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(54)【発明の名称】 突然変異Ｂ型肝炎ウイルス、その核およびタンパク質の構成成分およびその使用

(57)【要約】
本発明は、以下の特徴（ｉ）ゲノムは部分的に二本鎖で
環状のＤＮＡを有する、（ii）該ゲノムは、遺伝子プ
レ－Ｓ、Ｓ、Ｃ、ＰおよびＸ遺伝子を含む、（iii）
プレ－Ｓ遺伝子は表面抗原をコードし、Ｓ遺伝子はＨＢ
ｓＡｇエンベロープタンパク質をコードし、Ｃ遺伝子は
ＨＢｅＡｇタンパク質およびＨＢｃＡｇタンパク質をコ
ードし、Ｐ遺伝子はＤＮＡポリメラーゼ／逆転写酵素を
コードし、Ｘ遺伝子はＨＢｘＡｇタンパク質をコードす
る：を有する。本発明は、遺伝子Ｓが、配列番号１に参
照されたＤＮＡヌクレオチド配列を含み、プレ－Ｓ遺伝
子は、配列番号３に参照されたヌクレオチド配列を含む
ことを特徴とする。本発明はまた、ＤＮＡ分子、ＲＮＡ
分子、修飾表面タンパク質、並びに、特に、診断、治療
およびワクチン目的におけるその使用に関する。
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【特許請求の範囲】

    【請求項１】  以下の特徴：

（ｉ）ゲノムは、部分的に二本鎖で環状のＤＮＡを有し、

（ii）該ゲノムは、プレ－Ｓ、Ｓ、Ｃ、ＰおよびＸ遺伝子を含み、

（iii）プレ－Ｓ遺伝子は、表面抗原をコードし、Ｓ遺伝子は、エンベロープタ

ンパク質ＨＢｓＡｇをコードし、Ｃ遺伝子は、タンパク質ＨＢｅＡｇおよびタン

パク質ＨＢｃＡｇをコードし、Ｐ遺伝子は、ＤＮＡポリメラーゼ／逆転写酵素を

コードし、Ｘ遺伝子は、タンパク質ＨＢｘＡｇをコードする

  を有する単離されたｍＨＢＶウイルスであって、Ｓ遺伝子は、配列番号１に参

照されたＤＮＡヌクレオチド配列を含むこと、および、プレ－Ｓ遺伝子は、配列

番号３に参照されたＤＮＡヌクレオチド配列を含むことを特徴とする単離された

ｍＨＢＶウイルス。

    【請求項２】  配列番号２および配列番号４から選択されたペプチド配列か

らなることを特徴とする、修飾された表面タンパク質。

    【請求項３】  ＤＮＡまたはＲＮＡヌクレオチドであって、配列番号１のヌ

クレオチド３２５～３３６および／または配列番号１のヌクレオチド２３５～２

３７および／または配列番号１のヌクレオチド３９１～３９３および／または配

列番号１のヌクレオチド４７８～４８０および／または配列番号１のヌクレオチ

ド２８～３０および／または配列番号１のヌクレオチド３９～４１および／また

は配列番号１のヌクレオチド３５８～３６０および／または配列番号１のヌクレ

オチド３８５～３８７および／または配列番号１のヌクレオチド１１８～１２０

および／または配列番号１のヌクレオチド６２８～６３０を含む、少なくとも１

２ヌクレオチド、好ましくは少なくとも１５または１８ヌクレオチド、有利には

少なくとも２１ヌクレオチドのＤＮＡまたはＲＮＡヌクレオチド配列、および／

または配列番号３のヌクレオチド２５０～２５２を含む少なくとも２１ヌクレオ

チドの配列を含む断片を含むか、または、該ＤＮＡヌクレオチド配列の転写産物

であることを特徴とし、ただし、該断片が配列番号１のヌクレオチド６２８～６

３０を含む場合、該断片は、配列番号１の３２５～３３６および／または２３５

～２３７および／または３９１～３９３および／または４７８～４８０および／
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または２８～３０および／または３９～４１および／または３５８～３６０およ

び／または３８５～３８７および／または１１８～１２０、および／または配列

番号３のヌクレオチド２５０～２５２も含む、ＤＮＡまたはＲＮＡヌクレオチド

断片。

    【請求項４】  配列番号１および配列番号３のＤＮＡヌクレオチド配列、ま

たは、前記配列番号１および配列番号３の相補的配列、または、配列番号１およ

び配列番号３の配列の転写産物であるＲＮＡヌクレオチド配列を含むヌクレオチ

ド配列を含むことを特徴とする、ＤＮＡまたはＲＮＡヌクレオチド断片。

    【請求項５】  配列番号１および配列番号３に対応するＤＮＡヌクレオチド

配列、または、前記配列番号１および配列番号３の配列の相補的配列からなるか

、または、配列番号１および配列番号３の配列の転写産物に対応するＲＮＡヌク

レオチド配列からなることを特徴とする、ＤＮＡまたはＲＮＡヌクレオチド断片

。

    【請求項６】  配列番号１、配列番号３、請求項３～５のいずれか一項記載

のその断片、およびその相補的配列から選択されたＤＮＡヌクレオチド配列を含

むことを特徴とする、ＤＮＡ分子。

    【請求項７】  配列番号１、配列番号３、請求項３～５のいずれか一項記載

のその断片、およびその相補的配列から選択されたＤＮＡヌクレオチド配列の転

写産物であるＲＮＡヌクレオチド配列を含むことを特徴とする、ＲＮＡ分子。

    【請求項８】  少なくとも４アミノ酸、好ましくは少なくとも５または６ア

ミノ酸、有利には少なくとも７アミノ酸、特に６～１５アミノ酸、有利には６～

１０または８～１２アミノ酸のペプチド配列を含み、かつ、配列番号２のアミノ

酸１０９～１１２および／または７９および／または１３１および／または１６

０および／または１０および／または１４および／または１２０および／または

１２９および／または４０および／または２１０、および／または配列番号４の

アミノ酸８４を含む少なくとも７アミノ酸のペプチド配列を含む断片を含むこと

を特徴とし、ただし、該断片が、配列番号２のアミノ酸２１０を含む場合、該断

片は、配列番号２のアミノ酸１０９～１１２および／または７９および／または

１３１および／または１６０および／または１０および／または１４および／ま
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たは１２０および／または１２９および／または４０、および／または配列番号

４のアミノ酸８４も含む、タンパク質断片。

    【請求項９】  配列番号２および配列番号４のペプチド配列を含むペプチド

配列からなることを特徴とする、請求項８記載のタンパク質断片。

    【請求項１０】  配列番号２および配列番号４から選択されたペプチド配列

からなることを特徴とする、請求項８記載の断片。

    【請求項１１】  配列番号２および配列番号４からなることを特徴とする、

請求項８記載のタンパク質断片。

    【請求項１２】  配列番号２、配列番号４、請求項８～１１のいずれか一項

記載のその断片から選択されたペプチド配列を含むことを特徴とする、修飾され

た表面タンパク質。

    【請求項１３】  その発現に必要なエレメントの制御下に配置された、請求

項７または８に定義したようなＤＮＡ断片の発現を可能とする、原核または真核

生物を起源とする細胞中の機能的発現カセット。

    【請求項１４】  真核または低級真核生物を起源とする細胞内で機能的であ

ることを特徴とする、請求項１３記載の発現カセット。

    【請求項１５】  真核生物を起源とする細胞が、ＣＯＳおよびＣＨＯ細胞か

ら選択され、低級真核生物を起源とする細胞が、サッカロミセス・セレビジアエ

（Saccharomyces cerevisiae）およびピチア・パストリス（Pichia pastoris）

の細胞から選択されることを特徴とする、請求項１４記載の発現カセット。

    【請求項１６】  請求項１３～１５のいずれか一項記載の発現カセットを含

むベクター。

    【請求項１７】  請求項１３～１５のいずれか一項記載の発現カセットまた

は請求項１６記載のベクターを含む、原核または真核生物、好ましくは真核また

は低級真核生物、有利にはＣＯＳまたはＣＨＯ細胞を起源とする細胞、または、

サッカロミセス・セレビジアエまたはピチア・パストリスを起源とする細胞。

    【請求項１８】  請求項１３～１５のいずれか一項記載の発現カセット、請

求項１６記載のベクター、または請求項１７記載の細胞によって産生される表面

タンパク質。
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    【請求項１９】  請求項４または５記載の修飾表面タンパク質または請求項

９～１２のいずれか一項記載のタンパク質断片を調製するための方法であって、

適切な培養培地中で請求項１７記載の宿主細胞を培養すること、ここで、該宿主

細胞は、請求項６に定義したようなＤＮＡヌクレオチド配列または請求項３～５

のいずれか一項に定義したようなヌクレオチド断片を含む発現ベクターで形質転

換されており、および、産生された該修飾された表面タンパク質を必要な純度ま

で精製することからなるタンパク質断片を調製するための方法。

    【請求項２０】  請求項２および８～１２のいずれか一項に定義したような

ペプチド配列を有すること、または、請求項１８および１９に定義したようなタ

ンパク質からなることを特徴とする、免疫原性ペプチド。

    【請求項２１】  請求項２０に定義したような免疫原性ペプチドを用いる哺

乳動物の免疫化によって得られることを特徴とする、モノクローナルまたはポリ

クローナル抗体。

    【請求項２２】  とりわけ、請求項２、８～１２、１８および１９のいずれ

か一項に定義したようなタンパク質またはタンパク質断片を含むことを特徴とす

る、診断組成物。

    【請求項２３】  生物学的試料中の、配列番号２および／または配列番号４

からなる少なくとも１つの突然変異表面タンパク質に対して指向された抗体を検

出するための方法であって、この方法によると、生物学的試料を、抗体／抗原複

合体の形成の可能な予め決定した条件下で、請求項２２に定義したような診断組

成物と接触させ、そして該複合体の形成を検出する、方法。

    【請求項２４】  とりわけ、請求項２１に定義したようなモノクローナル抗

体またはポリクローナル抗体を含むことを特徴とする、診断組成物。

    【請求項２５】  生物学的試料中の、配列番号２および／または配列番号４

からなる少なくとも１つの突然変異表面タンパク質を検出するための方法であっ

て、この方法によると、生物学的試料を、抗体／抗原複合体の形成の可能な予め

決定した条件下で、請求項２４に定義したような診断組成物と接触させ、そして

該複合体の形成を検出する、方法。

    【請求項２６】  少なくともｍＨＢＶウイルスに感染したヒトの処置を目的
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とする薬学的組成物の調製のための生物学的材料であって、該組成物が、

（ｉ）場合により、その配列が、配列番号５に同定された配列および／または配

列番号６に同定された配列の全部または一部、および／または少なくとも１つの

、天然タンパク質および／または組換えタンパク質および／または合成ポリペプ

チドまたは野生型ＨＢｓ抗原および／または野生型プレ－Ｓタンパク質の断片に

対応する少なくとも１つの天然タンパク質および／または組換えタンパク質およ

び／または合成ポリペプチドまたはその断片と結合された、その配列が配列番号

２に同定された配列および／または配列番号４に同定された配列の、全部または

一部に対応する、少なくとも１つの天然タンパク質および／または組換えタンパ

ク質および／または合成ポリペプチドまたはその断片のいずれか；または、

（ii）場合により配列番号５および配列番号６に参照された少なくとも１つのタ

ンパク質に特異的なモノクローナルまたはポリクローナル抗体または該抗体の断

片、および／または、少なくとも１つの野生型ＨＢｓまたはプレ－Ｓタンパク質

に特異的な、少なくとも１つのモノクローナルまたはポリクローナル抗体または

該抗体の断片と結合された、配列番号２および４に参照された少なくとも１つの

タンパク質またはその断片に特異的な、少なくとも１つのモノクローナルまたは

ポリクローナル抗体または該抗体の断片

  を含む、生物学的材料。

    【請求項２７】  場合により、適切なベヒクルおよび／またはアジュバント

および／または希釈剤、および薬学的に許容可能な賦形剤と組み合わされた、請

求項２、８～１２、１８および１９のいずれか一項に定義されたようなタンパク

質またはタンパク質断片を含むことを特徴とする、免疫原性またはワクチン組成

物。

    【請求項２８】  場合により、適切なベヒクルおよび／またはアジュバント

および／または希釈剤、および薬学的に許容可能な賦形剤と組み合わされた、請

求項２６に定義したような生物学的材料を含むことを特徴とする、医薬組成物。

    【請求項２９】  定義されたストリンジェントな条件下で、請求項６および

７に定義したようなＤＮＡまたはＲＮＡヌクレオチド配列、または請求項３～５

のいずれか一項に定義したようなヌクレオチド断片とハイブリダイズすることが
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できることを特徴とする、プローブ。

    【請求項３０】  定義されたストリンジェントな条件下で、請求項６および

７に定義したようなＤＮＡまたはＲＮＡヌクレオチド配列または請求項３～５の

いずれか一項に定義したようなヌクレオチド断片とハイブリダイズすることがで

きることを特徴とする、プライマー。

    【請求項３１】  請求項６および７に定義したようなＤＮＡまたはＲＮＡヌ

クレオチド配列または請求項３～５のいずれか一項に定義したようなヌクレオチ

ド断片と結合することができることを特徴とする、抗核酸抗体。

    【請求項３２】  請求項２９、３０および３１のいずれか一項に定義したよ

うな少なくとも１つのプローブまたは１つのプライマーまたは１つの抗核酸抗体

からなることを特徴とする、診断組成物。

    【請求項３３】  ウイルスＤＮＡおよび／またはＲＮＡの診断法であって、

この方法によると、血清または血漿の試料を患者から採取し、必要であれば、該

試料を、処理してそのＤＮＡおよび／またはＲＮＡを抽出し、該試料を、請求項

２９および３０に定義したような少なくとも１つのプローブまたは１つのプライ

マーと、定義されたストリンジェントな条件下で接触させて配置し、試料中のウ

イルスＤＮＡおよび／またはＲＮＡの存在を、該ウイルスＤＮＡおよび／または

ＲＮＡと、少なくとも１つのプローブとのハイブリダイゼーションを示すことに

よってか、または、該ＤＮＡおよび／またはＲＮＡの増幅のいずれかによって検

出する、診断法。

    【請求項３４】  ウイルスＤＮＡおよび／またはＲＮＡの診断法であって、

この方法によると、血清または血漿の試料を患者から採取し、必要であれば、該

試料を、処理してそのＤＮＡおよび／またはＲＮＡを抽出し、該試料を、請求項

３１に定義したような少なくとも１つの抗核酸抗体と接触させて配置し、場合に

より該抗体を任意の適切なマーカーで標識し、そして核酸／抗体複合体の形成が

示される、診断法。

    【請求項３５】  ｍＨＢＶウイルス（ｍＨＢｓＡｇ）の少なくとも１つの突

然変異表面タンパク質またはその断片をコードするＤＮＡ配列を含むワクチン組

成物であって、該タンパク質ｍＨＢｓＡｇは、配列番号２に示したタンパク質Ｈ
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Ｂｓの修飾された決定基ａを含み、該ＤＮＡは、適切なベヒクルまたは希釈剤と

混合されている、ワクチン組成物。

    【請求項３６】  さらに、配列番号４に示した少なくとも１つの突然変異表

面タンパク質またはその断片をコードするＤＮＡ配列、および／または、配列番

号５および／または配列番号６に示した少なくとも１つの表面タンパク質または

その断片をコードするＤＮＡ配列、および／または、少なくとも１つの野生型Ｈ

Ｂｓ抗原および／または野生型プレ－Ｓ領域をコードするＤＮＡ配列を含むこと

を特徴とする、請求項３５記載の組成物。

    【請求項３７】  配列番号２および／または配列番号４および／または配列

番号５および／または配列番号６に同定されたタンパク質から選択したタンパク

質の合成を特異的に妨害することができる、アンチセンスまたは抗原性オリゴヌ

クレオチド。

    【請求項３８】  とりわけ、請求項３７に定義したような少なくとも１つの

アンチセンスオリゴヌクレオチドまたは抗原性オリゴヌクレオチドを含むことを

特徴とする、医薬組成物。

    【請求項３９】  治療またはワクチン目的の少なくとも１つの遺伝子を含む

ことを特徴とするベクターであって、該遺伝子は、特に、

（ｉ）配列番号２および／または配列番号４および／または配列番号５および／

または配列番号６に同定されたタンパク質から選択した少なくとも１つのタンパ

ク質またはタンパク質断片；

（ii）または、（ｉ）で同定された少なくとも１つのタンパク質またはその断片

に付着できる、ポリクローナルまたはモノクローナル抗体の少なくとも全部また

は一部；

（iii）または、（ｉ）で定義した少なくとも１つのタンパク質を阻害する少な

くとも１つの分子；

（iv）または、（ｉ）で定義した少なくとも１つのタンパク質または該タンパク

質の断片に付着できる、および／またはその機能を阻害できる、少なくとも１つ

のリガンドまたはリガンドの任意の部分

のいずれかをコードする、ベクター。
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    【請求項４０】  とりわけ、請求項３９に定義したようなベクターを含み、

