
JP 2017-500883 A 2017.1.12

(57)【要約】
　HCBI (Healthy Cattle Blood Isolate（健全ウシ血液分離物））ヌクレオチド配列、更
に、これらヌクレオチド配列の一部を含むプローブとプライマー、およびこれらヌクレオ
チド配列によってコードされるポリペプチドに対する抗体が記載される。前記化合物は、
癌治療および予防の標的としての、癌とCNSの疾患の将来の進行のための初期マーカーと
して有用である。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ＨＣＢＩポリ核酸であって、
（ａ） 図１～５のいずれかに図示のヌクレオチド配列、
（ｂ）（ａ）のヌクレオチド配列に対して少なくとも90%の同一性を有するヌクレオチド
配列、
（ｃ）（ａ）又は（ｂ）のヌクレオチド配列のフラグメント、
（ｄ）（ａ）、（ｂ）又は（ｃ）のヌクレオチド配列に対して相補的なヌクレオチド配列
、或いは、
（ｅ） 上記ヌクレオチド配列のいずれかとの比較において、遺伝暗号の縮重の結果とし
て重複性（redundant）であるヌクレオチド配列、を有するＨＣＢＩポリ核酸。
【請求項２】
　請求項１に記載のＨＣＢＩポリ核酸の一部を含むオリゴヌクレオチドプライマーであっ
て、前記プライマーは、請求項１に記載のヌクレオチド配列を含む一定のＨＣＢＩ単離物
の核酸の特異的配列決定又は特異的増幅のためのプライマーとして作用することが可能で
ある、請求項１に記載のＨＣＢＩポリ核酸の一部を含むオリゴヌクレオチドプライマー。
【請求項３】
　請求項１に記載のＨＣＢＩポリ核酸の一部を含むオリゴヌクレオチドプローブであって
、前記プローブは、請求項１に記載のヌクレオチド配列を含む一定のＨＣＢＩ単離物の核
酸の特異的検出のためのハイブリダイゼーションプローブとして作用することが可能であ
る、請求項１に記載のＨＣＢＩポリ核酸の一部を含むオリゴヌクレオチドプローブ。
【請求項４】
　請求項１～３のいずれか一項に記載のＨＣＢＩポリ核酸を含む発現ベクターであって、
原核、真核、又はウイルス性転写、および翻訳調節要素に作動可能に連結されている、請
求項１～３のいずれか一項に記載のＨＣＢＩポリ核酸を含む発現ベクター。
【請求項５】
　請求項４に記載の発現ベクターによって形質転換された宿主細胞。
【請求項６】
　請求項１に記載のＨＣＢＩポリ核酸によってコードされるポリペプチド。
【請求項７】
　請求項６に記載のポリペプチドに対して特異的に結合する抗体又はそのフラグメント。
【請求項８】
　請求項２に記載のプライマー、請求項３に記載のプローブ、請求項６に記載のポリペプ
チド、又は請求項７に記載の抗体又はフラグメントの、癌又はCNS疾患の初期段階の傾向
の診断のための診断用組成物の調製のための使用。
【請求項９】
　生物サンプル中の請求項１に記載のＨＣＢＩポリ核酸の検出のための方法であって、（
ａ）オプションとしてサンプルポリ核酸を抽出する工程、（ｂ）前記ポリ核酸を請求項２
に記載の少なくとも１つのプライマー、オプションとして標識プライマー、によって増幅
する工程、そして、（ｃ）前記増幅されたポリ核酸を検出する工程、を有する生物サンプ
ル中の請求項１に記載のＨＣＢＩポリ核酸の検出のための方法。
【請求項１０】
　生物サンプル中の請求項１に記載のＨＣＢＩポリ核酸の検出のための方法であって、（
ａ）オプションとしてサンプルポリ核酸を抽出する工程、（ｂ）前記ポリ核酸を請求項３
に記載の少なくとも1つのプローブ、オプションとして標識プローブ、とハイブリダイズ
する工程、そして（ｃ）前記ハイブリダイズされたポリ核酸を検出する工程、を有する生
物サンプル中の請求項１に記載のＨＣＢＩポリ核酸の検出のための方法。
【請求項１１】
　生物サンプル中に存在する請求項６に記載のポリペプチド又は請求項７に記載の抗体の
検出のための方法であって、（ａ）前記のようなポリペプチド又は抗体の存在に関して、
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前記生物サンプルを接触させる工程、そして（ｂ）前記抗体と前記ポリヌクレオチドとの
間に形成される免疫複合体を検出する工程、を有する、生物サンプル中に存在する請求項
６に記載のポリペプチド又は請求項７に記載の抗体の検出のための方法。
【請求項１２】
　請求項１に記載のHCBIポリ核酸の発現を低減又は抑制するアンチセンスオリゴヌクレオ
チド、または、前記アンチセンスオリゴヌクレオチドを含むベクター。
【請求項１３】
請求項７に記載の抗体又はその抗原結合フラグメント、又は、請求項１６に記載のアンチ
センスオリゴヌクレオチドと、適当な薬用キャリアとを有する薬用組成物。
【請求項１４】
　請求項１に記載のＨＣＢＩポリ核酸、又は請求項６に記載のポリペプチドを含むワクチ
ン。
【請求項１５】
　請求項１に記載のＨＣＢＩポリ核酸の、癌又はＣＮＳの疾患の予防又は治療のための薬
剤の開発のためのリード成分として使用。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、HCBI（Healthy Cattle Blood Isolate（健全ウシ血液分離物））ヌクレオチ
ド配列、更に、これらヌクレオチド配列の一部を含むプローブとプライマー、およびこれ
らヌクレオチド配列によってコードされるポリペプチドに対する抗体に関する。最後に、
本発明は、癌やCNSの疾患等の疾患の将来の進行のための初期マーカーとして、又、癌治
療および予防のための標的としての前記化合物の使用にも関する。
【背景技術】
【０００２】
　ここ数十年において行われたいくつかの疫学的分析によって、様々な方法で処理された
赤色肉（燻製肉と、ソーセージの成分としての肉を含む）を長期的に消費することは結腸
癌のリスクファクターと見なすことができることが示されている（World Cancer Report 
2013, zur Hause 2009, zur Hausen 2012）。「白色」肉（鶏肉/魚）に対して、「赤色」
肉は、牛肉、豚肉、マトン、ラムおよびヤギ肉を含むものと見なされる。
【０００３】
　これまで、ロースト、グリル、バーベキュー、燻製、空気乾燥、の間に化学的な発癌物
質が作り出されることが癌のリスクファクターとしてとがめられてきた。しかしながら、
これらの同じ物質が鶏肉/魚を類似の方法で処理する間においても匹敵する濃度で発生す
るという事実は無視された。従って、このことは、これらの化学物質が結腸癌の進行に関
して占有的な働きをするという仮説を支持しない。更に、現在の疫学的分析は、牛肉が主
たるリスクファクターであると示唆しているので、追加の種特異的で、恐らくは感染性で
ある、因子がこのタイプの癌の誘因に寄与していると仮定されてきた（zur Hause, 2012
）。家畜化された牛（bovine）種のグローバルな分布と結腸癌のグローバルな発生の分析
の相関の結果は、コブウシ（zebu）、スイギュウ（water buffalo）、またはヤク（yak）
の繁殖由来ではなく、ヨーロッパ/アジア種のウシ（Bos taurus）由来の牛種の消費が主
要リスクファクターとして重要であるかもしれない、と示唆しているようである。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００４】
　従って、本発明の基礎となる技術的課題は、癌又はCNSの疾患等の疾患に関連する可能
性のある特定のヌクレオチド配列を同定し、それによって、診断と治療のための手段を提
供することにある。
【課題を解決するための手段】
【０００５】
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　前記技術的課題に対する解決は、特許請求の範囲に特徴付けられている実施例を提供す
ることによって達成される。本発明をもたらした実験の間、血清中の存在は、それらの物
質の「赤色」肉中の存在も示すものであるという仮説から出発して、ウシ（cattle）の血
清を、感染性物質に関してスクリーニングした。健全な雌ウシ（cow）からの血清をスク
リーニングしたところ、5つの新規なウイルス性核酸成分を単離することができた。これ
らの成分のDNA配列とオープンリーディングフレームは、羊、ウシ（cattle）、およびヒ
トのTSE-疾患のための伝染性海綿状脳症（TSE）に関して既に記載された配列に対する認
識可能な関連性を示した。
