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【特許請求の範囲】

    【請求項１】  ポリメラーゼ活性を有するインタクトなウイルスＮＳ５ＡＢ

蛋白をコードする核酸、ならびにその天然対立遺伝子変種、変異体および誘導体

。

    【請求項２】  ＮＳ５ＡＢの蛋白分解的開裂のための開裂決定部位が、蛋白

分解的開裂がもはや起こらないように変化されている、請求項１記載のポリメラ

ーゼ。

    【請求項３】  該核酸が、ペスチウイルスおよびヘパチウイルスからなる群

より選択されるウイルスから単離されるものである、請求項１記載の核酸。

    【請求項４】  配列番号：１の配列を有する請求項３記載のペスチウイルス

核酸分子、ならびにその天然対立遺伝子変種、変異体および誘導体。

    【請求項５】  配列が活性のあるウイルスポリメラーゼをコードしているも

のである、請求項４記載の配列番号：１を含むベクター。

    【請求項６】  配列番号：３の配列を有する請求項３記載のヘパチウイルス

核酸分子、ならびにその天然対立遺伝子変種、変異体および誘導体。

    【請求項７】  配列が活性のあるウイルスポリメラーゼをコードしているも

のである、請求項６記載の配列番号：３を含むベクター。

    【請求項８】  配列番号：５の配列を有する請求項３記載のヘパチウイルス

核酸分子、ならびにその天然対立遺伝子変種、変異体および誘導体。

    【請求項９】  配列が活性のあるウイルスポリメラーゼをコードしているも

のである、請求項８記載の配列番号：５を含むベクター。

    【請求項１０】  配列番号：２の配列を有するペスチウイルスＮＳ５ＡＢポ

リメラーゼ蛋白。

    【請求項１１】  配列番号：４の配列を有するヘパチウイルスＮＳ５ＡＢポ

リメラーゼ蛋白。

    【請求項１３】  配列番号：６の配列を有するヘパチウイルスＮＳ５ＡＢポ

リメラーゼ蛋白。

    【請求項１４】  配列番号：２のアミノ酸配列を有するポリメラーゼ蛋白を

コードする核酸分子。
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    【請求項１５】  配列番号：４のアミノ酸配列を有するポリメラーゼ蛋白を

コードする核酸分子。

    【請求項１６】  配列番号：６のアミノ酸配列を有するポリメラーゼ蛋白を

コードする核酸分子。

    【請求項１７】  配列番号：２、配列番号：４、配列番号：６からなる群よ

り選択される配列を有するウイルスＮＳ５ＡＢポリメラーゼ蛋白、ならびにその

天然対立遺伝子変種、変異体および誘導体。

    【請求項１８】  配列番号：２、配列番号：４、配列番号：６からなる群よ

り選択される配列を有する蛋白、ならびにそれらの天然対立遺伝子変種、変異体

および誘導体ならびに膜フラクションを含む、ウイルスＮＳ５ＡＢポリメラーゼ

蛋白組成物。

    【請求項１９】  配列番号：２、配列番号：４、配列番号：６からなる群よ

り選択される配列を有し、該配列がさらにタグ配列を含むものであるウイルスＮ

Ｓ５ＡＢポリメラーゼ蛋白、ならびにそれらの天然対立遺伝子変種、変異体およ

び誘導体。

    【請求項２０】  タグ配列が、ホモポリマー性核酸配列、ポリヒスチジン、

フラッグエピトープ、ｃ－ｍｙｃエピトープ、インフルエンザＡウイルス赤血球

凝集素蛋白の膜貫通エピトープ、プロテインＡ、セルロース結合ドメイン、カル

モジュリン結合蛋白、マルトース結合蛋白、キチン結合ドメイン、グルタチオン

Ｓ－トランスフェラーゼ、またはビオチンからなる群から選択されるものである

、請求項１９記載のウイルスＮＳ５ＡＢポリメラーゼ蛋白。

    【請求項２１】  ウイルスＮＳ５ＡＢポリメラーゼ蛋白に対するモジュレー

ション活性に関して試験物質をアッセイするための方法であって、下記工程を含

む方法：

  ｉ）酵素的に活性のあるウイルスＮＳ５ＡＢ蛋白を用意し；

  ｉｉ）該蛋白を、ウイルスＮＳ５ＡＢ活性をモジュレートする可能性のある試

験物質と接触させ；次いで

  ｉｉｉ）該試験物質による該ウイルスＮＳ５ＡＢ活性のモジュレーションを測

定する。
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    【請求項２２】  ウイルスＮＳ５ＡＢポリメラーゼ蛋白に対するモジュレー

ション活性に関して試験物質をアッセイする請求項２１記載の方法であって、該

酵素的に活性のあるウイルスＮＳ５ＡＢ蛋白が、配列番号：２、配列番号：４、

配列番号：６からなる群より選択される配列、ならびにそれらの天然対立遺伝子

変種、変異体および誘導体を含むものである方法。

    【請求項２３】  該ＮＳ５ＡＢポリメラーゼが膜フラクションの存在下にお

いて用意される、請求項２２記載の方法。

    【請求項２４】  該ウイルスＮＳ５ＡＢ蛋白配列がペスチウイルスおよびヘ

パチウイルスからなる群より選択されるウイルスに由来するものである、請求項

２１記載の方法。

    【請求項２５】  ウイルスＮＳ５ＡＢ蛋白配列との相互作用に関して試験物

質をアッセイする方法であって、下記工程を含む方法：

  ｉ）ウイルスＮＳ５ＡＢポリペプチドを用意し；

  ｉｉ）該ポリペプチドを、ＮＳ５ＡＢポリペプチドと相互作用する可能性のあ

る試験物質と接触させ；次いで

  ｉｉｉ）該試験物質と該ＮＳ５ＡＢポリペプチドとの相互作用を測定する。

    【請求項２６】  該ＮＳ５ＡＢ蛋白がさらにタグ配列を含むものである、請

求項２５記載の方法。

    【請求項２７】  ウイルスＮＳ５ＡＢ蛋白配列との相互作用に関して試験物

質をアッセイする請求項２５記載の方法であって、該配列が配列番号：２、配列

番号：４、配列番号：６ならびにそれらの天然対立遺伝子変種、変異体および誘

導体からなる群より選択されるものである方法。

    【請求項２８】  該ＮＳ５ＡＢ蛋白がさらにタグ配列を含むものである請求

項２７記載の方法。

    【請求項２９】  該ＮＳ５ＡＢポリペプチドが膜フラクションの存在下にお

いて用意される請求項２５記載の方法。

    【請求項３０】  ウイルスＮＳ５ＡＢ核酸配列との相互作用に関して試験物

質をアッセイする方法であって、下記工程を含む方法：

  ｉ）ウイルスＮＳ５ＡＢ核酸を用意し；
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  ｉｉ）該ＮＳ５ＡＢ核酸を、ウイルスＮＳ５ＡＢ核酸と相互作用する可能性の

ある試験物質と接触させ；次いで

  ｉｉｉ）該試験物質と該ウイルスＮＳ５ＡＢ核酸との相互作用を測定する。

    【請求項３１】  該ウイルスＮＳ５ＡＢ核酸配列がペスチウイルスおよびヘ

パチウイルスからなる群より選択されるウイルスに由来するものである、請求項

３０記載の方法。

    【請求項３２】  該ウイルスＮＳ５ＡＢ核酸配列が配列番号：１、配列番号

：３、配列番号：５、ならびにそれらの天然対立遺伝子変種、変異体および誘導

体からなる群より選択されるものである、請求項３１記載の方法。

    【請求項３３】  生物学的試料中における、ウイルスポリペプチドと、ペス

チウイルスおよびヘパチウイルスからなる群から選択されるウイルスに指向され

た抗体との間の免疫学的相互作用を検出する方法であって、配列番号：２、配列

番号：４、配列番号：６からなる群より選択されるＮＳ５ＡＢアミノ酸配列、な

らびにそれらの天然対立遺伝子変種、変異体および誘導体を用いて該抗体を単離

することを含む方法。

    【請求項３４】  配列番号：２、配列番号：４および配列番号：６からなる

群より選択される配列を有するウイルスポリペプチドならびにその天然対立遺伝

子変種、変異体および誘導体に対するアフィニティーを有する抗体。

    【請求項３５】  配列番号：１、配列番号：３、配列番号：５からなる群よ

り選択される配列を有する核酸、ならびにその天然対立遺伝子変種、変異体およ

び誘導体を宿主中に導入する方法であって、該核酸が、形質転換、トランスフェ

クション、トランスダクション、遺伝子導入法、外科的方法および核酸被覆粒子

の物理的爆撃からなる群より選択される方法により該宿主にデリバリーされるも

のである方法。

    【請求項３６】  配列番号：２、配列番号：４、配列番号：６およびそれら

の天然対立遺伝子変種、変異体および誘導体からなる群より選択されるアミノ酸

配列を含むウイルス抗原。

    【請求項３７】  蛋白タグ配列をさらに含む請求項３６記載のウイルス抗原

    【請求項３８】  哺乳動物対象において免疫応答を生起させる方法であって



(6) 特表２００３－５１４５６２

、請求項１記載の核酸によりコードされるウイルス抗原を該対象に投与すること

を含む方法。

    【請求項３９】  哺乳動物対象において免疫応答を生起させる方法であって

、請求項３７記載のウイルス抗原を該対象に投与することを含む方法。

    【請求項４０】  配列番号：１、配列番号：３、配列番号：５からなる群よ

り選択されるウイルスＮＳ５ＡＢ核酸、ならびにその天然対立遺伝子変種、変異

体および誘導体を含む宿主細胞。

    【請求項４１】  該宿主細胞が、細菌細胞、真菌細胞、昆虫細胞、鳥類細胞

、哺乳動物細胞および植物細胞からなる群より選択されるものである、請求項４

０記載の宿主細胞。

    【請求項４２】  請求項４０記載の宿主細胞由来の細胞系であって、該細胞

系由来の細胞はウイルスによりコードされているＮＳ５ＡＢポリメラーゼ蛋白を

コードする核酸を含み、該核酸は配列番号：１、配列番号：３、配列番号：５、

ならびに配列番号：１、配列番号：３および配列番号：５の天然対立遺伝子変種

、変異体および誘導体からなる群より選択されるものであり、ウシ細胞、ヒツジ

細胞、ブタ細胞、肝細胞、Ｈｕｈ－７細胞、Chang肝細胞、HeLa細胞、U937細胞

、HepG2細胞、MT-4細胞、造血細胞および該細胞系から生じるクローン細胞から

なる群より選択されるものである細胞系。

    【請求項４３】  機能的なＮＳ５ＡＢ蛋白を発現する請求項４２記載の細胞

系。

    【請求項４４】  さらにレポーターシステムを含む請求項４３記載の細胞系

であって、該レポーターシステムからのレポートシグナルが、該細胞中の機能的

ウイルスＮＳ５ＡＢ蛋白のポリメラーゼ活性に依存するものである細胞系。

    【請求項４５】  該レポーターシステムが機能的なレポーター分子をコード

するＲＮＡ分子のアンチセンス鎖を含む核酸を含み、該ＮＳ５ＡＢポリメラーゼ

が該アンチセンス分子に作用して該宿主細胞中に翻訳可能なｍＲＮＡ配列を生じ

させ、該翻訳されたレポーター分子配列が機能的なＮＳ５ＡＢポリメラーゼの存

在を示すシグナルを増大させうるものである、請求項４４記載の細胞系。

    【請求項４６】  該機能的ｍＲＮＡ分子が、ルシフェラーゼ、β－ガラクト
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シダーゼ、アルカリ性ホスファターゼまたは蛍光緑色蛋白からなる群より選択さ

れるレポーター分子をコードしているものである請求項４５記載の細胞系。

    【請求項４７】  ウイルスによりコードされるＮＳ５ＡＢポリメラーゼ蛋白

の機能性を評価する方法であって、下記工程を含む方法：

  ｉ）請求項４１記載の細胞系を用意し；

  ｉｉ）アンチセンス分子をコードする核酸で該細胞を形質転換し；ここに該ア

ンチセンス分子の相補鎖は機能的なレポーター分子をコードしており、該ＮＳ５

ＡＢポリメラーゼは該アンチセンス分子に作用して翻訳可能なｍＲＮＡ配列を該

宿主細胞中に生じさせるものであり；次いで

  ｉｉｉ）該翻訳されたレポーター分子配列により生じたシグナルの増大に関し

て該細胞を評価する；ここに該増大が機能的なＮＳ５ＡＢ蛋白の存在を示すもの

である。

    【請求項４８】  該機能的レポーター分子が、ルシフェラーゼ、β－ガラク

トシダーゼ、アルカリ性ホスファターゼまたは蛍光緑色蛋白からなる群より選択

されるものである請求項４７記載の方法。

    【請求項４９】  ヘパチウイルスおよびペスチウイルスからなる群より選択

されるウイルスに対するモジュレーション活性に関して試験物質をアッセイする

方法であって、下記工程を含む方法：

  ｉ）請求項４１記載の細胞系を用意し；

  ｉｉ）該細胞系を、ＮＳ５ＡＢ活性をモジュレートする可能性のある試験物質

と接触させ；次いで

  ｉｉｉ）ＮＳ５ＡＢポリメラーゼ活性に対する試験物質のモジュレーション活

性があればそれを測定する。

    【請求項５０】  配列番号：１、配列番号：３、配列番号：５からなる群よ

り選択されるウイルスＮＳ５ＡＢ核酸、ならびにその天然対立遺伝子変種、変異

体および開裂されない誘導体をウイルスベクターまたはレプリコン中に組み込む

ことを含む、感染性のウイルスベクターまたはレプリコンを得る方法。

    【請求項５１】  配列番号：１、配列番号：３、配列番号：５、ならびに配

列番号：１、配列番号：３および配列番号：５の天然対立遺伝子変種、変異体お
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よび誘導体からなる群より選択される核酸配列を含む宿主動物。

    【請求項５２】  ヘパチウイルスおよびペスチウイルスからなる群より選択

されるウイルスまたはレプリコンで細胞培養物を感染させる方法であって、請求

項５０記載のごとく得られたウイルスベクターまたはレプリコンを投与すること

を含む方法。

    【請求項５３】  ヘパチウイルスおよびペスチウイルスからなる群より選択

されるウイルスまたはレプリコンで動物を感染させる方法であって、請求項５０

記載のごとく得られたウイルスベクターまたはレプリコンを投与することを含む

方法。

    【請求項５４】  ウイルスＮＳ５Ｂ蛋白および脂質含有膜フラクションまた

はミセル調合物を含む組成物。

    【請求項５５】  生物学的試料中のＮＳ５ＡＢ核酸の存在を検出するための

キットであって、下記のものを含むキット：

  ｉ）配列番号：１、配列番号：３、配列番号：５からなる群に示された配列に

由来するＮＳ５ＡＢ核酸配列、その天然対立遺伝子変種、変異体および誘導体；

ここに該核酸配列は該ＮＳ５ＡＢをコードする核酸にハイブリダイゼーション可

能なものであり；

  ｉｉ）反応バッファー；および

  ｉｉｉ）説明書。

    【請求項５６】  該核酸配列がタグを含むものである請求項５５記載のキッ

ト。

    【請求項５７】  生物学的試料中のペスチウイルスまたはヘパチウイルス抗

原の存在を検出するキットであって、下記のものを含むキット：

  ｉ）ペスチウイルスまたはヘパチウイルスのＮＳ５ＡＢ蛋白に対して免疫学的

に特異的な抗体；

  ｉｉ）陽性対照としての固定化されたＮＳ５ＡＢ抗原を伴う固体支持体；およ

び

  ｉｉｉ）説明書

    【請求項５８】  該抗体がタグを含むものである請求項５７記載のキット。
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【発明の詳細な説明】

      【０００１】

発明の分野

  本発明は、ペスチウイルス（pestivirus）、ヘパチウイルス（hepacivirus）

および関連ウイルス群に関し、より詳細には、これらのウイルスによりコードさ

れるＲＮＡ－指向ＲＮＡポリメラーゼ（ＲｄＲｐ）活性および配列に関する。融

合ＮＳ５Ａ－ＮＳ５Ｂ ＲｄＲｐをコードする配列およびかかる配列から発現さ

れる機能的なＲｄＲｐ蛋白（本明細書ではＮＳ５ＡＢという）ならびにそれらを

含む組成物が開示される。かかる組成物は予防的、治療的、診断上および医薬上

の用途を有する。

      【０００２】

発明の背景

  ペスチウイルスおよびヘパチウイルスは、フラビウイルス科に属する密接に関

連したウイルス群である。この科における他の密接に関連したウイルスはＧＢウ

イルスＡ、ＧＢウイルスＡ様物質、ＧＢウイルス－ＢおよびＧＢウイルス－Ｃ（

Ｇ型肝炎ウイルス、ＨＧＶともいう）である。ペスチウイルス属は、ウシウイル

ス性下痢ウイルス（ＢＶＤＶ）、古典的なブタ発熱ウイルス（ＣＳＦＶ；ブタコ

レラウイルスともいう）およびヒツジ国境病ウイルス（ＢＤＶ）からなる。家畜

（ウシ、ブタおよびヒツジ）のペスチウイルス感染は世界的な重大な経済的損失

を生じさせる。ヒトペスチウイルスは動物のペスチウイルスほどには十分に特徴

付けられていない。

  しかしながら、血清学的研究により、ヒトにおいてかなりのペスチウイルスへ

の曝露があることが示されている。ヘパチウイルス群（Ｃ型肝炎ウイルス；ＨＣ

Ｖ）は、多くの密接に関連しているが遺伝子型的には異なるウイルスからなり、

それらはヒトに感染する。ＨＣＶは世界的に見て肝炎の主な原因である。大部分

のＨＣＶ感染は持続的であり、約７５％の症例が慢性肝臓疾患を発症する。慢性

ＨＣＶ感染は肝硬変、肝細胞カルチノーマおよび肝不全の発症につながる。

      【０００３】

  現在、ペスチウイルス感染および関連疾患を予防または治療する抗ウイルス性
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医薬はない。ＨＣＶによるヘパチウイルスの治療には、米国においてインターフ

