
(57)【要約】
　本発明は、 HXHVウイルスのゲノムから得ることができる単離核酸配列、特に配列番号４
の配列又は配列番号４の配列に相補的な配列からなる核酸配列、該核酸配列によってコー
ドされるポリペプチド及びその使用に関する。

JP 2007-537698 A 2007.12.27



【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 HXHVウ イ ル ス ゲ ノ ム か ら 得 る こ と が で き る 単 離 核 酸 配 列 で あ っ て 、 配 列 番 号 ４ の 配 列 又
は 配 列 番 号 ４ に 相 補 的 な 配 列 か ら な る 単 離 核 酸 配 列 。
【 請 求 項 ２ 】
　 HXHVウ イ ル ス ゲ ノ ム か ら 得 る こ と が で き る 単 離 核 酸 配 列 で あ っ て 、 配 列 番 号 ４ の 配 列 又
は 配 列 番 号 ４ に 相 補 的 な 配 列 の み か ら な る 単 離 核 酸 配 列 。
【 請 求 項 ３ 】
　 配 列 番 号 ４ 又 は こ れ に 相 補 的 な 配 列 に 属 す る 少 な く と も 12個 の 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド の
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る か 又 は そ れ の み か ら な る こ と を 特 徴 と す る DNAヌ ク レ オ チ ド 断
片 。
【 請 求 項 ４ 】
　 配 列 番 号 ４ 又 は こ れ に 相 補 的 な 配 列 に 属 す る 少 な く と も 15個 の 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド の
配 列 か ら な る か 又 は そ れ の み か ら な る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ３ に 記 載 の 断 片 。
【 請 求 項 ５ 】
　 配 列 番 号 ４ 又 は こ れ に 相 補 的 な 配 列 に 属 す る 少 な く と も 18個 の 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド の
配 列 か ら な る か 又 は そ れ の み か ら な る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ３ 又 は ４ に 記 載 の 断 片 。
【 請 求 項 ６ 】
　 配 列 番 号 ４  又 は こ れ に 相 補 的 な 配 列 に 属 す る 少 な く と も 20個 、 21個 、 22個 、 23個 、 24
個 、 27個 、 30個 、 33個 、 36個 、 39個 、 42個 、 45個 、 48個 、 51個 又 は 54個 の 連 続 し た ヌ ク レ
オ チ ド の 配 列 か ら な る か 又 は そ れ の み か ら な る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ３ ～ ５ の い ず れ か
１ 項 に 記 載 の 断 片 。
【 請 求 項 ７ 】
　 少 な く と も 12個 の 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド 全 体 に わ た っ て 、 配 列 番 号 ４  又 は 配 列 番 号 ４
に 相 補 的 な 配 列 と 少 な く と も 90％ の 同 一 性 、 好 ま し く は 少 な く と も 95％ の 同 一 性 、 都 合 よ
く は 少 な く と も 98％ 又 は 99％ の 同 一 性 を 示 す ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 但 し 、 配 列  
TAGTCGAGACTCAACCATCGC 及 び  CCCGCCCCGCTGATGAAAAG 並 び に 前 記 配 列 に 相 補 的 な ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 を 除 く ） か ら な る か 又 は そ れ の み か ら な る こ と を 特 徴 と す る DNAヌ ク レ オ チ ド 断
片 。
【 請 求 項 ８ 】
　 少 な く と も 15個 の 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド 全 体 に わ た っ て 、 配 列 番 号 ４ 又 は 配 列 番 号 ４ に
相 補 的 な 配 列 と 少 な く と も 90％ の 同 一 性 、 好 ま し く は 少 な く と も 95％ の 同 一 性 、 都 合 よ く
は 少 な く と も 98％ 又 は 99％ の 同 一 性 を 示 す ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 但 し 、 配 列  
TAGTCGAGACTCAACCATCGC 及 び  CCCGCCCCGCTGATGAAAAG 並 び に 前 記 配 列 に 相 補 的 な ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 を 除 く ） か ら な る か 又 は そ れ の み か ら な る こ と を 特 徴 と す る DNAヌ ク レ オ チ ド 断
片 。
【 請 求 項 ９ 】
　 少 な く と も 18個 の 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド 全 体 に わ た っ て 、 配 列 番 号 ４ 又 は 配 列 番 号 ４ に
相 補 的 な 配 列 と 少 な く と も 90％ の 同 一 性 、 好 ま し く は 少 な く と も 95％ の 同 一 性 及 び 都 合 よ
く は 少 な く と も 98％ 又 は 99％ の 同 一 性 を 示 す ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 但 し 、 配 列  
TAGTCGAGACTCAACCATCGC 及 び  CCCGCCCCGCTGATGAAAAG 並 び に 前 記 配 列 に 相 補 的 な ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 を 除 く ） か ら な る か 又 は そ れ の み か ら な る こ と を 特 徴 と す る DNAヌ ク レ オ チ ド 断
片 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 少 な く と も 20個 、 21個 、 22個 、 23個 、 24個 、 27個 、 30個 、 33個 、 36個 、 39個 、 42個 、 45
個 、 48個 、 51個 又 は 54個 の 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド 全 体 に わ た っ て 、 配 列 番 号 ４ 又 は 配 列 番
号 ４ に 相 補 的 な 配 列 と 少 な く と も 90％ の 同 一 性 、 好 ま し く は 少 な く と も 95％ の 同 一 性 、 都
合 よ く は 少 な く と も 98％ 又 は 99％ の 同 一 性 を 示 す ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 但 し 、 配 列  
TAGTCGAGACTCAACCATCGC 及 び  CCCGCCCCGCTGATGAAAAG 並 び に 前 記 配 列 に 相 補 的 な ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 を 除 く ） か ら な る か 又 は そ れ の み か ら な る こ と を 特 徴 と す る DNAヌ ク レ オ チ ド 断
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片 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 前 記 の 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド が 、 配 列 番 号 ４ の ヌ ク レ オ チ ド ２ か ら 始 ま り 且 つ ヌ ク レ オ
チ ド 286で 終 わ る セ グ メ ン ト に 属 す る も の で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ３ ～ １ ０ の い ず
れ か １ 項 に 記 載 の 断 片 又 は 該 断 片 に 相 補 的 な 断 片 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 前 記 の 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド が 、 配 列 番 号 ４ の ヌ ク レ オ チ ド ４ か ら 始 ま り 且 つ ヌ ク レ オ
