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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　（ｉ）ＨＣＭＶ候補ワクチンを用いて免疫処置されている対象から得られた熱不活化血
清を、蛍光部分を含むＨＣＭＶと混合して、混合物を形成するステップと、
　（ｉｉ）（ｉ）の混合物にウサギ補体を添加するステップと、
　（ｉｉｉ）感染を可能にする条件下でＨＣＭＶによる感染に対して感受性である宿主細
胞を、（ｉｉ）のウサギ補体が存在する混合物と接触させるステップであって、宿主細胞
はレチナール色素性上皮細胞であるステップと、
　（ｉｖ）フローサイトメトリーによって、混合物と接触された宿主細胞の蛍光レベルを
評価するステップと、
　（ｖ）評価された蛍光レベルに基づいて、宿主細胞の感染のレベルを決定するステップ
と
を含む、方法。
【請求項２】
　（ｉｉ）の添加ステップは、２．５％のウサギ補体を添加することを含む、請求項１に
記載の方法。
【請求項３】
　レチナール色素性上皮細胞がＡＲＰＥ－１９細胞である、請求項１に記載の方法。
【請求項４】
　免疫処置されている対象が、ヒトである、請求項１に記載の方法。
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【請求項５】
　血清が、抗ＨＣＭＶ中和抗体を含む、請求項１に記載の方法。
【請求項６】
　ＨＣＭＶ候補ワクチンが、ＶＬＰを含む、請求項１に記載の方法。
【請求項７】
　ＶＬＰが、ＨＣＭＶに由来するｇＢ、ｇＨ、ｇＨ－Ｇ、ｇＢ－Ｇ及びｐｐ６５のうち１
種又は複数を含む、請求項６に記載の方法。
【請求項８】
　蛍光部分が、蛍光タンパク質である、請求項１に記載の方法。
【請求項９】
　蛍光タンパク質が、緑色蛍光タンパク質、青色蛍光タンパク質、シアン蛍光タンパク質
、黄色蛍光タンパク質及びそれらの組合せからなる群から選択される、請求項８に記載の
方法。
【請求項１０】
　蛍光タンパク質が、緑色蛍光タンパク質である、請求項８に記載の方法。
【請求項１１】
　蛍光部分を含むＨＣＭＶが、ＴＢ４０－ＧＦＰ株ウイルスである、請求項１に記載の方
法。
【請求項１２】
　蛍光部分を含むＨＣＭＶが、ＡＤ１６９－ＧＦＰ株ウイルスである、請求項１に記載の
方法。
【請求項１３】
　蛍光部分を含むＨＣＭＶが、ＣＭＶ－ＧＦＰ－Ｔｏｗｎｅ株ウイルスである、請求項１
に記載の方法。
【請求項１４】
　ＣＭＶ－ＧＦＰ－Ｔｏｗｎｅ株がＴＳ１５－ｒＲである、請求項１３に記載の方法。
【請求項１５】
　（ｉｉ）のウサギ補体が存在する混合物が、ステップ（ｉｉｉ）の前に少なくとも１５
分間インキュベートされる、請求項１に記載の方法。
【請求項１６】
　評価ステップ（ｉｖ）が、ハイスループット法で実施される、請求項１に記載の方法。
【請求項１７】
　評価ステップ（ｉｖ）が、蛍光レベルを参照に対して比較することを含む、請求項１に
記載の方法。
【請求項１８】
　参照が、予め決定された参照である、請求項１７に記載の方法。
【請求項１９】
　参照が、陽性対照又は陰性対照参照である、請求項１７に記載の方法。
【請求項２０】
　決定ステップに基づいて血清における抗ＨＣＭＶ中和抗体力価を決定するステップをさ
らに含む、請求項１～１９のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２１】
　決定ステップに基づいて候補ＨＣＭＶワクチンの有効性を評価するステップをさらに含
む、請求項２０に記載の方法。
【請求項２２】
　混合物と接触された宿主細胞の蛍光レベルが、参照蛍光レベルよりも低い場合に、候補
ＨＣＭＶワクチンを、中和抗体を誘導するワクチンとして選択するステップをさらに含む
、請求項２１に記載の方法。
【請求項２３】
　接触ステップ（ｉｉｉ）が、少なくとも１時間のインキュベーションを含む、請求項１
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に記載の方法。
【請求項２４】
　宿主細胞が、視覚的細胞形態学評価又は視覚的蛍光評価によって、感染についてさらに
モニタリングされる、請求項１に記載の方法。
【請求項２５】
　視覚的細胞形態学評価が、細胞膨潤及び円形化をモニタリングすることを含む、請求項
２４に記載の方法。
【請求項２６】
　視覚的蛍光評価が、蛍光を検出することを含む、請求項２４に記載の方法。
【請求項２７】
　蛍光が、蛍光顕微鏡で検出される、請求項２６に記載の方法。
【請求項２８】
　宿主細胞の核の蛍光レベルが評価される、請求項１に記載の方法。
【請求項２９】
　全宿主細胞の蛍光レベルが評価される、請求項１に記載の方法。
【請求項３０】
　宿主細胞の蛍光レベルを定量化するステップをさらに含む、請求項１に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【発明の詳細な説明】
【０００１】
［関連出願の相互参照］
　[0001]本願は、２０１２年３月２７日に出願された米国特許仮出願第６１／６１６，２
０４号の利益を主張し、その内容は、参照によりその全文が本明細書に組み込まれる。
【０００２】
［背景］
　[0002]ヒトサイトメガロウイルス（ＨＣＭＶ）、β－ヘルペスウイルスは、遍在的に存
在する病原体である。免疫が保たれている人では、ＨＣＭＶ感染は、普通は気づかれない
、せいぜい軽度の非特異的な症状を有する。それに反して、特定のリスク群、例えば、Ａ
ＩＤＳ患者又は移植レシピエントなどの免疫抑制患者、また出生前感染後では、ＨＣＭＶ
感染は、重篤な徴候を有する（Ｓｔａｒａｓ　ＳＡら、２００６年　Ｃｌｉｎ　Ｉｎｆｅ
ｃｔ　Ｄｉｓ　４３巻（９号）：１１４３～５１頁；Ｈｅｂａｒｔ　Ｈら、２００４年　
Ｈｕｍ　Ｉｍｍｕｎｏｌ　６５巻（５号）：４３２～６頁；Ｒｏｗｓｈａｎｉ　ＡＴら、
２００５年　Ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ　７９巻（４号）：３８１～６頁）。既存
の治療として、免疫グロブリン及びガンシクロビル及びその誘導体などの抗ウイルス剤の
使用が挙げられ、これらは、リスク集団において予防的に、又は感染の間の極めて初期に
使用された場合に最も有効である。しかし、既存の治療は、相当な毒性及び特に、遅発型
疾患に対する限定された有効性を特徴とし（Ｂｏｅｃｋｈ　Ｍ．、２００４年　Ｐｅｄｉ
ａｔｒ　Ｔｒａｎｓｐｌａｎｔ８（付録５）：１９～２７頁；Ｌｉｍａｙｅ　ＡＰ．、２
００４年　Ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ　７８巻（９号）：１３９０～６頁）、それ
らは、先天性ＨＣＭＶ疾患に対して影響を有していなかった。ＨＣＭＶ疾患に対して防御
するための有効なワクチンの開発は、重要な公衆衛生の優先事項として認識されている（
Ａｒｖｉｎ　ＡＭら、２００４年Ｃｌｉｎ　Ｉｎｆｅｃｔ　Ｄｉｓ　３９巻（２号）：２
３３～９頁）。
【０００３】
　[0003]ｉｎ　ｖｉｔｒｏアッセイは、ＨＣＭＶ感染を妨げるその能力について、候補ワ
クチンを評価するための重要なツールである。例えば、中和アッセイは、感染個体におい
て免疫応答を研究するために、並びに臨床試験及び前臨床試験の両方においてワクチン免
疫原候補を評価するために開発された。ＨＣＭＶの場合には、抗原結合ＥＬＩＳＡによっ
て、ＨＣＭＶ抗原に特異的な抗体を測定できるが、細胞へのウイルスの侵入の中和が測定
されるアッセイのみが、ＨＣＭＶ抗原特異的抗体の生物活性を確立し、定量できる（Ａｂ
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ａｉら、２００７年Ｊ　Ｉｍｍｕｎｏｌ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　３３２（１～２）：８２～９
３頁）。通常、ＨＣＭＶのこのような中和アッセイでは、アッセイにおいて中和抗体が細
胞のＨＣＭＶ感染を低減する程度が、細胞における１種又は複数のウイルスタンパク質の
発現に基づいた感染細胞の核の定量によって決定される。このような分析は、時間がかか
り、ハイスループットアプリケーションにおいて使用することが困難なものであり得る。
中和抗体の誘導に強力なＨＣＭＶワクチン候補をスクリーニングする方法の改良が当技術
分野では依然として必要である。
【０００４】
［概要］
　[0004]とりわけ、本開示内容は、宿主細胞におけるＨＣＭＶ感染のレベルを決定するの
に、拡張して、サンプル中に存在する中和抗体のレベルを決定するのに有用な方法を提供
する。本開示内容は、蛍光部分を有するＨＣＭＶウイルスによって、ウイルス感染の検出
が可能になる（例えば、宿主細胞をウイルスと接触させた後に細胞中の蛍光を評価するこ
とによって）という認識を包含する。いくつかの実施形態では、ＨＣＭＶ感染のレベルは
、ウイルスが、対象から得た試験サンプル（例えば、血清サンプル）とともにプレインキ
ュベートされている蛍光検出によって決定される。いくつかの実施形態では、対象は候補
ＨＣＭＶワクチンが投与されている。
【０００５】
　[0005]本開示のその他の特徴、目的及び利点は、以下の詳細な説明において明らかであ
る。しかし、詳細な説明は、本開示の実施形態を示すが、単に例示として示されるのであ
って制限ではないと理解されなければならない。本開示の範囲内の種々の変更及び改変は
、詳細な説明から当業者には明らかである。
【０００６】
　[0006]図面は、単に例示目的のものであって、制限のためではない。
【図面の簡単な説明】
【０００７】
【図１】図１は、二価ｇＢウイルス様粒子（ＶＬＰ）（ｇＢ／ｐｐ６５及びｇＢ／ｐｐ６
５＋ｇＨ－Ｇ／ｐｐ６５）を用いて免疫処置した後の例示的ＥＬＩＳＡ抗ｇＢ抗体力価を
表す。単回免疫処置後にウサギにおいて二価ｇＢ　ＶＬＰによって強力な持続した免疫性
が誘導される。
【図２】図２は、ウサギにおいてｇＢ／ｐｐ６５　ＣＭＶ　ＶＬＰを用いて誘導された中
和抗体反応を示す、線維芽細胞におけるＧＦＰ発現の例示的ＦＡＣＳ解析を表す。ウサギ
（ｎ＝６匹／群）を、０週目及び８週目に２回免疫処置（ＩＭ）し、２週間後に出血させ
た。血清をプールし、示された希釈で、ＨＦＦ線維芽細胞におけるＧＦＰ発現ＣＭＶウイ
ルス（ＴＢ４０）に対して、同様の希釈のサイトガム（Ｃｙｔｏｇａｍ）（商標）と比較
して試験した。感染（ＧＦＰ＋）細胞のフローサイトメトリー解析の間に１０００００個
の細胞を集めた。
【図３】図３は、ウサギにおいて二価ｇＢ＋ｇＨ　ＣＭＶ　ＶＬＰを用いて誘導された中
和抗体反応を示す、線維芽細胞におけるＧＦＰ発現の例示的ＦＡＣＳ解析を表す。ウサギ
（ｎ＝６匹／群）を、０週目及び８週目に２回免疫処置（ＩＭ）し、２週間後に出血させ
た。血清をプールし、示された希釈で、ＨＦＦ線維芽細胞におけるＧＦＰ発現ＣＭＶウイ
ルス（ＴＢ４０）に対して、同様の希釈のサイトガム（商標）と比較して試験した。感染
（ＧＦＰ＋）細胞のフローサイトメトリー解析の間に１０００００個の細胞を集めた。
【図４】図４は、ＨＦＦ－１細胞における例示的中和パーセントを表す。ＨＦＦ－１細胞
における１：６　ＣＭＶ－ＧＦＰ－ＴＢ４０－０１０５１２に対する１０％モルモット補
体の存在下での、１５ＲＡ０９群７（ミョウバンをアジュバントとする一価ｇＢ－Ｇ／一
価ｇＨ－Ｇ）ＰｌＶｄｌ４、ＰｌＶｄ２８、ＰｌＶｄ４２、ＰｌＶｄ５５及びＰ２Ｖｄｌ
４でプールされたサンプル；並びにＰ２Ｖｄｌ４の１５ＲＡ０５群８（空のＭＬＶ　Ｇａ
ｇ）の中和が表されている。
【図５】図５は、ＡＲＰＥ－１９細胞における例示的中和パーセントを表す。ＡＲＰＥ－
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１９細胞における１：３ＣＭＶ－ＧＦＰ－Ｔｏｗｎｅ－１５０６１２に対する２．５％ウ
サギ補体の存在下での、１５ＲＡ０９群７（ミョウバンをアジュバントとする一価ｇＢ－
Ｇ／一価ｇＨ－Ｇ）ＰｌＶｄｌ４、ＰｌＶｄ２８、ＰＩＶｄ４２、ＰｌＶｄ５５及びＰ２
Ｖｄｌ４でプールされたサンプル；並びにＰ２Ｖｄｌ４での１５ＲＡ０５群８（空のＭＬ
Ｖ　Ｇａｇ）の中和が表されている。
【０００８】
［定義］
　[0012]本開示がより容易に理解されるために、特定の用語をまず以下に定義する。以下
の用語及びその他の用語のさらなる定義が、本明細書の全体を通して示されている。
【０００９】
　[0013]アミノ酸：本明細書において使用されるように、用語「アミノ酸」とは、その広
い意味で、ポリペプチド鎖に組み込まれ得る任意の化合物及び／又は物質を指す。いくつ
かの実施形態では、アミノ酸は、一般構造Ｈ２Ｎ－Ｃ（Ｈ）（Ｒ）－ＣＯＯＨを有する。
いくつかの実施形態では、アミノ酸は、天然に存在するアミノ酸である。いくつかの実施
形態では、アミノ酸は、合成アミノ酸であり；いくつかの実施形態では、アミノ酸は、ｄ
－アミノ酸であり；いくつかの実施形態では、アミノ酸は、ｌ－アミノ酸である。「標準
アミノ酸」とは、天然に存在するペプチド中によく見られる２０種の標準ｌ－アミノ酸の
いずれかを指し、「非標準アミノ酸」とは、合成によって調製されるか、天然供給源から
得られるかに関わらず、標準アミノ酸以外の任意のアミノ酸を指す。本明細書において、
「合成アミノ酸」とは、限定されるものではないが、塩、アミノ酸誘導体（アミドなど）
、及び／又は置換を含めた化学的に修飾されたアミノ酸を包含する。ペプチド中の、カル
ボキシ－及び／又はアミノ－末端アミノ酸を含めたアミノ酸は、メチル化、アミド化、ア
セチル化、保護基及び／又はその活性に悪影響を及ぼすことなくペプチドの循環半減期を
変更し得るその他の化学基との置換によって修飾され得る。アミノ酸は、ジスルフィド結
合に関与し得る。アミノ酸は、１種又は複数の化学成分（例えば、メチル基、アセテート
基、アセチル基、リン酸基、ホルミル部分、イソプレノイド基、硫酸塩基、ポリエチレン
グリコール部分、脂質部分、炭水化物部分、ビオチン部分など）と関連しているものなど
の１種又は翻訳後修飾を含み得る。用語「アミノ酸」は、「アミノ酸残基」と同義的に使
用され、遊離アミノ酸及び／又はペプチドのアミノ酸残基を指すこともある。遊離アミノ
酸を指すか、又はペプチドの残基を指すかは、この用語が使用される文脈から明らかとな
る。
【００１０】
　[0014]抗原：本明細書において、用語「抗原」とは、抗体によって認識される１種又は
複数のエピトープ（直鎖、立体構造のいずれか、又は両方）を含有する物質を指す。特定
の実施形態では、抗原は、ウイルス又はウイルスのポリペプチドであるか、又はそれを含
む。いくつかの実施形態では、用語「抗原」とは、サブユニット抗原を指す（すなわち、
天然に抗原が関連している全ウイルスから分離された、個別の抗原；例えば、ウイルス様
粒子と関連している抗原）。或いは、又はさらに、いくつかの実施形態では、用語「抗原
」とは、死滅した、弱毒化された、又は不活化されたウイルスを指す。特定の実施形態で
は、抗原は、「免疫原」である。
【００１１】
　[0015]およそ又は約：本明細書において使用されるように、用語「およそ」又は「約」
とは、１種又は複数の注目する値に適用されるように、記載された参照値と同様である値
を指す。特定の実施形態では、用語「およそ」又は「約」とは、別に記載されない限り、
又は文脈から別であると明確でない限り、記載された参照値のいずれかの方向に（より多
いか、又はより少ない）２５％、２０％、１９％、１８％、１７％、１６％、１５％、１
４％、１３％、１２％、１１％、１０％、９％、８％、７％、６％、５％、４％、３％、
２％、１％又はそれ以下内に入る値の範囲を指す（このような数が、可能性ある値の１０
０％を超える場合を除く）。
【００１２】
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　[0016]回復：本明細書において使用されるように、用語「回復」とは、状況の予防、低
減若しくは寛解又は対象の状況の改善を意味する。回復は、疾患、障害又は状態（例えば
、ＨＣＭＶ感染）の完全な回復又は完全な予防を含むが、これを必要とはしない。用語「
予防」とは、疾患、障害又は状態の発症の遅延を指す。予防は、疾患、障害又は状態の発
症が、所定の期間遅延された場合に完全と考えられ得る。
【００１３】
　[0017]剤形：本明細書において使用されるように、用語「剤形」及び「単位剤形」とは
、治療される患者の治療薬の物理的に別個の単位を指す。各単位は、所望の治療効果をも
たらすよう算出された活性材料の所定量を含有する。しかし、組成物の総投与量は、健全
な医学的判断の範囲内で主治医によって決定されることが理解される。
【００１４】
　[0018]投与計画：「投与計画」（又は「治療計画」）は、その用語が本明細書において
使用されるように、一般に、期間によって分かれている、対象に個々に投与される一連の
単位用量（一般に、２以上）である。いくつかの実施形態では、所与の治療薬は、１つ又
は複数の用量を含み得る推奨される投与計画を有する。いくつかの実施形態では、投与計
画は、各々が同一の長さの期間によって互いに分かれている複数の用量を含み；いくつか
の実施形態では、投与計画は、複数の用量及び個々の用量を分ける少なくとも２種の異な
る期間を含む。
【００１５】
　[0019]発現：本明細書において使用されるように、核酸配列の「発現」とは、以下の事
象のうち１つ又は複数を指す：（１）ＤＮＡ配列からのＲＮＡ鋳型の製造（例えば、転写
による）；（２）ＲＮＡ転写物のプロセシング（例えば、スプライシング、エディティン
グ、５’キャップ形成及び／又は３’末端形成による）；（３）ＲＮＡのポリペプチド又
はタンパク質への翻訳；及び／又は（４）ポリペプチド又はタンパク質の翻訳後修飾。
【００１６】
　[0020]蛍光：本明細書において使用されるように、用語蛍光とは、発光する部分を指す
。通常、蛍光部分は、ある波長で電磁エネルギーを吸収し、第２の波長で電磁エネルギー
を放出し得る電子を含有する。細胞中のいくつかのタンパク質又は小分子は、天然に蛍光
である（例えば、ＮＡＤＨ、トリプトファン、内因性クロロフィル、フィコエリトリン又
は緑色蛍光タンパク質（ＧＦＰ））。蛍光タンパク質の種々の突然変異体が設計されてお
り、本開示内容に従って有用であり得るということは当然のことである。中でも、ＥＧＦ
Ｐ、青色蛍光タンパク質（ＥＢＦＰ、ＥＢＦＰ２、アズライト（Ａｚｕｒｉｔｅ）、ｍＫ
ａｌａｍａｌ）、シアン蛍光タンパク質（ＥＣＦＰ、セルラーン（Ｃｅｒｕｌｅａｎ）、
ＣｙＰｅｔ）、黄色蛍光タンパク質（ＹＦＰ、シトリン（Ｃｉｔｒｉｎｅ）、ビーナス（
Ｖｅｎｕｓ）、ＹＰｅｔ）、酸化還元感受性ＧＦＰ（ｒｏＧＦＰ）及び単量体ＧＦＰなど
。ＧＦＰ及びその他の蛍光タンパク質は、単独で、又は融合タンパク質として細胞におい
て外因的に発現され得る。このアプローチによって、蛍光タンパク質が、細胞内局在性及
び発現パターンなどの任意の数の生物学的事象のレポーターとして使用されることが可能
となる。
【００１７】
　[0021]或いは、又はさらに、特定の又は一般的なタンパク質、核酸、脂質又は小分子は
、小分子、タンパク質又は量子ドットであり得る外因性フルオロフォア、蛍光色素で標識
されてもよい。例示的フルオロフォアとして、それだけには限らないが、１，５ＩＡＥＤ
ＡＮＳ；１，８－ＡＮＳ；４－メチルウンベリフェロン；５－カルボキシ－２，７－ジク
ロロフルオレセイン；５－カルボキシフルオレセイン（５－ＦＡＭ）；５－カルボキシナ
フトフルオレセイン；５－カルボキシテトラメチルローダミン（５－ＴＡＭＲＡ）；５－
ヒドロキシトリプタミン（５－ＨＡＴ）；５－ＲＯＸ（カルボキシ－Ｘ－ローダミン）；
６－カルボキシローダミン６Ｇ；６－ＣＲ　６Ｇ；６－ＪＯＥ；７－アミノ－４－メチル
クマリン；７－アミノアクチノマイシンＤ（７－ＡＡＤ）；７－ヒドロキシ－４－１メチ
ルクマリン；９－アミノ－６－クロロ－２－メトキシアクリジン（ＡＣＭＡ）；ＡＢＱ；
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酸性フクシン；アクリジンオレンジ；アクリジンレッド；アクリジンイエロー；アクリフ
ラビン；アクリフラビンフォイルゲンＳＩＴＳＡ；エクオリン（発光タンパク質）；ＡＦ
Ｐ－自己蛍光タンパク質－－（Ｑｕａｎｔｕｍ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）ｓｇ
ＧＦＰ、ｓｇＢＦＰを参照のこと；アレクサフルオル（Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ）３５０
（商標）；アレクサフルオル４３０（商標）；アレクサフルオル４８８（商標）；アレク
サフルオル５３２（商標）；アレクサフルオル５４６（商標）；アレクサフルオル５６８
（商標）；アレクサフルオル５９４（商標）；アレクサフルオル６３３（商標）；アレク
サフルオル６４７（商標）；アレクサフルオル６６０（商標）；アレクサフルオル６８０
（商標）；アリザリンコンプレキソン（Ａｌｉｚａｒｉｎ　Ｃｏｍｐｌｅｘｏｎ）；アリ
ザリンレッド；アロフィコシアニン（ＡＰＣ）；ＡＭＣ，ＡＭＣＡ－Ｓ；アミノメチルク
マリン（ＡＭＣＡ）；ＡＭＣＡ－Ｘ；アミノアクチノマイシンＤ；アミノクマリン；アニ
リンブルー（Ａｎｉｌｉｎ　Ｂｌｕｅ）；ステアリン酸アンスロシル（Ａｎｔｈｒｏｃｙ
ｌ　ｓｔｅａｒａｔｅ）；ＡＰＣ－Ｃｙ７；ＡＰＴＲＡ－ＢＴＣ；ＡＰＴＳ；アストラゾ
ンブリリアントレッド（Ａｓｔｒａｚｏｎ　Ｂｒｉｌｌｉａｎｔ　Ｒｅｄ）４Ｇ；アスト
ラゾンオレンジ（Ａｓｔｒａｚｏｎ　Ｏｒａｎｇｅ）Ｒ；アストラゾンレッド（Ａｓｔｒ
ａｚｏｎ　Ｒｅｄ）６Ｂ；アストラゾンイエロー（Ａｓｔｒａｚｏｎ　Ｙｅｌｌｏｗ）７
　ＧＬＬ；アタブライン（Ａｔａｂｒｉｎｅ）；ＡＴＴＯ－ＴＡＧ（商標）ＣＢＱＣＡ；
ＡＴＴＯ－ＴＡＧ（商標）ＦＱ；オーラミン；オーロホスフィン（Ａｕｒｏｐｈｏｓｐｈ
ｉｎｅ）Ｇ；オーロホスフィン；ＢＡＯ　９（ビスアミノフェニルオキサジアゾール）；
ＢＣＥＣＦ（高ｐＨ）；ＢＣＥＣＦ（低ｐＨ）；硫酸ベルベリン；βラクタマーゼ；ＢＦ
Ｐ青色偏移ＧＦＰ（Ｙ６６Ｈ）；青色蛍光タンパク質；ＢＦＰ／ＧＦＰ　ＦＲＥＴ；ビマ
ン（Ｂｉｍａｎｅ）；ビスベンゼミド（Ｂｉｓｂｅｎｚｅｍｉｄｅ）；ビスベンジミド（
Ｂｉｓｂｅｎｚｉｍｉｄｅ）（ヘキスト（Ｈｏｅｃｈｓｔ））；ビス－ＢＴＣ；ブランコ
フォル（Ｂｌａｎｃｏｐｈｏｒ）ＦＦＧ；ブランコフォルＳＶ；ＢＯＢＯ（商標）－１；
ＢＯＢＯ（商標）－３；ボディピー（Ｂｏｄｉｐｙ）４９２／５１５；ボディピー４９３
／５０３；ボディピー５００／５１０；ボディピー；５０５／５１５；ボディピー５３０
／５５０；ボディピー５４２／５６３；ボディピー５５８／５６８；ボディピー５６４／