目的の該遺伝子が、インビボでのその発現を確実にするエレメントに依存して作

成されることを特徴とする、治療またはワクチン組成物。

    【請求項４１】  医薬またはワクチン組成物の調製のための生物学的材料で

あって、哺乳動物、ヒトまたは動物でのその投与が可能な形の、少なくとも１つ

の細胞、特に自然には抗体を産生しない細胞、生物、並びに、その任意の前培養

物を含み、該細胞は、配列番号２および／または配列番号４および／または配列

番号５および／または配列番号６に同定されたタンパク質から選択した少なくと

も１つのタンパク質またはタンパク質断片をインビボでコードするか、または、

配列番号２および／または配列番号４および／または配列番号５および／または

配列番号６に同定されたタンパク質から選択した少なくとも１つのタンパク質ま

たはタンパク質断片の機能および／または固定および／または発現を阻害する少

なくとも１つの分子をコードするか、または、配列番号２および／または配列番

号４および／または配列番号５および／または配列番号６に同定されたタンパク

質から選択した少なくとも１つのタンパク質またはタンパク質断片に結合できる

少なくとも１つの抗体または抗体断片をコードする、少なくとも１つの遺伝子を

含む少なくとも１つの核酸配列で、インビトロで、遺伝学的に修飾されている、

生物学的材料。

    【請求項４２】  請求項６、７および３～５のいずれか一項に定義したよう

な少なくとも１つのヌクレオチド配列またはヌクレオチド断片により、または請

求項３９に定義したようなベクターにより形質転換された、特に、ＣＯＳおよび

ＣＨＯ細胞などの真核細胞、および酵母細胞、特にサッカロミセス・セレビジア

エおよびピチア・パストリスから得られた細胞などの低級真核細胞から選択され

た、遺伝学的に修飾された細胞。

    【請求項４３】  とりわけ、請求項４１および４２に定義したような細胞を

含むことを特徴とする、医薬またはワクチン組成物。

    【請求項４４】  治療剤の評価法であって、この方法によると、動物に、天

然、組換えまたは合成、または血漿または血清から得られたタンパク質またはそ

の断片の少なくとも１つの規定の投与量を１回投与または反復投与または特定の
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時間間隔で投与し、該タンパク質が、配列番号２および／または配列番号４、好

ましくは配列番号２および配列番号４に同定されており、そして場合により、天

然、組換えまたは合成、または血漿または血清から得られたタンパク質またはそ

の断片の少なくとも１つであり、該タンパク質が、配列番号５および／または配

列番号６、好ましくは配列番号５および配列番号６に同定されているタンパク質

、および／または、野生型ＨＢｓ抗原および／または野生型プレ－Ｓタンパク質

、好ましくは野生型ＨＢｓ抗原および野生型プレ－Ｓタンパク質に対応する、天

然、組換えまたは合成、または血漿または血清から得られたタンパク質またはそ

の断片の少なくとも１つであり、生物学的試料を動物から、好ましくは血液また

は血清から採取し、次に、以下：

（ｉ）該タンパク質またはタンパク質群に特異的な抗体または抗体群のアッセイ

；および／または

（ii）例えば該タンパク質またはタンパク質群に特異的なヘルパーＴリンパ球の

インビトロでの活性化試験によって、該タンパク質またはタンパク質群またはそ

の断片に対して誘導された細胞性免疫応答のアッセイ、を実施する、評価法。
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【発明の詳細な説明】

      【０００１】

  ５種類のウイルス肝炎、Ａ型、Ｂ型、Ｃ型、Ｄ型、Ｅ型肝炎は、今日極めてよ

く知られている。各場合とも、ウイルスが肝臓に侵入し、肝細胞の破壊と共に炎

症状態を誘起する。

      【０００２】

  Ｂ型肝炎は、ウイルス、すなわちヒトＢ型肝炎ウイルス（ＨＢＶ）により引き

起こされる。ＨＢＶウイルスは、Blumbergら：白血病血清中の「新規」抗原、JA

MA191：541（1965）により発見された。該ウイルスは、性的接触または出生時の

伝染により、血液中で伝達される。

      【０００３】

  大半の場合、ＨＢＶによる感染は全く症状が現れず、無症候性急性肝炎に関与

する。急性肝炎は、消化疾患、腹痛、尿の着色および異常で変色した便、無力症

および黄疸を特徴とする。急性肝炎は、急速な肝壊死を伴い劇症型へと発達し得

る。

      【０００４】

  また、ウイルス感染は急性肝炎を示した患者、または、感染が無症候であった

個体において、慢性型へと発達し得る。慢性保因者は、種々の重度の肝病変、お

よび、原発性肝癌を発生する危険性の増加を示す。感染が慢性であることの多い

アジアおよびアフリカでは、原発性肝癌は、重大な公衆衛生問題を提示する。さ

らに、慢性保因者は、ウイルスの貯蔵所であり、蔓延させており、公衆衛生問題

を世界的な問題にひろめている。

      【０００５】

  ＨＢＶによる感染は、人間における最も一般的なウイルス感染の１つである。

明確な地理的な発症を有する、広域に生じている疾病である。欧州および北米で

は、人口の約０．１％ないし１％が感染し、一方、アジアおよびアフリカでは人

口の２０％がＨＢＶ保因者である。世界中で約３億５０００万人が、ＨＢＶに感

染していると推定されている。

      【０００６】
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  輸血後のウイルス感染の階層的構成により、ＨＢＶが、最初に伝染し、その後

にＨＣＶおよび次いでＨＩＶであることが示される。

      【０００７】

  ＨＢＶは、直径４２nmの小ＤＮＡウイルスであり、肝親和性ＤＮＡウイルス（

ヘパドナウイルス）の群に属し、ヘパドナウイルス科に分類される。そのゲノム

構造は顕著に緻密である。該ウイルスは、外エンベロープおよびヌクレオカプシ

ドを含む。エンベロープは、基本的に、３つの表面抗原（ＨＢｓＡｇ：Ｂ型肝炎

表面抗原）からなり、これは、ＨＢＶ感染の診断に主な役割を果たす。ヌクレオ

カプシドは、コア抗原（ＨＢｃＡｇ）、ＤＮＡポリメラーゼ／逆転写酵素、並び

に、ウイルスゲノムを含む。ウイルスコアは、ウイルスの感染エレメントを構成

し、外膜は、ウイルスの主な抗原性決定基（エピトープ）であるＨＢｓ抗原を有

する。ウイルスコアは、ヌクレオカプシド内に留まる。それは直径が約２８nmで

ある。

      【０００８】

  その小さなサイズ（３２００塩基対）にも関わらず、ＨＢＶの環状で部分的に

二本鎖のＤＮＡは、その重複している遺伝子Ｓ、Ｃ、ＰおよびＸから始まる、４

種類のウイルス産物をコードする。

      【０００９】

  Ｓ遺伝子は、ビリオンの外表面上に発現される、ＨＢｓＡｇエンベロープタン

パク質をコードする。ＨＢｓＡｇエンベロープタンパク質は、２つの主なポリペ

プチドである２４ｋＤａポリペプチドおよびその２８ｋＤａグリコシル化形から

なる。特定の数のＨＢｓＡｇの亜決定基（subderminants）が同定されている。

亜決定基ａは、全てのＨＢｓＡｇ単離物が有している。しかし、ＨＢｓＡｇは、

さらに、サブタイプｄまたはｙ、ｗまたはｒの特異的抗原を含む。Ｓ遺伝子の上

流にあるプレ－Ｓ遺伝子は、種々のＨＢＶ表面抗原をコードする。

      【００１０】

  Ｐ遺伝子は、ＤＮＡポリメラーゼ／逆転写酵素をコードし、これは、ウイルス

複製の機序に非常に重要である。

      【００１１】
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  Ｃ遺伝子は、ヌクレオカプシドの２つのタンパク質をコードする：分泌された

可溶性タンパク質であるＨＢｅＡｇ、および、細胞内コアタンパク質であるＨＢ

ｃＡｇ。ＨＢｅＡｇは、ウイルス複製増加の血清学的マーカーである。

      【００１２】

  Ｘ遺伝子は、ＨＢｘＡｇをコードし、これは、種々の生物学的効果を有し、特

に、ウイルスおよび細胞遺伝子の転写をトランス活性化できる。

      【００１３】

  ＨＢＶが個体に感染すると、ウイルスＤＮＡは、宿主の肝細胞内で全てを複製

する。

      【００１４】

  ＨＢＶによる感染後、患者の血清中で検出できる最初のマーカーは、ＨＢｓＡ

ｇ抗原であるが、このマーカーは６ヶ月を超えて存続することは稀である。ＨＢ

ｓ抗原が血清から消失すると、抗ＨＢｓＡｇ抗体が検出可能となり、持続する。

ＨＢｃ抗原は、ＨＢｓエンベロープ抗原により捕獲されるので、患者の血清中で

は日常的には検出できないが、抗ＨＢｃ抗体の存在は、ＨＢｓ抗原の出現後の最

初または第二の週に容易に実証できる。

      【００１５】

  しかし、現在、前記のマーカーを使用した、慣用的な血清学的試験では、ＨＢ

Ｖ変種の検出はできないことは確かである。慣用的な血清学的マーカーを使用し

てＨＢＶ感染を実証できなくても、ＨＢＶの保因者であり、慢性Ｂ型肝炎を発生

した患者が存在するという事実は、最も重要であり、特に臓器移植の観点および

患者の処置のために、より良好な試験が開発される必要があることを示す。

      【００１６】

  ＨＢＶ変種の存在は、長年疑われてきた。この仮定は、慣用的な血清学的マー

カー（ＨＢｓＡｇおよび抗ＨＢｃ）の検出のない下での、慢性肝炎患者の血清お

よび／または肝臓中のウイルスＤＮＡの検出に基づく。

      【００１７】

  ウイルスのＤＮＡ配列の保因者である患者のＨＢｓＡｇを検出できないことは

、表面抗原の発現が低い、または、Ｓタンパク質の抗原性決定基のレベルでの突
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然変異の存在などの、数個の説明を有し得る。最初の場合、ウイルス同時感染に

より、ＨＢＶ複製は抑制され得る（Jilg W.ら、J.Hepatol.1995、23：14～20；J

ylberbergら、臨床感染症、1996、23：1117～1125、Ushidaら、J.of Med.Virol.

1997、52：399～405.Hoferら、Eur.J.Clin.；Microbiol.Infect.Dis.1998、17：

6～13）。別の説明は、ＨＢｓ抗原が、抗ＨＢｓ抗体との免疫複合体のインビボ

での形成中に遮蔽されるというものであり得る。

      【００１８】

  本発明者らは、今回、捕獲および検出の両方において、ポリクローナル抗体を

使用した特定の市販の血清学的試験により検出されなかった、Ｂ型肝炎の新規変

種または突然変異体を同定および特徴づけた。新規変種または突然変異体は、と

りわけ、ＨＢｓ抗原をコードする遺伝子のレベルで突然変異を有する。本発明の

出願の目的では、彼等はこの新規な変種または突然変異体をｍＨＢＶと称した。

      【００１９】

  さらに、本発明者らは、市販で入手可能な試験の陰性は、ＨＢｓ抗原の亜決定

基ａのレベルでのこれらの突然変異に原因があり得ることを示した。事実、亜決

定基ａは、ＨＢＶの表面抗原の主な抗原性部位であり、このレベルでの突然変異

は、既存の試験により検出できないことを説明する。

      【００２０】

  したがって、本発明は、ゲノムＤＮＡが、ＨＢｓｍ抗原（突然変異ＨＢｓ抗原

）をコードするＳ遺伝子のヌクレオチド配列を含む、ｍＨＢＶウイルスに関し、

前記ヌクレオチド配列は、配列番号１に参照する。ｍＨＢＶのゲノムＤＮＡは、

配列番号３に参照されたプレ－Ｓ遺伝子のヌクレオチド配列も含む。

      【００２１】

  ｍＨＢＶウイルスは、以下

  （ｉ）ゲノムは部分的に二本鎖である環式ＤＮＡを有する、

  （ii）前記ゲノムは遺伝子プレ－Ｓ、Ｓ、Ｃ、ＰおよびＸを含む、

  （iii）プレ－Ｓ遺伝子は表面抗原をコードし、Ｓ遺伝子はＨＢｓＡｇエンベ

ロープタンパク質をコードし、Ｃ遺伝子はＨＢｅＡｇタンパク質およびＨＢｃＡ

ｇタンパク質をコードし、Ｐ遺伝子はＤＮＡポリメラーゼ／逆転写酵素をコード
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し、Ｘ遺伝子はＨＢｘＡｇタンパク質をコードする：という特徴を有し、Ｓ遺伝

子は、参照配列番号１を有するＤＮＡヌクレオチド配列を含むこと、および、プ

レ－Ｓ領域は、参照配列番号３を有するＤＮＡヌクレオチド配列を含むことを特

徴とし；ｍＨＢＶウイルスのゲノムの残りは、野生型ＨＢＶウイルスのゲノムに

ほぼ同一であり、これは、ｍＨＢＶウイルスのゲノムの完全なシークエンシング

により本発明者らにより実証された。

      【００２２】

  本発明はまた、配列番号１、配列番号３、以下に定義したようなその断片、お

よびその相補配列から選択されたＤＮＡヌクレオチド配列を含むことを特徴とす

るＤＮＡ分子、並びに、配列番号１、配列番号３、その断片およびその相補配列

から選択されたＤＮＡヌクレオチド配列の転写産物であるＲＮＡヌクレオチド配

列を含むことを特徴とするＤＮＡ分子に関する。

      【００２３】

  本発明はまた、配列番号２、配列番号４および以下に定義したようなその断片

から選択されたペプチド配列を含む、または、からなることを特徴とする、修飾

表面タンパク質に関する。

      【００２４】

  本発明はまた、少なくとも１２ヌクレオチド、好ましくは少なくとも１５ヌク

レオチドまたは１８ヌクレオチド、有利には少なくとも２１ヌクレオチドのＤＮ

ＡまたはＲＮＡヌクレオチド断片に関し、本発明は、配列番号１のヌクレオチド

３２５～３３６および／または配列番号１のヌクレオチド２３５～２３７および

／または配列番号１のヌクレオチド３９１～３９３および／または配列番号１の

ヌクレオチド４７８～４８０および／または配列番号１のヌクレオチド２８～３

０および／または配列番号１のヌクレオチド３９～４１および／または配列番号

１のヌクレオチド３５８～３６０および／または配列番号１のヌクレオチド３８

５～３８７および／または配列番号１のヌクレオチド１１８～１２０および／ま

たは配列番号１のヌクレオチド６２８～６３０および／または配列番号３のヌク

レオチド２４９～２５１、および／または配列番号３のヌクレオチド２５０～２

５２を含むＤＮＡヌクレオチド配列を含むか、または、前記ＤＮＡヌクレオチド
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配列の転写産物；配列番号１および配列番号３のＤＮＡヌクレオチド配列、また

は、配列番号１または配列番号２の前記配列の相補配列、または、配列番号１お

よび配列番号３の配列の転写産物であるＲＮＡヌクレオチド配列を含む、ヌクレ

オチド配列を含むＤＮＡまたはＲＮＡヌクレオチド断片；および、配列番号１お

よび配列番号３または配列番号１および配列番号３の前記の配列の相補的配列に

対応する、ＤＮＡヌクレオチド配列からなることを特徴とする、または、配列番

号１および配列番号３の配列の転写産物に対応するＲＮＡヌクレオチド配列から

なることを特徴とする、ＤＮＡまたはＲＮＡヌクレオチド断片に関する。

      【００２５】

  有利には、配列番号３のヌクレオチド２５０～２５２を含む前記断片は、少な

くとも２１ヌクレオチドを含む断片である。

      【００２６】

  さらに有利には、前記断片が配列番号１のヌクレオチド６２８～６３０を含む

場合、前記断片はまた、配列番号１の３２５～３３６、および／または２３５～

２３７、および／または３９１～３９３、および／または４７８～４８０、およ

び／または２８～３０、および／または３９～４１、および／または３５８～３

６０、および／または３８５～３８７、および／または１１８～１２０、および

／または配列番号３のヌクレオチド２５０～２５２を含む。

      【００２７】

  本発明はさらに、少なくとも４アミノ酸、好ましくは少なくとも５または６ア

ミノ酸、有利には少なくとも７アミノ酸、特に６～１５アミノ酸、有利には６～

１０または８～１２アミノ酸であり、配列番号２のアミノ酸１０９～１１２およ

び／または７９および／または１３１および／または１６０および／または１０

および／または１４および／または１２０および／または１２９および／または

４０および／または２１０、および／または配列番号４のアミノ酸８４を含む、

ペプチド配列を含むことを特徴とする、タンパク質断片；配列番号２および配列

番号４のペプチド配列を含む、ペプチド配列を含む、または、からなるタンパク

質断片；ペプチド配列が配列番号２および配列番号４から選択された配列からな

るタンパク質断片に関する。
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      【００２８】

  有利には、配列番号４のアミノ酸８４を含む前記断片は、少なくとも７アミノ

酸を含む断片である。

      【００２９】

  より有利には、前記断片が配列番号２のアミノ酸ヌクレオチド２１０を含む場

合、前記断片はまた、配列番号２のアミノ酸１０９～１１２および／または７９

および／または１３１および／または１６０および／または１０および／または

１４および／または１２０および／または１２９および／または４０、および／

または配列番号４のアミノ酸８４を含む。

      【００３０】

  突然変異ＨＢｓＡｇタンパク質は、野生型ＨＢｓＡｇタンパク質とは異なる、

特に、野生型タンパク質に対して指向されるポリクローナル抗体により認識され

ない、抗原性および／または免疫学的特徴を有する。

      【００３１】

  突然変異タンパク質（ＨＢｓＡｇｍ）および／または突然変異表面タンパク質

プレ－Ｓ（プレ－Ｓｍ）は、ペプチド合成により、または、当業者に公知の遺伝

子組換え技術により得ることができる。

      【００３２】

  組換えＤＮＡ分子およびヌクレオチド配列の作成、操作および確認法は、当業

者に公知である。ＨＢｓＡｇｍタンパク質および／またはプレ－Ｓｍタンパク質

をコードする遺伝子を修飾するために、および、本発明のＨＢｓＡｇｍおよび／

またはプレ－Ｓｍタンパク質を得るために、コドンＣＡＡ、ＡＣＴ、ＡＣＡ、Ａ

ＧＡ、ＣＡＴ、ＡＡＡ、ＡＧＣ、ＡＧＡ、ＧＧＧ、ＧＧＣ、ＡＧＴ、ＡＧＧまた

はアミノ酸Ｇｌｎ、Ｔｈｒ、Ｔｈｒ、Ａｒｇ、Ｈｉｓ、Ｌｙｓ、Ｓｅｒ、Ａｒｇ

、Ｇｌｙ、Ａｒｇ、Ｓｅｒ、Ａｒｇをコードする任意の他のコドンをそれぞれ、

配列番号２の１０９、１１０、１１１、１１２、７９、１３１、１６０、１０、

１４、１２９、４０および２１０位に、および／または、Ｔｈｒをコードするコ

ドンＡＣＡまたはこのアミノ酸をコードする任意の他のコドンを、配列番号４の

８４位に挿入することが必要である。
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      【００３３】