チ ド 144で 終 わ る セ グ メ ン ト に 属 す る も の で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ３ ～ １ ０ の い ず
れ か １ 項 に 記 載 の 断 片 又 は 該 断 片 に 相 補 的 な 断 片 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 前 記 の 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド が 、 配 列 番 号 ４ の ヌ ク レ オ チ ド 180か ら 始 ま り 且 つ ヌ ク レ
オ チ ド 1004で 終 わ る セ グ メ ン ト に 属 す る も の で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ３ ～ １ ０ の い
ず れ か １ 項 に 記 載 の 断 片 又 は 該 断 片 に 相 補 的 な 断 片 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 前 記 の 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド が 、 配 列 番 号 ４ の ヌ ク レ オ チ ド 614か ら 始 ま り 且 つ ヌ ク レ
オ チ ド 820で 終 わ る セ グ メ ン ト に 属 す る も の で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ３ ～ １ ０ の い
ず れ か １ 項 に 記 載 の 断 片 又 は 該 断 片 に 相 補 的 な 断 片 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 前 記 の 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド が 、 配 列 番 号 ４ の ヌ ク レ オ チ ド 1228か ら 始 ま り 且 つ ヌ ク レ
オ チ ド 1314で 終 わ る セ グ メ ン ト に 属 す る も の で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ３ ～ １ ０ の い
ず れ か １ 項 に 記 載 の 断 片 又 は 該 断 片 に 相 補 的 な 断 片 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 前 記 の 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド が 、 配 列 番 号 ４ に 相 補 的 な 配 列 の ヌ ク レ オ チ ド 1283か ら 始
ま り 且 つ ヌ ク レ オ チ ド 1197で 終 わ る セ グ メ ン ト に 属 す る も の で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求
項 ３ ～ １ ０ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 断 片 又 は 該 断 片 に 相 補 的 な 断 片 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 前 記 の 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド が 、 配 列 番 号 ４ に 相 補 的 な 配 列 の ヌ ク レ オ チ ド 1264か ら 始
ま り 且 つ ヌ ク レ オ チ ド 1067で 終 わ る セ グ メ ン ト に 属 す る も の で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求
項 ３ ～ １ ０ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 断 片 又 は 該 断 片 に 相 補 的 な 断 片 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 前 記 の 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド が 、 配 列 番 号 ４ に 相 補 的 な 配 列 の ヌ ク レ オ チ ド 1209か ら 始
ま り 且 つ ヌ ク レ オ チ ド 1099で 終 わ る セ グ メ ン ト に 属 す る も の で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求
項 ３ ～ １ ０ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 断 片 又 は 該 断 片 に 相 補 的 な 断 片 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 前 記 の 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド が 、 配 列 番 号 ４ に 相 補 的 な 配 列 の ヌ ク レ オ チ ド 819か ら 始
ま り 且 つ ヌ ク レ オ チ ド 736で 終 わ る セ グ メ ン ト に 属 す る も の で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求
項 ３ ～ １ ０ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 断 片 又 は 該 断 片 に 相 補 的 な 断 片 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 前 記 の 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド が 、 配 列 番 号 ４ に 相 補 的 な 配 列 の ヌ ク レ オ チ ド 800か ら 始
ま り 且 つ ヌ ク レ オ チ ド 6で 終 わ る セ グ メ ン ト に 属 す る も の で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項
３ ～ １ ０ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 断 片 又 は 該 断 片 に 相 補 的 な 断 片 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 前 記 の 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド が 、 配 列 番 号 ４ に 相 補 的 な 配 列 の ヌ ク レ オ チ ド 784か ら 始
ま り 且 つ ヌ ク レ オ チ ド 629で 終 わ る セ グ メ ン ト に 属 す る も の で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求
項 ３ ～ １ ０ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 断 片 又 は 該 断 片 に 相 補 的 な 断 片 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 前 記 の 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド が 、 配 列 番 号 ４ に 相 補 的 な 配 列 の ヌ ク レ オ チ ド 610か ら 始
ま り 且 つ ヌ ク レ オ チ ド 410で 終 わ る セ グ メ ン ト に 属 す る も の で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求
項 ３ ～ １ ０ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 断 片 又 は 該 断 片 に 相 補 的 な 断 片 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
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　 前 記 の 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド が 、 配 列 番 号 ４ に 相 補 的 な 配 列 の ヌ ク レ オ チ ド 391か ら 始
ま り 且 つ ヌ ク レ オ チ ド 221で 終 わ る セ グ メ ン ト に 属 す る も の で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求
