
(57)【要約】　　　（修正有）

【課題】ヒトパルボウイルス抗原蛋白の大量培養を可能

にし、また、高感度に検体中のヒトパルボウイルス又は

抗ヒトパルボウイルス抗体を測定することを可能たらし

める手段を提供する。

【解決手段】特定のヒトパルボウイルス遺伝子、それが

コードするポリペプチド及びこれを利用するヒトパルボ

ウイルス又は抗ヒトパルボウイルス抗体の測定系を提供

した。

【効果】ヒトパルボウイルス非構造遺伝子及び構造遺伝

子を含む遺伝子領域は、その全配列あるいはＰＣＲ法で

得られるＤＮＡ断片を公知の発現ベクターに導入し、該

発現ベクターで形質転換した宿主細胞内で発現させるこ

とにより、ラジオイムノアッセイ法、エンザイムイムノ

アッセイ法等の診断に使用し得る組換え抗原を得ること

ができる。

【選択図】図１
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 下 記 式 （ １ ） で 表 さ れ る ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス 遺 伝 子 。
　 式 （ １ ）
             10         20         30         40         50         60
       TTCCCGCCTT ATGCAAATGG GCAGCCATTT TAAGTGTTTT ACTATAATTT TATTGGTCAG
               70         80         90        100        110        120
       TTTTGTAACG GTTAAAATGG GCGGAGCGTA GGCGGGGACT ACAGTATATA TAGCACGGCA
              130        140        150        160        170        180
       CTGCCGCAGC TCTTTCTTTC TGGGCTGCTT TTTCCTGGAC TTTCTTGCTG TTTTTTGTGA
              190        200        210        220        230        240
       GCTAACTAAC AGGTATTTAT ACTACTTGTT AACATACTAA CATGGAGCTA TTTAGAGGGG
              250        260        270        280        290        300
       TTCTTCAAGT TTCTTCTAAT GTTCTGGACT GTGCTAACGA TAATTGGTGG TGCTCTTTAC
              310        320        330        340        350        360
       TGGATTTAGA CACTTCTGAC TGGGAACCAC TAACTCATAC TAACAGACTA ATGGCAATAT
              370        380        390        400        410        420
       ACTTAAGCAG TGTGGCTTCT AAGCTTGACT TTACCGGGGG GCCACTAGCA GGGTGCTTGT
              430        440        450        460        470        480
       ACTTTTTTCA AGTAGAATGT AACAAATTTG AAGAAGGCTA TCATATTCAT GTGGTTATTG
              490        500        510        520        530        540
       GGGGGCCAGG GTTAAATCCC AGAAACCTCA CTGTGTGTGT AGAGGGGTTA TTTAATAATG
              550        560        570        580        590        600
       TACTTTATCA CCTTGTAACT GAAAATGTGA AGCTAAAATT TTTGCCAGGM ATGACTACAA
              610        620        630        640        650        660
       AAGGCAAATA CTTTAGAGAT GGAGAGCAGT TTATAGAAAA CTATTTAATG AAAAAAATAC
              670        680        690        700        710        720
       CTTTAAATGT TGTATGGTGT GTTACTAATA TTGATGGATA TATAGATACC TGTATTTCTG
              730        740        750        760        770        780
       CTACTTTTAG AAGGGGAGCT TGCCATGCCA AGAAACCCCG CATTACCACA GCCATAAATG
              790        800        810        820        830        840
       ATACTAGTAG TGATGCTGGG GAGTCTAGCG GCACAGGGGC AGAGGTTGTG CCATTTAATG
              850        860        870        880        890        900
       GGAAAGGAAC TAAGGCTAGC ATAAAGTTTC AAACTATGGT AAACTGGCTG TGTGAAAACA
              910        920        930        940        950        960
       GAGTGTTTAC AGAGGATAAG TGGAAACTAG TTGACTTTAA CCAGTACACT TTACTAAGCA
              970        980        990       1000       1010       1020
       GTAGTCACAG TGGAAGTTTT CAAATTCAAA GTGCACTAAA ACTAGCAATT TATAAAGCAA
             1030       1040       1050       1060       1070       1080
       CTAATTTAGT GCCTACTAGC ACATTTTTAT TGCATACAGA CTTTGAGCAG GTTATGTGTA
             1090       1100       1110       1120       1130       1140
       TTAAAGACAA TAAAATTGTT AAATTGTTAC TTTGTCAAAA CTATGACCCC CTATTGGTGG
             1150       1160       1170       1180       1190       1200
       GGCAGCATGT GTTAAAGTGG ATTGATAAAA AATGTGGCAA AAAAAATACA CTGTGGTTTT
             1210       1220       1230       1240       1250       1260
       ATGGGCCGCC AAGTACAGGA AAAACAAACT TGGCAATGGC CATTGCTAAA AGTGTTCCAG
             1270       1280       1290       1300       1310       1320
       TATATGGCAT GGTTAACTGG AATAATGAAA ACTTTCCATT TAATGATGTA GCAGGGAAAA
             1330       1340       1350       1360       1370       1380
       GCTTGGTGGT CTGGGATGAA GGTATTATTA AGTCTACAAT TGTAGAAGCT GCAAAAGCCA
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             1390       1400       1410       1420       1430       1440
       TTTTAGGCGG GCAACCTACC AGGGTAGATC AAAAAATGCG TGGAAGTGTA GCTGTGCCTG
             1450       1460       1470       1480       1490       1500
       GAGTACCTGT GGTTATAACC AGCAATGGTG ATATTACTTT TGTTGTAAGC GGGAACACTA
             1510       1520       1530       1540       1550       1560
       CAACAACTGT ACATGCTAAA GCCTTAAAAG AGCGCATGGT AAAGTTAAAC TTTACTGTAA
             1570       1580       1590       1600       1610       1620
       GATGCAGCCC TGACATGGGG TTACTAACAG AGGCTGATGT ACAACAGTGG CTTACATGGT
             1630       1640       1650       1660       1670       1680
       GTAATGCACA AAGCTGGGAC CACTATGAAA ACTGGGCAAT AAACTACACT TTTGATTTCC
             1690       1700       1710       1720       1730       1740
       CTGGAATTAA TGCAGATGCC CTCCACCCAG ACCTCCAAAC CACCCCAATT GTCACAGACA
             1750       1760       1770       1780       1790       1800
       CCAGTATCAG CAGCAGTGGT GGTGAAAGCT CTGAAGAACT CAGTGAAAGC AGCTTTTTTA
             1810       1820       1830       1840       1850       1860
       ACCTCATCAC CCCAGGCGCC TGGAACACTG AAACCCCGCG CTCTAGTACG CCCATCCCCG
             1870       1880       1890       1900       1910       1920
       GGACCAGTTC AGGAGAATCA TTTGTCGGAA GCCCAGTTTC CTCCGAAGTT GTAGCTGCAT
             1930       1940       1950       1960       1970       1980
       CGTGGGAAGA AGCCTTCTAC ACACCTTTGG CAGACCAGTT TCGTGAACTG TTAGTTGGGG
             1990       2000       2010       2020       2030       2040
       TTGATTATGT GTGGGACGGT GTAAGGGGTT TACCTGTGTG TTGTGTGCAA CATATTAACA
             2050       2060       2070       2080       2090       2100
       ATAGTGGGGG AGGCTTGGGA CTTTGTCCCC ATTGCATTAA TGTAGGGGCT TGGTATAATG
             2110       2120       2130       2140       2150       2160
       GATGGAAATT TCGAGAATTT ACCCCAGATT TGGTGCGGTG TAGCTGCCAT GTGGGAGCTT
             2170       2180       2190       2200       2210       2220
       CTAATCCCTT TTCTGTGCTA ACCTGCAAAA AATGTGCTTA CCTGTCTGGA TTGCAAAGCT
             2230       2240       2250       2260       2270       2280
       TTGTAGATTA TGAGTAAAGA AAGTGGCAAA TGGTGGGAAA GTGATGATAA ATTTGCTAAA
             2290       2300       2310       2320       2330       2340
       GCTGKGTATC AGCAATTTGT GGAATTTTAT GAAAAGGTTA CTGGWACAGA CTTAGAGCTT
             2350       2360       2370       2380       2390       2400
       ATTCAAATAT TAAAAGATCA TTATAATATT TCTTTAGATA ATCCCCTAGA AAACCCATCC
             2410       2420       2430       2440       2450       2460
       TCTCTGTTTR ACTTAGTTGC TCGTATTAAA AATAACCTTA AAAACTCTCC AGACTTATAT
             2470       2480       2490       2500       2510       2520
       AGTCATCATT TTCAAAGTCA TGGACAGTTA TCTGACCACC CCCATGCCTT ATCATCCAGT
             2530       2540       2550       2560       2570       2580
       AGCAGTAATG CAGAACCTAG AGGAGAAAAT GCAGTATTAT CTAGTGAAGA CTTACACAAG
             2590       2600       2610       2620       2630       2640
       CCTGGGCAAG TTAGCGTACA ACTACCCGGT ACTAACTATG TTGGGCCTGG TAATGAGTTA
             2650       2660       2670       2680       2690       2700
       CAAGCTGGGC CCCCGCAAAG TGCTGTTGAC AGTGCTGCAA GGATTCATGA CTTTAGGTAT
             2710       2720       2730       2740       2750       2760
       AGCCAACTGG CTAAGTTGGG AATAAATCCA TATACTCATT GGACTGTAGC AGATGAAGAG
             2770       2780       2790       2800       2810       2820
       CTTTTAAAAA ATATAAAAAA TGAAACTGGG TTTCAAGCAC AAGTAGTAAA AGACTACTTT
             2830       2840       2850       2860       2870       2880
       ACTTTAAAAG GTGCAGCTGC CCCTGTGGCC CATTTTCAAG GAAGTTTGCC GGAAGTTCCC
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             2890       2900       2910       2920       2930       2940
       GCTTACMACG CCTCAGAAAA ATACCCAAGC ATGACTTCAG TTAATTCTGC AGAAGCCAGC
             2950       2960       2970       2980       2990       3000
       ACTGGTGCAG GAGGGGGGGG CAGTAATCCT GTCAAAAGCA TGTGGAGTGA GGGGGCCACT
             3010       3020       3030       3040       3050       3060
       TTTAGTGCCA ACTCTGTAAC TTGTACATTT TCCAGACAGT TTTTAATTCC ATATGACCCA
             3070       3080       3090       3100       3110       3120
       GAGCACCATT ATAARGTGTT TTCTCCCGCA GCAAGTAGCT GCCACAATGC CAGTGGAAAA
             3130       3140       3150       3160       3170       3180
       GAGGCAAAGG TTTGCACCAT TAGTCCCATA ATGGGATACT CAACCCCATG GAGATATTTA
             3190       3200       3210       3220       3230       3240
       GATTTTAATG CTTTAAATTT ATTTTTTTCA CCTTTAGAGT TTCAGCACTT AATTGAAAAT
             3250       3260       3270       3280       3290       3300
       TATGGAAGCA TAGCTCCTGA TGCTTTAACT GTAACCATAT CAGAAATTGC TGTTAAGGAT
             3310       3320       3330       3340       3350       3360
       GTTACAGACA AAACTGGAGG GGGGGTACAG GTTACTGACA GCACTACAGG GCGCCTATGC
             3370       3380       3390       3400       3410       3420
       ATGTTAGTAG ACCATGAATA CAAGTACCCA TATGTGTTAG GGCAAGGTCA GGATACTTTA
             3430       3440       3450       3460       3470       3480
       GCCCCAGAAC TTCCTATTTG GGTATACTTT CCCCCTCAAT ATGCTTACTT AACAGTAGGA
             3490       3500       3510       3520       3530       3540
       GATGTTAACA CACAAGGAAT TTCTGGAGAC AGCAAAAAAT TAGCAAGTGA AGAATCAGCA
             3550       3560       3570       3580       3590       3600
       TTTTATGTTT TGGAACACAG TTCYTTTCAG CTTTTAGGTA CAGGAGGTAC AGCAACTATG
             3610       3620       3630       3640       3650       3660
       TCTTATAAGT TTCCTCCAGT GCCCCCAGAA AATTTAGAGG GCTGCAGTCA ACACTTTTAT
             3670       3680       3690       3700       3710       3720
       GAAATGTACA ATCCCTTATA CGGATCCCGC TTAGGGGTCC CTGACACATT AGGAGGTGAC
             3730       3740       3750       3760       3770       3780
       CCAAAATTTA GATCTTTAAC ACATGAAGAC CATGCAATTC AGCCCCAAAA CTTCATGCCA
             3790       3800       3810       3820       3830       3840
       GGGCCACTAG TAAACTCAGT GTCTACAAAG GAGGGAGACA GCTCTAATAC TGGAGCTGGA
             3850       3860       3870       3880       3890       3900
       AAAGCCTTAA CAGGCCTTAG CACAGGTACC TCGCAAAACA CTAGAATATC CTTACGSCCT
             3910       3920       3930       3940       3950       3960
       GGGCCAGTGT CTCAGCCATA CCACCACTGG GACACAGATA AATATGTCAC AGGAATAAAT
             3970       3980       3990       4000       4010       4020
       GCCATTTCTC ATGGTCAGAC CACTTATGGT AACGCTGAAG ACAAAGAGTA TCAGCAAGGA
             4030       4040       4050       4060       4070       4080
       GTGGGTAGAT TTCCAAATGA AAAAGAACAG CTAAAACAGT TACAGGGTTT AAACATGCAC
             4090       4100       4110       4120       4130       4140
       ACCTATTTYC CCAATAAAGG AACCCAGCAA TATACAGATC AAATTGAGCG CCCCCTAATG
             4150       4160       4170       4180       4190       4200
       GTGGGTTCTG TATGGAACAG AAGAGCCCTT CACTATGAAA GCCAGCTGTG GAGTAAAATT
             4210       4220       4230       4240       4250       4260
       CCAAATTTAG ATGACAGTTT TAAAACTCAG TTTGCAGCCT TAGGAGGATG GGGTTTGCAT
             4270       4280       4290       4300       4310       4320
       CAGCCACCTC CTCAAATATT TTTAAAAATA TTACCACAAA GTGGGCCAAT TGGAGGTATT
             4330       4340       4350       4360       4370       4380
       AAATCAATGG GAATTACTAC CTTAGTTCAG TATGCTGTGG GAATTATGAC AGTAACTATG
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             4390       4400       4410       4420       4430       4440
       ACATTTAAAT TGGGGCCCCG TAAAGCTACG GGACGGTGGA ATCCTCAACC TGGAGTATAT
             4450       4460       4470       4480       4490       4500
       CCCCCGCACG CAGCAGGTCA TTTACCATAT GTACTATATG ACCCCACAGC TATAGATGCA
             4510       4520       4530       4540       4550       4560
       AAACAACACC ACAGACATGG ATATGAAAAG CCTGAAGAGT TGTGGACAGC CAAAAGCCGT
             4570       4580       4590       4600       4610       4620
       GTGCGCCCAT TGTAAACACT CCCCACCGTG CCCTCAGCCA GGATGCGTAA CTAAACGCCC
             4630       4640       4650       4660       4670       4680
       ACCAGTACCA CCCAGACTGT ACCTGCCCCC TCCTGTACCT ATAAGACAGC CTAACAC 
　 （ た だ し 、 式 中 、 M は  A  ま た は  C、 R は  A  ま た は  G、 W は  A  ま た は  T、 S は  C  
ま た は  G、 Y は  C  ま た は  T、 K は  G  ま た は  T  の 塩 基 を 示 す 。 ）
【 請 求 項 ２ 】
　 下 記 式 （ ２ ） の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス Ｖ Ｐ ― １ 構 造 遺 伝 子 。
式 （ ２ ）
       1                                  10 
     Met Ser Lys Glu Ser Gly Lys Trp Trp Glu Ser Asp Asp Lys Phe
                      20                                      30
     Ala Lys Ala X１   Tyr Gln Gln Phe Val Glu Phe Tyr Glu Lys Val
                                          40
     Thr Gly Thr Asp Leu Glu Leu Ile Gln Ile Leu Lys Asp His Tyr  
                      50                                      60
     Asn Ile Ser Leu Asp Asn Pro Leu Glu Asn Pro Ser Ser Leu Phe  
                                          70
     X２   Leu Val Ala Arg Ile Lys Asn Asn Leu Lys Asn Ser Pro Asp
                      80                                      90
     Leu Tyr Ser His His Phe Gln Ser His Gly Gln Leu Ser Asp His  
                                         100
     Pro His Ala Leu Ser Ser Ser Ser Ser Asn Ala Glu Pro Arg Gly  
                     110                                     120
     Glu Asn Ala Val Leu Ser Ser Glu Asp Leu His Lys Pro Gly Gln  
                                         130
     Val Ser Val Gln Leu Pro Gly Thr Asn Tyr Val Gly Pro Gly Asn  
                     140                                     150
     Glu Leu Gln Ala Gly Pro Pro Gln Ser Ala Val Asp Ser Ala Ala  
                                         160
     Arg Ile His Asp Phe Arg Tyr Ser Gln Leu Ala Lys Leu Gly Ile  
                     170                                     180
     Asn Pro Tyr Thr His Trp Thr Val Ala Asp Glu Glu Leu Leu Lys  
                                         190
     Asn Ile Lys Asn Glu Thr Gly Phe Gln Ala Gln Val Val Lys Asp  
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                     200                                     210
     Tyr Phe Thr Leu Lys Gly Ala Ala Ala Pro Val Ala His Phe Gln  
                                         220
     Gly Ser Leu Pro Glu Val Pro Ala Tyr X３   Ala Ser Glu Lys Tyr
                     230                                     240
     Pro Ser Met Thr Ser Val Asn Ser Ala Glu Ala Ser Thr Gly Ala  
                                         250
     Gly Gly Gly Gly Ser Asn Pro Val Lys Ser Met Trp Ser Glu Gly  
                     260                                     270
     Ala Thr Phe Ser Ala Asn Ser Val Thr Cys Thr Phe Ser Arg Gln  
                                         280
     Phe Leu Ile Pro Tyr Asp Pro Glu His His Tyr Lys Val Phe Ser  
                     290                                     300
     Pro Ala Ala Ser Ser Cys His Asn Ala Ser Gly Lys Glu Ala Lys  
                                         310
     Val Cys Thr Ile Ser Pro Ile Met Gly Tyr Ser Thr Pro Trp Arg  
                     320                                     330
     Tyr Leu Asp Phe Asn Ala Leu Asn Leu Phe Phe Ser Pro Leu Glu  
                                         340
     Phe Gln His Leu Ile Glu Asn Tyr Gly Ser Ile Ala Pro Asp Ala  
                     350                                     360
     Leu Thr Val Thr Ile Ser Glu Ile Ala Val Lys Asp Val Thr Asp  
                                         370
     Lys Thr Gly Gly Gly Val Gln Val Thr Asp Ser Thr Thr Gly Arg  
                     380                                     390
     Leu Cys Met Leu Val Asp His Glu Tyr Lys Tyr Pro Tyr Val Leu  
                                         400
     Gly Gln Gly Gln Asp Thr Leu Ala Pro Glu Leu Pro Ile Trp Val  
                     410                                     420
     Tyr Phe Pro Pro Gln Tyr Ala Tyr Leu Thr Val Gly Asp Val Asn  
                                         430
     Thr Gln Gly Ile Ser Gly Asp Ser Lys Lys Leu Ala Ser Glu Glu  
                     440                                     450
     Ser Ala Phe Tyr Val Leu Glu His Ser Ser Phe Gln Leu Leu Gly  
                                         460
     Thr Gly Gly Thr Ala Thr Met Ser Tyr Lys Phe Pro Pro Val Pro  
                     470                                     480
     Pro Glu Asn Leu Glu Gly Cys Ser Gln His Phe Tyr Glu Met Tyr  
                                         490
     Asn Pro Leu Tyr Gly Ser Arg Leu Gly Val Pro Asp Thr Leu Gly  
                     500                                     510
     Gly Asp Pro Lys Phe Arg Ser Leu Thr His Glu Asp His Ala Ile  
                                         520
     Gln Pro Gln Asn Phe Met Pro Gly Pro Leu Val Asn Ser Val Ser  
                     530                                     540
     Thr Lys Glu Gly Asp Ser Ser Asn Thr Gly Ala Gly Lys Ala Leu  
                                         550
     Thr Gly Leu Ser Thr Gly Thr Ser Gln Asn Thr Arg Ile Ser Leu  
                     560                                     570
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     Arg Pro Gly Pro Val Ser Gln Pro Tyr His His Trp Asp Thr Asp  
                                         580
     Lys Tyr Val Thr Gly Ile Asn Ala Ile Ser His Gly Gln Thr Thr  
                     590                                     600
     Tyr Gly Asn Ala Glu Asp Lys Glu Tyr Gln Gln Gly Val Gly Arg  
                                         610
     Phe Pro Asn Glu Lys Glu Gln Leu Lys Gln Leu Gln Gly Leu Asn  
                     620                                     630
     Met His Thr Tyr Phe Pro Asn Lys Gly Thr Gln Gln Tyr Thr Asp  
                                         640
     Gln Ile Glu Arg Pro Leu Met Val Gly Ser Val Trp Asn Arg Arg  
                     650                                     660
     Ala Leu His Tyr Glu Ser Gln Leu Trp Ser Lys Ile Pro Asn Leu  
                                         670
     Asp Asp Ser Phe Lys Thr Gln Phe Ala Ala Leu Gly Gly Trp Gly  
                     680                                     690
     Leu His Gln Pro Pro Pro Gln Ile Phe Leu Lys Ile Leu Pro Gln  
                                         700
     Ser Gly Pro Ile Gly Gly Ile Lys Ser Met Gly Ile Thr Thr Leu  
                     710                                     720
     Val Gln Tyr Ala Val Gly Ile Met Thr Val Thr Met Thr Phe Lys  
                                         730
     Leu Gly Pro Arg Lys Ala Thr Gly Arg Trp Asn Pro Gln Pro Gly  
                     740                                     750
     Val Tyr Pro Pro His Ala Ala Gly His Leu Pro Tyr Val Leu Tyr  
                                         760
     Asp Pro Thr Ala Ile Asp Ala Lys Gln His His Arg His Gly Tyr  
                     770                                     780
     Glu Lys Pro Glu Glu Leu Trp Thr Ala Lys Ser Arg Val Arg Pro  
     781
     Leu  
（ た だ し 、 式 中 、 X１ は  Gly  ま た は  Val、 X２ は  Asn  ま た は  Asp、 X３ は  His  ま た は  
Asn  を 示 す 。
【 請 求 項 ３ 】
　 下 記 式 （ ３ ） の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス Ｖ Ｐ ― ２ 構 造 遺 伝 子 。
式 （ ３ ）
       1                                  10
     Met Thr Ser Val Asn Ser Ala Glu Ala Ser Thr Gly Ala Gly Gly  
                      20                                      30
     Gly Gly Ser Asn Pro Val Lys Ser Met Trp Ser Glu Gly Ala Thr  
                                          40
     Phe Ser Ala Asn Ser Val Thr Cys Thr Phe Ser Arg Gln Phe Leu  
                      50                                      60
     Ile Pro Tyr Asp Pro Glu His His Tyr Lys Val Phe Ser Pro Ala  
                                          70
     Ala Ser Ser Cys His Asn Ala Ser Gly Lys Glu Ala Lys Val Cys  
                      80                                      90
     Thr Ile Ser Pro Ile Met Gly Tyr Ser Thr Pro Trp Arg Tyr Leu  
                                         100
     Asp Phe Asn Ala Leu Asn Leu Phe Phe Ser Pro Leu Glu Phe Gln  
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                     110                                     120
     His Leu Ile Glu Asn Tyr Gly Ser Ile Ala Pro Asp Ala Leu Thr  
                                         130
     Val Thr Ile Ser Glu Ile Ala Val Lys Asp Val Thr Asp Lys Thr  
                     140                                     150
     Gly Gly Gly Val Gln Val Thr Asp Ser Thr Thr Gly Arg Leu Cys  
                                         160
     Met Leu Val Asp His Glu Tyr Lys Tyr Pro Tyr Val Leu Gly Gln  
                     170                                     180
     Gly Gln Asp Thr Leu Ala Pro Glu Leu Pro Ile Trp Val Tyr Phe  
                                         190
     Pro Pro Gln Tyr Ala Tyr Leu Thr Val Gly Asp Val Asn Thr Gln  
                     200                                     210
     Gly Ile Ser Gly Asp Ser Lys Lys Leu Ala Ser Glu Glu Ser Ala  
                                         220
     Phe Tyr Val Leu Glu His Ser Ser Phe Gln Leu Leu Gly Thr Gly  
                     230                                     240
     Gly Thr Ala Thr Met Ser Tyr Lys Phe Pro Pro Val Pro Pro Glu  
                                         250
     Asn Leu Glu Gly Cys Ser Gln His Phe Tyr Glu Met Tyr Asn Pro  
                     260                                     270
     Leu Tyr Gly Ser Arg Leu Gly Val Pro Asp Thr Leu Gly Gly Asp  
                                         280
     Pro Lys Phe Arg Ser Leu Thr His Glu Asp His Ala Ile Gln Pro  
                     290                                     300
     Gln Asn Phe Met Pro Gly Pro Leu Val Asn Ser Val Ser Thr Lys  
                                         310
     Glu Gly Asp Ser Ser Asn Thr Gly Ala Gly Lys Ala Leu Thr Gly  
                     320                                     330
     Leu Ser Thr Gly Thr Ser Gln Asn Thr Arg Ile Ser Leu Arg Pro  
                                         340
     Gly Pro Val Ser Gln Pro Tyr His His Trp Asp Thr Asp Lys Tyr  
                     350                                     360
     Val Thr Gly Ile Asn Ala Ile Ser His Gly Gln Thr Thr Tyr Gly  
                                         370
     Asn Ala Glu Asp Lys Glu Tyr Gln Gln Gly Val Gly Arg Phe Pro  
                     380                                     390
     Asn Glu Lys Glu Gln Leu Lys Gln Leu Gln Gly Leu Asn Met His  
                                         400
     Thr Tyr Phe Pro Asn Lys Gly Thr Gln Gln Tyr Thr Asp Gln Ile  
                     410                                     420
     Glu Arg Pro Leu Met Val Gly Ser Val Trp Asn Arg Arg Ala Leu  
                                         430
     His Tyr Glu Ser Gln Leu Trp Ser Lys Ile Pro Asn Leu Asp Asp  
                     440                                     450
     Ser Phe Lys Thr Gln Phe Ala Ala Leu Gly Gly Trp Gly Leu His  
                                         460
     Gln Pro Pro Pro Gln Ile Phe Leu Lys Ile Leu Pro Gln Ser Gly  
                     470                                     480
     Pro Ile Gly Gly Ile Lys Ser Met Gly Ile Thr Thr Leu Val Gln  
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                                         490
     Tyr Ala Val Gly Ile Met Thr Val Thr Met Thr Phe Lys Leu Gly  
                     500                                     510
     Pro Arg Lys Ala Thr Gly Arg Trp Asn Pro Gln Pro Gly Val Tyr  
                                         520
     Pro Pro His Ala Ala Gly His Leu Pro Tyr Val Leu Tyr Asp Pro  
                     530                                     540
     Thr Ala Ile Asp Ala Lys Gln His His Arg His Gly Tyr Glu Lys  
                                         550             554
     Pro Glu Glu Leu Trp Thr Ala Lys Ser Arg Val Arg Pro Leu  
【 請 求 項 ４ 】
下 記 式 （ ４ ） の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス 非 構 造 （ Ｎ Ｓ ） 遺 伝 子 。
式 （ ４ ）
       1                                  10
     Met Glu Leu Phe Arg Gly Val Leu Gln Val Ser Ser Asn Val Leu  
                      20                                      30
     Asp Cys Ala Asn Asp Asn Trp Trp Cys Ser Leu Leu Asp Leu Asp  
                                          40
     Thr Ser Asp Trp Glu Pro Leu Thr His Thr Asn Arg Leu Met Ala  
                      50                                      60
     Ile Tyr Leu Ser Ser Val Ala Ser Lys Leu Asp Phe Thr Gly Gly  
                                          70
     Pro Leu Ala Gly Cys Leu Tyr Phe Phe Gln Val Glu Cys Asn Lys  
                      80                                      90
     Phe Glu Glu Gly Tyr His Ile His Val Val Ile Gly Gly Pro Gly  
                                         100                    
     Leu Asn Pro Arg Asn Leu Thr Val Cys Val Glu Gly Leu Phe Asn  
                     110                                     120
     Asn Val Leu Tyr His Leu Val Thr Glu Asn Val Lys Leu Lys Phe  
                                         130
     Leu Pro Gly Met Thr Thr Lys Gly Lys Tyr Phe Arg Asp Gly Glu  
                     140                                     150
     Gln Phe Ile Glu Asn Tyr Leu Met Lys Lys Ile Pro Leu Asn Val  
                                         160
     Val Trp Cys Val Thr Asn Ile Asp Gly Tyr Ile Asp Thr Cys Ile  
                     170                                     180
     Ser Ala Thr Phe Arg Arg Gly Ala Cys His Ala Lys Lys Pro Arg  
                                         190
     Ile Thr Thr Ala Ile Asn Asp Thr Ser Ser Asp Ala Gly Glu Ser  
                     200                                     210
     Ser Gly Thr Gly Ala Glu Val Val Pro Phe Asn Gly Lys Gly Thr  
                                         220
     Lys Ala Ser Ile Lys Phe Gln Thr Met Val Asn Trp Leu Cys Glu  
                     230                                     240
     Asn Arg Val Phe Thr Glu Asp Lys Trp Lys Leu Val Asp Phe Asn  
                                         250
     Gln Tyr Thr Leu Leu Ser Ser Ser His Ser Gly Ser Phe Gln Ile  
                     260                                     270
     Gln Ser Ala Leu Lys Leu Ala Ile Tyr Lys Ala Thr Asn Leu Val  
                                         280
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     Pro Thr Ser Thr Phe Leu Leu His Thr Asp Phe Glu Gln Val Met  
                     290                                     300
     Cys Ile Lys Asp Asn Lys Ile Val Lys Leu Leu Leu Cys Gln Asn  
                                         310
     Tyr Asp Pro Leu Leu Val Gly Gln His Val Leu Lys Trp Ile Asp  
                     320                                     330
     Lys Lys Cys Gly Lys Lys Asn Thr Leu Trp Phe Tyr Gly Pro Pro  
                                         340
     Ser Thr Gly Lys Thr Asn Leu Ala Met Ala Ile Ala Lys Ser Val  
                     350                                     360
     Pro Val Tyr Gly Met Val Asn Trp Asn Asn Glu Asn Phe Pro Phe  
                                         370
     Asn Asp Val Ala Gly Lys Ser Leu Val Val Trp Asp Glu Gly Ile  
                     380                                     390
     Ile Lys Ser Thr Ile Val Glu Ala Ala Lys Ala Ile Leu Gly Gly  
                                         400
     Gln Pro Thr Arg Val Asp Gln Lys Met Arg Gly Ser Val Ala Val  
                     410                                     420
     Pro Gly Val Pro Val Val Ile Thr Ser Asn Gly Asp Ile Thr Phe  
                                         430
     Val Val Ser Gly Asn Thr Thr Thr Thr Val His Ala Lys Ala Leu  
                     440                                     450
     Lys Glu Arg Met Val Lys Leu Asn Phe Thr Val Arg Cys Ser Pro  
                                         460
     Asp Met Gly Leu Leu Thr Glu Ala Asp Val Gln Gln Trp Leu Thr  
                     470                                     480
     Trp Cys Asn Ala Gln Ser Trp Asp His Tyr Glu Asn Trp Ala Ile  
                                         490
     Asn Tyr Thr Phe Asp Phe Pro Gly Ile Asn Ala Asp Ala Leu His  
                     500                                     510
     Pro Asp Leu Gln Thr Thr Pro Ile Val Thr Asp Thr Ser Ile Ser  
                                         520
     Ser Ser Gly Gly Glu Ser Ser Glu Glu Leu Ser Glu Ser Ser Phe  
                     530                                     540
     Phe Asn Leu Ile Thr Pro Gly Ala Trp Asn Thr Glu Thr Pro Arg  
                                         550
     Ser Ser Thr Pro Ile Pro Gly Thr Ser Ser Gly Glu Ser Phe Val  
                     560                                     570
     Gly Ser Pro Val Ser Ser Glu Val Val Ala Ala Ser Trp Glu Glu  
                                         580
     Ala Phe Tyr Thr Pro Leu Ala Asp Gln Phe Arg Glu Leu Leu Val  
                     590                                     600
     Gly Val Asp Tyr Val Trp Asp Gly Val Arg Gly Leu Pro Val Cys  
                                         610
     Cys Val Gln His Ile Asn Asn Ser Gly Gly Gly Leu Gly Leu Cys  
                     620                                     630
     Pro His Cys Ile Asn Val Gly Ala Trp Tyr Asn Gly Trp Lys Phe  
                                         640
     Arg Glu Phe Thr Pro Asp Leu Val Arg Cys Ser Cys His Val Gly  
                     650                                     660
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     Ala Ser Asn Pro Phe Ser Val Leu Thr Cys Lys Lys Cys Ala Tyr  
                                         670 671
     Leu Ser Gly Leu Gln Ser Phe Val Asp Tyr Glu  
【 請 求 項 ５ 】
　 請 求 項 １ な い し ４ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 遺 伝 子 を 含 み 、 宿 主 細 胞 内 で 該 遺 伝 子 を 発 現
す る こ と が で き る 組 換 え ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ６ 】
　 前 記 遺 伝 子 が 、 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 中 に 挿 入 さ れ て 成 る 請 求 項 ５ 記 載 の 組 換 え ベ
ク タ ー 。
【 請 求 項 ７ 】
　 請 求 項 ５ 記 載 の 組 換 え ベ ク タ ー に よ り 形 質 転 換 さ れ た 形 質 転 換 体 。
【 請 求 項 ８ 】
　 前 記 形 質 転 換 体 の 宿 主 が 大 腸 菌 で あ る 請 求 項 ７ 記 載 の 形 質 転 換 体 。
【 請 求 項 ９ 】
　 前 記 形 質 転 換 体 の 宿 主 が 昆 虫 細 胞 で あ る 請 求 項 ７ 記 載 の 形 質 転 換 体 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 前 記 組 換 え ベ ク タ ー が 請 求 項 ６ 記 載 の 組 換 え ベ ク タ ー で あ り 、 前 記 形 質 転 換 体 の 宿 主 が
昆 虫 細 胞 で あ る 請 求 項 ７ 記 載 の 形 質 転 換 体 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 前 記 昆 虫 細 胞 が Ｔ ｎ ５ 細 胞 で あ る 請 求 項 １ ０ 記 載 の 形 質 転 換 体 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 前 記 式 （ ２ ） で 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 前 記 式 （ ３ ） で 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 上 記 式 （ ４ ） で 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 請 求 項 １ ３ の ポ リ ペ プ チ ド 単 独 又 は 請 求 項 １ ２ の ポ リ ペ プ チ ド と 請 求 項 １ ３ の ポ リ ペ プ
チ ド と か ら 構 成 さ れ る ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス の ウ イ ル ス 粒 子 様 構 造 物 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 請 求 項 １ ２ 又 は １ ３ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 又 は 請 求 項 １ ５ 記 載 の ウ イ ル ス 粒 子 様 構 造 物
を 抗 原 と し て 用 い 、 免 疫 測 定 法 に よ り 検 体 中 の 抗 ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス 抗 体 を 検 出 す る 方 法
。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 請 求 項 １ ２ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド と 請 求 項 １ ３ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド と の 混 合 物 を 抗 原
と し て 用 い る 請 求 項 １ ６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 前 記 ２ 種 類 の ポ リ ペ プ チ ド の 混 合 比 率 が １ ： １ ０ な い し １ ０ ： １ で あ る 請 求 項 １ ７ 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 請 求 項 １ ２ 又 は １ ３ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 又 は 請 求 項 １ ５ 記 載 の ウ イ ル ス 粒 子 様 構 造 物
を 免 疫 原 と し て 用 い て 抗 体 を 作 製 し 、 該 抗 体 を 用 い る 免 疫 測 定 に よ り 検 体 中 の ヒ ト パ ル ボ
ウ イ ル ス を 検 出 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 請 求 項 １ 記 載 の 遺 伝 子 の 一 部 と そ れ ぞ れ ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る １ 対 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
を 用 い て Ｐ Ｃ Ｒ 法 に よ り 請 求 項 １ 記 載 の 遺 伝 子 又 は そ の 一 部 を 増 幅 し 、 該 増 幅 さ れ た 遺 伝
子 又 は そ の 一 部 を 検 出 す る こ と か ら 成 る 、 検 体 中 の ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス の 検 出 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 前 記 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 下 記 の Ｄ Ｎ Ａ プ ラ イ マ ー 群 １ 及 び Ｄ Ｎ Ａ プ ラ イ マ ー 群 ２ の
中 か ら そ れ ぞ れ 少 な く と も １ 種 ず つ 選 ば れ る 請 求 項 １ ８ 記 載 の 検 出 方 法 。
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    Ｄ Ｎ Ａ プ ラ イ マ ー 群 １
      D-1: GCTGCCATGTGGGAGCTTCTAATC 
　 　 　 D-4: TTCCCGCCTTATGCAAATGGGCAGC
    Ｄ Ｎ Ａ プ ラ イ マ ー 群 ２
      U-2: GTGTTAGGCTGTCTTATAGGTACA 
      U-4: CTTGTATTCATGGTCTACTAAC 

