
(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
HTLV-IIIの pol ＤＮＡ及び sor ＤＮＡ由来であり、且つ、図８～図１０のヌクレオチド 42
28-5323の EcoRI-EcoRI断片
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によりコードされる、後天性免疫不全症候群の患者の血清または HTLV-IIIに対する抗体を
含む血清に免疫反応性である、単離された組換え HTLV-IIIポリペプチド。
【請求項２】
HTLV-IIIＤＮＡ断片を含む組換えベクターで形質転換された細胞により発現される、請求
項１記載のポリペプチド。
【請求項３】
組換えベクターが OmpAまたは pMR100である、請求項２記載のポリペプチド。
【請求項４】
β－ガラクトシダーゼとの融合タンパク質として生産される、請求項３記載のポリペプチ
ド。
【請求項５】
以下の工程：
（ａ）固相に固定した請求項１乃至４の何れか１項に記載の単離された HTLV-IIIポリペプ
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チドを含む免疫吸着剤を、単離された体液と接触させることにより、体液中の HTLV-IIIポ
リペプチドに対する抗体を固定化 HTLV-IIIポリペプチドと結合させ；
（ｂ）体液から該免疫吸着剤を分離し；
（ｃ）該免疫吸着剤を標識 HTLV-IIIポリペプチドまたはヒト免疫グロブリンに対する標識
抗体と接触させ；そして
（ｄ） HTLV-IIIに対する抗体の存在の指標として、免疫吸着剤に結合した工程（ｃ）の標
識ポリペプチドまたは標識抗体の存在を検出すること ;
からなる、単離された HTLV-IIIポリペプチドに対する体液中の抗体を検出する方法。
【請求項６】
請求項１乃至４の何れか１項に記載の単離された HTLV-IIIポリペプチドを試料と接触させ
；そして、前記ポリペプチドと結合した抗体の存在を検出する工程からなる、 HTLV-IIIに
対する抗体を検出するための免疫アッセイ。
【請求項７】
請求項１乃至４の何れか１項に記載の単離された HTLV-IIIポリペプチドを含む、診断試薬
。
【請求項８】
ポリペプチドが標識されている、請求項７に記載の診断試薬。
【請求項９】
ポリペプチドが固定化されている固相をさらに含む、請求項７に記載の診断試薬。
【請求項１０】
請求項１乃至４の何れか１項に記載の単離された HTLV-IIIポリペプチドと特異的に反応す
る固相固定化抗体、および該 HTLV-IIIポリペプチドと特異的に反応する標識可溶性抗体を
含む、アッセイキット。
【請求項１１】
(i) 固相に固定化した請求項１乃至４の何れか１項に記載の単離された HTLV-IIIポリペプ
チドを含む、免疫吸着剤、および
（ ii）標識 HTLV-IIIポリペプチドまたはヒト免疫グロブリンに対する標識抗体
を含む、体液中の HTLV-IIIに対する抗体の存在を測定するためのアッセイキット。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
【産業上の利用分野】
本発明は分子生物学およびウイルス学の分野、特にヒトＴ細胞白血病ウイルス－ＩＩＩ型
（ＨＴＬＶ－ＩＩＩ）に関する。
【０００２】
【従来の技術】
ヒトＴ細胞白血病－リンパ腫ウイルス（ＨＴＬＶ）という用語は、Ｔ細胞トロピックレト
ロウイルスの特定の属を意味する。これらのウイルスはある種のＴ細胞新生物の発生にお
いて重要な役割を演ずる。現在、３つの型のＨＴＬＶが知られている。この属の１つの亜
属であるＨＴＬＶ－Ｉ型（ＨＴＬＶ－Ｉ）は、日本、カリブ海沿岸およびアフリカのある
地域に発生する成人Ｔ細胞白血病－リンパ腫（ＡＴＬＬ）の原因と関係がある。ＨＴＬＶ
－ＩＩ型（ＨＴＬＶ－ＩＩ）は毛状細胞白血病のＴ細胞変異型をもつ患者から単離された
。Ｍ．ポポビック（Ｐｏｐｏｖｉｃ）らの「エイズおよずプレエイズ患者からの細胞変性
レトロウイルス（ＨＴＬＶ－ＩＩＩ）の検出、単離および連続生産」、 ，