ェロンα（ＩＦＮ）の使用が承認されている。最近になって、ＩＦＮおよびリバ

ビリン（１－β－Ｄ－リボフラノシル－１Ｈ－１，２，４－トリアゾール－３－

カルボキシアミド）の組み合わせの使用が承認された。ＩＦＮ治療は、２０～４

０％の患者における改善された血清酵素応答に関連している。残りの患者はＩＦ

Ｎに無応答である。応答者に関して、持続的な臨床的改善はわずか１０～２０％

の患者においてしか見られない。大部分の患者はＩＦＮ治療中止後にぶり返す。

かくして、慢性Ｃ型肝炎に対するＩＦＮ治療の有効性は様々であり、その治癒率

は低い。そのうえ、かかる治療はしばしばかなりの副作用を伴う。ペスチウイル

ス、ヘパチウイルスおよび関連ウイルスにより引き起こされる感染および疾病に

対する新たな治療および予防剤が明らかに必要である。

      【０００４】

  ペスチウイルスおよびヘパチウイルスの遺伝学的構成は非常に類似している。

これらの＋鎖ＲＮＡウイルスは、ウイルス複製に必要なすべてのウイルス蛋白を

コードする単一の大きなオープンリーディングフレーム（ＯＲＦ）を有する。こ

れらの蛋白は、細胞およびウイルスによりコードされるプロテイナーゼにより翻

訳と同時または翻訳後にプロセッシングされて成熟ウイルス蛋白となるポリ蛋白

（polyprotein）として発現される。ウイルスゲノムＲＮＡの複製に関与するウ

イルス蛋白はＯＲＦのカルボキシ末端側のほぼ３分の２に存在し、非構造（ＮＳ

）蛋白と呼ばれる。ＯＲＦの非構造蛋白部分の遺伝学的構成およびポリ蛋白プロ

セッシングは、ペスチウイルスおよびヘパチウイルスに関しては、著しく類似し

ている。ペスチウイルスおよびヘパチウイルスのいずれに関しても、成熟非構造

（ＮＳ）蛋白はＮＨ３［．．．ｐ７－ＮＳ２－ＮＳ３－ＮＳ４Ａ－ＮＳ４Ｂ－Ｎ

Ｓ５Ａ－ＮＳ５Ｂ］ＣＯＯＨからなる（順に、非構造蛋白コーディング領域のア

ミノ末端からＯＲＦのカルボキシ末端へと示す）。

      【０００５】

  ペスチウイルスおよびヘパチウイルスのＮＳ蛋白は、特異的蛋白機能を特徴と

する配列ドメインを共有している。例えば、両群のウイルスのＮＳ３蛋白は、セ

リンプロテイナーゼおよびヘリカーゼの特徴を有するアミノ酸配列モチーフを有
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する（Gorbalenya et al. (1988) Nature 333:22; Bazan and Fletterrick (198

9) Virology 171:637-639; Gorbalenya et al. (1989) Nucleic Acid Res. 17: 

3889-3897）。同様に、ペスチウイルスおよびヘパチウイルスのＮＳ５Ｂ蛋白は

ＲＮＡ－指向ＲＮＡポリメラーゼ（ＲｄＲｐ）の特徴を有するモチーフを有する

（Koonin, E. V. and Dolja. V. V. (1993) Crit. Rev. Biochem. Molec. Biol.

 28:375-430）。

      【０００６】

  そのうえ、ウイルス生活環におけるペスチウイルスおよびヘパチウイルスのＮ

Ｓ蛋白の実際の役割および機能は直接的に類似している。いずれの場合において

も、ＮＳ３セリンプロテイナーゼは、ＯＲＦ中のその位置よりも下流のポリ蛋白

前駆体のすべての蛋白分解的プロセッシングに関与している（Wiskerchen and C

ollett (1991) Virology 184:341-350; Bartenschlager et al. (1993) J. Viro

l. 67:3835-3844; Eckart et al. (1993) Biochem. Biophys. Res. Comm. 192:3

99-406; Grakoui et al. (1993) J. Virol. 67:2832-2843; Grakoui et al. (19

93) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:10583-10587; Hijikata et al. (1993) J.

 Virol. 67:4665-4675; Tomei et al. (1993) J. Virol. 67:4017-4026）。いず

れの場合においても、ＮＳ４Ａ蛋白はＮＳ３セリンプロテアーゼのコファクター

として作用する（Bartenschlager et al. (1994) J. Virol. 68:5045-5055; Fai

lla et al. (1994) J. Virol. 68: 3753-3760; Lin et al. (1994) 68:8147-815

7; Xu et al. (1997) J. Virol. 71:5312-5322）。両方のウイルスのＮＳ３蛋白

はヘリカーゼとしても作用する（Kim et al. (1995) Biochem. Biophys. Res. C

omm. 215: 160-166; Jin and Peterson (1995) Arch. Biochem. Biophys. 323:4

7-53; Warrener and Collett (1995) J. Virol. 69:1720-1726）。最後に、ペス

チウイルスおよびヘパチウイルスのＮＳ５Ｂ蛋白は推定上のＲｄＲｐ活性を有す

る（Behrens et al.(1996) EMBO J. 15:12-22; Lohmann et al.(1997) J. Virol

. 71:8416-8428; Yuan et al.(1997) Biochem. Biophys. Res. Comm. 232:231-2

35; Hagedorn, PCT WO 97/12033 [PCT/US96/15571]; Collett, Provisional Pat

ent Appl. 60/080,509; Zhong et al.(1998) J. Virol. 72:9365-9369）。

      【０００７】
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  上述のごとく、ペスチウイルスおよびヘパチウイルスの成熟ＮＳ蛋白は前駆体

ポリ蛋白の蛋白分解的プロセッシングにより生じる。ペスチウイルスの場合には

、成熟ＮＳ５ＡおよびＮＳ５Ｂ蛋白になる前駆体ポリ蛋白は、ｐ１３３と命名さ

れた「ＮＡ５ＡＢ」蛋白である（Petric et al. (1992) J. Gen. Virol. 73:186

7-1871）。ｐ１３３はＢＶＤＶ－感染細胞に存在することが示されているが、前

駆体ポリ蛋白を介するウイルス複製におけるその機能役割は記載されていない。

ヘパチウイルスは、オーセンティックなウイルスポリ蛋白前駆体を同定し研究す

るに十分なほど培養細胞中で有効に増殖しないので、ヘパチウイルスＮＳ５ＡＢ

蛋白の存在はこれまで記載されていない。

      【０００８】

  フラビウイルス科の中に第３の属が存在する：それはより関係の薄いフラビウ

イルスである。フラビウイルスのゲノム構成および複製方法はペスチウイルスお

よびヘパチウイルスのそれとは異なる。例えば、フラビウイルスのゲノムＲＮＡ

の５’末端はキャップされており、リボソームスキャンニングにより遺伝子発現

を示すものである。このことは、ペスチウイルスおよびヘパチウイルスのキャッ

プされていないＲＮＡおよび翻訳用の内部リボソームエントリー部位を含む長い

５’ＮＴＲとは対照をなす。かくして、フラビウイルスにより用いられる遺伝子

発現機構はペスチウイルスおよびヘパチウイルスにより用いられる機構とは根本

的に異なる。フラビウイルスの成熟ＮＳ蛋白はＮＨ３［．．．ＮＳ１－ＮＳ２Ａ

－ＮＳ２Ｂ－ＮＳ３－ＮＳ４Ａ－ＮＳ４Ｂ－ＮＳ５］ＣＯＯＨからなる（順に、

非構造蛋白コーディング領域のアミノ末端からＯＲＦのカルボキシ末端へと示す

）。

      【０００９】

  蛋白機能を推定する配列モチーフもフラビウイルスＯＲＦ中に存在する。フラ

ビウイルスＮＳ３蛋白は、それが三機能性蛋白であることを示唆するモチーフを

含んでいる（Rice, in Fields Virology, 3rd edition, pp. 931-959 (Lippinco

tt-Raven, NY)）。実際、フラビウイルスのＮＳ３は、ＯＦＲ中のその位置の上

流および下流の両方におけるポリ蛋白のプロセッシングに関与するトリプシン様

プロテイナーゼ活性、おそらくＲＮＡ複製に関与するであろうＲＮＡヘリカーゼ
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活性（ＷＯ９７／２７３３４）ならびにフラビウイルスＲＮＡの５’末端キャッ

プ構造の形成に関与している可能性のあるＲＮＡトリホスファターゼ活性を有し

ている。フラビウイルスＮＳ５蛋白はＲｄＲｐ配列モチーフを有し、ＲｄＲｐ活

性を有することが示されている（Tan et al. (1996) Virology 216:317-325）。

フラビウイルスＮＳ５蛋白はメチルトランスフェラーゼに特徴的な配列モチーフ

も有する。フラビウイルスＮＳ５蛋白のこのドメインは５’キャップ構造のメチ

ル化に関与している可能性がある。対照的に、ペスチウイルスおよびヘパチウイ

ルスのＲＮＡは５’キャップ構造を欠く。この相違と矛盾せずに、ＮＳ５Ａおよ

びＮＳ５Ｂ蛋白のコーディング領域を含むペスチウイルスおよびヘパチウイルス

のＯＲＦはメチルトランスフェラーゼモチーフを欠く（Koonin, E. V. (1993) J

. Gen. Virol. 74:733-740）。このことは、フラビウイルスのＲｄＲｐ蛋白（Ｎ

Ｓ５）とペスチウイルスおよびヘパチウイルスのＲｄＲｐ蛋白（ＮＳ５Ｂ）との

間の重要な機能上の相違および識別的特徴である。

      【００１０】

  蛋白分解的にプロセッシングされる前駆体ポリ蛋白を経てＲｄＲｐ蛋白を生産

する＋鎖動物ＲＮＡウイルスの中には、前駆体ポリ蛋白が機能的なＲｄＲｐ活性

を有することを示すものはなかった。実際に、２つの十分に研究されたケースに

おいて、ＲｄＲｐ蛋白の直接のポリ蛋白前駆体はＲＮＡポリメラーゼとして無機

能であることが示されている。ポリオウイルスに関しては、３Ｄｐｏｌと呼ばれ

る機能的なＲｄＲｐ蛋白は前駆体３ＣＤｐｒｏに由来し、該前駆体は２つの成熟

ウイルス蛋白３Ｃｐｒｏおよび３Ｄｐｏｌの融合物である。ＲＮＡポリメラーゼ

活性を直接評価した場合には、精製３ＣＤｐｒｏは検出可能な活性を欠いていた

（Van Dyke and Flanegan (1980) J. Virol. 35:732-740; Harris et al. (1992

) J. Virol. 66:7481-7489）。アルファウイルスの場合には、ポリ蛋白前駆体Ｐ

１２３４は迅速にプロセッシングされてＰ１２３および成熟ＲｄＲｐ ｎｓＰ４

になる。Ｐ１２３はｎｓＰ４と一緒になって細胞においてウイルスＲＮＡを合成

することができるが、前駆体Ｐ１２３４はできない（Lemm, Rumenapf, Strauss,

 Strauss and Rice (1994)）。そのうえ、遺伝子操作されたワクシニアウイルス

発現系を用いて、ポリ蛋白Ｐ３４は細胞においてウイルスＲＮＡを合成すること
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ができないことが直接示されている（Lemm and Rice (1993) 67:1916-1626）。

上記のことはすべて、ペスチウイルスおよびヘパチウイルスのＮＳ５Ｂ ＲｄＲ

ｐの前駆体蛋白（本明細書ではＮＳ５ＡＢという）は活性のあるポリメラーゼと

して機能するとは考えられないということを示唆するものである。

      【００１１】

発明の概要

  本発明は、本明細書においてＮＳ５ＡＢと称されるＮＳ５Ｂ ＲｄＲｐ前駆体

蛋白が、実際には、活性のあるＲｄＲｐ酵素であるという知見に基づく。本来の

順序で連結されているＮＳ５ＡおよびＮＳ５Ｂを有する配列をコードするＮＳ５

ＡＢ、ＮＳ５ＡＢ蛋白ならびに診断、予防、治療および医薬用途に有用なそれら

の関連活性が提供される。有効な抗ウイルス剤を同定するためのアッセイにおい

て本発明のＮＳ５ＡＢ関連分子を有利に用いてもよい。

      【００１２】

  本発明の好ましい具体例において、本発明のクローンＤＪＢ２－ＢＶＤＶ－Ｎ

Ｓ５ＡＢ中に存在する、配列番号：１に示されるペスチウイルスＮＳ５ＡＢ遺伝

子であるＤＮＡ配列を含む単離核酸分子が提供される。典型的なＢＶＤＶ ＮＳ

５ＡＢ蛋白は、上記クローンによりコードされる配列番号：２に示すアミノ酸配

列を有する。

      【００１３】

  本発明の種々の具体例によれば、ペスチウイルスのいずれかの株、変種、セロ

タイプまたは遺伝子型に由来するような配列番号：１に関連したＤＮＡまたはＲ

ＮＡ、さらなる核酸分子、ならびにそれらによりコードされるＮＳ５ＡＢ蛋白は

本発明の範囲内である。さらに、これらの配列の保存的な配列または残基の置換

を有するペスチウイルスＮＳ５ＡＢ配列、あるいは変種または誘導体の核酸およ

び蛋白を生じるように変異または修飾された配列も、本発明の範囲内にあるもの

とする。

      【００１４】

  本発明のもう１つの好ましい具体例において、本発明のクローンｂａｃＨＣＶ

５ＡＢ－１１中に存在する、配列番号：３に示すヘパチウイルスＮＳ５ＡＢ遺伝
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子であるＤＮＡ配列を含む単離核酸分子が提供される。典型的なヘパチウイルス

ＮＳ５ＡＢ蛋白は、上記クローンによりコードされる配列番号：４に示すアミノ

酸配列を有する。

      【００１５】

  本発明のさらに好ましい具体例において、本発明のクローンｂａｃＨＣＶ５Ａ

Ｂ－１６中に存在する、配列番号：５に示すヘパチウイルスＮＳ５ＡＢ遺伝子で

あるＤＮＡ配列を含む単離核酸分子が提供される。典型的なヘパチウイルスＮＳ

５ＡＢ蛋白は、上記クローンによりコードされる配列番号：６に示すアミノ酸配

列を有する。

      【００１６】

  本発明の種々の具体例によれば、ヘパチウイルスのいずれかの株、変種、セロ

タイプ、遺伝子型に由来するような、配列番号：３または配列番号：５の核酸配

列に関連した核酸配列であるさらなる核酸分子、ならびにそれらによりコードさ

れるＮＳ５ＡＢ蛋白は本発明の範囲内である。さらに、これらの配列の保存的な

配列または残基の置換を有するヘパチウイルスＮＳ５ＡＢ配列、あるいは変種ま

たは誘導体の核酸および蛋白を生じるように変異または修飾された配列も、本発

明の範囲内にあるものとする。

      【００１７】

  本発明のさらにもう１つの具体例において、ペスチウイルスおよびヘパチウイ

ルス由来の機能的なＮＳ５ＡＢ蛋白およびポリペプチド（例えば、ＲｄＲｐまた

は他の活性を有するＮＳ５ＡＢ蛋白およびポリペプチド）が提供される。これら

の機能的ＮＳ５ＡＢ蛋白およびポリペプチドは、かかる機能的なＮＳ５ＡＢ蛋白

およびポリペプチドの活性をモジュレートし、あるいは阻害または刺激しうる作

用剤の同定（これに限らない）を包含する多くの有用性を有する。

      【００１８】

  ペスチウイルスおよびヘパチウイルスの感染および関連疾病の治療または予防

において有効でありうる潜在的な抗ウイルス剤をアッセイするための、ペスチウ

イルスおよびヘパチウイルスに由来するＮＳ５ＡＢ配列および蛋白の使用方法が

本発明において提供される。
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      【００１９】

  上記のごとく、変種蛋白またはポリペプチドをコードする核酸は本発明の範囲

内にあるとされる。かかる変種はＲｄＲｐポリメラーゼ活性を有していてもよく

、有していなくてもよい。これらの変種は、１またはそれ以上のアミノ酸残基の

付加、欠失、または置換を包含する、１またはそれ以上の変化を有していてもよ

い。好ましくは、該変化はポリペプチドの構造または有用な特性に影響しないも

の、あるいは実質的に影響するものであろう。かくして、適当には、ペスチウイ

ルスおよびヘパチウイルスのＮＳ５ＡＢ変種は機能的なＲｄＲｐ活性を有するも

のであってもよく、あるいはそれらはほとんど機能的でないかまたは不活性であ

ってもよいが、もとのポリペプチドの２次および３次構造を実質的に含むもので

あってもよい。かかるＮＳ５ＡＢ分子を有利に用いて、ＮＳ５ＡＢに特異的に結

合、あるいはＮＳ５ＡＢ活性に影響する作用剤を同定してもよい。ＮＳ５ＡＢ変

種は天然に存在するもの（すなわち、天然ソースから精製または単離されたもの

）あるいは合成されたもの（すなわち、遺伝子工学的方法、部位特異的突然変異

誘発法により得られたＤＮＡまたはＲＮＡの生物学的発現により得られる、ある

いは化学合成法により得られるもの（これらすべての方法は当該分野においてよ

く知られている））であってもよい。

      【００２０】

  本発明のさらにもう１つの具体例において、本発明の核酸分子がクローニング

され、ベクター中で発現される。かかるベクターは、例えば、プラスミド、複製

コンピテントまたは欠損ウイルスまたはファージベクター、あるいは典型的には

複製開始点が提供されたレプリコンの形態であってもよく、ポリペプチド発現用

のプロモーター、およびプロモーターのレギュレーターが提供されてもよい。ベ

クターは、１またはそれ以上の選択可能マーカー遺伝子、例えば、細菌プラスミ

ドの場合にはアンピシリン耐性遺伝子あるいは哺乳動物ベクターの場合にはネオ

マイシン耐性遺伝子を含んでいてもよい。例えば、ＲＮＡまたは蛋白の産生に関

するインビトロアッセイにおいてベクターを有利に用いてもよい。宿主細胞また

は生物を形質転換、トランスフェクション、感染またはトランスダクションする

ためのベクターも、本発明において使用されるものとする。得られる宿主細胞お
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よび生物であって、ペスチウイルスまたはヘパチウイルスの核酸配列またはポリ