項 ３ ～ １ ０ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 断 片 又 は 該 断 片 に 相 補 的 な 断 片 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 配 列 番 号 ５ ～ １ ７ の 配 列 の い ず れ か 一 つ の 配 列  又 は 配 列 番 号 ５ ～ １ ７ の 配 列 に 相 補 的
な 配 列 の い ず れ か 一 つ の 配 列 か ら な る か 又 は そ れ の み か ら な る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ３
～ ６ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 断 片 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 請 求 項 １ 及 び ２ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 配 列 又 は 請 求 項 ３ ～ ２ ４ の い ず れ か １ 項 に 記 載
の 断 片 の 転 写 生 成 物 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 請 求 項 １ 及 び ２ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 配 列 又 は 請 求 項 ３ ～ ２ ４ の い ず れ か １ 項 に 記 載
の 断 片 か ら な る か 又 は 該 配 列 も し く は 該 断 片 の み か ら な る こ と を 特 徴 と す る DNA分 子 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 請 求 項 ２ ６ に 記 載 の DNA分 子 の 転 写 生 成 物 か ら な る か 又 は そ れ の み か ら な る こ と を 特 徴
と す る RNA分 子 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 が 請 求 項 １ 及 び ２ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 配 列 又 は 請 求 項 ３ ～ ２ ４ の
い ず れ か １ 項 に 記 載 の 断 片 に よ っ て コ ー ド さ れ る も の で あ る ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 が 配 列 番 号 １ ８ ～ ３ ０ の 配 列 の い ず れ か 一 つ の 配 列 、 あ る い は 配 列 番
号 １ ８ ～ ３ ０ の 配 列 の い ず れ か 一 つ の 配 列 に 均 等 の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 か ら な る か 又 は そ れ
の み か ら な る も の で あ り 、 該 配 列 に お い て (i)ア ミ ノ 酸  ア ラ ニ ン 、 プ ロ リ ン 及 び グ リ シ ン
が 均 等 で あ り 、 (ii)ア ミ ノ 酸  ア ス パ ラ ギ ン 酸 及 び グ ル タ ミ ン 酸 が 均 等 で あ り 、 (iii)ア ミ
ノ 酸  ヒ ス チ ジ ン 、 リ シ ン 及 び ア ル ギ ニ ン が 均 等 で あ り 、 (iv)ア ミ ノ 酸  ア ス パ ラ ギ ン 、 グ
ル タ ミ ン 、 セ リ ン 及 び ス レ オ ニ ン が 均 等 で あ り 、 (v)ア ミ ノ 酸  フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 チ ロ シ
ン 及 び ト リ プ ト フ ァ ン が 均 等 で あ り 且 つ (vi)ア ミ ノ 酸  イ ソ ロ イ シ ン 、 ロ イ シ ン 、 バ リ ン
及 び メ チ オ ニ ン が 均 等 で あ る 請 求 項 ２ ８ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 配 列 番 号 １ ８ ～ ３ ０ の 配 列 の い ず れ か 一 つ の 配 列 に 属 す る か 又 は 配 列 番 号 １ ８ ～ ３ ０ の
配 列 の い ず れ か 一 つ に 均 等 の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 に 属 す る 少 な く と も ４ 個 、 ５ 個 、 ６ 個 、 ７
個 、 ８ 個 、 ９ 個 、 10個 、 11個 、 12個 、 13個 、 14個 、 15個 、 16個 、 17個 又 は 18個 の ア ミ ノ 酸
の ペ プ チ ド 配 列 か ら な る か 又 は そ れ の み か ら な る も の で あ り 、 該 配 列 に お い て (i)ア ミ ノ
酸  ア ラ ニ ン 、 プ ロ リ ン 及 び グ リ シ ン が 均 等 で あ り 、 (ii)ア ミ ノ 酸  ア ス パ ラ ギ ン 酸 及 び グ
ル タ ミ ン 酸 が 均 等 で あ り 、 (iii)ア ミ ノ 酸  ヒ ス チ ジ ン 、 リ シ ン 及 び ア ル ギ ニ ン が 均 等 で あ
り 、 (iv)ア ミ ノ 酸  ア ス パ ラ ギ ン 、 グ ル タ ミ ン 、 セ リ ン 及 び ス レ オ ニ ン が 均 等 で あ り 、 (v)
ア ミ ノ 酸  フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 チ ロ シ ン 及 び ト リ プ ト フ ァ ン が 均 等 で あ り 且 つ (vi)ア ミ ノ
酸  イ ソ ロ イ シ ン 、 ロ イ シ ン 、 バ リ ン 及 び メ チ オ ニ ン が 均 等 で あ る 請 求 項 ２ ８ に 記 載 の ポ
リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 少 な く と も ６ 個 、 ８ 個 、 ９ 個 、 10個 、 12個 、 15個 又 は 18個 の ア ミ ノ 酸 及 び 多 く て 10個 、
12個 、 15個 又 は 18個 の ア ミ ノ 酸 の ペ プ チ ド 配 列 か ら な る か 又 は そ れ の み か ら な る こ と 、 特
に そ の 配 列 が ６ ～ 10個 の ア ミ ノ 酸 、 ６ ～ 12個 の ア ミ ノ 酸 、 ６ ～ 15個 の ア ミ ノ 酸 、 ６ ～ 18個
の ア ミ ノ 酸 、 ８ ～ 10個 の ア ミ ノ 酸 、 ８ ～ 12個 の ア ミ ノ 酸 、 ８ ～ 15個 の ア ミ ノ 酸 、 ８ ～ 18個
の ア ミ ノ 酸 及 び 15～ 18個 の ア ミ ノ 酸 の ペ プ チ ド 配 列 の み か ら な る か 、 配 列 番 号 18～ 30に 示
さ れ る 配 列 の い ず れ か 一 つ の 配 列 の み か ら な る か 又 は 前 記 の 配 列 番 号 18～ 30の 配 列 に 機 能
的 に 均 等 な ポ リ ペ プ チ ド 配 列 の み か ら な る こ と を 特 徴 と す る エ ピ ト ー プ 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 発 現 に 必 要 な 要 素 の 制 御 下 に 置 か れ た 発 現 カ セ ッ ト で あ っ て 、 請 求 項 １ 及 び ２ の い ず れ
か １ 項 に 記 載 の 核 酸 配 列 又 は 請 求 項 ３ ～ ２ ４ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 断 片 又 は 請 求 項 ２ ６
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に 記 載 の DNA分 子 の 発 現 を 可 能 に す る 原 核 生 物 又 は 真 核 生 物 か ら 誘 導 さ れ る 細 胞 中 で 機 能
す る 発 現 カ セ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 請 求 項 ３ ２ に 記 載 の 発 現 カ セ ッ ト を 含 有 す る ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 請 求 項 ３ ２ に 記 載 の 発 現 カ セ ッ ト 又 は 請 求 項 ３ ３ に 記 載 の 発 現 ベ ク タ ー を 含 有 す る 真 核
生 物 又 は 原 核 生 物 か ら 誘 導 さ れ る 細 胞 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 真 核 生 物 、 特 に 動 物 、 例 え ば 哺 乳 動 物 、 爬 虫 類 又 は 昆 虫 か ら 生 じ る 細 胞 、 好 ま し く は
