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(54)【発明の名称】 ＨＢＶ配列

(57)【要約】
仮に遺伝子型Ｇと命名された新たなヒトＢ型肝炎ウイル
ス遺伝子型の完全核酸配列を報告する。この遺伝子型は
、ＨＢＶに慢性的に感染した患者において非常に流行し
ており、ヨーロッパおよび米国に存在することがわかっ
た。さらに本発明は、該核酸によりコードされるポリペ
プチドならびに該ポリペプチドを認識する抗体に関する
。また本発明は、ＨＢＶ診断、予防および治療における
該核酸、ポリペプチドおよび抗体の使用にも関する。
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【特許請求の範囲】

    【請求項１】  （ａ）配列番号：１において定義される配列；または

  （ｂ）配列番号：１において定義される配列に対して少なくとも９０％、より

好ましくは９１％、最も好ましくは９２％の同一性を有する配列；または

  （ｃ）（ａ）および（ｂ）において定義された配列に対する遺伝学的コードの

縮重の結果としての配列

により特徴づけられる、これまで未同定であったＨＢＶ遺伝子型にユニークであ

り、ＨＢＶ遺伝子型Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、ＥおよびＦとは系統発生学的に異なる単離

および／または精製ＨＢＶポリ核酸。

    【請求項２】  下記特徴：

  （ａ）３２４８塩基対の長さを有する；

  （ｂ）ｐｒｅＣｏｒｅ領域のアミノ酸２および２８における翻訳停止コドンを

コードする；

  （ｃ）Ｃｏｒｅ領域のＮ末端部分に３６ヌクレオチドのインサートを有する

  （ｄ）ＨＢｃＡｇ ＯＲＦのＣ末端部分に６ヌクレオチドの欠失を有する

  （ｅ）ｐｒｅＳ１ ＯＲＦのＮ末端部分に３ヌクレオチドの欠失を有する

の少なくとも１つにおいてヌクレオチド配列がＨＢＶ遺伝子型Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、

ＥまたはＦとは異なっていることをさらに特徴とする請求項１記載のＨＢＶポリ

核酸。

    【請求項３】  下記配列：

配列番号：44、配列番号：45、配列番号：46、配列番号：47、配列番号：48、配

列番号：49、配列番号：50、配列番号：51、配列番号：53、配列番号：54、配列

番号：55、配列番号：56、配列番号：57、配列番号：58、配列番号：59、配列番

号：60

の少なくとも１つを含む請求項１または２のいずれか１項に記載のＨＢＶポリ核

酸。

    【請求項４】  －これまで未同定であったＨＢＶ遺伝子型Ｇにユニークであ

り、既知のＨＢＶ遺伝子型Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、ＥまたはＦのヌクレオチドとは異な

る少なくとも１のヌクレオチドまたはヌクレオチドの組み合わせを含むこと；あ
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るいは

  －遺伝子型Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ、ＦおよびＧの核酸配列中に含まれる普遍的フ

ラグメントであること

により特徴づけられる、請求項１ないし３のいずれか１項に記載のポリ核酸のフ

ラグメントまたはその相補物、ただし該フラグメントは配列番号：７または配列

番号：１６９のｐｒｅＣ／Ｃ配列あるいは配列番号：８のｐｒｅＳ／Ｓ配列とは

等しくない。

    【請求項５】  生物学的試料中の請求項１ないし４のいずれか１項に記載の

ポリ核酸の存在を検出する方法。

    【請求項６】  下記工程：

  （ｉ）可能には、生物学的試料中に存在する核酸を抽出すること；

  （ｉｉ）核酸を増幅すること；

  （ｉｉｉ）増幅された核酸を検出すること

を含むことをさらに特徴とする請求項５記載の方法。

    【請求項７】  下記工程：

  （ｉ）可能には、生物学的試料中に存在する核酸を抽出すること；

  （ｉｉ）核酸を増幅すること；

  （ｉｉｉ）可能には、変性条件下、適当な条件下において１またはそれ以上の

プローブに核酸をハイブリダイゼーションさせること、ここに該プローブは可能

には固体基材に結合される；

  （ｉｖ）可能には、適当な条件下で洗浄すること；

  （ｖ）生成したハイブリッドを検出すること

を含むことをさらに特徴とする請求項５または６のいずれか１項に記載の方法。

    【請求項８】  下記工程：

  （ｉ）可能には、生物学的試料中に存在する核酸を抽出すること；

  （ｉｉ）核酸を増幅すること；

  （ｉｉｉ）核酸の配列決定を行うこと

を含むことをさらに特徴とする請求項５または６のいずれか１項に記載の方法。

    【請求項９】  請求項４記載のフラグメントを含むオリゴヌクレオチドプラ
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イマーであって、請求項１ないし３のいずれか１項に記載の核酸または核酸の部

分を特異的に配列決定あるいは特異的に増幅するためのプライマーとして作用し

うるオリゴヌクレオチドプライマー。

    【請求項１０】  請求項４記載のフラグメントを含むオリゴヌクレオチドプ

ローブであって、請求項１ないし３のいずれか１項に記載の核酸または核酸の部

分を特異的に検出するためのハイブリダイゼーションプローブとして作用しうる

オリゴヌクレオチドプローブ。

    【請求項１１】  配列番号：６２から配列番号：１５４までの標的配列の１

つを認識することをさらに特徴とする請求項９ないし１０のいずれか１項に記載

のオリゴヌクレオチドプライマーまたはオリゴヌクレオチドプローブ。

    【請求項１２】  請求項９または１１に記載の少なくとも１のプライマーお

よび／または請求項１０または１１に記載の少なくとも１のプローブを使用する

ことを特徴とする、請求項５ないし８のいずれか１項に記載のＨＢＶ遺伝子型決

定方法。

    【請求項１３】  請求項９または１１に記載の少なくとも１のプライマーお

よび／または請求項１０または１１に記載の少なくとも１のプローブを含む、請

求項５ないし８のいずれか１項および／または請求項１２に記載の方法において

使用される診断キット。

    【請求項１４】  下記成分：

  （ｉ）適当な場合には、該試料中に存在する核酸を遊離、単離または濃縮する

ための手段；

  （ｉｉ）プライマーセットまたはプライマーミックス；

  （ｉｉｉ）固体支持体に固定された、ＨＢＶ遺伝子型Ｇに特徴的な核酸と特異

的にハイブリダイゼーションする請求項１０ないし１１のいずれか１項に記載の

少なくとも１のプローブ、あるいは固体支持体に固定された普遍的プローブ；

  （ｉｖ）ハイブリダイゼーションバッファー、または該バッファーを製造する

に必要な成分；

  （ｖ）洗浄溶液、または該溶液を製造するに必要な成分；

  （ｉｖ）適当な場合には、上記ハイブリダイゼーションから得られるハイブリ
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ッドを検出するための手段

を含む、請求項５ないし７のいずれか１項および／または請求項１２に記載の方

法において使用される診断キット。

    【請求項１５】  請求項１ないし４のいずれか１項に記載のポリ核酸により

コードされるアミノ酸配列を有するポリペプチド。

    【請求項１６】  配列番号：２、配列番号：３、配列番号：４、配列番号：

５、配列番号：６の少なくとも１つを含む請求項１５記載のポリペプチド。

    【請求項１７】  配列番号：１５５から配列番号：１６８までの配列の少な

くとも１つを含む請求項１５記載のポリペプチド。

    【請求項１８】  組み換え法により発現される請求項１４ないし１７のいず

れか１項に記載のポリペプチド。

    【請求項１９】  原核、真核またはウイルスの転写および翻訳制御エレメン

トに作動可能に連結された請求項１ないし４のいずれか１項に記載のポリ核酸ま

たはその部分を含む発現ベクター。

    【請求項２０】  請求項１９記載の発現ベクターで形質転換された宿主細胞

。

    【請求項２１】  下記工程：

  （ｉ）請求項１９記載の発現ベクターで適当な細胞宿主を形質転換すること；

  （ｉｉ）発現ベクター中に挿入されたポリ核酸の発現を可能にする条件下で該

形質転換された細胞宿主を培養すること；次いで

  （ｉｉｉ）該ポリペプチドを集めること

を含む、請求項１８記載の組み換えポリペプチドの製造方法。

    【請求項２２】  下記工程：

  （ｉ）生物学的試料を、請求項１５ないし１８のいずれか１項に記載のポリペ

プチドと接触させること；

  （ｉｉ）該抗体と該ポリペプチドとの間に形成された免疫学的複合体を検出す

ること

を含む、生物学的試料中に存在する抗体を検出する方法。

    【請求項２３】  下記工程：
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  （ｉ）生物学的試料を、請求項１５ないし１８のいずれか１項に記載の少なく

とも１のポリペプチドと接触させること；

  （ｉｉ）該生物学的試料中に存在する抗体と該ポリペプチドとの間に形成され

た免疫学的複合体を検出すること

を含む、生物学的試料のＨＢＶ遺伝子型決定方法。

    【請求項２４】  請求項２２ないし２３のいずれか１項に記載の方法におい

て使用される診断キットであって、請求項１５ないし１８のいずれか１項に記載

の少なくとも１のポリペプチドを含み、可能には、該ポリペプチドが固体支持体

に結合されているものである診断キット。

    【請求項２５】  請求項１５ないし１８のいずれか１項に記載のポリペプチ

ドに特異的に結合するリガンド。

    【請求項２６】  請求項１５ないし１８のいずれか１項に記載の少なくとも

１のポリペプチドでの免疫により生成する抗体であって、該ポリペプチドのいず

れかと特異的に反応する抗体。

    【請求項２７】  請求項１５ないし１８のいずれか１項に記載のポリペプチ

ドを検出する方法であって、下記工程：

  （ｉ）該ポリペプチドに特異的に結合する請求項２５記載のリガンドに該ポリ

ペプチドを接触させること；

  （ｉｉ）該ポリペプチドと該リガンドとの間に形成された免疫学的複合体を検

出すること

を含む方法。

    【請求項２８】  請求項１５ないし１８のいずれか１項に記載のポリペプチ

ドを検出する方法であって、下記工程：

  （ｉ）該ポリペプチドに特異的に反応する請求項２６記載の抗体に該ポリペプ

チドを接触させること；

  （ｉｉ）該ポリペプチドと該抗体との間に形成された免疫学的複合体を検出す

ること

を含む方法。

    【請求項２９】  請求項１記載のこれまで未同定であったＨＢＶ遺伝子型に
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対して特異的なＨＢｃＡｇまたはＨＢｅＡｇの検出方法であって、下記工程：

  （ｉ）該ポリペプチドに特異的に結合する請求項２５記載のリガンドに該ポリ

ペプチドを接触させること；

  （ｉｉ）該ポリペプチドと該リガンドとの間に形成された免疫学的複合体を検

出すること

を含む方法。

    【請求項３０】    請求項１記載のこれまで未同定であったＨＢＶ遺伝子型

に対して特異的なＨＢｃＡｇまたはＨＢｅＡｇの検出方法であって、下記工程：

  （ｉ）該ポリペプチドに特異的に反応する請求項２６記載の抗体に該ポリペプ

チドを接触させること；

  （ｉｉ）該ポリペプチドと該抗体との間に形成された免疫学的複合体を検出す

ること

を含む方法。

    【請求項３１】  生物学的試料中に存在するこれまで未同定であったＨＢＶ

遺伝子型の検出に使用される診断キットであって、請求項２５記載の少なくとも

１のリガンドまたは請求項２６記載の少なくとも１の抗体を含む診断キット。

    【請求項３２】  ワクチンまたは医薬中の活性物質として使用される請求項

１５ないし１８のいずれか１項に記載のポリペプチド、請求項２５記載のリガン

ドおよび／または請求項２６記載の抗体。

    【請求項３３】  ＨＢＶ感染の予防または治療のためのワクチンまたは医薬

を製造するための請求項１５ないし１８のいずれか１項に記載のポリペプチド、

請求項２５記載のリガンドおよび／または請求項２６記載の抗体の使用。

    【請求項３４】  請求項１５ないし１８のいずれか１項に記載の少なくとも

１のポリペプチド、請求項２５記載のリガンドおよび／または請求項２６記載の

抗体および医薬上許容される担体を含む医薬組成物。

    【請求項３５】  ＨＢＶ感染を予防または治療する方法に使用される請求項

３４記載の医薬組成物。

    【請求項３６】  医薬上許容される担体中の請求項１５ないし１８のいずれ

か１項に記載の少なくとも１のポリペプチドを含む、ＨＢＶ感染に対して哺乳動
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物を免疫するためのワクチン。

    【請求項３７】  薬剤スクリーニングアッセイにおける請求項１５ないし１

８のいずれか１項に記載のポリペプチドの使用。

    【請求項３８】  薬剤スクリーニングアッセイにおけるＨＢＶ遺伝子型Ｇ感

染クローンの使用。
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【発明の詳細な説明】

      【０００１】

発明の分野

  本発明は、Ｂ型肝炎ウイルス（ＨＢＶ）の診断および治療の分野に関する。本

発明は、新たなＨＢＶ遺伝子型Ｇの配列ならびにＨＢＶ感染の診断、予防および

治療のためのＨＢｅＡｇモジュレーションに関する新たな機構を提供する。

      【０００２】

発明の背景

  ヒトＢ型肝炎ウイルス（ＨＢＶ）はHepadnaviridae科のプロトタイプのメンバ

ーであり、ほぼ３２００ヌクレオチドの環状で部分的に２本鎖のＤＮＡウイルス

である（Magnius and Norder, 1995）。この非常にコンパクトなゲノムは、エン

ベロープ（ｐｒｅＳ１、ｐｒｅＳ２および表面抗原ＨＢｓＡｇ）、コア（ｐｒｅ

Ｃｏｒｅ前駆体蛋白、ＨｂｅＡｇおよびＨＢｃＡｇ）、ポリメラーゼ（ＨＢｐｏ

ｌ）およびＸ（ＨＢＸ）蛋白をそれぞれコードする４つの主要なオープンリーデ

ィングフレーム（ＯＲＦｓ）を含んでいる。

      【０００３】

  ＨＢｓＡｇに対するサブタイプ特異的抗体を用いることにより、９種の異なる

血清学的サブタイプが定義され、ＨＢＶの遺伝学的多様性を反映するものである

。定義された決定要素のうち、１つのものはすべてのサブタイプに共通（決定要

素）であるが、２ペアーの互いに排他的な下位決定要素（ｄまたはｙ、ｗまたは

ｒ）が共通して見出された。疫学的研究においてこのツールを用いることにより

、９種の血清学的サブタイプが同定された：ａｙｗ１、ａｙｗ２、ａｙｗ３、ａ

ｙｗ４、ａｙｒ、ａｄｗ２、ａｄｗ４、ａｄｒｑ＋およびａｄｒｑ－（Swenson 

et al., 1991）。

      【０００４】

  遺伝子型的には、ＨＢＶゲノムは６つの群に分類され、それらは完全ヌクレオ

チド配列中の８％またはそれ以上の群間多様性（intergroup divergence）に基

づいてＡ～Ｆと命名されている（Okamoto et al., 1988; Norder et al., 1992;

 Magnius and Norder, 1995）。これら６つの異なる遺伝子型は特徴的な地理的
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分布を示す：遺伝子型Ａは汎発性流行性であるが、北西ヨーロッパ、北米および