【０００６】
　前記TSE単離物は、更に、癌誘発においても役割を果たしているのではないかと疑われ
ている。即ち、記載のウイルス性配列は、癌やCNSの疾患の進行に関連しているかもしれ
ないと合理的に仮説することができる。
【図面の簡単な説明】
【０００７】
【図１】HCBI1.225のヌクレオチド配列と推定オープンリーディングフレーム　データベ
ースに見られるヌクレオチド配列に対するアラインメントと、HCBI1.225のオープンリー
ディングフレーム由来のペプチドの対応の「Sphinxスフィンクス」アミノ酸配列に対する
アラインメントも図示されている。
【図２】HCBI2.170のヌクレオチド配列と推定オープンリーディングフレーム　データベ
ースに見られるヌクレオチド配列に対するアラインメントと、HCBI2.170のオープンリー
ディングフレーム由来のペプチドの対応の「Sphinx」アミノ酸配列に対するアラインメン
トも図示されている。
【図３】HCBI3.108のヌクレオチド配列と推定オープンリーディングフレーム　データベ
ースに見られるヌクレオチド配列に対するアラインメントと、HCBI3.108のオープンリー
ディングフレーム由来のペプチドの対応の「Sphinx」アミノ酸配列に対するアラインメン
トも図示されている。
【図４】HCBI4.296のヌクレオチド配列と推定オープンリーディングフレーム　データベ
ースに見られるヌクレオチド配列に対するアラインメントと、HCBI4.296のオープンリー
ディングフレーム由来のペプチドの対応の「Sphinx」アミノ酸配列に対するアラインメン
トも図示されている。
【図５】HCBI5.173のヌクレオチド配列と推定オープンリーディングフレーム　データベ
ースに見られるヌクレオチド配列に対するアラインメントと、HCBI5.173のオープンリー
ディングフレーム由来のペプチドの対応の「Sphinx」アミノ酸配列に対するアラインメン
トも図示されている。
【発明を実施するための形態】
【０００８】
　従って、本発明は、以下を含むHCBIポリ核酸に関連する、即ち、
（ａ）図１～５のいずれかに図示のヌクレオチド配列、
（ｂ）（ａ）のヌクレオチド配列に対して少なくとも90%の同一性を有するヌクレオチド
配列、
（ｃ）（ａ）又は（ｂ）のヌクレオチド配列のフラグメント、
（ｄ）（ａ）、（ｂ）又は（ｃ）のヌクレオチド配列に対して相補的なヌクレオチド配列
、或いは、
（ｅ） 上記ヌクレオチド配列のいずれかと比較した遺伝暗号の縮重の結果として重複性
（redundant）となっているヌクレオチド配列。
【０００９】
　ここで、用語「ポリ核酸」は、一本鎖又は二本鎖の核酸配列を指す。ポリ核酸は、デオ
キシリボヌクレオチド又はリボヌクレオチド、ヌクレオチドアナログ又は修飾ヌクレオチ
ドから構成することができ、或いは、診断又は治療の目的のために適合されたものであっ
てもよい。ポリ核酸は、又、例えばクローニングの目的のために使用することが可能な二
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本鎖cDNAクローンを含むことも可能である。
【００１０】
　本発明の前記HCBIポリ核酸は、周知の標準方法、例えば、（ａ） サンプルから全DNA又
はRNAを単離すること、（ｂ）ハイブリダイゼーション又はPCRによるHCBI配列の検出、お
よび（ｃ）HCBI配列のベクターへのクローニング等によって調製することができる。
【００１１】
　更に、主としてオリゴヌクレオチドの末端（3’又は5’）において、特に単数又は複数
のヌクレオチドの欠失および／又は挿入、特には、単数又は複数のコドンの挿入又は欠失
、を含み、かつ、本発明の前記ポリ核酸配列に対して少なくとも90%, 95%又は98%の同一
性を示す本発明の前記ポリ核酸の配列バリアントも本発明の範囲内である。図１～５に図
示の配列に類似の本発明によるポリ核酸配列は、配列特異的プライマーによる増幅、高又
は低度のストリンジェント条件下での配列特異的プローブによるハイブリダイゼーション
、HCBIの遺伝子情報の配列決定、等の任意の公知技術によって特徴付け及び単離する可能
である。
【００１２】
　本発明は、又、好ましくは、例１に記載のように自律的に複製可能である、上述した本
発明のヌクレオチド配列のフラグメントも提供する。自律複製ヌクレオチド配列は、自律
的複製を誘導することが可能な、前記複製遺伝子のヌクレオチド配列、又は、そのフラグ
メント、を含む。複製タンパク質は、複製の起点又はその近傍において一本鎖切断を誘導
する一本鎖DNAに結合するエンドヌクレアーゼを表す（Wolds, 1997）。当業者は、過度な
実験無く、自律的複製を誘導可能なそのようなフラグメントに想到することが可能である
。そのようなフラグメントは、少なくとも45、少なくとも55、又は少なくとも65ntの長さ
を有するものとすることができる。
【００１３】
　当業者は、標準アッセイを使用することによって、どの核酸配列が図１～５のヌクレオ
チド配列に関係しているか、又は、どのフラグメントがまだ自律的複製が可能であるか、
を容易に決定することができる。
【００１４】
　本発明は、更に、上記ヌクレオチド配列のいずれかと比較した遺伝暗号の縮重の結果と
して重複性となっているポリ核酸配列も提供する。従って、これらのバリアントポリ核酸
配列は、それらの由来元であるところの前記ポリ核酸と同じアミノ酸配列をコードするこ
とになる。
【００１５】
　本発明の前記HCBIポリ核酸は、染色体外エピソームとして存在したり、宿主のゲノムに
組み込まれたり、および／又は、宿主細胞DNAに連結された状態で存在するかもしれない
。
【００１６】
　本発明は、更に、上に定義したようなポリ核酸の一部を含む、もしくは、そのような一
部から成る、オリゴヌクレオチドプライマーにも関するものであり、前記プライマーは、
本発明のHCBIポリ核酸を特異的に配列決定、又は特異的に増幅するためのプライマーとし
て機能することが可能である。
【００１７】
　ここで、前記用語「プライマー」は、複製される核酸鎖に対して相補的なプライマー伸
長産物の合成の開始ポイントとして機能することが可能な一本鎖DNAオリゴヌクレオチド
配列を指す。前記プライマーの長さと配列は、それらによって前記伸長産物の合成のプラ
イミングが可能となるようなものでなければならない。好ましくは、前記プライマーは、
約5～50のヌクレオチドである。具体的な長さと配列は、必要とされるDNA又はRNA標的の
複雑度（complexity）、更に、温度やイオン強度等のプライマーの使用条件、に応じたも
のとなるであろう。
【００１８】
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　適切な増幅を保証するために増幅プライマーは対応のテンプレート配列に正確にマッチ
ングする必要はないという事実は、文献において十分記載されている。使用される増幅方
法は、例えば、ポリメラーゼ連鎖反応（PCR）、リガーゼ連鎖反応（LCR）、核酸配列ベー
ス増幅（NASBA）、転写ベース増幅システム（TAS）、鎖置換増幅（SDA）又はQBレプリカ
ーゼによる増幅、又はプライマー伸長を使用して核酸分子を増幅するその他の適当な方法
、とすることができる。増幅中、増幅産物は、標識プライマーを使用して、又は、標識ヌ
クレオチドを組み込むことによって、適宜標識化することができる。
【００１９】
　標識は、同位体（32P、35S等）又は非同位体（ビオチン、ジゴキシゲニン、等）として
構成することができる。前記増幅反応は、20回～70回、好ましくは、25回～45回、繰り返
される。
【００２０】
　前記ウイルス性遺伝子情報を直接に配列決定し、サンプルの配列を対応のアミノ酸配列
に翻訳することによってorfを決定するために、当該技術において知られている様々な配
列決定反応の任意のものを使用することができる。配列決定反応の具体例には、Sanger又
はMaxamとGilbertによって開発された技術に基づくものが含まれる。更に、質量分析法に
よる配列決定を含む対象物アッセイを行う時、様々な自動化配列決定処理を利用可能であ
ることも考慮される（たとえは、PCT公報WO94/16101を参照）。例えば、配列決定反応に
おいて決定することが必要であるのは2つ又は3つの核酸塩基しかないことが当業者にとっ
て明白であろう。
【００２１】