ペプチドを有し、あるいは発現するものは、ＮＳ５ＡＢ蛋白の活性に影響する作

用剤を同定するためのアッセイにおいて有用性があるだろう。

      【００２１】

  本発明のさらにもう１つの具体例において、ＮＳ５ＡＢポリメラーゼ配列に影

響する作用剤の同定方法が提供される。かかる方法は、多数の作用剤を評価でき

るアッセイの方法ならびに高処理量スクリーニング法を包含する。そのようにし

て同定された作用剤は、ＮＳ５ＡＢ配列またはそれによりコードされる蛋白に対

する影響において、アンタゴニスト性またはアゴニスト性であってよい。小型分

子、ポリマー、ペプチド、ポリペプチド、免疫グロブリンまたはそれらのフラグ

メント、オリゴヌクレオチド、アンチセンス分子、ペプチド－核酸抱合体、リボ

ザイム、ポリヌクレオチド等（これらに限らない）を包含する、いかなる数のク

ラスの分子であっても、本発明の方法に使用できる。ＮＳ５ＡＢ活性のアンタゴ

ニストに関する有用性は、生きた宿主またはヒト、ならびに細胞、組織および器

官の培養物のごときインビトロ系におけるペスチウイルスおよびヘパチウイルス

の複製に対する阻害を包含するが、これに限らない。本発明の実施により同定さ

れるペスチウイルスおよびヘパチウイルスのＮＳ５ＡＢ活性のアゴニストも、生

きた宿主およびインビトロ系において多くの有用性がある。例えば、かかる作用

剤は、これらのウイルスの成長、製造または増殖を改善することにおいて有用で

あろう。ペスチウイルスおよびヘパチウイルスの改善されたインビトロでの増殖

は、研究用および診断用試薬の製造ならびにワクチン製造に有利である。特に、

かかる作用剤は、ＨＣＶ感染、複製または疾病の動物モデルの開発、および生き

た宿主あるいは細胞、組織または器官の培養系におけるＨＣＶの増殖に有用であ

る。

      【００２２】

  本発明のもう１つの態様によれば、本明細書に開示した組成物および方法の使

用を容易にするキットが提供される。典型的なキットは、単独の、あるいは適当

なベクターに結合された本発明のＮＳ５ＡＢ核酸およびポリペプチドあるいはそ

れらの変種を含む。本発明の１の典型的なキットは、試験試料中のＮＳ５ＡＢ核
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酸の検出に適した核酸プローブまたはプライマーを含む。あるいはまた、本発明

の典型的なキットは、ペスチウイルスまたはパチウイルスのＮＳ５ＡＢ蛋白に免

疫学的に特異的な抗体および免疫検出を容易にするための他の試薬を含む。陽性

対照として、固定化されたＮＳ５ＡＢ抗原を含有する固体支持体をかかるキット

に含めてもよい。本明細書に記載されたキットには、特定用途の場合の本発明の

組成物の使用プロトコルならびに適用の際に必要な試薬も含められる。キットの

試薬は意図される用途により変更されうる。かかる試薬は、バッファー、溶媒、

培地および溶液、基質およびコファクター、ベクターおよび宿主細胞、ならびに

検出またはレポーター試薬を包含するが、これらに限らない。バイアル、容器お

よび反応チャンバーのごとき他のアクセサリーが含まれていてもよい。

      【００２３】

  本発明の主題を理解するための助けとなるよう、以下に定義を示す。

  本明細書の用語「Ｃ型肝炎ウイルス」、「ＨＣＶ」または「ヘパチウイルス」

は、フラビウイルス科のヘパチウイルス属に属する関連ウイルスの群のいずれか

の典型を意味する。また、ＧＢウイルスＡ、ＧＢウイルスＡ様作用剤、ＧＢウイ

ルス－ＢおよびＧＢウイルス－ＣまたはＧ型肝炎ウイルス（ＨＧＶ）と命名され

た、密接に関連するウイルスについても用語「ヘパチウイルス」を用いる。「ペ

スチウイルス」または「ＢＶＤＶ」（ウシウイルス性下痢ウイルス）は、フラビ

ウイルス科のペスチウイルス属に属する関連ウイルスの群のいずれかの典型を意

味し、ＢＶＤウイルス、国境病（border disease）ウイルス、古典的なブタ発熱

ウイルス（ブタコレラウイルス）、キリン、バイソン、他の動物およびヒトを包

含する他の種のペスチウイルスを包含するが、これらに限らない。

      【００２４】

  本明細書の用語「核酸」または「核酸分子」は直鎖状または環状の１本鎖また

は２本鎖のＤＮＡまたはＲＮＡ分子をいい、１本鎖の場合にはその相補的配列の

分子もいう。核酸分子を議論する場合、本明細書において特定の核酸分子の配列

または構造を通常の記載慣習に従って５’から３’の向きに記載することがある

。本発明の核酸に関して、用語「単離核酸」を時々用いる。この用語は、ＤＮＡ

について用いる場合、その起源生物の天然ゲノム中において隣接して連続してい
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る配列から分離されたものである。例えば、「単離核酸」はプラスミドまたはウ

イルスベクターのごときベクター中に挿入されたＤＮＡ分子を含んでいてもよく

、あるいは原核細胞もしくは真核細胞または宿主生物のゲノムＤＮＡ中に組み込

まれていてもよい。

      【００２５】

  ＲＮＡについて用いる場合、用語「単離核酸」は、主として、上記単離ＤＮＡ

分子によりコードされるＲＮＡ分子をいう。あるいはまた、その用語は、その天

然状態（すなわち、細胞または組織中）において結合している他の核酸から十分

に分離されたＲＮＡ分子をいうこともある。さらに単離核酸（ＤＮＡまたはＲＮ

Ａ）は、生物学的または合成的手段により直接生産され、その生産中に存在する

他の成分から分離されているものをいうことがある。

      【００２６】

  核酸の特定配列の「天然対立遺伝子変種」、「変異体」および「誘導体」は、

特定配列に密接に関連しているが、配列または構造中の自然発生的または設計さ

れた変化を有していてもよい核酸配列をいう。密接に関連とは、配列のヌクレオ

チドの少なくとも６０％、しばしば９０％より多くが、特定の配列番号を用いて

表される核酸配列の一定の長さにわたって合致することを意味する。密接に関連

した核酸配列間の核酸配列中の変化または相違は、特定の核酸配列の複製または

重複の過程において自然に起こる配列中のヌクレオチド変化をいうことがある。

他の変化は、特別な目的のために特別に設計され特別な配列中に導入されたもの

、例えば、核酸の調節領域におけるアミノ酸コドンまたは配列の変化のようなも

のであってもよい。かかる特別な変化を、種々の突然変異法を用いてインビトロ

において生じさせてもよく、あるいは変化を誘導または選択する特定の選択条件

下において宿主生物中で生じさせてもよい。特別に得られるかかる配列の変種を

、元の配列の「変異体」または「誘導体」といってもよい。

      【００２７】

  用語「類似性パーセント」、「同一性パーセント」および「相同性パーセント

」は、特定の核酸についていう場合、ウィスコンシン大学ＧＣＧソフトウェアプ

ログラム中に示されたように用いる。
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      【００２８】

  用語「ＮＳ５Ｂ」は、「ＮＳ５Ｂ蛋白」、「ＮＳ５Ｂポリペプチド」、「ＮＳ

５Ｂポリメラーゼ」、「ＮＳ５Ｂ ＲｄＲｐ」またはこれらの用語の組み合わせ

を用いて呼ばれる蛋白をコードする領域を特定するウイルスゲノムの３’末端付

近にあるＨＣＶゲノムの一部分をいう。天然状態のＮＳ５ＢはＲＮＡ依存性ＲＮ

Ａポリメラーゼ（ＲｄＲｐ）として機能する。ＮＳ５Ｂ蛋白をコードする核酸領

域を「ＮＳ５Ｂ遺伝子」ということもある。よって、用語「ＮＳ５Ｂ」は、それ

が用いられる文脈に応じて、ＮＳ５Ｂポリペプチドをコードする核酸、ＮＳ５Ｂ

遺伝子またはＮＳ５Ｂポリペプチド、あるいはそれらの部分をいうことがある。

さらにＮＳ５Ｂは、ＮＳ５Ｂ核酸配列またはＮＳ５Ｂポリペプチドの自然対立遺

伝子変種、変異体および誘導体をいうことがある。ＮＳ５Ｂ核酸、ＮＳ５Ｂ遺伝

子またはＮＳ５Ｂ蛋白は機能的であてもよく、あるいは機能的でなくてもよい。

      【００２９】

  用語「ＮＳ５ＡＢ」は、ウイルスゲノムの３’末端付近に位置するペスチウイ

ルスまたはヘパチウイルスゲノムの一部分をいい、本明細書において「ＮＳ５Ａ

Ｂ」と称されるＮＳ５ＡおよびＮＳ５Ｂ蛋白を一緒にコードする領域を特定する

ものである。「ＮＳ５ＡＢ」、「ＮＳ５ＡＢ蛋白」、「ＮＳ５ＡＢポリペプチド

」、「ＮＳ５ＡＢポリメラーゼ」、「ＮＳ５ＡＢ ＲｄＲｐ」またはこれらの用

語の組み合わせを本明細書において混用する。ＮＳ５ＡＢ蛋白は、成熟ＮＳ５Ａ

およびＮＳ５Ｂ蛋白となるポリ蛋白または前駆体である。天然の共直線状態にお

いてＮＳ５ＡおよびＮＳ５Ｂ配列は連結され、並んでいる。ＮＳ５ＡＢ蛋白をコ

ードする核酸領域は「ＮＳ５ＡＢ遺伝子」とも称される。かくして、用語「ＮＳ

５ＡＢ」は、用語が用いられる文脈に応じて、ＮＳ５ＡＢポリペプチドをコード

する核酸、ＮＳ５ＡＢ遺伝子、またはＮＳ５ＡＢポリペプチド、あるいはそれら

のいずれかの部分をいう。さらにＮＳ５ＡＢは、ＮＳ５ＡＢ核酸配列またはＮＳ

５ＡＢポリペプチドの天然対立遺伝子変種、変異体および誘導体をいうことがあ

る。ＮＳ５ＡＢ核酸、ＮＳ５ＡＢ遺伝子またはＮＳ５ＡＢ蛋白は機能的または非

機能的のいずれであってもよい。本発明のＮＳ５ＡＢ配列の開裂されない誘導体

は、ウイルスまたは他の蛋白分解酵素によってはもはや蛋白分解的に開裂されな
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いように修飾された配列である。

      【００３０】

  また本発明は、本発明のペスチウイルスおよびヘパチウイルスのＮＳ５ＡＢポ

リペプチドまたは蛋白の活性部分、フラグメント、誘導体および機能的もしくは

非機能的模倣物を包含する。ＮＳ５ＡＢの「活性部分」は、全長のＮＳ５ＡＢポ

リペプチドより小さいが、測定可能な生物学的活性を保持しているペプチドを意

味する。

      【００３１】

  ＮＳ５ＡＢポリペプチドの「フラグメント」、「部分」は、少なくとも約５個

ないし７個の連続したアミノ酸、しばしば少なくとも約７個ないし９個の連続し

たアミノ酸、典型的には少なくとも約９個ないし１３個の連続したアミノ酸、そ

して最も好ましくは少なくとも約１２個ないし３０個またはそれ以上の連続した

アミノ酸からなるアミノ酸残基の並びを意味する。ＮＳ５ＡＢポリペプチド配列

、抗原決定基、ウイルス性抗原またはエピトープのフラグメントは、ＮＳ５ＡＢ

アミノ酸配列の一部分に対する免疫応答を誘導するために有用である。

      【００３２】

  ＮＳ５ＡＢポリペプチドまたはそのフラグメントの「誘導体」は、蛋白のアミ

ノ酸配列を変化させることにより、例えば、蛋白をコードする核酸を処理するこ

とにより、あるいは蛋白自体を変化させることにより修飾されたポリペプチドを

いう。天然アミノ酸配列のかかる誘導体は、１個またはそれ以上のアミノ酸挿入

、付加、欠失または置換を包含してもよく、元のＮＳ５ＡＢポリペプチドの必須

活性を変化させるものであってもよく、変化させないものでもよい。

      【００３３】

  上記のごとく、本発明のＮＳ５ＡＢポリペプチドまたは蛋白は、ＨＣＶ ＮＳ

５Ｂポリペプチドに由来し、ＮＳ５ＡＢポリペプチドの少なくとも１の特性また

は他の特徴を保持しているアナログ、フラグメント、誘導体または変異体を包含

する。ＮＳ５ＡＢポリペプチドの異なる「変種」は天然に存在する。これらの変

種は、蛋白をコードする遺伝子のヌクレオチド配列の相違により特徴づけられる

対立遺伝子であってもよく、あるいは異なるＲＮＡプロセッシングまたは翻訳後
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修飾を含むものであってもよい。当業者は、１個または複数個のアミノ酸の置換

、欠失、付加または置換を有する変種を製造することができる。これらの変種は

、とりわけ、（ａ）１個またはそれ以上のアミノ酸残基が保存的または非保存的

アミノ酸で置換されている変種、（ｂ）１個またはそれ以上のアミノ酸がＮＳ５

ＡＢポリペプチドに付加されている変種、（ｃ）１個またはそれ以上のアミノ酸

が置換基を有する変種、ならびに（ｄ）ＮＳ５ＡＢポリペプチドが、例えば抗体

に対するエピトープ、ポリヒスチジン配列、ビオチン部分等のような有用な特性

をＮＳ５ＡＢポリペプチドに付与しうる融合パートナー、蛋白タグまたは他の化

学的部分のごとき別のペプチドまたはポリペプチドと融合している変種、を包含

しうる。本発明の他のＮＳ５ＡＢポリペプチドは、１の種に由来するアミノ酸残

基が保存的位置または非保存的位置において別の種の対応残基で置換されている

変種を包含する。もう１つの具体例において、非保存的位置におけるアミノ酸残

基が保存的または非保存的残基で置換される。遺伝学的（抑制、欠失、突然変異

等）、化学的、および酵素的方法を包含するこれらの変種を得る方法は当業者に

知られている。

      【００３４】

  別の核酸プロセッシング形態ならびに別の修飾後修飾形態を包含する、かかる

対立遺伝子変種、アナログ、フラグメント、誘導体、変異体、および修飾体は、

ＨＣＶ ＮＳ５Ｂポリペプチドの生物学的特性を保持するＮＳ５ＡＢポリペプチ

ドの誘導体を生じ、それらは本発明の範囲内に包含される。

      【００３５】

  本明細書の用語「機能的」とは、核酸配列が、列挙されたアッセイまたは目的

に関して機能的であることを意味する。

      【００３６】

  「モジュレーション活性」なる語句は、ＮＳ５ＡＢ関連活性または機能に影響

する試験物質の能力をいう。かかる活性は性質としてアゴニスト性であってもよ

く、アンタゴニスト性であってもよい。対応する対照の存在下におけるＲＮＡ合

成の増加を測定して、ＲｄＲｐ活性の増加によりアゴニスト性活性を測定しても

よい。あるいは、ＲＮＡ合成の減少により、アンタゴニスト性活性を測定しても
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よい。ポリメラーゼ酵素活性をモジュレートする作用剤を評価するための種々の

