
(57)【要約】
本発明は、一つのフラビウイルスのシグナル配列、および第二のフラビウイルスの免疫原
性フラビウイルス抗原、または複数のフラビウイルスからの配列を含むキメラ免疫原性フ
ラビウイルス抗原をコードする転写単位を含む、単離された核酸を含む。本発明は、核酸
および蛋白質ワクチン、ならびにフラビウイルス感染症に対して被験者を免疫するための
ワクチンの使用をさらに含む。本発明はまた、本発明の核酸によってコードされる抗原、
抗原に反応して誘発された抗体、ならびにフラビウイルスの検出またはフラビウイルス感
染症の診断における、抗原および／または抗体の使用を提供する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
第 一 の フ ラ ビ ウ イ ル ス の 構 造 蛋 白 質 の シ グ ナ ル 配 列 、 お よ び 第 二 の フ ラ ビ ウ イ ル ス の 免 疫
原 性 フ ラ ビ ウ イ ル ス 抗 原 を コ ー ド す る 転 写 単 位 を 含 み 、 こ こ で 転 写 単 位 は 抗 原 の 合 成 を 指
示 す る 、 単 離 さ れ た 核 酸 。
【 請 求 項 ２ 】
シ グ ナ ル 配 列 が 日 本 脳 炎 ウ イ ル ス の シ グ ナ ル 配 列 で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 核 酸 。
【 請 求 項 ３ 】
免 疫 原 性 フ ラ ビ ウ イ ル ス 抗 原 が 、 黄 熱 病 ウ イ ル ス 、 デ ン グ 血 清 型 1型 ウ イ ル ス 、 デ ン グ 血
清 型 2型 ウ イ ル ス 、 デ ン グ 血 清 型 3型 ウ イ ル ス 、 デ ン グ 血 清 型 4型 ウ イ ル ス 、 日 本 脳 炎 ウ イ
ル ス 、 ポ ワ ッ サ ン ウ イ ル ス 、 お よ び 西 ナ イ ル ウ イ ル ス か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る フ ラ ビ ウ
イ ル ス の 抗 原 で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 核 酸 。
【 請 求 項 ４ 】
転 写 単 位 が 、 日 本 脳 炎 ウ イ ル ス の シ グ ナ ル 配 列 、 な ら び に 西 ナ イ ル ウ イ ル ス の M蛋 白 質 お
よ び E蛋 白 質 と を コ ー ド す る 、 請 求 項 1記 載 の 核 酸 。
【 請 求 項 ５ 】
転 写 単 位 が 、 日 本 脳 炎 ウ イ ル ス の シ グ ナ ル 配 列 、 な ら び に 黄 熱 病 ウ イ ル ス の M蛋 白 質 お よ
び E蛋 白 質 を コ ー ド す る 、 請 求 項 1記 載 の 核 酸 。
【 請 求 項 ６ 】
転 写 単 位 が 、 日 本 脳 炎 ウ イ ル ス の シ グ ナ ル 配 列 、 な ら び に セ ン ト ル イ ス 脳 炎 ウ イ ル ス の M
蛋 白 質 お よ び E蛋 白 質 を コ ー ド す る 、 請 求 項 1記 載 の 核 酸 。
【 請 求 項 ７ 】
転 写 単 位 が 、 日 本 脳 炎 ウ イ ル ス の シ グ ナ ル 配 列 、 な ら び に ポ ワ ッ サ ン ウ イ ル ス の M蛋 白 質
お よ び E蛋 白 質 を コ ー ド す る 、 請 求 項 1記 載 の 核 酸 。
【 請 求 項 ８ 】
抗 原 が 、 フ ラ ビ ウ イ ル ス の M蛋 白 質 、 フ ラ ビ ウ イ ル ス の E蛋 白 質 、 フ ラ ビ ウ イ ル ス の M蛋 白
質 お よ び E蛋 白 質 の 双 方 、 フ ラ ビ ウ イ ル ス の M蛋 白 質 の 一 部 、 フ ラ ビ ウ イ ル ス の E蛋 白 質 の
一 部 、 な ら び に フ ラ ビ ウ イ ル ス の M蛋 白 質 の 一 部 お よ び フ ラ ビ ウ イ ル ス の E蛋 白 質 の 一 部 の
双 方 、 ま た は そ の 任 意 の 組 み 合 わ せ か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 1記 載 の 核 酸 。
【 請 求 項 ９ 】
抗 原 が 、 フ ラ ビ ウ イ ル ス の M蛋 白 質 お よ び E蛋 白 質 の 双 方 で あ る 、 請 求 項 8記 載 の 核 酸 。
【 請 求 項 １ ０ 】
核 酸 が DNAで あ る 、 請 求 項 1記 載 の 核 酸 。
【 請 求 項 １ １ 】
配 列 番 号 ： 15、 配 列 番 号 ： 19、 配 列 番 号 ： 21、 お よ び 配 列 番 号 ： 23か ら な る 群 よ り 選 択 さ
れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 、 請 求 項 10記 載 の 核 酸 。
【 請 求 項 １ ２ 】
転 写 単 位 が 、 抗 原 の 合 成 を 機 能 的 に 制 御 す る よ う に 適 切 に 配 置 さ れ た 制 御 配 列 を 含 む 、 請
求 項 1記 載 の 核 酸 。
【 請 求 項 １ ３ 】
制 御 配 列 が サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス 前 初 期 プ ロ モ ー タ ー で あ る 、 請 求 項 12記 載 の 核 酸 。
【 請 求 項 １ ４ 】
TUに よ っ て コ ー ド さ れ る 抗 原 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド の 翻 訳 開 始 部 位 に 存 在 す る コ ザ ッ ク コ ン
セ ン サ ス 配 列 を 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 核 酸 。
【 請 求 項 １ ５ 】
転 写 単 位 が 、 ポ リ -Aタ ー ミ ネ ー タ ー を 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 核 酸 。
【 請 求 項 １ ６ 】
請 求 項 1記 載 の 核 酸 を 含 む 細 胞 。
【 請 求 項 １ ７ 】
請 求 項 1記 載 の 核 酸 お よ び 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 を 含 む 組 成 物 。
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【 請 求 項 １ ８ 】
請 求 項 17記 載 の 組 成 物 の 有 効 量 を 被 験 者 に 投 与 す る 段 階 を 含 む 、 フ ラ ビ ウ イ ル ス に よ る 感
染 症 に 対 し て 被 験 者 を 免 疫 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
フ ラ ビ ウ イ ル ス 抗 原 が 、 黄 熱 病 ウ イ ル ス 、 デ ン グ 血 清 型 1型 ウ イ ル ス 、 デ ン グ 血 清 型 2型 ウ
イ ル ス 、 デ ン グ 血 清 型 3型 ウ イ ル ス 、 デ ン グ 血 清 型 4型 ウ イ ル ス 、 日 本 脳 炎 ウ イ ル ス 、 ポ ワ
ッ サ ン ウ イ ル ス 、 お よ び 西 ナ イ ル ウ イ ル ス か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る フ ラ ビ ウ イ ル ス の 抗
原 で あ る 、 請 求 項 18記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
抗 原 が フ ラ ビ ウ イ ル ス の M蛋 白 質 、 フ ラ ビ ウ イ ル ス の E蛋 白 質 、 フ ラ ビ ウ イ ル ス の M蛋 白 質
お よ び E蛋 白 質 の 双 方 、 フ ラ ビ ウ イ ル ス の M蛋 白 質 の 一 部 、 フ ラ ビ ウ イ ル ス の E蛋 白 質 の 一
部 、 な ら び に フ ラ ビ ウ イ ル ス の M蛋 白 質 の 一 部 お よ び フ ラ ビ ウ イ ル ス の E蛋 白 質 の 一 部 の 双
方 、 ま た は そ の 任 意 の 組 み 合 わ せ か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 18記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
抗 原 が フ ラ ビ ウ イ ル ス の M蛋 白 質 お よ び E蛋 白 質 の 双 方 で あ っ て 、 被 験 者 の 体 内 の 細 胞 が 、
そ の 中 に 核 酸 を 組 み 入 れ た 後 、 M蛋 白 質 お よ び E蛋 白 質 を 含 む サ ブ ウ イ ル ス 粒 子 を 分 泌 す る
、 請 求 項 20記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
転 写 単 位 が 、 日 本 脳 炎 ウ イ ル ス の シ グ ナ ル 配 列 、 な ら び に 西 ナ イ ル ウ イ ル ス の M蛋 白 質 お
よ び E蛋 白 質 を コ ー ド す る 、 請 求 項 18記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
転 写 単 位 が 、 日 本 脳 炎 ウ イ ル ス の シ グ ナ ル 配 列 、 な ら び に 黄 熱 病 ウ イ ル ス の M蛋 白 質 お よ
び E蛋 白 質 を コ ー ド す る 、 請 求 項 18記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
転 写 単 位 が 、 日 本 脳 炎 ウ イ ル ス の シ グ ナ ル 配 列 、 な ら び に セ ン ト ル イ ス 脳 炎 ウ イ ル ス の M
蛋 白 質 お よ び E蛋 白 質 を コ ー ド す る 、 請 求 項 18記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
転 写 単 位 が 、 日 本 脳 炎 ウ イ ル ス の シ グ ナ ル 配 列 、 な ら び に ポ ワ ッ サ ン ウ イ ル ス の M蛋 白 質
お よ び E蛋 白 質 を コ ー ド す る 、 請 求 項 18記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
被 験 者 に 組 成 物 の 1回 量 を 投 与 す る 段 階 を 含 む 、 請 求 項 18記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
組 成 物 が 非 経 口 経 路 に よ っ て 投 与 さ れ る 、 請 求 項 18記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
抗 原 が セ ン ト ル イ ス 脳 炎 ウ イ ル ス 抗 原 で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 核 酸 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
抗 原 が セ ン ト ル イ ス 脳 炎 ウ イ ル ス 抗 原 で あ る 、 請 求 項 18記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
抗 原 が 日 本 脳 炎 ウ イ ル ス 抗 原 で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 核 酸 。
【 請 求 項 ３ １ 】
抗 原 が 日 本 脳 炎 ウ イ ル ス 抗 原 で あ る 、 請 求 項 18記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
抗 原 が 黄 熱 病 ウ イ ル ス 抗 原 で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 核 酸 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
抗 原 が 黄 熱 病 ウ イ ル ス 抗 原 で あ る 、 請 求 項 18記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
抗 原 が デ ン グ ウ イ ル ス 抗 原 で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 核 酸 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
抗 原 が デ ン グ ウ イ ル ス 抗 原 で あ る 、 請 求 項 18記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
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抗 原 が 西 ナ イ ル ウ イ ル ス 抗 原 で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 核 酸 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
抗 原 が 西 ナ イ ル ウ イ ル ス 抗 原 で あ る 、 請 求 項 18記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
請 求 項 1記 載 の 核 酸 か ら 産 生 さ れ た 抗 原 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
以 下 を 含 む 、 試 料 に お け る フ ラ ビ ウ イ ル ス 抗 体 を 検 出 す る 方 法 ：
（ a） 抗 原 ／ 抗 体 複 合 体 が 形 成 さ れ う る 条 件 下 で 、 請 求 項 38記 載 の 抗 原 に 試 料 を 接 触 さ せ
る 段 階 ； お よ び
（ b） 抗 原 ／ 抗 体 複 合 体 形 成 を 検 出 し て 、 そ れ に よ っ て 試 料 中 の フ ラ ビ ウ イ ル ス 抗 体 を 検
出 す る 段 階 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
請 求 項 38記 載 の 抗 原 に よ る 免 疫 化 に 反 応 し て 産 生 さ れ た 抗 体 。
【 請 求 項 ４ １ 】
以 下 を 含 む 、 試 料 に お け る フ ラ ビ ウ イ ル ス 抗 原 を 検 出 す る 方 法 ：
（ a） 抗 原 ／ 抗 体 複 合 体 が 形 成 し う る 条 件 下 で 、 請 求 項 40記 載 の 抗 体 に 試 料 を 接 触 さ せ る
段 階 ； お よ び
（ b） 抗 原 ／ 抗 体 複 合 体 形 成 を 検 出 し て 、 そ れ に よ っ て 試 料 中 の フ ラ ビ ウ イ ル ス 抗 原 を 検
出 す る 段 階 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
以 下 を 含 む 、 被 験 者 に お け る フ ラ ビ ウ イ ル ス 感 染 を 診 断 す る 方 法 ：
（ a） 抗 原 ／ 抗 体 複 合 体 が 形 成 さ れ う る 条 件 下 で 、 請 求 項 38記 載 の 抗 原 に 被 験 者 か ら の 試
料 を 接 触 さ せ る 段 階 ； お よ び
（ b） 抗 原 ／ 抗 体 複 合 体 形 成 を 検 出 し て 、 そ れ に よ っ て 被 験 者 に お け る フ ラ ビ ウ イ ル ス 感
染 を 診 断 す る 段 階 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
以 下 を 含 む 、 被 験 者 に お け る フ ラ ビ ウ イ ル ス 感 染 を 診 断 す る 方 法 ：
（ a） 抗 原 ／ 抗 体 複 合 体 が 形 成 さ れ う る 条 件 下 で 、 請 求 項 40記 載 の 抗 体 に 被 験 者 か ら の 試
料 を 接 触 さ せ る 段 階 ； お よ び
（ b） 抗 原 ／ 抗 体 複 合 体 形 成 を 検 出 し て 、 そ れ に よ っ て 被 験 者 に お け る フ ラ ビ ウ イ ル ス 感
染 症 を 診 断 す る 段 階 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
本 出 願 は 、 1998年 6月 4日 に 提 出 さ れ た 米 国 特 許 仮 出 願 第 60/087,908号 か ら の 、 か つ そ の 恩
典 を 主 張 す る 、 1999年 6月 3日 に 提 出 さ れ た 国 際 出 願 第 PCT/US99/12298号 の 国 内 段 階 出 願 で
あ り 、 か つ 現 状 は 係 属 中 で あ る 、 2000年 11月 29日 に 提 出 さ れ た 米 国 特 許 出 願 第 09/701,536
号 の 一 部 継 続 出 願 で あ り 、 か つ そ の 恩 典 を 主 張 し 、 か つ 現 状 は 係 属 中 で あ る 、 2001年 4月 4
日 に 提 出 さ れ た 米 国 特 許 出 願 第 09/826,115号 の 一 部 継 続 出 願 で あ り 、 か つ そ の 恩 典 を 主 張
し 、 こ れ ら の 出 願 は そ の 全 文 が 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
発 明 の 分 野
本 発 明 は 、 フ ラ ビ ウ イ ル ス に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る 疾 患 の 治 療 お よ び 予 防 の 双 方 に お い て
用 い ら れ る 新 規 ワ ク チ ン 、 診 断 薬 お よ び 方 法 に 関 す る 。 特 に 、 ワ ク チ ン は 、 日 本 脳 炎 ウ イ
ル ス （ JEV） 、 西 ナ イ ル ウ イ ル ス （ WNV） 、 ま た は 関 連 フ ラ ビ ウ イ ル ス の よ う な フ ラ ビ ウ イ
ル ス の 構 造 蛋 白 質 の 遺 伝 子 を 含 む 組 み 換 え 型 核 酸 で あ る 。 こ れ ら の ワ ク チ ン は 、 イ ン ビ ボ
で 投 与 し た 場 合 に ウ イ ル ス 蛋 白 質 抗 原 を 生 合 成 す る た め の 転 写 単 位 と し て 作 用 す る 。 診 断
薬 は 、 フ ラ ビ ウ イ ル ス 感 染 症 を 検 出 す る た め に 用 い る こ と が で き る 組 み 換 え 型 核 酸 か ら 作
製 し た 抗 原 を 含 む 組 成 物 で あ る 。
【 背 景 技 術 】
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【 ０ ０ ０ ３ 】
発 明 の 背 景
フ ラ ビ ウ イ ル ス は 、 フ ラ ビ ウ イ ル ス 科 に 分 類 さ れ る フ ラ ビ ウ イ ル ス 属 の メ ン バ ー で あ る 。
フ ラ ビ ウ イ ル ス は 、 ヒ ト お よ び 他 の 哺 乳 類 に 対 し て 主 と し て 病 原 性 で あ る 。 ヒ ト お よ び 動
物 に 疾 患 を 引 き 起 こ す フ ラ ビ ウ イ ル ス に は 、 ア ル フ ュ イ （ Alfuy） 、 ア ポ イ （ Apoi） 、 ア
ロ ア （ Aroa） 、 バ ガ ザ （ Bagaza） 、 バ ン ジ （ Banzi） 、 バ ツ 洞 （ Batu Cave） 、 ブ ブ イ （ Bo
uboui） 、 ブ カ ラ サ コ ウ モ リ （ Bukalasa bat） 、 ブ ス ク ア ラ （ Bussuquara） 、 カ シ パ コ ア
（ Cacipacore） 、 カ ー リ ー 島 （ Carey Island） 、 カ ウ ボ ー ン リ ッ ジ （ Cowbone Ridge） 、
ダ カ ー ル コ ウ モ リ （ Dakar bat） 、 デ ン グ （ Dengue） （ 血 清 型 1、 2、 3お よ び 4） 、 エ ッ ジ
ヒ ル （ Edge Hill） 、 エ ン テ ベ コ ウ モ リ （ Entebbe bat） 、 ガ ジ ェ ッ ツ ガ リ ー （ Gadgets Gu
lly） 、 イ グ ア ペ （ Iguape） 、 イ ル ヘ ウ ス （ Ilheus） 、 イ ス ラ エ ル 七 面 鳥 髄 膜 脳 炎 （ Israe
l turkey meningoencephalitis） 、 日 本 脳 炎 （ Japanese encephalitis） 、 ジ ュ グ ラ （ Jug
ra） 、 ジ ュ チ ア パ （ Jutiapa） 、 カ ダ ム （ Kadam） 、 Karshi（ カ ー シ ） 、 ケ ド ー ゴ ー （ Kedo
ugou） 、 コ コ ベ ラ （ Kokobera） 、 コ ウ タ ン ゴ （ Koutango） 、 ク ン ジ ン （ Kunjin） 、 キ ャ サ
ヌ ー ル 森 林 病 （ Kyasanur Forest disease） 、 ラ ン ガ ト （ Langat） 、 メ ア バ ン （ Meaban）
、 モ ド ッ ク （ Modoc） 、 モ ン タ ナ 筋 炎 白 質 脳 炎 （ Montana myotis leukoencephalitis） 、
マ リ ー バ レ ー 脳 炎 （ Murray Valley encephalitis） 、 ナ ラ ン ジ ャ ル （ Naranjal） 、 ネ ギ シ
（ Negishi） 、 ウ ン タ ヤ （ Ntaya） 、 オ ム ス ク 出 血 熱 （ Omsk hemorrhagic fever） 、 プ ノ ン
ペ ン コ ウ モ リ （ Phnom Penh bat） 、 ポ チ ス ク ム （ Potiskum） 、 ポ ワ ッ サ ン （ Powassan） 、
リ オ ブ ラ ボ ー （ Rio Bravo） 、 ロ シ オ （ Rocio） 、 ロ イ ヤ ル フ ァ ー ム （ Royal Farm） 、 ロ シ
ア 春 夏 脳 炎 （ Russian spring summer encephalitis） 、 サ ボ ヤ （ Saboya） 、 サ ル ビ エ ジ ャ
（ Sal Vieja） 、 サ ン パ ー リ タ （ San Perlita） 、 サ ウ マ レ ツ リ ー フ （ Saumarez Reef） 、
セ ピ ク （ Sepik） 、 ソ ク ル ク （ Skuluk） 、 ス ポ ン ド ウ ェ ニ （ Spondweni） 、 セ ン ト ル イ ス 脳
炎 （ St. Louis encephalitis） 、 ス ト ラ ト フ ォ ー ド （ Stratford） 、 ダ ニ 媒 介 脳 炎 -中 欧 サ
ブ タ イ プ （ Tick-borne encephalitis - Central European subtype） 、 ダ ニ 媒 介 脳 炎 -極
東 サ ブ タ イ プ （ Tick-borne encephalitis - far eastern subtype） 、 テ ン ブ ス （ Tembusu
） 、 THCAr、 チ ュ レ ニ イ （ Tyuleniy） 、 ウ ガ ン ダ S（ Uganda S） 、 ウ ス ツ （ Usutu） 、 西 ナ
イ ル （ West Nile） 、 ヤ ウ ン デ （ Yaounde） 、 黄 熱 病 （ Yellow fever） 、 ヨ コ セ （ Yokose）
、 ジ キ （ Ziki） 、 細 胞 融 合 物 質 お よ び Kunoら （ J. Virol. 72： 73～ 83（ 1998） ） に 記 載 さ
れ る 他 の 関 連 フ ラ ビ ウ イ ル ス が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
フ ラ ビ ウ イ ル ス は 、 以 下 の 三 つ の 構 造 蛋 白 質 を 含 む ： prM/M、 前 膜 お よ び 膜 蛋 白 質 ； E、 エ
ン ベ ロ ー プ 蛋 白 質 ； お よ び C、 カ プ シ ド 蛋 白 質 。 （ Monath、 「 Virology」 （ Fields編 ） 、 R
aven Press、 New York、 1990、 763～ 814頁 ； Heinzお よ び Roehrig、 「 Immunochemistry of
 Viruses II： The Basis for Serodiagnosis and Vaccines」 （ van Regenmortelお よ び Ne
urath編 ） 、 Elsevier、 Amsterdam、 1990、 289～ 305頁 ） 。 Mは 分 子 量 （ MW） 約 7～ 8キ ロ ダ
ル ト ン （ kDa） で あ り 、 Eの 分 子 量 は 約 50kDa～ 60 kDaで あ る 。 Mは prMと 呼 ば れ る よ り 大 き
い 前 駆 体 と し て 合 成 さ れ る 。 prMの pr部 分 は 、 prMが 成 熟 ビ リ オ ン に お い て M蛋 白 質 を 形 成
す る よ う に 処 理 さ れ る 際 に 除 去 さ れ る 。 Mお よ び Eは 、 フ ラ ビ ウ イ ル ス 粒 子 の 膜 に 存 在 し 、
そ の た め 、 長 い 間 ウ イ ル ス の 重 要 な 免 疫 原 性 成 分 を 構 成 す る と 考 え ら れ て き た 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
フ ラ ビ ウ イ ル ス は 、 様 々 な 種 に お い て 長 さ 約 10キ ロ ベ ー ス （ kb） の 一 本 鎖 RNAを 含 む RNAウ
イ ル ス で あ る 。 分 子 量 12kDa～ 14 kDaの C蛋 白 質 は 、 RNAと 複 合 体 を 形 成 し て 、 ヌ ク レ オ カ
プ シ ド 複 合 体 を 形 成 す る 。 い く つ か の 非 構 造 蛋 白 質 も 同 様 に 、 RNAゲ ノ ム に よ っ て コ ー ド
さ れ 、 そ れ ら は NS1、 NS2A、 NS2B、 NS3、 NS4A、 NS4B、 お よ び NS5と 呼 ば れ る RNAゲ ノ ム に よ
っ て コ ー ド さ れ る 。 ゲ ノ ム は 、 宿 主 細 胞 内 で ポ リ 蛋 白 質 と し て 翻 訳 さ れ た 後 、 ウ イ ル ス ま
た は 宿 主 特 異 的 プ ロ テ ア ー ゼ に よ っ て 翻 訳 と 同 時 に 、 ま た は 翻 訳 後 個 々 の 遺 伝 子 産 物 に プ
ロ セ シ ン グ さ れ る （ 図 1） 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
米 国 特 許 第 5,494,671号 に 要 約 さ れ て い る よ う に 、 い く つ か の フ ラ ビ ウ イ ル ス の ゲ ノ ム の

