゼーションと切断部位に工作された。特に図２に図示されたように、変異は１１３、１
１４、１３２、１３４および１４２の塩基対に導入された。これら部位はいかなる変異も
含んで、改変することができる。（すなわち、GTGTGCCCNNCTGTTGTGTGACTCTGGNANCTAGAGAN
C 、これらの中でＮはどんな変異ヌクレオチドでもよい〔配列番号14〕）。しかし、より
好ましくはこの配列は、例えば＋１１３部位のＧをＡに（この配列は GTGTGCCCATCTGTTGT
GTGACTCTGGTAACTAGAGATC〔配列番号15〕からなる）、＋１１４部位のＵ（ＤＮＡ配列とし
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てはＴ）をＣに〔配列番号５〕、＋１３２部位のＵ（ＤＮＡ配列としてはＴ）をＣに〔配
列番号６〕、＋１３４部位のＡをＧに（この配列はGTGTGCCCGTCTGTTGTGTGACTCTGGTAGCTAG
AGATC 〔配列番号16〕からなる）、および＋１４２部位のＵ（ＤＮＡ配列ではＴ）をＡに
置換して変異させたものであり、これらの変異はそれぞれ単独或いは組み合わせることが
できる。特に他のＵ５の変異がない場合、ｃｒＨＩＶＵ５ＲＮＡの＋１１４部位〔配列番
号５〕および／または＋１３２部位〔配列番号６〕のＵ（ＤＮＡとしてはＴ）をＣに置換
したすることにより、リボザイムによる切断を防ぐことができる（Uhlenbeck (1987)、上
記）。挿入した塩基置換は、他の種々のＨＩＶ株において存在し（Myers et al., HIV Se
quence Database, Los Alamos Nat. Lab. (1994)）、このことは、これらの置換がＨＩＶ
ゲノムの複製能を下げるものではないことを示している。
【０１３５】
　ここで、公表した方法は、他の条件付き複製ベクター、例えば異なったウイルスゲノム
（例えば、異なったＲＮＡウイルス）からなる、あるいは異なった遺伝的抗ウイルス剤か
らなるベクターの構築に用いることができる。さらに、条件付き複製ベクターは、ベクタ
ーが導入された宿主細胞に対して、野生型のウイルスを含む宿主細胞よりも高い選択優位
性を与えるようさらに改変することができる。例えば、このようなベクターは、多剤耐性
、あるいは、変異プロテアーゼあるいは逆転写酵素をコードするようにさらに改変するこ
とができる。
【０１３６】
実施例２
　この実施例は条件付き複製ベクター、特にｃｒＨＩＶベクターのリボザイムによる切断
に対する抵抗性について記載するものである。ｃｒＨＩＶベクターのリボザイムによる切
断に対する抵抗性を確認するために、インビトロでの転写を行った。これを達成するため
に、リボザイム配列を、pBluescript KSII (Stratagene, La Jolla, CA) のXho I 部位へ
クローニングした。変異ｃｒＨＩＶ　Ｕ５領域を同様に含んでいる０．２１キロ塩基対（
Ｋｂ）のBgl IIフラグメントを、ｃｒＨＩＶベクターから切除し、pBluescript KSIIのBa
m HI部位に挿入した。その結果得られた改変pBluescript KSIIベクターを、インビトロで
の転写の前に、Bss HII によって線状にした。野生型ＨＩＶ　Ｕ５　ＲＮＡを発現する同
様のプラスミド（Myers et al. (1994) （上記）に記載されている）を対照として用いた
。これをインビトロでの転写の前にEco RIで線状にした。
【０１３７】
　放射性同位元素標識したＵ５　ＨＩＶ　ＲＮＡとリボザイムＲＮＡを、以前報告された
ように（Dropulic' et al. (1992),  上記）、そのベクターのインビトロでの転写によっ
て作製した。放射性同位元素標識した転写産物は４０ｍＭのトリス－塩酸、ｐＨ７．５、
６ｍＭのＭｇＣｌ２、２ｍＭのスペルミジンおよび１０ｍＭのＮａＣｌを含む１×転写バ
ッファー中で、（標的物とリボザイムのモル比１：２で）一緒にインキュベートされた。
その試料は６５℃に加熱され、そして９５％のホルムアミド、２０ｍＭＥＤＴＡ、０．０
５％のブロモフェノールブルーおよび０．０５％のキシレンシアノールＦＦを含む反応停
止バッファーを加える前に、５分間３７℃に冷やされた。そして、反応生成物は、変性ポ
リアクリルアミドゲル電気泳動（ＰＡＧＥ）により分析され、オートラジオグラフィーに
よって検出された。
【０１３８】
　野生型Ｕ５－ＨＩＶ　ＲＮＡを＋１１５部位に対する単一リボザイムを含む転写産物と
インキュベートした場合、切断は容易に観察された。このような切断によって、生成物Ｐ
ＩとＰ２が生成した。同じ部位あるいは異なった部位に対する２重リボザイムを含むＲＮ
Ａと、野生型ＨＩＶ　ＲＮＡをインキュベートした場合にも、切断が認められた。２つの
異なった部位を標的とするリボザイムを含む転写産物を、野生型ＨＩＶ　ＲＮＡとインキ
ュベートした場合、生成物Ｐ１、Ｐ２およびＰ３が生成された。Ｐ３は＋１３３部位の切
断により生じたものである。
【０１３９】
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　これに比較して、改変Ｕ５を含むｃｒＨＩＶ　ＲＮＡを＋１１５部位を標的とする単一
リボザイムあるいは＋１１５部位または＋１３３部位のいずれかを標的とする２重リボザ
イムのいずれとインキュベートした場合も、切断による生成物は検出できなかった。それ
ゆえ、これらの結果は、ｃｒＨＩＶ　Ｕ５　ＲＮＡは、リボザイムによる切断に対して抵
抗性を示し、一方野生型ＨＩＶ－Ｕ５　ＲＮＡは、アンチ－Ｕ５リボザイムによって切断
されることを確認するものである。さらに、これらの結果は、本ベクターが宿主細胞に導
入された場合に、野生型のウイルス株が導入された場合と比較して高い複製の選択優先性
を持つ条件付き複製ベクター（ｃｒＨＩＶベクター以外のベクターを含めて）を与えるた
めに、本発明のアプローチを用いることができることを確認したものである。
【０１４０】
実施例３
　この実施例では、リボザイムを含む条件付き複製ベクターの野生型ウイルスＲＮＡを細
胞内で切断する能力について記載する。特にこの実施例では、ｃｒＨＩＶベクターの野生
型ＨＩＶ　ＲＮＡを細胞内で切断する能力について記載する。
【０１４１】
　ｃｒＨＩＶベクターを介した野生型ＨＩＶの阻害の有効性は、Ｊｕｒｋａｔ細胞へのゲ
ノムの共形質転換によって調べられた。形質転換は、約１０６のＪｕｒｋａｔ細胞を最適
ＭＥＭ培地（Life Technologies, Gibco BRL, Gaithersburg,MD) で洗浄し、そして約０
．６μｇの野生型ＨＩＶ　ＤＮＡ（ｐＮＬ４－３）と約１．８μｇのｃｒＨＩＶ　ＤＮＡ
でその細胞を共形質転換することによって行った。野生型ＨＩＶによって形質転換したす
べての細胞がｃｒＨＩＶプロウイルスも含んでいることを確実にするために、野生型ＨＩ