：４９７－５００（１９８４）を参照されたい。
【０００３】
ＨＴＬＶ－ＩＩＩ型（ＨＴＬＶ－ＩＩＩ）は後天性免疫不全症候群（ＡＩＤＳ，エイズ）
にかかった多数の患者から単離された。ＨＴＬＶ－ＩＩＩはエイズ患者から単離されたプ
ロトタイプのウイルスである。このエイズに対して最も危険な立場にあると報告された人
々には、同性愛または両性愛の男性、静脈内薬物使用者および米国のハイチ人移民が含ま
れる。提供者から集めた血液製剤を受容する血友病患者および頻繁に輸血を受ける人々も
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危険な立場にある。エイズの臨床上の症状は、一般にヘルパーＴリンパ球の減少をともな
う今だ解明されていない恐ろしい免疫不全を包含する。これらは悪性腫瘍および感染症を
ともなうことがある。エイズ患者の死亡率は高い。あまり恐ろしくない型のエイズも存在
し、これはリンパ腫および低下したヘルパーＴ細胞数をともなうことがあるが、成熟した
エイズの破壊的症状を示さない。これらの徴候を呈する初期エイズ（プレエイズ）患者も
多数存在する。これらの人々のなかで誰が一層恐ろしい症状へ進行するかを予言すること
は今のところ不可能である。
【０００４】
伝染性エイズの病因としてＨＴＬＶ－ＩＩＩが含まれることは多くのことから証明されて
いる。第一に、首尾一貫した疫学が存在し、すなわちエイズ患者の９５％以上がＨＴＬＶ
－ＩＩＩに対して特異的な抗体を有する。第二に、この病気において再現できるウイルス
の同定および単離がなされ、ＨＴＬＶ－ＩＩＩの１００種以上の変異型がエイズ患者から
単離された。第三に、エイズに感染した血液提供者から輸血を受けた正常な健康人がエイ
ズに感染する。
【０００５】
ＨＴＬＶ－ＩＩＩはＨＴＬＶ－ＩおよびＨＴＬＶ－ＩＩといくつかの特性を共有するが、
形態学的，生物学的および抗原的に区別し得ることがわかった。Ｒ．Ｃ．ガロ（Ｇａｌｌ
ｏ）らの「危険な状態にあるエイズ患者からの細胞変性レトロウイルスの検出および単離
」、 ， ：５００－５０３（１９８４）を参照されたい。例えば、ＨＴＬ
Ｖ－ＩおよびＨＴＬＶ－ＩＩのコアタンパク質ｐ２４およびｐ１９、ならびにエンベロー
プ抗原に対する抗体との交差反応性を証明するか、あるいはクローニングしたＨＴＬＶ－
ＩおよびＨＴＬＶ－ＩＩのＤＮＡとの核酸交差ハイブリダイゼーション実験を行うことに
より、ＨＴＬＶ－ＩＩＩがＨＴＬＶ－ＩおよびＨＴＬＶ－ＩＩと抗原的に関係のあること
がわかった。しかしながら、ＨＴＬＶ－ＩおよびＨＴＬＶ－ＩＩと異なって、ＨＴＬＶ－
ＩＩＩは正常人の臍帯血液および骨髄からのＴ細胞にインビトロで感染しかつそれを形質
転換する能力を欠いており、感染細胞に対してのみ細胞変性作用を有していた。
【０００６】
他のレトロウイルスのＲＮＡゲノムと同様に、ＨＴＬＶ－ＩＩＩのＲＮＡゲノムはウイル
スタンパク質をコードする３つの遺伝子を含んでいる：すなわち１）内部構造（ヌクレオ
カプシドまたはコア）タンパク質をコードするｇａｇ遺伝子；２）ＲＮＡ依存性ＤＮＡポ
リメラーゼ（逆転写酵素）をコードするｐｏｌ遺伝子；および３）ウイルス粒子のエンベ
ロープ糖タンパク質をコードするｅｎｖ遺伝子。さらに、ＨＴＬＶ－ＩＩＩゲノムはｅｎ
ｖ遺伝子と３′側ＬＴＲとの間に位置するＰｘと呼ばれる領域を含んでおり、これはウイ
ルスの機能的死亡と関連があるように思われる。
【０００７】
現在のところ、エイズの症状が現われる以前にエイズを診断することはまだ困難である。
この病気の予防に利用できる方法も目下のところ存在しない。一般にエイズ患者の治療は
成功せず、そしてＨＴＬＶ－ＩＩＩが身体に及ぼす破壊的作用に多数の犠牲者が出ている
。
【０００８】
【発明が解決しようとする問題点】
本発明は、免疫反応性ＨＴＬＶ－ＩＩＩポリペプチドを発現できる組換え体／ベクター宿
主系内でのＨＴＬＶ－ＩＩＩ　ＤＮＡのクローニングに基づいている。免疫反応性ポリペ
プチドを発現する系内でのＨＴＬＶ－ＩＩＩ　ＤＮＡのクローニングに基づいて、本出願
人はエイズの診断、治療および予防に有用な方法を開発した。本出願人は体液（例えば血
液、唾液、精液）中のＨＴＬＶ－ＩＩＩおよびその抗体を検出する方法、ならびに免疫療
法（例えばエイズの予防接種や受動免疫）において有用な方法を開発した。さらに、本出
願人は体液中のＨＴＬＶ－ＩＩＩの検出に有用なＨＴＬＶ－ＩＩＩ　ＤＮＡプローブおよ
びＲＮＡプローブの作製方法を開発した。
【０００９】
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ＨＴＬＶ－ＩＩＩゲノムのセグメントによってコードされるポリペプチドは、これらの組
換えＤＮＡ法を使って生産した。例えば、ＨＴＬＶ－ＩＩＩゲノムの３つの領域（ｅｎｖ
遺伝子配列、ｅｎｖ－ｌｏｒ遺伝子配列、およびＨＴＬＶ－ＩＩＩ　ｃＤＮＡからの１．
１ＫｂのＥｃｏＲＩ制限断片）によってコードされるポリペプチドを生産した。発現され
たポリペプチドは単離した。これらのポリペプチドはエイズ患者の血清およびＨＴＬＶ－
ＩＩＩに対する抗体と免疫反応性であり、従ってＨＴＬＶ－ＩＩＩに対する抗体の有無に
ついて血液およびその他の体液をスクリーニングするのに有用である。それ故、本発明は
エイズの診断方法ばかりでなく、ＨＴＬＶ－ＩＩＩを含む血液または血液成分を通じて他
の人々へのこの病気が伝染するのを予防する方法をも提供するものである。特に後者は、
血液成分（例えば血友病の治療のための第ＶＩＩＩ因子；第ＩＸ因子）を得るために提供
された血液を輸血または使用するに先立って、その血液をスクリーニングするのに価値が
ある。
【００１０】
組換えＤＮＡ法によって生産されたポリペプチドは、このウイルスに対する抗体（モノク
ローナル抗体を含む）の生産に利用できる。この種の抗体は血液、唾液、精液などの体液
中のＨＴＬＶ－ＩＩＩを直接検出するためのイムノアッセイおよび診断技術の基礎をなす
ものである。このウイルスに対する中和抗体は、この病気に対して受動免疫を与えるのに
使用できる。
【００１１】
このような組換え体／ベクター宿主系内でのＨＴＬＶ－ＩＩＩ　ＤＮＡのクローニングは
、さらにＨＴＬＶ－ＩＩＩ　ＤＮＡのヌクレオチド塩基配列を決定するための基礎を提供
する。ＤＮＡプローブはＨＴＬＶ－ＩＩＩゲノムに特異的なＤＮＡ領域と相同であり、こ
れらのＤＮＡプローブは血液、唾液または他の体液中のＨＴＬＶ－ＩＩＩを検出する別の
方法を提供する。ＨＴＬＶ－ＩＩＩゲノムに特異的な領域を含むＲＮＡプローブも作製さ
れ、体液中のＨＴＬＶ－ＩＩＩの検出に使用される。
【００１２】
【問題点を解決するための手段】
ＨＴＬＶ－ＩＩＩとＨＴＬＶ－ウシ白血病ウイルス（ＢＬＶ）属の他のウイルスとの間の
類似性にもかかわらず、ＨＴＬＶ－ＩＩＩの生物学および病理学は実質的に異なっている
。例えば、比較的乏しい相同がＨＴＬＶ－Ｉまたは－ＩＩゲノムのそれと比較したときＨ
ＴＬＶ－ＩＩＩゲノムに見られた。ＨＴＬＶ－ＩＩＩによる感染はしばしば強い免疫抑制
（エイズ）をもたらし、その結果ＯＫＴ４（＋）細胞集団の減少をきたす。この作用はイ
ンビトロでのリンパ球培養において、ＯＫＴ４（＋）細胞へのＨＴＬＶ－ＩＩＩ感染の、
形質転換作用というよりむしろ、著しい細胞変性作用によって反映される。これとは対照
的に、ＨＴＬＶ－Ｉによる感染はＴ細胞白血病－リンパ腫（ＯＫＴ４（＋）細胞の悪性化
）の低い発生率をもたらす。ＨＴＬＶ－Ｉ患者の場合もある程度の免疫不全を示す。ＨＴ
ＬＶ－Ｉおよび－ＩＩによる一次リンパ球培養物の感染は、主にＯＫＴ４（＋）細胞のイ
ンビトロ形質転換を引き起こす。リンパ球へのＨＴＬＶ－Ｉ感染の細胞変性作用は明らか
に起こるが、ＨＴＬＶ－ＩＩＩの場合に観察されるものほど顕著な細胞変性作用ではない
。
【００１３】
ＨＴＬＶ－ＩＩＩはさらにインビボおよびインビトロでの伝染性ウイルス粒子生産の程度
においてもＨＴＬＶ－Ｉおよび－ＩＩと異なっている。細胞不含の高力価伝染性ウイルス
粒子はエイズ患者の精液および唾液、ならびにＨＴＬＶ－ＩＩＩを感染させた培養物の上
清から得ることができる。成人Ｔ細胞白血病－リンパ腫（ＡＴＬＬ）患者またはＨＴＬＶ
－Ｉもしくは－ＩＩを感染させた培養物からは、もし存在するとしても、きわめて少数の
細胞不含伝染性ウイルス粒子を回収できるにすぎない。
【００１４】
エンベロープ糖タンパク質はエイズ患者の抗血清によって認識される主な抗原である。こ
の点で、ＨＴＬＶは他のレトロウイルスと類似しており、そのためにエンベロープ糖タン
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パク質は一般に最も抗原的なウイルスポリペプチドである。さらに、中和抗体は一般にレ
トロウイルスのエンベロープ糖タンパク質に対して向けられる。エイズ患者からの血清試
料の８８～１００％はＨＴＬＶ－ＩＩＩの抗原と反応する抗体を含むことが見出され、主
な免疫反応はＨＴＬＶ－ＩＩＩの推定上のエンベロープ抗原であるｐ４１に対して向けら
れた。コアタンパク質に対する抗体もエイズ患者の血清に見出されたが、エンベロープ抗
原に対する抗体の存在ほど感染指示剤として有効であるとは思われない。
【００１５】
ＨＴＬＶ－ＩＩＩのｐ４１抗原は、ウイルスエンベロープがウイルスの不活化および精製
過程で部分的に破壊されるので、その性状決定が難しかった。本発明はＨＴＬＶ－ＩＩＩ
ウイルスのの抗原成分の性状を決定しかついくつかの方法で他のウイルス抗原成分の存在
および特性を決定するという大いなる要求に答えるものである。それはＨＴＬＶ－ＩＩＩ
ポリペプチド、そのポリペプチドに対する抗体、ＲＮＡプローブおよびＤＮＡプローブの
ような産物を提供し、またそれらの生産方法も提供する。これらはスクリーニング、診断
および治療を行う際に役立つ。
【００１６】
本発明は、ＨＴＬＶ－ＩＩＩタンパク質をコードする組換えＤＮＡ塩基配列の翻訳によっ
て生産されるＨＴＬＶ－ＩＩＩポリペプチドに関する。この方法で生産され、エイズ患者
からの血清またはＨＴＬＶ－ＩＩＩに対する抗体と免疫反応性のポリペプチドは、組換え
ＤＮＡ－生産による免疫反応性ＨＴＬＶ－ＩＩＩポリペプチドと称される。これらにはＨ
ＴＬＶ－ＩＩＩコアタンパク質およびエンベロープ糖タンパク質をそれぞれコードするｇ
ａｇおよびｅｎｖＤＮＡ配列に特異的な組換えＤＮＡ配列の翻訳によって生産される抗原
ＨＴＬＶ－ＩＩＩコアポリペプチドおよびエンベロープポリペプチドが含まれるが、これ
らに限定されない。それらはまたＨＴＬＶ－ＩＩＩ　ｃＤＮＡの１．１ＫｂのＥｃｏＲＩ
制限断片に含まれる組換えＤＮＡ配列の翻訳、およびＨＴＬＶ－ＩＩＩのｓｏｒ遺伝子お
よびＰｘ遺伝子に特異的な組換えＤＮＡ配列の翻訳によって生産されるポリペプチドをも
包含する。ｓｏｒＤＮＡ配列は複製感応ＨＴＬＶ－ＩＩＩウイルスに共通している。Ｐｘ
遺伝子はＨＴＬＶ－ＩＩＩゲノムのｅｎｖ遺伝子と３′末端との間に位置し、１つの大き
な読み取り枠を有するコーディング配列（ｌｏｒ）を含む。ｅｎｖＤＮＡ配列とｌｏｒＤ
ＮＡ配列とは共にＨＴＬＶ－ＩＩＩゲノムの同じ読み取り枠内に位置するため、この遺伝
子領域はｅｎｖ－ｌｏｒと称される。
【００１７】
ＨＴＬＶ－ＩＩＩのこれらの領域によりコードされるポリペプチドは、ＨＴＬＶ－ＩＩＩ
感染およびＨＴＬＶ－ＩＩＩに対する抗体を検出する免疫化学検定法において使用するこ
とができる。これらの方法はエイズを診断する際に役立つ。さらに、これらは血液成分（
例えば血友病の治療のための第ＶＩＩＩ因子）の輸血または生産のために血液を使用する
のに先立って、その血液をスクリーニングする際にも利用できる。スクリーニング技術の
利用可能性はエイズ伝染の危険を減ずるであろう。
【００１８】
ポリペプチドと反応する抗体の検出は多くの確立された方法によって実施できる。例えば
、免疫反応性ＨＴＬＶ－ＩＩＩポリペプチドをポリスチレンビーズや他の固体支持体のよ
うな固相に付着させる。次にその固相をＨＴＬＶ－ＩＩＩに対する抗体について試験しよ
うとする血液試料とインキュベートする。適当なインキュベーション期間の経過後固相と
血液試料とを分離する。固相に結合した抗体は、標識ポリペプチドまたはヒト免疫グロブ
リンに対する標識抗体を用いて検出できる。
【００１９】
ＨＴＬＶ－ＩＩＩポリペプチドはエイズのワクチン予防にも使用される。このウイルスに
対する予防接種のためには中和抗体を誘導する免疫原性ポリペプチドが利用されるであろ
う。その第一の候補はウイルスエンベロープポリペプチドである。
【００２０】
これらのポリペプチドはＨＴＬＶ－ＩＩＩポリペプチドに対する抗体（モノクローナル抗
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体を含む）の生産にも使用できる。これらの抗体は体液（血液，唾液，精液など）中のウ
イルスを直接検出する免疫化学検定法において使用される。特異的ＨＴＬＶ－ＩＩＩ抗原
決定基に対するモノクローナル抗体を使用する検定法は、偽陽性の結果を減少させること
によってウイルス検定の正確さを改善するであろう。また、ウイルスに対する抗体は免疫
療法にも利用でき、例えばウイルスに対する受動免疫を与えることができる。
【００２１】
ポリペプチドの生産方法、ならびにこれらのポリペプチドに基づく診断方法も本発明の主
題である。
【００２２】
さらに、本発明は免疫反応性ポリペプチドをコードするＨＴＬＶ－ＩＩＩの遺伝子の単離
方法；これらの遺伝子のヌクレオチド塩基配列の同定方法；ウイルスＲＮＡを生産させる
べく適当なベクター内へのウイルスＤＮＡに特異的なＤＮＡ配列の導入方法、およびＤＮ
Ａプローブの作製方法を提供する。これらのプローブはＨＴＬＶ－ＩＩＩ　ＤＮＡに特異
的な塩基配列で構成され、例えば血液のような体液中の相補的ＨＴＬＶ－ＩＩＩ　ＤＮＡ
配列を検定するのに有用である。

