
(57)【要約】
本発明は、ヒトリンパ腫に関連し、本明細書において外套組織球レトロウイルス（ MHRV）
と称される外套細胞リンパ腫から最初に単離された、単離されたおよび無傷のウイルスを
特徴とする。本発明はさらに、 MHRVを検出するための組成物および方法、ならびにインビ
トロにおける MHRVの増殖、抗 MHRV薬剤のスクリーニング、および弱毒化 MHRV株の作製のた
めのを方法および組成物を特徴とする。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
単 離 さ れ た 外 套 組 織 球 レ ト ロ ウ イ ル ス （ MHRV） 粒 子 。
【 請 求 項 ２ 】
配 列 番 号 ： 8の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 22の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む GAGポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る RNA
ゲ ノ ム を 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 単 離 さ れ た MHRV粒 子 。
【 請 求 項 ３ 】
配 列 番 号 ： 2を 含 む 第 1の プ ラ イ マ ー お よ び 配 列 番 号 ： 3を 含 む 第 2の プ ラ イ マ ー を 使 用 す る
PCR増 幅 に よ り 、 約 304bpの 増 幅 産 物 を 産 生 す る こ と で 特 徴 づ け ら れ る RNAゲ ノ ム を 含 む 、
請 求 項 1記 載 の 単 離 さ れ た MHRV粒 子 。
【 請 求 項 ４ 】
304bp増 幅 産 物 が 配 列 番 号 ： 1の 配 列 を 含 む 、 請 求 項 3記 載 の 単 離 さ れ た MHRV粒 子 。
【 請 求 項 ５ 】
粒 子 が 、 感 染 お よ び ウ イ ル ス の 逆 転 写 酵 素 の 活 性 に 続 い て 、 高 い ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー の 条
件 下 で 配 列 番 号 ： 1の 核 酸 配 列 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る cDNAを 生 成 す る RNAゲ ノ ム を 含 む 、 請
求 項 1記 載 の 単 離 さ れ た MHRV粒 子 。
【 請 求 項 ６ 】
配 列 番 号 ： 1に 対 応 す る 配 列 を 含 む RNA分 子 を 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 単 離 さ れ た MHRV粒 子 。
【 請 求 項 ７ 】
ヒ ト リ ン パ 腫 か ら 単 離 で き る こ と ；
約 90nmか ら 110nmの 粒 径 を 有 す る こ と ；
膜 脂 質 二 重 層 を 有 す る こ と ；
電 子 顕 微 鏡 法 に よ っ て 円 錐 形 の 偏 心 性 ヌ ク レ オ イ ド と し て 見 え る RNAゲ ノ ム を 有 す る こ と
； お よ び
配 列 番 号 ： 8の ア ミ ノ 酸 配 列 の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 22を 含 む GAGエ ン ベ ロ ー プ ポ リ ペ プ チ ド を
有 す る こ と 、
に よ っ て 特 徴 づ け ら れ る 単 離 さ れ た MHRV粒 子 。
【 請 求 項 ８ 】
ヒ ト リ ン パ 腫 か ら 単 離 で き る こ と ；
約 90nmか ら 110nmの 粒 径 を 有 す る こ と ；
膜 脂 質 二 重 層 を 有 す る こ と ； お よ び
電 子 顕 微 鏡 法 に よ っ て 円 錐 形 の 偏 心 性 ヌ ク レ オ イ ド と し て 見 え る RNAゲ ノ ム を 有 す る こ と
； お よ び
RNAゲ ノ ム が 配 列 番 号 ： 7の ヌ ク レ オ チ ド 残 基 1～ 66に 対 応 す る 核 酸 配 列 を 含 む こ と 、
に よ っ て 特 徴 づ け ら れ る 単 離 さ れ た MHRV粒 子 。
【 請 求 項 ９ 】
請 求 項 1記 載 の ウ イ ル ス に 感 染 し た 、 単 離 さ れ た 哺 乳 類 細 胞 。
【 請 求 項 １ ０ 】
細 胞 が マ ク ロ フ ァ ー ジ で あ る 、 請 求 項 9記 載 の 単 離 さ れ た 哺 乳 類 細 胞 。
【 請 求 項 １ １ 】
請 求 項 8記 載 の ウ イ ル ス に 感 染 し た 、 単 離 さ れ た 哺 乳 類 細 胞 。
【 請 求 項 １ ２ 】
細 胞 が マ ク ロ フ ァ ー ジ で あ る 、 請 求 項 11記 載 の 単 離 さ れ た 哺 乳 類 細 胞 。
【 請 求 項 １ ３ 】
マ ク ロ フ ァ ー ジ が MHRV粒 子 を 産 生 す る 、 請 求 項 10ま た は 12記 載 の 単 離 さ れ た 哺 乳 類 マ ク ロ
フ ァ ー ジ 。
【 請 求 項 １ ４ 】
配 列 番 号 ： 8の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 22の 少 な く と も 4つ の 隣 接 す る ア ミ ノ 酸 残 基 の ア ミ ノ 酸 配
列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 配 列 を 含 む 、 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ ５ 】
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ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 、 配 列 番 号 ： 8の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 22の 少 な く と も 10個 の 隣 接 す る ア ミ
ノ 酸 残 基 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 配 列 を 含 む 、 請 求 項 14記 載 の 単
離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ ６ 】
配 列 番 号 ： 7の 核 酸 残 基 1～ 66の 少 な く と も 12個 の 隣 接 す る 残 基 の 配 列 を 含 む 、 単 離 さ れ た
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ ７ 】
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 、 配 列 番 号 ： 7の 核 酸 残 基 1～ 66の 少 な く と も 33個 の 隣 接 す る 残 基 の 配
列 を 含 む 、 請 求 項 16記 載 の 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ ８ 】
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 、 配 列 番 号 ： 7の 核 酸 残 基 1～ 66の 少 な く と も 50個 の 隣 接 す る 残 基 の 配
列 を 含 む 、 請 求 項 17記 載 の 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ ９ 】
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ が 約 1kb未 満 で あ る 、 請 求 項 14～ 18の い ず れ か 一 項 記 載 の 単 離 さ
れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 、 異 種 性 プ ロ モ ー タ ー エ レ メ ン ト に 機 能 的 に 連 結 さ れ た 、 請 求 項 14～
18の い ず れ か 一 項 記 載 の 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ２ １ 】
高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー の 条 件 下 で 、 少 な く と も 配 列 番 号 ： 7の ヌ ク レ オ チ ド 1～ 66の ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 の 一 部 分 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 配 列 を 含 む 、 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
。
【 請 求 項 ２ ２ 】
配 列 番 号 ： 7の 核 酸 残 基 1～ 66の 少 な く と も 12個 の 隣 接 す る ヌ ク レ オ チ ド に 、 少 な く と も 65
%の 同 一 性 を 有 す る 配 列 を 含 む 、 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
請 求 項 14～ 22の い ず れ か 一 項 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 、 単 離 さ れ た 組 換 え 宿 主 細 胞
。
【 請 求 項 ２ ４ 】
請 求 項 14～ 22の い ず れ か 一 項 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 、 単 離 さ れ た ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
単 離 さ れ た MHRV GAGポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
請 求 項 14～ 22の い ず れ か 一 項 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て コ ー ド さ れ る 、 単 離 さ れ た
ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
請 求 項 25の 単 離 さ れ た MHRV GAGポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 す る 、 単 離 さ れ た 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
請 求 項 14～ 22の い ず れ か 一 項 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド
に 特 異 的 に 結 合 す る 、 単 離 さ れ た 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
試 料 に お け る 外 套 組 織 球 レ ト ロ ウ イ ル ス （ MHRV） を 検 出 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 本 方 法
は
MHRVを 含 む こ と が 疑 わ れ る 生 物 学 的 試 料 を 、 MHRV特 異 的 な プ ロ ー ブ と 接 触 さ せ る 工 程 で あ
り 、 該 接 触 は 、 MHRV特 異 的 な プ ロ ー ブ が 試 料 に 結 合 し て 、 プ ロ ー ブ と プ ロ ー ブ 標 的 と の 間
の 複 合 体 を 形 成 す る た め に 十 分 な 時 間 で あ る 工 程 ； お よ び
試 料 に お け る MHRV特 異 的 な プ ロ ー ブ と プ ロ ー ブ 標 的 の 複 合 体 の 有 無 を 検 出 す る 工 程 ； を 含
み 、
こ こ で 試 料 に お け る 複 合 体 の 検 出 は 、 MHRVが 試 料 に 存 在 す る こ と を 示 す 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
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請 求 項 29記 載 の 方 法 で あ っ て 、 MHRV特 異 的 な プ ロ ー ブ お よ び プ ロ ー ブ 標 的 は 核 酸 で あ り 、
な ら び に MHRV特 異 的 な プ ロ ー ブ は 配 列 番 号 ： 1の 少 な く と も 8つ の 隣 接 す る ヌ ク レ オ チ ド 残
基 を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
請 求 項 29記 載 の 方 法 で あ っ て 、 MHRV特 異 的 な プ ロ ー ブ お よ び プ ロ ー ブ 標 的 は 核 酸 で あ り 、
な ら び に MHRV特 異 的 な プ ロ ー ブ は 配 列 番 号 ： 7の 残 基 1～ 66の 少 な く と も 8つ の 隣 接 す る ヌ
ク レ オ チ ド 残 基 を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
請 求 項 29記 載 の 方 法 で あ っ て 、 MHRV特 異 的 な プ ロ ー ブ は MHRV特 異 的 な 抗 体 で あ り 、 お よ び
プ ロ ー ブ 標 的 は MHRV GAGポ リ ペ プ チ ド で あ る 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
請 求 項 29記 載 の 方 法 で あ っ て 、 プ ロ ー ブ 標 的 は 抗 MHRV抗 体 で あ り 、 お よ び MHRV特 異 的 な プ
ロ ー ブ は 配 列 番 号 ： 8の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 22を 含 む ポ リ ペ プ チ ド で あ る 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
生 物 学 的 試 料 が 血 液 、 血 液 由 来 産 物 、 血 漿 、 お よ び 血 清 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求
項 29記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
生 物 学 的 試 料 が マ ク ロ フ ァ ー ジ ま た は マ ク ロ フ ァ ー ジ か ら 派 生 し た 腫 瘍 細 胞 を 含 む 組 織 を
含 む 、 請 求 項 29記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
試 料 に お け る 外 套 組 織 球 レ ト ロ ウ イ ル ス （ MHRV） を 検 出 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 本 方 法
は
MHRVを 含 む こ と が 疑 わ れ る 生 物 学 的 試 料 を 、 第 1の MHRV特 異 的 な 核 酸 プ ロ ー ブ お よ び 第 2の
MHRV特 異 的 な 核 酸 プ ロ ー ブ と 接 触 さ せ る 工 程 で あ り 、 こ こ で 第 1の プ ロ ー ブ お よ び 第 2の プ
ロ ー ブ は 、 そ れ ぞ れ 配 列 番 号 ： 7の 核 酸 配 列 ま た は そ の 相 補 体 の 少 な く と も 15個 の 隣 接 す
る ヌ ク レ オ チ ド を 含 み 、 該 接 触 は 、 増 幅 さ れ た DNA産 物 を 産 生 す る た め に 有 効 な 条 件 下 で
あ り ； お よ び
増 幅 さ れ た DNA産 物 の 有 無 を 検 出 す る 工 程 ；
を 含 み 、
こ こ で 、 配 列 番 号 ： 7を 含 む 核 酸 配 列 か ら 予 想 さ れ る 増 幅 さ れ た DNA産 物 に 対 応 す る 増 幅 さ
れ た DNA産 物 の 検 出 は 、 試 料 に MHRVが 存 在 す る こ と を 示 す 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
第 1の プ ロ ー ブ が HERV-9お よ び HERV-10か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 配 列 を 含 む 、 請 求 項 36記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
第 2の プ ロ ー ブ が HERV-8、 HERV-11、 お よ び HERV-12か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 配 列 を 含 む
、 請 求 項 36記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
第 1の プ ロ ー ブ が HERV-8で あ り 、 第 2の プ ロ ー ブ が HERV-9で あ る 、 請 求 項 36記 載 の 方 法 で あ
っ て 、 約 304bpの 増 幅 産 物 の 検 出 は 、 MHRVが 試 料 に 存 在 す る こ と を 示 す 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
第 1の プ ロ ー ブ が HERV-9で あ り 、 第 2の プ ロ ー ブ が HERV-12で あ る 、 請 求 項 36記 載 の 方 法 で
あ っ て 、 約 1321bpの 増 幅 産 物 の 検 出 は 、 MHRVが 試 料 に 存 在 す る こ と を 示 す 方 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
第 1の プ ロ ー ブ が HERV-10で あ り 、 第 2の プ ロ ー ブ が HERV-11で あ る 、 請 求 項 36記 載 の 方 法 で
あ っ て 、 約 1966bpの 増 幅 産 物 の 検 出 は 、 MHRVが 試 料 に 存 在 す る こ と を 示 す 方 法 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
外 套 組 織 球 レ ト ロ ウ イ ル ス （ MHRV） の 検 出 の た め の キ ッ ト で あ っ て 、 キ ッ ト に は MHRV特 異
的 な プ ロ ー ブ を 含 み 、 こ こ で プ ロ ー ブ は 、
MHRV GAGポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 配 列 に 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る MHRV特 異 的 な 核 酸
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プ ロ ー ブ ；
MHRV特 異 的 な GAG抗 体 ； お よ び
抗 MHRV GAGポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 す る MHRVポ リ ペ プ チ ド ：
か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
抗 MHRV抗 ウ イ ル ス 剤 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の 方 法 で あ っ て 、 本 方 法 は
候 補 薬 剤 を 、 MHRVに 感 染 し た 哺 乳 類 細 胞 で あ っ て 、 ウ イ ル ス 粒 子 を 産 生 す る 細 胞 を 含 む 培
養 液 と 接 触 さ せ る 工 程 ； お よ び
培 養 上 清 中 の MHRVウ イ ル ス 粒 子 を 検 出 す る 工 程 ； を 含 み 、
こ こ で 、 上 清 中 の MHRVウ イ ル ス 粒 子 の 減 少 は 、 候 補 薬 剤 が 抗 MHRV抗 ウ イ ル ス 剤 と 同 様 の 活
性 が あ る こ と を 示 す 方 法 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
MHRVに 関 連 し た 疾 患 を 検 出 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 本 方 法 は
生 物 学 的 試 料 を MHRV特 異 的 な プ ロ ー ブ と 接 触 さ せ る 工 程 、 こ こ で 、 生 物 学 的 試 料 は 、 MHRV
に 関 連 し た 疾 患 を 有 す る こ と が 疑 わ れ る 被 検 者 か ら 得 ら れ 、 該 接 触 す る 工 程 は 、 MHRV特 異
的 な プ ロ ー ブ が 試 料 に 結 合 し て 、 試 料 中 の プ ロ ー ブ と プ ロ ー ブ 標 的 と の 間 の 複 合 体 が 形 成
さ れ る た め に 十 分 な 時 間 行 わ れ る ； お よ び
試 料 中 の MHRV特 異 的 な プ ロ ー ブ と プ ロ ー ブ 標 的 の 複 合 体 を 検 出 す る 工 程 ； を 含 み 、
こ こ で 、 試 料 中 の 複 合 体 の 検 出 は 、 MHRVが 試 料 に 存 在 す る こ と を 示 し 、 こ れ は 、 被 検 者 が
MHRVに 関 連 し た 疾 患 を 有 す る 可 能 性 が あ る こ と を 示 す 方 法 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
MHRVに 関 連 し た 疾 患 が MHRVに 関 連 し た リ ン パ 腫 で あ る 、 請 求 項 44記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
MHRVに 関 連 し た 疾 患 が 奇 形 癌 腫 、 多 発 性 硬 化 症 、 自 己 免 疫 性 リ ウ マ チ 疾 患 、 お よ び 精 神 分
裂 症 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 44記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
請 求 項 25記 載 の MHRV GAGポ リ ペ プ チ ド を 作 製 す る 方 法 で あ っ て 、 以 下 の 工 程 を 含 む 方 法 ：
a） ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 に 適 し た 条 件 下 で 、 組 換 え MHRV GAGポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 組 換 え 宿 主 細 胞 を 培 養 す る 工 程 ； お よ び
b） 宿 主 細 胞 培 養 か ら ポ リ ペ プ チ ド を 回 収 す る 工 程 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
免 疫 原 性 の ポ リ ペ プ チ ド が 、 外 套 組 織 球 レ ト ロ ウ イ ル ス （ MHRV） の GAGポ リ ペ プ チ ド の ア
ミ ノ 酸 残 基 1～ 22の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 免 疫 原 性 の ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 、 免 疫 原 性 の 組 成
物 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
免 疫 原 性 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 配 列 を 有 す る 核 酸 分 子 を 含 む 免 疫 原 性 の 組 成 物 で あ
っ て 、 免 疫 原 性 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 外 套 組 織 球 レ ト ロ ウ イ ル ス （ MHRV） の GAGポ リ ペ プ チ
ド の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 22の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 み 、 核 酸 配 列 は 、 哺 乳 類 細 胞 に お い て 発 現 さ
せ る た め に 適 応 し て い る 免 疫 原 性 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
単 離 さ れ た 組 換 え MHRVベ ク タ ー で あ っ て 、
請 求 項 14～ 22の い ず れ か 一 項 記 載 の MHRVポ リ ヌ ク レ オ チ ド ；
異 種 性 核 酸 の 挿 入 の た め に 適 し た 少 な く と も 1つ の 制 限 部 位 ； お よ び
MHRVポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 対 し て 異 種 性 の 配 列 を 含 む 関 心 対 象 の 核 酸
を 含 む ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ５ １ 】
制 限 部 位 が MHRVゲ ノ ム に お い て 天 然 に 存 在 し な い 、 請 求 項 50記 載 の 単 離 さ れ た 組 換 え MHRV
ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
請 求 項 14～ 22の い ず れ か 一 項 記 載 の MHRVポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 み 、 異 種 性 核 酸 の 挿 入 に 適
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し た 少 な く と も 1つ の 制 限 部 位 を さ ら に 含 む 組 換 え MHRVゲ ノ ム を 含 む 、 単 離 さ れ た 組 換 え M
HRV粒 子 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
請 求 項 52記 載 の 単 離 さ れ た 組 換 え MHRV粒 子 で あ っ て 、 組 換 え MHRVゲ ノ ム は MHRVポ リ ヌ ク レ
オ チ ド に 対 し て 異 種 性 の 配 列 を 含 む 核 酸 を さ ら に 含 み 、 核 酸 は 、 宿 主 細 胞 へ の MHRVベ ク タ
ー の 導 入 に お い て 、 宿 主 に お け る 発 現 の た め に 機 能 的 に 挿 入 さ れ て い る 、 組 換 え MHRV粒 子
。
【 請 求 項 ５ ４ 】
MHRV粒 子 が 複 製 欠 損 で あ る 、 請 求 項 52記 載 の 単 離 さ れ た 組 換 え MHRV粒 子 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
MHRV粒 子 が 複 製 適 格 性 で あ る 、 請 求 項 52記 載 の 単 離 さ れ た 組 換 え MHRV粒 子 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
連 邦 に よ っ て 後 援 さ れ た 調 査 に 関 す る 陳 述
本 発 明 は 、 国 立 衛 生 研 究 所 に よ っ て 与 え ら れ た 助 成 金 番 号 U01： CA66529の 下 に 政 府 支 援 を
伴 っ て な さ れ た 。 政 府 は 、 本 発 明 に 対 し て 一 定 の 権 利 を 有 し 得 る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
発 明 の 技 術 分 野
本 発 明 は 、 ヒ ト レ ト ロ ウ イ ル ス 、 特 に 、 ヒ ト の 、 非 ホ ジ キ ン リ ン パ 腫 、 特 に 外 套 細 胞 リ ン
パ 腫 か ら 単 離 さ れ た ヒ ト レ ト ロ ウ イ ル ス に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ３ 】
発 明 の 背 景
ヒ ト は 年 を と る に つ れ て 、 様 々 な 慢 性 疾 患 を 発 症 し 始 め る が 、 そ の 病 因 は 現 時 点 で は 依 然
と し て 不 明 で あ る 。 こ れ ら の 慢 性 疾 患 は 、 実 質 的 に 体 の 全 て の 器 官 系 統 に 影 響 を 及 ぼ す 。
慢 性 疾 患 の い く つ か の 動 物 モ デ ル は 、 ウ イ ル ス 感 染 、 特 に レ ト ロ ウ イ ル ス の 感 染 を 含 む 。
た と え ば 、 マ ウ ス 白 血 病 ウ イ ル ス は 、 リ ン パ 腫 、 自 己 免 疫 疾 患 、 お よ び 免 疫 不 全 疾 患 を 引
き 起 こ す こ と に 関 係 し て い る 。 こ れ ら の タ イ プ の 動 物 モ デ ル の 研 究 で は 、 レ ト ロ ウ イ ル ス
が こ れ ら の 疾 病 状 態 に 有 意 な 役 割 を 演 ず る こ と が 示 唆 さ れ た 。 し か し 、 動 物 モ デ ル に お け
る 所 見 の ヒ ト へ の 外 挿 で は 、 HTLV（ リ ン パ 腫 で ） 、 HIV（ AIDSで ） 、 お よ び HuLAV（ ヒ ト B
細 胞 、 非 ホ ジ キ ン リ ン パ 腫 で （ 米 国 特 許 第 5,108,920号 ） ） 以 外 の 慢 性 免 疫 学 疾 患 に 関 連
し た 十 分 に 感 染 性 の レ ト ロ ウ イ ル ス の 同 定 が う ま く 成 功 し た こ と は 証 明 さ れ て い な い 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
そ の 他 の 慢 性 疾 患 に 関 連 し た 潜 在 的 な 薬 剤 の 探 索 に お い て 、 ヒ ト 内 在 性 の レ ト ロ ウ イ ル ス
エ レ メ ン ト の 膨 大 な ア レ イ が 発 見 さ れ 特 徴 づ け ら れ た （ Lowerら 、 Proc Natl Acad Sci 93
: 5177-5184 （ 1996） ；  Tonjesら 、 J Virol 73 （ 11） : 9187-9195 （ 1999） ；  Sverdlo
v Bioessays 22 （ 2） ：  161-171 （ 2000） 。 マ ウ ス 疾 患 モ デ ル に お け る 慢 性 疾 患 と 関 連
も の で あ る こ と が ヒ ト に お い て 同 定 さ れ た 内 在 性 の レ ト ロ ウ イ ル ス エ レ メ ン ト の 最 新 の 分
類 は 、 ヒ ト 内 在 性 レ ト ロ ウ イ ル ス （ HERV） で あ る （ Wilierら 、 Virus Genes 15 （ 2） ：  1
23-133 （ 1997） ） 。 HERV関 連 遺 伝 子 の 発 現 ま た は HERVエ レ メ ン ト に 対 す る 抗 体 に つ い て
の 証 拠 は 、 奇 形 癌 腫 （ Bollerら 、 J Virol 71: 4581-4588 （ 1997） ；  Bollerら 、 Virolog
y 196：  349-353 （ 1993） ） 、 リ ン パ 腫 （ 上 記 Lowerら 、 （ 1996） ） 、 多 発 性 硬 化 症 （ Cle
riciら 、 J Neuroimmunol 99 （ 2） ：  173-182 （ 1999） ；  Trabattoniら 、 J Neurovirol 
6 （ Suppl 2） ：  S38-41 （ 2000） ） 、 自 己 免 疫 性 リ ウ マ チ 疾 患 （ Nelsonら 、 Immunol Inv
est 28 （ 4） : 277-289 （ 1999） ） 、 お よ び 最 も 最 近 の 精 神 分 裂 症 （ Yolkenら 、 Brain Re
s Rev 31 （ 2-3） : 193-199 （ 2000） ） な ど の 様 々 な 慢 性 疾 患 に お い て 同 定 さ れ て い る 。
し か し 、 ヒ ト 内 在 性 レ ト ロ ウ イ ル ス エ レ メ ン ト は 、 ヒ ト ゲ ノ ム の ほ ぼ 1%を 構 成 し 、 こ れ ら
の エ レ メ ン ト の そ れ ぞ れ は 、 そ の 他 の 内 在 性 エ レ メ ン ト に 非 常 に 関 連 し て い る の で 、 疾 患
の 発 症 に お け る こ れ ら の 役 割 を 評 価 す る こ と は 困 難 で あ っ た 。
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【 ０ ０ ０ ５ 】
レ ト ロ ウ イ ル ス お よ び 疾 患 に 関 連 し た そ の 他 の 薬 剤 の 同 定 に お け る 進 歩 に も か か わ ら ず 、
多 く の 疾 患 の 原 因 と な る 薬 剤 ま た は 関 連 し た 薬 剤 の 同 定 は 達 成 し に く い ま ま で あ る 。 あ る
タ イ プ の 悪 性 リ ン パ 系 は 、 こ の よ う な 疾 患 の 1つ で あ る 。 形 態 お よ び 細 胞 の 系 統 に 基 づ い
て 3つ の 主 な カ テ ゴ リ ー の 悪 性 リ ン パ 球 ： B細 胞 腫 瘍 、 T細 胞 ／ ナ チ ュ ラ ル キ ラ ー （ NK） 細
胞 腫 、 お よ び ホ ジ キ ン リ ン パ 腫 が 、 認 識 さ れ て い る 。 B細 胞 お よ び T細 胞 ／ NK腫 瘍 は 、 非 ホ
ジ キ ン リ ン パ 腫 と 称 す る こ と が 多 い 。 多 く の リ ン パ 系 の 腫 瘍 が 固 体 段 階 お よ び 循 環 段 階 で
存 在 し て い る の で 、 リ ン パ 腫 お よ び リ ン パ 性 白 血 病 は 、 こ れ ら の 分 類 法 の 範 囲 内 に 含 ま れ
る 。 Bお よ び T細 胞 カ テ ゴ リ ー 内 に ん は 、 2つ の 細 別 ： 分 化 の 最 も 初 期 の 段 階 に 対 応 す る 前
駆 体 腫 瘍 、 お よ び よ り 成 熟 し た 分 化 し た 腫 瘍 が 認 識 さ れ て い る 。 活 動 的 な リ ン パ 腫 は 、 主
に こ れ ら が 初 め は 無 症 候 で あ る と い う 性 質 の た め に 、 初 期 段 階 で 診 断 す る こ と が 特 に 困 難
で あ る 。 し た が っ て 、 活 動 的 な 非 ホ ジ キ ン リ ン パ 腫 の 診 断 は 、 通 常 、 疾 患 期 間 の 遅 い 段 階
で あ り 、 予 後 は 通 常 芳 し く な い 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
外 套 細 胞 リ ン パ 腫 は 、 活 動 的 な 非 ホ ジ キ ン リ ン パ 腫 の 例 で あ る 。 外 套 細 胞 リ ン パ 腫 は 、 リ
ン パ 節 、 脾 臓 、 骨 髄 、 血 液 、 お よ び 時 に 胃 腸 系 （ リ ン パ 腫 の ポ リ ポ ー シ ス ） に お い て 見 出
さ れ る 。 外 套 細 胞 リ ン パ 腫 は 、 CD5陽 性 の 濾 胞 性 外 套 B細 胞 、 染 色 体 11お よ び 14の 転 座 、 な
ら び に サ イ ク リ ン D1タ ン パ ク 質 の 過 剰 発 現 に よ っ て 一 般 に 特 徴 づ け ら れ る 。 軽 度 の リ ン パ
腫 と 同 様 、 外 套 細 胞 リ ン パ 腫 は 、 ア ン ス ラ サ イ ク リ ン に 基 づ く 化 学 療 法 で は 不 治 で あ る と
思 わ れ 、 老 齢 の 患 者 で は 、 一 般 に 無 症 候 の 進 行 期 疾 患 を 生 じ る 。 し か し 、 平 均 生 存 期 間 は
、 そ の 他 の リ ン パ 腫 の も よ り も 有 意 に 短 く （ 3～ 5年 ） 、 そ れ ゆ え に こ の 組 織 は 現 在 活 動 的
な リ ン パ 腫 で あ る と 考 え ら れ て い る 。 散 在 性 パ タ ー ン お よ び 芽 球 様 細 胞 の 変 異 体 で は 、 生
存 が 短 い 活 動 的 な 経 過 を 有 す る が 、 外 套 帯 型 で は 、 よ り 無 痛 性 の 経 過 を 有 す る 。 ど の 化 学
療 法 ア プ ロ ー チ が こ の 臨 床 病 理 学 的 な 実 体 に お い て 最 も 長 期 生 存 を も た ら す か は 不 明 で あ
り 、 化 学 療 法 に 対 す る 不 応 性 は 通 常 の 特 徴 で あ る 。 多 く の 調 査 者 が 、 幹 細 胞 ／ 骨 髄 を 補 助
す る 高 投 与 量 治 療 法 ま た は CHOP（ シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド 、 ド キ ソ ル ビ シ ン 、 ビ ン ク リ ス チ ン
、 プ レ ド ニ ソ ン ） 化 学 療 法 後 の 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン も し く は 抗 CD20抗 体 の 使 用 を 探 索 し て
い る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
癌 な ど の 慢 性 疾 患 の 薬 剤 の 同 定 は 、 発 症 し た 患 者 の 診 断 お よ び 抗 癌 剤 の 開 発 の た め だ け で
な く 、 原 因 因 子 が 、 た と え ば 輸 血 、 感 染 組 織 の 移 植 、 針 の 共 有 ま た は 再 使 用 、 性 的 接 触 な
ど を 介 し て 伝 染 さ れ る 慢 性 疾 患 の 蔓 延 を 防 止 す る た め に も 重 要 で あ る 。 ド ナ ー か ら レ シ ピ
エ ン ト へ の リ ン パ 腫 の 伝 染 は 、 ウ イ ル ス に 直 接 感 染 す る こ と に よ り 生 じ 得 る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
当 技 術 分 野 に お い て 、 未 知 の 病 因 の 癌 に 関 連 す る （ お よ び し た が っ て 、 マ ー カ ー と し て 機
能 す る こ と が で き る ） か 、 ま た は 引 き 起 こ す 因 子 を 同 定 す る 必 要 が あ る 。 さ ら に 、 癌 な ど
の 慢 性 疾 患 に 関 連 す る 因 子 の 同 定 に よ り 、 使 用 前 に 関 連 す る 因 子 に つ い て 生 物 物 質 を ス ク
リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る （ た と え ば 、 血 液 、 血 液 製 剤 、 組 織 な ど を ス ク リ ー ニ ン グ す
る ） 。 本 発 明 は こ の 要 求 に 取 り 組 む 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ ９ 】
発 明 の 概 要
本 発 明 は 、 ヒ ト リ ン パ 腫 と 関 連 し た 、 単 離 さ れ た 無 傷 の ウ イ ル ス 、 お よ び も と も と 外 套 細
胞 リ ン パ 腫 か ら 単 離 さ れ た ウ イ ル ス （ 本 明 細 書 に お い て 外 套 組 織 球 レ ト ロ ウ イ ル ス （ MHRV
） と 称 さ れ る ） を 特 徴 と す る 。 ま た 、 本 発 明 は 、 MHRVを 検 出 す る た め の 組 成 物 お よ び 方 法
、 な ら び に イ ン ビ ト ロ に お い て MHRVを 増 殖 す る た め 、 抗 MHRV薬 剤 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た
め 、 お よ び 弱 毒 化 し た MHRV株 の 作 製 す る た め の 方 法 お よ び 組 成 物 を 特 徴 と す る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
1つ の 側 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 単 離 さ れ た 外 套 組 織 球 レ ト ロ ウ イ ル ス （ MHRV） 粒 子 を 特
徴 と す る 。 特 定 の 態 様 に お い て 、 MHRV粒 子 は 、 配 列 番 号 ： 8の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 22の ア ミ ノ
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酸 配 列 を 含 む GAGポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る RNAゲ ノ ム を 含 む 。 そ の 他 の 特 定 の 態 様 に お い
て 、 MHRV粒 子 は 、 配 列 番 号 ： 2を 含 む 第 1の プ ラ イ マ ー お よ び 配 列 番 号 ： 3を 含 む 第 2の プ ラ
イ マ ー を 使 用 す る PCR増 幅 に よ り 、 約 304bpの 増 幅 産 物 を 産 生 す る こ と で 特 徴 づ け ら れ る RN
Aゲ ノ ム を 含 む 。 な お さ ら な る 特 定 の 態 様 に お い て 、 MHRV粒 子 は 、 粒 子 が 、 感 染 お よ び ウ
イ ル ス の 逆 転 写 酵 素 の 活 性 化 に 続 い て 、 高 い ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー の 条 件 下 で 配 列 番 号 ： 1
の 核 酸 配 列 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る cDNAを 生 成 す る RNAゲ ノ ム を 含 む 。 も う 一 つ の 態 様 に お
い て 、 MHRVウ イ ル ス 粒 子 は 、 配 列 番 号 ： 1に 対 応 す る 配 列 を 含 む RNA分 子 を 含 む 。 さ ら に 別
の 態 様 に お い て 、 MHRV粒 子 は 、 ヒ ト リ ン パ 腫 か ら 単 離 で き る こ と ； 約 90nmか ら 110nmの 粒
径 を 有 す る こ と ； 膜 脂 質 二 重 層 を 有 す る こ と ； 電 子 顕 微 鏡 法 に よ っ て 円 錐 形 の 偏 心 性 ヌ ク
レ オ イ ド と し て 見 え る RNAゲ ノ ム を 有 す る こ と ； お よ び 配 列 番 号 ： 8の ア ミ ノ 酸 配 列 の ア ミ
ノ 酸 残 基 1～ 22を 含 む GAGエ ン ベ ロ ー プ ポ リ ペ プ チ ド を 有 す る こ と 、 ま た は 代 わ り に 、 も し
く は 加 え て 、 配 列 番 号 ： 7の ヌ ク レ オ チ ド 残 基 1～ 66に 対 応 す る 核 酸 配 列 を 含 む RNAゲ ノ ム
を 有 す る こ と に よ っ て 特 徴 づ け ら れ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
関 連 し た 側 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 MHRVウ イ ル ス 粒 子 に 感 染 し た 単 離 さ れ た 哺 乳 類 細 胞 （
た と え ば マ ク ロ フ ァ ー ジ ） を 特 徴 と す る 。 選 択 的 に 、 感 染 細 胞 は 、 MHRV粒 子 を 産 生 す る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
も う 1つ の 側 面 に お い て 、 本 発 明 は 配 列 番 号 ： 8の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 22の 少 な く と も 4つ の 隣
接 す る ア ミ ノ 酸 残 基 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 配 列 を 含 む 、 単 離 さ
れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド （ 本 明 細 書 に お い て MHRVポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 称 す る が 、 限 定 さ れ な
い ） を 特 徴 と す る 。 関 連 し た 側 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 配 列 番 号 ： 7の 核 酸 残 基 1～ 66の 少
な く と も 12個 の 隣 接 す る 残 基 の 配 列 を 含 む 単 離 さ れ た MHRVポ リ ヌ ク レ オ チ ド ； 高 ス ト リ ン
ジ ェ ン シ ー の 条 件 下 で 、 少 な く と も 配 列 番 号 ： 7の ヌ ク レ オ チ ド 1～ 66の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
配 列 の 一 部 分 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 配 列 を 含 む 、 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ； 配 列 番 号
： 7の 核 酸 残 基 1～ 66の 少 な く と も 12個 の 隣 接 す る ヌ ク レ オ チ ド に 、 少 な く と も 65%の 同 一
性 を 有 す る 配 列 を 含 む 、 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 特 徴 と す る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
関 連 し た 側 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 単 離 さ れ た 組 換 え 宿
主 細 胞 お よ び 単 離 さ れ た ベ ク タ ー を 特 徴 と す る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
も う 1つ の 側 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 単 離 さ れ た MHRV GAGポ リ ペ プ チ ド を 特 徴 と す る 。 関
連 し た 側 面 に お い て 、 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド は 、 上 記 記 載 の よ う な MHRV GAGポ リ ヌ ク レ
オ チ ド に よ っ て コ ー ド さ れ る 。 さ ら に 関 連 し た 側 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 単 離 さ れ た MHRV
 GAGポ リ ペ プ チ ド を 特 異 的 に 結 合 す る 単 離 さ れ た 抗 体 を 特 徴 と す る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
も う 一 つ の 側 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 MHRVを 検 出 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 MHRVを 含 む こ
と が 疑 わ れ る 生 物 学 的 試 料 を MHRV特 異 的 な プ ロ ー ブ と 、 MHRV特 異 的 な プ ロ ー ブ が 試 料 に 結
合 し て プ ロ ー ブ と プ ロ ー ブ の 標 的 と の 間 の 複 合 体 が 形 成 さ れ る た め に 十 分 な 時 間 接 触 さ せ
る 工 程 ； お よ び 試 料 に お け る MHRV特 異 的 な プ ロ ー ブ と プ ロ ー ブ 標 的 と の 複 合 体 の 有 無 を 検
出 す る 工 程 を 含 む 方 法 を 特 徴 と す る 。 試 料 に お け る 複 合 体 の 検 出 は 、 MHRVが 試 料 に 存 在 す
る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ １ ６ 】
上 記 の MHRV検 出 方 法 の 特 定 の 態 様 に お い て 、 プ ロ ー ブ 標 的 は 核 酸 で あ り 、 MHRV特 異 的 な プ
ロ ー ブ は 核 酸 で あ り 、 配 列 番 号 ： 1の 少 な く と も 8つ の 隣 接 す る ヌ ク レ オ チ ド 残 基 ； ま た は
配 列 番 号 ： 7の 残 基 1～ 66の 少 な く と も 8つ の 隣 接 す る ヌ ク レ オ チ ド 残 基 を 含 む 。 そ の 他 の
態 様 に お い て 、 MHRV特 異 的 な プ ロ ー ブ は MHRV特 異 的 な 抗 体 で あ り 、 お よ び プ ロ ー ブ 標 的 は
MHRV GAGポ リ ペ プ チ ド で あ る 。 さ ら に そ の 他 の 態 様 に お い て 、 プ ロ ー ブ 標 的 は 抗 MHRV抗 体
で あ り 、 お よ び MHRV特 異 的 な プ ロ ー ブ は 配 列 番 号 ： 8の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 22を 含 む ポ リ ペ プ
チ ド で あ る 。 関 連 し た 態 様 に お い て 、 生 物 学 的 試 料 は 、 血 液 、 血 液 由 来 産 物 、 血 漿 、 血 清
、 ま た は マ ク ロ フ ァ ー ジ も し く は マ ク ロ フ ァ ー ジ か ら 派 生 し た 腫 瘍 細 胞 を 含 む 組 織 で あ る
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。
【 ０ ０ １ ７ 】
も う 1つ の 側 面 に お い て 、 本 発 明 は 試 料 に お け る MHRVを 検 出 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 本
方 法 は 、 MHRVを 含 む こ と が 疑 わ れ る 生 物 学 的 試 料 を 、 第 1の MHRV特 異 的 な 核 酸 プ ロ ー ブ お
よ び 第 2の MHRV特 異 的 な 核 酸 プ ロ ー ブ と 接 触 さ せ る 工 程 で あ り 、 こ こ で 第 1の プ ロ ー ブ お よ
び 第 2の プ ロ ー ブ は 、 そ れ ぞ れ 配 列 番 号 ： 7の 核 酸 配 列 ま た は そ の 相 補 配 列 の 少 な く と も 15
個 の 隣 接 す る ヌ ク レ オ チ ド を 含 み 、 こ の 接 触 は 、 増 幅 さ れ た DNA産 物 を 産 生 す る た め に 有
効 な 条 件 下 で あ る 工 程 ； な ら び に 増 幅 さ れ た DNA産 物 の 有 無 を 検 出 す る 工 程 を 含 む 方 法 を
特 徴 と す る 。 配 列 番 号 ： 7を 含 む 核 酸 配 列 か ら 予 想 さ れ る 増 幅 さ れ た DNA産 物 に 対 応 す る 増
幅 さ れ た DNA産 物 の 検 出 は 、 試 料 に MHRVが 存 在 す る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ １ ８ 】
本 発 明 の MHRV検 出 方 法 の 特 異 的 な 態 様 に お い て 、 第 1の プ ロ ー ブ は 、 HERV-9お よ び HERV-10
か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 配 列 を 含 む 。 そ の 他 の 特 異 的 な 態 様 に お い て 、 第 2の プ ロ ー ブ
は HERV-8、 HERV-11、 お よ び HERV-12か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 配 列 を 含 む 。 さ ら に そ の 他
の 態 様 に お い て 、 第 1の プ ロ ー ブ が HERV-8で あ り 、 第 2の プ ロ ー ブ が HERV-9で あ っ て 、 約 30
4bpの 増 幅 産 物 の 検 出 は 、 MHRVが 試 料 に 存 在 す る こ と を 示 す ； 第 1の プ ロ ー ブ が HERV-9で あ
り 、 第 2の プ ロ ー ブ が HERV-12で あ っ て 、 約 1321bpの 増 幅 産 物 の 検 出 は 、 MHRVが 試 料 に 存 在
す る こ と を 示 す ； ま た は 第 1の プ ロ ー ブ が HERV-10で あ り 、 第 2の プ ロ ー ブ が HERV-11で あ っ
て 、 約 1966bpの 増 幅 産 物 の 検 出 は 、 MHRVが 試 料 に 存 在 す る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ １ ９ 】
も う 一 つ の 側 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 外 套 組 織 球 レ ト ロ ウ イ ル ス （ MHRV） の 検 出 の た め の
キ ッ ト で あ っ て 、 キ ッ ト に は MHRV特 異 的 な プ ロ ー ブ を 含 み 、 プ ロ ー ブ は 、 MHRV GAGポ リ ペ
プ チ ド を コ ー ド す る 配 列 に 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る MHRV特 異 的 な 核 酸 プ ロ ー ブ ； MHRV
特 異 的 な GAG抗 体 ； ま た は 抗 MHRV GAGポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 す る MHRVポ リ ペ プ チ ド
で あ る キ ッ ト を 特 徴 と す る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
も う 1つ の 側 面 に お い て 、 本 発 明 は 抗 MHRV抗 ウ イ ル ス 剤 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の 方 法
で あ っ て 、 本 方 法 は 、 候 補 薬 剤 を MHRVに 感 染 し た 哺 乳 類 細 胞 で あ っ て ウ イ ル ス 粒 子 を 産 生
す る 細 胞 を 含 む 培 養 液 と 接 触 さ せ る 工 程 ； お よ び 培 養 上 清 中 の MHRVウ イ ル ス 粒 子 を 検 出 す
る 工 程 を 含 む 方 法 を 特 徴 と す る 。 上 清 中 の MHRVウ イ ル ス 粒 子 の 減 少 は 、 候 補 薬 剤 が 抗 MHRV
抗 ウ イ ル ス 剤 と 同 様 の 活 性 が あ る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ２ １ 】
さ ら に も う 1つ の 側 面 に お い て 、 本 発 明 は MHRVに 関 連 し た 疾 患 を 検 出 す る た め の 方 法 で あ
っ て 、 本 方 法 は 、 生 物 学 的 試 料 を MHRV特 異 的 な プ ロ ー ブ と 接 触 さ せ る 工 程 で あ り 、 こ こ で
、 こ の 生 物 学 的 試 料 は MHRVに 関 連 し た 疾 患 を 有 す る こ と が 疑 わ れ る 被 検 者 か ら 得 ら れ 、 こ
の 接 触 は 、 MHRV特 異 的 な プ ロ ー ブ を 試 料 に 結 合 し て プ ロ ー ブ と プ ロ ー ブ 標 的 と の 間 の 複 合
体 が 形 成 さ れ る の に 十 分 な 時 間 行 わ れ る 工 程 ； お よ び 試 料 中 の MHRV特 異 的 な プ ロ ー ブ と プ
ロ ー ブ 標 的 の 複 合 体 を 検 出 す る 工 程 を 含 む 方 法 を 特 徴 と す る 。 試 料 中 の 複 合 体 の 検 出 は MH
RVが 試 料 に 存 在 す る こ と を 示 し 、 こ れ は 、 被 検 者 が MHRVに 関 連 し た 疾 患 を 有 す る 可 能 性 が
あ る こ と を 示 す 。 関 連 し た 態 様 に お い て 、 MHRVに 関 連 し た 疾 患 は 、 MHRVに 関 連 し た リ ン パ
腫 、 奇 形 癌 腫 、 多 発 性 硬 化 症 、 自 己 免 疫 性 リ ウ マ チ 疾 患 、 ま た は 精 神 分 裂 症 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
も う 一 つ の 側 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 MHRV GAGポ リ ペ プ チ ド を 作 製 す る 方 法 を 特 徴 と し 、
こ の 方 法 は 、 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 に 適 し た 条 件 下 で 、 組 換 え MHRV GAGポ リ ペ プ チ ド を コ ー
ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 組 換 え 宿 主 細 胞 を 培 養 す る 工 程 ； お よ び 宿 主 細 胞 培 養
か ら ポ リ ペ プ チ ド を 回 収 す る 工 程 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
も う 一 つ の 側 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 免 疫 原 性 の ポ リ ペ プ チ ド が 、 外 套 組 織 球 レ ト ロ ウ イ
ル ス （ MHRV） の GAGポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 22の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 免 疫 原 性 の ポ
リ ペ プ チ ド を 含 む 、 免 疫 原 性 の 組 成 物 を 特 徴 と す る 。
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【 ０ ０ ２ ４ 】
も う 一 つ の 側 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 免 疫 原 性 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 配 列 を 有 す る
核 酸 分 子 を 含 む 免 疫 原 性 の 組 成 物 で あ っ て 、 免 疫 原 性 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 外 套 組 織 球 レ ト
ロ ウ イ ル ス （ MHRV） の GAGポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 22の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 み 、 核 酸
配 列 は 、 哺 乳 類 細 胞 に お い て 発 現 す る た め に 適 応 し て い る 免 疫 原 性 の 組 成 物 を 特 徴 と す る
。
【 ０ ０ ２ ５ 】
も う 1つ の 側 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 MHRVポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ウ イ ル ス ゲ ノ ム （ た と
え ば 、 配 列 番 号 ： 8の 1～ 22の 少 な く と も 4つ の 隣 接 す る ア ミ ノ 酸 残 基 を コ ー ド す る ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド ） 、 異 種 性 核 酸 の 挿 入 の た め に 適 し た 少 な く と も 1つ の 制 限 部 位 、 お よ び MHRV
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 異 種 性 配 列 を 含 む 関 心 対 象 の 核 酸 を 含 む 単 離 さ れ た 組 換 え MHRVベ ク タ
ー で あ っ て 、 核 酸 は 、 宿 主 細 胞 に MHRVベ ク タ ー を 導 入 す る こ と に よ り 、 宿 主 に お け る 発 現
の た め に 機 能 的 に 挿 入 さ れ て い る ベ ク タ ー を 特 徴 と す る 。 特 定 の 態 様 に お い て 、 制 限 部 位
は 、 MHRVゲ ノ ム に お い て 天 然 に 存 在 し な い 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
も う 1つ の 側 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 MHRVポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 組 換 え MHRVゲ ノ ム （ た
と え ば 、 配 列 番 号 ： 8の 1～ 22の 少 な く と も 4つ の 隣 接 す る ア ミ ノ 酸 残 基 を コ ー ド す る ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド ） 、 お よ び 異 種 性 核 酸 の 挿 入 の た め に 適 し た 少 な く と も 1つ の 制 限 部 位 を 含
む 単 離 さ れ た 組 換 え MHRV粒 子 を 特 徴 と す る 。 特 定 の 態 様 に お い て 、 組 換 え MHRV粒 子 は 、 MH
RVポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 対 し て 異 種 性 の 配 列 を 有 す る 核 酸 を さ ら に 含 み 、 か つ 核 酸 は 、 宿 主
細 胞 に MHRVベ ク タ ー を 導 入 す る こ と に よ り 、 宿 主 に お け る 発 現 の た め に 機 能 的 に 挿 入 さ れ
て い る 。 そ の 他 の 特 定 の 態 様 に お い て 、 MHRV粒 子 は 、 複 製 欠 損 で あ る か 、 ま た は 複 製 適 格
性 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
発 明 の 詳 細 な 記 載
本 発 明 お よ び 本 発 明 の 特 定 の 例 示 的 な 態 様 を 記 載 す る 前 に 、 本 発 明 が 記 載 さ れ た 特 定 の 態
様 に 限 定 さ れ ず 、 従 っ て 当 然 な が ら 変 更 し て も よ い こ と は 理 解 さ れ る べ き で あ る 。 ま た 、
本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 専 門 用 語 が 特 定 の 態 様 の み を 記 載 す る た め に 存 在 し 、 限 定 さ
れ る こ と は 企 図 さ れ な い こ と が 、 本 発 明 の 範 囲 が 添 付 の 特 許 請 求 の 範 囲 の み に 限 定 さ れ る
と 考 え ら れ と い う 理 由 か ら 理 解 さ れ る は ず で あ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
値 の 範 囲 が 提 供 さ れ る 場 合 、 、 文 脈 か ら 明 ら か に 他 に 指 示 し て い な い 限 り 、 下 限 ユ ニ ッ ト
の 10分 の 1ま で の 、 そ の 範 囲 の 上 限 と 下 限 の 間 の そ れ ぞ れ の 介 在 値 、 お よ び 任 意 の 他 に 指
定 し た 値 ま た は 範 囲 を 指 定 し た 介 在 値 も 本 発 明 の 範 囲 に 包 含 さ れ る 。 よ り せ ま い 範 囲 に 独
立 し て 含 ま れ 得 る こ れ ら の よ り せ ま い 範 囲 の 上 限 お よ び 下 限 は 、 指 定 し た 範 囲 で 特 に 除 外
し た 限 界 に 従 っ て 本 発 明 の 範 囲 内 に 包 含 さ れ る 。 指 定 し た 範 囲 が 限 界 の 一 方 ま た は 両 方 を
含 む 場 合 、 こ れ ら の 含 ま れ る 限 界 の 両 者 の い ず れ か を 除 外 し た 範 囲 も 、 本 発 明 に 含 ま れ る
。
【 ０ ０ ２ ９ 】
他 に 定 義 さ れ な い 限 り 、 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 全 て の 技 術 用 語 お よ び 科 学 用 語 は 、
通 常 は 、 本 発 明 が 属 す る 技 術 分 野 の 当 業 者 に よ っ て 理 解 さ れ る も の と 同 じ 意 味 を 有 す る 。
本 明 細 書 に 記 載 さ れ た も の と 同 様 ま た は 等 価 な い ず れ の 方 法 お よ び 物 質 も 本 発 明 の 実 施 ま
た は 試 験 に お い て 使 用 す る こ と が で き 、 好 ま し い 方 法 お よ び 物 質 は 本 明 細 書 に 記 載 し て あ
る 。 本 明 細 書 に お い て 言 及 し た 全 て の 刊 行 物 は 、 刊 行 物 が 引 用 し て い る 方 法 お よ び ／ ま た
は 物 質 を 開 示 お よ び 記 載 す る た め に 、 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
本 明 細 書 お よ び 添 付 の 特 許 請 求 の 範 囲 に 使 用 さ れ る 、 単 数 の 形 態 「 a」 、 お よ び 「 the」 は
、 文 脈 か ら 明 ら か に 他 に 指 示 し て い な い 限 り 、 複 数 の 参 照 を 含 む 。 し た が っ て 、 た と え ば
「 ウ イ ル ス 粒 子 」 に 関 し て は 、 複 数 の こ の よ う な ウ イ ル ス 粒 子 を 含 み 、 「 細 胞 」 に 関 し て
は 、 1つ ま た は 複 数 の 細 胞 お よ び 当 業 者 に 既 知 の そ の 等 価 物 な ど に 関 す る も の を 含 む 。
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【 ０ ０ ３ １ 】
本 明 細 書 に お い て 議 論 さ れ る 刊 行 物 は 、 単 に 本 出 願 の 出 願 日 の 前 の こ れ ら の 開 示 に 関 し て
提 供 さ れ る 。 ま た 、 本 明 細 書 に お い て は 、 従 来 の 発 明 に よ っ て 本 発 明 が こ の よ う な 刊 行 物
に 先 だ っ て 権 利 が 与 え ら れ て い な い と 認 め る も の と は 解 釈 さ れ な い 。 さ ら に 、 刊 行 物 が 提
供 さ れ た 日 は 、 実 際 の 日 付 と は 異 な っ て い る 可 能 性 が あ り 、 そ れ ぞ れ 確 認 す る こ と が 必 要
で あ る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
定 義
本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 「 外 套 組 織 球 レ ト ロ ウ イ ル ス 」 （ MHRV） と い う 用 語 は 、 本 明
細 書 に 記 載 さ れ た ヒ ト レ ト ロ ウ イ ル ス を い い 、 こ れ は 、 一 般 に 以 下 の い ず れ か 1つ ま た は
複 数 に よ っ て 特 徴 づ け る こ と が で き る ： 1） ヒ ト 外 套 細 胞 リ ン パ 腫 か ら 単 離 で き る こ と （
本 明 細 書 に 記 載 さ れ た と お り に ） ;2） 電 子 顕 微 鏡 法 に よ っ て 観 察 さ れ る 直 径 約 90nm～ 110n
mの ビ リ オ ン 粒 子 ； 3） 膜 脂 質 二 重 層 を 有 す る こ と ； 4） RNAゲ ノ ム を 含 む 偏 心 性 の 円 錐 形 の
ヌ ク レ オ イ ド 。 タ ン パ ク 質 レ ベ ル で は 、 MHRVは 、 ウ イ ル ス 粒 子 が 配 列 番 号 ： 8の ア ミ ノ 酸
配 列 の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 22を 含 む GAGコ ア ポ リ ペ プ チ ド を 有 す る こ と で 特 徴 づ け ら れ る 。 核
酸 配 列 レ ベ ル で は 、 MHRVは 、 RNAゲ ノ ム が 、 MHRVに 特 有 の GAGを コ ー ド す る 配 列 の 一 部 で あ
る 配 列 番 号 ： 7の ヌ ク レ オ チ ド 残 基 1～ 66に 対 応 す る 核 酸 配 列 を 含 む と い う 点 で 特 徴 づ け ら
れ る 。 「 ヌ ク レ オ チ ド 残 基 に 対 応 す る 」 と は 、 こ れ に 関 し て 、 RNAが 、 デ オ キ シ リ ボ ヌ ク
レ オ チ ド チ ミ ン （ T） が リ ボ ヌ ク レ オ チ ド ウ ラ シ ル （ U） と 置 換 さ れ る こ と を 除 い て 、 提 供
さ れ た DNA配 列 の 配 列 を 有 す る こ と を 意 味 す る 。 MHRVが ヒ ト 外 套 細 胞 リ ン パ 腫 か ら 単 離 さ
れ る こ と の 言 及 で は 、 こ の 供 与 源 か ら 単 離 さ れ た MHRVの み に 限 定 す る こ と は 企 図 さ れ ず 、
む し ろ 本 発 明 の ウ イ ル ス を 単 離 し て 記 載 す る 手 段 だ け で あ る こ と に 留 意 さ れ た い 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
「 単 離 さ れ た ウ イ ル ス 核 酸 」 ま た は 「 単 離 さ れ た ウ イ ル ス ポ リ ペ プ チ ド 」 と い う 用 語 は 、
本 発 明 に よ っ て 提 供 さ れ た MHRVウ イ ル ス タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド が 、 天 然 に 存 在 し 、 天
然 に 結 合 し て い る タ ン パ ク 質 お よ び 有 機 の 分 子 を 少 な く と も 60重 量 %含 ま な い こ と を 意 味
す る 。 好 ま し く は 、 調 製 物 は 、 MHRVポ リ ペ プ チ ド の 少 な く と も 7重 量 5%、 よ り 好 ま し く は
少 な く と も 90重 量 %、 お よ び 最 も 好 ま し く は 少 な く と も 99重 量 %で あ る 。 単 離 さ れ た ウ イ ル
ス タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド は 、 た と え ば ヒ ト 外 套 細 胞 リ ン パ 腫 の マ ク ロ フ ァ ー ジ か ら 得
る こ と が で き る MHRVウ イ ル ス 粒 子 か ら 抽 出 す る こ と に よ っ て ； MHRVウ イ ル ス タ ン パ ク 質 も
し く は ペ プ チ ド を コ ー ド す る 組 換 え 核 酸 の 発 現 に よ っ て ； ま た は 、 タ ン パ ク 質 も し く は ペ
プ チ ド を 化 学 的 に 合 成 す る こ と に よ っ て 得 て も よ い 。 純 度 は 、 任 意 の 適 切 な 方 法 に よ っ て
、 た と え ば カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ 、 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 、 ま た は HPLC解 析
に よ っ て 測 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
「 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 」 お よ び 「 核 酸 」 と い う 用 語 は 、 本 明 細 書 に お い て 交 換 可 能 に 使 用 さ
れ 、 任 意 の 長 さ の 、 リ ボ ヌ ク レ オ チ ド ま た は デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド の い ず れ か の ヌ ク レ オ
チ ド の 重 合 体 形 態 を い う 。 し た が っ て 、 こ れ ら の 用 語 は 、 1本 鎖 、 2本 鎖 、 も し く は 多 重 鎖
の DNAも し く は RNA、 ゲ ノ ム DNA、 cDNA、 DNA‐ RNAハ イ ブ リ ッ ド 、 ま た は プ リ ン お よ び ピ リ
ミ ジ ン 塩 基 も し く は そ の 他 の 天 然 の 、 化 学 的 に も し く は 生 化 学 的 に 修 飾 さ れ た 、 非 天 然 の
、 ま た は 誘 導 体 化 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド 塩 基 を 含 む ポ リ マ ー を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な
い 。 こ れ ら は 、 イ ン ト ロ ン 配 列 お よ び エ キ ソ ン 配 列 を 含 む （ た と え ば Niwaら 、 （ 1999）  C
ell 99 （ 7） : 691-702を 参 照 さ れ た い ） 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の バ ッ ク ボ ー ン は 、 糖 お よ び リ ン 酸 基 （ RNAま た は DNAに お い て 典 型 的 に
見 出 さ れ る で あ ろ う も の ） 、 ま た は 修 飾 も し く は 置 換 さ れ た 糖 も し く は リ ン 酸 基 を 含 む こ
と が で き る 。 ま た は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の バ ッ ク ボ ー ン は 、 ホ ス ホ ラ ミ ダ イ ト な ど の 合 成
サ ブ ユ ニ ッ ト の ポ リ マ ー を 含 む こ と が で き 、 し た が っ て 、 ア ミ ド 亜 リ ン 酸 オ リ ゴ デ オ キ シ
ヌ ク レ オ シ ド ま た は 混 合 さ れ た ア ミ ド 亜 リ ン 酸 エ ス テ ル -リ ン 酸 ジ エ ス テ ル オ リ ゴ マ ー で
あ る こ と も で き る 。 Peyrottesら 、 （ 1996）  Nucl. Acids Res. 24: 1841-1848；  Chaturv
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ediら 、 （ 1996）  Nucl. Acids Res. 24: 2318-2323。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 メ チ ル 化 さ れ
た ヌ ク レ オ チ ド お よ び ヌ ク レ オ チ ド 類 似 体 な ど の 修 飾 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド 、 ウ ラ シ ル 、 糖
、 な ら び に フ ル オ ロ リ ボ ー ス お よ び チ オ ア ー ト な ど の そ の 他 の 結 鎖 基 、 な ら び に ヌ ク レ オ
チ ド 分 岐 物 を 含 ん で い て も よ い 。 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 非 ヌ ク レ オ チ ド 成 分 に よ っ て 中 断
さ れ て い て も よ い 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 ラ ベ リ ン グ 成 分 と 結 合 す る こ と な ど に よ っ て 、
重 合 後 に さ ら に 修 飾 さ れ て い て も よ い 。 こ の 定 義 に 含 ま れ る そ の 他 の 改 変 の タ イ プ は 、 ca
p、 1つ ま た は 複 数 の 天 然 に 存 在 す る ヌ ク レ オ チ ド の 類 似 体 に よ る 置 換 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
を タ ン パ ク 質 、 金 属 イ オ ン 、 標 識 成 分 、 そ の 他 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は 支 持 体 （ た と
え ば 、 固 体 ま た は 半 固 体 支 持 体 、 ア レ イ と し て 使 用 す る た め の 支 持 体 な ど に ） に 取 り 付 け
る た め の 手 段 の 導 入 を 含 む 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 様 々 な 形 態 で 、 た と え ば ア レ イ に 結 合
し て 提 供 す る こ と が で き 、 ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の ラ イ ブ ラ リ ー （ た と え ば 、 関 心 対 象
の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ベ ク タ ー の ラ イ ブ ラ リ ー 、 こ の よ う な ベ ク タ ー を 含 む 組 換 え 宿
主 細 胞 の ラ イ ブ ラ リ ー な ど ） の 一 部 と し て 提 供 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
RNAウ イ ル ス MHRV、 お よ び そ の 他 の RNAウ イ ル ス に お い て の DNAに 関 し て は ゲ ノ ム RNAか ら 産
生 さ れ う る DNA配 列 を 意 味 し 、 DNA配 列 を 作 製 す る 方 法 に 関 し て 限 定 さ れ な い こ と が 理 解 さ
れ る 。 同 様 に 、 MHRV配 列 お よ び そ の 他 の RNAウ イ ル ス の DNA配 列 は 、 ウ ラ シ ル （ U） が チ ミ
ン （ T） で 置 換 さ れ た 対 応 す る RNAを 包 含 し 、 さ ら に 相 補 鎖 お よ び そ の 対 応 す る RNA配 列 を
包 含 す る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
「 ポ リ ペ プ チ ド 」 お よ び 「 タ ン パ ク 質 」 の と い う 用 語 は 、 本 明 細 書 に お い て 交 換 可 能 に 使
用 さ れ 、 任 意 の 長 さ の ア ミ ノ 酸 の 重 合 形 態 を い い 、 コ ー ド お よ び 非 コ ー ド ア ミ ノ 酸 、 化 学
的 も し く は 生 化 学 的 に 修 飾 （ た と え ば 、 グ リ コ シ ル 化 な ど の 翻 訳 後 修 飾 ） ま た は 誘 導 体 化
さ れ た ア ミ ノ 酸 、 重 合 性 ポ リ ペ プ チ ド 、 お よ び 修 飾 さ れ た ペ プ チ ド バ ッ ク ボ ー ン を 有 す る
ポ リ ペ プ チ ド を 含 む こ と が で き る 。 本 用 語 は 、 融 合 タ ン パ ク 質 を 含 む 異 種 性 ア ミ ノ 酸 配 列
と の 融 合 タ ン パ ク 質 、 N末 端 メ チ オ ニ ン 残 基 を 有 す る も し く は 有 さ な い 異 種 性 お よ び 同 種
の リ ー ダ ー 配 列 を 有 す る 融 合 体 ； 免 疫 学 的 に タ グ を 付 け ら れ た タ ン パ ク 質 ； な ど を 含 む が
、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 ま た 、 ポ リ ペ プ チ ド は 、 支 持 体 へ の （ た と え ば 、 固 体 ま た は 半
固 体 支 持 体 へ の 、 ア レ イ と し て 使 用 す る た め の 支 持 体 な ど へ の ） 付 着 を 容 易 に す る た め に
修 飾 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 、 指 定 さ れ た 配 列 に 「 由 来 す る 」 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 指 定
さ れ た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 領 域 に 対 応 す る お よ そ 少 な く と も 約 6つ の 隣 接 す る ヌ ク レ オ チ
ド 、 少 な く と も 約 8つ の ヌ ク レ オ チ ド 、 少 な く と も 約 10～ 12個 の 隣 接 す る ヌ ク レ オ チ ド 、
お よ び 少 な く と も 約 15～ 20個 の 隣 接 す る ヌ ク レ オ チ ド か ら 構 成 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配
列 を い う 。 「 対 応 す る 」 は 、 指 定 さ れ た 配 列 に 相 同 的 ま た は 相 補 的 な こ と を 意 味 す る 。 好
ま し く は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 由 来 す る 領 域 の 配 列 は 、 MHRVゲ ノ ム に 特 有 の 配 列 に 相 同 的
ま た は 相 補 的 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
配 列 が MHRVに 特 有 で あ る か 否 か に か か わ ら ず 、 当 業 者 に 既 知 の 技 術 に よ っ て ゲ ノ ム を 決 定
す る こ と が で き る 。 た と え ば 、 配 列 は 、 デ ー タ バ ン ク 、 た と え ば GenBankの 配 列 と 比 較 し
て 、 感 染 し て い な い 宿 主 ま た は そ の 他 の 生 物 に 存 在 す る か ど う か を 決 定 す る こ と が で き る
。 ま た 、 配 列 は 、 そ の 他 の レ ト ロ ウ イ ル ス 、 特 に ヒ ト 内 在 性 レ ト ロ ウ イ ル ス を 含 む そ の 他
の 既 知 の ウ イ ル ス 性 因 子 の 配 列 を レ ト ロ ウ イ ル ス 科 の メ ン バ ー と 比 較 す る こ と が で き る 。
ま た 、 そ の 他 の 配 列 に 対 し て 誘 導 さ れ た 配 列 が 対 応 す る か 、 ま た は 対 応 し な い か は 、 適 切
な ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー の 条 件 下 に お け る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ っ て 決 定 す る こ と が
で き る 。 核 酸 配 列 の 相 補 性 を 決 定 す る た め の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 技 術 は 、 当 業 者 に 既
知 で あ り 、 以 下 に 議 論 し て あ る 。 ま た 、 た と え ば Maniatisら （ 1982） を 参 照 さ れ た い 。 さ
ら に ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ っ て 形 成 さ れ る 二 体 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の ミ ス マ ッ チ は
、 た と え ば 、 特 異 的 に 二 体 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 一 本 鎖 領 域 を 消 化 す る S1な ど の ヌ ク レ ア
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ー ゼ に よ る 消 化 を 含 む 既 知 の 技 術 に よ っ て 決 定 す る こ と が で き る 。 典 型 的 な DNAに 「 由 来
す る 」 で あ ろ う 領 域 は 、 た と え ば 、 特 異 的 な エ ピ ト ー プ を コ ー ド す る 領 域 、 な ら び に 非 転
写 領 域 お よ び ／ ま た は 非 翻 訳 領 域 を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
由 来 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 示 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら 必 ず し も 物 理 的 に 由 来 す る
と い う わ け で は な く 、 た と え ば 、 化 学 合 成 、 DNA複 製 、 逆 転 写 、 ま た は 転 写 を 含 む い か な
る 方 法 で 生 成 さ れ て も よ い 。 さ ら に 、 指 定 さ れ た 配 列 の も の に 対 応 す る 領 域 の 組 み 合 わ せ
は 、 当 技 術 分 野 に お い て 既 知 の 方 法 で 修 飾 し て 、 企 図 さ れ る 使 用 で 処 方 さ れ て も よ い 。
【 ０ ０ ４ １ 】
同 様 に 、 指 定 し た 核 酸 配 列 に 「 由 来 す る 」 ポ リ ペ プ チ ド ま た は ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 配 列 に お
い て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は そ の 一 部 分 と 一 致 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ
ペ プ チ ド で あ っ て 、 こ の 部 分 は 、 少 な く と も 3～ 5つ の 隣 接 す る ア ミ ノ 酸 、 お よ び よ り 好 ま
し く は 少 な く と も 8～ 10個 の 隣 接 す る ア ミ ノ 酸 、 さ ら に よ り 好 ま し く は 少 な く と も 11～ 15
個 の 隣 接 す る ア ミ ノ 酸 か ら な る か 、 ま た は こ の 配 列 で コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド と 免 疫 学
的 に 同 定 可 能 な ポ リ ペ プ チ ド を い う 。 ま た 、 こ の 専 門 用 語 は 、 指 定 さ れ た 核 酸 配 列 か ら 発
現 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
組 換 え ポ リ ペ プ チ ド ま た は 由 来 す る ポ リ ペ プ チ ド は 、 必 ず し も 指 定 さ れ た 核 酸 配 列 、 た と
え ば 、 配 列 番 号 ： 7に 記 載 し た よ う な MHRV GAGポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 配 列 か ら 、 ま た
は MHRVゲ ノ ム か ら 翻 訳 さ れ る と い う わ け で は な く ； た と え ば 、 化 学 合 成 、 組 換 え 発 現 系 に
お け る 発 現 、 ま た は 変 異 MHRVを 含 む MHRVか ら の 単 離 を 含 む い か な る 方 法 で 作 製 さ れ て も よ
い 。 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド ま た は 由 来 す る ポ リ ペ プ チ ド は 、 そ の 配 列 に 1つ も し く は 複 数 の
ア ミ ノ 酸 の 類 似 体 ま た は 非 天 然 ア ミ ノ 酸 を 含 ん で い て も よ い 。 配 列 に ア ミ ノ 酸 の 類 似 体 を
挿 入 す る 方 法 は 、 当 業 者 に 既 知 で あ る 。 ま た 、 こ れ は 、 1つ ま た は 複 数 の 標 識 を 含 ん で い
て も よ く 、 こ れ は 当 業 者 に 既 知 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 、 「 組 換 え ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 」 と い う 用 語 は 、 そ の 起 源 ま た
は 操 作 に よ っ て 、 ： （ 1） 天 然 に お い て 結 合 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 全 て ま た は 一 部 に は
結 合 し な い も の 、 （ 2） 天 然 に お い て 連 結 す る も の 以 外 の ポ リ ペ プ チ ド に 連 結 す る も の 、
ま た は （ 3） 天 然 に は 存 在 し な い が 、 ゲ ノ ム 、 cDNA、 半 合 成 の 、 ま た は 合 成 起 源 の ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド を 企 図 す る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
「 機 能 的 に 連 結 さ れ た 」 は 、 こ の よ う に 記 載 さ れ た 成 分 が 、 そ の 成 分 の 企 図 さ れ た 方 法 で
そ れ ら を 機 能 さ せ る 関 係 で 近 位 で あ る こ と を い う 。 コ ー ド 配 列 に 「 機 能 的 に 連 結 さ れ た 」
対 照 配 列 は 、 コ ー ド 配 列 の 発 現 が 対 照 配 列 に 適 合 し た 条 件 下 で 達 成 さ れ る よ う な 方 法 で ラ
イ ゲ ー シ ョ ン さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
「 オ ー プ ン ・ リ ー デ ィ ン グ ・ フ レ ー ム 」 （ ORF） は 、 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 の 領 域 で あ り 、 こ の 領 域 は 、 一 部 の コ ー ド 配 列 ま た は 全 コ ー ド 配 列 を 表 し て
も よ い 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
「 コ ー ド 配 列 」 は 、 適 切 な 調 節 配 列 の 制 御 下 で 配 置 さ れ た と き に 、 mRNAに 転 写 さ れ る 、 お
よ び ／ ま た は ポ リ ペ プ チ ド に 翻 訳 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ る 。 コ ー ド 配 列 の 境 界
は 、 5'末 端 の 翻 訳 開 始 コ ド ン お よ び 3'末 端 の 翻 訳 停 止 コ ド ン に よ っ て 決 定 さ れ る 。 コ ー ド
配 列 は 、 mRNA、 cDNA、 お よ び 組 換 え ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な
い 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
た と え ば 、 「 MHRV GAGポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 異 種 性 の プ ロ モ ー タ ー エ レ メ ン ト 」 と い う 用
語 に お い て 使 用 さ れ る 、 「 異 種 性 の 」 と い う 用 語 は 、 結 合 し た 2つ の エ レ メ ン ト が 天 然 に
お い て 共 に 結 合 し て い る こ と が 見 出 さ れ て い な い こ と 、 た と え ば 、 異 な っ た 供 与 源 で あ る
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（ た と え ば 、 プ ロ モ ー タ ー エ レ メ ン ト は 、 天 然 に 見 出 さ れ る MHRV GAGポ リ ペ プ チ ド を コ ー
ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 結 合 さ れ て い な い ） こ と を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 、 「 形 質 転 換 」 と い う 用 語 は 、 挿 入 の た め に 使 用 さ れ る 方 法
、 た と え ば 、 直 接 取 込 み 、 ト ラ ン ス ダ ク シ ョ ン 、 f-交 接 、 ま た は エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン
で あ る か に か か わ ら ず 、 宿 主 細 胞 に 外 因 性 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 挿 入 す る こ と を い う 。 外
因 性 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 組 込 ま れ て い な い ベ ク タ ー 、 た と え ば 、 プ ラ ス ミ ド と し て 維
持 さ れ て い て も よ く 、 ま た は 代 わ り に 宿 主 ゲ ノ ム に 組 み 込 ま れ て い て も よ い 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
MHRVポ リ ヌ ク レ オ チ ド （ た と え ば 、 核 酸 プ ロ ー ブ ） ま た は ポ リ ペ プ チ ド （ た と え ば 、 特 異
的 に ポ リ ペ プ チ ド を 結 合 す る 抗 体 を 使 用 し て 検 出 さ れ る も の ） に 関 し て 使 用 さ れ る 、 「 特
異 的 に 結 合 す る 」 と い う 用 語 は 、 MHRVポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド が 、 MHRVを 非
MHRVポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 非 MHRVポ リ ペ プ チ ド か ら 区 別 す る た め に 検 出 さ れ る よ う な MH
RVの マ ー カ ー と し て 使 用 す る こ と が で き る こ と を 意 味 す る 。 た と え ば 、 特 異 的 な MHRVポ リ
ヌ ク レ オ チ ド は 、 非 MHRV核 酸 か ら MHRV核 酸 を 区 別 す る た め に 、 MHRV核 酸 を 特 異 的 に 検 出 す
る の に （ た と え ば 、 核 酸 増 幅 に 基 づ い た ア ッ セ イ 法 ま た は ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 基 づ
い た ア ッ セ イ 法 に お い て ） 使 用 す る こ と が で き る も の で あ る 。 同 様 に 、 特 異 的 な MHRVポ リ
ペ プ チ ド は 、 試 料 に お け る MHRVを 特 異 的 に 検 出 し て 、 非 MHRVポ リ ペ プ チ ド か ら MHRVポ リ ペ
プ チ ド を 区 別 す る た め に 検 出 す る こ と が で き る （ た と え ば 、 抗 体 に 基 づ く ア ッ セ イ 法 に よ
っ て ） ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。 同 様 に 、 MHRV特 異 的 な 抗 体 は 、 試 料 に お け る MHRVを 特 異 的 に
検 出 し て 非 MHRVポ リ ペ プ チ ド か ら MHRVポ リ ペ プ チ ド を 区 別 す る た め に 、 MHRV特 異 的 な ポ リ
ペ プ チ ド ま た は MHRV特 異 的 な エ ピ ト ー プ の 検 出 に 使 用 す る こ と が で き る 抗 体 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 「 MHRVマ ー カ ー 」 は 、 試 料 に お い て 検 出 す る こ と が で き 、 MH
RVに 対 す る 試 料 の 供 与 源 に 存 在 す る こ と 、 ま た は 前 に 存 在 す る こ と （ た と え ば 、 暴 露 の 前
に ） を 示 す 生 物 学 的 分 子 を い う 。 MHRVマ ー カ ー の 例 は 、 MHRVウ イ ル ス 粒 子 、 MHRVに 特 異 的
な MHRV核 酸 、 MHRVに 特 異 的 な MHRVポ リ ペ プ チ ド 、 お よ び 抗 MHRV抗 体 を 含 む 。
【 ０ ０ ５ １ 】
特 に MHRVの 検 出 に 関 し て 使 用 さ れ る 、 「 生 物 学 的 試 料 」 と い う 用 語 は 、 被 検 者 、 一 般 に ヒ
ト 被 験 者 か ら 得 ら れ る 任 意 の 生 物 学 的 物 質 を い う 。 こ の よ う な 物 質 は 、 血 液 、 血 液 由 来 産
物 、 血 漿 、 血 清 、 脊 髄 液 、 リ ン パ 液 、 皮 膚 、 呼 吸 管 、 腸 管 、 お よ び 尿 生 殖 器 管 の 外 部 切 片
、 涙 、 唾 液 、 乳 汁 、 血 液 細 胞 、 細 胞 （ た と え ば 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 骨 髄 、 リ ン パ 腫 の 癌 細
胞 、 腫 瘍 細 胞 、 前 癌 の 細 胞 （ た と え ば 、 形 成 異 常 細 胞 ） な ど ） 、 腫 瘍 、 器 官 を 含 む (し か
し 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い )個 体 か ら 単 離 さ れ た 組 織 ま た は 液 の 試 料 、 な ら び に イ ン ビ ト
ロ に お け る 細 胞 培 養 成 分 （ ウ イ ル ス に 感 染 し た 細 胞 、 組 換 え 細 胞 、 お よ び 細 胞 成 分 の 細 胞
培 地 に お い て 、 細 胞 の 増 殖 に よ っ て 生 じ る 培 養 上 清 を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い ） を
含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る 必 要 は な い 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 、 「 被 験 者 」 ま た は 「 患 者 」 と い う 用 語 は 、 本 発 明 の 方 法 、
た と え ば 、 診 断 方 法 を 適 用 で き る 任 意 の 被 検 者 ま た は 患 者 を 包 含 す る こ と を 意 図 す る 。 哺
乳 類 の 被 検 者 お よ び 患 者 、 特 に ヒ ト の 被 験 者 ま た は 患 者 は 、 特 に 関 心 対 象 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 、 「 マ ク ロ フ ァ ー ジ 」 お よ び 「 単 球 」 と い う 用 語 は 、 交 換 可
能 に 使 用 さ れ 、 当 技 術 分 野 に お い て 、 「 単 球 」 と い う 用 語 は CD14細 胞 表 面 マ ー カ ー を 発 現
す る 循 環 単 核 細 胞 を 記 載 す る た め に 使 用 さ れ る こ と が 多 く 、 お よ び 組 織 に お い て は 、 こ の
細 胞 は マ ク ロ フ ァ ー ジ と し て 分 類 さ れ る こ と も 多 い こ と が 理 解 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
当 技 術 分 野 に お い て 、 お よ び 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 「 増 殖 す る マ ク ロ フ ァ ー ジ 」 と
い う 用 語 は 、 分 裂 し て い る マ ク ロ フ ァ ー ジ を 示 す と 理 解 さ れ る 用 語 で あ る 。 通 常 、 マ ク ロ
フ ァ ー ジ は 、 さ ら に 分 裂 す る こ と が で き な い 最 終 分 化 細 胞 で あ る 。 本 発 明 の 目 的 で は 、 「
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増 殖 す る マ ク ロ フ ァ ー ジ 」 は 、 さ ら に 分 裂 す る こ と が で き る か 、 ま た は 末 期 も し く は 最 終
段 階 で あ る と み な さ れ な い 細 胞 周 期 の 一 部 で あ る 。 増 殖 は 、 ク ロ ー ン 、 す な わ ち 単 一 の 細
胞 に 由 来 し て も よ い 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 、 「 増 殖 す る マ ク ロ フ ァ ー ジ の 存 在 」 を 検 出 す る こ と は 、 増
殖 す る マ ク ロ フ ァ ー ジ の レ ベ ル を 検 出 す る こ と を 一 般 に 意 味 す る 。 絶 対 的 ま た は 相 対 的 レ
ベ ル で さ え も 決 定 さ れ る 必 要 は な い こ と は 理 解 さ れ 、 検 出 可 能 な 増 殖 す る マ ク ロ フ ァ ー ジ
の 観 測 で 十 分 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
「 マ イ ク ロ ア レ イ 」 お よ び 「 ア レ イ 」 は 、 本 明 細 書 に お い て 交 換 可 能 に 使 用 さ れ 、 生 化 学
的 試 料 （ 標 的 ） （ こ れ は 、 未 決 定 の 特 徴 を 有 す る こ と が 多 い ） の た め の 推 定 結 合 部 位 （ た
と え ば 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ る ） の ア レ イ 、 好 ま し く は 規 則 正 し い ア レ イ を 有 す
る 表 面 を 含 む 。 好 ま し い 態 様 に お い て 、 マ イ ク ロ ア レ イ は 、 基 質 の 定 義 さ れ た 部 位 に 固 定
さ れ た 異 な っ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ の 構 築 を い う 。 ア レ
イ は 、 紙 、 ガ ラ ス 、 プ ラ ス チ ッ ク （ た と え ば 、 ポ リ プ ロ ピ レ ン 、 ナ イ ロ ン ） 、 ポ リ ア ク リ
ル ア ミ ド 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 、 シ リ コ ン 、 光 フ ァ イ バ ー 、 ま た は そ の 他 の 任 意 の 適 切 な 固
体 も し く は 半 固 体 支 持 体 な ど の 物 質 で 製 造 さ れ 、 平 面 （ た と え ば 、 ガ ラ ス 板 、 シ リ コ ン チ
ッ プ ） 、 ま た は 3次 元 （ た と え ば 、 ピ ン 、 繊 維 、 ビ ー ズ 、 粒 子 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー ウ ェ ル
、 キ ャ ピ ラ リ ー ） の 配 置 に 配 置 さ れ た 基 質 に 形 成 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
ア レ イ を 形 成 す る プ ロ ー ブ は 、 （ i） フ ォ ト リ ソ グ ラ フ ィ ー 技 術 を 使 用 す る イ ン サ イ チ ュ
ー に お け る 合 成 （ た と え ば 、 高 密 度 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ア レ イ ） （ Fodorら 、 Science （ 1
991） , 251: 767-773； Peaseら 、 Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. （ 1994） , 91: 5022-5
026； Lockhartら 、 Nature Biotechnology （ 1996） , 14: 1675； 米 国 特 許 第 5,578,832号
； 第 5,556,752号 ； お よ び 第 5,510,270号 を 参 照 さ れ た い ） ； （ ii） 中 程 度 か ら 低 い 密 度 （
た と え ば 、 cDNAプ ロ ー ブ ） で の ガ ラ ス 、 ナ イ ロ ン 、 ま た は ニ ト ロ セ ル ロ ー ス に 対 す る ス ポ
ッ テ ィ ン グ ／ 印 刷 （ Schenaら 、 Science （ 1995） , 270: 467-470、 DeRisiら 、 Nature Gen
etics （ 1996） , 14: 457-460； Shalonら 、 Genome Res. （ 1996） , 6: 639-645； お よ び S
chenaら 、 Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. （ 1995） , 93: 10539-11286） ； （ iii） マ ス
キ ン グ に よ り （ Maskos お よ び  Southern, Nuc. Acids. Res. （ 1992） , 20: 1679-1684）
、 お よ び （ iv） ナ イ ロ ン ま た は ニ ト ロ セ ル ロ ー ス ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 膜 に 対 す る ド ッ
ト ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ り （ た と え ば Sambrookら 、 Eds., 1989, Molecular Cloning: A Lab
oratory Manual, 2nd ed., Vol. 1-3, Cold Spring Harbor Laboratory （ Cold Spring H
arbor, N.Y.） を 参 照 さ れ た い ） を 含 む 任 意 の 数 の 方 法 に よ っ て 、 基 質 に 取 り 付 け ら れ て
も よ い 。 ま た 、 プ ロ ー ブ は 、 マ グ ネ チ ッ ク ビ ー ズ に よ っ て 、 ま た は マ イ ク ロ タ イ タ ー ウ ェ
ル も し く は キ ャ ピ ラ リ ー 中 な ど の 液 相 に お い て 、 ア ン カ ー に ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン す る
こ と に よ っ て 基 質 に 非 共 有 結 合 で 固 定 し て も よ い 。 プ ロ ー ブ 分 子 は 、 一 般 に DNA、 RNA、 PN
A、 お よ び cDNAな ど の 核 酸 で あ る が 、 タ ン パ ク 質 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 オ リ ゴ 糖 、 細 胞 、 組 織
、 お よ び 特 異 的 に 標 的 分 子 を 結 合 す る こ と が で き る こ れ ら の い ず れ か の 組 み 合 わ せ を 含 ん
で い て も よ い 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 、 「 治 療 」 と い う 用 語 は 、 予 防 法 お よ び ／ ま た は 治 療 法 を い
う 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 、 「 精 製 さ れ た MHRV」 と い う 用 語 は 、 MHRVが 濃 縮 さ れ た 調 製
物 、 ま た は 単 離 さ れ た MHRVを 有 す る 調 製 物 を い い 、 こ の 調 製 物 は 、 ウ イ ル ス が 正 常 に 結 合
す る 細 胞 の 成 分 、 お よ び 感 染 し た 組 織 に 存 在 す る で あ ろ う そ の 他 の タ イ プ の ウ イ ル ス か ら
得 ら れ た 。 ウ イ ル ス を 単 離 す る た め の 技 術 は 当 業 者 に 既 知 で あ り 、 た と え ば 、 遠 心 、 ア フ
ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ な ど を 含 む 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
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本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 「 MHRV粒 子 」 と い う 用 語 は 、 完 全 な ビ リ オ ン な ら び に ビ リ オ
ン 形 成 の 中 間 体 で あ ろ う 粒 子 を 含 む 。 MHRV粒 子 は 、 一 般 に MHRV核 酸 に 関 連 し た 1つ ま た は
複 数 の MHRVポ リ ペ プ チ ド を 有 す る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 、 「 プ ロ ー ブ 」 と い う 用 語 は 、 MHRVの 特 異 的 な 検 出 に 有 用 な
分 子 を い う 。 従 っ て 、 「 プ ロ ー ブ 」 は 、 プ ロ ー ブ の 少 な く と も 1つ の 配 列 が 標 的 領 域 の 配
列 と 相 補 的 で あ る た め に 、 標 的 領 域 の MHRVポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す
る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 。 特 に 言 及 し な い 限 り 、 プ ロ ー ブ は 、 プ ラ イ マ ー （ た と え ば 、
標 的 領 域 に 隣 接 し た 領 域 の PCRに 基 づ い た 増 幅 に 使 用 さ れ る プ ラ イ マ ー ） を 包 含 す る 。 ま
た 、 「 プ ロ ー ブ 」 は 、 MHRVポ リ ペ プ チ ド を 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 、 な ら び に 抗 MHRV抗 体 を
特 異 的 に 結 合 す る MHRVポ リ ペ プ チ ド を 含 む 。 プ ロ ー ブ の 意 味 は 、 本 用 語 の 使 用 の 状 況 か ら
当 業 者 に は 容 易 に 明 ら か で あ ろ う 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
「 MHRV特 異 的 な プ ロ ー ブ 」 は 、 MHRV特 異 的 な プ ロ ー ブ 標 的 に 特 異 的 に 結 合 す る 分 子 （ た と
え ば 、 核 酸 、 抗 体 、 ポ リ ペ プ チ ド ） で あ る 。 MHRV特 異 的 な プ ロ ー ブ の 例 は 、 MHRVの 独 特 な
配 列 に 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 、 MHRV特 異 的 な 核 酸 配 列 の 増 幅 を 容 易 に す る 核 酸
プ ラ イ マ ー 対 ； MHRVの GAGを 特 異 的 に 結 合 す る 抗 MHRV GAGポ リ ペ プ チ ド 、 お よ び 抗 MHRV GA
G抗 体 を 特 異 的 に 結 合 す る MHRV GAGポ リ ペ プ チ ド を 含 む 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 、 核 酸 プ ロ ー ブ に 関 し て 使 用 さ れ る 「 標 的 領 域 」 と い う 用 語
は 、 増 幅 さ れ 、 お よ び ／ ま た は 検 出 さ れ る 核 酸 の 領 域 を い う 。 抗 体 -ポ リ ペ プ チ ド （ 抗 体 -
抗 原 ） 複 合 体 形 成 に 関 し て 使 用 さ れ る 、 「 標 的 領 域 」 と い う 用 語 は 、 抗 体 が 特 異 的 に 結 合
す る エ ピ ト ー プ を 形 成 す る ポ リ ペ プ チ ド の 領 域 を い う 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 、 「 プ ロ ー ブ 標 的 」 と い う 用 語 は 、 MHRV特 異 的 な プ ロ ー ブ が
特 異 的 に 結 合 す る 分 子 を い う 。 プ ロ ー ブ 標 的 は 、 核 酸 （ RNAも し く は DNA） 、 抗 体 、 ま た は
ポ リ ペ プ チ ド で あ る こ と が で き る 。 本 明 細 書 に 記 載 さ れ た プ ロ ー ブ お よ び プ ロ ー ブ 標 的 の
組 み 合 わ せ は 、 当 業 者 で あ れ ば 、 本 明 細 書 を 読 む と 直 ち に 明 ら か と な る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 、 MHRV核 酸 を 含 む 「 ウ イ ル ス 核 酸 」 と い う 用 語 は 、 ウ イ ル ス
ゲ ノ ム 由 来 の 核 酸 、 そ の 断 片 、 そ の 転 写 産 物 、 お よ び こ れ ら に 由 来 す る 突 然 変 異 体 配 列 を
い う 。 ウ イ ル ス の 核 酸 は 、 た と え ば 、 細 胞 、 合 成 産 生 技 術 、 組 換 え 発 現 技 術 な ど の 、 任 意
の 供 与 源 に 由 来 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
「 MHRVに 関 連 し た 疾 患 」 は 、 ゲ ノ ム に 統 合 さ れ た MHRV核 酸 を 有 す る 細 胞 に 関 連 し た 疾 患 を
意 味 す る 。 MHRVに 関 連 し た リ ン パ 腫 は 、 こ の よ う な MHRVに 関 連 し た 疾 患 の 例 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
「 MHRVに 関 連 し た リ ン パ 腫 」 は 、 MHRV核 酸 が ゲ ノ ム に 統 合 さ れ た 細 胞 を 有 す る リ ン パ 腫 を
意 味 す る 。 リ ン パ 腫 は 、 そ の 主 要 な 原 因 因 子 と し て MHRVを 有 す る も の 、 ま た は 一 般 に MHRV
が 見 出 さ れ る か も し く は 関 連 す る も の を 有 す る が 、 主 に MHRVに よ っ て 引 き 起 こ さ れ な い も
の で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
「 組 換 え 宿 主 細 胞 」 、 「 宿 主 細 胞 」 、 「 細 胞 」 、 「 細 胞 株 」 、 「 細 胞 培 養 」 、 お よ び そ の
他 の 単 細 胞 の 実 体 と し て 培 養 さ れ る 微 生 物 ま た は 高 等 真 核 細 胞 を 示 す よ う な 用 語 は 、 組 換
え ベ ク タ ー ま た は そ の 他 の 導 入 DNAの た め の レ シ ピ エ ン ト と し て 使 用 す る こ と が で き 、 ま
た は 使 用 さ れ て い る 細 胞 を い い 、 ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た オ リ ジ ナ ル の 細 胞 の 子 孫 を 含 む 。
単 一 の 親 細 胞 の 子 孫 は 、 天 然 の 、 偶 発 の 、 ま た は ゆ っ く り と し た 変 異 の た め に 、 も と の 親
株 と 形 態 に お い て 、 ゲ ノ ム に お い て 、 ま た は 全 DNA相 補 に お い て 、 必 ず し も 完 全 に 同 一 で
な く て も よ い こ と が 理 解 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
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概 要
本 発 明 は 、 本 明 細 書 に お い て 外 套 組 織 球 レ ト ロ ウ イ ル ス （ MHRV） と 称 さ れ る 新 規 レ ト ロ ウ
イ ル ス の 発 見 に 基 づ く 。 MHRVは 、 ヒ ト リ ン パ 腫 と 関 連 し て お り 、 ヒ ト 内 在 性 レ ト ロ ウ イ ル
ス （ HERV） 、 特 に HERV-K109と 共 有 す る 有 意 な エ レ メ ン ト を 有 す る 、 最 初 の 複 製 適 格 性 ヒ
ト レ ト ロ ウ イ ル ス で あ る 。 本 発 明 の ウ イ ル ス は 最 初 に 外 套 細 胞 リ ン パ 腫 の マ ク ロ フ ァ ー ジ
か ら 単 離 さ れ 、 し た が っ て 、 こ れ を 反 映 し て MHRVと い う 名 前 を つ け ら れ た 。 し か し 、 本 発
明 者 ら は 、 AIDSの 大 細 胞 リ ン パ 腫 お よ び 非 AIDS濾 胞 性 リ ン パ 腫 を 含 む そ の 他 の リ ン パ 腫 に
お い て も 、 MHRVを 検 出 し た 。 し た が っ て 、 MHRVの 名 は 、 こ れ ら の 所 見 が リ ン パ 腫 な ど の ヒ
ト 癌 と 関 連 す る こ と を 示 す こ と か ら 、 MHRVが 外 套 細 胞 リ ン パ 腫 を 含 む こ と に 限 定 さ れ る こ
と を 企 図 し な い 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
動 物 モ デ ル に お い て MHRVが 単 離 さ れ た 細 胞 が リ ン パ 腫 を 生 じ る 能 力 に よ っ て 示 さ れ る と お
り MHRVは 伝 播 性 で あ り 、 レ シ ピ エ ン ト に お い て リ ン パ 腫 を 引 き 起 こ す こ と が で き る 。 こ の
よ う な 観 点 か ら み て 、 本 発 明 は 、 生 物 学 的 試 料 に お け る MHRVを 検 出 す る た め の 方 法 お よ び
組 成 物 も 提 供 し 、 こ れ は 、 診 断 な ら び に 予 防 （ た と え ば 、 レ シ ピ エ ン ト に 導 入 す る 前 に 血
液 、 血 液 製 剤 、 お よ び 組 織 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 際 に ） に 関 し て 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
本 発 明 の 種 々 の 態 様 を 、 こ れ か ら さ ら に 詳 細 に 記 載 す る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
外 套 組 織 球 レ ト ロ ウ イ ル ス （ MHRV）
外 套 組 織 球 レ ト ロ ウ イ ル ス （ 本 明 細 書 に お い て MHRVと 略 記 さ れ る ） は 、 元 々 ヒ ト 外 套 細 胞
リ ン パ 腫 か ら 単 離 さ れ た 。 MHRV粒 子 は 、 電 子 顕 微 鏡 法 に よ っ て 直 径 約 90nm～ 110nmと し て
観 察 さ れ 、 お よ び RNAゲ ノ ム を 含 む 円 錐 形 の 偏 心 性 の ヌ ク レ オ イ ド を カ プ セ ル 化 す る 膜 脂
質 二 重 層 を 有 す る 。 観 察 さ れ た レ ト ロ ウ イ ル ス の 形 態 は 、 B/D-タ イ プ の も の で あ っ た 。 5'
LTR（ 末 端 反 復 配 列 ） 、 pro、 poly、 env、 お よ び 3'LTR領 域 に 対 応 す る MHRVゲ ノ ム 領 域 は 、
HERV-K109と 命 名 さ れ た ヒ ト 内 在 性 レ ト ロ ウ イ ル ス （ HERV） と 約 98～ 100%の 相 同 性 を 占 め
た （ 図 1を 参 照 さ れ た い ） 。 対 照 的 に 、 MHRVの gag領 域 は 、 HERV-K109の gagに 対 し て 93%の
み 相 同 性 で あ る 。 こ の 観 測 は 、 MHRVが HERV-K109お よ び 別 の 外 因 性 の ウ イ ル ス と の 組 換 事
象 の 結 果 と し て 生 じ た こ と を 示 唆 す る 。 そ の 結 果 、 ヌ ク レ オ チ ド 残 基 約 1246～ ヌ ク レ オ チ
ド 残 基 約 3445に お よ ぶ MHRVゲ ノ ム 領 域 、 GAGコ ー ド 配 列 に 対 応 す る 領 域 、 な ら び に GAGポ リ
ペ プ チ ド 自 体 は 、 MHRVの マ ー カ ー と し て 役 立 つ 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
本 発 明 は さ ら に 、 MHRVな ど の マ ク ロ フ ァ ー ジ 向 性 ウ イ ル ス を 同 定 す る た め の 方 法 を 包 含 す
る 。 一 般 に 、 こ れ ら の 方 法 は 、 MHRVを 同 定 す る 方 法 に 基 づ き 、 こ れ は 、 以 下 の 実 施 例 の 節
に お い て 詳 述 す る 。 た と え ば 、 最 初 に 、 病 原 性 の 、 増 殖 性 の マ ク ロ フ ァ ー ジ （ た と え ば 、
CD68お よ び PCNAの 発 現 に よ っ て 定 義 さ れ る ） を 有 す る 組 織 を 、 組 織 学 的 な 目 視 検 査 に よ っ
て 同 定 す る 。 次 い で 、 こ れ ら の 組 織 ま た は 病 原 性 の マ ク ロ フ ァ ー ジ を 、 適 切 な 培 地 中 で 初
代 マ ク ロ フ ァ ー ジ と 共 に 約 1ヵ 月 間 共 培 養 す る 。 次 い で 、 細 胞 の 電 子 顕 微 鏡 法 に よ っ て 、
ウ イ ル ス の 存 在 に つ い て 培 養 を 検 討 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 ま た は 代 わ り に 、 培 養 細
胞 か ら の 核 酸 は 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ た MHRV特 異 的 な プ ラ イ マ ー を 使 用 し て 、 ス ク リ ー ニ
ン グ ま た は 増 幅 （ た と え ば 、 PCRに よ っ て ） す る こ と が で き る 。 MHRVの 単 離 お よ び ク ロ ー
ニ ン グ の た め に 本 明 細 書 に 記 載 さ れ た も の と 同 様 の 方 法 を 使 用 し て 、 ウ イ ル ス 核 酸 を ク ロ
ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
単 離 さ れ た MHRVお よ び MHRVの 同 定 に 基 づ い た 本 発 明 の 種 々 の 側 面 は 、 以 下 に さ ら に 詳 細 に
議 論 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
MHRV核 酸 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 お よ び ポ リ ペ プ チ ド 特 異 的 抗 体
本 発 明 は 、 MHRVの 核 酸 、 な ら び に MHRVポ リ ペ プ チ ド お よ び こ の よ う な ポ リ ペ プ チ ド を 特 異
的 に 結 合 す る 抗 体 を 特 徴 と す る 。 以 下 、 本 発 明 の こ れ ら の そ れ ぞ れ の 側 面 を 詳 細 に 説 明 す
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る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
MHRV核 酸
一 つ の 側 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 MHRVの ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 特 徴 と す る 。 本 明 細 書 に 使 用
さ れ る 、 「 MHRVポ リ ヌ ク レ オ チ ド 」 と い う 用 語 は 、 一 般 に 、 特 定 の 関 心 対 象 で あ る MHRVを
特 異 的 に 同 定 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を い う （ た と え ば 、 ハ イ
ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ る 検 出 に お け る 核 酸 プ ロ ー ブ 、 ま た は 配 列 解 析 に お け る も の ） 。
こ の よ う な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 例 は 、 MHRVの GAG遺 伝 子 の 配 列 の 少 な く と も 一 部 を 有 す る
も の で あ り 、 こ の 配 列 は 、 MHRV核 酸 （ た と え ば 、 生 物 学 的 試 料 中 の も の ） の 特 異 的 な 検 出
に 有 用 で あ る 。 本 発 明 に よ っ て 包 含 さ れ る MHRV GAGポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 例 は 、 配 列 番 号
： 1お よ び 7を 含 む が 、 必 ず し も 限 定 さ れ な い 。 し た が っ て 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の
例 は 、 ま た 、 隣 接 す る 配 列 と し て 、 MHRV GAGコ ー ド 配 列 の 5'隣 接 配 列 （ た と え ば 、 GAGオ
ー プ ン ・ リ ー デ ィ ン グ ・ フ レ ー ム （ ORF） ） を 有 す る も の を 包 含 し 、 MHRV GAGコ ー ド 領 域
の 5'部 分 内 の 配 列 も 、 本 発 明 に よ っ て 想 定 さ れ る 。 同 様 に 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の
例 は 、 隣 接 す る 配 列 と し て 、 MHRV GAGコ ー ド 領 域 の 3'部 分 内 の 配 列 お よ び MHRV GAGコ ー ド
領 域 の 3'隣 接 配 列 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
本 発 明 に よ っ て 想 定 さ れ る そ の 他 の 特 定 の MHRVポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 例 は 、 MHRV GAGポ リ ペ
プ チ ド （ 長 さ 約 112ア ミ ノ 酸 ） 、 た と え ば 、 配 列 番 号 ： 8の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド 、 な ら び に こ の よ う な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 ま た は そ の 部 分 に 特 異 的 に ハ イ
ブ リ ダ イ ズ す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。 特 定 の 関 心 対 象 の MHRVポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 MH
RV GAGポ リ ペ プ チ ド の 5'部 分 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 配 列 を 含
む も の 、 た と え ば 、 配 列 番 号 ： 8の 隣 接 す る ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 22の ア ミ ノ 酸 配 列 の 少 な く と
も N末 端 領 域 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 、 た と え ば 、 配 列 番 号 ： 8の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 22由 来 の
少 な く と も 約 1～ 4個 の 隣 接 す る ア ミ ノ 酸 残 基 、 配 列 番 号 ： 8の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 22由 来 の 少
な く と も 約 2～ 5個 の 隣 接 す る ア ミ ノ 酸 残 基 、 配 列 番 号 ： 8の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 22由 来 の 少 な
く と も 約 4～ 10個 の 隣 接 す る ア ミ ノ 酸 残 基 、 配 列 番 号 ： 8の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 22由 来 の 少 な
く と も 約 8～ 15個 の 隣 接 す る ア ミ ノ 酸 残 基 、 配 列 番 号 ： 8の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 22由 来 の 少 な
く と も 約 12～ 20個 の 隣 接 す る ア ミ ノ 酸 残 基 、 配 列 番 号 ： 8の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 22由 来 の 22個
ま で の 隣 接 す る ア ミ ノ 酸 残 基 を 有 す る も の で あ る 。 さ ら に MHRVポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 特 定 の
例 は 、 配 列 番 号 ： 7の 少 な く と も 約 10個 の 、 少 な く と も 約 15個 の 、 少 な く と も 約 20個 の 、
少 な く と も 約 50個 の 隣 接 す る ヌ ク レ オ チ ド を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
本 発 明 は さ ら に 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 に 配 列 相 補 性 を 有 す る ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド ； 本 明 細 書 に 記 載 さ れ た DNA配 列 に 対 応 す る 配 列 を 有 す る RNA； 提 供 さ れ た
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 対 応 す る ウ イ ル ス 遺 伝 子 ； 本 明 細 書 に 記 載 さ れ た 生 物 学 的 物 質 ま た は
そ の 他 の 生 物 学 的 供 与 源 （ 特 に ヒ ト 供 与 源 ） か ら （ た と え ば 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 、
特 に 高 い ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー の 条 件 下 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ っ て ） 得 ら れ た ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド ； 提 供 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び こ れ ら に 対 応 す る 遺 伝 子 の 変 異 体 、 特
に こ れ ら の 遺 伝 コ ー ド の 縮 重 の た め に 存 在 す る 変 異 体 （ 本 明 細 書 に お い て 「 縮 重 変 異 体 」
と い う ） お よ び 本 発 明 の MHRVに 特 異 的 で あ る か 、 ま た は 本 明 細 書 に お い て 特 異 的 に 記 載 さ
れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て コ ー ド さ れ る 遺 伝 子 産 物 の 生 物 学 的 活 性 を 保 持 す る そ の 他
の 変 異 体 （ た と え ば 、 GAGポ リ ペ プ チ ド の 生 物 学 的 活 性 、 た と え ば MHRV GAG特 異 的 な 抗 体
の そ の 反 応 性 を 保 持 す る ） を 包 含 す る 。 本 発 明 に よ っ て 、 お よ び 本 発 明 の 範 囲 内 に お い て
想 定 さ れ る そ の 他 の 核 酸 組 成 物 は 、 本 明 細 書 の 開 示 と 共 に 提 供 さ れ た 場 合 は 当 業 者 に は 直
ち に 明 ら か で あ る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 実 質 的 な 純 度 で 、 一 般 に 完 全 な 染 色 体 ま た は 無 処 理 の ウ イ
ル ス 粒 子 以 外 と し て 単 離 し 、 得 る こ と が で き る 。 通 常 、 DNAま た は RNAの い ず れ か と し て の
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 実 質 的 に 、 そ の 他 の 天 然 に 存 在 す る 核 酸 配 列 が な く 、 一 般 に 少 な く
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と も 約 50%、 通 常 少 な く と も 約 90%純 粋 で あ り 、 天 然 に 存 在 す る 染 色 体 で は 通 常 結 合 し て な
い 1つ ま た は 複 数 の ヌ ク レ オ チ ド の 側 面 に 位 置 し た 「 組 換 え 」 で あ る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 線 状 分 子 と し て 、 ま た は 環 状 分 子 内 に 提 供 す る こ と も で き
、 自 律 的 に 複 製 す る 分 子 （ ベ ク タ ー ） 内 に 、 ま た は 複 製 配 列 の な い 分 子 内 に 提 供 す る こ と
が で き る 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 は 、 当 業 者 に 既 知 の そ れ ら 自 体 の 、 ま た は そ の 他 の 調
節 配 列 に よ っ て 調 節 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 ト ラ ン ス フ ェ リ ン
ポ リ カ チ オ ン を 媒 介 し た DNA導 入 に よ る 感 染 、 裸 の ま た は 被 包 性 の 核 酸 に よ る ト ラ ン ス フ
ェ ク シ ョ ン 、 リ ポ ソ ー ム を 媒 介 し た DNA導 入 、 DNA被 覆 ラ テ ッ ク ス ビ ー ズ の 細 胞 内 輸 送 、 プ
ロ ト プ ラ ス ト 融 合 、 ウ イ ル ス 感 染 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 、 遺 伝 子 銃 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ
ム を 媒 介 し た ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン な ど の 、 当 技 術 分 野 に お い て 利 用 で き る 様 々 な 技 術 を
使 用 し て 適 切 な 宿 主 細 胞 に 導 入 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
組 換 え 宿 主 細 胞 の 産 生 の た め に 適 し た 宿 主 細 胞 は 、 た と え ば 、 MHRV核 酸 を 含 む ベ ク タ ー の
維 持 お よ び ／ ま た は 複 製 に 適 し て い る か 、 ま た は MHRVウ イ ル ス 粒 子 の 複 製 お よ び 産 生 に 適
し た 任 意 の 原 核 細 胞 ま た は 真 核 細 胞 で あ る こ と が で き る 。 宿 主 細 胞 の 例 は 、 細 菌 、 酵 母 、
お よ び 哺 乳 類 の 宿 主 細 胞 を 含 む が 、 必 ず し も 限 定 さ れ な い 。 MHRV核 酸 を 含 む 単 離 さ れ た 組
換 え 宿 主 細 胞 は 、 ま た 、 本 発 明 に お い て 想 定 さ れ る 。 MHRV核 酸 を 含 む 単 離 さ れ た 組 換 え ベ
ク タ ー ま た は 構 築 物 も 、 同 様 に 本 発 明 に お い て 想 定 さ れ る 。 こ の よ う な ベ ク タ ー は 、 MHRV
核 酸 （ た と え ば 、 プ ロ モ ー タ ー エ レ メ ン ト 、 転 写 終 結 エ レ メ ン ト 、 エ ン ハ ン サ ー な ど ） に
よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 の た め の そ の 他 の 成 分 、 な ら び に 宿 主 細 胞 に お け
る 構 築 物 の 維 持 、 複 製 、 ま た は （ 選 択 的 に ） ゲ ノ ム 組 込 み の た め の エ レ メ ン ト （ た と え ば
、 複 製 開 始 点 な ど ） を 含 む こ と も で き る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
本 発 明 の 単 離 さ れ た MHRVポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 5'、 3'、 ま た は 5'お よ び 3'の 両 方 の フ ラ ン
キ ン グ 配 列 と 共 に 提 供 す る こ と が で き る 。 適 切 な フ ラ ン キ ン グ 配 列 は 、 プ ロ モ ー タ ー 配 列
、 エ ン ハ ン サ ー 配 列 、 転 写 開 始 部 位 お よ び ／ ま た は 停 止 部 位 、 構 築 物 ま た は ベ ク タ ー の 配
列 （ た と え ば 、 構 築 物 ま た は ベ ク タ ー の 複 製 お よ び 維 持 の た め の 配 列 、 選 択 の た め に 提 供
す る 遺 伝 子 産 物 を コ ー ド す る 配 列 （ た と え ば 、 抗 生 物 質 の 抵 抗 性 ま た は 感 受 性 、 補 充 物 を
含 む か ま た は 含 ま な い 培 地 中 に お け る 増 殖 に 影 響 を 与 え る 因 子 な ど ） を 含 む （ し か し 必 ず
し も こ れ ら に 限 定 さ れ な い ） 直 鎖 状 ま た は 環 状 の 分 子 （ た と え ば 、 プ ラ ス ミ ド ） 内 の ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド の 操 作 の た め に 提 供 す る 配 列 ） 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び 異 種 性 ポ リ ペ プ チ
ド と の 融 合 タ ン パ ク 質 の 産 生 を 提 供 す る 配 列 （ す な わ ち 、 こ れ が 機 能 的 に 連 結 さ れ た ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド 以 外 の 供 与 源 に 由 来 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ
ド ） な ど を 含 む が 、 必 ず し も こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 配 列 類 似 性 ま た は 配 列 同 一 性 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を
含 む 。 配 列 類 似 を 有 す る 核 酸 は 、 低 い ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 、 た と え ば 50℃ お よ び 10× SSC
（ 0.9Mの 塩 類 溶 液 ／ 0.09Mの ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム ） の 条 件 下 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に
よ っ て 検 出 さ れ 、 55℃ に お い て 1× SSCで 洗 浄 に 供 し た 場 合 に 、 結 合 し た ま ま で あ る 。 配 列
同 一 性 は 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 、 た と え ば 50℃ ま た は そ れ 以 上 に お い て 、 0.1× SSC
（ 9mMの 塩 類 溶 液 ／ 0.9mMの ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム ） で の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ っ て 決
定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
こ の よ う な 配 列 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で 実 行 さ れ て い
て も よ い 。 「 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 」 ま た は 「 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ
ョ ン 条 件 」 は 、 プ ロ ー ブ が そ の 標 的 配 列 に 、 他 の 配 列 よ り も 検 出 可 能 に 強 い 程 度 で ハ イ ブ
リ ダ イ ズ す る と 考 え ら れ る 条 件 が 企 図 さ れ る （ た と え ば 、 背 景 よ り も 少 な く と も 2倍 以 上
） 。 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 は 、 配 列 依 存 的 で あ り 、 異 な る 状 況 に お い て は 異 な る 。 ハ イ
ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お よ び ／ ま た は 洗 浄 の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー を 制 御 す る こ と に よ っ て 、
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プ ロ ー ブ に 対 し て 100%の 相 補 的 で あ る 標 的 配 列 を 同 定 す る こ と が で き る （ 相 同 的 プ ロ ー ビ
ン グ ） 。 ま た は 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 は 、 類 似 性 の 程 度 の 低 い も の が 検 出 さ れ る よ う
に 、 配 列 に い く つ か の ミ ス マ ッ チ が 可 能 な よ う に 調 整 す る こ と も で き る （ 非 相 同 的 プ ロ ー
ビ ン グ ） 。 通 常 、 プ ロ ー ブ は 、 長 さ が 約 1000未 満 の ヌ ク レ オ チ ド 、 好 ま し く は 長 さ が 500
未 満 の ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
典 型 的 に は 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 は 、 pH7.0～ 8.3に お い て 塩 濃 度 が 約 1.5M未 満 の Naイ
オ ン 、 典 型 的 に は 約 0.01～ 1.0Mの Naイ オ ン 濃 度 （ ま た は 、 そ の 他 の 塩 ） で あ り 、 温 度 は 、
短 い プ ロ ー ブ （ た と え ば 10～ 50ヌ ク レ オ チ ド ） に つ い て は 少 な く と も 約 30℃ 、 お よ び 長 い
プ ロ ー ブ （ た と え ば 50を 超 え る ヌ ク レ オ チ ド ） に つ い て は 少 な く と も 約 60℃ で あ る も の と
考 え ら れ る 。 ま た 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 は 、 ホ ル ム ア ミ ド な ど の 不 安 定 化 剤 の 添 加 に
よ っ て 達 成 し て も よ い 。 低 い ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 の 例 は 、 37℃ に お い て 30～ 35%の ホ
ル ム ア ミ ド 、 1Mの NaCl、 1%の SDS（ ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム ） 緩 衝 液 中 で の ハ イ ブ リ ダ イ
ゼ ー シ ョ ン 、 お よ び 50～ 55℃ に お い て 1× ～ 2× SSCで の 洗 浄 を 含 む （ 20.× SSC=3.0Mの NaCl
/0.3Mの ク エ ン 酸 三 ナ ト リ ウ ム ） 。 中 程 度 の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー の 条 件 の 例 は 、 37℃ に お
い て 、 40～ 45%の ホ ル ム ア ミ ド 、 1.0Mの NaCl、 1%の SDSに お け る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、
お よ び 55～ 60℃ に お け る 0.5× ～ 1× SSCに お け る 洗 浄 を 含 む 。 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー の 条
件 の 例 は 、 37℃ に お け る 50%の ホ ル ム ア ミ ド 、 1Mの NaCl、 1%の SDSに お け る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン 、 お よ び 60～ 65℃ に お け る 0.1× SSCで の 洗 浄 を 含 む 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
特 異 性 は 、 典 型 的 に は ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 後 の 洗 浄 に お け る 機 能 で あ り 、 最 終 的 な 洗
浄 溶 液 の イ オ ン 強 度 お よ び 温 度 が 重 要 な 因 子 で あ る 。 DNA-DNAハ イ ブ リ ッ ド に つ い て は 、 T
mは 、 Meinkothお よ び Wahl (1984) Anal. Biochem. 138: 267-284：  Tm=81.5℃ . +16.6 (l
og M) +0.41 (% GC) -0.61 (%ホ ル ム ) -500/L； の 方 程 式 か ら 概 算 す る こ と が で き 、 式 中 M
は 、 一 価 カ チ オ ン の 容 量 モ ル 濃 度 で あ り 、 %GCは 、 DNA中 の グ ア ノ シ ン お よ び シ ト シ ン ヌ ク
レ オ チ ド の 割 合 で あ り 、 %ホ ル ム は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 に お け る ホ ル ム ア ミ ド
の 割 合 で あ り 、 %は 、 塩 基 対 に お け る ハ イ ブ リ ッ ド の 長 さ で あ る 。 Tmは 、 相 補 的 な 標 的 配
列 の 50%が 完 全 に マ ッ チ し た プ ロ ー ブ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 温 度 （ イ オ ン 強 度 お よ び pHで
定 義 さ れ て い る ） で あ る 。 Tmは 、 そ れ ぞ れ 1%の ミ ス マ ッ チ に つ い て 約 1℃ 減 少 さ せ 、 し た
が っ て 、 Tm、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 お よ び ／ ま た は 洗 浄 条 件 は 、 所 望 の 同 一 性 の 配 列
に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る よ う に 調 整 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
た と え ば 、 約 90%ま で の 、 お よ び 約 90%を 含 む 同 一 性 を 有 す る 配 列 を 探 索 す る 場 合 、 Tmは 、
10℃ 減 少 す る こ と が で き る 。 一 般 に 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 は 、 定 義 さ れ た イ オ ン 強 度
お よ び pHに お い て 、 特 異 的 な 配 列 お よ び そ の 相 補 体 の 温 熱 融 点 （ Tm） よ り も 約 5℃ 低 く 選
択 さ れ る 。 し か し 、 過 酷 に ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 は 、 温 熱 融 点 （ Tm） よ り も 1、 2、 3、
ま た は 4℃ 低 く し て 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お よ び ／ ま た は 洗 浄 を 利 用 す る こ と が で き
； 中 程 度 に ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 は 、 温 熱 融 点 （ Tm） よ り も 6、 7、 8、 9、 ま た は 10℃ 低
く し て 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お よ び ／ ま た は 洗 浄 を 利 用 す る こ と が で き る ； 低 い ス ト
リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 は 、 温 熱 融 点 （ Tm） よ り も 11、 12、 13、 14、 15、 ま た は 20℃ 低 く し て
、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お よ び ／ ま た は 洗 浄 を 利 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
方 程 式 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お よ び 洗 浄 組 成 物 、 な ら び に 所 望 の Tmを 使 用 し て 、 当 業
者 で あ れ ば 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お よ び 洗 浄 工 程 の 長 さ の バ リ エ ー シ ョ ン （ た と え ば
、 分 （ た と え ば 、 15分 ～ 30分 ） ～ 時 間 （ た と え ば 、 1～ 2時 間 か ら 一 晩 ） ） と し て の ハ イ ブ
リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お よ び ／ ま た は 洗 浄 溶 液 の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー の バ リ エ ー シ ョ ン は 、 本
開 示 の 範 囲 内 で あ る こ と を 理 解 す る と 考 え ら れ る 。 所 望 の ミ ス マ ッ チ の 程 度 が 、 45℃ （ 水
溶 液 ） ま た は 32℃ （ ホ ル ム ア ミ ド 溶 液 ） よ り も 低 い Tmと な る 場 合 、 高 い 温 度 を 使 用 す る こ
と が で き る よ う に SSC濃 度 を 増 大 さ せ る こ と が 好 ま し い 。 核 酸 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
に つ い て の 広 範 な ガ イ ド は 、 Tijssen （ 1993）  Laboratory Techniques in Biochemistry
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 and Molecular Biolog -- Hybridization with Nucleic Acid Probes, Part I, Chapter
 2 （ Elsevier, New York） ； お よ び  Ausubelら 編 、  （ 1995）  Current Protocols in　 M
olecular Biology, Chapter 2 （ Greene Publishing and Wiley-Interscience, New York
） に 見 ら れ る 。 Sambrookら 、 （ 1989）  Molecular Cloning: A Laboratory Manual （ 2d e
d., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Plainview, New York） を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
特 に 関 心 対 象 と な る 核 酸 は 、 実 質 的 に 提 供 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 同 一 の も の で あ
る （ た と え ば 、 遺 伝 子 の 遺 伝 的 に 改 変 し た バ ー ジ ョ ン な ど ） 。 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な ハ イ ブ
リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 下 に お い て 提 供 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る
核 酸 （ 配 列 番 号 ： 1ま た は 7） も 、 特 に 関 心 対 象 の も の で あ る 。 核 酸 プ ロ ー ブ 、 特 に DNA配
列 の 標 識 さ れ た プ ロ ー ブ は 、 相 同 的 な ま た は 関 連 し た MHRVポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 単 離 す る た
め に 使 用 す る こ と が で き る 。 相 同 的 な 核 酸 の 供 与 源 は 、 任 意 の 種 、 た と え ば 霊 長 類 種 、 特
に ヒ ト ； ラ ッ ト お よ び マ ウ ス な ど の 齧 歯 類 ； イ ヌ 、 ネ コ 、 ウ シ 、 ヒ ツ ジ 、 ウ マ 、 酵 母 、 ネ
マ ト ー ダ な ど で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
一 般 に 、 核 酸 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 は 、 本 明 細 書 に お い て 提 供 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 少 な
く と も 15個 の 隣 接 す る ヌ ク レ オ チ ド （ nt） を 使 用 し て 行 わ れ る 。 少 な く と も 15個 の 隣 接 す
る ntの 核 酸 プ ロ ー ブ は 、 相 補 的 な 配 列 を 含 む 核 酸 と 優 先 し て ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 選 択 さ れ
た プ ロ ー ブ に 唯 一 ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 の 検 出 、 同 定 、 お よ び 回 収 を 可 能 に す る 。 15nt
よ り も 長 い プ ロ ー ブ 、 た と え ば 長 さ が 約 18nt～ 約 100ntの プ ロ ー ブ を 使 用 す る こ と が で き
る が 、 15ntは 、 唯 一 の 同 定 の た め に 十 分 な 配 列 を 表 す 。
【 ０ ０ ９ １ 】
ま た 、 配 列 類 似 性 お よ び 配 列 同 一 性 は 、 配 列 解 析 に よ っ て 決 定 す る こ と が で き る 。 一 般 に
、 配 列 同 一 性 は 、 参 照 配 列 に 基 づ い て 算 出 さ れ 、 こ れ は 、 保 存 さ れ た モ チ ー フ 、 コ ー ド 領
域 、 フ ラ ン キ ン グ 領 域 、 そ の 他 同 種 の も の な ど の 、 よ り 大 き い 配 列 の サ ブ セ ッ ト で あ っ て
も よ い 。 参 照 配 列 は 、 通 常 少 な く と も 約 18個 の 隣 接 す る ntの 長 さ 、 よ り 通 常 に は 少 な く と
も 約 30ntの 長 さ で あ る と 考 え ら れ 、 比 較 さ れ る 配 列 の 全 体 に 及 ん で も よ い 。 配 列 解 析 の た
め の ア ル ゴ リ ズ ム は 、 た と え ば Altschulら 、 Nucleic Acids Res. （ 1997）  25: 3389-340
2に 記 載 さ れ る ギ ャ ッ プ ド BLASTな ど 、 当 業 者 に 既 知 で あ る 。 配 列 解 析 は 、 MPSRCHプ ロ グ ラ
ム （ Oxford Molecular） に お い て 実 行 さ れ る ス ミ ス -ウ ォ ー タ ー マ ン 相 同 性 サ ー チ ア ル ゴ
リ ズ ム を 使 用 し て 行 う こ と が で き る 。 本 発 明 の 目 的 の た め に は 、 同 一 性 の 割 合 （ ％ ） を 算
出 す る 好 ま し い 方 法 は 、 以 下 の 検 索 パ ラ メ ー タ の ア フ ィ ン ・ ギ ャ プ ・ 検 索 を 使 用 す る MPSR
CHプ ロ グ ラ ム （ Oxford Molecular） に お い て 実 行 さ れ る ス ミ ス -ウ ォ ー タ ー マ ン 相 同 性 サ
ー チ ア ル ゴ リ ズ ム に よ っ て 決 定 さ れ る ： ギ ャ ッ プ ・ オ ー プ ン ・ ペ ナ ル テ ィ 、 12； お よ び ギ
ャ ッ プ ・ エ ク ス テ ン シ ョ ン ・ ペ ナ ル テ ィ 、 １ 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
本 発 明 の も う 一 つ の 態 様 は 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ た と お り の 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と
少 な く と も 85%、 少 な く と も 88%、 少 な く と も 90%、 少 な く と も 92%、 少 な く と も 94%、 少 な
く と も 96%、 少 な く と も 98%、 ま た は 少 な く と も 99%の 配 列 同 一 性 を 有 す る 単 離 さ れ た ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド を 提 供 す る 。 一 つ の 態 様 で は 、 表 1に 示 し た 配 列 と 、 少 な く と も 85%、 少 な く
と も 88%、 少 な く と も 90%、 少 な く と も 92%、 少 な く と も 94%、 少 な く と も 96%、 少 な く と も 9
8%、 ま た は 少 な く と も 99%の 配 列 同 一 性 を 有 す る 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 提 供 す る
。 そ の 他 の 態 様 に お い て 、 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 加 え て 、 配 列 番 号 ： 7の 配 列
と 85%、 83%、 80%、 75%、 70%未 満 の 配 列 同 一 性 を 有 す る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
本 発 明 の 核 酸 は 、 cDNA、 ま た は ゲ ノ ム DNAの 成 分 と し て 単 離 さ れ た も の （ た と え ば 、 患 者
単 離 体 ） 、 な ら び に そ の 断 片 、 特 に 本 明 細 書 に 開 示 さ れ た 方 法 に お い て 有 用 で あ る 断 片 （
た と え ば 、 診 断 に お い て 、 MHRV核 酸 の ユ ニ ー ク な 識 別 子 な ど と し て ） で あ る こ と も で き る
。 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 「 cDNA」 と い う 用 語 は 、 ス プ ラ イ ス バ リ ア ン ト を 含 む 、 天
然 の 成 熟 mRNA種 に 見 出 す こ と が で き る 配 列 エ レ メ ン ト の 配 置 を 共 有 す る 全 て の 核 酸 を 含 む
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こ と を 企 図 す る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
本 発 明 の 核 酸 組 成 物 は 、 MHRVポ リ ペ プ チ ド 、 た と え ば MHRV GAGポ リ ペ プ チ ド の 全 て も し く
は 一 部 を コ ー ド す る こ と が で き 、 ま た は MHRVポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 領 域 の フ ラ ン キ ン
グ 配 列 で あ る こ と も で き る 。 二 重 鎖 ま た は 単 一 鎖 の 断 片 は 、 従 来 法 に 従 っ て オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド を 化 学 的 に 合 成 す る こ と に よ っ て 、 限 定 酵 素 消 化 に よ っ て 、 PCR増 幅 に よ っ て な ど
に よ り 、 DNA配 列 か ら 得 る こ と が で き る 。 本 発 明 の 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド 断 片 は 、 配 列 番 号 ： 7で 示 す ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら 選 択 さ れ る 少 な く
と も 約 10、 約 15、 約 20、 約 35、 約 50、 約 100、 約 150～ 約 200、 約 250～ 約 300、 ま た は 約 350
の 隣 接 す る ntを 含 む 。 一 般 に 、 断 片 は 、 少 な く と も 15nt、 通 常 は 少 な く と も 18ntま た は 25
ntで あ り 、 少 な く と も 約 50の 隣 接 す る ntの 長 さ 以 上 で あ る と 考 え ら れ る 。 特 定 の 関 心 対 象
の 核 酸 断 片 は 、 約 304の 隣 接 す る ntで あ り 、 MHRV GAG遺 伝 子 の PCR産 物 に 対 応 す る ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド を 含 む （ た と え ば 、 配 列 番 号 ： 1を 参 照 さ れ た い ） 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
本 核 酸 組 成 物 は 、 MHRV mRNA、 ま た は 生 物 学 的 試 料 に 存 在 す る で あ ろ う も の か ら （ た と え
ば ヒ ト 細 胞 抽 出 物 ） 得 ら れ る mRNAな ど か ら 作 製 さ れ る cDNAの 検 出 の た め の 1本 鎖 も し く は 2
本 鎖 の プ ロ ー ブ ま た は プ ラ イ マ ー と し て 使 用 す る こ と が で き る 。 ま た 、 本 発 明 の MHRVポ リ
ヌ ク レ オ チ ド は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の さ ら な る コ ピ ー を 作 製 す る た め に 、 ア ン チ セ ン ス オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 作 製 す る た め に 、 お よ び 3本 鎖 形 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と し て 使 用 す
る こ と が で き る 。 こ れ ら の お よ び そ の 他 の 使 用 を 、 以 下 に さ ら に 詳 細 に 記 載 す る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
MHRVに 特 異 的 な 核 酸 プ ロ ー ブ は 、 本 明 細 書 に 開 示 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 使 用 し て
作 製 す る こ と が で き る 。 プ ロ ー ブ は 、 好 ま し く は 配 列 番 号 ： 7の 隣 接 す る 配 列 の 少 な く と
も 約 12、 15、 16、 18、 20、 22、 24、 ま た は 25ntの 断 片 、 ま た は MHRV GAGポ リ ペ プ チ ド を コ
ー ド す る そ の 他 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ る 。 核 酸 プ ロ ー ブ は 、 約 200bp、 150bp、 100b
p、 75bp、 50bp、 60bp、 40bp、 30bp、 25bp、 2kb、 1.5kb、 1kb、 0.5kb、 0.25kb、 0.1kb、 ま
た は 0.05kb未 満 の 長 さ で あ る こ と が で き る 。 プ ロ ー ブ は 、 た と え ば 、 化 学 合 成 、 PCR増 幅
、 限 定 酵 素 を 使 用 す る よ り 長 い ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら の 作 製 、 ま た は 当 該 技 術 に お い て 周
知 の そ の 他 の 方 法 に よ っ て 作 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 特 に 診 断 ア ッ セ イ 法 に お い て プ ロ ー ブ と し て 使 用 さ れ る 場
合 、 検 出 可 能 に 標 識 す る こ と が で き る 。 検 出 可 能 標 識 の 例 は 、 放 射 標 識 、 蛍 光 色 素 （ た と
え ば 、 フ ル オ レ セ イ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト （ FITC） 、 ロ ー ダ ミ ン 、 Texas Red、 フ ィ コ エ
リ ト リ ン 、 ア ロ フ ィ コ シ ア ニ ン 、 6-カ ル ボ キ シ フ ル オ レ セ イ ン （ 6-FAM） 、 2',7’ -ジ メ ト
キ シ -4',5’ -ジ ク ロ ロ -6-カ ル ボ キ シ フ ル オ レ セ イ ン 、 6-カ ル ボ キ シ -X-ロ ー ダ ミ ン （ ROX
） 、 6-カ ル ボ キ シ -2',4',7',4,7-ヘ キ サ ク ロ ロ フ ル オ レ セ イ ン （ HEX） 、 5-カ ル ボ キ シ フ
ル オ レ セ イ ン （ 5-FAM） 、 ま た は N,N,N',N'-テ ト ラ メ チ ル -6-カ ル ボ キ シ ロ ー ダ ミ ン （ TAMR
A） ） 、 放 射 性 標 識 （ た と え ば 、 3 2 P、 3 5 S、 お よ び 3 H） な ど を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ
な い 。 検 出 可 能 な 標 識 は 、 2段 階 の 系 （ た と え ば 、 ビ オ チ ン -ア ビ ジ ン 、 ハ プ テ ン -抗 ハ プ
テ ン 抗 体 な ど ） を 含 み 得 る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
ま た 、 本 発 明 は 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の い ず れ か を 具 備 す る ア レ イ な
ど の 固 体 基 質 を 含 む 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 当 業 者 に 既 知 の 方 法 を 使 用 し て ア レ イ に 固 定
さ れ る 。 ア レ イ は 、 1つ ま た は 複 数 の 異 な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 有 し て い て も よ い 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
MHRVポ リ ペ プ チ ド
本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 開 示 さ れ た MHRVポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 な ら び に 遺 伝 コ ー ド の 縮 重
に よ っ て 開 示 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 同 一 で は な い が 、 同 じ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る
核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ る も の を 含 む 。 特 に 関 心 対 象 の も の は 、 配 列 番 号 ： 8に 提 供 さ れ
る よ う な MHRV GAGポ リ ペ プ チ ド 、 お よ び た と え ば 配 列 番 号 ： 8の 配 列 を 有 す る が 、 保 存 的
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ア ミ ノ 酸 置 換 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド の よ う な 、 ポ リ ペ プ チ ド の 変 異 体 で あ る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
「 MHRVポ リ ペ プ チ ド 」 は 、 一 般 に MHRVウ イ ル ス 粒 子 、 特 に MHRVウ イ ル ス の 特 異 的 な 検 出 の
た め の 基 礎 と な り 得 る ポ リ ペ プ チ ド か ら 得 る こ と が で き る ポ リ ペ プ チ ド を 意 味 す る 。 MHRV
に 特 異 的 な 特 定 の 関 心 対 象 の MHRVポ リ ペ プ チ ド の 例 は 、 MHRV GAGポ リ ペ プ チ ド （ 長 さ が 約
112ア ミ ノ 酸 ） 、 た と え ば 配 列 番 号 ： 8の ポ リ ペ プ チ ド お よ び そ の 断 片 で あ る 。 特 定 の 関 心
対 象 の MHRVポ リ ペ プ チ ド は 、 MHRV GAGポ リ ペ プ チ ド の 5'部 分 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ
ペ プ チ ド で あ り 、 た と え ば 、 配 列 番 号 ： 8の 隣 接 す る ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 22の ア ミ ノ 酸 配 列 の
少 な く と も N末 端 領 域 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 、 た と え ば 、 配 列 番 号 ： 8の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 2
2由 来 の 少 な く と も 約 2～ 4個 の 隣 接 す る ア ミ ノ 酸 残 基 、 配 列 番 号 ： 8の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 22
由 来 の 少 な く と も 約 2～ 5個 の 隣 接 す る ア ミ ノ 酸 残 基 、 配 列 番 号 ： 8の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 22由
来 の 少 な く と も 約 4～ 10個 の 隣 接 す る ア ミ ノ 酸 残 基 、 配 列 番 号 ： 8の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 22由
来 の 少 な く と も 約 8～ 15個 の 隣 接 す る ア ミ ノ 酸 残 基 、 配 列 番 号 ： 8の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 22由
来 の 少 な く と も 約 12～ 20個 の 隣 接 す る ア ミ ノ 酸 残 基 、 配 列 番 号 ： 8の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 22由
来 の 22個 ま で の 隣 接 す る ア ミ ノ 酸 残 基 、 な ら び に こ の よ う な 領 域 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド で あ
る 。
【 ０ １ ０ １ 】
一 般 に 、 本 発 明 の MHRVポ リ ペ プ チ ド は 、 こ れ ら の 天 然 に 存 在 す る 環 境 か ら 分 離 さ れ る 。 あ
る 態 様 に お い て 、 本 タ ン パ ク 質 は 、 対 照 と 比 較 し て タ ン パ ク 質 が 富 ん だ 組 成 物 に 存 在 す る
。 こ の よ う に 、 精 製 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド が 提 供 さ れ 、 こ の 場 合 、 「 精 製 さ れ た 」 と は 、 一
般 に タ ン パ ク 質 が 非 特 異 的 に 発 現 し た ポ リ ペ プ チ ド を 実 質 的 に 含 ま な い 組 成 物 に 存 在 す る
こ と を 意 味 し 、 こ こ で 、 実 質 的 に 含 ま な い と は 、 組 成 物 の 90%未 満 、 通 常 は 60%未 満 、 お よ
び よ り 通 常 に は 50%未 満 が 、 非 特 異 的 に 発 現 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド か ら な る こ と を 意 味 す る
。
【 ０ １ ０ ２ 】
本 発 明 の MHRVポ リ ペ プ チ ド は 、 天 然 に 存 在 す る MHRVタ ン パ ク 質 の 変 異 体 を 含 み 、 こ の よ う
な 変 異 体 は 、 相 同 的 ま た は 実 質 的 に 天 然 に 存 在 す る タ ン パ ク 質 と 同 じ で あ り 、 本 明 細 書 に
記 載 さ れ た MHRVと 同 じ か ま た は 異 な る 種 の 起 源 で あ る こ と も で き る （ た と え ば 、 詳 述 し た
ポ リ ペ プ チ ド を 天 然 に 発 現 す る ヒ ト 、 ネ ズ ミ 、 ま た は そ の 他 の 一 部 の 種 、 通 常 は 哺 乳 類 種
） 。 一 般 に 、 上 記 パ ラ メ ー タ を 使 用 し て BLAST2.0に よ っ て 測 定 さ れ る も の と し て 、 変 異 体
ポ リ ペ プ チ ド は 、 本 発 明 の 特 異 的 に 発 現 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド と 、 少 な く と も 約 80%、 通 常
は 少 な く と も 約 90%、 お よ び よ り 通 常 に は 少 な く と も 約 98%の 配 列 同 一 性 を 有 す る 配 列 を 有
す る 。 変 異 体 ポ リ ペ プ チ ド は 、 天 然 に ま た は 非 天 然 に グ リ コ シ ル 化 す る こ と が で き る 、 す
な わ ち 、 ポ リ ペ プ チ ド は 、 対 応 す る 天 然 に 存 在 す る タ ン パ ク 質 に お い て 見 出 さ れ た グ リ コ
シ ル 化 パ タ ー ン と は 異 な る グ リ コ シ ル 化 パ タ ー ン を 有 す る 。 ま た は 、 ポ リ ペ プ チ ド は 、 配
列 番 号 ： 8の 隣 接 す る 以 下 の 数 の い ず れ か の ア ミ ノ 酸 を 含 ん で い て も よ い ： 4、 5、 6、 7、 8
、 9、 10、 11、 12、 13、 14、 15、 16、 17、 18、 19、 20、 21、 お よ び 22の ア ミ ノ 酸 。
【 ０ １ ０ ３ 】
本 発 明 の MHRVポ リ ペ プ チ ド は さ ら に 、 MHRVポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 ま た は そ の 断 片 を
有 す る 断 片 お よ び 融 合 タ ン パ ク 質 を 含 む 。 特 定 の 関 心 対 象 の MHRVポ リ ペ プ チ ド 断 片 は 、 MH
RVに 特 異 的 な も の で あ る 。 特 定 の 関 心 対 象 の ポ リ ペ プ チ ド 断 片 は 、 MHRV GAGポ リ ペ プ チ ド
の 5'部 分 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 、 た と え ば 配 列 番 号 ： 8の 隣 接 す る ア ミ ノ
酸 残 基 1～ 22の ア ミ ノ 酸 配 列 の 少 な く と も N末 端 領 域 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 、 た と え ば 配 列
番 号 ： 8の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 22由 来 の 少 な く と も 約 1～ 4個 の 隣 接 す る ア ミ ノ 酸 残 基 、 配 列 番
号 ： 8の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 22由 来 の 少 な く と も 約 2～ 5個 の 隣 接 す る ア ミ ノ 酸 残 基 、 配 列 番 号
： 8の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 22由 来 の 少 な く と も 約 4～ 10個 の 隣 接 す る ア ミ ノ 酸 残 基 、 配 列 番 号
： 8の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 22由 来 の 少 な く と も 約 8～ 15個 の 隣 接 す る ア ミ ノ 酸 残 基 、 配 列 番 号
： 8の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 22由 来 の 少 な く と も 約 12～ 20個 の 隣 接 す る ア ミ ノ 酸 残 基 、 配 列 番 号
： 8の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 22由 来 の 22個 ま で の 隣 接 す る ア ミ ノ 酸 残 基 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド で
あ る 。
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【 ０ １ ０ ４ 】
突 然 変 異 体 、 断 片 、 お よ び 融 合 物 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド の 変 異 体 の よ う な 変 異 体 も 、 本 発 明
の 範 囲 内 で あ る 。 突 然 変 異 体 は 、 ア ミ ノ 酸 の 置 換 、 付 加 、 ま た は 欠 失 を 含 む こ と が で き る
。 ア ミ ノ 酸 の 置 換 は 、 保 存 的 ア ミ ノ 酸 置 換 ま た は グ リ コ シ ル 化 部 位 、 リ ン 酸 化 部 位 、 も し
く は ア セ チ ル 化 部 位 の 変 化 、 ま た は 機 能 的 に 必 要 で は な い 1つ ま た は 複 数 の シ ス テ イ ン 残
基 の 置 換 も し く は 欠 失 に よ っ て 誤 っ た 折 り 畳 み を 最 小 に す る た め な ど の 、 非 必 須 ア ミ ノ 酸
を 除 去 す る た め の 置 換 を 含 む こ と が で き る 。 保 存 的 ア ミ ノ 酸 置 換 は 、 総 電 荷 、 疎 水 性 ／ 親
水 性 、 お よ び ／ ま た は 置 換 し た ア ミ ノ 酸 の 立 体 的 な 大 き さ を 保 存 す る も の で あ る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
ま た 、 MHRVポ リ ペ プ チ ド 断 片 、 特 に 抗 原 性 に 有 効 な ポ リ ペ プ チ ド 断 片 、 な ら び に MHRVポ リ
ペ プ チ ド に 特 異 的 な 抗 体 が 結 合 し 得 る エ ピ ト ー プ を 定 義 す る 断 片 は 、 本 発 明 に 包 含 さ れ る
。 ポ リ ペ プ チ ド は 、 単 独 ま た は キ ャ リ ア ー タ ン パ ク 質 と 組 み 合 わ せ て 、 ポ リ ペ プ チ ド を 特
異 的 に 結 合 す る 抗 体 の 産 生 を 誘 発 す る た め に 有 効 で あ る 場 合 、 「 抗 原 性 に 有 効 な 」 ポ リ ペ
プ チ ド で あ る 。 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 、 「 エ ピ ト ー プ 」 と い う 用 語 は 、 ポ リ ペ プ チ
ド の 抗 原 決 定 基 を い う 。 エ ピ ト ー プ は 、 エ ピ ト ー プ に 特 有 な 空 間 コ ン ホ メ ー シ ョ ン の 約 3
つ 以 上 の ア ミ ノ 酸 を 含 み 得 る 。 通 常 、 エ ピ ト ー プ は 、 少 な く と も 5つ の こ の よ う な ア ミ ノ
酸 を か ら な り 、 よ り 通 常 に は 、 少 な く と も 8～ 10個 の こ の よ う な ア ミ ノ 酸 か ら な る 。 ア ミ
ノ 酸 の 空 間 コ ン ホ メ ー シ ョ ン を 決 定 す る 方 法 は 、 当 技 術 分 野 に お い て 既 知 で あ り 、 た と え
ば X線 結 晶 学 お よ び 2次 元 核 磁 気 共 鳴 分 析 法 を 含 む 。
【 ０ １ ０ ６ 】
「 ポ リ ペ プ チ ド 」 は 、 ポ リ ペ プ チ ド 内 に 含 ま れ る 特 異 的 エ ピ ト ー プ の 抗 体 認 識 に よ り 、 ポ
リ ペ プ チ ド が 抗 体 に 結 合 す る 場 合 、 抗 体 と の 「 抗 原 反 応 性 」 が あ る 。 抗 原 反 応 性 は 、 抗 体
結 合 に よ っ て 、 よ り 詳 細 に は 抗 体 結 合 速 度 に よ っ て 、 お よ び ／ ま た は エ ピ ト ー プ に 対 す る
抗 体 の そ の エ ピ ト ー プ を 含 む 既 知 の ポ リ ペ プ チ ド を 競 合 物 と し て 使 用 す る 競 合 結 合 に よ っ
て 決 定 さ れ て い て も よ い 。 ポ リ ペ プ チ ド が 抗 体 と 抗 原 反 応 性 か ど う か を 決 定 す る た め の 技
術 は 、 当 技 術 分 野 に お い て 既 知 で あ る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
関 心 対 象 の ポ リ ペ プ チ ド 断 片 は 、 典 型 的 に は 、 少 な く と も 約 10aa、 少 な く と も 約 15aa、 通
常 は 、 少 な く と も 約 20aa～ 22aa、 ま た は 少 な く と も 約 50aaの 長 さ で あ る と 考 え ら れ 、 長 さ
が 100aa以 上 で あ る こ と も で き る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
特 定 の 関 心 対 象 の ポ リ ペ プ チ ド 断 片 は 、 少 な く と も MHRV GAGポ リ ペ プ チ ド の N末 端 部 分 を
有 す る も の で あ り 、 た と え ば ポ リ ペ プ チ ド は 、 少 な く と も MHRV GAGポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ
酸 残 基 1～ 22に よ っ て 定 義 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の 一 部 分 を 有 す る （ た と え ば 、 配 列 番 号 ： 8
の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 22） 。 以 下 の 実 施 例 に お い て さ ら に 詳 細 に 議 論 し た と お り 、 MHRV GAG
ポ リ ペ プ チ ド の こ の N末 端 部 分 は 、 そ の 他 の レ ト ロ ウ イ ル ス と 比 較 し て MHRVに 特 有 で あ り
、 し た が っ て 、 試 料 に お け る MHRVの 存 在 の 特 異 的 な マ ー カ ー と し て 役 立 ち 得 る 。
【 ０ １ ０ ９ 】

