
(57)【要約】
　本発明は、以下の特性、 (i)少なくとも部分的に 1本鎖である DNAゲノムであり、 (ii)前
記ゲノムが蛋白質またはポリ蛋白質をコードする少なくとも 1個のオープンリーディング
フレーム (ORF)を含み、 (iii)前記ゲノムが前記配列に属する少なくとも 40個のヌクレオチ
ドの各部分について、配列番号 1またはその相補的配列と少なくとも 90%相同であるヌクレ
オチド配列を含む特性を有する単離 HXHVウイルスに関する。本発明はまた、核材料および
ペプチド材料およびそれらの用途に関する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 以 下 の 特 性 、
　 (i)少 な く と も 部 分 的 に 1本 鎖 で あ る DNAゲ ノ ム で あ り 、
　 (ii)前 記 ゲ ノ ム が 1つ の 蛋 白 質 ま た は 1つ の ポ リ 蛋 白 質 を コ ー ド す る 少 な く と も 1つ の リ
ー デ ィ ン グ フ レ ー ム (ORF)を 含 み 、
　 (iii)前 記 ゲ ノ ム が 、 前 記 配 列 に 属 す る 少 な く と も 40の ヌ ク レ オ チ ド の 任 意 部 分 に つ い
て 、 配 列 番 号 1ま た は そ の 相 補 配 列 と 少 な く と も 90%の 相 同 性 を 示 す ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含
む
　 を 有 す る 単 離 HXHVウ イ ル ス 。
【 請 求 項 ２ 】
　 (iii)の 前 記 配 列 が 、 前 記 配 列 に 属 す る 40の ヌ ク レ オ チ ド の 任 意 部 分 に つ い て 、 配 列 番
号 1ま た は そ の 相 補 的 配 列 と 少 な く と も 95%の 相 同 性 を 示 す こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 1に 記
載 の ウ イ ル ス 。
【 請 求 項 ３ 】
　 (iii)の 前 記 配 列 が 、 前 記 配 列 に 属 す る 40の ヌ ク レ オ チ ド の 任 意 部 分 に つ い て 、 配 列 番
号 1ま た は そ の 相 補 的 配 列 と 少 な く と も 98%の 相 同 性 を 示 す こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 1ま た
は 2に 記 載 の ウ イ ル ス 。
【 請 求 項 ４ 】
　 ゲ ノ ム が 配 列 番 号 2～ 6か ら 選 択 さ れ た ペ プ チ ド 配 列 を コ ー ド す る 少 な く と も 1つ の リ ー
デ ィ ン グ フ レ ー ム を 含 む こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 1か ら 3の い ず れ か 一 項 に 記 載 の ウ イ ル ス
。
【 請 求 項 ５ 】
　 請 求 項 1か ら 4の い ず れ か 一 項 に 記 載 の HXHVウ イ ル ス の ゲ ノ ム か ら 得 ら れ る こ と が で き る
核 酸 配 列 。
【 請 求 項 ６ 】
　 配 列 番 号 1ま た は そ の 相 補 的 配 列 に 属 す る 少 な く と も 12の 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド の ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 を 含 む 、 ま た は そ れ か ら 構 成 さ れ る こ と を 特 徴 と す る DNAヌ ク レ オ チ ド 断 片
。
【 請 求 項 ７ 】
　 配 列 番 号 1ま た は そ の 相 補 的 配 列 に 属 す る 少 な く と も 15の 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド を 含 む
、 ま た は そ れ か ら 構 成 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 6に 記 載 の 断 片 。
【 請 求 項 ８ 】
　 配 列 番 号 1ま た は そ の 相 補 的 配 列 に 属 す る 少 な く と も 18の 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド を 含 む
、 ま た は そ れ か ら 構 成 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 6ま た は 7に 記 載 の 断 片 。
【 請 求 項 ９ 】
　 配 列 番 号 1ま た は そ の 相 補 的 配 列 に 属 す る 少 な く と も 21の 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド を 含 む
、 ま た は そ れ か ら 構 成 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 6か ら 8の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 断 片
。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 前 記 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド が 配 列 番 号 1の ヌ ク レ オ チ ド 813か ら 開 始 し て ヌ ク レ オ チ ド 13
61で 終 わ る 部 分 ま た は 相 補 的 断 片 に 属 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 6か ら 9の い ず れ か 一 項
に 記 載 の 断 片 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 前 記 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド が 配 列 番 号 1の ヌ ク レ オ チ ド 927か ら 開 始 し て ヌ ク レ オ チ ド 96
8で 終 わ る 部 分 ま た は 相 補 的 断 片 に 属 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 6か ら 9の い ず れ か 一 項
に 記 載 の 断 片 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 配 列 番 号 1ま た は そ の 相 補 的 断 片 を 含 む か 、 ま た は そ れ か ら 構 成 さ れ る こ と を 特 徴 と す
る 請 求 項 6か ら 11の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 断 片 。
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【 請 求 項 １ ３ 】
　 請 求 項 6か ら 12の い ず れ か 一 項 に 記 載 さ れ た 断 片 ま た は そ の 相 補 的 断 片 の 転 写 産 物 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 請 求 項 6か ら 12の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 断 片 ま た は そ の 相 補 的 断 片 を 含 む か 、 ま た は そ
れ か ら 構 成 さ れ る こ と を 特 徴 と す る DNA分 子 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 請 求 項 13に 記 載 の 転 写 産 物 を 含 む か 、 ま た は そ れ か ら 構 成 さ れ る こ と を 特 徴 と す る RNA
分 子 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 が 請 求 項 1か ら 4ま で の い ず れ か 一 項 に 記 載 の HXHVウ イ ル ス の ゲ ノ ム に
よ っ て コ ー ド さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 配 列 番 号 5に 属 す る 少 な く と も 7の ア ミ ノ 酸 の ペ プ チ ド 配 列 を 含 む か 、 ま た は そ れ か ら 構
成 さ れ る ペ プ チ ド 断 片 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 配 列 番 号 5を 含 む か 、 ま た は そ れ か ら 構 成 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 17に 記 載 の 断
片 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 配 列 番 号 5に 属 す る せ い ぜ い 15の ア ミ ノ 酸 の ペ プ チ ド 配 列 を 含 む か 、 ま た は そ れ か ら 構
成 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 16に 記 載 の 断 片 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 配 列 番 号 6を 含 む か 、 ま た は そ れ か ら 構 成 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 17ま た は 18に
記 載 の 断 片 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 ア ミ ノ 酸 6個 か ら 10個 、 ま た は 8個 か ら 12個 の ペ プ チ ド 配 列 を 含 む か 、 ま た は そ れ か ら 構
成 さ れ 、 前 記 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 5に 属 す る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 17ま た は 19に 記 載
の 断 片 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 発 現 に 必 要 な エ レ メ ン ト の 制 御 下 に 置 か れ た 請 求 項 5に 記 載 の 核 酸 配 列 、 ま た は 請 求 項 6
か ら 12の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 断 片 、 ま た は 請 求 項 14に 記 載 の DNA分 子 の 発 現 を 可 能 に す
る 、 原 核 生 物 ま た は 真 核 生 物 か ら 得 ら れ た 細 胞 で 機 能 す る 発 現 カ セ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 請 求 項 22に 記 載 の 発 現 カ セ ッ ト を 含 む ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 請 求 項 22に 記 載 の 発 現 カ セ ッ ト ま た は 請 求 項 23に 記 載 の 発 現 ベ ク タ ー を 含 む 原 核 生 物 ま
た は 真 核 生 物 由 来 の 細 胞 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 COSお よ び CHO細 胞 か ら 選 択 さ れ た 真 核 生 物 か ら 得 ら れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 24に 記
載 の 細 胞 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 Saccaromyces cerevisiaeお よ び Pichia Pastoris細 胞 か ら 選 択 さ れ た 低 級 真 核 生 物 か ら
得 ら れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 24に 記 載 の 細 胞 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 請 求 項 22に 記 載 の 発 現 カ セ ッ ト 、 請 求 項 23に 記 載 の ベ ク タ ー 、 ま た は 請 求 項 24か ら 26の
い ず れ か 一 項 に 記 載 の 細 胞 に よ っ て 生 成 す る こ と が で き る ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 請 求 項 24か ら 26の い ず れ か 一 項 に 記 載 さ れ た 宿 主 細 胞 を 適 切 な 培 養 培 地 で 培 養 し 、 生 成
し た 前 記 ポ リ ペ プ チ ド を 必 要 な 純 度 ま で 精 製 す る 、 請 求 項 16に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は
請 求 項 17か ら 20の い ず れ か 一 項 に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 断 片 の 調 製 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
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　 請 求 項 16ま た は 27に 記 載 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド ま た は 請 求 項 17か ら 20の い ず れ か 一 項 に 記
載 さ れ た ペ プ チ ド 断 片 か ら 成 る 免 疫 原 性 ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 配 列 番 号 6か ら 成 る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 29に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 哺 乳 類 動 物 を 請 求 項 29ま た は 30に 記 載 の 免 疫 原 性 ペ プ チ ド で 免 疫 す る こ と に よ っ て 得 る
こ と が で き る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 請 求 項 6ま た は 27に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は 請 求 項 17か ら 20、 29お よ び 30の い ず れ か
一 項 に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 断 片 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 診 断 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 請 求 項 31に 記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 含 む こ と を 特 徴 と す
る 診 断 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 HXHVウ イ ル ス に 感 染 し て い る 、 ま た は 感 染 し た 可 能 性 が 疑 わ れ る 生 物 試 料 を 、 抗 体 -抗
原 複 合 体 形 成 を 可 能 に す る 所 定 の 条 件 下 で 、 請 求 項 32に 記 載 の 診 断 組 成 物 と 接 触 さ せ 、 か
つ 前 記 複 合 体 形 成 を 検 出 す る 、 請 求 項 1に 記 載 の HXHVウ イ ル ス 、 ま た は 少 な く と も 請 求 項 1
6ま た は 27に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は 請 求 項 17か ら 20の い ず れ か 一 項 に 記 載 の ポ リ ペ プ
チ ド 断 片 に 対 す る 抗 体 の 検 出 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 生 物 試 料 を 、 抗 体 -抗 原 複 合 体 形 成 を 可 能 に す る 所 定 の 条 件 下 で 、 請 求 項 32に 記 載 の 診
断 組 成 物 と 接 触 さ せ 、 か つ 前 記 複 合 体 形 成 を 検 出 す る 、 生 物 学 的 試 料 中 の 請 求 項 16ま た は
17に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は 請 求 項 17か ら 20の い ず れ か 一 項 に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 断 片
の 検 出 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 適 切 な 媒 体 お よ び /ま た は ア ジ ュ バ ン ト お よ び /ま た は 希 釈 剤 お よ び /ま た は 薬 剤 と し て
許 容 さ れ る 賦 形 剤 と 一 緒 に し た 請 求 項 16ま た は 27に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は 請 求 項 17
か ら 20、 29ま た は 30の い ず れ か 一 項 に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 断 片 、 ま た は 請 求 項 1に 記 載 の H
XHVウ イ ル ス を 含 む こ と を 特 徴 と す る 免 疫 原 性 ま た は ワ ク チ ン 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 請 求 項 5に 記 載 の 核 酸 配 列 、 ま た は 請 求 項 6か ら 12の い ず れ か 一 項 に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド
断 片 、 ま た は 請 求 項 14ま た は 15に 記 載 の DNAま た は RNA分 子 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ で き 、 前 記 ハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 検 出 す べ き プ ロ ー ブ -核 酸 配 列 複 合 体 の Tm(融 解 温 度 )よ り 低 い ほ
ぼ 12℃ か ら 20℃ の 間 で 選 択 さ れ た 温 度 お よ び 塩 濃 度 の 組 み 合 わ せ に 対 応 す る 厳 密 な 条 件 下
で 実 施 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 少 な く と も 12の ヌ ク レ オ チ ド の プ ロ ー ブ 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 請 求 項 5に 記 載 の 核 酸 配 列 、 ま た は 請 求 項 6か ら 12の い ず れ か 一 項 に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド
断 片 、 ま た は 請 求 項 14ま た は 15に 記 載 の DNAま た は RNA分 子 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ で き 、 前 記 ハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が 増 幅 お よ び /ま た は 検 出 す べ き プ ラ イ マ ー -核 酸 配 列 複 合 体 の Tm(
融 解 温 度 )よ り 低 い ほ ぼ 12℃ か ら 20℃ の 間 で 選 択 さ れ た 温 度 お よ び 塩 濃 度 の 組 み 合 わ せ に
対 応 す る 厳 密 な 条 件 下 で 実 施 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 少 な く と も 12の ヌ ク レ オ チ ド の プ ラ
イ マ ー 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 配 列 番 号 19か ら 22の い ず れ か 1つ か ら 選 択 さ れ た こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 5に 記 載 の 核
酸 配 列 、 ま た は 請 求 項 6か ら 12の い ず れ か 一 項 に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 断 片 、 ま た は 請 求 項 1
4に 記 載 の DNA分 子 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が で き る プ ラ イ マ ー 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 請 求 項 5に 記 載 の 核 酸 配 列 、 ま た は 請 求 項 6か ら 12の い ず れ か 一 項 に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド
断 片 、 ま た は 請 求 項 14ま た は 15に 記 載 の DNAま た は RNA分 子 に 結 合 で き る こ と を 特 徴 と す る
抗 核 酸 抗 体 。
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【 請 求 項 ４ １ 】
　 請 求 項 37、 38、 39お よ び 40に 記 載 の 少 な く と も 1つ の プ ロ ー ブ ま た は 少 な く と も 1つ の プ
ラ イ マ ー ま た は 少 な く と も 1つ の 抗 核 酸 抗 体 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 診 断 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 生 物 試 料 か ら DNAま た は RNAを 抽 出 す る た め に 、 必 要 で あ れ は 前 記 試 料 を 処 理 し て 、 定 義
し た 厳 密 な 条 件 下 で 、 前 記 試 料 を 請 求 項 37、 38ま た は 39に 記 載 の 少 な く と も 1つ の プ ロ ー
ブ ま た は 少 な く と も 1つ の プ ラ イ マ ー と 接 触 さ せ 、 試 料 中 に お け る ウ イ ル ス DNAま た は RNA
の 存 在 を 前 記 ウ イ ル ス DNAま た は RNAと 少 な く と も 1つ の プ ロ ー ブ と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ
ョ ン を 示 す こ と 、 ま た は 前 記 DNAま た は RNAの 増 幅 の い ず れ か に よ っ て 検 出 す る 、 生 物 試 料
中 の ウ イ ル ス DNAま た は RNAの 検 出 方 法 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 血 清 ま た は 血 漿 試 料 を 患 者 か ら 収 集 し て 、 前 記 試 料 か ら DNAお よ び /ま た は RNAを 抽 出 す
る た め に 、 必 要 で あ れ は 前 記 試 料 を 処 理 し て 、 前 記 試 料 を 請 求 項 31に 記 載 の 少 な く と も 1
つ の 抗 核 酸 抗 体 と 接 触 さ せ て 、 前 記 抗 体 は 場 合 に よ っ て は 適 切 な マ ー カ ー で 標 識 さ れ て お
り 、 核 酸 /抗 体 複 合 体 の 形 成 を 示 す 、 ウ イ ル ス DNAお よ び /ま た は RNAの 検 出 方 法 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 少 な く と も 1つ の ポ リ ペ プ チ ド ま た は 請 求 項 16か ら 20、 29お よ び 30の い ず れ か 一 項 に 記
載 の 1つ の ポ リ ペ プ チ ド 断 片 を コ ー ド す る DNA配 列 を 含 み 、 前 記 DNAは 適 切 な 媒 体 お よ び /ま
た は 希 釈 剤 と 混 合 さ れ た 、 ワ ク チ ン 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 治 療 上 、 ま た は ワ ク チ ン と し て 関 心 の あ る 少 な く と も 1つ の 遺 伝 子 を 含 む ベ ク タ ー で あ
っ て 、 前 記 遺 伝 子 は 特 に 、
　 (i)請 求 項 16か ら 20、 29お よ び 30の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 少 な く と も 1つ の ポ リ ペ プ チ ド
ま た は ポ リ ペ プ チ ド 断 片 、 ま た は
　 (ii)(i)に 記 載 の 少 な く と も 1つ の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド 断 片 に 結 合 す る こ と
が で き る ポ リ ク ロ ー ナ ル ま た は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 少 な く と も 全 部 ま た は 一 部 、 ま た は
　 (iii)(i)に 記 載 の 少 な く と も 1つ の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド 断 片 を 阻 害 す る 少
な く と も 1つ の 分 子 、 ま た は
　 (iv)(i)に 記 載 の 少 な く と も 1つ の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド 断 片 に 結 合 し 、 お よ
び /ま た は そ の 機 能 を 阻 害 す る こ と が で き る 少 な く と も 1つ の リ ガ ン ド ま た は リ ガ ン ド の 任
意 部 分 の い ず れ か
を コ ー ド す る ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 特 に 、 請 求 項 45に 記 載 の ベ ク タ ー を 含 む こ と 、 お よ び 関 心 の あ る 前 記 遺 伝 子 を in　 vivo
で の そ の 発 現 を 確 実 に す る エ レ メ ン ト の 制 御 下 に 置 く こ と を 特 徴 と す る 治 療 組 成 物 ま た は
ワ ク チ ン 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 請 求 項 5で 記 載 さ れ た 少 な く と も 1つ の 核 酸 配 列 ま た は 請 求 項 6か ら 12の い ず れ か 一 項 で
記 載 さ れ た 少 な く と も 1つ の ヌ ク レ オ チ ド 断 片 ま た は 請 求 項 14で 記 載 さ れ た 少 な く と も 1つ
の DNA分 子 あ る い は 請 求 項 45で 記 載 さ れ た ベ ク タ ー で 形 質 転 換 さ れ た 、 特 に 真 核 細 胞 、 た
と え ば COSお よ び CHO細 胞 お よ び 低 級 真 核 細 胞 、 た と え ば 酵 母 細 胞 、 特 に Saccaromyces cer
evisiaeお よ び Pichia pastorisか ら 得 ら れ た 細 胞 か ら 選 択 さ れ た 遺 伝 子 的 に 改 変 さ れ た 細
胞 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 請 求 項 47に 記 載 の 細 胞 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 医 薬 組 成 物 ま た は ワ ク チ ン 組 成 物 。

