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(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】パラミクソウイルス科のニューモウイルス亜科に含まれ、系統学的にメタニュー
モウイルス属に該当するものとして同定される、単離された哺乳動物性のネガティブセン
ス一本鎖RNAウイルス（MPV）、ならびにその成分を提供する。
【解決手段】単離されたネガティブセンス一本鎖RNAメタニューモウイルス。前記ウイル
スを含む、免疫原性組成物。MPV単離体のNタンパク質のアミノ酸配列に対して少なくとも
95％の同一性を有するアミノ酸配列を含むタンパク質をコードする単離された核酸。核酸
とサンプルとを接触させることを含む、該サンプル中の哺乳動物メタニューモウイルスの
検出方法。MPV感染の治療または予防方法における使用のための医薬組成物。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　単離された、本質的に哺乳動物性のネガティブセンス一本鎖RNAウイルス（MPV）であっ
て、パラミクソウイルス科のニューモウイルス亜科に属し、系統学的にメタニューモウイ
ルス属に該当するものとして同定される上記ウイルス。
【請求項２】
　単離されたネガティブセンス一本鎖RNAウイルス（MPV）であって、パラミクソウイルス
科のニューモウイルス亜科に属するものであり、かつ、そのウイルスの核酸配列を決定し
、その配列を、最尤系統樹を100のブートストラップおよび3のジャンブルを用いて作製す
る系統樹解析で試験し、それが、鳥類の鼻気管炎の原因物質である七面鳥鼻気管炎ウイル
ス（TRTV）としても知られるトリ・ニューモウイルス（APV）のウイルス単離体に該当す
るというよりも、CNCM（パリ）にI-2614として寄託されているウイルス単離体に系統学的
により近いものとして該当することを見出すことによって、系統学的にメタニューモウイ
ルス属に該当するものとして同定される上記ウイルス。
【請求項３】
　トリ・ニューモウイルスがAPV C型（APV-C）からなる、請求項２に記載のウイルス。
【請求項４】
　前記核酸配列が、前記ウイルスのウイルスタンパク質をコードするオープンリーディン
グフレーム（ORF）を含む、請求項１～３のいずれか一項に記載のウイルス。
【請求項５】
　前記オープンリーディングフレームがN、P、MおよびFタンパク質をコードするORFの群
から選ばれる、請求項４に記載のウイルス。
【請求項６】
　前記オープンリーディングフレームがSHまたはGタンパク質をコードするORFの群から選
ばれる、請求項５に記載のウイルス。
【請求項７】
　図6に示す配列に系統学的に対応する核酸または機能性断片を含む、請求項１～６のい
ずれか一項に記載のウイルス。
【請求項８】
　CNCM（パスツール研究所、パリ）にI-2614として寄託されているMPV単離体または系統
学的にそれに該当するウイルス単離体を含む、請求項１～７のいずれか一項に記載のウイ
ルス。
【請求項９】
　気道疾患に罹患しているヒトから単離される、請求項８に記載のウイルス。
【請求項１０】
　請求項１～９のいずれか一項に記載のウイルスから得られる、単離された核酸もしくは
組換え核酸またはそのMPV特異的機能性断片。
【請求項１１】
　請求項１０に記載の核酸を含むベクター。
【請求項１２】
　請求項１０に記載の核酸または請求項１１に記載のベクターを含む宿主細胞。
【請求項１３】
　請求項１０に記載の核酸によりコードされる、単離されたタンパク質様分子もしくは組
換えタンパク質様分子またはそのMPV特異的機能性断片。
【請求項１４】
　請求項１３に記載のタンパク質様分子またはそのMPV特異的機能性断片を含む抗原。
【請求項１５】
　請求項１４に記載の抗原に対して特異的な抗体。
【請求項１６】
　ウイルス単離体をMPVとして同定する方法であって、そのウイルス単離体またはその成
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分を、請求項１５に記載の抗体と反応させることを含む上記方法。
【請求項１７】
　ウイルス単離体をMPVとして同定する方法であって、そのウイルス単離体またはその成
分を、請求項１０に記載の核酸と反応させることを含む上記方法。
【請求項１８】
　前記MPVがヒトMPVを含む、請求項１６または１７に記載の方法。
【請求項１９】
　請求項１６～１８のいずれか一項に記載の方法により、パラミクソウイルス科のニュー
モウイルス亜科に含まれ、系統学的にメタニューモウイルス属に該当するものとして同定
される哺乳動物性のネガティブセンス一本鎖RNAウイルスとして同定されるウイルス単離
体。
【請求項２０】
　哺乳動物のMPV感染をウイルス学的に診断する方法であって、その哺乳動物のサンプル
を請求項１０に記載の核酸または請求項１５に記載の抗体と反応させることにより、その
サンプル中のウイルス単離体またはその成分の存在を判定することを含む上記方法。
【請求項２１】
　哺乳動物のMPV感染を血清学的に診断する方法であって、その哺乳動物のサンプルを請
求項１３に記載のタンパク質様分子もしくはその断片または請求項１４に記載の抗原と反
応させることにより、そのサンプル中のMPVまたはその成分に対して特異的な抗体の存在
を判定することを含む上記方法。
【請求項２２】
　MPV感染を診断するための診断キットであって、請求項１～９のいずれか一項に記載の
ウイルス、請求項１０に記載の核酸、請求項１３に記載のタンパク質様分子もしくはその
断片、請求項１４に記載の抗原、および／または請求項１５に記載の抗体を含む上記キッ
ト。
【請求項２３】
　医薬組成物を製造するための、請求項１～９のいずれか一項に記載のウイルス、請求項
１０に記載の核酸、請求項１１に記載のベクター、請求項１２に記載の宿主細胞、請求項
１３に記載のタンパク質様分子もしくはその断片、請求項１４に記載の抗原、または請求
項１５に記載の抗体の使用。
【請求項２４】
　MPV感染の治療または予防のための医薬組成物を製造するための、請求項２３に記載の
使用。
【請求項２５】
　気道疾患の治療または予防のための医薬組成物を製造するための、請求項２３または２
４に記載の使用。
【請求項２６】
　請求項１～９のいずれか一項に記載のウイルス、請求項１０に記載の核酸、請求項１１
に記載のベクター、請求項１２に記載の宿主細胞、請求項１３に記載のタンパク質様分子
もしくはその断片、請求項１４に記載の抗原、または請求項１５に記載の抗体を含む医薬
組成物。
【請求項２７】
　請求項２６に記載の医薬組成物を個体に投与することを含む、MPV感染の治療または予
防方法。
【請求項２８】
　請求項２６に記載の医薬組成物を個体に投与することを含む、気道疾患の治療または予
防方法。
【請求項２９】
　前記個体がヒトを含む、請求項２７または２８に記載の方法。
【請求項３０】
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　気道疾患の治療に有用な抗ウイルス剤を得る方法であって、請求項１～９のいずれか一
項に記載のウイルスを含む細胞培養物または実験動物を樹立し、その培養物または動物を
候補の抗ウイルス剤で処理し、そのウイルスまたはその培養物もしくは動物の感染に及ぼ
すその剤の効果を判定し、目的とする効果を有する抗ウイルス剤を選び出すことを含む上
記方法。
【請求項３１】
　請求項３０に記載の方法により得られる、抗ウイルス剤。
【請求項３２】
　医薬組成物を製造するための、請求項３１に記載の抗ウイルス剤の使用。
【請求項３３】
　気道疾患の治療のための医薬組成物を製造するための、請求項３３に記載の使用。
【請求項３４】
　MPV感染の治療のための医薬組成物を製造するための、請求項３２または３３に記載の
使用。
【請求項３５】
　請求項３１に記載の抗ウイルス剤を含む医薬組成物。
【請求項３６】
　請求項３５に記載の医薬組成物を個体に投与することを含む、MPV感染の治療または予
防方法。
【請求項３７】
　請求項３５に記載の医薬組成物を個体に投与することを含む、気道疾患の治療または予
防の方法。
【請求項３８】
　前記個体がヒトを含む、請求項３６または３７に記載の方法。
【請求項３９】
　動物のMPV感染をウイルス学的に診断する方法であって、その動物のサンプルをトリ・
ニューモウイルス（APV）の成分と特異的に反応する核酸もしくは抗体と反応させること
により、そのサンプル中のウイルス単離体もしくはその成分の存在を判定することを含み
、但し、その核酸もしくは抗体がMPVの成分と交差反応性である、上記方法。
【請求項４０】
　動物のMPV感染を血清学的に診断する方法であって、その動物のサンプルをAPV単離体も
しくはその成分から誘導されるタンパク質様分子もしくはその断片または抗原と反応させ
ることにより、そのサンプル中のMPVもしくはその成分に対する抗体の存在を判定するこ
とを含み、但し、その分子、断片または抗原が、MPVの成分と本質的に相同であるように
選ばれる、上記方法。
【請求項４１】
　鳥類のAPV感染をウイルス学的に診断する方法であって、その鳥類のサンプルを請求項
１０に記載の核酸または請求項１５に記載の抗体と反応させることにより、そのサンプル
中のウイルス単離体もしくはその成分の存在を判定することを含み、但し、その核酸もし
くは抗体がAPVの成分と交差反応性である、上記方法。
【請求項４２】
　鳥類のAPV感染を血清学的に診断する方法であって、その鳥類のサンプルを請求項１３
に記載のタンパク質様分子もしくはその断片または請求項１４に記載の抗原と反応させる
ことにより、そのサンプル中のAPVもしくはその成分に特異的な抗体の存在を判定するこ
とを含み、但し、その分子、断片または抗原が、本質的にAPVの成分と相同であるように
選ばれる、上記方法。
【請求項４３】
　前記APVがAPV-Cを含む、請求項３９～４２のいずれか一項に記載の方法。
【請求項４４】
　APV特異的抗体を検出するように設計された診断試験の、MPVに対する抗体を検出するた
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めの使用。
【請求項４５】
　前記試験が、酵素免疫アッセイ（EIA）を含む、請求項４４に記載の使用。
【請求項４６】
　APV特異的抗体を検出するように設計された診断試験においてサンプルを試験すること
を含む、サンプル中のMPVに対する抗体の検出方法。
【請求項４７】
　前記試験が酵素免疫アッセイ（EIA）を含む、請求項４６に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　発明の分野
　本発明は、ウイルス学の分野に関する。
【背景技術】
【０００２】
　過去何十年もの間、哺乳動物の疾患、特にヒトにおける気道疾患（RTI）の幾つかの原
因物質が同定されてきた7。哺乳動物に罹患するRTIの古典的な原因物質は、ヒト（hRSV）
およびウシやヒツジなどの反芻動物（bRSVおよび／またはoRSV）に見られるニューモウイ
ルス（Pneumovirus）属に属する呼吸器合胞体ウイルスである。ヒトRSVでは、相互交差中
和アッセイ（reciprocal cross neutralization assay）、免疫学的アッセイにおけるGタ
ンパク質の反応性、およびG遺伝子のヌクレオチド配列における違いを用いて、2つのhRSV
抗原亜群が定義される。それらの亜群内では、アミノ酸（aa）配列は94%（亜群A）または
98%（亜群B）の同一性を示すが、亜群間では53%のアミノ酸配列同一性しか見られない。
モノクローナル抗体、RT-PCRアッセイおよびRNAse保護アッセイによれば、亜群内では更
なる変異性が見られる。両者の亜群のウイルスは、世界的に分布しており、１シーズンの
間存在できる。感染は、すでに免疫が存在している場合にも起こり、抗原性変異は再感染
を起こすのに厳密には必要ではない。例えば、Sullender, W.M., Respiratory Syncytial
 Virus Genetic and Antigenic Diversity. Clinical Microbiology Reviews, 2000. 13(
1):p.1-15；Collins, P.L., McIntosh, K.およびChanock, R.M., Respiratory syncytial
 virus. Fields virology, B.N. Knipe, Howley, P.M.編, 1996, Philadelphia: Lippenc
ott-raven. 1313-1351；Johnson, P.R.,ら, The G glycoprotein of human respiratory 
syncytial viruses of subgroups A and B: extensive sequence divergence between an
tigenically related proteins. Proc Natl Acad Sci USA, 1987. 84(16):p.5625-9；Col
lins, P.L., The molecular Biology of Human Respiratory Syncytial virus (RSV) of 
the Genus Pneumovirus, in The Paramyxoviruses, D.W. Kingsbury,編. 1991, Plenum P
ress: New York. p.103-153を参照されたい。
【０００３】
　もう1つの古典的なニューモウイルスは、マウス肺炎ウイルスであり、通常は実験用マ
ウスだけに見られる。しかし、哺乳動物で見られる疾患の中には、依然として既知の病原
体が原因であるとすることができないものがある。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００４】
【非特許文献１】Sullender, W.M., Respiratory Syncytial Virus Genetic and Antigen
ic Diversity. Clinical Microbiology Reviews, 2000. 13(1):p.1-15
【非特許文献２】Collins, P.L., McIntosh, K.およびChanock, R.M., Respiratory sync
ytial virus. Fields virology, B.N. Knipe, Howley, P.M.編, 1996, Philadelphia: Li
ppencott-raven. 1313-1351
【非特許文献３】Johnson, P.R.,ら, The G glycoprotein of human respiratory syncyt
ial viruses of subgroups A and B: extensive sequence divergence between antigeni
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cally related proteins. Proc Natl Acad Sci USA, 1987. 84(16):p.5625-9
【非特許文献４】Collins, P.L., The molecular Biology of Human Respiratory Syncyt
ial virus (RSV) of the Genus Pneumovirus, in The Paramyxoviruses, D.W. Kingsbury
,編. 1991, Plenum Press: New York. p.103-153
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【０００５】
　本発明は、パラミクソウイルス科（Paramyxoviridae）のニューモウイルス亜科（Pneum
ovirinae）に属し、系統学的にはメタニューモウイルス（Metapneumovirus）属に該当す
るものとして同定可能である、単離された、本質的に哺乳動物性のネガティブセンス一本
鎖RNAウイルス（MPV）を提供する。このウイルスは、そのウイルスの核酸配列を決定し、
その配列を系統学的解析（例えば、最尤系統樹を100のブートストラップおよび3のジャン
ブルを用いて作製する）において試験し、それが、鳥類の鼻気管炎の原因物質である七面
鳥鼻気管炎ウイルス（TRTV）としても知られるトリ・ニューモウイルス（APV）の本質的
に鳥類性のウイルス単離体に該当するというよりも、CNCM（パリ）にI-2614として寄託さ
れているウイルス単離体に系統学的により近いものとして該当することを見出すことによ
って、系統学的にメタニューモウイルス属に該当するものとして同定されうる。この系統
学的解析では、比較対照のアウトグループとして非MPVの核酸配列を得ることがしばしば
有用であり、非常に有用なアウトグループの単離体は、例えば本明細書の図5に示すよう
に、トリ・ニューモウイルスの血清型C（APV-C）から得ることができる。
【０００６】
　系統学的解析は、ウイルスをMPVとして同定するための便利な方法を提供するが、本明
細書では、そのウイルスまたはそのウイルス由来のウイルスタンパク質もしくは核酸を同
定するための、（もっと粗雑ではあるが）おそらくもっと簡単な他の方法も幾つか提供さ
れる。経験的に、MPVは、本明細書において配列または寄託により特定した単離体、ウイ
ルスタンパク質または核酸と比較した場合の、同定しようとするウイルス、たんぱく質ま
たは核酸の相同性のパーセンテージにより同定することができる。一般に、ウイルス種、
特にRNAウイルス種は、そのウイルスのクラスターがそのメンバー間で異質性（heterogen
eity）を示す擬似種を構成することが多いことが知られている。したがって、各単離体は
、本明細書中で提供される種々の単離体のうちの1つと、多少異なる関係（%）を有する可
能性があると予期される。
【０００７】
　寄託ウイルスI-2614と比較しようとする場合に、本発明は、単離された、本質的に哺乳
動物性のネガティブセンス一本鎖RNAウイルス（MPV）であって、パラミクソウイルス科の
ニューモウイルス亜科に属し、かつ、そのウイルスのアミノ酸配列を決定し、そのアミノ
酸配列が、APV-Cと比較して、CNCM（パリ）にI-2614として寄託されているウイルス単離
体と、Lタンパク質、Mタンパク質、Nタンパク質、Pタンパク質またはFタンパク質につい
て、本明細書に記載されたパーセンテージよりも本質的に高いアミノ酸相同性のパーセン
テージを有することを判定することによって、系統学的にメタニューモウイルス属に該当
するものとして同定されうる上記ウイルスを提供する。あるいは、同様に、パラミクソウ
イルス科のニューモウイルス亜科に属する、単離された、本質的に哺乳動物性のネガティ
ブセンス一本鎖RNAウイルス（MPV）が、そのウイルスの核酸配列を決定し、その核酸配列
が、APV-Cと比較して、CNCM（パリ）にI-2614として寄託されているウイルス単離体に対
して、本明細書の後記で特定されるLタンパク質、Mタンパク質、Nタンパク質、Pタンパク
質またはFタンパク質をコードする核酸について本明細書中で特定されるパーセンテージ
よりも本質的に高い核酸同一性のパーセンテージを有することを判定することによって系
統学的にメタニューモウイルス属に該当すると同定されうるものとして提供される。
【０００８】
　ここでもまた、経験的に、MPVは、同定が必要な単離体またはその単離体のウイルスタ
ンパク質もしくは核酸が、単離体00-1または99-1をそれぞれの比較の単離体として両者の
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それぞれの群について本明細書中で特定される相同性のパーセンテージの境界に含まれる
相同性のパーセンテージを有するならば、本明細書中で同定されるMPVの2つの血清学的群
の一方に属する、と考えることができる。しかし、相同性のパーセンテージがそれより小
さいか、あるいは更にウイルス単離体を例えばAPV-Cと区別する必要がある場合は、本明
細書で特定される系統学的解析を用いることが更に好ましく推奨される。
【０００９】
　ここでもまた、相同性のパーセンテージの決定に他の単離体が選択される場合、上記の
パーセンテージは多少変動する可能性があることに留意すべきである。
【００１０】
　このMPVが提供されると、本発明は、特に哺乳動物における疾患、更にはヒトにおける
疾患、特に呼吸系疾患の診断および／または治療に用いられる診断手段および方法ならび
に治療手段および方法を提供する。しかし本発明はまた、本質的に哺乳動物性のMPVと本
質的に鳥類性のAPV（特にAPV-C）との遺伝学的関連（遠縁ではあるが）に基づき、トリの
疾患の診断および治療に用いられる手段および方法も提供する。ウイルス学では、特定の
ウイルス感染の診断および／または治療は、その感染を引き起こすその特定のウイルスに
最も特異的な試薬を用いて実施することが最も推奨される。この場合、これは、上記のMP
V感染の診断および／または治療が、MPVに最も特異的な試薬を用いて実施されるのが好ま
しいことを意味する。しかし、これは、例えばもっと容易に入手可能であり当面の課題に
十分に対処するという理由から、それほど特異的ではないが十分に交差反応性である試薬
が代わりに用いられる可能性を決して排除するものではない。本明細書では、例えば、AP
Vから誘導される試薬（特にAPV-Cから誘導される試薬）を用いて哺乳動物においてMPV感
染のウイルス学的および／または血清学的な診断を行うことが提供され、本明細書の「詳
細な説明」では、例えば、哺乳動物におけるMPV感染の十分に信頼できる血清学的診断が
、トリにおいてAPV抗体を検出するように特に設計されたELISAを用いることによって達成
可能であることが示されている。この目的のための特定の有用な試験としては、（例えば
血清または卵黄中の）APV抗体の検出用に設計されたELISA試験であり、それの1つの商業
的に入手可能なものは、SVANOVA Biotech AB（Uppsal Science Park Glunten SE-751 83 
Uppsala Sweden）により製造されているAPV-Ab SVANOVIR（登録商標）として知られてい
る。逆の状況も該当し、本明細書では、例えば、MPVから誘導される試薬を用いて、哺乳
動物におけるAPV感染のウイルス学的および／または血清学的な診断を実施することが提
供され、本明細書の「詳細な説明」では、例えば、鳥類におけるAPV感染の十分に信頼で
きる血清学的診断が、MPV抗体を検出するように設計されたELISAを用いることによって達
成可能であることが示されている。抗原および抗体が「鍵と鍵穴（lock-and－key）」関
係を有していることを考慮すれば、種々の抗原の検出は、十分な交差反応性を有する適切
な抗体を選択することにより達成できる。勿論、そのような交差反応性に基づく場合、種
々のウイルスの種々の（糖）タンパク質間に存在するアミノ酸相同性の指標に基づいて試
薬（例えば抗原または抗体）を選ぶことが最も良く、その結果最も相同なタンパク質に関
連する試薬が、上記の交差反応性に基づく試験で使用するのに最も有用である。
【００１１】
　核酸検出の場合、種々のウイルスの異種の核酸配列に基づいてプライマーまたはプロー
ブを設計する（すなわち、本質的に哺乳動物性または鳥類性のメタニューモウイルス間の
差異を検出するプライマーまたはプローブを設計する）のではなく、高い相同性を示すウ
イルス特異的核酸配列のストレッチに基づいてプライマーまたはプローブを設計または選
択すればよいので、本発明の方法はさらに簡単である。一般に、核酸配列の場合、90%以
上の相同性パーセンテージがあれば、ストリンジェントなハイブリダイゼーション条件を
用いる診断試験においてその試験が依存する交差反応性が十分確保される。
【００１２】
　本発明は、例えば、動物、特に哺乳動物、更に具体的にはヒトのMPV感染をウイルス学
的に診断する方法であって、その動物のサンプルを本発明によるMPV特異的核酸または抗
体と反応させることによって、そのサンプル中のウイルス単離体またはその成分の存在を
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判定することを含む上記方法、ならびに哺乳動物のMPV感染を血清学的に診断する方法で
あって、その哺乳動物のサンプルを本発明によるMPV特異的タンパク質様分子もしくはそ
の断片または抗原と反応させることによって、そのサンプル中のMPVまたはその成分に対
して特異的な抗体の存在を判定することを含む上記方法を提供する。また、本発明は、MP
V感染を診断するための診断キットであって、本発明によるMPV、MPV特異的核酸、タンパ
ク質様分子もしくはその断片、抗原および／または抗体を含み、さらに好ましくはそのMP
V、MPV特異的核酸、タンパク質様分子もしくはその断片、抗原および／または抗体の検出
手段をも含む上記キットを提供する。なおこの検出手段としては、例えば、蛍光団などの
励起可能な基、または当業界で使用される酵素的検出システム（好適な診断キット様式の
例としては、IF、ELISA、中和アッセイ、RT-PCRアッセイが含まれる）が挙げられる。未
同定のウイルス成分またはその合成類似体（例えば核酸、タンパク質様分子もしくはその
断片など）をMPV特異的なものとして同定できるか否かを判定するためには、その成分の
核酸またはアミノ酸の配列を、例えばその核酸またはアミノ酸のストレッチ（好ましくは
、（それぞれ）少なくとも10、更に好ましくは少なくとも25、更に好ましくは少なくとも
40のヌクレオチドまたはアミノ酸からなるもの）について、例えば本明細書中で提供され
るような系統学的解析を用いて既知のMPV配列および既知の非MPV配列（APV-Cが好ましく
使用される）との配列相同性比較により解析すればよい。そのMPV配列または非MPV配列と
の関連性の程度に応じて、その成分または合成類似体が同定できる。
【００１３】
　本発明はまた、哺乳動物のMPV感染をウイルス学的に診断する方法であって、その哺乳
動物のサンプルをAPV（好ましくは血清型C）から誘導される交差反応性核酸またはそのAP
Vと反応性である交差反応性抗体と反応させることによって、そのサンプル中のウイルス
単離体またはその成分の存在を判定することを含む上記方法、ならびに、哺乳動物のMPV
感染を血清学的に診断する方法であって、その哺乳動物のサンプルをAPVから誘導される
タンパク質様分子またはその断片または抗原と反応させることによって、そのサンプル中
のAPVとも反応する交差反応性抗体またはその成分の存在を判定することを含む上記方法
を提供する。更に、本発明は、本来はAVPまたはAVP抗体の検出用に設計された診断キット
の、MPV感染を診断するため、特にヒトにおけるMPV感染を検出するための使用を提供する
。
【００１４】
　また、本発明は、鳥類におけるAPV感染をウイルス学的に診断する方法であって、その
鳥類のサンプルをMPVから誘導される交差反応性核酸またはMPVと反応性である交差反応性
抗体と反応させることによって、そのサンプル中のウイルス単離体またはその成分の存在
を判定することを含む上記方法、ならびに、鳥類のAPV感染を血清学的に診断する方法で
あって、その鳥類のサンプルをMPVから誘導されるタンパク質様分子もしくはその断片ま
たは抗原と反応させることによって、そのサンプル中のMPVとも反応する交差反応性抗体
またはその成分の存在を判定することを含む上記方法を提供する。更に、本発明は、本来
はMVPまたはMVP抗体の検出用に設計された診断キットの、APV感染を診断するため、特に
ニワトリ、アヒルまたは七面鳥などの家禽におけるAPV感染を検出するための使用を提供
する。
【００１５】
　上記で述べたように、治療の場合、見出された交差反応性を用いて同様の使用を実施す
ることが可能であるが、これは特に、当面の状況によって、より相同性の高い方法がそれ
ほど簡単ではない場合に実施されうる。MPV感染に対する緊急のワクチン接種のように、
待つことができないワクチン接種は、例えば、より相同性の高いMPVワクチンが入手不可
能な場合は、APV（好ましくはC型）の単離体から誘導されるワクチン製剤を用いて行うこ
とが可能であり、またその逆に、APV感染に対するワクチン接種をMPVから誘導されるワク
チン製剤を用いて行うことも考えられる。また、逆遺伝学的技法により、ワクチンとして
有用なキメラAPV-MPVウイルス構築物の作製が可能になり、これはそれぞれの株の各々の
単離体を望ましいレベルまで弱毒化する分野とは十分に異なるものである。同様の逆遺伝
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学的技法により、ワクチン製剤において使用するためのキメラパラミクソウイルス-メタ
ニューモウイルス構築物（例えばRSV-MPVまたはPI3-MPV構築物）を作製することも可能に
なる。そうした構築物は、気道疾患を撲滅するための混合ワクチンとして特に有用である
。
【００１６】
　したがって、本発明は、新規な原因物質、すなわち、パラミクソウイルス科のニューモ
ウイルス亜科に属するが、古典的なニューモウイルスとしては同定されず、かつ、メタニ
ューモウイルス属に属する、単離された本質的に哺乳動物性のネガティブセンス一本鎖RN
Aウイルス（本明細書中ではMPVとも呼ぶ）、ならびにMPV特異的成分またはその合成類似
体を提供する。メタニューモウイルスに類似する哺乳動物性ウイルス、すなわち本質的に
そのウイルスの天然の宿主として機能する哺乳動物から単離できるメタニューモウイルス
、あるいはその哺乳動物において疾患を引き起こすメタニューモウイルスは、現在のとこ
ろ、見出されていない。メタニューモウイルスは、天然の宿主または疾患の原因物質によ
って基本的には家禽に限定されると一般には考えられており、トリ・ニューモウイルスと
しても知られている。近年、アヒルのAPV単離体が記載され（FR 2 801 607）、APV感染が
天然の宿主として基本的に鳥類に限られることを更に実証している。
【００１７】
　本発明は、ニューモウイルス属のものとは異なる遺伝子順序およびアミノ酸配列を有し
、且つパラミクソウイルス科のニューモウイルス亜科に含まれるメタニューモウイルス属
と近縁であり、その系統学的関連を考慮するとその属に属すると思われる、単離された哺
乳動物ニューモウイルス（本明細書中ではMPVとも呼ぶ）を提供する。現在まで、メタニ
ューモウイルスは鳥類からしか単離されていなかったが、本発明により、哺乳動物などの
他の動物種においても、関連する（しかし物質的には異なる）ウイルスが同定できること
が示される。ここで、本発明者らは、ヒトからのMPVの反復単離を示すが、そのような報
告はAPVに関しては存在しない。更に、APVとは違って、MPVは基本的にニワトリや七面鳥
において全く、または殆ど複製しないが、カニクイザルにおいては容易に複製する。哺乳
動物におけるAPVの複製に関する報告は見られない。更に、MPVに対して生起させた特異的
抗血清はMPVを中和するが、APV A、BまたはCに対して生起させた抗血清はそれと同程度に
はMPVを中和せず、そして、このように完全な交差反応性が備わっていないことは、MPVが
異なるメタニューモウイルスであることのもう１つの証拠となっている。更に、APVとMPV
とはほぼ同様の遺伝子順序を有するが、MPVのGおよびSHタンパク質は、それらがアミノ酸
レベルでも核酸レベルでも有意な配列相同性を示さない、という点で、APVでの知見とは
大きく異なっている。APV単離体とMPV単離体、またはこれらの異なるウイルスに対する抗
体同士を区別する診断アッセイは、これらのタンパク質の一方または双方に基づいて有利
に開発できる（例えばIF、ELISA、中和アッセイ、RT-PCRアッセイ）。しかし、MPVのより
関連するN、P、M、FおよびLタンパク質から得られる配列および／または抗原性情報、な
らびにAPVのそれぞれのタンパク質との配列相同性の解析もまた、APVとMPVとを区別する
のに用いることができる。例えば、MPVから得られる配列情報の系統学的解析から、MPVお
よびAPVが2種の異なるウイルスであることが明らかになった。特に、系統樹は、APVおよ
びMPVが2種の異なるウイルスの系列であることを示している。また、本発明者らは、MPV
がヒト集団において少なくとも50年間にわたって広まってきており、そのために、種間伝
播は恐らく少なくとも50年前から起こっていて、ありふれた事象ではないことも示した。
MPVのCPEは、tMKまたは他の細胞培養物中でhRSVもしくはhPIV-1により引き起こされるCPE
とは実際には区別不能だったので、MPVは現在まで余り注目されていなかったと思われる
。tMK（サル腎三次細胞、すなわち細胞培養の第三継代のMK細胞）は、初代または二代培
養物と比較してコストが少なくて済むので、好ましく使用される。CPEは、古典的なパラ
ミクソウイルス科の幾つかの場合と同様に、合胞体形成し、その後で細胞が急速な内部破
壊を示し、続いて細胞が単層から剥離することを特徴とする。細胞は通常（しかしいつも
ではない）、初期材料から3代継代した後、接種後10～14日でCPEを示し、これはhRSVまた
はhPIV-1などの他のウイルスにより起こるCPEよりも幾分遅い。
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【００１８】
　従来、影響力の大きい疾患原因として、パラミクソウイルスは毎年世界的に多くの動物
やヒトの死亡の原因となっている。パラミクソウイルス科はモノネガウイルス目（ネガテ
ィブセンス一本鎖RNAウイルス）に含まれる科を形成し、パラミクソウイルス亜科（Param
yxovirinae）とニューモウイルス亜科（Pneumovirinae）とからなる。後者の亜科は現在
のところ、分類学上、ニューモウイルス属とメタニューモウイルス属とに分類される1。
ヒト呼吸器合胞体ウイルス（hRSV）は、ニューモウイルス属の典型種であり、世界的に幼
年期および初期小児期の下部気道感染の最も重要な単独原因である2。ニューモウイルス
属の他のメンバーとしては、ウシおよびヒツジの呼吸器合胞体ウイルスおよびマウス肺炎
ウイルス（PVM）が挙げられる。
【００１９】
　七面鳥鼻気管炎ウイルス（TRTV）としても知られるトリ・ニューモウイルス（APV）は
、鳥類の鼻気管炎、七面鳥の上部気道感染の原因物質であり３、近年になって区分された
メタニューモウイルス属の唯一のメンバーであり、上記で述べたように、これまで哺乳動
物の感染と、ましてや疾患とも関係付けられていなかった。APVの血清学的亜群は、G糖タ
ンパク質のヌクレオチド配列もしくはアミノ酸配列、およびG糖タンパク質をも認識する
モノクローナル抗体を用いた中和試験に基づいて区別できる。亜群A、BおよびDの中で、G
糖タンパク質は、亜群内では98.5%～99.7%のアミノ酸配列同一性を示すが、亜群間ではた
った31.2～38%のアミノ酸同一性しか見られない。例えば、Collins, M.S., Gough, R.E.
およびAlexander, D.J., Antigenic differentiation of avian pneumovirus isolates u
sing polyclonal antisera and mouse monoclonal antibodies. Avian Pathology, 1993.
 22:p.469-479；Cook, J.K.A, Jones, B.V., Ellis, M.M., Antigenic differentiation 
of strains of turkey rhinotracheitis virus using monoclonal antibodies. Avian Pa
thplogy, 1993.22:p.257-273；Bayon-Auboyer, M.H.,ら, Nucleotide sequences of the 
F, L and G protein genes of two non-A/non-B avian pneumoviruses (APV) reveal a n
ovel APV subgroup. J Gen Virol, 2000.81(Pt 11):p.2723-33；Seal, B.S., Matrix Pro
tein gene nucleotide and predicted amino acid sequence demonstrate that the firs
t US avian pneumovirs isolate is distinct from European strains. Virus Res, 1998
.58(1-2):p.45-52；Bayon-Auboyer, M.H.,ら, Comparison of F-, G- and N-based RT-PC
R protocols wigh conventional virological procedures for the detection and typin
g of turkey rhinotrachetis virus. Arch Virol, 1999.144(6):p.1091-109；Juhasz, K.
およびA.J. Easton, Extensive sequence variation in the attachment （G） protein 
gene of avian pneumovirus: evidence for two distinct subgroups. J Gen Virol, 199
4.75(Pt 11):p.2873-80を参照されたい。
【００２０】
　APVのもう1つの亜群はWO00/20600に提供されており、そこでは、APVのコロラドで得ら
れた単離体を記載しており、それをin vitro血清中和試験を用いて既知のAPVまたはTRTと
比較した。まず、コロラドの単離体を、認識されたTRT単離体に対する単一特異的ポリク
ローナル抗血清に対して試験した。コロラドの単離体は、TRT株のいずれに対する単一特
異的抗血清によっても中和されなかった。しかし、それは、亜群A株に対して作った超免
疫抗血清によって中和された。この抗血清は、相同なウイルスを1：400の力価まで、コロ
ラド単離体を1：80の力価まで中和した。次に、上記の方法を用いて、コロラドの単離体
をTRTモノクローナル抗体に対して試験した。それぞれの場合において、逆中和の力価は1
0未満であった。コロラドの単離体に対して生起させた単一特異的抗血清は、両者の亜群
のTRT株に対しても試験した。試験したTRT株はいずれも、コロラドの単離体に対する抗血
清によって中和されなかった。
【００２１】
　APVのコロラド株は、TRTウイルスの亜群A株または亜群B株によるチャンレンジに対して
SPFニワトリを保護しなかった。これらの結果から、コロラドの単離体が、Bayon-Auboyer
ら（J. Gen. Vir. 81:2723-2733 (2000)）によっても示唆されているように、トリ・ニュ
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ーモウイルスのさらなる血清型の最初の例である可能性があることが示唆される。
【００２２】
　1つの好ましい実施態様において、本発明は、分類学的には（これに関しては未知の哺
乳動物の）メタニューモウイルスに該当し、パラミクソウイルス科のニューモウイルス亜
科に含まれるニューモウイルスのものとは異なる遺伝子順序を含む、単離されたMPVを提
供する。これら2種の属の分類は、主に、遺伝子の位置に基づいている。メタニューモウ
イルスには一般に、NS1またはNS2などの非構造タンパク質が欠けており（Randhawaら, J.
 Vir. 71:9849-9854 (1997)も参照されたい）、遺伝子の順序はニューモウイルスとは異
なっている（RSV：’3-NS1-NS2-N-P-M-SH-G-F-M2-L-5’：APV：’3-N-P-M-F-M2-SH-G-L-5
’）4,5,6。本発明により提供されるMPVまたは分類学的にそれに該当するウイルス単離体
は、EM分析を行ったところ、パラミクソウイルス様の粒子であることが判明した。この分
類と一致して、MPVまたは系統学的もしくは分類学的にそれに該当するウイルス単離体は
、クロロホルムによる処理に対して感受性であり、tMK細胞または機能的にそれと同等の
細胞において最適に培養され、大部分の細胞培養物において基本的にトリプシン依存性で
ある。更に、典型的なCPEや、最も古典的に用いられる赤血球での赤血球凝集活性がない
ことから、本発明で提供されるウイルスが、（遠縁ではあるが）RSVなどの古典的なニュ
ーモウイルスと関連することが示唆される。多くのパラミクソウイルスは赤血球凝集活性
を有するが、ニューモウイルスの大部分は有していない13。本発明によるMPVは、例えばA
hmadianら, J. Gen. Vir. 80:2011-2016(1999)において示されているような多くの他のニ
ューモウイルスが一般的にそうであるように、M2タンパク質をコードする核酸断片の内部
に第2の重複するORF（M2-2）も含んでいる。
【００２３】
　本発明により提供されるような別のウイルス単離体を見出すためには、サンプル（場合
よっては罹患している動物またはヒトから得たもの）を、ニューモウイルス亜科のウイル