さ ら に も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 MHRVポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 を
提 供 し 、 こ の ポ リ ペ プ チ ド は 、 MHRVウ イ ル ス 粒 子 と 結 合 し て い る か 、 ま た は こ れ か ら 分 離
さ れ て い て も よ い 。 抗 体 は 、 単 離 さ れ た 無 処 理 の MHRVウ イ ル ス 粒 子 、 ウ イ ル ス の 抗 原 性 部
分 、 単 離 さ れ た MHRVポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は 単 離 さ れ た MHRVポ リ ペ プ チ ド の 抗 原 性 部 分 を 使
用 し て 作 製 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 抗 体 は 、 本 明 細 書 に お い て 一 般 に 抗 MHRV抗 体 と
称 さ れ る 。
【 ０ １ １ ０ 】
本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 、 「 抗 体 」 と い う 用 語 は 、 ポ リ ペ プ チ ド ま た は 少 な く と も 1
つ の 抗 体 結 合 部 位 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド の 群 を い う 。 「 抗 体 結 合 部 位 」 ま た は 「 結 合 ド メ イ
ン 」 は 、 抗 体 分 子 の 可 変 ド メ イ ン の 折 り た た み に よ っ て 形 成 さ れ 、 抗 原 の エ ピ ト ー プ の 特
徴 に 補 足 的 な 内 部 表 面 空 間 お よ び 電 荷 分 布 を 有 す る 三 次 元 結 合 空 間 を 形 成 し て 、 こ れ が 抗
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原 と の 免 疫 反 応 を 可 能 に す る 。 抗 体 結 合 部 位 は 、 抗 原 結 合 に 寄 与 す る 高 頻 度 可 変 性 の ル ー
プ を 形 成 す る 重 鎖 お よ び ／ ま た は 軽 鎖 ド メ イ ン （ そ れ ぞ れ V H お よ び V L ） か ら 形 成 さ れ て い
て も よ い 。 「 抗 体 」 と い う 用 語 は 、 た と え ば 、 脊 椎 動 物 抗 体 、 ハ イ ブ リ ッ ド 抗 体 、 キ メ ラ
抗 体 、 変 質 さ れ た 抗 体 、 一 価 抗 体 、 Fabタ ン パ ク 質 、 お よ び 単 一 ド メ イ ン 抗 体 を 含 む 。
【 ０ １ １ １ 】
タ ン パ ク 質 の 免 疫 原 性 の 測 定 お よ び ウ イ ル ス ま た は タ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 体 の 作 製 は 、 当
技 術 分 野 に お い て 周 知 の 技 術 で あ る （ た と え ば 、 上 記 Harlowお よ び Lane、 1988を 参 照 さ れ
た い ） 。 「 免 疫 原 性 部 分 」 ま た は 「 免 疫 原 性 に 有 効 な 部 分 」 は 、 動 物 に 注 射 さ れ た と き に
、 免 疫 応 答 を 引 き 起 こ し て 、 免 疫 原 性 部 分 に 結 合 す る 抗 体 を 生 成 す る の に 十 分 な 大 き さ お
よ び ／ ま た は コ ン ホ メ ー シ ョ ン の ウ イ ル ス ま た は ウ イ ル ス の ポ リ ペ プ チ ド の 部 分 を 意 味 す
る 。
【 ０ １ １ ２ 】
選 択 し た 抗 原 を 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 を 産 生 す る た め の 方 法 は 、 当 技 術 分 野 に お い て 周 知
で あ る 。 抗 体 を 産 生 す る た め の 免 疫 原 は 、 MHRVポ リ ペ プ チ ド を ア ジ ュ バ ン ト と 混 合 す る こ
と に よ っ て 、 お よ び ／ ま た は よ り 大 き な 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 と の 融 合 タ ン パ ク 質 を 作 製 す
る こ と に よ っ て 調 製 す る こ と が で き る 。 ま た 、 MHRVポ リ ペ プ チ ド を 、 キ ー ホ ー ル リ ン ペ ッ
ト ヘ モ シ ニ ア ン な ど の 、 そ の 他 の よ り 大 き な 免 疫 原 性 の タ ン パ ク 質 に 共 有 結 合 さ せ る こ と
も で き る 。 抗 体 を 作 製 す る た め に 、 免 疫 原 は 、 典 型 的 に は ウ サ ギ 、 ヒ ツ ジ 、 お よ び マ ウ ス
な ど の 実 験 動 物 に 対 し て 、 皮 内 に 、 皮 下 に 、 ま た は 筋 肉 内 に 投 与 さ れ る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 は 、 脾 臓 細 胞 お よ び 融 合 骨 髄 腫 細 胞 を 単 離 し て ハ イ ブ リ ド ー マ を 形 成 す る こ と に よ っ
て 作 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ３ 】
選 択 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 な ポ リ ク ロ ー ナ
ル お よ び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 調 製 は 、 当 技 術 分 野 に お い て 既 知 の 標 準 的 な 方 法 を 使 用 し
て な さ れ る 。 典 型 的 に は 、 エ ピ ト ー プ を 形 成 す る た め に 、 少 な く と も 6、 8、 10、 ま た は 12
個 の 隣 接 す る ア ミ ノ 酸 を 必 要 と す る 。 隣 接 し な い ア ミ ノ 酸 を 含 む エ ピ ト ー プ は 、 よ り 長 い
ポ リ ペ プ チ ド 、 た と え ば 少 な く と も 15、 25、 ま た は 50個 の ア ミ ノ 酸 を 必 要 と す る と 考 え ら
れ る 。 MHRVポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 は 、 一 般 に は 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト ま た
は そ の 他 の 免 疫 化 学 的 な ア ッ セ イ 法 に お い て 使 用 さ れ る と き に 、 非 MHRVタ ン パ ク 質 で 提 供
さ れ る 検 出 シ グ ナ ル よ り も 、 少 な く と も 5、 10、 ま た は 20倍 高 い 検 出 シ グ ナ ル を 提 供 す る
も の で あ る 。 好 ま し く は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 は 、 免 疫 化 学 的
な ア ッ セ イ 法 に お い て 検 出 可 能 な レ ベ ル で そ の 他 の タ ン パ ク 質 に 結 合 せ ず 、 特 定 の ポ リ ペ
プ チ ド を 溶 液 か ら 免 疫 沈 降 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ４ 】
上 述 し た と お り 、 「 抗 体 」 は 、 天 然 に 存 在 す る 抗 体 、 単 一 ド メ イ ン 抗 体 、 ハ イ ブ リ ッ ド 抗
体 、 キ メ ラ 抗 体 、 単 鎖 抗 体 、 抗 原 結 合 特 異 性 を 保 持 す る 抗 体 断 片 、 ヒ ト 抗 体 、 ヒ ト 化 さ れ
た 抗 体 な ど を 含 む （ し か し 、 必 ず し も こ れ ら に 限 定 さ れ な い ） 種 々 の 抗 体 を 包 含 す る 。 MH
RVポ リ ペ プ チ ド に 、 特 に MHRV GAGポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 な 天 然 に 存 在 す る 抗 体 は 、 当 技 術
分 野 に お い て 周 知 の 方 法 に 従 っ て 得 る こ と が で き る 。 た と え ば 、 ヒ ト 個 体 群 に お け る 本 発
明 の ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 血 清 抗 体 を 、 当 技 術 分 野 に お い て 周 知 の 方 法 に よ っ て 、 た と え
ば MHRVウ イ ル ス 粒 子 、 ま た は 対 応 す る 選 択 し た ポ リ ペ プ チ ド も し く は 融 合 タ ン パ ク 質 が 結
合 さ れ た カ ラ ム 上 に 抗 血 清 を 通 す こ と に よ っ て 精 製 す る こ と が で き る 。 次 い で 、 結 合 し た
抗 体 は 、 た と え ば 高 塩 濃 度 の 緩 衝 液 を 使 用 し て カ ラ ム か ら 溶 出 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ５ 】
ま た 、 本 発 明 は 、 単 一 ド メ イ ン 抗 体 、 ハ イ ブ リ ッ ド 抗 体 、 キ メ ラ 抗 体 、 単 鎖 抗 体 、 お よ び
抗 原 結 合 特 異 性 を 保 持 す る 抗 体 断 片 を 包 含 す る 。 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 、 「 単 一 ド
メ イ ン 抗 体 」 （ dAb） と い う 用 語 は 、 指 定 さ れ た 抗 原 と 免 疫 学 的 に 反 応 す る VHド メ イ ン を
含 む 抗 体 で あ る 。 dAbは 、 V L ド メ イ ン を 含 ま な い が 、 抗 体 に 存 在 す る こ と が 知 ら れ て い る
そ の 他 の 抗 原 結 合 ド メ イ ン 、 た と え ば カ ッ パ ド メ イ ン お よ び ラ ム ダ ド メ イ ン を 含 ん で い て
も よ い 。 dAbsを 調 製 す る た め の 方 法 は 、 当 業 者 に 既 知 で あ る 。 た と え ば Wardら （ 1989） を
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参 照 さ れ た い 。 ま た 、 抗 体 は 、 V H お よ び V L ド メ イ ン 、 な ら び に そ の 他 の 既 知 の 抗 原 結 合 ド
メ イ ン を 含 ん で い て も よ い 。 こ れ ら の タ イ プ の 抗 体 お よ び こ れ ら を 調 製 す る た め の 方 法 の
例 は 、 当 技 術 分 野 に お い て 既 知 で あ り （ た と え ば 、 米 国 特 許 第 4,816,467号 を 参 照 さ れ た
い 、 こ れ は 、 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る ） 、 以 下 を 含 む 。
【 ０ １ １ ６ 】
「 脊 椎 動 物 抗 体 」 は 、 通 常 「 Y」 配 位 に お い て 凝 集 さ れ た 軽 鎖 お よ び 重 鎖 で あ っ て 、 鎖 間
の 共 有 結 合 性 結 合 を 有 し て も よ く 、 ま た は 有 し て い な く て も よ い 、 四 量 体 ま た は そ の 凝 集
体 で あ る 抗 体 を い う 。 脊 椎 動 物 抗 体 に お い て 、 特 定 の 抗 体 の 全 て の 鎖 の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、
イ ン サ イ チ ュ ー で 、 ま た は イ ン ビ ト ロ で （ た と え ば 、 ハ イ ブ リ ド ー マ に お い て ） そ の 抗 体
を 産 生 す る リ ン パ 球 に よ っ て 産 生 さ れ る 1つ の 抗 体 に 見 出 さ れ る 鎖 と 相 同 で あ る 。 脊 椎 動
物 抗 体 は 、 典 型 的 に は 、 天 然 の 抗 体 、 た と え ば 精 製 し た ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 お よ び モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 を 含 む 。 こ れ ら の 抗 体 を 調 製 す る た め の 方 法 の 例 は 、 以 下 に 記 載 し て あ る 。
【 ０ １ １ ７ 】
「 ハ イ ブ リ ッ ド 抗 体 」 は 、 重 鎖 お よ び 軽 鎖 の 一 方 の 対 は 第 1の 抗 体 の も の と 相 同 で あ る が
、 重 鎖 お よ び 軽 鎖 の 他 方 の 対 は 異 な る 第 2の 抗 体 の も の と 相 同 で あ る 抗 体 で あ る 。 典 型 的
に は 、 こ れ ら の 2対 の そ れ ぞ れ は 、 特 に 、 異 な る 抗 原 上 の 異 な る エ ピ ト ー プ に 結 合 す る 。
こ の 結 果 、 「 2価 」 の 性 質 、 す な わ ち 、 2つ の 抗 原 に 同 時 に 結 合 す る 能 力 を 生 じ る 。 ま た 、
こ の よ う な ハ イ ブ リ ッ ド は 、 後 述 の よ う に キ メ ラ 鎖 を 使 用 し て 形 成 さ れ て い て も よ い 。
【 ０ １ １ ８ 】
「 キ メ ラ 抗 体 」 は 、 重 鎖 お よ び ／ ま た は 軽 鎖 が 融 合 さ れ た タ ン パ ク 質 で あ る 抗 体 で あ る 。
典 型 的 に は 、 鎖 の 不 変 領 域 は 、 1つ の 特 定 の 種 お よ び ／ ま た は 網 に 由 来 し 、 可 変 ド メ イ ン
は 、 異 な る 種 お よ び ／ ま た は 網 に 由 来 す る 。 ま た 、 重 鎖 も し く は 軽 鎖 の い ず れ か ま た は 両
方 が 異 な る 供 与 源 の 抗 体 の 配 列 を 模 倣 す る 配 列 の 組 み 合 わ せ か ら な る あ ら ゆ る 抗 体 が 含 ま
れ 、 こ れ ら の 供 与 源 は 、 起 源 の 異 な る 綱 か ま た は 異 な る 種 で あ り 、 融 合 点 は 、 可 変 ／ 定 常
の 境 界 で あ る か 否 か の い ず れ か で あ る 。 し た が っ て 、 抗 体 は 、 定 常 領 域 ま た は 可 変 領 域 の
い ず れ の 既 知 の 抗 体 配 列 も 模 倣 せ ず に 産 生 す る こ と が で き 、 し た が っ て 、 特 定 の 抗 原 に 対
し て よ り 高 い 特 異 的 な 親 和 性 を 有 す る 可 変 領 域 を 有 す る か 、 ま た は 補 体 固 定 の 増 強 を 誘 発
す る こ と が で き る 定 常 領 域 を 有 す る か 、 ま た は 特 定 の 定 常 領 域 が 備 え て い る 性 質 に そ の 他
の 改 良 を な さ れ た 抗 体 を 提 供 す る 。
【 ０ １ １ ９ 】
ま た 、 本 発 明 は 、 「 変 質 さ れ た 抗 体 」 を 包 含 し 、 こ れ は 脊 椎 動 物 抗 体 の 天 然 に 存 在 す る ア
ミ ノ 酸 配 列 が 変 化 さ れ た 抗 体 を い う 。 組 換 え DNA技 術 を 利 用 し て 、 抗 体 を 再 設 計 し て 所 望
の 特 徴 を 得 る こ と が で き る 。 起 こ り う る バ リ エ ー シ ョ ン は 、 多 く の 、 1つ ま た は 複 数 の ア
ミ ノ 酸 の 変 化 か ら 、 領 域 、 た と え ば 定 常 領 域 の 完 全 な 再 設 計 の 範 囲 に 及 ぶ 。 一 般 に 、 所 望
の 細 胞 プ ロ セ ス の 特 徴 を 達 成 す る た め の 定 常 領 域 の 変 化 、 た と え ば 、 補 体 結 合 、 膜 と の 相
互 作 用 、 お よ び そ の 他 の エ フ ェ ク タ ー 機 能 に お け る 変 化 で あ る 。 可 変 領 域 に お け る 変 化 は
、 抗 原 結 合 の 特 徴 を 変 更 す る た め に な さ れ て い て も よ い 。 ま た 、 抗 体 は 、 特 異 的 な 細 胞 ま
た は 組 織 部 位 に 、 分 子 ま た は 物 質 の 特 異 的 な デ リ バ リ ー を 援 助 す る よ う に 設 計 さ れ て い て
も よ い 。 所 望 の 変 化 は 、 分 子 生 物 学 に お け る 既 知 の 技 術 、 た と え ば 、 組 換 え 技 術 、 部 位 特
異 的 突 然 変 異 誘 発 、 お よ び そ の 他 の 技 術 に よ っ て な さ れ て い て も よ い 。
【 ０ １ ２ ０ 】
さ ら に 抗 体 の 例 は 、 「 一 価 の 抗 体 」 含 み 、 こ れ は 、 第 2の 重 鎖 の Fc（ す な わ ち 、 定 常 ） 領
域 に 結 合 し た 重 鎖 ／ 軽 鎖 二 量 体 で 構 成 さ れ る 凝 集 物 で あ る 。 こ の 種 の 抗 体 は 、 抗 原 修 飾 を
逃 れ る 。 た と え ば 、 Glennieら （ 1982） を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ １ ２ １ 】
ま た 、 抗 体 の 「 Fab」 断 片 も 抗 体 の 定 義 の 範 囲 内 に 含 ま れ る 。 「 Fab」 領 域 は 、 重 鎖 お よ び
軽 鎖 の 分 岐 部 分 を 含 む 配 列 と お お よ そ 同 等 か 、 ま た は 類 似 す る 重 鎖 お よ び 軽 鎖 の 部 分 を 指
し 、 こ れ は 、 特 定 の 抗 原 に 対 し 免 疫 学 的 に 結 合 す る が 、 エ フ ェ ク タ ー Fc部 を 欠 い て い る こ
と が 示 さ れ て い る 。 「 Fab」 は 、 1つ の 重 鎖 お よ び 1つ の 軽 鎖 （ 一 般 に Fab'と し て 知 ら れ て
い る ） 、 な ら び に 2H鎖 お よ び 2L鎖 を 含 む 四 量 体 の 凝 集 物 を 含 み （ F（ ab） .sub.2と も い う
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） 、 指 定 さ れ た 抗 原 ま た は 抗 原 フ ァ ミ リ ー と 選 択 的 に 反 応 す る こ と が で き る 。 「 Fab」 抗
体 は 、 上 記 し た も の 、 す な わ ち 「 脊 椎 動 物 Fab」 、 「 ハ イ ブ リ ッ ド Fab」 、 「 キ メ ラ Fab」
、 お よ び 「 変 質 し た Fab」 に 類 似 し た サ ブ セ ッ ト に 分 け て も よ い 。 抗 体 の 「 Fab」 断 片 を 調
製 す る 方 法 は 、 当 技 術 分 野 に お い て 既 知 で あ り 、 た と え ば 、 タ ン パ ク 質 分 解 、 組 換 え 技 術
に よ る 合 成 を 含 む 。
【 ０ １ ２ ２ 】
試 料 中 の MHRVを 検 出 す る た め の ア ッ セ イ 法
ま た 、 本 発 明 は 、 MHRV配 列 を 含 む こ と が 疑 わ れ る 生 物 学 的 試 料 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法
を 想 定 す る 。 こ の よ う な ス ク リ ー ニ ン グ 法 は 、 一 般 に MHRV核 酸 の 検 出 、 MHRVポ リ ペ プ チ ド
の 検 出 、 ま た は 抗 MHRV抗 体 の 検 出 に 基 づ く ア ッ セ イ 法 を 含 む 。
【 ０ １ ２ ３ 】
本 明 細 書 に 記 載 さ れ た ア ッ セ イ 法 が 、 イ ン ビ ト ロ ま た は イ ン ビ ボ に お け る ア ッ セ イ 法 と し
て 行 う こ と 、 ま た は 修 飾 す る こ と が で き る こ と は 、 本 明 細 書 を 読 む こ と に よ り 容 易 に 理 解
で き る 考 え ら れ 、 細 胞 を 含 ま な い も の （ た と え ば 、 生 物 学 的 試 料 の 核 酸 か ら 単 離 さ れ 、 も
し く は 産 生 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 使 用 す る イ ン ビ ト ロ 結 合 ア ッ セ イ 法 ） ま た は 細 胞 に
基 づ い た も の （ た と え ば 、 MHRVに 感 染 し た こ と が 疑 わ れ る 全 細 胞 の ス ク リ ー ニ ン グ ） の い
ず れ で あ っ て も よ い 。 一 般 に 、 全 て の ア ッ セ イ 法 は 、 た と え ば 背 景 以 上 の 検 出 可 能 レ ベ ル
で MHRVプ ロ ー ブ 標 的 の 検 出 を 提 供 す る た め に 、 MHRV特 異 的 な プ ロ ー ブ （ た と え ば 、 核 酸 プ
ロ ー ブ 、 抗 体 プ ロ ー ブ 、 ポ リ ペ プ チ ド プ ロ ー ブ ） を MHRVプ ロ ー ブ 標 的 に 特 異 的 に 結 合 さ せ
る た め に 十 分 な 条 件 下 、 お よ び 期 間 で 行 わ れ る 。 ア ッ セ イ 法 は 、 種 々 の 陽 性 対 象 お よ び ／
ま た は 陰 性 対 照 を 含 む こ と が で き 、 そ の 性 質 は 、 本 明 細 書 を 読 む こ と に よ り 、 当 業 者 に は
容 易 に 理 解 で き る と 考 え ら れ る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
検 出 の た め の ア ッ セ イ 法 の 種 々 の 側 面 は 、 以 下 に よ り 詳 細 に 記 載 し て あ る 。
【 ０ １ ２ ５ 】