【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 肝 炎 は 最 も 重 要 な 伝 染 性 疾 患 で あ る 。 最 も 多 い 伝 染 様 式 は 、 輸 血 、 臓 器 移 植 お よ び 血 液
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透 析 で あ る が 、 肝 炎 は ま た 、 汚 染 し た 食 品 ま た は 水 を 摂 取 す る こ と に よ っ て 、 お よ び 個 人
間 の 接 触 に よ っ て 伝 染 す る こ と が で き る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 ウ イ ル ス 性 肝 炎 は 、 ゲ ノ ム お よ び 複 製 様 式 に よ っ て 互 い に 区 別 で き る 様 々 な ウ イ ル ス 病
原 体 に よ っ て 誘 導 さ れ る 。 ウ イ ル ス 性 肝 炎 は 、 様 々 な 重 症 度 の 障 害 を 肝 臓 に 引 き 起 こ す 。
世 界 中 で 10億 人 以 上 の 人 々 が ウ イ ル ス 性 肝 炎 に 罹 患 し て い る 。 肝 硬 変 ま た は 肝 癌 に 進 行 し
得 る 慢 性 型 肝 炎 に は 重 度 の 危 険 性 が 存 在 す る 。 ウ イ ル ス 性 肝 炎 は 、 詳 細 に 明 ら か に さ れ た
症 状 、 た と え ば 黄 疸 、 高 ト ラ ン ス ア ミ ナ ー ゼ 濃 度 (ア ス パ ラ ギ ン 酸 ト ラ ン ス ア ミ ナ ー ゼ ま
た は AST、 ア ラ ニ ン ト ラ ン ス ア ミ ナ ー ゼ ま た は ALT、 乳 酸 脱 水 素 酵 素 ま た は LDH)お よ び 肝 臓
病 変 を 検 出 す る こ と に よ っ て 診 断 す る こ と が で き る 。 様 々 な 肝 炎 ウ イ ル ス A、 B、 C、 D、 E
、 Gお よ び TTVが 知 ら れ て い る に も か か わ ら ず 、 肝 炎 全 体 の 5%、 劇 症 肝 炎 の 40%が 未 解 明 の
ま ま な の で 、 未 知 の 肝 炎 ウ イ ル ス が 存 在 す る と 推 測 さ れ る 。 こ れ ら の 原 因 不 明 の 肝 炎 は 、
輸 血 後 に 生 じ 、 散 発 型 、 慢 性 型 ま た は 劇 症 型 で あ る 。 こ れ ら は 通 常 、 肝 炎 Xと 呼 ば れ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 肝 炎 G(GBV-A、 GBV-B、 GBV-C)お よ び TTVウ イ ル ス は 最 近 、 ヒ ト に お い て は 病 原 性 が な い
ら し い こ と が 確 認 さ れ た の で 、 こ れ ら で 原 因 不 明 の 肝 炎 、 ま た は 肝 炎 Xの 症 例 を 説 明 す る
こ と は で き な い 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 イ ン タ ー フ ェ ロ ン 治 療 に よ っ て ト ラ ン ス ア ミ ナ ー ゼ を 正 常 化 す る こ と が で き た 患 者 に お
け る 原 因 不 明 の 重 篤 な 肝 炎 1例 か ら 、 本 発 明 者 等 は 、 「 RDA」 (Representational Differen
ce Analysis)サ ブ ト ラ ク シ ョ ン ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 技 術 に よ っ て 、 ト ラ ン ス ア ミ ナ ー
ゼ ピ ー ク 時 の 血 清 と ト ラ ン ス ア ミ ナ ー ゼ 正 常 化 後 の 血 清 の 間 で 異 な っ て 示 さ れ る 核 酸 を ク
ロ ー ニ ン グ す る こ と が で き た 。 ト ラ ン ス ア ミ ナ ー ゼ ピ ー ク 時 の 血 清 に 特 異 的 な DNA配 列 を
表 す 643個 の ク ロ ー ン を ス ク リ ー ニ ン グ し た 。 ヒ ト ゲ ノ ム ま た は そ の 他 の あ ら ゆ る 公 知 の
配 列 と の 相 同 な 可 能 性 を 排 除 す る た め に 、 様 々 な 経 路 を 検 討 し た 。
・ 643個 の ク ロ ー ン と 「 ヒ ト ゲ ノ ム DNA」 ゾ ン デ と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ っ て 、 59
3個 の ク ロ ー ン が 「 ヒ ト ゲ ノ ム DNA」 プ ロ ー ブ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 50個 の ク ロ ー ン が 「 ヒ
ト ゲ ノ ム DNA」 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ せ ず 、 挿 入 部 を 含 む こ と を 示 す こ と を 可 能 に し た 。
・ NCBIサ イ ト の BLASTプ ロ グ ラ ム を サ イ ト に よ っ て 与 え ら れ た 変 数 に 従 っ て 使 用 し 、 こ れ
ら の 50個 の ク ロ ー ン の 配 列 と 公 表 さ れ た 配 列 と の 間 に あ り 得 る 相 同 性 に つ い て デ ー タ バ ン
ク を 検 索 し た 。
・ 放 射 活 性 標 識 「 ヒ ト ゲ ノ ム DNA」 プ ロ ー ブ を 使 用 し て 選 択 し た ク ロ ー ン の DNAに 対 す る 「
ド ッ ト ブ ロ ッ ト 」 に よ っ て 、 お よ び プ ロ ー ブ と し て 選 択 し た 放 射 標 識 ク ロ ー ン を 使 用 し た
ヒ ト ゲ ノ ム DNAの サ ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ っ て 、 前 段 階 で 選 択 し た 4個 の ク ロ ー ン を さ ら
に ス ク リ ー ニ ン グ し た 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 こ れ ら の 様 々 な 段 階 の 最 後 に 、 デ ー タ バ ン ク で は 配 列 が わ か ら な い 2個 の DNAク ロ ー ン を
選 択 し た 。 ク ロ ー ニ ン グ し た 配 列 内 で 実 施 し た PCRに よ っ て 、 血 液 提 供 者 か ら 得 た ヒ ト ゲ
ノ ム DNAに つ い て 試 験 し て 、 結 局 、 ヒ ト ゲ ノ ム DNAお よ び デ ー タ バ ン ク に 存 在 す る あ ら ゆ る
配 列 と の 相 同 性 が 欠 如 し た 1400塩 基 対 の 挿 入 部 を 含 有 す る 1個 の ク ロ ー ン を 選 択 し た 。 こ
の ク ロ ー ン の 配 列 を XHと 称 し た 。 こ の 配 列 は GCに 富 み (62%)、 4個 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ
フ レ ー ム を 有 す る 。 次 に 、 こ の 単 離 し た 配 列 に つ い て 4種 類 の 実 験 を 平 行 し て 行 い 特 徴 づ
け た 。
・ 生 物 学 的 臨 床 研 究 お よ び 疫 学 的 研 究 。
・ 分 子 に つ い て の 研 究 。
・ 特 異 的 抗 体 の 産 生 。
・ 電 子 顕 微 鏡 に よ る 研 究 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 結 果 に よ っ て 、 以 下 の こ と が 示 さ れ る 。
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・ 特 異 的 プ ラ イ マ ー を 使 用 し た PCRに よ っ て 、 XH配 列 は 研 究 に 用 い た 原 因 不 明 の 慢 性 肝 炎
を 有 す る 患 者 (試 験 し た 110人 の 患 者 の う ち )10%に お い て 見 い だ さ れ る 。
・ こ の 配 列 は 、 ク ロ ー ニ ン グ し た XH配 列 に 特 異 的 な 同 様 の PCRに よ っ て 試 験 し た 血 液 提 供
者 に は な い 。
・ こ の 配 列 は 、 少 な く と も 部 分 的 に 一 本 鎖 で あ る DNA配 列 で あ る 。
・ こ れ は い く つ か の リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を 有 し 、 こ の リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム の う ち 1つ
は 21kDの 蛋 白 質 を コ ー ド し 、 こ の 蛋 白 質 は 抗 体 産 生 を 誘 導 す る た め に 必 要 な 免 疫 原 性 お よ
び 親 水 特 性 の 全 て を 示 す 領 域 を 備 え て い る 。
・ PCRに よ っ て XH配 列 (XH + )が 陽 性 の 非 A-E患 者 の 血 清 の ス ク ロ ー ス 勾 配 分 画 に よ っ て 、 XH
配 列 が 陽 性 の 2つ の 連 続 し た 画 分 (1.3～ 1.5g/cm 3 )の 単 離 が 可 能 と な り 、 そ の 中 で 大 き さ や
規 則 性 が ウ イ ル ス 病 原 体 と 適 合 し た 粒 子 が 検 出 さ れ た 。 こ れ ら の 粒 子 は 、 PCRに よ っ て XH
配 列 が 陰 性 の 勾 配 画 分 で は 認 め ら れ な い 。 こ の 新 規 感 染 性 病 原 体 は HXHVと 呼 ば れ た 。
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【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 単 離 HXHVウ イ ル ス に 関 し 、 HXHVか ら 得 る こ と が で き る 核 酸 お よ
び ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。 さ ら に 、 本 発 明 は 、 ウ イ ル ス 性 肝 炎 を 有 す る こ と が 疑 わ れ る
患 者 ま た は 動 物 の HXHVウ イ ル ス 感 染 を 診 断 す る 手 段 お よ び 感 染 に 関 連 し た 疾 患 を 予 防 ま た
は 治 療 す る 医 薬 組 成 物 ま た は ワ ク チ ン 組 成 物 を 提 供 す る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 は 、
-以 下 の 特 性
(i)少 な く と も 部 分 的 に 1本 鎖 で あ る DNAゲ ノ ム 、
(ii)前 記 ゲ ノ ム が 1個 ま た は 複 数 の 蛋 白 質 ま た は ポ リ 蛋 白 質 を コ ー ド す る 1個 ま た は 複 数 の
リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム (ORF)を 含 み 、
(iii)前 記 ゲ ノ ム が 配 列 番 号 1の 配 列 ま た は 配 列 番 号 1と 相 補 的 な 配 列 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す
る こ と が で き る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 み 、 好 ま し く は 、 前 記 ゲ ノ ム は 、 前 記 配 列 に 属 す る
少 な く と も 40個 の ヌ ク レ オ チ ド の 任 意 部 分 に つ い て 、 配 列 番 号 1ま た は そ の 相 補 的 配 列 と
少 な く と も 90%、 有 利 に は 少 な く と も 95%、 さ ら に 少 な く と も 98%の 相 同 性 を 示 す ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 を 有 す る こ と を 示 す 単 離 HXHVウ イ ル ス 、
-HXHVウ イ ル ス の ゲ ノ ム ま た は 前 記 ゲ ノ ム の 断 片 か ら 得 る こ と が で き る 核 酸 配 列 、 ま た は
配 列 番 号 1ま た は 配 列 番 号 1に 相 補 的 な 配 列 に 相 同 な 核 酸 配 列 で 、 配 列 番 号 1で 表 さ れ る 配
列 の 長 さ 全 体 に わ た っ て 少 な く と も 90%、 好 ま し く は 少 な く と も 95%、 有 利 に は 少 な く と も
98%の 相 同 性 を 示 し 、 前 記 ウ イ ル ス が 前 記 で 定 義 さ れ た 特 性 を 有 す る 核 酸 配 列 、
-配 列 番 号 1の DNAヌ ク レ オ チ ド 配 列 ま た は 配 列 番 号 1で 表 さ れ る 配 列 に 対 し て 少 な く と も 90
%、 た と え ば 少 な く と も 95%ま た は 98%の 相 同 性 を 示 す ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ま た は そ れ ら の 相
補 的 DNA配 列 ま た は 前 記 DNAヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 転 写 産 物 の 少 な く と も 12個 の 連 続 し た ヌ ク
レ オ チ ド 、 好 ま し く は 少 な く と も 15個 ま た は 18個 の 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド 、 有 利 に は 少 な
く と も 21個 の 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド の DNAま た は RNAヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 、 ま た は そ れ
か ら 構 成 さ れ る DNAま た は RNAヌ ク レ オ チ ド 断 片 、 特 に 、 前 記 連 続 ヌ ク レ オ チ ド が 以 下 の 部
分 、 配 列 が 配 列 番 号 1の ヌ ク レ オ チ ド 813か ら 開 始 し ヌ ク レ オ チ ド 1361で 終 了 す る 部 分 、 お
よ び 配 列 が 配 列 番 号 1の ヌ ク レ オ チ ド 927か ら 開 始 し ヌ ク レ オ チ ド 968で 終 了 す る 部 分 の 1つ
に 属 す る 断 片 、 そ の 相 補 的 断 片 お よ び 前 記 断 片 の 転 写 産 物 お よ び 配 列 番 号 1ま た は そ の 相
補 的 DNA配 列 ま た は 配 列 番 号 1の 転 写 産 物 で あ る 配 列 を 含 む か 、 ま た は そ れ か ら 構 成 さ れ る
断 片 、
-配 列 番 号 1で 表 さ れ る DNAヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 、 ま た は そ れ か ら 構 成 さ れ る か 、 ま た
は 前 記 で 定 義 し た よ う な 少 な く と も 1個 の DNAヌ ク レ オ チ ド 断 片 ま た は そ の 相 補 的 配 列 を 含
む DNA分 子 、
-配 列 番 号 1で 表 さ れ る DNAヌ ク レ オ チ ド 配 列 ま た は 前 記 で 定 義 し た よ う な 少 な く と も 1個 の
そ の 断 片 ま た は そ れ ら の 相 補 的 配 列 の 転 写 産 物 で あ る RNAヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む か 、 ま
た は そ れ か ら 構 成 さ れ る RNA分 子 に 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 前 記 相 同 体 は 、 配 列 番 号 1の 配 列 に 機 能 的 同 等 物 (functional equivalents)、 す な わ ち
、 少 な く と も 1個 の コ ド ン を 他 の コ ド ン と 置 換 し て も 同 一 の ア ミ ノ 酸 を コ ー ド す る こ と が
で き る DNA配 列 を カ バ ー す る 。 こ れ は 、 遺 伝 子 コ ー ド の 縮 重 と 呼 ば れ る 。 要 す る に 、 ア ル
ギ ニ ン 、 セ リ ン お よ び ロ イ シ ン の コ ー ド の 縮 重 数 は 6を 示 し (す な わ ち 、 こ れ ら そ れ ぞ れ に
対 し て 6個 の 異 な る コ ド ン が 存 在 す る )、 一 方 そ の 他 の ア ミ ノ 酸 、 た と え ば グ ル タ ミ ン 酸 、
グ ル タ ミ ン 、 チ ロ シ ン 、 ヒ ス チ ジ ン お よ び そ の 他 少 数 の 縮 重 数 は 2で あ る 。 ア ミ ノ 酸 全 て
の う ち 、 ト リ プ ト フ ァ ン お よ び メ チ オ ニ ン の み は 縮 重 数 は 1で あ る 。 し た が っ て 、 配 列 が
た と え ば 配 列 番 号 6で 表 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る た め に は 、 コ ド ン 組 成 が 配 列 番 号 1
で 表 さ れ た 核 酸 配 列 と は 異 な る 変 種 お よ び 機 能 的 核 酸 配 列 を 使 用 す る こ と が 可 能 で あ る こ
と は 明 ら か で あ る 。
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【 ０ ０ １ ０ 】
　 前 記 で 定 義 し た 相 同 性 は ま た 、 HXHVウ イ ル ス の 変 異 体 、 特 に 天 然 の 変 動 に よ っ て 得 ら れ
た 変 異 体 に 関 す る 。 実 際 に 、 ウ イ ル ス が 比 較 的 高 い 程 度 で 自 然 発 生 的 に 、 ま た は 誘 導 的 に
変 異 す る こ と は 専 門 家 に は 周 知 で あ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 は ま た 、
-HXHVウ イ ル ス の ゲ ノ ム ま た は 前 記 ゲ ノ ム の 断 片 、 ま た は そ れ ら の 機 能 的 同 等 物 ま た は 配
列 番 号 1で 表 さ れ る 配 列 に 対 し て 少 な く と も 90%の 相 同 性 、 好 ま し く は 少 な く と も 95%の 相
同 性 、 有 利 に は 少 な く と も 98%の 相 同 性 を 示 す ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ る こ
と 、 お よ び ウ イ ル ス が 前 記 で 決 定 し た 特 性 を 備 え て い る こ と を 特 徴 と す る ポ リ ペ プ チ ド 配
列 ま た は そ の 断 片 の 少 な く と も 1個 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド 、
-配 列 番 号 5で 示 さ れ る ペ プ チ ド 配 列 ま た は 配 列 番 号 5と 機 能 的 に 対 応 す る ペ プ チ ド 配 列 の
少 な く と も 4個 の ア ミ ノ 酸 、 好 ま し く は 少 な く と も 5個 ま た は 6個 の ア ミ ノ 酸 、 有 利 に は 少
な く と も 7個 の ア ミ ノ 酸 、 さ ら に 好 ま し く は 多 く て 15個 の ア ミ ノ 酸 、 特 に 6個 か ら 15個 の ア
ミ ノ 酸 、 有 利 に は 6個 か ら 10個 、 ま た は 8個 か ら 12個 の ア ミ ノ 酸 の ペ プ チ ド 配 列 を 含 む か 、
ま た は そ れ か ら 構 成 さ れ る こ と を 特 徴 と す る ポ リ ペ プ チ ド 断 片 。 本 発 明 者 等 は 特 に 、 配 列
番 号 5に は 、 必 要 な 免 疫 原 性 お よ び 液 性 応 答 を 誘 導 す る た め に 必 要 な 親 水 特 性 を 表 す ア ミ
ノ 酸 14個 の 領 域 が あ る こ と を 示 し た 。 ア ミ ノ 酸 14個 の こ の ポ リ ペ プ チ ド は 、 配 列 番 号 6と
し て 同 定 さ れ る 。 彼 ら は ま た 、 慢 性 非 A非 E肝 炎 の 患 者 に お い て 抗 HXHV抗 体 を 検 出 す る た め
の ELISA試 験 方 法 を 開 発 す る こ と が で き た の で 、 ア ミ ノ 酸 14個 の こ の ポ リ ペ プ チ ド が 配 列
番 号 5で 表 さ れ る 配 列 の 抗 原 領 域 に 対 応 す る こ と を 示 し た 。 有 利 な ポ リ ペ プ チ ド 断 片 は 、
配 列 番 号 6ま た は 配 列 番 号 6と 機 能 的 に 対 応 す る ポ リ ペ プ チ ド 配 列 を 含 む か 、 ま た は そ れ か
ら 構 成 さ れ る 、
-配 列 番 号 5ま た は 配 列 番 号 5と 機 能 的 に 対 応 す る ペ プ チ ド 配 列 で 示 さ れ る ペ プ チ ド 配 列 を
