
(57)【要約】
【課題】　新規ポリペプチド、およびそれをコードする組換えポリヌクレオチド配列の提
供。
【解決手段】　本ポリペプチドは、エイズ（ AIDS）関連ウイルスの免疫学上重要な断片と
実質的に同じ配列を有する。このポリペプチドは、ウイルスへのヒト宿主の暴露の測定試
薬として利用できる。特に着目されるのは、血液製剤をスクリーニングするに際してのポ
リペプチドの使用である。
【選択図】　　　なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 体 液 中 の Ｈ Ｉ Ｖ に 対 す る 抗 体 の 存 在 を 測 定 す る 方 法 で あ っ て 、 以 下 の ス テ ッ プ ：
　 (a) 免 疫 特 異 的 結 合 を 可 能 に す る 条 件 下 で 、 上 記 体 液 と 下 記 の ア ミ ノ 酸 配 列 ：
【 化 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
｛ 上 記 配 列 中 、 Ｗ は ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 末 端 Ｎ Ｈ 2  基 の Ｈ で あ る か 、 又 は 当 該 ポ リ ペ プ
チ ド の ア ミ ノ 末 端 Ｎ Ｈ 2  基 に 結 合 し た １ 若 し く は 複 数 の 追 加 の ア ミ ノ 酸 で あ り 、 当 該 追 加
の ア ミ ノ 酸 は 担 体 タ ン パ ク 質 又 は 支 持 体 へ の 当 該 ポ リ ペ プ チ ド の 結 合 を 促 進 す る た め に 選
択 さ れ ； Ｘ は 存 在 し な い か 、 Cys-Gly-Gly 又 は Lys-Lys で あ り ； Ｙ は 存 在 し な い か 、 Cys
で あ る か 、 又 は 結 合 を 促 進 す る た め に 付 加 さ れ た １ 若 し く は 複 数 の ア ミ ノ 酸 で あ り ； そ し
て Ｚ は Ｏ Ｈ 又 は Ｎ Ｈ で あ る 。 ｝ を 有 す る 少 な く と も １ つ の ポ リ ペ プ チ ド 又 は タ ン パ ク 質 を
含 有 す る 組 成 物 と を 接 触 さ せ て 反 応 混 合 物 を 形 成 せ し め ； 及 び
　 (b) 当 該 ポ リ ペ プ チ ド と 当 該 体 液 中 の 抗 体 成 分 と の 間 に 免 疫 特 異 的 結 合 が 生 じ た か ど う
か を 測 定 し 、 こ こ で 免 疫 複 合 体 が 形 成 さ れ そ し て 当 該 免 疫 複 合 体 の 検 出 が 当 該 体 液 中 の Ｈ
Ｉ Ｖ に 対 す る 抗 体 の 存 在 を 指 標 す る ；
を 含 む 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 ポ リ ペ プ チ ド 又 は タ ン パ ク 質 が 以 下 の ア ミ ノ 酸 配 列 ：
【 化 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
に よ り 表 さ れ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 ポ リ ペ プ チ ド 又 は タ ン パ ク 質 が 以 下 の ア ミ ノ 酸 配 列 ：
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【 化 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
に よ り 表 さ れ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 ポ リ ペ プ チ ド 又 は タ ン パ ク 質 が 以 下 の ア ミ ノ 酸 配 列 ：
【 化 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
に よ り 表 さ れ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 前 記 ポ リ ペ プ チ ド 又 は タ ン パ ク 質 が 以 下 の ア ミ ノ 酸 配 列 ：
【 化 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
に よ り 表 さ れ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
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　 配 列 中 、 Ｗ が ア ミ ノ 末 端 Ｎ Ｈ 2  基 の Ｈ で あ り 、 Ｚ が Ｏ Ｈ で あ り 、 そ し て Ｘ と Ｙ が 存 在 し
な い 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 前 記 ポ リ ペ プ チ ド が 担 体 巨 大 分 子 に 結 合 さ れ て い る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 前 記 ポ リ ペ プ チ ド が 固 定 化 さ れ て い る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 前 記 免 疫 特 異 的 結 合 が 免 疫 沈 降 に よ り 検 出 さ れ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 前 記 組 成 物 が 、 Ｈ Ｉ Ｖ － １ の ポ リ メ ラ ー ゼ ・ タ ン パ ク 質 か ら 選 ば れ る 少 な く と も １ つ の
ポ リ ペ プ チ ド を さ ら に 含 む 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 前 記 組 成 物 が 、 Ｈ Ｉ Ｖ － １ の エ ン ベ ロ ー プ ・ タ ン パ ク 質 か ら 選 ば れ る 少 な く と も １ の ポ
リ ペ プ チ ド 、 及 び Ｈ Ｉ Ｖ － ２ の エ ン ベ ロ ー プ ・ タ ン パ ク 質 か ら 選 ば れ る 少 な く と も １ の ポ
リ ペ プ チ ド を さ ら に 含 む 、 請 求 項 １ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 前 記 ポ リ ペ プ チ ド が ア ミ ノ 酸 残 基 の 置 換 、 付 加 又 は 欠 失 に よ り 修 飾 さ れ る が 、 修 飾 後 の
ポ リ ペ プ チ ド が 未 修 飾 の ポ リ ペ プ チ ド の 免 疫 反 応 性 の 実 質 的 に 全 部 を 保 持 し て い る 、 請 求
項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 前 記 免 疫 反 応 性 が 、 放 射 性 免 疫 沈 降 法 、 免 疫 蛍 光 法 、 及 び エ ン ザ イ ム リ ン ク ド ・ イ ム ノ
ソ ル ベ ン ト ・ ア ッ セ イ 法 か ら 成 る 群 よ り 選 ば れ る 方 法 に よ り 計 測 さ れ る 、 請 求 項 １ ２ に 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 前 記 ポ リ ペ プ チ ド 又 は タ ン パ ク 質 と 前 記 体 液 中 の 抗 体 成 分 と の 間 の 免 疫 特 異 的 結 合 が 、
以 下 の ：
　 (i)　  前 記 免 疫 反 応 混 合 物 中 に 形 成 さ れ た 免 疫 複 合 体 か ら 未 結 合 成 分 を 除 去 し ；
　 (ii)　 前 記 免 疫 反 応 混 合 物 に 標 識 抗 体 を 添 加 し 、 こ こ で 前 記 標 識 抗 体 が 免 疫 複 合 体 の 一
成 分 に 免 疫 特 異 的 に 結 合 す る こ と が で き そ し て 前 記 標 識 が 検 出 可 能 な シ グ ナ ル を 提 供 し ；
そ し て
　 (iii) 前 記 標 識 抗 体 が 前 記 免 疫 複 合 体 に 結 合 す る か ど う か を 測 定 す る
よ り 検 出 さ れ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 前 記 標 識 が 、 酵 素 基 質 、 放 射 性 標 識 、 又 は 蛍 光 標 識 の 添 加 に よ り 検 出 さ れ る 酵 素 を 含 む
、 請 求 項 １ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 Ｈ Ｉ Ｖ 抗 体 に 対 し て 免 疫 反 応 性 で あ る ポ リ ペ プ チ ド 組 成 物 で あ っ て 、 当 該 ポ リ ペ プ チ ド
が 、 下 記 ア ミ ノ 酸 配 列 ：
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【 化 ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
｛ 上 記 配 列 中 、 Ｗ は ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 末 端 Ｎ Ｈ 2  基 の Ｈ で あ る か 、 又 は 当 該 ポ リ ペ プ
チ ド の ア ミ ノ 末 端 Ｎ Ｈ 2  基 に 結 合 し た １ 若 し く は 複 数 の 追 加 の ア ミ ノ 酸 で あ り 、 当 該 追 加
の ア ミ ノ 酸 は 担 体 タ ン パ ク 質 又 は 支 持 体 へ の 当 該 ポ リ ペ プ チ ド の 結 合 を 促 進 す る た め に 選
択 さ れ ； Ｘ は 存 在 し な い か 、 Cys-Gly-Gly 又 は Lys-Lys で あ り ； Ｙ は 存 在 し な い か 、 Cys
で あ る か 又 は 結 合 を 促 進 す る た め に 付 加 さ れ た １ 若 し く は 複 数 の ア ミ ノ 酸 で あ り ； そ し て
Ｚ は Ｏ Ｈ 又 は Ｎ Ｈ 2  で あ り ； 但 し 、 Ｈ Ｉ Ｖ 抗 体 に 対 す る 免 疫 反 応 性 が 保 持 さ れ る 限 り に お
い て 上 記 配 列 中 に ア ミ ノ 酸 が 挿 入 、 欠 失 又 は 置 換 さ れ て も よ い 。 ｝ に よ り 表 さ れ る 、 前 記
組 成 物 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 配 列 中 、 Ｗ が ア ミ ノ 末 端 Ｎ Ｈ 2 基 の Ｈ で あ り 、 Ｚ が Ｏ Ｈ で あ り 、 そ し て Ｘ と Ｙ が 存 在 し
な い 、 請 求 項 １ ６ に 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 前 記 ポ リ ペ プ チ ド が 以 下 の ア ミ ノ 酸 配 列 ：
【 化 ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
に よ り 表 さ れ る 、 請 求 項 １ ６ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 前 記 ポ リ ペ プ チ ド が 以 下 の ア ミ ノ 酸 配 列 ：
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【 化 ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
に よ り 表 さ れ る 、 請 求 項 １ ６ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 前 記 ポ リ ペ プ チ ド が 以 下 の ア ミ ノ 酸 配 列 ：
【 化 ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
に よ り 表 さ れ る 、 請 求 項 １ ６ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 前 記 ポ リ ペ プ チ ド が 以 下 の ア ミ ノ 酸 配 列 ：
【 化 １ ０ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
に よ り 表 さ れ る 、 請 求 項 １ ６ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
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　 前 記 ポ リ ペ プ チ ド が 、 １ 又 は 複 数 の ア ミ ノ 酸 残 基 の 置 換 、 付 加 又 は 欠 失 に よ り 修 飾 さ れ
、 当 該 修 飾 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド が 、 そ の 修 飾 さ れ て い な い ポ リ ペ プ チ ド と 実 質 的 に 等 価 な
Ｈ Ｉ Ｖ 抗 体 免 疫 反 応 性 を 有 す る 、 請 求 項 １ ６ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 組 成 物 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】

　 本 発 明 は 、 ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス １ 型 （ Ｈ Ｉ Ｖ － １ ） お よ び ／ ま た は ２ 型 （ Ｈ Ｉ Ｖ － ２
） （ 本 明 細 書 中 で 用 い る 時 、 型 を 言 及 し な い で 使 用 す る 「 Ｈ Ｉ Ｖ 」 は い ず れ か 一 方 ま た は
両 方 の 型 を 意 味 す る ） に 関 連 す る 抗 体 を 検 出 す る の に 有 用 な 合 成 ポ リ ペ プ チ ド 、 組 換 え ポ
リ ペ プ チ ド お よ び そ れ を コ ー ド す る 組 換 え ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 関 し 、 そ し て 特 に Ｈ Ｉ
Ｖ ポ リ メ ラ ー ゼ 領 域 の 遺 伝 子 産 物 の 抗 原 エ ピ ト ー プ を 模 倣 し た 合 成 ポ リ ペ プ チ ド に 関 す る
。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】

