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DESCRIPCIÓN

Virus de la variolovacuna recombinante que tiene el gen del virus de la hepatitis C

Campo de la invención5

La presente invención se refiere a un agente profiláctico y un agente terapéutico para la hepatitis C. Más 
específicamente, la presente invención se refiere a un virus de la variolovacuna recombinante que puede expresar 
un gen del virus de la hepatitis C como se define en la reivindicación 1, y a un agente profiláctico y un agente 
terapéutico para la hepatitis C que comprende el virus de la variolovacuna recombinante.10

Antecedentes de la invención

En Japón, hay más de dos millones de personas infectadas con el virus de la hepatitis C (VHC), entre los cuales 
aproximadamente 36.000 personas desarrollan hepatocarcinoma todos los años donde en la mayoría de los 15
pacientes con cáncer produce la muerte. Actualmente, el interferón (IFN) se utiliza como el único fármaco anti-VHC 
eficaz, que tiene un efecto limitado y efectos secundarios graves. Por lo tanto, existe una demanda del desarrollo de 
un fármaco más seguro y más eficaz. Además, dado que el envejecimiento de las personas infectadas aumenta el 
riesgo de desarrollar cáncer, hay una necesidad de un remedio urgente.

20
En el momento actual, se han desarrollado fármacos, tales como análogos de ácidos nucleicos, inhibidores de la 
proteasa y similares, que suprimen la replicación viral del VHC y utilizado para tratamiento. En el tratamiento con 
estos fármacos, sin embargo, es probable que aparezca un virus resistente a fármacos y la eliminación completa del 
virus es difícil en vista de los mecanismos de esta acción del virus, por lo tanto es necesaria una medicación de por 
vida. En tales circunstancias, ha habido un fuerte deseo de establecer un tratamiento curativo que permite la retirada 25
y el alivio de la medicación de por vida.

Los presentes inventores han establecido diversos sistemas de modelos experimentales, a saber, fuentes de 
investigación en asociación con los estudios del VHC mediante la preparación de un clon de ADNc infeccioso del 
VHC y el establecimiento de animales infectados, tales como ratones transgénicos infecciosos con VHC y ratones 30
quiméricos de hígado humano y similares (por ejemplo, véase el Documento 1 no de patente). Las principales 
características de la infección por el VHC incluyen el establecimiento de la infección persistente a una velocidad alta 
y la progresión a la hepatitis crónica. Los presentes inventores han sido sometidos a exhaustivos análisis y 
exploraciones a lo largo de los años usando los sistemas de modelos experimentales mencionados anteriormente y 
similares de evaluación de este mecanismo de acción en términos de adquisición de tolerancia inmunológica y 35
descomposición de los mismos (por ejemplo, véase el documento no de patente 2).

Hasta ahora se han realizado numerosos intentos de desarrollar una vacuna para prevenir la infección por el VHC, 
pero hasta el momento ninguno de ellos ha proporcionado una prevención completa de la infección (por ejemplo, 
véanse los documentos no de patente 3, 4, 5 y 6).40

Documento de patente US2006/0134065

Documento de patente WO2006/013815 
45

Documento no de patente 1: Wakita T., et al., J. Biol. Chem., 1998, vol.273, p9001-9006
Documento no de patente 2: Inoue K., et al., Hepatology, 2007, vol.45, p921-928
Documento no de patente 3: Choo QL., et al., Pros. Natl. Acad. Sci. 1994, vol.91, 1294-1298
Documento no de patente 4: Puig M., et. al., Vaccine 2004, vol.22, 991-1000
Documento no de patente 5: Abraham JD., Vaccine 2004, vol.22, 3917-392850
Documento no de patente 6: Elmowalid GA., et. al., Pros. Natl. Acad. Sci. 2007, vol.104, 8427-8432
Documento no de patente 7: El-Gogo, S. et al., The J. of Gene Med., 2008, 10: 177-186

Divulgación de la invención
55

El objetivo resuelto por la presente invención es proporcionar un agente terapéutico o un agente profiláctico que 
comprenda un virus de la variolovacuna recombinante eficaz en la prevención del inicio de la infección de la hepatitis 
C.

Los presentes inventores han ido más lejos a través de una investigación importante basada en los resultados de los 60
análisis y exámenes mencionados anteriormente sobre la infección por VHC y concibieron una idea de que una 
fuerte activación inmune provocada por una vacuna de la variolovacuna recombinante puede dar lugar a un potente 
método de prevención de la infección por hepatitis C. Por otra parte, los presentes inventores también consideraron 
que la fuerte activación del sistema de eliminación inmunológica provocada por una vacuna de variolovacuna 
recombinante o similar podría proporcionar una potente terapia curativa de la hepatitis C, y, por tanto, el objetivo del 65
control completo de las afecciones patológicas de una enfermedad viral de mala curación parecía ser posible. Los 
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presentes inventores también se han dedicado a estudios con el fin de resolver el problema anterior basándose en 
sus resultados de muchos años de investigación sobre infecciones virales. Como resultado, tuvieron éxito en la 
preparación de un virus de la variolovacuna recombinante que es eficaz en la prevención del inicio de la infección de 
la hepatitis C, logrando así la presente invención.

5
Por tanto, la presente invención es del siguiente modo. 

(1) Un virus de la variolovacuna recombinante que comprende un promotor de la expresión y un ADNc de 
genoma del virus de la hepatitis C.

10
Un ejemplo de un virus de la variolovacuna incluye la cepa LC16m8. El ADNc del genoma del virus de la hepatitis C 
es aquel que codifica una proteína no estructural del virus de la hepatitis C, en concreto: 

(a) ADN representado por la SEQ ID NO: 2;
(b) ADN que se hibrida con ADN que tiene una secuencia de nucleótidos complementaria a la secuencia de 15
nucleótidos representada por la SEQ ID NO: 2 en condiciones rigurosas que tiene 95 % o más de homología 
con la secuencia de nucleótidos representada por la SEQ ID NO: 2 y que codifica la proteína no estructural del 
virus de la hepatitis C.

Por otra parte, un ejemplo del promotor de la expresión contenido en el virus de la variolovacuna recombinante de la 20
presente invención incluye un promotor híbrido. Específicamente, los ADN de (a) y (b) siguientes se ejemplifican 
como una secuencia de nucleótidos del promotor híbrido: 

(a) ADN que tiene la secuencia de nucleótidos representada por la SEQ ID NO: 4; y
(b) ADN que hibrida con ADN que tiene una secuencia de nucleótidos complementaria a la secuencia de 25
nucleótidos representada por la SEQ ID NO: 4 en condiciones rigurosas y que tiene una actividad promotora.

(2) Una composición farmacéutica que comprende el virus de la variolovacuna recombinante de acuerdo con (1) 
anterior.

30
La composición farmacéutica puede usarse como un agente profiláctico o un agente terapéutico para la hepatitis C.

Breve descripción de las figuras

La figura 1 muestra una estructura génica de un plásmido usado para preparar un virus de la variolovacuna 35
recombinante del VHC.
La figura 2 muestra las posiciones y los nombres de los cebadores usados para confirmar la transferencia de 
genes del VHC mediante PCR.
La figura 3 muestra imágenes de electroforesis en gel de agarosa que muestran los resultados obtenidos 
mediante la confirmación de la transferencia de genes del VHC mediante PCR.40
La figura 4 muestra imágenes de las membranas de PVDF que muestran los resultados obtenidos mediante la 
confirmación de la expresión de proteínas del VHC mediante el método de transferencia de tipo Western.
La figura 5 muestra un método para confirmar la capacidad del VHC-VVR para inducir inmunidad 
humoral/celular.
La figura 6 muestra los resultados obtenidos midiendo el efecto del VHC-VVR como una vacuna mediante el 45
método de ELISA con respecto a su capacidad para inducir la inmunidad humoral.
La figura 7 muestra los resultados obtenidos midiendo el efecto del VHC-VVR como una vacuna mediante un 
ensayo ELISPOT con respecto a su capacidad para inducir la inmunidad celular.
La figura 8 muestra la expresión del gen interruptor Cre/loxP en un ratón transgénico que expresa hepatitis genes 
del virus de la hepatitis C.50
La figura 9 muestra los cambios diarios en la cantidad de la proteína del núcleo del VHC en el hígado del ratón 
transgénico después de la expresión génica del VHC (panel A) y la alteración del tejido en el hígado del ratón 
transgénico debido al inicio de la hepatitis (panel B).
La figura 10 muestra el esquema de administración del virus de la variolovacuna recombinante del VHC a los 
ratones transgénicos del VHC.55
La figura 11 muestra el efecto terapéutico tras la administración del virus de la variolovacuna recombinante del 
VHC a los ratones transgénicos del VHC.

