
(57)【要約】
【課題】免疫関連反応を誘導または検出する能力を保持しているパピローマウイルス様キ
メラ粒子を提供する。
【解決手段】ヒト又はウシパピローマウイルス含み、パピローマウイルス粒子の融合パー
トナーがパピローマウイルスＥ６又はＥ７ペプチドである、パピローマウイルス粒子の形
状エピトープを有するパピローマウイルス様粒子。
【選択図】なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス Ｌ １ 融 合 生 成 物 を 含 み 、 パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス 粒 子 の 形 状 エ ピ ト ー プ
を 有 す る パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス 様 粒 子 。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス Ｌ １ 融 合 生 成 物 が 、 ヒ ト パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス Ｌ １ 融 合 生 成 物 ま
た は ウ シ パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス Ｌ １ 融 合 生 成 物 で あ る 請 求 項 １ に 記 載 の パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス
様 粒 子 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 ヒ ト パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス Ｌ １ 融 合 生 成 物 が 、 Ｈ Ｐ Ｖ １ ６ Ｌ １ 融 合 生 成 物 で あ り 、 前
記 ウ シ パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス Ｌ １ 融 合 生 成 物 が 、 Ｂ Ｐ Ｖ １ Ｌ １ 融 合 生 成 物 で あ る 請 求 項 ２ に
記 載 の パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス 様 粒 子 。
【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 ヒ ト パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス Ｌ １ 融 合 生 成 物 が 、 ペ プ チ ド 若 し く は 全 長 蛋 白 で あ る 単 一
の 融 合 パ ー ト ナ ー 、 ま た は 、 ペ プ チ ド 、 全 長 蛋 白 、 若 し く は 縦 並 び に 連 結 さ れ た こ れ ら の
組 み 合 わ せ で あ る 複 数 の 融 合 パ ー ト ナ ー を 含 む 請 求 項 １ に 記 載 の パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス 様 粒
子 。
【 請 求 項 ５ 】
　 前 記 融 合 パ ー ト ナ ー が パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス Ｅ ６ ま た は Ｅ ７ 生 成 物 で あ る 請 求 項 ４ に 記 載
の パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス 様 粒 子 。
【 請 求 項 ６ 】
　 前 記 パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス Ｌ １ 融 合 生 成 物 が 、 そ の Ｎ 末 端 ま た は Ｃ 末 端 で 融 合 パ ー ト ナ ー
に 融 合 す る 請 求 項 １ に 記 載 の パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス 様 粒 子 。
【 請 求 項 ７ 】
　 前 記 パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス Ｌ １ 融 合 生 成 物 が 、 Ｌ １ ア ミ ノ 酸 の 間 に 挿 入 さ れ た 融 合 パ ー ト
ナ ー を 有 す る 請 求 項 １ に 記 載 の パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス 様 粒 子 。
【 請 求 項 ８ 】
　 更 に パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス Ｌ ２ 生 成 物 を 含 む 請 求 項 １ に 記 載 の パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス 様 粒 子
。
【 請 求 項 ９ 】
　 前 記 パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス Ｌ ２ 生 成 物 が 、 Ｈ Ｐ Ｖ １ ６ Ｌ ２ 生 成 物 ま た は Ｂ Ｐ Ｖ １ Ｌ ２ 生 成
物 で あ る 請 求 項 ８ に 記 載 の パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス 様 粒 子 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 請 求 項 １ に 記 載 の パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス 様 粒 子 を 含 む 組 成 物 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス 様 キ メ ラ 粒 子 お よ び 関 連 す る 合 成 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 、 宿 主 細 胞
、 方 法 並 び に ワ ク チ ン に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス は ヒ ト お よ び 広 範 囲 の 動 物 の 上 皮 に 感 染 し 、 当 該 上 皮 の 感 染 部 位 に
一 般 に 良 性 の 増 殖 を 誘 導 す る 。 し か し な が ら 、 幾 つ か の 事 例 で は あ る 種 の パ ピ ロ ー マ ウ イ
ル ス に よ っ て 誘 導 さ れ た 病 巣 は 悪 性 に 経 過 す る 。 ヒ ト の 性 器 病 巣 の 悪 性 進 行 と ヒ ト パ ピ ロ
ー マ ウ イ ル ス （ Ｈ Ｐ Ｖ ） の あ る 種 の 型 （ 例 え ば Ｈ Ｐ Ｖ １ ６ ） と の 間 に は 密 接 な 関 係 が 存 在
す る 。 こ れ ら の ウ イ ル ス 型 に よ る 感 染 は 、 子 宮 頸 癌 （ 世 界 的 に 最 も 一 般 的 な 女 性 の 癌 の １
つ ） の 進 行 に お け る 最 も 重 要 な 危 険 因 子 で あ る と 考 え ら れ る （ 非 特 許 文 献 １ ; 非 特 許 文 献
２ )。 子 宮 頸 癌 の 大 半 は Ｈ Ｐ Ｖ 初 期 遺 伝 子 （ 例 え ば Ｅ ６ お よ び Ｅ ７ ） を 含 み 、 該 遺 伝 子 を
発 現 し て い る 。 さ ら に 、 こ れ ら の 遺 伝 子 は 培 養 細 胞 に お い て 強 力 な 形 質 転 換 活 性 お よ び 永
代 化 （ immortalizing)活 性 を 有 す る こ と が 示 さ れ た （ 非 特 許 文 献 ３ )。
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【 ０ ０ ０ ３ 】
　 パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス は 、 直 径 が 約 ５ ５ ｎ ｍ の エ ン ベ ロ ー プ を 持 た な い 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ ウ イ
ル ス で 、 ヌ ク レ オ ヒ ス ト ン の コ ア の 中 に 約 ８ ｋ ｂ の ゲ ノ ム を 含 む (非 特 許 文 献 ４ )。 キ ャ プ
シ ド は 、 ウ イ ル ス に よ っ て コ ー ド さ れ る ２ つ の 蛋 白 Ｌ １ お よ び Ｌ ２ で 構 成 さ れ 、 こ れ ら は
Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ に お い て 、 そ れ ぞ れ 約 ５ ５ ｋ Ｄ ａ お よ び ７ ５ ｋ Ｄ ａ に 移 動 す る (非 特 許
文 献 ５ )。 Ｌ １ （ こ れ は 主 要 キ ャ プ シ ド 蛋 白 で あ る ） は 、 Ｔ － ７ の 二 十 面 体 対 称 と 結 合 す
る ７ ２ ペ ン タ メ ー タ ー と し て 配 列 さ れ て い る 。 Ｌ ２ の 機 能 お よ び ビ リ オ ン 内 の 位 置 は 不 明
で あ る (非 特 許 文 献 ４ )。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 Ｌ １ 蛋 白 は 自 己 集 合 組 立 能 を も ち 、 そ れ に よ っ て 、 大 量 の ウ イ ル ス 様 粒 子 （ virus-like
 particles, VLPs） が 、 多 数 の パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス 種 に 由 来 す る Ｌ １ 蛋 白 の 種 々 の 組 換 え
体 （ リ コ ン ビ ナ ン ト ） 発 現 系 で の 発 現 に よ り 生 成 で き る （ 非 特 許 文 献 ６ ; 非 特 許 文 献 ７ ; 
非 特 許 文 献 ８ ; 非 特 許 文 献 ９ )。 集 合 組 立 に は 必 要 で は な い が 、 Ｌ ２ は 、 細 胞 内 で Ｌ １ と
と も に 同 時 に 発 現 さ れ る 場 合 （ Ｌ １ ／ Ｌ ２ Ｖ Ｌ Ｐ ｓ ） Ｖ Ｌ Ｐ ｓ に 取 り 込 ま れ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 天 然 の ビ リ オ ン ま た は Ｌ １ Ｖ Ｌ Ｐ ｓ で ウ サ ギ を 免 疫 す る こ と に よ っ て 高 力 価 の 中 和 血 清
抗 体 が 誘 導 さ れ る が 、 大 腸 菌 で 発 現 さ せ た 集 合 組 立 さ れ て い な い Ｌ １ に よ る 免 疫 で は 誘 導
さ れ な か っ た （ 非 特 許 文 献 １ ０ ; 非 特 許 文 献 ７ ; 非 特 許 文 献 １ １ ; 非 特 許 文 献 １ ２ )。 天
然 の 粒 子 に 対 し て 作 製 し た 多 ク ロ ー ン 性 お よ び 単 ク ロ ー ン 性 抗 体 は 形 状 依 存 性 エ ピ ト ー プ
を 認 識 す る (非 特 許 文 献 １ ３ ; 非 特 許 文 献 １ ４ ; 非 特 許 文 献 １ ５ ） 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 Ｖ Ｌ Ｐ ｓ に 対 し て 作 製 し た 中 和 抗 体 も ま た 形 状 依 存 性 エ ピ ト ー プ を 認 識 す る 。 感 染 性 Ｂ
Ｐ Ｖ １ （ こ れ は ウ シ の 病 巣 か ら 容 易 に 得 ら れ 、 イ ン ビ ト ロ Ｂ Ｐ Ｖ １ 感 染 性 ア ッ セ ー で 定 量
で き る (非 特 許 文 献 １ ６ ） を 用 い て 、 ウ シ パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス か ら 得 ら れ た Ｖ Ｌ Ｐ ｓ は 高
レ ベ ル の 中 和 抗 体 を 誘 導 す る こ と が 示 さ れ た (非 特 許 文 献 ７ )。 こ の 中 和 抗 体 は 形 状 依 存 性
エ ピ ト ー プ に 対 し て 誘 導 さ れ 、 免 疫 の 前 に 粒 子 を 変 性 さ せ る と 中 和 活 性 を 誘 導 す る こ の 調
製 物 の 能 力 は 失 わ れ た （ 上 掲 書 ） 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 昆 虫 細 胞 で リ コ ン ビ ナ ン ト バ キ ュ ロ ウ イ ル ス に よ っ て Ｌ １ 主 要 キ ャ プ シ ド 蛋 白 を 発 現 さ
せ る た め に 非 進 行 性 病 巣 か ら 得 ら れ た Ｈ Ｐ Ｖ １ ６ 分 離 株 の Ｌ １ 遺 伝 子 を 用 い た 場 合 、 Ｌ １
は 、 プ ロ ト タ イ プ の Ｈ Ｐ Ｖ １ ６ （ 癌 病 巣 か ら 最 初 に 分 離 さ れ た ） に 由 来 す る Ｌ １ を 用 い て
得 ら れ た 収 量 よ り ３ 乗 高 い 収 量 で 自 己 集 合 組 立 を 行 な い 、 天 然 の ビ リ オ ン と 形 態 学 的 に 同
様 な Ｖ Ｌ Ｐ ｓ を 形 成 し た (非 特 許 文 献 ８ )。 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の 比 較 に よ っ て 、 プ ロ ト タ イ プ Ｌ １
の 効 率 の 悪 い 自 己 集 合 組 立 を も た ら す た だ １ つ の 非 保 存 的 ア ミ ノ 酸 変 化 が 明 ら か に さ れ た
（ 上 掲 書 ） 。 集 合 組 立 能 を も つ ク ロ ー ン の Ｌ １ は し た が っ て 野 性 型 遺 伝 子 と 考 え ら れ 、 集
合 組 立 不 全 ク ロ ー ン の プ ロ ト タ イ プ Ｌ １ は 変 異 体 と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 野 性 型 Ｌ １ 蛋 白 を も つ Ｈ Ｐ Ｖ １ ６ Ｖ Ｌ Ｐ ｓ を 抗 原 と し て 用 い て 、 Ｈ Ｐ Ｖ １ ６ に 感 染 し た
患 者 に お け る 血 清 抗 体 を 検 出 す る Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ を 開 発 し た (非 特 許 文 献 １ ７ ） 。 対 照 的 に 、