　 こ の 出 願 は 、 1997年 ８ 月 １ 日 出 願 の 米 国 特 許 出 願 第 08/904,826号 明 細 書 の 一 部 係 属 出 願
で あ り 、 前 記 出 願 の 開 示 は 参 考 と し て 本 明 細 書 中 に 組 み 込 ま れ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス １ 型 と ２ 型 （ Ｈ Ｉ Ｖ － １ と Ｈ Ｉ Ｖ － ２ ） は 後 天 性 免 疫 不 全 症 候 群
（ Ａ Ｉ Ｄ Ｓ 、 エ イ ズ ） を 引 き 起 こ す こ と が 知 ら れ て い る 。 両 ウ イ ル ス と も 見 か け 上 は 同 様
な 感 染 形 態 を 示 す 。 Ｈ Ｉ Ｖ － １ と Ｈ Ｉ Ｖ － ２ は 共 に ア フ リ カ の エ イ ズ 患 者 か ら 1980年 代 初
め に 単 離 さ れ た 。 そ の 後 、 世 界 中 の ほ と ん ど の 国 で 症 例 が 見 つ か っ て い る 。 Ｈ Ｉ Ｖ ウ イ ル
ス は 急 速 な 遺 伝 的 浮 動 を 示 す の で 、 広 範 囲 に 多 様 性 の 株 が 出 現 し 続 け て い る 。 よ っ て 、 変
異 株 の 検 出 と 治 療 は 挑 戦 的 で あ り 且 つ 困 難 で あ る と わ か っ た 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 Ｈ Ｉ Ｖ － １ お よ び ／ ま た は Ｈ Ｉ Ｖ － ２ に 対 し て 反 応 性 の 抗 体 を 有 す る 個 体 は 、 常 用 の サ
ン ド イ ッ チ ELISA 方 式 の イ ム ノ ア ッ セ イ に よ り 決 定 さ れ る 。 そ れ ら の ア ッ セ イ は 、 ウ イ ル
ス 溶 解 物 、 レ ト ロ ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 ま た は 天 然 も し く は 合 成 ポ リ ペ プ チ ド か ら 構 成 さ れ
得 る 固 定 化 ウ イ ル ス 抗 原 を 含 ん で 成 り 、 そ れ の 抗 原 を Ｈ Ｉ Ｖ 抗 体 を 含 む 疑 い の あ る 血 液 ま
た は 血 清 成 分 と 接 触 さ せ る 。 現 存 す る 商 業 ベ ー ス の 試 験 は 、 血 液 製 剤 中 へ の Ｈ Ｉ Ｖ ウ イ ル
ス の 伝 染 を か な り 低 減 し た け れ ど も 、 各 試 験 の 構 成 は 幾 つ か の 欠 点 を 有 す る 場 合 が あ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 ウ イ ル ス 溶 解 物 試 験 の 考 え ら れ る 欠 点 と し て は 次 の も の が 挙 げ ら れ る ： 大 量 の 生 存 し て
い る 感 染 性 ウ イ ル ス を 増 殖 さ せ そ し て 処 理 す る 必 要 性 が あ る こ と ； 生 存 ウ イ ル ス が 試 験 材
料 中 に 混 入 す る 可 能 性 が あ る こ と ； 得 ら れ る ウ イ ル ス 溶 解 物 の 性 質 が 変 動 的 で あ る こ と ；
そ し て 追 加 の 確 認 試 験 を 必 要 と す る 相 当 数 の 偽 陽 性 結 果 や 偽 陰 性 結 果 を 生 じ る こ と 。 こ れ
ら の 欠 点 は 抗 原 と し て 単 離 さ れ た ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 を 使 用 す る 場 合 に も 伴 い 得 る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 Ｈ Ｉ Ｖ ウ イ ル ス の 抗 原 エ ピ ト ー プ を 免 疫 学 的 に 模 倣 す る よ う に 作 製 す る こ と が で き る 合
成 ポ リ ペ プ チ ド （ 本 明 細 書 中 で 使 用 す る 「 合 成 ポ リ ペ プ チ ド 」 お よ び 「 ポ リ ペ プ チ ド 」 は
、 合 成 ポ リ ペ プ チ ド 、 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド の い ず れ か １ つ 、 全 部 ま た
は 任 意 の 組 合 せ を 意 味 す る ） の 使 用 は 、 上 記 欠 点 の 幾 つ か を 回 避 す る こ と が で き る 。 診 断
ア ッ セ イ に お け る 合 成 ポ リ ペ プ チ ド （ 長 さ が 60残 基 以 下 ） の 使 用 に 伴 う 一 種 の 懸 念 は 、 お
そ ら く ウ イ ル ス エ ピ ト ー プ の 限 定 さ れ た 提 示 の た め に 、 ウ イ ル ス 抗 原 の 遺 伝 的 浮 動 が そ れ
ら の ア ッ セ イ を 使 っ た Ｈ Ｉ Ｖ － １ ま た は Ｈ Ｉ Ｖ － ２ 感 染 血 清 の 検 出 の 失 敗 を 引 き 起 こ し 得
る と い う 考 え で あ る 。 そ の よ う な 現 象 に 対 し て 保 護 す る １ つ の 方 法 は 、 ウ イ ル ス ゲ ノ ム の
異 な る 免 疫 優 性 領 域 由 来 の ポ リ ペ プ チ ド を 含 め る こ と で あ る 。 よ っ て 、 Ｈ Ｉ Ｖ － １ お よ び
Ｈ Ｉ Ｖ － ２ の 遺 伝 子 産 物 の 免 疫 優 性 領 域 を 免 疫 学 的 に 模 倣 し た 合 成 ポ リ ペ プ チ ド は 、
Ｈ Ｉ Ｖ － １ と Ｈ Ｉ Ｖ － ２ の , お よ び タ ン パ ク 質 を 模 倣 し た 既 に 記 載 さ れ て い
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る ポ リ ペ プ チ ド へ の 重 要 な 付 加 物 で あ る 。 米 国 特 許 第 4,629,783 号 お よ び 同 第 5,075,211 
号 明 細 書 は 、 Ｈ Ｉ Ｖ － １ の 抗 原 決 定 基 を 模 倣 し た 合 成 ポ リ ペ プ チ ド を 記 載 し い る 。 Cosand
米 国 特 許 第 5,075,211 号 明 細 書 は 、 領 域 由 来 の Ｈ Ｉ Ｖ － １ タ ン パ ク 質 の 抗 原 エ ピ ト ー
プ を 免 疫 学 的 に 模 倣 し た 合 成 ポ リ ペ プ チ ド を 記 載 し て お り 、 そ の う ち の ２ つ の ポ リ ペ プ チ
ド が 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド と 類 似 し て い る 。 血 液 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ で は 、 ア ッ セ イ
法 に 使 用 す る 抗 原 の 免 疫 反 応 性 が 大 き け れ ば 大 き い ほ ど 、 患 者 試 料 中 に 存 在 す る Ｈ Ｉ Ｖ －
１ ま た は Ｈ Ｉ Ｖ － ２ の 新 規 変 異 体 ま た は 亜 型 に 対 す る 抗 体 が 未 検 出 の ま ま で あ る 可 能 性 が
よ り 低 く な る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 米 国 特 許 第 5,306,466 号 明 細 書 は 、 Ｈ Ｉ Ｖ － １ お よ び Ｈ Ｉ Ｖ － ２ と は 異 な り 且 つ 別 個 の
も の で あ る と 最 初 は 信 じ ら れ て い た 「 Ｈ Ｉ Ｖ － ３ レ ト ロ ウ イ ル ス 」 を 記 載 し て い る 。 研 究
者 が は Ｈ Ｉ Ｖ － ３ レ ト ロ ウ イ ル ス が 単 に Ｈ Ｉ Ｖ － １ の 特 定 の 亜 型 で あ る こ と を 決 定 し て 以
来 、 今 は Ｏ 亜 型 ま た は Ｏ 群 と 呼 ば れ て い る 〔 R. De Leys他 , J. Virol. 1207-1216 (1990)
 ; L.G. Gurtler 他 , J. Virol. 1581-1585 (1994)〕 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 様 々 な Ｈ Ｉ Ｖ － １ 分 離 株 を 比 較 す る こ と に よ り 、 研 究 者 ら は ゲ ノ ム に は 高 度 に 可 変 性 で
あ る 領 域 も あ り 、 ま た は 適 度 に 十 分 保 存 さ れ て い る 領 域 も あ る こ と を 証 明 し た 。 Ｈ Ｉ Ｖ －
２ に も 同 様 な 多 形 性 が 観 察 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 Ｈ Ｉ Ｖ － １ と Ｈ Ｉ Ｖ － ２ ウ イ ル ス の 伝 染 お よ び 病 気 状 態 に て 見 か け 上 の 類 似 点 が あ る に
も か か わ ら ず 、 そ れ ら の 遺 伝 的 多 様 性 に 基 づ い て 両 ウ イ ル ス 型 は 区 別 さ れ て い る 。 今 日 、
Ｈ Ｉ Ｖ － １ と Ｈ Ｉ Ｖ － ２ は Ｈ Ｉ Ｖ 系 統 樹 の ２ 本 の 主 枝 を 構 成 し て い る 。 Ｄ Ｎ Ａ ハ イ ブ リ ダ
イ ゼ ー シ ョ ン 研 究 は 、 Ｈ Ｉ Ｖ － １ と Ｈ Ｉ Ｖ － ２ の 間 に は 広 範 囲 に 渡 り 相 同 性 領 域 が 存 在 す
る が 、 他 の 領 域 は 非 常 に 多 様 に 見 え る こ と を 示 唆 し て い る 〔 Clavel他 , Science 233:343 
(1986)〕 。 実 際 、 Ｈ Ｉ Ｖ － ２ は Ｈ Ｉ Ｖ － １ と 全 体 で 約 40％ の 相 同 性 し か 持 た な い こ と が 示
さ れ て お り 、 エ ン ベ ロ ー プ 糖 タ ン パ ク 質 間 で ほ と ん ど 免 疫 交 差 反 応 性 を 示 さ な い こ と も 実
験 に よ り 証 明 さ れ て い る 。 そ れ ら の ウ イ ル ス 間 で の 限 定 さ れ た 血 清 学 的 交 差 反 応 性 の た め
、 Ｈ Ｉ Ｖ － １ 抗 原 に 基 づ い た ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ で は ヒ ト 血 清 に お け る Ｈ Ｉ Ｖ － ２ 感
染 の ス ク リ ー ニ ン グ や 診 断 に は 不 十 分 で あ る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ １ ０ 】

　 ポ リ メ ラ ー ゼ 領 域 中 に コ ー ド さ れ る Ｈ Ｉ Ｖ － １ ま た は Ｈ Ｉ Ｖ － ２ タ ン パ ク 質 の 免 疫 優 性
領 域 を 模 倣 す る こ と が で き る ポ リ ペ プ チ ド 配 列 を 同 定 し た 。 そ れ ら の 合 成 ポ リ ペ プ チ ド 、
組 換 え ポ リ ペ プ チ ド お よ び そ れ を コ ー ド す る 組 換 え ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 Ｈ Ｉ Ｖ ウ イ
ル ス へ の 暴 露 に つ い て の 血 液 お よ び 血 液 製 剤 の ス ク リ ー ニ ン グ 用 の 試 薬 の 調 製 に 有 用 で あ
る 。 こ れ ら の ポ リ ペ プ チ ド は 、 Ｈ Ｉ Ｖ － １ お よ び ／ ま た は Ｈ Ｉ Ｖ － ２ ウ イ ル ス に 対 す る 抗
体 の 検 出 の た め の 様 々 な 特 異 的 結 合 ア ッ セ イ に お い て 利 用 で き 、 ま た は ワ ク チ ン 組 成 物 中
で の 免 疫 原 と し て 利 用 で き る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ １ 】

　 そ れ ぞ れ Ｈ Ｉ Ｖ － １ ま た は Ｈ Ｉ Ｖ － ２ レ ト ロ ウ イ ル ス に よ り コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 、
特 に ウ イ ル ス ゲ ノ ム の ポ リ メ ラ ー ゼ 領 域 中 に コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 、 を 免 疫 学 的 に 模 倣
し た 新 規 ポ リ ペ プ チ ド が 提 供 さ れ る 。 本 発 明 の 各 ポ リ ペ プ チ ド は 、 ポ リ ペ プ チ ド 中 に 保 存
的 ま た は 非 保 存 的 置 換 を 導 入 す る こ と に よ り 変 更 さ れ て も よ く 、 普 通 は 数 で 20％ 未 満 、 よ
り 普 通 に は 10％ 未 満 の ア ミ ノ 酸 が 置 換 さ れ て も よ い 。 そ の 領 域 が 構 造 的 に 多 形 性 で あ る と
認 め ら れ る よ う な 状 況 で は 、 異 な る レ ト ロ ウ イ ル ス 株 の 異 な る エ ピ ト ー プ を 一 層 効 果 的 に
模 倣 す る よ う に １ ま た は 複 数 の 特 定 ア ミ ノ 酸 を 変 更 す る こ と が 望 ま し い か も し れ な い 。 多
く の 場 合 、 化 学 的 安 定 性 を 提 供 す る た め に 、 メ チ オ ニ ン を ノ ル ロ イ シ ン  (Nor)に 置 き 換 え
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る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 中 に 適 当 な ア ミ ノ 酸 置 換 を 選 択 す る の に 特 に 有 用 な 一 手 段 は 、 １
ま た は 複 数 の ウ イ ル ス 分 離 株 中 に 天 然 に 存 在 す る 置 換 で あ ろ う 。
　 一 般 に 、 「 ポ リ ペ プ チ ド 」 ま た は 「 ペ プ チ ド 」 と い う 語 は 、 生 物 活 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸
分 子 の 連 続 鎖 を 意 味 す る 。 こ の 用 語 は 何 か 特 定 の 長 さ の 生 成 物 に 関 連 づ け ら れ る わ け で は
な い 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 に お い て 使 用 す る ポ リ ペ プ チ ド は 、 そ の 化 合 物 が Ｈ Ｉ Ｖ － １ ま た は Ｈ Ｉ Ｖ － ２ レ
ト ロ ウ イ ル ス の 少 な く と も １ つ の 株 の 領 域 の エ ピ ト ー プ を 免 疫 学 的 に 模 倣 で き る 限 り
、 あ る 特 定 の Ｈ Ｉ Ｖ － １ ま た は Ｈ Ｉ Ｖ － ２ ポ リ ペ プ チ ド 配 列 と 同 一 で あ る 必 要 は な い 。 従
っ て 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 上 述 し た よ う に 様 々 な 変 更 、 例 え ば 挿 入 、 削 除 お よ び 保
存 的 ま た は 非 保 存 的 置 換 を 含 む よ う に 変 更 す る こ と が で き 、 そ の よ う な 変 更 は そ れ ら の 使
用 に 際 し て 何 ら か の 有 利 性 に 備 え る か も し れ な い 。 保 存 的 置 換 と は 、 gly, ala ; val, il
e, leu ; asp, glu ; asn, gln ; ser, thr ; lys, arg ; phe, tyr お よ び  nor, met と
い っ た グ ル ー プ 内 で の 置 換 を 意 味 す る 。 通 常 、 配 列 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 便 利 に 固
定 化 で き る 「 ア ー ム 」 を 提 供 す る 目 的 で い ず れ か の 末 端 に 追 加 の ア ミ ノ 酸 が 付 加 さ れ る 場
合 を 除 い て 、 Ｈ Ｉ Ｖ － １ ま た は Ｈ Ｉ Ｖ － ２ レ ト ロ ウ イ ル ス の 少 な く と も １ つ の 株 の 配 列 か
ら 20％ 以 上 は 異 な ら な い で あ ろ う 。 こ の ア ー ム は 通 常 は 長 さ が 少 な く と も １ ア ミ ノ 酸 で あ
る が 50以 上 の ア ミ ノ 酸 で あ っ て も よ く 、 し ば し ば １ ～ 10ア ミ ノ 酸 で あ ろ う 。 ア ミ ノ 酸 配 列
が ア ミ ノ 酸 残 基 の 置 換 、 付 加 ま た は 削 除 に よ り 変 更 さ れ て い る ポ リ ペ プ チ ド は 、 未 変 更 の
ポ リ ペ プ チ ド の 免 疫 反 応 性 の 実 質 上 全 部 を 保 持 す べ き で あ り 、 免 疫 反 応 性 は 放 射 性 免 疫 沈
澱 法 、 免 疫 蛍 光 法 ま た は エ ン ザ イ ム リ ン ク ド イ ム ノ ソ ル ベ ン ト ア ッ セ イ 法 に よ り 便 利 に 測
定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 更 に 、 ポ リ ペ プ チ ド を 互 い に 連 結 す る 際 の 容 易 性 、 支 持 体 ま た は 大 き な ポ リ ペ プ チ ド へ
の 結 合 、 ポ リ ペ プ チ ド ま た は オ リ ゴ ペ プ チ ド の 物 理 的 ま た は 化 学 的 性 質 の 変 更 等 に 備 え て
、 オ リ ゴ ペ プ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド の 末 端 に １ ま た は 複 数 の ア ミ ノ 酸 を 付 加 し て も よ い
。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 結 合 に 有 用 な 官 能 基 を 提 供 す る た め に チ ロ シ ン 、 シ ス テ イ ン 、 リ ジ ン 、 グ ル タ ミ ン 酸 ま
た は ア ス パ ラ ギ ン 酸 な ど の ア ミ ノ 酸 を ポ リ ペ プ チ ド の Ｃ 末 端 ま た は Ｎ 末 端 に 導 入 し て も よ
い 。 別 の ポ リ ペ プ チ ド へ の 共 有 結 合 を 促 進 す る た め 、 ま た は 例 え ば 酸 化 に よ り 二 量 体 を 形
成 さ せ る た め に は シ ス テ イ ン が 特 に 好 ま し い 。 ポ リ マ ー を 形 成 さ せ る た め に は 、 分 子 中 に
少 な く と も ２ つ の シ ス テ イ ン 残 基 を 存 在 さ せ る の が 好 ま し く 、 好 ま し く は ポ リ ペ プ チ ド の
末 端 部 分 に 付 加 さ れ た シ ス テ イ ン 残 基 を 利 用 す る こ と に よ り そ れ ら を 結 合 さ せ る 。 介 在 ア
ミ ノ 酸 ス ペ ー サ ー と シ ス テ イ ン と の 組 合 せ も 有 用 で あ る 。 例 え ば 、 ２ つ の シ ス テ イ ン 残 基
を １ ま た は 複 数 の ア ミ ノ 酸 残 基 に よ り 互 い に 隔 て る こ と が で き る 。 グ リ シ ン 残 基 が 特 に 有
用 で あ り 、 ア ミ ノ 酸 間 に １ ～ ３ 個 の グ リ シ ン 残 基 を 使 用 す る こ と が で き る 。 リ ジ ン 残 基 も
リ ン カ ー と し て 有 用 で あ る こ と が わ か っ て お り 、 １ ～ ３ 個 の リ ジ ン 残 基 を 単 独 で ま た は 他
の ア ミ ノ 酸 と 組 み 合 わ せ て 使 用 し て ポ リ ペ プ チ ド を 固 相 に 結 合 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 そ の 上 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 は 、 安 定 性 を 提 供 す る た め 、 支 持 体 も し く は 別 の 分
子 へ の 連 結 も し く は 結 合 に 備 え て 疎 水 性 を 増 加 さ せ る た め 、 ま た は 重 合 の た め 、 末 端 Ｎ Ｈ