任 意 の 適 切 な 試 料 は 、 MHRVウ イ ル ス 粒 子 、 MHRVに 感 染 し た 細 胞 、 MHRV核 酸 、 MHRVポ リ ペ プ
チ ド 、 抗 MHRV抗 体 な ど を 含 む こ と が 疑 わ れ る 。 ス ク リ ー ニ ン グ の た め の 関 心 対 象 の 試 料 の
例 は 、 血 液 、 血 液 派 生 物 、 血 清 、 血 漿 、 血 小 板 、 哺 乳 類 細 胞 （ 関 心 対 象 の ヒ ト 細 胞 で あ る
、 特 に 哺 乳 類 リ ン パ 球 、 よ り 詳 細 に は 哺 乳 類 マ ク ロ フ ァ ー ジ ） 、 組 織 （ た と え ば 、 も う １
人 の 被 検 者 に 対 す る 移 植 ま た は そ の 他 の 移 動 の 前 の も の ） 、 な ど の 生 物 学 的 試 料 を 含 む が
、 必 ず し も こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 ス ク リ ー ニ ン グ の た め の 関 心 対 象 の そ の 他 の 試 料 の 例
は 、 非 生 物 学 的 試 料 、 特 に 医 療 機 器 上 の ま た は そ れ ら か ら 得 ら れ る 試 料 を 含 み 、 た と え ば
手 術 器 具 は 、 血 液 お よ び そ の 他 の 組 織 と こ れ ら が 接 触 す る た め に 、 ウ イ ル ス を う ま く 死 滅
ま た は 除 去 せ ず に 再 利 用 し た 場 合 、 容 易 に ウ イ ル ス を 伝 播 し 得 る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
当 業 者 で あ れ ば 容 易 に 認 識 す る と 考 え ら れ る が 、 選 択 さ れ る 特 異 的 な ア ッ セ イ 法 は 、 検 出
さ れ る 試 料 お よ び 実 体 の 供 与 源 （ た と え ば 、 ウ イ ル ス 粒 子 、 核 酸 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 抗 体 ）
に よ っ て 変 化 す る と 考 え ら れ る 。 種 々 の タ イ プ の ア ッ セ イ 法 の 例 は 、 以 下 で 提 供 さ れ る 。
特 別 な 手 段 ま た は 検 出 機 器 を 必 要 と せ ず に 、 診 療 所 に お い て 、 ま た は 現 場 に お い て 容 易 に
行 う こ と が で き る ア ッ セ イ 法 は 、 特 に 関 心 対 象 の も の で あ る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
生 物 学 的 試 料 中 の MHRVマ ー カ ー の 検 出 は 、 試 料 を 得 た 被 検 者 が MHRVに さ ら さ れ た こ と を 示
し 、 し た が っ て 、 MHRV感 染 を 有 し 得 る 。 ま た 、 被 検 者 に お け る MHRVの 検 出 は 、 被 検 者 が 、
MHRVに 関 連 し た リ ン パ 増 殖 性 疾 患 、 た と え ば リ ン パ 腫 な ど の MHRVに 関 連 し た 疾 患 を 有 す る
か 、 ま た は 発 症 の 危 険 性 が あ る こ と を 示 し 得 る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
MHRVの た め の ス ク リ ー ニ ン グ に 適 し て い る と 考 え ら れ 、 か つ MHRVに 関 連 し て い る と 考 え ら
れ る リ ン パ 増 殖 性 疾 患 の 例 は 以 下 の も の を 含 む が 、 必 ず し も こ れ ら に 限 定 さ れ な い ： 1）
プ ラ ズ マ 細 胞 障 害 （ た と え ば 、 MGUS、 プ ラ ズ マ 細 胞 腫 （ 骨 お よ び 延 髄 外 の プ ラ ズ マ 細 胞 腫
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を 含 む ） 、 多 発 性 骨 髄 腫 、 お よ び ア ミ ロ イ ド ー シ ス ） ； 2） ホ ジ キ ン 病 ； 3） 無 痛 性 の リ ン
パ 腫 ／ 白 血 病 （ 濾 胞 中 心 細 胞 リ ン パ 腫 お よ び 濾 胞 性 （ 濾 胞 性 リ ン パ 腫 ） を 含 む ） （ た と え
ば 、 グ レ ー ド I濾 胞 性 小 非 正 円 形 細 胞 ； グ レ ー ド II濾 胞 性 混 合 ； お よ び 散 在 性 小 非 正 円 形
細 胞 の リ ン パ 腫 ） 、 散 在 性 小 リ ン パ 性 ／ 慢 性 リ ン パ 性 白 血 病 ； リ ン パ 球 プ ラ ズ マ 細 胞 腫 ／
ワ ル デ ン ス ト ー ム （ Waldenstrom’ s） 、 周 縁 帯 リ ン パ 腫 （ た と え ば 、 MALT（ 結 節 外 ） 、 単
球 様 B細 胞 リ ン パ 腫 （ 結 節 ） 、 お よ び 絨 毛 リ ン パ 球 で の 脾 臓 リ ン パ 腫 ） 、 有 毛 細 胞 白 血 病
、 お よ び 菌 状 息 肉 腫 ／ セ ザ リ ー 症 候 群 ； 4） 活 動 的 （ aggressive） リ ン パ 腫 ／ 白 血 病 （ 散
在 性 大 細 胞 リ ン パ 腫 （ 散 在 性 混 合 細 胞 、 散 在 性 大 細 胞 、 免 疫 芽 細 胞 を 含 む ） を 含 む ） 、 バ
ー キ ッ ト リ ン パ 腫 ／ 散 在 性 小 正 円 形 細 胞 リ ン パ 腫 、 リ ン パ 芽 球 リ ン パ 腫 、 CNSリ ン パ 腫 、
成 人 T細 胞 白 血 病 ／ リ ン パ 腫 、 外 套 細 胞 リ ン パ 腫 、 移 植 後 リ ン パ 球 増 殖 障 害 、 AIDSに 関 連
し た リ ン パ 腫 （ た と え ば 、 真 性 組 織 球 リ ン パ 腫 、 原 発 性 浸 出 液 リ ン パ 腫 ） 。 リ ン パ 球 増 殖
の 分 類 法 は 、 国 立 癌 研 究 所 に よ っ て 提 供 さ れ る REAL分 類 法 の PDQの 改 変 に 基 づ い て い る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
被 検 者 に お け る MHRVの 検 出 は さ ら に 、 被 検 者 が MHRVに 関 連 し た 疾 患 、 特 に MHRVに 関 連 し た
慢 性 疾 患 を 有 す る か 、 ま た は 発 症 の 危 険 性 が あ る こ と を 示 し 得 る 。 こ の よ う な 疾 患 の 例 は
、 奇 形 癌 腫 、 多 発 性 硬 化 症 、 自 己 免 疫 性 リ ウ マ チ 病 、 お よ び 精 神 分 裂 症 を 含 み 得 る が 、 必
ず し も こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ １ ３ ０ 】
生 物 学 的 試 料 に お け る MHRVの 検 出 は さ ら に 、 生 物 学 的 試 料 を 得 た 生 物 学 的 物 質 を 別 の 被 検
者 へ 移 動 す る 目 的 で は 、 こ の よ う な 移 動 は レ シ ピ エ ン ト の 感 染 を 生 じ て し ま う た め 、 使 用
さ れ る べ き で は な い こ と を 示 す 。
【 ０ １ ３ １ 】
本 発 明 に 従 っ た 核 酸 お よ び ポ リ ペ プ チ ド MHRVマ ー カ ー の 検 出 の た め の 方 法 の 例 に つ い て 、
以 下 に 記 載 す る 。
【 ０ １ ３ ２ 】