アッセイ方法が当業者に知られている。

      【００３７】

  本明細書の「膜フラクション」なる語句は、生物学的な系に由来する慣用的な

脂質含有膜フラクションまたは調合物、ならびに単離もしくは合成脂質または脂

質成分、リポソーム、リポソーム処方およびミセル調合物のいずれかの組み合わ

せを包含する。

      【００３８】

  語句「必須として含む」は、特定のヌクレオチドまたはアミノ酸に用いる場合

、配列番号で示す配列の特性を有する配列を意味する。例えば、アミノ酸配列に

ついていう場合、その語句はその配列自体およびその配列の基本的かつ新規な特

徴に影響しない分子修飾体を包含する。

      【００３９】

  「レプリコン」は遺伝学的エレメント、例えば、プラスミド、コスミド、バク

ミド、ファージまたはウイルスであって、それ自身の制御下でよく複製できるも

のである。レプリコンはＲＮＡまたはＤＮＡであってよく、１本鎖または２本鎖

であってよい。

      【００４０】

  「ベクター」はプラスミド、コスミド、バクミド、ファージまたはウイルスの

ごときレプリコンであり、別の遺伝学的配列またはエレメント（ＤＮＡまたはＲ

ＮＡいずれか）がそれに結合していて該結合配列またはエレメントの複製を引き

起こすものであってもよい。

      【００４１】

  「発現オペロン」とは、プロモーター、エンハンサー、翻訳開始シグナル（例

えば、ＡＴＧまたはＡＵＧコドン）、ポリアデニル化シグナル、ターミネーター

等のごとき転写および翻訳制御配列を有していてもよく、ポリペプチドをコード

する配列の宿主細胞または生物中での発現を容易ならしめる核酸セグメントをい

う。

      【００４２】
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  本明細書の用語「オリゴヌクレオチド」とは、本発明のプライマーおよびプロ

ーブをいい、２個またはそれ以上、好ましくは３個以上のリボ－またはデオキシ

リボ核酸から構成される核酸分子とし定義される。オリゴヌクレオチドの正確な

サイズは種々の因子およびオリゴヌクレオチドの個々の適用および用途に依存す

る。

      【００４３】

  本明細書の用語「プローブ」は、オリゴヌクレオチド、ポリヌクレオチドまた

は核酸をいい、ＲＮＡまたはＤＮＡのいずれでもよく、例えば精製制限酵素消化

物中に本来的に存在するものであっても、あるいは合成により製造されるもので

あってもよく、当該プローブに相補的な配列にアニールでき、あるいは特異的に

ハイブリダイゼーションできるものである。プローブは１本鎖または２本鎖であ

ってよい。プローブの正確な長さは、温度、プローブ源および使用方法を包含す

る多くの因子に依存する。例えば、診断への適用に関しては、標的配列の複雑さ

に応じて、典型的にはオリゴヌクレオチドプローブは１５～２５個またはそれ以

上のヌクレオチドを含有するが、より少ないヌクレオチドを含有していてもよい

。本明細書でいうプローブは、特定の標的核酸配列の異なる鎖に対して「実質的

に」相補的であるように選択される。このことは、１セットの前以て決定された

条件下で対応する標的鎖に「特異的にハイブリダイゼーション」またはアニール

するためにはプローブが十分に相補的でなければならないことを意味する。それ

ゆえ、プローブ配列は標的の正確な相補配列を反映するものである必要はない。

例えば、非相補的ヌクレオチドフラグメントがプローブの５’または３’末端に

結合していて、プローブ配列の残りの部分が標的鎖に相補的なものであってもよ

い。あるいはまた、非相補的塩基またはより長い配列がプローブ中に入っていて

もよいが、標的核酸配列に対して十分な相補性を有していて、プローブ配列が特

異的にアニールすることが条件である。

      【００４４】

  用語「特異的にハイブリダイゼーション」は、十分な相補性を有する２個の１

本鎖核酸分子間の会合であって、当該分野において広く使用される前以て決定さ

れた条件下でのかかるハイブリダイゼーションを可能にする会合をいう（時々、
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「実質的に相補的」という）。詳細には、該用語は、本発明の１本鎖ＤＮＡまた

はＲＮＡ分子中に含まれる実質的に相補的な配列とオリゴヌクレオチドとのハイ

ブリダイゼーションをいい、非相補的配列の１本鎖核酸とオリゴヌクレオチドと

のハイブリダイゼーションを実質的に排除する。

      【００４５】

  本明細書の用語「プライマー」は、ＲＮＡまたはＤＮＡであるオリゴヌクレオ

チドをいい、１本鎖または２本鎖であってよく、生物学的システムに由来するも

の、制限酵素での消化により得られるもの、あるいは合成により製造されるもの

のいずれでであってもよく、正しい環境に置かれた場合に、鋳型に依存した核酸

合成のイニシエーターとして機能的に作用しうるものである。適当な核酸鋳型、

核酸の適当なヌクレオシド三リン酸前駆体、ポリメラーゼ酵素、適当なコファク

ターならびに適当な温度およびｐＨのごとき適当な条件とともに存在する場合、

ポリメラーゼまたは類似の活性の作用によるヌクレオチド付加によって３’末端

においてプライマーが伸長されて、プライマー伸長生成物が生じうる。プライマ

ーは個々の条件および適用に関する必須因子に応じて様々な長さであってよい。

例えば、診断への適用においては、典型的には、オリゴヌクレオチドプライマー

は１５～２５個またはそれ以上のヌクレオチドの長さである。所望伸長生成物の

合成を開始させるためには、すなわち、ポリメラーゼまたは類似の酵素による合

成の開始に使用される適当に並置されたプライマーの３’ヒドロキシル部分を提

供するに十分な様式で所望鋳型鎖とアニールできるためには、プライマーは、所

望鋳型に対して十分に相補的でなくてはならない。プライマー配列が所望鋳型に

正確な相補物である必要はない。例えば、非相補的ヌクレオチド配列が相補的プ

ライマーの５’末端に結合していてもよい。あるいはまた、非相補的塩基がオリ

ゴヌクレオチドプライマー配列中に入っていてもよいが、プライマー配列が所望

鋳型鎖に対して十分な相補性を有し、伸長生成物の合成のための鋳型－プライマ

ー複合体を機能的に提供することが条件となる。

      【００４６】

  本明細書記載のアミノ酸残基は「Ｌ」異性体が好ましい。しかしながら、「Ｄ

」異性体の残基がＬ－アミノ酸残基の代わりにあってもよいが、ポリペプチドの
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所望特性が保持されることが条件である。本明細書に示されるすべてのアミノ酸

残基配列は、右から左にアミノ末端からカルボキシ末端とする慣用的なものであ

る。

      【００４７】

  用語「単離蛋白」または「単離精製蛋白」を本明細書に時々使用する。この用

語は、主として、本発明の単離核酸分子の発現により生成される蛋白をいう。あ

るいはまた、この用語は、本来的には関連している他の蛋白から十分に分離され

て、「実質的に純粋」な形態で存在する蛋白をいう。「単離」は、他の成分また

は材料との人工的または合成的混合物を排除すること、あるいは基本的活性を妨

害せず、例えば精製不十分、安定化剤添加、または例えば免疫原性調合物もしく

は医薬上許容される調合物中への配合によっって存在する可能性のある不純物の

存在を意味するのではない。

      【００４８】

  用語「実質的に純粋」は、少なくとも５０～６０重量％の物質（例えば、核酸

、オリゴヌクレオチド、蛋白等）を含む調合物をいう。より好ましくは、調合物

は少なくとも７５重量％、最も好ましくは９０～９５重量％の化合物を含む。純

度は、化合物に適した方法により測定される（例えば、クロマトグラフィー法、

アガロースまたはポリアクリルアミドゲル電気泳動、ＨＰＬＣ分析等）。

      【００４９】

  「成熟蛋白」または「成熟ポリペプチド」は、ポリ蛋白前駆体からの蛋白分解

プロセッシングのごとき発生の過程でポリペプチドに通常生じるプロセッシング

後のポリペプチド配列を有するポリペプチドを意味する。「ポリ蛋白」または「

前駆体」蛋白は成熟蛋白（複数も可）を含む蛋白であり、それは成熟後に成熟蛋

白を生じる。成熟、ポリ蛋白または前駆体蛋白の配列または境界を命名する際に

、蛋白配列の最初のアミノ酸をアミノ酸残基１と命名する。本明細書にて用いる

ように、成熟蛋白のアミノ酸１に先行する天然には見られないアミノ酸残基を－

１、－２、－３などとする。組み換え発現系に関しては、メチオニン開始コドン

がしばしば翻訳効率化の目的で使用される。よって、ＮＳ５Ｂの場合、メチオニ

ンコドンをＮＳ５ＡＢ蛋白配列のアミノ酸１に直接先行するように置いてもよい
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。得られたポリペプチド中のこのメチオニン残基は、本明細書によれば、成熟Ｎ

Ｓ５ＡＢ蛋白配列に対して－１の位置に置かれている。

      【００５０】

  用語「タグ」、「タグ配列」または「蛋白タグ」は、ヌクレオチド、オリゴヌ

クレオチド、ポリヌクレオチドまたはアミノ酸、ペプチドもしくは蛋白または他

の化学物質のいずれかである化学的部分をいい、別の配列に付加された場合、特

に、該別の配列の検出または単離においてさらなる有用性を提供し、あるいは有

用な特性を該別の配列に付与するものである。よって、例えば、ホモポリマー核

酸配列または捕捉オリゴヌクレオチドに対して相補的な核酸配列をプライマーま

たはプローブに付加して、その後行う伸長生成物またはハイブリダイゼーション

生成物の単離を容易ならしめてもよい。蛋白タグの場合、ヒスチジン残基（例え

ば、４個ないし８個の連続したヒスチジン残基）を蛋白のアミノまたはカルボキ

シ末端に付加して、キレート金属クロマトグラフィーによる蛋白の単離を容易な

らしめてもよい。別法として、特定の抗体分子または他の分子（例えば、フラッ

グエピトープ、ｃ－ｍｙｃエピトープ、インフルエンザＡウイルス赤血球凝集素

蛋白の膜貫通エピトープ、セルロース結合ドメイン、カルモジュリン結合蛋白、

マルトース結合蛋白、キチン結合ドメイン、グルタチオンＳ－トランスフェラー

ゼ等）と反応するエピトープまたは結合決定部位である、アミノ酸配列、ペプチ

ド、蛋白または融合パートナーを蛋白に付加して、アフィニティーまたは免疫ア

フィニティークロマトグラフィーのごとき手順による蛋白の単離を容易ならしめ

てもよい。化学タグ部分は、核酸または蛋白のいすれかに付加でき、アビジン試

薬との相互作用により単離または検出を容易ならしめることのできるビオチンの

ごとき分子等を包含する。他の多くのタグ部分が当業者に知られ、考えられてお

り、それらはこの定義の範囲内である。

      【００５１】

  本明細書の用語「リポーター」、「リポーターシステム」、「リポーター遺伝

子」、または「リポーター遺伝子産物」は作動性の遺伝子システムを意味し、該

システム中において、核酸は、例えば生物学的アッセイ、イムノアッセイ、ラジ

オイムノアッセイ、または比色法、蛍光法、化学発光法または他の方法により容
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易に測定できるリポーターシグナルを発現の際に生じる遺伝子産物をコードして

いる遺伝子を含んでいる。核酸はＲＮＡまたはＤＮＡであってよく、直鎖状また

は環状であってよく、１本鎖または２本鎖であってよく、アンチセンスまたはセ

ンス鎖であってよく、リポーター遺伝子産物の発現に必要な制御エレメントに作

動可能に連結されている。必要な制御エレメントは、リポーターシステムの性質

およびリポーター遺伝子がＤＮＡ形態かＲＮＡ形態かにより様々であるが、プロ

モーター、エンハンサー、翻訳制御配列、ポリＡ付加シグナル、転写終結シグフ

ナル等のごときエレメント（これらに限らない）を包含しうる。

      【００５２】

  用語「形質転換」、「トランスフェクト」、「ドランスダクション」は、核酸

を細胞または宿主生物中に導入する方法または手段をいい、同じ意味を表すため

に混用することがある。かかる方法は、トランスフェクション、エレクトロポレ

ーション、マイクロインジェクション、ＰＥＧ－融合等を包含するが、これらに

限らない。

      【００５３】

  導入された核酸は受容細胞または生物の核酸中に組み込まれ（共有結合し）て

もよく、組み込まれなくてもよい。細菌、酵母、植物および哺乳動物細胞におい

て、例えば、導入された核酸は、プラスミドのごときエピソームエレメントまた

は独立したレプリコンであってもよい。あるいはまた、導入された核酸は受容細

胞または生物の核酸中に組み込まれるようになり、当該細胞または生物中で安定

に維持され、さらに継代され、あるいは受容細胞または生物の子孫細胞または生

物に遺伝されるものであってもよい。他の様式において、導入された核酸は受容

細胞または生物中に一時的にのみ存在するもであってもよい。

      【００５４】

  「クローン」または「クローン細胞集団」は、単一細胞または共通の祖先から

有糸分裂により派生する細胞集団である。

      【００５５】

  「細胞系」は、インビトロにおいて多くの世代にわたり安定に増殖しうる一次

細胞のクローンまたは細胞集団である。
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      【００５６】

  「免疫応答」は、機能的な免疫系を有する宿主においてウイルス抗原のごとき

抗原により引き起こされる反応を意味する。免疫応答は、その性質において体液

性、すなわち免疫グロブリンまたは抗体の産生を含むもの、あるいはその性質に

おいて細胞性、すなわち種々のタイプのＢおよびＴリンパ球、樹状細胞、マクロ

ファージ、抗原提示細胞等を含むもの、あるいはそれらの両方であってよい。免

疫応答は、サイトカイン、リンホカイン等のごとき種々のエフェクター分子の産

生または生成を含むものであってもよい。インビトロおよび種々の細胞または動

物系の両方において免疫応答を測定することができる。かかる免疫応答は宿主を

疾病から防御することにおいて重要である可能性があり、予防的および治療的に

用いることができる。

      【００５７】

  「ウイルス抗原」は、宿主の機能的免疫系の反応を起こさせる潜在能力を有す

るウイルス由来のペプチド、ポリペプチドまたは蛋白配列、セグメントまたはエ

ピトープである。

      【００５８】

  「抗体」または「抗体分子」は、特異的抗原に結合する、抗体およびそのフラ

グメントを包含する免疫グロブリンである。該用語はポリクローナル、モノクロ

ーナル、キメラ、および二特異性抗体を包含する。本明細書において使用するよ

うに、抗体または抗体分子は両方とも無傷の免疫グロブリン分子ならびにＦａｂ

、Ｆａｂ’、Ｆ（ａｂ’）２およびＦ（ｖ）として当該分野で知られた免疫グロ

ブリン分子の部分のごとき免疫学的に活性のある免疫グロブリンの分子の部分を

包含する。

      【００５９】

  本明細書の用語「生きた宿主」はヒトでない自立性存在を意味する。

      【００６０】

発明の詳細な説明

  本発明は、ＮＳ５ＡＢをコードする核酸を含むペスチウイルスおよびヘパチウ

イルスの遺伝学的材料を提供する。さらに本発明は、これらの核酸配列から発現
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されるペスチウイルスおよびヘパチウイルスの組み換えＮＳ５ＡＢ蛋白、さらに

はＲｄＲｐ活性を有するＮＳ５ＡＢ配列を提供する。最後に、ＮＳ５ＡＢ配列お

よび蛋白の使用方法が提供される。

      【００６１】

  ペスチウイルスおよびヘパチウイルスの組み換えＮＳ５ＡＢ遺伝子配列の発現

を、無細胞系、細菌、酵母、哺乳動物、昆虫および植物細胞系（これらに限らな

い）を包含する種々の系、ならびに感染、トランスフェクション、トランスダク

ションされた、あるいはトランスジェニックな昆虫、動物または植物において行

うことができる。プラスミドＤＮＡからのＲＮＡ転写を可能にする無細胞転写－

翻訳ベクターが構築されている。その後のかかるＲＮＡ転写物の無細胞翻訳を用

いてペスチウイルスおよびヘパチウイルスのＮＳ５ＡＢ蛋白を製造する。

      【００６２】

  好ましい具体例において、細胞培養物における感染後に昆虫細胞においてＮＳ

５ＡＢ蛋白の発現を可能にするＮＳ５ＡＢ配列を含有する組み換えバキュロウイ

ルスが構築される。

      【００６３】

  ＮＳ５ＡＢ蛋白が発現され、精製される。これらの精製蛋白は、ペスチウイル

スおよびヘパチウイルス感染ならびに関連疾患の予防または治療において有効で

ありうる抗ウイルス剤のスクリーニングにおいて有用なＲｄＲｐ活性を有する。

      【００６４】

  そのようにして製造されたペスチウイルスおよびヘパチウイルスのＮＳ５ＡＢ

蛋白を、変化した機能性を有するＮＳ５ＡＢ蛋白を生じさせるヌクレオチドおよ

びアミノ酸配列の特定の変化により修飾してもよい。かかる変化は微妙なもので

あってもよく、ヌクレオチド配列の場合のごとき代表的な保存的置換であっても

よく、コードされるアミノ酸を変化させる、あるいはさせないコドン配列におけ

る変化であってもよく、アミノ酸配列に関して、保存的残基置換、付加または欠

失を生じさせる変化であってもよい。

      【００６５】

  最後に、例えば、ＮＳ５ＡＢ蛋白のＮＳ５ＡおよびＮＳ５Ｂへの正常な蛋白分
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解プロセッシングが起こらない感染性ウイルスゲノムにより、ＮＳ５ＡＢ蛋白を