ＶとｃｒＨＩＶプロウイルスのモル比約１：３を用いた。ＤＮＡはリポフェクチン溶液（
Life Technologies ）の中で３０分間混合され、そしてＪｕｒｋａｔ細胞と約３～６時間
インキュベートされた。その後、１０％のウシ胎児血清（ＦＢＳ）を含む完全ＲＰＭＩ１
６４０培地を加えた。ウイルスを含んでいる上清を２－４日ごとに採取し、ウイルスレベ
ルを以前に報告されたように（Dropulic' et al. (1992) 、上記）細胞上清中の逆転写酵
素活性により測定した。
【０１４２】
　野生型ＨＩＶの複製におけるｃｒＨＩＶゲノムの影響を図３に示す。野生型ＨＩＶと対
照ウイルスで共形質転換された細胞（図３、ぬりつぶしたボックス）に比べて、野生型Ｈ
ＩＶとｃｒＨＩＶ－１．１で共形質転換した場合、ウイルスの増殖は遅くなった（図３、
白抜きボックス）が、増殖は阻害されなかった。共存条件下（たとえばDropulic' et al.
 (1992),  上記）、インビボで、アンチ－Ｕ５リボザイムは、ＨＩＶの複製を阻害するこ
とができるので、ここで認められたウイルスの増殖は、次のいずれかの結果によるもので
あろう。（ａ）子ビリオンへの野生型ＨＩＶ　ＲＮＡの優先的なパッケージング、（ｂ）
リボザイムによる切断に対して抵抗性を示す野生型ＨＩＶ　ＲＮＡの生成、あるいは（ｃ
）ｃｒＨＩＶ　ＲＮＡでの機能しないリボザイムの蓄積。
【０１４３】
　２重リボザイムを含むｃｒＨＩＶベクターと野生型ＨＩＶでの共形質転換により、「エ
スケープ」ウイルスの増殖の性質が、調べられた。もし、野生型ＨＩＶの優先的なパッケ
ージングによってウイルスの増殖が起こったのであれば、２重リボザイムを持つｃｒＨＩ
Ｖベクターを含む培養は、単一リボザイムを持つｃｒＨＩＶを含む培養と同様の増殖速度
をもつはずである。しかし、もし、（ウイルスの逆転写酵素の不誠実さの結果として）野
生型ＨＩＶ　ＲＮＡが、リボザイムの作用に対する抵抗性になったことにより、ウイルス
が増殖するのであれば、ウイルスの増殖速度は、ｃｒＨＩＶ－１．１１（単一のウイルス
の部位に対して標的を持つ）を含む培養に比べて、ｃｒＨＩＶ－１．１２（２つのウイル
スの部位に対して標的を持つ）を含む培養において、より大きく遅くなるはずである。あ
るいは、もしウイルスの増殖のおくれが、異なった２重のリボザイムを持つｃｒＨＩＶを
含む培養において、似ているのであれば、これは単一に発現しているリボザイムの一部は
、インビボでは機能しないものであることを示唆するものであろう。
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【０１４４】
　図３に示されているようにｃｒＨＩＶ－１．１１を含む培養（図３、白抜きに十字のボ
ックス）、または、ｃｒＨＩＶ－１．１２を含む培養（図３、斑点の入ったボックス）は
単一に転写されるリボザイムを含むｃｒＨＩＶ－１．１（図３、白抜きボックス）よりも
ウイルスの増殖の始まりが著しく遅くなった。しかし、ｃｒＨＩＶ－１．１１とｃｒＨＩ
Ｖ－１．１２の間では、ウイルス増殖始まりの遅れは同程度であり、これらの結果は３番
目の可能性が正しいこと、すなわち、単一に転写されるリボザイムは２重のリボザイムよ
りも、切断される標的ＲＮＡにおいて、動的に効果が小さいことを示すものである。共形
質転換の実験が、リボザイムを持つｃｒＨＩＶゲノムの分子が過剰な条件で行われている
ので、このことは、細胞内で転写されたリボザイムのある部分が、機能しない、おそらく
ミスフォールディングされた立体配座を形成できることを示唆するものである。
【０１４５】
　野生型ＨＩＶ　ＲＮＡと関連する機能的リボザイムの、より大きな可能性を用意するこ
とにより、この動的制限を開放するマルチプルリボザイムの能力を調べた。これらの実験
のために、野生型ＨＩＶと＋１１５部位に対する３重リボザイムを持つｃｒＨＩＶ－１．
１１１により、Ｊｕｒｋａｔ細胞を共形質転換した。図３（斑点の入ったボックス）に示
すように、２２日間の培養後でも、３重リボザイムを使うことで、ウイルスの増殖は認め
られなかった。これらの結果は、ＨＩＶの感染後に、正常な初代Ｔ細胞はしばしば短期間
（約１週間）で死滅するという事実があるので、特に重要なものである。
【０１４６】
　さらにこれらの結果は、ｃｒＨＩＶベクター、特にマルチプルのリボザイムを持つｃｒ
ＨＩＶベクターのような、リボザイムを持つ条件付き複製ベクターを、ＨＩＶのような野
生型ウイルスゲノムと細胞内で競合させるために用いることができることを確認するもの
である。
【０１４７】
実施例４
　この実施例は、野生型ウイルスＲＮＡを細胞内で切断するための、リボザイムを持つ条
件付き複製ベクター、特にｃｒＨＩＶベクターの潜在的な能力が存在するメカニズムに関
する研究について記載する。
【０１４８】
　これらの実験のために、野生型ＨＩＶとｃｒＨＩＶ－１．１１１の共形質転換培養から
得た細胞上清のＲＮＡを、ここに記載したように逆転写ポリメラーゼチェーンリアクショ
ン（ＲＴ－ＰＣＲ）を用いることによって調べた。ＲＴ－ＰＣＲは図５Ａ－Ｃに示したプ
ライマーを用いて行った。すなわち、リボザイムＲＮＡを、プライマーＲ１とＲ２を用い
て検出し、野生型ＨＩＶ　ＲＮＡをプライマーＶ１とＶ３を用いて検出し、そして、ｃｒ
ＨＩＶ　ＲＮＡを、プライマーＶ２とＶ３を用いて検出した。プライマーＲ１（TGTGACGT
CGACCACACAACACTGATG 〔配列番号７〕）とＲ２（TGTGACGTCGACTCTAGATGTGCCCGTTTCGGC 〔
配列番号８〕）はどちらもSal I の制限部位を持ち、また、リボザイムのハイブリダイゼ
イション配列に結合することによってアンチ－Ｕ５リボザイムＲＮＡを増幅させる。ｃｒ
ＨＩＶ－１．１１１が発現している細胞では、単一、２重および３重のリボザイム増幅生
成物が認められる。プライマーＶ１（GGTTAAGCTTGAATTAGCCCTTCCAGTCCCC〔配列番号９〕
）とＶ２（GGTTGGATCCGGGTGGCAAGTGGTCAAAAAG 〔配列番号10〕）はどちらもBam HIまたは
Hin dIIIの制限部位を持ち、また、野生型ＨＩＶ　ＲＮＡを増幅する。前述のＶ１プライ
マーに加えて、Ｖ３プライマー（CGGATCCACGCGTGTCGACGAGCTCCCATGGTGATCAG  〔配列番号
11〕）はBam HIと他の制限部位を持つ。このプライマーは、ｃｒＨＩＶ－特異的なポリリ
ンカー配列から、ｃｒＨＩＶ　ＲＮＡを増幅させる。
【０１４９】
　ＲＴ－ＰＣＲを行うためにビリオンと細胞内ＲＮＡをTrizolＴＭ (Life Technologies)
を用いて単離した。細胞内のウイルスＲＮＡは、微量遠心分離によって得られた細胞のペ
レットから直接単離した。ビリオンＲＮＡは細胞と残渣を12,000×g 、５分間の微量遠心