10

20

30

40

50

(5) JP 2004-532023 A 2004.10.21



ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 既 知 で あ る 。 JEVの ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 Sumiyoshiら （ Virology 161
： 497～ 510（ 1987） ） お よ び Hashimotoら （ Virus Genes 1： 305～ 317（ 1988） ） に よ っ て
提 供 さ れ て い る 。 JEVの ビ ル レ ン ト 株 SA-14お よ び 中 華 人 民 共 和 国 に お い て ワ ク チ ン と し て
用 い ら れ て い る 弱 毒 株 SA-14-14-2の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 Nitayaphanら （ Virology 177：
541～ 552（ 1990） ） の 研 究 に お い て 比 較 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
他 の フ ラ ビ ウ イ ル ス 種 の 構 造 蛋 白 質 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 も 既 知 で あ る 。 多 く の
場 合 、 完 全 な ゲ ノ ム の 配 列 が 報 告 さ れ て い る 。 利 用 で き る 配 列 に は 、 デ ン グ 血 清 型 1型 ウ
イ ル ス 、 デ ン グ 血 清 型 2型 ウ イ ル ス （ Deubelら 、 Virology 155： 365～ 377（ 1986） ； Gruen
bergら 、 J. Gen. Virol. 69： 1391～ 1398（ 1988） ； Hahnら 、 Virology 162： 167～ 180（ 1
988） ） 、 デ ン グ 血 清 型 3型 ウ イ ル ス （ Osatomiら 、 Virus Genes 2： 99～ 108（ 1988） ） 、
デ ン グ 血 清 型 4型 ウ イ ル ス （ Mackowら 、 Virology 159： 217～ 228（ 1987） ； Zhaoら 、 Virol
ogy 155： 77～ 88（ 1986） ） 、 西 ナ イ ル ウ イ ル ス （ Lanciottiら 、 Science 286： 2331～ 233
3（ 1999） ） 、 ポ ワ ッ サ ン ウ イ ル ス （ Mandlら 、 Virology 194： 173～ 184（ 1993） ） 、 お よ
び 黄 熱 病 ウ イ ル ス （ YFV） （ Riceら 、 Science 229： 726～ 733（ 1985） ） が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
セ ン ト ル イ ス 脳 炎 ウ イ ル ス （ SLEV） 、 WNVお よ び JEVを 含 む 多 く の フ ラ ビ ウ イ ル ス が 、 蚊 に
よ っ て ヒ ト お よ び 他 の 宿 主 動 物 に 伝 幡 さ れ る 。 し た が っ て 、 そ れ ら は 広 い 地 域 に わ た っ て
発 生 し 、 そ の 伝 幡 は 容 易 に 中 断 ま た は 予 防 さ れ な い 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
西 ナ イ ル 熱 は 、 主 に 様 々 な 種 の イ エ カ （ Culex mosquitoes） に よ っ て 脊 椎 動 物 に 伝 幡 さ れ
る 、 蚊 媒 介 性 フ ラ ビ ウ イ ル ス 感 染 症 で あ る 。 JE、 SLE、 お よ び マ リ ー バ レ ー 脳 炎 （ MVE） ウ
イ ル ス を 含 む フ ラ ビ ウ イ ル ス の 日 本 脳 炎 （ JE） 抗 原 性 複 合 体 の 他 の メ ン バ ー と 同 様 に 、 WN
Vは 、 節 足 動 物 ベ ク タ ー と ト リ の 間 の 天 然 の サ イ ク ル に お い て 維 持 さ れ る 。 こ の ウ イ ル ス
は 1937年 に ウ ガ ン ダ の 西 ナ イ ル 地 区 で 発 熱 し た 人 か ら 初 め て 単 離 さ れ た （ Smithburnら 、 A
m. J. Trop. Med. Hyg. 20： 471～ 492（ 1940） ） 。 ま も な く 、 こ れ は 最 も 広 く 分 布 す る フ
ラ ビ ウ イ ル ス の 一 つ で あ る と 認 識 さ れ 、 そ の 地 理 的 範 囲 は 、 ア フ リ カ 、 中 東 、 西 ア ジ ア 、
ヨ ー ロ ッ パ お よ び オ ー ス ト ラ リ ア に 及 ぶ （ Hubalekら 、 Emerg. Infect. Dis. 5： 643～ 50
（ 1999） ） 。 臨 床 的 に は 、 ヒ ト に お け る 西 ナ イ ル 熱 は 、 頭 痛 、 筋 肉 痛 、 多 発 性 関 節 症 、 発
疹 お よ び リ ン パ 節 症 を 伴 う 自 己 限 定 性 の 急 性 発 熱 性 疾 患 で あ る （ Monathお よ び Tsai、 「 Cl
inical Virology」 、 （ Richman, Whitleyお よ び Hayden編 ） 、 Churchill-Livingtone、 New
 York、 1133～ 1186頁 ） 。 急 性 肝 炎 ま た は 膵 炎 が 時 に 報 告 さ れ て お り 、 高 齢 患 者 に お け る W
NV感 染 症 の 症 例 は 、 時 に 脳 炎 ま た は 髄 膜 炎 を 併 発 す る （ Asnisら 、 Clin. Infect. Dis. 30
： 413～ 418（ 2000） ） 。 こ の よ う に 、 WNVに よ る 感 染 症 は 、 世 界 の 多 く の 地 域 に お い て 健
康 に 関 す る 重 篤 な 懸 念 で あ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
疾 患 の 地 理 的 伝 幡 、 特 に WNVが 1999年 に ア メ リ カ 合 衆 国 に 入 っ た こ と は 、 こ の 疾 患 の ヒ ト
お よ び 動 物 の 健 康 へ の 懸 念 に 対 す る 関 心 を 大 き く 増 加 さ せ た 。 1999年 の 8月 の 終 わ り か ら 9
月 の 初 め に か け て 、 ニ ュ ー ヨ ー ク 市 お よ び そ の 周 辺 地 域 に お い て 、 ウ イ ル ス 脳 炎 が 大 発 生
し て 、 確 認 症 例 は 62例 、 死 亡 7例 を 認 め た 。 こ の 大 流 行 と 同 時 に 、 地 域 の 保 健 担 当 者 は 、
ト リ （ 特 に カ ラ ス ） お よ び ウ マ に お け る 死 亡 率 の 増 加 を 認 め た 。 大 流 行 は そ の 後 、 モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 （ Mab） マ ッ ピ ン グ お よ び ヒ ト 、 ト リ 、 お よ び 蚊 の 標 本 に お け る ゲ ノ ム 配 列
の 検 出 に 基 づ き 、 WNVに よ っ て 引 き 起 こ さ れ た こ と が 示 さ れ た （ Andersonら 、 Science 286
： 2331～ 2333（ 1999） ； Jiaら 、 Lancet 354： 1971～ 1972（ 1999） ； Lanciottiら 、 Scienc
e 286： 2333～ 2337（ 1999） ） 。 続 く 冬 の 月 の 間 に 検 出 さ れ た ウ イ ル ス 活 性 は 、 ウ イ ル ス
が 北 米 で 確 立 し た こ と を 示 し た （ Morb Mortal. Wkly. Rep. 49： 178～ 179（ 2000） ； Asni
sら 、 Clin. Infect. Dis. 30： 413～ 418（ 2000） ； Garmendiaら 、 J. Clin. Micro. 38： 3
110～ 3111（ 2000） ） 。 2000年 の 間 に 北 東 部 お よ び 大 西 洋 中 部 の 州 か ら 報 告 さ れ た 調 査 デ
ー タ か ら 、 強 ま っ た 家 畜 流 行 性 ／ 流 行 性 伝 幡 お よ び ウ イ ル ス の 地 理 的 拡 大 が 確 認 さ れ 、 ヒ
ト の み な ら ず ト リ 、 蚊 お よ び ウ マ に お け る 多 数 の 感 染 例 が 報 告 さ れ た （ Morb. Mortal. Wk
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ly. Rep. 49： 820～ 822（ 2000） ） 。
【 ０ ０ １ １ 】
現 在 、 WNV感 染 症 を 予 防 す る た め に 利 用 で き る ヒ ト ま た は 獣 医 用 ワ ク チ ン は な く 、 疾 患 の
伝 幡 と 闘 う 唯 一 の 実 践 的 戦 略 は 蚊 の 制 御 で あ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
日 本 脳 炎 ウ イ ル ス （ JEV） は 、 成 人 お よ び 子 供 に 感 染 し 、 熱 帯 お よ び 亜 熱 帯 ア ジ ア 地 域 で
は 、 幼 児 、 子 供 、 お よ び 高 齢 者 に お け る 死 亡 率 は 高 い （ Tsaiら 、 「 Vaccines」 （ Plotkin
編 ） 、 W.B. Saunders、 Philadelphia、 Pa、 1999年 、 672～ 710頁 ） 。 生 存 者 に お い て 、 感
染 後 も 持 続 す る 脳 炎 の 症 状 に 関 連 し た 重 篤 な 神 経 学 的 結 末 が 起 こ る 。 日 本 、 台 湾 、 お よ び
韓 国 の よ う な こ の 地 域 の よ り 先 進 国 で は 、 JEVは 、 不 活 化 JEVの ワ ク チ ン を 用 い る こ と に よ
っ て ほ ぼ 制 御 さ れ て い る 。 そ れ に も か か わ ら ず 、 こ の 地 域 の 他 の 国 で は な お も 流 行 し て い
る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
JEV感 染 症 に 対 し て 用 い る た め に 利 用 で き る ワ ク チ ン に は 、 ホ ル マ リ ン 処 置 の よ う な 方 法
に よ っ て 不 活 化 し た 生 き た ウ イ ル ス と 共 に 、 弱 毒 化 ウ イ ル ス が 含 ま れ る （ Tsaiら 、 「 Vacc
ines」 、 （ Plotkin編 ） 、 W. B. Saunders、 Philadelphia、 Pa、 1994年 、 671～ 713頁 ） 。
全 ウ イ ル ス ワ ク チ ン は 有 効 で あ る が 、 特 定 の 問 題 お よ び ／ ま た は 短 所 を 有 す る 。 ウ イ ル ス
は 、 マ ウ ス 脳 に お い て 、 ま た は 宿 主 と し て 哺 乳 類 細 胞 を 用 い る 細 胞 培 養 に お い て 培 養 す る
。 そ の よ う な 培 養 法 は 、 厄 介 で 費 用 が か さ む 。 さ ら に 、 宿 主 細 胞 、 す な わ ち 脳 ま た は 他 の
宿 主 か ら の 抗 原 を 最 終 的 な ワ ク チ ン 産 物 に 組 み 入 れ る こ と に 付 随 し た リ ス ク が あ り 、 お そ
ら く ワ ク チ ン レ シ ピ エ ン ト に お い て 意 図 し な い 、 か つ 望 ま し く な い ア レ ル ギ ー 反 応 を 引 き
起 こ す 。 同 様 に 、 ワ ク チ ン 産 生 に 従 事 す る 労 働 者 に お け る 偶 発 的 な 感 染 症 の リ ス ク も 存 在
す る 。 最 後 に 、 ウ イ ル ス が 十 分 に ま た は 完 全 に 不 活 化 ま た は 弱 毒 化 さ れ て い な い 可 能 性 が
あ り 、 こ の よ う な ワ ク チ ン が 実 際 に 疾 患 を 引 き 起 こ す 可 能 性 が あ る と い う リ ス ク が あ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
デ ン グ 熱 お よ び デ ン グ 出 血 熱 （ DF/DHF） は 、 同 様 に 蚊 が 媒 介 す る フ ラ ビ ウ イ ル ス で あ る デ
ン グ ウ イ ル ス に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る 。 四 つ の 抗 原 的 に 関 連 し た 、 し か し 異 な る デ ン グ ウ
イ ル ス 血 清 型 （ DEN-1、 DEN-2、 DEN-3お よ び DEN-4） が 存 在 し 、 そ の 全 て が DF/DHFを 引 き 起
こ し う る 。 デ ン グ 関 連 疾 患 の 軽 症 型 で あ る DFの 症 状 に は 、 発 熱 、 発 疹 、 重 度 の 頭 痛 お よ び
関 節 痛 が 含 ま れ る 。 DFを 有 す る 被 験 者 の 死 亡 率 は 低 い ； し か し 、 DHFを 有 す る 被 験 者 で は
死 亡 率 は 5％ も の 高 さ と な り う る 。 利 用 可 能 な 証 拠 か ら 、 過 去 40年 間 に DHFの 300万 以 上 の
症 例 お よ び 58,000例 以 上 の 死 亡 例 の 原 因 が DHFで あ り 、 DHFは 主 な 新 た な 疾 患 と な っ て い る
（ Halstead、 「 Dengue and Dengue Hemorrhagic Fever」 、 （ Gublerお よ び Kuno編 ） 、 CAB
 International、 New York、 NY、 （ 1997） 、 23～ 44頁 ） 。 そ れ に も か か わ ら ず 、 何 十 年 も
の 努 力 に も か か わ ら ず 、 デ ン グ ウ イ ル ス 感 染 症 に 対 し て 保 護 す る 安 全 か つ 有 効 な ワ ク チ ン
は な お も 利 用 で き な い 。
【 ０ ０ １ ５ 】
黄 熱 病 は 、 南 米 お よ び サ ハ ラ 下 ア フ リ カ の 熱 帯 地 域 に お い て 流 行 し 、 蚊 に よ っ て 媒 介 さ れ
る 。 感 染 に よ っ て 発 熱 、 悪 寒 、 重 度 の 頭 痛 お よ び 他 の 疼 痛 、 食 欲 不 振 、 悪 心 お よ び 嘔 吐 が
起 こ り 、 黄 疸 が 出 現 す る 。 感 染 さ せ た ニ ワ ト リ 胚 に お い て 増 殖 さ せ た 生 き た ウ イ ル ス ワ ク
チ ン 17Dは 、 安 全 か つ 有 効 で あ る と 考 え ら れ て い る 。 そ れ に も か か わ ら ず 、 ワ ク チ ン が 最
も 必 要 と さ れ る ア フ リ カ お よ び ア メ リ カ の 熱 帯 地 域 に お い て 一 般 的 に 遭 遇 す る よ う な 不 利
な 条 件 で も 安 定 で あ る ワ ク チ ン が な お も 必 要 で あ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
二 つ の フ ラ ビ ウ イ ル ス の キ メ ラ で あ る 組 み 換 え 型 フ ラ ビ ウ イ ル ス は 、 PCT出 願 国 際 公 開 公
報 第 93/06214号 に 開 示 さ れ て い る 。 キ メ ラ は 、 デ ン グ ウ イ ル ス ま た は フ ラ ビ ウ イ ル ス の 一
つ の 「 タ イ プ 」 ま た は 血 清 型 か ら の 非 構 造 蛋 白 質 を 、 デ ン グ ウ イ ル ス ま た は 他 の フ ラ ビ ウ
イ ル ス の 異 な る 「 タ イ プ 」 ま た は 血 清 型 か ら の 構 造 蛋 白 質 と 融 合 し た 構 築 物 で あ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
近 年 、 い く つ か の 組 み 換 え 型 サ ブ ユ ニ ッ ト お よ び ウ イ ル ス ワ ク チ ン が 考 案 さ れ て い る 。 米
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国 特 許 第 4,810,492号 は 、 ワ ク チ ン に お け る 抗 原 と し て 用 い る た め の JEVの E糖 蛋 白 質 の 産
生 に つ い て 記 述 し て い る 。 大 腸 菌 、 酵 母 、 ま た は 高 等 生 物 の 細 胞 培 養 物 の よ う な 適 し た 宿
主 細 胞 に お い て 抗 原 蛋 白 質 を 発 現 さ せ る た め に 、 対 応 す る DNAを 発 現 系 に ク ロ ー ニ ン グ す
る 。 米 国 特 許 第 5,229,293号 は 、 JEV E蛋 白 質 の 遺 伝 子 を 有 す る 組 み 換 え 型 と バ キ ュ ロ ウ イ
ル ス を 開 示 す る 。 E蛋 白 質 が 産 生 さ れ 、 ワ ク チ ン と し て 用 い る た め に 回 収 さ れ る よ う に 、
ウ イ ル ス を 用 い て 培 養 昆 虫 細 胞 に 感 染 さ せ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
米 国 特 許 第 5,021,347号 は 、 JEV E蛋 白 質 の 遺 伝 子 が 組 み 入 れ ら れ る 組 み 換 え 型 ワ ク シ ニ ア
ウ イ ル ス ゲ ノ ム を 開 示 す る 。 生 き た 組 み 換 え 型 ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス は 、 JEVに 対 し て 免 疫
す る た め の ワ ク チ ン と し て 用 い る 。 ウ イ ル ス が デ ン グ 血 清 型 2型 、 デ ン グ 血 清 型 4型 お よ び
JEVの E蛋 白 質 の C-末 端 切 断 型 の 遺 伝 子 を 組 み 入 れ る 組 み 換 え 型 ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス お よ び
バ キ ュ ロ ウ イ ル ス は 、 米 国 特 許 第 5,494,671号 に 開 示 さ れ る 。 米 国 特 許 第 5,514,375号 は 、
prMか ら NS2Bに 及 ぶ JEVオ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム の 一 部 を 発 現 す る 様 々 な 組 み 換 え 型
ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス を 開 示 す る 。 こ れ ら の ポ ッ ク ス ウ イ ル ス は 、 プ ロ セ シ ン グ さ れ た M蛋
白 質 お よ び E蛋 白 質 を 含 む 細 胞 外 粒 子 の 形 成 を 誘 導 し た 。 こ れ ら の JEV蛋 白 質 を コ ー ド す る
二 つ の 組 み 換 え 型 ウ イ ル ス は 、 高 い 力 価 の 中 和 お よ び ヘ ム ア グ ル チ ニ ン 阻 害 抗 体 を 産 生 し
、 マ ウ ス に お い て 保 護 免 疫 を 生 じ た 。 こ れ ら の 効 果 の 程 度 は 、 1回 限 り の 免 疫 後 よ り 2回 免
疫 処 置 後 の ほ う が 大 き か っ た 。 JEVの prM/Mお よ び E蛋 白 質 の 遺 伝 子 を 含 む 組 み 換 え 型 ワ ク
シ ニ ア ウ イ ル ス は 、 マ ウ ス に 投 与 す る と 保 護 免 疫 を 付 与 し た （ Konishiら 、 Virology 180
： 401～ 410（ 1991） ） 。 JEVか ら の prMお よ び Eの 遺 伝 子 を 有 す る 組 み 換 え 型 ワ ク シ ニ ア ウ
イ ル ス に 感 染 さ せ た HeLa細 胞 は 、 サ ブ ウ イ ル ス 粒 子 を 産 生 す る こ と が 示 さ れ た （ Konishi
ら 、 Virology 188： 714～ 720（ 1992） ） 。 Dmitrievら は 、 ダ ニ 媒 介 脳 炎 ウ イ ル ス の 構 造 蛋
白 質 お よ び 特 定 の 非 構 造 蛋 白 質 を コ ー ド す る 組 み 換 え 型 ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス に よ る マ ウ ス
の 免 疫 を 報 告 し た （ J. Biotechnology 44： 97～ 103（ 1996） ） 。
【 ０ ０ １ ９ 】
組 み 換 え 型 ウ イ ル ス ベ ク タ ー も 同 様 に 、 デ ン グ 熱 の ウ イ ル ス ワ ク チ ン と し て 役 立 て る た め
に 調 製 さ れ て い る 。 Zhaoら （ J. Virol. 61： 4019～ 4022（ 1987） ） は 、 デ ン グ 血 清 型 4型
か ら の 構 造 蛋 白 質 お よ び NS1を 有 す る 組 み 換 え 型 ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス を 調 製 し て 、 哺 乳 類
細 胞 を 組 み 換 え 型 ウ イ ル ス に 感 染 さ せ た 後 発 現 を 得 た 。 類 似 の 発 現 は 、 標 的 昆 虫 細 胞 に 感
染 さ せ る た め に 組 み 換 え 型 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス を 用 い て 得 ら れ た （ Zhangら 、 J. Virol. 62
： 3027～ 3031（ 1988） ） 。 Brayら （ J. Virol. 63： 2853～ 2856（ 1989） ） も 同 様 に 、 チ ャ
レ ン ジ し た 場 合 に デ ン グ 脳 炎 に 対 す る 保 護 免 疫 を マ ウ ス に 付 与 す る 、 E蛋 白 質 遺 伝 子 に 基
づ く 組 み 換 え 型 ワ ク シ ニ ア デ ン グ ワ ク チ ン を 報 告 し た 。 Falgoutら （ J. Virol. 63： 1852
～ 1860（ 1989） ） お よ び Falgoutら （ J. Virol. 64： 4356～ 4363（ 1990） ） は 、 類 似 の 結
果 を 報 告 し た 。 Zhangら （ J. Virol. 62： 3027～ 3031（ 1988） ） は 、 デ ン グ Eお よ び NS1蛋
白 質 を コ ー ド す る 組 み 換 え 型 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス が 同 様 に 、 チ ャ レ ン ジ し た 場 合 に デ ン グ 脳
炎 に 対 し て マ ウ ス を 保 護 す る こ と を 示 し た 。 構 造 遺 伝 子 と 非 構 造 遺 伝 子 と を 組 み 換 え 型 ウ
イ ル ス ワ ク チ ン に 組 み 入 れ た 他 の 組 み 合 わ せ は 、 有 意 な 免 疫 を 生 じ る こ と が で き な か っ た
（ Brayら 、 J. Virol. 63： 2853～ 2856（ 1989） ） 。 同 様 に 、 サ ル は 、 E蛋 白 質 を 発 現 す る
組 み 換 え 型 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス に よ っ て 免 疫 し た 場 合 に 、 デ ン グ ウ イ ル ス チ ャ レ ン ジ に 対 し
て 十 分 な 保 護 免 疫 を 産 生 で き な か っ た （ Laiら 、 （ 1990） 、 119～ 124頁 、 F. Brown, R.M. 
Chancock, H.S.Ginsbergお よ び R. Lerner（ 編 ） 「 Vaccines 90： Modern approaches to n
ew vaccines including prevention of AIDS」 、 Cold Spring Harbor Laboratory、 Cold 
Spring Harbor、 NY） 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
組 み 換 え 型 DNA調 製 物 を 用 い た 免 疫 は 、 モ デ ル と し て 離 乳 し た ば か り の マ ウ ス を 用 い て 、 S
LEVお よ び デ ン グ -2ウ イ ル ス に 関 し て 報 告 さ れ て い る （ Phillpottsら 、 Arch. Virol. 141
： 743～ 749（ 1996） ； Kochelら 、 Vaccine 15： 547～ 552（ 1997） ） 。 SLEVの prMお よ び E遺
伝 子 を コ ー ド す る プ ラ ス ミ ド DNAは 、 DNA免 疫 の 1回 用 量 ま た は 2回 用 量 に よ る SLEVチ ャ レ ン
ジ に 対 し て 部 分 的 保 護 を 提 供 し た 。 こ れ ら の 実 験 に お い て 、 対 照 マ ウ ス は 約 25％ の 生 存 を
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示 し 、 DNA免 疫 マ ウ ス に は 保 護 抗 体 は 検 出 さ れ な か っ た （ Phillpottsら 、 Arch. Virol. 14
1： 743～ 749（ 1996） ） 。 prMを 含 む 組 み 換 え 型 デ ン グ -2プ ラ ス ミ ド DNAの 皮 内 注 射 を 3回 行
っ た マ ウ ス で は 、 100％ が 抗 デ ン グ -2中 和 抗 体 を 産 生 し 、 対 応 す る E遺 伝 子 を 投 与 し た マ ウ
ス の 92％ が 同 様 に 中 和 抗 体 を 産 生 し た （ Kochelら 、 Vaccine 15： 547～ 552（ 1997） ） 。 し
か し 、 2用 量 ス ケ ジ ュ ー ル を 用 い た チ ャ レ ン ジ 実 験 は 、 致 死 的 デ ン グ -2ウ イ ル ス チ ャ レ ン
ジ に 対 し て マ ウ ス を 保 護 す る こ と が で き な か っ た 。
【 ０ ０ ２ １ 】
JEV、 SLEV、 デ ン グ ウ イ ル ス 、 お よ び 他 の フ ラ ビ ウ イ ル ス に よ る 感 染 症 に 対 し て 免 疫 す る
た め に 今 日 開 発 さ れ た ワ ク チ ン は 、 そ の 使 用 に 伴 っ て 多 く の 短 所 お よ び 問 題 を 有 す る 。 不
活 化 ワ ク チ ン は 費 用 が 高 く 、 調 製 が 不 便 で あ る 。 さ ら に 、 そ の よ う な 如 何 な る ワ ク チ ン も
ウ イ ル ス を 調 製 す る た め に 用 い ら れ る 宿 主 細 胞 の 蛋 白 質 に 由 来 す る ア レ ル ギ ー 反 応 の リ ス
ク を 伴 う 。 さ ら に 、 そ の よ う な ワ ク チ ン は 、 そ の 製 造 の た め に 雇 用 さ れ る 労 働 者 に 対 し て
か な り の リ ス ク を 呈 す る 。 候 補 弱 毒 化 JEVワ ク チ ン は 、 現 在 臨 床 試 験 中 で あ る が 、 1996年
現 在 、 中 華 人 民 共 和 国 外 で は 広 く 受 け 入 れ ら れ て い な い （ Hennessyら 、 Lancet 347： 1583
～ 1586（ 1996） ） 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
JEVの よ う な フ ラ ビ ウ イ ル ス の ご く 特 定 の 蛋 白 質 を 用 い る こ と に 基 づ く 組 み 換 え 型 ワ ク チ
ン は 、 細 胞 培 養 に お け る 生 合 成 発 現 、 そ の 後 抗 原 の 精 製 お よ び 処 置 に よ っ て 産 生 さ れ る が
、 高 い 抗 体 力 価 を 誘 導 し な い 。 同 様 に 、 全 ウ イ ル ス 調 製 物 と 同 様 に 、 こ れ ら の ワ ク チ ン は
、 宿 主 か ら の 抗 原 ま た は ベ ク タ ー に 対 す る 有 害 な ア レ ル ギ ー 反 応 の リ ス ク を 有 す る 。 デ ン
グ ウ イ ル ス お よ び WNVに 対 す る ワ ク チ ン 開 発 は あ ま り 進 ん で お ら ず 、 そ の よ う な ワ ク チ ン
に 基 づ く ま た は 組 み 換 え 型 蛋 白 質 に 基 づ く ワ ク チ ン は 、 先 に 言 及 し た 問 題 と 類 似 の 問 題 に
直 面 す る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
し た が っ て 、 調 製 が 安 価 で 、 そ の 製 造 に か か わ る 労 働 者 に 対 す る リ ス ク が 少 な く 、 不 純 物
ま た は 外 因 性 の 免 疫 原 性 成 分 に よ る 有 害 な 免 疫 反 応 の リ ス ク が 最 小 限 で あ り 、 し か も 中 和
抗 体 お よ び 保 護 免 疫 を 誘 発 す る た め に 非 常 に 有 効 で あ る 、 黄 熱 病 ウ イ ル ス 、 デ ン グ ウ イ ル
ス 、 JEV、 SLEV、 お よ び WNVの よ う な フ ラ ビ ウ イ ル ス に 対 し て 向 け ら れ る ワ ク チ ン ま た は 改
善 さ れ た ワ ク チ ン が 必 要 で あ る 。 さ ら に 、 必 要 な 免 疫 量 を 最 小 限 に す る JEV、 WNV、 お よ び
関 連 フ ラ ビ ウ イ ル ス に 対 す る ワ ク チ ン が 必 要 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
ワ ク チ ン の 製 造 に 関 し て 詳 細 に 記 述 し た よ う に 現 状 技 術 の 短 所 の 多 く は ま た 、 免 疫 診 断 薬
の 製 造 の た め に 用 い ら れ る 抗 原 お よ び 抗 体 の 製 造 に も 当 て は ま る 。 特 に 、 ウ イ ル ス か ら の
抗 原 の 製 造 に 伴 っ て 発 生 す る リ ス ク お よ び 費 用 、 な ら び に 現 在 利 用 で き る ほ と ん ど の 組 み
換 え 型 発 現 抗 原 が 、 有 効 な 免 疫 反 応 を 誘 発 で き な い こ と は 、 免 疫 診 断 薬 の 分 野 に お け る 、
同 様 の リ ス ク 、 高 い 費 用 お よ び 対 応 す る 感 度 の 欠 如 と 同 等 で あ る 。 こ の よ う に 、 高 い 費 用
、 生 き た ウ イ ル ス の 偶 発 的 感 染 の リ ス ク 、 お よ び こ れ ま で に 利 用 可 能 な 試 験 の 感 度 の 所 望
よ り 低 い レ ベ ル の た め に 、 フ ラ ビ ウ イ ル ス 感 染 症 お よ び ／ ま た は 混 入 を 検 出 す る た め の 迅
速 、 単 純 、 お よ び 高 感 度 の 診 断 試 験 が 必 要 と さ れ て い る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
本 発 明 は 、 選 択 し た フ ラ ビ ウ イ ル ス に 対 す る 抗 体 を 検 出 す る た め の 診 断 ア ッ セ イ 法 に お い
て 用 い ら れ る 、 非 常 に 免 疫 原 性 の 高 い 組 み 換 え 型 抗 原 を 提 供 す る こ と に よ っ て こ れ ら の 需
要 を 満 た す 。 本 発 明 は さ ら に 、 フ ラ ビ ウ イ ル ス 蛋 白 質 に 対 す る 抗 体 を 検 出 す る た め の 免 疫
診 断 ア ッ セ イ 法 に お い て 、 フ ラ ビ ウ イ ル ス 、 フ ラ ビ ウ イ ル ス 遺 伝 子 、 ま た は そ の 模 倣 体 に
由 来 す る 組 み 換 え 型 抗 原 を 用 い る こ と を 提 供 す る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ２ ６ 】
発 明 の 概 要
本 発 明 は 、 免 疫 原 性 フ ラ ビ ウ イ ル ス 抗 原 の 転 写 単 位 （ TU） を 含 む 核 酸 分 子 を 提 供 す る 。 TU
は 、 細 胞 内 に 取 り 込 ま れ た 後 、 宿 主 細 胞 に 抗 原 を 合 成 す る よ う に 指 示 す る 。 本 発 明 の 重 要
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な 局 面 に お い て 、 フ ラ ビ ウ イ ル ス は 、 黄 熱 病 ウ イ ル ス （ YFV） 、 デ ン グ 血 清 型 1型 ウ イ ル ス
（ DEN-1） 、 デ ン グ 血 清 型 2型 ウ イ ル ス （ DEN-2） 、 デ ン グ 血 清 型 3型 ウ イ ル ス （ DEN-3） 、
デ ン グ 血 清 型 4型 ウ イ ル ス （ DEN-4） 、 セ ン ト ル イ ス 脳 炎 ウ イ ル ス （ SLEV） 、 日 本 脳 炎 ウ イ
ル ス （ JEV） 、 西 ナ イ ル ウ イ ル ス （ WNV） 、 ポ ワ ッ サ ン ウ イ ル ス ま た は 他 の 如 何 な る フ ラ ビ
ウ イ ル ス と な り う る 。 本 発 明 の 重 要 な 態 様 に お い て 、 抗 原 は フ ラ ビ ウ イ ル ス prM/M蛋 白 質
、 E蛋 白 質 、 ま た は そ の 双 方 と な り う る 。 本 発 明 の 重 要 な 態 様 に お い て 、 抗 原 は キ メ ラ フ
ラ ビ ウ イ ル ス 蛋 白 質 と な り う る 。 特 に 、 TUが prM/Mと E蛋 白 質 の 双 方 を 含 む 場 合 、 宿 主 細 胞
は 、 prM/Mと E抗 原 と を 含 む サ ブ ウ イ ル ス 粒 子 を 分 泌 す る 。 本 発 明 の さ ら に 重 要 な 局 面 に お
い て 、 核 酸 は DNA分 子 で あ る 。 さ ら に 重 要 な 態 様 に お い て 、 核 酸 TUは 、 そ れ が prM/Mお よ び
E抗 原 の 発 現 を 機 能 的 に 制 御 す る よ う に 適 当 に 配 置 さ れ た 制 御 配 列 を 含 み 、 こ の 制 御 配 列
は 、 サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス 前 初 期 プ ロ モ ー タ ー と な り う る 。 さ ら な る 態 様 に お い て 、 TUの
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 TUに よ っ て 産 生 さ れ た mRNAの 5'末 端 非 翻 訳 領 域 に お け る 大 き い ヘ ア
ピ ン 構 造 を 模 倣 す る こ と に よ っ て 、 お よ び ／ ま た は TUに よ っ て 産 生 さ れ た mRNAの 翻 訳 開 始
部 位 に コ ザ ッ ク コ ン セ ン サ ス 配 列 を 含 め る こ と に よ っ て 、 真 核 細 胞 で の 翻 訳 を 最 適 に す る
よ う に 操 作 さ れ る 。 さ ら な る 態 様 に お い て 、 転 写 単 位 に は ま た ポ リ -Aタ ー ミ ネ ー タ ー も 含
ま れ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
本 発 明 は さ ら に 、 免 疫 原 性 抗 原 を 合 成 す る よ う に 宿 主 細 胞 を 指 示 す る 、 免 疫 原 性 フ ラ ビ ウ
イ ル ス 抗 原 の 転 写 単 位 を 含 む 核 酸 分 子 を 含 む 宿 主 細 胞 を 提 供 す る 。 フ ラ ビ ウ イ ル ス は 、 YF
V、 DEN-1、 DEN-2、 DEN-3、 DEN-4、 SLEV、 JEV、 WNV、 ポ ワ ッ サ ン ウ イ ル ス ま た は 他 の フ ラ
ビ ウ イ ル ス で あ っ て も よ い 。 重 要 な 態 様 に お い て 、 抗 原 は prM/M蛋 白 質 、 E蛋 白 質 、 ま た は
prM/Mと E蛋 白 質 の 双 方 で あ っ て も よ い 。 後 者 の 場 合 、 細 胞 は 、 prM/Mと E蛋 白 質 と を 含 む サ
ブ ウ イ ル ス 粒 子 を 分 泌 す る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
さ ら に 、 本 発 明 は 、 免 疫 原 性 フ ラ ビ ウ イ ル ス 抗 原 の 転 写 単 位 を 含 む 核 酸 分 子 を 含 む フ ラ ビ
ウ イ ル ス に 対 し て 、 被 験 者 に ワ ク チ ン 接 種 す る た め の 組 成 物 を 提 供 す る 。 転 写 単 位 は 、 被
験 者 の 体 内 の 細 胞 に 、 そ の 中 に 取 り 込 ま れ た 後 、 免 疫 原 性 抗 原 を 合 成 す る よ う に 指 示 す る
。 組 成 物 は さ ら に 、 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 を 含 む 。 重 要 な 態 様 に お い て 、 フ ラ ビ ウ イ ル
ス は 、 YFV、 DEN-1、 DEN-2、 DEN-3、 DEN-4、 SLEV、 JEV、 WNV、 ポ ワ ッ サ ン ウ イ ル ス ま た は
他 の フ ラ ビ ウ イ ル ス で あ っ て も よ い 。 さ ら に 、 抗 原 は prM/M蛋 白 質 、 E蛋 白 質 、 ま た は prM/
Mと E蛋 白 質 の 双 方 で あ っ て も よ い 。 後 者 の 場 合 、 細 胞 は 、 フ ラ ビ ウ イ ル ス prM/Mと E蛋 白 質
と を 含 む サ ブ ウ イ ル ス 粒 子 を 分 泌 す る 。 こ れ ら の サ ブ ウ イ ル ス 粒 子 は ま た 、 非 感 染 性 組 み
換 え 型 抗 原 （ NRA） と も 呼 ば れ る 。 重 要 な 態 様 に お い て 、 核 酸 分 子 は DNA分 子 で あ る 。 さ ら
に 重 要 な 態 様 に お い て 、 転 写 単 位 は さ ら に 、 核 酸 が 被 験 者 の 細 胞 内 に 導 入 さ れ た 場 合 に pr
M/Mと E抗 原 と の 合 成 を 機 能 的 に 制 御 す る よ う に 適 当 に 配 置 さ れ た 制 御 配 列 を 含 む 。 こ の 制
御 配 列 は 、 サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス 前 初 期 プ ロ モ ー タ ー と な り う る 。 な お さ ら な る 態 様 に お
い て 、 転 写 単 位 は ま た 、 ポ リ -Aタ ー ミ ネ ー タ ー を 含 み う る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
フ ラ ビ ウ イ ル ス に 対 し て 被 験 者 に ワ ク チ ン 接 種 す る た め に 本 発 明 に よ っ て 提 供 さ れ る 組 成
物 は 、 一 つ 以 上 の フ ラ ビ ウ イ ル ス 抗 原 に 対 す る 転 写 単 位 を 含 む 、 核 酸 分 子 、 ま た は 複 数 の
分 子 を 含 み う る 。 一 つ 以 上 の 免 疫 原 性 フ ラ ビ ウ イ ル ス 抗 原 は 、 異 な る フ ラ ビ ウ イ ル ス 種 、
株 、 ま た は 単 離 体 の 如 何 な る 組 み 合 わ せ に 由 来 し う る 。 有 意 な 態 様 に お い て 、 含 ま れ る フ
ラ ビ ウ イ ル ス は 、 二 つ も し く は そ れ 以 上 、 三 つ も し く は そ れ 以 上 、 四 つ も し く は そ れ 以 上
、 五 つ も し く は そ れ 以 上 、 ま た は 七 つ も し く は そ れ 以 上 の フ ラ ビ ウ イ ル ス と な り う る 。 そ
の よ う な フ ラ ビ ウ イ ル ス の 例 に は 、 YFV、 DEN-1、 DEN-2、 DEN-3、 DEN-4、 SLEV、 JEV、 WNV
、 ポ ワ ッ サ ン ウ イ ル ス ま た は 他 の フ ラ ビ ウ イ ル ス が 含 ま れ る が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 特
定 の 地 理 的 地 域 に 対 し て 一 般 的 な フ ラ ビ ウ イ ル ス 疾 患 に 対 す る 免 疫 を 付 与 す る た め に 、 複
合 ワ ク チ ン を 処 方 す る こ と が で き る 。 熱 帯 お よ び 亜 熱 帯 ア ジ ア に 向 け ら れ る 特 定 の 態 様 に
お い て 、 DEN-1、 DEN-2、 DEN-3、 DEN-4、 WN、 お よ び JEウ イ ル ス を 選 択 す る こ と が で き る 。
ア フ リ カ に 向 け ら れ る 特 定 の 態 様 で は 、 DEN-1、 DEN-2、 DEN-3、 DEN-4、 WN、 お よ び YFを 選
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択 す る こ と が で き る 。 ラ テ ン ア メ リ カ に 向 け ら れ る 特 定 の 態 様 で は 、 DEN-1、 DEN-2、 DEN-
3、 DEN-4、 Rocioお よ び YFウ イ ル ス を 選 択 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
本 発 明 は 、 フ ラ ビ ウ イ ル ス に よ る 感 染 症 に 対 し て 被 験 者 を 免 疫 す る 方 法 を な お さ ら に 提 供
す る 。 方 法 は 、 免 疫 原 性 フ ラ ビ ウ イ ル ス 抗 原 の 転 写 単 位 を 含 む 核 酸 分 子 を 含 む ワ ク チ ン 接
種 組 成 物 の 有 効 量 を 被 験 者 に 投 与 す る こ と を 含 む 。 転 写 単 位 は 、 被 験 者 の 体 内 に お い て 、
そ れ ら が 細 胞 に 取 り 込 ま れ た 後 に 、 免 疫 原 性 抗 原 を 合 成 す る よ う に 細 胞 に 指 示 す る 。 組 成
物 は さ ら に 、 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 を 含 む 。 方 法 の 有 意 な 態 様 に お い て 、 フ ラ ビ ウ イ ル
ス は 、 YFV、 DEN-1、 DEN-2、 DEN-3、 DEN-4、 SLEV、 JEV、 WNV、 ポ ワ ッ サ ン ウ イ ル ス ま た は
他 の フ ラ ビ ウ イ ル ス で あ っ て も よ い 。 方 法 の な お 他 の 重 要 な 局 面 に お い て 、 抗 原 は prM/M
蛋 白 質 、 E蛋 白 質 、 ま た は prM/Mと E蛋 白 質 の 双 方 で あ っ て も よ い 。 抗 原 が prM/Mと E蛋 白 質
の 双 方 で あ る 場 合 、 被 験 者 の 体 内 の 細 胞 は 、 そ の 中 に 核 酸 を 組 み 入 れ た 後 、 prM/Mと E蛋 白
質 と を 含 む サ ブ ウ イ ル ス 粒 子 を 分 泌 す る 。 さ ら に 、 方 法 の 重 要 な 態 様 に お い て 、 ワ ク チ ン
接 種 組 成 物 は 非 経 口 経 路 に よ っ て 1回 量 を 被 験 者 に 投 与 さ れ る 。 方 法 の な お さ ら な る 局 面
に お い て 、 核 酸 は DNA分 子 で あ る 。 方 法 の な お さ ら な る 態 様 に お い て 、 転 写 単 位 は さ ら に
、 prM/Mと E抗 原 と の 合 成 を 機 能 的 に 制 御 す る よ う に 適 当 に 配 置 さ れ た 制 御 配 列 を 含 み 、 こ
の 態 様 の 重 要 な 局 面 に お い て 、 制 御 配 列 は 、 サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス 前 初 期 プ ロ モ ー タ ー で
あ る 。 さ ら に 、 転 写 単 位 は ま た 、 ポ リ -Aタ ー ミ ネ ー タ ー を 含 ん で も よ い 。
【 ０ ０ ３ １ 】
本 発 明 の こ れ ら の 局 面 お よ び 態 様 は 、 そ の 異 な る 属 性 お よ び 長 所 に 基 づ く 。 核 酸 構 築 物 が
完 全 な ゲ ノ ム を 含 む 配 列 よ り 、 む し ろ フ ラ ビ ウ イ ル ス ゲ ノ ム の ご く 一 部 を 含 む た め に 、 核
酸 TU含 有 ワ ク チ ン は 完 全 に 非 生 存 で あ る 。 し た が っ て 、 そ の 製 造 に 関 わ る 労 働 者 ま た は ワ
ク チ ン を 接 種 さ れ た 被 験 者 に 対 す る フ ラ ビ ウ イ ル ス 感 染 の 危 険 は な い 。 核 酸 ワ ク チ ン は 、
調 製 が 容 易 で 、 投 与 が 容 易 で 、 し か も 使 用 前 に 保 存 し て も 安 定 で あ る 。 意 外 に も 、 本 発 明
の 核 酸 ワ ク チ ン は 、 1回 量 の み の 投 与 後 で も 哺 乳 類 に お い て 保 護 免 疫 の 付 与 に 本 質 的 に 100
％ 成 功 す る 。 さ ら に 意 外 な 結 果 は 、 核 酸 TUが 雌 性 哺 乳 類 に お い て 、 乳 汁 を 通 し て そ の 子 孫
に 伝 搬 さ れ う る 免 疫 を フ ラ ビ ウ イ ル ス に 対 し て 産 生 す る こ と が で き る 点 で あ る 。 理 論 に 拘
束 さ れ た く な い が 、 本 発 明 者 ら は 、 核 酸 が 保 護 免 疫 の 付 与 に 成 功 す る た め の 可 能 性 の あ る
メ カ ニ ズ ム は 、 ワ ク チ ン が 投 与 さ れ る 被 験 者 の 細 胞 の よ う な 、 核 酸 を 有 す る 宿 主 細 胞 が 、
フ ラ ビ ウ イ ル ス prM/Mお よ び E抗 原 を 含 む サ ブ ウ イ ル ス 粒 子 を 産 生 す る と い う 点 で あ る 。 こ
れ ら の 粒 子 は 、 本 来 の フ ラ ビ ウ イ ル ス ビ リ オ ン の 免 疫 原 性 属 性 を 模 倣 す る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
本 発 明 は ま た 、 膜 貫 通 シ グ ナ ル 配 列 が 第 一 の フ ラ ビ ウ イ ル ス に 由 来 し 、 Mお よ び ／ ま た は E
蛋 白 質 が 第 二 の フ ラ ビ ウ イ ル ス に 由 来 す る 、 フ ラ ビ ウ イ ル ス の 非 感 染 性 の 抗 原 性 ポ リ ペ プ
チ ド 、 抗 原 性 ポ リ ペ プ チ ド 断 片 、 お よ び prM/Mお よ び E蛋 白 質 を 含 む NRAを 提 供 す る 。 さ ら
に 、 prM/M蛋 白 質 は 、 第 一 と 第 二 の フ ラ ビ ウ イ ル ス の 双 方 か ら の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 み う る
。 さ ら に 、 E蛋 白 質 は 、 第 一 と 第 二 の フ ラ ビ ウ イ ル ス の 双 方 か ら の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 み う
る 。 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る 「 キ メ ラ 」 と は 、 一 つ 以 上 の フ ラ ビ ウ イ ル ス か ら の 配 列
を 含 む 如 何 な る 蛋 白 質 ま た は 核 酸 も 意 味 す る 。 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る よ う に 、 「 非
ビ ル レ ン ト 」 と は 、 本 発 明 の 抗 原 ま た は ワ ク チ ン が 疾 患 を 引 き 起 こ す こ と が で き な い こ と
を 意 味 す る 。 よ り 詳 し く は 、 組 み 換 え 型 蛋 白 質 抗 原 は 、 フ ラ ビ ウ イ ル ス の 感 染 、 複 製 、 お
よ び 発 病 に と っ て 必 要 で あ る フ ラ ビ ウ イ ル ス か ら の 混 入 ゲ ノ ム 材 料 を 含 ま な い 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 選 択 し た フ ラ ビ ウ イ ル ス の prM、 M、 お よ び ／ ま た は E蛋 白 質 に
関 し て 、 本 明 細 書 に 定 義 し た 、 ま た は 当 技 術 分 野 で 既 知 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 み う る 。 本 発
明 の 核 酸 は 、 選 択 し た フ ラ ビ ウ イ ル ス の prM、 M、 お よ び ／ ま た は E蛋 白 質 を コ ー ド す る ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 を 含 み う る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
本 発 明 の 抗 原 は 非 結 合 と な り う る 、 ま た は 固 相 上 で の 抗 原 の 配 置 を 促 進 す る 担 体 分 子 に 結
合 さ せ る こ と が で き る 。 担 体 分 子 は 、 抗 原 を そ れ に 結 合 さ せ る こ と が で き 、 ヒ ト の 血 清 に
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お い て 抗 体 と 反 応 し な い 分 子 で あ る 。 そ の よ う な 担 体 の 例 は 、 ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン （ BSA
） で あ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
本 発 明 の 抗 原 は ま た 、 抗 原 を 産 生 す る こ と が で き る 発 現 系 に お い て 、 抗 原 を コ ー ド す る 核
酸 を 発 現 す る こ と に よ っ て 得 ら れ る 組 み 換 え 型 蛋 白 質 と な り う る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
本 発 明 の 抗 原 の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 prM、 M、 お よ び ／ ま た は E抗 原 の 免 疫 反 応 性 部 分 を 含 み
う る 。 こ れ ら の 抗 原 は さ ら に 、 よ り 堅 固 な 二 次 構 造 を 提 供 す る こ と に よ っ て エ ピ ト ー プ の
反 応 性 を 増 加 さ せ る た め に ジ ス ル フ ィ ド 結 合 す る こ と が で き る ア ミ ノ 酸 を 除 去 お よ び ／ ま
た は 付 加 す る た め 、 そ の 生 体 内 寿 命 を 増 加 さ せ る た め 、 そ の 細 胞 障 害 性 を 変 化 さ せ る た め
、 ま た は 感 染 症 を 予 防 す る た め な ど の 、 い く つ か の さ ら な る 特 性 を 提 供 す る よ う に 設 計 さ
れ た 配 列 に 結 合 し て も よ い 。 い ず れ に せ よ 、 抗 原 は 免 疫 反 応 性 お よ び ／ ま た は 免 疫 原 性 を
有 し な け れ ば な ら な い 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
発 明 の 詳 細 な 説 明
本 発 明 は 、 prM/Mお よ び E蛋 白 質 抗 原 の よ う な フ ラ ビ ウ イ ル ス 抗 原 性 蛋 白 質 を コ ー ド す る 核
酸 転 写 単 位 を 含 む 。 核 酸 は 、 特 に 細 胞 が 被 験 者 の 細 胞 で あ る 場 合 、 核 酸 が 適 当 な 細 胞 に 取
り 込 ま れ る と 、 prM/Mお よ び E蛋 白 質 抗 原 を 発 現 す る よ う に 機 能 す る 。 本 発 明 は ま た 、 そ の
活 性 物 質 が 核 酸 転 写 単 位 （ TU） で あ る ワ ク チ ン を 含 む 。 本 発 明 は さ ら に 、 TUを 含 む 細 胞 を
含 む 。 本 発 明 は さ ら に 、 核 酸 TU分 子 を 含 む ワ ク チ ン の 有 効 量 を 被 験 者 に 投 与 す る こ と に よ
っ て 、 フ ラ ビ ウ イ ル ス 感 染 症 に 対 し て 被 験 者 を 免 疫 す る 方 法 を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
本 発 明 は 、 転 写 単 位 が 抗 原 の 合 成 を 指 示 す る 、 第 一 の フ ラ ビ ウ イ ル ス の 構 造 蛋 白 質 の シ グ
ナ ル 配 列 と 、 第 二 の フ ラ ビ ウ イ ル ス の 免 疫 原 性 フ ラ ビ ウ イ ル ス 抗 原 と を コ ー ド す る 転 写 単
位 を 含 む 単 離 さ れ た 核 酸 を 提 供 す る 。 本 発 明 は さ ら に 、 フ ラ ビ ウ イ ル ス 抗 原 を 作 製 す る た
め に 核 酸 転 写 単 位 （ TU） を 用 い る こ と お よ び 核 酸 TUに よ っ て 産 生 さ れ た フ ラ ビ ウ イ ル ス 抗
原 を 用 い る こ と を 含 む 。 本 発 明 に 含 ま れ る フ ラ ビ ウ イ ル ス 抗 原 に は 、 第 一 の フ ラ ビ ウ イ ル
ス と 、 少 な く と も 一 つ の さ ら な る フ ラ ビ ウ イ ル ス か ら の ア ミ ノ 酸 配 列 を 組 み 入 れ た 、 キ メ
ラ フ ラ ビ ウ イ ル ス 抗 原 が 含 ま れ る 。 本 発 明 は さ ら に 、 フ ラ ビ ウ イ ル ス 特 異 的 抗 体 を 産 生 す
る た め 、 お よ び フ ラ ビ ウ イ ル ス 特 異 的 抗 体 の 存 在 を 検 出 す る た め に 、 本 発 明 の TUに よ っ て
コ ー ド さ れ る フ ラ ビ ウ イ ル ス 抗 原 を 用 い る こ と を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
一 つ の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 単 離 さ れ た 核 酸 は 、 日 本 脳 炎 ウ イ ル ス シ グ ナ ル 配 列 を コ ー
ド す る 転 写 単 位 を 含 み う る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 転 写 単 位 は 、 以 下 の フ ラ ビ ウ イ ル ス の 一 つ ま た は 複 数
に 由 来 し う る 免 疫 原 性 フ ラ ビ ウ イ ル ス 抗 原 を コ ー ド し う る ； 黄 熱 病 ウ イ ル ス 、 デ ン グ 血 清
型 1型 ウ イ ル ス 、 デ ン グ 血 清 型 2型 ウ イ ル ス 、 デ ン グ 血 清 型 3型 ウ イ ル ス 、 デ ン グ 血 清 型 4型
ウ イ ル ス 、 日 本 脳 炎 ウ イ ル ス 、 ポ ワ ッ サ ン ウ イ ル ス 、 お よ び 西 ナ イ ル ウ イ ル ス 。
【 ０ ０ ４ １ 】
も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 転 写 単 位 は 、 以 下 の フ ラ ビ ウ イ ル ス の 一 つ ま た は 複 数
か ら の 配 列 を 含 み う る 免 疫 原 性 キ メ ラ フ ラ ビ ウ イ ル ス 抗 原 を コ ー ド し う る ： 黄 熱 病 ウ イ ル
ス 、 デ ン グ 血 清 型 1型 ウ イ ル ス 、 デ ン グ 血 清 型 2型 ウ イ ル ス 、 デ ン グ 血 清 型 3型 ウ イ ル ス 、
デ ン グ 血 清 型 4型 ウ イ ル ス 、 日 本 脳 炎 ウ イ ル ス 、 ポ ワ ッ サ ン ウ イ ル ス 、 お よ び 西 ナ イ ル ウ
イ ル ス 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
特 定 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 核 酸 は 、 日 本 脳 炎 ウ イ ル ス の シ グ ナ ル 配 列 、 な ら び に 西 ナ
イ ル ウ イ ル ス 、 SLEV、 YFV、 お よ び ／ ま た は ポ ワ ッ サ ン ウ イ ル ス の M蛋 白 質 お よ び E蛋 白 質
を コ ー ド し う る 。 核 酸 は ま た 、 フ ラ ビ ウ イ ル ス の M蛋 白 質 、 フ ラ ビ ウ イ ル ス の E蛋 白 質 、 フ
ラ ビ ウ イ ル ス の M蛋 白 質 お よ び E蛋 白 質 の 双 方 、 フ ラ ビ ウ イ ル ス の M蛋 白 質 の 一 部 、 フ ラ ビ
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ウ イ ル ス の E蛋 白 質 の 一 部 、 な ら び に ／ ま た は フ ラ ビ ウ イ ル ス の M蛋 白 質 の 一 部 お よ び フ ラ
ビ ウ イ ル ス の E蛋 白 質 の 一 部 の 双 方 と な り う る 。 好 ま し い 態 様 に お い て 、 単 離 さ れ た 核 酸
は 、 フ ラ ビ ウ イ ル ス の M蛋 白 質 と E蛋 白 質 の 双 方 を コ ー ド す る 。 さ ら に 、 本 発 明 の 核 酸 は 、
DNAで あ っ て よ く 、 配 列 番 号 ： 15、 配 列 番 号 ： 19、 配 列 番 号 ： 21、 配 列 番 号 ： 23、 ま た は
配 列 番 号 ： 42の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 み う る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
も う 一 つ の 特 定 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 核 酸 は 、 日 本 脳 炎 ウ イ ル ス の シ グ ナ ル 配 列 、 第
二 の ウ イ ル ス の M蛋 白 質 、 お よ び 第 二 の ウ イ ル ス の E蛋 白 質 を コ ー ド す る 核 酸 の 一 部 を 、 JE
V E蛋 白 質 の 対 応 す る 部 分 を コ ー ド す る 核 酸 に 置 換 す る こ と に よ っ て 形 成 さ れ る 、 キ メ ラ E
蛋 白 質 を コ ー ド し う る 。 ま た は 、 第 二 の ウ イ ル ス の E蛋 白 質 の 欠 失 部 分 に 対 応 す る 配 列 の
部 分 は 、 第 三 の ウ イ ル ス か ら 選 択 し た 他 の 配 列 に よ っ て 置 換 す る こ と が で き る か 、 ま た は
そ れ は 非 ウ イ ル ス 配 列 と な り う る 。 第 二 の 蛋 白 質 は 、 西 ナ イ ル ウ イ ル ス 、 SLEV、 YFV、 ポ
ワ ッ サ ン ウ イ ル ス お よ び ／ ま た は デ ン グ ウ イ ル ス 血 清 型 と な り う る 。 キ メ ラ E蛋 白 質 は 、
カ ル ボ キ シ 末 端 部 分 が 一 つ の フ ラ ビ ウ イ ル ス に 由 来 し 、 キ メ ラ E蛋 白 質 の 残 り の 部 分 が も
う 一 つ の フ ラ ビ ウ イ ル ス に 由 来 す る 蛋 白 質 を 含 み う る 。 カ ル ボ キ シ 末 端 部 分 は 、 キ メ ラ E