スの存在について試験し、こうして得られたウイルスを、（機能性の）NS1またはNS2をコ
ードする遺伝子の存在について試験するか、あるいは既に上記で既に述べたようにRSVな
どのニューモウイルスのものとは異なる遺伝子順序を実証すればよい。更に、系統学的に
MPVに該当し、したがって分類学的にMPVに該当するウイルス単離体は、ここで提供される
MPV単離体からの核酸を用いる交差ハイブリダイゼーション実験により、あるいはMPV単離
体に対して特異的なモノクローナル抗体および／またはMPV単離体から特異的に誘導され
る抗原および／もしくは免疫原を用いる古典的な交差血清学実験で見出すことができる。
【００２４】
　新たに単離されたウイルスは、本発明者らのプロトタイプMPV単離体と十分に類似する
遺伝子順序および／またはアミノ酸配列を含んでいるならば、系統学的にMPVに該当し、
したがって分類学的にMPVに該当し、あるいは構造的にMPVと対応し、ニューモウイルス亜
科のメタニューモウイルス属と近い関連を示す。MPVと現在既知の同じ科の他のウイルス
のいずれか（APVの亜型C）との間での、最大のアミノ配列相同性および個々のタンパク質
レベルで構造的対応の規定は、図6に示す配列を他のウイルス（特にAPV-C）の配列と比較
した場合に推定できるように、マトリックスについては87%、核タンパク質については88%
、リン酸化タンパク質については68%、融合タンパク質については81%、ポリメラーゼタン
パク質の一部については56～64%である。これらの記載する最大値よりも高い相同性をそ
れぞれ有する個々のタンパク質またはウイルス単離体全体は、系統学的にMPVに該当し、
したがって分類学的にMPVに該当しており、構造的に図6に示す配列に該当する核酸配列を
含む。ここで、本発明は、寄託されたウイルスに系統学的に該当するウイルスを提供する
。他のウイルスと同様に、ここで提供される各種の単離された本質的に哺乳動物性のネガ
ティブセンス一本鎖RNAウイルス単離体の間で、ある程度の変異性が見られることに注目
すべきである。系統樹において、本発明者らは、L、M、NおよびF遺伝子の一部の比較配列
解析に基づいて、ウイルス単離体の少なくとも２つの遺伝的クラスターを同定した。ウイ
ルスの核酸配列またはアミノ酸配列（ウイルス配列）におけるヌクレオチドおよびアミノ
酸の違いと、RSVなどの他のニューモウイルスとの類似性に基づくと、これらのMPVの遺伝
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子型はMPVの亜型に該当する。MPV単離体の遺伝的クラスターの各々の中で、ヌクレオチド
レベルでの同一性のパーセンテージは、Lについては94～100、Mについては91～100、Nに
ついては90～100、Fについては93～100であり、アミノ酸レベルでの同一性のパーセンテ
ージは、Lについては91～100、Mについては98～100、Nについては96～100、Fについては9
8～100であることが判った。更なる比較は、図18～28に見ることができる。これまでに同
定されたここで提供される単離された本質的に哺乳動物性のネガティブセンス一本鎖RNA
ウイルス（MPV単離体）のグループ全体についてのヌクレオチドレベルでの最低の同一性
のパーセンテージは、LおよびMについては81であり、Nについては83であり、Fについては
82であった。アミノ酸レベルでは、このパーセンテージは、LおよびNについては91であり
、Mについては94であり、Fについては95であった。本発明で提供されるMPV単離体または
単離されたMPVのF遺伝子のウイルス配列は、例えば、Sealら, Vir. Res. 66:139147(2000
)により提供されるAPV-Cの融合遺伝子（F）のヌクレオチド配列またはアミノ酸配列に対
して、それぞれ81%未満のヌクレオチド配列同一性または82%未満のアミノ酸配列同一性を
示す。
【００２５】
　また、本発明で提供されるMPV単離体または単離されたMPVのL遺伝子のウイルス配列は
、例えば、Randhawaら, J. Gen. Vir. 77:3047-3051(1996)により提供されるAPV-Aのポリ
メラーゼ遺伝子のヌクレオチド配列またはアミノ酸配列に対して、61%未満のヌクレオチ
ド配列同一性または63%未満のアミノ酸配列同一性を示す。
【００２６】
　世界中のMPV株の配列多様性は、他のウイルスと同様に多少高めである可能性がある。
したがって、2つの可能性のある遺伝的クラスターは、9種のウイルス単離体のN、M、Fお
よびLのORFにおける部分ヌクレオチド配列の分析により同定される。1つのクラスター内
で、90～100%のヌクレオチド同一性が見られ、クラスター間では81～88%の同一性が見ら
れた。更なるウイルス単離体について得られた配列情報から、2つの遺伝子型の存在が確
認された。クラスターAのプロトタイプとしてのウイルス単離体ned/00/01、およびクラス
ターBのプロトタイプとしてのウイルス単離体ned/99/01を交差中和アッセイで用いて、そ
れらの遺伝子型が異なる血清型または亜群と関連するか否かを調べた。これらのデータか
ら、単離体I-2614に対してLについては64より、M2については87より、Nについては88より
、Pについては68より、Fについては81より、M-1については84より、またはM2-2について
は58より高いアミノ酸相同性のパーセンテージを示す本質的に哺乳動物性のウイルス単離
体は、本発明で提供される単離された本質的に哺乳動物性のネガティブセンス一本鎖RNA
ウイルスとして分類できる、と結論づけられる。特に、一般にヌクレオチド配列レベルで
は、本発明で提供されるプロトタイプMPV単離体と、LおよびMについては81、Nについては
83且つ／またはFについては82、という最低の同一性のパーセンテージを有するウイルス
単離体は、本発明で提供されるMPV単離体のグループのメンバーである。アミノ酸レベル
では、これらのパーセンテージは、LおよびNについては91、Mについては94、且つ／また
はFについては95である。所与のウイルス単離体についてのアミノ酸配列相同性のパーセ
ンテージが、LおよびNについては90より、Mについては93より、またはFについては94より
高い場合、そのウイルス単離体は、図5に示すMPV単離体のグループと同じものである。所
与のウイルス単離体についてのアミノ酸配列相同性のパーセンテージが、Lについては94
より、Nについては95より、またはMおよびFについては97より高い場合、そのウイルス単
離体は、図5に示す遺伝子型クラスターの1つに属すると同定できる。これらの相同性のパ
ーセンテージ（これにより遺伝的クラスターが規定される）が、RSVの対応する遺伝子の
遺伝的クラスター間で見られる相同性の程度とほぼ同じであることに注目すべきである。
【００２７】
　つまり、本発明は、単離された、本質的に哺乳動物性のネガティブセンス一本鎖RNAウ
イルス（MPV）であって、パラミクソウイルス科のニューモウイルス亜科に属するもので
あり、かつ、そのウイルスのゲノムの適当な断片の核酸配列を決定し、それを、最尤系統
樹が100のブートストラップおよび3のジャンブルを用いて作製される系統樹解析で試験し
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、それが、鳥類の鼻気管炎の原因物質である七面鳥鼻気管炎ウイルス（TRTV）としても知
られるトリ・ニューモウイルス（APV）のウイルス単離体に該当するというよりも、CNCM
（パリ）にI-2614として寄託されているウイルス単離体に系統学的により近いものとして
該当することを見出すことにより、系統学的にメタニューモウイルス属に該当するとして
同定されうる上記ウイルスを提供する。
【００２８】
　そうした系統樹解析にそれぞれ有用な好適な核酸ゲノム断片は、例えば、本明細書の「
詳細な説明」において開示されるRAP-PCR断片1～10のいずれかであり、本明細書において
図4または5に開示されるような種々の系統樹解析が導かれる。MPVの核タンパク質（N）、
リン酸化タンパク質（P）、マトリックスタンパク質（M）および融合タンパク質（F）の
遺伝子の系統樹解析を行ったところ、APV血清型C（アメリカ合衆国で主に鳥類で見られる
トリ・ニューモウイルス）と、最も高い配列相同性を示すことが判明した。
【００２９】
　1つの好ましい実施形態において、本発明は、単離された、本質的に哺乳動物性のネガ
ティブセンス一本鎖RNAウイルス（MPV）であって、パラミクソウイルス科のニューモウイ
ルス亜科に属するものであり、かつ、そのウイルスのゲノムの適当な断片の核酸配列を決
定し、それを、最尤系統樹が100のブートストラップおよび3のジャンブルを用いて作製さ
れる系統樹解析で試験し、それが、鳥類の鼻気管炎の原因物質である七面鳥鼻気管炎ウイ
ルス（TRTV）としても知られるトリ・ニューモウイルス（APV）のウイルス単離体に該当
するというよりも、CNCM（パリ）にI-2614として寄託されているウイルス単離体に系統学
的により近いものとして該当することを見出すことにより、系統学的にメタニューモウイ
ルス属に該当するとして同定可能であり、但し、その適当な断片がそのウイルスのウイル
スタンパク質をコードするオープンリーディングフレームを含む、上記ウイルスを提供す
る。
【００３０】
　好適なオープンリーディングフレーム（ORF）は、Nタンパク質をコードするORFを含む
。単離体I-2614のNタンパク質に対して分析したNタンパク質に少なくとも91%、好ましく
は少なくとも95%の全体のアミノ酸同一性が見られる場合、分析したウイルス単離体は、
本発明による好ましいMPV単離物を含んでいる。図示されているように、MPVのゲノム地図
中の第1の遺伝子は、394アミノ酸（aa）のタンパク質をコードし、他のニューモウイルス
のNタンパク質と広範にわたる相同性を示す。NのORFの長さは、APV-CのNのORFの長さと同
じであり（表5）、他のパラミクソウイルスの長さ（Barrら, 1991）よりは短い。アミノ
酸配列の分析から、APV-Cとは最も高い相同性（88%）を有し、他のパラミクソウイルスと
は7～11%しか有しないことが判明した（表6）。
【００３１】
　Barrら（1991）は、モノネガウイルス目（Mononegavirales）に属するウイルスの間で
類似性を示す3つの領域：A、BおよびCを同定した（図8）。類似性はウイルス科内では最
も高いが、これらの領域はウイルス科の間でも高度に保存されている。3つ全ての領域に
おいて、MPVは、APV-Cと97%、APV-Bと89%、APV-Aと92%、RSVおよびPVMと66～73%のアミノ
酸配列同一性を有することが判明した。アミノ酸残基160～340の領域は、メタニューモウ
イルス間では高度に保存されており、ニューモウイルス亜科に対してはそれより多少低い
程度であると思われる（Miyaharaら, 1992；Liら, 1996；Barrら, 1991）。これは、MPV
がメタニューモウイルスであることと一致しており、この特定の領域はAPV Cと99%の類似
性を示す。
【００３２】
　系統学的解析において有用なもう1つの好適なオープンリーディングフレーム（ORF）は
、Pタンパク質をコードするORFを含む。分析したPタンパク質と単離体I-2614のPタンパク
質との間に少なくとも70%、好ましくは少なくとも85%の全体アミノ酸同一性が見られる場
合、分析したウイルス単離体は、本発明による好ましいMPV単離体を含んでいる。ゲノム
地図中のこの第2のORFは、APV-CのPタンパク質と68%のアミノ酸配列相同性を有し、RSVの
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Pタンパク質とは22～26%しか有しない294アミノ酸のタンパク質をコードする（表6）。MP
VのP遺伝子は、1個の実質的なORFを含み、それに関しては、多くの他のパラミクソウイル
ス由来のPと同様である（LambおよびKolakofsky, 1996；Seldmeierら, 1998を参照のこと
）。APV AおよびBならびにPVMとは違って、しかしRSVおよびAPV-Cとは同様に、MPVのORF
にシステイン残基が欠けている。Ling（1995）は、全てのニューモウイルス間で高い類似
性がある領域（アミノ酸185～241）がRNA合成プロセスまたはヌクレオカプシド複合体の
構造的完全性の維持において役割を担っていることを示唆した。この高い類似性の領域は
、特に同類置換を考慮に入れる場合、MPVにおいてもみとめられ（図9）、APV-Cとは100%
、APV-AおよびBとは93%、RSVとは約81%の類似性を示す。MPVのPタンパク質のC末端は、AP
Vについて記載されているのと同様に（Lingら, 1995）、グルタミン酸残基に富んでいる
。
【００３３】
　系統学的解析において有用であるもう１つの好適なオープンリーディングフレーム（OR
F）は、Mタンパク質をコードするORFを含む。分析したMタンパク質と単離体I-2614のMタ
ンパク質との間に少なくとも94%、好ましくは少なくとも97%の全体アミノ酸同一性が見ら
れる場合、分析したウイルス単離体は、本発明による好ましいMPV単離体を含んでいる。
ゲノム地図中のこの第3のORFは、254アミノ酸のタンパク質をコードし、これは他のニュ
ーモウイルスのMのORFと同様である。MPVのMのORFは。他のメタニューモウイルスのMのOR
Fと全く同じ大きさであり（表5）、APVのマトリックスタンパク質と高いアミノ酸配列相
同性（76～87%）を示し、RSVおよびPVMのものとはそれより低い相同性（37～38%）を示し
、他のパラミクソウイルスのものとは10%以下の相同性を示す（表6）。Easton（1997）は
、全てのニューモウイルスのマトリックスタンパク質の配列を比較し、残基14～19におい
て保存されたヘキサペプチドを見出した。このヘキサペプチドはMPVにおいても保存され
ている（図10）。RSV、PVMおよびAPVでは、Mの第1のORF内に、またはそのORFと重複して
、小さな二次的なORFが同定されている（bRSVでは52アミノ酸および51アミノ酸、RSVでは
75アミノ酸、PVMでは46アミノ酸、APVでは51アミノ酸）（Yuら, 1992；Eastonら, 1997；
Samalら, 1991;Satakeら, 1984）。本発明者らは、MPVのMのORFの中の2つの小さなORFに
注目した。54アミノ酸残基の1つの小さなORFは、第1のMのORF内に見出され、ヌクレオチ
ド2281から始まるものであり、33アミノ酸残基の１つの小さなORFは、第1のMのORFと重複
して見出され、ヌクレオチド2893から始まっている（データは示さず）。RSVおよびAPVの
第2のORFと同様に、これらの第2のORFと他のニューモウイルスの第2のORFとの間に有意な
相同性はなく、明確な開始シグナルまたは停止シグナルがない。更に、APVおよびRSVのこ
れらの第2のORFに対応するタンパク質の合成についての証拠は報告されていない。
【００３４】
　系統学的解析において有用であるもう１つの好適なオープンリーディングフレーム（OR
F）は、Fタンパク質をコードするORFを含む。分析したFタンパク質と単離体I-2614のFタ
ンパク質との間に少なくとも95%、好ましくは少なくとも97%の全体アミノ酸同一性が見ら
れる場合、分析したウイルス単離体は、本発明による好ましいMPV単離体を含んでいる。M
PVのFのORFは、MのORFに隣接して位置しており、これはメタニューモウイルス属のメンバ
ーの特徴である。MPVのF遺伝子は539アミノ酸のタンパク質をコードし、これはAPV-CのF
よりもアミノ酸残基2個分だけ長い（表5）。このアミノ酸配列の分析から、APV-Cとは81%
、APV-AおよびBとは67%、ニューモウイルスFタンパク質とは33～39%、他のパラミクソウ
イルスとは僅か10～18%の相同性があることが判明した（表6）。パラミクソウイルスのF
タンパク質間で保存されている特徴の１つで、MPVでも見られるものは、システイン残基
の分布である（Morrison, 1988；Yuら, 1991）。メタニューモウイルスは、F1中に12個の
システイン残基（内、7個は全てのパラミクソウイルス間で保存されている）、そしてF2
中に2個（内、1個は全てのパラミクソウイルス間で保存されている）を有する。MPVのFの
ORF内に存在する3つの可能性のあるN-結合グリコシル化部位のうち、RSVと共通するもの
はなく、2つ（66位および389位）はAPVと共通している。MPVの第3のユニークな可能性の
あるN結合グリコシル化部位は、206位に位置する（図11）。MPVのFタンパク質については
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、他のパラミクソウイルスとの配列相同性は低いものの、他のパラミクソウイルス科のメ
ンバーのFタンパク質について記載されているもの（Morrison, 1988）と一致する典型的
な融合タンパク質の特徴が明らかになった。パラミクソウイルスのメンバーのFタンパク
質は、不活性な前駆体（F0）として合成され、それが宿主細胞のプロテアーゼにより切断
されて、アミノ末端側のF2サブユニットと大きなカルボキシ末端側のF1サブユニットを生
じる。提案されている切断部位（Collinsら, 1996）は、パラミクソウイルス科の全ての
メンバー間で保存されている。MPVの切断部位は、残基RQSRを含む。2つのアルギニン（R
）残基はAPVおよびRSVと共有するが、グルタミン（Q）およびセリン（S）残基は、ヒト・
パラインフルエンザウイルス1型、センダイウイルスおよび麻疹ウイルスなどの他のパラ
ミクソウイルスと共有していない（データは示さず）。F1のアミノ末端にある疎水性領域
は、膜融合ドメインとして機能すると考えられ、パラミクソウイルスおよび麻疹ウイルス
の間では高い配列類似性を、ニューモウイルスではそれより低い配列類似性を示す（Morr
ison, 1988）。これらの26の残基（137～163位、図11）は、MPVとAPV-Cとの間では保存さ
れており、このことは、この領域がメタニューモウイルス間で高度に保存されていること
と一致する（Naylorら, 1998；Sealら, 2000）。
【００３５】
　APVおよび他のパラミクソウイルスのF2サブユニットについて判るように、MPVは、RSV
と比較して22個のアミノ酸残基が欠失していることが判明した（107～128位、図11）。更
に、RSVおよびAPVでは、シグナルペプチドおよびアンカードメインが亜型内で保存されて
いることが判り、亜科間では高い多様性を示した（Plowsら, 1995；Naylorら, 1998）。M
PVのF2のアミノ末端にあるシグナルペプチド（アミノ酸10～35、図11）は、APV-Cとある
程度の配列類似性を示し（26個のアミノ酸残基のうち18個が類似）、他のAPVともRSVとも
あまり保存されていない。F1のカルボキシ末端にある膜アンカードメインでは、ずっと高
い多様性が見られるが、それでもAPV-Cとは多少の相同性が見られる。
【００３６】
　系統学的解析において有用であるもう１つの好適なオープンリーディングフレーム（OR
F）は、M2タンパク質をコードするORFを含む。分析したM2タンパク質と単離体I-2614のM2
タンパク質との間に少なくとも85%、好ましくは少なくとも90%の全体アミノ酸同一性が見
られる場合、分析したウイルス単離体は、本発明による好ましいMPV単離体を含んでいる
。M2遺伝子は、ニューモウイルス亜科に固有のものであり、全てのニューモウイルスにお
いて2つの重複するORFがみつかっている。第1の主要なORFはM2-1タンパク質に該当し、こ
れはウイルスポリメラーゼのプロセッシビティ（Collinsら, 1995；Collins, 1996）およ
びその遺伝子間領域のリードスルー（Hardyら, 1998；Fearnsら, 1999）を増大させる。M
PVのM2-1領域は、F遺伝子に隣接して位置し、187アミノ酸のタンパク質をコードし（表5
）、APV-CのM2-1と最も高い（84%）相同性を示すことが判る（表6）。全てのニューモウ
イルスのM2-1タンパク質を比較したところ、そのタンパク質のアミノ末端側の半分におい
て最も高度に保存されていることが判明し（Collinsら, 1990；Zamoraら, 1992；Ahmadia
nら, 1999）、このことは、MPVが、そのタンパク質の最初の80個のアミノ酸残基において
、APV-Cと100%の類似性を示すという知見と一致している（図12A）。MPVのM2-1タンパク
質は、最初の30個のアミノ酸残基の内部に位置する3個のシステイン残基を含み、それら
は全てのニューモウイルス間で保存されている。そのような濃度のシステインは、亜鉛結
合タンパク質ではよく見られる（Ahmadianら, 1991；Cuestaら, 2000）。
【００３７】
　ニューモウイルスのM2-1のORFと重複する第2のORF（M2-2）は、位置においては保存さ
れているが、配列は保存されておらず、ウイルスRNAの複製と転写の切り替えの調節に関
与すると考えられる（Collinsら, 1985；Elangoら, 1985；Baybuttら, 1987；Collinsら,
 1990；Lingら, 1992；Zamoraら, 1992；Alansariら, 1994；Ahmadianら, 1999；Berming
hamら, 1999）。MPVでは、M2-2のORFは、M2-1のORF内のヌクレオチド512から始まり（図7
）、これはAPV-Cの場合と全く同じ開始位置である。M2-2のORFの長さはAPV-CおよびMPVと
同じで、77個のアミノ酸残基からなる（表5）。M2-2のORFの配列比較（図12B）から、MPV
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とAPV-Cの間では56%のアミノ酸配列相同性があり、MPVとAPV-AおよびBとの間では26～27%
の配列相同性しかないことが判った（表6）。
【００３８】
　系統学的解析において有用であるもう１つの好適なオープンリーディングフレーム（OR
F）は、Lタンパク質をコードするORFを含む。分析したLタンパク質と単離体I-2614のLタ
ンパク質との間に少なくとも91%、好ましくは少なくとも95%の全体アミノ酸同一性が見ら
れる場合、分析したウイルス単離体は、本発明による好ましいMPV単離体を含んでいる。
他のネガティブ鎖ウイルスと同様に、MPVゲノムのこの最後のORFは、複製および転写複合
体のRNA依存性RNAポリメラーゼ成分である。MPVのL遺伝子は、2005アミノ酸のタンパク質
をコードし、これはAPV-Aのタンパク質よりも残基1個分だけ長い（表5）。MPVのLタンパ
ク質は、APV-Aとは64%、RSVとは42～44%、他のパラミクソウイルスとは約13%の相同性を
有する（表6）。Pochら（1989; 1990）は、非セグメント化ネガティブ鎖RNAウイルスのL
タンパク質内の6つの保存されたドメインを同定し、その中のドメインIIIは、ポリメラー
ゼの機能に必要不可欠であると考えられる4つのコアポリメラーゼモチーフを含んでいた
。これらのモチーフ（A、B、CおよびD）は、MPVのLタンパク質ではよく保存されている。
モチーフA、BおよびCでは、MPVは全てのニューモウイルスと100%の類似性を有し、モチー
フDでは、MPVはAPVと100%、RSVとは92%の類似性を有する。ドメインIII全体（LのORFのア
ミノ酸625～847）では、MPVは、APVとは83%、RSVとは67～68%、他のパラミクソウイルス
とは26～30%の同一性を有する（図15）。ニューモウイルスのLタンパク質は、ポリメラー
ゼモチーフに加えて、共通ATP結合モチーフK(X)21GEGAGN(X)20Kに合致する配列を含んで
いる（Stec, 1991）。MPVのLのORFは、APVとほぼ同様のモチーフを含んでおり、介在残基
の間隔は1個分だけ離れている：K(X)22GEGAGN(X)19K。
【００３９】
　系統学的解析において有用である、更に好ましい好適なオープンリーディングフレーム
（ORF）は、SHタンパク質をコードするORFを含む。分析したSHタンパク質と単離体I-2614
のSHタンパク質との間に少なくとも30%、好ましくは少なくとも50%、更に好ましくは少な
くとも75%の全体アミノ酸同一性が見られる場合、分析したウイルス単離体は、本発明に
よる好ましいMPV単離体を含んでいる。MPVのM2に隣接して位置するこの遺伝子は、183ア
ミノ酸のタンパク質をコードする（図7）。ヌクレオチド配列およびその推定アミノ酸配
列の分析から、他のRNAウイルス遺伝子または遺伝子産物とは明確な相同性はないことが
判った。MPVのSHのORFは、現時点で知られている最も長いSHのORFである（表5）。SHのOR
Fのアミノ酸残基の組成は、APV、RSVおよびPVMのものと比較的類似しており、トレオニン
およびセリンの割合(%)が高い（MPV、APV、RSV A、RSV B、bRSVおよびPVMについて、それ
ぞれ22%、18%、19%、20.0%、21%および28%のセリン／トレオニン含量）。MPVのSHのORFは
、10個のシステイン残基を含んでいるが、APVのSHは16個のシステイン残基を含んでいる
。全てのニューモウイルスは、ほぼ同数の潜在的なN-グリコシル化部位を有する（MPVは2
、APVは1、RSVは2、bRSVは3、PVMは4）。
【００４０】
　MPVのSHタンパク質ならびにAPVおよびRSVのSHについての疎水性度プロフィールは、ほ
ぼ同様の構造的な特徴があることが判った（図13B）。APVおよびMPVのSHのORFは、親水性
のN末端（アミノ酸1～30）、潜在的な膜貫通ドメインとしての役割を果たし得る中央の疎
水性ドメイン（アミノ酸30～53）、残基160付近の第2の疎水性ドメイン、および親水性C
末端を有する。これに対し、RSVのSHは、APVおよびMPVのORFのC末端側の半分を欠いてい
ると思われる。全てのニューモウイルスのSHタンパク質において、疎水性ドメインは塩基
性アミノ酸に隣接しており、これはMPVのSHのORFにおいても見られる（アミノ酸29および
54）。
【００４１】
　系統学的解析において有用である、もう1つの更に好ましい好適なオープンリーディン
グフレーム（ORF）は、Gタンパク質をコードするORFを含む。分析したGタンパク質と単離
体I-2614のGタンパク質との間に少なくとも30%、好ましくは少なくとも50%、更に好まし
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くは少なくとも75%の全体アミノ酸同一性が見られる場合、分析したウイルス単離体は、
本発明による好ましいMPV単離体を含んでいる。MPVのGのORFは、SH遺伝子に隣接して位置
しており、236アミノ酸のタンパク質をコードする。このORFのすぐ後に、第2の小さなORF
が見られ、これは68個のアミノ酸残基（6973～7179位）を潜在的にコードするが、開始コ
ドンが欠けている。別のリーディングフレーム内に存在する194アミノ酸残基の第3の主要
なORF（断片4、図7）は、これらのORFの両者と重複しているが、これもまた開始コドンが
欠けている（ヌクレオチド6416～7000）。この主要なORFの後ろには、同じリーディング
フレーム内に第4のORFが存在し（nt7001～7198）、65個のアミノ酸残基をコードする可能
性があるが、これもまた開始コドンが欠けている。最後に、可能性のある97アミノ酸残基
のORF（開始コドンが欠けている）が、第3のリーディングフレーム内に見られる（nt6444
～6737、図1）。第1のORFとは違って、それ以外のORFは、明確な遺伝子開始配列または遺
伝子終結配列を持たない（後記を参照）。236アミノ酸残基のGのORFは、MPVの接着タンパ
ク質の少なくとも一部に該当すると思われるが、更なるコード配列が、何らかのRNA編集
事象により別のタンパク質または接着タンパク質の一部として発現されることも除外でき
ない。APVおよびRSVでは、第1のGのORFの後ろに第2のORFが同定できなかったこと、しか
しAPVもRSVもGの主たるORF内に第2のORFを有していることに注目すべきである。しかし、
これらのORFの発現に関する証拠はなく、異なるウイルスの推定アミノ酸配列間に相同性
はない（Lingら, 1992）。MPVのGにおける第2のORFは、他のGタンパク質の特徴を示さず
、この別のORFが発現されるか否かについては、更なる調査が必要である。この4つのORF
全てを用いたBLAST分析から、ヌクレオチドレベルでもアミ
ノ酸配列レベルでも、他の既知のウイルス遺伝子または遺伝子産物との明確な相同性は示
されなかった。このことは、他のGタンパク質についてhRSV AおよびB（53%）（Johnsonら
, 1987）ならびにAPV AおよびB（38%）（Juhaszら, 1994）などの低い配列相同性が見ら
れることと一致する。MPVのORFの多くは、長さにおいても配列においてもAPVのものと類
似しているが、MPVのGのORFはAPVのGのORFよりもかなり小さい（表5）。アミノ酸配列か
ら、セリンおよびトレオニンの含量が34%であることが判明し、これはRSVでの32%やAPVで
の24%よりも高い。また、GのORFは8.5%のプロリン残基も含んでおり、これはRSVでの8%や
APVでの7%より高い。APV、RSVおよびMPVのGタンパク質ではプロリン残基が並外れて豊富
であることは、ムチン源である糖タンパク質（タンパク質の三次元構造の主な決定要因）
においても見られている（Collinsら, 1983；Wertzら, 1985；Jentoft, 1990）。MPVのG
における可能性のあるN結合グリコシル化部位の数は、他のニューモウイルスとほぼ同じ
である（MPVは5つであるが、hRSVは7つ、bRSVは5つ、APVは3～5つ）。
【００４２】
　MPVのGの推定される疎水性度プロフィールは、他のニューモウイルスと同様の特徴を示
した。アミノ末端は親水性領域を含み、その後ろに短い疎水性領域（アミノ酸33～53）お
よび主に親水性のカルボキシ末端と続く（図14B）。この全体的構成は、アンカー型II型
膜貫通ドメインと一致し、APVおよびRSVのGタンパク質のこれらの領域に十分に対応する
。MPVのGのORFは、RSVやAPV（それぞれ5個および20個）とは違って、1個のシステイン残
基しか含まない。
【００４３】
　例えばFrancki, R.I.B., Fauquet, C.M., Kundson, D.L.およびBrown, F., Classifica
tion and nomenclature of viruses. Fifth report of the international Committee on
 Taxonomy of Viruses. Arch Virol, 1991. Supplement 2:p. 140-144から知られている
ような古典的な血清学的分析によれば、MPV単離体はまた、本発明で提供される血清型に
属するものとして同定可能であり、動物の抗血清（例えば「詳細な説明」に示されている
ようにしてフェレットまたはモルモットから得たもの）を用いる定量的中和により決定し
た場合のその免疫学的特徴に基づいて定められる。そのような血清型は、他のものと交差
反応しないか、あるいは両方向において16を超える同種-異種力価比を示す。中和が2種の
ウイルス間で一方または両方向にある程度の交差反応を示す場合は（8または16の同種-異
種力価比）、DNAの実質的な生物物理学的／生化学的相違が存在する場合には、血清型は
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区別されるものとみなされる。中和が2種のウイルス間で一方または両方向に明らかな程
度の交差反応を示す場合は（8未満の同種同士－異種同士の力価比）、検討される単離体
の血清型が同一であるとみなされる。上記で述べたように、単離体I-2614（本明細書中で
はMPV単離体00-1としても知られる）などの有用なプロトタイプ単離体が本発明において
提供される。
【００４４】
　ウイルスの、本発明で提供される単離された本質的に哺乳動物のネガティブセンス一本
鎖RNAウイルスとしての更なる分類は、Gおよび／またはSHタンパク質に対する相同性に基
づいて行うことができる。一般に、APV（トリから単離されたもの）とMPV（ヒトから単離
されたもの）のN、P、M、F、M2およびLのORFにおける全体アミノ酸配列同一性は64～88%
であり、ヌクレオチド配列相同性は、APVゲノムとMPVゲノムの非コード領域間で見られ、
ヒト単離体（MPV）のORFの2つと他のパラミクソウイルスのORFのいずれかとの間には本質
的に明確なアミノ酸配列相同性は見られなかった。ウイルスゲノムにおけるこれらのORF
のアミノ酸含量、疎水性度プロフィールおよび位置から、それらがGタンパク質およびSH
タンパク質の類似体に該当することが示される。APVとMPVとの配列相同性、それらの類似
のゲノム構成（3’-N-P-M-F-M2-SH-G-L-5’）、ならびに系統学的解析から、MPVを最初の
哺乳動物メタニューモウイルスとして分類する提案の更なる証拠が得られる。したがって
、新規なMPV単離体は、例えば、ウイルス単離、およびtMKもしくは他の細胞についての特
性決定により、RT-PCRおよび／または配列解析とそれに続く系統樹解析により、そしてウ
イルス中和アッセイ、間接免疫蛍光アッセイ、直接免疫蛍光アッセイ、FAC分析または他
の免疫学的技法などの血清学的技法により、同定される。好ましくは、これらの技法は、
SHおよび／またはGタンパク質類似体に対するものである。
【００４５】
　例えば、本発明は、本明細書中において、本発明において提供されるMPVの更なる単離
体の同定方法を提供するものであり、その方法は、本質的にMPV非感染の、または特定の
病原体を含まないモルモットまたはフェレットに、プロトタイプ単離体I-2614または関連
する単離体を接種することを含む（「詳細な説明」では、この動物は鼻腔内接種されるが
、筋肉内または皮内接種などの他の方法で接種してもよく、他の実験動物を用いてもよい
）。０日目、接種後2週間目および3週間目に、血清をその動物から採取する。その更なる
単離体の免疫学的検出では、ウイルス中和（VN）アッセイおよびそれぞれの単離体I-2614
に対する間接IFAで測定した場合に特異的に血清転換を起こした動物、ならびにその血清
転換を起こした動物からの血清が用いられる。
【００４６】
　一例として、本発明は、ヒトにおいて重篤なRTIを引き起こす可能性のあるパラミクソ
ウイルス科の新規なメンバー、ヒトのメタニューモウイルスまたはメタニューモウイルス
様ウイルス（その最終的な分類は、ウイルス分類委員会による討議を待っているところな
ので、MPVはここでは、例えば分類学的にAPVに相当するものとして記載している）（MPV
）の特性決定を提供する。MPVによって引き起こされる疾患の臨床的所見は、咳、筋肉痛
、嘔吐、発熱、細気管支炎（broncheolitis）もしくは肺炎、可能性のある結膜炎、また
はそれらの組合せなどのhRSVにより引き起こされるものと本質的に類似している。hRSVに
感染した小児で見られるように、特に非常に年少の小児は入院が必要になる場合がある。
一例として、2001年1月19日付でCNCM（パスツール研究所、パリ）にI-2614として寄託さ
れたMPVまたは系統学的にそれに該当するウイルス単離体が、本発明で提供される。それ
と共に、本発明は、図6a、6b、6cに記載の核酸配列、または構造的にそれらに該当する核
酸配列に系統学的に該当する核酸またはその機能性断片を含むウイルスを提供する。特に
、本発明は、最尤系統樹が100のブートストラップおよび3のジャンブルを用いて作製され
る系統樹解析でそれを試験した後で、それが、鳥類の鼻気管炎の原因物質である七面鳥鼻
気管炎ウイルス（TRTV）としても知られるトリ・ニューモウイルス（APV）のウイルス単
離体に該当するというよりも、CNCM（パリ）にI-2614として寄託されているウイルス単離
体に系統学的により近いものとして該当することが見出されることを特徴とするウイルス
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を提供する。AVP-Cウイルス単離体を、上記の系統樹解析におけるアウトグループとして
使用することが特に有用であり、それは本質的に非哺乳動物性のウイルスであるが、最も
近縁である。
【００４７】
　本発明者らは、この新規なヒト・ウイルスを、複数の知見に基づいて、ヒト・メタニュ
ーモウイルスまたはメタニューモウイルス様ウイルス（MPV）と命名することを提案する
。EM分析から、パラミクソウイルス様粒子が示された。分類と一致して、MPVは、クロロ
ホルムによる処理に対して感受性であると思われる。MPVはtMK細胞において最適に培養さ
れ、トリプシン依存性である。MPVにより引き起こされる臨床的症状、ならびに典型的なC
PEおよび赤血球凝集活性がないことから、このウイルスが、hRSVに近縁であることが示唆
された。多くのパラミクソウイルスが赤血球凝集活性を有するが、ニューモウイルスの多
くはその活性を有していない13。
【００４８】
　一例として、本発明は、重篤なRTIに罹患している28人の小児から採取した鼻咽頭吸引
物サンプルからの、これまで同定されていなかったパラミクソウイルスを提供する。これ
らの小児の臨床的症状は、hRSVにより引き起こされるものと非常に類似していた。患者の
うち27人が5歳以下の小児であり、その半分が1～12ヶ月齢であった。それ以外に18歳の患
者がいた。全ての個体は上部RTIに罹患しており、咳、筋肉痛、嘔吐および発熱から気管
支炎および重篤な肺炎までにわたる症状を示していた。これらの患者の大部分は1～2週間
にわたり入院した。
【００４９】
　これらの患者からのウイルス単離体は、陰性造影電子顕微鏡でパラミクソウイルスの形
態を有していたが、既知のヒトおよび動物のパラミクソウイルスに対する特異的抗血清と
は反応しなかった。それらは全て、単離体のうち2つに対して作った血清を用いた間接免
疫蛍光アッセイ（IFA）により測定したところ、互いに近縁であった。これらの単離体の
うち9種の配列解析を行ったところ、このウイルスがAPVとある程度関連していることが判
明した。ウイルス学的データ、配列相同性ならびにゲノム構成に基づいて、本発明者らは
、このウイルスがメタニューモウイルス属のメンバーであることを提案する。血清学的調
査から、このウイルスは、オランダでの血清陽性率（seroprevalence）は5歳までの年齢
のヒトでは100%に達しているので、比較的一般的な病原体であることが示された。更に、
血清陽性率は、1958年にヒトから採取した血清では等しく高いことが判り、このことは、
このウイルスが、ヒト集団の間で40年以上にもわたって広まっていることを示している。
ここで、ウイルス性気道感染の診断アッセイの手段および方法または試験キットならびに
ワクチンまたは血清または抗体組成物、ならびにMPV感染の治療に有用な抗ウイルス剤の
試験またはスクリーニングの方法を開発するための、この提案されたメタニューモウイル
ス属の新規メンバーの同定が提供される。
【００５０】
　この範囲で、本発明は、とりわけ、本発明によるウイルスから得ることができる単離さ
れた核酸もしくは組換え核酸またはそのウイルス特異的な機能性断片を提供する。特に、
本発明は、MPVの核酸の同定に適するプライマーおよび／またはプローブを提供する。
【００５１】
　更に、本発明は、本発明による核酸を含むベクターを提供する。まず、MPVのゲノム（
の一部）を含むプラスミドベクター、MPVのゲノム（の一部）を含むウイルスベクター（
例えば、限定するものではないが、他のパラミクソウイルス、ワクシニアウイルス、レト
ロウイルス、バキュロウイルスなど）、または他のウイルスもしくは他の病原体のゲノム
（の一部）を含むMPVなどのベクターが提供される。更に、2つの重要なパラメーターに基
づく、組換えネガティブ鎖ウイルスを作製するための様々な逆遺伝学的技法が記載された
。まず第1に、そのようなウイルスの作製は、ネガティブセンスウイルスRNA（vRNA）ゲノ
ムまたはその相補的なコピー（cDNA）の部分または完全長コピーの複製に基づく。このvR
NAまたはcDNAは、感染ウイルスから単離してもよいし、in-vitro転写により産生させても
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よいし、あるいは核酸のトランスフェクションの際に細胞内で産生させてもよい。第2に
、組換えネガティブ鎖ウイルスの作製は、機能性ポリメラーゼ複合体に基づく。典型的に
は、ニューモウイルスのポリメラーゼ複合体は、N、P、L、そして恐らくはM2タンパク質
から構成されるが、必ずしもそれらに限定されない。ポリメラーゼ複合体またはその成分
は、ウイルス粒子から単離してもよいし、その成分の1種以上を発現している細胞から単
離してもよいし、あるいは特定の発現ベクターのトランスフェクションにより産生させて
もよい。
【００５２】
　MPVの感染性コピーは、上記のvRNA、cRNA、またはこれらのRNAを発現しているベクター
が上記のポリメラーゼ複合体により複製される場合に得ることができる16,17,18,19,20,2

