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(57)【要約】
本開示は、ユニークなフレボウイルスであるローンスターウイルスの単離、同定および配
列決定に関する。ローンスターウイルスの核酸分子、タンパク質および抗体が、開示され
る。ローンスターウイルスを検出、診断および処置するための方法もまた開示される。配
列番号１、その相補体、配列番号２または配列番号３のオープンリーディングフレームと
少なくとも９０％同一の核酸配列を含む、単離された核酸分子。（ａ）配列番号１、その
相補体、配列番号２または配列番号３のオープンリーディングフレームと少なくとも９０
％同一のヌクレオチド配列；（ｂ）配列番号１、その相補体、配列番号２または配列番号
３として示されている核酸配列のオープンリーディングフレーム；または（ｃ）配列番号
４～７として示されているアミノ酸配列を含むポリペプチドをコードする核酸配列
を含む、ｃＤＮＡ。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
配列番号１、その相補体、配列番号２または配列番号３のオープンリーディングフレーム
と少なくとも９０％同一の核酸配列を含む、単離された核酸分子。
【請求項２】
配列番号１、その相補体、配列番号２または配列番号３として示されている核酸配列のオ
ープンリーディングフレームを含む、請求項１に記載の単離された核酸分子。
【請求項３】
配列番号１、配列番号２または配列番号３として示されている核酸配列を含む、請求項６
に記載の単離された核酸分子。
【請求項４】
前記核酸が、配列番号４～７として示されているアミノ酸配列を含むポリペプチドをコー
ドする、請求項１に記載の単離された核酸分子。
【請求項５】
（ａ）配列番号１、その相補体、配列番号２または配列番号３のオープンリーディングフ
レームと少なくとも９０％同一のヌクレオチド配列；
（ｂ）配列番号１、その相補体、配列番号２または配列番号３として示されている核酸配
列のオープンリーディングフレーム；または
（ｃ）配列番号４～７として示されているアミノ酸配列を含むポリペプチドをコードする
核酸配列
を含む、ｃＤＮＡ。
【請求項６】
請求項１～５のいずれか１項に記載の核酸分子によってコードされる、単離されたポリペ
プチド。
【請求項７】
配列番号４～７のうちの１つとして示されているアミノ酸配列と少なくとも８０％同一の
アミノ酸配列を含む、請求項６に記載の単離されたポリペプチド。
【請求項８】
配列番号４～７のうちの１つとして示されているアミノ酸配列を含む、請求項７に記載の
単離されたポリペプチド。
【請求項９】
異種プロモーターに作動可能に連結された、請求項１～５のいずれか１項に記載の単離さ
れた核酸分子。
【請求項１０】
請求項９に記載の核酸分子を含む、組換えベクター。
【請求項１１】
請求項１～５もしくは９のいずれか１項に記載の核酸分子または請求項１０に記載のベク
ターを含む、単離された宿主細胞。
【請求項１２】
１２～４０ヌクレオチド長の単離されたオリゴヌクレオチドであって、該オリゴヌクレオ
チドは、高ストリンジェンシー条件下において、配列番号１、配列番号２もしくは配列番
号３またはそれらの相補体のうちの１つに特異的にハイブリダイズする、単離されたオリ
ゴヌクレオチド。
【請求項１３】
前記オリゴヌクレオチドが、フルオロフォア、クエンチャーまたはその両方を含む、請求
項１２に記載の単離されたオリゴヌクレオチド。
【請求項１４】
（ａ）配列番号１、その相補体、配列番号２または配列番号３のうちの１つとして示され
ている核酸配列と少なくとも９０％同一の核酸配列のオープンリーディングフレームによ
ってコードされるアミノ酸配列；
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（ｂ）配列番号１、その相補体、配列番号２または配列番号３のうちの１つとして示され
ている核酸配列と少なくとも９５％同一の核酸配列のオープンリーディングフレームによ
ってコードされるアミノ酸配列；または
（ｃ）配列番号１、その相補体、配列番号２または配列番号３のうちの１つとして示され
ている核酸配列のオープンリーディングフレームによってコードされるアミノ酸配列
に特異的に結合する、単離されたモノクローナル抗体またはその抗原結合フラグメント。
【請求項１５】
前記抗体または抗原結合フラグメントが、配列番号４～７のうちの１つとして示されてい
るアミノ酸配列に特異的に結合する、請求項１４に記載の抗体または抗原結合フラグメン
ト。
【請求項１６】
前記抗体または抗原結合フラグメントが、標識されている、請求項１４または請求項１５
に記載の抗原結合フラグメントの抗体。
【請求項１７】
前記抗体または抗原結合フラグメントが、キメラである、請求項１４または請求項１５に
記載の抗体または抗原結合フラグメント。
【請求項１８】
生物学的サンプル中のローンスターウイルスポリペプチドを検出するための方法であって
、該方法は、
（ａ）
（ｉ）配列番号１、その相補体、配列番号２または配列番号３のうちの１つとして示され
ている核酸配列と少なくとも９０％同一の核酸配列のオープンリーディングフレームによ
ってコードされるアミノ酸配列；
（ｉｉ）配列番号１、その相補体、配列番号２または配列番号３のうちの１つとして示さ
れている核酸配列と少なくとも９５％同一の核酸配列のオープンリーディングフレームに
よってコードされるアミノ酸配列；または
（ｉｉｉ）配列番号１、その相補体、配列番号２または配列番号３のうちの１つとして示
されている核酸配列のオープンリーディングフレームによってコードされるアミノ酸配列
に特異的に結合する、単離されたモノクローナル抗体またはその抗原結合フラグメントと
該生物学的サンプルとを接触させる工程；
および
（ｂ）該生物学的サンプルへの該抗体または抗原結合フラグメントの結合を検出する工程
であって、該生物学的サンプルへの該抗体または抗原結合フラグメントの結合は、該生物
学的サンプル中の該ローンスターウイルスまたは該ローンスターウイルスポリペプチドの
存在を示す、工程
を含む、方法。
【請求項１９】
生物学的サンプル中のローンスターウイルス特異的抗体を検出するための方法であって、
該方法は、
（ａ）
（ｉ）配列番号１、その相補体、配列番号２または配列番号３のうちの１つとして示され
ている核酸配列と少なくとも９０％同一の核酸配列のオープンリーディングフレームによ
ってコードされるアミノ酸配列；
（ｉｉ）配列番号１、その相補体、配列番号２または配列番号３のうちの１つとして示さ
れている核酸配列と少なくとも９５％同一の核酸配列のオープンリーディングフレームに
よってコードされるアミノ酸配列；または
（ｉｉｉ）配列番号１、その相補体、配列番号２または配列番号３のうちの１つとして示
されている核酸配列のオープンリーディングフレームによってコードされるアミノ酸配列
を含むポリペプチドと該生物学的サンプルとを接触させる工程；
（ｂ）該生物学的サンプルへの該ポリペプチドの結合を検出する工程であって、該生物学
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的サンプルへの該ポリペプチドの結合は、生物学的サンプル中の該ローンスターウイルス
特異的抗体の存在を示す、工程
を含む、方法。
【請求項２０】
配列番号４～７のうちの１つとして示されているアミノ酸配列を含むポリペプチドと前記
生物学的サンプルとを接触させる工程を含む、請求項１９に記載の方法。
【請求項２１】
生物学的サンプル中のローンスターウイルス核酸分子を検出するための方法であって、該
方法は、
（ａ）１２～４０ヌクレオチド長の単離されたオリゴヌクレオチドと該生物学的サンプル
とを接触させる工程であって、該オリゴヌクレオチドは、高ストリンジェンシー条件下に
おいて、配列番号１、配列番号２または配列番号３のうちの１つに特異的にハイブリダイ
ズする、工程；および
（ｂ）該生物学的サンプルと該プローブとのハイブリダイゼーションを検出する工程であ
って、該生物学的サンプルと該プローブとのハイブリダイゼーションは、該生物学的サン
プル中の該ローンスターウイルス核酸分子の存在を示す、工程
を含む、方法。
【請求項２２】
前記生物学的サンプルが、
（ａ）該生物学的サンプルからＲＮＡを単離する工程；
（ｂ）該ＲＮＡを逆転写して、ｃＤＮＡを生成する工程；および
（ｃ）請求項６に記載の単離された核酸分子に特異的にハイブリダイズするプライマー対
を使用して該ｃＤＮＡを増幅し、それにより、核酸増幅産物を生成する工程
を含む方法によって得られる核酸増幅産物である、請求項２１に記載の方法。
【請求項２３】
前記ローンスターウイルスに感染した被験体を同定するための方法であって、該方法は、
（ａ）該被験体から得られた生物学的サンプルからＲＮＡを単離する工程；
（ｂ）該ＲＮＡを逆転写して、ｃＤＮＡを生成する工程；
（ｃ）その相補体の請求項１～５のいずれか１項に記載の単離された核酸分子に特異的に
ハイブリダイズするプライマー対を使用して該ｃＤＮＡを増幅する工程；および
（ｄ）工程（ｉｉｉ）からの増幅産物を検出する工程であって、該増幅産物の検出は、該
被験体を該ローンスターウイルスに感染していると同定する、工程
を含む、方法。
【請求項２４】
前記増幅産物を検出する工程は、該増幅産物をプローブにハイブリダイズさせる工程を含
む、請求項２３に記載の方法。
【請求項２５】
前記プローブが、フルオロフォア、クエンチャーまたはその両方を含む、請求項２４に記
載の方法。
【請求項２６】
キットであって、
ａ）
ｉ）配列番号１、その相補体、配列番号２または配列番号３のオープンリーディングフレ
ームと少なくとも９０％同一の核酸配列；
ｉｉ）配列番号１、その相補体、配列番号２または配列番号３として示されている核酸配
列のオープンリーディングフレーム；
（ｉｉｉ）配列番号１、配列番号２または配列番号３として示されている核酸配列；また
は
（ｉｖ）配列番号４～７のうちの１つをコードするｃＤＮＡ
を含む単離された核酸分子；
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ｂ）高度にストリンジェントな条件下において、配列番号１、配列番号２、配列番号３ま
たはそれらの相補体として示されているヌクレオチド配列にハイブリダイズするプライマ
ー、
ｃ）
（ｉ）配列番号１、その相補体、配列番号２または配列番号３のうちの１つとして示され
ている核酸配列と少なくとも９０％同一の核酸配列のオープンリーディングフレームによ
ってコードされるアミノ酸配列；
（ｉｉ）配列番号１、その相補体、配列番号２または配列番号３のうちの１つとして示さ
れている核酸配列と少なくとも９５％同一の核酸配列のオープンリーディングフレームに
よってコードされるアミノ酸配列；
（ｉｉｉ）配列番号１、その相補体、配列番号２または配列番号３のうちの１つとして示
されている核酸配列のオープンリーディングフレームによってコードされるアミノ酸配列
；もしくは
（ｉｖ）その免疫原性フラグメント
を含む、単離されたポリペプチド
またはｄ）ｃ）のポリペプチドに特異的に結合する抗体；および
ｅ）該キットを使用するための指示
のうちの少なくとも１つを含む容器を含む、キット。
【請求項２７】
前記ポリペプチドまたはその免疫原性フラグメント、および被験体由来のサンプル中のロ
ーンスターウイルスに特異的に結合する抗体の存在を検出するための指示を含む、請求項
２６に記載のキット。
【請求項２８】
前記抗体、および被験体由来のサンプル中のＬＳＶポリペプチドの存在を検出するための
指示を含む、請求項２６に記載のキット。
【請求項２９】
請求項１１に記載の宿主細胞をインビトロで培養する工程を含む、タンパク質を発現させ
る方法。
【請求項３０】
抗体を作製する方法であって、該方法は、
（ａ）
（ｉ）配列番号１、その相補体、配列番号２または配列番号３のうちの１つとして示され
ている核酸配列と少なくとも９０％同一の核酸配列のオープンリーディングフレームによ
ってコードされるアミノ酸配列；
（ｉｉ）配列番号１、その相補体、配列番号２または配列番号３のうちの１つとして示さ
れている核酸配列と少なくとも９５％同一の核酸配列のオープンリーディングフレームに
よってコードされるアミノ酸配列；
（ｉｉｉ）配列番号１、その相補体、配列番号２または配列番号３のうちの１つとして示
されている核酸配列のオープンリーディングフレームによってコードされるアミノ酸配列
；もしくは
（ｉｖ）該ポリペプチドの免疫原性フラグメント
を含むポリペプチド；
または（ｉ）～（ｉｖ）のポリペプチドをコードする核酸
で哺乳動物を免疫する工程；および
（ｂ）
（ｉ）配列番号１、その相補体、配列番号２または配列番号３のうちの１つとして示され
ている核酸配列と少なくとも９０％同一の核酸配列のオープンリーディングフレームによ
ってコードされるアミノ酸配列；
（ｉｉ）配列番号１、その相補体、配列番号２または配列番号３のうちの１つとして示さ
れている核酸配列と少なくとも９５％同一の核酸配列のオープンリーディングフレームに
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よってコードされるアミノ酸配列；または
（ｉｉｉ）配列番号１、その相補体、配列番号２または配列番号３のうちの１つとして示
されている核酸配列のオープンリーディングフレームによってコードされるアミノ酸配列
に特異的に結合する抗体を単離し；
それにより、該抗体を作製する工程
を含む、方法。
【請求項３１】
前記抗体が、配列番号４～７のうちの１つとして示されているアミノ酸配列に特異的に結
合する、請求項３０に記載の方法。
【請求項３２】
Ｓ分節、Ｍ分節およびＬ分節を含む、単離されたフレボウイルスであって、ここで：
（ｉ）該Ｓ分節のヌクレオチド配列は、配列番号１と少なくとも８０％同一であるか；
（ｉｉ）該Ｍ分節のヌクレオチド配列は、配列番号２と少なくとも８０％同一であるか；
（ｉｉｉ）該Ｌ分節のヌクレオチド配列は、配列番号３と少なくとも８０％同一であるか
；または
（ｉｖ）（ｉ）、（ｉｉ）および（ｉｉｉ）のすべてである、
単離されたフレボウイルス。
【請求項３３】
（ｉ）前記Ｓ分節のヌクレオチド配列が、配列番号１と少なくとも９０％同一であるか；
（ｉｉ）前記Ｍ分節のヌクレオチド配列が、配列番号２と少なくとも９０％同一であるか
；
（ｉｉｉ）前記Ｌ分節のヌクレオチド配列が、配列番号３と少なくとも９０％同一である
か；または
（ｉｖ）（ｉ）、（ｉｉ）および（ｉｉｉ）のすべてである、
請求項３２に記載の単離されたフレボウイルス。
【請求項３４】
（ｉ）前記Ｓ分節のヌクレオチド配列が、配列番号１と少なくとも９５％同一であるか；
（ｉｉ）前記Ｍ分節のヌクレオチド配列が、配列番号２と少なくとも９５％同一であるか
；
（ｉｉｉ）前記Ｌ分節のヌクレオチド配列が、配列番号３と少なくとも９５％同一である
か；または
（ｉｖ）（ｉ）、（ｉｉ）および（ｉｉｉ）のすべてである、
請求項３２に記載の単離されたフレボウイルス。
【請求項３５】
（ｉ）前記Ｓ分節が、配列番号１として示されている核酸配列を含むか；
（ｉｉ）前記Ｍ分節が、配列番号２として示されている核酸配列を含むか；
（ｉｉｉ）前記Ｌ分節が、配列番号３として示されている核酸配列を含むか；または
（ｉｖ）（ｉ）、（ｉｉ）および（ｉｉｉ）のすべてである、
請求項３２に記載の単離されたフレボウイルス。
【請求項３６】
（ｉ）前記Ｓ分節が、配列番号１として示されている核酸配列からなるか；
（ｉｉ）前記Ｍ分節が、配列番号２として示されている核酸配列からなるか；
（ｉｉｉ）前記Ｌ分節が、配列番号３として示されている核酸配列からなるか；または
（ｉｖ）（ｉ）、（ｉｉ）および（ｉｉｉ）のすべてである、
請求項３２に記載の単離されたフレボウイルス。
【請求項３７】
請求項６～８のいずれか１項に記載のポリペプチドをコードするフレボウイルス。
【請求項３８】
前記フレボウイルスが、弱毒化されている、請求項３２～３７のいずれか１項に記載のフ
レボウイルス。
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【請求項３９】
有効量の請求項３８に記載のフレボウイルス、請求項６～８のいずれか１項に記載の単離
されたポリペプチド、請求項１～５のいずれかに記載の単離された核酸または請求項１０
に記載のベクターおよび薬学的に許容され得るキャリアを含む、免疫原性組成物。
【請求項４０】
被験体においてローンスターウイルスに対する免疫応答を誘発する方法であって、該方法
は、治療有効量の請求項３９に記載の免疫原性組成物を該被験体に投与し、それにより、
該ローンスターウイルスに対する該免疫応答を誘発する工程を含む、方法。
【請求項４１】
前記被験体が、前記ローンスターウイルスに感染している、請求項４０に記載の方法。
【請求項４２】
前記被験体が、健常である、請求項４０に記載の方法。
【請求項４３】
弱毒化されたフレボウイルスを前記被験体に投与する工程を含む、請求項４０～４２のい
ずれか１項に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　関連出願の引用
　本願は、２０１３年４月２６日に出願した米国出願第６１／８１６，６３４号および２
０１３年４月１９日に出願した米国出願第６１／８１４，１８１号の利益を主張する。こ
れらの出願の両方は、その全体が本明細書中に参考として援用される。
【０００２】
　分野
　本開示は、ユニークなフレボウイルスのローンスターウイルス（Ｌｏｎｅ　Ｓｔａｒ　
Ｖｉｒｕｓ）の単離、同定および配列決定、ならびに検出および治療におけるローンスタ
ーウイルス（ＬＳＶ）の核酸分子、タンパク質および抗体の使用に関する。
【０００３】
　政府支援の陳述
　本発明は、Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅｓ　ｏｆ　Ｈｅａｌｔｈ（ＮＩＨ）
が授与した助成金番号Ｒ５６－ＡＩ０８９５３２およびＲ０１－ＨＬ１０５７０４、Ｎａ
ｔｉｏｎａｌ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｆｕｎｄ　ｆｏｒ　Ｔｉｃｋ－ｂｏｒｎｅ　Ｄｉｓｅ
ａｓｅｓからの研究助成金、ならびにＣｅｎｔｅｒ　ｆｏｒ　Ｄｉｓｅａｓｅ　Ｃｏｎｔ
ｒｏｌからの資金により、政府支援を得てなされたものである。政府は、本発明において
一定の権利を有する。
【背景技術】
【０００４】
　背景
　ブニヤウイルス科は、植物、節足動物および脊椎動物をはじめとした幅広い宿主に感染
する３５０を超える種を含む、ウイルスの最も大きな科である（Ｗａｌｔｅｒ　ａｎｄ　
Ｂａｒｒ（２０１１）Ｊ　Ｇｅｎ　Ｖｉｒｏｌ　９２：２４６７－２４８４）。このブニ
ヤウイルス科のウイルスは、広範囲の植物、昆虫および動物宿主に感染する。ブニヤウイ
ルス科は、５つの属：ナイロウイルス属、ブニヤウイルス属、ハンタウイルス属、フレボ
ウイルス属およびトスポウイルス属からなっている（Ｇｕｕら（２０１２）Ａｄｖ　Ｅｘ
ｐ　Ｍｅｄ　Ｂｉｏｌ　７２６：２４５－２６６）。それらのゲノムは、３つの一本鎖マ
イナスセンスＲＮＡ分節：ＲＮＡ依存性ＲＮＡポリメラーゼ（ＲｄＲｐ）であるＬタンパ
ク質をコードするラージ（Ｌ）；糖タンパク質ＧｎおよびＧｃをコードするミディアム（
Ｍ）；ならびにヌクレオカプシドタンパク質（Ｎ）およびあるサブセットのウイルスにお
いてアンビセンス非構造タンパク質（ＮＳｓ）をコードするスモール（Ｓ）からなる。
【０００５】
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　最近になって、中国における重症熱性血小板減少症候群ウイルス（ＳＦＴＳＶ）および
米国におけるＨｅａｒｔｌａｎｄウイルスを含む、ダニ媒介と推定されている新たに出現
したブニヤウイルス（ｂｕｎｙａｖｒｉｕｓｅｓ）は、ヒト急性発熱疾患に関連して発見
された。ヒトに対して病原性であるブニヤウイルスは、呼吸器疾患および出血性疾患にも
関連する。これらのブニヤウイルスには、アジア、欧州およびアフリカにおいて最大３０
％の致死率を有するダニ媒介性の急性出血性疾患であるクリミア・コンゴ出血熱（ＣＣＨ
Ｆ）ウイルス（Ｅｒｇｏｎｕｌ，（２０１２）Ｃｕｒｒ　Ｏｐｉｎ　Ｖｉｒｏｌ　２：２
１５－２２０）および腎症候群を伴う肺炎または出血熱に関連する世界中の一連のげっ歯
類媒介性疾患であるハンタウイルス（Ｊｏｎｓｓｏｎら（２０１０）Ｃｌｉｎ　Ｍｉｃｒ
ｏｂｉｏｌ　Ｒｅｖ　２３：４１２－４４１）が含まれる。
【０００６】
　２０１１年に、重症熱性血小板減少症候群ウイルス（ＳＦＴＳＶ）と命名された、フレ
ボウイルス属の新しいブニヤウイルスが、中国における重症の熱病の大流行の原因である
と報告された（Ｘｕら（２０１１），ＰＬｏＳ　Ｐａｔｈｏｇ　７：ｅ１００２３６９；
Ｙｕら（２０１１）Ｎ　Ｅｎｇｌ　Ｊ　Ｍｅｄ　３６４：１５２３－１５３２；Ｚｈａｎ
ｇら（２０１２）Ｃｌｉｎ　Ｉｎｆｅｃｔ　Ｄｉｓ　５４：５２７－５３３）。２００８
年～２０１０年の間に、中国東部のおよそ５００人の患者（主に、湖北省および河南省の
農村部の丘陵地における農業者）が、ＳＦＴＳＶ感染症と診断された。ＳＦＴＳＶが原因
の疾患は、発熱、食欲不振、疲労ならびに血小板および白血球の数の減少によって特徴づ
けられた（Ｚｈａｎｇら、２０１２，前出）。ＳＦＴＳ疾患の臨床症候は、ヒト顆粒球性
アナプラズマ症において見られる臨床症候と類似しているので、当初、病原因子は、Ａｎ
ａｐｌａｓｍａ　ｐｈａｇｏｃｙｔｏｐｈｉｌｕｍであると考えられていた。新規フレボ
ウイルスが、ＳＦＴＳの原因として同定され（Ｘｕら、２０１１，前出；Ｙｕら、２０１
１，前出）、さらなる知見から、カタダニであるＨａｅｍａｐｈｙｓａｌｉｓ　ｌｏｎｇ
ｉｃｏｒｎｉｓがＳＦＴＳＶのベクターとして関係があるとされた（Ｚｈａｎｇら、２０
１２，前出）。Ｈｅａｒｔｌａｎｄウイルス（ＨＲＴＶ）は、ＬＳＶとは異なるダニ媒介
性フレボウイルスであり、ミズーリの重症の熱病の２つのヒト症例に関連し、これも報告
された（ＭｃＭｕｌｌａｎら（２０１２）Ｎ　Ｅｎｇｌ　Ｊ　Ｍｅｄ　３６７：８３４－
８４１）。Ｂｈａｎｊａウイルス（ＢＨＡＶ）およびＰａｌｍａウイルス（ＰＡＬＶ）の
株もまた、完全に配列決定され、ダニ媒介性フレボウイルスの新規クレードを構成するこ
とが見出された（Ｄｉｌｃｈｅｒら（２０１２）Ｖｉｒｕｓ　Ｇｅｎｅｓ　４５：３１１
－３１５；Ｍａｔｓｕｎｏら（２０１３），Ｊ　Ｖｉｒｏｌ．）。ＢＨＡＶ群のウイルス
の病原性の範囲は、まだ完全には定義されていないが、Ｂｈａｎｊａウイルスは、研究室
での症例と天然に感染した症例の両方において中枢神経系が関与する熱病に関連していた
（例えば、Ｃａｌｉｓｈｅｒ　ａｎｄ　Ｇｏｏｄｐａｓｔｕｒｅ（１９７５）Ａｍ　Ｊ　
Ｔｒｏｐ　Ｍｅｄ　Ｈｙｇ　２４：１０４０－１０４２；Ｐｕｎｄａら（１９８０）Ｚｅ
ｎｔｒａｌｂｌａｔｔ　ｆｕｒ　Ｂａｋｔｅｒｉｏｌｏｇｉｅ：２９７－３０１；Ｖｅｓ
ｅｎｊａｋ－Ｈｉｒｊａｎら（１９８０）Ｆｉｒｓｔ　ｎａｔｕｒａｌ　ｃｌｉｎｉｃａ
ｌ　ｈｕｍａｎ　Ｂｈａｎｊａ　ｖｉｒｕｓ　ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ．Ｚｅｎｔｒａｌｂｌ
ａｔｔ　ｆｕｒ　Ｂａｋｔｅｒｉｏｌｏｇｉｅ：２９７－３０１を参照のこと。
【０００７】
　フレボウイルス感染の検出および処置のために使用され得る作用物質が、依然として必
要とされている。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００８】
【非特許文献１】Ｅｒｇｏｎｕｌ，（２０１２）Ｃｕｒｒ　Ｏｐｉｎ　Ｖｉｒｏｌ　２：
２１５－２２０
【非特許文献２】Ｊｏｎｓｓｏｎら（２０１０）Ｃｌｉｎ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ　Ｒｅｖ
　２３：４１２－４４１
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【非特許文献３】Ｘｕら（２０１１），ＰＬｏＳ　Ｐａｔｈｏｇ　７：ｅ１００２３６９
【非特許文献４】Ｙｕら（２０１１）Ｎ　Ｅｎｇｌ　Ｊ　Ｍｅｄ　３６４：１５２３－１
５３２
【非特許文献５】Ｚｈａｎｇら（２０１２）Ｃｌｉｎ　Ｉｎｆｅｃｔ　Ｄｉｓ　５４：５
２７－５３３
【非特許文献６】ＭｃＭｕｌｌａｎら（２０１２）Ｎ　Ｅｎｇｌ　Ｊ　Ｍｅｄ　３６７：
８３４－８４１
【非特許文献７】Ｄｉｌｃｈｅｒら（２０１２）Ｖｉｒｕｓ　Ｇｅｎｅｓ　４５：３１１
－３１５
【非特許文献８】Ｃａｌｉｓｈｅｒ　ａｎｄ　Ｇｏｏｄｐａｓｔｕｒｅ（１９７５）Ａｍ
　Ｊ　Ｔｒｏｐ　Ｍｅｄ　Ｈｙｇ　２４：１０４０－１０４２
【非特許文献９】Ｐｕｎｄａら（１９８０）Ｚｅｎｔｒａｌｂｌａｔｔ　ｆｕｒ　Ｂａｋ
ｔｅｒｉｏｌｏｇｉｅ：２９７－３０１
【非特許文献１０】Ｖｅｓｅｎｊａｋ－Ｈｉｒｊａｎら（１９８０）Ｆｉｒｓｔ　ｎａｔ
ｕｒａｌ　ｃｌｉｎｉｃａｌ　ｈｕｍａｎ　Ｂｈａｎｊａ　ｖｉｒｕｓ　ｉｎｆｅｃｔｉ
ｏｎ．Ｚｅｎｔｒａｌｂｌａｔｔ　ｆｕｒ　Ｂａｋｔｅｒｉｏｌｏｇｉｅ：２９７－３０
１
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【０００９】
　要旨
　これまで同定されていなかったフレボウイルスの単離および同定が、本明細書中に開示
される。特に、一つ星ダニ（ｌｏｎｅ　ｓｔａｒ　ｔｉｃｋ）であるＡｍｂｌｙｏｍｍａ
　ａｍｅｒｉｃａｎｕｍ由来のフレボウイルス分離株が開示される。このローンスターウ
イルス（ＬＳＶ）に対するゲノム配列ならびにそのウイルスよってコードされるタンパク
質のアミノ酸配列が、さらに開示される。
【００１０】
　いくつかの実施形態において、Ｓ分節、Ｍ分節およびＬ分節を含む単離されたフレボウ
イルスが、開示され、ここで、（ａ）そのＳ分節のヌクレオチド配列は、配列番号１と少
なくとも８０％同一であるか；（ｂ）そのＭ分節のヌクレオチド配列は、配列番号２と少
なくとも８０％同一であるか；（ｃ）そのＬ分節のヌクレオチド配列は、配列番号３と少
なくとも８０％同一であるか；または（ｄ）（ａ）、（ｂ）および（ｃ）のすべてである
。上記フレボウイルスは、弱毒化され得る。
【００１１】
　いくつかの実施形態において、配列番号１、その相補体、配列番号２または配列番号３
のオープンリーディングフレームと少なくとも９０％同一の核酸配列を含む単離された核
酸分子が、開示される。その単離された核酸分子は、配列番号１、その相補体、配列番号
２または配列番号３として示されている核酸配列のオープンリーディングフレームを含み
得る。単離された核酸分子は、ｃＤＮＡであり得る。これらの核酸分子に特異的であるオ
リゴヌクレオチド（例えば、プライマーおよびプローブ）が、開示される。これらの核酸
分子によってコードされるポリペプチドもまた開示される。これらのポリペプチドには、
配列番号４～７として示されているアミノ酸配列を含むポリペプチドが含まれるが、これ
らに限定されない。
【００１２】
　さらなる実施形態において、本明細書中に開示されるＬＳＶまたはそのＬＳＶによって
コードされるポリペプチドに特異的に結合する、単離された抗体またはその抗原結合フラ
グメントが、開示される。
【００１３】
　生物学的サンプル中のＬＳＶ、ＬＳＶポリペプチド、ＬＳＶ核酸分子またはＬＳＶ特異
的抗体を検出するための方法もまた開示される。本開示は、ＬＳＶに感染した被験体を同
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定するための方法をさらに提供する。したがって、ＬＳＶ感染を検出するための抗体、オ
リゴヌクレオチドおよびポリペプチドの使用が、本開示によって提供される。
【００１４】
　組換えＬＳＶ、ＬＳＶ核酸およびＬＳＶポリペプチドを含む免疫原性組成物が、開示さ
れる。ＬＳＶに対して免疫応答を誘発するためのこれらの免疫原性組成物の使用が、本開
示によって提供される。したがって、抗体の産生からの方法が、提供される。本明細書中
に開示される組成物は、被験体（例えば、健常な被験体またはＬＳＶに感染した被験体）
においてＬＳＶに対する免疫応答を誘導するために使用され得る。
【００１５】
　本発明の前述のおよび他の目的、特徴および利点は、添付の図面を参照して進められる
以下の詳細な説明からより明らかになる。
【図面の簡単な説明】
【００１６】
【図１】ヒト（ＨｅＬａ）およびサル（Ｖｅｒｏ）細胞培養物におけるローンスターウイ
ルスによる細胞変性効果の発生の経時変化。接種の２４、４８、７２、９６および１２０
時間後（ｈｐｉ）におけるＣＰＥが、示されている。１２０ｈｐｉにおける非感染コント
ロールも示されている。
【図２Ａ】図２Ａ～２Ｄ。偏りのないディープシーケンシング（ｕｎｂｉａｓｅｄ　ｄｅ
ｅｐ　ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ）によるＬＳＶゲノムの同定およびアセンブリ。（Ａ）高速
計算パイプライン（ｒａｐｉｄ　ｃｏｍｐｕｔａｔｉｏｎａｌ　ｐｉｐｅｌｉｎｅ）を使
用し、ＳＮＡＰヌクレオチドアラインメント（薄い灰色）またはＲＡＰＳｅａｒｃｈアミ
ノ酸アラインメント（濃い灰色）によってブニヤウイルスと同定されたリードを、アセン
ブルされたＬＳＶゲノムにマッピングした。ゲノムに沿った各位置（ｘ軸）において達成
されたカバレッジ（ｙ軸）が、対数目盛でプロットされている。（Ｂ）ＰＲＩＣＥアセン
ブラー（各１５サイクルが３回）および（Ａ）から同定されたＬＳＶシード（ｓｅｅｄ）
配列（「Ｓ」）を使用したときの、ＬＳＶゲノムのデノボアセンブリ。（Ｃ）ＬＳＶのゲ
ノム構造。四角は、線によって示されている非コード領域に隣接した、ＲｄＲｐ、Ｇ、Ｎ
およびＮＳｓタンパク質に対応するオープンリーディングフレーム（ＯＲＦ）を表してい
る。コードの方向が、矢印で示されている。（Ｄ）最終的にアセンブルされたゲノムに対
する、ＬＳＶから得られた実際のディープシーケンシングリードのマッピング。ゲノムに
沿った各位置（ｘ軸）において達成されたカバレッジ（ｙ軸）が、対数目盛でプロットさ
れている。ＧＥＮＢＡＮＫ（登録商標）アクセッション番号は、本文中に報告されている
。省略形：ｋｂ，キロベース；ｂｐ，塩基対。