変 性 Ｈ Ｐ Ｖ １ ６ 粒 子 も プ ロ ト タ イ プ Ｌ １ 蛋 白 調 製 物 も こ れ ら の 抗 体 を 検 出 で き な か っ た （
上 掲 書 ） 。 こ れ ら の 結 果 は 、 プ ロ ト タ イ プ Ｌ １ 蛋 白 は 形 状 エ ピ ト ー プ を も た な い こ と を 明
ら か に し た 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 自 己 集 合 組 み 立 て さ せ た 野 性 型 Ｈ Ｐ Ｖ １ ６ Ｌ １ ／ Ｌ ２ に 対 し て 作 製 し た ウ サ ギ 血 清 は 、
Ｈ Ｐ Ｖ １ ６ Ｖ Ｌ Ｐ が 細 胞 表 面 分 子 に 結 合 す る の を 妨 げ る こ と が 分 か っ た (Rodenら 、 J. Vir
ol. （ 印 刷 中 、 1994年 、 10月 ))。 対 照 的 に 、 Ｈ Ｐ Ｖ １ ６ Ｌ １ ／ Ｌ ２ の プ ロ ト タ イ プ 株 に 対
し て 作 製 さ れ た 血 清 は そ の よ う な 結 合 を 阻 止 し な か っ た （ 上 掲 書 ） 。 こ の デ ー タ は 、 プ ロ
ト タ イ プ Ｈ Ｐ Ｖ 株 は 形 状 エ ピ ト ー プ を 欠 い て い る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 完 全 な ワ タ オ ウ サ ギ パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス （ Ｃ Ｒ Ｐ Ｖ ） の Ｌ １ ま た は Ｌ １ ／ Ｌ ２ か ら 構 成
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さ れ た ウ イ ル ス 様 粒 子 で 免 疫 し た ウ サ ギ は 、 そ の 後 の 感 染 性 Ｃ Ｒ Ｐ Ｖ に よ る 実 験 的 感 染 か
ら 防 御 さ れ た (Breitburdら 、 第 12回 国 際 パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス ワ ー ク シ ョ ッ プ （ 於 ： ア ム ス
テ ル ダ ム ） 、 印 刷 中 （ 1994年 、 10月 ))。 対 照 的 に 、 変 性 粒 子 で 免 疫 し た 動 物 は 防 御 さ れ な
か っ た （ 上 掲 書 ） 。 こ れ ら の 発 見 は 、 形 状 エ ピ ト ー プ を も つ Ｖ Ｌ Ｐ は 防 御 免 疫 を 誘 導 で き
る と い う 結 論 と 一 致 す る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 キ ャ プ シ ド 蛋 白 で 構 成 さ れ た Ｖ Ｌ Ｐ は 、 パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス 感 染 を 防 止 す る 予 防 ワ ク チ
ン と し て 魅 力 的 な 候 補 物 で あ る 。 し か し な が ら 、 こ れ ら Ｖ Ｌ Ｐ ワ ク チ ン が す で に 成 立 し た
パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス 感 染 に 対 し て 治 療 的 効 果 を 有 す る こ と は お そ ら く な い で あ ろ う 。 Ｅ ６
お よ び Ｅ ７ と 異 な り 、 こ の キ ャ プ シ ド 蛋 白 は 進 行 性 病 巣 ま た は 基 底 上 皮 感 染 細 胞 （ こ れ ら
は パ ピ ロ ー マ の 免 疫 退 行 の 推 定 標 的 で あ る ） で の 発 現 は 検 出 さ れ な い 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 Ｌ １ お よ び Ｌ ２ 以 外 の パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス 蛋 白 に 対 す る 免 疫 は パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス 感 染
の 制 御 を 助 け る か も し れ な い と い う こ と が 実 験 モ デ ル に よ っ て 証 明 さ れ る 。 Ｅ ６ お よ び Ｅ
７ は 腫 瘍 発 生 過 程 で 選 択 的 に 維 持 さ れ る の で 、 こ れ ら の 腫 瘍 蛋 白 に 由 来 す る ペ プ チ ド は 、
Ｈ Ｐ Ｖ 含 有 腫 瘍 細 胞 に 対 す る 細 胞 性 免 疫 反 応 の た め の 標 的 と し て 役 立 つ 可 能 性 が あ る 。 動
物 モ デ ル 実 験 に よ っ て Ｈ Ｐ Ｖ １ ６ の Ｅ ７ 蛋 白 は 腫 瘍 拒 絶 抗 原 と し て 作 用 す る こ と が 示 唆 さ
れ た （ 非 特 許 文 献 １ ８ ; 非 特 許 文 献 １ ９ ） 。 の み な ら ず 、 Ｈ Ｐ Ｖ 感 染 頻 度 、 Ｈ Ｐ Ｖ 感 染 の
持 続 、 並 び に 子 宮 頸 癌 お よ び 他 の Ｈ Ｐ Ｖ 関 連 癌 の リ ス ク は 細 胞 性 免 疫 の 抑 制 を も つ 患 者 で
高 ま る （ 非 特 許 文 献 ２ ０ ; 非 特 許 文 献 ２ １ ） 。 こ れ ら の 観 察 に よ っ て 、 細 胞 性 免 疫 は 、 Ｈ
Ｐ Ｖ 感 染 お よ び そ れ に 付 随 す る 腫 瘍 の 発 達 を 防 御 す る た め に 重 要 で あ る こ と が 示 唆 さ れ る
。 そ の よ う な 免 疫 の 誘 導 は 予 防 的 で あ る と と も に 治 療 的 で あ る か も し れ な い 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 外 来 ペ プ チ ド が ウ イ ル ス キ ャ プ シ ド 様 構 造 物 に 取 り 込 ま れ 得 る こ と 、 さ ら に こ れ ら キ メ
ラ 粒 子 を 用 い て 外 来 抗 原 を 免 疫 系 に 呈 示 す る こ と が 可 能 な こ と が 明 ら か に な っ た 。 報 告 さ
れ た 実 施 例 に は 、 ヒ ト ラ イ ノ ウ イ ル ス ２ 型 エ ピ ト ー プ (非 特 許 文 献 ２ ２ )、 Ｈ Ｉ Ｖ の ｇ ｐ ４
１ （ 非 特 許 文 献 ２ ３ ） の Ｂ 型 肝 炎 コ ア 抗 原 粒 子 の 表 示 、 並 び に 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス １ 型
お よ び ネ ズ ミ 肝 炎 ウ イ ル ス 由 来 ペ プ チ ド の Ｂ １ ９ パ ル ボ ウ イ ル ス 粒 子 の 表 示 (非 特 許 文 献
２ ４ ） が 含 ま れ る 。 パ ル ボ ウ イ ル ス キ メ ラ は 、 対 応 す る ウ イ ル ス に よ る 実 験 的 感 染 攻 撃 か
ら マ ウ ス を 防 御 し た 。 上 記 の 系 の 全 て で 、 外 来 配 列 は キ ャ プ シ ド 構 造 に 必 須 の 蛋 白 内 に 挿
入 さ れ 、 ２ ０ ア ミ ノ 酸 未 満 に 限 定 さ れ て い た 。 し か し な が ら 、 最 近 の 実 験 （ 非 特 許 文 献 ２
５ )は 、 パ ル ボ ウ イ ル ス Ｌ １ マ イ ナ ー キ ャ プ シ ド 蛋 白 に 融 合 さ せ た 場 合 、 完 全 な １ ４ ７ ア
ミ ノ 酸 の ニ ワ ト リ 卵 白 リ ゾ チ ー ム 蛋 白 が Ｂ １ ９ パ ル ボ ウ イ ル ス 粒 子 に 取 り 込 ま れ 得 る こ と
を 明 ら か に し た 。 こ の リ ゾ チ ー ム は 生 物 的 活 性 を 保 持 し 、 ウ サ ギ に 注 射 し た と き 免 疫 反 応
を 誘 導 し た 。 別 の 関 連 性 が 低 い 実 験 で も 、 Ｈ Ｉ Ｖ － １ エ ン ベ ロ ー プ 糖 蛋 白 の ８ ４ ア ミ ノ 酸
を 含 む Ｂ 型 肝 炎 ウ イ ル ス 表 面 抗 原 粒 子 （ こ れ は 脂 質 膜 構 造 で あ る ） （ 非 特 許 文 献 ２ ６ )お
よ び Ｈ Ｉ Ｖ － １ Ｖ ３ ル ー プ の 一 部 分 を 含 む 酵 母 Ｔ ｙ ウ イ ル ス 様 粒 子 (非 特 許 文 献 ２ ７ ） も
ま た 、 動 物 に 接 種 し た と き 挿 入 し た ペ プ チ ド に 対 し て 免 疫 反 応 を 起 こ さ せ る こ と が 示 さ れ
た 。 パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス に 関 し て は 、 Ｈ Ｐ Ｖ １ ６ Ｅ ７ ペ プ チ ド （ 全 て ２ ０ ア ミ ノ 酸 未 満 ）
を 含 む Ｂ 型 肝 炎 ウ イ ル ス コ ア 抗 原 粒 子 は 、 マ ウ ス で ペ プ チ ド 特 異 的 抗 体 お よ び Ｔ ヘ ル パ ー
応 答 を 誘 導 す る こ と が 報 告 さ れ た （ 非 特 許 文 献 ２ ８ ） 。
【 ０ ０ １ ４ 】
【 非 特 許 文 献 １ 】 H. zur Hausen, Science 254:1167(1991)
【 非 特 許 文 献 ２ 】 M.H. Schiffman, J. Natl. Cancer Inst. 84:394(1992)
【 非 特 許 文 献 ３ 】 B.A. Wemess, K. Munger & P.M. Howley(1991)、 「 腫 瘍 学 の 進 歩 」 (Adv
ances in Oncology)、 V.T. DeVita, S. Hellman & S.A.Rosenberg編 、 （ Lipponcott、 フ
ィ ラ デ ル フ ィ ア ） pp.3-18
【 非 特 許 文 献 ４ 】 Bakerら 、 Biophys. J. 60:1445(1991)
【 非 特 許 文 献 ５ 】 Mose Larsonら 、 J. Virol.61:3596(1987)
【 非 特 許 文 献 ６ 】 Hagenseeら 、 J. Virol. 67:315(1993)
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【 非 特 許 文 献 ７ 】 Kirnbauerら 、 Proc. Natl. Acad. Sci. USA,89:12180(1992)
【 非 特 許 文 献 ８ 】 Kirnbauerら 、 J. Virol. 67:6929(1993)
【 非 特 許 文 献 ９ 】 Roseら 、 J. Virol. 67:1936(1993)
【 非 特 許 文 献 １ ０ 】 N.D. Christensen & J.W. Kreider, J. Virol.64:3151(1990)
【 非 特 許 文 献 １ １ 】 Pilacinskiら 、 Bio/Technology 2:356(1984)
【 非 特 許 文 献 １ ２ 】 Segreら 、 Am. J. Vet. Res. 16:517(1955)
【 非 特 許 文 献 １ ３ 】 N.D. Christensen & J.W. Kreider, Virus Res.28:195(1993)
【 非 特 許 文 献 １ ４ 】 Christensenら 、 J. Virol. 64:5678(1990)
【 非 特 許 文 献 １ ５ 】 Christensenら 、 Virology 181:572(1991)
【 非 特 許 文 献 １ ６ 】 Dvoretzkyら 、 Virology 103:369(1980)
【 非 特 許 文 献 １ ７ 】 Kirnbauerら 、 L. Natl. Cancer Inst. 86:494(1994)
【 非 特 許 文 献 １ ８ 】 Chenら 、 Proc. Natl. Acad.Sci. USA, 88:110(1981)
【 非 特 許 文 献 １ ９ 】 Feltkempら 、 Eur. J. Immunol. 23:2242(1993)
【 非 特 許 文 献 ２ ０ 】 Alloutら 、 Br. Med.J. 298:153(1989)
【 非 特 許 文 献 ２ １ 】 Lagaら 、 Int. J. Cancer 50:45(1992)
【 非 特 許 文 献 ２ ２ 】 Francisら 、 Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 87:2545(1990)
【 非 特 許 文 献 ２ ３ 】 Borisovaら 、 FEBS Lett. 259:121(1989)
【 非 特 許 文 献 ２ ４ 】 Brownら 、 Virology 198:477(1994)
【 非 特 許 文 献 ２ ５ 】 Miyamuraら 、 Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 91:8507(1994)
【 非 特 許 文 献 ２ ６ 】 Michelら 、 J. Virol. 64:2452(1990)
【 非 特 許 文 献 ２ ７ 】 Griffithsら 、 J. Virol. 65:450(1991)
【 非 特 許 文 献 ２ ８ 】 Tindleら 、 Virology 200:547(1994)
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ １ ５ 】
　 自 己 集 合 組 立 パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス Ｌ １ を 基 材 に し た キ メ ラ 粒 子 は こ れ ま で 報 告 が な く 、
ま た キ メ ラ Ｖ Ｌ Ｐ を 作 製 す る 目 的 で ウ イ ル ス 性 融 合 パ ー ト ナ ー と し て 使 用 し た と い う 報 告
も な い 。 上 記 に 記 載 し た キ メ ラ 粒 子 実 験 は 、 パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス と 無 関 係 の ウ イ ル ス を 含
み 、 し た が っ て パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス を 含 む キ メ ラ 粒 子 実 験 の 結 果 を 予 測 す る こ と は で き な
い 。 実 際 、 カ ー ン バ ウ エ ル ら に よ る パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス の 研 究 (Kirnbauerら 、 J. Virol. 