　好ましくは、これらのプライマーの長さは、約5～50ヌクレオチドであり、より好まし
くは、約10～25ヌクレオチドである。最も好ましくは、少なくとも13塩基の長さ有するプ
ライマーである。
【００２２】
　本発明は、更に、上に定義したようなHCBIポリ核酸の一部を含む、もしくは、その一部
から成るオリゴヌクレオチドプローブに関し、前記プローブは、本発明のHCBIポリ核酸を
特異的に検出するためのハイブリダイゼーションプローブとして機能することが可能であ
る。
【００２３】
　前記プローブは、標識化又は固体支持体に取り付けることができる。
【００２４】
　前記用語「プローブ」とは、検出されるべきHCBIポリ核酸の標的配列に対して相補的な
配列を有する一本鎖配列特異的オリゴヌクレオチドを指す。
【００２５】
　好ましくは、これらのプローブの長さは約5～50ヌクレオチドであり、より好ましくは
、約10～25ヌクレオチドである。最も好ましくは、少なくとも13塩基の長さを有するプロ
ーブである。
【００２６】
　前記用語「固体支持体」とは、オリゴヌクレオチドプローブがそのハイブリダイゼーシ
ョン特性を保持し、かつ、ハイブリダイゼーションのバックグラウンドレベルを低く維持
したままで、それにつなげることが可能な任意の基体を指しうる。通常、固体支持体は、
マイクロタイタープレート、メンブラン（例えば、ナイロンやニトロセルロース）、又は
ミクロスフィア（ビーズ）から構成されることになる。前記メンブランへの塗付又は固定
の前に、固定を容易にするため、又はそのハイブリダイゼーション効率を改善するために
前記核酸プローブを改変することが便利であるかもしれない。そのような改変としては、
ホモポリマーテーリング、脂肪族基、NH2基、SH基、カルボキシ基等の様々な反応基との
結合、或いは、ビオチンやハプテンとの結合、を含みうる。
【００２７】
　プライマー又はプローブとして使用される、本発明による前記オリゴヌクレオチドは、
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更に、ホスホチオエート、アルキルホスホリエート又はペプチド核酸、等のヌクレオチド
アナログを含むか、もしくはそのようなヌクレオチドアナログから構成することができ、
或いは、挿入剤を含有することができる。これらの改変によって、必要な特異性と感度と
を得るために前記オリゴヌクレオチドが使用されるべき条件に関する適合が必要となるで
あろう。しかしながら、最終的な結果は、非改変オリゴヌクレオチドで得られた結果と本
質的に同一となるであろう。
【００２８】
　これらの改変を導入することは、ハイブリダイゼーション カイネティクス（kinetic）
、ハイブリッド形成の可逆性、オリゴヌクレオチド分子の生物学的安定性、等の特性にポ
ジティブな影響を与えるために有利でありうる。
【００２９】
　本発明の前記ポリ核酸は、任意の種類の組成物として構成することができる。前記組成
物は、診断用、治療用又は予防用のものとすることができる。
【００３０】
　本発明は、更に、原核、真核、又はウイルス性の転写および翻訳調節要素に操作連結さ
れた、上に定義した本発明のHCBIポリ核酸を含む組み換え発現ベクター、更に、そのよう
なベクターを含む宿主細胞、にも関する。
【００３１】
　前記用語「ベクター」とは、プラスミド、コスミド、人工染色体、ファージ、又はウイ
ルスあるいはトランスジェニック非ヒト動物を含みうる。ワクチン開発のために特に有用
でありうるのは、HCBI組み換え分子、BCG又はアデノウイルスベクター、更に、avipox組
み換えウイルスである。
【００３２】
　本発明の文脈で使用される前記用語「組み換え発現」は、後で詳述するように、本発明
の前記ポリヌクレオチドが、原核細胞であれ、又はより下位又は上位の真核細胞であれ、
組み換え発現方法によって作り出される、という事実を指している。
【００３３】
　前記用語「宿主細胞」は、組み換えベクター又はその他の転写ポリヌクレオチドのため
のレシピエントとして使用可能又は使用されてきた細胞を称し、トランスフェクションさ
れた元の細胞の子孫を含む。
【００３４】
　尚、単一の親細胞の子孫は、自然、偶発的、或いは意図的な変異又は組み換えにより、
元の親として、形態、あるいは、ゲノム又は全DNA相補体（complement）において必ずし
も完全に同一である必要はないかもしれない。
【００３５】
　前記用語「下位真核細胞」は、酵母、菌類、等の宿主細胞を指す。下位真核細胞は、一
般に（但し必ずしもそうとは限らないが）単細胞生物である。好適な下位真核細胞は、酵
母、特に、サッカロマイセス（Saccharomyces）、シゾサッカロマイセス（Schizosacchar
omyces）、クリベロマイセス（Kluiveromyces）、ピキア（Pichia）（例えば、ピキア・
パストリス（Pichia pastoris））、ハンセヌラ（Hansenula）（例えば、ハンセヌラ・ポ
リモルファ（Hansenula polymorph））、シュワニオマイセス（Schwaniomyces）、シゾサ
ッカロマイセス（Schizosaccharomyces）、ヤロウィア（Yarowia）、ジゴサッカロマイセ
ス（Zygosaccharomyces）等内の種である。サッカロマイセス・セレビシエ（Saccharomyc
es cerevisiae）、S. カールスベルゲンシス（S. carlsbergensis）とK. ラクティス（K.
lactis）が最も一般的に使用されている酵母宿主であり、便利な菌類宿主である。
【００３６】
　前記用語「上位真核細胞」は、哺乳類、爬虫類、昆虫等のより上位の動物由来の宿主細
胞を指す。現時点において好適とされる上位真核宿主細胞は、チャイニーズハムスター（
例えばCHO）、サル（例えば、COSおよびVero細胞）、ベビーハムスター腎臓（BHK）、ブ
タ腎臓（PK15）、ラビット腎臓13細胞（RK13）、ヒト骨肉腫細胞ライン143B、ヒト細胞ラ
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インHeLaおよびHep G2等のヒト肝癌細胞ライン、293TT細胞ライン（Buck et al., 2004）
、昆虫細胞ライン（例えば、スポドプテラ・フルギペルダ（Spodoptera frugiperda））
由来のものである。前記宿主細胞は、懸濁液又はフラスコ培養物、組織培養物、器官培養
物等中に提供することができる。或いは、前記宿主細胞は、トランスジェニック非ヒト動
物であってもよい。
【００３７】
　前記用語「原核生物」は、大腸菌（E. coli）、ラクトバシラス（Lactobacillus）、ラ
クトコッカス（Lactococcus）、サルモネラ（Salmonella）、ストレプトコッカス（Strep
tococcus）、バチルス・サブティリス（Bacillus subtilis）又はストレプトマイセス（S
treptomyces）等の宿主を指す。これらの宿主も本発明の範囲内に含まれるものと見なさ
れる。
【００３８】
　前記ベクター配列に挿入された所望の配列をコードする前記HCBI DNAのセグメントを、
シグナル配列に付着させることも可能である。前記シグナル配列は、非-HCBI源からのも
のであってもよいが、本発明により特に好適な構造物は、前記HCBIゲノム中のタンパク質
の各開始点の前に現れるシグナル配列を含む。
【００３９】
　上位真核細胞はベクターで形質転換してもよいし、又は、組み換えウイルス、例えば、
組み換えワクシニアウイルスで感染させることも可能である。外来DNAをワクシニアウイ
ルスに挿入するための技術とベクターは当該技術において周知であって、これらは、例え
ば、相同組み換えを利用する。多様なウイルスプロモータ配列、或いはターミネータ配列
、およびポリ（Ａ）付加配列、或いは、エンハンサ配列、或いは増幅配列、これらはすべ
て哺乳動物発現のために必要とされる、が当該技術において利用可能である。ワクシニア
は宿主細胞タンパク質の発現を停止させるため、ワクシニアが特に好適である。ヒトのワ
クチン用には、avipoxおよびAnkara Modified Virus （AMV）が特に有用なベクターであ
る。
【００４０】
　ヘルパー独立ウイルス発現ベクターである、バキュロウイルス・オートグラファ・カル
フォルニア・ニュークレア・多角体ウイルス（Autographa californica nuclear polyhed
