
(57)【要約】
【課題】　ＨＩＶ群由来レトロウイルスの検出のために有用なＤＮＡを提供する。
【解決手段】　 European Collection of Animal Cell Cultures（ ECACC）に No．Ｖ  ９２
０  ９２  ３１８の番号で寄託されたＭＶＰ－５１８０／９１なる呼称を有するレトロウイ
ルスの本質的な形態学的および免疫学的性質を示すＨＩＶグループの免疫不全ウイルスま
たはこのウイルスの変異株のＲＮＡまたはその部分に対し相補的であるＤＮＡ。
【選択図】　なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 European Collection of Animal Cell Cultures（ ECACC） に No． Ｖ 　 ９ ２ ０  ９ ２  ３ １
８ の 番 号 で 寄 託 さ れ た Ｍ Ｖ Ｐ － ５ １ ８ ０ ／ ９ １ な る 呼 称 を 有 す る Ｈ Ｉ Ｖ お よ び そ の 変 異 株
で あ る Ｈ Ｉ Ｖ グ ル ー プ の 免 疫 不 全 ウ イ ル ス で あ っ て 、 前 記 変 異 株 が 第 １ 表 ま た は 第 ３ 表 に
示 す ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 一 致 す る ま た は 当 該 配 列 と 相 同 性 の あ る 配 列 を 有 す る も の で あ り
、 前 記 相 同 性 が ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 基 づ き ６ ６ ％ 以 上 で あ る 免 疫 不 全 ウ イ ル ス の Ｒ Ｎ Ａ に
対 し 相 補 的 で あ る Ｄ Ｎ Ａ 。
【 請 求 項 ２ 】
　 請 求 項 １ 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ を 含 む こ と を 特 徴 と す る 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 。
【 請 求 項 ３ 】
　 第 １ 表 ま た は 第 ３ 表 に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 。
【 請 求 項 ４ 】
　 請 求 項 １ ～ ３ の い ず れ か に 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ を 用 い る ペ プ チ ド の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 請 求 項 １ ～ ３ の い ず れ か に 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ を 用 い る 免 疫 不 全 の 原 因 と な る レ ト ロ ウ イ ル ス
の 検 出 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 請 求 項 １ ～ ３ の い ず れ か に 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ を 用 い る 接 種 素 の 製 造 方 法 。
                                                                        