  ｍＨＢＶの重要な突然変異が、ヴィルジュイフ（villejuif）のインフォビオ

ジェンサーバーで入手可能である、ＮＢＲＦ／ＰＴＲベースのＨＢｓ抗原の１０

２配列と比較した、ｍＨＢＶのヌクレオチドおよびタンパク質配列のクローニン

グ、シークエンスおよびアラインメントにより、同定および実証されている。

      【００３４】

  適切な配列修飾を実施するのに数個の方法が利用可能である。１つの適切な方

法は、一連のウイルスまたは酵母コドンを使用した、所望の配列の、ホスホルア

ミジトまたは亜リン酸化学によるデノボ合成である。ＤＮＡ合成は、市販のエレ

メントから出発して行なうことができる。前記ＤＮＡ合成の例は、Haydenおよび

Mandecki、DNA7：571（1988）により記載されている。別の方法は、適切な一本

鎖ベクター中での、ＨＢＶゲノムをすでに含むベクターから出発した適切な制限

断片のクローニング、および、その後、例えばBolsteinら、Science、229、1193

（1982）により記載のようなインビトロでの特異的突然変異誘発の実施である。

ｐＢＲ３２２にクローニングしたサブタイプａｙのＨＢＶゲノムを含む、組換え

プラスミドｐＲＩＴ１０６０１を含む、Ｅ．ｃｏｌｉ  Ｋ１２、Ｃ６００株の培

養液は、ブダペスト条約の条項下で、アクセス番号ＡＴＣＣ３９１３２下で１９

８２年６月２日にＡＴＣＣに寄託された。ＨＢｓＡｇｍタンパク質をコードする

Ｓ遺伝子の配列、または、これもポリペプチドプレ－Ｓをコードするより長い配

列は、慣用的な技術により、該クローンから切出すことができる。適切な制限断

片は、例えば、ｐＲＩＴ１０６０１のＳ遺伝子のコード領域の断片Ｘｂａｌ－Ａ

ｃｃｌである。インビトロでの突然変異誘発のためのベクテリオゼーション系は

、市販で入手可能である。その後、突然変異遺伝子断片を、Ｓ遺伝子に再導入す

る。必要な配列修飾を得る別の方法は、Hoら、Gene、77、51（1989）に記載のよ

うなＰＣＲ（ポリメラーゼ連鎖反応）の使用である。各場合とも、突然変異タン

パク質のコード配列を、適切なプロモーターの制御下で、適切な宿主細胞で発現

される。したがって、ＨＢｓＡｇｍタンパク質をコードするＳ遺伝子の発現およ

び／またはプレ－Ｓ遺伝子によりコードされる突然変異表面タンパク質の発現、

または、これらのタンパク質の断片の発現の可能な（該遺伝子は、その発現に必
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要なエレメントの制御下に配置されている）、真核または原核生物由来の細胞に

おいて、機能的な発現カセットを使用することが可能である。微生物系の中で、

エシェリヒア・コリおよびサッカロミセス・セレビジアエは、組換えタンパク質

の発現に広く使用されているが、Ｅ．ｃｏｌｉなどの原核系でのＨＢｓ抗原の発

現は、非常に困難であることが判明した。好ましくは、細胞は、真核生物から得

られた細胞、例えばＣＨＯまたはＣＯＳ細胞、有利には、低級真核生物から得ら

れた細胞、例えば酵母細胞である。ＨＢｓＡｇｍ組換えタンパク質は、Harford

ら、Develop.Biol.Standard.54：125頁（1983）、Valenzuelaら、Nature 298、3

47頁（1982）およびBitterら、J.Med.Virol.25、123頁（1988）に記載のように

サッカロミセス・セレビジアエの細胞で得ることができるか、または、Greggら

、Biotechnology、5、479頁（1987）に記載のようにピチア・パストリスで発現

できる。ｍＨＢＶの表面タンパク質は、米国特許第５，６１４，３８４号にKnis

kemらにより記載のようなサッカロミセス・セレビジアエの突然変異株でも発現

できる。

      【００３５】

  したがって、本発明はまた、その発現に必要なエレメントの制御下に配置され

た、ＤＮＡ配列の発現または前記に定義したようなＤＮＡ断片の発現を可能とす

る、原核または真核生物を起源とする細胞中の機能的発現カセット；発現カセッ

トを含むベクター、および、原核または真核生物、好ましくは低級真核生物から

得られた細胞、有利には、発現カセットまたはベクターを含む、サッカロミセス

・セレビジアエから、または、ピチア・パストリスから得られた細胞、並びに、

発現カセット、ベクターまたは細胞により産生される表面タンパク質を包含する

。

      【００３６】

  本発明の修飾組換え表面タンパク質の調製法は、上記に定義したような宿主細

胞を、適切な培養培地中で培養することからなり、前記宿主細胞は、配列番号１

および／または配列番号３に示したようなＤＮＡヌクレオチド配列、その断片お

よびその相補配列、または前記に定義したようなヌクレオチド断片を含む発現ベ

クターで形質転換し、そして、産生された該修飾表面タンパク質を必要な純度ま
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で精製することからなる。

      【００３７】

  本発明の別の目的は、前記に定義したようなペプチド配列を有し、前記のプロ

トコールに従って得られた組換えタンパク質からなる免疫原性ペプチド、および

、哺乳動物、好ましくはマウスまたはウサギを、該免疫原性ペプチドで免疫化す

ることによる、モノクローナルまたはポリクローナル抗体の産生におけるその使

用である。ポリクローナルおよびモノクローナル抗体の産生は、当業者の一般的

な知見の一部を形成する。参照として、本発明者らは、モノクローナル抗体の産

生については、Kohler G.およびMilstein C.（1975）：予め規定された特異性を

有する抗体を分泌する融合細胞の連続培養、Nature 256：495～497およびGalfre

 G.ら（1977）Nature、266：522～550、および、ポリクローナル抗体の産生につ

いては、Roda A.、Bolelli G.F.：胆汁酸に対する高力価の抗体の作製、Journal

 of Steroid Biochemistry、第１３巻、449～454頁（1989）を記載し得る。抗体

はまた、マウスまたはウサギを、ｍＨＢＶのウイルス粒子で免疫化することによ

り作製できる。モノクローナル抗体の作製のために、免疫原を、免疫化基質とし

てキーホールリムペットヘモシアニン（ＫＬＨペプチド）に、または血清アルブ

ミン（ＳＡペプチド）に結合できる。動物に、フロイント完全アジュバントと一

緒に免疫原を注射する。免疫化動物由来のハイブリドーマ培養液からの血清およ

び上清を、慣用的な技術、例えばエライザまたはウェスタンブロット試験を使用

して、その特異性および選択性について解析する。最も特異的かつ最も感度の高

い抗体を産生するハイブリドーマを選択する。モノクローナル抗体はまた、イン

ビトロで、産生されたハイブリドーマの細胞培養により、または、マウスにハイ

ブリドーマを腹腔内注射した後に腹水液を回収することにより作製できる。作製

様式、上清または腹水に関わらず、その後、抗体を精製する。使用される精製法

は、基本的には、イオン交換ゲル上でのろ過および排除クロマトグラフィーまた

はアフィニティクロマトグラフィー（プロテインＡまたはＧ）である。充分数の

抗体を、機能的試験でスクリーニングし、最良の性能を有する抗体を同定する。

遺伝子工学により作製される、インビトロでの抗体、抗体断片または抗体誘導体

、例えばキメラ抗体の作製は、当業者に公知である。
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      【００３８】

  より具体的には、抗体断片について、本発明者らは天然抗体のＦ（ａｂ）２、

Ｆａｂ；Ｆａｂ′、ｓＦｖ（Blazarら、1997、Journal of Immunology 159：582

1～5833およびBirdら、1988、Science 242：423～426）を意味し、誘導体につい

て、本発明者らはとりわけ、天然抗体のキメラ誘導体を意味する（例えば、Arak

awaら、1996、J.Biochem.120：657～662およびChaudrayら、1989、Nature 339：

394～397参照）。

      【００３９】

  かくして得られたモノクローナルまたはポリクローナル抗体は、生物学的試料

中の、配列番号２および／または配列番号４からなる少なくとも１つの突然変異

表面タンパク質を検出する方法に使用する、診断組成物に取込み、この方法によ

ると、生物学的試料を、抗体／抗原複合体の形成の可能な予め決定した条件で該

診断組成物と接触させて配置し、該複合体の形成を検出する。特に、得られたモ

ノクローナル抗体は、必要な突然変異タンパク質に特異的であり、野生型タンパ

ク質、例えば野生型ＨＢｓＡｇタンパク質を認識しない。

      【００４０】

  本発明はまた、生物学的試料中の自己抗体の検出のための診断組成物（該組成

物は、とりわけ、前記に定義したようなタンパク質または突然変異タンパク質断

片を含む）、および、生物学的試料中の、配列番号２および／または配列番号４

からなる少なくとも１つの突然変異表面タンパク質に対して指向される該自己抗

体の検出法に関し、この方法によると、生物学的試料を、抗体／抗原複合体の形

成の可能な予め決定した条件で、診断組成物と接触させ、該複合体の形成を検出

する。

      【００４１】

  種々の血清型のＢ型肝炎のビリオンのゲノムのクローニングは公知である。参

照として、本発明者らは、とりわけ、Millerら、Hepatology、9（1989）、322頁

を引用し得る。

      【００４２】

  本発明はまた、ｍＨＢＶウイルスに対するワクチンに関する。このワクチンは
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、市販で入手可能なワクチンの調製にすでに使用されている、既知の方法に従っ

て調製する。このワクチンは、天然形または組換え形の、少なくともタンパク質

ＨＢｓＡｇｍおよび／またはタンパク質プレ－Ｓｍ、または、ペプチド配列がＨ

ＢｓＡｇｍおよび／またはプレ－Ｓｍのアミノ酸配列に対応する合成ポリペプチ

ド、または、該タンパク質のおよび該ポリペプチドの断片を含む。天然形のＨＢ

ｓＡｇｍおよび／またはプレ－Ｓｍタンパク質は、ｍＨＢＶ感染患者の血漿から

回収する。組換え形のＨＢｓＡｍｇおよび／またはプレ－Ｓｍタンパク質は、そ

の発現に必要なエレメントの制御下に配置された、ＨＢｓＡｇｍタンパク質をコ

ードするＳ遺伝子および／またはプレ－Ｓｍ領域をコードするプレ－Ｓｍ遺伝子

の発現を可能とする、真核または原核生物を起源とする細胞中での機能的な発現

カセットの使用により得られる。好ましくは、細胞は、真核生物から得られた細

胞、例えば酵母細胞である。ワクチン作製用のＨＢｓＡｇｍおよび／またはプレ

－Ｓｍ組換えタンパク質は、Harfordら、Develop.Biol.Standard.54：125頁（19

83）、Valenzuelaら、Nature 298、347頁（1982）およびBitterら、J.Med.Virol

.25、123頁（1988）に記載のようなサッカロミセス・セレビジアエの細胞中で得

ることができるか、または、Greggら、Biotechnology、5、479頁（１９８７）に

記載のようなピチア・パストリスで発現できる。ワクチンはまた、欧州特第０２

７８９４０号に記載のような、ＨＢｓＡｇｍタンパク質および／またはプレ－Ｓ

ｍタンパク質を含むハイブリッド免疫原性粒子から出発して調製できる。該粒子

は、例えば、ＨＢＶゲノム中のＳ遺伝子のすぐ前にあるコード配列、すなわちプ

レ－Ｓコード配列によりコードされるＨＢｓＡｇｍの前駆タンパク質の全部また

は一部を含むことができる。ワクチンは、さらに、患者の血漿から単離および精

製されるか、または、遺伝子組換えにより得られるか、または、ペプチド合成に

より得られた、本発明のプレ－Ｓｍタンパク質または該タンパク質の断片を含む

ことができる。有利には、ワクチンは、選択的に後に定義するタンパク質ＨＢｓ

Ａｇｍ′および／またはプレ－Ｓｍ′と会合した、または、野生型の、その断片

および／またはタンパク質ＨＢｓＡｇおよび／またはプレ－Ｓまたはその断片を

有する、タンパク質ＨＢｓＡｇｍおよび前記に定義したプレ－Ｓｍを含み；タン

パク質ＨＢｓＡｇｍ′、プレ－Ｓｍ′、ＨＢｓＡｇおよびプレ－Ｓは、タンパク
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質ＨＢｓＡｇｍおよびプレ－Ｓｍに与えられた一般的な定義と従うと理解する。

      【００４３】

  本発明に記載の免疫原性またはワクチン組成物は、選択的にベヒクルおよび／

または適切なアジュバントおよび／または薬学的に許容可能な賦形剤と配合した

、上記に定義したようなタンパク質またはタンパク質断片を含む組成物である。

ＨＢｓＡｇｍタンパク質および／またはプレ－Ｓｍタンパク質またはその断片を

含むワクチンは、慣用的に調製し、免疫防御量のＨＢｓＡｇｍタンパク質および

／またはプレ－Ｓｍタンパク質および／またはその断片を、好ましくは緩衝食塩

水溶液中に含み、水酸化アルミニウムおよびリン酸塩などの既知のアジュバント

を利用して混合または吸着する。

      【００４４】

  本発明はまた、本発明の１つ以上のタンパク質（群）、または、免疫原性ペプ

チドまたはその断片（群）をコードする核酸分子を含むワクチンに関する。核酸

ワクチン、特にＤＮＡワクチンは、一般に、筋肉内または皮下注射により、薬学

的に許容可能なベヒクルと組合せて投与する。前記核酸ワクチンは、さらに、上

記に定義した、タンパク質ＨＢｓＡｇｍ′および／またはプレ－Ｓｍ′および／

またはＨＢｓＡｇおよび／またはプレ－Ｓをコードする、核酸分子を含み得る。

これらのワクチンは、細菌起源のＤＮＡプラスミドまたはベクター上に発現され

る、強力なプロモーター、好ましくは哺乳動物プロモーターにより発現が制御さ

れる、本発明の少なくとも１つのタンパク質または抗原をコードする少なくとも

１つの遺伝子からなる。ＤＮＡワクチンを筋肉内または皮下注射により投与する

と、転写および翻訳され、それがコードするタンパク質が免疫系に提示され、体

液性および細胞性応答を誘起する。ＤＮＡワクチンの主な利点の１つは、それら

を作成および操作できることである。それは、細菌ＤＮＡに存在するＣｐＧ配列

の形でそれ自体のアジュバントを供給できる。ＤＮＡワクチンは、感染細胞にお

いてタンパク質の新規合成を誘発し、抗原性ペプチドとＭＨＣ１の決定基の組合

せが生じ、よって、細胞毒性Ｔ細胞が活性化される。さらに、ＤＮＡワクチンは

、ベクターまたはプラスミドで測定可能な免疫応答を誘導せず、よって反復使用

が可能である。
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      【００４５】

  「免疫防御」なる語は、充分量のタンパク質、特にＨＢｓＡｇｍタンパク質お

よび／またはプレ－Ｓｍタンパク質またはその断片を、個体に投与して、防御に

十分な抗体産生（体液性免疫応答）、および、副作用を生じることなく、感染因

子に対する防御を付与する細胞毒性細胞により媒介される免疫応答（細胞性免疫

応答）を誘導することを意味する。２種類の応答は、抗体は３次元形の抗原を認

識し、一方、細胞毒性細胞は、主要組織適合性複合体（ＭＨＣ）によりコードさ

れる糖タンパク質と会合した、該抗原の一部を認識することに違いがある。細胞

毒性Ｔリンパ球（ＣＴＬ）は、ウイルス感染細胞の防御において不可欠な役割を

果たす。それらは、直接的に細胞毒性により作用するが、また特異的および非特

異的補助を他の免疫細胞、例えばマクロファージ、Ｂ細胞および他のＴ細胞に供

給することによっても作用する。感染細胞は、抗原を、プロテアーゼを含む細胞

内事象を通じて変換する。変換された抗原は、ＣＴＬ上のＴ細胞受容体のレベル

で、ＨＬＡクラスＩ分子に結合したペプチドの形で、細胞の表面に提示される。

クラスＩＭＨＣ分子も、外来ペプチドに結合し、細胞内変換を伴うことなくそれ

らをＣＴＬに提示できる。Chisariら（Microbiol.Pathogen、6：31（1989））に

より、肝病変は、ＨＢＶによりコードされる抗原に対する、ＨＬＡクラスＩによ

り制限されるＣＤ８＋細胞毒性Ｔ細胞の応答により媒介され得ることが示唆され

た。疾病の慢性段階のＨＢＶ保因者の血漿から精製したＨＢｓＡｇタンパク質ま

たは組換えＨＢｓＡｇタンパク質または合成ペプチドを使用した、市販で入手可

能なＨＢＶに対するワクチンのみが、約９０％の症例に、真の防御をヒトに与え

る。結果として、免疫化されていない、または免疫化されているが防御されない

ヒトは、感染の可能性のある有意な貯蔵所である。それ故、個体の細胞免疫応答

を刺激し、ＨＢＶ抗原に対する適切な応答を得ることが重要である。Moriyamaら

、Science、248：361～364（1990）は、ＨＢＶの主要エンベロープ抗原（ＨＢｓ

Ａｇ）は、エンベロープの特異的抗体により、および、クラスＩＭＨＣ分子によ

り制限されるＣＤ８＋細胞毒性Ｔリンパ球により認識され得る形で、肝細胞の表

面上に発現されていると報告した。

      【００４６】
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  したがって、本発明はまた、配列番号２から得られる、クラスＩＭＨＣ分子に