67:6929(1993） 上 掲 書 ） で は 、 Ｌ １ の た だ １ つ の 非 保 存 的 ア ミ ノ 酸 変 化 が 、 Ｖ Ｌ Ｐ ｓ へ の
効 果 的 な 自 己 集 合 組 立 お よ び 形 状 エ ピ ト ー プ の 表 示 （ こ れ ら は 臨 床 的 に 関 連 す る 免 疫 反 応
の 誘 導 お よ び 検 出 に 必 須 で あ る ら し い ） を も た ら す こ と が 明 ら か に さ れ た 。 し た が っ て 、
パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス に 無 関 係 の ウ イ ル ス を 用 い た 研 究 は 、 Ｌ １ の た だ １ つ の ア ミ ノ 酸 置 換
に よ っ て 効 果 的 な 自 己 集 合 組 立 が 失 わ れ る と 仮 定 し た 場 合 、 外 来 ペ プ チ ド ま た は 蛋 白 を 含
む パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス Ｌ ２ が パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス Ｌ １ と の 同 時 集 合 組 立 に よ っ て 粒 子 を 形
成 す る こ と が で き る か 否 か を 予 測 す る こ と は 不 可 能 で あ る 。 さ ら に ま た 、 こ れ ら の 実 験 は
、 Ｌ １ の た だ １ つ の ア ミ ノ 酸 置 換 が 形 状 エ ピ ト ー プ の 表 示 を 妨 げ る こ と が で き る と 仮 定 し
た 場 合 、 生 じ た キ メ ラ 粒 子 の い ず れ か が 中 和 抗 体 も し く は 他 の 免 疫 関 連 反 応 を 誘 導 ま た は
検 出 す る 能 力 を 保 持 し て い る か 否 か を 予 測 す る こ と も 不 可 能 で あ る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ １ ６ 】
　 前 記 課 題 を 解 決 す る た め 、 パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス 様 キ メ ラ 粒 子 を 提 供 す る こ と が 本 発 明 の
目 的 で あ る 。 こ れ ら の キ メ ラ 粒 子 は 多 価 抗 原 を 表 示 す る た め の 土 台 と し て 機 能 す る こ と が
で き る 。 ま た こ れ ら の キ メ ラ 粒 子 は 、 蛋 白 を 細 胞 内 に 運 び 、 ペ プ チ ド に 加 工 し 続 い て Ｍ Ｈ
Ｃ 分 子 の 中 に こ れ ら の ペ プ チ ド を 表 示 さ せ て 細 胞 性 免 疫 反 応 を 誘 導 さ せ る た め に 役 立 て る
こ と が で き る 。 こ の キ メ ラ 粒 子 は 、 有 効 ス ペ ク ト ル の 広 い 効 果 的 な パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス ワ
ク チ ン を 作 製 す る 費 用 効 率 の 良 い 方 法 を 提 供 す る 。 ま た 別 に 、 こ の パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス 用
キ メ ラ 粒 子 は Ｖ Ｌ Ｐ お よ び ／ ま た は 融 合 パ ー ト ナ ー の 精 製 に も 利 用 で き る 。 ま た こ の キ メ
ラ 粒 子 は 、 活 性 を 有 す る 無 傷 の 蛋 白 （ 例 え ば 酵 素 、 毒 素 ま た は 薬 剤 ） を 細 胞 内 に 運 ぶ た め
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に 機 能 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 前 記 目 的 を 達 成 す る た め 、 本 発 明 は 、 パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス Ｌ １ 融 合 生 成 物 を 含 み 、 パ ピ
ロ ー マ ウ イ ル ス 粒 子 の 形 状 エ ピ ト ー プ を 有 す る こ と を 特 徴 と す る パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス 様 粒
子 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 当 該 パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス 様 粒 子 に お い て 、 前 記 パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス Ｌ １ 融 合 生 成 物 は 、
ヒ ト パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス Ｌ １ 融 合 生 成 物 ま た は ウ シ パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス Ｌ １ 融 合 生 成 物 で
あ る こ と を 特 徴 と し て い て も よ い 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 前 記 ヒ ト パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス Ｌ １ 融 合 生 成 物 は 、 Ｈ Ｐ Ｖ １ ６ Ｌ １ 融 合 生 成 物 で あ り 、 前
記 ウ シ パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス Ｌ １ 融 合 生 成 物 が 、 Ｂ Ｐ Ｖ １ Ｌ １ 融 合 生 成 物 で あ る こ と を 特 徴
と し て い て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 前 記 ヒ ト パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス Ｌ １ 融 合 生 成 物 が 、 ペ プ チ ド 若 し く は 全 長 蛋 白 で あ る 単 一
の 融 合 パ ー ト ナ ー 、 ま た は 、 ペ プ チ ド 、 全 長 蛋 白 、 若 し く は 縦 並 び に 連 結 さ れ た こ れ ら の
組 み 合 わ せ で あ る 複 数 の 融 合 パ ー ト ナ ー を 含 む こ と を 特 徴 と し て い て も よ い 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 前 記 融 合 パ ー ト ナ ー が パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス Ｅ ６ ま た は Ｅ ７ 生 成 物 で あ る こ と を 特 徴 と し
て い て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 前 記 パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス Ｌ １ 融 合 生 成 物 が 、 そ の Ｎ 末 端 ま た は Ｃ 末 端 で 融 合 パ ー ト ナ ー
に 融 合 す る こ と を 特 徴 と し て い て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 前 記 パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス Ｌ １ 融 合 生 成 物 が 、 Ｌ １ ア ミ ノ 酸 の 間 に 挿 入 さ れ た 融 合 パ ー ト
ナ ー を 有 す る こ と を 特 徴 と し て い て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 更 に パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス Ｌ ２ 生 成 物 を 含 む こ と を 特 徴 と し て い て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 前 記 パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス Ｌ ２ 生 成 物 が 、 Ｈ Ｐ Ｖ １ ６ Ｌ ２ 生 成 物 ま た は Ｂ Ｐ Ｖ １ Ｌ ２ 生 成
物 で あ る こ と を 特 徴 と し て い て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 と し て 、 上 記 パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス 様 粒 子 を 含 む 組 成 物 も 含 ま れ る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 発 明 は 、 パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス Ｌ ２ 融 合 生 成 物 が 、 パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス Ｌ １ 生 成 物 を 基
材 と す る 、 形 状 エ ピ ト ー プ を 表 示 す る パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス 様 粒 子 に 取 り 込 ま れ る と い う 結
果 か ら 得 ら れ た 。 こ れ ら の 結 果 は 予 期 せ ぬ も の で あ っ た 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス の 研 究 (Kirnbauerら 、 J. Virol. 67:6929(1993） 上 掲 書 ） に お い て
、 Ｌ １ の た だ １ つ の 非 保 存 的 ア ミ ノ 酸 変 化 が Ｖ Ｌ Ｐ ｓ へ の Ｌ １ の 効 果 的 な 自 己 集 合 組 立 お
よ び 形 状 エ ピ ト ー プ の 表 示 を も た ら す こ と が 示 さ れ た 。 こ の 形 状 エ ピ ト ー プ の 表 示 は 、 臨
床 的 に 関 連 の あ る 免 疫 反 応 の 誘 導 お よ び 検 出 に 必 要 な よ う に 思 え る 。 し た が っ て 、 Ｌ １ 内
の た だ １ つ の ア ミ ノ 酸 置 換 が 効 果 的 な 自 己 集 合 組 立 を 失 わ せ る と 仮 定 し た 場 合 、 外 来 ペ プ
チ ド ま た は 蛋 白 を 含 む パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス Ｌ ２ が パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス Ｌ １ と と も に 集 合 組
み 立 て さ れ て 粒 子 を 形 成 す る か 否 か は 予 測 不 可 能 で あ っ た 。 Ｌ １ 内 の た だ １ つ の ア ミ ノ 酸
置 換 が 形 状 エ ピ ト ー プ の 表 示 を 妨 げ る こ と が で き る と 仮 定 し た 場 合 、 生 成 さ れ る ど の よ う
な キ メ ラ 粒 子 が 中 和 抗 体 も し く は 他 の 免 役 関 連 反 応 の 誘 導 ま た は 検 出 能 を 保 持 し て い る か
を 予 測 す る こ と も ま た 不 可 能 で あ っ た 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
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　 パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス Ｌ ２ 融 合 生 成 物 は 一 連 の ア ミ ノ 酸 の 鎖 を 意 味 し 、 こ の 場 合 該 鎖 の 一
部 分 は Ｌ ２ の 蛋 白 配 列 に 由 来 し 、 さ ら に 該 鎖 の 一 部 分 は 別 の １ つ 蛋 白 配 列 （ ま た は 複 数 の
蛋 白 配 列 ） に 由 来 す る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 Ｌ ２ 融 合 生 成 物 は 、 １ つ の 蛋 白 （ ま た は 多 数 の 蛋 白 ） の た め の 読 み 取 り 枠 を Ｌ ２ の た め
の 読 み 取 り 枠 の 隣 に ま た は そ の 中 に （ 枠 内 で ） ス プ ラ イ シ ン グ す る こ と に よ っ て 製 造 さ れ
る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 蛋 白 工 学 を 用 い て Ｌ ２ 融 合 生 成 物 の 構 造 を 決 定 す る 。 蛋 白 工 学 分 野 の 従 事 者 に と っ て 日
常 的 な 作 業 で 天 然 蛋 白 Ｌ ２ の 変 種 が 作 製 さ れ る 。 作 製 さ れ る こ の よ う な 変 形 は Ｌ ２ の 構 造
を 詳 細 に 知 っ た 上 で の 経 験 に 基 づ い て 予 測 さ れ る も の で も よ く 、 ま た 完 全 に 任 意 の も の で
あ っ て も よ い 。 構 造 情 報 と ラ ン ダ ム 変 異 お よ び 選 別 と の 組 合 せ に よ っ て も ま た 劇 的 な 結 果
を 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 例 え ば 、 融 合 ペ プ チ ド ま た は 蛋 白 が そ の 間 に 挿 入 さ れ る Ｌ ２ ア ミ ノ 酸 の 選 別 は こ の 基 準
に よ っ て 実 施 す る こ と が で き る 。 ア ミ ノ 酸 の 配 列 と 長 さ が パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス 間 で 変 化 す
る 領 域 が 存 在 す る こ と は 、 こ の 領 域 が Ｌ ２ の 組 み 込 み お よ び ／ ま た は 粒 子 へ の 取 り 込 み に
