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(57)【要約】
　本発明は、B型肝炎コア抗原（HBcAg）の第一及び第二のコピーをタンデムに含むタンパ
ク質であって、HBcAgコピーの一方又は両方が、e1ループにおいてシングルドメイン抗体
フラグメントを含む、タンパク質を提供する。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　B型肝炎コア抗原（HBcAg）の第一及び第二のコピーをタンデムに含むタンパク質であっ
て、HBcAgコピーの一方又は両方が、e1ループにおいてシングルドメイン抗体フラグメン
トを含む、タンパク質。
【請求項２】
　HBcAgの両方のコピーが、e1ループにおいてシングルドメイン抗体フラグメントを含む
、請求項1に記載のタンパク質。
【請求項３】
　HBcAgの第一のコピーが、e1ループにおいて前記シングルドメイン抗体フラグメントを
含み、HBcAgの第二のコピーが、e1ループにおいて異種タンパク質を含む、請求項1に記載
のタンパク質。
【請求項４】
　異種タンパク質が、エピトープを含むか、又は蛍光若しくは生物発光タンパク質である
、請求項3に記載のタンパク質。
【請求項５】
　シングルドメイン抗体フラグメントが抗原と結合される、請求項1～4のいずれか一項に
記載のタンパク質。
【請求項６】
　（a）HBcAgのタンデムコピーがリンカーにより結合され；且つ／或いは
（b）HBcAgの一方又は両方のコピーのe1ループにおけるシングルドメイン抗体フラグメン
トが、一方又は両方の側面でリンカーと隣接する、
請求項1～5のいずれか一項に記載のタンパク質。
【請求項７】
　（a）リンカー又は各リンカーが、少なくとも1.5 nmの長さであり；且つ／或いは
（b）リンカー又は各リンカーが、配列GlynSer（GnS）（ここで、nは2から8である）の複
数のコピーを含む、
請求項6に記載のタンパク質。
【請求項８】
　請求項1～7のいずれか一項に記載のタンパク質の複数のコピーを含む、粒子。
【請求項９】
　請求項1～7のいずれか一項に記載のタンパク質をコードする、核酸分子。
【請求項１０】
　発現ベクターである、請求項9に記載の核酸分子。
【請求項１１】
　請求項9又は10に記載の核酸分子を含む、宿主細胞。
【請求項１２】
　請求項1～7のいずれか一項に記載のタンパク質を製造するためのプロセスであって、該
タンパク質が発現される条件下、該タンパク質をコードする核酸分子を含有する宿主細胞
を培養すること、及び該タンパク質を回収することを含む、プロセス。
【請求項１３】
　請求項1～7のいずれか一項に記載のタンパク質、請求項8に記載の粒子、又は請求項9若
しくは10に記載の核酸分子と、医薬上許容される担体又は希釈剤とを含む、医薬組成物。
【請求項１４】
　請求項1～7のいずれか一項に記載のタンパク質、請求項8に記載の粒子、又は請求項9若
しくは10に記載の核酸分子と、医薬上許容される担体又は希釈剤とを含む、ワクチン。
【請求項１５】
　アジュバントをさらに含む、請求項13又は14に記載の医薬組成物又はワクチン。
【請求項１６】
　治療によりヒト又は動物対象を治療する方法であって、請求項1～7のいずれか一項に記
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載のタンパク質、請求項8に記載の粒子、又は請求項9若しくは10に記載の核酸分子を対象
に投与することを含む、方法。
【請求項１７】
　対象において免疫応答を誘導する方法であって、請求項1～7のいずれか一項に記載のタ
ンパク質、請求項8に記載の粒子、又は請求項9若しくは10に記載の核酸分子を対象に投与
することを含む、方法。
【請求項１８】
　投与が、アジュバントとの組み合わせである、請求項16又は17に記載の方法。
【請求項１９】
　ヒト又は動物の体を治療する方法に使用するための、請求項1～7のいずれか一項に記載
のタンパク質、請求項8に記載の粒子、又は請求項9若しくは10に記載の核酸分子。
【請求項２０】
　ヒト又は動物の体にワクチン接種する方法に使用するための、請求項1～7のいずれか一
項に記載のタンパク質、請求項8に記載の粒子、又は請求項9若しくは10に記載の核酸分子
。
【請求項２１】
　サンプル中の抗原を検出するための、請求項1～3のいずれか一項に記載のタンパク質の
、又は請求項1～3のいずれか一項に記載のタンパク質の複数のコピーを含む粒子の、使用
。
【請求項２２】
　サンプル中の抗原を検出する方法であって、請求項1～3のいずれか一項に記載のタンパ
ク質を、又は請求項1～3のいずれか一項に記載のタンパク質の複数のコピーを含む粒子を
、サンプルに適用することを含む、方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
発明の分野
　本発明は、シングルドメイン抗体フラグメントを含む融合タンパク質、該タンパク質を
コードする核酸分子、該タンパク質を製造するためのプロセス、該タンパク質を含有する
医薬及びワクチン組成物、並びに治療（therapy）、ワクチン接種及び診断における該タ
ンパク質の使用に関する。
【背景技術】
【０００２】
発明の背景
　抗体は、実験的研究及び医学的応用のための重要なツールである。殆どの抗体は、2本
の重鎖と2本の軽鎖から構成され、それらはともに2つの同一の抗原結合部位に寄与する。
これら通常の抗体に加えて、ラクダ科動物（camelids）及びある種の軟骨魚類（サメなど
）はまた、重鎖のみから構成される抗体を産生する。これらの重鎖抗体（hcAbs）の抗原
結合部位は、シングルドメインのみにより形成され、ラクダ科動物hcAbsではVHH（Variab
le domain of the Heavy chain of the Heavy-chain antibody）と、軟骨魚類hcAbsではV
NAR（Variable domain of the shark New Antigen Receptor）と称される。VHH及びVNAR
は組換えタンパク質として作製でき、シングルドメイン抗体（sdAbs）と称される。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００３】
発明の簡単な要旨
　本発明は、タンデムB型肝炎（HBV）コアタンパク質に基づく高度に柔軟な抗体提示シス
テムに関する。本発明者らは、タンデムHBVコア構築物（constructs）を使用することに
より、HBVコア抗原（HBcAg）粒子の表面上にシングルドメイン抗体（sdAb）フラグメント
を活性（すなわち、抗原結合）型で提示可能であることを実証した。このタイプの抗体デ
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ィスプレイは、治療、ワクチン接種及び診断用途での使用を含む様々な用途を有する。
【０００４】
　興味深いことに、より一般に使用される一本鎖可変フラグメント抗体（scFv）を用いて
、植物におけるタンデムコアタンパク質の表面上での抗体ディスプレイが試みられた。し
かしながら、発現量は非常に低く、いずれの粒子形成も観察されなかった。これはおそら
く、sdAbフラグメントが重鎖可変領域に対応するシングルドメインしか有さないのに対し
て、軽鎖及び重鎖可変領域に対応する2つのドメインを有するというscFvのより複雑な構
造に起因する。興味深いことにはまた、sdAbフラグメント（VHH）は、植物において、単
量体（すなわち、非タンデム）HBcAg粒子の表面上ではディスプレイされ得ず：組換えタ
ンパク質を検出できず（図7）、これはおそらくフォールディングの問題又は立体障害の
問題により、タンパク質において即時の分解が引き起こされたことを示す。
【課題を解決するための手段】
【０００５】
　従って、本発明は、B型肝炎コア抗原（HBcAg）の第一及び第二のコピーをタンデムに含
むタンパク質であって、HBcAgコピーの一方又は両方が、e1ループにおいてsdAbフラグメ
ントを含む、タンパク質を提供する。
【０００６】
　当該技術の柔軟性とは、HBcAgコピーの一方又は両方が、e1ループにおいてsdAbフラグ
メントを含んでよいことを意味する。基本的には、HBcAgコピーの一方がe1ループにおい
てsdAbフラグメントを含む限り、HBcAgの第二のコピーは、関心のある任意のタンパク質
を含んでよい。従って、HBcAgの第二のコピーはまた、HBcAgの第一のコピーのe1ループに
おけるsdAbフラグメントと同一の又は異なるsdAbフラグメントをe1ループにおいて含んで
もよい。或いは、HBcAgの第二のコピーは、e1ループにおいて異なる異種タンパク質を含
んでよい。
【０００７】
　抗体ディスプレイ技術は複数の用途を有し、そのうちのいくつかは、タンデムコアタン
パク質上に提示されるsdAb上に抗原がロードされることを必要としてよく、そのうちのい
くつかはそれを必要としない。
【０００８】