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 Ｈ Ｉ Ｖ 群 由 来 の 新 規 レ ト ロ ウ イ ル ス お よ び そ の ウ イ ル ス の 本 質 的 性 質 を 有 す
る 変 異 株 の Ｒ Ｎ Ａ ま た は そ の 部 分 に 対 し て 相 補 的 で あ る ｃ Ｄ Ｎ Ａ に 関 す る 。 そ の レ ト ロ ウ
イ ル ス の 培 養 方 法 も 説 明 さ れ る 。 さ ら に 本 発 明 は 、 こ の レ ト ロ ウ イ ル ス の 取 得 の ほ か 、 そ
の ウ イ ル ス 、 そ の 部 分 ま た は 抽 出 物 の 、 医 学 目 的 、 診 断 の た め の 、 ま た 接 種 素 調 製 の 際 に
お け る 使 用 に も 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 い わ ゆ る Ｈ Ｉ Ｖ 群 に 属 す レ ト ロ ウ イ ル ス は そ れ に 感 染 し た 人 間 に 免 疫 不 全 ま た は エ イ ズ
（ 先 天 性 免 疫 不 全 症 候 群 ） と い う 集 合 概 念 で 総 括 さ れ る 症 状 を 招 く 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 疫 学 的 研 究 に よ り 、 ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス （ Ｈ Ｉ Ｖ ） が エ イ ズ （ 先 天 性 免 疫 不 全 症 候 群
） 症 例 の 圧 倒 的 多 数 の 病 因 で あ る こ と が 実 証 さ れ て い る 。 １ ９ ８ ３ 年 に あ る 患 者 か ら 単 離
さ れ 特 性 評 価 さ れ た レ ト ロ ウ イ ル ス に Ｈ Ｉ Ｖ － １ と い う 名 称 が 与 え ら れ た （ Barre-Sinous
si, F. et al., Science 220, 868-871〔 1983〕 ） 。 Ｈ Ｉ Ｖ － １ の 一 変 異 株 が Ｗ Ｏ  ８ ６ ／
０ ２ ３ ８ ３ に 記 載 さ れ て い る 。
　 第 ２ の ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス 群 は １ ９ ８ ５ 年 に 西 ア フ リ カ で 同 定 さ れ （ Clavel, F. et 
al., Science 233, 343-346〔 1986〕 ） 、 そ し て ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス ・ タ イ プ ２ （ Ｈ Ｉ
Ｖ － ２ ） と 名 付 け ら れ て い る （ Ｅ Ｐ － Ａ － ０  ２ ３ ９  ４ ２ ５ ） 。 Ｈ Ｉ Ｖ － ２ レ ト ロ ウ イ ル
ス は 、 明 ら か に Ｈ Ｉ Ｖ － １ と は 区 別 さ れ る が 、 な お も サ ル 免 疫 不 全 ウ イ ル ス （ Ｓ Ｉ Ｖ － ２
） と 近 縁 関 係 を も 示 す 。 Ｈ Ｉ Ｖ － １ と 同 様 、 Ｈ Ｉ Ｖ － ２ も エ イ ズ 症 状 を 生 じ る 。
　 免 疫 不 全 レ ト ロ ウ イ ル ス の も う 一 つ の 変 異 株 が Ｅ Ｐ － Ａ － ０  ３ ４ ５  ３ ７ ５ に 記 載 さ れ
て お り 、 そ こ で は Ｈ Ｉ Ｖ － ３ レ ト ロ ウ イ ル ス と 名 付 け ら れ て い る （ Ａ Ｎ Ｔ  ７ ０ ） 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 Lancet Vol. 340, Sept. 1992, pp. 681-682に は 免 疫 不 全 ウ イ ル ス の も う 一 つ の 変 異 株
の 単 離 が 記 載 さ れ て い る 。
　 高 い 変 異 性 を 示 す こ と が ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス の 一 特 徴 で あ り 、 こ れ が 様 々 な 単 離 物 の
比 較 の 可 能 性 を 明 ら か に め ん ど う に し て い る 。 様 々 な Ｈ Ｉ Ｖ － １ － 単 離 物 を 比 較 す る と 、
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他 の ゲ ノ ム 領 域 は 比 較 的 保 存 さ れ た ま ま で あ る の に 、 い く つ か の ゲ ノ ム 領 域 で は 高 い 変 異
性 が 認 め ら れ る （ Benn, S. et al. Science 230, 949-951〔 1985〕 ） 。 本 質 的 に よ り 大 き
い 多 形 態 性 は Ｈ Ｉ Ｖ － ２ に つ い て も 観 察 す る こ と が で き た （ Clavel, F. et al., Nature 
324, 691-695〔 1986〕 ） 。 構 造 的 お よ び 酵 素 的 に 不 可 欠 な タ ン パ ク 質 を コ ー ド し て い る ga
gお よ び pol遺 伝 子 は 大 き な 遺 伝 安 定 性 を 有 し ； env遺 伝 子 お よ び 調 節 タ ン パ ク 質 を コ ー ド
す る 遺 伝 子 （ vif、 vpr、 tat、 rev、 nef） は 高 い 変 異 度 を 示 す 。 さ ら に Ｈ Ｉ Ｖ － １ に 対 す
る 抗 血 清 が ほ ん の わ ず か な 配 列 相 同 性 し か な く て も 、 Ｈ Ｉ Ｖ － ２ の gagお よ び pol遺 伝 子 産
生 物 と も 交 叉 反 応 す る こ と も 示 す こ と が で き た 。 同 様 に 、 あ ま り 厳 し く な い 条 件 を 用 い な
け れ ば 両 ウ イ ル ス 間 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は ほ と ん ど 有 意 で な か っ た （ Clavel, F. e
t al., Nature 324, 691-695〔 1986〕 ） 。
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 Ｈ Ｉ Ｖ 群 由 来 レ ト ロ ウ イ ル ス が 広 く 伝 播 し て い る こ と か ら 、 そ し て 感 染 時 点 と 、 病 理 学
的 変 化 の 明 ら か な 徴 候 が 認 め ら れ る ま で の 時 点 と の 間 に 数 年 乃 至 多 年 （ ２ ～ ２ ０ 年 ） の 間
隔 が あ る こ と か ら 、 Ｈ Ｉ Ｖ 群 レ ト ロ ウ イ ル ス を で き る だ け 早 く そ し て と り わ け 確 実 に 測 定
す る こ と は 疫 学 的 に 極 め て 重 要 な こ と で あ る 。 こ れ は 免 疫 不 全 の 徴 候 を 示 す 患 者 の 診 断 の
際 だ け で な く 供 血 者 の 検 査 に お い て も 役 割 を 果 す 。 Ｈ Ｉ Ｖ － １ ま た は Ｈ Ｉ Ｖ － ２ タ イ プ の
レ ト ロ ウ イ ル ス ま た は そ れ ら の 構 成 部 分 を ヒ ト 血 清 の 検 出 系 に 用 い た 場 合 、 そ れ ら 血 清 が
由 来 す る 患 者 に 免 疫 不 全 の 徴 候 が 現 わ れ て い る の に 、 抗 体 を 全 く 検 出 で き な い か あ る い は
弱 い 検 出 し か な さ れ な い こ と が わ か っ て い る 。 本 発 明 に よ る Ｈ Ｉ Ｖ 群 由 来 レ ト ロ ウ イ ル ス
を 用 い れ ば 一 定 の 場 合 に そ の よ う な 検 出 が 可 能 で あ る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 １ ９ ９ １ 年 に 免 疫 不 全 の 徴 候 を 示 し た ３ ４ 才 の カ メ ル ー ン の 女 性 患 者 の 末 梢 リ ン パ 球 か
ら 単 離 さ れ た 、 以 下 Ｍ Ｖ Ｐ － ５ １ ８ ０ ／ ９ １ と 称 す る 新 規 ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス の 単 離 お
よ び 特 性 評 価 を 記 述 す る 。 地 理 的 に は 、 こ の レ ト ロ ウ イ ル ス は 、 Ｈ Ｉ Ｖ － ２ お よ び Ｈ Ｉ Ｖ
－ １ ウ イ ル ス 感 染 の 伝 播 を 特 色 と す る 西 ア フ リ カ と 、 ほ ぼ も っ ぱ ら に Ｈ Ｉ Ｖ － １ が 伝 播 し
て い る 東 中 央 ア フ リ カ と の 間 に 位 置 す る ア フ リ カ の 地 域 に 由 来 し て い る 。 さ ら に 本 発 明 の
対 象 は 、 Ｍ Ｖ Ｐ － ５ １ ８ ０ ／ ９ １ と 称 さ れ る Ｈ Ｉ Ｖ 群 の 新 規 レ ト ロ ウ イ ル ス お よ び そ の 変
異 株 の ほ か 、 そ れ よ り 導 か れ る Ｄ Ｎ Ｓ 配 列 お よ び ア ミ ノ 酸 配 列 ま た は 部 分 配 列 、 お よ び こ
れ ら を 含 む テ ス ト キ ッ ト で あ る 。 レ ト ロ ウ イ ル ス Ｍ Ｖ Ｐ － ５ １ ８ ０ ／ ９ １ は ブ ダ ペ ス ト 条
約 の 条 件 に 従 っ て European Collection of Animal Cell Cultures（ ECACC） に Ｖ ９ ２ ０  
９ ２  ３ １ ８ の 番 号 の 下 に 寄 託 さ れ た 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 本 発 明 に よ る Ｈ Ｉ Ｖ 群 由 来 レ ト ロ ウ イ ル ス を 用 い れ ば 新 し い タ イ プ の Ｈ Ｉ Ｖ を 特 定 化 す
る こ と が で き る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 Ｈ Ｉ Ｖ － １ お よ び Ｈ Ｉ Ｖ － ２ と 同 様 に 、 本 発 明 に よ る Ｍ Ｖ Ｐ － ５ １ ８ ０ ／ ９ １ は 次 の 細
胞 系 統 、 Ｈ Ｕ Ｔ ７ ８ 、 Jurkat－ 細 胞 、 Ｃ ８ １ ６ ６ － 細 胞 お よ び Ｍ Ｔ － ２ － 細 胞 で 増 殖 す る
。 ウ イ ル ス の 単 離 お よ び 増 殖 は “ Viral Quantitation in HIV Infection（ Ｈ Ｉ Ｖ 感 染 に
お け る ウ イ ル ス 定 量 ） 、 Jean-Marie Andrien編 、 John Libbey Eurotext発 行 、 1991年 "、
と い う 本 に 詳 述 さ れ て い る 。 そ こ に 記 述 さ れ て い る 操 作 方 法 を 引 用 に よ り 本 出 願 の 開 示 の
一 部 と す る 。
　 さ ら に 、 本 発 明 ウ イ ル ス は マ グ ネ シ ウ ム 依 存 性 で は あ る が マ ン ガ ン 依 存 性 で は な い 逆 転
写 酵 素 を 有 す る 。 こ の こ と は 、 ウ イ ル ス Ｈ Ｉ Ｖ － １ お よ び Ｈ Ｉ Ｖ － ２ と の も う 一 つ の 一 致
点 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
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　 本 発 明 に よ る Ｍ Ｖ Ｐ － ５ １ ８ ０ ／ ９ １ ウ イ ル ス と レ ト ロ ウ イ ル ス Ｈ Ｉ Ｖ － １ お よ び Ｈ Ｉ
Ｖ － ２ の 相 違 を よ く 理 解 し て も ら う た め に 、 免 疫 不 全 の 原 因 と な る レ ト ロ ウ イ ル ス の 構 築
を ま ず 簡 単 に 説 明 す る 。 ウ イ ル ス の 内 部 に は 、 ｐ ２ ４ （ ｐ は protein（ タ ン パ ク 質 ） の ｐ
で あ る ） の 呼 称 を 有 す る サ ブ ユ ニ ッ ト よ り 組 成 さ れ た 円 錐 状 コ ア に Ｒ Ｎ Ａ が 存 在 す る 。 こ
の 内 部 コ ア は 、 タ ン パ ク 質 ｐ １ ７ で 構 築 さ れ た タ ン パ ク 質 外 被 （ 外 部 コ ア ） で 囲 ま れ 、 そ
し て 宿 主 細 胞 に 由 来 す る 脂 質 の ほ か に ト ラ ン ス メ ン ブ レ ン （ transmembrane） タ ン パ ク 質 g
p４ １ お よ び 外 被 タ ン パ ク 質 １ ２ ０ （ gp１ ２ ０ ） を 含 む 糖 タ ン パ ク 質 外 被 に よ り 囲 ま れ て
い る 。 こ の gp１ ２ ０ は 次 い で 宿 主 細 胞 の Ｃ Ｄ － ４ － レ セ プ タ ー と 結 合 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 知 ら れ て い る 限 り 、 Ｈ Ｉ Ｖ － ウ イ ル ス の Ｒ Ｎ Ａ は （ 簡 略 化 し て 記 述 し た 場 合 ） 次 の 遺 伝
子 領 域 を 示 す ： 両 末 端 に い わ ゆ る ロ ン グ タ ー ミ ナ ル リ ピ ー ト 、 お よ び 次 の 遺 伝 子 領 域 、 す
な わ ち gag、 pol、 envお よ び nef。 gag遺 伝 子 は と り わ け 中 核 （ コ ア ） － タ ン パ ク 質 で あ る
ｐ 24お よ び ｐ 17を コ ー ド し 、 pol遺 伝 子 は と り わ け 逆 転 写 酵 素 、 Ｒ Ｎ エ ー ス （ リ ボ ヌ ク レ
ア ー ゼ ） Ｈ お よ び イ ン テ グ ラ ー ゼ を コ ー ド し 、 そ し て envは ウ イ ル ス 外 被 の 糖 タ ン パ ク 質
で あ る gp４ １ お よ び gp１ ２ ０ を コ ー ド す る 。 nef遺 伝 子 は 調 整 機 能 を 有 す る タ ン パ ク 質 を
コ ー ド す る 。 Ｈ Ｉ Ｖ 型 の レ ト ロ ウ イ ル ス の ゲ ノ ム 配 置 の 概 略 図 を 図 １ に 示 す 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 レ ト ロ ウ イ ル ス Ｈ Ｉ Ｖ － １ と Ｈ Ｉ Ｖ － ２ と の 間 の 区 別 は 、 ウ イ ル ス 抗 原 が Abbott社 の テ
ス ト キ ッ ト （ Ｈ Ｉ Ｖ Ａ Ｇ － １  Monoclonal） と し て 商 業 的 に 入 手 さ れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 を 用 い て テ ス ト し そ し て （ Ｈ Ｉ Ｖ － １ ） ｐ ２ ４ に 指 向 さ せ る こ と に よ り 可 能 に な る 。 ウ
イ ル ス 型 Ｈ Ｉ Ｖ － １ お よ び Ｈ Ｉ Ｖ － ２ に お け る 逆 転 写 酵 素 含 量 が 略 等 し い こ と は 知 ら れ て
い る 。 そ こ で 可 溶 化 さ れ た ウ イ ル ス の 希 釈 液 に つ い て 抗 原 抗 体 反 応 に よ っ て 得 ら れ る 吸 光
度 （ Ｅ ４ ９ ０ nm） を 逆 転 写 酵 素 の 活 性 に 対 し て プ ロ ッ ト す る と 大 体 図 ２ に 相 当 す る グ ラ フ
が 得 ら れ る 。 こ こ で わ か る こ と は 、 Ｈ Ｉ Ｖ － １ に お け る 逆 転 写 酵 素 含 量 に 比 例 し て 使 用 モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に は ｐ ２ ４ に 対 す る 極 め て 高 い 結 合 親 和 性 が 存 在 す る こ と で あ る 。 そ れ
に 対 し 、 Ｈ Ｉ Ｖ － ２ に つ い て は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を こ の 場 合 も 逆 転 写 酵 素 含 量 に 関 係
さ せ て 用 い た 場 合 極 め て わ ず か な 対 ｐ ２ ４ 結 合 親 和 性 し か 認 め ら れ な い 。 こ の 測 定 を Ｍ Ｖ
Ｐ － ５ １ ８ ０ ／ ９ １ に つ い て 行 う と か な り 正 確 に Ｈ Ｉ Ｖ － １ お よ び Ｈ Ｉ Ｖ － ２ の 曲 線 の 中
間 に く る 、 す な わ ち モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 結 合 親 和 性 は Ｈ Ｉ Ｖ － １ よ り も 低 下 し て い る 。
図 ２ は こ れ ら の 事 実 を 図 示 し た も の で あ り 、 こ こ で Ｒ Ｔ は 逆 転 写 酵 素 を 意 味 し 、 そ し て 抗