Mejores modos para realizar la invención
60

En lo sucesivo en el presente documento, un virus de la variolovacuna recombinante de acuerdo con la presente 
invención y una aplicación del mismo se describirá con más detalle aunque el alcance de la presente invención no 
debe limitarse a estas descripciones, y se pueden realizar modificaciones apropiadas aparte de los siguientes 
ejemplos sin apartarse del alcance de la invención.
El alcance de la presente invención viene definida por las reivindicaciones y cualquier información que no entre 65
dentro de las reivindicaciones se proporciona únicamente a efectos informativos.
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1. Sumario

Entre las diversas vacunas, las vacunas vivas son algunas de las vacunas particularmente eficaces, pero 
generalmente se sabe que el desarrollo de una vacuna atenuada para un nuevo virus requiere un período muy largo 
de tiempo, lo que es probable que sea el caso para el VHC también.5

Una técnica de ingeniería genética para la preparación de un virus de la variolovacuna recombinante (RW) como 
una vacuna viva es una de las técnicas conocidas empleadas en tal caso. Por ejemplo, se ha demostrado que los 
virus de la variolovacuna recombinantes para el virus de la rabia o de la peste bovina desarrollados por los 
presentes inventores ejercen efectos superiores en la prevención del inicio de la infección en las pruebas de campo 10
y similares (por ejemplo, véase, Tsukiyama K., et al., Arch. Virol., 1989, vol.107, p.225-235).

Por otra parte, los presentes inventores han tenido éxito en la preparación de un virus de la variolovacuna 
recombinante que tiene ADNc de SDRA-CoV, un patógeno conocido de neumonía atípica SDRA (documento 
WO2006/038742) y se confirmó que se trataba de una formulación que tiene un efecto profiláctico superior, que 15
puede usarse para la administración repetida (por ejemplo, véase, Kitabatake M., et al., Vaccine, 2007, vol.25, 
p.630-637).

Un virus de la variolovacuna usado como un padre recombinante para la preparación de RW tiene que ser una cepa 
de vacuna que tiene una seguridad establecida. La cepa LC16m8 del virus de la variolovacuna (por ejemplo, véase, 20
Clinical Virology vol.3, No.3, 269, 1975) se conoce como dicha cepa de vacuna. La cepa LC16m8 deriva de la cepa 
Lister y actualmente la única cepa de la vacuna que en realidad ha sido administrada como una vacuna profiláctica 
cuya seguridad y eficacia se han confirmado.

Los presentes inventores también encontraron, en el curso del desarrollo y el estudio de los virus de la variolovacuna 25
recombinantes contra la peste bovina, el VIH, el SDRA-CoV y similares, que el uso de un promotor de la expresión 
de genes que puede potenciar considerablemente la capacidad productora de anticuerpos y la capacidad para 
inducir inmunidad celular es eficaz para el virus de la variolovacuna de la presente invención. En concreto, los 
presentes inventores encontraron que pSFJ1-10 o pSFJ2-16 se pueden utilizar como un vector plasmídico preferible 
(por ejemplo, véase Jin N-Y, et al., Arch. Virol. 1994, vol.138, p.315-330, Elmowalid GA., et. al., Pros. Natl. Acad. 30
Sci. 2007, vol.104, 8427-8432; Arch. Virol. 138, 315-330, 1994; solicitud de patente japonesa abierta a consulta por 
el público n.º 6-237773, etc.).

Se divulga que, como resultado, los presentes inventores tuvieron éxito en la preparación de un virus de la 
variolovacuna recombinante del VHC mediante la integración de un gen que codifica una proteína no estructural del 35
VHC y/o un gen que codifica una proteína estructural del VHC junto con un promotor en un virus de la variolovacuna.

Un virus parental de un virus de la variolovacuna recombinante de la presente invención es un virus de la 
variolovacuna como se ha descrito anteriormente. Un virus de la variolovacuna recombinante de la presente 
divulgación tiene un ADNc del VHC integrado en el genoma del virus de la variolovacuna. También se divulga que 40
una unidad de expresión obtenida mediante la clonación de las regiones génicas enteras que codifican la proteína 
del VHC, la región de la proteína de la cápside externa o el gen de la región de proteína no estructural asociada con 
la replicación se transfieren a un vector de virus de la variolovacuna. Esta unidad de expresión se introduce en la 
región de codificación de HA del virus de la variolovacuna. Puesto que la transferencia del gen extraño a la región de 
codificación de la HA no tiene influencia alguna en la actividad de proliferación del virus de la variolovacuna, como 45
ya se sabe, se puede usar como virus parental una cepa de vacuna segura que tiene capacidad de proliferación 
débil (Vaccine 12, 675-681, 1994).

Las vacunas de variolovacuna recombinantes vivas contra el virus de la rabia, el virus de la peste bovina y similares 
se han probado en el campo, donde se han demostrado sus excelentes efectos profilácticos contra el inicio de las 50
infecciones respectivas.

También se divulga que los presentes inventores prepararon un virus de la variolovacuna recombinante (RW) 
mediante la inserción de un gen entero que codifica la proteína del virus de la hepatitis C (VHC), un gen que codifica 
la región de la proteína de la cápside externa o un gen que codifica una región de proteína no estructural asociada 55
con la replicación aguas abajo de un promotor híbrido, y la integración de estos genes en la región del gen de la 
hemaglutinina (HA) de una cepa de virus de la variolovacuna atenuado.

El promotor híbrido incluye un promotor de inclusión de tipo A (ITA) de poxvirus y un promotor de la expresión 
temprana de la proteína de 7,5 kDa del virus de la variolovacuna (p7,5) con múltiples repeticiones (véase Jin N-Y, et 60
al., Arch. Virol. 1994, vol.138, p.315-330). Este promotor fue desarrollado y está disponible del Dr. Hisatoshi Shida 
en la Hokkaido University.

El VVR preparado se utilizó para infectar una célula animal, por la cual se confirmaron la expresión abundante de la 
proteína del VHC, así como la producción temprana de un anticuerpo de títulos altos contra el VHC mediante la 65
vacunación de un individuo animal. Además, se confirmó también que la inmunidad celular se activaba tras la 
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vacunación a un individuo animal mediante ensayo ELISPOT, logrando así la presente invención.