　例えば、タンデムコアタンパク質は、ヒト又は動物の体の疾患又は状態の治療に使用す
るために、治療用抗体フラグメントを提示するよう改変（engineered）されてよい。治療
用抗体フラグメントをディスプレイするためにタンデムコアタンパク質を使用することの
利点は、ウイルス様粒子（Virus-Like Particle（VLP））又はコア様粒子（Core-Like Pa
rticle（CLP））中にタンパク質の複数のコピー（multiple copies）が存在でき、高用量
の治療用抗体フラグメントを投与することが可能となることである。各粒子は抗体フラグ
メントを90～120コピー含有することから、当該技術により、ユニットあたりの生物学的
活性が著しく増加する。さらに、上記のようなシステムの柔軟性とは、2以上のタイプのs
dAbフラグメントが、正確に1：1の比率で同時に投与され得ることを意味する。
【０００９】
　別例として、タンデムコアタンパク質は、哺乳動物免疫系に抗原を提示するためのワク
チンとして使用するために、抗原をロードし得るsdAbフラグメントを提示するよう改変さ
れてよい。言い換えれば、抗原は、抗体-抗原相互作用により、VLP又はCLP表面上にディ
スプレイされ、そこに保持され得る。抗原は、タンデムコアの表面上で提示される場合に
、より免疫原性であるので、かかるシステムは、固有の免疫原性が低い抗原をディスプレ
イするのに適切であり得る。この技術は、免疫系により認識されるために特定のコンフォ
メーションで提示されることを必要とする抗原に特に適し得る。
【００１０】
　本発明のタンパク質はまた、診断目的に使用され得る。例えば、タンデムコアタンパク
質は、抗原の存在を検出するために使用され得る、関心のある抗原と結合できるsdAbフラ
グメントを提示するよう改変されてよい。HBcAgの第二のコピーは、タンパク質を可視化
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する手段を含んでよい。例えば、HBcAgの第二のコピーは、e1ループにおいて、蛍光又は
生物発光タンパク質を含み得る。タンデムコアにより、大きな緑色蛍光タンパク質（Gree
n Fluorescent Protein（GFP））が運ばれ得ることが以前に示されている。従って、第二
のコア中のそれと一緒に一本鎖抗体が運ばれた場合、任意のアナライトについて単純な蛍
光アッセイが設計され得る。例えば、標的アナライトをELISAプレートと結合させ、次い
で蛍光VLPを添加し得る。単純な蛍光の測定により、標的の存在が決定され得る。これは
、最初は通常のELISAと類似するように見えるが、抗体の複数のコピーが存在することに
よる感受性の大幅な増加という追加の利点を有する。コンパレーター（comparator）とし
て、ストレプトアビジン-ビオチンは、ELISAsの感受性を4倍増加させる；本発明は、これ
を×100倍増加させ得る。
【００１１】
　本発明はまた、以下を提供する：
-　本発明のタンパク質の複数のコピーを含む粒子；
-　本発明のタンパク質をコードする核酸分子；
-　本発明の核酸分子を含む宿主細胞；
-　本発明のタンパク質を製造するためのプロセスであって、該タンパク質が発現される
条件下、該タンパク質をコードする核酸分子を含有する宿主細胞を培養すること、及び該
タンパク質を回収することを含む、プロセス；
-　本発明のタンパク質、本発明の粒子又は本発明の核酸分子と、医薬上許容される担体
又は希釈剤とを含む医薬組成物；
-　本発明のタンパク質、本発明の粒子又は本発明の核酸分子と、医薬上許容される担体
又は希釈剤とを含むワクチン；
-　治療（therapy）によりヒト又は動物対象を治療する方法であって、本発明のタンパク
質、本発明の粒子又は本発明の核酸分子を対象に投与することを含む、方法；
-　対象において免疫応答を誘導する方法であって、本発明のタンパク質、本発明の粒子
又は本発明の核酸分子を対象に投与することを含む、方法；
-　ヒト又は動物の体を治療する方法に使用するための、本発明のタンパク質、本発明の
粒子又は本発明の核酸分子；
-　ヒト又は動物の体にワクチン接種する方法に使用するための、本発明のタンパク質、
本発明の粒子又は本発明の核酸分子；
-　サンプル中の抗原を検出するための、本発明のタンパク質の、又は本発明のタンパク
質の複数のコピーを含む粒子の、使用；並びに
-　サンプル中の抗原を検出する方法であって、本発明のタンパク質を、又は本発明のタ
ンパク質の複数のコピーを含む粒子を、サンプルに適用することを含む、方法。
【図面の簡単な説明】
【００１２】
【図１】潜在的なタンデムコア構築物の略図。sdAbフラグメントは、インサート（Insert
）I及び／又はインサートIIに挿入されてよい。
【図２】（A）X線結晶構造解析データにより、HBVコアタンパク質により形成される天然
二量体を示す。これは、結果として生じるウイルス様粒子の主要なビルディングブロック
である。（B）分子モデリングにより、タンデムコア構築物のフォールディングは、単量
体コアと区別できないように見えることが示唆される。2つのコア間にリンカー配列を付
加することにより、それらが単一のタンパク質として発現されることを確実にすることに
留意。
【図３】（A）単量体（左）及びタンデム（右）コアタンパク質により形成されるVLPsの
電子顕微鏡法。VLPsは、同一の形態を有するように見える。（B）クライオ電子顕微鏡に
より、単量体（左）及びタンデム（右）コア構築物が同一の様式でフォールディングされ
ることが確認される。
【図４】tHB-VHHコア様粒子の電子顕微鏡像。上：GFPを伴わない粒子（スケールバー20 n
m）;下：GFPを伴う粒子（スケールバー100 nm）。
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【図５】異なる植物抽出物をショ糖クッション（sucrose cushions）上に流す。超遠心分
離後、tHB-VHH（抗GFP抗体フラグメントをディスプレイする粒子）存在下での場合のGFP
のみが高濃度ショ糖へと下部に流れる。結果により、tHB-VHH粒子がGFPと結合することが
実証され、VHHが、コア様粒子（CLPs）の表面上で適切にフォールディングされ、活性で
あることが示される。
【図６】ショ糖勾配フラクションのウェスタンブロット。上部メンブレン：抗GFP抗体で
のブロット；下部メンブレン：抗HBcAg抗体でのブロット。S：抽出物を清澄化した上清、
Top：ショ糖クッションの上部フラクション、Mid：中間部フラクション、Bott：下部フラ
クション。GFPは、そのままで又はtHBとともにある場合には、勾配の上清中にその大部分
が残るが、tHB-VHHの存在下では、クッションの下部に引きずられ、抗体を有する粒子と
ともに共局在化する。
【図７】粗植物抽出物の抗HBcAg抗体でのウェスタンブロット。EV：エンプティベクター
コントロール - T-DNAマルチプルクローニングサイトにおいていずれの異種配列も含有し
ないpEAQ-HTベクターで植物をアグロインフィルトレーションした（agroinfiltrated）。
tHB-VHH：C末端E1ループにおいて抗GFP VHHを有するタンデムHBcAg構築物。HB-VHH：e1ル
ープにおいて抗GFP VHHを含有する単量体HBcAg；数1～3は、接種材料が由来する個別のア
グロバクテリウム（Agrobacterium）形質転換体コロニーをいう（3つ別個のクローンを試
験した）。39 kDaのバンドは、エンプティベクターコントロールを含むすべてのサンプル
にあり、非特異的シグナルを反映することを示す。
【図８】以下の実施例に記載のtHBcAg-抗GFP構築物をコードする配列。該構築物のVhH部
分をコードする配列に下線を付す。
【図９】以下の実施例に記載のtHBcAg-抗GFP構築物のアミノ酸配列。該構築物のVhH部分
の配列に下線を付す。タンデムコア間のリンカーを太字イタリック体で示す。
【図１０】以下の実施例に記載の実験で使用する抗GFP VhHのアミノ酸配列。
【００１３】
配列の簡単な説明
　配列番号1は、aywサブタイプの183アミノ酸タンパク質プラスHBcAgの29アミノ酸プレ配
列、及び対応するヌクレオチド配列である。
【００１４】
　配列番号2は、aywサブタイプの183アミノ酸タンパク質プラスHBcAgの29アミノ酸プレ配
列である。
【発明を実施するための形態】
【００１５】
発明の詳細な説明
　タンデムコア構築物は、2つのB型肝炎（HBV）コア遺伝子の遺伝的融合物であって、結
果として生じる組換えタンパク質が、天然で二量体化する野生型コアタンパク質と区別で
きない2つのパラレルな「スパイク」を形成するようなものである（図2）。タンデムコア
タンパク質は、単量体HBVコアタンパク質と類似の様式でウイルス様粒子（VLPs）を形成
する（図3）。
【００１６】
　本発明者らは、タンデムHBVコア構築物を使用することにより、HBVコア抗原（HBcAg）