原 （ Ag） と し て は 、 Abbott社 よ り 購 入 さ れ る テ ス ト キ ッ ト に 存 在 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
が そ れ に 対 し て 指 向 す る タ ン パ ク 質 ｐ ２ ４ が 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 多 面 的 に 利 用 可 能 な 遺 伝 子 工 学 系 は い わ ゆ る Ｐ Ｃ Ｒ （ ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 ） で あ り 、
そ の 場 合 、 こ の 方 法 の 実 施 に 必 要 な 成 分 は 購 入 す る こ と が で き る 。 こ の 方 法 を 用 い れ ば 、
増 幅 す べ き 配 列 の Ｄ Ｎ Ａ 領 域 が 知 ら れ て い れ ば Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 増 幅 す る こ と が で き る 。 そ の
際 、 増 幅 す べ き 核 酸 配 列 の 短 い 領 域 に 付 着 す る 短 い 相 補 Ｄ Ｎ Ａ 断 片 （ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
＝ プ ラ イ マ ー ） を 合 成 す る 必 要 が あ る 。 テ ス ト の 実 施 に は 、 そ の ほ か に ポ リ メ ラ ー ゼ と ヌ
ク レ オ チ ド ト リ ホ ス フ ェ ー ト を 含 有 す る 反 応 混 合 物 中 で Ｈ Ｉ Ｖ － 核 酸 を そ の プ ラ イ マ ー と
混 合 す る 。 重 合 （ Ｄ Ｎ Ａ 合 成 ） を 一 定 の 時 間 行 っ た 後 、 核 酸 鎖 を 加 温 に よ り 分 離 さ せ る 。
冷 却 後 、 重 合 を 改 め て 開 示 さ せ る 。 従 っ て 本 発 明 に よ る レ ト ロ ウ イ ル ス に お い て Ｈ Ｉ Ｖ －
１ ま た は Ｈ Ｉ Ｖ － ２ ウ イ ル ス が 問 題 と さ れ る 場 合 に は 、 Ｈ Ｉ Ｖ － １ お よ び Ｈ Ｉ Ｖ － ２ ウ イ
ル ス の 既 知 配 列 内 で 保 存 さ れ た プ ラ イ マ ー を 用 い て 核 酸 を 増 幅 し 得 た は ず で あ ろ う 。 そ の
よ う な プ ラ イ マ ー は 一 部 報 告 さ れ て い る （ pol３ お よ び pol４ に つ い て は Laure, F. et al.
, Lancet ii,（ 1988） 538-541、 ま た は ｓ ｋ ３ ８ ／ ３ ９ 、 ｓ ｋ ６ ８ ／ ６ ９ に つ い て は Ou C.
Y. et al., Science （ 1988） 295-297） 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 今 般 次 の 配 列 を 示 す 一 定 の プ ラ イ マ ー 対 、 す な わ ち
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【 化 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ １ ４ 】
ま た は pol３ お よ び pol４ と
　 Ｕ Ｎ Ｉ － １ ： Ｇ Ｔ Ｇ Ｃ Ｔ 　 Ｔ Ｃ Ｃ Ａ Ｃ 　 Ａ Ｇ Ｇ Ｇ Ａ 　 Ｔ Ｇ Ｇ Ａ Ａ
　 Ｕ Ｎ Ｉ － ２ ： Ａ Ｔ Ｃ Ａ Ｔ 　 Ｃ Ｃ Ａ Ｔ Ｇ 　 Ｔ Ａ Ｔ Ｔ Ｇ 　 Ａ Ｔ Ａ
　 （ Donehower L.A. et al.（ 1990） J. Virol. Methods , 33-46）
と の 組 合 せ を 用 い 、 そ し て ネ ス テ ッ ド ・ プ ラ イ マ ー （ nested primer） を 用 い た Ｐ Ｃ Ｒ を
行 う と Ｍ Ｖ Ｐ － ５ １ ８ ０ ／ ９ １ － Ｄ Ｎ Ａ の 弱 い 増 幅 物 が 得 ら れ る こ と が わ か っ た 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 次 の プ ラ イ マ ー 配 列
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【 化 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
を 用 い る と 、 増 幅 物 は 全 く 得 ら れ な か っ た が 、 Ｈ Ｉ Ｖ － １ に 比 べ 弱 い 増 幅 物 し か 得 ら れ な
か っ た が 、 こ れ は 場 合 に よ っ て は 汚 染 に よ る か も し れ な い 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 　 gag c： TATCA CCTAG AACTT TAAAT GCATG GG
　 　 gag d： AGTCC CTGAC ATGCT GTCAT CA
　 　 env a： GTGGA GGGGA ATTTT TCTAC TG
　 　 env d： CCTGC TGCTC CCAAG AACCC AAGG
を 用 い る と Ｈ Ｉ Ｖ － １ に 比 べ 弱 い が 使 用 Ｈ Ｉ Ｖ － ２ 単 離 物 （ Ｍ Ｖ Ｐ － １ １ ９ ７ １ ／ ８ ７ ）
と 同 じ 強 さ を 示 す 増 幅 物 が 得 ら れ た 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 広 く 普 及 し て い る Ｈ Ｉ Ｖ － 抗 体 の 検 出 方 法 は 、 い わ ゆ る ウ エ ス タ ー ン ブ ロ ッ ト （ 免 疫 ブ
ロ ッ ト ） で あ る 。 そ の 場 合 、 ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 は ゲ ル 電 気 泳 動 的 に 分 離 さ れ た 後 、 膜 に
移 さ れ る 。 そ の 移 さ れ た タ ン パ ク 質 を 有 す る 膜 は 次 に 検 査 す べ き 患 者 の 血 清 を 結 合 さ せ る
。 ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 体 が 存 在 す れ ば 、 こ れ は そ の タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 。 洗
浄 後 は ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 に 対 す る 特 異 的 抗 体 の み が 残 る 。 そ の 抗 体 は 次 に 、 呈 色 反 応 を
触 媒 す る 酵 素 と 規 則 的 に カ ッ プ リ ン グ さ れ た 抗 抗 体 に よ り 視 認 可 能 に で き る 。 こ の 方 法 に
よ り 、 ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 の バ ン ド を 可 視 化 す る こ と と が で き る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 に よ る ウ イ ル ス Ｍ Ｖ Ｐ － ５ １ ８ ０ ／ ９ １ は ウ イ ル ス Ｈ Ｉ Ｖ － １ お よ び Ｈ Ｉ Ｖ － ２
に 対 し 、 ウ ェ ス タ ー ン ブ ロ ッ ト に お い て 二 つ の 著 し い 本 質 的 相 違 点 を 示 す 。 Ｈ Ｉ Ｖ － １ は
、 タ ン パ ク 質 ｐ ２ ４ に 対 応 す る 強 い バ ン ド と 、 ｐ ２ ３ に 対 応 す る 極 め て 弱 い 、 し ば し ば ほ
と ん ど 視 認 で き な い バ ン ド を 規 則 的 に 示 す 。 Ｈ Ｉ Ｖ － ２ は タ ン パ ク 質 ｐ ２ ５ に 対 応 す る 強
力 な バ ン ド を 、 そ し て 多 く の 場 合 に ｐ ２ ３ に 対 応 す る 弱 い バ ン ド を 示 す 。 こ れ と は 対 照 的
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に 、 本 発 明 に よ る Ｍ Ｖ Ｐ － ５ １ ８ ０ ／ ９ １ ウ イ ル ス は タ ン パ ク 質 ｐ ２ ４ お よ び ｐ ２ ５ に 相
当 す る ほ ぼ 同 じ 強 さ の 二 本 の バ ン ド を 示 す 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 も う 一 つ の 著 し い 相 違 点 は 逆 転 写 酵 素 に 対 応 す る バ ン ド に 存 在 す る 。 Ｈ Ｉ Ｖ － １ は 逆 転
写 酵 素 に 相 当 す る 一 本 の バ ン ド （ ｐ ５ ３ ） と Ｒ Ｎ エ ー ス Ｈ と 結 合 し た 逆 転 写 酵 素 に 相 当 す
る 一 本 の バ ン ド （ ｐ ６ ６ ） を 示 す 。 Ｈ Ｉ Ｖ － ２ で は そ の 逆 転 写 酵 素 は タ ン パ ク 質 ｐ ５ ５ に
相 当 し 、 ま た そ れ が Ｒ Ｎ エ ー ス Ｈ と 結 合 し て い る 場 合 は タ ン パ ク 質 ｐ ６ ８ に 相 当 す る 。 そ
れ に 対 し 本 発 明 に よ る Ｍ Ｖ Ｐ － ５ １ ８ ０ ／ ９ １ は 、 タ ン パ ク 質 ｐ ４ ８ の と こ ろ に 逆 転 写 酵
素 に 相 当 す る 一 本 の バ ン ド 、 お よ び タ ン パ ク 質 ｐ ６ ０ の と こ ろ に Ｒ Ｎ エ ー ス Ｈ と 結 合 し た
逆 転 写 酵 素 に 相 当 す る 一 本 の バ ン ド を 示 す 。
　 こ れ ら の 結 果 か ら 、 Ｍ Ｖ Ｐ － ５ １ ８ ０ ／ ９ １ の 逆 転 写 酵 素 は Ｈ Ｉ Ｖ － １ ま た は Ｈ Ｉ Ｖ －
２ の 逆 転 写 酵 素 よ り も 約 ３ ～ 約 ７ キ ロ ダ ル ト ン 小 さ い 分 子 量 を 有 す る と 結 論 す る こ と が で
き る 。 Ｍ Ｖ Ｐ － ５ １ ８ ０ の 逆 転 写 酵 素 は 従 っ て Ｈ Ｉ Ｖ － １ ま た は Ｈ Ｉ Ｖ － ２ の 逆 転 写 酵 素
よ り も 約 ４ ,５ ０ ０ ～ 約 ５ ,５ ０ ０ ダ ル ト ン 小 さ い 分 子 量 を 示 す 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 発 明 に よ る ウ イ ル ス Ｍ Ｖ Ｐ － ５ １ ８ ０ ／ ９ １ を 用 い た 場 合 、 抗 － env－ 抗 体 は 免 疫 不
全 の 徴 候 を 示 す ド イ ツ の 患 者 の 血 清 中 に は ほ ん の 弱 く に 検 出 さ れ 得 る に す ぎ な い が 、 本 発
明 に よ る ウ イ ル ス に 代 え て Ｈ Ｉ Ｖ － １ ウ イ ル ス を 用 い る と そ れ ら の 血 清 が 強 く 反 応 す る こ
と が 見 出 さ れ た 。 こ の 強 力 な 検 出 反 応 は と り わ け ｇ ｐ ４ １ タ ン パ ク 質 に 局 在 し た 。 そ れ ら
の 試 験 で は 、 一 方 は ド イ ツ の 患 者 に 由 来 し 、 そ し て 他 方 は 免 疫 不 全 の 徴 候 を 示 す ア フ リ カ
の 患 者 に 由 来 す る 血 清 パ ネ ル を 対 比 し た 。
　 前 述 の 諸 特 徴 が 本 発 明 に よ る Ｍ Ｖ Ｐ － ５ １ ８ ０ ／ ９ １ に 相 当 す る よ う ウ イ ル ス 変 異 株 を
特 徴 付 け る 。 従 っ て 、 免 疫 不 全 徴 候 を 示 し そ し て 好 ま し く は ア フ リ カ に 由 来 す る 人 々 に 由
来 す る ヘ パ リ ン 加 供 血 者 血 液 か ら 免 疫 不 全 ウ イ ル ス が 単 離 さ れ れ ば 、 こ の 方 法 に よ り 本 発
明 に よ る ウ イ ル ス ま た は そ の 変 異 株 を 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 前 述 の 性 質 を 示 す ウ イ ル ス が 単 離 さ れ た の で ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ク ロ ー ニ ン グ を 次 の 方 法 に よ り
行 う こ と が で き る ： そ の ウ イ ル ス を 相 応 の 量 （ 約 １ リ ッ ト ル ） の 培 養 液 か ら 沈 殿 さ せ 、 そ
し て ホ ス フ ェ ー ト 緩 衝 食 塩 水 に と る 。 次 に （ ２ ０ ％ ） サ ッ カ ロ ー ス － パ ッ ド を 通 し て ペ レ
ッ ト 化 を 行 う 。 そ の ウ イ ル ス ペ レ ッ ト は 、 ２ ０ mMジ チ オ ト レ イ ト ー ル お よ び ０ .５ ％ Nonid
et ｐ ４ ０ 中 の ６ Ｍ グ ア ニ ジ ニ ウ ム ク ロ ラ イ ド 中 に 懸 濁 す る こ と が で き る 。 Ｃ ｓ Ｃ ｌ を ２
Ｍ 濃 度 に な る ま で 添 加 し そ し て そ の 破 砕 さ れ た ウ イ ル ス を 含 有 す る 溶 液 を 塩 化 セ シ ウ ム パ
ッ ド に 適 用 す る 。 次 い で ウ イ ル ス Ｒ Ｎ Ａ を 遠 心 分 離 に よ り ペ レ ッ ト 化 し 、 溶 解 し 、 フ ェ ノ
ー ル 抽 出 し 、 そ し て エ タ ノ ー ル お よ び 塩 化 リ チ ウ ム を 用 い て 沈 殿 さ せ る 。 オ リ ゴ （ Ｔ ） －
プ ラ イ マ ー を 用 い て 第 一 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 鎖 の 合 成 を ウ イ ル ス Ｒ Ｎ Ａ ま た は そ の 一 部 で 行 う 。 逆 転
写 酵 素 を 添 加 し て の 合 成 は 購 入 に よ り 入 手 さ れ る キ ッ ト を 用 い て 行 う こ と が で き る 。 第 二
鎖 の 合 成 に は Ｒ Ｎ Ａ ／ Ｄ Ｎ Ａ ハ イ ブ リ ッ ド の Ｒ Ｎ Ａ 鎖 を Ｒ Ｎ エ ー ス Ｈ で 希 釈 し そ し て 大 腸
菌 （ E. coli） Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ Ｉ を 用 い て 合 成 さ れ る 。 次 い で Ｔ ４  Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー
ゼ 平 滑 末 端 を 作 る こ と が で き 、 そ し て こ れ を 制 限 切 断 部 位 に 適 し た リ ン カ ー と 結 合 さ せ る
。 適 切 な 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ に よ る 制 限 消 化 の 後 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を ア ガ ロ ー ス ゲ ル か
ら 単 離 し 、 そ し て 予 め 適 切 な 方 法 で 切 断 さ れ た ベ ク タ ー に 結 合 す る 。 ｃ Ｄ Ｎ Ａ － イ ン サ ー
ト を 有 す る そ の ベ ク タ ー を 次 い で コ ン ピ テ ン ト 大 腸 菌 細 胞 の 形 質 転 換 に 用 い る こ と が で き
る 。 得 ら れ た コ ロ ニ ー を 次 い で 膜 に 移 動 し 、 溶 菌 さ せ そ し て 変 性 さ せ 、 そ し て 最 後 に ハ イ
ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ り 、 ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン ま た は ビ オ チ ン で 標 識 さ れ た 核 酸 と 結 合 さ せ
る 。 相 当 す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 遺 伝 子 工 学 的 調 製 後 、 レ ト ロ ウ イ ル ス に 由 来 す る 目 的 と す る Ｄ Ｎ
Ａ 断 片 の 単 離 が 可 能 で あ る 。 適 切 な 発 現 ベ ク タ ー 中 で こ の 断 片 を 構 築 す る こ と に よ り 、 次
い で 目 的 と す る タ ン パ ク 質 ま た は タ ン パ ク 質 断 片 を 発 現 さ せ 、 そ し て 診 断 テ ス ト に 適 用 す
る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 前 述 の 方 法 と は 別 の 選 択 肢 と し て 、 免 疫 不 全 ウ イ ル ス を Ｐ Ｃ Ｒ 法 を 用 い て ク ロ ー ン 化 で