2  の ア シ ル 化 に よ り 、 例 え ば ア セ チ ル 化 も し く は チ オ グ リ コ ー ル 酸 ア ミ ド 化 に よ り 、 末 端
カ ル ボ キ シ の ア ミ ド 化 に よ り 、 例 え ば ア ン モ ニ ア も し く は メ チ ル ア ミ ン を 使 っ た ア ミ ド 化
に よ り 変 更 し た 後 に 、 天 然 の 配 列 を 異 な っ て も よ い 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 Ｈ Ｉ Ｖ － １ の ポ リ メ ラ ー ゼ 領 域 か ら 誘 導 し た 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 下 記 に 記 載 す る 。
Ｈ Ｉ Ｖ － １ ポ リ ペ プ チ ド フ ァ ミ リ ー は 、 塩 基 対 （ bp） 4448～ （ bp） 4584（ GenBank HIVBRU
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CGの 番 号 付 け 法 ； 受 入 れ 番 号  K02013, BRU分 離 株 ） を 包 含 す る ゲ ノ ム ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配
列 （ LAI ま た は BRU 分 離 株 ） に よ り コ ー ド さ れ る か 、 ま た は ア ミ ノ 酸 残 基 番 号 約 940 ～ 約
 985の 転 写 解 読 枠 中 に コ ー ド さ れ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド Ｉ は 次 の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 を 有 す る ：
【 化 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ １ ９ 】
（ 上 記 配 列 中 、 Ｗ は 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 末 端 Ｎ Ｈ 2  基 の Ｈ で あ る か 、 ま た は 前 記 ポ
リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 末 端 Ｎ Ｈ 2  基 に 結 合 し た １ も し く は 複 数 の 追 加 の ア ミ ノ 酸 で あ り 、 前
記 追 加 の ア ミ ノ 酸 は 担 体 タ ン パ ク 質 ま た は 支 持 体 へ の 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の 結 合 を 促 進 す る
た め に 選 択 さ れ ； Ｘ は 存 在 し な い か 、 Cys-Gly-Gly ま た は Lys-Lys で あ り ； Ｙ は 存 在 し な
い か 、 Cys で あ る か 、 ま た は 結 合 を 促 進 す る た め に 付 加 さ れ た １ も し く は 複 数 の ア ミ ノ 酸
で あ り ； そ し て Ｚ は Ｏ Ｈ ま た は Ｎ Ｈ 2  で あ る ） 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 発 明 の 別 の ポ リ ペ プ チ ド で あ る ポ リ ペ プ チ ド II（ BRU124EXと も 称 す る ） は 次 の ポ リ ペ
プ チ ド 配 列 を 有 す る ：
【 化 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ２ １ 】
（ 上 記 配 列 中 、 Ｗ は 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 末 端 Ｎ Ｈ 2  基 の Ｈ で あ る か 、 ま た は 前 記 ポ
リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 末 端 Ｎ Ｈ 2  基 に 結 合 し た １ も し く は 複 数 の 追 加 の ア ミ ノ 酸 で あ り 、 前
記 追 加 の ア ミ ノ 酸 は 担 体 タ ン パ ク 質 ま た は 支 持 体 へ の 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の 結 合 を 促 進 す る
た め に 選 択 さ れ ； Ｘ は 存 在 し な い か 、 Cys-Gly-Gly ま た は Lys-Lys で あ り ； Ｙ は 存 在 し な
い か 、 Cys で あ る か 、 ま た は 結 合 を 促 進 す る た め に 付 加 さ れ た １ も し く は 複 数 の ア ミ ノ 酸
で あ り ； そ し て Ｚ は Ｏ Ｈ ま た は Ｎ Ｈ 2  で あ る ） 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 の 別 の ポ リ ペ プ チ ド で あ る ポ リ ペ プ チ ド  III（ BRU124F1X と も 称 す る ） は 次 の ポ
リ ペ プ チ ド 配 列 を 有 す る ：
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【 化 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ２ ３ 】
（ 上 記 配 列 中 、 Ｗ は 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 末 端 Ｎ Ｈ 2  基 の Ｈ で あ る か 、 ま た は 前 記 ポ
リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 末 端 Ｎ Ｈ 2  基 に 結 合 し た １ も し く は 複 数 の 追 加 の ア ミ ノ 酸 で あ り 、 前
記 追 加 の ア ミ ノ 酸 は 担 体 タ ン パ ク 質 ま た は 支 持 体 へ の 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の 結 合 を 促 進 す る
た め に 選 択 さ れ ； Ｘ は 存 在 し な い か 、 Cys-Gly-Gly ま た は Lys-Lys で あ り ； Ｙ は 存 在 し な
い か 、 Cys で あ る か 、 ま た は 結 合 を 促 進 す る た め に 付 加 さ れ た １ も し く は 複 数 の ア ミ ノ 酸
で あ り ； そ し て Ｚ は Ｏ Ｈ ま た は Ｎ Ｈ 2  で あ る ） 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 発 明 の 別 の ポ リ ペ プ チ ド で あ る ポ リ ペ プ チ ド IV（ BRU124F3X と も 称 す る ） は 次 の ポ リ
ペ プ チ ド 配 列 を 有 す る ：
【 化 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ２ ５ 】
（ 上 記 配 列 中 、 Ｗ は 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 末 端 Ｎ Ｈ 2  基 の い ず れ か の Ｈ で あ る か 、 ま
た は 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 末 端 Ｎ Ｈ 2  基 に 結 合 し た １ も し く は 複 数 の 追 加 の ア ミ ノ 酸
で あ り 、 前 記 追 加 の ア ミ ノ 酸 は 担 体 タ ン パ ク 質 ま た は 支 持 体 へ の 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の 結 合
を 促 進 す る た め に 選 択 さ れ ； Ｘ は 存 在 し な い か 、 Cys-Gly-Gly ま た は Lys-Lys で あ り ； Ｙ
は 存 在 し な い か 、 Cys で あ る か 、 ま た は 結 合 を 促 進 す る た め に 付 加 さ れ た １ も し く は 複 数
の ア ミ ノ 酸 で あ り ； そ し て Ｚ は Ｏ Ｈ ま た は Ｎ Ｈ 2  で あ る ） 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 Ｈ Ｉ Ｖ － ２ の ポ リ メ ラ ー ゼ 領 域 か ら 誘 導 し た 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 下 記 に 記 載 す る 。
ROD124E1と も 称 す る ポ リ ペ プ チ ド Ｖ は 、 塩 基 対 （ bp） 4694～ （ bp） 4861（ GenBank HIV2RO
D の 番 号 付 け 法 ； 受 入 れ 番 号  M15390, HIV-2ROD 分 離 株 ） を 包 含 す る Ｈ Ｉ Ｖ － ２ ゲ ノ ム の
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に よ り コ ー ド さ れ る か 、 ま た は ア ミ ノ 酸 残 基 番 号 約 956 ～ 1001の