(37) JP 4384146 B2 2009.12.16

10

20

30

40

50

分離で除いた最初の培養上清から単離した。TrizolＴＭを細胞を除いた上清に添加し、相
分配のためにクロロホルムを加える前に、この混合液を５分間インキュベートした。この
水相を新しいチューブに移し、ＲＮＡをグリコーゲンを用いたイソプロパノールによって
沈殿させた。ＲＮＡペレットを再構成させた後、ウイルスのＲＮＡは逆転写され、放射性
同位元素標識したプライマーを用いたＰＣＲにより増幅された。
【０１５０】
　５０ｍＭのトリス－塩酸、ｐＨ８．３、７５ｍＭのＫＣｌ、３ｍＭのＭｇＣｌ２、５ｍ
ＭのＤＴＴ、１ｍＭのｄＮＴＰｓおよび２０ユニット（Ｕ）のＲＮａｓｅ阻害剤を含んだ
ファースト－ストランドバッファーに、２５ＵのＭｕＬＶ逆転写酵素を加えて、逆転写を
、４２℃で１時間行った。逆転写が完了した後、逆転写酵素を６５℃１０分間の加熱処理
によって不活化した。完全な混合液を、終濃度１０ｍＭのトリス－塩酸、ｐＨ８．３、５
０ｍＭのＫＣｌおよび１．５ｍＭのＭｇＣｌ２を含む混合液をつくるために、ＰＣＲバッ
ファーへ直接添加した。この混合液を２．５ＵのＴａｑ酵素を用いて３０サイクル増幅し
た。放射性同位元素標識したＰＣＲ生成物を、変性ＰＡＧＥで分析し、オートラジオグラ
フィーにより検出した。
【０１５１】
　ｃｒＨＩＶ－１．１１１リボザイムＲＮＡは、野生型ＨＩＶ－１とｃｒＨＩＶ－１．１
１１プロウイルスゲノムで共形質転換した後、２０日以上経過した細胞の培養上清に存在
する。これは単一、２重または３重のリボザイムＲＮＡのＰＣＲ生成物が存在することか
ら明らかである。これに比べて、対照の野生型ＨＩＶが形質転換した培養により生成され
たビリオンのなかには、このような生成物は認められない。この期間、ｃｒＨＩＶにより
誘導された細胞毒性を示すような兆候はなく、細胞は正常な状態を示した。このことは、
逆転写酵素の活性は観察されたなったにもかかわらず、ｃｒＨＩＶがウイルス粒子の中に
パッケージされたことを確認するものである。さらにこのことは、ｃｒＨＩＶがＨＩＶの
遺伝子機能によって細胞内において相補されることができることを示すものである。
【０１５２】
　それゆえ、これらの結果は、ｃｒＨＩＶが野生型ＨＩＶの拡大を阻害することにより野
生型ＨＩＶの複製を阻害することを示すものである。これらの結果はさらに他の条件付き
複製ベクター、例えば、他のウイルスベクターおよび／または他の遺伝的抗ウイルス剤を
含むベクターが同様に野生型ウイルスの複製と拡大を阻害するために用いることができる
ことを示すものである。
【０１５３】
実施例５
　この実施例は、リボザイム含有条件付き複製ベクター、特にｃｒＨＩＶベクターの、細
胞内で野生型ウイルスＲＮＡを切断する能力の基礎となるメカニズムのさらなる研究を説
明する。 
【０１５４】
　一つの可能性のあるメカニズムは、野生型ＨＩＶおよびｃｒＨＩＶ　ＲＮＡの両方が子
ビリオンにパッケージされ、リボザイムおよび標的ＲＮＡが共に局在化することによりこ
の小さなウイルス容積内で効果的な切断が起こることである。あるいは、ｃｒＨＩＶ　Ｒ
ＮＡの子ビリオンへの選択的パッケージングが起こり得る。なぜなら、野生型ＨＩＶ　Ｒ
ＮＡの切断が細胞内で優勢的に起こり、ＨＩＶビリオン内では起こらないからだ。これら
のメカニズムをここで研究した。
【０１５５】
　ｃｒＨＩＶ－１．１１１が野生型ＨＩＶの広がりを阻害した手段を、野生型ＨＩＶ単独
でトランスフェクションした細胞培養液、または野生型ＨＩＶとｃｒＨＩＶ－１．１１１
で共トランスフェクションした細胞培養液中のビリオン－および細胞－関連ウイルスＲＮ
ＡのＲＴ－ＰＣＲにより調べた。ｃｒＨＩＶ－１．１１１　ＲＮＡは、共トランスフェク
ションの後に産生された子ビリオン中に独占的に存在した。対照的に、コントールの野生
型ＨＩＶでトランスフェクションした培養液は野生型ＨＩＶ　ＲＮＡのみを含有するビリ
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オンを産生した。細胞内では野生型ＨＩＶおよびｃｒＨＩＶ－１．１１１　ＲＮＡの両方
が共トランスフェクションした培養液中に明らかに存在した。従って、野生型ＨＩＶおよ
びｃｒＨＩＶ　ＲＮＡの両方が細胞内で合成されるにもかかわらず、ｃｒＨＩＶ　ＲＮＡ
が選択的に子ビリオンにパッケージされる。これは、ｃｒＨＩＶ－１．１１１が、幾つか
のサブゲノミック野生型ＲＮＡをビリオン産生の蛋白質に翻訳されるようにする一方で、
カプシド化の前にゲノミック野生型ＨＩＶ　ＲＮＡを選択的に切断することにより、野生
型ＨＩＶの広がりを阻害したことを示唆する。
【０１５６】
　ゲノミック野生型ＲＮＡがｃｒＨＩＶ　ＲＮＡにより選択的に切断されるかを試験する
ために、共トランスフェクションの約２０日後に得たＪｕｒｋａｔ細胞培養液中に存在す
る細胞内ＲＮＡのタイプをノーザン　ハイブリダイゼーションにより調べた。ノーザン　
ブロット分析に用いたプローブは、図５に示すように、ｐＮＬ４－３のＵ５領域からの０
．２１ｋｂ　Ｂｇｌ　ＩＩ断片から単離した。
【０１５７】
　野生型ＨＩＶでトランスフェクションした培養液は、全ての野生型ＨＩＶ　ＲＮＡ種、
即ち、ゲノミックおよびサブゲノミックＲＮＡ種を発現する。対照的に、ｃｒＨＩＶ－１
．１１１共トランスフェクションした培養液は、著しい量のゲノミック（９．７ｋｂ）野
生型ＨＩＶ　ＲＮＡを発現しない。低分子量のＲＮＡ（これはサブゲノミック野生型ＨＩ
Ｖ　ＲＮＡの存在を反映する）が共トランスフェクションした培養液中にみとめられた。
これらのサンプル中のＨＩＶ－ＲＮＡスメア化は、これらの低分子量ＲＮＡ内にいくらか
の分解されたゲノミックＨＩＶ　ＲＮＡが存在するかもしれないことを示唆する。対照的
に、コントールの野生型ＨＩＶ細胞からの野生型ＨＩＶ　ＲＮＡのスメア化は、ＨＩＶ感
染の後期にみられる著しいＣＰＥから生じるＲＮＡ分解に起因する。
【０１５８】
　従って、これらの結果は、野生型ＨＩＶおよびｃｒＨＩＶ－１．１１１ゲノムを含有す
る細胞内でゲノミック野生型ＨＩＶ　ＲＮＡが選択に切断、分解され、ビリオンへの選択
的ｃｒＨＩＶ　ＲＮＡパッケージングを可能にすることを裏付ける。さらにまた、これら
の結果は、他のウイルス、特に他のＲＮＡウイルスにもこの方法が同様に用いられること
を示す。
【０１５９】
実施例６
　この実施例は、リボザイム含有条件付き複製ベクター、特にｃｒＨＩＶベクターの、野
生型ヘルパーウイルスの存在下で完全なウイルス複製サイクルを経る能力の研究を説明す
る。
【０１６０】
　ｃｒＨＩＶゲノムがヘルパー野生型ＨＩＶゲノムの存在下で完全なウイルス複製サイク
ルを経ることを確かめるために、ｃｒＨＩＶゲノムを含有するウイルス粒子の産生を幾つ
かの条件下で調べた。詳細には、まず、ｃｒＨＩＶゲノムを含有するウイルス粒子の産生
を活性化ＡＣＨ２細胞(AIDS Reagent Reference Program, Rockville, Maryland) 内で調
べた。これらの細胞は潜伏性のＨＩＶ－１感染細胞株からなる。次に、これらの培養液由
来のｃｒＨＩＶ粒子が、非感染Ｊｕｒｋａｔ細胞に感染しｃｒＨＩＶ　ＤＮＡを産生する
能力を調べた。
【０１６１】
　これらの実験のために、約１０６個のＡＣＨ２細胞を約２．５μｇのベクターＤＮＡで
トランスフェクションした。この細胞をトランスフェクションの約２４時間後、５０ｎＭ
　１２－Ｏ－テトラデカノイルホルボール　１３－アセタート（ＴＰＡ）で刺激した。ト
ランスフェクションの約７２時間後、細胞上清からＲＮＡを単離した。実施例４に記載す
るように、Ｒ１およびＲ２プライマーを用いてＲＴ－ＰＣＲを行った。ｃｒＨＩＶリボザ
イムＲＮＡが、ｃｒＨＩＶ－１．１１でトランスフェクション後の活性化ＡＣＨ２細胞に
より産生されたビリオン中で検出されたが、ｐＧＥＭ　３Ｚコントロールプラスミド(Pro



