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(54)【発明の名称】 ＨＴＬＶ－ＩＩＩＤＮＡのクローニングおよび発現

(57)【要約】
【目的】  ＨＴＬＶ－ＩＩＩ  ＤＮＡのクローニングに
基づいて、エイズの診断、治療および予防に有用な方法
を提供する。
【構成】  ＨＴＬＶ－ＩＩＩ  ｃＤＮＡを含む組換えベ
クターを用いて形質転換した細胞により発現される免疫
反応性ＨＴＬＶ－ＩＩＩポリペプチド、該ポリペプチド
の製造方法、ＨＴＬＶ－ＩＩＩ遺伝子をコードする単離
されたｃＤＮＡ、ＨＴＬＶ－ＩＩＩウイルスに特異的な
ＨＴＬＶ－ＩＩＩゲノムの部分と本質的に相同であるＤ
ＮＡ配列からなるＤＮＡプローブ、およびＨＴＬＶ－Ｉ
ＩＩポリペプチドが少なくとも１つの他のポリペプチド
に結合してなるハイブリッドタンパク質。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】  env、env-lor、sor、lor、gagおよびpol
からなる群がら選択されるHTLV-IIIオープンリーディン
グフレームのヌクレオチド配列を含む単離されたHTLV-I
II DNA。
【請求項２】  オープンリーディングフレーム配列が図
３～図１４で表される、請求項１に記載のDNA。
【請求項３】  ヌクレオチド配列がHTLV-III env遺伝子
配列である、請求項１に記載のDNA。
【請求項４】  ヌクレオチド配列がHTLV-III env-lor遺
伝子配列である、請求項１に記載のDNA。
【請求項５】  ヌクレオチド配列がHTLV-III sor遺伝子
配列である、請求項１に記載のDNA。
【請求項６】  ヌクレオチド配列がHTLV-III lor遺伝子
配列である、請求項１に記載のDNA。
【請求項７】  ヌクレオチド配列がHTLV-III gag遺伝子
配列である、請求項１に記載のDNA。
【請求項８】  ヌクレオチド配列がHTLV-III po1遺伝子
配列である、請求項１に記載のDNA。
【請求項９】  ヌクレオチド配列がHTLV-III DNAのEcoR
I-EcoRI制限断片である、請求項１に記載のDNA。
【請求項１０】  OmpAまたはpMR100組換えベクター中に
含まれる、請求項１から９のいずれか１項に記載の単離
されたDNA。
【請求項１１】  (a)単離されたHTLV-III DNAを切断し
てDNA断片をつくり；
(b)該DNA断片を発現ベクターに挿入して組換えベクター
を作製し；
(c)該組換えベクターを用いて適当な宿主細胞を形質転
換させ；そして
(d)形質転換宿主細胞を、挿入したHTLV-III DNAによっ
てコードされるポリペプチドを発現させるのに十分な条
件下で培養する;ことから成る、組換えHTLV-IIIポリペ
プチドの生産方法。
【請求項１２】  切断工程がHTLV-III DNAを制限エンド
ヌクレアーゼで消化してDNAの制限断片をつくることか
ら成る、請求項１１に記載の方法。
【請求項１３】  切断工程がHTLV-III DNAを勇断してHT
LV-III DNA断片を得ることから成る、請求項１１に記載
の方法。
【請求項１４】  (i)図３～図１４に示す配列を有するe
nv/env-lorオープンリーディングフレームを含むHTLV-I
II DNAによりコードされるHTLV-III env/env-lorポリペ
プチド；(ii) 図３～図１４に示す配列を有するgagオー
プンリーディングフレームを含むHTLV-III DNAによりコ
ードされるHTLV-III gagポリペプチド；(iii)図３～図
１４に示す配列を有するpolオープンリーディングフレ
ームを含むHTLV-III DNAによりコードされるHTLV-III p
olポリペプチド；および(iv) 図３～図１４に示す配列
を有するsorオープンリーディングフレームを含むHTLV-
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IIIDNAによりコードされるHTLV-III sorポリペプチドか
らなる群から選択される組換えHTLV-IIIポリペプチドを
生産するための、工程：
(a)単離されたHTLV-III DNAを切断してDNA断片をつく
り；
(b)該DNA断片を発現ベクターに挿入して組換えベクター
を作製し；
(c)該組換えベクターを用いて適当な宿主細胞を形質転
換させ；そして
(d)形質転換宿主細胞を、挿入したHTLV-III DNAによっ
てコードされるポリペプチドを発現させるのに十分な条
件下で培養すること；から成る方法。
【請求項１５】  切断工程がHTLV-III DNAを制限エンド
ヌクレアーゼで消化するか、あるいはHTLV-III DNAを勇
断してHTLV-III DNA断片を得ることから成る、請求項１
４に記載の方法。
【請求項１６】  以下の工程：
（ａ）HTLV-III DNAを切断してDNA断片を生じさせ；
（ｂ）該HTLV-III DNA断片をlac z遺伝子コーディング
配列を含むオープンリーディングフレーム発現ベクター
に挿入し、lac zコーディング配列に挿入したHTLV-III 
DNA断片が、工程（ａ）のHTLV-III DNA断片によってコ
ードされるタンパク質とβ－ガラクトシダーゼからなる
融合タンパク質をコードするDNAを含む組換えベクター
を作製し；
（ｃ）該組換えベクターを用いて適当な宿主細胞を形質
転換し；そして
（ｄ）工程（ｂ）の融合タンパク質の発現をさせるのに
十分な条件下で形質転換宿主細胞を培養する；ことから
なる、単離されたHTLV-III gag、pol、sor、またはenv/
env-lorＤＮＡあるいはその断片によってコードされる
単離された組換えHTLV-III gag、pol、sor、またはenv/
env-lorポリペプチドと、β－ガラクトシダーゼからな
る、免疫反応性融合タンパク質の生産方法であって、
前記コードするDNAが、（ａ）約200-500塩基対の断片で
あるか、または（ｂ）図１および図２に示す部位のいず
れかで切断されて生じる制限断片であるか、または
（ｃ）図３～図１４に記載された配列をもち、且つ、前
記ポリペプチドが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、前記ポリペプチドの生産方法。
【請求項１７】  HTLV-III gagとβ－ガラクトシダーゼ
との融合タンパク質が生産される、請求項１６に記載の
方法。
【請求項１８】  HTLV-III polとβ－ガラクトシダーゼ
との融合タンパク質が生産される、請求項１６に記載の
方法。
【請求項１９】  HTLV-III envまたはenv-lorとβ－ガ
ラクトシダーゼとの融合タンパク質が生産される、請求
項１６に記載の方法。
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【請求項２０】  生産されるタンパク質が後天性免疫不
全症候群患者の血清またはHTLV-IIIと反応性の抗体を含
む血清と免疫反応性である、請求項１７～１９のいずれ
か１項に記載の方法。
【請求項２１】  gag、pol、env、env-lor、sorおよびl
orからなる群がら選択されるHTLV-IIIゲノムのヌクレオ
チド配列の少なくとも部と実質的に相同である単離され
たHTLV-III DNA配列を含むDNAプローブ。
【請求項２２】  後天性免疫不全症候群の患者からの血
清またはHTLV-IIIに対する抗体を含む血清と免疫反応性
であるポリペプチドをコードするHTLV-IIIゲノムの部と
実質的に相同であるHTLV-III DNA配列を含む、請求項２
１に記載のDNAプローブ。
【請求項２３】  gag、pol、env、env-lor、sorおよび1
orからなる群がら選択されるHTLV-III遺伝子の単離され
たHTLV-III RNA転写物。
【請求項２４】  転写物がHTLV-IIIのenv遺伝子のもの
である、請求項２３に記載の単離されたRNA転写物。
【請求項２５】  転写物がHTLV-IIIのenv-1or遺伝子の
ものである、請求項２３に記載の単離されたRNA転写
物。
【請求項２６】  転写物がHTLV-IIIのgag遺伝子のもの
である、請求項２３に記載の単離されたRNA転写物。
【請求項２７】  転写物がHTLV-IIIのsor遺伝子のもの
である、請求項２３に記載の単離されたRNA転写物。
【請求項２８】  転写物がHTLV-IIIのlor遺伝子のもの
である、請求項２３に記載の単離されたRNA転写物。
【請求項２９】  転写物が検出可能なシグナルを出す標
識をもつ、請求項２３から２８のいずれか１項に記載の
単離されたRNA転写物。
【請求項３０】  標識がラジオアイソトープである、請
求項２９に記載の単離されたRNA転写物。
【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（ＨＴＬ
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Ｖ－ＩＩＩ）の検出、単離および連続生産」、サイエン
ス，２２４：４９７－５００（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－ＩＩ
Ｉ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１０
０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Ｈ
ＴＬＶ－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（Ｇａｌｌｏ）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」、サイエンス，２２４：５００－５０３（１９
８４）を参照されたい。例えば、ＨＴＬＶ－ＩおよびＨ
ＴＬＶ－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
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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－ＩＩ
Ｉゲノムはｅｎｖ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－Ｉ
ＩＩ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】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ＤＮ
Ａ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
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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ＨＴＬ
Ｖ－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。Ｈ
ＴＬＶ－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Ｈ
ＴＬＶ－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ＨＴＬＶ－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－Ｉ
ＩＩ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、Ｈ
ＴＬＶ－Ｉによる感染はＴ細胞白血病－リンパ腫（ＯＫ
Ｔ４（＋）細胞の悪性化）の低い発生率をもたらす。Ｈ
ＴＬＶ－Ｉ患者の場合もある程度の免疫不全を示す。Ｈ
ＴＬＶ－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
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7
めにエンベロープ糖タン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ＤＮ
Ａ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－Ｉ
ＩＩ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ＨＴＬＶ－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ｇａｇ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ＥｃｏＲ
Ｉ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Ｈ
ＴＬＶ－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ｌｏｒ
ＤＮＡ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－ｌ
ｏｒ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
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（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－ＩＩ
Ｉ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Ｄ
ＮＡ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－Ｉ
ＩＩ  ＤＮＡ配列を検定するのに有用である。
ＨＴＬＶ－ＩＩＩポリペプチド
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  ＥｃｏＲ
Ｉ制限断片によりコードされる１５Ｋｄのペプチド、お
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9
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２０
０～５００ｂｐ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，ｌａｃ，Ｔｒｐ，ＯＲＦおよ
びラムダｇｔ１１である。さらに、ｐＳＶ２８ｐｔ，ｐ
ＳＶ２ｎｅｏ，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ＧＡＬ１
０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（ＭａｃＣｏｎｋｅ
ｙ）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ｅｎｖ  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】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
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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－ＩＩ
Ｉ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（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
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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

10
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Ｋｐ
ｎ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－ＨｉｎｄＩＩＩ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Ｔ