より制限される細胞毒性Ｔリンパ球の応答を誘導するペプチド（そのペプチド配

列は、少なくとも６アミノ酸、好ましくは少なくとも８または９アミノ酸、有利

には８～１２の連続アミノ酸からなり、該配列は、配列番号２から選択され、ク

ラスＩＭＨＣ分子により制限される細胞毒性Ｔリンパ球の応答を誘導する）、お

よび、免疫原性組成物におけるその使用に関する。

      【００４７】

  投与するタンパク質またはペプチドの量は、アジュバントを加えるか否かに依

存するが、一般に１０ないし５０μg／mlのタンパク質またはペプチドである。

したがって、一般的に、成人では２０μg／０．５mlのタンパク質、小児では１

０μg／０．５mlの投与量で投与する。ＨＢｓＡｇｍタンパク質および／または

プレ－Ｓｍタンパク質および／またはその断片はまた、ワクチンの製剤化のため

に、野生型のＨＢｓＡｇおよび／またはプレ－Ｓタンパク質または該タンパク質

の断片と混合できる。それらはまた、二価または多価ワクチンの製剤化のために

、他の生物のタンパク質のエピトープを有するハイブリッド粒子と、または、他

の免疫原性化合物と混合できる。ワクチンの調製は、特に、「ワクチン」Ｖｏｌ

ｌｅｒら編、１９７８、米国ミズーリ州バルチモア所在ユニバーシティ・パーク

・プレスに記載されている。

      【００４８】

  ワクチンは、規定投与量で、１回以上の筋肉内または皮下注射で投与し、その

後、必要であればブースターまたは複数のブースターを投与する。ワクチンの免

疫化効果は、ワクチン接種した個体における、抗ＨＢｓＡｇｍおよび／または抗

プレ－Ｓｍタンパク質抗体の決定によりモニタリングする。核酸ワクチンの場合

、インビボでの投与に使用する組成物中の核酸の濃度は、約１００μg／mlから

１０mg／ml、好ましくは１mg／mlである。

      【００４９】

  目的の得られたタンパク質（群）またはペプチド（群）またはその断片（群）

の単独または組合せ投与は、予防および／または処置に使用する。投与するこれ

らのタンパク質またはペプチドは、投与する個体において、ＨＢＶの病原性は示
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さないが、体液性または細胞性免疫応答を誘導できることを特徴とする。該タン

パク質は、「修飾」と呼ばれるが、その免疫原性は保存されている。修飾分子は

、合成および／または組換え技術により、または化学的または物理的処理により

修飾された天然分子から出発して得ることができる。

      【００５０】

  ワクチンタンパク質（群）またはペプチド（群）は、以下のように同定する：

「修飾」候補分子を、機能的試験で解析し、それらがその毒性を欠失したことを

調べ、その免疫原性を（ｉ）投与した抗原に特異的なＣＤ４＋Ｔリンパ球のイン

ビトロでの増殖試験（Ｔ細胞アッセイ）、または、投与した抗原に特異的なＣＤ

８＋リンパ球のインビトロでの細胞毒性の試験を実施することにより、および（

ii）とりわけ、天然タンパク質に対して指向される循環抗体の比率を測定するこ

とにより確認する。これらの修飾形は、適切なアジュバントを用いて、標準的な

手順により、ヒトを免疫化するのに使用される。

      【００５１】

  ワクチンに使用する核酸はまた、（ｉ）投与する抗原に特異的なＣＤ４＋Ｔリ

ンパ球のインビトロでの増殖試験（Ｔ細胞アッセイ）、または、投与した抗原に

特異的なＣＤ８＋リンパ球のインビトロでの細胞毒性試験を実施することにより

、および（ii）とりわけ、ウイルスＤＮＡによりコードされるタンパク質に対し

て指向される循環抗体の比率を測定することにより解析する。

      【００５２】

  調製したワクチンは注射可能であり、すなわち液状溶液または懸濁液中にある

。選択的に、調製物はまた乳化してもよい。抗原性分子は、医薬的に許容され、

活性成分と適合性である、賦形剤と混合できる。好ましい賦形剤の例は、水、食

塩水溶液、デキストロース、グリセロール、エタノールまたは均等物およびその

組合せである。所望であれば、ワクチンは、少量の補助物質、例えば湿潤剤また

は乳化剤、ｐＨ緩衝化剤またはアジュバント、例えば水酸化アルミニウム、ムラ

ミルジペプチド、またはその変種を含むことができる。ペプチドの場合、より大

きな分子（ＫＬＨ、強縮性毒素）へのその結合により、数倍免疫原性は増加する

。ワクチンは、注射により、例えば筋肉内に慣用的に投与する。他の投与経路を
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もつ他の好ましい製剤は、坐剤であり、時に経口製剤もある。

      【００５３】

  「薬学的に許容可能なベヒクル」なる語は、レミントンの製薬科学、第１６版

、Mack Publishing Co.に記載のような、ヒトまたは動物に投与できる担体およ

びベヒクルを意味する。薬学的に許容可能なベヒクルは、好ましくは、等張、低

張であるか、または僅かに高張を示し、比較的低いイオン強度を有する。薬学的

に許容可能な賦形剤およびアジュバントの定義は、前記のレミントンの製薬科学

にも記載されている。

      【００５４】

  本発明の１つの態様はまた、抗野生型ＨＢｓＡｇおよび／または抗野生型プレ

－Ｓタンパク質抗体および／または該タンパク質の断片に対して指向される抗体

、特に中和抗体と選択的に配合された、治療または予防剤、すなわち少なくとも

抗ＨＢｓＡｇｍタンパク質および／または抗－プレ－Ｓｍタンパク質抗体および

／または該タンパク質の断片に対して指向される抗体を含む、ｍＨＢＶウイルス

による感染の処置または予防のための、治療または予防調製物、並びに、疾病の

処置または予防におけるその使用に関する。免疫グロブリン（抗体、特に抗ＨＢ

ｓ抗体のその力価は、Ｂ型肝炎について制御されている）を、偶発的に汚染した

、Ｂ型肝炎に対するワクチン接種を受けていない対象および感染母からの新生児

において予防に使用できる。治療または予防調製物の定義はまた、前記のワクチ

ンまたは免疫原性組成物も含む。

      【００５５】

  治療または予防剤の効力は、動物モデルを使用して評価する。動物に、選択的

にＨＢｓＡｇｍ′および／またはプレ－Ｓｍ′タンパク質と、および／または野

生型ＨＢｓＡｇおよび／または野生型プレ－Ｓタンパク質と配合した、血清また

は血漿から単離および精製により、遺伝子組換えによりまたはペプチド合成によ

り得られた、本発明の少なくとも１つのＨＢｓＡｇｍまたはプレ－Ｓｍタンパク

質、好ましくは両方を注射する。注射は、種々の確立された濃度で、マウスまた

はラットなどの哺乳動物で、筋肉内、皮下または他の経路により行なう。陰性対

照を平行して実施する。注射は単回投与量または反復投与量で行ない、各投与間
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の時間間隔は異なる。投与の数時間から数週間後、生物学的試料を、好ましくは

血液または血清から採取する。以下をこれらの試料について実施する：

      【００５６】

（ｉ）目的のタンパク質（群）またはペプチド（群）またはその断片の特異的抗

体の単独または組合せてのアッセイ、および／または

（ii）投与した抗原に特異的なヘルパーＴ細胞のインビトロでの活性化試験を実

施することにより、または、Scheibenbogenら、1997、Clinical Cancer Researc

h 3：221～226により記載のいわゆるＥＬＩＳＰＯＴ技術に従って細胞毒性Ｔリ

ンパ球を定量することにより、目的のタンパク質（群）またはペプチド（群）ま

たはその断片に対して、および、該タンパク質またはペプチドまたはその断片か

ら得られた任意の免疫原性ペプチドに対して誘導された細胞免疫応答のアッセイ

。

      【００５７】

  該決定は、特に、患者に自然に発達した免疫応答の実証を試みることにより、

個体のワクチンアプローチの効力の評価に、または、潜在的な病的状態の診断お

よび／または予後に有利である。

      【００５８】

  その後、動物を屠殺し、治療剤の効力を

（ｉ）目的のタンパク質のリガンドおよび／またはその断片、特にモノクローナ

ルまたはポリクローナル抗体または該抗体の断片を使用した、古典的な免疫組織

学的解析により、

（ii）目的のタンパク質またはその断片をコードする核酸配列の知識に基づいて

、または、目的の該タンパク質またはその断片のポリペプチド配列の知識に基づ

いて、規定した核酸断片またはオリゴヌクレオチドを使用した、インサイツ（in

 situ）ハイブリダイゼーションの古典的な技術により；および／または

（iii）目的のタンパク質またはその断片のヌクレオチドまたはポリペプチド配

列に基づいて規定した、核酸断片またはプライマーを使用した、インサイツＰＣ

Ｒ増幅技術により実証する。

      【００５９】
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  生体外でのヒトにおける、治療剤または予防剤の効力の評価および治療モニタ

リングを、以下のように決定する：治療活性および／または治療モニタリングに

ついて試験する治療剤を、筋肉内、皮下または他の経路などの種々の経路により

ヒトに投与する。種々の投与量をヒトに投与する。最初の投与時の患者の臨床歴

は、完全に既知である。１回以上の投与を、数日から数年の範囲の、種々の各投

与間の時間間隔で行なうことができる。生物学的試料、好ましくは血液および血

清をの治療剤の、治療剤投与後に規定の時間間隔で採取する。種々の解析をこれ

らの試料に対して実施する。治療剤の初回投与直前に、該試料を採取し、同じ解

析も実施する。古典的な臨床および生体検査も、以下の記載した補足的な解析と

共に異なる解析時間に平行して行なう。以下の解析を実施する：エライザおよび

／またはウェスタンブロットによる、少なくとも１つのタンパク質および／また

はその断片の１つに固定できる抗体または抗体断片を使用した、血清または血液

中の目的のタンパク質の定性および定量測定、および／または、該タンパク質の

活性の測定、および／または、単離および精製天然タンパク質または天然タンパ

ク質の断片を使用した、エライザおよび／またはウェスタンブロットによる、血

液または血清試料中の、目的のタンパク質またはその断片に特異的な抗体のアッ

セイ、および／または、組換えタンパク質または該組換えタンパク質の断片また

は合成ポリペプチド、および／または、目的のタンパク質またはタンパク質群お

よび前記したようなこれらのタンパク質から得られる任意の免疫原性ペプチドに

対して誘導される細胞免疫応答のアッセイ、および／または、当業者に公知の技

術による、ヌクレオチドハイブリダイゼーションによる（サザンブロット、ノザ

ンブロット、ＥＬＯＳＡ「酵素結合オリゴソルベントアッセイ」（Katz JBら、A

m.J.Vet.Res.1993年12月；54（12）：2021～56およびFrancois Malletら、Journ

al of Clinical Microbiology、1993年6月、1444～1449頁））、目的のタンパク

質またはタンパク質群または目的の該タンパク質の断片をコードするＤＮＡおよ

び／またはＲＮＡ断片の検出、および／または、目的のタンパク質またはタンパ

ク質群をコードする核酸断片を使用した、例えばＰＣＲ、ＲＴ－ＰＣＲによるＤ

ＮＡおよび／またはＲＮＡ増幅により、および／または、好ましくは肝臓からの

組織の生検による、およびタンパク質またはタンパク質群の特徴的な効果の観察
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。

      【００６０】

  治療剤が抗体、抗体断片、または抗体および／または抗体断片の混合物である

場合、患者に、タンパク質活性を阻害するための、可溶性中和抗体または抗体断

片、または免疫複合体の形成によりタンパク質を排除するための、特異的な可溶

性の抗体または抗体断片を投与する。中和抗体はポリクローナルまたはモノクロ

ーナルであるか、または、タンパク質の活性部位を認識する抗体断片であり、そ

れ自体に付着することにより、タンパク質の機能を阻害する。非中和抗体は、タ

ンパク質の免疫優勢領域を認識でき、免疫複合体を形成することによりそれを排

除できる、ポリクローナルまたはモノクローナル抗体または該抗体の断片である

。抗体がそれ自体をタンパク質に特異的に付着する能力は、記載された慣用的な

技術により、例えばエライザまたはウェスタンブロット試験により、タンパク質

または天然若しくは合成免疫原性ペプチドを使用して解析する。抗体力価を決定

する。抗体がタンパク質の機能を中和する能力は、種々の方法で解析でき、例え

ば、抗体の存在下で、タンパク質または免疫原性ペプチドの活性の減少を決定す

ることにより解析できる。標的タンパク質または該タンパク質の一部に対して指

向されるモノクローナルまたはポリクローナル抗体は、表面抗原に対する抗体の

作製に使用される慣用的な技術により作製される。マウスまたはウサギを、（ｉ

）天然または組換えタンパク質、（ii）または該タンパク質から得られた任意の

免疫原性ペプチド、（iii）または、目的のタンパク質またはペプチドおよびＭ

ＨＣ分子を発現するネズミ細胞で免疫化する。Ｂａｌｂ／ｃマウス系を使用する

ことが最も多い。

      【００６１】

  それ故、本発明は、少なくともｍＨＢＶウイルスに感染したヒトの処置を目的

とした薬学的組成物の調製用の生体物質に関し、該組成物は、以下を含む：

（ｉ）参照配列番号２および４を有する配列の全部または一部に配列が対応する

、少なくとも１つの天然タンパク質および／または組換えタンパク質および／ま

たは合成ポリペプチドまたはその断片を、独立的にまたは組合せて、選択的に、

配列が参照配列番号５および６を有する少なくとも１つの天然タンパク質および
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／または組換えタンパク質および／またはポリペプチドまたはその断片の全部ま

たは一部、および／または、野生型ＨＢＶの天然および／または組換えタンパク

質および／または合成ポリペプチドまたはその断片と配合して含む。本発明者ら

は、事実、ＮＢＲＦ－ＰＩＲバンクで入手可能なタンパク質配列を用いたクロー

ニング、シークエンス、およびアラインメント後に、同じ個体から単離し、２つ

の重要な突然変異を有する、遺伝子型Ｄという別の変種を同定された。最初の突

然変異は、配列番号５に同定されたＨＢｓＡｇタンパク質の２０１位のアミノ酸

Ａｒｇに関し、第二の突然変異は、配列番号６に同定されたプレ－Ｓ領域の１０

２位のアミノ酸Ｇｌｙに関する。これらの２つのアミノ酸をそれぞれコードする

コドンは、Ｓ遺伝子の６２８～６３０位および完全ゲノム配列に対する７８２～

７８４位のコドンＡＧＧ、および、プレ－Ｓ領域の３０４～３０６位および完全

ゲノムの配列に対する３１５１～３１５３位のコドンＧＧＡである；

（ii）または、少なくとも１つの該タンパク質またはその断片に特異的である、

少なくとも１つのモノクローナルまたはポリクローナル抗体または該抗体の断片

（該抗体または断片は、単独または組合せて使用でき、それ自体を、上記の定義

を満たす少なくとも１つのタンパク質に付着できる）。この抗体は、中和または

非中和性であり得、すなわち、タンパク質活性を中和できるまたはできない。こ

れらの抗体は、特に、免疫優勢エピトープに対してまたは抗原に対して特異的に

指向される免疫応答を生じるので、治療組成物に適用可能であるという点で非常

に有用である。

      【００６２】

  本発明はまた、ＤＮＡまたはＲＮＡのヌクレオチド配列に、または、上記に定

義したようなヌクレオチド断片に結合できる、リガンドに関する。したがって、

リガンドにより、本発明者らは、ＤＮＡまたはＲＮＡのヌクレオチド配列または

ヌクレオチド断片に結合できる任意の分子、例えば部分的にまたは完全に相補的

なヌクレオチド断片、相補的ポリヌクレオチド、抗核酸抗体を意味する。ヌクレ

オチド断片またはポリヌクレオチドの作製は、当業者の一般的な知見内である。

本発明者らは特に、制限酵素の使用、および自動合成機での化学合成を記載し得

る。ＤＮＡまたはＲＮＡのヌクレオチド配列について、または、前記に定義した
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ようなヌクレオチド断片について決定したストリンジェントな条件下で、ハイブ