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き 、 そ の 際 前 述 の プ ラ イ マ ー を 用 い る こ と が で き る 。
　 様 々 な ウ イ ル ス 単 離 物 の 間 の 類 似 性 を 核 酸 ま た は タ ン パ ク 質 配 列 の 相 同 度 に よ り 絞 り 出
す こ と が で き る 。 例 え ば ５ ０ ％ 相 同 性 は 配 列 中 の １ ０ ０ の ヌ ク レ オ チ ド － ま た は ア ミ ノ 酸
－ 位 の う ち ５ ０ が 一 致 す る こ と を 意 味 し て い る 。 タ ン パ ク 質 の 相 同 性 は 配 列 分 析 に よ り 決
定 さ れ る 。 相 同 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 は ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法 に よ っ て も 調 べ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 ま ず 外 被 タ ン パ ク 質 の 一 部 に つ い て 配 列 決 定 が さ れ た と こ ろ 、 こ の 配
列 が Ｈ Ｉ Ｖ 型 の ウ イ ル ス の 相 当 す る 配 列 に 対 し て 比 較 的 わ ず か な 相 同 性 し か 示 さ な い こ と
が 確 認 さ れ た 。 特 に gp４ １ 領 域 に 関 し て は 、 デ ー タ バ ン ク を 利 用 し て 行 わ れ た Ｈ Ｉ Ｖ － 配
列 と の 比 較 に よ っ て 高 々 ６ ６ ％ （ 核 酸 配 列 ） の 相 同 性 が 見 出 さ れ た に す ぎ な い 。
　 更 に 、 gp４ １ を コ ー ド す る 領 域 も 配 列 決 定 さ れ た 。 こ の 配 列 を 第 １ 表 ま た は 第 ３ 表 に 示
す 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 従 っ て 本 発 明 の 主 題 は 、 第 １ 表 お よ び ／ ま た は 第 ３ 表 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 関 し 、 本 発
明 に よ る Ｈ Ｉ Ｖ ウ イ ル ス 、 Ｍ Ｖ Ｐ  ５ １ ８ ０ ／ ９ １ に 対 し て ６ ６ ％ 以 上 、 好 ま し く は ７ ５
％ 以 上 、 そ し て 特 に 好 ま し く は ８ ５ ％ 以 上 の 相 同 性 を 示 す よ う な ウ イ ル ス で あ る 。
　 更 に 本 発 明 の 主 題 は 、 少 く と も ５ ０ 、 好 ま し く は １ ０ ０ 、 ヌ ク レ オ チ ド 長 の 第 ３ 表 に 記
載 の 核 酸 配 列 の 部 分 配 列 に 対 し て ６ ６ ％ 以 上 、 好 ま し く は ７ ５ ％ 以 上 、 そ し て 特 に 好 ま し
く は ８ ５ ％ 以 上 の 相 同 性 を 示 す よ う な ウ イ ル ス で あ る 。 こ れ は 、 少 く と も １ ６ 、 そ し て 好
ま し く は ３ ３ 、 の ア ミ ノ 酸 の ア ミ ノ 酸 長 に 相 当 す る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 発 明 に よ る ウ イ ル ス は そ の 配 列 に よ っ て 従 来 よ り 知 ら れ る ウ イ ル ス と は 区 別 さ れ る 。
従 っ て 本 発 明 の 主 題 は 、 相 同 度 に よ り 相 違 度 を 確 認 し た 場 合 に 本 発 明 に よ る ウ イ ル ス の 配
列 に 広 範 に 対 応 す る よ う な ウ イ ル ス お よ び 相 当 す る 核 酸 ま た は ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。 従 っ
て 例 え ば ８ ５ ％ 以 上 の 相 同 性 は 、 １ ０ ０ の ヌ ク レ オ チ ド ま た は ア ミ ノ 酸 の う ち 少 く と も ８
５ に お い て 同 じ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ア ミ ノ 酸 を 示 し 残 り は 異 な っ て い て も よ い よ う な 配 列
が 包 含 さ れ る こ と を 意 味 す る 。 相 同 性 を 確 認 す る に あ た っ て 、 両 配 列 は で き る だ け 多 く の
相 互 に 対 応 す る ヌ ク レ オ チ ド ま た は ア ミ ノ 酸 が 相 互 に 一 致 す る よ う に 対 応 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 発 明 に よ る ウ イ ル ス の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 と し て 記 載 さ れ た （ ほ ぼ ） 完 全 な 配 列 を 第 ７ 表 に 示
す 。 こ こ で 本 発 明 の 主 題 は 第 ７ 表 に よ る 配 列 を 示 す ウ イ ル ス 、 お よ び 第 ７ 表 の 配 列 に 対 し
高 い 相 同 性 を 示 す そ れ ら の 変 異 株 、 お よ び そ れ ら よ り 導 か れ る 、 診 断 的 に 使 用 で き る か ま
た は 接 種 素 と し て 通 用 で き る タ ン パ ク 質 、 ポ リ ペ プ チ ド お よ び オ リ ゴ ペ プ チ ド で あ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 単 離 さ れ た 配 列 に 基 づ き 免 疫 支 配 エ ピ ト ー プ （ ペ プ チ ド ） を 調 製 し （ konfektioniert）
合 成 す る こ と が で き る 。 ウ イ ル ス の 核 酸 配 列 が わ か っ て い る の で 当 業 者 は そ れ よ り ア ミ ノ
酸 配 列 を 導 く こ と が で き る 。 ア ミ ノ 酸 配 列 の 部 分 領 域 を 第 ３ 表 に 記 述 す る 。 従 っ て 本 発 明
の 主 題 は 、 第 ７ 表 ま た は 第 ４ 表 に 開 示 さ れ た 情 報 を 用 い て 調 製 す る こ と が で き る 抗 原 、 す
な わ ち タ ン パ ク 質 、 オ リ ゴ ペ プ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド で も あ る 。 こ れ ら の 抗 原 、 タ ン パ
ク 質 、 ポ リ ペ プ チ ド お よ び オ リ ゴ ペ プ チ ド は 、 第 ７ 表 か ら 導 き 得 る 、 ま た は 第 ３ 表 に 記 載
さ れ て い る ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 。 そ れ ら 抗 原 ま た は ペ プ チ ド は 第 ３ 表 に 記 載 さ れ て い る か
ま た は 第 ７ 表 よ り 導 き 得 る ア ミ ノ 酸 配 列 の 比 較 的 短 い 部 分 配 列 を 示 す こ と が で き る 。 こ の
ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 少 く と も ６ ア ミ ノ 酸 長 、 好 ま し く は 少 く と も １ ０ ア ミ ノ 酸 長 、 そ し て 特
に 好 ま し く は １ ５ ア ミ ノ 酸 長 で あ る 。 こ れ ら の ペ プ チ ド は 組 換 え 法 に よ る だ け で な く 合 成
法 に よ っ て 調 製 す る こ と も で き る 。 適 当 な 調 製 方 法 の 一 つ は Merrifield型 の 固 相 合 成 で あ
る 。 こ の 方 法 の 更 な る 記 述 お よ び 他 の 従 来 技 術 と し て 知 ら れ る 方 法 は 文 献 、 例 え ば M. Bod
ansky, et al., Peptide Synthesis, John Weeley & Sons, 第 二 版 ， 1976に み る こ と が で
き る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 診 断 テ ス ト に お い て は 、 検 査 す べ き 人 の 血 清 検 体 を Ｍ Ｖ Ｐ － ５ １ ８ ０ ／ ９ １ に 由 来 す る
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一 以 上 の タ ン パ ク 質 ま た は 糖 タ ン パ ク 質 （ そ れ ら は 真 核 細 胞 系 統 に お い て 発 現 さ せ る こ と
が で き る ） の タ ン パ ク 鎖 ま た は そ の 一 部 と 混 合 す る 。 好 ま し い テ ス ト 方 法 に は 免 疫 蛍 光 ま
た は 免 疫 酵 素 テ ス ト 法 （ 例 え ば Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 、 イ ム ノ ブ ロ ッ ト ） が 包 含 さ れ る 。
　 免 疫 酵 素 テ ス ト （ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ） に お い て は 、 例 え ば Ｍ Ｖ Ｐ － ５ １ ８ ０ ／ ９ １ ま た は そ の
変 異 株 に 由 来 す る 抗 原 を ミ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の 壁 面 に 結 合 す る こ と が で き る 。 そ の 際
に 用 い ら れ る 用 量 は テ ス ト シ ス テ ム お よ び ミ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の 操 法 に 本 質 的 に 依 存
す る 。 次 い で 検 査 す べ き 人 に 由 来 す る 血 清 ま た は 血 清 希 釈 液 を そ の ミ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー
ト の 穴 に 添 加 す る 。 一 定 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 時 間 の 後 、 そ の プ レ ー ト を 洗 浄 す る 。 特 異
免 疫 複 合 体 は 、 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン に 特 異 的 に 結 合 し そ し て 予 め 酵 素 例 え ば 西 洋 わ さ び ペ
ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ な ど に 結 合 し て お い た 抗 体 に よ り 、 あ る い は
酵 素 標 識 抗 原 を 用 い て 検 出 さ れ る 。 こ の 酵 素 は 無 色 基 質 を 強 く 発 色 し た 生 成 物 に 変 え る こ
と が で き 、 次 い で そ の 色 の 強 さ で 特 異 抗 － Ｈ Ｉ Ｖ － 抗 体 の 存 在 を 読 み 取 る こ と が で き る 。
テ ス ト シ ス テ ム に お け る 本 発 明 ウ イ ル ス 利 用 の も う 一 つ の 可 能 性 は ウ ェ ス タ ー ン ブ ロ ッ ト
へ の 利 用 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 た と え 、 免 疫 不 全 疾 患 に 対 す る 接 種 素 の 調 製 が 極 端 に 困 難 で あ る と わ か っ て も 、 こ の ウ
イ ル ス ま た は そ の 一 部 、 す な わ ち 免 疫 支 配 エ ピ ト ー プ お よ び 細 胞 性 免 疫 の イ ン デ ュ ー サ ー
、 あ る い は 遺 伝 子 工 学 的 に 調 製 さ れ た 抗 原 は 接 種 素 の 開 発 お よ び 調 製 に 用 い る こ と が で き
る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 実 施 例 １
　 本 発 明 に よ る 免 疫 不 全 ウ イ ル ス Ｍ Ｖ Ｐ － ５ １ ８ ０ ／ ９ １ を 免 疫 不 全 徴 候 を 伴 う 女 性 患 者
の 血 液 か ら 単 離 し た 。 そ の た め に 、 Ｈ Ｉ Ｖ に 感 染 し て い な い 供 血 者 の 血 液 か ら の 末 梢 リ ン
パ 球 （ peripheral blood lymphocytes, PBL） お よ び 末 梢 単 核 細 胞 （ 末 梢 血 リ ン パ 球 、 PBL
） を 植 物 性 血 球 凝 集 素 （ フ ィ ト ヘ マ グ ル チ ニ ン ） で 刺 激 し そ し て 培 養 液 に 保 っ た 。 そ の た
め に 、 １ ０ ％ 牛 胎 仔 血 清 含 有 の 普 通 培 地 Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ  １ ６ ４ ０ を 用 い た 。 培 養 条 件 は Landay 
A. et al., J. Inf. Dis., （ 1990） pp． 706-710、 に 記 載 さ れ て い る 。 次 い で 巨 細 胞
（ Reisenzellen） の 形 成 を 顕 微 鏡 観 察 し た 。 Ｈ Ｉ Ｖ ウ イ ル ス の 生 産 を Abbott社 か ら 購 入 で
き る テ ス ト を 用 い た ｐ ２ ４ － 抗 原 の 測 定 に よ り 測 定 し た 。 ウ イ ル ス 増 殖 測 定 の た め の も う
一 つ の テ ス ト は 粒 子 結 合 逆 転 写 酵 素 を 用 い た テ ス ト で あ っ た （ Eberle J., Seibl R., J. 
Virol. Methods 40, 1992, pp. 347-356） 。 す な わ ち 、 ウ イ ル ス 生 産 を 監 視 す る た め に ウ
イ ル ス 増 殖 を 培 養 上 清 中 の 酵 素 活 性 に 基 づ い て 週 １ ～ ２ 回 測 定 し た 。 １ 週 間 に １ 回 新 た な
供 血 者 リ ン パ 球 を 添 加 し た 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 Ｈ Ｉ Ｖ ウ イ ル ス 増 殖 が 確 認 で き た 後 、 Ｈ Ｉ Ｖ で 感 染 さ れ て い な い 健 常 供 血 者 の 血 液 か ら
の 新 鮮 末 梢 リ ン パ 球 （ Ｐ Ｂ Ｌ ） を 初 代 培 養 液 上 清 で 感 染 さ せ た 。 こ の 段 階 を 反 復 し た 後 そ
の 上 清 で Ｈ ９ ま た は Ｈ Ｕ Ｔ ７ ８ 細 胞 を 感 染 さ せ た 。 こ の 方 法 に よ り 免 疫 不 全 ウ イ ル ス の 永
続 的 生 産 が 可 能 で あ っ た 。 そ の ウ イ ル ス は Ｅ Ｃ Ａ Ｃ Ｃ に No． V 920 92 318の 番 号 で 寄 託 さ
れ た 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 実 施 例 ２
　 Ｈ Ｉ Ｖ 感 染 の 検 出 に は 、 現 在 の と こ ろ い わ ゆ る ウ ェ ス タ ー ン ブ ロ ッ ト ま た は イ ム ノ ブ ロ
ッ ト が 標 準 的 方 法 で あ る 。 J. Virol. Meth.  (1987) pp. 11-23に Guertlerら が 記 載 し
て い る 手 順 に 従 っ て 様 々 な 血 清 を 検 査 し た 。 そ の 際 に 、 ド イ ツ の 患 者 の 血 清 を ア フ リ カ の
患 者 か ら 得 ら れ た 血 清 と 対 比 さ せ た 。 そ の 際 に 得 ら れ た 結 果 は 次 の と お り で あ っ た 。
ウ イ ル ス 型 ： ド イ ツ の 患 者 か ら 単 離 さ れ た Ｈ Ｉ Ｖ － １ ウ イ ル ス
　 ド イ ツ の 血 清 　 　 強 い 反 応
　 ア フ リ カ の 血 清 　 ｇ ｐ ４ １ と 強 い 反 応
ウ イ ル ス 型 ： Ｍ Ｖ Ｐ － ５ １ ８ ０ ／ ９ １
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　 ド イ ツ の 血 清 　 　 ｇ ｐ ４ １ と 無 反 応 乃 至 弱 い 反 応
　 ア フ リ カ の 血 清 　 強 い 反 応
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 前 述 の 結 果 は 、 ド イ ツ の 患 者 か ら 単 離 さ れ た Ｈ Ｉ Ｖ － １ 型 ウ イ ル ス を Ｈ Ｉ Ｖ － 感 染 の 検