蛋 白 質 の 例 え ば 、 5、 10、 15、 20、 25、 30、 35、 40、 45、 50、 60、 ま た は 75％ と な り う る
。 本 発 明 の 核 酸 は DNAと な り え て 、 配 列 番 号 ： 44ま た は 配 列 番 号 ： 46の ヌ ク レ オ チ ド 配 列
か ら の 蛋 白 質 コ ー ド 配 列 を 含 み う る 。 本 発 明 の 核 酸 は 、 配 列 番 号 ： 44ま た は 配 列 番 号 ： 46
の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 み う る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
本 発 明 の 転 写 単 位 は ま た 、 そ れ が 抗 原 の 合 成 を 機 能 的 に 制 御 す る よ う に 適 切 に 配 置 さ れ た
制 御 配 列 を 含 み う る 。 制 御 配 列 は 、 例 え ば 、 サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス 前 初 期 プ ロ モ ー タ ー と
な り う る 。 本 発 明 の 核 酸 は ま た 、 転 写 単 位 に よ っ て コ ー ド さ れ る 抗 原 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド
に 関 す る 翻 訳 開 始 部 位 に 存 在 す る 、 コ ザ ッ ク コ ン セ ン サ ス 配 列 を 含 み う る 。 本 発 明 の 転 写
単 位 は ま た 、 ポ リ -Aタ ー ミ ネ ー タ ー を 含 み う る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
本 発 明 は さ ら に 、 本 発 明 の 核 酸 を 含 む 細 胞 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
同 様 に 、 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 と 、 本 発 明 の 核 酸 、 細 胞 、 ま た は 抗 原 と を 含 む 組 成 物 が
提 供 さ れ る 。 本 発 明 は さ ら に 、 本 発 明 の 組 成 物 の 有 効 量 を 被 験 者 に 投 与 す る こ と を 含 む 、
フ ラ ビ ウ イ ル ス に よ る 感 染 症 に 対 し て 被 験 者 を 免 疫 す る 方 法 を 提 供 す る 。 特 定 の 態 様 に お
い て 、 被 験 者 を 免 疫 す る た め に 用 い ら れ る 組 成 物 は 、 フ ラ ビ ウ イ ル ス の M蛋 白 質 お よ び E蛋
白 質 の 双 方 の 合 成 を 指 示 し 、 被 験 者 の 体 内 の 細 胞 は 、 そ の 中 に 核 酸 を 組 み 入 れ た 後 、 M蛋
白 質 と E蛋 白 質 と を 含 む サ ブ ウ イ ル ス 粒 子 を 分 泌 す る 。 ま た は 、 組 成 物 は 、 フ ラ ビ ウ イ ル
ス の M蛋 白 質 お よ び ／ ま た は E蛋 白 質 、 ま た は M蛋 白 質 と E蛋 白 質 と を 含 む サ ブ ウ イ ル ス 粒 子
を 含 み う る 。 本 発 明 の 方 法 に お い て 、 免 疫 組 成 物 は 、 1回 用 量 を 被 験 者 に 投 与 す る こ と が
で き 、 か つ 非 経 口 経 路 に よ っ て 投 与 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
本 発 明 は さ ら に 、 本 発 明 の 単 離 さ れ た 核 酸 か ら 産 生 さ れ た 抗 原 を 提 供 す る 。 例 と し て 、 TU
の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ た 第 二 の フ ラ ビ ウ イ ル ス か ら の 抗 原 は 、 例 え ば 西
ナ イ ル ウ イ ル ス に 由 来 し う る M蛋 白 質 と な り う る 。 抗 原 は ま た 、 デ ン グ ウ イ ル ス 、 セ ン ト
ル イ ス 脳 炎 ウ イ ル ス 、 日 本 脳 炎 ウ イ ル ス 、 ポ ワ ッ サ ン ウ イ ル ス お よ び ／ ま た は 黄 熱 病 ウ イ
ル ス に 由 来 す る 蛋 白 質 と な り う る 。 さ ら な る 態 様 に お い て 、 抗 原 は 、 第 一 の フ ラ ビ ウ イ ル
ス か ら の 膜 貫 通 シ グ ナ ル 配 列 と 、 SLEV、 JEV、 YFV、 WNVお よ び ／ ま た は ポ ワ ッ サ ン ウ イ ル
ス に 由 来 し う る 、 第 二 の フ ラ ビ ウ イ ル ス か ら の prM/M蛋 白 質 の 残 り を 含 む 、 さ ら な る ア ミ
ノ 酸 配 列 と を 含 む 。 第 一 の フ ラ ビ ウ イ ル ス か ら の 膜 貫 通 シ グ ナ ル 配 列 は 、 高 い シ グ ナ ル 配
列 確 率 の よ う な 所 望 の 特 徴 を 付 与 す る 、 改 善 ま た は 改 変 さ れ た シ グ ナ ル 配 列 と な り う る 。
設 計 ま た は 選 択 に よ っ て こ れ ら の 目 標 を 達 成 す る こ と は 、 隠 れ た マ ル コ フ モ デ ル を 用 い る
プ ロ グ ラ ム を 含 む が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 、 機 械 学 習 コ ン ピ ュ ー タ ー プ ロ グ ラ ム を 用 い て
行 う こ と が で き る 。
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【 ０ ０ ４ ８ 】
TUの ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ る 抗 原 は 、 西 ナ イ ル ウ イ ル ス 抗 原 、 デ ン グ ウ イ
ル ス 抗 原 、 セ ン ト ル イ ス 脳 炎 ウ イ ル ス 抗 原 、 日 本 脳 炎 ウ イ ル ス 抗 原 、 ポ ワ ッ サ ン ウ イ ル ス
抗 原 お よ び ／ ま た は 黄 熱 病 ウ イ ル ス 抗 原 と な り う る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
TUの ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ る 抗 原 は 、 E蛋 白 質 で あ っ て も よ く 、 そ れ は 西
ナ イ ル ウ イ ル ス 、 デ ン グ ウ イ ル ス 、 セ ン ト ル イ ス 脳 炎 ウ イ ル ス 、 日 本 脳 炎 ウ イ ル ス 、 ポ ワ
ッ サ ン ウ イ ル ス お よ び ／ ま た は 黄 熱 病 ウ イ ル ス に 由 来 す る E蛋 白 質 と な り う る 。 コ ー ド さ
れ る 抗 原 は ま た 、 一 つ 以 上 の フ ラ ビ ウ イ ル ス か ら 選 択 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 、 キ メ ラ
E蛋 白 質 と な り う る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
さ ら に 、 TUの ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ る 抗 原 は 、 西 ナ イ ル ウ イ ル ス 、 デ ン グ
ウ イ ル ス 、 セ ン ト ル イ ス 脳 炎 ウ イ ル ス 、 日 本 脳 炎 ウ イ ル ス 、 ポ ワ ッ サ ン ウ イ ル ス お よ び ／
ま た は 黄 熱 病 ウ イ ル ス に 由 来 し う る M蛋 白 質 お よ び E蛋 白 質 と な り う る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る よ う に 、 「 M蛋 白 質 」 、 「 prM蛋 白 質 」 、 ま た は 「 prM/M蛋 白
質 」 と は 、 フ ラ ビ ウ イ ル ス M蛋 白 質 ま た は フ ラ ビ ウ イ ル ス prM蛋 白 質 を 意 味 す る 。 例 に は 、
一 つ ま た は 複 数 の フ ラ ビ ウ イ ル ス prM蛋 白 質 か ら の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む prM蛋 白 質 、 さ ら な
る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ま な い M蛋 白 質 、 お よ び イ ン ビ ト ロ ま た は イ ン ビ ボ で 成 熟 M蛋 白 質 を 産
生 す る よ う に プ ロ セ シ ン グ さ れ る 、 さ ら な る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 蛋 白 質 が 含 ま れ る が 、 こ
れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る よ う に 、 「 核 酸 転 写 単 位 」 ま た は 「 核 酸 転 写 単 位 分 子 」 は 、
一 つ ま た は 複 数 の 明 記 さ れ た 蛋 白 質 を コ ー ド す る 核 酸 を 意 味 す る 。 TUは 、 適 し た 細 胞 に 組
み 入 れ ら れ た 後 、 核 酸 が 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ る 一 つ ま た は 複 数 の 明 記 さ れ た 遺 伝 子 産
物 の 合 成 を 誘 導 す る よ う な 生 物 活 性 を 有 す る 。 遺 伝 子 産 物 （ 複 数 ） は 、 TUに 化 学 的 に 関 連
し て い な い 蛋 白 質 の よ う な 他 の 生 体 高 分 子 で あ る 。 核 酸 TUは 、 そ の 細 胞 成 分 を 用 い て TUの
核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ る 特 異 的 遺 伝 子 産 物 、 ま た は 複 数 の 産 物 を 生 じ る よ う に 細 胞 を 誘
導 す る 。 如 何 な る 核 酸 も TUと し て 機 能 す る 可 能 性 が あ る が 、 好 ま し い 態 様 に お い て 、 TUは
、 プ ラ ス ミ ド ま た は ベ ク タ ー が 、 実 験 お よ び 生 合 成 の た め に TUを 用 い る こ と を 容 易 に す る
マ ー カ ー 遺 伝 子 、 ま た は 他 の 配 列 構 築 物 の コ ー ド 配 列 を 含 む 、 プ ラ ス ミ ド ま た は 類 似 の ベ
ク タ ー の DNAで あ る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る よ う に 、 「 制 御 配 列 」 と は 、 細 胞 の 適 当 な 細 胞 成 分 と 相 互 作
用 し て 、 TUに よ っ て コ ー ド さ れ る 遺 伝 子 産 物 の 増 強 さ れ た ま た は 活 性 化 さ れ た 生 合 成 に 至
る 、 TU内 に 組 み 入 れ ら れ た 調 節 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ る 。 こ の よ う に 、 適 し た 制 御 配 列 は
、 細 胞 の 成 分 が そ れ に 対 し て 相 互 作 用 す る こ と が で き 、 そ れ に よ っ て 遺 伝 子 産 物 の 合 成 が
得 ら れ る 配 列 で あ る 。 核 酸 に お い て 明 記 さ れ た コ ー ド 配 列 に 関 し て 機 能 的 に 配 置 さ れ る と
、 制 御 配 列 は 、 明 記 さ れ た 核 酸 の 発 現 を 有 効 に 制 御 し て 遺 伝 子 産 物 を 産 生 す る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る よ う に 、 「 プ ロ モ ー タ ー 」 は 、 制 御 配 列 と し て 作 用 す る TUに
お け る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る よ う に 、 「 コ ザ ッ ク 配 列 」 ま た は 「 コ ザ ッ ク コ ン セ ン サ ス 配
列 」 は 、 真 核 細 胞 mRNAsの 翻 訳 を 最 適 に す る 翻 訳 開 始 部 位 で の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ る （ K
ozak、 Mol. Cell Biology 9： 5134～ 5142（ 1989） ） 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る よ う に 、 「 タ ー ミ ネ ー タ ー 」 は 、 成 熟 mRNAの 3'末 端 で の ポ リ
ア デ ニ ル 化 を 誘 導 す る よ う に 作 用 す る 伸 長 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ る 。 タ ー ミ ネ ー タ ー 配 列
は 特 定 の コ ー ド 配 列 の 後 、 ま た は そ こ か ら 下 流 に 認 め ら れ る 。
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【 ０ ０ ５ ７ 】
本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る よ う に 、 「 細 胞 」 は 一 つ も し く は 複 数 の 遺 伝 子 産 物 を コ ー ド
す る TUを 含 む 、 ま た は 中 に そ の よ う な TUが 導 入 さ れ て い る 原 核 細 胞 ま た は 真 核 細 胞 で あ る
。 こ の よ う に 、 細 胞 は 、 細 胞 に お い て 成 分 と し て 天 然 に ま た は 内 因 性 に 認 め ら れ な い 外 来
ま た は 異 種 物 質 、 す な わ ち TUを 含 む 。 適 し た 細 胞 は 、 TUを 導 入 し た 結 果 、 遺 伝 子 産 物 を 生
合 成 す る こ と が で き る 細 胞 で あ る 。 特 に 、 適 し た 細 胞 は 、 も し あ れ ば TU内 に 含 ん で も よ い
制 御 配 列 、 お よ び タ ー ミ ネ ー タ ー 配 列 に 反 応 す る 細 胞 で あ る 。 本 発 明 の 重 要 な 態 様 に お い
て 、 細 胞 は 哺 乳 類 細 胞 で あ る 。 本 発 明 の 特 に 重 要 な 態 様 に お い て 、 細 胞 は 、 TUが ワ ク チ ン
の 成 分 と し て 投 与 さ れ て い る ヒ ト ま た は ヒ ト 以 外 の 被 験 者 の 体 内 に 本 来 存 在 す る 細 胞 で あ
る 。 ま た は 、 ワ ク チ ン と し て 、 も し く は 免 疫 診 断 ア ッ セ イ 法 に お い て 用 い る た め 、 ま た は
証 明 目 的 の た め に 抗 原 を 調 製 す る こ と を 含 む 、 分 析 ま た は 診 断 応 用 に お い て 、 細 胞 は 、 イ
ン ビ ト ロ で 培 養 さ れ た ヒ ト ま た は ヒ ト 以 外 の 細 胞 で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る よ う に 、 特 定 の 病 原 体 に 対 し て 特 異 的 な 「 ワ ク チ ン 」 ま た は
「 被 験 者 に ワ ク チ ン 接 種 す る た め の 組 成 物 」 は 、 被 験 者 に 投 与 し た 場 合 に 、 被 験 者 に お い
て 免 疫 応 答 を 誘 導 す る 調 製 物 を 意 味 す る 。 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る よ う に 、 「 免 疫 原
性 」 反 応 は 、 病 原 体 に 対 す る 保 護 免 疫 を 被 験 者 に 付 与 す る 反 応 で あ る 。 理 論 に 拘 束 さ れ た
く は な い が 、 免 疫 原 性 反 応 は 、 中 和 抗 体 の 産 生 に よ っ て （ す な わ ち 、 液 性 免 疫 応 答 ） 、 免
疫 系 の 細 胞 障 害 細 胞 に よ っ て （ す な わ ち 、 細 胞 性 免 疫 応 答 ） 、 ま た は そ の 双 方 に よ っ て 起
こ っ て も よ い と 考 え ら れ る 。 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る よ う に 、 「 免 疫 原 性 抗 原 」 は 、
被 験 者 に 導 入 し た 場 合 に 、 ま た は 宿 主 も し く は 被 験 者 の 細 胞 内 で 合 成 さ れ た 場 合 に 、 免 疫
原 性 反 応 を 誘 導 す る 抗 原 で あ る 。 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る よ う に 、 ワ ク チ ン ま た は ワ
ク チ ン 組 成 物 の 「 有 効 量 」 は 、 被 験 者 に 投 与 し た 場 合 に 、 被 験 者 に 保 護 免 疫 を 付 与 す る た
め に 十 分 で あ る 量 で あ る 。 歴 史 的 に 、 ワ ク チ ン は 、 活 性 成 分 と し て 、 病 原 体 、 特 に そ の 表
面 を 含 む 、 一 つ ま た は 複 数 の 特 異 的 分 子 成 分 ま た は 構 造 を 含 む と 理 解 さ れ て き た 。 そ の よ
う な 構 造 に は 、 病 原 性 生 物 に お い て 一 般 的 に 認 め ら れ る 蛋 白 質 、 複 合 糖 質 、 お よ び ／ ま た
は 複 合 脂 質 の よ う な 表 面 成 分 が 含 ま れ て も よ い 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
し か し 、 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る よ う に 、 「 ワ ク チ ン 」 ま た は 「 被 験 者 に ワ ク チ ン 接
種 す る た め の 組 成 物 」 と い う 用 語 は 、 先 行 段 落 に お い て 要 約 し た 従 来 の 意 味 を 拡 大 す る こ
と を 強 調 し な け れ ば な ら な い 。 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る よ う に 、 こ れ ら の 用 語 は ま た
、 本 発 明 の TUま た は TUを 含 む 組 成 物 に も 関 す る 。 TUは 、 病 原 体 の 明 記 さ れ た 抗 原 で あ っ て
、 被 験 者 の 細 胞 内 で TUに よ っ て コ ー ド さ れ る 一 つ ま た は 複 数 の 特 異 的 遺 伝 子 産 物 の 生 合 成
を 誘 導 す る 。 次 に 、 生 合 成 抗 原 が 免 疫 原 と し て 作 用 す る 。 既 に 記 述 し た よ う に 、 TU、 し た
が っ て ワ ク チ ン は 、 明 記 さ れ た 免 疫 原 性 抗 原 を コ ー ド す る 如 何 な る 核 酸 で あ っ て も よ い 。
本 発 明 の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 ワ ク チ ン の TUは DNAで あ る 。 TUは 、 分 子 生 物 学 、 細 胞 生
物 学 、 お よ び ウ イ ル ス 免 疫 学 の 分 野 の 当 業 者 に と っ て 簡 便 と な る よ う に 、 さ ら な る 遺 伝 子
ま た は 特 定 の 配 列 を 組 み 入 れ た プ ラ ス ミ ド ま た は ベ ク タ ー を 含 み う る （ 参 照 と し て 本 明 細
書 に 組 み 入 れ ら れ る 、 「 Molecular Cloning： A Laboratory Manual」 、 第 二 版 、 Sambrook
、 Fritschお よ び Maniatis、 Cold Spring Harbor Laboratory、 Cold Spring Harbor、 NY、
1989； な ら び に 「 Current Protocols in Molecular Biology」 、 Ausubelら 、 John Wiley 
and Sons、 New York 1987（ 四 半 期 ご と に 更 新 ） を 参 照 の こ と ） 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
本 発 明 の TU分 子 は 、 WNV、 JEV、 デ ン グ ウ イ ル ス 、 黄 熱 病 ウ イ ル ス 、 お よ び SLEVの よ う な 、
し か し こ れ ら に 限 定 さ れ な い フ ラ ビ ウ イ ル ス 抗 原 に 関 連 し た 特 異 的 遺 伝 子 産 物 を コ ー ド す
る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 、 核 酸 ま た は 核 酸 誘 導 体 を 含 む 。 如 何 な る 核 酸 も TUと し て 作
用 す る 可 能 性 が あ る が 、 重 要 な 態 様 に お い て 、 TUは DNAで あ る 。 ま た は 核 酸 は RNA分 子 で あ
っ て も よ い 。 そ れ ら は ま た 、 薬 剤 と し て の TUの 安 定 性 を 増 加 す る よ う に 化 学 改 変 さ れ て い
る 、 ホ ス ホ ジ エ ス テ ル 結 合 の 骨 格 を 有 す る DNAま た は RNAの い く つ か の 誘 導 体 の 如 何 な る 一
つ で あ っ て も よ い 。 そ の よ う に 想 定 さ れ る 改 変 に は 、 ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト 誘 導 体 ま た は ホ
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ス ホ ネ ー ト 誘 導 体 が 含 ま れ る が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 誘 導 体 に 関 す る こ れ ら お よ び 他 の
例 は 、 核 酸 化 学 の 当 業 者 に 周 知 で あ る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
JEVの ゲ ノ ム は 特 徴 が 調 べ ら れ 、 シ ー ク エ ン シ ン グ さ れ て い る （ 図 1お よ び 2） 。 M構 造 蛋 白
質 は 、 プ レ M蛋 白 質 （ pr） を 含 む ポ リ 蛋 白 質 の 一 部 と し て 発 現 さ れ る 。 こ の pr配 列 は 、 M蛋
白 質 配 列 に 対 し て 隣 接 す る ア ミ ノ 末 端 で あ る が 、 ポ リ 蛋 白 質 の プ ロ セ シ ン グ に お け る 構 造
上 の 問 題 を 防 止 す る 。 特 に 、 pr配 列 が 存 在 す る こ と は 、 E蛋 白 質 の 誤 っ た 折 り 畳 み を 防 止
す る 上 で 重 要 で あ る 。 こ の よ う に 、 prMの 存 在 に よ っ て 、 JEV粒 子 は 集 合 す る こ と が で き る
。 ビ リ オ ン ま た は 粒 子 が 形 成 さ れ る と 、 pr配 列 は prM蛋 白 質 か ら 切 断 さ れ て 、 M蛋 白 質 を 含
む 成 熟 ウ イ ル ス 粒 子 を 生 じ る こ と が で き る が 、 M蛋 白 質 を 生 じ る た め の prM蛋 白 質 の 切 断 は
、 感 染 性 粒 子 を 産 生 す る た め に は 必 ず し も 必 要 で は な い 。 多 く の 異 な る 関 連 す る フ ラ ビ ウ
イ ル ス か ら の prM配 列 は 、 程 度 は 低 い も の の 切 断 さ れ る が 、 フ ラ ビ ウ イ ル ス そ の も の は そ
れ に も か か わ ら ず 感 染 性 で あ る 。 類 似 の ゲ ノ ム 構 造 お よ び 機 能 を 有 す る そ の よ う な 関 連 す
る フ ラ ビ ウ イ ル ス の 例 に は 、 WNV、 YFV、 デ ン グ ウ イ ル ス 、 お よ び SLEVが 含 ま れ る が こ れ ら
に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
一 つ の 態 様 に お い て 、 本 発 明 に お け る フ ラ ビ ウ イ ル ス Mお よ び E蛋 白 質 を コ ー ド す る TUは DN
Aで あ る 。 先 行 段 落 に お け る 考 察 に 従 っ て 、 こ の DNAは 、 プ レ M配 列 を 含 む M蛋 白 質 を コ ー ド
す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 、 E蛋 白 質 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と を 含 む 。 こ の よ う に
し て 、 意 図 さ れ る 遺 伝 子 産 物 は 、 細 胞 内 で サ ブ ウ イ ル ス 粒 子 を 形 成 さ せ る こ と が で き る 。
次 に 、 プ レ M配 列 は 、 充 満 し た ビ リ オ ン に 関 し て 起 こ る 方 法 と 類 似 の 方 法 で 切 断 す る こ と
が で き る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
イ ン ビ ボ で ワ ク チ ン と し て 有 効 に 機 能 す る た め に 、 TU内 に 、 抗 原 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 の 転 写 を 増 強 ま た は 促 進 す る 作 用 を 有 す る 制 御 配 列 を 含 め る こ と が 都 合 が よ い 。 そ
の よ う な プ ロ モ ー タ ー を 用 い る こ と は 、 分 子 生 物 学 、 細 胞 生 物 学 、 お よ び ウ イ ル ス 免 疫 学
の 分 野 の 当 業 者 に 周 知 で あ る （ 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る 、 「 Molecular Clon
ing： A Laboratory Manual」 、 第 二 版 、 Sambrook、 Fritschお よ び Maniatis、 Cold Spring
 Harbor Laboratory、 Cold Spring Harbor、 NY、 1989； お よ び 「 Current Protocols in M
olecular Biology」 、 Ausubelら 、 John Wiley and Sons、 New York 1987（ 四 半 期 ご と に
更 新 ） を 参 照 の こ と ） 。 TUを 哺 乳 類 宿 主 に お い て ワ ク チ ン と し て 用 い る 場 合 、 用 い ら れ る
プ ロ モ ー タ ー は 、 好 ま し く は 哺 乳 類 細 胞 に お い て 有 効 に 機 能 す る プ ロ モ ー タ ー で あ る 。 そ
の よ う な プ ロ モ ー タ ー は 、 転 写 が 促 進 さ れ る コ ー ド 配 列 に 関 し て 、 そ の よ う な 転 写 を 機 能
的 に 促 進 す る 可 能 性 が あ る 位 置 に 配 置 さ れ る 。 本 発 明 の 重 要 な 態 様 に お い て 、 こ の プ ロ モ
ー タ ー は 、 サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス 初 期 プ ロ モ ー タ ー で あ る 。 さ ら に 、 本 発 明 の さ ら に 好 ま
し い 態 様 に お い て 、 TU核 酸 に お い て コ ー ド 配 列 の 後 に タ ー ミ ネ ー タ ー 配 列 が 続 く （ Sambro
okら ） 。 本 発 明 の 特 定 の 態 様 は 、 原 核 細 胞 お よ び 真 核 細 胞 の 双 方 に 関 す る 。 原 核 細 胞 ま た
は 真 核 細 胞 の い ず れ か に お い て 有 用 で あ る 多 く の プ ロ モ ー タ ー 配 列 が 既 知 で あ る （ Sambro
okら を 参 照 の こ と ） 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
本 発 明 の 核 酸 は 、 さ ら に 、 免 疫 刺 激 要 素 と し て 作 用 す る こ と が 当 業 者 に 既 知 で あ る DNAを
含 ん で も よ い 。 そ の よ う な 要 素 の 例 に は 、 細 菌 DNAに お け る 特 定 の CpGモ チ ー フ が 含 ま れ る
が こ れ ら に 限 定 さ れ な い （ Satoら 、 Science 273： 352～ 354（ 1996） ； Klinmanら 、 Vaccin
e 17： 19～ 25（ 1998） ） 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
本 発 明 の TUの 調 製 は 、 分 子 生 物 学 の 分 野 の 当 業 者 に 周 知 の 方 法 に よ っ て 容 易 に 行 わ れ る 。
含 ま れ る 技 法 は 、 例 え ば 、 「 Molecular Cloning： A Laboratory Manual」 、 第 二 版 、 Samb
rook、 Fritschお よ び Maniatis、 Cold Spring Harbor Laboratory、 Cold Spring Harbor、
NY、 1989； お よ び 「 Current Protocols in Molecular Biology」 、 Ausubelら 、 John Wile
y and Sons、 New York 1987（ 四 半 期 ご と に 更 新 ） に 記 載 さ れ て い る 。 フ ラ ビ ウ イ ル ス RNA
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分 子 は 、 例 え ば 、 フ ラ ビ ウ イ ル ス お よ び 他 の グ ル ー プ の ウ イ ル ス も 同 様 に 熟 知 し て い る ウ
イ ル ス 学 者 に 広 く 知 ら れ て い る 方 法 に よ っ て 生 き た ウ イ ル ス の 試 料 か ら 単 離 し て も よ い 。
JEVに つ い て 用 い ら れ る 方 法 は 、 Kunoら （ J. Virol. 72： 73～ 83（ 1998） ） に お い て 要 約
さ れ て い る 。 RNAは 、 逆 転 写 酵 素 を 用 い た cDNAの 合 成 の た め の 鋳 型 と し て 用 い ら れ る 。 cDN
Aか ら 、 プ レ Mか ら Eコ ー ド 領 域 ま で を 含 む 断 片 （ 図 2） を 提 供 す る た め に 適 切 に cDNAを 切 断
す る こ と が 知 ら れ て い る 、 制 限 ヌ ク レ ア ー ゼ に よ る 消 化 に よ っ て 、 そ の よ う な 断 片 が 得 ら
れ る 。 JEVの 制 限 消 化 の 例 は 、 Nitayaphanら （ 1990） お よ び Konishiら （ 1991） に 提 供 さ れ
る 。 サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス プ ロ モ ー タ ー の よ う な プ ロ モ ー タ ー 、 コ ザ ッ ク 配 列 の よ う な 有
効 な 翻 訳 を 促 進 す る 配 列 、 お よ び ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル の 配 列 を 組 み 入 れ る こ と も 同 様
に 、 分 子 生 物 学 お よ び 組 み 換 え 型 DNA操 作 の 当 業 者 に 周 知 で あ る （ Kozak、 Mol. Cell Biol
ogy 9： 5134～ 5142（ 1989） ； Azevedoら 、 Braz. J. Med. Biol. Res. 32： 147～ 153（ 199
9） ） 。 所 望 の コ ー ド 配 列 お よ び 制 御 配 列 を 含 む TUを 含 む 核 酸 を 調 製 す る 場 合 、 こ れ は 核
酸 を 増 幅 す る 方 法 に よ っ て よ り 大 量 に 得 て も よ い 。 そ の よ う な 方 法 は 、 分 子 生 物 学 お よ び
組 み 換 え DNA操 作 の 当 業 者 に 広 く 既 知 で あ る 。 こ れ ら の 方 法 の 例 に は 、 当 技 術 分 野 で 周 知
で あ る よ う に 、 原 核 細 胞 の よ う な 細 胞 に お い て 培 養 す る こ と に よ っ て 複 製 す る た め に プ ラ
ス ミ ド に 核 酸 を 組 み 入 れ る こ と 、 お よ び 培 養 終 了 後 に プ ラ ス ミ ド を 回 収 す る こ と と 共 に 、
PCRお よ び 他 の 増 幅 プ ロ ト コ ー ル の よ う な 方 法 に よ る 核 酸 の 増 幅 が 含 ま れ る 。 こ れ ら の 例
は 、 TUを 含 む 核 酸 が 得 ら れ る 方 法 に 限 定 さ れ な い と 解 釈 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
本 発 明 の TU含 有 核 酸 分 子 は 、 分 子 生 物 学 お よ び ウ イ ル ス 免 疫 学 の 分 野 の 当 業 者 に 周 知 の 多
く の 方 法 で 、 適 当 な 細 胞 に 導 入 し て も よ い 。 例 と し て 、 こ れ ら に は 、 細 胞 に よ っ て 取 り 込
ま れ る プ ラ ス ミ ド も し く は 類 似 の 核 酸 ベ ク タ ー へ の 組 み 込 み 、 リ ポ ソ ー ム 、 特 に 陽 イ オ ン
脂 質 を 含 む リ ポ ソ ー ム の よ う な 小 胞 脂 質 構 造 内 へ の 封 入 、 ま た は エ ン ド サ イ ト ー シ ス に よ
っ て 細 胞 に 取 り 込 ま れ る 粒 子 へ の 吸 着 が 含 ま れ る が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
一 般 的 に 、 本 発 明 の 細 胞 は 、 TUを 含 む 、 ま た は そ の 中 に TUが 導 入 さ れ て い る 原 核 細 胞 ま た
は 真 核 細 胞 で あ る 。 本 発 明 の TUは コ ー ド さ れ る prM/Mお よ び E抗 原 の 細 胞 内 生 合 成 を 誘 導 す
る 。 適 し た 細 胞 は 、 核 酸 導 入 の 結 果 と し て 遺 伝 子 産 物 の 生 合 成 能 を 有 す る 細 胞 で あ る 。 本
発 明 の 特 定 の 態 様 に お い て 、 適 し た 細 胞 は 、 制 御 配 列 に 、 そ し て も し 存 在 す れ ば 、 TU内 に
含 ま れ て も よ い タ ー ミ ネ ー タ ー 配 列 に 反 応 す る 細 胞 で あ る 。 こ の 様 式 で 反 応 す る た め に 、
そ の よ う な 細 胞 は 、 制 御 配 列 お よ び タ ー ミ ネ ー タ ー 配 列 と 相 互 作 用 し て 、 促 進 お よ び 終 了
機 能 の そ れ ぞ れ を 実 行 す る よ う に 作 用 す る 成 分 を そ の 中 に 含 む 。 イ ン ビ ト ロ で 培 養 す る 場
合 、 細 胞 は 原 核 細 胞 、 単 細 胞 真 核 細 胞 、 ま た は 多 細 胞 真 核 細 胞 で あ っ て も よ い 。 本 発 明 の
特 定 の 態 様 に お い て 、 細 胞 は 哺 乳 類 細 胞 で あ る 。 こ れ ら の 場 合 、 合 成 さ れ た prM/Mお よ び E
蛋 白 質 遺 伝 子 産 物 は 、 ワ ク チ ン と し て も し く は 免 疫 診 断 ア ッ セ イ に お い て 用 い る た め 、 ま
た は 証 明 目 的 の た め に 抗 原 を 調 製 す る こ と を 含 む 、 分 析 的 ま た は 診 断 応 用 に お い て 用 い る
た め に 利 用 で き る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
細 胞 が 培 養 哺 乳 類 細 胞 で あ る よ う な 何 ら か の 状 況 で は 、 prM/Mお よ び E抗 原 は 、 サ ブ ウ イ ル
ス 粒 子 の 形 で 分 泌 さ れ る 。 こ れ ら は 、 表 面 の 超 微 細 構 造 形 態 お よ び 免 疫 原 性 特 性 と い う 点
で 生 き た ウ イ ル ス に 類 似 の prM/Mと E蛋 白 質 と の 凝 集 体 で あ る 。 し か し 、 本 発 明 の TUは 、 フ
ラ ビ ウ イ ル ス ゲ ノ ム の 残 り を 含 ま な い た め 、 カ プ シ ド が 組 み 入 れ ら れ る こ と は な く 、 最 も
重 要 な こ と に 感 染 性 の ウ イ ル ス RNAは 存 在 し な い 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
本 発 明 の も う 一 つ の 重 要 な 態 様 に お い て 、 細 胞 は 、 TUが ワ ク チ ン と し て 投 与 さ れ て い る 被
験 者 の 天 然 の 細 胞 成 分 で あ る 。 被 験 者 に 投 与 し た 場 合 、 TUは 、 被 験 者 の 細 胞 に 取 り 込 ま れ
る 。 被 験 者 の 細 胞 は 、 如 何 な る プ ロ モ ー タ ー 配 列 、 お よ び 存 在 す れ ば タ ー ミ ネ ー タ ー に も
反 応 す る こ と が で き る 。 い ず れ に せ よ 、 TUは 、 フ ラ ビ ウ イ ル ス prM/Mお よ び E遺 伝 子 産 物 を
合 成 す る よ う に 被 験 者 の 細 胞 を 誘 導 す る 。 理 論 的 検 討 に 拘 束 さ れ た く は な い が 、 被 験 者 の
細 胞 は 、 イ ン ビ ト ロ で の 培 養 哺 乳 類 細 胞 に つ い て 起 こ る こ と が 判 明 し て い る よ う に 、 prM/
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Mお よ び E抗 原 か ら な る サ ブ ウ イ ル ス 粒 子 を イ ン ビ ボ で 産 生 す る と 考 え ら れ て い る 。 そ の よ
う な サ ブ ウ イ ル ス 粒 子 は 、 イ ン ビ ボ 免 疫 原 と し て 作 用 し て 、 被 験 者 の 免 疫 系 を 刺 激 し て 、
被 験 者 に 保 護 免 疫 を 付 与 す る 免 疫 応 答 を 生 じ る と 考 え ら れ て い る 。 こ の 場 合 も 、 理 論 に 拘
束 さ れ た く は な い が 、 得 ら れ た 保 護 免 疫 は 液 性 ま た は 細 胞 性 免 疫 の い ず れ か に よ っ て 、 す
な わ ち そ れ ぞ れ 、 MHCク ラ ス IIも し く は ク ラ ス I拘 束 メ カ ニ ズ ム の い ず れ か に よ っ て 、 ま た
は 双 方 の メ カ ニ ズ ム に よ っ て 生 じ る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
本 発 明 に 従 っ て 、 prMお よ び ／ ま た は E抗 原 を コ ー ド す る 核 酸 を 含 む TUの 有 効 量 を 被 験 者 に
投 与 す る こ と に よ っ て 、 JEV、 YFV、 デ ン グ ウ イ ル ス 、 SLEV、 WNV、 ま た は 他 の フ ラ ビ ウ イ
ル ス の よ う な フ ラ ビ ウ イ ル ス に よ る 感 染 症 に 対 し て 被 験 者 を 免 疫 す る 。 核 酸 は 、 被 験 者 の
細 胞 に 組 み 入 れ ら れ た 後 、 フ ラ ビ ウ イ ル ス prM/Mお よ び ／ ま た は E抗 原 の 合 成 に 至 る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
TUを 被 験 者 に 投 与 す る た め に 、 TUは 薬 学 的 担 体 を 含 む 組 成 物 に 組 み 入 れ ら れ る 。 「 薬 学 的
に 許 容 さ れ る 」 と い う 用 語 は 、 生 物 学 的 に 、 ま た は そ れ 以 外 の 意 味 で 有 害 で な い 材 料 を 意
味 し 、 す な わ ち 材 料 は 、 如 何 な る 望 ま し く な い 生 物 学 的 作 用 も 引 き 起 こ さ な け れ ば 、 ま た
は そ れ が 含 ま れ る ワ ク チ ン の 他 の 成 分 の 如 何 な る も の と も 有 害 な 相 互 作 用 を 起 こ さ な け れ
ば 、 免 疫 原 性 材 料 （ す な わ ち 、 組 み 換 え 型 フ ラ ビ ウ イ ル ス 蛋 白 質 抗 原 ま た は そ の 一 部 ） と
共 に 被 験 者 に 投 与 し て も よ い 。 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 ま た は そ の 成 分 の 例 に は 、 水 、 生
理 食 塩 液 、 お よ び 一 般 的 な 生 理 緩 衝 液 が 含 ま れ る （ さ ら な る 例 に 関 し て は 、 Arnon, R.（
編 ） 、 「 Synthetic Vaccines I」 ： 83～ 92頁 、 CRC Press、 Boca Raton、 Florida、 1987を
参 照 の こ と ） 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
ワ ク チ ン 接 種 量 を 記 述 す る 場 合 の 重 要 な 値 は 、 ビ ル レ ン ト ま た は 野 生 型 フ ラ ビ ウ イ ル ス 感
染 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る 感 染 疾 患 を 受 け る 宿 主 に お い て 、 保 護 反 応 を 誘 発 す る た め に 必
要 な 免 疫 原 の 総 量 で あ る こ と は 、 当 業 者 に よ っ て 理 解 さ れ る 。 用 い ら れ る 用 量 の 回 数 お よ
び 容 量 は 、 変 更 す る こ と が で き 、 年 齢 、 体 重 、 性 別 、 種 、 投 与 さ れ る ワ ク チ ン の タ イ プ 、
投 与 様 式 、 被 験 者 の 全 身 状 態 等 と 共 に 、 当 業 者 に よ っ て 認 識 さ れ る 他 の 重 要 な 要 因 の よ う
な パ ラ メ ー タ に 基 づ い て 医 師 に よ っ て 決 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
TUは 、 被 験 者 に 経 口 、 非 経 口 （ 例 え ば 、 静 脈 内 ） 、 筋 肉 内 注 射 、 腹 腔 内 注 射 、 経 皮 、 体 外
、 鼻 腔 内 、 局 所 等 に よ っ て 投 与 し て も よ い 。 輸 送 は ま た 、 挿 管 に よ っ て 呼 吸 器 系 （ 例 え ば
、 肺 ） の 如 何 な る 領 域 に も 直 接 行 う こ と が で き る 。 必 要 な TUの 正 確 な 量 は 、 被 験 者 の 種 、
年 齢 、 体 重 、 お よ び 全 身 状 態 、 用 い る ワ ク チ ン の 免 疫 原 性 、 被 験 者 が 免 疫 さ れ る フ ラ ビ ウ
イ ル ス の 株 ま た は 種 に 応 じ て 、 被 験 者 ご と に 変 化 す る で あ ろ う 。 こ の よ う に 、 本 発 明 の あ
ら ゆ る 態 様 に 関 し て 正 確 な 量 を 明 記 す る こ と は 可 能 で は な い 。 し か し 、 当 業 者 は 、 本 明 細
書 の 教 示 に 示 さ れ る 単 に 日 常 的 な 実 験 を 用 い て 、 適 当 な 量 を 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
本 発 明 の ワ ク チ ン の 非 経 口 投 与 は 、 必 要 で あ れ ば 、 一 般 的 に 注 射 を 特 徴 と す る 。 注 射 剤 は
、 液 体 溶 液 も し く は 懸 濁 液 、 注 射 前 に 液 体 に さ れ る 溶 液 も し く は 懸 濁 液 に 適 し た 固 体 、 ま
た は 乳 剤 の い ず れ か と し て 通 常 の 形 で 調 製 す る こ と が で き る 。 非 経 口 投 与 の た め の よ り 最
近 改 訂 さ れ た ア プ ロ ー チ は 、 一 定 用 量 が 維 持 さ れ る 遅 延 型 放 出 ま た は 徐 放 系 を 用 い る こ と
を 含 む 。 例 え ば 、 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る 、 米 国 特 許 第 3,610,795号 を 参 照
の こ と 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
固 体 組 成 物 に 関 し て 、 通 常 の 非 毒 性 固 体 担 体 に は 、 例 え ば 、 薬 学 等 級 の マ ン ニ ト ー ル 、 乳
糖 、 デ ン プ ン 、 ス テ ア リ ン 酸 マ グ ネ シ ウ ム 、 サ ッ カ リ ン ナ ト リ ウ ム 、 タ ル ク 、 セ ル ロ ー ス
、 グ ル コ ー ス 、 シ ョ 糖 、 炭 酸 マ グ ネ シ ウ ム 等 が 含 ま れ る 。 液 体 の 薬 学 的 に 投 与 可 能 な 組 成
物 は 、 例 え ば 本 明 細 書 に 記 載 の 活 性 化 合 物 と 選 択 的 な 薬 学 的 ア ジ ュ バ ン ト と を 、 例 え ば 、
水 、 生 理 食 塩 液 、 デ キ ス ト ロ ー ス 水 溶 液 、 グ リ セ ロ ー ル 、 エ タ ノ ー ル 等 の よ う な 賦 形 剤 に
溶 解 、 分 散 等 し て 、 そ れ に よ っ て 溶 液 ま た は 懸 濁 液 を 形 成 す る こ と に よ っ て 調 製 す る こ と
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が で き る 。 望 ま し け れ ば 、 投 与 さ れ る 薬 学 的 組 成 物 は ま た 、 湿 潤 ま た は 乳 化 剤 、 pH緩 衝 剤
等 、 例 え ば 、 酢 酸 ナ ト リ ウ ム 、 モ ノ ラ ウ リ ン 酸 ソ ル ビ タ ン 、 酢 酸 ナ ト リ ウ ム ト リ エ タ ノ ー
ル ア ミ ン 、 オ レ イ ン 酸 ト リ エ タ ノ ー ル ア ミ ン 等 の よ う な 非 毒 性 の 補 助 物 質 を 少 量 含 ん で も
よ い 。 そ の よ う な 投 与 剤 形 を 調 製 す る 実 際 の 方 法 は 、 当 業 者 に 既 知 ま た は 明 ら か で あ り 、
例 え ば 、 「 Remington's Pharmaceutical Sciences」 （ Martin, E.W.編 、 最 新 版 、 Mack Pu
blishing Co.、 Easton、 PA） を 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
一 つ の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の TUは 、 TUを 被 験 者 に 投 与 し た 直 後 に 、 経 皮 電 気 パ ル ス を 被
験 者 に 適 用 し 、 被 験 者 の 組 織 へ の イ ン ビ ボ 核 酸 移 入 の よ り 大 き い 効 率 お よ び 再 現 性 を 提 供
す る 、 エ レ ク ト ロ ト ラ ン ス フ ァ ー 媒 介 イ ン ビ ボ 遺 伝 子 輸 送 を 用 い る こ と に よ っ て 被 験 者 に
投 与 す る こ と が で き る （ Mirら 、 Proc. Nat. Acad. Sci. USA 96： 4262～ 4267（ 1999） ）
。
【 ０ ０ ７ ７ 】
本 発 明 の ワ ク チ ン を 被 験 者 に 投 与 す る こ と に よ っ て 被 験 者 を 免 疫 す る こ と を 記 述 す る 本 発
明 の 方 法 に お い て 、 免 疫 の 効 率 は 、 被 験 者 の 免 疫 状 態 を モ ニ タ ー す る た め に 当 技 術 分 野 で
周 知 の 臨 床 プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て モ ニ タ ー す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
ワ ク チ ン 接 種 組 成 物 の 有 効 量 は 、 被 験 者 に 投 与 し た 場 合 に 、 被 験 者 に 保 護 免 疫 を 付 与 す る
量 で あ る と 、 当 業 者 に よ っ て 容 易 に 決 定 さ れ る 。 そ の よ う な 決 定 を 行 う た め に 、 当 業 者 は
、 ワ ク チ ン が 投 与 さ れ た 被 験 者 の 血 液 中 に 存 在 す る フ ラ ビ ウ イ ル ス prM/Mお よ び E特 異 的 抗
体 お よ び ／ ま た は フ ラ ビ ウ イ ル ス prM/Mお よ び E特 異 的 細 胞 障 害 性 Tリ ン パ 球 の 誘 導 能 を 評
価 す る こ と が で き る 。 同 様 に 、 実 験 的 被 験 者 を 免 疫 す る た め に 用 い ら れ る 抗 原 性 組 成 物 に
対 応 す る 生 き た フ ラ ビ ウ イ ル ス を チ ャ レ ン ジ す る こ と に よ っ て 、 実 験 的 被 験 者 に 付 与 さ れ
る 保 護 免 疫 の レ ベ ル を 決 定 す る こ と が で き る 。 そ の よ う な チ ャ レ ン ジ は 当 業 者 に 周 知 で あ
る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
一 般 的 に 、 WNV、 JEV、 YFV、 デ ン グ ウ イ ル ス 、 SLEV、 ま た は 本 発 明 に 従 う 他 の フ ラ ビ ウ イ
ル ス に よ る 感 染 症 に 対 し て 被 験 者 を 免 疫 す る た め に 、 そ し て そ の よ う な 方 法 に お い て 用 い
ら れ る TUは 全 体 的 な 大 き さ が 異 な る こ と を 認 識 し て 、 約 0.1μ g/kg体 重 ～ 約 50μ g/kg体 重
の 用 量 範 囲 を 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
意 外 に も 、 DNAで あ る 本 発 明 の TUは 、 筋 肉 内 注 射 、 ま た は エ レ ク ト ロ ト ラ ン ス フ ァ ー に よ
っ て TUの 1回 有 効 量 の み を 投 与 し た 後 で も 、 約 100％ の 有 効 性 レ ベ ル で 保 護 免 疫 を 付 与 す る
こ と が 判 明 し た 。 こ れ は 、 1回 ま た は そ れ 以 上 の 追 加 ワ ク チ ン 接 種 を 必 要 と し 、 ほ ぼ 100％
も の 有 効 性 の 保 護 免 疫 を 付 与 し な い 可 能 性 が あ る 通 常 の ワ ク チ ン （ 上 記 の よ う に ） を 用 い
て 行 っ た 多 く の 免 疫 法 と は 対 照 的 で あ る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
さ ら に 意 外 に も 、 保 護 免 疫 は 、 ワ ク チ ン 接 種 し た 雌 性 被 験 者 か ら 被 験 者 の 子 孫 に 保 護 免 疫
を 伝 搬 す る 可 能 性 が あ る こ と が 判 明 し た 。 本 発 明 の TU DNAを 用 い て 母 親 に ワ ク チ ン 接 種 し
た 後 、 新 生 仔 マ ウ ス の 有 意 な 比 率 が ウ イ ル ス チ ャ レ ン ジ に 対 し て 保 護 さ れ る こ と が 示 さ れ
た 。 理 論 に 拘 束 さ れ た く は な い が 、 受 動 免 疫 は 、 母 親 の 乳 汁 中 に 様 々 な 病 原 体 に 対 し て 特
異 的 な 中 和 抗 体 が 存 在 す る こ と に よ り 、 新 生 仔 哺 乳 類 に 付 与 さ れ る 可 能 性 が あ る こ と が 知
ら れ て い る 。 新 生 仔 に お い て 認 め ら れ た JEVに 対 す る 保 護 免 疫 は 、 こ の よ う に し て そ れ ら
に 伝 搬 さ れ た 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
本 発 明 の も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 TUは 、 第 一 の フ ラ ビ ウ イ ル ス の 構 造 蛋 白 質 の シ グ ナ ル
配 列 と 、 第 二 の フ ラ ビ ウ イ ル ス の 免 疫 原 性 フ ラ ビ ウ イ ル ス 抗 原 と を コ ー ド す る 。 こ の よ う
に 、 一 つ の 態 様 に お い て 、 例 え ば 、 第 一 の フ ラ ビ ウ イ ル ス の 構 造 蛋 白 質 の シ グ ナ ル 配 列 を
、 第 二 の フ ラ ビ ウ イ ル ス の 構 造 蛋 白 質 の シ グ ナ ル 配 列 に 置 換 す る と 、 こ れ に よ っ て 、 宿 主
に お け る 新 生 ポ リ ペ プ チ ド の 適 切 な 折 り 畳 み 、 宿 主 に お け る 適 切 な プ ロ セ シ ン グ 、 お よ び
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／ ま た は プ ロ セ シ ン グ さ れ た 蛋 白 質 の 適 切 な 折 り 畳 み が 起 こ る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
本 発 明 の も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 TUは 、 抗 原 が 一 つ ま た は 一 つ 以 上 の フ ラ ビ ウ イ ル ス か
ら の 配 列 を 含 む 、 免 疫 原 性 フ ラ ビ ウ イ ル ス 抗 原 を コ ー ド し て も よ い 。 シ グ ナ ル 配 列 は 、 改
善 さ れ た シ グ ナ ル ペ プ チ ド と な り う る 。 シ グ ナ ル 配 列 の 改 善 、 ま た は よ り 最 適 な シ グ ナ ル
配 列 の 選 択 は 、 実 施 例 18お よ び そ こ で 引 用 さ れ た 参 考 文 献 に お い て 教 示 さ れ た 原 理 お よ び
技 術 を 適 用 す る こ と に よ っ て 行 う こ と が で き 、 そ れ ら の 参 考 文 献 の そ れ ぞ れ は 、 所 望 の 特
性 お よ び 機 能 を 有 す る シ グ ナ ル 配 列 の 選 択 、 同 定 、 お よ び 設 計 に 関 連 し た 明 白 な 教 示 に 関
し て 、 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る 。 一 般 的 に 、 こ れ ら の 所 望 の 特 性 お よ び 機 能
は 高 い シ グ ナ ル 配 列 確 率 を 含 む と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
本 発 明 の も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 一 つ 以 上 の フ ラ ビ ウ イ ル ス か ら の 免 疫 原 性 フ ラ ビ ウ イ
ル ス 抗 原 を コ ー ド す る 、 一 つ 以 上 の TUま た は 一 つ の TUが 、 単 一 の 組 成 物 に 含 ま れ る 。 こ の
よ う に 、 一 つ の 態 様 に お い て 、 例 え ば 、 TUは 、 一 つ 以 上 の フ ラ ビ ウ イ ル ス か ら の 蛋 白 質 に
プ ロ セ シ ン グ さ れ る 新 生 ポ リ ペ プ チ ド ま た は 複 数 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し う る 。 好 ま し
く は 、 プ ロ セ シ ン グ さ れ た 蛋 白 質 は 、 蛋 白 質 に 対 す る 免 疫 応 答 を 誘 発 す る サ ブ ウ イ ル ス 粒
子 を 形 成 す る 。 サ ブ ウ イ ル ス 粒 子 は 、 同 じ フ ラ ビ ウ イ ル ス 、 フ ラ ビ ウ イ ル ス の 組 み 合 わ せ
、 ま た は キ メ ラ フ ラ ビ ウ イ ル ス 蛋 白 質 の 配 列 に 由 来 す る 、 プ ロ セ シ ン グ さ れ た 蛋 白 質 か ら
形 成 す る こ と が で き る 。 一 つ 以 上 の フ ラ ビ ウ イ ル ス か ら の 免 疫 原 性 フ ラ ビ ウ イ ル ス 抗 原 を
コ ー ド す る 、 一 つ 以 上 の TUま た は 一 つ の TUを 含 む 複 合 ワ ク チ ン は 、 地 域 で 流 行 し て い る か
、 ま た は そ う で な け れ ば 遭 遇 す る 可 能 性 が あ る フ ラ ビ ウ イ ル ス か ら の 蛋 白 質 を 含 め る こ と
に よ っ て 特 定 の 地 理 的 地 域 に お い て 用 い る た め に 作 製 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 熱 帯 お
よ び 亜 熱 帯 ア ジ ア の た め の ワ ク チ ン は 、 DEN、 WN、 お よ び JEウ イ ル ス ワ ク チ ン の 四 つ の 血
清 型 か ら の 蛋 白 質 を コ ー ド す る TU（ 複 数 ） を 含 み う る 。 ア フ リ カ お よ び ラ テ ン ア メ リ カ の
た め の 同 様 に 有 用 な ワ ク チ ン は そ れ ぞ れ 、 DENの 四 つ の 血 清 型 、 WN、 お よ び YFウ イ ル ス 、
な ら び に DENの 四 つ の 血 清 型 、 Rocio、 お よ び YFウ イ ル ス か ら の 蛋 白 質 を コ ー ド す る TU（ 複
数 ） を 含 み う る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 TUは 、 第 一 の フ ラ ビ ウ イ ル ス の 構 造 蛋 白 質 の シ グ ナ ル 配 列 と 一
つ 以 上 の フ ラ ビ ウ イ ル ス か ら の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 免 疫 原 性 キ メ ラ フ ラ ビ ウ イ ル ス 抗 原 と
を コ ー ド す る 。 こ の シ グ ナ ル 配 列 は 、 日 本 脳 炎 ウ イ ル ス シ グ ナ ル 配 列 と な り う る 。 キ メ ラ
フ ラ ビ ウ イ ル ス 抗 原 は 日 本 脳 炎 ウ イ ル ス 抗 原 か ら の 配 列 を 含 み う る 。 特 定 の 態 様 に お い て
、 キ メ ラ 抗 原 は E蛋 白 質 で あ る 。 E蛋 白 質 の カ ル ボ キ シ 末 端 部 分 は 、 日 本 脳 炎 ウ イ ル ス か ら
の E蛋 白 質 と な り う る 。 カ ル ボ キ シ 末 端 部 分 は 、 例 え ば 、 キ メ ラ E蛋 白 質 の 5、 10、 15、 20