リダイゼーションできるプローブおよびプライマーは、この定義内に含まれる。

適切なストリンジェントな条件を規定するのは当業者の能力内である。特徴的な

ストリンジェントな条件は、調査下でハイブリッドのＴm（融点）のほぼ１２か

ら２０℃低い温度で選択した、温度と食塩水濃度の組合せに対応するものである

。１点突然変異さえ識別するストリンジェントな条件は、少なくとも１９７９年

には知られていた。以下は、例として引用し得る：Wallane R.B.ら、DNA.Nuclei

c Acids Res.6、3543～3557（1979）、Wallance R.B.ら、Science、209、1396～

1400（1980）、Itakura K.およびRiggs A.D.、Science、209、1401～1405（1980

）、Suggs S.V.ら、PNAS、78、6613～6617（1981）、Wallace R.B.ら、DNA、Nuc

leic Acids Res.9、3647～3656（1981）、Wallace R.B.ら、DNA、Nucleic Acids

 Res、9、879～894（1981）およびConner B.J.ら、PNAS、80、278～282（1983）

。さらに、抗核酸抗体の作製技術も既知である。例として、本発明者らは以下を

例として引用し得る；Philippe Crosら、Nucleic Acids Research.1994、第22巻

、15号、2951～2957；Anderson,W.F.ら（1988）Bioessays、8（2）、69～74；Le

e,J.S.ら（1984）FEBS Lett.168、303～306；Malfoy,B.ら（1982）Biochemistry

、21（22）、5463～5467；Stollar,B.D.ら、J.J.（編）Methods in Enzymology

、アカテ゛ミックフ゜レス、70～85頁；Traincard,F.ら（1989）J.Immunol.Meth.123、83～9

1およびTraincard,F.ら（1989）Mol.Cell.Probes、3、27～38）。

      【００６３】

  ヌクレオチド断片により、本発明者らは、同じ分子単位に結合した断片、また

は、特に複数の差次的スプライシングまたは選択的合成による、天然または人工

的に得られた数個の同種または異種サブユニットを含む分子複合体中の断片を意

味する。

      【００６４】

  したがって、本発明者らは、少なくとも１つのプローブまたは１つのプライマ

ーまたは１つの抗核酸抗体を含む、診断組成物を定義する。

      【００６５】

  さらに、本発明のプライマー、プローブおよび抗核酸抗体は、ウイルスＤＮＡ
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および／またはＲＮＡの診断法に使用し、この方法によると、血清または血漿の

試料を患者から採取し、該試料を必要であれば処理して、ＤＮＡおよび／または

ＲＮＡを抽出し、該試料を、少なくとも１つのプローブまたは１つのプライマー

または前記に定義したような１つの抗核酸抗体と、リガンドがプローブまたはプ

ライマーである場合に決定したストリンジェントな条件下で接触させ、試料中の

ウイルスＤＮＡおよび／またはＲＮＡの存在を、該ウイルスＤＮＡおよび／また

はＲＮＡと、少なくとも１つのプローブのハイブリダイゼーションの実証により

、または、該ＤＮＡおよび／またはＲＮＡの増幅により検出し、または、リガン

ドが抗核酸抗体である場合に決定したインキュベート条件では、かくして形成さ

れた複合体を検出する。抗核酸抗体を使用する場合、抗体自体を、形成された複

合体を検出するための任意の適切なマーカーで標識するか、または、複合体の形

成を、抗標識核酸－抗体に対する抗体をインキュベート培地に添加することによ

っても検出できる。プローブを使用する場合、ハイブリダイゼーション複合体の

存在は、直接的に、標的配列に相補的またはほぼ相補的であるプローブ（該プロ

ーブは任意の適切なマーカーで標識されている）を使用することにより、または

、標的配列の一部に相補的またはほぼ相補的である捕獲プローブ、および、標的

配列の別の部分に相補的またはほぼ相補的である標識された「検出」プローブを

使用することからなる、１または２段階のいわゆる「サンドイッチ」技術を適用

することにより実証できる。プライマーを使用する場合、これらは、増幅産物の

検出のために直接標識できる。

      【００６６】

  本発明はまた、少なくともｍＨＢＶによる感染の処置を目的とする薬学的組成

物の調製のための生体物質に関し、該組成物は、以下を含む：（ｉ）配列番号１

および配列番号３の核酸配列またはその相補配列の少なくとも１つに、特に配列

番号１の核酸配列またはその相補配列にハイブリダイズできる少なくとも１つの

核酸配列を、選択的に配列番号５および配列番号６をコードするヌクレオチド配

列またはその相補配列の少なくとも１つと、および／または野生型ＨＢＶの少な

くとも１つの核酸配列とハイブリダイズできる核酸配列と組合せて；または前記

配列の断片、（ii）または、治療目的の少なくとも１つの遺伝子を含む少なくと
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も１つの核酸配列、および、該核酸配列により遺伝子的に修飾する目的である標

的細胞においてインビボで該遺伝子の発現を確実にするエレメント、（iii）ま

たは、本発明のタンパク質またはタンパク質群またはその断片、または、少なく

とも１つの該タンパク質またはその断片の特異的抗体を自然に産生していない少

なくとも１つの哺乳動物細胞を含み；該哺乳動物細胞は、インビトロで、少なく

とも１つの核酸配列または核酸配列の断片、または、同じ遺伝子または異なる遺

伝子（治療目的の該遺伝子は、目的のタンパク質またはタンパク質群の全部また

は一部またはその断片（群）を、または、該哺乳動物細胞の表面上で発現する目

的のタンパク質またはタンパク質群の特異的抗体をコードする）から得られた核

酸断片に対応する核酸配列の組合せにより遺伝子的に修飾されている（Toesら、

1997、PNAS 94：14660～14665）。薬学的組成物は、単一の標的に対して指向さ

れる単一の治療剤、または、数個の標的に対して指向される組合わせて使用され

る治療剤を含むことができる。

      【００６７】

  したがって、本発明はまた、上記に定義したような核酸配列にハイブリダイズ

できる、少なくとも１つの核酸配列を含む薬学的組成物の調製のための、生体物

質に関する。

      【００６８】

  核酸配列および／またはベクター（アンチセンスまたはタンパク質をコードす

る）により、特に、遺伝子が発現される細胞を標的化することが可能となる。

      【００６９】

  核酸配列またはアンチセンスオリゴヌクレオチドは、標的ｍＲＮＡ中のアンチ

センスの位置に応じて、ポリソームの形成および／または機能の阻害により、目

的の標的タンパク質の合成を特異的に妨害できる。それ故、アンチセンスオリゴ

ヌクレオチドによる阻害の標的として、翻訳開始コドンを囲む配列が頻繁に選択

されるのは、開始複合体の形成を防ぐことを目的とする。アンチセンスオリゴヌ

クレオチドによる阻害の他の機序は、アンチセンスオリゴヌクレオチド／ｍＲＮ

Ａハイブリッドを消化するリボヌクレアーゼＨの活性化、または、標的がｍＲＮ

Ａスプラインシング部位であるアンチセンスオリゴヌクレオチドによるスプライ
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シング部位での妨害を含む。アンチセンスオリゴヌクレオチドはまた、ＤＮＡ配

列に相補的であり、よって、いわゆるＤＮＡ二本鎖ラセンの大きい溝におけるフ

ーグスティーン型水素結合によるアンチセンスオリゴヌクレオチド対形成である

３本鎖ラセンを形成することにより転写レベルで妨害できる。この特殊な場合で

は、それらを抗原性オリゴヌクレオチドと称するのがより正確である。アンチセ

ンスオリゴヌクレオチドは、勿論、ハイブリダイズしなければならないＤＮＡま

たはＲＮＡ標的に厳密に相補的であり得るが、標的とハイブリダイズする条件で

は厳密に相補的ではなくてもよい。さらに、それらは、非修飾であるか、または

、ヌクレオチド間結合のレベルで修飾されているアンチセンスオリゴヌクレオチ

ドである。全てのこれらの概念が、当業者の一般的な知見内に含まれる。

      【００７０】

  それ故、本発明は、とりわけ、上記に定義したような核酸配列またはアンチセ

ンスオリゴヌクレオチドを含む、薬学的組成物に関する。

      【００７１】

  本発明はまた、本発明で同定された目的のタンパク質の遺伝子に関連した、治

療目的の少なくとも１つの遺伝子を含むベクター、および、少なくともｍＨＢＶ

ウイルスに感染した患者の処置を目的とする薬学的組成物の調製用の生体物質の

使用に関し、該組成物は、治療目的の遺伝子を含む核酸配列および目的の該遺伝

子を発現するためのエレメントを含む。遺伝子は、突然変異していなくても突然

変異していてもよい。それらはまた、標的細胞のゲノムに組込むことができない

ように修飾された核酸、または、スペルミンなどの物質により安定化された核酸

からなり得る。

      【００７２】

  かかる治療目的の遺伝子は、特に以下をコードする：

（ｉ）本発明の少なくとも１つのタンパク質またはタンパク質断片；

（ii）または、それ自体を、本発明の少なくとも１つのタンパク質に付着できる

、ポリクローナルまたはモノクローナル抗体の少なくとも全部または一部。特に

、これは、天然膜貫通抗体、または該抗体の断片または誘導体であり得、ただし

、該抗体または抗体断片または誘導体は、本発明の目的のために遺伝子修飾され
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た哺乳動物の標的細胞表面上に発現され、それ自体を、該細胞の活性化プロセス

に関与する細胞毒性エフェクター細胞またはヘルパーＴリンパ球の表面上に存在

するポリペプチドに付着できる；

（iii）または、少なくとも１つの本発明のタンパク質の少なくとも１つの阻害

分子；

（iv）または、それ自体を、本発明の少なくとも１つのタンパク質またはタンパ

ク質断片に付着できるおよび／またはその機能を阻害できる、少なくとも１つの

リガンドまたはリガンドの任意の部分。

      【００７３】

  膜貫通抗体により、本発明者らは、その特異的抗原を認識できそれ自体を特異

的抗原に付着できる、少なくとも機能的な領域が、標的細胞の表面上に発現され

ており、該認識および付着が可能である抗体を意味する。さらに特定すると、本

発明に記載の抗体は、該機能的領域を規定するアミノ酸、および、標的細胞の膜

脂質二重層内へのまたはこの二重層の外表面へのアンカーを可能とするアミノ酸

配列（膜貫通ポリペプチド）を含む融合ポリペプチドからなる。数多くの膜貫通

ポリペプチドをコードする核酸配列が文献に記載されている。

      【００７４】

  「インビボでの該遺伝子の発現を確実にするエレメント」は、特に、標的細胞

への導入後に、該遺伝子の発現を確実にするのに必要なエレメントを意味する。

それは特に、該細胞中で効果的であるプロモーター配列および／または調節配列

、および選択的に標的細胞表面上でポリペプチドの発現が可能となるのに必要と

される配列に適用する。使用するプロモーターは、ウイルスプロモーター、遍在

または組織特異的、または合成プロモーターであり得る。例として、本発明者ら

は、ウイルスＲＳＶ（ラウス肉腫ウイルス）、ＭＰＳＶ、ＳＶ４０（シミアンウ

イルス）、ＣＭＶ（サイトメガロウイルス）またはワクシニアウイルスのプロモ

ーターなどのプロモーターを記載し得る。さらに、特定の細胞型に特異的である

、または、規定の条件で活性化できる、プロモーター配列を選択することが可能

である。文献は、該プロモーター配列に関する大量の情報を含む。

      【００７５】
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  本発明の１つの態様によると、治療遺伝子は、裸ＤＮＡまたはＲＮＡの核酸配

列からなり、すなわち細胞へのその導入（核酸配列導入）を容易にする化合物を

全く含まない。しかし、標的細胞へのその導入を促進し本発明の遺伝子修飾細胞

を得るためには、核酸配列は、「ベクター」の形、より特定するとウイルスベク

ターの形、例えばアデノウイルスまたはレトロウイルスベクター、ポックスウイ

ルスから得られた、特にワクシニアウイルスからまたは修飾ウイルスアンカラ（

ＭＶＡ）から、または非ウイルスベクターから得られたベクター、例えば少なく

とも１つの担体分子または物質と複合体を形成またはコンジュゲートした少なく

とも１つの核酸配列からなるベクターの形であり得る。文献は、多くのこれらの

ウイルスおよび非ウイルスベクターの例を含む。

      【００７６】

  該ベクターは、さらにそして好ましくは、核酸配列の移行を、特定の細胞型ま

たはある特定の組織、例えば細胞毒性細胞および抗原提示細胞に向けて指向する

ことを可能とする、標的化エレメントを含むことができる。それらはまた、活性

物質の移行を、ある好ましい細胞内区画、例えば核またはペルオキシソームに向

けて指向できる。それはまた、細胞内部への浸透または細胞内区画の溶解を容易

にするエレメントの問題であり得る。これらの標的化エレメントは広く文献に記

載されている。それは、例えば、単独でまたは組合せて、ペプチド、オリゴヌク

レオチド、抗原、抗体、膜受容体の特異的リガンド、および、抗リガンドと反応

できるリガンドの全体または一部の問題であり得る。

      【００７７】

  本発明は、標的細胞にインビボで導入でき、治療目的の遺伝子をインビボで発

現できる、治療遺伝子を含む少なくとも１つのベクターを含む、薬学的組成物の

調製のための生体物質に関する。本発明の利点は、長期にわたり、処置患者に発

現される基底レベルの分子を維持できることに存する。治療目的の遺伝子をコー

ドするベクターまたは核酸を注射する。これらのベクターおよび核酸は、標的細

胞に輸送されなければならず、これらの細胞をトランスフェクトしなければなら

ず、ここでそれらはインビボで発現されなければならない。

      【００７８】
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  本発明はまた、前の段落で記載したようなヌクレオチド配列および／またはベ

クター、すなわち特に

（ｉ）本発明の少なくとも１つのタンパク質またはその断片、

（ii）または、それ自体を本発明の少なくとも１つのタンパク質に付着できるポ

リクローナルまたはモノクローナル抗体の少なくとも全部または一部、をコード

する治療目的の遺伝子に対応する配列のインビボでの発現に関する。それは、天

然膜貫通抗体、または該抗体の断片または誘導体であり得、ただし該抗体、また

は抗体断片または誘導体は、遺伝子的に修飾した哺乳動物の標的細胞表面上に発

現され、該抗体は、それ自体を、細胞毒性エフェクター細胞またはヘルパーＴリ

ンパ球の表面上に存在するポリペプチドに付着でき、該細胞の活性化プロセスに

関与する。それは、抗体、少なくとも本発明のタンパク質から選択した少なくと

も１つのタンパク質の阻害分子、または本発明の少なくとも１つのタンパク質に

付着できるおよび／またはその機能を阻害できるリガンドまたはリガンドの任意

の部分をコードする遺伝子により遺伝子的に修飾された細胞の保因者である哺乳

動物の血液循環中に該抗体を分泌できる細胞により発現される、抗体断片の問題

であり得る。

      【００７９】

  特定の態様によると、遺伝子療法を使用して、少なくとも１つの本発明のタン

パク質、特にＨＢｓＡｇｍに対する、および／または本発明の少なくとも１つの

タンパク質の機能および／または発現および／または代謝を阻害する任意の分子

に対する、および／または本発明の少なくとも１つのタンパク質のリガンドに対

する、特に１つ以上の受容体に対する免疫応答を指令する。このために、ベクタ

ーを用いた形質転換に標的化する細胞は、免疫系に属する細胞、またはリンパ球

型（ＣＤ４／ＣＤ８）の細胞、または抗原提示細胞である。

      【００８０】

  特定の態様によると、抗原提示細胞（ＡＰＣ）は、特にインビボで遺伝子的に

修飾されている。マクロファージ、樹状細胞、小グリア細胞、および星状膠細胞

などのＡＰＣは、免疫応答の開始に役割を果たす。それらは、抗原を捕獲し、細

胞内で初回刺激し、免疫原をＣＤ４＋およびＣＤ８＋Ｔ細胞に提示するのに関与
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するクラスＩＭＨＣおよびクラスＩＩＭＨＣ膜貫通分子を発現する最初の細胞成

分であり、それらはＴ細胞の活性化に参与する特異的補助タンパク質を産生する

（Debrickら、1991、J.Immunol.147：2846；Reisら、1993、J Ep Med 178：509

；Kovacsovics-bankowskiら、1993、PNAS 90：4942；Kovacsovics-bankowskiら

、1995、Science 267：243；Svenssonら、1997、J.Immunol.158：4229；Norbury

ら、1997、Eur.J.Immunol.27：280）。ワクチン接種では、該抗原提示細胞への

遺伝子の移行、すなわち、細胞内産生およびその形質転換後に、クラスＩＭＨＣ

およびクラスＩＩＭＨＣ分子により、それぞれこれらの細胞表面上で、ＣＤ８＋

および／またはＣＤ４＋細胞に提示できるポリペプチドをコードする遺伝子の移

行を標的化できる遺伝子療法システムを自由に有することが有利であり得る。

      【００８１】

  本発明者らは、抗原提示細胞表面上で、インビボで、本発明のタンパク質と反

応できる、抗体および／またはリガンド、例えば受容体の全部または一部の発現

を選択する。その後、該細胞は、特異的にタンパク質を貪食し、断片が抗原提示

細胞表面に提示されるように、該タンパク質を変換する。

      【００８２】

  ポリペプチドまたは受容体と反応できる抗体をコードする、非常に多くの遺伝

子の例が文献に提案されている。当業者は、該抗体をコードする核酸配列を得る

ことができるだろう。本発明者らは、例えば、抗体ＹＴＨ１２．５（抗ＣＤ３）

（Routledgeら、1991、Eur.J.Immunol.21：2717～2725）、Arakawaら、1996、J.