中央アフリカに最も多く；遺伝子型Ｂはインドネシア、中国およびベトナムにお

いて最も多く見られ；遺伝子型Ｃは東アジア、韓国、中国、日本、ポリネシアお

よびベトナムにおいて見られ；遺伝子型Ｄもまた多かれ少なかれ汎発性流行性で

あるが、地中海地方および中東ないしインドにおいて優勢であり；遺伝子型Ｆは

アメリカ土着民およびポリネシアにおいて見られる（Van Geyt et al., Magnius

 & Norder, 1995）。いくつかの研究は、ＨＢＶが流行している特定の集団にお

いて、より高いＨＢＶの可変性が予想されうるということを示している（Bowyer

 et al., 1997; Carman et al., 1997）。フランスおよび米国において現在行わ

れているＨＢＶ遺伝子型に関する研究において、ユニークな型認識ができなかっ

たＨＢＶ株が確認された。

      【０００５】

発明の目的

  これまで未同定であったＨＢＶ遺伝子型、すなわち遺伝子型Ｇにユニークな新

たなＨＢＶポリ核酸配列を提供することが、本発明の１の目的であり、該遺伝子

型は、ＨＢＶ遺伝子型Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、ＥおよびＦとは系統発生的に異なってい

る。

  上記ＨＢＶポリ核酸のフラグメントを提供することが本発明のもう１つの目的

であり、それはこれまで未同定であったＨＢＶ遺伝子型、すなわち遺伝子型Ｇに

ユニークであり、既知であるＨＢＶ遺伝子型Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、ＥおよびＦの配列

、あるいは前記配列の相補配列とは異なる少なくとも１個のヌクレオチドまたは

ヌクレオチドの組み合わせを含む。

  遺伝子型Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ、ＦおよびＧに普遍的な上記ＨＢＶポリ核酸のフ

ラグメントを提供することが本発明のもう１つの目的である。

  生物学的試料中のＨＢＶ遺伝子型Ｇ特異的ポリ核酸の存在を検出するための方

法を提供することが本発明のもう１つの目的である。

  ＨＢＶ遺伝子型Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ、ＦおよびＧを検出するための普遍的方法

を提供することが本発明のもう１つの目的である。

  ＨＢＶ遺伝子型Ｇに特徴的な核酸または核酸の一部を特異的に配列決定または
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特異的に増幅するためのプライマーとして作用しうるオリゴヌクレオチドプライ

マーを提供することが本発明のもう１つの目的である。

  ＨＢＶ遺伝子型Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ、ＦおよびＧ由来の核酸を配列決定または

増幅するためのプライマーとして作用しうる普遍的プライマーを提供することが

本発明のもう１つの目的である。

  ＨＢＶ遺伝子型Ｇに特徴的な核酸または核酸の一部を特異的に検出するための

ハイブリダイゼーションプローブとして作用しうるオリゴヌクレオチドプローブ

を提供することが本発明のもう１つの目的である。

  ＨＢＶ遺伝子型Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ、ＦおよびＧ由来の核酸の普遍的検出のた

めのハイブリダイゼーションプローブとして作用しうる普遍的プローブを提供す

ることが本発明のもう１つの目的である。

  ＨＢＶ遺伝子型決定のための方法を提供することが本発明のもう１つの目的で

ある。

  ＨＢＶ遺伝子型Ｇに特徴的な核酸または核酸の一部を検出するための診断キッ

トを提供することが本発明のもう１つの目的である。

  ＨＢＶ遺伝子型Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ、ＦおよびＧの普遍的検出のための診断キ

ットを提供することが本発明のもう１つの目的である。

  ＨＢＶ遺伝子型Ｇに特異的なポリペプチドを提供することが本発明のもう１つ

の目的である。

  遺伝子型Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ、ＦおよびＧに特徴的な普遍的ペプチドを提供す

ることが本発明のもう１つの目的である。

  本発明のポリペプチドの製造のための方法を提供することが本発明のもう１つ

の目的である。

  本発明のペプチドの発現を可能にする発現ベクターを提供することが本発明の

もう１つの目的である。

  本発明の発現ベクターで形質転換された宿主細胞を提供することが本発明のも

う１つの目的である。

  これまで未同定であったＨＢＶ遺伝子型に特異的な抗体またはＨＢＶ遺伝子型

Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ、ＦおよびＧを認識する抗体の検出方法を提供することが本
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発明のもう１つの目的である。

  これまで未同定であったＨＢＶ遺伝子型に特異的な抗体の検出またはＨＢＶ遺

伝子型Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ、ＦおよびＧを認識する抗体の検出のための診断キッ

トを提供することが本発明のもう１つの目的である。

  本発明のペプチドの特異的に結合する抗体またはリガンドを提供することが本

発明のもう１つの目的である。

  遺伝子型ＧのＨＢＶポリメラーゼ、Ｘ蛋白、ｐｒｅＣｏｒｅ、ＨＢｃＡｇ、Ｈ

ＢｅＡｇ、ｐｒｅＳ１、ｐｒｅＳ２またはＨＢｓＡｇ蛋白を特異的に認識する抗

体またはリガンドを提供することが本発明のもう１つの目的である。

  遺伝子型Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ、ＦおよびＧのＨＢＶポリメラーゼ、Ｘ蛋白、ｐ

ｒｅＣｏｒｅ、ＨＢｃＡｇ、ＨＢｅＡｇ、ｐｒｅＳ１、ｐｒｅＳ２またはＨＢｓ

Ａｇ蛋白を認識する抗体またはリガンドを提供することが本発明のもう１つの目

的である。

  本発明のポリペプチドの検出方法を提供することが本発明のもう１つの目的で

ある。

  本発明のポリペプチドの検出を可能にする診断キットを提供することが本発明

のもう１つの目的である。

  ＨＢＶ感染を予防または治療するためのモノクローナル抗体を提供することが

本発明のもう１つの目的である。

  ＨＢＶ感染の予防または治療のためのワクチンまたは医薬組成物を提供するこ

とが本発明のもう１つの目的である。

  ＨＢＶ感染の予防または治療に使用できる化合物または作用剤を同定する方法

を提供することが本発明のもう１つの目的である。

  薬剤スクリーニングアッセイにおいて使用するためのＨＢＶ遺伝子型Ｇ感染ク

ローンを提供することが本発明のもう１つの目的である。

      【０００６】

【表１】
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【表２】
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      【０００７】

【表３】
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      【０００８】

発明の詳細な説明

  本発明は、これまで未同定であったＨＢＶ遺伝子型にユニークであり、ＨＢＶ

遺伝子型Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、ＥおよびＦとは系統発生的に異なるヌクレオチド配列

を有する単離および／または精製ＨＢＶポリ核酸に関するものであり、該ポリ核

酸は、

  （ａ）図１（配列番号：１）で定義された配列；または

  （ｂ）図１で定義された配列に対して少なくとも９０％、より好ましくは９１

％、最も好ましくは９２％の同一性を有する配列；または

  （ｃ）（ａ）および（ｂ）で定義された配列に対する遺伝学的コードの縮重の

結果としての配列

により特徴づけられる。

      【０００９】

  １のウイルス株が他のすべてのＨＢＶゲノムと８％よりも多く異なる場合に、

ＨＢＶの「個々の遺伝学的群」または「系統発生的に異なる遺伝子型」を定義す

ることができる（Okamoto et al., 1988; Norder et al., 1994）。かくして、

ゲノム全体に関して他の単離体とは８％よりも多く異なっているウイルス株（あ

り得る欠失または挿入に絞られない）は新たな遺伝子型として分類される。いく

つかの疫学的研究から得られた結果（Blitz et al., 1998; Norder et al., 199

4; Magnius and Norder, 1995; Telenta et al., 1997; Alvarado-Esquivel et 
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al., 1998）に基づいて、ＨＢＶの６つの主要な遺伝学的群（Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、

ＥおよびＦ）が認識された。これらの通常に見出される遺伝子型の検出とは別に

、米国のアトランタ、フランスのリヨンからの慢性ＨＢＶキャリア由来の試料に

関する流行の研究において、発明者らは、完全ゲノムにおいて少なくとも１１．

７％（遺伝子型Ｅに対する新たな遺伝子型）、多くとも１５．３％（遺伝子型Ｆ

に対する新たな遺伝子型）の多様性を有する新たなウイルスＨＢＶ株を単離した

。したがって、この新たなウイルスＨＢＶ株は新たなＨＢＶ遺伝子型Ｇとして分

類された。驚くべきことに、米国におけるこのウイルスの流行はすべての感染の

１１％を超えるが、以前の分子疫学的研究のすべてにおいて同定されたわけでは

ない。米国の試料におけるこの新たな遺伝子型Ｇウイルスの優勢な流行に加えて

、それはフランスから得られた試料中にも見出された。

      【００１０】

  用語「単離」は、天然環境において共存している成分を伴っていない物質をい

う。しかしながら、本発明の単離核酸は異種細胞成分または標識等を含みうるこ

とは明らかなはずである。

      【００１１】

  用語「核酸」または「ポリ核酸」は本明細書において混用され、１本鎖または

２本鎖形態のデオキシリボヌクレオチドまたはリボヌクレオチドポリマーをいい

、天然に存在するヌクレオチドと類似の様式で核酸にハイブリダイゼーションす

る天然ヌクレオチドの既知アナログを包含しうる。該用語は特に、図１において

定義されるＤＮＡ配列および配列番号：１により与えられるＤＮＡ配列またはそ

れらの相補鎖をいう。新たなＨＢＶ遺伝子型Ｇに属し、図１に示すヌクレオチド

配列とは１０％、より好ましくは９％、最も好ましくは８％またはそれ未満の相

違がある、あるいは図１に示す配列に対して少なくとも９０％、より好ましくは

９１％、最も好ましくは９２％同一であるすべてのＨＢＶ核酸は本発明の範囲内

である。

      【００１２】

  「別の核酸配列とは１０％、９％、８％またはそれ未満の相違がある」核酸は

、その全ヌクレオチドのぞれぞれ１０％、９％、８％またはそれ未満が、それと
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比較される核酸配列のヌクレオチドと異なる核酸である。

  「別の核酸配列に対して少なくとも９０％、９１％、または９２％同一である

」核酸は、その全ヌクレオチドのぞれぞれ少なくとも９０％、９１％、または９

２％が、それと比較される核酸配列のヌクレオチドと同一である核酸である。

      【００１３】

  遺伝学的コードの縮重の結果として、図１に示す配列に対して９０％未満、よ

り好ましくは９１％未満、最も好ましくは９２％未満の同一性を示す核酸配列は

、新たな遺伝子型Ｇに属するＨＢＶ株のヌクレオチド配列によりコードされる蛋

白と同じ蛋白をコードしうる。それゆえ、遺伝学的コードの縮重の結果としての

これらの核酸配列もまた本発明の範囲内にある。

      【００１４】

  既知ＨＢＶ遺伝子型とは対照的に、新たに同定された遺伝子型Ｇに属する本発

明のＨＢＶ配列の完全ゲノムは３２４８ｂｐの長さであることがわかった（図４

）。そのｐｒｅＣｏｒｅ領域は、コドン２（ＣＡＡのかわりにＴＡＡ）およびコ

ドン２８（ＴＧＧのかわりにＴＡＧ）に翻訳停止コドンを有する。そのＣｏｒｅ

領域は５８５ヌクレオチドの長さであり、１９５個のアミノ酸のＣｏｒｅ蛋白を

コードし、さらにそのｐｒｅＣｏｒｅ領域は３６ｂｐのヌクレオチドインサート

を有し、該インサートはＣｏｒｅ翻訳開始点（位置１９０１のＡ）に続く５個の

ヌクレオチドの後に存在する。遺伝子型Ａを除く他のすべての遺伝子型と同様に

、遺伝子型Ｇに属するＨＢＶ配列は、ＨＢｃＡｇ ＯＲＦのカルボキシ末端部分

中に６個のヌクレオチドの欠失を示す（図４および５）。そのｐｒｅＳ１領域は

３５４ｂｐ（１１８個のアミノ酸）を含み、そのｐｒｅＳ２領域は１６５ｂｐ（

５５個のアミノ酸）を含み、そのＨＢｓＡｇ領域は６７８ｂｐ（２２６個のアミ

ノ酸）を含む（図６）。遺伝子型Ｅと同様に、遺伝子型Ｇに属するＨＢＶ配列は

ｐｒｅＳ１のアミノ末端部分中に３個のヌクレオチドの欠失（位置１１における

１個のアミノ酸；図６）を示す。

      【００１５】

  したがって、本発明は、特に、下記の特徴の少なくとも１つにおいてＨＢＶ遺

伝子型Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、ＥまたはＦとはヌクレオチド配列が異なっていることを
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さらに特徴とする上記ＨＢＶポリ核酸に関する：

  （ａ）３２４８塩基対の長さを有する；

  （ｂ）ｐｒｅＣｏｒｅ領域のアミノ酸２および２８における翻訳停止コドンを

コードする；

  （ｃ）Ｃｏｒｅ領域のＮ末端部分に３６個のヌクレオチドのインサートを有す

る；

  （ｄ）ＨＢｃＡｇ ＯＲＦのＣ末端部分に６個のヌクレオチドの欠失を有する

；

  （ｅ）ｐｒｅＳ１ ＯＲＦのＮ末端部分に３個のヌクレオチドの欠失を有する

。

  かくして、この特別な具体例において、本発明のＨＢＶポリ核酸配列は上記特

徴のうち１、２、３、４または５つを有する。

      【００１６】

  より特別な具体例において、本発明は、下記配列（図７および８）のうち少な

くとも１つを含む上記ＨＢＶポリ核酸に関する：配列番号：４４、配列番号：４

５、配列番号：４６、配列番号：４７、配列番号：４８、配列番号：４９、配列

番号：５０、配列番号：５１、配列番号：５３、配列番号：５４、配列番号：５

５、配列番号：５６、配列番号：５７、配列番号：５８、配列番号：５９、配列

番号：６０。

      【００１７】

  さらに本発明は、これまで未同定であったＨＢＶ遺伝子型Ｇにユニークであり

、既知のＨＢＶ遺伝子型Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、ＥまたはＦとは異なるヌクレオチド少

なくとも１つのヌクレオチドまたはヌクレオチドの組み合わせを含むことを特徴

とする上記ポリ核酸のフラグメント、あるいは該フラグメントの相補物に関し、

ただし、該フラグメントは図２に示すｐｒｅＣ／Ｃ遺伝子配列（配列番号：７）

または図３に示すｐｒｅＳ／Ｓ遺伝子配列（配列番号：８）とは等しくない。

      【００１８】

  Tran et al. (1991)は、本発明の株のｐｒｅＳ／ＳおよびｐｒｅＣ／Ｃ配列と

は、たまたま８％未満異なるＨＢＶ組み換え株のｐｒｅＳ／ＳおよびｐｒｅＣ／
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Ｃ配列を記載している。しかしながら、新たに同定された本発明のＨＢＶ遺伝子