4
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ｐＭ
Ｒ１００ベクターのＳｍａＩ部位で起こり、ｐＭＲ１０
０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－ｌ
ａｃＺ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－ＨＴ
ＬＶ－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。ｐＭＲ１００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ＤＮＡ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
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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】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－ｌ
ａｃＩＺ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。ｐＭ
Ｒ１００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Ｃｌ
ａＩ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ｍｐ１
８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。
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【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，ｓｏｒ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Ｄ
ＮＡ塩基配列決定によって詳細に調べた。
ＨＴＬＶ－ＩＩＩ  ＤＮＡのヌクレオチド配列決定
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３００～５
００ｂｐ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－ＩＩ
Ｉゲノム（ＢＨ１０）のヌクレオチド配列を図３～図１
４に示す。ここにはｇａｇタンパク質ｐ１７およびｇａ
ｇｐ２４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
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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１８２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Ｘｂ
ａＩ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ＨＴ
ＬＶ－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－Ｓｔａａ
ｌ）のネイチャー，３１２，１９８４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，Ｂ
Ｈ８およびＢＨ５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Ｈ
ｉｒｔ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ＨＸＢ２の一部はマクサム
－ギルバード法〔Ａ．Ｍ．ＭａｘａｍおよびＧｉｌｂｅ
ｒｔ，Ｍｅｔｈｏｄｓ  ｉｎ  Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ，
６５：４９９－５６０（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に特異的なＲＮＡ，ＲＮＡプローブお
よびＤＮＡプローブの作製
ＨＴＬＶ－ＩＩＩからの全遺伝子または遺伝子セグメン
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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Ｔ７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－ＩＩＩ  ＤＮ
Ａ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－ＩＩＩの検出に利用できるようにＨ
ＴＬＶ－ＩＩＩゲノムの特定領域を含まねばならない。
ＨＴＬＶ－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－Ｉ
ＩＩ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、ＨＴ
ＬＶ－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
ル抗体の生産
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、ＨＴ
ＬＶ－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
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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（Ｍｉｌｓｔｅｉｎ）のネイチャー（ロンドン）２
５６，４９５－４９７（１９７５）；Ｒ．ケネット（Ｋ
ｅｎｎｅｔ）のモノクローナル抗体（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、コズボー（Ｋｏｚ
ｂｏｒ）およびロドー（Ｒｏｄｏｒ）のＩｍｍｕｎｏｌ
ｏｇｙ  Ｔｏｄａｙ  ４（３），７２－７９（１９８
３）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－ＩＩＩ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
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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。
実施例１
超音波処理されたＤＮＡ断片の作製
ゲルにより精製したＨＴＬＶ－ＩＩＩ制限酵素断片１０
μｇを超音波処理して、平均５００ｂｐ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×ＴＢＥ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  ｐＨ
７．５、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（２００～５００ｂｐ）のＤ
ＮＡ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３
７℃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１００μＭ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。
実施例２
ランダムにせん断したＤＮＡ断片のクローニング
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Ｓ
ｍａＩ部位に連結し、そして標準形質転換法を使って宿
主細胞ＬＧ９０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。
実施例３
ハイブリッドタンパク質分析
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（Ｌａ
ｅｍｍｌｉ）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
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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
（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（ｍ
ｅｒｔｈｉｏｌａｔｅ）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２
０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、125

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。
実施例４
コロニーハイブリダイゼーションによるＨＴＬＶ－ＩＩ
Ｉ  ＯＲＦライブラリーのスクリーニング
大腸菌ＬＧ９０形質転換体は意図するＤＮＡ領域（例え
ばＨＴＬＶ－ＩＩＩｇａｇ，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（Ｇｒｕｎｓ
ｔｅｉｎ）およびホグネス（Ｈｏｇｎｅｓｓ）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０．５×１０8ｃｐ
ｍ／μｇの比活性に32Ｐで標識した。〔Ｐ．Ｗ．Ｊ．リ
グビー（Ｒｉｇｂｙ）らのＪ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．，１
１３，２３７（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  ｓ
ｏｌｕｔｉｏｎ：ポリビニルピロリドン，フイコルおよ
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びウシ血清アルブミン各々０．０２％）、１０μｇ／ｍ
ｌ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５５℃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。
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
発現ベクターとしてｐＩＮ－ＩＩＩ－ｏｍｐＡ（ｏｍｐ
Ａ）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（ｌｐ
ｐ）およびｌａｃＵＶ５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ｌａ
ｃ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、ＨｉｎｄＩＩＩ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ＤＮ
Ａが挿入される。
【００５０】ベクターラムダｇｔＷＥＳラムダＢのＳｓ
ｔＩ部位に９Ｋｂの長いＨＴＬＶ－ＩＩＩ  ＤＮＡ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ＨＴ
ＬＶ－ＩＩＩ  ＤＮＡプローブを使用するｉｎ  ｓｉｔ
ｕ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ＨＴ
ＬＶ－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％ＳＤ
Ｓ－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125Ｉ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Ｅｃｏ
ＲＩ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
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中３７℃でＯＤ

600
＝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ＩＰＴＧ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），Ｏｍｐ

Ａ
2
－Ｒ－７（Ｏ２Ｒ７）およびＯｍｐＡ

3
－Ｒ－３（Ｏ

３Ｒ３）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ｐｏｌ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ＤＮ
Ａ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Ｏ２Ｒ７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、Ｓ
ｈｉｎｅ－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－Ｉ
ＩＩのｐｏｌ遺伝子の３′末端セグメントによりコード
される１３５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ＯｍｐＡ

3
ベ

クターによってコードされるシグナルペプチドからのも
のであり、残りの１４個は挿入ＨＴＬＶ－ＩＩＩ  ＤＮ
Ａそれ自体によってコードされると思われる。１６．５
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Ｋｄペプチドはプロセッシングを受けた１９Ｋｄ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ＡＵＧ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ＤＮＡ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１．１Ｋｂ  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Ｅｃ
ｏＲＩ／ＮｄｅＩ断片のみを含むクローンがまだ同じ１
５Ｋｄ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ＳＯ
Ｒ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ＨＴＬ
Ｖ－ＩＩＩ抗体との免疫反応性が非常に乏しいラムダＣ
Ｉ－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ＨＴ
ＬＶ－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ＨＴＬ
Ｖ－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ＨＴＬＶ－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、125Ｉ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
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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。
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
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９Ｋ
ｂ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ｌ
ａｃプロモーターＤＮＡセグメントを含む。ＳｍａＩク
ローニング部位を含む短いリンカーＤＮＡ断片を、ｌａ
ｃＩＺ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Ｌ
Ｇ９０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。32Ｐで標識し、ニ
ックトランスレーションされたＨＴＬＶ－ＩＩＩ  ＤＮ
Ａ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－
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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ＨＴＬＶ－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ｌａ
ｃＩＺ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％ＳＤＳ－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。ｐＭＲ
２００のｌａｃＩＺ遺伝子は、ｐＭＲ１００のｌａｃＩ
Ｚ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－ＩＩＩＤＮＡ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125Ｉ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－ＩＩＩ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ｐＭＲ２０
０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
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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  Ｄ
ＮＡ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。Ｌ
ａｃ+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32Ｐ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ＯＲ
Ｆ－Ａ，ＯＲＦ－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。ｇ
ａｇ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－ＩＩのｅｎｖ
遺伝子構造を暗示する。しかしながら、ｓｏｒ（ｓｈｏ
ｒｔ  ｏｐｅｎ  ｒｅａｄｉｎｇ  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ＨＴＬ
Ｖ－ＩＩのｌｏｒの少なくとも２倍の長さであり、この*
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*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＃１９
１）、ＯＲＦ－Ｂ（例えば＃１３，３１および１６２）
またはＯＲＦ－Ｄ（例えば＃１１３，１２１および１２
７）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－ｌｏ
ｒ領域が推定されるｌｏｒ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、Ｈ
ＴＬＶ－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ＨＴＬＶ－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。
産業上の適用可能性
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。
均  等  物
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ＳｓｔＩ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ＨｉｎｄＩＩＩの作用により作られたＨＴＬＶ－Ｉ
ＩＩ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
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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。
【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*
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*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
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ＨＴＬＶ－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ｏｍｐＡ３－Ｒ－３（この中
に１．１ＫｂのＥｃｏＲＩ  ＨＴＬＶ－ＩＩＩ  ｃＤＮ
Ａ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  ＨＴＬ
Ｖ－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ｐＭＲ１００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】

                          SEQUENCE LISTING
 (1) GENERAL INFORMATION:
    (iii) NUMBER OF SEQUENCES: 11



(15) 特開２００３－３８１９０

 (2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:1:
    (i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
        (A) LENGTH: 492 base pairs
        (B) TYPE: nucleic acid
        (C) STRANDEDNESS: single
        (D) TOPOLOGY: linear
    (ii) MOLECULE TYPE: DNA (genomic)
    (iii) HYPOTHETICAL: NO
    (vi) ORIGINAL SOURCE:
        (A) ORGANISM: HTLVIII
    (ix) FEATURE:
        (A) NAME/KEY: misc.sub. feature
        (B) LOCATION: 1..492
        (D) OTHER INFORMATION: standard.s
ub.name = "Clone BH10"
                               note =  "Corresponds t
o nucleotide
                               positions 453 to 39  i
n figure 3 of
                               US 06/693,866 (parent
)"
    (xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO
:1:
tggaagggct aattcactcc caacgaagac aaga
tatcct tgatctgtgg atctaccaca   60
cacaaggcta cttccctgat tagcagaact acac
accagg gccagggatc agatatccac  120
tgacctttgg atggtgctac aagctagtac cagt
tgagcc agagaagtta gaagaagcca  180
acaaaggaga gaacaccagc ttgttacacc ctgt
gagcct gcatggaatg gatgacccgg  240
agagagaagt gttagagtgg aggtttgaca gccg
cctagc atttcatcac atggcccgag  300
agctgcatcc ggagtacttc aagaactgct gaca
tcgagc ttgctacaag ggactttccg  360
ctggggactt tccagggagg cgtggcctgg gcgg
gactgg ggagtggcga gccctcagat  420
cctgcatata agcagctgct ttttgcctgt actg
ggtctc tctggttaga ccagatctga  480
gcctgggagc tc                                             
         492
 (2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:2:
    (i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
        (A) LENGTH: 492 base  pairs
        (B) TYPE: nucleic acid
        (C) STRANDEDNESS: single
        (D) TOPOLOGY: linear
    (ii) MOLECULE TYPE: DNA (genomic)
    (iii) HYPOTHETICAL: NO
    (vi) ORIGINAL SOURCE:
        (A) ORGANISM: HTLVIII
    (ix) FEATURE:
        (A) NAME/KEY: misc.sub.  feature
        (B) LOCATION: 1..492
        (D) OTHER INFORMATION: standard.s
ub. name= "Clone BH8"
                               note =  "Corresponds t
o nucleotide
                               positions 453 to 39  i
n figure 3 of
                               US 06/693,866 (parent
)"
    (xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO
:2:
tggaagggct aattcactcc caacgaagac aaga
tatcct tgatctgtgg atccaccaca   60
cacaaggcta cttccctgat tggcagaact acac
accagg gccaggagtc agatatccac  120
tgacctttgg atggtgctac aagctagtac cagt
tgagcc agagaagtaa gaagaagcca  180
ataaaggaga gaacaccagc ttgttacacc ctgt
gagcct gcatggaatg gatgaccctg  240
agagagaagt gttagagtgg aggtttgaca gccg
cctagc atttcatcac atggcccgag  300