(39) JP 4384146 B2 2009.12.16

10

20

30

40

50

mega, Madison, WI)でトランスフェクション後には検出されなかった。従って、ｃｒＨＩ
Ｖベクターの感染ＣＤ４＋細胞へのトランスフェクションは、ｃｒＨＩＶ　ＲＮＡを含有
するウイルス粒子を産生させる。
【０１６２】
　これらの培養液由来のｃｒＨＩＶビリオンが、非感染Ｊｕｒｋａｔ細胞に感染しｃｒＨ
ＩＶプロウイルスを産生する能力を次に調べた。このようなプロウイルスは、Ｔｒｉｚｏ
ｌＴＭを使用して細胞ＤＮＡを単離し、ＤＮＡをＥｃｏ　ＲＩで切断し、リボザイムＤＮ
Ａを実施例４に記載のＲ１およびＲ２プライマーを用いるＰＣＲにより増幅することによ
り検出した。ｃｒＨＩＶでトランスフェクションしたＡＣＨ２細胞由来の細胞上清を感染
させた後のＪｕｒｋａｔ細胞中でｃｒＨＩＶ　ＤＮＡが産生された。即ち、このケースで
は、ｃｒＨＩＶ－１．１１リボザイムＤＮＡの特異的増幅がみとめられる。対照的に、刺
激したＡＣＨ２細胞上清のみを感染させた細胞（即ち、ｃｒＨＩＶ－１．１１１によるＡ
ＣＨ２細胞の感染がない）では、リボザイムＤＮＡ生成物はみとめられなかった。
【０１６３】
　ｃｒＨＩＶベクターは野生型ヘルパーＨＩＶゲノムの存在下でのみ広がるので、ｃｒＨ
ＩＶゲノムを含有する非感染細胞が、野生型ＨＩＶに感染後、レスキューされる能力を調
べた。これらの実験は、まず、細胞をｃｒＨＩＶ－１．１１（即ち、ｃｒＨＩＶベクター
の代表として）でトランスフェクションし、次いで野生型ＨＩＶ（即ち、ｐＮＬ４－３）
で重感染することにより実施した。従って、約１０６個のＪｕｒｋａｔ細胞を約２．５μ
ｇのｃｒＨＩＶ　ＤＮＡでトランスフェクションした。この細胞を野生型ＨＩＶストック
ウイルスに感染させる前に約７２時間増殖させた。ｃｒＨＩＶ－１．１１でトランスフェ
クションしたＪｕｒｋａｔ細胞をストックｐＮＬ４－３（細胞１０６個あたり２×１０５