５７０；ボディピー５７６／５８９；ボディピー５８１／５９１；ボディピー６３０／６
５０－Ｘ；ボディピー６５０／６６５－Ｘ；ボディピー６６５／６７６；ボディピーＦｌ
；ボディピーＦＬ　ＡＴＰ；ボディピーＦｌ－セラミド；ボディピーＲ６Ｇ　ＳＥ；ボデ
ィピーＴＭＲ；ボディピーＴＭＲ－Ｘコンジュゲート；ボディピーＴＭＲ－Ｘ，ＳＥ；ボ
ディピーＴＲ；ボディピーＴＲ　ＡＴＰ；ボディピーＴＲ－Ｘ　ＳＥ；ＢＯ－ＰＲＯ（商
標）－１；ＢＯ－ＰＲＯ（商標）－３；ブリリアントスルホフラビン（Ｂｒｉｌｌｉａｎ
ｔ　Ｓｕｌｐｈｏｆｌａｖｉｎ）ＦＦ；ＢＴＣ；ＢＴＣ－５Ｎ；カルセイン；カルセイン
ブルー；カルシウムクリムゾン－－；カルシウムグリーン；カルシウムグリーン－１Ｃａ
２＋色素；カルシウムグリーン－２　Ｃａ２＋；カルシウムグリーン－５Ｎ　Ｃａ２＋；
カルシウムグリーン－Ｃ１８　Ｃａ２＋；カルシウムオレンジ；カルコフロールホワイト
；カルボキシ－Ｘ－ローダミン（５－ＲＯＸ）；カスケードブルー（商標）；カスケード
イエロー；カテコールアミン；ＣＣＦ２（ＧｅｎｅＢｌａｚｅｒ）；ＣＦＤＡ；ＣＦＰ（
シアン蛍光タンパク質）；ＣＦＰ／ＹＦＰ　ＦＲＥＴ；クロロフィル；クロモマイシンＡ
；クロモマイシンＡ；ＣＬ－ＮＥＲＦ；ＣＭＦＤＡ；セレンテラジン；セレンテラジンｃ
ｐ；セレンテラジンｆ；セレンテラジンｆｃｐ；セレンテラジンｈ；セレンテラジンｈｃ
ｐ；セレンテラジンｉｐ；セレンテラジンｎ；セレンテラジンＯ；クマリンファロイジン
；Ｃ－フィコシアニン；ＣＰＭ　Ｉメチルクマリン；ＣＴＣ；ＣＴＣホルマザン；Ｃｙ２
（商標）；Ｃｙ３．１　８；Ｃｙ３．５（商標）；Ｃｙ３（商標）；Ｃｙ５．１　８；Ｃ
ｙ５．５（商標）；Ｃｙ５（商標）；Ｃｙ７（商標）；シアンＧＦＰ；サイクリックＡＭ
Ｐ　フルオロセンサー（ＦｉＣＲｈＲ）；ダブシル；ダンシル；ダンシルアミン；ダンシ
ルカダベリン；ダンシルクロリド；ダンシルＤＨＰＥ；ダンシルフルオライド；ＤＡＰＩ
；ダポキシル（Ｄａｐｏｘｙｌ）；ダポキシル２；ダポキシル３’ＤＣＦＤＡ；ＤＣＦＨ
（ジクロロジヒドロフルオロセインジアセテート）；ＤＤＡＯ；ＤＨＲ（ジヒドローダミ
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ン（Ｄｉｈｙｄｏｒｈｏｄａｍｉｎｅ）１２３）；ジ－４－ＡＮＥＰＰＳ；ジ－８－ＡＮ
ＥＰＰＳ　（非レシオ）；ＤｉＡ（４－ジ１６－ＡＳＰ）；ジクロロジヒドロフルオレセ
インジアセテート（ＤＣＦＨ）；ＤｉＤ－親油性トレーサー；ＤｉＤ（ＤｉｌＣ１８（５
））；ＤＩＤＳ；ジヒドローダミン１２３（ＤＨＲ）；Ｄｉｌ（ＤｉｌＣ１８（３））；
Ｉジニトロフェノール；ＤｉＯ（ＤｉＯＣ１８（３））；ＤｉＲ；ＤｉＲ（ＤｉｌＣ１８
（７））；ＤＭ－ＮＥＲＦ（高ｐＨ）；ＤＮＰ；ドーパミン；ＤｓＲｅｄ；ＤＴＡＦ；Ｄ
Ｙ－６３０－ＮＨＳ；ＤＹ－６３５－ＮＨＳ；ＥＢＦＰ；ＥＣＦＰ；ＥＧＦＰ；ＥＬＦ９
７；エオシン；エリスロシン；エリスロシンＩＴＣ；臭化エチジウム；エチジウムホモ二
量体－１（ＥｔｈＤ－１）；オイクリシン（Ｅｕｃｈｒｙｓｉｎ）；オイコライト（Ｅｕ
ｋｏＬｉｇｈｔ）；ユウロピウム（１１１）クロリド；ＥＹＦＰ；ファストブルー（Ｆａ
ｓｔ　Ｂｌｕｅ）；ＦＤＡ；フォイルゲン（Ｆｅｕｌｇｅｎ）（Ｐａｒａｒｏｓａｎｉｌ
ｉｎｅ）；ＦＩＦ（ホルムアルデヒド（Ｆｏｒｍａｌｄｅｈｙｄ）誘導性蛍光）；ＦＩＴ
Ｃ；フラゾオレンジ（Ｆｌａｚｏ　Ｏｒａｎｇｅ）；Ｆｌｕｏ－３；Ｆｌｕｏ－４；フル
オレセイン（ＦＩＴＣ）；フルオレセインジアセテート；フルオロ－エメラルド；フルオ
ロ－ゴールド（ヒドロキシスチルバミジン）；フルオル－ルビー（Ｆｌｕｏｒ－Ｒｕｂｙ
）；フルオル（Ｆｌｕｏｒ）Ｘ；ＦＭ１－４３（商標）；ＦＭ４－４６；フラレッド（Ｆ
ｕｒａ　Ｒｅｄ）（商標）（高ｐＨ）；フラレッド（商標）／Ｆｌｕｏ－３；フラ（Ｆｕ
ｒａ）－２；フラ－２／ＢＣＥＣＦ；ゲナクリルブリリアントレッド（Ｇｅｎａｃｒｙｌ
　Ｂｒｉｌｌｉａｎｔ　Ｒｅｄ）Ｂ；ゲナクリルブリリアントイエロー（Ｇｅｎａｃｒｙ
ｌ　Ｂｒｉｌｌｉａｎｔ　Ｙｅｌｌｏｗ）１０ＧＦ；ゲナクリルピンク（Ｇｅｎａｃｒｙ
ｌ　Ｐｉｎｋ）３Ｇ；ゲナクリルイエロー（Ｇｅｎａｃｒｙｌ　Ｙｅｌｌｏｗ）５ＧＦ；
ジーンブレーザー（ＧｅｎｅＢｌａｚｅｒ）；（ＣＣＦ２）；ＧＦＰ（Ｓ６５Ｔ）；ＧＦ
Ｐ赤色偏移（ｒｓＧＦＰ）；ＧＦＰ野生型非ＵＶ励起（ｗｔＧＦＰ）；ＧＦＰ野生型、Ｕ
Ｖ励起（ｗｔＧＦＰ）；ＧＦＰｕｖ；グロキサン酸；グラニュラーブルー（Ｇｒａｎｕｌ
ａｒ　ｂｌｕｅ）；ヘマトポルフィリン；ヘキスト３３２５８；ヘキスト３３３４２；ヘ
キスト３４５８０；ＨＰＴＳ；ヒドロキシクマリン；ヒドロキシスチルバミジン（フルオ
ロゴールド（ＦｌｕｏｒｏＧｏｌｄ））；ヒドロキシトリプタミン；Ｉｎｄｏ－１、高カ
ルシウム；Ｉｎｄｏ－１低カルシウム；インドジカルボシアニン（ＤｉＤ）；インドトリ
カルボシアニン（ＤｉＲ）；イントラホワイト（Ｉｎｔｒａｗｈｉｔｅ）Ｃｆ；ＪＣ－１
；ＪＯ　ＪＯ－１；ＪＯ－ＰＲＯ－１；レーザープロ（ＬａｓｅｒＰｒｏ）；ロードダン
（Ｌａｕｒｏｄａｎ）；ＬＤＳ　７５１（ＤＮＡ）；ＬＤＳ７５１（ＲＮＡ）；ロイコホ
ール（Ｌｅｕｃｏｐｈｏｒ）ＰＡＦ；ロイコホールＳＦ；ロイコホールＷＳ；リサミンロ
ーダミン；リサミンローダミンＢ；カルセイン／エチジウムホモ二量体；ＬＯＬＯ－１；
ＬＯ－ＰＲＯ－１；ルシフェールイエロー（Ｌｕｃｉｆｅｒ　Ｙｅｌｌｏｗ）；リソトラ
ッカーブルー（Ｌｙｓｏ　Ｔｒａｃｋｅｒ　Ｂｌｕｅ）；リソトラッカーブルー－ホワイ
ト（Ｌｙｓｏ　Ｔｒａｃｋｅｒ　Ｂｌｕｅ－Ｗｈｉｔｅ）；リソトラッカーグリーン（Ｌ
ｙｓｏ　Ｔｒａｃｋｅｒ　Ｇｒｅｅｎ）；リソトラッカーレッド（Ｌｙｓｏ　Ｔｒａｃｋ
ｅｒ　Ｒｅｄ）；リソトラッカーイエロー（Ｌｙｓｏ　Ｔｒａｃｋｅｒ　Ｙｅｌｌｏｗ）
；リソセンサーブルー（ＬｙｓｏＳｅｎｓｏｒ　Ｂｌｕｅ）；リソセンサーグリーン（Ｌ
ｙｓｏＳｅｎｓｏｒ　Ｇｒｅｅｎ）；リソセンサーイエロー／ブルー（ＬｙｓｏＳｅｎｓ
ｏｒ　Ｙｅｌｌｏｗ／Ｂｌｕｅ）；マググリーン（Ｍａｇ　Ｇｒｅｅｎ）；マグダラレッ
ド（Ｍａｇｄａｌａ　Ｒｅｄ）（フロキシン（Ｐｈｌｏｘｉｎ　Ｂ）；マグ－フラレッド
（Ｍａｇ－Ｆｕｒａ　Ｒｅｄ）；マグ－フラ（Ｍａｇ－Ｆｕｒａ）－２；マグ－フラ－５
；マグ－インド（Ｍａｇ－Ｉｎｄｏ）－１；マグネシウムグリーン；マグネシウムオレン
ジ；マラカイトグリーン；マリーナブルー（Ｍａｒｉｎａ　Ｂｌｕｅ）；Ｉマキシロンブ
リリアントフラビン（Ｍａｘｉｌｏｎ　Ｂｒｉｌｌｉａｎｔ　Ｆｌａｖｉｎ）１０　ＧＦ
Ｆ；マキシロンブリリアントフラビン８　ＧＦＦ；メロシアニン（Ｍｅｒｏｃｙａｎｉｎ
）；メトキシクマリン；ミトトラッカーグリーン（Ｍｉｔｏｔｒａｃｋｅｒ　Ｇｒｅｅｎ
）ＦＭ；ミトトラッカーオレンジ（Ｍｉｔｏｔｒａｃｋｅｒ　Ｏｒａｎｇｅ）；ミトトラ
ッカーレッド（Ｍｉｔｏｔｒａｃｋｅｒ　Ｒｅｄ）；ミトラマイシン（Ｍｉｔｒａｍｙｃ
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ｉｎ）；モノブロモビマン；モノブロモビマン（ｍＢＢｒ－ＧＳＨ）；モノクロロビマン
；ＭＰＳ（メチルグリーンピロニンスチルベン）；ＮＢＤ；ＮＢＤ　アミン；ナイルレッ
ド（Ｎｉｌｅ　Ｒｅｄ）；ニトロベンゾキセジドール（Ｎｉｔｒｏｂｅｎｚｏｘｅｄｉｄ
ｏｌｅ）；ノルアドレナリン；ヌクレアファストレッド（Ｎｕｃｌｅｒ　Ｆａｓｔ　Ｒｅ
ｄ）；ｉヌクレアイエロー（Ｎｕｃｌｅｒ　Ｙｅｌｌｏｗ）；ナイロサンブリリアントラ
ビン（Ｎｙｌｏｓａｎ　Ｂｒｉｌｌｉａｎｄ　ｌａｖｉｎ）Ｅ８Ｇ；オレゴングリーン（
Ｏｒｅｇｏｎ　Ｇｒｅｅｎ）（商標）；オレゴングリーン（商標）４８８；オレゴングリ
ーン（商標）５００；オレゴングリーン（商標）５１４；パシフィックブルー（Ｐａｃｉ
ｆｉｃ　Ｂｌｕｅ）；パラロサニリン（Ｐａｒａｒｏｓａｎｉｌｉｎｅ）（フォイルゲン
）；ＰＢＦＩ；ＰＥ－Ｃｙ５；ＰＥ－Ｃｙ７；ＰｅｒＣＰ；ＰｅｒＣＰ－Ｃｙ５．５；Ｐ
Ｅ－テキサスレッド（Ｒｅｄ　６１３）；フロキシン（Ｐｈｌｏｘｉｎ）Ｂ（マグダラレ
ッド（Ｍａｇｄａｌａ　Ｒｅｄ））；ホルウィット（Ｐｈｏｒｗｉｔｅ）ＡＲ；ホルウィ
ットＢＫＬ；ホルウィットＲｅｖ；ホルウィットＲＰＡ；ホスフィン３Ｒ；フォトレジス
ト（ＰｈｏｔｏＲｅｓｉｓｔ）；フィコエリトリンＢ［ＰＥ］；フィコエリトリンＲ［Ｐ
Ｅ］；ＰＫＨ２６（Ｓｉｇｍａ）；ＰＫＨ６７；ＰＭＩＡ；ポントクロムブルーブラック
（Ｐｏｎｔｏｃｈｒｏｍｅ　Ｂｌｕｅ　Ｂｌａｃｋ）；ＰＯＰＯ－１；ＰＯＰＯ－３；Ｐ
Ｏ－ＰＲＯ－１；ＰＯ－１ＰＲＯ－３；プリムリン（Ｐｒｉｍｕｌｉｎｅ）；プロシオン
イエロー（Ｐｒｏｃｉｏｎ　Ｙｅｌｌｏｗ
）；プロピジウムイオディド（Ｐｒｏｐｉｄｉｕｍ　Ｉｏｄｉｄ）（ＰＩ）；ＰｙＭＰＯ
；ピレン（Ｐｙｒｅｎｅ）；ピロニン（Ｐｙｒｏｎｉｎｅ）；ピロニンＢ；ピロザルブリ
リアントフラビン（Ｐｙｒｏｚａｌ　Ｂｒｉｌｌｉａｎｔ　Ｆｌａｖｉｎ）７ＧＦ；ＱＳ
Ｙ７；キナクリンマスタード；レゾルフィン；ＲＨ４１４；Ｒｈｏｄ－２；ローダミン；
ローダミン１１０；ローダミン１２３；ローダミン５ＧＬＤ；ローダミン６Ｇ；ローダミ
ンＢ；ローダミンＢ２００；ローダミンＢエクストラ；ローダミンＢＢ；ローダミンＢＧ
；ローダミングリーン；ローダミンファリシジン（Ｐｈａｌｌｉｃｉｄｉｎｅ）；ローダ
ミン：ファロイジン；ローダミンレッド；ローダミンＷＴ；ローズベンガル；Ｒ－フィコ
シアニン；Ｒ－フィコエリトリン（ＰＥ）；ｒｓＧＦＰ；Ｓ６５Ａ；Ｓ６５Ｃ；Ｓ６５Ｌ
；Ｓ６５Ｔ；サファイアＧＦＰ；ＳＢＦＩ；セロトニン；セブロンブリリアントレッド（
Ｓｅｖｒｏｎ　Ｂｒｉｌｌｉａｎｔ　Ｒｅｄ）２Ｂ；セブロンブリリアントレッド４Ｇ；
セブロン（Ｓｅｖｒｏｎ）Ｉブリリアントレッド（Ｂｒｉｌｌｉａｎｔ　Ｒｅｄ）Ｂ；セ
ブロンオレンジ（Ｓｅｖｒｏｎ　Ｏｒａｎｇｅ）；セブロンイエロー（Ｓｅｖｒｏｎ　Ｙ
ｅｌｌｏｗ）Ｌ；ｓｇＢＦＰ（商標）（スーパーグロー（ｓｕｐｅｒ　ｇｌｏｗ）ＢＦＰ
；ｓｇＧＦＰ（商標）（スーパーグローＧＦＰ）；ＳＩＴＳ（プリムリン（Ｐｒｉｍｌｉ
ｎｅ）；スチルベンイソチオスルホン酸）；ＳＮＡＦＬカルセイン；ＳＮＡＦＬ－１；Ｓ
ＮＡＦＬ－２；ＳＮＡＲＦカルセイン；ＳＮＡＲＦ１；ナトリウムグリーン；スペクトラ
ムアクア（ＳｐｅｃｔｒｕｍＡｑｕａ）；スペクトラムグリーン（ＳｐｅｃｔｒｕｍＧｒ
ｅｅｎ）；スペクトラムオレンジ（ＳｐｅｃｔｒｕｍＯｒａｎｇｅ）；スペクトラムレッ
ド（Ｓｐｅｃｔｒｕｍ　Ｒｅｄ）；ＳＰＱ（６－メトキシ－Ｎ－（３スルホプロピル）キ
ノリニウム）；スチルベン；スルホローダミンＢ及びＣ；スルホローダミンエクストラ；
ＳＹＴＯ１１；ＳＹＴＯ１２；ＳＹＴＯ１３；ＳＹＴＯ１４；ＳＹＴＯ１５；ＳＹＴＯ１
６；ＳＹＴＯ１７；ＳＹＴＯ１８；ＳＹＴＯ２０；ＳＹＴＯ２１；ＳＹＴＯ２２；ＳＹＴ
Ｏ２３；ＳＹＴＯ２４；ＳＹＴＯ２５；ＳＹＴＯ４０；ＳＹＴＯ４１；ＳＹＴＯ４２；Ｓ
ＹＴＯ４３；ＳＹＴＯ４４；ＳＹＴＯ４５；ＳＹＴＯ５９；ＳＹＴＯ６０；ＳＹＴＯ６１
；ＳＹＴＯ６２；ＳＹＴＯ６３；ＳＹＴＯ６４；ＳＹＴＯ８０；ＳＹＴＯ８１；ＳＹＴＯ
８２；ＳＹＴＯ８３；ＳＹＴＯ８４；ＳＹＴＯ８５；ＳＹＴＯＸブルー；ＳＹＴＯＸグリ
ーン；ＳＹＴＯＸオレンジ；テトラサイクリン；テトラメチルローダミン（ＴＲＩＴＣ）
；テキサスレッド（商標）；テキサスレッド－Ｘ（商標）コンジュゲート；チアジカルボ
シアニン（ＤｉＳＣ３）；チアジンレッドＲ；チアゾールオレンジ；チオフラビン５；チ
オフラビンＳ；チオフラビンＴＯＮ；チオライト（Ｔｈｉｏｌｙｔｅ）；チオゾールオレ
ンジ（Ｔｈｉｏｚｏｌｅ　Ｏｒａｎｇｅ）；チノポール（Ｔｉｎｏｐｏｌ）ＣＢＳ（カル
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コフロールホワイト）；ＴＩＥＲ；ＴＯ－ＰＲＯ－１；ＴＯ－ＰＲＯ－３；ＴＯ－ＰＲＯ
－５；ＴＯＴＯ－１；ＴＯＴＯ－３；トリカラー（ＴｒｉＣｏｌｏｒ）（ＰＥ－Ｃｙ５）
；ＴＲＩＴＣテトラメチルロダミネルソチオシアネート（ＲｏｄａｍｉｎｅｌｓｏＴｈｉ
ｏＣｙａｎａｔｅ）；トルーブルー（Ｔｒｕｅ　Ｂｌｕｅ）；トルーレッド（Ｔｒｕ　Ｒ
ｅｄ）；ウルトラライト（Ｕｌｔｒａｌｉｔｅ）；ウラニン（Ｕｒａｎｉｎｅ）Ｂ；ユビ
テックス（Ｕｖｉｔｅｘ）ＳＦＣ；ｗｔ　ＧＦＰ；ＷＷ７８１；Ｘ－ローダミン；ＸＲＩ
ＴＣ；キシレンオレンジ；Ｙ６６Ｆ；Ｙ６６Ｈ；Ｙ６６Ｗ；イエローＧＦＰ；ＹＦＰ；Ｙ
Ｏ－ＰＲＯ－１；ＹＯ－ＰＲＯ３；ＹＯＹＯ－１；ＹＯＹＯ－３；Ｓｙｂｒ　Ｇｒｅｅｎ
；チアゾールオレンジ（インターキレート（ｉｎｔｅｒｃｈｅｌａｔｉｎｇ）色素）；量
子ドットなどの半導体ナノ粒子；又はケージドフルオロフォア（光又はその他の電磁エネ
ルギー源で活性化され得る）又はそれらの組合せが挙げられる。
【００１８】
　[0022]融合タンパク質：本明細書において使用されるように、用語「融合タンパク質」
とは、一般に、各々が、（１）天然に存在する、及び／又は（２）ポリペプチドの機能的
ドメインを表すペプチド部分に対して高度のアミノ酸同一性を示す、少なくとも２つのセ
グメントを含むポリペプチドを指す。通常、少なくとも２つのこのようなセグメントを含
有するポリペプチドは、２つのセグメントが、（１）同一ペプチド中に天然には含まれな
い、及び／又は（２）単一ポリペプチドに互いにこれまでは連結していなかった、及び／
又は（３）人の手の作用によって互いに連結された部分である場合に融合タンパク質であ
ると考えられる。
【００１９】
　[0023]遺伝子：本明細書において使用されるように、用語「遺伝子」は、当技術分野で
理解されるような意味を有する。用語「遺伝子」は、遺伝子調節配列（例えば、プロモー
ター、エンハンサーなど）及び／又はイントロン配列を含み得るということは、当業者に
は理解される。遺伝子の定義は、タンパク質をコードしないが、ｔＲＮＡ、ＲＮＡｉ誘導
物質などといった機能的ＲＮＡ分子をコードする核酸への言及を含むということもさらに
理解される。明確にするために、本発明者らは、本出願において使用されるように、用語
「遺伝子」は、一般に、タンパク質をコードする核酸の部分を指し、この用語は、当業者
には文脈から明確であるように、所望により、調節配列を包含し得るということを注記す
る。この定義は、用語「遺伝子」の非タンパク質をコードする発現ユニットへの適用を排
除することを意図するものではなく、ほとんどの場合、この用語は、本文書において使用
されるように、タンパク質をコードする核酸を指すことを明確にすることを意図するもの
である。
【００２０】
　[0024]遺伝子産物又は発現産物：本明細書において使用されるように、用語「遺伝子産
物」又は「発現産物」とは、一般に、遺伝子から転写されたＲＮＡ（プロセシング前及び
／又はプロセシング後）又は遺伝子から転写されたＲＮＡによってコードされるポリペプ
チド（修飾前及び／又は修飾後）を指す。
【００２１】
　[0025]ハイスループット：本明細書において使用されるように、用語「ハイスループッ
ト」とは、各個々のサンプルを形式化すること、調製ステップ及び複雑化を最小にするこ
と、アッセイ結果を並行して又は矢継ぎ早に評価することが、重要になるような多数のア
ッセイを用いる調査を幅広く指す。ハイスループット試験は、一般に、１つのアッセイの
調製、実行、測定及びデータ収集がすべて完了され、その後、次の物質に関するアッセイ
が行われる単一の個々によるアッセイなどの手作業の、１つずつのアッセイを含まない。
ハイスループットは、通常、例えば、サンプルのバッチ（例えば、２４種、９６種、３８
４種又はそれを超える試験サンプル）が調製され、測定される任意のアッセイを含む。こ
のような試験サンプルにおいて試験を形式化することとは、自動化の支援などを借りて、
並行した、又は矢継ぎ早の測定を可能にすることによってアッセイプロセスを促進するこ
とを意味する。
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【００２２】
　[0026]免疫原性：本明細書において使用されるように、用語「免疫原性」とは、非宿主
実体（例えば、ＨＣＭＶ抗原）に対して宿主動物において免疫応答を生じさせることがで
きることを意味する。特定の実施形態では、この免疫応答は、特定の感染性生物（例えば
、ＨＣＭＶ）に対するワクチンによって誘発される感染防御免疫の基礎を形成する。
【００２３】
　[0027]免疫応答：本明細書において使用されるように、用語「免疫応答」とは、動物に
おいて誘発された応答を指す。免疫応答は、細胞性免疫、体液性免疫を指し得、又は両方
を含み得る。免疫応答はまた、免疫系の一部に限定され得る。例えば、特定の実施形態で
は、免疫原性組成物は、ＩＦＮｙ応答の増大を誘導し得る。特定の実施形態では、免疫原
性組成物は、粘膜ＩｇＡ応答（例えば、鼻腔及び／又は直腸洗浄において測定されるよう
な）を誘導し得る。特定の実施形態では、免疫原性組成物は、全身性ＩｇＧ応答（例えば
、血清において測定されるような）を誘導し得る。特定の実施形態では、免疫原性組成物
は、ウイルス中和抗体又は中和抗体応答を誘導し得る。
【００２４】
　[0028]改善、増大又は低減：本明細書において、用語「改善」、「増大」又は「低減」
又は文法上の同等物は、本明細書に記載された治療の開始前の同一個体における測定値又
は本明細書に記載された治療の非存在下での対照個体（又は複数の対照個体）における測
定値などのベースライン測定値に対する値を示す。
【００２５】
　[0029]個体、対象、患者：本明細書において使用されるように、用語「対象」、「個体
」又は「患者」とは、ヒト又は非ヒト哺乳類対象を指す。治療されている個体（「患者」
又は「対象」とも呼ばれる）は、疾患、例えば、ＨＣＭＶ感染を患っている個体（胎児、
乳児、小児、青年又は成体）である。いくつかの実施形態では、対象は、ＨＣＭＶ感染の
リスクにある。いくつかの実施形態では、対象は、免疫抑制対象である。例えば、いくつ
かの実施形態では、免疫抑制対象は、ＨＩＶ感染した対象、ＡＩＤＳ患者、移植レシピエ
ント、小児対象及び妊娠中の対象からなる群から選択される。いくつかの実施形態では、
対象は、ＨＣＭＶ感染に曝露されている。いくつかの実施形態では、対象は、ヒトである
。
【００２６】
　[0030]単離：本明細書において使用されるように、用語「単離」とは、（１）最初に製
造されたときに（天然に、及び／又は実験的設定においてに関わらず）関連していた成分
の少なくとも一部から分離されている、及び／若しくは（２）人の手によって製造された
、調製された、及び／若しくは作製された物質並びに／又は実体を指す。単離された物質
及び／又は実体は、最初に関連しているその他の成分のうち約１０％、約２０％、約３０
％、約４０％、約５０％、約６０％、約７０％、約８０％、約９０％、約９１％、約９２
％、約９３％、約９４％、約９５％、約９６％ｏ、約９７％、約９８％、約９９％又は約
９９％超から分離され得る。いくつかの実施形態では、単離された作用物質は、約８０％
、約８５％、約９０％、約９１％、約９２％、約９３％、約９４％、約９５％、約９６％
、約９７％、約９８％、約９９％又は約９９％超純粋である。本明細書において使用され
るように、物質は、その他の成分を実質的に含まない場合に「純粋」である。本明細書に
おいて使用されるように、単離された物質及び／又は実体の純度パーセントの算出は、賦
形剤（例えば、バッファー、溶媒、水など）を含んではならない。
【００２７】
　[0031]リンカー：本明細書において使用されるように、用語「リンカー」とは、例えば
、融合タンパク質中の、天然タンパク質において特定の位置に現れるもの以外の適当な長
さの、一般に、可動性であること及び／又はα－ヘリックスなどの構造を２種のタンパク
質部分の間に挿入されることが設計されているアミノ酸配列を指す。一般に、リンカーは
、融合タンパク質の２種以上のドメインが、各ドメインの生物活性の５０％、５５％、６
０％、６５％、７０％、７５％、８０％、８５％、９０％、９５％又はそれ以上を保持す
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ることを可能にする。リンカーはまた、スペーサーと呼ぶこともある。
【００２８】
　[0032]核酸：本明細書において使用されるように、用語「核酸」は、広い意味で、オリ
ゴヌクレオチド鎖であるか、又はそれに組み込まれ得る任意の化合物及び／又は物質を指
す。いくつかの実施形態では、核酸は、オリゴヌクレオチド鎖であるか、ホスホジエステ
ル結合を介してそれに組み込まれ得る化合物及び／又は物質である。いくつかの実施形態
では、「核酸」とは、個々の核酸残基（例えば、ヌクレオチド及び／又はヌクレオシド）
を指す。いくつかの実施形態では、「核酸」とは、個々の核酸残基を含むオリゴヌクレオ
チド鎖を指す。本明細書において使用されるように、用語「オリゴヌクレオチド」及び「
ポリヌクレオチド」は、同義的に使用され得る。いくつかの実施形態では、「核酸」は、
ＲＮＡ並びに一本鎖及び／又は二本鎖ＤＮＡ及び／又はｃＤＮＡを包含する。さらに、用
語「核酸」、「ＤＮＡ」、「ＲＮＡ」及び／又は同様の用語は、核酸類似体、すなわち、
ホスホジエステル主鎖以外を有する類似体を含む。例えば、当技術分野で公知であり、主
鎖中に、リン酸ジエステル結合の代わりにペプチド結合を有する、いわゆる「ペプチド核
酸」は、本開示の範囲内と考えられる。用語「アミノ酸配列をコードするヌクレオチド配
列」は、互いの縮重型である、及び／又は同一アミノ酸配列をコードするすべてのヌクレ
オチド配列を含む。タンパク質及び／又はＲＮＡをコードするヌクレオチド配列は、イン
トロンを含み得る。核酸は、天然供給源から精製され得る、組換え発現系を使用して製造
され、所望により、精製され得、化学合成などされ得る。必要に応じて、例えば、化学合
成された分子の場合には、核酸は、化学的に修飾された塩基又は糖、主鎖修飾などを有す
る類似体などのヌクレオシド類似体を含み得る。核酸配列は、特に断りのない限り５’か
ら３’方向に提示される。用語「核酸セグメント」は、本明細書において、長い核酸配列
の一部である核酸配列を指すよう使用される。多数の実施形態では、核酸セグメントは、
少なくとも３、４、５、６、７、８、９、１０個又はそれを超える残基を含む。いくつか
の実施形態では、核酸は、天然ヌクレオシド（例えば、アデノシン、チミジン、グアノシ
ン、シチジン、ウリジン、デオキシアデノシン、デオキシチミジン、デオキシグアノシン
及びデオキシシチジン）；ヌクレオシド類似体（例えば、２－アミノアデノシン、２－チ
オチミジン、イノシン、ピロロ－ピリミジン、３－メチルアデノシン、５－メチルシチジ
ン、Ｃ－５プロピニル－シチジン、Ｃ－５プロピニル－ウリジン、２－アミノアデノシン