【図２Ｂ】図２Ａ～２Ｄ。偏りのないディープシーケンシング（ｕｎｂｉａｓｅｄ　ｄｅ
ｅｐ　ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ）によるＬＳＶゲノムの同定およびアセンブリ。（Ａ）高速
計算パイプライン（ｒａｐｉｄ　ｃｏｍｐｕｔａｔｉｏｎａｌ　ｐｉｐｅｌｉｎｅ）を使
用し、ＳＮＡＰヌクレオチドアラインメント（薄い灰色）またはＲＡＰＳｅａｒｃｈアミ
ノ酸アラインメント（濃い灰色）によってブニヤウイルスと同定されたリードを、アセン
ブルされたＬＳＶゲノムにマッピングした。ゲノムに沿った各位置（ｘ軸）において達成
されたカバレッジ（ｙ軸）が、対数目盛でプロットされている。（Ｂ）ＰＲＩＣＥアセン
ブラー（各１５サイクルが３回）および（Ａ）から同定されたＬＳＶシード（ｓｅｅｄ）
配列（「Ｓ」）を使用したときの、ＬＳＶゲノムのデノボアセンブリ。（Ｃ）ＬＳＶのゲ
ノム構造。四角は、線によって示されている非コード領域に隣接した、ＲｄＲｐ、Ｇ、Ｎ
およびＮＳｓタンパク質に対応するオープンリーディングフレーム（ＯＲＦ）を表してい
る。コードの方向が、矢印で示されている。（Ｄ）最終的にアセンブルされたゲノムに対
する、ＬＳＶから得られた実際のディープシーケンシングリードのマッピング。ゲノムに
沿った各位置（ｘ軸）において達成されたカバレッジ（ｙ軸）が、対数目盛でプロットさ
れている。ＧＥＮＢＡＮＫ（登録商標）アクセッション番号は、本文中に報告されている
。省略形：ｋｂ，キロベース；ｂｐ，塩基対。
【図２Ｃ】図２Ａ～２Ｄ。偏りのないディープシーケンシング（ｕｎｂｉａｓｅｄ　ｄｅ
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ｅｐ　ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ）によるＬＳＶゲノムの同定およびアセンブリ。（Ａ）高速
計算パイプライン（ｒａｐｉｄ　ｃｏｍｐｕｔａｔｉｏｎａｌ　ｐｉｐｅｌｉｎｅ）を使
用し、ＳＮＡＰヌクレオチドアラインメント（薄い灰色）またはＲＡＰＳｅａｒｃｈアミ
ノ酸アラインメント（濃い灰色）によってブニヤウイルスと同定されたリードを、アセン
ブルされたＬＳＶゲノムにマッピングした。ゲノムに沿った各位置（ｘ軸）において達成
されたカバレッジ（ｙ軸）が、対数目盛でプロットされている。（Ｂ）ＰＲＩＣＥアセン
ブラー（各１５サイクルが３回）および（Ａ）から同定されたＬＳＶシード（ｓｅｅｄ）
配列（「Ｓ」）を使用したときの、ＬＳＶゲノムのデノボアセンブリ。（Ｃ）ＬＳＶのゲ
ノム構造。四角は、線によって示されている非コード領域に隣接した、ＲｄＲｐ、Ｇ、Ｎ
およびＮＳｓタンパク質に対応するオープンリーディングフレーム（ＯＲＦ）を表してい
る。コードの方向が、矢印で示されている。（Ｄ）最終的にアセンブルされたゲノムに対
する、ＬＳＶから得られた実際のディープシーケンシングリードのマッピング。ゲノムに
沿った各位置（ｘ軸）において達成されたカバレッジ（ｙ軸）が、対数目盛でプロットさ
れている。ＧＥＮＢＡＮＫ（登録商標）アクセッション番号は、本文中に報告されている
。省略形：ｋｂ，キロベース；ｂｐ，塩基対。
【図２Ｄ】図２Ａ～２Ｄ。偏りのないディープシーケンシング（ｕｎｂｉａｓｅｄ　ｄｅ
ｅｐ　ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ）によるＬＳＶゲノムの同定およびアセンブリ。（Ａ）高速
計算パイプライン（ｒａｐｉｄ　ｃｏｍｐｕｔａｔｉｏｎａｌ　ｐｉｐｅｌｉｎｅ）を使
用し、ＳＮＡＰヌクレオチドアラインメント（薄い灰色）またはＲＡＰＳｅａｒｃｈアミ
ノ酸アラインメント（濃い灰色）によってブニヤウイルスと同定されたリードを、アセン
ブルされたＬＳＶゲノムにマッピングした。ゲノムに沿った各位置（ｘ軸）において達成
されたカバレッジ（ｙ軸）が、対数目盛でプロットされている。（Ｂ）ＰＲＩＣＥアセン
ブラー（各１５サイクルが３回）および（Ａ）から同定されたＬＳＶシード（ｓｅｅｄ）
配列（「Ｓ」）を使用したときの、ＬＳＶゲノムのデノボアセンブリ。（Ｃ）ＬＳＶのゲ
ノム構造。四角は、線によって示されている非コード領域に隣接した、ＲｄＲｐ、Ｇ、Ｎ
およびＮＳｓタンパク質に対応するオープンリーディングフレーム（ＯＲＦ）を表してい
る。コードの方向が、矢印で示されている。（Ｄ）最終的にアセンブルされたゲノムに対
する、ＬＳＶから得られた実際のディープシーケンシングリードのマッピング。ゲノムに
沿った各位置（ｘ軸）において達成されたカバレッジ（ｙ軸）が、対数目盛でプロットさ
れている。ＧＥＮＢＡＮＫ（登録商標）アクセッション番号は、本文中に報告されている
。省略形：ｋｂ，キロベース；ｂｐ，塩基対。
【図３Ａ】図３Ａ～３Ｂ。代表的なフレボウイルスおよびＧｏｕｌｅａｋｏウイルスに由
来する配列に対する４つのＬＳＶタンパク質配列のアミノ酸の系統学的解析。ＲｄＲｐ、
糖タンパク質およびＮタンパク質について、Ｇｏｕｌｅａｋｏウイルスは、フレボウイル
スに対するアウトグループとして含められている（ｔａｎ）。フレボウイルスに最も近縁
であると知られているブニヤウイルスであるＧｏｕｌｅａｋｏウイルスは、ブニヤウイル
ス科の提案された新しい属のメンバーである（Ｍａｒｋｌｅｗｉｔｚら（２０１１）Ｊ　
Ｖｉｒｏｌ　８５：９２２７－９２３４）。公知のダニ媒介性フレボウイルスのＵｕｋｕ
ｎｉｅｍｉ、ＢｈａｎｊａおよびＳＦＴＳクレードもまた、色分けされて示されている。
ＧＥＮＢＡＮＫ（登録商標）アクセッション番号は、本文中に報告されている。
【図３Ｂ】図３Ａ～３Ｂ。代表的なフレボウイルスおよびＧｏｕｌｅａｋｏウイルスに由
来する配列に対する４つのＬＳＶタンパク質配列のアミノ酸の系統学的解析。ＲｄＲｐ、
糖タンパク質およびＮタンパク質について、Ｇｏｕｌｅａｋｏウイルスは、フレボウイル
スに対するアウトグループとして含められている（ｔａｎ）。フレボウイルスに最も近縁
であると知られているブニヤウイルスであるＧｏｕｌｅａｋｏウイルスは、ブニヤウイル
ス科の提案された新しい属のメンバーである（Ｍａｒｋｌｅｗｉｔｚら（２０１１）Ｊ　
Ｖｉｒｏｌ　８５：９２２７－９２３４）。公知のダニ媒介性フレボウイルスのＵｕｋｕ
ｎｉｅｍｉ、ＢｈａｎｊａおよびＳＦＴＳクレードもまた、色分けされて示されている。
ＧＥＮＢＡＮＫ（登録商標）アクセッション番号は、本文中に報告されている。
【図４】他の代表的なブニヤウイルスに対するＬＳＶのアミノ酸ペアワイズ同一性。４つ
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のＬＳＶタンパク質（ＲｄＲｐ、Ｇ、ＮおよびＮＳｓ）に対するアミノ酸同一性が示され
ている。５０塩基対（ｂｐ）のスライディングウィンドウを使用した。ＧＥＮＢＡＮＫ（
登録商標）アクセッション番号は、本文中に報告されている。
【発明を実施するための形態】
【００１７】
　配列表
　添付の配列表に列挙された核酸配列およびアミノ酸配列は、３７Ｃ．Ｆ．Ｒ．１．８２
２に定義されているように、ヌクレオチド塩基に対しては標準的な省略形文字およびアミ
ノ酸に対しては３文字コードを使用して示されている。各核酸配列の一方の鎖だけが示さ
れているが、相補体は、表示されている鎖を任意に参照することにより含められていると
理解される。配列表は、２０１３年３月１２日に作成された２２６ＫＢのＡＳＣＩＩテキ
ストファイルとして提出されている（これは参照により本明細書中に援用される）。添付
の配列表において：
【００１８】
　配列番号１は、ＬＳＶのＳ分節のヌクレオチド配列である。
【００１９】
　配列番号２は、ＬＳＶのＭ分節のヌクレオチド配列である。
【００２０】
　配列番号３は、ＬＳＶのＬ分節のヌクレオチド配列である。
【００２１】
　配列番号４は、ヌクレオカプシドタンパク質（Ｎｐ、Ｓ分節）のアミノ酸配列である。
【００２２】
　配列番号５は、非構造タンパク質（ＮＳｓ、Ｓ分節）のアミノ酸配列である。
【００２３】
　配列番号６は、糖タンパク質前駆体（Ｍ分節）のアミノ酸配列である。
【００２４】
　配列番号７は、ＲｄＲＰ（Ｌ分節）のアミノ酸配列である。
【００２５】
　核酸配列およびアミノ酸配列は、ＧＥＮＢＡＮＫ（登録商標）アクセッション番号ＮＣ
＿０２１２４２．１，２０１３年５月２１日；ＧＥＮＢＡＮＫ（登録商標）アクセッショ
ン番号ＫＣ５８９００５．１、ＧＥＮＢＡＮＫ（登録商標）アクセッション番号２０１３
年５月１８日；ＧＥＮＢＡＮＫ（登録商標）アクセッション番号ＮＣ＿０２１２４４．１
，２０１３年５月２１日、ＧＥＮＢＡＮＫ（登録商標）アクセッション番号ＮＣ＿０２１
２４３．１，２０１３年５月２１日；ＧＥＮＢＡＮＫ（登録商標）アクセッション番号Ｋ
Ｃ５８９００７．１，２０１３年５月１８日；およびＧＥＮＢＡＮＫ（登録商標）アクセ
ッション番号ＫＣ５８９００６．１，２０１３年５月１８日に開示されている（これらの
全体はすべて、参照により本明細書中に援用される）。
【００２６】
　詳細な説明
　フレボウイルス属（ブニヤウイルス科）のメンバーであるＬＳＶが、本明細書中に開示
される。特に、Ｌ、ＭおよびＳ分節の配列を含むＬＳＶの完全なヌクレオチド配列、なら
びに非構造タンパク質（ＮＳｓ）および糖タンパク質（Ｇ）、ヌクレオカプシド（Ｎ）お
よびＲＮＡ依存性ＲＮＡポリメラーゼ（ＲｄＲｐ）タンパク質を含むこのウイルスによっ
てコードされるタンパク質のアミノ酸配列が、本明細書中に開示される。ＬＳＶポリペプ
チドに特異的に結合する抗体が、開示される。いくつかの実施形態において、ＬＳＶ核酸
と特異的にハイブリダイズするオリゴヌクレオチド（プライマーおよびプローブを含む）
およびＬＳＶによってコードされるタンパク質に特異的に結合する抗体が、提供される。
フレボウイルスの核抗体、タンパク質、プローブ、プライマーおよび核酸分子を使用する
診断アッセイおよび検出アッセイもまた開示される。組換えフレボウイルス（例えば、レ
ポーター分子をコードするおよび／または弱毒化変異を含む組換えＬＳＶ）が、さらに提
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供される。ＬＳＶに対する免疫応答を誘発するための方法もまた開示される。
【００２７】
　用語
　別段述べられない限り、技術用語は、従来の使用法に従って使用される。分子生物学に
おける一般的な用語の定義は、Ｏｘｆｏｒｄ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　Ｐｒｅｓｓによっ
て出版されたＢｅｎｊａｍｉｎ　Ｌｅｗｉｎ，Ｇｅｎｅｓ　Ｖ，１９９４（ＩＳＢＮ０－
１９－８５４２８７－９）；Ｂｌａｃｋｗｅｌｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　Ｌｔｄ．によって出
版されたＫｅｎｄｒｅｗら（ｅｄｓ．），Ｔｈｅ　Ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ　ｏｆ　Ｍ
ｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，１９９４（ＩＳＢＮ０－６３２－０２１８２－９）
；およびＶＣＨ　Ｐｕｂｌｉｓｈｅｒｓ，Ｉｎｃ．によって出版されたＲｏｂｅｒｔ　Ａ
．Ｍｅｙｅｒｓ（ｅｄ．），Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ　ａｎｄ　Ｂｉｏｔｅ
ｃｈｎｏｌｏｇｙ：ａ　Ｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅ　Ｄｅｓｋ　Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ，
１９９５（ＩＳＢＮ１－５６０８１－５６９－８）に見出され得る。本開示の様々な実施
形態の概説を容易にするために、具体的な用語の以下の説明が提供される：
【００２８】
　アジュバント：抗原に対する免疫応答を非特異的に増強する物質またはビヒクル。アジ
ュバントには、抗原が吸着される無機物（ミョウバン、水酸化アルミニウムまたはリン酸
塩）の懸濁物；または抗原溶液が鉱油に乳化された油中水型エマルジョン（例えば、フロ
イント不完全アジュバント）、時折、抗原性をさらに高めるために、死滅したマイコバク
テリアを含めたもの（フロイント完全アジュバント）が含まれ得る。免疫賦活性オリゴヌ
クレオチド（例えば、ＣｐＧモチーフを含むオリゴヌクレオチド）もまた、アジュバント
として使用され得る（例えば、米国特許第６，１９４，３８８号；同第６，２０７，６４
６号；同第６，２１４，８０６号；同第６，２１８，３７１号；同第６，２３９，１１６
号；同第６，３３９，０６８号；同第６，４０６，７０５号；および同第６，４２９，１
９９号を参照のこと）。アジュバントには、共刺激分子などの生物学的分子も含まれる。
例示的な生物学的アジュバントとしては、ＩＬ－２、ＲＡＮＴＥＳ、ＧＭ－ＣＳＦ、ＴＮ
Ｆ－α、ＩＦＮ－γ、Ｇ－ＣＳＦ、ＬＦＡ－３、ＣＤ７２、Ｂ７－１、Ｂ７－２、ＯＸ－
４０Ｌおよび４－１ＢＢＬが挙げられる。
【００２９】
　投与する：被験体に組成物を与えるか、適用するか、または被験体と組成物とを接触さ
せること。投与は、いくつかの経路（例えば、局所的、経口、鼻腔内、皮下、筋肉内、腹
腔内、静脈内および髄腔内）のうちのいずれかによって達成され得る。組成物は、治療的
または予防的に投与され得る。予防的投与は、ある感染症に特徴的な症候が顕れる前に行
われ得る。
【００３０】
　アンビセンス：プラスセンス部分とマイナスセンス部分の両方を有するゲノムまたはゲ
ノム分節のことを指す。例えば、フレボウイルスのＳ分節は、マイナスセンスにおいて核
タンパク質（ＮＰ）をコードし、プラスセンスにおいて非構造タンパク質（ＮＳｓ）をコ
ードする、アンビセンスである。
【００３１】
　動物：例えば、哺乳動物および鳥類を含むカテゴリーである、生存している多細胞脊椎
動物。
【００３２】
　抗体：抗原のエピトープを特異的に認識して結合する、少なくとも軽鎖免疫グロブリン
可変領域または重鎖免疫グロブリン可変領域を含むポリペプチドリガンド。抗体は、重鎖
および軽鎖から構成され、それらの各々は、可変重鎖（ＶＨ）領域および可変軽鎖（ＶＬ

）領域と呼ばれる可変領域を有する。ＶＨ領域およびＶＬ領域は、一体となって、抗体に
よって認識される抗原への結合に関与する。
【００３３】
　抗体には、インタクトな免疫グロブリン、ならびに当該分野で周知の抗体のバリアント
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および構成部分（例えば、Ｆａｂフラグメント、Ｆａｂ’フラグメント、Ｆ（ａｂ）’２

フラグメント、一本鎖Ｆｖタンパク質（「ｓｃＦｖ」）およびジスルフィド安定化Ｆｖタ
ンパク質（「ｄｓＦｖ」））が含まれる。ｓｃＦｖタンパク質は、免疫グロブリンの軽鎖
可変領域と免疫グロブリンの重鎖可変領域とがリンカーによって結合されている融合タン
パク質である一方で、ｄｓＦｖでは、それらの鎖は、それらの鎖の会合を安定化するジス
ルフィド結合を導入するように変異されている。この用語には、遺伝的に操作された形態
（例えば、キメラ抗体（例えば、ヒト化マウス抗体）、ヘテロコンジュゲート抗体（例え
ば、二重特異性抗体））も含まれる。Ｐｉｅｒｃｅ　Ｃａｔａｌｏｇ　ａｎｄ　Ｈａｎｄ
ｂｏｏｋ，１９９４－１９９５（Ｐｉｅｒｃｅ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｃｏ．，Ｒｏｃｋｆ
ｏｒｄ，ＩＬ）；Ｋｕｂｙ，Ｊ．，Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，３ｒｄ　Ｅｄ．，Ｗ．Ｈ．Ｆ
ｒｅｅｍａｎ　＆　Ｃｏ．，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，１９９７も参照のこと。
【００３４】
　概して、天然に存在する免疫グロブリンは、ジスルフィド結合によって相互接続された
重（Ｈ）鎖および軽（Ｌ）鎖を有する。軽鎖には、２つのタイプ、ラムダ（λ）およびカ
ッパー（ｋ）がある。抗体分子の機能活性を決定する５つの主要な重鎖クラス（またはア
イソタイプ）が存在する：ＩｇＭ、ＩｇＤ、ＩｇＧ、ＩｇＡおよびＩｇＥ。
【００３５】
　重鎖および軽鎖の各々は、定常領域および可変領域を含む（これらの領域は、「ドメイ
ン」としても知られる）。「ＶＨ」または「ＶＨ」に対する言及は、Ｆｖ、ｓｃＦｖ、ｄ
ｓＦｖまたはＦａｂの可変領域を含む、免疫グロブリン重鎖の可変領域のことを指してい
る。「ＶＬ」または「ＶＬ」に対する言及は、Ｆｖ、ｓｃＦｖ、ｄｓＦｖまたはＦａｂの
可変領域を含む、免疫グロブリン軽鎖の可変領域のことを指している。
【００３６】
　「モノクローナル抗体」は、Ｂリンパ球の単一クローンによってまたは単一抗体の軽鎖
遺伝子および重鎖遺伝子がトランスフェクトされた細胞によって産生される抗体である。
モノクローナル抗体は、当業者に公知の方法によって、例えば、ミエローマ細胞と免疫脾
臓細胞との融合物からハイブリッド抗体形成細胞を作製することによって、産生される。
モノクローナル抗体には、ヒト化モノクローナル抗体が含まれる。
【００３７】
　「キメラ抗体」は、ヒトなどの１つの種に由来するフレームワーク残基、すなわち定常
ドメインを有し、マウス抗体などの別の種に由来するＣＤＲ（一般に抗原結合を付与する
）を含む。
【００３８】
　「ヒト化」免疫グロブリンは、ヒトフレームワーク領域および非ヒト（例えば、マウス
、ラットまたは合成）免疫グロブリン由来の１つまたはそれを超える相補性決定領域（Ｃ
ＤＲ）を含む免疫グロブリンである。ヒト化抗体は、ヒト定常ドメインおよび非ヒト抗体
由来の可変ドメインも含み得る。ＣＤＲを提供している非ヒト免疫グロブリンは、「ドナ
ー」と呼ばれ、フレームワークを提供しているヒト免疫グロブリンは、「アクセプター」
と呼ばれる。いくつかの実施形態において、おそらくＣＤＲを除く、ヒト化免疫グロブリ
ンのすべての部分が、天然のヒト免疫グロブリン配列の対応する部分と実質的に同一であ
る。「ヒト化抗体」は、ヒト化軽鎖およびヒト化重鎖免疫グロブリンを含む抗体である。
ヒト化抗体は、ＣＤＲを提供するドナー抗体と同じ抗原に結合する。ヒト化免疫グロブリ
ンは、遺伝子操作によって構築され得る（例えば、米国特許第５，５８５，０８９号を参
照のこと）。
【００３９】
　「ヒト」抗体（「完全ヒト」抗体とも呼ばれる）は、ヒトフレームワーク領域およびヒ
ト免疫グロブリン由来の全ＣＤＲを含む抗体である。１つの例において、フレームワーク
およびＣＤＲは、同じ起源であるヒト重鎖アミノ酸配列および／またはヒト軽鎖アミノ酸
配列に由来する。しかしながら、１つのヒト抗体に由来するフレームワークが、異なるヒ
ト抗体に由来するＣＤＲを含むように操作され得る。ヒト免疫グロブリンのすべての部分
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が、天然のヒト免疫グロブリン配列の対応する部分と実質的に同一である。
【００４０】
　抗原：動物において抗体の産生またはＴ細胞応答を刺激し得る、化合物、組成物または
物質（動物に注射されるかまたは吸収される組成物を含む）。抗原は、特異的な液性免疫
または細胞性免疫の生成物と反応する。
【００４１】
　アンチゲノム（Ａｎｔｉ－ｇｅｎｏｍｉｃ）：本明細書中で使用されるとき、「アンチ
ゲノム」とは、ウイルスゲノムに対して逆の配向のフレボウイルスのゲノム分節のことを
指す。例えば、フレボウイルスは、マイナスセンスＲＮＡウイルスである。したがって、
「アンチゲノム」とは、プラスセンス配向（またはウイルス相補的センス）のことを指す
一方で、「ゲノム（ｇｅｎｏｍｉｃ）」とは、遺伝子セグメントのマイナスセンス配向の
ことを指す。
【００４２】
　弱毒化されている：生きているウイルスの文脈において、細胞もしくは被験体に感染す
る能力および／または疾患をもたらす能力が、野生型ウイルスと比べて低下している（例
えば、排除されている）場合、そのウイルスは、弱毒化されている。概して、弱毒化ウイ
ルスは、免疫適格性被験体への投与後に免疫応答を誘発する少なくともいくらかの能力を
保持している。場合によっては、弱毒化ウイルスは、いかなる感染の徴候または症候も引
き起こさずに防御免疫応答を誘発することができる。いくつかの実施形態において、弱毒
化ウイルスが被験体において疾患を引き起こす能力は、野生型ウイルスと比べて、少なく
とも約１０％、少なくとも約２５％、少なくとも約５０％、少なくとも約７５％または少
なくとも約９０％低下している。したがって、「弱毒化変異」は、ウイルスゲノムにおけ
る変異および／または弱毒化ウイルスをもたらすコードされるポリペプチドにおける変異
である。
【００４３】
　結合または安定した結合：十分量のオリゴヌクレオチドが、塩基対を形成するか、また
はその標的核酸にハイブリダイズされることにより、その結合の検出が可能になる場合、
そのオリゴヌクレオチドは、標的核酸に結合するか、または安定に結合する。結合は、標
的：オリゴヌクレオチド複合体の物理的特性または機能特性によって検出され得る。標的
とオリゴヌクレオチドとの結合は、機能的または物理的結合アッセイの両方を含む、当業
者に公知の任意の手順によって検出され得る。結合は、結合が生合成プロセス（例えば、
遺伝子の発現、ＤＮＡの複製、転写、翻訳など）の際に観察可能な効果を有するかどうか
を決定することによって機能的に検出され得る。
【００４４】
　ＤＮＡまたはＲＮＡの相補体の結合を検出する物理的方法は、当該分野で周知であり、
それらの方法には、ＤＮａｓｅ　Ｉまたはケミカルフットプリント法、ゲルシフトアッセ
イおよび親和性切断アッセイ、ノーザンブロッティング、ドットブロッティングならびに
光吸収検出の手順などの方法が含まれる。例えば、非常に単純であり、信頼できることか
ら広く使用されている方法は、温度をゆっくり上昇させたときの、オリゴヌクレオチド（
またはアナログ）および標的核酸を含む溶液の２２０～３００ｎｍにおける光吸収の変化
を観察することを含む。オリゴヌクレオチドまたはアナログは、その標的に結合されてい
る場合、そのオリゴヌクレオチド（またはアナログ）および標的が解離するかまたは融解
する特徴的な温度において、吸収が急増する。
【００４５】
　オリゴマーとその標的核酸との結合は、しばしば、そのオリゴマーの５０％がその標的
から融解される温度（Ｔｍ）によって特徴付けられる。より高い（Ｔｍ）は、より低い（
Ｔｍ）を有する複合体と比べて、より強いまたはより安定した複合体を意味する。
【００４６】
　生物学的サンプル：被験体（例えば、ヒトまたは動物被験体）から得られたサンプル。
例示的な生物学的サンプルとしては、体液、細胞および／または組織サンプルが挙げられ
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る。本明細書中のいくつかの実施形態において、生物学的サンプルは、体液サンプルであ
る。体液サンプルとしては、血清、血液、血漿、尿、便、唾液、脳脊髄液（ＣＳＦ）また
は他の体液が挙げられるが、これらに限定されない。生物学的サンプルとは、細胞または
組織サンプル（例えば、生検サンプル、組織切片または単離された白血球）のことも指し
得る。
【００４７】
　接触させる：直接的な物理的会合での配置；これには、固体と液体の両方の形態が含ま
れる。「接触させる」は、「曝露される」と交換可能に使用されることが多い。場合によ
っては、「接触させる」には、トランスフェクトすること、例えば、核酸分子を細胞にト
ランスフェクトすることが含まれる。他の例では、「接触させる」とは、分子（例えば、
抗体）を生物学的サンプルとインキュベートすることを指す。
【００４８】
　検出する：ウイルスまたはウイルス粒子（ウイルスペプチドを含む）が、細胞内、細胞
上および／または細胞もしくはウイルスが接触している培地中に存在することを、任意の
方法を用いて決定すること。それらの方法は、以下に限定されないが、細胞変性効果の観
察、ウイルスタンパク質の検出（例えば、免疫蛍光測定法、ＥＬＩＳＡまたはウエスタン
ブロットハイブリダイゼーションによるもの）、ウイルス核酸配列の検出（例えば、ＰＣ
Ｒ、ＲＴ－ＰＣＲ、サザンブロットおよびノーザンブロットによるもの）、核酸ハイブリ
ダイゼーション、核酸アレイなどによって例証される。
【００４９】
　発現ベクター：所望のタンパク質をコードするための核酸配列が挿入され得るかまたは
導入され得る、プラスミド、ウイルスまたは当該分野で公知の別の媒体。
【００５０】
　フルオロフォア：特定の波長の光への曝露によって励起されたとき、例えば、異なる波
長の光（すなわち、蛍光（ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｓ））を発する、化学的化合物。本明細書
中のいくつかの実施形態において、プローブは、そのプローブの５’末端などにおいて、
フルオロフォアで標識される。リアルタイムＰＣＲアッセイのために使用されるプローブ
は、概して、フルオロフォアおよびクエンチャーを含む。ＴａｑＭａｎＴＭＰＣＲなどの
リアルタイムＰＣＲアッセイとともに使用するのに適したフルオロフォアとしては、６－
カルボキシフルオレセイン（ＦＡＭ）、テトラクロロフルオレセイン（ＴＥＴ）、テトラ
メチルローダミン（ＴＭＲ）、ヘキサクロロフルオレセイン（ＨＥＸ）、ＪＯＥ、ＲＯＸ
、ＣＡＬ　ＦＬＵＯＲＴＭ、ＰＵＬＳＡＲＴＭ、ＱＵＡＳＡＲＴＭ、ＴＥＸＡＳ　ＲＥＤ
ＴＭ、ＣＹＴＭ３およびＣＹＴＭ５が挙げられるが、これらに限定されない。
【００５１】
　異種：異種配列は、通常は（すなわち、野生型配列においては）、第２の配列に隣接し
て見出されない配列である。１つの実施形態において、その配列は、第２の配列と異なる
遺伝子供給源（例えば、異なるウイルスまたは生物）に由来する。
【００５２】
　宿主細胞：外来性の核酸構築物または発現ベクターによる、形質転換、トランスフェク
ション、形質導入、結合体化などの影響を受けやすい細胞。宿主細胞は、哺乳動物、植物
、細菌、酵母、真菌、昆虫、動物などに由来し得る。宿主細胞は、ヒトまたは非ヒト霊長
類に由来し得る。
【００５３】
　ハイブリダイゼーション：オリゴヌクレオチドおよびそれらのアナログは、相補的な塩
基間のワトソン－クリック、フーグスティーンまたは逆フーグスティーン水素結合を含む
、水素結合によってハイブリダイズする。一般に、核酸は、ピリミジン（シトシン（Ｃ）
、ウラシル（Ｕ）およびチミン（Ｔ））またはプリン（アデニン（Ａ）およびグアニン（
Ｇ））である窒素塩基からなる。これらの窒素塩基は、ピリミジンとプリンとの間で水素
結合を形成し、そのピリミジンとプリンとの結合は、「塩基対形成」と称される。より詳
細には、Ａは、ＴまたはＵと水素結合し、Ｇは、Ｃと水素結合する。「相補的」とは、２
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つの異なる核酸配列間または同じ核酸配列の２つの異なる領域間で生じる塩基対形成のこ
とを指す。
【００５４】
　「特異的にハイブリダイズ可能な」および「特異的に相補的な」は、安定した特異的結
合が、オリゴヌクレオチド（またはそのアナログ）とＤＮＡ標的またはＲＮＡ標的との間
に生じるのに十分な程度の相補性を示す用語である。オリゴヌクレオチドまたはオリゴヌ
クレオチドアナログは、特異的にハイブリダイズ可能であるようにその標的配列と１００
％相補的である必要はない。オリゴヌクレオチドまたはアナログと標的ＤＮＡ分子または
標的ＲＮＡ分子との結合が、標的ＤＮＡまたは標的ＲＮＡの正常な機能を干渉するとき、
および特異的結合が望まれる条件下、例えば、インビボのアッセイまたは系の場合、生理
学的条件下において、オリゴヌクレオチドまたはアナログと非標的配列との非特異的結合
を回避するのに十分な程度の相補性が存在するとき、そのオリゴヌクレオチドまたはアナ
ログは、特異的にハイブリダイズ可能である。そのような結合は、特異的なハイブリダイ
ゼーションと称される。
【００５５】
　特定の程度のストリンジェンシーをもたらすハイブリダイゼーション条件は、好まれる
ハイブリダイゼーション方法の性質ならびにハイブリダイズする核酸配列の組成および長
さに応じて変動する。一般に、ハイブリダイゼーションの温度およびハイブリダイゼーシ
ョン緩衝液のイオン強度（特に、Ｎａ＋および／またはＭｇ＋＋濃度）は、ハイブリダイ
ゼーションのストリンジェンシーを決定するが、洗浄回数もまた、ストリンジェンシーに
影響する。特定の程度のストリンジェンシーを達成するために必要とされるハイブリダイ
ゼーション条件に関する計算は、Ｓａｍｂｒｏｏｋら（ｅｄ．），Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　
Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，２ｎｄ　ｅｄ．，ｖｏｌ．
１－３，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ，
Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ，ＮＹ，１９８９，ｃｈａｐｔｅｒ　９および１
１；ならびにＡｕｓｕｂｅｌら、Ｓｈｏｒｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕ
ｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，４ｔｈ　ｅｄ．，Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ，Ｉｎ
ｃ．，１９９９に論じられている。
【００５６】
　本開示の目的で、「ストリンジェントな条件」は、ハイブリダイゼーション分子と標的
配列との間に２５％未満のミスマッチが存在する場合にだけ、ハイブリダイゼーションが
生じる条件を包含する。「ストリンジェントな条件」は、より正確な定義のために、特定
のストリンジェンシーレベルに分けられ得る。したがって、本明細書中で使用されるとき
、「中等度の（ｍｏｄｅｒａｔｅ）ストリンジェンシー」条件は、２５％超の配列ミスマ