　ＴＣＩＤ５０単位）と共に３７℃で約２時間インキュベートし、Ｏｐｔｉ－ＭＥＭＲ　
Ｉ　Ｒｅｄｕｃｅｄ　Ｓｅｒｕｍ　Ｍｅｄｉｕｍで３回洗浄し、完全培地（１０％ＦＢＳ
を添加したＲＰＭＩ　１６４０）に再懸濁した。感染の約５日後に、実施例４に記載のよ
うに細胞上清からＲＮＡを単離した。
【０１６４】
　ＴＣＩＤ５０アッセイのために、ＨＩＶを含有する上清を９６穴プレートに５倍限界希
釈で入れた。約１０４個のＭＴ４細胞(AIDS Reagent Reference Program, Rockville, Ma
ryland; Harada et al.,Science, 229, 563-566 (1985)) を希釈したウイルス懸濁液に添
加し、得られた懸濁液をウイルスが完全に増殖するまで７日間インキュベートした。ＭＴ
４細胞は、ＨＴＬＶ－１からのＴａｘ遺伝子（これはＨＩＶ－１におけるＴａｔに類似し
たトランスアクチベーター遺伝子である）を含有する修飾されたＴ細胞である。次いで上
清の逆転写酵素活性を測定し、前記のように評価した(Dropulic' et al. (1992), 前記）
。組織培養感染投与量（ＴＣＩＤ５０）をReedとMuenchの方法（Tech. in HIV Res., Joh
nson et al., eds., Stockton Press, 71-76 (1990))により測定した。
【０１６５】
　ｃｒＨＩＶでトランスフェクションしたＪｕｒｋａｔ細胞の野生型ＨＩＶによる重感染
は、ｃｒＨＩＶゲノムがウイルス粒子内へレスキューされる結果となった（図１０Ｃ、レ
ーン４）。野生型ＨＩＶで重感染後、ｃｒＨＩＶゲノムはウイルス粒子内へパッケージさ
れる。この間、細胞は正常のようであり、細胞毒性の明らかな徴候はなかった。
【０１６６】
　これらの結果は、ｃｒＨＩＶゲノムが、野生型ＨＩＶヘルパーウイルスの補充後、完全
な複製サイクルを経ることが可能であることを裏付ける。これらの結果は、他のウイルス
ゲノムが、対応する野生型ウイルスの補充後、完全な複製サイクルを経ることができる可
能性もまた裏付ける。
【０１６７】
実施例７
　この実施例は、前の実施例で報告されたエスケープウイルス増殖の性質を説明する。
【０１６８】
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　野生型ＨＩＶでトランスフェクションした、または野生型ＨＩＶおよびｃｒＨＩＶ－１
．１１で共トランスフェクションした培養液からのエスケープウイルス増殖の性質を、前
記のようにＲＴ－ＰＣＲを用いてビリオンＲＮＡを分析することにより調べた。ウイルス
増殖の初期に培養液により産生されたウイルス（即ち、１１日目に野生型ＨＩＶでトラン
スフェクションした培養液、１９日目にｃｒＨＩＶ－１．１１で共トランスフェクション
した培養液）は、ｃｒＨＩＶ　ＲＮＡを優勢的に含有していた。対照的に、種々の増殖の
後期の培養液（即ち、１７日目に野生型ＨＩＶでトランスフェクションした培養液、２３
日目にｃｒＨＩＶ－１．１１で共トランスフェクションした培養液）は、野生型ＨＩＶ　
ＲＮＡを優勢的に含有していた。従って、野生型ＨＩＶおよびｃｒＨＩＶ－１．１１プロ
ウイルスで共トランスフェクションした細胞からのウイルス増殖は、細胞内リボザイム制
限からエスケープした野生型ＨＩＶの増殖に起因すると考えられる。重要なことに、ｃｒ
ＨＩＶゲノムは、ウイルス増殖の後期の培養液においてもまだ総ＨＩＶゲノムのかなりの
割合を含有していた。これは、野生型ＨＩＶゲノムが優位であるにもかかわらず、ｃｒＨ
ＩＶゲノムが野生型ＨＩＶゲノムよりも効率は低いけれども培養液中に広がっていたこと
を示唆する。
【０１６９】
　これは、ｃｒＨＩＶベクターが、さらに条件付き複製ベクターと同様に、ウイルス複製
のための野生型ウイルスゲノムに有効に対抗し得ることを裏付ける。
【０１７０】
実施例８
　この実施例は、前の実施例で報告されたエスケープウイルス増殖の性質をさらに説明す
る。
【０１７１】
　エスケープウイルス増殖の間のビリオンへのｃｒＨＩＶ　ＲＮＡパッケージングの効果
を、感染性野生型ＨＩＶ力価を測定することにより調べた。限界希釈ＴＣＩＤ５０アッセ
イ（実施例６に記載）を、ウイルス増殖の指数増殖期の培養液（即ち、１４日目の野生型
ＨＩＶ培養液、１６日目のｃｒＨＩＶ－１．１培養液、２０日目のｃｒＨＩＶ－１．１１
またはｃｒＨＩＶ－１．１２培養液）からのウイルス上清で行った。逆転写酵素活性を用
いるアッセイの前にサンプルを標準化した。野生型ＨＩＶ、ｃｒＨＩＶ－１．１、ｃｒＨ
ＩＶ－１．１１およびｃｒＨＩＶ－１．１２培養液からの上清の感染投与量は、それぞれ
１．３×１０４　ＴＣＩＤ５０／ｍｌ、５．４×１０３　ＴＣＩＤ５０／ｍｌ、３．８×
１０３　ＴＣＩＤ５０／ｍｌおよび３．８×１０３　ＴＣＩＤ５０／ｍｌであった。従っ
て、ｅｓｃａｐｅウイルス増殖の間のビリオンへのｃｒＨＩＶ　ＲＮＡのパッケージング
は、産生される感染性野生型ＨＩＶ粒子の数を減少させる。
 