COS細 胞 、 CHO細 胞 、 Vero細 胞 、 BHK細 胞 、 PK15細 胞 及 び RK13細 胞 か ら 選 択 さ れ る 細 胞 ； ヒ
ト 骨 肉 腫 細 胞 系 、 HeLaヒ ト 細 胞 系 及 び ヒ ト 肝 癌 細 胞 系 ； 昆 虫 細 胞 系 か ら 誘 導 さ れ る も の で
あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ３ ４ に 記 載 の 細 胞 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 下 等 真 核 生 物 か ら 誘 導 さ れ る も の で あ り 、 特 に 酵 母 、 例 え ば サ ッ カ ロ ミ セ ス
（ ） 属 、 シ ゾ サ ッ カ ロ マ イ セ ス （ ） 属 、 ク ル ベ ロ マ イ
セ ス （ ） 属 、 Hanseluna属 、 Yarowia属 、 Schwaniomyces属 、 チ ゴ サ ッ カ ロ マ
イ セ ス （ ） 属 及 び ピ キ ア （ ） 属 か ら 誘 導 さ れ る も の で あ り 、 好
ま し く は サ ッ カ ロ マ イ セ ス ・ セ ル ビ ジ ェ ー （  ） 、 サ ッ カ ロ マ イ
セ ス ・ カ ー ル ス ベ ル ゲ ン シ ス （  ） 、 シ ゾ サ ッ カ ロ マ イ セ ス
・ ボ ン ベ （  ） 、 ク ル ベ ロ マ イ セ ス ・ ラ ク テ ィ ス （
 ） 及 び ピ キ ア ・ パ ス ト ー リ ス （  ） 細 胞 の 中 か ら 選 択 さ れ る も の で
あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ３ ４ に 記 載 の 細 胞 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 原 核 生 物 、 好 ま し く は 大 腸 菌 か ら 誘 導 さ れ る も の で あ る こ と を 特 徴 と す る こ と を 請 求 項
３ ４ に 記 載 の 細 胞 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 請 求 項 ３ ２ に 記 載 の 発 現 カ セ ッ ト 、 請 求 項 ３ ３ に 記 載 の ベ ク タ ー 又 は 請 求 項 ３ ４ ～ ３ ７
の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 細 胞 に よ っ て 生 成 さ せ る こ と が で き る ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 請 求 項 ２ ８ 又 は ２ ９ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド あ る い は 請 求 項 ３ ０ に 記 載 の ペ プ チ ド 断 片 の
製 造 方 法 で あ っ て 、 請 求 項 ３ ４ ～ ３ ７ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 宿 主 細 胞 を 適 当 な 培 地 で 培
養 し 、 生 成 し た 前 記 ポ リ ペ プ チ ド 又 は 前 記 ペ プ チ ド 断 片 を 必 要 な 程 度 の 純 度 ま で 精 製 す る
こ と に よ る 請 求 項 ２ ８ 又 は ２ ９ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド あ る い は 請 求 項 ３ ０ に 記 載 の ペ プ チ
ド 断 片 の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 請 求 項 ２ ８ 又 は ２ ９ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド あ る い は 請 求 項 ３ ０ に 記 載 の ペ プ チ ド 断 片 か
ら な る か 又 は そ れ の み か ら な る 免 疫 原 性 ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 請 求 項 ４ ０ に 記 載 の 免 疫 原 性 ポ リ ペ プ チ ド を 用 い て 哺 乳 動 物 を 免 疫 処 置 す る こ と に よ っ
て 得 る こ と が で き る モ ノ ク ロ ナ ー ル 又 は ポ リ ク ロ ナ ー ル 抗 体 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 請 求 項 ２ ８ 又 は ２ ９ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド あ る い は 請 求 項 ３ ０ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 断
片 を 含 有 し て な る こ と を 特 徴 と す る 診 断 用 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 請 求 項 ４ １ に 記 載 の モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 又 は ポ リ ク ロ ナ ー ル 抗 体 を 含 有 し て な る こ と を
特 徴 と す る 診 断 用 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 HXHVウ イ ル ス に 感 染 し て い る と 疑 わ れ る 患 者 か ら 得 ら れ る 生 物 学 的 試 料 を 、 抗 体 ／ 抗 原
複 合 体 の 形 成 を 可 能 に す る 所 定 の 条 件 下 で 、 請 求 項 ４ ２ に 記 載 の 診 断 用 組 成 物 と 接 触 さ せ
、 前 記 複 合 体 の 形 成 を 検 出 す る こ と に よ る HXHVウ イ ル ス あ る い は 少 な く と も 請 求 項 ２ ８ 又
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は ２ ９ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド あ る い は 請 求 項 ３ ０ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 断 片 に 対 す る 抗 体
の 検 出 方 法 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 HXHVウ イ ル ス に 感 染 し て い る と 疑 わ れ る 患 者 か ら 得 ら れ る 生 物 学 的 試 料 中 の 請 求 項 ２ ８
又 は ２ ９ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド あ る い は 請 求 項 ３ ０ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 断 片 の 検 出 方 法
で あ っ て 、 前 記 生 物 学 的 試 料 を 、 抗 体 ／ 抗 原 複 合 体 の 形 成 を 可 能 に す る 所 定 の 条 件 下 で 請
求 項 ４ ３ に 記 載 の 診 断 用 組 成 物 と 接 触 さ せ 、 前 記 複 合 体 の 形 成 を 検 出 す る こ と に よ る HXHV
ウ イ ル ス に 感 染 し て い る と 疑 わ れ る 患 者 か ら 得 ら れ る 生 物 学 的 試 料 中 の 請 求 項 ２ ８ 又 は ２
９ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド あ る い は 請 求 項 ３ ０ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 断 片 の 検 出 方 法 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 請 求 項 ２ ８ 又 は ２ ９ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド あ る い は 請 求 項 ３ ０ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 断
片 を 、 適 当 な ビ ヒ ク ル 及 び ／ 又 は 補 助 剤 及 び ／ 又 は 希 釈 剤 と 及 び ／ 又 は 製 薬 学 的 に 許 容 し
得 る 賦 形 剤 と 組 み 合 わ せ て 含 有 し て な る こ と を 特 徴 と す る 免 疫 原 又 は ワ ク チ ン 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 請 求 項 １ 又 は ２ に 記 載 の 核 酸 配 列 、 あ る い は 請 求 項 ３ ～ ２ ４ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の ヌ