免疫反応性ＨＴＬＶ－ＩＩＩポリペプチドをコードするＨＴＬＶ－ＩＩＩ　ＤＮＡのセグ
メントを単離するために、遺伝子操作法が使用される。これらのポリペプチドはエイズ患
者からの血清またはＨＴＬＶ－ＩＩＩに対する抗体と免疫反応性であり、これらにはコア
タンパク質、ＨＴＬＶ－ＩＩＩ　ＤＮＡの１．１Ｋｂ　ＥｃｏＲＩ制限断片によりコード
される１５Ｋｄのペプチド、およびエンベロープ糖タンパク質が含まれる。これらの方法
はまたポリペプチドをコードする断片の塩基配列決定にも使用できる。宿主細胞ＤＮＡ内
に組み込まれたプロウイルス遺伝子は分子的にクローニングされ、そしてクローニングさ
れたプロウイルスのヌクレオチド塩基配列を決定する。
【００２３】
ＨＴＬＶ－ＩＩＩ　ＤＮＡの大腸菌発現ライブラリーを作製する。ＨＴＬＶ－ＩＩＩゲノ
ムをクローニングし、その後制限酵素を用いてクローニングしたＨＴＬＶ－ＩＩＩゲノム
を切断し、それによりＤＮＡ断片を得る。（図１および図２を参照されたい。）約２００
～５００ｂｐのＨＴＬＶ－ＩＩＩ　ＤＮＡ断片をアガロースゲルから単離し、Ｔ４ ポリメ
ラーゼで末端修復し、そしてリンカーＤＮＡに連結させる。リンカー連結ＤＮＡを次に制
限酵素で処理し、アガロースゲルから精製して発現ベクター内でクローニングする。使用
する発現ベクターの例はｏｍｐＡ，ｐＩＮ（Ａ，ＢおよびＣ）、ラムダｐＬ，Ｔ７，ｌａ
ｃ，Ｔｒｐ，ＯＲＦおよびラムダｇｔ１１である。さらに、ｐＳＶ２８ｐｔ，ｐＳＶ２ｎ
ｅｏ，ｐＳＶｄｈｆｒおよびＶＰＶベクターのような哺乳動物細胞、ならびにＧＡＬＩお
よびＧＡＬ１０のよう酵母ベクターも使用できる。
【００２４】
細菌ベクターはｌａｃコーディング配列を含み、この中にβ－ガラクトシダーゼ融合タン
パク質を生成させるためにＨＴＬＶ－ＩＩＩ　ＤＮＡを挿入する。次に、この組換えベク
ターを細菌（例えば大腸菌）内に導入する（ＨＴＬＶ－ＩＩＩ　ＤＮＡを含むベクターを
取り込んだこれらの細胞は形質転換されたと言われる）。その後、融合タンパク質を発現
する形質転換細胞を同定するために、これらの細胞をスクリーニングする。例えば、細菌
をマッコンキー（ＭａｃＣｏｎｋｅｙ）寒天平板に置いてクローンの表現型を確かめる。
もしβ－ガラクトシダーゼが生産されているならば、コロニーが赤く見えるだろう。
【００２５】
また、細菌コロニーはＨＴＬＶ－ＩＩＩ　ＤＮＡプローブを用いてスクリーニングするこ
とにより、興味あるＤＮＡ領域（例えば、ＨＴＬＶ－ＩＩＩ　ｇａｇ，ｐｏｌおよびｅｎ
ｖ　ＤＮＡ配列）を含むクローンを同定できる。ＤＮＡプローブを用いたスクリーニング
において陽性であり、かつマッコンキー寒天平板において陽性であるクローンを単離する
。
【００２６】
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ＨＴＬＶ－ＩＩＩ　ＤＮＡ配列を含む細胞の同定は、ＨＴＬＶ－ＩＩＩ特異的抗体と免疫
反応性であるＨＴＬＶ－ＩＩＩポリペプチドの生産を可能にする。選択されたコロニーか
らの細胞は、ハイブリッドタンパク質を発現させる条件下に培養して増殖させる。その後
、当分野で知られた方法により細胞タンパク質を得る。例えば、培養物を遠心分離し、得
られた細胞沈殿物を破壊する。宿主細胞によって分泌されたポリペプチドを細胞培養物の
上清から（細胞を破壊することなく）得ることもできる。
【００２７】
全細胞タンパク質はＳＤＳポリアクリルアミドゲル電気泳動を行うことにより分析する。
他のタンパク質を全く含まないゲル上の一箇所で融合タンパク質を同定する。また、ウェ
スターンブロット分析が陽性のクローンに対して行われる。このような分析はエイズ患者
からの血清を用いて行われ、その結果ＨＴＬＶ－ＩＩＩ特異的抗体と交差反応するＨＴＬ
Ｖ－ＩＩＩ－β－ガラクトシダーゼ融合タンパク質（抗原）を発現するクローンを同定す
ることが可能になる。
【００２８】
ＨＴＬＶ－ＩＩＩ　ＤＮＡを含むラムダ１ ０ クローンはウイルスの複製型からクローニン
グされる。レトロウイルスが複製するとき、二重鎖ＤＮＡが生産される。クローニングさ
れたＨＴＬＶ－ＩＩＩ　ＤＮＡは制限酵素ＳｓｔＩで消化する。（図１．ａ参照）ＨＴＬ
Ｖ－ＩＩＩ　ＤＮＡのＬＴＲ内に２つのＳｓｔＩ認識部位が存在するので、ラムダ１ ０ ベ
クターから取り出されたクローン化ＤＮＡ配列には一方のＬＴＲ領域が存在しない。その
結果、ＨＴＬＶ－ＩＩＩ　ＤＮＡの小さな（約２００ｂｐ）断片が欠失する。
【００２９】
得られたＤＮＡを線状化し、ｅｎｖ遺伝子領域を含む線状ゲノムＤＮＡを制限酵素で消化
していくつかの断片を得る。例えば、図１．ｂに示すようにＫｐｎまたはＥｃｏＲＩプラ
スＨｉｎｄＩＩＩを使って断片をつくる。得られた２．３Ｋｂ　ＫｐｎＩ－ＫｐｎＩ断片
；１．０Ｋｂ　ＥｃｏＲＩ－ＥｃｏＲＩ断片；および２．４Ｋｂ　ＥｃｏＲＩ－Ｈｉｎｄ
ＩＩＩ断片はゲル電気泳動および電気溶出により単離する。これらの断片をランダムにせ
ん断してさらに小さい断片をつくる。こうして得られた断片はアガロースゲルから分離し
、そして約２００～５００ｂｐのＤＮＡ断片を溶出する。
【００３０】
溶出された２００～５００ｂｐ　ＤＮＡ断片は大腸菌Ｔ４ ポリメラーゼの使用により末端
修復し、そして平滑末端を読み取り枠発現（ＯＲＦ）ベクター（例えばｐＭＲ１００）に
連結させる。この連結はｐＭＲ１００ベクターのＳｍａＩ部位で起こり、ｐＭＲ１００ベ
クターは２つのプロモーター領域、ラムダＣＩ遺伝子のハイブリッドコーディング配列お
よびｌａｃＩ－ｌａｃＺ遺伝子融合配列を含む。このベクターにおいて、これらは読み取
り枠の塩基配列からはずれており、その結果このベクターは非生産性である。ＨＴＬＶ－
ＩＩＩ　ＤＮＡをこのベクターに挿入することにより、正しいＤＮＡ断片が読み取り枠を
修正し、その結果ＣＩ－ＨＴＬＶ－ＩＩＩ－β－ガラクトシダーゼ融合タンパク質が生産
されるだろう。このハイブリッドの発現はｌａｃプロモーターの制御下にある。ｐＭＲ１
００の塩基配列に基づくと、ＳｍａＩ部位にクローニングされたＤＮＡ断片挿入物がラム
ダＣＩ遺伝子断片とｌａｃ－Ｚ断片との間に適当な読み取り枠を生ずる場合、その挿入Ｄ
ＮＡはラムダＣＩ遺伝子の枠により定められる読み取り枠に停止コドンを含むべきでない
と考えられる。
【００３１】
次いで、組換えｐＭＲ１００ベクターを大腸菌の中に導入する。細菌はマッコンキー寒天
平板上に置いてクローンの表現型を確かめる。β－ガラクトシダーゼが生産されている場
合は、コロニーが赤く見えるだろう。また、ＤＮＡ挿入物を含むクローンを同定するため
に、ＨＴＬＶ－ＩＩＩ　ＤＮＡプローブを用いてコロニーをスクリーニングする。ＤＮＡ
プローブを用いてスクリーニングしたとき陽性でありかつマッコンキー寒天平板上で陽性
であるクローンを単離する。
【００３２】
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選択されたコロニーからの細胞を培養して増殖させる。この培養物は遠心分離にかけ、そ
して細胞沈殿物を破壊する。全細胞タンパク質はＳＤＳポリアクリルアミドゲルによる電
気泳動を行って分析する。融合タンパク質は他のタンパク質を全く含まないゲルの上の一
箇所で同定される。（図１５参照）
ウエスターンブロット分析もスクリーニングしたとき陽性であったクローンに対して行わ
れる。エイズ患者からの血清が使用され、こうしてＨＴＬＶ－ＩＩＩ特異的抗体と交差反
応するＨＴＬＶ－ＩＩＩ－β－ガラクトシダーゼ融合タンパク質を発現するクローンを同
定することが可能になる。この方法によって１０００個のクローンがスクリーニングされ
、そして６個のクローンが陽性であった。
【００３３】
ｐＭＲ１００クローニングベクターの性質ゆえに、生産性ＤＮＡ挿入物は大きな融合ポリ
ペプチドの一部として発現されるべきである。ＨＴＬＶ－ＩＩＩ　ｅｎｖ遺伝子を含む組
換えクローンは、コロニーハイブリダイゼーションによって同定した。β－ガラクトシダ
ーゼ活性を有する大きな融合ポリペプチドの生産は、マッコンキー寒天平板上での表現型
同定、β－ガラクトシダーゼ酵素検定および７５％ＳＤＳ－ポリアクリルアミドゲルの分
析によって確かめた。この大きな融合タンパク質とＨＴＬＶ－ＩＩＩに対する抗体との免
疫反応は、エイズ患者からの血清を用いるウエスターンブロット分析によって評価した。
また、大きな融合タンパク質は抗β－ガラクトシダーゼおよび抗ＣＩ抗血清とも反応した
。この発見はそれらがＣＩ－ＨＴＬＶ－ＩＩＩ－ｌａｃＩＺのタンパク質であるという仮
説と一致する。
【００３４】
ＨＴＬＶ－ＩＩＩの読み取り枠挿入物断片は、さらにＤＮＡ塩基配列決定によって分析す
る。ｐＭＲ１００のＳｍａＩクローニング部位の両側にある２つのＢａｍＨＩ部位のうち
一方はクローニング段階で破壊されるので、陽性クローンはＨｉｎｄＩＩＩおよびＣｌａ
Ｉ制限酵素で消化して挿入ＨＴＬＶ－ＩＩＩ　ＤＮＡ断片を遊離させる。融合組換え体か
らＨＴＬＶ－ＩＩＩ　ＯＲＦ挿入物を単離し、そしてＨｉｎｄＩＩＩおよびＡｃｃＩで消
化したＭ１３クローニングベクターｍｐ１８およびｍｐ１９内でクローニングする。その
後、陽性クローンのＤＮＡ塩基配列を決定する。
【００３５】
約２００～５００ｂｐのＨＴＬＶ－ＩＩＩ　ＤＮＡ断片をアガロースゲルから単離し、Ｔ