(16) 特開２００３－３８１９０

agctgcatcc ggagtacttc aagaactgct gata
tcgagc ttgctacaag ggactttccg  360
ctggggactt tccagggagg cgtggcctgg gcgg
gactgg ggagtggcga gccctcagat  420
cctgcatata agcagctgct ttttgcctgt actg
ggtctc tctggttaga ccagatctga  480
gcctgggagc tc                                             
         492
 (2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:3:
    (i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
        (A) LENGTH: 182 base pairs
        (B) TYPE: nucleic acid
        (C) STRANDEDNESS: single
        (D) TOPOLOGY: linear
    (ii) MOLECULE TYPE: DNA (genomic)
    (iii) HYPOTHETICAL: NO
    (vi) ORIGINAL SOURCE:
        (A) ORGANISM: HTLVIII
    (ix) FEATURE:
        (A) NAME/KEY: misc.sub.  feature
        (B) LOCATION: 1..182
        (D) OTHER INFORMATION: standard.s
ub. name= "Clone HXB2"
                               note =  "Corresponds t
o nucleotide 
                               positions 40 to 221 in
  figure 3 of
                               US 06/693,866 (parent
)"
    (xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO
:3:
tctggctaac tagggaaccc actgcttaag cctc
aataaa gcttgccttg agtgcttcaa   60
gtagtgtgtg cccgtctgtt gtgtgactct ggta
actaga gatccctcag acccttttag  120
tcagtgtgga aaatctctag cagtggcgcc cgaa
caggga cctgaaagcg aaagggaaac  180
ca                                                                 1
82
 (2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:4:
    (i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
        (A) LENGTH: 8933 base pairs
        (B) TYPE: nucleic acid
        (C) STRANDEDNESS: single
        (D) TOPOLOGY: linear
    (ii) MOLECULE TYPE: DNA (genomic)
    (iii) HYPOTHETICAL: NO
    (vi) ORIGINAL SOURCE:
        (A) ORGANISM: HTLVIII
    (ix) FEATURE:
        (A) NAME/KEY: misc.sub. feature
        (B) LOCATION: 1..8933
        (D) OTHER INFORMATION: standard.s
ub. name = "Clone BH10"
                               note =  "Corresponds t
o nucleotide
                               positions 222 to 9154
 in figure 3 of
                               EP 85307260"
    (ix) FEATURE:
        (A) NAME/KEY: mat.sub. peptide
        (B) LOCATION: 113..1648
        (D) OTHER INFORMATION:  /product =
 "gag"
    (ix) FEATURE:
        (A) NAME/KEY: mat.sub. peptide
        (B) LOCATION: 1408..4452
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        (D) OTHER INFORMATION: product = "
pol"
    (ix) FEATURE:
        (A) NAME/KEY: mat.sub. peptide
        (B) LOCATION: 4367..4975
        (D) OTHER INFORMATION: product = "
sor"
    (ix) FEATURE:
        (A) NAME/KEY: mat.sub. peptide
        (B) LOCATION: 5560..8148
        (D) OTHER INFORMATION:  /product =
 "env"
    (xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO
:4:
gagctctctc gacgcaggac tcggcttgct gaag
cgcgca cggcaagagg cgaggggcgg   60
cgactggtga gtacgccaaa aattttgact agcg
gaggct agaaggagag agatgggtgc  120
gagagcgtca gtattaagcg ggggagaatt agat
cgatgg gaaaaaattc ggttaaggcc  180
agggggaaag aaaaaatata aattaaaaca tata
gtatgg gcaagcaggg agctagaacg  240
attcgcagtt aatcctggcc tgttagaaac atca
gaaggc tgtagacaaa tactgggaca  300
gctacaacca tcccttcaga caggatcaga agaa
cttaga tcattatata atacagtagc  360
aaccctctat tgtgtgcatc aaaggataga gata
aaagac accaaggaag ctttagacaa  420
gatagaggaa gagcaaaaca aaagtaagaa aaaa
gcacag caagcagcag ctgacacagg  480
acacagcagt caggtcagcc aaaattaccc tata
gtgcag aacatccagg ggcaaatggt  540
acatcaggcc atatcaccta gaactttaaa tgca
tgggta aaagtagtag aagagaaggc  600
tttcagccca gaagtaatac ccatgttttc agca
ttatca gaaggagcca ccccacaaga  660
tttaaacacc atgctaaaca cagtgggggg acat
caagca gccatgcaaa tgttaaaaga  720
gaccatcaat gaggaagctg cagaatggga taga
gtacat ccagtgcatg cagggcctat  780
tgcaccaggc cagatgagag aaccaagggg aagt
gacata gcaggaacta ctagtaccct  840
tcaggaacaa ataggatgga tgacaaataa tcca
cctatc ccagtaggag aaatttataa  900
aagatggata atcctgggat taaataaaat agta
agaatg tatagcccta ccagcattct  960
ggacataaga caaggaccaa aagaaccttt taga
gactat gtagaccggt tctataaaac 1020
tctaagagcc gagcaagctt cacaggaggt aaaa
aattgg atgacagaaa ccttgttggt 1080
ccaaaatgcg aacccagatt gtaagactat ttta
aaagca ttgggaccag cggctacact 1140
agaagaaatg atgacagcat gtcagggagt agga
ggaccc ggccataagg caagagtttt 1200
ggctgaagca atgagccaag taacaaatac agct
accata atgatgcaga gaggcaattt 1260
taggaaccaa agaaagatgg ttaagtgttt caat
tgtggc aaagaagggc acacagccag 1320
aaattgcagg gcccctagga aaaagggctg ttgg
aaatgt ggaaaggaag gacaccaaat 1380
gaaagattgt actgagagac aggctaattt ttta
gggaag atctggcctt cctacaaggg 1440
aaggccaggg aattttcttc agagcagacc agag
ccaaca gccccaccat ttcttcagag 1500
cagaccagag ccaacagccc caccagaaga gagc
ttcagg tctggggtag agacaacaac 1560
tccccctcag aagcaggagc cgatagacaa ggaa
ctgtat cctttaactt ccctcagatc 1620
actctttggc aacgacccct cgtcacaata aaga
tagggg ggcaactaaa ggaagctcta 1680
ttagatacag gagcagatga tacagtatta gaag
aaatga gtttgccagg aagatggaaa 1740
ccaaaaatga tagggggaat tggaggtttt atca
aagtaa gacagtatga tcagatactc 1800
atagaaatct gtggacataa agctataggt acag
tattag taggacctac acctgtcaac 1860
ataattggaa gaaatctgtt gactcagatt ggtt
gcactt taaattttcc cattagccct 1920
attgagactg taccagtaaa attaaagcca ggaa
tggatg gcccaaaagt taaacaatgg 1980
ccattgacag aagaaaaaat aaaagcatta gtag
aaattt gtacagaaat ggaaaaggaa 2040
gggaaaattt caaaaattgg gcctgagaat ccat
acaata ctccagtatt tgccataaag 2100
aaaaaagaca gtactaaatg gagaaaatta gtag
atttca gagaacttaa taagagaact 2160
caagacttct gggaagttca attaggaata ccac
atcccg cagggttaaa aaagaaaaaa 2220
tcagtaacag tactggatgt gggtgatgca tatt
tttcag ttcccttaga tgaagacttc 2280
aggaagtata ctgcatttac catacctagt ataa
acaatg agacaccagg gattagatat 2340
cagtacaatg tgcttccaca gggatggaaa ggat
caccag caatattcca aagtagcatg 2400



(18) 特開２００３－３８１９０

acaaaaatct tagagccttt taaaaaacaa aatc
cagaca tagttatcta tcaatacatg 2460
gatgatttgt atgtaggatc tgacttagaa atag
ggcagc atagaacaaa aatagaggag 2520
ctgagacaac atctgttgag gtggggactt acca
caccag acaaaaaaca tcagaaagaa 2580
cctccattcc tttggatggg ttatgaactc catc
ctgata aatggacagt acagcctata 2640
gtgctgccag aaaaagacag ctggactgtc aatg
acatac agaagttagt ggggaaattg 2700
aattgggcaa gtcagattta cccagggatt aaag
taaggc aattatgtaa actccttaga 2760
ggaaccaaag cactaacaga agtaatacca ctaa
cagaag aagcagagct agaactggca 2820
gaaaacagag agattctaaa agaaccagta catg
gagtgt attatgaccc atcaaaagac 2880
ttaatagcag aaatacagaa gcaggggcaa ggcc
aatgga catatcaaat ttatcaagag 2940
ccatttaaaa atctgaaaac aggaaaatat gcaa
gaatga ggggtgccca cactaatgat 3000
gtaaaacaat taacagaggc agtgcaaaaa ataa
ccacag aaagcatagt aatatgggga 3060
aagactccta aatttaaact acccatacaa aagg
aaacat gggaaacatg gtggacagag 3120
tattggcaag ccacctggat tcctgagtgg gagt
ttgtta atacccctcc tttagtgaaa 3180
ttatggtacc agttagagaa agaacccata gtag
gagcag aaaccttcta tgtagatggg 3240
gcagctaaca gggagactaa attaggaaaa gcag
gatatg ttactaacaa aggaagacaa 3300
aaggttgtcc ccctaactaa cacaacaaat caga
aaactg agttacaagc aatttatcta 3360
gctttgcagg attcaggatt agaagtaaac atag
taacag actcacaata tgcattagga 3420
atcattcaag cacaaccaga taaaagtgaa tcag
agttag tcaatcaaat aatagagcag 3480
ttaataaaaa aggaaaaggt ctatctggca tggg
taccag cacacaaagg aattggagga 3540
aatgaacaag tagataaatt agtcagtgct ggaa
tcagga aaatactatt tttagatgga 3600
atagataagg cccaagatga acatgagaaa tatc
acagta attggagagc aatggctagt 3660
gattttaacc tgccacctgt agtagcaaaa gaaa
tagtag ccagctgtga taaatgtcag 3720
ctaaaaggag aagccatgca tggacaagta gact
gtagtc caggaatatg gcaactagat 3780
tgtacacatt tagaaggaaa agttatcctg gtag
cagttc atgtagccag tggatatata 3840
gaagcagaag ttattccagc agaaacaggg cagg
aaacag catattttct tttaaaatta 3900
gcaggaagat ggccagtaaa aacaatacat acag
acaatg gcagcaattt caccagtgct 3960
acggttaagg ccgcctgttg gtgggcggga atca
agcagg aatttggaat tccctacaat 4020
ccccaaagtc aaggagtagt agaatctatg aata
aagaat taaagaaaat tataggacag 4080
gtaagagatc aggctgaaca tcttaagaca gcag
tacaaa tggcagtatt catccacaat 4140
tttaaaagaa aaggggggat tggggggtac agtg
cagggg aaagaatagt agacataata 4200
gcaacagaca tacaaactaa agaattacaa aaac
aaatta caaaaattca aaattttcgg 4260
gtttattaca gggacagcag aaatccactt tgga
aaggac cagcaaagct cctctggaaa 4320
ggtgaagggg cagtagtaat acaagataat agtg
acataa aagtagtgcc aagaagaaaa 4380
gcaaagatca ttagggatta tggaaaacag atgg
caggtg atgattgtgt ggcaagtaga 4440
caggatgagg attagaacat ggaaaagttt agta
aaacac catatgtatg tttcagggaa 4500
agctagggga tggttttata gacatcacta tgaa
agccct catccaagaa taagttcaga 4560
agtacacatc ccactagggg atgctagatt ggta
ataaca acatattggg gtctgcatac 4620
aggagaaaga gactggcatt tgggtcaggg agtc
tccata gaatggagga aaaagagata 4680
tagcacacaa gtagaccctg aactagcaga ccaa
ctaatt catctgtatt actttgactg 4740
tttttcagac tctgctataa gaaaggcctt atta
ggacac atagttagcc ctaggtgtga 4800
atatcaagca ggacataaca aggtaggatc tcta
caatac ttggcactag cagcattaat 4860
aacaccaaaa aagataaagc cacctttgcc tagt
gttacg aaactgacag aggatagatg 4920
gaacaagccc cagaagacca agggccacag aggg
agccac acaatgaatg gacactagag 4980
cttttagagg agcttaagaa tgaagctgtt agac
attttc ctaggatttg gctccatggc 5040
ttagggcaac atatctatga aacttatggg gata
cttggg caggagtgga agccataata 5100
agaattctgc aacaactgct gtttatccat tttc
agaatt gggtgtcgac atagcagaat 5160
aggcgttact cgacagagga gagcaagaaa tgga
gccagt agatcctaga ctagagccct 5220
ggaagcatcc aggaagtcag cctaaaactg cttg
taccaa ttgctattgt aaaaagtgtt 5280
gctttcattg ccaagtttgt ttcataacaa aagc
cttagg catctcctat ggcaggaaga 5340
agcggagaca gcgacgaaga cctcctcaag gcag
tcagac tcatcaagtt tctctatcaa 5400