出 に 用 い る 場 合 、 患 者 が 本 発 明 に よ る Ｍ Ｖ Ｐ － ５ １ ８ ０ ／ ９ １ に 相 当 す る ウ イ ル ス に 感 染
し て い る と き は 、 一 義 的 結 果 は 多 分 全 く 得 ら れ な い こ と を 示 し て い る 。 さ ら に そ れ に よ っ
て 、 本 発 明 に よ る ウ イ ル ス を 用 い れ ば ゲ ノ ム 全 体 に 関 し 少 く と も 約 ８ ５ ％ 相 同 性 を 本 発 明
ウ イ ル ス に 対 し て 示 す よ う な ウ イ ル ス を 検 出 で き る と 結 論 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 実 施 例 ３
　 実 施 例 ２ に 記 載 の 手 順 に 従 っ て さ ら な る ウ ェ ス タ ー ン ブ ロ ッ ト を 行 っ た 。 そ の 結 果 を 添
付 し た 図 ３ に 示 す 。 こ の テ ス ト で は 、 本 発 明 に よ る 免 疫 不 全 ウ イ ル ス Ｍ Ｖ Ｐ － ５ １ ８ ０ ／
９ １ の ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 、 お よ び Ｈ Ｉ Ｖ － １ 型 ウ イ ル ス （ Ｍ Ｖ Ｐ － ８ ９ ９ ） の ウ イ ル ス
タ ン パ ク 質 を そ れ ぞ れ 、 ゲ ル 電 気 泳 動 分 離 し た 後 セ ル ロ ー ス フ ィ ル タ ー に 移 し た 。 こ れ ら
フ ィ ル タ ー 片 を 様 々 な 患 者 の 血 清 と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 特 異 抗 体 を 呈 色 反 応 に よ り
視 認 で き る よ う に し た 。 Ｍ Ｖ Ｐ － ５ １ ８ ０ の 標 題 の あ る 図 の 左 半 分 は 本 発 明 に よ る 免 疫 不
全 ウ イ ル ス を 示 す 。 図 の 右 半 分 は 、 Ｈ Ｉ Ｖ － １ ウ イ ル ス に 関 係 す る 、 ド イ ツ の 供 血 者 か ら
単 離 さ れ た ウ イ ル ス （ Ｍ Ｖ Ｐ － ８ ９ ９ ） を 示 す 。
　 そ れ ら 個 々 の フ ィ ル タ ー 片 を 今 度 は 様 々 な 患 者 の 血 清 と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 図 ３
か ら わ か る よ う に 、 そ れ ぞ れ 同 じ （ ド イ ツ の 患 者 の ） 血 清 を 各 々 ２ つ の フ ィ ル タ ー 片 と 反
応 さ せ た 。 ８ と ２ ６ ； ９ と ２ ７ ； １ ０ と ２ ８ ； １ １ と ２ ９ ； １ ３ と ３ ０ ； １ ３ と ３ １ ； １
４ と ３ ２ ； １ ５ と ３ ３ お よ び １ ６ と ３ ４ の 番 号 は 同 じ 血 清 を 表 示 し て い る 。 １ ７ お よ び １
８ 番 の ウ ェ ス タ ー ン ブ ロ ッ ト で は 、 ア フ リ カ の 患 者 の 血 清 を 適 用 し た 。 右 側 余 白 の 数 値 は
概 ね の 分 子 量 を １ ０ ０ ０ （ Ｋ Ｄ ） 単 位 で 記 述 し た も の で あ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 図 ３ は 、 本 発 明 に よ る 免 疫 不 全 ウ イ ル ス を 有 す る ド イ ツ の 患 者 の 血 清 が ウ ェ ス タ ー ン ブ
ロ ッ ト に お い て ｇ ｐ ４ １ と は 極 め て 弱 く し か 反 応 し な い こ と を 明 ら か に 示 し て い る 。 こ れ
に 対 し 、 ア フ リ カ の 患 者 の 血 清 は 本 発 明 に よ る 免 疫 不 全 ウ イ ル ス と 極 め て 強 く 反 応 す る 。
従 っ て 図 ３ は 、 本 発 明 に よ る 免 疫 不 全 ウ イ ル ス を 用 い れ ば Ｈ Ｉ Ｖ － １ ま た は Ｈ Ｉ Ｖ － ２ ウ
イ ル ス を 用 い た 場 合 に は 不 確 か な 、 す な わ ち 一 義 的 で な い 陽 性 結 果 し か 得 ら れ な い よ う な
免 疫 不 全 感 染 を 検 出 で き る こ と を 明 ら か に し て い る 。 こ の 検 出 可 能 性 は 遠 大 な 診 断 上 の 意
義 を 有 し 得 る 。 何 故 な ら ば 、 ウ ェ ス タ ー ン ブ ロ ッ ト で 不 確 か な 結 果 し か 得 ら れ な い 場 合 は
、 免 疫 不 全 ウ イ ル ス に よ る 感 染 が 関 係 し て い る か ど う か を 明 確 な 確 実 さ を も っ て 確 認 す る
こ と が で き な い か ら で あ る 。 し か し な が ら 本 発 明 に よ る 免 疫 不 全 ウ イ ル ス を 用 い て か か る
不 確 か な 結 果 が 本 発 明 に よ る タ イ プ の ウ イ ル ス に よ る 感 染 と 相 関 さ せ る こ と が で き る と こ
ろ 、 こ れ は 診 断 上 大 変 な 進 歩 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 実 施 例 ４
Ｈ Ｉ Ｖ － 単 離 物 Ｍ Ｖ Ｐ － ５ １ ８ ０ ／ ９ １ の ゲ ノ ム 断 片 の Ｄ Ｎ Ａ 単 離 、 増 幅 お よ び 構 造 的 特
徴 評 価
　 Ｍ Ｖ Ｐ － ５ １ ８ ０ ／ ９ １ に 感 染 さ せ た Ｈ Ｕ Ｔ ７ ８ 細 胞 よ り の ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を 標 準 的 方 法
に よ り 単 離 し た 。
　 単 離 物 Ｍ Ｖ Ｐ － ５ １ ８ ０ ／ ９ １ の ゲ ノ ム 領 域 の 特 徴 評 価 を す る た め に Ｐ Ｃ Ｒ （ ポ リ メ ラ
ー ゼ 連 鎖 反 応 ） 実 験 を 外 被 タ ン パ ク 質 領 域 ｇ ｐ ４ １ か ら の プ ラ イ マ ー 対 を 用 い て 行 っ た 。
そ の Ｐ Ｃ Ｒ 実 験 の 実 施 は 次 の 改 変 を 加 え た Saikiら （ Saiki et al., Science 239: 487-49
1, 1988） の 方 法 に よ り 行 っ た ： Ｈ Ｉ Ｖ － 特 異 的 Ｄ Ｎ Ａ 領 域 を 増 幅 す る た め に 、 Ｍ Ｖ Ｐ －
５ １ ８ ０ ／ ９ １ に 感 染 さ せ た Ｈ Ｕ Ｔ ７ ８ 細 胞 か ら の ５ μ ｌ の ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を １ ０ ０ μ ｌ の
反 応 混 合 物 （ ０ .２ ５ mM ｄ Ｎ Ｔ Ｐ 、 各 １ μ Ｍ の プ ラ イ マ ー １ お よ び プ ラ イ マ ー ２ 、 １ ０ mM
 Tris Ｈ Ｃ ｌ  pH８ .３ 、 ５ ０ mM Ｋ Ｃ ｌ 、 １ .５ mM Ｍ ｇ Ｃ ｌ 2 、 ０ .０ ０ １ ％ ゼ ラ チ ン 、 ２ .
５ 単 位 の Ｔ ａ ｑ ポ リ メ ラ ー ゼ （ Perkin Elmer社 ） ） に ピ ペ ッ ト で 取 り 、 そ し て 次 の 温 度 プ
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ロ グ ラ ム に 従 っ て 増 幅 し た ： １ ． 初 期 変 性 ： ３ 分 ９ ５ ℃ 、 ２ ． 増 幅 ： ９ ０ 秒 ９ ４ ℃ 、 ６ ０
秒 ５ ６ ℃ 、 ９ ０ 秒 ７ ２ ℃ （ ３ ０ サ イ ク ル ） 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 前 記 Ｐ Ｃ Ｒ お よ び ヌ ク レ オ チ ド 配 列 決 定 に 用 い た プ ラ イ マ ー は Bioresearch社 の オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド 合 成 装 置 ８ ７ ５ ０ で 合 成 さ れ た 。
プ ラ イ マ ー １ ： Ａ Ｇ Ｃ  Ａ Ｇ Ｃ  Ａ Ｇ Ｇ  Ａ Ａ Ｇ  Ｃ Ａ Ｃ  Ｔ Ａ Ｔ  Ｇ Ｇ
（ Ｈ Ｉ Ｖ 単 離 物 Ｈ × Ｂ ２ か ら の 座 標 （ コ ー デ ィ ネ ー ト ） ： 塩 基 ７ ７ ９ ５ － ７ ８ １ ４ 、 プ ラ
イ マ ー ｓ ｋ ６ ８ に 相 当 ）
プ ラ イ マ ー ２ ： Ｇ Ａ Ｇ  Ｔ Ｔ Ｔ  Ｔ Ｃ Ｃ  Ａ Ｇ Ａ  Ｇ Ｃ Ａ  Ａ Ｃ Ｃ  Ｃ Ｃ
（ Ｈ Ｉ Ｖ １ 単 離 物 Ｈ × Ｂ ２ か ら の 座 標 ： 塩 基 ８ ０ ０ ３ － ８ ０ ２ ２ 、 プ ラ イ マ ー  env ｂ に
相 当 ） 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 増 幅 し た Ｄ Ｎ Ａ を ３ ％ “ Nusieve” ア ガ ロ ー ス ゲ ル （ Biozyme社 ） で 分 離 し 、 増 幅 し た 断
片 を 切 り 取 り そ し て 等 容 の 緩 衝 液 （ １ × Ｔ Ｂ Ｅ （ ０ .０ ９ Ｍ  Trisボ レ ー ト 、 ０ .０ ０ ２ Ｍ  
Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、 pH８ .０ ） と 混 合 し た 。 そ の Ｄ Ｎ Ａ － ア ガ ロ ー ス ゲ ル 混 合 物 を ７ ０ ℃ で １ ０ 分
間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 次 い で フ ェ ノ ー ル 抽 出 し た 後 、 そ の Ｄ Ｎ Ａ を 水 性 相 か ら 1／ 10容 の
３ Ｍ  Ｎ ａ Ａ ｃ （ pH５ .５ ） お よ び ２ 容 の エ タ ノ ー ル を 添 加 す る こ と に よ り － ２ ０ ℃ で １ ５
分 間 沈 殿 さ せ 、 次 い で 遠 心 分 離 機 （ Eppendorf社 ） で ペ レ ッ ト 化 し た （ １ ３ ０ ０ ０ rpm、 １
０ 分 、 ４ ℃ ） 。 ペ レ ッ ト 化 し た Ｄ Ｎ Ａ を 乾 燥 し 、 水 に と り 、 そ し て 分 光 光 度 計 （ Beckman
社 ） に お い て ２ ６ ０ nmで の Ｄ Ｎ Ａ 濃 度 を 光 度 計 測 定 し た 後 、 Sanger（ F. Sanger, Proc. N
atl. Acad. Sci., 74： 5463， 1977） の 方 法 に よ り 配 列 決 定 し た 。 Klenow Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ
ー ゼ を 用 い た 配 列 決 定 に 代 え て Applied Biosystems社 の キ ッ ト (“ Taq Dye Deoxy Termina
tor Cycle Sequencing” 、 注 文 番 号 （ Best.－ Nr.） ： 401150） を 用 い て 配 列 決 定 反 応 を 行
っ た 。 プ ラ イ マ ー と し て は 別 々 の 配 列 決 定 反 応 に プ ラ イ マ ー １ ま た は プ ラ イ マ ー ２ （ 各 １
μ Ｍ ） を 適 用 し た 。 配 列 決 定 反 応 系 の 分 析 は Ｄ Ｎ Ａ 配 列 決 定 装 置 ３ ７ ３ Ａ （ Applied Bios
ystems社 ） で 、 装 置 製 造 元 の 指 示 に 従 っ て 行 わ れ た 。
　 増 幅 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ 領 域 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 お よ び そ れ よ り 導 か れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 第 １
表 に 示 す 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
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【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 実 施 例 ５
　 確 認 さ れ た 第 １ 表 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 相 同 配 列 を Ｇ Ｅ Ｎ Ｅ Ｂ Ａ Ｎ Ｋ デ ー タ バ ン ク
（ リ リ ー ス ７ ２ 、 １ ９ ９ ２ 年 ６ 月 ） で Ｇ Ｃ Ｇ － コ ン ピ ュ ー タ ー プ ロ グ ラ ム （ Genetic Comp
uter Group, Inc.社 、 米 国 ウ イ ス コ ン シ ン 州 、 バ ー ジ ョ ン ７ .１ 、 １ ９ ９ ２ 年 ３ 月 ） を 用
い て 調 べ た 。 こ の デ ー タ バ ン ク に は １ ９ ９ ２ 年 ７ 月 ま で に 知 ら れ た 、 ヒ ト 起 源 の 免 疫 不 全
ウ イ ル ス の お よ び 霊 長 類 か ら の 単 離 物 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の ほ と ん ど が 含 ま れ て い る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 第 １ 表 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 最 良 の 場 合 に は チ ン パ ン ジ ー か ら の 単 離 物 に 対 し ６ ６ ％ の
相 同 性 を 示 す 。 Ｈ Ｉ Ｖ １ 単 離 物 に 対 し て 、 Ｍ Ｖ Ｐ ５ １ ８ ０ ／ ９ １ は 調 べ た Ｄ Ｎ Ａ 配 列 に お
い て 最 良 の 場 合 に ６ ４ ％ 相 同 で あ る 。 Ｈ Ｉ Ｖ ２ 単 離 物 に 対 し 第 １ 表 の Ｄ Ｎ Ａ は ５ ６ ％ 相 同
で あ る 。 チ ン パ ン ジ ー か ら の 単 離 物 の 外 に は 第 １ 表 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 霊 長 類 か ら の 単
離 物 （ Ｓ Ｉ Ｖ ： サ ル 免 疫 不 全 ウ イ ル ス ） か ら の Ｄ Ｎ Ａ 断 片 の 間 の 最 良 の 相 同 性 は 、 単 離 物
Ｓ Ｉ Ｖ （ ア フ リ カ 産 オ ナ ガ ザ ル ） Ｔ Ｙ Ｏ － １ の 外 被 タ ン パ ク 質 の 部 分 領 域 を コ ー ド す る Ｄ
Ｎ Ａ 配 列 に 存 在 す る 。 そ の 相 同 性 は ６ １ .５ ％ で あ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 実 施 例 ６
　 確 認 さ れ た 第 １ 表 に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 の 相 同 配 列 を Ｓ Ｗ Ｉ Ｓ Ｓ Ｐ Ｒ Ｏ Ｔ タ ン パ ク 質 デ
ー タ バ ン ク （ リ リ ー ス ２ ２ 、 １ ９ ９ ２ 年 ６ 月 ） に お い て Ｇ Ｃ Ｇ － コ ン ピ ュ ー タ ー プ ロ グ ラ
ム を 用 い て 調 べ た 。 こ の デ ー タ バ ン ク に は １ ９ ９ ２ 年 ６ 月 ま で に 知 ら れ た 、 ヒ ト 起 源 の 免
疫 不 全 ウ イ ル ス の お よ び 霊 長 類 か ら の 単 離 物 の タ ン パ ク 質 配 列 の ほ と ん ど が 含 ま れ て い る
。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 第 １ 表 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 は 前 述 の チ ン パ ン ジ ー か ら の 単 離 物 の 外 被 タ ン パ ク 質 断 片 に
対 し 最 良 の 場 合 ６ ２ .５ ％ 相 同 で あ る 。 Ｈ Ｉ Ｖ １ － 外 被 タ ン パ ク 質 の 下 で は 、 第 １ 表 の ア
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ミ ノ 酸 配 列 と の 最 良 の 相 同 性 は 単 離 物 Ｈ Ｉ Ｖ １  Ｍ ａ ｌ に 認 め ら れ る 。 そ の 相 同 性 は ５ ９
％ で あ る 。 Ｈ Ｉ Ｖ ２ － 外 被 タ ン パ ク 質 に 対 し て は 第 １ 表 の ア ミ ノ 酸 配 列 と の 相 同 性 は 最 良
の 場 合 ５ ２ ％ （ 単 離 物 Ｈ Ｉ Ｖ ２  Ｒ ｏ ｄ ） で あ る 。 Ｈ Ｉ Ｖ １ お よ び Ｈ Ｉ Ｖ ２ － 単 離 物 も 最