1,22。ミニレプリコン、すなわちMPVゲノムの全部または一部を含む完全長コピーを作製
するための逆遺伝学的な系を作製する場合は、例えばAPV（Randhawaら, 1997）またはMPV
自体から得ることができる3’末端および／または5’末端の核酸配列を使用すればよい。
【００５３】
　また、本発明は、本発明による核酸またはベクターを含む宿主細胞を提供する。MPVの
ポリメラーゼ成分（多分、N、P、LおよびM2、しかし必ずしもそれらに限定されない）を
含んでいるプラスミドまたはウイルスベクターは、適切な細胞型（細菌、昆虫細胞、真核
細胞）内でその成分を発現するように原核細胞内で作製される。MPVゲノムの完全長また
は部分コピーを含むプラスミドまたはウイルスベクターは、ウイルス核酸をin-vitroまた
はin-vivoで発現させるために原核細胞内で作製される。後者のベクターは、キメラウイ
ルスまたはキメラウイルスタンパク質の作製のために他のウイルス配列を含んでいてもよ
いし、複製欠損ウイルスの作製のためにはウイルスゲノムの一部が欠失していてもよいし
、弱毒ウイルスの作製のためには突然変異、欠失または挿入を含んでいてもよい。
【００５４】
　MPVの感染性コピー（野生型、弱毒化型、複製欠損型またはキメラ型）は、上記に記載
されている現時点での最新技術によりポリメラーゼ成分の共発現により作製できる。
【００５５】
　更に、1種以上の完全長または部分MPVタンパク質を一過性または安定に発現する真核細
胞が使用できる。そのような細胞は、トランスフェクション（タンパク質または核酸ベク
ター）、感染（ウイルスベクター）またはトランスダクション（ウイルスベクター）によ
り作製でき、上記で述べた野生型、弱毒化型、複製欠損型またはキメラ型のウイルスを相
補するのに有用となり得る。
【００５６】
　キメラウイルスは、2種以上のウイルスに対して防御する組換えワクチンの作製に特に
使用できる23,24,26。例えば、RSVの1種以上のタンパク質を発現するMPVウイルスベクタ
ーまたはMPVの1種以上のタンパク質を発現するRSVベクターは、双方のウイルス感染に対
してそのようなベクターがワクチン接種された個体を保護すると考えられる。PI3または
他のパラミクソウイルスについても同様の方法が考えられる。弱毒型または複製欠損型の
ウイルスは、他のウイルスについて示唆されているように25,26、生ワクチンによるワク
チン接種の目的で使用できる。
【００５７】
　1つの好ましい実施形態において、本発明は、本発明による核酸によりコードされるタ
ンパク質様分子またはメタニューモウイルス特異的ウイルスタンパク質またはそれらの機
能性断片を提供する。有用なタンパク質様分子は、例えば、本発明によるウイルスに由来
する遺伝子またはゲノム断片のいずれかから誘導される。ここで提供されるそのような分
子またはその抗原性断片は、例えば、診断の方法もしくはキットまたは医薬組成物（例え
ばサブユニットワクチン）において有用である。特に有用なのは、抗原またはサブユニッ
ト免疫原として封入するためのF、SHおよび／もしくはGタンパク質またはそれらの抗原性
断片であるが、不活化されているウイルス全体も使用可能である。また、系統学的解析で
同定される組換え核酸断片によりコードされるタンパク質様物質も特に有用であり、勿論
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、系統学的解析において有用なORFの好ましい範囲に含まれるものが好ましく、特にはMPV
特異的抗体をin-vivo（例えば保護目的または診断用の抗体を提供するため）またはin-vi
tro（例えばファージ提示法または合成抗体を作製するのに有用な別の方法による）で生
起させるためのものである。
【００５８】
　また、本発明では抗体も提供され、それは、本発明によるタンパク質様分子またはその
MPV特異的機能性断片を含む抗原と特異的に反応する天然のポリクローナルもしくはモノ
クローナルもしくは合成（例えば（ファージ）ライブラリー由来の結合性分子の）抗体で
ある。そのような抗体は、ウイルス単離体またはその成分を本発明で提供される抗体と反
応させることを含む、ウイルス単離体をMPVとして同定する方法において有用である。こ
れは、例えば、精製または非精製のMPVまたはその一部（タンパク質、ペプチド）を用い
、ELISA、RIA、FACSまたは同様の抗原検出アッセイフォーマット（Current Protocols in
 Immunology）を用いることにより達成可能である。あるいはまた、感染細胞または細胞
培養物を用いて、古典的な免疫蛍光法または免疫組織化学法を用いたウイルス抗原の同定
を行うことも可能である。
【００５９】
　ウイルス単離体をMPVとして同定するためのもう1つの方法は、そのウイルス単離体また
はその成分を本発明によるウイルス特異的核酸と反応させることを含んでなり、特に、そ
の哺乳動物のウイルスはヒト・ウイルスを含む。
【００６０】
　このようにして、本発明は、本発明の方法によって同様にパラミクソウイルス科のニュ
ーモウイルス亜科に含まれるメタニューモウイルス属に属するものとして同定されうる分
類学的にネガティブセンス一本鎖RNAウイルスに該当する哺乳動物のウイルスとして同定
可能なウイルス単離体を提供する。
【００６１】
　この方法は、哺乳動物のMPV感染をウイルス学的に診断するための方法、例えば、動物
のサンプルを本発明による核酸または抗体と反応させることによって、そのサンプル中の
ウイルス単離体またはその成分の存在を判定することを含んでなる方法において有用であ
る。例は「詳細な説明」に更に示してあり、例えばPCR（または当業界で周知の他の増幅
またはハイブリダイゼーション技術）の使用、または免疫蛍光検出（または当業界で公知
の他の免疫学的技術）の使用が挙げられる。
【００６２】
　また、本発明は、哺乳動物のMPV感染を血清学的に診断するための方法であって、その
動物のサンプルを本発明によるタンパク質様分子またはその断片または抗原と反応させる
ことによって、そのサンプル中のMPVまたはその成分に対して特異的な抗体の存在を判定
することを含んでなる上記方法を提供する。
【００６３】
　本発明で提供される方法および手段は、MPV感染を診断するための診断用キットにおい
て特に有用であり、これはウイルス学的または血清学的診断によるものである。そのよう
なキットまたはアッセイは、例えば、本発明によるウイルス、核酸、タンパク質様分子も
しくはその断片、抗原および／または抗体を含む。また、医薬組成物、例えば特にヒトに
おけるMPV感染の治療もしくは予防および／または気道疾患の治療もしく予防のための医
薬組成物を製造するための、本発明によるウイルス、核酸、タンパク質様分子もしくはそ
の断片、抗原および／または抗体の使用も提供される。ウイルスの弱毒化は、この目的で
開発された確立されている方法により達成でき、限定するものではないが、他の種の関連
ウイルスの使用、実験動物および／または組織／細胞培養物による連続継代、分子クロー
ンの部位指定突然変異誘発、および関連ウイルス間での遺伝子または遺伝子断片の交換が
挙げられる。
【００６４】
　本発明によるウイルス、核酸、タンパク質様分子もしくはその断片、抗原および／また
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は抗体を含む医薬組成物は、例えば、本発明による医薬組成物を個体に投与することを含
んでなる、MPV感染および／または気道疾患の治療または予防の方法において使用できる
。これは、その個体がヒトである場合、とりわけ、そのヒトが5歳以下である場合に最も
有用である。何故ならば、そのような幼児および若年の小児は、本発明で提供されるヒト
MPVに最も感染しやすいからである。一般に、急性期では、患者は上部呼吸器症状に苦し
み、他の呼吸器疾患および他の疾患に罹患し易くなる。また、下部呼吸器疾患が起こるこ
ともあり、更に他の重篤な症状に懸かり易くなる。
【００６５】
　また、本発明は、気道疾患の治療に有用な抗ウイルス剤を得る方法であって、本発明に
よるウイルスを含む細胞培養物もしくは実験動物を樹立し、その培養物もしくは動物を候
補の抗ウイルス剤で処理して、その剤がもつそのウイルスに対する効果、またはその培養
物もしくは動物のその感染に及ぼす効果を判定することを含む上記方法を提供する。その
ような抗ウイルス剤の一例は、本発明で提供されるMPV中和抗体またはその機能性成分を
含むが、他の性質の抗ウイルス剤も同様にして得られる。本発明はまた、医薬組成物の製
造、特に気道疾患（とりわけMPV感染により引き起こされる疾患）を治療するための医薬
組成物の製造のための、本発明による抗ウイルス剤の使用を提供し、さらには、MPV感染
または呼吸器疾患の治療または予防の方法において有用な、本発明による抗ウイルス剤を
含む医薬組成物を提供し、但しこの方法はそのような医薬組成物を個体に投与することを
含む。
【００６６】
　「詳細な説明」により本発明を更に説明するが、それらに限定されない。
【図面の簡単な説明】
【００６７】
【図１ａ】図１Aは、「表1：単離体00-1とニューモウイルス亜科の他のメンバーのアミノ
酸配列間で見られる相同性のパーセンテージ」である。パーセンテージ（×100）は、N、
P、M、FおよびLにおける2種のRAP-PCR断片（L8およびL9/10）のアミノ酸配列について示
してある。この分析で用いたアクセッション番号は「材料および方法」のセクションに記
載されている。
【図１ｂ】図1Bは、「表2：免疫蛍光アッセイおよびウイルス中和アッセイを用いた、年
齢群で分類したヒトにおけるMPVの血清陽性率」である。
【図２】図2：ウイルス単離体00-1についてRAP-PCRおよびRT-PCRを用いて得られた断片の
位置および大きさを含む、APVのゲノムの概略図。断片1～10は、RAP-PCRを用いて得た。
断片Aは、RAP-PCR断片1および2中のプライマーと、APVおよびRSVのリーダー配列およびト
レイラー配列のアライメントに基づいて設計されたプライマーとを用いて得た6。断片Bは
、RAP-PCRの断片1および2ならびにRAP-PCRの断片3中に設計されたプライマーを用いて得
た。断片Cは、RAP-PCRの断片3ならびにRAP-PCRの断片4、5、6および7中に設計されたプラ
イマーを用いて得た。
【図３－１】図3。ニューモウイルス亜科のメンバーおよびウイルス単離体00-1の間でのN
、P、MおよびFのORFの比較。図3-1は、核タンパク質およびリン酸化タンパク質のアライ
メントを示す。アライメントは、ウイルス単離体00-1の完全なN、P、MおよびFタンパク質
ならびにLタンパク質の一部のアミノ酸配列を示す。単離体00-1と他のウイルスとの間で
異なるアミノ酸を示し、同一であるアミノ酸はピリオドで表わし、ギャップはダッシュで
表わす。数字はそれらタンパク質におけるアミノ酸の位置に該当する。分析に用いたアク
セッション番号は、「材料および方法」のセクションに記載されている。APV-A、Bまたは
C：トリ・ニューモウイルスA型、B型およびC型、b-またはhRSV：ウシまたはヒトの呼吸器
合胞体ウイルス、PVM：マウス肺炎ウイルス。L8：L内に位置するRAP-PCRを用いて得られ
た断片8、L9/10：L内に位置するRAP-PCRを用いて得られた断片9と10との共通配列。Pのア
ライメントでは、APV-B配列はGenbankから入手できなかった。Lのアライメントでは、bRS
V、hRSVおよびAPV-Aの配列だけが入手できた。全ての系統樹において、（図3～5の）DNA
配列はClustalWソフトウェアパッケージを用いてアラインして、最尤系統樹は、Phylip 3
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.5プログラムのDNA-MLソフトウェアパッケージを使用し、100のブートストラップおよび3
のジャンブルを用いて作製した15。系統樹の作製に用いた先に公表されている配列は、Ge
nbankから次のアクセッション番号で入手可能である：全ORFについて：hRSV：NC001781；
bRSV：NC001989；FのORFについて：PVM、D11128；APV-A、D00850；APV-B、Y14292；APV-C
、AF187152；NのORFについて：PVM、D10331；APV-A、U39295；APV-B、U39296；APV-C、AF
176590；MのORFについて：PVM、U66893；APV-A、X58639；APV-B、U37586；APV-C、AF2625
71；PのORFについて：PVM、09649；APV-A、U22110；APV-C、AF176591。MPVの9種の異なる
ウイルス単離体についての系統学的解析は、アウトグループとしてAPV C株を用いて行っ
た。図中で用いた略語：hRSV：ヒトRSV；bRSV：ウシRSV；PVM：マウス肺炎ウイルス；APV
-A、BおよびC：トリ・ニューモウイルスA型、B型およびC型。
【図３－２】図３－１の続きである。図3-2は、マトリックスタンパク質および融合タン
パク質のアライメントを示す。
【図３－３】図３－１及び図３－２の続きである。図3-3は、Lタンパク質のPCR断片8およ
びPCR断片9/10のアライメントを示す。
【図４】図4：ニューモウイルス属のメンバーおよびウイルス単離体00-1のN、P、Mおよび
FのORFの系統学的解析。系統学的解析は、次の遺伝子からのウイルス配列について行った
：F（パネルA）、N（パネルB）、M（パネルC）およびP（パネルD）。系統樹は、100のブ
ートストラップおよび3のジャンブルを用いた最尤法解析に基づくものである。ヌクレオ
チドの変化の数を表わすスケールバーを各系統樹について示す。
【図５】図5：9種の主なMPV単離体とAPV-C（遺伝的に最も近縁である）とのF（パネルA）
、N（パネルB）、M（パネルC）およびL（パネルD）のORFの部分の系統学的関係。系統樹
は、最尤法解析に基づくものである。ヌクレオチドの変化の数を表わすスケールバーを各
系統樹に示す。APV-Cのアクセッション番号：パネルA：D00850；パネルB：U39295；パネ
ルC：X58639；パネルD：U65312。
【図６Ａ－１】図6A：MPV単離体00-1のゲノムの3’末端からのヌクレオチド配列およびア
ミノ酸配列の情報。ORFを示す。N：核タンパク質のORF；P：リン酸化タンパク質のORF；M
：マトリックスタンパク質のORF；F：融合タンパク質のORF；GE：遺伝子の終点；GS：遺
伝子の開始点。
【図６Ａ－２】図6Aは、MPV単離体00-1のゲノムの3’末端からのヌクレオチド配列および
アミノ酸配列の情報を示す。図6A-2は図6A-1の続きである。
【図６Ａ－３】図6Aは、MPV単離体00-1のゲノムの3’末端からのヌクレオチド配列および
アミノ酸配列の情報を示す。図6A-3は図6A-2の続きである。
【図６Ｂ】図6BおよびC：MPV単離体00-1のポリメラーゼ遺伝子（L）内の断片から得られ
たヌクレオチド配列およびアミノ酸配列の情報。断片のL内での位置は、APV-C（アクセッ
ション番号U65312）とのタンパク質相同性に基づくものである。翻訳された断片8（図6B
）は、アミノ酸番号8～243に位置し、断片9と10との共通配列（図6C）は、APV-CのLのORF
のアミノ酸番号1358～1464に位置する。
【図６Ｃ】図6BおよびC：MPV単離体00-1のポリメラーゼ遺伝子（L）内の断片から得られ
たヌクレオチド配列およびアミノ酸配列の情報。断片のL内での位置は、APV-C（アクセッ
ション番号U65312）とのタンパク質相同性に基づくものである。翻訳された断片8（図6B
）は、アミノ酸番号8～243に位置し、断片9と10との共通配列（図6C）は、APV-CのLのORF
のアミノ酸番号1358～1464に位置する。
【図７】図7：MPV単離体00-1のゲノム地図。開始コドンおよび停止コドンのヌクレオチド
位置は、各ORFの下に示してある。LのORFを横切る二重線は、L遺伝子を短く表わしたこと
を示す。地図の下の3つのリーディングフレームは、第1のG ORF（ヌクレオチド(nt) 6262
～6972）、および重複した、可能性のある第2のORFを表わす。
【図８】図8：MPVと他のニューモウイルスの核タンパク質の推定アミノ酸配列のアライメ
ント。Barr（1991）によって同定された保存領域は、枠で囲んで表わし、A、BおよびCと
標記した。ニューモウイルス間での保存領域（Li, 1996）は、灰色の影を付けて示す。ギ
ャップはダッシュで示し、ピリオドはMPVと比較して同一であるアミノ酸残基の位置を示
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す。
【図９】図9：　MPVのリン酸化タンパク質と他のニューモウイルスのリン酸化タンパク質
のアミノ酸配列比較。高度に類似する領域（Ling, 1995）は枠で囲み、グルタミン酸に富
む領域は灰色の影を付けてある。ギャップはダッシュで表わし、ピリオドはMPVと比較し
て同一であるアミノ酸残基の位置を示す。
【図１０】図10：MPVのマトリックスタンパク質と他のニューモウイルスのマトリックス
タンパク質の推定アミノ酸配列の比較。保存されたヘキサペプチド配列（Easton, 1997）
は、灰色の影を付けてある。ギャップはダッシュで表わし、ピリオドはMPVと比較して同
一であるアミノ酸残基の位置を示す。
【図１１】図11：MPVの融合タンパク質と他のニューモウイルスの融合タンパク質の推定
アミノ酸配列のアライメント。保存されたシステインは枠で囲んであり、N-結合グリコシ
ル化部位には下線を引いてあり、F0の切断部位には二重下線を引いてあり、融合ペプチド
、シグナルペプチドおよび膜アンカードメインは灰色の影をつけてある。ギャップはダッ
シュで示し、ピリオドはMPVと比較して同一であるアミノ酸残基の位置を示す。
【図１２】図12：MPVのM2のORFと他のニューモウイルスのM2のORFのアミノ酸配列比較。M
2-1のORFのアライメントをパネルAに示し、保存されたアミノ末端（Collins, 1990；Zamo
ra, 1999）は灰色の影をつけてある。3つの保存されたシステイン残基は太字で印字し、#
で示してある。M2-2のORFのアライメントをパネルBに示す。ギャップはダッシュで表わし
、ピリオドはMPVと比較して同一であるアミノ酸残基の位置を示す。
【図１３】図13：MPVのSHのORFのアミノ酸配列解析。（A）MPVのSHのORFのアミノ酸配列
であり、セリン残基およびトレオニン残基には灰色の影を付けてあり、システイン残基は
太字とし、疎水性領域には二重下線が引いてある。可能性のあるN-結合グリコシル化部位
には一本下線が引いてある。数字は、疎水性ドメインに隣接する塩基性アミノ酸の位置を
示す。（B）MPV、APV-AおよびhRSV-BのSHタンパク質の疎水性度プロットのアライメント
。17のアミノ酸からなるウィンドウで、KyteおよびDoolittle法（1982）を用いた。矢印
は、強疎水性のドメインを示す。ORF内の位置はX軸に示す。
【図１４】図14：MPVのGのORFのアミノ酸配列解析。（A）MPVのGのORFのアミノ酸配列で
あり、セリン残基、トレオニン残基およびプロリン残基には灰色の影を付けてあり、シス
テイン残基は太字とし、疎水性領域には二重下線が引いてある。可能性のあるN-結合グリ
コシル化部位には一本下線が引いてある。（B）MPV、APV-AおよびhRSV-BのGタンパク質の
疎水性度プロットのアライメント。17のアミノ酸からなるウィンドウで、KyteおよびDool
ittle法（1982）を用いた。矢印は、強く疎水性の領域を示し、ORF内の位置はX軸に示す
。
【図１５】図15：MPVおよび他のパラミクソウイルスのポリメラーゼ遺伝子の保存された
ドメインのアミノ酸配列の比較。ドメインIIIは、ドメインIII内の枠で囲った4つの保存
されたポリメラーゼモチーフ（A、B、CおよびD）（Poch 1998, 1999）と共に示す。ギャ
ップはダッシュで表わし、ピリオドはMPVと比較して同一であるアミノ酸残基の位置を示
す。hPIV3：ヒト・パラインフルエンザウイルス3型；SV：センダイウイルス；hPIV-2：ヒ
ト・パラインフルエンザウイルス2型；NDV：ニューカッスル病ウイルス；MV：麻疹ウイル
ス；nipah：ニパウイルス。
【図１６】図16：MPVおよび選択したパラミクソウイルスのM2-1およびLのORFの系統学的
解析。M2-1のORFを、ニューモウイルス属の他のメンバーのM2-1のORFとアライメントし（
A）、LのORFを、図15(B)の説明に記載されているニューモウイルス属のメンバーおよび選
択された他のパラミクソウイルスのLのORFとアライメントした（B）。系統樹は、100のブ
ートストラップおよび3のジャンブルを用いた最尤法解析により作製した。ヌクレオチド
変化の数を表わすスケールバーを各系統樹に示す。系統樹内の番号は、共通系統樹に基づ
くブートストラップ値を示す。
【図１７】図17：hMPV単離体00-1の非コード配列。（A）ORF間およびゲノム末端の非コー
ド配列をポジティブセンス鎖で示している。左から右へ向かって、記載したORFの停止コ
ドン、続いて非コード配列、記載した後続のORFの遺伝子開始シグナルおよび開始コドン
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を示している。数字は、hMPV地図における開始コドンおよび停止コドンの最初の位置を示
す。公表されている遺伝子終結シグナルと類似性を示す配列には下線を引いてあり、UAAA
AAU/A/Cと類似性を示す配列には、配列の上に線を引いて表わす。（B）hMPVのゲノム末端
のヌクレオチド配列。hMPVのゲノム末端をAPVのゲノム末端と互いにアライメントした。
下線を引いた領域は、RT-PCRアッセイで用いた、APVおよびRSVの3’末端および5’末端に
基づくプライマー配列を表わす（Randhawaら, 1997；Minkら, 1991）。太字のイタリック
体で示したヌクレオチドは、N遺伝子の遺伝子開始シグナルの一部である。Le：リーダー
、Tr：トレイラー。
【図１８ａ】図18：2種のプロトタイプのhMPV単離体とAPV-AおよびAPV-Cとの比較；各種
のウイルスタンパク質をコードする核酸についてのDNA類似性マトリックス。
【図１８ｂ】図18：2種のプロトタイプのhMPV単離体とAPV-AおよびAPV-Cとの比較；各種
のウイルスタンパク質をコードする核酸についてのDNA類似性マトリックス。
【図１９】図19：2種のプロトタイプのhMPV単離体とAPV-AおよびAPV-Cとの比較；各種の
ウイルスタンパク質についてのタンパク質類似性マトリックス。
【図２０】図20：2種のプロトタイプのhMPV単離体の核タンパク質のアミノ酸アライメン
ト。
【図２１】図21：2種のプロトタイプのhMPV単離体のリン酸化タンパク質のアミノ酸アラ
イメント。
【図２２】図22：2種のプロトタイプのhMPV単離体のマトリックスタンパク質のアミノ酸
アライメント。
【図２３】図23：2種のプロトタイプのhMPV単離体の融合タンパク質のアミノ酸アライメ
ント。
【図２４】図24：2種のプロトタイプのhMPV単離体のM2-1タンパク質のアミノ酸アライメ
ント。
【図２５】図25：2種のプロトタイプのhMPV単離体のM2-2タンパク質のアミノ酸アライメ
ント。
【図２６】図26：2種のプロトタイプのhMPV単離体の短い疎水性タンパク質のアミノ酸ア
ライメント。
【図２７】図27：2種のプロトタイプのhMPV単離体の接着糖タンパク質のアミノ酸アライ
メント。
【図２８】図28：2種のプロトタイプのhMPV単離体のポリメラーゼタンパク質のN末端のア
ミノ酸アライメント。
【図２９】図29：ned/00/01および／またはned/99/01を接種した12匹のモルモットの咽喉
スワブおよび鼻スワブについてのRT-PCRアッセイの結果。＋ ＝ 陽性；－ ＝ 陰性；Ｔ 
＝ 咽喉スワブ；NO ＝ 鼻スワブ；N ＝ 実施せず；？ ＝ 不確定；D ＝ 死亡；0～12：感
染後の日数。鼻スワブについては2回目の感染だけを試験する。
【図３０Ａ】図30A：ned/00/01に感染させ、ned/00/01（GP4、5、6）またはned/99/01（G
P1、3）で再感染させたモルモットについてのned/00/01およびned/99/01に対するIgG応答
。
【図３０Ｂ】図30B：ned/99/01に感染させ、ned/00/01（GP8、9）またはned/99/01（GP10
、11、12）のいずれかで再感染させたモルモットについてのned/00/01およびned/99/01に
対するIgG応答。
【図３１】図31：ned/00/01またはned/99/01に感染させたモルモットから採取した血清に
ついてのned/00/01およびned/99/01 ELISAの特異性。
【図３２】図32：3匹の同種感染（00-1/00-1）、2匹の同種感染（99-1/99-1）、2匹の異
種感染（99-1/00-1）および2匹の異種感染（00-1/99-1）させたモルモットのned/00/01お
よびned/99/01 ELISAに対する平均IgG応答。
【図３３】図33：hMPVに感染させたモルモットのAPV抑制の平均パーセンテージ。
【図３４】図34：ned/00/01およびned/99/01に感染したモルモットのned/00/01、ned/99/
01およびAPV-Cに対するウイルス中和力価。
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【図３５】図35：ned/00/01を（2回）接種したカニクイザルの咽喉スワブについてのRT-P
CRアッセイの結果。＋ ＝ 陽性；－ ＝ 陰性；N ＝ 実施せず；？ ＝ 不確定； 0～10：
感染後の日数。
【図３６】図36A（上の2枚のパネル）：ned/00/01に（再）感染させた2匹のカニクイザル
のned/00/01に対するIgA、IgMおよびIgG応答。図36B（下の2枚のパネル）：ned/00/01に
感染させた2匹のカニクイザルのAPVに対するIgG応答。
【図３７】図37：ヒト血清においてIgG抗体を検出するためのhMPV ELISAおよびAPV抑制EL
ISAの使用の比較。
【発明を実施するための形態】
【００６８】
詳細な説明
ウイルス単離および特性決定
　1980年から2000年までに、本発明者らは、重篤な呼吸性疾患に罹患している患者から、
28種の未同定のウイルス単離体を見出した。これら28種の未同定のウイルス単離体は、tM
K細胞ではゆっくり増殖したが、VERO細胞およびA549細胞ではあまり増殖せず、MDCKまた
はニワトリ胚形成線維芽細胞では全くまたは殆ど増殖できなかった。これらのウイルス単
離体の多くは、tMK細胞で3代継代した後、10日目～14日目にCPEを誘発した。このCPEは、
tMKまたは他の細胞培養物においてhRSVまたはhPIVにより誘発されるものとほとんど区別
できず、合胞体形成が起こった後で細胞が急速な内部破壊を示し、続いて細胞が単層から
剥離することを特徴とする。細胞は通常（時には後に）、ウイルスを初期材料から3代継
代した後、接種後10～14日目にCPEを示し、これはhRSVやhPIVなどの他のウイルスにより
引き起こされるCPEよりも多少遅い。
【００６９】
　感染tMK細胞の上清を用いてEM分析を行ったところ、13～17nmの短いエンベロープ突起
を有する150～600nmのパラミクソウイルス様ウイルス粒子の存在が明らかになった。パラ
ミクソウイルス科などのエンベロープウイルスの生化学的特性と一致して、標準的なクロ
ロホルムまたはエーテルでの処理8を行ったところ、tMK細胞ではTCID50が104を超える感
染度の低下が起こった。ウイルス感染tMK細胞培養物の上清は、七面鳥、ニワトリおよび
モルモットの赤血球では赤血球凝集活性を示さなかった。培養の間、ウイルスの複製は、
被験細胞についてトリプシン依存性のようであった。これらのウイルス学的データを組合
わせて、新たに同定されたウイルスを分類学的にパラミクソウイルス科の1メンバーとし
て分類することができた。
【００７０】
　パラミクソウイルス亜科9、hPIV 1～4、センダイウイルス、サルウイルス5型、ニュー
カッスル病ウイルス、hRSV、麻疹ウイルス、おたふくかぜウイルス、ニパウイルス、ヘン
ドラウイルス、ツパイウイルスおよびマプエラウイルスに特異的なプライマーセットを用
いた逆転写-ポリメラーゼ連鎖反応（RT-PCR）分析のために、未同定のウイルス単離体の
うちの15種に感染させたtMK細胞からRNAを単離した。RT-PCRアッセイは、関連する可能性
のあるウイルスを検出するために低ストリンジェンシーにて行い、同種のウイルスストッ
クから単離されたRNAを対照として用いた。入手可能な対照はそれぞれのウイルス特異的
プライマーと陽性に反応したが、新たに同定されたウイルス単離体はどのプライマーセッ
トとも反応せず、このことは、そのウイルスが被験ウイルスと近縁ではないことを示した
。
【００７１】
　ウイルス感染tMK細胞培養物の上清を2種用いて、モルモットおよびフェレットに鼻腔内
接種した。接種の0日目、2週間後および3週間後に、これらの動物から血清を採取した。
動物は臨床的症状を示さなかったが、ウイルス中和（VN）アッセイおよび同種ウイルスに
対する間接IFAで測定したところ、全てが血清転換を起こしていた。血清は、間接IFAでは
上記に記載されている既知のパラミクソウイルスおよびPVMのいずれとも反応しなかった
。次に、モルモットおよびフェレットの感染前および感染後の血清を用いて、これまで未
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同定だったウイルス単離体をスクリーニングしたところ、そのうちの28種が、感染後血清
を用いた間接IFAにより明らかに陽性を示し、それらが血清学的に近縁であるかまたは同
一であることが示唆された。
【００７２】
RAP PCR
　未知のウイルス単離体についての配列情報を得るために、RAP-PCR10として知られるラ
ンダムPCR増幅戦略を用いた。このために、tMK細胞を、ウイルス単離体の1つ（単離体00-
1）ならびに対照としてのhPIV-1に感染させた。両者の培養物が同様のCPEレベルを示した
後、培養物上清中のウイルスを連続20～60%ショ糖勾配で精製した。勾配画分を、EMによ
りウイルス様粒子について調べ、約50%のショ糖を含む画分からRNAを単離したところ、そ
の中にヌクレオカプシドが見られた。双方のウイルス画分から単離した等量のRNAをRAP-P
CRに用い、その後でサンプルを3%NuSieveアガロースゲル上で並べて泳動した。次に、未
同定のウイルスに特異的な20の差示的に現れるバンドをゲルから精製し、プラスミドpCR2
.1（Invitrogen）にクローニングし、ベクター特異的プライマーを用いて配列決定した。
これらの配列を用い、BLASTソフトウェア（www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/）を用いてGenb
ankデータベースの配列に対する相同性を検索したところ、20の断片のうち10がAPV/TRTV
配列に対して類似性を示した。
【００７３】
　これら10の断片は、核タンパク質（N；断片1および2）、マトリックスタンパク質（M；
断片3）、融合タンパク質（F；断片4、5、6、7）およびポリメラーゼタンパク質（L；断
片8、9、10）をコードする遺伝子内に位置していた（図2）。次に、PCRプライマーを設計
して、本発明者らのRAP PCR断片ならびに公表されているニューモウイルス亜科のリーダ
ーおよびトレイラー配列6に基づいて、ウイルスゲノムの3’末端についての配列情報を完
成させた。3つの断片を増幅した。そのうち、断片AはNのオープンリーディングフレーム
（ORF）の3’最末端を含み、断片Bはリン酸化タンパク質（P）のORFを含み、断片CはMとF
のORFのギャップに近傍であった（図2）。これら3つの断片の配列解析から、ウイルスゲ
ノムの3’最末端にNS1およびNS2のORFが存在せず、FのORFの位置はMのORFのすぐ隣である
ことが判明した。このゲノム構成は、メタニューモウイルスAPVのゲノム構成と類似して
おり、これもまた、配列相同性と一致している。N、P、MおよびFのORFの翻訳配列全体が
、平均して、ニューモウイルス属のメンバーと30～33%、メタニューモウイルス属のメン
バーと66～68%の相同性を示した。SHおよびGのORFでは、これらの属のいずれのメンバー
とも、認識できる相同性は見られなかった。Nについて見られるアミノ酸相同性は、hRSV
とは約40%、APV-C（遺伝的に最も近縁である）とは88%の相同性を示し、これは例えば図3
のアミノ酸配列と他のウイルスのそれぞれのNタンパク質のアミノ酸配列との比較から推
定できる。Pのアミノ酸配列は、hRSVとは約25%、APV-Cとは約66～68%の相同性を示し、M
はhRSVとは約36～39%、APV-Cとは約87～89%の相同性を示し、FはhRSVとは約40%、APV-Cと
は約81%の相同性を示し、M2-1はニューモウイルスとは約34～36%、APV-Cとは約84～86%の
相同性を示し、M2-2はニューモウイルスとは約15～17%、APV-Cとは56%の相同性を示し、L
において得られる断片は、平均してニューモウイルスとは44%、APV-Cとは64％の相同性を
示した。
【００７４】
系統学
　未同定のウイルス単離体から得たヌクレオチド配列を用いたBLAST検索から、主にニュ
ーモウイルス亜科のメンバーとの相同性が明らかになったが、タンパク質配列に基づく相
同性からは、他のパラミクソウイルスともある程度の類似性があることが判った（データ
は示さず）。新たに同定されたウイルス単離体とニューモウイルス亜科のメンバーとの関
係の指標として、これらのウイルスのN、P、MおよびFのORFに基づいて系統樹を構築した
。全4つの系統樹において、新たに同定されたウイルス単離体は、APVに最も近縁であった
（図4）。記載されているAPVの4種の血清型11から、アメリカ合衆国で主に鳥類において
見られるメタニューモウイルスであるAPV血清型Cが、その新たに同定されたウイルスに最
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も近い類似性を示した。しかし、APV血清型Dでは部分配列情報しか利用できなかったこと
に注意すべきである。
【００７５】
　本発明者らの種々の新たに同定されたウイルス単離体の関係を調べるために、8～9種の
単離体（Fについて8種、N、MおよびLについて9種）から得られる配列情報に基づいて系統
樹を構築した。この目的のために、N、M、FおよびLのORF内の短い断片を増幅するように
設計されたプライマーを使用するRT-PCRを用い、続いて直接配列決定した。予め血清学的
な意味で関連していることが判っている9種のウイルス単離体（上記を参照）は、遺伝的
にも近縁であることが判った。実際に、全9種の単離体は、APVに対してよりも、互いに対
しての方が近縁であった。これらの系統樹に用いた配列情報は限られていたが、9種の単
離体は2つのグループに分類できると思われ、単離体94-1、99-1および99-2が一方のグル
ープに入り、他の6種の単離体（94-2；93-1；93-2；93-3；93-4；00-1）は他方のグルー
プに入る（図5）。
【００７６】
血清陽性率
　ヒト集団におけるこのウイルスの血清陽性率を調べるために、異なる年齢のカテゴリー
のヒトからの血清を、未同定のウイルス単離体の1つに感染させたtMK細胞を用いる間接IF
Aにより試験した。この分析から、6ヶ月～12ヶ月の小児の25%がそのウイルスに対する抗
体を有しており、５歳までにほぼ100%の小児が血清陽性となることが判明した。間接IFA
により試験した全部で56の血清サンプルをVNアッセイにより試験した。これらのサンプル
の51（91%）において、VNアッセイの結果（力価＞8）は間接IFAにより得られた結果（力
価＞32）と一致した。IFAで陽性と判明した4種のサンプルがVN試験では陰性であり（力価
＜8）、一方、1種の血清がIFAでは陰性に（力価＜32）、VN試験では陽性に（力価16）に
反応した（表2）。
【００７７】
　1958年にヒトから採取した72の血清を用いて行ったIFA（年齢は8～99歳）12,27では、1
00%の血清陽性率が示されており、ヒト集団において40年以上にもわたってこのウイルス
が広まってきたことを示している。更に、これらの血清の幾つかをVNアッセイで用いて、
IFAデータを確認した（表2）。
【００７８】
　N、M、PおよびF遺伝子の遺伝学的解析から、MPVが、ニューモウイルス属（平均で30%）
と比較して、近年提案されたメタニューモウイルス属に対してより高い配列相同性（平均
で63%）を有することが明らかになり、したがって、APV/TRTVと同様であり類似したゲノ
ム構成であることが実証された。RSVのゲノム構成（’3-NS1-NS2-N-P-M-SH-G-F-M2-L-5’
）とは違って、メタニューモウイルス（3’-N-P-M-F-M2-SH-G-L-5’）はNS1とNS2の遺伝
子を欠失しており、MとLの間の遺伝子の配置が異なっている。本発明者らのウイルス単離
体ではM遺伝子とF遺伝子の間にORFが欠けていること、Nの隣にNS1とNS2が欠けていること
、そしてAPVとの高いアミノ酸配列相同性を示すことを理由として、ヒトから単離されたM
PVを哺乳動物起源、特にヒト起源のメタニューモウイルス属の最初のメンバーとして分類
することが提案される。
【００７９】
　系統学的解析から、配列情報が得られた9種のMPV単離体が近縁であることが明らかにな
った。配列情報は限られていたが、それらは実際に、トリ・メタニューモウイルスのいず
れに対してよりも、お互いに対しての方が近縁であった。記載されているAPVの4種の血清
型のうち、血清型Cが、N、P、MおよびF遺伝子に基づいて、MPVに最も近縁であった。しか
し、血清型Dについて、GenbankからF遺伝子についての部分配列しか入手できず、血清型B
については、M、NおよびFの配列しか入手できなかったことに注意しなければならない。
本発明者らのMPV単離体は、系統樹において2つのクラスターを形成した。hRSVおよびAPV
の両者については、異なる遺伝学的および血清学的亜型が記載されている。MPV単離体の2
つの遺伝的クラスターが、機能的にも異なる血清学的亜群に該当するか否かは、現在のと
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ころ不明である。本発明者らの血清学的調査から、MPVがありふれたヒトの病原体である
ことが示された。このウイルスが重篤なRTIに罹患している小児の臨床サンプルからたび
たび単離されたことは、MPVの臨床的かつ経済的なインパクトが大きいものと思われるこ
とを示す。ウイルス検出および血清学に基づいた新規な診断アッセイは、このウイルス病
原体の罹患率ならびに臨床的および経済的インパクトをより詳細に分析することを可能に
する。
【００８０】
　IFAとVNの結果（5つのサンプル）が僅かに異なるのは、IFAではIgG血清抗体だけが検出
されたが、VNアッセイでは抗体のクラスおよびサブクラスの両方が検出されるという事実
によるのかもしれないし、あるいはその違いは、両者のアッセイの感度の違いによるのか
もしれない。IFAではカットオフ値16が使用され、VNではカットオフ値8が使用される。
【００８１】
　一方、IFAとVNアッセイとの違いは、この新たに同定されたウイルスの異なる血清型の
間で違いがある可能性を示しているのかもしれない。MPVはAPVに最も近縁であると思われ
るので、このヒトウイルスの起源が鳥類だったことが推測される。1958年のヒトから採取
した血清サンプルの分析によれば、MPVが40年以上にわたってヒト集団に広がってきたこ
とが明らかにされ、これは、ゾーノシス（人獣共通感染）仮説事象が1958年よりもずっと
以前から起こってきたことを示している。
【００８２】
材料および方法
試料の採取
　過去何十年もにわたって、本発明者らの研究室は、RTIに罹患している小児から鼻咽頭
吸引物を集めてきており、それについてウイルスの存在についてルーチンに試験してきた
。全ての鼻咽頭吸引物は、直接免疫蛍光アッセイ（DIF）により、インフルエンザウイル
スA型およびB型、hRSVならびにヒト・パラインフルエンザウイルス（hPIV）1～3型に対す
る蛍光標識抗体を用いて試験した。鼻咽頭吸引物は、VERO細胞、カニクイザル腎三次（tM
K）細胞、ヒト肺内皮（HEL）細胞およびイヌ腎（marbin dock kidney; MDCK）細胞を含む
各種の細胞系について迅速シェル-バイアル法14を用いて、ウイルス単離用に処理を行っ
た。二代または三代の継代後に細胞変性効果（CPE）を示し、DIFで陰性であったサンプル
を、間接免疫蛍光アッセイ（IFA）により、インフルエンザウイルスA型、B型およびC型、
hRSV A型およびB型、麻疹ウイルス、おたふくかぜウイルス、ヒト・パラインフルエンザ
ウイルス（hPIV）1～4型、センダイウイルス、サルウイルス5型、ならびにニューカッス
ル病ウイルスに対するウイルス特異的抗体を用いて試験した。多くの場合は原因物質を同
定できたが、幾つかの試料は試験したこれら全ての被験ウイルスに対して陰性であった。
【００８３】
直接免疫蛍光アッセイ（DIF）
　RTIに罹患している患者からの鼻咽頭吸引物サンプルを、記載されているようなDIFおよ
びウイルス単離14,15に用いた。サンプルは－70℃で保存した。簡単に述べると、鼻咽頭
吸引物を5mlのダルベッコMEM（BioWhittaker, Walkersville, MD）で希釈し、ボルテック
スミキサーで1分間にわたり十分に混合した。次に、懸濁液を840×gで10分間遠心分離し
た。沈殿物をマルチスポットスライド（Nutacon, Leimuiden, The Netherlands）に広げ
、上清はウイルス単離に用いた。乾燥した後、細胞を、アセトン中で室温にて1分間固定
した。洗浄した後、スライドを、インフルエンザA型およびB型、hRSVならびにhPIV1～3型
（Dako, Glostrup, Denmark）のような市販のFITC標識ウイルス特異的抗血清と共に、37
℃で15分間インキュベートした。PBS中で3回、水道水で1回洗浄した後、スライドをグリ
セロール／PBS溶液（Citifluor, UKC, Canterbury, UK）中に入れ、カバーをした。スラ
イドを、Axioscop蛍光顕微鏡（Carl Zeiss B.V, Weesp,The Netherlands）を用いて分析
した。
【００８４】
ウイルス単離
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　ウイルス単離では、tMK細胞（RIVM, Bilthoven, The Netherlands）を、スライドガラ
ス（Costar,Cambridge, UK）が入った24ウェルプレートで、10%ウシ胎仔血清（BioWhitta
ker, Vervier, Belgium）を補充した下記の培地を用いて培養した。インキュベートする
前に、プレートをPBSで洗浄し、ハンクス塩（ICN, Costa mesa, CA）を含むイーグルMEM
を加えた［そのイーグルMEMの1/2リットルに、0.26gのNaHCO3、0.025M Hepes（Biowhitta
ker）、2mM L-グルタミン（Biowhittaker）、100単位のペニシリン、100μgストレプトマ
イシン（Biowhittaker）、0.5gラクトアルブミン（Sigma-Aldrich, Zwijndrecht,The Net
herlands）、1.0g D-グルコース（Merck, Amsterdam, The Netherlands）、5.0gペプトン
（Oxoid, Haarlem, The Netherlands）および0.02%トリプシン（Life Technologies, Bet
hesda, MD）を補充した］。そのプレートに鼻咽頭吸引サンプルの上清を接種し（0.2ml／
ウェルで、それぞれ3連ずつ）、続いて840×gで1時間遠心分離した。接種後、プレートを
37℃で最大14日間、培地を1週間に一度交換しながらインキュベートし、また、培養物をC
PEについて毎日チェックした。14日後、二代目の継代から細胞を掻き集め、14日間インキ
ュベートした。この工程を三継代にわたり繰り返した。スライドガラスを用いて、後記に
記載する間接IFAによりウイルスの存在を示した。
【００８５】
動物の免疫
　新たに見出されたウイルスに対するフェレットおよびモルモットに特異的な抗血清を、
特定の病原体を保有しない2匹のフェレットおよび2匹のモルモットに実験的に鼻腔内感染
させることにより生成させて、それらの動物は別々の加圧グローブボックスに収容した。
2～3週間後、全ての動物から心臓穿刺により採血し、それらの血清を参照血清として用い
た。その血清は、先に記載されている全てのウイルスについて、後記に記載されている間
接IFAにより試験した。
【００８６】
間接IFAによる抗原の検出
　感染tMK細胞を載せたスライドについて、間接IFAを行った。PBSで洗浄した後、スライ
ドを、ウイルス特異的抗血清と共に、37℃で30分間インキュベートした。上記で記載され
ているように、インフルエンザA型、B型およびC型、hPIV1～3型ならびにhRSVに対するモ
ノクローナル抗体をDIFで用いた。hPIV4型については、おたふくかぜウイルス、麻疹ウイ
ルス、センダイウイルス、サルウイルス5型、ニューカッスル病ウイルスのポリクローナ
ル抗体（RIVM）、ならびにフェレットおよびモルモットの参照血清を用いた。PBSで3回、
水道水で1回洗浄した後、スライドを、最初のインキュベーションに用いた血清に対する
二次抗体で染色した。ポリクローナル抗血清の二次抗体は、ヤギ-抗-フェレット（KPL, G
uilford, UK, 40倍希釈したもの）、マウス-抗-ウサギ（Dako, Glostrup, Denmark, 20倍
希釈したもの）、ウサギ-抗-ニワトリ（KPL, 20倍希釈したもの）、およびマウス-抗-モ
ルモット（Dako, 20倍希釈したもの）を用いた。スライドは、DIFについて記載されてい
るようにして処理した。
【００８７】
間接IFAによるヒトにおける抗体の検出
　ウイルス特異的抗体を検出するために、感染tMK細胞をカバーガラス上で冷アセトンで
固定し、PBSで洗浄し、1～16倍の希釈度の血清サンプルで染色した。次に、サンプルを、
PBS（Dako）中に80倍希釈したFITC標識ウサギ-抗ヒト抗体で染色した。スライドを上記に
記載されているようにして処理した。
【００８８】
MPVのウイルス培養
　上記で記載した培地中のサブコンフルエント（sub-confluent）な単層のtMK細胞に、24
ウェルプレートで二代または三代継代した後でCPEを示したサンプルの上清を接種した。
培養物は毎日CPEについてチェックし、週に一度培地を交換した。CPEは単離体ごとに異な
っていたので、全ての培養物を、12～14日目に間接IFAにより新規なウイルス単離体に対
するフェレット抗体を用いて試験した。陽性の培養物を3回凍結融解した後、低速遠心分
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離により上清を清澄化し、アリコートをとり、－70℃で凍結保存した。培養上清中のウイ
ルスの50%組織培養感染量（TCID50）を、記載16されているようにして測定した。
【００８９】
ウイルス中和アッセイ
　VNアッセイは、ヒトおよび動物の血清の、8倍希釈から出発する連続2倍希釈物を用いて
行った。希釈した血清を、TCID50が100のウイルスと共に1時間インキュベートした後、96
ウェルプレート内で増殖させたtMK細胞を接種し、その後、プレートを840×gで遠心分離
した。3日後および6日後に培地を交換し、接種後8日目にMPVに対するフェレット抗体を用
いてIFAを行った。VN力価は、IFAが陰性となり細胞培養物中でCPEが抑制される血清サン
プルの最低希釈度として定義した。
【００９０】
ウイルスの特性決定
　赤血球凝集アッセイおよびクロロホルム感受性試験を記載8,14のようにして行った。EM
分析では、ウイルスは、感染細胞培養物の上清から17000×gで4℃での微量遠心分離で濃
縮した後、ペレットをPBSに再懸濁し、陰性造影EMにより調べた。RAP-PCRのために、ウイ
ルスは、感染tMK細胞上清から、60%ショ糖クッションでの超遠心分離（150000×g、4℃で
2時間）により濃縮した。次に、60%ショ糖境界画分をPBSで希釈し、20～60%の連続ショ糖
勾配に上層し、これを275000×gで4℃にて16時間遠心分離した。ショ糖勾配画分を、EMお
よびポリアクリルアミドゲル電気泳動、続いて銀染色により、ウイルス様粒子の存在につ
いて調べた。ヌクレオカプシドを含むと思われる約50%のショ糖画分をRNA単離およびRAP-
PCRに用いた。
【００９１】
RNAの単離
　RNAは、感染細胞培養物の上清またはショ糖勾配画分から高純度RNA単離キットを用いて
製造元（Roche Diagnostics, Almere, The Netherlands）の説明書に従って単離した。
【００９２】
RT-PCR
　既知のパラミクソウイルスについてのRT-PCRアッセイのためのウイルス特異的オリゴヌ
クレオチド配列は、追記1に記載されている。ワンステップRT-PCRを、50mM Tris.HCl(pH 
8.5)、50mM NaCl、4mM MgCl2、2mMジチオトレイトール、200μM 各dNTP、10単位の組換え
RNAsin（Promega, Leiden, the Netherlands）、10単位のAMV RT（Promega, Leinden, Th
e Netherlands）、5単位のAmplitaq Gold DNAポリメラーゼ（PE Biosystems, Nieuwerker
 aan de Ijssel, The Netherlands）および5μl RNAを含む50μlの反応物中で行った。サ
イクル条件は、42℃で45分および95℃で7分を1回、95℃で1分、42℃で2分、72℃で3分を4
0回繰り返し、72℃で10分を1回とした。
【００９３】
RAP-PCR
　RAP-PCRは、本質的に記載10のようにして行った。オリゴヌクレオチド配列は、追記2に
記載されている。RT反応では、2μlのRNAを、10ng/μlのオリゴヌクレオチド、10mM ジチ
オトレイトール、500μmの各dNTP、25mM Tris-HCl（pH 8.3）、75mM KClおよび3mM MgCl2
を含む10μlの反応物中で用いた。反応混合物を70℃で5分間、37℃で5分間インキュベー
トした後、200単位のSuperscript RT酵素（Life Technologies）を添加した。37℃でのイ
ンキュベーションを55分間継続し、72℃で5分間のインキュベーションにより反応を停止
させた。RT混合物を希釈して、8ng/μlのオリゴヌクレオチド、300μmの各dNTP、15mM Tr
is-HCl（pH 8.3）、65mM KCl、3.0mM MgCl2および5単位のTaq DNAポリメラーゼ（PE Bios
ystems）を含む50μlのPCR反応物とした。サイクル条件は、94℃で5分、40℃で5分および
72℃で1分を1回、続いて94℃で1分、56℃で2分および72℃で1分を40回繰り返し、72℃で5
分を1回とした。RAP-PCRの後、15μlのRT-PCR産物を3% NuSieveアガロースゲル（FMC Bio
Products, Heerhugowaard, The Netherlands）上で並べて泳動した。差示的に現れるMVP
特異的断片をゲルからQiaquick Gel Extractionキット（Qiagen, Leusden, The Netherla
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nds）を用いて精製し、pCR2.1ベクター（Invitrogen, Groningen, The Netherlands）に
製造元の説明書に従ってクローニングした。
【００９４】
配列解析
　ベクターpCR2.1（Invitrogen）にクローニングしたRAP-PCR産物を、M13特異的オリゴヌ
クレオチドを用いて配列決定した。RT-PCRにより得られたDNA断片を、アガロースゲルか
らQiaquick Gel Extractionキット（Qiagen, Leusden, The Netherlands）を用いて精製
し、PCRに用いたのと同じオリゴヌクレオチドを用いて直接配列決定した。配列解析は、D
yenamic ETターミネーターシークエンシングキット（Amersham Pharmacia Biotech, Roos
endaal, The Netherlands）およびABI373自動DNAシーケンサー（PE Biosystems）を用い
て行った。全ての方法は、製造元の説明書に従って行った。
【００９５】
RT-PCRによるMPVのゲノム断片の作製
　RAP-PCR断片間のギャップA,BおよびCにまたがるPCR断片（図2）を作製するために、ウ
イルス単離体00-1から単離したRNAについて、先に記載したようなRT-PCRアッセイを用い
た。次のプライマーを用いた。
【００９６】
　断片Aについて：リーダー中に設計されたTR1：（5’-AAAGAATTCACGAGAAAAAAACGC-3’）
およびNにおいて得られるRAP-PCR断片の3’末端に設計されたN1（5’-CTGTGGTCTCTAGTCCC
ACTTC-3’）。
【００９７】
　断片Bについて：Nにおいて得られるRAP-PCR断片の5’末端に設計されたN2：（5’-CATG
CAAGCTTATGGGGC-3’）およびMにおいて得られるRAP-PCR断片の3’末端に設計されたM1：
（5’-CAGAGTGGTTATTGTCAGGGT-3’）。
【００９８】
　断片Cについて：Mにおいて得られるRAP-PCR断片の5’末端に設計されたM2：（5’-GTAG
AACTAGGAGCATATG-3’）およびFにおいて得られるRAP-PCR断片の3’末端に設計されたF1：
（5’-TCCCCAATGTAGATACTGCTTC-3’）。
【００９９】
　断片は、前記で記載したようにして、ゲルから精製し、クローニングし、配列決定した
。
【０１００】
MPVを診断するためのRT-PCR
　9種のMPV単離体のN、M、FおよびLのORFの一部を増幅して配列決定するために、それぞ
れにつき、プライマーN3（5’-GCACTCAAGAGATACCCTAG-3’）およびN4（5’-AGACTTTCTGCT
TTGCTGCCTG-3’）を用いて151ヌクレオチドの断片を増幅し、M3（5’-CCCTGACAATAACCACT
CTG-3’）およびM4（5’-GCCAACTGATTTGGCTGAGCTC-3’）を用いて252ヌクレオチドの断片
を増幅し、F7（5’-TGCACTATCTCCTCTTGGGGCTTTG-3’）およびF8（5’-TCAAAGCTGCTTGACAC
TGGCC-3’）を用いて221ヌクレオチドの断片を増幅し、L6（5’-CATGCCCACTATAAAAGGTCAG
-3’）およびL7（5’-CA CCCCAGTCTTTCTTGAAA-3’）を用いて173ヌクレオチドの断片を増
幅した。RT-PCR、ゲル精製および直接配列決定は上記で記載したようにして行った。更に
、用いたプローブは次のとおりとした。
【０１０１】
　Mにおいて用いたプローブ：5’-TGCTTGTACTTCCCAAAG-3’
　Nにおいて用いたプローブ：5’-TATTTGAACAAAAAGTGT-3’
　Lにおいて用いたプローブ：5’-TGGTGTGGGATATTAACAG-3’
系統学的解析
　全ての系統樹について、ClustalWソフトウェアパッケージを用いてDNA配列をアライメ
ントし、最尤系統樹は、Phylip3.5プログラムのDNA-MLソフトウェアパッケージを使用し
、100のブートストラップおよび3のジャンブルを用いて作製した15。系統樹の作製に用い
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た先に公表されている配列は、Genbankから次のアクセッション番号で入手できる：全ORF
について：hRSV：NC001781；bRSV：NC001989；FのORFについて：PVM、D11128；APV-A、D0
0850；APV-B、Y14292；APV-C、AF187152；NのORFについて：PVM、D10331；APV-A、U39295
；APV-B、U39296；APV-C、AF176590；MのORFについて：PVM、U66893；APV-A、X58639；AP
V-B、U37586；APV-C、AF262571；PのORFについて：PVM、09649；APV-A、U22110；APV-C、
AF176591。MPVの9種の異なるウイルス単離体についての系統学的解析は、アウトグループ
としてAPV C株を用いて行った。
【０１０２】
　図中で用いた略語：hRSV：ヒトRSV；bRSV：ウシRSV；PVM：マウス肺炎ウイルス；APV-A
、BおよびC：トリ・ニューモウイルスA型、B型およびC型。
【０１０３】
MPVの同定方法の実施例
試料の採取
　ウイルス単離体を見出すために、好ましくはヒトなどの哺乳動物、肉食動物（イヌ、ネ
コ、イタチ（mustellits）、アザラシなど）、ウマ、反芻動物（ウシ、ヒツジ、ヤギなど
）、ブタ、ウサギ、トリ（家禽、ダチョウなど）からの鼻咽頭吸引物、咽喉および鼻のス
ワブ、気管支肺胞洗浄液を調べなければならない。トリの排泄腔スワブおよび糞からも調
べることができる。ELISAなどの免疫学的アッセイおよびウイルス中和アッセイのために
は、血清を採取しなければならない。
【０１０４】
　採取したウイルス試料は、5mlのダルベッコMEM培地（BioWhittaker, Walkersville, MD
）で希釈し、ボルテックスミキサーで1分間にわたり完全に混合した。次に、懸濁液を840
×gで10分間遠心分離した。沈殿物は免疫蛍光技法用としてマルチスポットスライド（Nut
acon, Leimuiden, The Netherlands）に広げ、上清はウイルス単離に用いた。
【０１０５】
ウイルス単離
　ウイルス単離では、tMK細胞（RIVM, Bilthoven, The Netherlands）を、スライドガラ
ス（Costar,Cambridge, UK）を含む24ウェルプレートで、10%ウシ胎児血清（BioWhittake
r, Vervier, Belgium）を補充した下記の培地を用いて培養した。インキュベートする前
に、プレートをPBSで洗浄し、0.52g/LのNaHCO3、0.025M Hepes（Biowhittaker）、2mM L-
グルタミン（Biowhittaker）、200単位/Lのペニシリン、200μg/Lのストレプトマイシン
（Biowhittaker）、1g/Lのラクトアルブミン（Sigma-Aldrich, Zwijndrecht,The Netherl
ands）、2.0g/LのD-グルコース（Merck, Amsterdam, The Netherlands）、10g/Lのペプト
ン（Oxoid, Haarlem, The Netherlands）および0.02%トリプシン（Life Technologies, B
ethesda, MD）を補充したHanks'塩(ICN, Costa mesa, CA)を有するイーグルMEM(Eagle's 
MEM)を供給した。プレートに鼻咽頭吸引サンプルの上清を接種し（0.2ml/ウェルで３連ず
つ）、続いて840×gで1時間遠心分離した。接種後、プレートを37℃最大14日間インキュ
ベートし、培地を1週間に一度交換し、培養物をCPEについて毎日チェックした。14日後、
二代目の継代から細胞を剥がし、更に14日間インキュベートした。この工程を三継代にわ
たり繰り返した。スライドガラスを用いて、後記に記載する間接IFAによりウイルスの存
在を示した。
【０１０６】
　CPEは概して、第三代継代後、単離体によって8～14日目に見られた。CPEは実際には、t
MK細胞または他の細胞培養物においてhRSVもしくはhPIVにより引き起こされるものとは区
別できなかった。しかし、hRSVは4日目付近を起点としてCPEを誘導する。CPEは、合胞体
形成を特徴とし、その後で細胞は急速な内部破壊を示し、続いて細胞が単層から離脱した
。幾つかの単離体では、CPEを観察することが難しく、IFAを用いてこれらの培養物中のウ
イルスの存在を確認した。
【０１０７】
MPVのウイルス培養
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　上記で記載した培地中のサブコンフルエントな(sub-confluent)単層のtMK細胞に、24ウ
ェルプレートで二代または三代継代した後でCPEを示したサンプルの上清を接種した。培
養物を、CPEについて毎日チェックし、1週間に一度培地を交換した。CPEは単離体ごとに
異なっていたので、全ての培養物を、12～14日目に間接IFAにより新規なウイルス単離体
に対するフェレット抗体を用いて試験した。陽性の培養物を3回凍結融解した後、低速遠
心分離により上清を清澄化し、アリコートをとり、－70℃で凍結保存した。培養物上清中
のウイルスの50%組織培養感染量（TCID50）を、当該分野で用いられる確立された技法16