、Ｃ５－ブロモウリジン、Ｃ５－フルオロウリジン、Ｃ５－ヨードウリジン、Ｃ５－プロ
ピニル－ウリジン、Ｃ５－プロピニル－シチジン、Ｃ５－メチルシチジン、２－アミノア
デノシン、７－デアザアデノシン、７－デアザグアノシン、８－オキソアデノシン、８－
オキソグアノシン、０（６）－メチルグアニン及び２－チオシチジン）；化学的に修飾さ
れた塩基；生物学的に修飾された塩基（例えば、メチル化塩基）；介在塩基；修飾された
糖（例えば、２’－フルオロリボース、リボース、２’－デオキシリボース、アラビノー
ス及びヘキソース）；及び／又は修飾されたリン酸基（例えば、ホスホロチオエート及び
５’－Ｎ－ホスホルアミダイト結合）であるか、又はそれを含む。いくつかの実施形態で
は、本開示は、送達を促進又は達成するよう化学的に修飾されていない核酸（例えば、ヌ
クレオチド及び／又はヌクレオシドを含む、ポリヌクレオチド及び残基）を意味する「修
飾されていない核酸」を具体的に対象とする。
【００２９】
　[0033]医薬上許容される：本明細書において使用されるように、用語「医薬上許容され
る」とは、過度の毒性、刺激作用、アレルギー反応又はその他の問題若しくは合併症を伴
わず、妥当なリスク・ベネフィット比に釣り合った、健全な医学的判断の範囲内で、ヒト
及び動物の組織との接触において使用するのに適している物質を指す。
【００３０】
　[0034]ポリペプチド：本明細書において使用されるように、「ポリペプチド」は、一般
的に言えば、ペプチド結合によって互いに結合している一連の少なくとも２個のアミノ酸
である。いくつかの実施形態では、ポリペプチドは、各々が少なくとも１つのペプチド結
合によって別のものと結合している、少なくとも３～５個のアミノ酸を含み得る。当業者
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ならば、ポリペプチドは、ポリペプチド鎖に組み込まれることができるかどうかに関わら
ず、「非天然」アミノ酸又はその他の実体を所望により含むこともあるということは理解
する。
【００３１】
　[0035]実質的相同性：語句「実質的相同性」とは、本明細書において、アミノ酸又は核
酸配列間の比較を指すよう使用される。当業者には理解されるように、一般に、２種の配
列は、それらが、対応する位置において相同な残基を含有する場合に、「実質的に相同で
ある」と考えられる。相同な残基は、同一残基であってもよい。或いは、相同な残基は、
適宜同様の構造的及び／又は機能的特徴を有する非同一残基であってもよい。例えば、当
業者には周知であるように、特定のアミノ酸は、通常、「疎水性」又は「親水性」アミノ
酸として、及び／又は「極性」又は「非極性」側鎖を有するとして分類される。あるアミ
ノ酸の、同一種類の別のものとの置換は、「相同」置換と考えられ得ることが多い。
【００３２】
　[0036]この技術分野では周知であるように、アミノ酸又は核酸配列は、ヌクレオチド配
列のためのＢＬＡＳＴＮ及びアミノ酸配列のためのＢＬＡＳＴＰ、ｇａｐｐｅｄＢＬＡＳ
Ｔ及びＰＳＩ－ＢＬＡＳＴなどの市販のコンピュータプログラム中で入手可能なものを含
めた種々のアルゴリズムのいずれかを使用して比較され得る。例示的なこのようなプログ
ラムは、Ａｌｔｓｃｈｕｌら、Ｂａｓｉｃ　ｌｏｃａｌ　ａｌｉｇｎｍｅｎｔ　ｓｅａｒ
ｃｈ　ｔｏｏｌ、Ｊ．　Ｍｏｌ．　Ｂｉｏｌ、２１５巻（３号）：４０３～４１０頁、１
９９０年；Ａｌｔｓｃｈｕｌら、Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ；Ａｌｔ
ｓｃｈｕｌら、「Ｇａｐｐｅｄ　ＢＬＡＳＴ　ａｎｄ　ＰＳＩ－ＢＬＡＳＴ：　ａ　ｎｅ
ｗ　ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｄａｔａｂａｓｅ　ｓｅａｒｃｈ　
ｐｒｏｇｒａｍｓ」、Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．　２５巻：３３８９～３４
０２頁、１９９７年；Ｂａｘｅｖａｎｉｓら、Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ：Ａ　Ｐｒ
ａｃｔｉｃａｌ　Ｇｕｉｄｅ　ｔｏ　ｔｈｅ　Ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　Ｇｅｎｅｓ　ａ
ｎｄ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ、Ｗｉｌｅｙ、１９９８年；及びＭｉｓｅｎｅｒら（編）、Ｂｉ
ｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ａｎｄ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　（Ｍｅｔｈ
ｏｄｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ、１３２巻）、Ｈｕｍａｎａ　Ｐｒ
ｅｓｓ、１９９９年に記載されている。上記のプログラムは、相同配列を同定することに
加えて、通常、相同性の程度の指標を提供する。いくつかの実施形態では、２種の配列は
、対応する残基のうち、少なくとも５０％、５５％、６０％、６５％、７０％、７５％、
８０％、８５％、９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、
９８％、９９％又はそれ以上が、残基の関連する一続きにわたって相同である場合に、実
質的に相同であると考えられる。いくつかの実施形態では、関連する一続きは、完全配列
である。いくつかの実施形態では、関連する一続きは、少なくとも１０、１５、２０、２
５、３０、３５、４０、４５、５０、５５、６０、６５、７０、７５、８０、８５、９０
、９５、１００、１２５、１５０、１７５、２００、２２５、２５０、２７５、３００、
３２５、３５０、３７５、４００、４２５、４５０、４７５、５００個又はそれを超える
残基である。
【００３３】
　[0037]実質的同一性：語句「実質的同一性」とは、本明細書において、アミノ酸又は核
酸配列間の比較を指すよう使用される。当業者には理解されるように、２種の配列は、一
般に、対応する位置に同一残基を含有する場合に「実質的に同一である」と考えられる。
当技術分野では周知であるように、アミノ酸又は核酸配列は、ヌクレオチド配列のための
ＢＬＡＳＴＮ及びアミノ酸配列のためのＢＬＡＳＴＰ、ｇａｐｐｅｄＢＬＡＳＴ及びＰＳ
Ｉ－ＢＬＡＳＴなどの市販のコンピュータプログラム中で入手可能なものを含めた種々の
アルゴリズムのいずれかを使用して比較され得る。例示的なこのようなプログラムは、Ａ
ｌｔｓｃｈｕｌら、Ｂａｓｉｃ　ｌｏｃａｌ　ａｌｉｇｎｍｅｎｔ　ｓｅａｒｃｈ　ｔｏ
ｏｌ、Ｊ．　Ｍｏｌ．　Ｂｉｏｌ、２１５巻（３号）：４０３～４１０頁、１９９０年；
Ａｌｔｓｃｈｕｌら、Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ；Ａｌｔｓｃｈｕｌ
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ら、Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．　２５巻：３３８９～３４０２頁、１９９７
年；Ｂａｘｅｖａｎｉｓら、Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ：Ａ　Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　
Ｇｕｉｄｅ　ｔｏ　ｔｈｅ　Ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　Ｇｅｎｅｓ　ａｎｄ　Ｐｒｏｔｅ
ｉｎｓ、Ｗｉｌｅｙ、１９９８年；及びＭｉｓｅｎｅｒら（編）、Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａ
ｔｉｃｓ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ａｎｄ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　（Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｍ
ｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ、１３２巻）、Ｈｕｍａｎａ　Ｐｒｅｓｓ、１９９９
年に記載されている。上記のプログラムは、同一配列を同定することに加えて、通常、同
一性の程度の指標を提供する。いくつかの実施形態では、２種の配列は、対応する残基の
うち、少なくとも５０％、５５％、６０％、６５％、７０％、７５％、８０％、８５％、
９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％、９９％又
はそれ以上が、残基の関連する一続きにわたって同一である場合に、実質的に同一である
と考えられる。いくつかの実施形態では、関連する一続きは、完全配列である。いくつか
の実施形態では、関連する一続きは、少なくとも１０、１５、２０、２５、３０、３５、
４０、４５、５０、５５、６０、６５、７０、７５、８０、８５、９０、９５、１００、
１２５、１５０、１７５、２００、２２５、２５０、２７５、３００、３２５、３５０、
３７５、４００、４２５、４５０、４７５、５００個又はそれを超える残基である。
【００３４】
　[0038]患っている：疾患、障害又は状態（例えば、ＨＣＭＶ感染）を「患っている」個
体は、疾患、障害又は状態の１種又は複数の症状を有すると診断されている、及び／又は
示す。
【００３５】
　[0039]に対して感受性がある：疾患、障害又は状態（例えば、ＨＣＭＶ感染）「に対し
て感受性がある」個体は、疾患、障害又は状態を発症するリスクにある。いくつかの実施
形態では、疾患、障害又は状態に対して感受性がある個体は、疾患、障害又は状態の任意
の症状を示さない。いくつかの実施形態では、疾患、障害又は状態に対して感受性がある
個体は、疾患、障害及び／又は状態を有すると診断されていない。いくつかの実施形態で
は、疾患、障害又は状態に対して感受性がある個体は、疾患、障害又は状態の発症と関連
する条件に曝露された個体である（例えば、個体は、ＨＣＭＶに曝露されている）。
【００３６】
　[0040]症状が低減される：本開示によれば、特定の疾患、障害又は状態の１種又は複数
の症状の規模（例えば、強度、重篤度など）又は頻度が低減される場合に「症状が低減さ
れる」。明確にするために、特定の症状の発生の遅延は、その症状の頻度の低減の１つの
形態と考えられる。本開示が、症状が排除される症例のみに制限されることは意図されな
い。本開示は、１種又は複数の症状が、完全に排除されなくとも、低減される（それによ
って対象の状態が「改善される」）ような治療を明確に考慮する。
【００３７】
　[0041]治療上有効な量：本明細書において使用されるように、用語「治療上有効な量」
とは、任意の医学的処置に適用できる妥当なリスク・ベネフィット比で、治療された対象
に治療効果を付与するのに十分な量を指す。治療効果は、客観的なもの（すなわち、何ら
かの試験又はマーカーによって測定可能）である場合も、主観的なもの（すなわち、対象
が、効果の指標を与えるか、効果を感じる）である場合もある。特に、「治療上有効な量
」とは、疾患と関連する症状を回復させること、疾患の発症を予防又は遅延させること及
び／又は疾患の症状の重篤度若しくは頻度を減少させることなどによって、所望の疾患又
は状態を治療する、回復させる、若しくは予防するのに、又は検出可能な治療又は予防効
果を示すのに有効な治療用タンパク質又は組成物の量を指す。治療上有効な量は、複数の
単位用量を含み得る投与計画で一般に投与される。任意の特定の免疫原性組成物について
は、治療上有効な量（及び／又は有効な投与計画内の適当な単位用量）は、例えば、投与
経路に応じて、その他の医薬品との組合せに応じて変わり得る。また、任意の特定の患者
のための特定の治療上有効な量（及び／又は単位用量）は、治療されている障害及び障害
の重篤度；使用される特定の医薬品の活性；使用される特定の組成物；患者の年齢、体重
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、全身の健康状態、性別及び食事；投与時間、投与経路及び／又は使用される特定の免疫
原性組成物の排泄若しくは代謝の速度；治療期間；及び医学の技術分野において周知であ
る同様の因子を含めた種々の因子に応じて変わり得る。
【００３８】
　[0042]治療：本明細書において使用されるように、用語「治療」（また、「治療する」
又は「治療している」）とは、特定の疾患、障害及び／又は状態（例えば、ＨＣＭＶ感染
）の１種若しくは複数の症状若しくは特徴又は疾患への素因を、部分的若しくは完全に緩
和する、回復させる、軽減する、阻害する、その発症を遅延させる、その重篤度を低減す
る及び／又はその罹患率を低減する免疫原性組成物の任意の投与を指す。このような治療
は、関連疾患、障害及び／又は状態の徴候を示さない対象のもの、及び／又は疾患、障害
、及び／又は状態の早期徴候のみを示す対象のものであり得る。或いは、又はさらに、こ
のような治療は、関連疾患、障害及び／又は状態の１種又は複数の確立された徴候を示す
対象のものであり得る。特定の実施形態では、用語「治療している」とは、患者のワクチ
ン接種を指す。
【００３９】
　[0043]指向性：本明細書において使用されるように、ウイルス及びその他の病原体に関
連して、用語「指向性」又は「宿主指向性」又は「細胞指向性」とは、一般に、ウイルス
又は病原体の、特定の細胞型に感染する能力を指す。指向性は、ウイルス又は病原体が、
特定の宿主種又はそれらの種内の特定の細胞型を優先的に標的とするよう進化した方法を
指す場合もある。例えば、ＨＣＭＶは、通常、実質的にあらゆる臓器の実質細胞、結合組
織細胞及び種々の造血細胞型を含めた、その宿主内の際立って広い細胞範囲に感染できる
。上皮細胞、内皮細胞、線維芽細胞及び平滑筋細胞が、ウイルス複製の主な標的である。
しかし、種々の細胞の指向性は、例えば、ＵＬ１２８～１３１遺伝子座内の変更から、異
なるＨＣＭＶ株の間で大きく変わる。いくつかの実施形態では、ＨＣＭＶ株は、線維芽細
胞に感染できるが、上皮細胞及び／又は内皮細胞には感染できない。いくつかの実施形態
では、ＨＣＭＶ株は、線維芽細胞、上皮細胞及び内皮細胞に感染できる。
【００４０】
　[0044]ワクチン接種：本明細書において使用されるように、用語「ワクチン接種」とは
、例えば、疾患を引き起こす物質（例えば、ＨＣＭＶ）に対する免疫応答を生じさせるよ
う意図される組成物の投与を指す。本開示の目的上、ワクチン接種は、疾患を引き起こす
作用物質に対する曝露の前、その間及び／又はその後に、特定の実施形態では、作用物質
に対する曝露の前、その間及び／又はそのすぐ後に投与され得る。いくつかの実施形態で
は、ワクチン接種は、ワクチン接種組成物の、適宜、時間間隔のあいた複数回の投与を含
む。
【００４１】
　[0045]ベクター：本明細書において使用されるように、「ベクター」とは、結合してい
る別の核酸を輸送できる核酸分子を指す。いくつかの実施形態では、ベクターは、真核細
胞及び／又は原核細胞などの宿主細胞において、連結された核酸を染色体外複製及び／又
は発現できる。作動可能に連結している遺伝子の発現を指示できるベクターは、本明細書
において「発現ベクター」と呼ばれる。
【００４２】
［特定の実施形態の詳細な説明］
　[0046]とりわけ、本開示内容は、宿主細胞におけるＨＣＭＶ感染のレベルを決定するの
に、拡張して、サンプル中に存在する中和抗体のレベルを決定するのに有用な方法を提供
する。本開示内容は、蛍光部分を有するＨＣＭＶウイルスによって、ウイルス感染の検出
が可能になる（例えば、宿主細胞をウイルスと接触させた後に細胞中の蛍光を評価するこ
とによって）という認識を包含する。いくつかの実施形態では、ＨＣＭＶ感染のレベルは
、ウイルスが、対象から得た試験サンプル（例えば、血清サンプル）とともにプレインキ
ュベートされている蛍光検出によって決定される。いくつかの実施形態では、対象は候補
ＨＣＭＶワクチンが投与されている。
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【００４３】
Ｉ．ＨＣＭＶ感染及びワクチン
　[0047]ヒトサイトメガロウイルス（ＨＣＭＶ）、β－ヘルペスウイルスは、普遍的に生
じる病原体である。一般に、細胞へのヘルペスウイルスの侵入は、吸着及び受容体結合と
、それに続く、ウイルスエンベロープの細胞膜との融合によって開始される複雑なプロセ
スである。融合は、一般に、原形質膜又はエンドソーム膜のいずれかで起こる。ＨＣＭＶ
は、ｉｎ　ｖｉｖｏで、上皮細胞、内皮細胞及び線維芽細胞を含めた複数の細胞種に感染
する（Ｐｌａｃｈｔｅｒ　Ｂら、１９９６年　Ａｄｖ　Ｖｉｒｕｓ　Ｒｅｓ　４６巻：１
９５～２６１頁）。線維芽細胞の原形質膜と融合し（Ｃｏｍｐｔｏｎ　Ｔら、１９９２年
　Ｖｉｒｏｌｏｇｙ　１９１巻　：３８７～３９５頁）、エンドサイトーシスによって網
膜色素上皮細胞及び臍帯静脈内皮細胞に侵入する（Ｂｏｄａｇｈｉ　Ｂら、１９９９年　
Ｊ　Ｉｍｍｕｎｏｌ　１６２巻：９５７～９６４頁；Ｒｙｃｋｍａｎ　ＢＪら、２００６
年　Ｊ　Ｖｉｒｏｌ　８０巻：７１０～７２２頁）。ヘルペスウイルスがその侵入経路を
選択する機序は、依然としてわかっていない。一般に、侵入経路は主に宿主細胞によって
決定されると考えられているが、ビリオン糖タンパク質の向性の役割の証拠がある（Ｗａ
ｎｇ　Ｘら、１９９８年　Ｊ　Ｖｉｒｏｌ　７２巻：５５５２～５５５８頁）。ＨＣＭＶ
は、２種のｇＨ／ｇＬ複合体：ｇＨ／ｇＬ／ｇＯ及びｇＨ／ｇＬ／ＵＬ１２８／ＵＬ１３
０／ＵＬ１３１をコードする。ｇＯ含有複合体は、線維芽細胞感染にとって十分であるの
に対し、ｐＵＬ１２８／ＵＬ１３０／ＵＬ１３１含有複合体は、内皮及び上皮細胞のＨＣ
ＭＶ感染にとって重要である。本明細書において使用されるように、ウイルス及びその他
の病原体に関連して、用語「指向性」又は「宿主指向性」又は「細胞指向性」とは、一般
に、ウイルス又は病原体の、特定の細胞型に感染する能力を指す。指向性は、ウイルス又
は病原体が、特定の宿主種又はそれらの種内の特定の細胞型を優先的に標的とするよう進
化した方法を指す場合もある。いくつかの実施形態では、ＨＣＭＶ株は、線維芽細胞に感
染できるが、上皮細胞及び／又は内皮細胞には感染できない。いくつかの実施形態では、
ＨＣＭＶ株は、線維芽細胞、上皮細胞及び内皮細胞に感染できる。
【００４４】
　[0048]ＨＣＭＶは、４０歳までに成人の５０～８５％に感染する（Ｇｅｒｓｈｏｎ　Ａ
Ａら、１９９７年　Ｖｉｒａｌ　Ｉｎｆｅｃｔｉｏｎｓ　ｏｆ　Ｈｕｍａｎｓ、第４版、
Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ；　Ｐｌｅｎｕｍ　Ｐｒｅｓｓ：２２９～２５１頁）。誕生後にＨＣＭ
Ｖを獲得するほとんどの健常な個体は、あるとしても、２、３の症状しか発症しない。し
かし、造血細胞移植（ＨＣＴ）及び実質臓器移植（ＳＯＴ）のレシピエントなどの免疫無
防備状態の個体では、ＨＣＭＶ疾患は、相当な罹病率及び死亡率の原因である（Ｐａｓｓ
　ＲＦ　２００１　Ｃｙｔｏｍｅｇａｌｏｖｉｒｕｓ．　Ｉｎ　Ｆｉｅｌｄｓ　Ｖｉｒｏ
ｌｏｇｙ．第４版、Ｐｈｉｌａｄｅｌｐｈｉａ；　Ｌｉｐｐｉｎｃｏｔｔ　Ｗｉｌｌｉａ
ｍｓ　＆　Ｗｉｌｋｅｎｓ：２６７５～２７０５頁）。ＳＯＴ又はＨＣＴ集団では、ＨＣ
ＭＶ疾患は、ドナー臓器若しくはＨＣＴから伝染した新規感染から起こり得るか、又はレ
シピエントにおける潜在性ウイルスの再活性化の結果として再発し得る。ＨＩＶ感染個体
では、ＨＣＭＶ感染は、抗レトロウイルス治療の有効性に関わらず、ＡＩＤＳ及び死亡へ
の進行を加速する（Ｄｅａｙｔｏｎ　ＪＲら、２００４年　Ｌａｎｃｅｔ　３６３巻：２
１１６－２１２１）。さらに、米国では、ＨＣＭＶは、最もよくある子宮内感染であり、
毎年、およそ８，０００人の乳児（幼児）において、死亡又は聴覚消失及び精神遅滞を含
めた重篤な先天的欠損症をもたらす先天性の異常を引き起こす（Ｓｔａｇｏｎ　Ｓら、１
９８６年　ＪＡＭＡ　２５６巻：１９０４～１９０８頁）。
【００４５】
　[0049]ＨＣＭＶを制御する免疫応答は、不完全にしか理解されていない。その他のヒト
ヘルペスウイルスに対する類似性によって、細胞性及び体液性免疫応答の両方とも、重要
な役割を果たすと考えられ得る（Ｋｏｈｌ　Ｓ　１９９２年　Ｃｕｒｒｅｎｔ　ｔｏｐｉ
ｃｓ　ｉｎ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ　ａｎｄ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ　１７９巻：７
５～８８頁）。マウスＣＭＶについて、細胞傷害性Ｔ細胞応答又は中和抗体の受動的移動
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は、致死的な抗原曝露から防御するのに十分であるということがわかった（Ｒａｐｐ　Ｍ
ら、１９９３年　Ｍｕｌｔｉｄｉｓｃｉｐｌｉｎａｒｙ　Ａｐｐｒｏａｃｈ　ｔｏ　Ｕｎ
ｄｅｒｓｔａｎｄｉｎｇ　Ｃｙｔｏｍｅｇａｌｏｖｉｒｕｓ　Ｄｉｓｅａｓｅ　３２７～
３３２頁；　Ｒｅｄｄｅｈａｓｅ　ＭＪら、１９８　Ｊ　Ｖｉｒｏｌｏｇｙ　６１巻：３
１０２～３１０８頁）。
【００４６】
　[0050]免疫無防備状態の人におけるＨＣＭＶの制御は、主に細胞性免疫応答と関連して
いる；ＣＤ８＋及びＣＤ４＋Ｔリンパ球の両方が、ＣＭＶ疾患に対する防御にとって重要
である（Ｇａｍａｄｉａ　ＬＥら、２００３年　Ｂｌｏｏｄ　１０１巻：２６８６～２６
９２頁；Ｃｏｂｂｏｌｄ　Ｍが、２００５年　Ｊ　Ｅｘｐ　Ｍｅｄ　２０２巻：３７９～
３８６頁）。ＣＭＶに対する細胞性免疫応答は、ウイルスの外被、エンベロープとカプシ
ドの間のウイルス粒子の領域中に見られるいくつかの抗原に対する、ＣＤ４＋ヘルパーＴ
リンパ球及びＣＤ８＋細胞傷害性Ｔリンパ球応答を含む。健常なドナーから得たＣＭＶ特
異的ＣＤ４＋及びＣＤ８＋Ｔ細胞の最近の研究は、一連のＣＭＶオープンリーディングフ
レームから得た重複するペプチドを使用して、ＣＭＶ感染後に認識される抗原を同定した
（Ｓｙｌｗｅｓｔｅｒ　ＡＷら、２００５年　Ｊ　Ｅｘｐ　Ｍｅｄ　２０２巻：６７３～
６８５頁）。ＣＭＶ外被ホスホタンパク質６５（ｐｐ６５）及び表面糖タンパク質ｇＢが
、ＣＤ４＋Ｔ細胞によって最も頻繁に認識される抗原であり、ｐｐ６５もまた、ＣＤ８＋