転 写 解 読 枠 中 に コ ー ド さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド Ｖ は 次 の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 を 有 す る ：
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【 化 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ２ ８ 】
（ 上 記 配 列 中 、 Ｗ は 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 末 端 Ｎ Ｈ 2  基 の Ｈ で あ る か 、 ま た は 前 記 ポ
リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 末 端 Ｎ Ｈ 2  基 に 結 合 し た １ も し く は 複 数 の 追 加 の ア ミ ノ 酸 で あ り 、 前
記 追 加 の ア ミ ノ 酸 は 担 体 タ ン パ ク 質 ま た は 支 持 体 へ の 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の 結 合 を 促 進 す る
た め に 選 択 さ れ ； Ｘ は 存 在 し な い か 、 Cys-Gly-Gly ま た は Lys-Lys で あ り ； Ｙ は 存 在 し な
い か 、 Cys で あ る か 、 ま た は 結 合 を 促 進 す る た め に 付 加 さ れ た １ も し く は 複 数 の ア ミ ノ 酸
で あ り ； そ し て Ｚ は Ｏ Ｈ ま た は Ｎ Ｈ 2  で あ る ） 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 ROD124EXと も 称 す る 本 発 明 の 別 の ポ リ ペ プ チ ド で あ る ポ リ ペ プ チ ド VIは 次 の ポ リ ペ プ チ
ド 配 列 を 有 す る ：
【 化 ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ３ ０ 】
（ 上 記 配 列 中 、 Ｗ は 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 末 端 Ｎ Ｈ 2  基 の Ｈ で あ る か 、 ま た は 前 記 ポ
リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 末 端 Ｎ Ｈ 2  基 に 結 合 し た １ も し く は 複 数 の 追 加 の ア ミ ノ 酸 で あ り 、 前
記 追 加 の ア ミ ノ 酸 は 担 体 タ ン パ ク 質 ま た は 支 持 体 へ の 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の 結 合 を 促 進 す る
た め に 選 択 さ れ ； Ｘ は 存 在 し な い か 、 Cys-Gly-Gly ま た は Lys-Lys で あ り ； Ｙ は 存 在 し な
い か 、 Cys で あ る か 、 ま た は 結 合 を 促 進 す る た め に 付 加 さ れ た １ も し く は 複 数 の ア ミ ノ 酸
で あ り ； そ し て Ｚ は Ｏ Ｈ ま た は Ｎ Ｈ 2  で あ る ） 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 ROD124C2X と も 称 す る 本 発 明 の 別 の ポ リ ペ プ チ ド で あ る ポ リ ペ プ チ ド VII は 次 の ポ リ ペ
プ チ ド 配 列 を 有 す る ：
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【 化 ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ３ ２ 】
（ 上 記 配 列 中 、 Ｗ は 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 末 端 Ｎ Ｈ 2  基 の Ｈ で あ る か 、 ま た は 前 記 ポ
リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 末 端 Ｎ Ｈ 2  基 に 結 合 し た １ も し く は 複 数 の 追 加 の ア ミ ノ 酸 で あ り 、 前
記 追 加 の ア ミ ノ 酸 は 担 体 タ ン パ ク 質 ま た は 支 持 体 へ の 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の 結 合 を 促 進 す る
た め に 選 択 さ れ ； Ｘ は 存 在 し な い か 、 Cys-Gly-Gly ま た は Lys-Lys で あ り ； Ｙ は 存 在 し な
い か 、 Cys で あ る か 、 ま た は 結 合 を 促 進 す る た め に 付 加 さ れ た １ も し く は 複 数 の ア ミ ノ 酸
で あ り ； そ し て Ｚ は Ｏ Ｈ ま た は Ｎ Ｈ 2  で あ る ） 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 ROD124C1X と も 称 す る 本 発 明 の 別 の ポ リ ペ プ チ ド で あ る ポ リ ペ プ チ ド VIIIは 次 の ポ リ ペ
プ チ ド 配 列 を 有 す る ：
【 化 ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ３ ４ 】
（ 上 記 配 列 中 、 Ｗ は 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 末 端 Ｎ Ｈ 2  基 の Ｈ で あ る か 、 ま た は 前 記 ポ
リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 末 端 Ｎ Ｈ 2  基 に 結 合 し た １ も し く は 複 数 の 追 加 の ア ミ ノ 酸 で あ り 、 前
記 追 加 の ア ミ ノ 酸 は 担 体 タ ン パ ク 質 ま た は 支 持 体 へ の 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の 結 合 を 促 進 す る
た め に 選 択 さ れ ； Ｘ は 存 在 し な い か 、 Cys-Gly-Gly ま た は Lys-Lys で あ り ； Ｙ は 存 在 し な
い か 、 Cys で あ る か 、 ま た は 結 合 を 促 進 す る た め に 付 加 さ れ た １ も し く は 複 数 の ア ミ ノ 酸
で あ り ； そ し て Ｚ は Ｏ Ｈ ま た は Ｎ Ｈ 2  で あ る ） 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 ROD123C3X と も 称 す る 本 発 明 の 別 の ポ リ ペ プ チ ド で あ る ポ リ ペ プ チ ド IXは 次 の ポ リ ペ プ
チ ド 配 列 を 有 す る ：
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【 化 ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ３ ６ 】
（ 上 記 配 列 中 、 Ｘ は 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 末 端 Ｎ Ｈ 2  基 の Ｈ で あ る か 、 ま た は 前 記 ポ
リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 末 端 Ｎ Ｈ 2  基 に 結 合 し た １ も し く は 複 数 の 追 加 の ア ミ ノ 酸 で あ り 、 前
記 追 加 の ア ミ ノ 酸 は 担 体 タ ン パ ク 質 ま た は 支 持 体 へ の 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の 結 合 を 促 進 す る
た め に 選 択 さ れ ； Ｙ は 存 在 し な い か 、 Cys で あ る か 、 ま た は 結 合 を 促 進 す る た め に 付 加 さ
れ た １ も し く は 複 数 の ア ミ ノ 酸 で あ り ； そ し て Ｚ は Ｏ Ｈ ま た は Ｎ Ｈ 2  で あ る ） 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 POL2A1と も 称 す る 本 発 明 の 別 の ポ リ ペ プ チ ド で あ る ポ リ ペ プ チ ド Ｘ は 次 の ポ リ ペ プ チ ド
配 列 を 有 す る ：
【 化 １ ０ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ３ ８ 】
（ 上 記 配 列 中 、 Ｗ は 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 末 端 Ｎ Ｈ 2  基 の Ｈ で あ る か 、 ま た は 前 記 ポ
リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 末 端 Ｎ Ｈ 2  基 に 結 合 し た １ も し く は 複 数 の 追 加 の ア ミ ノ 酸 で あ り 、 前
記 追 加 の ア ミ ノ 酸 は 担 体 タ ン パ ク 質 ま た は 支 持 体 へ の 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の 結 合 を 促 進 す る
た め に 選 択 さ れ ； Ｘ は 存 在 し な い か 、 Cys-Gly-Gly ま た は Lys-Lys で あ り ； Ｙ は 存 在 し な
い か 、 Cys で あ る か 、 ま た は 結 合 を 促 進 す る た め に 付 加 さ れ た １ も し く は 複 数 の ア ミ ノ 酸
で あ り ； そ し て Ｚ は Ｏ Ｈ ま た は Ｎ Ｈ 2  で あ る ） 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 POD124C5X と も 称 す る 本 発 明 の 別 の ポ リ ペ プ チ ド で あ る ポ リ ペ プ チ ド XIは 次 の ポ リ ペ プ
チ ド 配 列 を 有 す る ：
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【 化 １ １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ４ ０ 】
（ 上 記 配 列 中 、 Ｗ は 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 末 端 Ｎ Ｈ 2  基 の Ｈ で あ る か 、 ま た は 前 記 ポ
リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 末 端 Ｎ Ｈ 2  基 に 結 合 し た １ も し く は 複 数 の 追 加 の ア ミ ノ 酸 で あ り 、 前
記 追 加 の ア ミ ノ 酸 は 担 体 タ ン パ ク 質 ま た は 支 持 体 へ の 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の 結 合 を 促 進 す る
た め に 選 択 さ れ ； Ｘ は 存 在 し な い か 、 Cys-Gly-Gly ま た は Lys-Lys で あ り ； Ｙ は 存 在 し な
い か 、 Cys で あ る か 、 ま た は 結 合 を 促 進 す る た め に 付 加 さ れ た １ も し く は 複 数 の ア ミ ノ 酸
で あ り ； そ し て Ｚ は Ｏ Ｈ ま た は Ｎ Ｈ 2  で あ る ） 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 特 に 着 目 さ れ る の は 、 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 ま た は 更 に 長 い 結 合 に よ る ２ つ の ポ リ ペ プ チ ド
も し く は オ リ ゴ ペ プ チ ド ま た は そ の 組 合 せ を 連 結 さ せ る た め に 、 末 端 ア ミ ノ 基 等 を ア シ ル
化 す る の に 使 わ れ る シ ス テ イ ン も し く は チ オ グ リ コ ー ル 酸 の メ ル カ プ ト 基 を 使 用 す る こ と
で あ る 。 こ れ を 達 成 す る た め に 、 ビ ス － ハ ロ ア セ チ ル 基 を 有 す る 化 合 物 、 ニ ト ロ ア リ ー ル
ハ ラ イ ド 、 ま た は 試 薬 が チ オ 基 に 特 異 的 で あ る 同 様 の 他 の 化 合 物 な ど を 使 用 す る こ と が で
き る 。 よ っ て 、 異 な る ポ リ ペ プ チ ド ま た は オ リ ゴ ペ プ チ ド の ２ つ の メ ル カ プ ト 基 の 間 の 結
合 は 単 結 合 で あ る か 、 ま た は 少 な く と も ２ 個 、 通 常 は 少 な く と も ４ 個 で あ り 且 つ 約 16個 以
下 、 通 常 は 約 14個 以 下 の 炭 素 原 子 を 有 す る 連 結 基 で あ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 あ る い は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ウ イ ル ス ゲ ノ ム 領 域 を 、 常 用 の 組 換 え Ｄ
Ｎ Ａ 技 術 に よ り ク ロ ー ニ ン グ し そ し て 発 現 さ せ る こ と が で き る 。 こ の 技 術 と し て は 、 Ｐ Ｃ
Ｒ 媒 介 ク ロ ー ニ ン グ の 他 に 、 着 目 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 一 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 鎖
の 合 成 が 挙 げ ら れ る 。 一 般 に  Maniatis 他 , Molecular Cloning, A Laboratory Manual C
SH, Cold Spring Harbor Laboratory, 1982 を 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド 断 片 の 発 現 に は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら の 断 片 を 使 用 す る こ と が で き 、
変 更 さ れ た １ も し く は 複 数 の コ ド ン が 同 一 ア ミ ノ 酸 を コ ー ド す る よ う な 保 存 的 塩 基 置 換 を
行 う こ と が で き 、 ま た は ア ミ ノ 酸 配 列 中 に 得 ら れ る ア ミ ノ 酸 が 保 存 的 も し く は 非 保 存 的 置
換 で あ る よ う な コ ー ド 配 列 中 の 非 保 存 的 置 換 を 行 う こ と が で き る （ 上 述 ） 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 コ ー ド 配 列 を ５ ′ 末 端 も し く は ３ ′ 末 端 ま た は 両 末 端 の と こ ろ で 延 長 し て 、 エ ピ ト ー プ
部 位 を 維 持 し な が ら ポ リ ペ プ チ ド を 延 長 す る こ と が で き る 。 こ の 延 長 は 例 え ば 酵 素 の よ う
な 標 識 へ の 結 合 の た め 、 こ の ペ プ チ ド と 別 の ポ リ ペ プ チ ド と を 同 じ 鎖 中 に 一 緒 に 連 結 せ し
め る た め 、 抗 原 活 性 を 提 供 す る た め 、 等 に 使 わ れ る ア ー ム を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 発 現 に 備 え て 、 コ ー ド 配 列 に は 開 始 お よ び 終 止 コ ド ン 、 プ ロ モ ー タ ー お よ び タ ー ミ ネ ー
タ ー 領 域 並 び に 普 通 は 複 製 系 が 提 供 さ れ 、 細 胞 宿 主 、 例 え ば 原 核 生 物 も し く は 真 核 生 物 、
細 菌 、 酵 母 、 哺 乳 動 物 な ど で の 発 現 の た め の 発 現 ベ ク タ ー が 提 供 さ れ る だ ろ う 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 そ れ 自 体 、 そ の 断 片 、 ま た は そ れ よ り 長 い 配 列 、 通 常 は 少 な く と も 15塩 基 、
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好 ま し く は 少 な く と も 18塩 基 の 配 列 を 、 レ ト ロ ウ イ ル ス Ｒ Ｎ Ａ ま た は プ ロ ウ イ ル ス Ｄ Ｎ Ａ
の 検 出 用 の プ ロ ー ブ と し て 使 用 す る こ と が で き る 。 多 数 の 技 術 、 例 え ば Grunstein-Hognes
s 技 術 、 サ ザ ン 技 術 、 ノ ー ザ ン 技 術 、 ド ッ ト ブ ロ ッ ト 、 そ れ ら の 改 良 法 、 並 び に 他 の 方 法
論 が 記 載 さ れ て い る 。 例 え ば 、 WO 83/02277 お よ び  Berent 他 , (1985) 3
:208を 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド は 融 合 タ ン パ ク 質 と し て 調 製 す る こ と が で き る が 、 ポ リ ペ プ チ ド は 融 合 ポ
リ ペ プ チ ド の Ｎ 末 端 で あ っ て も Ｃ 末 端 で あ っ て も よ い 。 一 般 に 、 着 目 の ポ リ ペ プ チ ド は 「
翻 訳 融 合 体 」 と し て 発 現 さ れ る 。 翻 訳 融 合 体 は 、 発 現 さ れ る タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 末 端 が Ｅ
． コ リ ま た は 別 の 既 知 発 現 系 中 で 容 易 に 発 現 さ れ る 「 パ ー ト ナ ー 」 タ ン パ ク 質 に 結 合 し て
い る こ と を 意 味 す る 。 融 合 体 は 精 製 用 標 識 ま た は 「 ハ ン ド ル 」 を 含 ん で も よ い 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 そ の よ う な 融 合 系 の 一 例 は 、 グ ル タ チ オ ン － ア ガ ロ ー ス 樹 脂 上 で の ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製
に 使 用 で き る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る グ ル タ チ オ ン Ｓ － ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 遺 伝 子 の 一 部
分 の 使 用 で あ る 。 こ の 融 合 系 は 市 販 さ れ て い る pGEXプ ラ ス ミ ド (Pharmacia) の 中 に 見 つ け
ら れ る 。 第 二 の 例 は 、 融 合 パ ー ト ナ ー と し て の ジ ヒ ド ロ 葉 酸 レ ダ ク タ ー ゼ 遺 伝 子 の 一 部 分
と ハ ン ド ル と し て の ６ 個 の ヒ ス チ ジ ン 残 基 を コ ー ド す る 配 列 の 使 用 で あ る 。 こ の 「 His 標
識 」 は 、 発 現 さ れ た 融 合 タ ン パ ク 質 を Ni－ NTA （ ニ ッ ケ ル ） ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 精
製 可 能 に す る 。 こ の 融 合 系 は 市 販 さ れ て い る  pQE42プ ラ ス ミ ド (QIAGEN)中 に 見 つ け ら れ る
。 同 様 に 、 チ オ レ ド キ シ ン コ ー ド 配 列 中 に 作 製 さ れ た ３ つ の ヒ ス チ ジ ン 残 基 か ら 成 る 「 Hi
s パ ッ チ 」 を 有 す る Ｅ ． コ リ の チ オ レ ド キ シ ン 遺 伝 子 の 一 部 分 も 、 発 現 さ れ た タ ン パ ク 質
を Ni－ NTA ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 精 製 で き る よ う に す る 。 こ の 融 合 系 は 市 販 の pThioH
isA プ ラ ス ミ ド  (Invitrogen) 中 に 見 つ け ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 得 ら れ た 融 合 タ ン パ ク 質 は そ れ 自 体 で 試 薬 と し て そ の ま ま 使 用 で き る し 、 本 発 明 の ポ リ
ペ プ チ ド を 融 合 タ ン パ ク 質 中 の 残 り の 配 列 の 全 部 も し く は 一 部 か ら 開 裂 さ せ る こ と も で き
る 。 内 部 メ チ オ ニ ン を 全 く 含 ま な い ポ リ ペ プ チ ド で は 、 融 合 部 位 の と こ ろ に メ チ オ ニ ン を
導 入 す る こ と に よ り 、 臭 化 シ ア ン を 使 っ て 該 ポ リ ペ プ チ ド を 開 裂 さ せ る こ と が で き る 。 内
部 メ チ オ ニ ン が 存 在 す る 場 合 に は 、 タ ン パ ク 質 分 解 開 裂 部 位 に 例 え ば ポ リ リ ジ ン お よ び ／
ま た は ア ル ギ ニ ン ま た は そ れ の 組 合 せ を 提 供 す る 必 要 が あ る だ ろ う 。 あ る い は 、 内 部 メ チ
オ ニ ン を ロ イ シ ン の よ う な ア ミ ノ 酸 に よ り 置 き 換 え 、 そ し て 臭 化 シ ア ン 開 裂 用 に Ｎ 末 端 メ
チ オ ニ ン を 付 加 す る こ と が で き る 。 ジ ペ プ チ ダ ー ゼ を 含 む 多 種 多 様 な プ ロ テ ア ー ゼ が 周 知
で あ り 、 適 当 な プ ロ セ シ ン グ シ グ ナ ル を 適 切 な 位 置 に 導 入 す る こ と が で き る 。 １ ま た は 複
数 の 無 関 係 の ア ミ ノ 酸 の 存 在 は 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 有 用 性 を 害 さ な い で あ ろ う か ら 、
開 裂 を 確 実 に す る た め に プ ロ セ シ ン グ シ グ ナ ル が 縦 列 の 反 復 を 有 し て も よ い 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 Ｈ Ｉ Ｖ － １ の ポ リ メ ラ ー ゼ 領 域 由 来 の 多 数 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 本 発 明 の 組 換 え
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 下 記 に 記 載 す る 。 こ れ ら の 配 列 は 、 Ｈ Ｉ Ｖ － １ ウ イ ル ス 溶 解 物 に 確 認
さ れ る 、 塩 基 対 （ bp） 2549～ （ bp） 3139お よ び 塩 基 対 （ bp） 4391～ （ bp） 4648を 包 含 す る
Ｈ Ｉ Ｖ － １ ゲ ノ ム ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ Ｌ Ａ Ｉ 分 離 株 ） か ら 誘 導 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 pol23 と し て も 知 ら れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 Ｉ は 次 の 配 列 を 有 す る ：
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【 化 １ ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 こ の 配 列 は 下 記 の ア ミ ノ 酸 を コ ー ド す る 。 （ こ の 教 示 に よ り 縛 ら れ ず に 、 イ タ リ ッ ク 体
で 示 し た ア ミ ノ 酸 は 生 成 ポ リ ペ プ チ ド の 免 疫 反 応 性 に と っ て 特 に 重 要 な 残 基 を 表 す と 思 わ
れ る 。 ）
　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列  (I) pol23に よ り コ ー ド さ れ る  (XII)pol23-aaポ リ ペ プ チ ド
【 化 １ ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 pol7と も 称 す る 本 発 明 の 別 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 IIは 次
の 配 列 を 有 す る ：
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【 化 １ ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 こ の 配 列 は 下 記 の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る 。 （ イ タ リ ッ ク 体 で 示 し た ア ミ ノ 酸 は 本 明
細 書 中 に 開 示 す る ポ リ ペ プ チ ド BRU124F3X を 表 す 。 ）
　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列  (II) pol7に よ り コ ー ド さ れ る  (XIII)pol7-aaポ リ ペ プ チ ド
【 化 １ ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 可 溶 性 巨 大 分 子 （ 例 え ば ５ kDal以 上 ） に 連 結 し て 使 用 す る こ と
が で き る 。 便 利 に は 、 担 体 は 、 そ れ に 対 す る 抗 体 が ヒ ト 血 清 中 に お そ ら く 見 つ か ら な い で
あ ろ う 天 然 の ま た は 合 成 の ポ リ （ ア ミ ノ 酸 ） で あ る こ と が で き る 。 代 表 的 な ポ リ ペ プ チ ド
と し て は ポ リ － Ｌ － リ ジ ン 、 ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 ア オ ガ イ ヘ モ シ ア ニ ン 、 ウ シ γ グ ロ ブ
リ ン な ど が 挙 げ ら れ る 。 主 と し て 便 利 性 と 入 手 可 能 性 に よ り 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 そ の よ う な 接 合 体 に は 、 少 な く と も １ つ の 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド が 巨 大 分 子 あ た り 少 な
く と も １ 分 子 存 在 し 且 つ 巨 大 分 子 0.5 kDalあ た り 約 １ 以 下 、 通 常 は 巨 大 分 子 2 kDalあ た り
約 １ 以 下 の 分 子 が 存 在 す る だ ろ う 。 複 数 の 異 な る ポ リ ペ プ チ ド が 同 じ 巨 大 分 子 に 連 結 さ れ
て も よ い 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 結 合 方 式 は 、 通 常 の も の で あ り 、 ｐ － マ レ イ ミ ド 安 息 香 酸 、 ｐ － メ チ ル ジ チ オ 安 息 香 酸
、 無 水 マ レ イ ン 酸 、 無 水 コ ハ ク 酸 、 グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド 等 の よ う な 試 薬 を 使 用 す る 。 結 合
は Ｎ 末 端 、 Ｃ 末 端 、 ま た は 分 子 の 末 端 か ら 中 間 的 な 部 位 の い ず れ か で 起 こ る 。 本 発 明 の ポ
リ ペ プ チ ド は 連 結 に よ り 誘 導 体 化 す る こ と が で き 、 ま た は 支 持 体 に 結 合 し た 状 態 で 連 結 さ
せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 Ｈ Ｉ Ｖ － １ も し く は Ｈ Ｉ Ｖ － ２ ま た は そ れ の 抗 原 に 対 す る 抗
体 を 検 出 す る た め の ア ッ セ イ 試 薬 と し て 使 用 す る こ と が で き る 。 ポ リ ペ プ チ ド は そ れ ら の
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用 途 に 依 存 し て 標 識 し た ま た は 未 標 識 の 試 薬 と し て 使 用 す る こ と が で き る （ 標 識 と は 、 直
接 ま た は 間 接 的 に 検 出 可 能 な シ グ ナ ル を 提 供 す る 分 子 を 意 味 す る ） 。 様 々 な 標 識 が 使 用 で
き 、 例 え ば 放 射 性 核 種 、 酵 素 、 蛍 光 体 、 化 学 発 光 体 、 酵 素 基 質 、 酵 素 補 因 子 も し く は 阻 害
剤 、 粒 子 、 例 え ば 磁 性 粒 子 、 リ ガ ン ド と レ セ プ タ ー の 組 合 せ 、 例 え ば ビ オ チ ン と ア ビ ジ ン
の 組 合 せ な ど を 使 用 で き る 。 そ の 上 、 ポ リ ペ プ チ ド を 表 面 、 例 え ば マ イ ク ロ ウ エ ル プ レ ー
ト 、 ガ ラ ス ビ ー ズ 、 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 表 面 、 例 え ば 紙 、 セ ル ロ ー ス 、 シ リ カ ゲ ル な ど へ
の 結 合 の た め に 様 々 な 方 法 で 変 更 す る こ と が で き る 。 ポ リ ペ プ チ ド を 別 の 分 子 に ま た は 表
面 に 結 合 せ し め る 特 定 の 方 法 は 常 法 で あ り 、 文 献 中 に そ の 実 例 が 見 つ か る 。 例 え ば 、 米 国
特 許 第 4,371,515 号 、 同 第 4,487,715 号 明 細 書 お よ び そ の 中 に 引 用 さ れ た 特 許 明 細 書 を 参
照 の こ と 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 様 々 な ア ッ セ イ プ ロ ト コ ル を レ ト ロ ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 体 ま た は レ ト ロ ウ イ
ル ス タ ン パ ク 質 そ れ 自 体 の 存 在 を 検 出 す る た め に 使 用 で き る 。 特 に 着 目 さ れ る の は 、 検 出
可 能 な シ グ ナ ル に 備 え る 標 識 を 有 す る 標 識 さ れ た 試 薬 と し て ポ リ ペ プ チ ド を 使 用 す る も の
、 ま た は ポ リ ペ プ チ ド を 直 接 ま た は 間 接 的 に 表 面 に 結 合 さ せ 、 そ こ で 試 料 中 の 抗 体 ま た は
ポ リ ペ プ チ ド が 表 面 上 の 前 記 ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る よ う に な る と い う も の で あ る 。 次 い
で 、 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン に 特 異 的 な 異 種 抗 体 、 通 常 は ヒ ト IgＭ と IgＧ の 両 方 を 使 用 す る こ
と に よ り 、 ま た は 免 疫 複 合 体 に 特 異 的 な 標 識 タ ン パ ク 質 、 例 え ば Ｒ Ｆ 因 子 も し く は Ｓ ． ア
ウ レ ウ ス （ ） プ ロ テ イ ン Ａ を 使 用 す る こ と に よ り 、 該 ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 し た
ヒ ト 抗 体 の 存 在 を 検 出 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 様 々 な 不 均 一 プ ロ ト コ ル 、 例 え ば 競 合 型 ま た は 非 競 合 型 不 均 一 プ ロ ト コ ル を 使 用 で き る
。 ポ リ ペ プ チ ド を 表 面 ま た は 支 持 体 （ 総 称 的 に 「 支 持 体 」 ） に 結 合 さ せ 、 そ し て 標 識 抗 体
を 限 定 量 の 結 合 し た ポ リ ペ プ チ ド を 目 当 て に 試 料 中 の 抗 体 と 競 争 さ せ る 。 支 持 体 に 結 合 し
た 標 識 の 量 が 試 料 中 の 競 合 抗 体 の 量 に 関 連 づ け ら れ る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 異 種 抗 ヒ ト 抗 体 、 例 え ば IgＧ と IgＭ の Ｆ ｃ 領 域 に 対 す る 抗 体 （ 免 疫 グ ロ ブ リ ン ） を 支 持
体 に 結 合 で き る 。 試 料 を 免 疫 グ ロ ブ リ ン お よ び 標 識 ポ リ ペ プ チ ド と 接 触 さ せ 、 そ れ に よ り
支 持 体 に 結 合 し た 標 識 ポ リ ペ プ チ ド の 量 が 同 族 の (cognate) 抗 体 の 存 在 を 示 す こ と に な る
。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 あ る い は 均 一 ア ッ セ イ を 使 用 で き る 。 均 一 ア ッ セ イ で は 、 ポ リ ペ プ チ ド を 酵 素 、 蛍 光 体
ま た は 他 の 標 識 に 結 合 さ せ 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド へ の 抗 体 の 結 合 が 、 特 異 的 結 合 ペ ア 複 合 体
に 関 係 す る 標 識 と 前 記 複 合 体 に 関 係 し な い 標 識 と を 区 別 す る こ と が で き る よ う に な る 。 そ
の よ う な 技 術 を 用 い た ア ッ セ イ に つ い て は 、 例 え ば 米 国 特 許 第 3,817,837 号 ； 同 第 3,850,
752 号 ； 同 第 3,901,654 号 ； 同 第 3,935,074 号 ； 同 第 3,984,533 号 ； 同 第 3,996,345 号 ；
同 第 4,034,074 号 お よ び 同 第 4,098,876 号 明 細 書 を 参 照 の こ と 。 こ れ ら の 開 示 は 参 考 と し
て 本 明 細 書 中 に 組 み 込 ま れ る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 本 発 明 の 一 例 と し て 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 蛍 光 分 子 、 例 え ば フ ル オ レ セ イ ン 、 ロ ー
ダ ミ ン ま た は ウ ン ベ リ フ ェ ロ ン に 接 合 さ せ る こ と が で き る 。 こ の ア ッ セ イ で は 、 蛍 光 偏 光
が 複 合 体 形 成 し た ポ リ ペ プ チ ド 接 合 体 と 複 合 体 未 形 成 の ポ リ ペ プ チ ド 接 合 体 と で 異 な る 。
蛍 光 偏 光 の 変 化 を 測 定 す る 装 置 が 利 用 可 能 で あ り 、 例 え ば  Abbott Laboratories, Chicag
o, Illinois に よ り 供 給 さ れ る TDx が 利 用 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 ア ッ セ イ 技 術 の 典 型 は 、 試 料 容 器 、 例 え ば マ イ ク ロ ウ エ ル プ レ ー ト ウ エ ル の 使 用 で あ り
、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ れ の 接 合 体 が 容 器 の 底 お よ び ／ ま た は 壁 に 共 有 結 合 に よ
り ま た は 非 共 有 結 合 に よ り 付 着 す る 。 試 料 、 通 常 は 適 当 に 緩 衝 化 さ れ た 媒 質 中 に 希 釈 し た
ヒ ト 血 液 ま た は 血 清 試 料 を 容 器 に 添 加 し 、 そ し て ポ リ ペ プ チ ド と 試 料 中 の い ず れ か の 同 族
抗 体 と の 間 の 複 合 体 形 成 を 可 能 に す る の に 十 分 な 時 間 維 持 す る 。 上 清 を 除 去 し 、 そ し て 容
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器 を 洗 浄 し て 非 特 異 的 に 結 合 し た タ ン パ ク 質 を 除 去 す る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 前 記 複 合 体 に 特 異 的 に 結 合 す る 標 識 特 異 的 結 合 タ ン パ ク 質 が 検 出 に 使 わ れ る 。 適 当 に 緩
衝 化 さ れ た 培 地 中 の ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン に 対 す る 異 種 抗 血 清 、 特 に 抗 （ ヒ ト IgＭ お よ び Ig
Ｇ ） を 前 記 容 器 に 添 加 す る 。 異 種 抗 血 清 は 通 常 は 検 出 可 能 な 標 識 （ 例 え ば 西 洋 ワ サ ビ ペ ル
オ キ シ ダ ー ゼ ） で 標 識 さ れ る だ ろ う 。 次 い で 標 識 を 検 出 す る 。 例 え ば 、 酵 素 を 使 用 す る 場
合 、 非 特 異 的 に 結 合 し た 酵 素 標 識 を 除 去 し た 後 、 現 像 液 を 添 加 す る 。 現 像 液 は 酵 素 基 質 と
恐 ら く 酵 素 補 因 子 、 色 素 原 な ど を 含 み 、 そ れ ら は 反 応 す る と 比 色 法 に よ り 、 蛍 光 測 定 法 に
よ り ま た は 光 子 計 数 測 定 法 に よ り そ れ ぞ れ 検 出 す る こ と が で き る 着 色 生 成 物 、 蛍 光 生 成 物
ま た は 化 学 発 光 生 成 物 を 提 供 す る だ ろ う 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド は 様 々 な 方 法 で 調 製 す る こ と が で き る 。 ポ リ ペ プ チ ド は 、 そ の 比 較 的 短 い
長 さ の た め に 、 既 知 プ ロ ト コ ル に 従 っ て 溶 液 中 で ま た は 固 体 支 持 体 上 で 合 成 す る こ と が で
き る 。 例 え ば 、 Stewart & Young, Solid Phase Polypeptide Synthesis, 第 ２ 版 ， Pierce
 Chemical Co., 1984 ； お よ び Tam 他 , (1983) 105: 6442を 参 照 の こ
と 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 あ る い は 、 本 明 細 書 中 で 検 討 す る よ う に 、 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 技 術 を 使 用 し て 、 ポ リ ペ プ チ ド
を コ ー ド す る 一 本 鎖 ま た は そ れ に 実 質 的 に 相 補 的 な 鎖 を 使 っ て 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド 配 列 を
調 製 す る こ と が で き る （ 例 え ば 、 Maniatis他 , 前 掲 を 参 照 の こ と ） 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 ア ッ セ イ の 性 質 に 依 存 し て 、 生 理 学 的 試 料 、 例 え ば 唾 液 、 血 液 、 血 漿 ま た は 血 清 を ア ッ
セ イ 媒 質 （ 通 常 は 様 々 な 緩 衝 液 、 例 え ば リ ン 酸 緩 衝 液 、 ト リ ス 緩 衝 液 な ど の １ つ を 使 っ た
水 性 緩 衝 培 地 で あ ろ う ） 中 へ の 希 釈 に よ り 予 め 調 製 し て お く こ と が で き る 。 好 ま し い 希 釈
剤 は 150 mMク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 中 の ５ ％ w/v 脱 脂 粉 乳 、 0.01％ Proclin 300 、 0.005 ％  A
ntiform A で あ る 。 通 常 、 ｐ Ｈ は 約 ６ ～ ９ の 範 囲 内 で あ ろ う 。 次 い で 適 当 な プ ロ ト コ ル に
従 っ て 試 料 を 試 薬 と 混 合 し 、 結 合 を 考 慮 し た 十 分 な 時 間 の 間 維 持 す る 。 不 均 一 系 を 用 い る
時 に は 、 一 般 に 結 合 段 階 の 後 で 洗 浄 を 行 っ て 非 特 異 的 結 合 を 最 少 に す る 。 こ の 手 順 の 終 わ
り に 常 法 に 従 っ て 標 識 を 検 出 す る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 ア ッ セ イ に お け る 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド お よ び そ の 類 似 体 の 使 用 の 他 に 、 本 発 明 の ポ リ
ペ プ チ ド は そ れ 自 体 で ま た は ワ ク チ ン へ 組 合 せ て 用 途 を 見 つ け る こ と が で き る 。 該 ポ リ ペ
プ チ ド は 、 一 般 に １ μ g ～ 20 mg ／ kg宿 主 の 範 囲 の 濃 度 で 、 常 法 に よ り 製 剤 化 す る こ と が
で き る 。 生 理 学 的 に 許 容 さ れ る 媒 質 、 例 え ば 無 菌 蒸 留 水 、 食 塩 水 、 リ ン 酸 緩 衝 化 食 塩 水 な
ど を 担 体 と し て 使 用 し て も よ い 。 水 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム ゲ ル な ど の よ う な ア ジ ュ バ ン ト を 使
用 し て も よ い 。 投 与 は 注 射 、 例 え ば 筋 肉 内 、 腹 腔 内 、 皮 下 、 静 脈 内 注 射 に よ る こ と が で き
る 。 投 与 は １ 回 ま た は 複 数 回 で あ り 、 普 通 は １ ～ ４ 週 間 間 隔 で 行 わ れ る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 ８ つ の 既 知 Ｈ Ｉ Ｖ － １ 陽 性 血 清 （ 即 ち GS91-[034,037,042,046,049,052,056 お よ び 067]
, 11230, 11424, 11527, 11532お よ び 11535 ； ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 全 バ ン ド 陽 性 ） に 対 す
る 、 Ｈ Ｉ Ｖ － １ 抗 原 を 免 疫 学 的 に 模 倣 し た 上 記 ポ リ ペ プ チ ド Ｉ ～ IVの 免 疫 反 応 性 を 調 べ た
。 そ の 結 果 を 実 施 例 ２ の 第 １ Ａ 表 に 示 す 。 上 記 に 挙 げ た ポ リ ペ プ チ ド の 全 て が そ れ ら の 試
料 に 対 し て 高 度 に 免 疫 反 応 性 で あ っ た 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 同 様 に 、 ５ つ の 既 知 Ｈ Ｉ Ｖ － ２ 陽 性 血 清 （ 即 ち 92099,92100,P-83,P-84 お よ び p-86； ウ
エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 全 バ ン ド 陽 性 ） に 対 す る 、 Ｈ Ｉ Ｖ － ２ 抗 原 を 模 倣 し た 上 記 ポ リ ペ プ チ ド
の 各 々 の 免 疫 反 応 性 も 調 べ 、 そ の 結 果 を 実 施 例 ２ の 第 １ Ｂ 表 に 示 す 。 糖 タ ン パ ク 質 （ gp）
ポ リ ペ プ チ ド  41-2-3GC （ 同 時 係 属 米 国 特 許 出 願 第 08/268,388号 の 主 題 で あ る 非 グ リ コ シ
ル 化 ポ リ ペ プ チ ド ） は 、 ５ つ の 試 料 全 て に 対 し て 高 度 に 反 応 性 で あ っ た 。 最 大 反 応 性 の ポ
リ ペ プ チ ド は ROD 124C2Xと ROD 124C5Xで あ っ た 。 そ れ ら は ５ つ の 試 料 全 部 に 反 応 性 で あ っ
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た 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ７ ２ 】