４ ポリメラーゼで末端修復し、そしてＥｃｏＲＩリンカーへ連結させる。次にＥｃｏＲＩ
リンカーへ連結させたＤＮＡをＥｃｏＲＩで処理し、１％アガロースゲルから精製して発
現ベクターラムダｇｔ１１内でクローニングする。このベクターはｌａｃＺ遺伝子コーデ
ィング配列を含み、このベクター内にβ－ガラクトシダーゼ融合タンパク質を生成させる
べく外来性ＤＮＡを挿入することができる。ハイブリッド遺伝子の発現はｌａｃリプレッ
サーの制御下にある。ｌａｃリプレッサー遺伝子ｌａｃＩは宿主細胞の大腸菌Ｙ１０９０
内の別のプラスミドｐＭＣ９によって運ばれる。１．５×１０４ の組換えファージを含む
ＨＴＬＶ－ＩＩＩゲノムＤＮＡのラムダｇｔ１１ライブラリーを調べるためにエイズ患者
の血液を使用した。５０００の組換え体のスクリーニングにおいて、強力なシグナルを発
する１００の独立クローンを単離した。陽性の組換えＤＮＡクローンはさらにそれらの特
定の遺伝子発現について明らかにされた。ｇａｇ遺伝子特異的クローンを同定するために
、Ｐ２４に対するウサギ高度免疫血清を使用した。特定のＨＴＬＶ－ＩＩＩ遺伝子（詳細
にはｇａｇ遺伝子，ｅｎｖ遺伝子およびＰｘ遺伝子）のニックトランスレーションされた
ＤＮＡプローブは、陽性の免疫反応性クローンを特定の遺伝子領域にグループ分けするの
に使用した。
【００３６】
エイズ血清によって強力なシグナルを発しかつＨＴＬＶ－ＩＩＩのｇａｇ，ｐｏｌ，ｓｏ
ｒおよびｅｎｖ－ｌｏｒ遺伝子領域を有する挿入物ＤＮＡを含む組換えクローンは、制限
酵素によるマッピングおよびＤＮＡ塩基配列決定によって詳細に調べた。
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ＨＴＬＶ－ＩＩＩ　ＤＮＡのヌクレオチド配列決定には遺伝子操作法を使用した。この配
列決定に使用することができる１つの技術は、ショットガン／ランダム配列決定法である
。ＨＴＬＶ－ＩＩＩ　ＤＮＡを約３００～５００ｂｐの大きさの断片にランダムにせん断
する。これらの断片は例えばＭ１３を使ってクローニングし、次いでコロニーはＨＴＬＶ
－ＩＩＩ　ＤＮＡ断片挿入物を含むものを同定するためにスクリーニングする。その後塩
基配列に重複部分が生ずるような多数の分析を行って、そのヌクレオチド配列を決定する
。ＨＴＬＶ－ＩＩＩ　ＤＮＡの両鎖の塩基配列を決定してその向きを定める。制限酵素マ
ッピングを用いて得られた塩基配列決定データを調べる。
【００３７】
１つのクローニングされたＨＴＬＶ－ＩＩＩゲノム（ＢＨ１０）のヌクレオチド配列を図
３～図１４に示す。ここにはｇａｇタンパク質ｐ１７およびｇａｇｐ２４のＮ末端および
ｇａｇ　ｐ１５のＣ末端（これはｐｏｌタンパク質のＮ末端と重なり合う）をコードする
塩基配列位置が示されている。また、ｐｏｌ，ｓｏｒおよびｅｎｖ－ｌｏｒの読み取り枠
（ＯＲＦ）も示される。クローンＢＨ１０（Ｒの一部，Ｕ５，ｔＲＮＡプライマー結合部
位およびリーダー配列の一部を含む）に存在しないＨＴＬＶ－ＩＩＩ　ＤＮＡの残りの１
８２塩基対の配列はクローンＨＸＢ２から誘導された。別の２つのクローン（ＢＨ８およ
びＢＨ５）の塩基配列も示される。制限酵素部位はヌクレオチド配列の上に示し、クロー
ンＢＨ８に存在するがクローンＢＨ１０に存在しない部位はカッコ内に示す。ヌクレオチ
ド２５１，２５４，５６７１および６９８７－７００１に決失が見られる（〔　〕）。ヌ
クレオチドの位置（各線の右側）は転写開始部位からスタートしている。アミノ酸残基は
４つの最も大きな読み取り枠に対して番号が付けられており（各線の右側）、各々の場合
先行する終止コドンの後からスタートするが、ｇａｇの場合は最初のメチオニンコドンか
ら数えている。提案されたペプチド切断部位（Ｖ）および起こりうるアスパラギン－結合
グリコシル化部位（＊）をｅｎｖ－ｌｏｒ読み取り枠に対して示す。図３～図１４の最初
に示したクローンＢＨ８およびＢＨ１０から誘導されるＬＴＲの塩基配列は各クローンの
３′部分から誘導され、これらのウイルスゲノムの組み込まれたコピーの５′－ＬＴＲに
存在するものと同一であると推定される。
【００３８】
クローンＨＸＢ２はラムダＪ１内でクローニングされたＨＴＬＶ－ＩＩＩ感染Ｈ９細胞か
らのＸｂａＩ消化ＤＮＡの組換えファージライブラリーから誘導された。Ｈ９細胞はエイ
ズ患者の血液から得られたＨＴＬＶ－ＩＩＩのプールによって感染させたヒト白血病細胞
である〔Ｆ．ワング－スタール（Ｗｏｎｇ－Ｓｔａａｌ）の ， ，１９８
４年１１月を参照されたい）。クローニングベクタークローンＢＨ１０，ＢＨ８およびＢ
Ｈ５はランダムｇｔＷｅｓ．ラムダＢ内でクローニングされたＨＴＬＶ－ＩＩＩ感染Ｈ９
細胞のＨｉｒｔ上清分画からのＳｓｔＩ消化ＤＮＡのライブラリーより誘導された。両方
のライブラリーはプライマーとしてオリゴｄＴを使ってウイルス粒子ＲＮＡから合成され
たｃＤＮＡプローブを用いてスクリーニングした。クローンＢＨ８，ＢＨ５およびＨＸＢ
２の一部はマクサム－ギルバード法〔Ａ．Ｍ．ＭａｘａｍおよびＧｉｌｂｅｒｔ，

， ：４９９－５６０（１９８０）を参照〕に
よって塩基配列を決定した。クローンＢＨ１０はプライマーとしてＭ１３挿入物の塩基配
列に相補的なオリゴヌクレオチドを使用しかつポリメラーゼとしてＤＮＡポリメラーゼＩ
のクレノウ（Ｋｌｅｎｏｗ）断片または逆転写酵素を使用することにより変更したサンガ
ー（Ｓａｎｇｅｒ）の方法によって塩基配列を決定した。

ＨＴＬＶ－ＩＩＩからの全遺伝子または遺伝子セグメントであるＤＮＡ配列をＴ７ベクタ
ーのようなベクターに挿入する。この具体例は、ベクターがＴ細胞遺伝子１０プロモータ
ーからのＴｃｅｕプロモーターおよびＴ細胞遺伝子１０タンパク質からの１１個のアミノ
酸をコードするＤＮＡ配列を含む。
【００３９】
次に、このベクターを用いて大腸菌のよう細胞を形質転換する。Ｔ７ベクターはＴ７ポリ
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メラーゼを利用する。Ｔ７ポリメラーゼはＲＮＡ形成を触媒し、ＲＮＡポリメラーゼが転
写開始のために結合する部位であるＴ７プロモーターのみを認識する。このＴ７ポリメラ
ーゼは大腸菌プロモーターを認識しない。その結果、ＨＴＬＶ－ＩＩＩ　ＤＮＡ配列をＴ
７ベクターのプロモーターおよびポリメラーゼ遺伝子の後に挿入し、かつターミネーター
をＨＴＬＶ－ＩＩＩ　ＤＮＡ配列の直後に配置する場合、Ｔ７ベクターはＨＴＬＶ－ＩＩ
Ｉ　ＤＮＡ挿入物に相補的なＲＮＡを直接製造するであろう。
【００４０】
また、ＨＴＬＶ－ＩＩＩ　ＤＮＡのヌクレオチド配列の決定は、ＤＮＡプローブを作るた
めの基礎を提供する。ＲＮＡプローブとＤＮＡプローブは共に、体液中のＨＴＬＶ－ＩＩ
Ｉの検出に利用できるようにＨＴＬＶ－ＩＩＩゲノムの特定領域を含まねばならない。Ｈ
ＴＬＶ－ＩＩＩゲノムとＨＴＬＶ－Ｉおよび－ＩＩゲノムとの間の相同は比較的少なく、
プローブはＨＴＬＶ－ＩＩＩに独特の領域（すなわちＨＴＬＶ－Ｉまたは－ＩＩと共有し
ない領域）を含む。例えば、ＨＴＬＶ－ＩＩＩのｅｎｖ遺伝子領域のヌクレオチド配列が
使用される。
【００４１】
ウイルスＲＮＡまたはＤＮＡは、非常に高い濃度のウイルスを含むことが知られている。
例えば唾液中のＨＴＬＶ－ＩＩＩを検出するのに用いられる。これは、例えば唾液試料を
変性し、これを濾紙に移し、どちらかの型のプローブを用いてスクリーニングするドット
ブロット（ｄｏｔ　ｂｌｏｔ）の手段によって行うことができる。試験体液として唾液を
使用する場合、ＨＴＬＶ－ＩＩＩの検出は血液を試験する場合よりも迅速かつ容易である
と考えられる。