ク レ オ チ ド 断 片 、 あ る い は 請 求 項 ２ ６ 又 は ２ ７ に 記 載 の DNA又 は RNA分 子 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ
す る こ と が で き る （ 前 記 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 所 定 の 緊 縮 条 件 下 で 行 わ れ る ） こ と を
特 徴 と す る 少 な く と も 12個 の ヌ ク レ オ チ ド の プ ロ ー ブ 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 請 求 項 １ 又 は ２ に 記 載 の 核 酸 配 列 、 あ る い は 請 求 項 ３ ～ ２ ４ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の ヌ
ク レ オ チ ド 断 片 、 あ る い は 請 求 項 ２ ６ 又 は ２ ７ に 記 載 の DNA又 は RNA分 子 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ
す る こ と が で き る （ 前 記 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 所 定 の 緊 縮 条 件 下 で 行 わ れ る ） こ と を
特 徴 と す る 少 な く と も 12個 の ヌ ク レ オ チ ド の プ ラ イ マ ー 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 配 列 番 号 ３ ２ ～ ３ ７ の プ ラ イ マ ー の 中 か ら 選 択 さ れ る も の で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求
項 ４ ８ に 記 載 の プ ラ イ マ ー 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 次 の 対 ： 配 列 番 号 ３ １ ／ 配 列 番 号 ３ ２ 、 配 列 番 号 ３ １ ／ 配 列 番 号 ３ ３ 、 配 列 番 号 ３ ４ ／
配 列 番 号 ３ ５ 、 及 び 配 列 番 号 ３ ６ ／ 配 列 番 号 ３ ７ の 一 つ か ら 選 択 さ れ る も の で あ る こ と を
特 徴 と す る 請 求 項 ４ ８ に 記 載 の 一 対 の プ ラ イ マ ー 。
【 請 求 項 ５ １ 】
　 請 求 項 １ 又 は ２ に 記 載 の 核 酸 配 列 、 あ る い は 請 求 項 ３ ～ ２ ４ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の ヌ
ク レ オ チ ド 断 片 、 あ る い は 請 求 項 ２ ６ 又 は ２ ７ に 記 載 の DNA又 は RNA分 子 に 結 合 す る こ と が
で き る こ と を 特 徴 と す る 抗 核 酸 抗 体 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
　 請 求 項 ４ ７ 、 ４ ８ 、 ４ ９ 、 ５ ０ 又 は ５ １ に 記 載 の 少 な く と も 一 つ の プ ロ ー ブ あ る い は 少
な く と も 一 つ の プ ラ イ マ ー あ る い は 少 な く と も １ 対 の プ ラ イ マ ー あ る い は 一 つ の 抗 核 酸 抗
体 を 含 有 し て な る こ と を 特 徴 と す る 診 断 用 組 成 物 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
　 HXHVウ イ ル ス に 感 染 し て い る と 疑 わ れ る 患 者 か ら 得 ら れ る 生 物 学 的 試 料 中 の ウ イ ル ス DN
A又 は RNAの 検 出 方 法 で あ っ て 、 前 記 試 料 を 、 必 要 な ら ば 、 処 理 し て そ れ か ら DNA又 は RNAを
抽 出 し 、 前 記 DNA又 は RNAを 、 所 定 の 緊 縮 条 件 下 で 、 請 求 項 ４ ７ 、 ４ ８ 、 ４ ９ 又 は ５ ０ に 記
載 の 少 な く と も 一 つ の プ ロ ー ブ 、 少 な く と も 一 つ の プ ラ イ マ ー 、 あ る い は 少 な く と も 一 対
の プ ラ イ マ ー と 接 触 さ せ 、 前 記 試 料 中 の ウ イ ル ス DNA又 は RNAの 存 在 を 、 前 記 ウ イ ル ス DNA
又 は RNAと 請 求 項 ４ ７ に 記 載 の 少 な く と も 一 つ の プ ロ ー ブ と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を
行 う こ と に よ っ て 検 出 す る か 、 あ る い は 前 記 DNA又 は RNAを 請 求 項 ４ ８ 又 は ４ ９ に 記 載 の 少
な く と も 一 つ の プ ラ イ マ ー あ る い は 請 求 項 ５ ０ に 記 載 の 少 な く と も 一 対 の プ ラ イ マ ー を 使
用 し て 増 幅 さ せ る こ と に よ っ て 検 出 す る こ と に よ る HXHVウ イ ル ス に 感 染 し た と 疑 わ れ て い
る 患 者 か ら 得 ら れ る 生 物 学 的 試 料 中 の ウ イ ル ス DNA又 は RNAの 検 出 方 法 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
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　 生 物 学 的 試 料 、 例 え ば 血 清 、 血 漿 又 は 血 液 を 患 者 か ら 採 取 し 、 前 記 試 料 を 、 必 要 な ら ば
、 処 理 し て そ れ か ら 前 記 DNA及 び ／ 又 は RNAを 抽 出 し 、 前 記 試 料 を 請 求 項 ５ １ に 記 載 の 少 な
く と も 一 つ の 抗 核 酸 抗 体 と 接 触 さ せ （ 但 し 、 前 記 抗 体 は 、 場 合 に よ り 適 当 な 標 識 で 標 識 さ
れ て い て も よ い ） 、 そ し て 核 酸 ／ 抗 体 複 合 体 の 形 成 を 行 う こ と に よ る HXHVウ イ ル ス の ウ イ
ル ス DNA又 は RNAの 検 出 方 法 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
　 請 求 項 ２ ８ 又 は ２ ９ に 記 載 の 少 な く と も 一 つ の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る か  あ る い は
請 求 項 ３ ０ に 記 載 の 少 な く と も 一 つ の ペ プ チ ド 断 片 を コ ー ド す る DNA配 列 を 含 有 し て な る
（ 但 し 、 前 記 DNAは 、 製 薬 学 的 に 許 容 し 得 る ビ ヒ ク ル 及 び ／ 又 は 希 釈 剤 及 び ／ 又 は 賦 形 剤
と 混 合 さ れ る も の で あ る ） ワ ク チ ン 組 成 物 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
　 治 療 又 は ワ ク チ ン に 重 要 な 少 な く と も 一 つ の 遺 伝 子 で あ っ て 、 特 に 請 求 項 ２ ８ 、 ２ ９ 及
び ３ ０ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 少 な く と も 一 つ の ポ リ ペ プ チ ド 又 は ペ プ チ ド 断 片 を コ ー ド
す る 遺 伝 子 を 含 有 す る ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
　 請 求 項 ５ ６ に 記 載 の ベ ク タ ー を 含 有 し て な る こ と 及 び 前 記 の 関 心 事 の 遺 伝 子 が そ の 生 体
内 発 現 を 確 実 に す る 要 素 の 制 御 の 下 に 置 か れ る も の で あ る こ と を 特 徴 と す る 医 薬 又 は ワ ク
チ ン 組 成 物 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
　 特 に 真 核 細 胞 、 例 え ば COS細 胞 、 CHO細 胞 、 Vero細 胞 、 BHK細 胞 、 PK15細 胞 及 び RK13細 胞
； ヒ ト 骨 肉 腫 細 胞 系 、 HeLaヒ ト 細 胞 系 及 び ヒ ト 肝 癌 細 胞 系 、 昆 虫 細 胞 系 ； 下 等 真 核 生 物 の
細 胞 、 例 え ば 酵 母 細 胞 、 特 に サ ッ カ ロ ミ セ ス （ ） 属 、 シ ゾ サ ッ カ ロ マ イ セ