、 25、 30、 40、 50、 ま た は 75％ と な り う る 。 好 ま し い 態 様 に お い て 、 TUは 、 日 本 脳 炎 ウ イ
ル ス の 構 造 蛋 白 質 の シ グ ナ ル 配 列 、 デ ン グ ウ イ ル ス の prM蛋 白 質 、 お よ び 日 本 脳 炎 ウ イ ル
ス と デ ン グ ウ イ ル ス の 双 方 か ら の 配 列 を 含 む キ メ ラ E蛋 白 質 を コ ー ド す る 。 キ メ ラ 蛋 白 質
は 、 カ ル ボ キ シ 末 端 部 分 が 日 本 脳 炎 ウ イ ル ス 配 列 を 含 む E蛋 白 質 と な り う る 。 TUの 例 に は
、 配 列 番 号 ： 45お よ び 配 列 番 号 ： 47に 示 す 抗 原 の よ う な フ ラ ビ ウ イ ル ス 抗 原 の 合 成 を 指 示
す る こ と が で き る 配 列 番 号 ： 44お よ び 配 列 番 号 ： 46に 示 さ れ る 核 酸 配 列 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
本 発 明 は さ ら に 、 蛋 白 質 ワ ク チ ン と し て 用 い る た め の 、 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 中 に 本 発
明 の ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 、 免 疫 原 性 組 成 物 を 提 供 す る 。 本 発 明 の 転 写 単 位 か ら 産 生 さ れ る
抗 原 は 、 被 験 者 に お い て 有 効 な 免 疫 応 答 を 誘 発 す る た め に 用 い る こ と が で き る 。 こ の 目 的
の 抗 原 は 、 蛋 白 質 の 免 疫 原 性 断 片 を 含 む 、 フ ラ ビ ウ イ ル ス prM、 フ ラ ビ ウ イ ル ス M蛋 白 質 、
フ ラ ビ ウ イ ル ス E蛋 白 質 ま た は そ の 如 何 な る 組 み 合 わ せ を 含 み う る 。 特 に 好 ま し い 態 様 は
、 本 明 細 書 に 記 載 の NRAを 用 い る こ と で あ る 。 さ ら に 好 ま し い 態 様 は 、 一 つ ま た は 複 数 の
フ ラ ビ ウ イ ル ス の シ グ ナ ル 配 列 と 、 一 つ ま た は 複 数 の の 異 な る フ ラ ビ ウ イ ル ス の 構 造 蛋 白
質 （ 複 数 ） と を 含 む キ メ ラ 蛋 白 質 で あ る 。 特 に 好 ま し い 態 様 に お い て 、 抗 原 の シ グ ナ ル 配
列 は 、 日 本 脳 炎 ウ イ ル ス シ グ ナ ル 配 列 で あ る 。 他 の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 シ グ ナ ル 配 列
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は 改 善 さ れ た シ グ ナ ル ペ プ チ ド で あ る 。 シ グ ナ ル 配 列 の 改 善 、 ま た は よ り 最 適 な シ グ ナ ル
配 列 の 選 択 は 、 実 施 例 18お よ び そ こ で 引 用 さ れ て い る 参 考 文 献 に お い て 教 示 さ れ る 原 理 お
よ び 技 術 を 適 用 す る こ と に よ っ て 行 う こ と が で き 、 そ の 文 献 の そ れ ぞ れ は 、 所 望 の 特 性 お
よ び 機 能 を 有 す る シ グ ナ ル 配 列 の 選 択 、 同 定 、 お よ び 設 計 に そ れ ぞ れ 関 連 す る 明 白 な 教 示
に 関 し て 、 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る 。 一 般 的 に 、 こ れ ら の 所 望 の 特 性 お よ び
機 能 は 高 い シ グ ナ ル 配 列 確 率 を 含 む で あ ろ う 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
他 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 蛋 白 質 ワ ク チ ン は さ ら に 適 し た ア ジ ュ バ ン ト を 含 む 。 本 明 細
書 に お い て 用 い ら れ る よ う に 、 「 ア ジ ュ バ ン ト 」 は 、 免 疫 応 答 の 強 化 剤 ま た は 増 強 剤 で あ
る 。 「 適 し て い る 」 と い う 用 語 は 、 ワ ク チ ン 接 種 被 験 者 に お い て 有 害 反 応 を 生 じ る こ と な
く 免 疫 応 答 を 増 強 す る た め に 、 ワ ク チ ン 免 疫 原 （ す な わ ち 、 フ ラ ビ ウ イ ル ス prM蛋 白 質 、
フ ラ ビ ウ イ ル ス M蛋 白 質 、 フ ラ ビ ウ イ ル ス E蛋 白 質 、 ま た は そ の 如 何 な る 組 み 合 わ せ ） と 併
用 し て 用 い る こ と が で き る 如 何 な る 物 質 も 含 ま れ る こ と を 意 味 す る 。 特 定 の ア ジ ュ バ ン ト
の 有 効 量 は 、 ワ ク チ ン 接 種 被 験 者 の 免 疫 応 答 に 及 ぼ す ア ジ ュ バ ン ト の 増 強 作 用 を 最 適 に す
る た め に 容 易 に 決 定 で き る 。 好 ま し い 態 様 に お い て 、 本 発 明 の ワ ク チ ン の ア ジ ュ バ ン ト 投
与 は 、 2％ 水 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム 溶 液 と そ の 後 鉱 油 を 用 い る 2段 階 プ ロ セ ス で あ る 。 特 定 の 態
様 に お い て 、 適 し た ア ジ ュ バ ン ト は 、 以 下 の 群 か ら 選 択 す る こ と が で き る ： 鉱 油 、 植 物 ま
た は 魚 油 と 水 と の 乳 剤 、 フ ロ イ ン ト の 不 完 全 ア ジ ュ バ ン ト 、 大 腸 菌 J5、 硫 酸 デ キ ス ト ラ ン
、 酸 化 鉄 、 ア ル ギ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 バ ク ト ア ジ ュ バ ン ト 、 カ ル ボ ポ ル （ Carbopol） （ BF G
oodrich Company、 Cleveland、 Ohio） の よ う な 特 定 の 合 成 ポ リ マ ー 、 ポ リ ア ミ ノ 酸 お よ び
ア ミ ノ 酸 コ ポ リ マ ー 、 サ ポ ニ ン 、 カ ラ ゲ ニ ン 、 REGRESSIN（ Vetrepharm、 Athens、 GA） 、 A
VRIDINE（ N,N-ジ オ ク タ デ シ ル -N',N'-ビ ス (2-ヒ ド ロ キ シ エ チ ル )-プ ロ パ ン ジ ア ミ ン ） 、 O
-ア セ チ ル 基 散 在 長 鎖 多 分 散 β (1,4)結 合 マ ン ナ ン ポ リ マ ー （ 例 え ば 、 ACEMANNAN） 、 マ イ
コ バ ク テ リ ウ ム 種 の 非 病 原 性 株 に 由 来 す る 徐 蛋 白 さ れ た 高 度 精 製 細 胞 壁 抽 出 物 （ 例 え ば 、
EQUIMUNE、 Vetrepharm Research Inc.、 Athens、 GA） 、 モ ノ オ レ イ ン 酸 マ ン ニ ッ ト 、 パ ラ
フ ィ ン 油 お よ び ム ラ ミ ル ジ ペ プ チ ド 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
も う 一 つ の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 被 験 者 に お け る 有 効 な 免 疫 応 答 を 誘 発 す る た め に 、
本 発 明 の 蛋 白 質 ワ ク チ ン の 免 疫 原 性 量 に よ っ て 被 験 者 を 免 疫 す る 方 法 を 提 供 す る 。 免 疫 は
、 経 口 、 非 経 口 、 鼻 腔 内 、 気 管 内 、 筋 肉 内 、 乳 腺 内 、 皮 下 、 静 脈 内 お よ び ／ ま た は 皮 内 に
行 う こ と が で き る 。 フ ラ ビ ウ イ ル ス prM蛋 白 質 、 フ ラ ビ ウ イ ル ス M蛋 白 質 お よ び ／ ま た は フ
ラ ビ ウ イ ル ス E蛋 白 質 を 含 む ワ ク チ ン は 、 注 射 、 吸 入 、 摂 取 、 ま た は 注 入 に よ っ て 投 与 す
る こ と が で き る 。 1回 量 を 投 与 す る こ と が で き 、 お よ び ／ ま た は ワ ク チ ン 調 製 物 の 反 復 用
量 、 す な わ ち 「 追 加 免 疫 」 を 、 最 初 の 免 疫 応 答 を 増 強 す る た め に 定 期 的 に 投 与 す る か 、 ま
た は 最 後 の 用 量 以 降 長 期 間 の 後 投 与 す る こ と が で き る 。 ワ ク チ ン 接 種 の 間 隔 は 、 被 験 者 の
年 齢 お よ び 状 態 に 応 じ て 変 化 し う る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
「 免 疫 原 性 量 」 と い う 用 語 は 、 ワ ク チ ン 接 種 被 験 者 に お い て 免 疫 応 答 を 誘 導 す る た め に 十
分 で あ っ て 、 そ れ ら に 曝 露 さ れ た 際 に 、 野 生 型 ま た は ビ ル レ ン ト フ ラ ビ ウ イ ル ス 感 染 に よ
っ て 引 き 起 こ さ れ た 疾 患 に 対 し て 被 験 者 を 保 護 す る か 、 ま た は ワ ク チ ン 接 種 被 験 者 に 対 す
る フ ラ ビ ウ イ ル ス 感 染 症 の 作 用 を 減 弱 す る 、 治 療 的 も し く は 商 業 的 に 有 益 な 作 用 を 有 す る
免 疫 原 、 ま た は そ の 一 部 の 量 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
本 発 明 は さ ら に 、 本 発 明 の 抗 原 に よ る 免 疫 に 反 応 し て 産 生 さ れ た 抗 体 を 提 供 す る 。 本 発 明
の 抗 体 に は 、 無 傷 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 、 キ メ ラ 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 、 「 ヒ ト 化 抗 体 」 、
ま た は Fabも し く は F(ab') 2 断 片 と な り う る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 お よ び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
が 含 ま れ う る 。 そ の よ う な 抗 体 お よ び 抗 体 断 片 は 、 当 技 術 分 野 で 周 知 の 技 術 に よ っ て 産 生
す る こ と が で き 、 そ れ ら に は 、 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る 、 Harlowお よ び Lane
（ 「 Antibodies： A Laboratory Manual」 、 Cold Spring Harbor Laboratory、 Cold Sprin
g Harbor、 NY、 1989） な ら び に Kohlerら （ Nature 256： 495～ 97、 1975） な ら び に 米 国 特
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許 第 5,545,806号 、 第 5,569,825号 、 お よ び 第 5,625,126号 に 記 載 さ れ た も の が 含 ま れ る 。
抗 体 は 如 何 な る ア イ ソ タ イ プ IgG、 IgA、 IgD、 IgE、 お よ び IgMの 抗 体 と な り う る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
本 発 明 は 、 連 結 し た V H お よ び V L ド メ イ ン を 含 み 、 抗 体 の 本 来 の イ デ ィ オ タ イ プ の コ ン フ ォ
メ ー シ ョ ン お よ び 特 異 的 結 合 活 性 を 保 持 す る 、 一 本 鎖 抗 体 （ ScFv） が 含 ま れ う る 。 そ の よ
う な 一 本 鎖 抗 体 は 当 技 術 分 野 で 周 知 で あ り 、 標 準 的 な 方 法 に よ っ て 産 生 す る こ と が で き る
（ 例 え ば 、 Alvarezら 、 Hum. Gene Ther. 8： 229～ 242（ 1997） ） 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
抗 体 は 、 一 つ ま た は 複 数 の フ ラ ビ ウ イ ル ス の prM、 M、 お よ び ／ ま た は E抗 原 の 免 疫 原 性 ア
ミ ノ 酸 配 列 と 、 異 な る フ ラ ビ ウ イ ル ス （ 例 え ば 、 JEV） の シ グ ナ ル 配 列 と を コ ー ド す る 核
酸 配 列 か ら 合 成 し た 、 本 発 明 の 抗 原 に 対 し て 作 製 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の キ メ ラ 構 築
物 を 用 い て 合 成 さ れ た 免 疫 原 性 ペ プ チ ド は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 に お け る 免 疫 原 性 領 域 を 同 定 す
る た め に 、 当 技 術 分 野 で 周 知 の 方 法 を 用 い る こ と に よ っ て 容 易 に 同 定 す る こ と が で き 、 本
発 明 の 抗 体 を 産 生 す る た め に 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
抗 原 ／ 抗 体 複 合 体 を 形 成 す る こ と が で き る 状 態 、 な ら び に 抗 原 ／ 抗 体 複 合 体 の 形 成 を 検 出
す る た め の ア ッ セ イ 法 、 お よ び 検 出 さ れ た 蛋 白 質 の 定 量 は 、 当 技 術 分 野 で 標 準 で あ る 。 そ
の よ う な ア ッ セ イ 法 に は 、 当 業 者 に 周 知 で あ る 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 、 免 疫 沈 殿 、
免 疫 蛍 光 、 免 疫 細 胞 化 学 、 免 疫 組 織 化 学 、 蛍 光 活 性 化 細 胞 ソ ー テ ィ ン グ （ FACS） 、 蛍 光 イ
ン サ イ チ ュ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン （ FISH） 、 免 疫 磁 気 ア ッ セ イ 、 ELISA、 ELISPOT（ Co
liganら 編 、 1995、 Current Protocols in Immunology、 Wiley、 New York） 、 凝 集 ア ッ セ
イ 、 フ ロ キ ュ レ ー シ ョ ン ア ッ セ イ 、 細 胞 パ ニ ン グ 等 が 含 ま れ う る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な
い 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る よ う に 、 「 結 合 す る 」 と い う 用 語 は 、 抗 原 に 対 す る 抗 体 の 十
分 に 特 徴 が 調 べ ら れ た 結 合 、 な ら び に 抗 原 と の 他 の 非 ラ ン ダ ム 会 合 を 意 味 す る 。 本 明 細 書
に 記 載 の 「 特 異 的 に 結 合 す る 」 は 、 こ の 場 合 、 本 発 明 の 抗 原 で あ る 明 記 さ れ た も の 以 外 の
、 如 何 な る 抗 原 と も 実 質 的 に 交 叉 反 応 し な い 抗 体 、 ま た は 他 の リ ガ ン ド を 記 述 す る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
本 発 明 の 抗 体 ま た は リ ガ ン ド は 、 基 質 に 結 合 さ せ る 、 ま た は 検 出 可 能 な 部 分 と 共 役 さ せ る
、 ま た は 結 合 さ せ て 共 役 さ せ る こ と が で き る 。 本 発 明 に 関 し て 企 図 さ れ る 検 出 可 能 な 部 分
に は 、 免 疫 蛍 光 部 分 （ 例 え ば 、 フ ル オ レ セ イ ン 、 ロ ー ダ ミ ン ） 、 放 射 活 性 部 分 （ 例 え ば 、
3 2 P、 1 2 5 I、 3 5 S） 、 酵 素 部 分 （ 例 え ば 、 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ
タ ー ゼ ） 、 金 コ ロ イ ド 部 分 、 お よ び ビ オ チ ン 部 分 が 含 ま れ る が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 そ
の よ う な 共 役 技 法 は 当 技 術 分 野 で 標 準 で あ る （ 例 え ば 、 Harlowお よ び Lane、 Antibodies：
A Laboratory Manual、 Cold Spring Harbor Laboratory、 Cold Spring Harbor、 NY（ 1989
） ； Yangら 、 Nature 382： 319～ 324（ 1996） ） 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
本 発 明 は さ ら に 、 抗 原 ／ 抗 体 複 合 体 を 形 成 す る こ と が で き る 条 件 下 で 、 試 料 を 本 発 明 の フ
ラ ビ ウ イ ル ス 抗 原 に 接 触 さ せ る 段 階 ； お よ び 複 合 体 の 形 成 を 検 出 し て 、 そ れ に よ っ て 試 料
中 の フ ラ ビ ウ イ ル ス 抗 体 を 検 出 す る 段 階 を 含 む 、 試 料 に お け る フ ラ ビ ウ イ ル ス 抗 体 を 検 出
す る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
本 発 明 は さ ら に 、 抗 原 ／ 抗 体 複 合 体 を 形 成 す る こ と が で き る 条 件 で 、 試 料 を 本 発 明 の 抗 体
に 接 触 さ せ る 段 階 ； お よ び 複 合 体 の 形 成 を 検 出 し て 、 そ れ に よ っ て 試 料 中 の フ ラ ビ ウ イ ル
ス 抗 原 を 検 出 す る 段 階 を 含 む 、 試 料 中 の フ ラ ビ ウ イ ル ス 抗 原 を 検 出 す る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
試 料 中 の フ ラ ビ ウ イ ル ス 抗 原 を 検 出 す る 方 法 は 、 例 え ば 、 被 験 者 か ら の 液 体 ま た は 組 織 試
料 を 本 発 明 の 抗 体 に 接 触 さ せ 、 抗 原 に 対 す る 抗 体 の 結 合 を 検 出 す る こ と に よ っ て 行 う こ と
が で き る 。 抗 原 は 、 無 傷 の フ ラ ビ ウ イ ル ス ビ リ オ ン 上 で あ る か 、 抗 原 を 発 現 す る フ ラ ビ ウ
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イ ル ス 感 染 細 胞 の 表 面 上 に 示 さ れ る フ ラ ビ ウ イ ル ス コ ー ド 蛋 白 質 で あ る か 、 ま た は 抗 原 断
片 で あ る こ と が 企 図 さ れ る 。 こ の 方 法 の 液 体 試 料 は 、 脳 脊 髄 液 、 血 液 、 胆 汁 、 血 漿 、 血 清
、 唾 液 、 お よ び 尿 の よ う な 、 抗 原 を 含 む か 、 ま た は 抗 原 を 含 む 細 胞 を 含 む 、 如 何 な る 生 体
液 も 含 み う る 。 可 能 性 が あ る 他 の 体 液 試 料 に は 、 喀 痰 、 粘 液 等 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
試 料 中 の フ ラ ビ ウ イ ル ス 抗 体 を 検 出 す る 方 法 は 、 例 え ば 、 被 験 者 か ら の 液 体 ま た は 組 織 試
料 を 本 発 明 の 抗 原 に 接 触 さ せ る 段 階 、 お よ び 抗 体 に 対 す る 抗 原 の 結 合 を 検 出 す る 段 階 、 に
よ っ て 行 う こ と が で き る 。 こ の 方 法 の 液 体 試 料 は 、 脳 脊 髄 液 、 血 液 、 胆 汁 、 血 漿 、 血 清 、
唾 液 、 お よ び 尿 の よ う な 、 抗 体 を 含 む 如 何 な る 生 体 液 も 含 み う る 。 他 の 可 能 性 が あ る 体 液
試 料 に は 、 喀 痰 、 粘 液 等 が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
免 疫 蛍 光 ア ッ セ イ （ IFA） 、 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 ア ッ セ イ （ ELISA） 、 お よ び 免 疫 ブ ロ ッ ト 法
の よ う な 酵 素 免 疫 ア ッ セ イ 法 は 、 本 発 明 の 方 法 に 従 う フ ラ ビ ウ イ ル ス 抗 体 の 検 出 を 行 う た
め に 容 易 に 適 合 さ せ る こ と が で き る 。 抗 体 を 検 出 す る た め に 有 効 な ELISA法 は 、 例 え ば 、
以 下 と な り う る ： （ 1） 抗 原 を 基 質 に 結 合 さ せ る ； （ 2） 結 合 し た 抗 原 を 、 抗 体 を 含 む 液 体
ま た は 組 織 試 料 に 接 触 さ せ る ； （ 3） 結 合 し た 抗 体 と 反 応 す る 検 出 可 能 な 部 分 に 結 合 し た
二 次 抗 体 に 、 上 記 を 接 触 さ せ る （ 例 え ば 、 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 酵 素 ま た は ア ル カ
リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 酵 素 ） ； （ 4） 酵 素 の 基 質 に 上 記 を 接 触 さ せ る ； （ 5） 着 色 試 薬 に 上 記 を
接 触 さ せ る ； お よ び （ 6） 色 の 変 化 ま た は 発 色 を 観 察 ／ 測 定 す る 。
【 ０ １ ０ １ 】
フ ラ ビ ウ イ ル ス 抗 体 を 検 出 す る た め に 有 効 と な り う る も う 一 つ の 免 疫 技 術 は 、 競 合 的 阻 害
ア ッ セ イ 法 に お い て 、 フ ラ ビ ウ イ ル ス 抗 原 に 特 異 的 に 反 応 す る 抗 体 を 検 出 す る た め に 、 モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ Mab） を 用 い る 。 簡 単 に 説 明 す る と 、 試 料 を 、 基 質 （ 例 え ば 、 ELISA 9
6ウ ェ ル プ レ ー ト ） に 結 合 し た 本 発 明 の 抗 原 に 接 触 さ せ る 。 標 識 し た （ 例 え ば 、 酵 素 結 合
、 蛍 光 、 放 射 活 性 等 ） モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 、 既 に 形 成 さ れ た 抗 原 抗 体 複 合 体 に 接 触 さ せ
て 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 結 合 量 を 測 定 す る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 結 合 の 阻 害 量 は 、 対 照 （
抗 体 な し ） と 比 較 し て 測 定 し 、 試 料 中 の 抗 体 の 検 出 お よ び 測 定 を 可 能 に す る 。 モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 阻 害 の 程 度 は 、 フ ラ ビ ウ イ ル ス の 特 定 の 変 種 ま た は 株 に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 結 合 特 異 性 に 基 づ い て 、 特 定 の フ ラ ビ ウ イ ル ス 変 種 ま た は 株 を 検 出 す る た め に 非 常 に 特
異 的 な ア ッ セ イ と な り う る 。 Mabは ま た 、 例 え ば 、 標 準 的 な 方 法 に 従 っ て 、 免 疫 蛍 光 ア ッ
セ イ 法 （ IFA） に よ っ て 、 細 胞 に お け る フ ラ ビ ウ イ ル ス 抗 原 を 直 接 検 出 す る た め に 用 い る
こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
さ ら な る 例 と し て 、 微 小 凝 集 試 験 を 用 い て 、 試 料 中 の フ ラ ビ ウ イ ル ス 抗 体 の 有 無 を 検 出 す
る こ と が で き る 。 簡 単 に 説 明 す る と 、 ラ テ ッ ク ス ビ ー ズ 、 赤 血 球 、 ま た は 他 の 凝 集 可 能 な
粒 子 を 本 発 明 の 抗 原 に よ っ て コ ー テ ィ ン グ し て 、 抗 原 と 特 異 的 に 反 応 す る 試 料 中 の 抗 体 が
、 抗 原 と ク ロ ス リ ン ク し て 、 凝 集 を 引 き 起 こ す よ う に 、 試 料 と 混 合 す る 。 凝 集 し た 抗 原 抗
体 複 合 体 は 、 裸 眼 で 目 に 見 え る か 、 ま た は 分 光 光 度 計 に よ っ て 測 定 可 能 な 沈 殿 物 を 形 成 す
る 。 上 記 の 試 験 の 改 変 に お い て 、 本 発 明 の 抗 体 を 、 凝 集 可 能 な 粒 子 に 結 合 さ せ て 、 そ れ に
よ っ て 試 料 中 の 抗 原 を 検 出 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
本 発 明 は さ ら に 、 抗 原 ／ 抗 体 複 合 体 が 形 成 さ れ う る 条 件 で 、 被 験 者 か ら の 試 料 を 本 発 明 の
抗 原 に 接 触 さ せ る 段 階 ； お よ び 抗 原 ／ 抗 体 複 合 体 形 成 を 検 出 し て 、 そ れ に よ っ て 被 験 者 に
お け る フ ラ ビ ウ イ ル ス 感 染 症 を 診 断 す る 段 階 を 含 む 、 被 験 者 に お け る フ ラ ビ ウ イ ル ス 感 染
症 を 診 断 す る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
本 発 明 は さ ら に 、 抗 原 ／ 抗 体 複 合 体 が 形 成 さ れ う る 条 件 で 、 被 験 者 か ら の 試 料 を 本 発 明 の
抗 体 に 接 触 さ せ る 段 階 ； お よ び 抗 原 ／ 抗 体 複 合 体 形 成 を 検 出 し て 、 そ れ に よ っ て 被 験 者 に
お け る フ ラ ビ ウ イ ル ス 感 染 症 を 診 断 す る 段 階 を 含 む 、 被 験 者 に お け る フ ラ ビ ウ イ ル ス 感 染
症 を 診 断 す る 方 法 を 提 供 す る 。
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【 ０ １ ０ ５ 】
本 明 細 書 に お い て 教 示 し た 診 断 法 に お い て 、 本 発 明 の 抗 原 は 、 基 質 に 結 合 さ せ て 、 血 液 、
血 清 、 尿 、 ま た は 唾 液 の よ う な 液 体 試 料 に 接 触 さ せ る こ と が で き る 。 こ の 試 料 は 、 患 者 か
ら 直 接 採 取 す る こ と が で き る 、 ま た は 部 分 的 に 精 製 さ れ た 形 で 得 る こ と が で き る 。 こ の よ
う に し て 、 抗 原 に 対 し て 特 異 的 な 抗 体 （ 一 次 抗 体 ） は 、 結 合 し た 抗 原 と 特 異 的 に 反 応 す る
で あ ろ う 。 そ の 後 、 検 出 可 能 な 部 分 に 結 合 し た 、 ま た は そ れ に よ っ て 標 識 し た 二 次 抗 体 を
加 え て 、 一 次 抗 体 の 検 出 を 増 強 す る こ と が で き る 。 一 般 的 に 、 抗 原 の 異 な る エ ピ ト ー プ と
特 異 的 に 反 応 す る 、 ま た は リ ガ ン ド も し く は 反 応 し た 抗 体 と 非 特 異 的 に 反 応 す る 、 二 次 抗
体 ま た は 他 の リ ガ ン ド は 、 一 次 抗 体 上 の 多 数 の 部 位 と 反 応 で き る か 否 か に 関 し て 選 択 さ れ
る で あ ろ う 。 こ の よ う に 、 例 え ば 、 二 次 抗 体 の い く つ か の 分 子 は 、 そ れ ぞ れ の 一 次 抗 体 と
反 応 し 、 そ れ に よ っ て 一 次 抗 体 を よ り 検 出 可 能 に す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
検 出 可 能 な 部 分 に よ っ て 、 沈 殿 物 も し く は 色 の 変 化 の 肉 眼 に よ る 検 出 、 顕 微 鏡 に よ る 視 覚
的 検 出 、 ま た は 分 光 光 度 計 に よ る 自 動 検 出 、 放 射 測 定 等 が 可 能 と な る 。 検 出 可 能 な 部 分 の
例 に は 、 フ ル オ レ セ イ ン お よ び ロ ー ダ ミ ン （ 蛍 光 顕 微 鏡 に 関 し て ） 、 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ
シ ダ ー ゼ （ 光 学 ま た は 電 子 顕 微 鏡 お よ び 生 化 学 的 検 出 に 関 し て ） 、 ビ オ チ ン -ス ト レ プ ト
ア ビ ジ ン （ 光 学 ま た は 電 子 顕 微 鏡 に 関 し て ） 、 お よ び ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ （ 色 の 変 化
に よ る 生 化 学 的 検 出 ） が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
本 発 明 の 特 定 の 態 様 を 下 記 の 実 施 例 に 記 述 す る 。 こ れ ら の 実 施 例 は 、 本 明 細 書 に 開 示 さ れ
る 本 発 明 の 範 囲 を 制 限 す る と 解 釈 さ れ な い 。
【 ０ １ ０ ８ 】
実 施 例
本 発 明 の 核 酸 TU分 子 の 調 製 お よ び 発 現 に 関 連 し て 分 子 生 物 学 お よ び 組 み 換 え 型 DNA技 術 を
利 用 す る 一 般 的 方 法 は 、 例 え ば 、 「 Current Protocols in Molecular Biology」 、 Ausube
lら 、 John Wiley and Sons、 New York 1987（ 四 半 期 ご と に 更 新 ） 、 お よ び 「 Molecular C
loning： A Laboratory Manual」 、 第 二 版 、 Sambrook、 Fritsch and Maniatis、 Cold Spri
ng Harbor Laboratory、 Cold Spring Harbor、 NY、 1989に 記 載 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
実 施 例 1： JEV prMお よ び E抗 原 を コ ー ド す る 転 写 単 位 を 含 む 組 み 換 え 型 プ ラ ス ミ ド の 調 製
。
ゲ ノ ム RNAを 、 QIAamp（ 商 標 ） ウ イ ル ス RNAキ ッ ト （ Qiagen、 Santa Clarita、 CA） を 用 い
て 、 マ ウ ス 脳 か ら 増 殖 さ せ た JEV株 SA14ウ イ ル ス シ ー ド 150μ lか ら 抽 出 し た 。 シ リ カ 膜 上
に 吸 着 さ せ た RNAを ヌ ク レ ア ー ゼ 不 含 水 80μ l中 で 溶 出 し て 、 JEV prMお よ び E遺 伝 子 コ ー ド
配 列 を 増 幅 す る た め の 鋳 型 と し て 用 い た 。 プ ラ イ マ ー 配 列 は 、 Nitayaphanら （ Virology 1
77： 541～ 552（ 1990） ） の 研 究 か ら 得 ら れ た 。 ゲ ノ ム ヌ ク レ オ チ ド 領 域 389～ 2478位 を 含
む 単 一 の cDNA断 片 を 、 逆 転 写 酵 素 -ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ RT-PCR） に よ っ て 増 幅 し た 。
制 限 部 位 KpnIお よ び XbaI、 コ ン セ ン サ ス コ ザ ッ ク リ ボ ソ ー ム 結 合 配 列 、 な ら び に 翻 訳 開 始
部 位 を 、 ア ン プ リ マ ー （ amplimer） 14DV389（ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 配 列 番 号 ： 1； ア ミ ノ 酸
配 列 、 配 列 番 号 ： 2） に よ っ て cDNAの 5'末 端 で 作 成 （ engineer） し た 。 イ ン フ レ ー ム 翻 訳
終 了 コ ド ン の 後 に NotI制 限 部 位 を 、 ア ン プ リ マ ー c14DV2453（ 配 列 番 号 ： 3） に よ っ て cDNA
の 3'末 端 に 導 入 し た （ 図 2） 。 Titan RT-PCRキ ッ ト （ Boehringer Mannheim、 Indianapolis
、 IN） を 用 い て 1試 験 管 RT-PCRを 行 っ た 。 ウ イ ル ス RNA 10μ lを 14DV389（ 50μ M） お よ び c1
4DV2453（ 50μ M） 各 1μ l、 な ら び に ヌ ク レ ア ー ゼ 不 含 水 18μ lと 混 合 し て 、 混 合 物 を 85℃
で 5分 間 加 熱 し た 後 、 4℃ に 冷 却 し た 。 反 応 ミ ッ ク ス [5× 緩 衝 液 20μ l、 dNTP混 合 物 2μ l（
各 10 mM） 、 ジ チ オ ス レ イ ト ー ル （ 0.1 mM） 5μ l、 RNasin（ 商 標 ） （ 40 U/μ l、 ベ ー リ ン
ガ ー マ ン ハ イ ム 社 ） 0.5μ l、 ポ リ メ ラ ー ゼ 混 合 物 2μ l、 お よ び ヌ ク レ ア ー ゼ 不 含 水 45.5μ
l]75μ lを 加 え て 、 RT-PCRを 以 下 の よ う に 行 っ た ： 1サ イ ク ル （ 50℃ で 30分 、 94℃ で 3分 、 5
0℃ で 30秒 、 68℃ で 2.5分 ） 、 9サ イ ク ル （ 94℃ で 30秒 、 50℃ で 30秒 、 68℃ で 2.5分 ） 、 20サ
イ ク ル （ 最 初 の サ イ ク ル は 94℃ で 30秒 、 50℃ で 30秒 、 68℃ で 2.5分 、 そ の 後 1サ イ ク ル ご と
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に 5秒 ず つ 増 加 ） 、 お よ び 68℃ で 15分 間 の 最 終 伸 長 。 RT-PCR産 物 は 、 QIAquick（ 商 標 ） PCR
精 製 キ ッ ト （ Qiagen） に よ っ て 精 製 し て 、 50μ lの 1 mMト リ ス 塩 酸 、 pH 7.5に よ っ て 溶 出
し た 。
【 ０ １ １ ０ 】
全 て の ベ ク タ ー 構 築 物 お よ び 分 析 は 、 標 準 的 な 技 術 を 用 い て 行 っ た （ Sambrookら 、 1989）
。 KpnIお よ び NotIヌ ク レ ア ー ゼ に よ っ て 消 化 し た RT-PCR増 幅 cDNAを 、 真 核 細 胞 発 現 プ ラ ス
ミ ド ベ ク タ ー （ pCDNA3、 Invitrogen、 Carlsbad、 CA） の KpnI-NotI部 位 に 挿 入 し た 。 電 気
穿 孔 コ ン ピ テ ン ト 大 腸 菌 XL1-Blue細 胞 （ Stratagene、 La Jolla、 CA） を 、 電 気 穿 孔 （ ジ ー
ン パ ル サ ー （ Gene Pulser、 商 標 ） 、 Bio-Rad、 Hercules、 CA） に よ っ て 形 質 転 換 し て 、 10
0μ g/mlカ ル ベ ニ シ リ ン （ Sigma Chemical Co.、 St. Louis、 MO） を 含 む LB寒 天 プ レ ー ト 上
に 播 種 し た 。 ク ロ ー ン を 採 取 し て 、 100μ g/mlカ ル ベ ニ シ リ ン を 含 む LBブ ロ ス 3 mlに 接 種
し た 。 QIAprep（ 商 標 ） ス ピ ン ミ ニ プ レ ッ プ キ ッ ト （ Qiagen） を 用 い て 、 14時 間 培 養 物 か
ら プ ラ ス ミ ド DNAを 抽 出 し た 。 自 動 DNAシ ー ク エ ン シ ン グ は 、 推 奨 さ れ た 通 り に （ Applied 
Biosystems/Perkin Elmer、 Foster City、 CA） 行 っ た 。 cDNAの 双 方 の 鎖 を シ ー ク エ ン シ ン
グ し た と こ ろ 、 当 初 の SA14株 の 配 列 と 同 一 で あ る こ と が 示 さ れ た （ Nitayaphanら 、 1990）
。
【 ０ １ １ １ 】
f1 ori、 SV40 ori、 ネ オ マ イ シ ン 抵 抗 性 遺 伝 子 、 お よ び SV40ポ リ (A)要 素 を 含 む ヌ ク レ オ
チ ド （ nt） 1289～ nt 3455位 の プ ラ ス ミ ド pCDNA3（ Invitrogen、 Carlsbad、 CA） の 断 片 を
、 PvuII消 化 に よ っ て 欠 失 し た 後 、 ラ イ ゲ ー シ ョ ン し て pCBampプ ラ ス ミ ド を 作 製 し た 。 pCB
ampの NcoI/KpnI部 位 に キ メ ラ イ ン ト ロ ン 挿 入 を 含 む ベ ク タ ー pCIBampは 、 NcoIお よ び KpnI
に よ る 消 化 に よ っ て pCI（ プ ロ メ ガ 社 、 マ デ ィ ソ ン 、 ウ ィ ス コ ン シ ン 州 ） か ら イ ン ト ロ ン
配 列 を 切 除 す る こ と に よ っ て 構 築 し た 。 得 ら れ た 566-bp断 片 を 、 NcoI-KpnIに よ っ て 消 化
す る こ と に よ っ て pCBampに ク ロ ー ニ ン グ し 、 そ の 289-bp断 片 を 置 換 し た 。 図 3は 、 プ ラ ス
ミ ド pCDNA3、 pCBamp、 お よ び pCIBampの 間 の 関 係 を 表 す 。
【 ０ １ １ ２ 】
JEV prMお よ び E蛋 白 質 を コ ー ド す る 転 写 単 位 を 含 む プ ラ ス ミ ド は 、 こ れ ら の プ ラ ス ミ ド か
ら 調 製 し た 。 pCDNA3ベ ク タ ー に 由 来 す る 組 み 換 え 型 プ ラ ス ミ ド pCDJE2-7（ ヌ ク レ オ チ ド 配
列 、 配 列 番 号 ： 10； ア ミ ノ 酸 配 列 、 配 列 番 号 ： 11） に お い て JEV prMお よ び Eコ ー ド 領 域 を
含 む cDNA断 片 を 、 NotIお よ び KpnIま た は XbaIに よ る 消 化 に よ っ て 切 断 し て 、 pCBamp、 pCIB
amp、 pCEP4（ Invitrogen、 Carlsbad、 CA） 、 も し く は pREP4（ Invitrogen、 Carlsbad、 CA
） の KpnI-NotI部 位 、 ま た は pRc/RSV（ Invitrogen、 Carlsbad、 CA） 発 現 ベ ク タ ー の SpeI-N
otI部 位 に ク ロ ー ニ ン グ し て 、 そ れ ぞ れ 、 pCBJE1-14（ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 配 列 番 号 ： 17；
ア ミ ノ 酸 配 列 、 配 列 番 号 ： 18） 、 pCIBJES14、 pCEJE、 pREFE、 お よ び pRCJEを 作 製 し た 。 各
プ ラ ス ミ ド の ク ロ ー ン か ら の cDNAの 双 方 の 鎖 を シ ー ク エ ン シ ン グ し て 、 正 確 な ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 を 有 す る 組 み 換 え 型 ク ロ ー ン を 同 定 し た 。 哺 乳 類 細 胞 の イ ン ビ ト ロ 形 質 転 換 ま た は
マ ウ ス 免 疫 実 験 に 用 い る プ ラ ス ミ ド DNAは 、 EndoFree（ 商 標 ） プ ラ ス ミ ド マ キ シ キ ッ ト （ Q
iagen） を 用 い て 、 陰 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ っ て 精 製 し た 。
【 ０ １ １ ３ 】
実 施 例 2： 間 接 的 免 疫 蛍 光 抗 体 ア ッ セ イ 法 を 用 い た 、 様 々 な 組 み 換 え 型 プ ラ ス ミ ド に よ っ
て 発 現 さ れ た JEV prMお よ び E蛋 白 質 の 評 価
様 々 な 組 み 換 え 型 発 現 プ ラ ス ミ ド に よ る JEV特 異 的 遺 伝 子 産 物 の 発 現 を 、 COS-1、 COS-7、
お よ び SV-T2（ ATCC、 ロ ッ ク ビ ル 、 メ リ ー ラ ン ド 州 ； そ れ ぞ れ 、 1650-CRL、 1651-CRL、 お
よ び 163.1-CCL） の 一 過 性 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 細 胞 株 に お い て 、 間 接 的 免 疫 蛍 光 抗 体
ア ッ セ イ （ IFA） に よ っ て 評 価 し た 。 SV-T2細 胞 株 は 、 予 備 的 な 結 果 か ら 、 JEV抗 原 陽 性 で
あ っ た 細 胞 が 形 質 転 換 し た SV-T2細 胞 の 1～ 2％ に 過 ぎ な い こ と が 示 さ れ た こ と か ら 、 以 降
の 試 験 か ら 除 外 し た 。 形 質 転 換 を 行 う た め に 、 細 胞 を 150 cm 2 培 養 フ ラ ス コ に お い て 75％
コ ン フ ル エ ン ス ま で 増 殖 さ せ 、 ト リ プ シ ン 処 理 を 行 っ て 、 4℃ の 燐 酸 緩 衝 生 理 食 塩 液 に 最
終 細 胞 数 5× 10 6 個 /mlと な る よ う に 再 懸 濁 さ せ た 。 150 V、 960μ F、 お よ び 100Ω 抵 抗 に 設
定 し た BioRadジ ー ン パ ル ス （ 商 標 ） （ Bio-Rad） を 用 い て 、 プ ラ ス ミ ド DNA 10μ gを 細 胞 浮
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遊 液 300μ lに 電 気 穿 孔 し た 。 電 気 穿 孔 の 5分 後 、 細 胞 を 新 鮮 な 培 地 25 mlに よ っ て 希 釈 し て
、 75 cm 2 フ ラ ス コ に 播 種 し た 。 形 質 転 換 の 48時 間 後 、 培 地 を 細 胞 か ら 除 去 し て 、 細 胞 に ト
リ プ シ ン 処 理 を 行 い 、 3％ 正 常 ヤ ギ 血 清 を 含 む PBS 5 mlに 再 懸 濁 さ せ た 。 少 量 10μ lを ス ラ
イ ド ガ ラ ス 上 に ス ポ ッ ト し 、 風 乾 さ せ 、 ア セ ト ン 中 で － 20℃ で 20分 間 固 定 し た 。 IFAは 、
フ ル オ レ セ イ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト 結 合 ヤ ギ 抗 マ ウ ス 免 疫 グ ロ ブ リ ン G（ Sigma Chemical 
Co.） お よ び JEV HIAFを 用 い て 、 ア セ ト ン 固 定 プ ラ ス ミ ド 形 質 転 換 細 胞 に つ い て 行 っ た 。
【 ０ １ １ ４ 】
JEV prMお よ び E蛋 白 質 発 現 に 及 ぼ す 様 々 な プ ロ モ ー タ ー 、 お よ び ポ リ (A)要 素 の 影 響 を 調
べ る た め に 、 COS-1お よ び COS-7細 胞 株 を 、 等 量 の pCDJE2-7（ 配 列 番 号 ： 10） 、 pCEJE、 pRE
JE、 ま た は pRJEプ ラ ス ミ ド DNAに よ っ て 一 過 性 に 形 質 転 換 し た 。 JEV抗 原 は 、 四 つ 全 て の 組
み 換 え 型 プ ラ ス ミ ド に よ っ て 形 質 転 換 さ れ た 双 方 の 細 胞 株 に お い て 発 現 さ れ 、 こ の よ う に
、 CMVま た は RSV（ ラ ウ ス 肉 腫 ウ イ ル ス ） プ ロ モ ー タ ー お よ び BGHま た は SV40ポ リ (A)要 素 が
機 能 的 に 活 性 で あ る こ と を 確 認 し た 。 し か し 、 IFA陽 性 細 胞 数 お よ び IFA強 度 に よ っ て そ れ
ぞ れ 決 定 し た 形 質 転 換 細 胞 の 割 合 お よ び 発 現 さ れ た JEV抗 原 の レ ベ ル は 、 プ ラ ス ミ ド が 異
な れ ば 大 き く 異 な っ た （ 表 1） 。 pCDJE2-7（ 配 列 番 号 ： 10） 、 pCBJE1-14（ 配 列 番 号 ： 17）
お よ び pCIBJES14に よ っ て 形 質 転 換 さ れ た COS-1細 胞 の 有 意 に 高 い 割 合 が 、 JEV抗 原 を 発 現
し 、 発 現 さ れ た 蛋 白 質 レ ベ ル は 、 JEV感 染 細 胞 と 同 等 で あ っ た 。 一 方 、 pCEJE、 pREJE、 ま
た は pRCJEベ ク タ ー を ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 細 胞 は 、 抗 原 発 現 細 胞 の 割 合 が 低 い の み
な ら ず 、 蛍 光 強 度 も 低 く 、 抗 原 の 発 現 が 弱 い こ と を 示 し て い る 。
【 ０ １ １ ５ 】
pCDJE2-7（ 配 列 番 号 ： 10） に よ る JEV蛋 白 質 の 発 現 の 増 強 が SV40が コ ー ド す る 真 核 細 胞 複
製 開 始 点 に よ っ て 影 響 を 受 け る か 否 か を 確 認 す る た め に 、 pCDJE2-7か ら f1 ori、 SV40 ori
、 ネ オ マ イ シ ン 抵 抗 性 遺 伝 子 、 お よ び SV40ポ リ (a)要 素 を 含 む 2166 bp断 片 を 欠 失 し た プ ラ
ス ミ ド pCBJE1-14（ 配 列 番 号 ： 17） を 構 築 し た 。 次 に 、 キ メ ラ イ ン ト ロ ン を pCBJE1-14に 挿
入 し て 、 pCIBJES14を 作 製 し た 。 pCIBJES14プ ラ ス ミ ド を 用 い て 、 JEV蛋 白 質 の 発 現 が イ ン
ト ロ ン 配 列 に よ っ て 増 強 さ れ う る か 否 か を 決 定 し た 。 形 質 転 換 の 後 、 pCBJE1-14お よ び pCI
BJES14ベ ク タ ー の 双 方 を 有 す る 細 胞 は 、 pCDJE2-7の 場 合 に 認 め ら れ た も の と 類 似 の JEV抗
原 レ ベ ル を 発 現 し た （ 表 1） 。 こ の 結 果 は 、 組 み 換 え 型 ベ ク タ ー に よ る JEV prMお よ び E抗
原 の 発 現 が 、 転 写 調 節 要 素 に 限 っ て 影 響 を 受 け る こ と を 示 し て い る 。 真 核 細 胞 の 複 製 開 始
点 も イ ン ト ロ ン 配 列 も 、 用 い た 細 胞 に お い て JEV抗 原 の 発 現 を 増 強 し な か っ た 。 CMVプ ロ モ
ー タ ー お よ び BHGポ リ (A)（ 図 3） を 含 む ベ ク タ ー を さ ら な る 分 析 の た め に 選 択 し た 。
【 ０ １ １ ６ 】
実 施 例 3． JEV特 異 的 遺 伝 子 産 物 を 構 成 的 に 発 現 す る 、 イ ン ビ ト ロ で 形 質 転 換 し た 安 定 な 細
胞 株 の 選 択
COS-1細 胞 を 、 先 の 実 施 例 に 記 載 し た 電 気 穿 孔 に よ っ て pCDJE2-7 DNA 10μ gに よ っ て 形 質
転 換 し た 。 非 選 択 的 な 培 養 培 地 に お い て 24時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 細 胞 を ネ オ マ イ シ
ン （ 0.5 mg/ml、 シ グ マ ケ ミ カ ル 社 ） に よ っ て 処 置 し た 。 2～ 3週 間 で 目 に 見 え る よ う に な
る ネ オ マ イ シ ン 抵 抗 性 コ ロ ニ ー を 、 ネ オ マ イ シ ン 含 有 培 地 に お い て 限 界 希 釈 法 に よ っ て ク
ロ ー ニ ン グ し た 。 ベ ク タ ー が コ ー ド す る JEV遺 伝 子 産 物 の 発 現 は 、 JEV HIAFを 用 い た IFAに
よ っ て 最 初 に ス ク リ ー ニ ン グ し た 。 JEV-IFA陽 性 ク ロ ー ン （ JE-4B） 1個 、 お よ び 陰 性 ク ロ
ー ン （ JE-5A） 1個 を さ ら な る 分 析 の た め に 選 択 し て 、 200μ g/mlネ オ マ イ シ ン を 含 む 培 地
に お い て 維 持 し た 。
【 ０ １ １ ７ 】
JE-4Bク ロ ー ン に よ っ て 発 現 さ れ た JEV E蛋 白 質 の 真 偽 は 、 JEV E特 異 的 マ ウ ス モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 （ Mab） の パ ネ ル を 用 い た 、 IFAに よ る エ ピ ト ー プ マ ッ ピ ン グ に よ っ て 証 明 し た （
Kimura-Kurodaら 、 J. Virol. 45： 124～ 132（ 1983） ； Kimura-Kurodaら 、 J. Gen. Virol.
 67： 2663～ 2672（ 1986） ； Zhangら 、 J. Med. Virol. 29： 133～ 138（ 1989） ； お よ び Roe
hrigら 、 Virol. 128： 118～ 126（ 1983） ） 。 JEV HIAFお よ び 正 常 マ ウ ス 血 清 を そ れ ぞ れ 、
陽 性 お よ び 陰 性 抗 体 対 照 と し て 用 い た 。 四 つ の JEV-特 異 的 、 六 つ の フ ラ ビ ウ イ ル ス 亜 群 特
異 的 、 お よ び 二 つ の フ ラ ビ ウ イ ル ス 群 反 応 性 Mabが 、 4Bク ロ ー ン ま た は JEV感 染 COS-1細 胞
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に 対 し て 同 様 に 反 応 し た （ 表 2） 。
【 ０ １ １ ８ 】
実 施 例 4． JE-4B COS-1細 胞 株 に よ っ て 分 泌 さ れ た サ ブ ウ イ ル ス 粒 子 の 抗 原 特 性 お よ び 免 疫
学 的 検 出
a． サ ブ ウ イ ル ス 粒 子 の 調 製 。 　 JE-4B COS-1細 胞 は 、 200μ g/mlネ オ マ イ シ ン を 含 む 培 地
に お い て 増 殖 お よ び 維 持 し た 。 培 養 培 地 は 通 常 通 り 採 取 し て 4℃ で 保 存 し て 、 週 2回 新 鮮 な
培 地 に 交 換 し て 、 細 胞 を 7日 ～ 10日 ご と に 1： 5に 分 割 し て 継 代 し た 。 培 養 培 地 を Sorvall F
16/250ロ ー タ ー に お い て 4℃ 、 10,000 rpmで 30分 間 遠 心 す る こ と に よ っ て 透 明 に し 、 Sorva
ll TH641ロ ー タ ー に お い て 5％ シ ョ 糖 ク ッ シ ョ ン （ w/w、 10 mMト リ ス 塩 酸 、 pH 7.5、 100 m
M NaCl（ TN緩 衝 液 ） に よ っ て 調 製 ） の 中 を 4℃ 、 39,000 rpmで さ ら に 4時 間 遠 心 し た 。 サ ブ
ウ イ ル ス 粒 子 を 含 む 沈 降 物 を TN緩 衝 液 に 再 懸 濁 さ せ て 、 4℃ で 保 存 し た 。 ま た は 、 7％ も し
く は 10％ PEG-8000（ w/v） を 透 明 に し た 培 養 培 地 に 加 え た 。 混 合 物 を 4℃ で 少 な く と も 2時
間 攪 拌 し て 、 沈 殿 し た 粒 子 を 10,000 rpmで 30分 間 遠 心 す る こ と に よ っ て 回 収 し た 。 沈 殿 物
を TN緩 衝 液 に 再 懸 濁 さ せ て 、 4℃ で 保 存 し た 。 サ ブ ウ イ ル ス 粒 子 を 、 5％ ～ 25％ 連 続 シ ョ 糖
勾 配 の TN溶 液 に お い て 4℃ 、 38,000 rpmで 90分 間 の 速 度 ゾ ー ン 遠 心 に よ っ て 、 沈 降 し た 調
整 物 お よ び PEG沈 殿 し た 調 製 物 の 双 方 か ら 精 製 し た 。 1 ml分 画 を 勾 配 の 上 部 か ら 回 収 し て
、 抗 原 捕 獲 ELISA（ 下 記 参 照 ） に よ っ て 調 べ 、 陽 性 分 画 を 25％ ～ 50％ シ ョ 糖 勾 配 の TN溶 液
に ロ ー デ ィ ン グ し た 。 こ れ を 、 4℃ 、 35,000 rpmで の 平 衡 密 度 遠 心 に お い て 一 晩 遠 心 し た
。 平 衡 勾 配 か ら の 0.9 ml分 画 を 底 か ら 回 収 し た 。 そ れ ら を 抗 原 捕 獲 ELISAに よ っ て 調 べ 、 p
H 6.6で の ヘ ム ア グ ル チ ニ ン （ HA） 活 性 に 関 し て 評 価 し た 。 各 分 画 の 100μ lの ア リ コ ー ト
の 重 量 を 正 確 に 測 定 し て 、 そ の 密 度 を 測 定 し た 。 ELISA陽 性 分 画 を プ ー ル し て 、 4℃ 、 39,0
00 rpmで 3～ 4時 間 遠 心 し て 沈 降 さ せ 、 沈 降 物 を TN緩 衝 液 に 再 懸 濁 さ せ た 。 沈 降 さ せ た 試 料
に 関 し て 抗 原 捕 獲 ELISAお よ び HA力 価 を 測 定 し た 。 JEV感 染 COS-1細 胞 上 清 に も 同 様 に 、 先
に 詳 細 に 記 述 し た よ う に 類 似 の 精 製 プ ロ ト コ ー ル を 行 い 、 勾 配 分 析 の た め の 陽 性 対 照 と し
て 用 い た 。 JEビ リ オ ン も 同 様 に 、 感 染 後 5日 ～ 6日 の 感 染 C6/36細 胞 か ら 、 グ リ セ ロ ー ル ／
酒 石 酸 塩 平 衡 勾 配 に お け る 沈 降 に よ っ て 精 製 し た 。
【 ０ １ １ ９ 】
b． サ ブ ウ イ ル ス 粒 子 の ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 。 　 サ ブ ウ イ ル ス 粒 子 の 勾 配 精 製 試 料 を 電 気
泳 動 試 料 緩 衝 液 と 共 に 混 合 し て 、 Laemmli（ Nature 277： 680～ 685（ 1970） ） に よ っ て 記
述 さ れ る よ う に 、 10％ ま た は 12.5％ ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム 含 有 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル
（ SDS-PAGE） の 中 を 泳 動 さ せ た 。 蛋 白 質 を ニ ト ロ セ ル ロ ー ス メ ン ブ レ ン に 転 写 し て 、 ポ リ
ク ロ ー ナ ル JEV HIAF、 フ ラ ビ ウ イ ル ス 交 叉 反 応 性 抗 E Mab 4G2抗 体 （ Henchalら 、 Amer. J.
 Trop. Med. Hyg. 31： 830～ 836（ 1982） ） ま た は マ ウ ス 抗 prMペ プ チ ド 過 免 疫 血 清 （ JM01
） に よ っ て 免 疫 化 学 的 に 検 出 し た 。 図 4は 、 JEV感 染 C6/36お よ び JE-4B COS-1細 胞 に よ っ て
産 生 さ れ た Mお よ び E蛋 白 質 の 比 較 を 示 す 。 E蛋 白 質 に 対 す る 何 ら か の 非 特 異 的 反 応 性 を 、
正 常 マ ウ ス 腹 水 お よ び Jmo1抗 ペ プ チ ド 血 清 に お い て 認 め た 。 大 き さ が Mお よ び Eと 同 一 で あ
る 蛋 白 質 が サ ブ ウ イ ル ス 粒 子 に お い て 分 泌 さ れ 、 そ れ ぞ れ 、 E特 異 的 Mab 4G2お よ び prM特
異 的 JM01抗 血 清 に よ っ て 検 出 す る こ と が で き た 。
【 ０ １ ２ ０ 】
c． 培 養 培 地 に お け る JEVサ ブ ウ イ ル ス 粒 子 の 密 度 勾 配 検 出 。 　 ELISAの た め に 、 抗 原 捕 獲
抗 体 （ 4G2） を pH 9.6の 0.1 M炭 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 液 に よ っ て 希 釈 し て 、 こ れ を 用 い て 4℃
で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ っ て 96ウ ェ ル マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト （ Immulon II
、 Dynatech、 Chantilly、 VA） を コ ー テ ィ ン グ し た 。 3％ 正 常 ヤ ギ 血 清 の PBS溶 液 に よ っ て
ブ ロ ッ キ ン グ し た 後 、 連 続 2倍 希 釈 試 料 を 4G2で コ ー ト さ れ た プ レ ー ト に 加 え て 、 37℃ で 1.
5時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 捕 獲 し た 抗 原 を 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 結 合 6B6C-1 Mag
に よ っ て 検 出 し て 、 37℃ で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 次 に 、 固 相 上 の 酵 素 活 性 を TMB（ 3,
3',5,5'-テ ト ラ メ チ ル ベ ン ジ ジ ン ） -ELISA（ Life Technologies、 Grand Island、 NY） に
よ っ て 検 出 し た 。
【 ０ １ ２ １ 】
JE-4B細 胞 の 15× 150 cm 2 フ ラ ス コ か ら の 細 胞 培 養 培 地 約 500 mlを 、 細 胞 を 播 種 し た 4日 後