粒子の表面上にsdAbフラグメントを活性型で提示可能であることを実証した。
【００１７】
　より詳細には、本発明者らは、HBcAGコピーの一方のe1ループにおいてsdAbフラグメン
ト（VHH）を含むタンデムコア構築物を設計した。該VHHは抗GFP VHHであり、免疫化アル
パカ由来VHHファージディスプレイライブラリーから単離された。このVHHをコードする遺
伝子をタンデムコア構築物のC末端単量体にクローニングした。この構築物（tHB-VHH）を
ベンサミアナタバコ（Nicotiana benthamiana）にて一過性に発現させ、表面上にVHHをデ
ィスプレイするコア様粒子（CLPs）の産生を導いた（図4）。
【００１８】
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　粒子は、ショ糖勾配下部へとGFPを移動させることが示され、それは、そのままでは又
はVHHを有さないtHB粒子の存在下では十分に高密度でないことから通常はそうならない（
図5）。これは明らかに、tHB-VHH粒子がGFPと結合することを示しており、従って、VHHが
、CLPsの表面上で適切にフォールディングされ、活性であることを示す。ショ糖クッショ
ンフラクションのウェスタンブロット分析により、GFPをそのままで又はtHBとともに流し
た場合にはその大部分が上清中に残るが、tHB-VHHとともに流した場合には、GFP及びCLPs
がクッション下部に共局在化することが確認された（図6）。
【００１９】
　従って、本発明者らは初めて、タンデムHBVコア構築物を使用することにより、HBcAg粒
子の表面上にVHHを提示可能であることを実証した。本実験により、VHHが正確にフォール
ディングされ活性であることが示された。
【００２０】
　初期実験は、HBcAgのe1ループにおいてscFv抗体をディスプレイすることを目的とした
。しかし、これは疑問であった。発現量は非常に低く、いずれの粒子形成も観察されなか
った（データ示さず）。これはおそらく、VHHが重鎖可変領域に対応するシングルドメイ
ンしか有さないのに対して、軽鎖及び重鎖可変領域に対応する2つのドメインを有すると
いうscFvのより複雑な構造に起因する。scFvのこのより一層の複雑さによっておそらく、
両方のN及びC末端がHBcAgのe1ループと結合される場合に、インサートの適切なフォール
ディングが妨げられ、タンデム分子全体の不適切なフォールディングが導かれた。
【００２１】
　さらに、VHHは、植物において、単量体（すなわち、非タンデム）HBcAg粒子の表面上で
はディスプレイされ得ず：組換えタンパク質を検出できず（図7）、これはおそらくフォ
ールディングの問題又は立体障害の問題により、タンパク質において即時の分解が引き起
こされたことを示す。
【００２２】
　従って、本発明は、タンデムHBVコアタンパク質に基づく新規抗体提示システムに関す
る。特に、本発明は、HBcAgの第一及び第二のコピーをタンデムに含むタンパク質であっ
て、HBcAgコピーの一方又は両方が、e1ループにおいてsdAbフラグメントを含む、タンパ
ク質を提供する。図1は、sdAbフラグメントをコードする核酸が、一方又は両方のインサ
ート部位に挿入されてよいタンデムコア構築物の一例を示す。
【００２３】
コアタンパク質
　本発明のタンパク質の基本的なビルディングブロックはHBcAgであり、これはHBVのサブ
タイプによって183又は185アミノ酸（aa）を有する。aywサブタイプの183アミノ酸タンパ
ク質プラス29アミノ酸プレ配列の配列を配列番号2に示す。成熟HBcAgは、位置30のMet残
基からC末端の端のCys残基まで及び、プレ配列である位置1から29までの配列を有する。
【００２４】
　HBcAgの二量体がコア粒子の構造的なビルディングブロックを形成することから、当該
タンパク質は、通常、HBcAgコピーを2つのみ含み、それにより二量体が形成される。HBcA
gユニットは、通常、ヘッド・トゥ・トウ（head-to-toe）様式で一緒に結合され、すなわ
ち、1つのユニットのC末端が隣接ユニットのN末端と結合される。ユニットは、共有結合
（例えば、ペプチド結合）により直接結合されてよいが、好ましくは、それらは、隣接ユ
ニットの間にスペースを空けさせるリンカーにより結合され、それにより、隣接ユニット
のパッキングの破壊に関連するいずれの問題も予防する。リンカーの性質は、以下に記載
する。
【００２５】
　本発明のタンパク質において、HBcAgユニットの一方又は両方は、天然の全長HBcAgであ
ってよい。しかし、ユニットの少なくとも一方は、e1ループに挿入されたsdAbフラグメン
トを有する、HBcAgの修飾型である。HBcAgユニットの両方が、e1ループに挿入されたsdAb
フラグメントを有してよい。HBcAgユニットのうち一方のみが、e1ループに挿入されたsdA
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bフラグメントを有する場合、他方のユニットは、天然のHBcAgであってよく、或いはe1ル
ープに挿入された異種タンパク質を有してよい。可能性のある異種タンパク質の例を以下
に記載する。
【００２６】
　一般的なルールとして、HBcAgのコンフォメーション及び粒子へと組み立てるその能力
を妨害しないように、任意の修飾が選択される。かかる修飾は、コンフォメーションの維
持に重要でないタンパク質の部位、例えば、e1ループ、C末端及び／又はN末端にて行われ
る。HBcAgのe1ループは、タンパク質の粒子形成能を破壊することなく、例えば1から120
アミノ酸などの挿入に耐えることができる。
【００２７】
　HBcAg配列は、置換、挿入、欠失又は伸張によって修飾されてよい。挿入、欠失又は伸
張のサイズは、例えば、1から200 aa、3から100 aa又は6から50 aaなどであってよい。置
換は、HBcAg配列の長さにわたって、例えば、1、2、5、10、20又は50アミノ酸までの複数
のアミノ酸に関与してよい。伸張はHBcAgのN又はC末端であってよい。欠失は、タンパク
質のN末端、C末端又は内部の部位であってよい。置換は、タンパク質配列の任意の位置で
行われてよい。挿入もまた、タンパク質配列の任意のポイントで行われてよいが、典型的
には、e1ループなど、タンパク質の表面暴露領域において行われる。2以上の修飾が各HBc
Agユニットに対して行われてよい。従って、末端伸張又は欠失と、内部挿入もまた行うこ
とが可能である。例えば、切断（truncation）がC末端で行われてよく、且つ挿入がe1ル
ープで行われてよい。
【００２８】
　本発明のタンパク質において、HBcAg配列の各部分は、配列番号2に示す配列を有するタ
ンパク質など、天然のHBcAgタンパク質の対応する配列と、好ましくは、少なくとも70％
の配列同一性（identity）を有する。より好ましくは、同一性は、少なくとも80％、少な
くとも90％、少なくとも98％、少なくとも97％又は少なくとも99％である。タンパク質相
同性（homology）を測定する方法は当分野で周知であり、当業者であれば、本文脈におい
て、相同性はアミノ酸同一性（「ハード・ホモロジー（hard homology）」と称されるこ
ともある）に基づいて計算されることを理解するだろう。
【００２９】
　例えば、UWGCGパッケージ（Devereux et al（1984）Nucleic Acids Research 12：387-
395）は、相同性を計算するために使用され得るBESTFITプログラムを提供する（例えば、
デフォルト設定で使用される）。例えば、Altschul S. F.（1993）J Mol Evol 36：290-3
00; Altschul, S, F et al（1990）J Mol Biol 215：403-10などに記載されるように、PI
LEUP及びBLASTアルゴリズムを用いて、相同性を計算又は配列を整列させることができる
（典型的にはデフォルト設定で）。
【００３０】
　BLAST解析を実施するためのソフトウェアは、国立バイオテクノロジー情報センター（h
ttp://www.ncbi.nlm.nih.gov/）を介して公的に入手可能である。このアルゴリズムは、
データベース配列中の同じ長さのワードと整列させた場合に、あるポジティブに評価され
た閾値スコアTと合致するか、又はそれを満たす問合わせ配列中の長さWの短いワードを同
定することによって、ハイスコアリングシーケンスペア（high scoring sequence pair）
（HSPs）を最初に同定することを伴う。Tは、近傍ワードスコア閾値（neighbourhood wor
d score threshold）と称される（Altschul et al、上記）。これらの最初の近傍ワード
ヒットは、それらを含有するHSPsを見出すために検索を開始するための種（seeds）とし
て働く。ワードヒットは、累積アライメントスコアが増加し得る限り、各配列に沿って両