【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
  本 発 明 は 、 急 性 赤 芽 球 ろ う 、 慢 性 骨 髄 不 全 、 流 産 、 胎 児 水 腫 、 肝 障 害 、 出 血 熱 、 関 節 炎
や リ ウ マ チ な ど 種 々 の 疾 患 の 病 因 に か か わ る 新 規 な ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス の 遺 伝 子 、 そ れ が
コ ー ド す る ポ リ ペ プ チ ド 及 び そ の 用 途 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
  パ ル ボ ウ イ ル ス は 、 一 本 鎖 の 直 鎖 Ｄ Ｎ Ａ ゲ ノ ム を 有 し 、 ゲ ノ ム の 各 末 端 は パ リ ン ド ロ ミ
ッ ク （ Pallindromic） Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の 存 在 に よ り 、 特 徴 的 な ヘ ア ピ ン ル ー プ 構 造 を 持 つ 最 小
の ウ イ ル ス 群 （ Parvoviridae科 ） に 属 す る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 Parvoviridae科 ウ イ ル ス の 粒 子 は 立 方 対 称 形 で 、 Cubic symmetryを 示 し 、 32個 の キ ャ プ
ソ メ ア （ capsomere ） を 持 ち 、 直 径 約 20～ 25nm  の 小 型 の ウ イ ル ス で 、 エ ン ベ ロ ー プ を 保
有 せ ず 、 エ ー テ ル 抵 抗 性 で あ る 。 ま た 熱 、 乾 燥 な ど に 比 較 的 耐 性 の ウ イ ル ス で あ る 〔 Inte
rvirology,23,61-73(1985)〕 。 ウ イ ル ス の 複 製 と カ プ シ ッ ド の 形 成 は 感 染 細 胞 の 核 内 で 行
わ れ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 脊 椎 動 物 の パ ル ボ ウ イ ル ス は 自 律 性 及 び 欠 損 性 の 群 に 分 類 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 自 律 性 の パ ル ボ ウ イ ル ス ＜ パ ル ボ ウ イ ル ス 属 （ Parvovirus） ＞ は 、 宿 主 細 胞 に 複 製 を 継
続 し う る が 、 欠 損 性 の パ ル ボ ウ イ ル ス ＜ デ ペ ン ド ウ イ ル ス （ Dependovirus） ＞ は ヘ ル パ ー
ウ イ ル ス に よ る コ イ ン フ ェ ク シ ョ ン が 必 要 と な る 。
　 自 律 性 の 動 物 パ ル ボ ウ イ ル ス に は 、 ウ シ （ BPV ） 、 ブ タ （ PPV ） 、 イ ヌ （ CPV ） 、 ネ コ
（ FPLV） 、 ラ ッ ト （ H-1 ） 、 ミ ン ク （ ADV ） 、 及 び ヒ ト （ HPV ） が 知 ら れ て お り 、 一 般 に
病 原 性 は 似 て い る が こ れ ら の ウ イ ル ス 間 で 免 疫 学 的 な 交 叉 性 は 見 出 さ れ て い な い 。   そ こ
で 、 ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス の 診 断 や 疫 学 調 査 さ ら に ワ ク チ ン の 開 発 を 行 う 場 合 、 そ の ウ イ ル
ス が ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス 由 来 で あ る こ と が 重 要 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス は 、 1975年 に 輸 血 用 血 液 中 に 偶 然 発 見 さ れ た 〔 Lancet,i:72-73(197
5)〕 が 、 病 原 性 は 不 明 で あ っ た 。 そ の 後 、 鎌 状 赤 血 球 貧 血 に 生 じ た 急 性 赤 芽 球 ろ う が ヒ ト
パ ル ボ ウ イ ル ス に よ る も の で あ る こ と が 報 告 さ れ た 〔 Lancet,i:664-665(1981)〕 。 ま た 、
小 児 に 流 行 す る 伝 染 性 紅 斑 症 の 病 因 ウ イ ル ス で あ る こ と が 確 認 さ れ 〔 Lancet,i:1378(1983
) 〕 、 そ れ が 感 染 源 と な り 成 人 に も 感 染 が 及 び 、 関 節 炎 を 主 症 状 と す る 病 気 が 起 こ る こ と
が 分 か っ た 。 さ ら に 伝 染 性 紅 斑 流 行 後 に 胎 児 水 腫 で 流 産 し た 症 例 が 報 告 さ れ 〔 Lancet,ii:
1033-1034(1984) 〕 、 妊 婦 の ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス 感 染 が 死 産 や 胎 児 水 腫 の 原 因 と な る こ と
が 証 明 さ れ 、 わ が 国 に お い て も ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス 感 染 に よ る 胎 児 死 亡 例 が 報 告 さ れ た 〔
日 本 産 婦 人 科 学 会 誌 ,40:99-100(1988)〕 。 そ し て 、 健 常 成 人 に お い て も 、 不 定 の 発 疹 症 、
出 血 熱 様 疾 患 、 関 節 炎 の 原 因 と な る と こ ろ が 知 ら れ 〔 医 学 の 歩 み ,142:530-532(1987)〕 、
最 近 で は リ ウ マ チ と の 関 係 も 推 測 さ れ て い る 〔 Arch.Intern.Med.148:2587-2589(1988) 〕
。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 以 上 の よ う に 、 ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス は 、 臨 床 的 に き わ め て 興 味 深 い ウ イ ル ス で あ り 、 人
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の 生 命 に 影 響 を 与 え る こ と も あ り う る こ と か ら 、 治 療 や 予 防 対 策 の 必 要 性 が 明 確 と な っ て
き て い る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 し か し な が ら 、 ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス は 、 人 の 初 代 骨 髄 細 胞 を 用 い イ ン   ビ ト ロ で の 培 養
か ら は じ ま り 、 慢 性 骨 髄 性 白 血 病 の 患 者 か ら 得 ら れ た 赤 血 球 細 胞 や 胎 児 肝 細 胞 中 の 赤 芽 細
胞 を 用 い た 培 養 が 可 能 で あ る が 、 産 業 上 利 用 す る に 充 分 な 培 養 系 は ま だ 見 つ か っ て い な い
。 そ の た め 、 ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス 抗 原 の 取 得 が 困 難 で あ り 、 診 断 系 の 一 般 化 が 遅 れ て お り
、 臨 床 検 査 が 容 易 に 行 え な い の が 現 状 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
  一 般 的 に ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス は 経 鼻 感 染 に よ り 起 こ る が 、 非 日 常 的 に は 輸 血 と 血 液 製 剤
の 注 入 に よ り 感 染 す る 。 感 染 標 的 細 胞 は 赤 芽 球 系 の 前 駆 細 胞 で あ る こ と が イ ン   ビ ト ロ の
造 血 幹 細 胞 培 養 系 で 証 明 さ れ た 〔 Nature,302:426-429(1983)〕 。
【 ０ ０ １ ０ 】
  ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス が 感 染 し た 場 合 、 １ 周 間 後 に ウ イ ル ス 血 症 と な る が 発 熱 、 筋 肉 痛 、
倦 怠 感 が 現 れ る だ け で 、 感 染 後 約 ２ ～ ３ 週 間 目 か ら 紅 斑 や 関 節 痛 等 の 症 状 が 観 察 さ れ る 。
こ れ ら の 症 状 は ウ イ ル ス 抗 体 に よ る 免 疫 複 合 体 に よ る も の で あ る と 考 え ら れ て い る 。 そ の
た め 、 症 状 が 現 れ る 頃 に は ウ イ ル ス は 殆 ど 駆 逐 さ れ て い る た め 、 ウ イ ル ス 抗 原 の 検 出 は 困
難 で あ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
  従 っ て ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス 感 染 の 証 明 は 、 ウ イ ル ス 抗 原 の 検 出 が 困 難 で あ る た め 、 血 清
中 に 抗 ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス 抗 体 を 検 出 す る こ と に よ っ て 行 わ れ て い る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
  ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス の 診 断 は 、 伝 染 性 紅 斑 流 行 時 の ウ イ ル ス 血 症 の 血 清 よ り 、 ウ イ ル ス
粒 子 を 精 製 し 、 そ れ を 抗 原 と し て 、 抗 原 抗 体 反 応 系 を 用 い た 以 下 の 方 法 に よ り 限 ら れ た 施
設 で 行 わ れ て い る に す ぎ な い 。 免 疫 電 気 向 流 法 〔 医 学 の 歩 み ,135:317-318(1985)〕 、 エ ン
ザ イ ム イ ム ノ ア ッ セ イ 法 〔 医 学 の 歩 み ,134:909-910(1985)〕 、 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ 法 〔
感 染 症 学 雑 誌 ,58:1213-1220(1985) 〕 。 し か し 、 免 疫 電 気 向 流 法 は 検 出 感 度 が 低 く 、 エ ン
ザ イ ム イ ム ノ ア ッ セ イ 法 や ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ 法 を 用 い た 場 合 ウ イ ル ス 抗 原 量 の 不 足 が
問 題 に な る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 こ の よ う な 状 況 か ら 、 有 用 か つ 大 量 の ウ イ ル ス 抗 原 の 取 得 が ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス の 診 断
系 の 開 発 に 有 用 か つ 不 可 欠 で あ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
  一 般 的 に ウ イ ル ス 抗 原 の 取 得 方 法 は 、 細 胞 培 養 で ウ イ ル ス を 増 殖 さ せ る 方 法 、 も し く は
、 遺 伝 子 組 換 え 法 、 た と え ば ウ イ ル ス 遺 伝 子 を ク ロ ー ニ ン グ し て 、 抗 原 蛋 白 や 非 感 染 性 の
ウ イ ル ス 粒 子 を 大 量 に 発 現 さ せ る 方 法 に 大 別 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 細 胞 培 養 系 は 、 慢 性 骨 髄 性 白 血 病 の 患 者 か ら 得 ら れ た 赤 芽 球 系 細 胞 〔 J.Infect.Dis.160
:548(1989)〕 、 胎 児 肝 細 胞 中 の 赤 芽 球 細 胞 〔 J.Virol.63:2422-2426(1989)〕 な ど 限 定 的 な
細 胞 系 の み で 培 養 が 可 能 で あ る 。 し か し ウ イ ル ス の 回 収 率 は き わ め て 低 く 、 ま た 、 通 常 の
骨 髄 中 に は ウ イ ル ス 標 的 細 胞 が き わ め て 少 な く 、 新 鮮 初 代 培 養 以 外 の 培 養 が 困 難 で あ り 、
細 胞 培 養 系 は 使 用 範 囲 に 制 限 が あ る 。 最 近 、 株 化 細 胞 の １ つ に 感 受 性 が 確 認 さ れ た が 、 こ
の 系 で は ウ イ ル ス の 増 殖 率 は き わ め て 低 い 〔 臨 床 と 微 生 物 ,16:177-186(1989) 〕 。 こ の 様
に 、 ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス の 細 胞 培 養 系 を 用 い た 方 法 で 、 ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス 抗 原 を 有 用 か
つ 大 量 に 取 得 す る こ と は 不 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 一 方 、 遺 伝 子 組 換 え 法 に よ っ て ウ イ ル ス 抗 原 を 有 用 か つ 大 量 に 発 現 さ せ て 取 得 す る た め
に は 、 ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス の 遺 伝 子 が 必 要 で あ る 。 現 在 、 ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス に 感 染 し た
鎌 形 赤 血 球 貧 血 患 者 血 清 由 来 の ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス Ｂ １ ９ 株 遺 伝 子 の 全 配 列 が 報 告 さ れ て
い る 〔 J.Virol.,58:921-936(1986) 〕 。 こ の 米 国 で ク ロ ー ン 化 さ れ た ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス
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遺 伝 子 の 塩 基 配 列 の 解 析 か ら 、 ウ イ ル ス 構 造 蛋 白 質 と し て ウ イ ル ス 粒 子 を 構 成 す る の は 、
Ｖ Ｐ － １ （ 分 子 量 約 84KDa ） 及 び Ｖ Ｐ － ２ （ 分 子 量 約 58KDa ） の ２ 種 類 の 蛋 白 質 の み で あ
り 、 ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス に 感 染 し た 宿 主 が こ れ ら Ｖ Ｐ － １ 及 び Ｖ Ｐ － ２ を 標 的 と し て 抗 原
抗 体 反 応 を 惹 起 す る こ と が 確 か め ら れ て い る 〔 J.Virol.,61:2627(1987)〕 。
【 ０ ０ １ ７ 】
  そ こ で 、 伝 染 性 紅 斑 患 者 血 清 か ら Ｐ Ｃ Ｒ 法 に よ り ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス 構 造 蛋 白 遺 伝 子 の
一 部 を 増 幅 し 、 ク ロ ー ニ ン グ し た 報 告 例 〔 特 開 平 ４ － ８ ８ ９ ８ ５ 〕 や ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス
構 造 タ ン パ ク 質 遺 伝 子 の 一 部 の 遺 伝 子 領 域 か ら 、 大 腸 菌 で 発 現 さ せ た 抗 原 に よ る エ ン ザ イ
ム イ ム ノ ア ッ セ イ を 用 い た 報 告 例 〔 J.Clin.Microbiol.,30:305-311(1992)〕 が あ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 し か し 、 こ れ ら は ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス 構 造 遺 伝 子 の 一 部 分 の 報 告 例 で あ り 、 ヒ ト パ ル ボ
ウ イ ル ス 構 造 タ ン パ ク 質 の 一 部 分 を 利 用 し た に す ぎ な い 。 そ し て 、 こ の エ ン ザ イ ム イ ム ノ
ア ッ セ イ を 用 い た ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス 抗 体 検 出 は 、 伝 染 性 紅 斑 患 者 血 清 よ り 精 製 し た ヒ ト
パ ル ボ ウ イ ル ス 粒 子 を 抗 原 と し て 用 い た Ｒ Ｉ Ａ よ り も 検 出 率 が 低 く か っ た 。
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ １ ９ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 の 目 的 は 、 ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス 抗 原 蛋 白 の 大 量 培 養 を 可 能 に し 、 ま た 、
高 感 度 に 検 体 中 の ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス 又 は 抗 ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス 抗 体 を 測 定 す る こ と を 可
能 た ら し め る 手 段 を 提 供 す る こ と で あ る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ２ ０ 】
  そ こ で 、 本 発 明 者 ら は 、 ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス の 非 構 造 遺 伝 子 及 び 構 造 遺 伝 子 を コ ー ド す
る 遺 伝 子 領 域 を 得 る た め 検 討 し た 結 果 、 従 来 公 知 の ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス 遺 伝 子 と 、 ア ミ ノ
酸 レ ベ ル 及 び Ｄ Ｎ Ａ レ ベ ル で い く つ か 構 造 の 異 な る 新 規 な 、 ま た 診 断 系 の 開 発 に 有 用 な 、
た と え ば ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス の ウ イ ル ス 粒 子 様 構 造 物 （ Empty particle) の 作 製 も 可 能 な
、 非 構 造 遺 伝 子 及 び 構 造 遺 伝 子 を 含 む ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス 遺 伝 子 領 域 を 得 る こ と が で き 、
か つ こ の 遺 伝 子 領 域 か ら 発 現 さ せ た 完 全 長 の 構 造 タ ン パ ク 質 Ｖ Ｐ － １ 、 Ｖ Ｐ － ２ に よ る エ
ン ザ イ ム イ ム ノ ア ッ セ イ を 用 い た 検 討 の 結 果 、 ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス の 構 造 タ ン パ ク 質 Ｖ Ｐ
－ １ と Ｖ Ｐ － ２ の 免 疫 学 的 反 応 の 違 い を 見 出 し 、 さ ら に  Empty particle を 用 い た エ ン ザ
イ ム イ ム ノ ア ッ セ イ が 、 ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス 粒 子 を 用 い た エ ン ザ イ ム イ ム ノ ア ッ セ イ と 同
等 な 検 出 感 度 及 び 特 異 性 で あ る こ と を 見 い だ し 、 さ ら に 昆 虫 細 胞 Ｓ ｆ ９ よ り Ｔ ｎ ５ の 方 が
ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス 蛋 白 の 発 現 量 が 多 い こ と を 見 い だ し 、 本 発 明 を 完 成 す る に 至 っ た 。
【 ０ ０ ２ １ 】
  す な わ ち 、 本 発 明 は 、 上 記 式 （ １ ） で 表 さ れ る ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス 遺 伝 子 を 提 供 す る 。
ま た 、 本 発 明 は 、 上 記 式 （ ２ ） の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス Ｖ Ｐ ― １
構 造 遺 伝 子 を 提 供 す る 。 さ ら に 、 本 発 明 は 、 上 記 式 （ ３ ） の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る ヒ
ト パ ル ボ ウ イ ル ス Ｖ Ｐ ― ２ 構 造 遺 伝 子 を 提 供 す る 。 ま た 、 本 発 明 は 、 上 記 式 （ ４ ） の ア ミ
ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス 非 構 造 （ Ｎ Ｓ ） 遺 伝 子 を 提 供 す る 。 さ ら に 本 発
明 は 、 上 記 本 発 明 の い ず れ か の 遺 伝 子 を 含 み 、 宿 主 細 胞 内 で 該 遺 伝 子 を 発 現 す る こ と が で
き る 組 換 え ベ ク タ ー を 提 供 す る 。 さ ら に ま た 、 本 発 明 は 、 上 記 本 発 明 の 組 換 え ベ ク タ ー に
よ り 形 質 転 換 さ れ た 形 質 転 換 体 を 提 供 す る 。 ま た 、 本 発 明 は 、 前 記 式 （ ２ ） な い し （ ４ ）
の い ず れ か で 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。 さ ら に 、 本 発 明 は
、 こ れ ら の ポ リ ペ プ チ ド か ら 構 成 さ れ る ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス の ウ イ ル ス 粒 子 様 構 造 物 を 提
供 す る 。 ま た 、 本 発 明 は 、 上 記 本 発 明 の い ず れ か の ポ リ ペ プ チ ド 又 は 上 記 本 発 明 の ウ イ ル
ス 粒 子 様 構 造 物 を 免 疫 原 と し て 用 い て 抗 体 を 作 製 し 、 該 抗 体 を 用 い る 免 疫 測 定 に よ り 検 体
中 の ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス を 検 出 す る 方 法 を 提 供 す る 。 さ ら に 、 本 発 明 は 、 上 記 本 発 明 の い
ず れ か の ポ リ ペ プ チ ド 又 は 上 記 本 発 明 の ウ イ ル ス 粒 子 様 構 造 物 を 抗 原 と し て 用 い 、 免 疫 測
定 法 に よ り 検 体 中 の 抗 ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス 抗 体 を 検 出 す る 方 法 を 提 供 す る 。 さ ら に 、 本 発
明 は 、 上 記 式 （ １ ） で 示 さ れ る 遺 伝 子 の 一 部 と そ れ ぞ れ ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る １ 対 の オ リ ゴ
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ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て Ｐ Ｃ Ｒ 法 に よ り 式 （ １ ） で 示 さ れ る 遺 伝 子 又 は そ の 一 部 を 増 幅 し 、
該 増 幅 さ れ た 遺 伝 子 又 は そ の 一 部 を 検 出 す る こ と か ら 成 る 、 検 体 中 の ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス
の 検 出 方 法 を 提 供 す る 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ ２ ２ 】
  本 発 明 の ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス 非 構 造 遺 伝 子 及 び 構 造 遺 伝 子 を 含 む 遺 伝 子 領 域 は 、 そ の 全
配 列 あ る い は Ｐ Ｃ Ｒ 法 で 得 ら れ る Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 公 知 の 発 現 ベ ク タ ー に 導 入 し 、 該 発 現 ベ ク
タ ー で 形 質 転 換 し た 宿 主 細 胞 内 で 発 現 さ せ る こ と に よ り 、 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ 法 、 エ ン
ザ イ ム イ ム ノ ア ッ セ イ 法 等 の 診 断 に 使 用 し 得 る 組 換 え 抗 原 を 得 る こ と が で き る 。 ま た 、 ヒ
ト パ ル ボ ウ イ ル ス 構 造 遺 伝 子 Ｖ Ｐ － １ に 対 す る Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 は 、 ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス 構 造 遺
伝 子 Ｖ Ｐ － ２ に 対 す る Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 に 比 べ 、 抗 体 量 の 持 続 性 が 長 い こ と に 基 づ い て 、 Ｉ ｇ Ｇ
抗 体 だ け で も 感 染 時 期 の 推 測 が 可 能 な ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス 抗 体 検 出 系 の 開 発 を 行 う こ と が
出 来 る 。 ま た 、 感 染 初 期 に お い て は ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス 構 造 タ ン パ ク 質 Ｖ Ｐ － ２ に 対 す る
抗 体 の 方 が ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス 構 造 タ ン パ ク 質 Ｖ Ｐ － １ に 対 す る 抗 体 よ り 抗 体 量 が 多 い 場
合 が 多 々 あ る こ と に 基 づ い て 、 ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス 構 造 タ ン パ ク 質 Ｖ Ｐ － １ 、 Ｖ Ｐ － ２ を
混 合 す る こ と に よ り 、 従 来 の 抗 ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス 抗 体 検 出 系 よ り も 検 出 率 が 高 い ヒ ト パ
ル ボ ウ イ ル ス 抗 体 検 出 試 薬 を 開 発 す る こ と が 出 来 る 。 ま た 、 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 発 現 蛋 白  E
mpty particle を 用 い た エ ン ザ イ ム イ ム ノ ア ッ セ イ が 、 ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス 粒 子 を 用 い た
エ ン ザ イ ム イ ム ノ ア ッ セ イ と 同 等 な 検 出 感 度 及 び 特 異 性 を 示 し て い る こ と か ら 、 従 来 よ り
も 確 実 で か つ 臨 床 学 的 に 有 意 義 な ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス 抗 体 検 出 試 薬 を 開 発 す る こ と が 出 来
る 。 ま た 、 昆 虫 細 胞 （ Ｓ ｆ ９ 、 Ｔ ｎ ５ ） を 用 い た 発 現 量 の 検 討 か ら 、 Ｔ ｎ ５ 細 胞 を 用 い た
方 が Ｓ ｆ ９ 細 胞 を 用 い る よ り 発 現 量 が 多 い こ と を 見 い 出 し 、 ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス 抗 原 の 高
収 量 な 大 量 発 現 系 を 確 立 す る こ と が 出 来 る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 後 で よ り 詳 細 に 説 明 す る が 、 上 記 式 （ １ ） な い し （ ４ ） で 示 さ れ る 遺 伝 子 の 塩 基 配 列 は
従 来 か ら 公 知 の ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス 遺 伝 子 の 塩 基 配 列 と は 異 な っ て お り 、 新 規 な も の で あ
る 。 こ の 完 全 長 遺 伝 子 を 利 用 し て ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 さ せ 、 そ れ を 利 用 し た 免 疫 測 定 に よ