rosis virus （AcNPV））由来の昆虫発現トランスファーベクターも知られている。この
系由来の発現ベクターは、通常、異種遺伝子の発現を駆動するために、強力なウイルスポ
リヘドリン遺伝子プロモータを使用する。バキュロウイルス発現のために、当業者には、
バキュロウイルスの所望の部位への異種DNAの導入のために様々なベクターおよび方法が
利用可能である。又、昆虫細胞によって認識される翻訳後改変のための様々なシグナルも
知られている。
【００４１】
　本発明は、更に、上に定義したHBCIポリ核酸によってコード化されるアミノ酸を有する
ポリペプチド、又は、その一部分、又はそれに実質的に類似で生物的に等価物であるとこ
ろのそのアナログにも関する。
【００４２】
　前記用語「ポリペプチド」とは、アミノ酸のポリマーを指すものであって、特定の長さ
の産物を指すものではない。従って、ポリヌクレオチドの定義には、ペプチド、オリゴペ
プチド、およびタンパク質が含まれる。この用語は、更に、前記ポリペプチドの発現後修
飾、例えば、グリコシル化、アセチル化、リン酸化などを指すものではなく、それらを排
除するものではない。その定義には、例えば、アミノ酸の単数又は複数のアナログを含む
ポリペプチド（例えば、非天然アミノ酸、ペプチド核酸（PNA）、等を含む）、置換され
たリンケージを備えるポリペプチド、更に、天然および非天然発生の当該技術において知
られているその他の改変体が含まれる。
【００４３】
　本発明による前記ポリペプチドは、好ましくは、少なくとも3、好ましくは4又は5の隣
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接HCBIアミノ酸、6又は7、但し好ましくは少なくとも8の隣接HCBIアミノ酸、少なくとも1
0又は少なくとも15、の隣接HCBIアミノ酸を含む。
【００４４】
　本発明の前記ポリペプチド、そして、特に、前記フラグメントは、従来の化学合成によ
って調製することができる。この合成は、均質溶液又は固相において行うことができる。
本発明による前記ポリペプチドは、組み換えDNA技術によっても作ることが可能である。
本発明は、更に、以下を有する上に定義した組み換えポリペプチドの製造方法にも関する
。即ち、（ａ）上に定義したポリ核酸又はその一部が、適当な調節要素の制御下に挿入さ
れている組み換えベクターによる適当な細胞宿主の形質転換、（ｂ）前記形質転換細胞宿
主の前記挿入物の発現を可能にする条件下での培養、そして（ｃ） 前記ポリペプチドの
収集。
【００４５】
　本発明は、更に、上に定義した少なくとも1つのポリペプチドによる免疫処理で産生さ
れ、前記ポリペプチドのいずれかに対して特定的に反応する抗体にも関し、当該抗体は、
好ましくはモノクローナル抗体である。前記用語「抗体」は、好ましくは、様々なエピト
ープ特異性を有するプールされたモノクローナル抗体、更に、異なるモノクローナル抗体
生成物、から実質的に構成される。モノクローナル抗体は、例えば、本発明のHCBIポリ核
酸によってコードされるポリペプチド又はそのフラグメントを含む抗原から、当業者に周
知の方法によって作製される。ここでの使用において、前記用語「抗体」（Ab）又は「モ
ノクローナル抗体」（Mab）は、完全な分子、更に、タンパク質に対して特異的に結合可
能な、抗体フラグメント（例えば、FabおよびF(ab’）2フラグメント等）、を含むものと
される。FabおよびF(ab’）2フラグメントは、完全な抗体のFcフラグメントを持たず、循
環からより急速にクリアされ、完全な抗体よりも低い非特異的組織結合を有するものであ
ってよい。従って、これらのフラグメント、更に、FAB又はその他の免疫グロブリン発現
ライブラリーの製品が好ましい。更に、本発明の目的のために有用な抗体は、キメラ、一
本鎖、又はヒト化抗体を含む。
【００４６】
　好ましくは、前記抗体又はその抗原結合フラグメントは、検出可能な標識を有する。前
記抗体/フラグメントは、例えば、放射性同位体、蛍光化合物、生物発光化合物、化学発
光化合物、金属キレート剤、又は酵素によって、直接的または間接的に検出可能に標識化
することができる。当業者には、抗体への結合用のその他の適当な標識が知られているか
、若しくは、ルーチン実験を使用してそのようなものを確認することができるであろう。
【００４７】
　本発明は、更に、本発明の、HCBIポリ核酸又はポリペプチドの存在の判定に使用される
診断キットにも関し、当該キットは、プライマー、プローブ、および／又は、本発明の抗
体を含む。
【００４８】
　本発明は、更に、生物サンプル中に存在する本発明によるHCBIポリ核酸を検出する方法
にも関し、この方法は、以下の工程を有する。
（ａ）オプションとしてサンプルポリ核酸を抽出する、（ｂ） 上述したポリ核酸を上に
定義した少なくとも1つのプライマー、オプションとして標識化プライマー、によって増
幅する、そして（ｃ）前記増幅されたポリ核酸を検出する。
【００４９】
　前記用語「ポリ核酸」は、被験鎖とも称され、一本鎖又は二本鎖のポリ核酸分子に対応
する。
【００５０】
　前記用語「標識化」とは、標識核酸の使用を指す。これは、前記増幅のポリメラーゼ工
程中に取り込まれた標識ヌクレオチド、又は、標識プライマー、又は、その他当業者に知
られている方法によって取り込まれた標識ヌクレオチド、又は標識プライマーの使用を指
す。
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【００５１】
　本発明は、更に、生物サンプル中の本発明によるHCBIポリ核酸を検出する方法にも関し
、この方法は、以下の工程を有する。（ａ）オプションとしてサンプルポリ核酸を抽出す
る、（ｂ） 上述したポリ核酸を上に定義した少なくとも1つのプローブによってハイブリ
ダイゼーションする、そして（ｃ）前記ハイブリダイゼーションされたポリ核酸を検出す
る。
【００５２】
　前記ハイブリダイゼーションと洗浄の条件は、ストリンジェントなものとされ、一般に
当該技術において知られているものである。但し、十分な特異性を確保するために、前記
ハイブリダイゼーション溶液（SSC、SSPE等）に応じて、これらのプローブは、それらの
適切な温度でハイブリダイゼーションされるべきである。
【００５３】
　前記ハイブリダイゼーション溶液（SSC、SSPE等）に応じて、これらのプローブは、十
分な特異性を確保するために、それらの適切な温度でストリンジェントにハイブリダイゼ
ーションされるべきである。但し、それらの末端（3’又は5’）に単数又は数個（a few
）のヌクレオチドを付加又は欠損することによって、又は、なんらかの重要でないヌクレ
オチド（すなわち、タイプ間を識別するために必須でないヌクレオチド）をその他（修飾
ヌクレオチド又はイノシン）によって置換することによって、前記DNAプローブを僅かに
修飾することにより、これらのプローブ又はそのバリアントを、前記同じハイブリダイゼ
ーション条件（すなわち、同じ温度及び同じハイブリダイゼーション溶液）で特異的にハ
イブリダイゼーションを起こさせることができる。また、使用するプローブの量（濃度）
を変えることも、より特異性の高いハイブリダイゼーション結果を得るために有益である
かもしれない。尚、この文脈において、それらのGC含有率の如何に拘らず、同じ長さのプ
ローブは、TMACI溶液中においておよそ同じ温度で特異的にハイブリダイズすることが銘
記される。
【００５４】
　サンプル中において前記オリゴヌクレオチドプローブとHCBIポリ核酸配列との間に形成
されるハイブリッドを検出するための本発明の目的のための適切なアッセイ方法は、従来
のドットブロットフォーマット、サンドイッチハイブリダイゼーション、又はリバースハ
イブリダイゼーション等、当該技術において知られている任意のアッセイフォーマットで
あってよい。例えば、前記検出は、ドットブロットフォーマットを使用して行うことがで
き、そこでは、非標識増幅サンプルがメンブランに結合し、このメンブランには、適当な
ハイブリダイゼーションおよび洗浄条件下で少なくとも1つの標識プローブが組み込まれ
ており、結合したプローブの存在がモニターされる。
【００５５】
　別の好適な方法は、「リバース」ドットブロットフォーマットであり、ここでは増幅さ
れた配列は標識を含む。このフォーマットにおいて、非標識オリゴヌクレオチドプローブ
は固体支持体に結合し、適当なストリンジェント条件下およびその後の洗浄条件下で前記