方向に延長される。各方向におけるワードヒットの延長は、以下の場合に停止される：累
積アライメントスコアがその最大限に達成された値から量Xだけ低下する場合；1以上のネ
ガティブのスコアリング残基アライメントの累積によって累積スコアが0以下になる場合
；又はいずれかの配列の末端に達する場合。BLASTアルゴリズムのパラメーターW、T及びX
は、アライメントの感度及び速度を決定する。BLASTプログラムは、デフォルトとして、
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ワード長（W）11、BLOSUM62スコアリングマトリクス（Henikoff and Henikoff（1992）Pr
oc. Natl. Acad. Sci. USA 89：10915-10919を参照）アライメント（B）50、期待値（E）
10、M＝5、N＝4及び両鎖の比較を用いる。
【００３１】
　BLASTアルゴリズムは、2つの配列間の類似性の統計学的分析を実施する；例えば、Karl
in and Altschul（1993）Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90：5873-5787を参照。BLASTアル
ゴリズムによって提供される類似性の尺度の一つは、2つのヌクレオチド又はアミノ酸配
列間の一致が偶然によって生じる確率の指標となる最小合計確率（smallest sum probabi
lity）（P（N））である。例えば、第1の配列を第2の配列と比較して、最小合計確率が約
1未満、好ましくは約0.1未満、より好ましくは約0.01未満、最も好ましくは約0.001未満
の場合、その配列はもう1つの配列と類似であると考えられる。
【００３２】
　HBcAgのe1ループは位置68から90であり、異種タンパク質、例えば、sdAbフラグメント
又は異なる異種タンパク質は、これらの位置の間のいずれの場所に挿入されてよい。好ま
しくは、タンパク質は、位置69から90、71から90、又は75から85の領域内に挿入される。
最も好ましいのは、アミノ酸残基79と80の間、又は残基80と81の間にタンパク質を挿入す
ることである。異種タンパク質が挿入される場合、HBcAgの配列全体が維持されてよく、
或いはまたe1ループ配列の全部又は一部が欠失され、異種配列に置き換えられてよい。従
って、アミノ酸残基69から90、71から90、又は75から85は、異種タンパク質に置き換えら
れてよい。異種タンパク質がe1ループ配列を置き換える場合、該タンパク質は通常、それ
が置き換える配列よりも短くはない。
【００３３】
　HBcAgのC末端切断は通常、aa 144を超えないだろう。なぜなら、任意の更なる切断が行
われる場合に、粒子を形成しないかもしれないからである。従って、欠失されるアミノ酸
は、例えば、aa 144からC末端aa（aa 183又は185）、aa 150からC末端aa、aa 164からC末
端aa、又はaa 172からC末端aaなどを含んでよい。HBcAgのC末端はDNAと結合することから
、C末端の切断により、HBcAg及びHBcAgハイブリッドタンパク質の調製物からDNAが減じら
れるか又は完全に除去される。
【００３４】
　本発明のタンパク質は、天然のHBcAgによって形成される粒子と好ましくは類似する粒
子を形成する。本発明の粒子は、典型的には、少なくとも直径10 nm、例えば、直径10か
ら50 nm又は20から40 nmであるが、好ましくは、それらは直径約27 nm（天然HBcAg粒子の
サイズである）である。それらは、複数のHBcAgユニット、例えば、150から300ユニット
を含むが、通常、約180又は約240ユニット（天然HBcAg粒子のユニット数である）に固定
される。本発明のタンパク質は二量体であるので、これは、粒子中のタンパク質単量体の
数が75から150であってよいことを意味するが、通常、約90又は約120である。
【００３５】
　隣接するHBcAgユニット間及び／又はe1ループにおけるインサートの側面に位置するリ
ンカーは、通常、少なくとも長さ1.5 nm（15Å）、例えば1.5から10 nm、1.5から5 nm、
又は1.5から3 nmのアミノ酸鎖である。それは、例えば、4から40 aa、又は10から30 aa、
好ましくは15から21 aaを含んでよい。リンカーは通常フレキシブルである。リンカーに
おけるアミノ酸は、例えば、グリシン、セリン及び／又はプロリンを含むか、又は完全に
それらから構成されてよい。例えば、リンカーは、配列GlynSer（GnS）（ここで、nは2か
ら8である）の1回以上の反復を含んでよい。好ましいリンカーは、配列GlyGlyGlyGlySer
（GGGGS）の1回以上の反復を含む。或いは、リンカーは、1回以上のGlyPro（GP）ジペプ
チド反復を含んでよい。反復の数は、例えば、1から18、好ましくは3から12であってよい
。GGS反復の場合、5、6又は7回の反復の使用が、粒子の形成を可能にすることが発見され
ている。リンカーは、抗体のヒンジ領域に相当し得る；このヒンジ領域は、抗体の抗原結
合ドメインとテイルドメイン間のフレキシブル・ジョイントを提供すると考えられる。
【００３６】
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シングルドメイン抗体（sdAb）フラグメント
　本発明のタンパク質は、少なくとも1つのsdAbフラグメントを提示し、例えば、治療、
ワクチン接種及び／又は診断方法などにおける複数の潜在的用途を有する。本発明のタン
パク質は、HBcAgの一方又は両方のコピーのe1ループに挿入されるsdAbフラグメントを有
する。本発明のタンパク質は、HBcAgの両方のコピーのe1ループに挿入されるsdAbフラグ
メントを有し得る。
【００３７】
　sdAbフラグメントは、ラクダ科動物及び軟骨魚類の重鎖抗体に由来する。重鎖抗体の抗
原結合部位は、ラクダ科（Camelidae）ではVHHと、軟骨魚類ではVNARと称される1つのシ
ングルドメインに限局する。これらの可変ドメインは、細菌、酵母又は他の宿主において
、組換えシングルドメイン抗体として容易に発現され得る。sdAbフラグメントは、通常の
抗体と同様に、高い標的特異性、及びその標的に対する高い親和性を有し得る。しかし、
その小さなサイズの結果として、sdAbフラグメントは、はるかに大きな通常の抗体からは
隠される又は遮蔽される（shielded）、標的上の稀なエピトープを認識できる。sdAbフラ
グメント及びそれらの適用は、Eyer and Hruska, 2012に詳細にレビューされる。
【００３８】
　任意のsdAbフラグメントを本発明で使用し得る。sdAbフラグメントは、軽鎖を欠く免疫
グロブリンの重鎖ポリペプチドの可変ドメインである。sdAbフラグメントは、ラクダ科又
は軟骨魚類の重鎖抗体に由来してよい。
【００３９】
　sdAbフラグメントは、特定の抗原に特異的であってよく、又は特定の抗原に対してもた
らされてよい。sdAbフラグメント及び／又はそれが結合する抗原の選択は、当然ながら、
本発明のタンパク質の目的とする用途によって決まるだろう。例えば、目的とする用途が
治療である場合、sdAbフラグメントは治療用抗体であるだろう。本発明のタンパク質は、
任意の疾患又は状態の治療に有用なsdAbフラグメントを含んでよい。
【００４０】
　本発明のタンパク質がワクチンとしての使用を意図される場合、使用されるsdAbフラグ
メントは、ワクチン接種が希望される疾患によって決まるだろう。sdAbフラグメントは、
例えば、病原生物由来の抗原、癌関連抗原又はアレルゲンと結合してよい。病原生物は、
例えば、ウイルス、細菌又は原生動物であってよい。
【００４１】
　sdAbフラグメントは、関心のある抗原と結合する能力を有するだろう。好ましくは、sd
Abフラグメントは、関心のある抗原と特異的に結合するだろう。すなわち、sdAbフラグメ
ントは、好ましくは、関心のある抗原と、それが別の分子と結合する場合よりも大きな結
合親和性で結合するだろう。
【００４２】
　用語「結合親和性」とは、標的と結合する又は標的と結合しない抗体フラグメントの傾
向をいうことが意図される。結合親和性は、抗体フラグメント及びその標的についての解
離定数（Kd）を決定することにより定量化されてよい。同様に、抗体フラグメントとその
標的との結合の特異性は、抗体フラグメントと別の非標的分子に関する解離定数と比較し
た場合の、その標的に対する抗体フラグメントの比較解離定数（Kd）の点から定義されて
よい。
【００４３】
　典型的には、標的に関する抗体フラグメントについてのKdは、他の非標的分子（例えば
、環境中の非関連物質又は付随物質など）に関するKdよりも2倍、好ましくは5倍、より好
ましくは10倍未満であるだろう。より好ましくは、Kdは50倍未満、さらにより好ましくは
100倍未満、なおより好ましくは200倍未満であるだろう。この解離定数の値は、周知の方