ＨＴＬＶ－ＩＩＩポリペプチドと反応するモノクローナル抗体は、抗体産生細胞株によっ
て生産される。抗体産生細胞株は普通ハイブリドーマとして知られるハイブリッド細胞株
でありうる。このハイブリッド細胞は、ＨＴＬＶ－ＩＩＩポリペプチドに対する抗体を生
産する細胞と、不滅性細胞（すなわちハイブリッド細胞に組織培養の長期安定性を付与す
る細胞）との融合によって作られる。ハイブリッド細胞株を作る場合、その第一の融合パ
ートナー（抗体産生細胞）はＨＴＬＶ－ＩＩＩポリペプチドに対して免疫化した動物の脾
臓細胞でありうる。これとは別に、抗体産生細胞はＨＴＬＶ－ＩＩＩ抗原に対する抗体を
産生するところの単離されたＢリンパ球でありうる。このリンパ球は脾臓、末梢血液、リ
ンパ節またはその組織から得ることができる。第二の融合パートナー（不滅細胞）はリン
パ芽細胞または形質細胞腫細胞（例えば、それ自身抗体産生能を有する悪性の骨髄腫細胞
）でありうる。
【００４２】
ＨＴＬＶ－ＩＩＩポリペプチドに対するモノクローナル抗体を産生するネズミハイブリド
ーマは、マウス骨髄腫細胞とポリペプチドに対して免疫化したマウスからの脾臓細胞との
融合によって作られる。マウスを免疫化するために、種々の異なる免疫感作方法を行うこ
とができる。例えば、マウスは精製ポリペプチドの一次および二次免疫感作を受ける。融
合は標準方法において行われる。コーラー（Ｋｏｈｌｅｒ）およびミルスタイン（Ｍｉｌ
ｓｔｅｉｎ）の ，４９５－４９７（１９７５）；Ｒ．ケネ
ット（Ｋｅｎｎｅｔ）の （ケネットら編集，３６５－３６７頁，プレ
ナム・プレス，ニューヨーク，１９８０年）を参照されたい。
【００４３】
次いで、ハイブリドーマをポリペプチドと反応する抗体の産生についてスクリーニングす
る。これは当分野で知られたスクリーニング方法により行われる。
【００４４】
抗体産生細胞株を作る別の方法は、抗体産生細胞の形質転換による。例えば、ＨＴＬＶ－
ＩＩＩポリペプチドに対して免疫化した動物から得られたＢリンパ球を、ヒトＢリンパ球
の場合にはエプスタイン－バールウイルス（Ｅｐｓｔｅｉｎ－Ｂａｒｒ　ｖｉｒｕｓ）の
ようなウイルスを感染させて形質転換し、それにより不滅性抗体産生細胞を得る。例えば
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、コズボー（Ｋｏｚｂｏｒ）およびロドー（Ｒｏｄｏｒ）の 　
　 ，７２－７９（１９８３）を参照されたい。これとは別に、形質転換遺

伝子または形質転換遺伝子産物を用いてＢリンパ球を形質転換してもよい。
【００４５】
ＨＴＬＶ－ＩＩＩポリペプチドに対するモノクローナル抗体は、抗体産生ハイブリドーマ
をマウスの腹腔内に注入し、適当な時間の経過後非常に高力価の均一抗体を含む腹水を採
取し、そして腹水からモノクローナル抗体を単離することにより大量に生産することがで
きる。異種ハイブリドーマは照射マウスまたは胸腺欠損ヌードマウスに注入すべきである
。また、ＨＴＬＶ－ＩＩＩポリペプチドを生産する細胞をインビトロで培養し、その細胞
培養基から分泌されたモノクローナル抗体を単離する方法によっても抗体を得ることがで
きる。これらの方法により産生された抗体は診断検定法（例えば体液中のＨＴＬＶ－ＩＩ
Ｉを検出する）および受動免疫療法において使用できる。ＨＴＬＶ－ＩＩＩポリペプチド
と反応する抗体は、エイズまたは体液（例えば血液、精液、唾液）中のＨＴＬＶ－ＩＩＩ
の存在を検出するための診断試験、ならびに受動免疫療法のための基礎を提供する。例え
ば、抗ｐ４１を生産し、慣用技術によりこれを固相に付着させ、そして試験すべき体液を
固定化抗体と接触させることが可能である。このようにして、体液中のＨＴＬＶ－ＩＩＩ
（抗原）を検出することができ、この方法はＨＴＬＶ－ＩＩＩに対する抗体を検出する試
験よりもはるかに少ない偽陽性の試験結果をもたらすだろう。
【００４６】
本発明はさらに次の実施例により説明されるであろう。

ゲルにより精製したＨＴＬＶ－ＩＩＩ制限酵素断片１０μｇを超音波処理して、平均５０
０ｂｐの大きさに断片化した。超音波処理後、容量を減らすためにＤＮＡを０．１×ＴＢ
Ｅ中のＤＥＡＥ－セルロースカラムに通した。ＤＥＡＥ結合ＤＮＡは０．２Ｍ　ＮａＣｌ
－ＴＥ（２Ｍ　ＮａＣｌ，１０ｍｍ　トリス－ＨＣｌ　ｐＨ７．５、１ｍＭ　ＥＤＴＡ）
５ｍｌで洗い、次に１Ｍ　ＮａＣｌ－ＴＥで溶出してエタノール沈殿させた。超音波処理
したＤＮＡの大きさを１．２％アガロースゲルにより測定した。所望の長さ（２００～５
００ｂｐ）のＤＮＡ断片をゲルから溶出した。Ｔ４ＤＮＡポリメラーゼを使って、超音波
処理法によって生じた一本鎖ＤＮＡ末端を修復および／または切り取った。ＤＮＡ断片を
Ｔ４ポリメラーゼと共にヌクレオチドを添加することなく３７℃で５分間インキュベート
して３′末端からヌクレオチドを除き、次に４種のヌクレオチド前駆体を最終濃度が１０
０μＭとなるように加え、この反応混合物をさらに３０分インキュベートして５′末端の
一本鎖のつき出た部分を修復した。６８℃で１０分間酵素を熱不活化することによりこの
反応を停止させた。ＤＮＡは１度フェノール抽出し、エタノール沈殿させ、そしてＴＥ中
に再懸濁した。

超音波処理しかつ平滑末端に修復したＨＴＬＶ－ＩＩＩ　ＤＮＡ断片を、ＯＲＦ発現ベク
ターｐＭＲ１００のＳｍａＩ部位に連結し、そして標準形質転換法を使って宿主細胞ＬＧ
９０を形質転換した。形質転換細胞のβ－ガラクトシダーゼ陽性表現型は、その形質転換
細胞をアンピシリン（２５μｇ／ｍｌ）含有マッコンキー寒天平板上に採置して、表現型
を３７℃で２０時間後に評価することによって同定した。

アンピシリン（２５μｇ／ｍｌ）含有Ｌブイヨン中で一晩増殖させた飽和培養物からの細
胞１０ｍｌ試料を遠心分離し、細胞沈殿物を１．２倍に濃縮したレムリ（Ｌａｅｍｍｌｉ
）サンプル緩衝液５００μｌに再懸濁した。細胞は渦巻混合し、１００℃で３分間沸騰さ
せることにより再懸濁した。次に、この溶菌液を２２ゲージ針を使って繰り返しせん断し
、溶菌液の粘度を低下させた。タンパク質試料約１０μｌは７．５％　ＳＤＳ－ＰＡＧＥ

10

20

30

40

50

(12) JP 3569766 B2 2004.9.29

Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ Ｔｏ
ｄａｙ ４（３）

実施例１
超音波処理されたＤＮＡ断片の作製

実施例２
ランダムにせん断したＤＮＡ断片のクローニング

実施例３
ハイブリッドタンパク質分析



（ＳＤＳ－ポリアクリルアミド）ゲルによる電気泳動処理を行った。
【００４７】
タウビン（Ｔｏｗｂｉｎ）らの方法に従って、ＳＤＳ－ＰＡＧＥゲルからニトロセルロー
ス紙へタンパク質を移行させた。移行後、このフィルターを０．１％消泡剤Ａおよび０．
０００１％メルチオレート（ｍｅｒｔｈｉｏｌａｔｅ）を含有するＰＢＳ中の５％（ｗ／
ｖ）脱脂牛乳の溶液中で３７℃において２時間インキュベートし、それにより全ての利用
しうるタンパク質結合部位を飽和させた。エイズ抗血清との反応は、大腸菌溶菌液をあら
かじめ吸収させた１％エイズ患者抗血清含有の上記牛乳緩衝液中で行った。この反応は回
転攪拌機上の密閉プラスチック袋中で４℃において１８～２４時間実施した。このインキ
ュベーション後、０．５％デオキシコール酸、０．１Ｍ　ＮａＣｌ、０．５％トリトンＸ
－１００、１０ｍｍ燐酸塩緩衝液ｐＨ７．５および０．１ｍＭ　ＰＭＳＦを含有する溶液
で室温において２０分づつ３回フィルターを洗浄した。
【００４８】
抗原－抗体反応を視覚化するために、１ ２ ５ Ｉでヨウ素化した第二のヤギ抗ヒト抗体とニ
トロセルロースとをインキュベートした。ヨウ素化抗体との反応は、第一の抗体のときに
使用したものと同じ牛乳緩衝液中室温で３０分間実施した。その後先に述べたようにして
ニトロセルロースを洗浄し、コダックＸＡＲ５フィルムおよび増感スクリーンを使って－
７０℃で感光した。

大腸菌ＬＧ９０形質転換体は意図するＤＮＡ領域（例えばＨＴＬＶ－ＩＩＩ
ｇａｇ，ｅｎｖまたはＰｘ遺伝子の特定配列）を含むＨＴＬＶ－ＩＩＩ　ＤＮＡプローブ
を用いてスクリーニングした。ニトロセルロースフィルター上でコロニーを増殖させ、ハ
イブリダイゼーションプローブとしてニックトランスレーションされたＨＴＬＶ－ＩＩＩ
　ＤＮＡを使い、グルンスタイン（Ｇｒｕｎｓｔｅｉｎ）およびホグネス（Ｈｏｇｎｅｓ
ｓ）の方法に従ってスクリーニングした。
【００４９】
一般には、制限エンドヌクレアーゼ消化によってＤＮＡ断片を切り取り、これをゲル精製
し、そしてニックトランスレーションにより０．５×１０８ ｃｐｍ／μｇの比活性に３ ２

Ｐで標識した。〔Ｐ．Ｗ．Ｊ．リグビー（Ｒｉｇｂｙ）らの ．，
，２３７（１９７７）を参照〕ＤＮＡが固定されたニトロセルロースフィルターは６

×ＳＳＣ（０．９Ｍ　ＮａＣｌ／０．０９Ｍクエン酸ナトリウム、ｐＨ７．０）、５×デ
ンハート溶液（Ｄｅｎｈａｒｄｔ’ｓ　ｓｏｌｕｔｉｏｎ：ポリビニルピロリドン，フイ
コルおよびウシ血清アルブミン各々０．０２％）、１０μｇ／ｍｌの変性した超音波処理
大腸菌ＤＮＡを用いて５５℃で３～５時間プレハイブリダイゼーションを行った。次いで
、変性ハイブリダイゼーションプローブを加えた同じ溶液の新しい試料中にこのフィルタ
ーを入れた。ハイブリダイゼーションは６８℃で１６時間行った。その後フィルターを５
５℃において０．３×ＳＳＣで繰り返し洗浄し、Ｘ線フィルムを使用して感光した。