2. Preparación del virus de la variolovacuna recombinante del VHC

Todo el gen que codifica la proteína del virus de la hepatitis C (VHC), un gen que codifica la región de la proteína de 5
la cápside externa y un gen que codifica una región de proteína no estructural asociada con la replicación ya se han 
clonado e insertado en un plásmido. Por lo tanto, un gen contenido en el virus recombinante de la presente 
invención se puede obtener según una técnica habitual de ingeniería genética. Por ejemplo, como tal técnica de 
ingeniería genética se puede usar un método de síntesis de ácido nucleico que usa un sintetizador de ADN utilizado 
generalmente. Por otra parte, después de aislar o sintetizar una secuencia génica como molde, se puede emplear un 10
método de PCR donde los cebadores específicos para cada gen están diseñados para amplificar las secuencias de 
genes con un dispositivo de PCR o un método de amplificación génica usando un vector de clonación. Los expertos 
en la técnica pueden llevar a cabo fácilmente métodos mencionados anteriormente de acuerdo con Molecular 
cloning 2ª Ed. Cold Spring Harbor Laboratory Press (1989) o similar. El producto de la PCR obtenido se puede 
purificar de acuerdo con un método conocido.15

En una realización preferida de la presente invención, el gen del VHC insertado en el plásmido descrito 
anteriormente (Genotipo 1b; Número de nucleótido: 1-9611; DDBJ/EMBL/número de acceso en GenBank: 
AY045702) se puede usar como molde. Por lo tanto, el ADNc del gen del VHC se utiliza como molde con cebadores 
específicos del gen del VHC para realizar la PCR, preparando de este modo cada región del gen del VHC. De 20
acuerdo con la presente descripción, la totalidad de las regiones génicas del VHC, un gen que codifica la región de 
la proteína estructural de la proteína de la cápside externa y un gen que codifica la región de la proteína no 
estructural asociada con la replicación se denominan "CN5", "CN2" y "N25", respectivamente.

Las secuencias de nucleótidos de CN2, N25 y CN5 están representadas por las SEQ ID NOS: 1, 2 y 3 25
respectivamente. Aparte del ADN de la secuencia representada por la SEQ ID NO: 2, se puede usar el ADN que 
hibrida con el ADN que tiene una secuencia de nucleótidos complementaria a la secuencia de nucleótidos 
representada por la SEQ ID NO: 2 en condiciones rigurosas que tiene un 95 % o más de homología con la 
secuencia de nucleótidos representada por la SEQ ID NO: 2, y que codifica una proteína no estructural del virus de 
la hepatitis C (ADN mutante de N25).30

En el presente documento, la frase "que codifica una proteína estructural del virus de la hepatitis C" significa que el 
gen codifica una proteína que constituye la cápside externa del virus, específicamente, el gen codifica al menos la 
región de núcleo, la región E1 y la región E2 (Figura 1A). Adicionalmente, la frase "que codifica una proteína no 
estructural del virus de la hepatitis C" significa que el gen codifica una proteína producida en la célula tras la 35
propagación del virus, específicamente, el gen codifica al menos la región NS2, la región NS3, la región NS4a, la 
región NS4b, la región NS5a y la región NS5b (Figura 1B).

Además se divulga que los genes descritos anteriormente que codifican la proteína estructural y la proteína no 
estructural comprenden la secuencia de longitud completa, así como una secuencia parcial de la misma. En el caso 40
de CN2, puede no ser necesariamente una secuencia de longitud completa y puede ser una parte de la misma 
siempre que contenga todas o parte de la región del núcleo, la región E1 y la región E2. Por ejemplo, la región E1 
(589-1164) y la región E2 (1165-2253) de la secuencia de nucleótidos representada por la SEQ ID NO: 1 se divulgan 
en el presente documento. En el caso de N25, puede no ser necesariamente una secuencia de longitud completa y 
puede ser una parte de la misma siempre que contenga todas o parte de la región NS2, la región NS3, la región 45
NS4a, la región NS4b, la región NS5a y la región NS5b. En el caso de CN5, puede no ser necesariamente una 
secuencia de longitud completa y puede ser una parte de la misma siempre que contenga todas o parte de la región 
del núcleo, la región E1, la región E2, la región NS2 la región NS3, la región NS4a, la región NS4b, la región NS5a y 
la región NS5b. Por ejemplo, la región E1 (589 - 1164), la región E2 (1165 - 2253), la región NS2 (2443 -3093) y la 
región NS3 (3094 - 4986) de la secuencia de nucleótidos representada por la SEQ ID NO: 3 se divulgan en el 50
presente documento.

El ADN mutante descrito anteriormente se puede obtener mediante síntesis química o, como alternativa, se puede 
obtener de una biblioteca de ADNc o una biblioteca genómica por un método de hibridación conocido, tal como 
hibridación de colonias, hibridación de placas, transferencia de tipo Southern o similares, usando ADN que tiene la 55
secuencia de nucleótidos representada por cualquiera de las SEC ID NOS: 1-3 o un fragmento de la misma como 
sonda. Los ejemplos de condiciones rigurosas para la hibridación mencionada anteriormente incluyen 0,1 x SSC a 
10xSSC, de 0,1 % a 1,0 % de SDS y de 20 ºC a 80 ºC. Más específicamente, después de realizar la prehibridación a 
37 ºC a 56 ºC durante 30 minutos o más, el lavado se lleva a cabo durante 1 a 3 veces en 0,1 x SSC, 0,1 % de SDS 
a temperatura ambiente durante de 10 a 20 minutos. Para el procedimiento específico del método de hibridación, se 60
puede hacer referencia a "Molecular Cloning, A Laboratory Manual 2ª ed." (Cold Spring Harbor Press (1989)) o 
similares.

Por otra parte, se puede usar el ADN que tiene 95 % o más, 98 % o más o 99 % o más de homología con la 
secuencia de nucleótidos representada por la SEQ ID NO: 2 y que codifica la proteína no estructural del virus de la 65
hepatitis C.
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Un promotor contenido en el virus de la variolovacuna recombinante de la presente invención es un promotor híbrido 
que consiste en una inclusión de inclusión de tipo A (ITA) de poxvirus y un promotor temprano de la expresión de la 
proteína de 7,5 kDa del virus de la variolovacuna (p7,5) con múltiples repeticiones incluidas en la región del gen de 
la hemaglutinina (HA) del virus de la variolovacuna. Este promotor puede estar ligado a un plásmido apropiado, por 
ejemplo, pBMSF7C (Arco. Virol. 138,315-330, 1994; solicitud de patente japonesa abierta a consulta por el público 5
n.º 6-237773).

Una secuencia de nucleótidos de un promotor híbrido que puede usarse para la presente invención está 
representada por la SEQ ID NO: 4. Además del ADN que tiene la secuencia de nucleótidos representada por la SEQ 
ID NO: 4, el ADN que hibrida con el ADN que tiene una secuencia de nucleótidos complementaria a la secuencia de 10
nucleótidos representada la por SEQ ID NO: 4 en condiciones estrictas y que tiene una actividad promotora también 
puede usarse para la presente invención. Las "condiciones estrictas" son las mismas que se han descrito 
anteriormente. La frase "que tiene una actividad promotora" significa que tiene una actividad para transcribir un gen 
que codifica una proteína no estructural.

15
Una proteína se puede expresar en masa mediante este promotor híbrido en una forma completamente modificada 
con azúcar desde la infección temprana a la infección tardía por el virus de la variolovacuna. De acuerdo con la 
presente divulgación, un vector plasmídico que tiene el gen del VHC (CN5) insertado aguas abajo de un promotor 
pBMSF7C se denomina pBMSF7C-CN5. Adicionalmente, de acuerdo con la presente divulgación, un vector 
plasmídico que tiene un gen de la región de la proteína de la cápside externa (CN2) insertado aguas abajo de un 20
promotor pBMSF7C se denomina pBMSF7C-CN2. Además, un vector plasmídico que tiene un gen de proteína no 
estructural (N25) insertado aguas abajo del promotor pBMSF7C se conoce como pBMSF7C-N25.