 
【０１７２】
　次に、感染性野生型ＨＩＶ力価の減少が、エスケープしたビリオン内の野生型ＨＩＶ　
ＲＮＡの切断の結果であるかを調べた。共トランスフェクションした細胞の上清中に存在
するビリオンからのＲＮＡ切断生成物をプライマー伸長法により評価した。図５に示すＰ
Ｅプライマー（ＧＧＴＴＡＡＧＣＴＴＧＴＣＧＣＣＧＣＣＣＣＴＣＧＣＣＴＣＴＴＧ　［
配列番号１２］）（これはＨｉｎｄＩＩＩ制限部位を有する）を使用した。切断部位を越
えるプライマー伸長を、５０ｍＭトリス－ＨＣｌ，ｐＨ８．３，７５ｍＭ　ＫＣｌ，３ｍ
Ｍ　ＭｇＣｌ２，５ｍＭＤＴＴ，１ｍＭ　ｄＮＴＰｓおよび２０Ｕ　ＲＮａｓｅ阻害剤を
含有するｆｉｒｓｔ－ｓｔｒａｎｄ緩衝液に２５Ｕ　ＭｕＬＶ逆転写酵素を添加した液中
で４２℃で２時間行った。ｃｒＨＩＶで共トランスフェクションした培養液由来の濃縮ビ
リオン調製物からウイルスＲＮＡを単離した。４℃で１５分間、２，０００×ｇで遠心分
離することにより細胞および残滓を除去した。次いで４℃で４時間、３０，０００×ｇで
超遠心分離することによりウイルスを濃縮した。次いで前記のようにＴｒｉｚｏｌＴＭを
使用してウイルスペレットからウイルスＲＮＡを単離した。
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【０１７３】
　ウイルス増殖の後期に野生型ＨＩＶでトランスフェクションし、ｃｒＨＩＶ－１．１１
で共トランスフェクションした培養上清（即ち、１７日目に野生型ＨＩＶでトランスフェ
クションした培養液、２３日目にｃｒＨＩＶ－１．１１で共トランスフェクションした培
養液）からウイルスＲＮＡを単離した。これらの培養液中のビリオンは野生型ＨＩＶおよ
びｃｒＨＩＶ　ゲノミックＲＮＡの両方を含有していた。完全長のプライマー伸長ｃＤＮ
Ａが、野生型ＨＩＶでトランスフェクションした培養液およびｃｒＨＩＶ－１．１１で共
トランスフェクションした
培養液の両方にみとめられた。広範なプライマー・エクステンション分析にもかからわず
、Ｕ５　ＲＮＡ切断に起因するはずのより小さいｃＤＮＡは検出されなかった。従って、
感染性野生型ＨＩＶ力価の減少は、野生型ＨＩＶ　ＲＮＡのウイルス内での切断によるの
ではなく、子ビリオン内でのｃｒＨＩＶ　ＲＮＡによる数的な置換による。
【０１７４】
　従って、これらの結果は、ここに記載する方法を、本発明による条件付き複製ベクター
を用いて子ビリオンからＨＩＶゲノムや他のゲノムのような野生型ゲノムを置換するため
に用いることができることを示す。
【０１７５】
実施例９
　この実施例は、ｃｒＨＩＶベクターが、プラスミドまたは組換えｃｒＨＩＶ－１．１１
１ウイルスで攻撃した後、野生型ＨＩＶ複製を阻害し得ることを実証する。
【０１７６】
　Ｊｕｒｋａｔ細胞をストックＨＩＶ（クローンｐＮＬ４－３）に感染させ、（１）ｃｒ
ＨＩＶ－１．１１１構成体を含有するプラスミドＤＮＡまたは（２）２９３細胞中にパッ
ケージされた組換えｃｒＨＩＶ－１．１１１ウイルス、即ち、変異株ｃｒＨＩＶ－１．Ｍ
（Nadlini et al., Science, 272, 263-267 (1996))のいずれかで攻撃した。細胞をＤＬ
Ｓ脂質を介したトランスフェクション（Thierry et al., PNAS, 92, 9742-9746 (1995)) 
またはｃｒＨＩＶを介した送達に付した。元々のＨＩＶ感染の１２日後、逆転写酵素アッ
セイを用いることによりウイルス複製を測定した。野生型陽性コントロール培養液は正常
なレベルの野生型ＨＩＶ増殖を示した。野生型ＨＩＶに感染した細胞を、ＤＬＳを介した
トランスフェクションにより変異株ｃｒＨＩＶ－１．Ｍで攻撃したとき、野生型ＨＩＶウ
イルス増殖は影響を受けなかった。対照的に、野生型ＨＩＶに感染した細胞を、ＤＬＳを
介したトランスフェクションによりｃｒＨＩＶ－１．１１１（これは抗ＨＩＶリボザイム
をコードする）で攻撃したとき、野生型ＨＩＶウイルス増殖（即ち、複製）は有意に阻害
された。さらに、変異株ｃｒＨＩＶ－１．Ｍを野生型ＨＩＶで攻撃したとき、野生型ＨＩ
Ｖ複製は影響を受けなかった。対照的に、野生型ＨＩＶをｃｒＨＩＶ－１．１１１で攻撃
したとき、野生型ＨＩＶ複製は有意に阻害された。このデータは、野生型ＨＩＶ複製を細
胞内で有意に阻害するためにｃｒＨＩＶベクターを使用し得ることを示す。
【０１７７】
実施例１０
　この実施例は癌の治療的処置における条件付き複製ベクターの用途を説明する。
【０１７８】
　条件付き複製癌治療ウイルスベクターは、その複製に必須のウイルス蛋白質を欠いてい
るので、正常細胞内での複製能を欠くように構築することができる。しかしながら、この
ベクターは癌細胞に感染すると、癌細胞のユニークな特性が不完全な癌治療ベクターの複
製を促進する因子（例えば、好ましくは癌細胞の異常な増殖を促進する同じ変異細胞蛋白
質）を提供する。従って、この方法は、ウイルスベクターの選択的パッケージングが起こ
らず、代わりに細胞内で子ベクター由来ビリオンのパッケージングにより癌細胞が優先的
に溶解するので、ウイルス感染の治療に用いられる方法とは異なる。しかしながら、この
方法は、癌細胞中で条件付き複製ベクターを選択的に増殖させるためにヘルパーウイルス
発現ベクターを使用できる点でウイルス感染に用いられる方法と類似する。ベクターおよ
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び／またはヘルパーウイルス発現ベクターを腫瘍特異的因子に応答し得るようにすること
ができ、これによりベクターが腫瘍細胞中に選択的に広がるのを促進する。
【０１７９】
　この治療方法で利用できる腫瘍特異的因子としては、（１）ウイルスの細胞内への進入
のレベル（例えば、ウイルスベクターを癌細胞に選択的に進入させるが、正常細胞には進
入させない腫瘍特異的レセプターの存在）；（２）ウイルスの転写のレベル（例えば、癌
治療ベクターが癌細胞内で選択的にそのＲＮＡを転写するが、正常細胞内では転写しない
ようにする変異癌細胞蛋白質）；（３）ウイルスの成熟および遊離のレベル（例えば、条
件付き複製癌治療ベクターを選択的に成熟させ（例えば、ウイルス蛋白質またはゲノムへ