10

20

30

40

50

(27) JP 2004-532023 A 2004.10.21



に 回 収 し た 。 PEG沈 殿 サ ブ ウ イ ル ス 粒 子 を pH 7.5の TN緩 衝 液 2 mlに 再 懸 濁 さ せ て 、 こ の 再
懸 濁 さ せ た 沈 降 物 0.7 mlの ア リ コ ー ト を 5％ ～ 25％ シ ョ 糖 勾 配 に ロ ー デ ィ ン グ し た 。 サ ブ
ウ イ ル ス 粒 子 を 破 壊 す る ト ラ イ ト ン X-100を 、 最 終 濃 度 が 0.1％ と な る よ う に 別 の 0.7 mlア
リ コ ー ト に 加 え て 、 こ れ を 0.1％ ト ラ イ ト ン X-100を 含 む TN緩 衝 液 中 で 調 製 し た 5％ ～ 25％
シ ョ 糖 勾 配 に ロ ー デ ィ ン グ し た 。 ト ラ イ ト ン X-100を 含 む 勾 配 の 上 部 か ら 約 2.5 cmの と こ
ろ に 明 確 な 不 透 明 な バ ン ド を 認 め た が 、 界 面 活 性 剤 を 含 ま な い 勾 配 に は 認 め な か っ た 。 各
勾 配 の 上 か ら 下 ま で の 分 画 （ 1 ml） を 回 収 し た （ 図 5） 。 そ れ ぞ れ の 回 収 し た 分 画 を 抗 原
捕 獲 ELISAに よ っ て 分 析 し た 。 抗 原 は 分 画 4～ 6に お い て 検 出 さ れ 、 サ ブ ウ イ ル ス 粒 子 の 比
較 的 速 や か な 沈 降 特 徴 を 示 し て い る 。 ト ラ イ ト ン X-100に よ っ て JE-4B培 養 培 地 か ら の PEG
沈 殿 物 の 処 置 を 行 う と 、 ELISA反 応 性 材 料 の 位 置 が 勾 配 の 上 部 に シ フ ト し た 。 こ の よ う に
、 ト ラ イ ト ン X-100に よ る 処 置 に よ っ て 、 沈 降 の 遅 い 分 子 の み が 生 成 さ れ る 。 類 似 の 知 見
は 、 Konishiら （ Virol. 188： 714～ 720（ 1992） ） に よ っ て も 報 告 さ れ た 。 こ れ ら の 結 果
は 、 prM/Mお よ び Eを 含 む 急 速 に 沈 降 す る サ ブ ウ イ ル ス 粒 子 を 、 界 面 活 性 剤 処 置 に よ っ て 破
壊 で き る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
ヘ ム ア グ ル チ ニ ン （ HA） 活 性 は 、 Clarkeお よ び Casals（ Amer. J. Trop. Med. Hyg. 7： 56
1～ 573（ 1958） ） の 方 法 に よ っ て pH範 囲 6.1～ 7.0に お い て 決 定 し た 。 JE-4B細 胞 に よ っ て
分 泌 さ れ た サ ブ ウ イ ル ス 粒 子 お よ び JEV感 染 COS-1細 胞 に よ っ て 産 生 さ れ た ビ リ オ ン 粒 子 は
、 最 適 な pHが 6.6で あ る と 決 定 さ れ た 類 似 の HAプ ロ フ ィ ー ル を 有 し た 。
【 ０ １ ２ ３ 】
実 施 例 5． 本 発 明 の pCDJE2-7核 酸 ワ ク チ ン お よ び 市 販 の JEVワ ク チ ン に よ っ て ワ ク チ ン 接 種
し た マ ウ ス に お け る 免 疫 応 答 の 比 較
3週 齢 の 雌 性 ICR非 近 交 系 マ ウ ス 1群 5匹 に 、 左 四 頭 筋 お よ び 右 四 頭 筋 に pCDJE2-7プ ラ ス ミ ド
100μ gの dH 2 O溶 液 100μ lを 筋 肉 内 注 射 す る か 、 ま た は ヒ ト に 投 与 す る 用 量 の 5分 の 1で あ る
JE-VAX用 量 （ 製 造 は 、 大 阪 大 学 微 生 物 病 研 究 会 、 お よ び 販 売 は 、 Connaught Laboratories
、 Swiftwater、 PA） を 皮 下 投 与 し た 。 無 関 係 な 蛋 白 質 を コ ー ド し て 発 現 す る プ ラ ス ミ ド pC
DNA3/CAT（ イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン 社 ） を 陰 性 ワ ク チ ン 接 種 対 照 と し て 用 い た 。 pCDJE2-7ワ ク チ
ン 接 種 マ ウ ス 1群 を 除 き 、 動 物 は 全 て 、 さ ら な る 用 量 の プ ラ ス ミ ド ま た は JE-VAXに よ っ て 3
週 間 後 に 追 加 免 疫 し た 。 接 種 後 3週 、 6週 、 9週 、 23週 、 40週 、 お よ び 60週 間 目 に マ ウ ス の
眼 窩 後 洞 か ら 採 血 し た 。 JEV抗 体 力 価 は 、 精 製 JEVに 対 す る 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 ア ッ セ イ 法 （
ELISA） に よ っ て 、 ま た は プ ラ ー ク 減 少 中 和 試 験 （ PRNT） （ Roehrigら 、 Virol, 171： 49～
60（ 1989） ； お よ び Huntお よ び Calisher、 Amer. J. Trop. Hyg. 28： 740～ 749（ 1979） ）
に よ っ て 決 定 し た 。
【 ０ １ ２ ４ 】
pCDJE2-7核 酸 ワ ク チ ン お よ び JE-VAXは 、 三 つ 全 て の 群 の マ ウ ス に お い て 、 最 初 の ワ ク チ ン
接 種 の 3週 間 以 内 に 100％ 血 清 転 換 を 示 し た （ 表 3） 。 JEV ELISAお よ び PRNT抗 体 力 価 は 、 免
疫 後 6週 目 お よ び 9週 目 に そ れ ぞ れ 最 高 レ ベ ル に 達 し た 。 DNAワ ク チ ン 1用 量 を 接 種 し た マ ウ
ス は 、 2用 量 を 接 種 し た マ ウ ス と 類 似 の 抗 体 反 応 を 示 し た 。 DNAワ ク チ ン 接 種 群 で は 、 同 等
の ELISA抗 体 力 価 が 、 そ の 後 実 験 を 終 了 し た 60週 ま で 維 持 さ れ た 。 し か し 、 JE-VAX群 の マ
ウ ス で は 、 接 種 後 60週 で JEV抗 体 陽 性 で あ っ た の は 4匹 中 1匹 に 過 ぎ な か っ た 。 pCDNA3/CAT
対 照 群 は 、 如 何 な る 測 定 可 能 な JEV抗 体 も 生 じ な か っ た 。 こ れ ら の 結 果 は 、 JEV-特 異 的 核
酸 ワ ク チ ン の 1回 接 種 が 、 市 販 の FDA承 認 JE-VAXワ ク チ ン よ り 、 マ ウ ス に お け る JEV抗 体 の
維 持 に お い て 有 効 で あ る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
実 施 例 6． 異 な る 齢 で の ワ ク チ ン の 有 効 性 に 関 す る 、 本 発 明 の 様 々 な 核 酸 ワ ク チ ン 構 築 物
と 市 販 の JEVワ ク チ ン と の 比 較
類 似 の レ ベ ル の JEV蛋 白 質 が 、 pCDJE2-7、 pCBJE1-14、 ま た は pCIBJES14に よ っ て 形 質 転 換
し た COS-1細 胞 に よ っ て 発 現 さ れ た 。 こ れ ら の 核 酸 構 築 物 に よ る JEV抗 体 誘 導 を 、 ワ ク チ ン
接 種 時 に 二 つ の 異 な る 齢 で 、 JE-VAX市 販 ワ ク チ ン と 比 較 し た 。 1群 10匹 の 3日 齢 （ 性 別 混 合
） ま た は 3週 齢 （ 雌 性 ） ICR非 近 交 系 マ ウ ス に 、 プ ラ ス ミ ド DNA 50μ gも し く は 100μ gを 筋
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肉 内 に ワ ク チ ン 接 種 す る か 、 ま た は ヒ ト に 投 与 す る 用 量 の 10分 の 1ま た は 5分 の 1で あ る JE 
VAX用 量 を 皮 下 に ワ ク チ ン 接 種 し た 。 血 清 標 本 を 免 疫 後 3週 間 お よ び 7週 間 で 採 取 し て 、 精
製 JEVを 抗 原 と し て 用 い た ELISAに よ っ て 1600倍 希 釈 で 試 験 し た 。 結 果 を 表 4に 示 す 。
【 ０ １ ２ ６ 】
プ ラ ス ミ ド pCBJE1-14は 、 最 も 高 い 程 度 の 血 清 変 換 、 す な わ ち 、 1600倍 以 上 の 抗 体 力 価 を
示 し 、 双 方 の 齢 の ワ ク チ ン 接 種 で 80％ ～ 100％ に 達 し た 。 pCDJE2-7ま た は pCIBJES14の 投 与
は 、 3日 齢 の マ ウ ス に ワ ク チ ン を 接 種 し た 場 合 に は 7週 目 ま で に 中 程 度 の 血 清 変 換 を 示 し た
が （ そ れ ぞ れ 60％ ） 、 ワ ク チ ン 接 種 後 3週 目 に 測 定 し た 場 合 に は よ り 弱 い 血 清 変 換 を 示 し
た （ そ れ ぞ れ 、 40％ お よ び 10％ ） 。 し か し 、 こ れ ら の プ ラ ス ミ ド を 3週 齢 で 投 与 す る と 、
ワ ク チ ン 接 種 の 3週 後 お よ び 7週 後 の 双 方 で 血 清 変 換 90％ ま た は 100％ が 得 ら れ た 。 対 照 的
に 、 市 販 の ワ ク チ ン 、 JE-VAXは 、 3日 齢 で 投 与 し た 場 合 に 血 清 変 換 を 示 さ ず 、 3週 齢 で 投 与
し た 場 合 に は 100％ の 血 清 変 換 を 示 し た 。 こ の よ う に 、 JEV prMお よ び Eに 対 す る 核 酸 TUは
、 市 販 の ワ ク チ ン の 非 常 に 高 い 用 量 よ り 、 良 好 な 程 度 の 血 清 変 換 を 示 し 、 若 い 動 物 お よ び
よ り 成 熟 し た 動 物 の 双 方 に お い て 予 想 外 に 高 い 血 清 変 換 を 示 し た 。
【 ０ １ ２ ７ 】
実 施 例 7． 本 発 明 の 核 酸 ワ ク チ ン に よ っ て 与 え ら れ る 保 護 免 疫
実 施 例 6か ら の 3日 齢 ワ ク チ ン 接 種 群 に 、 ワ ク チ ン 接 種 後 7週 目 に マ ウ ス 適 合 JEV株 SA14 50,
000 pfu/100μ lを 腹 腔 内 注 射 に よ っ て チ ャ レ ン ジ し て 、 3週 間 観 察 し た 。 様 々 な 核 酸 TU含
有 ワ ク チ ン 構 築 物 を 接 種 し た 群 で は 100％ の 保 護 が 21日 間 得 ら れ た （ 表 5） 。 対 照 的 に 、 JE
-VAXワ ク チ ン 接 種 マ ウ ス の 60％ 、 な ら び に pCDNA3/CATワ ク チ ン 接 種 陰 性 対 照 の 70％ が 、 ウ
イ ル ス チ ャ レ ン ジ か ら 21日 ま で 生 き 残 る こ と が で き な か っ た 。 こ れ ら の 結 果 は 、 本 発 明 の
核 酸 TUは 、 ワ ク チ ン 接 種 マ ウ ス に 対 し て 予 想 外 に 有 効 な 保 護 を 与 え る こ と を 示 し て い る 。
こ れ は 、 ヒ ト 用 の 初 期 幼 少 期 ワ ク チ ン と し て 本 発 明 の 核 酸 ワ ク チ ン を 用 い る 可 能 性 を 示 唆
し て い る 。 対 照 的 に 、 現 在 用 い ら れ て い る 不 活 化 ヒ ト ワ ク チ ン JE-VAXは 、 若 い 動 物 に お い
て 有 効 で は な い よ う に 思 わ れ る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
実 施 例 8． 母 体 の 抗 体 力 価 と 相 関 す る 新 生 仔 マ ウ ス の 受 動 的 保 護
3週 齢 の 雌 性 ICRマ ウ ス に 、 pCDJE2-7プ ラ ス ミ ド DNAを 100μ g/100μ lの 1用 量 も し く は 2日 間
あ け て 2用 量 、 ま た は ヒ ト に 投 与 す る 用 量 の 5分 の 1で あ る JE VAX 2用 量 を ワ ク チ ン 接 種 し
た 。 陰 性 対 照 群 に は 、 pCDNA-3/CATプ ラ ス ミ ド 100μ g/100μ lの 2用 量 を 投 与 し た 。 母 体 抗
体 に よ る 受 動 的 保 護 は 、 第 一 の ワ ク チ ン 接 種 後 9週 目 ま た は 第 二 の ワ ク チ ン 接 種 後 6週 目 に
、 実 験 の 雌 性 マ ウ ス を 非 免 疫 雄 性 マ ウ ス と 交 配 さ せ る こ と に よ っ て 得 ら れ た 仔 に お い て 評
価 し た 。 生 後 3日 ～ 15日 の 間 の 仔 を 、 マ ウ ス 適 合 SA14ウ イ ル ス 5,000 pfu/100μ lの 腹 腔 内
投 与 に よ っ て チ ャ レ ン ジ し て 、 3週 間 毎 日 観 察 し た （ 表 6） 。 生 存 率 は 、 母 体 の 中 和 抗 体 力
価 と 相 関 し た 。 PRNT 1： 80の 母 親 に よ っ て 哺 乳 さ れ た 仔 の 100％ が ウ イ ル ス 感 染 か ら 生 き
残 っ た の に 対 し 、 対 照 母 親 か ら の 仔 は い ず れ も 生 き 残 ら な か っ た （ 表 6） 。 PRNT力 価 が そ
れ ぞ れ 、 1： 20お よ び 1： 40で あ る 母 親 に よ っ て 哺 乳 さ れ た よ り 週 齢 の 大 き い 仔 で は 、 45％
お よ び 75％ の 部 分 的 保 護 を 認 め た 。 生 存 率 は ま た 、 仔 が 免 疫 母 親 に よ っ て 哺 乳 さ れ た 期 間
に も 相 関 し た 。 ま さ に 示 し て い る よ う に 、 13日 ～ 15日 齢 の 仔 は 高 い 生 存 率 を 示 し た 。 し か
し 、 3～ 4日 齢 の 仔 は 、 母 親 の PRNT力 価 が 1： 20、 ま た は 1： 40で あ る 場 合 に は ウ イ ル ス チ ャ
レ ン ジ か ら 生 き 残 れ な か っ た 。 こ の よ う に 、 母 親 の 抗 体 は 、 子 孫 に 部 分 的 な い し 完 全 な 保
護 免 疫 を 提 供 す る 。 さ ら に 、 ELISAに よ っ て 、 チ ャ レ ン ジ 後 の 仔 の 97％ （ 29/30） の 血 清 中
に JEV抗 体 が 検 出 さ れ た 。
【 ０ １ ２ ９ 】
マ ウ ス に プ ラ ス ミ ド DNA 100μ g用 量 を 1回 も し く は 2回 筋 肉 内 接 種 す る か 、 ま た は JE VAXワ
ク チ ン の ヒ ト 用 量 の 5分 の 1を 2回 皮 下 接 種 し た 。 非 免 疫 雄 性 マ ウ ス と の 交 配 の 前 に 、 PRNT
試 験 の た め に ワ ク チ ン 接 種 後 9週 目 に 血 清 を 採 取 し た 。
【 ０ １ ３ ０ 】
実 施 例 9． WNV prMお よ び E抗 原 を コ ー ド す る 転 写 単 位 を 含 む 、 組 み 換 え 型 プ ラ ス ミ ド の 調
製
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ゲ ノ ム RNAを 、 QIAamp（ 商 標 ） ウ イ ル ス RNAキ ッ ト （ Qiagen、 Santa Clarita、 CA） を 用 い
て 、 1999年 に ニ ュ ー ヨ ー ク で の 大 流 行 か ら 単 離 し た 株 で あ る NY 99-6480株 に 感 染 さ せ た Ve
ro細 胞 培 養 培 地 150μ lか ら 抽 出 し た 。 抽 出 し た RNAを 溶 出 さ せ て 、 ヌ ク レ ア ー ゼ 不 含 水 80
μ lに 浮 遊 さ せ て 、 WNV prMお よ び E遺 伝 子 コ ー ド 配 列 を 増 幅 す る た め の 鋳 型 と し て 用 い た
。 プ ラ イ マ ー 配 列 は 、 Lanciottiら （ Science 286： 2333～ 2337（ 1999） ） の 研 究 か ら 得 た
。 ゲ ノ ム ヌ ク レ オ チ ド 領 域 を 含 む cDNA断 片 を 逆 転 写 酵 素 -ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ RT-PCR
） に よ っ て 増 幅 し た 。 制 限 部 位 BsmBIお よ び KasIを 、 ア ン プ リ マ ー WN466（ ヌ ク レ オ チ ド 配
列 、 配 列 番 号 ： 12） を 用 い て cDNAの 5'末 端 に 作 成 （ engineer） し た 。 NotI制 限 部 位 が 後 に
続 く イ ン フ レ ー ム 翻 訳 終 了 コ ド ン を 、 ア ン プ リ マ ー cWN2444（ 配 列 番 号 ： 13） を 用 い て cDN
Aの 3'末 端 に 導 入 し た 。 RT-PCR産 物 は 、 QIAquick（ 商 標 ） PCR精 製 キ ッ ト （ Qiagen） に よ っ
て 精 製 し た 。
【 ０ １ ３ １ 】
上 記 の 二 つ の ア ン プ リ マ ー （ 配 列 番 号 ： 12お よ び 配 列 番 号 ： 13） を 用 い て 産 生 さ れ た 二 本
鎖 ア ン プ リ コ ン を 、 KasIお よ び NotI酵 素 に よ っ て 消 化 し て 、 DNAの 998 bp（ nt-1470～ 2468
） 断 片 を 作 製 し 、 こ れ を pCBJESSベ ク タ ー の KasIお よ び NotI部 位 に 挿 入 し て 、 中 間 プ ラ ス
ミ ド pCBINTを 形 成 し た 。 pCBJESSは 、 pCBampプ ラ ス ミ ド に 由 来 し 、 こ れ は サ イ ト メ ガ ロ ウ
イ ル ス 初 期 遺 伝 子 プ ロ モ ー タ ー 、 転 写 制 御 要 素 お よ び 操 作 さ れ た JEシ グ ナ ル 配 列 要 素 を 含
ん だ （ Changら 、 J. Virol. 74： 4244～ 4252（ 2000） ） 。 JEシ グ ナ ル 配 列 要 素 は JEシ グ ナ
ル 配 列 （ 配 列 番 号 ： 14） を 含 む 。
【 ０ １ ３ ２ 】
次 に 、 cDNAア ン プ リ コ ン を BsmBIお よ び KasI酵 素 に よ っ て 消 化 し て 、 残 っ て い る 1003 bp断
片 （ ヌ ク レ オ チ ド 466～ 1470） を pCBINTの KasI部 位 に 挿 入 し て pCBWN（ 核 酸 配 列 、 配 列 番 号
： 15； ア ミ ノ 酸 配 列 、 配 列 番 号 ： 16） を 形 成 し た 。 ABIプ リ ズ ム 377シ ー ク エ ン サ ー （ ア プ
ラ イ ド バ イ オ シ ス テ ム ズ ／ パ ー キ ン エ ル マ ー 、 フ ォ ル タ ー シ テ ィ 、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 ） を
用 い た 自 動 DNAシ ー ク エ ン シ ン グ を 用 い て 、 組 み 換 え 型 プ ラ ス ミ ド が Lanciottiら （ Scienc
e 286： 2333～ 2337（ 1999） ） に よ っ て 定 義 さ れ た 正 確 な prMお よ び E配 列 を 有 す る こ と を
確 認 し た 。
【 ０ １ ３ ３ 】
哺 乳 類 細 胞 の イ ン ビ ト ロ 形 質 転 換 、 ま た は マ ウ ス 免 疫 実 験 に お い て 用 い る た め の プ ラ ス ミ
ド DNAは 、 実 施 例 1に 記 載 す る よ う に 陰 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ っ て 精 製 し た 。
【 ０ １ ３ ４ 】
実 施 例 10． pCBWNに よ っ て 発 現 さ れ た WNV prMお よ び E蛋 白 質 の 免 疫 化 学 特 徴 付 け と 評 価
pCBWNプ ラ ス ミ ド に よ っ て コ ー ド さ れ た WNV特 異 的 遺 伝 子 産 物 を 、 COS-1細 胞 に お い て 発 現
さ せ た 。 Changら （ J. Virol. 74： 4244～ 4252（ 2000） ） に 従 っ て 細 胞 を 電 気 穿 孔 し て 、 p
CBWNプ ラ ス ミ ド に よ っ て 形 質 転 換 し た 。 電 気 穿 孔 し た 細 胞 を 75 cm 2 培 養 フ ラ ス コ 、 ま た は
滅 菌 カ バ ー ガ ラ ス 1枚 ／ ウ ェ ル を 含 む 12ウ ェ ル 組 織 培 養 皿 に 播 種 し た 。 フ ラ ス コ お よ び 12
ウ ェ ル プ レ ー ト は 全 て 、 37℃ 、 5％ CO 2 イ ン キ ュ ベ ー タ で 維 持 し た 。 電 気 穿 孔 の 40時 間 後 、
接 着 細 胞 を 含 む カ バ ー ガ ラ ス を ウ ェ ル か ら 取 り 出 し て 、 PBSに よ っ て 簡 単 に 洗 浄 し て 、 室
温 で ア セ ト ン に よ っ て 2分 間 固 定 し 、 空 気 乾 燥 さ せ た 。
【 ０ １ ３ ５ 】
蛋 白 質 発 現 は 、 実 施 例 2に 記 載 す る よ う に 間 接 的 免 疫 蛍 光 抗 体 ア ッ セ イ （ IFA） を 用 い て 検
出 し た 。 フ ラ ビ ウ イ ル ス E蛋 白 質 特 異 的 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ Mab） 4G2、 WNVマ ウ ス 過 免 疫
腹 水 （ HIAF） お よ び 正 常 マ ウ ス 血 清 （ NMS） の 、 PBSに よ る 200倍 希 釈 液 を 一 次 抗 体 と し て
用 い て 、 蛋 白 質 発 現 を 検 出 し た （ Henchalら 、 Am. J. Trop. Med. Hyg. 31： 830～ 836（ 19
82） ） 。
【 ０ １ ３ ６ 】
組 織 培 養 培 地 を 電 気 穿 孔 後 40お よ び 80時 間 で 回 収 し た 。 抗 原 捕 獲 （ Ag捕 獲 ） ELISAを 用 い
て 、 一 過 性 に 形 質 転 換 し た COS-1細 胞 の 培 養 培 地 に 分 泌 さ れ た WNウ イ ル ス 抗 原 を 検 出 し た
。 Mab 4G2お よ び 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 結 合 Mab 6B6C-1を そ れ ぞ れ 用 い て 、 WNウ イ
ル ス 抗 原 を 捕 獲 し 、 捕 獲 さ れ た 抗 原 を 検 出 し た （ Changら 、 J. Virol. 74： 4244～ 4252（ 2
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000） ； Henchalら 、 Am. J. Trop. Med. Hyg. 31： 830～ 836（ 1983） ； Roehrigら 、 Virolo
gy 128： 118～ 126（ 1983） ） 。
【 ０ １ ３ ７ 】
培 地 中 の WNウ イ ル ス 抗 原 は 、 10％ ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル （ PEG） -8000に よ る 沈 殿 に よ っ
て 濃 縮 し た 。 沈 殿 物 を TNE緩 衝 液 （ 50 mMト リ ス 、 100 mM NaCl、 10 mM EDTA、 pH 7.5） に
再 懸 濁 さ せ て 、 遠 心 に よ っ て 透 明 に し 、 4℃ で 保 存 し た 。 ま た は 、 沈 殿 物 を 凍 結 乾 燥 緩 衝
液 （ 0.1 M TRIZMAお よ び 0.4％ ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン の ホ ウ 酸 塩 生 理 食 塩 液 緩 衝 液 、 pH 9.0
） に 再 懸 濁 さ せ て 、 凍 結 乾 燥 し て 4℃ で 保 存 し た 。 凍 結 乾 燥 調 製 物 を 、 MAC-お よ び 間 接 的 I
gG ELISAに お い て 評 価 す る た め の 抗 原 と し て 用 い た 。
【 ０ １ ３ ８ 】
一 過 性 に 形 質 転 換 し た COS-1細 胞 に お い て 、 IFAに よ っ て WNウ イ ル ス 特 異 的 蛋 白 質 を 検 出 し
た 。 こ れ ら の 細 胞 に お い て 発 現 さ れ た E、 prMお よ び M蛋 白 質 は 、 培 養 培 地 に 分 泌 さ れ た 。 P
EG沈 殿 に よ っ て 濃 縮 さ れ た WNウ イ ル ス 抗 原 を 、 7.0％ エ タ ノ ー ル に よ っ て 抽 出 し て 、 残 っ
て い る PEGを 除 去 し た （ Aizawaら 、 Appl. Enviro. Micro. 39： 54～ 57（ 1980） ） 。 エ タ ノ
ー ル 抽 出 抗 原 お よ び 勾 配 精 製 WNビ リ オ ン を 、 Excel Plus電 気 泳 動 装 置 （ Invitrogen、 Carl
sbad、 CA） に お い て NuPAGE、 4％ ～ 12％ 勾 配 ビ ス ト リ ス ゲ ル に お い て 分 析 し て 、 そ の 後 Exc
el Plusブ ロ ッ ト ユ ニ ッ ト （ イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン 社 ） を 用 い て ニ ト ロ セ ル ロ ー ス メ ン ブ レ ン
に エ レ ク ト ロ ブ ロ ッ テ ィ ン グ を 行 っ た 。 一 過 性 に 形 質 転 換 さ れ た COS-1細 胞 に よ っ て 産 生
さ れ た WNウ イ ル ス 特 異 的 蛋 白 質 は 、 陰 性 血 清 対 照 と し て NMSを 用 い た ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト
分 析 に お い て 、 WNウ イ ル ス 特 異 的 マ ウ ス HIAFま た は フ ラ ビ ウ イ ル ス E蛋 白 質 反 応 性 Mab 4G2
に よ っ て 検 出 さ れ た 。 蛋 白 質 は 、 WNウ イ ル ス に 感 染 し た ほ 乳 期 マ ウ ス 脳 （ SMB） に 由 来 す
る 、 対 応 す る 勾 配 精 製 ビ リ オ ン E、 prMお よ び M蛋 白 質 と 類 似 の 反 応 性 お よ び 同 一 の 分 子 量
を 示 し た 。
【 ０ １ ３ ９ 】
診 断 的 ELISAに 関 す る 抗 原 と し て の NRAの 分 析 に お い て 、 組 織 培 養 液 40 mlか ら 回 収 し た 抗
原 を 提 示 す る 、  1バ イ ア ル の 凍 結 乾 燥 NRAを 蒸 留 水 1.0 ml中 で 再 構 成 し 、 β -プ ロ ピ オ ラ ク
ト ン 不 活 化 シ ョ 糖 -ア セ ト ン 抽 出 物 と し て 凍 結 乾 燥 さ れ て 提 供 さ れ る 、 再 構 成 さ れ た WNウ
イ ル ス 感 染 ほ 乳 期 マ ウ ス 脳 （ SMB） 抗 原 と 比 較 し た （ Clarkeら 、 Am. J. Trop. Med. Hyg. 
7： 561～ 573（ 1958） ） 。 全 て の 組 み 換 え 型 蛋 白 質 、 prM、 M、 お よ び Eは 、 勾 配 精 製 ビ リ オ
ン E、 prM、 お よ び M蛋 白 質 と 類 似 の 反 応 性 を 示 し た 。
【 ０ １ ４ ０ 】
暗 号 化 し た （ coded） ヒ ト 標 本 を 、 発 達 段 階 で の 同 じ 試 験 に お け る 抗 原 と 共 に 試 験 し た 。
用 い た MAC-お よ び IgG ELISAプ ロ ト コ ー ル は 、 公 表 さ れ た 方 法 と 同 一 で あ っ た （ Johnsonら
、 J. Clin. Microbiol. 38： 1827～ 1831（ 2000） ； Martinら 、 J. Clin. Microbiol. 38：
1823～ 1826（ 2000） ） 。 ヒ ト 血 清 標 本 は 、 1999年 の 大 流 行 の 際 に WNウ イ ル ス 確 認 試 験 の た
め に DVBIDに 送 付 し た 標 本 か ら な る 、 本 発 明 者 ら の 施 設 の 血 清 バ ン ク か ら 入 手 し た 。 こ れ
ら の 試 験 に お い て 、 ス ク リ ー ニ ン グ MAC-お よ び IgG ELISAを 標 本 の 400倍 希 釈 液 に つ い て 行
っ た 。 陽 性 ／ 陰 性 （ P/N） OD比 2～ 3を 生 じ る 標 本 を 擬 陽 性 と 見 な し た 。 疑 わ れ る 血 清 標 本
は 、 ELISAエ ン ド ポ イ ン ト 滴 定 お よ び プ ラ ー ク 減 少 中 和 試 験 （ PRNT） の 双 方 に よ っ て 陽 性
で あ る こ と を 確 認 し た 。 P/N OD比 3.0以 上 を 示 す 全 て の 標 本 は 、 さ ら な る 確 認 試 験 を 行 わ
ず に 陽 性 で あ る と 見 な し た 。
【 ０ １ ４ １ 】
フ ラ ビ ウ イ ル ス 群 反 応 性 抗 E Mab、 4G2、 お よ び 6B6C-1を 用 い る Ag-捕 獲 ELISAを 用 い て 、 pC
BWN形 質 転 換 COS-1細 胞 の 培 養 液 に 分 泌 さ れ た NRAを 検 出 し た 。 抗 原 は 、 形 質 転 換 後 1日 目 に
培 地 に お い て 検 出 す る こ と が で き 、 さ ら に 濃 縮 し て い な い 培 養 液 中 の 最 高 ELISA力 価 （ 1：
32～ 1： 64） を 、 2日 ～ 4日 の 間 に 認 め た 。 NRAは 、 PEG沈 殿 に よ っ て 濃 縮 し 、 凍 結 乾 燥 緩 衝
液 に 再 懸 濁 さ せ 、 保 存 の た め に 凍 結 乾 燥 し た 。 診 断 試 験 の 開 発 の た め に 、 1バ イ ア ル の 凍
結 乾 燥 NRAを 蒸 留 水 1.0 mlに よ っ て 再 構 成 し て 、 WNウ イ ル ス 陽 性 お よ び 陰 性 基 準 ヒ ト 血 清
（ Johnsonら 、 J. Clin. Microbiol. 38： 1827～ 1831（ 2000） ； Martinら 、 J. Clin. Micr
obiol. 38： 1823～ 1826（ 2000） ） を 用 い て MAC-ま た は 間 接 的 IgG ELISAに お い て 滴 定 し た
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。 NRAの 320倍 お よ び 160倍 希 釈 液 は そ れ ぞ れ 、 MAC-お よ び IgG ELISAに お い て 用 い る た め の
最 適 な 濃 度 で あ る こ と が 判 明 し た 。 こ れ ら の 希 釈 液 は 、 MAC-お よ び IgG試 験 に 関 し て そ れ
ぞ れ 、 P/N OD 4 5 0 比 が 4.19お よ び 4.54と な っ た 。 NY-6480お よ び Eg101株 に よ っ て 産 生 さ れ
た WNウ イ ル ス SMB抗 原 は そ れ ぞ れ 、 MAC-ELISAに 関 し て 320倍 お よ び 640倍 希 釈 で 用 い 、 IgG 
ELISAに 関 し て 120倍 お よ び 320倍 で 用 い た 。 陰 性 対 照 抗 原 、 正 常 COS-1細 胞 の 培 養 培 地 の PE
G沈 殿 物 、 お よ び 正 常 SMB抗 原 は 、 そ れ ぞ れ の NRAお よ び SMB抗 原 に 関 す る 場 合 と 同 じ 希 釈 で
用 い た 。 400倍 希 釈 し た ヒ ト 血 清 標 本 を 、 ウ イ ル ス 特 異 的 お よ び 陰 性 対 照 抗 原 に つ い て 、 1
試 料 あ た り 3個 ず つ 同 時 に 試 験 し た 。 有 効 な 陽 性 試 験 結 果 を 得 る た め に は 、 ウ イ ル ス 抗 原
（ P） と 反 応 し た 試 験 血 清 の OD 4 5 0 は 、 陰 性 対 照 抗 原 （ N） と 反 応 し た 同 じ 血 清 の 対 応 す る
吸 光 度 値 よ り 少 な く と も 2倍 大 き く な け れ ば な ら な か っ た 。
【 ０ １ ４ ２ 】
NRAお よ び NY-06480、 Eg101、 お よ び SLEウ イ ル ス SMBの 反 応 性 を 、 暗 号 化 ヒ ト 血 清 標 本 21個
を 用 い て MAC-お よ び IgG ELISAに よ っ て 比 較 し た 。 標 本 21個 の う ち 、 19個 は 、 三 つ 全 て の
抗 原 に 対 し て 類 似 の 結 果 を 示 し た （ 陰 性 8例 、 お よ び 擬 陽 性 ま た は 陽 性 11例 ） 。 標 本 18個
も 同 様 に 、 SLE SMB抗 原 を 用 い て 個 別 に 試 験 し た 。 Eg-101-SMB陽 性 標 本 13個 中 3個 の み が SL
E MAC-ELISAに お い て 陽 性 で あ っ た （ 表 1） 。 WN抗 原 陰 性 標 本 は い ず れ も SLE MAC-ELISAに
よ っ て 陽 性 で は な か っ た 。 こ の 結 果 は 、 抗 WNウ イ ル ス IgMが 他 の フ ラ ビ ウ イ ル ス と 有 意 に
交 叉 反 応 せ ず （ Tardeiら 、 J. Clin. Microbiol. 38： 2232～ 2239（ 1940） ） 、 NRAま た は S
MB抗 原 を 試 験 に 用 い る か 否 か に か か わ ら ず 、 急 性 の WNウ イ ル ス 感 染 症 を 診 断 す る た め に 特
異 的 で あ る と い う こ れ ま で の 知 見 を 確 認 し た 。 全 て の 標 本 を 同 様 に 、 間 接 的 IgG ELISAに
よ っ て 同 時 に 試 験 し た 。 標 本 21個 中 10個 は 三 つ の 抗 原 の い ず れ を 用 い て も 陽 性 で あ っ た 。
【 ０ １ ４ ３ 】
い ず れ も 同 じ 患 者 か ら 、 疾 患 発 症 後 4日 目 お よ び 44日 目 に 採 取 し た の 二 つ の 異 な る 血 清 標
本 （ 7お よ び 9） は 、 NRAお よ び SMB NY抗 原 に 関 し て IgM陰 性 で あ り 、 初 回 の 試 験 に お い て Eg
-101 SMB抗 原 を 用 い る と IgM陽 性 で あ っ た 。 こ れ ら の 二 つ の 一 致 し な い 標 本 を さ ら に 調 べ
る た め に 、 こ の 患 者 か ら 6個 の 連 続 し て 採 取 し た 標 本 を エ ン ド ポ イ ン ト MAC-お よ び IgG ELI
SAに よ っ て 再 試 験 し た 。 MAC-ELISAに お い て 3日 ～ 15日 の 間 に 示 さ れ た 32倍 以 上 の 連 続 し た
増 加 は 、 用 い た 全 て の 抗 原 に つ い て 証 明 す る こ と が で き た 。 疾 患 発 症 後 9日 目 に 採 取 し た
脳 脊 髄 液 も 同 様 に 、 こ の 患 者 が 実 際 に 試 料 を 採 取 す る 直 前 に WNに 感 染 し た こ と を 確 認 し た
。 脳 脊 髄 液 は 、 IgM P/Nの 読 み が そ れ ぞ れ 、 Eg-101-お よ び SLE-SMB抗 原 に 対 し て 13.71お よ
び 2.04で あ っ た 。 31日 目 お よ び 44日 目 の 標 本 は 、 NY-SMB抗 原 を 用 い て 陰 性 （ ＜ 1： 400） で
あ っ た が 、 NRAお よ び Eg101-SMBを 用 い る と 陽 性 で あ っ た 。 試 験 に 用 い た 三 つ 全 て の 抗 原 に
つ い て 同 等 の IgG力 価 を 認 め た 。
【 ０ １ ４ ４ 】
実 施 例 11． pCBWNを ワ ク チ ン 接 種 し た 動 物 に お け る 免 疫 応 答 の 評 価
3週 齢 の 雌 性 ICRマ ウ ス 1群 10匹 を 試 験 に 用 い た 。 マ ウ ス に pCBWNま た は 緑 色 蛍 光 蛋 白 質 発 現
プ ラ ス ミ ド （ pEGFP） DNA（ Clonetech、 San Francisco、 CA） の 1回 量 を 筋 肉 内 注 射 し た 。 p
CBWNプ ラ ス ミ ド DNAは 、 EndoFreeプ ラ ス ミ ド ギ ガ キ ッ ト （ Qiagen） に よ っ て XL-1 blue細 胞
か ら 精 製 し て 、 pH 7.5の PBSに 濃 度 1.0μ g/μ lと な る よ う に 再 懸 濁 さ せ た 。 pEGFP 100μ g
を 投 与 し た マ ウ ス を 非 ワ ク チ ン 接 種 対 照 と し て 用 い た 。 マ ウ ス に 100μ lの 容 量 中 100μ g、
10μ g、 1.0μ g、 ま た は 0.1μ gの 用 量 で pCBWNプ ラ ス ミ ド を 注 射 し た 。 pCBWN 10μ g、 1.0μ
g、 ま た は 0.1μ gを 投 与 し た 群 に EMC-830方 形 波 電 気 穿 孔 装 置 （ Genetronics、 San Diego、
CA） を 用 い て 、 エ レ ク ト ロ ト ラ ン ス フ ァ ー 媒 介 イ ン ビ ボ 遺 伝 子 輸 送 プ ロ ト コ ー ル に よ っ て
ワ ク チ ン 接 種 し た 。 エ レ ク ト ロ ト ラ ン ス フ ァ ー プ ロ ト コ ー ル は 、 Mirら （ Proc. Natl. Aca
d. Sci. USA 96： 4262～ 4267（ 1999） ） の 方 法 に 基 づ い た 。 DNA注 射 の 直 後 、 脚 の そ れ ぞ
れ の 側 に 4.5mm～ 5.5 mm離 し て 配 置 し た 2本 の ス テ ン レ ス 鋼 プ レ ー ト 電 極 に よ っ て 、 経 皮 電
気 パ ル ス を 適 用 し た 。 脚 の 皮 膚 と の 電 気 的 接 触 は 、 PBSに よ っ て 脚 を 完 全 に 湿 ら せ る こ と
に よ っ て 確 実 に し た 。 パ ル ス 間 の 間 隔 200 msecで 、 持 続 25 msecの 40ボ ル ト /mmの パ ル ス 4
回 2組 を 適 用 し た 。 電 極 の 極 性 は 、 エ レ ク ト ロ ト ラ ン ス フ ァ ー の 効 率 を 増 強 す る た め に 、
パ ル ス の 組 の 間 で 逆 転 さ せ た 。
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【 ０ １ ４ ５ 】
マ ウ ス を 注 射 後 3週 間 ご と に 採 血 し た 。 WNウ イ ル ス 特 異 的 抗 体 反 応 は 、 Ag捕 獲 ELISAお よ び
プ ラ ー ク 減 少 中 和 試 験 （ PRNT） に よ っ て 評 価 し た 。 個 々 の 血 清 を IgG-ELISAに よ っ て 調 べ
、 各 群 マ ウ ス 10匹 の プ ー ル し た 血 清 を PRNTに よ っ て ア ッ セ イ し た 。 pCBWNを ワ ク チ ン 接 種
し た 全 て の マ ウ ス は 、 ワ ク チ ン 接 種 後 3週 間 で 640倍 ～ 1280倍 の 範 囲 の IgG ELISA力 価 を 示
し た 。 3週 お よ び 6週 で 採 取 し た プ ー ル さ れ た 血 清 は 、 80倍 の Nt抗 体 力 価 を 有 し た 。 pEGFP
対 照 マ ウ ス か ら の 血 清 標 本 は い ず れ も 、 WNウ イ ル ス に 対 し て 如 何 な る ELISAま た は Nt力 価
も 示 さ な か っ た 。
【 ０ １ ４ ６ 】
pCBWNの 1回 筋 肉 内 ワ ク チ ン 接 種 が 、 マ ウ ス を WN感 染 症 か ら 保 護 し う る か 否 か を 決 定 す る た
め に 、 マ ウ ス に 腹 腔 内 注 射 す る か 、 ま た は ウ イ ル ス 感 染 イ エ カ （ Culex mosquitoes） に 刺
さ れ る こ と に よ っ て NY-6480ウ イ ル ス を チ ャ レ ン ジ し た 。 マ ウ ス の 群 の 半 数 に 、 NY99-6480
ウ イ ル ス の  LD 5 0 の 1,000倍 （ 1,025 PFU/100μ l） を ワ ク チ ン 接 種 後 6週 目 に 腹 腔 内 チ ャ レ
ン ジ し た 。 残 り の マ ウ ス は そ れ ぞ れ 、 チ ャ レ ン ジ 実 験 の 7日 前 に NY99-6480ウ イ ル ス を 感 染
さ せ た コ ガ タ ア カ イ エ カ （ Culex tritaeniorhynchus mosquitoes） 3匹 に 刺 さ れ た 。 蚊 は
十 分 に 充 血 す る ま で マ ウ ス の 血 を 吸 わ せ た 。 マ ウ ス は 、 チ ャ レ ン ジ 後 3週 間 毎 日 2回 観 察 し
た 。
【 ０ １ ４ ７ 】
WNウ イ ル ス DNAを 免 疫 し た 全 て の マ ウ ス が 、 ウ イ ル ス チ ャ レ ン ジ 後 も 健 康 で あ っ た が 、 対
照 マ ウ ス は 全 て 、 ウ イ ル ス チ ャ レ ン ジ の 4～ 6日 に CNS感 染 症 の 症 状 を 発 症 し 、 腹 腔 内 ま た
は 感 染 性 の 蚊 の チ ャ レ ン ジ 後 、 平 均 で 6.9お よ び 7.4日 で 死 亡 し た こ と か ら 、 Nt抗 体 の 存 在
は 、 保 護 免 疫 と 相 関 す る こ と は 明 白 で あ っ た 。 ワ ク チ ン 接 種 群 に お い て 、 ウ イ ル ス チ ャ レ
ン ジ （ 免 疫 後 9週 間 ） 後 3週 目 に 採 取 し た プ ー ル さ れ た 血 清 は 、 Nt抗 体 力 価 640倍 ま た は 320
倍 を 示 し た 。 プ ー ル し た ワ ク チ ン 接 種 マ ウ ス 血 清 は 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 に お い て E
蛋 白 質 の み と 反 応 し た 。
【 ０ １ ４ ８ 】
1群 10匹 の マ ウ ス を 、 エ レ ク ト ロ ト ラ ン ス フ ァ ー を 用 い る こ と に よ っ て 、 動 物 あ た り pCBWN
 10.0～ 0.1μ gに よ っ て 免 疫 し た 。 pCBWNを 投 与 し た 群 は 全 て 、 ウ イ ル ス チ ャ レ ン ジ か ら 完
全 に 保 護 さ れ た 。 免 疫 後 6週 目 で 、 エ レ ク ト ロ ト ラ ン ス フ ァ ー を 行 っ た マ ウ ス の 群 は 全 て
、 エ レ ク ト ロ ト ラ ン ス フ ァ ー を 行 わ ず に 通 常 の 筋 肉 内 注 射 に よ っ て pCBWN 100μ gを 投 与 し
た 動 物 よ り 、 4倍 弱 異 な る Nt力 価 を 示 し た 。 有 効 な 免 疫 の 証 拠 と な る こ れ ら の 結 果 は い ず
れ も 、 エ レ ク ト ロ ト ラ ン ス フ ァ ー プ ロ ト コ ー ル が 本 発 明 の DNAワ ク チ ン の 免 疫 原 性 お よ び
保 護 有 効 性 を 増 強 す る こ と を 示 唆 し て い る （ Mirら 、 Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 96： 4
262～ 4267（ 1999） ） に 記 載 さ れ る と お り に 実 施 し た 場 合 ） 。
【 ０ １ ４ ９ 】
本 研 究 に お い て 用 い た 、 様 々 な 年 齢 の 混 合 繁 殖 雌 ウ マ お よ び 去 勢 ウ マ は 、 ELISAお よ び PRN
Tに よ っ て 、 WNウ イ ル ス お よ び SLEウ イ ル ス 抗 体 陰 性 で あ る こ と が 示 さ れ た 。 ウ マ 4頭 に pCB
WNプ ラ ス ミ ド 1回 量 （ 1,000μ g/1,000μ l、 PBS、 pH 7.5） を 筋 肉 内 注 射 し た 。 血 清 標 本 は
ウ イ ル ス チ ャ レ ン ジ の 前 に 2日 毎 に 38日 間 採 取 し て 、 WNウ イ ル ス 特 異 的 抗 体 反 応 を MAC-、
ま た は IgG-ELISAお よ び PRNTに よ っ て 評 価 し た 。
【 ０ １ ５ ０ 】
ウ イ ル ス チ ャ レ ン ジ の 2日 前 、 ウ マ 12頭 （ ワ ク チ ン 接 種 4頭 お よ び 対 照 8頭 ） を 、 コ ロ ラ ド
州 立 大 学 の 生 物 安 全 性 レ ベ ル （ BSL） -3封 じ 込 め 施 設 に 移 し た 。 非 ワ ク チ ン 接 種 対 照 ウ マ 8
頭 は 、 ウ マ に お け る WN誘 発 発 病 お よ び ウ マ が 増 幅 宿 主 と し て 作 用 す る こ と が で き る か 否 か
を 調 べ る よ う に 設 計 さ れ た 試 験 の サ ブ セ ッ ト で あ っ た 。 ウ マ は そ れ ぞ れ 、 ウ マ の チ ャ レ ン
ジ の 12日 前 に NY99-6425ま た は BC787ウ イ ル ス に よ っ て 感 染 さ せ た ヒ ト ス ジ シ マ カ （ Aedes 
albopictus） 14匹 ま た は 15匹 に 刺 さ れ た 。 蚊 に 10分 間 ウ マ の 血 を 吸 わ せ た 。 ウ マ を 疾 患 の
兆 候 に 関 し て 1日 2回 調 べ た 。 体 温 を 記 録 し 、 血 清 標 本 を 0日 （ 感 染 日 ） ～ 10日 ま で 毎 日 2回
、 そ の 後 14日 ま で 1日 1回 採 取 し た 。 脈 拍 お よ び 呼 吸 数 は チ ャ レ ン ジ 後 毎 日 記 録 し た 。 採 取
し た 血 清 試 料 は 、 ウ イ ル ス 血 症 の 検 出 の た め に プ ラ ー ク 滴 定 に よ っ て 、 な ら び に 抗 体 反 応
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に 関 し て MAC-、 ま た は IgG ELISAお よ び PRNTに よ っ て 調 べ た 。
【 ０ １ ５ １ 】
如 何 な る ワ ク チ ン 接 種 ウ マ に も 全 身 ま た は 局 所 反 応 を 認 め な か っ た 。 個 々 の ウ マ 血 清 を PR
NTに よ っ て 調 べ た 。 ワ ク チ ン 接 種 し た ウ マ は 、 14日 ～ 31日 の 間 に 5倍 以 上 ま た は そ れ に 等
し い Nt抗 体 を 産 生 し た 。 37日 目 （ 蚊 の チ ャ レ ン ジ の 2日 前 ） で の ワ ク チ ン 接 種 し た ウ マ 、 #
5、 #6、 #7、 お よ び #8の エ ン ド ポ イ ン ト 力 価 は そ れ ぞ れ 、 40倍 、 5倍 、 20倍 、 お よ び 20倍 で
あ っ た 。 pCBWNプ ラ ス ミ ド を ワ ク チ ン 接 種 し た ウ マ は 、 ウ イ ル ス チ ャ レ ン ジ 後 も 健 康 で あ
っ た 。 い ず れ の ウ マ も 、 1日 ～ 14日 の 間 、 検 出 可 能 な ウ イ ル ス 血 症 ま た は 発 熱 を 示 さ な か