ス （ ） 属 、 ク ル ベ ロ マ イ セ ス （ ） 属 、 Hanseluna属 、
Yarowia属 、 Schwaniomyces属 、 チ ゴ サ ッ カ ロ マ イ セ ス （ ） 属 及 び ピ キ
ア （ ） 属 か ら 誘 導 さ れ る 細 胞 、 好 ま し く は サ ッ カ ロ マ イ セ ス ・ セ ル ビ ジ ェ ー （

 ） 、 サ ッ カ ロ マ イ セ ス ・ カ ー ル ス ベ ル ゲ ン シ ス （  
） 、 シ ゾ サ ッ カ ロ マ イ セ ス ・ ボ ン ベ （  ） 、 ク ル ベ

ロ マ イ セ ス ・ ラ ク テ ィ ス (  ） 及 び ピ キ ア ・ パ ス ト ー リ ス （  
） 細 胞 か ら 選 択 さ れ る 細 胞 ； 原 核 細 胞 、 例 え ば 大 腸 菌 か ら 誘 導 さ れ る 原 核 細 胞 か ら

選 択 さ れ る 遺 伝 子 組 み 換 え 細 胞 で あ っ て 、 請 求 項 １ 又 は ２ に 記 載 の 少 な く と も 一 つ の 核 酸
細 胞 、 又 は 請 求 項 ３ ～ ２ ４ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 少 な く と も 一 つ の ヌ ク レ オ チ ド 断 片 、
又 は 請 求 項 ２ ６ に 記 載 の DNA分 子 、 又 は 請 求 項 ５ ６ に 記 載 の ベ ク タ ー を 用 い て 形 質 転 換 さ
れ る 遺 伝 子 組 み 換 え 細 胞 。
【 請 求 項 ５ ９ 】
　 請 求 項 ５ ８ に 記 載 の 細 胞 を 含 有 し て な る こ と を 特 徴 と す る 医 薬 又 は ワ ク チ ン 組 成 物 。

【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 HXHVウ イ ル ス の ゲ ノ ム か ら 得 る こ と が で き る 単 離 核 酸 配 列 、 特 に 配 列 番 号 ４
の 配 列 又 は 配 列 番 号 ４ の 配 列 に 相 補 的 な 配 列 か ら な る 核 酸 配 列 、 該 核 酸 配 列 に よ っ て コ ー
ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 及 び そ の 使 用 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 肝 炎 は 、 最 も 重 要 な 伝 染 病 で あ る 。 伝 染 の 方 法 は 、 通 常 は 輸 血 、 臓 器 移 植 及 び 血 液 透 析
で あ る が 、 肝 炎 は ま た 汚 染 さ れ た 食 物 又 は 水 の 消 化 に よ っ て あ る い は 個 人 同 士 の 間 の 接 触
に よ っ て 伝 染 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 ウ イ ル ス 性 肝 炎 は 、 相 互 に ゲ ノ ム 及 び 複 製 の 方 法 に よ っ て 異 な る 種 々 の ウ イ ル ス (viral
 agent)に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る 。 ウ イ ル ス 性 肝 炎 は 、 肝 臓 に 様 々 な 度 合 い の 重 症 度 で 損
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傷 を 与 え る 。 世 界 中 で １ ０ 億 人 に 近 い 人 々 が ウ イ ル ス 性 肝 炎 を 患 っ て い る 。 肝 硬 変 又 は 肝
臓 癌 に 進 行 す る こ と が で き る 慢 性 型 の 肝 炎 に 関 連 し た 深 刻 な 危 険 が 存 在 す る 。 ウ イ ル ス 性
肝 炎 は 、 明 確 な 症 状 の 表 示 、 例 え ば 黄 疸 、 高 い ト ラ ン ス ア ミ ナ ー ゼ 濃 度 （ ア ス パ ラ ギ ン 酸
ト ラ ン ス ア ミ ナ ー ゼ す な わ ち AST、 ア ラ ニ ン ト ラ ン ス ア ミ ナ ー ゼ す な わ ち ALT、 乳 酸 デ ヒ ド
ロ ゲ ナ ー ゼ す な わ ち LDH)、 及 び 肝 臓 病 変 に よ っ て 診 断 す る こ と が で き る 。 し か し 、 Ａ 型 、
Ｂ 型 、 Ｃ 型 、 Ｄ 型 、 Ｅ 型 、 Ｇ 型 及 び Ｔ Ｔ Ｖ 型 肝 炎 に つ い て 種 々 の ウ イ ル ス が 知 ら れ て い る
に も か か わ ら ず 、 肝 炎 の 全 発 生 率 の ５ ％ 及 び 劇 症 肝 炎 の 症 例 の ４ ０ ％ が 未 だ 説 明 さ れ な い
ま ま で あ り 、 従 っ て 知 ら れ て い な い 肝 炎 ウ イ ル ス が 存 在 す る と い う 仮 説 が 未 だ 説 明 さ れ な
い ま ま で あ る 。 未 知 の 病 因 の こ れ ら の 型 の 肝 炎 は 、 輸 血 に よ る も の で あ り 及 び 散 発 性 で あ
り 、 慢 性 又 は 劇 症 で あ る 。 こ れ ら の 肝 炎 は 、 一 般 に Ｘ 型 肝 炎 と 呼 ば れ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 最 近 に な っ て 特 定 さ れ た Ｇ 型 （ Ｇ Ｂ Ｖ － Ａ 、 Ｇ Ｂ Ｖ － Ｂ 、 Ｇ Ｂ Ｖ － Ｃ ） 及 び Ｔ Ｔ Ｖ 型 肝
炎 ウ イ ル ス は 、 人 で 病 原 性 で あ る と は 思 わ れ な い 、 従 っ て 未 知 病 理 の 肝 炎 す な わ ち Ｘ 型 肝
炎 の 症 例 を 説 明 で き な い 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 未 知 病 理 の 重 症 肝 炎 の 症 例 に 基 づ い て 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン を 用 い た 治 療 が ト ラ ン ス ア ミ
ナ ー ゼ を 正 常 化 す る こ と を 可 能 に し た 患 者 に お い て 、 Ｘ 型 肝 炎 と 関 係 が あ る HXHVと 呼 ば れ
る 新 し い ウ イ ル ス が 説 明 さ れ て い る 。 HXHVウ イ ル ス の ゲ ノ ム は 、 一 つ 又 は そ れ 以 上 の タ ン
パ ク 質 又 は ポ リ タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 一 つ 又 は そ れ 以 上 の 読 み 取 り 枠 を 含 有 す る 少 な く
と も 部 分 的 に 一 本 鎖 の DNAゲ ノ ム で あ る ； 前 記 ゲ ノ ム は 、 XHヌ ク レ オ チ ド 配 列 又 は XH配 列
に 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が で き る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 有
す る 。 XH配 列 は 、 本 出 願 の 配 列 表 に 配 列 番 号 １ と し て 示 さ れ る 。 XH配 列 は 、 GCに 富 み （ 62
％ ） 、 ４ 個 の 読 み 取 り 枠 （ ORF1、 ORF2、 ORF3、 ORF4） を 有 す る 。 こ の 単 離 配 列 は 特 定 さ れ
て お り 、 し か も ヒ ト ゲ ノ ム DNA及 び デ ー タ ベ ー ス に 存 在 す る 配 列 と の 配 列 相 同 性 は 認 め ら
れ な か っ た 。 HXHVウ イ ル ス に 関 す る 情 報 は 全 て 、 本 出 願 人 の 名 前 で 出 願 さ れ た 特 許 出 願 第
PCT/FR02/04578号 明 細 書 に 含 ま れ て い る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 今 般 、 HXHVウ イ ル ス の 新 規 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 単 離 し 、 特 定 し た 。 XH１
と 呼 ば れ る こ の 配 列 は 、 GCに 富 み (61.2％ )、 こ れ は 先 に 単 離 さ れ た XH配 列 の GC含 有 率 と 比
較 で き る 。 XH1配 列 は 、 配 列 表 に 配 列 番 号 ４ と し て 参 照 さ れ る 。 XH1配 列 は 、 デ ー タ ベ ー ス
に お い て 入 手 で き る 配 列 と 有 意 な 相 同 性 又 は 同 一 性 を 示 さ な い 。 こ の 配 列 は 、 ５ 個 の 読 み
取 り 枠 を 有 す る 。 前 記 の ５ 個 の 読 み 取 り 枠 に 対 応 す る DNA配 列 は 、 そ れ ぞ れ 配 列 表 に 配 列