特 定 の MHRV核 酸 （ た と え ば 、 RNAま た は DNA） を 検 出 す る た め の 当 技 術 分 野 に お い て 既 知 の
い ず れ の 適 切 な 定 性 的 ま た は 定 量 的 な 方 法 を 使 用 す る こ と が で き る 。 MHRV核 酸 は 、 た と え
ば 、 組 織 切 片 に お け る イ ン サ イ チ ュ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン で 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核
酸 間 の 単 一 塩 基 対 相 違 を 検 出 す る 方 法 （ た と え ば 、 米 国 特 許 第 5,846,717号 に 記 載 さ れ た I
nvader（ 登 録 商 標 ） 技 術 を 使 用 す る ） を 使 用 し て 、 逆 転 写 酵 素 PCRに よ っ て 、 ま た は ポ リ A
+ mRNAを 含 む ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト に お い て 、 お よ び 当 技 術 分 野 に お い て 周 知 の そ の 他 の 方 法
で 検 出 す る こ と が で き る 。 血 液 ま た は 血 液 由 来 の 試 料 に お け る MHRVポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 検
出 の た め に は 、 単 一 塩 基 対 の ミ ス マ ッ チ を 検 出 す る こ と が で き る 方 法 を 使 用 す る こ と が 好
ま し い 。
【 ０ １ ３ ３ 】
MHRV核 酸 を 、 特 定 の 関 心 対 象 で あ る MHRV GAGポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 と 共 に 、 基 礎
と し て 使 用 し て 、 組 換 え ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら の 切 除 に よ っ て 、 ま た は 合 成 的 に 、 核 酸 プ
ロ ー ブ （ た と え ば 、 少 な く と も 約 8ヌ ク レ オ チ ド 以 上 の オ リ ゴ マ ー を 含 む ） を 調 製 す る こ
と が で き 、 こ の プ ロ ー ブ は 、 MHRV核 酸 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 し た が っ て 、 試 料 中 の MHRVウ
イ ル ス の 検 出 、 お よ び 感 染 個 体 の 同 定 、 な ら び に ウ イ ル ス ゲ ノ ム の さ ら な る 特 徴 付 け に お
い て 有 用 で あ る 。 MHRVポ リ ヌ ク レ オ チ ド （ 天 然 の ま た は 由 来 す る も の ） の た め の プ ロ ー ブ
は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ っ て 特 有 の ウ イ ル ス 配 列 の 検 出 が 可 能 な 長 さ ま た は 配 列
を 有 す る 。 た と え ば 、 約 6～ 8ヌ ク レ オ チ ド が 有 用 で あ る が 、 よ り 長 い 配 列 、 た と え ば 約 10
～ 12ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は 約 20ヌ ク レ オ チ ド 以 上 の 配 列 も 好 ま し い と 考 え ら れ る 。 好 ま し
く は 、 こ れ ら の 配 列 は 、 MHRVウ イ ル ス 単 離 体 間 で 異 種 性 の な い 領 域 に 由 来 す る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
核 酸 プ ロ ー ブ は 、 自 動 化 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 合 成 法 を 含 む ル ー チ ン 方 法 を 使 用 し て 調 製 す
る こ と が で き る 。 た と え ば 試 料 に 存 在 す る 可 能 性 の あ る そ の 他 の ウ イ ル ス か ら MHRVを 識 別
す る こ と が で き る MHRVゲ ノ ム の 部 分 （ た と え ば 、 HERV-K109な ど の 内 在 性 の レ ト ロ ウ イ ル
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ス か ら MHRVウ イ ル ス を 識 別 す る た め ） の よ う な 、 MHRVゲ ノ ム の 任 意 の 特 有 な 部 分 の 相 補 物
が 満 足 の で き る も の で あ る 。 プ ロ ー ブ と し て の 用 途 の た め に は 完 全 な 相 補 性 が 望 ま し い が
、 断 片 の 長 さ が 増 加 す る に つ れ て そ れ は 不 要 で あ る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
診 断 と し て こ の よ う な プ ロ ー ブ を 使 用 す る た め に は 、 必 要 に 応 じ て 血 液 ま た は 血 清 な ど の
解 析 さ れ る 生 物 学 的 試 料 を 処 理 し 、 こ れ に 含 ま れ る 核 酸 を 抽 出 し て も よ い 。 試 料 か ら 生 じ
る 核 酸 は 、 ゲ ル 電 気 泳 動 ま た は そ の 他 の サ イ ズ 分 離 技 術 に 供 さ れ て い て も よ く ； ま た は 、
核 酸 試 料 は 、 サ イ ズ 分 離 を せ ず に ド ッ ト ブ ロ ッ ト さ れ て も よ い 。 プ ロ ー ブ は 、 通 常 、 検 出
可 能 な 標 識 で 標 識 す る 。 プ ロ ー ブ を 標 識 す る た め の 適 切 な 標 識 お よ び 方 法 は 当 技 術 分 野 に
お い て 既 知 で あ り 、 た と え ば ニ ッ ク ト ラ ン ス レ ー シ ョ ン ま た は キ ナ ー ゼ 処 理 （ kinasing）
す る こ と に よ っ て 組 み 入 れ ら れ る 放 射 性 標 識 、 ビ オ チ ン 、 蛍 光 プ ロ ー ブ 、 お よ び 化 学 発 光
プ ロ ー ブ を 含 む 。 次 い で 、 適 切 な ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 下 に
お い て 、 試 料 か ら 抽 出 し た 核 酸 を 標 識 さ れ た プ ロ ー ブ で 処 理 す る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
プ ロ ー ブ は 、 MHRVゲ ノ ム ま た は そ の 一 部 分 に （ た と え ば 、 MHRV GAGポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド
す る 全 て ま た は 一 部 の 配 列 に ） 完 全 に 相 補 的 に 作 製 す る こ と が で き る 。 し た が っ て 、 偽 陽
性 を 予 防 ま た は 少 な く と も 最 小 に す る た め に 、 通 常 、 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー の 条 件 が 望 ま
し い 。 し か し 、 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー の 条 件 は 、 プ ロ ー ブ が MHRVウ イ ル ス 単 離 体 間 で 異 種
性 が な い ウ イ ル ス ゲ ノ ム の 領 域 に 相 補 的 な 場 合 に の み 使 用 す る べ き で あ る 。 ハ イ ブ リ ダ イ
ゼ ー シ ョ ン の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 間 、 お よ び 洗 浄 手 順 の 間
の 温 度 、 イ オ ン 強 度 、 時 間 の 長 さ 、 お よ び ホ ル ム ア ミ ド の 濃 度 を 含 む 多 く の 因 子 に よ っ て
決 定 さ れ る 。 こ れ ら の 因 子 は 、 た と え ば 、 Sambrookら 、 （ 1989） , 「 Molecular Cloning;
 A Laboratory Manual」 , Second　 Edition （ Cold Spring Harbor Press, Cold Spring 
Harbor, N.Y.） に 概 説 さ れ て い る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
通 常 、 MHRV配 列 は 感 染 個 体 か ら 得 ら れ た 生 物 学 的 試 料 （ た と え ば 、 血 液 、 細 胞 、 お よ び 同
様 の も の ） に 比 較 的 低 い レ ベ ル で 、 た と え ば 10 6 細 胞 に つ き 約 10 2 ～ 10 4  MHRV配 列 で 存 在 す
る で あ ろ う こ と が 予 想 さ れ る 。 こ の レ ベ ル は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ア ッ セ イ 法 に お い
て 使 用 さ れ る 増 幅 技 術 を 必 要 と し う る 。 こ の よ う な 技 術 は 、 当 技 術 分 野 に お い て 既 知 で あ
る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
た と え ば 、 Enzo Biochemical Corporationの 「 Bio-Bridge」 系 で は 、 末 端 デ オ キ シ ヌ ク レ
オ チ ド ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ を 使 用 し て 、 修 飾 さ れ て い な い 3'-ポ リ -dT尾 部 を DNAプ ロ ー ブ
に 付 加 す る 。 ポ リ dT-尾 部 を 付 加 さ れ た プ ロ ー ブ を 標 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 、 次 い で ビ オ
チ ン 修 飾 さ れ た ポ リ Aに ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る 。 PCT国 際 公 開 公 報 第 84／ 03520号 お よ び 欧
州 特 許 出 願 第 124221号 で は 、 DNAハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ア ッ セ イ 法 が 記 載 さ れ て お り 、
そ こ で は ： （ 1） 検 体 は 、 酵 素 標 識 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的 な 一 本 鎖 DNAプ ロ ー ブ
に ア ニ ー ル さ れ ； お よ び （ 2） 生 じ る 尾 部 の 付 加 さ れ た 二 体 鎖 は 、 酵 素 標 識 し た オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ る 。 欧 州 特 許 出 願 第 204510号 で は 、 DNAハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン ア ッ セ イ 法 が 記 載 さ れ て お り 、 そ こ で は 検 体 DNAは ポ リ -dT尾 部 な ど の 尾 部 、 ポ リ
A配 列 な ど の プ ロ ー ブ の 尾 部 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 配 列 を 有 す る 増 幅 因 子 鎖 を 有 し 、 複 数
の 標 識 さ れ た 鎖 に 結 合 す る こ と が で き る プ ロ ー ブ と 接 触 さ れ る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
MHRV配 列 を 検 出 す る た め に 、 非 PCRに 基 づ い た 配 列 特 異 的 な DNA増 幅 技 術 を 本 発 明 に 使 用 す
る こ と も で き る 。 こ の よ う な 技 術 の 例 は 、 Invaderア ッ セ イ 法 を 含 む が 、 必 ず し も こ れ ら
に 限 定 さ れ ず 、 た と え ば Kwiatkowskiら 、 Mol Diagn. 1999 Dec; 4 （ 4） : 353-64.を 参 照
さ れ た い 。 ま た 、 米 国 特 許 第 5,846,717号 を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ １ ４ ０ 】
特 に 望 ま し い 技 術 は 、 最 初 に 血 清 中 の 標 的 MHRV配 列 の 約 10,000倍 、 た と え ば 約 10配 列 /mL
に 増 幅 す る こ と を 含 ん で も よ い 。 こ れ は 、 た と え ば Saikiら 、 （ 1986） に よ っ て 、 Mullis
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、 米 国 特 許 第 4,683,195号 に よ っ て 、 お よ び Mullisら 米 国 特 許 第 4,683,202号 に よ っ て 記 載
さ れ た ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 法 （ PCR） 技 術 に よ っ て 達 成 さ れ う る 。 そ の 他 の 増 幅 方 法 は
、 当 技 術 分 野 に お い て 周 知 で あ る 。
【 ０ １ ４ １ 】
プ ロ ー ブ 、 あ る い は 試 料 か ら の 核 酸 は 、 こ の よ う な ア ッ セ イ 法 の た め の 溶 液 中 に 提 供 さ れ
て い て も よ く 、 ま た は 支 持 体 （ た と え ば 、 固 体 も し く は 半 固 体 支 持 体 ） に 付 着 さ れ て い て
も よ い 。 使 用 す る こ と が で き る 支 持 体 の 例 は 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス （ た と え ば 、 膜 ま た は マ
イ ク ロ タ イ タ ー ウ ェ ル 形 態 に お い て ） 、 ポ リ 塩 化 ビ ニ ル （ た と え ば 、 シ ー ト ま た は マ イ ク
ロ タ イ タ ー ウ ェ ル に お い て ） 、 ポ リ ス チ レ ン ラ テ ッ ク ス （ た と え ば 、 ビ ー ズ ま た は マ イ ク
ロ タ イ タ ー プ レ ー ト に お い て ） 、 ポ リ フ ッ 化 ビ ニ リ デ ン 、 ジ ア ゾ 化 さ れ た 紙 、 ナ イ ロ ン 膜
、 活 性 ビ ー ズ 、 お よ び ProteinAビ ー ズ で あ る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
一 つ の 態 様 に お い て 、 プ ロ ー ブ （ ま た は 試 料 核 酸 ） は 、 検 出 の た め の ア レ イ 上 に 提 供 さ れ
る 。 ア レ イ は 、 た と え ば 、 二 次 元 の マ ト リ ッ ク ス ま た は ア レ イ に お い て 基 質 （ た と え ば 、
ガ ラ ス 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス な ど ） 上 へ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を ス ポ ッ テ ィ ン グ す る こ
と に よ っ て 作 製 す る こ と が で き る 。 プ ロ ー ブ は 、 共 有 結 合 に よ っ て 、 ま た は 疎 水 的 相 互 作
用 な ど の 非 特 異 的 相 互 作 用 に よ っ て 、 の い ず れ か で 基 質 に 結 合 す る こ と が で き る 。 ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド 試 料 は 、 検 出 可 能 に 標 識 し （ た と え ば 、 放 射 性 ま た は 蛍 光 性 の 標 識 を 使 用 し て
） 、 次 い で 、 プ ロ ー ブ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る こ と が で き る 。 二 重 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は
、 プ ロ ー ブ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 結 合 さ れ た 標 識 試 料 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 み 、 一 旦 試 料 の
未 結 合 部 分 を 洗 い 流 し て 検 出 す る こ と が で き る 。 ア レ イ を 構 築 す る た め の 技 術 お よ び こ れ
ら の ア レ イ を 使 用 す る 方 法 は 、 欧 州 特 許 第 799897号 ； 国 際 公 開 公 報 第 97/29212号 ； 国 際 公
開 公 報 第 97/27317号 ； 欧 州 特 許 第 785280号 ； 国 際 公 開 公 報 第 97/02357号 ； 米 国 特 許 第 5,59
3,839号 ； 米 国 特 許 第 5,578,832号 ； 欧 州 特 許 第 728520号 ； 米 国 特 許 第 5,599,695号 ； 欧 州
特 許 第 721016号 ； 米 国 特 許 第 5,556,752号 ； 国 際 公 開 公 報 第 95/22058号 ； お よ び 米 国 特 許
第 5,631,734号 に 記 載 さ れ て い る 。 ア レ イ は 、 た と え ば 単 一 の 試 料 で 2つ 以 上 の 核 酸 標 的 領
域 の 存 在 を 解 析 す る 場 合 に 、 そ れ ぞ れ の 標 的 領 域 に 対 す る プ ロ ー ブ 、 な ら び に 対 照 （ 陽 性
お よ び 陰 性 の 両 方 ） を 単 一 の ア レ イ に お い て 提 供 す る こ と が で き る の で 、 特 に 有 用 で あ る
。 し た が っ て 、 ア レ イ に よ り 、 迅 速 か つ 便 利 な 解 析 が 容 易 に な る 。
【 ０ １ ４ ３ 】