り 検 体 中 の ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス 又 は 抗 ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス 抗 体 の 検 出 を 感 度 良 く 行 う こ と
が で き る 。 な お 、 こ れ ら の 遺 伝 子 は 、 各 式 に 記 載 し た 完 全 長 の も の を 用 い る こ と が 好 ま し
い が 、 こ れ ら の 一 部 を 欠 い て い て も 同 程 度 に 高 感 度 の 検 出 が 可 能 と 成 る こ と が あ ろ う こ と
は 当 業 者 に よ っ て 議 論 の 余 地 な く 認 識 さ れ る こ と で あ る 。 従 っ て 、 こ れ ら の 遺 伝 子 の 一 部
が 欠 失 し 、 置 換 し 又 は 挿 入 が あ っ た と し て も 、 式 （ １ ） な い し （ ４ ） の 遺 伝 子 と 同 様 に 用
い る こ と が で き る も の は 式 （ １ ） な い し （ ４ ） に 記 載 さ れ た も の と 実 質 的 に 同 一 で あ り 、
本 発 明 の 範 囲 内 に 入 る も の と 解 釈 す る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 上 述 の よ う に 、 本 発 明 は 、 上 記 本 発 明 の 遺 伝 子 を 含 み 、 宿 主 細 胞 内 で 該 遺 伝 子 を 発 現 す
る こ と が で き る 組 換 え ベ ク タ ー を 提 供 す る 。 こ の よ う な 組 換 え ベ ク タ ー は 、 市 販 の ベ ク タ
ー の ク ロ ー ニ ン グ 部 位 に 上 記 遺 伝 子 を 常 法 に よ り 挿 入 す る こ と に よ り 容 易 に 調 製 す る こ と
が で き る 。 ベ ク タ ー と し て は 、 ｐ Ｕ Ｃ １ ９ の よ う な 大 腸 菌 用 ベ ク タ ー を 用 い る こ と も で き
る し 、 ま た 、 後 述 の 実 施 例 で 明 ら か に な る よ う に 、 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー （ J. Gener
al Virology, Vol.68, pp.1233-1250, 1987)を 用 い る こ と も 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 発 明 の 形 質 転 換 体 は 、 上 記 本 発 明 の 組 換 え ベ ク タ ー で 宿 主 細 胞 を 常 法 に よ り 形 質 転 換
す る こ と に よ り 得 ら れ る 。 宿 主 細 胞 は 、 構 築 し た 組 換 え ベ ク タ ー の 宿 主 を 利 用 す る 。 す な
わ ち 、 大 腸 菌 用 ベ ク タ ー に 遺 伝 子 を 挿 入 し て 組 換 え ベ ク タ ー を 構 築 し た 場 合 に は 大 腸 菌 が
宿 主 と な る 。 ま た 、 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 用 い て 組 換 え ベ ク タ ー を 構 築 し た 場 合 に
は 昆 虫 細 胞 を 好 ま し く 用 い る こ と が で き る 。 昆 虫 細 胞 と し て は 特 に Ｔ ｎ ５ （ Invitrogen社
製 High Five （ 商 品 名 ） ） が 好 ま し く 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
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　 上 述 の よ う に 、 本 発 明 は 、 前 記 式 （ ２ ） な い し （ ４ ） の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ
チ ド を 提 供 す る 。 な お 、 上 記 と 同 様 に 、 式 （ ２ ） な い し （ ４ ） に 記 載 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列
を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド の 一 部 が 欠 失 し 、 置 換 し 又 は 挿 入 が あ っ た と し て も 、 式 （ ２ ） な い
し （ ４ ） に 記 載 さ れ た ア ミ ノ 酸 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド と 同 様 に 用 い る こ と が で き る も の は
式 （ ２ ） な い し （ ４ ） に 記 載 さ れ た ア ミ ノ 酸 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド と 実 質 的 に 同 一 で あ り
、 本 発 明 の 範 囲 内 に 入 る も の と 解 釈 す る 。 下 記 実 施 例 で 具 体 的 に 述 べ る よ う に 、 こ れ ら の
ポ リ ペ プ チ ド か ら ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス の ウ イ ル ス 粒 子 様 構 造 物 を 構 築 す る こ と が で き 、 こ
の ウ イ ル ス 粒 子 様 構 造 物 も 本 発 明 の 範 囲 に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 こ れ ら の ポ リ ペ プ チ ド 又 は ウ イ ル ス 粒 子 様 構 造 物 を 抗 原 と し て 用 い て 、 検 体 中 の 抗 ヒ ト
パ ル ボ ウ イ ル ス 抗 体 を 免 疫 測 定 に よ り 検 出 す る こ と が で き る 。 免 疫 測 定 方 法 自 体 は こ の 分
野 に お い て 周 知 で あ り 、 本 発 明 に お い て は 、 従 来 よ り 周 知 の 種 々 の 免 疫 測 定 方 法 、 す な わ
ち 、 用 い る 標 識 に 基 づ い て 分 類 す れ ば 酵 素 免 疫 分 析 法 、 放 射 免 疫 分 析 法 、 蛍 光 抗 体 分 析 法
そ の 他 を 採 用 す る こ と が で き 、 ま た 、 測 定 形 式 で 分 類 す れ ば 競 合 法 、 サ ン ド イ ッ チ 法 そ の
他 を 採 用 す る こ と が で き る 。 な お 、 本 願 発 明 者 ら は 、 ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス に 感 染 し た 患 者
の 体 内 に お い て 、 抗 Ｖ Ｐ － ２ 抗 体 が 感 染 初 期 に 多 く 存 在 し 、 感 染 後 期 に 急 速 に 減 少 す る の
に 対 し 、 抗 Ｖ Ｐ － １ 抗 体 は 感 染 初 期 に は 少 な い が 感 染 後 期 に 多 く 存 在 し 、 抗 体 価 が 下 が る
の が 遅 い こ と を 見 出 し た 。 従 っ て 、 Ｖ Ｐ － １ と Ｖ Ｐ － ２ ポ リ ペ プ チ ド の 混 合 物 を 抗 原 と し
て 用 い て 免 疫 測 定 を 行 え ば 、 感 染 の 初 期 で も 後 期 で も 抗 ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス 抗 体 を 検 出 す
る こ と が で き 、 検 出 率 を 高 め る こ と が で き る 。 こ の 場 合 、 Ｖ Ｐ － １ と Ｖ Ｐ － ２ の 混 合 比 率
は １ ０ ： １ な い し １ ： １ ０ が 好 ま し く 、 さ ら に は １ ： ２ な い し １ ： ４ が 好 ま し い 。 な お 、
上 記 ウ イ ル ス 粒 子 様 構 造 物 は Ｖ Ｐ － １ と Ｖ Ｐ － ２ ポ リ ペ プ チ ド の 両 方 を 含 む の で 、 こ れ を
抗 原 と し て 用 い る こ と に よ り 上 記 検 出 率 向 上 効 果 を も た ら す こ と が で き る 。 ま た 、 抗 Ｖ Ｐ
－ １ Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 と 抗 Ｖ Ｐ － ２ Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 の 反 応 性 及 び 抗 体 量 に 差 が あ る の で 、 Ｖ Ｐ － １ 抗
原 固 相 プ レ ー ト 及 び Ｖ Ｐ － ２ 抗 原 固 相 プ レ ー ト を 用 い た Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 検 出 に よ り 、 Ｉ ｇ Ｇ 抗
体 検 出 の み で 感 染 の 時 期 を 推 測 す る こ と が 可 能 と な っ た 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 ま た 、 上 記 ポ リ ペ プ チ ド 又 は ウ イ ル ス 粒 子 様 構 造 物 を 免 疫 原 と し て 用 い て 常 法 に よ り こ
れ ら の ポ リ ペ プ チ ド 又 は ウ イ ル ス 粒 子 様 構 造 物 に 体 す る 抗 体 を 作 製 し 、 こ の 抗 体 を 用 い て
免 疫 測 定 法 に よ り 検 体 中 の ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス を 検 出 す る こ と も で き る 。 免 疫 測 定 法 と し
て は 、 上 記 と 同 様 周 知 の い ず れ の も の を も 採 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 ま た 、 上 述 の よ う に 、 本 発 明 は 、 上 記 式 （ １ ） で 示 さ れ る 遺 伝 子 の 一 部 と ハ イ ブ リ ダ イ
ズ す る １ 対 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て Ｐ Ｃ Ｒ 法 に よ り 式 （ １ ） で 示 さ れ る 遺 伝 子 又 は
そ の 一 部 を 増 幅 し 、 増 幅 さ れ た 遺 伝 子 又 は そ の 一 部 を 検 出 す る こ と か ら 成 る 、 検 体 中 の ヒ
ト パ ル ボ ウ イ ル ス の 検 出 方 法 を 提 供 す る 。 こ の 方 法 に 用 い ら れ る Ｄ Ｎ Ａ プ ラ イ マ ー （ オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド ） と し て は 、 特 に 限 定 さ れ な い が 、 下 記 の Ｄ Ｎ Ａ プ ラ イ マ ー 群 １ 及 び Ｄ Ｎ
Ａ プ ラ イ マ ー 群 ２ の 中 か ら そ れ ぞ れ 少 な く と も １ 種 ず つ 選 ば れ る も の 好 ま し く 用 い る こ と
が で き る 。
    Ｄ Ｎ Ａ プ ラ イ マ ー 群 １
      D-1: GCTGCCATGTGGGAGCTTCTAATC 
　 　 　 D-4: TTCCCGCCTTATGCAAATGGGCAGC
    Ｄ Ｎ Ａ プ ラ イ マ ー 群 ２
      U-2: GTGTTAGGCTGTCTTATAGGTACA 
      U-4: CTTGTATTCATGGTCTACTAAC 
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 以 下 、 本 発 明 を 、 よ り 具 体 的 に 詳 細 に 説 明 す る が 、 本 発 明 は 下 記 に 記 載 の も の に 限 定 さ
れ る も の で は な い 。
【 ０ ０ ３ １ 】
１ ． ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス の 非 構 造 遺 伝 子 及 び 構 造 遺 伝 子 を 含 む 遺 伝 子 領 域
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  ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス は 、 長 さ 約  5.4  ｋ ｂ の 直 鎖 の 一 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ ゲ ノ ム を 有 す る ウ イ ル
ス で 、 ゲ ノ ム の 各 末 端 は パ リ ン ド ロ ミ ッ ク （ Pallindromic） Ｄ Ｎ Ａ 配 列 に よ り 、 特 徴 的 な
ヘ ア ピ ン ル ー プ 構 造 で 終 わ っ て い る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
  ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス の 非 構 造 遺 伝 子 及 び 構 造 遺 伝 子 を 含 む 遺 伝 子 領 域 を 得 る に は 、 例 え
ば 、 伝 染 性 紅 斑 （ Ｅ Ｉ ） 患 者 の 血 清 よ り 、 シ ョ 糖 密 度 勾 配 遠 心 に よ っ て 精 製 し た ウ イ ル ス
粒 子 か ら 常 法 に よ っ て ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス Ｄ Ｎ Ａ を 抽 出 精 製 し て ク ロ ー ニ ン グ を 行 う 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
  ま た 、 次 の 方 法 も 可 能 で あ る 。 そ れ は 、 欧 米 で 報 告 さ れ た ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス Ｂ １ ９ の
Ａ ｕ 株 遺 伝 子 配 列 〔 J.Virol.58:921-936(1986)〕 や Ｗ ｉ 株 〔 Virology,157:534-538(1987)
〕 に 基 づ き 合 成 し た Ｄ Ｎ Ａ プ ラ イ マ ー を 使 用 し て 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 〔 Ｐ Ｃ Ｒ 法 ； Na
ture,324:163(1986)〕 に よ っ て 目 的 と す る ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス の 非 構 造 遺 伝 子 及 び 構 造 遺
伝 子 を 含 む 遺 伝 子 領 域 を 増 幅 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
  具 体 的 に は 、 た と え ば 、 精 製 し た ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス Ｄ Ｎ Ａ に 、 該 遺 伝 子 の 部 分 配 列 か
ら 成 る Ｄ Ｎ Ａ プ ラ イ マ ー と 該 遺 伝 子 に 相 補 的 な 部 分 配 列 か ら 成 る Ｄ Ｎ Ａ プ ラ イ マ ー の ２ 種
の Ｄ Ｎ Ａ プ ラ イ マ ー を ア ニ ー リ ン グ さ せ 、 常 法 に 従 っ て 、 該 Ｄ Ｎ Ａ プ ラ イ マ ー 間 の Ｄ Ｎ Ａ
を 増 幅 さ せ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 最 も 好 ま し い プ ラ イ マ ー は 、 上 記 し た 通 り で あ る 。 こ の プ ラ イ マ ー を 用 い て Ｐ Ｃ Ｒ を 行
う と ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス の 非 構 造 遺 伝 子 及 び 構 造 遺 伝 子 を 含 む 遺 伝 子 領 域 を 増 幅 す る こ と
が で き る 。 得 ら れ た Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 、 た と え ば ｐ Ｕ Ｃ １ ９ （ 宝 酒 造 社 製 ） な ど の 様 な 一 般 的
な ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー 等 に 組 み 込 ん で 、 得 ら れ た ク ロ ー ン か ら プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ を 抽 出
し 、 該 ベ ク タ ー に 組 み 込 ま れ て い る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を ジ デ オ キ シ 法 等 に よ り 決 定 す る こ と に よ
り 、 目 的 と す る ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス の 非 構 造 遺 伝 子 及 び 構 造 遺 伝 子 を 含 む 遺 伝 子 領 域 の 全
塩 基 配 列 を 決 め る こ と が 出 来 る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
  本 発 明 に よ れ ば 、 ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス の 非 構 造 遺 伝 子 及 び 構 造 遺 伝 子 を 含 む 遺 伝 子 領 域
は 、 前 記 式 （ １ ） で 示 さ れ る 塩 基 配 列 を 有 し て お り 、 ま た 構 造 遺 伝 子 Ｖ Ｐ － １ は 前 記 式 （
２ ） で 示 さ れ る 塩 基 配 列 及 び ア ミ ノ 酸 配 列 を 、 ま た 構 造 遺 伝 子 Ｖ Ｐ － ２ は 前 記 式 （ ３ ） で
示 さ れ る 塩 基 配 列 及 ア ミ ノ 酸 配 列 を 、 ま た 非 構 造 遺 伝 子 Ｎ Ｓ は 、 前 記 式 （ ４ ） で 示 さ れ る
塩 基 配 列 及 び ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 し て い た 。
  こ れ ら 前 記 式 （ １ ） ～ 前 記 式 （ ４ ） で 表 さ れ る 塩 基 配 列 中 、 塩 基 レ ベ ル で ４ １ 箇 所 、 ア
ミ ノ 酸 レ ベ ル で １ ０ ～ １ ３ 箇 所 が 、 公 知 の ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス Ｂ １ ９ 株 （ Ａ ｕ 株 、 Ｗ ｉ 株
） の 配 列 と 異 な っ て い た 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
２ ． ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス 構 造 タ ン パ ク 質 Ｖ Ｐ － １ や Ｖ Ｐ － ２ 及 び 非 構 造 タ ン パ ク 質 Ｎ Ｓ の
作 製 及 び そ れ を 用 い た 抗 原 、 抗 体 検 出 系 の 構 築
  ウ イ ル ス 構 造 タ ン パ ク 質 と し て ウ イ ル ス 粒 子 に 存 在 し て い る の は 、 量 的 に 少 な い Ｖ Ｐ －
１ （ ８ ４ Ｋ Ｄ ａ ） と 量 的 に 多 く ウ イ ル ス 粒 子 の 主 体 を な し て い る Ｖ Ｐ － ２ （ ５ ８ Ｋ Ｄ ａ ）
で あ り 、 Ｖ Ｐ － １ 、 Ｖ Ｐ － ２ に 対 し て 宿 主 は 抗 体 を 産 生 す る 。 よ っ て 、 こ の Ｖ Ｐ － １ 、 Ｖ
Ｐ － ２ 抗 原 を 用 い る こ と に よ り ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス に 対 す る 抗 体 を 検 出 す る こ と が 出 来 る
。
【 ０ ０ ３ ８ 】
  ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス の Ｖ Ｐ － １ ， Ｖ Ｐ － ２ 抗 原 を 得 る た め に は 、 ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス 抗
原 を 確 保 し な け れ ば な ら な い 。 し か し 、 現 在 ま で ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス の 細 胞 培 養 系 は 、 特
殊 な 遺 伝 的 疾 患 患 者 の 骨 髄 細 胞 を 用 い た 報 告 例 が あ る ［ Blood.70:384-391(1987)］ に す ぎ
ず 、 ま た ウ イ ル ス の 回 収 率 は き わ め て 悪 い た め 、 実 際 に は そ の 使 用 範 囲 に も 限 度 が あ っ た
。
【 ０ ０ ３ ９ 】
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  そ こ で 、 本 発 明 の ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス 非 構 造 遺 伝 子 及 び 構 造 遺 伝 子 を 含 む 遺 伝 子 領 域 を
用 い て 以 下 の よ う に し て 完 全 長 の ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス 構 造 タ ン パ ク 質 Ｖ Ｐ － １ 、 Ｖ Ｐ － ２
を 作 製 し た 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス 非 構 造 遺 伝 子 及 び 構 造 遺 伝 子 を 含 む 遺 伝 子 領 域 、 前 記 式 （ １ ） や ヒ
ト パ ル ボ ウ イ ル ス 構 造 遺 伝 子 Ｖ Ｐ － １ 、 前 記 式 （ ２ ） 及 び ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス 構 造 遺 伝 子
Ｖ Ｐ － ２ 、 前 記 式 （ ３ ） を タ ン パ ク 質 発 現 さ せ る の に 最 も 都 合 が よ い 制 限 酵 素 等 に よ り 切
断 し 、 原 核 細 胞 （ 例 え ば 大 腸 菌 な ど ） 発 現 ベ ク タ ー や 真 核 細 胞 （ 例 え ば Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 な ど ）
発 現 ベ ク タ ー 、 昆 虫 細 胞 （ 例 え ば Ｓ ｆ ９ ， Ｔ ｎ ５ な ど ） 発 現 ベ ク タ ー に 再 ク ロ ー ニ ン グ を
行 い 発 現 さ せ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
  発 現 さ れ た 完 全 長 の ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス 構 造 タ ン パ ク 質 Ｖ Ｐ － １ 、 Ｖ Ｐ － ２ は 、 不 溶 性
に な っ て お り 精 製 に は 困 難 を 要 し て い た 。 そ こ で 、 尿 素 バ ッ フ ァ ー で 可 溶 化 し 、 適 当 な 吸
着 、 イ オ ン 交 換 、 分 子 ふ る い 、 疎 水 、 等 電 点 、 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 組 み 合 わ せ て 発 現 蛋
白 を 精 製 し 、 完 全 長 の ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス 構 造 タ ン パ ク 質 Ｖ Ｐ － １ 、 Ｖ Ｐ － ２ を 得 た 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
  発 現 さ せ 、 精 製 し た 完 全 長 の ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス 構 造 タ ン パ ク 質 Ｖ Ｐ － １ 、 Ｖ Ｐ － ２ を
炭 酸 バ ッ フ ァ ー （ pH9.5 ） で 至 適 濃 度 に 希 釈 し て か ら 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 用 ポ リ ス チ レ ン マ イ ク
ロ プ レ ー ト に 固 相 し て 、 ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス 抗 体 検 出 エ ン ザ イ ム イ ム ノ ア ッ セ イ 試 薬 を 試
作 し た 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
  こ の 試 作 し た エ ン ザ イ ム イ ム ノ ア ッ セ イ 試 薬 を 用 い て 、 伝 染 性 紅 斑 患 者 の 抗 ヒ ト パ ル ボ
ウ イ ル ス Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 の 経 時 変 化 を 調 べ 以 下 の 事 が 分 か っ た 。 完 全 長 の ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス
構 造 タ ン パ ク 質 Ｖ Ｐ － １ 、 Ｖ Ｐ － ２ に 対 す る Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 は 共 に 出 現 す る が 、 完 全 長 の ヒ ト
パ ル ボ ウ イ ル ス 構 造 タ ン パ ク 質 Ｖ Ｐ － １ に 対 す る Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 の 方 が 、 完 全 長 の ヒ ト パ ル ボ
ウ イ ル ス 構 造 タ ン パ ク 質 Ｖ Ｐ － ２ に 対 す る Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 よ り 抗 体 量 の 持 続 性 は 長 い こ と が 分
か っ た 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 こ こ で 、 完 全 長 の ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス 構 造 遺 伝 子 Ｖ Ｐ － ２ の タ ン パ ク 質 の コ ー ド 領 域 は
、 完 全 長 の ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス 構 造 遺 伝 子 Ｖ Ｐ － １ の Ｃ 末 端 部 分 に 完 全 に 含 ま れ て い る 。
そ こ で 、 以 前 よ り ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス の 抗 体 検 出 に は 、 ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス 構 造 タ ン パ ク
質 Ｖ Ｐ － １ の み で 十 分 可 能 で あ る と 思 わ れ て い た 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 し か し 、 完 全 長 の ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス 構 造 タ ン パ ク 質 Ｖ Ｐ － １ と Ｖ Ｐ － ２ の 免 疫 学 的 な
反 応 性 に 違 い が あ る こ と が 分 か っ た の で 、 ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス の よ り 確 実 な 診 断 に は 、 完
全 長 の ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス 構 造 タ ン パ ク 質 Ｖ Ｐ － １ の み で は な く 完 全 長 の ヒ ト パ ル ボ ウ イ
ル ス 構 造 タ ン パ ク 質 Ｖ Ｐ － ２ も 必 要 で あ る こ と が 分 か り 本 発 明 に 至 っ た 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
３ ． バ キ ュ ロ ウ イ ル ス を 用 い た  Empty particle の 発 現 、 精 製 及 び  Empty  
　 particle  を 用 い た 抗 体 検 出 系 の 構 築
　 ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス の 粒 子 は 、 構 造 タ ン パ ク 質 Ｖ Ｐ － １ 、 Ｖ Ｐ － ２ で 構 成 さ れ て い る こ
と が 知 ら れ て い る 。 〔 J.Virol.,58:921-936(1986) 〕 そ し て 、 構 造 タ ン パ ク 質 Ｖ Ｐ － １ 、
Ｖ Ｐ － ２ を そ れ ぞ れ 単 独 に 同 一 細 胞 で 発 現 さ せ る と 、 構 造 タ ン パ ク 質 Ｖ Ｐ － １ 、 Ｖ Ｐ － ２
が 同 一 細 胞 内 で ウ イ ル ス 粒 子 様 構 造 物 （ Empty particle） を 作 る こ と が 分 か っ た 。 〔 Proc
.Natl.Acad.Sci.USA,86:7601-7605(1989) 〕
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 そ こ で 、 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス に よ る 発 現 系 を 用 い て 、 ウ イ ル ス 粒 子 様 構 造 物 の 発 現 を 行 っ
た 。 Empty particleの 発 現 は 、 本 発 明 の ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス 非 構 造 遺 伝 子 及 び 構 造 遺 伝 子