っ た 。 非 ワ ク チ ン 接 種 対 照 ウ マ は 全 て 、 感 染 し た 蚊 に 刺 さ れ た 後 WNウ イ ル ス に 感 染 し た 。
非 ワ ク チ ン 接 種 ウ マ 8頭 中 7頭 は 、 ウ イ ル ス 血 症 を 発 症 し 、 こ れ は ウ イ ル ス チ ャ レ ン ジ 後 最
初 の 6日 間 に 出 現 し た 。 ウ イ ル ス 血 症 の ウ マ は 、 ウ イ ル ス チ ャ レ ン ジ 後 7日 目 ～ 9日 目 の 間
に Nt抗 体 を 産 生 し た 。 疾 患 の 臨 床 兆 候 を 示 し た 全 試 験 か ら の 唯 一 の ウ マ は ウ マ #11で あ り
、 感 染 後 8日 を 初 め と し て 発 熱 し 、 神 経 学 的 兆 候 を 示 し た 。 こ の ウ マ は 24時 間 以 内 に 重 度
の 臨 床 疾 患 に 進 行 し 、 9日 目 に 安 楽 死 さ せ た 。 0日 、 2日 、 4日 、 ま た は 6日 間 ウ イ ル ス 血 症
を 示 し た 代 表 的 な 4頭 の ウ マ 、 #9、 #10、 #14お よ び #15を 選 択 し て 、 本 実 施 例 に お い て 例 と
し て 用 い た 。 ウ イ ル ス 力 価 は 、 わ れ わ れ の ア ッ セ イ に お い て 検 出 可 能 な 最 低 レ ベ ル で あ る
、 血 清 の 10 1 . 0  PFU/ml（ ウ マ #10） か ら 血 清 の 10 2 . 4 /ml（ ウ マ #9） の 範 囲 に 及 ん だ 。 ウ マ #
14は 、 試 験 期 間 中 に 検 出 可 能 な ウ イ ル ス 血 症 を 発 症 し な か っ た 。 し か し 、 こ の ウ マ は 、 12
日 後 検 出 さ れ た Nt抗 体 に よ っ て 示 さ れ た よ う に 、 ウ イ ル ス に 感 染 し て い た 。
【 ０ １ ５ ２ 】
既 往 の Nt抗 体 反 応 は 、 実 験 の 間 Nt力 価 が 徐 々 に 増 加 し た こ と に よ っ て 示 さ れ る よ う に 、 ワ
ク チ ン 接 種 ウ マ に お い て 認 め ら れ な か っ た 。 蚊 の チ ャ レ ン ジ 前 の ワ ク チ ン 接 種 ウ マ に 既 に
存 在 し た Nt抗 体 は 、 最 初 の ウ イ ル ス 感 染 お よ び 複 製 を 抑 制 す る こ と が で き た 。 ウ イ ル ス が
複 製 し な け れ ば 、 感 染 し た 蚊 に よ っ て 提 供 さ れ た チ ャ レ ン ジ ウ イ ル ス 抗 原 は 、 ワ ク チ ン 接
種 し た ウ マ に お い て 既 往 の 免 疫 応 答 を 刺 激 す る た め の 十 分 な 抗 原 量 を 含 ま な い 可 能 性 が あ
る 。 ワ ク チ ン 接 種 し た ウ マ は 全 て 、 ウ イ ル ス チ ャ レ ン ジ 後 14日 目 で 安 楽 死 さ せ た 。 WNウ イ
ル ス 感 染 症 を 示 す 肉 眼 的 病 理 お よ び 組 織 病 理 学 病 変 は 認 め な か っ た 。
【 ０ １ ５ ３ 】
実 施 例 12． 黄 熱 病 ウ イ ル ス （ YFV） ま た は セ ン ト ル イ ス 脳 炎 ウ イ ル ス （ SLEV） prMお よ び E
蛋 白 質 の コ ー ド 配 列 を 含 む 、 組 み 換 え 型 プ ラ ス ミ ド の 調 製
pCDJE2-7組 み 換 え 型 プ ラ ス ミ ド の 構 築 と 類 似 の 戦 略 を 用 い て 、 YFVお よ び SLEV組 み 換 え 型
プ ラ ス ミ ド を 調 製 し た 。 ゲ ノ ム RNAを 、 QIAamp（ 商 標 ） ウ イ ル ス RNAキ ッ ト （ Qiagen、 Sant
a Clarita、 CA） を 用 い て 、 YFV株 TRI-788379ま た は SLE株 78V-6507ウ イ ル ス シ ー ド 150μ l
か ら 抽 出 し た 。 ウ イ ル ス RNAは 、 YFVま た は SLEV prMお よ び E遺 伝 子 コ ー ド 領 域 を 増 幅 す る
た め の 鋳 型 と し て 用 い た 。 プ ラ イ マ ー YFDV389（ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 配 列 番 号 ： 4； ア ミ ノ
酸 配 列 、 配 列 番 号 ： 5） 、 cYFDV2452（ 配 列 番 号 ： 6） 、 SLEDV410（ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 配
列 番 号 ： 7； ア ミ ノ 酸 配 列 、 配 列 番 号 ： 8） 、 お よ び cSLEDV2449（ 配 列 番 号 ： 9） を 用 い て
、 JEVお よ び WNV組 み 換 え 型 プ ラ ス ミ ド の 調 製 の た め に 、 上 記 の よ う に 対 応 す る 組 み 換 え 型
核 酸 を 作 製 し た 。 KpnIお よ び NotI酵 素 に よ っ て 消 化 し た RT-PCR増 幅 cDNAを 、 真 核 細 胞 発 現
プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー pCDNA3（ Invitrogen） の KpnI-NotI部 位 に 挿 入 し た 。 cDNAの 双 方 の 鎖
を シ ー ク エ ン シ ン グ し て 、 YFV株 TRI-788379ま た は SLEV株 78V-6507か ら の 配 列 に 対 す る 同
一 性 を 確 認 し た 。 YFVま た は SLEVの prMお よ び Eコ ー ド 領 域 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を そ れ ぞ れ
含 む 、 組 み 換 え 型 プ ラ ス ミ ド pCDYF2お よ び pCDSLE4-3は 、 EndoFree（ 商 標 ） プ ラ ス ミ ド マ
キ シ キ ッ ト （ Qiagen） を 用 い て 精 製 し 、 イ ン ビ ト ロ 形 質 転 換 ま た は マ ウ ス 免 疫 に 用 い た 。
【 ０ １ ５ ４ 】
YFVま た は SLEV特 異 的 抗 原 は そ れ ぞ れ 、 pCDYF2ま た は pCDSLE4-3に よ っ て 形 質 転 換 し た COS-
1細 胞 に お い て 発 現 さ せ た 。 発 現 さ れ た 蛋 白 質 レ ベ ル は 、 YFVま た は SLEV感 染 COS-1細 胞 対
照 と 類 似 で あ っ た 。 JEVモ デ ル に お け る よ う に 、 ウ イ ル ス 抗 原 の 遺 伝 子 を 有 す る ベ ク タ ー
に よ っ て 形 質 転 換 し た COS-1細 胞 株 が 得 ら れ 、 こ れ は YFVま た は SLEV抗 原 性 蛋 白 質 を 構 成 的
に 発 現 す る 。 YFVま た は SLEV E特 異 的 Mabの パ ネ ル を 用 い た IFAに よ る エ ピ ト ー プ マ ッ ピ ン
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グ は 、 真 正 の E蛋 白 質 が 、 pCDYF2-ま た は pCDSLE4-3形 質 転 換 COS-1細 胞 に よ っ て 発 現 さ れ た
こ と を 示 し た 。 予 備 試 験 は 、 pCDSLE4-3プ ラ ス ミ ド 100μ g/100μ lの 脱 イ オ ン 水 溶 液 の 1回
量 を 筋 肉 内 接 種 後 、 3週 齢 の 雌 性 ICRマ ウ ス の 100％ が 血 清 転 換 し た こ と を 示 し た 。
【 ０ １ ５ ５ 】
実 施 例 13． JEVシ グ ナ ル 配 列 と 共 に 、 セ ン ト ル イ ス 脳 炎 ウ イ ル ス prMお よ び E抗 原 の コ ー ド
配 列 を 含 む 、 組 み 換 え 型 プ ラ ス ミ ド の 調 製
QIAamp（ 商 標 ） ウ イ ル ス RNAキ ッ ト （ Qiagen、 Santa Clarita、 CA） を 用 い て 、 セ ン ト ル イ
ス 脳 炎 ウ イ ル ス の MSI-7株 に 感 染 さ せ た 、 Vero細 胞 培 養 培 地 150μ lか ら ゲ ノ ム RNAを 抽 出 し
た 。 抽 出 し た RNAを 溶 出 し て 、 ヌ ク レ ア ー ゼ 不 含 水 80μ lに 懸 濁 さ せ 、 セ ン ト ル イ ス 脳 炎 ウ
イ ル ス prMお よ び E遺 伝 子 コ ー ド 配 列 を 増 幅 す る た め の 鋳 型 と し て 用 い た 。 プ ラ イ マ ー 配 列
は 、 Trentら （ Virology 156： 293～ 304（ 1987） ） の 研 究 か ら 得 た 。 ゲ ノ ム ヌ ク レ オ チ ド
領 域 を 含 む cDNA断 片 は 、 逆 転 写 酵 素 -ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ RT-PCR） に よ っ て 増 幅 し た
。 制 限 部 位 AfeIを 、 ア ン プ リ マ ー SLE463（ 配 列 番 号 ： 30） を 用 い る こ と に よ っ て cDNAの 5'
末 端 に 作 成 （ engineer） し た 。 NotI制 限 部 位 が 後 に 続 く イ ン フ レ ー ム 翻 訳 終 了 コ ド ン を 、
ア ン プ リ マ ー cSLE2447（ 配 列 番 号 ： 31） を 用 い て cDNAの 3'末 端 に 導 入 し た 。 RT-PCR産 物 は
、 QIAquick（ 商 標 ） PCR精 製 キ ッ ト （ Qiagen） に よ っ て 精 製 し た 。
【 ０ １ ５ ６ 】
上 記 の 二 つ の プ ラ イ マ ー （ 配 列 番 号 ： 30お よ び 配 列 番 号 ： 31） を 用 い る こ と に よ っ て 産 生
さ れ た 二 本 鎖 ア ン プ リ コ ン を 、 AfeIお よ び NotI酵 素 に よ っ て 消 化 し て 、 DNAの 2004断 片 （ 4
63～ 2466 nt） を 作 製 し 、 pCBJESS-Mベ ク タ ー の AfeIお よ び NotI部 位 に 挿 入 し て 、 pCBSLE（
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 配 列 番 号 ： 21； ア ミ ノ 酸 配 列 、 配 列 番 号 ： 22） を 形 成 し た 。 pCBJESS-
Mは 、 pCBampプ ラ ス ミ ド に 由 来 し 、 こ れ は サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス 初 期 遺 伝 子 プ ロ モ ー タ ー
、 翻 訳 制 御 要 素 、 お よ び 操 作 さ れ た 改 変 JEシ グ ナ ル 配 列 要 素 （ 配 列 番 号 ： 27） を 含 ん だ 。
JEシ グ ナ ル 配 列 要 素 は 、 当 初 の pCBJESSプ ラ ス ミ ド に お け る － 4（ Cysか ら Gly） お よ び － 2
（ Glyか ら Ser） 位 で 改 変 JEシ グ ナ ル 配 列 を 含 む 。
【 ０ １ ５ ７ 】
ABIプ リ ズ ム 377シ ー ク エ ン サ ー （ Applied Biosystems/Perkin Elmer、 Foster City、 CA）
を 用 い た 自 動 DNAシ ー ク エ ン シ ン グ を 用 い て 、 組 み 換 え 型 プ ラ ス ミ ド が 、 Trentら （ Virolo
gy 156： 293～ 304（ 1987） ） に よ っ て 定 義 さ れ た 正 確 な prMお よ び E配 列 を 有 す る こ と を 確
認 し た 。
【 ０ １ ５ ８ 】
実 施 例 14． JEVシ グ ナ ル 配 列 、 な ら び に 黄 熱 病 ウ イ ル ス （ YFV） prMお よ び E蛋 白 質 の コ ー ド
配 列 を 含 む 組 み 換 え 型 プ ラ ス ミ ド の 調 製
QIAamp（ 商 標 ） ウ イ ル ス RNAキ ッ ト （ Qiagen、 Santa Clarita、 CA） を 用 い て 、 黄 熱 病 ウ イ
ル ス の 17D-213株 に 感 染 さ せ た Vero細 胞 培 養 培 地 150μ lか ら ゲ ノ ム RNAを 抽 出 し た 。 抽 出 し
た RNAを 溶 出 し て 、 ヌ ク レ ア ー ゼ 不 含 水 80μ lに 懸 濁 さ せ 、 黄 熱 病 ウ イ ル ス prMお よ び E遺 伝
子 コ ー ド 配 列 を 増 幅 す る た め の 鋳 型 と し て 用 い た 。 プ ラ イ マ ー 配 列 は 、 dos Santosら （ Vi
rus Research 35： 35～ 41（ 1995） ） の 研 究 か ら 得 た 。 ゲ ノ ム ヌ ク レ オ チ ド 領 域 を 含 む cDN
A断 片 を 、 逆 転 写 酵 素 -ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ RT-PCR） に よ っ て 増 幅 し た 。 制 限 部 位 AfeI
は 、 ア ン プ リ マ ー YF482（ 配 列 番 号 ： 28） を 用 い て cDNAの 5'末 端 に 作 成 （ engineer） し た
。 後 に NotI制 限 部 位 が 続 く イ ン フ レ ー ム 翻 訳 終 了 コ ド ン を 、 ア ン プ リ マ ー cYF2433（ 配 列
番 号 ： 29） を 用 い て cDNAの 3'末 端 に 導 入 し た 。 RT-PCR産 物 は QIAquick（ 商 標 ） PCR精 製 キ
ッ ト （ Qiagen） に よ っ て 精 製 し た 。
【 ０ １ ５ ９ 】
上 記 の 二 つ の ア ン プ リ マ ー （ 配 列 番 号 ： 28お よ び 配 列 番 号 ： 29） を 用 い る こ と に よ っ て 産
生 さ れ た 二 本 鎖 ア ン プ リ コ ン を 、 AfeIお よ び NotI酵 素 に よ っ て 消 化 し て 、 DNAの 1971断 片
（ 482～ 2452 nt） を 作 製 し 、 こ れ を pCBJESS-Mベ ク タ ー の AfeIお よ び NotI部 位 に 挿 入 し て
、 pCBYF（ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 配 列 番 号 ： 23； ア ミ ノ 酸 配 列 、 配 列 番 号 ： 24） を 形 成 し た
。 pCBJESS-Mは 、 pCBampプ ラ ス ミ ド に 由 来 し 、 こ れ は サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス 初 期 遺 伝 子 プ
ロ モ ー タ ー 、 翻 訳 制 御 要 素 お よ び 操 作 さ れ た JEシ グ ナ ル 配 列 要 素 （ 配 列 番 号 ： 27） を 含 ん
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だ 。 JEシ グ ナ ル 配 列 要 素 は 、 pCBJESSプ ラ ス ミ ド に お け る JESSの － 4（ Cysか ら Gly） お よ び
－ 2（ Glyか ら Ser） 位 で 改 変 JEシ グ ナ ル 配 列 を 含 む 。
【 ０ １ ６ ０ 】
ABIプ リ ズ ム 377シ ー ク エ ン サ ー （ Applied Biosystems/Perkin Elmer、 Foster City、 CA）
を 用 い た 自 動 DNAシ ー ク エ ン シ ン グ を 用 い て 、 組 み 換 え 型 プ ラ ス ミ ド が 、 dos Santosら （ V
irus Research 35： 35～ 41（ 1995） ） に よ っ て 定 義 さ れ た 正 確 な prMお よ び E配 列 を 有 す る
こ と を 確 認 し た 。
【 ０ １ ６ １ 】
実 施 例 15． JEVシ グ ナ ル 配 列 、 な ら び に ポ ワ ッ サ ン ウ イ ル ス prMお よ び E抗 原 の コ ー ド 配 列
を 含 む 、 組 み 換 え 型 プ ラ ス ミ ド の 調 製
QIAamp（ 商 標 ） ウ イ ル ス RNAキ ッ ト （ Qiagen、 Santa Clarita、 CA） を 用 い て 、 ポ ワ ッ サ ン
ウ イ ル ス の LB株 に 感 染 さ せ た Vero細 胞 培 養 培 地 150μ lか ら 、 ゲ ノ ム RNAを 抽 出 し た 。 抽 出
し た RNAを 溶 出 し て 、 ヌ ク レ ア ー ゼ 不 含 水 80μ lに 懸 濁 さ せ 、 ポ ワ ッ サ ン ウ イ ル ス prMお よ
び E遺 伝 子 コ ー ド 配 列 を 増 幅 す る た め の 鋳 型 と し て 用 い た 。 プ ラ イ マ ー 配 列 は 、 Mandlら （
Virology 194： 173～ 184（ 1993） ） の 研 究 か ら 得 た 。 ゲ ノ ム ヌ ク レ オ チ ド 領 域 を 含 む cDNA
断 片 を 、 逆 転 写 酵 素 -ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ RT-PCR） に よ っ て 増 幅 し た 。 制 限 部 位 AfeI
は 、 ア ン プ リ マ ー POW454（ 配 列 番 号 ： 25） を 用 い て cDNAの 5'末 端 に 作 成 （ engineer） し た
。 NotI制 限 部 位 が 後 に 続 く イ ン フ レ ー ム 翻 訳 終 了 コ ド ン を 、 ア ン プ リ マ ー cPOW2417（ 配 列
番 号 ： 26） を 用 い て cDNAの 3'末 端 に 導 入 し た 。 RT-PCR産 物 は QIAquick（ 商 標 ） PCR精 製 キ
ッ ト （ Qiagen） に よ っ て 精 製 し た 。
【 ０ １ ６ ２ 】
上 記 の 二 つ の ア ン プ リ マ ー （ 配 列 番 号 ： 25お よ び 配 列 番 号 ： 26） を 用 い る こ と に よ っ て 産
生 さ れ た 二 本 鎖 ア ン プ リ コ ン を 、 AfeIお よ び NotI酵 素 に よ っ て 消 化 し て 、 DNAの 1983断 片
（ 454～ 2436 nt） を 作 製 し 、 こ れ を pCBJESS-Mベ ク タ ー の AfeIお よ び NotI部 位 に 挿 入 し て
、 pCBPOW（ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 配 列 番 号 ： 19； ア ミ ノ 酸 配 列 、 配 列 番 号 ： 20） を 形 成 し た
。 pCBJESS-Mは 、 pCBampプ ラ ス ミ ド に 由 来 し 、 こ れ は サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス 初 期 遺 伝 子 プ
ロ モ ー タ ー 、 翻 訳 制 御 要 素 お よ び 操 作 さ れ た JEシ グ ナ ル 配 列 要 素 （ 配 列 番 号 ： 27） を 含 ん
だ 。 JEシ グ ナ ル 配 列 要 素 は 、 pCBJESSプ ラ ス ミ ド に お け る JESSの － 4位 （ Cysか ら Gly） お よ
び － 2（ Glyか ら Ser） 位 で 改 変 JEシ グ ナ ル 配 列 を 含 む 。
【 ０ １ ６ ３ 】
ABIプ リ ズ ム 377シ ー ク エ ン サ ー （ Applied Biosystems/Perkin Elmer、 Foster City、 CA）
を 用 い た 自 動 DNAシ ー ク エ ン シ ン グ を 用 い て 、 組 み 換 え 型 プ ラ ス ミ ド が 、 Mandlら （ Virolo
gy 194： 173～ 184（ 1993） ） に よ っ て 定 義 さ れ た 正 確 な prMお よ び E配 列 を 有 す る こ と を 確
認 し た 。
【 ０ １ ６ ４ 】
実 施 例 16． デ ン グ 血 清 型 2型 構 造 蛋 白 質 の コ ー ド 配 列 を 含 む プ ラ ス ミ ド の 調 製
他 の フ ラ ビ ウ イ ル ス に 関 し て 行 っ た よ う な 技 法 （ 実 施 例 1、 9、 お よ び 12～ 15を 参 照 の こ と
） に 従 っ て 、 デ ン グ 血 清 型 2型 抗 原 の 核 酸 TUを 含 む ベ ク タ ー を 調 製 す る 。 実 施 例 に 従 っ て
、 ベ ク タ ー を 構 築 す る た め に 用 い ら れ る ア ン プ リ マ ー は 、 正 常 な デ ン グ ウ イ ル ス シ グ ナ ル
配 列 を 操 作 す る た め に 選 択 し て も よ く 、 ま た は 改 変 さ れ た 日 本 脳 炎 ウ イ ル ス シ グ ナ ル 配 列
の よ う な 、 他 の フ ラ ビ ウ イ ル ス か ら の シ グ ナ ル 配 列 を 操 作 す る た め に 選 択 し て も よ い 。
【 ０ １ ６ ５ 】
prMか ら Eま で の デ ン グ 血 清 型 2型 遺 伝 子 領 域 を 含 む プ ラ ス ミ ド を 構 築 す る 。 デ ン グ 血 清 型 2
型 prMお よ び E遺 伝 子 （ Deubelら 、 Virology 155： 365～ 377（ 1986） ； Gruenbergら 、 J. Ge
n. Virol. 69、 1301～ 1398（ 1988） ； Hahnら 、 Virology 162： 167～ 180（ 1988） ） を pCDN
A3の よ う な プ ラ ス ミ ド に ラ イ ゲ ー シ ョ ン し た 後 、 切 除 し て 、 発 現 さ せ る た め に pCBamp、 pC
EP4、 pREP4、 ま た は pRc/RSVの よ う な ベ ク タ ー （ Invitrogen、 Carlsbad、 CAか ら 供 給 ） に
ク ロ ー ニ ン グ す る 。 必 要 で あ れ ば 、 cDNA配 列 に お い て コ ー ド さ れ る デ ン グ 血 清 型 2型 ウ イ
ル ス 特 異 的 配 列 を 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ PCR） の よ う な 技 法 を 用 い て 増 幅 し て も よ い
。 ま た は 、 ウ イ ル ス RNAが 遺 伝 子 領 域 源 で あ る 場 合 、 RT-PCR技 法 に よ っ て DNA配 列 を 増 幅 し
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て も よ い 。 5'末 端 で 開 始 コ ド ン お よ び 3'末 端 で 停 止 コ ド ン を 含 む DNA断 片 を 、 サ イ ト メ ガ
ロ ウ イ ル ス （ CMV） 前 初 期 （ IE） 遺 伝 子 プ ロ モ ー タ ー 、 開 始 コ ド ン 、 お よ び タ ー ミ ネ ー タ
ー が デ ン グ 血 清 型 2型 ウ イ ル ス 配 列 に 機 能 的 に 結 合 す る よ う に 、 適 当 な 制 限 ヌ ク レ ア ー ゼ
特 異 的 部 位 で 発 現 ベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ す る 。
【 ０ １ ６ ６ 】
実 施 例 17． デ ン グ 血 清 型 2型 DNAワ ク チ ン を 用 い た マ ウ ス の ワ ク チ ン 接 種
実 施 例 16に お い て 調 製 し た 、 prMか ら Eま で の 遺 伝 子 領 域 を コ ー ド す る デ ン グ 血 清 型 2型 核
酸 TUワ ク チ ン を 、 注 射 用 水 ま た は 緩 衝 生 理 食 塩 液 の よ う な 適 し た 薬 学 的 担 体 に 懸 濁 さ せ 、
離 乳 期 の マ ウ ス 群 に 筋 肉 内 注 射 す る 。 対 照 群 に は 、 デ ン グ 血 清 型 2型 特 異 的 遺 伝 子 を 欠 損
す る 同 等 の プ ラ ス ミ ド 調 製 物 を 注 射 す る 。 デ ン グ 血 清 型 2型 特 異 的 抗 体 お よ び ／ ま た は デ
ン グ 血 清 型 2型 特 異 的 免 疫 系 細 胞 障 害 細 胞 の 産 生 を 、 そ の 後 一 定 の 間 隔 で 、 例 え ば 毎 週 の
間 隔 で 評 価 す る 。 核 酸 TUワ ク チ ン を 投 与 し た 約 2ヶ 月 ～ 4ヶ 月 後 、 マ ウ ス に デ ン グ 血 清 型 2
型 ウ イ ル ス を チ ャ レ ン ジ す る 。 ウ イ ル ス 血 症 の レ ベ ル は 、 2日 ご と な ど の そ の 後 の 適 当 な
間 隔 で 評 価 す る 。 母 体 の 抗 体 に よ る 受 動 的 保 護 は 、 実 施 例 8に 示 す よ う に 評 価 す る 。
【 ０ １ ６ ７ 】
実 施 例 18． 改 善 さ れ た シ グ ナ ル ペ プ チ ド の 設 計 お よ び 構 築
シ グ ナ ル ペ プ チ ド は 、 挿 入 さ れ た 蛋 白 質 の 転 移 お よ び 方 向 、 し た が っ て prMお よ び E蛋 白 質
の 位 相 学 （ topology） を 左 右 し う る 。 真 核 細 胞 の シ グ ナ ル ペ プ チ ド の 最 も 一 般 的 な 特 徴 は
、 h-領 域 と 呼 ば れ る 疎 水 性 ア ミ ノ 酸 の 枝 8個 ～ 12個 か ら な る （ von Heijne、 「 Signal sequ
ences. The limits of variation」 、 J. Mol. Biol. 184： 99～ 105（ 1985） ） 。 n-領 域 と
し て 知 ら れ る 開 始 メ チ オ ニ ン と h-領 域 と の 間 の 領 域 は 、 通 常 、 ア ミ ノ 酸 1個 ～ 5個 を 有 し 、
通 常 、 陽 性 荷 電 ア ミ ノ 酸 を 有 す る 。 h-領 域 と 切 断 部 位 と の 間 は c-領 域 で あ り 、 こ れ は 3個
～ 7個 の 極 性 ア ミ ノ 酸 、 し か し ほ と ん ど が 非 荷 電 の ア ミ ノ 酸 残 基 か ら な る 。 ウ イ ル ス ポ リ
蛋 白 質 合 成 の 際 、 Cお よ び prM蛋 白 質 の 接 合 部 で の 、 潜 在 型 か ら 切 断 可 能 な コ ン フ ォ メ ー シ
ョ ン へ の シ グ ナ ラ ー ゼ 切 断 部 位 の 調 節 は 、 ウ イ ル ス プ ロ テ ア ー ゼ 複 合 体 NS2B/NS3に よ っ て
C蛋 白 質 が 予 め 除 去 さ れ て い る こ と に 依 存 す る （ Lobigs、 「 Flavivirus premembrane prot
ein cleavage and spike heterodimer secretion require the function of the viral p
roteinase NS3」 、 Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90： 6218～ 6222（ 1993） ） 。 こ の よ う に
、 prMお よ び E蛋 白 質 を 発 現 プ ラ ス ミ ド の み に よ っ て 発 現 さ せ る 場 合 、 ウ イ ル ス シ グ ナ ル 配
列 の 有 効 性 を 検 討 す る こ と が 重 要 で あ る 。
【 ０ １ ６ ８ 】
様 々 な プ ラ ス ミ ド 構 築 物 に お け る シ グ ナ ル ペ プ チ ド の 差 は 、 少 な く と も 部 分 的 に 、 蛋 白 質
転 移 、 切 断 部 位 提 示 、 お よ び 正 確 な 位 相 学 の 差 、 し た が っ て prMお よ び E分 泌 な ら び に VLP
形 成 を 説 明 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 属 性 の 調 節 ま た は 最 適 化 は 、 所 望 の 特 徴 を 付 与 す
る 特 性 を 有 す る シ グ ナ ル 配 列 を 選 択 す る か 、 ま た は 用 い る こ と に よ っ て 改 善 す る こ と が で
き る 。 こ れ は 、 例 え ば 、 真 核 細 胞 に つ い て 訓 練 さ れ た 隠 れ た Markovモ デ ル （ HMM） を 用 い
た 、 機 械 学 習 コ ン ピ ュ ー タ ー プ ロ グ ラ ム を 用 い る こ と に よ っ て 行 う こ と が で き る （ Henrik
 Nielsenら 、 「 Prediction of signal peptides and signal anchors by a hidden Marko
v model」 、 第 6回 分 子 生 物 学 の た め の イ ン テ リ ジ ェ ン ト シ ス テ ム に 関 す る 国 際 学 会 （ ISMB
 6） 抄 録 、 AAAI Press、 Menlo Park、 California、 122～ 130頁 （ 1998） ； Nielsenら 、 「 M
achine learning approaches to the prediction of signal peptides and other protei
n sorting signals」 、 Protein Engineering 12： 3～ 9（ 1999） ； Nielsenら 、 「 A neural
 network method for identification of prokaryotic and eukaryotic signal peptides
 and prediction of their cleavage sites」 、 Int. J. Neural Sys. 8： 581～ 599（ 1997
） ； 「 From sequence to sorting： Prediction of signal peptides」 、 Henrik Nielsen
、 Ph.D.論 文 、 ス ト ッ ク ホ ル ム 大 学 生 化 学 部 で 保 護 （ 1999年 5月 25日 ） ； そ の そ れ ぞ れ が 、
特 に 、 コ ン ピ ュ ー タ ー に よ る ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い た 、 シ グ ナ ル 配 列 の 最 適 化 に 関 連 す る 教
示 に 関 し て 、 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る ） 。
【 ０ １ ６ ９ 】
用 い ら れ る プ ロ グ ラ ム の タ イ プ の 例 は 、 2002年 4月 3日 現 在 、 http://www.cbs.dtu.dk/serv
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ices/SignalP-2.0/に お い て 認 め ら れ る 。 参 照 お よ び 組 み 入 れ ら れ た 参 考 文 献 に 記 載 さ れ
る HMMを 適 用 し て 、 異 な る プ ラ ス ミ ド 構 築 物 に お け る 、 prMシ グ ナ ル ペ プ チ ド 配 列 の シ グ ナ
ル ペ プ チ ド 確 率 を 計 算 し た （ 表 7） 。 シ グ ナ ル P-HMM検 索 は 、 全 て の 構 築 物 に お け る シ グ ナ
ル ペ プ チ ダ ー ゼ 切 断 部 位 を 正 確 に 予 測 し た 。 し か し 、 切 断 の 確 率 （ 0.164～ 1.000の 範 囲 ）
お よ び シ グ ナ ル ペ プ チ ド 確 率 （ 0.165～ 1.00の 範 囲 ） に か な り の 差 を 認 め た （ 表 7） 。 こ れ
は 、 切 断 部 位 と シ グ ナ ル ペ プ チ ド 確 率 が 同 様 に 、 構 築 物 の n-領 域 に お け る 陽 性 荷 電 ア ミ ノ
酸 、 h-領 域 に お け る 疎 水 性 ア ミ ノ 酸 の 長 さ 、 お よ び c-領 域 に お け る ア ミ ノ 酸 組 成 に よ っ て
も 影 響 を 受 け る こ と が 知 ら れ て い る こ と か ら 、 意 外 で は な い （ Changら 、 「 Flavivirus DN
A vaccines： current status and potential」 、 Annals of NY Acad. Sci. 951： 272～ 28
5（ 2001） ； Sakaguchiら 、 「 Functions of Signal and Signal-Anchor Sequences are De
termined by the Balance Between the Hydrophobic Segment and the N-Terminal Charg
e」 、 Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89： 16～ 19（ 1992） ） 。
【 ０ １ ７ ０ 】
そ れ ぞ れ が JEウ イ ル ス の 異 な る 株 に 由 来 す る 、 三 つ の JEウ イ ル ス プ ラ ス ミ ド 構 築 物 は 、 異
な る ワ ク チ ン 能 を 示 し た （ Linら 、 「 DNA immunization with Japanese encephalitis vir
us nonstructural protein NS1 elicits protective immunity in mice」 、 J. Virol. 72
： 191～ 200（ 1998） ； Konishiら 、 「 Induction of protective immunity against Japane
se encephalitis in mice by immunization with a plasmid encoding Japanese encepha
litis virus premembrane and envelope genes」 、 J. Virol. 72： 4925～ 4930（ 1998） ；
Changら 、 「 A single intramuscular injection of recombinant plasmid DNA induces p
rotective immunity and prevents Japanese encephalitis in mice」 、 J. Virol. 74： 4
244～ 4252（ 2000） ） 。 こ れ ら の 構 築 物 に お け る シ グ ナ ル ペ プ チ ド 配 列 は 、 荷 電 ア ミ ノ 酸
を 含 ん で も 含 ま な く て も よ い n-領 域 の 長 さ が 異 な る （ 表 7） 。 陽 性 荷 電 ア ミ ノ 酸 を 含 む n-
領 域 は 、 細 胞 質 側 に 短 い ル ー プ を 形 成 し 、 こ れ に よ っ て h-領 域 （ 膜 貫 通 ヘ リ ッ ク ス ） は テ
ー ル 方 向 に 挿 入 さ れ て 、 シ グ ナ ラ ー ゼ 切 断 部 位 を 露 出 す る 。 本 発 明 者 ら の 研 究 に お い て 、
prM/Mお よ び E蛋 白 質 を 含 む 分 泌 さ れ た VLPは 、 pCDJE2-7形 質 転 換 細 胞 株 、 JE4B、 ま た は pCB
JE1-14一 過 性 形 質 転 換 COS-1細 胞 の 培 養 培 地 か ら 精 製 す る こ と が で き た 。 勾 配 精 製 VLPお よ
び ビ リ オ ン は 、 同 一 の 免 疫 学 的 お よ び 生 化 学 的 特 性 を 有 す る 。 フ ラ ビ ウ イ ル ス 形 態 形 成 の
顕 著 な 特 徴 で あ る 、 prMか ら 成 熟 M蛋 白 質 へ の プ ロ セ シ ン グ 効 率 も ま た 、 VLPと ビ リ オ ン 粒
子 と の 間 で 類 似 で あ る 。 こ の よ う に 、 pCDJE2-7お よ び pCBJE1-14に よ っ て 発 現 さ れ た prMお
よ び E蛋 白 質 は 、 ビ リ オ ン prMお よ び Eと 類 似 の 方 向 に 、 I型 膜 貫 通 蛋 白 質 と し て 発 現 さ れ う
る （ Changら 、 「 A single intramuscular injection of recombinant plasmid DNA induc
es protective immunity and prevents Japanese encephalitis in mice」 、 J. Virol. 7
4： 4244～ 4252（ 2000） ） 。 対 照 的 に 、 pcDNA3JEMEの prM蛋 白 質 は 、 そ の n-領 域 に 陽 性 荷 電
ア ミ ノ 酸 が 存 在 し な い た め に 、 膜 貫 通 h-領 域 が 頭 部 方 向 に 挿 入 さ れ た II型 膜 蛋 白 質 と し て
発 現 さ れ う る （ Konishiら 、 「 Induction of protective immunity against Japanese enc
ephalitis in mice by immunization with a plasmid encoding Japanese encephalitis 
virus premembrane and envelope genes」 、 J. Virol. 72： 4925～ 4930（ 1998） ） 。 特 に
、 発 現 さ れ た prMお よ び Eの 正 確 な 位 相 学 を 有 す る 発 現 さ れ た 蛋 白 質 と 、 効 率 的 な 蛋 白 質 合
成 と を 組 み 合 わ せ る と 、 VLP形 成 お よ び 分 泌 を 増 強 す る こ と が で き 、 し た が っ て DNAワ ク チ
ン の 免 疫 原 性 を 促 進 す る （ Changら 、 「 A single intramuscular injection of recombina
nt plasmid DNA induces protective immunity and prevents Japanese encephalitis in
 mice」 、 J. Virol. 74： 4244～ 4252（ 2000） ） 。
【 ０ １ ７ １ 】
先 に 記 述 し た よ う に 、 コ ン ピ ュ ー タ ー に 基 づ く 計 算 を 用 い る こ と は 、 発 現 プ ラ ス ミ ド の 設
計 を 最 適 に す る た め に 適 用 さ れ て い る 。 特 に 、 シ グ ナ ル P-HMMプ ロ グ ラ ム の 予 想 さ れ る 検
出 力 を 適 用 し て 、 WNウ イ ル ス 発 現 プ ラ ス ミ ド を 設 計 し た （ 表 2） （ Davisら 、 「 West Nile 
virus recombinant DNA vaccine protects mouse and horse from virus challenge and 
expresses in vitro a noninfectious recombinant antigen that can be used in enzym
e-linked immunosorbent assays」 、 J. Virol. 75： 4040～ 4047（ 2001） ） 。 pCBWNプ ラ ス
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ミ ド は 、 WNウ イ ル ス prM-E遺 伝 子 配 列 が 後 に 続 く 短 縮 型 の JEウ イ ル ス シ グ ナ ル ペ プ チ ド か
ら な る 。 こ の 構 築 物 の ワ ク チ ン 能 は 、 pCBWN DNAの 1回 筋 肉 内 注 射 が 保 護 免 疫 を 誘 導 し た の
み な ら ず 、 マ ウ ス お よ び ウ マ に お け る WNウ イ ル ス 感 染 症 を 予 防 し た こ と か ら 十 分 に 証 明 さ
れ た 。
【 ０ １ ７ ２ 】
先 に 考 察 し た よ う に 、 か つ 実 施 例 13～ 15に お い て 証 明 し た よ う に 、 抗 原 コ ー ド 領 域 と 同 じ
ウ イ ル ス か ら の ウ イ ル ス コ ー ド シ グ ナ ル 配 列 が 、 必 ず し も 利 用 で き る 最 適 な シ グ ナ ル ペ プ
チ ド で あ る 必 要 は な い 。 さ ら に 、 非 改 変 シ グ ナ ル 配 列 が 必 ず し も 最 適 で あ る 必 要 は な い 。
例 え ば 、 pCBJE1-14プ ラ ス ミ ド に お い て コ ー ド さ れ る シ グ ナ ル ペ プ チ ド は 、 シ グ ナ ル 配 列
の 確 率 に よ っ て 測 定 す る と 、 n-領 域 を 短 縮 す る こ と に よ っ て 、 c-領 域 配 列 を 変 化 さ せ る こ
と に よ っ て 、 ま た は 双 方 の 改 変 の 組 み 合 わ せ に よ っ て 改 善 す る こ と が で き る （ 図 6） 。 例
示 の た め 、 JEウ イ ル ス シ グ ナ ル ペ プ チ ド の 短 縮 型 は 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ 、 か つ 教 示 の た
め に 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る 、 WNウ イ ル ス prMお よ び E遺 伝 子 の 発 現 の た め に
用 い ら れ て い る （ Davisら 、 「 West Nile virus recombinant DNA vaccine protects mous
e and horse from virus challenge and expresses in vitro a noninfectious recombin
ant antigen that can be used in enzyme-linked immunosorbent assays」 、 J. Virol. 
75： 4040～ 4047（ 2001） ） 。 1回 筋 肉 内 接 種 に よ る 用 量 設 定 試 験 に よ り 、 pCBWNは 、 マ ウ ス
に お け る 免 疫 原 性 が pCBJE1-14よ り 少 な く と も 2倍 ～ 4倍 強 い こ と が 示 さ れ た 。
【 ０ １ ７ ３ 】
実 施 例 19． 多 価 ワ ク チ ン
多 数 の フ ラ ビ ウ イ ル ス に 対 し て 免 疫 す る よ う に 設 計 さ れ た 、 多 価 お よ び ／ ま た は 複 合 ワ ク
チ ン も 同 様 に 作 製 す る こ と が で き る 。 多 価 ワ ク チ ン の 調 製 に お い て 、 YF、 異 な る 血 清 型 の
DEN、 JE、 WN、 SLE、 お よ び TBE（ RSSEお よ び CEE） ウ イ ル ス 、 ま た は フ ラ ビ ウ イ ル ス の 他 の
任 意 の 組 み 合 わ せ の よ う な 、 関 係 す る 病 原 体 に 関 連 し た 要 素 を 含 む 一 価 ワ ク チ ン 成 分 を 調
製 す る 。 他 の 実 施 例 お よ び 本 明 細 書 に お い て 記 述 し た DNA構 築 物 の 設 計 お よ び 作 製 は 、 記
述 通 り に 実 施 す る 。 適 当 な ワ ク チ ン の 組 み 合 わ せ は 、 多 数 の 病 原 体 に 対 し て 保 護 す る 多 価
ま た は 複 合 ワ ク チ ン を 提 供 す る よ う に 作 製 さ れ う る 。 本 発 明 者 ら の グ ル ー プ の 予 備 的 な デ
ー タ は 、 pCBJE1-14お よ び pCBWN DNAの 複 合 ワ ク チ ン の 筋 肉 内 注 射 に よ っ て 、 マ ウ ス に お い
て JEウ イ ル ス 、 お よ び WNウ イ ル ス 特 異 的 Nt抗 体 が 誘 導 さ れ る こ と を 証 明 し た （ 表 8） 。 そ
れ ぞ れ の 一 価 の 成 分 は 、 た と え 同 一 の 転 写 お よ び 翻 訳 調 節 物 質 を 用 い て 構 築 し て も 、 好 ま
し く は 、 そ の ワ ク チ ン 能 を 確 実 に す る た め に 類 似 の モ デ ル 系 に お い て 試 験 す べ き で あ る 。
そ の 後 、 複 合 ワ ク チ ン カ ク テ ル を 処 方 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の ワ ク チ ン カ ク テ ル は 、
特 定 の 地 理 的 地 域 に 対 し て 特 異 的 に 作 製 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 熱 帯 お よ び 亜 熱 帯 ア
ジ ア の た め の ワ ク チ ン カ ク テ ル は 、 DENの 四 つ の 血 清 型 、 WN、 お よ び JEウ イ ル ス ワ ク チ ン
を 含 む べ き で あ る 。 ア フ リ カ お よ び 南 ア メ リ カ の た め の 同 様 に 有 用 な ワ ク チ ン カ ク テ ル は
そ れ ぞ れ 、 DENの 四 つ の 血 清 型 、 WN、 お よ び YFウ イ ル ス ワ ク チ ン 、 な ら び に DENの 四 つ の 血
清 型 、 Rocio、 お よ び YFウ イ ル ス ワ ク チ ン を 含 む べ き で あ る 。
【 ０ １ ７ ４ 】
実 施 例 20． 組 み 換 え 型 デ ン グ 2型 ウ イ ル ス の 調 製 と 試 験
a． 実 施 例 の 要 約 。 　 デ ン グ 2型 ウ イ ル ス （ DEN-2） の 前 膜 （ prM） お よ び エ ン ベ ロ ー プ （ E
） 蛋 白 質 を コ ー ド す る 一 連 の プ ラ ス ミ ド を 構 築 し た 。 こ れ ら の プ ラ ス ミ ド に は 、 配 列 番 号
： 43に よ っ て 記 述 さ れ る 蛋 白 質 を コ ー ド す る 真 正 の DEN-2prM-E構 築 物 （ pCBD2-14-6） （ 配
列 番 号 ： 42） 、 配 列 番 号 ： 45に よ っ て 記 述 さ れ る 蛋 白 質 を コ ー ド す る 90％ DEN-2 E-10％ 日
本 脳 炎 （ JE） ウ イ ル ス Eキ メ ラ 構 築 物 （ pCB9D2-1J-4-3） （ 配 列 番 号 ： 44） 、 お よ び 配 列 番
号 ： 47に よ っ て 記 述 さ れ る 蛋 白 質 を コ ー ド す る 80％ DEN-2 E-20％ JE Eキ メ ラ 構 築 物 （ pCB8
D2-2J-2-9-1） （ 配 列 番 号 ： 46） が 含 ま れ た 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ MAb） 反 応 性 は 、 三 つ
全 て の プ ラ ス ミ ド が 、 ド メ イ ン 1、 2、 お よ び 3の 抗 体 の パ ネ ル と 反 応 す る E蛋 白 質 エ ピ ト ー
プ を 発 現 す る こ と を 示 し た 。 し か し 、 pCB8D2-2J-2-9-1構 築 物 （ 配 列 番 号 ： 46） の み が 高
レ ベ ル の prM（ 成 熟 prM） お よ び Eを 、 プ ラ ス ミ ド 形 質 転 換 COS-1細 胞 の 培 地 に 分 泌 し た 。 pC
BD2-14-6プ ラ ス ミ ド （ 配 列 番 号 ： 42） に よ っ て 形 質 転 換 さ れ た COS-1細 胞 、 お よ び pCB9D2-
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4-3プ ラ ス ミ ド （ 配 列 番 号 ： 44） に よ っ て 形 質 転 換 さ れ た COS-1細 胞 に よ っ て 発 現 さ れ た pr
Mお よ び E蛋 白 質 の 主 要 な 部 分 は 、 膜 に 結 合 し た ま ま で あ っ た 。 DEN-2の E蛋 白 質 を コ ー ド す