法により直接決定され得る。
【００４４】
　タンデムコア構築物へとクローニングするためのsdAbフラグメントの配列は、当分野で
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既知の任意の方法により決定又は設計されてよい。例えば、sdAbsは、ラクダ又はラマな
どの免疫化動物から得られた血液、リンパ節又は脾臓のcDNAからの可変ドメインレパート
リーをファージ又はリボソームディスプレイベクターへとPCRクローニングすることによ
り生成されてよい。抗原特異的sdAbsは、固定化抗原（例えば、試験チューブのプラスチ
ック表面上にコーティングされた抗原、ストレプトアビジンビーズ上に固定化されたビオ
チン化抗原、又は細胞表面上に発現される膜タンパク質など）上にファージ又はリボソー
ムライブラリーをパンニングすることにより選択されてよい。それはまた、相補性決定領
域（CDRs）のカセット変異導入により半合成ライブラリーを構築することも可能にする。
これは、有毒な又は発現が困難な抗原に対して抗体フラグメントを選択するという利点を
提供する。さらに、所望の抗原に対するsdAbsの親和性は、CDRsの部位特異的変異誘発、
及びストリンジェンシーを増加させた条件下（より高い温度、高い又は低い塩濃度、高い
又は低いpH、及び低い抗原濃度）での、固定化抗原に対する更なるパンニングラウンドに
よって改善され得る。
【００４５】
　本発明のタンパク質が、ヒト対象に投与するためのものである場合、sdAbフラグメント
は、好ましくはヒト化される。sdAbフラグメントをヒト化するための方法は、当分野で既
知である。
【００４６】
　全長sdAbフラグメントが、HBcAgのe1ループに挿入されてよい。sdAbフラグメントは、
天然に生じるsdAbフラグメントの配列を有してよく、或いは天然に生じるsdAbフラグメン
ト配列のバリアントであってよい。
【００４７】
　sdAbフラグメントの配列は、図10に示す配列と相同性を有してよく、例えば、配列全体
にわたって、又は少なくとも20、好ましくは少なくとも30、例えば少なくとも40、少なく
とも50、少なくとも60、又は少なくとも80若しくはそれ以上の連続アミノ酸にわたって、
少なくとも60％の同一性、少なくとも80％、少なくとも90％、少なくとも95％、少なくと
も97％又は少なくとも99％の同一性などであってよい。タンパク質相同性を測定する方法
は当分野で周知であり、HBVコアタンパク質に関連して上述する。
【００４８】
　本発明のタンパク質に挿入されるべきsdAbフラグメントは、VLP形成を妨害しない任意
の適切なサイズのものであってよく、例えば、5から20 kDaなどである。sdAbsは、典型的
には、12から15 kDaの範囲の分子量を有する。
【００４９】
　本発明のタンパク質は、例えば、HBcAgの各コピーに1つのsdAbフラグメントを含むこと
などにより、2つのsdAbフラグメントを含んでよい。これは、1つ以上の抗原に対する本発
明のタンパク質の親和性を改善し得る。2つのsdAbフラグメントは、同一又は異なってよ
い。2つのsdAbフラグメントが異なる場合、それらは同一又は異なる抗原と結合してよい
。
【００５０】
他の異種タンパク質又はエピトープ
　タンデムコアシステムの柔軟性とは、本発明のタンパク質が、sdAbフラグメントを含む
ことに加えて、1つ以上の更なる異種タンパク質又はエピトープを含んでよいことを意味
する。1つ以上の異種タンパク質又はエピトープは、HBcAgの第一又は第二のコピー中にあ
ってよい。好ましくは、1つ以上の異種タンパク質又はエピトープは、sdAbフラグメント
を含まないHBcAgコピー中にある。
【００５１】
　例えば、本発明のタンパク質は、1つ以上の異種エピトープに対する免疫応答を誘導す
るために、1つ以上の異種エピトープを含んでよい。従って、対象において抗原に対する
免疫応答の誘導に使用するための、sdAbフラグメントが抗原と結合される本発明のタンパ
ク質を含むワクチンを創出することが可能であるだろう。さらに、タンパク質は、やはり
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免疫応答を誘導し得る1つ以上の異種エピトープを含み得る。異種エピトープは、sdAbフ
ラグメントと結合されるものと同一又は異なる抗原と関連してよい。
【００５２】
　別例として、本発明のタンパク質は、本発明のタンパク質を可視化する手段として作用
する異種タンパク質を含んでよい。これは、診断方法で有用であり得る。かかる異種タン
パク質の例は、蛍光又は生物発光タンパク質、例えば、緑色蛍光タンパク質（GFP）など
である。
【００５３】
　従って、本発明のタンパク質は、HBcAgの少なくとも一方のコピーのe1ループにsdAbフ
ラグメントが挿入されなければならないが、タンパク質におけるHBcAgの他方のコピーのe
1ループは、任意の他のタイプの異種タンパク質又はエピトープを含んでよい。
【００５４】
　「異種」タンパク質又はエピトープは、HBcAgにおいて位置する場所に通常位置しない
タンパク質又はエピトープである；それは通常、HBcAg以外のタンパク質に由来するが、H
BcAgにおける異なる場所由来のものであってもよい。例えば、それはHBV表面抗原（sAg）
であってよい。本発明のタンパク質が異種エピトープを含む場合、それは免疫応答を生じ
させるアミノ酸配列を含む。エピトープは、立体構造（conformational）又は直鎖状であ
ってよい。それは、例えば、6から120 aa、6から50 aa、又は6から20 aaの配列などにあ
ってよい。本発明の大きな利点は、e1ループへと挿入される大きな配列上、例えば、30か
ら120 aa、40から120 aa、又は60から120 aaの配列上でエピトープが運ばれることを可能
にすることである。
【００５５】
　インサートとして使用されるべき異種タンパク質又はエピトープは、VLP形成を妨害し
ない任意の適切なサイズのものであってよい。それは好ましくは、40 kDa未満、20 kDa未
満、15kDa未満、10 kDa未満、又は5 kDa未満である。
【００５６】
　本発明のタンパク質は、2以上の異種タンパク質又はエピトープ、例えば、最大で2、3
、5又は8個の異種タンパク質又はエピトープなどを含有してよい。タンパク質又はエピト
ープの2以上のコピーがHBcAgユニット中に挿入されてよい；例えば、2から8コピーが挿入
されてよい。本発明のタンパク質中に2以上の異種タンパク質又はエピトープが存在する
場合、それらは、同一又は異なる生物に由来してよい。
【００５７】
　エピトープは、T細胞又はB細胞エピトープであってよい。それがT細胞エピトープであ
る場合、それは、細胞傷害性Tリンパ球（CTL）エピトープ又はTヘルパー（Th）細胞エピ
トープ（例えば、Th1又はTh2エピトープ）であってよい。本発明の好ましい実施態様にお
いて、エピトープのうち1つはTヘルパー細胞エピトープであり、もう1つはB細胞又はCTL
エピトープである。Tヘルパー細胞エピトープの存在により、B細胞又はCTLエピトープに
対する免疫応答が高められる。
【００５８】
　エピトープの選択は、ワクチン接種が希望される疾患によって決まる。エピトープは、
例えば、病原生物、癌関連抗原又はアレルゲンに由来してよい。病原生物は、例えば、ウ
イルス、細菌又は原生動物であってよい。
【００５９】
本発明のタンパク質の作製
　本発明のタンパク質は、通常、組換えDNA技術により作製される。本発明は、本発明の
タンパク質をコードする核酸分子（例えば、DNA又はRNA）（例えば、発現ベクターなど）
を含む。核酸分子は、核酸を操作するための既知の技術を用いて作製されてよい（或いは
、単純に購入されてよい）。典型的には、2つのHBcAgユニットをコードする2つの別個のD
NA構築物を作製し、次いで、オーバーラップPCR（overlapping PCR）により一緒に結合す
る。
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【００６０】
　本発明のタンパク質は、該タンパク質が発現される条件下、該タンパク質をコードする
核酸分子（nucleic molecule）を含有する宿主細胞を培養し、該タンパク質を回収するこ
とによって製造されてよい。適切な宿主細胞には、大腸菌（E. coli）などの細菌、ピキ
ア・パストリス（Pichia pastoris）などの酵母、哺乳動物細胞及びその他の真核細胞、
例えば、昆虫のSf9細胞などが含まれる。核酸分子は、ベンサミアナタバコ（N. benthami
ana）などの植物において発現され得る。
【００６１】
　本発明に従う核酸分子を構成するベクターは、例えば、プラスミド又はウイルスベクタ
ーなどであってよい。それらは、複製起点、タンパク質をコードする配列の発現のための
プロモーター、エンハンサーなどのプロモーターの調節因子、転写停止（transcription 