標識サンプルに対して晒される。サンプルのポリ核酸と本発明によるオリゴヌクレオチド
プローブとの間のハイブリッドの形成に基づくその他任意のアッセイ方法も使用可能であ
ると銘記される。
【００５６】
　本発明は、更に、生物サンプル中に存在の、本発明のHCBIポリ核酸によってコードされ
るポリペプチド、又は当該ポリペプチドに対する抗体、を検出するための方法にも関し、
この方法は以下の工程を有する。（ａ）上に定義されたポリペプチド又は抗体の存在に対
して前記生物サンプルを接触させる、そして（ｂ）前記抗体と前記ポリペプチドとの間に
形成された免疫複合体を検出する。
【００５７】
　本発明による免疫アッセイ（免疫測定）方法は、本発明の新規かつユニークなポリペプ
チド配列の様々なドメインからの抗原を利用することができる。例えば、単一、又は特異
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的なオリゴマーの抗原、二量体抗原、更に、単一又は特異的なオリゴマーの抗原の組み合
わせを使用することは本発明の範囲内である。本発明の前記HCBI抗原は、抗体を検出する
ための既知の抗原を使用する事実上、任意のアッセイフォーマットに使用することが可能
である。勿論、HCBI構造エピトープを変性させるフォーマットは回避するか、もしくは順
応させるべきである。これらのアッセイすべてに共通する特徴は、抗原が、当該抗原がそ
の成分中に存在するそのようなすべての抗体に結合することを可能にする条件下において
HCBI抗体を含有することが疑われる体成分と接触されるということである。それらの条件
は、通常、生理的温度、pHおよび過剰な抗原を使用するイオン強度である。前記抗原の検
体とのインキュベーションの後、前記抗原から構成される免疫複合物の検出が行われる。
【００５８】
　前記免疫アッセイの設計はさまざまな変更が可能であり、当該技術において多くのフォ
ーマットが知られている。プロトコルは、例えば、固体支持体、又は免疫沈降を利用する
ことができる。大半のアッセイは、標識抗体又はポリペプチドの使用を含み、前記標識は
、例えば、酵素的、蛍光、化学発光、放射性又は染色分子、とすることができる。前記免
疫複合体からシグナルを増幅するアッセイも知られており、その具体例には、ビオチン、
アビジン、又はストレプトアビジンを利用するアッセイ、ELISAアッセイ等の酵素標識お
よび媒介免疫アッセイ、がある。
【００５９】
　前記免疫アッセイは、異種（heterogeneous）又は同種（homogeneous）フォーマットと
することができ、標準式、又は競合式のものとすることができる。異種フォーマットにお
いて、前記ポリペプチドは、インキュベーション後のポリペプチドからのサンプルの分離
を容易にするために、通常、固体マトリックス又は支持体に結合される。使用可能な固体
支持体の具体例は、ニトロセルロース（例えば、メンブラン又はマイクロタイターウェル
形状のもの）、塩ビニル（例えば、シート又はマイクロタイターウェルのもの）、ポリス
チレンラテックス（例えば、ビーズ又はマイクロタイタープレート、ポリフッ化ビニリデ
ン（Immunolonとして知られる））、ジアゾ化ペーパー、ナイロンメンブラン、活性化ビ
ーズ、およびプロテインAビーズである。前記抗原性ポリペプチドを含有する前記固体支
持体は、通常、それをテストサンプルから分離する後であって、結合した抗体の検出に先
立って、洗浄される。標準フォーマットと競合フォーマットとの両方が当該技術において
知られている。
【００６０】
　同種フォーマットにおいて、テストサンプルは、溶液中の抗原の組み合わせとインキュ
ベートされる。例えば、それは、形成される任意の抗原-抗体複合物を沈降させる条件下
で行われるものとすることができる。これらのアッセイのための標準フォーマットと競合
フォーマットとの両方が当該技術において知られている。
【００６１】
　標準フォーマットにおいて、前記抗体-抗原複合体中のHCBI抗体の量が直接モニタリン
グされる。これは、抗-HCBI抗体上のエピトープを認識する（標識）抗-異種（xenogeneic
）（すなわち、抗ヒト）抗体が複合体形成によって結合するか否かを判定することによっ
て行うことができる。競合フォーマットにおいては、サンプル中のHCBI抗体の量が、複合
体中の、既知量の標識抗体（又はその他の競合リガンド）の結合に対する競合作用をモニ
タリングすることによって推定される。
【００６２】
　抗-HCBI抗体（又は、競合アッセイの場合には、競合抗体の量）を有して形成される複
合体は、前記フォーマットに応じて、多種多様な技術のいずれかによって検出される。例
えば、複合体中の非標識HCBI抗体は、標識（例えば、酵素標識）と複合化された抗-異種I
gのコンジュゲートを使用して検出することができる。
【００６３】
　免疫沈降法又は凝集（agglutination）アッセイフォーマットの場合、HCBI抗原と前記
抗体との間の反応によって、前記溶液又は懸濁液からの沈降するネットワークが形成され
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、そして、沈降物の目に見える層又は膜が形成される。もしテスト検体中に抗-HCBI抗体
が存在しないのであれば、目に見える沈降物は形成されない。
【００６４】
　現在、粒子凝集（PA）アッセイの三つの具体的タイプが存在する。これらのアッセイは
、支持体に対してコーティングされる時、種々の抗原に対する抗体の検出のために使用す
ることができる。このアッセイの一つのタイプは、抗原（又は抗体）を赤血球（RBC）に
対して受動的に吸着することによって感作される赤血球（RBC）を使用する赤血球凝集ア
ッセイである。体成分中に存在する、特定の抗原/抗体を添加することによって、前記精
製抗原によってコーティングされたRBCが凝集する。
【００６５】
　前記赤血球凝集アッセイにおいて潜在的な非特異的反応を除去するために、前記PAにお
いてRBCの代わりに2つの人工キャリアを使用することができる。これらのうちの最も一般
的なものは、ラテックス粒子である。
【００６６】
　選択される前記固相は、ポリマー又はガラスビーズ、ニトロセルロース、マイクロ粒子
、反応トレイのマイクロウェル、試験管、および磁気ビーズを含むことができる。前記シ
グナル発生化合物は、酵素、発光化合物、クロモゲン、放射性元素、および化学発光化合
物を含むことができる。酵素の具体例には、アルカリホスファターゼ、ホースラディッシ
ュペルオキシダーゼ、ベータ-ガラクトシダーゼが含まれる。エンハンサ化合物の具体例
は、ビオチン、抗ビオチン、及びアビジンが含まれる。エンハンサ化合物結合メンバーの
具体例には、ビオチン、抗ビオチンおよびアビジンが含まれる。
【００６７】
　上記方法は、サブゲノムHCBIポリヌクレオチド配列自身、又は、患者の細胞内の特定の
宿主遺伝子又は遺伝子フラグメントに連結されたサブゲノムHCBIポリヌクレオチド配列の
有害な作用による癌や自己免疫性疾患を発症するリスクを評価するために有用であり、適
切な対抗処置を講じることを可能にする。
【００６８】
　従って、本発明は、本発明の前記HCBIウイルスポリ核酸に対して特異的なアンチセンス
オリゴヌクレオチド又はiRNAにも関する。
【００６９】
　適当なアンチセンスオリゴヌクレオチド又はiRNAの生成は、アンチセンス相互作用が生
じて所望の作用、例えば、前記ポリヌクレオチドの発現の抑制、が生じる前記HCBIポリ核
酸内の単数又は複数の部位の決定を含む。好適な遺伝子内部位は、（ａ）前記遺伝子のオ
ープンリーディングフレーム（ORF）の翻訳開始又は終止コドンを含む領域、又は（ｂ）
「ループ」又は「バルジ（bulge）」であって、即ち、二次構造の一部ではない、mRNAの
領域、である。単数又は複数の標的部位が同定されると、その標的に対して十分に相補的
な、即ち、十分にハイブリダイズし、十分な特異性を有して所望の作用を提供するオリゴ
ヌクレオチドが選択される。本発明の文脈において、「ハイブリダイゼーション」とは、
水素結合を意味し、それは、相補的ヌクレオシド又はヌクレオチド塩基間のWatson-Crick
、 Hoogsteen又は逆Hoogsteen水素結合とすることができる。ここでの使用において「相
補的」とは、二つのヌクレオチド間の正確な対合の能力を指す。例えば、もしも、オリゴ