を 含 む 遺 伝 子 領 域 を 用 い て 以 下 の 方 法 で 行 っ た 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
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　 ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス 非 構 造 遺 伝 子 及 び 構 造 遺 伝 子 を 含 む 遺 伝 子 領 域 、 前 記 式 （ １ ） や ヒ
ト パ ル ボ ウ イ ル ス 構 造 遺 伝 子 Ｖ Ｐ － １ 、 前 記 式 （ ２ ） 及 び ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス 構 造 遺 伝 子
Ｖ Ｐ － ２ 、 前 記 式 （ ３ ） を 完 全 長 の Ｖ Ｐ － １ 及 び 完 全 長 の Ｖ Ｐ － ２ タ ン パ ク 質 の 発 現 に 最
も 都 合 が よ い 制 限 酵 素 等 に よ り 切 断 し 、 真 核 細 胞 （ 例 え ば Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 な ど ） 発 現 ベ ク タ ー
、 昆 虫 細 胞 （ 例 え ば Ｓ ｆ ９ 、 Ｔ ｎ ５ な ど ） 発 現 ベ ク タ ー に 再 ク ロ ー ニ ン グ し て 発 現 さ せ る
。
【 ０ ０ ４ ９ 】
  次 い で 、 昆 虫 細 胞 （ Ｓ ｆ ９ 、 Ｔ ｎ ５ ） を 用 い た ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス 蛋 白 の 発 現 検 討 よ り
、 Ｔ ｎ ５ 細 胞 を 用 い た 方 が Ｓ ｆ ９ 細 胞 を 用 い る よ り 発 現 量 が 多 い こ と を 確 認 し た 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
  発 現 さ れ た  Empty particle は 、 ウ イ ル ス 粒 子 様 構 造 を 取 っ て い る た め 、 ウ イ ル ス 粒 子
の 精 製 法 が 適 用 で き る 。 例 え ば 、 シ ョ 糖 密 度 勾 配 遠 心 法 や 塩 化 セ シ ウ ム 密 度 勾 配 遠 心 法 等
で 精 製 で き る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
  発 現 さ せ 、 精 製 し た  Empty particle を 炭 酸 バ ッ フ ァ ー （ pH9.5 ） 及 び Ｐ Ｂ Ｓ 等 で 至 適
濃 度 に 希 釈 し て か ら 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 用 ポ リ ス チ レ ン マ イ ク ロ プ レ ー ト に 固 相 し て 、 ヒ ト パ ル
ボ ウ イ ル ス 抗 体 検 出 エ ン ザ イ ム イ ム ノ ア ッ セ イ 試 薬 を 作 製 し た 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 ま た 、 発 現 さ せ 、 精 製 し た  Empty particle を Ｐ Ｂ Ｓ 等 に よ り 至 適 濃 度 ま で 希 釈 し て 、
Empty particle  キ ャ プ チ ャ ー 法 に よ る エ ン ザ イ ム イ ム ノ ア ッ セ イ 試 薬 を 作 製 し た 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
  こ の 試 作 し た エ ン ザ イ ム イ ム ノ ア ッ セ イ 試 薬 に よ り 、 伝 染 性 紅 斑 流 行 時 の 血 清 を 用 い た
ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス 抗 体 検 出 を 行 っ た 。 そ の 結 果 、 患 者 血 清 中 か ら 精 製 し た ヒ ト パ ル ボ ウ
イ ル ス 粒 子 を 用 い た エ ン ザ イ ム イ ム ノ ア ッ セ イ と ほ ぼ 同 等 な 検 出 感 度 及 び 特 異 性 が 得 ら れ
た 。 従 っ て 、 本 発 明 で あ る バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 発 現 蛋 白 Empty particleを 用 い た エ ン ザ イ ム
イ ム ノ ア ッ セ イ 試 薬 は 、 最 も 検 出 感 度 及 び 特 異 性 が 高 い の で 、 従 来 よ り も 確 実 で か つ 臨 床
学 的 に 有 意 義 な ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス 抗 体 検 出 試 薬 で あ る こ と が 分 か っ た 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
  以 下 、 実 施 例 に 基 づ い て 本 発 明 を さ ら に 詳 し く 説 明 す る が 、 本 発 明 は こ れ ら の 実 施 例 に
限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 実 施 例 １ 】
【 ０ ０ ５ ５ 】
ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス 遺 伝 子 の ク ロ ー ニ ン グ
（ １ ） ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の 調 製
  伝 染 性 紅 斑 流 行 時 に ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス に 感 染 し た 患 者 二 人 の 血 清 （ 血 清 No.8及 び No.1
0 ） 各 々 約 200 μ l を リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 〔 Ｐ Ｂ Ｓ 〕 (pH7.2) で １ ０ 倍 に 希 釈 し た 。 希
釈 し た 血 清 に 最 終 濃 度 １ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の プ ロ テ イ ン ネ ー ス Ｋ と 最 終 濃 度 １ ％ の ド デ シ ル
硫 酸 ナ ト リ ウ ム 〔 Ｓ Ｄ Ｓ 〕 を 加 え 、 ３ ７ ℃ で 約 １ 時 間 反 応 さ せ た 。 次 い で 、 こ の 反 応 液 を
等 量 に 分 け 、 Ｔ Ｅ 飽 和 フ ェ ノ ー ル 、 ク ロ ロ ホ ル ム 及 び イ ソ ア ミ ル ア ル コ ー ル （ ２ ５ ： ２ ４
： １ ） を 等 量 加 え て 混 合 し た 。 混 合 後 、 １ ５ ， ０ ０ ０ ｒ ｐ ｍ 、 約 １ ０ 分 間 遠 心 分 離 し て 上
清 を 回 収 し た 。 回 収 し た 上 清 に 最 終 濃 度 1 μ g/mlの グ リ コ ー ゲ ン を 加 え 、 さ ら に 上 清 の 1/
10量 の ３ Ｍ 酢 酸 ナ ト リ ウ ム を 加 え た 後 、 全 溶 液 の ２ ． ５ 倍 量 の エ タ ノ ー ル を 加 え て 、 － ２
０ ℃ で 一 晩 静 置 し て エ タ ノ ー ル 沈 澱 を 行 っ た 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 エ タ ノ ー ル 沈 澱 溶 液 を １ ５ ， ０ ０ ０ ｒ ｐ ｍ 、 約 １ ０ 分 間 遠 心 分 離 し た 。 沈 澱 を ７ ０ ％ エ
タ ノ ー ル で 洗 浄 後 、 乾 固 さ せ た 。 乾 固 後 、 Ｔ Ｅ バ ッ フ ァ ー （ 10mM Tris-HCl(pH7.5)-1mM E
DTA ） ２ ０ μ ｌ に 溶 解 し た 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
（ ２ ） ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス 遺 伝 子 の 増 幅 及 び 塩 基 配 列 の 決 定
  実 施 例 １ － （ １ ） で 得 た ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 溶 液 1 μ l を 用 い て 、 Saiki 
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ら の 方 法 ［ Nature,324:163(1986)］ に 従 い 、 Gene Amp PCR Reagent Kit（ 宝 酒 造 社 製 ） を
用 い た Ｐ Ｃ Ｒ 法 で 、 ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス 非 構 造 遺 伝 子 及 び 構 造 遺 伝 子 を 含 む 遺 伝 子 領 域 を
増 幅 し た 。 即 ち 、 ５ ０ ｍ Ｍ   Ｋ Ｃ ｌ ， １ ０ ｍ Ｍ   Ｔ ｒ ｉ ｓ － Ｈ Ｃ ｌ （ ｐ Ｈ ８ ． ３ ） ， ５ ｍ
Ｍ Ｍ ｇ Ｃ ｌ 2 、 ０ ． １ ％   ゼ ラ チ ン を 含 む 反 応 液 中 に ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス Ｄ Ｎ Ａ 溶 液 １ μ
ｌ と 下 記 の ２ 種 類 の Ｄ Ｎ Ａ プ ラ イ マ ー そ れ ぞ れ １ ０ ０ ｐ ｍ ｏ ｌ ｅ ｓ 及 び Ｔ ａ ｑ ポ リ メ ラ ー
ゼ ５ ユ ニ ッ ト を 加 え 、 最 終 量 １ ０ ０ μ ｌ と し た 。
　 　 　 D-4: TTCCCGCCTTATGCAAATGGGCAGC
      U-2: GTGTTAGGCTGTCTTATAGGTACA 
図 １ に ２ 種 類 の Ｄ Ｎ Ａ プ ラ イ マ ー 位 置 を 示 し た 。 増 幅 断 片 は ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス 非 構 造 遺
伝 子 及 び 構 造 遺 伝 子 を 含 む 遺 伝 子 領 域 （ Ｆ ） 、 ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス 構 造 伝 子 を 含 む 遺 伝 子
領 域 （ Ｖ Ｐ ） 、 ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス 非 構 造 遺 伝 子 を 含 む 遺 伝 子 領 域 （ Ｎ Ｓ ） を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 こ の 反 応 液 を （ ９ ５ ℃ 、 １ 分 ） － （ ５ ５ ℃ 、 ２ 分 ） － （ ７ ２ ℃ 、 ３ 分 ） の サ イ ク ル で 増
幅 反 応 を ３ ０ サ イ ク ル 行 っ た 後 、 さ ら に ７ ２ ℃ 、 ５ 分 ポ リ メ ラ ー ゼ 反 応 を 行 わ せ 、 Ｄ Ｎ Ａ
の 伸 長 反 応 を 完 全 に し た 。 反 応 終 了 液 を １ ％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 で 分 画 し た 結 果 、 約
４ ． ７ Ｋ ｂ の Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 産 物 を 確 認 し た 。 こ の 約 ４ ． ７ Ｋ ｂ の Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 産 物 を Geneclea
n II［ BIO101社 製 ］ で Ｄ Ｎ Ａ を 回 収 し た 後 、 さ ら に DNA Blunting Kit（ 宝 酒 造 製 ） を 用 い
て 平 滑 化 し た 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 次 に pUC19 ５ μ ｇ を 制 限 酵 素 SmaI  ５ ユ ニ ッ ト で ３ ７ ℃ 、 ２ 時 間 消 化 後 、 ア ル カ リ フ ォ
ス フ ァ タ ー ゼ （ BRL 社 製 ） で ５ ’ 末 端 を 脱 リ ン 酸 化 し た 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 上 記 Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 断 片 と pUC19 断 片 を Ligation Kit（ 宝 酒 造 社 製 ） を 用 い て 結 合 さ せ 、 Ｃ
ａ Ｃ ｌ 2 法 〔 Molecular Cloning,p250 Cold Spring Harbar Laboratory〕 に よ っ て 大 腸 菌 X
L1-Blueに 導 入 し た 。 得 ら れ た 形 質 転 換 体 を 適 当 に １ ０ 個 選 択 、 Birnboimら の ア ル カ リ ―
Ｓ Ｄ Ｓ 法 〔 Nucleic Acids Res.,7:1513(1979) 〕 で Ｄ Ｎ Ａ を 精 製 し 、 制 限 酵 素 マ ッ ピ ン グ
に よ り Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 断 片 を 有 す る ク ロ ー ン （ 血 清 No.10 由 来 ： pUC19/F8、 血 清 No.8由 来 ： pU
C19/C2と 命 名 ） を 得 た 。 な お 、 こ れ ら の 形 質 転 換 体 （ Escherichia coli XL1-Blue(pUC19/
F8) 及 び Escherichia coli XL1-Blue(pUC19/C2) と そ れ ぞ れ 命 名 し た ） は 、 工 業 技 術 院 微
生 物 工 業 技 術 研 究 所 に 寄 託 さ れ て お り 、 そ の 受 託 番 号 は 、 そ れ ぞ れ 微 工 研 菌 寄 第 １ ３ １ ２
５ 号 及 び 微 工 研 菌 寄 第 １ ３ １ ２ ４ 号 で あ る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 得 ら れ た ク ロ ー ン か ら プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ を 精 製 し 、 各 Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 断 片 に つ い て 、 Sequen
ase Version 2.0 DNA Sequencing Kit（ United State Biochemical Corporation  製 ） 或
い は Ａ Ｂ Ｉ 社 製 Ｄ Ｎ Ａ シ ー ケ ン サ ー ３ ７ ３ Ａ で 塩 基 配 列 を 決 定 し た （ 図 ２ ～ 図 １ ０ ） 。 そ
の 結 果 、 非 構 造 遺 伝 子 及 び 構 造 遺 伝 子 を 含 む 遺 伝 子 領 域 は 、 4,677 bp、 構 造 遺 伝 子 を 含 む
遺 伝 子 領 域 は 、 2,756 bp、 非 構 造 遺 伝 子 を 含 む 遺 伝 子 領 域 は 、 3,383 bpで あ っ た 。 そ こ で
、 ア メ リ カ 及 び ヨ ー ロ ッ パ で 解 析 さ れ た 既 知 の ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス 遺 伝 子 配 列 （ 前 述 ） と
の 比 較 を 行 っ た （ 表 １ ～ ３ ） 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　     表 １ 　 Au  株 （ 米 国 ） と 血 清 No.8ま た は No.10 由 来 株 と の 比 較
　
　
　
　
【 ０ ０ ６ ３ 】
　     表 ２ 　 Wi  株 （ ヨ ー ロ ッ パ ） と 血 清 No.8ま た は No.10 由 来 株 と の 比 較
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【 ０ ０ ６ ４ 】
　     表 ３ 　 血 清 No.8由 来 株 （ 日 本 ） と 血 清 No.10 由 来 株 （ 日 本 ） と の 比 較
　
　
　
　
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 表 １ ～ ３ よ り 、 式 （ １ ） ～ （ ４ ） で 表 さ れ る 塩 基 配 列 及 び ア ミ ノ 酸 配 列 中 、 塩 基 レ ベ ル
で ４ １ 箇 所 、 ア ミ ノ 酸 レ ベ ル で １ ０ ～ １ ３ 箇 所 が 、 公 知 の ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス Ｂ １ ９ 株 （
Ａ ｕ 株 、 Ｗ ｉ 株 ） と 異 な っ て い た 。 ま た こ の 結 果 よ り 、 ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス は 欧 米 と 日 本
と の 間 で 地 域 差 の 存 在 が 示 唆 さ れ 、 本 発 明 で あ る 式 （ １ ） ～ 式 （ ４ ） は 、 新 規 な ヒ ト パ ル
ボ ウ イ ル ス 遺 伝 子 で あ る こ と が 見 い だ さ れ た 。
【 実 施 例 ２ 】
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 大 腸 菌 を 用 い た Ｖ Ｐ － １ 及 び Ｖ Ｐ － ２ 抗 原 の 発 現
（ １ ） マ ル チ ク ロ ー ニ ン グ 部 位 を 有 す る 発 現 ベ ク タ ー の 作 成
　 特 開 平 ４ ― ８ ２ ９ ０ ０ に 記 載 の Ｐ L プ ロ モ ー タ ー 発 現 ベ ク タ ー  pPLN-CSF214C △ ９ 　 ５
μ g を 制 限 酵 素 NdeI及 び HindIII そ れ ぞ れ 5unitsで ３ ７ ℃ 、 ２ 時 間 消 化 後 、 １ ％ ア ガ ロ ー
ス ゲ ル 電 気 泳 動 で 3.5Kb の Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 分 画 し 、 Geneclean IIで Ｄ Ｎ Ａ を 回 収 し た 。 次 に
pUC19 を 同 様 に 制 限 酵 素 NdeI及 び HindIII で 消 化 後 、 １ ％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 を 行 な
い 、 0.27Kbの 断 片 を 回 収 し た 。 3.5Kb の 断 片 と 0.27Kbの 断 片 を Ligation Kit（ 宝 酒 造 社 製
） を 用 い て 結 合 さ せ 、 大 腸 菌 JM109 に 導 入 し た 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
得 ら れ た 形 質 転 換 体 を 適 当 に １ ０ 個 選 択 、 ア ル カ リ ― Ｓ Ｄ Ｓ 法 で Ｄ Ｎ Ａ を 精 製 し 、 制 限 酵
素 NdeI及 び HindIII に よ る マ ッ ピ ン グ に よ り 目 的 の プ ラ ス ミ ド pPLN-MCSを 取 得 し た （ 図 １
１ ） 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
（ ２ ） Ｖ Ｐ － ２ 抗 原 発 現 ベ ク タ ー の 作 製
　 実 施 例 １ で 得 ら れ た プ ラ ス ミ ド pUC19/F8 5μ g を 制 限 酵 素 HindIII 5unitsで ３ ７ ℃ 、 ２
時 間 消 化 後 、 １ ％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 で 5.1Kb の Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 分 画 し 、 Geneclean II
で Ｄ Ｎ Ａ を 回 収 し た 。 こ の 断 片 を 自 己 結 合 さ せ 、 大 腸 菌 JM109 に 導 入 し た 。 得 ら れ た 形 質
転 換 体 を 適 当 に １ ０ 個 選 択 、 ア ル カ リ ― Ｓ Ｄ Ｓ 法 で Ｄ Ｎ Ａ を 精 製 し 、 制 限 酵 素 PstI及 び Hi
ndIII に よ る マ ッ ピ ン グ に よ り 目 的 の プ ラ ス ミ ド pVP を 取 得 し た 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
  プ ラ ス ミ ド pVP 10μ g を 制 限 酵 素 EcoRI 10units で ３ ７ ℃ 、 ２ 時 間 消 化 し 、 フ ェ ノ ー ル
抽 出 ― エ タ ノ ー ル 沈 澱 を 行 な っ た 。 Ｄ Ｎ Ａ を 溶 解 後 、 制 限 酵 素 PstI 1unitで ３ ７ ℃ 、 １ ０
分 間 部 分 消 化 し 、 １ ％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 を 行 な っ た 。 1.8Kb の 断 片 を 分 画 し 、 Gene
clean IIで Ｄ Ｎ Ａ を 回 収 し た 。 次 に プ ラ ス ミ ド pPLN-MCS 5μ g を 制 限 酵 素 NdeI及 び EcoRI 
そ れ ぞ れ 10units で ３ ７ ℃ 、 ２ 時 間 消 化 後 、 １ ％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 で 3.5Kb の Ｄ Ｎ
Ａ 断 片 を 分 画 し 、 Geneclean IIで Ｄ Ｎ Ａ を 回 収 し た 。 さ ら に Ｄ Ｎ Ａ シ ン セ サ イ ザ ー を 用 い
て 、 以 下 に 示 す オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 合 成 し た 。
　 　 　               5'-TATGACTTCAGTGAATTCTGCA-3'
                    5'-GAATTCACTGAAGTCA-3'
上 記 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を そ れ ぞ れ MEGALABEL （ 宝 酒 造 社 製 ） を 用 い て ５ ’ 末 端 を リ ン 酸
化 し た 後 、 リ ン 酸 化 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を ア ニ ー ル し た 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
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  1.8Kb の 断 片 、 3.5Kb の 断 片 及 び ア ニ ー ル し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 結 合 さ せ 、 大 腸 菌
N4830-1 に 導 入 し た 。 得 ら れ た 形 質 転 換 体 を 適 当 に ２ ４ 個 選 択 、 ア ル カ リ ― Ｓ Ｄ Ｓ 法 で Ｄ
Ｎ Ａ を 精 製 し 、 制 限 酵 素 NdeI,PstI 及 び EcoRI に よ る マ ッ ピ ン グ に よ り 目 的 の プ ラ ス ミ ド
pVP200を 取 得 し た （ 図 １ ２ ） 。
【 ０ ０ ７ １ 】
（ ３ ） Ｖ Ｐ － １ 抗 原 発 現 ベ ク タ ー の 作 製
  プ ラ ス ミ ド pVP 10μ g を 制 限 酵 素 HindIII と BamHI で そ れ ぞ れ 10units で ３ ７ ℃ 、 ２ 時
間 消 化 後 、 １ ％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 で 1.5Kb の Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 分 画 し 、 Geneclean IIで
Ｄ Ｎ Ａ を 回 収 し た 。 次 に プ ラ ス ミ ド M13mp19 RF 5μ g も 同 様 に 制 限 酵 素 HindIII と  BamHI
で １ ％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 を 行 な い 、 7.2Kb の 断 片 を 回 収 し た 。 1.5Kb 及 び 7.2Kb の
断 片 を 結 合 さ せ た 後 、 大 腸 菌 JM109 に 感 染 さ せ た 。 組 換 え フ ァ ー ジ の 選 択 は Xgal存 在 下 、
LacZを 指 標 と し て 行 っ た 。 White plaqueを 適 当 に １ ２ 個 選 択 、 大 腸 菌 JM109 に 再 感 染 さ せ
た 。 ア ル カ リ ― Ｓ Ｄ Ｓ 法 で Ｒ Ｆ 型 Ｄ Ｎ Ａ を 精 製 し 、 制 限 酵 素 HindIII 及 び BamHI に よ る マ
ッ ピ ン グ に よ り 目 的 の プ ラ ス ミ ド p19-VPを 取 得 し た 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
  次 に プ ラ ス ミ ド p19-VPを 大 腸 菌 JM109 に 感 染 さ せ 、 フ ァ ー ジ を 取 得 し た 。 こ れ よ り 一 本
鎖 フ ァ ー ジ Ｄ Ｎ Ａ を 精 製 し た 。 ま た 変 異 導 入 プ ラ イ マ ー と し て 以 下 の 配 列 か ら な る オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド を 合 成 し た 。
　 　 　 　 　         5'- TTACTCATATGCTACAAAGCTTGGCG -3'
一 本 鎖 フ ァ ー ジ Ｄ Ｎ Ａ と 変 異 導 入 プ ラ イ マ ー を ア ニ ー ル し た 後 、 T7-GEN（ UnitedStates B
iochemical Corporation(USB) 社 製 ） を 用 い て 部 位 特 異 的 変 異 （ site-directed mutagene
sis ） を 行 っ た 。 site-directed mutagenesis の 方 法 は USB 社 の プ ロ ト コ ー ル に 従 っ た 。
変 異 導 入 部 位 は 図 １ ３ に 示 す 通 り で あ る 。 得 ら れ た フ ァ ー ジ を 適 当 に ２ ４ 個 選 択 し 、 大 腸
菌 JM109 を 再 感 染 さ せ た 。 ア ル カ リ ― Ｓ Ｄ Ｓ 法 で Ｒ Ｆ 型 Ｄ Ｎ Ａ を 精 製 し 、 制 限 酵 素 NdeIに
よ る マ ッ ピ ン グ 及 び DNA sequencingに よ り 目 的 の プ ラ ス ミ ド mp19-VP1を 取 得 し た 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 プ ラ ス ミ ド mp19-VP1 20 μ g を 制 限 酵 素 NdeIと BglIで そ れ ぞ れ 20units で ３ ７ ℃ 、 ２ 時
間 消 化 後 、 １ ％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 で 0.6Kb の Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 分 画 し 、 Geneclean IIで
Ｄ Ｎ Ａ を 回 収 し た 。 プ ラ ス ミ ド pVP 10μ g を 制 限 酵 素 BstXI 10units で ５ ５ ℃ 、 ２ 時 間 消
化 後 、 さ ら に 制 限 酵 素 BglI 10unitsで ３ ７ ℃ 、 ２ 時 間 消 化 し １ ％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動
で 1.7Kb の Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 分 画 し 、 Geneclean IIで Ｄ Ｎ Ａ を 回 収 し た 。 さ ら に プ ラ ス ミ ド pV
P200 10 μ g を 制 限 酵 素 BstXI 20units で ５ ５ ℃ 、 ２ 時 間 消 化 後 、 さ ら に 制 限 酵 素 NdeI 2
0unitsで ３ ７ ℃ 、 ２ 時 間 消 化 後 、 １ ％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 で 3.8Kb の Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 分
画 し 、 Geneclean IIで Ｄ Ｎ Ａ を 回 収 し た 。 上 記 0.6Kb 、 1.7Kb 及 び 3.8Kb の Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を
結 合 さ せ 、 大 腸 菌 N4830-1 に 導 入 し た 。 得 ら れ た 形 質 転 換 体 を 適 当 に ２ ０ 個 選 択 、 ア ル カ
リ ― Ｓ Ｄ Ｓ 法 で Ｄ Ｎ Ａ を 精 製 し 、 制 限 酵 素 NdeI、 BstXI 及 び PvuII に よ る マ ッ ピ ン グ に よ
り 目 的 の プ ラ ス ミ ド pVP100を 取 得 し た （ 図 １ ４ ） 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
（ ４ ） Ｖ Ｐ － １ 及 び Ｖ Ｐ － ２ 抗 原 の 発 現
　 大 腸 菌 N4830-1[pVP100] 及 び 大 腸 菌 N4830-1[pVP200] を 50μ g/ml Ampicilinを 含 む Ｌ Ｂ
培 地 １ ｍ ｌ で ３ ０ ℃ 、 １ ６ 時 間 培 養 し た 。 前 培 養 液 １ ｍ ｌ を 新 し い Ｌ Ｂ 培 地 １ ０ ０ ｍ ｌ に
接 種 し た 。 ３ ０ ℃ 、 約 ３ 時 間 培 養 後 、 予 め ６ ５ ℃ に 暖 め た Ｌ Ｂ 培 地 １ ０ ０ ｍ ｌ を 加 え 、 ４