発現ベクターとしてｐＩＮ－ＩＩＩ－ｏｍｐＡ（ｏｍｐＡ）を使用した。ｏｍｐＡはリポ
タンパク質（大腸菌中で最も豊富なタンパク質）遺伝子プロモーター（ｌｐｐ）およびｌ
ａｃＵＶ５プロモーター－オペレーターを有する（図１６参照）。ｏｍｐＡベクターはさ
らにｌａｃリプレッサーをコードするＤＮＡセグメントを含み、これは挿入ＤＮＡの発現
をＩＰＴＧのようなｌａｃオペロン誘導物質により調節させる。ｏｍｐＡクローニングベ
クターは３つの読み取り枠の全てに３つの特異な制限酵素部位ＥｃｏＲＩ、ＨｉｎｄＩＩ
ＩおよびＢａｍＨＩを含み、そしてこれらの制限酵素部位のいずれかにＤＮＡが挿入され
る。
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実施例４
コロニーハイブリダイゼーションによるＨＴＬＶ－ＩＩＩ　ＯＲＦライブラリーのスクリ
ーニング

Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ １
１３

実施例５
エイズ患者からの血清と免疫反応するＨＴＬＶ－ＩＩＩの組換えＤＮＡによって生産され
たペプチド



【００５０】
ベクターラムダｇｔＷＥＳラムダＢのＳｓｔＩ部位に９Ｋｂの長いＨＴＬＶ－ＩＩＩ　Ｄ
ＮＡ挿入物を含む組換えクローンのラムダＢＨ１０から、種々の制限断片を切り取った。
次に、これらの制限断片を３つの読み取り枠の全てでｏｍｐＡベクターに挿入し、そして
大腸菌ＪＡ２２１細胞を形質転換するのに使用した。形質転換細胞は、ニックトランスレ
ーションされたＨＴＬＶ－ＩＩＩ　ＤＮＡプローブを使用するｉｎ　ｓｉｔｕコロニーハ
イブリダイゼーションにより、ＨＴＬＶ－ＩＩＩ　ＤＮＡについてスクリーニングした。
陽性クローンはＨＴＬＶ－ＩＩＩに特異的な抗体を使用してＨＴＬＶ－ＩＩＩ抗原ペプチ
ドの発現についてスクリーニングした。このために、ＨＴＬＶ－ＩＩＩ　ＤＮＡ組換えプ
ラスミドを含む大腸菌細胞の溶菌液を１２．５％ＳＤＳ－ポリアクリルアミドゲルによる
電気泳動にかけ、そしてニトロセルロースフィルター上へ移行した。その後、このフィル
ターを最初にエイズ患者からの十分の性状決定された血清とインキュベートし、次に１ ２

５ Ｉで標識したヤギ抗ヒトＩｇＧ抗体とインキュベートした。洗浄したフィルターをオー
トラジオグラフィーにかけ、抗ＨＴＬＶ－ＩＩＩ抗体と反応性のペプチドを同定した。
【００５１】
抗ＨＴＬＶ－ＩＩＩ抗体と免疫反応性であるペプチドをコードするいくつかの遺伝子セグ
メントが見出された。これらのうちの１つに１．１ＫｂのＥｃｏＲＩ制限断片がある。こ
の断片は３つの読み取り枠の全てでｏｍｐＡベクター内に挿入した（図１６参照）。細胞
は１００ｍｇ／ｍｌのアンピシリンを含むＬブイヨン中３７℃でＯＤ６ ０ ０ ＝０．２へと
増殖させた。この時点で細胞培養物を２つのアリコートに分割した。一方のアリコートに
最終濃度が２ｍＭとなるようにＩＰＴＧを加えた（誘導）。他方のアリコートにはＩＰＴ
Ｇを加えなかった（非誘導）。ＩＰＴＧ誘導の際に、３つのプラスミド構成物〔ＯｍｐＡ

１ －Ｒ－６（Ｏ１Ｒ６），ＯｍｐＡ２ －Ｒ－７（Ｏ２Ｒ７）およびＯｍｐＡ３ －Ｒ－３（
Ｏ３Ｒ３）と命名される〕の全ての形質転換細胞は、エイズ患者の血清中の抗ＨＴＬＶ－
ＩＩＩ抗体と強く反応する１５Ｋｄのペプチドを生産した（図１７参照、レーン１は精製
したＨＴＬＶ－ＩＩＩウイルス粒子；レーン２および３は非誘導および誘導のＯ１Ｒ６；
レーン４および５は非誘導および誘導のＯ２Ｒ７；レーン６および７は非誘導および誘導
のＯ３Ｒ３である）。この反応性は正常人から採取した血清を用いた場合検出されない。
【００５２】
ＨＴＬＶ－ＩＩＩゲノムのＤＮＡ配列データは、ＥｃｏＲＩ断片の５′末端に位置するｐ
ｏｌ遺伝子内に１つの読み取り枠が存在することを示す。３つの組換え構成物Ｏ１Ｒ６，
Ｏ２Ｒ７およびＯ３Ｒ３のＤＮＡ塩基配列決定は、これらの組換え体の各々が各ベクター
のコーディング配列に結合したＨＴＬＶ－ＩＩＩプラスＤＮＡ鎖の異なる読み取り枠を有
するということを証明した。Ｏ３Ｒ３の場合のみ、挿入ＤＮＡの読み取り枠がＯｍｐＡベ
クター内のシグナルペプチドによって定められるそれと一致するが、Ｏ１Ｒ６およびＯ２
Ｒ７の場合ｐｏｌ遺伝子セグメントＤＮＡの読み取り枠がベクターにより定められるそれ
と不一致である。（図１８参照）
ヌクレオチド位置２４－２９には６ｂｐのリボソーム結合部位ＡＡＧＧＡＧ（シャイン－
ダルガルノの配列、Ｓｈｉｎｅ－Ｄａｌｇａｒｎｏ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ）があり、これに
より１１ｂｐ下流（位置４１－４３）には開始コドンＡＴＧが存在する。３つの組換え体
の全てによって合成される１５Ｋｄのペプチドは、この内部開始コドンを使用して転写物
から翻訳されると考えられる。このことが真実である場合には、ペプチドは位置４１－４
３に存在するＡＴＧから出発して、位置４４６－４４８に存在する停止コドンで終り、そ
れによりＨＴＬＶ－ＩＩＩのｐｏｌ遺伝子の３′末端セグメントによりコードされる１３
５アミノ酸残基から成るペプチドが生産される。
【００５３】
ＨＴＬＶ－ＩＩＩ　ＤＮＡｐｏｌ遺伝子の読み取り枠がベクターにより定められるそれと
一致するＯ３Ｒ３構成物は、１５Ｋｄペプチドの他に、１９Ｋｄと１６．５Ｋｄの大きさ
の２つの別のペプチドを生産した（図１７参照）。１９Ｋｄペプチドはさらに３５個のア
ミノ酸残基を含み、そのうちの２１個はＯｍｐＡ３ ベクターによってコードされるシグナ
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ルペプチドからのものであり、残りの１４個は挿入ＨＴＬＶ－ＩＩＩ　ＤＮＡそれ自体に
よってコードされると思われる。１６．５Ｋｄペプチドはプロセッシングを受けた１９Ｋ
ｄペプチド（シグナルペプチドが開裂している）でありうる。
【００５４】
Ｏ１Ｒ６およびＯ２Ｒ７構成物もエイズ患者の血清と弱く反応する約１７．５Ｋｄの別の
ペプチドを生産する（図１７参照）。このペプチドの開始点は明らかでない。１．１Ｋｂ
のＥｃｏＲＩ断片は、ヌクレオチド位置３６０－９６５の間に延びるＳＯＲ（短い読み取
り枠）と呼ばれる第二のコーディング領域を含む（図１６参照）。この領域内の５つのＡ
ＵＧメチオニンコドンのうち４つがこの読み取り枠の５′末端の近くに存在する。このＤ
ＮＡセグメントは１９２，１８５，１７７または１６４個のアミノ酸残基から成るペプチ
ドをコードできるだろう。しかしながら、この読み取り枠の５′末端にははっきりと認め
うるリボソーム結合部位が存在しない。
【００５５】
さらに、１５Ｋｄペプチドは実際にｐｏｌ遺伝子から誘導されるという決定が多くの証拠
により支持された。第一に、Ｏ１Ｒ６、Ｏ２Ｒ７およびＯ３Ｒ３（図１６）からの１．１
Ｋｂ　ＥｃｏＲＩ挿入物からの３′末端ＳｔｕＩ／ＥｃｏＲＩ断片の欠失は１５Ｋｄペプ
チドの合成に影響を与えない。第二に、５′末端ＥｃｏＲＩ／ＮｄｅＩ断片のみを含むク
ローンがまだ同じ１５Ｋｄペプチドを生産する。最後に、読み取り枠クローニングベクタ
ーｐＭＲ１００内に適切に挿入されたＳＯＲコーディング配列をもつ種々のＤＮＡ断片を
含む組換えクローンは、エイズ患者の血清中に存在する抗ＨＴＬＶ－ＩＩＩ抗体との免疫
反応性が非常に乏しいラムダＣＩ－ＨＴＬＶ－ＩＩＩ－β－ガラクトシダーゼ３分節融合
タンパク質を生産した。
【００５６】
エイズ患者の血清中でウイルスｐｏｌ遺伝子から誘導された１５Ｋｄペプチドに対する有
意な免疫反応性を検出した。この免疫反応性ペプチドの特性は、ＳＤＳ－ポリアクリルア
ミドゲル電気泳動におけるＨＴＬＶ－ＩＩＩウイルス粒子抗原の結合パターンに関して、
拮抗阻害免疫検定法を用いて決定した。精製ＨＴＬＶ－ＩＩＩウイルス粒子をＳＤＳで処
理し、電気泳動にかけ、そしてニトロセルロースフィルターの上に移した。破壊したＨＴ
ＬＶ－ＩＩＩウイルス粒子を含む同一のフィルター細片を、Ｏ１Ｒ６，Ｏ２Ｒ７または対
照細菌クローンの溶菌液の存在下または不存在下に、十分に性状決定がなされたエイズ患
者の血清とインキュベートした。エイズ患者の血清に含まれる抗ＨＴＬＶ－ＩＩＩ抗体と
フィルターにしみ込ませたウイルス粒子のタンパク質との間の特異的免疫反応は、１ ２ ５