ッチを有する分子がハイブリダイズしない条件であり；「中間の（ｍｅｄｉｕｍ）ストリ
ンジェンシー」の条件は、１５％超の配列ミスマッチを有する分子がハイブリダイズしな
い条件であり、「高ストリンジェンシー」の条件は、１０％超のミスマッチを有する配列
がハイブリダイズしない条件である。「非常に高いストリンジェンシー」の条件は、６％
超のミスマッチを有する配列がハイブリダイズしない条件である。
【００５７】
　「特異的なハイブリダイゼーション」とは、特定のヌクレオチド配列が複合体混合物（
例えば、全細胞ＤＮＡまたはＲＮＡ）中に存在するとき、その配列だけにまたは実質的に
その配列だけに分子が結合すること、二重鎖形成することまたはハイブリダイズすること
を指す。特異的なハイブリダイゼーションは、様々なストリンジェンシーの条件下でも生
じ得る。特定の程度のストリンジェンシーをもたらすハイブリダイゼーション条件は、ハ
イブリダイゼーション方法の性質ならびにハイブリダイズする核酸配列の組成および長さ
に応じて変動する。以下は、例示的なハイブリダイゼーション条件のセットであって、限
定するものではない：
非常に高いストリンジェンシー（少なくとも９０％の同一性を共有する配列を検出する）
ハイブリダイゼーション：１６時間にわたる６５℃の５×ＳＳＣ
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２回洗浄：各１５分間にわたる室温（ＲＴ）の２×ＳＳＣ
２回洗浄：各２０分間にわたる６５℃の０．５×ＳＳＣ
高ストリンジェンシー（少なくとも８０％の同一性を共有する配列を検出する）
ハイブリダイゼーション：１６～２０時間にわたる６５℃～７０℃の５×～６×ＳＳＣ
２回洗浄：各５～２０分間にわたるＲＴの２×ＳＳＣ
２回洗浄：各３０分間にわたる５５℃～７０℃の１×ＳＳＣ
低ストリンジェンシー（少なくとも６０％の同一性を共有する配列を検出する）
ハイブリダイゼーション：１６～２０時間にわたるＲＴから５５℃の６×ＳＳＣ
少なくとも２回洗浄：各２０～３０分間にわたるＲＴから５５℃の２×～３×ＳＳＣ
【００５８】
　免疫応答：抗原などの刺激に対する免疫系の細胞（例えば、Ｂ細胞、Ｔ細胞、マクロフ
ァージまたは多形核球（ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｏｎｕｃｌｅｏｃｙｔｅ））の応答。免疫応
答は、例えば、インターフェロンまたはサイトカインを分泌する上皮細胞を含む、宿主防
御応答に関与する身体の任意の細胞を含み得る。免疫応答としては、自然免疫反応または
炎症が挙げられるが、これらに限定されない。本明細書中で使用されるとき、防御免疫応
答とは、感染から被験体を防御する（感染を防ぐかまたは感染に関連する疾患の発生を防
ぐ）免疫応答のことを指す。
【００５９】
　免疫原：適切な条件下において、免疫応答（例えば、動物における、例えば、ＬＳＶに
対する、抗体の産生またはＴ細胞応答）を刺激することができる、化合物、組成物または
物質。免疫原には、動物へと注射されるまたは吸収される組成物が含まれる。本明細書中
で使用されるとき、「免疫原性組成物」は、免疫原を含む組成物である。
【００６０】
　免疫する：ワクチン接種などによって、被験体を感染症から防御すること。
【００６１】
　単離された：「単離された」生物学的構成要素（例えば、核酸、タンパク質またはウイ
ルス）は、他の生物学的構成要素（例えば、細胞残屑または他のタンパク質もしくは核酸
）から実質的に分離されているか、または精製されている。「単離された」生物学的構成
要素には、標準的な精製方法によって精製された構成要素が含まれる。この用語は、組換
え核酸、タンパク質またはウイルス、ならびに化学的に合成された核酸またはペプチドも
包含する。単離された組成物は、少なくとも９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、
９５％、９６％、９７％、９８％、９９％または１００％純粋であり得る。
【００６２】
　標識：その有無またはレベルが直接または間接的にモニター可能である、検出可能な部
分またはその任意の原子、分子もしくは一部。種々の検出可能な部分は、当業者に周知で
あり、分光学的、光化学的、生化学的、免疫化学的、電気的、光学的または化学的な手段
によって検出可能な任意の材料であり得る。そのような検出可能な標識としては、磁気ビ
ーズ、蛍光色素、放射標識、酵素および比色標識（例えば、コロイド金または色ガラスま
たはプラスチックビーズ）が挙げられ得るが、これらに限定されない。
【００６３】
　哺乳動物：この用語は、ヒトと非ヒト哺乳動物の両方を含む。同様に、用語「被験体」
は、ヒト被験体と動物被験体の両方を含む。
【００６４】
　核酸：一本鎖または二本鎖の形態における、デオキシリボヌクレオチド、リボヌクレオ
チドおよびそれらのポリマー。この用語には、一本鎖ヌクレオチドの相補体およびｃＤＮ
Ａが含まれる。別段示されない限り、特定の核酸配列は、その保存的に改変されたバリア
ント（例えば、縮重コドン置換）および相補的な配列、ならびに明示的に示された配列も
暗に包含する。詳細には、縮重コドン置換は、１つまたはそれを超える選択された（また
はすべての）コドンの３番目の位置が、混合塩基および／またはデオキシイノシン残基で
置換された配列を作製することによって、達成され得る（Ｂａｔｚｅｒら、Ｎｕｃｌｅｉ
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ｃ　Ａｃｉｄ　Ｒｅｓ．１９：５０８１（１９９１）；Ｏｈｔｓｕｋａら、Ｊ．Ｂｉｏｌ
．Ｃｈｅｍ．２６０：２６０５－２６０８（１９８５）；Ｒｏｓｓｏｌｉｎｉら、Ｍｏｌ
．Ｃｅｌｌ．Ｐｒｏｂｅｓ　８：９１－９８（１９９４））。核酸という用語は、遺伝子
、ｃＤＮＡ、ｍＲＮＡ、オリゴヌクレオチドおよびポリヌクレオチドと交換可能に使用さ
れる。
【００６５】
　特定のヌクレオチド配列は、その名称が示唆するように、遺伝子の選択的スプライシン
グの産物である「スプライスバリアント」を包含し得る。転写後、最初の核酸転写物は、
異なる（代替の）核酸スプライス産物が異なるポリペプチドをコードするように、スプラ
イシングされ得る。スプライスバリアント生成の機構は、様々であるが、エキソンの選択
的スプライシングを含む。読み過し転写によって同じ核酸から得られる代替のポリペプチ
ドもまた、この定義に包含される。組換え型のスプライス産物を含むスプライシング反応
の任意の産物が、この定義に含まれる。ポリヌクレオチドは、一般に、１００ヌクレオチ
ド塩基長を超える配列を含む直鎖状のヌクレオチド配列である。
【００６６】
　オリゴヌクレオチド：短い核酸ポリマー。オリゴヌクレオチドは、一般に、１００ヌク
レオチド長未満である。本明細書中のいくつかの実施形態において、オリゴヌクレオチド
は、８～１００、１０～５０、１２～４０、１６～３０または１８～２４ヌクレオチド長
である。特定の例において、オリゴヌクレオチドは、１２、１３、１４、１５、１６、１
７、１８、１９、２０、２１、２２、２３、２４、２５、２６、２７、２８、２９または
３０ヌクレオチド長である。
【００６７】
　作動可能に連結された：第１の核酸配列が、第２の核酸配列と機能的関係にある状態で
配置されているとき、その第１の核酸配列は、その第２の核酸配列と作動可能に連結され
ている。例えば、プロモーターが、コード配列の転写または発現に影響する場合、そのプ
ロモーターは、そのコード配列に作動可能に連結されている。一般に、作動可能に連結さ
れたＤＮＡ配列は、２つのタンパク質コード領域をつなぐ必要がある場合、同じリーディ
ングフレーム内で連続している。
【００６８】
　ＯＲＦ（オープンリーディングフレーム）：いかなる終止コドンも含まない、アミノ酸
をコードする一続きのヌクレオチドトリプレット（コドン）。これらの配列は、通常、ペ
プチドに翻訳可能である。
【００６９】
　薬学的に許容され得るキャリア：本開示において有用な薬学的に許容され得るキャリア
（ビヒクル）は、従来のものである。Ｅ．Ｗ．ＭａｒｔｉｎによるＲｅｍｉｎｇｔｏｎ’
ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｍａｃｋ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎ
ｇ　Ｃｏ．，Ｅａｓｔｏｎ，ＰＡ，１５ｔｈ　Ｅｄｉｔｉｏｎ（１９７５）には、１つま
たはそれを超える治療的な化合物または分子（例えば、１つまたはそれを超える組換えフ
レボウイルス）および追加の医薬品の薬学的送達に適した組成物および製剤が記載されて
いる。
【００７０】
　一般に、キャリアの性質は、使用される特定の投与様式に依存する。例えば、非経口製
剤は、通常、薬学的におよび生理的に許容され得る流体（例えば、水、生理食塩水、平衡
塩類溶液、水性デキストロース、グリセロールなど）をビヒクルとして含む注射可能な流
体を含む。固体組成物（例えば、散剤、丸剤、錠剤またはカプセルの形態）の場合、従来
の無毒性の固体キャリアには、例えば、製薬グレードのマンニトール、ラクトース、デン
プンまたはステアリン酸マグネシウムが含まれ得る。生物学的に中性のキャリアに加えて
、投与される薬学的組成物は、少量の無毒性の補助物質（例えば、湿潤剤または乳化剤、
保存剤およびｐＨ緩衝剤など、例えば、酢酸ナトリウムまたはソルビタンモノラウレート
）を含み得る。
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【００７１】
　フレボウイルス：ブニヤウイルス科の５つの属のうちの１つ。フレボウイルスは、正二
十面体の対称性を有する、エンベロープを持った球状のウイルスである。フレボウイルス
のゲノムは、３つの一本鎖ＲＮＡゲノム分節、すなわち、スモール（Ｓ）、ミディアム（
Ｍ）およびラージ（Ｌ）からなる。ＭおよびＬ分節は、マイナスセンスＲＮＡ鎖である一
方、Ｓ分節は、アンビセンスＲＮＡである。Ｓ分節は、プラスセンス配向において非構造
タンパク質（ＮＳｓ）をコードし、マイナスセンス配向において核タンパク質（ＮＰ）を
コードする。Ｍ分節は、宿主のプロテアーゼによって２つの構造ドメインであるＧｎおよ
びＧｃに切断される糖タンパク質前駆体をコードする。Ｌ分節は、ｍＲＮＡおよび複製中
間体をそれぞれ生成する１次および２次転写においてＲＮＡ依存性ＲＮＡポリメラーゼと
して機能するＬタンパク質をコードする。フレボウイルスは、世界中に分布しており、ス
ナバエ、蚊およびダニをはじめとした多種多様の節足動物によって伝染する。いくつかの
フレボウイルスは、ヒトの疾患に関連づけられており、場合によっては熱病、発熱、肝炎
、髄膜炎、脳炎または出血症候群を引き起こす。ＬＳＶは、フレボウイルスである。
【００７２】
　ポリペプチド：モノマーが、アミド結合によって互いにつながったアミノ酸残基である
ポリマー。そのアミノ酸が、アルファ－アミノ酸であるとき、Ｌ－光学異性体またはＤ－
光学異性体のいずれかが使用され得る。本明細書中で使用される用語「ポリペプチド」ま
たは「タンパク質」は、任意のアミノ酸配列を包含すると意図されており、糖タンパク質
などの改変された配列を含むと意図されている。用語「ポリペプチド」は、天然に存在す
るタンパク質、ならびに組換え的にまたは合成的に生成されたタンパク質を網羅すると具
体的に意図されている。用語「残基」または「アミノ酸残基」は、タンパク質、ポリペプ
チドまたはペプチドに組み込まれているアミノ酸への言及を含む。
【００７３】
　保存的アミノ酸置換は、それが行われたとき、元のタンパク質の特性を最も少なく干渉
する、つまり、そのタンパク質の構造および特に機能が保存され、そのような置換によっ
て有意に変化しない、置換である。保存的置換の例を下記に示す。
【００７４】

【表２】

【００７５】
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　保存的置換は、一般に、（ａ）置換の領域内のポリペプチド骨格の構造、例えば、シー
トまたは、らせんの立体構造としての構造、（ｂ）標的部位におけるその分子の電荷もし
くは疎水性、または（ｃ）側鎖のかさを維持する。
【００７６】
　タンパク質の特性に最も大きな変化をもたらすと一般に予想される置換は、例えば、（
ａ）親水性残基、例えば、セリルまたはトレオニルが、疎水性残基、例えば、ロイシル、
イソロイシル、フェニルアラニル、バリルまたはアラニルの代わりに用いられる（か、ま
たはそれらによって置換される）；（ｂ）システインまたはプロリンが、他の任意の残基
の代わりに用いられる（か、またはそれらによって置換される）；（ｃ）電気陽性側鎖、
例えば、リジル、アルギニルまたはヒスタジルを有する残基が、電気陰性残基、例えば、
グルタミルまたはアスパルチルの代わりに用いられる（か、またはそれらによって置換さ
れる）；または（ｄ）かさ高い側鎖を有する残基、例えば、フェニルアラニンが、側鎖を
有しない残基、例えば、グリシンの代わりに用いられる（か、またはそれらによって置換
される）、非保存的な変更である。
【００７７】
　疾患を予防する、処置するまたは回復させる：疾患を「予防する」とは、疾患の完全な
発症を阻害することを指す。「処置する」とは、疾患または病理学的な状態が発症し始め
た後にその徴候または症候を回復させる治療的介入のことを指す。「回復させる」とは、
疾患の徴候または症候の数または重症度の減少のことを指す。
【００７８】
　プローブおよびプライマー：プローブは、検出可能な標識または他のレポーター分子に
結合した単離された核酸分子を含む。典型的な標識としては、放射性同位体、酵素基質、
補助因子、リガンド、化学発光剤または蛍光剤、ハプテンおよび酵素が挙げられる。標識
するための方法および様々な目的にとって適切な標識を選択する際のガイダンスは、例え
ば、Ｓａｍｂｒｏｏｋら（ｅｄ．），Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂ
ｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，２ｎｄ　ｅｄ．，ｖｏｌ．１－３，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉ
ｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈ
ａｒｂｏｒ，ＮＹ，１９８９およびＡｕｓｕｂｅｌら、Ｓｈｏｒｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ
　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，４ｔｈ　ｅｄ．，Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ
　＆　Ｓｏｎｓ，Ｉｎｃ．，１９９９に論じられている。
【００７９】
　プライマーは、例えば、連続した相補的なヌクレオチドまたは増幅される配列にハイブ
リダイズする、短い核酸分子、例えば、１０またはそれを超えるヌクレオチド長のＤＮＡ
オリゴヌクレオチドである。より長いＤＮＡオリゴヌクレオチドは、約１２、１５、１８
、２０、２５、３０もしくは５０またはそれを超えるヌクレオチド長であり得る。プライ
マーは、核酸ハイブリダイゼーションによって、相補的な標的ＤＮＡ鎖にアニーリングさ
れて、プライマーと標的ＤＮＡ鎖との間でハイブリッドを形成し、次いで、そのプライマ
ーが、ＤＮＡポリメラーゼ酵素によって標的ＤＮＡ鎖に沿って伸長され得る。プライマー
対は、例えば、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）または当該分野で公知の他の核酸増幅方
法による、核酸配列の増幅のために使用され得る。増幅の他の例としては、米国特許第５
，７４４，３１１号に開示されているような鎖置換増幅；米国特許第６，０３３，８８１
号に開示されているような無転写等温増幅；ＷＯ９０／０１０６９に開示されているよう
な修復連鎖反応増幅；リガーゼ連鎖反応増幅；５，４２７，９３０に開示されているよう
なギャップフィリングリガーゼ連鎖反応増幅；および米国特許第６，０２５，１３４号に
開示されているようなＮＡＳＢＡＴＭＲＮＡ無転写増幅が挙げられる。
【００８０】
　核酸プローブおよびプライマーを調製するためおよび使用するための方法は、例えば、
Ｓａｍｂｒｏｏｋら（ｅｄ．），Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒ
ａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，２ｎｄ　ｅｄ．，ｖｏｌ．１－３，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ
　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒ
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ｂｏｒ，ＮＹ，１９８９；Ａｕｓｕｂｅｌら、Ｓｈｏｒｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　
Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，４ｔｈ　ｅｄ．，Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓ
ｏｎｓ，Ｉｎｃ．，１９９９；およびＩｎｎｉｓら、ＰＣＲ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ，Ａ　
Ｇｕｉｄｅ　ｔｏ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ａｎｄ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ，Ａｃａｄｅｍ
ｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，Ｉｎｃ．，Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ，ＣＡ，１９９０に記載されている。
増幅プライマー対は、例えば、Ｐｒｉｍｅｒ（Ｖｅｒｓｉｏｎ　０．５，（著作権）１９
９１，Ｗｈｉｔｅｈｅａｄ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ　ｆｏｒ　Ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌ　Ｒｅ
ｓｅａｒｃｈ，Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ，ＭＡ）などの、その目的のために意図されたコンピ
ュータプログラムを使用することによって、既知配列から導き出され得る。
【００８１】
　クエンチャー：近接しているとき、フルオロフォアからの励起エネルギーを吸収する物
質。ＴＡＱＭＡＮＴＭＰＣＲなどのリアルタイムＰＣＲアッセイのために使用されるプロ
ーブは、概して、フルオロフォアおよびクエンチャーを含む。リアルタイムＰＣＲアッセ
イとともに使用するのに適したクエンチャーとしては、ＺＥＮＴＭ、ＩＯＷＡ　ＢＬＡｃ
ｋＴＭＦＱ、テトラメチルローダミン（ＴＡＭＲＡ）、ブラックホールクエンチャー（Ｂ
ＨＱ）１、ＢＨＱ２、ＢＨＱ３および４－（４’－ジメチルアミノフェニルアゾ）安息香
酸（ＤＡＢＣＹＬ）が挙げられるが、これらに限定されない。いくつかの例では、プロー
ブは、２種のクエンチャーを含む。
【００８２】
　組換え体：組換え核酸、タンパク質またはウイルスは、天然に存在しない配列を有する
ものであるか、または２つの別途分断された配列セグメントの人工的な組み合わせによっ
て作製された配列を有するものである。この人工的な組み合わせは、化学合成、またはよ
り一般的には、単離された核酸セグメントの人工的な操作、例えば、遺伝子操作法によっ
て達成されることが多い。いくつかの例では、組換えフレボウイルスは、ＮＳｓなどのウ
イルス病原性因子に１つまたはそれを超える欠失を含む。他の例では、組換えウイルスは
、レポーター遺伝子などの異種遺伝子を含む。
【００８３】
　レポーター遺伝子：レポーター遺伝子は、目的の別の遺伝子または核酸配列（例えば、
プロモーター配列）に作動可能に連結された遺伝子である。レポーター遺伝子は、目的の
別の遺伝子または核酸が、細胞において発現されているかまたは細胞において活性化され
ているかを決定するために使用される。レポーター遺伝子は、概して、蛍光などの容易に
識別可能な特色または酵素などの容易にアッセイされる生成物を有する。レポーター遺伝
子は、宿主細胞または組織に抗生物質耐性も付与し得る。レポーター遺伝子としては、例
えば、標識（例えば、緑色蛍光タンパク質（ＧＦＰまたはｅＧＦＰ）または他の蛍光遺伝
子、ルシフェラーゼ、β－ガラクトシダーゼおよびアルカリホスファターゼ）が挙げられ
る。
【００８４】
　配列同一性：アミノ酸配列間または核酸配列間の類似性は、配列同一性と別途称される
、それらの配列間の類似性に関して表現される。配列同一性は、パーセンテージ同一性（
または類似性または相同性）に関してしばしば測定され；そのパーセンテージが高いほど
、それらの２つの配列は、より類似している。所与の遺伝子またはタンパク質のホモログ
またはバリアントは、標準的な方法を用いてアラインメントされたとき、比較的高い程度
の配列同一性を有する。
【００８５】
　比較のために配列をアラインメントする方法は、当該分野で周知である。様々なプログ
ラムおよびアラインメントアルゴリズムが、Ｓｍｉｔｈ　ａｎｄ　Ｗａｔｅｒｍａｎ，Ａ
ｄｖ．Ａｐｐｌ．Ｍａｔｈ．２：４８２，１９８１；Ｎｅｅｄｌｅｍａｎ　ａｎｄ　Ｗｕ
ｎｓｃｈ，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．４８：４４３，１９７０；Ｐｅａｒｓｏｎ　ａｎｄ　
Ｌｉｐｍａｎ，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．８５：２４４４，
１９８８；Ｈｉｇｇｉｎｓ　ａｎｄ　Ｓｈａｒｐ，Ｇｅｎｅ　７３：２３７－２４４，１
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９８８；Ｈｉｇｇｉｎｓ　ａｎｄ　Ｓｈａｒｐ，ＣＡＢＩＯＳ　５：１５１－１５３，１
９８９；Ｃｏｒｐｅｔら、Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　１６：１０
８８１－１０８９０，１９８８；およびＰｅａｒｓｏｎ　ａｎｄ　Ｌｉｐｍａｎ，Ｐｒｏ
ｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．８５：２４４４，１９８８．Ａｌｔｓｃ
ｈｕｌら、Ｎａｔｕｒｅ　Ｇｅｎｅｔ．６：１１９－１２９，１９９４に記載されている
。
【００８６】
　ＮＣＢＩベーシックローカルアラインメントサーチツール（ＢＬＡＳＴＴＭ）（Ａｌｔ
ｓｃｈｕｌら、Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．２１５：４０３－４１０，１９９０）は、配列解
析プログラムｂｌａｓｔｐ、ｂｌａｓｔｎ、ｂｌａｓｔｘ、ｔｂｌａｓｔｎおよびｔｂｌ
ａｓｔｘと関連して使用するために、Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｃｅｎｔｅｒ　ｆｏｒ　Ｂｉｏ
ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ（ＮＣＢＩ，Ｂｅｔｈｅｓｄａ，ＭＤ）
を含むいくつかの供給源から入手可能であり、インターネット上で利用可能である。
【００８７】
　本明細書中のいくつかの実施形態において、配列番号１～１０のうちのいずれか１つと
少なくとも８０％、少なくとも８５％、少なくとも９０％、少なくとも９５％、少なくと
も９６％、少なくとも９７％、少なくとも９８％または少なくとも９９％同一のヌクレオ
チド配列またはアミノ酸配列が、提供される。
【００８８】
　被験体：ヒトと非ヒト哺乳動物の両方を含むカテゴリーである、生存している多細胞脊
椎動物。
【００８９】
　治療有効量：指定の作用物質で処置されている被験体において所望の効果を達成するの
に十分なその作用物質の量。例えば、これは、被験体において免疫応答を誘発するために
および／またはフレボウイルスによる感染を予防するために有用な組換えフレボウイルス
（例えば、ローンスターウイルス）の量であり得る。理想的には、本開示の文脈において
、組換えフレボウイルスの治療有効量は、被験体において実質的な細胞傷害作用を引き起
こさずに、その被験体においてフレボウイルスによって引き起こされる感染に対する抵抗
性を高める、その感染を予防する、回復させるおよび／または処置するのに十分な量であ
る。被験体において感染に対する抵抗性を高めるため、その感染を予防するため、回復さ
せるためおよび／または処置するために有用な組換えフレボウイルスの有効量は、例えば
、処置されている被験体、治療的な組成物の投与様式および他の因子に依存する。
【００９０】
　ワクチン：感染症または他のタイプの疾患の予防、回復または処置のために投与される
、免疫応答を刺激することができる免疫原性材料の調製物。その免疫原性材料には、弱毒
化された微生物または死滅した微生物（例えば、弱毒化ウイルス）、抗原性タンパク質、
抗原性ペプチド、または抗原性タンパク質もしくは抗原性ペプチドをコードするＤＮＡが
含まれ得る。ワクチンは、予防的（防止的）な応答と治療的な応答の両方を誘発し得る。
投与方法は、ワクチンに応じて異なるが、接種、経口摂取、吸入または他の投与形態を含
み得る。接種は、非経口（例えば、静脈内、皮下または筋肉内）を含むいくつかの経路の
うちのいずれかによって送達され得る。ワクチンは、免疫応答をブーストするためにアジ
ュバントとともに投与され得る。
【００９１】
　ベクター：宿主細胞に導入され、それにより、形質転換された宿主細胞をもたらす、核
酸分子。ベクターは、それが宿主細胞において複製できるようにする核酸配列（例えば、
複製起点（ＤＮＡ合成の開始に関与するＤＮＡ配列））を含み得る。ベクターは、１つま
たはそれを超える選択可能マーカー遺伝子および当該分野で公知の他の遺伝的エレメント
も含み得る。
【００９２】
　別段説明されない限り、本明細書中で使用されるすべての技術用語および科学用語は、
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本開示が属する分野の当業者が通常理解している意味と同じ意味を有する。単数形の用語
「ａ」、「ａｎ」および「ｔｈｅ」は、文脈が明らかに他のことを示さない限り、複数の
指示対象を含む。同様に、単語「または」は、文脈が明らかに他のことを示さない限り、
「および」を含むと意図されている。ゆえに、「ＡまたはＢを含む」は、ＡまたはＢ、ま
たはＡおよびＢを含むことを意味する。核酸またはポリペプチドに対して与えられる、す
べての塩基サイズまたはアミノ酸サイズおよびすべての分子量または分子質量の値が、近
似値であって、説明のために提供されているものであることがさらに理解されるべきであ
る。本明細書中に記載される方法および材料と類似または等価の方法および材料が、本開
示の実施または試験において使用され得るが、好適な方法および材料が、下記に記載され
る。本明細書中で言及されるすべての刊行物、特許出願、特許および他の参考文献は、そ
れらの全体が参照により援用される。すべてのＧＥＮＢＡＮＫ（登録商標）アクセッショ
ン番号が、２０１３年４月１９日にデータベースに見られるものとして、参照により本明
細書中に援用される。矛盾する場合、用語の説明を含む本明細書が、支配するものとする
。さらに、材料、方法および実施例は、単に例証であって、限定であると意図されていな
い。
【００９３】
　ＩＩＩ．いくつかの実施形態の概要
　ローンスターウイルス（ＬＳＶ）と呼ばれる、フレボウイルス属（ブニヤウイルス科）
の新しいメンバーの発見が、本明細書中に開示される。いくつかの実施形態において、本
明細書中に開示されるフレボウイルスによる感染は、最近のダニ咬傷に関連する。
【００９４】
　特に、ＬＳＶの３つすべてのゲノム分節の完全なヌクレオチド配列、ならびにＮＰ、Ｇ
Ｐ、ＮＳｓおよびポリメラーゼ（Ｌ）タンパク質を含む、各分離株によってコードされる
タンパク質のアミノ酸配列が、本明細書中に提供される。抗体、例えば、モノクローナル
抗体、その抗原結合フラグメントおよびそのキメラ型（例えば、ヒト化抗体）も提供され
る。ＬＳＶ核酸配列と特異的にハイブリダイズするオリゴヌクレオチド（例えば、プライ
マーおよびプローブ）およびコードされたタンパク質に特異的な抗体が、さらに提供され
る。ＬＳＶ核酸分子、タンパク質、プローブ、プライマーおよび抗体を使用する診断アッ
セイおよび検出アッセイも、提供される。さらに、組換えフレボウイルス（例えば、レポ
ーター分子をコードするおよび／または弱毒化変異を含む組換えウイルス）、および被験
体において免疫応答を誘発するためのそれらの使用が、提供される。
【００９５】
　ローンスターウイルスの核酸分子およびポリペプチド
　ローンスターウイルス（ＬＳＶ）分離株のＳ分節、Ｍ分節またはＬ分節とそれぞれ少な
くとも８０％同一のＳ分節、Ｍ分節およびＬ分節などの核酸分子が、本明細書中に開示さ
れる。いくつかの実施形態において、Ｓ分節のヌクレオチド配列は、配列番号１と少なく
とも８０％、少なくとも８５％、少なくとも９０％、少なくとも９５％、少なくとも９６
％、少なくとも９７％、少なくとも９８％または少なくとも９９％同一である。他の実施
形態において、Ｍ分節のヌクレオチド配列は、配列番号２と少なくとも８０％、少なくと
も８５％、少なくとも９０％、少なくとも９５％、少なくとも９６％、少なくとも９７％
、少なくとも９８％または少なくとも９９％同一である。さらなる実施形態において、Ｌ
分節のヌクレオチド配列は、配列番号３と少なくとも８０％、少なくとも８５％、少なく
とも９０％、少なくとも９５％、少なくとも９６％、少なくとも９７％、少なくとも９８