に従って測定した。
【０１０８】
ウイルスの特性決定
　血液凝集アッセイおよびクロロホルム感受性試験を、十分に確立され記載されている当
該分野で用いられる技法14に従って行った。EM分析では、ウイルスを17000×gで4℃での
微量遠心分離で感染細胞培養上清から濃縮した後、ペレットをPBSに再懸濁し、陰性造影E
Mにより調べた。
【０１０９】
間接IFAによる抗原の検出
　採取した被験体は、記載されているようにして処理し、サンプルの沈殿物をマルチスポ
ットスライドに広げた。乾燥した後、細胞をアセトン中で室温で1分間固定した。
【０１１０】
　あるいはまた、ウイルスは、スライドガラスを含む24ウェルスライド内のtMK細胞にお
いて培養した。これらのスライドガラスをPBSで洗浄し、アセトン中で室温で1分間固定し
た。
【０１１１】
　PBSで洗浄した後、スライドを、PBSで1：50～1：100に希釈したポリクローナル抗体と
共に、37℃で30分間インキュベートした。本発明者らは、免疫したフェレットおよびモル
モットを用いてポリクローナル抗体を得たが、これらの抗体は種々の動物において生起さ
せることができ、ポリクローナル抗体の実施希釈度は各免疫について変えることができる
。PBSで3回、水道水で1回洗浄した後、スライドを、FITC標識ヤギ-抗フェレット抗体（KP
L, Guilford, UK, 40倍希釈したもの）と共に、37℃で30分間インキュベートした。PBSで
3回、水道水で1回洗浄した後、スライドを、グリセロール／PBS溶液（Citifluor, UKC, C
anterbury, UK）に入れ、覆った。スライドは、Axioscop蛍光顕微鏡（Carl Zeiss B.V., 
Weesp, the Netherlands）を用いて分析した。
【０１１２】
間接IFAによるヒト、哺乳動物、反芻動物または他の動物における抗体の検出
　ウイルス特異的抗体を検出するために、MPVを保有する感染tMK細胞をカバーガラス上で
アセトンで固定し（上記で記載したとおり）、PBSで洗浄し、希釈度1～16の血清サンプル
と共に37℃で30分間インキュベートした。PBSで2回、水道水で1回洗浄した後、スライド
を使用する種に対するFITC標識二次抗体（Dako）と共に37℃30分間インキュベートした。
スライドは上記で記載したようにして処理した。
【０１１３】
　抗体は蛍光色素で直接標識でき、そうすれば直接免疫蛍光アッセイが行えるだろう。FI
TCは、任意の蛍光色素で代用できる。
【０１１４】
動物の免疫
　新たに見出されたウイルスに対するフェレットおよびモルモットの特異的抗血清は、2
匹の特定の病原体を保有しないフェレットおよび2匹のモルモットの実験的鼻腔内感染に
より作製し、別々の加圧グローブボックスに収容した。2～3週間後、動物から心臓穿刺に
より採血し、それらの血清を参照血清として用いた。血清は、全ての先に記載されている
ウイルスについて、後記に記載されているようにして間接IFAにより試験した。特異的抗
体調製物の作製には、他の動物種も適しており、他の抗原調製物も使用可能である。