番 号 ５ ～ ９ と し て 特 定 さ れ る 。 ウ イ ル ス 学 の 分 野 で 一 般 的 な 方 法 で あ る よ う に 、 本 発 明 者
ら は 、 XH1配 列 の 相 補 的 DNA鎖 を 生 じ さ せ 、 そ し て 可 能 な 読 み 取 り 枠 が 相 補 的 DNA鎖 上 に 存
在 す る の か 否 か に つ い て も 調 べ た 。 本 発 明 者 ら は 、 そ れ ぞ れ 配 列 番 号 １ ０ ～ １ ７ と し て 示
さ れ る ８ 個 の 読 み 取 り 枠 を 特 定 し た 。 前 記 の ８ 個 の 読 み 取 り 枠 に 対 応 す る ポ リ ペ プ チ ド 配
列 は 、 配 列 表 に 配 列 番 号 １ ８ ～ ３ ０ と し て 特 定 さ れ る 。 前 記 の 配 列 及 び そ の 断 片 は 、 HXHV
ウ イ ル ス の 検 出 に 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 は ：
－ 　 HXHVウ イ ル ス ゲ ノ ム か ら 得 る こ と が で き る 核 酸 配 列 で あ っ て 配 列 番 号 ４ か ら な る か 又
は 配 列 番 号 ４ の み か ら な る 核 酸 配 列 ；
－ 　 配 列 番 号 ４ の DNAヌ ク レ オ チ ド 配 列 又 は 配 列 番 号 ４ に 相 補 的 な DNA配 列 の 少 な く と も 12
個 の 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド 、 好 ま し く は 少 な く と も 15個 又 は 少 な く と も 18個 の 連 続 し た ヌ
ク レ オ チ ド 、 都 合 よ く は 少 な く と も 20個 、 21個 、 22個 、 23個 、 24個 、 27個 、 30個 、 33個 、
36個 、 39個 、 42個 、 45個 、 48個 、 51個 又 は 54個 の 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド の DNA又 は RNAヌ ク
レ オ チ ド 配 列 ； あ る い は 少 な く と も 12個 の 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド 全 体 に わ た っ て 、 好 ま し
く は 少 な く と も 15個 又 は 少 な く と も 18個 の 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド 全 体 に わ た っ て 、 都 合 よ
く は 少 な く と も 20個 、 21個 、 22個 、 23個 、 24個 、 27個 、 30個 、 33個 、 36個 、 39個 、 42個 、
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45個 、 48個 、 51個 又 は 54個 の 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド 全 体 に わ た っ て 、 配 列 番 号 ４ に 示 す 配
列 に 対 し て 又 は 配 列 番 号 ４ に 相 補 的 な DNA配 列 に 対 し て 少 な く と も 90％ 、 好 ま し く は 少 な
く と も 92％ 又 は 95％ 、 あ る い は 少 な く と も 98％ 又 は 99％ の 相 同 性 又 は 同 一 性 を 示 す ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 か ら な る か 又 は こ れ の み か ら な る 単 離 DNAの ヌ ク レ オ チ ド 断 片 ；
〔 但 し 、 次 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ： TAGTCGAGACTCAACCATCGC、 CCCGCCCCGCTGATGAAAAG 及 び 前
記 配 列 に 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 一 つ は 除 外 さ れ る ； あ る い は 20個 の 連 続 し た ヌ ク レ
オ チ ド 又 は 21個 の 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド 全 体 に わ た っ て 、 前 記 の DNAヌ ク レ オ チ ド 断 片 が
配 列 番 号 １ に 示 さ れ る 配 列 又 は 配 列 番 号 １ に 相 補 的 な 配 列 の ヌ ク レ オ チ ド 断 片 と 100％ の
相 同 性 又 は 同 一 性 を 示 さ な い と い う こ と を 条 件 と す る 。 前 記 の 断 片 は 、 特 に 前 記 の 連 続 し
た ヌ ク レ オ チ ド が 、 次 の セ グ メ ン ト ： す な わ ち 、 配 列 が 配 列 番 号 ４ の ヌ ク レ オ チ ド ２ で 始
ま り 且 つ ヌ ク レ オ チ ド 286で 終 わ る セ グ メ ン ト 、 配 列 が 配 列 番 号 ４ の ヌ ク レ オ チ ド ４ で 始
ま り 且 つ ヌ ク レ オ チ ド  144で 終 わ る セ グ メ ン ト 、 配 列 が 配 列 番 号 ４ の ヌ ク レ オ チ ド 180で
始 ま り 且 つ ヌ ク レ オ チ ド 1004で 終 わ る セ グ メ ン ト 、 配 列 が 配 列 番 号 ４ の ヌ ク レ オ チ ド 614
で 始 ま り 且 つ ヌ ク レ オ チ ド 820で 終 わ る セ グ メ ン ト 、 配 列 が 配 列 番 号 ４ の ヌ ク レ オ チ ド 122
8で 始 ま り 且 つ ヌ ク レ オ チ ド 1331で 終 わ る セ グ メ ン ト ； 配 列 が 配 列 番 号 ４ に 相 補 的 な 配 列
の ヌ ク レ オ チ ド 1283で 始 ま り 且 つ ヌ ク レ オ チ ド 1197で 終 わ る セ グ メ ン ト 、 配 列 が 配 列 番 号
４ に 相 補 的 な 配 列 の ヌ ク レ オ チ ド 1264で 始 ま り 且 つ ヌ ク レ オ チ ド 1067で 終 わ る セ グ メ ン ト
、 配 列 が 配 列 番 号 ４ に 相 補 的 な 配 列 の ヌ ク レ オ チ ド 1209で 始 ま り 且 つ ヌ ク レ オ チ ド 1099で
終 わ る セ グ メ ン ト 、 配 列 が 配 列 番 号 ４ に 相 補 的 な 配 列 の ヌ ク レ オ チ ド 819で 始 ま り 且 つ ヌ
ク レ オ チ ド 736で 終 わ る セ グ メ ン ト 、 配 列 が 配 列 番 号 ４ に 相 補 的 な 配 列 の ヌ ク レ オ チ ド 800
で 始 ま り 且 つ ヌ ク レ オ チ ド ６ で 終 わ る セ グ メ ン ト 、 配 列 が 配 列 番 号 ４ に 相 補 的 な 配 列 の ヌ
ク レ オ チ ド 784で 始 ま り 且 つ ヌ ク レ オ チ ド 629で 終 わ る セ グ メ ン ト 、 配 列 が 配 列 番 号 ４ に 相
補 的 な 配 列 の ヌ ク レ オ チ ド 610で 始 ま り 且 つ ヌ ク レ オ チ ド 410で 終 わ る セ グ メ ン ト 、 配 列 が
配 列 番 号 ４ に 相 補 的 な 配 列 の ヌ ク レ オ チ ド 391で 始 ま り 且 つ ヌ ク レ オ チ ド 221で 終 わ る セ グ
メ ン ト の 一 つ に 属 す る も の で あ る 断 片 、 又 は そ の 相 補 的 断 片 の 中 か ら 選 択 さ れ る も の で あ
り ； 好 ま し く は 配 列 番 号 ５ ～ １ ７ の 配 列 の い ず れ か 一 つ の 配 列 又 は 配 列 番 号 ５ ～ １ ７ の 相
補 的 な DNA配 列 の い ず れ か 一 つ の 配 列 か ら な る か 又 は こ れ の み か ら な る 断 片 で あ る （ 前 記
の 配 列 が 配 列 番 号 ４ の ヌ ク レ オ チ ド 180で 始 ま り 且 つ ヌ ク レ オ チ ド 1004で 終 わ る セ グ メ ン
ト は 、 ト ラ ン ス ポ ザ ー ゼ ／ イ ン テ グ ラ ー ゼ タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ） 〕 ；
－ 　 配 列 番 号 ４ か ら な る か 又 は こ れ の み か ら な る 配 列 の 転 写 生 成 物 、 あ る い は 前 記 断 片 の
転 写 生 成 物 、 あ る い は 配 列 番 号 ４ に 相 補 的 な 配 列 か ら な る か 又 は こ れ の み か ら な る 配 列 の
転 写 生 成 物 ;
－ 　 配 列 番 号 ４ に 示 さ れ る DNAヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る か  又 は こ れ の み か ら な る DNA分