一 つ の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 試 料 に お け る MHRVポ リ ペ プ チ ド の 検 出 を 行 い 、 こ れ が 試
料 に お け る MHRV粒 子 の 存 在 を 示 し 得 る こ と に よ っ て 、 試 料 に お け る MHRVを 検 出 す る た め の
方 法 を 特 徴 と す る 。 試 料 は 、 生 物 学 的 試 料 、 ま た は た と え ば 医 療 機 器 か ら 得 た 試 料 で あ る
こ と も で き る 。 生 物 学 的 試 料 は 、 特 定 の 関 心 対 象 の も の で あ る 。 配 列 番 号 ： 8に よ っ て 例
示 さ れ る よ う な MHRV GAGポ リ ペ プ チ ド の 検 出 は 、 特 に 関 心 対 象 の も の で あ る 。 MHRVの ポ リ
ペ プ チ ド に 基 づ く 検 出 は 、 受 容 体 （ リ ガ ン ド -結 合 受 容 体 断 片 を 含 む ） ま た は 標 的 MHRVポ
リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 （ た と え ば 、 抗 MHRV GAGポ リ ペ プ チ ド 抗 体 ） （ 抗 原 -
結 合 抗 体 断 片 を 含 む ） を 使 用 し て 達 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ４ 】
MHRVの ポ リ ペ プ チ ド に 基 づ い た 検 出 は 、 様 々 な 生 物 学 的 試 料 、 た と え ば 血 液 ま た は 血 液 派
生 物 （ た と え ば 、 血 清 、 血 漿 な ど ） 、 細 胞 、 組 織 な ど を 使 用 し て 達 成 す る こ と が で き る 。
抗 MHRV抗 体 は 、 感 染 し た 宿 主 細 胞 の 表 面 、 MHRVウ イ ル ス 粒 子 の 表 面 、 ま た は （ た と え ば 、
ウ イ ル ス 粒 子 も し く は 感 染 し た 宿 主 細 胞 の 溶 解 に よ っ て 試 料 中 に 存 在 す る よ う な 、 宿 主 細
胞 ま た は ウ イ ル ス 粒 子 の い ず れ と も 結 合 し て い な い ） 遊 離 型 の ポ リ ペ プ チ ド と し て の MHRV
ポ リ ペ プ チ ド を 検 出 す る よ う に 作 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ５ 】
一 つ の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 生 物 学 的 試 料 、 た と え ば 細 胞 ま た は 体 液 試 料 に お け る MH
RVポ リ ペ プ チ ド （ ウ イ ル ス 粒 子 に 存 在 す る MHRVポ リ ペ プ チ ド を 含 む ） の 存 在 を 決 定 す る た
め の 免 疫 ア ッ セ イ 法 で あ っ て 、 抗 体 （ 通 常 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る が 、 必 ず し も こ れ
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に 限 定 さ れ な い ） と 試 料 を 接 触 さ せ る 工 程 ； 試 料 に お け る 抗 体 と MHRVウ イ ル ス 粒 子 お よ び
／ ま た は MHRVポ リ ペ プ チ ド と の 間 の 免 疫 複 合 体 の 形 成 を 可 能 に す る 時 間 お よ び 条 件 下 で 、
試 料 お よ び 抗 体 を 反 応 さ せ る 工 程 ； お よ び 免 疫 複 合 体 を 検 出 す る こ と と に よ る 免 疫 ア ッ セ
イ 法 を 特 徴 と す る 。 免 疫 複 合 体 の 存 在 は 、 試 料 に お け る MHRVポ リ ペ プ チ ド の 存 在 を 示 す 。
【 ０ １ ４ ６ 】
免 疫 ア ッ セ イ 法 の 設 計 は 、 多 く の バ リ エ ー シ ョ ン を 受 け や す く 、 多 く の 形 式 が 当 業 者 に 既
知 で あ る 。 免 疫 ア ッ セ イ 法 は 、 MHRVに 由 来 す る 少 な く と も 1つ の ウ イ ル ス の エ ピ ト ー プ を
利 用 す る 。 一 つ の 態 様 に お い て 、 免 疫 ア ッ セ イ 法 は 、 MHRVに 由 来 す る ウ イ ル ス の エ ピ ト ー
プ の 組 み 合 わ せ を 使 用 す る 。 こ れ ら の エ ピ ト ー プ は 、 同 じ ウ イ ル ス の ポ リ ペ プ チ ド か ら 、
ま た は 異 な る ウ イ ル ス の ポ リ ペ プ チ ド か ら 由 来 し て も よ く 、 組 換 え ま た は 天 然 の ポ リ ペ プ
チ ド を 別 々 に 、 ま た は 同 じ 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド 中 に 一 緒 で あ っ て も よ い 。 免 疫 ア ッ セ イ 法
は 、 た と え ば ウ イ ル ス の エ ピ ト ー プ に 向 け ら れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 1つ の ウ イ ル ス 抗
原 の エ ピ ト ー プ に 向 け ら れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 組 み 合 わ せ 、 異 な る ウ イ ル ス の 抗 原 の
エ ピ ト ー プ に 向 け ら れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 同 じ ウ イ ル ス の 抗 原 に 向 け ら れ た ポ リ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 、 ま た は 異 な る ウ イ ル ス の 抗 原 に 向 け ら れ た ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 使 用 し て も
よ い 。
【 ０ １ ４ ７ 】
プ ロ ト コ ル は 、 た と え ば 競 合 、 ま た は 直 接 反 応 、 ま た は サ ン ド イ ッ チ 型 ア ッ セ イ 法 に 基 づ
い て も よ い 。 ま た 、 プ ロ ト コ ル は 、 た と え ば 固 体 支 持 体 を 使 用 し て も よ く 、 ま た は 免 疫 沈
降 に よ る も の で あ っ て も よ い 。 大 部 分 の ア ッ セ イ 法 は 、 標 識 さ れ た 抗 体 ま た は ポ リ ペ プ チ
ド の 使 用 を 含 み ； 標 識 は 、 た と え ば 、 酵 素 、 蛍 光 性 、 化 学 発 光 、 放 射 性 、 ま た は 染 色 分 子
で あ っ て も よ い 。 プ ロ ー ブ か ら の シ グ ナ ル を 増 幅 す る ア ッ セ イ 法 も 、 既 知 で あ り 、 こ れ ら
の 例 は 、 ビ オ チ ン お よ び ア ビ ジ ン を 利 用 す る ア ッ セ イ 法 、 な ら び に ELISAア ッ セ イ 法 な ど
の 酵 素 結 合 お よ び 媒 介 免 疫 ア ッ セ イ 法 で あ る 。
【 ０ １ ４ ８ 】
免 疫 ア ッ セ イ は 、 異 種 ま た は 同 種 の 形 式 で あ っ て も よ く 、 標 準 的 も し く は 競 争 的 タ イ プ で
あ っ て も 良 い が 、 こ れ に 限 定 さ れ な い 。 異 種 性 の 形 式 で は 、 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 に お け
る MHRVポ リ ペ プ チ ド か ら の 試 料 の 分 離 を 容 易 に す る た め に 、 典 型 的 に は 抗 MHRV抗 体 を 固 体
支 持 体 に 結 合 さ せ る 。 こ れ を 含 む 固 体 支 持 体 は 、 典 型 的 に は 、 結 合 し た 抗 体 の 検 出 前 に 、
抗 体 -抗 原 複 合 体 形 成 を 可 能 に す る た め に 十 分 な 時 間 （ た と え ば 、 約 10分 ） の 反 応 後 に 洗
浄 す る 。 標 準 的 お よ び 競 争 的 な 形 式 は い ず れ も 、 当 技 術 分 野 に お い て 既 知 で あ る 。
【 ０ １ ４ ９ 】
同 種 の 形 式 で は 、 溶 液 中 で 抗 MHRV抗 体 と 試 験 試 料 を イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 た と え ば 、 形 成
さ れ た あ ら ゆ る 抗 原 -抗 体 複 合 体 を 沈 殿 さ せ る と 考 え ら れ る 条 件 下 で な さ れ る 。 こ れ ら の
ア ッ セ イ 法 の た め の 標 準 的 お よ び 競 争 的 な 形 式 は 、 当 技 術 分 野 に お い て 既 知 で あ る 。
【 ０ １ ５ ０ 】
標 準 的 な 形 式 で は 、 MHRVポ リ ペ プ チ ド 抗 体 複 合 体 の レ ベ ル を 直 接 モ ニ タ ー す る 。 こ れ は 、
た と え ば 抗 MHRV抗 体 の エ ピ ト ー プ を 認 識 す る 、 標 識 さ れ た 抗 異 種 性 固 体 （ た と え ば 、 抗 ヒ
ト ） 抗 体 が 複 合 体 形 成 に よ っ て 結 合 す る か ど う か を 決 定 す る こ と に よ っ て 達 成 さ れ て も よ
い 。 競 合 的 形 式 に お い て 、 試 料 中 の MHRVポ リ ペ プ チ ド の 量 は 、 複 合 体 中 の 標 識 さ れ た MHRV
ポ リ ペ プ チ ド （ ま た は そ の 他 の 競 合 す る リ ガ ン ド ） の 既 知 の 量 の 結 合 に 対 す る 競 争 的 効 果
を モ ニ タ ー す る こ と に よ っ て 推 測 さ れ る 。 結 合 ま た は 複 合 体 形 成 の 量 は 、 定 性 的 に ま た は
定 量 的 に 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ １ 】
MHRVポ リ ペ プ チ ド お よ び 抗 MHRV抗 体 を 含 む 形 成 さ れ た 複 合 体 は 、 形 式 に 依 存 し て 、 既 知 の
多 く の 技 術 の い ず れ か に よ っ て 検 出 さ れ る 。 た と え ば 、 複 合 体 中 の 標 識 の な い MHRV抗 体 は
、 標 識 （ た と え ば 、 酵 素 標 識 ） と 複 合 体 を 形 成 し た 抗 異 種 性 固 体 Igの 複 合 物 を 使 用 し て 検
出 さ れ て も よ い 。
【 ０ １ ５ ２ 】
MHRVポ リ ペ プ チ ド を 検 出 す る た め の 免 疫 ア ッ セ イ 法 に お け る 抗 体 は 、 支 持 体 （ た と え ば 、
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固 体 ま た は 半 固 体 ） 上 で 提 供 さ れ て い て も よ く ； ま た は 、 試 料 中 の ポ リ ペ プ チ ド を 支 持 体
上 に 固 定 す る こ と も で き る 。 使 用 す る こ と が で き る 支 持 体 の 例 は 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス （ た
と え ば 、 膜 ま た は マ イ ク ロ タ イ タ ー ウ ェ ル 形 態 に お い て ） 、 ポ リ 塩 化 ビ ニ ル （ た と え ば 、
シ ー ト ま た は マ イ ク ロ タ イ タ ー ウ ェ ル に お い て ） 、 ポ リ ス チ レ ン ラ テ ッ ク ス （ た と え ば 、
ビ ー ズ ま た は マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト に お い て ） 、 ポ リ フ ッ 化 ビ ニ リ デ ン 、 ジ ア ゾ 化 さ
れ た 紙 、 ナ イ ロ ン 膜 、 活 性 ビ ー ズ 、 お よ び ProteinAビ ー ズ で あ る 。 ビ ー ズ に 基 づ く 支 持 体
は 、 一 般 に ア ッ セ イ 法 に お け る 抗 体 の 固 定 化 に 有 用 で あ る 。
【 ０ １ ５ ３ 】
一 つ の 態 様 に お い て 、 生 物 学 的 試 料 は 、 細 胞 （ た と え ば 、 総 細 胞 ） を 含 み 、 検 出 は 、 試 料
を 、 標 識 さ れ た 抗 体 と 反 応 さ せ る こ と に よ っ て 、 従 来 法 に 従 っ て 行 わ れ る 。 一 般 に 、 本 発
明 の MHRVポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 を 試 料 に 添 加 し て 、 エ ピ ト ー プ に 結 合 さ せ
る た め に 十 分 な 期 間 （ 通 常 、 少 な く と も 約 10分 ） イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 抗 体 は 、 直 接 検 出
の た め に 検 出 可 能 に 標 識 す る こ と が で き （ た と え ば 、 放 射 性 同 位 元 素 、 酵 素 、 蛍 光 剤 、 化
学 発 光 な ど を 使 用 し て ） 、 ま た は 2段 階 抗 体 も し く は 結 合 を 検 出 す る た め の 試 薬 と 組 み 合
わ せ て （ た と え ば 、 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 結 合 ア ビ ジ ン と ビ オ チ ン 、 蛍 光 性 化 合 物
、 た と え ば フ ル オ レ セ イ ン 、 ロ ー ダ ミ ン 、 テ キ サ ス レ ッ ド な ど に 結 合 し た 二 次 抗 体 ） 使 用
す る こ と が で き る 。 抗 体 結 合 の 不 存 在 ま た は 存 在 は 、 解 離 細 胞 の フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 、
顕 微 鏡 観 察 、 放 射 線 写 真 法 、 お よ び シ ン チ レ ー シ ョ ン 計 数 を 含 む 種 々 の 方 法 に よ っ て 決 定
す る こ と が で き る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 特 異 に 発 現 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド の レ ベ ル ま
た は 量 の 定 性 的 も し く は 定 量 的 検 出 は 、 任 意 の 適 切 な 代 替 方 法 、 た と え ば ELISA法 、 ウ エ
ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 、 免 疫 沈 降 法 、 放 射 線 免 疫 ア ッ セ イ 法 な ど を 使 用 す る こ と も で き る 。
【 ０ １ ５ ４ 】
こ の ア ッ セ イ 法 の も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 免 疫 複 合 体 は 、 抗 MHRV抗 体 を 、 試 料 お よ び 抗
体 が 特 異 的 に 結 合 す る こ と が 既 知 で あ る 競 合 抗 原 、 た と え ば 検 出 可 能 に 標 識 さ れ た MHRV抗
原 、 ま た は 単 離 さ れ た ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 な ど の 固 定 さ れ た 競 合 抗 原 と 反 応 さ せ る こ と に
よ る 競 合 的 免 疫 ア ッ セ イ 法 に よ っ て 検 出 す る こ と が で き る 。 競 合 抗 原 は 、 標 識 ま た は 固 定
す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ５ 】
ま た は 、 免 疫 ア ッ セ イ 法 は 、 た と え ば MHRVウ イ ル ス 粒 子 ま た は 1次 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の
い ず れ か に も 結 合 し 、 2つ の 抗 体 の う ち の 1つ は 固 定 さ れ て お り 、 他 方 は 標 準 的 な 技 術 を 使
用 し て 標 識 さ れ て い る 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 な ど の 二 次 抗 体 を 使 用 す る サ ン ド イ ッ チ 免 疫
ア ッ セ イ 法 で あ る 。 サ ン ド イ ッ チ 免 疫 ア ッ セ イ 法 の 手 順 に お い て 、 MHRVウ イ ル ス 粒 子 を 結
合 す る 抗 体 は 、 不 溶 解 性 の 物 質 に 付 着 さ れ た 捕 獲 抗 体 で あ る こ と が で き 、 お よ び 第 2の MHR
Vウ イ ル ス 粒 子 を 結 合 す る 抗 体 は 、 検 出 器 ま た は 標 識 抗 体 で あ り 得 る 。
【 ０ １ ５ ６ 】