る 配 列 の 20％ を 対 応 す る JE E蛋 白 質 配 列 を コ ー ド す る 配 列 に 置 換 し て も 、 MAb反 応 性 に 影
響 を 及 ぼ さ な か っ た 。
【 ０ １ ７ ５ 】
試 験 に お い て 、 選 択 し た プ ラ ス ミ ド を マ ウ ス の 群 に 0週 目 お よ び 3週 目 に 2回 筋 肉 内 注 射 し
て 、 特 異 的 中 和 抗 体 お よ び ELISA抗 体 を 測 定 す る こ と に よ っ て 免 疫 応 答 を 評 価 し た 。 サ ブ
ウ イ ル ス 粒 子 （ SVPs） を 形 成 す る こ と が で き る 分 泌 型 prMお よ び Eを 発 現 す る プ ラ ス ミ ド は
、 抗 体 反 応 の 刺 激 に お い て 他 の 構 築 物 よ り 優 れ て い た 。 pCB8D2-2J-2-9-1免 疫 マ ウ ス の 血
清 標 本 9例 中 7例 に お い て 、 40倍 ～ 1000倍 超 に 及 ぶ 90％ 中 和 力 価 を 認 め た 。
【 ０ １ ７ ６ 】
b． DEN-2ウ イ ル ス の 重 要 性 と ワ ク チ ン 。 　 デ ン グ （ DEN） 熱 は 、 亜 熱 帯 お よ び 熱 帯 地 域 に
発 生 す る 急 性 感 染 症 で あ る 。 こ れ は ヒ ト の 最 も 重 要 な フ ラ ビ ウ イ ル ス 疾 患 の 一 つ で あ る 。
先 に 述 べ た よ う に 、 デ ン グ ウ イ ル ス に は 異 な る 四 つ の DEN血 清 型 （ DEN-1、 DEN-2、 DEN-3、
お よ び DEN-4） が 存 在 す る 。 こ れ ら の い ず れ か に 感 染 す る と 、 通 常 、 無 症 候 性 で あ る か 、
ま た は デ ン グ 熱 （ DF） と し て 知 ら れ る 自 己 限 定 性 の 発 熱 疾 患 を 生 じ る 。 し か し 、 少 な い 割
合 の 症 例 に お い て 、 デ ン グ ウ イ ル ス 感 染 症 の 結 果 、 は る か に よ り 重 篤 な 疾 患 で 生 命 に 危 険
が あ る デ ン グ 出 血 熱 ま た は デ ン グ シ ョ ッ ク 症 候 群 （ DHF/DSS） が 起 こ る 。 こ の よ う に 、 あ
ま り 関 心 を 集 め な い 比 較 的 軽 度 の DF症 例 は 世 界 中 で 年 間 約 1億 例 で あ る が 、 入 院 を 必 要 と
す る DHF/DSS症 例 は 年 間 で 推 定 50万 例 が 報 告 さ れ て い る 。 こ の 疾 患 に 対 し て 保 護 す る た め
に 、 DENが 風 土 病 で あ り 、 か つ 流 行 し て い る 地 域 の 子 供 、 お よ び 免 疫 が な い 大 人 に 投 与 す
る た め に 、 四 つ 全 て の 血 清 型 に 対 し て 有 効 な 安 全 か つ 有 効 な DENワ ク チ ン が 必 要 で あ る 。
【 ０ １ ７ ７ 】
安 全 な ワ ク チ ン は 、 ビ ル レ ン ト ウ イ ル ス に よ る 重 篤 な 感 染 症 の 起 こ り う る リ ス ク を 最 小 限
に し な け れ ば な ら な い 。 そ の よ う な ビ ル レ ン ト ウ イ ル ス は 、 遺 伝 子 復 帰 変 異 ま た は 弱 毒 化
ワ ク チ ン ウ イ ル ス に 由 来 す る 、 何 ら か の タ イ プ の ワ ク チ ン の 組 み 換 え に よ っ て 生 じ う る 。
そ の よ う な 発 生 は 、 ポ リ オ ウ イ ル ス 撲 滅 キ ャ ン ペ ー ン に お い て 実 際 に 起 こ っ た （ Guillot
ら 、 「 Natural Genetic Exchanges between Vaccine and Wild Poliovirus Strains in H
umans」 、 J. Virol. 74： 8434～ 8443（ 2000） ； Liuら 「 Molecular Evolution of a Type 
1 Wild-Vaccine Poliovirus Recombinant during Widespread Circulation in China」 、
J. Virol. 74： 11153～ 11161（ 2000） ） 。 さ ら に 、 黄 熱 病 の ア メ リ カ 株 TRINID79Aの ゲ ノ
ム シ ー ク エ ン シ ン グ を 行 っ た と こ ろ 、 こ の 株 と 弱 毒 化 黄 熱 病 ワ ク チ ン ウ イ ル ス FNVの 間 に
高 度 の 類 似 性 が あ る こ と が 証 明 さ れ て い る （ Changら 、 「 Nucleotide sequence variation
 of the envelope protein gene identifies two distinct genotypes of yellow fever 
virus」 、 J. Virol. 69： 5773～ 5780（ 1995） ； Pisanoら 、 「 Complete nucleotide seque
nce and phylogeny of an American strain of yellow fever virus, TRINID79A」 、 Arch
. Virol. 144： 1837～ 1843（ 1999） ） 。 そ れ 自 身 結 論 的 で は な い が 、 類 似 性 は 、 TRINID79
Aが FNVワ ク チ ン ウ イ ル ス に 由 来 す る こ と を 強 く 示 唆 す る 。
【 ０ １ ７ ８ 】
DNAに 基 づ く ワ ク チ ン を 用 い る こ と は 、 フ ラ ビ ウ イ ル ス ワ ク チ ン を 開 発 す る た め の 新 規 か
つ 有 望 な 免 疫 ア プ ロ ー チ で あ る （ 本 明 細 書 に お い て 記 述 す る よ う に 、 Changら 、 「 Flavivi
rus DNA vaccines： current status and potential」 、 Ann. NY Acad. Sci. 951： 272～ 2
85（ 2001） 、 お よ び そ の 中 に 引 用 さ れ て い る 参 考 文 献 ） 。 本 実 施 例 に お い て 、 多 く の DEN-
2ワ ク チ ン を 作 製 し 、 DEN-2構 築 物 を 筋 肉 内 に 免 疫 し た 後 の マ ウ ス に お け る 免 疫 応 答 は 、 pr
M/Mお よ び E分 泌 の 効 率 と 相 関 し た 。 有 意 な 量 の prM/Mお よ び E抗 原 を 分 泌 す る 一 つ の 構 築 物
は 、 プ ラ ス ミ ド ワ ク チ ン 接 種 マ ウ ス に お い て 高 い 力 価 の 中 和 抗 体 を 刺 激 で き る こ と が 示 さ
れ た 。
【 ０ １ ７ ９ 】
c． 材 料 お よ び 方 法
i． 細 胞 培 養 お よ び ウ イ ル ス 株 。 　 COS-1細 胞 （ ATCC、 Manassas、 VA； 1650-CRL） を 、 10％
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熱 不 活 化 ウ シ 胎 児 血 清 （ FBS、 Hyclone Laboratories Inc.、 Logan、 UT） 、 1 mMピ ル ビ ン
酸 ナ ト リ ウ ム 、 1 mM非 必 須 ア ミ ノ 酸 、 30 ml/L 7.5％ NaHCO 3 、 100単 位 /mlペ ニ シ リ ン 、 お
よ び 100μ g/mlス ト レ プ ト マ イ シ ン を 添 加 し た ダ ル ベ ッ コ 改 変 イ ー グ ル 最 小 基 本 培 地 （ DME
M、 GIBCO、 Grand Island、 NY） に お い て 5％ CO 2 、 37℃ で 増 殖 さ せ た 。 Veroお よ び C6/36細
胞 を 、 COS-1細 胞 に 関 し て 用 い た 条 件 と 同 じ 条 件 で 増 殖 さ せ た 。 DEN-2ウ イ ル ス 、 株 16681
を 、 cDNAク ロ ー ニ ン グ 、 IgG ELISA、 お よ び プ ラ ー ク 減 少 中 和 試 験 （ PRNT） の た め に 用 い
た 。 ウ イ ル ス は 、 C6/36細 胞 培 養 に お い て 増 殖 さ せ た 。 免 疫 学 的 ま た は 生 化 学 的 研 究 の た
め に 用 い ら れ る ウ イ ル ス は 、 7％ ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル （ PEG-8000； Fisher Scientific
、 Fair Lawn、 NJ） に よ る 沈 殿 の 後 、 30％ グ リ セ ロ ー ル -45％ 酒 石 酸 カ リ ウ ム 勾 配 中 で 超 遠
心 す る こ と に よ っ て 精 製 し た （ Obijeskiら 、 「 Segmented genome and nucleocapsid of L
a Crosse virus」 、 J. Virol. 20： 664～ 675（ 1976） ） 。
【 ０ １ ８ ０ 】
ii． プ ラ ス ミ ド の 構 築 。 　 ゲ ノ ム RNAは 、 QIAamp（ 商 標 ） ウ イ ル ス RNAキ ッ ト （ Qiagen、 Sa
nta Clarita、 CA） を 用 い て 、 DEN-2 16681株 を 感 染 さ せ た C6/36細 胞 培 養 培 地 150μ lか ら
抽 出 し た 。 抽 出 し た RNAを ジ エ チ ル ピ ロ カ ー ボ ネ ー ト 処 置 水 （ DEPC、 Sigma、 ST.Louis、 MO
） 80μ lに 再 懸 濁 さ せ て か ら 、 DEN-2ウ イ ル ス prMお よ び E抗 原 を 逆 転 写 酵 素 -PCR（ RT-PCR）
に よ っ て 増 幅 す る た め の 鋳 型 と し て 用 い た 。 公 表 さ れ た 配 列 に 基 づ い て プ ラ イ マ ー 配 列 （
表 9） を 設 計 し た （ Gadkariら 、 「 Critical evaluation of Kyasanur Forest disease vir
us neutralizing antibodies found in bats（ a preliminary report） 」 、 Indian J. Me
d. Res. 64： 64～ 67（ 1976） ； Kinneyら 、 「 Construction of infectious cDNA clones f
or dengue 2 virus： strain 16681 and its attenuated vaccine derivative, strain PD
K-53」 、 Virology 230： 300～ 308（ 1997） ） 。 制 限 酵 素 KasIの 認 識 お よ び 切 断 部 位 を cDNA
ア ン プ リ コ ン の 5'末 端 に 組 み 入 れ た 。 NotI制 限 部 位 が 後 に 続 く イ ン フ レ ー ム 終 了 コ ド ン を
cDNAア ン プ リ コ ン の 3'末 端 に 導 入 し た 。 DEN-2ウ イ ル ス cDNAア ン プ リ コ ン を KasIお よ び Not
I酵 素 に よ っ て 消 化 し た 後 、 pCBJESSベ ク タ ー の KasIお よ び NotI部 位 に 挿 入 し て 、 100％ DEN
-2 Eプ ラ ス ミ ド 、 pCBD2-14-6（ 配 列 番 号 ： 42） を 作 製 し た 。
【 ０ １ ８ １ 】
90％ お よ び 80％ DEN-2 Eプ ラ ス ミ ド を 構 築 す る た め に 、 100％ DEN-2プ ラ ス ミ ド 、 pCBD2-14-
6（ 配 列 番 号 ： 42） お よ び JEプ ラ ス ミ ド 、 pCBJE1-14（ 配 列 番 号 ： 17） を PCR鋳 型 と し て 用
い て 、 そ れ ぞ れ 、 DEN-2お よ び JE DNA配 列 を 増 幅 し た 。 DEN-2お よ び JE遺 伝 子 断 片 を 得 る た
め に 増 幅 反 応 に お い て 用 い た 、 プ ラ イ マ ー の 組 を 表 9に 記 載 す る 。 T7お よ び SP6プ ラ イ ミ ン
グ 部 位 は 、 当 初 の pCDNA-3プ ラ ス ミ ド （ Invitrogen、 Carlsbad、 CA） に 由 来 す る pCBampプ
ラ ス ミ ド に お い て 認 め ら れ 、 望 ま し け れ ば 、 ま た は 必 要 に 応 じ て 利 用 す る こ と が で き る 。
90％ DEN-2-10％ JE E蛋 白 質 遺 伝 子 の PCR増 幅 DNA断 片 を BxtX1制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ に よ
っ て 消 化 し 、 T4 DNAリ ガ ー ゼ を 用 い て ラ イ ゲ ー シ ョ ン し 、 KasIお よ び NotI酵 素 に よ っ て 消
化 し 、 pCBJESSベ ク タ ー の KasIお よ び NotI部 位 に 挿 入 し て 、 プ ラ ス ミ ド 、 pCB9D2-1J-4-3（
配 列 番 号 ： 44） を 得 た 。 80％ DEN-2-20％ JE E遺 伝 子 の PCR増 幅 DNA断 片 を 、 BsmBIに よ っ て
消 化 し 、 T4 DNAリ ガ ー ゼ に よ っ て ラ イ ゲ ー シ ョ ン し 、 KasIお よ び NotI酵 素 に よ っ て 消 化 し
、 pCBJESSベ ク タ ー の KasIお よ び NotI部 位 に 挿 入 し て 、 pCB8D2-2J-2-9-1（ 配 列 番 号 ： 46）
を 得 た 。 三 つ の プ ラ ス ミ ド 構 築 物 の 略 図 を 図 7に 示 す 。 90％ DEN-2-10％ JE Eお よ び 80％ DEN
-2-20％ JE E蛋 白 質 接 合 領 域 を 、 そ れ ぞ れ 表 9に 示 す 。
【 ０ １ ８ ２ 】
ABIプ リ ズ ム 377シ ー ク エ ン サ ー （ Applied Biosystems/Perkin Elmer、 Foster City、 CA）
に お い て 、 製 造 元 の 推 奨 す る 技 法 に 従 っ て 、 自 動 DNAシ ー ク エ ン シ ン グ を 行 っ た 。 正 確 な p
rMお よ び E配 列 を 有 す る 組 み 換 え 型 プ ラ ス ミ ド を 、 配 列 分 析 を 用 い て 同 定 し た 。
【 ０ １ ８ ３ 】
iii． 電 気 穿 孔 に よ る COS-1細 胞 に お け る DEN-2組 み 換 え 型 抗 原 の 一 過 性 の 発 現 。 COS-1細 胞
は 、 実 施 例 の 他 の 部 分 、 お よ び Changら 、 （ 「 A single intramuscular injection of rec
ombinant plasmid DNA induces protective immunity and prevents Japanese encephali
tis in mice」 、 J. Virol. 74： 4244～ 4252（ 2000） ） に 記 載 し た プ ロ ト コ ー ル を 用 い て
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、 各 DEN-2プ ラ ス ミ ド ま た は 緑 色 蛍 光 蛋 白 質 発 現 プ ラ ス ミ ド 対 照 （ pEGFP、 Clonetech、 San
 Francisco、 CA） に つ い て 個 々 に 電 気 穿 孔 し た 。 電 気 穿 孔 し た 細 胞 を 75 cm 2 培 養 フ ラ ス コ
に 播 種 し て 、 37℃ 、 5％ CO 2 に お い て 維 持 し た 。 電 気 穿 孔 の 6時 間 後 、 増 殖 培 地 を 2％ ウ シ 胎
児 血 清 を 含 む 維 持 培 地 に 交 換 し た 。 組 織 培 養 培 地 お よ び 細 胞 は 、 抗 原 特 徴 付 け の た め に 電
気 穿 孔 後 個 々 に 48時 間 で 回 収 し た 。
【 ０ １ ８ ４ 】
iv． DEN-2 E特 異 的 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い た エ ピ ト ー プ マ ッ ピ ン グ 。 　 電 気 穿 孔 の 48
時 間 後 、 接 着 細 胞 を ト リ プ シ ン 処 理 し て 、 5％ ヤ ギ 血 清 を 含 む PBSに 再 懸 濁 さ せ て 、 12ウ ェ
ル ス ポ ッ ト ス ラ イ ド 上 に ス ポ ッ ト し て 、 風 乾 さ せ た 。 ス ポ ッ ト ス ラ イ ド に 接 着 し た 細 胞 を
ア セ ト ン に よ っ て － 20℃ で 10分 間 固 定 し た 後 、 風 乾 さ せ た 。 E-蛋 白 質 特 異 的 モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 （ MAb） を 用 い て 、 既 に 記 述 さ れ て い る よ う に 間 接 的 免 疫 蛍 光 抗 体 ア ッ セ イ （ IFA）
に よ っ て 蛋 白 質 発 現 を 検 出 し た （ 表 10： Changら 、 （ 「 A single intramuscular injectio
n of recombinant plasmid DNA induces protective immunity and prevents Japanese e
ncephalitis in mice」 、 J. Virol. 74： 4244～ 4252（ 2000） ） 。
【 ０ １ ８ ５ 】
v． 組 み 換 え 型 DEN-2ウ イ ル ス 抗 原 の 特 徴 付 け 。 　 組 織 培 養 培 地 を 電 気 穿 孔 の 48時 間 後 に 回
収 し た 。 抗 原 捕 獲 （ Ag-捕 獲 ） ELISAを 用 い て 、 一 過 性 に 形 質 転 換 し た COS-1細 胞 の 、 培 養
培 地 に 分 泌 さ れ た DEN-2ウ イ ル ス 抗 原 を 検 出 し た 。 MAb 4G2お よ び 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ
ー ゼ 結 合 MAb 6B6C-1を 用 い て 、 そ れ ぞ れ 、 DENウ イ ル ス 抗 原 を 捕 獲 し て 、 捕 獲 し た 抗 原 を
検 出 し た （ Changら 、 （ 「 A single intramuscular injection of recombinant plasmid D
NA induces protective immunity and prevents Japanese encephalitis in mice」 、 J. 
Virol. 74： 4244～ 4252（ 2000） ； Huntら 、 「 A recombinant particulate antigen of Ja
panese encephalitis virus produced in stably-transformed cells is an effective n
oninfectious antigen and subunit immunogen」 、 J. Virol. Methods. 97： 133～ 149（ 2
001） ） 。
【 ０ １ ８ ６ 】
電 気 穿 孔 の 48時 間 後 、 各 プ ラ ス ミ ド に 関 し て 形 質 転 換 し た 細 胞 を ト リ プ シ ン 処 理 し 、 5× 1
0 6 個 を 含 む ア リ コ ー ト と し て PBSに 再 懸 濁 さ せ た 。 こ れ ら の 細 胞 試 料 は 、 Mem-PER哺 乳 類 膜
蛋 白 質 抽 出 試 薬 キ ッ ト （ Pierce、 Rockford、 IL） を 用 い て 、 製 造 元 の 提 案 す る プ ロ ト コ ー
ル に 従 っ て 、 膜 蛋 白 質 抽 出 に 関 し て 処 理 し た 。 疎 水 性 お よ び 親 水 性 蛋 白 質 の 双 方 を 単 離 し
た 。 こ の 技 法 は 、 疎 水 相 に お い て 認 め ら れ た 膜 貫 通 蛋 白 質 を 濃 縮 す る た め に 開 発 さ れ た 。
疎 水 性 お よ び 親 水 性 分 画 は い ず れ も 、 DEN-2組 み 換 え 型 抗 原 に 関 し て 抗 原 -捕 獲 ELISAに よ
っ て 分 析 し た 。
【 ０ １ ８ ７ 】
培 地 中 の 組 み 換 え 型 抗 原 は 、 10％ ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル （ PEG） -8000に よ る 沈 殿 に よ っ
て 濃 縮 し た 。 沈 殿 物 は 、 TNE緩 衝 液 （ 50 mMト リ ス 、 100 mM NaCl、 10 mM EDTA、 pH 7.5）
に 、 当 初 の 容 量 の 100分 の 1と な る よ う に 再 懸 濁 し 、 遠 心 に よ っ て 透 明 に し 、 4℃ で 保 存 し
た 。 PEG沈 殿 に よ っ て 濃 縮 し 、 TNE緩 衝 液 に 再 懸 濁 さ せ た 組 み 換 え 型 抗 原 を 、 4.0％ エ タ ノ
ー ル に よ っ て 抽 出 し 、 残 留 PEGを 除 去 し た （ Huntら 、 「 A recombinant particulate antig
en of Japanese encephalitis virus produced in stably-transformed cells is an eff
ective noninfectious antigen and subunit immunogen」 、 J. Virol. Methods. 97： 133
～ 149（ 2001） ） 。 エ タ ノ ー ル 抽 出 し た 抗 原 、 形 質 転 換 細 胞 か ら の 疎 水 性 膜 蛋 白 質 、 お よ
び 勾 配 精 製 DEN-2ビ リ オ ン を 、 Excel Plus電 気 泳 動 装 置 （ 商 標 ） （ Invitrogen Corp.、 Car
lsbad、 CA） に お い て NuPAGE、 4～ 12％ ビ ス ト リ ス 勾 配 ゲ ル に お い て 分 析 し た 後 、 Excel Pl
usブ ロ ッ ト ユ ニ ッ ト （ Invitrogen Corp.） を 用 い て ニ ト ロ セ ル ロ ー ス メ ン ブ レ ン 上 に エ レ
ク ト ロ ブ ロ ッ テ ィ ン グ を 行 っ た 。 DEN-2ウ イ ル ス 特 異 的 蛋 白 質 は 、 DEN-2ウ イ ル ス 特 異 的 MA
b 1A6A-8（ E特 異 的 ） お よ び 1A2A-1（ カ プ シ ド 特 異 的 ） 、 な ら び に DEN-2 prMに 対 し て 特 異
的 な ウ サ ギ 血 清 、 お よ び DEN-2 M蛋 白 質 の ア ミ ノ 酸 1～ 34位 か ら な る ペ プ チ ド に 対 し て 特 異
的 な マ ウ ス 血 清 を 用 い て 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト に よ っ て 検 出 し 、 正 常 マ ウ ス 腹 水 を 陰 性 対
照 と し て 用 い た （ Murrayら 、 「 Processing of the dengue virus type 2 proteins prM a
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nd C-prM」 、 J. Gen. Virol. 74（ Pt 2） ： 175～ 182（ 1993） ； Roehrigら 、 「 Monoclonal
 antibody mapping of the envelope glycoprotein of the dengue 2 virus, Jamaica」
、 Virology 246： 317～ 328（ 1998） ） 。
【 ０ １ ８ ８ 】
vi． マ ウ ス の ワ ク チ ン 接 種 。 　 3週 齢 の 雌 性 ICR非 近 交 系 マ ウ ス 1群 10匹 を 試 験 に 用 い た 。 0
週 目 お よ び 3週 目 に 容 量 100μ l/マ ウ ス で 用 量 100μ gの pCBD2-14-6、 pCB9D2-1J-4-3、 pCB8D
2-2J-2-9-1ま た は pEGFPを マ ウ ス に 筋 肉 内 注 射 し た 。 プ ラ ス ミ ド DNAは 、 EndoFreeプ ラ ス ミ
ド ギ ガ キ ッ ト （ 商 標 ） （ Qiagen） を 用 い て XL-1 blue細 胞 か ら 精 製 し て 、 1.0μ g/μ lの 濃
度 で pH 7.5の PBSに 再 懸 濁 さ せ た 。 pEGFP 100μ gを 投 与 し た マ ウ ス を プ ラ ス ミ ド ワ ク チ ン
接 種 対 照 と し て 用 い た 。 マ ウ ス を 注 射 後 3週 間 毎 に 採 血 し て 、 DEN-2ウ イ ル ス 特 異 的 抗 体 反
応 を 間 接 的 ELISAお よ び PRNTを 用 い て 評 価 し た 。
【 ０ １ ８ ９ 】
vii． 血 清 学 試 験 。 　 ワ ク チ ン 接 種 前 お よ び 接 種 後 の 血 清 標 本 を 、 ELISAに よ っ て 精 製 DEN-
2ビ リ オ ン に 対 す る 抗 体 結 合 能 に 関 し て 、 PRNTに よ っ て 中 和 （ Nt） 抗 体 に 関 し て 、 お よ び
ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ っ て 精 製 DEN-2ウ イ ル ス 蛋 白 質 を 認 識 す る 抗 体 に 関 し て 調
べ た 。 PRNTは 、 DEN-2（ 16681株 ） お よ び JE（ Nakayama株 ） ウ イ ル ス を 用 い て 、 既 に 記 述 さ
れ て い る よ う に Vero細 胞 に 関 し て 行 っ た （ Changら 、 （ 「 A single intramuscular inject
ion of recombinant plasmid DNA induces protective immunity and prevents Japanese
 encephalitis in mice」 、 J. Virol. 74： 4244～ 4252（ 2000） ） 。 エ ン ド ポ イ ン ト は 、 9
0％ プ ラ ー ク 減 少 レ ベ ル で 決 定 し た （ Huntら 、 「 A recombinant particulate antigen of 
Japanese encephalitis virus produced in stably-transformed cells is an effective
 noninfectious antigen and subunit immunogen」 、 J. Virol. Methods. 97： 133～ 149
（ 2001） ） 。
【 ０ １ ９ ０ 】
d． 結 果
i． DEN-2ウ イ ル ス 組 み 換 え 型 抗 原 の 一 過 性 の 発 現 。 　 DEN-2ウ イ ル ス の prMお よ び E遺 伝 子
の 発 現 、 ま た は DEN-2お よ び JEウ イ ル ス 配 列 の 組 み 合 わ せ （ 80％ DEN-20％ JEま た は 90％ DEN
-10％ JE） か ら の キ メ ラ E遺 伝 子 の 発 現 は 、 三 つ の 組 み 換 え 型 DEN-2 DNAプ ラ ス ミ ド の そ れ
ぞ れ を 、 COS-1細 胞 に 個 別 に 形 質 転 換 す る こ と に よ っ て 得 た 。 基 本 の プ ラ ス ミ ド 設 計 は 、
プ ラ ス ミ ド 形 質 転 換 細 胞 が 発 現 さ れ 、 真 正 の ウ イ ル ス 蛋 白 質 が 細 胞 培 養 液 に 分 泌 さ れ る 、
JEウ イ ル ス お よ び WNウ イ ル ス の 組 み 換 え 型 プ ラ ス ミ ド に よ る こ れ ま で の 研 究 結 果 に 基 づ い
た （ Changら 、 （ 「 A single intramuscular injection of recombinant plasmid DNA ind
uces protective immunity and prevents Japanese encephalitis in mice」 、 J. Virol.
 74： 4244～ 4252（ 2000） ； Davisら 、 「 West Nile virus recombinant DNA vaccine prot
ects mouse and horse from virus challenge and expresses in vitro a noninfectious
 recombinant antigen that can be used in enzyme-linked immunosorbent assays」 、 J
. Virol. 75： 4040～ 4047（ 2001） ） 。 DEN-2組 み 換 え 型 蛋 白 質 の 一 過 性 の 発 現 は 当 初 、 細
胞 培 養 上 清 の 抗 原 捕 獲 ELISA、 お よ び ア セ ト ン 固 定 形 質 転 換 COS-1細 胞 の IFAに よ っ て 評 価
し た （ Changら 、 （ 「 A single intramuscular injection of recombinant plasmid DNA i
nduces protective immunity and prevents Japanese encephalitis in mice」 、 J. Viro
l. 74： 4244～ 4252（ 2000） ） 。 最 適 な 抗 原 発 現 点 は 、 電 気 穿 孔 の 48時 間 後 で あ る と 決 定
さ れ た 。
【 ０ １ ９ １ 】
ii． 一 過 性 に 形 質 転 換 さ れ た COS-1細 胞 に よ っ て 発 現 さ れ た E蛋 白 質 の エ ピ ト ー プ マ ッ ピ ン
グ 。 　 組 み 換 え 型 プ ラ ス ミ ド の そ れ ぞ れ に よ っ て 発 現 さ れ た DEN-2蛋 白 質 を 、 DEN-2ウ イ ル
ス に 対 し て 既 知 の 反 応 性 を 有 す る マ ウ ス MAbの パ ネ ル を 用 い て IFAに よ っ て 評 価 し た （ 表 10
： Henchalら 、 「 Epitopic analysis of antigenic determinants on the surface of den
gue-2 virions using monoclonal antibodies」 、 Am. J. Trop. Med. Hyg. 34： 162～ 169
（ 1985） ； Roehrigら 、 「 Monoclonal antibody mapping of the envelope glycoprotein 
of the dengue 2 virus, Jamaica」 、 Virology 246： 317～ 328（ 1998） ） 。 MAbパ ネ ル に
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は 、 prMお よ び C蛋 白 質 と 同 様 に フ ラ ビ ウ イ ル ス の E蛋 白 質 の 三 つ の 抗 原 性 ド メ イ ン の そ れ
ぞ れ と 反 応 す る 抗 体 が 含 ま れ た （ Mandlら 、 「 Antigenic structure of the flavivirus e
nvelope protein E at the molecular level, using tick-borne encephalitis virus as
 a model」 、 J. Virol. 63： 564～ 571（ 1989） ； Reyら 、 「 The envelope glycoprotein f
rom tick-borne encephalitis virus at 2 Å resolution」 、 Nature 375： 291～ 298（ 199
5） ） 。 フ ラ ビ ウ イ ル ス 抗 原 性 ド メ イ ン 2お よ び 3に 対 し て 特 異 的 な MAbは 、 DEN-2ウ イ ル ス
お よ び 三 つ の プ ラ ス ミ ド 発 現 蛋 白 質 の そ れ ぞ れ に 対 し て 、 ほ ぼ 同 一 の 定 量 的 反 応 性 を 示 し
た 。 ド メ イ ン -1特 異 的 MAbの 一 つ 、 1B4C-2も ま た 、 発 現 さ れ た 全 て の 蛋 白 質 と 類 似 の 反 応
性 パ タ ー ン を 示 し た 。 し か し 、 二 つ の ド メ イ ン 1特 異 的 MAb、 2B3A-1お よ び 9A4D-1は 、 エ ン
ド ポ イ ン ト 滴 定 に よ っ て 示 さ れ る よ う に 、 プ ラ ス ミ ド pCBD2-14-6お よ び pCB9D2-1J-4-3に
よ っ て 発 現 さ れ た E蛋 白 質 と の 反 応 性 が か な り 低 か っ た （ 括 弧 内 の 値 、 表 10） 。 エ ン ド ポ
イ ン ト 力 価 の 比 較 か ら 、 100％ DEN-2 Eお よ び 90％ DEN-2 E-10％ JE Eを 含 む 構 築 物 に お い て
、 エ ピ ト ー プ C3お よ び C4の 発 現 が 明 白 に 少 な い こ と が 判 明 し た 。 prMに 対 し て 特 異 的 な MAb
 2H2は 、 三 つ 全 て の プ ラ ス ミ ド に よ っ て 発 現 さ れ た 抗 原 と 同 じ 反 応 性 を 示 し た 。 抗 -C MAb
 1A2A-1は 、 DEN-2ウ イ ル ス と 良 好 に 反 応 し 、 prMお よ び Eを 含 む が Cは 含 ま な い プ ラ ス ミ ド
発 現 ウ イ ル ス 蛋 白 質 と 低 い レ ベ ル の 非 特 異 的 反 応 性 を 示 し た 。
【 ０ １ ９ ２ 】
iii． 三 つ の DEN-2組 み 換 え 型 プ ラ ス ミ ド の そ れ ぞ れ に よ っ て 産 生 さ れ た 、 分 泌 蛋 白 質 お よ
び 膜 結 合 型 蛋 白 質 の 比 較 。 　 そ れ ぞ れ の 組 み 換 え 型 DEN-2プ ラ ス ミ ド に 関 し て 、 形 質 転 換
後 48時 間 の COS-1細 胞 か ら 類 似 の 量 の 細 胞 培 養 液 を 回 収 し た 。 培 養 液 に 認 め ら れ た 分 泌 型
組 み 換 え 型 抗 原 を 、 PEG沈 殿 に よ っ て 100倍 濃 縮 し た 後 、 エ タ ノ ー ル 抽 出 に よ っ て 、 ポ リ ア
ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 に よ る そ の 後 の 分 析 を 妨 害 す る PEGを 除 去 し た 。 各 プ ラ ス ミ ド
に よ っ て 発 現 さ れ た 分 泌 型 抗 原 の 相 対 量 は 、 PEG沈 殿 お よ び エ タ ノ ー ル 抽 出 細 胞 培 養 液 調
製 物 の 双 方 の 、 Ag捕 獲 ELISA分 析 に よ っ て 決 定 し た （ 表 11） 。 分 泌 型 抗 原 は 、 80％ DEN-2 E
お よ び 20％ JE E遺 伝 子 を 含 む pCB8D2-2J-2-9-1（ 配 列 番 号 ： 34） に ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ せ
た 細 胞 に 限 っ て 検 出 さ れ た 。 100％ DEN-2 Eま た は 90％ DEN-2 E-10％ JE E遺 伝 子 の い ず れ か
を 含 む 組 み 換 え 型 プ ラ ス ミ ド は 、 発 現 さ れ た 蛋 白 質 を 濃 縮 す る 努 力 に も か か わ ら ず 、 ELIS
Aに よ っ て 検 出 可 能 な 抗 原 を 培 養 液 に 産 生 し な か っ た 。
【 ０ １ ９ ３ 】
ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 も 同 様 に 用 い て 、 DEN-2組 み 換 え 型 プ ラ ス ミ ド の そ れ ぞ れ に よ る
分 泌 型 抗 原 の 産 生 を 評 価 し た 。 比 較 目 的 の た め に 、 PEG-沈 殿 、 エ タ ノ ー ル 抽 出 細 胞 培 養 上
清 の 同 等 の 容 量 を 、 NuPAGE勾 配 ゲ ル で 泳 動 し 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス に エ レ ク ト ロ ブ ロ ッ ト し
、 全 て の DEN-2構 造 蛋 白 質 と 反 応 す る こ と が で き る MAbま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 血 清 を 用 い
て 分 析 し た （ 図 8A） 。 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 は 、 DEN-2特 異 的 蛋 白 質 が 二 つ の プ ラ ス ミ
ド 、 す な わ ち pCB8D2-2J-2-9-1お よ び pCB9D2-1J-4-3（ そ れ ぞ れ 、 配 列 番 号 ： 46お よ び 44）
か ら の 培 養 液 に お い て 検 出 さ れ た こ と か ら 、 組 み 換 え 型 抗 原 の 検 出 に 関 し て Ag-捕 獲 ELISA
よ り 大 き い 感 度 を 示 し た 。 プ ラ ス ミ ド pCB8D2-2J-2-9-1（ 配 列 番 号 ： 46） は E、 prM、 お よ
び M蛋 白 質 か ら な る こ と が 示 さ れ て い る 分 泌 型 抗 原 の 最 大 量 を 発 現 し た 。 pCB9D2-1J-4-3（
配 列 番 号 ： 44） に よ っ て 産 生 さ れ た 分 泌 型 抗 原 は 比 較 的 少 な く 、 pCBD2-14-6（ 配 列 番 号 ：
42） 調 製 物 に 関 し て は 、 か す か に 検 出 可 能 な レ ベ ル が 認 め ら れ た に 過 ぎ ず 、 こ れ は 、 特 に
、 対 照 pEGFPに 対 す る E-特 異 的 MAb、 1A6A-8の 非 特 異 的 反 応 性 を 考 慮 に 入 れ て も 、 発 現 さ れ
た E蛋 白 質 が 比 較 的 少 な い よ う に 思 わ れ た （ 図 8A、 14-6お よ び GFPに 関 し て レ ー ン a、 b） 。
【 ０ １ ９ ４ 】
E、 prMお よ び Mは 、 そ の 細 胞 内 合 成 を 通 し て 膜 会 合 蛋 白 質 で あ る こ と か ら 、 三 つ の 組 み 換
え 型 DEN-2プ ラ ス ミ ド に よ る こ れ ら の 蛋 白 質 の 発 現 に つ い て 、 何 ら か の 評 価 を 行 う 場 合 に
は 、 プ ラ ス ミ ド 形 質 転 換 細 胞 か ら の 細 胞 膜 調 製 物 の 評 価 を 含 ま な け れ ば な ら な い 。 Mem-PE
R哺 乳 類 膜 蛋 白 質 抽 出 試 薬 キ ッ ト （ Pierce） を 用 い て 、 組 み 換 え 型 プ ラ ス ミ ド の そ れ ぞ れ
に よ っ て 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 の 同 等 数 か ら 、 膜 貫 通 蛋 白 質 を 単 離 し た 。 疎 水 性 蛋 白 質 を 、
相 分 離 に よ っ て 親 水 性 蛋 白 質 か ら 分 離 し た 。 Ag-捕 獲 ELISAに よ る 予 備 的 な 分 析 に よ っ て 、
親 水 性 蛋 白 質 分 画 が 非 反 応 性 で あ る こ と が 示 さ れ た ； し か し 、 組 み 換 え 型 DEN-2プ ラ ス ミ
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ド の そ れ ぞ れ に よ っ て 形 質 転 換 し た COS-1細 胞 か ら の 疎 水 性 蛋 白 質 分 画 は 、 ELISA試 験 に お
い て 類 似 の 力 価 を 有 し た （ 表 11） 。 こ れ ら の 結 果 は 、 三 つ 全 て の プ ラ ス ミ ド に よ っ て コ ー
ド さ れ た 組 み 換 え 型 抗 原 が 、 形 質 転 換 後 に 発 現 さ れ た も の の 、 発 現 さ れ た 組 み 換 え 型 抗 原
は 同 じ レ ベ ル で 必 ず し も 全 て 分 泌 さ れ な い こ と を 示 し た 。
【 ０ １ ９ ５ 】
疎 水 性 蛋 白 質 分 画 に 関 す る Ag-捕 獲 の 結 果 の 確 認 は 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト に よ っ て 行 っ た
（ 図 8B） 。 プ ラ ス ミ ド 形 質 転 換 細 胞 の そ れ ぞ れ か ら の 疎 水 性 蛋 白 質 分 画 の 同 等 の 容 量 を 、
バ ン ド お よ び レ ー ン の 歪 み を 減 少 さ せ る た め に 、 SDS-ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 に
関 す る 製 造 元 の 推 奨 に 従 っ て 希 釈 し た 。 E-、 prM-、 C-、 お よ び M-特 異 的 MAbま た は ポ リ ク
ロ ー ナ ル 抗 血 清 に よ る 免 疫 ブ ロ ッ ト 法 に よ り 、 三 つ 全 て の DEN-2プ ラ ス ミ ド が 、 Eお よ び pr
Mか ら な る 組 み 換 え 型 抗 原 の 類 似 量 の 産 生 を 誘 導 し た こ と が 証 明 さ れ た 。 M蛋 白 質 は prMか
ら プ ロ セ シ ン グ さ れ な か っ た た め か 、 ま た は そ の レ ベ ル が 低 す ぎ て 検 出 で き な か っ た た め
に 、 検 出 さ れ な か っ た 。 バ ン ド の 歪 み を 減 少 さ せ る 努 力 に も か か わ ら ず 、 疎 水 性 蛋 白 質 試
料 に お け る 高 レ ベ ル の 界 面 活 性 剤 の た め に 、 そ の よ う な 高 濃 度 の 界 面 活 性 剤 を 含 ま な い 試
料 と 比 較 す る と 、 Eお よ び prMは わ ず か に 異 常 に 移 動 し た （ 図 8Aお よ び 8Bに お い て Eお よ び p
rMの 移 動 を 比 較 ） 。
【 ０ １ ９ ６ 】
iv． 三 つ の 異 な る DEN-2組 み 換 え 型 DNAプ ラ ス ミ ド を ワ ク チ ン 接 種 し た マ ウ ス に お け る 免 疫
応 答 の 比 較 。 　 3週 齢 の ICRマ ウ ス を pCB8D2-2J-2-9-1（ 配 列 番 号 ： 46） 、 pCB9D2-1J-4-3（
配 列 番 号 ： 44） 、 pCBD2-14-6（ 配 列 番 号 ： 42） ま た は pEGFP 100μ gに よ る 筋 肉 内 注 射 に よ
っ て 0週 目 お よ び 3週 目 に 免 疫 し た 。 マ ウ ス を 初 回 免 疫 後 3週 、 6週 、 お よ び 9週 目 に 採 血 し
た 。 個 々 の 血 清 、 お よ び プ ー ル し た 血 清 を 、 ワ ク チ ン 接 種 後 3週 お よ び 6週 で 100倍 お よ び 4
00倍 希 釈 液 の ス ク リ ー ニ ン グ 、 お よ び ワ ク チ ン 接 種 後 9週 に お け る エ ン ド ポ イ ン ト 滴 定 を
用 い て 、 間 接 的 ELISAに よ っ て 調 べ た 。 9週 の 血 清 も 同 様 に 、 DEN-2お よ び JEウ イ ル ス に よ
る PRNTに よ っ て 調 べ た 。 ELISAの 結 果 は 、 1回 免 疫 後 （ 3週 目 の 血 清 ） 、 pCB8D2-2J-2-9-1を
投 与 し た 全 て の マ ウ ス が 血 清 変 換 し た の に 対 し 、 pCB9D2-1J-4-3で は 50％ 、 お よ び pCBD2-1
4-6ワ ク チ ン 接 種 マ ウ ス で は 20％ が DEN-2ウ イ ル ス と 反 応 し た に 過 ぎ な か っ た こ と を 示 し た
（ 表 12） 。 ワ ク チ ン 接 種 後 の 9週 ま で に 、 pCB8D2-2J-2-9-1ま た は pCBD2-1J-4-3の い ず れ か
を ワ ク チ ン 接 種 し た マ ウ ス は 全 て 、 抗 DEN-2 ELISA反 応 性 を 示 し た ； し か し 、 幾 何 平 均 力
価 は 、 有 意 に 異 な っ た （ そ れ ぞ れ 、 力 価 20,000倍 対 708倍 ） 。 100倍 を 超 え る 抗 DEN-2 ELIS
A力 価 を 示 し た の は 、 pCBD2-14-6免 疫 マ ウ ス の 40％ に 過 ぎ な か っ た 。 精 製 DEN-2ウ イ ル ス に
対 す る 、 pCB8D2-2J-2-9-1免 疫 マ ウ ス か ら の プ ー ル し た 9週 の 血 清 の ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト は
、 免 疫 優 性 反 応 が E糖 蛋 白 質 に 対 し て で あ っ た こ と を 示 し た 。 prMお よ び Mに 対 す る わ ず か
な 反 応 性 も 同 様 に 検 出 さ れ た 。
【 ０ １ ９ ７ 】
よ り 重 要 な こ と に 、 三 つ の DEN-2プ ラ ス ミ ド の ワ ク チ ン 能 の 評 価 に 関 し て 、 90％ プ ラ ー ク
減 少 エ ン ド ポ イ ン ト に 基 づ い て 、 pCB8D2-2J-2-9-1（ 配 列 番 号 ： 46） に よ っ て 免 疫 し た マ
ウ ス 9匹 中 7匹 に お い て ウ イ ル ス 中 和 抗 体 の 誘 導 を 認 め た （ 表 10） 。 し か し 、 50％ 中 和 エ ン
ド ポ イ ン ト を 用 い る 場 合 、 血 清 9例 中 9例 全 て が PRNT力 価 3  40倍 を 有 す る 。 90％ 中 和 力 価 は
、 中 和 活 性 を 有 す る 血 清 7例 に 関 し て 40倍 か ら 1000倍 超 の 範 囲 で あ っ た 。 pCB9D2-1J-4-3を
免 疫 し た マ ウ ス は い ず れ も 、 中 和 抗 体 を 産 生 せ ず 、 pCBD2-14-6ワ ク チ ン 接 種 マ ウ ス か ら の
血 清 10例 中 1例 の み が ウ イ ル ス を 中 和 し た が 、 力 価 は 8倍 に 過 ぎ な か っ た 。
【 ０ １ ９ ８ 】
二 つ の 組 み 換 え 型 プ ラ ス ミ ド 、 す な わ ち 、 pCB9D2-IJ-4-3（ 配 列 番 号 ： 44） お よ び pCB8D2-
2J-2-9-1（ 配 列 番 号 ： 46） が JEウ イ ル ス E遺 伝 子 配 列 を 含 む た め 、 全 て の 血 清 を 、 JEウ イ
ル ス 中 和 活 性 の 存 在 に 関 し て も 評 価 し た 。 し か し 、 そ の よ う な 活 性 は 、 如 何 な る 免 疫 群 の
マ ウ ス に 関 し て も 90％ 中 和 エ ン ド ポ イ ン ト で は 検 出 さ れ な か っ た 。 対 照 プ ラ ス ミ ド pEGFP
を 免 疫 し た マ ウ ス が DEN-2ま た は JEウ イ ル ス の い ず れ に に 対 し て も 反 応 性 を 示 さ な か っ た
こ と は 意 外 で は な か っ た 。
【 ０ １ ９ ９ 】