Estos vectores plasmídicos se transfieren a un virus de la variolovacuna como huésped para preparar un virus de la 
variolovacuna recombinante. Para la transferencia al vector plasmídico del huésped, se puede usar cualquier técnica 25
conocida. Se divulga que, por ejemplo, uno cualquiera de los vectores plasmídicos pBMSF7C-CN5, pBMSF7C-CN2 
y pBMSF7C-N25 se puede introducir en una célula animal infectada con una cepa del virus de la variolovacuna 
atenuado LC16m8 para inducir la recombinación homóloga en la región del gen de la hemaglutinina (HA) del virus 
de la variolovacuna para preparar virus de la variolovacuna recombinantes VVR-CN5, CCR-CN2 y CCR-N25 que 
expresan las respectivas proteínas del VHC.30

La cepa LC16m8 del virus de la variolovacuna se utiliza para la preparación de RW es una cepa atenuada que 
puede proliferar en un individuo animal, pero tiene la propiedad de proliferación extremadamente baja en las células 
nerviosas. Esta cepa se ha aprobado como una vacuna contra la viruela en Japón y no se han producido efectos 
secundarios graves por la vacunación de aproximadamente 50.000 niños (informe de investigación por el grupo de 35
investigación de la vacunación de la viruela en el Ministry of Health and Welfare, Clinical Virology vol.3, No.3,269, 
1975). Por otra parte, se informa que su capacidad de inducción de inmunidad es equivalente a la de la cepa Lister, 
es decir, la cepa parental, y, por lo tanto, la cepa LC16m8 es una vacuna segura y eficaz.

Dado que los VVR-CN5, VVR-CN2 y VVR-N25 preparados tienen el gen de la proteína del VHC insertado en la 40
región del gen de la HA del virus de la vacuna, la expresión de la proteína HA es defectuosa y, por lo tanto, no se 
produce ninguna hemaglutinación. De acuerdo con la divulgación, se usan VVR-CN5, VVR-CN2 y VVR-N25 para 
infectar las células animales, y se realiza la detección selectiva de VVR usando la reacción de aglutinación de 
eritrocitos de pollo con la placa resultante como indicador. El VVR de interés puede obtenerse seleccionando las 
placas blancas en las que no se observa ninguna hemaglutinación.45

La transferencia de genes del VHC en el virus obtenido de las placas blancas se puede confirmar mediante la 
realización de PCR utilizando el genoma del virus como molde y cebadores específicos de genes del VHC.

La expresión de la proteína del VHC puede confirmarse mediante transferencia de tipo Western utilizando células 50
animales infectadas con VVR-CN5, VVR-CN2 y VVR-N25 como muestras. En el presente documento, el anticuerpo 
utilizado se puede obtener mediante la purificación de IgG con la proteína G de un antisuero obtenido mediante 
inmunización con un polipéptido del VHC (J. Biol.Chem. 279:14531-14541, 2004).

Aparte de la región del gen de la HA, normalmente se usa la región del gen de la timidina quinasa (TK) como el sitio 55
de inserción para el gen de interés tras la preparación de RW pero se sabe que la inserción del gen de interés en la 
región del gen de la TK reduce la proliferación del VVR debido al defecto en la expresión de la TK. Por otra parte, se 
informa de que el defecto en la expresión de la proteína HA tiene poco efecto sobre la proliferación del VVR 
(Vaccine 12, 675-681, 1994). Por lo tanto, de acuerdo con la presente invención, el sitio de inserción del gen de 
interés es, preferentemente, la región del gen de la HA.60

3. Composición farmacéutica para la prevención o el tratamiento de la hepatitis C

La presente invención proporciona un agente profiláctico y terapéutico (una composición farmacéutica) para la 
hepatitis C que comprende el virus de la variolovacuna recombinante descrito anteriormente.65
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Una composición farmacéutica de la presente invención puede introducirse en un organismo mediante cualquier 
método conocido tal como inyección intramuscular, intraperitoneal, intradérmica o subcutánea; inhalación nasal, 
bucal o pulmonar; o administración oral. Además, un virus recombinante contenido en una composición farmacéutica 
de la presente invención se puede usar en combinación con un medicamento antiviral existente (por ejemplo, 
interferón). Una realización de uso combinado no está particularmente limitada y el virus recombinante de la 5
presente invención y el fármaco antiviral existente puede introducirse en un organismo mediante un método donde
ambos se administran simultáneamente o mediante método donde uno se administra después del otro a un cierto 
intervalo.

Además, la composición farmacéutica de la presente invención se puede mezclar con un vehículo conocido 10
farmacéuticamente aceptable tal como un excipiente, un agente de carga, un aglutinante y un lubricante, un tampón, 
un agente de tonicidad, un agente quelante, un colorante, un conservante, una fragancia, un agente aromatizante, 
un agente edulcorante o similares.

La composición farmacéutica de la presente invención puede administrarse por vía oral o parenteral de acuerdo con 15
su forma, por ejemplo, como un agente administrado por vía oral tal como un comprimido, una cápsula, un agente en 
polvo, un agente granular, una píldora, una solución, jarabe o similares, o un agente administrado por vía parenteral, 
como una inyección, un agente tópico, un supositorio, una gota ocular o similares. Preferentemente, es, por ejemplo, 
una inyección local tal como una inyección intradérmica, intramuscular o intraperitoneal.

20
Aunque la dosis se selecciona apropiadamente de acuerdo con el tipo del elemento activo, la vía de administración, 
el objetivo de la administración, la edad, el peso, el sexo y los síntomas del paciente y otras condiciones, la dosis 
diaria del virus es de aproximadamente 1,000-1.000.000.000 UFP (unidades formadoras de placas) y, 
preferentemente, de aproximadamente 100.000-100.000.000 UFP en el caso de la administración oral, mientras que 
es de aproximadamente 100-1.000.000.000 UFP y, preferentemente, de aproximadamente 1.000-100.000.000 UFP 25
en el caso de administración parenteral. El virus puede administrarse una vez o varias veces al día. 

El virus recombinante de la presente invención se puede usar como una vacuna para prevenir o tratar la hepatitis C. 
Además, el desarrollo de una vacuna contra el VHC hasta la fecha se basa en la investigación que se centra en los 
anticuerpos contra el VCH y las células T citotóxicas (CTL). Por lo tanto, el título de anticuerpos o la actividad de la 30
inmunidad celular como vacuna se miden, preferentemente, de antemano.

Se divulga que, por ejemplo, los títulos de anticuerpos contra los VVR-CN5, VVR-CN2, VVR-N25 preparados o la 
cepa LC16m8, es decir, la cepa parental, se pueden obtener mediante la vacunación de un conejo con la cepa de 
virus, la recogida de los sueros con el tiempo y la medición del valor ELISA contra el VHC en el suero. En los sueros 35
de conejos vacunados con VVR-CN5- o VVR-CN2, los títulos de anticuerpos contra el VHC aumentaron tras cuatro 
semanas desde la vacunación.

También se divulga que la actividad de la inmunidad celular se puede medir mediante la vacunación de un ratón con 
VVR-CN5, VVR-CN2, VVR-N25 o la cepa LC16m8, es decir, la cepa parental, aislando las células de bazo del ratón 40
inmunizado, y determinando si o no los CTL específicos del VHC son inducidos por el ensayo ELISPOT. De acuerdo 
con la presente divulgación, cuando las células del bazo derivadas de ratones BALB/c vacunados con VVR-CN5 se 
estimularon con un péptido sintético de una secuencia del epítopo del CRL específico de E1 restringido a H H-2d, se 
detectaron células productoras de INF-γ casi diez veces las de control. De acuerdo con lo anterior se encontró que la 
vacunación con VVR-CN5 inducía CTL específicos de E1 en ratones BALB/c.45

Por lo tanto, los VVR-VHC preparados por los presentes inventores han confirmado que inducen inmunidad humoral 
y celular contra el VHC.