も う 一 つ の 側 面 に お い て 、 宿 主 に お け る MHRVの 存 在 は 、 抗 MHRV抗 体 に つ い て 、 宿 主 由 来 の
適 切 な 生 物 学 的 試 料 を ア ッ セ イ す る こ と に よ っ て 検 出 可 能 で あ っ て も よ い 。 特 に 関 心 が 持
た れ る の は 、 抗 MHRV GAGポ リ ペ プ チ ド 抗 体 の 検 出 の 場 合 で あ る 。 生 物 学 的 試 料 に お け る 抗
MHRV抗 体 の 検 出 の た め の 種 々 の 方 法 は 、 当 技 術 分 野 に お い て 周 知 で あ る 。
【 ０ １ ５ ７ 】
抗 MHRV抗 体 は 、 た と え ば 、 MHRV感 染 を 有 す る か ま た は 疑 わ れ （ た と え ば 、 MHRV関 連 リ ン パ
腫 を 有 す る こ と が 疑 わ れ る ） 、 こ の 生 物 学 的 試 料 が MHRVに 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 を 含 む こ
と が 疑 わ れ る 患 者 か ら の 生 物 学 的 試 料 を 得 る こ と に よ っ て 検 出 す る こ と が で き る 。 患 者 の
生 物 学 的 試 料 を 、 単 離 さ れ た MHRV粒 子 と 、 ま た は MHRV GAGポ リ ペ プ チ ド も し く は そ の 抗 原
性 の 断 片 と 接 触 さ せ る 。 抗 体 -ウ イ ル ス 粒 子 ま た は 抗 体 -ポ リ ペ プ チ ド 複 合 体 の 形 成 を 標 準
的 な 技 術 に よ っ て モ ニ タ ー す る （ た と え ば 、 Harlow お よ び  Lane, 1988, Antibodies: A 
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y.
を 参 照 さ れ た い ） 。
【 ０ １ ５ ８ 】
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典 型 的 に は 、 抗 MHRV抗 体 に 対 す る 免 疫 ア ッ セ イ 法 は 、 生 物 学 的 試 料 な ど の 、 抗 体 を 含 む こ
と が 疑 わ れ る 試 験 試 料 を 選 択 し て 調 製 し 、 次 い で こ れ を 抗 原 -抗 体 複 合 体 の 形 成 を 可 能 に
す る 条 件 下 で 、 抗 原 性 の （ た と え ば 、 エ ピ ト ー プ 含 有 ） MHRVポ リ ペ プ チ ド と イ ン キ ュ ベ ー
ト し 、 こ の よ う な 複 合 体 の 形 成 を 検 出 す る 工 程 を 含 む 。 適 切 な イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 条 件 は
、 当 技 術 分 野 に お い て 周 知 で あ る 。
【 ０ １ ５ ９ 】
非 MHRV粒 子 ま た は 非 MHRVポ リ ペ プ チ ド と 交 差 反 応 す る 試 験 試 料 中 の 抗 体 は 、 望 ま し い 場 合
は 、 標 準 的 な 対 照 ス ク リ ー ニ ン グ 工 程 を 使 用 し て 試 験 試 料 か ら 減 少 さ せ る こ と が で き る 。
抗 MHRV抗 体 を 検 出 す る 方 法 に お け る 変 更 は 、 MHRVウ イ ル ス 粒 子 お よ び ／ ま た は MHRVポ リ ペ
プ チ ド の 検 出 の た め に 上 記 し た も の と 同 様 の 、 な ら び に 本 明 細 書 を 読 む こ と に よ り 当 業 者
に は 直 ち に 分 か る と 考 え ら れ る そ の 他 の 変 更 で あ る 。
【 ０ １ ６ ０ 】
抗 MHRVポ リ ペ プ チ ド 抗 体 の 検 出 の た め の 免 疫 ア ッ セ イ 法 は 、 支 持 体 （ た と え ば 、 固 体 ま た
は 半 固 体 ） 上 の MHRVポ リ ペ プ チ ド を 使 用 し て 行 う こ と が で き ； ま た は 、 試 料 中 の 抗 体 は 、
MHRVポ リ ペ プ チ ド と 接 触 さ せ る た め の 支 持 体 に 固 定 す る こ と も で き る 。 使 用 す る こ と が で
き る 支 持 体 の 例 は 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス （ た と え ば 、 膜 ま た は マ イ ク ロ タ イ タ ー ウ ェ ル 形 態
に お い て ） 、 ポ リ 塩 化 ビ ニ ル （ た と え ば 、 シ ー ト ま た は マ イ ク ロ タ イ タ ー ウ ェ ル に お い て
） 、 ポ リ ス チ レ ン ラ テ ッ ク ス （ た と え ば 、 ビ ー ズ ま た は マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト に お い
て ） 、 ポ リ フ ッ 化 ビ ニ リ デ ン 、 ジ ア ゾ 化 さ れ た 紙 、 ナ イ ロ ン 膜 、 活 性 ビ ー ズ 、 お よ び Prot
einAビ ー ズ で あ る 。 ビ ー ズ に 基 づ く 支 持 体 は 、 本 発 明 の こ の 態 様 に お け る MHRVポ リ ペ プ チ
ド の 固 定 化 に さ ら に 有 用 で あ る 。
【 ０ １ ６ １ 】
例 示 的 な 態 様 に お い て 、 試 料 中 の 抗 MHRV抗 体 の ス ク リ ー ニ ン グ は 、 単 離 さ れ た MHRVポ リ ペ
プ チ ド と 生 物 学 的 試 料 を 接 触 さ せ る こ と に よ っ て 達 成 さ れ る 。 試 料 中 の 抗 体 と MHRVタ ン パ
ク 質 と の 間 の 相 互 作 用 は 、 標 準 的 な 技 術 に よ っ て モ ニ タ ー さ れ る （ た と え ば 、 上 記 Harlow
 お よ び  Lane, 1988を 参 照 さ れ た い ） 。 抗 体 -MHRVポ リ ペ プ チ ド 複 合 体 の 検 出 は 、 試 料 が
抗 MHRV抗 体 を 含 む こ と 、 お よ び 患 者 が MHRVに 対 す る 液 性 の 反 応 を 生 じ た こ と を 示 し 、 そ の
結 果 と し て 患 者 が MHRVに 感 染 し て い る か 、 ま た は 少 な く と も MHRVに さ ら さ れ た こ と を 示 す
。
【 ０ １ ６ ２ 】
薬 学 的 組 成 物
本 発 明 は 、 MHRVポ リ ペ プ チ ド ま た は MHRVポ リ ヌ ク レ オ チ ド の う ち の 少 な く と も 1つ を 含 む
薬 学 的 組 成 物 を さ ら に 想 定 し 、 こ れ は 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 賦 形 剤 中 に 提 供 さ れ る 。 種 々 の
薬 学 的 に 許 容 さ れ る 賦 形 剤 は 、 当 技 術 分 野 に お い て 周 知 で あ る 。 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ
れ る 、 「 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 賦 形 剤 」 と い う 用 語 は 、 組 成 物 の 活 性 成 分 と 組 み 合 わ せ た 場
合 に 、 成 分 の 生 物 学 的 活 性 度 を 保 持 す る こ と が で き 、 被 験 者 の 免 疫 系 と 分 裂 的 な 反 応 を 引
き 起 こ さ な い あ ら ゆ る 物 質 を 含 む 。
【 ０ １ ６ ３ 】
例 示 的 な 薬 学 的 キ ャ リ ア は 、 非 水 溶 液 、 懸 濁 液 、 お よ び エ マ ル ジ ョ ン の 無 菌 溶 液 を 含 む 。
例 と し て 、 リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 溶 液 、 水 、 油 ／ 水 エ マ ル ジ ョ ン な ど の エ マ ル ジ ョ ン 、 お
よ び 様 々 な タ イ プ の 湿 潤 剤 な ど の 、 標 準 的 な 薬 学 的 賦 形 剤 を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な
い 。 非 水 系 溶 媒 の 例 は 、 プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 オ リ ー ブ 油 な
ど の 植 物 油 、 お よ び オ レ イ ン 酸 エ チ ル な ど の 注 射 可 能 な 有 機 エ ス テ ル で あ る 。 水 性 の キ ャ
リ ア は 、 水 、 ア ル コ ー ル 性 ／ 水 性 の 溶 液 、 エ マ ル ジ ョ ン ま た は 懸 濁 液 を 含 み 、 塩 類 お よ び
緩 衝 化 さ れ た 媒 体 を 含 む 。 非 経 口 的 な 媒 体 は 、 塩 化 ナ ト リ ウ ム 溶 液 、 リ ン ゲ ル の デ キ ス ト
ロ ー ス 、 デ キ ス ト ロ ー ス お よ び 塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 乳 酸 リ ン ゲ ル 油 ま た は 不 揮 発 性 油 を 含 む
。 経 静 脈 媒 体 は 、 液 体 お よ び 栄 養 素 補 液 、 電 解 質 補 充 薬 （ リ ン ゲ ル の デ キ ス ト ロ ー ス に 基
づ く も の な ど ） な ど を 含 む 。 ま た 、 MHRVポ リ ペ プ チ ド ま た は MHVEポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 組 成
物 は 、 本 発 明 に 従 っ て そ の 後 の 再 構 成 お よ び 使 用 の た め に 、 当 技 術 分 野 に お い て 周 知 の 手
段 を 使 用 し て 凍 結 乾 燥 さ れ て い て も よ い 。 ま た 、 リ ポ ソ ー ム に よ る デ リ バ リ ー の た め の 製
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剤 、 お よ び マ イ ク ロ カ プ セ ル 化 さ れ た MHRVポ リ ペ プ チ ド ま た は MHRVポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含
む 製 剤 も 重 要 で あ る 。 こ の よ う な 賦 形 剤 を 含 む 組 成 物 は 、 周 知 の 従 来 の 方 法 に よ っ て 処 方
さ れ る （ た と え ば 、 Remington's Pharmaceutical Sciences, Chapter 43, 14th Ed., Mac
k Publishing Col, Easton PA 18042, USAを 参 照 さ れ た い ） 。
【 ０ １ ６ ４ 】
一 般 に 、 薬 学 的 組 成 物 は 、 顆 粒 、 タ ブ レ ッ ト 、 ピ ル 、 坐 薬 、 カ プ セ ル （ た と え ば 、 経 口 デ
リ バ リ ー の た め に 適 合 さ れ た も の ） 、 ミ ク ロ ビ ー ズ 、 ミ ク ロ ス フ ィ ア 、 リ ポ ソ ー ム 、 懸 濁
液 、 軟 膏 、 ロ ー シ ョ ン そ の 他 同 種 の も の な ど の 種 々 の 形 態 で 調 製 す る こ と が で き る 。 薬 学
的 等 級 の 有 機 も し く は 無 機 の キ ャ リ ア お よ び ／ ま た は 経 口 お よ び 局 所 の 使 用 の た め に 適 し
た 希 釈 液 は 、 治 療 的 に 活 性 な 化 合 物 を 含 む 組 成 物 を 作 製 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る
。 当 技 術 分 野 に お い て 既 知 の 希 釈 液 は 、 水 性 媒 体 、 野 菜 お よ び 動 物 の 油 脂 、 安 定 化 剤 、 湿
潤 剤 、 お よ び 乳 化 剤 、 浸 透 圧 を 変 化 さ せ る た め の 塩 、 ま た は 適 切 な pH値 を 固 定 す る た め の
緩 衝 液 を 含 む 。
【 ０ １ ６ ５ 】
キ ッ ト
MHRVポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 MHRVウ イ ル ス 粒 子 、 MHRVポ リ ペ プ チ ド 、 お よ び ／ ま た は 抗 MHRV抗
体 に 特 異 的 な 試 薬 は 、 生 物 学 的 試 料 中 の MHRVポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は MHRVの 発 現 産 物 の
有 無 を 検 出 す る た め の キ ッ ト に 供 給 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 試 薬 は 、 た と え ば 、 試
料 中 の MHRV核 酸 の 検 出 の た め の ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ ま た は プ ラ イ マ ー 、 MHRVウ イ ル ス 粒
子 お よ び ／ ま た は ポ リ ペ プ チ ド の 検 出 の た め の 抗 MHRV抗 体 、 な ら び に 抗 MHRV抗 体 の 検 出 の
た め の MHRVポ リ ペ プ チ ド を 含 み 得 る 。 試 薬 は 、 標 識 さ れ た バ イ ア ル に 提 供 す る こ と が で き
る 。 ま た 、 キ ッ ト は 、 緩 衝 液 ま た は 標 識 成 分 、 な ら び に 生 物 学 的 試 料 に お け る 標 的 核 酸 、
ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は 抗 体 を （ 定 性 的 に ま た は 定 量 的 に ） 検 出 す る た め の 試 薬 を 使 用 す る
た め の 説 明 書 を 含 む こ と も で き る 。 キ ッ ト は 、 適 切 な 陽 性 対 照 、 陰 性 対 照 、 ま た は 両 方 を
さ ら に 含 む こ と も で き る 。
【 ０ １ ６ ６ 】
た と え ば 、 核 酸 プ ロ ー ブ は 、 診 断 キ ッ ト に パ ッ ク す る こ と が で き る 。 診 断 キ ッ ト は 、 1つ
ま た は 複 数 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ （ た と え ば 、 DNAま た は RNA） を 含 む こ と が で き （
こ れ は 標 識 さ れ て い て も よ い ） ； ま た は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ は 、 標 識 さ れ て い な
く て も よ く 、 標 識 す る た め の 成 分 は 、 キ ッ ト に お い て 別 々 の 容 器 内 に 含 ま れ て い て も よ い
。 ま た 、 キ ッ ト は 、 特 定 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ト コ ル 、 た と え ば 、 標 準 的 な も の
に 必 要 な そ の 他 の 適 切 に パ ッ ク さ れ た 試 薬 お よ び 物 質 、 な ら び に 試 験 を 行 う た め の 説 明 書
を 含 ん で い て も よ い 。
【 ０ １ ６ ７ 】
免 疫 診 断 に 適 し た キ ッ ト お よ び 含 有 す る 適 切 な 標 識 さ れ た 試 薬 は 、 適 切 な 容 器 に MHRVエ ピ
ト ー プ を 含 む 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は MHRVエ ピ ト ー プ に 対 す る 抗 体 を 含 む 適 切 な 材 料
を 、 ア ッ セ イ 法 を 行 う た め に 必 要 な 残 り の 試 薬 お よ び 物 質 と と も に 、 な ら び に ア ッ セ イ 法
説 明 書 の 適 切 な セ ッ ト と と も に 、 パ ッ ケ ー ジ ン グ す る こ と に よ っ て 作 製 さ れ る 。 キ ッ ト を
使 用 す る ア ッ セ イ 法 は 、 イ ン ビ ト ロ お よ び 無 細 胞 で 行 わ れ て も よ く （ た と え ば 、 イ ン ビ ト
ロ 結 合 実 験 ） 、 ま た は 細 胞 に 基 づ い た も の で あ っ て も よ い 。
【 ０ １ ６ ８ 】
MHRV複 製 の た め の 細 胞 培 養 系 お よ び 動 物 モ デ ル 系
MHRVは 、 ヒ ト 内 在 性 レ ト ロ ウ イ ル ス に 対 す る 類 似 性 を 有 す る と い う 所 見 に よ り 、 MHRVを 伝
播 す る た め の 方 法 に つ い て の 情 報 が も た ら さ れ る 。 MHRVは 、 以 下 で 詳 細 を 記 載 し た よ う に
、 配 列 解 析 に 基 づ い て HERVと 類 似 し て い る と 考 え ら れ る 。 通 常 、 MHRVを 培 養 す る た め の 適
切 な 細 胞 ま た は 細 胞 系 は 、 特 定 の 関 心 対 象 で あ る マ ク ロ フ ァ ー ジ と 同 系 統 の 細 胞 お よ び 細
胞 株 と 共 に 、 レ ト ロ ウ イ ル ス の 複 製 を 助 け る こ と が 知 ら れ て い る も の を 含 ん で い て も よ い
。 MHRV増 殖 の た め に 有 用 な 細 胞 ま た は 細 胞 株 は 、 ヒ ト 細 胞 お よ び 細 胞 株 、 な ら び に 非 ヒ ト
細 胞 お よ び 細 胞 株 を 含 み 得 る （ た と え ば 、 ブ タ 、 ラ ッ ト な ど ） 。 こ の 点 に 関 し て 有 用 な 細
胞 の 例 は 、 樹 状 細 胞 、 ラ ン ゲ ル ハ ン ス 細 胞 、 ミ ク ロ グ リ ア 細 胞 な ど の マ ク ロ フ ァ ー ジ 誘 導
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細 胞 群 、 な ら び に こ れ ら の 初 代 細 胞 群 の い ず れ か に 由 来 す る 細 胞 株 を 含 む が 、 必 ず し も こ
れ ら に 限 定 さ れ な い 。 ま た 、 腫 瘍 株 様 の マ ク ロ フ ァ ー ジ （ た と え ば 、 THP-1細 胞 ） MHRVの
培 養 に 有 用 で あ ろ う 。
【 ０ １ ６ ９ 】
ま た 、 MHRVは 、 培 養 を MHRVで 感 染 さ せ る こ と が で き る マ ク ロ フ ァ ー ジ の 初 代 培 養 に お い て
増 殖 し て も よ い 。 ま た は 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 培 養 は 、 感 染 し た 個 体 に 由 来 す る こ と も で き る
。 後 者 の 場 合 は 、 イ ン ビ ボ で 感 染 し て 、 イ ン ビ ト ロ で 継 代 さ れ る 細 胞 の 例 で あ る 。 さ ら に
、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 培 養 に 由 来 す る 細 胞 株 を 得 る た め に 、 種 々 の 不 死 化 方 法 を 使 用 す る こ と
が で き る 。 た と え ば 、 初 代 マ ク ロ フ ァ ー ジ 培 養 （ 所 望 の 個 体 群 の 栄 養 強 化 の 前 後 で ） は 、
安 定 性 を 維 持 す る た め に 、 様 々 な 細 胞 に 融 合 さ せ て も よ い 。 ま た は 、 培 養 は 、 永 久 的 も し
く は 半 永 久 的 な 細 胞 株 を 作 製 す る た め に 、 形 質 転 換 ウ イ ル ス で 感 染 し て も よ く 、 ま た は 形
質 転 換 遺 伝 子 を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し て も よ い 。 MHRVは 、 リ ン パ 腫 の 発 生 と 関 連 し て い る の
で 、 MHRVは 、 単 独 で 細 胞 を 形 質 転 換 さ せ て 、 培 養 に お け る 安 定 細 胞 系 を 産 生 す る 可 能 性 が
あ る こ と に 留 意 さ れ た い 。
【 ０ １ ７ ０ 】
上 述 し た よ う に 、 MHRVは レ ト ロ ウ イ ル ス で あ る 。 し た が っ て 、 細 胞 系 の MHRV感 染 が 、 そ の
他 の レ ト ロ ウ イ ル ス で 細 胞 を 感 染 さ せ る た め の 分 野 に お い て 既 知 の 技 術 に よ っ て 達 成 さ れ
る 可 能 性 が あ り う る 。 こ れ ら は 、 た と え ば ウ イ ル ス が 細 胞 に 侵 入 す る こ と を 可 能 に す る 条
件 下 で 、 ウ イ ル ス の 調 製 物 と 細 胞 を イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と を 含 む 。 さ ら に 、 単 離 さ れ た
ウ イ ル ス の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 細 胞 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ せ る こ と に よ り 、 ウ イ ル ス
の 産 生 を 得 て も よ い 。 ウ イ ル ス の ゲ ノ ム 核 酸 、 ま た は こ の よ う な ウ イ ル ス の ゲ ノ ム 核 酸 に
由 来 す る cDNAを 培 養 細 胞 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ せ る た め の 方 法 は 、 当 技 術 分 野 に お い
て 既 知 で あ り 、 た と え ば 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 、 お よ び DEAEデ キ ス ト ラ ン ま た は リ ン
酸 カ ル シ ウ ム で の 沈 降 を 使 用 す る 技 術 を 含 む 。 MHRV RNAの 豊 富 な 供 与 源 は 、 完 全 な ゲ ノ ム
に 対 応 す る MHRV cDNAの イ ン ビ ト ロ 転 写 を 行 う こ と に よ っ て 得 る こ と が で き る 。 こ の 材 料
で の 、 ま た は ク ロ ー ニ ン グ さ れ た MHRV cDNAの ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン は 、 ウ イ ル ス に お け
る ウ イ ル ス 複 製 お よ び イ ン ビ ト ロ に お け る 増 殖 を 生 じ る は ず で あ る 。
【 ０ １ ７ １ 】
培 養 細 胞 に 加 え て 、 動 物 モ デ ル 系 を ウ イ ル ス の 複 製 の た め に 使 用 し て も よ く 、 動 物 系 に お
け る レ ト ロ ウ イ ル ス は 、 当 業 者 に 既 知 で あ る 。 scidマ ウ ス は 、 動 物 モ デ ル の 例 で あ る 。 さ
ら に モ デ ル の 例 に は 、 霊 長 類 （ た と え ば 、 サ ル 、 チ ン パ ン ジ ー 、 オ ラ ン ウ ー タ ン 、 そ の 他
同 種 の も の ） を 含 む が 、 必 ず し も こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ １ ７ ２ 】
抗 MHRV薬 剤 の 同 定
本 発 明 は さ ら に 、 MHRVの た め の 抗 ウ イ ル ス 剤 を 同 定 す る 方 法 を 指 向 す る 。 MHRV抗 ウ イ ル ス
因 子 の 例 は 、 ウ イ ル ス を 不 活 性 化 す る も の （ た と え ば 、 使 用 前 に 機 器 ま た は 生 物 学 的 材 料
（ た と え ば 、 血 液 ） を 処 理 す る こ と に よ る ） 、 宿 主 細 胞 へ の MHRV侵 入 機 構 を 阻 害 す る も の
、 MHRV複 製 を 阻 害 す る も の 、 ま た は 他 の MHRV病 原 を 混 乱 も し く は 干 渉 す る も の を 含 む 。 関
心 対 象 で あ る 細 胞 が 死 亡 に 至 る ま で お よ び の 死 亡 を 含 む 感 染 細 胞 の 増 殖 の 阻 害 を 容 易 に す
る 薬 剤 と 共 に 、 ウ イ ル ス の 複 製 を 阻 害 す る 一 方 感 染 細 胞 の 成 長 お よ び 増 殖 を 可 能 に す る 薬
剤 は 特 に 関 心 対 象 の も の で あ る 。 MHRVは リ ン パ 腫 と 関 連 し て い る の で 、 こ れ ら が MHRVに 与
え る 影 響 に よ っ て 抗 癌 剤 と し て 作 用 す る 薬 剤 は 、 ま た 重 要 で あ る 。
【 ０ １ ７ ３ 】
本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 「 薬 剤 」 と い う 用 語 は 、 任 意 の 分 子 、 た と え ば 、 抗 MHRV活 性
の ス ク リ ー ニ ン グ に 順 応 す る タ ン パ ク 質 ま た は 医 薬 品 （ た と え ば 、 複 製 、 感 染 、 ま た は MH
RV感 染 お よ び 伝 播 の そ の 他 の 側 面 を 阻 害 す る 活 性 ） を 表 す 。 通 常 、 ア ッ セ イ 混 合 液 の 多 く
は 、 種 々 の 濃 度 に 特 異 な 反 応 を 検 出 す る た め に 異 な る 薬 剤 濃 度 で 並 列 に 行 わ れ る 。 典 型 的
に は 、 こ れ ら の 濃 度 の う ち の 1つ は 陰 性 対 照 と し て 働 き 、 す な わ ち ゼ ロ 濃 度 ま た は 検 出 レ
ベ ル 以 下 で あ る 。
【 ０ １ ７ ４ 】
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候 補 薬 剤 は 、 典 型 的 に は こ れ ら が 有 機 の 分 子 で あ る に も か か わ ら ず 、 多 く の 化 学 的 分 類 を
包 含 し 、 一 般 に 50よ り 大 き く 約 2,500ダ ル ト ン 未 満 の 分 子 量 を 有 す る 小 さ な 有 機 化 合 物 で
あ る 。 候 補 薬 剤 は 、 タ ン パ ク 質 と の 構 造 上 の 相 互 作 用 、 特 に 水 素 結 合 の た め に 必 要 な 官 能
基 を 含 み 、 典 型 的 に は 、 少 な く と も ア ミ ン 基 、 カ ル ボ ニ ル 基 、 ヒ ド ロ キ シ ル 基 、 ま た は カ
ル ボ キ シ ル 基 、 好 ま し く は 官 能 基 の う ち の 少 な く と も 2つ を 含 む 。 候 補 薬 剤 は 、 上 記 の 官
能 基 の 一 つ ま た は 複 数 で 置 換 さ れ た 環 状 の 炭 素 構 造 も し く は 複 素 環 式 構 造 お よ び ／ ま た は
芳 香 族 も し く は ポ リ 芳 香 族 構 造 を 含 む こ と が 多 い 。 ま た 、 候 補 薬 剤 は 、 以 下 の も の を 含 む
生 体 分 子 中 で 見 出 さ れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い ： ペ プ チ ド 、 サ ッ カ ラ イ ド 、 脂 肪 酸 、
ス テ ロ イ ド 、 フ ェ ロ モ ン 、 プ リ ン 、 ピ リ ミ ジ ン 、 誘 導 体 、 構 造 類 似 体 、 ま た は こ れ ら の 組
み 合 わ せ 。
【 ０ １ ７ ５ 】
候 補 薬 剤 は 、 合 成 ま た は 天 然 の 化 合 物 の ラ イ ブ ラ リ ー を 含 む 多 種 多 様 な 供 与 源 か ら 得 ら れ
る 。 た と え ば 、 多 く の 手 段 は 、 ラ ン ダ ム 化 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド お よ び オ リ ゴ ペ プ チ
ド の 発 現 を 含 む 、 多 種 多 様 な 有 機 化 合 物 お よ び 生 体 分 子 の ラ ン ダ ム 合 成 お よ び 定 方 向 合 成
に 利 用 で き る 。 ま た は 、 細 菌 、 真 菌 、 植 物 、 お よ び 動 物 の 抽 出 物 の 形 態 の 天 然 の 化 合 物 の
ラ イ ブ ラ リ ー も 、 利 用 で き 、 ま た は 容 易 に 産 生 さ れ る 。 そ の 上 、 天 然 の ま た は 合 成 的 に 作
製 さ れ た ラ イ ブ ラ リ ー お よ び 化 合 物 は 、 従 来 の 化 学 的 、 物 理 的 、 お よ び 生 化 学 的 手 段 を 介
し て 容 易 に 修 飾 さ れ 、 コ ン ビ ナ ト リ ア ル ・ ラ イ ブ ラ リ ー を 作 製 す る た め に 使 用 し て も よ い
。 既 知 の 薬 理 学 的 薬 剤 は 、 ア シ ル 化 、 ア ル キ ル 化 、 エ ス テ ル 化 、 ア ミ ジ ン 化 、 構 造 類 似 体
を 産 生 す る そ の 他 の も の な ど の 、 定 方 向 ま た は ラ ン ダ ム な 化 学 修 飾 に 供 さ れ て も よ い 。
【 ０ １ ７ ６ 】
本 発 明 に 有 用 な 種 々 の ス ク リ ー ニ ン グ 法 は 、 当 業 者 に は 既 知 で あ る 。 通 常 、 抗 ウ イ ル ス 剤
は 、 ウ イ ル ス の 複 製 を 補 助 す る 細 胞 培 養 系 に お い て 、 ウ イ ル ス の 複 製 の 阻 止 に 対 す る こ れ
ら の 効 果 に つ い て 様 々 な 濃 度 で 試 験 さ れ 、 次 い で 動 物 モ デ ル 系 に お い て 、 感 染 性 ま た は ウ
イ ル ス の 病 原 性 の 阻 害 （ お よ び 低 レ ベ ル で の 毒 性 ） に つ い て 、 試 験 さ れ る 。 方 法 の 例 に は
、 ウ イ ル ス の ID 5 0 に よ る か 、 ま た は 細 胞 プ ラ ー ク 形 成 の 誘 導 に 対 す る ウ イ ル ス の 能 力 に よ
る 薬 剤 の 効 果 を 決 定 す る た め の ア ッ セ イ 法 を 含 む が 、 必 ず し も こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ １ ７ ７ 】
本 明 細 書 に お い て 提 供 さ れ る MHRVポ リ ペ プ チ ド お よ び MHRVポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 検 出 す る た
め の 方 法 お よ び 組 成 物 は 、 こ れ ら が 細 胞 プ ラ ー ク ア ッ セ イ 法 ま た は ID 5 0 ア ッ セ イ 法 以 外 の
別 の 感 受 性 の あ る ウ イ ル ス 複 製 に 対 す る 薬 剤 の 効 果 を 検 出 す る た め の 手 段 を 提 供 す る と い
う 点 で 、 抗 ウ イ ル ス 剤 の ス ク リ ー ニ ン グ の た め に 有 用 で あ る 。
【 ０ １ ７ ８ 】
た と え ば 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ た MHRV-ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ は 、 細 胞 培 養 に お い て
産 生 さ れ る ウ イ ル ス 核 酸 の 量 を 定 量 す る た め に 使 用 し て も よ い 。 こ れ は 、 た と え ば 、 標 識
さ れ た MHRVポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ と 感 染 細 胞 の 核 酸 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ま た は
競 合 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ っ て 達 成 す る こ と が で き る 。 た と え ば 、 ま た 、 抗 MHRV抗
体 は 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ た 免 疫 ア ッ セ イ 法 を 利 用 し て 、 細 胞 培 養 に お け る MHRV抗 原 の 同
定 お よ び 定 量 の た め に 使 用 し て も よ い 。 さ ら に 、 競 合 ア ッ セ イ 法 に よ っ て 感 染 細 胞 培 養 中
の MHRV抗 原 を 定 量 す る こ と が 望 ま し の で 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ た MHRV cDNA内 に コ ー ド さ
れ る ポ リ ペ プ チ ド は 、 こ れ ら の 競 合 ア ッ セ イ 法 に お い て 有 用 で あ る 。 通 常 、 MHRV cDNAに
由 来 す る 組 換 え MHRVポ リ ペ プ チ ド は 標 識 さ れ て い る と 考 え ら れ 、 MHRVポ リ ペ プ チ ド に 対 す
る こ の 標 識 ル さ れ た ポ リ ペ プ チ ド の 結 合 の 阻 害 は 、 細 胞 培 養 系 に お い て 産 生 さ れ る 抗 原 に
よ り モ ニ タ ー さ れ る と 考 え ら れ る 。 さ ら に 、 こ れ ら の 技 術 は 、 MHRVが 細 胞 死 を 引 き 起 こ さ
ず に 細 胞 株 に お い て 複 製 す る こ と が で き る と 考 え ら れ る 場 合 に 、 特 に 有 用 で あ る 。
【 ０ １ ７ ９ 】
こ れ ら の 方 法 に よ る 有 効 性 に つ い て 試 験 さ れ る と 考 え ら れ る 抗 ウ イ ル ス 剤 は 、 当 技 術 分 野
に お い て 既 知 で あ り 、 た と え ば 、 ウ イ ル ス の 結 合 お よ び ／ ま た は 複 製 に 必 要 な ビ リ オ ン 成
分 お よ び ／ ま た は 細 胞 成 分 と 相 互 作 用 す る も の を 含 む 。 典 型 的 な 抗 ウ イ ル ス 剤 は 、 た と え
ば 、 ビ リ オ ン ポ リ メ ラ ー ゼ 阻 害 剤 お よ び ／ ま た は 前 駆 体 ポ リ ペ プ チ ド の 切 断 に 必 要 な プ ロ
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テ ア ー ゼ を 含 ん で い て も よ い 。 そ の 他 の 抗 ウ イ ル ス 剤 は 、 核 酸 と 作 用 し て ウ イ ル ス の 複 製
を 阻 止 す る も の 、 た と え ば ア ン チ セ ン ス ポ リ ヌ ク レ オ チ な ど を 含 ん で い て も よ い 。
【 ０ １ ８ ０ 】
ア ン チ セ ン ス の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 は 、 こ れ ら が ゲ ノ ム ま た は RNAの 指 定 さ れ た 領 域 に
特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が で き る 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら 構 成 さ れ 、 本 発
明 の ア ッ セ イ 法 を ス ク リ ー ニ ン グ を 介 し て 同 定 す る こ と が で き る 関 心 対 象 の 抗 MHRVウ イ ル
ス 剤 の 例 で あ る 。 ア ン チ セ ン ス ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 た と え ば 結 合 す る こ と に よ っ て mRNA
に タ ン パ ク 質 翻 訳 を 遮 断 す る と 考 え ら れ る 分 子 を 含 ん で い て も よ く 、 ま た は ト ラ ン ス ク リ
プ タ ー ゼ に よ っ て ウ イ ル ス RNAの 複 製 を 阻 止 す る 分 子 で あ っ て も よ い 。 こ れ ら は ま た 、 た
と え ば ウ イ ル ス RNAの 切 断 を 引 き 起 こ す こ と に よ り 、 ウ イ ル ス の RNAを 不 活 性 に す る 薬 剤 を
保 有 す る （ 非 共 有 結 合 に よ る 付 着 ま た は 共 有 結 合 ） 分 子 を 含 ん で い て も よ い 。 ま た 、 こ れ
ら は ウ イ ル ス の 感 染 性 、 複 製 能 力 、 ま た は 慢 性 を 増 強 し 、 お よ び ／ ま た は 必 要 と さ れ る 細
胞 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 結 合 し て も よ い 。 MHRV誘 導 さ れ た RNAに ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る で あ
ろ う ア ン チ セ ン ス 分 子 は 、 本 明 細 書 に 提 供 さ れ る MHRV cDNAの 配 列 情 報 に 基 づ い て 設 計 さ
れ て い て も よ い 。 MHRVの ア ン チ セ ン ス ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 基 づ く 抗 ウ イ ル ス 剤 は 、 高 い 特
異 性 で 結 合 す る よ う に 、 溶 解 性 が 増 大 す る よ う に 、 安 定 す る よ う に 、 お よ び 低 い 毒 性 を 有
す る よ う に 設 計 さ れ て も よ い 。 そ れ ゆ え に 、 こ れ ら は 特 定 化 し た 系 、 た と え ば リ ポ ソ ー ム
に お い て 、 ま た は 遺 伝 子 治 療 に よ っ て 送 達 さ れ て い て も よ い 。 さ ら に こ れ ら は 、 類 似 体 、
付 着 し た タ ン パ ク 質 、 塩 基 間 の 結 合 が 置 換 ま た は 変 化 さ れ た も の な ど を 含 ん で い て も よ い
。
【 ０ １ ８ １ 】
抗 MHRV活 性 を 有 す る そ の 他 の タ イ プ の 薬 剤 は 、 MHRVゲ ノ ム の 重 要 な 制 御 領 域 を 「 模 倣 」 す
る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 基 づ い て も よ く 、 こ れ は ウ イ ル ス の 感 染 性 ま た は 複 製 の 原 因 と な る
系 の 鍵 と な る 成 分 と こ れ ら が 相 互 作 用 す る こ と に よ り 、 治 療 的 で あ り う る 。
【 ０ １ ８ ２ 】
MHRV薬 剤 の 使 用
本 明 細 書 に 記 載 さ れ た と お り に 同 定 さ れ た 抗 MHRV薬 剤 、 ま た は そ の 他 の 抗 MHRV薬 剤 は 、 被
験 者 に お け る MHRV感 染 を 治 療 す る た め に 使 用 す る こ と が で き 、 こ の 場 合 「 被 験 者 」 に は 、
特 定 の 関 心 対 象 の 哺 乳 類 、 特 に ヒ ト で の MHRV感 染 に 感 受 性 の 全 て の 宿 主 を 包 含 す る 。 MHRV
は 、 逆 転 写 酵 素 お よ び プ ロ テ ア ー ゼ 酵 素 を 保 有 す る た め 、 こ れ ら の 双 方 と も が 抗 HIV治 療
の た め の 成 功 し た 標 的 で あ り 、 同 様 の 方 法 で 作 用 す る 薬 剤 は 、 MHRV感 染 の 治 療 に お け る 特
定 の 使 用 が 見 出 さ れ 得 る 。 さ ら に 、 MHRVに 関 連 し た 外 套 細 胞 リ ン パ 腫 を 有 す る 患 者 か ら 単
離 し た 血 液 マ ク ロ フ ァ ー ジ は 異 常 で あ り （ 増 殖 と 一 致 し て PCNAを 発 現 す る ） 、 イ ン ビ ト ロ
に お い て ポ リ ア ミ ン 類 似 体 に よ っ て 死 滅 さ れ る 。
【 ０ １ ８ ３ 】
「 ポ リ ア ミ ン 」 は 、 一 般 に 生 合 成 に よ り ア ミ ノ 酸 に 由 来 す る 一 群 の 脂 肪 族 直 鎖 ア ミ ン 化 合
物 の い ず れ か を い う 。 ポ リ ア ミ ン は Martonら 、 （ 1995）  Ann. Rev. Pharm. Toxicol. 35:
 55-91に お い て 概 説 さ れ て い る 。 ポ リ ア ミ ン は 、 た と え ば 天 然 に 存 在 す る ポ リ ア ミ ン ま た
は 真 核 細 胞 に お い て 天 然 に 産 生 さ れ る 天 然 の ポ リ ア ミ ン で あ る こ と が で き る 。 ポ リ ア ミ ン
の 例 は 、 プ ト レ ッ シ ン 、 ス ペ ル ミ ジ ン 、 ス ペ ル ミ ン 、 お よ び カ ダ ベ リ ン を 含 む 。 「 ポ リ ア
ミ ン 類 似 体 」 は 、 一 般 に ス ペ ル ミ ン お よ び ／ ま た は ス ペ ル ミ ジ ン 、 な ら び に こ れ ら の 前 駆
体 の ジ ア ミ ン プ ト レ ッ シ ン な ど の 天 然 に 存 在 す る ポ リ ア ミ ン と 構 造 的 に 同 様 で あ る が 、 同
一 で は な い 有 機 カ チ オ ン を い う 。 ポ リ ア ミ ン 類 似 体 は 、 分 岐 も し く は 非 分 岐 、 ま た は 組 み
込 ま れ た 環 状 部 分 で あ る こ と も で き る 。 ポ リ ア ミ ン 類 似 体 の 例 と し て は 、 N 1 ,N 1 4 -ジ エ チ
ル ホ モ -ス ペ ル ミ ン （ DEHSPM） お よ び N 1 ,N 1 2 -ジ エ チ ル ス ペ ル ミ ン （ DESPM） が 挙 げ ら れ る
が 、 こ れ に 限 定 さ れ な い 。 た と え ば 、 一 級 ア ミ ノ 基 を 含 む ポ リ ア ミ ン を 開 示 す る 国 際 公 開
公 報 第 98/17624号 お よ び 米 国 特 許 第 5,541,230号 、 米 国 特 許 第 5,037,846号 、 お よ び 第 5,24
2,947号 を 参 照 さ れ た い 。 ポ リ ア ミ ン 類 似 体 で あ っ て 、 ポ リ ア ミ ン 類 似 体 の 全 て の 窒 素 原
子 が 独 立 し て 二 級 、 三 級 、 ま た は 四 級 ア ミ ノ 基 で あ る も の が 特 に 好 ま し い 。
【 ０ １ ８ ４ 】
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MHRVの 治 療 に お い て 使 用 に 適 し た ポ リ ア ミ ン 類 似 体 、 な ら び に 製 剤 、 組 成 物 、 お よ び デ リ
バ リ ー の 方 法 の 考 察 に つ い て は 、 た と え ば PCT国 際 公 開 広 報 第 99/21542号 を 参 照 さ れ た い
。 い ず れ の 適 切 な ポ リ ア ミ ン 類 似 体 、 ま た は そ の 立 体 異 性 体 、 塩 も し く は 被 保 護 誘 導 体 （
ま た は ポ リ ア ミ ン 類 似 体 の 有 効 な 量 を 含 む 組 成 物 、 ま た は そ の 立 体 異 性 体 、 塩 も し く は 被
保 護 誘 導 体 ） も 、 一 般 に 製 造 業 者 の ／ 供 給 者 の 説 明 書 に 従 っ て 投 与 し て も よ い 。 通 常 、 ポ
リ ア ミ ン 類 似 体 は 、 皮 下 ま た は 静 脈 の 注 射 に よ っ て 投 与 さ れ る 。 ま た 、 こ れ ら は 、 経 口 的
に 投 与 さ れ て い て も よ い 。
【 ０ １ ８ ５ 】
投 与 さ れ る ポ リ ア ミ ン 類 似 体 （ ま た は そ の 立 体 異 性 体 、 塩 も し く は 被 保 護 誘 導 体 ） の 量 は
、 使 用 さ れ る 特 定 の 類 似 体 （ ま た は 立 体 異 性 体 、 塩 も し く は 保 護 薬 誘 導 体 ） 、 投 与 の 時 間
経 過 、 固 体 の 症 状 、 所 望 の 目 的 、 疾 患 の 程 度 、 ど の 程 度 の 用 量 が 投 与 さ れ る か 、 お よ び そ
の 他 の 物 質 が 投 与 さ れ て い る ど う か な ど の い く つ か の 変 数 に 依 存 す る と 考 え ら れ る 。 通 常
、 使 用 さ れ る 量 は 、 製 造 業 者 に よ っ て 推 奨 さ れ る も の 、 お よ び ／ ま た は 経 験 的 な 研 究 に 基
づ い た も の で あ る と 考 え ら れ る 。 ポ リ ア ミ ン 類 似 体 （ ま た は そ の 立 体 異 性 体 、 塩 、 も し く
は 被 保 護 誘 導 体 ） の 場 合 、 量 は 、 一 般 に 約 1～ 約 300mg／ m 2 ／ 日 、 可 能 な ら ば 約 15～ 約 150m
g／ m 2 ／ 日 で あ る と 考 え ら れ る 。 投 与 は 、 一 般 に 間 欠 性 で あ り 、 類 似 体 （ ま た は そ の 立 体
異 性 体 、 塩 、 も し く は 被 保 護 誘 導 体 ） が 、 少 な く と も 1～ 2日 の 期 間 あ た り に 投 与 さ れ 、 次
い で 少 な く と も 1～ 2日 の 期 間 は 投 与 さ れ ず 、 こ の サ イ ク ル が 示 さ れ た と お り に 繰 り 返 さ れ
る 。 一 つ の 態 様 に お い て 、 ポ リ ア ミ ン 類 似 体 （ ま た は そ の 立 体 異 性 体 、 塩 、 も し く は 誘 導
体 ） は 、 3週 ご と に 6日 間 で あ る 。
【 ０ １ ８ ６ 】
投 与 の 経 路 は 、 一 般 に 使 用 さ れ る 特 定 の ポ リ ア ミ ン 類 似 体 （ ま た は 、 立 体 異 性 体 、 塩 も し
く は 被 保 護 誘 導 体 ） の 性 質 に 依 存 す る と 考 え ら れ 、 た と え ば 、 経 口 ま た は 注 射 （ 皮 下 ま た
は 静 脈 内 ） に よ っ て で あ っ て も よ い 。 投 与 は 、 一 般 に 静 脈 ま た は 皮 下 注 射 に よ っ て な さ れ
る 。
【 ０ １ ８ ７ 】
通 常 、 ポ リ ア ミ ン 類 似 体 （ ま た は 立 体 異 性 体 、 塩 も し く は 被 保 護 誘 導 体 ） 、 ま た は ポ リ ア
ミ ン 合 成 経 路 、 ポ リ ア ミ ン 代 謝 、 お よ び ／ ま た は ス ペ ル ミ ン の 細 胞 内 濃 度 維 持 を 妨 げ る そ
の 他 の 適 切 な 薬 剤 は 、 適 切 な 薬 学 的 賦 形 剤 を 含 む 組 成 物 に お い て 投 与 さ れ る 。 薬 学 的 賦 形
剤 は 、 当 技 術 分 野 に お い て 既 知 で あ り 、 Remington's' Pharmaceutical Sciences, 18th e
dition, Mack Publishing （ 1990） に 記 載 さ れ て い る 。 ま た 、 ポ リ ア ミ ン 類 似 体 は 、 マ ク
ロ フ ァ ー ジ に 対 す る 薬 剤 デ リ バ リ ー を 容 易 に す る か 、 ま た は マ ク ロ フ ァ ー ジ に 対 す る 薬 剤
の 特 異 性 を 増 大 す る 別 の 物 質 と 結 合 さ れ て い て も よ い 。 た と え ば 、 薬 剤 は 、 リ ポ ソ ー ム に
結 合 さ れ て い て も よ い 。 リ ポ ソ ー ム は 、 当 技 術 分 野 に お い て 既 知 で あ る 。 そ し て ま た 、 リ
ポ ソ ー ム は 、 IgGFc受 容 体 な ど の タ ー ゲ テ ィ ン グ 物 質 と 結 合 さ れ て も よ い 。 ザ イ モ サ ン ま
た は テ ト ラ ク ロ ロ デ カ オ キ シ ジ ェ ン （ TCDO） な ど の マ ク ロ フ ァ ー ジ 食 作 用 お よ び ／ ま た は
MCSF、 GMCSF、 も し く は IL-3な ど の 活 性 化 を 増 大 さ せ る 物 質 は 、 抗 増 殖 剤 の 取 込 み を 増 大
さ せ る た め に 使 用 し て も よ い 。
【 ０ １ ８ ８ 】
抗 MHRV薬 剤 の 投 与 と 組 み 合 わ せ て （ 投 与 の 前 、 投 与 と 共 に 、 ま た は 投 与 後 に ） 、 そ の 他 の
薬 剤 を 投 与 す る こ と も で き る 。
【 ０ １ ８ ９ 】
MHRVの 弱 毒 化 さ れ た 株 の 調 製
上 記 に 加 え て 、 組 織 培 養 系 お よ び ／ ま た は 動 物 モ デ ル 系 を 利 用 し て 、 MHRVの 弱 毒 化 株 を 構
築 お よ び ／ ま た は 単 離 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 株 は 、 ワ ク チ ン の た め に 、 ま た は ウ イ
ル ス 抗 原 の 単 離 の た め に 適 し て い る と 考 え ら れ る 。
【 ０ １ ９ ０ 】
弱 毒 化 株 は 、 細 胞 培 養 お よ び ／ ま た は 動 物 モ デ ル に お け る 多 数 の 継 代 後 に 単 離 す る こ と が
で き る 。 感 染 細 胞 ま た は 感 染 個 体 に お け る 弱 毒 化 株 の 検 出 は 、 当 技 術 分 野 に お い て 既 知 の
技 術 に よ っ て 達 成 す る こ と が で き 、 た と え ば 、 プ ロ ー ブ と し て MHRVに お い て コ ー ド さ れ る
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1つ ま た は 複 数 の エ ピ ト ー プ に 対 す る 抗 体 を 使 用 す る こ と 、 ま た は プ ロ ー ブ と し て 少 な く
と も 約 8ヌ ク レ オ チ ド の MHRV配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 使 用 す る こ と を 含 み う る 。
【 ０ １ ９ １ 】
ま た は 、 も し く は さ ら に 、 弱 毒 化 株 は 、 本 明 細 書 に 提 供 し た MHRVの ゲ ノ ム 情 報 を 利 用 し て
、 お よ び 組 換 え 技 術 を 利 用 し て 構 築 さ れ て も よ い 。 通 常 、 た と え ば 病 原 性 に 関 連 し た ポ リ
ペ プ チ ド を コ ー ド す る ゲ ノ ム 領 域 を 欠 失 さ せ る こ と に よ っ て 、 MHRVの 欠 失 突 然 変 異 体 が 生
成 さ れ る と 考 え ら れ る が 、 ワ ク チ ン 注 射 し た 宿 主 に MHRV抗 原 に 対 す る 有 効 な 免 疫 応 答 を 生
じ さ せ る た め に 、 少 な く と も あ る レ ベ ル の ウ イ ル ス 複 製 が で き る よ う に す る 。 さ ら に 、 ゲ
ノ ム 構 築 に よ り 、 MHRVに 対 す る 中 和 抗 体 を 引 き 起 こ す エ ピ ト ー プ を 発 現 す る こ と が で き る
と 考 え ら れ る 。 次 い で 、 変 質 さ れ た ゲ ノ ム を 、 細 胞 を 形 質 転 換 さ せ る た め に 利 用 す る こ と
が で き 、 こ れ に よ り MHRV複 製 が 可 能 と な り 、 ウ イ ル ス 複 製 を 可 能 に す る 条 件 下 で 細 胞 を 培
養 し た 。
【 ０ １ ９ ２ 】
ワ ク チ ン と し て の こ れ ら の 使 用 に 加 え て 、 弱 毒 化 MHRV株 は 、 ウ イ ル ス 抗 原 の 商 業 的 に 産 生
す る た め の 供 与 源 と し て 使 用 す る こ と も で き る 。 ワ ク チ ン 目 的 の た め の 弱 毒 化 ウ イ ル ス は
、 た と え ば 初 代 マ ク ロ フ ァ ー ジ に 感 染 す る 形 態 で 、 MHRVに 感 染 し た 、 病 気 に か か っ た 個 体
、 対 病 気 に か か っ て い な い 個 体 の 研 究 に よ っ て 定 義 さ れ た 抗 原 性 部 位 を 含 み 得 る 。 次 い で
、 こ の よ う な 抗 原 構 造 を 、 ワ ク チ ン に 使 用 す る た め に 、 発 現 さ せ て 単 離 す る こ と が で き る
。
【 ０ １ ９ ３ 】
MHRVに 基 づ く ウ イ ル ス ベ ク タ ー
MHRVゲ ノ ム は 、 ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 た と え ば 関 心 対 象 の 遺 伝 子 産 物 を コ ー ド す る 組 換 え 核
酸 の 操 作 お よ び 移 動 の た め の 組 換 え MHRVベ ク タ ー を 作 製 す る た め に 使 用 で き る シ ャ ト ル ベ
ク タ ー の ベ ー ス と し て 使 用 す る こ と が で き る 。 一 つ の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の MHRVベ ク タ
ー は 、 関 心 対 象 の 核 酸 の 挿 入 お よ び ラ イ ゲ ー シ ョ ン を 容 易 に す る た め に 、 ク ロ ー ニ ン グ サ
イ ト 、 好 ま し く は マ ル チ ク ロ ー ニ ン グ サ イ ト を 含 む よ う に 修 飾 さ れ た 全 て ま た は 一 部 の MH
RVゲ ノ ム を 含 み 、 こ れ に よ り 制 限 部 位 、 好 ま し く は 独 特 の 制 限 部 位 が 提 供 さ れ る 。 本 明 細
書 に お い て 使 用 さ れ る 「 制 限 部 位 」 は 、 限 定 酵 素 に よ っ て 認 識 お よ び 切 断 さ れ る 核 酸 配 列
を い う 。 一 つ の 態 様 に お い て 、 関 心 対 象 の 遺 伝 子 産 物 を コ ー ド す る 核 酸 は 、 こ の 核 酸 は MH
RVゲ ノ ム と は 異 種 性 （ す な わ ち 、 核 酸 は 、 MHRVゲ ノ ム に お い て 通 常 見 出 さ れ な い ） で あ り
、 天 然 に 存 在 し 、 好 ま し く は MHRVゲ ノ ム に 独 特 な 制 限 部 位 に 挿 入 さ れ る 。 好 ま し く は 、 関
心 対 象 の 核 酸 は 、 宿 主 細 胞 に MHRVベ ク タ ー を 導 入 す る こ と に よ り 、 宿 主 細 胞 （ イ ン ビ ト ロ
ま た は イ ン ビ ボ ） に お い て コ ー ド す る 遺 伝 子 産 物 の 発 現 を も た ら す た め に 、 ベ ク タ ー に 機
能 的 に 挿 入 さ れ る 。
【 ０ １ ９ ４ 】
一 つ の 態 様 に お い て 、 適 切 な 宿 主 細 胞 に お け る 組 換 え MHRVベ ク タ ー の 発 現 に よ り 、 複 製 適
格 性 組 換 え MHRVウ イ ル ス 粒 子 を 提 供 し 、 こ れ に よ り 、 関 心 対 象 の 遺 伝 子 産 物 を コ ー ド す る
配 列 を 含 む よ う に 修 飾 さ れ る 。 関 心 対 象 の 核 酸 が 導 入 さ れ た ク ロ ー ニ ン グ サ イ ト お よ び ／
ま た は 組 換 え 体 は 、 任 意 の 適 切 な 部 位 で MHRVゲ ノ ム に 挿 入 す る こ と が で き る 。 特 定 の 態 様
に お い て 、 ク ロ ー ン ニ ン グ サ イ ト お よ び ／ ま た は 組 換 え 核 酸 は 、 MHRVゲ ノ ム pol領 域 に 隣
接 し て 挿 入 さ れ る 。
【 ０ １ ９ ５ 】
も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 MHRVベ ク タ ー は 、 た と え ば 、 欠 失 ま た は そ の 他 の 修 飾 に よ っ て
Gagエ ン ベ ロ ー プ タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 配 列 、 ポ リ メ ラ ー ゼ （ pol） を コ ー ド す る 配 列 、
ま た は 両 方 と も を 機 能 さ せ て 複 製 欠 損 に さ れ て い る 。 特 定 の 態 様 に お い て 、 ク ロ ー ニ ン グ
サ イ ト お よ び ／ ま た は 組 換 え 核 酸 は 、 ポ リ メ ラ ー ゼ を コ ー ド す る 配 列 を 破 壊 す る よ う に MH
RVゲ ノ ム の pol領 域 に 挿 入 さ れ る 。 次 い で 、 遺 伝 子 産 物 を コ ー ド す る 配 列 を 含 む よ う に 、
複 製 欠 損 ベ ク タ ー を 修 飾 す る 。 次 い で 、 MHRVウ イ ル ス 粒 子 の 産 生 の た め に 必 要 と さ れ る 必
要 な ウ イ ル ス 成 分 を 発 現 （ 構 成 的 に 、 ま た は 誘 導 性 に ） す る よ う に 修 飾 さ れ た パ ッ ケ ー ジ
ン グ 細 胞 （ 一 般 に 哺 乳 類 細 胞 ） 、 た と え ば 、 組 換 え MHRVベ ク タ ー の 修 飾 さ れ た エ レ メ ン ト
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を 補 う た め に 必 要 な も の と し て MHRV gag、 MHRV pol、 ま た は 両 方 共 を 発 現 す る 細 胞 に 、 複
製 欠 損 MHRVベ ク タ ー を 導 入 す る こ と に よ っ て 、 組 換 え MHRV粒 子 を イ ン ビ ト ロ に お い て 産 生
さ せ る 。 こ の 修 飾 さ れ た 組 換 え 宿 主 細 胞 に お け る MHRVベ ク タ ー の 共 発 現 に よ り 、 ウ イ ル ス
粒 子 の 産 生 を 生 じ 、 次 い で こ れ を 単 離 し て （ た と え ば 、 上 清 か ら ） 、 標 的 細 胞 を 感 染 さ せ
る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ９ ６ 】
組 換 え MHRVベ ク タ ー に 挿 入 す る た め の 組 換 え 核 酸 は 、 関 心 対 象 の 任 意 の 遺 伝 子 産 物 を コ ー
ド す る 関 心 対 象 の 任 意 の 核 酸 で あ り 得 る 。 MHRVベ ク タ ー ま た は MHRVウ イ ル ス 粒 子 は 、 イ ン
ビ ト ロ （ た と え ば 、 エ キ ソ ビ ボ 治 療 法 ） ま た は イ ン ビ ボ の い ず れ か に お い て 宿 主 細 胞 を 修
飾 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 た と え ば 、 本 発 明 の 組 換 え MHRVウ イ ル ス 粒 子 は 、 イ
ン ビ ボ に お い て 、 患 者 が 欠 損 し て い る か 、 ま た は 患 者 が 治 療 的 な 利 益 を 得 ら れ る で あ ろ う
任 意 の 可 溶 性 タ ン パ ク 質 を 長 期 間 分 泌 す る 目 的 で 、 宿 主 細 胞 に お け る 産 生 の た め の 分 泌 さ
れ た ポ リ ペ プ チ ド を 送 達 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 た と え ば 、 自 己 血 か ら 調 製 し
た マ ク ロ フ ァ ー ジ に 血 液 凝 固 （ た と え ば 、 第 VIII因 子 ） を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 送 達 す る た
め に 組 換 え MHRV粒 子 を 使 用 す る こ と が で き 、 こ の 修 飾 さ れ た マ ク ロ フ ァ ー ジ を 第 VIII因 子
の 供 与 源 を 提 供 す る た め に 宿 主 へ 注 入 し て 戻 し 、 こ れ に よ り 血 友 病 を 軽 減 す る こ と が で き
る 。
【 ０ １ ９ ７ 】
組 換 え MHRVベ ク タ ー お よ び 組 換 え MHRVウ イ ル ス 粒 子 は 、 現 在 遺 伝 子 治 療 に お い て 使 用 さ れ
て い る 大 多 数 の レ ト ロ ウ イ ル ス で は 共 有 し な い 特 徴 で あ る 、 非 分 裂 細 胞 、 た と え ば 非 分 裂
マ ク ロ フ ァ ー ジ に MHRVが 効 率 的 に 感 染 す る と い う 点 で 、 特 に 遺 伝 子 デ リ バ リ ー 媒 体 と し て
魅 力 的 で あ る 。 し た が っ て 、 組 換 え MHRVベ ク タ ー お よ び 組 換 え MHRVウ イ ル ス 粒 子 は 、 こ の
よ う な 非 分 裂 細 胞 、 た と え ば マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 幹 細 胞 な ど に 対 す る 、 ま た は 非 分 裂 細 胞 を
経 た 遺 伝 子 産 物 の デ リ バ リ ー に お け る 特 定 の 使 用 が 見 出 さ れ る と 考 え ら れ る 。
【 ０ １ ９ ８ 】
寄 託
以 下 の ウ イ ル ス の 生 物 学 的 に 純 粋 な 培 養 物 の 寄 託 は 、 本 出 願 の 出 願 日 の 期 日 も し く は 期 日
以 前 に ブ タ ベ ス ト 条 約 の 規 定 の も と に 、 ア メ リ カ ン ・ タ イ プ ・ カ ル チ ャ ー ・ コ レ ク シ ョ ン
、 10801 University Blvd., Manassa, VA 201110-2209で な さ れ た 。 示 し た ア ク セ ッ シ ョ
ン 番 号 が 、 生 存 率 検 定 が 成 功 し た 後 に 割 り 当 て ら れ 、 必 要 な 手 数 料 を 支 払 っ た 。 前 記 培 養
物 へ の ア ク セ ス は 、 特 許 出 願 の 係 属 す る 間 、 こ の よ う な 37 C.F.R.§ 1.14お よ び 35 U.S.C.
§ 122の 下 で 、 長 官 に よ っ て 権 利 が 与 え ら れ る こ と が 決 定 さ れ た も の に 利 用 で き る 。 公 衆
に 対 す る こ の 培 養 の 有 効 性 に お け る 全 て の 制 限 は 、 本 出 願 に 基 づ い た 特 許 の 付 与 の 際 に 、
取 り 消 し で き な い よ う に 除 去 さ れ る 。 さ ら に 、 指 定 さ れ た 寄 託 は 、 寄 託 の 日 か ら 30年 間 、
も し く は 寄 託 の 最 後 の 要 請 の 後 の 5年 間 ； ま た は 、 米 国 特 許 の 実 施 可 能 な 期 間 の い ず れ か
長 い 期 間 維 持 さ れ る で あ ろ う 。 培 養 物 は 、 成 育 不 能 に な る か 、 も し く は 不 注 意 に 破 壊 さ れ
る か 、 ま た は プ ラ ス ミ ド を 含 有 す る 株 の 場 合 、 そ の プ ラ ス ミ ド を 失 わ れ た 場 合 、 同 じ 分 類
学 上 の 記 載 の 生 存 可 能 な 培 養 物 と 置 換 さ れ る で あ ろ う 。
【 ０ １ ９ ９ 】
こ れ ら の 寄 託 は 単 に 当 業 者 に 対 す る 便 宜 の み と し て 提 供 さ れ 、 寄 託 が 必 要 で あ る こ と の 承
認 で は な い 。 寄 託 す る 物 質 を 作 製 す る 、 使 用 す る 、 ま た は 販 売 す る た め に ラ イ セ ン ス を 必
要 と し て も よ く 、 こ の よ う な ラ イ セ ン ス は 、 本 明 細 書 に よ っ て は 付 与 さ れ な い 。 以 下 の 寄
託 は 、 ATCCに よ っ て 本 出 願 の 出 願 日 の 期 日 も し く は 期 日 以 前 に 受 け 取 ら れ た 。
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ０ ０ 】
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実 施 例
以 下 の 実 施 例 は 、 本 発 明 を 製 作 し 使 用 す る 方 法 の 完 全 な 開 示 お よ び 説 明 を 、 当 業 者 に 提 供
す る た め に 提 示 さ れ 、 こ れ ら の 発 明 に 関 し て 本 発 明 の 範 囲 を 限 定 す る こ と は 企 図 さ れ ず 、
ま た は 、 こ れ ら は 以 下 の 実 験 が 全 て で あ る こ と 、 も し く は 行 っ た 実 験 の み で あ る こ と を 表
す こ と は 企 図 さ れ な い 。 使 用 し た 数 （ た と え ば 、 量 、 温 度 、 分 子 量 ） に 関 し て 、 正 確 さ を
保 証 す る た め の 努 力 を し た が 、 一 部 の 実 験 誤 差 お よ び 偏 差 は 予 期 さ れ る べ き で あ る 。 一 方
、 示 さ れ な い 限 り 、 部 は 、 重 量 部 で あ っ て 、 分 子 量 は 、 重 量 平 均 分 子 量 で あ り 、 温 度 は 、
摂 氏 度 で あ り 、 圧 力 は 大 気 圧 ま た は 大 気 圧 に 近 い 圧 力 で あ る 。
【 ０ ２ ０ １ 】
実 施 例 1： 循 環 す る 活 性 化 さ れ た マ ク ロ フ ァ ー ジ を 有 す る 、 リ ン パ 腫 を 有 す る 患 者
AIDS痴 呆 の 患 者 の 血 液 に お い て 、 活 性 化 さ れ た マ ク ロ フ ァ ー ジ が 以 前 に 同 定 さ れ て い る （
Pulliamら 、 Lancet 349: 692-695 （ 1997） ） 。 予 備 研 究 に お い て 、 リ ン パ 腫 の 患 者 は 、
高 側 面 分 散 （ CD14発 現 細 胞 の 流 動 細 胞 光 散 乱 ） お よ び CD69な ど の 活 性 化 マ ー カ ー に よ っ て
「 活 性 化 さ れ た 」 よ う に 見 え る 異 常 な 循 環 マ ク ロ フ ァ ー ジ を 有 す る こ と に も 留 意 さ れ た い
。 こ れ ら の マ ク ロ フ ァ ー ジ の 研 究 で は 、 こ れ ら が 活 性 化 か つ 増 殖 し て い た こ と が 示 さ れ 、
増 殖 マ ー カ ー PCNA、 Ki-67で 染 色 さ れ た 。 ま た 、 こ れ ら の 細 胞 は 増 殖 す る 細 胞 の 特 徴 で あ
る 、 ブ ロ モ デ オ キ シ ウ リ ジ ン の 取 り 込 み を し た 。
【 ０ ２ ０ ２ 】
AIDSリ ン パ 腫 お よ び 非 AIDSリ ン パ 腫 の 患 者 に 由 来 す る 末 梢 血 CD14細 胞 の PCNA染 色 の 割 合 （
％ ） の 概 要 を 、 実 験 室 の 研 究 者 に 由 来 す る 血 液 と 比 較 し て 図 2に 示 す 。 PCNA染 色 は 、 AIDS
お よ び 非 AIDSリ ン パ 腫 の 患 者 か ら 得 ら れ た 全 血 形 態 、 な ら び に 実 験 室 の 研 究 者 対 照 に よ っ
て 達 成 し た 。 末 梢 血 単 核 細 胞 を 試 料 か ら 単 離 し 、 当 技 術 分 野 に お い て 周 知 の 方 法 に し た が
っ て 細 胞 を 固 定 し 、 透 過 化 処 理 し 、 抗 PCNA抗 体 で 染 色 し た 。 細 胞 上 の CD14の 染 色 を 対 照 と
し て 使 用 し た 。 CD14の 細 胞 の 背 景 以 上 の PCNAの 割 合 （ ％ ） を 、 算 出 し て プ ロ ッ ト し た 。 対
照 （ n=13） 、 HIV非 ホ ジ キ ン リ ン パ 腫 （ NHL） （ n=16） 、 非 HIV-NHL（ n=18） に つ い て 得 ら
れ る 値 を そ れ ぞ れ 算 出 し た 。 陽 性 値 を 与 え る た め の カ ッ ト オ フ と し て 、 30%の PCNA+値 を 使
用 し た 。 図 2に 示 し た よ う に 、 AIDSお よ び 非 AIDSリ ン パ 腫 の 患 者 は 、 こ れ ら の 血 液 に お い
て 、 対 照 （ 年 齢 25～ 45） 実 験 室 研 究 者 よ り も 高 頻 度 で PCNA+CD14細 胞 が 上 昇 し た （ ＞ 30%、
そ れ ぞ れ p=0.03、 0.006） 。 最 も 高 い レ ベ ル の PCNA+CD14細 胞 の 患 者 の 研 究 で は 、 彼 ら が 無
痛 性 の 慢 性 リ ン パ 腫 （ 濾 胞 性 リ ン パ 腫 、 外 套 細 胞 リ ン パ 腫 、 菌 状 息 肉 腫 ） を 有 す る こ と が
明 ら か と な っ た 。 ま た 、 こ れ ら の PCNA+マ ク ロ フ ァ ー ジ は 、 AIDSリ ン パ 腫 組 織 検 体 に お い
て も 観 察 さ れ た 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
マ ク ロ フ ァ ー ジ ま た は マ ク ロ フ ァ ー ジ 様 細 胞 が 増 殖 の 証 拠 を 示 し た か ど う か を 決 定 す る た
め に 、 非 AIDS濾 胞 性 リ ン パ 腫 検 体 に お い て 研 究 を 行 っ た 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
図 3は 、 有 糸 分 裂 を 経 て い る 低 級 濾 胞 性 リ ン パ 腫 に お け る 濾 胞 樹 状 細 胞 を 含 む 組 織 切 片 を
示 し 、 病 原 体 の 増 殖 に 対 す る こ の 細 胞 群 の 能 力 を 示 唆 し て い る 。 さ ら に 、 有 糸 分 裂 の 図 は
悪 性 の 症 候 で あ る と 考 え ら れ る 異 常 の 三 極 で あ る 。 こ れ ら の デ ー タ は 、 潜 在 的 に マ ク ロ フ
ァ ー ジ 様 細 胞 は 非 AIDSリ ン パ 腫 に お い て 同 定 さ れ 得 る こ と を 示 唆 す る 。
【 ０ ２ ０ ５ 】
実 施 例 2： 新 規 ヒ ト レ ト ロ ウ イ ル ス の MHRVの 特 徴 づ け
AIDSリ ン パ 腫 に お い て 記 載 さ れ た も の と 一 致 す る 特 徴 を 有 す る マ ク ロ フ ァ ー ジ を 含 む 非 ホ
ジ キ ン リ ン パ 腫 の イ ン デ ッ ク ス ケ ー ス を 、 ウ イ ル ス 単 離 の 試 み に お い て 利 用 し た 。 こ の 外
套 細 胞 リ ン パ 腫 の 組 織 学 は 図 4に 示 す 。 ウ イ ル ス の 単 離 お よ び 培 養 の た め の プ ロ ト コ ル は
、 以 下 の 通 り で あ っ た 。
【 ０ ２ ０ ６ 】