必 須 で は な い 構 造 を 表 し て い る こ と を 示 唆 す る 。 融 合 ペ プ チ ド ま た は 蛋 白 を Ｌ ２ 内 へ 挿 入
す る こ の 観 察 さ れ た 能 力 は 、 そ の よ う な 領 域 が 存 在 す る こ と を 暗 示 さ せ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 Ｌ ２ 融 合 生 成 物 の た め の 構 造 の 決 定 は 、 形 状 エ ピ ト ー プ を 表 示 す る パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス
Ｌ １ 生 成 物 を 基 材 に し た パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス 様 粒 子 へ の 取 り 込 み が 生 じ る Ｌ ２ 融 合 生 成 物
の 能 力 を も と に 実 施 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 構 造 決 定 の 好 ま し い 手 段 は 、 パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス Ｌ １ 生 成 物 を 基 材 と す る パ ピ ロ ー マ ウ
イ ル ス 様 粒 子 へ の Ｌ ２ 融 合 生 成 物 の 取 り 込 み 効 率 お よ び ／ ま た は 純 正 度 を 測 定 す る ア ッ セ
ー を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 Ｌ １ ／ Ｌ ２ Ｖ Ｌ Ｐ ｓ 形 成 の 効 率 お よ び ／ ま た は 純 正 度 は 形 状 エ ピ ト ー プ の 表 示 と 関 連 が
あ る （ 上 掲 書 ） 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 キ メ ラ Ｌ ２ は 、 し た が っ て 野 性 型 Ｌ ２ の 取 り 込 み の そ れ と 同 じ よ う な 効 率 お よ び ／ ま た
は 純 正 度 で Ｌ １ 基 材 Ｖ Ｌ Ｐ ｓ へ 取 り 込 ま れ る よ う に な る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 Ｌ ２ 融 合 生 成 物 の た め の 構 造 を 決 定 す る 他 の 好 ま し い 手 段 は 、 中 和 抗 体 の 誘 発 お よ び ／
ま た は 検 出 を 測 定 す る ア ッ セ ー を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 中 和 抗 体 は 形 状 依 存 性 エ ピ ト ー プ に 対 し て 誘 導 さ れ る （ 上 掲 書 ） の で 、 中 和 抗 体 の 誘 導
お よ び ／ ま た は 検 出 は 形 状 エ ピ ト ー プ の 表 示 と 関 連 が あ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 し た が っ て 、 キ メ ラ Ｌ ２ の 取 り 込 み は 、 Ｌ １ ま た は Ｌ １ ／ Ｌ ２ Ｖ Ｌ Ｐ ｓ と 比 較 し た と き
パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス 様 キ メ ラ 粒 子 に よ る 中 和 抗 体 の 誘 導 お よ び ／ ま た は 検 出 を 抑 制 し な い
。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 本 発 明 の 目 的 の た め に 、 キ メ ラ Ｌ ２ 融 合 生 成 物 は 、 形 状 エ ピ ト ー プ （ 上 記 の 手 段 ま た は
当 技 術 分 野 で 既 知 の 他 の い ず れ か の 手 段 で 特 定 さ れ た か 否 か に か か わ ら ず ） を 表 示 す る パ
ピ ロ ー マ ウ イ ル ス Ｌ １ 生 成 物 基 材 パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス 様 粒 子 へ 取 り 込 ま れ る こ と が で き る
能 力 を も つ 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 Ｌ ２ お よ び そ の 融 合 パ ー ト ナ ー （ お よ び Ｌ １ ） の 構 造 は 、 完 全 な 長 さ の Ｌ ２ 蛋 白 （ お よ
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び Ｌ １ 蛋 白 ） 並 び に 完 全 な 長 さ の 融 合 パ ー ト ナ ー 蛋 白 お よ び そ の フ ラ グ メ ン ト （ ５ 'フ ラ
グ メ ン ト で あ れ 、 ３ 'フ ラ グ メ ン ト で あ れ ま た は 内 部 フ ラ グ メ ン ト で あ れ ） を 含 む こ と が
意 図 さ れ る 。 前 記 フ ラ グ メ ン ト は 、 少 な く と も 約 ２ ０ ア ミ ノ 酸 残 基 、 有 利 に は 少 な く と も
約 １ ０ ア ミ ノ 酸 残 基 、 さ ら に 好 ま し く は 少 な く と も 約 ５ ア ミ ノ 酸 残 基 で あ る 。 Ｌ ２ （ お よ
び Ｌ １ ） の タ イ プ 、 サ ブ グ ル ー プ お よ び 株 間 変 動 並 び に 、 融 合 パ ー ト ナ ー 蛋 白 の ヒ ト 対 立
遺 伝 子 お よ び 種 間 変 動 も 明 ら か に 本 発 明 の 範 囲 内 に 含 ま れ る と 解 さ れ る 。 本 発 明 は ま た 、
完 全 な 長 さ の Ｌ ２ 蛋 白 （ お よ び Ｌ １ 蛋 白 ） 並 び に 完 全 な 長 さ の 融 合 パ ー ト ナ ー 蛋 白 お よ び
そ の ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト の 保 存 的 変 種 を 含 む が 、 こ の 場 合 、 保 存 的 ア ミ ノ 酸 が 野 性 型 Ｌ
２ （ お よ び Ｌ １ ） お よ び 融 合 パ ー ト ナ ー 蛋 白 の ア ミ ノ 酸 残 基 に 代 わ っ て 置 換 さ れ る 。 遺 伝
暗 号 の 縮 退 の た め に 、 本 発 明 は ま た 、 Ｌ ２ （ お よ び Ｌ １ ） お よ び 融 合 パ ー ト ナ ー 遺 伝 子 の
Ｄ Ｎ Ａ が コ ー ド す る の と 同 じ ア ミ ノ 酸 残 基 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 こ の パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス 様 キ メ ラ 粒 子 自 体 は 、 ど の よ う な パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス に 由 来 す
る ど の よ う な Ｌ ２ 融 合 生 成 物 も い ず れ の Ｌ １ 生 成 物 と 一 緒 に （ 該 ゲ ノ ム が 密 接 に 関 係 し よ
う と 、 関 係 が 薄 か ろ う と 粒 子 へ の 取 り 込 み が 生 じ る か ぎ り ） 取 り 込 む と 予 想 さ れ る 。 し た
が っ て 、 例 え ば Ｂ Ｐ Ｖ － １ 、 Ｂ Ｐ Ｖ － ２ 、 Ｂ Ｐ Ｖ － ４ 、 Ｃ Ｒ Ｐ Ｖ 、 Ｄ Ｐ Ｖ 、 Ｅ Ｅ Ｐ Ｖ 、 Ｈ
Ｐ Ｖ － １ 、 Ｈ Ｐ Ｖ － ５ 、 Ｈ Ｐ Ｖ － ６ 、 Ｈ Ｐ Ｖ ８ 、 Ｈ Ｐ Ｖ － １ １ 、 Ｈ Ｐ Ｖ － １ ６ 、 Ｈ Ｐ Ｖ －
１ ８ 、 Ｈ Ｐ Ｖ － ３ １ ま た は Ｈ Ｐ Ｖ － ３ ３ の 何 れ か と 関 係 が あ る Ｌ ２ 融 合 生 成 物 は 、 例 え ば
上 記 の ウ イ ル ス の 何 れ か 、 ま た は パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス の い ず れ か の タ イ プ 、 サ ブ グ ル ー プ
も し く は 株 間 変 種 に 由 来 す る 何 れ の Ｌ １ 生 成 物 と も 粒 子 内 に 取 り 込 ま れ 得 る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 Ｖ Ｌ Ｐ ｓ は 高 力 価 の 中 和 血 清 抗 体 の 誘 導 に 必 要 な 形 状 依 存 性 エ ピ ト ー プ を 表 示 す る の で
、 Ｌ ２ 融 合 生 成 物 を 含 む Ｖ Ｌ Ｐ キ メ ラ は 、 液 性 免 役 の 刺 激 の た め に 最 適 化 さ れ た サ ブ ユ ニ
ッ ト ワ ク チ ン と し て 機 能 し 、 パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス 感 染 を 予 防 し 、 し た が っ て パ ピ ロ ー マ ウ
イ ル ス 関 連 癌 お よ び パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス に 付 随 す る 他 の 病 的 状 態 の 発 生 を 排 除 す る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 先 に 考 察 し た よ う に 、 Ｖ Ｌ Ｐ ｓ が 既 に 存 在 す る 増 殖 性 病 巣 の 退 縮 を 誘 導 す る 治 療 用 ワ ク
チ ン と し て 有 効 で あ る と い う こ と は あ り そ う も な い の で 、 キ メ ラ Ｖ Ｌ Ｐ ｓ は 、 治 療 用 ワ ク
チ ン を 開 発 し よ う と 長 い 間 熱 望 さ れ 、 こ れ ま で 果 た さ れ な か っ た 要 請 を 達 成 す る た め に 機
能 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 お そ ら く キ メ ラ Ｖ Ｌ Ｐ ｓ は 、 特 異 的 な 細 胞 表 面 レ セ プ タ ー に 結 合 し て 内 在 化 さ れ て 細 胞
質 中 に 遊 離 さ れ 、 し た が っ て 細 胞 性 免 疫 を 惹 起 さ せ る 細 胞 毒 性 Ｔ 細 胞 に 向 け て 呈 示 さ れ る
Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス Ｉ 分 子 と 組 み 合 わ さ れ た ペ プ チ ド の 表 示 を 促 進 す る で あ ろ う 。 こ れ は 、 特 異
的 に 細 胞 に 進 入 し た り 、 細 胞 毒 性 Ｔ 細 胞 反 応 を 誘 導 す る た め に Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス Ｉ 分 子 と 一 体
と な っ て ペ プ チ ド の 表 示 を 促 進 す る こ と が 期 待 さ れ な い 非 複 合 体 化 蛋 白 と 対 照 的 な 点 で あ
る （ こ の 場 合 は 、 Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス Ｉ Ｉ 分 子 と 結 合 し て ヘ ル パ ー Ｔ 細 胞 に 呈 示 さ れ 、 ペ プ チ ド
の 表 示 が 促 進 さ れ る 可 能 性 の 方 が 高 い ） 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 Ｌ ２ 融 合 生 成 物 と し て １ つ ま た は ２ つ 以 上 の パ ー ト ナ ー を 包 含 す る こ と は 、 （ 臨 床 的 病
巣 の 治 療 お よ び 予 防 の 改 善 を 含 む ） 広 い 利 用 ス ペ ク ト ル を も つ 効 果 的 な パ ピ ロ ー マ ウ イ ル
ス ワ ク チ ン を 作 製 す る た め に 明 ら か に 経 費 効 率 が 良 い 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 融 合 パ ー ト ナ ー は 、 Ｖ Ｌ Ｐ 基 材 ワ ク チ ン の 潜 在 的 標 的 を 広 げ る 方 法 を 提 供 す る よ う な 融
合 パ ー ト ナ ー （ 例 え ば Ｅ ６ も し く は Ｅ ７ ペ プ チ ド ま た は 完 全 な 長 さ の Ｅ ６ も し く は Ｅ ７ 、
他 の パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス ペ プ チ ド も し く は 蛋 白 、 ま た は 他 の Ｓ Ｔ Ｄ も し く は 感 染 性 病 原 体
（ 例 え ば 単 純 ヘ ル ペ ス 、 Ｈ Ｉ Ｖ 、 ト ラ コ ー マ ク ラ ミ ジ ア 、 淋 菌 、 梅 毒 ト レ ポ ネ ー マ ） の ペ
プ チ ド も し く は 蛋 白 ） か ら 成 る 群 か ら 選 択 で き る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 Ｌ ２ 融 合 生 成 物 は Ｌ ２ 分 子 に つ き た だ １ つ の 融 合 パ ー ト ナ ー と は 限 ら ず 、 ま た 別 の 融 合
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パ ー ト ナ ー 、 例 え ば 縦 並 び に 連 結 し た ま た 別 の ペ プ チ ド ま た は 完 全 な 長 さ の 蛋 白 、 ま た は
同 じ か も し く は 異 な る 蛋 白 に 由 来 す る そ れ ら の 組 合 せ を 含 む こ と が で き る 。 さ ら に ま た 、
１ つ 以 上 の Ｌ ２ 融 合 生 成 物 を た だ １ つ の Ｖ Ｌ Ｐ 中 に 同 時 に 集 合 組 み 立 て さ せ る こ と が で き
る 。 例 え ば 、 補 助 刺 激 蛋 白 の 結 合 ド メ イ ン ま た は 免 疫 反 応 に 必 要 な 補 助 レ セ プ タ ー も し く
は リ ガ ン ド を 含 む よ う に 操 作 し て 、 ウ イ ル ス 標 的 エ ピ ト ー プ を 含 む Ｌ ２ 融 合 生 成 物 ま た は
キ メ ラ Ｖ Ｌ Ｐ を ま た 作 製 で き る 。 こ れ ら は 、 例 え ば Ｂ ７ （ こ れ は Ｔ 細 胞 上 で Ｃ Ｄ ２ ８ と 相