２ ℃ で さ ら に ３ 時 間 培 養 し た 。 培 養 後 、 遠 心 分 離 し 菌 体 を 回 収 し た 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 菌 体 の 一 部 を Phosphate Buffered-Saline(PBS)に 懸 濁 し 超 音 波 破 砕 機 で 菌 体 を 破 砕 し た
後 、 Laemmli の 方 法 〔 Nature,227:680(1970)〕 に 従 っ て Ｓ Ｄ Ｓ ― ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル
電 気 泳 動 〔 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ 〕 を 行 っ た 。 泳 動 後 、 伝 染 性 紅 斑 患 者 血 清 を 用 い て ウ エ ス タ
ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 〔 Proc.Natl.Acad.Sci.USA.,76:3116-3120(1979)〕 を 行 っ た 。 そ の 結 果
、 分 子 量 84,000及 び 58,000の 位 置 に 反 応 し た 。 従 っ て Ｖ Ｐ － １ 及 び Ｖ Ｐ － ２ 抗 原 の 発 現 が
確 認 さ れ た 。
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【 ０ ０ ７ ６ 】
　 ま た 超 音 波 破 砕 処 理 し た 菌 体 を 5,500gで １ ０ 分 間 遠 心 分 離 し 、 上 清 画 分 と 沈 澱 画 分 に 分
離 し た 。 そ れ ぞ れ の 画 分 を Ｓ Ｄ Ｓ ― ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 し コ マ シ ュ ー ・ ブ リ
リ ア ン ト ・ ブ ル ー (CBB) で 染 色 し た 結 果 、 Ｖ Ｐ － １ 及 び Ｖ Ｐ － ２ 抗 原 は 沈 澱 画 分 に 見 ら れ
、 イ ン ク ル ー ジ ョ ン ・ ボ デ ィ を 形 成 し て い た 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
（ ５ ） Ｖ Ｐ － １ 及 び Ｖ Ｐ － ２ 抗 原 発 現 大 腸 菌 の 培 養
　 大 腸 菌 N4830-1[pVP100] を 50μ g/ml Ampicilinを 含 む Ｌ Ｂ 培 地 ２ ｍ ｌ で ３ ０ ℃ 、 ７ 時 間
培 養 し た 。 次 に ２ Ｌ 発 酵 槽 を 用 い て １ Ｌ の JAR 培 地 （ 0.7% Na 2 HPO 4 , 0.3% KH 2 PO 4 , 0.5% 
(NH 4 ) 2 SO 4 , 0.1% ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、  0.02% MgSO 4 ・ 7H 2 O, 2.5%グ ル コ ー ス 、  0.4% 酵
母 抽 出 物 、  0.4% カ ザ ミ ノ 酸 , 0.4%ヒ ス チ ジ ン , 0.4%イ ソ ロ イ シ ン , 0.4%バ リ ン , 50μ g/
mlア ン ピ シ リ ン ） で ３ ０ ℃ 、 約 １ ６ 時 間 培 養 し た 。 さ ら に ７ ０ Ｌ 発 酵 槽 を 用 い て JAR 培 地
（ ４ ０ Ｌ ） で ３ ５ ℃ で 培 養 し た 。 O.D. 5 5 0 =5 に 達 し た 時 、 カ ザ ミ ノ 酸 を 終 濃 度 2%、 ヒ ス チ
ジ ン 、 イ ソ ロ イ シ ン 及 び バ リ ン を そ れ ぞ れ 終 濃 度 0.4%に な る よ う に 添 加 し た 後 、 ４ ２ ℃ 、
３ 時 間 培 養 し た 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 培 養 液 は 限 外 ろ 過 装 置 で 濃 縮 後 、 菌 体 を ５ Ｌ の 破 砕 buffer（ 50mM Tris-HCl(pH8.0),10m
M EDTA, 30mM NaCl ） に 懸 濁 し た 。 Manton Gaulin ホ モ ジ ナ イ ザ ー を 用 い て 菌 体 を 破 砕 し
た （ 7,500PSI x ３ 回 ） 。 次 に 5,500gで ３ ０ 分 間 遠 心 分 離 し 沈 澱 を 集 め た 。 こ の 沈 澱 を ２
． ５ Ｌ の Detergent buffer（ 50mM Tris-HCl(pH8.0), 50mM NaCl, 10mM EDTA, 0.5% Trito
n X-100 ） に 懸 濁 、 ４ ℃ 、 ３ ０ 分 間 撹 は ん の 後 、 5,500gで １ ５ 分 間 遠 心 分 離 し 沈 澱 を 集 め
た 。 こ の Detergent bufferに よ る 懸 濁 － 遠 心 分 離 操 作 を ３ 回 行 っ た 。 得 ら れ た 沈 殿 （ イ ン
ク ル ー ジ ョ ン ・ ボ デ ィ ;IBs） は － ２ ０ ℃ に 保 存 し た 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 大 腸 菌 N4830-1[pVP200] に つ い て も 同 様 に 行 い 、 イ ン ク ル ー ジ ョ ン ・ ボ デ ィ を 得 た 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
（ ６ ） Ｖ Ｐ － １ 及 び Ｖ Ｐ － ２ 抗 原 の 精 製
　 実 施 例 ２ － （ ５ ） で 得 た Ｖ Ｐ － １ の イ ン ク ル ー ジ ョ ン ・ ボ デ ィ 、 湿 重 量 50mgを 1ml の IB
s 溶 解 バ ッ フ ァ ー （ 8M尿 素 ,10mM DTT,1mM EDTA,20mM Tris-HCl(pH7.0) ） に 溶 解 し た 。 こ
の 溶 液 を 1ml の SDS サ ン プ ル buffer（ 130mM Tris-HCl(pH6.8), 4% SDS, 15% Ficoll Type
400 （ Pharmacia 社 製 ） , 10% β － メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル , 0.002%ブ ロ ム フ ェ ノ ー ル ） と
混 合 し 、 80℃ 、 20分 間 の 熱 処 理 を 行 な っ た 。 こ の サ ン プ ル か ら ProSieve Gel System （ FM
C 社 製 ） を 用 い て Ｖ Ｐ － １ 抗 原 を 精 製 し た 。 使 用 説 明 書 に 従 っ て 、 電 気 泳 動 を 行 い 分 子 量
ご と に サ ン プ ル 中 の タ ン パ ク を 分 画 し 、 Ｖ Ｐ － １ 抗 原 を 含 む 部 分 の み を 切 り 出 し 、 抽 出 バ
ッ フ ァ ー （ 8M尿 素 , 10mM DTT, 1mM EDTA, 20mM Tris-HCl(pH7.0)） で ゲ ル 中 よ り 抽 出 し た
。 な お ゲ ル 板 は 14.5cm x 16.5cm x 2mm の も の を 用 い た 。 抽 出 し た タ ン パ ク を Pharst Sys
tem （ Pharmacia 社 製 ） を 用 い 電 気 泳 動 を 行 い 銀 染 色 し た 結 果 、 Ｖ Ｐ － １ 抗 原 の 分 子 量 位
置 (84,000)に の み バ ン ド を 認 め た 。 Ｖ Ｐ － ２ 抗 原 に つ い て も 同 様 に 精 製 し 、 Ｖ Ｐ － ２ 抗 原
の 分 子 量 位 置 (58,000)に の み バ ン ド を 認 め た 。
【 実 施 例 ３ 】
【 ０ ０ ８ １ 】
Ｖ Ｐ － １ 抗 原 誘 導 体 の 作 製
（ １ ） Ｖ Ｐ － １ 抗 原 誘 導 体 ベ ク タ ー の 作 製
　 本 発 明 の 式 （ ２ ） の Ｖ Ｐ － １ 抗 原 （ ７ ８ １ ア ミ ノ 酸 ） の Ｎ 末 端 側 ４ ６ ア ミ ノ 酸 及 び Ｃ 末
端 側 ９ ８ ア ミ ノ 酸 欠 失 さ せ た Ｖ Ｐ － １ 抗 原 誘 導 体 （ ６ ３ ７ ア ミ ノ 酸 ） を 作 製 し た 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
  実 施 例 １ － （ ２ ） で 得 た pUC19/F8 20 μ g を 制 限 酵 素 Ssp I 20単 位 で ３ ７ ℃ 、 ２ 時 間 消
化 後 、 １ ％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 で 約 1.9Kb の Ｖ Ｐ － １ Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 分 画 し 、 Geneclea
n IIで Ｄ Ｎ Ａ を 回 収 し た 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
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　 次 に プ ラ ス ミ ド pKK233-2（ フ ァ ル マ シ ア 製 ）  5μ g を 制 限 酵 素 Nco I ５ 単 位 で ３ ７ ℃ 、
２ 時 間 消 化 後 、 末 端 を Blunting Kit（ 宝 酒 造 社 製 ） で 平 滑 末 端 と し た 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 約 1.9Kb の 断 片 と ベ ク タ ー を Ligation Kitを 用 い て 結 合 さ せ 、 大 腸 菌 XL1-Blueに 導 入 し
た 。 得 ら れ た 形 質 転 換 体 を 適 当 に １ ０ 個 選 択 、 ア ル カ リ ― Ｓ Ｄ Ｓ 法 で Ｄ Ｎ Ａ を 精 製 し 、 制
限 酵 素 PstI及 び HindIII に よ る マ ッ ピ ン グ に よ り 目 的 の プ ラ ス ミ ド pVP300を 取 得 し た （ 図
１ ５ ） 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
（ ２ ） Ｖ Ｐ － １ 抗 原 誘 導 体 の 発 現
　 大 腸 菌 XL1-Blue[pVP300]を 50μ g/mlア ン ピ シ リ ン を 含 む Ｌ Ｂ 培 地 １ ｍ ｌ で ３ ７ ℃ 、 １ ６
時 間 培 養 し た 。 前 培 養 液 １ ｍ ｌ を 新 し い Ｌ Ｂ 培 地 １ ０ ０ ｍ ｌ に 接 種 し た 。 ３ ７ ℃ 、 約 ２ 時
間 培 養 後 、 終 濃 度 1mM IPTGに な る よ う に 添 加 後 、 ３ ７ ℃ で さ ら に ３ 時 間 培 養 し た 。 培 養 後
、 実 施 例 ２ － （ ４ ） で 示 し た 方 法 で 発 現 状 況 を 調 べ た 結 果 、 Ｖ Ｐ － １ 抗 原 誘 導 体 （ Ｖ Ｐ －
１ ／ Ｓ ｓ ｐ Ｉ 抗 原 と 命 名 ） も イ ン ク ル ー ジ ョ ン ・ ボ デ ィ を 形 成 し て い る こ と が 確 認 さ れ た
。 さ ら に ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 及 び 蛍 光 抗 体 間 接 法 に よ り 、 分 子 量 70,000の 位 置 に 反
応 し た 。 従 っ て Ｖ Ｐ － １ ／ Ｓ ｓ ｐ Ｉ 抗 原 も Ｖ Ｐ － １ 、 Ｖ Ｐ － ２ 抗 原 と 同 じ く 抗 原 性 を 有 す
る こ と が わ か っ た 。
【 実 施 例 ４ 】
【 ０ ０ ８ ６ 】
バ キ ュ ロ ウ イ ル ス を 用 い た Ｖ Ｐ － １ 及 び Ｖ Ｐ － ２ 抗 原 の 発 現
（ １ ） 組 換 え 転 移 ベ ク タ ー の 作 製
　 実 施 例 １ － （ ２ ） で 得 た pUC19/F4 20 μ g を 制 限 酵 素 HindIII 20units で ３ ７ ℃ 、 ２ 時
間 消 化 後 、 １ ％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 で 2.5Kb の Ｖ Ｐ － １ Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 分 画 し 、 Genecl
ean IIで Ｄ Ｎ Ａ を 回 収 し た 。 回 収 し た Ｖ Ｐ － １ 断 片 を Blunting Kitで 平 滑 末 端 と し た 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 同 様 に pUC19/F8 20 μ g を 制 限 酵 素 HpaII と SalIで そ れ ぞ れ 20units で ３ ７ ℃ 、 ２ 時 間
消 化 後 、 １ ％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 で 1.8Kb の Ｖ Ｐ － ２ Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 分 画 し 、 Geneclea
n IIで Ｄ Ｎ Ａ を 回 収 し た 。 Ｖ Ｐ － ２ 断 片 を Blunting Kitで 平 滑 末 端 と し た 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 一 方 転 移 ベ ク タ ー pAcYM1[J.Gen.Virol.,68:1233(1987)] 5μ g を 制 限 酵 素 BamHI で ３ ７
℃ 、 ２ 時 間 消 化 後 、 Blunting Kitで 平 滑 末 端 と し た 。 さ ら に ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ （
BRL 社 製 ） で ５ ’ 末 端 の 脱 リ ン 酸 化 を 行 っ た 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 Ｖ Ｐ ― １ 及 び Ｖ Ｐ ― ２ 断 片 を そ れ ぞ れ pAcYM1を 結 合 さ せ た 後 、 大 腸 菌 XL1-Blueに 感 染 さ
せ た 。 得 ら れ た 形 質 転 換 体 を 適 当 に ２ ０ 個 選 択 、 ア ル カ リ ― Ｓ Ｄ Ｓ 法 で Ｄ Ｎ Ａ を 精 製 し 、
制 限 酵 素 に よ る マ ッ ピ ン グ に よ り 目 的 の プ ラ ス ミ ド pAcVP1、 pAcVP2  を 取 得 し た （ 図 １ ６
） 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
（ ２ ） 組 換 え ウ イ ル ス の 作 製
  φ ３ ５ ｍ ｍ デ ィ ッ シ ュ （ 住 友 ベ － ク ラ イ ト 社 製 ） を 用 い 、 夜 蛾 幼 虫 由 来 株 化 細 胞 :Sf9(S
podopterd frugiperda) 細 胞 は 、 10% 牛 胎 児 血 清 (FCS) を 含 む 培 地 （ TC-100、 ま た は Grac
e's 培 地 ） で 、 夜 蛾 幼 虫 由 来 株 化 細 胞 :Tn5:(Trichoplusia ni)細 胞 は 、 無 血 清 培 地 （ TC-1
00、 ま た は Grace's 培 地 ） で ３ ～ ４ 日 培 養 し た 。 次 い で 、 φ ３ ５ ｍ ｍ デ ィ ッ シ ュ （ 住 友 ベ
－ ク ラ イ ト 社 製 ） を 用 い 、 １ × １ ０ 6 ／ デ ィ ッ シ ュ 、 培 地 量 約 1.5ml に な る 様 に 前 記 述 の
培 養 細 胞 を 調 整 し た 。 こ の 状 態 で ３ ０ ～ ４ ０ 分 静 置 し た 後 、 無 菌 的 に 上 記 培 地 を 取 り 去 り
1.5ml 無 血 清 培 地 （ EX-CELL 400 ま た は Grace's 培 地 ） に 交 換 し た 。
【 ０ ０ ９ １ 】
  こ こ に AcNPV （ キ ン ウ ラ バ 亜 科 、 Autographa californica nuclear polyhedorosis vir
us） Ｄ Ｎ Ａ 約 20ng/ μ l を 1 μ l 、 転 移 ベ ク タ ー 2-3 μ g/μ l 濃 度 を 1 μ l 、 滅 菌 蒸 留 水
6 μ l の 計 8 μ l 及 び リ ポ フ ェ ク チ ン （ Ｂ Ｒ Ｌ 社 製 ） 5 μ l 、 滅 菌 蒸 留 水 3 μ l の 計 8 μ
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l を エ ッ ペ ン ド ル フ チ ュ ー ブ 内 で お だ や か に 混 和 し た 後 、 上 記 無 血 清 培 地 中 に １ 滴 ず つ 静
か に 全 体 に 滴 下 し た （ コ ・ ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン ） 。 そ し て モ イ ス チ ャ ー チ ャ ン バ ー 内 へ
収 納 し 、 ２ ６ ～ ２ ６ ． ５ ℃ で ３ 日 間 培 養 し た 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 コ ・ ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 後 、 ３ 日 目 の 培 養 上 清 約 1ml を チ ュ ー ブ に 移 し そ れ ら の 各 20
μ l を 用 い て 10 - 1 ～ 10 - 3 ま で 希 釈 し そ れ ら の 100 μ l を １ × １ ０ 6 ／ デ ィ ッ シ ュ （ φ ３ ５ m
m） に 調 整 し た 細 胞 に 接 種 し 約 １ 時 間 静 置 し て 吸 着 さ せ る 。 そ の 後 、 ウ イ ル ス 液 を 捨 て １
％ 低 融 点 寒 天 （ Ｓ ｅ ａ 　 Ｐ ｌ ａ ｑ ｕ ｅ ： 宝 酒 造 社 製 ） 2ml を 重 層 し 、 凝 固 し た 後 更 に 1ml 
の 培 地 （ Ｓ ｆ ９ 細 胞 の 場 合 は 10%FCSを 含 む TC-100ま た は Grace's 培 地 を 用 い 、 Ｔ ｎ ５ 細 胞
の 場 合 は TC-100ま た は Grace's の 無 血 清 培 地 を 用 い る 。 ） を 重 層 し ２ ６ ～ ２ ６ ． ５ ℃ で ３
～ ４ 日 培 養 後 、 10mMリ ン 酸 緩 衝 塩 溶 液 (10mM PBS)中 0.01%(W/V)ニ ュ ー ト ラ ル レ ッ ド を 1ml 
加 え プ ラ ー ク を 染 色 し 透 明 な 組 換 え 体 を 選 択 し た 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 プ ラ － ク ア ッ セ イ に よ っ て 得 た 組 換 え 体 と 思 わ れ る プ ラ ー ク を パ ス ツ ー ル ピ ペ ッ ト に よ
っ て ゲ ル ご と 採 取 し 、 そ れ ら を 細 胞 培 養 用 培 地 400 μ l に 浮 遊 し 十 分 撹 拌 を 行 っ た 後 、 約
３ ０ ０ ０ ｒ ｐ ｍ 、 約 ５ 分 間 の 条 件 で ア ガ ロ － ス ゲ ル を 沈 澱 さ せ 、 上 清 を プ ラ － ク ア ッ セ イ
時 同 様 10 - 1 ～ 10 - 3 ま で そ れ ぞ れ の 培 地 （ Ｓ ｆ ９ 細 胞 の 場 合 は 10%FCSを 含 む TC-100ま た は Gr
ace's 培 地 を 用 い 、 Ｔ ｎ ５ 細 胞 の 場 合 は TC-100ま た は Grace's の 無 血 清 培 地 を 用 い る 。 ）
で 希 釈 し 、 低 融 点 寒 天 を 用 い て 同 様 に プ ラ － ク ア ッ セ イ を 行 い 組 換 え ウ イ ル ス を 純 化 し た
。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 プ ラ － ク 純 化 （ ｐ ｌ ａ ｑ ｕ ｅ 　 ｐ ｕ ｒ ｉ ｆ ｙ ） に よ っ て 得 ら れ た 組 換 え 体 の 力 価 を 細 胞
に 感 染 さ せ る こ と で 上 昇 さ せ た 。 こ の 時 も 同 様 に φ ３ ５ mmデ ィ ッ シ ュ に 約 １ × １ ０ 6 ／ デ
ィ ッ シ ュ の Ｓ ｆ ９ 細 胞 及 び Ｔ ｎ ５ 細 胞 を 用 意 し 、 約 ３ ０ 分 間 静 置 後 培 地 の 大 部 分 を 捨 て そ
こ に 得 ら れ た 組 換 え 体 を 約 100 μ l 加 え 、 更 に 約 １ ５ 分 間 隔 で お だ や か に 振 盪 混 和 を 行 い
計 ４ 回 、 約 １ 時 間 に わ た っ て こ の 操 作 を 行 っ た 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
  次 に 、 Ｓ ｆ ９ 細 胞 の 場 合 は  10% FCSを 含 む 培 地 （ TC-100ま た は Grace's ） を 、 Ｔ ｎ ５ 細
胞 の 場 合 は 無 血 清 培 地 （ TC-100ま た は Grace's ） を 1.5ml 加 え 、 ３ ～ ４ 日 間 培 養 を 行 う 。
こ の 時 得 ら れ た 上 清 を 用 い て ７ ５ ｃ ｍ 2 培 養 ビ ン ２ 本 を 用 い て 、 同 様 に 細 胞 を 用 意 し 、 既
に １ 度 力 価 を 上 げ て あ る 組 換 え ウ イ ル ス 液 1ml を 接 種 し 、 ３ ～ ４ 日 間 の 培 養 の 後 、 得 ら れ
た 上 清 を 構 造 遺 伝 子 発 現 用 の 高 力 価 組 換 え 体 と し た 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 φ ３ ５ mmデ ィ ッ シ ュ に 約 １ × １ ０ 6 ／ デ ィ ッ シ ュ で 細 胞 数 を 調 整 し 培 地 の 大 部 分 を 吸 引
し 、 そ こ に 高 力 価 組 換 え 体 （ 約 1x10 7 pfu/ml ） を M.0.I.５ ～ １ ０ に な る 様 に 接 種 し 約 １ ５
分 間 隔 で 穏 や か に 振 盪 し な が ら 計 ４ 回 、 １ 時 間 に わ た り こ の 操 作 を 続 け た 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
  そ の 後 、 培 地 （ Ｓ ｆ ９ 細 胞 の 場 合 は 10%FCSを 含 む TC-100ま た は Grace's 培 地 を 用 い 、 Ｔ
ｎ ５ 細 胞 の 場 合 は TC-100ま た は Grace's の 無 血 清 培 地 を 用 い る 。 ） を 0.5-1ml 加 え ３ ～ ４
日 間 、 ２ ６ ～ ２ ６ ． ５ ℃ で 培 養 し ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス 構 造 遺 伝 子 （ Ｖ Ｐ － １ 、 Ｖ Ｐ － ２ 及
び Ｖ Ｐ － １   ＋   Ｖ Ｐ － ２ ） の 発 現 を 行 っ た 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
  発 現 蛋 白 は 、 伝 染 性 紅 斑 患 者 血 清 よ り 精 製 し た ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス 粒 子 を 対 照 と し て 、
１ ０ ％   Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ 用 い ２ ０ ｍ Ａ で 約 ２ 時 間 電 気 泳 動 後 、 CBB 染 色 を 行 い 、 そ の 分
子 量 と 発 現 量 の 確 認 を 行 っ た 。 そ の 結 果 、 ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス の Ｖ Ｐ － １ 、 Ｖ Ｐ － ２ と 同
分 子 量 の 発 現 蛋 白 が 確 認 さ れ た 。 ま た Ｔ ｎ ５ 細 胞 を 用 い た 方 が Ｓ Ｆ － ９ 細 胞 を 用 い る よ り
も 発 現 量 が 多 い こ と が 分 か っ た 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 抗 原 性 の 確 認 は 、 伝 染 性 紅 斑 患 者 血 清 を 用 い た ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 及 び 蛍 光 抗 体
間 接 法 で 行 っ た 。 そ の 結 果 、 発 現 蛋 白 質 と 特 異 的 に 反 応 す る バ ン ド の 存 在 と 蛍 光 発 色 が 確
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認 さ れ 、 発 現 蛋 白 が ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス 構 造 蛋 白 質 Ｖ Ｐ － １ 、 Ｖ Ｐ － ２ で あ る こ と を 確 認
し た 。
【 ０ １ ０ ０ 】
（ ３ ） ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス 発 現 蛋 白 質  Empty particle の 精 製 と 電 子 顕 微 鏡 を 用 　 　 い た
 Empty particle の 確 認
  昆 虫 細 胞 Ｓ ｆ ９ 、 Ｔ ｎ ５ 等 を 用 い て 、 好 ま し く は Ｔ ｎ ５ 細 胞 を 用 い て 、 表 面 積 ７ ５ ｃ ｍ
2  の プ ラ ス テ ィ ッ ク 製 細 胞 培 養 用 ボ ト ル （ 住 友 ベ － ク ラ イ ト 社 製 ） に よ り 大 量 に ヒ ト パ ル
ボ ウ イ ル ス 構 造 蛋 白 質 を 発 現 さ せ 精 製 に 供 し た 。 大 量 発 現 さ せ た 発 現 蛋 白 質 （ ７ ５ ｃ ｍ 2  
プ ラ ス テ ィ ッ ク 製 細 胞 培 養 用 ボ ト ル ２ ０ 本 分 ） は ピ ペ ッ テ ィ ン グ に よ っ て 細 胞 培 養 液 を 用
い て 培 養 細 胞 ご と ハ － ベ ス ト し 容 量 ５ ０ ０ ｍ ｌ の 遠 心 沈 澱 用 ボ ト ル （ 日 立 社 製 ） ２ 本 に 移
し （ 約 ３ ０ ０ ｍ ｌ ） こ れ ら を １ ０ ０ ０ ～ ３ ０ ０ ０ ｒ ｐ ｍ   ， ２ ０ ℃ ， １ ５ 分 間 の 遠 心 条 件
で 細 胞 成 分 を 沈 澱 さ せ 上 清 は 廃 棄 し た 。 沈 澱 細 胞 は Ｐ Ｂ Ｓ （ － ） （ り ん 酸 緩 衝 食 塩 液 、 日
水 製 薬 社 製 ） ま た は Hanks'BSS （ ハ ン ク ス 緩 衝 塩 類 液 ， 自 家 製 ） １ ０ ｍ ｌ に 浮 遊 さ せ 充 分
混 和 し た 後 － ８ ０ ℃ の 超 低 温 冷 凍 庫 を 用 い て ２ ～ ３ 回 の 凍 結 融 解 操 作 を 行 っ た 。 次 に 凍 結
融 解 後 の 細 胞 浮 遊 液 を ５ 本 の プ ラ ス テ ィ ッ ク 製 ス ピ ッ ツ 管 （ 栄 研 器 材 社 製 ） に 各 々 ２ ｍ ｌ
分 注 し １ ０ ０ ～ ５ ０ ０ Ｗ ， ０ ℃ ， ５ ～ ２ ０ 分 間 の 条 件 で 超 音 波 処 理 （ オ リ ン パ ス 社 製 ） を
合 計 ２ ～ ４ 回 行 っ た 。 こ の 際 、 各 細 胞 浮 遊 液 か ら 約 ５ ０ μ ｌ ず つ 各 々 採 取 し 、 ス ラ イ ド グ
ラ ス 上 に 滴 下 し た 後 カ バ － グ ラ ス を 置 き 倍 率 ２ ０ ０ 倍 に て 光 学 顕 微 鏡 （ Ｎ ｉ ｋ ｏ ｎ 社 製 ）
に よ り 観 察 し 細 胞 の 破 砕 状 態 を 確 認 し た 。 こ こ で 細 胞 浮 遊 液 か ら 細 胞 成 分 を 分 離 す る 為 に
約 １ ０ ０ ０ ０ ｒ ｐ ｍ ， ２ ０ ℃ ， １ ５ 分 間 の 遠 心 沈 澱 を 行 っ た 。 こ の 操 作 に よ っ て 得 ら れ た
上 清 約 １ ０ ｍ ｌ を サ ン プ ル と し て 次 の 精 製 操 作 を 行 っ た 。 ま ず 、 超 遠 心 用 １ ３ Ｐ Ａ チ ュ －
ブ （ 日 立 工 機 社 製 ） に ４ ０ ％ シ ュ ク ロ － ス （ W/V ） （ PBS(-)ま た は Hanks'BSS に 浮 遊 ） （
ナ カ ラ イ テ ス ク 社 製 ） を ２ ～ ３ ｍ ｌ 分 注 し こ れ ら シ ュ ク ロ － ス 　 ク ッ シ ョ ン の 上 へ 上 記 サ
ン プ ル を 重 層 し 約 ３ ５ ０ ０ ０ ｒ ｐ ｍ ， ２ ０ ℃ ， １ ６ ～ ２ ０ 時 間 超 遠 心 を 行 い 微 量 雑 蛋 白 質
を 除 外 す る と 共 に ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス 発 現 蛋 白 質 を 沈 澱 さ せ た 。 沈 澱 さ せ た ヒ ト パ ル ボ ウ
イ ル ス 発 現 蛋 白 質 は １ ３ Ｐ Ａ チ ュ － ブ 管 底 に 接 着 し て い る 為 PBS(-)各 ２ ｍ ｌ を 滴 下 し ピ ペ
ッ テ ィ ン グ 及 び 振 と う に よ り 充 分 混 和 し た 。 更 に こ の 時 肉 眼 で 大 分 子 が 確 認 さ れ る た め １
０ ０ ～ ５ ０ ０ Ｗ ， ０ ℃ ， ２ ～ １ ０ 分 間 の 超 音 波 処 理 を 行 い 浮 遊 溶 液 と し た 。 次 に 、 予 め 超
純 水 （ mili-Q  ミ リ ポ ア 社 ） に 密 度 １ ． ２ ， １ ． ３ ， １ ． ４ （ ｇ ／ cm 3 ） と な る 様 調 製 し
た CsCl溶 液 （ ナ カ ラ イ テ ス ク 社 製 ） を 密 度 の 大 き い 順 に チ ュ － ブ の 管 底 か ら ２ ， ５ ， ２ ｍ
ｌ 各 々 重 層 し グ ラ ジ エ ン ト を プ レ フ ォ － ミ ン グ し た 後 サ ン プ ル ２ ｍ ｌ を ２ 本 の 超 遠 心 チ ュ
－ ブ に 重 層 し 約 ３ ５ ０ ０ ０ ｒ ｐ ｍ ， ２ ０ ℃ ， ４ ０ ～ ４ ５ 時 間 の 条 件 下 で 一 度 目 の 超 遠 心 に
よ る 精 製 を 行 っ た 。 超 遠 心 後 、 各 サ ン プ ル を お よ そ ２ ０ 本 の フ ラ ク シ ョ ン に ペ リ ス タ ポ ン
プ 等 を 用 い て 分 離 し 、 抗 Ｖ Ｐ １ モ ル モ ッ ト 抗 体 （ １ ． ５ μ ｇ ／ ｍ ｌ ） 固 相 化 プ レ － ト 及 び