Biochem.120：657～662に記載の抗ＣＤ３の軽鎖および重鎖をコードする遺伝子

を記載し得る。これらの抗体の核酸配列は、当業者の一般に使用するデータベー

スから容易に同定可能である。また、ＡＴＣＣから入手可能なハイブリドーマか

ら開始して、特異的オリゴヌクレオチド、または、ｃＤＮＡバンクを使用した技

術を使用して、ＲＴ－ＰＣＲなどの増幅技術により、これらの種々の抗体の重鎖

および／または軽鎖をコードする核酸配列をクローニングできる（Maniatisら、

1982、分子クローニング、実験マニュアル、ＣＳＨラボラトリー、コールドスプ

リングハーバー、ニューヨーク）。かくしてクローニングした配列は、ベクター

にクローニングするのに利用可能である。本発明の好ましい場合によると、抗体
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の重鎖をコードする核酸配列を、ウサギ糖タンパク質またはｇｐ１６０などの膜

貫通ポリペプチドをコードする核酸配列との相同的組換えにより融合する（Poly

defkisら、1990、J.Exp.Med.171：875～887）。これらの分子生物学の技術は、

完全に十分に記載されている。

      【００８３】

  本発明者らは、インビボで抗原提示細胞表面上に、少なくとも１つの本発明の

タンパク質に対応する免疫原性断片を発現することを選択する。このために、本

発明者らは、完全なポリペプチド、またはリガンドおよび／または特異的受容体

と反応するために選択したポリペプチドを発現するためにベクターを使用するこ

とを選択できる。インビボで脊椎動物の細胞に導入された、核酸またはポリヌク

レオチドによりコードされる免疫原性ペプチドを、産生および／または分泌し、

調製し、その後、ＭＨＣ分子に関連して抗原提示細胞（ＡＰＣ）に提示できる。

かくしてインビボで移行されたＡＰＣは、インビボで発現された免疫原に対して

指向される免疫応答を誘導する。ＡＰＣは、抗原を捕獲するための種々の機序を

有する：（ａ）免疫グロブリン受容体（Ｆｃ）などの膜受容体による抗原の捕獲

、または補体では、受容体の媒介する食作用後に抗原の細胞内区画への効率的な

送達を可能とする顆粒球、単球またはマクロファージの表面上で利用可能、（ｂ

）液相飲作用によるＡＰＣへの侵入。

      【００８４】

  特定の態様によると、細胞毒性エフェクター細胞またはヘルパーＴリンパ球は

、その表面上に、これらの細胞により自然には発現されない、ポリペプチドまた

は該ポリペプチドの１つ以上のリガンドを発現するように、特にインビボで遺伝

子的に修飾され、これらの細胞に、ポリペプチドをコードする遺伝子を含む核酸

配列を導入することにより、その活性化を誘導できる。

      【００８５】

  本発明によると、本発明の少なくとも１つのタンパク質に対して指向される抗

体の全部または一部をコードする治療目的の遺伝子を含み、処置する患者の標的

細胞表面上に発現できる、核酸配列を選択することも可能であり、該抗体は、そ

れ自体を、細胞毒性エフェクター細胞またはＴヘルパーリンパ球により自然には
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発現されないポリペプチドに付着できる。

      【００８６】

  「細胞毒性エフェクター細胞」は、マクロファージ、星状膠細胞、細胞毒性Ｔ

リンパ球（ＴＣＬ）およびキラー細胞（ＮＫ）並びにその誘導体、例えばＬＡＫ

（Versteeg 1992 Immunology today 13：244～247；Brittendeら、1996、Cancer

 7：1226～1243）を意味する。「ヘルパーＴリンパ球」は、活性化後に、免疫応

答のエフェクター細胞を活性化する因子特にＣＤ４を分泌できるものを意味する

。これらの細胞表面上に発現され、該細胞の活性化に関与する、ポリペプチドお

よび特に受容体は、特に、ＴＣＲ複合体またはＣＤ３の全体または一部、複合体

ＣＤ８、ＣＤ４、ＣＤ２８、ＬＦＡ－１、４－１ＢＢ（Meleroら、1998、Eur J 

Immunol 28：1116～1121）、ＣＤ４７、ＣＤ２、ＣＤ１、ＣＤ９、ＣＤ４５、Ｃ

Ｄ３０、ＣＤ４０の全部または一部、サイトカイン受容体の全部または一部（Fi

nkeら、1998、Gene therapy 5：31～39）、例えばＩＬ－７、ＩＬ－４、ＩＬ－

２、ＩＬ－１５またはＧＭ－ＣＳＦ、ＮＫ細胞の受容体複合体の全部または一部

、例えばＮＫＡＲ、Ｎｋｐ４６等（Kawanoら、1998 Immunology 95：5690～5693

；Pessinoら、1998、J Exp Med 188：953～960）、Ｎｋｐ４４、マクロファージ

受容体の全部または一部、例えばＦｃ受容体（Deoら、1997、Immunology Today 

18：127～135）からなる。

      【００８７】

  種々の異種遺伝子および／またはベクターを、細胞、特に哺乳動物細胞に導入

する数多くのツールが開発されている。これらの技術は、２つのカテゴリーに分

類できる：第一のカテゴリーは、マイクロインジェクション、電気穿孔法または

粒子衝撃などの物理的技術を含む。第二のカテゴリーは、分子および細胞生物学

の技術の使用に基づき、これによると、物質を細胞にインビボで導入するのを容

易にする生物学的または合成ベクターを用いて遺伝子を形質移入する。現在、最

も効率的なベクターはウイルスベクター、特にアデノウイルスおよびレトロウイ

ルスベクターである。これらのウイルスは、形質膜を横断し、その遺伝子物質の

破壊を回避し、そのゲノムを細胞核に導入する天然特性を有する。これらのウイ

ルスは十分に研究され、いくつかはすでにワクチン接種、免疫療法、または遺伝



(42) 特表２００３－５１９４７７

子欠陥の捕捉に、ヒト適用に実験的に使用されている。しかし、このウイルスア

プローチは、特に、これらのウイルスゲノムにクローニングする容量の限界、生

物および環境で産生されるウイルス粒子の蔓延の危険性、レトロウイルスの場合

に宿主細胞への挿入による人工的突然変異誘発の危険性、および、処置中にイン

ビボで強力な炎症免疫応答を誘導する危険性による限界を有し、これは可能な回

数の注射を制限する（McCoyら、1995、Human Gene Therapy 6：1553～1560；Yan

gら、1996、Immunity 1：433～422）。これらのウイルスベクター系の代替物が

存在する。非ウイルス法、例えばリン酸カルシウムを用いた同時沈降法、ウイル

ス系を模倣した受容体の使用（要約についてはCottenおよびWagner 1993、Curre

nt Opinion in Biotechnology、4：705～710）、またはポリアミドアミンなどの

ポリマーの使用（HaenslerおよびSzoka 1993、Bioconjugate Chem.4：372～379

）。他の非ウイルス技術は、ＤＮＡ、ＲＮＡ、タンパク質または医薬的に活性な

物質などの生物学的巨大分子の導入効力が科学的文献で広く記載されている、リ

ポソームの使用に基づく。この領域では、細胞膜および／または核酸に強力な親

和性を有するカチオン性脂質の使用をチームは提案した。事実、核酸分子それ自

体は、ある細胞の形質膜をインビボで通過できるが（国際公開公報第９０／１１

０９２号）、効力は特に核酸のポリアニオン性に依存することが示された。１９

８９年以来（Felgerら、Nature 337：387～388）、カチオン性脂質は、大きなア

ニオン性分子（これらの分子の陰性荷電を中和する）の導入を容易にし、細胞へ

のその導入を支持するために提案されてきた。種々のチームがこの種のカチオン

性脂質を開発した：ＤＯＴＭＡ（Felgerら、1987、PNAS 84：7413～7417）、Ｄ

ＯＧＳまたはトランスフェクタム（登録商標）（Behrら、1989、PNAS 86：6982

～6986）、ＤＭＲＩＥおよびＤＯＲＩＥ（Felgnerら、1993 methods 5：67～75

）、ＤＣ－ＣＨＯＬ（GaoおよびIluang 1991、BBRC 179：280～285）、ＤＯＴＡ

Ｐ（登録商標）（McLachlanら、1995、Gene therapy 2：674～622）またはリポ

フェクタミン（登録商標）、および国際公開公報第９１１６０２４号、国際公開

公報第９５１４６５１号、国際公開公報第９４０５６２４号に記載の他の分子。

他のグループは、巨大分子、特にアニオン性巨大分子の細胞への導入を容易にす

るカチオン性ポリマーを開発した。ＷＯ第９５／２４２２１号は、樹状ポリマー
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の使用を記載し、文書国際公開公報第９６／０２６５５号は、ポリエチレンイミ

ンまたはポリプロピレンイミンの使用を記載し、文書第ＵＳ－Ａ－５５９５８９

７号および仏国特許第２７１９３１６号は、ポリリジンコンジュゲートの使用を

記載する。

      【００８８】

  本発明者らは、特定の細胞型に標的化したインビボでの形質転換を得ることを

望んでいるので、使用するベクターは、それ自体「標的化」できなければならな

い。

      【００８９】

  本発明はまた、薬学的組成物の調製用の生体物質に関し、該組成物は、哺乳動

物、ヒトまたは動物での投与に可能な形の、少なくとも１つの細胞、特に自然に

は抗体を産生しない細胞、生物、並びに必要であればその前培養物を含み、該細

胞は、本発明の少なくとも１つのタンパク質またはタンパク質の断片、または、

本発明の少なくとも１つのタンパク質または１つのタンパク質断片の機能および

／または固定および／または発現を阻害する少なくとも１つの分子、または、本

発明の少なくとも１つのタンパク質に結合できる少なくとも１つの抗体または抗

体部分をインビボでコードする、少なくとも１つの治療遺伝子を含む少なくとも

１つの核酸配列により、インビトロで遺伝子的に修飾されている。

      【００９０】

  より特定すると、該標的細胞は、処置する個体、または別の哺乳動物を起源と

する。後者の場合、該標的細胞は、ヒトと適合性になるように処理されているこ

とに注意すべきである。これらの細胞は、細胞系で確立され、優先的にはＭＨＣ

ＩＩ＋またはＭＨＣＩＩ＋誘導性、例えばリンパ球、単球、星状膠細胞、オリゴ

デンドロサイトである。

      【００９１】

  本発明はまた、治療目的の少なくとも１つの遺伝子（治療目的の該遺伝子は、

上記したような、分子または分子断片をコードする核酸配列を含む）および該遺

伝子の細胞中での発現を確実にするエレメントを含む、少なくとも１つの核酸配

列を、自然には抗体を産生しない哺乳動物細胞に、任意の適切な手段により導入
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することを特徴とする、修飾細胞、並びに、上記したような細胞の調製法に関す

る。より特定すると、それは、真核細胞、特にＣＯＳおよびＣＨＯ細胞、および

、低級真核生物から得られた細胞、例えば酵母細胞、特にサッカロミセス・セレ

ビジアエおよびピチア・パストリスから得られた細胞、特に以前に記載したよう

な少なくとも１つのヌクレオチド配列および／またはベクターにより形質転換さ

れた細胞に関する。

      【００９２】

  特定の態様によると、患者からの細胞（樹状細胞、マクロファージ、星状膠細

胞、ＣＤ４＋Ｔリンパ球、ＣＤ８＋Ｔリンパ球またはその他）または同種細胞を

、本発明の少なくとも１つのタンパク質またはタンパク質断片の精製調製物と接

触させて配置する。タンパク質またはその断片を内部移行し、調製し、細胞表面

上に提示し、タンパク質またはその断片に対する特異的免疫応答を誘導するため

にＭＨＣＩおよび／またはＭＨＣＩＩ分子と会合させる。その後、かくして「活

性化された」細胞を、抗原特異的免疫応答を誘導する、患者に投与する。

      【００９３】

  特殊な場合、抗原提示細胞をインビトロで修飾して、形質転換細胞中で抗原を

発現し、これはＭＨＣＩおよび／またはＭＨＣＩＩ分子に会合し、細胞表面上に

提示され、修飾細胞を投与した患者に完全において標的化された免疫反応が誘導

される。

      【００９４】

  ワクチンアプローチは、常に必ずしも満足ではなく、免疫優勢エピトープに対

してだけに指向される限定された免疫応答をもたらし得る。さらに、細胞表面上

でのＭＨＣ系の糖タンパク質による抗原の正しくない提示により、処置する患者

において、適切な抗タンパク質免疫が発生しない。これらの問題を軽減するため

に、著者は、ワクチン法の骨格内で、細胞毒性Ｔリンパ球により特異的に認識さ

れ得るペプチド部分に対応する最小の抗原性断片の選択、および、ＭＨＣＩ分子

に会合し、細胞表面上に提示されて、処置患者において完全に標的化された免疫

反応を誘導するような細胞中でのその発現を提案した（Toesら、1997、PNAS 94

：14660～14665）。より特定すると、ワクシニアウイルスに導入されたミニ遺伝
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子から発現される非常に小さいエピトープ（７から約１３アミノ酸）が、細胞型

の免疫化を誘導できることが示された。さらに、数個のミニ遺伝子が同じベクタ

ーから一緒に発現できることも示された（この特殊な作成は「ビーズの糸」と呼

ばれる）。かかる作成は、同系ＣＴＬ型の免疫反応を誘導するという利点を付与

する（Whittonら、1993、J.of Virology 67：348～352）。

      【００９５】

  ＭＨＣＩ分子による抗原性断片の提示は、同定された細胞内法（総説について

はGrottrupら、1996 Immunology Today 17：429～435）に基づき、その経緯で、

非常に短い抗原性ペプチド（約７～１３または８～１２アミノ酸）が、より複雑

なポリペプチドの分解により産生され、これに対して最終免疫反応が指令される

。その後、これらの短いペプチドはＭＨＣＩまたはＭＨＣＩＩ分子に会合して、

タンパク質複合体を形成し、これは、細胞表面に移行されて、該ペプチドを循環

中の細胞毒性Ｔリンパ球または循環中のヘルパーＴリンパ球にそれぞれ提示する

。

      【００９６】

  特定の態様によると、細胞、例えば樹状細胞、マクロファージ、星状膠細胞、

ＣＤ４＋Ｔリンパ球、ＣＤ８＋Ｔリンパ球は、その表面上に標的化ペプチドの特

異的抗体を発現するように修飾されている。ペプチドは細胞表面上に発現される

抗体により中和される。これらの細胞（これは好ましくは患者から採取する）は

、標的ポリペプチドの特異的抗体の全部または一部を発現するように修飾された

、好ましくは細胞毒性の、免疫系の細胞である。

      【００９７】

  １９６８年に、Ｂｏｙｕｍは、血液の密度勾配遠心分離により、単核細胞（リ

ンパ球および単球）を良好な収率（理論収率５０％、すなわち血液１mlあたり１

０6個の細胞）で分離できる迅速な技術を記載した。このプロトコールによると

、無菌条件で得た５０mlの末梢血を２０分間１５０ｇで２０℃で遠心分離する。

回収した細胞を、初期末梢血の２容量の無菌ＰＢＳ中に希釈する。１０mlのこの

懸濁液を、３mlのフィコール－ハイパック溶液（リンパ球分離培地、Ｆｌｏｗ）

に堆積する。減速のためにブレーキをかけることなく、２０分間４００ｇで２０
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℃で遠心分離した後、単核細胞が、濃い乳白色の層のＰＢＳ－フィコール界面で