(19) 特開２００３－３８１９０

agcagtaagt agtacatgta atgcaaccta taca
aatagc aatagtagca ttagtagtag 5460
caataataat agcaatagtt gtgtggtcca tagt
aatcat agaatatagg aaaatattaa 5520
gacaaagaaa aatagacagg ttaattgata gact
aataga aagagcagaa gacagtggca 5580
atgagagtga aggagaaata tcagcacttg tgga
gatggg ggtggagatg gggcaccatg 5640
ctccttggga tgttgatgat ctgtagtgct acag
aaaaat tgtgggtcac agtctattat 5700
ggggtacctg tgtggaagga agcaaccacc actc
tatttt gtgcatcaga tgctaaagca 5760
tatgatacag aggtacataa tgtttgggcc acac
atgcct gtgtacccac agaccccaac 5820
ccacaagaag tagtattggt aaatgtgaca gaaa
atttta acatgtggaa aaatgacatg 5880
gtagaacaga tgcatgagga tataatcagt ttat
gggatc aaagcctaaa gccatgtgta 5940
aaattaaccc cactctgtgt tagtttaaag tgca
ctgatt tgaagaatga tactaatacc 6000
aatagtagta gcgggagaat gataatggag aaag
gagaga taaaaaactg ctctttcaat 6060
atcagcacaa gcataagagg taaggtgcag aaag
aatatg cattttttta taaacttgat 6120
ataataccaa tagataatga tactaccagc tata
cgttga caagttgtaa cacctcagtc 6180
attacacagg cctgtccaaa ggtatccttt gagc
caattc ccatacatta ttgtgccccg 6240
gctggttttg cgattctaaa atgtaataat aaga
cgttca atggaacagg accatgtaca 6300
aatgtcagca cagtacaatg tacacatgga atta
ggccag tagtatcaac tcaactgctg 6360
ttaaatggca gtctggcaga agaagaggta gtaa
ttagat ctgccaattt cacagacaat 6420
gctaaaacca taatagtaca gctgaaccaa tctg
tagaaa ttaattgtac aagacccaac 6480
aacaatacaa gaaaaagtat ccgtatccag agag
gaccag ggagagcatt tgttacaata 6540
ggaaaaatag gaaatatgag acaagcacat tgta
acatta gtagagcaaa atggaataac 6600
actttaaaac agatagatag caaattaaga gaac
aatttg gaaataataa aacaataatc 6660
tttaagcagt cctcaggagg ggacccagaa attg
taacgc acagttttaa ttgtggaggg 6720
gaatttttct actgtaattc aacacaactg ttta
atagta cttggtttaa tagtacttgg 6780
agtactaaag ggtcaaataa cactgaagga agtg
acacaa tcaccctccc atgcagaata 6840
aaacaaatta taaacatgtg gcaggaagta ggaa
aagcaa tgtatgcccc tcccatcagt 6900
ggacaaatta gatgttcatc aaatattaca gggc
tgctat taacaagaga tggtggtaat 6960
agcaacaatg agtccgagat cttcagacct ggag
gaggag atatgaggga caattggaga 7020
agtgaattat ataaatataa agtagtaaaa attg
aaccat taggagtagc acccaccaag 7080
gcaaagagaa gagtggtgca gagagaaaaa agag
cagtgg gaataggagc tttgttcctt 7140
gggttcttgg gagcagcagg aagcactatg ggcg
cagcgt caatgacgct gacggtacag 7200
gccagacaat tattgtctgg tatagtgcag cagc
agaaca atttgctgag ggctattgag 7260
gcgcaacagc atctgttgca actcacagtc tggg
gcatca agcagctcca ggcaagaatc 7320
ctggctgtgg aaagatacct aaaggatcaa cagc
tcctgg ggatttgggg ttgctctgga 7380
aaactcattt gcaccactgc tgtgccttgg aatg
ctagtt ggagtaataa atctctggaa 7440
cagatttgga ataacatgac ctggatggag tggg
acagag aaattaacaa ttacacaagc 7500
ttaatacact ccttaattga agaatcgcaa aacc
agcaag aaaagaatga acaagaatta 7560
ttggaattag ataaatgggc aagtttgtgg aatt
ggttta acataacaaa ttggctgtgg 7620
tatataaaat tattcataat gatagtagga ggct
tggtag gtttaagaat agtttttgct 7680
gtactttctg tagtgaatag agttaggcag ggat
attcac cattatcgtt tcagacccac 7740
ctcccaatcc cgaggggacc cgacaggccc gaag
gaatag aagaagaagg tggagagaga 7800
gacagagaca gatccattcg attagtgaac ggat
ccttag cacttatctg ggacgatctg 7860
cggagcctgt gcctcttcag ctaccaccgc ttga
gagact tactcttgat tgtaacgagg 7920
attgtggaac ttctgggacg cagggggtgg gaag
ccctca aatattggtg gaatctccta 7980
cagtattgga gtcaggagct aaagaatagt gctg
ttagct tgctcaatgc cacagctata 8040
gcagtagctg aggggacaga tagggttata gaag
tagtac aaggagctta tagagctatt 8100
cgccacatac ctagaagaat aagacagggc ttgg
aaagga ttttgctata agatgggtgg 8160
caagtggtca aaaagtagtg tggttggatg gcct
gctgta agggaaagaa tgagacgagc 8220
tgagccagca gcagatgggg tgggagcagc atct
cgagac ctagaaaaac atggagcaat 8280
cacaagtagc aacacagcag ctaacaatgc tgat
tgtgcc tggctagaag cacaagagga 8340
ggaggaggtg ggttttccag tcacacctca ggta
ccttta agaccaatga cttacaaggc 8400
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agctgtagat cttagccact ttttaaaaga aaag
ggggga ctggaagggc taattcactc 8460
ccaacgaaga caagatatcc ttgatctgtg gatc
taccac acacaaggct acttccctga 8520
ttagcagaac tacacaccag ggccagggat caga
tatcca ctgacctttg gatggtgcta 8580
caagctagta ccagttgagc cagagaagtt agaa
gaagcc aacaaaggag agaacaccag 8640
cttgttacac cctgtgagcc tgcatggaat ggat
gacccg gagagagaag tgttagagtg 8700
gaggtttgac agccgcctag catttcatca catg
gcccga gagctgcatc cggagtactt 8760
caagaactgc tgacatcgag cttgctacaa ggga
ctttcc gctggggact ttccagggag 8820
gcgtggcctg ggcgggactg gggagtggcg agcc
ctcaga tcctgcatat aagcagctgc 8880
tttttgcctg tactgggtct ctctggttag acca
gatctg agcctgggag ctc        8933
 (2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:5:
    (i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
        (A) LENGTH: 5362 base pairs
        (B) TYPE: nucleic acid
        (C) STRANDEDNESS: single
        (D) TOPOLOGY: linear
    (ii) MOLECULE TYPE: DNA (genomic)
    (iii) HYPOTHETICAL: NO
    (vi) ORIGINAL SOURCE:
        (A) ORGANISM: HTLVIII
    (ix) FEATURE:
        (A) NAME/KEY: misc.sub. feature
        (B) LOCATION: 1..5362
        (D) OTHER INFORMATION: standard.s
ub. name = "Clone BH5"
                               note =  "Corresponds t
o nucleotide
                               positions 222 to 5585
 in figure 3 of
                               US 06/693,866 (parent
)"
    (xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO
:5:
gagctctctc gacgcaggac tcggcttgcg agcg
cgcacg gcaagaggcg aggggcggcg   60
actggtgagt acgccaaaaa ttttgactag cgga
ggctag aaggagagag atgggtgcga  120
gagcgtcagt attaagcggg ggagaattag atcg
atggga aaaaattcgg ttaaggccag  180
ggggaaagaa aaaatataaa ttaaaacata tagt
atgggc aagcagggag ctagaacgat  240
tcgcagttaa tcctggcctg ttagaaacat caga
aggctg tagacaaata ctgggacagc  300
tacaaccatc ccttcagaca ggatcagaag aact
tagatc attatataat acagtagcaa  360
ccctctattg tgtgcatcaa aggatagaga taaa
agacac caaggaagct ttagacaaga  420
tagaggaaga gcaaaacaaa agtaagaaaa aagc
acagca agcagcagct gacacaggac  480
acagcagtca ggtcagccaa aattacccta tagt
gcagaa catccagggg caaatggtac  540
atcaggccat atcacctaga actttaaatg catg
ggtaaa agtagtagaa gagaaggctt  600
tcagcccaga agtgataccc atgttttcag catt
atcaga aggagccacc ccacaagatt  660
taaacaccat gctaaacaca gtggggggac atca
agcagc catgcaaatg ttaaaagaga  720
ccatcaatga ggaagctgca gaatgggata gagt
gcatcc agtgcatgca gggcctatcg  780
caccaggcca gatgagagaa ccaaggggaa gtga
catagc aggaactact agtacccttc  840
aggaacaaat aggatggatg acaaataatc cacc
tatccc agtaggagaa atttataaaa  900
gatggataat cctgggatta aataaaatag taag
gatgta tagtcctacc agcattctgg  960
acataagaca aggaccaaag gaacccttta gaga
ctatgt agaccggttc tataaaactc 1020
taagagccga gcaagcttca caggaagtaa aaaa
ttggat gacagaaacc ttgttggtcc 1080
aaaatgcgaa cccagattgt aagactattt taaa
agcatt gggaccagcg gctacactag 1140
aagaaatgat gacagcatgt cagggagtag gagg
acccgg ccataaggca agagttttgg 1200
ctgaagcaat gagccaagta acaaattcaa ctac
cataat gatgcaaaga ggcaatttta 1260
ggaaccaaag aaaaattgtt aagtgtttca attg
tggcaa agaagggcac atagcaagaa 1320
attgcaaggc ccctagaaaa aagggctgtt ggaa
atgtgg aaaggaagga caccaaatga 1380
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aagattgtac tgagagacag gctaattttt tagg
gaagat ctggccttcc tacaagggaa 1440
ggccagggaa ttttcttcag agcagaccag agcc
aacagc cccaccattt cttcagagca 1500
gaccagagcc aacagcccca ccagaagaga gctt
caggtc tggggtagag acaacaactc 1560
cccctcagaa gcaggagccg atagacaagg aact
gtatcc tttaacttcc ctcagatcac 1620
tctttggcaa cgacccctcg tcacaataaa gata
gggggg caactaaagg aagctctatt 1680
agatacagga gcagatgata cagtattaga agaa
atgagt ttgccaggaa gatggaaacc 1740
aaaaatgata gggggaattg gaggttttat caaa
gtaaga cagtatgatc agatactcat 1800
agaaatctgt ggacataaag ctataggtac agta
ttagta ggacctacac ctgtcaacat 1860
aattggaaga aatctgttga ctcagattgg ttgc
acttta aattttccca ttagtcctat 1920
tgaaactgta ccagtaaaat taaagccagg aatg
gatggc ccaaaagtta aacaatggcc 1980
attgacagaa gaaaaaataa aagcattagt agaa
atttgt acagaaatgg aaaaggaagg 2040
gaaaatttca aaaattgggc ctgaaaatcc atac
aatact ccagtatttg ccataaagaa 2100
aaaagacagt actaaatgga gaaaattagt agat
ttcaga gaacttaata ggagaactca 2160
agacttctgg gaagttcaat tgggaatacc acat
cccgca gggttaaaaa agaaaaaatc 2220
agtaacagta ctggatgtgg gtgatgcata tttt
tcagtt cccttagatg aagacttcag 2280
gaagtatact gcatttacca tacctagtat aaat
aatgag acaccaggga gtggatatca 2340
gtacaatgtg cttccacagg gatggaaagg atca
ccagca atattccaaa gtagcatgac 2400
aaaaatctta gagcctttta gaaaacaaaa tcca
gacata gttatttatc aatacatgga 2460
tgatttgtat gtaggatctg acttagaaat aggg
cagcat agaacaaaaa tagaggagct 2520
gagacaacat ctgttgaggt ggggatttac caca
ccagac aaaaaacatc agaaagaacc 2580
tccattcctt tggatgggtt atgaactcca tcct
gataaa tggacgatac agcctatagt 2640
gctgccagaa aaagacagct ggactgtcaa tgac
atacag aagttagtgg gaaaattgaa 2700
ttgggcaagt cagatttatc cagggattaa agta
aggcaa ttatgtaaac tccttagagg 2760
aaccaaagca ctaacagaag taataccact aaca
gaagaa gcagagctag aactggcaga 2820
aaacagagag attctaaaag aaccagtaca tgga
gtgtat tatgacccat caaaagactt 2880
aatagcagaa atacagaagc aggggcaagg ccaa
tggaca tatcaaattt atcaagagcc 2940
atttaaaaat ctgaaaacag gaaaatatgc aaga
atgagg ggtgcccaca ctaatgatgt 3000
aaaacaatta acagaggcag tgcaaaaaat aacc
acagaa agcatagtaa tatggggaaa 3060
gactcctaaa tttaaactac ccatacaaaa agaa
acatgg gaaacatggt ggacagagta 3120
ttggcaagcc acctggattc ctgagtggga gttt
gttaat acccctcctt tagtgaaatt 3180
atggtaccag ttagagaaag aacccatagt agga
gcagaa accttctatg tagatggggc 3240
agctagcagg gagactaaat taggaaaagc agga
tatgtt actaatagag gaagacaaaa 3300
agttgtcacc ctaactcaca caacaaatca gaag
actgaa ttacaagcaa ttcatctagc 3360
tttgcaggat tcgggattag aagtaaatat agta
acagac tcacaatatg cattaggaat 3420
cattcaagca caaccagata aaagtgaatc agag
ttagtc aatcaaataa tagagcagtt 3480
aataaaaaag gaaaaggtct atctggcatg ggta
ccagca cacaaaggaa ttggaggaaa 3540
tgaacaagta gataaattag tcagtgctgg aatc
aggaaa atactatttt tagatggaat 3600
agataaggcc caagaagaac atgagaaata tcac
agtaat tggagagcaa tggctagtga 3660