(35) JP 2011-177173 A 2011.9.15

10

20

30

40

50

【０１１５】
ウイルス中和アッセイ（VNアッセイ）
　VNアッセイは、ヒトおよび動物の血清の、8倍希釈から出発する連続2倍希釈物を用いて
行った。希釈した血清を、TCID50が100のウイルスと共に1時間インキュベートした後、96
ウェルプレート内で増殖させたtMK細胞を接種し、その後、プレートを840×gで遠心分離
した。上記で記載したのと同じ培地を使用した。3日後および6日後に培地を交換し、8日
目にIFAを行った（上記を参照）。VN力価は、IFAが陰性で細胞培養物中でCPEの抑制が起
こる血清サンプルの最低希釈度として定義した。
【０１１６】
RNAの単離
　RNAは、感染細胞培養物の上清またはショ糖勾配画分から高純度RNA単離キットを用いて
製造元（Roche Diagnostics, Almere, The Netherlands）の説明書に従って単離した。RN
Aは、当該分野で公知の他の手順に従って単離することもできる（Current Protocols in 
Molecular Biology）。
【０１１７】
RT-PCR
　ワンステップRT-PCRを、50mM Tris.HCl(pH 8.5)、50mM NaCl、4mM MgCl2、2mMジチオト
レイトール、200μM 各dNTP、10単位の組換えRNAsin（Promega, Leiden, the Netherland
s）、10単位のAMV RT（Promega, Leiden, The Netherlands）、5単位のAmplitaq Gold DN
Aポリメラーゼ（PE Biosystems, Nieuwerkerk aan de Ijssel, The Netherlands）および
5μl RNAを含む50μlの反応物中で行った。サイクル条件は、42℃で45分および95℃で7分
を1回、95℃で1分、42℃で2分、および72℃で3分を40回繰り返し、72℃で10分を1回とし
た。
【０１１８】
　診断PCRで用いたプライマー：
　核タンパク質では、N3（5'-GCACTCAAGAGATACCCTAG-3'）およびN4（5'-AGACTTTCTGCTTTG
CTGCCTG-3'）を用いて151ヌクレオチドの断片を増幅した。マトリックスタンパク質では
、M3（5'-CCCTGACAATAACCACTCTG-3'）およびM4（5'-GCCAACTGATTTGGCTGAGCTC-3'）を用い
て252ヌクレオチドの断片を増幅した。ポリメラーゼタンパク質では、L6（5'-CATGCCCACT
ATAAAAGGTCAG-3'）およびL7（5'-CACCCCAGTCTTTCTTGAAA-3'）を用いて173ヌクレオチドの
断片を増幅した。他のプライマーはMPVの配列に基づいて設計でき、特定の目的には異な
る緩衝液およびアッセイ条件が使用できる。
【０１１９】
配列解析
　配列解析は、Dyenamic ETターミネーターシークエンシングキット（Amersham Pharmaci
a Biotech, Roosendaal, The Netherlands）およびABI373自動DNAシーケンサー（PE Bios
ystem）を用いて行った。全ての技法は、製造元の説明書に従って行った。PCR断片は、PC
Rにおいて使用したのと同じオリゴヌクレオチドを用いて直接配列決定するか、あるいは
、断片をゲルからQiaquick Gel Extractionキット（Qiagen, Leusden, The Netherlands
）を用いて精製し、pCR2.1ベクター（Invitrogen, Groningen, The Netherlands）に製造
元の説明書に従ってクローニングし、次にM13特異的オリゴヌクレオチドを用いて配列決
定した。
【０１２０】
ゲノムの3'末端（NS1／NS2が欠けている）の分析に用いたオリゴヌクレオチド
　プライマーTR1（5'-AAAGAATTCACGAGAAAAAAACGC-3'）は、公表されているhRSVおよびAPV
のトレイラーおよびリーダーの配列（Randhawa（1997）により公表）に基づいて設計し、
プライマーN1（5'-CTGTGGTCTCTAGTCCCACTTC-3'）は、Nタンパク質において得られた配列
に基づいて設計した。RT-PCRアッセイおよび配列決定は上記に記載されているようにして
行った。
【０１２１】
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　RT-PCRにより、約500塩基対の産物が得られた。これは2種のORFの情報を含むにしては
短く、これらの配列を翻訳しても、ORFは明らかにならなかった。
【０１２２】
ELISAによるヒト、哺乳動物、反芻動物または他の動物における抗体の検出
　パラミクソウイルス科において、Nタンパク質は最も豊富なタンパク質であり、このタ
ンパク質に対する免疫応答は感染の初期に起こる。これらの理由から、MPVに対する抗体
を検出するためのELISAアッセイの開発には、Nタンパク質の組換え供給源が好ましく使用
される。抗体検出に適する抗原としては、MPVウイルスに暴露された、またはMPVウイルス
に感染した患者のMPV特異的抗体のいずれかと結合するあらゆるMPVタンパク質が含まれる
。本発明の好ましい抗原としては、MPVに暴露された患者において主に免疫応答を生じさ
せるものが挙げられ、したがって、それらは典型的には患者の抗体により最も容易に認識
される。特に好ましい抗原としては、MPVのN、FおよびGタンパク質が挙げられる。免疫学
的技法において使用される抗原は、未変性の抗原とすることができるか、あるいはそれら
の修飾バージョンとすることができる。周知の分子生物学の技法を用いて、MPV抗原のア
ミノ酸配列を改変して、免疫学的技法において使用可能なその抗原の修飾バージョンを産
生することができる。
【０１２３】
　遺伝子のクローニング方法、発現ベクターへの、または発現ベクターからの遺伝子の操
作方法、および異種宿主における遺伝子によりコードされるタンパク質の発現方法は周知
であり、それらの技法を用いて、診断アッセイに使用するための組換え抗原を産生するた
めの発現ベクター、宿主細胞、および宿主内での抗原をコードするクローン化遺伝子の発
現を提供することができる。例えば、Molecular cloning, A laboratory manual and Cur
rent Protocols in Molecular Biologyを参照されたい。MPV抗原の産生には種々の発現系
が使用可能である。例えば、大腸菌、枯草菌、酵母、昆虫細胞および哺乳動物細胞におい
てタンパク質を産生させるのに適する種々の発現ベクターが記載されており、そのいずれ
もが、暴露された患者において抗MPV抗体を検出するのに適するMPV抗原の産生に使用可能
である。
【０１２４】
　バキュロウイルス発現系には、必要なタンパク質のプロセシングを提供するという利点
があり、そのために好ましい。この系は、MPV抗原の発現を指令するのにポリヘドリンプ
ロモーターを利用する（Matsuuraら, 1987, J. Gen. Virol. 68:1233-1250）。
【０１２５】
　組換えバキュロウイルスにより産生される抗原は、患者において抗MPV抗体を検出する
ための種々の免疫学的アッセイに使用できる。組換え抗原が、実際にウイルス特異的抗体
を検出するための免疫学的アッセイにおいて天然ウイルスの代わりに使用できることは、
十分に確立されている。このアッセイとしては、直接および間接アッセイ、サンドイッチ
アッセイ、固相アッセイ（特にプレートもしくはビーズを使用するものなど）、ならびに
液相アッセイが挙げられる。好適なアッセイとしては、一次および二次抗体を使用するも
の、ならびにプロテインAなどの抗体結合試薬を使用するものが挙げられる。更に、本発
明では種々の検出方法が使用可能であり、比色、蛍光、リン光、化学発光、発光および放
射性の方法が挙げられる。
【実施例】
【０１２６】
実施例1：組換えNタンパク質を用いる間接抗MPV IgG EIA
　抗原として組換えNタンパク質（昆虫（Sf9）細胞内で組換えバキュロウイルスを用いて
産生したもの）を使用する間接IgG EIAが実施できる。抗原調製物として、Sf9細胞を組換
えバキュロウイルスに感染させ、感染後3～7日目に収集する。細胞懸濁液をPBS（pH 7.2
）で2回洗浄し、細胞密度を5.0×106細胞／mlに調整し、3回凍結融解する。大きな細胞デ
ブリを低速遠心分離（500×gで15分間）によりペレット化し、上清を集め、使用するまで
－70℃で保存する。陰性対照抗原として、未感染細胞を同様に処理する。
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【０１２７】
　100μlの凍結融解溶解物を1：50～1：1000の範囲の希釈度で用いて、マイクロタイター
プレートをコーティングする。未感染細胞の溶解物を2連ずつウェルに入れ、陰性対照と
して使う。一夜インキュベートした後、プレートをPBS／0.05% Tweenで2回洗浄する。試
験血清をELISA緩衝液（2%正常ヤギ血清および0.5% ウシ血清アルブミンならびに0.1%ミル
クを補充したPBS）で1：50～1：200に希釈し、続いてウェルを37℃で1時間インキュベー
トする。
【０１２８】
　プレートをPBS／0.05% Tweenで2回洗浄する。西洋ワサビ・ペルオキシダーゼ標識ヤギ
抗ヒト（または他の種に対するもの）IgGをELISA緩衝液で1：3000～1：5000に希釈し、ウ
ェルに加え、37℃で1時間インキュベートする。次に、プレートをPBS／0.05% Tweenで2回
、水道水で1回洗浄し、Sigmaから入手したような酵素基質TMB（3,3',5,5'テトラメチルベ
ンジジン）と共に室温で15分間インキュベートし、反応を100μlの2Mリン酸により停止す
る。比色読取は、自動マイクロタイタープレート読取装置を用いて450nmで測定する。
【０１２９】
実施例2：組換え核タンパク質を用いる捕捉抗MPV IgM EIA
　抗原として組換え核タンパク質または任意の他の組換えタンパク質を使用する捕捉IgM 
EIAは、先にErdmanら（1990）によりJ. Clin. Microb. 29:1466-1471に記載されているア
ッセイに変更を加えることにより実施できる。
【０１３０】
　アフィニティ精製抗ヒトIgM捕捉抗体（または他の種に対するもの）（例えばDakoから
入手したもの）を、ミクロタイタープレートのウェルに、0.1M炭酸緩衝液（pH 9.6）中で
250ng／ウェルの濃度で添加する。室温で一夜インキュベートした後、プレートをPBS／0.
05% Tweenで2回洗浄する。ELISA緩衝液で1：200～1：1000に希釈した100μlの試験血清を
、3連ずつウェルに添加し、37℃で1時間インキュベートする。次に、プレートをPBS／0.0
5% Tweenで2回洗浄する。
【０１３１】
　凍結融解した（組換えウイルスに感染させた）Sf21細胞溶解物を、ELISA緩衝液で1：10
0～1：500に希釈し、ウェルに添加し、37℃で2時間インキュベートする。未感染細胞溶解
物は陰性対照として使用し、2連ずつウェルに入れる。次に、プレートをPBS／0.05% Twee
nで3回洗浄し、ELISA緩衝液で最適希釈度にした100μlのMPVに対するポリクローナル抗体
と共に37℃で1時間インキュベートする。PBS／0.05% Tweenで2回洗浄した後、プレートを
西洋ワサビ・ペルオキシダーゼ標識二次抗体（例えばウサギ抗フェレット）と共にインキ
ュベートし、プレートを37℃で20分間インキュベートする。
【０１３２】
　次に、プレートをPBS／0.05% Tweenで5回洗浄し、酵素基質TMB（3,3',5,5'テトラメチ
ルベンジジン）（例えば「Sigma」から入手したもの）と共に室温で15分間インキュベー
トし、反応を100μlの2Mリン酸で停止させる。比色読取は、自動マイクロタイタープレー
ト読取装置を用いて450nmで測定する。
【０１３３】
　組換え核タンパク質（または他の組換えタンパク質）およびMPVウイルス全体を用いる
捕捉IgM EIAの感度を、臨床的MPVウイルス感染に罹患している患者からの急性期および回
復期の血清対を用いて比較する。組換え核タンパク質捕捉EIAの特異性は、健常なヒトお
よび他のパラミクソウイルス感染に罹患しているヒトからの血清被験体を試験することに
より決定する。
【０１３４】
バキュロウイルス発現により産生された組換えMPV融合タンパク質および糖タンパク質の
タンパク質を用いることに関するEIAの可能性
　糖タンパク質GおよびFは、MPVビリオンの2種の膜貫通エンベロープ糖タンパク質であり
、主要な中和および保護抗原を表す。これらの糖タンパク質をベクターウイルス系（例え
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ばバキュロウイルス系）で発現させると、MPV特異的抗体を検出するためのアッセイで使
用する組換え抗原の供給源が得られる。更に、それらを例えば核タンパク質と組み合せて
使用すると、MPVに対する抗体の検出における酵素免疫アッセイの感度がさらに増大する
。
【０１３５】
　種々の他の免疫学的アッセイ（Current Protocols in Immunology）は、本明細書で記
載されているものの代替の方法として使用可能である。
【０１３６】
　ウイルス単離体を見出すためには、好ましくは（限定するものではないが）ヒト、肉食
動物（イヌ、ネコ、アザラシなど）、ウマ、反芻動物（ウシ、ヒツジ、ヤギなど）、ブタ
、ウサギ、トリ（家禽、ダチョウなど）からの鼻咽頭吸引物、咽喉および鼻のスワブ、気
管支肺胞洗浄液を調べればよい。トリからは、排泄腔および腸管のスワブならびに糞も調
べることができる。全てのサンプルについて、ウイルスを検出するために、血清学（抗体
および抗原の検出など）、ウイルス単離および核酸検出技法を行うことができる。
【０１３７】
　モノクローナル抗体は、マウス（または他の動物）を精製したMPVまたはその部分（タ
ンパク質、ペプチド）で免疫し、次に確立されたハイブリドーマ技術（Current Protocol
s in Immunology）を用いることにより作製できる。あるいはまた、ファージディスプレ
イ技術もこの目的に使用できる（Current Protocols in Immunology）。同様に、ポリク
ローナル抗体は、感染しているヒトもしくは動物、または免疫したヒトもしくは動物から
得ることができる（Current Protocols in Immunology）。
【０１３８】
　NS1タンパク質およびNS2タンパク質の存在又は不在の検出は、種々の抗体調製物を用い
るウエスタンブロッティング、IFA、免疫沈降技法を用いて行うことができる。ウイルス
単離体におけるNS1遺伝子およびNS2遺伝子またはそれらの相同体の存在または不在の検出
は、既知のNS1および／またはNS2遺伝子に基づいて設計されたプライマーセットを使用す
るPCRならびに種々の核酸ハイブリダイゼーション技法を用いて行うことができる。
【０１３９】
　NS1遺伝子およびNS2遺伝子がウイルスゲノムの3'末端に存在するか否かを判定するため
に、ゲノムのこの3'末端に特異的なプライマーを用いてPCRを行うことができる。本発明
者らの場合、本発明者らはウイルスゲノムの3'非翻訳領域に特異的なプライマーおよびN
のORF内のプライマーを使用した。同じ目的のために、他のプライマーを設計してもよい
。NS1／NS2遺伝子の不在は、PCR産物の長さおよび／またはヌクレオチド配列から明らか
になる。NS1および／またはNS2遺伝子に特異的なプライマーは、ウイルスゲノムの3'末端
の他の部分（例えば非翻訳領域またはN、MもしくはFのORF）に特異的なプライマーと組み
合せて使用して、NS1またはNS2遺伝子の存在の陽性の同定を可能にすることができる。PC
Rだけでなく、分子クローニング、核酸ハイブリダイゼーションなどの種々の技法が同じ
目的に使用可能である。
【０１４０】
実施例3：MPVの各種の血清型／亜群
　2つの可能性のある遺伝的クラスターが、9種のウイルス単離体のN、M、FおよびLのORF
の部分ヌクレオチド配列の分析によって同定される。1つのクラスター内では90～100%の
ヌクレオチド同一性が見られ、クラスター間では81～88%の同一性が見られた。更なるウ
イルス単離体について得られた配列情報から、2つの遺伝子型の存在が確認された。クラ
スターAのプロトタイプとしてのウイルス単離体ned/00/01、およびクラスターBのプロト
タイプとしてのウイルス単離体ned/99/01を交差中和アッセイで使用して、遺伝子型が異
なる血清型または亜群に関連するか否かを試験した。
【０１４１】
結果
　ポリメラーゼ遺伝子内に位置するプライマーを使用するRT-PCRアッセイを用いて、本発
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な単離体のマトリックス遺伝子およびポリメラーゼ遺伝子の部分ならびに先の９種の単離
体のものの配列情報を用いて、系統樹を構築した（図16）。これらの系統樹の分析から、
2種の遺伝的クラスターの存在が確認された。すなわち、A群のプロトタイプウイルスとし
てのウイルス単離体ned/00/00-1およびB群のプロトタイプウイルスとしてのウイルス単離
体ned/99/01である。1つの群の中でのヌクレオチド配列同一性は92%を上回り、一方、ク
ラスター間では同一性は81～85%であった。
【０１４２】
　ウイルス単離体ned/00/01およびned/99/01を用いてフェレットに接種して、ウイルス特
異的抗血清を生起させた。これらの抗血清は、両者のウイルスを用いるウイルス中和アッ
セイに用いた。
【０１４３】