抗 Ｖ Ｐ １ モ ル モ ッ ト Ｐ Ｏ Ｄ 標 識 抗 体 （ 自 家 製 ） を 用 い て 抗 原 検 索 を 行 っ た 。 そ の 結 果 、 横
軸 に フ ラ ク シ ョ ン NO. を 縦 軸 に Ｏ ． Ｄ ． ４ ９ ２ ／ ６ ３ ０ ｎ ｍ で の 測 定 結 果 を グ ラ フ 化 し た
場 合 １ 峰 性 の カ － ブ が 得 ら れ た 為 ピ － ク の 存 在 す る フ ラ ク シ ョ ン を 用 い て 同 様 に 二 回 目 の
超 遠 心 操 作 及 び 抗 原 検 索 を 行 っ た 。 こ の 際 、 各 フ ラ ク シ ョ ン に 於 け る CsClの 重 量 パ － セ ン
ト を 糖 度 計 （ ATAGO 社 製 ） に よ り 測 定 し レ フ ァ レ ン ス と な る 密 度 １ ． ２ ， １ ． ３ ， １ ． ４
（ g/cm 3 ） の 各 CsCl溶 液 の 重 量 パ － セ ン ト の 値 か ら 各 フ ラ ク シ ョ ン 溶 液 の 密 度 を 換 算 し グ
ラ フ 化 し た 。 こ の 時 、 横 軸 に は フ ラ ク シ ョ ン No. を 縦 軸 に は 各 フ ラ ク シ ョ ン の 密 度 値 を と
っ た 。 そ の 結 果 、 チ ュ － ブ の 管 底 か ら 管 口 に 向 か っ て 密 度 が 低 下 す る 関 係 が 確 認 さ れ た 。
更 に こ れ ら の 関 係 か ら 抗 原 を 含 む フ ラ ク シ ョ ン 溶 液 の 密 度 は 、 約 １ ． ３ g/cm 3 で あ る こ と
が 確 認 さ れ た 。 次 に こ の サ ン プ ル を １ ３ Ｐ Ａ チ ュ － ブ 内 で PBS(-)に よ っ て １ ５ ～ ２ ０ 倍 に
希 釈 し 約 ３ ５ ０ ０ ０ ｒ ｐ ｍ ， ２ ０ ℃ ,１ ０ ～ ２ ０ 時 間 超 遠 心 を 行 い ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス 精
製 発 現 蛋 白 質 を 沈 澱 さ せ た 。 こ れ ら の 発 現 蛋 白 質 は 最 終 的 に １ ～ ２ ｍ ｌ PBS(-)に 浮 遊 し 発
現 蛋 白 質 原 液 と し た 。 電 子 顕 微 鏡 に よ る 確 認 は 、 上 記 発 現 蛋 白 液 を 試 料 と し 、 ４ ％  Urani
c acetate に よ り 陰 性 染 色 を 行 い 、 倍 率 ５ ０ ０ ０ ０ 倍 に し て 透 過 型 電 子 顕 微 鏡 （ 日 立 製 ）
で 検 鏡 し た 。 そ の 結 果 、 図 １ ７ に 示 し た よ う な 約 ２ ３ ｎ ｍ の 中 空 円 型 の ウ イ ル ス 様 構 造 物
い わ ゆ る ” Empty particle” の 存 在 を 確 認 し た 。
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【 実 施 例 ５ 】
【 ０ １ ０ １ 】
大 腸 菌 発 現 抗 原 Ｖ Ｐ － １ 、 Ｖ Ｐ － ２ 抗 原 を 用 い た 抗 ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 検 出
（ １ ） Ｖ Ｐ － １ 、 Ｖ Ｐ － ２ 抗 原 固 相 プ レ ー ト の 作 製
　 実 施 例 ２ － （ ６ ） に 記 載 の 大 腸 菌 で 発 現 さ れ た Ｖ Ｐ － １ 、 Ｖ Ｐ － ２ 抗 原 を 50mM  炭 酸 バ
ッ フ ァ ー (pH9.5) で 各 々 1-10μ g/ml濃 度 に 希 釈 し 、 ポ リ ス チ レ ン 平 型 マ イ ク ロ プ レ ー ト （
ヌ ン ク 社 製 ） に 100 μ l/ウ ェ ル で 分 注 し 、 ４ ℃ で 一 晩 静 置 し た 。 １ ８ 時 間 以 上 静 置 し た マ
イ ク ロ プ レ ー ト を 最 終 濃 度 0.05% Tween20 を 含 む PBS 200 μ l/ウ ェ ル で ３ ～ ４ 回 洗 浄 後 、
最 終 濃 度 0.05% 牛 血 清 ア ル ブ ミ ン (BSA) と 0.05% Tween20 を 含 む 10mM PBS 200μ l/ウ ェ ル
加 え て ４ ℃ 一 晩 静 置 し 、 Ｖ Ｐ － １ 、 Ｖ Ｐ － ２ 固 相 マ イ ク ロ プ レ ー ト を 作 製 し た 。
【 ０ １ ０ ２ 】
（ ２ ） 伝 染 性 紅 斑 患 者 血 清 を 用 い た 抗 ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 検 出
　 前 記 述 の 抗 原 固 相 マ イ ク ロ プ レ ー ト ウ エ ル 中 の プ レ ー ト 保 存 液 を 除 い た 後 、 伝 染 性 紅 斑
患 者 血 清 を 0.05% BSA と 0.05% Tween20 を 含 む 10mM PBSで ２ ０ ０ 倍 に 希 釈 し 、 そ の 100 μ
l を 抗 原 固 相 マ イ ク ロ プ レ ー ト の ウ エ ル に 加 え 、 室 温 （ １ ５ ℃ ～ ２ ５ ℃ ） で 約 １ 時 間 反 応
さ せ た 。 反 応 後 、 0.05% Tween20 含 む 5mM PBS 200 μ l/ウ ェ ル で ３ ～ ４ 回 洗 浄 し た 。 つ い
で 、 0.05% Tween20 含 む 5mM PBS で 約 ４ ０ ０ ０ ０ 倍 に 希 釈 し た 抗 ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ ヤ ギ パ ー オ キ
シ ダ ー ゼ 標 識 抗 体 （ Ｍ Ｂ Ｌ 社 ） を 100 μ l/ウ ェ ル 加 え 、 室 温 で 約 １ 時 間 反 応 さ せ た 。 反 応
後 、 0.05% Tween20 含 む 5mM PBS 200 μ l/ウ ェ ル で ３ ～ ４ 回 洗 浄 し た 。 洗 浄 後 、 3.3mg/ml
  Ｏ － フ ェ ニ レ ン ジ ア ミ ン 含 む ０ ． １ Ｍ   ク エ ン 酸 － リ ン 酸 緩 衝 液 (pH 5.0)に 、 0.02% 過
酸 化 水 素 水 を 加 え た 基 質 液 を 100 μ l/ウ ェ ル 加 え て 室 温 で 約 ３ ０ 分 間 反 応 さ せ た 。 反 応 後
、 １ ． ５ Ｎ 硫 酸 を 100 μ l/ウ ェ ル 加 え て 反 応 を 停 止 さ せ 、 マ イ ク ロ プ レ ー ト 用 比 色 計 を 用
い て 　 主 波 長 ４ ９ ２ ｎ ｍ 、 副 波 長 ６ ３ ０ ｎ ｍ で 各 ウ エ ル の Ｏ . Ｄ . 値 を 測 定 し た （ 表 ５ ）
。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 　 表 ５ 　 伝 染 性 紅 斑 流 行 時 の 血 清 を 用 い た Ｖ Ｐ － １ 及 び Ｖ Ｐ － ２ 抗 原 固 相 　 　 　 　 　 　
マ イ ク ロ プ レ ー ト に よ る 抗 ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 検 出
　
　
　
　
　
　
　
　
ウ イ ル ス 粒 子 は 患 者 血 清 よ り 精 製 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 こ の 結 果 よ り 完 全 長 ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス 構 造 タ ン パ ク 質 Ｖ Ｐ － １ を 用 い た エ ン ザ イ ム イ
ム ノ ア ッ セ イ の 方 が 完 全 長 ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス 構 造 タ ン パ ク 質 Ｖ Ｐ － ２ を 用 い た エ ン ザ イ
ム イ ム ノ ア ッ セ イ よ り も Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 検 出 率 が 高 か っ た 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 し か し 、 完 全 長 ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス 構 造 タ ン パ ク 質 Ｖ Ｐ － １ に 対 す る 反 応 性 よ り も 、 完
全 長 ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス 構 造 タ ン パ ク 質 Ｖ Ｐ － ２ に 対 す る 反 応 性 の 強 い 血 清 が 存 在 す る こ
と が 分 か っ た の で 、 ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス 構 造 タ ン パ ク 質 Ｖ Ｐ － １ の み で な く ヒ ト パ ル ボ ウ
イ ル ス 構 造 タ ン パ ク 質 Ｖ Ｐ － ２ を 至 適 濃 度 に 加 え 、 好 ま し く は Ｖ Ｐ － １ を 1 ～ 10μ g/ml、
Ｖ Ｐ － ２ を 1 ～ 20μ g/ml加 え 、 実 施 例 ５ － （ １ ） の 方 法 で Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 用 マ イ ク ロ プ レ ー ト
に 固 相 し た 。 そ こ で 、 Ｖ Ｐ － １ 抗 原 を 用 い た エ ン ザ イ ム イ ム ノ ア ッ セ イ で は 陰 性 、 Ｖ Ｐ －
２ 抗 原 を 用 い た エ ン ザ イ ム イ ム ノ ア ッ セ イ で は 陽 性 に な る 血 清 を 用 い 、 Ｖ Ｐ － １ と Ｖ Ｐ －
２ 抗 原 を 混 合 固 相 し た マ イ ク ロ プ レ ー ト を 用 い た Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 検 出 を 行 っ た （ 表 ６ ） 。
【 ０ １ ０ ６ 】
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　 表 ６ 　 大 腸 菌 発 現 抗 原 Ｖ Ｐ － １ 、 Ｖ Ｐ － ２ 抗 原 混 合 固 相 マ イ ク ロ プ レ ー ト に よ る Ｉ ｇ Ｇ
抗 体 検 出
　
　
　
　
　
　
　
　
　
そ の 結 果 、 Ｖ Ｐ － １ ま た は Ｖ Ｐ － ２ 抗 原 の ど ち ら か 一 方 に し か 強 く 反 応 し な い 血 清 も 効 率
よ く 検 出 す る こ と が 出 来 た 。 即 ち Ｖ Ｐ － １ （ ま た は Ｖ Ｐ － ２ ） 抗 原 を 用 い た エ ン ザ イ ム イ
ム ノ ア ッ セ イ は 陽 性 で 、 完 全 長 ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス 構 造 タ ン パ ク 質 Ｖ Ｐ － ２ （ ま た は Ｖ Ｐ
－ １ ） 抗 原 を 用 い た エ ン ザ イ ム イ ム ノ ア ッ セ イ は 陰 性 で あ っ た 血 清 が 、 Ｖ Ｐ － １ と Ｖ Ｐ －
２ 抗 原 を 混 合 し た エ ン ザ イ ム イ ム ノ ア ッ セ イ で は 、 す べ て 陽 性 に な る こ と が 判 明 し た 。
【 ０ １ ０ ７ 】
（ ３ ） Ｖ Ｐ － １ 抗 原 誘 導 体 を 用 い た 抗 パ ル ボ ウ イ ル ス Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 検 出
　 実 施 例 ３ － （ ２ ） に 記 載 の 大 腸 菌 で 発 現 さ れ た Ｖ Ｐ － １ 抗 原 誘 導 体 を 50mM  炭 酸 バ ッ フ
ァ ー (pH9.5) で 各 々 1-10μ g/ml濃 度 に 希 釈 し 、 ポ リ ス チ レ ン 平 型 マ イ ク ロ プ レ ー ト （ ヌ ン
ク 社 製 ） に 100 μ l/wellで 分 注 し 、 ４ ℃ で 一 晩 静 置 し た 。 １ ８ 時 間 以 上 静 置 し た マ イ ク ロ
プ レ ー ト を 最 終 濃 度 0.05% Tween20 を 含 む PBS 200 μ l/wellで ３ ～ ４ 回 洗 浄 後 、 最 終 濃 度
0.05% 牛 血 清 ア ル ブ ミ ン (BSA) と 0.05% Tween20 を 含 む 10mM PBS 200μ l/well加 え て ４ ℃
一 晩 静 置 し 、 Ｖ Ｐ － １ 抗 原 誘 導 体 固 相 マ イ ク ロ プ レ ー ト を 作 製 し た 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 次 い で 伝 染 性 紅 斑 流 行 時 の 血 清 を 用 い 、 前 記 マ イ ク ロ プ レ ー ト に よ る 抗 パ ル ボ ウ イ ル ス
Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 検 出 を 行 っ た 。 は じ め に Ｖ Ｐ － １ 抗 原 誘 導 体 固 相 マ イ ク ロ プ レ ー ト ウ エ ル 中 の
プ レ ー ト 保 存 液 を 除 き 、 そ の 後 伝 染 性 紅 斑 患 者 血 清 を 0.05% BSA と 0.05% Tween20 を 含 む
10mM PBSで ２ ０ ０ 倍 に 希 釈 し 、 そ の 100 μ l を 抗 原 固 相 マ イ ク ロ プ レ ー ト の ウ エ ル に 加 え
、 室 温 （ １ ５ ℃ ～ ２ ５ ℃ ） で 約 １ 時 間 反 応 さ せ た 。 反 応 後 、 0.05% Tween20 含 む 5mM PBS 
200 μ l/wellで ３ ～ ４ 回 洗 浄 し た 。 つ い で 、 0.05% Tween20 含 む 5mM PBS で 約 ４ ０ ０ ０ ０
倍 に 希 釈 し た 抗 ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ ヤ ギ パ ー オ キ シ ダ ー ゼ 標 識 抗 体 （ Ｍ Ｂ Ｌ 社 ） を 100 μ l/well加
え 、 室 温 で 約 １ 時 間 反 応 さ せ た 。 反 応 後 、 0.05% Tween20 含 む 5mM PBS 200 μ l/wellで ３
～ ４ 回 洗 浄 し た 。 洗 浄 後 、 3.3mg/ml  Ｏ － フ ェ ニ レ ン ジ ア ミ ン 含 む ０ ． １ Ｍ   ク エ ン 酸 －
リ ン 酸 緩 衝 液 (pH 5.0)に 、 0.02% 過 酸 化 水 素 水 を 加 え た 基 質 液 を 100 μ l/well加 え て 室 温
で 約 ３ ０ 分 間 反 応 さ せ た 。 反 応 後 、 １ ． ５ Ｎ 硫 酸 を 100 μ l/well加 え て 反 応 を 停 止 さ せ 、
マ イ ク ロ プ レ ー ト 用 比 色 計 を 用 い て 　 主 波 長 ４ ９ ２ ｎ ｍ 、 副 波 長 ６ ３ ０ ｎ ｍ で 各 ウ エ ル の
Ｏ . Ｄ . 値 を 測 定 し た （ 表 ４ ） 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 　 表 ４ 　 　 伝 染 性 紅 斑 流 行 時 の 血 清 を 用 い た Ｖ Ｐ － １ 抗 原 誘 導 体 固 相 　 　 　 　 　 　 　 　
　
マ イ ク ロ プ レ ー ト に よ る 抗 ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 検 出
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ウ イ ル ス 粒 子 は 患 者 血 清 よ り 精 製 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 こ の 結 果 よ り ウ イ ル ス 粒 子 を 用 い た エ ン ザ イ ム イ ム ノ ア ッ セ イ よ り も 抗 ヒ ト パ ル ボ ウ イ
ル ス Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 検 出 率 が か な り 低 い こ と が 分 か っ た 。 ま た 、 実 施 例 ５ － （ ２ ） の 結 果 か ら
、 完 全 長 ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス 構 造 タ ン パ ク 質 Ｖ Ｐ － １ を 用 い た エ ン ザ イ ム イ ム ノ ア ッ セ イ
の 方 が 部 分 発 現 で あ る Ｖ Ｐ － １ 抗 原 誘 導 体 を 用 い た エ ン ザ イ ム イ ム ノ ア ッ セ イ よ り 抗 ヒ ト
パ ル ボ ウ イ ル ス Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 検 出 率 が 高 く 、 か つ ウ イ ル ス 粒 子 を 用 い た エ ン ザ イ ム イ ム ノ ア
ッ セ イ と の 一 致 率 も 高 い こ と が 分 か っ た 。 こ の こ と は 同 じ 発 現 抗 原 、 例 え ば Ｖ Ｐ － １ 抗 原
と Ｖ Ｐ － １ 抗 原 誘 導 体 の 場 合 、 抗 原 部 位 の 数 及 び 立 体 構 造 が 抗 ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス Ｉ ｇ Ｇ
抗 体 検 出 率 の 差 の 原 因 で あ る と 思 わ れ た 。 よ っ て 、 エ ン ザ イ ム イ ム ノ ア ッ セ イ に 用 い る 発
現 抗 原 と し て は 、 抗 原 部 位 の 数 及 び 立 体 構 造 が ウ イ ル ス 粒 子 の 抗 原 部 位 の 数 及 び 立 体 構 造
に 近 い と い う 条 件 が 重 要 と な る 。 従 っ て 、 同 じ 発 現 抗 原 で も 部 分 発 現 抗 原 よ り 、 完 全 長 発
現 抗 原 の 方 が 前 記 条 件 を 満 た し て い る と 思 わ れ た 。
【 ０ １ １ １ 】
（ ４ ） 伝 染 性 紅 斑 患 者 血 清 を 用 い た 抗 ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 の 経 時 的 変 化 の 検 討
  実 施 例 ５ － （ １ ） 記 載 の 抗 原 固 相 マ イ ク ロ プ レ ー ト を 用 い 、 実 施 例 ５ － （ ２ ） 記 載 の エ
ン ザ イ ム イ ム ノ ア ッ セ イ 法 で 、 伝 染 性 紅 斑 患 者 血 清 の 抗 ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 の
経 時 的 変 化 を 調 べ た （ 図 １ ８ ） 。 な お 、 Ｖ Ｐ － １ は ５ μ ｇ ／ ｍ ｌ で 、 Ｖ Ｐ － ２ は １ ０ μ ｇ
／ ｍ ｌ で 、 Ｍ ｉ ｘ は Ｖ Ｐ － １ を ５ μ ｇ ／ ｍ ｌ 、 Ｖ Ｐ － ２ を １ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ で 固 相 し た 。
【 ０ １ １ ２ 】
  そ の 結 果 、 Ｖ Ｐ － １ 、 Ｖ Ｐ － ２ 抗 原 に 対 す る Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 は 共 に 出 現 す る が 、 Ｖ Ｐ － １ 抗
原 に 対 す る Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 の 方 が 、 Ｖ Ｐ － ２ 抗 原 に 対 す る Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 よ り 抗 体 量 の 持 続 性 は 長
い こ と が 分 か っ た 。
【 ０ １ １ ３ 】
  と こ ろ で 、 Ｖ Ｐ － ２ 抗 原 の タ ン パ ク 質 の コ ー ド 領 域 は 、 Ｖ Ｐ － １ 抗 原 の Ｃ 末 端 部 分 に 完
全 に 含 ま れ て い る 。 そ こ で 、 以 前 よ り ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス の 抗 体 検 出 に は 、 Ｖ Ｐ － １ 抗 原
の み で 十 分 可 能 で あ る と 思 わ れ て い た 。 し か し 、 Ｖ Ｐ － １ と Ｖ Ｐ － ２ 抗 原 は 免 疫 学 的 な 反
応 性 に 違 い が あ る こ と が 分 か り 、 か つ Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 量 の 持 続 性 に も 違 い が あ る こ と が 分 か り
、 ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス の よ り 確 実 な 診 断 に は 、 Ｖ Ｐ － １ 抗 原 の み を 用 い た エ ン ザ イ ム イ ム
ノ ア ッ セ イ で は な く 、 Ｖ Ｐ － ２ 抗 原 も 加 え た エ ン ザ イ ム イ ム ノ ア ッ セ イ が 必 要 で あ る こ と
が 分 か っ た 。 即 ち Ｖ Ｐ － １ 及 び Ｖ Ｐ － ２ 抗 原 混 合 系 の 方 が Ｖ Ｐ － １ ま た は Ｖ Ｐ － ２ 抗 原 単
独 系 よ り も ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス に 対 す る Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 の 検 出 率 は 高 く な る こ と が 判 明 し た 。
【 実 施 例 ６ 】
【 ０ １ １ ４ 】
大 腸 菌 発 現 抗 原 Ｖ Ｐ － １ 、 Ｖ Ｐ － ２ 抗 原 を 用 い た 抗 ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス Ｉ ｇ Ｍ 抗 体 検 出
（ １ ） 抗 ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス 構 造 タ ン パ ク 質 Ｖ Ｐ － １ 、 Ｖ Ｐ － ２ 抗 体 に 対 す る パ ー オ キ シ
ダ ー ゼ 標 識
  実 施 例 ２ － （ ６ ） に 記 載 の 大 腸 菌 で 発 現 さ れ た Ｖ Ｐ － １ 、 Ｖ Ｐ － ２ 抗 原 各 々 200 μ g/ml
 1mlと 完 全 ア ジ ュ バ ン ト （ Ｄ ｉ ｆ ｃ ｏ 社 製 ） 1ml を 等 量 混 合 し 、 エ マ ル ジ ョ ン を 作 製 し て
、 モ ル モ ッ ト に 免 疫 し た 。 つ い で 不 完 全 ア ジ ュ バ ン ト （ Ｄ ｉ ｆ ｃ ｏ 社 製 ） 1ml を 前 述 の 抗
原 溶 液 と 等 量 混 合 し エ マ ル ジ ョ ン を 作 製 し て ２ 回 追 加 免 疫 し た 。 追 加 免 疫 し た 後 、 モ ル モ
ッ ト を 全 採 血 し た 。 そ の 血 液 を 血 清 分 離 し 、 硫 安 分 画 後 、 50mM Tris-HCl(pH7.6)で ４ ℃ 、
一 晩 透 析 し た 。 次 ぎ に 50mM Tris-HCl(pH7.6)で 平 衡 化 し た Ｄ Ｅ Ａ Ｅ セ フ ァ ロ ー ス ク ロ マ ト
グ ラ フ ィ ー に か け 、 Ｕ Ｖ 波 長 ２ ８ ０ ｎ ｍ で モ ニ タ リ ン グ し 、 Ｏ . Ｄ . の ピ ー ク を 集 め て 、
Ｄ Ｅ Ａ Ｅ 精 製 Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 画 分 と し た 。
【 ０ １ １ ５ 】
  こ の Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 画 分 を 過 ヨ ー ソ 酸 改 良 法 〔 酵 素 免 疫 測 定 法 ,2： 91(1982)〕 で パ ー オ キ シ
ダ ー ゼ 標 識 し た 。 即 ち パ ー オ キ シ ダ ー ゼ 4mg/mlに な る よ う に よ う に 蒸 留 水 で 溶 解 し た 。 つ
い で 、 0.1M  過 ヨ ー ソ 酸 ナ ト リ ウ ム  0.2mlを 加 え 、 室 温 で 約 ２ ０ 分 反 応 さ せ 、 1mM 酢 酸 ナ
ト リ ウ ム 緩 衝 液 (pH4.0) で 一 晩 透 析 し た 。 透 析 後 、 0.2M  炭 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 液 (pH9.5) 
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を 0.02ml加 え 、 pH9-9.5 に す る と 同 時 に 前 記 述 で 精 製 し た Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 を 8mg 加 え た 。
【 ０ １ １ ６ 】
  室 温 で 約 ２ 時 間 反 応 さ せ 、 4mg/ml  水 酸 化 ホ ウ 素 ナ ト リ ウ ム を 0.1ml 加 え 、 ４ ℃ で 約 ２
時 間 反 応 さ せ た 。 反 応 後 、 10mM  リ ン 酸 バ ッ フ ァ ー を 用 い て セ フ ァ ク リ ル Ｓ － ２ ０ ０ に よ
る ゲ ル 濾 過 を 行 い 、 Ｕ Ｖ 波 長 ２ ８ ０ ｎ ｍ で モ ニ タ リ ン グ し て パ ー オ キ シ ダ ー ゼ 標 識 抗 体 画
分 を 集 め た 。
【 ０ １ １ ７ 】
（ ２ ） 伝 染 性 紅 斑 流 行 時 の 血 清 ８ ８ 検 体 を 用 い た 抗 ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス Ｉ ｇ Ｍ 抗 体 検 出
  抗 ヒ ト Ｉ ｇ Ｍ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ Ｍ Ｉ Ｌ Ｓ 社 製 ） を 50mM  炭 酸 バ ッ フ ァ ー (pH9.5) で
５ ０ ０ ～ １ ０ ０ ０ 倍 に 希 釈 し 、 ヌ ン ク 社 製 ポ リ ス チ レ ン 平 型 分 割 マ イ ク ロ プ レ ー ト （ 高 結
合 タ イ プ ） に 100 μ l/ウ ェ ル   分 注 し 、 ４ ℃ 、 １ ８ 時 間 以 上 静 置 し た 。 静 置 後 、 マ イ ク ロ
プ レ ー ト を 0.05% Tween20 含 む 5mM PBS 200 μ l/ウ ェ ル で ３ ～ ４ 回 洗 浄 後 、 0.5% BSAと 0.
05% Tween20 含 む 5mM PBS 200 μ l/ウ ェ ル 加 え て ４ ℃ 、 一 晩 静 置 し 、 抗 ヒ ト Ｉ ｇ Ｍ モ ノ ク
ロ ー ナ ル 固 相 マ イ ク ロ プ レ ー ト を 作 製 し た 。 つ い で 、 こ の 抗 ヒ ト Ｉ ｇ Ｍ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 固 相 マ イ ク ロ プ レ ー ト を 用 い て 、 抗 ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス Ｉ ｇ Ｍ 抗 体 検 出 試 薬 を 試 作 し た
。
【 ０ １ １ ８ 】
  次 に 、 こ の 試 作 し た 抗 ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス Ｉ ｇ Ｍ 抗 体 検 出 試 薬 を 用 い て 、 伝 染 性 紅 斑 流
行 時 の 血 清 ８ ８ 検 体 を 用 い た 抗 ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス Ｉ ｇ Ｍ 抗 体 検 出 を 行 っ た 。 前 記 述 の 抗
原 固 相 マ イ ク ロ プ レ ー ト ウ エ ル 中 の プ レ ー ト 保 存 液 を 除 き 、 つ い で 、 伝 染 性 紅 斑 患 者 血 清
を 0.2% BSAと 0.05% Tween20 含 む 10mM PBSで ２ ０ ０ 倍 に 希 釈 し 、 そ の 100 μ l を 前 記 述 の
抗 ヒ ト Ｉ ｇ Ｍ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 固 相 マ イ ク ロ プ レ ー ト に 100 μ l/ウ ェ ル 加 え 、 室 温 （ 15
℃ ～ 25℃ ） で 約 １ 時 間 反 応 さ せ た 。 反 応 後 、 0.05% Tween20 含 む 5mM PBS 200 μ l/ウ ェ ル
で ３ ～ ４ 回 洗 浄 し た 。 つ い で 、 前 記 述 で 精 製 し た 完 全 長 の ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス 構 造 タ ン パ
ク 質 Ｖ Ｐ － １ 、 Ｖ Ｐ － ２ を 0.5% BSAと 0.05% Tween20 を 含 む 5mM PBS で 5 μ g/ml濃 度 に 希
釈 し 100 μ l/ウ ェ ル 加 え 、 室 温 で 約 １ 時 間 反 応 さ せ た 。 反 応 後 、 0.05% Tween20 を 含 む 5m
M PBS 200 μ l/ウ ェ ル で ３ ～ ４ 回 洗 浄 し た 。 0.5% BSAと 0.05% Tween20 を 含 む 5mM PBS で
２ ０ ０ ０ ～ ５ ０ ０ ０ 倍 に 希 釈 し た 前 記 述 、 実 施 例 ５ － （ １ ） の Ｖ Ｐ － １ 、 Ｖ Ｐ － ２ 抗 原 に
対 す る パ ー オ キ シ ダ ー ゼ 標 識 モ ル モ ッ ト 抗 体 を 100 μ l/ウ ェ ル 加 え 、 室 温 で 約 １ 時 間 反 応
さ せ た 。 反 応 後 、 0.05% Tween20 を 含 む 5mM PBS 200 μ l/ウ ェ ル で ３ ～ ４ 回 洗 浄 し た 。 洗
浄 後 、 3.3mg/ml  Ｏ － フ ェ ニ レ ン ジ ア ミ ン を 含 む 0.1M  ク エ ン 酸 － リ ン 酸 緩 衝 液 (pH5.0) 
に 、 終 濃 度 0.02% の 過 酸 化 水 素 水 を 加 え た 基 質 液 を 100 μ l/ウ ェ ル 加 え て 室 温 で 約 ３ ０ 分
間 反 応 さ せ た 。 反 応 後 、 1.5N硫 酸 を 100 μ l/ウ ェ ル 加 え て 反 応 を 停 止 さ せ 、 マ イ ク ロ プ レ