発現させてもよい。このプロセッシングの妨害はＮＳ５ＡＢをプロセッシングさ

れず、インタクト（intact）のままにする。このＮＳ５ＡＢの開裂の妨害は、例

えば、アミノ酸残基の修飾、あるいはＮＳ５Ａ－ＮＳ５Ｂジャンクションにおけ

る開裂に必要な蛋白中の決定基の修飾により、多くの方法またはアプローチによ

って行われうる。別法として、当業者に知られた種々の方法により、この開裂に

間よする蛋白分解活性の排除、除去または不活性化を行ってもよい。

      【００６６】

ペスチウイルスおよびヘパチウイルスのＳＮ５ＡＢ核酸分子およびＮＳ５ＡＢ蛋

白の製造ならびにアッセイ方法およびキットにおけるそれらの使用

  Ａ．核酸分子

  本発明のペスチウイルスおよびヘパチウイルスのＮＳ５ＡＢ蛋白をコードする

核酸分子を、２つの一般的方法により製造することができる：（１）適当な化学

出発物質からそれらを合成してもよく、あるいは（２）生物学的ソースからそれ

らを単離してもよい。両方の方法は当該分野においてよく知られたプロトコルを

用いるものである。

      【００６７】

  ＮＳ５ＡＢ配列に関して本明細書に提供されるようなヌクレオチド配列情報の

利用可能性は、オリゴヌクレオチド合成による本発明の単離核酸分子の製造を可

能にする。Applied Biosystems 38A ＤＮＡ合成装置または類似の装置において

用いられるホスホラミダイト法により合成オリゴヌクレオチドを製造してもよい

。高品質液体クロマトグラフィー（ＨＰＬＣ）のごとき当該分野において知られ

た方法により、得られた構築物を精製してもよい。現行のオリゴヌクレオチド合

成法に固有のサイズ制限のため、本発明のＤＮＡ分子のごとき長い二本鎖ポリヌ

クレオチドをいくつかの段階において合成しなければならない。かくして、例え

ば、３キロベースの二本鎖分子を、適切な相補性のある数個のより小さなセグメ

ントとして合成してもよい。かくして得られた相補的セグメントを連結して、各

セグメントが隣接セグメントの接着のための適切な付着末端を持つようにする。

ＤＮＡリガーゼの存在下において付着末端をアニーリングすることにより隣接セ
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グメントを連結して、３キロベースの二本鎖分子を構築してもよい。次いで、そ

のようにして構築された合成ＤＮＡ分子を適当なベクター中にクローニングし、

増幅してもよい。

      【００６８】

  当該分野において知られた方法を用いてＮＳ５ＡＢ蛋白をコードする核酸配列

を適切な生物学的ソースから単離してもよい。例えば、細胞培養物中で増殖した

ＢＶＤＶから、あるいはＨＣＶ感染患者の血清から単離されたＲＮＡを、それぞ

れペスチウイルスおよびヘパチウイルスのＮＳ５ＡＢ蛋白をコードするｃＤＮＡ

分子を得るための適当な出発材料として用いてもよい。

      【００６９】

  本発明によれば、適切なストリンジェンシーのハイブリダイゼーションおよび

洗浄条件を用いることにより、本発明のＤＮＡ分子の蛋白コーディング領域に対

して適切なレベルの配列相同性を有する核酸を同定してもよい。例えば、５Ｘ 

ＳＳＣ、５Ｘ Denhardt's試薬、１．０％ ＳＤＳ、１００μｇ／ｍｌの変性され

せん断されたサケ精子ＤＮＡ、０．０５％ピロリン酸ナトリウムバッファーおよ

び５０％までのホルムアミドを含有するハイブリダイゼーション溶液を用いてハ

イブリダイゼーションを行ってもよい。３７～４２℃で少なくとも６時間ハイブ

リダイゼーションを行う。ハイブリダイゼーション後、以下のようにフィルター

を洗浄する：（１）２Ｘ ＳＳＣおよび１％ ＳＤＳ中、室温で５分；（２）２Ｘ

 ＳＳＣおよび０．１％ ＳＤＳ中、室温で１５分；（３）１Ｘ ＳＳＣおよび１

％ ＳＤＳ中、３７℃で３０分～１時間；（４）１Ｘ ＳＳＣおよび１％ ＳＤＳ

中、４２～６５℃で２時間（３０分ごとに溶液を交換）。

      【００７０】

  特定の配列相同性の核酸分子間のハイブリダイゼーションを達成するに必要な

ストリンジェンシー条件を計算するための１の一般的な式は以下のものである（

Sambrook et al., 1989）：

Ｔｍ＝８１．５℃＋１６．６Ｌｏｇ［Ｎａ＋］＋０．４１（％ Ｇ＋Ｃ）

－０．６３（％ ホルムアミド）－６００／二本鎖塩基対数

      【００７１】
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  上式の説明として、［Ｎａ＋］＝［０．３６８］および５０％ホルムアミド、

ＧＣ含量４２％、および平均プローブサイズ２００塩基とすれば、Ｔｍは５７℃

である。ＤＮＡ二本鎖のＴｍは、相同性が１％低下するごとに１～１．５℃低下

する。かくして、約７５％の配列同一性よりも高い同一性の標的は、４２℃のハ

イブリダイゼーション温度を用いて観察されるであろう。かかる配列は、本発明

の配列と実質的に相同的であるとみなされる。

      【００７２】

  いずれかの便利なクローニングベクター中のＤＮＡとして本発明の核酸を維持

してもよい。１の具体例において、ｐＢｌｕｅｓｃｒｉｐｔプラスミド（Strata

gene, La Jolla, CA）のごときプラスミドクローニング／発現ベクター中、ある

いは適当なE. coli宿主細胞中で増殖するｐＦａｓｔＢａｃベクター（Gibco-BRL

, Gaithersburg, MD）のごときバキュロウイルストランスファーベクター中にク

ローンを維持してもよい。

      【００７３】

  部位特異的突然変異誘発法（これに限らない）を包含する当該分野においてよ

く知られた多くの合成的および分子生物学的方法を用いて、本発明の核酸を本発

明の核酸の配列変種を得るための出発材料として使用してもよい。特別な変異は

、酵素活性の増大のごとき変化した特性を有するＮＳ５ＡＢ蛋白を生じさせうる

。

      【００７４】

  本発明のＮＳ５ＡＢ蛋白をコードする核酸分子は、ｃＤＮＡ、ゲノムＤＮＡ、

ＲＮＡ、およびそれらのフラグメントを包含し、それらはその性質上１本鎖また

は２本鎖であってよい。かくして、本発明は、本発明の核酸分子の少なくとも１

の配列とハイブリダイゼーションしうる配列を有するオリゴヌクレオチド（ＤＮ

ＡまたはＲＮＡのセンスまたはアンチセンス鎖）、例えば、本発明において同定

されるいずれかの配列を実質的に有するｃＤＮＡの選択されたセグメントを提供

する。さらにかかるオリゴヌクレオチドは、ＮＳ５ＡＢをコードするさらなる核

酸を検出または単離するためのプローブおよびプライマーとして有用である。

      【００７５】
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  Ｂ．蛋白

  ＮＳ５ＡＢ蛋白をコードする核酸分子の利用可能性は、当該分野において知ら

れたインビトロ発現法を用いる蛋白の製造を可能にする。例えば、ｃＤＮＡまた

は遺伝子を、インビトロ転写用のｐＳＰ６４またはｐＳＰ６５のごとき適当なイ

ンビトロ転写ベクター中にクローニングし、次いで、小麦胚芽またはウサギ網状

赤血球のごとき適当な無細胞翻訳系、あるいは例えばＨｅＬａ細胞由来のものの

ごとき他の哺乳動物細胞抽出物またはフラクションにおいて無細胞翻訳を行って

もよい。例えば、Promega Biotech, Madison, WisconsinまたはGibco-BRL, Rock

ville, Marylandから、いくつかのインビトロ転写および翻訳系が市販されてい

る。

      【００７６】

  別法として、適当な原核または真核系における発現により、より大量のＮＳ５

ＡＢ蛋白を得てもよい。例えば、本発明において同定された配列を有するｃＤＮ

ＡのごときＤＮＡ分子の一部または全部を、E. coliのごとき細菌細胞中での発

現に適合したプラスミドベクター、あるいは昆虫細胞中での発現用のバキュロウ

イルスベクター中に挿入してもよい。かかるベクターは、宿主細胞（例えば、E.

 coliまたは昆虫細胞）中でＤＮＡの発現を可能にするような様式で並んでいる

ＤＮＡの発現に必要な調節エレメントを含む。発現に必要なかかる調節エレメン

トは、プロモーター配列、転写開始配列、エンハンサー配列および翻訳制御配列

（これらに限らない）を包含する。

      【００７７】

  組み換え無細胞、原核または真核系における遺伝子発現により製造されるＮＳ

５ＡＢ蛋白またはその誘導体を、当該分野においてよく知られた多くの方法のい

ずれかにより製造し、豊富化し、あるいは精製してもよい。例えば、本発明のＮ

Ｓ５ＡＢ蛋白を適当なソース、例えば、無細胞系、細菌、動物、昆虫または植物

の培養細胞または組織から、細胞フラクショネーション、パーティショニング、

逆ミセルパーティショニング、水性二相分配抽出、沈殿法、クロマトグラフィー

、イオン交換クロマトグラフィー、キレーションクロマトグラフィー、アフィニ

ティークロマトグラフィー、免疫アフィニティークロマトグラフィー、高圧液体
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クロマトグラフィー、疎水性相互作用クロマトグラフィー、遠心分離、膜濾過、

ゲル濾過、免疫沈降法、電気泳動、等電点フォーカシング、等速電気泳動等を包

含しうる種々の方法により、精製してもよい。

      【００７８】

  １の具体例において、市販の発現／分泌系を用いることができ、それにより、

組み換え蛋白が発現され、その後、宿主細胞から分泌され、周囲の培地から容易

に精製される。かかる分泌系または他の発現系を用いて、組み換え蛋白に特異的

に結合する抗体との免疫学的相互作用、あるいはＮ末端またはＣ末端に４～８個

のヒスチジン残基のタグを付けた組み換え蛋白を単離するためのニッケルカラム

のごときアフィニティー分離により組み換え蛋白を精製してもよい。かかる方法

は当業者により通常に用いられている。

      【００７９】

  上記方法により製造される本発明のＮＳ５ＡＢ蛋白を標準的方法により分析し

てもよい。例えば、かかる蛋白を電気泳動分析およびアミノ酸配列分析、ならび

に知られた方法による構造決定のための結晶回折像分析に付してもよい。

      【００８０】

  Ｃ．アッセイ方法およびキット

  本発明のさらなる態様において、本発明の配列に由来するＮＳ５ＡＢ核酸およ

びポリペプチドは、研究、診断、治療および医薬への適用を包含する多くの方法

、アッセイおよびキットにおいて、ならびにペスチウイルスおよびヘパチウイル

ス疾患の予防および治療のための抗ウイルス戦略の開発において有用である。

      【００８１】

  本発明の核酸配列、およびこれらに相補的な配列を、生物学的または合成調合

物中の関連核酸の検出、標識、同定または単離のためのプローブまたはプライマ

ーとして用いてもよい。例えば、本発明の核酸配列をハイブリダイゼーションプ

ローブとして用いて、試料中のペスチウイルスまたはヘパチウイルスの存在を検

出してもよい。さらに、かかるハイブリダイゼーションプローブを用いて、当該

分野においてよく知られた方法によりそれらがハイブリダイゼーションする核酸

を単離してもよい。さらに、本発明の核酸配列を、逆転写酵素－ポリメラーゼ連
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鎖反応（ＲＴ－ＰＣＲ）のごとき方法を用いるペスチウイルス、ヘパチウイルス

または関連核酸の検出または単離のためのプライマーとして用いてもよい。さら

に、適当なプライマーペアーを入れ子ＰＣＲに適用してもよい。かかるプライマ

ー、プライマーペアーおよびプローブは本発明のＮＳ５ＡＢ配列のいずれの部分

であってもよい。使用されるＮＳ５ＡＢ遺伝子の実際の配列は個々の適用に応じ

て様々であろう。そのうえ、ホモポリマーテイル（タグ）、有用な制限酵素認識

部位である配列、特定のアミノ酸残基をコードする配列、開始および終結コドン

、または特別な適用に有用でありうる他の配列のごときさらなる配列を、プライ

マーまたはプローブ配列に付加してもよい。典型的には、本発明の配列と同じま

たは相補的な長さ１０ないし８０ヌクレオチドのオリゴヌクレオチドは、ハイブ

リダイゼーションプローブまたはＲＴ－ＰＣＲ用のプライマーとして有用である

。別法として、ＮＳ５ＡＢ配列全体を、例えば、キャプチャーハイブリダイゼー

ションプローブとして使用してもよい。

      【００８２】

  さらに、本発明の核酸配列を、部位特異的突然変異誘発法を包含する当該分野

において知られた種々の方法論を用いる本発明の配列の変種または変異体を得る

ためのプライマーとして用いてもよい。

      【００８３】

  もう１つの態様において、本発明の核酸配列を、感染性ウイルス、ベクターま

たはレプリコンの構築または生成に使用してもよく、あるいはそれらの中への取

り込みに使用してもよい。ほとんど機能のない、あるいは無機能なカウンターパ

ートへの本発明の機能的なＮＳ５ＡＢ配列の提供あるいは該カウンターパートの

本発明の機能的ＮＳ５ＡＢ配列での置換は、得られるウイルスまたは複製ユニッ

トの感染および複製特性の改善に役立つ可能性がある。当該分野においてよく知

られた標準的ない遺伝子工学的方法により、かかる置換を行ってもよい。得られ

る感染性核酸は、改善されあるいは高レベルのウイルスＲＮＡ合成、改善された

感染性ウイルス産生レベル、および生きた宿主およびインビトロ系における改善

されたウイルス複製（これらに限らない）において、現行の感染性クローンより

もかなり有利であろう。相補系またはトランス相補系、レプリコン系、欠陥ウイ
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ルス、欠陥干渉粒子等のごときポスチウイルスまたはヘパチウイルスのＮＳ５Ａ

Ｂの機能が重要である他の系における使用もまた、本発明の核酸配列の使用から

利益を得るであろう。

      【００８４】

  もう１つの具体例において、本発明の核酸配列を、ＮＳ５ＡＢ蛋白に対する免

疫応答を誘発する方法に使用してもよい。例えば、発現オペロンに作動可能に連

結された本発明のＮＳ５ＡＢをコードする核酸配列を生きた宿主または機能して

いる免疫系を有するヒトの細胞中に、特に、樹状細胞のごとき抗原提示細胞中に

直接導入してもよい。配列の導入には、トランスフェクション、形質転換、また

はトランスダクション法を用いてもよく、プラスミド被覆金粒子のごときＮＳ５

ＡＢ核酸配列で被覆された粒子の物理的取り込みを用いてもよい。いったん細胞

に入ると、ＮＳ５ＡＢ配列が発現され、プロセッシングされ、宿主の免疫系に提

示される。かかる方法は、生きた宿主およびヒトにおける体液性および細胞性免

疫応答の誘発において、ならびにペスチウイルスおよびヘパチウイルス感染およ

び疾患用のワクチンにおいて有用である。

      【００８５】

  ＮＳ５ＡＢ配列の転写および／または翻訳を可能にする無細胞系において本発

明の核酸配列を用いてもよい。例えば、転写プロモーター配列に連結されたＮＳ

５ＡＢ ＤＮＡをインビトロで転写させてＮＳ５ＡＢ ＲＮＡ分子を製造してもよ

い。次いで、網状赤血球、小麦胚芽、ＨｅＬａ細胞または他の細胞タイプのごと

きＲＮＡの転写に適した成分が提供された場合に、かかるＲＮＡ分子はＮＳ５Ａ

Ｂポリペプチドに翻訳される。次いで、翻訳されたＮＳ５ＡＢ蛋白を用いて、か

かる無細胞系においてそのＲｄＲｐ活性のごときその活性を測定してもよい。か

かる無細胞系は、ペスチウイルスまたはヘパチウイルスに対するアンタゴニスト

またはアゴニスト活性を包含する活性をモジュレートするための試験物質のアッ

セイ方法において有用である。ＮＳ５ＡＢ ＲｄＲｐ活性、およびかかる作用剤

のＮＳ５ＡＢに対するモジュレート効果を、多くの方法で測定することができる

。例えば、ＮＳ５ＡＢポリメラーゼ活性に直接または間接的に依存しているＲＮ

Ａ合成を定量してもよい。１のやり方において、ＮＳ５ＡＢ ＲｄＲｐのＲＮＡ
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基質の生成物ＲＮＡへの変換を、例えば、ゲル電気泳動により測定してもよい。