型Ｇとは対照的に、この非定型ウイルス株は、ｐｒｅＳ／ＳおよびｐｒｅＣ／Ｃ

遺伝子の転位とともに、ＨＢＶの出現およびＨＢＶによるテイクオーバー（take

 over）のイベントの文脈において記載された（Tran et al., 1991）。この非定

型ＨＢＶ株は決して新たな株としては認識されなかった。かかる組み換えイベン

ト（Tran et al. 1991に記載されたような）に関して遺伝子型Ｇの配列を研究す

るために、本発明者らは、かかるイベントに関して完全ＦＲ１ゲノムをヌクレオ

チドレベルで調べ、さらに他の既知遺伝子型に関するコ－セグレゲイション（co

-segregation）に関して系統発生的に調べた。組み換えの証拠は見出されなかっ

た。新たに単離された株における組み換えイベントの不存在およびこの新たなウ

イルス変種の高い流行性は、それが新たなＨＢＶ遺伝子型に関するものであるこ

とを示す。Tran et al. (1991)により記載されたたまたま相同的であるＨＢＶ配

列は組み換えイベントの結果生じたものに過ぎず、本発明から除かれる。したが

って、図２に示すＨＢＶ ｐｒｅＣ／Ｃ遺伝子配列（配列番号：７；受託番号Ｍ

７４５０１；Tran et al. 1991）および図３に示すｐｒｅＳ／Ｓ遺伝子配列（配

列番号：８；受託番号Ｍ７４４９９；Tran et al. 1991）は本発明の部分を形成

しない。同様に、図１２に示すＨＢＶ ｐｒｅＣ／Ｃ遺伝子配列（配列番号：Bha

t et al. 1990）は本発明の部分を形成しない。Bhat et alによるＨＢＶ ｐｒｅ

Ｃ／Ｃ配列は、抗－ＨＢｃを欠くが過度に高レベルのＨＢＶ ＤＮＡを血清中に

有する慢性キャリアの文脈において開示され議論された。Tran et al (1991)に

関しては、新たな遺伝子型の存在との関連は決してない。

      【００１９】

  また本発明は、ＨＢＶ遺伝子型Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ、ＦおよびＧの核酸配列中

に含まれる普遍的なフラグメントであることを特徴とする、上記ポリ核酸のフラ

グメントにも関する。本発明は７種の遺伝子型の核酸アラインメント（alignmen

t）を提供するので、本発明は、初めて、ＨＢＶ遺伝子型Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ、

ＦおよびＧに特徴的な普遍的ＨＢＶ核酸を記載するものである。

      【００２０】

  本明細書の用語「普遍的」は、ＨＢＶ遺伝子型Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ、Ｆおよび
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Ｇに存在する、対応する、あるいは特徴的であることを意味する。

      【００２１】

  本発明のフラグメントは１本鎖または２本鎖であってよい。それは５ないし３

２４７ｂｐの長さである。より好ましくは、このフラグメントは５ないし２６０

０ｂｐの長さ、５ないし１３００ｂｐの長さ、５ないし７００ｂｐの長さ、５な

いし５００ｂｐの長さ、５ないし３００ｂｐの長さであり、最も好ましくは、５

ないし２００ｂｐの長さである。本発明のフラグメントをクローニングおよび発

現に使用することができ、あるいは本発明のフラグメントをＨＢＶタイピング法

（typing method）におけるプライマーまたはプローブとして使用することがで

きる。

      【００２２】

  それゆえ本発明は上記フラグメントを含むオリゴヌクレオチドプライマーに関

し、該プライマーはＨＢＶ遺伝子型Ｇ特異的プライマーであり、ＨＢＶ遺伝子型

Ｇに特徴的な核酸または核酸の部分を特異的に配列決定または特異的に増幅する

ためのプライマーとして作用しうる。また本発明は上記フラグメントを含むオリ

ゴヌクレオチドプライマーに関し、該プライマーは普遍的プライマーであり、Ｈ

ＢＶ遺伝子型Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ、ＦおよびＧ由来の核酸の配列決定または増幅

用のプライマーとして作用しうる。用語「プライマー」は、コピーされる核酸鎖

に相補的なプライマー伸長生成物の合成のための開始点として作用しうる１本鎖

オリゴヌクレオチド配列をいう。プライマーの長さおよび配列は、それらが伸長

生成物の合成をプライムできるものでなくてはならない。好ましくは、プライマ

ーの長さは約５ないし５０ヌクレオチドである。より好ましくは、プライマーの

長さは約２０ないし２５ヌクレオチドである。個々の長さおよび配列は、必要と

されるＤＮＡまたはＲＮＡ標的の複雑さならびにプライマーが使用される条件、

例えば、温度およびイオン強度による。

      【００２３】

  また本発明は上記フラグメントを含むオリゴヌクレオチドプローブに関し、該

プローブはＨＢＶ遺伝子型Ｇ特異的プローブであり、ＨＢＶ遺伝子型Ｇに特徴的

な核酸または核酸の部分を特異的に検出するためのハイブリダイゼーションプロ
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ーブとして作用しうる。また本発明は上記フラグメントを含むオリゴヌクレオチ

ドプローブにも関し、該プローブは普遍的プローブであり、ＨＢＶ遺伝子型Ａ、

Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ、ＦおよびＧ由来の核酸に対するハイブリダイゼーションプロー

ブとして作用しうる。用語「プローブ」は、ＨＢＶゲノム中の標的配列に相補的

な１本鎖の配列特異的オリゴヌクレオチドである。好ましくは、これらのプロー

ブは約５ないし５０ヌクレオチドの長さ、より好ましくは約１０ないし２５ヌク

レオチドの長さである。プローブの特に好ましい長さは１０、１１、１２、１３

、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０、２１、２２、２３、２４または

２５ヌクレオチドである。本発明のプローブ中に使用されるヌクレオチドはリボ

ヌクレオチド、デオキシリボヌクレオチドならびにイノシンのごとき修飾ヌクレ

オチド、あるいはそれらのハイブリダイゼーション特性を本質的に変化させない

修飾された基を含むヌクレオチドであってよい。

      【００２４】

  対応ヌクレオチド配列を含む組み換えプラスミドのクローニング、次いで、必

要ならば、十分なヌクレアーゼを用いてクローニングしたプラスミドからプライ

マーおよび／またはプローブを切り出し、例えば分子量による分画によりプライ

マーおよび／またはプローブを回収することより本発明のプローブおよび／また

はプライマーを製造することができる。本発明のプライマーおよび／またはプロ

ーブを、例えば、慣用的なホスホ－トリエステル法により化学合成してもよい。

それらは分枝ＤＮＡ捕捉または検出プローブ（Sanchez-Pescador et al., 1988;

 Urdea et al., 1991）の部分であってもよい。

      【００２５】

  本発明のプライマーおよび／またはプローブを標識してもよい。当業者に知ら

れた方法により標識を行ってもよい。標識の性質はアイソトープ（３２Ｐ、３５

Ｓ等）または非アイソトープ（ビオチン、ジゴキシゲニン等）であってもよく、

あるいは分枝ＤＮＡプローブ上にあってもよい。

  プライマーおよび／またはプローブとして使用されるオリゴヌクレオチドは、

ホスホロチオエート（Matsukura et al., 1987）、アルキルホスホロチオエート

（Miller et al., 1979）またはペプチド核酸（Nielsen et al., 1991; Nielsen
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 et al., 1993）のごときヌクレオチドアナログを含んでいてもよく、あるいは

それらからなっていてもよく、あるいはインターカーレーション剤（Asseline e

t al., 1984）を含んでいてもよい。これらの修飾の導入は、オリゴヌクレオチ

ド分子のハイブリダイゼーション動態、ハイブリッド形成の可逆性、生物学的安

定性等のごとき特性に正の影響を及ぼすために有利でありうる。

      【００２６】

  プライマーおよび／またはプローブの元のＤＮＡ配列中に導入される他の大部

分の変化または修飾として、これらの変化は、オリゴヌクレオチドを用いて必要

な特異性および感度を得るべき条件に関する適合が必要であろう。しかしながら

、これらの修飾オリゴヌクレオチドのプライミングあるいはこれらとのハイブリ

ダイゼーションの最終結果は未修飾オリゴヌクレオチドを用いて得られる結果と

必然的に同一となるべきである。

      【００２７】

  本発明の好ましい具体例において、プローブおよび／またはプライマーは図１

に示す標的配列の１つを認識する。

      【００２８】

  本発明の用語、プローブおよび／またはプライマーの「標的配列」は、新たに

同定された遺伝子型Ｇのゲノム中の配列であって、該配列はそれら自体新たに同

定された遺伝子型Ｇユニークな１またはそれ以上のヌクレオチドまたは組み合わ

せを含み、プローブまたはプライマーが相補的または部分的に相補的（すなわち

、２０％まで、より好ましくは１５％まで、より好ましくは１０％まで、あるい

は最も好ましくは５％までのミスマッチ）である配列をいう。該標的配列はいく

つかの場合において適切な標的配列でもあることを理解すべきである。核酸の標

的配列に特異的にハイブリダイゼーションするように設計されたプローブは該標

的配列に包含されてもよく、あるいは該標的配列と重複する長い鎖であってもよ

い（すなわち、該標的配列の外側ならびに内側のヌクレオチドと二本鎖を形成す

る）。

      【００２９】

  本発明の非常に特異的な具体例において、標的配列は、ＨＢＶ遺伝子型ＧのＣ



(23) 特表２００３－５１５３２７

ｏｒｅ領域のＮ－末端部分中の、下記の３６ヌクレオチドのインサート中におい

て選択される：

TAGAACAACTTTGCCATATGGCCTTTTTGGCTTAGA (SEQ ID NO 61)

      【００３０】

  より詳細には、本発明のプライマーおよび／またはプローブは１またはそれ以

上の下記配列を認識する：

TAGAA (SEQ ID NO 62);

AGAAC (SEQ ID NO 63);

GAACA (SEQ ID NO 64);

AACAA (SEQ ID NO 65);

ACAAC (SEQ ID NO 66);

CAACT (SEQ ID NO 67);

AACTT (SEQ ID NO 68);

ACTTT (SEQ ID NO 69);

CTTTG (SEQ ID NO 70);

TTTGC (SEQ ID NO 71);

TTGCC (SEQ ID NO 72);

TGCCA (SEQ ID NO 73);

GCCAT (SEQ ID NO 74);

CCATA (SEQ ID NO 75);

CATAT (SEQ ID NO 76);

ATATG (SEQ ID NO 77);

TATGG (SEQ ID NO 78);

ATGGC (SEQ ID NO 79);

TGGCC (SEQ ID NO 80);

GGCCT (SEQ ID NO 81);

GCCTT (SEQ ID NO 82);

CCTTT (SEQ ID NO 83);

CTTTT (SEQ ID NO 84);
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TTTTT (SEQ ID NO 85);

TTTTG (SEQ ID NO 86);

TTTGG (SEQ ID NO 87);

TTGGC (SEQ ID NO 88);

TGGCT (SEQ ID NO 89);

GGCTT (SEQ ID NO 90);

GCTTA (SEQ ID NO 91);

CTTAG (SEQ ID NO 92);

TTAGA (SEQ ID NO 93);

TAGAAC (SEQ ID NO 94);

AGAACA (SEQ ID NO 95);

GAACAA (SEQ ID NO 96);

AACAAC (SEQ ID NO 97);

ACAACT (SEQ ID NO 98);

CAACTT (SEQ ID NO 99);

AACTTT (SEQ ID NO 100);

ACTTTG (SEQ ID NO 101);

CTTTGC (SEQ ID NO 102);

TTTGCC (SEQ ID NO 103);

TTGCCA (SEQ ID NO 104);

TGCCAT (SEQ ID NO 105);

GCCATA (SEQ ID NO 106);

CCATAT (SEQ ID NO 107);

CATATG (SEQ ID NO 108);

ATATGG (SEQ ID NO 109);

TATGGC (SEQ ID NO 110);

ATGGCC (SEQ ID NO 111);

TGGCCT (SEQ ID NO 112);

GGCCTT (SEQ ID NO 113);



(25) 特表２００３－５１５３２７

GCCTTT (SEQ ID NO 114);

CCTTTT (SEQ ID NO 115);

CTTTTT (SEQ ID NO 116);

TTTTTG (SEQ ID NO 117);

TTTTGG (SEQ ID NO 118);

TTTGGC (SEQ ID NO 119);

TTGGCT (SEQ ID NO 120);

TGGCTT (SEQ ID NO 121);

GGCTTA (SEQ ID NO 122);

GCTTAG (SEQ ID NO 123);

CTTAGA (SEQ ID NO 124);

TAGAACA (SEQ ID NO 125);

AGAACAA (SEQ ID NO 126);

GAACAAC (SEQ ID NO 127);

AACAACT (SEQ ID NO 128);

ACAACTT (SEQ ID NO 129);

CAACTTT (SEQ ID NO 130);

AACTTTG (SEQ ID NO 131);

ACTTTGC (SEQ ID NO 132);

CTTTGCC (SEQ ID NO 133);

TTTGCCA (SEQ ID NO 134);

TTGCCAT (SEQ ID NO 135);

TGCCATA (SEQ ID NO 136);

GCCATAT (SEQ ID NO 137);

CCATATG (SEQ ID NO 138);

CATATGG (SEQ ID NO 139);

ATATGGC (SEQ ID NO 140);

TATGGCC (SEQ ID NO 141);

ATGGCCT (SEQ ID NO 142);
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TGGCCTT (SEQ ID NO 143);

GGCCTTT (SEQ ID NO 144);

GCCTTTT (SEQ ID NO 145);

CCTTTTT (SEQ ID NO 146);

CTTTTTG (SEQ ID NO 147);

TTTTTGG (SEQ ID NO 148);

TTTTGGC (SEQ ID NO 149);

TTTGGCT (SEQ ID NO 150);

TTGGCTT (SEQ ID NO 151);

TGGCTTA (SEQ ID NO 152);

GGCTTAG (SEQ ID NO 153);

GCTTAGA (SEQ ID NO 154);

      【００３１】

  また本発明は、生物学的試料中の新たなＨＢＶ遺伝子型Ｇの存在を検出するた

めの方法における、本発明のＨＢＶ遺伝子型特異的プライマーおよび／またはプ

ローブの使用に関する。

  また本発明は、生物学的試料中のＨＢＶの存在を検出するための普遍的方法に

おける、本発明の普遍的プライマーおよび／またはプローブの使用に関する。

  さらに本発明は、本発明は、下記工程を含むことをさらに特徴とする上記方法

に関する：

  （ｉ）可能には、生物学的試料中に存在する核酸を抽出すること；

  （ｉｉ）ＨＢＶ遺伝子型Ｇに特徴的な核酸を増幅すること；

  （ｉｉｉ）ＨＢＶ遺伝子型Ｇに特徴的な増幅された核酸を検出すること。

      【００３２】

  増幅に使用されるプライマーは一般的プライマーであってもよく、あるいは遺

伝子型Ｇ特異的プライマーであってもよい。一般的プライマーは、遺伝子型Ｇに

属する株に由来するＤＮＡならびに他のＨＢＶ遺伝子型に属する他の株に由来す

るＤＮＡの増幅を可能にする。対照的に、遺伝子型Ｇ特異的プライマーは遺伝子

型Ｇに属する株に由来する核酸の増幅のみを可能にする。これらの遺伝子型Ｇ特
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異的プライマーも本発明の範囲内にある。

      【００３３】

  さらに本発明は、生物学的試料中のＨＢＶの存在に関する普遍的検出方法に関

する。

  より詳細には、本発明は、下記工程を含むことをさらに特徴とする、上記普遍

的方法に関する：

  （ｉ）可能には、生物学的試料中に存在する核酸を抽出すること；

  （ｉｉ）核酸を増幅すること；

  （ｉｉｉ）増幅された核酸を検出すること。

  該普遍的方法における増幅に使用されるプライマーは、すべての遺伝子型Ａ、

Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ、ＦおよびＧに由来するＤＮＡの増幅を可能にするものである。

      【００３４】

  本発明の用語「生物学的試料」は、感染したヒトから直接採取された生物学的

材料（組織または体液）、あるいはＨＢＶ核酸配列を含む生物を培養した後に得

られた材料をいう。生物学的材料は、例えばいずれかの種類の吐出物、血液、皮

膚組織、生検、精子、リンパ球血液培養材料、コロニー、液体培養物、糞試料、

尿、肝細胞等であってよい。より詳細には、「生物学的試料」は、血清または血

漿試料をいう。

      【００３５】

  当該分野で知られたいずれかの方法により、生物学的試料から核酸が遊離、濃

縮および／または単離される。現在では、血液試料からの核酸の単離にはQiagen

のQIAamp Blood KitおよびHigh pure PCR Template Preparation Kit（Roche Di

agnosis, Belgium）のごとき種々の市販キットが利用できる。生物学的試料から

のＤＮＡまたはＲＮＡの単離のための、他のよく知られた方法を用いてもよい（

Sambrook et al., 1989）。

      【００３６】

  ポリメラーゼ連鎖反応（PCR; Saiki et al., 1988）、リガーゼ連鎖反応（LCR

; Landgren et al., 1988; Wu and Wallace, 1989; Barany, 1991）、核酸配列

に基づく増幅（NASBA; Guatelli et al., 1990; Compton, 1991）、転写に基づ
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く増幅系（TAS; Kwoh et al., 1989）、鎖置換反応（SDA; Duck, 1990）または