Ｔ細胞によって最も頻繁に認識される抗原の１種であった。
【００４７】
　[0051]移植の状況とは対照的に、ウイルスに対する母系的体液性免疫応答は、新生児に
おいてＨＣＭＶ疾患を予防するのに重要であると思われる。表面糖タンパク質、特に、ｇ
Ｂに対する抗体は、ＨＣＭＶの母系的胎児移動に対する防御にとって決定的であると思わ
れる（Ｆｏｗｌｅｒ　ＫＢら、２００３年ＪＡＭＡ　２８９巻：１００８～１０１１頁）
。さらに、以前のワクチン接種研究において、再感染からの防御は、中和抗体と相関関係
があるということがわかった（Ａｄｌｅｒ　ＳＰら、１９９５年　Ｊ　Ｉｎｆｅｃｔｉｏ
ｕｓ　Ｄｉｓｅａｓｅｓ　１７１巻：２６～３２頁）。ＨＣＭＶに対する体液性免疫応答
は、ウイルス粒子の外側エンベロープ中に存在するウイルスのエンベロープ糖タンパク質
（例えば、ｇＢ及びｇＨ）に対する応答によって支配されている。
【００４８】
　[0052]ＨＣＭＶの場合には、ウイルスが厳密に種特異的であり、動物モデル系が利用可
能ではないので、免疫学的エフェクター機能の直接評価は困難である。しかし、マウスＣ
ＭＶ及びモルモットＣＭＶは、これらの宿主種におけるワクチン戦略を評価するために使
用されている。
【００４９】
　[0053]防御的Ｔ細胞及び中和抗体応答の両方を誘導するＣＭＶワクチンは、感染を防ぐ
か、又は先天性感染若しくは移植によるＣＭＶ疾患を回復させる可能性を有する。
【００５０】
　[0054]ヒトにおいて試験された第１の生存する弱毒化ＨＣＭＶワクチン候補は、実験室
に適応したＡＤ１６９株に基づいていた。別の実験室に適応した臨床単離物、Ｔｏｗｎｅ
株を用いるその後の試験によって、生存する弱毒化ワクチンは、中和抗体並びにＣＤ４＋