の変異細胞蛋白質の結合により）、結果としてウイルス成熟および遊離を促進し得る変異
癌細胞蛋白質）で作用するものが含まれるがこれらに限定されない。従って、癌細胞内に
存在する変異蛋白質はウイルス複製サイクルの多くの段階でウイルス蛋白質（またはゲノ
ミックＲＮＡまたはＤＮＡ）と相互作用し得る。これらの相互作用を操作して、条件付き
複製癌治療ベクター（正常細胞内では不完全だが、癌細胞内では複製し得る）を作り出す
ことができる。
【０１８０】
　特に、この方法はＴ細胞白血病の治療に利用することができる。Ｔ細胞白血病は予後の
悪い、癌の重篤な状態である。白血病Ｔ細胞の多くはＣＤ４＋である。従って、抗Ｔ細胞
白血病処置用の条件付き複製ベクターは、ベクター主要要素として野生型ＨＩＶを用いて
構築することができる。ＨＩＶが表面上、ＣＤ４糖蛋白質を介して細胞内に入るので、こ
のベクターはウイルスの細胞への進入のレベルで作用し得る。
【０１８１】
　このベクターは、例えば、野生型ＨＩＶに欠失を導入することにより、癌治療ベクター
にすることができる。ＨＩＶゲノムは前記のように、それをＤＮＡの形にし、部位特異的
な突然変異誘発を行うことにより変異させることができる。この方法は、ウイルスの欠損
を他の腫瘍抑圧突然変異または陰性発癌遺伝子で補うことにより、またはウイルス蛋白質
と相互作用する他の腫瘍特異的因子を利用することにより同様に用いることができる。例
えば、ＨＩＶ複製に重要な蛋白質をコードするｔａｔ遺伝子を欠失させることができる。
Ｔａｔの非存在下ではＨＩＶはその発現を上向きに調節することがもはやできないので、
ＨＩＶ増殖に絶対的に必須である。Ｔａｔ蛋白質は、ＨＩＶプロモーターに関連するＴＡ
Ｒ　ＲＮＡステムループ構造に結合することにより機能し、１００倍以上のＨＩＶ発現を
上向きに調節し得る。従って、ＴａｔなしではＨＩＶをベースとするベクターはＨＩＶ蛋
白質を発現せず、増殖もせず、正常な（即ち、癌性でない）Ｔ細胞を殺すこともない。
【０１８２】
　しかしながら、白血病Ｔ細胞は典型的に機能的に変性された分子（変異した、過剰発現
の、または機能しないのいずれかである）を含有する。この分子機能の変性された状態は
正常細胞には関係ない。非変異状態（しかし変異状態ではない）では、この分子は細胞増
殖および／またはアポトーシス（プログラムされた細胞死）の調節に機能している。変異
状態に関連するこの変化を、条件付き複製ウイルスベクターの増殖を特異的に促進するた
めに用いることができる。これはヘルパーウイルス発現ベクターの存在下または非存在下
で行うことができる。例えば、Ｔａｔの欠損は腫瘍特異的プロモーター（このプロモータ
ーは過剰発現される白血病細胞中の遺伝子からのものである）により駆動されるヘルパー
発現ベクターで補充することができる。このようなベクターは白血病Ｔ細胞内のみで複製
することができ、正常細胞内では複製できない。白血病Ｔ細胞内でのウイルス発現および
増殖は、初期のウイルス産生に伴う細胞の溶解と死を結果としてもたらすだろう。このベ
クターは細胞死を促進するさらなる要素（例えば、毒素、サイトカインまたは免疫ターゲ
ッティングを促進する抗原をコードする配列）を担持するようにすることもできる。
【０１８３】
　他の方法および計画も同様に、さらなる条件付き複製癌治療ベクターの構築に利用する
ことができる。
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【０１８４】
実施例１１
　この実施例は、ｃｒＨＩＶ－１．１１１ベクターよりも改良された増殖特性を有する第
二世代ｃｒＨＩＶ構成体（ｃｒ２ＨＩＶ）の開発を説明する。
【０１８５】
　第二世代ベクターはｃｒＨＩＶ産生細胞からのｃｒＨＩＶ粒子の産生を増加させること
ができる。より多くのｃｒＨＩＶ粒子の産生はそれらが広がるのを容易にし、野生型ＨＩ
Ｖの培養液中の増殖を防ぐ。野生型ＨＩＶによる重感染を妨害する蛋白質をコードする配
列を欠くため、このベクターは、天然の野生型ＨＩＶの全ての配列を含有するが、Ｔａｔ
遺伝子をコードしない。Ｔａｔ遺伝子の代わりにＴａｔ遺伝子上の３つの異なる部位に作
られた３重抗Ｔａｔリボザイムカセット（［配列番号１７］）が存在する。また、Ｔａｔ
リボザイムがゲノミック野生型ＨＩＶ　ＲＮＡを選択的に切断し、野生型ＨＩＶ　ＲＮＡ
をスプライスしないようにＴａｔスプライス部位が欠失している。これはＴａｔの欠損を
補充し、ｃｒＨＩＶ複製を容易にする。蛋白質（おそらく免疫原のような蛋白質遺伝子抗
ウイルス剤以外の蛋白質）をコードしない以前のベクターとは対照的に、第二世代ベクタ
ーはＴａｔの存在下でこれらの蛋白質をコードするが、発現するのみである。野生型ＨＩ
ＶおよびｃｒＨＩＶゲノムの両方を含有する細胞内で、ｃｒＨＩＶゲノムは選択的にパッ
ケージされるだけでなく、ｃｒＨＩＶ－１．１１１細胞からに比べてより多くのビリオン
が産生されるだろう。なぜなら、構造蛋白質が野生型ＨＩＶから産生されるだけでなく、
ｃｒＨＩＶゲノムからも産生されるからだ。従って、このベクターは増殖のための選択的
な利点を付与されている。なぜなら、このベクターは野生型ＨＩＶ鋳型からビリオンを産
生するだけでなく、ｃｒＨＩＶ鋳型からも産生するからだ。
【０１８６】
　第二世代ベクターもまたリボザイムを含有するかまたはコードすることを特徴とし、こ
のリボザイムの触媒ドメインはベクター自身の触媒ドメイン以外の領域を標的とする。Ｈ
ＩＶリーダー配列のＵ５領域を標的とするリボザイムを含有するかまたはコードし、ｃｒ
ＨＩＶベクターのリーダー中に修飾されたＵ５配列を取り込むことを必要とするｃｒＨＩ
Ｖ－１．１１１と対照的に、第二世代ベクターのリボザイムはベクター自身中にはない領
域を標的とし、このためベクターの配列を修飾する必要がない。これは野生型ＨＩＶの修
飾ｃｒＨＩＶ　Ｕ５配列との組換えにより耐性ＨＩＶが形成され得る可能性を少なくする
。従って、野生型ＨＩＶのｃｒＨＩＶ配列との組換えは、野生型ＨＩＶに何ら利点を与え
ず、リボザイム配列を野生型ＨＩＶに取り込むことは野生型ＨＩＶにとって有害なだけで
ある。
【０１８７】
　第二世代ベクターはさらに、多くの異なるリボザイムを取り込むことを特徴とし、それ