Ｑβレプリカーゼによる増幅（Lomeli et al., 1989）により、あるいは当該分

野において知られた他の適当な方法により本発明の核酸を増幅することができ、

それらの方法は核酸分子の増幅を可能にするものである。また、ＴＭＡ（Guatel

li et al., 1990）またはｂＤＮＡ（Sanchez-Pescador et al., 1988; Urdea et

 al., 1991）法を本発明方法に用いることもできる。

      【００３７】

  次いで、この増幅工程の生成物を試料中に存在する核酸の存在の検出および／

またはタイピングに使用することができる。これらの核酸の存在およびタイピン

グに関する分析を、ＰＣＲ生成物の２本鎖分析（Clay et al., 1994）、ＰＣＲ

生成物の１本鎖コンホーメーション多型分析（PCR-SSCP; Yoshida et al., 1992

）、配列に基づくタイピング（SBT; Santamaria et al., 1992 and 1993）、Ｐ

ＣＲ反応における配列特異的プライマーの使用（PCR-SSP; Olerup and Zetterqu

ist, 1991）、配列特異的オリゴヌクレオチドプロービングと組み合わせたＰＣ

Ｒの使用（PCR-SSOP; Saiki et al., 1986）、ＴＭＳまたはｂＤＮＡ法のごとき

当該分野で知られたいすれかの方法により行うことができる。Sanger et al (19

77)の酵素ジデオキシ法またはMaxam and Gilbert (1977, 1980)の化学的方法の

ごときいすれかの既知の配列決定法により配列決定を行うことができる。サーマ

ル－サイクル配列決定、固相配列決定および自動配列決定のためのキットおよび

／または道具が市販されている。最近、５’および３’方向の同時配列決定法が

出現した。自動配列決定のいくつかの例はMicroGene ClipperTM 2 Dye and the 

MicroGene BlasterTM from the OpenGeneTM system (Visible Genetics Inc., T

oronto, Ontario, Canada) および the ABI PRISM（登録商標） system (Perkin

 Elmer Inc., PE  Biosystems, PE Applied Biosystems, Foster City, Califor

nia, USA)である。生物学的試料中の核酸とオリゴヌクレオチドプローブとの間

のハイブリッド形成に依存するアッセイ方法としてはサザンブロット、ノーザン

ブロットまたはドットブロットフォーマット (Saiki et al., 1989)等があり、

未標識の増幅された試料が膜に結合され、膜には少なくとも１種の標識プローブ

が含まれており、適当なハイブリダイゼーションおよび洗浄条件下で結合された
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プローブがモニターされる。別法は「逆」フォーマットであり、増幅された配列

が標識を含む。このフォーマットにおいて、選択されたプローブが固体支持体上

の特定位置に固定化され、精製したハイブリッドの検出を可能にするために増幅

されたポリ核酸が標識される。用語「固体支持体」は、オリゴヌクレオチドプロ

ーブがカップリングされる基材であるといえるが、ただし、ハイブリダイゼーシ

ョンのバックグラウンドレベルは低いままである。通常には、固体支持体はマイ

クロタイタープレート（例えば、ＤＥＩＡ法に用いるもの）、膜（例えば、ナイ

ロンまたはニトロセルロース）または微小球（ビーズ）またはチップであろう。

膜への適用または固定の前に、核酸プローブを修飾して固定を容易にし、ハイブ

リダイゼーション効率を改善することが都合良いかもしれない。かかる修飾はホ

モポリマーテイリング、脂肪族基、ＮＨ２基、ＳＨ基、カルボキシル基を包含し

うるものであり、あるいはビオチン、ハプテンまたは蛋白とのカップリングを包

含しうる。

      【００３８】

  かくして本発明の好ましい具体例は、下記工程を含むことをさらに特徴とする

上記方法に関する：

  （ｉ）可能には、生物学的試料中に存在する核酸を抽出すること；

  （ｉｉ）核酸を増幅すること；

  （ｉｉｉ）可能には、変性条件下、適当な条件下において１またはそれ以上の

プローブに核酸をハイブリダイゼーションさせること、ここに可能には該プロー

ブは固体基材に結合される；

  （ｉｖ）可能には、適当な条件下で洗浄すること；

  （ｖ）生成したハイブリッドを検出すること。

      【００３９】

  迅速かつ簡単な結果を得るために、複数のプローブを用いる場合には、逆ハイ

ブリダイゼーションフォーマットが都合良いかもしれない。この好ましい具体例

において、選択されたプローブは固体支持体上の特定位置に固定化され、生成し

たハイブリッドの検出を可能にするために増幅された核酸が標識される。

      【００４０】
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  さらに本発明は、上記方法に使用される、下記成分を含む診断キットに関する

：

  （ｉ）適当な場合には、試料中に存在する核酸を遊離、単離または濃縮するた

めの手段；

  （ｉｉ）可能には、本発明のプライマーセットまたはプライマーミックス；

  （ｉｉｉ）試料中に存在する核酸の検出またはタイピングのための手段。

      【００４１】

  本発明は特に上記診断キットに関するものであり、該キットは本発明の少なく

とも１のプライマーおよび／または少なくとも１のプローブを含む。特別かつ非

常にユーザーフレンドリーな診断キットは、下記成分を含むラインプローブアッ

セイ（Stuyver et al., 1996）である：

  （ｉ）適当な場合には、該試料中に存在する核酸を遊離、単離または濃縮する

ための手段；

  （ｉｉ）可能には、本発明のプライマーセットまたはプライマーミックス；

  （ｉｉｉ）固体支持体に固定された、ＨＢＶ遺伝子型Ｇに特徴的な核酸と特異

的にハイブリダイゼーションする少なくとも１のプローブ、または少なくとも１

の普遍的プローブ；

  （ｉｖ）ハイブリダイゼーションバッファー、または該バッファーを製造する

に必要な成分；

  （ｖ）洗浄溶液、または該溶液を製造するに必要な成分；

  （ｉｖ）適当な場合には、上記ハイブリダイゼーションから得られるハイブリ

ッドを検出するための手段。

      【００４２】

  この具体例において、選択されたプローブのセットは膜片に線状に固定化され

る。該プローブを確定した位置に個々に固定化してもよく、あるいは混合物とし

て固定化してもよい。増幅されたＨＢＶポリ核酸をビオチンで標識することがで

き、次いで、ビオチン－ストレプトアビジンカップリングによる非放射活性的発

色システムを用いてハイブリッドを検出することができる。

      【００４３】
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  用語「ハイブリダイゼーションバッファー」は、適当なストリンジェンシー条

件下において、プローブと、試料中に存在するポリ核酸または増幅生成物との間

のハイブリダイゼーションを可能にするバッファーを意味する。

  用語「洗浄溶液」は、適当なストリンジェンシー条件下で生成したハイブリッ

ドの洗浄を可能にする溶液を意味する。

      【００４４】

  また本発明は、本発明のポリ核酸によりコードされるアミノ酸配列を有するペ

プチドまたはポリペプチドに関する。用語「ペプチド」および「ポリペプチド」

は本明細書において混用され、アミノ酸（ａａ）のポリマーをいい、特定の長さ

の生成物をいわない。かくして、オリゴペプチド、ポリペプチド、ペプチド、蛋

白および前駆体はこの定義に含まれる。より詳細には、本発明のポリペプチドは

、新たに同定された遺伝子型Ｇに属するＨＢＶ株のｐｒｅＳ１、ｐｒｅＳ２、表

面抗原ＨＢｓＡｇ、ｐｒｅＣｏｒｅ前駆体蛋白、ＨＢｅＡｇ、ＨＢｃＡｇ、ポリ

メラーゼまたはＸ蛋白のごときＨＢＶ遺伝子型Ｇ特異的ポリペプチド、あるいは

そのいずれかの部分、あるいはそれらの組み合わせであるが、ただし、該ポリペ

プチドは、遺伝子型Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、ＥまたはＦに属するＨＢＶ株に由来する既

知ポリペプチドとはアミノ酸が少なくとも１個異なる。非常に特別な具体例にお

いて、本発明は、遺伝子型ＧのＨＢｃＡｇまたはＨＢｅＡｇ、、あるいはそのい

ずれかの部分に関する。１２個の付加的なアミノ酸RTTLPYGLFGLD（配列番号：１

５５）をコードするコア領域中のインサートは、ＨＢｃＡｇおよびＨＢｅＡｇの

新規発現機構の原因である可能性があり、ユニークな構造および免疫学的特性を

有するコアおよびｅ抗原が存在する可能性がある。それゆえ、本発明は特に、下

記配列の１つを含むＨＢＶ遺伝子型ＧのＨＢｃＡｇまたはＨｂｅＡｇ由来のペプ

チドに関する：

RTTLPY (SEQ ID NO 156);

TTLPYG (SEQ ID NO 157);

TLPYGL (SEQ ID NO 158);

LPYGLF (SEQ ID NO 159);

PYGLFG (SEQ ID NO 160);
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YGLFGL (SEQ ID NO 161);

GLFGLD (SEQ ID NO 162);

RTTLPYG (SEQ ID NO 163);

TTLPYGL (SEQ ID NO 164);

TLPYGLF (SEQ ID NO 165);

LPYGLFG (SEQ ID NO 166);

PYGLFGL (SEQ ID NO 167);

YGLFGLD (SEQ ID NO 168)

      【００４５】

  さらに本発明は、ＨＢＶ遺伝子型Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ、ＦおよびＧのペプチド

配列中に含まれることにより特徴付けられる普遍的ペプチドに関する。本発明は

７つの遺伝子型のアミノ酸配列アラインメントを提供するので、本発明はＨＢＶ

遺伝子型Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ、ＦおよびＧに特徴的な普遍的ＨＢＶアミノ酸配列

を初めて叙述することを可能にする。

      【００４６】

  糖鎖付加、アセチル化、リン酸化、脂肪酸での修飾等のごとき翻訳後修飾も本

発明に包含される。例えば、１またはそれ以上のアミノ酸アナログ（非天然アミ

ノ酸を包含）を含むポリペプチド、置換された結合を有するポリペプチド、ポリ

ペプチドの変異バージョンまたは天然の配列変種、システイン残基間にジスルフ

ィド結合を含むポリペプチド、ビオチン化ポリペプチドならびに当該分野で知ら

れた他の修飾体も定義に包含される。

      【００４７】

  Houbenweyl(1974)およびAtherton and Shepard(1989)により記載された古典的

な化学合成あるいはSambrook et al. (1989)により記載された組み換えＤＮＡ法

のごとき当該分野で知られたいずれの方法によっても本発明のポリペプチドを製

造することができる。

      【００４８】

  したがって、本発明は組み換え法により発現された上記ポリペプチドにも関す

る。用語「組み換え発現」は、後で説明するように原核生物または下等もしくは
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高等真核生物においてペプチドが組み換え発現法により製造されるという事実を

いう。かくして本発明は、下記工程を含む本発明の組み換えポリペプチドの製造

方法にも関する：

  （ｉ）発現ベクターでの適当な細胞宿主の形質転換；

  （ｉｉ）発現ベクター中に挿入されたポリ核酸の発現を可能にする条件下で該

形質転換された細胞宿主を培養すること；次いで

  （ｉｉｉ）該ポリペプチドを集めること。

      【００４９】

  それゆえ、原核、真核またはウイルス転写および翻訳制御エレメントに作動可

能に連結されたポリ核酸またはその部分を含む発現ベクターも本発明の範囲内に

含まれる。用語「発現ベクター」は、プラスミド、コスミド、ファージまたはウ

イルスＤＮＡのタイプのベクター配列をいい、その中に本発明の核酸が挿入され

ており、宿主細胞による転写および本発明のポリペプチドの翻訳を促進するため

の必要なエレメントを含んでいる。

      【００５０】

  本発明は上記発現ベクターで形質転換された宿主細胞にも関する。用語「宿主

細胞」は、単細胞体として培養された微生物または高等真核細胞系であって、組

み換えベクターのレシピエントとして使用されうる、あるいは使用されている細

胞をいう。宿主細胞として使用される原核細胞は、Escherichia coli, Lactobac

illus, Lactococcus, Salmonella, Streptococcus, Bacillus または Streptomy

cesのごとき細菌から選択される。好ましい下等真核宿主細胞は酵母であり、特

にSaccharomyces, Schizosaccharomyces, Kluyveromyces, Pichia (例えば Pich

ia pastoris), Hansenula (例えば Hansenula polymorpha), Yarowia, Schwanni

omyces, Zygosaccharomyces等に含まれる種である。Saccharomyces cerevisiae,

 Saccharomyces carlsbergensis およびK. lactisは最も通常に使用される酵母

宿主である。真菌宿主細胞としてはNeurospora crassa等がある。高等真核生物

由来の宿主細胞としては、哺乳動物、爬虫類、昆虫等のごとき高等動物由来の細

胞がある。現在のところ、好ましい高等真核宿主細胞はチャイニーズハムスター

（例えば、ＣＨＯ）、サル（例えば、ＣＯＳおよびＶｅｒｏ細胞）、乳児ハムス
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ター腎臓（ＢＨＫ）、ブタ腎臓（ＰＫ１５）、ウサギ腎臓１３細胞（ＲＫ１３）

、ヒト骨肉種細胞系１４３Ｂ、ヒト細胞系ＨｅＬａおよびＨｅｐ Ｇ２のごとき

ヒトヘパトーマ細胞系、ならびに昆虫細胞系（例えば、Spodoptera frugiperda

）である。宿主細胞はフラスコ培養物のような懸濁物、組織培養物、器官培養物

等の形態で提供されうる。

      【００５１】

  組み換えペプチドに関して知られた精製方法のいずれかを用いて本発明の組み

換えペプチドを製造することができる。

      【００５２】

  また本発明は、生物学的試料中に存在するこれまで未同定であったＨＢＶ遺伝

子型Ｇに特異的な抗体、好ましくはこれまで未同定であったＨＢＶ遺伝子型Ｇの

ＨＢｃＡｇおよび／またはＨＢｅＡｇに特異的な抗体を検出する方法における、

本発明のＨＢＶ遺伝子型Ｇ特異的ポリペプチドの使用に関する。

      【００５３】

  また本発明は、生物学的試料中に存在するこれまで未同定であったＨＢＶ遺伝

子型Ｇに特異的な抗体、好ましくはこれまで未同定であったＨＢＶ遺伝子型Ｇの

ＨＢｃＡｇおよび／またはＨＢｅＡｇに特異的な抗体を検出する方法に関し、該

方法は下記工程を含む：

  （ｉ）生物学的試料を本発明のＨＢＶ遺伝子型Ｇ特異的ポリペプチドと接触さ

せ；

  （ｉｉ）該抗体と該ポリペプチドとの間に形成された免疫学的複合体を検出す

る。

      【００５４】

  また本発明は、生物学的試料中に存在する遺伝子型Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ、Ｆお

よびＧに特異的な抗体を検出する普遍的方法に関し、該方法は下記工程を含む：

  （ｉ）生物学的試料を本発明の普遍的ポリペプチドと接触させ；

  （ｉｉ）該抗体と該ポリペプチドとの間に形成された免疫学的複合体を検出す

る。

      【００５５】
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  また本発明は、生物学的試料のＨＢＶ遺伝子型決定のための普遍的方法に関し