ヌクレオチドのある位置のヌクレオチドがDNA又はRNA分子の同じ位置のヌクレオチドとの
水素結合が可能であるならば、そのオリゴヌクレオチドとDNA又はRNAはその位置において
互いに相補的であるとみなされる。各分子中の十分な数の対応の位置が互いに水素結合可
能なヌクレオチドによって占められる場合、そのオリゴヌクレオチドおよびDNA又はRNAは
、互いに相補的であるとみなされる。従って、「特異的にハイブリダイズ可能な」と「相
補的」とは、オリゴヌクレオチドとDNA又はRNA標的との間に安定的かつ特異的な結合が生
じるような十分な度合の相補性又は正確な対合を指すために使用される。なお、当該技術
において、特異的にハイブリダイズ可能であるために、前記アンチセンス化合物の配列は
、その標的核酸のそれに対して100%相補的である必要はない。アンチセンス化合物は、標
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的DNA又はRNA分子に対する当該化合物の結合が標的DNA又はRNA分子の正常な作用を阻害し
て有用性を失わせる場合に、特異的にハイブリダイズ可能であって、特異的な結合が望ま
れる、即ち、治癒治療の場合の、条件下においてアンチセンス化合物の非標的配列に対す
る非特異的結合を回避するためには十分な相補性が存在する。
【００７０】
　「オリゴヌクレオチド」（特に、アンチセンス化合物の文脈において）は、リボ核酸（
RNA）又はデオキシリボ核酸（DNA）又はそのミメティック（mimetics）のオリゴマー又は
ポリマーを指す。この用語は、自然発生の核酸塩基、糖および共有結合性のヌクレオシド
間（主鎖（backbone））結合、更に、同様に作用する非天然発生部分から成るオリゴヌク
レオチドを含む。しばしば、修飾又は置換されたオリゴヌクレオチドのほうが、例えば、
より高い細胞取り込み、核酸標的に対するより高い親和性、ヌクレアーゼの存在下におけ
るより高い安定性等の、所望の特性により、天然の形態よりも好ましい。アンチセンスオ
リゴヌクレオチドが前記アンチセンス化合物の好適な形態ではあるが、本発明は、下記の
もののようなオリゴヌクレオチドミメティックを非限定的に含む他のオリゴマーアンチセ
ンス化合物も含む。本発明による前記アンチセンス化合物は、約8～約50の核酸塩基（す
なわち、約8～約50の結合したヌクレオシド）を含む。特に好適なアンチセンス化合物は
、アンチセンスオリゴヌクレオチドであり、更に好適であるのは、約15～約25の核酸塩基
を有するものである。
【００７１】
　アンチセンス化合物は、リボザイム、外部ガイド配列（EGS）、オリゴヌクレオチド（
オリゴザイム（oligozyme））、および、その他の短い触媒性RNA又は触媒性オリゴヌクレ
オチド、標的核酸にハイブリダイズしてその発現を抑制する、を含む。前記アンチセンス
化合物は、更に、センス配列とアンチセンス配列とを含むiRNAも含み、ここで、前記セン
スおよびアンチセンス配列はRNA二重鎖（duplex）を形成し、前記アンチセンス配列は、
本発明のHDBIポリ核酸のヌクレオチド配列に対して十分に相補的なヌクレオチド配列を有
する。
【００７２】
　或いは、本発明は、例えば、哺乳動物宿主中に、本発明のアンチセンスオリゴヌクレオ
チドの転写することを可能にするベクターを提供する。好ましくは、そのようなベクター
は、遺伝子療法のためにの有用なベクターである。遺伝子療法に有用な好適なベクターは
、ウイルスベクター、例えば、アデノウイルス、アデノ関連ウイルス、単純ヘルペスウイ
ルス、ワクシニアであり、より好適には、レトロウイルス等のRNAウイルスである。更に
好適には、前記レトロウイルスベクターは、マウス又は鳥類のレトロウイルスの誘導体で
ある。本発明において使用することが可能なそのようなレトロウイルスベクターの具体例
は、マウス白血病ウイルス（MoMuLV）、ハーベイマウス肉腫ウイルス（HaMuSV）、マウス
乳癌ウイルス（MuMTV）およびラウス肉腫ウイルス（RSV）である。最も好適には、マウス
ベクターと比較してより広い宿主範囲を提供する、テナガザル白血病ウイルス（GaLV）等
の非ヒト霊長類レトロウイルスベクターが使用される。組み換えレトロウイルスは欠陥が
あるので、感染粒子を作り出すためには補助が必要である。そのような補助は、例えば、
前記LTR内の調節配列の制御下において前記レトロウイルスの構造遺伝子の全部をコード
するプラスミドを含むヘルパー細胞系を使用することによって提供することができる。適
当なヘルパー細胞系は当業者に周知である。前記ベクターは、更に、形質導入された細胞
が同定できるように、選択可能なマーカーをコードする遺伝子を含むことができる。更に
、前記レトロウイルスベクターは、標的特異的になるように改変することができる。これ
は、例えば、糖、糖脂質、又はタンパク質、好ましくは、抗体をコードするポリヌクレオ
チドを挿入することによって達成することができる。当業者は、標的特異的ベクターを生
成するその他の方法を知っている。更にイン・ヴィトロ又はイン・ヴィヴォ遺伝子療法の
ための適当なベクターおよび方法は、文献に記載されており、当業者に知られている。例
えば、WO 94/29469又はWO 97/00957を参照。本発明の前記HCBIポリヌクレオチド配列は、
更に、再配列されたHCBI配列のみから又はキメラHCBI宿主細胞DNA配列、から成る適当な
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ベクター自身としても役立つ（serve）ことができる。更に、本発明の前記ヌクレオチド
配列は、人工染色体の構築のために使用するこができる。
【００７３】
　標的器官のみにおける発現を達成するために、前記アンチセンスオリゴヌクレオチドの
転写のためのDNA配列は、組織特異性プロモータに結合させて、遺伝子療法のために使用
することができる。そのようなプロモータは、当業者に周知である。
【００７４】
　オリゴヌクレオチド構造内において、リン酸基は、一般に、オリゴヌクレオチドのヌク
レオシド間主鎖を形成するものとして言及される。RNAおよびDNAの正常なリンク又は主鎖
は、3’－5’ホスホジエステルリンクである。本発明において有用な好適なアンチセンス
化合物の好適例は、修飾された主鎖又は非天然ヌクレオシド間結合を含むオリゴヌクレオ
チドを含む。修飾された主鎖を有するオリゴヌクレオチドは、主鎖にリン原子を保持する
もの、および、主鎖にリン原子を有しないもの、を含む。安定性の増大をもたらすことが
可能な修飾オリゴヌクレオチド主鎖は、当業者に知られており、好ましくは、そのような
修飾はホスホロチオエート結合である。
【００７５】
　好適なオリゴヌクレオチド ミメティックは、優れたハイブリダイゼーション特性を有
することが示されているオリゴヌクレオチド ミメティックであり、これはペプチド核酸
（PNA）と称されている。PNA化合物において、オリゴヌクレオチドの糖主鎖は、アミド含
有主鎖、特に、アミノエチルグリシン主鎖によって置換される。前記核酸塩基は保持され
、前記主鎖のアミド部分のアザ窒素原子に直接又は間接的に結合されている。
【００７６】
　修飾オリゴヌクレオチドは、更に、単数又は複数の置換又は修飾糖成分を含むことがで
きる。好適なオリゴヌクレオチドは、2’位置に以下のいずれかを有する。OH；F；O-、S-
、又はS-アルキル; O-、S-、又はN-アルケニル; O-、S-又はN-アルキニル；又はO-アルキ
ル-O-アルキル、ここで、前記アルキル、アルケニル、およびアルキニルは、置換又は非
置換のC1～C10アルキル又はC2～C10アルケニルおよびアルキニルとすることができる。特
に好適な修飾糖成分は、2’-O-メトキシエチル糖成分である。
【００７７】
　本発明のアンチセンス-オリゴヌクレオチドは、また、核酸塩基修飾又は置換を含むこ
とができる。修飾核酸塩基は、他の合成又は天然核酸塩基、5-メチルシトシン（5-me-C）
、5-ヒドロキシメチルシトシン、キサンチン、ヒポキサンチン、2-アミノアデニン、アデ
ニンとグアニンの6-メチルおよびその他のアルキル誘導体、2-チオラウシル、2-チオチミ
ン、および2-チオシトシン等のような、を含み、ここで、5-メチルシトシン置換が好適で
ある。その理由はこれらの修飾が核酸二重鎖の安定性を増大させることが示されているか
らである。
【００７８】