互 作 用 す る ） 、 細 胞 内 粘 着 分 子 （ Ｉ Ｃ Ａ Ｍ ） 、 リ ン パ 球 機 能 抗 原 （ Ｌ Ｆ Ａ ） 、 血 管 細 胞 粘
着 分 子 （ Ｖ Ｃ Ａ Ｍ － １ ） お よ び 熱 耐 性 抗 原 （ Ｈ Ｓ Ａ ） （ 補 助 刺 激 物 質 ま た は リ ガ ン ド を Ｖ
Ｌ Ｐ 表 面 に 誘 導 す る た め 、 実 施 例 １ ４ 参 照 ） で あ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 疾 患 の 予 防 お よ び ／ ま た は 治 療 に お い て ワ ク チ ン と し て 実 際 に 好 ま し い パ ピ ロ ー マ ウ イ
ル ス 様 キ メ ラ 粒 子 の 量 は 、 製 剤 化 さ れ た 具 体 的 な 組 成 物 、 適 用 態 様 、 処 置 さ れ る 具 体 的 な
部 位 お よ び 器 官 に よ っ て 変 動 す る こ と は 理 解 さ れ よ う 。 あ る 宿 主 の 投 与 量 は 通 常 の 方 法 に
よ っ て 、 例 え ば 適 切 な 慣 用 的 免 疫 付 与 プ ロ ト コ ル に よ っ て 決 定 で き る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 ま た 別 に キ メ ラ Ｖ Ｌ Ｐ は Ｖ Ｌ Ｐ 精 製 方 法 で も 用 い る こ と が で き る 。 Ｖ Ｌ Ｐ ｓ は そ れ 自 体
予 防 用 ワ ク チ ン と し て 、 さ ら に 免 疫 診 断 と し て 有 用 で あ る （ 上 掲 書 ） 。 簡 単 に 記 せ ば 、 融
合 パ ー ト ナ ー に 対 す る 抗 体 は 標 準 的 な 免 疫 学 的 技 術 に よ っ て 作 製 さ れ 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク
ロ マ ト グ ラ フ ィ ー カ ラ ム は こ の 抗 体 を 用 い て 構 築 さ れ る 。 続 い て Ｖ Ｌ Ｐ ｓ は ア フ ィ ニ テ ィ
ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 工 程 で 精 製 さ れ る 。 ま た 、 キ メ ラ Ｖ Ｌ Ｐ ｓ は 融 合 パ ー ト ナ ー の 精 製
方 法 で 用 い る こ と が で き る 。 例 え ば 、 Ｌ ２ － Ｅ ７ 融 合 生 成 物 を 含 む Ｖ Ｌ Ｐ ｓ は 、 正 し く 折
り 畳 ま れ た Ｅ ７ を 得 る 手 段 と し て 有 用 で あ る 。 子 宮 頸 癌 患 者 の 血 清 は 、 細 菌 か ら 分 離 さ れ
た よ う な 変 性 Ｅ ７ に 対 す る よ り も 高 い 割 合 で 形 状 的 に 正 確 な Ｅ ７ に 対 し て 陽 性 で あ る こ と
が 報 告 さ れ た (Viscidiら 、 Int. J. Cancer 55:780(1993))。 こ の 報 告 で Ｅ ７ を 生 成 さ せ る
た め に 用 い ら れ た イ ン ビ ト ロ 転 写 － 翻 訳 系 は 困 難 か つ 高 価 で 、 し か も 放 射 能 標 識 Ｅ ７ を 用
い る 。 キ メ ラ Ｅ ７ Ｖ Ｌ Ｐ ｓ を 精 製 し 、 こ の 材 料 を Ｅ ７ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ で 用 い る こ と が 有 利 で あ
ろ う 。 ヒ ト Ｌ １ ま た は Ｌ ２ と の 血 清 反 応 性 の 複 雑 さ を 避 け る た め に 、 Ｂ Ｖ Ｐ 基 材 粒 子 を 用
い る こ と が で き る で あ ろ う 。 Ｅ ７ の 血 清 反 応 性 （ こ れ は 前 癌 病 変 と は 対 照 的 に 癌 と 相 関 す
る ） を モ ニ タ ー す る こ と は 、 子 宮 頸 癌 患 者 で 疾 患 の 進 行 を 追 跡 す る た め に 、 さ ら に 再 発 を
ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 有 用 で あ る と 提 唱 さ れ た （ 上 掲 書 ） 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 場 合 に よ っ て は 、 キ メ ラ Ｖ Ｌ Ｐ ｓ は 活 性 を 有 す る 完 全 な 蛋 白 を 細 胞 に 輸 送 さ せ る 方 法 で
用 い る こ と が で き る 。 こ の 蛋 白 は 、 例 え ば 酵 素 ま た は 毒 素 ま た は 薬 剤 で あ ろ う 。 こ の キ メ
ラ Ｖ Ｌ Ｐ ｓ は 細 胞 に イ ン ビ ト ロ 、 イ ン ビ ボ 、 そ の ま ま の 場 所 で ま た は 生 体 外 の い ず れ か で
投 与 さ れ 、 こ の 蛋 白 は そ の 後 細 胞 に 輸 送 さ れ 、 該 細 胞 で そ の 意 図 さ れ た 目 的 （ 例 え ば 酵 素
ま た は 毒 素 ま た は 薬 剤 と し て ） の た め に 機 能 す る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 Ｌ ２ に 融 合 さ せ た Ｅ ７ 蛋 白 ま た は ペ プ チ ド を 取 り 込 ん だ パ ピ ロ ー マ ウ イ
ル ス 様 キ メ ラ 粒 子 の 作 製 に 成 功 し た 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス Ｅ ７ 遺 伝 子 は 、 Ｌ ２ 遺 伝 子 の ３ '末 端 に 枠 内 で 融 合 さ せ た 場 合 、 ま
た は Ｌ ２ 読 み 取 り 枠 部 分 内 で 融 合 さ せ た 場 合 、 ウ イ ル ス 様 粒 子 に 取 り 込 ん だ Ｌ ２ － Ｅ ７ 融
合 蛋 白 を Ｌ １ 蛋 白 の 存 在 下 で 発 現 さ せ た 。 Ｖ Ｌ Ｐ ｓ へ の Ｌ ２ － Ｅ ７ の 取 り 込 み 効 率 と 純 正
度 は 野 性 型 Ｌ ２ 蛋 白 の そ れ と 同 様 で あ っ た 。 Ｂ Ｐ Ｖ Ｌ １ ／ Ｌ ２ － Ｅ ７ ウ イ ル ス 様 粒 子 は 、
Ｂ Ｐ Ｖ Ｌ １ ／ Ｌ ２ 粒 子 と 同 じ 効 率 で 中 和 抗 体 を 誘 導 さ せ る こ と が 分 か っ た 。 キ メ ラ 粒 子 は
、 Ｌ ２ － Ｅ ７ キ メ ラ 粒 子 で 免 疫 し た ウ サ ギ で 融 合 パ ー ト ナ ー エ ピ ト ー プ に 特 異 的 な 液 性 免
疫 を 誘 導 し 、 Ｅ ７ に 対 す る 抗 体 を 生 じ る こ と が 観 察 さ れ た 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス 様 キ メ ラ 粒 子 を 作 製 す る こ と が 可 能 に な っ た こ と に よ っ て 、 実 際 上
ど の よ う な 蛋 白 ま た は ペ プ チ ド も Ｌ ２ 生 成 物 に 融 合 さ せ 、 パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス 様 キ メ ラ 粒
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子 に 取 り 込 ま せ る こ と が 可 能 に な る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 Ｌ ２ － Ｅ ７ 融 合 蛋 白 を 作 製 し 、 こ れ ら の 蛋 白 を 昆 虫 細 胞 で リ コ ン ビ ナ ン
ト バ キ ュ ロ ウ イ ル ス を 介 し て Ｌ １ と と も に 発 現 さ せ る こ と に よ っ て キ メ ラ Ｖ Ｌ Ｐ ｓ を 製 造
す る こ と に 成 功 し た 。 我 々 は ３ つ の キ メ ラ Ｖ Ｌ Ｐ ｓ を 作 製 し た ： Ｈ Ｐ Ｖ １ ６ Ｌ １ ＋ Ｈ Ｐ Ｖ
１ ６ Ｌ ２ － Ｈ Ｐ Ｖ １ ６ Ｅ ７ （ 完 全 な 長 さ ） 、 Ｂ Ｐ Ｖ Ｌ １ ＋ Ｂ Ｐ Ｖ Ｌ ２ － Ｈ Ｐ Ｖ １ ６ Ｅ ７ （
完 全 な 長 さ ） お よ び Ｂ Ｐ Ｖ Ｌ １ ＋ Ｂ Ｐ Ｖ Ｌ ２ － Ｈ Ｐ Ｖ １ ６ Ｅ ７ （ ア ミ ノ 酸 １ ～ ３ ０ ） 。 Ｂ
Ｐ Ｖ Ｌ ２ は Ｈ Ｐ Ｖ １ ６ Ｅ ７ に そ の ３ '末 端 で 融 合 さ せ た 。 Ｈ Ｐ Ｖ １ ６ Ｌ ２ は Ｈ Ｐ Ｖ １ ６ Ｅ
７ に そ の ３ '末 端 で 融 合 さ せ た 。 さ ら に Ｈ Ｐ Ｖ １ ６ Ｅ ７ の 最 初 の ３ ０ コ ド ン は Ｂ Ｐ Ｖ Ｌ ２
の コ ド ン ２ ７ ４ と ２ ７ ５ と の 間 に 挿 入 さ せ た 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 Ｌ １ お よ び Ｌ ２ － Ｅ ７ の 蔗 糖 濃 度 勾 配 に よ る 同 時 沈 降 並 び に 免 疫 沈 澱 に よ っ て 、 キ メ ラ
蛋 白 が Ｖ Ｌ Ｐ ｓ に 取 り 込 ま れ て い る こ と が 示 さ れ た 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 透 過 型 電 子 顕 微 鏡 に よ っ て 、 Ｌ ２ － Ｅ ７ 融 合 蛋 白 を 含 む 粒 子 は Ｌ １ ま た は Ｌ １ ／ Ｌ ２ Ｖ
Ｌ Ｐ ｓ と 同 じ 効 率 で 集 合 組 立 が 行 な わ れ 、 形 態 学 的 に 区 別 で き な い こ と が 明 ら か に な っ た
。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 イ ン ビ ト ロ Ｂ Ｐ Ｖ １ 中 和 ア ッ セ ー に よ っ て 、 Ｂ Ｐ Ｖ Ｌ １ 含 有 キ メ ラ Ｖ Ｌ Ｐ ｓ は 中 和 抗 血
清 を 誘 導 で き る こ と が 示 さ れ た 。 力 価 は Ｂ Ｐ Ｖ Ｌ １ ／ Ｌ ２ を 用 い て 得 ら れ る も の に 匹 敵 し
た 。 ３ ０ ０ ０ ０ に 匹 敵 す る 中 和 力 価 が Ｂ Ｐ Ｖ Ｌ １ ／ Ｌ ２ Ｖ Ｌ Ｐ ｓ お よ び Ｂ Ｐ Ｖ Ｌ １ ／ Ｌ ２
－ Ｈ Ｐ Ｖ １ ６ Ｅ ７ （ 完 全 な 長 さ ） キ メ ラ Ｖ Ｌ Ｐ ｓ の 両 方 に 対 し て 得 ら れ た 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 Ｌ ２ － Ｅ ７ キ メ ラ 粒 子 で 免 疫 し た ウ サ ギ は Ｅ ７ に 対 す る 抗 体 を 生 じ た が 、 こ の こ と は 、
キ メ ラ Ｖ Ｌ Ｐ ｓ に よ る 融 合 パ ー ト ナ ー エ ピ ト ー プ に 対 し て 特 異 的 な 液 性 免 疫 が 誘 導 さ れ る
こ と を 示 し 、 さ ら に Ｅ ７ の 存 在 部 位 が Ｖ Ｌ Ｐ ｓ の 外 部 で あ る こ と を 確 認 さ せ た 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 実 施 例 １ で 説 明 す る よ う に 、 キ メ ラ リ コ ン ビ ナ ン ト バ キ ュ ロ ウ イ ル ス を 作 製 す る こ と が
で き る 。 キ メ ラ の 遺 伝 子 は 、 ゲ ノ ム 源 ま た は ｃ Ｄ Ｎ Ａ か ら 直 接 的 合 成 ま た は そ の い ず れ か
の 組 合 せ に よ っ て 得 る こ と が で き る 。 Ｌ ２ お よ び そ の 融 合 パ ー ト ナ ー 遺 伝 子 は リ コ ン ビ ナ
ン ト Ｐ Ｃ Ｒ 技 術 に よ っ て 増 幅 で き る 。 こ の Ｐ Ｃ Ｒ 技 術 は 、 例 え ば 融 合 を 促 進 し 、 さ ら に 発
現 、 移 転 お よ び ／ ま た は ク ロ ー ニ ン グ の た め の ベ ク タ ー （ 例 え ば プ ラ ス ミ ド ） へ の ク ロ ー
ニ ン グ を 促 進 す る 制 限 酵 素 部 位 を 含 む オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 融 合 遺 伝 子 は バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 発 現 ベ ク タ ー で ク ロ ー ニ ン グ で き る 。 Ｌ １ を 含 む 別 の バ
キ ュ ロ ウ イ ル ス 発 現 ベ ク タ ー を 作 製 で き る 。 ま た は 、 融 合 遺 伝 子 は 、 既 に Ｌ １ を 含 む バ キ
ュ ロ ウ イ ル ス 二 重 発 現 ベ ク タ ー で ク ロ ー ニ ン グ で き る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 実 施 例 ２ で は 、 リ コ ン ビ ナ ン ト バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 選 別 の 典 型 的 な 方 法 が 説 明 さ れ る 。 Ｃ
ｓ Ｃ ｌ 精 製 （ ま た は そ れ に 匹 敵 す る ） リ コ ン ビ ナ ン ト プ ラ ス ミ ド を バ キ ュ ロ ウ イ ル ス Ｄ Ｎ
Ａ と Ｓ ｆ ９ 昆 虫 細 胞 に リ ポ フ ェ ク チ ン （ ま た は そ れ と 同 等 な も の ） を 用 い て 同 時 ト ラ ン ス
フ ェ ク シ ョ ン さ せ る こ と が で き る 。 続 い て 、 通 常 の バ キ ュ ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー お よ び 昆 虫
細 胞 培 養 方 法 を 用 い て 、 リ コ ン ビ ナ ン ト バ キ ュ ロ ウ イ ル ス を （ 例 え ば ） プ ラ ー ク 精 製 す る
こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 二 重 発 現 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー の 代 わ り に ２ 種 の 単 一 発 現 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス を 用 い