外 套 組 織 球 レ ト ロ ウ イ ル ス （ MHRV） は 、 ヒ ト マ ク ロ フ ァ ー ジ に お い て 培 養 し 、 解 析 の た め
に 培 養 細 胞 お よ び 培 地 か ら 回 収 し た 。 使 用 し た プ ロ ト コ ル は 、 以 下 に 記 載 す る 。
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【 ０ ２ ０ ７ 】
1） オ リ ジ ナ ル の 外 套 細 胞 リ ン パ 腫 物 質 は 、 Herndier博 士 に よ っ て 同
定 さ れ 、 彼 は 、 HIVリ ン パ 腫 と 関 連 し た マ ク ロ フ ァ ー ジ と 比 較 し て 、 こ の 組 織 に お い て 観
察 さ れ る 超 微 細 構 造 の 類 似 に 基 づ い て 、 候 補 組 織 の 可 能 性 が あ る も の と し て MCL-1（ 患 者 L
L） を 同 定 し た 。 患 者 は 、 HIV、 HBV、 お よ び HCVに 対 し て 陰 性 の 51歳 の 老 人 で あ っ た 。
【 ０ ２ ０ ８ 】
2） 血 液 は 、 ス タ ン フ ォ ー ド 血 液 セ ン タ ー か ら 得 た 。 血 液 を 抜 き
、 調 製 し て 、 室 温 で 一 晩 貯 蔵 し た 。 次 い で 、 翌 朝 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ を 次 の よ う に 血 液 か ら
得 た 。 バ ッ グ を 開 け て 、 同 体 積 の DPBS（ 30ml） を 血 液 に 添 加 し た 。 希 釈 血 液 を 50mlの 遠 心
管 に 入 れ 、 14mlの パ ー コ ー ル （ 1.087g／ ml） を 血 液 下 に ピ ペ ッ ト で 移 し た 。 次 い で 、 こ れ
を 1800 RPMで 30分 間 遠 心 分 離 し た 。
【 ０ ２ ０ ９ 】
一 番 上 の 血 漿 層 を 捨 て 、 中 間 の 細 胞 層 を 除 去 し て 清 潔 な 50mlの 遠 心 管 に 配 置 し た 。 DPBS（
ダ ル ベ ッ コ の リ ン 酸 緩 衝 食 塩 水 ） を 50mlの 総 容 積 に 添 加 し て 、 調 製 物 を 1400 RPMで 10分 間
室 温 に お い て 遠 心 分 離 し た 。 上 清 を 除 去 し て 、 細 胞 ペ レ ッ ト を 清 潔 な チ ュ ー ブ に 配 置 し 、
10%の ウ シ 胎 児 血 清 を 含 む 25mlの IMDM培 地 に 再 懸 濁 し た 。 次 い で 、 再 懸 濁 し た 細 胞 を ウ シ
胎 児 血 清 と 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し て 150mmの ガ ラ ス ペ ト リ プ レ ー ト に 配 置 し た 。 細 胞 は 、
ペ ト リ プ レ ー ト 上 で 1.5～ 2時 間 、 加 湿 し た CO 2 イ ン キ ュ ベ ー タ ー 内 で 37℃ に お い て イ ン キ
ュ ベ ー ト し た 。
【 ０ ２ １ ０ 】
イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 培 地 を 吸 引 し て 、 接 着 細 胞 を ペ ト リ 皿 に お い て DPBSで 3回 洗 浄 し
た 。 次 い で 、 接 着 細 胞 を 10mlの DPBS中 で 掻 爬 し て 、 清 潔 な 50mlの 遠 心 管 へ 移 し た 。 DPBSの
体 積 を 50mlに 増 加 し て 、 細 胞 を 1200 RPMで 10分 間 遠 心 分 離 し た 。 遠 心 後 、 細 胞 ペ レ ッ ト を
25mlの 培 地 に 再 懸 濁 し て T75フ ラ ス コ へ 移 し た 。 次 い で 、 細 胞 を 加 湿 し た CO 2 イ ン キ ュ ベ ー
タ ー 内 で 37℃ に お い て 培 養 し た 。 そ れ ぞ れ 30mlの 血 液 か ら 、 2つ の T75フ ラ ス コ に マ ク ロ フ
ァ ー ジ を ま い た 。
【 ０ ２ １ １ 】

外 套 細 胞 リ ン パ 腫 （ MCL-1） の 患 者 の LL由 来 の 凍 結 組 織 を 3回 凍 結 融 解 し 、
マ ク ロ フ ァ ー ジ を ま い て か ら 1～ 2日 後 の T75フ ラ ス コ に 可 溶 化 液 （ 約 10 7 細 胞 ） を 添 加 し た
。 可 溶 化 液 は 、 直 接 細 胞 上 の 培 地 に 添 加 し て 、 細 胞 と 共 に 24時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 イ
ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 期 間 の 後 、 細 胞 を DPBSで 洗 浄 し 、 次 い で 15mlの 培 地 を 細 胞 上 に 入 れ た 。
培 地 は 、 毎 週 交 換 し た 。
【 ０ ２ １ ２ 】
MHRV増 殖 の た め の 物 質 を 得 る た め に 、 培 地 を 細 胞 か ら 吸 引 し 、 5mlの 新 し い 培 地 を 細 胞 上
に 添 加 し て 、 細 胞 ス ク レ ー パ ー を 使 用 し て フ ラ ス コ 表 面 の 細 胞 を 掻 爬 し た 。 次 い で 、 こ れ
ら の 細 胞 を 解 析 の た め に 、 ま た は 新 規 な マ ク ロ フ ァ ー ジ 培 養 に MHRVを 導 入 す る た め に 、 凍
結 融 解 を 3～ 4回 行 っ た 後 に 使 用 し た 。 ま た 、 増 殖 性 に 感 染 し た 初 代 共 培 養 か ら の 細 胞 を 含
ま な い 上 清 は 、 0.22ミ ク ロ ン の フ ィ ル タ ー を 通 し た 濾 過 の 後 に MHRV伝 染 の た め に 効 率 よ く
使 用 さ れ た 。
【 ０ ２ １ ３ 】
4） 細 胞 培 養 上 清 は 、 毎 週 置 換 し て 、 解 析 ま で は -80℃ に 貯 蔵 し た 。
掻 爬 し た 細 胞 は 、 解 析 の た め に 、 ま た は 増 殖 の た め に 使 用 す る ま で 液 体 窒 素 中 で 貯 蔵 し た
。
【 ０ ２ １ ４ 】
5） 細 胞 は 、 （ 1） 50%の Myelocult H5100（ Stem Cell Technologies
） 、 （ 2） 10%の ウ シ 胎 児 血 清 （ Hyclone） 、 グ ル タ ミ ン （ Biowhittaker） 、 お よ び Penstre
p溶 液 （ Biowhittaker） を 補 っ た 25%の IMDM（ Biowhittaker） 、 （ 3） コ ン フ ル エ ン ト な 状
態 の ヒ ト ジ プ ロ イ ド 繊 維 芽 細 胞 を 含 む フ ラ ス コ に お い て イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ た 25%の IMDM
条 件 培 地 、 で 構 成 さ れ る 培 地 中 で 培 養 し た 。 培 地 は 、 M-CSF（ 1マ イ ク ロ グ ラ ム ／ ml、 Sigm
a） 、 IL-3（ 1マ イ ク ロ グ ラ ム ／ ml、 Sigma） 、 お よ び 抗 生 剤 の 抗 真 菌 剤 （ Life Science Te
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細 胞 増 殖 お よ び 維 持 ：



chnologies） を 補 っ た 。
【 ０ ２ １ ５ 】
6） マ ク ロ フ ァ ー ジ 培 養 の 調 製 後 、 細 胞 を MHRVを 含 む 可 溶 化 液 に 24時 間 さ ら し
た 。 次 い で 、 培 地 を 約 1週 に 一 回 細 胞 上 か ら 除 去 し て 、 -80℃ に 保 存 し た 。 6～ 8週 間 の 実 験
の 終 わ り に 、 細 胞 単 層 を フ ラ ス コ 中 で 掻 爬 し て 、 液 体 N 2 に お い て 10%の DMSO／ 培 地 中 で 凍
結 さ せ た 。 こ れ ら の 細 胞 を 電 子 顕 微 鏡 法 の た め に 使 用 し た 。
【 ０ ２ １ ６ 】

上 記 の 通 り に 、 1ヵ 月 間 MHRVに 感 染 し
た 細 胞 に お い て 、 透 過 型 電 子 顕 微 鏡 法 を 行 っ た 。 レ ト ロ ウ イ ル ス 粒 子 が 観 察 さ れ た 多 く の
場 合 に お い て 、 こ れ ら は 細 胞 内 液 胞 に 存 在 し 、 B/D型 レ ト ロ ウ イ ル ス の 特 徴 的 な 形 態 を 有
し た 。 こ の レ ト ロ ウ イ ル ス に お い て 再 現 的 に 観 察 さ れ る 古 典 的 な 形 態 は 図 5に 示 す 。 同 様
の 粒 子 は 、 並 行 し て 行 っ た 、 同 じ 初 代 マ ク ロ フ ァ ー ジ ド ナ ー か ら の 感 染 し て い な い マ ク ロ
フ ァ ー ジ 培 養 で は 観 察 さ れ な か っ た 。
【 ０ ２ １ ７ 】
実 施 例 3： MHRVの ク ロ ー ニ ン グ
MHRVゲ ノ ム を ク ロ ー ニ ン グ す る た め に 使 用 し た ク ロ ー ニ ン グ ス ト ラ テ ジ ー は 図 6に 提 供 さ
れ る 。 当 技 術 分 野 に お い て 周 知 の 方 法 に 従 っ た 初 期 polプ ロ テ ア ー ゼ 遺 伝 子 断 片 の シ ー ケ
ン シ ン グ の 後 、 相 同 検 索 を 行 い 、 プ ロ テ ア ー ゼ （ pro） お よ び ポ リ メ ラ ー ゼ （ pol） 遺 伝 子
の 両 者 は 、 ウ イ ル ス の ヒ ト 内 在 性 レ ト ロ ウ ィ ル ス -Kサ ブ フ ァ ミ リ ー に つ い て 以 前 に 記 載 さ
れ た も の と 同 様 の 無 処 理 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 、 完 全 な オ ー プ ン ・ リ ー デ ィ ン グ ・ フ
レ ー ム を 有 す る こ と が 見 出 さ れ た 。 初 期 の 最 も 近 い 相 同 性 で は 、 HERV-K109ウ イ ル ス に 関
連 し た 。
【 ０ ２ １ ８ 】
次 の ク ロ ー ニ ン グ ス ト ラ テ ジ ー で は 、 初 期 polプ ロ テ ア ー ゼ 遺 伝 子 由 来 の 5-プ ラ イ ム お よ
び 3-プ ラ イ ム を 伸 長 す る MHRV特 異 的 な プ ラ イ マ ー を 使 用 し た 。 こ の ス ト ラ テ ジ ー に よ り 、
ビ リ オ ン の 全 長 を コ ー ド す る DNAの 配 列 を 得 た 。 BLAST解 析 で は 、 MHRV配 列 が 、 HERV-K109
ゲ ノ ム と 最 も 高 い 相 同 性 を 有 す る こ と を 示 し た 。 事 実 上 完 全 な 相 同 性 が pol遺 伝 子 の 5'末
端 で 観 察 さ れ た が 、 gag領 域 に は 異 種 性 領 域 が 存 在 し た 。
【 ０ ２ １ ９ 】
MHRVゲ ノ ム 配 列 に お い て ORF発 見 手 段 （ NCBI） を 使 用 す る オ ー プ ン ・ リ ー デ ィ ン グ ・ フ レ
ー ム 解 析 に よ り 、 MHRV GAGタ ン パ ク 質 を コ ー ド す る オ ー プ ン ・ リ ー デ ィ ン グ ・ フ レ ー ム が
示 さ れ た 。 GAG遺 伝 子 の 5'末 端 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 ： 7） お よ び 予 測 さ れ た ア ミ
ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ： 8） は 、 以 下 の 通 り で あ る ：
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ２ ０ 】
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実 験 試 料 ：