含 む か 、 ま た は そ れ か ら 構 成 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 断 片 に 関 す る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 「 ポ リ ペ プ チ ド 」 と は 、 連 続 し た 様 々 な 数 の ア ミ ノ 酸 、 た と え ば 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
、 蛋 白 質 、 融 合 蛋 白 質 、 融 合 ペ プ チ ド 、 合 成 ペ プ チ ド を 有 す る 単 離 さ れ た 状 態 の ペ プ チ ド
の こ と で あ る 。 ポ リ ペ プ チ ド は 、 当 業 者 に 周 知 の 様 々 な 技 術 に よ っ て 、 特 に 化 学 合 成 法 ま
た は 遺 伝 子 組 み 換 え 技 術 に よ っ て 得 る こ と が で き る 。 本 発 明 に よ る ポ リ ペ プ チ ド は 、 従 来
の 合 成 法 、 た と え ば 自 動 ペ プ チ ド 合 成 機 で 、 ま た は 前 記 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る DNA配
列 を プ ラ ス ミ ド ま た は ウ イ ル ス な ど の 発 現 ベ ク タ ー に 挿 入 し 、 こ の 発 現 ベ ク タ ー で 細 胞 を
形 質 転 換 し て 、 こ れ ら の 細 胞 を 培 養 す る こ と を 含 む 遺 伝 子 操 作 技 術 に よ っ て 得 る こ と が で
き る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 参 照 ペ プ チ ド 配 列 に 対 応 す る ペ プ チ ド 配 列 と 言 う 表 現 は 、 改 変 に よ っ て 実 質 的 に 前 記 参
照 ペ プ チ ド 配 列 の 免 疫 反 応 特 性 を 維 持 す る か 、 ま た は 生 じ さ え す れ ば 、 1個 ま た は 複 数 の
ア ミ ノ 酸 の 挿 入 お よ び /ま た は 欠 失 お よ び /ま た は 置 換 お よ び /ま た は 伸 長 お よ び /ま た は 短
縮 お よ び /ま た は 化 学 修 飾 に よ っ て 改 変 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 意 味 す る と 理 解 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 し た が っ て 、 配 列 番 号 5の 免 疫 反 応 特 性 を 維 持 し た 発 現 機 能 的 に 対 応 す る 配 列 は 、 特 に 1
個 ま た は 複 数 の ア ミ ノ 酸 が 1個 ま た は 複 数 の 他 の ア ミ ノ 酸 に よ っ て 置 換 さ れ た 配 列 、 1個 ま
た は 複 数 の L型 の ア ミ ノ 酸 が 1個 ま た は 複 数 の D型 の ア ミ ノ 酸 と 置 換 さ れ た 配 列 、 お よ び そ
の 逆 の 配 列 、 ア ミ ノ 酸 側 鎖 の 改 変 、 た と え ば 、 ア ミ ン 官 能 基 の ア セ チ ル 化 、 チ オ ー ル 官 能
基 の カ ル ボ キ シ ル 化 、 カ ル ボ ン 酸 官 能 基 の エ ス テ ル 化 、 ペ プ チ ド 結 合 の 改 変 、 た と え ば 、
カ ル バ 、 レ ト ロ 、 イ ン ベ ル ソ 、 レ ト ロ -イ ン ベ ル ソ 、 還 元 お よ び メ チ レ ン オ キ シ 結 合 を 導
入 し た 配 列 を 意 味 す る も の と 理 解 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 た と え ば 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 配 列 の 1個 ま た は 複 数 の ア ミ ノ 酸 は 、 機 能 的 同 等 物
と し て 作 用 を す る 極 性 が 類 似 し た 1個 ま た は 複 数 の そ の 他 の ア ミ ノ 酸 に よ っ て 置 換 す る こ
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と が 可 能 で あ る 。 関 心 の あ る ポ リ ペ プ チ ド 配 列 に お け る ア ミ ノ 酸 の 置 換 は 、 そ の ア ミ ノ 酸
が 属 す る 種 類 の そ の 他 の 構 成 要 素 か ら 決 定 す る こ と が で き る 。 た と え ば 、 非 極 性 (疎 水 性 )
ア ミ ノ 酸 に は 、 ア ラ ニ ン 、 ロ イ シ ン 、 イ ソ ロ イ シ ン 、 バ リ ン 、 プ ロ リ ン 、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ
ン 、 ト リ プ ト フ ァ ン お よ び メ チ オ ニ ン が 含 ま れ る 。 極 性 中 性 ア ミ ノ 酸 に は 、 グ リ シ ン 、 セ
リ ン 、 ト レ オ ニ ン 、 シ ス テ イ ン 、 チ ロ シ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン お よ び グ ル タ ミ ン が 含 ま れ る 。
正 電 荷 を 持 つ (塩 基 性 )ア ミ ノ 酸 に は 、 ア ル ギ ニ ン 、 リ ジ ン お よ び ヒ ス チ ジ ン が 含 ま れ る 。
負 電 荷 を 持 つ (酸 性 )ア ミ ノ 酸 に は 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 お よ び グ ル タ ミ ン 酸 が 含 ま れ る 。 関 心
の あ る ポ リ ペ プ チ ド 配 列 に お け る ア ミ ノ 酸 の そ の 他 の 置 換 は 、 Kramer A他 、 (Molecular I
mmunology, Vol.32, No.7, 459～ 465頁 (1995))に よ る 文 献 に 含 ま れ る 情 報 か ら 決 定 す る こ
と が で き る 。 こ れ ら の 著 者 等 は 、 組 み 合 わ せ に よ っ て 分 子 の 数 が 急 増 す る 問 題 を 抑 え る た
め 、 同 様 の 物 理 化 学 的 特 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 か ら 構 成 さ れ る ア ミ ノ 酸 群 を 使 用 し た バ ン ク
を 設 定 し て お り 、 本 発 明 に お い て 主 に 同 等 物 と 見 な さ れ る ア ミ ノ 酸 を 以 下 に 挙 げ た こ れ ら
の 6群 そ れ ぞ れ に 一 緒 に グ ル ー プ 分 け し た 。
群 1:ア ラ ニ ン 、 プ ロ リ ン 、 グ リ シ ン
群 2:ア ス パ ラ ギ ン 酸 、 グ ル タ ミ ン 酸
群 3:ヒ ス チ ジ ン 、 リ ジ ン 、 ア ル ギ ニ ン
群 4:ア ス パ ラ ギ ン 、 グ ル タ ミ ン 、 セ リ ン 、 ト レ オ ニ ン
群 5:フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 チ ロ シ ン 、 ト リ プ ト フ ァ ン
群 6:イ ソ ロ イ シ ン 、 ロ イ シ ン 、 バ リ ン 、 メ チ オ ニ ン
【 ０ ０ １ ６ 】
　 参 照 ペ プ チ ド 配 列 に 対 す る ペ プ チ ド 配 列 の 対 応 は 、 パ ー セ ン ト で 表 し た 前 記 参 照 配 列 と
の 同 一 性 ま た は 相 同 性 に よ っ て 確 認 す る こ と が で き る 。 こ の パ ー セ ン ト は 、 2種 類 の 配 列
を 整 列 さ せ て 、 1方 を 他 方 に 対 し て 移 動 し て 、 2種 類 の 配 列 の ア ミ ノ 酸 を 比 較 す る こ と に よ
っ て 、 所 与 の 数 の 隣 接 し た ア ミ ノ 酸 の 配 列 に つ い て 決 定 す る 。 同 一 性 の パ ー セ ン ト は 、 同
じ 位 置 に お け る 参 照 配 列 の ア ミ ノ 酸 と 同 一 な ア ミ ノ 酸 の 数 か ら 決 定 す る 。 パ ー セ ン ト 相 同
性 は 、 同 じ 位 置 に お け る 参 照 配 列 の ア ミ ノ 酸 に 対 応 す る ア ミ ノ 酸 の 数 か ら 決 定 す る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 は ま た 、 発 現 に 必 要 な エ レ メ ン ト の 制 御 下 に 置 か れ た 前 述 の よ う な 核 酸 配 列 ま た
は DNA配 列 ま た は DNA分 子 の 発 現 を 可 能 に す る 原 核 生 物 ま た は 真 核 生 物 か ら 得 ら れ た 細 胞 で
機 能 す る 発 現 カ セ ッ ト に 関 す る 。 こ の 発 現 カ セ ッ ト の 特 徴 は 、 原 核 生 物 、 特 に E.coli、 ま
た は 真 核 ま た は 低 級 真 核 生 物 、 特 に COSお よ び CHO細 胞 お よ び Saccharomyces cerevisiae細
胞 お よ び Pichia pastoris細 胞 か ら 得 ら れ た 細 胞 で 機 能 す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 は ま た 、 前 記 発 現 カ セ ッ ト を 含 む ベ ク タ ー 、 前 記 で 定 義 し た 発 現 カ セ ッ ト ま た は
ベ ク タ ー を 含 む 原 核 生 物 、 た と え ば E.coliま た は 真 核 生 物 、 好 ま し く は 真 核 ま た は 低 級 真
核 生 物 か ら 得 ら れ た 細 胞 、 有 利 に は COSま た は CHO細 胞 ま た は Saccharomyces cerevisiaeま
た は Pichia pastorisか ら 得 ら れ た 細 胞 、 お よ び 該 発 現 カ セ ッ ト 、 該 ベ ク タ ー ま た は 該 細
胞 に よ っ て 産 生 し た ポ リ ペ プ チ ド に 関 す る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 の 課 題 は 、 前 記 の 定 義 を 満 足 さ せ る 宿 主 細 胞 を 適 切 な 培 養 培 地 中 で 培 養 す る こ と
、 前 記 宿 主 細 胞 は 、 前 記 で 定 義 し た DNA核 酸 配 列 ま た は 前 記 で 定 義 し た DNA核 断 片 ま た は 前
記 で 定 義 し た DNA分 子 を 含 有 す る 発 現 ベ ク タ ー で 形 質 転 換 さ れ て い る こ と 、 お よ び 産 生 し
た 前 記 ポ リ ペ プ チ ド を 必 要 な 程 度 ま で 精 製 す る こ と か ら 成 る 前 記 で 定 義 し た ポ リ ペ プ チ ド
ま た は ポ リ ペ プ チ ド 断 片 の 調 製 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 発 明 の 課 題 は ま た 、 ペ プ チ ド 配 列 を 有 す る こ と 、 ま た は 前 記 で 定 義 し た ポ リ ペ プ チ ド
、 特 に 配 列 番 号 6で 表 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド か ら 構 成 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 免 疫 原 性 ポ リ
ペ プ チ ド で あ る 。 こ の よ う な 免 疫 原 性 ポ リ ペ プ チ ド は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は ポ リ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は 前 記 抗 体 の 断 片 産 生 の た め に 使 用 し 、 本 発 明 に は 哺 乳 類 動 物 (ウ サ ギ
、 ラ ッ ト 、 マ ウ ス )を こ の よ う な 免 疫 原 性 ポ リ ペ プ チ ド で 免 疫 す る こ と に よ っ て 得 ら れ た
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モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は そ れ ら の 断 片 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 産 生 は 当 業 者 に は 周 知 で あ る 。 モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 の 産 生 に つ い て は 、 Kohler G and Milstein C. (1975): Continuous cultur
e of fused cells secreting antibody of predefined specificity, Nature 256:495-49
7お よ び Galfre G.他  (1977) Nature, 266: 522-550、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 産 生 に つ い て
は 、 Roda A., Bolelli G.F.: Production of high-titer antibody to bile acids, Jour
nal of Steroid Biochemistry, Vol. 13, pp 449-454 (1980)を 参 照 す る こ と に よ っ て 説
明 す る こ と が で き る 。 抗 体 は ま た 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト ま た は ウ サ ギ を HXHVウ イ ル ス 粒 子 で 免
疫 す る こ と よ っ て 産 生 す る こ と が で き る 。 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 お よ び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
を 産 生 す る た め に 、 免 疫 原 を 免 疫 用 支 持 物 と し て の 血 清 ア ル ブ ミ ン (ペ プ チ ド SA)ま た は ス
カ シ ガ イ の ヘ モ シ ア ニ ン (ペ プ チ ド KLH)に 結 合 さ せ る こ と が で き る 。 本 発 明 の 場 合 、 配 列
番 号 6で 同 定 さ れ た 免 疫 原 を BSA(牛 血 清 ア ル ブ ミ ン )に 結 合 す る 。 動 物 に 数 回 免 疫 原 を 注 射
し 、 抗 体 を 血 清 か ら 収 集 し 、 精 製 し て (「 正 常 な 」 肝 粉 末 と 接 触 さ せ て )、 次 に 通 常 の 技 術
、 た と え ば ELISAま た は ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 試 験 を 使 用 し て 特 異 性 を ス ク リ ー ニ ン グ す る
。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る た め に は 、 フ ロ イ ン ド 完 全 ア ジ ュ バ ン ト を 使 用 し て 動 物
に 免 疫 原 の 注 射 を 受 け さ せ る 。 免 疫 し た 動 物 か ら 得 ら れ た 血 清 お よ び ハ イ ブ リ ド ー マ 培 養
上 清 は 、 従 来 の 技 術 、 た と え ば ELISAま た は ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 試 験 を 使 用 し て 、 そ の 特
異 性 お よ び 選 択 性 を 分 析 す る 。 最 も 特 異 的 で 、 最 も 敏 感 な 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ
を 選 択 す る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は ま た 、 作 製 し た ハ イ ブ リ ド ー マ を 細 胞 培 養 す る こ と に
よ っ て in vitroに お い て 、 ま た は こ の ハ イ ブ リ ド ー マ を マ ウ ス に 腹 腔 内 注 射 し た 後 腹 水 か
ら 回 収 す る こ と に よ っ て 生 成 す る こ と が で き る 。 上 清 、 ま た は 腹 水 の よ う な 産 生 様 式 の 如
何 に 関 わ ら ず 、 次 に 抗 体 を 精 製 す る 。 使 用 し た 精 製 方 法 は 、 主 に イ オ ン 交 換 ゲ ル お よ び 排
除 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ま た は ア フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ (プ ロ テ イ ン Aま た は G)に よ る 濾
過 で あ る 。 最 も 有 効 な 抗 体 を 同 定 す る た め に 、 十 分 な 数 の 抗 体 を 機 能 試 験 に よ っ て ス ク リ
ー ニ ン グ す る 。 抗 体 、 抗 体 断 片 ま た は 抗 体 誘 導 体 、 た と え ば 遺 伝 子 操 作 に よ っ て 生 成 し た
キ メ ラ 抗 体 の in vitro産 生 は 、 当 業 者 に は 周 知 で あ る 。 ヒ ト 化 抗 体 を 使 用 す る こ と は 有 利
で あ る 。 非 ヒ ト 抗 体 、 た と え ば マ ウ ス 抗 体 の 「 ヒ ト 」 型 は 、 非 ヒ ト イ ム ノ グ ロ ブ リ ン か ら
得 ら れ た 最 小 限 の 配 列 を 含 む キ メ ラ 抗 体 で あ る 。 多 く の 場 合 、 ヒ ト 化 抗 体 と は 、 受 容 体 の
超 可 変 領 域 の 残 基 が 非 ヒ ト 提 供 種 (提 供 抗 体 )、 た と え ば 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ウ サ ギ ま た は
非 ヒ ト 霊 長 類 の 超 可 変 領 域 の 残 基 で 置 換 さ れ 、 所 望 す る 特 異 性 、 親 和 性 お よ び 能 力 を 有 す
る ヒ ト イ ム ノ グ ロ ブ リ ン (受 容 体 抗 体 )で あ る 。 い く つ か の 場 合 で は 、 ヒ ト イ ム ノ グ ロ ブ リ
ン の Fv領 域 の 残 基 (FR)は 対 応 す る 非 ヒ ト 残 基 に よ っ て 置 き 換 え ら れ る 。 さ ら に 、 ヒ ト 化 抗
体 に は 、 受 容 抗 体 ま た は 提 供 抗 体 に は 見 い だ さ れ な い 残 基 を 含 め る こ と が で き る 。 こ れ ら
の 改 変 は 、 抗 体 の 性 能 を 高 め る た め に 実 施 さ れ る 。 一 般 的 に 、 ヒ ト 化 抗 体 に は 、 少 な く と
も 、 お よ び 好 ま し く は 、 超 可 変 領 域 ル ー プ の 全 て ま た は ほ と ん ど 全 て が 非 ヒ ト イ ム ノ グ ロ
ブ リ ン に 対 応 し 、 FR領 域 の 全 て ま た は ほ と ん ど 全 て が ヒ ト イ ム ノ グ ロ ブ リ ン の も の で あ る
2個 の 可 変 ド メ イ ン が 含 ま れ る 。 ヒ ト 化 抗 体 は ま た 、 場 合 に よ っ て は 少 な く と も イ ム ノ グ
ロ ブ リ ン 、 た と え ば ヒ ト イ ム ノ グ ロ ブ リ ン の 定 常 (Fc)領 域 の 少 な く と も 一 部 を 含 ん で よ い
(Jones他 、 Nature 321:522-525 (1986); Reichmann他 、 Nature 332: 323-329 (1988);お
よ び Presta他 、 Curr. Op. Struct. Biol. 2:593-596 (1992))。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 よ り 具 体 的 に は 、 発 現 抗 体 断 片 と は 天 然 抗 体 の F(ab)2、 Fab、 Fab'、 sFv断 片 (Blazar他
、 1997、 Journal of Immunology 159: 5821-5833お よ び Bird他 、 1988, Science 242: 423
-426)の こ と を 意 味 す る も の と 理 解 さ れ 、 得 ら れ た 発 現 と は 、 特 に 天 然 抗 体 の キ メ ラ 誘 導
体 を 意 味 す る も の と 理 解 さ れ る (た と え ば 、 Arakawa他 、 1996, J. Biochem 120: 657-662
お よ び Chaudray他 、 1989, Nature 339: 394-397参 照 )。 こ れ ら の 抗 体 断 片 お よ び 抗 体 誘 導
体 は 、 選 択 的 に 標 的 抗 原 に 結 合 す る 能 力 を 保 持 し て い る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 こ う し て 得 ら れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は そ の 断 片 は 、 生