及びＣＤ８＋Ｔリンパ球応答を誘発し得るということが確認された。Ｔｏｗｎｅワクチン
の有効性は、腎移植レシピエントにおける一連の研究において評価された。Ｔｏｗｎｅワ
クチンは、ＨＣＭＶ疾患に対する防御的影響を提供したが、移植後のＨＣＭＶ感染を防ぐ
ことはできなかった（Ｐｌｏｔｋｉｎ　ＳＡら、１９８４年　Ｌａｎｃｅｔ　１巻：５２
８～５３０頁）。Ｔｏｗｎｅワクチンはまた、そのＨＣＭＶ感染小児からの感染の獲得か
ら防ぐことができなかった、小児担当グループデイケアを受ける血清陰性母体のプラセボ
対照試験においても評価された（Ａｄｌｅｒ　ＳＰら、１９９５年　Ｊ　Ｉｎｆｅｃｔｉ
ｏｕｓ　Ｄｉｓｅａｓｅｓ　１７１巻：２６～３２頁）。これらの研究の解釈は、Ｔｏｗ
ｎｅワクチンは、過剰に弱毒化されたというものであった。この可能性を調査するために
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、ＣＭＶの弱毒化されていない「Ｔｏｌｅｄｏ」株の領域が、Ｔｏｗｎｅゲノムの対応す
る領域と置換された一連の遺伝子組換え体は、Ｔｏｗｎｅワクチン弱毒化に関与する突然
変異の、すべてではないが一部を含有するＴｏｗｎｅ／Ｔｏｌｅｄｏ「キメラ」の構築を
もたらした（Ｈｅｉｎｅｍａｎ　ＴＣら２００６年　Ｊ　Ｉｎｆｅｃｔ　Ｄｉｓｅａｓｅ
１９３巻：１３５０～１３６０頁）。４種のＴｏｗｎｅ／Ｔｏｌｅｄｏ「キメラ」の安全
性及び認容性が、第Ｉ相試験において試験されている。不顕性ＨＣＭＶ感染を確立する潜
在的リスクへの長期安全性の懸念が、生存する弱毒化ワクチンのさらなる開発を妨げてき
た。
【００５１】
　[0055]先頭に立つサブユニットＣＭＶワクチン候補は、自然感染の際に高力価ウイルス
中和抗体反応を誘発するこのタンパク質の能力のために、エンベロープ糖タンパク質、ｇ
Ｂ（精製組換えｇＢワクチンは、Ｓａｎｏｆｉ－Ｐａｓｔｅｕｒ　Ｖａｃｃｉｎｅｓによ
って製造されている）に基づいている。組換えｇＢワクチンは、中和抗体反応を誘発し、
優れた安全性プロフィールを有するが、中和抗体反応のその他の糖タンパク質標的を排除
し、より重要なことにＴリンパ球標的を排除する。ワクチンは、免疫原性を最適化するた
めにＭＦ５９アジュバントを必要とする。最近の試験では、このワクチンは、若い女性に
おける第２相臨床試験においてＣＭＶ感染の予防について全体で５０％の有効性を提供し
た（Ｐａｓｓ　ＲＦら、２００９年　Ｎ　Ｅｎｇｌ　Ｊ　Ｍｅｄ　３６０巻：１１９１～
１１９９頁）。サブユニットワクチン候補として評価されているその他のウイルスタンパ
ク質として、ｐｐ６５及びＩＥ１が挙げられ、その両方ともＴ細胞応答を誘発する。
【００５２】
　[0056]ＤＮＡワクチンは、動物において頑強な細胞性及び体液性免疫応答を誘発し、ワ
クチン設計における特異性及び精密度に適している。ＣＭＶに対するＤＮＡワクチンが開
発され、候補標的免疫原としてｇＢ、ＩＥ１及びｐｐ６５タンパク質に焦点があてられた
。ｐｐ６５及びｇＢをコードするプラスミドＤＮＡを使用する二価のＣＭＶ　ＤＮＡワク
チン候補（Ｗｌｏｃｈ　ＭＫ　２００８年　Ｊ　Ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ　Ｄｉｓｅａｓｅ
ｓ　２９７巻：１６３４～１６４２頁）及びＩＥ１遺伝子産物をコードする第３のプラス
ミドも含む三価のワクチン候補（Ｊａｃｏｂｓｏｎ　ＭＡ　２００９年　Ｖａｃｃｉｎｅ
　２７巻：１５４０～１５４８頁）が、Ｖｉｃａｌ　Ｖａｃｃｉｎｅｓによって開発され
た（米国特許第７，４１０，７９５号）。三価ＤＮＡワクチンは、単独で、投与経路に関
わりなく最小の免疫原性を有していた。しかし、ＣＭＶ　ＤＮＡワクチンは、生存する弱
毒化ＣＭＶ（Ｔｏｗｎｅ）の投与後に観察されたＣＭＶ抗原に対する記憶応答を安全に抗
原刺激すると思われた。
【００５３】
　[0057]ベクターワクチンアプローチでは、対象とする遺伝子産物は、非複製（普通、ウ
イルス）担体との関連で発現される。この一例として、Ｖｉｒｏｇｅｎｅｔｉｃｓ及びＳ
ａｎｏｆｉ－Ｐａｓｔｅｕｒ　Ｖａｃｃｉｎｅによって開発されたＡＬＶＡＣと呼ばれる
カナリアポックスベクターがあり、これは、哺乳類細胞において不稔に複製する弱毒化ポ
ックスウイルスである。ＣＭＶ　ｇＢを発現するＡＬＶＡＣ及びｐｐ６５を発現するＡＬ
ＶＡＣ（米国特許第６，２６７，９６５号）は、臨床試験において試験されている。ＡＬ
ＶＡＣ－ＣＭＶ（ｇＢ）は、中和抗体を誘導しなかったが、ｇＢサブユニット／ＭＦ５９
ワクチンを用いるその後の免疫処置後に中和抗体力価をブーストしないと思われたものの
（Ｂｅｒｎｓｔｅｉｎ　ＤＩら　２００２年　Ｊ　Ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ　Ｄｉｓｅａｓ
ｅｓ　１８５巻：６８６～６９０頁）、Ｔｏｗｎｅ株ＣＭＶでのその後の感染後のより高
い中和抗体力価に対して抗原刺激した（Ａｄｌｅｒ　ＳＰら　１９９９年　Ｊ　Ｉｎｆｅ
ｃｔｉｏｕｓ　Ｄｉｓｅａｓｅｓ　１８０巻：８４３～８４６頁）。ｐｐ６５、ＡＬＶＡ
Ｃ－ＣＭＶ（ｐｐ６４）を発現するカナリアポックスベクターは、元々血清陰性のボラン
ティアすべてにおいて、天然に血清陽性の個体に匹敵する頻度で長く持続するＣＴＬ反応
を誘導した（Ｂｅｒｅｎｃｓｉ　Ｋら、２００１年　Ｊ　Ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ　Ｄｉｓ
ｅａｓｅｓ　１８３巻：１１７１～１１７９頁）。ｇＢをベクターワクチンとして発現さ
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せるために使用される別のアプローチとして、ＡｌｐｈａＶａｘ　Ｉｎｃ製のアルファウ
イルスレプリコン系の使用がある（米国特許第７，４１９，６７４号）。このアプローチ
は、ｐｐ６５、ＩＥ１又はｇＢタンパク質を発現するウイルス様レプリコン粒子（ＶＲＰ
）を製造するためにアルファウイルス、ベネズエラウマ脳炎（ＶＥＥ）ウイルスの弱毒化
株に由来する増殖に欠陥のある単一サイクルＲＮＡレプリコンベクター系を含む（Ｂｅｒ
ｓｔｅｉｎら、２０１０年　Ｖａｃｃｉｎｅ　２８巻：４８４～４９３頁）。２成分アル
ファウイルスレプリコンワクチンを使用して、３種のＣＭＶタンパク質を、ＣＭＶ　ｇＢ
（Ｔｏｗｎｅ株）の可溶性形態として発現させ、ｐｐ６５／ＩＥ１融合タンパク質（Ｒｅ
ａｐ　ＥＡら、２００７年　Ｖａｃｃｉｎｅ　２５巻：７４４１～７４４９頁）は安全で
あるとわかり、高レベルの中和抗体及び多機能性ＣＤ４＋及びＣＤ８＋抗原特異的Ｔ細胞
応答を誘導した。高用量群の幾何平均力価（Ｇｅｏｍｅｔｒｉｃ　Ｍｅａｎ　Ｔｉｔｒｅ
）（ＧＭＴ）は、アッセイにおいて試験された１２人の自然感染したＣＭＶ血清陽性個体
におけるＧＭＴの約半分であった。
【００５４】
　[0058]現在、前臨床開発中であるＨＣＭＶに対するワクチン接種の候補として、「デン
スボディ（ｄｅｎｓｅ　ｂｏｄｙ）」ワクチンがある。デンスボディ（ＤＢ）は、細胞培
養においてＣＭＶの複製の際に形成される、エンベロープを持つ複製に欠陥のある粒子で
ある。それらは、エンベロープ糖タンパク質及び多量のｐｐ６５タンパク質の両方を含有
する。ＤＢは、非感染性であり、免疫原性であるが、ワクチンレシピエントにおいて不顕
性のＨＣＭＶ感染を確立できない。ＤＢは、ウイルスの遺伝子発現の非存在下でマウスに
おいてウイルス中和抗体及びＴ細胞応答を誘導できるとわかっている（Ｐｅｐｐｅｒｌ　
Ｓら、２０００年　Ｊ　Ｖｉｒｏｌ　７４巻：６１３２～６１４６頁、国際公開第００／
５３７２９号パンフレット及び米国特許第６，７１３，０７０号）。
【００５５】
　[0059]ＨＣＭＶに対するワクチン接種のために考慮されるさらなる候補として、ウイル
ス様粒子（ＶＬＰ）がある。レトロウイルスは、レトロウイルス科（Ｒｅｔｒｏｖｉｒｉ
ｄａｅ）に属するエンベロープ型ＲＮＡウイルスである。レトロウイルスによる宿主細胞
の感染後、逆転写酵素によってＲＮＡがＤＮＡに転写される。次いで、インテグラーゼ酵
素によってＤＮＡが宿主細胞のゲノムに組み込まれ、その後、宿主細胞のＤＮＡの一部と
して複製する。レトロウイルス科は、以下の属、アルファレトロウイルス（Ａｌｐｈａｒ
ｅｔｒｏｖｉｒｕｓ）、ベータレトロウイルス（Ｂｅｔａｒｅｔｒｏｖｉｒｕｓ）、ガン
マレトロウイルス（Ｇａｍｍｍｅａｒｅｔｒｏｖｉｒｕｓ）、デルタレトロウイルス（Ｄ
ｅｌｔａｒｅｔｏｒｏｖｉｒｕｓ）、イプシロンレトロウイルス（Ｅｐｓｉｌｏｎｒｅｔ
ｒｏｖｉｒｕｓ）、レンチウイルス（Ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ）及びスプーマウイルス（Ｓ
ｐｕｍａｖｉｒｕｓ）を含む。この科のレトロウイルスの宿主は、一般に、脊椎動物であ
る。レトロウイルスは、宿主細胞膜に由来する脂質二重層によって囲まれた、球状のヌク
レオカプシド（ウイルス構造タンパク質との複合体中のウイルスのゲノム）を含有する感
染性ビリオンを製造する。
【００５６】
　[0060]レトロウイルスベクターを使用して、感染性であり、複製能力があるか、又は複
製に欠陥のあるかのいずれかであるエンベロープ型ビリオンを作製できる。複製可能感染
性レトロウイルスベクターは、ビリオン合成に必要な遺伝子のすべてを含有し、ひとたび
宿主細胞の感染が起こると、それ自体で増殖し続ける。複製に欠陥のある感染性レトロウ
イルスベクターは、最初の感染後に拡散しない。これは、レトロウイルスのコーディング
領域のほとんどの、移行される遺伝子又はヌクレオチド配列での置換によって達成され、
その結果、ベクターは、複製のさらなるラウンドに必要なタンパク質を作製できない。
【００５７】
　[0061]或いは、又はさらに、レトロウイルスベクターを使用して、レトロウイルス由来
のゲノムを欠き、非感染性及び非複製性の両方であるウイルス様粒子（ＶＬＰ）を作製で
きる。ＶＬＰの有利な特性のために、ＶＬＰは、抗原送達系として利用され得る。さらに
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、ＶＬＰは、非感染性であるので、免疫原性組成物（例えば、ワクチン）として安全に投
与され得る。ＶＬＰは、一般に、上記のエンベロープ型ビリオンと構造的に類似している
が、レトロウイルス由来ゲノムを欠き、そのため、ウイルスの複製が起こる可能性が低く
なる。一部のウイルス（例えば、モロニーマウス白血病ウイルス（ＭＭＬＶ）などのマウ
ス白血病ウイルス）のカプシドタンパク質（例えば、Ｇａｇ）の発現は、対応する天然ウ
イルスと同様の粒子への自己組織化につながり、この粒子はウイルスの遺伝物質を含まな
い。
【００５８】
　[0062]さまざまなＶＬＰが調製されている。例えば、エンベロープタンパク質及び／又
は表面糖タンパク質を含むか、又は含まない単一又は複数のカプシドタンパク質を含むＶ
ＬＰが調製されている。いくつかの場合には、ヘパドナウイルス（例えば、Ｅｎｇｅｒｉ
ｘ（商標）、ＧＳＫ及びＲｅｃｏｍｂｉｖａｘ　ＨＢ（商標）、Ｍｅｒｃｋ）、パピロー
マウイルス（例えば、Ｃｅｒｖａｒｉｘ（商標）、ＧＳＫ及びＧａｒｄａｓｉｌ（商標）
、Ｍｅｒｃｋ）、パルボウイルス（ｐａｒｏｖｉｒｕｓ）又はポリオーマウイルスから調
製されたＶＬＰについて示されるように、ＶＬＰは、非エンベロープ型であり、１つの主
要なカプシドタンパク質のみの発現によって組み立てられる。いくつかの実施形態では、
ＶＬＰは、エンベロープ型であり、対応する天然ウイルスに見られる複数の抗原タンパク
質を含み得る。ＶＬＰは、通常、その対応する天然ウイルスに似ており、多価粒子構造で
あり得る。いくつかの実施形態では、抗原タンパク質は、ＶＬＰ構造の成分としてＶＬＰ
の内部で、及び／又はＶＬＰの表面で提示され得る。いくつかの実施形態では、ＶＬＰと
の関連での抗原の提示は、その他の形態の抗原提示、例えば、ＶＬＰと関連していない可
溶性抗原と比較して、抗原に対する中和抗体の誘導にとって有利である。中和抗体は、ほ
とんどの場合、三次又は四次構造を認識し、これは、その天然ウイルスコンホメーション
においてエンベロープ糖タンパク質のような抗原性タンパク質を提示することを必要とす
ることが多い。或いは、又はさらに、ＶＬＰは、細胞性免疫（例えば、Ｔ細胞応答）を誘
導する状況において、抗原の提示にとって有用であり得る。いくつかの実施形態では、Ｖ
ＬＰ系における抗原の組合せの使用は、改善された免疫応答を生じさせ得る。
【００５９】
ＩＩ．検出可能なＨＣＭＶ
　[0063]上記のように、とりわけ、本開示内容は、宿主細胞におけるＨＣＭＶ感染のレベ
ルを決定するのに、拡張して、サンプル中に存在する中和抗体のレベルを決定するための
方法を提供する。本開示内容は、蛍光部分を有するＨＣＭＶウイルスによって、ウイルス
感染の検出が可能になる（例えば、宿主細胞をウイルスと接触させた後に細胞中の蛍光を
評価することによって）という認識を包含する。いくつかの実施形態では、ＨＣＭＶ感染
のレベルは、ウイルスが、対象から得た試験サンプル（例えば、血清サンプル）とともに
プレインキュベートされている蛍光検出によって決定される。いくつかの実施形態では、
対象は候補ＨＣＭＶワクチンが投与されている。
【００６０】
　[0064]蛍光部分を含むＨＣＭＶウイルスを利用する方法が提供される。本明細書に記載
された宿主細胞に感染できる任意のＨＣＭＶウイルスは、蛍光部分を含むよう設計するこ
とができる。いくつかの実施形態では、線維芽細胞に感染するために、ｇＨ／ｇＬ／ｇＯ
複合体のすべて又は一部を含むＨＣＭＶウイルスを、蛍光部分を含むよう設計することが
できる。いくつかの実施形態では、内皮細胞及び／又は上皮細胞に感染するために、ｇＨ
／ｇＬ／ＵＬ１２８／ＵＬ１３０／ＵＬ１３１複合体のすべて又は一部を含むＨＣＭＶウ
イルスを、蛍光部分を含むよう設計することができる。蛍光検出を受け入れられる改変さ
れたＨＣＭＶ株は、当技術分野で公知であり、本開示内容に従って使用され得る。例えば
、ＵＬ３２－ＥＧＦＰ－ＨＣＭＶ－ＴＢ４０は、ＨＣＭＶ株ＴＢ４０の、ＧＦＰと融合さ
れたＴＢ４０　ＵＬ３２遺伝子を保持するプラスミド（ＡＴＣＣ；ＶＲ－１５７８）を用
いるｉｎ　ｖｉｔｒｏ組換え体である。ＵＬ３２－ＥＧＦＰ－ＨＣＭＶ－ＴＢ４０組換え
株は、ＵＬ３２遺伝子の産物である外被リンタンパク質ｐｐ１５０のＣ末端と融合してい