沈降し、ここではほぼ全ての赤血球および多核が、管の底で沈降物を形成してい

る。単核細胞を回収し、無菌ＰＢＳで洗浄する。

      【００９８】

  抗原提示細胞を最初に０．５％（ｗ／ｖ）のＰＢＳ－ＢＳＡ緩衝液で洗浄し、

その後計測する。その後、それらを種々の還元阻害剤の存在下で、３回、１０μ

Ｍから１０ｍＭ（最終）のＤＴＮＢ（５，５′－ジチオ－ビス－２－ニトロ安息

香酸）またはＮＥＭ（Ｎ－エチルマレイミド）を含むＰＢＳ－ＢＳＡ０．５％中

でプレインキュベートする。細胞表面上での次の段階である抗原の固定または抗

原の内部移行も、種々の濃度の阻害剤の存在下で行なう。

      【００９９】

  ８×１０6細胞を、マイクロウェル中、ヨウ素－１２５（１μg）で放射標識し

た飽和量のタンパク質の存在下で内部移行する。１時間４℃で撹拌しながらイン

キュベートした後、抗原を細胞表面上に固定する。細胞懸濁液を２回ＰＢＳ－Ｂ

ＳＡ中で洗浄し、細胞残渣を７０μlの緩衝液にとり、３７℃で２時間までの種

々の期間インキュベートする。細胞および上清を８００ｇで５分間４℃での遠心

分離により分離する。より長いインキュベート時間では、細胞表面上での予備段

階である抗原のプレ固定を省略する。細胞を、ＲＰＭＩ－１０％ＳＶＦ培地に、

２０ｍＭＨｅｐｅｓの存在下で１０6細胞／mlまで希釈する。細胞を、過剰の抗

原の存在下、種々の時間３７℃でインキュベートする（１μgの分子／５×１０7

単球／マクロファージ細胞または／１０8Ｂ－ＥＢＶ細胞）。

      【０１００】

  本発明の範囲に定義した全ての治療剤を、少なくともｍＨＢＶウイルスによる

感染を予防および／または処置するのに使用する。それらはまた、インビトロま

たはインビボでその効力を評価するのにも使用できる。

      【０１０１】

  生体物質を、インビボで、特に注射形で、筋肉内または皮下経路または任意の

他の等価な手段により投与する。投与は、単回または反復投与量で、１回または

数回、特定の時間間隔後に行なうことができる。最善の適切な投与経路および投
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与量は、個体、疾病の段階および／または発達などの多くのパラメータに応じて

、または、核酸および／またはタンパク質および／またはペプチドおよび／また

は分子および／または導入する細胞または標的臓器／組織に応じて変更する。

      【０１０２】

  処置を実施するために、ヒトまたは動物に投与するための、有利には薬学的に

許容可能なベヒクルと配合した、前記したような生体物質を含む薬学的組成物を

使用することが可能である。これらのベヒクルの使用は文献に記載されている（

例えばレミントンの製薬科学、第16版、1980、Mack Publishing Co.）。該薬学

的に許容可能なベヒクルは好ましくは、等張、低張であるか、または、僅かに高

張を示し、比較的低いイオン強度、例えばスクロース溶液を有する。さらに、該

組成物は、例えば、発熱性物質を含まない、溶媒、水性または部分的に水性のベ

ヒクル、例えば滅菌水、および分散培地を含み得る。これらの薬学的組成物のｐ

Ｈは適切に調整し、慣用的な技術に従って緩衝化する。

      【０１０３】

  それ故、本発明は、（ｉ）本発明のｍＨＢＶウイルスに感染した患者を処置す

る方法（この方法によると、該患者は、必要であればアジュバントおよび／また

は希釈剤および／または賦形剤および／または薬学的に許容可能なベヒクルと配

合した、前記に定義したような生体物質を投与する）および（ii）本発明の少な

くともｍＨＢＶウイルスによる感染を予防する方法（この方法によると、個体に

、必要であればアジュバントおよび／または希釈剤および／または薬学的に許容

可能なベヒクルと配合した、上記に定義したような生体物質、特にワクチン組成

物を投与する）に関する。

      【０１０４】

  最後に、本発明は、ｍＨＢＶウイルス（ＨＢｓＡｇｍ）の突然変異表面タンパ

ク質またはその断片をコードするＤＮＡ配列を含む組成物に関し、該タンパク質

ＨＢｓＡｇｍは、配列番号２に示したタンパク質ＨＢｓの修飾決定基ａを含み、

該ＤＮＡは、ベヒクルおよび／またはアジュバントおよび／または賦形剤および

／または適切な希釈剤と混合され、それはまた、配列番号４に参照された、突然

変異表面タンパク質をコードする突然変異コード配列プレ－Ｓ、および／または
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、配列番号５に参照された突然変異表面タンパク質またはその断片をコードする

ＤＮＡ配列、および／または配列番号６に参照された突然変異領域プレ－Ｓをコ

ードするＤＮＡ配列を含み得る。

      【０１０５】

  実施例１：ｍＨＢＶ変種または突然変異体の同定

  患者は、慢性非Ａ型、非Ｂ型肝炎の病歴をもつ８６才の男性であり、その病状

は、肝硬変段階に達していた。彼は、全く同定される危険因子を示さなかった。

彼の血中トランスアミナーゼレベルは、正常よりもかなり高かった（正常レベル

に比べて１～２倍）。彼は、ＰＣＲによるＲＮＡの検出試験において、ＨＣＶも

ＨＧＶもＨＤＶも陽性でなかった。ＴＴＶウイルスの潜在的検出も、ＰＣＲによ

り行ない、陰性と判明した。

      【０１０６】

  １．血清学的試験：ＨＢｓＡｇ抗原の検出は、患者の血清中で、最初に、サノ

フィ・ジアグノスティクス・パスツールにより市販されている第二世代のＭｏｎ

ｏＬｉｓａ試験（商標名）、および、第二にｂｉｏＭｅｒｉｅｕｘ社により市販

されているＶＩＤＡＳ（商標名）ＨＢｓＡｇ検出キットを用いて実施した。結果

は、使用した各検出試験で陰性であった。抗ＨＢｓ抗体の検出は、患者の血清中

、Ｓｏｒｉｎ社により市販されているエライザＤｉａＳｏｒｉｎ試験（商標名）

を使用して実施した。抗ＨＢｓ抗体を検出するための試験結果も陰性であった。

全抗ＨＢｃ抗体の検出は、アボット・ジアグノスティクス社のＣＯＲＡＢｒＤＮ

Ａ（商標名）競合試験により、オルト・ジアグノスティックス・システムにより

市販されているエライザ・オルト・ＨＢｃエライザ試験を使用して実施した。結

果は、患者において、血清１mlあたり１０4個のＤＮＡ分子の存在を示し、これ

に対し、疾病の慢性段階でＨＢＶ－陽性患者に通常見出されるのは１０8個のＤ

ＮＡ分子／mlである。

      【０１０７】

  ２．肝臓での免疫標識：免疫標識を、ＨＢｓＡｇ（ジャンセン社から市販）に

対して指向されるポリクローナルウサギ抗体および蛍光抗ウサギ抗体（ＤＡＫＯ

社）を使用して、ＨＢｓＡｇ抗原について、免疫蛍光により肝試料に実施した。
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ペルオキシダーゼによる標識は、Vitvitski-Trepoら、Hepatology、6：1278～12

83（1990）に記載のように、ＨＢｃ抗原および抗ウサギ抗体（ＤＡＫＯ）に対し

て指向されるポリクローナルウサギ抗体を使用して行なった。これらの試験によ

り、患者の肝臓の、ＨＢｓＡｇおよびＨＢｃＡｇ抗原の存在は陰性であることが

判明した。

      【０１０８】

  ３．ＰＣＲによるウイルスゲノムの検出試験：ＰＣＲによる血清中でのウイル

スゲノムの検出は、ＨＢＶについては、ロシュ社により市販されているエクスパ

ンド・ハイ・フィデリティＰＣＲシステムの試験を使用して、ＨＣＶについては

アボット社のＡＭＰＬＩＣＯＲ試験（商標名）を使用して行なった。１４０μl

の血清を、核酸の抽出に使用した。核酸を、ＤＮＡおよびＲＮＡの同時精製が可

能な、キアゲン社により市販されている核酸抽出キットを使用して抽出した。血

清を、溶解緩衝液の存在下、１０分間、室温でインキュベートし、その後、シリ

カカラムを通した。ＤＮＡを、５０μlの滅菌水を用いてカラムから溶出した。

全血または肝臓生検からの核酸の全含有物を、それぞれ血液および組織について

、キアゲン社により市販されているキットを使用して抽出した。

      【０１０９】

  ＨＢＶのＤＮＡは、２段階でネスト化した増幅により、ＨＢＶのＳ遺伝子によ

く保存されていることが知られる領域で選択したプライマーを用いて検出した。

      【０１１０】

  第一段階の増幅：最初の３５回の増幅サイクル前に、９５℃で５分間、９５℃

で４５秒間、４８℃で４５秒間、７２℃で１分間予め加熱した。その後、１０分

間の伸長段階を実施した。

      【０１１１】

  プライマー１（Ｐｏｌ１）：５′ＣＣＴ  ＧＣＴ  ＧＧＴ  ＧＧＣ  ＴＣＣ  

ＡＧＴ  ＴＣ３′（Pichoudら、Hepatology、1999、1：230～237）

      【０１１２】

  プライマー２（ＰＯＲ４）：５′ＴＡＣ  ＣＣＡ  ＡＡＧ  ＡＣＡ  ＡＡＡ  

ＧＡＡ  ＡＡＴ  ＴＧＧ３′
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      【０１１３】

  第二段階の増幅は、９５℃で５分間の予備加熱、９５℃で２５秒間、３７℃で

４５秒間、７２℃で１分間での増幅を５サイクル、および、９５℃で４５秒間、

４８℃で４５秒間、および７２℃で１分間での他の３５サイクルを有する４０サ

イクルである。終了時に、伸長段階を実施した。

      【０１１４】

  プライマー３：５′ＴＡＧ  ＴＡＡ  ＡＣＴ  ＧＡＧ  ＣＣＡ  ＲＧＡ  ＧＡ

Ａ  ＡＣ３′

  プライマー４：５′ＧＴＴ  ＧＡＣ  ＡＡＲ  ＡＡＴ  ＣＣＴ  ＣＡＣ  ＡＡ

Ｔ  ＡＣ３′

  ＲはＡまたはＧを示す。

      【０１１５】

  ＰＣＲは、１４０μlの血清、２００μlの全血、および、パラフィン中ホルマ

リンで凍結または固定した肝生検からの２５mgから抽出した、１０μlの全核酸

から開始して実施した。

      【０１１６】

  Ｘ遺伝子のＰＣＲ増幅も、Uchidaら、Microbiol.Immunol.1994、38、281～285

に記載の技術に従って実施した。Ｘ遺伝子の増幅は興味深い。なぜなら、Ｘ遺伝

子の産物は、ＨＢＶプロモーターをトランス活性化するからであり、ＨＢＶのコ

アのプロモーターがＸ遺伝子と重複するからである。結果的に、Ｘ遺伝子産物ま

たはコアのプロモーターまたは両方に影響を及ぼす突然変異は、ウイルスの転写

および複製のレベルの減少をもたらし得、市販の試験により検出できない理由を

説明する。

      【０１１７】

  第１回：プライマー１：５′ＣＣＡ  ＴＡＣ  ＴＧＣ  ＧＧＡ  ＡＣＴ  ＣＣ

Ｔ  ＡＧ３′

          プライマー２：５′ＡＴＴ  ＴＧＣ  ＴＣＧ  ＣＡＧ  ＣＣＧ  ＧＴ

Ｃ  ＴＧ３′

  第２回：プライマー３：５′ＴＴＴ  ＴＧＣ  ＣＡＧ  ＣＣＧ  ＧＴＣ  ＴＧ
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３′

          プライマー４：５′ＡＴＴ  ＴＧＣ  ＴＣＧ  ＣＡＧ  ＣＣＧ  ＧＴ

Ｃ  ＴＧ３′

      【０１１８】

  対照血清中に希釈したプラスミドの連続希釈液により、ＰＣＲの感度を決定で

きる。ＨＢＶのＳおよびＸ遺伝子におけるネスト化したＰＣＲにより、ＨＢＶの

１０個のゲノムを検出できる。

      【０１１９】

  ４．血清中のＨＢＶのＤＮＡの定量：定量は、ロシュ社により市販されている

Amplicor  ＨＢＶモニター（商標名）の試験を使用して行なった。試験は、１ml

あたり４×１０2から４×１０7個のコピーのＨＢＶのＤＮＡを検出できる、ＨＢ

Ｖのプレ－Ｃ／Ｃ領域で選択したプライマーを含む。５０μlの血清をこの試験

に使用した（Kesslerら、Clin.Chem.1998：36；601～604）。

      【０１２０】

  ５．ＨＢＶの完全ゲノムの増幅：ＨＢＶゲノムの増幅は、Guntherら、Journal

 of Virology、1995年9月、5437～5444頁により記載の技術を使用して、以下の

プライマーを使用して実施した：

  プライマー１（Ｐ１）：５′ＣＣＧ  ＧＡＡ  ＡＧＣ  ＴＴＧ  ＡＧＣ  ＴＣ

Ｔ  ＴＣＴ  ＴＴＴ  ＴＣＡ  ＣＣＴ  ＣＴＧ  ＣＣＴ  ＡＡＴ  ＣＡ３′

  プライマー２（Ｐ２）：５′ＣＣＧ  ＧＡＡ  ＡＧＣ  ＴＴＧ  ＡＧＣ  ＴＣ

Ｔ  ＴＣＡ  ＡＡＡ  ＡＧＴ  ＴＧＣ  ＡＴＧ  ＧＴＧ  ＣＴＧ  Ｇ３′

  １．５mmol／ｌのＭｇＣｌ2、２００μmol／ｌのデオキシヌクレオチド三リン

酸、２．６ＵのＴａｑおよびＰｗｏＤＮＡポリメラーゼの混合物（ハイ・フィデ

リティ、ロシュ社により市販）を含む、ロシュ社により市販されているキット・

エクスパンド・ハイ・フィデリティ（商標名）を、１μmol／ｌの上記の各プラ

イマーと共に使用した。

      【０１２１】

  技術は、循環中のビリオンに見られるＨＢＶゲノムは環状であるが、鎖は共有

結合で閉じておらず、それ故、ＰＣＲプライマーと迅速にハイブリダイズできる



(52) 特表２００３－５１９４７７

という事実、および、マイナス鎖の５′および３′末端には短い末端重複性があ

るという事実を活用する。プライマーＰ１の３′末端は、重複性配列を含む、マ

イナス鎖の５′末端に相補的であり、一方、プライマーＰ２の３′末端は、重複

性配列で始まる、プラス鎖の配列に相補的である。２つのプライマーの５′末端

は、ＨＢＶのゲノムには稀にしか見られない、ＨｉｎｄＩＩＩ、ＳａｃＩおよび

ＳａｐＩの制限酵素部位を含む。

      【０１２２】

  加温して開始した後、４０サイクルのＰＣＲを、パーキンエルマー社により市

販されているＰＣＲ増幅装置中、９４℃で４０秒間での変性、６０℃で１．３０

分間のハイブリダイゼーション、および７２℃で３分間の伸長、各サイクル後に

１０秒間の増大をもって実施した。１０分間の最終伸長を、サイクルの終了時に

行なった。

      【０１２３】

  ウイルスポリメラーゼの作用によるプラスＤＮＡ鎖の作成は、ＤＮＴＰの存在

下で３７℃の温度で一晩血清をインキュベートし、Hantzら、Antimicrobiol.Age

nt Chemether、1984、25：240～246に記載の通りに実施した。ゲノムを増幅しな

いか、またはほんの僅かしか増幅しなかった場合、全ゲノムのＰＣＲアリコート

を、プライマーＰ１とプライマーＰｏｒ１またはプライマーＰ２とプライマーＰ

ｏｌ１の組合せを使用して再増幅した。これらの半ネスト化ＰＣＲにより、各々

、互いに約３００塩基対重複した、約１８００塩基対の断片を得ることが可能と

なる。

      【０１２４】

  ６．ＰＣＲ産物の解析：ＰＣＲ反応産物のアリコートを、アガロースゲル上で

の電気泳動にかけた（増幅産物の推定サイズに応じて１～２％）。ゲルを、臭化

エチジウムでまたはＧＥＬＳＴＡＲ株で染色し、写真撮影した。その後、ＤＮＡ

を、アマシャムにより市販されているナイロン膜（Ｈｙｂｏｎ  Ｎ＋ナイロン膜

）に、０．４Ｍ  ＮａＯＨの存在下で転写した。その後、ナイロン膜を、ＨＢＶ

の３．２ｋｂＤＮＡプローブとのハイブリダイゼーションにかけ、ファルマシア

・バイオテック社により市販されている「すぐ使用できる」キットであるラムダ
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ムプライマーキットを使用して32Ｐで標識した。