10

20

30

40

50

(11) JP 2005-512594 A 2005.5.12



物 試 料 中 の 前 記 で 定 義 し た よ う な 少 な く と も 1種 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は 1種 の ポ リ ペ プ チ ド
断 片 を 検 出 す る 方 法 で 使 用 す る 診 断 組 成 物 に 組 み 込 ま れ 、 そ れ に よ っ て 抗 体 /抗 原 複 合 体
の 形 成 を 可 能 に す る 所 定 の 条 件 下 で 生 物 試 料 を 組 成 物 と 接 触 さ せ 、 前 記 複 合 体 を 検 出 す る
。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 発 明 の 課 題 は ま た 、 前 記 で 定 義 し た ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド 断 片 を 含 む 診 断
組 成 物 、 お よ び HXHVウ イ ル ス ま た は 少 な く と も 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド
断 片 に 特 異 的 な 抗 体 を 検 出 す る 方 法 で 、 そ れ に よ っ て 、 HXHVウ イ ル ス に 感 染 し て い る か 、
ま た は 感 染 し た 可 能 性 が 疑 わ れ る 生 物 試 料 を 、 抗 体 /抗 原 複 合 体 の 形 成 を 可 能 に す る 所 定
の 条 件 下 で 該 診 断 組 成 物 と 接 触 さ せ 、 前 記 複 合 体 の 形 成 を 検 出 す る 。 添 付 し た 図 の 実 験 部
分 で 説 明 し た 方 法 に よ っ て 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド 断 片 配 列 番 号 6は
非 A、 非 E肝 炎 の 患 者 に お け る HXHVウ イ ル ス に 特 異 的 な 抗 体 の 検 出 を 可 能 に す る こ と が 明 ら
か に 示 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 ウ イ ル ス 病 原 体 に 感 染 し て い る 間 に 、 宿 主 は こ の ウ イ ル ス 病 原 体 に 特 異 的 な 抗 体 を 生 じ
る こ と (液 性 応 答 )が 知 ら れ て い る 。 実 験 の 部 で 、 ウ サ ギ を 本 発 明 の 免 疫 原 で 免 疫 す る と ウ
サ ギ の 抗 体 産 生 が 可 能 に な る こ と を 示 す 。 非 A、 非 E肝 炎 の 患 者 は HXHVウ イ ル ス に 特 異 的 な
抗 体 を 生 じ る こ と も ま た 示 さ れ た 。 し た が っ て 、 本 発 明 の 課 題 は ま た 、 少 な く と も HXHVウ
イ ル ス に 感 染 し た ヒ ト ま た は 動 物 を 治 療 す る こ と を 企 図 す る 医 薬 組 成 物 調 製 用 の 生 物 材 料
お よ び HXHVウ イ ル ス 感 染 に 対 す る 治 療 ワ ク チ ン お よ び 潜 在 的 HXHVウ イ ル ス 感 染 を 防 ぐ た め
の 予 防 ワ ク チ ン を 作 製 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 免 疫 原 調 製 物 で あ り 、 前 記 免 疫 原
調 製 物 に は 、
(i)少 な く と も 1種 の 本 発 明 の 天 然 、 組 換 え ま た は 合 成 ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド 断
片 の い ず れ か 、 ま た は
(ii)た と え ば 、 弱 毒 化 ま た は 変 異 形 態 の HXHVウ イ ル ス が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 発 明 の 課 題 は ま た 、 HXHVウ イ ル ス に 感 染 し た 患 者 に 投 与 し た と き 、 ウ イ ル ス の 増 殖 お
よ び /ま た は 複 製 を 抑 え る か 、 さ ら に は 阻 害 も す る 能 力 を 有 す る 医 薬 組 成 物 を 調 製 す る た
め の 、 前 記 の (i)で 定 義 し た よ う な 少 な く と も 1種 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド 断 片
に 特 異 的 な 少 な く と も 1種 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は 本 発 明
の 前 記 抗 体 の 少 な く と も 1種 の 断 片 で あ る 。 こ れ ら の 抗 体 ま た は そ の 断 片 は 、 中 和 抗 体 と
呼 ば れ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 は 場 合 に よ っ て は 適 切 な 媒 体 お よ び /ま た は ア ジ ュ バ ン ト お よ び /ま
た は 希 釈 剤 お よ び /ま た は 薬 剤 と し て 許 容 さ れ る 賦 形 剤 と 一 緒 に し た 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ
ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド 断 片 ま た は HXHVウ イ ル ス を 含 む こ と を 特 徴 と す る 免 疫 原 ま た は ワ ク
チ ン 組 成 物 、 並 び に 場 合 に よ っ て は 適 切 な 媒 体 お よ び /ま た は ア ジ ュ バ ン ト お よ び /ま た は
希 釈 剤 お よ び /ま た は 薬 剤 と し て 許 容 さ れ る 賦 形 剤 と 一 緒 に し た 前 記 で 定 義 し た 生 物 材 料
を 含 む 医 薬 組 成 物 に 関 す る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 生 物 試 料 と い う 表 現 は 、 た と え ば 、 血 液 、 血 清 、 血 漿 、 肝 臓 生 検 抽 出 物 な ど の 組 織 試 料
を 意 味 す る も の と 理 解 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 調 製 さ れ た ワ ク チ ン は 、 注 射 す る こ と が 可 能 で 、 す な わ ち 液 体 溶 液 ま た は 懸 濁 液 で あ る
。 場 合 に よ っ て は 、 こ の 調 製 物 は 乳 化 し て よ い 。 抗 原 分 子 は 、 薬 剤 と し て 許 容 さ れ 、 活 性
成 分 に 適 合 し た 賦 形 剤 と 混 合 す る こ と が で き る 。 好 ま し い 賦 形 剤 の 例 は 、 水 、 生 理 食 塩 水
、 デ キ ス ト ロ ー ス 、 グ リ セ ロ ー ル 、 エ タ ノ ー ル ま た は 同 等 物 ま た は そ れ ら の 組 み 合 わ せ で
あ る 。 所 望 す る な ら ば 、 ワ ク チ ン は 微 量 の 湿 潤 剤 ま た は 乳 化 剤 な ど の 補 助 物 質 、 pH緩 衝 剤
ま た は 水 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム 、 ム ラ ミ ー ル ジ ペ プ チ ド ま た は そ れ ら の 変 種 な ど の ア ジ ュ バ ン
ト を 含 有 し て よ い 。 ペ プ チ ド の 場 合 、 よ り 大 き な 分 子 (KLH、 破 傷 風 毒 素 )に 結 合 さ せ る と
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、 と き ど き 免 疫 原 性 が 増 大 す る 。 こ れ ら の ワ ク チ ン は 、 従 来 通 り 注 射 に よ っ て 、 た と え ば
筋 肉 内 に 投 与 す る 。 そ の 他 の 投 与 形 態 に 好 ま し い 他 の 製 剤 に は 、 座 薬 お よ び 、 時 に は 経 口
製 剤 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 「 薬 剤 と し て 許 容 さ れ る 媒 体 」 と い う 表 現 は 、 た と え ば Remington's Pharmaceutical S
ciences 16版 、 Mack Publishing Co.に 記 載 さ れ た よ う に 、 ヒ ト ま た は 動 物 に 投 与 す る こ
と が で き る 担 体 お よ び 媒 体 を 意 味 す る も の と 理 解 さ れ る 。 薬 剤 と し て 許 容 さ れ る 媒 体 は 、
好 ま し く は 等 張 、 低 張 ま た は 低 め の 高 張 で 、 比 較 的 低 イ オ ン 強 度 で あ る 。 薬 剤 と し て 許 容
さ れ る 賦 形 剤 お よ び ア ジ ュ バ ン ト の 定 義 は ま た 、 前 記 に 引 用 し た Remington's Pharmaceut
ical Sciencesに あ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 発 明 の 課 題 は ま た 、
-定 義 さ れ た 厳 密 な 条 件 下 で 、 本 発 明 の 核 酸 配 列 ま た は DNAま た は RNAヌ ク レ オ チ ド 断 片 ま
た は DNAま た は RNA分 子 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ で き る こ と を 特 徴 と す る プ ロ ー ブ 、 好 ま し く は 、
本 発 明 の プ ロ ー ブ に は 、 少 な く と も 12個 の ヌ ク レ オ チ ド が 含 ま れ 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
ン は 、 検 出 す べ き プ ロ ー ブ /ヌ ク レ オ チ ド 配 列 複 合 体 の Tm(「 融 解 点 」 )よ り 低 い 約 12℃ と 2
0℃ と の 間 で 選 択 さ れ た 温 度 と 塩 濃 度 の 組 み 合 わ せ に 対 応 し た 厳 密 な 条 件 下 で 実 施 す る 、
-定 義 さ れ た 厳 密 な 条 件 下 で 、 本 発 明 の 核 酸 配 列 ま た は DNAま た は RNAヌ ク レ オ チ ド 断 片 ま
た は DNAま た は RNA分 子 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ で き る こ と を 特 徴 と す る プ ラ イ マ ー 、 好 ま し く は
、 本 発 明 の プ ラ イ マ ー に は 、 少 な く と も 12個 の ヌ ク レ オ チ ド が 含 ま れ 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン は 、 増 幅 お よ び /ま た は 検 出 す べ き プ ラ イ マ ー /ヌ ク レ オ チ ド 配 列 複 合 体 の Tm(融 解
点 )よ り 低 い 約 12℃ と 20℃ と の 間 で 選 択 さ れ た 温 度 と 塩 濃 度 の 組 み 合 わ せ に 対 応 し た 厳 密
な 条 件 下 で 実 施 す る 、
-配 列 番 号 19か ら 22の 配 列 の い ず れ か か ら 選 択 す る こ と を 特 徴 と す る 本 発 明 の 核 配 列 ま た
は ヌ ク レ オ チ ド 断 片 ま た は DNA分 子 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ で き る プ ラ イ マ ー 、
-核 酸 配 列 ま た は DNAま た は RNAヌ ク レ オ チ ド 断 片 ま た は DNAま た は RNA分 子 に 結 合 で き る こ
と を 特 徴 と す る 抗 核 酸 抗 体 、
-前 記 で 定 義 し た 少 な く と も 1種 の プ ロ ー ブ ま た は 1種 の プ ラ イ マ ー ま た は 1種 の 抗 核 酸 抗 体
を 含 む こ と を 特 徴 と す る 診 断 組 成 物 、
-試 料 を 患 者 か ら 収 集 し 、 前 記 試 料 か ら DNAお よ び /ま た は RNAを 抽 出 す る た め に 必 要 で あ れ
ば 前 記 試 料 を 処 理 し 、 前 記 試 料 を 定 義 し た 厳 密 な 条 件 下 で 、 本 発 明 の 少 な く と も 1種 の プ
ロ ー ブ ま た は 1種 の プ ラ イ マ ー と 接 触 さ せ 、 試 料 中 の ウ イ ル ス DNAお よ び /ま た は RNAの 存 在
は 前 記 ウ イ ル ス DNAお よ び /ま た は RNAと 少 な く と も 1種 の プ ロ ー ブ と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ
ョ ン を 示 す こ と に よ っ て 、 ま た は 前 記 DNAお よ び /ま た は RNAを 増 幅 す る こ と に よ っ て 検 出
す る 、 ウ イ ル ス DNAお よ び /ま た は RNAの 検 出 方 法 、 お よ び
　 血 清 ま た は 血 漿 試 料 を 患 者 か ら 収 集 し 、 前 記 試 料 か ら DNAお よ び /ま た は RNAを 抽 出 す る
た め に 必 要 で あ れ ば 前 記 試 料 を 処 理 し 、 前 記 試 料 を 少 な く と も 1種 の 抗 核 酸 抗 体 と 接 触 さ
せ 、 前 記 抗 体 は 場 合 に よ っ て は 適 切 な 任 意 の マ ー カ ー で 標 識 し 、 核 酸 /抗 体 複 合 体 の 形 成
を 示 す 、 ウ イ ル ス DNAお よ び /ま た は RNAの 検 出 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 プ ロ ー ブ ま た は プ ラ イ マ ー の 作 製 は 、 当 業 者 の 一 般 的 な 知 識 の 一 部
で あ る 。 特 に 、 制 限 酵 素 の 使 用 、 お よ び 自 動 化 合 成 機 に よ る 化 学 合 成 法 に つ い て 述 べ る こ
と が で き る 。 限 定 さ れ た 厳 密 な 条 件 下 で 、 前 記 で 定 義 し た よ う な DNAま た は RNAヌ ク レ オ チ
ド 配 列 ま た は ヌ ク レ オ チ ド 断 片 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が で き る プ ロ ー ブ お よ び プ ラ イ
マ ー は 、 こ の 定 義 の 一 部 で あ る 。 適 切 な 厳 密 条 件 を 定 義 す る こ と は 当 業 者 の 能 力 の 範 囲 内
で あ る 。 特 徴 的 な 厳 密 条 件 は 、 研 究 す べ き ハ イ ブ リ ッ ド の Tm(「 融 解 点 」 )よ り 低 い 約 12℃
と 20℃ と の 間 で 選 択 さ れ た 温 度 と 塩 濃 度 の 組 み 合 わ せ に 対 応 し た も の で あ る 。 し た が っ て
、 Gerge H. Keller and Mark M. Manakに よ る 本 、 DNA PROBES、 第 2版 、 Stockton Press, 
1193, 49 West 24 t h  St., New York, N.Y. 10010 USAを 参 照 す る こ と が で き る 。 単 一 点 突
然 変 異 を 区 別 す る た め の 厳 密 な 条 件 は 、 少 な く と も 1979年 か ら 知 ら れ て い る 。 一 例 と し て
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Wallace R.B他 、 DNA. Nucleic. Acid. Res. 6, 3543-3557(1979)、 Wallace R. B他 、 Scei
ence, 209, 1396-1400(1980)、 Itakura K. and Riggs A.D.、 Science, 209, 1401-1405(1
980)、 Suggs S.V.他 、 PNAS, 78, 6613-6617(1981)、 Wallace R.B他 、 DNA. Nucleic. Acid
s. Res., 9,3647-3656(1981)、 Wallace R.B他 、 DNA. Nucleic. Acids. Res., 9, 879-894
(1981)お よ び Conner B.J.他 、 PNAS, 80, 278-282(1983)を 挙 げ る こ と が で き る 。 さ ら に 、
抗 核 酸 抗 体 を 産 生 す る た め の 技 術 は 公 知 で あ る 。 一 例 と し て Philippe Cros他 、 Nucleic A
cides Researc, 1994, Vol.22, No.15, 2951-2957、 Anderson, W.F.他 、 (1988) Bioessay
s, 8(2), 69-74、 Lee, J.S.他 、 (1984) FEBS Lett., 168, 303-306、 Malfoy, B.他 、 (198
2) Biochemistry, 21(22), 5463-5467、 Stollar, B.D.他 、 J.J.(著 )Methods in Enzymolo
gy, Academic Press, pp70-85、 Traincard, F.他 、 (1989) J. Immunol. Meth., 123, 83-
91お よ び Traincard, F.他 、 (1989) Mol. Cell. Probes, 3, 27-38)を 挙 げ る こ と が で き る
。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 発 明 は ま た 、
-本 発 明 の 少 な く と も 1種 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は 1種 の ポ リ ペ プ チ ド 断 片 を コ ー ド す る DNA配
列 で あ っ て 、 適 切 な 媒 体 お よ び /ま た は 希 釈 剤 と 混 合 さ れ た DNA配 列 を 含 む ワ ク チ ン 組 成 物
、
-本 発 明 の 少 な く と も 1種 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド 断 片 の 合 成 を 特 異 的 に 妨 害 す