　本発明の前記オリゴヌクレオチドのもう一つの修飾は、前記オリゴヌクレオチドの活性
、細胞分布、又は細胞取り込みを高める単数又は複数の成分又はコンジュゲートのオリゴ
ヌクレオチドに対する化学的リンクを含む。そのような成分は、脂質成分、例えばコレス
テロール成分、コール酸、チオエーテル、チオコレステロール、脂肪族鎖、例えば、ドデ
カンジオール又はウンデシル残基、リン脂質、ポリアミン又はポリエチレングリコール鎖
等、又は、アダマンタン酢酸、パルミチル成分、又は、オクタデシルアミン又はヘキシル
アミノカルボニル-オキシコレステロール成分を含む。
【００７９】
　本発明は、また、キメラ化合物であるアンチセンス化合物も含む。本発明の文脈におい
て、「キメラ」アンチセンス化合物又は「キメラ」とは、そのそれぞれが、少なくとも1
つのモノマー単位、即ち、オリゴヌクレオチド化合物の場合には、ヌクレオチドから成る
2つ以上の化学的に異なる領域、を含むアンチセンス化合物、特に、オリゴヌクレオチド
である。これらのオリゴヌクレオチドは、通常、そこで当該オリゴヌクレオチドがこのオ
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リゴヌクレオチドに対してヌクレアーゼ分解に対する耐性の増加、細胞取り込みの増加、
および／又は、標的核酸に対する結合親和性の増加を与えるべく修飾されている少なくと
も1つの領域を含む。前記オリゴヌクレオチドの別の領域が、RNA:DNA又はRNA:RNAハイブ
リッドを切断することが可能な酵素に対する基質として役立つようにすることも可能であ
る。例えば、RNase Hは、RNA:DNA二重鎖のRNA鎖を切断する細胞エンドヌクレアーゼであ
る。従って、RNase Hの活性化は、RNA標的の切断をもたらし、それによって、遺伝子発現
のオリゴヌクレオチド抑制の効率を大幅に増大させる。その結果、同じ標的領域に対して
ハイブリダイズするホスホロチオエートデオキシオリゴヌクレオチドと比較して、キメラ
オリゴヌクレオチドが使用された場合、より短いオリゴヌクレオチドで、しばしば同等の
結果を得ることが可能である。本発明のキメラアンチセンス化合物は、上述したような、
2つ以上のオリゴヌクレオチド、修飾オリゴヌクレオチド、オリゴヌクレオシド、オリゴ
ヌクレオチドミメティックの複合構造物として形成することも可能である。そのような化
合物も、当該技術においては、ハイブリッド又はギャップマーと称されている。
【００８０】
　本発明は、更に、本発明の抗体又はアンチセンスオリゴヌクレオチドと適当な医薬品添
加物（excipient）、希釈剤、又はキャリアを含む薬用組成物にも関する。好ましくは、
薬用組成物において、上述したような化合物は、薬学的に許容可能なキャリアと組み合わ
される。「薬学的に許容可能」とは、活性成分の生物活性の有効性を干渉せず、それが投
与される宿主に対して毒性を持たない任意のキャリアを含むと意味される。適当な薬用キ
ャリアの具体例は周知であり、リン酸緩衝生理食塩水、水、油/水エマルジョン等のエマ
ルジョン、種々の湿潤剤、殺菌溶液等を含む。そのようなキャリアは、従来の方法によっ
て製剤することができ、前記活性化合物は、対象体に対して有効投与量で投与することが
できる。
【００８１】
　「有効投与量」とは、疾患を防止、又は、その疾患の進行および重症度に影響を与え、
それによって、そのような病状の軽減と治療をもたらすのに十分である活性成分の量を指
す。これらの疾患又は障害を治療又は予防するのに有用な「有効投与量」は、当業者に知
られている方法を使用して決定することができる。
【００８２】
　適切な組成物の投与は、静脈内、腹腔内、経口、皮下、筋肉内、局所又は皮内投与等の
様々な方法で行うことができる。勿論、投与経路は、治療の種類、及び薬用組成物に含ま
れる化合物の種類に依存する。投与計画は、担当医およびその他の臨床要素によって決定
されるであろう。医学分野においてよく知られているように、任意の一人の患者のための
投与量は、その患者のサイズ、体表面積、年齢、性別、投与される特定の化合物、投与時
間および経路、治療の種類、一般的健康状態、同時に投与されるその他の薬剤を含む、多
くの要因に依存する。
【００８３】
　本発明の好適実施例において、予防/治療可能な前記疾患は癌、好ましくは、大腸、乳
、前立腺、および膵癌、又は、CNSの疾患、好ましくは、アルツハイマー病、又は多発性
硬化症（MS）である。ここで用語「癌」および「CNSの疾患」は、そのような疾患の初期
段階も含む。
【００８４】
　本発明者によって出版されたグローバルな疫病データ（zur Hausen, 2012）の編集によ
り、癌、特に結腸癌と、更に、潜在的にはその他のヒトの癌において役割を演じ、ウシ（
cattle）からヒトへと牛肉又はその他の酪農製品の消費により伝染する推定感染因子に関
する証拠が増大していた。これらの理由により、本発明者等は、まだ知られていない感染
物質の存在に関して健全な雌ウシからの130の血清の分析に着手した。最初のシリーズに
おいて、図１～５に図示の5つの新規なDNAの単離後、本発明者等は、癌、特に結腸癌由来
の細胞中におけるそれらのDNAの存在を探し始めた。それに付随して、多発性硬化症を有
する患者からの物質を分析した。多発性硬化症は、影響を受ける患者に対してしばしば破
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滅的な結果をもたらす重要なヒト疾患を象徴することから、神経傷害における本発明によ
る単離物の役割、具体的には、もっぱらMSに対する役割がテストされた。その結果、前記
配列は、疾患を有する患者においてのみ見られ、これまでのところ、健全な対象体には発
見されていない。このことは、癌患者と、CNS疾患を患う患者との両方に当てはまる。
【００８５】
　本発明は、更に、HCBI感染に対して哺乳動物を免役するためのワクチンにも関し、これ
は上に定義した少なくとも1つのポリペプチド又はHCBIポリ核酸を、薬学的な許容可能な
キャリア中に有する。
【００８６】
　「ワクチン」とは、HCBIに対する部分的又は完全な、防護を引き出すことが可能な免疫
的組成物である。ワクチンは、また、個人の治療にも有用なものとすることができ、この
場合、それは治療用ワクチンと呼ばれる。
【００８７】
　前記用語「治療用」とはHCBI感染又はこの感染に関連する疾患を治療することが可能な
組成物を指す。前記用語「有効量」とは、それが投与される個人において免疫原性応答を
誘導するのに十分な、又は、その意図される系（例えば、免疫アッセイ）において検出可
能に免疫反応するのに十分な、エピトープ保有ポリペプチドの量を指す。好ましくは、前
記有効量は、上述したような治療を行うために十分なものである。正確な必要量は、用途
に応じて異なるであろう。ワクチン用途、又はポリクローナル抗血清/抗体の生成のため
には、例えば、前記有効量は、その個人の、種、年齢、および一般的条件、治療される状
態の重症度、選択される特定のポリペプチド、その投与形態等、に応じて変化するであろ
う。有効量は、比較的大きな非臨床範囲内で見つかるであろう。標準的な実験を使用する
だけで適切な有効量を容易に決定することが可能である。HCBIを原因とする疾患の予防用
のタンパク質の好適な範囲は、0.01～100μg/投与（dose）、好ましくは、0.1～50μg/投
与（dose）である。十分な免疫応答と、その後のHCBI感染およびHCBI関連疾患に対する防
護をそれぞれ達成するためには、各個人に対して複数の投与（dose）が必要となるかもし
れない。
【００８８】
　薬学的に許容可能なキャリアは、それ自身、ワクチンを受ける個人に対して有害な抗体
の産生を誘導しない任意のキャリアを含む。適当なキャリアは、タンパク質、多糖類、ポ
リ乳酸、ポリグリコール酸、ポリマーアミノ酸、およびアミノ酸コポリマー等の、通常大
きく、ゆっくりと代謝される巨大分子である。そのようなキャリアは当業者に周知である
。
【００８９】
　前記組成物の有効性を高める好適なアジュバントは、非限定的に以下を含む。水酸化ア
ルミニウム（alum）、米国特許第4,606,918号に見られるN-アセチル-ムラミル-L-スレオ
ニル-D-イソグルタミン（thr-MDP）、N-アセチル-ノルムラミル-L-アラニル-D-イソグル
タミン（nor-MDP）、N-アセチルムラミル-L-アラニル-D-イソグルタミニル-L-アラニン-2