　更に、6匹のモルモットにウイルス（ned/00/01とned/99/01）のいずれか一方を接種し
た。鼻咽頭吸引サンプルについてRT-PCRアッセイを行ったところ、感染後2日目から10日
目までウイルスの複製を示した。感染後70日目に、モルモットを同種または異種のウイル
スでチャレンジしたところ、全4種の場合について、ウイルス複製が認められた。
【０１４４】
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　１回目のチャレンジ後の抗血清を用いたウイルス中和アッセイでは、フェレットを用い
て行ったVNアッセイと本質的に同じ結果が示された（VN力価の差は16倍を上回る）。
【０１４５】
　この実施例で示される結果から、2つの遺伝子型の存在が確認される。それらはMPVの2
つの血清型に対応し、異種および同種のウイルスによる繰り返し感染の可能性を示してい
る。
【０１４６】
実施例4：更なる配列決定
　この実施例では、MPVのオープンリーディングフレーム（ORF）の配列および遺伝子間配
列、ならびにゲノム末端の部分配列の更なる分析を記載する。
【０１４７】
　MPVの核タンパク質（N）、リン酸化タンパク質（P）、マトリックスタンパク質（M）お
よび融合タンパク質（F）の遺伝子の配列解析から、APV血清型C（アメリカ合衆国で主に
鳥類において見られるトリ・ニューモウイルス）と最も高い程度の配列相同性があること
が明らかになった。また、これらの分析から、ウイルスゲノムの3'末端において非構造タ
ンパク質NS1およびNS2が存在せず、マトリックスタンパク質のすぐ隣に融合タンパク質が
位置することも明らかになった。ここで、本発明者らは、22K（M2）タンパク質、小さな
疎水性（SH）タンパク質、接着（G）タンパク質およびポリメラーゼ（L）タンパク質の遺
伝子、遺伝子間領域ならびにトレイラー配列の配列を示す。ここで示す配列を、先に記載
されている配列と組み合せれば、ゲノム末端の先端の12～15ヌクレオチドを除くMPVのゲ
ノム配列が完全なものになり、MPVのゲノム構成が確立される。MPVゲノムの配列をAPV亜
型A、BおよびC、RSV亜型AおよびB、PMVならびに他のパラミクソウイルスの配列と並べて
比較すれば、MPVがメタニューモウイルス属に分類されることの強力な証拠が得られる。
【０１４８】
結果
配列ストラテジー
　MPV単離体00-1（van den Hoogenら, 2001）を、三次サル腎（tMK）細胞内で増殖させ、
接種後3週間目に上清から単離されたRNAをRT-PCR分析の鋳型として用いた。プライマーは
、MPV00-1について入手できる部分配列情報（van den Hoogenら, 2001）ならびにAPVおよ
びRSVのリーダー配列およびトレイラー配列（Randhawaら, 1997；Minkら, 1991）に基づ
いて設計した。初めに、先に得られた産物の間の断片（長さが500bp～4Kbの範囲の大きさ
）をRT-PCR増幅により作製し、直接配列決定した。次に、MPVゲノム全体に該当する一連
の重複するRT-PCR断片（500～800bpの範囲の大きさ）を作製することにより、ゲノム配列
を確認した。全てのPCR断片について、両方の鎖を直接配列決定して、増幅および配列決
定の誤差を最小限にした。このヌクレオチド配列およびアミノ酸配列を用いて、Genbank
データベースの配列との相同性をBLASTソフトウェア（www.ncbi.nih.gov.blast）を用い
て検索した。タンパク質の名称は、既知のウイルス遺伝子との相同性ならびにそれらのゲ
ノム内での位置に基づき、オープンリーディングフレーム（ORF）に対して割り当てた。
この情報に基づいて、MPVのゲノム地図を構築した（図7）。MPVのゲノムの長さは13378ヌ
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クレオチドであり、その構成はAPVのゲノム構成と類似する。以下に、本発明者らはMPVの
ORFおよび非コード配列と他のパラミクソウイルスのものとの間の比較を示し、重要な類
似点と差異点について述べる。
【０１４９】
核タンパク質（N）遺伝子
　示すように、MPVのゲノム地図の最初の遺伝子は、394アミノ酸（aa）のタンパク質をコ
ードするものであり、他のニューモウイルスのNタンパク質と広い相同性を示す。NのORF
の長さは、APV-CのNのORFの長さと同じであり（表5）、他のパラミクソウイルスのもの（
Barrら, 1991）よりも短い。アミノ酸配列の分析から、APV-Cと最も高い相同性（88%）を
示し、他のパラミクソウイルスとは7～11%しか示さないことが明らかになった（表6）。
【０１５０】
　Barrら（1991）は、他のモノネガウイルス目に属するウイルスA、BおよびCの間で類似
する3つの領域を同定した（図8）。これらの領域は、類似性はウイルス科内では最も高い
が、ウイルス科間では高度に保存されている。3つの領域全てにおいて、MPVは、APV-Cと9
7%、APV-Bと89%、APV-Aと92%、ならびにRSVおよびPVMと66～73%のアミノ酸配列同一性が
あることが判明した。アミノ酸残基160～340の間の領域は、メタニューモウイルス間で高
度に保存されており、ニューモウイルス亜科ではそれより多少低いと思われる（Miyahara
ら, 1992；Liら, 1996；Barrら, 1991）。これは、MPVがメタニューモウイルスであり、A
PV-Cと100%の類似性を示すことと一致する。
【０１５１】
リン酸化タンパク質（P）遺伝子
　ゲノム地図の第2のORFは、294アミノ酸のタンパク質をコードするものであり、このタ
ンパク質はAPV-CのPタンパク質と68%のアミノ酸配列相同性を共有するが、RSVのPタンパ
ク質とは22～26%しかない（表6）。MPVのP遺伝子は1つの実質的なORFを含んでおり、それ
に関しては多くの他のパラミクソウイルス由来のPと類似する（LambおよびKolakofsky, 1
996；Sedlmeierら, 1998に概説されている）。
【０１５２】
　APVのAおよびBならびにPVMとは異なり、RSVおよびAPV-Cとは同様に、MPVのPのORFはシ
ステイン残基が欠けている。Ling（1995）は、全てのニューモウイルス間で高い類似性が
ある領域（アミノ酸185～241）がRNA合成プロセスまたはヌクレオカプシド複合体の構造
の完全性の維持においてある役割を担っていることを示唆していた。この高い類似性のあ
る領域はMPVにおいても、特に保存的置換を考慮に入れた場合に見られており（図9）、AP
V-Cと100%、APV-AおよびBと93%、ならびにRSVと約81%の類似性を示す。MPVのPタンパク質
のC末端はグルタミン酸残基に富み、これはAPVについても記載されている（Lingら, 1995
）。
【０１５３】
マトリックス（M）タンパク質遺伝子
　MPVゲノムの第3のORFは254アミノ酸のタンパク質をコードするものであり、これは他の
ニューモウイルスのMのORFと類似している。MPVのMのORFの大きさは他のメタニューモウ
イルスのMのORFと全く同じであり（表5）、APVのマトリックスタンパク質と高いアミノ酸
配列相同性（78～87%）を示し、RSVおよびPVMのものとはそれより低い相同性（37～38%）
を示し、および他のパラミクソウイルスのものとは10%以下の相同性を示す（表6）。
【０１５４】
　Easton（1997）は、全てのニューモウイルスのマトリックスタンパク質の配列を比較し
、残基14～19において保存されたヘプタペプチドを見出した。このヘプタペプチドはMPV
においても保存されている（図10）。RSV、PVMおよびAPVでは、Mの主要なORFの内部に、
またはそれと重複して、小さな第2のORFが同定されている（bRSVでは52アミノ酸および51
アミノ酸、RSVでは75アミノ酸、PVMでは46アミノ酸、およびAPVでは51アミノ酸）（Yuら,
 1992；Eastonら, 1997；Samalら, 1991；Satakeら, 1984）。本発明者らは、MPVのMのOR
F内にある2つの小さなORFに注目した。一方の小さなORF（54のアミノ酸残基）は、主要な
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MのORF内部に見られ（断片1、図7）、ヌクレオチド2281から始まっており、もう一方の小
さなORF（33のアミノ酸残基）はMの主要なORFと重複して見られ、ヌクレオチド2893から
始まっていた（断片2、図7）。RSVおよびAPVの第2のORFと同様に、これらの第2のORFと他
のニューモウイルスの第2のORFとの間に有意な相同性はなく、開始シグナルまたは停止シ
グナルが欠けていると思われる。更に、APVおよびRSVのこれらの第2のORFに相当するタン
パク質の合成についての証拠は報告されていない。
【０１５５】
融合タンパク質（F）遺伝子
　MPVのFのORFはMのORFに隣接して位置しており、これはメタニューモウイルス属のメン
バーの特徴である。MPVのF遺伝子は539アミノ酸のタンパク質をコードし、これはAPV-Cの
Fよりもアミノ酸残基2個ぶんだけ長い（表５）。アミノ酸配列の分析から、APV-Cと81%、
APV-AおよびBと67%、ニューモウイルスのFタンパク質と33～39%、および他のパラミクソ
ウイルスとは僅か10～18%の相同性があることが明らかになった（表6）。パラミクソウイ
ルスのFタンパク質間で保存されていて、MPVでも見られる特徴の1つは、システイン残基
の分布である（Morrison, 1988；Yuら, 1991）。メタニューモウイルスは、F1において12
個のシステイン残基（7個は全てのパラミクソウイルス間で保存されている）、およびF2
において2個のシステイン残基（1個はすべてのパラミクソウイルス間で保存されている）
を共有している。MPVのFのORF内に存在する3つの可能性のあるN結合グリコシル化部位の
うち、RSVと共有するものはなく、2つ（74位および389位）がAPVと共有する。MPVの第3の
ユニークな可能性のあるN結合グリコシル化部位は206位に位置している（図11）。
【０１５６】
　他のパラミクソウイルスとは配列相同性が低いにもかかわらず、MPVのFタンパク質は、
他のパラミクソウイルス科のメンバーのFタンパク質について記載されている（Morrison,
 1988）ものと一致する、典型的な融合タンパク質の特徴を示した。パラミクソウイルス
科のメンバーのFタンパク質は、不活性な前駆体（F0）として合成され、それが宿主細胞
のプロテアーゼにより切断されて、アミノ末端F2サブユニットおよび大きなカルボキシ末
端F1サブユニットを生じる。提案される切断部位（Collinsら, 1996）は、パラミクソウ
イルス科の全てのメンバー間で保存されている。MPVの切断部位は、残基RQSRを含む。双
方のアルギニン（R）残基はAPVおよびRSVで共有しているが、グルタミン（Q）残基および
セリン（S）残基はヒト・パラインフルエンザウイルス1型、センダイウイルスおよび麻疹
ウイルスなどの他のパラミクソウイルスと共有する（データは示さず）。
【０１５７】
　F1のアミノ末端にある疎水性領域は、膜融合ドメインとして機能すると考えられ、パラ
ミクソウイルスおよび麻疹ウイルスの間で高い配列類似性を、ニューモウイルスに対して
はそれより低い程度の配列類似性を示す（Morrison, 1988）。これらの26個の残基（137
～163位、図11）は、MPVとAPV-Cとの間で保存されており、これは、この領域がメタニュ
ーモウイルス間で高度に保存されていること（Naylorら, 1998；Sealら, 2000）と一致し
ている。
【０１５８】
　APVおよび他のパラミクソウイルスのF2サブユニットについて見られるように、MPVはRS
Vと比較して22個のアミノ酸残基（107～128位、図11）が欠失していることが明らかにな
った。更に、RSVおよびAPVでは、シグナルペプチドおよびアンカードメインが亜型内で保
存されていることが判り、亜型間で高い多様性を示した（Plowsら, 1995；Naylorら, 199
8）。F2のアミノ末端にあるMPVのシグナルペプチド（アミノ酸10～35、図11）は、APV-C
とある程度の配列類似性を示し（26個のアミノ酸残基のうち18個が類似する）、他のAPV
またはRSVとはあまり保存されていない。F1のカルボキシ末端にある膜アンカードメイン
では、ずっと高い多様性が見られるが、APV-Cとはある程度の相同性がなお見られる。
【０１５９】
22K（M2）タンパク質
　M2遺伝子はニューモウイルス亜科に固有のものであり、全てのニューモウイルスで2つ
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の重複するORFが見られる。第1の主要なORFはM2-1タンパク質を示し、これはウイルスポ
リメラーゼの処理機能（Collinsら, 1995；Collins, 1996）およびその遺伝子間領域のリ
ードスルー(readthrough)（Hardyら, 1998；Fearnsら, 1999）を増大させる。MPVのM2-1
遺伝子は、F遺伝子に隣接して位置しており、187アミノ酸のタンパク質をコードし（表5
）、APV-CのM2-1と最も高い相同性（84%）を示す（表6）。全てのニューモウイルスのM2-
1タンパク質の比較から、そのタンパク質のアミノ末端側の半分において最も高く保存さ
れていることが明らかとなっており（Collinsら, 1990；Zamoraら, 1992；Ahmadianら, 1
999）、これはMPVがそのタンパク質の最初の80個のアミノ酸残基においてAPV-Cと100%の
類似性を示すという知見と一致する（図12A）。MPVのM2-1タンパク質は、最初の30個のア
ミノ酸残基内に位置する3個のシステイン残基を含んでおり、それらは全てのニューモウ
イルス間で保存されている。そのようなシステインの集中は、亜鉛結合タンパク質におい
てよく見られる（Ahmadianら, 1991；Cuestaら, 2000）。
【０１６０】
　第2のORF（M2-2）は、ニューモウイルスのM2-1のORFと重複し、これは位置については
保存されているが、配列においては保存されておらず、ウイルスのRNAの複製と転写との
間の切り替えの制御に関与すると考えられる（Collinsら, 1985；Elangoら, 1985；Baybu
ttら, 1989；Collinsら, 1990；Lingら, 1992；Zamoraら, 1992；Alansariら, 1994；Ahm
adianら, 1999；Berminghamら, 1999）。MPVでは、M2-2のORFは、M2-1のORFのヌクレオチ
ド512から出発しており（図7）、これはAPV-Cと全く同じ出発位置である。M2-2のORFの長
さは、APV-CとMPVとは同じであり、77個のアミノ酸残基である（表5）。M2-2のORFの配列
比較（図12B）から、MPVとAPV-Cとの間には64%のアミノ酸配列相同性があり、MPVとAPV-A
およびBとの間には44～48%のアミノ酸配列相同性しかないことが明らかになった（表6）
。
【０１６１】
小さな疎水性タンパク質（SH）のORF
　hMPVのM2に隣接して位置する遺伝子は、183アミノ酸のSHタンパク質をコードすると思
われる（図1および7）。このORFと他のRNAウイルス遺伝子または遺伝子産物との間には認
識できるような配列同一性はない。これは驚くことではない。何故ならば、ニューモウイ
ルスのSHタンパク質間での配列類似性は一般に低いからである。hMPVの推定のSHのORFは
、現在までに知られている最も長いSHのORFである（表1）。SHのORFのアミノ酸組成は、A
PV、RSVおよびPVMのものと比較的類似しており、トレオニン残基およびセリン残基の割合
が高い（hMPV、APV、RSV A、RSV B、bRSVおよびPVMについて、それぞれ22%、18%、19%、2
0.0%、21%および28%）。hMPVのSHのORFは、10個のシステイン残基を含むが、APVのSHは16
個のシステイン残基を含む。hMPVのSHのORFは、2個の可能性のあるN結合グリコシル化部
位（アミノ酸76および121）を含むが、APVは1個であり、RSVは2個または3個であり、PVM
は4個である。
【０１６２】
　推定のhMPVのSHタンパク質ならびにAPVおよびRSVのSHの親水性プロフィールから、類似
する特徴が明らかになった（図7B）。APVおよびhMPVのSHのORFは、親水性のN末端、中心
部の疎水性ドメイン（可能性のある膜貫通ドメインとして機能する可能性がある）（hMPV
ではアミノ酸30～53）、第2の疎水性ドメイン（アミノ酸151～179）、および親水性のC末
端を有する。これに対して、RSVのSHでは、APVおよびhMPVのORFのC末端部が欠けている。
全てのニューモウイルスのSHタンパク質において、疎水性ドメインは塩基性のアミノ酸残
基に隣接しており、これはhMPVのSHのORFでも見られる（アミノ酸29および54）。
【０１６３】
接着糖タンパク質（G）のORF
　hMPVの推定のGのORFは、推定のSH遺伝子に隣接して位置し、236アミノ酸のタンパク質
（ヌクレオチド6262～6972、図1）をコードする。第2の小さなORFがこのORFのすぐ後ろに
見られ、68個のアミノ酸残基（ヌクレオチド6973～7179）をコードする可能性があるが、
開始コドンが欠けている。194アミノ酸残基の第2のリーディングフレームにある第3の可
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能性のあるORFは、これらのORFの両者と重複しているが、これもまた開始コドンが欠けて
いる（ヌクレオチド6416～7000）。このORFに続いて、同じリーディングフレームに65ア
ミノ酸残基の可能性のある第4のORFがあり（ヌクレオチド7001～7198）、これもまた開始
コドンが欠けている。最後に、97アミノ酸残基の可能性のあるORF（しかし開始コドンが
欠けている）が、第3のリーディングフレーム内部に見られる（ヌクレオチド6444～6737
、図1）。第1のORFとは違って、他のORFは明確な遺伝子開始配列も遺伝子終結配列も有し
ていない（下記を参照）。236アミノ酸のGのORFはhMPVの接着タンパク質の少なくとも一
部を示すと思われるが、更に別のコード配列があるRNA編集事象によって別のタンパク質
または接着タンパク質の一部として発現されることは除外できない。APVおよびRSVの場合
、主要なGのORFの後ろに第2のORFは同定されていないこと、しかしAPVおよびRSVの両者が
、Gの主要なORFの内部に第2のORFを有していることに注目すべきである。しかし、これら
のORFの発現の証拠はなく、異なるウイルスの推定されるアミノ酸配列の間に配列同一性
はない（Lingら, 1992）。hMPVのGにおける第2のORFは、他のGタンパク質の特徴を示さず
、更なるORFが発現されるか否かについては、更に調べる必要がある。
【０１６４】
　全てのORFを用いたBLAST分析から、ヌクレオチドレベルまたはアミノ酸配列レベルで、
他の既知のウイルスの遺伝子または遺伝子産物と認識できる配列同一性がないことが判明
した。これは、hRSV AおよびB（53%）（Johnsonら, 1987）ならびにAPV AおよびB（38%）
（JuhaszおよびEaston, 1994）のもののような他のGタンパク質について見られる配列同
一性の割合が低いことと一致する。
【０１６５】
　hMPVのORFのほとんどが、長さおよび配列の両方においてAPVのものと類似するが、hMPV
の236アミノ酸残基の推定のGのORFは、APVのGのORFよりもかなり短い（表1）。アミノ酸
配列から、セリンおよびトレオニンの含量が34%であることが判明したが、これはRSVの32
%およびAPVの24%よりもなお高い。また、推定のGのORFは、8.5%のプロリン残基も含んで
おり、これはRSVの8%およびAPVの7%よりも高い。APV、RSVおよびhMPVのGタンパク質中に
プロリン残基が異常に豊富であることは、ムチン起源の糖タンパク質においても見られて
おり、それはタンパク質の三次元構造の主な決定要因である（CollinsおよびWertz, 1983
；Wertzら, 1985；Jentoft, 1990）。hMPVのGのORFは5個の可能性のあるN結合グリコシル
化部位を含むが、hRSVは7個、bRSVは5個、APVは3～5個を有する。
【０１６６】
　hMPVのGの推定される親水性プロフィールから、他のニューモウイルスに類似した特性
が示された。N末端は親水性領域を含み、続いて短い疎水性領域（hMPVではアミノ酸33～5
3）および主に疎水性のC末端を含む（図8B）。この全体的な構成は、アンカー化II型の膜
貫通タンパク質の構成と一致し、APVおよびRSVのGタンパク質のこれらの領域に十分に対
応する。hMPVの推定のGのORFは、RSVおよびAPVとは違って（それぞれ5個および20個）、1
個のシステイン残基しか含んでいない。注目すべきことに、G遺伝子内の4つの第2のORFの
うち2つだけが、1個の追加のシステイン残基を含み、これらの4つの可能性のあるORFでは
、セリン残基とトレオニン残基が12～20%、プロリン残基が6～11%であることが明らかに
なった。
【０１６７】
ポリメラーゼ遺伝子（L）
　他のマイナス鎖ウイルスと同様に、MPVゲノムの最後のORFは、複製および転写の複合体
のRNA依存性RNAポリメラーゼ成分である。MPVのL遺伝子は2005アミノ酸のタンパク質をコ
ードし、これはAPV-Aのタンパク質よりも残基1個分だけ長い（表5）。MPVのLタンパク質
は、APV-Aと64%、RSVと42～44%、他のパラミクソウイルスと約13%の相同性を共有する（
表6）。Pochら（1989；1990）は、非セグメント化マイナス鎖RNAウイルスのLタンパク質
内の6つの保存されたドメインを同定し、その中で、ドメインIIIは、ポリメラーゼの機能
に必要不可欠と考えられる4つのコアポリメラーゼモチーフを含んでいた。これらのモチ
ーフ（A、B、CおよびD）は、MPVのLタンパク質において十分に保存されている。モチーフ
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A、BおよびCでは、MPVは全てのニューモウイルスと100%の類似性を共有し、モチーフDで
は、MPVはAPVと100%の類似性、およびRSVと92%の類似性を共有する。ドメインIII全体（L
のORF内部のアミノ酸627～903）では、MPVはAPVと77%の同一性、RSVと61～62%の同一性、
および他のパラミクソウイルスと23～27%の同一性を共有する（図15）。ポリメラーゼモ
チーフに加えて、ニューモウイルスのLタンパク質は、共通ATP結合モチーフK(X)21GEGAGN
(X)20Kとして確認される配列を含む（Stec, 1991）。MPVのLのORFは、APVと類似のモチー
フを含み、中間の残基の間隔は1個だけ離れている：K(x)22GEGAGN(X)19K。
【０１６８】
系統学的解析
　MPVとニューモウイルス亜科のメンバーとの関係の指標として、N、P、MおよびFのORFに
基づく系統樹が先に構築されており（van den Hoogenら, 2001）、MPVとAPV-Cとが近縁関
係であることが明らかとなった。MPVのSH遺伝子およびG遺伝子と他のパラミクソウイルス
のものとの相同性は低いので、これらの遺伝子についての信頼性のある系統樹は構築でき
ない。更に、ニューモウイルス属のメンバーとメタニューモウイルス属のメンバーとの間
のゲノム構成は異なっているので、ゲノム配列全体に基づく系統樹を作製することは不可
能である。そこで、本発明者らは、先に公表されているものに加えて、M2遺伝子およびL
遺伝子の系統樹だけを構築した。これら双方の系統樹から、ニューモウイルス亜科内でAP
VとMPVとが近縁関係であることが確認された(図１６)。
【０１６９】
MPVの非コード配列
　パラミクソウイルスのゲノムの遺伝子接合部は、各遺伝子の開始部および終結部に短く
て高度に保存されたヌクレオチド配列を含み（遺伝子開始シグナルおよび遺伝子終結シグ
ナル）、これらは転写の開始および終結においてある役割を担っていると思われる（Curr
anら, 1999）。MPVの全ての遺伝子間の遺伝子間配列の比較から、N、P、M、F、M2およびG
の遺伝子開始シグナルについての共通配列：GGGACAAGU（図17A）が明らかとなったが、こ
れはメタニューモウイルスの共通遺伝子開始シグナルと同一である（Lingら, 1992；Yuら
, 1992；Liら, 1996；Bayon-Auboyerら, 2000）。MPVのSH遺伝子およびL遺伝子の遺伝子
開始シグナルは、この共通配列と僅かに異なることが判った（SH：GGGAUAAAU、L：GAGACA
AAU）。APVでは、またLの遺伝子開始シグナルが共通配列と異なることが判った：AGGACCA
AT（APV-A）（Randhawaら, 1996）、およびGGGACCAGT（APV-D）（Bayon-Auboyerら, 2000
）。
【０１７０】
　MPVとAPVの類似する遺伝子開始配列とは異なって、APVの共通遺伝子終結配列UAGUUAAUU
（Randhawaら, 1996）は、MPVの遺伝子間配列には見ることができなかった。G-L遺伝子間
領域を除くほとんどの遺伝子に見られる反復配列はU AAAAA U/A/Cであったが、これは遺
伝子終結シグナルとして作用する可能性がある。しかし、本発明者らはmRNAではなくウイ
ルスRNAを配列決定したので、決定的な遺伝子終結シグナルを割り当てることができず、
そのため更なる調査が必要である。ニューモウイルスの遺伝子間領域は、大きさや配列が
様々に異なる（Curranら, 1999；Blumbergら, 1991；Collinsら, 1983）。MPVの遺伝子間
領域は、APVおよびRSVのものと相同性を示さなかったが、大きさは10～228ヌクレオチド
の範囲である（図17B）。MPVのMおよびFのORFの間の遺伝子間領域は、第2のORFの一部を
含み、これは主要なMのORF内で出発している（上記を参照）。SHとGとの間の遺伝子間領
域は192ヌクレオチドを含み、3つ全てのリーディングフレーム内に多くの停止コドンが存
在することに基づくと、コード能力を有するとは思われない。GとLとの間の遺伝子間領域
は241ヌクレオチドを含み、もう1つのORFを含んでいる可能性がある（上記を参照）。興
味深いことに、LのORFの開始点はこれらの第2のORF内に位置する。APVのL遺伝子は、その
前にあるGのORF内では開始させないが、またRSVのLのORFはその前にあるM2遺伝子内で開
始する。パラミクソウイルスのゲノムの3'および5'最末端において、短い遺伝子外領域は
リーダー配列およびトレイラー配列と呼ばれ、リーダーのほぼ最初の12ヌクレオチドおよ
びトレイラーの最後の12ヌクレオチドが相補的であり、これはそれらがそれぞれ、ウイル
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スプロモーターの基本エレメントを含んでいるためであると思われる（Curranら, 1999；
Blumbergら, 1991；Minkら, 1986）。MPVおよびAPVの3'側リーダーは双方とも、長さが41
ヌクレオチドであり、両者のウイルスのヌクレオチド16と41の間の領域にはある程度の相
同性が見られる（26ヌクレオチドのうち18）（図17B）。上記で述べたように、MPVのゲノ
ム地図の最初の15ヌクレオチドは、APVゲノムに基づくプライマー配列に基づいている。M
PVの5'側トレイラーの長さ（188ヌクレオチド）は、RSVの5'側トレイラーの大きさ（155
ヌクレオチド）と似ており、これはAPVのもの（40ヌクレオチド）よりもかなり長い。MPV
のトレイラーおよびAPVのトレイラーの先端の40ヌクレオチドのアライメントをとったと
ころ、APVのゲノム配列に基づくプライマー配列を表す先端の12ヌクレオチドは別として
、32ヌクレオチドのうち21が相同であることが判明した。本発明者らの配列解析から、NS
1遺伝子およびNS2遺伝子がゲノムの3'末端に存在せず、ゲノム構成がメタニューモウイル
スの構成と似ていることが明らかになった（3'-N-P-M-F-M2-SH-G-L-5'）。MPV遺伝子とAP
V遺伝子との間に見られる高い配列相同性は、これら2種のウイルスが近縁関係であること
を更に強調する。MPVのN、P、M、F、M2-1およびM2-2遺伝子では、APV-Cに対する全体のア
ミノ酸相同性が79%であることが判る。事実、これらの遺伝子では、APV-CとMPVとは配列
相同性を示し、それらはRSV-AおよびBまたはAPV-AおよびBなどの他の属の亜群間で見られ
る配列相同性と同じ範囲であった。APV-CとMPVとの間のこの近縁関係は系統学的解析でも
見られ、そこでは、MPVとAPV-Cが常に同じ分岐上にあり、APV-AおよびBを含む分岐とは離
れていることが明らかになった。同一のゲノム構成、配列相同性および系統学的解析は全
て、MPVを哺乳動物から単離されうるメタニューモウイルス属の最初のメンバーとして分
類することに適する。N、M、FおよびL遺伝子においてMPVの各種のウイルス単離体間で見
られる配列の多様性は、異なる遺伝子型が存在する可能性を示したことに注目すべきであ
る（van den Hoogenら, 2001）。MPVとAPV-Cとが近縁関係であることは、宿主の範囲では
反映されない。何故ならば、MPVとは違って、APVは鳥類に感染するからである（van den 
Hoogenら, 2001）。この宿主範囲の違いは、高度に分岐している両者のウイルスのSHタン
パク質とGタンパク質との間の違いにより決定される可能性がある。MPVのSHタンパク質お
よびGタンパク質は、その他のいずれのウイルスのSHタンパク質およびGタンパク質とも有
意なアミノ酸配列相同性を示さなかった。アミノ酸含量および疎水性プロットはこれらの
ORFをSHおよびGとして規定するのに適するが、それらの機能を評価するためには実験デー
タが必要である。そのような分析もまた、これらのSH遺伝子およびG遺伝子内の更に重複
するORFの役割の解明に役立つだろう。更に、APV-CのSHおよびG遺伝子の配列解析により
、MPVのSHおよびGタンパク質の機能およびそれらとAPV-Cのものとの関係における更に詳
細な見解が得られるかもしれない。MPVの非コード領域は、APVのものとかなり類似してい
ることが判った。APVおよびMPVの3'側リーダー配列および5'側トレイラー配列は高い程度
の相同性を示した。遺伝子間領域の長さは必ずしもAPVとMPVとで同じではなかったが、ほ
とんどのORFの共通遺伝子開始シグナルは同一であることが判った。これに対して、APVの
遺伝子終結シグナルは、MPVゲノムでは見られなかった。本発明者らは、ほとんどの遺伝
子間領域内に反復配列（U AAAAA U/A/C）を見出したが、それらの遺伝子終結配列を正式
に概説するためには、ウイルスmRNAの配列解析が必要である。3'最末端にある15ヌクレオ
チドおよび5'最末端にある12ヌクレオチドについての配列情報が、改変したcDNA末端の迅
速増幅（RACE）手順を用いることにより得られることに注目すべきである。この技法は、
他の研究者によって、関連ウイルスについても成功していることが明らかにされている（
Randhawa, J.S.ら, Rescue of synthetic minireplicons establishes the absence of t
he NS1 and NS2 genes from avian pneumovirus. J. Virol., 71, 9849-9854(1997)；Min
k, M.A.ら, Nucleotide sequences of the 3'leader and 5'trailer regions of human r
espiratory syncytial virus genomic RNA. Virology 185, 615-24(1991)）。3'vRNAリー
ダー配列の配列を決定するためには、ポリ-A-ポリメラーゼを用いてホモポリマーAテイル
を精製vRNAに付加し、次にリーダー配列をPCRによりポリ-TプライマーおよびN遺伝子内の
プライマーを用いて増幅する。5'vRNAトレイラー配列の配列を決定するためには、トレイ
ラー配列のcDNAコピーを逆転写酵素およびL遺伝子内のプライマーを用いて作製し、次に
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そのcDNAをターミナルトランスフェラーゼを用いてホモポリマーdGのテーリング(tailing
)を行う。次に、ポリ-CプライマーおよびL遺伝子内のプライマーを用いてトレイラー領域
を増幅する。別のストラテジーとしては、vRNAをそれ自体または合成リンカーに連結し、
その後、LおよびN遺伝子内のプライマーおよびリンカー特異的プライマーを用いてリーダ
ー領域およびトレイラー領域を増幅する。5'トレイラー配列については、精製したvRNAの
直接ジデオキシヌクレオチドシーケンシングも実行可能である（Randhawa, 1997）。これ
らの方法を用いて、本発明者らはhMPVゲノムの末端の正確な配列を分析できる。ここで提
供される配列情報は、MPVおよびMPV感染に対する診断試験、ワクチンおよび抗ウイルス剤
の作製に重要である。
【０１７１】
材料および方法
配列解析
　ウイルス単離体00-1は、先の記載（van den Hoogenら, 2001）のようにして、三次サル
腎細胞において高力価（約10,000のTCID50/ml）まで増殖させた。ウイルスRNAは、感染細
胞の上清から高純度RNA単離キットを用いて、製造元（Roch Diagnostics, Almere, The N
etherlands）の説明書に従って単離した。プライマーは、APV／RSVのリーダーおよびトレ
イラーについて公表されている配列（Randhawaら, 1997；Minkら, 1991）に加え、先に公
表されている配列（van den Hoogenら, 2001）に基づいて設計したが、それらは必要によ
り入手可能である。RT-PCRアッセイは、ウイルスRNAを用い、ワンチューブアッセイを用
いて、50mM Tris（pH 8.5）、50mM NaCl、4.5mM MgCl2、2mM DTT、1μl 順方向プライマ
ー、1μl 逆方向プライマー、0.6mM ｄNTP、20単位のRNAsin（Promega, Leiden, The Net
herlands）、10U AMV逆転写酵素（Promega, Leiden, The Netherlands）および5単位のTa
q Polymerase（PE Applied Biosystems, Nieuwerkerk aan de IJssel, The Netherlands
）を含む全容量50μlで行った。逆転写を42℃で30分間行い、続いて95℃で8分間不活性化
した。cDNAは、95℃で1分、42℃で2分、72℃で3分を40サイクル、最後の伸長を72℃で10
分行う間に増幅した。1%アガロースゲルで調べた後、RT-PCR産物をゲルからQiaquick Gel
 Extractionキット（Qiagen, Leusden, The Netherlands）を用いて精製し、Dyenamic ET
ターミネーターシーケンシングキット（Amersham Pharmacia Biotech, Roosendaal, the 
Netherlands）およびABI 373自動DNAシーケンサー（PE Applied Biosystem, Nieuwerkerk
 aan den IJssel, the Netherlands）を用いて、製造元の説明書に従って直接配列決定し
た。
【０１７２】
　配列アライメントは、BioEditバージョン5.0.6.（http://jwbrown.mbio.ncsu.edu/bioe
dit//bioedit.html;hall, 1999）のソフトウェアパッケージで利用可能なclustalソフト
ウェアパッケージを用いて行った。
【０１７３】
系統学的解析
　系統樹を構築するために、ClustalWソフトウェアパッケージを用いてDNA配列をアライ
メントし、最尤系統樹はPhylip 3.5プログラムのDNA-MLソフトウェアパッケージを用い、
100のブートストラップおよび3のジャンブルを用いて作製した。ブートストラップ値は、
共通パッケージ（Felsenstein, 1989）を用いて作製した共通系統樹(consensus tree)に
ついてコンピューターで算出した。
【０１７４】
　MPVのゲノム配列は、Genbankからアクセッション番号AF371337で入手可能である。ここ
で使用する全ての他の配列は、Genbankから次のアクセッション番号で入手可能である：A
B046218（麻疹ウイルス、全てのORF）、NC-001796（ヒト・パラインフルエンザウイルス3
型、全てのORF）、NC-001552（センダイウイルス、全てのORF）、X57559（ヒト・パライ
ンフルエンザウイルス2型、全てのORF）、NC-002617（ニューカッスル病ウイルス、全て
のORF）、NC-002728（ニパウイルス、全てのORF）、NC-001989(bRSV、全てのORF)、M1148
6（hRSV A、L以外の全てのORF）、NC-001803（hRSV、LのORF）、NC-001781（hRSV B、全
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U66893（PVM、SHのORF）、D11130（PVM、GのORF）、D11128（FのORF）。PVMのM2のORFは
、Ahmadian（1999）から採用した。AF176590（APV-C、NのORF）、U39295（APV-A、NのORF
）、U39296（APV-B、NのORF）、AF262571（APV-C、MのORF）、U37586（APV-B、MのORF）
、X58639（APV-A、MのORF）、AF176591（APV-C、PのORF）、AF325443（APV-B、PのORF）
、U22110（APV-A、PのORF）、AF187152（APV-C、FのORF）、Y14292（APV-B、FのORF）、D
00850（APV-A、FのORF）、AF176592（APV-C、M2のORF）、AF35650（APV-B、M2のORF）、X
63408（APV-A、M2のORF）、U65312（APV-A、LのORF）、S40185（APV-A、SHのORF）。
【０１７５】
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　既知のパラミクソウイルスのRT-PCR検出に用いたプライマー。hPIV-1～4、おたふくか
ぜ、麻疹、ツパイ、マプエラおよびヘンドラのためのプライマーは、社内で、入手可能な
配列のアライメントに基づいて開発する。ニューカッスル病ウイルスのためのプライマー
は、Seal, J.,J.ら；Clin. Microb., 2624-2630, 1995から採用する。ニパのためのプラ
イマーおよび一般的なパラミクソウイルス-PCRは、Chua, K.B.ら；Science, 288, 2000年
5月26日から採用する。
【０１７７】
ウイルス　　　　　　　　プライマー　　　　　　　　　タンパク質中の位置
HPIV-1　　　　順方向　5’-TGTTGTCGAGACTATTCCAA-3’　　　　　　HN
　　　　　　　逆方向　5’-TGTTG(T/A)ACCAGTTGCAGTCT-3’　
HPIV-2　　　　順方向　5’-TGCTGCTTCTATTGAGAAACGCC-3’　　　　　N
　　　　　　　逆方向　5’-GGTGAC/TTC(T/C)AATAGGGCCA-3’
HPIV-3　　　　順方向　5’-CTCGAGGTTGTCAGGATATAG-3’　　　　　　NH
　　　　　　　逆方向　5’-CTTTGGGAGTTGAACACAGTT-3’
HPIV-4　　　　順方向　5’-TCC(A/G)GTTTTAGCTGCTTACG-3’　　　　 N
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　　　　　　　逆方向　5’-AGGCAAATCTCTGGATAATGC-3’
ムンプス　　　順方向　5’-TCGTAAGCTCTCGTGACC-3’　　　　　　　 SH
　　　　　　　逆方向　5’-GGAGATCTTTCTAGAGTGAG-3’
NDV　　　　 　順方向　5’-CCTTGGTGAiTCTATCCGIAG-3’　　　　　　F
　　　　　　　逆方向　5’-CTGCCACTGCTAGTTGiGATAATCC-3’
ツパイ　　　　順方向　5’-GGGCTTCTAAGCGACCCAGATCTTG-3’　　　　N
　　　　　　　逆方向　5’-GAATTTCCTTATGGACAAGCTCTGTGC-3’
マプエラ　　　順方向　5’-GGAGCAGGAACTCCAAGACCTGGAG-3’　　　　N
　　　　　　　逆方向　5’-GCTCAACCTCATCACATACTAACCC-3’
ヘンドラ　　　順方向　5’-GAGATGGGCGGGCAAGTGCGGCAACAG-3’　　　N
　　　　　　　逆方向　5’-GCCTTTGCAATCAGGATCCAAATTGGG-3’
ニパ　　　　　順方向　5’-CTGCTGCAGTTCAGGAAACATCAG-3’　　　　 N
　　　　　　　逆方向　5’-ACCGGATGTGCTCACAGAACTG-3’
HRSV　　　　　順方向　5’-TTTGTTATAGGCATATCATTG-3’　　　　　　F
　　　　　　　逆方向　5’-TTAACCAGCAAAGTGTTA-3’
麻疹　　　　　順方向　5’-TTAGGGCAAGAGATGGTAAGG-3’　　　　　　N
　　　　　　　逆方向　5’-TTATAACAATGATGGAGGG-3’
一般的なパラミクソウイルス科
　　　　　　　順方向　5’-CATTAAAAAGGGCACAGACGC-3’　　　　　　P
　　　　　　　逆方向　5’-TGGACATTCTCCGCAGT-3’
　RAP-PCR用のプライマー：
ZF1：5’-CCCACCACCAGAGAGAAA-3’
ZF4：5’-ACCACCAGAGAGAAACCC-3’
ZF7：5’-ACCAGAGAGAAACCCACC-3’
ZF10：5’-AGAGAGAAACCCACCACC-3’
ZF13：5’-GAGAAACCCACCACCAGA-3’
ZF16：5’-AAACCCACCACCAGAGAG-3’
CS1：5’-GGAGGCAAGCGAACGCAA-3’
CS4：5’-GGCAAGCGAACGCAAGGA-3’
CS7：5’-AAGCGAACGCAAGGAGGC-3’
CS10：5’-CGAACGCAAGGAGGCAAG-3’
CS13：5’-ACGCAAGGAGGCAAGCGA-3’
CS16：5’-CAAGGAGGCAAGCGAACG-3’
うまく精製・配列決定された20の断片：
APVにおいて配列相同性があることが判った10の断片：
断片1　　ZF7、335bp　　　N遺伝子
断片2　　ZF10、235bp　　 N遺伝子
断片3　　ZF10、800bp　　 M遺伝子
断片4　　CS1、1250bp　　 F遺伝子
断片5　　CS10、400bp　　 F遺伝子
断片6　　CS13、1450bp　　F遺伝子
断片7　　CS13、750bp　　 F遺伝子
断片8　　ZF4、780bp　　　L遺伝子（タンパク質レベル）
断片9　　ZF10、330bp　　 L遺伝子（タンパク質レベル）
断片10　 ZF10、250bp　　 L遺伝子（タンパク質レベル）
プロトタイプ単離体からの核酸のRAP-PCRに用いたプライマー：
実施例５
hMPVの2つの亜型の更なる探査
　これまでに得たhMPVの各種の単離体の系統学的解析に基づいて、ウイルス単離体00-1（
遺伝子型Aのプロトタイプ）および単離体99-1（遺伝子型Bのプロトタイプ）を用いて、2
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つの遺伝子型を同定した。
【０１７８】
　本発明者らは、これらの遺伝子型が亜型に関連し、そして両者の亜群のウイルスによる
再感染は前もって存在する免疫の存在下で起こり、抗原の多様性は再感染を起こすのに厳
密には必要ない可能性がある、と仮説を立てた。更に、hMPVは、トリ・ニューモウイルス
（主に家禽で見られるウイルス）と近縁であると思われる。両者のウイルスのヌクレオチ
ド配列は、SHタンパク質およびGタンパク質以外は高い相同性（%）を示す。ここで、これ
らのウイルスが試験において交差反応することを示すが、これは主に核タンパク質および
マトリックスタンパク質に基づくものであるが、それらは試験では異なった様式で応答し
、それは接着タンパク質に基づくものである。ウイルス中和力価に違いがあることは、hM
PVの2つの遺伝子型が1つのウイルスの2つの異なる血清型であることの更なる証拠となる
。但し、APVは異なるウイルスである。
【０１７９】
2つの血清型間の交差反応およびAPVとhMPVとの交差反応
方法
hMPVについてのIgG、IgAおよびIgM抗体検出のプロトコール
　hMPVについての間接IgG EIAは、マイクロタイタープレートで、本質的に先に記載（Rot
hbarth, P.H.ら, 1999；Influenza virus serotype-a comparative study. J. of Vir. M
ethods 78 (1999) 163-169）のようにして行った。
【０１８０】
　簡単に説明すると、濃縮したhMPVを、1%のTriton X-100による処理により可溶化し、チ
ェッカーボード滴定により最適実施希釈度を決定した後、PBS中でマイクロタイタープレ
ートに室温で16時間コーティングした。次に、EIA緩衝液中の1:100に希釈したヒト血清サ
ンプル100μl容量をウェルに加え、37℃で1時間インキュベートした。ヒトIgGの結合は、
ヤギ抗ヒトIgGペルオキシダーゼコンジュゲート（Biosource, USA）の添加により検出し
た。
【０１８１】
　基質としてTMBを添加してプレートを展開し、ODを450nmで測定した。結果はODのS（シ
グナル）／N（ネガティブ）比として表わした。S/N比がネガティブ対照＋（基準値×3倍
）を上回るならば、血清はIgGについて陽性であると考える。
【０１８２】
　IgMクラスおよびIgAクラスのhMPV抗体は、本質的に先に記載（Rothbarth, P.H.ら, 199
9；Influenza virus serotype-a comparative study. J. Vir. Methods 78 (1999) 163-1
69）のような捕捉EIAにより血清中で検出した。IgAおよびIgMの検出では、抗ヒトIgMまた
はIgA特異的モノクローナル抗体でコーティングした市販のマイクロタイタープレートを
使用した。血清は1：100に希釈し、37℃で1時間インキュベートした後、最適実施希釈度
のhMPVを各ウェルに添加し（100μl）、37℃で1時間インキュベートした。洗浄した後、
ペルオキシダーゼで標識したポリクローナル抗hMPVを添加し、プレートを37℃で1時間イ
ンキュベートした。基質としてTMBを添加することによりプレートを展開し、ODを450nmで
測定した。結果はODのS（シグナル）／N（ネガティブ）比として表わした。S/N比がネガ
ティブ対照＋（基準値×3倍）を上回るならば、血清はIgGについて陽性であると考える。
【０１８３】
　APV抗体は、APV抑制アッセイで検出した。APV抑制試験のプロトコールは、APV-Ab SVAN
OVIR（登録商標）酵素免疫アッセイ（SVANOVA Biotech AB, Uppsal Science Park Glunte
n SE-751 83 Uppsala Swedenにより製造されたもの）を含む。結果はODのS（シグナル）
／N（ネガティブ）比として表わした。S/N比がネガティブ対照＋（標準×3倍）を上回る
ならば、血清はIgGについて陽性であると考える。
【０１８４】
１．モルモット
A. hMPVの2つの亜型によるモルモットの（再）感染
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　ウイルス単離体ned/00/01（亜型A）およびned/99/01（亜型B）を用いて、亜型当たり6
匹のモルモットに接種した（経気道、鼻および眼）。
【０１８５】
　6匹のモルモットをhMPV00-1に感染させた（10e6,5、TCID50）
　6匹のモルモットをhMPV99-1に感染させた（10e4,1、TCID50）
　初回感染の54日後、モルモットに、同種または異種の亜型を接種した（10e4 TCID50）
。
【０１８６】
　2匹のモルモット：初回の感染は00-1；2度目の感染は99-1（異種）
　3匹のモルモット：初回の感染は00-1；2度目の感染は00-1（同種）
　2匹のモルモット：初回の感染は99-1；2度目の感染は00-1（異種）
　3匹のモルモット：初回の感染は99-1；2度目の感染は99-1（同種）
　感染後の12日間（初回の感染）または8日間（2度目の感染）にわたり咽喉および鼻のス
ワブを採取し、RT-PCRアッセイによりウイルスの存在について試験した。
【０１８７】
RT-PCRアッセイの結果：図29
　結果のまとめ：ウイルス単離体ned/00/01を接種したモルモットは、感染後1～10日で上
部気道に感染を示す。ned/99/01を接種したモルモットは、感染後1～5日で上部気道に感
染を示す。ned/99/01による感染は、ned/00/01による感染ほど重篤ではないと思われる。
モルモットの異種ウイルスによる2度目の接種により、4匹のモルモットのうち3匹に再感
染が起こり、同種ウイルスでは6匹のモルモットのうち2匹に再感染が起こる。再感染を起
こした動物では、臨床的症状は全く、あるいは殆ど気付かず、再感染から防御された動物
では、臨床的症状は全く見られなかった。これは、野生型ウイルスの場合でさえも初回感
染の保護効果を明らかであることを実証しており、ワクチンとして異種（もちろん同種も
）の単離体が、たとえ弱毒化された形態であっても、使用できる可能性を示している。
【０１８８】
　hMPVの両者の亜型は、モルモットに感染させることができるが、亜型B（ned/99/01）に
よる感染は、亜型A（ned/00/01）による感染ほど重篤ではない（鼻および咽喉におけるウ
イルスの存在期間が短い）と思われる。これは、亜型Aが高い投薬量で与えられたためか
、あるいは亜型Bの毒性が低いためであると思われる。
【０１８９】
　前もって存在する免疫の存在は、同種ウイルスによるものも異種ウイルスよるものも再
感染を完全に防御しないが、ウイルスの存在期間がより短く、全ての動物がウイルス陽性
にはならない、という点で、感染はそれほど顕著ではないと思われる。
【０１９０】
B. hMPVの2つの亜型に感染させたモルモットの血清学
　0、52、70、80、90、110、126および160日目に、血清をモルモットから採取し、1：100
の希釈度で、ned/00/01抗原およびned/99/01抗原に対する全ウイルスELISAにおいて試験
した。
【０１９１】
図30AおよびB：　IgGは、個々のモルモットについてned/00/01およびned/99/01に対して
応答する。
【０１９２】
図31：　ned/00/01およびned/99/01のELISAの特異性。同種再感染させたモルモットから
のデータだけを用いた。
【０１９３】
図32：　3匹の同種（00-1/00-1）、2匹の同種（99-1/99-1）、2匹の異種（99-1/00-1）お
よび2匹の異種（00-1/99-1）感染させたモルモットのned/00/01およびned/99/01のELISA
に対する平均IgG応答。
【０１９４】