－ Ｈ Ｉ Ｖ ポ リ ペ プ チ ド の 合 成
　 0.35ミ リ モ ル の ｐ － メ チ ル ベ ン ゾ ヒ ド リ ル ア ミ ン 樹 脂 （ Applied Biosystems Inc., Fos
ter City, CA） 上 に ｔ － ブ チ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル 保 護 ア ミ ノ 酸 を 連 続 カ ッ プ リ ン グ す る こ
と に よ り 一 連 の Ｈ Ｉ Ｖ ポ リ ペ プ チ ド を 合 成 し た 。 標 準 ベ ン ジ ル 型 基 に よ り ア ミ ノ 酸 側
鎖 の 保 護 を 行 っ た 。 ト リ プ ト フ ァ ン 残 基 は ホ ル ミ ル 成 分 に よ り 保 護 し た 。 合 成 が 完 了 し た
ポ リ ペ プ チ ド を 脱 保 護 し 、 そ し て 標 準 の Ｈ Ｆ 法 ま た は Tam 他 の 低 － 高 Ｈ Ｆ 法 （ J. Amer. C
hem. Soc. 105:6442, 1993） に よ り 樹 脂 か ら 開 裂 さ せ た 。 開 裂 さ せ た ポ リ ペ プ チ ド を 50％
酢 酸 中 で 樹 脂 か ら 抽 出 し 、 そ し て 溶 出 溶 媒 と し て 20％ 酢 酸 を 使 っ て Sephadex G-25 ク ロ マ
ト グ ラ フ ィ ー に か け た 。 ポ リ ペ プ チ ド を 含 有 す る 画 分 を プ ー ル し 、 凍 結 乾 燥 さ せ た 。
【 ０ ０ ７ ３ 】