stop）シグナル、翻訳開始シグナル及び／又は翻訳停止シグナルを含有してよい。ベクタ
ーはまた、1以上の選択可能マーカー遺伝子、例えば、細菌性プラスミドの場合にはアン
ピシリン耐性遺伝子、又は哺乳動物ベクターの場合にはネオマイシン耐性遺伝子などを含
有してもよい。ベクターは、in vitroで、例えばRNAの作製のために使用されてよく、或
いは宿主細胞を形質転換又はトランスフェクトするために使用されてよい。ベクターはま
た、例えば、遺伝子治療又はDNAワクチン接種の方法などにおいて、in vivoで使用するた
めに適合されてもよい。
【００６２】
　プロモーター、エンハンサー及び他の発現制御シグナルは、発現ベクターが設計された
宿主細胞と適合するように選択されてよい。例えば、原核生物プロモーター、特に、E. c
oli株（例えば、E. coli HB101）での使用に適したものが使用されてよい。嫌気的条件な
ど、周辺環境の変化に応じてその活性が誘導されるプロモーターが使用されてよい。好ま
しくは、htrA又はnirBプロモーターが使用されてよい。これらのプロモーターは特に、例
えばワクチンとして使用するために、弱毒化細菌においてタンパク質を発現させるために
使用されてよい。本発明のタンパク質の発現が、哺乳動物細胞においてin vitro又はin v
ivoのいずれかで実施される場合、哺乳動物プロモーターが使用されてよい。組織特異的
プロモーター、例えば、肝細胞特異的プロモーターなどが使用されてもよい。ウイルスプ
ロモーター、例えば、モロニーマウス白血病ウイルスの長い末端反復配列（MMLV LTR）、
ラウス肉腫ウイルス（RSV）LTRプロモーター、SV40プロモーター、ヒトサイトメガロウイ
ルス（CMV）IEプロモーター、単純ヘルペスウイルスプロモーター、及びアデノウイルス
プロモーターなどが使用されてもよい。これらのプロモーターはすべて、当分野で容易に
入手可能である。
【００６３】
　本発明に従うタンパク質は、タンパク質を精製するための従来技術を用いて精製されて
よい。タンパク質は、例えば、精製された、純粋な、又は単離された形態で提供されてよ
い。ワクチンで使用するために、タンパク質は通常、高レベルの純度で、例えば、調製物
においてタンパク質の80％超、90％超、95％超、又は98％超を占めるレベルで提供されな
ければならない。しかしながら、最終的なワクチン製剤においては、該タンパク質を他の
タンパク質と混合することが望ましい場合がある。
【００６４】
治療における、又は疾患に対するワクチン接種における使用
　本発明のタンパク質は、治療において又はワクチンとして使用されてよい。本発明は、
本発明のタンパク質、本発明のタンパク質の複数のコピーを含む粒子又は本発明のタンパ
ク質をコードする核酸分子と、医薬上許容される担体又は希釈剤とを含む、医薬組成物又
はワクチン組成物を含む。本発明のタンパク質が治療用sdAbフラグメントを含む場合、組
成物は、治療によるヒト又は動物の体の治療のために使用され得る。本発明のタンパク質
が、対象において免疫応答を誘導することができる抗原と結合するsdAbフラグメントを含
む場合、組成物はワクチンとして使用され得る。ワクチン組成物は、好ましくは、sdAbフ
ラグメントと結合する抗原を含む。
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【００６５】
　ワクチン接種の背後にある原理は、宿主において免疫学的記憶を生じさせるために、宿
主において免疫応答を誘導することである。これは、宿主が悪性病原体に暴露される際に
、効果的な（防御）免疫応答、すなわち、病原体を不活性化及び／又は死滅させる免疫応
答を備えることを意味する。本発明は、関心のある任意の抗原（病原体、癌関連抗原又は
アレルゲンなど）に対するワクチンの基礎を形成する。本発明のタンパク質におけるsdAb
フラグメント及び任意の他の異種タンパク質又はエピトープは、ワクチンにより防御を提
供することが意図される疾患又は状態に対して適切であるように選択される。
【００６６】
　本発明は、対象において免疫応答を誘導する方法であって、本発明のタンパク質、粒子
又は核酸を対象に投与することを含む、方法を提供する。好ましくは、sdAbフラグメント
と結合する抗原は、本発明のタンパク質が投与される際に、sdAbフラグメントと結合され
る。従って、本発明のタンパク質をワクチンとして投与するために、本発明のsdAbフラグ
メントを提示するタンパク質は、対象に投与される前に、関心のある抗原と結合されてよ
い。sdAbフラグメントは、高親和性で抗原と結合する。しかしながら、例えば、改変ジス
ルフィド結合などの化学的コンジュゲーションを用いるなどして、sdAbフラグメントを抗
原とさらにつなげる（tether）ことも可能であるだろう。
【００６７】
　本発明はまた、ヒト又は動物対象における疾患又は状態を治療又は予防する方法であっ
て、本発明のタンパク質、粒子又は核酸を対象に投与することを含む、方法を提供する。
【００６８】
　用語「個体」及び「対象」は、本明細書において交換可能に使用されて、脊索動物亜門
（subphylum cordata）の任意の一員をいい、これには、ヒト及び他の霊長類（チンパン
ジー及び他の類人猿並びにサル種などの非ヒト霊長類を含む）；家畜、例えば、ウシ、ヒ
ツジ、ブタ、ヤギ及びウマ；飼育哺乳動物、例えば、イヌ及びネコ；齧歯類（例えば、マ
ウス、ラット及びモルモット）及びブタを含む実験動物；飼育鳥、野鳥及び狩猟鳥（例え
ば、ニワトリ、シチメンチョウ及び他のキジ類の鳥類（gallinaceous birds）、カモ（du
cks）、ガン（geese）など）を含む鳥類、が含まれるが、これらに限定されない。該用語
は、特定の年齢を意味しない。従って、成人個体及び新生児個体の両方をカバーすること
が意図される。本明細書に記載の方法は、これらの脊椎動物全ての免疫系が同様に機能す
ることから、上記脊椎動物種のいずれにおける使用も意図される。
【００６９】
　いくつかの例において、本発明は、任意の適切な対象、特に、所与の種の任意の適切な
対象、好ましくは適切なヒト対象に投与されてよい。従って、できるだけ多くの対象が、
例えば、対象のいずれか特定のグループに重点を置くことなく、投与対象となってよい。
例えば、対象集団は全体として又はできるだけ多くが投与対象となってよい。
【００７０】
　本発明のタンパク質、粒子又は核酸は、対象への投与のためのものである。それは、ア
ジュバントと同時に又は連続的に投与されてよい。従って、タンパク質、粒子又は核酸を
含む本発明の組成物はまた、アジュバントを含んでもよい。本発明の組成物は、注射（例
えば、皮内、皮下、筋肉内、静脈内、骨内及び腹腔内）、経皮粒子デリバリー、吸入、局
所的、経口的、又は経粘膜的（例えば、鼻、舌下、膣又は直腸）によりデリバリーされる
べきものであってよい。
【００７１】
　組成物は、通常の医薬調製物として製剤化されてよい。これは、当業者に利用可能であ
る標準的な医薬製剤化学及び方法論を用いて実施され得る。例えば、タンパク質、粒子又
は核酸をアジュバントとともに又はアジュバントを含めずに含有する組成物は、1以上の
医薬上許容される賦形剤又はビヒクルと組み合わされて、液体調製物を提供することがで
きる。従って、タンパク質、粒子又は核酸を、医薬上許容される担体又は希釈剤とともに
含む医薬組成物も提供する。組成物は、任意選択で、アジュバントを含む。
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【００７２】
　補助物質、例えば、湿潤剤又は乳化剤、pH緩衝物質などが存在してよい。これらの担体
、希釈剤及び補助物質は、通常、過度の毒性を伴わずに投与され得る製薬用薬剤であり、
抗原性組成物の場合には、それ自体では、該組成物を受ける個体において免疫応答を誘導
しないであろう製薬用薬剤である。医薬上許容される担体には、液体、例えば、水、生理
食塩水（saline）、ポリエチレングリコール、ヒアルロン酸、グリセロール及びエタノー
ルなどが含まれるが、これらに限定されない。医薬上許容される塩、例えば、塩酸塩、臭
化水素酸塩、リン酸塩、硫酸塩などの鉱酸塩；及び酢酸塩、プロピオン酸塩、マロン酸塩
、安息香酸塩などの有機酸塩をその中に含めることもできる。また、該調製物は、必要と
いうわけではないが、特にペプチド、タンパク質又はその他同様の分子が組成物中に含ま
れるべき場合には、それらに対する安定剤として働く医薬上許容される担体を含有するで
あろうことが好ましい。ペプチドに対する安定剤としても働く適切な担体の例としては、
医薬品グレードのデキストロース、スクロース、ラクトース、トレハロース、マンニトー
ル、ソルビトール、イノシトール、デキストランなどが挙げられるが、これらに限定され
ない。他の適切な担体には、デンプン、セルロース、リン酸ナトリウム又はカルシウム、
クエン酸、酒石酸、グリシン、高分子量ポリエチレングリコール（PEGs）、及びそれらの