ー ト 用 比 色 計 で 主 波 長 ４ ９ ２ ｎ ｍ 、 副 波 長 ６ ３ ０ ｎ ｍ を 用 い て 各 ウ エ ル の Ｏ . Ｄ . 値 を 測
定 し た （ 表 ７ ） 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 表 ７ 　 伝 染 性 紅 斑 患 者 血 清 を 用 い た 大 腸 菌 発 現 抗 原 Ｖ Ｐ － １ 抗 原 に よ る Ｉ ｇ Ｍ 抗 体 検 出
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ２ ０ 】
  そ の 結 果 、 伝 染 性 紅 斑 患 者 血 清 よ り 精 製 し た ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス 粒 子 を 用 い た 抗 ヒ ト パ
ル ボ ウ イ ル ス Ｉ ｇ Ｍ 抗 体 検 出 エ ン ザ イ ム イ ム ノ ア ッ セ イ と 比 較 し た と こ ろ 、 検 出 感 度 が や
や 低 い も の の 特 異 性 は 高 か っ た 。
【 ０ １ ２ １ 】
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  従 っ て 、 本 発 明 で あ る 大 腸 菌 で 発 現 さ せ た 構 造 タ ン パ ク 質 は 、 抗 ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス Ｉ
ｇ Ｍ 抗 体 検 出 に 有 用 で あ る 事 が 分 か っ た 。
【 実 施 例 ７ 】
【 ０ １ ２ ２ 】
バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 発 現 蛋 白  Empty particle を 用 い た 抗 ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 検
出
  （ １ ） バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 発 現 蛋 白  Empty particle 固 相 プ レ ー ト の 作 製
　 実 施 例 ４ － （ ３ ） に 記 載 の バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 発 現 蛋 白  Empty particle を １ ０ ｍ Ｍ Ｐ Ｂ
Ｓ （ ｐ Ｈ ７ ． ２ ） で 各 々 ０ ． １ ～ １ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ 濃 度 に 希 釈 し 、 ポ リ ス チ レ ン 平 型 マ イ ク
ロ プ レ ー ト （ ヌ ン ク 社 製 ） に １ ０ ０ μ ｇ ／ ウ ェ ル で 分 注 し 、 ４ ℃ で １ ～ ２ 日 間 静 置 し た 。
１ ～ ２ 日 間 静 置 し た マ イ ク ロ プ レ ー ト を 最 終 濃 度 ０ ． ０ ５ ％ Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ ２ ０   を 含 む Ｐ Ｂ
Ｓ   ２ ０ ０ μ ｌ ／ ウ ェ ル で ３ ～ ４ 回 洗 浄 後 、 最 終 濃 度 ０ ． ０ ５ ％   牛 血 清 ア ル ブ ミ ン （ Ｂ
Ｓ Ａ ） と ０ ． ０ ５ ％ Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ ２ ０ を 含 む １ ０ ｍ Ｍ Ｐ Ｂ Ｓ   ２ ０ ０ μ ｌ ／ ウ ェ ル 加 え て ４
℃ 一 晩 静 置 し 、 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 発 現 抗 原 Empty particles 固 相 マ イ ク ロ プ レ ー ト を 作 製
し た 。
【 ０ １ ２ ３ 】
（ ２ ） 伝 染 性 紅 斑 患 者 血 清 ８ ８ 検 体 を 用 い た 抗 ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 検 出
　 前 記 述 の 抗 原 固 相 マ イ ク ロ プ レ ー ト ウ エ ル 中 の プ レ ー ト 保 存 液 を 除 い た 後 、 伝 染 性 紅 斑
患 者 血 清 を ０ ． ５ ％ Ｂ Ｓ Ａ と ０ ． ０ ５ ％ Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ ２ ０ を 含 む １ ０ ｍ Ｍ Ｐ Ｂ Ｓ （ ｐ Ｈ ７ ．
２ ） で ２ ０ ０ 倍 に 希 釈 し 、 そ の １ ０ ０ μ ｌ を 抗 原 固 相 マ イ ク ロ プ レ ー ト の ウ エ ル に 加 え 、
室 温 （ １ ５ ℃ ～ ２ ５ ℃ ） で 約 １ 時 間 反 応 さ せ た 。 反 応 後 、 ０ ． ０ ５ ％ Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ ２ ０ を 含
む ５ ｍ Ｍ Ｐ Ｂ Ｓ 　 ２ ０ ０ μ ｌ ／ ウ ェ ル で ３ ～ ４ 回 洗 浄 し た 。 つ い で 、 ０ ． ０ ５ ％ Ｔ ｗ ｅ ｅ
ｎ ２ ０ を 含 む ５ ｍ Ｍ Ｐ Ｂ Ｓ で 約 ２ ０ ０ ０ ０ ～ ４ ０ ０ ０ ０ 倍 に 希 釈 し た 抗 ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ ヤ ギ パ
ー オ キ シ ダ ー ゼ 標 識 抗 体 （ Ｍ Ｂ Ｌ 社 ） を １ ０ ０ μ ｌ ／ ウ ェ ル 加 え 、 室 温 で 約 １ 時 間 反 応 さ
せ た 。 反 応 後 、 ０ ． ０ ５ ％ Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ ２ ０ を 含 む ５ ｍ Ｍ Ｐ Ｂ Ｓ 　 ２ ０ ０ μ ｌ ／ ウ ェ ル で ３
～ ４ 回 洗 浄 し た 。 洗 浄 後 、 ３ ． ３ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ の   Ｏ － フ ェ ニ レ ン ジ ア ミ ン 含 む ０ ． １ Ｍ   
ク エ ン 酸 － リ ン 酸 緩 衝 液 （ ｐ Ｈ ５ ． ０ ） に 、 ０ ． ０ ２ ％ 過 酸 化 水 素 水 を 加 え た 基 質 液 を １
０ ０ μ ｌ ／ ウ ェ ル 加 え て 室 温 で 約 ３ ０ 分 間 反 応 さ せ た 。 反 応 後 、 １ ． ５ Ｎ 硫 酸 を １ ０ ０ μ
ｌ ／ ウ ェ ル 加 え て 反 応 を 停 止 さ せ 、 マ イ ク ロ プ レ ー ト 用 比 色 計 を 用 い て 　 主 波 長 ４ ９ ２ ｎ
ｍ 、 副 波 長 ６ ３ ０ ｎ ｍ で 各 ウ エ ル の Ｏ . Ｄ . 値 を 測 定 し た （ 表 ８ ） 。
【 ０ １ ２ ４ 】
表 ８   伝 染 性 紅 斑 患 者 血 清 ８ ８ 検 体 を 用 い た 抗 ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 検 出
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ２ ５ 】
  こ の 結 果 よ り 、 伝 染 性 紅 斑 患 者 血 清 中 よ り 精 製 し た ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス 粒 子 を 用 い た Ｉ
ｇ Ｇ 抗 体 検 出 エ ン ザ イ ム イ ム ノ ア ッ セ イ と バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 発 現 蛋 白 Empty particle  を
用 い た Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 検 出 エ ン ザ イ ム イ ム ノ ア ッ セ イ の 成 績 を 比 較 し た と こ ろ 、 陽 性 一 致 率 が
１ ０ ０ ％ で 陰 性 一 致 率 も １ ０ ０ ％ で あ っ た 。
　 以 上 よ り 、 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 発 現 蛋 白  Empty particle を 用 い た Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 検 出 エ ン ザ
イ ム イ ム ノ ア ッ セ イ は 、 検 出 感 度 及 び 特 異 性 と も に 、 文 献 な ど 他 の ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス Ｉ
ｇ Ｇ 抗 体 検 出 エ ン ザ イ ム イ ム ノ ア ッ セ イ よ り も 高 い の で 、 よ り 確 実 な Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 検 出 が 可
能 と 成 っ た 。
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【 実 施 例 ８ 】
【 ０ １ ２ ６ 】
バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 発 現 蛋 白  Empty particlesを 用 い た 抗 ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス Ｉ ｇ Ｍ 抗 体 検
出
（ １ ） 抗 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 発 現 蛋 白  Empty particles  抗 体 に 対 す る パ ー オ キ シ ダ ー ゼ 標
識
  実 施 例 ４ － （ ３ ） に 記 載 の バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 発 現 蛋 白  Empty particles  各 々 １ ０ ～ ５
０ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ を １ ｍ ｌ と 完 全 ア ジ ュ バ ン ト （ Ｄ ｉ ｆ ｃ ｏ 社 製 ） １ ｍ ｌ を 等 量 混 合 し 、 エ
マ ル ジ ョ ン を 作 製 し て 、 モ ル モ ッ ト に 免 疫 し た 。 つ い で 不 完 全 ア ジ ュ バ ン ト （ Ｄ ｉ ｆ ｃ ｏ
社 製 ） 1ml を 前 述 の 抗 原 溶 液 と 等 量 混 合 し エ マ ル ジ ョ ン を 作 製 し て ２ 回 追 加 免 疫 し た 。 追
加 免 疫 し た 後 、 モ ル モ ッ ト を 全 採 血 し た 。 そ の 血 液 を 血 清 分 離 し 、 硫 安 分 画 後 、 ５ ０ ｍ Ｍ
  Ｔ ｒ ｉ ｓ － Ｈ Ｃ ｌ （ ｐ Ｈ ７ ． ６ ） で ４ ℃ 、 一 晩 透 析 し た 。 次 に ５ ０ ｍ Ｍ   Ｔ ｒ ｉ ｓ － Ｈ
Ｃ ｌ （ ｐ Ｈ ７ ． ６ ） で 平 衡 化 し た Ｄ Ｅ Ａ Ｅ セ フ ァ ロ ー ス ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に か け 、 Ｕ Ｖ
波 長 ２ ８ ０ ｎ ｍ で モ ニ タ リ ン グ し 、 Ｏ . Ｄ . の ピ ー ク を 集 め て 、 Ｄ Ｅ Ａ Ｅ 精 製 Ｉ ｇ Ｇ 抗 体
画 分 と し た 。
【 ０ １ ２ ７ 】
  こ の Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 画 分 を 過 ヨ ー ソ 酸 改 良 法 〔 酵 素 免 疫 測 定 法 ,2： 91(1982)〕 で パ ー オ キ シ
ダ ー ゼ 標 識 し た 。 即 ち パ ー オ キ シ ダ ー ゼ ４ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ に な る よ う に よ う に 蒸 留 水 で 溶 解 し
た 。 つ い で 、 ０ ． １ Ｍ   過 ヨ ー ソ 酸 ナ ト リ ウ ム   ０ ． ２ ｍ ｌ を 加 え 、 室 温 で 約 ２ ０ 分 反 応
さ せ 、 １ ｍ Ｍ   酢 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 液 （ ｐ Ｈ ４ ． ０ ） で 一 晩 透 析 し た 。 透 析 後 、 ０ ． ２ Ｍ
  炭 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 液 （ ｐ Ｈ ９ ． ５ ） を ０ ． ０ ２ ｍ ｌ 加 え 、 ｐ Ｈ ９ ～ ９ ． ５ に す る と 同
時 に 前 記 述 で 精 製 し た Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 を ８ ｍ ｇ 加 え た 。
【 ０ １ ２ ８ 】
  室 温 で 約 ２ 時 間 反 応 さ せ 、 ４ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ 水 酸 化 ホ ウ 素 ナ ト リ ウ ム を ０ ． １ ｍ ｌ 加 え 、 ４
℃ で 約 ２ 時 間 反 応 さ せ た 。 反 応 後 、 １ ０ ｍ Ｍ   リ ン 酸 バ ッ フ ァ ー を 用 い て セ フ ァ ク リ ル Ｓ
－ ２ ０ ０ に よ る ゲ ル 濾 過 を 行 い 、 Ｕ Ｖ 波 長 ２ ８ ０ ｎ ｍ で モ ニ タ リ ン グ し て パ ー オ キ シ ダ ー
ゼ 標 識 抗 体 画 分 を 集 め た 。
【 ０ １ ２ ９ 】
（ ２ ） 伝 染 性 紅 斑 流 行 時 の 血 清 ８ ８ 検 体 を 用 い た 抗 ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス Ｉ ｇ Ｍ 抗 　 　 体 検
出
  抗 ヒ ト Ｉ ｇ Ｍ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ Ｍ Ｉ Ｌ Ｓ 社 製 ） を ５ ０ ｍ Ｍ 炭 酸 バ ッ フ ァ ー （ ｐ Ｈ ９
． ５ ） で ５ ０ ０ ～ １ ０ ０ ０ 倍 に 希 釈 し 、 ヌ ン ク 社 製 ポ リ ス チ レ ン 平 型 分 割 マ イ ク ロ プ レ ー
ト （ 高 結 合 タ イ プ ） に １ ０ ０ μ ｌ ／ ウ ェ ル 分 注 し 、 ４ ℃ 、 １ ８ 時 間 以 上 静 置 し た 。 静 置 後
、 マ イ ク ロ プ レ ー ト を ０ ． ０ ５ ％ Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ ２ ０ 含 む ５ ｍ Ｍ Ｐ Ｂ Ｓ   ２ ０ ０ μ ｌ ／ ウ ェ ル
で ３ ～ ４ 回 洗 浄 後 、 ０ ． ５ ％ Ｂ Ｓ Ａ と ０ ． ０ ５ ％ Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ ２ ０ 含 む ５ ｍ Ｍ Ｐ Ｂ Ｓ 　 ２ ０
０ μ ｌ ／ ウ ェ ル 加 え て ４ ℃ 、 一 晩 静 置 し 、 抗 ヒ ト Ｉ ｇ Ｍ モ ノ ク ロ ー ナ ル 固 相 マ イ ク ロ プ レ
ー ト を 作 製 し た 。 つ い で 、 こ の 抗 ヒ ト Ｉ ｇ Ｍ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 固 相 マ イ ク ロ プ レ ー ト を
用 い て 、 抗 ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス Ｉ ｇ Ｍ 抗 体 検 出 試 薬 を 試 作 し た 。
【 ０ １ ３ ０ 】
  次 に 、 こ の 試 作 し た 抗 ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス Ｉ ｇ Ｍ 抗 体 検 出 試 薬 を 用 い て 、 伝 染 性 紅 斑 流
行 時 の 血 清 ８ ８ 検 体 を 用 い た 抗 ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス Ｉ ｇ Ｍ 抗 体 検 出 を 行 っ た 。 は じ め に 、
前 記 述 の 抗 ヒ ト Ｉ ｇ Ｍ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 固 相 マ イ ク ロ プ レ ー ト ウ エ ル 中 の プ レ ー ト 保 存
液 を 除 い た 。 つ い で 、 伝 染 性 紅 斑 患 者 血 清 を ０ ． ２ ％ Ｂ Ｓ Ａ と ０ ． ０ ５ ％ Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ ２ ０
含 む １ ０ ｍ Ｍ   Ｐ Ｂ Ｓ で ２ ０ ０ 倍 に 希 釈 し 、 前 記 述 の 抗 ヒ ト Ｉ ｇ Ｍ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 固
相 マ イ ク ロ プ レ ー ト に １ ０ ０ μ ｌ ／ ウ ェ ル 加 え 、 室 温 （ １ ５ ℃ ～ ２ ５ ℃ ） で 約 １ 時 間 反 応
さ せ た 。 反 応 後 、 ０ ． ０ ５ ％ Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ ２ ０ 含 む ５ ｍ Ｍ Ｐ Ｂ Ｓ   ２ ０ ０ μ ｌ ／ ウ ェ ル で ３
～ ４ 回 洗 浄 し た 。 つ い で 、 前 記 述 で 精 製 し た バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 発 現 抗 原  Empty particles
を ０ ． ５ ％ Ｂ Ｓ Ａ と ０ ． ０ ５ ％ Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ ２ ０ 含 む ５ ｍ Ｍ Ｐ Ｂ Ｓ で ０ ． ０ ５ ～ ５ ． ０ μ ｇ
／ ｍ ｌ 濃 度 に 希 釈 し 、 そ れ を １ ０ ０ μ ｌ ／ ウ ェ ル 加 え 、 室 温 で 約 １ 時 間 反 応 さ せ た 。 反 応
後 、 ０ ． ０ ５ ％ Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ ２ ０ を 含 む ５ ｍ Ｍ Ｐ Ｂ Ｓ   ２ ０ ０ μ ｌ ／ ウ ェ ル で ３ ～ ４ 回 洗 浄
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し た 。 ０ ． ５ ％ Ｂ Ｓ Ａ と ０ ． ０ ５ ％ Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ ２ ０ を 含 む ５ ｍ Ｍ Ｐ Ｂ Ｓ で ２ ０ ０ ０ ～ ２ ０
０ ０ ０ 倍 に 希 釈 し た 前 記 述 、 実 施 例 ８ － （ １ ） の バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 発 現 抗 原  Empty parti
cle に 対 す る パ ー オ キ シ ダ ー ゼ 標 識 モ ル モ ッ ト 抗 体 を １ ０ ０ μ ｌ ／ ウ ェ ル 加 え 、 室 温 で 約
１ 時 間 反 応 さ せ た 。 反 応 後 、 ０ ． ０ ５ ％ Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ ２ ０ を 含 む ５ ｍ Ｍ Ｐ Ｂ Ｓ   ２ ０ ０ μ ｌ
／ ウ ェ ル で ３ ～ ４ 回 洗 浄 し た 。 洗 浄 後 、 ３ ． ３ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ   Ｏ － フ ェ ニ レ ン ジ ア ミ ン を 含
む ０ ． １ Ｍ   ク エ ン 酸 － リ ン 酸 緩 衝 液 （ ｐ Ｈ ５ ． ０ ） に 、 終 濃 度 ０ ． ０ ２ ％ の 過 酸 化 水 素
水 を 加 え た 基 質 液 を １ ０ ０ μ ｌ ／ ウ ェ ル 加 え て 室 温 で 約 ３ ０ 分 間 反 応 さ せ た 。 反 応 後 、 １
． ５ Ｎ 硫 酸 を １ ０ ０ μ ｌ ／ ウ ェ ル 加 え て 反 応 を 停 止 さ せ 、 マ イ ク ロ プ レ ー ト 用 比 色 計 で 主
波 長 ４ ９ ２ ｎ ｍ 、 副 波 長 ６ ３ ０ ｎ ｍ   を 用 い て 各 ウ エ ル の Ｏ . Ｄ . 値 を 測 定 し た （ 表 ９ ）
。
【 ０ １ ３ １ 】
表 ９   伝 染 性 紅 斑 流 行 時 の 血 清 ８ ８ 検 体 を 用 い た 抗 ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス Ｉ ｇ Ｍ 抗 体 検 出
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ３ ２ 】
  こ の 結 果 よ り 、 伝 染 性 紅 斑 患 者 血 清 中 よ り 精 製 し た ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス 粒 子 を 用 い た Ｉ
ｇ Ｍ 抗 体 検 出 エ ン ザ イ ム イ ム ノ ア ッ セ イ と バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 発 現 蛋 白 Empty particle  を
用 い た Ｉ ｇ Ｍ 抗 体 検 出 エ ン ザ イ ム イ ム ノ ア ッ セ イ の 成 績 を 比 較 し た と こ ろ 、 陽 性 一 致 率 が
１ ０ ０ ％ で 陰 性 一 致 率 も １ ０ ０ ％ で あ っ た 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 以 上 よ り 、 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 発 現 蛋 白  Empty particle を 用 い た Ｉ ｇ Ｍ 抗 体 検 出 エ ン ザ
イ ム イ ム ノ ア ッ セ イ は 、 検 出 感 度 及 び 特 異 性 と も に 、 文 献 な ど の ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス 抗 体
検 出 エ ン ザ イ ム イ ム ノ ア ッ セ イ よ り も 高 い の で 、 よ り 確 実 な 抗 体 検 出 が 可 能 と な っ た 。
【 実 施 例 ９ 】
【 ０ １ ３ ４ 】
ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス 抗 原 検 出
（ １ ） Ｖ Ｐ － １ 、 Ｖ Ｐ － ２ 抗 原 に 対 す る 抗 体 固 相 マ イ ク ロ プ レ ー ト の 作 製
  実 施 例 ６ － （ １ ） 記 載 の 抗 ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス モ ル モ ッ ト 抗 体 を ５ ０ ｍ Ｍ   炭 酸 バ ッ フ
ァ ー （ ｐ Ｈ ９ ． ５ ） で 、 ０ ． １ ～ ５ ． ０ μ ｌ ／ ｍ ｌ に 希 釈 し た 。 希 釈 後 、 ポ リ ス チ レ ン 平
型 マ イ ク ロ プ レ ー ト （ ヌ ン ク 社 製 ） に １ ０ ０ μ ｌ ／ ウ ェ ル 分 注 し 、 ４ ℃ で １ ８ 時 間 以 上 静
置 し た 。 静 置 後 、 マ イ ク ロ プ レ ー ト を ０ ． ０ ５ ％ Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ ２ ０ を 含 む ５ ｍ Ｍ Ｐ Ｂ Ｓ   ２
０ ０ μ ｌ ／ ウ ェ ル で ３ ～ ４ 回 洗 浄 後 、 ０ ． ５ ％ Ｂ Ｓ Ａ と ０ ． ０ ５ ％   Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ ２ ０ を 含
む ５ ｍ Ｍ Ｐ Ｂ Ｓ を ２ ０ ０ μ ｌ ／ ウ ェ ル 加 え て ４ ℃ 一 晩 静 置 し 、 抗 体 固 相 マ イ ク ロ プ レ ー ト
を 作 製 し た 。
【 ０ １ ３ ５ 】
（ ２ ） 伝 染 性 紅 斑 流 行 時 の 血 清 を 用 い た ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス 抗 原 検 出
　 次 に 、 抗 体 固 相 プ レ ー ト を 用 い て 、 伝 染 性 紅 斑 流 行 時 の 血 清 に よ る ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス
抗 原 検 出 を 行 っ た 。 前 記 述 の 抗 体 固 相 マ イ ク ロ プ レ ー ト ウ エ ル 中 の プ レ ー ト 保 存 液 を 除 き
、 つ い で 、 伝 染 性 紅 斑 流 行 時 の 血 清 を ０ ． ２ ％ Ｂ Ｓ Ａ と ０ ． ０ ５ ％ Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ ２ ０ 含 む １
０ ｍ Ｍ Ｐ Ｂ Ｓ で ２ ０ ０ 倍 に 希 釈 し 、 前 記 述 の 抗 ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス 抗 体 固 相 マ イ ク ロ プ レ
ー ト に １ ０ ０ μ ｌ ／ ウ ェ ル 加 え 、 室 温 （ １ ５ ℃ ～ ２ ５ ℃ ） で 約 １ 時 間 反 応 さ せ た 。 反 応 後
、 ０ ． ０ ５ ％ Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ ２ ０ を 含 む ５ ｍ Ｍ Ｐ Ｂ Ｓ   ２ ０ ０ μ ｌ ／ ウ ェ ル で ３ ～ ４ 回 洗 浄 し
た 。
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【 ０ １ ３ ６ 】
  ０ ． ０ ５ ％ Ｂ Ｓ Ａ と ０ ． ０ ５ ％ Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ ２ ０ を 含 む ５ ｍ Ｍ Ｐ Ｂ Ｓ で ２ ０ ０ ０ ～ ５ ０ ０
０ 倍 に 希 釈 し た Ｖ Ｐ － １ 、 Ｖ Ｐ － ２ 抗 原 に 対 す る パ ー オ キ シ ダ ー ゼ 標 識 モ ル モ ッ ト 抗 体 を
１ ０ ０ μ ｌ ／ ウ ェ ル 加 え 、 室 温 で 約 １ 時 間 反 応 さ せ た 。 反 応 後 、 ０ ． ０ ５ ％ Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ ２
０   含 む ５ ｍ Ｍ Ｐ Ｂ Ｓ   ２ ０ ０ μ ｌ ／ ウ ェ ル で ３ ～ ４ 回 洗 浄 し た 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 洗 浄 後 、 ３ ． ３ mg/ml Ｏ － フ ェ ニ レ ン ジ ア ミ ン を 含 む ０ ． １ Ｍ   ク エ ン 酸 － リ ン 酸 緩 衝
液 （ ｐ Ｈ ５ ． ０ ） に 、 終 濃 度 ０ ． ０ ２ ％ の 過 酸 化 水 素 水 を 加 え た 基 質 液 を １ ０ ０ μ ｌ ／ ウ
ェ ル 加 え て 室 温 で 約 ３ ０ 分 間 反 応 さ せ た 。 反 応 後 、 １ ． ５ Ｎ   硫 酸 を １ ０ ０ μ ｌ ／ ウ ェ ル
加 え て 反 応 を 停 止 さ せ 、 マ イ ク ロ プ レ ー ト 用 比 色 計 で 主 波 長 ４ ９ ２ ｎ ｍ 、 副 波 長 ６ ３ ０ ｎ
ｍ   を 用 い て 各 ウ エ ル の Ｏ . Ｄ . 値 を 測 定 し た （ 表 １ ０ ） 。
【 ０ １ ３ ８ 】
  表 １ ０ 　 伝 染 性 紅 斑 患 者 血 清 を 用 い た Ｖ Ｐ － １ 、 Ｖ Ｐ － ２ 抗 原 に 対 す る 抗 体 固 相 プ レ ー
ト に よ る ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス 抗 原 の 検 出
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ３ ９ 】
抗 ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 固 相 マ イ ク ロ プ レ ー ト を 用 い た エ ン ザ イ ム イ ム
ノ ア ッ セ イ 〔 第 ３ ７ 回 日 本 ウ イ ル ス 学 会 総 会 抄 録 (1989)〕 を 陽 性 コ ン ト ロ ー ル と し た 。
【 ０ １ ４ ０ 】
  そ の 結 果 、 Ｖ Ｐ － １ 、 Ｖ Ｐ － ２ 抗 原 で 免 疫 し た 抗 ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス 抗 体 を 用 い た ヒ ト
パ ル ボ ウ イ ル ス 抗 原 検 出 は 有 用 で あ る こ と が 分 か っ た 。
【 実 施 例 １ ０ 】
【 ０ １ ４ １ 】
Ｐ Ｃ Ｒ 法 に よ る ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス 遺 伝 子 の 検 出
  伝 染 性 紅 斑 流 行 時 の 血 清 を 用 い 、 実 施 例 １ － （ １ ） 記 載 の 方 法 に よ り ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル
ス Ｄ Ｎ Ａ を 抽 出 し た 。 次 に 下 記 の Ｄ Ｎ Ａ プ ラ イ マ ー 群 １ 及 び Ｄ Ｎ Ａ プ ラ イ マ ー 群 ２ の 中 か
ら ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス の Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 プ ラ イ マ ー Ｄ Ｎ Ａ 対 （ D-4 と U-2 及 び D-1 と U-4 ） を
用 い て 実 施 例 １ － （ ２ ） 記 載 の 方 法 に 従 い 、 ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス 遺 伝 子 領 域 を 増 幅 し た 。
な お 図 １ に ４ 種 類 の プ ラ イ マ ー の 位 置 を 示 す 。
【 ０ １ ４ ２ 】