ぞれのリボザイムは異なる部位を標的とし、野生型ＨＩＶがリボザイム耐性変異株を形成
する可能性を少なくする。
【０１８８】
　安全を目的とするベクターシステムのさらなる改良において、条件付き複製ワクチン、
即ち、「ヘルパー－ベクター」構成体に、ｃｒＨＩＶ複製を特異的に促進し、安全な方法
で広がる遺伝子的要素／因子を加えることによりさらに改良することができる。一つの態
様は、野生型ウイルスを産生するベクターとの遺伝子組換えを防ぐためにヘルパー－ベク
ターにリボザイムを導入することである。このようにして、上記ｃｒ２ＨＩＶベクターに
、その広がりを促進するためにＴａｔヘルパー発現ベクターを補充することができる。ヘ
ルパー発現ベクターに抗ＨＩＶリボザイムを挿入することにより、組換えの機会が最小限
になる。なぜなら、ベクターがヘルパー－ベクターＲＮＡと遭遇することは相互の切断と
破壊をもたらすことになるからだ。従って、ヘルパー発現ベクターは特に予防または治療
計画を助けるために多くのやり方で改変することができる。従って、ｃｒ２ＨＩＶベクタ
ーはＨＩＶに対するワクチンとしての有用性を有する。なぜなら、このベクターは（１）
複製し、よって宿主の免疫応答を持続的に刺激し、（２）ＨＩＶに由来し抗原的に変化す
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るので宿主が多様なエピトープを認識するようにさせるからだ。
【０１８９】
　本明細書において引用した全ての文献（特許、特許出願および刊行物を含む）は、言及
したことで、その全体が本明細書に組み入れられるものである。
【０１９０】
　好適な実施態様を強調して本発明を説明したが、当業者には好適な実施態様の変形を調
製および使用し得ること、ならびに本明細書で特に説明した以外でも本発明を実施し得る
ことは自明であろう。本発明は、そのような変形および代替の実施を含むことを意図して
いる。従って、上記の特許請求の範囲で定義される発明の精神および範囲内に包含される
全ての変形を本発明は含む。
【図面の簡単な説明】
【０１９１】
【図１Ａ】図１Ａは、野生型ＨＩＶ中に存在するウイルスゲノムの構造の模式図である。
名称：ｃｒ，条件付き複製；Ｕ５，Ｕ５コード配列；Ｒｚ，リボザイム；Ψ, パッケージ
ングシグナル；gag, polおよびenv,それぞれウイルスコアを形成する蛋白質、逆転写酵素
およびエンベロープのコード配列；tat, rev, rre およびnef,付加的なウイルス遺伝子；
白抜きのボックス，ウイルスロングターミナルリピート。野生型Ｕ５コード領域中の十字
は、本発明のリボザイムが、野生型Ｕ５　ＲＮＡ中で切断するが、修飾ｃｒＨＩＶ　Ｕ５
　ＲＮＡ（すなわち、「ｍＵ５」）中では切断しない、おおよその位置を示す。
【図１Ｂ】図１Ｂは、ｃｒＨＩＶ－１．１中に存在するウイルスゲノムの構造の模式図で
ある。名称等は、図１Ａと同様であり得る。
【図１Ｃ】図１Ｃは、ｃｒＨＩＶ－１．１１中に存在するウイルスゲノムの構造の模式図
である。名称等は、図１Ａと同様であり得る。
【図１Ｄ】図１Ｄは、ｃｒＨＩＶ－１．１２中に存在するウイルスゲノムの構造の模式図
である。名称等は、図１Ａと同様であり得る。
【図１Ｅ】図１Ｅは、ｃｒＨＩＶ－１．１１１中に存在するウイルスゲノムの構造の模式
図である。名称等は、図１Ａと同様であり得る。
【図２】図２は、野生型ＨＩＶ　Ｕ５　ＲＮＡ［配列番号１］（Ａ）および修飾ｃｒＨＩ
Ｖ　Ｕ５　ＲＮＡ［配列番号２］（Ｂ）のＤＮＡ配列を示す。番号は転写開始点から下流
への塩基数を指す。
【図３】図３は、野生型ＨＩＶおよびｃｒＨＩＶ－１．１（白抜きのボックス）、野生型
ＨＩＶおよびｃｒＨＩＶ－１．１１（白抜きに十字を入れたボックス）、野生型ＨＩＶお
よびｃｒＨＩＶ－１．１２（斑点をつけたボックス）、並びに野生型ＨＩＶおよび対照プ
ラスミドpGEM-3Z （塗りつぶしたボックス）で共トランスフェクションされたJurkat細胞
における野生型ＨＩＶ複製のｃｒＨＩＶを介した阻害についての、時間（共トランスフェ
クション後の日数）に対する逆転写酵素活性（ｃｐｍ／μｌ）を示すグラフである。
【図４】図４は、野生型ＨＩＶおよびｃｒＨＩＶ－１．１（白抜きのボックス）、野生型
ＨＩＶおよびｃｒＨＩＶ－１．１１（白抜きに十字を入れたボックス）、野生型ＨＩＶお
よびｃｒＨＩＶ－１．１１１（斑点をつけたボックス）、並びに野生型ＨＩＶおよび対照
プラスミドpGEM-3Z （塗りつぶしたボックス）で共トランスフェクションされたJurkat細
胞における野生型ＨＩＶ複製のｃｒＨＩＶを介した阻害についての、時間（共トランスフ
ェクション後の日数）に対する逆転写酵素活性（ｃｐｍ／μｌ）を示すグラフである。
【図５Ａ】図５Ａは、野生型ＨＩＶからのＵ５　ＲＮＡ転写物を検出するのに使用された
プライマーおよびプローブの模式図である。名称：Ｕ５，Ｕ５コード配列；Ψ, パッケー
ジングシグナル；gag, polおよびenv,それぞれウイルスコアを形成する蛋白質、逆転写酵
素およびエンベロープのコード配列；白抜きのボックス，ウイルスロングターミナルリピ
ート；塗りつぶしたボックス，tat およびrev コード配列；およびＰＥ，Ｖ１，Ｖ２，Ｖ
３，Ｒ１およびＲ２，野生型および／または条件付き複製ウイルスに使用されたプライマ
ー。野生型Ｕ５コード領域中の十字は、本発明のリボザイムが、野生型Ｕ５　ＲＮＡ中で
切断するが、修飾ｃｒＨＩＶ　Ｕ５　ＲＮＡ（すなわち、「ｍＵ５」）中では切断しない
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、おおよその位置を示す。
【図５Ｂ】図５Ｂは、ｃｒＨＩＶ－１．１からのＵ５　ＲＮＡ転写物を検出するのに使用
されたプライマーおよびプローブの模式図である。名称等は、図５Ａと同様であり得る。
【図５Ｃ】図５Ｃは、ｃｒＨＩＶ－１．１１１からのＵ５　ＲＮＡ転写物を検出するのに
使用されたプライマーおよびプローブの模式図である。名称等は、図５Ａと同様であり得
る。

【図１Ａ】

【図１Ｂ】

【図１Ｃ】

【図１Ｄ】

【図１Ｅ】

【図２】
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