組み合わせが含まれるが、この場合もこれらに限定されない。医薬上許容される賦形剤、
ビヒクル及び補助物質の十分な考察は、REMINGTON’S PHARMACEUTICAL SCIENCES（Mack P
ub. Co., N.J. 1991）（参照により本明細書に組み込まれる）において利用可能である。
【００７３】
　核酸取込み及び／又は発現の特定の促進物質（facilitators）（「トランスフェクショ
ン促進剤」）も組成物中に含めることができ、それは、例えば、ブピバカイン、カルジオ
トキシン及びスクロースなどの促進物質、並びに核酸分子をデリバリーするためにルーチ
ンに使用されるリポソーム調製物又は脂質調製物などのトランスフェクション促進性ビヒ
クルなどである。アニオン性及び中性のリポソームが広く利用可能であり、核酸分子のデ
リバリーに関して周知である（例えば、Liposomes：A Practical Approach,（1990）RPC 
New Ed., IRL Pressを参照）。カチオン性脂質調製物も、核酸分子のデリバリーに使用す
るための周知ビヒクルである。適切な脂質調製物には、商品名LipofectinTMで入手可能な
DOTMA（N-[1-(2,3-ジオレイルオキシ)プロピル]-N,N,N-トリメチルアンモニウムクロリド
）、及びDOTAP（1,2-ビス(オレイルオキシ)-3-(トリメチルアンモニオ)プロパン）が含ま
れる（例えば、Felgner et al.（1987）Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84：7413-7416；Ma
lone et al.（1989）Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86：6077-6081；米国特許第5,283,185
号及び同第5,527,928号、並びに国際公開番号WO 90/11092、WO 91/15501及びWO 95/26356
を参照）。これらのカチオン性脂質は、好ましくは、中性脂質、例えば、DOPE（ジオレイ
ルホスファチジルエタノールアミン）などと関連して使用されてよい。前記脂質又はリポ
ソーム調製物に加えることができる、なお更なるトランスフェクション促進性組成物には
、スペルミン誘導体（例えば、国際公開番号WO 93/18759を参照）及び膜透過性化合物、
例えば、GALA、グラミシジンS及びカチオン性胆汁酸塩（例えば、国際公開番号WO 93/197
68を参照）が含まれる。
【００７４】
　或いは、タンパク質、粒子若しくは核酸、及び／又はアジュバントは、粒子状担体にカ
プセル化され、吸着され又は会合（associated）されてよい。適切な粒子状担体には、ポ
リメチルメタクリレートポリマーから誘導されたもの、並びにポリ（ラクチド）及びポリ
（ラクチド-コ-グリコリド）から誘導されたPLG微粒子が含まれる。例えば、Jeffery et 
al.（1993）Pharm. Res. 10：362-368を参照。他の粒子系及びポリマー、例えば、ポリリ
シン、ポリアルギニン、ポリオルニチン、スペルミン、スペルミジンなどのポリマー、及
びこれらの分子のコンジュゲートなども使用され得る。例えば、ポリヌクレオチドは、ポ
リヌクレオチド縮合剤及び金属イオンキレート剤の存在下で担体上に沈殿させることがで
きる。好ましい縮合剤には、カチオン性ポリマー、特にポリアミン、及び特にポリアルギ
ン（polyargine）又はポリリシンが含まれる。好ましい例において、ポリアミンは、（Ar
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g）4又は（Arg）6である。WO2004/208560で論じられる技術が言及されてよく、これが実
施されてよい。
【００７５】
　組成物は、製剤化されると、種々の既知の経路及び技術を用いてin vivoで対象にデリ
バリーされ得る。例えば、液体調製物は、注射用溶液、懸濁液又はエマルションとして提
供され得、通常のニードル及びシリンジを用いて、又は液体ジェット式注射システムを用
いて、非経口注射、皮下注射、皮内注射、筋肉内注射、静脈内注射、骨内注射及び腹腔内
注射を介して投与され得る。液体調製物はまた、皮膚若しくは粘膜組織（例えば、鼻、舌
下、膣又は直腸）に局所的に投与され得るか、又は呼吸器投与若しくは肺内投与に適した
微細に分割されたスプレーとして提供され得る。他の投与様式には、経口投与、坐剤、及
び能動的又は受動的な経皮デリバリー技術が含まれる。
【００７６】
　本発明のタンパク質、粒子又は核酸は、疾患若しくは状態を治療するのに、又は免疫応
答を調節するのに有効な量で対象に投与される。適切な有効量は比較的広範囲であるが、
ルーチンな試験によって当業者により容易に決定され得る。「Physicians Desk Referenc
e」及び「Goodman and Gilman’s The Pharmacological Basis of Therapeutics」は、必
要量を決定する目的のために有用である。典型的には、タンパク質又は粒子は、0.1から2
00 mg、好ましくは1から100 mg、より好ましくは10から50 mg 体重の用量で投与される。
本発明の核酸は、当分野で既知の技術を用いて、又は当分野で既知のベクターを用いて、
裸（naked）の核酸構築物として直接投与されてよい。投与される核酸の量は、典型的に
は、1 μgから10 mgの範囲、好ましくは100 mgから1 mgの範囲である。組成物は、単回用
量スケジュール又は複数回用量スケジュール、例えば、2から32の用量、又は4から16の用
量で与えられてよい。上記で示す投与経路及び用量は参考とすることのみを意図しており
、経路及び用量は、最終的には医師の裁量に委ねられてよい。
【００７７】
　いくつかの場合、本発明の組成物の初回投与後に、それに続く投与が実施されてよい。
特に、初回投与後、対象は、「ブースター」を与えられてよい。ブースターは、例えば、
本明細書で言及したもののいずれかから選択される用量であってよい。ブースター投与は
、例えば、初回投与から少なくとも1週間後、2週間後、4週間後、6週間後、1ヶ月後、2ヶ
月後又は6ヶ月後であってよい。
【００７８】
　本発明のタンパク質、粒子又は核酸、及びアジュバントは、連続的に又は同時に、好ま
しくは同時に投与されてよい。2つのエンティティ（entities）は、同一又は異なる組成
物中で、好ましくは同一組成物中で投与されてよい。アジュバントは、アジュバント作用
が見られるように、すなわち、観察される治療効果又は免疫応答が、アジュバントが抗原
とともに投与されない場合に観察されるものと異なるように、デリバリーされる。2つの
エンティティは、同一又は異なる部位で、好ましくは同一部位で投与されてよい。好まし
くは、2つのエンティティは、同一組成物中、同一部位で、同時に、好ましくは注射を介
して、投与される。
【００７９】
　任意の適切なアジュバントが使用されてよい。現在使用されるワクチンアジュバントに
は、以下が含まれる：
-　アルミニウム塩（例えば、水酸化アルミニウム及びリン酸アルミニウム）又はリン酸
カルシウムなどの無機化合物。アルミニウム塩は、別名アラムとしても知られる。
-　オイルエマルション及び界面活性剤ベースの製剤、例えば、MF59（ミクロ流動化洗剤
安定化水中油滴型エマルション）、QS21（精製サポニン）、AS02 [SBAS2]（水中油滴型エ
マルション + MPL + QS-21）、Montanide ISA-51及びISA-720（安定化油中水滴型エマル
ション）など。
-　粒子状アジュバント、例えば、ビロソーム（例えばインフルエンザヘマグルチニンな
どを組み込んだ単層リポソームビヒクル）、AS04（MPLを有する[SBAS4] Al塩）、ISCOMS
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（サポニン及び脂質の構造形成複合体（structured complex））、及びポリラクチドコ-
グリコリド（polylactide co-glycolide（PLG））など。
-　微生物誘導体（天然及び合成）、例えば、モノホスホリルリピドA（MPL）、Detox（MP
L + M.フレイ（M. Phlei）細胞壁骨格）、AGP[RC-529]（合成アシル化単糖類）、DC_Chol
（リポソームに自己組織化できるリポイド免疫賦活剤）、OM-174（リピドA誘導体）、CpG
モチーフ（免疫賦活性CpGモチーフを含有する合成オリゴヌクレオチド）、並びに改変LT
及びCT（非毒性のアジュバント作用を提供するために遺伝的に改変された細菌性毒素）な
ど。
-　内因性ヒト免疫調節物質、例えば、hGM-CSF又はhIL-12（タンパク質又はコード化プラ
スミドのいずれかとして投与され得るサイトカイン）、及びImmudaptin（C3dタンデムア
レイ）など。
-　不活性ビヒクル、例えば、金粒子など。
【００８０】