良 の 場 合 対 応 す る タ ン パ ク 質 断 片 に お い て わ ず か ６ ４ ％ が 一 致 す る に 過 ぎ な い こ と か ら 、
単 離 物 Ｍ Ｖ Ｐ － ５ １ ８ ０ ／ ９ １ の 場 合 は Ｈ Ｉ Ｖ １ お よ び Ｈ Ｉ Ｖ ２ と は 明 ら か に 構 造 的 に 区
別 さ れ 従 っ て そ れ ら か ら 独 立 し た Ｈ Ｉ Ｖ ウ イ ル ス 群 の 代 表 で あ る Ｈ Ｉ Ｖ 変 異 株 が 関 係 し て
い る と 思 わ れ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 Ｈ Ｉ Ｖ 単 離 物 Ｍ Ｖ Ｐ － ５ １ ８ ０ ／ ９ １ の 増 幅 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ 領 域 の ア ミ ノ 酸 配 列 （ 第 １ 表
） は 、 Ｈ Ｉ Ｖ １ の 外 被 タ ン パ ク 質 の 免 疫 診 断 的 に 重 要 な 領 域 （ ア ミ ノ 酸 ５ ８ ４ － ６ １ ８ ＊
） と オ ー バ ー ラ ッ プ す る （ 第 ２ 表 ） (Gnann et al., J. Inf. Dis. 156： 261-267, 1987; 
Norrby et al., Nature, 329： 248-250, 1987） 。
　 Ｈ Ｉ Ｖ ２ お よ び Ｓ Ｉ Ｖ の 外 被 タ ン パ ク 質 の 対 応 す る ア ミ ノ 酸 領 域 も 同 様 に 免 疫 診 断 的 に
保 存 さ れ て い る （ Gnann et al., Science, pp. 1346-1349, 1987） 。 従 っ て Ｈ Ｉ Ｖ １ お よ
び Ｈ Ｉ Ｖ ２ の こ の 外 被 タ ン パ ク 質 領 域 か ら の ペ プ チ ド は 多 く の 商 業 的 に 入 手 し 得 る Ｈ Ｉ Ｖ
 １ ／ ２ 抗 体 ス ク リ ー ニ ン グ テ ス ト に 固 相 抗 原 と し て 適 用 さ れ る 。 そ れ に よ っ て 約 ９ ９ ％
の 抗 Ｈ Ｉ Ｖ １ お よ び 抗 Ｈ Ｉ Ｖ ２ 陽 性 血 清 を 捕 捉 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 Ｍ Ｖ Ｐ － ５ １ ８ ０ ／ ９ １ － 外 被 タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 領 域 （ 第 １ 表 ） は 、 ｇ ｐ ４ １ の 免
疫 診 断 的 に 重 要 な 領 域 と オ ー バ ー ラ ッ プ し て い る こ と か ら 、 血 清 診 断 的 に 重 要 で あ り 得 る
。 特 に 、 Ｈ Ｉ Ｖ 感 染 し た 患 者 の 抗 血 清 が 商 業 的 に 入 手 さ れ る 抗 体 ス ク リ ー ニ ン グ テ ス ト の
い ず れ と も 陽 性 に 反 応 し な い 場 合 に は そ う で あ る 。 こ れ ら の 場 合 に は 、 Ｍ Ｖ Ｐ － ５ １ ８ ０
／ ９ １ と 密 接 な 関 係 に あ る ウ イ ル ス に よ る 感 染 が 存 在 し 得 る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 実 施 例 ７
（ ｇ ｐ ４ １ を コ ー ド す る ） Ｈ Ｉ Ｖ 単 離 物 Ｍ Ｖ Ｐ － ５ １ ８ ０ ／ ９ １ の ゲ ノ ム 診 断 の Ｄ Ｎ Ａ 単
離 、 増 幅 お よ び 構 造 的 特 徴 評 価
　 Ｍ Ｖ Ｐ － ５ １ ８ ０ ／ ９ １ に 感 染 し た Ｈ Ｕ Ｔ ７ ８ 細 胞 か ら の ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を 前 述 の 如 く 単
離 し た 。
　 単 離 物 Ｍ Ｖ Ｐ － ５ １ ８ ０ ／ ９ １ の ゲ ノ ム 領 域 の 特 徴 評 価 を 行 う た め に 、 外 被 タ ン パ ク 質
領 域 ｇ ｐ ４ １ か ら の プ ラ イ マ ー 対 を 用 い て Ｐ Ｃ Ｒ （ ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 ） 実 験 を 行 っ た
。 Ｐ Ｃ Ｒ （ Saiki et al., Science 239： 487-491, 1988） お よ び 逆 Ｐ Ｃ Ｒ （ Triglia et a
l., Nucl. Asids, Res. ： 8186, 1988） は 次 の 改 変 を 加 え て 行 わ れ た ：
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 １ ． Ｐ Ｃ Ｒ
　 Ｈ Ｉ Ｖ － 特 異 的 Ｄ Ｎ Ａ 領 域 を 増 幅 す る た め に 、 Ｍ Ｖ Ｐ － ５ １ ８ ０ ／ ９ １ に 感 染 さ せ た Ｈ
Ｕ Ｔ ７ ８ 細 胞 か ら の ５ μ ｌ （ ２ １ ８ μ ｇ ／ ml） の ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を １ ０ ０ μ ｌ の 反 応 混 合 物
（ ０ .２ ５ mM ｄ Ｎ Ｔ Ｐ 、 各 １ μ Ｍ の プ ラ イ マ ー １ ６ ３ envお よ び プ ラ イ マ ー envend、  １ ０
mM Tris Ｈ Ｃ ｌ （ pH８ .３ )、 ５ ０ mM Ｋ Ｃ ｌ 、 １ .５ mM Ｍ ｇ Ｃ ｌ 2 、 ０ .０ ０ １ ％ ゼ ラ チ ン
、 ２ .５ 単 位 の Ｔ ａ ｑ ポ リ メ ラ ー ゼ （ Perkin Elmer社 ） ） に ピ ペ ッ ト で と り そ し て 次 の 温
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度 プ ロ グ ラ ム に 従 っ て 増 殖 し た ： １ ． 初 期 変 性 ： ３ 分 間 ９ ５ ℃ 、 ２ ． 増 幅 ： ９ ０ 秒 間 ９ ４
℃ 、 ６ ０ 秒 間 ５ ６ ℃ 、 ９ ０ 秒 間 ７ ２ ℃ （ ３ ０ サ イ ク ル ） 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 ２ ． ｇ ｐ ４ １ の ５ ′ 領 域 （ Ｎ － 末 端 ） お よ び ｇ ｐ １ ２ ０ の ３ ′ 配 列 を “ 逆 Ｐ Ｃ Ｒ ” に よ
り 増 幅 し た 。 そ の た め に 、 Ｍ Ｖ Ｐ － ５ １ ８ ０ ／ ９ １ に 感 染 さ せ た Ｈ Ｕ Ｔ ７ ８ 細 胞 か ら の １
０ ０ μ ｌ の ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 調 製 物 （ ２ １ ８ μ ｇ ／ ml） を １ ０ 単 位 の 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ
Sau3aを 含 む ２ ０ ０ μ ｌ の 最 終 容 量 中 ３ ７ ℃ で １ 時 間 消 化 し た 。 そ の Ｄ Ｎ Ａ を 次 に フ ェ ノ
ー ル 処 理 し 、 そ し て 酢 酸 ナ ト リ ウ ム （ 最 終 濃 度 ３ ０ ０ mM） お よ び ２ .５ 容 エ タ ノ ー ル を 用
い て － ７ ０ ℃ で １ ０ 分 間 沈 殿 さ せ 、 エ ッ ペ ン ド ル フ 遠 心 分 離 機 で 遠 心 分 離 し 、 そ し て そ の
ペ レ ッ ト を 乾 燥 し そ し て ８ ９ ０ μ ｌ の 蒸 留 水 に 再 懸 濁 し た 。 １ ０ ０ μ ｌ の リ ガ ー ゼ 緩 衝 液
（ ５ ０ mM Tris Ｈ Ｃ ｌ 、 pH７ .８ 、 １ ０ mM Ｍ ｇ Ｃ ｌ 2 、 １ ０ mM Ｄ Ｔ Ｔ 、 １ mM Ａ Ｔ Ｐ 、 ２
５ μ ｇ ／ ml牛 血 清 ア ル ブ ミ ン ） お よ び １ ０ μ ｌ の Ｔ ４  Ｄ Ｎ Ａ － リ ガ ー ゼ （ Boehringer社
、 マ ン ハ イ ム ） を 添 加 し た 後 、 そ れ ら Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 室 温 で ３ 時 間 結 合 し 、 改 め て フ ェ ノ ー
ル 処 理 し 、 そ し て 前 述 の 如 く 酢 酸 ナ ト リ ウ ム お よ び エ タ ノ ー ル を 用 い て 沈 殿 さ せ た 。 遠 心
分 離 お よ び 乾 燥 後 、 そ の Ｄ Ｎ Ａ を ４ ０ μ ｌ の 蒸 留 水 に 再 懸 濁 し 、 そ し て １ ０ 単 位 の 制 限 エ
ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ SacＩ （ Boehringer社 、 マ ン ハ イ ム ） を 用 い て １ 時 間 消 化 し た 。 次 に ５
μ ｌ の こ の 混 合 物 を “ １ ． Ｐ Ｃ Ｒ ” に 記 載 の 如 く Ｐ Ｃ Ｒ 実 験 に 適 用 し た 。 プ ラ イ マ ー １ ６
３ envお よ び envendに 代 え て プ ラ イ マ ー １ ６ ８ ； お よ び １ ６ ９ ； を 逆 Ｐ Ｃ Ｒ に 用 い た 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 そ れ ら プ ラ イ マ ー １ ６ ３ env、 １ ６ ８ ； お よ び １ ６ ９ ； は 、 Ｈ Ｉ Ｖ － 単 離 物 Ｍ Ｖ Ｐ － ５
１ ８ ０ の す で に 確 認 さ れ て い る 部 分 配 列 か ら 選 択 し た （ 実 施 例 ４ ） 。
　 Ｐ Ｃ Ｒ ／ 逆 Ｐ Ｃ Ｒ お よ び ヌ ク レ オ チ ド 配 列 決 定 に 用 い ら れ た プ ラ イ マ ー は Bioresearch
社 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 合 成 装 置 ８ ７ ５ ０ で 合 成 し た と こ ろ 、 該 プ ラ イ マ ー は 次 の 配 列 を
示 す ：
　 プ ラ イ マ ー １ ６ ３ env：  5′ CAG AAT CAG CAA CGC CTA AAC C 3′
　 プ ラ イ マ ー envend：     5′ GCC CTG TCT TAT TCT TCT AGG 3′
　 　 （ Ｈ Ｉ Ｖ １ 単 離 物 Ｂ Ｈ １ ０ で の 位 置 ： 塩 基 ８ １ ２ ９ － ８ １ ０ ９ ）
　 プ ラ イ マ ー  １ ６ ８ ｉ ：  5′ GCC TGC AAG CCT TAG AAA CC 3′
　 プ ラ イ マ ー １ ６ ９ ｉ ： 　 5′ GCA CTA TAC CCT TCA GTA CAC TG 3′
【 ０ ０ ５ １ 】
　 増 幅 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ を ３ ％ “ Nusieve” － ア ガ ロ ー ス ゲ ル （ Biozyme社 ） で 分 離 し 、 増 幅 さ
れ た 断 片 を 切 り 取 り そ し て 等 容 の 緩 衝 液 （ １ × Ｔ Ｂ Ｅ （ ０ .０ ９ Ｍ  Trisボ レ ー ト 、 ０ .０
０ ２ Ｍ  Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、 pH８ .０ ） と 混 合 し た 。 そ の Ｄ Ｎ Ａ － ア ガ ロ ー ス ゲ ル 混 合 物 を ７ ０ ℃ で
１ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 次 い で フ ェ ノ ー ル 抽 出 し た 後 、 Ｄ Ｎ Ａ を 水 性 相 か ら 1／ 10
容 の ３ Ｍ  Ｎ ａ Ａ ｃ 、 pH５ .５ お よ び ２ 容 の エ タ ノ ー ル を 用 い て － ２ ０ ℃ で １ ５ 分 間 沈 殿 さ
せ 、 次 い で エ ッ ペ ン ド ル フ 遠 心 分 離 機 で ペ レ ッ ト 化 し た （ １ ３ ０ ０ ０ rpm、 １ ０ 分 間 、 ４
℃ ） 。 そ の ペ レ ッ ト 化 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ を 乾 燥 し 、 水 に と り 、 そ し て 分 光 光 度 計 （ Beckman社
） に よ り ２ ６ ０ nmで の Ｄ Ｎ Ａ 濃 度 を 光 度 計 測 定 し た 後 、 Sanger（ F. Sanger, Proc. Natl.
 Acad. Sci., 74： 5463， 1977） の 方 法 に 従 っ て 配 列 決 定 し た 。 Klenow Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー
ゼ を 用 い た 配 列 決 定 に 代 え て Applied Biosystems社 の キ ッ ト (“ Taq Dye Deoxy Terminato
r Cycle Sequencing” 、 注 文 番 号 ： ４ ０ １ １ ５ ０ ） を 用 い て 配 列 決 定 反 応 を 行 っ た 。 プ ラ
イ マ ー と し て は 別 々 の 配 列 決 定 反 応 に プ ラ イ マ ー １ ６ ３ envま た は プ ラ イ マ ー envend（ 各
１ μ Ｍ ） を 適 用 し た 。 こ の 逆 Ｐ Ｃ Ｒ 実 験 で 増 幅 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ を プ ラ イ マ ー １ ６ ８ ； お よ び
１ ６ ９ ； を 用 い て 配 列 決 定 し た 。 配 列 決 定 反 応 の 分 析 は Ｄ Ｎ Ａ 配 列 決 定 装 置 ３ ７ ３ Ａ （ Ap
plied Biosystems社 ） で 装 置 製 造 元 の 指 示 に 従 っ て 行 わ れ た 。
　 増 幅 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ 領 域 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 お よ び そ れ よ り 導 か れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 第 ３
表 に 示 す 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
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【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ５ ３ 】
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【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 実 施 例 ８
　 確 認 さ れ た 第 ３ 表 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 相 同 配 列 を Ｇ Ｅ Ｎ Ｅ Ｂ Ａ Ｎ Ｋ － デ ー タ ー バ
ン ク （ リ リ ー ス ７ ２ 、 １ ９ ９ ２ 年 ６ 月 ） に お い て Ｇ Ｃ Ｇ － コ ン ピ ュ ー タ ー プ ロ グ ラ ム （ Ge
netic Computer Group, Inc.社 、 米 国 ウ イ ス コ ン シ ン 州 、 バ ー ジ ョ ン ７ .１ 、 １ ９ ９ ２ 年
３ 月 ） を 用 い て 調 べ た 。 こ の デ ー タ バ ン ク に は １ ９ ９ ２ 年 ７ 月 ま で に 知 ら れ た 、 ヒ ト 起 源
の 免 疫 不 全 ウ イ ル ス の お よ び 霊 長 類 か ら の 単 離 物 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の ほ と ん ど が 含 ま れ
て い る 。
　 第 ３ 表 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は Ｈ Ｉ Ｖ １ － 単 離 物 に 対 し て 最 良 の 場 合 ６ ２ ％ 相 同 性 を
示 す 。 Ｈ Ｉ Ｖ ２ 単 離 物 に 対 し て 第 ５ 表 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ は ５ ０ ％ 相 同 で あ る 。
　 第 ３ 表 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら 導 か れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の 相 同 配 列 を Ｓ Ｗ Ｉ Ｓ Ｓ Ｐ Ｒ Ｏ Ｔ
タ ン パ ク 質 デ ー タ バ ン ク （ リ リ ー ス ２ ２ 、 １ ９ ９ ２ 年 ６ 月 ） に お い て Ｇ Ｃ Ｇ － コ ン ピ ュ ー
タ ー プ ロ グ ラ ム を 用 い て 調 べ た 。 こ の デ ー タ バ ン ク に は １ ９ ９ ２ 年 ６ 月 ま で に 知 ら れ た 、