(21) JP 6265344 B2 2018.1.24

10

20

30

40

50

るＧＦＰを有する組換えＨＣＭＶウイルスを生じさせる（Ｓａｍｐａｉｏら、２００５年
　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｖｉｒｏｌｏｇｙ　７９（５）：２７５４頁）。ＧＦＰは、ウ
イルス構造タンパク質と結合しているので、ウイルス粒子は、適当な照明下で緑色の蛍光
を発する。ＵＬ３２－ＥＧＦＰ－ＨＣＭＶ－ＴＢ４０株は、線維芽細胞に対して指向性を
有すると実証されている（Ｓａｍｐａｉｏら、２００５年Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｖｉｒ
ｏｌｏｇｙ　７９（５）：２７５４頁）。蛍光検出を受け入れられるさらなるＨＣＭＶ株
として、ＣＭＶ株ＡＤ１６９ゲノム及びＧＦＰリポーターカセットを含有するＨＢ１５－
ｔｌ７８ｂがある（Ｓａｃｃｏｃｃｉｏら、２０１１年　Ｖａｃｃｉｎｅ　２９（１５）
：２７０５頁）。
【００６１】
　[0065]用語、蛍光とは、本明細書において使用されるように、発光する部分を指すとい
うことは理解されるべきである。通常、蛍光部分は、ある波長で電磁エネルギーを吸収し
、第２の波長で電磁エネルギーを放出し得る電子を含有する。細胞中のいくつかのタンパ
ク質又は小分子は、天然に蛍光である（例えば、ＮＡＤＨ、トリプトファン、内因性クロ
ロフィル、フィコエリトリン又は緑色蛍光タンパク質（ＧＦＰ））。蛍光タンパク質の種
々の突然変異体が設計されており、本開示内容に従って使用され得るということは当然の
ことである。中でも、ＥＧＦＰ、青色蛍光タンパク質（例えば、ＥＢＦＰ、ＥＢＦＰ２、
Ａｚｕｒｉｔｅ、ｍＫａｌａｍａｌ）、シアン蛍光タンパク質（例えば、ＥＣＦＰ、Ｃｅ
ｒｕｌｅａｎ、ＣｙＰｅｔ）、黄色蛍光タンパク質（例えば、ＹＦＰ、Ｃｉｔｒｉｎｅ、
Ｖｅｎｕｓ、ＹＰｅｔ）、酸化還元感受性ＧＦＰ（例えば、ｒｏＧＦＰ）及び単量体ＧＦ
Ｐなど。ＧＦＰ及びその他の蛍光タンパク質は、単独で、又は融合タンパク質として細胞
において外因的に発現され得る。このアプローチによって、蛍光タンパク質が、細胞内局
在性及び発現パターンなどの任意の数の生物学的事象のレポーターとして使用されること
が可能となる。
【００６２】
　[0066]或いは、又はさらに、特定の又は一般的なタンパク質、核酸、脂質又は小分子は
、小分子、タンパク質又は量子ドットであり得る外因性フルオロフォア、蛍光色素で標識
されてもよい。例示的フルオロフォアとして、それだけには限らないが、１，５ＩＡＥＤ
ＡＮＳ；１，８－ＡＮＳ；４－メチルウンベリフェロン；５－カルボキシ－２，７－ジク
ロロフルオレセイン；５－カルボキシフルオレセイン（５－ＦＡＭ）；５－カルボキシナ
フトフルオレセイン；５－カルボキシテトラメチルローダミン（５－ＴＡＭＲＡ）；５－
ヒドロキシトリプタミン（５－ＨＡＴ）；５－ＲＯＸ（カルボキシ－Ｘ－ローダミン）；
６－カルボキシローダミン６Ｇ；６－ＣＲ　６Ｇ；６－ＪＯＥ；７－アミノ－４－メチル
クマリン；７－アミノアクチノマイシンＤ（７－ＡＡＤ）；７－ヒドロキシ－４－１メチ
ルクマリン；９－アミノ－６－クロロ－２－メトキシアクリジン（ＡＣＭＡ）；ＡＢＱ；
酸性フクシン；アクリジンオレンジ；アクリジンレッド；アクリジンイエロー；アクリフ
ラビン；アクリフラビンフォイルゲンＳＩＴＳＡ；エクオリン（発光タンパク質）；ＡＦ
Ｐ－自己蛍光タンパク質－－（Ｑｕａｎｔｕｍ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）ｓｇ
ＧＦＰ、ｓｇＢＦＰを参照のこと；アレクサフルオル（登録商標）３５０；アレクサフル
オル（登録商標）４３０；アレクサフルオ（登録商標）４８８；アレクサフルオル（登録
商標）５３２；アレクサフルオル（登録商標）５４６；アレクサフルオル（登録商標）５
６８；アレクサフルオル（登録商標）５９４；アレクサフルオル（登録商標）６３３；ア
レクサフルオル（登録商標）６４７；アレクサフルオル（登録商標）６６０；アレクサフ
ルオル（登録商標）６８０；アリザリンコンプレキソン；アリザリンレッド；アロフィコ
シアニン（ＡＰＣ）；ＡＭＣ，ＡＭＣＡ－Ｓ；アミノメチルクマリン（ＡＭＣＡ）；ＡＭ
ＣＡ－Ｘ；アミノアクチノマイシンＤ；アミノクマリン；アニリンブルー；ステアリン酸
アンスロシル；ＡＰＣ－Ｃｙ７；ＡＰＴＲＡ－ＢＴＣ；ＡＰＴＳ；アストラゾンブリリア
ントレッド４Ｇ；アストラゾンオレンジＲ；アストラゾンレッド６Ｂ；アストラゾンイエ
ロー７　ＧＬＬ；アタブライン；ＡＴＴＯ－ＴＡＧ（商標）ＣＢＱＣＡ；ＡＴＴＯ－ＴＡ
Ｇ（商標）ＦＱ；オーラミン；オーロホスフィンＧ；オーロホスフィン；ＢＡＯ　９（ビ
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スアミノフェニルオキサジアゾール）；ＢＣＥＣＦ（高ｐＨ）；ＢＣＥＣＦ（低ｐＨ）；
硫酸ベルベリン；βラクタマーゼ；ＢＦＰ青色偏移ＧＦＰ（Ｙ６６Ｈ）；青色蛍光タンパ
ク質；ＢＦＰ／ＧＦＰ　ＦＲＥＴ；ビマン；ビスベンゼミド；ビスベンジミド（ヘキスト
）；ビス－ＢＴＣ；ブランコフォルＦＦＧ；ブランコフォルＳＶ；ＢＯＢＯ（商標）－１
；ＢＯＢＯ（商標）－３；ボディピー４９２／５１５；ボディピー４９３／５０３；ボデ
ィピー５００／５１０；ボディピー；５０５／５１５；ボディピー５３０／５５０；ボデ
ィピー５４２／５６３；ボディピー５５８／５６８；ボディピー５６４／５７０；ボディ
ピー５７６／５８９；ボディピー５８１／５９１；ボディピー６３０／６５０－Ｘ；ボデ
ィピー６５０／６６５－Ｘ；ボディピー６６５／６７６；ボディピーＦｌ；ボディピーＦ
Ｌ　ＡＴＰ；ボディピーＦｌ－セラミド；ボディピーＲ６Ｇ　ＳＥ；ボディピーＴＭＲ；
ボディピーＴＭＲ－Ｘコンジュゲート；ボディピーＴＭＲ－Ｘ，ＳＥ；ボディピーＴＲ；
ボディピーＴＲ　ＡＴＰ；ボディピーＴＲ－Ｘ　ＳＥ；ＢＯ－ＰＲＯ（商標）－１；ＢＯ
－ＰＲＯ（商標）－３；ブリリアントスルホフラビンＦＦ；ＢＴＣ；ＢＴＣ－５Ｎ；カル
セイン；カルセインブルー；カルシウムクリムゾン（商標）；カルシウムグリーン（商標
）；カルシウムグリーン（商標）－１Ｃａ２＋色素；カルシウムグリーン（商標）－２　
Ｃａ２＋；カルシウムグリーン（商標）－５Ｎ　Ｃａ２＋；カルシウムグリーン（商標）
－Ｃ１８　Ｃａ２＋；カルシウムオレンジ（商標）；カルコフロールホワイト；カルボキ
シ－Ｘ－ローダミン（５－ＲＯＸ）；カスケードブルー（登録商標）；カスケードイエロ
ー（商標）；カテコールアミン；ＣＣＦ２（ＧｅｎｅＢｌａｚｅｒ）；ＣＦＤＡ；ＣＦＰ
（シアン蛍光タンパク質）；ＣＦＰ／ＹＦＰ　ＦＲＥＴ；クロロフィル；クロモマイシン
Ａ；クロモマイシンＡ；ＣＬ－ＮＥＲＦ；ＣＭＦＤＡ；セレンテラジン；セレンテラジン
ｃｐ；セレンテラジンｆ；セレンテラジンｆｃｐ；セレンテラジンｈ；セレンテラジンｈ
ｃｐ；セレンテラジンｉｐ；セレンテラジンｎ；セレンテラジンＯ；クマリンファロイジ
ン；Ｃ－フィコシアニン；ＣＰＭ　Ｉメチルクマリン；ＣＴＣ；ＣＴＣホルマザン；Ｃｙ
２（商標）；Ｃｙ３．１　８；Ｃｙ３．５（商標）；Ｃｙ３（商標）；Ｃｙ５．１　８；
Ｃｙ５．５（商標）；Ｃｙ５（商標）；Ｃｙ７（商標）；シアンＧＦＰ；サイクリックＡ
ＭＰ　フルオロセンサー（ＦｉＣＲｈＲ）；ダブシル；ダンシル；ダンシルアミン；ダン
シルカダベリン；ダンシルクロリド；ダンシルＤＨＰＥ；ダンシルフルオライド；ＤＡＰ
Ｉ；ダポキシル；ダポキシル２；ダポキシル３’ＤＣＦＤＡ；ＤＣＦＨ（ジクロロジヒド
ロフルオロセインジアセテート）；ＤＤＡＯ；ＤＨＲ（ジヒドローダミン１２３）；ジ－
４－ＡＮＥＰＰＳ；ジ－８－ＡＮＥＰＰＳ（非レシオ）；ＤｉＡ（４－ジ１６－ＡＳＰ）
；ジクロロジヒドロフルオレセインジアセテート（ＤＣＦＨ）；ＤｉＤ－親油性トレーサ
ー；ＤｉＤ（ＤｉｌＣ１８（５））；ＤＩＤＳ；ジヒドローダミン１２３（ＤＨＲ）；Ｄ
ｉｌ（ＤｉｌＣ１８（３））；Ｉジニトロフェノール；ＤｉＯ（ＤｉＯＣ１８（３））；
ＤｉＲ；ＤｉＲ（ＤｉｌＣ１８（７））；ＤＭ－ＮＥＲＦ（高ｐＨ）；ＤＮＰ；ドーパミ
ン；ＤｓＲｅｄ；ＤＴＡＦ；ＤＹ－６３０－ＮＨＳ；ＤＹ－６３５－ＮＨＳ；ＥＢＦＰ；
ＥＣＦＰ；ＥＧＦＰ；ＥＬＦ９７；エオシン；エリスロシン；エリスロシンＩＴＣ；臭化
エチジウム；エチジウムホモ二量体－１（ＥｔｈＤ－１）；オイクリシン；オイコライト
；ユウロピウム（１１１）クロリド；ＥＹＦＰ；ファストブルー；ＦＤＡ；フォイルゲン
（Ｐａｒａｒｏｓａｎｉｌｉｎｅ）；ＦＩＦ（ホルムアルデヒド誘導性蛍光）；ＦＩＴＣ
；フラゾオレンジ；Ｆｌｕｏ－３；Ｆｌｕｏ－４；フルオレセイン（ＦＩＴＣ）；フルオ
レセインジアセテート；フルオロ－エメラルド；フルオロ－ゴールド（ヒドロキシスチル
バミジン）；フルオール－ルビー；フルオールＸ；ＦＭ（登録商標）１－４３；ＦＭ（登
録商標）４－４６；フラレッド（商標）（高ｐＨ）；フラレッド（商標）／Ｆｌｕｏ－３
；フラ－２；フラ－２／ＢＣＥＣＦ；ゲナクリルブリリアントレッドＢ；ゲナクリルブリ
リアントイエロー１０ＧＦ；ゲナクリルピンク３Ｇ；ゲナクリルイエロー５ＧＦ；ジーン
ブレーザー；（ＣＣＦ２）；ＧＦＰ（Ｓ６５Ｔ）；ＧＦＰ赤色偏移（ｒｓＧＦＰ）；ＧＦ
Ｐ野生型非ＵＶ励起（ｗｔＧＦＰ）；ＧＦＰ野生型、ＵＶ励起（ｗｔＧＦＰ）；ＧＦＰｕ
ｖ；グロキサン酸；グラニュラーブルー；ヘマトポルフィリン；ヘキスト３３２５８；ヘ
キスト３３３４２；ヘキスト３４５８０；ＨＰＴＳ；ヒドロキシクマリン；ヒドロキシス
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チルバミジン（フルオロゴールド）；ヒドロキシトリプタミン；Ｉｎｄｏ－１、高カルシ
ウム；Ｉｎｄｏ－１低カルシウム；インドジカルボシアニン（ＤｉＤ）；インドトリカル
ボシアニン（ＤｉＲ）；イントラホワイトＣｆ；ＪＣ－１；ＪＯ　ＪＯ－１；ＪＯ－ＰＲ
Ｏ－１；レーザープロ；ロードダン；ＬＤＳ　７５１（ＤＮＡ）；ＬＤＳ７５１（ＲＮＡ
）；ロイコホールＰＡＦ；ロイコホールＳＦ；ロイコホールＷＳ；リサミンローダミン；
リサミンローダミンＢ；カルセイン／エチジウムホモ二量体；ＬＯＬＯ－１；ＬＯ－ＰＲ
Ｏ－１；ルシフェールイエロー；リソトラッカーブルー；リソトラッカーブルー－ホワイ
ト；リソトラッカーグリーン；リソトラッカーレッド；リソトラッカーイエロー；リソセ
ンサーブルー；リソセンサーグリーン；リソセンサーイエロー／ブルー；マググリーン；
マグダラレッド（フロキシンＢ）；マグ－フラレッド；マグ－フラ－２；マグ－フラ－５
；マグ－インド－１；マグネシウムグリーン；マグネシウムオレンジ；マラカイトグリー
ン；マリーナブルー；Ｉマキシロンブリリアントフラビン１０　ＧＦＦ；マキシロンブリ
リアントフラビン８　ＧＦＦ；メロシアニン；メトキシクマリン；ミトトラッカーグリー
ンＦＭ；ミトトラッカーオレンジ；ミトトラッカーレッド；ミトラマイシン；モノブロモ
ビマン；モノブロモビマン（ｍＢＢｒ－ＧＳＨ）；モノクロロビマン；ＭＰＳ（メチルグ
リーンピロニンスチルベン）；ＮＢＤ；ＮＢＤアミン；ナイルレッド；ニトロベンゾキセ
ジドール；ノルアドレナリン；ヌクレアファストレッド；ｉヌクレアイエロー；ナイロサ
ンブリリアントラビンＥ８Ｇ；オレゴングリーン（登録商標）；オレゴングリーン（登録
商標）４８８；オレゴングリーン（登録商標）５００；オレゴングリーン（登録商標）５
１４；パシフィックブルー；パラロサニリン（フォイルゲン）；ＰＢＦＩ；ＰＥ－Ｃｙ５
；ＰＥ－Ｃｙ７；ＰｅｒＣＰ；ＰｅｒＣＰ－Ｃｙ５．５；ＰＥ－テキサスレッド（Ｒｅｄ
　６１３）；フロキシンＢ（マグダラレッド）；ホルウィットＡＲ；ホルウィットＢＫＬ
；ホルウィットＲｅｖ；ホルウィットＲＰＡ；ホスフィン３Ｒ；フォトレジスト；フィコ
エリトリンＢ［ＰＥ］；フィコエリトリンＲ［ＰＥ］；ＰＫＨ２６（Ｓｉｇｍａ）；ＰＫ
Ｈ６７；ＰＭＩＡ；ポントクロムブルーブラック；ＰＯＰＯ－１；ＰＯＰＯ－３；ＰＯ－
ＰＲＯ－１；ＰＯ－１ＰＲＯ－３；ブリムリン；プロシオンイエロー；プロピジウムイオ
ディド（ＰＩ）；ＰｙＭＰＯ；ピレンピロニン；ピロニンＢ；ピロザルブリリアントフラ
ビン７ＧＦ；ＱＳＹ７；キナクリンマスタード；レゾルフィン；ＲＨ４１４；Ｒｈｏｄ－
２；ローダミン；ローダミン１１０；ローダミン１２３；ローダミン５ＧＬＤ；ローダミ
ン６Ｇ；ローダミンＢ；ローダミンＢ２００；ローダミンＢエクストラ；ローダミンＢＢ
；ローダミンＢＧ；ローダミングリーン；ローダミンファリシジン；ローダミン：ファロ
イジン；ローダミンレッド；ローダミンＷＴ；ローズベンガル；Ｒ－フィコシアニン；Ｒ
－フィコエリトリン（ＰＥ）；ｒｓＧＦＰ；Ｓ６５Ａ；Ｓ６５Ｃ；Ｓ６５Ｌ；Ｓ６５Ｔ；
サファイアＧＦＰ；ＳＢＦＩ；セロトニン；セブロンブリリアントレッド２Ｂ；セブロン
ブリリアントレッド４Ｇ；セブロンＩブリリアントレッドＢ；セブロンオレンジ；セブロ
ンイエローＬ；ｓｇＢＦＰ（商標）（スーパーグローＢＦＰ）；ｓｇＧＦＰ（商標）（ス
ーパーグローＧＦＰ）；ＳＩＴＳ（プリムリン；スチルベンイソチオスルホン酸）；ＳＮ
ＡＦＬカルセイン；ＳＮＡＦＬ－１；ＳＮＡＦＬ－２；ＳＮＡＲＦカルセイン；ＳＮＡＲ
Ｆ１；ナトリウムグリーン；スペクトラムアクア；スペクトラムグリーン；スペクトラム
オレンジ；スペクトラムレッド；ＳＰＱ（６－メトキシ－Ｎ－（３スルホプロピル）キノ
リニウム）；スチルベン；スルホローダミンＢ及びＣ；スルホローダミンエクストラ；Ｓ
ＹＴＯ１１；ＳＹＴＯ１２；ＳＹＴＯ１３；ＳＹＴＯ１４；ＳＹＴＯ１５；ＳＹＴＯ１６
；ＳＹＴＯ１７；ＳＹＴＯ１８；ＳＹＴＯ２０；ＳＹＴＯ２１；ＳＹＴＯ２２；ＳＹＴＯ
２３；ＳＹＴＯ２４；ＳＹＴＯ２５；ＳＹＴＯ４０；ＳＹＴＯ４１；ＳＹＴＯ４２；ＳＹ
ＴＯ４３；ＳＹＴＯ４４；ＳＹＴＯ４５；ＳＹＴＯ５９；ＳＹＴＯ６０；ＳＹＴＯ６１；
ＳＹＴＯ６２；ＳＹＴＯ６３；ＳＹＴＯ６４；ＳＹＴＯ８０；ＳＹＴＯ８１；ＳＹＴＯ８
２；ＳＹＴＯ８３；ＳＹＴＯ８４；ＳＹＴＯ８５；ＳＹＴＯＸブルー；ＳＹＴＯＸグリー
ン；ＳＹＴＯＸオレンジ；テトラサイクリン；テトラメチルローダミン（ＴＲＩＴＣ）；
テキサスレッド（登録商標）；テキサスレッド（商標）－Ｘ　コンジュゲート；チアジカ
ルボシアニン（ＤｉＳＣ３）；チアジンレッドＲ；チアゾールオレンジ；チオフラビン５
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；チオフラビンＳ；チオフラビンＴＯＮ；チオライト；チオゾールオレンジ；チノポール
ＣＢＳ（カルコフロールホワイト）；ＴＩＥＲ；ＴＯ－ＰＲＯ－１；ＴＯ－ＰＲＯ－３；
ＴＯ－ＰＲＯ－５；ＴＯＴＯ－１；ＴＯＴ
Ｏ－３；トリカラー（ＴｒｉＣｏｌｏｒ）（ＰＥ－Ｃｙ５）；ＴＲＩＴＣテトラメチルロ
ダミネルソチオシアネート；トルーブルー；トルーレッド；ウルトラライト；ウラニンＢ
；ユビテックスＳＦＣ；ｗｔ　ＧＦＰ；ＷＷ７８１；Ｘ－ローダミン；ＸＲＩＴＣ；キシ
レンオレンジ；Ｙ６６Ｆ；Ｙ６６Ｈ；Ｙ６６Ｗ；イエローＧＦＰ；ＹＦＰ；ＹＯ－ＰＲＯ
－１；ＹＯ－ＰＲＯ３；ＹＯＹＯ－１；ＹＯＹＯ－３；Ｓｙｂｒ　Ｇｒｅｅｎ；チアゾー
ルオレンジ（インターキレート色素）；量子ドットなどの半導体ナノ粒子；又はケージド
フルオロフォア（光又はその他の電磁エネルギー源で活性化され得る）又はそれらの組合
せが挙げられる。
【００６３】
ＩＩＩ．感染アッセイ
　[0067]ＨＣＭＶの感染力価の決定は、通常、ＨＣＭＶによる感染に対して感受性である
宿主細胞を、任意の試験物質の非存在下で細胞感染を可能にする条件下でウイルス（例え
ば、蛍光部分を含むＨＣＭＶ）の段階希釈と接触させることを含む。リポーター遺伝子構
築物（例えば、蛍光部分、例えば、ＧＦＰ）を発現する標的細胞の数が、決定され（例え
ば、フローサイトメトリーによって）、ウイルス調製物の感染力価が算出され得る。
【００６４】
　[0068]候補ワクチンが投与されている対象の血清中の中和抗体の存在及び／又は活性を
評価するために、血清は、中和抗体がＨＣＭＶの感染力を低減するのに十分な期間（例え
ば、少なくとも１５分、少なくとも３０分、少なくとも１時間、少なくとも２時間又はそ
れ以上）、ＨＣＭＶ（例えば、蛍光部分、例えば、ＧＦＰを含むＨＣＭＶ）とともにプレ
インキュベートされ得る。次いで、血清及びＨＣＭＶ（例えば、蛍光部分を含むＨＣＭＶ
）のプレインキュベートされた混合物の段階希釈が、ＨＣＭＶによる感染に感受性である
宿主細胞を、感染を可能にする条件下で接触させるために使用され得る。当業者ならば、
感染アッセイのための血清の適当な希釈を決定できる。例えば、いくつかの実施形態では
、試験される希釈は、１：６、１：１２、１：２４、１：４８、１：９６、１：１９２又
はそれらの組合せである。
【００６５】
　[0069]感染を可能にする条件は、中でも、ウイルス株、宿主細胞型、温度、細胞コンフ
ルエンス、ウイルス濃度を含めた種々の因子に応じて変わり得るということは当然のこと
である。当業者ならば、感染条件を適宜改変できる。いくつかの実施形態では、感染条件
は、少なくとも１時間、少なくとも２時間、少なくとも３時間、少なくとも４時間、少な
くとも５時間、少なくとも６時間、少なくとも７時間、少なくとも８時間又はそれ以上の
宿主細胞のウイルスととものインキュベーションを含む。細胞の感染のモニタリングは、
視覚的細胞形態学評価（例えば、細胞膨潤及び円形化について）及び／又は視覚的蛍光評
価（例えば、蛍光顕微鏡などの装置で蛍光を検出すること）を含み得るということも当然
である。感染後、宿主細胞は、集められ（例えば、洗浄すること及びトリプシン処理する
こと及び／又はスクレイピングによって）、当技術分野で利用可能であり、本明細書に記
載される蛍光検出法によって解析され得る。
【００６６】
　[0070]ＨＣＭＶによる感染に対して感受性である任意の宿主細胞が本明細書に記載され
る方法において使用され得る。例示的宿主細胞として、それだけには限らないが、ヒト包
皮線維芽細胞（ＨＦＦ）などのヒト線維芽細胞及びレチナール色素性上皮細胞（ＡＲＰＥ
－１９）などのヒト上皮細胞が挙げられる。感染アッセイの間に宿主細胞が増殖される培
地は、細胞型によって変わり得る。例えば、いくつかの実施形態では、ＨＦＦ感染培地は
、ＭＥＭ　＋５％ＦＢＳ　＋１％ＰｅｎＳｔｒｅｐを含む。いくつかの実施形態では、Ａ
ＰＲＥ感染培地は、ＤＭＥＭ：Ｆ－１２　＋１％ＦＢＳを含む。
【００６７】
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ＩＶ．蛍光検出及び中和抗体評価
　[0071]蛍光は、例えば、フローサイトメトリー解析、蛍光活性化細胞ソーティング又は
流動顕微蛍光測光法を含めた、任意の適当な方法を使用して検出され得る。蛍光検出の感
受性は、一般に、検出システムにおける蛍光実体のコピー数、検出機器の効率並びにサン
プル中の内因性生物学的蛍光実体から、及び蛍光実体のサンプルとの非特異的会合から生
じるバックグラウンド蛍光に対する蛍光実体の蛍光輝度に応じて変わるということは当然
のことである。蛍光実体の輝度は、順に、蛍光シグナルをもたらす蛍光実体の量子効率及
び蛍光実体の光吸収能（吸光係数によって定量化される）に応じて変わる。
【００６８】
　[0072]細胞は、緑色蛍光タンパク質（ＧＦＰ）などのリポーター分子を使用して、表面
及び／又は細胞内蛍光のレベルに基づいて同定及び／又は単離され得るということは理解
されるべきである。一般に、蛍光強度とタンパク質製造（例えば、ウイルス感染及び製造
）の間の相関が観察される。例えば、いくつかの実施形態では、宿主細胞における高レベ
ルの蛍光強度は、宿主細胞の高レベルのウイルス感染と相関する。
【００６９】
　[0073]いくつかの実施形態では、細胞は、全体的な蛍光レベル（例えば、蛍光の細胞内
局在性に関わりなく）について評価される。いくつかの実施形態では、細胞は、細胞の特
定の細胞内位置（例えば、核）における蛍光レベルについて評価される。一般に、フロー
サイトメトリーは、多数の細胞の定量的表現型解析を可能にするが、多くのフローサイト
メトリーアプリケーションが、それらが定量化される時の細胞をイメージングする能力を
含まない。いくつかの実施形態では、細胞の蛍光の検出及び定量化は、感染の評価に十分
である。いくつかの場合には、細胞内の蛍光の局在性を決定することが望ましいことであ
ることは当然のことである。いくつかの実施形態では、細胞のフローサイトメトリー解析
は、蛍光の視覚的評価と組み合わされ得る。蛍光レベル及び局在性の二重解析は、複数の
装置（例えば、フローサイトメトリー及び蛍光顕微鏡）を使用して、又は単一装置で実施
され得る。局在性解析とともに蛍光解析及び／又は定量化を可能にするこのような装置が
、当技術分野で利用可能である。例えば、ＩｍａｇｅＳｔｒｅａｍｘ（Ａｍｎｉｓ（登録
商標））は、蛍光の強度及び局在性の両方を定量化し、１分あたり５００００個を超える
細胞のイメージングを可能にする。
【００７０】
　[0074]細胞蛍光レベルは、当技術分野で公知の任意の適当な方法によって定量化され得
る。細胞蛍光レベルは、参照レベルと比較され得る。いくつかの実施形態では、参照レベ
ルは、予め決定された参照レベル又は通時的参照レベルである。いくつかの実施形態では
、参照レベルは、参照サンプル（例えば、陽性対照及び／又は陰性対照）との対照比較に
よって得られる。
【００７１】
　[0075]フローサイトメトリー及び細胞ソーティングを使用するスクリーニング及び選択
方法の到来は、スクリーニングされ得る細胞数を大幅に増大させる。例えば、短時間で数
百万個の細胞がスクリーニングされ得、混合細胞集団から亜集団及び単細胞が、集団内に
１０－６ほど低い頻度で存在する場合であっても単離され得る。提供される方法の利点の
１つは、サンプル評価がハイスループット法で達成され得ることであることは、当然のこ
とである。いくつかの実施形態では、提供される方法は、既知感染及び／又は中和抗体検
出法（例えば、ウイルスタンパク質の染色、蛍光顕微鏡、ＥＬＩＳＰＯＴなど）と比較し
て、１０％、２０％、３０％、４０％、５０％、６０％、７０％又はそれ以上スループッ
トを増大する。提供される方法は、マルチウェルプレート形式で実施され得、したがって
、ミッド～ハイスループットスクリーニングにおける使用に特に適している。いくつかの
実施形態では、マルチウェルプレートは、９６ウェルを有する。いくつかの実施形態では
、マルチウェルプレートは、別の数のウェルを有し、これとして、それだけには限らない
が、６、１２、２４、３８４、８６４又は１５３６ウェルを有するプレートが挙げられる
。用語「マルチウェルプレート」及び「マイクロタイタープレート」は、同義的に使用さ
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【００７２】
　[0076]いくつかの実施形態では、生存細胞が解析される。いくつかの実施形態では、細
胞は、解析に先立って固定される。
【００７３】
　[0077]いくつかの実施形態では、本開示内容は、蛍光検出及び／又は宿主細胞のウイル
ス感染を相関させることによって抗ＨＣＭＶ中和抗体を測定する方法を提供する。例えば
、蛍光部分（例えば、ＧＦＰ）を含むＨＣＭＶは、ＨＣＭＶ候補ワクチンを用いて免疫処
置された対象から得られた血清とともにプレインキュベートされ得る。血清中に存在する
中和抗体は、ＨＣＭＶ（例えば、蛍光部分を含むＨＣＭＶ）が、ＨＣＭＶによる感染に対
して正常に感受性である宿主細胞に感染するのを低減する。次いで、ＨＣＭＶ（例えば、
蛍光部分を含むＨＣＭＶ）及び血清を含むプレインキュベートされた混合物を使用して、
このような宿主細胞に接触させることができ、宿主細胞の蛍光レベルを評価してもよい。
宿主細胞における蛍光レベルに基づいて、宿主細胞の感染のレベルが決定され得る。宿主
細胞の感染のレベルは、一般に、血清中の中和抗体の存在及び量と反比例し、次いで、治
療的反応（例えば、防御免疫応答）を誘発する候補ワクチンの有効性と相関する。例えば
、対象における中和抗体の誘導において有効な候補ワクチンほど、血清中により多くの中
和抗体が存在し、次いで、蛍光部分を含むＨＣＭＶの、血清とともにプレインキュベート
した後の宿主細胞に感染する能力の低減に対応し、蛍光部分を含むＨＣＭＶと接触させた
後の宿主細胞における蛍光検出の低減にさらに対応する。いくつかの実施形態では、本開
示内容の方法は、本明細書に記載される相関に基づいて、候補ワクチン（例えば、ＨＣＭ
Ｖ候補ワクチン）を、中和抗体を誘導するワクチンとして選択すること及び／又は同定す
ることをさらに含む。
【実施例】
【００７４】
　[0078]以下の実施例は、本明細書に記載されている特定の組成物を作製及び実施するい
くつかの例示的様式を記載する。これらの実施例は、単に例示目的のものであって、本明
細書に記載された組成物及び方法の範囲を制限しようとするものではないということは理
解されなければならない。
【００７５】
実施例１：ウイルス様粒子を用いるウサギの免疫処置
　[0079]この実施例は、種々の組換えＨＣＭＶ抗原を含有するウイルス様粒子を用いるウ
サギの例示的免疫処置を記載する。
【００７６】
　[0080]ＨＥＫ２９３Ｔ細胞（ＡＴＣＣ、ＣＲＬ－１１２６８）を、リン酸カルシウム法
を使用し、種々の組換えＨＣＭＶ抗原をコードする発現プラスミドを用いて一過性にトラ
ンスフェクトした。ＨＥＫ２９３細胞による種々のＨＣＭＶ抗原の発現は、フローサイト
メトリーによって確認した。トランスフェクションの４８～７２時間後、ＶＬＰを含有す
る上清を回収し、０．４５μｍの孔径の膜を通して濾過し、さらに濃縮し、ＳＷ３２　Ｂ
ｅｃｋｍａｎローターにおける２０％スクロースクッションを介した超遠心分離（２５０
００ｒｐｍ、２時間、４℃）によって精製した。ペレットを、滅菌エンドトキシン不含Ｐ
ＢＳ（ＧＩＢＣＯ）に再懸濁して、５００倍濃縮されたＶＬＰストックを得た。総タンパ
ク質は、ブラッドフォードアッセイ定量キット（ＢｉｏＲａｄ）によってアリコートで決
定した。精製ＶＬＰは、使用されるまで－８０℃で保存した。
【００７７】
　[0081]以下の表１に示されるように、ウサギを、ｔ＝０及びｔ＝８週で、ＶＬＰを用い
て筋肉内に免疫処置した。ｔ＝４、６、８、１０、１３及び１６週で血清を採取した。
【００７８】