Ｉで標識したヤギ抗ヒト抗体によって明らかにした。図１９に示すように、Ｏ１Ｒ６の溶
菌液はウイルスｐ３１タンパク質とエイズ血清との免疫反応を阻害するが、対照細胞の溶
菌液は阻害しない。この結果は、ウイルスｐｏｌ遺伝子の３′末端によってコードされる
組換え１５Ｋｄタンパク質が他のウイルス粒子タンパク質ｐ３１の一部であるということ
を示唆しており、ｐ３１がＨＴＬＶ－ＩＩＩウイルス粒子と一緒に同時精製される細胞タ
ンパク質であるというある人々によって共有された考え方と対照をなしている。
【００５７】
１５Ｋｄペプチドに対する抗体がエイズ患者の血清中に広く含まれるかについても評価し
た。抗原の源としてＯ１Ｒ６の溶菌液を使用するウエスターンブロット分析において、エ
イズ患者と正常な人々からのコード化血清のパネルを試験した。２０のエイズ血清の全て
が１５Ｋｄペプチドと反応し、８の正常対照はどれも１５Ｋｄペプチドと反応しなかった
。代表的な結果を図２０に示す。これらのデータは、全部ではないにしても、大部分のエ
イズ患者がウイルスｐ３１タンパク質に対する抗体を産生することを示している。

ＨＴＬＶ－ＩＩＩ　ＤＮＡをラムダＢＨ１０から切り取った。このラムダＢＨ１０はベク
ターラムダｇｔＷＥＳラムダＢ内に挿入したＨＴＬＶ－ＩＩＩ　ＤＮＡの９Ｋｂセグメン
トを含む先に作製した組換えラムダファージである。このＨＴＬＶ－ＩＩＩ　ＤＮＡを超
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実施例６
ＨＴＬＶ－ＩＩＩの読み取り枠遺伝子セグメントの大腸菌内での発現



音波処理し、約０．５ＫｂのＤＮＡ断片をゲル電気泳動により精製し、末端修復し、そし
てＯＲＦベクターｐＭＲ１００のＳｍａＩ部位に挿入した（図２１参照）。このベクター
はハイブリッドコーディング配列〔バクテリオファージラムダのラムダＣＩ遺伝子のＮ末
端（５′セグメント）がＮ末端欠失ｌａｃＩＺ遺伝子（３′セグメント）に融合される〕
を含む第二ＤＮＡ断片に結合した細菌ｌａｃプロモーターＤＮＡセグメントを含む。Ｓｍ
ａＩクローニング部位を含む短いリンカーＤＮＡ断片を、ｌａｃＩＺコーディングＤＮＡ
の上流でフレームシフト変異が起こるような方法で、これらの２つの断片の間に挿入した
。その結果、ｐＭＲ１００はＬａｃ－ 宿主大腸菌ＬＧ９０の細胞内に導入したとき検出可
能なβ－ガラクトシダーゼ活性を示さない。ＳｍａＩクローニング部位に読み取り枠を含
む外来性ＤＮＡ（この場合はＨＴＬＶ－ＩＩＩ　ＤＮＡ）を挿入すると、その挿入コーデ
ィング配列がラムダＣＩリーダーおよびｌａｃＩＺ遺伝子の双方に関して正しい読み取り
枠内にある場合、フレームシフト変異を逆転させることができる。形質転換細胞はマッコ
ンキー平板上でスクリーニングして、β－ガラクトシダーゼ酵素活性をその場で発現する
個々のクローンを検出した。
【００５８】
スクリーニングされた６０００のアンピシリン耐性形質転換細胞のうち、約３００がβ－
ガラクトシダーゼ活性を発現するとわかった。３ ２ Ｐで標識し、ニックトランスレーショ
ンされたＨＴＬＶ－ＩＩＩ　ＤＮＡをプローブとして使用するコロニーハイブリダイゼー
ションは、これらＬａｃ＋ クローンの全てがＨＴＬＶ－ＩＩＩ　ＤＮＡを含むことを明ら
かにした。Ｌａｃ＋ クローンにおいて、ｐＭＲ１００のＳｍａＩ部位に挿入されたＨＴＬ
Ｖ－ＩＩＩ断片はラムダＣＩリーダーセグメントによって定められる読み取り枠に停止コ
ドンを含んではならず、またｌａｃＩＺ遺伝子も正しい翻訳読み取り枠で存在しなければ
ならない。３要素融合遺伝子は、Ｎ末端にラムダＣＩタンパク質の一部をもち、中間にＨ
ＴＬＶ－ＩＩＩセグメントをもち、そしてＣ末端にｌａｃＩＺポリペプチドをもつ３分節
融合タンパク質として発現された。
【００５９】
Ｌａｃ＋ クローンによって生産されたタンパク質は、ラムダＣＩ－β－ガラクトシダーゼ
融合タンパク質を生産する対照Ｌａｃ＋ クローンｐＭＲ２００の溶菌液と共に７．５％Ｓ
ＤＳ－ポリアクリルアミドゲル上でその溶菌液を分割することにより分析した。ｐＭＲ２
００のｌａｃＩＺ遺伝子は、ｐＭＲ１００のｌａｃＩＺ遺伝子が活性β－ガラクトシダー
ゼを生産するためにラムダＣＩ遺伝子と同じ読み取り枠になるべく１個の塩基対を欠失し
ている点を除いてｐＭＲ１００のそれと同じである。β－ガラクトシダーゼおよびその融
合タンパク質の非常に大きな寸法に基づいて、それらはＳＤＳ－ポリアクリルアミドゲル
上で溶菌液中の大部分のタンパク質から分離され、そして図２２．Ａに示すようにクーマ
シーブリリアントブルー染色によって簡単に同定することができる。ＨＴＬＶ－ＩＩＩＤ
ＮＡを含むＬａｃ＋ クローンのいくつかは、ラムダＣＩ－ｌａｃＩＺ融合タンパク質より
も大きな（１５０００～２７０００ダルトン）ポリペプチドを生産する。これらの発見は
ＤＮＡ挿入物の長さが７００ｂｐ以下であるというデータと一致する。β－ガラクトシダ
ーゼ融合タンパク質は全細胞タンパク質の約１～２％を占めた。
【００６０】
Ｌｚｃ＋ クローンにより生産されたペプチドは、エイズ患者の血清との免疫反応について
ウエスターンブロット分析により試験した。Ｌａｃ＋ クローンの溶菌液をＳＤＳ－ポリア
クリルアミドゲルで電気泳動処理した後、それらをニトロセルロースフィルターへ移行さ
せた。これらのタンパク質ブロットを最初にエイズ患者の血清と反応させ、次に１ ２ ５ Ｉ
で標識したヤギ抗ヒトＩｇＧと反応させた。図２２．Ｂのオートラジオグラフは代表的な
融合タンパク質とエイズ患者血清との免疫反応性を示す。組換えペプチドはこの他に抗β
－ガラクトシダーゼ抗血清とも反応し、それらが一般構造式ラムダＣＩ－ＨＴＬＶ－ＩＩ
Ｉペプチド－ＬａｃＩＺを有するという提案と一致した。ＨＴＬＶ－ＩＩＩ　ＤＮＡ挿入
物を含まない陰性対照のｐＭＲ１００およびｐＭＲ２００の免疫反応パターンから、この
特別のエイズ血清は宿主大腸菌のいくつかの細菌タンパク質と反応する抗体を含むことが
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明白である。このことはエイズ患者が通常多数の細菌に感染していることからして驚くに
あたらない。大腸菌抽出物を結合させたセファロース４Ｂを用いてエイズ患者の血清を吸
着させると、バックグランド免疫反応がある程度減少するが、それは完全には消失しなか
った。
【００６１】
約３００の独立したＨＴＬＶ－ＩＩＩ　ＤＮＡ含有Ｌａｃ＋ コロニーは、クーマシーブリ
リアントブルー染色およびウエスターンブロッティングを使用してＳＤＳ－ポリアクリル
アミドゲルにより分析した。それらのうち約半数は長さが３００～６００ｂｐのＤＮＡ挿
入物に対応して、約１００～２００個のアミノ酸からなる付加的ペプチドを含む融合タン
パク質を発現することがわかった。これらの融合タンパク質のうち２０はエイズ患者から
の血清と特異的に反応することが見出された。非反応性クローンは恐らく、抗体と反応し
ないような状態に折り重なったペプチドを含むか、あるいはエイズ患者の体内で免疫原性
がないＨＴＬＶ－ＩＩＩタンパク質分子の領域に相当するペプチドを含むであろう。Ｌａ
ｃ＋ クローンの残りの半数は、大きさがラムダＣＩ－β－ガラクトシダーゼタンパク質と
明らかに異なる融合タンパク質を発現した。このグループの融合タンパク質からはエイズ
患者の血清と反応するものが全く見出せなかった。
【００６２】
Ｌａｃ＋ ＯＲＦクローンからのＨＴＬＶ－ＩＩＩ　ＤＮＡ挿入物は、サザンブロッティン
グ法を使ってＨＴＬＶ－ＩＩＩゲノムの特定セグメントへマッピングされた。これらの実
験において、各プラスミドクローンはニックトランスレーションにより３ ２ Ｐで標識し、
そして一群のＨＴＬＶ－ＩＩＩ　ＤＮＡ制限断片とハイブリダイゼーションを行った。こ
のハイブリダイゼーション分析は、ＤＮＡ塩基配列決定データと一致するＯＲＦ－Ａ，Ｏ
ＲＦ－Ｂ，ＯＲＦ－ＣおよびＯＲＦ－Ｄ（図２．Ａ参照）と名づけた４つの読み取り枠セ
グメントへと全てのＬａｃ＋ ＯＲＦクローンをマッピングした。ｇａｇおよびｐｏｌ遺伝
子のコーディング領域に相当する読み取り枠ＯＲＦ－Ａおよび－Ｂは、それぞれ１．５Ｋ
ｂおよび３．０Ｋｂの長さである。ＯＲＦ－Ｃは約０．６Ｋｂの長さであり、ＯＲＦ－Ｂ
領域とわずかに重なっており、そして２１Ｋｄのポリペプチドをコードすることができる
。ＯＲＦ－Ｃの位置およびｐｏｌ遺伝子とそれとの重複部分は、ＨＴＬＶ－Ｉおよび－Ｉ
Ｉのｅｎｖ遺伝子構造を暗示する。しかしながら、ｓｏｒ（ｓｈｏｒｔ　ｏｐｅｎ　ｒｅ
ａｄｉｎｇ　ｆｒａｍｅ，短い読み取り枠）と命名したＯＲＦ－Ｃは完全なエンベロープ
タンパク質をコードするにはあまりに短かすぎる。第四の読み取り枠のＯＲＦ－Ｄはその
長さが２．５Ｋｂであり、主要エンベロープ糖タンパク質の大型前駆体と３′末端から誘
導される別のタンパク質（ＨＴＬＶ－Ｉおよび－ＩＩのｌｏｒ産物に類似している）との
両方をコードできるだろう。ｅｎｖ－ｌｏｒと命名したＨＴＬＶ－ＩＩＩのこの遺伝子領
域は、ＨＴＬＶ－ＩおよびＨＴＬＶ－ＩＩのｌｏｒの少なくとも２倍の長さであり、この
領域に１つまたは２つ以上のタンパク質がコードされているかどうか現在のところはっき
りしない。
【００６３】
多数のクローンを分析するために、サザンブロッティングおよびＤＮＡ塩基配列決定の両
方法を使用した。図２．Ｂに示すように、エイズ患者の血清と免疫反応する融合タンパク
質を発現するＬａｃ＋ ＯＲＦクローンは、ＯＲＦ－Ａ（例えば＃１７５および＃１９１）
、ＯＲＦ－Ｂ（例えば＃１３，３１および１６２）またはＯＲＦ－Ｄ（例えば＃１１３，
１２１および１２７）の領域に位置し、ｓｏｒ領域には存在しなかった。これらの領域の
全てのタンパク質が免疫反応性であるとは限らない（例えばＯＲＦ－Ｄに位置するＯＲＦ
クローン＃７６）。
【００６４】
ＨＴＬＶ－ＩＩＩの読み取り枠構造の分析は、どの読み取り枠がｅｎｖ遺伝子に相当する
かについての疑問を提起した。ＨＴＬＶ－ＩＩＩのｅｎｖ－ｌｏｒ領域が推定されるｌｏ
ｒ遺伝子の他にｅｎｖ遺伝子の全部または一部を含むと考えられる。最近になって、ＨＴ
ＬＶ－Ｉのｌｏｒ遺伝子はウイルス活性化および形質転換の過程に関連した４２Ｋｄタン
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パク質をコードすることが示唆された。ＯＲＦクローンの１つ（図２．Ｂの＃１２７）の
溶菌液を、ウエスターンブロット法に基づくストリップラジオイムノアッセイで、２０人
のエイズ患者と１２人の正常人からの血清に対して試験した場合、ラムダＣＩ－ＨＴＬＶ
－ＩＩＩ－β－ガラクトシダーゼ融合タンパク質に対する免疫反応は１９人のエイズ患者
血清において検出され、正常対照からは全く検出されなかった。この結果は、ＯＲＦクロ
ーン＃１２７に含まれるｅｎｖ－ｌｏｒ領域の部分によりコードされるタンパク質がＨＴ
ＬＶ－ＩＩＩ感染細胞内で生産され、そしてエイズ患者の、全部ではないにしても、大部
分に抗体を産生させるということを示している。