(58) JP 2011-177173 A 2011.9.15

10

20

30

40

50

結果のまとめ
　上記2つの異なるELISAに応答して僅かな差異しか見られない。00-1または99-1に対する
全ウイルスELISAは、それら2つの亜型を区別するのには使用できない。
【０１９５】
C. APV抗原を保有するモルモットにおいてhMPVに対して生起させた血清の反応
　感染モルモットから採取した血清を、APV抑制ELISAを用いて試験した。
【０１９６】
図33:　hMPV感染モルモットのAPV抑制の平均割合(%)
結果のまとめ
　モルモットにおいてhMPVに対して生起させた血清は、hMPV IgG ELISAにおいて反応する
のと同様にして、APV抑制アッセイにおいて反応する。
【０１９７】
　ned/99/01に対して生起させた血清は、APV抑制ELISAにおいて、ned/00/01に対して生起
させた血清よりも低い抑制率（%）を示す。ned/99/01に感染させたモルモットは、ned/00
/01の場合よりも（hMPV ELISAで見られるのと同様に）低い力価を有する可能性があるか
、あるいはned/99/01とAPVとの交差反応が低い。それでも、APV-Ab抑制ELISAは、モルモ
ットにおけるhMPV抗体の検出に使用できる。
【０１９８】
D. モルモットにおいてhMPVに対して生起させた血清を用いたウイルス中和アッセイ
　感染後0、52、70および80日目に採取した血清を、ned/00/01、ned/99/01およびAPV-Cを
用いたウイルス（交差）中和アッセイに用いた。出発希釈度は1～10であり、ウェル当た
り100のTCID50のウイルスを用いた。中和後、ウイルスをtMK細胞に15分間接触させ、3500
rpmで遠心分離し、その後、培地を新しいものと交換した。
【０１９９】
　APV被験体は4日間増殖させ、hMPV被験体は7日間増殖させた。細胞を80%アセトンで固定
し、FITC標識したサル抗hMPVを用いてIFAを行った。染色において陰性だったウェルは、
力価を中和したと考えた。各ウイルスについて、ウイルスストックの10対数滴定および実
施溶液の2倍滴定を含めた。
【０２００】
図34：　ned/00/01およびned/99/01に感染させたモルモットのned/00/01、ned/99/01およ
びAPV-Cに対するウイルス中和力価。
【０２０１】
2. カニクイザル
A. hMPVの2つの亜型によるカニクイザルの（再）感染
　ウイルス単離体ned/00/01（亜型A）およびned/99/01（亜型B）（1e5 TCID50）を用いて
、亜型当たり2匹のカニクイザルに接種した（経気道、鼻および眼）。初回感染の6ヶ月後
、2回目として、サルにned/00/01を接種した。咽喉のスワブを感染後の14日間（初回の感
染）または8日間（二回目の感染）採取し、RT-PCRアッセイによりウイルスの存在につい
て試験した。
【０２０２】
図35：　ned/00/01を（2回）接種したカニクイザルの咽喉スワブについてのRT-PCRアッセ
イの結果。
【０２０３】
結果のまとめ：　ウイルス単離体ned/00/01を接種したカニクイザルは、感染後1～10日で
上部気道に感染を示す。臨床的症状としては、化膿性鼻炎が挙げられる。サルに同種のウ
イルスで二回目の接種を行ったところ、PCRにより示されるように、再感染が起こるが、
臨床的症状は全く見られなかった。
【０２０４】
B. hMPVに感染させたカニクイザルの採取血清についての血清学
　ned/00/01を投与したカニクザルから、初回感染後の6ヶ月間にわたり血清を採取した（
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再感染はサル3については240日目に起こり、サル6については239日目に起こった）。
【０２０５】
　血清を用いて、ned/00/01またはAPVに対するIgG抗体の存在、ならびにned/00/01に対す
るIgA抗体およびIgM抗体の存在について試験した。
【０２０６】
結果：図36A
　ned/00/01に（再）感染させた2匹のカニクイザルの、ned/00/01に対するIgA、IgMおよ
びIgGの応答。
【０２０７】
図36B
　ned/00/01に感染させた2匹のカニクイザルの、APVに対するIgGの応答。
【０２０８】
結果のまとめ
　2匹のカニクイザルがned/00/01にうまく感染し、ned/00/01に対する抗体の存在下では
その同種ウイルスに再感染した。IgA抗体およびIgM抗体の応答は、初回の感染後にIgM抗
体を増大させたが、それは再感染後には見られない。IgA抗体は再感染後にだけ検出され
、これは初回の感染後の免疫応答が即時性であることを示している。APV抑制ELISAで試験
したサルにおいてhMPVに対して生起した血清は、hMPV IgG ELISAと同様の応答を示す。
【０２０９】
考察／結論
　カニクイザル内のhMPV抗体は、APV抑制ELISAにより、hMPV ELISAの場合と同様の感度で
検出され、したがって、APV抑制EIAは、ヒトのサンプルをhMPV抗体の存在について試験す
るのに適する。
【０２１０】
C. hMPV感染カニクイザルから採取した血清を用いたウイルス（交差）中和アッセイ
結果のまとめ：　初回感染後0日目～229日目に採取した血清は、ned/00/01に対して低い
ウイルス中和力価しか示さず（0～80）、2回目の感染後に採取した血清はned/00/01に対
して高い中和力価を示す（＞1280）。2回目の感染後に採取した血清だけが、ned/99/01に
対して中和力価を示し（80～640）、どの血清もAPV Cウイルスを中和しない。
【０２１１】
　ウイルス（交差）中和アッセイにおいて、APV-CとhMPVとの間で交差反応は起こらず、
抗体応答をブーストした後でned/00/01とned/99/01との間に交差反応が起こる。
【０２１２】
3. ヒト
　6ヶ月令未満～20歳以上の患者の血清を、予めIFAおよびned/00/01に対するウイルス中
和アッセイで試験しておいた（特許の表1を参照）。
【０２１３】
　ここで、これらの血清の幾つかを、ned/00/01に対するELISAでIgG、IgMおよびIgA抗体
の存在について試験し、それらのサンプルをAPV抑制ELISAで試験した。
【０２１４】
結果：図37　ヒト血清におけるIgG抗体検出のためのhMPV ELISAとAPV抑制ELISAの使用の
比較。IgG HMPV試験とAPV-Ab試験との間には強い相関関連があり、したがって、APV-Ab試
験は、本質的にヒトにおけるhMPVに対するIgG抗体を検出できる。
【０２１５】
4. 家禽
　96羽のニワトリを、APV抑制ELISAおよびned/00/01 ELISAの双方において、APVに対する
IgG抗体の存在について試験した。
【０２１６】
結果のまとめ：　hMPV ELISAもAPV抑制ELISAも、APVに対する抗体を検出する（データは
示さず）。