－ ポ リ ペ プ チ ド の 免 疫 反 応 性
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 米 国 特 許 第 4,629,783 号 明 細 書 に 既 に 記 載 さ れ た 通 り に ELISA 
に よ っ て 免 疫 反 応 性 に つ い て 試 験 し た 。 簡 単 に 言 え ば 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 0.5 mg/m
l 原 液 を ２ Ｍ 尿 素 ／ ５ ％ 酢 酸 中 に 調 製 し た 。 12 ml の 1.2 ％ 酢 酸 を 15 ml ポ リ プ ロ プ レ ン
試 験 管 中 に 入 れ 、 そ の 試 験 管 に 48μ l の 前 記 ポ リ ペ プ チ ド 原 液 を 添 加 し 、 そ し て 混 合 し た
（ 「 コ ー テ ィ ン グ 溶 液 」 ） 。 マ イ ク ロ ウ エ ル プ レ ー ト の ウ エ ル を 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の コ ー
テ ィ ン グ 液  100μ l で 満 た し 、 そ こ に 100 μ l ／ ウ エ ル の 0.24Ｍ 炭 酸 塩 ／ 0.2 N NaOHを 添
加 し 、 コ ー テ ィ ン グ 溶 液 の pHを ア ル カ リ 性 pHに 高 め た 。 プ レ ー ト に カ バ ー を し 、 そ し て 室
温 で 一 晩 放 置 し て お い た 。 コ ー テ ィ ン グ 溶 液 を 吸 引 に よ り 取 り 除 い た 後 、 300 μ l ／ ウ エ
ル の プ レ ー ト ブ ロ ッ ク 溶 液 （ １ L あ た り 25 gの 脱 脂 粉 乳 、 14.7 gの ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 二
水 和 物 , 8.47 gの 塩 化 ナ ト リ ウ ム お よ び 0.05 ml の Antiform A, 1.0 ml Kathon GC/ICPを
含 有 す る ） を 添 加 し 、 室 温 で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ブ ロ ッ ク 溶 液 を 吸 引 に よ り 取 り
除 い た 後 、 プ レ ー ト を す ぐ に 使 用 す る か ま た は 風 乾 し て 後 の 使 用 の た め に 保 存 し た 。 イ ム
ノ ア ッ セ イ を 実 施 す る た め に は 、 血 漿 試 料 を 被 検 体 希 釈 剤 〔 １ L あ た り 44.1 gの ク エ ン 酸
ナ ト リ ウ ム 二 水 和 物 , 1.2 mlの Tween 20, 50 gの 脱 脂 粉 乳 , 0.05 ml の Antiform A, 50 m
l の ヤ ギ 血 清 , 58.6 gの ２ － （ Ｎ － モ ル ホ リ ノ ） エ タ ン ス ル ホ ン 酸 ， 92.9 gの ト リ エ タ ノ
ー ル ア ミ ン 塩 酸 塩 , 1 mlの Proclin 300 を 含 む 〕 中 に 20倍 希 釈 し 、 そ の 希 釈 液 100 μ l を
各 ウ エ ル に 添 加 し た 。 試 料 を 37℃ で 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 次 い で 除 去 し 、 そ し て ウ エ
ル を 0.1 M NaCl／ 0.05％ Tween 20（ 350 μ l ／ 回 ） で ５ 回 洗 浄 し た 。 １ ％ 正 常 ヤ ギ 血 清 を
含 む ク エ ン 酸 緩 衝 液  pH 7.0 中 に 希 釈 し た ヤ ギ 抗 ヒ ト Ig－ 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 接
合 体  100μ l を 37℃ で 30分 間 各 ウ エ ル に 添 加 し た 後 、 上 記 と 同 様 に ５ 回 洗 浄 し た 。 室 温 で
30分 間 100 μ l ／ ウ エ ル の 基 質 溶 液 （ ク エ ン 酸 ／ リ ン 酸 緩 衝 液 , pH 6.0中 の 80μ g/mlテ ト
ラ メ チ ル ベ ン ジ ジ ン , 0.0015％ 過 酸 化 水 素 ） を 添 加 す る こ と に よ り 、 ELISA ア ッ セ イ を 開
始 し た 。 ウ エ ル あ た り 100 μ l の 1 N H 2 SO 4  を 添 加 す る こ と に よ り 反 応 を 停 止 さ せ 、 そ し
て 自 動 ELISA リ ー ダ ー に よ り 450 nmと 630 nmの 光 学 濃 度 の 比 を 測 定 し た 。 陽 性 結 果 に 関 す
る カ ッ ト オ フ 値 は 、 少 な く と も ３ つ の 既 知 の 陰 性 試 料 か ら 得 ら れ た 平 均 吸 光 度 を 0.200 上
回 る 吸 光 単 位 に 設 定 し た 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 第 １ Ａ 表 の 結 果 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド と Ｈ Ｉ Ｖ － １ 陽 性 お よ び 陰 性 試 料 と の 反 応 性
を 示 す 。 こ こ で Ｈ Ｉ Ｖ － １ 陽 性 試 料 は GS91-(034, 037, 042, 046, 049, 052, 056, 067),
 11230, 11424, 11527, 11532 お よ び 11535 で あ り 、 そ し て 陰 性 試 料 は PS1059～ PS1062, 
PS1068, PS1071お よ び D21 ～ D25 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
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【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ７ ６ 】
*  試 料 は 異 な る ポ リ ペ プ チ ド 間 で 吸 光 度 を 比 較 で き る よ う に す る た め に 、 1/20の 代 わ り に
1/40希 釈 し た 。 GS-91-(034, 037, 042, 046, 049, 052, 056, 067), 11230, 11424, 1152
7, 11532お よ び 11535 は 既 知 の Ｈ Ｉ Ｖ － １ 陽 性 試 料 で あ り ； 試 料 PS1059～ PS1062, PS1068
, PS1071お よ び D21 ～ D25 は 既 知 の Ｈ Ｉ Ｖ － １ 陰 性 試 料 で あ る 。
* * 強 調 し た 値 は 、 0.200 ＋ 陰 性 平 均 値 に よ り 設 定 さ れ た カ ッ ト オ フ 値 に 基 づ い て 陽 性 で あ
る 値 を 示 す 。 カ ッ ト オ フ 値 ＝ 0.238 （ BRU124EXを 除 く ） 。 BRU124EXの カ ッ ト オ フ 値 ＝ 0.25
4 。
* * *  BRU124EXの 反 応 性 に つ い て の 試 験 は 、 別 の 日 に 異 な る 試 料 を 使 っ て 別 個 に 行 っ た 。
n.d.＝ 実 施 せ ず （ ま た は 試 験 せ ず ） 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 第 １ Ｂ 表 の 結 果 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド と Ｈ Ｉ Ｖ － ２ 陽 性 お よ び 陰 性 試 料 と の 反 応 性
を 示 す 。 こ こ で Ｈ Ｉ Ｖ － ２ 陽 性 試 料 は  92099, 92100, P-83, P-84 お よ び P-86で あ り 、 そ
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し て 陰 性 試 料 は NBD1, NBD2, NBD3お よ び NBD4で あ る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ７ ９ 】
強 調 し た 値 は 0.200 ＋ 陰 性 平 均 値 に よ り 設 定 さ れ た カ ッ ト オ フ 値 に 基 づ い て 陽 性 で あ る 値
で あ る 。 カ ッ ト オ フ 値 ＝ 0.256 。
既 知 の 陽 性 試 料 は 92099, 92100, P-83, P-84お よ び P-86で あ り 、 既 知 の 陰 性 試 料 は NBD1, 
NBD2, NBD3お よ び NBD4で あ る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド を 含 め る こ と に よ る Ｈ Ｉ Ｖ － １ お よ び Ｈ Ｉ Ｖ － ２ 抗 体 検 出 の 特 異 性 の
改 善 は 、 第 １ Ｃ 表 に 示 す 実 験 結 果 に よ り 証 明 さ れ る 。 こ の 実 験 で は 、 米 国 特 許 第 5,439,79
2 号 明 細 書 （ そ の 開 示 は 参 考 と し て 本 明 細 書 中 に 組 み 込 ま れ る ） に 開 示 さ れ た よ う に 、