本発明は、体液中のＨＴＬＶ－ＩＩＩ　ＤＮＡの存在に関するスクリーニングおよびエイ
ズの診断に利用される。

本明細書で述べた特定の物質および方法に均等の多数の物質および方法が、単に日常的な
実験法を使用することにより当業者によって認識され、また確認されるであろう。このよ
うな均等物は本発明の範囲内であると考えられ、先の特許請求の範囲に包含される。
【図面の簡単な説明】
【図１】図１はＨＴＬＶ－ＩＩＩ　ＤＮＡを表わす。図１．ａはゲノムが制限酵素Ｓｓｔ
Ｉによって切断される部位を示し、図１．ｂは制限酵素Ｋｐｎ，ＥｃｏＲＩおよびＨｉｎ
ｄＩＩＩの作用により作られたＨＴＬＶ－ＩＩＩゲノムの断片を示す。
【図２】図２はＨＴＬＶ－ＩＩＩ　ＤＮＡを示す。図２．Ａはゲノム内の制限酵素部位を
示し、図２．Ｂは読み取り枠クローン内のＤＮＡ挿入物のＨＴＬＶ－ＩＩＩゲノム中での
位置を示す。（＋）および（－）は、それぞれＯＲＦベクターを用いて形質転換した細胞
により発現された融合タンパク質とエイズ患者の血清との反応性および非反応性を示す。
【図３】図３はＨＴＬＶ－ＩＩＩ　ＤＮＡのヌクレオチド配列、および４つの最も長い読
み取り枠の推定上のアミノ酸配列（その１）を示す。ヌクレオチド配列の上に制限酵素部
位を示す。
【図４】図４はＨＴＬＶ－ＩＩＩ　ＤＮＡのヌクレオチド配列、および４つの最も長い読
み取り枠の推定状のアミノ酸配列（その２）を示す。ヌクレオチド配列の上に制限酵素部
位を示す。
【図５】図５はＨＴＬＶ－ＩＩＩ　ＤＮＡのヌクレオチド配列、および４つの最も長い読
み取り枠の推定状のアミノ酸配列（その３）を示す。ヌクレオチド配列の上に制限酵素部
位を示す。
【図６】図６はＨＴＬＶ－ＩＩＩ　ＤＮＡのヌクレオチド配列、および４つの最も長い読
み取り枠の推定状のアミノ酸配列（その４）を示す。ヌクレオチド配列の上に制限酵素部
位を示す。
【図７】図７はＨＴＬＶ－ＩＩＩ　ＤＮＡのヌクレオチド配列、および４つの最も長い読
み取り枠の推定状のアミノ酸配列（その５）を示す。ヌクレオチド配列の上に制限酵素部
位を示す。
【図８】図８はＨＴＬＶ－ＩＩＩ　ＤＮＡのヌクレオチド配列、および４つの最も長い読
み取り枠の推定状のアミノ酸配列（その６）を示す。ヌクレオチド配列の上に制限酵素部
位を示す。
【図９】図９はＨＴＬＶ－ＩＩＩ　ＤＮＡのヌクレオチド配列、および４つの最も長い読
み取り枠の推定状のアミノ酸配列（その７）を示す。ヌクレオチド配列の上に制限酵素部
位を示す。
【図１０】図１０はＨＴＬＶ－ＩＩＩ　ＤＮＡのヌクレオチド配列、および４つの最も長
い読み取り枠の推定状のアミノ酸配列（その８）を示す。ヌクレオチド配列の上に制限酵
素部位を示す。
【図１１】図１１はＨＴＬＶ－ＩＩＩ　ＤＮＡのヌクレオチド配列、および４つの最も長
い読み取り枠の推定状のアミノ酸配列（その９）を示す。ヌクレオチド配列の上に制限酵
素部位を示す。
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【図１２】図１２はＨＴＬＶ－ＩＩＩ　ＤＮＡのヌクレオチド配列、および４つの最も長
い読み取り枠の推定状のアミノ酸配列（その１０）を示す。ヌクレオチド配列の上に制限
酵素部位を示す。
【図１３】図１３はＨＴＬＶ－ＩＩＩ　ＤＮＡのヌクレオチド配列、および４つの最も長
い読み取り枠の推定状のアミノ酸配列（その１１）を示す。ヌクレオチド配列の上に制限
酵素部位を示す。
【図１４】図１４はＨＴＬＶ－ＩＩＩ　ＤＮＡのヌクレオチド配列、および４つの最も長
い読み取り枠の推定状のアミノ酸配列（その１２）を示す。ヌクレオチド配列の上に制限
酵素部位を示す。
【図１５】図１５はＨＴＬＶ－ＩＩＩｅｎｖ－β－ガラクトシダーゼ融合タンパク質のＳ
ＤＳ－ポリアクリルアミドゲル上での位置を示すイムノブロットの写真である。
【図１６】図１６はゲノムが制限酵素ＥｃｏＲＩによって切断される部位、およびＨＴＬ
Ｖ－ＩＩＩ　ＤＮＡを保有する組換えプラスミドの作製を示す。
【図１７】図１７は組換え構成物ｏｍｐＡ１－Ｒ－６，ｏｍｐＡ２－Ｒ－７およびｏｍｐ
Ａ３－Ｒ－３（この中に１．１ＫｂのＥｃｏＲＩ　ＨＴＬＶ－ＩＩＩ　ｃＤＮＡ制限断片
が挿入された）を用いて形質転換した細菌細胞により生産されたペプチドのニトロセルロ
ースフィルター上での位置を示すイムノブロットの写真である。
【図１８】図１８はｏｍｐＡシグナルペプチドのヌクレオチド配列、および組換えプラス
ミドｏｍｐＡ１－Ｒ－６，ｏｍｐＡ２－Ｒ－７，ｏｍｐＡ３－Ｒ－３の関連領域を示す。
【図１９】図１９はＨＴＬＶ－ＩＩＩ　ＤＮＡ組換えプラスミドｏｍｐＡ１－Ｒ－６を含
む大腸菌の溶菌液によるＨＴＬＶ－ＩＩＩ抗原とエイズ血清との間の反応の阻害（レーン
１－５）、および大腸菌対照細胞の溶菌液による上記反応の非阻害（レーン６－１０）を
示すイムノブロットの写真である。
【図２０】図２０は正常人（レーン１－３）およびエイズ患者（レーン４－１１）からの
血清中での、ＨＴＬＶ－ＩＩＩ　ｃＤＮＡの１．１Ｋｂ　ＥｃｏＲＩ　ＨＴＬＶ－ＩＩＩ
制限断片によりコードされるペプチドに対する抗体の有無を示すイムノブロットの写真で
ある。精製したＨＴＬＶ－ＩＩＩウイルス（パネルＡ）、または細菌クローンｏｍｐＡ１
－Ｒ－６（Ｏ１Ｒ６）の全細胞溶菌液（パネルＢ）を血清試料と反応させた。
【図２１】図２１はＨＴＬＶ－ＩＩＩ　ＤＮＡを有する読み取り枠発現ベクターｐＭＲ１
００を示す。
【図２２】図２２はラムダＣＩ－ＨＴＬＶ－ＩＩＩ－β－ガラクトシダーゼ融合タンパク
質を示す。図２２．ＡはラムダＣＩ－ＨＴＬＶ－ＩＩＩ－β－ガラクトシダーゼ融合タン
パク質のＳＤＳ－ポリアクリルアミドゲル上での位置を示すイムノブロットの写真であり
、図２２．Ｂは上記タンパク質とエイズ患者血清との免疫反応を示す写真である。
【配列表】
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