る こ と が で き る こ と を 特 徴 と す る ア ン チ セ ン ス ま た は ア ン チ ジ ー ン オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、
-少 な く と も 1種 の ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 1種 の ア ン チ ジ ー ン オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド を 含 む こ と を 特 徴 と す る 医 薬 組 成 物 、
-治 療 薬 ま た は ワ ク チ ン と し て 関 心 の あ る 少 な く と も 1種 の 遺 伝 子 を 含 む こ と を 特 徴 と す る
ベ ク タ ー で あ っ て 、 前 記 遺 伝 子 が 特 に 、
-(i)本 発 明 の 少 な く と も 1種 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は 1種 の ポ リ ペ プ チ ド 断 片 、
-(ii)ま た は 、 (i)で 定 義 し た 少 な く と も 1種 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド 断 片 に 結
合 す る こ と が で き る ポ リ ク ロ ー ナ ル ま た は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 少 な く と も 全 て ま た は 一
部 、
-(iii)ま た は 、 (i)で 定 義 し た 少 な く と も 1種 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド 断 片 を 阻
害 す る 少 な く と も 1種 の 分 子 、
-(iv)ま た は 、 (i)で 定 義 し た 少 な く と も 1種 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド 断 片 に 結
合 し 、 か つ /ま た は そ の 機 能 を 阻 害 す る こ と が で き る 少 な く と も 1種 の リ ガ ン ド ま た は リ ガ
ン ド の 任 意 部 分 を コ ー ド す る ベ ク タ ー 、
-特 に 、 請 求 項 37で 定 義 し た ベ ク タ ー を 含 み 、 関 心 の あ る 前 記 遺 伝 子 が in vivoで の 発 現 を
確 実 に す る エ レ メ ン ト の 制 御 下 に 置 か れ て い る こ と を 特 徴 と す る 治 療 組 成 物 ま た は ワ ク チ
ン 組 成 物 、
-ヒ ト ま た は 哺 乳 類 動 物 へ の 投 与 を 可 能 に す る 形 態 で 、 少 な く と も 1個 の 細 胞 、 特 に 天 然 に
抗 体 を 産 生 し な い 細 胞 、 お よ び 場 合 に よ っ て は そ の 前 培 養 物 を 含 む 医 薬 組 成 物 ま た は ワ ク
チ ン 組 成 物 調 製 用 の 生 物 材 料 で あ っ て 、 前 記 細 胞 が 本 発 明 の 少 な く と も 1種 の ポ リ ペ プ チ
ド ま た は 1種 の ポ リ ペ プ チ ド 断 片 を in vivoで コ ー ド す る か 、 ま た は 本 発 明 の 少 な く と も 1
種 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は 1種 の ポ リ ペ プ チ ド 断 片 の 機 能 お よ び /ま た は 結 合 お よ び /ま た は
発 現 を 阻 害 す る 少 な く と も 1種 の 分 子 を コ ー ド す る か 、 ま た は 本 発 明 の 少 な く と も 1種 の ポ
リ ペ プ チ ド ま た は 1種 の ポ リ ペ プ チ ド 断 片 に 結 合 す る こ と が で き る 少 な く と も 1種 の 抗 体 ま
た は 1種 の 抗 体 断 片 を コ ー ド す る 少 な く と も 1種 の 遺 伝 子 を 含 有 す る 少 な く と も 1種 の 核 酸
配 列 に よ っ て in vitroに お い て 遺 伝 子 的 に 改 変 さ れ て い る 生 物 材 料 、
-本 発 明 の 少 な く と も 1種 の 核 酸 配 列 ま た は ヌ ク レ オ チ ド 断 片 ま た は DNA分 子 ま た は ベ ク タ
ー で 形 質 転 換 さ れ た 、 特 に 真 核 細 胞 、 た と え ば COSお よ び CHO細 胞 お よ び 低 級 真 核 細 胞 、 た
と え ば 酵 母 か ら 選 択 さ れ た 、 特 に Saccaromyces cerevisiaeお よ び Pichia pastorisか ら 得
ら れ た 遺 伝 子 的 に 改 変 さ れ た 細 胞 、 お よ び
-こ の よ う な 細 胞 を 含 む 医 薬 組 成 物 ま た は ワ ク チ ン 組 成 物 に 関 す る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
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【 ０ ０ ３ ４ 】
　 前 記 で 定 義 し た 医 薬 組 成 物 は 、 特 に 「 従 来 の 」 組 換 え 蛋 白 質 を ベ ー ス と し た ワ ク チ ン 組
成 物 と 比 較 し て 、 特 に 有 利 で あ る DNAワ ク チ ン 組 成 物 で あ る 。 実 際 に 、 組 換 え 蛋 白 質 は ワ
ク チ ン 目 的 の た め に 使 用 す る に は 、 特 に 組 換 え 抗 原 精 製 の 非 常 に 重 要 な 段 階 が 必 要 な の で
、 扱 い に く く 、 高 価 な 系 で あ る 。 さ ら に 、 遭 遇 す る 困 難 の 1つ は 、 良 好 な 免 疫 記 憶 を 維 持
す る た め に 十 分 に 長 期 間 ワ ク チ ン を 持 続 さ せ る こ と で あ る 。 対 照 的 に 、 DNAワ ク チ ン 法 の
利 点 は DNA固 有 の 特 性 に 備 わ っ て お り 、 こ の 方 法 は 簡 単 か つ 非 常 に 安 価 で 、 筋 肉 内 ま た は
皮 内 注 射 に よ っ て 簡 単 に 実 施 さ れ る 。 さ ら に 、
-DNAワ ク チ ン は 非 感 染 性 /非 複 製 性 で あ り 、
-DNAに よ る 免 疫 は 、 in vivoト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 形 態 で あ る た め 、 ウ イ ル ス 抗 原 は 天
然 の 構 造 で 哺 乳 類 細 胞 に お い て 発 現 し 、
-ウ イ ル ス 感 染 の 場 合 の よ う に 、 液 性 お よ び 細 胞 性 両 方 の 高 い 免 疫 応 答 が 誘 導 さ れ 、
-さ ら に 、 DNAワ ク チ ン は 物 理 化 学 的 均 質 性 の た め に 容 易 に 一 緒 に す る こ と が で き る こ と に
注 意 さ れ た い 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 I. 材 料 お よ び 方 法
　 I-1. 生 物 材 料 の 原 料
　 RDA用 に 使 用 す る 材 料 は 、 血 清 バ ン ク に 保 管 さ れ た 血 清 か ら 構 成 さ れ る 。 RDAを イ ン タ ー
フ ェ ロ ン で う ま く 治 療 さ れ た 原 因 不 明 の 重 篤 な 肝 炎 の 症 例 に 適 用 し た 。 こ の 患 者 に お け る
抗 ウ イ ル ス 治 療 後 の ト ラ ン ス ア ミ ナ ー ゼ の 正 常 化 お よ び 特 に 治 療 停 止 後 の 再 発 は 、 治 療 を
再 導 入 し た と き ま た 生 じ る 応 答 と 共 に 、 こ の 疾 患 の ウ イ ル ス 原 因 論 に 有 利 と な る 要 素 で あ
る 。 治 療 前 の 血 清 試 料 お よ び 治 療 後 の 血 清 試 料 を RDA用 に 使 用 し た と こ ろ 、 治 療 前 の 試 料
に は 潜 在 的 に HXHVウ イ ル ス が 含 有 ま れ て お り 、 治 療 後 の 試 料 に は ほ と ん ど 、 ま た は 全 く ウ
イ ル ス が 含 ま れ て い な か っ た 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 I-1.1 公 知 の 肝 炎 ウ イ ル ス の 予 備 研 究
　 ・ 超 高 感 度 PCRに よ る ス ク リ ー ニ ン グ
　 非 常 に 低 量 で 、 ま た は 変 異 体 の 形 態 で 存 在 し 得 る 公 知 の 肝 炎 ウ イ ル ス の 存 在 を 排 除 す る
た め に 、 慢 性 肝 炎 (B、 C、 Gお よ び TTV)の 原 因 と な る 肝 炎 ウ イ ル ス に つ い て 感 度 の 高 い (10
個 の ウ イ ル ス ゲ ノ ム を 検 出 で き る )高 感 度 PCR試 験 が 開 発 さ れ た (Chemin他 、 J of hepatol.
, 2001)。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 イ ン タ ー フ ェ ロ ン で 治 療 し た 患 者 か ら 継 続 的 に 採 取 し て 、 サ ブ ト ラ ク シ ョ ン ハ イ ブ リ ダ
イ ゼ ー シ ョ ン 法 の た め に 使 用 す る 血 清 は 、 公 知 の 肝 炎 ウ イ ル ス 全 て お よ び SENウ イ ル ス に
つ い て こ れ ら の 試 験 で は 陰 性 の ま ま で あ っ た (Minoru Shibata他 、 The Journal of Infect
ious Diseases 2001, 184: 400-404)。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 I-1.2 RDA法 用 の 試 料 の 選 択
　 ・ テ ス タ ー 試 料 ま た は ト ラ ン ス ア ミ ナ ー ゼ ピ ー ク 時 の 陽 性 対 照 :ト ラ ン ス ア ミ ナ ー ゼ ピ
ー ク 時 に 収 集 し た 血 清 か ら 抽 出 し た 総 核 酸 。
　 ・ ド ラ イ バ ー 試 料 ま た は 処 理 後 の 陰 性 対 照 :ト ラ ン ス ア ミ ナ ー ゼ 最 低 濃 度 時 に 収 集 し た
血 清 か ら 抽 出 し た 総 核 酸 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 核 酸 抽 出 は 、 QIAGEN QIAamp(登 録 商 標 )Viral RNA Mini Kitで 実 施 す る 。 デ ィ フ ァ レ ン
シ ャ ル 技 術 は 、 CLONTECH製 の CLONTECH PCR-Select(商 標 )cDNA Subtraction Kitを 使 用 し
て 、 製 造 者 の 指 示 に 従 っ て 実 施 す る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 I-2. RDA法
　 I-2.1 原 理
　 Lysitsyn他 に よ っ て 1993年 に 開 発 さ れ た こ の 方 法 は 、 以 下 の 原 理 に 基 づ い て お り 、 Clon
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techキ ッ ト (CLONTECH PCR-Select(商 標 )cDNA Subtraction Kit)を 使 用 し た 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 ・ ゲ ノ ム DNAの 複 雑 度 の 軽 減
　 RDAの 第 1段 階 は 、 ゲ ノ ム の 複 雑 度 を 軽 減 す る こ と に あ る 。 そ の た め に は 、 可 能 な 適 当 な
頻 度 の 切 断 部 位 を 有 す る 制 限 酵 素 を 使 用 し て 、 ゲ ノ ム の 複 雑 度 を 軽 減 す る こ と が 必 要 で あ
る 。 こ の 段 階 の 結 果 、 最 初 の 配 列 を 表 す が 複 雑 度 が 少 な い 一 連 の 配 列 が 生 じ る の で 、 「 代
表 的 」 と い う 用 語 が 使 用 さ れ る 。 研 究 す べ き ゲ ノ ム の 複 雑 度 を 予 備 的 に 減 少 さ せ る こ と に
よ っ て 、 試 料 の 完 全 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 促 進 し て 濃 縮 段 階 の 効 率 を 高 め る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 ・ 濃 縮
　 ア ダ プ タ ー を ウ イ ル ス ゲ ノ ム を 含 有 す る テ ス タ ー 試 料 の DNA断 片 の 各 末 端 に (リ ガ ー ゼ に
よ っ て )結 合 さ せ る 。 ド ラ イ バ ー 試 料 に は ア ダ プ タ ー は な い 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 サ ブ ト ラ ク テ ィ ブ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 中 、 テ ス タ ー を 過 剰 な ド ラ イ バ ー に 曝 露 さ せ
る 。 ド ラ イ バ ー Dは 、 テ ス タ ー Tと 共 通 の 数 多 く の DNA断 片 を 含 有 し て お り 、 し た が っ て 2種
類 の 集 団 に 共 通 の テ ス タ ー DNA断 片 の 自 己 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 制 限 す る こ と に よ っ
て 競 合 阻 害 剤 の 役 割 を 果 た す 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 全 体 に 変 性 /再 生 の 過 程 を 行 う と 、 そ の 間 に 配 列 の 相 補 性 に よ っ て 3種 類 の 結 合 が 生 じ る
。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 ド ラ イ バ ー を 大 過 剰 に す る と 、 両 プ ー ル に 共 通 の 断 片 は 主 に D/Dハ イ ブ リ ッ ド (ア ダ プ タ
ー な し )を 形 成 し 、 ま た T/Dハ イ ブ リ ッ ド (2本 鎖 の 1本 の 末 端 に ア ダ プ タ ー を 有 す る )も 形 成
す る 。 T/Tハ イ ブ リ ッ ド の み が 両 端 に 、 PCRの 前 の 伸 長 段 階 の 間 に 補 充 さ れ る ア ダ プ タ ー を
有 す る 。 T/T二 本 鎖 を 選 択 し た 後 、 こ の 手 法 を 数 回 繰 り 返 す こ と に よ っ て 、 理 論 的 に テ ス
タ ー の み に 存 在 す る 配 列 を 精 製 す る こ と が 可 能 で あ る 。 し か し 、 サ ブ ト ラ ク テ ィ ブ ハ イ ブ
リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 技 術 の 有 効 性 は 、 ヒ ト ゲ ノ ム が 非 常 に 複 雑 で 、 任 意 の 血 清 試 料 中 に ゲ ノ
ム DNA配 列 が 豊 富 に あ る こ と の た め に 、 部 分 的 に 制 限 さ れ る 。 サ ブ ト ラ ク シ ョ ン 段 階 の 反
復 に よ っ て 、 最 終 濃 縮 係 数 10 2 か ら 10 3 が も た ら さ れ る が 、 係 数 10 6 が 求 め ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 し た が っ て 、 こ の 方 法 と 第 2の い わ ゆ る 動 力 学 的 濃 縮 方 法 と を 一 緒 に す る こ と が 必 要 で
あ る 。 前 段 階 の 間 に 添 加 し た ア ダ プ タ ー に 相 補 的 な プ ラ イ マ ー を 使 用 す る PCR段 階 に よ っ
て こ れ を 実 施 す る 。 し た が っ て T/T二 本 鎖 は 、 PCRに よ っ て 指 数 関 数 的 に 増 幅 し 、 T/D二 本
鎖 は 直 線 的 増 幅 を 受 け 、 得 ら れ た 断 片 は 一 本 鎖 で あ る 。 T/Dハ イ ブ リ ッ ド に 関 し て は 、 増
幅 し な い 。 二 本 鎖 DNAに 使 用 し た ヌ ク レ ア ー ゼ で 一 本 鎖 DNAを 切 断 す る こ と が 可 能 で あ る 。
増 幅 後 に テ ス タ ー の そ の 他 の 配 列 に 対 し て 標 的 DNAを 濃 縮 す る た め に 、 こ の 二 本 鎖 テ ス タ
ー の 選 択 的 濃 縮 方 法 を 様 々 な ア ダ プ タ ー で 繰 り 返 す こ と が で き る 。 一 般 的 に 、 こ の 反 応 を
三 回 行 っ て 、 求 め る べ き ウ イ ル ス 配 列 に つ い て 10 6 の 濃 縮 係 数 を 得 る こ と が 可 能 で あ る 。
そ の 後 、 得 ら れ た 生 成 物 を 配 列 決 定 お よ び 分 析 の た め に プ ラ ス ミ ド に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ す
る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 I-2.2 プ ロ ト コ ー ル
　 RDAは 、 前 述 し た 患 者 か ら 得 ら れ た DNAを 使 用 し て 、 テ ス タ ー お よ び ド ラ イ バ ー 試 料 に つ
い て 実 施 す る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 ・ 制 限 酵 素 RsaIに よ る 試 料 の 消 化
　 こ の 手 法 は 、 テ ス タ ー の DNAお よ び ド ラ イ バ ー の DNAに つ い て 別 々 に 実 施 す る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 ど の 列 も し 損 じ る こ と の な い よ う に 、 RDA実 験 は 同 試 料 の RNAと 平 行 し て 実 施 す る 。 し か
し 、 公 知 の 配 列 と 相 同 性 を 示 さ な い ク ロ ー ン は ウ イ ル ス RNAか ら 得 る こ と は で き な か っ た