別法として、ＮＳ５ＡＢ活性に依存するトリクロロ酢酸沈殿可能ＲＮＡ中に取り

込まれる放射性標識ＲＮＡ前駆体（例えば、３Ｈ、１４Ｃ、３５Ｓ、３３Ｐ－ま

たは３３Ｐ－ヌクレオシド三リン酸）の量を測定してもよい。

      【００８６】

  さらに本発明の核酸配列を、ＮＳ５ＡＢ蛋白を発現する細胞系または細胞シス

テムを得ることに用いてもよい。本発明のＮＳ５ＡＢ遺伝子からＮＳ５ＡＢ蛋白

が発現されるかかる細胞系は、ペスチウイルスまたはヘパチウイルスに対するア

ンタゴニストまたはアゴニスト活性をアッセイする方法において有用であろう。

例えば、本発明のＮＳ５ＡＢ蛋白を発現するインタクトな細胞がＮＳ５ＡＢ蛋白

の細胞内活性に影響する可能性のある作用剤または物質と接触させられ、ＮＳ５

ＡＢに対するかかる作用剤の効果が下記のごとく測定されるアッセイを確立して

もよい。

      【００８７】

  別法として、かかる細胞システムは、レポーターシグナルの発生がＮＳ５ＡＢ

 ＲｄＲｐによるＲＮＡ合成に依存するレポーターシステムを用いるものであっ

てもよい。１の具体例において、センス鎖（ｍＲＮＡ）が有効に翻訳されて検出

可能なポリペプチドを生じるか、あるいは検出可能なシグナル（レポーター）を

発生させうるものである、そのｍＲＮＡのアンチセンス鎖であるＮＳ５ＡＢポリ

メラーゼのＲＮＡ基質が提供される。例えば、ルシフェラーゼのコーディング配

列に相補的な配列を含むＲＮＡ分子（アンチセンス鎖）が提供される。このＲＮ

Ａに対するＮＳ５ＡＢポリメラーゼの活性は、ルシフェラーゼ遺伝子のセンス鎖

を生じさせ、次いで、細胞の翻訳系により翻訳されてルシフェラーゼ蛋白が生じ

る。次いで、ルシフェラーゼ蛋白に対する抗体により、あるいはルミノメーター

または他の類似の装置を用いてインタクトな細胞または細胞抽出物中のルシフェ

ラーゼ活性を測定することにより、ルシフェラーゼ蛋白を検出してもよい。β－

ガラクトシダーゼ、アルカリ性ホスファターゼ、蛍光緑色蛋白等（これらに限ら

ない）を包含する多くの他のレポーターがこの用途に同様に十分に役立ちうる。

さらにそのうえ、本発明のこの方法に使用されうる細胞系は細菌、真菌、昆虫、
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鳥類、哺乳動物または植物起源のものであってもよい。

      【００８８】

  さらに、ＮＳ５ＡＢ核酸配列と相互作用または影響しうる作用剤または物質を

同定するためのアッセイにおいて本発明の核酸配列を用いてもよい。例えば、本

発明の核酸配列が用意され、次いで、かかる配列と相互作用する可能性のある作

用剤または物質と接触させられるアッセイを確立してもよい。かかる相互作用ア

ッセイにおいて同定された作用剤は潜在的な診断用途を有し、例えば生物学的試

料中のペスチウイルスまたはヘパチウイルスの検出に使用されうる。かかる作用

剤は、ヒトを包含する罹病した生きた宿主におけるペスチウイルスおよびヘパチ

ウイルス疾患の予防または治療を包含する用途において、ならびに生きた宿主お

よび細胞、組織および器官培養物のごときインビトロ系におけるペスチウイルス

またはヘパチウイルスの複製または増殖を阻害または促進するためにも潜在的に

有用であろう。個々の作用剤の性質が明らかになったならば、さらなる用途が考

えられうる。

      【００８９】

  本発明のペスチウイルスおよびヘパチウイルスのＮＳ５ＡＢ蛋白の組成物もま

た広範な用途がある。診断用途において、例えば、ＮＳ５ＡＢ蛋白またはそのペ

プチドを、それらに対する免疫応答を検出するためのアッセイに使用してもよい

。例えば、本発明の蛋白配列またはペプチドを、それらの配列がマトリックス上

に固定化され、それらの配列に指向された抗体を捕捉するために使用されるアッ

セイに用いられてもよい。さらに、本発明の蛋白配列またはペプチドを用いて、

免疫細胞増殖アッセイのように、細胞により媒介される蛋白に対する免疫応答を

検出または測定してもよい。

      【００９０】

  本発明のＮＳ５ＡＢ蛋白の組成物は、ワクチン中のごとき免疫応答の誘発にお

いても有用である。例えば、本発明のＮＳ５ＡＢ蛋白またはそのペプチドを、機

能的免疫系を有する生きた生物に提供することは、かかる生物にＮＳ５ＡＢ配列

に対する免疫応答を生じさせるであろう。当業者によく知られた多くの方法でＮ

Ｓ５ＡＢ配列を生きた生物に提供することができ、それらの方法は、遊離蛋白ま
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たはペプチドを提供すること、処方された蛋白またはペプチドを提供すること、

蛋白－アジュバント抱合体またはペプチドを提供すること、あるいはＮＳ５ＡＢ

配列が存在するインタクトまたは破壊された細胞の文脈において蛋白またはペプ

チドを提供すること、ならびに他のかかる方法を包含するが、これらに限らない

。そのようにして誘発された免疫応答は性質上体液性または細胞性であってよく

、あるいは両方であってもよい。かかる免疫応答は、生きた宿主を疾病から防御

することにおいて重要であり得、また、抗体のごとき有用な免疫学的試薬のソー

スを提供しあるいはソースとして役立つ可能性があり、さらにそれらは治療上ま

たは診断上有用でありうる。さらに本発明のＮＳ５ＡＢ蛋白またはそのペプチド

を用いて、ＮＳ５ＡＢに対するかかる抗体を選択または精製してもよい。例えば

、ＮＳ５ＡＢ蛋白を固定化し、これを用いてＮＳ５ＡＢ蛋白に特異的な抗体を結

合させ、かくして、かかる抗体を豊富化させてもよい。さらにそのうえ、当業者

に知られた標準的方法を用いてＮＳ５ＡＢ蛋白に対するモノクローナル抗体を得

るために本発明のＮＳ５ＡＢ蛋白およびペプチドを用いてもよい。ＮＳ５ＡＢ蛋

白に対する抗体は、ポリクローナルまたはモノクローナルであってよく、ＮＳ５

ＡＢ ＲｄＲｐ活性の酵素活性に影響するそれらの能力についてさらに評価され

てもよい。

      【００９１】

  本発明のＮＳ５ＡＢ蛋白の組成物は、ＮＳ５ＡＢ蛋白と相互作用または影響し

うる作用剤を検出および同定するためのアッセイにおいて有用である。本発明の

ＮＳ５ＡＢポリペプチド配列が用意され、次いで、かかる配列と相互作用する可

能性のある作用剤または物質と接触させられるアッセイを確立してもよい。例え

ば、本発明のＮＳ５ＡＢ蛋白またはそのフラグメントもしくは部分が提供される

と、接触させられた作用剤が該蛋白に特異的に結合する能力に関してアッセイさ

れうる。次いで、かかる結合作用剤は潜在的な診断有用性があり、例えば、生物

学的試料中のペスチウイルスまたはヘパチウイルスの検出において有用でありう

る。かかる結合作用剤はさらに、ＮＳ５ＡＢ蛋白の機能的活性に影響する可能性

があり、例えば、ＮＳ５ＡＢ機能を阻害または促進しうる。ＮＳ５ＡＢ蛋白の機

能を阻害する作用剤は、罹病した生きた宿主におけるペスチウイルスまたはヘパ
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チウイルス疾患の予防または治療、あるいはヒトを包含する生きた宿主、細胞、

組織および器官培養物のごときインビトロ系、または生物学的材料におけるウイ

ルスの複製または増殖の阻害を包含する用途において潜在的に有用であろう。Ｎ

Ｓ５ＡＢ蛋白の機能を促進させる作用剤は、ウイルス複製に関する動物モデルの

ごとき生きた宿主におけるペスチウイルスまたはヘパチウイルスの複製、増殖ま

たは産生を包含する用途において、ならびに細胞、組織および器官培養物のごと

きインビトロ系において潜在的に有用であろう。

      【００９２】

  もう１つの具体例において、本発明のＮＳ５ＡＢ蛋白の酵素活性により提供さ

れるＮＳ５ＡＢポリメラーゼ活性を直接測定するアッセイの方法が提供される。

該酵素的に活性のあるＮＳ５ＡＢポリメラーゼと接触させられた作用剤を、この

酵素活性を特異的にモジュレートするそれらの活性に関してアッセイすることが

できる。かかる酵素的に活性のあるポリメラーゼは、該ポリペプチドが産生され

た細胞の抽出物または溶解物中に、インビトロ無細胞発現系に、あるいは豊富化

または精製された形態として提供されうる。

      【００９３】

  抽出物中に、無細胞系に、あるいは豊富化された形態で提供されたＮＳ５ＡＢ

蛋白の酵素活性を評価できる多くの手段が存在し、当該分野においてよく知られ

ている。典型的には、ＮＳ５ＡＢ－依存的ＲＮＡ合成は、最小限に緩衝化された

培地、２価カチオン、ＲＮＡ前駆体（ヌクレオシド三リン酸、ＮＴＰｓ）および

ＲＮＡ鋳型または基質を包含する特定の反応成分を必要とする。反応条件の性質

に応じて、そしてこれらの条件がプライマー－依存的ＲＮＡ合成を可能にするも

のであるかどうか、あるいはこれらの条件がプライマーに依存するものであるか

どうかにより、ＲＮＡ合成用プライマーが含まれてもよく、含まれなくてもよい

。さらなる成分は、１価カチオン、還元剤、安定化剤、コファクター、ならびに

ＲＮａｓｅ、ホスファターゼ、キナーゼ、ホスホトランスフェラーゼおよび類似

の活性に対する阻害剤のごときＮＳ５ＡＢ ＲｄＲｐ活性に無関係な活性に対す

る阻害剤を包含しうる。

      【００９４】
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  ＮＳ５ＡＢ蛋白の活性を測定するために、多くの活性検出および測定方法を用

いることができ、それらの方法は、電気泳動、放射線測定、比色、蛍光を発する

もの、あるいは化学発光するもの（これらに限らない）を包含し、いずれかがＮ

Ｓ５ＡＢ ＲｄＲｐ活性の場合に適しうる。１の様式において、ＮＳ５ＡＢ Ｒｄ

ＲｐのＲＮＡ基質から生成物ＲＮＡへの変換を、例えば、ゲル電気泳動により測

定してもよい。別法として、ＲＮＡ前駆体のＲＮＡポリマー中への取り込み、例

えば、放射性標識ＮＴＰのトリクロロ酢酸沈殿可能ＲＮＡ中への取り込みを測定

し、次いで、シンチレーションスペクトル測定または燐光イメージング法により

定量してもよい。別法として、検出を容易ならしめる他の部分、例えば種々のア

ビジン抱合体を包含するアビジン試薬で検出するためのビオチン、またはアルカ

リホスファターゼ等、あるいは蛍光分極のごとき蛍光法を用いる検出用の蛍光標

識ＮＴＰｓを、かかる前駆体にタグとして付してもよい。

      【００９５】

  鋳型ＲＮＡ分子上でのＲＮＡ合成を開始させるためのポリメラーゼにより用い

られる放射性標識またはビオチンタグ付きオリゴヌクレオチドのごときＲＮＡ合

成の標識またはタグ付きプライマーの伸長を測定することにより、ＮＳ５ＡＢ－

依存的ＲＮＡ合成を評価してもよい。プライマーへのヌクレオチド三リン酸の付

加を定量することにより、プライマー生成物の長さを決定することにより、ある

いは当該分野で知られた他の方法により、プライマーの伸長を評価してもよい。

      【００９６】

  別法として、ハイブリダイゼーション法を用いる生成物ＲＮＡの捕捉により、

ＮＳ５ＡＢ ＲｄＲｐ活性の生成物を検出し定量してもよい。例えば、ＮＳ５Ａ

Ｂ ＲｄＲｐ反応の生成物に相補的なオリゴヌクレオチドを反応中または反応後

に導入し、生成物とハイブリダイゼーションさせてもよい。添加されたオリゴヌ

クレオチドのハイブリダイゼーションの程度を混合物中に存在する生成物ＲＮＡ

量の尺度として使用してもよく、当該分野において知られた種々の手段により評

価することができる。

      【００９７】

  ＮＳ５ＡＢ ＲｄＲｐ活性による生成物の他の検出手段は、当業者に容易に知
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られ、あるいは思い付くことのできるものであり、ここで十分に企図される。

      【００９８】

  本発明の核酸およびポリペプチドの組成物を用いるアッセイを、多くの形式に

フォーマットすることができる。多くの作用剤および材料を評価するのに特に有

用なのは高処理量スクリーニングフォーマットである。伝統的には、かかるフォ

ーマットは９６ウェルプレート中にフォーマットされるのが典型であった。しか

しながら、３８４、８６４および１５３６ウェルプレートをかかる高処理量アッ

セイ系に使用することができる。これらの系はしばしばロボット工学を用いて自

動化されて、多数の試料の取り扱いおよび処理が可能となっている。

      【００９９】

  潜在的なアンタゴニストまたはアゴニスト効果に関して本発明の種種のアッセ

イ方法において評価されうる作用剤または物質は、小型分子、ポリマー、ペプチ

ド、ポリペプチド、蛋白、免疫グロブリンまたはそれらのフラグメント、オリゴ

ヌクレオチド、アンチセンス分子、ペプチド－核酸抱合体、リボザイム、ポリヌ

クレオチド等を包含するが、これらに限らない。

      【０１００】

  本発明の組成物およびアッセイ方法を用いて同定される作用剤または材料の潜

在的有用性は広範であり、ペスチウイルスおよびヘパチウイルスの核酸およびポ

リペプチドの検出および単離、ペスチウイルスまたはヘパチウイルス感染の検出

または診断、ヒトを包含する罹病した生きた宿主におけるパスチウイルスまたは

ヘパチウイルス疾患の予防および治療、および生きた宿主および細胞、組織およ

び器官培養物のごときインビトロ系におけるペスチウイルスまたはヘパチウイル

スの複製または増殖の阻害または促進のための用途、ならびに作用剤の性質が明

らかになった場合に考えられうる他の用途を包含するであろう。

      【０１０１】

  本発明のもう１つの特徴は、本明細書に開示した組成物および方法の使用を容

易ならしめるためのキットを包含する。典型的なキットは、本発明のＮＳ５ＡＢ

核酸およびポリペプチド、および／またはそれらの変種を、単独で、あるいは適

当なベクターとともに含むであろう。個々の適用に関する本発明の組成物の使用
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プロトコルおよび適用する際に必要な試薬も含まれるであろう。かかる試薬は、

バッファー、溶媒、培地および溶液、基質およびコファクター、ベクターおよび

宿主細胞、ならびに検出またはレポーター試薬を包含しうるが、これらに限らな

い。アクセサリー品としてはバイアル、容器、反応チャンバおよび説明書が挙げ

られる。

      【０１０２】

  下記実施例は本発明をさらに詳細に説明するために提供される。これらの実施

例は本発明の実施のために目下考えられる好ましいモードを示すものであり、本

発明を説明するものであって、本発明を限定するものではない。

      【０１０３】

実施例１

転写－翻訳ベクター中のＢＶＤＶ ＮＳ５ＢおよびＮＳ５ＡＢのクローニングお

よび発現

  感染性クローンの文脈において機能的であることが示されている（Vassilev e

t al. (1997) J. Virol. 71: 471-478およびMendez et al. (1998) J. Virol. 7

2: 4737-4745）完全長クローン（Genbank受託番号M31182）の一部分を含むプラ

スミドｐＢＶＳＤ２－３（Wiskerchen and Collett (1991) Virology 184: 341-

350）を用いたポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）により、プロトタイプのペスチ

ウイルス（ＢＶＤＶ－１、ＮＡＤＬ株）のＮＳ５ＢおよびＮＳ５ＡＢ配列を得た

。５’プライマーは、ＳｍａＩ制限酵素部位、翻訳開始のためのＡＴＧコドン、

それに続く公表されたＢＶＤＶ ＮＡＤＬ配列（Collett et al. (1988) J. Viro

l. 165: 191-199）のヌクレオチド８７０５～８７３８（ＮＳ５Ｂプライマー）

および１０１９７～１０２１６（ＮＳ５ＡＢプライマー）に対応する配列を含ん

でいた。ＮＳ５ＢおよびＮＳ５ＡＢ蛋白のＮ末端は、Ｘｕらにより報告されたデ

ータ（J. Virol. 71: 5312-5322, 1997）に基づいていた。３’プライマーは両

方の増幅に関して同じであり、ポリ蛋白コーディング領域の停止コドン、それに

続くＣｌａＩ制限酵素部位を含むヌクレオチド１２３３０～１２３５４に相補的

な配列を含んでいた。

      【０１０４】
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  ＰＣＲ反応系は１００ｎｇのＤＮＡ鋳型、２００μＭのｄＮＴＰｓ、２００ピ

コモルの各プライマー、２ユニットのventＤＮＡポリメラーゼ（New England Bi

olabs）を含んでいた。ＰＣＲ反応系は下記のものを３０サイクル行った：９４

℃で９０秒、５５℃で４５秒、次いで７２℃で２分（ＮＳ５Ｂ）または４分（Ｎ

Ｓ５ＡＢ）。サイクリング後、反応物を７２℃で１０分インキュベーションした

。

      【０１０５】

  ＰＣＲ増幅フラグメントをプラスミドＤＪＢ２中に連結した。プラスミドＤＪ

Ｂ２は、Ｔ７ ＲＮＡポリメラーゼプロモーターの下流に存在する完全な１型ポ

リオウイルスゲノム配列を含んでいるプラスミドｐＴ７－ＰＶ１（Ａ）８０（Sa

rnow (1989) J. Virol. 63: 467-470）の誘導体である。ＤＪＢ２は、ポリオウ

イルス３Ｄコーディング配列の３’部分に融合した機能的なポリオウイルスの内

部リボソームエントリー部位（ＩＲＥＳ）を含むポリオウイルスの５’ ＮＴＲ

、３’ ＮＴＲおよびポリ（Ａ）８０テイルからなる。ＰＣＲ増幅されたＮＳ５

ＢおよびＮＳ５ＡＢ遺伝子フラグメントをＭｓｃＩで切断されたＤＪＢ２中に連

結し、次いで、E. coli SURE細胞（Stratagene）中に形質転換した。制限フラグ

メント消化パターンにより正しい方向にインサートを有するプラスミドを形質転

換体から同定し、ＤＪＢ２－ＢＶＤＶ－ＮＳ５ＢおよびＤＪＢ２－ＢＶＤＶ－Ｎ

Ｓ５ＡＢと命名した。これらの形質転換ベクター構築物は、ＡＵＧコドン上流の

ポリオウイルスＩＲＥＳ、それに続く（イン・フェーズ（in phase）で）挿入遺

伝子の蛋白コーディング配列および翻訳終止コドンを含んでいた。プラスミドＣ

ＪＢ２－ＢＶＤＶ－ＮＳ５ＡＢ中のＮＳ５ＡＢのＤＮＡ配列を配列番号：１とし

て同定し、その推定アミノ酸配列を配列番号：２として同定する。

      【０１０６】

  記載されたように（Barton et al. (1996) Methods in Enzymol. 275: 35-57

）Ｔ７ポリメラーゼを用いてＭｌｕＩでの切断により前もって直鎖状にされたプ

ラスミドＤＪＢ２－ＢＶＤＶ－ＮＳ５ＢおよびＤＪＢ２－ＢＶＤＢ－ＮＳ５ＡＢ

からＲＮＡ転写物を調製した。ＲＮＡ転写物をフェノール－クロロホルム－イソ

アミルアルコール抽出し、エタノール沈殿させ、セファデックス－Ｇ５０クロマ
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トグラフィーにより精製した。

      【０１０７】

  ＲＮＡ転写物からのＮＳ５ＢおよびＮＳ５ＡＢ蛋白の発現を、Barton et al. 