％または少なくとも９９％同一である。
【００９６】
　いくつかの非限定的な例において、Ｓ分節のヌクレオチド配列は、配列番号１を含むか
もしくはそれからなるか；Ｍ分節のヌクレオチド配列は、配列番号２を含むかもしくはそ
れからなるか；Ｌ分節のヌクレオチド配列は、配列番号３を含むかもしくはそれからなる
か；またはそれらの任意の組み合わせを含むかもしくはそれからなる。特定の非限定的な
例において、Ｓ分節は、配列番号１を含むかまたはそれからなり、Ｍ分節は、配列番号２
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を含むかまたはそれからなり、Ｌ分節は、配列番号３を含むかまたはそれからなる。
【００９７】
　さらなる実施形態において、配列番号１、配列番号２；もしくは配列番号３またはその
相補体と少なくとも８０％、少なくとも８５％、少なくとも９０％、少なくとも９５％、
少なくとも９６％、少なくとも９７％、少なくとも９８％または少なくとも９９％同一の
核酸分子が、提供される。さらなる実施形態において、配列番号１、配列番号２；または
配列番号３と少なくとも８０％、少なくとも８５％、少なくとも９０％、少なくとも９５
％、少なくとも９６％、少なくとも９７％、少なくとも９８％または少なくとも９９％同
一の核酸分子が、提供される。配列番号１、２および／または３を含むかまたはそれらか
らなる核酸分子もまた提供される。これらの核酸分子のいずれもが、ＲＮＡまたはｃＤＮ
Ａであり得る。
【００９８】
　さらなる実施形態において、配列番号１、その相補体、配列番号２または配列番号３の
うちの１つのオープンリーディングフレームと少なくとも８０％、８５％、９０％、９１
％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％、９９％または１００％
同一の核酸配列を含む核酸分子が、提供される。いくつかの例において、その核酸分子は
、配列番号１、その相補体、配列番号２または配列番号３として示されている核酸配列の
オープンリーディングフレームを含むかまたはそれからなる。具体的な例において、その
核酸分子は、配列番号１、その相補体、配列番号２または配列番号３として示されている
核酸配列を含むかまたはそれからなる。配列番号４～７のうちの１つまたは複数をコード
する核酸分子を含むかまたはそれからなる単離された核酸分子が、提供される。これらの
核酸分子のいずれもが、ＲＮＡまたはｃＤＮＡであり得る。
【００９９】
　ＬＳＶ核酸分子のオープンリーディングフレームによってコードされる単離されたポリ
ペプチドが、さらに提供される。いくつかの実施形態において、ＬＳＶによってコードさ
れるポリペプチドのアミノ酸配列は、配列番号１、その相補体、配列番号２または配列番
号３のオープンリーディングフレームによってコードされるポリペプチドと少なくとも８
０％、少なくとも８５％、少なくとも９０％、少なくとも９５％、少なくとも９６％、少
なくとも９７％、少なくとも９８％または少なくとも９９％同一である。特定の例では、
ＬＳＶポリペプチドのアミノ酸配列は、配列番号４～７のうちの１つと少なくとも８０％
、少なくとも８５％、少なくとも９０％、少なくとも９５％、少なくとも９６％、少なく
とも９７％、少なくとも９８％または少なくとも９９％同一のアミノ酸配列を含むかまた
はそれからなる。他の例では、ＬＳＶポリペプチドは、配列番号４～７のうちの１つとし
て示されているアミノ酸配列を含むかまたはそれからなる。他の例では、ＬＳＶポリペプ
チドは、配列番号４～７のうちの１つとして示されているアミノ酸配列の中に多くとも１
、２、３、４または５つの保存的アミノ酸置換を有するアミノ酸配列を含むかまたはそれ
からなる。
【０１００】
　本明細書中に開示される核酸分子または本明細書中に開示されるタンパク質およびペプ
チドをコードする核酸分子のいずれかを含むベクターが、本開示によって提供され、細胞
を形質転換するために使用され得る。そのベクターは、任意の好適なベクター（例えば、
プラスミドベクターまたはウイルスベクター）であり得る。いくつかの実施形態において
、ベクターは、プロモーター、複製起点および／または選択可能マーカーを含む。そのベ
クターは、レポーターもコードし得る。いくつかの例では、ベクターの核酸分子は、プロ
モーターに作動可能に連結される。例示的なプロモーターとしては、ウイルスプロモータ
ー（例えば、サイトメガロウイルス前初期遺伝子プロモーター（「ＣＭＶ」）、単純ヘル
ペスウイルスチミジンキナーゼ（「ｔｋ」）、ＳＶ４０初期転写単位、ポリオーマ、レト
ロウイルス、パピローマウイルス、Ｂ型肝炎ウイルスならびにヒトおよびサル免疫不全ウ
イルス）が挙げられる。他のプロモーターは、免疫グロブリン重鎖、免疫グロブリン軽鎖
、Ｔ細胞レセプター、ＨＬＡ　ＤＱαおよびＤＱβ、β－インターフェロン、インターロ
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イキン－２、インターロイキン－２レセプター、ＭＨＣクラスＩＩ、ＨＬＡ－ＤＲα、β
－アクチン、筋肉クレアチンキナーゼ、プレアルブミン（トランスサイレチン）、エラス
ターゼＩ、メタロチオネイン、コラゲナーゼ、アルブミン、フェトプロテイン、β－グロ
ビン、ｃ－ｆｏｓ、ｃ－ＨＡ－ｒａｓ、インスリン、神経細胞接着分子（ＮＣＡＭ）、α
１－抗トリプシン、Ｈ２Ｂ（ＴＨ２Ｂ）ヒストン、Ｉ型コラーゲン、グルコース制御タン
パク質（ＧＲＰ９４およびＧＲＰ７８）、ラット成長ホルモン、ヒト血清アミロイドＡ（
ＳＡＡ）、トロポニンＩ（ＴＮＩ）、血小板由来成長因子およびジストロフィンを含む哺
乳動物遺伝子、樹状細胞特異的プロモーター、例えば、ＣＤ１１ｃ、マクロファージ特異
的プロモーター、例えば、ＣＤ６８、ランゲルハンス細胞特異的プロモーター、例えば、
ランゲリン（Ｌａｎｇｅｒｉｎ）、ならびにケラチノサイトならびに皮膚および肺の上皮
細胞に特異的なプロモーターから単離される。
【０１０１】
　いくつかの実施形態において、プロモーターは、誘導性である。誘導性プロモーターは
、インデューサー物質の存在下を除いては不活性であるかまたは低活性を示すプロモータ
ーである。誘導性プロモーターの例としては、ＭＴ　ＩＩ、ＭＭＴＶ、コラゲナーゼ、ス
トロメライシン、ＳＶ４０、マウスＭＸ遺伝子、α－２－マクログロブリン、ＭＨＣクラ
スＩ遺伝子ｈ－２ｋｂ、ＨＳＰ７０、プロリフェリン（ｐｒｏｌｉｆｅｒｉｎ）、腫瘍壊
死因子または甲状腺刺激ホルモン遺伝子プロモーターが挙げられるが、これらに限定され
ない。他の実施形態において、プロモーターは、宿主細胞に導入されると、追加の因子の
非存在下でも高レベルの転写をもたらす構成的プロモーターである。必要に応じて、転写
調節配列には、最小プロモーターだけで観察される転写を超えて転写を増加させる１つま
たはそれを超える転写因子に対する結合認識部位である１つまたはそれを超えるエンハン
サーエレメントが含まれる。
【０１０２】
　適切な終結および遺伝子転写物のポリアデニル化をもたらすためにポリアデニル化シグ
ナルを含めることが望ましい場合がある。例示的なポリアデニル化シグナルは、ウシ成長
ホルモン、ＳＶ４０および単純ヘルペスウイルスのチミジンキナーゼ遺伝子から単離され
ている。これらのまたは他のポリアデニル化シグナルのいずれもが、本明細書中に記載さ
れるアデノウイルスベクターの状況において使用できる。
【０１０３】
　ベクターは、例えば、ウイルスベクターであり得る。ポリオーマ、ＳＶ４０（Ｍａｄｚ
ａｋら、１９９２，Ｊ．Ｇｅｎ．Ｖｉｒｏｌ．，７３：１５３３１５３６）、アデノウイ
ルス（Ｂｅｒｋｎｅｒ，１９９２，Ｃｕｒ．Ｔｏｐ．Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．Ｉｍｍｕｎｏ
ｌ．，１５８：３９－６；Ｂｅｒｌｉｎｅｒら、１９８８，Ｂｉｏ　Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ
ｓ，６：６１６－６２９；Ｇｏｒｚｉｇｌｉａら、１９９２，Ｊ．Ｖｉｒｏｌ．，６６：
４４０７－４４１２；Ｑｕａｎｔｉｎら、１９９２，Ｐｒｏｃ．Ｎａｄ．Ａｃａｄ．Ｓｃ
ｉ．ＵＳＡ，８９：２５８１－２５８４；Ｒｏｓｅｎｆｅｌｄら、１９９２，Ｃｅｌｌ，
６８：１４３－１５５；Ｗｉｌｋｉｎｓｏｎら、１９９２，Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄｓ　Ｒｅ
ｓ．，２０：２２３３－２２３９；Ｓｔｒａｔｆｏｒｄ－Ｐｅｒｒｉｃａｕｄｅｔら、１
９９０，Ｈｕｍ．Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒ．，１：２４１－２５６）、ワクシニアウイルス（
Ｍａｃｋｅｔｔら、１９９２，Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２４：４９５－４９９）、
アデノ随伴ウイルス（Ｍｕｚｙｃｚｋａ，１９９２，Ｃｕｒｒ．Ｔｏｐ．Ｍｉｃｒｏｂｉ
ｏｌ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．，１５８：９１－１２３；Ｏｎら、１９９０，Ｇｅｎｅ，８９：
２７９－２８２）、ＨＳＶおよびＥＢＶを含むヘルペスウイルス（Ｍａｒｇｏｌｓｋｅｅ
，１９９２，Ｃｕｒｒ．Ｔｏｐ．Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．，１５８：６７
－９０；Ｊｏｈｎｓｏｎら、１９９２，Ｊ．Ｖｉｒｏｌ．，６６：２９５２２９６５；Ｆ
ｉｎｋら、１９９２，Ｈｕｍ．Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒ．３：１１－１９；Ｂｒｅａｋｆｉｅ
ｌｄら、１９８７，Ｍｏｌ．Ｎｅｕｒｏｂｉｏｌ．，１：３３７－３７１；Ｆｒｅｓｓｅ
ら、１９９０，Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｐｈａｒｍａｃｏｌ．，４０：２１８９－２１９９）、
シンドビスウイルス（Ｈ．Ｈｅｒｗｅｉｊｅｒら、１９９５，Ｈｕｍａｎ　Ｇｅｎｅ　Ｔ
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ｈｅｒａｐｙ　６：１１６１－１１６７；米国特許第５，０９１，３０９号および同第５
，２２１７，８７９号）、アルファウイルス（Ｓ．Ｓｃｈｌｅｓｉｎｇｅｒ，１９９３，
Ｔｒｅｎｄｓ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．１１：１８－２２；Ｉ．Ｆｒｏｌｏｖら、１９９
６，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　９３：１１３７１－１１３７７）
ならびに鳥類起源（Ｂｒａｎｄｙｏｐａｄｈｙａｙら、１９８４，Ｍｏｌ．Ｃｅｌｌ　Ｂ
ｉｏｌ．，４：７４９－７５４；Ｐｅｔｒｏｐｏｕｐｌｏｓら、１９９２，Ｊ．Ｖｉｒｏ
ｌ．，６６：３３９１－３３９７）、マウス起源（Ｍｉｌｌｅｒ，１９９２，Ｃｕｒｒ．
Ｔｏｐ．Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．，１５８：１－２４；Ｍｉｌｌｅｒら、
１９８５，Ｍｏｌ．Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｌ．，５：４３１－４３７；Ｓｏｒｇｅら、１９８
４，Ｍｏｌ．Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｌ．，４：１７３０－１７３７；Ｍａｎｎら、１９８５，
Ｊ．Ｖｉｒｏｌ．，５４：４０１－４０７）およびヒト起源（Ｐａｇｅら、１９９０，Ｊ
．Ｖｉｒｏｌ．，６４：５３７０－５２７６；Ｂｕｃｈｓｃｈａｌｃｈｅｒら、１９９２
，Ｊ．Ｖｉｒｏｌ．，６６：２７３１－２７３９）のレトロウイルスを含むいくつかのウ
イルスベクターが、構築されている。バキュロウイルス（Ａｕｔｏｇｒａｐｈａ　ｃａｌ
ｉｆｏｒｎｉｃａ多核多角体病ウイルス；ＡｃＭＮＰＶ）ベクターもまた当該分野で公知
であり、商業的供給源（例えば、ＰｈａｒＭｉｎｇｅｎ，Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ，Ｃａｌｉ
ｆ．；Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ　Ｃｏｒｐ．，Ｍｅｒｉｄｅｎ，Ｃｏｎｎ．；
Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ，Ｌａ　Ｊｏｌｌａ，Ｃａｌｉｆ．）から入手され得る。
【０１０４】
　これらのベクターを含む宿主細胞も提供される。その宿主細胞は、真核細胞または原核
細胞であり得る。好適な宿主細胞の非限定的な例としては、細菌、古細菌、昆虫、真菌（
例えば、酵母）、植物および動物細胞（例えば、哺乳動物細胞、例えば、ヒト）が挙げら
れる。有用な例示的な細胞としては、大腸菌、枯草菌、Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｃ
ｅｒｅｖｉｓｉａｅ、Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ　ｔｙｐｈｉｍｕｒｉｕｍ、ＳＦ９細胞、Ｃ
１２９細胞、２９３細胞、Ｎｅｕｒｏｓｐｏｒａならびに不死化された哺乳動物骨髄系お
よびリンパ系細胞株が挙げられる。培養中の哺乳動物細胞を増やすための技法は、周知で
ある（Ｊａｋｏｂｙ　ａｎｄ　Ｐａｓｔａｎ（ｅｄｓ），１９７９，Ｃｅｌｌ　Ｃｕｌｔ
ｕｒｅ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ，ｖｏｌｕｍｅ　５８，Ａｃａｄ
ｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，Ｉｎｃ．，Ｈａｒｃｏｕｒｔ　Ｂｒａｃｅ　Ｊｏｖａｎｏｖｉｃ
ｈ，Ｎ．Ｙ．を参照のこと）。通常使用される哺乳動物宿主細胞株の例は、ＶＥＲＯおよ
びＨｅＬａ細胞、ＣＨＯ細胞ならびにＷＩ３８、ＢＨＫおよびＣＯＳ細胞株であるが、よ
り高い発現、望ましいグリコシル化パターンまたは他の特徴を提供するようにデザインさ
れた細胞などの細胞株を使用してもよい。酵母細胞を形質転換するための技法（例えば、
ポリエチレングリコール形質転換、プロトプラスト形質転換および遺伝子銃）もまた、当
該分野で公知である（Ｇｉｅｔｚ　ａｎｄ　Ｗｏｏｄｓ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚ
ｙｍｏｌｏｇｙ　３５０：８７－９６，２００２を参照のこと）。
【０１０５】
　組換えＤＮＡによる宿主細胞の形質転換は、当業者に周知の従来の技法によって行われ
得る。宿主が、原核生物（例えば、大腸菌であるがこれに限定されない）である場合、Ｄ
ＮＡの取り込みが可能なコンピテントセルは、当該分野で周知の手順を用いて、指数関数
的な増殖相の後に回収され、続いてＣａＣｌ２法によって処理された細胞から調製され得
る。あるいは、ＭｇＣｌ２またはＲｂＣｌが、使用され得る。形質転換は、所望であれば
、宿主細胞のプロトプラストを形成させた後に、またはエレクトロポレーションによって
も行われ得る。宿主が、真核生物であるとき、リン酸カルシウム共沈殿のようなＤＮＡの
トランスフェクション法、従来の機械的手順（例えば、マイクロインジェクション、エレ
クトロポレーション、リポソームに包まれたプラスミドまたはウイルスベクターの挿入）
を使用できる。
【０１０６】
　組換えタンパク質が、宿主細胞などから精製されるとき、いくつかの手順を使用できる
。例えば、確立された分子接着特性を有するタンパク質が、そのタンパク質に可逆的に融
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合され得る。適切なリガンドまたは基質を用いて、特異的なタンパク質が、精製カラムに
選択的に吸着され、次いで、比較的純粋な形態でカラムから遊離され得る。次いで、融合
されたタンパク質は、酵素活性によって除去される。最後に、タンパク質は、イムノアフ
ィニティーカラムを使用して精製され得る。組換えタンパク質は、酵母細胞、昆虫細胞、
細菌細胞および哺乳動物細胞を含む任意の好適な供給源から精製され得る。
【０１０７】
　組換えタンパク質は、形質転換された細菌によって大量に、概してプロモーター誘導後
に、プラスミドなどの組換え核酸から発現され得、精製され得るが、発現は、構成的であ
り得る。ＩＰＴＧによるプロモーター誘導は、誘導性プロモーターシステムの１つの例で
ある。細菌は、当該分野において標準的な手順に従って生育される。新鮮なまたは凍結さ
れた細菌細胞が、タンパク質の単離のために使用される。
【０１０８】
　細菌において発現されたタンパク質は、不溶性凝集物（「封入体」）を形成し得る。い
くつかのプロトコルが、タンパク質封入体の精製に適している。例えば、封入体の精製は
、概して、細菌細胞の破壊、例えば、５０ｍＭ　ＴＲＩＳ／ＨＣＬ　ｐＨ７．５、５０ｍ
Ｍ　ＮａＣｌ、５ｍＭ　ＭｇＣ１２、１ｍＭ　ＤＴＴ、０．１ｍＭ　ＡＴＰおよび１ｍＭ
　ＰＭＳＦの緩衝液中でのインキュベーションによる封入体の抽出、分離および／または
精製を含む。細胞懸濁物は、フレンチプレスに２～３回通して溶解され得るか、Ｐｏｌｙ
ｔｒｏｎ（Ｂｒｉｎｋｍａｎ　Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ）などのホモジナイザー（ｈｏｍ
ｉｇｎｉｚｅｒ）を使用してホモジナイズされ得るか、または氷上で超音波処理され得る
。細菌を溶解する代替の方法は、当業者に明らかである（例えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋら、
前出；Ａｕｓｕｂｅｌら、前出を参照のこと）。
【０１０９】
　必要であれば、封入体は、可溶化され、溶解された細胞懸濁物は、概して、遠心分離さ
れて、望まれない不溶物が除去される。封入体を形成していたタンパク質は、適合性の緩
衝液での希釈または透析によって再生され得る。好適な溶媒としては、尿素（約４Ｍ～約
８Ｍ）、ホルムアミド（少なくとも約８０％，体積／体積基準）および塩酸グアニジン（
約４Ｍ～約８Ｍ）が挙げられるが、これらに限定されない。凝集物を形成するタンパク質
を可溶化することができるいくつかの溶媒、例えば、ＳＤＳ（ドデシル硫酸ナトリウム）
、７０％ギ酸は、免疫原性および／または活性の欠如を伴うそれらのタンパク質の不可逆
的な変性の可能性に起因して、この手順における使用に不適切である。塩酸グアニジンお
よび類似の作用物質は、変性剤であるが、この変性は、不可逆的でなく、その変性剤が除
去される（例えば、透析によって）かまたは希釈されると、再生が生じ得、免疫学的にお
よび／または生物学的に活性なタンパク質の再形成が可能になる。他の好適な緩衝液は、
当業者に公知である。ヒトタンパク質は、標準的な分離技法、例えば、Ｎｉ－ＮＴＡアガ
ロース樹脂を用いる技法によって、他の細菌タンパク質から分離される。
【０１１０】
　あるいは、細菌ペリプラズムから組換えタンパク質を精製することが可能である。細菌
を溶解した後、その細菌のペリプラズム画分が、当業者に公知の他の方法に加えて、冷浸
透圧ショックによって単離され得る。ペリプラズムから組換えタンパク質を単離するため
に、細菌細胞を遠心分離して、ペレットを形成させる。そのペレットを、２０％スクロー
スを含む緩衝液に再懸濁する。それらの細胞を溶解するために、細菌を遠心分離して、ペ
レットを氷冷５ｍＭ　ＭｇＳＯ４に再懸濁し、氷浴内でおよそ１０分間維持する。その細
胞懸濁物を遠心分離し、上清をデカントして、保存する。上清中に存在する組換えタンパ
ク質は、当業者に周知の標準的な分離技法によって宿主タンパク質から分離され得る。
【０１１１】
　タンパク質を精製するための標準的なタンパク質分離技法として、可溶性分画が使用さ
れ得る。最初の工程として、特に、そのタンパク質混合物が、複合的である場合、最初の
塩分画が、望まれない宿主細胞タンパク質（または細胞培養液に由来するタンパク質）の
多くを目的の組換えタンパク質から分離し得る。好ましい塩は、硫酸アンモニウムである
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。硫酸アンモニウムは、タンパク質混合物中の水の量を効率的に減少させることによって
、タンパク質を沈殿させる。次いで、タンパク質は、その溶解度に基づいて、沈殿する。
タンパク質が疎水性であるほど、より低い硫酸アンモニウム濃度で沈殿する可能性が高く
なる。典型的なプロトコルは、得られる硫酸アンモニウム濃度が２０～３０％になるよう
に、飽和硫酸アンモニウムをタンパク質溶液に加えることを含む。この濃度は、最も疎水
性のタンパク質を沈殿させる。次いで、その沈殿物を廃棄し（目的のタンパク質が疎水性
でない場合）、硫酸アンモニウムを、目的のタンパク質を沈殿させると知られている濃度
まで上清に加える。次いで、その沈殿物を緩衝液に溶解し、必要であれば、透析またはダ
イアフィルトレーションによって、過剰な塩を除去する。タンパク質の溶解度に依存する
他の方法（例えば、冷エタノール沈殿）が、当業者に周知であり、それを使用することに
より、複雑なタンパク質混合物を分画することができる。
【０１１２】
　タンパク質の分子量を用いて、異なるポアサイズの膜（例えば、Ａｍｉｃｏｎ膜または
Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ膜）での限外濾過を使用して、より大きいおよびより小さいサイズの
タンパク質からそのタンパク質を単離することができる。第１の工程として、タンパク質
混合物を、目的のタンパク質の分子量より小さい分子量のカットオフを有するポアサイズ
の膜で限外濾過する。次いで、限外濾過の濃縮水（ｒｅｔｅｎｔａｔｅ）を、目的のタン
パク質の分子量より大きい分子カットオフを有する膜に対して限外濾過する。その組換え
タンパク質は、その膜を通過して濾液に入る。次いで、濾液を、下記に記載されるように
クロマトグラフィー処理し得る。
【０１１３】
　タンパク質はまた、カラムクロマトグラフィーを使用して、該タンパク質のサイズ、正
味の表面電荷、疎水性およびリガンドまたは基質に対する親和性に基づいて他のタンパク
質から分離され得る。さらに、タンパク質に対する抗体が、カラムマトリックスに結合体
化され得、そのタンパク質が、免疫精製され得る。これらの方法のすべてが、当該分野で
周知である。クロマトグラフィー法は、任意のスケールで、多くの異なる製造者（例えば
、Ｐｈａｒｍａｃｉａ　Ｂｉｏｔｅｃｈ）からの機器を使用して行われ得ることは、当業
者には明らかである。
【０１１４】
　ＬＳＶ核酸分子と特異的にハイブリダイズするオリゴヌクレオチドもまた提供される。
オリゴヌクレオチドは、一般に、１００ヌクレオチド長未満である。いくつかの実施形態
において、オリゴヌクレオチドは、８０未満、６０未満、４０未満または３０未満のヌク
レオチド長である。他の実施形態において、オリゴヌクレオチドは、８～１００、１０～
５０、１２～４０、１６～３０または１８～２４ヌクレオチド長である。特定の例におい
て、オリゴヌクレオチドは、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０、
２１、２２、２３、２４、２５、２６、２７、２８、２９または３０ヌクレオチド長であ
る。１つの非限定的な例において、オリゴヌクレオチドは、１２～４０ヌクレオチド長で
ある。別の非限定的な例において、オリゴヌクレオチドは、１８～２４ヌクレオチド長で
ある。いくつかの実施形態において、オリゴヌクレオチドは、配列番号１、２または３の
連続したヌクレオチドと少なくとも８５％、少なくとも９０％、少なくとも９５％、少な
くとも９６％、少なくとも９７％、少なくとも９８％または少なくとも９９％同一である
。さらなる実施形態において、オリゴヌクレオチドは、配列番号１、２または３の相補体
の連続したヌクレオチドと少なくとも８５％、少なくとも９０％、少なくとも９５％、少
なくとも９６％、少なくとも９７％、少なくとも９８％または少なくとも９９％同一であ
る。いくつかの例では、オリゴヌクレオチドのヌクレオチド配列は、配列番号１、２また
は３のヌクレオチドを含むかまたはそれからなる。さらなる例では、オリゴヌクレオチド
のヌクレオチド配列は、配列番号１、２または３の相補体のヌクレオチドを含むかまたは
それからなる。
【０１１５】
　いくつかの実施形態において、オリゴヌクレオチドは、フルオロフォアを含む。数多く
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のフルオロフォアが、当該分野で公知であり、適切なフルオロフォアは、オリゴヌクレオ
チドの意図される用途に基づいて当業者によって選択され得る。１つの例として、ＴＡＱ
ＭＡＮＴＭＰＣＲなどのリアルタイムＰＣＲアッセイの場合、例示的なフルオロフォアと
しては、ＦＡＭ、ＴＥＴ、ＴＭＲ、ＨＥＸ、ＪＯＥ、ＲＯＸ、ＣＡＬ　ＦＬＵＯＲＴＭ、
ＰＵＬＳＡＲＴＭ、ＱＵＡＳＡＲＴＭ、ＴＥＸＡＳ　ＲＥＤＴＭ、ＣＹＴＭ３およびＣＹ
ＴＭ５が挙げられるが、これらに限定されない。
【０１１６】
　いくつかの実施形態において、オリゴヌクレオチドは、クエンチャーを含む。場合によ
っては、オリゴヌクレオチドは、１種より多いクエンチャー（例えば、２種のクエンチャ
ー）を含む。好適なクエンチャー（または風数のクエンチャー）は、オリゴヌクレオチド
の意図される目的に応じて当業者によって選択され得る。１つの例として、ＴＡＱＭＡＮ
ＴＭＰＣＲなどのリアルタイムＰＣＲアッセイの場合、例示的なクエンチャーとしては、
ＺＥＮＴＭ、ＩＯＷＡ　ＢＬＡＣＫＴＭＦＱ、ＴＡＭＲＡ、ＢＨＱ１、ＢＨＱ２、ＢＨＱ
３およびＤＡＢＣＹＬＴＭが挙げられるが、これらに限定されない。いくつかの例では、
オリゴヌクレオチドは、２種のクエンチャーを含む。
【０１１７】
　１つの非限定的な例において、オリゴヌクレオチド（例えば、そのオリゴヌクレオチド
がプローブとして使用され得るとき）は、フルオロフォアおよびクエンチャーを含む。別
の非限定的な例において、オリゴヌクレオチドは、フルオロフォアおよび２種のクエンチ
ャーを含む。オリゴヌクレオチドは、プローブまたはプライマーであり得る。
【０１１８】
　フレボウイルス
　ローンスターウイルスが、本明細書中に開示される。いくつかの実施形態において、Ｌ
ＳＶのゲノムは、配列番号１と少なくとも８５％、少なくとも９０％、少なくとも９５％
、少なくとも９６％、少なくとも９７％、少なくとも９８％もしくは少なくとも９９％同
一のヌクレオチド配列を有するＳ分節；配列番号２と少なくとも８５％、少なくとも９０
％、少なくとも９５％、少なくとも９６％、少なくとも９７％、少なくとも９８％もしく
は少なくとも９９％同一のヌクレオチド配列を有するＭ分節；または配列番号３と少なく
とも８５％、少なくとも９０％、少なくとも９５％、少なくとも９６％、少なくとも９７
％、少なくとも９８％もしくは少なくとも９９％同一のヌクレオチド配列を有するＬ分節
を含む。他の実施形態において、組換えＬＳＶのゲノムは、配列番号１と少なくとも８５
％、少なくとも９０％、少なくとも９５％、少なくとも９６％、少なくとも９７％、少な
くとも９８％または少なくとも９９％同一のヌクレオチド配列を有するＳ分節；配列番号
２と少なくとも８５％、少なくとも９０％、少なくとも９５％、少なくとも９６％、少な
くとも９７％、少なくとも９８％または少なくとも９９％同一のヌクレオチド配列を有す
るＭ分節；および配列番号３と少なくとも８５％、少なくとも９０％、少なくとも９５％
、少なくとも９６％、少なくとも９７％、少なくとも９８％または少なくとも９９％同一
のヌクレオチド配列を有するＬ分節を含む。他の非限定的な例では、それぞれ、（ａ）Ｓ
分節のヌクレオチド配列は、配列番号１と少なくとも８０％、少なくとも８５％、少なく
とも９０％、少なくとも９５％、少なくとも９６％、少なくとも９７％、少なくとも９８
％または少なくとも９９％同一であり；（ｂ）Ｍ分節のヌクレオチド配列は、配列番号２
と少なくとも８０％、少なくとも８５％、少なくとも９０％、少なくとも９５％、少なく
とも９６％、少なくとも９７％、少なくとも９８％または少なくとも９９％同一であり；
（ｃ）Ｌ分節のヌクレオチド配列は、配列番号３と少なくとも８０％、少なくとも８５％
、少なくとも９０％、少なくとも９５％、少なくとも９６％、少なくとも９７％、少なく
とも９８％または少なくとも９９％同一である。
【０１１９】
　具体的な非限定的な例において、組換えローンスターウイルスのゲノムは、配列番号１
と少なくとも８０％同一のＳ分節、配列番号２と少なくとも８０％同一のＭ分節および配
列番号３と少なくとも８０％同一のＬ分節を含む。別の具体的な非限定的な例において、
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組換えローンスターウイルスのゲノムは、配列番号１と少なくとも９０％同一のＳ分節、
配列番号２と少なくとも９０％同一のＭ分節および配列番号３と少なくとも９０％同一の
Ｌ分節を含む。さらなる具体的な非限定的な例において、組換えローンスターウイルスの
ゲノムは、配列番号１と少なくとも９５％同一のＳ分節、配列番号２と少なくとも９５％
同一のＭ分節および配列番号３と少なくとも９５％同一のＬ分節を含む。
【０１２０】
　いくつかの実施形態において、ＬＳＶのゲノムは、配列番号１を含むヌクレオチド配列
を有するＳ分節、配列番号２を含む核酸配列を含むＭ分節および配列番号３を含む核酸配
列を含むＬ分節を含み得る。さらなる実施形態において、ＬＳＶのゲノムは、配列番号１
からなるヌクレオチド配列を有するＳ分節、配列番号２からなる核酸配列を含むＭ分節お
よび配列番号３からなる核酸配列を含むＬ分節を含み得る。
【０１２１】
　いくつかの例では、組換えＬＳＶは、ＮＳｓのオープンリーディングフレーム（ＯＲＦ
）の欠失などの欠失を含む。特定の例において、欠失したＯＲＦは、レポーター遺伝子（
例えば、蛍光タンパク質をコードする遺伝子または抗生物質耐性遺伝子）で置き換えられ
る。
【０１２２】