La presente invención se describirá más específicamente mediante los ejemplos siguientes. Estos ejemplos son solo 50
ilustrativos y no deben limitar el alcance de la presente invención.

Ejemplo 1

Preparación del virus de la variolovacuna recombinante 55

Las regiones génicas completas (CN5), la región de la proteína de la cápside externa (CN2) y la región génica de la 
región de la proteína no estructural asociada a la replicación (N25) del virus de la hepatitis C (DDBJ/EMBL/ número 
de acceso en GenBank; AY045702) se integraron en los sitios SbfI y Sgfl del plásmido pBMSF7C (solicitud de 
patente japonesa abierta a consulta por el público n.º 6-237773) para preparar los vectores plasmídicos pBMSF7C-60
CN5, pBMSF7C-CN2 y pBMSF7C-N25 que tienen los genes del VHC insertados aguas abajo del promotor híbrido 
ATI-p7.5 en la región génica de la hemaglutinina (HA) (Figura 1).

Se sembraron células de riñón de cultivo primario en un matraz T175. Una vez que las células alcanzaron la 
confluencia, se usó la cepa del virus de la variolovacuna atenuado LC16m8 para la infección a un moi = 10 y a 30 ºC 65
durante 2 horas. En el presente documento, moi (multiplicidad de infección) hace referencia a las UFP por célula. 
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Después de la infección, la solución de virus se eliminó mediante aspiración y las células se lavaron con PBS (-). A 
continuación, después del tratamiento con 0,05 % de tripsina/EDTA 0,5 mM/PBS (-) y lavado con 10 % de 
FCS/medio MEM, PBS (-) y tampón de HeBS, las células se suspendieron en 600 µl de tampón de HeBS. 40 µg de 
cada uno de los vectores plasmídicos pBMSF7C-CN5, pBMSF7C-CN2 y pBMSF7C-N25 se diluyeron usando un 
tampón HeBS para obtener una cantidad total de 200 µl, que se añadió y se mezcló con la suspensión celular y se 5
dejó reposar en hielo durante 10 minutos. La suspensión celular añadida con el vector plasmídico se transfirió a una 
cubeta de 0,4 cm para realizar la electroporación (0,2 kV, 960 µF) usando un electroporador (Bio-Rad). Después de 
la electroporación, se añadió inmediatamente 1 ml de 10 % de FCS/medio MEM a la suspensión celular para la 
dilución. Esta suspensión celular se añadió a las células RK13 o células de riñón de cultivo primario que se habían 
sembrado en un matraz T175 y se cultivaron a 30 ºC durante 24 horas.10

Después de 24 horas de cultivo, se retiró el sobrenadante del cultivo mediante aspiración y las células se lavaron 
con PBS (-). A continuación, se realizó el tratamiento con 0,05 % de tripsina/EDTA 0,5 mM/PBS (-) y las células se 
suspendieron en un 10% de FCS/medio MEM. Se recogió la suspensión de células, se sometió a ultrasonidos (30 s 
x 4 veces) en agua fría y después se centrifugó (2000 rpm, 10 min). El sobrenadante resultante se utilizó como una 15
solución de virus. La solución de virus se diluyó en 10 % de FCS/medio MEM y se usó para infectar la célula de 
riñón de cultivo primario que se habían sembrado en una placa de 100 mm a 30 ºC durante una hora. La solución de 
virus se eliminó mediante aspiración y, a continuación, las células se lavaron con PBS (-). Se añadió 10 % de 
FCS/0,5% de metilcelulosa/medio MEM para el cultivo a 30 ºC durante 72 horas. Después de 72 horas de cultivo, se 
retiró el sobrenadante mediante aspiración y se lavó con PBS (-). Una solución de eritrocitos de pollo diluida en PBS 20
(+) se añadió a la placa de 100 mm para el cultivo a 37 ºC durante 30 minutos. La solución de eritrocitos se eliminó 
mediante aspiración y, a continuación, las células se lavaron dos veces con PBS (-). Las placas sobre las que no se 
adsorbieron los eritrocitos de pollo se recogieron usando un Pipetman. La transferencia de genes del VHC en las 
placas recogidas se confirmó mediante PCR y secuenciación génica. Las placas confirmadas de la transferencia 
génica se sometieron a purificación en placa tres veces.25

Los virus sometidos a tres veces purificación en placa se sometieron a cultivo a pequeña escala. La colonia obtenida 
después de la tercera purificación se suspendió en 700 µl 10 % de FCS/medio MEM y se sometió a ultrasonidos en 
agua fría. Después de la centrifugación (2.000 rpm, 10 min), se añadieron 500 µl de sobrenadante a las células de 
riñón de cultivo primario sembradas en T25 para la infección a 30 ºC durante 2 horas. Después de la infección, la 30
solución de virus se retiró mediante aspiración y las células se lavaron con 2,5 ml de 10 % de FCS/medio MEM. El 
medio se retiró mediante aspiración y se añadieron 2,5 ml de 10 % de FCS/medio MEM reciente para el cultivo a 30 
ºC durante 72 horas. Después de 72 horas, las células se rasparon del matraz con un raspador para recoger la 
suspensión de células. La suspensión celular recogida se sometió a ultrasonidos (30 s, 4 veces) en agua fría, 
seguido de centrifugación, y el sobrenadante se recogió como la solución de virus. La solución de virus recogido se 35
diluyó en serie y después se añadió a las células RK13 o a las células de riñón de cultivos primarios que se habían 
sembrado en placas de 6 pocillos para la infección a 30 ºC durante una hora. La solución de virus se eliminó 
mediante aspiración y las células se lavaron dos veces con PBS (-) y se añadió 10 % de FCS/ 0,5 % de 
metilcelulosa/medio MEM para el cultivo a 30 ºC durante 72 horas. Después de 72 horas, se contó el número de 
placas formadas en el pocillo para calcular el título.40

Sobre la base de este título calculado, se realizó el cultivo a escala masiva. Las células RK13 o las células de riñón 
de cultivos primarios se sembraron en diez matraces T175. Una vez que las células alcanzaron la confluencia, se 
usó la solución de virus de la variolovacuna recombinante para la infección a un moi = 10 y a 30 ºC durante 2 horas.
Después de la infección, la solución de virus se retiró mediante aspiración y las células se lavaron con 20 ml de 10 45
% de FCS/medio MEM. El medio se retiró mediante aspiración y se añadieron 20 ml de 10% de FCS/medio MEM 
reciente para el cultivo a 30 ºC durante 72 horas. Después de 72 horas, las células se rasparon de los matraces 
usando un raspador y las suspensiones celulares se recogieron y se congelaron a -8 0 ºC para su conservación, 
Esta suspensión de células se sometió a tres rondas de congelación y descongelación, seguido de tratamiento con 
ultrasonidos (30 segundos, 4 veces) en agua fría y centrifugación para recoger el sobrenadante como una solución 50
de virus. La solución de virus recogida se transfirió a un tubo de centrifugación de alta velocidad y se sometió a 
centrifugación a 18.000 rpm durante 45 minutos para permitir la precipitación del virus. El sobrenadante se retiró 
mediante aspiración y, a continuación, los sedimentos se resuspendieron en una pequeña cantidad de 10 % de 
FCS/medio MEM. Mediante este procedimiento se preparó una solución de virus que se concentró diez veces más 
fuerte que una con el cultivo en matriz T175. Esta solución de virus concentrado se diluyó en serie y se utilizó para 55
infectar las células RK13 o las células de riñón de cultivos primarios que se habían sembrado en una placa de 6 
pocillos y los títulos de virus de las soluciones se calcularon de la misma manera que en el método descrito 
anteriormente. Las soluciones concentradas de virus con títulos calculados se utilizaron en varios experimentos 
descritos en los siguientes ejemplos.