、該方法は下記工程を含む：

  （ｉ）生物学的試料を本発明の少なくとも１のポリペプチドと接触させ；

  （ｉｉ）該抗体と該ポリペプチドとの間に形成された免疫学的複合体を検出す

る。

      【００５６】

  イムノアッセイの設計については当該分野で知られた多くの変法および多くの

フォーマットがある。例えば、プロトコルは固体支持体を用いるものであっても

よく、あるいは免疫沈降を用いるものであってもよい。大部分のアッセイは標識

ポリペプチドの使用を含む。標識は、例えば、酵素、蛍光、化学発光、放射活性

、あるいは色素分子であってもよい。免疫複合体からのシグナルを増幅するアッ

セイは、ビオチンおよびアビジンまたはストレプトアビジン、ならびにＥＬＩＳ

Ａのごとき酵素－標識および媒介イムノアッセイの使用を包含する。

      【００５７】

  イムノアッセイは、限定するものではないが、均一（homogeneous）または不

均一（heterogeneous）フォーマットにおけるものであってよく、標準的または

競争的なタイプであってもよい。不均一フォーマットにおいて、典型的には、ポ

リペプチドは固体マトリックスまたは支持体に結合されて、インキュベーション

後のポリペプチドからの試料の分離を容易なものとされる。使用されうる固体支

持体の例はニトロセルロース（例えば、膜またはマイクロタイターウェルの形態

）、塩化ポリビニル（例えば、シートまたはマイクロタイターウェルの形態）、

ポリスチレンラテックス（例えば、ビーズまたはマイクロタイタープレートの形

態）、フッ化ポリビニリデン（ImmunolonTMとして知られる）、ジアゾ化濾紙、

ナイロン膜、活性化ビーズ、ならびにプロテインＡビーズである。例えば、Dyna

tech ImmunolonTM 1 または ImmunolonTM 2マイクロタイタープレートまたは０

．２５インチのポリスチレンビーズ（Precision Plastic Ball）を不均一フォー

マットに使用することができる。抗原ペプチドを含む固体支持体は、典型的には

、それを生物学的試料から分離した後、結合抗体の検出前に洗浄される。標準的

および競争的フォーマットはいずれも当該分野において知られている。
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      【００５８】

  均一フォーマットにおいて、溶液中で試験試料を抗原混合物とともにインキュ

ベーションする。例えば、生成した抗原―抗体を沈殿させる条件下であってもよ

い。これらのアッセイのための標準的および競争的フォーマットはいずれも当該

分野において知られている。

      【００５９】

  また本発明は、上記方法において使用される診断キットにも関し、該キットは

本発明の少なくとも１のポリペプチドを含み、可能には該ポリペプチドは固体支

持体に結合するものである。好ましい具体例において、該キットは一定範囲の該

ポリペプチドを含んでいてもよく、該ポリペプチドは固体支持体上の特定位置に

結合される。より好ましくは、該固体支持体は膜片であり、該ポリペプチドは平

行線の形態で膜にカップリングされる。

      【００６０】

  さらに本発明は、ワクチンまたは医薬中の活性物質として使用される本発明の

ポリペプチドに関する。あるいはまた、本発明の抗体に特異的に結合する抗－イ

ディオタイプ抗体を免疫原として用いることもできる。

  さらに本発明は、ＨＢＶ感染の予防または治療のためのワクチンの製造のため

の、上記ポリペプチドまたは抗－イディオタイプ抗体の使用に関する。

      【００６１】

  また本発明は、本発明のポリペプチドまたは抗－イディオタイプ抗体を活性物

質として含むワクチン組成物であって、ＨＢＶ感染に対抗するためにヒト（また

は非ヒト哺乳動物）に接種可能なワクチン組成物あるいはＨＢＶを有するヒト（

または非ヒト哺乳動物）に治療的に接種可能なワクチン組成物に関する。用語「

ワクチン」または「ワクチン組成物」は、不完全または完全にＨＢＶに対する防

御を誘発しうる免疫学的組成物に関するものである。用語「活性物質として」は

、ＨＢＶに対する防御を誘発するワクチン組成物の成分に関するものである。活

性物質（すなわち、本発明のポリペプチド）をそのようなものとして、ビオチン

化形態として使用でき（WO93/18054において説明されているように）、そして／

あるいは製造者（Molecular Probes Inc., Eugene, OR）の指示に従ってNeutral
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ite Avidinと複合体化させることができる。「ワクチン」または「ワクチン組成

物」が、活性物質のほかに、組成物を与えられる個体に有害な抗体の産生を誘発

せず、防御も誘発しない適当な賦形剤、希釈剤、担体および／またはアジュバン

トを含むことにも注意すべきである。適当な担体は、典型的には、大型のゆっく

りと代謝される高分子、例えば蛋白、多糖、ポリ乳酸、ポリグリコール酸、ポリ

マー性アミノ酸、アミノ酸コポリマーおよび不活性ウイルス粒子である。かかる

担体は当業者によく知られている。組成物の有効性を増大させる好ましいアジュ

バントとしては、水酸化アルミニウム、WO 93/19780に記載されたような3-0-デ

アシル化モノホスホリルリピドＡとの混合物となっているアルミニウム、WO 93/

24148に記載されたようなリン酸アルミニウム、米国特許第4,606,918号に記載さ

れたようなN-アセチル-ムラミル-L-スレオニル-D-イソグルタミン、N-アセチル-

ノルムラミル-L-アラニル-D-イソグルタミン、N-アセチルムラミル-L-アラニル-

D-イソグルタミル-L-アァニン2(1'2'ジパルミトイル-sn-グリセロ-3-ヒドロキシ

ホスホリルオキシ)エチルアミン および モノホスホリルリピドＡを含有するRIB

I (ImmunoChem Research Inc., Hamilton, MT)、無毒化エンドトキシン、トレハ

ロース-6,6-ジミコレート、ならびに ２％スクアレン／Tween 80 エマルジョン

中の細胞壁骨格 (MPL + TDM + CWS) があるが、これらに限らない。３つの成分

ＭＰＬ、ＴＤＭまたはＣＷＳのいずれかを単独または２バイ２（2 by 2）で組み

合わせて用いてもよい。さらに、Stimulon (Cambridge Bioscience, Worcester,

 MA) または SAF-1 (Syntex), RC259 (Coryxa), SBAS2, SBAS3, SBAS4, SBAS5, 

SBAS6, SBAS7, SBAS8 (Smith Kline Beecham, Rixensart, Belgium)のごときア

ジュバントを用いてもよい。さらにそのうえ、Complete Freund's Adjuvant (CF

A) および Incomplete Freund's Adjuvant (IFA)を非ヒト用途および研究目的に

使用してもよい。「ワクチン組成物」は賦形剤および希釈剤をさらに含むであろ

う。該賦形剤および希釈剤はそれ自体無毒で治療的なものでなく、例えば、水、

セイライン、グリセロール、エタノール、湿潤材または乳化剤、ｐＨバッファー

物質、保存料等がある。典型的には、ワクチン組成物は注射可能な液体溶液また

は懸濁液として調合される。注射前に液体担体中に溶解または懸濁するのに適し

た固体形態を調合してもよい。調合物はアジュバント効果を増強するために乳化
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され、あるいはリポソーム中に封入されてもよい。ポリペプチドはサポニン、例

えばQuil A（ISCOMS）とともに免疫刺激複合体中に含有されてもよい。ワクチン

組成物は免疫学的に有効量の本発明のポリペプチドならびに他の上記成分のいず

れかを含む。「免疫学的に有効量」は、予防または治療に効果的な１回分または

一連の投与の部分としての個体への投与量を意味する。治療すべき個体の健康状

態および身体的状態、治療すべき個体の分類学的グループ（例えば、非ヒト霊長

類、霊長類等）、有効な免疫応答を生じる個体の免疫系のキャパシティー、望ま

れる防御の程度、ワクチンの処方、治療医の評価、感染ＨＢＶ株、ならびに他の

重要な因子によりこの量は変更される。その量は比較的広範囲であり、常套的な

試行により決定されうると考えられる。通常には、その量は０．０１ないし１０

００μｇ／１回、より特別には０．１ないし１００μｇ／１回であろう。慣用的

には、ワクチン組成物は非経口投与され、典型的には注射され、例えば、皮下注

射または筋肉内注射される。他の投与方法に適したさらなる処方は経口処方およ

び坐薬である。投与は１回投与スケジュールであってもよく、あるいは複数回投

与スケジュールであってもよい。他の免疫調節剤とともにワクチンを投与しても

よい。ワクチンは個体の治療にも有用でありうることに注意すべきであり、その

ような場合、ワクチンは「治療ワクチン」と呼ばれる。

      【００６２】

  また本発明は、ＨＢＶ遺伝子型Ｇ特異的リガンドまたは本発明の少なくとも１

のＨＢＶ遺伝子型Ｇ特異的ポリペプチドでの免疫により特異的に生成するＨＢＶ

遺伝子型Ｇ特異的抗体に関し、該抗体は該ポリペプチドと特異的に反応し、ＨＢ

Ｖ遺伝子型Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅおよび／またはＦに特徴的なペプチドとは反応し

ない。好ましい具体例において、抗体はＨＢＶ遺伝子型ＧのＨＢＶポリメラーゼ

、Ｘ蛋白、ｐｒｅＣｏｒｅ、ＨＢｃＡｇ、ＨＢｅＡｇ、ｐｒｅＳ１、ｐｒｅＳ２

またはＨＢｓＡｇを特異的に認識する。

      【００６３】

  また本発明は、普遍的リガンドまたは本発明の普遍的ポリペプチドでの免疫に

より特異的に生成する普遍的抗体に関し、該抗体は該普遍的ポリペプチドと反応

する。好ましい具体例において、遺伝子型Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ、ＦおよびＧのＨ
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ＢＶポリメラーゼ、Ｘ蛋白、ｐｒｅＣｏｒｅ、ＨＢｃＡｇ、ＨＢｅＡｇ、ｐｒｅ

Ｓ１、ｐｒｅＳ２またはＨＢｓＡｇを特異的に認識する。

      【００６４】

  抗体はポリクローナルまたはモノクローナルであってよい。Fab, F(ab)'2, sc

Fv (「１本鎖可変フラグメント」)のごときこれらのモノクローナル抗体に由来

するフラグメントならびに抗体の可変領域を保持している他の抗体様構築物も本

発明の範囲内にあり、本発明の方法に使用できる。ただし、それらは元の特性を

保持しているものとする。通常には、例えば、パパイン、ペプシン、または他の

プリテアーゼでの抗体の酵素消化によりかかるフラグメントが得られる。モノク

ローナル抗体、またはそのフラグメントを種々の用途にために修飾できることが

当業者によく知られている。また、ミニ－抗体および２価抗体、３価抗体、４価

抗体および５価抗体のごとき多価抗体を本発明の方法に使用することができる。

これらのフラグメントおよび多価抗体の製造および使用は国際特許出願ＷＯ９８

／２９４４２に十分に記載されている。本発明の方法に使用されるモノクローナ

ル抗体は、ＨおよびＬ鎖をコードするマウスおよび／またはヒトゲノムＤＮＡ配

列から、あるいはＨおよびＬ鎖をコードするｃＤＮＡクローンから組み換えＤＮ

Ａ法の手段により作成されるマウスモノクローナル抗体のヒト化バージョンであ

ってもよい。あるいはまた、本発明の方法に使用されるモノクローナル抗体はヒ

トモノクローナル抗体であってもよい。用語「ヒト化抗体」は、免疫グロブリン

のフレームワーク領域の一部分がヒト免疫グロブリン配列の由来することを意味

する。本発明の方法に使用される抗体は、酵素、蛍光、または放射活性タイプの

適当な標識により標識されていてもよい。

      【００６５】

  さらに本発明は、生物学的試料中に存在する本発明のＨＢＶ遺伝子型Ｇ特異的

ポリペプチドの検出、好ましくは、これまで未同定であったＨＢＶ遺伝子型Ｇの

ＨｂｃＡｇおよび／またはＨＢｅＡｇの検出方法における本発明のＨＢＶ遺伝子

型Ｇ特異的抗体またはリガンドの使用に関する。

      【００６６】

  また本発明は、生物学的試料中に存在する本発明のＨＢＶ遺伝子型Ｇ特異的ポ
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リペプチドの検出、好ましくは、これまで未同定であったＨＢＶ遺伝子型ＧのＨ

ｂｃＡｇおよび／またはＨＢｅＡｇの検出方法に関し、該方法は下記工程を含む

：

  （ｉ）抗原－抗体または抗原－リガンド複合体の生成に適した条件下で、該生

物学的試料を、該ＨＢＶ遺伝子型Ｇ特異的ポリペプチドを認識する本発明のＨＢ

Ｖ遺伝子型Ｇ特異的抗体またはリガンドと接触させ；次いで

  （ｉｉ）該抗体またはリガンドと該ポリペプチドとの免疫学的結合を検出する

。

      【００６７】

  さらに本発明は、生物学的試料中に存在する本発明の普遍的ポリペプチドの検

出方法における、本発明の普遍的抗体またはリガンドの使用に関する。

      【００６８】

  また本発明は、生物学的試料中に存在する本発明の普遍的ポリペプチドの検出

方法に関し、該方法は下記工程を含む：

  （ｉ）抗原－抗体または抗原－リガンド複合体の生成に適した条件下で、該生

物学的試料を、該普遍的ポリペプチドを認識する本発明の普遍的抗体またはリガ

ンドと接触させ；次いで

  （ｉｉ）該抗体またはリガンドと該ポリペプチドとの免疫学的結合を検出する

。

      【００６９】

  本発明のポリペプチドと該ポリペプチドを認識する抗体とにより形成された該

ポリペプチド－抗体複合体を下記のものと一緒にすることにより、免疫学的結合

の検出方法を行うことができる：

  （ｉ）ポリペプチド－抗体複合体の特異的エピトープを認識するが、一次抗体

のみを認識しない二次抗体（またはディテクター抗体）；

  （ｉｉ）該二次抗体に特異的にタグを付すため、あるいは該二次抗体に特異的

にカップリングするマーカー、ここに該マーカーは当業者に知られたいずれかの

可能なマーカーである；

  （ｉｉｉ）二次抗体とポリペプチド－一次抗体複合体との間、および／または
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結合二次抗体とマーカーとの間の免疫学的反応を行うための適切なバッファー溶

液。

      【００７０】

  有利には、本発明に使用される抗体は適当な支持体上に固定化された状態であ

る。二次抗体はそれ自体マーカーを有しているか、あるいはマーカーに直接また

は間接的にカップリングした基を有している。あるいはまた、当該分野で知られ

た他のいすれかのイムノアッセイフォーマットを用いることにより本発明の方法

を実施してもよい。

      【００７１】

  用語「エピトープ」は、抗体結合部位により特異的に結合されるポリペプチド

－抗体複合体の部分をいう。エピトープは当該分野で知られたいすれかの方法で

決定することができ、あるいは当該分野で知られた種々のコンピューター予測に

より予測されうる。

  本明細書における「認識」、「反応」、「免疫学的結合」または「ポリペプチ

ド－抗体複合体を形成」なる表現は、本発明の抗体およびポリペプチドの免疫学

的特性に関する条件下でポリペプチドと抗体との間の結合が生じることと解釈さ

れるべきである。

  抗体およびリガンドに関する本明細書の用語「特異的に認識」、「特異的に結

合」、「特異的に反応」等は、抗体またはリガンドがこれまで未同定であったＨ

ＢＶ遺伝子型Ｇに対してユニークである（ＨＢＶ遺伝子型ＡからＦまでのいずれ

かのポリペプチドに対してはユニークでない）ポリペプチドに結合すること、あ

るいは抗体またはリガンドがＨＢＶ遺伝子型Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ、ＦおよびＧに

対して普遍的であるが他のいずれのポリペプチドに対しても普遍的でないポリペ

プチドに結合することと解釈されるべきである。

      【００７２】

  また本発明は、生物学的試料中に存在するこれまで未同定であったＨＢＶ遺伝

子型Ｇの検出において使用される診断キットに関し、該キットは本発明の少なく

とも１種のＨＢＶ遺伝子型Ｇ特異的抗体を含む。特別な具体例において、本発明

は、生物学的試料中に存在するこれまで未同定であったＨＢＶ遺伝子型Ｇの検出
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に使用される診断キットに関し、該キットは下記のものを含む：