ttttaacctg ccacctgtag tagcaaaaga aata
gtagcc agctgtgata aatgtcagct 3720
aaaaggagaa gccatgcatg gacaagtaga ctgt
agtcca ggaatatggc aactagattg 3780
tacacattta gaaggaaaag ttatcctggt agca
gttcat gtagccagtg gatatataga 3840
agcagaagtt attccagcag aaacagggca ggaa
acagca tattttcttt taaaattagc 3900
aggaagatgg ccagtaaaaa caatacatac agac
aatggc agcaatttca ccagtgctac 3960
ggttaaggcc gcctgttggt gggcgggaat caag
caggaa tttggaattc cctacaatcc 4020
ccaaagtcaa ggagtagtag aatctatgaa taaa
gaatta aagaaaatta taggacaggt 4080
aagagatcag gctgaacatc ttaagacagc agta
caaatg gcagtattca tccacaattt 4140
taaaagaaaa ggggggattg gggggtacag tgca
ggggaa agaatagtag acataatagc 4200
aacagacata caaactaaag aattacaaaa acaa
attaca aaaattcaaa attttcgggt 4260
ttattacagg gacagcagaa atccactttg gaaa
ggacca gcaaagctcc tctggaaagg 4320
tgaaggggca gtagtaatac aagataatag tgac
ataaaa gtagtgccaa gaagaaaagc 4380
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aaagatcatt agggattatg gaaaacagat ggca
ggtgat gattgtgtgg caagtagaca 4440
ggatgaggat tagaacatgg aaaagtttag taaa
acaccg tatgtatgtt tcagggaaag 4500
ctaggggatg gttttataga catcactatg aaag
ccctca tccaagaata agttcagaag 4560
tacacatccc actaggggat gctagattgg taat
aacaac atattggggt ctgcatacag 4620
gagaaagaga ctggcatttg ggtcagggag tctc
cataga atggaggaaa aggagatata 4680
gcacacaagt agaccctgaa ctagcagacc aact
aattca tctgcattac tttgattgtt 4740
tttcagactc tgctataaga aaggccttat tagg
acacat agttagccct aggtgtgaat 4800
atcaagcagg acataacaag gtaggatctc taca
atactt ggcactagca gcattaataa 4860
caccaaaaaa ggtaaagcca cctttgccta gtgt
tacgaa actgacagag gatagatgga 4920
acaagcccca gaagaccaag ggccacagag gaag
ccacac aatgaatgga cactagagct 4980
tttagaggag cttaagaatg aagctgttag acat
tttcct aggatttggc tccatggctt 5040
agggcaacat atctatgaaa cttatgggga tact
tgggca ggagtggaag ccataataag 5100
aattctgcaa caactgctgt ttatccattt tcag
aattgg gtgtcgacat agcagaatag 5160
gcgttactca acagaggaga gcaagaaatg gagc
cagtag atcctagact agagccctgg 5220
aagcatccag gaagtcagcc taaaactgct tgta
ccactt gctattgtaa aaagtgttgc 5280
tttcattgcc aagtttgttt cataacaaaa gcct
taggca tctcctatgg caggaagaag 5340
cggagacagc gacgaagagc tc                        
                  5362
 (2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:6:
    (i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
        (A) LENGTH: 3563 base pairs
        (B) TYPE: nucleic acid
        (C) STRANDEDNESS: single
        (D) TOPOLOGY: linear
    (ii) MOLECULE TYPE: DNA (genomic)
    (iii) HYPOTHETICAL: NO
    (vi) ORIGINAL SOURCE:
        (A) ORGANISM: HTLVIII
    (ix) FEATURE:
        (A) NAME/KEY: misc.sub. feature
        (B) LOCATION: 1..3563
        (D) OTHER INFORMATION: standard.s
ub. name = "Clone BH8"
                               note =  "Corresponds t
o nucleotide 
                               positions 5580 to 915
4  in figure 3 of
                               US 06/693,866"
    (xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO
:6:
gagctcatcg aagcagtcag actcatcaag tttc
tctatc aaagcagtaa gtagtacatg   60
taacgcaacc tataccaata gtaacaatag tagc
cttagc agtagcaata ataatagcaa  120
tagttgtgtg gtccatagta atcatagaat atag
gaaaat attaagacaa agaaaaatag  180
acaggttaat tgatagacta atagaaagag caga
agacag tggcaatgag agtgaaggag  240
aaatatcagc acttgtggag atgggggtgg agat
ggggca ccatgctcct tgggatgttg  300
atgatctgta gtgctacaga aaaattgtgg gtca
cagtct attttggggt acctgtgtgg  360
aaggaagcaa ccaccactct attttgtgca tcag
atgcta aagcatatga tacagaggta  420
cataatgttt gggccacaca tgcctgtgta ccca
cagacc ccaacccaca agaagtagta  480
ttggtaaatg tgacagaaaa ttttaacatg tgga
aaaatg acatggtaga acagatgcat  540
gaggatataa tcagtttatg ggatcaaagc ctaa
agccat gtgtaaaatt aaccccactc  600
tgtgttagtt taaagtgcac tgatttgaag aatg
atacta ataccaatag tagtagcggg  660
agaatgataa tggagaaagg agagataaaa aact
gctctt tcaatatcag cacaagcaaa  720
agaggtaagg tgcagaaaga atatgcattt tttt
ataaac ttgatataat accaatagat  780
aatgatacta ccagctatac gttgacaagt tgta
acacct cagtcattac acaggcctgt  840
ccaaaggtat cctttgagcc aattcccata catt
attgtg ccccggctgg ttttgcgatt  900
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ctaaaatgta ataataagac gttcaatgga acag
gaccat gtacaaatgt cagcacagta  960
caatgtacac atggaattag gccagtagta tcaa
ctcaac tgctgttaaa tggcagtctg 1020
gcagaagaag aggtagtaat tagatctgtc aatt
tcacgg acaatgctaa aaccataata 1080
gtacagctgg acacatctgt agaaattaat tgta
caagac ccaacaacaa tacaagaaaa 1140
aaaatccgta tccagagggg accagggaga gcat
ttgtta caataggaaa aataggaaat 1200
atgagacaag cacattgtaa cattagtaga gcaa
aatgga atgccacttt aaaacagata 1260
gatagcaaat taagagaaca atttggaaat aata
aaacaa taatctttaa gcagtcctca 1320
ggaggggacc cagaaattgt aacgcacagt ttta
attgtg gaggggaatt tttctactgt 1380
aattcaacac aactgtttaa tagtacttgg agta
ctaaag ggtcaaataa cactgaagga 1440
agtgacacaa tcaccctccc atgcagaata aaac
aaatta taaacatgtg gcaggaagta 1500
ggaaaagcaa tgtatgcccc tcccatcagt ggac
aaatta gatgttcatc aaatattaca 1560
gggctgctat taacaagaga tggtggtaat agca
acaatg agtccgagat cttcagacct 1620
ggaggaggag atatgaggga caattggaga agtg
aattat ataaatataa agtagtaaaa 1680
attgaaccat taggagtagc acccaccaag gcaa
agagaa gagtggtgca gagagaaaaa 1740
agagcagtgg gaataggagc tttgttcctt gggt
tcttgg gagcagcagg aagcactatg 1800
ggcgcagcgt caatgacgct gacggtacag gcca
gacaat tattgtctgg tatagtgcag 1860
cagcagaaca atttgctgag ggctattgag ggcc
aacagc atctgttgca actcacagtc 1920
tggggcatca agcagctcca ggcaagaatc ctgg
ctgtgg aaagatacct aaaggatcaa 1980
cagctcctgg ggatttgggg ttgctctgga aaac
tcattt gcaccactgc tgtgccttgg 2040
aatgctagtt ggagtaataa atctctggaa caga
tttgga ataacatgac ctggatggag 2100
tgggacagag aaattaacaa ttacacaagc ttaa
tacact ccttaattga agaatcgcaa 2160
aaccagcaag aaaagaatga acaagaatta ttgg
aattag ataaatgggc aagtttgtgg 2220
aattggttta acataacaaa ttggctgtgg tata
taaaat tattcataat gatagtagga 2280
ggcttggtag gtttaagaat agtttttgct gtac
tttcta tagtgaatag agttaggcag 2340
ggatattcac cattatcgtt tcagacccac ctcc
caaacc cgaggggacc cgacaggccc 2400
gaaggaatag aagaagaagg tggagagaga gaca
gagaca gatccattcg attagtgaac 2460
ggatccttag cacttatctg ggacgatctg cgga
gcctgt gcctcttcag ctaccaccgc 2520
ttgagagact tactcttgat tgtaacgagg attg
tggaac ttctgggacg cagggggtgg 2580
gaagccctca aatattggtg gaatctccta cagt
attgga gtcaggaact aaagaatagt 2640
gctgttaact tgctcaatgc cacagctata gcag
tagctg aggggacaga tagggttata 2700
gaattagtac aagcagctta tagagccatt cgcc
acatac ctagaagaat aagacagggc 2760
ttggaaagga ttttgctata agatgggtgg caag
tggtca aaaagtagtg tggttggatg 2820
gcctgctgta agggaaagaa tgagacgagc tgag
ccagca gcagatgggg tgggagcagt 2880
atctcgagac ctagaaaaac atggagcaat caca
agtagc aatacagcag ctaccaatgc 2940
cgattgtgct tggctagaag cacaagagga ggag
gaggtg ggttttccag tcacacctca 3000
ggtaccttta agaccaatga cttacaaggc agct
gtagat cttagccact ttttaaaaga 3060
aaagggggga ctggaagggc taattcactc ccaa
cgaaga caagatatcc ttgatctgtg 3120
gatccaccac acacaaggct acttccctga ttgg
cagaac tacacaccag ggccaggagt 3180
cagatatcca ctgacctttg gatggtgcta caag
ctagta ccagttgagc cagagaagta 3240
agaagaagcc aataaaggag agaacaccag cttg
ttacac cctgtgagcc tgcatggaat 3300
ggatgaccct gagagagaag tgttagagtg gagg
tttgac agccgcctag catttcatca 3360
catggcccga gagctgcatc cggagtactt caag
aactgc tgatatcgag cttgctacaa 3420
gggactttcc gctggggact ttccagggag gcgt
ggcctg ggcgggactg gggagtggcg 3480
agccctcaga tcctgcatat aagcagctgc tttt
tgcctg tactgggtct ctctggttag 3540
accagatctg agcctgggag ctc                      
                   3563
 (2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:7:
    (i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
         (A) LENGTH: 142 base pairs
         (B) TYPE: nucleic acid
         (C) STRANDEDNESS: single
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         (D) TOPOLOGY: linear
    (ii) MOLECULE TYPE: DNA (genomic)
    (iii) HYPOTHETICAL: NO
    (vi) ORIGINAL SOURCE:
         (A) ORGANISM: HTLV-III
    (ix) FEATURE:
         (A) NAME/KEY: misc.sub. feature
         (B) LOCATION: 1..142
         (D) OTHER INFORMATION: standard.
sub. name  = "Clone HXB2"
                                note = "Corresponds t
o nucleotide 
                                positions 9155 to 929
6 in figure 3 of
                                US 06/693,866"
    (xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO
:7:
tctggctagc tagggaaccc actgcttaag cctc
aataaa gcttgccttg agtgcttcaa   60
gtagtgtgtg cccgtctgtt gtgtgactct ggta
actaga gatccctcag acccttttag  120
tcagtgtgga aaatctctag ca                        
                   142
 (2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:8:
    (i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
         (A) LENGTH: 512 amino acids
         (B) TYPE: amino acid
         (C) STRANDEDNESS: single
         (D) TOPOLOGY: linear
    (ii) MOLECULE TYPE: protein
    (iii) HYPOTHETICAL: NO
    (vi) ORIGINAL SOURCE:
         (A) ORGANISM: HTLV-III
    (ix) FEATURE:
         (A) NAME/KEY: Protein
         (B) LOCATION: 1..512
         (D) OTHER INFORMATION: note = "ga
g protein of HTLV-III"
    (xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO
:8:
Met Gly Ala Arg Ala Ser Val Leu Ser Gly 
Gly Glu Leu Asp Arg Trp
  1               5                  10                  15
Glu Lys Ile Arg Leu Arg Pro Gly Gly Lys 
Lys Lys Tyr Lys Leu Lys
             20                  25                  30
His Ile Val Trp Ala Ser Arg Glu Leu Glu 
Arg Phe Ala Val Asn Pro
         35                  40                 45
Gly Leu Leu Glu Thr Ser Glu Gly Cys Arg 
Gln Ile Leu Gly Gln Leu
     50                  55                  60
Gln Pro Ser Leu Gln Thr Gly Ser Glu Glu 
Leu Arg Ser Leu Tyr Asn
 65                  70                  75                  80