10

20

30

40

50

(16) JP 2005-512594 A 2005.5.12



。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 以 下 の 混 合 物 の 調 製 :
　 10XRsaI緩 衝 液 (5μ l)、 RsaI(10U/μ l)(1.5μ l)、 核 酸 (2μ g)43.5μ lの 混 合 物 を 調 製 す
る 。 こ の 混 合 物 を 37℃ で 1時 間 30分 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 反 応 は 20XEDTA/グ リ コ ー ゲ ン 2.5μ
lで 停 止 す る 。 抽 出 は 、 フ ェ ノ ー ル :ク ロ ロ ホ ル ム :イ ソ ア ミ ル ア ル コ ー ル (25:24:1)50μ l
で 実 施 す る 。 遠 心 は 、 14000rpmで 10分 間 実 施 し て 、 上 部 水 相 を 収 集 す る 。 さ ら に ク ロ ロ ホ
ル ム :イ ソ ア ミ ル ア ル コ ー ル (24:1)50μ lで 抽 出 を 実 施 し 、 そ の 後 14000rpmで 10分 間 遠 心 し
て 、 上 部 水 相 を 収 集 す る 。 こ の 水 相 を 4M　 NH 4 OAc　 25μ lお よ び 95%エ タ ノ ー ル 187.5μ lで
沈 殿 さ せ 、 そ の 後 14000rpmで 20分 間 遠 心 し て 、 上 清 を 除 去 す る 。 ペ レ ッ ト を 80%エ タ ノ ー
ル 　 200μ lで 洗 浄 す る 。 さ ら に 14000rpmで 5分 間 遠 心 を 実 施 し て 、 上 清 を 除 去 す る 。 ペ レ
ッ ト を 5か ら 10分 間 空 気 乾 燥 し て 、 次 に H 2 O　 5.5μ lに 溶 解 す る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 ・ テ ス タ ー の (手 法 の 最 終 段 階 に 必 要 な PCRプ ラ イ マ ー の 配 列 を 含 有 す る )ア ダ プ タ ー へ
の 連 結 。
　 テ ス タ ー 1μ lを 水 5μ lで 希 釈 す る 。 連 結 混 合 物 は 、 以 下 の 通 り に 調 製 す る :H 2 O(15μ l)
、 5X連 結 緩 衝 液 (BIOLABS)(10μ l)、 T4 DNAリ ガ ー ゼ (400U/μ l)BIOLABS(5μ l)。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 混 合 物 1.1は 、 以 下 の 通 り に 調 製 す る :テ ス タ ー 2μ l、 ア ダ プ タ ー 1(10μ M)2μ l、 マ ス タ
ー ミ ッ ク ス 6μ l。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 混 合 物 1.2は 、 以 下 の 通 り に 調 製 す る 。 テ ス タ ー 2μ l、 ア ダ プ タ ー 2R(10μ M)2μ l、 マ ス
タ ー ミ ッ ク ス 6μ l。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 サ ブ ト ラ ク ト さ れ て い な い 対 照 の 調 製 :混 合 物 1.1　 2μ lを 混 合 物 1.2　 2μ lに 添 加 し た
。 こ の よ う に 調 製 し た 混 合 物 を 16℃ で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し て 、 反 応 は 20xEDTA/グ リ コ ー
ゲ ン 　 1μ lを 添 加 す る こ と に よ っ て 停 止 す る 。 リ ガ ー ゼ は 、 72℃ で 5分 間 不 活 性 化 し て 、
こ の 混 合 物 を 氷 中 で 冷 却 す る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 ・ サ ブ ト ラ ク テ ィ ブ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン :テ ス タ ー -ド ラ イ バ ー
　 こ の 手 法 は 、 テ ス タ ー の DNAと ド ラ イ バ ー の DNAに つ い て 別 々 に 実 施 す る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 第 １ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
　 ア ダ プ タ ー 1(混 合 物 H1)ま た は ア ダ プ タ ー 2R(混 合 物 H2)に 連 結 し た テ ス タ ー の DNAか ら 成
る 2種 類 の 混 合 物 H1お よ び H2を 別 々 に 調 製 し た 。 混 合 物 H1:ド ラ イ バ ー 1.5μ l、 「 テ ス タ ー
1-1」 1.5μ l、 4Xハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 緩 衝 液 1μ l。 混 合 物 H2:ド ラ イ バ ー 1.5μ l、 「 テ
ス タ ー 1-2」 1.5μ l、 4Xハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 緩 衝 液 1μ l。 こ れ ら の 混 合 物 そ れ ぞ れ に
油 を 添 加 し て 、 各 混 合 物 を 98℃ で 1分 30秒 間 、 そ の 後 第 2の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 直 前 に
68℃ で 6時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 第 2ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
　 以 下 の 混 合 物 を 調 製 す る :ド ラ イ バ ー 1μ l、 4Xハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 緩 衝 液 、 1μ l、 H