  （ｉ）少なくとも本発明のＨＢＶ遺伝子型Ｇ特異的ポリペプチドを認識する一

次抗体（または捕捉抗体）；

  （ｉｉ）可能には、ポリペプチド－一次抗体複合体のエピトープと免疫学的複

合体を形成するが、一次抗体のみとは複合体を形成しない二次抗体（またはディ

テクター抗体）；

  （ｉｉｉ）可能には、該二次抗に特異的にタグを付し、あるいは該二次抗体に

特異的にカップリングするマーカー；

  （ｉｖ）可能には、本発明の一次抗体とポリペプチドとの間、二次抗体とポリ

ペプチド－一次抗体複合体との間、および／または結合二次抗体とマーカーとの

間の免疫学的反応を行うための適当なバッファー溶液；

  （ｖ）可能には、標準化目的で、キットの抗体により特異的に認識される精製

または合成ペプチド。

      【００７３】

  また本発明は、生物学的試料中に存在するＨＢＶの普遍的検出に使用される診

断キットに関し、該キットは少なくとも１の本発明の普遍的抗体を含む。

      【００７４】

  特別な具体例において、本発明は、生物学的試料中に存在するＨＢＶの普遍的

検出に使用される診断キットに関し、該キットは下記のものを含む：

  （ｉ）少なくとも本発明の普遍的ポリペプチドを認識する一次抗体（または捕

捉抗体）；

  （ｉｉ）可能には、ポリペプチド－一次抗体複合体のエピトープと免疫学的複

合体を形成するが、一次抗体のみとは複合体を形成しない二次抗体（またはディ

テクター抗体）；

  （ｉｉｉ）可能には、該二次抗に特異的にタグを付し、あるいは該二次抗体に

特異的にカップリングするマーカー；

  （ｉｖ）可能には、本発明の一次抗体とポリペプチドとの間、二次抗体とポリ

ペプチド－一次抗体複合体との間、および／または結合二次抗体とマーカーとの

間の免疫学的反応を行うための適当なバッファー溶液；
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  （ｖ）可能には、標準化目的で、キットの抗体により特異的に認識される精製

または合成ペプチド。

      【００７５】

  さらに本発明は、医薬として使用される本発明のポリペプチド、抗体またはリ

ガンドに関する。

  さらに本発明は、ヒトのＨＢＶ感染を予防し、あるいはヒトのＨＢＶ感染を治

療するための医薬を製造するための、本発明のポリペプチド、抗体またはリガン

ドの使用に関する。

      【００７６】

  また本発明は、ＨＢＶ感染の治療に使用することのできる本発明のペプチド、

抗体またはリガンドを活性物質として含む医薬組成物または医薬に関する。

      【００７７】

  用語「医薬」または「組成物」（両方の用語は混用されうる）は、可能には、

  セイライン、リンゲル溶液、デキストロース溶液、ハンク溶液、不揮発性油、

オレイン酸エチル、セイライン中５％デキストロースのごとき当業者に知られた

適当な賦形剤の存在下における本発明の抗体、等張性および化学的安定性を改善

する物質、バッファーならびに保存料を含む組成物をいう。「医薬」は当業者の

技量の範囲内の適当な方法により投与されうる。好ましい投与経路は非経口経路

である。非経口投与において、本発明の医薬は１回分の注射可能形態として、例

えば、上記の医薬上許容される賦形剤と混合された溶液、懸濁液またはエマルジ

ョンとして処方される。しかしながら、投与量およびモードは個体による。一般

的には、抗体が１μｇ／ｋｇないし１０ｍｇ／ｋｇ、より好ましくは１０μｇな

いし５ｍｇ／ｋｇ、最も好ましくは０．１ないし２ｍｇ／ｋｇの用量で与えられ

るように医薬が投与される。好ましくは、それをボーラス投与として与える。連

続輸液を用いてもよい。その場合、医薬を５ないし２０μｇ／ｋｇ／分、より好

ましくは７ないし１５μｇ／ｋｇ／分の用量で輸液してもよい。経口投与に適し

た剤形は、錠剤、ピル、カプセル、カプレット、顆粒、粉末、エリキシル、シロ

ップ、溶液および水性もしくは油性懸濁液を包含するが、これらに限らない。ヒ

トに投与される活性化合物の適当な１日の用量は、一般的には、約１ｍｇないし
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約５０００ｍｇ、より通常には、約５ｍｇないし約１０００ｍｇであり、１日に

１回もしくは１ないしそれ以上の回数にわけて投与する。

      【００７８】

  本発明の医薬組成物は本発明の抗体と機能的に同等な変種を含んでいてもよい

ことが明らかなはずである。該用語は本発明の抗体を含む分子であって、それに

ある種の修飾が施されており、その生物学的特性の全部または一部を保持してい

るものをいう。かかる修飾は多糖鎖の付加、特定の化学基の付加、脂質部分の付

加、他のペプチドまたは蛋白との融合ならびに分子内架橋の形成を包含するが、

これらに限らない。

      【００７９】

  また本発明は、ＨＢＶ感染により特徴づけられる（あるいはＨＢＶに関連した

）疾患の治療に使用されうる化合物または作用剤（本明細書において「試験化合

物」という）を同定するための方法を提供する。これらの方法は、本明細書にお

いて「薬剤スクリーニングアッセイ」ともいわれる。

      【００８０】

  １の具体例において、薬剤スクリーニングアッセイは、ＨＢＶ遺伝子型Ｇ蛋白

またはその機能的同等部分と相互作用（例えば、結合）する能力、ＨＢＶ蛋白と

標的分子との相互作用をモジュレートする能力に関して試験化合物をスクリーニ

ングする工程を含む。典型的には、アッセイは下記工程を含む無細胞アッセイで

ある：

  （ｉ）ＨＢＶ遺伝子型Ｇ蛋白またはその一部分と試験化合物との相互作用（例

えば、結合）を可能にする条件下で、本発明のＨＢＶ遺伝子型Ｇ蛋白またはその

免疫原性フラグメントと試験化合物とを混合して複合体を形成させ；

  （ｉｉ）複合体の形成を検出する。

      【００８１】

  試験化合物がＨＢＶ遺伝子型Ｇ蛋白またはその一部分と相互作用（例えば、結

合）する能力は、複合体中の試験化合物の存在により示される。ＨＢＶ遺伝子型

Ｇ蛋白と試験化合物との間の複合体の形成は、例えば、標準的なイムノアッセイ

を用いて定量されうる。かかる試験に用いられるＨＢＶ遺伝子型Ｇ蛋白またはそ
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の免疫原性フラグメントは溶液中で遊離の状態であってもよく、固体支持体に固

定化されていてもよく、細胞表面上に担持されていてもよく、あるいは細胞内に

存在していてもよい。

      【００８２】

  もう１つの具体例において、本発明は、ＨＢＶ遺伝子型Ｇ蛋白と下記のもの：

  －通常にはＨＢＶ遺伝子型Ｇ蛋白が相互作用する分子（標的分子）；または

  －ＨＢＶ遺伝子型Ｇ蛋白を特異的に認識する抗体

との間の相互作用（可能ならばＨＢＶ遺伝子型Ｇ蛋白の活性も）をモジュレート

（例えば、刺激または阻害）する試験化合物を同定するスクリーニングアッセイ

を提供する。

      【００８３】

  標的分子は、ＨＢＶ遺伝子型Ｇ蛋白と同じシグナリング経路中の蛋白、例えば

、ＨＢＶ蛋白シグナリング経路の上流（活性の刺激剤および阻害剤の両方を包含

）または下流で機能しうる蛋白（Ｚｎ－フィンガー、プロテアーゼ活性、システ

イン酸化還元状態のレギュレーター）を包含する。典型的には、アッセイは無細

胞アッセイであり、下記工程を含む：

  （ｉ）ＨＢＶ遺伝子型Ｇ蛋白またはその一部分と標的分子または抗体との相互

作用（例えば、結合）を可能にする条件下で、ＨＢＶ遺伝子型Ｇ蛋白またはその

免疫原性フラグメント、ＨＢＶ蛋白標的分子（例えば、ＨＢＶ蛋白リガンド）ま

たは特異的抗体および試験化合物を混合し；

  （ｉｉ）ＨＢＶ遺伝子型Ｇ蛋白および標的分子または抗体を含む複合体の形成

を検出、あるいはＨＢＶ遺伝子型Ｇ蛋白と標的分子または抗体との相互作用／反

応を検出する。

      【００８４】

  上記薬剤スクリーニングアッセイを行うために、ＨＢＶ遺伝子型Ｇ蛋白または

その標的分子のいずれかを固定化して分離を容易化し、アッセイの自動化の便宜

を図ることが可能である。複合体形成の検出は、例えばＨＢＶ遺伝子型Ｇ蛋白の

誘導効果を測定することによる複合体の直接定量を包含しうる。試験化合物存在

下におけるＨＢＶ遺伝子型Ｇ蛋白と標的分子との相互作用（例えば、ＨＢＶ遺伝
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子型Ｇ蛋白と標的分子との間の複合体形成）の低下（試験化合物不存在下で検出

されるものと比較して）のごとき統計学的に有意な変化は、ＨＢＶ遺伝子型Ｇ蛋

白と標的分子との間の相互作用のモジュレーション（例えば、刺激または阻害）

を示す。ＨＢＶ遺伝子型Ｇ蛋白と標的分子との間の複合体形成のモジュレーショ

ンを、例えばイムノアッセイを用いて定量することができる。

  ＨＢＶ遺伝子型Ｇ蛋白と標的分子との間の相互作用のモジュレーターは、本明

細書記載のいずれかの方法により同定された場合、本発明に包含されることは明

らかなはずである。

      【００８５】

  ＨＢＶ遺伝子型Ｇ蛋白に対して適当な結合アフィニティーを有する化合物の高

処理量スクリーニングを提供する、薬剤スクリーニングの１つの方法は、１９８

４年９月１３日に公開されたGeysen HNによる国際特許出願ＷＯ８４／０３５６

４ "Determination of Amino Acid Sequence Antigenicity"において詳細に記載

されており、参照により本明細書に一体化させる。要約すると、多数の異なる小

型ペプチド試験化合物が、プラスチック製ピンまたはいくつかの他の表面上で合

成される。蛋白試験化合物はＨＢＶ遺伝子型Ｇ蛋白のフラグメントと反応させら

れ、洗浄される。次いで、結合したＨＢＶ遺伝子型Ｇ蛋白は当該分野でよく知ら

れた方法により検出される。

      【００８６】

  また本発明は、ＨＢＶ遺伝子型Ｇ蛋白に結合しうる中和抗体がＨＢＶ遺伝子型

Ｇ蛋白との結合に関して試験化合物と競争する、競争的薬剤スクリーニングアッ

セイの使用も本発明に包含される。この様式において、１またはそれ以上の抗原

決定基をＨＢＶ遺伝子型Ｇ蛋白と共有している蛋白の存在を検出するために抗体

を使用することができる。

      【００８７】

  さらにもう１つの具体例において、本発明は、ＨＢＶ核酸発現および／または

ＨＢＶ蛋白活性をモジュレートしうる化合物を同定する方法を提供する。ＨＢＶ

核酸の発現またはＨＢＶ遺伝子型Ｇ蛋白の活性をモジュレートする試験化合物の

能力をアッセイする方法は、典型的には、細胞に基づくアッセイである。しかし
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ながら、ＨＢＶ遺伝子型Ｇに感染した動物もここで企図される。ＨＢＶ遺伝子型

Ｇ蛋白を含む経路を介してシグナルを伝達するＨＢＶ遺伝子型Ｇに感染またはト

ランスフェクションされた細胞を、試験化合物の存在下および不存在下において

ＨＢＶ蛋白を過剰発現するように誘導することができる。これらのＨＢＶ遺伝子

型Ｇ感染細胞もまた本発明の一部を形成する。該ＨＢＶ遺伝子型Ｇ感染細胞およ

び動物はさらにＨＢＶ遺伝子型Ｇ感染クローンともいう。

      【００８８】

  本明細書および下記の請求の範囲の全体にわたり、特記しない限り、「含む（

comprise, comprises, comprising）」は述べられた数または工程あるいは述べ

られた数または工程の群を意味するが、他の数または工程あるいは数または工程

の群を排除するものではない。本明細書で引用された種々の特許出願、特許およ

び／または刊行物、ならびにこれらの刊行物中で引用された文献の開示を、参照

により本明細書に一体化させる。しかしながら、このことはこれらのすべての開

示の内容が通常の一般的な知識の一部として見られることを意味するのではない

。

      【００８９】

  本願は、３５ ＵＳＣ １１９の規定により１９９９年１２月７日出願の米国特

許出願第６０／１６９２８７号について優先権を主張している。さらに本願は、

ＰＣＴ８条の規定により１９９９年１２月７日出願の米国特許出願第６０／１６

９２８７号および１９９９年１２月３日出願のＥＰ ９９８７０２５２．６につ

いて優先権を主張している。

      【００９０】

実施例

実施例１：異なるＨＢＶ遺伝子型の流行

１．１ 試料収集

  合計１２１個のＨＢＶ陽性血漿試料を、フランス（ｎ＝３９）および米国（ｎ

＝８２）から集めた。試料を小分けし、使用するまで－２０℃で保存した。試料

は慢性ＨＢＶキャリヤから採取され、利用可能となったのでランダムに選択され

た。
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      【００９１】

１．２ ＨＢＶ ＤＮＡ抽出および増幅

  本質的には以前記載されたようにして（Stuyver et al., 1999）、High Pure 

PCR Template Preparation kit (Roche Diagnostics, Brussels, Belgium)を用

いて１００μｌの血清試料からＨＢＶ ＤＮＡを抽出した。プライマーＨＢＰｒ

１およびＨＢＰｒ１３５（アウター（outer）ＰＣＲ）、次いでＨＢＰｒ２およ

びＨＢＰｒ９４を用いる入れ子反応を用いることにより、ｐｒｅＳ１、ｐｒｅＳ

２およびＨＢｓＡｇ領域をカバーするＰＣＲフラグメントを得た（図４；表１）

。アウターＰＣＲによりウイルスＤＮＡを４０サイクルにわたり増幅した。９４

℃３０秒変性、５０℃３０秒アニーリング、次いで、７２℃３０秒伸長とした。

第１ラウンドのＰＣＲにおいて陰性の試料を、入れ子ＰＣＲプライマーを用いて

同じサーマルプロファイルでさらに３５サイクル増幅した。

      【００９２】

１．３ ＨＢＶ遺伝子型決定

  HBV genotyping Line Probe Assay (LiPA) (Van Geyt et al., 1998)の研究用

バージョンを用いることにより、１２１個の血清試料をさらに遺伝子型決定した

。結果を表２にまとめた。非常に典型的であるが、これまで認識されていなかっ

た反応性パターンが、ヨーロッパからの２つの試料および米国からの１１個の試

料に関して観察された。すなわち、プローブ１４０（遺伝子型Ａ用に特に設計）

、プローブ１４８（遺伝子型ＡおよびＢ用に設計）、プローブ８０（遺伝子型Ｃ

ＤおよびＥ用に設計）およびプローブ２３９（遺伝子型ＢおよびＥ用に設計）（

Van Geyt et al. 1998）に対してハイブリダイゼーション反応が観察された。こ

の混合ハイブリダイゼーションパターンはユニークなタイプ認識を可能にしなか

ったので、配列分析によるさらなる特徴づけを行った。

      【００９３】

実施例２：混合ハイブリダイゼーションパターンを示した試料の特徴づけ

２．１ ＨＢＶ ＤＮＡ抽出および増幅

  本質的には以前記載されたようにして（Stuyver et al., 1999）、High Pure 

PCR Template Preparation kit (Roche Diagnostics, Brussels, Belgium)を用
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いて、ＨＢＶ ＤＮＡを１００μｌの血清試料から抽出した。Expand High Fidel