る 方 が 有 利 で あ る か も し れ な い 。 こ の 場 合 に は 、 キ メ ラ Ｖ Ｌ Ｐ ｓ は Ｓ ｆ ９ 細 胞 を ２ つ の リ
コ ン ビ ナ ン ト バ キ ュ ロ ウ イ ル ス （ １ つ は Ｌ １ 生 成 物 を 他 方 は Ｌ ２ 融 合 生 成 物 を コ ー ド す る
） で 感 染 さ せ る こ と に よ っ て 生 成 で き る 。 該 遺 伝 子 を 異 な る ベ ク タ ー に 配 置 す る こ と に よ
っ て 、 産 生 さ れ る Ｌ １ 生 成 物 お よ び Ｌ ２ 融 合 生 成 物 量 を 操 作 す る こ と が で き る 。 こ の ア プ
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ロ ー チ は 、 Ｖ Ｌ Ｐ に お け る Ｌ ２ 融 合 生 成 物 の Ｌ １ 生 成 物 に 対 す る 比 を 変 化 さ せ る こ と を 可
能 に す る 。 天 然 の ビ リ オ ン で は Ｌ ２ は Ｌ １ に 比 べ て 少 な い 成 分 で あ る が 、 ２ 種 の 単 一 発 現
ベ ク タ ー を 用 い て Ｖ Ｌ Ｐ へ の Ｌ ２ 融 合 生 成 物 の よ り 大 量 の 取 り 込 み を 達 成 す る こ と が で き
る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 実 施 例 ３ で 説 明 す る よ う に 、 キ メ ラ 粒 子 は 塩 化 セ シ ウ ム （ ま た は 同 等 物 ） 中 で の バ ン ド
形 成 に よ っ て 精 製 す る こ と が で き る 。 Ｓ ｆ ９ 昆 虫 細 胞 に バ キ ュ ロ ウ イ ル ス を 例 え ば 感 染 価
１ ０ で 感 染 さ せ る こ と が で き る 。 ７ ２ 時 間 後 （ ま た は そ の 辺 り で ） 、 細 胞 を 採 取 し 燐 酸 緩
衝 食 塩 水 中 で ６ ０ 秒 （ ま た は そ の 辺 り で ） 音 波 破 砕 で き る 。 低 速 （ ま た は 同 等 な 処 理 ） で
清 澄 に し た 後 、 溶 解 物 を ４ ０ ％ （ 重 量 ／ 容 積 ） の 蔗 糖 ／ Ｐ Ｂ Ｓ ク ッ シ ョ ン 中 で 例 え ば １ １
０ ０ ０ ０ × ｇ 、 ２ ５ 時 間 遠 心 す る （ Ｓ Ｗ － ２ ８ ロ ー タ ー ） 。 再 懸 濁 さ せ た 沈 殿 物 を 、 例 え
ば １ ０ － ４ ０ ％ （ 重 量 ／ 重 量 ） の Ｃ ｓ Ｃ ｌ ／ Ｐ Ｂ Ｓ 勾 配 中 で 室 温 で ２ ０ 時 間 １ ４ １ ０ ０ ０
× ｇ で 平 衡 に 達 す る ま で 遠 心 す る 。 目 に 見 え る バ ン ド を 採 取 し 、 同 一 条 件 を 用 い て 再 び 平
衡 と な る ま で 遠 心 し 、 Ｐ Ｂ Ｓ に 対 し て 十 分 に 透 析 し て （ 例 え ば ） ４ ℃ で 保 存 す る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 実 施 例 ４ に 説 明 す る よ う に 、 キ メ ラ 複 合 体 の 同 時 沈 降 を 、 例 え ば 分 析 用 濃 度 勾 配 遠 心 で
実 施 で き る 。 例 え ば 、 １ ２ か ら ４ ５ ％ 蔗 糖 の 段 階 勾 配 は ４ ℃ で 一 晩 で 直 線 化 し て 透 析 し た
サ ン プ ル を 最 上 部 に 重 層 し 、 こ の 濃 度 勾 配 を ４ １ ０ ０ ０ ｒ ｐ ｍ （ ２ ８ ８ ０ ０ ０ × ｇ ） で ２
時 間 Ｓ Ｗ － ４ １ ロ ー タ ー で 遠 心 す る 。 分 画 を 採 集 し 、 同 時 沈 降 に つ い て 例 え ば ウ ェ ス タ ン
ブ ロ ッ ト 分 析 ま た は 同 時 免 疫 沈 澱 に よ っ て 分 析 す る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 実 施 例 ５ で 説 明 す る よ う に 、 同 時 沈 降 は 例 え ば 免 疫 沈 澱 に よ っ て 達 成 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 実 施 例 ６ で 説 明 す る よ う に 抗 血 清 を 作 製 で き る 。 こ れ は 、 文 献 に 記 載 さ れ た よ う に (Dvo
retskyら 、 Virology 103:369(1980)） 、 Ｂ Ｐ Ｖ １ 中 和 ア ッ セ ー （ ま た は 同 等 な も の ） を 実
施 す る た め に 行 な わ れ る 。 抗 血 清 は 例 え ば 以 下 の よ う に 作 製 さ れ る 。 Ｐ Ｂ Ｓ 中 の Ｃ ｓ Ｃ ｌ
勾 配 精 製 粒 子 ３ ３ ０ μ ｌ （ 濃 度 １ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ ） を 皮 下 注 射 し て ウ サ ギ を 免 疫 す る 。 続 い て
、 最 初 の 注 射 か ら ２ 週 間 後 お よ び ４ 週 間 後 に 同 じ 量 の 粒 子 で ウ サ ギ を 追 加 免 疫 す る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 実 施 例 ７ で 説 明 す る よ う に Ｂ Ｐ Ｖ １ 中 和 ア ッ セ ー （ ま た は 同 等 な も の ） を 実 施 し 、 Ｂ Ｐ
Ｖ キ メ ラ 粒 子 が 形 状 エ ピ ト ー プ を 表 示 し て い る か 否 か を 調 べ る 。 例 え ば ２ 回 目 の 追 加 免 疫
注 射 後 ３ 週 間 し て 得 ら れ た 血 清 の 段 階 希 釈 を ＝ ５ ０ ０ フ ォ ー カ ス 形 成 単 位 の Ｂ Ｐ Ｖ １ ウ イ
ル ス と ３ ０ 分 保 温 し 、 こ の ウ イ ル ス を Ｃ １ ２ ７ 細 胞 に １ 時 間 吸 着 さ せ 、 こ の 細 胞 を ３ 週 間
培 養 す る 。 続 い て フ ォ ー カ ス を メ タ ノ ー ル 中 の ０ ． ５ ％ メ チ レ ン ブ ル ー ／ ０ ． ２ ５ ％ 石 炭
酸 フ ク シ ン で 染 色 す る 。 キ メ ラ Ｖ Ｌ Ｐ ｓ お よ び コ ン ト ロ ー ル Ｂ Ｐ Ｖ Ｌ １ － Ｌ ２ Ｖ Ｌ Ｐ ｓ に
つ い て 中 和 力 価 を 得 る 。 匹 敵 す る 中 和 力 価 は 、 キ メ ラ 粒 子 が 適 切 に 折 り 畳 ま れ て 有 効 に 形
状 エ ピ ト ー プ が 表 示 さ れ て い る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 実 施 例 ８ に 説 明 す る よ う に 、 キ メ ラ 粒 子 は 例 え ば 透 過 型 電 子 顕 微 鏡 で 調 べ る こ と が で き
る 。 例 え ば 、 精 製 粒 子 を 炭 素 被 覆 グ リ ッ ド に 吸 着 さ せ 、 １ ％ 酢 酸 ウ ラ ニ ル で 染 色 し 、 フ ィ
リ ッ プ ス 電 子 顕 微 鏡 モ デ ル Ｅ Ｍ ４ ０ ０ Ｔ で ３ ６ ０ ０ ０ 倍 で 調 べ る 。 キ メ ラ 粒 子 お よ び Ｌ １
ま た は Ｌ １ ／ Ｌ ２ Ｖ Ｌ Ｐ ｓ の 取 り 込 み 効 率 並 び に 形 態 を 比 較 す る 。 取 り 込 み お よ び 形 態 が
区 別 不 可 能 で あ る と い う こ と は 、 キ メ ラ 粒 子 の 適 切 な 自 己 集 合 組 立 を 示 唆 す る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 実 施 例 ９ で 説 明 す る よ う に 、 キ メ ラ 粒 子 は 、 例 え ば 融 合 パ ー ト ナ ー エ ピ ト ー プ に 対 し て
特 異 的 な 液 性 免 疫 誘 導 に つ い て 調 べ ら れ る 。 例 え ば 、 ウ サ ギ に キ メ ラ Ｖ Ｌ Ｐ ｓ を 接 種 す る
。 例 え ば 融 合 パ ー ト ナ ー 抗 原 サ ン プ ル を Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ に 、 続 い て ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ
イ ン グ 分 析 に 付 し て こ の 血 清 を 抗 体 に つ い て 調 べ る 。 免 疫 血 清 お よ び 免 疫 前 血 清 （ コ ン ト
ロ ー ル ） を 適 切 に 希 釈 し て 用 い る こ と が で き る 。 免 疫 ウ サ ギ か ら 得 た 血 清 に よ っ て ウ ェ ス
タ ン ブ ロ ッ ト で 融 合 パ ー ト ナ ー の バ ン ド が 検 出 さ れ れ ば 、 融 合 パ ー ト ナ ー エ ピ ト ー プ に 対
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し て 特 異 的 な 抗 体 が 誘 導 さ れ た こ と が 示 唆 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 実 施 例 １ ０ で 説 明 す る よ う に 、 例 え ば キ メ ラ Ｖ Ｌ Ｐ ｓ を マ ウ ス に 注 射 し 抗 原 特 異 的 Ｔ 細
胞 増 殖 を 測 定 す る こ と に よ っ て 、 融 合 ペ プ チ ド に つ い て 特 異 的 な 細 胞 性 免 疫 の 誘 導 に つ い
て キ メ ラ 粒 子 を 調 べ る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 実 施 例 １ １ で 説 明 す る よ う に 、 Ｌ ２ 融 合 は 予 防 免 疫 を 失 わ せ な い こ と を 明 ら か に す る た
め に 、 例 え ば ウ サ ギ を キ メ ラ Ｃ Ｒ Ｐ Ｖ Ｖ Ｌ Ｐ ｓ お よ び 非 キ メ ラ Ｃ Ｒ Ｐ Ｖ Ｖ Ｌ Ｐ ｓ （ コ ン ト
ロ ー ル ） で 免 疫 し 、 続 い て 感 染 性 Ｃ Ｒ Ｐ Ｖ で 試 験 感 染 さ せ る こ と に よ っ て 、 ま た は 、 Ｓ Ｔ
Ｄ 病 原 体 を 含 む キ メ ラ Ｖ Ｌ Ｐ ｓ で 実 験 動 物 を 免 疫 し 、 続 い て Ｓ Ｔ Ｄ で 試 験 感 染 さ せ て か ら
致 死 的 感 染 に 対 す る 生 存 の 向 上 も し く は 致 死 量 以 下 の 試 験 感 染 後 の 感 染 の 減 少 を 測 定 す る
こ と に よ っ て 、 キ メ ラ 粒 子 を 試 験 感 染 に 対 す る 予 防 免 疫 の 誘 導 に つ い て 調 べ る こ と が で き
る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 実 施 例 １ ２ で 説 明 す る よ う に 、 例 え ば キ メ ラ Ｃ Ｒ Ｐ Ｖ Ｖ Ｌ Ｐ ｓ お よ び 非 キ メ ラ Ｃ Ｒ Ｐ Ｖ
Ｖ Ｌ Ｐ ｓ （ コ ン ト ロ ー ル ） を 用 い て （ 既 に パ ピ ロ ー マ を も つ ） ウ サ ギ を 免 疫 し 、 存 在 す る
パ ピ ロ ー マ の 退 縮 を 測 定 す る こ と に よ っ て 、 既 に 存 在 す る パ ピ ロ ー マ に 対 す る 治 療 的 免 疫
誘 導 に つ い て キ メ ラ 粒 子 を 調 べ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 実 施 例 １ ３ で 説 明 す る よ う に 、 例 え ば 腫 瘍 の 免 疫 療 法 お よ び 免 疫 的 予 防 に つ い て キ メ ラ
粒 子 を 調 べ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 本 発 明 の 具 体 的 な 特 徴 は 、 特 定 の 実 施 形 態 に 本 発 明 の 範 囲 を 限 定 す る こ と な く 本 発 明 の
例 示 を 目 的 と す る 以 下 の 実 施 例 を 参 考 に い っ そ う 容 易 に 理 解 さ れ よ う 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 以 下 に 、 本 発 明 の 実 施 例 を 説 明 す る が 、 本 発 明 は 以 下 の 実 施 例 に な ん ら 限 定 さ れ る も の
で は な い 。
（ 実 施 例 １ ）
［ キ メ ラ リ コ ン ビ ナ ン ト バ キ ュ ロ ウ イ ル ス の 作 製 ］
　 ３ 種 の キ メ ラ を 作 製 し た ： Ｈ Ｐ Ｖ １ ６ Ｌ ２ － Ｈ Ｐ Ｖ １ ６ Ｅ ７ 、 Ｂ Ｐ Ｖ Ｌ ２ － Ｈ Ｐ Ｖ １ ６
Ｅ ７ お よ び Ｂ Ｐ Ｖ Ｌ ２ － Ｈ Ｐ Ｖ １ ６ Ｅ ７ （ ア ミ ノ 酸 １ ～ ３ ０ ） 。 Ｈ Ｐ Ｖ １ ６ Ｌ ２ － Ｈ Ｐ Ｖ
１ ６ Ｅ ７ は 、 Ｈ Ｐ Ｖ １ ６ Ｌ ２ の Ｃ － 末 端 （ ア ミ ノ 酸 ４ ７ ３ ） に 融 合 さ せ た 完 全 な 長 さ の Ｈ
Ｐ Ｖ １ ６ Ｅ ７ を 含 ん で い た 。 Ｂ Ｐ Ｖ Ｌ ２ － Ｈ Ｐ Ｖ １ ６ Ｅ ７ は 、 Ｂ Ｐ Ｖ Ｌ ２ の Ｃ － 末 端 （ ア
ミ ノ 酸 ４ ６ ９ ） に 融 合 し た 完 全 な 長 さ の Ｈ Ｐ Ｖ １ ６ Ｅ ７ を 含 ん で い た 。 Ｂ Ｐ Ｖ Ｌ ２ － Ｈ Ｐ
Ｖ １ ６ Ｅ ７ （ ア ミ ノ 酸 １ ～ ３ ０ ） は 、 ア ミ ノ 酸 ２ ７ ４ と ２ ７ ５ の 間 で Ｂ Ｐ Ｖ Ｌ ２ の 中 央 に
融 合 さ せ た Ｈ Ｐ Ｖ １ ６ Ｅ ７ の 最 初 の ３ ０ ア ミ ノ 酸 を 含 ん で い た 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 Ｌ ２ － Ｅ ７ キ メ ラ 遺 伝 子 は リ コ ン ビ ナ ン ト Ｐ Ｃ Ｒ 技 術 （ R. Higuchi(1990)、 「 Ｐ Ｃ Ｒ プ
ロ ト コ ル ： 方 法 と 応 用 の 手 引 」 (PCR Protocols: A Guide toMethods and Applications）
よ り 、 M.A. Innis, D.H. Gelfand, J.J. Sninsky & T.J. White編 、 (Academic, NY), pp.