　好ましくは、使用されるアジュバントはアラムである。最も好ましくは、アジュバント
は、水酸化アルミニウムと水酸化マグネシウムの混合物、例えば、Inject alum（Pierce 
Laboratories）である。
【００８１】
診断ツール
　本発明のタンパク質は、診断試薬として、例えば、疾患、病原体又は毒素を検出するの
に有用であってよい。従って、本発明は、例えばサンプルにおいて、抗原を検出するため
の、本発明のタンパク質の、又は本発明のタンパク質の複数のコピーを含む粒子の、使用
を提供する。本発明はまた、サンプル中の抗原を検出する方法であって、本発明のタンパ
ク質を、又は本発明のタンパク質の複数のコピーを含む粒子を、サンプルに適用すること
を含む、方法も提供する。
【００８２】
　上述のように、当該技術の柔軟性とは、本発明のタンパク質が、sdAbフラグメントを含
むことに加えて、任意の他の有用な異種タンパク質を含み得ることを意味する。従って、
本発明のタンパク質が、診断ツールとして使用するためのものである場合、それは、異種
タンパク質、例えば、本発明のタンパク質を可視化する手段を提供する異種タンパク質な
どを含んでよい。これは、例えば、本発明のタンパク質の位置をin vivoで追跡するため
、又はサンプルが本発明のタンパク質を含有するかどうかを決定するためなどに有用であ
り得る。かかる異種タンパク質の例として、蛍光又は生物発光タンパク質（GFPなど）が
挙げられる。
【００８３】
　本発明を以下の実施例により説明する：
【実施例】
【００８４】
実施例
　タンデムHBcAgタンパク質ディスプレイ技術を、HBcAgコア様粒子の表面上にラクダ科動
物（Camelid）シングルドメイン抗体フラグメント（VHH）を提示するよう適合させた。抗
GFP「エンハンサー」VHHは、免疫化アルパカ由来VHHファージディスプレイライブラリー
から単離され、Kirchhofer et al （2010）により十分に特徴付けられた（GFPに対するそ
の親和性がサブナノモル範囲であることが決定された）。このVHHをコードする遺伝子を
タンデムコア構築物のC末端単量体にクローニングした。この構築物をtHB-VHHと名付け、
ベンサミアナタバコ（Nicotiana benthamiana）にて一過性に発現させ、表面上にVHHをデ
ィスプレイするコア様粒子（CLPs）の生産を導いた（図4）。
【００８５】
　粒子は、新鮮重量組織（fresh weight tissue）1キログラムあたり数百ミリグラムの範
囲で生成されると推定され、粒子は、ショ糖勾配下部へとGFPを移動させることが示され
、それは、そのままでは又はVHHを有さないtHB粒子の存在下では十分に高密度でないこと
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から通常はそうならない（図5）。これは明らかに、tHB-VHH粒子がGFPと結合することを
示しており、従って、VHHが、CLPsの表面上で適切にフォールディングされ、活性である
ことを示す。ショ糖クッションフラクションのウェスタンブロット分析により、GFPをそ
のままで又はtHBとともに流した場合にはその大部分が上清中に残るが、tHB-VHHとともに
流した場合には、GFP及びCLPsがクッション下部に共局在化することが確認された（図6）
。
【００８６】
　注目すべきは、より一般に使用される一本鎖可変フラグメント抗体（scFv）を用いて、
植物におけるタンデムコアの表面上での抗体ディスプレイも試みられたが、発現量は非常
に低く、いずれの粒子形成も観察されなかった（データ示さず）。これはおそらく、VHH
が重鎖可変領域に対応するシングルドメインしか有さないのに対して、軽鎖及び重鎖可変
領域に対応する2つのドメインを有するというscFvのより複雑な構造に起因する。scFvの
このより一層の複雑さによっておそらく、両方のN及びC末端がHBcAgのe1ループと結合さ
れる場合に、インサートの適切なフォールディングが妨げられ、タンデム分子全体の不適
切なフォールディングが導かれた。
【００８７】
　興味深いことにはまた、VHHは、植物において、単量体（すなわち、非タンデム）HBcAg
粒子の表面上ではディスプレイされ得ず：組換えタンパク質を検出できず（図7）、これ
はおそらくフォールディングの問題又は立体障害の問題により、タンパク質の即時の分解
が引き起こされたことを示す。
【００８８】
方法
　抗GFP VHHのアミノ酸配列をGenBankタンパク質データベース（アクセッション3K1K_C）
から得て、ベンサミアナタバコ（N. benthamiana）での発現のために最適化されたコドン
使用頻度を用いて、GeneArt（Life Technologies）により遺伝子を合成した。次いで、VH
H遺伝子を、VHH配列の各末端上の（GlyGlyGlyGlySer）3リンカーとともに、タンデムコア
構築物のC末端単量体のe1ループへとインフレーム（in-frame）でクローニングした。VHH
遺伝子を含有するタンデムコア構築物をtHBcAg-VHHと称す。
【００８９】
　tHBcAg-VHH構築物を、pEAQ-HTベクター（Sainsbury, Thuenemann et al. 2009）を用い
て、3週齢のベンサミアナタバコ（N. benthamiana）植物で発現させた（その使用は、Pey
ret and Lomonossoff（2013）でレビューされている）。インフィルトレーション後7日後
（7 dpi）、インフィルトレーションされた葉組織を採取し、cOmplete EDTA-フリー・プ
ロテアーゼインヒビターカクテル錠（Roche）を補充した、3倍量の0.1 Mリン酸ナトリウ
ムバッファー（pH 7）と混合した。粗抽出物をMiracloth（Calbiochem）にて濾過し、濾
液を9,000 g、4℃、10分間遠心分離することにより清澄化した。次いで、UltraClear 14X
89 mm 超遠心用チューブ（ultracentrifuge tunes）（Beckman Coulter）中、清澄化した
抽出物の下側に2 ml 25％、次いで0.5 ml 70％のショ糖溶液とし（underlain）、TH641超
遠心スイングアウトローター（Sorvall）にて、273,800 g、4℃、2時間30分間遠心分離し
た（結果を図5に示す）。
【００９０】
　ウェスタンブロッティング（図6）のために、ショ糖勾配を下部から4つのフラクション
へと分画した（ショ糖クッションの下部0.5 μl、中間部0.5 μl及び上部1.5 μl、並び
に粗抽出物上清）。2連の4～12％グラジエントNuPage（Life Technologies）SDS-PAGEゲ
ルに、各フラクションについて5 μlの変性サンプル（1.25 μlの各フラクションを、1：
3のLDS：β-メルカプトエタノール（3.75 μl）中、25分間沸騰させた）をロードした。
タンパク質をAmersham Hybond-ECLニトロセルロースメンブレン（GE Healthcare）に転写
し、抗HBcAgモノクローナル一次抗体（クローン10E11, Abcam）をヤギ抗マウス西洋ワサ
ビペルオキシダーゼ結合二次抗体（Invitrogen）とともに用いるか；又は抗GFP西洋ワサ
ビペルオキシダーゼ結合抗体（Life Technologies）を用いるかのいずれかによりブロッ
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た。
【００９１】
　電子顕微鏡法（図4）のために、粒子を連続的ショ糖クッションに対して精製し、その
後、重炭酸アンモニウムに対して透析し、Speed Vac（Savant）で濃縮した。次いで、濃
縮した粒子を、Tecnai 20電子顕微鏡（FEI）にて、400メッシュの銅／パラジウムグリッ
ド上、酢酸ウラニルで染色することにより画像化した。
【００９２】
　HB-VHH発現についての試験は、エンプティベクターpEAQ-HTコントロール、tHB-VHH、又
は単量体HB-VHH（3つの異なるアグロバクテリウム（Agrobacterium）クローンのうちの1
つに由来）のいずれかを発現する6 dpiの植物に対して実施した。葉を採取し、コルク穿
孔器で葉のインフィルトレーション領域から6つの葉片（90 mg）を切り出し、これらに27
0 μlの抽出バッファー及びセラミックビーズを追加した。Omni Bead Ruptor 24ホモジナ
イザー（Camlab）にて、スピード4で30秒間、葉片を破砕した。次いで、サンプルを16,00
0 gで10分間遠心分離し、100 μlの上清を、3：1のLDS：β-メルカプトエタノール（50 
μl）と混合し、次いで30分間沸騰させ、各変性サンプル（20 μl）をゲル上に流した。
抗HBcAg抗体を用いて、上記のようにウェスタンブロットを実施した（図7）。
【００９３】
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