MHRV感 染 し た 初 代 マ ク ロ フ ァ ー ジ の 電 子 顕 微 鏡 法 ：



ヌ ク レ オ チ ド 残 基 番 号 は 、 予 備 的 な MHRVゲ ノ ム 配 列 （ 1～ 9182） 内 の ヌ ク レ オ チ ド の 位 置
に 基 づ く 。 304bpの PCR産 物 の 5'末 端 は こ の 配 列 内 で 見 出 さ れ 、 上 記 番 号 付 け を 使 用 す る と
ヌ ク レ オ チ ド 残 基 1325で 開 始 す る 。 こ れ ら の 配 列 は 、 本 明 細 書 に お い て 、 MHRV 5” GAG核
酸 お よ び ポ リ ペ プ チ ド 配 列 と 称 さ れ る 。
【 ０ ２ ２ １ 】
HERV-K109に 関 す る 相 同 性 は 図 1に 示 す 。 MHRVゲ ノ ム の ヌ ク レ オ チ ド 残 基 3548の 後 方 付 近 に
お い て 、 MHRVゲ ノ ム と HERV-K109ゲ ノ ム と の 間 で 高 い 相 同 性 が 観 察 さ れ 、 ち ょ う ど 5'か ら
こ の 領 域 に 有 意 な 程 度 で 非 相 同 性 が 生 じ 、 MHRVの 全 て の gag遺 伝 子 を 包 含 す る 。 MHRV gag
遺 伝 子 の 配 列 解 析 で は 、 観 察 さ れ た HERV-K109 gag遺 伝 子 と の 93%の 相 同 性 よ り も 高 い 相 同
性 は 全 く 示 さ れ な か っ た 。 こ の 領 域 に 類 似 す る そ の 他 の ウ イ ル ス gagエ レ メ ン ト は 、 全 て
、 HERVフ ァ ミ リ ー に 該 当 す る が 、 HERV-K109よ り も よ り 遠 い 関 係 で あ っ た 。 し た が っ て 、 M
HRVゲ ノ ム 配 列 は 、 未 知 の gag含 有 外 因 性 レ ト ロ ウ イ ル ス エ レ メ ン ト と HERV-K109と の 間 の
組 換 え 事 象 と 、 そ の 後 の 感 染 性 レ ト ロ ウ イ ル ス の 産 生 が 起 こ り 得 る こ と を 示 唆 す る 。 大 き
な オ ー プ ン ・ リ ー デ ィ ン グ ・ フ レ ー ム に は 、 ウ イ ル ス の 複 製 の た め に 必 要 な 全 て の 遺 伝 子
（ gag、 pol、 env） が 存 在 し て い た 。
【 ０ ２ ２ ２ 】
実 施 例 4： MHRV DNAは 、 オ リ ジ ナ ル の 外 套 細 胞 リ ン パ 腫 DNAに お い て 検 出 さ れ る が 、 正 常 な
ド ナ ー ま た は HIV＋ AIDSリ ン パ 腫 DNA検 体 の い ず れ か か ら 単 離 さ れ た DNAで は 検 出 さ れ な い
MHRVが オ リ ジ ナ ル の 外 套 細 胞 リ ン パ 腫 に 存 在 す る 候 補 の 独 特 な ウ イ ル ス で あ る か ど う か を
試 験 す る た め に 、 独 特 の gag遺 伝 子 配 列 に 基 づ い て プ ラ イ マ ー を 構 築 し 、 オ リ ジ ナ ル の 外
套 細 胞 リ ン パ 腫 DNAま た は AIDS関 連 リ ン パ 腫 の 患 者 か ら の DNAか ら 調 製 し た DNA検 体 を 増 幅
す る た め に 利 用 し た 。 使 用 し た プ ラ イ マ ー の 配 列 （ HERV-8、 HERV-9、 HERV-10、 HERV-11、
お よ び HERV-12） は 、 図 1に 提 供 さ れ る 。 HERV-10お よ び HERV-11プ ラ イ マ ー 対 を 使 用 す る 増
幅 （ 試 料 Aお よ び B、 図 7の レ ー ン 3） で は 、 約 1966bpの PCR産 物 を 生 じ る は ず で あ り ； HERV-
9お よ び HERV-12の プ ラ イ マ ー 対 （ 試 料 Aお よ び B、 図 7の レ ー ン 2） を 使 用 す る 増 幅 で は 、 約
1321bpの PCR産 物 を 生 じ る は ず で あ り ； な ら び に 、 HERV-8お よ び HERV-9の プ ラ イ マ ー 対 （
試 料 Aお よ び B、 図 7の レ ー ン 1） を 使 用 す る 増 幅 で は 、 約 304bpの PCR産 物 を 生 じ る は ず で あ
る 。 PCR増 幅 は 、 オ リ ジ ナ ル の 外 套 細 胞 リ ン パ 腫 （ MCL-1 DNA） か ら 、 お よ び AIDS非 ホ ジ キ
ン の リ ン パ 腫 （ AIDS-NHL DNA） か ら 単 離 さ れ た DNAを 使 用 し て 行 っ た 。 PCRは 、 当 技 術 分 野
に お い て 周 知 の 方 法 に 従 っ て 、 65℃ の Tmで 行 っ た 。 具 体 的 に は 、 21μ l（ 約 100ng DNA以 下
の 範 囲 で ） の DNA試 料 を 、 5μ lの 10× 緩 衝 液 中 で 、 1μ lの 200μ M dNTP、 3μ lの 1.5mM MgCl

2 、 1μ lの そ れ ぞ れ の プ ラ イ マ ー （ そ れ ぞ れ 400nM） 、 お よ び 0.3μ lの 1.5μ M AmpliTaq DN
A ポ リ メ ラ ー ゼ と 、 36.7μ lの 水 と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 PCRサ イ ク ル は 、 以 下 の 通 り
、 94℃ で 3分 ； 94℃ で 30秒 に 続 い て 65℃ で 1分 を 40サ イ ク ル ； 68℃ で 2分 ； お よ び 68℃ で 10
分 で あ っ た 。
【 ０ ２ ２ ３ 】
図 7は こ の 解 析 の 結 果 を 示 す 。 レ ー ン 1～ 3（ B、 MCL-1 DNA） に 示 す よ う に 、 gag-特 異 的 な P
CRプ ラ イ マ ー の 3つ の セ ッ ト の 全 て に お い て 、 最 初 の MHRVシ ー ケ ン シ ン グ 解 析 に 基 づ い て
予 測 さ れ た と お り の 分 子 量 の 特 異 的 な 遺 伝 子 産 物 が 生 じ た 。 こ れ ら の サ イ ズ は 右 軸 に 示 す
。 同 じ セ ッ ト の プ ラ イ マ ー で は 、 HIV+ AIDSリ ン パ 腫 DNA（ A、 AIDS-NHL DNA） か ら 単 離 さ
れ た DNA由 来 の い ず れ を 増 幅 す る こ と も で き な か っ た 。 HERV-8/-9の プ ラ イ マ ー 対 で は 、 HI
V+ AIDSリ ン パ 腫 DNAか ら い ず れ の 検 出 可 能 な PCR産 物 も 増 幅 す る こ と が で き ず ； HERV-9/-1
2プ ラ イ マ ー 対 を 使 用 す る と か す か な バ ン ド が 存 在 し 、 ま た HERV-10/-11プ ラ イ マ ー 対 （ A
、 1～ 3） を 使 用 す る と 、 全 長 （ 1966bp） PCR産 物 が 検 出 さ れ た 。 し た が っ て 、 MHRV特 異 的
な プ ラ イ マ ー は 、 正 常 ヒ ト ゲ ノ ム （ Aレ ー ン ） に 存 在 す る 配 列 を 検 出 し な か っ た 。 こ れ ら
の デ ー タ は 、 患 者 の オ リ ジ ナ ル の 腫 瘍 の DNA（ Bレ ー ン ） か ら の 特 異 的 な MHRVの 検 出 と 一 致
す る 。
【 ０ ２ ２ ４ 】
リ ン パ 腫 が 寛 解 傾 向 で あ っ た 場 合 の 、 こ の 患 者 か ら の 血 液 検 体 に お け る 次 の 研 究 で は 、 図
7に て 説 明 し た よ う に 、 同 じ 大 き さ の MHRV特 異 的 な DNAを 示 し た 。 こ れ ら の デ ー タ は 、 MHRV
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が オ リ ジ ナ ル の 腫 瘍 内 に 存 在 し 、 血 液 検 体 に お い て 観 察 さ れ る た め に は 、 腫 瘍 細 胞 が 存 在
す る こ と は 必 要 と さ れ な い こ と を 示 す 。
【 ０ ２ ２ ５ 】
実 施 例 5： MHRV GAG配 列 の 解 析
実 施 例 3に 記 載 し た 上 記 MHRV全 長 GAGポ リ ペ プ チ ド 配 列 は 、 GenBankの BLAST解 析 に お け る 照
会 配 列 （ 配 列 番 号 ： 9） と し て 使 用 し た 。 GenBankア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 AF164609（ 配 列 番 号
： 10） お よ び Y08032（ 配 列 番 号 ： 11） は 、 以 下 に 示 す 。
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ２ ６ 】
そ れ ぞ れ の 例 に お い て 、 ポ リ ペ プ チ ド は 、 照 会 MHRV GAGア ミ ノ 酸 配 列 の 最 初 の 4ア ミ ノ 酸
に マ ッ チ し な か っ た 。 MHRV GAGポ リ ペ プ チ ド の 残 基 22ま で お よ び 残 基 22を 含 む N末 端 部 分
は 、 既 知 の gagポ リ ペ プ チ ド に 対 し て ほ と ん ど 相 同 性 を 示 さ な か っ た 。
【 ０ ２ ２ ７ 】
実 施 例 6： MHRVに 感 染 し た マ ク ロ フ ァ ー ジ は 、 完 全 な ウ イ ル ス 粒 子 を 産 生 す る
イ ン ビ ト ロ に お け る 初 代 マ ク ロ フ ァ ー ジ の MHRVに よ る 感 染 が ウ イ ル ス 粒 子 を 生 じ る か ど う
か を 試 験 す る た め に 、 上 記 し た 方 法 に 従 っ て 以 下 の 実 験 を 行 っ た 。 初 代 マ ク ロ フ ァ ー ジ ド
ナ ー を MHRVに 感 染 さ せ 、 感 染 し て い な い ま ま に し た 同 細 胞 を 並 行 し て 培 養 し た 。 方 法 は 上
記 の と お り に 行 っ た 。
【 ０ ２ ２ ８ 】
感 染 開 始 の 6週 間 後 に 、 感 染 し た 培 養 お よ び 感 染 し て い な い 培 養 物 、 細 片 ペ レ ッ ト 、 お よ
び 25／ 45%の シ ョ 糖 段 階 的 勾 配 上 の 上 清 層 か ら 上 清 を 得 た 。 超 遠 心 分 離 を 90,000Gで 2時 間
行 い 、 勾 配 を 4部 分 に 分 別 し た 。 上 層 の 培 地 を 含 む 部 分 （ Aお よ び B、 レ ー ン 1、 図 8） 、 25%
の シ ョ 糖 部 分 （ Aお よ び B、 レ ー ン 2、 図 8） 、 25／ 45%バ ン ド の 物 質 （ Aお よ び B、 レ ー ン 3、
図 8） 、 お よ び ペ レ ッ ト （ Aお よ び B、 レ ー ン 4、 図 8） を 全 DNAse1で 処 理 し 、 RNAを 抽 出 し た
。 同 じ 手 順 を 、 感 染 し た 細 胞 お よ び 感 染 し て い な い 細 胞 か ら の 上 清 に 対 し て 行 っ た 。 そ れ
ぞ れ の 勾 配 選 択 さ れ た 検 体 に 対 す る 逆 転 写 酵 素 PCR実 験 に お い て 、 MHRV特 異 的 な プ ラ イ マ
ー （ HERV-K8お よ び HERV-K9） を 利 用 し た 。
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【 ０ ２ ２ ９ 】
図 8に 示 す よ う に 、 MHRV感 染 し た 培 養 の 25／ 45%界 面 か ら の 検 体 の み が 、 検 出 さ れ る MHRV特
異 的 な RNAを 含 ん だ 。 感 染 し た 上 清 か ら の そ の 他 の い ず れ の 画 分 に お い て も 、 RNAに 結 合 し
た 検 出 可 能 な MHRV粒 子 は な く 、 ま た 感 染 し て い な い 対 照 上 清 か ら も 検 出 で き る 増 幅 可 能 な
配 列 は な か っ た 。 こ れ ら の デ ー タ は 、 解 析 の 6週 前 に MHRVの 供 与 源 に 感 染 し た 初 代 マ ク ロ
フ ァ ー ジ に よ っ て 産 生 さ れ た MHRV RNAに 結 合 し た 粒 子 の 検 出 と 一 致 す る 。 同 様 の 実 験 を 、
8つ の 異 な っ た 初 代 マ ク ロ フ ァ ー ジ ド ナ ー に お い て 行 い 、 図 5に お い て 示 さ れ る も の と 同 様
に 細 胞 内 に ウ イ ル ス 粒 子 が 存 在 す る こ と を 示 す 電 子 顕 微 鏡 法 に よ っ て 感 染 を 確 認 し た 。
【 ０ ２ ３ ０ 】
単 離 さ れ た MHRVが イ ン ビ ト ロ に お い て 細 胞 に 感 染 す る 能 力 は 、 ウ イ ル ス が 血 液 中 で 伝 染 す
る 可 能 性 が あ る こ と を 示 唆 し 、 し た が っ て 、 MHRVに つ い て 血 液 供 給 （ 血 漿 お よ び 血 清 な ど
の 血 液 製 剤 を 含 む こ と ） を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と は 、 MHRV感 染 性 核 酸 を 含 み う る 組 織 お
よ び そ の 他 の 生 物 学 的 物 質 を ス ク リ ー ニ ン グ す る も の で あ る こ と が 保 証 さ れ る 。
【 ０ ２ ３ １ 】
実 施 例 7： MHRVの ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 解 析
オ リ ジ ナ ル の 外 套 細 胞 リ ン パ 腫 患 者 が 、 MHRV特 異 的 な タ ン パ ク 質 に 対 し て 免 疫 学 的 反 応 を
示 す か ど う か を 試 験 す る た め に 、 患 者 が 完 全 寛 解 （ 骨 髄 移 植 後 ） し た 際 に こ の 患 者 か ら 血
漿 を 得 た 。 任 意 の MHRV特 異 的 な タ ン パ ク 質 を 観 察 す る こ と が で き る か ど う か を 決 定 す る た
め に 、 こ の 血 漿 を 、 感 染 し た 細 胞 お よ び 感 染 し て い な い 細 胞 （ 上 記 の 通 り の ） か ら 得 ら れ
た 細 胞 可 溶 化 液 に 対 し て 試 験 す る た め の 抗 体 の 供 与 源 と し た 。 当 技 術 分 野 に お い て 周 知 の
方 法 に 従 っ て ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト を 行 っ た 。
【 ０ ２ ３ ２ 】
感 染 し た お よ び 感 染 し て い な い 正 常 ド ナ ー 末 梢 血 に 由 来 す る マ ク ロ フ ァ ー ジ の 一 定 分 量 （
2× 10 6 細 胞 ） を 、 0.5mlの 試 料 緩 衝 液 （ 25%グ リ セ ロ ー ル 、 SDS、 2%お よ び 0.01%ブ ロ ム フ ェ
ノ ー ル ブ ル ー を 含 む 62.5マ イ ク ロ モ ル 濃 度 の ト リ ス -HCI、 pH6.8） 中 で 4分 間 沸 騰 し た 。 30
マ イ ク ロ リ ッ ト ル の 試 料 は 、 4～ 15%ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル （ BIO-RAD、 Richmond、 CA）
に 充 填 し て 、 本 質 的 に 以 前 に 記 載 さ れ る 方 法 に 従 っ て 処 理 し た （ Ngら 、 Jimmunol 143： 25
01-2507（ 1989） ） 。 簡 潔 に 述 べ る と 、 試 料 を 、 100vに お い て 、 25マ イ ク ロ モ ル 濃 度 の ト
リ ス 、 192マ イ ク ロ モ ル 濃 度 の グ リ シ ン 、 0.1%の SDS、 pH8.3中 で 1時 間 泳 動 し た 。 タ ン パ ク
質 を 、 90ボ ル ト で 1時 間 、 25マ イ ク ロ モ ル 濃 度 の ト リ ス 、 192マ イ ク ロ モ ル 濃 度 の グ リ シ ン
、 20%の メ タ ノ ー ル 転 写 緩 衝 液 中 で ニ ト ロ セ ル ロ ー ス （ Scheicher and Schuell, Keene, N
H） へ 転 写 し た 。 4℃ で 一 晩 、 2%の 乳 汁 ／ PBSで ブ ロ ッ キ ン グ 後 、 膜 を 1/100希 釈 の 患 者 血 漿
と 30分 間 反 応 さ せ 、 次 い で PBSで 洗 浄 し た 。 次 い で 、 抗 ヒ ト IgGア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ の
PBS溶 液 （ Zymed,San Francisco, CA） を 30分 間 添 加 し て 、 ブ ロ ッ ト を PBSで 洗 浄 し た 。 ビ
オ チ ン -分 子 量 マ ー カ ー （ BIO-RAD） の 検 出 は 、 ア ビ ジ ン -AP（ Zymed） と イ ン キ ュ ベ ー シ ョ
ン す る こ と に よ っ て 達 成 し た 。 タ ン パ ク 質 -抗 体 バ ン ド の 検 出 は 、 BCIP／ NBT基 質 （ Zymed
） を 添 加 す る こ と に よ っ て 行 っ た 。
【 ０ ２ ３ ３ 】
図 9は 、 感 染 し て い な い 初 代 マ ク ロ フ ァ ー ジ と 比 較 し て 、 感 染 し た も の に 特 異 的 に 存 在 す
る バ ン ド を 示 す 予 備 的 な ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 結 果 を 示 す 。 試 料 は 、 左 か ら 右 に 次 の よ う な
順 番 で あ る ： 感 染 し た 細 胞 可 溶 化 液 プ ラ ス 検 出 可 能 な 標 識 さ れ た 二 次 抗 体 の 抗 IgG-AP（ C(
対 照 の た め )、 MHRV感 染 し た も の ） ； 感 染 し た 細 胞 可 溶 化 液 、 患 者 血 漿 、 お よ び 抗 IgG-AP
（ LL） ； 抗 IgG-APお よ び 感 染 し て い な い 細 胞 （ C、 感 染 し て い な い MHRV） ； な ら び に 、 感
染 し て い な い 細 胞 、 患 者 血 漿 （ LL） 、 お よ び 抗 IgG-AP（ LL、 感 染 し て い な い MHRV） 。
【 ０ ２ ３ ４ 】
患 者 の 血 漿 は 、 MHRV感 染 細 胞 と の み 反 応 し た 。 観 察 さ れ た タ ン パ ク 質 バ ン ド （ 68kDお よ び
80kD） の 大 き さ は 、 タ ン パ ク 質 の グ リ コ シ ル 化 に よ る も の で あ る と 考 え ら れ る 。 骨 髄 移 植
後 数 か 月 経 過 し た 患 者 に お け る 免 疫 応 答 は 、 一 般 に 全 て T細 胞 非 依 存 的 で あ る の で 、 観 察
さ れ る ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト バ ン ド は 、 MHRVタ ン パ ク 質 の グ リ コ シ ル 化 さ れ た 形 態 （ す な わ
ち 、 エ ン ベ ロ ー プ ） の 可 能 性 が あ る 。
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【 ０ ２ ３ ５ 】
実 施 例 8： ウ イ ル ス 培 養
MHRVは 、 上 記 し た も の と 同 様 の 方 法 で 、 凍 結 し た 組 織 お よ び ／ ま た は 新 し い 組 織 か ら 単 離
す る 。 原 発 腫 瘍 物 質 ／ 血 液 に 由 来 す る CD14+を 1月 間 （ 細 胞 選 別 か ら ） 共 培 養 し た 後 、 接 着
し た マ ク ロ フ ァ ー ジ を 組 織 培 養 フ ラ ス コ か ら 掻 爬 し 、 ペ レ ッ ト に し て 、 電 子 顕 微 鏡 分 析 の
た め に 調 製 す る 。 こ れ ら の 細 胞 か ら の 上 清 を 凍 結 し て 、 25-45%の シ ョ 糖 段 階 勾 配 の シ ョ 糖
密 度 の バ ン ド で あ る 、 DNA-ase耐 性 RNAに 結 合 し た 粒 子 の 存 在 を 評 価 す る 。 MHRVを 同 定 す る
た め に プ ラ イ マ ー を 利 用 し 、 図 1に て 説 明 し た よ う な 、 粒 子 に 結 合 し た ビ リ オ ン の 存 在 を
同 定 す る た め に 、 代 表 す る 一 般 的 な プ ロ テ ア ー ゼ お よ び ポ リ メ ラ ー ゼ 縮 重 プ ラ イ マ ー セ ッ
ト を 使 用 し た 。 上 清 は 、 陽 性 の 結 果 が 得 ら れ る い ず れ か の 共 培 養 か ら 単 離 し て 、 上 清 を 0.
22の ミ ク ロ ン フ ィ ル タ ー に 通 し て 濾 過 し 、 初 代 培 養 に 再 接 種 し て 、 1ヵ 月 培 養 し た 。 同 様
の EMお よ び ウ イ ル ス RNAの 特 徴 を 、 潜 在 的 な 新 規 レ ト ロ ウ イ ル ス エ レ メ ン ト の さ ら な る 特
徴 づ け ／ ク ロ ー ニ ン グ の 前 に 記 録 す る 。
【 ０ ２ ３ ６ 】
実 施 例 9： MHRVに 基 づ い た 配 列 を 使 用 す る 分 子 疫 学
MHRV gag遺 伝 子 は MHRVの み を 認 識 す る 特 異 的 な PCRプ ラ イ マ ー セ ッ ト の 開 発 が 可 能 な 独 特
な 配 列 を 有 す る た め 、 広 範 な 慢 性 疾 病 状 態 の 患 者 か ら の 血 液 に お い て MHRV特 異 的 な 配 列 を
同 定 す る た め の 分 子 疫 学 研 究 が な さ れ て い る 。 発 見 さ れ る そ の 他 の 新 規 の レ ト ロ ウ イ ル ス
因 子 は 、 MHRVの た め に 以 下 に 定 義 し た と お り の 特 徴 づ け 研 究 と 同 様 の 方 法 で 、 特 徴 づ け ら
れ る 。
【 ０ ２ ３ ７ 】

患 者 に 由 来 す る 検 体 に お い て 、 MHRV特 異 的 な 配 列 お よ び ／ ま た は 抗 体
反 応 性 の 存 在 を 評 価 す る 。 分 子 疫 学 研 究 の 初 期 の 焦 点 は 、 一 連 の リ ン パ 腫 患 者 組 織 な ら び
に MHRV特 異 的 な 配 列 の 存 在 す る 患 者 に 由 来 す る 血 液 細 胞 の 評 価 で あ る 。 MHRV特 異 的 な 配 列
が リ ン パ 腫 の 患 者 の サ ブ セ ッ ト 内 に あ る と 同 定 さ れ る 場 合 は 、 MHRVの 役 割 お よ び そ の 伝 播
能 に つ い て の 広 範 な 研 究 を 行 う 。
【 ０ ２ ３ ８ 】
MHRV特 異 的 な 配 列 に つ い て 評 価 し た そ の 他 の 検 体 に お け る 分 類 は 、 過 去 10年 以 上 に わ た る
様 々 な 刊 行 物 に お い て 見 出 さ れ る HERV特 異 的 な 配 列 に 関 連 し た 疾 患 を 含 む 。 こ れ ら は 、 多
発 性 硬 化 症 、 奇 形 癌 腫 、 乳 癌 、 お よ び 様 々 な 自 己 免 疫 性 疾 患 の 患 者 か ら の 検 体 を 含 む 。 こ
れ ら の 材 料 の 分 類 の 全 て が 現 在 利 用 で き 、 利 用 で き る 場 合 は 組 織 、 な ら び に PBMCを 、 MHRV
特 異 的 な 配 列 の 存 在 に つ い て 評 価 す る 。 正 常 な ド ナ ー か ら の 対 照 検 体 は 血 液 バ ン ク か ら 得
ら れ る 。 こ の 初 期 ス ク リ ー ン の 結 果 を 解 析 し た 後 、 そ の 他 の 疾 病 状 態 か ら の さ ら な る 対 照
検 体 を 評 価 す る 。 ま た 、 こ れ ら の 原 発 性 病 理 組 織 は 、 潜 在 的 な そ の 他 の MHRV関 連 配 列 の 供
与 源 と し て 役 立 ち 、 種 々 の 慢 性 疾 患 環 境 に お け る MHRV異 種 性 の 程 度 を 決 定 す る た め に 、 こ
れ を ク ロ ー ニ ン グ し て 配 列 決 定 を 行 う 。
【 ０ ２ ３ ９ 】
実 施 例 10： イ ン ビ ト ロ に お け る MHRV増 殖 特 徴 の 特 徴 づ け
MHRVは 原 発 性 外 套 細 胞 リ ン パ 腫 腫 瘍 組 織 か ら 最 初 に 単 離 さ れ た 。 も っ ぱ ら 腫 瘍 関 連 マ ク ロ
フ ァ ー ジ に 関 連 し て い る と 思 わ れ る 発 現 （ 電 子 顕 微 鏡 法 、 示 さ ず ） は 、 初 代 マ ク ロ フ ァ ー
ジ 培 養 に お い て イ ン ビ ト ロ で 最 初 に 単 離 さ れ た 。 上 記 の よ う に 、 感 染 し た 培 養 の み が 、 粒
子 結 合 RNA単 離 体 シ ョ 糖 結 合 ア ッ セ イ 法 に お い て 、 MHRV特 異 的 な 配 列 を 産 生 す る 証 拠 を 示
し た 。 こ の ア ッ セ イ 法 は 、 典 型 的 に は 完 全 な ウ イ ル ス 粒 子 に パ ッ ク さ れ て い な い 内 在 性 レ
ト ロ ウ イ ル ス RNAが 混 入 す る こ と と 比 較 し て 、 実 際 に ビ リ オ ン に 結 合 し た パ ッ ク さ れ た MHR
V配 列 間 を 区 別 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ４ ０ 】
様 々 な 細 胞 タ イ プ に お け る MHRVの 詳 細 な 宿 主 範 囲 解 析 を 行 う 。 宿 主 範 囲 研 究 は 、 ヒ ト 起 源
の 様 々 な 腫 瘍 株 、 正 常 細 胞 （ リ ン パ 球 、 繊 維 芽 細 胞 、 血 管 内 皮 細 胞 ） 、 お よ び マ ウ ス 、 ラ
ッ ト 、 ウ サ ギ 、 ウ シ を 含 む 様 々 な 動 物 細 胞 群 、 な ら び に 非 ヒ ト 細 胞 群 の い ず れ か に お い て
MHRV複 製 す る は ず で あ る そ の 他 の 種 々 の 動 物 種 の 細 胞 株 に 感 染 さ せ る 試 み に お い て 、 陽 性
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対 照 と し て 初 代 培 養 マ ク ロ フ ァ ー ジ を 使 用 す る こ と を 含 む 。
【 ０ ２ ４ １ 】
最 終 目 的 は 、 将 来 の 研 究 の た め の 疾 患 モ デ ル を 開 発 す る た め に 、 MHRVが 非 ヒ ト 細 胞 に 感 染
さ せ る こ と が で き る か ど う か を 決 定 す る こ と で あ る 。 MHRVウ イ ル ス の 産 生 は 、 PCRに よ っ
て ウ イ ル ス 特 異 的 な gag配 列 を ト ラ ッ キ ン グ す る こ と よ っ て モ ニ タ ー さ れ る 。 イ ン ビ ト ロ
に お け る 増 殖 目 的 の た め に 、 MHRVを 初 代 ヒ ト マ ク ロ フ ァ ー ジ 中 で 培 養 し 続 け 、 全 て の ウ イ
ル ス 単 離 研 究 は 、 同 じ ド ナ ー か ら の 感 染 さ せ た マ ク ロ フ ァ ー ジ  対  感 染 し て い な い マ ク ロ
フ ァ ー ジ に お い て 、 精 製 処 理 中 に MHRV特 異 的 な タ ン パ ク 質 を 追 跡 す る た め に 並 行 し て 処 理
し た 調 製 物 を 用 い て 行 わ れ る 。
【 ０ ２ ４ ２ 】
実 施 例 11： MHRVタ ン パ ク 質 の 特 徴 づ け
MHRVは 、 ヒ ト 内 在 性 レ ト ロ ウ イ ル ス に 非 常 に 関 連 す る 。 MHRV特 異 的 な タ ン パ ク 質 の 研 究 に
よ り 、 潜 在 的 な 複 製 適 格 性 ヒ ト 内 在 性 レ ト ロ ウ イ ル ス ・ タ ン パ ク 質 プ ロ フ ィ ー ル が ど の よ
う に 見 え 得 る か に つ い て の 第 1の 見 解 が 得 ら れ る も の と 考 え ら れ る 。 上 記 の よ う に 、 HERV-
K109関 連 の プ ロ テ ア ー ゼ 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 、 お よ び エ ン ベ ロ ー プ 遺 伝 子 に お い て オ ー プ ン ・
リ ー デ ィ ン グ ・ フ レ ー ム が 観 察 さ れ た 。
【 ０ ２ ４ ３ 】
慢 性 的 に 感 染 し た マ ク ロ フ ァ ー ジ に お い て 産 生 さ れ る MHRVを 放 射 性 ア ミ ノ 酸 で 標 識 し て 、
こ れ ら の 細 胞 に よ っ て 産 生 さ れ た レ ト ロ ウ イ ル ス を 、 シ ョ 糖 勾 配 精 製 技 術 を 介 し て 単 離 し
た 。 MHRV特 異 的 な タ ン パ ク 質 は 、 非 特 異 的 な 対 照 と し て 機 能 す る 同 じ ド ナ ー の 非 感 染 細 胞
由 来 の 粒 子 に 結 合 し た 放 射 性 タ ン パ ク 質 を 用 い る 、 2次 元 ゲ ル 電 気 泳 動 を 利 用 し て 視 覚 化
さ れ る 。
【 ０ ２ ４ ４ 】
こ れ は 、 MHRV由 来 の 成 熟 し た レ ト ロ ウ イ ル ス ・ タ ン パ ク 質 産 物 の 可 視 化 を 提 供 し 、 HIVも
し く は HTLV-1な ど の 様 々 な そ の 他 の レ ト ロ ウ イ ル ス に 感 染 し た 患 者 、 ま た は 単 に 広 く 交 差
反 応 す る 能 力 の あ る 抗 体 を 有 す る 患 者 （ 様 々 な 自 己 免 疫 性 疾 患 の 患 者 な ど ） と 比 較 し た 、
MHRVに 感 染 し た 患 者 （ MHRV特 異 的 な プ ラ イ マ ー を 使 用 す る DNA PCR増 幅 研 究 に よ っ て 検 出
） に お け る 抗 体 反 応 性 を 研 究 す る た め の 地 図 と し て 役 立 つ と 考 え ら れ る 。 ま た 、 こ の ア プ
ロ ー チ は 、 こ れ ら が パ ッ ケ ー ジ 複 製 適 格 性 形 態 で 存 在 す る の で 、 こ れ ら の 転 写 ／ 翻 訳 後 修
飾 を 有 す る 天 然 の レ ト ロ ウ イ ル ス ・ タ ン パ ク 質 の た め の 潜 在 的 な 精 製 ス キ ー ム と し て 役 立
ち 得 る 。
【 ０ ２ ４ ５ 】
実 施 例 12： リ ン パ 腫 に お け る MHRVの 検 出
304塩 基 対 の プ ラ イ マ ー を 使 用 し て 、 上 記 の 通 り に 、 患 者 か ら 単 離 し た 一 連 の 検 体 か ら DNA
を 増 幅 し た 。 以 下 の も の は 陰 性 で あ っ た ：
a） 異 な る 正 常 な 血 液 バ ン ク ド ナ ー （ Stanford） 由 来 の 6つ の 正 常 マ ク ロ フ ァ ー ジ 培 養 、 全
て 感 染 し て な い ；
b） 2つ の AIDSリ ン パ 腫 組 織 お よ び こ れ ら の 未 関 与 の 脾 臓 （ 4標 本 ） ；
c） 4つ の 正 常 な 末 梢 血 DNA調 製 物 、 HIV陰 性 ； お よ び 、
d） 2つ の 非 AIDS濾 胞 性 リ ン パ 腫 。
【 ０ ２ ４ ６ 】
以 下 の 5つ の 標 本 は 、 陽 性 で あ っ た ：
1） MT： AIDS腹 水 大 細 胞 リ ン パ 腫 ；
2） S93-268102： 非 AIDS濾 法 性 リ ン パ 腫 ；
3） UV： オ リ ジ ナ ル の MHRV RNA配 列 ；
4） S92-4336： 非 AIDS濾 胞 性 リ ン パ ； お よ び 、
5） BR： AIDS大 細 胞 リ ン パ 腫 。
【 ０ ２ ４ ７ 】
特 に 、 ソ ー ト さ れ た CD14細 胞 を 使 用 し 、 マ ウ ス リ ン パ 腫 細 胞 を イ ン ビ ボ に お い て 拡 大 し 、
MT（ MHRV+） リ ン パ 腫 マ ク ロ フ ァ ー ジ に よ っ て 部 分 的 に 促 進 す る こ と に よ り 、 SCIDマ ウ ス
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に お い て 高 純 度 リ ン パ 腫 を 確 立 す る た め に 、 MTリ ン パ 腫 （ 前 段 落 の 1） ） を 前 も っ て 使 用
し た 。
【 ０ ２ ４ ８ 】
上 記 の そ れ ぞ れ の 1～ 5か ら 増 幅 さ れ た GAG配 列 を 配 列 決 定 し 、 こ れ ら の 配 列 を MHRV GAG（ U
V） の 配 列 と 比 較 し た 。 LL組 織 の MHRV GAG配 列 は 、 MHRVが 元 々 同 定 さ れ た 外 套 細 胞 リ ン パ
腫 組 織 DNAを 表 す 。 配 列 の ア ラ イ ン メ ン ト を 図 10に 提 供 す る 。
【 ０ ２ ４ ９ 】
LL組 織 、 MTリ ン パ 腫 、 お よ び S93-268102の 304bpの PCR産 物 の DNA配 列 は 、 同 一 で あ っ た 。 U
V、 S92-4336、 お よ び BR単 離 体 の 304bpの PCR産 物 の DNA配 列 は 、 そ れ ぞ れ 1ヌ ク レ オ チ ド が L
L配 列 と は 異 な る （ そ れ ぞ れ 、 304の セ グ メ ン ト の ヌ ク レ オ チ ド 232（ Aに 対 す る G） ； ヌ ク
レ オ チ ド 89（ ヌ ク レ オ チ ド 89、 Aに 対 す る G） ； お よ び ヌ ク レ オ チ ド 168（ Cに 対 す る T） ）
。
【 ０ ２ ５ ０ 】
こ れ ら の デ ー タ は 、 MHRVが 、 個 々 の 腫 瘍 結 合 単 離 体 間 で 保 存 さ れ た 独 特 の 遺 伝 的 配 列 を 含
む ヒ ト リ ン パ 腫 関 連 ウ イ ル ス で あ る こ と を 示 す 。
【 ０ ２ ５ １ 】
本 発 明 は 、 そ の 特 異 的 な 態 様 に 関 し て 記 載 さ れ て い る が 、 本 発 明 の 真 の 精 神 お よ び 範 囲 か
ら 逸 脱 す る こ と な く 種 々 の 変 化 が な さ れ て い て も よ い こ と 、 お よ び 等 価 物 が 置 換 さ れ て も
よ い こ と は 、 当 業 者 に よ り 理 解 さ れ る は ず で あ る 。 さ ら に 、 特 定 の 状 況 、 物 質 、 化 合 物 、
工 程 、 工 程 段 階 、 ま た は 段 階 に 対 し 、 本 発 明 の 目 的 、 趣 旨 、 お よ び 範 囲 に 適 応 さ せ る た め
に 多 く の 改 変 が な さ れ て い て も よ い 。 全 て の こ の よ う な 改 変 は 、 本 明 細 書 に 添 付 し た 請 求
項 の 範 囲 内 で あ る こ と が 企 図 さ れ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ２ ５ ２ 】
【 図 １ 】 MHRVゲ ノ ム 配 置 、 な ら び に HERV-K109に 対 し て 相 同 な 領 域 、 MHRV GAGを コ ー ド す
る 領 域 を 増 幅 す る た め に 使 用 し た プ ラ イ マ ー の 相 対 的 な 位 置 、 な ら び に プ ラ イ マ ー の 配 列
お よ び HERV-8お よ び HERV-9プ ラ イ マ ー を 使 用 し て 作 製 さ れ た 304bpの PCR増 幅 産 物 を 示 す 概
略 図 で あ る 。 MHRVゲ ノ ム 配 置 お よ び 相 同 領 域 を 示 す 概 略 図 に 沿 っ た 数 は 、 MHRVゲ ノ ム に お
け る 対 応 す る ヌ ク レ オ チ ド 残 基 部 位 を 示 す 。
【 図 ２ 】 対 照 （ Normals） 、 AIDSリ ン パ 腫 （ HIV非 ホ ジ キ ン リ ン パ 腫 ） 、 お よ び 非 HIVリ ン
パ 腫 の 被 検 者 か ら 単 離 さ れ た 末 梢 血 単 核 細 胞 に お け る PCNAレ ベ ル を 示 す グ ラ フ で あ る 。
【 図 ３ 】 非 HIVリ ン パ 腫 を 有 す る 被 検 者 の 濾 胞 樹 状 細 胞 で あ る と 推 定 さ れ る 細 胞 の 非 定 型
の 有 糸 分 裂 の 図 と 共 に 、 濾 胞 性 リ ン パ 腫 を 示 す 写 真 で あ る 。
【 図 ４ 】 MHRVを 単 離 し た 外 套 細 胞 リ ン パ 腫 の 組 織 を 示 す 写 真 で あ る 。
【 図 ５ 】 感 染 し た マ ク ロ フ ァ ー ジ に お け る MHRVの 透 過 型 電 子 顕 微 鏡 像 の 写 真 で あ る 。
【 図 ６ 】 MHRVゲ ノ ム を ク ロ ー ニ ン グ す る た め に 使 用 し た 方 法 を 詳 述 す る 概 略 図 で あ る 。
【 図 ７ 】 MHRV GAG特 異 的 な プ ラ イ マ ー お よ び AIDS非 ホ ジ キ ン の リ ン パ 腫 （ AIDS-NHL） お よ
び 陽 性 対 照 と し て の も と の 外 套 細 胞 リ ン パ 腫 DNA（ MCL-1） に 由 来 す る 核 酸 を 使 用 す る 、 PC
R増 幅 の 結 果 を 示 す 写 真 で あ る 。 A=AIDS NHL DNA;B=MCL-1DNA。
【 図 ８ 】 単 離 さ れ た MHRV粒 子 を 感 染 し た 初 代 マ ク ロ フ ァ ー ジ 培 養 か ら 単 離 し た RNAに 対 す
る 、 MHRV GAG特 異 的 な プ ラ イ マ ー を 使 用 し た PCR増 幅 の 結 果 を 示 す 写 真 で あ る 。
【 図 ９ 】 MHRV感 染 患 者 か ら の 血 漿 抗 体 を 用 い な い （ C=対 照 ） お よ び 用 い る （ LL） 、 MHRV感
染 細 胞 お よ び MHRV非 感 染 細 胞 の ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト を 示 す 。 血 漿 抗 体 の 結 合 を 検 出 す る た
め に 、 抗 IgG-AP抗 体 を 使 用 し た 。
【 図 １ ０ 】 304bp MHRV gagセ グ メ ン ト 内 の 異 な る リ ン パ 腫 か ら 生 じ た PCR産 物 の DNA配 列 の
ア ラ イ ン メ ン ト （ 配 列 番 号 :12～ 14） 。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】

【 図 ５ 】

【 図 ６ 】
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【 図 ７ 】 【 図 ８ 】

【 図 ９ 】 【 図 １ ０ 】
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【 国 際 公 開 パ ン フ レ ッ ト 】
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【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 15年 1月 31日 (2003.1.31)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ０ １
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ０ １ 】
連 邦 に よ っ て 後 援 さ れ た 調 査 に 関 す る 陳 述
本 発 明 は 、 国 立 衛 生 研 究 所 に よ っ て 与 え ら れ た 助 成 金 番 号 U01： CA66529 の
下 に 政 府 支 援 を 伴 っ て な さ れ た 。 政 府 は 、 本 発 明 に 対 し て 一 定 の 権 利 を 有 し 得 る 。
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