(1996)により記載されたようにＨｅＬａ Ｓ１０翻訳系において行った。反応混

合物（最終体積５０μＬ）は２５μＬのＨｅＬａ Ｓ１０抽出物、１０μＬのＨ

ｅＬａ開始因子、５μＬの１０Ｘヌクレオチド反応混合物（１０ｍＭ ＡＴＰ、

２．５ｍＭ ＵＴＰ、２．５ｍＭ ＧＴＰ）、６００ｍＭの酢酸カリウム、３００

ｍＭのリン酸クレアチン、４ｍｇ／ｍＬのクレアチンキナーゼ、１５５ｍＭのＨ

ｅｐｅｓ－ＫＯＨ（ｐＨ７．４）および５０μｇ／ｍＬのＲＮＡ転写物を含んで

いた。いくつかの場合において、反応系は、新たに合成された蛋白を放射性標識

するために［３５Ｓ］－メチオニンを含んでいた。反応混合物を３０℃で２時間

インキュベーションした。

      【０１０８】

  翻訳反応において合成されたポリペプチドを、ＳＤＳ－含有ポリアクリルアミ

ドゲル中での電気泳動により分離した。放射性標識反応物の場合には、ポリアク

リルアミドゲルをフルオログラフに付し、Ｘ線フィルムに対して露出した。未標

識反応物に関しては、分離された蛋白を、トランスファーバッファー（３．０３

ｇ／ＬのＴｒｉｓ、１４．４ｇ／Ｌのグリシン、２０％メタノール）中でゲルか

らＰＶＤＦ膜に移した。膜をＴＢＳ－Ｔ（２０ｍＭ Ｔｒｉｓ、１３７ｍＭ Ｎａ

Ｃｌ、０．１％ Ｔｗｅｅｎ２０）中の５％乾燥乳中、室温で１時間ブロックし

、次いで、ＴＢＳ－Ｔで数回すすいだ。ＢＶＤＶ ＮＳ５Ｂ蛋白に特異的なウサ

ギ抗体（Collett et al. (1988) J. Virol. 165: 200-208）をＴＢＳ－Ｔ中１：

２０００に希釈し、膜とともに室温で１時間インキュベーションした。膜をＴＢ

Ｓ－Ｔで数回洗浄し、次いで、ＨＲＰ－抱合ロバ抗－ウサギ抗体（ＴＢＳ－Ｔ中

１：２００００に希釈）とともに室温で１時間インキュベーションし、次いで、

上で詳述したようにＴＢＳ－Ｔで洗浄した。ＥＣＬシステム（Amersham）を用い

る化学発光により検出を行った。

      【０１０９】

  ［３５Ｓ］－メチオニンの存在下における、ＤＪＢ２－ＢＶＤＶ－ＮＳ５Ｂお
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よびＤＪＢ２－ＢＶＤＢ－ＮＳ５ＡＢに由来するＲＮＡ転写物の翻訳により、放

射性標識された７５ｋＤａｌおよび１３０ｋＤａｌのポリペプチドがそれぞれ生

じた（図７、それぞれトラック２および３）。これらのポリペプチドがＮＳ５Ｂ

配列を含む蛋白であるということが、ＮＳ５Ｂ配列に特異的な抗血清との免疫反

応性により示された（図８）。ＤＪＢ２－ＢＶＤＶ－ＮＳ５Ｂ ＲＮＡから生じ

た７５ｋＤａｌの蛋白（トラック７）は、組み換えバキュロウイルスから生じた

精製ＮＳ５Ｂ（トラック１～４）と同時に移動した。ＤＪＢ２－ＢＶＤＶ－ＮＳ

５ＡＢ ＲＮＡの翻訳において、１３０ｋＤａｌの蛋白は抗－ＮＳ５Ｂ抗血清に

より特異的に認識された唯一のポリペプチドであり、ＮＳ５ＡＢ蛋白に関して予

想されたサイズであった（トラック６）。重要なことに、ＮＳ５Ｂのサイズの蛋

白は５ＡＢ ＲＮＡ翻訳反応において検出されなかった。

      【０１１０】

  これらの結果は、ＤＪＢ２－ＢＶＤＶ－ＮＳ５ＡＢ ＲＮＡが、予想された１

３０ｋＤａｌのＮＳ５ＡＢ蛋白を生じ、さらに、この発現系においてＮＳ５ＡＢ

蛋白はＮＳ５Ｂにプロセッシングされないことを示す。

      【０１１１】

実施例２

転写－翻訳系において得られたＢＶＤＶ ＮＳ５ＢおよびＮＳ５ＡＢのＲｄＲｐ

活性

  実施例１の翻訳生成物のＲｄＲｐ活性を調べるために、各翻訳反応物の部分試

料を、４６ｍＭのＨＥＰＥＳ（ｐＨ８．０）、３ｍＭのＭｇＣｌ２、１０ｍＭの

ＤＴＴ、各０．３３ｍＭのＡＴＰ、ＧＴＰおよびＵＴＰ、３０μＣｉの［３２Ｐ

］ＣＴＰ（４００Ｃｉ／ｍｍｏｌ）およびＭｌｕＩで直鎖状にされたプラスミド

ＳＡＯ－２ａから合成された２μｇのＲＮＡ転写物を含有する個々の３０μＬの

反応混合物に添加した。プラスミドＳＡＯ－２ａは、ポリオウイルス配列のヌク

レオチド６２３４～７２０５が切除されているプラスミドＤＪＢ２－ＢＶＤＶ－

ＮＳ５Ｂの誘導体である。ＳＡＯ－２ａからのＲＮＡ転写物は約３ｋｂの長さで

あり、それらの３’末端にＣＧＣＧ配列を有している。このＣＧＣＧ配列の存在

は、ポリオウイルスＲｄＲｐとともにＲＮＡ合成の自己プライミングが起こるこ
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とを可能にすることがすでに示されており、２倍のサイズ（６ｋｂ）の生成物を

生じる（Barton et al., 1996）。ＲｄＲｐ反応物を３０℃で６０分インキュベ

ーションし、記載されたようにして（Barton et al., 1996）ＣＨ３ＨｇＯＨ－

１％アガロースゲル電気泳動により放射性標識ＲＮＡを分析した。

      【０１１２】

  予想されたように、ＮＳ５Ｂ翻訳生成物をポリメラーゼアッセイに使用した場

合には、２倍のサイズ（６ｋｂ）の放射性標識ＲＮＡ生成物が検出された（図９

、トラック２）。しかしながら、驚くべきことに、ＮＳ５ＡＢ翻訳生成物を評価

した場合にも２倍のサイズの生成物が見られた（図９、トラック６）。２倍のサ

イズの生成物は模擬翻訳反応においては観察されなかった（図９、トラック４）

。さらに、ＮＳ５ＡＢ蛋白の関して観察されたＲｄＲｐ活性はＮＳ５ＡＢのＮＳ

５Ｂへのプロセッシングによるものでなかった。なぜなら、ＮＳ５ＢはＮＳ５Ａ

Ｂ翻訳生成物のイムノブロット分析（実施例１）において検出されなかったから

である。いくつかの反応において、ポリメラーゼアッセイに翻訳生成物を添加す

る前に、界面活性剤ＮＰ－４０を翻訳生成物に添加した。このことにより、ＮＳ

５ＢおよびＮＳ５ＡＢ反応物の両方において、放射性標識生成物ＲＮＡの量が約

２倍に増加した。

      【０１１３】

  これらの結果は、ＢＶＤＶ ＮＳ５ＡＢ蛋白が機能的なＲｄＲｐであることを

明確に示す。

      【０１１４】

実施例３

ＨＣＶ ＮＳ５ＡＢ遺伝子のクローニング

  当業者により常套的に使用されるいずれかの数の代用（surrogate）発現系中

にＮＳ５ＡＢ配列をクローニングしてもよく、該代用発現系は無細胞系、細菌、

酵母、哺乳動物細胞、昆虫細胞および植物細胞系を包含するが、これらに限らな

い。例えば、感染個体の血清からＨＣＶ ＮＳ５ＡＢ配列を得てもよい。ＨＣＶ

感染患者の血清から単離されたＲＮＡを用い、ＲＴ－入れ子ＰＣＲプロトコルを

用いてＨＣＶ ＮＳ５ＡＢ遺伝子を増幅した。このＲＮＡの部分試料を、Titan O
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ne Tube RT-PCR System（Boehringer-Mannheim）の５０μＬの反応混合物に添加

した。反応混合物は、１．５ｍＭ ＭｇＣｌ２、２００μＭの各ｄＮＴＰ、５ｍ

Ｍのジチオスレイトール、１０ユニットのＲＮａｓｉｎ（Promega）、３００ｎ

Ｍのフォワードおよびリバースプライマーおよび１μＬの酵素ミックス（ＡＭＶ

およびExpand High Fidelity Enzyme mix）を含有する１Ｘ ＲＴ－ＰＣＲバッフ

ァーからなっていた。ＲＴ－ＰＣＲサイクルを下記のごとく行った：工程１、５

０℃で５０分；工程２、９４℃で４５秒；工程３、９４℃で４５秒；工程４、５

５℃で４５秒；工程５、７２℃で１５０秒；工程６、工程３～５を１４サイクル

繰り返し；工程７、９４℃で４５秒；工程８、５５℃で４５秒；工程９、７２℃

で１５０秒プラス付加的サイクルをそれぞれ５秒；工程１０、工程７～９を２４

サイクル繰り返し。この第１ラウンドの反応物の一部を、Expand High Fidelity

 PCR System（Boehringer-Mannheim）を用いる入れ子ＰＣＲ反応物に添加した。

反応混合物は、１．５ｍＭ ＭｇＣｌ２、２００μＭの各ｄＮＴＰ、３００ｎＭ

のフォワードおよびリバースプライマー、および１μＬの酵素ミックスからなっ

ていた。フォワードプライマーはＲｓｒＩＩ制限酵素部位、翻訳開始のためのＡ

ＴＧコドン、それに続くＮＳ５Ａ蛋白の最初の６つのコドンに対応する最初の１

８個のヌクレオチドを含んでいた。リバースプライマーは、停止コドンを含むＮ

Ｓ５Ｂ遺伝子の３’末端に相補的な配列、それに続くＮｏｔＩ制限酵素部位を含

んでいた。入れ子ＰＣＲサイクルを下記のごとく行った：工程１、９４℃で３０

秒；工程２、９４℃で４５秒；工程３、５２℃で４５秒；工程４、７２℃で１５

０秒；工程５、工程２～４を９サイクル繰り返し；工程６、９４℃で４５秒；工

程７、６０℃で４５秒；工程８、７２℃で１５０秒プラス付加的サイクルをそれ

ぞれ５秒；工程９、工程６～８を１４サイクル繰り返し。得られた生成物を、Qi

agen's QIAquick Gel Extraction Kitを用いて１％アガロースゲルにて精製し、

ＲｓｒＩＩおよびＮｏｔＩ制限酵素で消化し、前もってＲｓｒＩＩおよびＮｏｔ

Ｉで消化しておいたｐＦＡＳＴＢＡＣ（Gibco-BRL）中にクローニングした。連

結混合物をE. coli DH5細胞中に形質転換した。形質転換された細菌コロニーの

うち１つはプラスミドｂａｃＨＣＶ５ＡＢ－１１を生じた。第２のコロニーはプ

ラスミドｂａｃＨＣＶ５ＡＢ－１６を生じた。
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      【０１１５】

  プラスミドｂａｃＨＣＶ５ＡＢ－１１およびｂａｃＨＣＶ５ＡＢ－１６中のＮ

Ｓ５ＡＢ遺伝子のＤＮＡ配列および推定アミノ酸配列は配列番号：３（図３）、

配列番号：４（図４）、配列番号：５（図５）および配列番号：６（図６）とし

て同定される。

      【０１１６】

実施例４

組み換えバキュロウイルスに感染した細胞におけるＨＣＶ ＮＳ５ＡＢの発現

  プラスミドｂａｃＨＣＶ５ＡＢ－１６を用いて、Bac-to-Bac System（Gibco-B

RL）の転位法により組み換えバキュロウイルスを得た。ｂａｃＨＣＶ５ＡＢ－１

６プラスミドＤＮＡをE. coli DH10Bac細胞中に形質転換後、製造者により提供

された説明書に従ってｂａｃｍｉｄ ＤＮＡを含む数個のコロニーをＳｆ９昆虫

細胞中にトランスフェクションした。組み換えバキュロウイルスを単離し、増幅

した。組み換えバキュロウイルスに感染した細胞におけるＮＳ５ＡＢ蛋白発現を

、ＨＣＶ ＮＳ５ＡまたはＭＳ５Ｂ配列のいずれかに特異的な抗血清を用いるウ

ェスタンイムノブロット分析により証明した。ｂａｃＨＣＶ５ＡＢ－１６ウイル

スに感染したＳｆ９昆虫細胞の溶解物を調製した。溶解物の部分試料をＳＤＳ－

含有ポリアクリルアミドゲルにて電気泳動し、実施例１において説明したように

、ゲル中で分離された蛋白をＰＶＤＦ膜に移し、次いで、ＨＣＶ ＮＳ５Ａ－ま

たはＮＳ５Ｂ－特異的抗血清のいずれかを用いて１２６キロダルトンのＨＣＶ 

ＮＳ５ＡＢ蛋白を検出した。

      【０１１７】

実施例５

組み換えバキュロウイルスに感染した細胞からのＨＣＶ ＮＳ５ＡＢのＲｄＲｐ

活性

  Ｓｆ９細胞を模擬感染、あるいは組み換えバキュロウイルスｂａｃＨＣＶ５Ｂ

－４またはｂａｃＨＣＶ５ＡＢ－１６に感染させた。６０時間後、細胞をペレッ

ト化させ、洗浄し、次いで、プロテアーゼ阻害剤を捕捉された培養体積の１／５

０の低張バッファー（１０ｍＭ Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ，ｐＨ７．５、１０ｍＭ Ｎａ
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Ｃｌ）に再懸濁した。氷上で３０分後、ダウンス（dounce）ホモジナイザーで２

０ストローク、そして短時間超音波処理することにより細胞を破壊した。９００

ｘｇで５分間遠心分離することにより細胞残さおよび核を除去した。１５０００

ｘｇで３０分遠心分離することにより膜含有上清をペレット化させた。このペレ

ットを、おだやかにダウンス（dounce）することにより培養体積の１／３００の

低張バッファーに再懸濁し、次いで、低張バッファー中に調製された６７％ショ

糖溶液と混合して、最終ショ糖濃度を６０％とした。超遠心チューブ中でこの溶

液を６７％ショ糖溶液上に重層し、次いで、５０％ショ糖溶液、次いで、１０％

ショ糖溶液を重層した。この不連続なショ糖グラジエントを９００００ｘｇで１

６時間の遠心分離に供した。１０％～１５％ショ糖界面に存在する膜バンドを回

収した。図１０に示すイムノブロットに示されるように、ｂａｃＨＣＶ５Ｂ－４

由来の物質（トラック２）およびｂａｃＨＣＶ５ＡＢ－１６由来の物質（トラッ

ク３）はＮＳ５ＢおよびＮＳ５ＡＢ蛋白をそれぞれ含んでいた。重要なことに、

ＮＳ５ＡＢ調合物中にはＮＳ５Ｂのサイズの蛋白は存在しなかった。

      【０１１８】

  膜結合ＮＳ５ＡＢ蛋白のＲｄＲｐ活性を、標準的なＲｄＲｐ反応系（実施例２

）において評価した。６０分のインキュベーション後の反応生成物ＲＮＡ中に取

り込まれたトリクロロ酢酸（ＴＣＡ）沈殿可能放射活性を定量することによりＲ

ｄＲｐ活性を測定した。図１１に示すように、バキュロウイルスにより産生され

たＮＳ５ＡＢ蛋白（５ＡＢ）はＲｄＲｐ活性を有している。模擬感染バキュロウ

イルス材料（mock）においてはバックグラウンド活性のみが見られた。

      【０１１９】

  これらの結果は、インタクトなＨＣＶ ＮＳ５ＡＢ蛋白が機能的なＲｄＲｐ活

性を有するという驚くべき結果のみならず、膜結合形態として存在する場合には

ＮＳ５ＡＢ蛋白が活性のあるＲｄＲｐ酵素であるという驚くべき結果を示すもの

である。

      【０１２０】

実施例６

転写－翻訳系におけるＨＣＶ ＮＳ５ＡＢの発現
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  プラスミドｂａｃＨＣＶ５ＡＢ－１１中のＮＳ５ＡＢ遺伝子を鋳型として用い