ポ リ ペ プ チ ド を 個 別 に ま た は エ ン ベ ロ ー プ 特 異 的 ポ リ ペ プ チ ド と 一 緒 に マ イ ク ロ ウ エ ル
プ レ ー ト 上 に コ ー テ ィ ン グ し た 。 個 別 の ポ リ ペ プ チ ド に よ る プ レ ー ト コ ー テ ィ ン グ の
場 合 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド を 1.0 μ g/mlの 濃 度 で コ ー テ ィ ン グ し た 。 Ｈ Ｉ Ｖ － １ お よ び Ｈ Ｉ
Ｖ － ２ ポ リ ペ プ チ ド と の 混 合 物 の プ レ ー ト コ ー テ ィ ン グ の 場 合 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー
テ ィ ン グ 緩 衝 液 中 に 次 の 濃 度 で 一 緒 に 混 合 し た ： Ｈ Ｉ Ｖ － １ エ ン ベ ロ ー プ ポ リ ペ プ チ ド （
MNGCと 命 名 ） を 1.23μ g/ml、 Ｈ Ｉ Ｖ － ２ エ ン ベ ロ ー プ ポ リ ペ プ チ ド （ 41-2-3GCと 命 名 ） を
0.64μ g/ml、 BRU124F3X を 0.25μ g/ml、 お よ び ROD124C5X を 0.125 μ g/ml。 ポ リ ペ プ チ ド
コ ー テ ィ ン グ 手 順 は 前 の 「 免 疫 反 応 性 」 の 項 目 に 記 載 し た の と 同 じ で あ っ た 。 試 験 し た 試
料 は 既 知 の Ｈ Ｉ Ｖ － １ 試 料 （ ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 全 バ ン ド 陽 性 試 料 ） （ 即 ち 、 SAL040, SA
L041, SAL059, SAL063, SAL064） 、 既 知 の Ｈ Ｉ Ｖ － ２ 試 料 （ ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 全 バ ン ド
陽 性 試 料 ） （ 即 ち 、 52, GB92000128, GB92000152, GB92000154, GB92000158） 、 Ｈ Ｉ Ｖ －
１ 不 確 定 試 料 （ 即 ち 、 B3113, B5813, B5885, B7045, C000127, C000214, C000455 ） お よ
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び Ｈ Ｉ Ｖ － ２ 不 確 定 試 料 （ 即 ち 、 B3123, B5605, B5810, B5826, B5832, B5875, B6312 ）
で あ る 。 Genetic Systems （ 商 標 ） HIV-1/HIV-2 Peptide EIA Kit (Sanofi Diagnostics 
Pasteur, Inc., Redmond, Washingtonよ り 入 手 可 能 ） に お い て 使 わ れ る 対 照 試 料 、 即 ち Ｈ
Ｉ Ｖ － １ 陽 性 対 照 （ PC-1） 、 Ｈ Ｉ Ｖ － ２ 陽 性 対 照 （ PC-2） お よ び 陰 性 対 照 （ NC） も 含 め た
。 既 知 の 陽 性 試 料 と 不 確 定 試 料 の 両 方 を 市 販 の ウ イ ル ス 溶 解 物 試 験 で あ る  Genetic Syste
ms（ 商 標 ） HIV-1/HIV-2 EIA (Sanofi Diagnostics Pasteur, Inc., Redmond, Washington
） に お い て も 試 験 し た 。
【 ０ ０ ８ １ 】

(24) JP 2005-139204 A 2005.6.2



【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ８ ２ 】
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【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ８ ３ 】
*  4 ペ プ チ ド ＝ MNGC (1.23μ g/ml); 41-2-3GC (0.64 μ g/ml); BRU124F3X (0.25μ g/ml);
 ROD124C5X (0.125 μ g/ml) 
HIV-1pol(BRU124F3X) の み と HIV-2pol(124C5X)の み ＝ 各 々 1.0 μ g/ml
HIV-1 & HIV-2 WB Pos. ＝ 全 バ ン ド ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 陽 性 試 料
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HIV-1 & HIV-2 不 確 定 ＝ ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 不 確 定 試 料
* *  Pos/Neg欄 中 、 P ＝ 陽 性 ； N ＝ 陰 性 ； FP＝ 偽 陽 性
* * *  Genetic Systems （ 商 標 ） HIV-1/2 EIA (FDA承 認 ) 
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 第 １ Ｃ 表 は 、 単 独 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー テ ィ ン グ し た プ レ ー ト ま た は ４ つ の ポ リ ペ
プ チ ド 全 部 を コ ー テ ィ ン グ し た プ レ ー ト を 使 っ た 時 、 既 知 の Ｈ Ｉ Ｖ － １ お よ び Ｈ Ｉ Ｖ － ２
陽 性 試 料 の 全 て が 陽 性 結 果 を 示 し た こ と を 証 明 す る 。 Ｈ Ｉ Ｖ － １ お よ び Ｈ Ｉ Ｖ － ２ 不 確 定
試 料 は い ず れ も 、 単 独 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー テ ィ ン グ し た プ レ ー ト ま た は ４ つ の ポ リ
ペ プ チ ド 全 部 を コ ー テ ィ ン グ し た プ レ ー ト を 使 っ た 時 、 陰 性 結 果 を 示 し た 。 ウ イ ル ス 溶 解
物 を 使 用 す る Ｈ Ｉ Ｖ － １ ／ Ｈ Ｉ Ｖ － ２ 　 Ｅ Ｉ Ａ を 使 っ て 試 験 す る と 、 不 確 定 試 料 は 高 度 に
陽 性 の 結 果 を 示 し た 。 こ れ ら の 結 果 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 含 め た ポ リ ペ プ チ ド
Ｅ Ｉ Ａ が Ｈ Ｉ Ｖ 陽 性 試 料 を 検 出 す る の に 高 感 度 で あ り 且 つ 特 異 的 で あ る こ と を 非 常 に 明 確
に 証 明 す る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】

－ pol23 と pol7の ク ロ ー ニ ン グ
　 pol23 お よ び pol7組 換 え 体 の 両 者 を ま ず pGEX系  (Pharmacia)中 で ク ロ ー ニ ン グ し た 。 次
い で ク ロ ー ニ ン グ し た 挿 入 断 片 を 、 遺 伝 子 発 現 の 分 析 を 単 純 化 す る た め に 「 精 製 ハ ン ド ル
」 を 提 供 す る 別 の 発 現 ベ ク タ ー に 移 し た 。
【 ０ ０ ８ ６ 】

　 Ｈ Ｉ Ｖ － １  LAI株 ウ イ ル ス 溶 解 物 よ り 単 離 し た Ｈ Ｉ Ｖ － １ ウ イ ル ス Ｄ Ｎ Ａ を 鋳 型 と し て
使 っ て そ し て 次 の プ ラ イ マ ー 対 ：
5' AGCACCATGGGGATCCCAGGGATTAGATATCAGTACAATG 3'お よ び
5' AGTCAGAATTCATTGGCCTTGCCCCTGCTT 3'
を 使 っ て Ｐ Ｃ Ｒ 生 成 物 を 作 製 し た 。 Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 は 、 ポ リ メ ラ ー ゼ の 誤 り に よ る 突 然 変 異 の
可 能 性 を 最 少 に す る た め に UlTma Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ （ Perkin-Elmer） を 使 っ た 。 Ｐ Ｃ Ｒ
生 成 物 を 制 限 酵 素  BamHIと EcoRI で 消 化 し 、 そ し て BamHI と EcoRI で 消 化 し た pGEX 5X-1 
(Pharmacia) 中 に 挿 入 し た 。 連 結 混 合 物 を 用 い て Ｅ ． コ リ  DH11Sを 形 質 転 換 せ し め 、 そ し
て ア ン ピ シ リ ン 耐 性 コ ロ ニ ー を 選 択 し た （ Maniatis, 前 掲 を 参 照 の こ と ） 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 挿 入 断 片 含 有 コ ロ ニ ー を ま ず コ ロ ニ ー － Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 同 定 し た 。 こ の 後 、 増 殖 、 プ ラ ス
ミ ド 単 離 1 ) お よ び 制 限 分 析 を 行 っ て 、 候 補 の ク ロ ー ン が 推 定 通 り の 制 限 部 位 を 含 む こ と を
証 明 し た （ Maniatis, 前 掲 を 参 照 の こ と ） 。 得 ら れ た ク ロ ー ン の プ ラ ス ミ ド 地 図 を 図 １ に
与 え る 。
1 ) Ｌ ブ ロ ス ＋ 100 mg/ml ア ン ピ シ リ ン 中 で 37℃ で 一 晩 増 殖 さ せ た 組 換 え 細 菌 培 養 物 か ら 、
QIAwell 8 Plus Plasmid Kit (QIAGEN) を 使 っ て プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ を 調 製 し た 。
【 ０ ０ ８ ８ 】

　 上 述 し た の と 同 様 に 、 Ｈ Ｉ Ｖ － １ ウ イ ル ス Ｄ Ｎ Ａ 鋳 型 と 次 の プ ラ イ マ ー 対 ：
5' AGCACCATGGGGATCCCCTACAGTGCAGGGGAAAGAATA 3' お よ び
5' GACTAGTCGACTCAATCATCACCTGCCATCTG 3'
を 使 っ て Ｐ Ｃ Ｒ 生 成 物 を 作 製 し た 。 Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 は 、 ポ リ メ ラ ー ゼ の 誤 り に よ る 突 然 変 異 の
可 能 性 を 最 少 に す る た め に UlTma Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ （ Perkin-Elmer） を 使 っ た 。 Ｐ Ｃ Ｒ
生 成 物 を 制 限 酵 素  BamHIと SalIで 消 化 し 、 そ し て BamHI と SalIで 消 化 し た pGEX 5X-1 中 に
挿 入 し た 。 連 結 混 合 物 を 用 い て Ｅ ． コ リ  DH11Sを 形 質 転 換 せ し め 、 そ し て ア ン ピ シ リ ン 耐
性 コ ロ ニ ー を 選 択 し た 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 挿 入 断 片 含 有 コ ロ ニ ー を ま ず コ ロ ニ ー － Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 同 定 し た 。 こ の 後 、 増 殖 、 プ ラ ス
ミ ド 単 離 お よ び 制 限 分 析 を 行 っ て 、 候 補 の ク ロ ー ン が 推 定 通 り の 制 限 部 位 を 含 む こ と を 証
明 し た 。 得 ら れ た ク ロ ー ン の プ ラ ス ミ ド 地 図 を 図 ２ に 与 え る 。
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【 ０ ０ ９ ０ 】

　 BamHI と SalI酵 素 で の 消 化 に よ り 、 pGEX/pol23お よ び pGEX/pol7.0 か ら 挿 入 断 片 Ｄ Ｎ Ａ
を 調 製 し た 。 市 販 の 発 現 ベ ク タ ー  pThioHisA (Invitrogen) と pQE42 (QIAGEN)を 各 々  Bgl
II 2 ) お よ び SalI酵 素 で 消 化 し た 。 別 々 の 連 結 反 応 と し て 、 各 挿 入 断 片 を 各 ベ ク タ ー に 連 結
せ し め た （ Maniatis, 前 掲 ） 。 再 び Ｅ ． コ リ 宿 主 株 DH11S 中 で ア ン ピ シ リ ン 耐 性 形 質 転 換
体 を 選 択 し た 。 ク ロ ー ン の 素 性 を コ ロ ニ ー － Ｐ Ｃ Ｒ と 精 製 プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ の 制 限 分 析 に
よ り 確 認 し た 。 得 ら れ た 組 換 え 体 を pQE/pol23, pQE/pol7.0, pThioHis/pol23 お よ び  pTh
ioHis/pol7.0と 命 名 し た （ 得 ら れ た ク ロ ー ン の プ ラ ス ミ ド 地 図 を そ れ ぞ れ 図 ３ ～ ６ に 与 え
る ） 。
2 ) BamHI と BglII 酵 素 は 連 結 に よ っ て 接 合 で き る 粘 着 末 端 を 生 じ る こ と に 注 目 。
【 ０ ０ ９ １ 】

－ 実 施 例 ３ ク ロ ー ン の タ ン パ ク 質 発 現
　 tac プ ロ モ ー タ ー を 使 う ３ つ の プ ラ ス ミ ド 発 現 系  pGEX, pThioHisAお よ び pQE42 は 全 て
、 グ ル コ ー ス に よ り 負 に 調 節 さ れ （ シ ャ ッ ト オ フ ） そ し て ラ ク ト ー ス 類 似 体 IPTGに よ り 正
に 調 節 さ れ る （ タ ー ン オ ン ） 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 600 nmの 光 学 濃 度 が ２ ～ ６ に 達 す る ま で 、 各 組 換 え 体

の 25 ml 培 養 物 を 完 全 Ｔ ブ ロ ス ＋ 100 mg/ml ア ン ピ シ リ
ン , 1.0 ％ グ ル コ ー ス 中 で 37℃ で （ 振 盪 し な が ら ） 増 殖 さ せ た 。 次 い で 細 胞 を ペ レ ッ ト に
し 、 組 換 え 融 合 タ ン パ ク 質 の 発 現 を 誘 導 す る た め に １ mM IPTG を 含 む 新 鮮 な グ ル コ ー ス 不
含 有 培 地 中 に 再 懸 濁 し た 。 更 に ２ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 誘 導 し た 培 養 物 を 2000 rpm
で 10分 間 の 遠 心 に よ り 収 得 し た 。 得 ら れ た 上 清 培 地 を 捨 て 、 細 胞 ペ レ ッ ト を － 70℃ で 凍 結
さ せ た 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 凍 結 し た ペ レ ッ ト を 解 凍 し そ し て 20 mM リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム , pH 7.8と 500 mM NaCl か ら
成 る 水 性 媒 質  2.0 ml 中 に 再 懸 濁 し た 。 ド ラ イ ア イ ス ／ エ タ ノ ー ル 浴 中 で の 凍 結 と 湯 浴 中
で の 解 凍 の ２ サ イ ク ル お よ び 10回 の 連 続 し た 短 い 音 波 処 理 に よ り 細 胞 を 溶 解 さ せ た 。 得 ら
れ た 溶 解 物 を 、 ペ レ ッ ト に な る ま で エ ッ ペ ン ド ル フ 遠 心 管 中 で 最 高 速 度 で 遠 心 し た 。 溶 解
物 の 上 清 と ペ レ ッ ト を 次 の 精 製 に 使 っ た 。
【 ０ ０ ９ ４ 】