ity PCR system (Roche Diagnostics, Brussels, Belgium)を用いてＨＢＶの完

全ゲノムを増幅した。５μｌの抽出ＤＮＡに関して、プライマーＨＢＰｒ１０８

およびＨＢＰｒ１０９（表１）を用いて増幅を行った。5 μl 10 x Expand High

 Fidelity PCR system buffer、2.6 U Expand High Fidelity PCR system enzym

e mix、200 μM dNTPs、300 nM の各プライマーおよび滅菌H2Oを含有する４５μ

ｌの反応混合物を得た。９４℃で４０秒変性、５０秒で６０℃にシフトさせた後

、１分間アニーリング、１５秒で７２℃にシフトさせた後、４分間伸長させ、５

秒／サイクルのインクレメントで増幅を行った（Gunther et al., 1998）。２つ

の短いＰＣＲフラグメントも得られた：（ｉ）第１のアンプリコンはｐｒｅＳ１

、ｐｒｅＳ２、およびＨＢｓＡｇ領域をカバーするものであり、プライマーＨＢ

Ｐｒ１およびＨＢＰｒ１３５（アウターＰＣＲ）、次いで、ＨＢＰｒ２およびＨ

ＢＰｒ９４（表１）を用いる入れ子反応により増幅された；ならびに（ｉｉ）第

２のアンプリコンはｐｒｅＣｏｒｅ／Ｃｏｒｅ領域をカバーするものであり、半

－入れ子セットのＰＣＲプライマー（ＨＢＰｒ８６およびＨＢＰｒ３０３、次い

でＨＢＰｒ８７およびＨＢＰｒ３０３）を用いて増幅された。９４℃で３０秒変

性、５０℃で３０秒アニーリング、次いで７２℃で３０秒伸長を４０サイクル行

うアウターＰＣＲによりウイルスＤＮＡが増幅された。第１ラウンドのＰＣＲで

陰性の試料を、入れ子ＰＣＲプライマーを用いて同じサーマルプロファイルで３

５サイクル増幅した。

      【００９４】

２．２ 配列決定

  蛍光標識ジデオキシヌクレオチド鎖ターミネーター（ABI Prism BigDye Termi

nator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit with AmpliTaq DNA polymerase F

S; PE Applied Biosystems）を用いて、自動ＤＮＡシーケンサーＡＢＩ ３７７

（PE Applied Biosystems, Foster City, CA, USA）にて配列決定を行った。完

全ゲノムを配列決定するために使用したプライマーを表１にまとめる。短いＰＣ

Ｒフラグメントを配列決定するために使用したプライマーは増幅プライマーと同

じものである。
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  全ゲノム配列決定用に１のヨーロッパのウイルス単離体（ＦＲ１）を選択し（

図１；配列番号：１）、別の７つの試料からｐｒｅＣｏｒｅ／Ｃｏｒｅおよびｐ

ｒｅＳ／Ｓ遺伝子を配列決定した（図７および８；配列番号：４３－５６）。

      【００９５】

２．３ 他の遺伝子型との相同性パーセンテージ

  ＦＲ１株の遺伝学的関連性を３６個の他の完全ＨＢＶゲノムと比較するために

、相同性パーセンテージを計算した。ＦＲ１株の配列は以下の相同性を示した：

遺伝子型Ａ（５つの配列）とは８７．１％（最小８６．２％、最大８７．７％）

；遺伝子型Ｂ（４つの配列）とは８６．６％（最小８６．５％、最大８６．６％

）；遺伝子型Ｃ（１４の配列）とは８６．５％（最小８６．０％、最大８７．０

％）；遺伝子型Ｄ（８つの配列）とは８６．９％（最小８６．３％、最大８７．

３％）；遺伝子型Ｅ（２つの配列）とは８８．３％（最小８８．２％、最大８８

．４％）；遺伝子型Ｆ（３つの配列）とは８４．７％（最小８４．５％、最大８

４．８％）。

      【００９６】

２．４ 他の遺伝子型との系統発生学的距離

  ＦＲ１株の遺伝学的関連性を３６個の他の完全ＨＢＶゲノムと比較するために

、系統発生学的距離を計算した。６つの認識されたＨＢＶ遺伝子型（３６個の配

列）間の系統発生学的距離を互いに比較し、ＦＲ１株と比較した（図９）。系統

発生学的距離間（ｉ）１の遺伝子型中（距離範囲０．０１～０．０６）および（

ｉｉ）異なる遺伝子型間（距離範囲０．０８～０．１７）に明らかな相違が現れ

た。平均値および遺伝子型間の境界値としての距離０．０８に関してｔ－検定を

用いると、ＦＲ１は遺伝子型Ａ～Ｆとは有意に異なることがわかった（０．１１

～０．１７の範囲；Ｐ＜０．０１９）。

  系統発生樹を作成し、DNADIST, Neighbor and Drawgram software programs o

f PHYLIP version 3.5c (Felsenstein, 1993)を用いる距離マトリックス比較に

より分析した。MedCalc Version 4.05-Windows 95 (Medcalc Software, Mariake

rke, Belgium)を用いて統計学的分析（平均値に関するｔ－検定）を行った。０

．０５未満のＰ値を統計学的に有意であるとみなした。異なる遺伝子型を示す完
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全ゲノム配列をGenBankから取った。それらの受託番号を図１０に示す。完全ゲ

ノム配列の系統発生樹（図１０ａ）、ならびに個々のＯＲＦ［表面領域（ｐｒｅ

Ｓ１、ｐｒｅＳ２、ＨＢｓＡｇ）については図１０ｂ；他のＯＲＦｓに関しては

示さず］の系統発生樹を構築したところ、ＦＲ１が別個のブランチ上に実際に存

在していることが示された。さらに図１０ｂは、米国およびフランスからのＨＢ

Ｖ試料が互いに密接に関連していることを示す。これらの計算結果および系統発

生樹により示されるところに基づいて、新たなＨＢＶ遺伝子型に属することが示

されたＦＲ１および他のウイルス株を遺伝子型Ｇと称する。

      【００９７】

実施例３：遺伝子型Ｇに属するＨＢＶ株におけるゲノム構造およびオープンリー

ディングフレームの特徴づけ

  ＦＲ１の完全ゲノム構造は既知のＨＢＶ遺伝子型に関して説明されているもの

と類似であったが、３２４８ｂｐの長さであることがわかった（図４）。

  配列決定された８つの単離体すべてはｐｒｅＣｏｒｅ領域のコドン２（ＣＡＡ

のかわりにＴＡＡ）およびコドン２８（ＴＧＧのかわりにＴＡＧ）において翻訳

停止を有する。この二重停止コドンの存在に基づくと、一般的には、ＨＢｅＡｇ

の存在は予想されない。逆説的に、試料ＦＲ２は血漿中のＨＢｅＡｇの存在を示

した。Ｃｏｒｅ領域は５８５ヌクレオチドの長さであり、１９５アミノ酸のＣｏ

ｒｅ蛋白をコードする（図５）。他の遺伝子型とは対照的に、Ｃｏｒｅ領域は３

６ｂｐのヌクレオチドインサートを有し、該インサートはＣｏｒｅ翻訳開始点（

位置１９０１のＡ）から５ヌクレオチド後に存在する。それゆえ、さらなる１２

個のアミノ酸RTTLPYGLFGLD（配列番号：１５５）をコードするｃｏｒｅ領域中の

該インサートはＨＢｃＡｇおよびＨＢｅＡｇの新規発現機構の原因である可能性

があり、ユニークな構造および免疫学的特性を有するｃｏｒｅおよびｅ抗原が存

在する可能性がある。遺伝子型Ｇ、ならびに遺伝子型Ａを除く他の遺伝子型は、

ＨＢｃＡｇ ＯＲＦのカルボキシ末端部分に６ヌクレオチドの欠失を示した（図

４および５）。

  ｐｒｅＳ１領域は３５４ｂｐ（１１８アミノ酸）、ｐｒｅＳ２領域は１６５ｂ

ｐ（５５アミノ酸）、そしてＨＢｓＡｇ領域は６７８ｂｐ（２２６アミノ酸）を



(52) 特表２００３－５１５３２７

含む（図６）。遺伝子型Ｅと同様に、Ｇ株はｐｒｅＳ１のアミノ末端において３

ヌクレオチドの欠失（位置１１における１個のアミノ酸；図６）を示した。ＨＢ

ｓＡｇの位置１１２のリジン（Ｋ）、位置１６０のリジン（Ｋ）および位置１２

７のプロリン（Ｐ）の存在に基づいて、この遺伝子型Ｇの血清学的サブタイプは

ａｄｗ２であると推定された。

  この遺伝子型のポリメラーゼ領域は２５２６ｂｐ（８４２アミノ酸）を含む。

ＨＢｃＡｇのカルボキシ末端における欠失、ならびにｐｒｅＳ１のアミノ末端に

おける欠失はポリメラーゼ蛋白の番号付けに影響する。ラミブジン治療の間に変

化する傾向のあるメチオニン残基は、高度に保存されたＹＭＤＤモチーフ（Bart

holomeusz et al., 1998）中の位置５４９に存在する。図６は、他の遺伝子型に

おけるこのメチオニン残基に関する正確な番号付けを示す。

      【００９８】

実施例４：ＨＢＶ遺伝子型Ｇの検出方法

４．１ ＨＢＶ ＤＮＡ抽出および増幅

  High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche Diagnostics, Brussels, B

elgium)を用いてＨＢＶ ＤＮＡを血清試料から抽出した。入れ子セットのＰＣＲ

プライマーを設計し、ＨＢｓＡｇ領域の増幅を可能にし、３４１ｂｐのフラグメ

ントを得た（アウターセンスプライマーＨＢＰｒ１３４；アウターアンチセンス

プライマーＨＢＰｒ１３５；入れ子センスプライマーＨＢＰｒ７５；入れ子アン

チセンスプライマーＨＢＰｒ９４；表１）。すべてのプライマーの５’末端にビ

オチン基でタグを付した。４０サイクル（９５℃で３０秒；４５℃で３０秒；７

２℃で３０秒）のアウターＰＣＲによりＤＮＡを増幅した。第１ラウンドのＰＣ

Ｒにおける陰性試料を、入れ子ＰＣＲプライマーを用いて同じサーマルプロファ

イルで３５サイクル増幅した。

      【００９９】

４．２ ＨＢＶ遺伝子型決定用のＬｉＰＡの設計

  全部で２０種の遺伝子型特異的プローブを設計した。遺伝子型Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ

、ＥおよびＦの同定用に設計されたプローブはVan Geyt et al. (1998)に記載さ

れたものである。例えば、ＨＢＶ遺伝子型Ｇ核酸配列の同定用に特別に選択され
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たプローブは図１の標的Ａまたは標的Ｂと表示された領域を認識する。ポリｄ（

Ｔ）テイルの酵素付加後、選択されたオリゴヌクレオチドプローブをニトロセル

ロース膜上に水平線としてアプライする。ビオチン化されたＤＮＡの１本の線を

陽性対照として並べてアプライする。

      【０１００】

４．３ クローン化リファレンスパネルおよび典型的な臨床試料を用いるＬｉＰ

Ａの試験

  ＨＣＶラインプローブアッセイ（Stuyver et al., 1996）に関して説明された

のと本質的に同様にしてアッセイを行った。ＨＢＶ遺伝子型決定ＬｉＰＡ上での

異なるプローブの反応性を、クローン化されたリファレンスパネルおよび臨床試

料を用いて評価した。図１１は、ＬｉＰＡ上のプローブに対するＰＣＲ生成物の

ハイブリダイゼーション後のいくつかの典型的な試料に関する結果を示す。ＨＢ

Ｖ株ＦＲ１由来のＰＣＲフラグメントは普遍的プローブ１４０、１４８、８０お

よび２３９とハイブリダイゼーションし、さらに図１に表示した標的Ａまたは標

的Ｂを認識するように選択された遺伝子型Ｇ特異的プローブとハイブリダイゼー

ションする。

      【０１０１】
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【図面の簡単な説明】

    【図１】  ４つの主要ＯＲＦｓのアミノ酸翻訳を伴ったＦＲ１の完全ヌクレ

オチド配列である。ＨＢＶ遺伝子型Ｇ特異的プローブおよび／またはプライマー

の標的配列を横線で示す。ＨＢＶ遺伝子型Ｇにユニークなヌクレオチドおよびヌ

クレオチドの組み合わせをそれぞれ太字で示し、カギ付き下線を付した。

    【図２】  Tran et al. (1991)により記載されたＨＢＶ ｐｒｅＣ／Ｃ遺伝

子の完全コーディング配列である。

    【図３】  Tran et al. (1991)により記載されたＨＢＶ ｐｒｅＳ／Ｓ遺伝

子の完全コーディング配列である。

    【図４】  ＨＢＶ遺伝子型Ｇウイルスのゲノム構成およびオープンリーディ
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ングフレームを、他の遺伝子型と比較して示す。各遺伝子型に関して、１の典型