10

20

30

40

50

(16) JP 2004-187686 A 2004.7.8



ヒ ト 起 源 の 免 疫 不 全 ウ イ ル ス の お よ び 霊 長 類 か ら の 単 離 物 の タ ン パ ク 質 配 列 の ほ と ん ど が
含 ま れ て い る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 第 ３ 表 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 は チ ン パ ン ジ ー か ら の 単 離 物 Ｃ Ｉ Ｖ （ SIVcpz） の 相 当 す る 外
被 タ ン パ ク 質 断 片 に 対 し 最 良 の 場 合 ５ ４ ％ 相 同 で あ り 、 そ し て Ｈ Ｉ Ｖ １ 単 離 物 Ｍ ａ ｌ に 対
し て ５ ４ .５ ％ 相 同 で あ る 。 Ｈ Ｉ Ｖ ２ － 外 被 タ ン パ ク 質 に 対 す る 第 ３ 表 記 載 の ア ミ ノ 酸 配
列 の 相 同 性 は 最 良 の 場 合 ３ ４ ％ （ 単 離 物 Ｈ Ｉ Ｖ ２  Ｄ １ ９ ４ ） で あ る 。
　 そ れ に 対 し 、 Ｈ Ｉ Ｖ １ の ｇ ｐ ４ １ － ア ミ ノ 酸 配 列 を SWISSRPOT－ デ ー タ バ ン ク に 存 在 す
る Ｈ Ｉ Ｖ １  ｇ ｐ － ４ １ 配 列 と 比 較 す る と 期 待 さ れ た と お り 最 良 の 場 合 ほ ぼ １ ０ ０ ％ の 相
同 性 、 そ し て 最 悪 の 場 合 に ７ ８ ％ の 相 同 性 が 得 ら れ る 。
　 第 ３ 表 記 載 の 配 列 領 域 と Ｈ Ｉ Ｖ １ お よ び Ｈ Ｉ Ｖ ２ の 対 応 す る 断 片 と の 間 に こ の よ う な 明
ら か な 構 造 的 相 違 が あ る こ と か ら 、 単 離 物 Ｍ Ｖ Ｐ － ５ １ ８ ０ ／ ９ １ の 場 合 は 、 Ｈ Ｉ Ｖ １ お
よ び Ｈ Ｉ Ｖ ２ と は 明 ら か に 構 造 的 に 区 別 さ れ る Ｈ Ｉ Ｖ 変 異 株 が 関 係 し て い る と 思 わ れ る 。
お そ ら く Ｍ Ｖ Ｐ － ５ １ ８ ０ ／ ９ １ は Ｈ Ｉ Ｖ １ お よ び Ｈ Ｉ Ｖ ２ と は 区 別 さ れ る 特 別 な Ｈ Ｉ Ｖ
ウ イ ル ス 群 に 帰 属 す る と 思 わ れ る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 Ｈ Ｉ Ｖ １ － 外 被 タ ン パ ク 質 領 域 の ア ミ ノ 酸 ５ ８ ４ － ６ １ ８ の ペ プ チ ド は 血 清 診 断 的 に 特
に 重 要 で あ る （ 番 号 付 け は 次 に よ る ： Wain Hobson et al., Cell 40： 9-17， 1985, Gnann
 et al., J. Inf. Dis. 156： 261-267, 1987; Norrby et al., Nature, 329: 248-250, 1
987） 。 Ｈ Ｉ Ｖ ２ お よ び Ｓ Ｉ Ｖ の 外 被 タ ン パ ク 質 の 相 当 す る ア ミ ノ 酸 領 域 も 同 じ く 免 疫 診
断 的 に 保 存 さ れ て い る （ Gnann et al., Science, pp. 1346-1349, 1987） 。 従 っ て Ｈ Ｉ Ｖ
１ お よ び Ｈ Ｉ Ｖ ２ の こ の 外 被 タ ン パ ク 質 領 域 か ら の ペ プ チ ド は 多 く の 商 業 的 に 入 手 し 得 る
Ｈ Ｉ Ｖ  1/2抗 体 ス ク リ ー ニ ン グ テ ス ト に 固 相 抗 原 と し て 適 用 さ れ る 。 そ れ に よ っ て 約 ９ ９
％ の 抗 － Ｈ Ｉ Ｖ １ お よ び 抗 － Ｈ Ｉ Ｖ ２ 陽 性 血 清 を 捕 捉 す る こ と が で き る 。
　 Ｍ Ｖ Ｐ － ５ １ ８ ０ ／ ９ １ 外 被 タ ン パ ク 質 の 相 当 す る ア ミ ノ 酸 領 域 （ 第 ４ 表 ） お よ び こ の
単 離 物 の ｇ ｐ ４ １ 全 体 は 、 Ｈ Ｉ Ｖ 感 染 患 者 の 抗 血 清 が 商 業 的 に 入 手 さ れ る 抗 体 ス ク リ ー ニ
ン グ テ ス ト に お い て ほ ん の 弱 く し か あ る い は そ も そ も 全 く 反 応 し な い 場 合 に 特 に 血 清 診 断
的 に 重 要 で あ り 得 る 。 こ れ ら の 場 合 に は 、 Ｍ Ｖ Ｐ － ５ １ ８ ０ ／ ９ １ と 密 接 な 関 係 に あ る ウ
イ ル ス に よ る 感 染 が 存 在 し 得 る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
【 表 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 Ｍ Ｖ Ｐ ５ １ ８ ０ に 由 来 す る 情 報 を 用 い て 確 認 さ れ た ペ プ チ ド は 従 っ て 次 の ア ミ ノ 酸 配 列
を 有 す る ： Ｒ Ｌ Ｑ Ａ Ｌ Ｅ Ｔ Ｌ Ｉ Ｑ Ｎ Ｑ Ｑ Ｒ Ｌ Ｎ Ｌ Ｗ Ｇ Ｃ Ｋ Ｇ Ｋ Ｌ Ｉ Ｃ Ｙ Ｔ Ｓ Ｖ Ｋ Ｗ Ｎ Ｔ Ｓ
。
　 従 っ て 本 発 明 の 主 題 は 、 組 換 え ま た は 合 成 に よ り 調 製 す る こ と か で き 、 そ し て 前 述 の 配
列 ま た は 、 少 く と も ６ 個 の 連 続 す る ア ミ ノ 酸 、 好 ま し く は ９ 個 そ し て 特 に 好 ま し く は １ ２
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個 の 連 続 す る ア ミ ノ 酸 を 示 す 部 分 配 列 を 示 す ペ プ チ ド で あ る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 実 施 例 ９
Ｈ Ｉ Ｖ 単 離 物 Ｍ Ｖ Ｐ ５ １ ８ ０ の 全 ゲ ノ ム の ク ロ ー ニ ン グ
ａ ） 　 ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リ ー の 調 製
　 Ｍ Ｖ Ｐ ５ １ ８ ０ 感 染 Ｈ Ｕ Ｔ ７ ８ 細 胞 由 来 の ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を 前 述 の 如 く 単 離 し た 。
　 ３ ０ ０ μ ｇ の こ の Ｄ Ｎ Ａ を ７ ７ ０ μ ｌ の 容 量 と し て ０ .２ ４ Ｕ の 制 限 酵 素 Sau3Aと 共 に ４
５ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 そ れ に よ っ て 部 分 的 に の み 切 断 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ を 次 い で ０ .７
％ ア ガ ロ ー ス （ 低 融 点 ア ガ ロ ー ス 、 Nusieve） で サ イ ズ 分 画 し 、 そ し て １ ０ kbと ２ １ kbの
間 の 断 片 を 切 り 取 っ た 。 そ の ア ガ ロ ー ス を ７ ０ ℃ で １ ０ 分 間 溶 融 し 、 そ し て 等 容 の 緩 衝 液
（ １ × Ｔ Ｂ Ｅ 、 ０ .２ Ｍ  Ｎ ａ Ｃ ｌ ） と 混 合 し た 。 次 い で フ ェ ノ ー ル で ２ 回 、 そ し て ク ロ ロ
ホ ル ム で １ 回 抽 出 し た 後 、 1／ 10容 の ３ Ｍ 酢 酸 ナ ト リ ウ ム 溶 液 （ pH５ .９ ） お よ び ２ .５ 容
の エ タ ノ ー ル の 添 加 に よ り － ７ ０ ℃ で １ ０ 分 間 Ｄ Ｎ Ａ を 沈 殿 さ せ た 。 沈 殿 し た Ｄ Ｎ Ａ を 遠
心 分 離 し 、 乾 燥 し そ し て １ μ ｇ ／ μ ｌ 濃 度 で 水 に 溶 解 し た 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 サ イ ズ 分 画 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ の 収 量 は 約 ６ ０ μ ｇ で あ っ た 。 ５ μ ｇ の こ の Ｄ Ｎ Ａ を １ Ｕ ア ル
カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ と 共 に 相 当 す る 緩 衝 液 中 、 ３ ７ ℃ で ２ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
５ ′ － 末 端 ホ ス フ ェ ー ト 残 基 を 分 離 す る こ と に よ っ て サ イ ズ 分 画 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ の 過 度 の 多
重 な 挿 入 を 減 少 さ せ た 。 そ の ホ ス フ ァ タ ー ゼ 処 理 を フ ェ ノ ー ル 処 理 に よ り 停 止 し 、 Ｄ Ｎ Ａ
を 前 述 の 如 く 沈 殿 さ せ 、 １ μ ｇ の ベ ク タ ー （ ２  Ｄ Ａ Ｓ Ｈ 、 Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ 切 断 Stratagene No
.： 247611） と 、 全 容 量 を ６ μ ｌ と し て ２ Weiss単 位 の ラ ム ダ Ｔ ４ リ ガ ー ゼ を 用 い て １ ５ ℃
で １ ２ 時 間 結 合 し た 。 結 合 が 行 わ れ た 後 、 そ の Ｄ Ｎ Ａ を パ ッ キ ン グ キ ッ ト （ Gigapack II 
Gold, Stratagene No.： 247611） を 用 い て 製 造 元 の 指 示 に 正 し く 従 っ て フ ァ ー ジ 外 被 に パ
ッ キ ン グ し た 。
【 ０ ０ ６ １ 】
ｂ ） 　 Ｄ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ の 放 射 性 標 識
　 標 識 に は Boehringer Mannheim社 の “ ラ ム ダ ・ プ ラ イ ム ド ・ Ｄ Ｎ Ａ ・ ラ ベ リ ン グ ・ キ ッ
ト （ Random Primed DNA Labeling Kit） ” （ No.： 713 023） を 適 用 し た 。 実 施 例 ３ に 記 載
の 如 く プ ラ イ マ ー  sk６ ８ お よ び envbを 用 い て 得 ら れ た Ｐ Ｃ Ｒ 生 成 物 を 標 識 し た 。 １ μ ｇ
の こ の Ｄ Ｎ Ａ を ２ × ５ 分 間 煮 沸 し た 後 氷 水 中 で 冷 却 す る こ と に よ り 変 性 し た 。 標 識 の た め
に ５ ０ mCi〔 α － 3 2 Ｐ 〕 － ｄ Ｃ Ｔ Ｐ （ Ｎ Ｅ Ｎ ， No.： Ｎ Ｅ Ｘ － ０ ５ ３ Ｈ ） を 添 加 し た 。 そ の
他 の 添 加 物 質 を 製 造 元 の 指 示 に 従 っ て ピ ペ ッ ト で 添 加 し た 。 ３ ７ ℃ で ３ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ
ー シ ョ ン し た 後 、 放 射 性 標 識 済 み の Ｄ Ｎ Ａ を 沈 殿 さ せ た 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
ｃ ） 　 フ ァ ー ジ － ラ イ ブ ラ リ ー の ス ク リ ー ニ ン グ
　 ２ ０ ０ μ ｌ の ３ ０ ℃ で 一 夜 培 養 し た 培 養 液 （ １ ０ mM Ｍ ｇ Ｓ Ｏ 4 の ほ か ０ .２ ％ マ ル ト ー
ス を 含 有 す る Ｌ Ｂ 培 地 中 の Ｓ Ｒ Ｂ （ Ｐ ２ ） 株 〔 Stratagene, No.： 247611〕 ） に 、 １ ０ ０
μ ｌ の Ｓ Ｍ 緩 衝 液 （ ５ .８ ｇ の Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ２ ｇ の Ｍ ｇ Ｓ Ｏ 4 、 ５ ０ mlの １ Ｍ  Tris、 pH７ .５
、 お よ び ５ mlの ２ ％ ゼ ラ チ ン 溶 液 を １ リ ッ ト ル の Ｈ 2 Ｏ に 溶 解 ） 中 の ２ ０ ０ ０ ０ pfu（ プ ラ
ー ク 形 成 単 位 ） の ラ イ ブ ラ リ ー を 添 加 し 、 フ ァ ー ジ を ２ ０ 分 間 ３ ７ ℃ で 細 菌 に 吸 着 さ せ 、
７ .５ mlの ５ ５ ℃ に 冷 却 し た Top－ ア ガ ロ ー ス と 混 合 し そ し て 予 め 加 温 し た 直 径 １ ４ cmの Ｌ
ｂ － 寒 天 プ レ ー ト で 分 別 し た 。 約 ８ 時 間 後 に プ ラ ー ク が 全 面 に 及 ん だ 。 そ こ で プ レ ー ト に
ニ ト ロ セ ル ロ ー ス フ ィ ル タ ー を 数 分 間 重 ね そ し て 非 対 称 的 マ ー キ ン グ を 設 け た 。 注 意 深 く
取 り 除 い た 後 そ の フ ィ ル タ ー を ２ 分 間 変 性 し （ ０ .５ Ｍ  Ｎ ａ Ｏ Ｈ 、 １ .５ Ｍ  Ｎ ａ Ｃ ｌ ） そ
し て 次 に ５ 分 間 中 和 し た （ ０ .５ Ｍ  Tris、  pH８ 、 １ .５ Ｍ  Ｎ ａ Ｃ ｌ ） 。 そ の フ ィ ル タ ー
を 次 に ８ ０ ℃ で ６ ０ 分 間 ベ ー キ ン グ 後 プ ロ ー ブ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る こ と が で き た 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 プ レ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 う べ き 、 そ の フ ィ ル タ ー を フ ィ ル タ ー １ 枚 あ た り １ ５
mlの ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 （ ５ ０ ％ ホ ル ム ア ミ ド 、 ０ .５ ％ Ｓ Ｄ Ｓ 、 ５ × Ｓ Ｓ Ｐ Ｅ
、 ５ × Denhardt溶 液 お よ び ０ .１ mg／ mlサ ケ 精 子 Ｄ Ｎ Ａ ） 中 、 ４ ２ ℃ で 振 盪 し な が ら ２ ～
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３ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 〔 3 2 Ｐ 〕 標 識 Ｄ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ を ２ ～ ５ 分 間 １ ０ ０ ℃ で 変 性 し
、 氷 冷 し 、 プ レ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 を 添 加 し そ し て １ ２ 時 間 ４ ２ ℃ で ハ イ ブ リ ダ
イ ズ し た 。 次 に そ の フ ィ ル タ ー を ６ ０ ℃ で 、 ま ず ２ × Ｓ Ｓ Ｃ ／ ０ .１ ％ Ｓ Ｄ Ｓ で 、 次 に ０ .
２ × Ｓ Ｓ Ｃ ／ ０ .１ ％ Ｓ Ｄ Ｓ で 洗 浄 し た 。 そ の フ ィ ル タ ー を 乾 燥 後 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ
ョ ン シ グ ナ ル を レ ン ト ゲ ン フ ィ ル ム Ｘ － Ｏ Ｍ Ａ Ｔ T H Ａ Ｒ （ Kodak社 ） を 用 い て 検 出 し た 。
　 あ る シ グ ナ ル を 帰 属 さ せ る こ と が で き た プ ラ ー ク を Ｓ Ｍ 緩 衝 液 で 溶 出 後 さ ら な る 希 釈 段
階 で 分 離 し た 。
　 ２ × １ ０ 6 プ ラ ー ク の ス ク リ ー ニ ン グ 後 、 下 記 の ク ロ ー ン を 確 認 す る こ と が で き た 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
ｄ ） 　 フ ァ ー ジ Ｄ Ｎ Ａ の 単 離 お よ び サ ブ ク ロ ー ニ ン グ
　 Ｓ Ｍ 緩 衝 液 中 の フ ァ ー ジ 溶 出 液 １ ０ μ ｌ を 用 い て 宿 主 株 Ｓ Ｒ Ｂ （ Ｐ ２ ） の 一 夜 培 養 物 を
、 培 養 物 の 最 初 の 濃 密 な 増 殖 の 後 、 約 ６ ～ ８ 時 間 後 に 溶 解 （ Lyse） が 行 わ れ る よ う に 感 染
さ せ た 。 そ の 溶 解 培 養 物 か ら 、 ９ ０ ０ ０ ｇ で ２ 回 １ ０ 分 間 遠 心 分 離 す る こ と に よ り 細 胞 残
渣 を 分 離 し た 。 次 に フ ァ ー ジ を 遠 心 分 離 （ ３ ５ ０ ０ ０ ｇ 、 １ 時 間 ） に よ り ペ レ ッ ト 化 し 、
７ ０ ０ μ ｌ の １ ０ mM Ｍ ｇ Ｓ Ｏ 4 に と り 、 そ し て タ ン パ ク 質 中 間 相 （ イ ン タ ー フ ェ ー ズ ） が
も は や み ら れ な く な る ま で フ ェ ノ ー ル 処 理 し た 。 そ こ で フ ァ ー ジ Ｄ Ｎ Ａ を 沈 殿 さ せ 、 制 限
酵 素 Ｅ ｃ ｏ Ｒ Ｉ で 切 断 し 、 そ し て そ れ に よ っ て 得 ら れ た Ｅ ｃ ｏ Ｒ Ｉ 断 片 を ベ ク タ ー Bluesc
ript KS - （ Strategene， No.： 212208） に サ ブ ク ロ ー ン 化 し た 。 全 部 で ４ つ の ク ロ ー ン が
得 ら れ た ：
【 ０ ０ ６ ５ 】
【 表 ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 不 足 し て い る 塩 基 ７ ４ １ ６ と ７ ６ ５ ９ の 間 の 断 片 は プ ラ イ マ ー １ ５ ７ （ Ｃ Ｃ Ａ  Ｔ Ａ Ａ  
Ｔ Ａ Ｔ  Ｔ Ｃ Ａ  Ｇ Ｃ Ａ  Ｇ Ａ Ａ  Ｃ Ｔ Ａ  Ｇ )お よ び ２ ２ ６ (Ｇ Ｃ Ｔ  Ｇ Ａ Ｔ  Ｔ Ｃ Ｔ  Ｇ Ｔ Ａ  
Ｔ Ａ Ａ  Ｇ Ｇ Ｇ ） を 用 い た Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 得 た 。 Ｄ Ｎ Ａ 鋳 型 と し て は ク ロ ー ン の フ ァ ー ジ Ｄ
Ｎ Ａ を 用 い た 。 Ｐ Ｃ Ｒ の 条 件 は 次 の と お り と し た ： １ ） 初 期 変 性 ： ９ ４ ℃ 、 ３ 分 間 、 ２ ）
増 幅 ： １ .５ 分 間 ９ ４ ℃ 、 １ 分 間 ５ ６ ℃ お よ び １ 分 間 ７ ２ ℃ （ ３ ０ サ イ ク ル ） 。
　 Ｄ Ｎ Ａ の 配 列 決 定 は 実 施 例 ４ に 記 載 の 如 く 行 っ た 。 全 ゲ ノ ム か ら そ の 鎖 の ほ か に 対 向 鎖
も 配 列 決 定 し た 。 す べ て の Ｅ ｃ ｏ Ｒ Ｉ 切 断 部 位 の 場 合 に 、 ク ロ ー ン の フ ァ ー ジ Ｄ Ｎ Ａ を 鋳
型 と し て 用 い た Ｐ Ｃ Ｒ に よ っ て 、 サ ブ ク ロ ー ン 移 行 時 点 で 各 々 単 一 の Ｅ ｃ ｏ Ｒ Ｉ 切 断 部 位
が 関 係 し て い る こ と が 確 認 さ れ た 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
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【 表 ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 Ｍ ｖ Ｐ ５ １ ８ ０ ／ ９ １ の 全 配 列 は 次 の 第 ７ 表 に 示 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
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【 表 ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ６ ９ 】
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【 表 ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ７ ０ 】
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【 表 １ ０ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ７ １ 】
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【 表 １ １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ７ ２ 】

10

20

30

40

(24) JP 2004-187686 A 2004.7.8



【 表 １ ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ７ ３ 】

10

20

30

40

(25) JP 2004-187686 A 2004.7.8



【 表 １ ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ７ ４ 】
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【 表 １ ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 実 施 例 １ ０
Ｍ ｖ Ｐ ５ １ ８ ０ ／ ９ １ の 全 配 列 の 他 の Ｈ Ｉ Ｖ １ 単 離 物 か ら の 区 別
　 以 下 の 配 列 比 較 の 基 礎 は 、 遺 伝 子 バ ン ク ・ リ リ ー ス ７ ５ （ １ ９ ９ ３ 年 ２ 月 ） 、 Ｅ Ｍ Ｂ Ｌ
３ ３ （ １ ９ ９ ２ 年 １ ２ 月 ） お よ び Swissprot ２ ４ （ １ ９ ９ ３ 年 １ 月 ） と い っ た デ ー タ バ ン
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ク で あ っ た 。 相 同 性 比 較 は Ｇ Ｃ Ｇ ソ フ ト ウ エ ア （ バ ー ジ ョ ン ７ .２ 、 １ ９ ９ ２ 年 １ ０ 月 、 G
enetics-Computer Group. ウ イ ス コ ン シ ン ） を 用 い て 行 わ れ た 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 ま ず ア ミ ノ 酸 レ ベ ル で Ｇ Ａ Ｇ 、 Ｐ Ｏ Ｌ お よ び Ｅ Ｎ Ｖ の 配 列 を プ ロ グ ラ ム “ Wordsearch”
を 用 い て デ ー タ バ ン ク と 比 較 し た 。 ５ ０ の 最 良 の 相 同 性 を プ ロ グ ラ ム “ Pileup” を 用 い て
各 々 相 互 比 較 し た 。 そ の 結 果 、 Ｍ ｖ Ｐ ５ １ ８ ０ ／ ９ １ が Ｈ Ｉ Ｖ １ 系 統 に 属 す る が 極 め て 早
い 時 期 に 、 そ れ ど こ ろ か 更 に チ ン パ ン ジ ー ウ イ ル ス Ｓ Ｉ Ｖ ｃ ｐ ｚ よ り 前 に 分 岐 し 、 Ｈ Ｉ Ｖ
１ の 新 し い 亜 科 （ サ ブ フ ァ ミ リ ー ） を 代 表 し て い る こ と が 明 ら か に わ か る 。 相 同 性 の 数 値
を 得 る た め に プ ロ グ ラ ム “ Ｇ ａ ｐ ” を 用 い て Ｍ ｖ Ｐ ５ １ ８ ０ を 各 々 最 も 適 切 な Ｈ Ｉ Ｖ １ 、
Ｈ Ｉ Ｖ ２ お よ び Ｓ Ｉ Ｖ 配 列 そ し て 更 に Ｓ Ｉ Ｖ ｃ ｐ ｚ 配 列 と 比 較 し た 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
【 表 １ ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 上 側 の 数 値 は 両 配 列 の 同 一 性 を 、 下 側 は 類 似 性 を 示 す 。 更 に 、 そ の デ ー タ バ ン ク を “ Wo
rdsearch” お よ び “ Gap” を 用 い て ヌ ク レ オ チ ド レ ベ ル で 徹 底 的 に 調 べ た 。 各 々 最 良 の “
符 合 （ matches） ” に つ い て の 相 同 性 値 を 第 ９ 表 に ま と め る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
【 表 １ ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 実 施 例 １ １
Ｈ Ｉ Ｖ ５ １ ８ ０ 単 離 物 の ｇ ａ ｇ 遺 伝 子 の Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 、 ク ロ ー ニ ン グ お よ び 配 列 決 定 の 概 要
説 明