(27) JP 6265344 B2 2018.1.24

10

20

30

40

50

【表１】

【００７９】
　[0082]酵素結合免疫吸着測定法（ＥＬＩＳＡ）を実施して、ウサギ血清ＨＣＭＶ　Ｉｇ
Ｇ含量を決定した。図１は、ｇＢ／ｐｐ６５二価ＶＬＰ（上部）及びｇＢ／ｐｐ６５二価
ＶＬＰ＋ｇＨ－Ｇ／ｐｐ６５二価ＶＬＰ（下部）を用いて免疫処置したウサギにおける強
力な持続した免疫性を示す。
【００８０】
実施例２：フローサイトメトリーベースの中和活性
　[0083]この実施例は、免疫処置された動物から得た血清におけるＨＣＭＶに対する中和
抗体反応の評価を記載する。この実施例の目的は、１）その他の動物研究から選択された
ＣＭＶ臨床候補成分の免疫原性を確認すること、２）用量並びに投与経路（例えば、ＩＭ
対ＩＰ投与）との可能性ある相乗及び／又は拮抗作用を評価すること及び３）免疫学的追
加免疫及び免疫性の耐性を評価すること含んでいたが、それに限定されなかった。
【００８１】
　[0084]実施例１から得られた試験品番号６を用いて免疫処置されたウサギから得た血清
サンプルを、ｔ＝０（Ｐ０Ｖ）及びｔ＝２週（Ｐ２Ｖｄｌ４）の時点で採取した。次いで
、この群から得た、プールし、熱不活化した（ＨＩ）サンプルを、中和抗体活性について
以下に記載されるように試験した。
【００８２】
　[0085]血清サンプルを１／６～１／９６に希釈した。ＨＦＦ細胞（Ｐ＝９、播種後２４
時間で使用した）及び新たに回収したウイルスＴＢ４０－２３０２１２を使用した。ＴＢ
４０－２３０２１２ウイルスは、ＴＢ４０－０１０２１２の子孫である。ＴＢ４０－０１
０２１２は、ＡＴＣＣから入手した（ＡＴＣＣ　ＶＲ－１５７８；ヒトヘルペスウイルス
５；ＵＬ３２－ＥＧＦＰ－ＨＣＭＶ－ＴＢ４０）。ウイルス感染期間は、Ｔ１５０感染フ
ラスコ中で１５日とした（表２）。顕微鏡観察は、ウイルスは感染性であると示した。感
染培地は、ＴＢ４０－ＨＦＦ－１感染培地（ＭＥＭ＋５％ＦＢＳ＋１％Ｐｅｎ／Ｓｔｒｅ
ｐ）又はＶＲ１８１４－ＡＰＲＥ－１９感染培地（ＤＭＥＭ：Ｆ－１２＋１％ＦＢＳ）と
した。
【００８３】

【表２】

【００８４】
　[0086]ＨＦＦを播種したＴ１５０フラスコに、ＣＭＶ　ＴＢ４０－０１０２１２（５バ
イアル）＋２０ｍｌの感染培地（ＭＥＭ－Ｓｉｇｍａカタログ番号Ｍ４６５５製の最少必
須培地イーグル＋５％　ＦＢＳ＋１％　Ｐ／Ｓ）を感染させた。ＣＯ２インキュベーター
／３７℃中で１５日後、フラスコは十分に感染した。フラスコからほとんどすべての上清
を回収し、５０ｍＬ　Ｆａｌｃｏｎチューブ中に無菌で維持することによってウイルスを
採取した。残りの上清、およそ５～７ｍＬは、細胞スクレーパー（ＮＵＮＣ、カタログ番
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強くピペッティングして上下させることによって（最大１０回）、細胞からのウイルス放
出を促進した。Ｆａｌｃｏｎチューブから、元の上清容量の半量（約８ｍＬ）を加えて、
より強力なウイルスとした。
【００８５】
　[0087]液体窒素からの５本のバイアルのＴＢ４０－０１０２１２（優勢）を、１本のＴ
１５０フラスコに感染させ、３７℃、５％ＣＯ２で１時間インキュベートした。インキュ
ベーション後、１２ｍＬの感染培地を加えた。ウイルスを１５ｍＬの上清中に濃縮した。
【００８６】
　[0088]サイトガム（商標）（ＣＭＶ－ＩＧＩＶ－サイトメガロウイルス免疫グロブリン
静脈内－ヒト；ＣＳＬ　Ｂｅｈｒｉｎｇ；市販の濃度２．５ｇ／５０ｍｌ又は５０ｍｇ／
ｍｌ）を陽性対照として使用した。２０倍希釈を基本濃度として作製し（２０倍希釈：１
００μＬのサイトガム（商標）５０ｍｇ／ｍＬ＋１９００μＬの感染培地）、希釈、ウサ
ギ血清に使用した同一希釈を作製するために、後に使用した。ウサギ血清と同一条件下（
以下の表３～５に記載されるような）でサイトガム（商標）を熱不活化した。
【００８７】
【表３】