2 O　 2μ l。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 混 合 物 1μ lを 98℃ で 1分 30秒 間 変 性 す る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 混 合 物 H2　 15μ lを 油 /試 料 界 面 で 収 集 す る 。 空 気 を 吸 引 し て 、 ド ラ イ バ ー を 収 集 し 、 全
体 を 混 合 物 H1に 添 加 す る 。 全 体 を 68℃ で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 サ ブ ト ラ ク ト さ れ た DNAの 希 釈 。
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　 ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た 試 験 管 に 希 釈 緩 衝 液 200μ lを 添 加 す る 。 吸 引 し て 除 去 し た 後 、 こ の
混 合 物 を 68℃ で 7分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し て 、 反 応 を 氷 中 で 停 止 す る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 ・ RDA生 成 物 の PCR
　 こ の 手 法 は 、
-DNAか ら 得 ら れ た RDA生 成 物 、
-サ ブ ト ラ ク ト さ れ て い な い 対 照 、 キ ッ ト の サ ブ ト ラ ク ト さ れ た 対 照 お よ び キ ッ ト の 陽 性 P
CR対 照 に 別 々 に 実 施 す る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 1回 目 の PCR:
　 以 下 の 混 合 物 を 調 製 す る 。 H 2 O　 19.5μ l、 10XPCR緩 衝 液 2.5μ l、 dNTP(そ れ ぞ れ 10mM)0.
5μ l、 PCRプ ラ イ マ ー 1(10μ M)1μ l、 50Xア ド バ ン テ ー ジ cDNAポ リ メ ラ ー ゼ ミ ッ ク ス 0.5μ l
、 RDA試 料 1μ l。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 使 用 し た プ ロ グ ラ ム は 以 下 の 通 り で あ る :75℃ 　 5分 、 94℃ 　 30秒
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 次 の 25回 :94℃ 　 10秒 、 66℃ 　 30秒 、 72℃ 　 1分 30秒
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 2回 目 の PCR
　 1回 目 の PCR生 成 物 1μ lを 使 用 :同 様 の 混 合 物 を 使 用 す る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 20回 実 施 す る :94℃ 　 10秒 、 68℃ 　 30秒 、 72℃ 　 1分 30秒 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 Clontech PCR-select(商 標 )cDNA subtraction kitの プ ラ イ マ ー 対 を 使 用 す る と 、 そ れ
ら は RDA法 開 始 時 に テ ス タ ー DNAに 「 結 合 し た 」 ア ダ プ タ ー に 配 置 す る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 試 料 8μ lの 1XTBE中 で の 1%ア ガ ロ ー ス ゲ ル に お け る 臭 化 エ チ ジ ウ ム 染 色 に よ る 分 析
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 次 に 、 RDA生 成 物 を プ ラ ス ミ ド pTOPOに ト ポ イ ソ メ ラ ー ゼ Iを 使 用 し て 連 結 し 、 そ の 後 Inv
itrogen TOPO TA Cloning(登 録 商 標 )Kitを 使 用 し て E.coliに ク ロ ー ニ ン グ す る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 II-RDA生 成 物 の 分 析
　 II-1. RDAに よ っ て 生 じ た ク ロ ー ン の ス ク リ ー ニ ン グ
　 RDA技 術 は 、 テ ス タ ー 試 料 お よ び ド ラ イ バ ー 試 料 か ら 、 2種 類 の 試 料 の 間 の 潜 在 的 差 異 が
何 で あ る か を 反 映 し た PCR生 成 物 を 得 る こ と を 可 能 に す る 。 こ れ は 、 サ ブ ト ラ ク ト さ れ た
物 質 を 構 成 す る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 RDA生 成 物 を ク ロ ー ニ ン グ し た 後 、 以 下 に 説 明 し た 段 階 に よ っ て 643個 の ク ロ ー ン を ス ク
リ ー ニ ン グ し た 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 II-2 ク ロ ー ニ ン グ 生 成 物 の 複 製 物
　 ヒ ト 由 来 の ク ロ ー ン を 最 大 限 除 去 す る た め に 、 「 DNA」 RDAク ロ ー ン の 複 製 物 を EcoRI/Ps
tIで 消 化 し 、 3 2 Pで 放 射 標 識 し た ヒ ト ゲ ノ ム DNAに 対 応 す る プ ロ ー ブ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ
る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 こ の ス ク リ ー ニ ン グ 終 了 時 の 結 果 は 以 下 に 示 す 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
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【 表 Ａ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 II-3. デ ー タ バ ン ク の 調 査
　 第 1段 階 終 了 時 に 選 択 し た 50個 の ク ロ ー ン の 配 列 を 決 定 す る 。 そ れ ぞ れ の 配 列 を ヒ ト ゲ
ノ ム の デ ー タ バ ン ク 、 Swissprot、 Embl、 Genbank、 Draftの 公 知 の 配 列 と 比 較 す る 。 未 知
の も の が い く つ か 出 現 す る 。 配 列 分 布 の 結 果 を 以 下 に 挙 げ る 。
ホ ス フ ァ タ ー ゼ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 23%
ヒ ト DNA染 色 体 16+17　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 31%
蛋 白 質 分 解 酵 素 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  8%
ヒ ト イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 16%
未 知 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  8%
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 II-4 さ ら な る ス ク リ ー ニ ン グ
　 以 下 に 説 明 し た 方 法 に 従 っ て 、 さ ら な る ス ク リ ー ニ ン グ 段 階 を 前 段 階 で 選 択 し た 4個 の
ク ロ ー ン に 実 施 し た 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 ・ 3 2 Pで 放 射 標 識 し た EcoRI/PstIゲ ノ ム DNAプ ロ ー ブ を 使 用 し て 選 択 し た ク ロ ー ン の DNA
に 対 す る ド ッ ト ブ ロ ッ ト 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 ・ プ ロ ー ブ と し て 、 既 に 選 択 し た 3 2 P標 識 ク ロ ー ン を 使 用 し た ゲ ノ ム DNAの サ ザ ン ブ ロ ッ
ト 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 こ れ ら の 様 々 な 段 階 の 終 了 時 に 、 デ ー タ バ ン ク で 配 列 が 知 ら れ て い な い 2種 類 の 「 DNA」
ク ロ ー ン を 選 択 し た 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 以 下 の 段 階 は 、 こ れ ら の デ ー タ の 原 因 不 明 の 肝 炎 に 罹 っ た 患 者 か ら 得 ら れ た 試 料 と 、 一
方 は 血 液 提 供 者 、 他 方 は 非 ウ イ ル ス 性 の 肝 臓 病 変 を 患 っ た 患 者 か ら 成 る 対 照 と の 両 方 に 対
す る 関 係 を 立 証 す る こ と で あ る 。 そ の た め に 、 プ ラ イ マ ー を 2種 類 の ク ロ ー ン の DNA内 で 合
成 し 、 ヒ ト ゲ ノ ム に 頻 発 す る DNA配 列 に 対 応 す る ク ロ ー ン の DNAの 可 能 性 を 排 除 す る た め に
、 こ れ ら の プ ラ イ マ ー を 使 用 し て 血 液 提 供 者 の 血 清 か ら 抽 出 し た ゲ ノ ム DNAに PCRを 実 施 し
た 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 DNAの RDAか ら 得 ら れ た 1400bpの 挿 入 物 (XH)を 含 有 す る 1ク ロ ー ン は 、 ヒ ト ゲ ノ ム DNAお よ
び デ ー タ ベ ー ス に 存 在 す る あ ら ゆ る 配 列 と の 相 同 性 が 欠 如 し て い る の で 選 択 し た 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
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　 こ の 配 列 は 、 GCに 富 み (62%)、 い く つ か の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を 有 す る 。 配
列 番 号 1と 同 定 す る 。 こ の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム は 配 列 番 号 2、 3、 4お よ び 5と 同
定 す る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 III.肝 炎 Xに 関 連 す る 配 列 :XHの 特 徴 付 け
　 単 離 し た XH配 列 の 性 質 を 特 徴 付 け 、 具 体 的 に 述 べ る た め に 4種 類 の 取 り 組 み を 平 行 し て
使 用 し た 。
-生 物 学 的 臨 床 研 究 お よ び 疫 学 的 研 究 。
-「 分 子 」 的 取 り 組 み 。
-特 異 抗 体 の 産 生 。
-電 子 顕 微 鏡 に よ る 研 究 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 III-1 生 物 学 的 臨 床 研 究 お よ び 疫 学 的 研 究
-PCRに よ る XH配 列 の 増 幅 を 可 能 に す る た め に 、 様 々 な プ ラ イ マ ー と プ ロ ー ブ の 組 み 合 わ せ
を 合 成 し た 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 以 下 の プ ラ イ マ ー の 組 み 合 わ せ を 使 用 す る こ と が 可 能 で あ る 。
セ ン ス プ ラ イ マ ー (1M13):
5'-CCCGCCCCGCTGATGAAAAG-3'(配 列 番 号 10)
ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ ー (3T7)
5'-ATGCCAACGCCCAGAGTCCG-3'(配 列 番 号 13)
　 PCRサ イ ク ル :75℃ 　 5分 、 94℃ 　 2分 、 94℃ 　 10秒 × 28、 66℃ 　 30秒 × 28、 72℃ 　 1分 30
× 28お よ び 72℃ 　 7分 。
　 2回 目 の PCR:
　 1回 目 の 試 料 3μ lを 水 27μ lで 希 釈 し た 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 以 下 の 混 合 物 を 調 製 し た 。 H 2 O　 17.5μ l、 10XPCR緩 衝 液 2.5μ l、 dNTP(そ れ ぞ れ 10mM)0.
5μ l、 ネ ス テ ッ ド PCRセ ン ス プ ラ イ マ ー (10μ M)1μ l、 ネ ス テ ッ ド PCRア ン チ セ ン ス プ ラ イ
マ ー 2R(10μ M)1μ l、 50Xア ド バ ン テ ー ジ cDNAポ リ メ ラ ー ゼ ミ ッ ク ス 0.5μ l、 RDA試 料 1/10
　 2μ l。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 以 下 の プ ラ イ マ ー 対 を 使 用 し た 。
セ ン ス プ ラ イ マ ー (1M13)
5'-CCCGCCCCGCTGATGAAAAG-3'(配 列 番 号 10)
ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ ー (1T7)
5'-GATGTTTCTGTGTCTGTGGG-3'(配 列 番 号 14)
　 PCRサ イ ク ル :94℃ 　 2分 、 94℃ 　 10秒 × 10～ 15、 68℃ 　 30秒 × 10～ 15、 72℃ 1分 30× 10～
15お よ び 72℃ 　 7分 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 ま ず 第 1に 、 ト ラ ン ス ア ミ ナ ー ゼ が 正 常 な 90人 の 血 液 提 供 者 を PCRに よ っ て ス ク リ ー ニ ン
グ し た 。 全 て XH配 列 が 陰 性 で あ っ た 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 -平 行 し て 、 RDAの 実 施 を 可 能 に し た 患 者 血 清 の 様 々 な 日 時 に お け る XH配 列 の 存 在 を 求 め
た 。 XH配 列 の 存 在 は 、 ト ラ ン ス ア ミ ナ ー ゼ が 特 に 高 い 時 点 に の み 認 め ら れ た 。 こ の 患 者 で
ト ラ ン ス ア ミ ナ ー ゼ が 減 少 し た 後 の 肝 臓 生 検 を 分 析 す る と 、 こ の 配 列 が 存 在 す る こ と が 明
ら か で あ る 。 こ の 場 合 、 こ の 患 者 は 現 在 10年 間 イ ン タ ー フ ェ ロ ン で 治 療 を 受 け て お り 、 治
療 の 中 止 を 試 み た 結 果 ト ラ ン ス ア ミ ナ ー ゼ が 迅 速 に 増 加 し 、 肝 疾 患 に 関 係 す る 病 原 体 の 根
強 い 存 続 を 示 唆 し て い る こ と に 注 意 さ れ た い 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 -原 発 性 胆 汁 性 肝 硬 変 の 症 例 20例 は ま た 、 血 清 お よ び 肝 臓 に お け る XH配 列 が 陰 性 の ま ま

10

20

30

40

50

(20) JP 2005-512594 A 2005.5.12



で あ っ た 。 薬 剤 誘 導 性 肝 炎 4例 に つ い て も 調 べ た と こ ろ 、 や は り 陰 性 で あ る こ と が わ か っ
た 。 自 己 免 疫 性 肝 炎 の 1/21例 の み お よ び ア ル コ ー ル 性 肝 炎 の 1/7例 が XH配 列 陽 性 で あ っ た
。 対 照 集 団 に 対 す る こ れ ら の 結 果 に よ っ て 、 XH配 列 が 通 常 「 正 常 な 」 ヒ ト 血 清 ま た は ウ イ
ル ス が 原 因 で は な い 肝 臓 病 変 の 場 合 で は 存 在 し な い こ と を 確 か め る こ と が で き た 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 非 常 に 有 利 な こ と に 、 非 A、 非 E肝 炎 に 罹 っ た Hotel Dieu in Lyonの 患 者 か ら 得 ら れ た 肝
臓 お よ び 血 清 試 料 を 分 析 す る こ と に よ っ て 、 そ れ ら の 10%(11/109)が XH配 列 の キ ャ リ ア で
あ る こ と を 認 め る こ と が で き た 。 モ ロ ッ コ の 慢 性 非 A、 非 E肝 炎 の 患 者 で も HXHV DNA陽 性 の
患 者 は 同 じ 割 合 で あ っ た 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 -血 清 の PCRに よ っ て XH配 列 が 陽 性 の 患 者 は ま た 、 生 検 が 入 手 可 能 で あ る と き 、 肝 臓 生 検
か ら 抽 出 し た DNAで も 陽 性 で あ る よ う だ 。 XH配 列 の 存 在 は ま た 、 同 じ 患 者 で は 、 数 年 経 っ
て も 、 様 々 な 時 点 で 認 め る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 -PCRに よ っ て 増 幅 し た 生 成 物 を 配 列 決 定 し た と こ ろ 、 患 者 は 互 い に 非 常 に 類 似 し た 配 列
を 示 す 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 -こ れ ら の 患 者 は 全 て 、 微 細 な 肝 炎 か ら 肝 硬 変 ま で 肝 臓 病 変 の 程 度 が 異 な る 慢 性 肝 炎 を
有 し て い る 。 数 人 の み が 、 肝 炎 ウ イ ル ス の 伝 達 に 関 し て 明 ら か に 確 立 さ れ た 危 険 因 子 で あ
る 輸 血 を 受 け た 。 こ れ ら の 患 者 は 公 知 の い か な る 肝 炎 ウ イ ル ス の キ ャ リ ア で も な か っ た の
で 、 い か な る 抗 ウ イ ル ス 治 療 法 も 受 け な か っ た 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 -さ ら に 、 ブ ラ ジ ル の 急 性 非 A、 非 E肝 炎 の 13例 を 分 析 し た と こ ろ 、 急 性 期 の こ れ ら の 患
者 11人 に お い て XH配 列 の 存 在 の 検 出 で き た 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 III-2 「 分 子 的 」 取 り 組 み
　 単 離 し た DNA(1本 鎖 ま た は 2本 鎖 )の 性 質 を 測 定 す る た め に 、 XH配 列 は 磁 気 粒 子 に 結 合 さ
せ た XH配 列 の 2種 類 の DNA鎖 の い ず れ か に 特 異 的 な 2種 類 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 交 互 に 捕
捉 さ せ た (Gene Trapper cDNA positive selection system, Gibco BRL(商 標 ))。 使 用 し た
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 以 下 の 通 り で あ る 。
セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド S6M13:
5'-GCCATGTAACTCGGCAGTGC-3'(配 列 番 号 9)
ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド Comp　 S6M13:
5'-GCACTGCCGAGTTACATGGC-3'(配 列 番 号 15)
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 第 2の 場 合 で は 、 特 異 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で 捕 捉 後 、 遊 離 し た 生 成 物 を 、
-PCRお よ び XH特 異 的 プ ロ ー ブ に よ る PCR生 成 物 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 。
-ク ロ ー ニ ン グ 、 PCRに よ る ク ロ ー ン の 分 析 、 ク ロ ー ニ ン グ し た 生 成 物 の 複 製 物 の ハ イ ブ リ
ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 こ の ク ロ ー ン の 配 列 決 定 に よ っ て 分 析 す る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 こ の 取 り 組 み は 、 TOPOベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ さ れ た XH配 列 に つ い て 有 効 で あ っ た 。 こ
の 様 式 で は 、 RDAか ら 得 ら れ た 配 列 は 、 PCRか ら 得 ら れ る の で 、 2本 鎖 で あ る 。 こ の 捕 捉 方
法 を ク ロ ー ニ ン グ し た 配 列 に 実 施 し た こ と に よ っ て 、 最 終 的 に 存 在 す る 2種 類 の DNA鎖 の 捕
捉 が 可 能 に な る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 患 者 を 循 環 す る XH配 列 の 性 質 は 、 PCRで XH配 列 陽 性 の 「 肝 炎 X」 患 者 の い く つ か の 血 清 を
使 用 し て 調 べ た 。 こ の 血 清 は 、 捕 捉 操 作 前 に 超 遠 心 し た り し な か っ た り す る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 こ れ ら の 結 果 は 全 て 、 1種 類 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド (セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 S6M13)
の み が 患 者 血 清 中 で 循 環 す る XH配 列 を 保 持 で き る こ と を 示 す 。 結 果 的 に 、 こ れ ら の 配 列 は
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、 少 な く と も 部 分 的 に 1本 鎖 で あ る 。 XH　 DNAの 性 質 が 1本 鎖 で あ る と い う 仮 説 は 、 DNAの 1
本 鎖 形 態 に 特 異 的 な S1ヌ ク レ ア ー ゼ に よ る XH　 DNAの 予 備 処 理 試 験 に よ っ て 裏 付 け ら れ る
。 XH　 DNA陽 性 の 血 清 抽 出 物 を 予 備 処 理 す る と PCRシ グ ナ ル は 破 壊 さ れ る の で 、 し た が っ て
こ の 配 列 の 性 質 が 1本 鎖 で あ る こ と を 立 証 さ れ る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 III-3 特 異 的 抗 体 の 産 生
　 -XH配 列 (配 列 番 号 1)は 、 4個 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を 有 す る 。 ORF1は 配 列 番
号 2に 存 在 し 、 配 列 番 号 1の 塩 基 1か ら 103に よ っ て コ ー ド さ れ る 101個 の ア ミ ノ 酸 を 含 む 。 O
RF2は 配 列 番 号 3に 存 在 し 、 配 列 番 号 1の 塩 基 829か ら 1233に よ っ て コ ー ド さ れ る 135個 の ア
ミ ノ 酸 を 含 む 。 ORF3は 配 列 番 号 4に 存 在 し 、 配 列 番 号 1の 塩 基 270か ら 674に よ っ て コ ー ド さ
れ る 135個 の ア ミ ノ 酸 を 含 む 。 ORF4は 配 列 番 号 5に 存 在 し 、 配 列 番 号 1の 塩 基 813か ら 1361に
よ っ て コ ー ド さ れ る 183個 の ア ミ ノ 酸 を 含 む 。 コ ン ピ ュ ー タ 分 析 に よ っ て 、 選 択 さ れ た 蛋
白 質 は 、 抗 体 産 生 を 誘 発 す る た め に 必 要 な 免 疫 原 性 お よ び 親 水 性 の 特 性 全 て を 備 え た 14個
の ア ミ ノ 酸 領 域 を 有 す る こ と が 示 さ れ た 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 -前 記 の 14個 の ア ミ ノ 酸 領 域 に 対 応 す る ポ リ ペ プ チ ド を ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 産 生 の た め
に 合 成 し た 。 こ の ポ リ ペ プ チ ド の 配 列 を 以 下 に 挙 げ 、 配 列 番 号 6を 参 照 す る こ と に よ っ て
同 定 す る 。
RRAAELHRRDQYRL
【 ０ １ ０ ３ 】
　 ウ サ ギ を 免 疫 す る た め に 、 BSAに 結 合 す る よ う に シ ス テ イ ン (C)を こ の ポ リ ペ プ チ ド の CO
OH末 端 に 付 加 し た 。 免 疫 原 RRAAELHRRDQYRLC-BSAを ウ サ ギ に ウ サ ギ 1匹 当 た り 注 射 1回 当 た
り 100μ gの 量 で 注 射 し た 。 使 用 し た 免 疫 方 法 は 以 下 の 通 り で あ る 。
　 D0:血 液 10mlの 1回 目 採 取 、 免 疫 :免 疫 原 (1mg/ml)0.1mg+生 理 生 理 食 塩 水 0.4ml+0.5mlCFA
　 1ml　 ID(0.1ml× 10)
　 D28:免 疫 原 (1mg/ml)0.1mg+生 理 食 塩 水 0.4ml+0.5ml　 IFA　 ID-1ml　 ID(0.1ml× 10)
　 D56:免 疫 原 (1mg/ml)0.1mg+生 理 食 塩 水 0.4ml+0.5ml　 IFA-1ml　 SC(0.25ml× 4)
　 D63:抗 凝 固 剤 な し に 耳 か ら の 血 液 3mlの 1回 目 採 取
　 D84:免 疫 原 (1mg/ml)0.1mg+生 理 食 塩 水 0.4ml+0.5ml　 AFI　 1ml　 IM(0.25ml× 4)
　 D91:抗 凝 固 剤 な し に 耳 か ら の 血 液 9mlの 2回 目 採 取
　 D112:免 疫 原 (1mg/ml)0.1mg+生 理 食 塩 水 0.4ml+0.5ml　 IFA-1ml　 ID(0.1ml× 10)
　 D119: 抗 凝 固 剤 な し に 耳 か ら の 血 液 9mlの 3回 目 採 取
【 ０ １ ０ ４ 】
　 特 異 的 抗 体 の 産 生 は 、 非 A、 非 E患 者 の 生 検 に お け る XH配 列 の 発 現 を そ の 他 の 患 者 分 類 ま
た は 対 照 と 平 行 し て ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の 非 常 に 有 効 な 手 段 で あ る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 ア ミ ノ 酸 14個 の ポ リ ペ プ チ ド (配 列 番 号 6)を 使 用 し て 、 慢 性 非 A、 非 E肝 炎 の 患 者 に 潜 在
的 に 存 在 す る HXHVウ イ ル ス に 特 異 的 な 抗 体 を 捕 捉 す る た め の ELISA試 験 を 開 発 す る 。 マ イ
ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の ウ ェ ル に 、 炭 酸 緩 衝 液 に 1/100で 希 釈 し た ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 100
μ lを 沈 着 さ せ る 。 沈 着 後 、 イ ン キ ュ ベ ー タ 内 に お い て 37℃ で 2時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し て 、
そ の 後 洗 浄 を 3回 実 施 す る 。 次 に 、 PBSで 1/100に 希 釈 し た ビ オ チ ン 化 ペ プ チ ド 100μ lを 各
ウ ェ ル に 添 加 す る 。 混 合 物 を 4℃ で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 次 に 、 洗 浄 を 3回 実 施 す る 。
次 に 、 部 位 を 飽 和 さ せ る た め に PBS+ヤ ギ 血 清 250μ lを 添 加 す る 。 全 体 を 37℃ で 2時 間 イ ン
キ ュ ベ ー ト す る 。 3回 洗 浄 後 、 (PBS　 Tween+SCで 適 切 な 希 釈 度 で 希 釈 し た )試 験 す べ き 血 清
そ れ ぞ れ 100μ lを 添 加 し 、 イ ン キ ュ ベ ー タ 内 に お い て 37℃ で 2時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を
実 施 す る 。 次 に 、 洗 浄 を 3回 実 施 し て 、 抗 ヒ ト IgG抗 体 結 合 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ の 希 釈 溶 液 10
0μ lを 沈 着 さ せ る 。 全 体 を 、 イ ン キ ュ ベ ー タ 内 に お い て 37℃ で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る
。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 3回 の 洗 浄 段 階 を 行 う 。 オ ル ト フ ェ ニ レ ン ジ ア ミ ン (100μ l)を
添 加 す る こ と に よ っ て 視 覚 化 を 実 施 す る 。 H 2 SO 4 　 50μ lを 添 加 す る こ と に よ っ て 反 応 を 遮
断 し 、 OD492nmお よ び 635nmで 読 み 取 り を 実 施 す る 。 結 果 を 添 付 し た 図 に 表 す 。 こ の 図 か ら
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明 白 な よ う に 、 XH配 列 が PCRに よ っ て 検 出 さ れ た 16人 の 中 で 、 6人 の 患 者 が こ の 技 法 に よ っ
て 非 常 に 良 く 検 出 さ れ た 。 7人 目 の 患 者 は 、 閾 値 限 界 で 弱 く 検 出 さ れ た 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 III-4 電 子 顕 微 鏡 研 究
　 -XH配 列 の 存 在 に 関 連 す る 可 能 性 の あ る ウ イ ル ス 粒 子 を 単 離 す る た め に ス ク ロ ー ス 勾 配
を 調 製 し た 。 そ の た め に 、 非 A、 非 E肝 炎 群 の 患 者 の 血 清 を 使 用 し た 。 こ の 勾 配 の 2つ の 隣
接 し た 画 分 は 、 PCRに よ っ て XH配 列 陽 性 を 示 し た 。 こ れ ら の 画 分 は 、 ほ ぼ 1.2か ら 1.5g/cm 3