60
Ejemplo 2

Confirmación de la transferencia de genes del VHC mediante PCR

La PCR se realizó usando los siguientes cebadores específicos de genes del VHC y el genoma del virus de la 65
variolovacuna recombinante obtenido como molde para confirmar si el gen del VHC se había introducido o no en el 
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genoma del virus (Figuras 2 y 3).

(1) Secuencias de nucleótidos de los cebadores para clonación

Dr: HCV-CL-FL (SEQ ID NO: 5) 5

Iv: HCV-CL-MRv (SEQ ID NO: 6) 
10

Dr: HCV-CL-MFw (SEQ ID NO: 7) 

15

Iv: HCV-CL-Rv (SEQ ID NO: 8) 

20

(2) Secuencias de nucleótidos de cebadores para PCR para confirmar el inserto

<HA>25

Dr: HA-1-S (SEQ ID NO: 9)
5-GGTCTTATATACACCGAGTAAGG-3

Iv: PBSF-110-350-R20 (SEQ ID NO: 10)30
5-TCAGGAAAGACAGCCATAGC-3

<Región de la primera mitad >

Dr: PBSF-110-1204-S22 (SEQ ID NO: 11)35
5-CATCACATTGAAACATTGGGAC-3

IV: 6-354-R20 (SEQ ID NO: 12)
5-GATTTGTGCTCATGATGCAC-3

40
Iv: 6-2139-R23 (SEQ ID NO: 13)
5-CCGAACCACATTTTGTGTAAGTG-3

<Región de la última mitad >
45

Dr: 6-3251-18S (SEQ ID NO: 14)
5-AGTAGAGCCCGTTGTCTT-3

Dr: 6-9168-S20 (SEQ ID NO: 15)
5-TACCTCTTCAACTGGGCAGT-350

Iv: HA-6-R (SEQ ID NO: 16)
5-CTAGTTCTGAGAAACCAGAGG-3

Específicamente, la composición de la solución de reacción era de 1U de ADN polimerasa, dNTP 0,3 mM, cebador F 55
1 µM y cebador R 1 µM en 50 µl de tampón que viene con una polimerasa disponible en el mercado. Las 
condiciones del ciclo fueron 25 ciclos de: desnaturalización a 95 ºC durante 0,5 minutos; hibridación a 58 ºC durante 
0,5 minutos; y elongación a 72 ºC durante 2 minutos. El producto de PCR resultante se sometió a electroforesis 
utilizando un gel de agarosa para confirmar la banda. Como resultado, si se observaba una banda única que tiene la 
longitud esperada basada en el diseño del cebador, se consideraba que el gen del VHC se había transferido al 60
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genoma del virus recombinante mientras que el gen del VHC no se había transferido si no se observaba dicha 
banda.

Como se muestra en la Figura 3, como resultado de la electroforesis en gel de agarosa al 2 % del producto de la 
PCR (fragmento amplificado), se encontró que el gen del VHC se había transferido al genoma del virus 5
recombinante.

Ejemplo 3

Confirmación de la expresión de proteínas del VHC mediante el método de transferencia de tipo Western10

El virus de la variolovacuna recombinante RVV-S se utilizó para infectar células RK13 que se habían sembrado en 
una placa de 6 pocillos a moi = 30 y a 30 ºC durante 2 horas. Después de la infección, la solución de virus se eliminó 
mediante aspiración y las células se lavaron dos veces con PBS (-). A cada pocillo, se añadieron 2 ml de 10% de 
FCS/medio MEM para el cultivo a 30 ºC durante 24 horas. Después de 24 horas, se retiró el medio por aspiración, y 15
se añadieron 100 µl de tampón de lisis (1 % de SDS, 0,5 % de NP-40, NaCl 0,15 M, Tris-HCl 10 mM (pH 7,4)) para 
lisar las células y la solución resultante se transfirió a un tubo Eppendorf de 1,5 ml. La solución recogida se sometió 
a ultrasonidos en agua fría hasta que la viscosidad llegó a ser cero. La cantidad de proteína en la solución preparada 
se cuantificó según el método de Lowry.

20
La electroforesis se llevó a cabo durante 50 µg de proteína con gel de acrilamida al 10%. Al final de la electroforesis, 
se eliminó el gel y la proteína en el gel se transfirió a una membrana de PVDF con un papel secante semiseco 
pasando una corriente de 5,5 mA/cm2 durante 60 minutos. Después de lavar la membrana con una solución de TBS-
T, la membrana se sumergió en una solución al 5 % de leche descremada-TBS-T para el bloqueo. Después del 
bloqueo, la membrana se lavó tres veces con una solución de TBS-T. El anticuerpo primario fue un anticuerpo 25
monoclonal de ratón obtenido mediante la purificación de Core-31-2, E1-384, E2-544, NS3-10-1, NS4B-52-1 y 14-5-
NS5B clon IgG. La cantidad de proteína del anticuerpo purificado se cuantificó por el método de Lowry y se preparó 
a 10 µg/ml para su uso. Al final de la reacción con el anticuerpo primario, la membrana se lavó tres veces con una 
solución de TBS-T. El anticuerpo secundario utilizado fue IgG anti-conejo unida a HRPO (de Donkey, Amersham). Al 
final de la reacción con el anticuerpo secundario, la membrana se lavó de nuevo tres veces con una solución de 30
TBS-T, y se añadió una solución de ECL a la membrana para el desarrollo de la película.

En consecuencia, como se muestra en la Figura 4, se encontró que la proteína del VHC se expresaba en los 
genomas de los virus recombinantes RVV-CN2, RVV-N25 y RVV-CN5.

35
Ejemplo 4

Experimentos de vacunación de conejos y ratones con virus de la variolovacuna recombinantes (Figura 5)

La figura 5 muestra un método para confirmar la capacidad de HCV-RVV para inducir inmunidad humoral/celular.40

Se vacunó a conejos New Zealand hembra blancos por vía transendotelial con los virus de la variolovacuna
recombinantes o la cepa parental LC16m8 obtenida en el Ejemplo 1 a 1x108 ufp. Se extrajo sangre de la vena de la 
oreja después de 1, 2, 3, 4 y 6 semanas desde la vacunación. Además, después de seis semanas tras la vacunación 
viral inicial, se usó RVV-S de nuevo para la vacunación a 1x108 ufp. De un modo similar, se extrajo sangre de nuevo 45
de la vena de la oreja después de 1, 2, 3, 4 y 6 semanas desde la segunda vacunación. Toda la sangre recogida se 
introdujo en tubos de vacío de recogida de sangre (TERUMO, nombre comercial: Venoject II Tubos para extracción 
de sangre al vacío (estériles), 9 ml) y se sometió a centrifugación (3.000 rpm, 20 minutos) para separar y recoger los 
sueros. Los sueros se congelaron a -20 ºC para su conservación hasta el ensayo ELISA descrito más adelante.

50
Ejemplo 5

Medición de los títulos de anticuerpos contra la proteína del VHC en sueros de conejos vacunados con HCV-RVV 
mediante el método ELISA

55
Una placa de 96 pocillos se recubrió con la proteína del núcleo y la proteína E2, al que se añadió una dilución de 
100 veces de la muestra de suero congelado. Después de dejar reposar a temperatura ambiente durante una hora, 
la placa de 96 pocillos se lavó con una solución de TBS-T y luego se añadió anti-IgG de conejo ligado a HRPO (de 
Donkey, Amersham) a la placa de 96 pocillos como anticuerpo secundario. Después de la reacción con el anticuerpo 
secundario a temperatura ambiente durante una hora, la placa de 96 pocillos se lavó de nuevo tres veces con una 60
solución de TBS-T, a la que se añadió una solución de desarrollo de color a 100 µl/pocillo. Después de dejar reposar 
a temperatura ambiente durante 10-20 minutos, se midió la absorbancia a 450 nm se con un lector de microplacas.