　いくつかの例では、組換えＬＳＶは、少なくとも１つの弱毒化変異を含む。その弱毒化
変異は、ウイルスの感染力またはウイルスによって誘導される疾患の減少をもたらす任意
の挿入、欠失または置換であり得る。その弱毒化変異は、遺伝子セグメントおよび／また
はウイルスタンパク質のいずれかにおけるものであり得る。いくつかの例では、弱毒化変
異は、ＮＳｓなどの病原性タンパク質の変化または欠失をもたらす。
【０１２３】
　組換えＬＳＶは、例えば、逆遺伝学系を使用して、作製され得る。フレボウイルスに対
する逆遺伝学系は、当該分野で公知であり、ＰＣＴ公開番号ＷＯ２００９／０８２６４７
および米国特許第８，０８４，２４８号に記載されている。
【０１２４】
　抗ＬＳＶ抗体
　ＬＳＶ分離株および／または本明細書中に開示されるＬＳＶポリペプチドに特異的に結
合する単離された抗体またはその抗原結合フラグメントが、本明細書中に提供される。い
くつかの実施形態において、抗体は、ポリクローナル抗体である。他の実施形態において
、抗体は、モノクローナル抗体である。
【０１２５】
　いくつかの実施形態において、抗体またはその抗原結合フラグメントは、フレボウイル
スビリオン、詳細には、ＬＳＶビリオンのエピトープに特異的に結合し、ゆえに、ウイル
ス粒子を検出し得る。いくつかの実施形態において、抗体またはその抗原結合フラグメン
トは、ＬＳＶポリペプチドの線状エピトープもしくは立体構造エピトープまたはその両方
に特異的に結合する。
【０１２６】
　いくつかの実施形態において、抗体またはその抗原結合フラグメントは、ＬＳＶのＮＳ
ｓ、ＮＰ、ＧＰまたはＬタンパク質に特異的に結合する。特定の例において、抗体または
その抗原結合フラグメントは、配列番号４～７のうちの１つと少なくとも８０％、少なく
とも８５％、少なくとも９０％、少なくとも９５％、少なくとも９６％、少なくとも９７
％、少なくとも９８％または少なくとも９９％同一のポリペプチドに特異的に結合する。
他の特定の例において、抗体またはその抗原結合フラグメントは、配列番号４～７のうち
の１つを含むかまたはそれからなるアミノ酸配列を有するポリペプチドに特異的に結合す
る。抗体は、配列番号４～７のうちの１つの抗原性フラグメントに特異的に結合し得る。
【０１２７】
　いくつかの実施形態において、抗原結合フラグメントは、Ｆａｂ、Ｆａｂ’、Ｆ（ａｂ
）’２、ｓｃＦｖまたはｄｓＦｖである。いくつかの実施形態において、抗体は、マウス
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、ラットまたはウサギ抗体である。他の実施形態において、抗体は、ヒト化抗体または完
全ヒト抗体である。他の実施形態において、抗体は、キメラ抗体である。
【０１２８】
　抗体、例えば、組換え抗体、モノクローナル抗体またはポリクローナル抗体の調製のた
めに、当該分野で公知の多くの技法が使用され得る（例えば、Ｋｏｈｌｅｒ　＆　Ｍｉｌ
ｓｔｅｉｎ，Ｎａｔｕｒｅ　２５６：４９５－４９７（１９７５）；Ｋｏｚｂｏｒら、Ｉ
ｍｍｕｎｏｌｏｇｙ　Ｔｏｄａｙ　４：７２（１９８３）；Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎ
ｔｉｂｏｄｉｅｓ　ａｎｄ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｔｈｅｒａｐｙ，Ａｌａｎ　Ｒ．Ｌｉｓｓ，
Ｉｎｃ．（１９８５）の中のＣｏｌｅら、ｐｐ．７７－９６；Ｃｏｌｉｇａｎ，Ｃｕｒｒ
ｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ（１９９１）；Ｈａｒｌｏｗ
　＆　Ｌａｎｅ，Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ，Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ（１
９８８）；およびＧｏｄｉｎｇ，Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ｐｒｉ
ｎｃｉｐｌｅｓ　ａｎｄ　Ｐｒａｃｔｉｃｅ（２ｄ　ｅｄ．１９８６）を参照のこと）。
【０１２９】
　ポリクローナル抗体を作製する方法は、当業者に公知である。いくつかの実施形態にお
いて、フロイントアジュバントなどの標準的なアジュバントおよび標準的な免疫プロトコ
ルを使用して、近交系のマウス系統（例えば、ＢＡＬＢ／Ｃマウス）またはウサギをタン
パク質で免疫する。試験採血を行い、ベータサブユニットに対する反応性の力価を測定す
ることによって、その免疫原調製物に対する動物の免疫応答をモニターする。免疫原に対
して適切に高い力価の抗体が得られたら、その動物から血液を回収し、抗血清を調製する
。所望であれば、その抗血清のさらなる分画により、当該タンパク質に反応性の抗体につ
いての富化が行われ得る（Ｈａｒｌｏｗ　＆　Ｌａｎｅ，前出を参照のこと）。
【０１３０】
　モノクローナル抗体は、当業者によく知られた様々な技法によって得ることができる。
簡潔には、所望の抗原で免疫された動物由来の脾臓細胞を、通常、ミエローマ細胞との融
合によって、不死化する（Ｋｏｈｌｅｒ　＆　Ｍｉｌｓｔｅｉｎ，Ｅｕｒ．Ｊ．Ｉｍｍｕ
ｎｏｌ．６：５１１－５１９（１９７６）を参照のこと）。不死化の代替の方法としては
、エプスタイン・バーウイルス、オンコジーンもしくはレトロウイルスによる形質転換ま
たは当該分野で周知の他の方法が挙げられる。単一の不死化細胞から生じたコロニーが、
抗原に対して所望の特異性および親和性の抗体の産生についてスクリーニングされ、脊椎
動物宿主の腹膜腔への注射を含む様々な技法によって、そのような細胞が産生するモノク
ローナル抗体の収量が高められ得る。あるいは、Ｈｕｓｅら、Ｓｃｉｅｎｃｅ　２４６：
１２７５－１２８１（１９８９）に概説されている一般的なプロトコルに従って、ヒトＢ
細胞からのＤＮＡライブラリーをスクリーニングすることによって、モノクローナル抗体
またはその結合フラグメントをコードするＤＮＡ配列を単離することもできる。
【０１３１】
　ファージディスプレイ技術を使用することにより、選択された抗原に特異的に結合する
抗体およびヘテロマーのＦａｂフラグメントを同定することができる（例えば、ＭｃＣａ
ｆｆｅｒｔｙら、Ｎａｔｕｒｅ　３４８：５５２－５５４（１９９０）；Ｍａｒｋｓら、
Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　１０：７７９－７８３（１９９２）を参照のこと）。抗体
は、二重特異性、すなわち、２つの異なる抗原を認識することができるようにもされ得る
（例えば、ＷＯ９３／０８８２９、Ｔｒａｕｎｅｃｋｅｒら、ＥＭＢＯ　Ｊ．１０：３６
５５－３６５９（１９９１）；およびＳｕｒｅｓｈら、Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙ
ｍｏｌｏｇｙ　１２１：２１０（１９８６）を参照のこと）。抗体は、ヘテロコンジュゲ
ート、例えば、２つの共有結合的につながれた抗体または免疫毒素でもあり得る（例えば
、米国特許第４，６７６，９８０号、ＷＯ９１／００３６０；ＷＯ９２／２００３７３；
およびＥＰ０３０８９を参照のこと）。
【０１３２】
　モノクローナル抗体およびポリクローナル血清が、回収され、イムノアッセイ、例えば
、固体支持体上に固定化された免疫原を用いる固相イムノアッセイにおいて、免疫原タン
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パク質に対して力価測定される。概して、１０４またはそれを超える力価を有するポリク
ローナル抗血清が選択され、競合的結合イムノアッセイを使用して、非ＬＳＶタンパク質
および非ＬＳＶ核酸に対する交差反応性について試験される。特異的なポリクローナル抗
血清およびモノクローナル抗体は、一般的には、少なくとも約０．１ｍＭのＫｄ、より一
般的には、少なくとも約１μＭのＫｄ、例えば、少なくとも約０．１μＭまたはそれより
良好なＫｄ、例えば、０．０１μＭまたはそれより良好なＫｄで結合する。特定のＬＳＶ
タンパク質だけに特異的な抗体は、他の交差反応性タンパク質を取り去ることによっても
、作製され得る。この様式では、好まれるタンパク質だけに結合する抗体を得ることがで
きる。
【０１３３】
　キメラもまた提供され、ここで、（ａ）定常領域またはその一部は、抗原結合部位（可
変領域）が、異なるクラス、エフェクター機能および／もしくは種または変更されたクラ
ス、エフェクター機能および／もしくは種の定常領域あるいはキメラ抗体に新しい特性を
付与する全く異なる分子、例えば、酵素、トキシン、ホルモン、成長因子、薬物などに連
結されるように、変更されているか、置き換えられているか、または交換されているか；
または（ｂ）可変領域またはその一部は、異なる抗原特異性または変更された抗原特異性
を有する可変領域によって変更されているか、置き換えられているか、または交換されて
いる。具体的な非限定的な例において、抗体は、ＬＳＶタンパク質に特異的に結合する１
つの抗体由来の相補性決定領域（ＣＤＲ）、および異なる抗体由来の少なくとも１つのフ
レームワーク領域を含むキメラ抗体であり得る。
【０１３４】
　ヒト化抗体または霊長類化（ｐｒｉｍａｔｉｚｅｄ）抗体が、使用され得る。一般に、
ヒト化抗体は、非ヒトである供給源からその抗体に導入された１つまたはそれを超えるア
ミノ酸残基を有する。これらの非ヒトアミノ酸残基は、概して移入可変ドメインから選び
取られた、移入残基と称されることが多い。非ヒト抗体をヒト化するためまたは霊長類化
するための方法は、当該分野で周知である。ヒト化は、げっ歯類ＣＤＲまたはＣＤＲ配列
をヒト抗体の対応する配列の代わりに用いることによる、Ｗｉｎｔｅｒおよび共同研究者
の方法に従って基本的に行われ得る（例えば、Ｊｏｎｅｓら、Ｎａｔｕｒｅ　３２１：５
２２－５２５（１９８６）；Ｒｉｅｃｈｍａｎｎら、Ｎａｔｕｒｅ　３３２：３２３－３
２７（１９８８）；Ｖｅｒｈｏｅｙｅｎら、Ｓｃｉｅｎｃｅ　２３９：１５３４－１５３
６（１９８８）およびＰｒｅｓｔａ，Ｃｕｒｒ．Ｏｐ．Ｓｔｒｕｃｔ．Ｂｉｏｌ．２：５
９３－５９６（１９９２）を参照のこと）。したがって、そのようなヒト化抗体は、キメ
ラ抗体（米国特許第４，８１６，５６７号）であり、ここで、実質的にインタクトでない
ヒト可変ドメインが、非ヒト種由来の対応する配列によって置換されている。実際には、
ヒト化抗体は、概して、いくつかのＣＤＲ残基またはすべてのＣＤＲ残基およびおそらく
いくつかのＦＲ残基が、げっ歯類抗体などの非ヒト抗体における類似の部位からの残基に
よって置換された、ヒト抗体である。ヒト化抗体は、ヒトフレームワーク領域が使用され
ているがＣＤＲは非ヒト抗体由来である抗体でもあり得る。
【０１３５】
　通常、上記抗体および抗原結合フラグメントは、ＬＳＶに特異的に結合する。これらの
ＬＳＶ特異的抗体は、例えば、生物学的サンプル中のＬＳＶまたはＬＳＶポリペプチドを
検出するためのアッセイにおいて使用され得る。例示的な免疫検出アッセイとしては、酵
素結合免疫吸着測定法（ＥＬＩＳＡ）、ウエスタンブロット、ラジオイムノアッセイ（Ｒ
ＩＡ）および免疫組織化学（ＩＨＣ）アッセイが挙げられる。そのようなアッセイを行う
方法は、当該分野で周知であり、下記で簡潔に開示される。
【０１３６】
　フレボウイルスを検出するための方法
　本明細書中に開示されるＬＳＶの単離および配列決定は、生物学的サンプル中のＬＳＶ
を検出するためおよび／または被験体におけるＬＳＶ感染を診断するために使用され得る
一連のアッセイの開発を可能にした。
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【０１３７】
　検出アッセイおよび診断アッセイのいくつかの実施形態において、その方法は、被験体
から生物学的サンプルを得る工程をさらに含む。いくつかの例では、サンプルは、被験体
から直接得られ、上に記載されたアッセイのうちの１つにおいて使用される。他の例では
、サンプルは、被験体から生物学的サンプルを直接取り出さずに、間接的に得られる。サ
ンプルが間接的に得られるいくつかの場合では、そのサンプルは、例えば、臨床医または
検査室の職員から得られる。
【０１３８】
　いくつかの実施形態において、生物学的サンプルは、細胞または組織サンプル（例えば
、生検サンプル、骨髄吸引物または単離された細胞）である。他の実施形態において、生
物学的サンプルは、体液サンプルである。いくつかの例では、体液サンプルは、血清、血
液、血漿、尿、便、唾液または脳脊髄液を含む。
【０１３９】
　ＬＳＶ特異的抗体を使用して生物学的サンプル中のＬＳＶまたはＬＳＶポリペプチドを
検出するための方法が、本明細書中に提供される。いくつかの実施形態において、その方
法は、生物学的サンプルをＬＳＶ特異的抗体またはその抗原結合フラグメントと接触させ
る工程；およびその生物学的サンプルへのその抗体または抗原結合フラグメントの結合を
検出する工程を含む。生物学的サンプルへの抗体または抗原結合フラグメントの結合は、
生物学的サンプル中のＬＳＶまたはＬＳＶポリペプチドの存在を示す。
【０１４０】
　検出方法のいくつかの実施形態において、抗体またはその抗原結合フラグメントは、Ｌ
ＳＶのＮＳｓ、ＮＰ、ＧＰまたはＬタンパク質に特異的に結合する。特定の例において、
抗体またはその抗原結合フラグメントは、配列番号１、２または３のオープンリーディン
グフレームと少なくとも８０％、少なくとも８５％、少なくとも９０％、少なくとも９５
％、少なくとも９６％、少なくとも９７％、少なくとも９８％または少なくとも９９％同
一のポリペプチドに特異的に結合する。他の実施形態において、抗体またはその抗原結合
フラグメントは、配列番号４～７のうちの１つと少なくとも８０％、少なくとも８５％、
少なくとも９０％、少なくとも９５％、少なくとも９６％、少なくとも９７％、少なくと
も９８％または少なくとも９９％同一のポリペプチドに特異的に結合する。他の特定の例
において、抗体またはその抗原結合フラグメントは、配列番号４～７のうちの１つを含む
かまたはそれからなるアミノ酸配列を有するポリペプチドに特異的に結合する。
【０１４１】
　本明細書中に開示されるＬＳＶポリペプチドを使用して生物学的サンプル中のＬＳＶ特
異的抗体を検出するための方法もまた提供される。いくつかの実施形態において、その方
法は、生物学的サンプルをＬＳＶ特異的ポリペプチドと接触させる工程；およびその生物
学的サンプルへのそのポリペプチドの結合を検出する工程を含む。生物学的サンプルへの
ポリペプチドの結合は、生物学的サンプル中のＬＳＶ特異的抗体の存在を示す。
【０１４２】
　検出方法のいくつかの実施形態において、ＬＳＶポリペプチドは、ＮＳｓ、ＮＰ、ＧＰ
またはＬタンパク質である。特定の例において、フレボウイルスポリペプチドのアミノ酸
配列は、配列番号４～７のうちの１つと少なくとも８０％、少なくとも８５％、少なくと
も９０％、少なくとも９５％、少なくとも９６％、少なくとも９７％、少なくとも９８％
または少なくとも９９％同一である。他の例において、フレボウイルスポリペプチドのア
ミノ酸配列は、配列番号４～７のうちの１つを含むかまたはそれからなる。その方法は、
目的の被験体由来の生物学的サンプル中のこれらのタンパク質の１つまたはそれを超える
タンパク質を検出する。
【０１４３】
　抗体へのポリペプチドの結合に基づく検出アッセイは、当該分野で周知であり、それら
としては、例えば、ＥＬＩＳＡ、ウエスタンブロット、蛍光励起細胞分取（ＦＡＣＳ）、
ラジオイムノアッセイおよび免疫組織化学が挙げられる。当業者に周知であるように、場
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合によっては、検出アッセイは、抗原抗体複合体を、検出試薬（例えば、標識された２次
抗体（例えば、抗アイソタイプ抗体、例えば、抗ＩｇＧ抗体））またはサンドイッチＥＬ
ＩＳＡの場合は第１の抗体と同じ抗原を認識し、検出のために標識された第２の抗体と接
触させる工程をさらに含む。２次抗体はまた、磁気選別を可能にするために磁気ビーズに
結合体化され得る。他の場合では、１次抗体が、直接標識される。直接標識された抗体は
、ＦＡＣＳなどの種々の検出アッセイのために使用され得る。
【０１４４】
　非競合的イムノアッセイは、抗原が直接検出されるアッセイであって、場合によっては
抗原の量が直接測定されるアッセイである。酵素媒介性のイムノアッセイ（例えば、免疫
蛍光測定法（ＩＦＡ）、酵素結合免疫吸着測定法（ＥＬＩＳＡ）、免疫ブロット法（ウエ
スタン）および捕捉アッセイ）は、ＬＳＶタンパク質の非競合的検出を達成するように容
易に適合され得る。
【０１４５】
　ＬＳＶの検出に有効なＥＬＩＳＡ法は、例えば、以下のとおりであり得る：（１）抗体
または抗原を基材に結合させ；（２）結合したレセプターを、ウイルス、ウイルス抗原ま
たはウイルスに対する抗体を含む体液または組織サンプルと接触させ；（３）上記のもの
を、検出可能な部分（例えば、西洋ワサビペルオキシダーゼ酵素またはアルカリホスファ
ターゼ酵素）に結合した抗体と接触させ；（４）上記のものを、当該酵素に対する基質と
接触させ；（５）上記のものを呈色試薬と接触させ；（６）色の変化を観察する。上記方
法は、サンプル中の抗ＬＳＶ抗体または特異的なＬＳＶポリペプチドならびにウイルスの
存在を検出するように容易に改変され得る。
【０１４６】
　ウエスタンブロット（イムノブロット）解析を使用することにより、サンプル中のＬＳ
Ｖの存在を検出することおよび定量することができる。その技法は、通常、分子量に基づ
くゲル電気泳動によるサンプルタンパク質を分離する工程、分離されたタンパク質を好適
な固体支持体（例えば、ニトロセルロースフィルター、ナイロンフィルターまたは誘導体
化ナイロンフィルター）に移す工程、およびそのサンプルをＬＳＶポリペプチドに特異的
に結合する抗体とともにインキュベートする工程を含む。抗ＬＳＶポリペプチド抗体は、
固体支持体上の抗原に特異的に結合する。これらの抗体は、直接標識され得るか、あるい
は、その後、その抗ＬＳＶ抗体に特異的に結合する標識された抗体（例えば、標識された
ヒツジ抗マウス抗体）を使用して検出され得る。
【０１４７】
　他のアッセイ形式には、特異的な分子（例えば、抗体）に結合し、被包された試薬また
はマーカーを放出するようにデザインされたリポソームを使用するリポソームイムノアッ
セイ（ＬＩＡ）が含まれる。次いで、放出された化学物質は、標準的な技法に従って検出
される（Ｍｏｎｒｏｅら、Ａｍｅｒ．ＣｌＭ．Ｐｒｏｄ．Ｒｅｖ．５：３４－４１（１９
８６）を参照のこと）。
【０１４８】
　本明細書中に開示されるＬＳＶ核酸分子に特異的なオリゴヌクレオチドプローブおよび
／またはプライマーを使用して生物学的サンプル中のＬＳＶ核酸分子を検出するための方
法が、さらに提供される。いくつかの実施形態において、その方法は、ＬＳＶ核酸分子と
特異的にハイブリダイズするオリゴヌクレオチドプローブと生物学的サンプルとを接触さ
せる工程；および生物学的サンプルとプローブとのハイブリダイゼーションを検出する工
程を含む。高ストリンジェンシーまたは非常に高いストリンジェンシー条件などにおける
、プローブと生物学的サンプルとのハイブリダイゼーションは、生物学的サンプル中のＬ
ＳＶ核酸分子の存在を示す。
【０１４９】
　いくつかの実施形態において、生物学的サンプルは、生物学的サンプルからＲＮＡを単
離する工程；そのＲＮＡを逆転写して、ｃＤＮＡを生成する工程；およびＬＳＶ核酸分子
に特異的にハイブリダイズするプライマー対を使用してそのｃＤＮＡを増幅し、それによ
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り、核酸増幅産物を生成する工程を含む方法によって得られる核酸増幅産物である。
【０１５０】
　本明細書中に開示されるＬＳＶ核酸分子（例えば、Ｓ、ＭまたはＬ　ＬＳＶ核酸分子）
と特異的にハイブリダイズするプライマー対を使用してＬＳＶに感染した被験体を同定す
るための方法もまた提供される。いくつかの実施形態において、その方法は、被験体から
得られた生物学的サンプルからＲＮＡを単離する工程；そのＲＮＡを逆転写して、ｃＤＮ
Ａを生成する工程；ＬＳＶ核酸分子に特異的にハイブリダイズするプライマー対を使用し
てそのｃＤＮＡを増幅する工程；および増幅産物を検出する工程を含む。その増幅産物の
検出は、被験体をＬＳＶに感染していると同定する。
【０１５１】
　核酸に基づく検出方法のいくつかの実施形態において、ＬＳＶ核酸分子のヌクレオチド
配列は、配列番号１、２または３あるいはその一部と少なくとも８０％、少なくとも８５
％、少なくとも９０％、少なくとも９５％、少なくとも９６％、少なくとも９７％、少な
くとも９８％もしくは少なくとも９９％同一であり、例えば、限定なしにオープンリーデ
ィングフレームが検出される。いくつかの例では、配列番号１、２もしくは３またはその
一部を含むかまたはそれからなるフレボウイルス核酸分子のヌクレオチド配列が、検出さ
れる。いくつかの実施形態において、配列番号４～７の１つまたは複数をコードする核酸
が、検出される。
【０１５２】
　核酸に基づく検出方法のいくつかの実施形態において、核酸増幅のためにプライマー対
が使用される。いくつかの実施形態において、増幅産物を検出する工程は、その増幅産物
をプローブにハイブリダイズする工程を含む。いくつかの実施形態において、そのプロー
ブは、フルオロフォア、クエンチャーまたはその両方を含む。１つの非限定的な例におい
て、プローブは、フルオロフォアおよび２種のクエンチャーを含む。
【０１５３】
　ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）を使用してサンプル中の特異的な核酸分子を検出する
方法は、当該分野で周知である。いくつかの実施形態において、ＰＣＲ検出法は、ＴＡＱ
ＭＡＮＴＭＰＣＲなどのリアルタイムＰＣＲ法である。ＴＡＱＭＡＮＴＭＰＣＲアッセイ
は、概して、自己クエンチングプローブを使用し、場合によっては、フルオロフォアおよ
び２種のクエンチャーを含む。プローブが２種のクエンチャーを含むいくつかの場合にお
いて、第１のクエンチャーは、プローブの３’末端に配置され、第２のクエンチャーは、
リンカーを使用することなどによってオリゴヌクレオチドに挿入される。フルオロフォア
は、概して、オリゴヌクレオチドプローブの５’末端に配置される。各ＰＣＲサイクルの
アニーリング相の間に、プライマーと二重にクエンチされるプローブの両方が、そのＤＮ
Ａの相補的な区画に結合する。伸長相の間に、新しいＤＮＡ鎖の重合が、プライマーから
開始される。いったんポリメラーゼが、結合したプローブに達すると、その５’から３’
へのエキソヌクレアーゼ活性により、プローブが分解され、それにより、フルオロフォア
からクエンチャーが物理的に分離する。結果として、蛍光を測定することができ、その蛍
光は、ＰＣＲ産物の指数関数的な増加とともにリアルタイムで増加する。
【０１５４】
　ＰＣＲの場合、低ストリンジェンシー増幅では、約３６℃の温度が典型的であるが、ア
ニーリング温度は、プライマーの長さに応じて、約３２℃～４８℃で変動し得る。高スト
リンジェンシーＰＣＲ増幅の場合、約６２℃の温度が典型的であるが、高ストリンジェン
シーのアニーリング温度は、プライマーの長さおよび特異性に応じて、約５０℃～約６５
℃の範囲であり得る。高ストリンジェンシー増幅と低ストリンジェンシー増幅の両方に対
する典型的なサイクル条件は、３０秒～２分間の９０℃～９５℃の変性相、３０秒～２分
間続くアニーリング相および１～２分間の約７２℃の伸長相を含む。低および高ストリン
ジェンシー増幅反応に対するプロトコルおよびガイドラインは、提供されている（例えば
、Ｉｎｎｉｓら（１９９０）ＰＣＲ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ，Ａ　Ｇｕｉｄｅ　ｔｏ　Ｍｅ
ｔｈｏｄｓ　ａｎｄ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ，Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，Ｉｎ
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ｃ．Ｎ．Ｙ．）において）。
【０１５５】
　ＬＳＶポリヌクレオチドに対するプローブは、ハイブリダイゼーションによるユニーク
なウイルス配列の検出を可能にする長さのものであるかまたはそのような検出を可能にす
る配列を有する。約６～８ヌクレオチドが、有用であり得るが、それより長い配列、例え
ば、約１０～１２ヌクレオチド（例えば、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、
１８、１９もしくは約２０ヌクレオチドまたはそれを超えるヌクレオチド）の配列もより
有効であり得る。いくつかの実施形態において、これらの配列は、ウイルス分離株の間で
異質性を欠く領域に由来する。
【０１５６】
　ＰＣＲに基づかない配列特異的ＤＮＡ増幅技法もまた、ＬＳＶ配列を検出するために本
発明とともに使用され得る。そのような技法の例としては、ＩＮＶＡＤＥＲ（登録商標）
アッセイ（例えば、Ｋｗｉａｔｋｏｗｓｋｉら、Ｍｏｌ　Ｄｉａｇｎ．Ｄｅｃｅｍｂｅｒ
　１９９９，４：３５３－６４および米国特許第５，８４６，７１７号を参照のこと）が
挙げられるが、これに限定されない。
【０１５７】
　他の実施形態において、本明細書中に記載される任意のポリヌクレオチドを含むアレイ
などの固形基材が、提供される。それらのポリヌクレオチドは、当該分野で公知の方法を
使用してアレイ上に固定化される。アレイは、１つまたはそれを超える異なるポリヌクレ
オチドを有し得る。
【０１５８】
　プローブ（またはサンプル核酸）は、検出のためにアレイ上に提供され得る。アレイは
、例えば、ポリヌクレオチドプローブを、基材（例えば、ガラス、ニトロセルロースなど
）の上に２次元マトリックスでまたは整列させてスポットすることによって、作製され得
る。それらのプローブは、共有結合または疎水性相互作用などの非特異的相互作用のいず
れかによって、その基材に結合され得る。ポリヌクレオチドのサンプルは、検出可能に標
識され（例えば、放射性標識または蛍光標識を使用して）、次いで、プローブにハイブリ
ダイズされ得る。プローブポリヌクレオチドに結合された標識されたサンプルポリヌクレ
オチドを含む二本鎖ポリヌクレオチドは、サンプルの未結合部分が洗い流されたら、検出
され得る。アレイを構築するための技法およびこれらのアレイを使用する方法は、公開欧
州出願番号ＥＰ７９９８９７；公開ＰＣＴ出願番号ＷＯ９７／２９２１２；公開ＰＣＴ出
願番号ＷＯ９７／２７３１７；公開欧州出願番号ＥＰ７８５２８０；公開ＰＣＴ出願番号
ＷＯ９７／０２３５７；米国特許第５，５９３，８３９号；米国特許第５，５７８，８３
２号；公開欧州出願番号ＥＰ７２８５２０；米国特許第５，５９９，６９５号；公開欧州
出願番号ＥＰ７２１０１６；米国特許第５，５５６，７５２号；ＷＯ９５／２２０５８；
および米国特許第５，６３１，７３４号に記載されている。例えば、各標的領域に対する
プローブならびにコントロール（ポジティブとネガティブの両方）が単一のアレイ上に提
供され得るように、単一のサンプルが、２つまたはそれを超える核酸標的領域の存在につ
いて解析されるべきである場合、アレイが特に有用である。したがって、アレイは、迅速
かつ好都合な解析を容易にする。
【０１５９】
　免疫原性組成物およびその使用
　本明細書中に開示される任意のＬＳＶポリペプチド、ポリヌクレオチドおよび組換えウ
イルスが、免疫応答を誘発するため（例えば、ＬＳＶによる感染からの防御を提供するた
め）に免疫原性組成物において使用され得る。したがって、本明細書中に開示される組成
物は、予防的または治療的に使用され得る。それらの組成物は、健常な被験体またはＬＳ
Ｖに感染した被験体において免疫応答をもたらすために使用され得る。免疫原性組成物は
、必要に応じてアジュバントを含む。
【０１６０】
　いくつかの実施形態において、本明細書中に開示されるようなＬＳＶポリペプチドまた
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はその免疫原性フラグメントおよび薬学的に許容され得るキャリアを含む免疫原性組成物
が、提供される。その免疫原性組成物は、アジュバントをさらに含み得る。いくつかの例
では、その免疫原性組成物は、ＬＳＶ　ＮＳｓ、ＮＰ、ＧＰまたはＬタンパク質を含む。
特定の例において、フレボウイルスポリペプチドのアミノ酸配列は、配列番号１、その相
補体、配列番号２または配列番号３のオープンリーディングフレーム（ｏｐｅｎ　ｒｅａ
ｄｉｎｇ　ｆｒｏｍ）と少なくとも８０％、少なくとも８５％、少なくとも９０％、少な
くとも９５％、少なくとも９６％、少なくとも９７％、少なくとも９８％または少なくと
も９９％同一である。他の特定の例において、フレボウイルスポリペプチドのアミノ酸配
列は、配列番号１、その相補体、配列番号２または配列番号３のオープンリーディングフ
レームを含むかまたはそれからなる。なおも他の例において、そのポリペプチドは、配列
番号１、その相補体、配列番号（ＳＥＱ　ＤＩ　ＮＯ：）２または配列番号３のオープン
リーディングフレームの免疫原性フラグメントを含む。他の例において、その免疫原性組
成物は、配列番号４～７のうちの１つとして示されているアミノ酸配列を含むかまたはそ
れからなるポリペプチドを含む。
【０１６１】
　本明細書中に記載されるような組換えＬＳＶおよび薬学的に許容され得るキャリアを含
む免疫原性組成物も、提供される。そのＬＳＶは、弱毒化され得る。
【０１６２】
　いくつかの実施形態において、組換えＬＳＶは、配列番号１と少なくとも８５％、少な
くとも９０％、少なくとも９５％、少なくとも９６％、少なくとも９７％、少なくとも９
８％または少なくとも９９％同一のヌクレオチド配列を有するＳ分節；配列番号２と少な
くとも８５％、少なくとも９０％、少なくとも９５％、少なくとも９６％、少なくとも９
７％、少なくとも９８％または少なくとも９９％同一のヌクレオチド配列を有するＭ分節