10

20

30

40

50

(45) JP 2004-532023 A 2004.10.21



e． 考 察
JEお よ び WNワ ク チ ン に 関 し て 初 期 に 用 い た 同 じ 段 階 を 最 初 に 用 い て 、 真 正 DEN-2 prMお よ
び E遺 伝 子 領 域 か ら な る 組 み 換 え 型 DEN-2プ ラ ス ミ ド 、 pCBD2-14-6（ 配 列 番 号 ： 42） を 構 築
し た 。 MAbの パ ネ ル を 用 い て 、 IFAに よ り 、 こ の プ ラ ス ミ ド に よ っ て 形 質 転 換 し た COS-1細
胞 に よ っ て 発 現 さ れ た 、 DEN-2蛋 白 質 の 抗 原 性 マ ッ ピ ン グ を 行 っ た と こ ろ 、 prMお よ び E蛋
白 質 が 適 合 性 の 蛍 光 強 度 を 示 し 、 ウ イ ル ス 感 染 細 胞 と 類 似 の MAb反 応 性 を 有 す る こ と が 示
さ れ た （ 表 10） 。 し か し 、 真 正 DEN-2 prMお よ び E領 域 を コ ー ド す る プ ラ ス ミ ド に よ っ て 形
質 転 換 し た こ れ ら の COS-1細 胞 は 、 検 出 可 能 な DEN-2抗 原 を 培 養 液 に 分 泌 す る こ と が で き な
か っ た （ 抗 原 捕 獲 ELISAに よ っ て 測 定 し た 場 合 ） 。 さ ら に 、 真 正 の DEN-2 prMお よ び E領 域
を コ ー ド す る プ ラ ス ミ ド を 用 い て ワ ク チ ン 接 種 を 行 っ て も 、 筋 肉 内 に 免 疫 し た マ ウ ス に お
い て 抗 DEN-2ウ イ ル ス 中 和 抗 体 を 刺 激 す る こ と が で き な か っ た （ 表 13） 。 興 味 深 い こ と に
、 pCBD2-14-6に よ る 細 胞 の 形 質 転 換 に よ っ て 、 穴 の 開 い た 球 状 の 蛍 光 染 色 が 得 ら れ 、 こ れ
は DEN-2の E蛋 白 質 の C-末 端 が 、 蛋 白 質 の 膜 保 持 シ グ ナ ル に 関 与 す る 可 能 性 が あ る こ と を 示
唆 し て い る 。 こ の IFA染 色 パ タ ー ン は 、 JEま た は WN構 築 物 形 質 転 換 細 胞 の い ず れ に お い て
も 認 め ら れ な か っ た （ Changら 、 （ 「 A single intramuscular injection of recombinant
 plasmid DNA induces protective immunity and prevents Japanese encephalitis in m
ice」 、 J. Virol. 74： 4244～ 4252（ 2000） ； Davisら 、 「 West Nile virus recombinant 
DNA vaccine protects mouse and horse from virus challenge and expresses in vitro
 a noninfectious recombinant antigen that can be used in enzyme-linked immunosor
bent assays」 、 J. Virol. 75： 4040～ 4047（ 2001） ） 。 し た が っ て 、 本 出 願 の 教 示 に 従
っ て な さ れ た 知 見 に 照 ら し て 、 DEN-2の C-末 端 の 10％ ま た は 20％ を 、 そ れ ぞ れ JEウ イ ル ス E
蛋 白 質 の 対 応 す る 領 域 に 置 換 し て 、 DNA配 列 の 適 当 な 操 作 を 行 っ た 二 つ の さ ら な る プ ラ ス
ミ ド 、 pCB9D2-1J-4-3（ 配 列 番 号 ： 44） お よ び pCB8D2-2J-2-9-1（ 配 列 番 号 ： 46） を 作 製 し
た 。 ワ ク チ ン 接 種 マ ウ ス に お け る 検 出 可 能 な 抗 DEN-2 ELISA抗 体 を 刺 激 す る た め の 、 異 な
る 構 築 物 の 相 対 的 な 有 効 性 を 表 13に 示 す 。
【 ０ ２ ０ ０ 】
こ れ ら の 結 果 は 、 prMと Eと の 間 の 相 互 作 用 が 、 粒 子 の 集 合 お よ び 分 泌 の プ ロ セ ス に 影 響 を
及 ぼ し う る と い う モ デ ル と 一 致 す る 。 こ の モ デ ル に 関 す る 支 持 は 、 ダ ニ が 媒 介 す る 脳 炎 ウ
イ ル ス の 研 究 に お い て 認 め ら れ 、 こ れ は 、 prMと Eの 外 部 ド メ イ ン と の 相 互 作 用 が 、 prM-E
の prM媒 介 細 胞 内 輸 送 に 関 係 し 、 こ の よ う に し て ウ イ ル ス 様 粒 子 が 分 泌 さ れ る こ と を 推 定
的 に 示 唆 し て い る （ Allisonら 、 「 Mapping of functional elements in the stem-anchor
 region of tick-borne encephalitis virus envelope protein E」 、 J. Virol. 73： 560
5～ 5612（ 1999） ） 。
【 ０ ２ ０ １ 】
本 実 施 例 に お い て 、 DEN-2 E蛋 白 質 の C-末 端 部 分 を 、 TBE H1 p r e d か ら TM2に 対 応 す る JE E蛋
白 質 に 置 換 す る と 、 DEN-2 prM蛋 白 質 お よ び キ メ ラ E蛋 白 質 が 分 泌 さ れ た 。 し か し 、 対 照 的
に 、 TBEに お い て TM1お よ び TM2を 置 換 し て も 、 抗 原 分 泌 に ご く 軽 微 な 改 善 を 生 じ た に 過 ぎ
な か っ た 。 pCBD2-14-6お よ び pCB9D2-4-3プ ラ ス ミ ド に よ っ て 形 質 転 換 し た COS-1に よ っ て
発 現 さ れ た 、 prMお よ び E蛋 白 質 の 主 要 な 部 分 は 、 膜 に 結 合 し た ま ま で あ っ た （ 表 13） 。 こ
れ ら の 結 果 は 、 同 定 さ れ て い な い 膜 保 持 配 列 が DEN-2 E蛋 白 質 の C-末 端 幹 領 域 に 存 在 す る
こ と を 示 し た 。 こ の C-末 端 幹 領 域 を JEウ イ ル ス か ら の 配 列 に 置 換 す る と 、 こ の 保 持 配 列 は
除 去 さ れ る か 、 ま た は 無 効 と な る 。
【 ０ ２ ０ ２ 】
prM蛋 白 質 は 、 prM-E成 熟 の 際 の E蛋 白 質 の 適 切 な コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン お よ び 分 泌 を 維 持 す
る た め に 必 須 で あ る こ と は 、 他 の 研 究 者 に よ っ て も 主 張 さ れ て い る （ Aberleら 、 「 A DNA 
immunization model study with constructs expressing the tick-borne encephalitis 
virus envelope protein E in different physical forms」 、 J. Immunol. 163： 6756～ 6
761（ 1999） ； Allisonら 、 「 Synthesis and secretion of recombinant tick-borne ence
phalitis virus protein E in soluble and particulate form」 、 J. Virol. 69： 5816～
5820（ 1995） ） 。 さ ら に 、 E蛋 白 質 の 外 部 ド メ イ ン が prMと 相 互 作 用 す る こ と も 証 明 さ れ て
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い る 。 こ の 相 互 作 用 は 、 マ リ ー バ レ ー 脳 炎 ウ イ ル ス に お け る Eの ア ミ ノ 酸 残 基 200～ 327位
内 の ア ミ ノ 酸 配 列 が 関 係 す る こ と が 推 定 さ れ て い る （ Guirakhooら 、 「 The Murray Valley
 encephalitis virus prM protein confers acid resistance to virus particles and a
lters the expression of epitopes within the R2 domain of E glycoprotein」 、 Virol
ogy 191： 921～ 931（ 1992） ） 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
適 切 な prMと Eと の 相 互 作 用 、 お よ び E蛋 白 質 の 構 造 の 完 全 性 が 保 持 さ れ る こ と は 、 少 な く
と も そ れ ら が 免 疫 反 応 性 に と っ て 必 要 で あ る 限 り 、 三 つ 全 て の DEN-2構 築 物 に よ っ て 発 現
さ れ た 蛋 白 質 に お い て 維 持 さ れ る 可 能 性 が あ る 。 さ ら に 、 pCB8D2-2J-2-9-1に お け る C-末
端 の 20％ の Eの 置 換 に よ っ て 、 真 正 DEN-2 Eの ア ミ ノ 酸 395個 を 維 持 す る 蛋 白 質 が 得 ら れ た
。 そ の よ う な 如 何 な る 改 変 も 、 Eお よ び prM-E相 互 作 用 に 対 す る 影 響 は ほ と ん ど な く 、 キ メ
ラ E蛋 白 質 の 抗 原 性 特 徴 に 対 す る 影 響 も ほ と ん ど な い と 予 想 さ れ る 。 DEN-2 Eの C-末 端 領 域
を JE幹 ア ン カ ー 配 列 に 置 換 し て も 、 MAbの 反 応 性 に 対 し て 影 響 を 及 ぼ さ な か っ た こ と か ら
（ 表 10） 、 そ の よ う に 置 換 さ れ た DEN-2配 列 の 保 持 は 、 DEN-2特 異 的 免 疫 学 的 反 応 を 得 る た
め に ご く 選 択 的 と な り う る 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
こ れ ま で 、 ダ ニ 媒 介 脳 炎 ウ イ ル ス prM、 お よ び E蛋 白 質 の 分 泌 型 サ ブ ウ イ ル ス 粒 子 を コ ー ド
す る プ ラ ス ミ ド 構 築 物 は 、 抗 体 反 応 の 程 度 お よ び 機 能 性 に 関 し て 、 な ら び に ウ イ ル ス チ ャ
レ ン ジ に 対 す る 反 応 に 関 し て 、 分 泌 さ れ る C-末 端 切 断 型 可 溶 性 E二 量 体 、 分 泌 さ れ な い 完
全 長 の E、 ま た は 効 率 よ く 分 泌 さ れ な い 切 断 型 Eを コ ー ド す る 他 の 構 築 物 よ り 優 れ て い る こ
と が 示 さ れ て い る （ Aberleら 、 「 A DNA immunization model study with constructs exp
ressing the tick-borne encephalitis virus envelope protein E in different physic
al forms」 、 J. Immunol. 163： 6756～ 6761（ 1999） ） 。 し か し 、 本 明 細 書 に お い て 、 本
発 明 者 ら は 、 DEN-2 DNAの ワ ク チ ン 能 が prM/Mお よ び Eの 分 泌 と 相 関 す る こ と を 証 明 し た （
表 13） 。 分 泌 さ れ た prMお よ び Eの 形 態 学 お よ び 物 理 的 特 徴 は 本 研 究 に お い て 証 明 し な か っ
た 。 し か し 、 pCB8D2-2J-2-9-1構 築 物 に よ っ て 分 泌 さ れ た prMお よ び Eは 、 ウ イ ル ス 様 粒 子
を 形 成 す る 可 能 性 が あ る 。 粒 子 表 面 上 に 多 数 の 保 護 抗 原 が 提 示 さ れ る こ と は 、 こ の 構 築 物
の ワ ク チ ン 能 を 改 善 す る と 考 え ら れ て い る 。
【 ０ ２ ０ ５ 】
DEN-2 ウ イ ル ス DNAの 開 発 に 関 す る こ れ ま で の 試 み は 、 成 否 が 多 様 で あ っ た （ Kochelら 、
「 Inoculation of plasmids expressing the dengue-2 envelope gene elicit neutraliz
ing antibodies in mice」 、 Vaccine 15： 547～ 552（ 1997） ； Konishiら 、 「 A DNA vacci
ne expressing dengue type 2 virus premembrane and envelope genes induces neutral
izing antibody and memory B cells in mice」 、 Vaccine 18： 1133～ 1139（ 2000） ） 。
有 効 性 の レ ベ ル を 改 善 す る た め に 、 異 な る 戦 略 が 用 い ら れ て い る 。 例 え ば 、 ワ ク チ ン 処 方
に お け る 、 pUC19プ ラ ス ミ ド 、 マ ウ ス GM-CSFを 発 現 す る プ ラ ス ミ ド を 含 む 、 免 疫 刺 激 CpGモ
チ ー フ の 同 時 免 疫 、 ま た は Eの C-末 端 の ア ミ ノ 酸 43個 を 、 ラ イ ソ ゾ ー ム 会 合 膜 保 持 配 列 に
置 換 す る こ と に よ っ て 、 DEN-2ワ ク チ ン に 対 す る 抗 体 反 応 が 改 善 し 、 こ れ ら が 用 い ら れ て
い る （ Porterら 、 「 Protective efficacy of a dengue 2 DNA vaccine in mice and the 
effect of CpG immuno-stimulatory motifs on antibody responses」 、 Arch. Virol. 14
3： 997～ 1003（ 1998） ； Raviprakashら 、 「 Synergistic Neutralizing Antibody Respons
e to a Dengue Virus Type 2 DNA Vaccine by Incorporation of Lysosome-Associated M
embrane Protein Sequences and Use of Plasmid Expressing GM-CSF」 、 Virology 290：
74～ 82（ 2001） ） 。 非 メ チ ル 化 CpGモ チ ー フ は 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 ナ チ ュ ラ ル キ ラ ー 細 胞
、 お よ び リ ン パ 球 を 直 接 活 性 化 し て 、 サ イ ト カ イ ン お よ び ケ モ カ イ ン を 分 泌 さ せ 、 Th1サ
イ ト カ イ ン に よ っ て 媒 介 さ れ る 免 疫 応 答 の 発 達 を 支 持 す る （ Mandersら 、 「 Immunology of
 DNA vaccines： CpG motifs and antigen presentation」 、 Inflamm. Res. 49： 199～ 205
（ 2000） ） 。 し か し 、 CpGを 含 め る と 、 宿 主 の サ イ ト カ イ ン プ ロ フ ィ ー ル を 偏 ら せ て 、 そ
れ に よ っ て 、 Th-1媒 介 臓 器 特 異 的 自 己 免 疫 障 害 の 発 症 、 お よ び 免 疫 恒 常 性 の 妨 害 の 双 方 に
関 与 す る 可 能 性 が あ る （ Smithら 、 「 The regulation of DNA vaccines」 、 Curr. Opin. B
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iotech. 12： 299～ 303（ 2001） ） 。 同 様 に 、 サ イ ト カ イ ン の 過 剰 レ ベ ル は 、 特 定 の Tヘ ル
パ ー 細 胞 の 反 応 を 増 加 さ せ る も の の 、 免 疫 応 答 に お け る 他 の 作 用 物 質 の 反 応 を 減 少 ま た は
遮 断 し て 、 そ れ に よ っ て 全 身 性 の 免 疫 抑 制 ま た は 慢 性 炎 症 が 起 こ り う る と い う 証 拠 が マ ウ
ス に お い て 認 め ら れ て い る （ Robertsonら 、 「 Assuring the quality, safety, and effic
acy of DNA vaccines」 、 Mol. Biotechnol. 17： 143～ 149（ 2001） ） 。 相 応 し て 、 フ ラ ビ
ウ イ ル ス DNA免 疫 の 安 全 性 お よ び 有 効 性 は 、 転 写 お よ び 翻 訳 を 増 強 す る よ う な 発 現 プ ラ ス
ミ ド の 操 作 に よ っ て 、 な ら び に 正 し い ポ リ 蛋 白 質 の プ ロ セ シ ン グ お よ び 集 合 を 促 進 す る 、
分 泌 型 prMお よ び E蛋 白 質 の タ ー ゲ テ ィ ン グ に よ っ て 利 益 を 得 る こ と が で き る で あ ろ う （ Ch
angら 、 「 Flavivirus DNA vaccines： current status and potential」 、 Ann. NY Acad. 
Sci. 951： 272～ 285（ 2001） ） 。 今 後 の 改 善 は 、 抗 原 提 示 細 胞 ま た は 筋 肉 細 胞 に よ る DNA
取 り 込 み の 増 強 に 向 け る こ と が で き る （ Rodriguezら 、 「 Enhancing DNA immunization」
、 Virology 268： 233～ 238（ 2000） ） 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
（ 表 １ ）
移 入 さ れ た 二 つ の 細 胞 株 に お け る 、 様 々 な 組 み 換 え 型 プ ラ ス ミ ド に よ る JE prMお よ び E蛋
白 質 の 一 過 性 の 発 現 。
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*　 様 々 な 細 胞 株 を pCDNA3/CAT（ 陰 性 対 照 ） 、 pCDJE2-7、 pCBJE1-14、 pC1BJES14、 pCEJE、
pREJE、 ま た は pRCJEに よ っ て 形 質 転 換 し た 。 細 胞 を 48時 間 後 に ト リ プ シ ン 処 理 し て 、 JEウ
イ ル ス 特 異 的 HIAFに よ る 間 接 的 免 疫 蛍 光 抗 体 ア ッ セ イ （ IFA） に よ っ て 調 べ た 。 デ ー タ は
、 IFA陽 性 細 胞 の 強 度 （ 尺 度 1+～ 4+） お よ び 割 合 と し て 表 記 す る 。 pCDNA3/CAT形 質 転 換 細
胞 を 陰 性 対 照 と し て 用 い た 。
【 ０ ２ ０ ７ 】
（ 表 ２ ）
JEウ イ ル ス 反 応 抗 体 に よ る COS-1細 胞 の pCDJE2-7に よ っ て 安 定 に 形 質 転 換 し た ク ロ ー ン （ J
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E-4B） に よ っ て 発 現 さ れ た 蛋 白 質 の 特 徴 付 け
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ０ ８ 】
（ 表 ３ ）
pCDJE2-7ま た は JE-VEXワ ク チ ン に よ っ て 免 疫 し た マ ウ ス に お け る 免 疫 応 答 の 持 続
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マ ウ ス に 100μ g/用 量 の プ ラ ス ミ ド DNA、 ま た は JE-VAXワ ク チ ン の ヒ ト 用 量 の 1/5を 1回 も し
く は 2回 接 種 し た 。 2回 目 の 免 疫 を 行 う 前 に 、 試 験 の た め に 血 清 を 採 取 し た 。
*個 々 の 血 清 力 価 。
【 ０ ２ ０ ９ 】
（ 表 ４ ）
様 々 な JEVワ ク チ ン に よ る ワ ク チ ン 接 種 後 の マ ウ ス に お け る 、 年 齢 依 存 的 ％ 血 清 陽 性 率
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【 ０ ２ １ ０ 】
（ 表 ５ ）
様 々 な JEVワ ク チ ン に よ る 3日 齢 で の ワ ク チ ン 接 種 後 、 8週 齢 マ ウ ス に お け る JEVチ ャ レ ン ジ
か ら の 保 護
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ １ １ 】
（ 表 ６ ）
JEV核 酸 ワ ク チ ン 接 種 雌 性 マ ウ ス か ら の 母 体 抗 体 が 、 致 死 的 JEV脳 炎 か ら 仔 を 保 護 す る こ と
が で き る か 否 か に 関 す る 評 価
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
マ ウ ス に プ ラ ス ミ ド DNA 100μ g用 量 を 1回 も し く は 2回 筋 肉 内 に 接 種 す る か 、 ま た は JE-VAX
ワ ク チ ン の ヒ ト 用 量 の 1/5量 を 2回 皮 下 接 種 し た 。 非 免 疫 雄 性 マ ウ ス と 交 配 さ せ る 前 に 、 PR
NT試 験 の た め に ワ ク チ ン 接 種 後 9週 目 に 血 清 を 採 取 し た 。
1： 生 存 数 ／ 各 同 腹 子 の 総 数
2： JEV ELISA抗 体 陽 性 動 物 数 （ 力 価 ≧ 400倍 ） ／ 生 存 数 ； 血 清 は 、 チ ャ レ ン ジ 後 12週 目 に
試 験 の た め に 採 取 し た 。
【 ０ ２ １ ２ 】
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（ 表 ７ ）
フ ラ ビ ウ イ ル ス DNAワ ク チ ン 構 築 物 に お け る シ グ ナ ル ペ プ チ ド の 特 徴 と ワ ク チ ン 能
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
a 　 シ グ ナ ル P HMMプ ロ グ ラ ム を 適 用 し て 、 シ グ ナ ル ペ プ チ ド （ SP） 、 ア ン カ ー ペ プ チ ド （
AP） 、 お よ び シ グ ナ ラ ー ゼ 切 断 部 位 （ C部 位 ） の 確 率 を 計 算 し た 。 一 文 字 ア ミ ノ 酸 コ ー ド
を 使 用 し 、 荷 電 ア ミ ノ 酸 は 、 下 線 と 太 字 の 文 字 で 強 調 し た 。 SPと prMの 間 の シ グ ナ ラ ー ゼ
切 断 部 位 を 「 ／ 」 で 示 す 。 DNAワ ク チ ン は 、 筋 肉 内 （ im） 、 皮 内 （ id） 、 ま た は 遺 伝 子 ガ
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ン （ gg） 法 に よ っ て 接 種 し た 。
【 ０ ２ １ ３ 】
（ 表 ８ ）
WNお よ び JEウ イ ル ス の 複 合 DNAワ ク チ ン の 異 な る 用 量 に よ っ て 免 疫 し た マ ウ ス に お け る 中
和 抗 体 （ Nt） 反 応
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
3週 齢 の 雌 性 ICR非 近 交 系 マ ウ ス 1群 10匹 に 、 表 記 の 複 合 プ ラ ス ミ ド の 用 量 を 1回 筋 肉 内 注 射
し た 。 免 疫 後 12週 目 に 採 取 し た 血 清 標 本 を 、 プ ラ ー ク 減 少 中 和 試 験 （ PRNT） に よ っ て ア ッ
セ イ し た 。 JEお よ び WNウ イ ル ス に 対 す る エ ン ド ポ イ ン ト 力 価 は そ れ ぞ れ 、 JEウ イ ル ス （ SA
-14株 ） お よ び 西 ナ イ ル ウ イ ル ス （ NY-6480株 ） を 用 い て 、 90％ プ ラ ー ク 減 少 に 基 づ い て 計
算 し た 。
【 ０ ２ １ ４ 】
（ 表 ９ ）
DEN-2ウ イ ル ス prM E発 現 プ ラ ス ミ ド を 構 築 す る た め に 用 い ら れ る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 お
よ び キ メ ラ DEN-2お よ び JE Eの 接 合 領 域 を 示 す 。
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a 　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に お い て コ ー ド さ れ る 制 限 酵 素 部 位 は 、 太 字 、 斜 体 、 お よ び 下 線
で 強 調 し た 。
【 ０ ２ １ ５ 】
（ 表 １ ０ ）
間 接 蛍 光 抗 体 ア ッ セ イ 法 （ IFA） に よ っ て 決 定 し た 、 組 み 換 え 型 DEN-2プ ラ ス ミ ド に よ っ て
発 現 さ れ た DEN-2 E糖 蛋 白 質 エ ピ ト ー プ の 特 徴 付 け
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a 　 IFA基 質 は 、 DEN-2 16681に 感 染 し た 、 非 感 染 対 照 、 お よ び DEN-2組 み 換 え 型 プ ラ ス ミ ド
に よ っ て 形 質 転 換 し た ア セ ト ン 固 定 COS-1細 胞 で あ っ た 。
b 　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 DEN-2 16681ウ イ ル ス に 対 す る 反 応 性 に 基 づ い て 規 定 の 最 適 な
希 釈 で 用 い た 。 い く つ か の MAbに 関 し て は 、 括 弧 内 に 示 す エ ン ド ポ イ ン ト 力 価 を 報 告 し 、
他 の MAbに 関 し て は 、 1+～ 4+の 尺 度 に 基 づ い て 定 性 的 な 値 の み を 報 告 し 、 3～ 4+を 陽 性 と 見
な し 、 2+は 不 明 確 、 そ し て 1+は 陰 性 と 見 な す 。
c 　 TBEウ イ ル ス の E-糖 蛋 白 質 に 基 づ く 抗 原 性 ド メ イ ン （ Mandlら 、 「 Antigenic structure
 of the flavivirus envelope protein E at the molecular level, using tick-borne e
ncephalitis virus as a model」 、 J. Virol. 63： 564～ 571（ 1989） ； Reyら 、 「 The env
elope glycoprotein from tick-borne encephalitis virus at 2 Å resolution」 、 Natur
e 375： 291～ 298（ 1995） ） 。
d 　 50％ 中 和 エ ン ド ポ イ ン ト が 報 告 さ れ た 4G2お よ び 9D12-6を 除 き 、 90％ プ ラ ー ク 減 少 エ ン
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ド ポ イ ン ト を 用 い た 、 腹 水 の 100倍 希 釈 で の プ ラ ー ク 減 少 中 和 活 性 （ Henchalら 、 「 Epitop
ic analysis of antigenic determinants on the surface of dengue-2 virions using m
onoclonal antibodies」 、 Am. J. Trop. Med. Hyg. 34： 162～ 169（ 1985） ； Roehrigら 、
「 Monoclonal antibody mapping of the envelope glycoprotein of the dengue 2 virus
, Jamaica」 、 Virology 246： 317～ 328（ 1998） ） 。
【 ０ ２ １ ６ 】
（ 表 １ １ ）
抗 原 捕 獲 ELISAに よ る 、 分 泌 型 お よ び 膜 結 合 型 DEN-2組 み 換 え 型 蛋 白 質 の 検 出
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
a 　 プ ラ ス ミ ド 形 質 転 換 細 胞 か ら の 培 養 上 清 を 、 10％ ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル に よ っ て 沈
殿 さ せ 、 最 初 の 容 積 の 100分 の 1に 再 懸 濁 さ せ た 。
b 　 PEG沈 殿 培 養 上 清 を 4％ エ タ ノ ー ル に よ っ て 抽 出 し て PEGを 除 去 し 、 ペ レ ッ ト を 抽 出 し た
容 量 の 1/5に 再 懸 濁 さ せ た 。
c 　 疎 水 性 膜 分 画 は 、 材 料 と 方 法 に 記 載 の よ う に 調 製 し た 。
【 ０ ２ １ ７ 】
（ 表 １ ２ ）
ICRマ ウ ス に お け る 三 つ の DEN-2組 み 換 え 型 プ ラ ス ミ ド の 免 疫 原 性
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a 　 PRNT、 プ ラ ー ク 減 少 中 和 試 験 、 90％ 中 和 エ ン ド ポ イ ン ト 。
b 　 マ ウ ス を 0週 目 お よ び 3週 目 に プ ラ ス ミ ド DNA 100μ gに よ っ て 筋 肉 内 に 免 疫 し た 。
c 　 ELISAス ク リ ー ニ ン グ は 、 100倍 お よ び 400倍 希 釈 し た 血 清 を 用 い た 。
d 　 ND、 行 っ て い な い 。
e 　 プ ー ル 、 1、 2、 4、 5、 7、 8。
f 　 プ ー ル 、 2、 3、 6～ 10。
g 　 プ ー ル 、 1～ 3、 6～ 10。
【 ０ ２ １ ８ 】
（ 表 １ ３ ）
三 つ の DEN-2組 み 換 え 型 プ ラ ス ミ ド の 特 徴 の 要 約 。
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a 　 間 接 蛍 光 抗 体 ア ッ セ イ （ IFA） 染 色 の 特 徴 、 +ま た は -、 お よ び 拡 散 ま た は 球 状 パ タ ー ン
。
b 　 組 み 換 え 型 プ ラ ス ミ ド に よ っ て 免 疫 し た マ ウ ス か ら の 血 清 の 、 抗 DEN-2 ELISA力 価 。 血
清 は 、 ワ ク チ ン 接 種 後 9週 目 に 採 取 し た （ 0週 目 お よ び 3週 目 ） 。 プ ー ル し た 血 清 試 料 の エ
ン ド ポ イ ン ト ELISA力 価 を 含 む 、 力 価 が 100倍 以 上 の マ ウ ス の 数 ／ マ ウ ス の 総 数 を 示 す 。
c 　 プ ラ ー ク 減 少 中 和 力 価 （ PRNT、 90％ 減 少 ） が 10倍 以 上 で あ る マ ウ ス の 数 ／ マ ウ ス の 総
数 。 血 清 は ワ ク チ ン 接 種 後 9週 目 に 採 取 し た 。
d 　 中 和 抗 体 を 有 す る マ ウ ス 7匹 中 、 マ ウ ス 3匹 は 、 PRNT力 価 が 1000倍 以 上 で あ り 、 3匹 は 、
100倍 以 上 1000倍 未 満 、 そ し て 1匹 は 力 価 40倍 で あ っ た 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ２ １ ９ 】
【 図 １ 】 フ ラ ビ ウ イ ル ス ポ リ 蛋 白 質 プ ロ セ シ ン グ の 略 図 で あ る 。 中 央 の 水 平 方 向 の 部 分 は
、 ウ イ ル ス ゲ ノ ム の 略 図 を 示 す 。 線 は 、 5'お よ び 3'非 翻 訳 領 域 を 示 し 、 四 角 で 囲 っ た 部 分
は 、 構 造 蛋 白 質 （ 左 と 上 ） お よ び 非 構 造 蛋 白 質 （ 右 と 下 ） の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー
ム を 表 す 。 宿 主 シ グ ナ ラ ー ゼ に よ る 切 断 は 、 E蛋 白 質 C-末 端 で 翻 訳 と 同 時 に 起 こ り 、 構 造
領 域 と 非 構 造 領 域 と を 分 離 す る 。 サ ブ チ ラ ー ゼ 様 細 胞 酵 素 で あ る フ リ ン が prMの 切 断 に 関
与 す る 可 能 性 が あ る 。 ウ イ ル ス ポ リ 蛋 白 質 の 潜 在 的 な 膜 貫 通 ド メ イ ン を 、 影 を つ け た 部 分
で 示 す 。
【 図 ２ 】 prM-E蛋 白 質 コ ー ド 領 域 を 発 現 さ せ る 転 写 単 位 を 構 築 す る た め に （ 下 ） 、 逆 転 写
酵 素 -ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ RT-PCR） に お い て 用 い た JEVゲ ノ ム （ 上 ） お よ び オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド の DNA配 列 の マ ッ プ で あ る 。 ウ イ ル ス ポ リ 蛋 白 質 の 、 潜 在 的 な 膜 貫 通 ド メ イ ン を
、 影 を つ け た 部 分 で 示 す 。
【 図 ３ 】 プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー 、 pCDNA3、 pCBamp、 お よ び pCIBampの 略 図 と 、 そ れ ら の 関 係
を 示 す 。 こ れ ら の プ ラ ス ミ ド に は 、 CMV（ サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス ） プ ロ モ ー タ ー ／ エ ン ハ
ン サ ー 要 素 、 BGHp(A)（ ウ シ 成 長 ホ ル モ ン ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル お よ び 転 写 終 了 配 列 ）
、 ア ン ピ シ リ ン 抵 抗 性 遺 伝 子 、 な ら び に 大 腸 菌 に お い て 選 択 お よ び 維 持 す る た め の ColE1
複 製 開 始 点 が 含 ま れ る 。 pCBampを 作 製 す る た め に 、 大 腸 菌 細 胞 に お け る 一 本 鎖 救 出 の た め
の f1複 製 開 始 点 、 SV40複 製 開 始 点 （ SV40 ORI） 、 ネ オ マ イ シ ン 抵 抗 性 コ ー ド 領 域 お よ び SV
40p(A)配 列 を 、 pCDNA3か ら 欠 失 し た 。 プ ラ ス ミ ド pCIBampを 作 製 す る た め に 、 pCBampの Nco
I-KpnI部 位 に イ ン ト ロ ン 配 列 を 挿 入 し た 。
【 図 ４ 】 JE-4B COS-1培 養 液 か ら の シ ョ 糖 勾 配 精 製 サ ブ ウ イ ル ス 粒 子 の SDS-PAGE免 疫 ブ ロ
ッ ト 分 析 を 示 す （ 4B、 各 対 の 右 の レ ー ン ） 。 JEV感 染 C6/36細 胞 培 養 物 か ら の 密 度 勾 配 精 製
JEビ リ オ ン を 陽 性 対 照 と し て 用 い た （ JEV、 各 対 の 左 の レ ー ン ） 。 JE HIAF（ 過 免 疫 腹 水 ）
； 4G2、 抗 Eモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ； JM01、 抗 -Mモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ； NMAF（ 正 常 マ ウ ス 腹 水
） 。
【 図 ５ 】 ト ラ イ ト ン X-100処 置 を 行 う か 、 ま た は 行 わ な い JE-4B細 胞 培 養 培 地 の PEG沈 殿 物
か ら 調 製 し た 、 E抗 原 の 速 度 ゾ ー ン シ ョ 糖 密 度 勾 配 分 析 に お け る プ ロ フ ィ ー ル を 示 す 。
【 図 ６ 】 シ グ ナ ル P-HMMプ ロ グ ラ ム に よ っ て 予 想 さ れ る 、 pCBJE1-14（ pCBJE） の シ グ ナ ル
ペ プ チ ド 確 率 を 示 す （ A） 。 シ グ ナ ル ペ プ チ ド 確 率 は 、 － 4お よ び － 2位 （ C-4Gお よ び G-2S
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） で c-領 域 配 列 を 変 化 さ せ る こ と に よ っ て （ パ ネ ル B、 JE-LSS-M） 、 n-領 域 を 短 縮 す る こ
と に よ っ て （ パ ネ ル C、 JE-SS-ORI） 、 ま た は 双 方 の 改 変 の 組 み 合 わ せ に よ っ て （ パ ネ ル D
、 JE-SS-M） 改 善 さ れ る 。
【 図 ７ 】 プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー pCBD2-14-16（ 100％ DEN-2E） 、 pCBD2-1J-4-3（ 90％ DEN-2E；
10％ JEV E） 、 お よ び pCB8D2-2J-2-9-1（ 80％ DEN-2E； 20％ JEV E） の 略 図 を 示 す 。 こ れ ら
の プ ラ ス ミ ド は ヒ ト サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス （ CMV） 初 期 遺 伝 子 プ ロ モ ー タ ー ； JEウ イ ル ス
シ グ ナ ル 配 列 ； DEN-2ウ イ ル ス prMお よ び E遺 伝 子 領 域 （ そ れ ぞ れ 、 ア ミ ノ 末 端 100％ 、 90％
、 ま た は 80％ ） ； JEウ イ ル ス E遺 伝 子 領 域 （ そ れ ぞ れ 、 な し 、 10％ ま た は 20％ ） ； お よ び
ウ シ 成 長 ホ ル モ ン ポ リ Aシ グ ナ ル （ BGH） を 含 む 。
【 図 ８ 】 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト に よ る 、 分 泌 型 お よ び 膜 結 合 型 組 み 換 え 型 蛋 白 質 の 比 較 を 示
す 。 （ A） DEN-2プ ラ ス ミ ド pCB8D2-2J-2-9-1、 pCB9D2-1J-4-3、 pCBD2-14-16、 お よ び 対 照
プ ラ ス ミ ド pEGFPに 関 す る 、 培 養 液 の PEG-沈 殿 お よ び エ タ ノ ー ル 抽 出 後 の 分 泌 型 組 み 換 え
型 抗 原 の 分 析 。 レ ー ン 1（ V） 、 ゴ ー ル ド ブ ロ ッ ト （ Gold Blot） （ Owl Separation System
s、 Portsmouth、 NH） に よ っ て 染 色 し た 精 製 DEN-2ウ イ ル ス 。 そ れ ぞ れ の プ ラ ス ミ ド か ら の
分 泌 型 組 み 換 え 型 抗 原 の 、 a、 抗 エ ン ベ ロ ー プ （ E） 特 異 的 Mab 1A6A-8； b、 MAB 1A6A-8、
抗 カ プ シ ド （ C） 特 異 的 Mab1A2A-1、 DEN-2ウ イ ル ス 前 膜 （ prM） 蛋 白 質 に 対 し て 特 異 的 な 抗
血 清 反 応 性 の 混 合 物 ； お よ び c、 正 常 マ ウ ス 腹 水 、 に 対 す る 反 応 性 。 （ B） 組 み 換 え 型 プ ラ
ス ミ ド 形 質 転 換 細 胞 の 、 疎 水 性 膜 蛋 白 質 の 分 析 。 レ ー ン 1（ V） 、 ゴ ー ル ド ブ ロ ッ ト に よ っ
て 染 色 し た 精 製 DEN-2ウ イ ル ス ； レ ー ン 2（ V） 、 精 製 DEN-2ウ イ ル ス と 、 Mab 1A6A-8、 Mab 
1A2A-1、 DEN-2ウ イ ル ス M蛋 白 質 に 対 し て 特 異 的 な 抗 血 清 、 お よ び DEN-2ウ イ ル ス prM蛋 白 質
に 対 す る 抗 血 清 の 混 合 物 と の 反 応 性 。 そ れ ぞ れ の プ ラ ス ミ ド 形 質 転 換 細 胞 株 か ら 単 離 さ れ
た 疎 水 性 膜 蛋 白 質 の 、 a、 Mab1A6A-8； b、 Mab 1A6A-8、 Mab 1A2A-1、 DEN-2ウ イ ル ス M蛋 白
質 に 対 し て 特 異 的 な 抗 血 清 、 お よ び DEN-2ウ イ ル ス prM蛋 白 質 に 対 す る 抗 血 清 の 混 合 物 ； な
ら び に c、 正 常 マ ウ ス 腹 水 、 に 対 す る 反 応 性 。
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【 図 ３ 】 【 図 ４ 】

【 図 ５ 】 【 図 ６ 】
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【 図 ７ 】 【 図 ８ 】
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【 国 際 公 開 パ ン フ レ ッ ト 】
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