Como resultado, como se muestra en la Figura 6, los títulos de anticuerpos más altos se indujeron contra la proteína 
del núcleo y E2 en el suero de conejos vacunados con RW-CN2- y RVV-CN5.65
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Ejemplo 6

Confirmación de las capacidades inducción de inmunidad celular de HCV-RW como vacunas mediante ensayo 
ELISPOT

5
(Día 1)

El anticuerpo anti-ratón de IFN-γ purificado (R4-6A2) (1µg/ml) (Pharmingen) se sembró en una placa de nitrocelulosa 
de 96 pocillos a 75-100 µl/pocillo, al tiempo que se ajustó la concentración final a 8 µg/ml (125 veces diluido en PBS 
estéril) y se dejó reposar a 4 ºC durante la noche.10

(Día 2)

Se recogieron las células de bazo de ratón y se dejaron suspender en una cantidad adecuada en el lavado con 
RPMI. El lavado con RPMI utilizado se suplementó con FCS al 2,5%. Las células se recogieron mediante 15
centrifugación a 1200 rpm a 4 ºC durante 5 minutos. Las células se trataron con ACK, se suspendieron en RPMI de 
lavado en una cantidad adecuada y de nuevo se centrifugaron a 1200 rpm y a 4 ºC durante 5 minutos para recoger 
las células. Se forzó a 500 µl de RPMI de lavado seguido de la suspensión celular a pasar a través de un filtro. 
Después del pase completo, las células se lavaron con 1,5 ml de lavado RPMI. El producto resultante se lavó una 
vez con medio RPMI suplementado con 10 % de FCS, se suspendieron en medio H-h y se ajustó a 1x107/ml. 20

1) Medio H-h: Una mezcla de cantidades iguales de medio RPMI suplementado con 10 % de FCS y medio de 
CLICK suplementado con 10 % de FCS.
2) RPMI suplementado con 10 % de FCS: RPMI-1640 (SIGMA R8758), FCS (final 10 %), 2-mercaptoetanol 
(concentración final 5 µM), penicilina- estreptomicina (concentración final PC: 100 u/ml, SM: 0,1 mg/ml) y 4 ml 25
de NaHCO3 al 7,5 %.
3) Medio de CLICK suplementado con 10 % de FCS: Medio de CLICK (SIGMA C5572), FCS (concentración 
final 10 %), 2-mercaptoetanol (concentración final 5µM), penicilina- estreptomicina (concentración final PC: 100
u/ml, SM: 0,1 mg/ml) y 4 ml de NaHCO3 al 7,5 %.

30
Inicio del cultivo

La placa de nitrocelulosa de 96 pocillos se lavó tres veces con PBS (100 µl/pocillo), se añadió RPMI suplementado 
con 10 % de FCS a 100 µl/pocillo y se introdujo en un incubador con CO2 a 37 ºC durante una hora para el bloqueo. 
El medio se descartó y las células efectoras se sembraron en dilución en serie de dos veces a partir de 1x106/100 35
µl/pocillo a 0,125 x 106/100 µl/pocillo.

Una solución de péptido (200 µg/ml) se añadió a 100 µl/pocillo (concentración final 100 µg/ml) para el cultivo en un 
incubador de CO2 a 37 ºC durante 24 horas.

40
(Día 3)

Se descartó el medio y el resultante se lavó diez veces con PBS, 0,05 % de Tween 20 (200 µl/pocillo). El IFN-γ 
biotinilado anti-ratón (XMG1.2) (0,5 mg/ml) (Pharmingen) se ajustó a una concentración final de 2 µg/ml (diluido 250 
veces en PBS) y se añadió a 100 µl/pocillo. La mezcla se deja reposar a 4 ºC durante la noche.45

(Día 4)

La placa de nitrocelulosa de 96 pocillos se lavó diez veces con PBS, 0,05 % de Tween 20 (200 µl/pocillo). La 
estreptavidina-fosfatasa alcalina (1 mg/ml) (MABTECH AB) se ajustó a una concentración final de 1 µg/ml (diluido 50
1000 veces en PBS) y se añadió a 100 µl/pocillo.

La solución turbia resultante se dejó reposar a temperatura ambiente durante 1,5 horas. Un tampón de desarrollo de 
color 25x AP (BIO-RAD) se diluyó 25 veces con AD y se añadieron 1/100 cantidades de los reactivos de color A y B
(BIO-RAD) para preparar una mezcla de reacción. La placa de nitrocelulosa de 96 pocillos se lavó diez veces con 55
PBS, 0,05 % de Tween 20 (200 µl/pocillo). La mezcla de reacción se añadió a 100 µl/pocillo y se dejó reposar a 
temperatura ambiente durante 10-20 minutos. Una vez que se desarrolló el color y apareció un punto oscuro, la 
mezcla de reacción se descartó y se lavó minuciosamente en agua. Se despegó el fondo de la placa de nitrocelulosa
de 96 pocillos y se secó para contar el número de puntos con el lector ELISPOT.

60
Los recuentos resultantes se muestran en la Figura 7, donde se indujo una fuerte inmunidad celular.

Ejemplo 7

Examen del efecto terapéutico de las VHC-VVR contra la hepatitis C65
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Un ratón transgénico (Cre/loxP/HCV-Tg) (en la Figura 8, "loxP-HCV") al que se había transferido con el gen del VHC 
con un sistema Cre/loxP se apareó con un ratón transgénico que expresaba Cre inducida por IFN (en la Figura 8, 
"MxCre") para preparar un ratón Tg (Cre/loxP/HCV-MxCre Tg) que expresa como un interruptor el gen del VHC en 
un momento arbitrario (Figura 8) para analizar la afección patológica de los mismos. Para el análisis de la afección 
patológica, se usó poli IC, es decir, un agente inductor de interferón con el fin de permitir la expresión génica de la 5
enzima recombinante Cre con interferón.

En el presente documento, en la Figura 8, el panel A muestra la expresión del gen del VHC por el sistema de 
conmutación Cre/loxP mientras que el panel B muestra el apareamiento entre el ratón transgénico loxP-HCV y el 
ratón transgénico que expresa el gen de MxCre.10

Como VHC-VVR se usaron VVR-CN2 que expresa predominantemente la proteína estructural del VHC, VVR-N25 
que expresa la proteína no estructural asociada con la replicación y VVR-CN5 que expresa la proteína completa 
(Figura 1). Con el fin de evaluar los efectos terapéuticos de estas VHC-VVR, se vacuno a los ratones Cre/IoxP/HCV-
MxCre Tg que expresaban de forma persistente la proteína del VHC durante 3 meses por vía intradérmica una vez 15
con las VHC-VVR (1 x 107 UFP), y se obtuvieron muestras de los hígados de los ratones después de cuatro 
semanas después de la vacunación (Figura 9). Posteriormente, se examinaron los niveles de expresión y la 
morfología de las proteínas del VHC en los hígados de los ratones.