Thr Val Ala Thr Leu Tyr Cys Val His Gln 
Arg Ile Glu Ile Lys Asp
                 85                  90                  95
Thr Lys Glu Ala Leu Asp Lys Ile Glu Glu 
Glu Gln Asn Lys Ser Lys
            100                 105                 110
Lys Lys Ala Gln Gln Ala Ala Ala Asp Thr 
Gly His Ser Ser Gln Val
        115                 120                 125
Ser Gln Asn Tyr Pro Ile Val Gln Asn Ile 
Gln Gly Gln Met Val His
    130                 135                 140
Gln Ala Ile Ser Pro Arg Thr Leu Asn Ala 
Trp Val Lys Val Val Glu
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145                 150                 155                 1
60
Glu Lys Ala Phe Ser Pro Glu Val Ile Pro 
Met Phe Ser Ala Leu Ser
                165                 170                 175
Glu Gly Ala Thr Pro Gln Asp Leu Asn Thr 
Met Leu Asn Thr Val Gly
            180                 185                 190
Gly His Gln Ala Ala Met Gln Met Leu Lys 
Glu Thr Ile Asn Glu Glu
        195                 200                 205
Ala Ala Glu Trp Asp Arg Val His Pro Val 
His Ala Gly Pro Ile Ala
    210                 215                 220
Pro Gly Gln Met Arg Glu Pro Arg Gly Ser 
Asp Ile Ala Gly Thr Thr
225                 230                 235                 2
40
Ser Thr Leu Gln Glu Gln Ile Gly Trp Met 
Thr Asn Asn Pro Pro Ile
                245                 250                 255
Pro Val Gly Glu Ile Tyr Lys Arg Trp Ile 
Ile Leu Gly Leu Asn Lys
            260                 265                 270
Ile Val Arg Met Tyr Ser Pro Thr Ser Ile 
Leu Asp Ile Arg Gln Gly
        275                 280                 285
Pro Lys Glu Pro Phe Arg Asp Tyr Val Asp 
Arg Phe Tyr Lys Thr Leu
    290                 295                 300
Arg Ala Glu Gln Ala Ser Gln Glu Val Lys 
Asn Trp Met Thr Glu Thr
305                 310                 315                 3
20
Leu Leu Val Gln Asn Ala Asn Pro Asp Cys 
Lys Thr Ile Leu Lys Ala
                325                 330                 335
Leu Gly Pro Ala Ala Thr Leu Glu Glu Met 
Met Thr Ala Cys Gln Gly
            340                 345                 350
Val Gly Gly Pro Gly His Lys Ala Arg Val 
Leu Ala Glu Ala Met Ser
        355                 360                 365
Gln Val Thr Asn Thr Ala Thr Ile Met Met 
Gln Arg Gly Asn Phe Arg
    370                 375                 380
Asn Gln Arg Lys Met Val Lys Cys Phe Asn 
Cys Gly Lys Glu Gly His
385                 390                 395                 4
00
Thr Ala Arg Asn Cys Arg Ala Pro Arg Lys 
Lys Gly Cys Trp Lys Cys
                405                 410                 415
Gly Lys Glu Gly His Gln Met Lys Asp Cys 
Thr Glu Arg Gln Ala Asn
            420                 425                 430
Phe Leu Gly Lys Ile Trp Pro Ser Tyr Lys 
Gly Arg Pro Gly Asn Phe
        435                 440                 445
Leu Gln Ser Arg Pro Glu Pro Thr Ala Pro 
Pro Phe Leu Gln Ser Arg
    450                 455                 460
Pro Glu Pro Thr Ala Pro Pro Glu Glu Ser 
Phe Arg Ser Gly Val Glu
465                 470                 475                 4
80
Thr Thr Thr Pro Pro Gln Lys Gln Glu Pro 
Ile Asp Lys Glu Leu Tyr
                485                 490                 495
Pro Leu Thr Ser Leu Arg Ser Leu Phe Gly 
Asn Asp Pro Ser Ser Gln
            500                 505                 510
 (2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:9:
    (i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
         (A) LENGTH: 1015 amino acids
         (B) TYPE: amino acid
         (C) STRANDEDNESS: single
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         (D) TOPOLOGY: linear
    (ii) MOLECULE TYPE: protein
    (iii) HYPOTHETICAL: NO
    (vi) ORIGINAL SOURCE:
         (A) ORGANISM: HTLV-III
    (ix) FEATURE:
         (A) NAME/KEY: Protein
         (B) LOCATION: 1..1015
         (D) OTHER INFORMATION: note = "po
l protein of HTLV-III"
    (xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO
:9:
Phe Phe Arg Glu Asp Leu Ala Phe Leu Gln 
Gly Lys Ala Arg Glu Phe
  1               5                  10                  15
Ser Ser Glu Gln Thr Arg Ala Asn Ser Pro 
Thr Ile Ser Ser Glu Gln
             20                  25                  30
Thr Arg Ala Asn Ser Pro Thr Arg Arg Glu 
Leu Gln Val Trp Gly Arg
         35                  40                  45
Asp Asn Asn Ser Pro Ser Glu Ala Gly Ala 
Asp Arg Gln Gly Thr Val
     50                  55                  60
Ser Phe Asn Phe Pro Gln Ile Thr Leu Trp 
Gln Arg Pro Leu Val Thr
 65                  70                  75                  80