177-180))に よ っ て 作 製 し た 。 完 全 な 長 さ の Ｈ Ｐ Ｖ １ ６ Ｅ ７ を 含 む キ メ ラ に つ い て は 、 制
限 酵 素 部 位 を 含 む ５ 'オ リ ゴ お よ び 、 Ｅ ７ の ５ 'オ リ ゴ と 相 補 的 な ３ 'オ リ ゴ を 用 い て Ｌ ２
を 増 幅 さ せ た 。 そ れ ぞ れ 別 個 の 反 応 で 、 Ｌ ２ の ３ 'オ リ ゴ と 相 補 的 な ５ 'オ リ ゴ 、 お よ び 制
限 酵 素 部 位 を 含 む ３ 'オ リ ゴ を 用 い て Ｅ ７ を 増 幅 さ せ た 。 続 い て 、 外 側 （ Ｌ ２ の ５ 'お よ び
Ｅ ７ の ３ '） オ リ ゴ の み を 用 い て 、 Ｌ ２ お よ び Ｅ ７ 遺 伝 子 を 第 二 の プ ラ イ マ ー 伸 長 反 応 で
融 合 さ せ た 。 Ｈ Ｐ Ｖ １ ６ Ｅ ７ の ア ミ ノ 酸 １ ～ ３ ０ の み を 含 む キ メ ラ に つ い て は 、 "内 部 "プ
ラ イ マ ー は Ｈ Ｐ Ｖ １ ６ Ｅ ７ の 最 初 の ３ ０ ア ミ ノ 酸 を コ ー ド し た 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 続 い て 、 融 合 遺 伝 子 を バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 二 重 発 現 ベ ク タ ー ｐ Ｓ ｙ ｎ ｗ ｔ Ｖ １ － （ こ れ は
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ポ リ ヘ ド ロ ン プ ロ モ ー タ ー 下 で ク ロ ー ニ ン グ さ れ た Ｌ １ を 既 に 含 む (Kirnbauerら 、 Virol.
 67:6929(1993)） で ｐ Ｓ ｙ ｎ プ ロ モ ー タ ー の 直 ぐ 下 流 で ク ロ ー ニ ン グ し た 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 Ｂ Ｐ Ｖ Ｌ ２ － Ｈ Ｐ Ｖ １ ６ Ｅ ７ キ メ ラ は ５ 'Ｂ ｇ Ｉ Ｉ Ｉ か ら ３ 'Ｂ ｇ Ｉ Ｉ Ｉ フ ラ グ メ ン ト と
し て ク ロ ー ニ ン グ し た 。 Ｈ Ｐ Ｖ １ ６ Ｌ ２ － Ｈ Ｐ Ｖ １ ６ Ｅ ７ キ メ ラ は ５ 'Ｓ ｓ ｔ Ｉ Ｉ か ら ３ '
Ｓ ｓ ｔ Ｉ Ｉ フ ラ グ メ ン ト と し て ク ロ ー ニ ン グ し た 。 Ｂ Ｐ Ｖ Ｌ ２ － Ｈ Ｐ Ｖ １ ６ Ｅ ７ （ 完 全 な
長 さ ） の た め に 用 い た プ ラ イ マ ー は 以 下 の 通 り で あ っ た ： Ｂ Ｐ Ｖ Ｌ ２ の セ ン ス （ 鎖 ） は 、
5'GCGGT ACCTATAAATATGAGTGCACGAAAAAGAGTAAAACGT3' （ 配 列 番 号 ： １ ） 、 ア ン チ セ
ン ス （ 鎖 ） は 、 5'GCAATGTAGGTGTATCTCCATGCATGGCATGTTTCCGTTTTTTTCGTTTCCTCAACAAGGAGGG
3'（ 配 列 番 号 ： ２ ） Ｈ Ｐ Ｖ １ ６ Ｅ ７ 、 セ ン ス は 、 5'CCCTCCTTGTTGAGGAAACGAAAAAAACGGAAAC
ATGCCATGCATGGAGATACACCTACATTGC3'（ 配 列 番 号 ： ３ ） お よ び ア ン チ セ ン ス は 5'CCGCT
GGTACCTGCAGGATCAGCCATGG3' （ 配 列 番 号 ： ４ ） Ｂ Ｐ Ｖ Ｌ ２ － Ｈ Ｐ Ｖ １ ６ Ｅ ７ （ ア ミ ノ 酸

１ ～ ３ ０ ） の た め に 用 い た プ ラ イ マ ー は 以 下 の 通 り で あ っ た ： Ｂ Ｐ Ｖ Ｌ ２ 、 セ ン ス は 上 記
と 同 じ で 、 内 部 プ ラ イ マ ー の ア ン チ セ ン ス は 5'CAGTTGTCTCTGGTTGCAAATCTAACATATATTCATGC
AATGTAGGTGTATCTCCATGCATGGATGAAAACACTTCAGGATCTTCCGTGGGC3' （ 配 列 番 号 ： ５ ） 、 内 部
プ ラ イ マ ー の セ ン ス は 5'GCATGAATATATGTTAGATTTGCAACCAGAGACAACTGATCTCTACTGTTATGAGCAA
TTAAATGACCAAACATTTGCAAACCCACTGTATGAAGCAGAACC3' （ 配 列 番 号 ： ６ ） 、 Ｂ Ｐ Ｖ Ｌ ２ 、 ア
ン チ セ ン ス は 5'CCGCT AGGGAGATACAGCTTCTGGCCTTGTTGCCACAACGC3'（ 配 列 番 号 ： ７ ）
。 Ｈ Ｐ Ｖ １ ６ Ｌ ２ － Ｈ Ｐ Ｖ １ ６ Ｅ ７ キ メ ラ の た め に 用 い た プ ラ イ マ ー は 以 下 の 通 り で あ っ
た ： Ｈ Ｐ Ｖ １ ６ Ｌ ２ 、 セ ン ス は 5'GCGGT AATATGCGACACAAACGTTCTGCAAAACGCACAAAACGT
3'(配 列 番 号 ： ８ ） 、 お よ び ア ン チ セ ン ス は 5'ATCTCCATGCATGGCAGCCAAAGAGAC3'（ 配 列 番 号
： ９ ） 、 Ｈ Ｐ Ｖ １ ６ Ｅ ７ 、 セ ン ス は 5'GTCTCTTTGGCTGCCATGCATGGAGAT3'（ 配 列 番 号 ： １ ０
） 、 お よ び ア ン チ セ ン ス は 5'GCT GGTACCTGCAGGATCAGCC3' （ 配 列 番 号 ： １ １ ） 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
（ 実 施 例 ２ ）
［ リ コ ン ビ ナ ン ト バ キ ュ ロ ウ イ ル ス の 選 別 ］
　 リ ポ フ ェ ク チ ン (GIBCO/BRL製 、 ガ イ ザ ー ス バ ー グ 、 メ リ ー ラ ン ド ） を 用 い て 、 Ｃ ｓ Ｃ ｌ
精 製 リ コ ン ビ ナ ン ト プ ラ ス ミ ド を Ｓ ｆ ９ 昆 虫 細 胞 （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ ， Ｃ Ｒ Ｌ １ ７ １ １ ） に バ キ ュ
ロ ウ イ ル ス Ｄ Ｎ Ａ （ Baculo-Gold;PharMingen製 、 サ ン デ ィ エ ゴ 、 カ リ フ ォ ル ニ ア ） と 同 時
ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ せ た （ P.C. Harting, Biotechniques 11:310(1991)） 。 リ コ ン ビ
ナ ン ト バ キ ュ ロ ウ イ ル ス は 、 記 載 （ M.D. Summers & G.E. Smith (1987)、 「 バ キ ュ ロ ウ イ
ル ス ベ ク タ ー と 昆 虫 細 胞 培 養 手 順 の 手 引 」 (A Manual of Methods for Baculovirus Vecto
rs and Insect Cell Culture Procedures)、 Texas Agricultural Experiment Station Bu
lletin(Tex. Agric. Exp. Stn., College Station, TX)、 1555巻 ） に し た が っ て プ ラ ー ク
精 製 し た 。
【 ０ ０ ８ １ 】
（ 実 施 例 ３ ）
［ キ メ ラ 粒 子 の 精 製 ］
　 Ｓ ｆ ９ 昆 虫 細 胞 は 、 感 染 価 １ ０ で リ コ ン ビ ナ ン ト バ キ ュ ロ ウ イ ル ス で 感 染 さ せ ら れ た 。
７ ２ 時 間 後 、 採 取 細 胞 を 燐 酸 緩 衝 食 塩 水 （ Ｐ Ｂ Ｓ ） 中 で ６ ０ 秒 間 音 波 で 破 砕 し た 。 低 速 で
清 澄 に し た 後 、 溶 解 物 を ４ ０ ％ （ 重 量 ／ 容 積 ） の 蔗 糖 ／ Ｐ Ｂ Ｓ ク ッ シ ョ ン 中 で １ １ ０ ０ ０
０ × ｇ 、 ２ ５ 時 間 遠 心 し た （ Ｓ Ｗ － ２ ８ ロ ー タ ー ） 。 再 懸 濁 さ せ た 沈 殿 物 を 、 １ ０ ～ ４ ０
％ （ 重 量 ／ 重 量 ） の Ｃ ｓ Ｃ ｌ ／ Ｐ Ｂ Ｓ 勾 配 中 で 室 温 で ２ ０ 時 間 １ ４ １ ０ ０ ０ × ｇ で 平 衡 に
達 す る ま で 遠 心 し た 。 目 に 見 え る バ ン ド を 採 取 し 、 同 一 条 件 を 用 い て 再 び 平 衡 と な る ま で
遠 心 し 、 Ｐ Ｂ Ｓ に 対 し て 十 分 に 透 析 し て ４ ℃ で 保 存 し た 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
（ 実 施 例 ４ ）
［ Ｌ １ ／ Ｌ ２ － Ｅ ７ 複 合 体 の 同 時 沈 降 ］
　 Ｌ ２ － Ｅ ７ 融 合 蛋 白 が 粒 子 内 に 取 り 込 ま れ て い る か 否 か を 決 定 す る た め に 、 分 析 用 濃 度
勾 配 遠 心 を 、 Ｌ １ お よ び Ｌ ２ の 同 時 集 合 組 立 に つ い て 調 べ る た め に 先 に 報 告 さ れ た よ う に
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実 施 し た (Kirnbauerら 、 Virol. 67:6929(1993)） 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 簡 単 に 記 せ ば 、 １ ２ か ら ４ ５ ％ の 蔗 糖 段 階 濃 度 勾 配 を ４ ℃ で 一 晩 直 線 化 さ せ て 透 析 サ ン
プ ル を 最 上 部 に 重 層 し 、 こ の 濃 度 勾 配 を Ｓ Ｗ － ４ １ ロ ー タ ー で ４ １ ０ ０ ０ ｒ ｐ ｍ （ ２ ８ ８
０ ０ ０ × ｇ ） で ２ 時 間 遠 心 し た 。 分 画 を 採 取 し 、 こ れ ら 分 画 を ク ー マ シ ー 染 色 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ
Ａ Ｇ Ｅ （ Ｌ １ ） ま た は ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 （ 抗 Ｂ Ｐ Ｖ Ｌ ２ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は
抗 Ｈ Ｐ Ｖ １ ６ Ｅ ７ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 お よ び 1 2 5 Ｉ 標 識 抗 ウ サ ギ Ｉ ｇ Ｇ を 用 い る ） で 調 べ
た 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 キ メ ラ Ｌ ２ － Ｅ ７ と ウ イ ル ス 様 粒 子 と の 結 合 は 同 時 沈 降 分 析 に よ っ て 確 認 さ れ た 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
（ 実 施 例 ５ ）
［ Ｌ １ ／ Ｌ ２ － Ｅ ７ 複 合 体 の 同 時 免 疫 沈 澱 ］
　 Ｌ ２ － Ｅ ７ 融 合 蛋 白 は Ｌ １ と 安 定 な 複 合 体 を 形 成 す る と い う 証 拠 を 得 る た め に 、 同 時 免
疫 沈 澱 実 験 を 実 施 し た 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 簡 単 に 記 せ ば 、 Ｂ Ｐ Ｖ Ｌ １ ／ Ｌ ２ － Ｈ Ｐ Ｖ １ ６ Ｅ ７ （ 完 全 な 長 さ ） お よ び Ｂ Ｐ Ｖ Ｌ １ ／
Ｌ ２ － Ｈ Ｐ Ｖ １ ６ Ｅ ７ （ ア ミ ノ 酸 １ ～ ３ ０ ） Ｖ Ｌ Ｐ 調 製 物 を 、 Ｐ Ｂ Ｓ 、 １ ％ ト リ ト ン Ｒ Ｘ
－ １ ０ ０ 中 で 抗 Ｌ １ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ５ Ｂ ６ (Rodenら 、 J. Virol. 印 刷 中 （ 1994年 11月
))、 抗 Ｌ １ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 免 疫 前 血 清 ま た は 無 関 係 抗 体 （ 抗 Ｅ １ Ａ モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 ） お よ び 蛋 白 Ａ セ フ ァ ロ ー ス を 用 い て 免 疫 沈 澱 さ せ 、 さ ら に Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ に 付 し
た 。 蛋 白 を 免 疫 ブ ロ ッ テ ィ ン グ に 付 し 、 抗 Ｂ Ｐ Ｖ Ｌ ２ も し く は 抗 Ｈ Ｐ Ｖ １ ６ Ｅ ７ 血 清 ま た
は 抗 Ｈ Ｐ Ｖ １ ６ Ｅ ７ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ Triton Diagnostics製 、 ア ラ メ ダ 、 カ リ フ ォ ル
ニ ア ） を プ ロ ー ブ と し て 調 べ た 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 キ メ ラ Ｌ ２ － Ｅ ７ と ウ イ ル ス 様 粒 子 と の 結 合 は 同 時 免 疫 沈 澱 に よ っ て 確 認 さ れ た 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
（ 実 施 例 ６ ）
［ 抗 血 清 の 作 製 ］
　 Ｐ Ｂ Ｓ 中 で １ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ の 濃 度 の ３ ３ ０ μ ｌ の Ｃ ｓ Ｃ ｌ 濃 度 勾 配 精 製 粒 子 を 皮 下 注 射 し
て ウ サ ギ を 免 疫 し た 。 最 初 の 注 射 か ら ２ 週 間 お よ び ４ 週 間 後 で 同 じ 量 の 粒 子 で ウ サ ギ を 追
加 免 疫 し た 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
（ 実 施 例 ７ ）
［ Ｂ Ｐ Ｖ １ 中 和 ア ッ セ ー ］
　 報 告 (Kirnbauerら 、 Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89:12180(1992)） に し た が っ て フ ォ