；および配列番号３と少なくとも８５％、少なくとも９０％、少なくとも９５％、少なく
とも９６％、少なくとも９７％、少なくとも９８％または少なくとも９９％同一のヌクレ
オチド配列を有するＬ分節を含む。
【０１６３】
　ホールウイルス（Ｗｈｏｌｅ　ｖｉｒｕｓ）ワクチン（弱毒化された生のもの、または
複製能力のないものまたは死滅させたもの）またはサブユニットワクチン（例えば、構造
ＬＳＶタンパク質もしくは非構造ＬＳＶタンパク質またはその免疫原性フラグメント）は
、被験体において免疫応答を誘発することによって、それぞれＬＳＶ感染症を処置するた
めまたは予防するために使用され得る。あるいは、薬学的組成物は、抗原提示細胞（例え
ば、樹状細胞）がそれぞれＬＳＶポリペプチドを発現するようにＬＳＶポリヌクレオチド
でトランスフェクトされた抗原提示細胞を含み得る。
【０１６４】
　治療有効量の組換えＬＳＶ、ＬＳＶポリペプチドもしくはＬＳＶポリペプチドをコード
する核酸分子または本明細書中に開示されるような免疫原性組成物を被験体に投与するこ
とによって、その被験体においてＬＳＶに対する免疫応答を誘発する方法が、さらに提供
される。いくつかの実施形態において、被験体には、ＬＳＶによる感染を防ぐために、組
換えＬＳＶ、ＬＳＶポリペプチドまたは免疫原性組成物が予防的に投与される。他の場合
、組換えＬＳＶ、ＬＳＶポリペプチド、ＬＳＶポリペプチドをコードする核酸分子または
免疫原性組成物は、ＬＳＶ感染症に対する処置として投与される。
【０１６５】
　治療有効量の組換えＬＳＶ、ＬＳＶポリペプチド、ＬＳＶポリペプチドをコードする核
酸分子または本明細書中に開示されるような免疫原性組成物を被験体に投与することによ
って、ＬＳＶ感染症などのフレボウイルス感染に対してその被験体を免疫する方法もまた
提供される。
【０１６６】
　ＬＳＶのゲノム、構造タンパク質もしくは非構造タンパク質またはそのフラグメントを
コードする核酸ワクチンが、免疫応答を誘発して、それぞれＬＳＶ感染症を処置するかま
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たは予防するために使用され得る。数多くの遺伝子送達技法（例えば、Ｒｏｌｌａｎｄ（
１９９８）Ｃｒｉｔ．Ｒｅｖ．Ｔｈｅｒａｐ．Ｄｒｕｇ　Ｃａｒｒｉｅｒ　Ｓｙｓｔｅｍ
ｓ　１５：１４３－１９８およびその中で引用された参考文献に記載されたもの）が、当
該分野で周知である。適切な核酸発現系は、患者における発現のために必要なＤＮＡ配列
（例えば、好適なプロモーターおよび終結シグナル）を含む。好ましい実施形態において
、そのＤＮＡは、ウイルス発現系（例えば、ワクシニア、ポックスウイルス、レトロウイ
ルスまたはアデノウイルス）を使用して導入され得、それは、複製能力のない非病原性（
欠陥）ウイルスの使用を含み得る。好適な系は、例えば、Ｆｉｓｈｅｒ－Ｈｏｃｈら（１
９８９）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８６：３１７－３２１；Ｆｌ
ｅｘｎｅｒら（１９８９）Ａｎｎ．Ｎ．Ｙ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．５６９：８６－１０３；
Ｆｌｅｘｎｅｒら（１９９０）Ｖａｃｃｉｎｅ　８：１７－２１；米国特許第４，６０３
，１１２号、同第４，７６９，３３０号、同第４，７７７，１２７号および同第５，０１
７，４８７号；ＰＣＴ公開番号ＷＯ８９／０１９７３；英国公開番号２，２００，６５１
；欧州公開番号０，３４５，２４２；ＰＣＴ公開番号ＷＯ９１／０２８０５；Ｂｅｒｋｎ
ｅｒ（１９８８）Ｂｉｏｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ　６：６１６－６２７；Ｒｏｓｅｎｆｅｌ
ｄら（１９９１）Ｓｃｉｅｎｃｅ　２５２：４３１－４３４；Ｋｏｌｌｓら（１９９４）
Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　９１：２１５－２１９；Ｋａｓｓ－Ｅ
ｉｓｌｅｒら（１９９３）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　９０：１１
４９８－１１５０２；Ｇｕｚｍａｎら（１９９３）Ｃｉｒｃｕｌａｔｉｏｎ　８８：２８
３８－２８４８；およびＧｕｚｍａｎら（１９９３）Ｃｉｒ．Ｒｅｓ．７３：１２０２－
１２０７に開示されている。ＤＮＡをそのような発現系に組み込むための技法は、当業者
に周知である。そのＤＮＡは、例えば、Ｕｌｍｅｒら（１９９３）Ｓｃｉｅｎｃｅ　２５
９：１７４５－１７４９に記載され、Ｃｏｈｅｎ（１９９３）Ｓｃｉｅｎｃｅ　２５９：
１６９１－１６９２に概説されているような、「裸」でもあり得る。裸のＤＮＡの取り込
みは、そのＤＮＡを、細胞に効率的に輸送される生分解性ビーズ上にコーティングするこ
とによって高められ得る。ワクチンが、ポリヌクレオチドとポリペプチドの両方の構成要
素を含み得ることは、明らかである。そのようなワクチンは、増強された免疫応答をもた
らし得る。
【０１６７】
　ワクチン調製物は、例えば、Ｐｏｗｅｌｌ　ａｎｄ　Ｎｅｗｍａｎ，ｅｄｓ．，Ｖａｃ
ｃｉｎｅ　Ｄｅｓｉｇｎ（ｔｈｅ　ｓｕｂｕｎｉｔ　ａｎｄ　ａｄｊｕｖａｎｔ　ａｐｐ
ｒｏａｃｈ），Ｐｌｅｎｕｍ　Ｐｒｅｓｓ（ＮＹ，１９９５）に広く記載されている。ワ
クチンは、抗体免疫および／または細胞性免疫（例えば、ＣＴＬまたはＣＤ４＋Ｔ細胞か
ら生じるもの）を生成するようにデザインされ得る。
【０１６８】
　非特異的な免疫応答増強物質（ｉｍｍｕｎｅ　ｒｅｓｐｏｎｓｅ　ｅｎｈａｎｃｅｒ）
は、外来性抗原に対する免疫応答を増強する任意の物質であり得る。非特異的な免疫応答
増強物質の例としては、アジュバント、生分解性ミクロスフェア（例えば、ポリ乳酸ガラ
クチド（ｐｏｌｙｌａｃｔｉｃ　ｇａｌａｃｔｉｄｅ））およびリポソーム（その中に化
合物が取り込まれている；例えば、米国特許第４，２３５，８７７号を参照のこと）が挙
げられる。ほとんどのアジュバントは、抗原を迅速な異化から保護するようにデザインさ
れた物質（例えば、水酸化アルミニウムまたは鉱油）および免疫応答の刺激物質（例えば
、リピドＡ、Ｂｏｒｔａｄｅｌｌａ　ｐｅｒｔｕｓｓｉｓまたはＭｙｃｏｂａｃｔｅｒｉ
ｕｍ　ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ由来のタンパク質）を含む。好適なアジュバントは、例
えば、フロイント不完全アジュバントおよび完全アジュバント（Ｄｉｆｃｏ　Ｌａｂｏｒ
ａｔｏｒｉｅｓ，Ｄｅｔｒｏｉｔ，ＭＩ）；Ｍｅｒｃｋ　Ａｄｊｕｖａｎｔ　６５（Ｍｅ
ｒｃｋ　ａｎｄ　Ｃｏｍｐａｎｙ，Ｉｎｃ．，Ｒａｈｗａｙ，ＮＪ）；ＡＳ－２（Ｓｍｉ
ｔｈＫｌｉｎｅ　Ｂｅｅｃｈａｍ）；アルミニウム塩（例えば、水酸化アルミニウムゲル
（ミョウバン）またはリン酸アルミニウム）；カルシウム、鉄または亜鉛の塩；アシル化
チロシンの不溶性懸濁物；アシル化糖；カチオン性にまたはアニオン性に誘導体化された
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（ｃａｔｉｏｎｉｃａｌｌｙ　ｏｒ　ａｎｉｏｎｉｃａｌｌｙ　ｄｅｒｉｖａｔｉｚｅｄ
）多糖類；ポリホスファゼン；生分解性ミクロスフェア；モノホスホリルリピドＡおよび
クイル（ｑｕｉｌ）Ａとして、商業的に入手可能である。サイトカイン（例えば、ＧＭ－
ＣＳＦまたはインターロイキン－２、－７もしくは－１２）もまた、アジュバントとして
使用され得る。これらは、免疫応答の誘導において有用である。
【０１６９】
　薬学的組成物およびワクチンは、生物学的に活性または不活性であり得る、他の化合物
も含み得る。例えば、他の抗原の１つまたはそれを超える免疫原性部分が、組成物中また
はワクチン中に、融合ポリペプチドに組み込まれた状態でまたは別個の化合物として、存
在し得る。ポリペプチドは、例えば、米国特許第４，３７２，９４５号および同第４，４
７４，７５７号の中で記載されているように、他の高分子に結合体化され得るが、結合体
化される必要はない。薬学的組成物およびワクチンは、一般に、予防目的および治療目的
で使用され得る。
【０１７０】
　経口投与に適した製剤は、（ａ）液体溶液（例えば、希釈剤（例えば、水、食塩水また
はＰＥＧ４００）に懸濁された有効量のパッケージングされた核酸）；（ｂ）カプセル、
サシェまたは錠剤（各々、所定の量の活性成分を液体、固体、顆粒またはゼラチンとして
含む）；（ｃ）適切な液体における懸濁物；および（ｄ）好適なエマルジョンからなり得
る。錠剤の形態は、ラクトース、スクロース、マンニトール、ソルビトール、リン酸カル
シウム、トウモロコシデンプン、ジャガイモデンプン、微結晶性セルロース、ゼラチン、
コロイド状二酸化ケイ素、タルク、ステアリン酸マグネシウム、ステアリン酸および他の
賦形剤、着色料、充填剤、結合剤、希釈剤、緩衝剤、湿潤剤、保存剤、香味料、色素、崩
壊剤ならびに薬学的に適合性のキャリアのうちの１つまたは複数を含み得る。舐剤の形態
は、フレーバー、例えば、スクロースの中に活性成分を含み得、ならびにトローチ剤は、
活性成分に加えて当該分野で公知のキャリアを含む不活性な基剤（例えば、ゼラチンおよ
びグリセリンまたはスクロースおよびアカシアエマルジョン、ゲルなど）の中に活性成分
を含む。
【０１７１】
　エアロゾル製剤（すなわち、それらは「霧状に」され得る）は、吸入を介して投与され
る。エアロゾル製剤は、加圧された許容され得る噴霧剤（例えば、ジクロロジフルオロメ
タン、プロパン、窒素など）の中に入れられ得る。
【０１７２】
　非経口投与、例えば、関節内（関節の中）、静脈内、筋肉内、皮内、腹腔内および皮下
経路による非経口投与に適した製剤は、水性および非水性の滅菌された等張性注射溶液（
これは、酸化防止剤、緩衝剤、静菌剤、およびその製剤を意図されたレシピエントの血液
と等張にする溶質を含み得る）ならびに懸濁化剤、可溶化剤、増粘剤、安定剤および保存
剤を含み得る水性および非水性の滅菌された懸濁物を含む。組成物は、例えば、静脈内注
入によって、吸入によって、非経口的に、経口的に、局所的に、皮内に、腹腔内に、静脈
内に、膀胱内に、直腸にまたは髄腔内に、投与され得る。それらの製剤は、単位用量また
は複数回用量が密封された容器（例えば、アンプルおよびバイアル）で提供され得る。薬
学的に許容され得るキャリアは、投与される特定の組成物（例えば、核酸、タンパク質、
調節性化合物または形質導入された細胞）によって、ならびに組成物を投与するために使
用される特定の方法によって、ある程度決定される。したがって、本発明の薬学的組成物
の多種多様の好適な製剤が存在する（例えば、Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ　Ｐｈａｒｍａｃ
ｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，１７ｔｈｅｄ．，１９８９を参照のこと）。
【０１７３】
　そのような組成物は、緩衝液（例えば、中性緩衝食塩水またはリン酸緩衝食塩水）、炭
水化物（例えば、グルコース、マンノース、スクロースまたはデキストラン）、マンニト
ール、タンパク質、ポリペプチドまたはアミノ酸（例えば、グリシン）、酸化防止剤、静
菌剤、キレート剤（例えば、ＥＤＴＡまたはグルタチオン）、アジュバント（例えば、水
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酸化アルミニウム）、製剤をレシピエントの血液と等張性、低張性もしくはやや高張性に
する溶質、懸濁化剤、増粘剤および／または保存剤も含み得る。あるいは、本発明の組成
物は、凍結乾燥物として製剤化され得る。また、化合物は、周知の技術を用いてリポソー
ム内に被包され得る。
【０１７４】
　注射溶液および注射懸濁物は、先に記載された種類の滅菌粉末、顆粒および錠剤から調
製され得る。エキソビボ治療のための、核酸によって形質導入された細胞もまた、静脈内
または非経口的に投与され得る。
【０１７５】
　被験体に投与される用量は、経時的に被験体において有益な治療的応答をもたらすのに
十分であるべきである。その用量は、使用される特定のベクターの有効性および被験体の
状態、ならびに処置される被験体の体重または表面積によって決定される。用量のサイズ
は、特定のベクターの投与に伴う任意の有害な副作用の存在、性質および程度、または特
定の患者における形質導入された細胞型によっても決定される。
【０１７６】
　投与に向けて、本発明の化合物および形質導入された細胞は、阻害剤のＬＤ－５０、ベ
クターまたは形質導入された細胞型、ならびに患者の大きさ（ｍａｓｓ）および全般的な
健康状態に適用されたときの、阻害剤、ベクターまたは細胞型の様々な濃度における副作
用によって決定された速度で投与され得る。投与は、単回用量または分割用量によって達
成され得る。
【０１７７】
　薬学的組成物およびワクチン組成物は、単位用量または複数回用量の容器（例えば、密
閉されたアンプルまたはバイアル）で提供され得る。そのような容器は、好ましくは、使
用するまでその製剤の無菌性を守るために密封されている。一般に、製剤は、油性または
水性ビヒクル中の懸濁物、溶液またはエマルジョンとして保存され得る。あるいは、ワク
チン組成物または薬学的組成物は、使用する直前に、滅菌された液体キャリアを加えるこ
とだけが必要なフリーズドライされた状態で保存され得る。
【０１７８】
　ＬＳＶの修飾物質についてのアッセイ
　ＬＳＶの調節は、細胞に基づくモデルを含む種々のインビトロおよびインビボアッセイ
を使用して評価され得る。そのようなアッセイは、ＬＳＶの阻害剤および活性化剤につい
て試験するために使用され得る。ＬＳＶの修飾物質は、好まれる組換えタンパク質または
天然に存在するタンパク質のいずれかを使用して試験される。調節としては、感染、複製
、レセプター結合、細胞侵入、粒子形成などの調節が挙げられ得るが、これらに限定され
ない。
【０１７９】
　ＬＳＶポリペプチドの調節、または組換えＬＳＶもしくは天然に存在するＬＳＶを発現
する細胞の調節の測定は、本明細書中に記載されるように、インビトロ、インビボおよび
エキソビボの種々のアッセイを使用して行われ得る。活性、例えば、酵素活性、細胞表面
マーカーの発現、ウイルスの複製および増殖に影響する、好適な物理的変化、化学的変化
または表現型の変化は、本発明のポリペプチドに対する試験化合物の影響を評価するため
に使用され得る。機能的な影響が、インタクトな細胞または動物を用いて決定されるとき
、種々の影響も測定され得る。
【０１８０】
　ＬＳＶ調節活性を有する化合物を同定するアッセイが、インビトロにおいて行われ得る
。そのようなアッセイは、完全長ＬＳＶポリペプチドもしくはそのバリアントまたはその
変異体またはそのフラグメントを使用し得る。精製された組換えタンパク質または精製さ
れた天然に存在するタンパク質が、本発明のインビトロ方法において使用され得る。その
組換えタンパク質または天然に存在するタンパク質は、細胞溶解産物または細胞膜の一部
であり得る。下記に開示されるように、結合アッセイは、固体の状態または可溶性であり
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得る。好ましくは、そのタンパク質または膜は、共有結合的または非共有結合的のいずれ
かで、固体支持体に結合される。しばしば、本発明のインビトロアッセイは、非競合的ま
たは競合的のいずれかの、基質結合アッセイもしくはリガンド結合アッセイまたは親和性
アッセイである。他のインビトロアッセイは、当該タンパク質に対する分光学的特性（例
えば、蛍光、吸光度、屈折率）、流体力的特性（例えば、形状）、クロマトグラフィー特
性または溶解特性の変化の測定を含む。
【０１８１】
　タンパク質またはそのフラグメントを潜在的な修飾物質と接触させ、好適な時間量にわ
たってインキュベートするハイスループット結合アッセイが、行われ得る。１つの実施形
態において、その潜在的な修飾物質が、固体支持体に結合され、タンパク質が、加えられ
る。別の実施形態では、タンパク質が、固体支持体に結合される。有機小分子、ペプチド
、抗体などをはじめとした多種多様の修飾物質が、下記に記載されるように使用され得る
。ＬＳＶ修飾物質の結合を同定するための多種多様のアッセイ（標識されたタンパク質－
タンパク質結合アッセイ、電気泳動移動度シフト、イムノアッセイ、酵素アッセイなどを
含む）が使用され得る。場合によっては、候補の修飾物質の結合は、公知のリガンドまた
は基質の結合の干渉が、潜在的な修飾物質の存在下において測定される、競合結合アッセ
イを使用することによって決定される。修飾物質、公知のリガンドまたは基質のいずれか
が、まず結合され；次いで、競合物質が、加えられる。タンパク質を洗浄した後、潜在的
な修飾物質または公知のリガンドもしくは基質のいずれかの結合の干渉が、決定される。
しばしば、潜在的な修飾物質または公知のリガンドもしくは基質のいずれかが、標識され
る。
【０１８２】
　ＬＳＶが細胞において発現され、機能的変化、物理的変化、化学的変化および表現型の
変化（例えば、空胞の形成）がウイルス修飾物質を同定するためにアッセイされる、細胞
に基づくアッセイが、使用され得る。任意の好適な機能的影響は、当該分野で周知のウイ
ルス阻害アッセイに加えて、本明細書中に記載されるように測定され得る。ＬＳＶは、天
然に存在するかまたは組換えである。また、ＬＳＶのフラグメントまたはキメラタンパク
質が、細胞に基づくアッセイにおいて使用され得る。さらに、触媒部位が必要とする必須
の残基における点変異体が、これらのアッセイにおいて使用され得る。
【０１８３】
　１つの実施形態において、ハイスループットスクリーニング法は、多数の潜在的な治療
的化合物（潜在的な修飾物質またはリガンド化合物）を含むコンビナトリアル有機小分子
ライブラリーまたはコンビナトリアルペプチドライブラリーを提供することを含む。次い
で、そのような「コンビナトリアル化学ライブラリー」または「リガンドライブラリー」
は、所望の特徴的な活性を示すライブラリーメンバー（特定の化学種またはサブクラス）
を同定するために本明細書中に記載されるような１つまたは複数のアッセイにおいてスク
リーニングされる。このようにして同定された化合物は、従来の「リード化合物」として
働き得るか、またはそれら自体が潜在的なもしくは実際の治療薬として使用され得る。
【０１８４】
　コンビナトリアル化学ライブラリーは、試薬などのいくつかの化学的「基本要素」を組
み合わせることによって、化学合成または生物学的合成のいずれかによって作製された多
様な化学的化合物の集合である。例えば、ポリペプチドライブラリーなどの直鎖状コンビ
ナトリアル化学ライブラリーは、所与の化合物の長さ（すなわち、ポリペプチド化合物に
おけるアミノ酸の数）について、可能性のあるあらゆる方法で化学的基本要素のセット（
アミノ酸）を組み合わせることによって形成される。数百万の化学的化合物が、化学的基
本要素のそのようなコンビナトリアル混合によって合成され得る。
【０１８５】
　コンビナトリアル化学ライブラリーの調製およびスクリーニングは、当業者に周知であ
る。そのようなコンビナトリアル化学ライブラリーとしては、ペプチドライブラリー（例
えば、米国特許第５，０１０，１７５号、Ｆｕｒｋａ，Ｉｎｔ．Ｊ．Ｐｅｐｔ．Ｐｒｏｔ
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．Ｒｅｓ．３７：４８７－４９３（１９９１）およびＨｏｕｇｈｔｏｎら、Ｎａｔｕｒｅ
　３５４：８４－８８（１９９１）を参照のこと）が挙げられるが、これに限定されない
。化学多様性ライブラリーを作製するための他の化学もまた、使用され得る。そのような
化学としては、ペプトイド（例えば、ＰＣＴ公開番号ＷＯ９１／１９７３５）、コードさ
れるペプチド（例えば、ＰＣＴ公開番号ＷＯ９３／２０２４２）、ランダムなバイオオリ
ゴマー（例えば、ＰＣＴ公開番号ＷＯ９２／０００９１）、ベンゾジアゼピン（例えば、
米国特許第５，２８８，５１４号）、ダイバーソマー（ｄｉｖｅｒｓｏｍｅｒｓ）（例え
ば、ヒダントイン、ベンゾジアゼピンおよびジペプチド）（Ｈｏｂｂｓら、Ｐｒｏｃ．Ｎ
ａｔ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　９０：６９０９－６９１３（１９９３））、ビニル性
のポリペプチド（Ｈａｇｉｈａｒａら、Ｊ．Ａｍｅｒ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．１１４：６５
６８（１９９２））、グルコース足場を有する非ペプチドの（ｎｏｎｐｅｐｔｉｄａｌ）
ペプチド模倣物（Ｈｉｒｓｃｈｍａｎｎら、Ｊ．Ａｍｅｒ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．１１４：
９２１７－９２１８（１９９２））、小化合物ライブラリーの類似の有機合成物（Ｃｈｅ
ｎら、Ｉ　Ａｍｅｒ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．１１６：２６６１（１９９４））、オリゴカル
バメート（Ｃｈｏら、Ｓｃｉｅｎｃｅ　２６１：１３０３（１９９３））および／または
ペプチジルホスホネート（Ｃａｍｐｂｅｌｌら、Ｉ　Ｏｒｇ．Ｃｈｅｍ．５９：６５８（
１９９４））、核酸ライブラリー（Ａｕｓｕｂｅｌ，Ｂｅｒｇｅｒ　ａｎｄ　Ｓａｍｂｒ
ｏｏｋ，すべて前出を参照のこと）、ペプチド核酸ライブラリー（例えば、米国特許第５
，５３９，０８３号を参照のこと）、抗体ライブラリー（例えば、Ｖａｕｇｈｎら、Ｎａ
ｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，１４（３）：３０９－３１４（１９９６）を参
照のこと）、炭水化物ライブラリー（例えば、Ｌｉａｎｇら、Ｓｃｉｅｎｃｅ，２７４：
１５２０－１５２２（１９９６）および米国特許第５，５９３，８５３号を参照のこと）
、有機小分子ライブラリー（例えば、ベンゾジアゼピン、Ｂａｕｍ　Ｃ＆ＥＮ，Ｊａｎ　
１８，ｐａｇｅ　３３（１９９３）；イソプレノイド、米国特許第５，５６９，５８８号
；チアゾリジノンおよびメタチアザノン、米国特許第５，５４９，９７４号；ピロリジン
、米国特許第５，５２５，７３５号および同第５，５１９，１３４号；モルホリノ化合物
、米国特許第５，５０６，３３７号；ベンゾジアゼピン、５，２８８，５１４などを参照
のこと）が挙げられるが、これらに限定されない。
【０１８６】
　コンビナトリアルライブラリーを調製するためのデバイスは、商業的に入手可能である
（例えば、３５７　ＭＰＳ，３９０　ＭＰＳ，Ａｄｖａｎｃｅｄ　Ｃｈｅｍ　Ｔｅｃｈ，
Ｌｏｕｉｓｖｉｌｌｅ　ＫＹ，Ｓｙｍｐｈｏｎｙ，Ｒａｉｎｉｎ，Ｗｏｂｕｒｎ，ＭＡ，
４３３Ａ　Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，Ｆｏｓｔｅｒ　Ｃｉｔｙ，ＣＡ，９
０５０　Ｐｌｕｓ，Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ，Ｂｅｄｆｏｒｄ，ＭＡを参照のこと）。さらに
、数多くのコンビナトリアルライブラリーは、それら自体が商業的に入手可能である（例
えば、ＣｏｍＧｅｎｅｘ，Ｐｒｉｎｃｅｔｏｎ，Ｎ．Ｊ．，Ａｓｉｎｅｘ，Ｍｏｓｃｏｗ
，Ｒｕ，Ｔｒｉｐｏｓ，Ｉｎｃ．，Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ，ＣｈｅｍＳｔａｒ，Ｌｔｄ
，Ｍｏｓｃｏｗ，ＲＵ，３Ｄ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ，Ｅｘｔｏｎ，ＰＡ，Ｍ
ａｒｔｅｋ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｃｏｌｕｍｂｉａ，ＭＤなどを参照のこと）。
【０１８７】
　ＬＳＶ、またはＬＳＶタンパク質を発現する細胞もしくは組織を使用してアッセイする
固体状態または可溶性のハイスループットが、使用され得る。固相に基づくインビトロア
ッセイは、ハイスループットの形式で使用され得、ここで、ＬＳＶは、固相に結合されて
いる。本明細書中に記載されるアッセイのいずれか１つが、ハイスループットスクリーニ
ングに対して適合され得る。
【０１８８】
　可溶性または固体状態のいずれかのハイスループットアッセイでは、１日で最大数千個
の異なる修飾物質またはリガンドをスクリーニングすることが可能である。この方法は、
ＬＳＶをインビトロで調査するため、またはＬＳＶを含む細胞に基づくかもしくは膜に基
づくアッセイのために使用され得る。特に、マイクロタイタープレートの各ウェルが、選
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択された潜在的な修飾物質に対して別個のアッセイを実行するために使用され得るか、ま
たは濃度もしくはインキュベーション時間の影響が観察されるべきである場合、５～１０
ウェルごとに１つの修飾物質が試験され得る。したがって、１枚の標準的なマイクロタイ
タープレートは、約１００（例えば、９６）個の修飾物質をアッセイできる。１５３６ウ
ェルプレートが使用される場合、１枚のプレートは、約１００～約１５００個の異なる化
合物を容易にアッセイできる。１日に多くのプレートをアッセイすることが可能であり；
最大約６，０００、２０，０００、５０，０００個、または１００，０００個を超える異
なる化合物に対するアッセイスクリーニングが、本発明の統合システムを使用すると可能
である。
【０１８９】
　固体状態の反応の場合、目的のタンパク質もしくはそのフラグメント、例えば、細胞外
ドメイン、または目的のタンパク質もしくはそのフラグメントを融合タンパク質の一部と
して含む細胞もしくは膜が、共有結合または非共有結合によって、固体状態の構成要素に
直接または間接的に結合され得る。共有結合性または非共有結合性の結合に対するタグは
、種々の構成要素のいずれかであり得る。一般に、タグに結合する分子（タグ結合物質）
が、固体支持体に固定され、タグ化された目的の分子は、タグとタグ結合物質との相互作
用によって固体支持体に結合される。
【０１９０】
　いくつかのタグおよびタグ結合物質が、文献に十分に記載されている公知の分子相互作
用に基づいて、使用され得る。例えば、タグが、天然の結合物質、例えば、ビオチン、プ
ロテインＡまたはプロテインＧを有する場合、それは、適切なタグ結合物質（アビジン、
ストレプトアビジン、ニュートラアビジン、免疫グロブリンのＦｃ領域など）とともに使
用され得る。ビオチンなどの天然の結合物質を有する分子に対する抗体は、広く入手可能
な適切なタグ結合物質でもある（ＳＩＧＭＡ　Ｉｍｍｕｎｏｃｈｅｍｉｃａｌｓ　１９９
８　ｃａｔａｌｏｇｕｅ　ＳＩＧＭＡ，Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ　ＭＯを参照のこと）。
【０１９１】
　同様に、任意のハプテン化合物または抗原性化合物が、タグ／タグ結合物質対を形成す
るために、適切な抗体と組み合わせて使用され得る。数千の特異的抗体が、商業的に入手
可能であり、多くのさらなる抗体が、文献に記載されている。例えば、１つの通常の配置
では、タグは、第１の抗体であり、タグ結合物質は、第１の抗体を認識する第２の抗体で
ある。抗体－抗原相互作用に加えて、レセプター－リガンド相互作用は、タグとタグ結合
物質との対としても適切である。例えば、細胞膜レセプターのアゴニストおよびアンタゴ
ニスト（例えば、細胞レセプター－リガンド相互作用、例えば、トランスフェリン、ｃ－
ｋｉｔ、ウイルスレセプターリガンド、サイトカインレセプター、ケモカインレセプター
、インターロイキンレセプター、免疫グロブリンレセプターおよび抗体、カドヘリン（ｃ
ａｄｈｅｒｅｉｎ）ファミリー、インテグリンファミリー、セレクチンファミリーなど（
例えば、Ｐｉｇｏｔｔ　＆　Ｐｏｗｅｒ，Ｔｈｅ　Ａｄｈｅｓｉｏｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌｅ
　Ｆａｃｔｓ　Ｂｏｏｋ　Ｉ（１９９３）を参照のこと）。同様に、トキシンおよび毒液
、ウイルスエピトープ、ホルモン（例えば、オピエート類、ステロイドなど）、細胞内レ
セプター（例えば、それは、ステロイド、甲状腺ホルモン、レチノイドおよびビタミンＤ
を含む様々な小リガンドの作用を媒介する；ペプチド）、薬物、レクチン、糖、核酸（直
鎖状と環状の両方のポリマー配置）、オリゴ糖、タンパク質、リン脂質および抗体がすべ
て、様々な細胞レセプターと相互作用し得る。
【０１９２】
　合成ポリマー（例えば、ポリウレタン、ポリエステル、ポリカーボネート、ポリ尿素、
ポリアミド、ポリエチレンイミン、ポリアリーレンスルフィド、ポリシロキサン、ポリイ
ミドおよびポリアセテート）もまた、適切なタグまたはタグ結合物質を形成し得る。他の
多くのタグ／タグ結合物質対もまた、本開示を再検討すると当業者に明らかであるような
本明細書中に記載されるアッセイシステムにおいて有用である。
【０１９３】
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　ペプチド、ポリエーテルなどのような通常のリンカーもまた、タグとして働き得、それ
には、約５～２００アミノ酸のポリｇｌｙ配列などのポリペプチド配列が含まれる。その
ような柔軟なリンカーは、当業者に公知である。例えば、ポリエチレングリコールリンカ
ーは、Ｓｈｅａｒｗａｔｅｒ　Ｐｏｌｙｍｅｒｓ，Ｉｎｃ．Ｈｕｎｔｓｖｉｌｌｅ，Ａｌ
ａｂａｍａから入手可能である。これらのリンカーは、必要に応じて、アミド結合、スル
フヒドリル結合またはヘテロ官能性結合を有する。
【０１９４】
　タグ結合物質は、現在利用可能な種々の方法のいずれかを使用して固体基材に固定され
る。固体基材は、通常、その基材の全部もしくは一部を、タグ結合物質の構成部分と反応
性であるその表面に化学基を固定する化学的試薬に曝露することによって、誘導体化され
るかまたは官能化される。例えば、より長い鎖部分への結合に適した基としては、アミン
、ヒドロキシル、チオールおよびカルボキシル基が挙げられる。ガラス表面などの種々の