Ile Lys Ile Gly Gly Gln Leu Lys Glu Ala 
Leu Leu Asp Thr Gly Ala
                 85                  90                  95
Asp Asp Thr Val Leu Glu Glu Met Ser Leu 
Pro Gly Arg Trp Lys Pro
            100                 105                 110
Lys Met Ile Gly Gly Ile Gly Gly Phe Ile 
Lys Val Arg Gln Tyr Asp
        115                 120                 125
Gln Ile Leu Ile Glu Ile Cys Gly His Lys 
Ala Ile Gly Thr Val Leu
    130                 135                 140
Val Gly Pro Thr Pro Val Asn Ile Ile Gly 
Arg Asn Leu Leu Thr Gln
145                 150                 155                 1
60
Ile Gly Cys Thr Leu Asn Phe Pro Ile Ser 
Pro Ile Glu Thr Val Pro
               165                 170                 175
Val Lys Leu Lys Pro Gly Met Asp Gly Pro 
Lys Val Lys Gln Trp Pro
            180                 185                 190
Leu Thr Glu Glu Lys Ile Lys Ala Leu Val 
Glu Ile Cys Thr Glu Met
        195                 200                 205
Glu Lys Glu Gly Lys Ile Ser Lys Ile Gly 
Pro Glu Asn Pro Tyr Asn
    210                 215                 220
Thr Pro Val Phe Ala Ile Lys Lys Lys Asp 
Ser Thr Lys Trp Arg Lys
225                 230                 235                 2
40
Leu Val Asp Phe Arg Glu Leu Asn Lys Arg 
Thr Gln Asp Phe Trp Glu
                245                 250                 255
Val Gln Leu Gly Ile Pro His Pro Ala Gly 
Leu Lys Lys Lys Lys Ser
            260                 265                 270
Val Thr Val Leu Asp Val Gly Asp Ala Tyr 
Phe Ser Val Pro Leu Asp
        275                 280                 285
Glu Asp Phe Arg Lys Tyr Thr Ala Phe Thr 
Ile Pro Ser Ile Asn Asn
    290                 295                 300
Glu Thr Pro Gly Ile Arg Tyr Gln Tyr Asn 
Val Leu Pro Gln Gly Trp
305                 310                 315                 3
20
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Lys Gly Ser Pro Ala Ile Phe Gln Ser Ser 
Met Thr Lys Ile Leu Glu
                325                 330                 335
Pro Phe Lys Lys Gln Asn Pro Asp Ile Val 
Ile Tyr Gln Tyr Met Asp
            340                 345                 350
Asp Leu Tyr Val Gly Ser Asp Leu Glu Ile 
Gly Gln His Arg Thr Lys
        355                 360                 365
Ile Glu Glu Leu Arg Gln His Leu Leu Arg 
Trp Gly Leu Thr Thr Pro
    370                 375                 380
Asp Lys Lys His Gln Lys Glu Pro Pro Phe 
Leu Trp Met Gly Tyr Glu
385                 390                 395                 4
00
Leu His Pro Asp Lys Trp Thr Val Gln Pro 
Ile Val Leu Pro Glu Lys
                405                 410                 415
Asp Ser Trp Thr Val Asn Asp Ile Gln Lys 
Leu Val Gly Lys Leu Asn
            420                 425                 430
Trp Ala Ser Gln Ile Tyr Pro Gly Ile Lys 
Val Arg Gln Leu Cys Lys
        435                 440                 445
Leu Leu Arg Gly Thr Lys Ala Leu Thr Glu 
Val Ile Pro Leu Thr Glu
    450                 455                 460
Glu Ala Glu Leu Glu Leu Ala Glu Asn Arg 
Glu Ile Leu Lys Glu Pro
465                 470                 475                 4
80
Val His Gly Val Tyr Tyr Asp Pro Ser Lys 
Asp Leu Ile Ala Glu Ile
                485                 490                 495
Gln Lys Gln Gly Gln Gly Gln Trp Thr Tyr 
Gln Ile Tyr Gln Glu Pro
            500                 505                 510
Phe Lys Asn Leu Lys Thr Gly Lys Tyr Ala 
Arg Met Arg Gly Ala His
        515                 520                 525
Thr Asn Asp Val Lys Gln Leu Thr Glu Ala 
Val Gln Lys Ile Thr Thr
    530                 535                 540
Glu Ser Ile Val Ile Trp Gly Lys Thr Pro 
Lys Phe Lys Leu Pro Ile
545                 550                 555                 5
60
Gln Lys Glu Thr Trp Glu Thr Trp Trp Thr 
Glu Tyr Trp Gln Ala Thr
                565                 570                 575
Trp Ile Pro Glu Trp Glu Phe Val Asn Thr 
Pro Pro Leu Val Lys Leu
            580                 585                 590
Trp Tyr Gln Leu Glu Lys Glu Pro Ile Val 
Gly Ala Glu Thr Phe Tyr
        595                 600                 605
Val Asp Gly Ala Ala Asn Arg Glu Thr Lys 
Leu Gly Lys Ala Gly Tyr
    610                 615                 620
Val Thr Asn Lys Gly Arg Gln Lys Val Val 
Pro Leu Thr Asn Thr Thr
625                 630                 635                 6
40
Asn Gln Lys Thr Glu Leu Gln Ala Ile Tyr 
Leu Ala Leu Gln Asp Ser
                645                 650                 655
Gly Leu Glu Val Asn Ile Val Thr Asp Ser 
Gln Tyr Ala Leu Gly Ile
            660                 665                 670
Ile Gln Ala Gln Pro Asp Lys Ser Glu Ser 
Glu Leu Val Asn Gln Ile
        675                 680                 685
Ile Glu Gln Leu Ile Lys Lys Glu Lys Val 
Tyr Leu Ala Trp Val Pro
    690                 695                 700
Ala His Lys Gly Ile Gly Gly Asn Glu Gln 
Val Asp Lys Leu Val Ser
705                 710                 715                 7
20
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Ala Gly Ile Arg Lys Ile Leu Phe Leu Asp 
Gly Ile Asp Lys Ala Gln
                725                 730                 735
Asp Glu His Glu Lys Tyr His Ser Asn Trp 
Arg Ala Met Ala Ser Asp
            740                 745                 750
Phe Asn Leu Pro Pro Val Val Ala Lys Glu 
Ile Val Ala Ser Cys Asp
        755                 760                 765
Lys Cys Gln Leu Lys Gly Glu Ala Met His 
Gly Gln Val Asp Cys Ser
    770                 775                 780
Pro Gly Ile Trp Gln Leu Asp Cys Thr His 
Leu Glu Gly Lys Val Ile
785                 790                 795                 8
00
Leu Val Ala Val His Val Ala Ser Gly Tyr 
Ile Glu Ala Glu Val Ile
                805                 810                 815
Pro Ala Glu Thr Gly Gln Glu Thr Ala Tyr 
Phe Leu Leu Lys Leu Ala
            820                 825                 830
Gly Arg Trp Pro Val Lys Thr Ile His Thr 
Asp Asn Gly Ser Asn Phe
        835                 840                 845
Thr Ser Ala Thr Val Lys Ala Ala Cys Trp 
Trp Ala Gly Ile Lys Gln
    850                 855                 860
Glu Phe Gly Ile Pro Tyr Asn Pro Gln Ser 
Gln Gly Val Val Glu Ser
865                 870                 875                 8
80
Met Asn Lys Glu Leu Lys Lys Ile Ile Gly 
Gln Val Arg Asp Gln Ala
                885                 890                 895
Glu His Leu Lys Thr Ala Val Gln Met Ala 
Val Phe Ile His Asn Phe
            900                 905                 910
Lys Arg Lys Gly Gly Ile Gly Gly Tyr Ser 
Ala Gly Glu Arg Ile Val
        915                 920                 925
Asp Ile Ile Ala Thr Asp Ile Gln Thr Lys 
Glu Leu Gln Lys Gln Ile
    930                 935                 940
Thr Lys Ile Gln Asn Phe Arg Val Tyr Tyr 
Arg Asp Ser Arg Asn Pro
945                 950                 955                 9
60
Leu Trp Lys Gly Pro Ala Lys Leu Leu Trp 
Lys Gly Glu Gly Ala Val
                965                 970                 975
Val Ile Gln Asp Asn Ser Asp Ile Lys Val 
Val Pro Arg Arg Lys Ala
            980                 985                 990
Lys Ile Ile Arg Asp Tyr Gly Lys Gln Met 
Ala Gly Asp Asp Cys Val
        995                1000                1005
Ala Ser Arg Gln Asp Glu Asp
   1010                1015
 (2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:10:
    (i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
          (A) LENGTH: 203 amino acids
          (B) TYPE: amino acid
          (C) STRANDEDNESS: single
          (D) TOPOLOGY: linear
    (ii) MOLECULE TYPE: protein
    (iii) HYPOTHETICAL: NO
    (vi) ORIGINAL SOURCE:
          (A) ORGANISM: HTLV-III
    (ix) FEATURE:
          (A) NAME/KEY: Protein
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          (B) LOCATION: 1..203
          (D) OTHER INFORMATION: note = "so
r protein of HTLV-III"
    (xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO
:10:
Cys Gln Glu Glu Lys Gln Arg Ser Leu Gly 
Ile Met Glu Asn Arg Trp
  1               5                  10                  15
Gln Val Met Ile Val Trp Gln Val Asp Arg 
Met Arg Ile Arg Thr Trp
             20                  25                  30
Lys Ser Leu Val Lys His His Met Tyr Val 
Ser Gly Lys Ala Arg Gly
         35                  40                  45
Trp Phe Tyr Arg His His Tyr Glu Ser Pro 
His Pro Arg Ile Ser Ser
     50                  55                  60
Glu Val His Ile Pro Leu Gly Asp Ala Arg 
Leu Val Ile Thr Thr Tyr
 65                  70                  75                  80