　 こ れ ら の 組 換 え 体 に つ い て は 、 20 mM リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム , pH 7.8と ８ Ｍ 尿 素 を 含 む 水 性
緩 衝 液 中 に 溶 解 物 ペ レ ッ ト を 溶 か し た 。 こ の 懸 濁 液 を 同 緩 衝 液 で 予 め 平 衡 化 し て お い た  N
i-NTA ア ガ ロ ー ス (QIAGEN)に 結 合 さ せ た 。 同 緩 衝 液 を 使 っ て 未 結 合 材 料 を 洗 い 落 と し た 。
次 い で 結 合 し た タ ン パ ク 質 を 、 20 mM リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム , 6.4 Ｍ 尿 素 お よ び 100 mM EDTA 
を 含 む 水 性 緩 衝 液 を 用 い て 溶 出 さ せ た 。 得 ら れ た 精 製 融 合 タ ン パ ク 質 を SDS-PAGEに よ り 分
析 し た 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 溶 解 物 上 清 も 下 記 に 示 す 方 法 を 使 っ て 精 製 し た 。 し か し な が ら 、 組 換 え タ ン パ ク 質 は 溶
解 物 ペ レ ッ ト 中 に よ り 高 レ ベ ル で 観 察 さ れ た 。
【 ０ ０ ９ ６ 】

　 こ れ ら の 組 換 え 体 に つ い て は 、 溶 解 物 上 清 を 20 mM リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム , pH 7.8と 500 mM
 NaCl を 含 む 水 性 緩 衝 液 中 で 予 め 平 衡 化 し て お い た  Ni-NTA に 結 合 さ せ た 。 同 緩 衝 液 を 使
っ て 未 結 合 材 料 を 洗 い 落 と し 、 次 に 水 性 洗 浄 緩 衝 液 （ 20 mM リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム , pH 6.0, 
500 mM NaCl ） を 使 っ て 再 洗 浄 し た 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 洗 浄 緩 衝 液 中 の 増 加 す る 濃 度 の イ ミ ダ ゾ ー ル （ 50 mM, 200 mM, 350 mM, 500 mM ） を 使
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っ て 、 連 続 す る ４ 段 階 に お い て 結 合 し た タ ン パ ク 質 を 溶 出 さ せ た 。 SDS-PAGE分 析 は 、 350 
mMイ ミ ダ ゾ ー ル が こ れ ら の 組 換 え 体 に 最 適 な 溶 出 条 件 で あ る こ と を 示 し た 。
【 ０ ０ ９ ８ 】

　 標 準 実 験 プ ロ ト コ ル を 使 っ て 、 得 ら れ た 部 分 精 製 融 合 タ ン パ ク 質 の 試 料 を SDS-PAGEに よ
り 分 離 し た 。 Novex ４ ～ 20％ ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド 勾 配 ゲ ル を 使 っ た 。
　 ど の 場 合 で も 、 第 ２ 表 に 示 す よ う に 、 組 換 え 融 合 タ ン パ ク 質 は 推 定 サ イ ズ の 近 く に 移 動
す る こ と が 観 察 さ れ た 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
【 表 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ０ ０ 】
　 分 離 し た タ ン パ ク 質 を ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 用 に ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 支 持 体 へ と 移 行 さ
せ た 。 電 気 泳 動 し た タ ン パ ク 質 を ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 へ と 移 行 さ せ る の に は 半 乾 式 電 気 泳
動 移 行 法 （ Harlow & Lane, Antibodies, a laboratory manual, 488-489 頁 ） を 使 っ た 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 移 行 後 、 膜 を Blotto (50 mM Tris pH 7.5, 150 mM NaCl, 5.0 ％ 脱 脂 粉 乳 , 0.1 ％ Twee
n-20） を 使 っ て ４ ℃ で 一 晩 か ま た は 室 温 で １ 時 間 の い ず れ か で ブ ロ ッ ク し た 。 ブ ロ ッ ク 剤
を 除 去 し た 後 、 Blotto中 に 希 釈 し た 第 一 抗 体 3 ) と 共 に 膜 を イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 次 い で 第
一 抗 体 溶 液 を 捨 て 、 Blottoを 使 っ て ブ ロ ッ ト を ５ 分 間 ず つ ４ 回 洗 浄 し た 。 第 二 抗 体 － 酵 素
接 合 体 4 ) を 添 加 し 、 室 温 で 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 30分 後 、 第 二 抗 体 を 捨 て 、 そ し て
ブ ロ ッ ト を 前 と 同 様 に ４ 回 洗 浄 し た 。 こ の 後 、 水 で す す ぎ 、 そ し て 発 色 基 質 溶 液 5 ) を 添 加
し た 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 バ ン ド が 出 現 し た 後 で 水 洗 す る こ と に よ り 色 の 発 色 を 停 止 さ せ た 。 pQE/pol23 と pThioH
is/pol23の 両 タ ン パ ク 質 バ ン ド が ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 上 で 一 方 の マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 を 使 っ た 時 に 反 応 し 、 pQE/pol7.0と pThioHis/pol7.0 の 両 タ ン パ ク 質 バ ン ド は 他 方 の マ
ウ ス 抗 体 と 反 応 し た 。 ヒ ト Ｈ Ｉ Ｖ － １ 陽 性 血 清 を 使 っ た 場 合 に は ４ つ の バ ン ド 全 部 が 検 出
さ れ た 。
【 ０ １ ０ ３ 】
3 ) Ｈ Ｉ Ｖ  polに 対 す る ２ つ の マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を １ ： 4000希 釈 倍 率 で 使 用 し た 。
Ｈ Ｉ Ｖ に 対 し て 陽 性 の ヒ ト 血 清 を １ ： 500 希 釈 倍 率 で 使 用 し た 。
4 ) 第 二 抗 体 接 合 体 は 、 第 一 抗 体 が マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 場 合 に は Blotto中 の 西
洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 接 合 ヤ ギ 抗 マ ウ ス 抗 体 （ １ ： 2000） で あ り 、 第 一 抗 体 が ヒ ト 血
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清 で あ る 場 合 に は Blotto中 の ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 接 合 ヤ ギ 抗 ヒ ト 抗 体 （ １ ： 2000） で
あ っ た 。
5 ) 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 第 二 抗 体 接 合 体 と 共 に 使 用 し た 基 質 は テ ト ラ メ チ ル ベ ン ジ
ジ ン （ Ｔ Ｍ Ｂ ） (Vector Labs) で あ り 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 第 二 抗 体 接 合 体 と 共 に 使
用 し た 基 質 は  BCIP/NBT 一 成 分 基 質 （ Kirkegaard & Perry Laboratories, Inc. ） で あ っ
た 。
【 ０ １ ０ ４ 】

－ 酵 素 イ ム ノ ア ッ セ イ （ Ｅ Ｉ Ａ ） 試 験
　 Ｅ Ｉ Ａ プ レ ー ト を 部 分 精 製 済 組 換 え 融 合 タ ン パ ク 質 で コ ー テ ィ ン グ し た 。 各 試 料 は 15 m
M 炭 酸 ／ 35 mM 重 炭 酸 コ ー テ ィ ン グ 緩 衝 液  pH 9.6 中 の １ ： 500 の 希 釈 倍 率 で 室 温 で 一 晩
コ ー テ ィ ン グ し た 。 コ ー テ ィ ン グ し た プ レ ー ト を 「 オ ン ／ オ フ 」 ブ ロ ッ ク し （ 2.5 ％ 脱 脂
粉 乳 ） 、 ４ ％ シ ョ 糖 溶 液 を 使 っ て 「 オ ン ／ オ フ 」 コ ー テ ィ ン グ し 、 そ し て 一 晩 風 乾 し た 。
調 製 し た ら 、 プ レ ー ト を シ ー ル パ ウ チ 中 で 乾 燥 保 存 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 各 組 換 え 融 合 タ ン パ ク 質 を 16個 の Ｈ Ｉ Ｖ － １ 陽 性 試 料 、 ８ 個 の 正 常 提 供 者 試 料 お よ び ４
個 の Ｅ ． コ リ 反 応 性 試 料 に つ い て 試 験 し た 。 Ｅ ． コ リ 反 応 性 試 料 は 、 Ｅ ． コ リ 溶 解 物 か ら
の タ ン パ ク 質 に 対 し て 高 い 反 応 性 を 有 す る こ と が 以 前 に 証 明 さ れ て い る 試 料 で あ る 。 本 発
明 者 ら が 観 察 し た Ｈ Ｉ Ｖ － １ 陽 性 試 料 と の 反 応 性 が 、 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 で あ り
且 つ 混 入 し た Ｅ ． コ リ タ ン パ ク 質 に 対 し て 向 け ら れ た も の で な い こ と を 保 証 す る た め に そ
れ ら を 含 め た 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 簡 単 に 言 え ば 、 試 料 を 試 料 希 釈 剤 〔 １ Ｌ あ た り 44.1 gの ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 二 水 和 物 , 
1.2 mlの Tween 20, 50 ng の 脱 脂 粉 乳 , 0.05 ml の Antiform A, 50 ml の ヤ ギ 血 清 , 58.6
 gの ２ － （ Ｎ － モ ル ホ リ ノ ） エ タ ン ス ル ホ ン 酸 , 92.9 gの ト リ エ タ ノ ー ル ア ミ ン 塩 酸 塩 , 
1 mlの Proclin 300 を 含 有 す る 〕 中 に １ ： 101 希 釈 し 、 生 じ た 混 合 物 の 200 μ l を 予 め 調
製 し て お い た プ レ ー ト の 各 ウ エ ル に 添 加 し た 。 プ レ ー ト に カ バ ー を し 、 37± １ ℃ で 60分 間
イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 各 ウ エ ル か ら 液 体 を 吸 引 し 、 プ レ ー ト を 洗 浄 溶 液 （ 0.1 M NaCl／ 0.
05％ Tween 20） で 最 低 ５ 回 洗 浄 し た 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 100 mlの 接 合 体 溶 液 （ １ ％ 正 常 ヤ ギ 血 清 を 含 む ク エ ン 酸 緩 衝 液  pH 7.0 中 に 希 釈 し た ヤ
ギ 抗 ヒ ト Ig－ 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 接 合 体 ） を 各 ウ エ ル に 添 加 し た 。 次 い で プ レ ー
ト に カ バ ー を し 、 37± １ ℃ で 60分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 各 ウ エ
ル か ら 液 体 を 吸 引 し 、 そ し て プ レ ー ト を 洗 浄 溶 液 で 最 低 ５ 回 洗 浄 し た 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 色 原 体 溶 液 （ ク エ ン 酸 ／ リ ン 酸 緩 衝 液  pH 6.0 中 、 80μ g/mlの テ ト ラ メ チ ル ベ ン ジ ジ ン
, 0.0015％ 過 酸 化 水 素 ） 100 μ l を 各 ウ エ ル に 添 加 し た 。 次 い で プ レ ー ト に カ バ ー を し 、
遮 光 下 で 室 温 で 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 カ バ ー を 取 り 、 100 μ l の 停 止 試 薬 （ 1N H 2 S
O 4 ） を 添 加 し た 後 、 プ レ ー ト の 450 nmの 吸 光 度 と 、 比 較 参 照 と し て 615 nm～ 630 nmの 吸 光
度 を 読 み 取 っ た 。 450 nm対 630 nmの 光 学 濃 度 の 比 を 計 算 し た 。 陽 性 結 果 の カ ッ ト オ フ 値 は
、 少 な く と も ３ つ の 既 知 の 陰 性 試 料 か ら 得 ら れ た 平 均 吸 光 度 を 0.200 上 回 る 吸 光 単 位 に 設
定 し た 。 こ れ ら の 実 験 の 結 果 を 第 ３ 表 に 与 え る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
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【 表 ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ １ ０ 】
　 上 記 結 果 か ら 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の １ つ ま た は 組 合 せ を 使 う こ と に よ り 、 Ｈ Ｉ Ｖ に
対 す る 抗 体 の 存 在 に つ い て の 高 感 度 で 且 つ 高 精 度 の 試 験 が 提 供 さ れ る こ と は 明 ら か で あ る
。 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を そ れ 自 体 で ま た は ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ や 確 認 試 験 と 組 み 合
わ せ て 使 用 で き 、 一 方 で 完 全 溶 解 物 ま た は 完 全 抗 原 を 独 立 し た 手 順 と し て 使 用 す る こ と が
で き る 。 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ や 確 認 試 験 に お い て Ｈ Ｉ Ｖ －
１ ま た は Ｈ Ｉ Ｖ － ２ の エ ン ベ ロ ー プ 領 域 ま た は 領 域 か ら 誘 導 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド ま た
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は タ ン パ ク 質 と 組 み 合 わ せ て 使 用 す る こ と も で き る 。 更 に 、 該 ポ リ ペ プ チ ド の 特 異 性 の た
め に 、 該 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 も Ｄ Ｎ Ａ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ア ッ セ イ
に お い て 同 様 な 特 異 性 を 示 す だ ろ う と 期 待 で き る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 本 発 明 を 十 分 記 載 し て き た が 、 特 許 請 求 の 範 囲 お よ び 精 神 よ り 逸 脱 す る こ と な く そ れ に
多 く の 変 更 や 改 良 を 行 え る こ と は 当 業 者 に 明 白 で あ ろ う 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ １ ２ 】
【 図 １ 】 図 １ は 、 本 発 明 の 組 換 え 構 成 物 の １ つ 、 よ り 詳 し く は pGEX/pol23の プ ラ ス ミ ド 地
図 を 示 す 。
【 図 ２ 】 図 ２ は 、 本 発 明 の 組 換 え 構 成 物 の １ つ 、 よ り 詳 し く は pGEX/pol7 の プ ラ ス ミ ド 地
図 を 示 す 。
【 図 ３ 】 図 ３ は 、 本 発 明 の 組 換 え 構 成 物 の １ つ 、 よ り 詳 し く は pQE/pol23 の プ ラ ス ミ ド 地
図 を 示 す 。
【 図 ４ 】 図 ４ は 、 本 発 明 の 組 換 え 構 成 物 の １ つ 、 よ り 詳 し く は pQE/pol7の プ ラ ス ミ ド 地 図
を 示 す 。
【 図 ５ 】 図 ５ は 、 本 発 明 の 組 換 え 構 成 物 の １ つ 、 よ り 詳 し く は pThioHis/pol23の プ ラ ス ミ
ド 地 図 を 示 す 。
【 図 ６ 】 図 ６ は 、 本 発 明 の 組 換 え 構 成 物 の １ つ 、 よ り 詳 し く は pThioHis/pol7 の プ ラ ス ミ
ド 地 図 を 示 す 。
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【 図 ３ 】 【 図 ４ 】

【 図 ５ 】

【 図 ６ 】
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【 配 列 表 】
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