表面を官能化するために、アミノアルキルシランおよびヒドロキシアルキルシランが、使
用され得る。そのような固相バイオポリマーアレイの構築は、文献（例えば、Ｍｅｒｒｉ
ｆｉｅｌｄ，Ｊ．Ａｍ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．８５：２１４９－２１５４（１９６３）（例
えばペプチドの、固相合成を説明している）；Ｇｅｙｓｅｎら、Ｊ．Ｉｍｍｕｎ．Ｍｅｔ
ｈ．１０２：２５９－２７４（１９８７）（ピン上での固相の構成要素の合成を説明して
いる）；Ｆｒａｎｋ　＆　Ｄｏｒｉｎｇ，Ｔｅｔｒａｈｅｄｒｏｎ　４４：６０３１６０
４０（１９８８）（セルロースディスク上での様々なペプチド配列の合成を説明している
）；Ｆｏｄｏｒら、Ｓｃｉｅｎｃｅ，２５１：７６７－７７７（１９９１）；Ｓｈｅｌｄ
ｏｎら、Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　３９（４）：７１８－７１９（１９９
３）；およびＫｏｚａｌら、Ｎａｔｕｒｅ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ　２（７）：７５３７５９
（１９９６）（すべて、固体基材に固定されたバイオポリマーのアレイを説明している）
）において十分に説明されている。タグ結合物質を基材に固定するための非化学的アプロ
ーチとしては、加熱、ＵＶ照射による架橋などのような他の通常の方法が挙げられる。
【０１９５】
　ＬＳＶの修飾物質として試験される化合物は、任意の有機小分子、または生物学的実体
（例えば、タンパク質、例えば、抗体もしくはペプチド、糖、核酸、例えば、アンチセン
スオリゴヌクレオチドもしくはリボザイムもしくはｓｉＲＮＡ、または脂質）であり得る
。あるいは、修飾物質は、ＬＳＶの遺伝的に変更されたバージョンであり得る。概して、
試験化合物は、有機小分子、ペプチド、環状ペプチド、ｓｉＲＮＡ、アンチセンス分子、
リボザイムおよび脂質である。
【０１９６】
　本質的に任意の化学的化合物が、本発明のアッセイにおいて潜在的な修飾物質またはリ
ガンドとして使用され得るが、ほとんどの場合、水性または有機（特に、ＤＭＳＯに基づ
く）溶液に溶解され得る化合物が、使用される。それらのアッセイは、アッセイ工程を自
動化し、任意の好都合な供給源からの化合物をアッセイに提供することによって大きな化
学ライブラリーをスクリーニングするようにデザインされ、それらは、概して並行して行
われる（例えば、ロボットアッセイでのマイクロタイタープレートにおけるマイクロタイ
ター形式で）。Ｓｉｇｍａ（Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ）、Ａｌｄｒｉｃｈ（Ｓｔ．Ｌｏｕ
ｉｓ，ＭＯ）、Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ（Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ）、Ｆｌｕｋａ　
Ｃｈｅｍｉｋａ－Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａ　Ａｎａｌｙｔｉｋａ（Ｂｕｃｈｓ　Ｓｗｉｔｚ
ｅｒｌａｎｄ）などをはじめとした、化学的化合物の多くの供給業者が存在することが認
識される。
【０１９７】
　キット
　例えば、イムノアッセイ（例えば、ＥＬＩＳＡおよび「サンドイッチ」タイプイムノア
ッセイ）、ならびに核酸アッセイ、例えば、ＰＣＲアッセイをはじめとした、種々の診断
アッセイにおいて使用するための１つまたはそれを超える診断試薬を含む、診断試薬およ
び診断キットが、提供される。関連する実施形態において、そのアッセイは、フロースル
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ー形式またはストリップテスト形式で行われ、ここで、結合物質が、ニトロセルロースな
どの膜上に固定化されている。
【０１９８】
　キットは、ＬＳＶ核酸配列に特異的な１つまたはそれを超えるプローブまたはプライマ
ーを含み得る。キットは、１つまたはそれを超える抗体（例えば、ＬＳＶポリペプチドに
特異的に結合するモノクローナルまたはポリクローナル抗体）を含み得る。キットは、１
つまたはそれを超えるＬＳＶポリペプチドも含み得る。キットは、１つまたはそれを超え
るＬＳＶポリヌクレオチド（例えば、ｃＤＮＡ）を含み得る。
【０１９９】
　いくつかの実施形態において、そのようなキットは、少なくとも第１のペプチドまたは
本発明の第１の抗体もしくは抗原結合フラグメント、その機能的フラグメントまたはその
カクテルまたは第１の核酸分子およびシグナルを生成するための手段を含み得る。キット
の構成要素は、固体支持体に予め結合され得るか、またはキットを使用するときに固体支
持体の表面に適用され得る。シグナル生成手段は、本発明の抗体もしくは核酸と予め会合
され得るか、または使用する前に、１つまたはそれを超える構成要素、例えば、緩衝剤、
核酸、抗体－酵素結合体、酵素基質などとの組み合わせを必要とし得る。
【０２００】
　キットは、さらなる試薬、例えば、固相表面への非特異的結合を減少させるためのブロ
ッキング試薬、洗浄試薬、酵素基質、酵素なども含み得る。固相表面は、マイクロタイタ
ープレート、ミクロスフェアまたは核酸、タンパク質、ペプチドもしくはポリペプチドを
固定化するのに適した他の材料の形態であり得る。化学発光生成物もしくは色素形成生成
物の形成または化学発光基質もしくは色素形成基質の還元を触媒する酵素は、シグナル生
成手段の構成要素の１つである。そのような酵素は、当該分野で周知である。放射標識、
色素生産性標識、蛍光発生性（ｆｌｕｏｒｉｇｅｎｉｃ）標識もしくは他のタイプの検出
可能な標識または検出手段が、キット内に含められる場合、その標識物質は、診断的組成
物もしくは治療的組成物自体と同じ容器に提供され得るか、あるいは、代わりに第２の組
成物が入れられ適切に等分され得る第２の異なる容器手段に入れられ得る。あるいは、検
出試薬および標識は、単一の容器手段において調製され得、ほとんどの場合、キットは、
概して、商業的販売ならびに／または好都合な包装および送達のために厳重に閉じ込めら
れた状態でバイアル（複数可）を含めるための手段も含む。
【０２０１】
　キットは、開示された抗体、核酸またはポリペプチドを保管するための１つまたはそれ
を超える容器、ならびに容器上のまたは容器に関連づけられたラベルまたは添付文書を含
み得る。好適な容器としては、例えば、ボトル、バイアル、注射器などが挙げられる。そ
れらの容器は、ガラスまたはプラスチックなどの種々の材料から形成され得る。その容器
は、診断および／または処置に有効な組成物を保持している。いくつかの実施形態におい
て、その容器は、滅菌されたアクセスポートを有し得る（例えば、その容器は、皮下注射
針によって穿刺可能なストッパーを有する、静脈内溶液バッグまたはバイアルであり得る
）。そのラベルまたは添付文書は、内容物が、特定の状態を処置するためまたは検出／診
断のために使用されることを示す。
【０２０２】
　いくつかの実施形態において、キットは、ＬＳＶポリペプチド、核酸または抗体を使用
する手段を開示している添付文書などの指示材料を含みる。その指示材料は、書面、電子
的形態（例えば、コンピュータディスケットまたはコンパクトディスク）であり得るか、
または視覚的なもの（例えば、ビデオファイル）であり得る。指示は、詳細な方法が得ら
れる場所に関する情報（例えば、インターネットリンクの開示またはウェブサイトに対す
る言及）を含み得る。キットは、キットがデザインされた特定の用途を容易にするさらな
る構成要素も含み得る。したがって、例えば、キットは、標識を検出するための手段（例
えば、酵素標識の場合の酵素基質、蛍光標識を検出するフィルターセット、２次抗体など
の適切な２次標識など）をさらに含み得る。キットは、緩衝剤および特定の方法を実施す
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るために日常的に使用される他の試薬をさらに含み得る。
【０２０３】
　例示的な実施形態
　いくつかの実施形態では、配列番号１、その相補体、配列番号２または配列番号３のオ
ープンリーディングフレームと少なくとも９０％同一の核酸配列を含むかまたはそれから
なる、単離された核酸分子が開示される。単離された核酸分子は、配列番号１、その相補
体、配列番号２または配列番号３として示されている核酸配列のオープンリーディングフ
レームを含んでもよく、またはそれからなっていてもよい。単離された核酸分子は、配列
番号１、配列番号２または配列番号３として示されている核酸配列を含んでもよく、また
はそれからなっていてもよい。単離された核酸分子は、配列番号４～７として示されてい
る核酸配列を含むポリペプチドをコードしてもよい。核酸分子は、ｃＤＮＡであり得る。
これらの核酸は、プロモーターに作動可能に連結され得、かつ／またはベクター内に含め
られ得る。さらなる実施形態において、これらの核酸分子のいずれかによってコードされ
る単離されたポリペプチドが、開示される。それらの核酸分子およびベクターは、宿主細
胞内で発現され得る。宿主細胞をインビトロで培養することによってタンパク質を発現さ
せる方法もまた開示される。配列番号４～７のうちの１つとして示されているアミノ酸配
列と少なくとも８０％同一のアミノ酸配列を含んでもよいかまたはそれからなっていても
よい、あるいは配列番号４～７のうちの１つとして示されているアミノ酸配列を含んでも
よいかまたはそれからなっていてもよい、単離されたポリペプチドもまた開示される。
【０２０４】
　プローブおよびプライマーもまた開示される。いくつかの実施形態では、１２～４０ヌ
クレオチド長の単離されたオリゴヌクレオチドであって、該オリゴヌクレオチドは、高ス
トリンジェンシー条件下において、配列番号１、配列番号２もしくは配列番号３またはそ
れらの相補体のうちの１つに特異的にハイブリダイズする、単離されたオリゴヌクレオチ
ドが提供される。前記オリゴヌクレオチドは、フルオロフォア、クエンチャーまたはその
両方を含んでもよい。
【０２０５】
　さらなる実施形態では、単離されたモノクローナル抗体またはその抗原結合フラグメン
トが提供される。前記単離されたモノクローナル抗体またはその抗原結合フラグメントは
、（ａ）配列番号１、その相補体、配列番号２または配列番号３のうちの１つとして示さ
れている核酸配列と少なくとも９０％同一の核酸配列のオープンリーディングフレームに
よってコードされるアミノ酸配列；（ｂ）配列番号１、その相補体、配列番号２または配
列番号３のうちの１つとして示されている核酸配列と少なくとも９５％同一の核酸配列の
オープンリーディングフレームによってコードされるアミノ酸配列；または（ｃ）配列番
号１、その相補体、配列番号２または配列番号３のうちの１つとして示されている核酸配
列のオープンリーディングフレームによってコードされるアミノ酸配列、に特異的に結合
する。配列番号４～７のうちの１つとして示されているアミノ酸配列に特異的に結合する
、抗体または抗原結合フラグメントもまた提供される。特定の非限定的な例では、前記抗
体または抗原結合フラグメントは、標識されてもよい。他の非限定的な例では、前記抗体
または抗原結合フラグメントは、キメラである。
【０２０６】
　さらなる実施形態では、生物学的サンプル中のローンスターウイルスポリペプチドを検
出するための方法が開示される。前記方法は、（ｉ）配列番号１、その相補体、配列番号
２または配列番号３のうちの１つとして示されている核酸配列と少なくとも９０％同一の
核酸配列のオープンリーディングフレームによってコードされるアミノ酸配列；（ｉｉ）
配列番号１、その相補体、配列番号２または配列番号３のうちの１つとして示されている
核酸配列と少なくとも９５％同一の核酸配列のオープンリーディングフレームによってコ
ードされるアミノ酸配列；または（ｉｉｉ）配列番号１、その相補体、配列番号２または
配列番号３のうちの１つとして示されている核酸配列のオープンリーディングフレームに
よってコードされるアミノ酸配列、に特異的に結合する、単離されたモノクローナル抗体
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またはその抗原結合フラグメントと該生物学的サンプルとを接触させる工程を含む。前記
方法はまた、該生物学的サンプルへの該抗体または抗原結合フラグメントの結合を検出す
る工程であって、該生物学的サンプルへの該抗体または抗原結合フラグメントの結合は、
該生物学的サンプル中の該ローンスターウイルスまたは該ローンスターウイルスポリペプ
チドの存在を示す、工程を含む。
【０２０７】
　いくつかの実施形態では、生物学的サンプル中のローンスターウイルス特異的抗体を検
出するための方法が開示される。前記方法は、（ａ）（ｉ）配列番号１、その相補体、配
列番号２または配列番号３のうちの１つとして示されている核酸配列と少なくとも９０％
同一の核酸配列のオープンリーディングフレームによってコードされるアミノ酸配列；（
ｉｉ）配列番号１、その相補体、配列番号２または配列番号３のうちの１つとして示され
ている核酸配列と少なくとも９５％同一の核酸配列のオープンリーディングフレームによ
ってコードされるアミノ酸配列；または（ｉｉｉ）配列番号１、その相補体、配列番号２
または配列番号３のうちの１つとして示されている核酸配列のオープンリーディングフレ
ームによってコードされるアミノ酸配列を含むポリペプチドと該生物学的サンプルとを接
触させる工程を含む。前記方法はまた、該生物学的サンプルへの該ポリペプチドの結合を
検出する工程であって、該生物学的サンプルへの該ポリペプチドの結合は、生物学的サン
プル中の該ローンスターウイルス特異的抗体の存在を示す、工程を含む。いくつかの非限
定的な例では、前記方法は、配列番号４～７のうちの１つとして示されているアミノ酸配
列を含むポリペプチドと前記生物学的サンプルとを接触させる工程を含む。
【０２０８】
　さらなる実施形態では、生物学的サンプル中のローンスターウイルス核酸分子を検出す
るための方法が開示される。前記方法は、（ａ）１２～４０ヌクレオチド長の単離された
オリゴヌクレオチドと該生物学的サンプルとを接触させる工程であって、該オリゴヌクレ
オチドは、高ストリンジェンシー条件下において、配列番号１、配列番号２または配列番
号３のうちの１つに特異的にハイブリダイズする、工程；および（ｂ）該生物学的サンプ
ルと該プローブとのハイブリダイゼーションを検出する工程であって、該生物学的サンプ
ルと該プローブとのハイブリダイゼーションは、該生物学的サンプル中の該ローンスター
ウイルス核酸分子の存在を示す、工程を含む。いくつかの実施形態では、前記生物学的サ
ンプルが、（ｉ）該生物学的サンプルからＲＮＡを単離する工程；（ｉｉ）該ＲＮＡを逆
転写して、ｃＤＮＡを生成する工程；および（ｉｉｉ）請求項６に記載の単離された核酸
分子に特異的にハイブリダイズするプライマー対を使用して該ｃＤＮＡを増幅し、それに
より、核酸増幅産物を生成する工程を含む方法によって得られる核酸増幅産物である。
【０２０９】
　さらなる実施形態では、ローンスターウイルスに感染した被験体を同定するための方法
であって、該方法は、（ａ）該被験体から得られた生物学的サンプルからＲＮＡを単離す
る工程；（ｂ）該ＲＮＡを逆転写して、ｃＤＮＡを生成する工程；（ｃ）本明細書に開示
される核酸分子に特異的にハイブリダイズするプライマー対を使用して該ｃＤＮＡを増幅
する工程；および（ｄ）工程（ｃ）からの増幅産物を検出する工程であって、該増幅産物
の検出は、該被験体を該ローンスターウイルスに感染していると同定する、工程を含む、
方法が提供される。前記増幅産物は、該増幅産物をプローブにハイブリダイズさせること
によって検出され得る。前記プローブは、フルオロフォア、クエンチャーまたはその両方
を含んでもよい。
【０２１０】
　他の実施形態において、キットが、開示される。そのキットは、ａ）単離された核酸分
子；ｂ）高度にストリンジェントな条件下において、配列番号１、配列番号２、配列番号
３もしくはそれらの相補体として示されているヌクレオチド配列にハイブリダイズするプ
ライマー；ｃ）単離されたポリペプチド；またはｄ）抗体のうちの少なくとも１つを含む
容器を含む。そのキットは、使用するための指示を含む。前記単離された核酸分子は、ｉ
）配列番号１、その相補体、配列番号２または配列番号３のオープンリーディングフレー
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ムと少なくとも９０％同一の核酸配列；ｉｉ）配列番号１、その相補体、配列番号２また
は配列番号３として示されている核酸配列のオープンリーディングフレーム；（ｉｉｉ）
配列番号１、配列番号２または配列番号３として示されている核酸配列；または（ｉｖ）
配列番号４～７のうちの１つをコードするｃＤＮＡ、を含み得る。前記単離されたポリペ
プチドは、（ｉ）配列番号１、その相補体、配列番号２または配列番号３のうちの１つと
して示されている核酸配列と少なくとも９０％同一の核酸配列のオープンリーディングフ
レームによってコードされるアミノ酸配列；（ｉｉ）配列番号１、その相補体、配列番号
２または配列番号３のうちの１つとして示されている核酸配列と少なくとも９５％同一の
核酸配列のオープンリーディングフレームによってコードされるアミノ酸配列；（ｉｉｉ
）配列番号１、その相補体、配列番号２または配列番号３のうちの１つとして示されてい
る核酸配列のオープンリーディングフレームによってコードされるアミノ酸配列；あるい
は（ｉｖ）それらの免疫原性フラグメントを含み得る。前記抗体は、前記ポリペプチドに
特異的に結合し得る。
【０２１１】
　さらに他の実施形態では、抗体を作製するための方法が開示される。前記方法は、を含
む。（ａ）ポリペプチドまたは前記ポリペプチドをコードする核酸で哺乳動物を免疫する
工程、およびに前記抗体を単離する工程を含む。前記ポリペプチドは、（ｉ）配列番号１
、その相補体、配列番号２または配列番号３のうちの１つとして示されている核酸配列と
少なくとも９０％同一の核酸配列のオープンリーディングフレームによってコードされる
アミノ酸配列；（ｉｉ）配列番号１、その相補体、配列番号２または配列番号３のうちの
１つとして示されている核酸配列と少なくとも９５％同一の核酸配列のオープンリーディ
ングフレームによってコードされるアミノ酸配列；（ｉｉｉ）配列番号１、その相補体、
配列番号２または配列番号３のうちの１つとして示されている核酸配列のオープンリーデ
ィングフレームによってコードされるアミノ酸配列；もしくは（ｉｖ）該ポリペプチドの
免疫原性フラグメント、を含むかまたはそれからなる。前記抗体は、（ｉ）配列番号１、
その相補体、配列番号２または配列番号３のうちの１つとして示されている核酸配列と少
なくとも９０％同一の核酸配列のオープンリーディングフレームによってコードされるア
ミノ酸配列；（ｉｉ）配列番号１、その相補体、配列番号２または配列番号３のうちの１
つとして示されている核酸配列と少なくとも９５％同一の核酸配列のオープンリーディン
グフレームによってコードされるアミノ酸配列；または（ｉｉｉ）配列番号１、その相補
体、配列番号２または配列番号３のうちの１つとして示されている核酸配列のオープンリ
ーディングフレームによってコードされるアミノ酸配列、に特異的に結合する。いくつか
の例では、前記抗体は、配列番号４～７のうちの１つとして示されているアミノ酸配列に
特異的に結合する。
【０２１２】
　さらなる実施形態では、Ｓ分節、Ｍ分節およびＬ分節を含む、単離されたフレボウイル
スであって、ここで：（ｉ）該Ｓ分節のヌクレオチド配列は、配列番号１と少なくとも８
０％同一であるか；（ｉｉ）該Ｍ分節のヌクレオチド配列は、配列番号２と少なくとも８
０％同一であるか；（ｉｉｉ）該Ｌ分節のヌクレオチド配列は、配列番号３と少なくとも
８０％同一であるか；または（ｉｖ）（ｉ）、（ｉｉ）および（ｉｉｉ）のすべてである
、単離されたフレボウイルスが開示される。いくつかの例では、（ｉ）前記Ｓ分節のヌク
レオチド配列が、配列番号１と少なくとも９０％同一であるか；（ｉｉ）前記Ｍ分節のヌ
クレオチド配列が、配列番号２と少なくとも９０％同一であるか；（ｉｉｉ）前記Ｌ分節
のヌクレオチド配列が、配列番号３と少なくとも９０％同一であるか；または（ｉｖ）（
ｉ）、（ｉｉ）および（ｉｉｉ）のすべてである。他の例では、（ｉ）前記Ｓ分節のヌク
レオチド配列が、配列番号１と少なくとも９５％同一であるか；（ｉｉ）前記Ｍ分節のヌ
クレオチド配列が、配列番号２と少なくとも９５％同一であるか；（ｉｉｉ）前記Ｌ分節
のヌクレオチド配列が、配列番号３と少なくとも９５％同一であるか；または（ｉｖ）（
ｉ）、（ｉｉ）および（ｉｉｉ）のすべてである。なお他の例では、（ｉ）前記Ｓ分節が
、配列番号１として示されている核酸配列を含むか；（ｉｉ）前記Ｍ分節が、配列番号２
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として示されている核酸配列を含むか；（ｉｉｉ）前記Ｌ分節が、配列番号３として示さ
れている核酸配列を含むか；または（ｉｖ）（ｉ）、（ｉｉ）および（ｉｉｉ）のすべて
である。さらなる例では、（ｉ）前記Ｓ分節が、配列番号１として示されている核酸配列
からなるか；（ｉｉ）前記Ｍ分節が、配列番号２として示されている核酸配列からなるか
；（ｉｉｉ）前記Ｌ分節が、配列番号３として示されている核酸配列からなるか；または
（ｉｖ）（ｉ）、（ｉｉ）および（ｉｉｉ）のすべてである。前記フレボウイルスは、本
明細書に記載のポリペプチドをコードし得る。前記フレボウイルスは、弱毒化されていて
もよい。
【０２１３】
　さらなる実施形態において、免疫原性組成物が、開示される。その組成物は、有効量の
、上に記載されたようなフレボウイルス、単離されたポリペプチド、単離された核酸およ
びベクターのうちの１つまたは複数を含み得る。その免疫原性組成物は、薬学的に許容さ
れ得るキャリアを含み得る。その免疫原性組成物は、被験体においてローンスターウイル
スに対する免疫応答を誘発するために使用され得る。その被験体は、ローンスターウイル
スに感染している場合がある。その被験体は、健常であり得る。具体的な非限定的な例に
おいて、被験体に、弱毒化されたフレボウイルスが投与される。
【０２１４】
　以下の実施例は、ある特定の特徴および／または実施形態を例証するために提供される
。これらの実施例は、記載される特定の特徴または実施形態に本開示を限定すると見なさ
れるべきでない。
【実施例】
【０２１５】
　ローンスターダニＡｍｂｌｙｏｍｍａ　ａｍｅｒｉｃａｎｕｍから初めて単離された未
分類のブニヤウイルスであるローンスターウイルス（ＬＳＶ）の成長の特色およびゲノム
を特徴付けた。ローンスターウイルス（ＬＳＶ）は、ヒト（ＨｅＬａ）細胞とサル（Ｖｅ
ｒｏ）細胞の両方に感染できた。細胞変性効果が、両方の細胞株において７２時間以内に
見られた；空胞形成が、感染Ｖｅｒｏ細胞において観察されたが、ＨｅＬａ細胞では観察
されなかった。偏りのないディープシーケンシング、およびウイルス発見のための組織内
で開発された高速計算パイプラインを使用する解析によって、ウイルス培養上清を調べた
ところ、最終的にＬＳＶはフレボウイルスと同定された。全ゲノムのデノボアセンブリか
ら、ＬＳＶが、高度に分岐しており、他の任意のブニヤウイルスと＜６１％の全アミノ酸
同一性しか共有しないことが明らかになった。この配列多様性にもかかわらず、ＬＳＶは
、系統学的解析によって、ＳＦＳＴＶ／ＨＲＴＶと最も密接な関係があるＢｈａｎｊａ群
ウイルスのメンバーを含む十分に裏付けされたクレードの一部であることが見出された。
ＬＳＶのゲノムシーケンシングは、Ａ．ａｍｅｒｉｃａｎｕｍ（その地理的範囲が拡大し
ていることおよび疾患ベクターとしての適格性を考えると、ますます重要なダニである）
によるアルボウイルス伝染のリスクを測定する診断ツールを開発することにおける不可欠
な第１段階である。この研究は、潜在的な臨床上および公衆衛生上の意義のあるウイルス
を迅速に同定し、そのゲノムを配列決定することにおけるディープシーケンシング解析の
検出力を強調するものでもある。
【０２１６】
　実施例１
　材料および方法
【０２１７】
　ローンスターウイルス株ＴＭＡ１３８１の分離株を入手した（Ｃｅｎｔｅｒｓ　ｆｏｒ
　Ｄｉｓｅａｓｅ　Ｃｏｎｔｒｏｌ　ａｎｄ　Ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎ（ＣＤＣ），Ｆｏｒ
ｔ　Ｃｏｌｌｉｎｓ，ＣＯ）。ＬＳＶを使用した実験は、バイオセイフティーレベル－２
（ＢＳＬ－２）の施設で行った。
【０２１８】
　ＬＳＶの哺乳マウス脳継代数５の調製物を、２％ＦＢＳ（Ａｔｌａｓ　Ｂｉｏｌｏｇｉ
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ｃａｌｓ，Ｆｏｒｔ　Ｃｏｌｌｉｎｓ，ＣＯ）が補充されたＤＭＥＭ培地（Ｉｎｖｉｔｒ
ｏｇｅｎ，ＮＹ）中で培養されているＨｅＬａ細胞およびＶｅｒｏ細胞のＴ２５フラスコ
に接種した。感染効率は、１．３ｐｆｕ／細胞だった。細胞変性効果（ＣＰＥ）を、７日
間にわたって２４時間間隔でモニターした。プラークアッセイを使用して、ウイルス力価
を接種の７２時間後（ｈｐｉ）に決定した。簡潔には、細胞上清を１０倍希釈し、１００
μｌを、０．５％アガロース二重オーバーレイを使用して、６ウェルプレート内のＶｅｒ
ｏ細胞単層上に接種した。第２のオーバーレイに加えたニュートラルレッドによって、そ
れらの細胞を可視化した。
【０２１９】
　ＬＳＶに感染したＶｅｒｏ細胞培養物を、２つの異なるプロトコルを使用して、抽出し
た（一方は、ウイルス粒子からＲＮＡを精製するものであり（「ウイルス精製プロトコル
」）、他方は、全ＲＮＡを抽出するものである）。まず、１３０μＬのウイルス培養上清
を、Ｔｕｒｂｏ　ＤＮａｓｅ、Ｂａｓｅｌｉｎｅ　Ｚｅｒｏ　ＤＮａｓｅ、Ｂｅｎｚｏｎ
ａｓｅおよびＲＮａｓｅ　Ａ（Ｒｏｃｈｅ，Ｓｏｕｔｈ　Ｓａｎ　Ｆｒａｎｃｉｓｃｏ，
ＣＡ）で処理し、次いで、ＱＩＡＡＭＰ　ＵＬＴＲＡＳＥＮＳ（登録商標）ウイルスキッ
ト（Ｑｉａｇｅｎ，Ｖａｌｅｎｃｉａ，ＣＡ）を用いて抽出した。ヌクレアーゼ前処理な
しの第２のＲＮＡ抽出を、４００μＬの上清に対して、ＴＲＩＺＯＬ（登録商標）試薬（
Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，Ｆｏｓｔｅｒ　Ｃｉｔｙ，ＣＡ）を使用して行っ
た。各抽出は、製造者のプロトコルに従って行われた。
【０２２０】
　ＩＬＬＵＭＩＮＡ（登録商標）シーケンシング用のＬＳＶ　ｃＤＮＡライブラリーを、
ＳＣＲＩＰＴＳＥＱＴＭバージョン２キットを製造者のプロトコル（Ｅｐｉｃｅｎｔｒｅ
，Ｍａｄｉｓｏｎ，ＷＩ）に従って用いて調製した。投入物は、第１の抽出からの３０ｎ
ｇのＲＮＡおよび第２の抽出からの８０ｎｇからなった。ＲＮＡをｃＤＮＡに逆転写し、
アダプターをそのｃＤＮＡ末端にライゲートし、次いで、そのｃＤＮＡを、１７サイクル
のＰＣＲによって増幅した。ＡＭＰＵＲＥＴＭＸＰビーズ（Ｂｅｃｋｍａｎ　Ｃｏｕｌｔ
ｅｒ　Ｇｅｎｏｍｉｃｓ，Ｂｒｅａ，ＣＡ）を使用して、プライマーダイマーおよびアダ
プターダイマーならびにより大きなＰＣＲフラグメント（＞６００ｂｐ）を、増幅された
ｃＤＮＡライブラリーから除去した。ライブラリーのサイズ分布および濃度を、それぞれ
Ａｇｉｌｅｎｔ　Ｂｉｏａｎａｌｙｚｅｒ２１００装置（Ａｇｉｌｅｎｔ，Ｓａｎｔａ　
Ｃｌａｒａ，ＣＡ）において高感度ＤＮＡキットおよびＫＡＰＡライブラリー定量キット
（Ｋａｐａ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，Ｗｏｂｕｒｎ，ＭＡ）を使用して、決定した。ＩＬ
ＬＵＭＩＮＡ（登録商標）ＭＩＳＥＱ（登録商標）配列分析装置（Ｉｌｌｕｍｉｎａ，Ｈ
ａｙｗａｒｄ，ＣＡ）における１５０ｂｐペアエンドシーケンシングのために、およそ１
０ｐｍｏｌのライブラリーを使用した。
【０２２１】
　ディープシーケンシングデータのコンピュータ分析のすべてを、５１２ＧＢ　ＲＡＭを
備える６４－コア１Ｕ　Ｑｕａｄ　ＡＭＤ　ＯＰＴＥＲＯＮＴＭ６２００コンピュータサ
ーバーにおいて、Ｕｂｕｎｔｕ　１２．０４ＬＴＳオペレーティングシステムを使用して
、行った。まず、未加工のディープシーケンシングリードを、プライマーを切り取り、フ
ィルタリングにかけて低品質および低複雑度の配列を排除し、残りのすべての＜５０ｂｐ
長の配列を除去することによって、「前処理」した（Ｄｅｌｗａｒｔ　ＥＬ（２００７）
Ｒｅｖ　Ｍｅｄ　Ｖｉｒｏｌ　１７：１１５－１３１；Ｋｏｎｇ　Ｙ（２０１１）Ｇｅｎ
ｏｍｉｃｓ　９８：１５２－１５３；Ｍｏｒｇｕｌｉｓ　Ａ，ら（２００６）Ｊ　Ｃｏｍ
ｐｕｔ　Ｂｉｏｌ　１３：１０２８－１０４０）。次いで、前処理されたリードを、ヌク
レオチドデータベースおよびタンパク質データベースに対するアラインメントのためにそ
れぞれＳＮＡＰ（Ｚａｈａｒｉａ　Ｍ，ら（２０１１）ａｒＸｉｖ　１１１１．５５７２
ｖ１）およびＲＡＰＳｅａｒｃｈ（Ｙｅ　Ｙ，ら（２０１１）ＢＭＣ　Ｂｉｏｉｎｆｏｒ
ｍａｔｉｃｓ　１２：１５９）アライナーを組み込んでいる高速計算パイプラインを使用
して解析した（Ｎａｃｃａｃｈｅら、投稿準備中）。そのパイプラインの形式は、２００
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９年のパンデミックインフルエンザＡ（Ｇｒｅｎｉｎｇｅｒら（２０１０）ＰＬｏＳ　Ｏ
ｎｅ　５：ｅ１３３８１）およびアフリカの新規出血熱ウイルス（Ｇｒａｒｄら（２０１
２）ＰＬｏＳ　Ｐａｔｈｏｇ　８：ｅ１００２９２４）を検出するために以前使用された
、計算サブトラクション（ｃｏｍｐｕｔａｔｉｏｎａｌ　ｓｕｂｔｒａｃｔｉｏｎ）アプ
ローチに基づいた。簡潔には、ＧＥＮＢＡＮＫ（登録商標）におけるヒト（ｈｇ１９）お
よび細菌のデータベースに対するヌクレオチドアラインメントを、宿主に対応する配列を
除外するために高ストリンジェンシーカットオフ（ＳＮＡＰの場合、編集距離ｄ１２）で