-（1’-2’-ジパルミトイル　sn-グリセロ-3-ヒドロキシ-ホスホリルオキシ）-エチルア
ミン（MPT-PE）およびRIBI、細菌から抽出された3つの成分を含む、モノホスホリルリピ
ドA、トレハロースジミコール酸、および細胞壁骨格（cell wall Skeleton）（MPL+TDM+C
W）を、2%スクアレン/Tween80エマルジョン中に含む。前記3つの成分、MPL, TDM又はCWS
のいずれかを単体で、又は、2つの組み合わせで使用することも可能である。更に、Stimu
lon （Cambridge Bioscience, Worcester, MA）又はSAF-1（Syntex）等のアジュバントを
使用することができる。更に、非ヒト用途および研究目的のためには、完全フロイントア
ジュバント（CFA）および不完全フロイントアジュバント（IFA）を使用することができる
。
【００９０】
　前記免疫原性組成物は、通常は、水、食塩水、グリセロール、エタノール等の薬学的に
許容可能なビヒクルを含むものとされる。更に、湿潤剤又はエマルジョン化剤、pH緩衝物
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質、保存剤等の補助物質もそのようなビヒクルに含めることができる。
【００９１】
　通常、前記免疫原性組成物は、液体溶液又は懸濁液として注入可能なものとして作製さ
れる。注入の前に、溶液中、懸濁液中、液体用の適切の固体形態を調製することも可能で
ある。前記調製物は、更に、アジュバント作用を高めるために、エマルジョン化又はリポ
ソーム中でカプセル化することも可能である。前記タンパク質を、更に、サポニン、例え
ば、Quil A（ISCOMS）等と共に免疫刺激複合体に組み込むことも可能である。
【００９２】
　ワクチンとして使用される免疫原性組成物は、「十分な量」又は「免疫的有効量」の本
発明の前記タンパク質と、更に、必要に応じて、上述した諸成分のその他のものと、とを
含む。「免疫的有効量」とは、単一の投与又は一連の投与の一部としての、個人に対する
その量の投与が、上述したように、治療のために有効である、ということを意味する。こ
の量は、治療される個人の健康および身体状態、その個人の抗体を形成するための免疫系
の能力、望ましい防護の程度、ワクチンの組成、医療状況に対する治療担当医師の評価、
その他関連の要素に応じて異なる。その量は、標準的なトライアルを通じて決定すること
が可能な比較的広い範囲内のものとなることが予想される。通常、その量は、0.01～1000
μg/投与（dose）、より具体的には、0.1～100μg/投与（dose）になるであろう。
【実施例】
【００９３】
　以下の例は、本発明の例示するためのものであって限定するためのものではない。これ
らの例は、使用可能であるかもしれないもののうちの典型的なものではあるが、それらに
代えて、当業者に知られている他の方法を利用することも可能である。
【００９４】
例１
材料と方法
（Ａ）密度-沈降勾配に基づくウシ（bovin）血清の分画とその後のクローニング
　ウシ（bovin）血清を、以前に記載されているように（Buck et al., 2004）、Optiprep
 （イオジキサノール）ステップ勾配に基づいて分離した。フラクションを収集し、DNAを
抽出した。制限酵素BamH1およびEcoR1による消化の前に、各フラクションに対してローリ
ングサークル増幅を行った（de Villiers et al., 2011）。その結果得られたフラグメン
トを配列決定の前に、pUC18又はpUC19にクローニングした。
【００９５】
（Ｂ）HCBI1.225のイン・ヴィトロ複製（de Villiers et al., 2011）
　直鎖全長HCBI1.225を、293TT細胞（Lipofectamine）にトランスフェクションした。培
養物を、2～3日毎に継代させた。継代時の細胞のフラクションからDNAとRNAを抽出した。
インプットDNAを、Dpn1消化によって除去した。HCBI1.225のDNAとRNAは、細胞培養におい
て17日目まで示された。
【００９６】
例２
HCBI配列の特徴付け
　“Veternaerinstitut der Universitaet Leipzig”（Mueller教授）から得た健全な雌
ウシからの120の血清をスクリーニングし、ウイルス粒子の精製、DNA抽出および「ローリ
ングサークル」増幅（de Villiers et al., 2011）後、サイズの異なるウイルスDNAの相
互作用している可能性のある環状分子が単離された。これらの成分の前記5つのDNA配列と
オープンリーディングフレームは、ヒツジ、ウシ(cattle)、およびヒト（Manuelidis, 20
11）のTSE疾患につき伝染性海綿状脳症（TSE）に関して既に記載された配列に対して認識
可能な関係を示した。これらの物質は、それ以上は特徴付けられず、「Sphinxウイルス」
と命名された。本発明において健康な雌ウシから得られた前記DNA配列（およびオープン
リーディングフレーム）は、Maunuelidisによって記載された対応の配列に対する相同性
を示すが同じではないことから、名称HCBI（Healthy Cattle Blood Isolate）が提案され
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る。
【００９７】
　この文脈において、前記CNSの疾患（例えば、多発性硬化症、アルツハイマー病）は非
常に興味深い。なぜなら、Maunuelidisによって記載された類似の配列がCNSにも主として
みられるからである。
【００９８】
　前記「Sphinx」配列（Maunuelidis, 2011）は、細菌アシネトバクター（Acinetobacter
）（Vallenet et al., 2008; Longkummer et al., 2013）のプラスミド配列に対する高い
相同性を示す。本発明において得られた配列は、更に、前記対応のプラスミド配列に対す
る際立った相同性も示す。従って、一見すると、前記結果は前記サンプルのアシネトバク
ターウイルスの汚染によるものであると推測する誘惑に駆られる。それまでに多くのアシ
ネトバクタープラスミドが配列決定されているが、これらの配列のいずれも三つの異なる
血清のバッチから得られた本発明の前記DNA配列に対応しない。最初、これらのDNAの単離
は、密度勾配遠心分離によるウイルスの精製によって達成されたものであるため、雌ウシ
血清の血液中のこれらのウイルスの見かけ上の共通の存在は、細菌由来のウイルス汚染に
必ずしも帰することができない。更に、ヒト癌細胞中のこれらのウイルスのDNA配列の存
在は、そのような解釈とは相いれない。
【００９９】
　興味深いことに、英国の科学者グループが、アシネトバクターのタンパク質に対するが
、多発性硬化症を患う患者から得られた他の細菌抗原に対するものではない抗体の選択的
形成の増大を示す長年にわたる血清学データを発表した（論文記事: Ebringer et al., 2
012を参照）。これらの結果は、Chapmanのグループによっては確認することができなかっ
た（Chapman et al., 2005）。しかしながら、Chapmanのグループは異なる菌株（strain
）のアシネトバクター（アシネトバクター・カルコアセティカス（Acinetobacter calcoa
ceticus））を使用したということを強調しておかなければならない。3菌株のアシネトバ
クターに関して明白な結果が、Ebringerのグループによって得られた（アシネトバクター
・イオフィイ（Acinetobacter lwofifii）、A.レイディオレジステンス（A. radioesiste
ns）および特定の単離物（specific isolate）、A. 11171）。しかしながら、A. ジュニ
イ（A. junii ）17908に関して得られた結果はそれほど印象的なものではなく、有意な反
応性はほとんど検出できなかった（Hughes et al., 2001）。これらの結果は、われわれ
が扱っているのは、この血清反応性が本発明において得られたDNA配列に対する相同性を
示す菌株特異的プラスミドによるものである、菌株特異的反応性である、ということを示
唆している。
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