の 程 度 の 密 度 に 対 応 す る 。 電 子 顕 微 鏡 研 究 に よ っ て 、 大 き さ お よ び 規 則 性 (半 径 110nm)が
ウ イ ル ス 病 原 体 の も の と 適 合 し た 粒 子 を 観 察 す る こ と が 可 能 に な っ た 。 こ れ ら の 粒 子 が 電
子 顕 微 鏡 で 観 察 さ れ る 頻 度 に よ っ て 、 ほ ぼ 5× 10 5 粒 子 /ml血 清 程 度 の 濃 度 で あ る こ と が 示
唆 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 開 発 し た ELISA試 験 に よ っ て 、 血 液 提 供 者 お よ び 様 々 な 分 類 の 患 者 に お け る 「 抗 XH」 抗
体 の 存 在 を 探 索 す る こ と が 可 能 と な っ た 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 IV 血 液 提 供 者 お よ び 患 者 の 研 究
　 IV-1. 抗 XH抗 体 の 探 索
　 血 液 提 供 者 お よ び 様 々 な 分 類 の 患 者 に お け る 抗 XH抗 体 の 探 索 を ELISA試 験 に よ っ て 実 施
し た 。 結 果 を 以 下 の 表 に 表 す 。
【 ０ １ ０ ９ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ １ ０ 】
　 ト ラ ン ス ア ミ ナ ー ゼ が 正 常 な 血 液 提 供 者 408人 と 高 ト ラ ン ス ア ミ ナ ー ゼ の 血 液 提 供 者 389
人 と の 間 の 抗 XH抗 体 の 存 在 率 の 差 は 有 意 で あ る 。 2重 盲 検 法 に よ っ て 試 験 し た こ れ ら 2群 の
間 に 認 め ら れ た こ の 差 は 、 抗 XH抗 体 の 存 在 と 肝 炎 疾 患 と の 間 に 因 果 関 係 が あ る こ と を 示 唆
し て い る 。 高 ト ラ ン ス ア ミ ナ ー ゼ の 血 液 提 供 者 (20%)の 画 分 は 、 PCRに よ っ て XH配 列 が 陽 性
で あ る こ と が 見 い だ さ れ た 。 こ の 配 列 は 、 ト ラ ン ス ア ミ ナ ー ゼ が 正 常 な 血 液 提 供 者 で は 見
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い だ さ れ な か っ た 。
【 ０ １ １ １ 】
　 HIV陽 性 患 者 の 抗 XH抗 体 陽 性 の 割 合 (35%)は 、 HBV慢 性 キ ャ リ ア 患 者 の 16%お よ び HCV慢 性
キ ャ リ ア の 3%と 比 較 し て よ り 高 い こ と が 見 い だ さ れ た 。 患 者 が 曝 さ れ る 危 険 因 子 の 詳 細 な
研 究 に よ っ て 、 XH配 列 は 非 経 口 経 路 お よ び 性 的 経 路 に よ っ て 伝 達 さ れ 得 る こ と が 示 さ れ た
。
【 ０ １ １ ２ 】
　 ELISAで 慢 性 ま た は 劇 症 非 A、 非 E肝 炎 陽 性 の 患 者 の み が 、 PCRで は 症 例 の 50%が 陽 性 で あ
る が 、 一 方 HCV群 ま た は HBV群 の 患 者 あ る い は 血 友 病 患 者 の DNAに つ い て 陽 性 は 検 出 さ れ な
か っ た 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 慢 性 ま た は 治 癒 に 達 す る 原 因 不 明 の 急 性 肝 炎 患 者 に つ い て の 研 究 も ま た 実 施 し た 。 研 究
し た 13の 症 例 の う ち 、 11例 が 疾 患 の 急 性 期 に 抗 XH抗 体 が 陽 性 で あ る こ と が わ か っ た 。 モ ニ
タ ー で き た 例 の う ち 、 全 て が こ の 期 間 中 抗 体 が 陽 性 の ま ま で あ っ た 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 IV-2. PCRに よ る XH配 列 の 探 索
　 XH配 列 を 増 幅 す る た め に 、 Roche(登 録 商 標 )Light cyclerを 使 用 し た リ ア ル タ イ ム 定 量
的 PCR法 を 開 発 し た 。 特 に 、 抗 XH抗 体 が 陽 性 で あ る こ と が 見 い だ さ れ た 11人 の 患 者 に お い
て 、 ORF4の XH配 列 を 増 幅 す る た め に 使 用 し た 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 以 下 に 説 明 し た 4種 類 の 特 異 的 プ ラ イ マ ー を 合 成 し て 、 HPLCで 精 製 し た 。
S1(セ ン ス ):5'-GCGTTGTGGTTCTGTTGC-3'(配 列 番 号 19)
S2(セ ン ス ):5'-GATCAATATCGCCTACGC-3'(配 列 番 号 20)
AS1(ア ン チ セ ン ス ):5'-CTGAAGGATAGGGCTGATG-3'(配 列 番 号 21)
AS2(ア ン チ セ ン ス ):5'-CTGTTCGCCAGCCACCAG-3'(配 列 番 号 22)
【 ０ １ １ ６ 】
　 PCRは 、 Qiagen(登 録 商 標 )キ ッ ト 「 QuantiTect SYBR Green PCR Kit」 (登 録 商 標 )を 使 用
し て 実 施 す る 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 反 応 混 合 物 の 組 成 は 以 下 の 通 り で あ る 。
Master　 mix　 quantitect　 Qiagen　 　 　 　 　 　 10μ l
セ ン ス プ ラ イ マ ー (15μ M)　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 1μ l
ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ ー (15μ M)　 　 　 　 　 　 　 1μ l
標 的 DNA　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 5μ l
水 (RNA分 解 酵 素 を 含 ま な い )　 　 　 　 　 　 　 　 　 3μ l
キ ャ ピ ラ リ 管 1本 当 た り の 全 量 　 　 　 　 　 　 　 　 20μ l
【 ０ １ １ ８ 】
　 20μ lを 沈 着 し た ら 、 キ ャ ピ ラ リ 管 を 密 封 し て 、 短 期 間 遠 心 し 、 Light cyclerの ロ ー タ
に 設 置 す る 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 PCR プ ロ ト コ ー ル
　 ・ 活 性 化 :
　 95℃ で 15分 間 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 ・ 増 幅 /定 量 :
サ イ ク ル 数 　 　 45
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  変 性 　 　 　 　 　 　 ア ニ ー リ ン グ 　 　 　 　 　 　 　 伸 長
温 度 (℃ )　 　 　 　 　 　 　 95　 　 　 　 　 　 　 　 52　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 72
イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン (s)　 0　 　 　 　 　 　 　 　  5　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Tx *

遷 移 温 度 の 程 度 (℃ /s)　 20　 　 　 　 　 　 　 　 20　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 20
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Tx * :温 度 は 、 使 用 し た プ ラ イ マ ー の 組 み 合 わ せ に 左 右 さ れ る 。
プ ラ イ マ ー 　 　 　 　 ア ン プ リ コ ン の 大 き さ (bp)　 　 　 　 　 Tx(s)
S1/AS1　 　 　 　 　 　 　 　 　 441　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 18
S1/AS2　 　 　 　 　 　 　 　 　 312　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 13
S1/AS2　 　 　 　 　 　 　 　 　 331　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 13
S2/AS2　 　 　 　 　 　 　 　 　 232　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 10
【 ０ １ ２ １ 】
　 ・ 融 解 曲 線 の 分 析 :
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  変 性 　 　 　 　 　 ア ニ ー リ ン グ 　 　 　 　  伸 長
温 度 (℃ )　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 95　 　 　 　 　 　 　 　 40　 　 　 　 　 　 　 　 95
イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン (s)　 　 　 　 　 0　 　 　 　 　 　 　 　  5　 　 　 　 　 　 　 　  0
温 度 遷 移 の 程 度 　 　 　 　 　 　 　 　 20　 　 　 　 　 　 　 　 20　 　 　 　 　 　 　 　 0.3
【 ０ １ ２ ２ 】
　 ・ 冷 却 :
　 40℃ で 30秒
【 ０ １ ２ ３ 】
　 ・ 関 心 の あ る 配 列 を 検 出 す る た め の 閾 値 の 特 徴 付 け
　 プ ラ ス ミ ド に 挿 入 さ れ た XH配 列 の 理 論 的 検 出 閾 値 は 、 キ ャ ピ ラ リ 管 1本 当 た り 1コ ピ ー と
2コ ピ ー と の 間 で あ る 。 最 も 頻 繁 に 使 用 し た ア ン プ リ コ ン S1/AS2(312bp)の Tmは 88℃ で あ る
。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 こ の 技 術 の 適 用 に よ っ て 、 特 に 、 慢 性 肝 炎 ま で 進 行 し た 患 者 5人 の う ち 4人 は PCRで XH配
列 が 陽 性 で あ る こ と が 示 さ れ た 。 逆 に 、 回 復 し た 患 者 6人 の う ち 5人 は PCRで XH配 列 が 陰 性
に な っ た 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ２ ５ 】
【 図 １ 】 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド 断 片 配 列 番 号 6が 非 A、 非 E肝 炎 の 患 者
に お け る HXHVウ イ ル ス に 特 異 的 な 抗 体 の 検 出 を 可 能 に す る こ と を 示 す 。
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【 図 １ 】

【 配 列 表 】
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