10

20

30

40

50

(28) JP 2004-187686 A 2004.7.8



　 ウ イ ル ス 増 幅 の 過 程 で 生 じ る 自 然 突 然 変 異 を 明 示 す る た め に ウ イ ル ス ゲ ノ ム の 一 部 を Ｐ
Ｃ Ｒ 法 に よ り ク ロ ー ン 化 し そ し て そ の よ う に 得 ら れ た Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 第 ７ 表 に よ る 配 列 と 比
較 し た 。
　 ｇ ａ ｇ 配 列 を Ｍ ｖ Ｐ ５ １ ８ ０ ゲ ノ ム の 左 端 の Ｌ Ｔ Ｒ （ “ ロ ン グ ・ タ ー ミ ナ ル ・ リ ピ ー ト
” 、 Ｌ Ｔ Ｒ １ プ ラ イ マ ー ） か ら pol（ ポ リ メ ラ ー ゼ 遺 伝 子 、 pol １ ３ .５ ； プ ラ イ マ ー ） ま
で 内 部 を オ ー バ ー ラ ッ プ さ せ な が ら ク ロ ー ン 化 し た 。 ク ロ ー ニ ン グ 手 法 は 図 ４ に 概 略 図 で
示 さ れ て い る 。
　 そ れ ら Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 は 、 Ｈ Ｉ Ｖ － １ コ ン セ ン サ ス 配 列 か ら 導 か れ た 配 列 を 有 す る 下 記 の Ｄ
Ｎ Ａ プ ラ イ マ ー を 用 い て 行 わ れ た 。 配 列 決 定 は ジ デ オ キ シ 連 鎖 中 断 法 を 用 い て 行 わ れ た 。
　 Ｍ ｖ Ｐ ５ １ ８ ０ ｇ ａ ｇ 遺 伝 子 を コ ー ド す る 配 列 は 、 ヌ ク レ オ チ ド ８ １ ７ （ Ａ Ｔ Ｇ 開 始 コ
ド ン の Ａ ） か ら ヌ ク レ オ チ ド ２ ３ ０ ０ （ 最 後 の コ ド ン の Ａ ） ま で 延 び る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 LTR1： 　 　  5′ -CTA GCA GTG GCG CCC GAA CAG G -3′
　 gag3.5： 　  5′ -AAT GAG GAA GCU GCA GAU TGG GA -3′  (U＝ A／ T)
　 gag3.5i： 　 5′ -TCC CAU TCT GCU GCT TCC TCA TT -3′ (U＝ A／ T)
　 gag5： 　 　  5′ -CCA AGG GGA AGT GAC ATA GCA GGA AC -3′
  gag959： 　  5′ -CGT TGT TCA GAA TTC AAA CCC -3′
  gag11i： 　  5′ -TCC CTA AAA AAT TAG CCT GTC -3′
  pol3.5i： 　 5′  -AAA CCT CCA ATT CCC CCT A -3′
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 Ｐ Ｃ Ｒ 法 に よ り 得 ら れ た Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 第 ７ 表 に 示 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ 配 列 と 対 比 し た 。 両 Ｄ Ｎ
Ａ 配 列 の 比 較 を 図 ５ ～ ７ に 示 す 。 そ の 際 、 同 じ ウ イ ル ス を 問 題 と し て い る の に ヌ ク レ オ チ
ド が 約 ２ ％ 相 互 に 違 っ て い る こ と が 確 認 さ れ た 。 図 ５ ～ ７ に お い て 各 々 上 列 は 第 ７ 表 に 示
さ れ て い る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 表 わ し 、 そ し て 下 列 は Ｐ Ｃ Ｒ 法 で 得 ら れ た Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 表 わ し て
い る 。
　 更 に 、 Ｐ Ｃ Ｒ 法 に よ り 調 査 さ れ た タ ン パ ク 質 ｇ ａ ｇ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 第 ７ 表 か ら 導 か れ
る 相 当 す る タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 と 対 比 し た 。 そ の 際 約 ２ .２ ％ の ア ミ ノ 酸 相 違 が 認
め ら れ た 。 そ の 比 較 を 図 ８ に 示 す が 、 図 に お い て 下 列 は 各 々 Ｐ Ｃ Ｒ 法 に よ り 得 ら れ た 配 列
か ら 導 か れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 表 わ す 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 実 施 例 １ ２
　 本 発 明 に よ る ウ イ ル ス Ｍ ｖ Ｐ ５ １ ８ ０ の 配 列 を Ｈ Ｉ Ｖ １ お よ び Ｈ Ｉ Ｖ ２ と 、 そ し て 知 ら
れ て い る 限 り Ａ Ｎ Ｔ － ７ ０ （ Ｗ Ｏ ８ ９ ／ １ ２ ０ ９ ４ ） の 配 列 と 比 較 し た 。
　 そ の 際 に 次 の 結 果 が 得 ら れ た ：
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【 表 １ ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 前 記 の 表 に お い て 、 “ Ｈ Ｉ Ｖ － １ ” は Ｈ Ｉ Ｖ － １ ウ イ ル ス の コ ン セ ン サ ス 配 列 を 意 味 し
； “ Ｈ Ｉ Ｖ － ２ ” は Ｈ Ｉ Ｖ － ２ ウ イ ル ス の コ ン セ ン サ ス 配 列 を 意 味 し ； Ａ Ｎ Ｔ － ７ ０ は Ｗ
Ｏ ８ ９ ／ １ ２ ０ ９ ４ よ り 知 ら れ た Ｈ Ｉ Ｖ － ３ と 表 示 さ れ る ウ イ ル ス の 部 分 配 列 を 意 味 す る
。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 従 っ て 本 発 明 の 主 題 は 、 遺 伝 子 座 （ Genort） に 関 し 第 ７ 表 に 示 さ れ た 配 列 に 対 し 、 ％ 値
で 表 わ し た 場 合 、 高 々 第 １ １ 表 に 記 載 の 割 合 が 異 な る よ う な 相 同 性 を 示 す ウ イ ル ス 、 Ｄ Ｎ
Ａ 配 列 、 ア ミ ノ 酸 配 列 お よ び そ れ ら の 部 分 配 列 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
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【 表 １ ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 第 １ １ 表 に 記 載 の ％ 単 位 の 相 同 性 値 は 、 第 ７ 表 に よ る 配 列 を 別 の ウ イ ル ス の 配 列 と 比 較
し た 場 合 に 高 々 前 述 の ％ 値 に 相 当 す る 配 列 割 合 だ け 異 な っ て い て も よ い こ と を 意 味 し て い
る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 実 施 例 １ ３
Ｖ ３ － ル ー プ ／ Ｖ ３ － シ ュ ラ ウ フ ェ （ Schlaufe）
　 こ の シ ュ ラ ウ フ ェ は Ｈ Ｉ Ｖ に お け る 主 に 中 和 性 の 領 域 で あ り 、 そ し て そ の 領 域 の 免 疫 特
異 性 を 示 し た も の が 図 ９ に 要 約 し て あ る 。 こ れ は Peter Nara（ 1990） の 研 究 に よ る エ イ ズ
か ら の コ ピ ー で あ る 。 次 に Ｖ ３ － シ ュ ラ ウ フ ェ を ア ミ ノ 酸 レ ベ ル で 記 述 し 、 そ し て IIIＢ
ウ イ ル ス （ 現 在 の Ｌ Ａ Ｉ ） お よ び 最 初 の Ｈ Ｉ Ｖ － ２ 単 離 物 （ Ｒ Ｏ Ｄ ） と 比 較 し た 。 シ ス チ
ン 架 橋 の 個 々 の ア ミ ノ 酸 は 保 存 さ れ て い る 。 Ｈ Ｉ Ｖ － １ の ク ロ ー ン は Ｇ Ｐ Ｇ Ｒ ま た は Ｇ Ｐ
Ｇ Ｑ で あ り 、 そ し て Ｈ Ｉ Ｖ － ２ の ク ロ ー ン は Ｇ Ｈ Ｖ Ｆ で あ る の に 対 し 、 Ｍ ｖ Ｐ ５ １ ８ ０ ／
９ １ の ク ロ ー ン は ア ミ ノ 酸 Ｇ Ｐ Ｍ Ｒ か ら 形 成 さ れ て い る 。 メ チ オ ニ ン を 用 い た モ チ ー フ は
こ れ ま で 報 告 さ れ て な く 、 Ｍ ｖ Ｐ ５ １ ８ ０ ／ ９ １ の 個 性 を 強 め て い る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 ウ イ ル ス の 核 酸 配 列 を 調 べ た 後 、 そ の Ｖ ３ － ル ー プ 領 域 を 適 切 な プ ラ イ マ ー を 用 い た Ｐ
Ｃ Ｒ 法 に よ り 増 幅 し た 。 そ の 際 に 、 突 然 変 異 、 特 に メ チ オ ニ ン コ ド ン （ Ａ Ｔ Ｇ ） か ら ロ イ
シ ン コ ド ン （ Ｃ Ｔ Ｇ ） へ の 変 化 を み る こ と が で き た 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 次 い で ク ロ ー ン 化 さ れ た 核 酸 か ら 導 か れ た ア ミ ノ 酸 配 列 と Ｐ Ｃ Ｒ 法 を 用 い た 増 幅 に よ り
得 ら れ た 配 列 と を 比 較 し た ：
　 Ｍ ｖ Ｐ ５ １ ８ ０ （ ク ロ ー ン 化 ） ：
　 Ｃ Ｉ Ｒ Ｅ Ｇ Ｉ Ａ Ｅ Ｖ Ｑ Ｄ Ｉ Ｙ Ｔ Ｇ Ｐ Ｍ Ｒ Ｗ Ｒ Ｓ Ｍ Ｔ Ｌ Ｋ Ｒ Ｓ Ｎ Ｎ Ｔ Ｓ Ｐ Ｒ Ｓ Ｒ Ｖ Ａ Ｙ Ｃ
【 ０ ０ ９ １ 】
　 Ｍ ｖ Ｐ ５ １ ８ ０ （ Ｐ Ｃ Ｒ 法 ） ：
　 Ｃ Ｉ Ｒ Ｅ Ｇ Ｉ Ａ Ｅ Ｖ Ｑ Ｄ Ｌ Ｈ Ｔ Ｇ Ｐ Ｌ Ｒ Ｗ Ｒ Ｓ Ｍ Ｔ Ｌ Ｋ Ｋ Ｓ Ｓ Ｎ Ｓ Ｈ Ｔ Ｑ Ｐ Ｒ Ｓ Ｋ Ｖ Ａ
Ｙ Ｃ
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 実 施 例 １ ４
　 本 発 明 に よ る ウ イ ル ス Ｍ ｖ Ｐ ５ １ ８ ０ ま た は そ れ に よ り 導 か れ る 抗 原 を 用 い れ ば 、 通 常
の Ｈ Ｉ Ｖ － １ ＋ ２ ス ク リ ー ニ ン グ テ ス ト を 用 い た の で は 把 握 で き な い よ う な 血 清 も Ｈ Ｉ Ｖ
－ １ と し て 陽 性 に 検 出 で き る こ と を 示 す た め に 、 カ メ ル ー ン か ら の 患 者 の 様 々 な 血 清 を 検
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査 し た 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 カ メ ル ー ン で の 研 究 に お い て １ ５ ６ の 抗 － Ｈ Ｉ Ｖ － １ － 陽 性 血 清 が 検 査 さ れ た 。 二 つ の
こ れ ら の 血 清 に お い て 、 相 当 な 、 診 断 上 重 要 な 相 違 が 認 め ら れ た 。 次 の 第 １ ２ 表 に 吸 光 度
測 定 値 を 記 す 。 Ｃ Ａ Ｍ － Ａ ま た は Ｃ Ａ Ｍ － Ｂ は 異 な る 患 者 の 血 清 を 表 わ し て い る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
【 表 １ ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 両 テ ス ト の カ ッ ト オ フ 値 は ０ .３ ０ ０ で あ っ た 。
　 カ メ ル ー ン か ら の ４ ７ の 抗 － Ｈ Ｉ Ｖ － １ 陽 性 血 清 を 用 い た も う 一 つ の 研 究 に お い て 二 つ
の 血 清 が 特 に 目 立 っ た 。 そ の う ち の 一 つ （ ９ ３ － １ ０ ０ ０ ） は わ ず か に 症 候 を 示 す 患 者 、
も う 一 つ （ ９ ３ － １ ０ ０ １ ） は エ イ ズ 病 患 者 に 由 来 す る 。 次 の 第 １ ３ 表 に お い て 、 両 Ｅ Ｉ
Ａ テ ス ト の 吸 光 度 値 を 相 互 に 比 較 す る ：
【 ０ ０ ９ ６ 】
【 表 ２ ０ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 こ の 場 合 に も カ ッ ト オ フ 値 は ０ .３ で あ っ た 。 患 者 ９ ３ － １ ０ ０ １ の 吸 光 度 値 は 、 通 常
の Ｈ Ｉ Ｖ － １ ＋ Ｈ Ｉ Ｖ － ２  Ｅ Ｉ Ａ で は 失 敗 し 得 る の に 対 し 本 発 明 に よ る 抗 原 を 適 用 す る
こ と に よ り 明 瞭 な 検 出 が 可 能 で あ る こ と を 示 し て い る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ９ ８ 】
【 図 １ 】 Ｈ Ｉ Ｖ 型 レ ト ロ ウ イ ル ス の ゲ ノ ム 配 置 概 略 図 。
【 図 ２ 】 Ｈ Ｉ Ｖ － １ 、 Ｈ Ｉ Ｖ － ２ 、 Ｍ Ｖ Ｐ － ５ １ ８ ０ ウ イ ル ス の 希 釈 液 に つ い て 市 販 テ ス
ト キ ッ ト を 用 い た 抗 原 抗 体 反 応 に よ り 得 ら れ る 吸 光 度 と 逆 転 写 酵 素 活 性 の 関 係 図 。
【 図 ３ 】 Ｍ Ｖ Ｐ － ５ １ ８ ０ お よ び Ｍ Ｖ Ｐ － ８ ９ ９ ウ イ ル ス の ウ ェ ス タ ー ン ブ ロ ッ ト 図 。
【 図 ４ 】 Ｈ Ｉ Ｖ ５ １ ８ ０ の 遺 伝 子 の Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 、 ク ロ ー ニ ン グ お よ び 配 列 決 定 の 手 法 図 。
【 図 ５ 】 Ｐ Ｃ Ｒ 法 に よ り 得 ら れ た Ｍ Ｖ Ｐ － ５ １ ８ ０ の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 と 第 ７ 表 に 示 さ れ た Ｄ Ｎ
Ａ 配 列 の 比 較 図 。
【 図 ６ 】 Ｐ Ｃ Ｒ 法 に よ り 得 ら れ た Ｍ Ｖ Ｐ － ５ １ ８ ０ の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 と 第 ７ 表 に 示 さ れ た Ｄ Ｎ
Ａ 配 列 の 図 ５ に 続 く 比 較 図 。
【 図 ７ 】 Ｐ Ｃ Ｒ 法 に よ り 得 ら れ た Ｍ Ｖ Ｐ － ５ １ ８ ０ の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 と 第 ７ 表 に 示 さ れ た Ｄ Ｎ
Ａ 配 列 の 図 ６ に 続 く 比 較 図 。
【 図 ８ 】 ｇ ａ ｇ タ ン パ ク 質 の 比 較 図 （ 一 つ は 第 ７ 表 に 従 っ て （ 各 々 上 列 ） 、 一 つ は Ｐ Ｃ Ｒ
法 で （ 各 々 下 列 ） 確 認 ） 。
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【 図 ９ 】 Ｈ Ｉ Ｖ － １ （ Ｌ Ａ Ｉ ） 、 Ｈ Ｉ Ｖ ５ １ ８ ０ お よ び Ｈ Ｉ Ｖ － ２ （ Ｒ Ｏ Ｄ ） の Ｖ ３ － シ
ュ ラ ウ フ ェ を 示 す 図 。

【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】
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【 図 ４ 】 【 図 ５ 】

【 図 ６ 】 【 図 ７ 】
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【 図 ８ 】 【 図 ９ 】

【 配 列 表 】
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