(60) JP 2011-177173 A 2011.9.15

10

20

30

40

50

【０２１７】
結果のまとめ
　本発明者らは、ned/00/01（亜群Aのプロトタイプ）およびned/99/01（亜群Bのプロトタ
イプ）という、hMPVの2つの遺伝子型を見出した。
【０２１８】
　「古典的な血清学的解析（例えば、公知のFrancki, R.I.B., Fauquet, C.M., Knudson,
 D.L.およびBrown, F., Classification and nomenclature of viruses. Fifth report o
f the international Committee on Taxonomy of Viruses. Arch Virol, 1991. 付録2：p
. 140-144）によれば、動物の血清を用いた定量的中和アッセイで判定した場合に、その
免疫学的な違いに基づいて2つの亜型が定義できる。2つの異なる血清型は、互いに交差反
応しないか、あるいは両方向で16を上回る異種－同種力価比を示す。中和が2種のウイル
ス間で一方向または両方向である程度の交差反応を示す場合（同種－異種力価比が8また
は16）、血清型の違い（特徴）は、DNAの実質的な生物物理学的／生化学的な差異が存在
するか否かであると思われる。中和が2種のウイルス間で一方向または両方向で明らかな
交差反応を示す場合（同種－異種力価比が8未満）、研究対象である単離体の血清型は同
一であると推定される。」
【０２１９】
　RSVの場合、（同種、異種、共に）以前より存在している免疫の存在下で再感染が起こ
ることが知られている。モルモットおよびカニクイザルをhMPVの同種血清型および異種血
清型の両者に感染させたところ、このことがhMPVについても当てはまることが明らかにな
った。更に、hMPVに対するIgAおよびIgMのELISAからは、IgA抗体の反応が再感染の後にだ
け起こることが明らかになった。hMPVまたはAPVに対して生起させた血清は、APVおよびhM
PVのELISAにおいて同じように応答する。ヌクレオチド配列の比較から、これらのウイル
スが、N、P、MおよびF遺伝子について約80%のアミノ酸相同性を示すことが判る。ELISAで
は、Nタンパク質およびMタンパク質が、反応する主な抗原である。ウイルス中和アッセイ
（表面の糖タンパク質G、SHおよびFに対して反応することが知られる）は、2つの異なる
血清間の違いを示している。APVとhMPVはELISAで交差反応するが、hMPVとAPVのヌクレオ
チド配列の系統学的解析、これら2種の異なるウイルスに対して生起された血清のウイル
ス中和力価の違い、および宿主利用の違いからも、APV-CおよびhMPVが2種の異なるウイル
スであることが明らかにされる。これらの結果に基づけば、哺乳動物におけるhMPV感染が
、鳥類から哺乳動物へのゾーノシス事象により起こった可能性があると推測される。しか
し、これらのウイルス（すなわちGおよびSHタンパク質）は、鳥類におけるAVPの存在を考
慮すると、再来（哺乳動物から鳥類への）ゾーノシス事象がまず起こらないような様式で
順応してきた。
【０２２０】
追記
ニューモウイルス亜科に関する背景情報
　パラミクソウイルス科は2つの亜科：パラミクソウイルス亜科およびニューモウイルス
亜科を含む。ニューモウイルス亜科は2つの属：ニューモウイルスおよびメタニューモウ
イルスからなる。ニューモウイルス属は、ヒト、ウシ、ヒツジおよびヤギの呼吸器合胞体
ウイルスならびにマウス・肺炎ウイルス（PVM）を含む。メタニューモウイルス属は、ト
リ・ニューモウイルス（APV、TRTVとも呼ばれる）を含む。
【０２２１】
　ニューモウイルス亜科における属の分類は、古典的なウイルスの特徴、遺伝子の順序お
よび遺伝子の布置（constellation）に基づいている。ニューモウイルス属のウイルスは
、パラミクソウイルス科の中でも独特であり、ゲノム（3’-NS1-NS2-N-P-M-SH-G-F-M2-L-
5’）の3’末端に2個の非構造タンパク質を有する。これに対して、メタニューモウイル
ス属のウイルスにはNS1遺伝子およびNS2遺伝子が欠けており、MとLのコード領域の間にあ
る遺伝子の構成が異なる（3’-N-P-M-F-M2-SH-G-L-5’）。
【０２２２】
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　パラミクソウイルス亜科の全てのメンバーは赤血球凝集活性を有しているが、この機能
はニューモウイルス亜科を決定付ける特徴ではなく、RSVおよびAPVでは存在しないが、PV
Mには存在する。ノイラミニダーゼ活性は、パラミクソウイルス属およびルブラウイルス
属（パラミクソウイルス亜科）のメンバーには存在するが、麻疹ウイルス属（パラミクソ
ウイルス亜科）ならびにニューモウイルス属およびメタニューモウイルス属（ニューモウ
イルス亜科）には存在しない。
【０２２３】
　ニューモウイルス亜科の第2の目立った特徴は、RSVによるmRNA内の選択的ORF（alterna
tive ORFs）の利用が明らかに制限されていることである。これに対して、センダイウイ
ルスおよび麻疹ウイルスなどのパラミクソウイルス亜科の幾つかのメンバーは、リン酸化
タンパク質（P）をコードするmRNA内の選択的ORFを利用して、新規なタンパク質の合成を
指令する。
【０２２４】
　ニューモウイルス亜科のGタンパク質は、パラミクソウイルス亜科のHNタンパク質また
はHタンパク質と配列上の関連性も構造的な類似性も持たず、それらの鎖長のほぼ半分の
大きさしかない。更に、Nタンパク質およびPタンパク質は、パラミクソウイルス亜科のN
タンパク質およびPタンパク質よりも小さく、明確な配列相同性がない。多くの非セグメ
ント化ネガティブ鎖RNAウイルスは、単一のマトリックス（M）タンパク質を有する。
【０２２５】
　ニューモウイルス亜科のメンバーは、例外的に、2種のそうしたタンパク質（MおよびM2
）を有している。このMタンパク質はパラミクソウイルス亜科のMタンパク質よりも小さく
、パラミクソウイルス亜科と配列上の関連性を持たない。
【０２２６】
　細胞培養物中で増殖させると、ニューモウイルス亜科のメンバーは典型的な細胞変性効
果を示す。それらは特徴的な細胞の合胞体形成を誘発する。
【０２２７】
（Collinsら, 1996）
ニューモウイルス亜科、ニューモウイルス属
　hRSVはニューモウイルス属の基準種であり、幼児期～若年小児時の下部気道疾患の世界
的に広がっている主な原因物質である（Selwyn, 1990）。更に、hRSVは、免疫不全の個体
や老人を含む他の患者群において重要な病原体として次第に認識されてきている。また、
RSVは、あらゆる年齢の入院成人の市中肺炎の重要な原因物質である（Englund, 1991；Fa
lsey, 2000；Dowell, 1996）。RSVの2つの主な抗原型（AおよびB）が、それらのモノクロ
ーナルおよびポリクローナル抗体との反応性の違いに基づいて、核酸配列解析により同定
されている（Anderson, 1985；Johnson, 1987；Sullender, 2000）。特に、Gタンパク質
は、それら2つの亜型を区別するのに使用される。RSV-AとBとは、Gにおいては53%のアミ
ノ酸配列相同性しか示さないが、他のタンパク質はそれらの亜型間でそれより高い相同性
を示す（表1）（Collins, 1996）。
【０２２８】
　RSV感染の検出は、免疫蛍光法（DIF、IFA）、ウイルス中和アッセイおよびELISAもしく
はRT-PCRアッセイにおいてモノクローナルおよびポリクローナル抗体を用いて記載されて
いる（Rothbarth, 1988；Van Milaan, 1994；Coggins, 1998）。hRSVと近縁であるものは
、ウシ（bRSV）、ヒツジ（oRSV）およびヤギRSV（oRSV）であり、中でもbRSVは最も広範
に研究されてきた。hRSVとの配列相同性に基づいて、反芻動物のRSVはニューモウイルス
亜科のニューモウイルス属に分類される（Collins, 1996）。反芻動物のRSV感染の診断お
よび亜型同定は、血清学、抗原検出、ウイルス単離およびRT-PCRアッセイを組合せて使用
することがベースである（Uttenthal, 1996；Valarcher, 1999；Oberst, 1993；Vilcek, 
1994）。
【０２２９】
　bRSVの分子構成についての幾つかの解析が、ヒトおよびウシの抗血清、モノクローナル
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抗体およびcDNAプローブを用いて行われてきた。これらの解析から、hRSVおよびbRSVのタ
ンパク質組成が非常に類似しており、bRSVのゲノム構成がhRSVのものと似ていることが明
らかになった。bRSVでもhRSVでも、Gタンパク質およびFタンパク質は、主な中和および保
護抗原になっている。Gタンパク質は、hRSVの亜型間およびhRSVとbRSVとの間で非常に異
なっている（それぞれ53%および28%）（Prozzi, 1997；Lerch, 1990）。hRSVおよびbRSV
の株のFタンパク質は、同等の構造特性および抗原関連性を示している。bRSVのFタンパク
質はhRSVと80～81%の相同性を示し、一方、2つのhRSVの亜型はFにおいて90%の相同性を示
す（Walravens, K. 1990）。
【０２３０】
　hRSVおよびbRSVに特異的なモノクローナル抗体の使用に基づく研究から、bRSVには異な
る抗原亜型が存在することが示唆された。亜型A、BおよびABは、Gタンパク質に特異的な
モノクローナル抗体の反応パターンに基づいて区別される（Furze, 1994；Prozzi, 1997
；Elvander, 1998）。bRSVの疫学は、hRSVのものと非常に類似している。若齢のウシにお
ける自然発生的な感染は重篤な呼吸性の徴候と結びつく場合が多く、一方、実験的感染で
は、一般に、僅かな病理学的変化を伴う軽度の疾患となる（Elvander, 1996）。
【０２３１】
　また、RSVは、自然に感染したヒツジ（oRSV）（LeaMaster, 1983）およびヤギ（cRSV）
（Lehmkuhl, 1980）からも単離されている。両者の株は、ウシRSVとヌクレオチド配列が9
6%共通しており、抗原性交差反応性である。したがって、これらのウイルスもまた、ニュ
ーモウイルス属の中に分類される。
【０２３２】
　ニューモウイルス亜科、ニューモウイルス属のもう1つのメンバーはマウス肺炎ウイル
ス（PVM）である。
【０２３３】
　PVMは、実験動物コロニー、特に無胸腺マウスを含む該コロニーにおいて一般的な病原
体である。自然に獲得した感染は無症候性であると考えられるが、マウスの肺で継代する
と、上部気道感染から致命的な肺炎にまで及ぶ疾患の明らかな徴候が出てくる（Richter,
 1988；Weir, 1988）。
【０２３４】
　PVMおよびhRSVのヌクレオカプシドタンパク質（N）とリン酸化タンパク質（P）との間
の制限された血清学的交差反応性は記載されているが、どの外部タンパク質も交差反応性
を示さず、これらのウイルスはウイルス中和アッセイにおいて互いに区別できる（Chambe
rs, 1990a；Gimenez, 1984；Ling, 1989a）。PVMの糖タンパク質は、それらのグリコシル
化のパターンに関して、他のパラミクソウイルスのものとは異なり、RSVのものとは類似
していると思われる。しかし、それらは、プロセッシングに関しては異なっている。RSV
とは違って、しかし他のパラミクソウイルスと同様に、PVMはネズミ赤血球を用いた場合
に赤血球凝集活性を有し、それにGタンパク質が関与していると思われる。何故ならば、
このタンパク質に対するモノクローナル抗体は赤血球凝集を抑制するからである（Ling, 
1989b）。
【０２３５】
　PVMのゲノムはhRSVのものと類似しており、その3’末端に2つの非構造タンパク質を含
み、同じようなゲノム構成を有する（Chambers, 1990a；Chambers, 1990b）。PVMのNS1／
NS2遺伝子のヌクレオチド配列はhRSVのものとは検出可能なほど相同ではない（Chambers,
 1991）。PVMのタンパク質の中には、hRSVと強い相同性を示すものもあるが（N：60%、F
：38～40%）、Gははっきり異なる(アミノ酸配列は31%長い)（Barr, 1991；Barr, 1994；C
hambers, 1992）。PVMのP遺伝子は、RSVやAPVのものとは異なり、第2のORFをコードする
ことが報告されており、ユニークなPVMタンパク質となっている（Collins, 1996）。新規
なPVMの単離体は、ウイルス単離、赤血球凝集アッセイ、ウイルス中和アッセイおよび種
々の免疫学的蛍光法により同定される。
【０２３６】
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メタニューモウイルス属
　トリ・ニューモウイルス（APV）は、七面鳥鼻気管炎の原因物質として同定され（McDou
gall, 1986；Collins, 1988）、したがって、七面鳥鼻気管炎ウイルス（TRTV）と呼ばれ
ることも多い。この疾患は七面鳥の上部気道感染であり、高い罹患率と、変動性の（しか
ししばしば高い）死亡率となる。雌の七面鳥では、このウイルスは実質的な産卵の低下を
引き起こすこともある。同じウイルスがニワトリにも感染できるが、この種では、このウ
イルスの主な病原体としての役割はそれほど明確に定義されていないが、一般には繁殖ニ
ワトリにおいて頭部膨張症候群（SHS）と関連する（Cook, 2000）。ビリオンは多面体（p
leiomorphic）であるが、主に球状であり、大きさは70～600nmであり、ヌクレオカプシド
は、線状の非セグメント化ネガティブセンスRNAゲノムを含んでおり、らせん対称を示す
（Collins, 1986；Giraud, 1986）。この形態は、パラミクソウイルス科のメンバーのも
のと類似している。APVコード化タンパク質およびRNAの解析から、この科の2つの亜科（
パラミクソウイルス亜科とニューモウイルス亜科）の中で、APVはニューモウイルス亜科
に最も近く類似していることが示唆された（Collins, 1988; Ling, 1988；Cavanagh, 198
8）。
【０２３７】
　APVは、非構造タンパク質（NS1およびNS2）を有さず、遺伝子の順序（3’-N-P-M-F-M2-
SH-G-L-5’）は、RSVなどの哺乳動物のニューモウイルスのものとは異なる。したがって
、APVは近年、新しいメタニューモウイルス属の基準種として分類された（Pringle, 1999
）。
【０２３８】
　中和パターン、ELISAおよびモノクローナル抗体との反応性の違いから、APVの異なる抗
原型の存在が明らかになった。G遺伝子のヌクレオチド配列から、2つのウイルス亜科（A
およびB）が定義され、それらは38%のアミノ酸相同性しか示さない（Collins, 1993；Juh
asz, 1994）。アメリカ合衆国コロラド州から単離されたAPV（Cook, 1999）は、亜型Aお
よびBのウイルスとあまり交差中和しないことが示され、配列情報に基づいて新たな亜型C
と命名された（Seal, 1998；Seal, 2000）。フランスで2種の非A／非B APVが単離され、
それらは亜型A、BおよびCとは抗原性が異なることが示された。F、LおよびG遺伝子のアミ
ノ酸配列に基づいて、これらのウイルスもまた、新たな亜型Dとして分類された（Bayon-A
uboyer, 2000）。
【０２３９】
　APV感染の診断は、ニワトリまたは七面鳥の気管（tracheal organ）培養物（TOC）また
はVero細胞培養物におけるウイルス単離により達成できる。細胞変性効果（CPE）は通常
、更に一代または二代継代した後で見られる。このCPEは、散在している病巣領域の細胞
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が丸く膨れて合胞体形成を引き起こすことを特徴とする（Buys, 1989）。IFおよびウイル
ス中和アッセイを含む幾つかの血清学的アッセイが開発されている。ELISAによるAPVに対
する抗体の検出は、最も一般的に使用されている方法である（O’Loan, 1989；Gulati, 2
000）。近年、APV感染の診断に、ポリメラーゼ連鎖反応（PCRI）が用いられている。食道
から採取したスワブは、出発物質として使用できる（Bayon-Auboyer, 1999；Shin, 2000
）。
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【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
　単離されたネガティブセンス一本鎖RNAメタニューモウイルスであって、該ウイルスのN
タンパク質のアミノ酸配列が、図２０に示された00-1または99-1 MPV単離体のNタンパク
質のアミノ酸配列に対して少なくとも91％の同一性を有し、但しその配列同一性はBLAST
ソフトウェアを用いてNタンパク質の全長にわたって決定されるものであり、かつ、該ウ
イルスは(i)哺乳動物細胞に感染することができ、(ii)感染した哺乳動物細胞の合胞体形
成を引き起こすことができ、(iii)150～600nmのウイルス粒子を形成し、(iv)クロロホル
ム感受性であり、そして(v)該ウイルスに感染したtMK細胞は赤血球凝集活性を示さない、
前記ウイルス。
【請求項２】
　単離されたネガティブセンス一本鎖RNAメタニューモウイルスであって、以下のタンパ
ク質：
　　(i) 図２０に示された00-1または99-1 MPV単離体のNタンパク質のアミノ酸配列に対
して少なくとも91％のアミノ酸配列同一性を有するNタンパク質；
　 (ii) 図２１に示された00-1または99-1 MPV単離体のPタンパク質のアミノ酸配列に対
して少なくとも85％のアミノ酸配列同一性を有するPタンパク質；
　(iii) 図２２に示された00-1または99-1 MPV単離体のMタンパク質のアミノ酸配列に対
して少なくとも94％のアミノ酸配列同一性を有するMタンパク質；
　 (iv) 図２３に示された00-1または99-1 MPV単離体のFタンパク質のアミノ酸配列に対
して少なくとも95％のアミノ酸配列同一性を有するFタンパク質；
　　(v) 図２４に示された00-1または99-1 MPV単離体のM2-1タンパク質のアミノ酸配列に
対して少なくとも90％のアミノ酸配列同一性を有するM2タンパク質；
　(vi) 図２８に示された00-1 MPV単離体のLタンパク質のアミノ酸配列に対して少なくと
も91％のアミノ酸配列同一性を有するLタンパク質；
(vii) 図２６に示された00-1または99-1 MPV単離体のSHタンパク質のアミノ酸配列を有す
るSHタンパク質；および
(viii) 図２７に示された00-1または99-1 MPV単離体のGタンパク質のアミノ酸配列を有す
るGタンパク質；
のうちの少なくとも２つのタンパク質をコードするヌクレオチド配列を含むゲノムを有し
、但し前記配列同一性はBLASTソフトウェアを用いてそれぞれのタンパク質の全長にわた
って決定されるものであり、かつ、該ウイルスは(i)哺乳動物細胞に感染することができ
、(ii)感染した哺乳動物細胞の合胞体形成を引き起こすことができ、(iii)150～600nmの
ウイルス粒子を形成し、(iv)クロロホルム感受性であり、そして(v)該ウイルスに感染し
たtMK細胞は赤血球凝集活性を示さない、前記ウイルス。
【請求項３】
　単離されたネガティブセンス一本鎖RNAメタニューモウイルスであって、以下のタンパ
ク質：
　　(i) 図２０に示された00-1または99-1 MPV単離体のNタンパク質のアミノ酸配列を有
するNタンパク質；
　 (ii) 図２１に示された00-1または99-1 MPV単離体のPタンパク質のアミノ酸配列を有
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するPタンパク質；
　(iii) 図２２に示された00-1または99-1 MPV単離体のMタンパク質のアミノ酸配列を有
するMタンパク質；
　 (iv) 図２３に示された00-1または99-1 MPV単離体のFタンパク質のアミノ酸配列を有
するFタンパク質；
　　(v) 図２４に示された00-1または99-1 MPV単離体のM2-1タンパク質のアミノ酸配列を
有するM2-1タンパク質；
　 (vi) 図２５に示された00-1または99-1 MPV単離体のM2-2タンパク質のアミノ酸配列を
有するM2-2タンパク質；
　(vii) 図２８に示された00-1 MPV単離体のLタンパク質のアミノ酸配列を有するLタンパ
ク質；
(viii) 図２６に示された00-1または99-1 MPV単離体のSHタンパク質のアミノ酸配列を有
するSHタンパク質；および
　 (ix) 図２７に示された00-1または99-1 MPV単離体のGタンパク質のアミノ酸配列を有
するGタンパク質；
のうちの少なくとも２つのタンパク質をコードするヌクレオチド配列を含むゲノムを有し
、但し前記配列同一性はBLASTソフトウェアを用いてそれぞれのタンパク質の全長にわた
って決定されるものであり、かつ、該ウイルスは(i)哺乳動物細胞に感染することができ
、(ii)感染した哺乳動物細胞の合胞体形成を引き起こすことができ、(iii)150～600nmの
ウイルス粒子を形成し、(iv)クロロホルム感受性であり、そして(v)該ウイルスに感染し
たtMK細胞は赤血球凝集活性を示さない、前記ウイルス。
【請求項４】
　単離されたネガティブセンス一本鎖RNAメタニューモウイルスであって、該ウイルスの
ゲノムが、CNCM（パリ）にI-2614として寄託されているウイルス単離体に該当する00-1 M
PV単離体のゲノムにストリンジェントな条件でハイブリダイズする、前記ウイルス。
【請求項５】
　弱毒化ウイルスである、請求項１～４のいずれか１項に記載のウイルス。
【請求項６】
　請求項１～４のいずれか１項に記載のウイルスを含む、免疫原性組成物。
【請求項７】
　前記ウイルスが弱毒化ウイルスである、請求項６に記載の免疫原性組成物。
【請求項８】
　図２０に示された00-1または99-1 MPV単離体のNタンパク質のアミノ酸配列に対して少
なくとも95％の同一性を有するアミノ酸配列を含むタンパク質をコードしており、但しそ
の配列同一性はBLASTソフトウェアを用いて決定されるものである、単離された核酸。
【請求項９】
　図２１に示された00-1または99-1 MPV単離体のPタンパク質のアミノ酸配列に対して少
なくとも85％の同一性を有するアミノ酸配列を含むタンパク質をコードしており、但しそ
の配列同一性はBLASTソフトウェアを用いて決定されるものである、単離された核酸。
【請求項１０】
　図２２に示された00-1または99-1 MPV単離体のMタンパク質のアミノ酸配列に対して少
なくとも97％の同一性を有するアミノ酸配列を含むタンパク質をコードしており、但しそ
の配列同一性はBLASTソフトウェアを用いて決定されるものである、単離された核酸。
【請求項１１】
　図２３に示された00-1または99-1 MPV単離体のFタンパク質のアミノ酸配列に対して少
なくとも97％の同一性を有するアミノ酸配列を含むタンパク質をコードしており、但しそ
の配列同一性はBLASTソフトウェアを用いて決定されるものである、単離された核酸。
【請求項１２】
　図２４に示された00-1または99-1 MPV単離体のM2-1タンパク質のアミノ酸配列に対して
少なくとも90％の同一性を有するアミノ酸配列を含むタンパク質をコードしており、但し
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その配列同一性はBLASTソフトウェアを用いて決定されるものである、単離された核酸。
【請求項１３】
　図２５に示された00-1または99-1 MPV単離体のM2-2タンパク質のアミノ酸配列に対して
少なくとも90％の同一性を有するアミノ酸配列を含むタンパク質をコードしており、但し
その配列同一性はBLASTソフトウェアを用いて決定されるものである、単離された核酸。
【請求項１４】
　図２８に示された00-1 MPV単離体のLタンパク質のアミノ酸配列に対して少なくとも95
％の同一性を有するアミノ酸配列を含むタンパク質をコードしており、但しその配列同一
性はBLASTソフトウェアを用いて決定されるものである、単離された核酸。
【請求項１５】
　図２６に示された00-1または99-1 MPV単離体のSHタンパク質のアミノ酸配列と同一のア
ミノ酸配列を含むタンパク質をコードする、単離された核酸。
【請求項１６】
　図２７に示された00-1または99-1 MPV単離体のGタンパク質のアミノ酸配列と同一のア
ミノ酸配列を含むタンパク質をコードする、単離された核酸。
【請求項１７】
　CNCM（パリ）にI-2614として寄託されているウイルス単離体のゲノムもしくはアンチゲ
ノムの核酸に対して高ストリンジェンシー条件下で特異的にハイブリダイズする、単離さ
れた核酸。
【請求項１８】
　請求項１７に記載の核酸とサンプルとを接触させることを含む、該サンプル中の哺乳動
物メタニューモウイルスの検出方法。
【請求項１９】
　哺乳動物メタニューモウイルスが、ヒト・メタニューモウイルスである、請求項１８に
記載の方法。
【請求項２０】
　請求項８～１７のいずれか１項に記載の核酸を含むベクター。
【請求項２１】
　請求項８～１７のいずれか１項に記載の核酸を含む宿主細胞。
【請求項２２】
　以下のアミノ酸配列を含む、単離されたタンパク質：
　　(i) 図２０に示された00-1または99-1 MPV単離体のNタンパク質のアミノ酸配列に対
して少なくとも95％の同一性を有するアミノ酸配列；
　 (ii) 図２１に示された00-1または99-1 MPV単離体のPタンパク質のアミノ酸配列に対
して少なくとも85％の同一性を有するアミノ酸配列；
　(iii) 図２２に示された00-1または99-1 MPV単離体のMタンパク質のアミノ酸配列に対
して少なくとも97％の同一性を有するアミノ酸配列；
　 (iv) 図２３に示された00-1または99-1 MPV単離体のFタンパク質のアミノ酸配列に対
して少なくとも97％の同一性を有するアミノ酸配列；
　　(v) 図２４に示された00-1または99-1 MPV単離体のM2-1タンパク質のアミノ酸配列と
同一のアミノ酸配列；
　 (vi) 図２５に示された00-1または99-1 MPV単離体のM2-2タンパク質のアミノ酸配列と
同一のアミノ酸配列；
　(vii) 図２８に示された00-1 MPV単離体のLタンパク質のアミノ酸配列に対して少なく
とも95％の同一性を有するアミノ酸配列；
(viii) 図２６に示された00-1または99-1 MPV単離体のSHタンパク質のアミノ酸配列と同
一のアミノ酸配列；および
　 (ix) 図２７に示された00-1または99-1 MPV単離体のGタンパク質のアミノ酸配列と同
一のアミノ酸配列。
【請求項２３】
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　以下のアミノ酸配列を含む、単離されたタンパク質：
　　(i) 図２０に示された00-1または99-1 MPV単離体のNタンパク質のアミノ酸配列と同
一のアミノ酸配列；
　 (ii) 図２１に示された00-1または99-1 MPV単離体のPタンパク質のアミノ酸配列と同
一のアミノ酸配列；
　(iii) 図２２に示された00-1または99-1 MPV単離体のMタンパク質のアミノ酸配列と同
一のアミノ酸配列；
　 (iv) 図２３に示された00-1または99-1 MPV単離体のFタンパク質のアミノ酸配列と同
一のアミノ酸配列；または
　　(v) 図２８に示された00-1 MPV単離体のLタンパク質のアミノ酸配列と同一のアミノ
酸配列。
【請求項２４】
　請求項１～５のいずれか１項に記載のウイルスに特異的に結合するモノクローナル抗体
。
【請求項２５】
　以下のタンパク質のいずれかに特異的に結合するモノクローナル抗体：
　　(i) 図２０に示された00-1または99-1 MPV単離体のNタンパク質のアミノ酸配列を有
するNタンパク質；
　 (ii) 図２１に示された00-1または99-1 MPV単離体のPタンパク質のアミノ酸配列を有
するPタンパク質；
　(iii) 図２２に示された00-1または99-1 MPV単離体のMタンパク質のアミノ酸配列を有
するMタンパク質；
　 (iv) 図２３に示された00-1または99-1 MPV単離体のFタンパク質のアミノ酸配列を有
するFタンパク質；
　　(v) 図２４に示された00-1または99-1 MPV単離体のM2-1タンパク質のアミノ酸配列を
有するM2-1タンパク質；
　 (vi) 図２５に示された00-1または99-1 MPV単離体のM2-2タンパク質のアミノ酸配列を
有するM2-2タンパク質；または
　(vii) 図２８に示された00-1 MPV単離体のLタンパク質のアミノ酸配列を有するLタンパ
ク質。
【請求項２６】
　以下のタンパク質のいずれかに特異的に結合するモノクローナル抗体：
　　(i) 図２０に示された00-1または99-1 MPV単離体のNタンパク質のアミノ酸配列に対
して少なくとも95％のアミノ酸配列同一性を有するNタンパク質；
　 (ii) 図２１に示された00-1または99-1 MPV単離体のPタンパク質のアミノ酸配列に対
して少なくとも85％のアミノ酸配列同一性を有するPタンパク質；
　(iii) 図２２に示された00-1または99-1 MPV単離体のMタンパク質のアミノ酸配列に対
して少なくとも97％のアミノ酸配列同一性を有するMタンパク質；
　 (iv) 図２３に示された00-1または99-1 MPV単離体のFタンパク質のアミノ酸配列に対
して少なくとも97％のアミノ酸配列同一性を有するFタンパク質；
　　(v) 図２４に示された00-1または99-1 MPV単離体のM2-1タンパク質のアミノ酸配列に
対して少なくとも90％のアミノ酸配列同一性を有するM2タンパク質；
　 (vi) 図２８に示された00-1 MPV単離体のLタンパク質のアミノ酸配列に対して少なく
とも95％のアミノ酸配列同一性を有するLタンパク質；
　(vii) 図２６に示された00-1または99-1 MPV単離体のSHタンパク質のアミノ酸配列を有
するSHタンパク質；または
(viii) 図２７に示された00-1または99-1 MPV単離体のGタンパク質のアミノ酸配列を有す
るGタンパク質。
【請求項２７】
　請求項２５または２６に記載の抗体とサンプルとを接触させることを含む、該サンプル
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中の哺乳動物メタニューモウイルスの検出方法。
【請求項２８】
　請求項１８または２７に記載の方法により、パラミクソウイルス科のニューモウイルス
亜科に含まれる哺乳動物ネガティブセンス一本鎖RNAウイルスとして同定され、かつ系統
学的にメタニューモウイルス属に該当するものとして同定される、CNCM（パリ）にI-2614
として寄託されているウイルス単離体。
【請求項２９】
　哺乳動物のMPV感染をウイルス学的に検出する方法であって、請求項１７に記載の核酸
とサンプルとを接触させることにより、該哺乳動物のサンプル中のウイルス単離体または
その成分の存在を判定することを含む、前記方法。
【請求項３０】
　哺乳動物のMPV感染を血清学的に検出する方法であって、請求項２２または２３に記載
のタンパク質、または請求項１～４のいずれか１項に記載のウイルスと、該哺乳動物由来
のサンプルとを反応させることにより、該サンプル中のMPVもしくはその成分に対して特
異的な抗体の存在を検出することを含む、前記方法。
【請求項３１】
　請求項１～５のいずれか１項に記載のウイルスのゲノムをコードする核酸であって、該
ウイルスがCNCM（パリ）にI-2614として寄託されているウイルス単離体に該当する、核酸
。
【請求項３２】
　(i) 請求項１～５のいずれか１項に記載の単離された哺乳動物ネガティブセンス一本鎖
RNAウイルスMPVと(ii) 製薬上許容される担体とを含む、MPV感染の治療または予防方法に
おける使用のための医薬組成物。
【請求項３３】
　請求項１～５のいずれか１項に記載の哺乳動物ネガティブセンス一本鎖RNAウイルスMPV
のゲノムをコードする核酸を含み、かつ該ゲノムが弱毒化ウイルスの作製のための突然変
異または欠失を含有しうるものである、MPV感染の治療または予防方法における使用のた
めの医薬組成物。
【請求項３４】
　請求項２３に記載の単離タンパク質、またはそのMPV特異的断片。
【請求項３５】
　請求項３４に記載のタンパク質またはそのMPV特異的断片を含む抗原。
【請求項３６】
　請求項１～４のいずれか１項に記載のウイルス、請求項３４に記載のタンパク質もしく
はその断片、請求項３５に記載の抗原、または請求項２５または２６に記載の抗体を含む
、MPV感染を診断するための診断用キット。
【請求項３７】
　前記ネガティブセンス一本鎖RNAメタニューモウイルスが、哺乳動物由来である、請求
項１～５に記載のウイルス。
【請求項３８】
　呼吸器疾患の治療または予防方法における使用のための、請求項３２または３３に記載
の組成物。
【請求項３９】
　前記核酸が少なくとも18ヌクレオチド長、少なくとも20ヌクレオチド長、少なくとも23
ヌクレオチド長、または少なくとも25ヌクレオチド長である、請求項１８に記載の方法。
【請求項４０】
　重篤な呼吸器疾患に罹患している被験体における哺乳動物メタニューモウイルス感染の
リスクを評価する方法であって、下記(i)～(iii)：
　　(i) 細胞と、該被験体から得たサンプルとを接触させ、
　 (ii)該細胞に対する細胞変性効果を、その細胞変性効果がhRSVまたはhPIVの細胞変性
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効果と類似するかどうかモニターし、そして
　(iii) PIV、インフルエンザウイルス、およびRSVの存在について試験すること
を含み、ここでPIV、インフルエンザウイルス、およびRSVが該サンプル中に存在しなけれ
ばすなわち哺乳動物メタニューモウイルスが該サンプル中に存在する、前記方法。
【請求項４１】
　重篤な呼吸器疾患に罹患しているヒトにおけるヒト・メタニューモウイルス感染のリス
クを評価する方法であって、下記(i)～(iii)：
　　(i) 細胞と、該ヒトから得たサンプルとを接触させ、
　 (ii) 該細胞に対する細胞変性効果を、その細胞変性効果がhRSVまたはhPIVの細胞変性
効果と類似するかどうかモニターし、そして
　(iii) hPIV 1型、hPIV 2型、hPIV 3型、hPIV 4型、hRSV、インフルエンザウイルスA型
、およびインフルエンザウイルスB型の存在について試験すること
を含み、ここでhPIV 1型、hPIV 2型、hPIV 3型、hPIV 4型、hRSV、インフルエンザウイル
スA型、およびインフルエンザウイルスB型が該サンプル中に存在しなければすなわちヒト
・メタニューモウイルスが該サンプル中に存在する、前記方法。
【請求項４２】
　重篤な呼吸器疾患に罹患している被験体における哺乳動物メタニューモウイルス感染の
リスクを評価する方法であって、下記(i)～(iii)：
　　(i) 細胞と、該被験体から得たサンプルとを接触させ、
　 (ii)該細胞に対する細胞変性効果を、その細胞変性効果がhRSVまたはhPIVの細胞変性
効果と類似するかどうかモニターし、そして
　(iii) PIV、インフルエンザウイルス、およびRSVの存在について試験すること
を含み、ここでPIV、インフルエンザウイルス、およびRSVが該サンプル中に存在しなけれ
ばすなわち該被験体には哺乳動物メタニューモウイルスに感染するリスクがある、前記方
法。
【請求項４３】
　重篤な呼吸器疾患に罹患している被験体における哺乳動物メタニューモウイルス感染の
リスクを評価する方法であって、下記(i)～(iii)：
　　(i) 細胞と、該被験体から得たサンプルとを接触させ、
　 (ii) 該細胞に対する細胞変性効果を、その細胞変性効果がhRSVまたはhPIVの細胞変性
効果と類似するかどうかモニターし、そして
　(iii) パラミクソウイルス、hPIV 1型、hPIV 2型、hPIV 3型、hPIV 4型、センダイウイ
ルス、サルウイルス5型、ニューカッスル病ウイルス、hRSV、麻疹ウイルス、おたふくか
ぜウイルス、ニパウイルス、ヘンドラウイルス、ツパイウイルス、およびマプエラウイル
スの存在について試験すること
を含み、ここでパラミクソウイルス、hPIV 1型、hPIV 2型、hPIV 3型、hPIV 4型、センダ
イウイルス、サルウイルス5型、ニューカッスル病ウイルス、hRSV、麻疹ウイルス、おた
ふくかぜウイルス、ニパウイルス、ヘンドラウイルス、ツパイウイルス、およびマプエラ
ウイルスが該サンプル中に存在しなければすなわち哺乳動物メタニューモウイルスが該サ
ンプル中に存在する、前記方法。
【請求項４４】
　細胞変性効果が、合胞体形成とそれに続く急速な内部破壊およびその後の単層からの細
胞の剥離によって特徴付けられる、請求項４０～４３のいずれか１項に記載の方法。
【請求項４５】
　前記細胞が、前記細胞と前記サンプルとを接触させてから3代継代した後に細胞変性効
果を示す、請求項４０～４３のいずれか１項に記載の方法。
【請求項４６】
　前記細胞がtMK細胞、VERO細胞、またはA549細胞である、請求項４０～４３のいずれか
１項に記載の方法。
【請求項４７】
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　前記の試験工程が、PIV、RSVおよび／またはインフルエンザウイルスの核酸を検出する
ことを含む、請求項４０～４３のいずれか１項に記載の方法。
【請求項４８】
　前記の試験工程が、低ストリンジェンシーでのRT-PCRアッセイを含む、請求項４７に記
載の方法。
【請求項４９】
　前記の試験工程が、PIV、RSVおよび／またはインフルエンザウイルスのタンパク質を検
出することを含む、請求項４０～４３のいずれか１項に記載の方法。
【請求項５０】
　前記の試験工程が免疫蛍光アッセイを含む、請求項４９に記載の方法。
【請求項５１】
　請求項８～１７のいずれか１項に記載の核酸と前記サンプルとを接触させることをさら
に含む、請求項４０～４３のいずれか１項に記載の方法。
【請求項５２】
　請求項２４～２６のいずれか１項に記載の抗体と前記サンプルとを接触させることをさ
らに含む、請求項４０～４４のいずれか１項に記載の方法。
【請求項５３】
　細胞変性効果が、hRSVまたはhPIVの細胞変性効果と同じである、請求項４０～４３のい
ずれか１項に記載の方法。
【請求項５４】
　ヒト細胞に感染することができる、請求項１に記載の単離されたネガティブセンス一本
鎖RNAウイルスMPV。
【請求項５５】
　請求項１～４のいずれか１項に記載の哺乳動物MPVのヌクレオチド配列を含む、キメラ
パラインフルエンザ3型(PI3)ウイルス。
【請求項５６】
　請求項１～４のいずれか１項に記載の哺乳動物MPVのポリペプチドを含む、キメラパラ
インフルエンザ3型(PI3)ウイルス。
【請求項５７】
　キメラPI3ウイルスが第2のヌクレオチド配列をさらに含み、該第2のヌクレオチド配列
が呼吸器合胞体ウイルス(RSV)由来のものである、請求項５５に記載のキメラPI3ウイルス
。
【請求項５８】
　キメラPI3ウイルスが第2のヌクレオチド配列をさらに含み、該第2のヌクレオチド配列
がトリ・ニューモウイルス(APV)由来のものである、請求項５６に記載のキメラPI3ウイル
ス。
【請求項５９】
　パラミクソウイルス科のニューモウイルス亜科に属し、系統学的にメタニューモウイル
ス属に該当するものとして同定される単離されたネガティブセンス一本鎖RNAウイルスMPV
であって、該ウイルスは哺乳動物細胞に感染することができ、かつ該ウイルスはCNCM（パ
リ）にI-2614として寄託されているウイルス単離体に該当するヒトMPV単離体00-1である
、前記ウイルス。
【請求項６０】
　弱毒化ウイルスである、請求項５９に記載のウイルス。
【請求項６１】
　請求項５９に記載のウイルスを含む、免疫原性組成物。
【請求項６２】
　以下のアミノ酸配列を含むタンパク質をコードする、単離された核酸：
　 (i) 図２０に示されたNタンパク質のアミノ酸配列；
　(ii) 図２１に示されたPタンパク質のアミノ酸配列；
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(iii) 図２２に示されたMタンパク質のアミノ酸配列；
　(iv) 図２３に示されたFタンパク質のアミノ酸配列；
　 (v) 図２４に示されたM2-1タンパク質のアミノ酸配列；
　(vi) 図２５に示されたM2-2タンパク質のアミノ酸配列；
(vii) 図２８に示されたLタンパク質のアミノ酸配列；
(viii) 図２６に示されたSHタンパク質のアミノ酸配列；または
　(ix) 図２７に示されたGタンパク質のアミノ酸配列。
【請求項６３】
　請求項６２に記載の核酸のいずれかに対して高ストリンジェンシー条件下で特異的にハ
イブリダイズする、単離された核酸。
【請求項６４】
　請求項６２～６３のいずれか１項に記載の核酸のいずれかとサンプルとを接触させるこ
とを含み、該核酸がCNCM（パリ）にI-2614として寄託されているウイルス単離体中に存在
するものである、該サンプル中のヒトメタニューモウイルスの検出方法。
【請求項６５】
　哺乳動物のMPV感染をウイルス学的に検出する方法であって、請求項６２～６３のいず
れか１項に記載の核酸のいずれかとサンプルとを接触させることにより、該哺乳動物のサ
ンプル中のウイルス単離体またはその成分の存在を判定することを含み、該核酸がCNCM（
パリ）にI-2614として寄託されているウイルス単離体中に存在するものである、前記方法
。
【請求項６６】
　哺乳動物のMPV感染を血清学的に検出する方法であって、請求項６０に記載のウイルス
と該哺乳動物由来のサンプルとを反応させることにより、該サンプル中のMPVもしくはそ
の成分に対して特異的な抗体の存在を検出することを含む、前記方法。
【請求項６７】
　前記核酸が他のウイルスの配列をさらにコードする、請求項５９に記載のウイルスのゲ
ノムをコードする核酸。
【請求項６８】
　請求項６０に記載の弱毒化ウイルスのゲノムをコードする核酸。
【請求項６９】
　(i) 請求項５９に記載の単離されたウイルスと(ii) 製薬上許容される担体とを含む、M
PV感染の治療または予防方法における使用のための医薬組成物。
【請求項７０】
　(i) 請求項５９に記載のヒトMPVウイルスと(ii) 製薬上許容される担体とを含む、MPV
感染の治療または予防方法における使用のための医薬組成物。
【請求項７１】
　請求項５９に記載のウイルス、または請求項６２～６３のいずれか１項に記載の核酸を
含む、MPV感染を診断するための診断用キット。
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摘要(译)

分离的哺乳动物负义单链RNA病毒（MPV），属于副粘病毒科的肺病毒亚科，在系统发育上被鉴定为属于偏肺病毒科 ）及其成
分。 分离的负义单链RNA偏肺病毒。 包含病毒的免疫原性组合物。 分离的核酸，其编码包含与MPV分离物的N蛋白的氨基酸序列
具有至少95％同一性的氨基酸序列的蛋白。 一种用于检测样品中的哺乳动物偏肺病毒的方法，其包括使样品与核酸接触。 用于治
疗或预防MPV感染的方法的药物组合物。 [选择图]无
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