Trp Gly Leu His Thr Gly Glu Arg Asp Trp 
His Leu Gly Gln Gly Val
                 85                  90                  95
Ser Ile Glu Trp Arg Lys Lys Arg Tyr Ser 
Thr Gln Val Asp Pro Glu
            100                 105                 110
Leu Ala Asp Gln Leu Ile His Leu Tyr Tyr 
Phe Asp Cys Phe Ser Asp
        115                 120                 125
Ser Ala Ile Arg Lys Ala Leu Leu Gly His 
Ile Val Ser Pro Arg Cys
    130                 135                 140
Glu Tyr Gln Ala Gly His Asn Lys Val Gly 
Ser Leu Gln Tyr Leu Ala
145                 150                 155                 1
60
Leu Ala Ala Leu Ile Thr Pro Lys Lys Ile 
Lys Pro Pro Leu Pro Ser
                165                 170                 175
Val Thr Lys Leu Thr Glu Asp Arg Trp Asn 
Lys Pro Gln Lys Thr Lys
            180                 185                 190
Gly His Arg Gly Ser His Thr Met Asn Gly 
His
        195                 200
 (2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:11:
    (i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
          (A) LENGTH: 863 amino acids
          (B) TYPE: amino acid
          (C) STRANDEDNESS: single
          (D) TOPOLOGY: linear
    (ii) MOLECULE TYPE: protein
    (iii) HYPOTHETICAL: NO
    (vi) ORIGINAL SOURCE:
          (A) ORGANISM: HTLV-III
    (ix) FEATURE:
          (A) NAME/KEY: Protein
          (B) LOCATION: 1..863
          (D) OTHER INFORMATION: note = "en
v protein of HTLV-III"
    (xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO
:11:
Lys Glu Gln Lys Thr Val Ala Met Arg Val 
Lys Glu Lys Tyr Gln His
  1               5                   10                  15
Leu Trp Arg Trp Gly Trp Arg Trp Gly Thr 
Met Leu Leu Gly Met Leu
             20                  25                  30
Met Ile Cys Ser Ala Thr Glu Lys Leu Trp 
Val Thr Val Tyr Tyr Gly
         35                  40                  45
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Val Pro Val Trp Lys Glu Ala Thr Thr Thr 
Leu Phe Cys Ala Ser Asp
     50                  55                  60
Ala Lys Ala Tyr Asp Thr Glu Val His Asn 
Val Trp Ala Thr His Ala
 65                  70                  75                  80

Cys Val Pro Thr Asp Pro Asn Pro Gln Glu 
Val Val Leu Val Asn Val
                 85                  90                  95
Thr Glu Asn Phe Asn Met Trp Lys Asn Asp 
Met Val Glu Gln Met His
            100                 105                 110
Glu Asp Ile Ile Ser Leu Trp Asp Gln Ser 
Leu Lys Pro Cys Val Lys
        115                 120                 125
Leu Thr Pro Leu Cys Val Ser Leu Lys Cys 
Thr Asp Leu Lys Asn Asp
    130                 135                 140
Thr Asn Thr Asn Ser Ser Ser Gly Arg Met 
Ile Met Glu Lys Gly Glu
145                 150                 155                 1
60
Ile Lys Asn Cys Ser Phe Asn Ile Ser Thr 
Ser Ile Arg Gly Lys Val
                165                 170                 175
Gln Lys Glu Tyr Ala Phe Phe Tyr Lys Leu 
Asp Ile Ile Pro Ile Asp
            180                 185                 190
Asn Asp Thr Thr Ser Tyr Thr Leu Thr Ser 
Cys Asn Thr Ser Val Ile
        195                 200                 205
Thr Gln Ala Cys Pro Lys Val Ser Phe Glu 
Pro Ile Pro Ile His Tyr
    210                 215                 220
Cys Ala Pro Ala Gly Phe Ala Ile Leu Lys 
Cys Asn Asn Lys Thr Phe
225                 230                 235                 2
40
Asn Gly Thr Gly Pro Cys Thr Asn Val Ser 
Thr Val Gln Cys Thr His
                245                 250                 255
Gly Ile Arg Pro Val Val Ser Thr Gln Leu 
Leu Leu Asn Gly Ser Leu
            260                 265                 270
Ala Glu Glu Glu Val Val Ile Arg Ser Ala 
Asn Phe Thr Asp Asn Ala
        275                 280                 285
Lys Thr Ile Ile Val Gln Leu Asn Gln Ser 
Val Glu Ile Asn Cys Thr
    290                 295                 300
Arg Pro Asn Asn Asn Thr Arg Lys Ser Ile 
Arg Ile Gln Arg Gly Pro
305                 310                 315                 3
20
Gly Arg Ala Phe Val Thr Ile Gly Lys Ile 
Gly Asn Met Arg Gln Ala
                325                 330                 335
His Cys Asn Ile Ser Arg Ala Lys Trp Asn 
Asn Thr Leu Lys Gln Ile
            340                 345                 350
Asp Ser Lys Leu Arg Glu Gln Phe Gly Asn 
Asn Lys Thr Ile Ile Phe
        355                 360                 365
Lys Gln Ser Ser Gly Gly Asp Pro Glu Ile 
Val Thr His Ser Phe Asn
    370                 375                 380
Cys Gly Gly Glu Phe Phe Tyr Cys Asn Ser 
Thr Gln Leu Phe Asn Ser
385                 390                 395                 4
00
Thr Trp Phe Asn Ser Thr Trp Ser Thr Lys 
Gly Ser Asn Asn Thr Glu
                405                 410                 415
Gly Ser Asp Thr Ile Thr Leu Pro Cys Arg 
Ile Lys Gln Ile Ile Asn
            420                 425                 430
Met Trp Gln Glu Val Gly Lys Ala Met Tyr 
Ala Pro Pro Ile Ser Gly
        435                 440                 445
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Gln Ile Arg Cys Ser Ser Asn Ile Thr Gly 
Leu Leu Leu Thr Arg Asp
    450                 455                 460
Gly Gly Asn Ser Asn Asn Glu Ser Glu Ile 
Phe Arg Pro Gly Gly Gly
465                 470                 475                 4
80
Asp Met Arg Asp Asn Trp Arg Ser Glu Leu 
Tyr Lys Tyr Lys Val Val
                485                 490                 495
Lys Ile Glu Pro Leu Gly Val Ala Pro Thr 
Lys Ala Lys Arg Arg Val
            500                 505                 510
Val Gln Arg Glu Lys Arg Ala Val Gly Ile 
Gly Ala Leu Phe Leu Gly
        515                 520                 525
Phe Leu Gly Ala Ala Gly Ser Thr Met Gly 
Ala Ala Ser Met Thr Leu
    530                 535                 540
Thr Val Gln Ala Arg Gln Leu Leu Ser Gly 
Ile Val Gln Gln Gln Asn
545                 550                 555                 5
60
Asn Leu Leu Arg Ala Ile Glu Ala Gln Gln 
His Leu Leu Gln Leu Thr
                565                 570                 575
Val Trp Gly Ile Lys Gln Leu Gln Ala Arg 
Ile Leu Ala Val Glu Arg
            580                 585                 590
Tyr Leu Lys Asp Gln Gln Leu Leu Gly Ile 
Trp Gly Cys Ser Gly Lys
        595                 600                 605
Leu Ile Cys Thr Thr Ala Val Pro Trp Asn 
Ala Ser Trp Ser Asn Lys
    610                 615                 620
Ser Leu Glu Gln Ile Trp Asn Asn Met Thr 
Trp Met Glu Trp Asp Arg
625                 630                 635                 6
40
Glu Ile Asn Asn Tyr Thr Ser Leu Ile His 
Ser Leu Ile Glu Glu Ser
                645                 650                 655
Gln Asn Gln Gln Glu Lys Asn Glu Gln Glu 
Leu Leu Glu Leu Asp Lys
            660                 665                 670
Trp Ala Ser Leu Trp Asn Trp Phe Asn Ile 
Thr Asn Trp Leu Trp Tyr
        675                 680                 685
Ile Lys Leu Phe Ile Met Ile Val Gly Gly 
Leu Val Gly Leu Arg Ile
    690                 695                 700
Val Phe Ala Val Leu Ser Val Val Asn Arg 
Val Arg Gln Gly Tyr Ser
705                 710                 715                 7
20
Pro Leu Ser Phe Gln Thr His Leu Pro Ile 
Pro Arg Gly Pro Asp Arg
                725                 730                 735
Pro Glu Gly Ile Glu Glu Glu Gly Gly Glu 
Arg Asp Arg Asp Arg Ser
            740                 745                 750
Ile Arg Leu Val Asn Gly Ser Leu Ala Leu 
Ile Trp Asp Asp Leu Arg
        755                 760                 765
Ser Leu Cys Leu Phe Ser Tyr His Arg Leu 
Arg Asp Leu Leu Leu Ile
    770                 775                 780
Val Thr Arg Ile Val Glu Leu Leu Gly Arg 
Arg Gly Trp Glu Ala Leu
785                 790                 795                 8
00
Lys Tyr Trp Trp Asn Leu Leu Gln Tyr Trp 
Ser Gln Glu Leu Lys Asn
                805                 810                 815
Ser Ala Val Ser Leu Leu Asn Ala Thr Ala 
Ile Ala Val Ala Glu Gly
            820                 825                 830
Thr Asp Arg Val Ile Glu Val Val Gln Gly 
Ala Tyr Arg Ala Ile Arg
        835                 840                 845
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His Ile Pro Arg Arg Ile Arg Gln Gly Leu 
Glu Arg Ile Leu Leu
    850                 855                 860
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摘要(译)

［目的］通过克隆HTLV-III DNA，为艾滋病的诊断，治疗和预防提供一种有用的方法。 [结构]含有HTLV-III cDNA的重组载体转化
的细胞表达的免疫反应性HTLV-III多肽，该多肽的生产方法以及分离的HTLV-III基因编码 cDNA，由基本上与HTLV-III病毒特异性
HTLV-III基因组的一部分同源的DNA序列组成的DNA探针，以及与至少一个其他多肽连接的HTLV-III多肽的杂合物。 蛋白质。
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