行い、ウイルスＧＥＮＢＡＮＫ（登録商標）データベースに対するタンパク質アラインメ
ントを、低ストリンジェンシーカットオフ（ＳＮＡＰの場合、編集距離ｄ２８およびＲＡ
ＰＳｅａｒｃｈの場合、１０－１）で行うことにより、ウイルス配列を同定した。これら
の最初のアラインメントについて、ＳＮＡＰおよびＲＡＰＳｅａｒｃｈの利点は、ＢＬＡ
ＳＴｎ／ＢＬＡＳＴｘなどの既存のアルゴリズムと比べて匹敵する精度を維持しつつ、計
算速度が１０～１，０００倍高いことだった（Ｚａｈａｒｉａら（２０１１）ａｒＸｉｖ
　１１１１．５５７２ｖ１；Ｙｅら（２０１１）ＢＭＣ　Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ
　１２：１５９；Ａｌｔｓｃｈｕｌ　ＳＦ，ら（１９９０）Ｊ　Ｍｏｌ　Ｂｉｏｌ　２１
５：４０３－４１０）。続いて、候補ウイルス配列を、１×１０－８というＥ値カットオ
フを使用して、同定されたウイルスの属または種に対する直接的なＢＬＡＳＴｎアライン
メントによって、真であると確認した。前処理、ヒト／細菌／ウイルスデータベースに対
するＳＮＡＰヌクレオチドアラインメント、およびウイルスタンパク質データベースに対
するＲＡＰＳｅａｒｃｈアミノ酸アラインメントに対するおおよその計算時間は、それぞ
れ５分、１０分および１３５分だった（合計時間２時間）。
【０２２２】
　ディープシーケンシングリードを計算パイプラインにかけた後、リードのサブセットの
解析により、ＬＳＶが高度に分岐のブニヤウイルスと同定された（表１）。同定されたブ
ニヤウイルスリードのカバレッジは、ゲノムアセンブリにとって十分でなかった（３×カ
バレッジ深度において、Ｌ、ＭおよびＳ分節の、６，３４１中４，１８８、３，３１３中
８２０および１，８６７中６５２、または６６．０％、２４．８％および３４．９％）（
図２）。したがって、配列「シード」を、推定的なＬ、ＭおよびＳ分節の各々から選択し
、前処理されたデータセット全体を使用した反復デノボコンティグアセンブリ（ｉｔｅｒ
ａｔｉｖｅ　ｄｅ　ｎｏｖｏ　ｃｏｎｔｉｇ　ａｓｓｅｍｂｌｙ）を、ＰＲＩＣＥアセン
ブラーを使用して行った（およそ６時間の合計時間）（Ｅａｒｌら（２０１１）Ｇｅｎｏ
ｍｅ　Ｒｅｓ　２１：２２２４－２２４１；Ｒｕｂｙ　ＪＧ，ＤｅＲｉｓｉ　ＪＬ（２０
１３）２０１２年１月にアクセスした（ｓｃｃｅｓｓｅｄ）ｄｅｒｉｓｉｌａｂ．ｕｃｓ
ｆ．ｅｄｕのウェブサイトにおいて利用可能）。次いで、大きなコンティグの計算仕上げ
（Ｃｏｍｐｕｔａｔｉｏｎａｌ　ｆｉｎｉｓｈｉｎｇ）を、Ｇｅｎｅｉｏｕｓソフトウェ
アｖ６．０（Ｋｅａｒｓｅら（２０１２）Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ　２８：１６４
７－１６４９）を使用して、手作業で行った。たった７×カバレッジでアセンブルされた
ＬＳＶのＬ分節の３’末端の配列（図２Ｄ）を、ＲＡＣＥ（ｒａｐｉｄ　ａｍｐｌｉｆｉ
ｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｃＤＮＡ　ｅｎｄｓ）－ＰＣＲ（Ｅｌｂｅａｉｎｏら（２００９）
Ｊ　Ｇｅｎ　Ｖｉｒｏｌ　９０：１２８１－１２８８）を使用して確認した。
【０２２３】
　４つのブニヤウイルスタンパク質：ＲｄＲｐ（Ｌ分節）、糖タンパク質（Ｍ分節）、Ｎ
タンパク質（Ｓ分節）およびＮＳｓタンパク質（Ｓ分節）について系統学的解析を行った
。まず、ＧＥＮＢＡＮＫ（登録商標）における入手可能なほぼすべてのフレボウイルス配
列由来およびＧｏｕｌｅａｋｏウイルス由来の対応するタンパク質に対する各ＬＳＶタン
パク質の複数の配列アラインメント（Ｍａｒｋｌｅｗｉｔｚら（２０１１）Ｊ　Ｖｉｒｏ
ｌ　８５：９２２７－９２３４）を、Ｅ－ＩＮＳ－Ｉアルゴリズムとともにデフォルトの
設定でＭＡＦＦＴ（ｖ６．０）（Ｋａｔｏｈら（２００５）Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ
　Ｒｅｓ　３３：５１１－５１８）を使用して作製した。新規ブニヤウイルス属のメンバ
ーであり、フレボウイルスに最も近縁であると知られているＧｏｕｌｅａｋｏウイルス（
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Ｍａｒｋｌｅｗｉｔｚら（２０１１）Ｊ　Ｖｉｒｏｌ　８５：９２２７－９２３４）を、
ＲｄＲｐ、糖タンパク質およびＮタンパク質ツリーに対するアウトグループとして選択し
た。１０，０００回のブートストラッピング反復の後の系統樹およびブートストラップ信
頼度を、Ｊｕｋｅｓ－Ｃａｎｔｏｒモデルおよび２５％というサポート閾値（ｓｕｐｐｏ
ｒｔ　ｔｈｒｅｓｈｏｌｄ）における近隣結合法を使用してＧｅｎｅｉｏｕｓにおいて明
らかにした（図３）。次いで、ツリー型トポロジーを、ＭｒＢａｙｅｓ　Ｖ３．２ソフト
ウェアを用いる交互最尤ベイズ的アプローチを使用して確かめた（２０，０００サンプル
ツリー、ツリーの２５％をバーンイン（ｂｕｒｎ－ｉｎ）として捨てた）（Ｒｏｎｑｕｉ
ｓｔら（２０１２）Ｓｙｓｔ　Ｂｉｏｌ　６１：５３９－５４２）。近隣結合法または最
尤法を使用したときの全体的なツリー型トポロジーは、同じだった。
【０２２４】
　Ｇｅｎｅｉｏｕｓ（Ｋｅａｒｓｅら（２０１２）Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ　２８
：１６４７－１６４９）におけるスライディングウィンドウのペアワイズアラインメント
によって、ＬＳＶの推定アミノ酸配列を比較した。具体的には、ＦＦＴ－ＮＳ－Ｉｘ１０
００アルゴリズムとともにデフォルトの設定でＭＡＦＦＴ（ｖ６．０）（Ｋａｔｏｈら（
２００５）Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ　３３：５１１－５１８）を使用して、
Ｂｈａｎｊａウイルス株ＩＧ６９０、Ｈｅａｒｔｌａｎｄウイルス、中国からの３つのＳ
ＦＴＳフレボウイルス分離株（ＳＦＴＳ　ＢＸ－２０１０、ＳＦＴＳウイルスＨＢ２９お
よびＳＦＴＳウイルスＨＮ６）、Ｕｕｋｕｎｉｅｍｉウイルス、リフトバレー熱ウイルス
株ＳｈａｒｑｉｙａおよびＣＣＨＦウイルスとＬＳＶをアラインメントし、５０アミノ酸
のスライディングウィンドウを使用して各ウイルス分節にわたってペアワイズ同一性をプ
ロットした。４つのブニヤウイルスタンパク質配列を互いに連結し、Ｇｅｎｅｉｏｕｓに
おいてペアワイズアラインメントを行うことによって、全体的なアミノ酸のペアワイズ類
似性を決定した。
【０２２５】
　図３および４に対して使用されているＧＥＮＢＡＮＫ（登録商標）アクセッション番号
は、以下のとおりである：ＲｄＲｐ（Ｌ分節）：Ａｇｕａｃａｔｅウイルス（ＮＣ＿０１
５４５１）、Ａｒｍｅｒｏウイルス（ＨＱ６６１８０５）、Ｂｈａｎｊａウイルス株ｉｂ
Ａｒ２７０９（ＪＸ９６１６１６）、Ｂｈａｎｊａウイルス株ＩＧ６９０（ＪＸ９６１６
１９）、Ｂｈａｎｊａウイルス株Ｍ３８１１（ＪＱ９５６３７６）、Ｂｈａｎｊａウイル
ス株Ｒ－１８１９（ＪＸ９６１６２２）、Ｃａｎｄｉｒｕウイルス（ＮＣ＿０１５３７４
）、ＣＣＨＦウイルス（ＮＣ＿００５３０１）、ＥｇＡＮ１８２５－６１ウイルス（ＨＭ
５６６１５９）、Ｇｏｕｌｅａｋｏウイルス（ＨＱ５４１７３８）、Ｈｅａｒｔｌａｎｄ
ウイルス（ＪＸ００５８４７）、Ｍａｓｓｉｌｉａウイルス（ＥＵ７２５７７１）、Ｐａ
ｌｍａウイルス株ＰｏＴｉ４．９２（ＪＸ９６１６２８）、Ｐａｌｍａウイルス株Ｍ３４
４３（ＪＱ９５６３７９）、Ｐｒｅｃａｒｉｏｕｓ　ｐｏｉｎｔウイルス（ＨＭ５６６１
８１）、リフトバレー熱株Ｓｈａｒｑｉｙａ（ＮＣ＿０１４３９７）、リフトバレー熱ウ
イルス株Ｓｍｉｔｈｂｕｒｎ（ＤＱ３７５４３０）、Ｓａｌｏｂｏウイルス（ＨＭ６２７
１８５）、Ｔｏｓａｃａｎａウイルス（ＮＣ＿００６３１９）、サシチョウバエ熱シチメ
ンチョウウイルス（ＮＣ＿０１５４１２）、ＳＦＴＳウイルスＢＸ－２０１０（ＪＦ６８
２７７３）、ＳＦＴＳウイルスＨＢ２９（ＮＣ＿０１８１３６）、ＳＦＴＳウイルスＨＮ
６（ＨＱ１４１５９５）、Ｕｕｋｕｎｉｅｍｉウイルス（ＵＵＫＬＲＮＡＰ）、Ｚａｌｉ
ｖ　Ｔｅｒｐｅｎｉｙａウイルス（ＨＭＸ６６１９１）；糖タンパク質（Ｍ分節）：Ａｇ
ｕａｃａｔｅウイルス（ＮＣ＿０１５４５０）、Ａｒｍｅｒｏウイルス（ＨＱ６６１８０
６）、Ｂｈａｎｊａウイルス株ｉｂＡｒ２７０９（ＪＸ９６１６１６）、Ｂｈａｎｊａウ
イルス株ＩＧ６９０（ＪＸ９６１６２０）、Ｂｈａｎｊａウイルス株Ｍ３８１１（ＪＱ９
５６３７７）、Ｂｈａｎｊａウイルス株Ｒ－１８１９（ＪＸ９６１６２０）、Ｃａｎｄｉ
ｒｕウイルス（ＮＣ＿０１５３７３）、ＥｇＡＮ１８２５－６１ウイルス（ＨＭ５６６１
５８）、ＣＣＨＦウイルス（ＮＣ＿００５３００）、Ｇｏｕｌｅａｋｏウイルス（ＨＱ５
４１７３７）、Ｈｅａｒｔｌａｎｄウイルス（ＪＸ００５８４５）、Ｍａｓｓｉｌｉａウ
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イルス（ＥＵ７２５７７２）、Ｐａｌｍａウイルス株ＰｏＴｉ４．９２（ＪＸ９６１６２
９）、Ｐａｌｍａウイルス株Ｍ３４４３（ＪＱ９５６３８０）、Ｐｒｅｃａｒｉｏｕｓ　
ｐｏｉｎｔウイルス（ＨＭ５６６１７９）、リフトバレー熱株Ｓｈａｒｑｉｙａ（ＮＣ＿
０１４３９６）、リフトバレー熱ウイルス株Ｓｍｉｔｈｂｕｒｎ（ＤＱ８０１９３）、Ｓ
ａｌｏｂｏウイルス（ＨＭ６２７１８３）、Ｔｏｓａｃａｎａウイルス（ＮＣ＿００６３
２０）、サシチョウバエ熱シチメンチョウウイルス（ＮＣ＿０１５４１１）、ＳＦＴＳウ
イルスＢＸ－２０１０（ＪＦ６８２７７４）、ＳＦＴＳウイルスＨＢ２９（ＮＣ＿０１８
１３８）、ＳＦＴＳウイルスＨＮ６（ＨＱ１４１５９６）、Ｕｕｋｕｎｉｅｍｉウイルス
（ＵＵＫＧＰＭ）、Ｚａｌｉｖ　Ｔｅｒｐｅｎｉｙａウイルス（ＨＭＸ６６１９３）；Ｎ
（Ｓ分節）：Ａｇｕａｃａｔｅウイルス（ＮＣ＿０１５４５２）、Ａｒｍｅｒｏウイルス
（ＨＱ６６１８０７）、Ｂｈａｎｊａウイルス株ｉｂＡｒ２７０９（ＪＸ９６１６１８）
、Ｂｈａｎｊａウイルス株ＩＧ６９０（ＪＸ９６１６２１）、Ｂｈａｎｊａウイルス株Ｍ
３８１１（ＪＱ９５６３７８）、Ｂｈａｎｊａウイルス株Ｒ－１８１９（ＪＸ９６１６２
４）、Ｃａｎｄｉｒｕウイルス（ＮＣ＿０１５３７５）、ＣＣＨＦウイルス（ＮＣ＿００
５３０２）、ＥｇＡＮ１８２５－６１ウイルス（ＨＭ５６６１６０）、Ｇｏｕｌｅａｋｏ
ウイルス（ＨＱ５４１７３６）、Ｈｅａｒｔｌａｎｄウイルス（ＪＸ００５８４３）、Ｍ
ａｓｓｉｌｉａウイルス（ＥＵ７２５７７３）、Ｐａｌｍａウイルス株ＰｏＴｉ４．９２
（ＪＸ９６１６３０）、Ｐａｌｍａウイルス株Ｍ３４４３（ＪＱ９５６３８１）、Ｐｒｅ
ｃａｒｉｏｕｓ　ｐｏｉｎｔウイルス（ＨＭ５６６１８０）、リフトバレー熱株Ｓｈａｒ
ｑｉｙａ（ＮＣ＿０１４３９６）、リフトバレー熱ウイルス株Ｓｍｉｔｈｂｕｒｎ（ＤＱ
８０１５７）、Ｓａｌｏｂｏウイルス（ＨＭ６２７１８４）、Ｔｏｓａｃａｎａウイルス
（ＮＣ＿００６３１８）、サシチョウバエ熱シチメンチョウウイルス（ＮＣ＿０１５４１
３）、ＳＦＴＳウイルスＢＸ－２０１０（ＪＦ６８２７７５）、ＳＦＴＳウイルスＨＢ２
９（ＮＣ＿０１８１３７）、ＳＦＴＳウイルスＨＮ６（ＨＱ１４１５９７）、Ｕｕｋｕｎ
ｉｅｍｉウイルス（ＵＵＫＮＮＳＡ）、Ｚａｌｉｖ　Ｔｅｒｐｅｎｉｙａウイルス（ＨＭ
Ｘ６６１９２）；ＮＳｓ（Ｓ分節）：Ａｇｕａｃａｔｅウイルス（ＮＣ＿０１５４５２）
、Ａｒｍｅｒｏウイルス（ＨＱ６６１８０７）、Ｂｈａｎｊａウイルス株ｉｂＡｒ２７０
９（ＪＸ９６１６１８）、Ｂｈａｎｊａウイルス株ＩＧ６９０（ＪＸ９６１６２１）、Ｂ
ｈａｎｊａウイルス株Ｍ３８１１（ＪＱ９５６３７８）、Ｂｈａｎｊａウイルス株Ｒ－１
８１９（ＪＸ９６１６２４）、Ｃａｎｄｉｒｕウイルス（ＮＣ＿０１５３７５）、ＥｇＡ
Ｎ１８２５－６１ウイルス（ＨＭ５６６１６０）、Ｈｅａｒｔｌａｎｄウイルス（ＪＸ０
０５８４３）、Ｍａｓｓｉｌｉａウイルス（ＥＵ７２５７７３）、Ｐａｌｍａウイルス株
ＰｏＴｉ４．９２（ＪＸ９６１６３０）、Ｐａｌｍａウイルス株Ｍ３４４３（ＪＱ９５６
３８１）、Ｐｒｅｃａｒｉｏｕｓ　ｐｏｉｎｔウイルス（ＨＭ５６６１８０）、リフトバ
レー熱株Ｓｈａｒｑｉｙａ（ＮＣ＿０１４３９６）、リフトバレー熱ウイルス株Ｓｍｉｔ
ｈｂｕｒｎ（ＤＱ８０１５７）、Ｓａｌｏｂｏウイルス（ＨＭ６２７１８４）、Ｔｏｓａ
ｃａｎａウイルス（ＮＣ＿００６３１８）、サシチョウバエ熱シチメンチョウウイルス（
ＮＣ＿０１５４１３）、ＳＦＴＳウイルスＢＸ－２０１０（ＪＦ６８２７７５）、ＳＦＴ
ＳウイルスＨＢ２９（ＮＣ＿０１８１３７）、ＳＦＴＳウイルスＨＮ６（ＨＱ１４１５９
７）、Ｕｕｋｕｎｉｅｍｉウイルス（ＵＵＫＮＮＳＡ）、Ｚａｌｉｖ　Ｔｅｒｐｅｎｉｙ
ａウイルス（ＨＭＸ６６１９２）。上に列挙されたすべてのＧＥＮＢＡＮＫ（登録商標）
アクセッション番号が、２０１３年４月１９日に入手可能だったものとして参照により本
明細書中に援用される。
【０２２６】
　上記核酸配列およびアミノ酸配列は、ＧＥＮＢＡＮＫ（登録商標）アクセッション番号
ＮＣ＿０２１２４２．１，２０１３年５月２１日；ＧＥＮＢＡＮＫ（登録商標）アクセッ
ション番号ＫＣ５８９００５．１、ＧＥＮＢＡＮＫ（登録商標）アクセッション番号２０
１３年５月１８日；ＧＥＮＢＡＮＫ（登録商標）アクセッション番号ＮＣ＿０２１２４４
．１、２０１３年５月２１日、ＧＥＮＢＡＮＫ（登録商標）アクセッション番号ＮＣ＿０
２１２４３．１，２０１３年５月２１日；ＧＥＮＢＡＮＫ（登録商標）アクセッション番
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号ＫＣ５８９００７．１，２０１３年５月１８日；およびＧＥＮＢＡＮＫ（登録商標）ア
クセッション番号ＫＣ５８９００６．１，２０１３年５月１８日（これらの全体はすべて
、参照により本明細書中に援用される）に開示されている。
【０２２７】
　実施例２
　細胞効果
【０２２８】
　ローンスターウイルス（ＬＳＶ）は、接種の７２時間後（ｈｐｉ）に、非ヒト霊長類（
Ｖｅｒｏ）細胞型とヒト（ＨｅＬａ）細胞型の両方において、細胞変性効果（ＣＰＥ）を
誘導した（図１）。細胞シートの完全に近い剥離（ｃｌｅａｒｉｎｇ）が、９６ｈｐｉに
おいて、感染ＨｅＬａ細胞において観察されたが、Ｖｅｒｏ細胞では観察されなかった。
接種されたＶｅｒｏ細胞は、７２ｈｐｉに空胞を発生し始め、ＣＰＥが進むにつれてます
ますその存在量が増えた。空胞は、接種されたＨｅＬａ細胞では観察されなかった。７２
ｈｐｉにＨｅＬａおよびＶｅｒｏ細胞培養においてもたらされた、１ミリリットルあたり
のプラーク形成単位（ＰＦＵ）としての感染性ＬＳＶの力価は、それぞれ１．９×１０６

ＰＦＵ／ｍｌおよび１．２×１０６ＰＦＵ／ｍｌだった。
【０２２９】
　実施例３
　シーケンシング
【０２３０】
　次いで、偏りのない次世代シーケンシングまたは「ディープシーケンシング」を使用し
て、ＬＳＶ培養上清を解析し、ウイルスゲノムをアセンブルした。抽出前にヌクレアーゼ
を使用する標準的なウイルス精製プロトコルにより、非常に低い濃度のＲＮＡ（５ｎｇ／
μＬ未満）がもたらされたので、この材料を、ｃＤＮＡディープシーケンシングライブラ
リー調製のためのヌクレアーゼ処理なしの第２の抽出からのＲＮＡとともにプールした。
未加工のディープシーケンシングリードの最終カウントは、合計１５，１３４，３２８個
の配列（７，５６７，１６４個の１５０ｂｐペアエンドシーケンス）だった。ディープシ
ーケンシングデータから病原体を同定するために組織内で開発された高速計算パイプライ
ンを使用して、そのデータセットを、５１２ＧＢ　ＲＡＭを備えた単一の６４－コアコン
ピュータサーバーを用いて、２時間以内にウイルスについて包括的に解析した。第１に、
ＮＧＳリードを、順次、前処理し、参照ヒトデータベースとアラインメントし、参照細菌
データベースとアラインメントしたところ、そのデータセット内の未加工の配列のそれぞ
れ５０．３％（ｎ＝７，６０６，２３５）、１５．５％（ｎ＝２，３４５，９８８）およ
び１．９％（ｎ＝２９３，４１０）が除去された。次いで、元のデータセットの３２．３
％を構成する残りの４，８８８，６９５個の配列を、参照ウイルスヌクレオチドデータベ
ースおよび参照ウイルスタンパク質データベースとアラインメントすることにより、ウイ
ルスに対応するリードを同定した（表１）。検出されたウイルスのうち、大多数が、細胞
培養物、試薬および実験室環境中の公知の夾雑物だった（表１）。
【０２３１】
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【表１】

【０２３２】
　＊ウイルスリードは、ＳＮＡＰ（Ｚａｈａｒｉａ　Ｍ，ら（２０１１）ａｒＸｉｖ　１
１１１．５５７２ｖ１）およびＲＡＰＳｅａｒｃｈ（Ｙｅら（２０１１）ＢＭＣ　Ｂｉｏ
ｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ　１２：１５９）アライナーを使用して、それぞれウイルスのヌ
クレオチドデータベースおよびアミノ酸データベースとの比較によって同定された。ウイ
ルスヒットは、１×１０－８のＥ値カットオフを使用し、ＬＳＶまたはＧＥＮＢＡＮＫ（
登録商標）における最も近縁のウイルス属もしくは種とのＢＬＡＳＴｎアラインメントに
よって真であると確認された。合計１５，１３４，３２８個のリードのうち、４０，４８
９個のリード（０．２７％）が、ＳＮＡＰおよび／またはＲＡＰＳｅａｒｃｈによってウ
イルスとして同定された。これらの４０，４８９個のウイルスヒットのうち、３７，３２
２個（９２．２％）が、ＬＳＶに対応した。そのデータセット内のＬＳＶリードの実際の
数は、１４２，９４１個（全リードの０．９４％）であり；ゆえに、ＬＳＶリードの実際
の数のたった２６．１％（１４２，９４１個中３７，３２２個）しか検出されなかった。
【０２３３】
　唯一の例外は、ブニヤウイルス科のフレボウイルスのリードであり、それは、ウイルス
ディープシーケンシングヒットの９２．２％を構成した。そのフレボウイルスリードは、
３つすべての分節に相当し、高度に分岐しており、ＧＥＮＢＡＮＫ（登録商標）における
他の任意のブニヤウイルス配列と＜５０％の同一性しか共有しなかった。アラインメント
可能なリードが、ゲノムのカバレッジ全体の５０％未満にしか相当しなかったので（図２
Ａ）、続いて、推定的なＬ、ＭおよびＳ分節の各々に対する同定されたリードに対応する
単一の「シード」を使用して、１５サイクルのデノボアセンブリを３回行うことによって
、ＬＳＶ全ゲノムを回収した（図２Ｂ）。その後、前処理されたディープシーケンシング
リードをＬＳＶ全ゲノムに高ストリンジェンシーでマッピングすることにより、実際のカ
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バレッジが平均１，１１２×に達することが示された［範囲７～４，９３９×］（図２Ｃ
）。そのマッピングから、計算パイプラインが、ディープシーケンシングデータに実際に
存在するＬＳＶリードの総数の２６．１％（３７，３２２／１４２，９４１）しか検出し
なかったことも明らかになった（表１）。
【０２３４】
　他のブニヤウイルスにおけるように、ＬＳＶのゲノムは、３つのマイナスセンスＲＮＡ
分節（Ｌ（配列番号３）、Ｍ（配列番号２）およびＳ（配列番号１））からなる（図２Ｂ
）。これらの分節は、ＲｄＲｐ、Ｇ、ＮおよびＮＳｓタンパク質に対するコード配列を含
むことが見出された。ＬＳＶのＬ、ＭおよびＳ分節のサイズは、２，０８５アミノ酸（ａ
ａ）のＬタンパク質、１，０８４ａａのＧタンパク質、２４７ａａのＮタンパク質および
３１６ａａのＮＳｓタンパク質をコードする、それぞれ６，３４１、３，３１３および１
，８７６ｎｔである。系統学的解析により、ＬＳＶは、フレボウイルス属のメンバーであ
り、最近配列決定されたＢｈａｎｊａウイルスおよびＰａｌｍａウイルスを含む十分に裏
付けされたクレードの一部であることが見出された（図３，「Ｂｈａｎｊａ」）（Ｄｉｌ
ｃｈｅｒら（２０１２）Ｖｉｒｕｓ　Ｇｅｎｅｓ　４５：３１１－３１５；Ｍａｔｓｕｎ
ｏら（２０１３）Ｊ　Ｖｉｒｏｌ．）。このクレードは、ＳＦＴＳＶおよびＨＲＴＶを含
むダニ媒介性フレボウイルスのＳＦＴＳ群（図３，「ＳＦＴＳ」）（Ｘｕ　Ｂ，ら（２０
１１）ＰＬｏＳ　Ｐａｔｈｏｇ　７：ｅ１００２３６９；Ｙｕ　ＸＪ，ら（２０１１）Ｎ
　Ｅｎｇｌ　Ｊ　Ｍｅｄ　３６４：１５２３－１５３２；Ｚｈａｎｇ　ＹＺ，ら（２０１
２）Ｃｌｉｎ　Ｉｎｆｅｃｔ　Ｄｉｓ　５４：５２７－５３３．）、ならびにメンバーの
中でもＺａｌｉｖ　Ｔｅｒｐｅｎｉｙａ、Ｕｕｋｕｎｉｅｍｉ、ＥｇＡＮ１８２５－６１
およびＰｒｅｃａｒｉｏｕｓ　ｐｏｉｎｔウイルスを含むＵｕｋｕｎｅｍｉ群（図３，「
Ｕｕｋｕｎｉｅｍｉ」）（Ｐａｌａｃｉｏｓら（２０１３）Ｊ　Ｖｉｒｏｌ．）と異なる
が、それは、Ｕｕｋｕｎｅｍｉ群よりもＳＦＴＳと系統学的に密接な関係がある。
【０２３５】
　ＬＳＶのＬ、ＭおよびＳ分節の末端は、ブニヤウイルス科のフレボウイルスに共通の、
保存された「５－ＡＣＡＣＡＡＡＧ」および「ＣＵＵＵＧＵＧＵ－３」逆位シグネチャ配
列を保持するが、Ｓ分節の５’末端は

【化１】

配列を含むという注目すべき例外がある。この末端のシグネチャ配列の絶対的保存からの
逸脱は、ＳＦＴＳウイルス、Ｈｅａｒｔｌａｎｄウイルス、Ｂｈａｎｊａウイルスおよび
Ｐａｌｍａウイルスを含む他のダニ媒介性フレボウイルスにおいても見られる（Ｄｉｌｃ
ｈｅｒら（２０１２）Ｖｉｒｕｓ　Ｇｅｎｅｓ　４５：３１１－３１５）。ペアワイズ同
一性のプロットから、ＬＳＶが、高度に多岐にわたり、他の代表的なブニヤウイルスと≦
６１％の全アミノ酸同一性であることが明らかになった（図４）。ＬＳＶに最も近縁のも
のは、ＢｈａｎｊａウイルスおよびＰａｌｍａウイルスであり、４つのブニヤウイルスタ
ンパク質にわたって３９～７０％のアミノ酸同一性であり（図４）、次の最も近い近縁者
は、ＳＦＴＳＶウイルスおよびＨｅａｒｔｌａｎｄウイルスであり、１８～４３％のアミ
ノ酸同一性しか共有しない。
【０２３６】
　ヒトにとって病原性であるフレボウイルスは、蚊、スナバエおよびダニによって伝染さ
れ得る（Ｙｕら（２０１１）Ｎ　Ｅｎｇｌ　Ｊ　Ｍｅｄ　３６４：１５２３－１５３２）
。Ａ．ａｍｅｒｉｃａｎｕｍダニは、野生動物宿主ならびにヒトの広い組合せを常食とし
ているので、人獣共通感染症のベクターとして適している。そのダニは、ロッキー山紅斑
熱（Ｒｉｃｋｅｔｔｓｉａ　ｒｉｃｋｅｔｔｓｉａ）、ヒト単球性エーリキア症（Ｅｈｒ
ｌｉｃｈｉａ　ｃｈａｆｆｅｅｎｓｉｓ）および野兎病（Ｆｒａｎｃｉｓｅｌｌａ　ｔｕ
ｌａｒｅｎｓｉｓ）の病原体にとってのベクターであり、病因物質がまだ同定されていな
い（Ｇｏｄｄａｒｄ　ａｎｄ　Ｖａｒｅｌａ－Ｓｔｏｋｅｓ（２００９）Ｖｅｔ　Ｐａｒ
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ａｓｉｔｏｌ　１６０：１－１２）南部ダニ媒介性発疹疾病（Ｓｏｕｔｈｅｒｎ　Ｔｉｃ
ｋ－ｂｏｒｎｅ　Ｒａｓｈ　Ｉｌｌｎｅｓｓ）（ＳＴＡＲＩ）にも関連している。Ａ．ａ
ｍｅｒｉｃａｎｕｍの地理的範囲は、米国東部において北へ広がっており、ヒトを咬む性
質を有するので（Ｐａｄｄｏｃｋ　ａｎｄ　Ｙａｂｓｌｅｙ（２００７）Ｃｕｒｒ　Ｔｏ
ｐ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ　Ｉｍｍｕｎｏｌ　３１５：２８９－３２４）、疾患のベクター
としてのその潜在的な役割は、ますます重要である。しかしながら、Ａ．ａｍｅｒｉｃａ
ｎｕｍがウイルスを有する能力は、十分に理解されていない。したがって、ＬＳＶのシー
ケンシングは、Ａ．ａｍｅｒｉｃａｎｕｍによるアルボウイルス伝染のリスクを決定する
ことにおける不可欠な第１段階である。
【０２３７】
　本明細書中に提示される結果は、ＬＳＶが、ＵｕｋｕｎｉｅｍｉクレードよりもＳＦＴ
Ｓのメンバーとより高い系統学的類似性を共有する、ダニ媒介性フレボウイルスのＢｈａ
ｎｊａクレードのメンバーであることを示す（図３）（Ｍａｔｓｕｎｏら（２０１３）Ｊ
　Ｖｉｒｏｌ．）（図３および４）。高い配列分岐（ｓｅｑｕｅｎｃｅ　ｄｉｖｅｒｇｅ
ｎｃｅ）にもかかわらず、血清学的な交差反応性が、３つすべてのクレードのメンバー間
で最近観察された（Ｍａｔｓｕｎｏら（２０１３）Ｊ　Ｖｉｒｏｌ．；Ｐａｌａｃｉｏｓ
　Ｇ，ら（２０１３）Ｊ　Ｖｉｒｏｌ．）。このことは、ＳＦＴＳ、Ｂｈａｎｊａおよび
Ｕｕｋｕｎｉｅｍｉクレードのメンバーが、ダニ媒介性フレボウイルスのより大きな単一
の血清群の一部を構成することを示唆する。ＳＦＴＳおよびＢｈａｎｊａクレード内のフ
レボウイルスは、ヒトにおいて病原性であることが知られているので（Ｘｕら（２０１１
）ＰＬｏＳ　Ｐａｔｈｏｇ　７：ｅ１００２３６９；Ｙｕら（２０１１）Ｎ　Ｅｎｇｌ　
Ｊ　Ｍｅｄ　３６４：１５２３－１５３２；Ｚｈａｎｇら（２０１２）Ｃｌｉｎ　Ｉｎｆ
ｅｃｔ　Ｄｉｓ　５４：５２７－５３３；Ｃａｌｉｓｈｅｒ　ａｎｄ　Ｇｏｏｄｐａｓｔ
ｕｒｅ（１９７５）Ａｍ　Ｊ　Ｔｒｏｐ　Ｍｅｄ　Ｈｙｇ　２４：１０４０－１０４２；
Ｐｕｎｄａ　Ｖら（１９８０）Ｚｅｎｔｒａｌｂｌａｔｔ　ｆｕｒ　Ｂａｋｔｅｒｉｏｌ
ｏｇｉｅ：２９７－３０１；Ｖｅｓｅｎｊａｋ－Ｈｉｒｊａｎ　Ｊ，ら（１９８０）Ｚｅ
ｎｔｒａｌｂｌａｔｔ　ｆｕｒ　Ｂａｋｔｅｒｉｏｌｏｇｉｅ：２９７－３０１）、ＬＳ
Ｖは、ヒトのダニ媒介性疾病に関連し得る。
【０２３８】
　ヒト（ＨｅＬａ）細胞とサル（Ｖｅｒｏ）細胞の両方が、ＬＳＶによる感染をサポート
することが見出されたことから、ＬＳＶは、インビボにおいてヒトおよび他の非ヒト霊長
類に感染できると示唆される。しかしながら、ＣＰＥは、７２ｈｐｉから始まって、Ｈｅ
Ｌａ細胞とＶｅｒｏ細胞の両方において観察されたが、ＣＰＥの出現および進行は、２つ
のＬＳＶ接種細胞株の間で異なった。特に、空胞は、Ｖｅｒｏ細胞だけで観察された。同
様に、感染性のウイルス粒子をおそらく含む細胞空胞が、Ｖｅｒｏ細胞において効率的に
成長するＳＦＳＴＶおよびＨｅａｒｔｌａｎｄウイルスでも観察された（Ｙｕら（２０１
１）Ｎ　Ｅｎｇｌ　Ｊ　Ｍｅｄ　３６４：１５２３－１５３２；ＭｃＭｕｌｌａｎら（２
０１２）Ｎ　Ｅｎｇｌ　Ｊ　Ｍｅｄ　３６７：８３４－８４１）。
【０２３９】
　病原体を同定し、次いでそれらのゲノムをデノボで迅速にアセンブルすることは、新規
エマージングウイルスに見出される配列などの広範囲に分岐の配列にとって難易度が高い
。ＧＥＮＢＡＮＫ（登録商標）などの大きな配列データベースに関連ゲノムが欠落してい
るときは、リードを参照配列に対してマッピングする／アラインメントする日常的なアル
ゴリズムでは不十分である。これらの困難に対処するために、ディープシーケンシングの
メタゲノムデータセットからのウイルス病原体の迅速な同定およびデノボゲノムアセンブ
リのための計算パイプラインを開発した。前処理し、宿主バックグラウンドおよび／また
は実験室汚染に対応する配列を除去した後、このパイプラインは、効率的かつ高度に並列
処理可能なアルゴリズムを使用して、ヌクレオチドアラインメントとアミノ酸アラインメ
ントの両方を参照データベースに組み込むことにより、数時間のうちに公知のウイルスと
新規のウイルスの両方を包括的に同定する。アミノ酸によるフレボウイルスリードの数の
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約４１４Ｘの検出によって示されるように、ヌクレオチドアラインメントではなくタンパ
ク質のアラインメントが、ＬＳＶなどの高度に分岐のウイルスを検出するために不可欠で
ある（３７，２９２対９０，表１）。実際に、低ストリンジェンシーのアミノ酸アライン
メントを使用したときでさえ、上記計算パイプラインは、他のブニヤウイルスと比べてＬ
ＳＶの配列分岐が高いことに起因して、ディープシーケンシングデータセット（表１）に
実際に存在するＬＳＶリードの総数の２６．１％を同定することしかできなかった（図４
）。したがって、ゲノムアセンブリの場合、下流の「シードに基づく」デノボアセンブリ
パッケージ（例えば、ＰＲＩＣＥ（登録商標））は、密接な関係がある参照配列（図２Ａ
）の非存在下においてウイルス全ゲノムを回収するために有用である（Ｅａｒｌ　ａｎｄ
　Ｂｒａｄｎａｍら（２０１１）Ｇｅｎｏｍｅ　Ｒｅｓ　２１：２２２４－２２４１．；
Ｒｕｂｙ　ａｎｄ　ＤｅＲｉｓｉ（２０１３），２０１２年１月にアクセスしたｄｅｒｉ
ｓｉｌａｂ．ｕｃｓｆ．ｅｄｕのウェブサイトからインターネット上で利用可能））。
【０２４０】
　新しい感染症の出現率は、上昇し続けている。ベクター媒介性疾患は、過去１０年間の
新興感染症の事象のほぼ３０％を占めた（Ｊｏｎｅｓら（２００８）Ｎａｔｕｒｅ　４５
１：９９０－９９３）。サーベイランスまたは大流行の調査のために新興のベクター媒介
病原体を迅速に同定する能力は、これらの新しい疾患を理解することおよび取り扱うこと
の重要な構成部分である。Ａ．ａｍｅｒｉｃａｎｕｍダニの中の高度に分岐のフレボウイ
ルスの迅速な同定およびデノボ配列アセンブリのための、ディープシーケンシングに基づ
くアプローチを開発した。
【０２４１】
　開示された発明の原理が適用され得る多くの可能性のある実施形態に鑑みて、例証され
た実施形態は、本発明の好ましい例であるだけであって、本発明の範囲を限定すると見な
されるべきでないと認識されるべきである。むしろ、本発明の範囲は、以下の特許請求の
範囲によって定義される。ゆえに、本発明者らは、本発明者らの発明が、これらの特許請
求の範囲の範囲および精神に入るすべてのものであると主張する。
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　　　　 　　  4H045 AA11  AA20  AA30  BA41  CA01  DA76  DA86  EA31  EA50  FA74 
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本公开涉及独特的黄病毒孤星病毒的分离，鉴定和测序。公开了孤星病毒核酸分子，蛋白质和抗体。还公开了用于检测，诊断和治
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