      【０１２５】

  ７．ＰＣＲ産物の精製：ＨＢＶの特定のバンドを増幅すると、ＰＣＲ反応産物

の残りを、アガロースゲル電気泳動にかけ、染色し、特定のバンドを、３１２nm

の波長でのＵＶ照射下でメスを使用して切出した。その後、ＤＮＡを、Ｂｉｏ１

０１により市販されているジーンクリーンキットを使用してアガロースゲルから

単離し、少量の水に溶出した。

      【０１２６】

  ８．ＰＣＲ産物のクローニング：使用したクローニング戦略は、ＰＣＲ産物の

性質に依存する。亜ゲノムＨＢｓおよびＨＢｘの増幅は、天然トランスフェラー

ゼ型の活性を有し、ヌクレオチド、通常アデノシンを、増幅断片の３′末端に付

加する、Ｔａｑポリメラーゼを使用して実施した。これらの断片を、その３′末

端にチミンをコードする追加のコドンを含む線形クローニングベクターである、

ｐＧＥＭ－Ｔベクター（プロメガ）に直接クローニングした。ＰＣＲまたはその

後の半ネスト化ＰＣＲ増幅による完全ゲノムの増幅は、ＴａｑおよびＰｗｏポリ

メラーゼの混合物を用いて実施し、増幅した断片は平滑末端断片であるか、また

は、３′末端において平滑末端または追加のＡ残基を有する分子の混合物である

。該断片は、全断片を、平滑末端断片（パーフェクトリー・ブラント・クローニ

ング・キット、ノバゲン）に変換した後に平滑末端ベクターであるｐＳＴＢＬＵ

ｅ－１ベクターにクローニングするか、またはＡ残基を、ｄＡＴＰの存在下でＴ

ａｑポリメラーゼと共に断片をインキュベートすることにより３′末端に付加し

、その後、それらをｐＧＥＭ－Ｔベクターにクローニングする。ライゲーション

後、製造業者の推奨する説明に従って、ライゲーション産物を、プロメガ社によ

り市販されているＰＣＲレジン・プレップス・レジンを使用して精製し、水に溶

出した。アリコートを、電気穿孔法によりＥ．ｃｏｌｉＸＬ－２Ｂｌｕｅの細胞

を形質転換するのに使用する。形質転換した細胞を、アンピシリン（１００μg

／ml）、ＩＰＴＧ（８０μＬ）およびＸ－ｇａｌ（７０μg／ml）を含むＬＢ寒

天プレート上に蒔き、一晩３７℃でインキュベートした。

      【０１２７】
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  ９．ＨＢＶ組換えプラスミドの同定：最初のスクリーニングは、挿入断片を含

まないと推定される青のコロニーではなく、目的の挿入断片を含み得る白色コロ

ニーを選択することを含む。形質転換が特に成功したようである場合、すなわち

、陰性対照を構成する青のコロニーに比べて一貫した量の白色コロニーを観察し

た場合、その後、白色コロニーを液体培地（１００μg／mlのペニシリンを含む

テリフィックブロス）中で直接、一晩３７℃で撹拌しながら増幅する。その他の

点では、白色コロニーを、アンピシリンを含む２つのＬＢ寒天プレートに移す。

プレートの１つは、寒天の表面上にナイロン膜を有する。約１００個のコロニー

を各プレートに移すことができる。プレートを一晩３７℃でインキュベートする

。ナイロン膜を含まないプレートを４℃で保存する。ナイロン膜を、細菌を溶解

するためにＮａＯＨで処理し、その後中和し、乾燥する。ＤＮＡをＵＶ照射によ

り固定した後、膜を、特異的な32Ｐ－標識ＨＢＶプローブとのハイブリダイゼー

ションにかける。その後、適切なコロニーを、主なプレートからとり、液体培地

中で増幅する。

      【０１２８】

  １０．プラスミドＤＮＡの精製：ＤＮＡを、キアゲン社により市販されている

Ｑｔｉｐｓ－２０を使用して、ミニプレップにより、会社の推奨する説明に従っ

て精製する。他のＤＮＡは、アルカリ溶解、上清をイソプロパノールで沈降、残

渣を再懸濁およびフェノールでその後クロロホルムで処理、およびエタノールで

沈降により手作業で調製する。どちらの場合も、ＤＮＡは最終的に３０μlのＴ

Ｅに再懸濁する。ＤＮＡの量は、アガロースゲル電気泳動により推定する。

      【０１２９】

  １１．シークエンス：約３５０ngのプラスミドを、パーキンエルマー社により

市販されているＢｉｇＤｙｅシークエンシングキットおよび増幅装置（パーキン

エルマーの９６００サーマルサイクラー）を使用して、５pmolのプライマーを用

いてシークエンスする。セファデックスＧ５０での遠心クロマトグラフィーによ

るシークエンス産物の精製後、シークエンス産物を、アプライド・バイオシステ

ムズにより市販されているＡＢＩプリズム３７７シークエンサーで解析する。最

初のシークエンスは、通常、ｐＧＥＭ－ＴおよびｐＳＴＢｌｕｅ－１ベクターの
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クローニングキットに同時に重複する、Ｔ７およびＳＰ６プロモーターの配列に

相補的なプライマーを用いて実施する。５００～６００塩基対未満の短い断片で

は、２つの挿入断片の鎖の配列に関する良好な情報は、通常、これらの２つのプ

ライマーを用いて得ることができる。完全ＨＢＶゲノムなどのより長い挿入断片

では、ＨＢＶ特異的プライマーを、両方の方向で、ほぼ５００塩基対の間隔で、

ＨＢＶゲノムから選択し、よって２つの鎖を完全にシークエンスできる。各断片

の数個のクローンをシークエンスする。

      【０１３０】

  １２．配列解析：大半のデータ解析は、インフォバイオジェンのサーバー（ヴ

ィルジュイフ、フランス）で入手可能なプログラムを使用して実施した。生配列

のデータは、シークエンサーのプログラムを使用して修正する。この段階で、ア

ンビギュアス（機械はＮと称する）およびアンビギュアスの近くの明らかな塩基

エラーのみを修正する。その後、ＢＬＡＳＴによる探索を実施し、大半の場合、

本発明のクローンに最も近い、ＨＢＶ配列の塩基を同定する。この配列の、およ

びクローンの配列の、ＣＬＵＳＴＡＬ  Ｗソフトウェアを使用した完全なアライ

ンメントにより、追加の修正が可能となる。機械による塩基の脱落または配列の

終わりの塩基の付加などの明らかなエラーのみを修正する。クローンの２本鎖上

の部分的に修正した配列を合わせ、アラインする。データにより最善に支持され

る配列を選択することにより、あらゆる矛盾を解決する。最後に、同じ患者から

の種々のクローンの修正した配列を比較し、差異を再度確認する。増幅した配列

の生物学的解析を容易にするために、データベースに見られるＨＢＶの完全ゲノ

ムの８１個の配列を、ＣＬＵＳＴＡＬ  Ｗを使用してアラインした。このアライ

ンメントの系統樹解析により、本発明の配列は、以前にＨＢｓ遺伝子の配列アラ

インメントにより決定した、遺伝子型Ａ～Ｆに対応する、６つの主な群に属する

ことが示される。潜在的なＨＢＶゲノムから得られた配列をこのアラインメント

に加える場合に、これらのゲノムを特定の遺伝子型に帰すること、または、潜在

的ＨＢＶゲノムが依然として未知の遺伝子型に属することを確立することが可能

である。さらに、データベースに見られるＨＢＶの種々のタンパク質のアミノ酸

配列（プレＳ／ｓ、ＨＢｓ、ＨＢｃ、ＨＢｘ、プレＣ／ｃおよびｐｏｌ）をアラ
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インした。これにより、本発明のクローンのヌクレオチド配列から推定したアミ

ノ酸配列を、非潜在的ＨＢＶゲノムからおそらく得られたすでに記載したＨＢＶ

のタンパク質配列と比較することができる。したがって、以前に記載したＨＢＶ

単離物には存在せず、単純に遺伝子型の多様性に起因するものではない、本発明

の潜在的ＨＢＶウイルスのタンパク質における突然変異を同定することが可能で

あった。

      【０１３１】

  １３．機能的解析：機能的解析を、完全ゲノムの増幅から得られたクローンを

用いて実施した。クローンを、制限酵素ＳａｐＩで切断した。この酵素の認識お

よび切断部位はＣＴＣＴＴＣＮＮＮＮである。この部位は、全ゲノムの増幅に使

用するプライマーＰ１およびＰ２に存在する。これにより、粘着末端と共に全ゲ

ノムから挿入断片が放出され、マイナス鎖の末端重複性のために、余分な配列を

含まない完全ＨＢＶゲノムの再環化が生じる。制限酵素Ｓａｐ１で切断した後、

ＤＮＡをフェノールで抽出し、エタノールで沈降する。その後、ＤＮＡを、ＨＢ

Ｖ複製に許容可能なヒト肝癌細胞系であるＨｕＨ７細胞に、ロシュ社により市販

されているトランスフェクション試薬ＦｕＧｅｎｅ－６を使用してトランスフェ

クトする。挿入断片の再環化は、細胞中で起こり、転写およびウイルス複製が可

能となる。陰性対照は、挿入断片を含まないｐＧＥＭベクターで形質転換した細

胞からなり、陽性対照は、無傷またはＥｃｏＲＩ制限酵素で切断した、ＥｃｏＲ

Ｉ部位でクローニングした野生型ＨＢＶの完全ゲノムのダイマーである。トラン

スフェクションは、可溶性分泌アルカリホスファターゼを発現するプラスミドで

あるｐＳＥＡＰでの同時トランスフェクションにより制御され、その活性は、ト

ランスフェクションの４８時間後に培養培地中で測定する。培地を毎日交換し、

２日目から実験の最後（通常５または６日）までの培地を集める。培地中のＨＢ

ｓ抗原の存在は、アボット社により市販されているＡｕｓｒｉａキットを使用し

て測定する。実験の終了時に、細胞を溶解し、ＤＮＡ、ＲＮＡおよびタンパク質

を抽出する。培地を保存し、ＰＥＧでの沈降により濃縮する。種々の調製物中の

ウイルスタンパク質、ＤＮＡまたはＲＮＡの存在を解析する。亜ゲノムクローン

では、断片を、ＨＢｓ遺伝子、ＨＢｘ遺伝子、または複製周期時のコアプロモー
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ターの突然変異の作用を研究するために完全ゲノムに関するＨＢＶ発現ベクター

に、或いは、突然変異タンパク質の特性を研究するために、特に突然変異ＨＢｓ

タンパク質が正常に合成および分泌されるかどうか、そして市販の検出試験によ

り認識されるかどうかを見出すためにＨＢｓまたはＨＢｘの発現ベクターに挿入

する。

      【０１３２】

  １４．結果：上記のプロトコールに従って、患者の完全ＨＢＶゲノムをＰＣＲ

により増幅し、クローニングした。２回のＰＣＲ増幅を実施し、独立的なクロー

ニングを行なった。系統学的解析により、ゲノムは遺伝子型Ａであるが、ファミ

リーの境界線にあり、遺伝子型Ａの新規亜群を示し得ることが示される。構造お

よび調節の重要なエレメントは、ヌクレオチド配列に保存され、野生型に比べて

、ＨＢｘからおよびｐｏｌから推定されるアミノ酸配列には主な変化はない。そ

れ故、ゲノムは、その複製に適合性である。しかし、アミノ酸配列およびＨＢｓ

Ａｇタンパク質は、特にａ決定基において、多くの置換を有し、これは、ウイル

ス粒子の表面上に曝露される抗原の一部に対応し、市販で入手可能な血清学的試

験により認識される。ＨＢｓＡｍタンパク質のアミノ酸配列の１０９～１１２位

における連続的な置換およびＨＢｓＡｇｍのレベルで単離された他の置換が存在

することは特に興味深い。主な置換は、野生型ＨＢｓＡｇのタンパク質レベルで

見られるＬＩＰＧではなく、ＨＢｓＡｇｍ  ＱＴＴＲ（アミノ酸１０９～１１２

）である。これらの置換は、とりわけ、ＨＢｓＡｇｍタンパク質の抗原性の変化

を誘導でき、市販で入手可能な試験により認識されない理由を説明できる。さら

に、突然変異はまた、プレ－Ｓｍタンパク質のアミノ酸Ｔｈｒ（配列番号４の８

４位）による、配列番号４に参照された、野生型タンパク質の８４位に見られる

アミノ酸Ｉｌｅの置換からなる、プレ－Ｓｍタンパク質のレベルで見出される。

      【０１３３】

  実施例２：ｍ′ＨＢＶ突然変異体または変種の同定

  慢性非Ａ型、非Ｂ型肝炎の病歴をもつ８６才の同じ患者において、別の突然変

異ＨＢＶウイルスも同定された（ｍ′ＨＢＶ）。このウイルスのゲノムを、実施

例１に記載のように、増幅し、クローニングし、シークエンスした。系統学的解
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析により、そのゲノムは遺伝子型Ｄであることが示される。配列解析により、ｍ

′ＨＢＶは、ＨＢｃ遺伝子のすぐ前に、プレＣ／ｃに終止コドンを有するプレ－

コア突然変異体であることが示される。さらに、それは、配列番号６に同定され

たプレ－Ｓｍ′タンパク質の１０２位におけるＡｒｇのＧｌｙによる置換、およ

びＨＢｓ末端の近辺での突然変異からなる、ちょうどＨＢｓの開始と共に、プレ

－Ｓ部分に突然変異を有し、配列番号５の２１０位においてセリンのアルギニン

による置換からなるＨＢｓｍと共有する。単純化するために、配列番号６および

配列番号５をコードするヌクレオチド配列は、本発明の記載に含まれないが、本

発明らは、Ｇｌｙは、完全ゲノムの配列に比べて、プレ－Ｓ領域の３０４～３０

６位または完全ゲノムの配列に関する３１５１～３１５３位のＧＧＡコドンによ

りコードされ、Ａｒｇは、Ｓ遺伝子の６２８～６３０位または完全ゲノムの配列

に関する７８２～７８４位のＡＧＧコドンによりコードされることを断言できる

完全シークエンスを実施した。

    【配列表】
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【図面の簡単な説明】

    【図１】

  図１は、本発明の遺伝子型Ａのクローンｘ２７＿１６の完全配列を示す。下線

した配列は、種々の遺伝子の開始および終止コドンに対応する。

    【図２】

  図２は、本発明の遺伝子型Ｄのクローンｘ２７＿９の完全配列を示す。下線し

た配列は、種々の遺伝子の開始および終止コドンに対応する。

    【図３】

  図３は、ＮＢＲＦ／ＰＩＲバンクで見出された１０２個の配列のＨＢｓとアラ

インさせた、ＨＢｓ遺伝子のアミノ酸配列を示す。

    【図４】

  図４は、ＮＢＲＦ／ＰＩＲバンクで見出された１０２個のプレ－Ｓとアライン

させた、クローンｘ２７＿１６およびクローンｘ２７＿９のプレ－Ｓ領域の全体

のアミノ酸配列を示す。
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【図１】
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【図１－１】
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【図２】
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【図２－１】
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【図３】
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【図３－１】
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【図３－２】
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【図３－３】
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【図３－４】
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【図３－５】
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【図３－６】
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【図３－７】
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【図４】
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【図４－１】
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【図４－２】
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【図４－３】
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【図４－４】
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【図４－５】
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【図４－６】
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【図４－７】
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【図４－８】
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【図４－９】
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【図４－１０】
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【図４－１１】
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【図４－１２】
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【図４－１３】
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【図４－１４】
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【国際調査報告】
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M G01N33/566 G01N33/576.B C12P21/08 C12R1/865 C12R1/84 C12R1/91 C12R1/93 C12N15/00.
ZNA.A C12N5/00.B A61K37/02

F-TERM分类号 4B024/AA01 4B024/AA14 4B024/BA33 4B024/CA04 4B024/DA02 4B024/DA12 4B024/EA02 4B024
/EA04 4B024/GA11 4B024/HA12 4B024/HA15 4B063/QA19 4B063/QQ08 4B063/QQ43 4B063/QQ53 
4B063/QR08 4B063/QR42 4B063/QR56 4B063/QS25 4B063/QS34 4B063/QX02 4B064/AG26 4B064
/AG27 4B064/AG33 4B064/CA06 4B064/CA10 4B064/CA19 4B064/CA20 4B064/CC24 4B064/DA01 
4B064/DA15 4B065/AA77X 4B065/AA80X 4B065/AA90X 4B065/AB01 4B065/BA02 4B065/CA24 
4B065/CA45 4B065/CA46 4C084/AA02 4C084/AA03 4C084/AA07 4C084/AA13 4C084/BA01 4C084
/BA02 4C084/BA16 4C084/BA17 4C084/BA22 4C084/CA53 4C084/NA14 4C084/ZA752 4C084/ZB332 
4C085/AA13 4C085/AA14 4C085/CC21 4C086/AA01 4C086/AA02 4C086/EA16 4C086/MA01 4C086
/NA14 4C086/ZA75 4C086/ZB33 4C087/AA01 4C087/AA02 4C087/AA03 4C087/BC83 4C087/CA12 
4C087/NA14 4C087/ZA75 4C087/ZB33 4H045/AA11 4H045/AA20 4H045/AA30 4H045/BA10 4H045
/CA02 4H045/DA75 4H045/DA76 4H045/DA86 4H045/EA31 4H045/EA53 4H045/FA72 4H045/FA74

优先权 2000000129 2000-01-06 FR

外部链接 Espacenet

摘要(译)

本发明提供以下特征（i）基因组具有部分双链和环状DNA，（ii）基因组包括基因pre-S，S，C，P和X基因，（iii） ）pre-S基因
编码表面抗原，S基因编码HBsAg包膜蛋白，C基因编码HBeAg和HBcAg蛋白，P基因编码DNA聚合酶/逆转录酶，X基因 它编码
HBxAg蛋白： 本发明的特征在于基因S包含SEQ ID NO：1所示的DNA核苷酸序列，而pre-S基因包含SEQ ID NO：3所示的核苷酸
序列。 本发明还涉及DNA分子，RNA分子，修饰的表面蛋白及其用途，特别是用于诊断，治疗和疫苗目的。

https://share-analytics.zhihuiya.com/view/be20a58b-0b25-438f-9c8e-70cd086f8a45
https://worldwide.espacenet.com/patent/search/family/008845662/publication/JP2003519477A?q=JP2003519477A