ー カ ス 形 成 ア ッ セ ー を 実 施 し た 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 簡 単 に 記 せ ば 、 ２ 回 目 の 追 加 免 疫 注 射 の ３ 週 間 後 に 得 た ウ サ ギ の 血 清 の 段 階 希 釈 を 、 ＝
５ ０ ０ フ ォ ー カ ス 形 成 単 位 の Ｂ Ｐ Ｖ １ ウ イ ル ス と ３ ０ 分 保 温 し 、 こ の ウ イ ル ス を Ｃ １ ２ ７
細 胞 に １ 時 間 吸 着 さ せ 、 さ ら に こ の 細 胞 を ３ 週 間 培 養 し た (Dvoretzkyら 、 Virology 103:3
69(1990)） 。 フ ォ ー カ ス を メ タ ノ ー ル 中 の ０ ． ５ ％ メ チ レ ン ブ ル ー ／ ０ ． ２ ５ ％ 石 炭 酸 フ
ク シ ン で 染 色 し た 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 ３ ０ ０ ０ ０ に 匹 敵 す る 中 和 力 価 が Ｂ Ｐ Ｖ Ｌ １ ／ Ｌ ２ Ｖ Ｌ Ｐ ｓ お よ び Ｂ Ｐ Ｖ Ｌ １ ／ Ｌ ２ －
Ｈ Ｐ Ｖ １ ６ Ｅ ７ （ 完 全 な 長 さ ） キ メ ラ Ｖ Ｌ Ｐ ｓ に つ い て 得 ら れ た 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
（ 実 施 例 ８ ）
［ 電 子 顕 微 鏡 ］
　 透 過 型 電 子 顕 微 鏡 観 察 を 報 告 (Kirnbauerら 、 Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89:12180(1
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992)） に し た が っ て 実 施 し た 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 簡 単 に 記 せ ば 、 精 製 粒 子 を 炭 素 被 覆 グ リ ッ ド に 吸 着 さ せ 、 １ ％ 酢 酸 ウ ラ ニ ル で 染 色 し 、
フ ィ リ ッ プ ス 電 子 顕 微 鏡 モ デ ル Ｅ Ｍ ４ ０ ０ Ｔ で ３ ６ ０ ０ ０ 倍 で 調 べ た 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 Ｌ ２ － Ｅ ７ 融 合 蛋 白 を 含 む 粒 子 は 、 形 態 お よ び 取 り 込 み 効 率 に 関 し て Ｌ １ Ｖ Ｌ Ｐ ｓ ま た
は Ｌ １ ／ Ｌ ２ Ｖ Ｌ Ｐ ｓ と 区 別 で き な い こ と が 分 か っ た 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
（ 実 施 例 ９ ）
［ 抗 体 の 誘 導 ］
　 Ｂ Ｐ Ｖ Ｌ １ ／ Ｌ ２ － Ｈ Ｐ Ｖ １ ６ Ｅ ７ パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス 様 粒 子 を 接 種 し た ウ サ ギ は Ｅ ７
を 認 識 す る 抗 血 清 を 産 生 し た 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 Ｅ ７ 特 異 性 に つ い て 血 清 を 調 べ る た め に 、 ２ ． ５ μ ｇ の Ｈ Ｐ Ｖ １ ６ Ｅ ７ お よ び ２ ． ５ μ
ｇ の Ｂ Ｓ Ａ （ コ ン ト ロ ー ル ） を Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ に 付 し 、 続 い て ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン
グ で 調 べ た 。 免 疫 血 清 お よ び 免 疫 前 血 清 （ コ ン ト ロ ー ル ） を １ ： １ ０ の 希 釈 で 用 い た 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 免 疫 ウ サ ギ か ら 得 た 血 清 は ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト で Ｈ Ｐ Ｖ １ ６ Ｅ ７ 蛋 白 バ ン ド を 特 異 的 に
検 出 し 、 Ｅ ７ エ ピ ト ー プ に 特 異 的 な 抗 体 の 誘 導 を 示 唆 し た 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
（ 実 施 例 １ ０ ）
［ 細 胞 性 免 疫 の 誘 導 ］
　 Ｅ ７ ペ プ チ ド に 特 異 的 な 細 胞 性 免 疫 の 誘 導 に つ い て 、 例 え ば キ メ ラ Ｖ Ｌ Ｐ ｓ を マ ウ ス に
注 射 し 、 抗 原 特 異 的 Ｔ 細 胞 増 殖 を 測 定 す る こ と に よ っ て 、 キ メ ラ 粒 子 を 調 べ た 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
（ 実 施 例 １ １ ）
［ 予 防 的 免 疫 ］
　 キ メ ラ 粒 子 を 、 試 験 感 染 に 対 す る 予 防 的 免 疫 の 誘 導 に つ い て 調 べ る 。 例 え ば Ｅ ７ キ メ ラ
Ｃ Ｒ Ｐ Ｖ Ｖ Ｌ Ｐ ｓ お よ び 非 キ メ ラ Ｃ Ｒ Ｐ Ｖ Ｖ Ｌ Ｐ ｓ （ コ ン ト ロ ー ル ） で ウ サ ギ を 免 疫 し 、
続 い て 感 染 性 Ｃ Ｒ Ｐ Ｖ で 試 験 感 染 さ せ て 、 Ｌ ２ － Ｅ ７ 融 合 が 予 防 的 免 疫 を 失 わ せ な い こ と
を 示 す か 、 ま た は Ｓ Ｔ Ｄ 病 原 体 を 含 む キ メ ラ Ｖ Ｌ Ｐ ｓ で 実 験 動 物 を 免 疫 し 、 続 い て Ｓ Ｔ Ｄ
病 原 体 で 試 験 感 染 さ せ 、 致 死 的 感 染 に 対 す る 生 存 度 の 向 上 ま た は 致 死 量 以 下 の 試 験 感 染 後
の 感 染 の 減 少 を 測 定 す る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
（ 実 施 例 １ ２ ）
［ 治 療 的 免 疫 ］
　 例 え ば 、 ウ サ ギ （ 既 に パ ピ ロ ー マ を も つ ） を Ｅ ７ キ メ ラ Ｃ Ｒ Ｐ Ｖ Ｖ Ｌ Ｐ ｓ お よ び 非 キ メ
ラ Ｃ Ｒ Ｐ Ｖ Ｖ Ｌ Ｐ ｓ （ コ ン ト ロ ー ル ） で 免 疫 し 、 既 に 存 在 す る パ ピ ロ ー マ の 退 縮 を 測 定 す
る こ と に よ っ て 、 既 に 存 在 す る パ ピ ロ ー マ に 対 す る 治 療 的 免 疫 の 誘 導 に つ い て キ メ ラ 粒 子
を 調 べ る 。
【 ０ １ ０ １ 】
（ 実 施 例 １ ３ ）
［ 腫 瘍 の 免 疫 療 法 お よ び 免 疫 予 防 ］
　 例 え ば 、 実 験 動 物 （ 例 え ば マ ウ ス ） で 既 に 存 在 す る 腫 瘍 を 治 療 す る 能 力 、 ま た は 腫 瘍 の
発 達 を 予 防 す る 能 力 に つ い て 、 例 え ば Ｅ ７ を 発 現 し て い る 腫 瘍 細 胞 を 用 い て キ メ ラ 粒 子 を
調 べ る 。 動 物 を 、 例 え ば Ｌ ２ － Ｅ ７ キ メ ラ Ｖ Ｌ Ｐ ｓ で 免 疫 し 、 例 え ば Ｅ ７ を 発 現 し て い る
接 種 腫 瘍 原 性 細 胞 の 増 殖 に つ い て 調 べ る 。 こ の ア プ ロ ー チ は 、 非 複 合 Ｅ ７ お よ び 補 助 刺 激
蛋 白 で 免 疫 し た 動 物 で 機 能 す る こ と が 示 さ れ た （ Chenら 、 Proc. Natl. Acad. Sci. USA 8
8:110(1991))。
【 ０ １ ０ ２ 】
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（ 実 施 例 １ ４ ）
［ キ メ ラ Ｖ Ｌ Ｐ ｓ の 表 面 へ の 誘 導 ］
　 細 胞 表 面 に 結 合 す る 例 え ば 補 助 刺 激 物 質 ま た は リ ガ ン ド の よ う な あ る 種 の 分 子 は 、 キ メ
ラ Ｖ Ｌ Ｐ ｓ の 表 面 に 存 在 す る こ と が 望 ま し い か も し れ な い 。 ロ ー デ ン ら (Rodenら 、 J. Vir
ol. 印 刷 中 （ 1994年 、 11月 ))は 、 Ｌ ２ の 領 域 は Ｖ Ｌ Ｐ ｓ の 表 面 存 在 す る こ と を 見 出 し た 。
Ｂ Ｐ Ｖ Ｌ ２ ア ミ ノ 酸 ４ ４ ～ １ ７ ３ を 含 む ペ プ チ ド は 、 ウ サ ギ に 接 種 さ れ た と き 、 １ ： １ ０
０ ０ の 血 清 希 釈 で 活 性 を 有 す る 中 和 抗 体 を 誘 導 し た 。 こ れ ら の 結 果 は ， Ｌ ２ の 領 域 は 中 和
エ ピ ト ー プ を 明 示 し 、 さ ら に こ れ ら の 領 域 は 天 然 の ビ リ オ ン 表 面 に 接 近 で き る こ と を 示 唆
し て い る 。 し た が っ て 、 非 Ｌ ２ ポ リ ペ プ チ ド を こ れ ら の 領 域 の １ つ に 融 合 さ せ る こ と に よ
っ て 、 お そ ら く こ の ペ プ チ ド を キ メ ラ Ｖ Ｌ Ｐ 表 面 に 誘 導 す る こ と が で き る で あ ろ う 。
【 配 列 表 】

【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 19年 2月 27日 (2007.2.27)
【 手 続 補 正 １ 】
【 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 】
　

パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス 様 粒 子

。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス

。
【 請 求 項 ３ 】
　

。
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パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス の 形 状 エ ピ ト ー プ を 有 し 、 パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス Ｌ １ 融 合 生 成 物 を 含
む を 生 成 さ せ る 方 法 で あ っ て 、 宿 主 細 胞 が 合 成 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 を 発
現 さ せ る 条 件 を 提 供 し 、 前 記 パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス 様 粒 子 を 生 成 さ せ る 工 程 を 含 み 、
　 前 記 宿 主 細 胞 は 合 成 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 に よ り 形 質 転 換 さ れ た 宿 主 細 胞 で あ っ て 、
　 前 記 合 成 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 は 、 パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス Ｌ １ 融 合 生 成 物 を コ ー ド し 、 前 記 形 質 転 換
さ れ た 宿 主 細 胞 に お い て 、 発 現 を 誘 導 可 能 な 遺 伝 子 発 現 系 を さ ら に 含 み 、
　 前 記 パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス Ｌ １ 融 合 生 成 物 は 、 Ｌ １ 蛋 白 質 配 列 由 来 の ア ミ ノ 酸 鎖 、 お よ び
Ｌ １ 蛋 白 質 以 外 の 蛋 白 質 由 来 の ア ミ ノ 酸 鎖 か ら な る 融 合 パ ー ト ナ ー を 含 む 、
　 パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス 様 粒 子 を 生 成 さ せ る 方 法

様 粒 子 を 、 前 記 宿 主 細 胞 か ら 回 収 す る 方 法 を さ ら に 含 む 、 請 求
項 １ に 記 載 の パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス 様 粒 子 を 生 成 さ せ る 方 法

前 記 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 が 昆 虫 形 質 転 換 宿 主 細 胞 に お い て 発 現 を 誘 導 可 能 な 遺 伝 子 発 現 系 を さ ら
に 含 み 、 前 記 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 が さ ら に 昆 虫 細 胞 ベ ク タ ー を 含 む 、 又 は 、 前 記 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 が 哺 乳
類 形 質 転 換 宿 主 細 胞 に お い て 発 現 を 誘 導 可 能 な 遺 伝 子 発 現 系 を さ ら に 含 み 、 前 記 Ｄ Ｎ Ａ 分
子 が さ ら に 哺 乳 類 細 胞 ベ ク タ ー を 含 む 、 又 は 、 前 記 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 が 酵 母 形 質 転 換 宿 主 細 胞 に
お い て 発 現 を 誘 導 可 能 な 遺 伝 子 発 現 系 を さ ら に 含 み 、 前 記 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 が さ ら に 酵 母 細 胞 ベ
ク タ ー を 含 む 、 請 求 項 １ に 記 載 の パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス 様 粒 子 を 生 成 さ せ る 方 法
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摘要(译)

要解决的问题：提供嵌合乳头状瘤病毒样颗粒保持引入或检测免疫反应
的能力。 ŽSOLUTION：乳头瘤病毒样颗粒具有乳头瘤病毒样颗粒的构
象表位，包含人或牛乳头瘤病毒，其中融合配偶体是乳头瘤病毒E6或E7
肽。 Ž
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