的なゲノムのみが含まれる（遺伝子型Ａ：Ｘ７０１８５；Ｂ：Ｄ００３３１；Ｃ

：Ｘ０１５８７；Ｄ：Ｘ７２７０２；Ｅ：Ｘ７５６６４；Ｆ：Ｘ７５６６３；Ｇ

：ＦＲ１）。広範な可変性が観察されるウイルスゲノム中の位置を黒いゾーンで

示す。ヌクレオチドおよびアミノ酸の番号付けを示す。（１）：遺伝子型Ｇの大

部分の単離体は翻訳停止コドンを有し、翻訳停止コドンはｐｒｅＣｏｒｅ領域の

長さに影響する。ｘｘｘ：異なる遺伝子型の保存されたＹＭＤＤモチーフ中のＭ

－残基に関するアミノ酸番号付けを示す。表１に示すプライマーの位置および方

向を矢印で示す。

    【図５】  異なるＨＢＶ遺伝子型のｐｒｅＣｏｒｅおよびＣｏｒｅ領域のア

ミノ酸配列アラインメントである。各遺伝子型に関して、１の典型的なゲノムの

みが含まれる（遺伝子型Ａ：Ｘ７０１８５；Ｂ：Ｄ００３３１；Ｃ：Ｘ０１５８

７；Ｄ：Ｘ７２７０２；Ｅ：Ｘ７５６６４；Ｆ：Ｘ７５６６３；Ｇ：ＦＲ１）。

アミノ酸配列はヌクレオチド配列に由来するものである。Ｘ：翻訳停止。

    【図６】  異なるＨＢＶ遺伝子型のｐｒｅＳ１、ｐｒｅＳ２およびＨＢｓＡ

ｇのオープンリーディングフレームのアミノ酸配列アラインメントである。各遺

伝子型に関て、１の典型的なゲノムのみが含まれる（遺伝子型Ａ：Ｘ７０１８５

；Ｂ：Ｄ００３３１；Ｃ：Ｘ０１５８７；Ｄ：Ｘ７２７０２；Ｅ：Ｘ７５６６４

；Ｆ：Ｘ７５６６３；Ｇ：ＦＲ１）。上：ｐｒｅＳ１；中：ｐｒｅＳ２；下：Ｈ

ＢｓＡｇ。アミノ酸配列はヌクレオチド配列に由来する。

    【図７】  ＨＢＶ遺伝子型Ａ株（ＨＢＶＸＣＰＳ）および新たに同定された

遺伝子型Ｇに属する７つのＨＢＶ株（ＲＦ１、ＦＲ２、ＵＳ１、ＵＳ３、ＵＳ５

、ＵＳ６、ＵＳ７、ＵＳ１０）のｐｒｅＣｏｒｅ／Ｃｏｒｅ配列のアラインメン

トを示す。Ｎはこの位置にヌクレオチドがないことを示す。

    【図８】  ＨＢＶ遺伝子型Ａ株（ＨＢＶＸＣＰＳ）および新たに同定された

遺伝子型Ｇに属する７つのＨＢＶ株（ＲＦ１、ＦＲ２、ＵＳ１、ＵＳ３、ＵＳ５

、ＵＳ６、ＵＳ７、ＵＳ１０）のｐｅｒＳ１／ｐｒｅＳ２／ＨＢｓＡｇ配列のア

ラインメントを示す。Ｎはこの位置にヌクレオチドがないことを示す。

    【図９】  異なるＨＢＶ遺伝子型間の、プログラムＤＮＡＤＩＳＴにより得



(60) 特表２００３－５１５３２７

られた系統発生的距離である。３６種の完全ゲノム（受託番号は図１０に示され

る）をＦＲ１（遺伝子型Ｇ）配列と比較した。各群の平均を示し（Ａ：■；Ｂ：

●；Ｃ：▲；Ｄ：Ｘ；Ｅ：＊；Ｆ：◆；Ｇ：＋）、平均の標準偏差も示す。標準

偏差はこれらの距離の９５％信頼性区間を与える。

    【図１０】  ＨＢＶ遺伝子型の系統発生樹である。ウイルス単離体をそれら

のGenBankの受託番号により示す。（ａ）完全ゲノム。（ｂ）表面遺伝子のオー

プンリーディングフレーム（ｐｒｅＳ１／ｐｒｅＳ２／ＨＢｓＡｇを含む）。

    【図１１】  実施例４にて設計された遺伝子型決定ＬｉＰＡへのＰＣＲ生成

物のハイブリダイゼーション後の、遺伝子型Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ、ＦおよびＧの

いくつかの典型的な試料に関して得られた結果である。片Ｇ：ＦＲ１のＰＣＲフ

ラグメントとともにインキュベーションされた。右の片は適用されたすべてのプ

ローブの位置を示す。プローブの番号付けはVan Geyt et al. (1998)に記載され

ている。

  Ｃｏｎｊ．ｃｏｎｔｒ：抱合体対照；Ａｍｐｌ．ｃｏｎｔｒ：増幅対照（すべ

ての遺伝子型と反応するプローブ、保存的領域に存在）。「標的Ａ」および「標

的Ｂ」と表示したプローブ線は、図１に示す標的Ａおよび標的Ｂ領域を認識する

プローブを含む。プローブ１９３および７７は遺伝子型Ａのみを認識する。プロ

ーブ７８は遺伝子型Ｂのみを認識する。プローブ１５３、１５４および２０４は

遺伝子型Ｃのみを認識する。プローブ１６５および２０８は遺伝子型Ｄのみを認

識する。プローブ１７２、１７７および２１３は遺伝子型Ｅのみを認識する。プ

ローブ１８６、２１６および２１９は遺伝子型Ｆのみを認識する。プローブ１４

０は遺伝子型ＡおよびＧを認識する。プローブ１４８は遺伝子型Ａ、ＢおよびＧ

を認識する。プローブ８０は遺伝子型Ｃ、Ｄ、ＥおよびＧを認識する。プローブ

２３９は遺伝子型Ｂ、ＥおよびＧを認識する。

    【図１２】  Bhat et al. (1990)により記載されたＨＢＶ ｐｒｅＣ／Ｃ遺

伝子の完全コーディング配列である。



(61) 特表２００３－５１５３２７

【図１】



(62) 特表２００３－５１５３２７

【図１－  １】



(63) 特表２００３－５１５３２７

【図１－  ２】



(64) 特表２００３－５１５３２７

【図１－  ３】



(65) 特表２００３－５１５３２７

【図１－  ４】



(66) 特表２００３－５１５３２７

【図１－  ５】



(67) 特表２００３－５１５３２７

【図１－  ６】



(68) 特表２００３－５１５３２７

【図１－  ７】



(69) 特表２００３－５１５３２７

【図１－  ８】



(70) 特表２００３－５１５３２７

【図１－  ９】



(71) 特表２００３－５１５３２７

【図１－１０】



(72) 特表２００３－５１５３２７

【図１－１１】



(73) 特表２００３－５１５３２７

【図１－１２】



(74) 特表２００３－５１５３２７

【図２】



(75) 特表２００３－５１５３２７

【図３】



(76) 特表２００３－５１５３２７

【図４】



(77) 特表２００３－５１５３２７

【図５】



(78) 特表２００３－５１５３２７

【図６】



(79) 特表２００３－５１５３２７

【図７】



(80) 特表２００３－５１５３２７

【図７－１】



(81) 特表２００３－５１５３２７

【図７－２】



(82) 特表２００３－５１５３２７

【図７－３】



(83) 特表２００３－５１５３２７

【図８】



(84) 特表２００３－５１５３２７

【図８－１】



(85) 特表２００３－５１５３２７

【図８－２】



(86) 特表２００３－５１５３２７

【図８－３】



(87) 特表２００３－５１５３２７

【図８－４】



(88) 特表２００３－５１５３２７

【図８－５】



(89) 特表２００３－５１５３２７

【図８－６】



(90) 特表２００３－５１５３２７

【図９】



(91) 特表２００３－５１５３２７

【図１０ａ】



(92) 特表２００３－５１５３２７

【図１０ｂ】



(93) 特表２００３－５１５３２７

【図１１】



(94) 特表２００３－５１５３２７

【図１２】



(95) 特表２００３－５１５３２７

【国際調査報告】



(96) 特表２００３－５１５３２７



(97) 特表２００３－５１５３２７



(98) 特表２００３－５１５３２７



(99) 特表２００３－５１５３２７

─────────────────────────────────────────────────────
フロントページの続き
  
(51)Int.Cl.7              識別記号                        ＦＩ                              テーマコート゛(参考）
   Ａ６１Ｋ  45/00                                       Ａ６１Ｐ  31/20                     ４Ｃ０８４
             48/00                                       Ｃ０７Ｋ  14/02                     ４Ｃ０８５
   Ａ６１Ｐ  31/20                                                 16/08                     ４Ｈ０４５
   Ｃ０７Ｋ  14/02                                       Ｃ１２Ｎ   1/15                       
             16/08                                                  1/19                       
   Ｃ１２Ｎ   1/15                                                  1/21                       
              1/19                                       Ｃ１２Ｐ  21/02                 Ｃ    
              1/21                                       Ｃ１２Ｑ   1/68                 Ａ    
              5/10                                                                       Ｚ    
   Ｃ１２Ｐ  21/02                                       Ｇ０１Ｎ  33/15                 Ｚ    
   Ｃ１２Ｑ   1/68                                                 33/50                 Ｚ    
                                                                   33/53                 Ｄ    
   Ｇ０１Ｎ  33/15                                                                       Ｍ    
             33/50                                                 33/576                Ｂ    
             33/53                                                 37/00           １０２      
                                                         Ｃ１２Ｎ  15/00           ＺＮＡＡ    
             33/576                                                 5/00                 Ａ    
             37/00         １０２                        Ａ６１Ｋ  37/02                       
(81)指定国          ＥＰ(ＡＴ，ＢＥ，ＣＨ，ＣＹ，
ＤＥ，ＤＫ，ＥＳ，ＦＩ，ＦＲ，ＧＢ，ＧＲ，ＩＥ，Ｉ
Ｔ，ＬＵ，ＭＣ，ＮＬ，ＰＴ，ＳＥ，ＴＲ)，ＯＡ(ＢＦ
，ＢＪ，ＣＦ，ＣＧ，ＣＩ，ＣＭ，ＧＡ，ＧＮ，ＧＷ，
ＭＬ，ＭＲ，ＮＥ，ＳＮ，ＴＤ，ＴＧ)，ＡＰ(ＧＨ，Ｇ
Ｍ，ＫＥ，ＬＳ，ＭＷ，ＭＺ，ＳＤ，ＳＬ，ＳＺ，ＴＺ
，ＵＧ，ＺＷ)，ＥＡ(ＡＭ，ＡＺ，ＢＹ，ＫＧ，ＫＺ，
ＭＤ，ＲＵ，ＴＪ，ＴＭ)，ＡＥ，ＡＧ，ＡＬ，ＡＭ，
ＡＴ，ＡＵ，ＡＺ，ＢＡ，ＢＢ，ＢＧ，ＢＲ，ＢＹ，Ｂ
Ｚ，ＣＡ，ＣＨ，ＣＮ，ＣＲ，ＣＵ，ＣＺ，ＤＥ，ＤＫ
，ＤＭ，ＤＺ，ＥＥ，ＥＳ，ＦＩ，ＧＢ，ＧＤ，ＧＥ，
ＧＨ，ＧＭ，ＨＲ，ＨＵ，ＩＤ，ＩＬ，ＩＮ，ＩＳ，Ｊ
Ｐ，ＫＥ，ＫＧ，ＫＰ，ＫＲ，ＫＺ，ＬＣ，ＬＫ，ＬＲ
，ＬＳ，ＬＴ，ＬＵ，ＬＶ，ＭＡ，ＭＤ，ＭＧ，ＭＫ，
ＭＮ，ＭＷ，ＭＸ，ＭＺ，ＮＯ，ＮＺ，ＰＬ，ＰＴ，Ｒ
Ｏ，ＲＵ，ＳＤ，ＳＥ，ＳＧ，ＳＩ，ＳＫ，ＳＬ，ＴＪ
，ＴＭ，ＴＲ，ＴＴ，ＴＺ，ＵＡ，ＵＧ，ＵＳ，ＵＺ，
ＶＮ，ＹＵ，ＺＡ，ＺＷ
(72)発明者  セイア・デ・ヘント
            ベルギー、ベー－9070ヘースデン、トラム
            ストラート88アー番



(100) 特表２００３－５１５３２７

Ｆターム(参考） 2G045 AA25 AA40 BA13 BB03 CA25
                      CA26 CB01 CB03 CB04 CB09
                      CB14 CB21 DA12 DA13 DA14
                      DA36 FB02 FB03 FB04 FB07
                4B024 AA01 AA11 BA33 CA04 CA09
                      DA02 DA05 DA06 DA11 DA12
                      EA02 EA04 GA11 HA12 
                4B063 QA13 QA19 QA20 QQ08 QQ43
                      QR08 QR42 QR56 QR62 QS25
                      QS34 QX02 
                4B064 AG33 CA02 CA05 CA06 CA10
                      CA19 CC24 DA01 DA15 
                4B065 AA01X AA57X AA72X AA90X
                      AA96Y AB01 BA02 CA24
                      CA44 CA46 
                4C084 AA02 AA03 AA06 AA07 AA13
                      BA01 BA02 CA53 NA14 ZA752
                      ZB332 
                4C085 AA13 AA14 BB11 CC21 DD62
                4H045 AA10 AA11 AA20 AA30 BA10
                      CA02 DA75 DA86 EA29 EA51
                      FA72 FA74 



专利名称(译) HBV序列

公开(公告)号 JP2003515327A 公开(公告)日 2003-05-07

申请号 JP2001541034 申请日 2000-11-20

[标]申请(专利权)人(译) Innogenetics公司南玫瑰汾笔记本闭嘴
基因创新有限公司

申请(专利权)人(译) Innogenetics公司，Namuroze芬恩笔记本闭嘴

[标]发明人 リーフェンスタイファー
カロリーヌファンヘイト
セイアデヘント

发明人 リーフェン·スタイファー
カロリーヌ·ファン·ヘイト
セイア·デ·ヘント

IPC分类号 G01N33/50 A61K38/00 A61K39/00 A61K39/395 A61K45/00 A61K48/00 A61P31/20 C07K14/02 C07K16
/08 C12N1/15 C12N1/19 C12N1/21 C12N5/10 C12N15/09 C12P21/02 C12Q1/68 G01N33/15 G01N33
/53 G01N33/576 G01N37/00

CPC分类号 A61K39/00 A61P31/20 C07K14/005 C12N2730/10122

FI分类号 A61K39/00.H A61K39/395.D A61K39/395.N A61K45/00 A61K48/00 A61P31/20 C07K14/02 C07K16/08 
C12N1/15 C12N1/19 C12N1/21 C12P21/02.C C12Q1/68.A C12Q1/68.Z G01N33/15.Z G01N33/50.Z 
G01N33/53.D G01N33/53.M G01N33/576.B G01N37/00.102 C12N15/00.ZNA.A C12N5/00.A A61K37
/02

F-TERM分类号 2G045/AA25 2G045/AA40 2G045/BA13 2G045/BB03 2G045/CA25 2G045/CA26 2G045/CB01 2G045
/CB03 2G045/CB04 2G045/CB09 2G045/CB14 2G045/CB21 2G045/DA12 2G045/DA13 2G045/DA14 
2G045/DA36 2G045/FB02 2G045/FB03 2G045/FB04 2G045/FB07 4B024/AA01 4B024/AA11 4B024
/BA33 4B024/CA04 4B024/CA09 4B024/DA02 4B024/DA05 4B024/DA06 4B024/DA11 4B024/DA12 
4B024/EA02 4B024/EA04 4B024/GA11 4B024/HA12 4B063/QA13 4B063/QA19 4B063/QA20 4B063
/QQ08 4B063/QQ43 4B063/QR08 4B063/QR42 4B063/QR56 4B063/QR62 4B063/QS25 4B063/QS34 
4B063/QX02 4B064/AG33 4B064/CA02 4B064/CA05 4B064/CA06 4B064/CA10 4B064/CA19 4B064
/CC24 4B064/DA01 4B064/DA15 4B065/AA01X 4B065/AA57X 4B065/AA72X 4B065/AA90X 4B065
/AA96Y 4B065/AB01 4B065/BA02 4B065/CA24 4B065/CA44 4B065/CA46 4C084/AA02 4C084/AA03 
4C084/AA06 4C084/AA07 4C084/AA13 4C084/BA01 4C084/BA02 4C084/CA53 4C084/NA14 4C084
/ZA752 4C084/ZB332 4C085/AA13 4C085/AA14 4C085/BB11 4C085/CC21 4C085/DD62 4H045/AA10 
4H045/AA11 4H045/AA20 4H045/AA30 4H045/BA10 4H045/CA02 4H045/DA75 4H045/DA86 4H045
/EA29 4H045/EA51 4H045/FA72 4H045/FA74

优先权 1999870252 1999-12-03 EP
60/169287 1999-12-07 US

外部链接 Espacenet

摘要(译)

我们报告了一种新的人类乙型肝炎病毒基因型的完整核酸序列，暂定名为基因型G。 该基因型在慢性感染HBV的患者中非常普遍，
并发现存在于欧洲和美国。 此外，本发明涉及由核酸编码的多肽和识别该多肽的抗体。 本发明还涉及所述核酸，多肽和抗体在
HBV诊断，预防和治疗中的用途。

https://share-analytics.zhihuiya.com/view/af0e75a2-8777-4d59-ba80-0b1e12e9367a
https://worldwide.espacenet.com/patent/search/family/026153865/publication/JP2003515327A?q=JP2003515327A