Los resultados se muestran en la Figura 10. En la Figura 10, el panel A muestra las transiciones de la cantidad de la 20
proteína del núcleo del VHC ("núcleo del VHC") y ALT (alanina aminotransferasa), donde la cantidad de proteína del 
núcleo del VHC ("núcleo del VHC") y de ALT están representados por un gráfico de barras y una gráfico de líneas, 
respectivamente. La ALT es un indicador del grado de daño hepático. En el Panel B, " d0", "d90", "d180" y "d480" 
indican alteración del tejido en el hígado antes de la expresión de genes del VHC y después de 90 días, 180 días y 
480 días después de la expresión de genes del VHC, respectivamente.25

La proteína del VHC en el hígado del ratón Cre/loxP/HCV-MxCre Tg (en la Figura 10, "núcleo del VHC") no se 
eliminó por completo y se confirmó la expresión persistente durante más de un año, lo que indica una afección 
patológica de hepatitis crónica, tal como inflamación o degeneración adiposa, fibrosis y similares en el hígado 
(Figura 10).30

Adicionalmente, en los hígados de los ratones Cre/loxP/HCV-MxCre Tg después de cuatro semanas tras la 
vacunación con VHC-VVR, el nivel de expresión de la proteína del núcleo se redujo para el grupo de vacunación con 
VRR-N25 (Figura 11). Además, para el grupo de VVR-N25, la anomalía morfológica en el hígado (estructura similar 
a un cordón del hígado, condiciones de las células hepáticas o similares) volvió a la normalidad (Figura 11).35

En la Figura 11, "m8", "CN2", "CN5" y "N25" representan la cepa LC16m8, VVR-CN2, VVR-CN5 y VVR-N25, 
respectivamente. El panel A muestra las cantidades de proteínas del núcleo del VHC en el hígado, mientras que el 
panel B muestra imágenes de los tejidos del hígado después de cuatro semanas tras la vacunación con VHC-VVR. 
En el Panel B, "a" muestra la imagen del tejido hepático antes de la expresión de genes del VHC, mientras que "b" 40
muestra las imágenes de los tejidos hepáticos tras cuatro semanas después de la vacunación con VHC-VVR. Como 
se puede apreciar en la figura 11, el hígado del ratón al que se ha administrado VVR-N25 volvió a la normalidad. Por 
tanto, se ha demostrado que el virus de la variolovacuna de la presente invención tiene un efecto terapéutico sobre 
la hepatitis C.

45
Aplicabilidad industrial

De acuerdo con la presente invención se proporciona un nuevo virus de la variolovacuna recombinante que es eficaz 
y muy seguro en la prevención o tratamiento de la hepatitis C y un agente profiláctico o terapéutico para la hepatitis 
C (una vacuna para prevenir o tratar la hepatitis C) que comprende el nuevo virus.50

[Listado de secuencias]

SEQ ID NO: 5: ADN sintético
SEQ ID NO: 6: ADN sintético55
SEQ ID NO: 7: ADN sintético
SEQ ID NO: 8: ADN sintético
SEQ ID NO: 9: ADN sintético
SEQ ID NO: 10: ADN sintético
SEQ ID NO: 11: ADN sintético60
SEQ ID NO: 12: ADN sintético
SEQ ID NO: 13: ADN sintético
SEQ ID NO: 14: ADN sintético
SEQ ID NO: 15: ADN sintético
SEQ ID NO: 16: ADN sintético65
SEQ ID NO: 17: Péptido sintético
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SEQ ID NO: 18: Péptido sintético
SEQ ID NO: 19: Péptido sintético
SEQ ID NO: 20: Péptido sintético

LISTADO DE SECUENCIAS5

<110> Tokyo Metropolitan Organization for Medical Research The Chemo- Sero- Therapeutic Research 
Institute

<120> Virus de la variolovacuna recombinante que tiene el gen del virus de la hepatitis C10

<130> PCT09-0013

<150> JP 2008-057515
<151> 07-03-200815

<150> JP 2008-294361
<151> 18-11-2008

<160> 2020

<170> Patentln versión 3.4

<210> 1
<211> 309325
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C

<400 1
30
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<210> 2
<211> 7410
<212> ADN5
<213> Virus de la hepatitis C

<400 2
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<210> 3
<211> 9048
<212> ADN5
<213> Virus de la hepatitis C

<400 3

10
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<210> 4
<211> 849
<212> ADN5
<213> Virus de variolovacuna

<400 4

10
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<210> 5
<211> 88
<212> ADN5
<213> Artificial

<220>
<223> ADN sintético

10
<400 5

<210> 615
<211> 57
<212> ADN
<213> Artificial

<220>20
<223> ADN sintético

<400 6
gggcggcgcg atcgcctatc attaaaggag ccgccacccc tgcccttcaa gactatc 57

25
<210> 7
<211> 83
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<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> ADN sintético5

<400 7

10
<210> 8
<211> 51
<212> ADN
<213> Artificial

15
<220>
<223> ADN sintético

<400 8
gggcggcgcg atcgcctatc attatcggtt ggggagcagg tagatgccta c 5120

<210> 9
<211> 23
<212> ADN
<213> Artificial25

<220>
<223> ADN sintético

<400 930
ggtcttatat acaccgagta agg 23

<210> 10
<211> 20
<212> ADN35
<213> Artificial

<220>
<223> ADN sintético

40
<400 10
tcaggaaaga cagccatagc 20

<210> 11
<211> 2245
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> ADN sintético50

<400 11
catcacattg aaacattggg ac 22

<210> 1255
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>60
<223> ADN sintético
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<400 12
gatttgtgct catgatgcac 20

<210> 13
<211> 235
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> ADN sintético10

<400 13
ccgaaccaca ttttgtgtaa gtg 23

<210> 1415
<211> 18
<212> ADN
<213> Artificial

<220>20
<223> ADN sintético

<400 14
agtagagccc gttgtctt 18

25
<210> 15
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

30
<220>
<223> ADN sintético

<400 15
tacctcttca actgggcagt 2035

<210> 16
<211> 21
<212> ADN
<213> Artificial40

<220>
<223> ADN sintético

<400 1645
ctagttctga gaaaccagag g 21

<210> 17
<211> 10
<212> PRT50
<213> Artificial

<220>
<223> Péptido sintético

55
<400 17

<210> 1860
<211> 8
<212> PRT
<213> Artificial
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<220>
<223> Péptido sintético

<400 18
5

<210> 19
<211> 10
<212> PRT10
<213> Artificial

<220>
<223> Péptido sintético

15
<400 19

<210> 2020
<211> 10
<212> PRT
<213> Artificial

<220>25
<223> Péptido sintético

<400 20

30
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REIVINDICACIONES

1. Un virus de la variolovacuna recombinante que comprende un promotor de la expresión y un ADNc del genoma 
del virus de la hepatitis C, donde el ADNc es: 

5
(a) ADN representado por la SEQ ID NO: 2; o
(b) ADN que se hibrida con ADN que tiene una secuencia de nucleótidos complementaria a la secuencia de 
nucleótidos representada por la SEQ ID NO: 2 en condiciones rigurosas que tiene 95 % o más de homología con 
la secuencia de nucleótidos representada por la SEQ ID NO: 2 y que codifica la proteína no estructural del virus 
de la hepatitis C.10

2. El virus de la variolovacuna recombinante de acuerdo con la reivindicación 1, donde el virus de la variolovacuna 
se prepara a partir de la cepa LC16m8.

3. El virus de la variolovacuna recombinante de acuerdo con la reivindicación 1 o 2, donde el promotor de la 15
expresión es un promotor híbrido.

4. El virus de la variolovacuna recombinante de acuerdo con la reivindicación 3, donde la secuencia de nucleótidos 
del promotor híbrido es ADN de (a) o (b) siguiente: 

20
(a) ADN que tiene la secuencia de nucleótidos representada por la SEQ ID NO: 4; o
(b) ADN que se hibrida con ADN que tiene una secuencia de nucleótidos complementaria a la secuencia de 
nucleótidos representada por la SEQ ID NO: 4 bajo condiciones rigurosas y que tiene una actividad promotora.

5. Una composición farmacéutica que comprende el virus de la variolovacuna recombinante de acuerdo con una 25
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4.

6. La composición farmacéutica de acuerdo con la reivindicación 5 para su uso en la prevención de la hepatitis C.

7. La composición farmacéutica de acuerdo con la reivindicación 5 para su uso en el tratamiento de la hepatitis C.30
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