【００８８】
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【表４】

【００８９】

【表５】

【００９０】
　[0089]各特定の濃度の血清又はサイトガム（商標）及び１／２最終ウイルス希釈を組み
合わせて、３７℃で１時間回転させた。９５％～１００％コンフルエントのＨＦＦ細胞を
有する使用準備のできた６ウェルプレートを、加温ＰＢＳを用いて２回注意深くすすぎ、
次いで、ウイルス－血清混合物を、４時間にわたる乾燥を避けるために、１００μＬ混合
物／ウェル＋２００μＬ感染培地として２連でアプライした。インキュベーションは、３
７℃／５％　ＣＯ２／４時間とした（６０分毎に振動した）。４時間インキュベートした
後、ピペットを用いて各ウェルから内容物を注意深く吸引し、３ｍＬの新鮮感染培地を加
えた。プレートをインキュベーター中で、３７℃／５％　ＣＯ２で１０日間維持した。通
常、感染の５日後に、細胞におけるウイルス感染の日常点検を実施した。光学顕微鏡又は
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蛍光顕微鏡を用いる緑色蛍光検出によって膨潤及び円形化細胞を可視化した。
【００９１】
　[0090]サンプル採取のために、各ウェルから培地を吸引した。各ウェルを、ＰＢＳ（Ｈ
ｙＣｌｏｎｅ　ＤＰＢＳ／カルシウム及びマグネシウムを含まないよう改変された；カタ
ログ番号ＳＨ３００２８．０２）を用いて２回すすぎ、１００μＬの１×トリプシン－Ｅ
ＤＴＡ（Ｓｉｇｍａ；カタログ番号Ｔ４１７４－１００ｍｌ）及び１００μＬのＰＢＳを
加えた。細胞が十分にトリプシン処理されるまで、サンプルをＣＯ２インキュベーター中
で２～３分維持した。１ｍＬ／ウェルのＰＢＳ　＋５％ＦＢＳを加えて、トリプシンを停
止した。サンプルを透明な流動向きチューブ中に回収した（同一サンプル／チューブに対
して２つのウェル）（ＢＤ　Ｆａｌｃｏｎ、５ｍｌポリスチレン丸底、ＲＥＦ３５２０５
４）。プレートを光学顕微鏡下で調べ、すべての細胞が回収されたことを確認した（回収
されていなかった場合には、さらに加えられた５００μＬ　ＰＢＳ＋５％　ＦＢＳを使用
して残部を回収した）。サンプルを９００ｒｐｍで１０分間遠心沈殿させた。上清を廃棄
し、ペレットを保持した。ペレットが残りのバッファー中に分散されるよう、チューブを
ボルテックス処理した。残りのステップは、光に対して最少にしか曝露せずに実施した。
２００μＬの固定液（ＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ、ＢＤ　Ｃｙｔｏｆｉｘ、固定バッ
ファー　カタログ番号５５４６５５、１００ｍｌ）を加え、氷上で１５分間インキュベー
トした。１ｍＬ／チューブの混合物ＰＢＳ＋５％　ＦＢＳを加えて、Ｃｙｔｏｆｉｘを停
止した。サンプルを９００ｒｐｍで１０分間遠心沈殿させた。上清を廃棄し、ペレットを
保持した。ペレットを５００μＬのＰＢＳ＋５％　ＦＢＳ中で再構成し、激しくボルテッ
クス処理し、その後、フローサイトメーターに置いた。
【００９２】
　[0091]サンプルをフローサイトメトリーに付し、Ｃｅｌｌｑｕｅｓｔソフトウェアを使
用して解析した。ＦＳＣ及びＳＳＣパラメータは、「ｌｉｎｅａｒ」に設定し、その他の
すべてのパラメータは「ｌｏｇ」に設定した。感染細胞のフローサイトメトリー解析の間
に１００，０００個の細胞を採取した。ＨＦＦ細胞及びＴＢ４０　ＣＭＶを使用する流動
のための普通の条件は、ＦＳＣ　Ｅ－１及び４．８３；ＳＳＣ　３２５；ＦＬ１　４２７
としたが、パラメータは、より適当なドットプロットを得るために既存の条件の前後でわ
ずかに変更され得る。
【００９３】
　[0092]図２は、ウサギにおいてｇＢ／ｐｐ６５　ＣＭＶ　ＶＬＰを用いて誘導された中
和抗体反応を示す線維芽細胞におけるＧＦＰ発現の例示的ＦＡＣＳ解析を表す。ウサギ（
ｎ＝６匹／群）を、０週目及び８週目に２回免疫処置（ＩＭ）し、２週間後に出血させた
。血清をプールし、示された希釈で、ＨＦＦ線維芽細胞におけるＧＦＰ発現ＣＭＶウイル
ス（ＴＢ４０）に対して、同様の希釈のサイトガム（商標）と比較して試験した。感染（
ＧＦＰ＋）細胞のフローサイトメトリー解析の間に１００，０００個の細胞を集めた。
【００９４】
　[0093]図３は、ウサギにおいて二価ｇＢ＋ｇＨ　ＣＭＶ　ＶＬＰを用いて誘導された中
和抗体反応を示す線維芽細胞におけるＧＦＰ発現の例示的ＦＡＣＳ解析を表す。ウサギ（
ｎ＝６匹／群）を、０週目及び８週目に２回免疫処置（ＩＭ）し、２週間目に出血させた
。血清をプールし、示された希釈で、ＨＦＦ線維芽細胞におけるＧＦＰ発現ＣＭＶウイル
ス（ＴＢ４０）に対して、同様の希釈のサイトガム（商標）と比較して試験した。感染（
ＧＦＰ＋）細胞のフローサイトメトリー解析の間に１００，０００個の細胞を集めた。
【００９５】
実施例３：フローサイトメトリーによる中和抗体の検出のための例示的マイクロ中和アッ
セイ
　[0094]この実施例は、ワクチン接種した動物から得た血清サンプルにおけるフローサイ
トメトリーによる機能的抗ＣＭＶ中和抗体の検出を記載する。
【００９６】
材料／機器
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　[0095]このアッセイでは、以下の材料及び機器が使用される。ヒト包皮線維芽細胞（Ｈ
ＦＦ－１）細胞－ＡＴＣＣ番号ＳＣＲＣ－１０４１；ヒト起源レチナール色素上皮－（Ａ
ＲＰＥ－１９）－ＡＴＣＣ番号ＣＲＬ－２３０２；ヒトヘルペスウイルス５ＨＣＭＶ（Ｕ
Ｌ３２－ＥＧＦＰ－ＨＣＭＶ－ＴＢ４０）－ＡＴＣＣ番号ＶＲ－１５７８；ヒトＣＭＶ－
ＧＦＰ－Ｔｏｗｎｅ　ＴＳ１５－ｒＲ（Ｄｒ．　Ｍ．　ＭｃＶｏｙから入手、ＶＣＵ－Ｖ
ｉｒｇｉｎｉａ）；ウサギＩｇＧ（ＧＡＲ）に対するヤギ抗血清－ＭＰ　Ｃａｐｐｅｌ、
カタログ番号５５６２０；ウサギから得た補体血清－Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈカタロ
グ番号Ｓ７７６４－５ｍｌ；標準モルモット補体－Ｃｅｄａｒｌａｎｅカタログ番号ＣＬ
－５０００；滅菌蒸留水－Ｇｉｂｃｏ、カタログ番号１５２３０；ダルベッコの改変イー
グル培地（ＤＭＥＭ）－ＨｙＣｌｏｎｅ；カタログ番号ＳＨ３０２４３．０１（増殖培地
）；最小必須培地イーグル（ＭＥＭ）－Ｓｉｇｍａ；カタログ番号Ｍ４６５５－５００ｍ
ｌ（感染培地）；ウシ胎児血清（ＦＢＳ）－ＨｙＣｌｏｎｅ；カタログ番号ＳＨ３０３９
６．０３；ペニシリンストレプトマイシン溶液（Ｐｅｎ／Ｓｔｒｅｐ）－Ｓｉｇｍａ；カ
タログ番号Ｐ０７８１－１００ｍｌ；１Ｘトリプシン－ＥＤＴＡ－Ｓｉｇｍａ；カタログ
番号Ｔ４１７４－１００ｍｌ改変リン酸緩衝生理食塩水（ＤＰＢＳ－カルシウム及びマグ
ネシウムを含まない）－ＨｙＣｌｏｎｅ；カタログ番号ＳＨ３００２８．０２；固定バッ
ファー－ＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ；ＢＤ　Ｃｙｔｏｆｉｘカタログ番号５５４６５
５－１００ｍｌ；サイトガム（ＣＭＶ－ＩＧＩＶ－サイトメガロウイルス免疫グロブリン
静脈内／ヒト－ＣＳＬ　Ｂｅｈｒｉｎｇ；市販の濃度２．５ｇ／５０ｍｌ；ジメチルスル
ホキシド（ＤＭＳＯ）－Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈカタログ番号Ｄ１４３５－５００ｍ
ｌ；安全キャビネット；インキュベーター５％　ＣＯ２、３７℃；遠心機；ボルテックス
；フローサイトメーターのためのサンプル獲得チューブ（ＢＤ　Ｆａｌｃｏｎ、５ｍｌポ
リスチレン丸底、ＲＥＦ３５２０５４）；６ウェルプレート；マルチチャンネルマイクロ
ピペットレザーバー；５及び１０ｍｌ　メモリピペット；使い捨てチップを用いる、１０
μｌ～１０００μｌの調節性単一チャンネルマイクロピペット；細胞スクレーパー－ＮＵ
ＮＣ；カタログ番号１７９７０７；５０ｍｌ　Ｆａｌｃｏｎチューブ－ＢＤ３５８２０６
；エッペンドルフチューブのための回転板；蛍光顕微鏡；ＦＡＣＳＣＡＮ機器。
【００９７】
ウイルスの入手及び採取
　[0096]ＨＦＦ－１細胞（Ｔ１５０フラスコに播種された９５％コンフルエント単層）に
、１．５ｍｌのＵＬ３２－ＥＧＦＰ－ＨＣＭＶ－ＴＢ４０（「ＴＢ４０」）を感染させる
。ＡＲＰＥ－１９細胞には、同様の方法でＨＣＭＶ－ＧＦＰ－Ｔｏｗｎｅ－ＴＳ１５－ｒ
Ｒ（「Ｔｏｗｎｅ」）を感染させる。これらのウイルスは感光性であるので、細胞は電気
を消した状態で感染させる。フラスコをＣＯ２インキュベーター／３７℃中で３０分間イ
ンキュベートして、細胞とウイルスの間の付着を可能にする。
【００９８】
　[0097]次いで、細胞に２５ｍｌの感染培地を加える（表６及び７を参照のこと）。細胞
が十分に感染する（ＴＢ４０の場合には、膨潤及び円形化細胞が、光学顕微鏡又は蛍光顕
微鏡を用いる緑色蛍光によって見られる、Ｔｏｗｎｅについては、緑色蛍光によって感染
が検出される）まで、フラスコをＣＯ２インキュベーター中／３７℃維持する。良好な感
染に必要な時間は、優勢ウイルスの感染能に応じて異なる。
【００９９】
　[0098]採取は、フラスコからほとんどすべての上清を回収し、５０ｍＬ　Ｆａｌｃｏｎ
チューブ中に無菌で維持することによって始められる。残りの上清、およそ５ｍｌは、細
胞スクレーパーでの細胞のスクレイピングを促進する。良好なスクレイピング及び強くピ
ペッティングして上下させること（最大１０×）によって、ウイルスが細胞から放出され
ることが可能となる。Ｆａｌｃｏｎチューブから元の上清容量の１０ｍｌを加え、９００
ｒｐｍで１０分間遠心沈殿させる。ペレットを除去し、およそ１５ｍｌの濃縮ウイルスを
保持する。ウイルス総量中、５％の凍結保護物質（ＤＭＳＯ）を加える。１ｍｌのアリコ
ートを調製し、標識し、－８０℃で短時間保存するか、又は液体窒素中で長期間保存する
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【０１００】
【表６】

【０１０１】
【表７】

【０１０２】
実験設定及び方法
　[0099]出血前及び免疫処置後血清サンプルを、使用前に５６℃で３０分間熱不活化する
。陽性対照として用いる市販の血清、サイトガムを同様に熱不活化する。血清希釈を、１
／６から出発して、所望の希釈まで２連で作製する。サイトガムは、匹敵する希釈、スト
ック試薬１：２０の先の希釈で試験して、ヒト／ウサギ血清のＩｇ含量を調整する（表８
を参照のこと）。
【０１０３】
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【表８】

【０１０４】
　[0100]特定の濃度の血清（サイトガム）及びウイルスを組み合わせ、３７℃で１時間回
転させた。いくつかのアッセイでは、補体が含まれる。補体及びＨＦＦ細胞を利用するア
ッセイのためには、各特定の血清（サイトガム）／ウイルス混合物に１０％標準モルモッ
ト補体を加える。ウイルス対照を同一の方法で処理する。補体及びＡＲＰＥ－１９細胞を
利用するアッセイのためには、どの種が使用されるか（ウサギ又は血清）に関わらず、各
混合物に２．５％ウサギ補体を加える。血清及びウイルスを３７℃で１時間回転させる。
【０１０５】
　[0101]９５％コンフルエントの細胞（６ウェルプレートに播種された）を、加温ＰＢＳ
を用いて２回注意深くすすぎ、次いで、ウイルス－血清混合物を２連でアプライした。４
時間のインキュベーションにわたる乾燥を避けるために、１００μＬ混合物／ウェル＋２
００μＬ感染培地を加える。細胞を、３７℃／５％　ＣＯ２／４時間インキュベートする
（６０分毎に振動した）。４時間インキュベートした後、ピペットを用いて各ウェルから
の内容物を注意深く吸引し、３ｍＬの適当な、新鮮加温感染培地を加える。十分に感染す
るまで、プレートを３７℃／５％　ＣＯ２でインキュベートする。５日インキュベートし
た後、細胞をウイルス感染について解析する。ＨＦＦ－１細胞の感染は、光学顕微鏡又は
蛍光顕微鏡を用いる緑色蛍光検出によって可視化される細胞の膨潤及び円形化によって決
定される。ＡＲＰＥ－１９細胞感染は、蛍光顕微鏡を用いて緑色蛍光として検出される。
【０１０６】
フローサイトメトリーのためのサンプル採取及び調製
　[0102]サンプル採取の前に、光学顕微鏡下で、利用可能な場合には、蛍光顕微鏡を使用
して細胞に組み込まれたＧＦＰを解析することによって、良好な感染の存在を確認する。
各ウェルから培地を吸引し、流し捨てる。細胞を、ＰＢＳ（ＨｙＣｌｏｎｅ　ＤＰＢＳ／
カルシウム及びマグネシウムを含まないよう改変された；カタログ番号ＳＨ３００２８．
０２）を用いて２回すすぐ。ＨＦＦ－１細胞に、１００μｌの１×トリプシン－ＥＤＴＡ
（Ｓｉｇｍａ；カタログ番号Ｔ４１７４－１００ｍｌ）及び２００μｌのＰＢＳを加える
。ＡＲＰＥ－１９細胞に、２００μｌの１×トリプシン－ＥＤＴＡ及び１００μｌのＰＢ
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Ｓを加える。細胞が十分にトリプシン処理されるまで、細胞をＣＯ２インキュベーター中
で２～３分維持する。１ｍｌ／ウェルのＰＢＳ＋５％　ＦＢＳを加えて、トリプシンを停
止する。細胞を透明な流動向きチューブ中に回収する（同一サンプル／チューブに対して
２つのウェル）（ＢＤ　Ｆａｌｃｏｎ、５ｍｌポリスチレン丸底、ＲＥＦ３５２０５４）
。ウェルを光学顕微鏡下で可視化し、細胞が残っている場合には、さらに５００μｌのＰ
ＢＳ＋５％　ＦＢＳを加えて、さらなる細胞を集める。
【０１０７】
　[0103]Ｆａｌｃｏｎチューブを９００ｒｐｍで１０分間遠心沈殿させる。上清を廃棄し
、ペレットを保持する。チューブをボルテックス処理して、ペレットを残存するバッファ
ー中に分散させる。残りのステップは、暗所で実施する。各チューブに、２００μｌのＣ
ｙｔｏｆｉｘ（ＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ、ＢＤ　Ｃｙｔｏｆｉｘ、固定バッファー
　カタログ番号５５４６５５　１００ｍｌ）を加え、サンプルを氷上で１５分間インキュ
ベートする。各チューブに、１ｍｌの混合物ＰＢＳ＋５％　ＦＢＳを加えて、Ｃｙｔｏｆ
ｉｘを停止する。チューブを９００ｒｐｍで１０分間遠心沈殿させる。上清を流し捨て、
ペレットを保持する。ペレットを５００μｌのＰＢＳ＋５％　ＦＢＳ中で再構成し、激し
くボルテックス処理し、フローサイトメトリーを実施する。
【０１０８】
実施例４：ウサギにおける例示的ＶＬＰの中和活性
　[0104]ＣＨＯ細胞を、一価ｇＢ－Ｇ及び一価ｇＨ－Ｇのプラスミドを用い、１．５Ｅ０
６～２．０Ｅ０６個細胞／ｍＬの間の細胞密度でトランスフェクトした（国際出願ＰＣＴ
／ＵＳ２０１２／６４５５６に記載されたとおりに調製された）。総ＤＮＡ濃度を最大１
μｇ／細胞培養物１ｍＬとするようにスタッファーＤＮＡを加えた。トランスフェクショ
ンに使用したプラスミドは、ＭａｘｉＰｒｅｐ又はＧｉｇａＰｒｅｐプラスミド精製キッ
ト（Ｑｉａｇｅｎ）によって、まず精製した。ＤＮＡを細胞に送達するためにトランスフ
ェクションのために使用したＰＥＩＭＡＸは、６：１（ＰＥＩ：ＤＮＡ　ｗｔ／ｗｔ）の
比で準備された。１リットルボトル中で、Ｂｅｃｋｍａｎ　Ｃｏｕｌｔｅｒ社製のロータ
ーＪＳ－４．２Ａを使用して４０００ｒｐｍで２０分間遠心分離することによって、トラ
ンスフェクションの７２時間後に細胞培養物を回収した。０．８／０．４５μｍフィルタ
ー（ＡｃｒｏＰａｋ　５００Ｃａｐｓｕｌｅ，Ｐａｌｌ）を通して上清を濾過した。次い
で、濾過した上清をタンジェンシャルフロー濾過（ＶＬＰの濃縮のためのＴＦＦ）によっ
て濃縮し、ヒスチジン含有バッファーに対してダイアフィルトレーションした。７０μｌ
のベンゾナーゼ（Ｂｅｎｚｏｎａｓｅ）（２５０ユニット／μＬを含有するＮｏｖｏｇｅ
ｎ　９９％純度（Ｄ００１２７７０３））を、２ｍＭ最終濃度を有するようＭｇＣｌ２を
補給した４００μＬのＰＢＳに懸濁した。ＴＦＦ保持部分を、ＰＢＳ溶液で希釈したベン
ゾナーゼと混合し、ロータリーシェーカー（ヘッド－トゥ－トー回転）中で室温で１時間
維持し、次いで、チューブを４℃で一晩置いた。ダイアフィルトレーションしたベンゾナ
ーゼ処理材料を、陰イオン交換クロマトグラフィーカラム（ＤＮＡ及び宿主タンパク質の
還元のためのＡＥＸ）上にロードし、ここで、フロースルーを回収した。次いで、フロー
スルーを０．４５μｍを通して滅菌濾過し、種々の容量に分注した。
【０１０９】
　[0105]記載されるように調製した一価ｇＢ－Ｇ及び一価ｇＨ－Ｇ　ＶＬＰ組成物を一緒
に混合し、ミョウバンをアジュバントとし、次いで、実施例３に記載されるマイクロ中和
アッセイを使用して中和活性について雌のニュージーランドホワイトウサギ６～８週齢（
試験群あたり最少５匹の動物）において試験した。ウサギを、０．５ｍｌ（近位尾側後大
腿筋の２つの部位中に２５０μｌ）のＶＬＰ組成物を用いて３回、０日目に１回（プライ
ム）及び５７日目に１回（８週目にブースト）及び１６２日目に１回（２４週目にブース
ト）筋肉内に免疫処置した。ウサギを、５０μｇの一価ｇＢ－Ｇ及び一価ｇＨ－Ｇ（１：
１比で一緒に混合された）両ＶＬＰ組成物を用いて処置した。ウサギにおける体液性免疫
応答を評価するために、研究において、最初の免疫処置の前、次いで、最初の免疫処置後
、２８、４２及び５５日目及び２回目の免疫処置後１４日目にすべてのウサギから血液を
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採取した。
【０１１０】
　[0106]ＨＣＭＶに対する中和抗体反応は、これまでに記載したようにＧＦＰを発現する
ＣＭＶウイルス（ＴＢ４０）に基づいた線維芽細胞におけるマイクロ中和アッセイ、及び
感染（ＧＦＰ＋）ＨＦＦ－１細胞のフローサイトメトリー解析を使用して決定した。記載
したように免疫処置前及び免疫処置後に採取したウサギ血清をプールし、陽性対照ＣＭＶ
ハイパーグロブリン、サイトガム（商標）及び空のＧａｇ　ＶＬＰ（抗原性タンパク質ｇ
Ｂ－Ｇ及び／又はｇＨ－Ｇを欠く）からなる陰性対照に対して、ＨＦＦ線維芽細胞におい
てＧＦＰを発現するＨＣＭＶに対するモルモット補体の存在下で中和活性について試験し
た。
【０１１１】
　[0107]図４は、１０％モルモット補体及びウサギ血清の存在下で、ＣＭＶ－ＧＦＰ－Ｔ
Ｂ４０－０１０５１２ウイルスとともにインキュベートしたＨＦＦ－１細胞における中和
パーセントを示す（１５ＲＡ０９から得られた群７のプールされた血清を、動物が一価ｇ
Ｂ－Ｇ及び一価ｇＨ－Ｇ　ＶＬＰを用いて３回処理された場合を代表する陽性データとし
て使用し、１５ＲＡ０５研究（空のＧａｇ）から得られた群８を代表的な陰性対照として
として使用した）。図４に示されるように、一価ｇＢ－Ｇ及び一価ｇＨ－Ｇ　ＶＬＰ組成
物の組合せは、線維芽細胞感染に対して、ウサギにおいて迅速な、相乗的な持続した中和
抗体反応を誘発したのに対し、空のＧａｇ　ＶＬＰは、中和抗体反応を示さなかった。（
「ＧＦＰ－ＴＢ４０－０１０５１２」は、２０１２年５月１日に増殖させた（実施例３に
記載される）ヒトヘルペスウイルス５ＨＣＭＶ（ＵＬ３２－ＥＧＦＰ－ＨＣＭＶ－ＴＢ４
０）－ＡＴＣＣ番号ＶＲ－１５７８を表す。）
【０１１２】
　[0108]プールされたウサギ血清はまた、先に記載したように、ＧＦＰを発現するＨＣＭ
Ｖウイルス（Ｔｏｗｎｅ　ＴＳ１５－ｒＲ）に基づいた、上皮細胞におけるマイクロ中和
アッセイ、及び感染（ＧＦＰ＋）ＡＲＰＥ－１９細胞のフローサイトメトリー解析を使用
してＨＣＭＶに対する中和抗体反応について試験した。記載したように免疫処置前及び免
疫処置後に採取したウサギ血清をプールし、陽性対照ＣＭＶハイパーグロブリン、サイト
ガム（商標）及び空のＧａｇ　ＶＬＰ（抗原性タンパク質ｇＢ－Ｇ及び／又はｇＨ－Ｇを
欠く）からなる陰性対照に対して、ＡＲＰＥ－１９上皮細胞においてＧＦＰを発現するＨ
ＣＭＶに対する２．５％ウサギ補体の存在下で中和活性について試験した。
【０１１３】
　[0109]図５は、２．５％ウサギ補体及びウサギ血清の存在下で、ＣＭＶ－ＧＦＰ－Ｔｏ
ｗｎｅ－１５０６１２ウイルスとともにインキュベートしたＡＲＰＥ－１９細胞における
中和パーセントを示す（１５ＲＡ０９から得られた群７のプールされた血清を、動物が一
価ｇＢ－Ｇ及び一価ｇＨ－Ｇ　ＶＬＰ組成物を用いて３回処理された場合を代表する陽性
データとして使用し、また、１５ＲＡ０５研究（空のＧａｇ）から得られた群８を、代表
的な陰性対照として使用した）。図５に示されるように、一価ｇＢ－Ｇ及び一価ｇＨ－Ｇ
　ＶＬＰ組成物の組合せは、上皮細胞感染に対して、ウサギにおいて迅速な、相乗的な持
続した中和抗体反応を誘発したのに対し、空のＧａｇ　ＶＬＰは、中和抗体反応を示さな
かった。（「ＧＦＰ－Ｔｏｗｎｅ－１５０６１２」は、２０１２年６月１５日に増殖させ
た（Ｄｒ．　Ｍ．　ＭｃＶｏｙ，　ＶＣＵ－Ｖｉｒｇｉｎｉａから入手し、実施例３に記
載される）ヒトＣＭＶ－ＧＦＰ－Ｔｏｗｎｅ　ＴＳ１５－ｒＲを表す）。
【０１１４】
その他の実施形態
　[0110]開示内容のその他の実施形態は、本明細書の検討及び本明細書に開示される開示
内容の実施から当業者には明らかとなる。本明細書及び実施例は、単に例示的なものと考
えられ、本開示内容の真の範囲は以下の特許請求の範囲によって示されるものとする。本
明細書において参照される任意の参考文献の内容は、参照によりその全文が本明細書に組
み込まれる。
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