て、ＮＡ５ＡＢおよびＮＳ５Ｂ遺伝子の両方をＰＣＲ増幅した。ＮＳ５ＡＢおよ

びＮＳ５Ｂ用の５’プライマーはＳｍａＩ制限酵素部位、翻訳開始用のＡＴＧコ

ドン、それに続くＮＳ５ＡおよびＮＳ５Ｂそれぞれのアミノ末端に対応する配列

を含んでいた。３’プライマーはＨＣＶポリ蛋白コーディング領域用の停止コド

ン、それに続くＮｏｔＩ制限酵素部位を含み、ＨＣＶ ＮＳ５ＡＢおよびＮＳ５

Ｂ遺伝子の両方を増幅するために用いられた。本質的には実施例１で説明したよ

うにしてＰＣＲを行った。ＰＣＲにより増幅されたフラグメントをプラスミドＤ

ＪＢ２中に連結し、実施例１で説明したようにしてE. coli中に形質転換した。

制限消化パターンおよび配列決定によりプラスミドの細菌クローン由来のインサ

ートが正しいものであることが証明され、ＤＪＢ２－ＨＣＶ－ＮＳ５ＢおよびＤ

ＪＢ２－ＨＣＶ－ＮＳ５ＡＢと命名された。

      【０１２１】

  プラスミドＤＪＢ２－ＨＣＶ－ＮＳ５ＢおよびＤＪＢ２－ＨＣＶ－ＮＳ５ＡＢ

からＲＮＡ転写物を調製し、すべて実施例１で説明したようにしてＮＳ５Ｂおよ

びＮＳ５ＡＢ蛋白を発現させるために使用した。図１２は、［３５Ｓ］－メチオ

ニンの存在下においてＤＪＢ２－ＨＣＶ－ＮＳ５ＢおよびＤＪＢ２－ＨＣＶ－Ｎ

Ｓ５ＡＢに由来するＲＮＡ転写物から翻訳されたポリペプチドを示す。放射性標

識ＮＳ５ＢおよびＮＳ５ＡＢポリペプチドのみがそれぞれの生成蛋白であった（

図１２、それぞれトラック２および３）。

      【０１２２】

  これらのポリペプチドがＮＳ５Ｂ配列を含む蛋白であるということが、ＨＣＶ

 ＮＳ５Ｂ配列に特異的な抗血清とそれらとの免疫反応性により確認された（図

１３）。ＤＪＢ２－ＨＣＶ－ＮＳ５Ｂ ＲＮＡから生成した免疫反応性蛋白（ト

ラック４）は組み換えバキュロウイルスから生成した精製ＨＣＶ ＮＳ５Ｂ（ト

ラック１）と同時に移動し、ＤＪＢ２－ＨＣＶ－ＮＳ５ＡＢ ＲＮＡの翻訳によ

り生成した蛋白は抗－ＮＳ５Ｂ抗血清により特異的に認識された（トラック２）

。重要なことに、ＮＳ５Ｂのサイズの蛋白はＮＳ５ＡＢ翻訳反応において検出さ

れなかった。
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      【０１２３】

  これらの結果は、ＤＪＢ２－ＨＣＶ－ＮＳ５ＡＢ ＲＮＡが予想された蛋白を

生じ、さらに、ＮＳ５ＡＢ蛋白はインタクトであり、この発現系においてはＮＳ

５Ｂにまでプロセッシングされなかったことを示す。

      【０１２４】

実施例７

転写－翻訳系におけるＨＣＶ ＮＳ５ＡＢのＲｄＲｐ活性

  実施例６のポリペプチドがＲｄＲｐ活性を有しているかどうかを調べるために

、実施例６の各翻訳反応物の部分試料を、実施例２で説明したようにしてＲＮＡ

ポリメラーゼ反応において評価した。ＲｄＲｐ反応物を３０℃で６０分インキュ

ベーションし、実施例２で説明したようにしてＣＨ３ＨｇＯＨ－１％アガロース

ゲル電気泳動により放射性標識生成物ＲＮＡを分析した。ＮＳ５ＢまたはＮＳ５

ＡＢ翻訳生成物のいずれをポリメラーゼアッセイに使用した場合でも、２倍のサ

イズの放射性標識ＲＮＡ生成物が検出された。これらの結果は、ＨＣＶ ＮＳ５

Ｂ蛋白がＲｄＲｐ活性を有することのみならず、意外なことに、ＨＣＶ ＮＳ５

ＡＢ蛋白もＲｄＲｐ活性を有することを示す。

      【０１２５】

  さらに我々は、この系において生成されたＨＣＶ ＮＳ５Ｂ蛋白およびＮＳ５

ＡＢ蛋白の両方のＲｄＲｐ活性のレベルが、ポリペプチドが膜結合形態で存在す

る場合に上昇することを見出した。実施例６の翻訳反応物を遠心分離して反応混

合物の膜フラクションをペレット化させた。次いで、再懸濁された膜をＲＮＡポ

リメラーゼ反応混合物に添加し、ＲｄＲｐ活性を評価した。図１４に示すように

、膜結合ＮＳ５Ｂ蛋白（トラック２）およびＮＳ５ＡＢ蛋白（トラック５）は両

方とも活性のあるＲＮＡポリメラーゼであった。

      【０１２６】

  さらに、これらの結果により、前駆体および融合蛋白ＮＳ５ＡＢそれ自体が機

能的なＲｄＲｐ酵素であり、さらに、膜に結合した場合にＨＣＶ ＮＳ５Ｂ酵素

およびＮＳ５ＡＢ酵素の両方が機能するという、驚くべき知見が明らかとなった

。
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      【０１２７】

実施例８

抗ウイルス組成物を見出すためのＮＳ５ＡＢ蛋白の有用性

  ウイルス蛋白のＲｄＲｐ活性は、ＲＮＡウイルスにより引き起こされる感染お

よび疾病の治療的介入または予防のための重要な標的である可能性がある。この

活性をモジュレート、妨害あるいは阻害する作用剤を見出すための本発明のＮＳ

５ＡＢ活性の使用は、抗ウイルス剤を見出し、開発するための新規で、これまで

予期されなかった手段である。

      【０１２８】

  新たに見出された本発明のＮＳ５ＡＢ ＲｄＲｐ活性の有用性を示すために、

１の用途において、実施例２および７の転写－翻訳生成物を用いて、ＲｄＲｐに

対する阻害活性に関して候補となる生物学的物質および化合物を試験し、評価し

てもよい。ＮＳ５ＡＢ ＲｄＲｐ活性を阻害する可能性のある特定の化学物質の

濃度を上昇させて、標準的なＲｄＲｐ反応混合物中で上記実施例のＮＳ５ＡＢ含

有物質をインキュベーションした。反応終了時に、ＴＣＡ－沈殿可能生成物中に

取り込まれた放射活性を測定することによりＲｄＲｐ活性を定量した。図１５に

示すように、物質１によるＢＶＤＶ ＮＳ５ＡＢ蛋白のＲｄＲｐ活性の用量依存

的阻害ならびに物質２によるＨＣＶ ＮＳ５ＡＢ ＲｄＲｐ活性の用量依存的阻害

が存在した。

      【０１２９】

  これらの結果は、本発明のＮＳ５ＡＢ蛋白は、ＮＳ５ＡＢ蛋白の活性をモジュ

レートする可能性のある物質を評価するためのアッセイにおいて明らかに有用で

あることを示す。

      【０１３０】

実施例９

抗ウイルス組成物を見出すためのＮＳ５ＡＢ蛋白のさらなる有用性

  もう１つのアプローチにおいて、ウイルスポリメラーゼおよび関連蛋白の新規

阻害剤を見出すことは、しばしば、多数の化合物または化合物の混合物をスクリ

ーニングする必要がある。かくして、高いスクリーニング能力を有するポリメラ
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ーゼ活性のアッセイ、言い換えれば高処理量アッセイが望ましい。当業者によく

知られた種々のアッセイ法があり、それらは多数の試料を効果的にスクリーニン

グすることを可能にするものであり（例えば、Cole, JL, in Meth Enzymology 2

75: 310-328 (1996)参照）、それらのいずれかがＮＳ５ＡＢ ＲｄＲｐ活性の場

合に適する可能性がある。これらの方法はいずれかの数の活性検出および測定法

を用いるものであり、それらの方法は、放射線測定、比色、蛍光シグナルまたは

化学発光シグナル（これらに限らない）を包含する。

      【０１３１】

  １のアプローチにおいて、本発明の機能的ＮＳ５ＡＢ蛋白のＲｄＲｐ活性の高

処理量アッセイが提供され、該酵素に対抗する活性に関して多数の化学物質また

は潜在的な阻害剤がスクリーニングされうる。アッセイは９６－ウェルマイクロ

プレートにおいてフォーマットされ、ＴＣＡ－沈殿可能ＲＮＡ生成物中への放射

標識ＮＴＰの取り込みにより、ＲＮＡ鋳型－プライマーに関するポリメラーゼ活

性を測定するものである。直接シンチレーションスペクトル測定法または燐光イ

メージング法のいずれによって放射活性を測定してもよい。

      【０１３２】

  まとめると、本発明は、ペスチウイルス、ヘパチウイルスおよび関連ウイルス

のＮＳ５Ａ遺伝子およびＮＳ５Ｂ遺伝子の配列の共直線的発現により得られる蛋

白がその本来の配置において、ＮＳ５ＡＢと称される機能的なポリペプチドであ

り、ＲＮＡ－依存的ＲＮＡポリメラーゼ活性を有することを示すものである。こ

の新規な組成物および活性は、診断、予防、治療および医薬への適用に有用な試

験物質を同定するための標的を提供する。

      【０１３３】

  本開示を読んだ後、本発明の精神および範囲から離れることなく、他の種々の

実施例が当業者に明らかであろう。すべてのかかる他の実施例は添付した請求の

範囲に含まれることが意図される。

    【配列表】
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【図面の簡単な説明】

    【図１】  図１は、ＢＶＤＶ ＮＳ５ＡＢ蛋白をコードする核酸配列（配列

番号：１）を示す。

    【図２】  図２は、配列番号：１によるＢＶＤＢ ＮＳ５ＡＢ蛋白の推定ア

ミノ酸配列（配列番号：２）を示す。

    【図３】  図３は、ＨＣＶ ＮＳ５ＡＢ蛋白をコードする核酸配列（配列番

号：３）を示す（クローン１１）。

    【図４】  図４は、配列番号：３によるＨＣＶ ＮＳ５ＡＢ蛋白の推定アミ

ノ酸配列（配列番号：４）を示す。

    【図５】  図５は、ＨＣＶ ＮＳ５ＡＢ蛋白をコードする核酸配列（配列番

号：５）を示す（クローン１６）。

    【図６】  図６は、配列番号：５によるＨＣＶ ＮＳ５ＡＢ蛋白の推定アミ

ノ酸配列（配列番号：６）を示す。

    【図７】  図７は、模擬翻訳反応（Ｍ）、あるいはＤＪＢ２－ＢＶＤＶ－Ｎ

Ｓ５Ｂ（５Ｂ）およびＤＪＢ２－ＢＶＤＶ－ＮＳ５ＡＢ（５ＡＢ）ＲＮＡにより

プログラムされた翻訳反応により合成された放射性標識ポリペプチドを分離した

ＳＤＳゲルのフルオログラフを示す。分子量標準（キロダルトン）の位置を右に

示す。

    【図８】  図８は、抗－ＢＶＤＶ ＮＳ５Ｂ抗血清でプローブされたＳＤＳ
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ゲルのイムノブロットを示し、該ゲルにおいて模擬反応（Ｍ）、あるいはＤＪＢ

２－ＢＶＤＶ－ＮＳ５Ｂ（５Ｂ）およびＤＪＢ２－ＢＶＤＶ－ＮＳ５ＡＢ（５Ａ

Ｂ）ＲＮＡによりプログラムされた翻訳反応の生成物が分離されている。種々の

量（２００、１００、５０および１０ｎｇ）の精製ＮＳ５Ｂを標準として含めた

（それぞれトラック１～４）。

    【図９】  図９は、ＲｄＲｐ反応混合物中、ＲＮＡ鋳型添加（＋）または無

添加（－）で行われた模擬反応（Ｍ）、あるいはＤＪＢ２－ＢＶＤＶ－ＮＳ５Ｂ

（５Ｂ）およびＤＪＢ２－ＢＶＤＶ－ＮＳ５ＡＢ（５ＡＢ）ＲＮＡによりプログ

ラムされた翻訳反応の生成物を含むＲｄＲｐ反応から得た放射性標識された生成

物ＲＮＡのＣＨ３ＨｇＯＨアガロースゲルのオートラジオグラムを示す。インプ

ットされた自己プライミングＲＮＡ鋳型の位置を「１Ｘ」で示し、完成された二

本鎖生成物を「２Ｘ」で示す。

    【図１０】  図１０は、抗－ＨＣＶ ＮＳ５Ｂ抗血清でプローブされたＳＤ

Ｓゲルのイムノブロットを示し、該ゲルにおいて模擬感染Ｓｆ９細胞（Ｍ）また

は組み換えバキュロウイルスｂａｃＨＣＶ５Ｂ－４（５Ｂ）およびｂａｃＨＣＶ

５ＡＢ－１６（５ＡＢ）のいずれかに感染した細胞から調製された膜フラクショ

ンが分離されている。

    【図１１】  図１１は、模擬感染（ｍｏｃｋ）またはｂａｃＨＣＶ５ＡＢ－

１６－感染（５ＡＢ）Ｓｆ９細胞から調製された２または４μｌの膜フラクショ

ンを含むＲｄＲｐ反応物から得た反応性生物ＲＮＡ中に取り込まれたＴＣＡ－沈

殿可能な放射活性を示す。

    【図１２】  図１２は、模擬反応（Ｍ）、あるいはＤＪＢ２－ＢＶＤＶ－Ｎ

Ｓ５Ｂ（５Ｂ）およびＤＪＢ２－ＢＶＤＶ－ＮＳ５ＡＢ（５ＡＢ）ＲＮＡにより

プログラムされた翻訳反応により合成された放射性標識ポリペプチドが分離され

たＳＤＳゲルのフルオログラフを示す。分子量標準（キロダルトン）の位置を右

に示す。

    【図１３】  図１３は、抗ＨＣＶ ＮＳ５Ｂ抗血清でプローブされたＳＤＳ

ゲルのイムノブロットを示し、該ゲルにおいて模擬反応（Ｍ）、あるいはＤＪＢ

２－ＢＶＤＶ－ＮＳ５Ｂ（５Ｂ）およびＤＪＢ２－ＢＶＤＶ－ＮＳ５ＡＢ（５Ａ
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Ｂ）ＲＮＡによりプログラムされた反応の翻訳生成物が分離された。組み換えバ

キュロウイルスｂａｃＨＣＶ５Ｂ－４により産生された精製ＨＣＶ ＮＳ５Ｂを

標準として含めた（トラック１）。

    【図１４】  図１４は、ＲｄＲｐ反応混合物中、ＲＮＡ鋳型添加（＋）また

は無添加（－）で行われた模擬反応、あるいはＤＪＢ２－ＢＶＤＶ－ＮＳ５Ｂ（

５Ｂ）およびＤＪＢ２－ＢＶＤＶ－ＮＳ５ＡＢ（５ＡＢ）翻訳生成物を含むＲｄ

Ｒｐ反応から得た放射性標識された生成物ＲＮＡのＣＨ３ＨｇＯＨアガロースゲ

ルのオートラジオグラムを示す。インプットされた自己プライミングＲＮＡ鋳型

の位置を「１Ｘ」で示し、完成された二本鎖生成物を「２Ｘ」で示す。

    【図１５】  図１５は、小型分子物質１による実施例２のＢＶＤＶ ＮＳ５

ＡＢのＲｄＲｐ活性に対する用量依存的阻害、ならびに化学的に異なる小型分子

物質（物質２）による実施例７のＨＣＶ ＮＳ５ＡＢのＲｄＲｐ活性に対する用

量依存的阻害を示す。
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【図１Ａ】
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【図１Ｂ】
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【図１Ｃ】

【図２】
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【図３Ａ】
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【図３Ｂ】
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【図４】
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【図５Ａ】
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【図５Ｂ】
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【図６】
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【図７】
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【図８】
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【図９】

【図１０】
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【図１１】
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【図１２】

【図１３】
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【図１４】
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【図１５】
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【国際調査報告】
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