    Ｄ Ｎ Ａ プ ラ イ マ ー 群 １
      D-1: GCTGCCATGTGGGAGCTTCTAATC 
　 　 　 D-4: TTCCCGCCTTATGCAAATGGGCAGC

    Ｄ Ｎ Ａ プ ラ イ マ ー 群 ２
      U-2: GTGTTAGGCTGTCTTATAGGTACA 
      U-4: CTTGTATTCATGGTCTACTAAC 

　 D-4 と U-2 の プ ラ イ マ ー で 増 幅 さ せ た 場 合 、 4.6Kb の 増 幅 断 片 が 得 ら れ 、 一 方 、 D-1 と
U-4 の プ ラ イ マ ー で 増 幅 さ せ た 場 合 、 2.6Kb の 増 幅 断 片 が 得 ら れ た （ 表 １ １ ） 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 表 １ １ 　 伝 染 性 紅 斑 患 者 血 清 を 用 い た Ｐ Ｃ Ｒ に よ る ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス の 検 出
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【 ０ １ ４ ４ 】
　 表 １ １ の 結 果 よ り 、 ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス Ｄ Ｎ Ａ 断 片 の 増 幅 と 実 施 例 ９ － （ ２ ） の エ ン ザ
イ ム イ ム ノ ア ッ セ イ 抗 原 検 出 の 結 果 が 一 致 し て い た 事 に よ り 、 ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス 遺 伝 子
の 塩 基 配 列 を も と に 、 Ｄ Ｎ Ａ プ ラ イ マ ー を 作 製 し 、 Ｐ Ｃ Ｒ 法 で 増 幅 さ せ た Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 検
出 す る こ と で 、 ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス 遺 伝 子 の 検 出 が 出 来 る こ と を 見 い だ し た 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 以 下 に 明 細 書 及 び 図 中 の ポ リ ペ プ チ ド 及 び 塩 基 配 列 等 の 符 号 及 び 記 号 は 以 下 の 通 り で あ
る ほ か 、 慣 用 的 に 当 該 分 野 で 用 い ら れ る も の で あ る 。
【 ０ １ ４ ６ 】
表 １ ２
　 ア ミ ノ 酸 略 号
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ４ ７ 】
表 １ ３
  核 酸 略 号
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【 ０ １ ４ ８ 】
　 Ｈ Ｐ Ｖ 　 ： ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス
  Ｄ Ｎ Ａ 　 ： デ オ キ シ リ ボ 核 酸
　 Ｒ Ｎ Ａ 　 ： リ ボ 核 酸
  Ｅ Ｄ Ｔ Ａ ： エ チ レ ン ジ ア ミ ン 四 酢 酸
　 Ｓ Ｄ Ｓ 　 ： ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム
　 Ｉ Ｐ Ｔ Ｇ ： イ ソ プ ロ ピ ル β - Ｄ - ガ ラ ク ト シ ド
　 Ｘ ｇ ａ ｌ ： ５ - ブ ロ モ － ４ - ク ロ ロ － ３ - イ ン ド リ ル － β - Ｄ - ガ ラ ク ト シ ド 　 Ｐ Ｃ Ｒ
　 ： ポ リ メ ラ ー ゼ ・ チ ェ ー ン ・ リ ア ク シ ョ ン
　 Ａ ｐ r   ： ア ン ピ シ リ ン 耐 性 遺 伝 子
　 Ｌ ａ ｃ Ｚ ： β - ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 遺 伝 子
  Ｖ Ｐ － １ ： ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス 構 造 タ ン パ ク 質 遺 伝 子 Ｖ Ｐ － １
  Ｖ Ｐ － ２ ： ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス 構 造 タ ン パ ク 質 遺 伝 子 Ｖ Ｐ － ２
  Ｎ Ｓ 　 　 ： ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス 非 構 造 遺 伝 子
  Ｎ ’ 　 　 ： Ｎ タ ン パ ク 質 の Ｎ 末 端 の ３ ３ 個 の ア ミ ノ 酸 に 対 応 す る λ フ ァ ー ジ Ｎ タ ン パ ク
質 遺 伝 子
　 Ｐ tac   ： Ｔ ａ ｃ プ ロ モ ー タ ー
　 Ｐ L     ： Ｐ L プ ロ モ ー タ ー
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ４ ９ 】
【 図 １ 】 本 発 明 の 遺 伝 子 の ク ロ ー ニ ン グ 領 域 を 示 し た 概 略 図 で あ る 。
【 図 ２ 】 本 発 明 の 遺 伝 子 の 塩 基 配 列 及 び そ の 遺 伝 子 が コ ー ド す る ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸
配 列 の 最 初 の 部 分 を 示 し た も の で あ る 。
【 図 ３ 】 図 ２ の 続 き の 配 列 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ４ 】 図 ３ の 続 き の 配 列 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ５ 】 図 ４ の 続 き の 配 列 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ６ 】 図 ５ の 続 き の 配 列 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ７ 】 図 ６ の 続 き の 配 列 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ８ 】 図 ７ の 続 き の 配 列 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ９ 】 図 ８ の 続 き の 配 列 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 １ ０ 】 図 ９ の 続 き の 配 列 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 １ １ 】 プ ラ ス ミ ド pPLN-MCSの 構 築 の 模 式 図 で あ る 。
【 図 １ ２ 】 プ ラ ス ミ ド pVP200の 構 築 の 模 式 図 で あ る 。
【 図 １ ３ 】 Ｖ Ｐ － １ 発 現 ベ ク タ ー 作 製 時 の 部 位 特 異 的 変 異 を 示 し た 模 式 図 で あ る 。
【 図 １ ４ 】 プ ラ ス ミ ド pVP100の 構 築 の 模 式 図 で あ る 。
【 図 １ ５ 】 プ ラ ス ミ ド pVP300の 構 築 の 模 式 図 で あ る 。
【 図 １ ６ 】 プ ラ ス ミ ド pAcVP1、 pAcVP2の 構 築 の 模 式 図 で あ る 。
【 図 １ ７ 】 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス に よ っ て 産 生 さ れ た ウ イ ル ス 粒 子 様 構 造 物 の 電 子 顕 微 鏡 写 真
で あ る 。
【 図 １ ８ 】 伝 染 性 紅 斑 患 者 の Ｖ Ｐ － １ 、 Ｖ Ｐ － ２ に 対 す る Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 の 経 時 変 化 を 示 す 図
で あ る 。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】 【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】 【 図 ６ 】

【 図 ７ 】 【 図 ８ 】
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【 図 ９ 】 【 図 １ ０ 】

【 図 １ １ 】 【 図 １ ２ 】
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【 図 １ ３ 】 【 図 １ ４ 】

【 図 １ ５ 】 【 図 １ ６ 】
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【 図 １ ８ 】
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【 図 １ ７ 】

【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 16年 2月 23日 (2004.2.23)
【 手 続 補 正 ２ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 特 許 請 求 の 範 囲
【 補 正 対 象 項 目 名 】 全 文
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】

    Ｄ Ｎ Ａ プ ラ イ マ ー 群 １

(42) JP 2004-187687 A 2004.7.8

下 記 の Ｄ Ｎ Ａ プ ラ イ マ ー 群 １ 及 び Ｄ Ｎ Ａ プ ラ イ マ ー 群 ２ の 中 か ら そ れ ぞ れ 少 な く と も １ 種
ず つ 選 ば れ る １ 対 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て Ｐ Ｃ Ｒ 法 に よ り 下 記 式 (1)で 示 さ れ る 塩
基 配 列 を 有 す る 遺 伝 子 を 増 幅 し 、 該 増 幅 さ れ た 遺 伝 子 を 検 出 す る こ と か ら 成 る 、 検 体 中 の
ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス の 検 出 方 法 。



      D-1: GCTGCCATGTGGGAGCTTCTAATC 
　 　 　 D-4: TTCCCGCCTTATGCAAATGGGCAGC
    Ｄ Ｎ Ａ プ ラ イ マ ー 群 ２
      U-2: GTGTTAGGCTGTCTTATAGGTACA 
      U-4: CTTGTATTCATGGTCTACTAAC 
式 (1)
        10         20         30         40         50         60       
TTCCCGCCTT ATGCAAATGG GCAGCCATTT TAAGTGTTTT ACTATAATTT TATTGGTCAG   　   
        70         80         90        100        110        120       
TTTTGTAACG GTTAAAATGG GCGGAGCGTA GGCGGGGACT ACAGTATATA TAGCACGGCA       
       130        140        150        160        170        180       
CTGCCGCAGC TCTTTCTTTC TGGGCTGCTT TTTCCTGGAC TTTCTTGCTG TTTTTTGTGA       
       190        200        210        220        230        240       
GCTAACTAAC AGGTATTTAT ACTACTTGTT AACATACTAA CATGGAGCTA TTTAGAGGGG       
       250        260        270        280        290        300       
TTCTTCAAGT TTCTTCTAAT GTTCTGGACT GTGCTAACGA TAATTGGTGG TGCTCTTTAC       
       310        320        330        340        350        360       
TGGATTTAGA CACTTCTGAC TGGGAACCAC TAACTCATAC TAACAGACTA ATGGCAATAT       
       370        380        390        400        410        420       
ACTTAAGCAG TGTGGCTTCT AAGCTTGACT TTACCGGGGG GCCACTAGCA GGGTGCTTGT       
       430        440        450        460        470        480       
ACTTTTTTCA AGTAGAATGT AACAAATTTG AAGAAGGCTA TCATATTCAT GTGGTTATTG       
       490        500        510        520        530        540       
GGGGGCCAGG GTTAAATCCC AGAAACCTCA CTGTGTGTGT AGAGGGGTTA TTTAATAATG       
       550        560        570        580        590        600       
TACTTTATCA CCTTGTAACT GAAAATGTGA AGCTAAAATT TTTGCCAGGM ATGACTACAA       
       610        620        630        640        650        660       
AAGGCAAATA CTTTAGAGAT GGAGAGCAGT TTATAGAAAA CTATTTAATG AAAAAAATAC       
       670        680        690        700        710        720       
CTTTAAATGT TGTATGGTGT GTTACTAATA TTGATGGATA TATAGATACC TGTATTTCTG       
       730        740        750        760        770        780       
CTACTTTTAG AAGGGGAGCT TGCCATGCCA AGAAACCCCG CATTACCACA GCCATAAATG       
       790        800        810        820        830        840       
ATACTAGTAG TGATGCTGGG GAGTCTAGCG GCACAGGGGC AGAGGTTGTG CCATTTAATG       
       850        860        870        880        890        900       
GGAAAGGAAC TAAGGCTAGC ATAAAGTTTC AAACTATGGT AAACTGGCTG TGTGAAAACA       
       910        920        930        940        950        960       
GAGTGTTTAC AGAGGATAAG TGGAAACTAG TTGACTTTAA CCAGTACACT TTACTAAGCA       
       970        980        990       1000       1010       1020       
GTAGTCACAG TGGAAGTTTT CAAATTCAAA GTGCACTAAA ACTAGCAATT TATAAAGCAA       
      1030       1040       1050       1060       1070       1080       
CTAATTTAGT GCCTACTAGC ACATTTTTAT TGCATACAGA CTTTGAGCAG GTTATGTGTA       
      1090       1100       1110       1120       1130       1140       
TTAAAGACAA TAAAATTGTT AAATTGTTAC TTTGTCAAAA CTATGACCCC CTATTGGTGG       
      1150       1160       1170       1180       1190       1200       
GGCAGCATGT GTTAAAGTGG ATTGATAAAA AATGTGGCAA AAAAAATACA CTGTGGTTTT       
      1210       1220       1230       1240       1250       1260       
ATGGGCCGCC AAGTACAGGA AAAACAAACT TGGCAATGGC CATTGCTAAA AGTGTTCCAG       
      1270       1280       1290       1300       1310       1320       
TATATGGCAT GGTTAACTGG AATAATGAAA ACTTTCCATT TAATGATGTA GCAGGGAAAA       
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      1330       1340       1350       1360       1370       1380       
GCTTGGTGGT CTGGGATGAA GGTATTATTA AGTCTACAAT TGTAGAAGCT GCAAAAGCCA       
      1390       1400       1410       1420       1430       1440       
TTTTAGGCGG GCAACCTACC AGGGTAGATC AAAAAATGCG TGGAAGTGTA GCTGTGCCTG       
      1450       1460       1470       1480       1490       1500       
GAGTACCTGT GGTTATAACC AGCAATGGTG ATATTACTTT TGTTGTAAGC GGGAACACTA       
      1510       1520       1530       1540       1550       1560       
CAACAACTGT ACATGCTAAA GCCTTAAAAG AGCGCATGGT AAAGTTAAAC TTTACTGTAA       
      1570       1580       1590       1600       1610       1620       
GATGCAGCCC TGACATGGGG TTACTAACAG AGGCTGATGT ACAACAGTGG CTTACATGGT       
      1630       1640       1650       1660       1670       1680       
GTAATGCACA AAGCTGGGAC CACTATGAAA ACTGGGCAAT AAACTACACT TTTGATTTCC       
      1690       1700       1710       1720       1730       1740       
CTGGAATTAA TGCAGATGCC CTCCACCCAG ACCTCCAAAC CACCCCAATT GTCACAGACA       
      1750       1760       1770       1780       1790       1800       
CCAGTATCAG CAGCAGTGGT GGTGAAAGCT CTGAAGAACT CAGTGAAAGC AGCTTTTTTA       
      1810       1820       1830       1840       1850       1860       
ACCTCATCAC CCCAGGCGCC TGGAACACTG AAACCCCGCG CTCTAGTACG CCCATCCCCG       
      1870       1880       1890       1900       1910       1920       
GGACCAGTTC AGGAGAATCA TTTGTCGGAA GCCCAGTTTC CTCCGAAGTT GTAGCTGCAT       
      1930       1940       1950       1960       1970       1980       
CGTGGGAAGA AGCCTTCTAC ACACCTTTGG CAGACCAGTT TCGTGAACTG TTAGTTGGGG       
      1990       2000       2010       2020       2030       2040       
TTGATTATGT GTGGGACGGT GTAAGGGGTT TACCTGTGTG TTGTGTGCAA CATATTAACA       
      2050       2060       2070       2080       2090       2100       
ATAGTGGGGG AGGCTTGGGA CTTTGTCCCC ATTGCATTAA TGTAGGGGCT TGGTATAATG       
      2110       2120       2130       2140       2150       2160       
GATGGAAATT TCGAGAATTT ACCCCAGATT TGGTGCGGTG TAGCTGCCAT GTGGGAGCTT       
      2170       2180       2190       2200       2210       2220       
CTAATCCCTT TTCTGTGCTA ACCTGCAAAA AATGTGCTTA CCTGTCTGGA TTGCAAAGCT       
      2230       2240       2250       2260       2270       2280       
TTGTAGATTA TGAGTAAAGA AAGTGGCAAA TGGTGGGAAA GTGATGATAA ATTTGCTAAA       
      2290       2300       2310       2320       2330       2340       
GCTGKGTATC AGCAATTTGT GGAATTTTAT GAAAAGGTTA CTGGWACAGA CTTAGAGCTT       
      2350       2360       2370       2380       2390       2400       
ATTCAAATAT TAAAAGATCA TTATAATATT TCTTTAGATA ATCCCCTAGA AAACCCATCC       
      2410       2420       2430       2440       2450       2460       
TCTCTGTTTR ACTTAGTTGC TCGTATTAAA AATAACCTTA AAAACTCTCC AGACTTATAT       
      2470       2480       2490       2500       2510       2520       
AGTCATCATT TTCAAAGTCA TGGACAGTTA TCTGACCACC CCCATGCCTT ATCATCCAGT       
      2530       2540       2550       2560       2570       2580       
AGCAGTAATG CAGAACCTAG AGGAGAAAAT GCAGTATTAT CTAGTGAAGA CTTACACAAG       
      2590       2600       2610       2620       2630       2640       
CCTGGGCAAG TTAGCGTACA ACTACCCGGT ACTAACTATG TTGGGCCTGG TAATGAGTTA       
      2650       2660       2670       2680       2690       2700       
CAAGCTGGGC CCCCGCAAAG TGCTGTTGAC AGTGCTGCAA GGATTCATGA CTTTAGGTAT       
      2710       2720       2730       2740       2750       2760       
AGCCAACTGG CTAAGTTGGG AATAAATCCA TATACTCATT GGACTGTAGC AGATGAAGAG       
      2770       2780       2790       2800       2810       2820       
CTTTTAAAAA ATATAAAAAA TGAAACTGGG TTTCAAGCAC AAGTAGTAAA AGACTACTTT       
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      2830       2840       2850       2860       2870       2880       
ACTTTAAAAG GTGCAGCTGC CCCTGTGGCC CATTTTCAAG GAAGTTTGCC GGAAGTTCCC       
      2890       2900       2910       2920       2930       2940       
GCTTACMACG CCTCAGAAAA ATACCCAAGC ATGACTTCAG TTAATTCTGC AGAAGCCAGC       
      2950       2960       2970       2980       2990       3000       
ACTGGTGCAG GAGGGGGGGG CAGTAATCCT GTCAAAAGCA TGTGGAGTGA GGGGGCCACT       
      3010       3020       3030       3040       3050       3060       
TTTAGTGCCA ACTCTGTAAC TTGTACATTT TCCAGACAGT TTTTAATTCC ATATGACCCA       
      3070       3080       3090       3100       3110       3120       
GAGCACCATT ATAARGTGTT TTCTCCCGCA GCAAGTAGCT GCCACAATGC CAGTGGAAAA       
      3130       3140       3150       3160       3170       3180       
GAGGCAAAGG TTTGCACCAT TAGTCCCATA ATGGGATACT CAACCCCATG GAGATATTTA       
      3190       3200       3210       3220       3230       3240       
GATTTTAATG CTTTAAATTT ATTTTTTTCA CCTTTAGAGT TTCAGCACTT AATTGAAAAT       
      3250       3260       3270       3280       3290       3300       
TATGGAAGCA TAGCTCCTGA TGCTTTAACT GTAACCATAT CAGAAATTGC TGTTAAGGAT       
      3310       3320       3330       3340       3350       3360       
GTTACAGACA AAACTGGAGG GGGGGTACAG GTTACTGACA GCACTACAGG GCGCCTATGC       
      3370       3380       3390       3400       3410       3420       
ATGTTAGTAG ACCATGAATA CAAGTACCCA TATGTGTTAG GGCAAGGTCA GGATACTTTA       
      3430       3440       3450       3460       3470       3480       
GCCCCAGAAC TTCCTATTTG GGTATACTTT CCCCCTCAAT ATGCTTACTT AACAGTAGGA       
      3490       3500       3510       3520       3530       3540       
GATGTTAACA CACAAGGAAT TTCTGGAGAC AGCAAAAAAT TAGCAAGTGA AGAATCAGCA       
      3550       3560       3570       3580       3590       3600       
TTTTATGTTT TGGAACACAG TTCYTTTCAG CTTTTAGGTA CAGGAGGTAC AGCAACTATG       
      3610       3620       3630       3640       3650       3660       
TCTTATAAGT TTCCTCCAGT GCCCCCAGAA AATTTAGAGG GCTGCAGTCA ACACTTTTAT       
      3670       3680       3690       3700       3710       3720       
GAAATGTACA ATCCCTTATA CGGATCCCGC TTAGGGGTCC CTGACACATT AGGAGGTGAC       
      3730       3740       3750       3760       3770       3780       
CCAAAATTTA GATCTTTAAC ACATGAAGAC CATGCAATTC AGCCCCAAAA CTTCATGCCA       
      3790       3800       3810       3820       3830       3840       
GGGCCACTAG TAAACTCAGT GTCTACAAAG GAGGGAGACA GCTCTAATAC TGGAGCTGGA       
      3850       3860       3870       3880       3890       3900       
AAAGCCTTAA CAGGCCTTAG CACAGGTACC TCGCAAAACA CTAGAATATC CTTACGSCCT       
      3910       3920       3930       3940       3950       3960       
GGGCCAGTGT CTCAGCCATA CCACCACTGG GACACAGATA AATATGTCAC AGGAATAAAT       
      3970       3980       3990       4000       4010       4020       
GCCATTTCTC ATGGTCAGAC CACTTATGGT AACGCTGAAG ACAAAGAGTA TCAGCAAGGA       
      4030       4040       4050       4060       4070       4080       
GTGGGTAGAT TTCCAAATGA AAAAGAACAG CTAAAACAGT TACAGGGTTT AAACATGCAC       
      4090       4100       4110       4120       4130       4140       
ACCTATTTYC CCAATAAAGG AACCCAGCAA TATACAGATC AAATTGAGCG CCCCCTAATG       
      4150       4160       4170       4180       4190       4200       
GTGGGTTCTG TATGGAACAG AAGAGCCCTT CACTATGAAA GCCAGCTGTG GAGTAAAATT       
      4210       4220       4230       4240       4250       4260       
CCAAATTTAG ATGACAGTTT TAAAACTCAG TTTGCAGCCT TAGGAGGATG GGGTTTGCAT       
      4270       4280       4290       4300       4310       4320       
CAGCCACCTC CTCAAATATT TTTAAAAATA TTACCACAAA GTGGGCCAAT TGGAGGTATT       
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      4330       4340       4350       4360       4370       4380       
AAATCAATGG GAATTACTAC CTTAGTTCAG TATGCTGTGG GAATTATGAC AGTAACTATG       
      4390       4400       4410       4420       4430       4440       
ACATTTAAAT TGGGGCCCCG TAAAGCTACG GGACGGTGGA ATCCTCAACC TGGAGTATAT       
      4450       4460       4470       4480       4490       4500       
CCCCCGCACG CAGCAGGTCA TTTACCATAT GTACTATATG ACCCCACAGC TATAGATGCA       
      4510       4520       4530       4540       4550       4560       
AAACAACACC ACAGACATGG ATATGAAAAG CCTGAAGAGT TGTGGACAGC CAAAAGCCGT       
      4570       4580       4590       4600       4610       4620       
GTGCGCCCAT TGTAAACACT CCCCACCGTG CCCTCAGCCA GGATGCGTAA CTAAACGCCC       
      4630       4640       4650       4660       4670       4680       
ACCAGTACCA CCCAGACTGT ACCTGCCCCC TCCTGTACCT ATAAGACAGC CTAACAC          
（ た だ し 、 式 中 、 M は  A  ま た は  C、 R は  A  ま た は  G、 W は  A  ま た は  T、 S は  C  ま
た は  G、 Y は  C  ま た は  T、 K は  G  ま た は  T  の 塩 基 を 示 す 。 ）
【 請 求 項 ２ 】

。
【 請 求 項 ３ 】
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前 記 プ ラ イ マ ー D-4と U-2を 用 い る 請 求 項 １ 記 載 の 方 法

請 求 項 １ 記 載 の プ ラ イ マ ー D-1, D-4, U-2又 は U-4。
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