子 、 あ る い は 前 記 の 少 な く と も 一 つ の DNAヌ ク レ オ チ ド 断 片 、 又 は こ れ に 相 補 的 な 配 列 を
含 有 す る DNA分 子 ；
－ 　 配 列 番 号 ４ に 示 さ れ る DNAヌ ク レ オ チ ド 配 列  又 は 配 列 番 号 ４ に 相 補 的 な 配 列 の 転 写 生
成 物 で あ る か 又 は 前 記 の 少 な く と も 一 つ の 断 片 の 転 写 生 成 物 で あ る RNAヌ ク レ オ チ ド 配 列
、 又 は こ れ に 相 補 的 な 配 列 か ら な る か 又 は こ れ の み か ら な る RNA分 子 ；
に 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 前 記 の 相 同 性 及 び 同 一 性 は 、 配 列 番 号 の 配 列 ４ の 配 列 の 機 能 的 均 等 物 、 す な わ ち 少 な く
と も １ 個 の コ ド ン を 、 同 じ ア ミ ノ 酸 を コ ー ド し な が ら 別 の コ ド ン と 置 換 す る こ と が で き る
DNA配 列 を 保 護 す る 。 こ れ は 、 遺 伝 暗 号 の 縮 重 と 呼 ば れ る 。 従 っ て 、 ア ル ギ ニ ン 、 セ リ ン
及 び ロ イ シ ン に つ い て の 暗 号 は ６ 種 類 の 縮 重 を 示 し （ す な わ ち 、 こ れ ら の そ れ ぞ れ に つ い
て は 、 ６ 種 類 の コ ド ン が 存 在 す る )、 こ れ に 対 し て そ の 他 の ア ミ ノ 酸 、 例 え ば グ ル タ ミ ン
酸 、 グ ル タ ミ ン 、 チ ロ シ ン 、 ヒ ス チ ジ ン な ど の 暗 号 は 、 ２ 種 類 の 縮 重 を 示 す 。 全 て の ア ミ
ノ 酸 の 中 で 、 ト リ プ ト フ ァ ン と メ チ オ ニ ン だ け が １ 種 類 の 縮 重 を 有 す る 。 従 っ て 、 そ の 配
列 が 配 列 番 号 １ ８ ～ ３ ０ に 示 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 に 関 し て は 、 コ ド ン の 組 成 が 配 列
番 号 ４ に 示 さ れ る 核 酸 配 列 又 は こ れ に 相 補 的 な 配 列 と 異 な っ て い る 変 異 体 及 び 機 能 的 核 酸
配 列 を 使 用 す る で き る こ と は 明 ら か で あ る 。
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【 ０ ０ ０ ９ 】
　 前 記 の 相 同 性 又 は 同 一 性 は 、 HXHVウ イ ル ス の 変 異 体 及 び HXHVウ イ ル ス の 突 然 変 異 配 列 、
特 に 自 然 変 動 か ら 誘 導 さ れ る 変 異 体 に 対 し て 向 け ら れ る 。 実 際 に 、 ウ イ ル ス が 比 較 的 高 い
自 発 的 及 び 誘 導 さ れ た 突 然 変 異 率 を 有 す る こ と は 周 知 で あ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 は ま た ：
－ 　 前 記 の 配 列 又 は 断 片 に よ っ て 、 あ る い は こ れ ら の 機 能 的 均 等 物 に よ っ て コ ー ド さ れ る
か 、 あ る い は 配 列 番 号 ４ に 示 さ れ る 配 列 に 対 し て 又 は 配 列 番 号 ４ に 相 補 的 な 配 列 に 対 し て
、 配 列  TAGTCGAGACTCAACCATCGC、 CCCGCCCCGCTGATGAAAAG 及 び 前 記 配 列 に 相 補 的 な ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 が 除 外 さ れ る こ と を 条 件 と し て ； 又 は 20個 の 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド 又 は 21個 の
連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド 全 体 に わ た っ て 、 DNAヌ ク レ オ チ ド 断 片 が 配 列 番 号 １ に 示 さ れ る 配
列 と 又 は 配 列 番 号 １ に 相 補 的 な 配 列 の ヌ ク レ オ チ ド 断 片 と 100％ の 相 同 性 又 は 同 一 性 を 示
さ な い こ と を 条 件 と し て 、 少 な く と も 90％ の 相 同 性 又 は 同 一 性 、 好 ま し く は 少 な く と も 92
％ 又 は 95％ 相 同 性 又 は 同 一 性 、 都 合 よ く は 少 な く と も 98％ 又 は 99％ の 相 同 性 又 は 同 一 性 を
示 す ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド ；
－ 　 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 が 配 列 番 号 １ ８ ～ ３ ０ の 配 列 の い ず れ か 一 つ の 配 列 又 は 該 配 列 に 機
能 的 に 均 等 な ポ リ ペ プ チ ド 配 列 か ら な る か  又 は そ れ の み か ら な る も の で あ る ポ リ ペ プ チ
ド ；
－ 　 少 な く と も ４ 個 の 連 続 し た ア ミ ノ 酸 、 好 ま し く は 少 な く と も ５ 個 、 ６ 個 、 ７ 個 、 ８ 個
、 ９ 個 、 10個 、 11個 、 12個 、 13個 、 14個 、 15個 、 16個 、 17個 又 は 18個 の ア ミ ノ 酸 の ペ プ チ
ド 配 列 、 配 列 番 号 １ ８ ～ ３ ０ に 示 さ れ る ペ プ チ ド 配 列 の い ず れ か 一 つ の 配 列 又 は 前 記 の 配
列 番 号 １ ８ ～ ３ ０ に 示 さ れ る 配 列 に 機 能 的 に 均 等 な ペ プ チ ド 配 列 か ら な る か 又 は そ れ の み
か ら な る こ と を 特 徴 と す る ポ リ ペ プ チ ド 断 片 ； （ 但 し 、 “ 機 能 的 に 均 等 な ペ プ チ ド 配 列 ”
と い う 用 語 は 、 HXHVウ イ ル ス に 対 す る 抗 体 に よ っ て 認 識 さ れ る ペ プ チ ド 配 列 を 意 味 す る こ
と を 意 図 す る と 解 釈 さ れ る ） ；
－ 　 配 列 番 号 １ ８ ～ ３ ０ の い ず れ か 一 つ に 示 さ れ る ペ プ チ ド 配 列 又 は 配 列 番 号 １ ８ ～ ３ ０
の い ず れ か 一 つ に 機 能 的 に 均 等 の ペ プ チ ド 配 列 か ら な る か 又 は そ れ の み か ら な る ポ リ ペ プ
チ ド 断 片 ； （ 但 し 、 “ 機 能 的 に 均 等 な ペ プ チ ド 配 列 ” と い う 用 語 は 、 HXHVウ イ ル ス に 対 す
る 抗 体 に よ っ て 認 識 さ れ る ペ プ チ ド 配 列 を 意 味 す る こ と を 意 図 す る と 解 釈 さ れ る ） ；
－ 　 少 な く と も ６ 個 、 ８ 個 、 ９ 個 、 10個 、 12個 、 15個 又 は 18個 の ア ミ ノ 酸 及 び 多 く て 10個
、 12個 、 15個 又 は 18個 の ア ミ ノ 酸 か ら な る か 又 は こ れ の み か ら な る こ と 、 特 に そ の 配 列 が
６ ～ 10個 の ア ミ ノ 酸 、 ６ ～ 12個 の ア ミ ノ 酸 、 ６ ～ 15個 の ア ミ ノ 酸 、 ６ ～ 18個 の ア ミ ノ 酸 、
８ ～ 10個 の ア ミ ノ 酸 、 ８ ～ 12個 の ア ミ ノ 酸 、 ８ ～ 15個 の ア ミ ノ 酸 、 ８ ～ 18個 の ア ミ ノ 酸 及
び 15個 ～ 18個 の ア ミ ノ 酸 の ペ プ チ ド 配 列 、 配 列 番 号 １ ８ ～ ３ ０ に 示 さ れ る 配 列 の い ず れ か
一 つ の 配 列 又 は 前 記 の 配 列 番 号 １ ８ ～ ３ ０ の 配 列 に 機 能 的 に 均 等 な ポ リ ペ プ チ ド 配 列 の み
か ら な る こ と を 特 徴 と す る エ ピ ト ー プ ； （ 但 し 、 前 記 の エ ピ ト ー プ は HXHVウ イ ル ス に 対 す
る 抗 体 に よ っ て 認 識 さ れ る も の で あ る と 解 釈 さ れ る ） ；
に 関 す る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 “ ポ リ ペ プ チ ド ” と い う 用 語 は 、 一 連 の 可 変 数 の ア ミ ノ 酸 、 例 え ば オ リ ゴ ペ プ チ ド 、 タ
ン パ ク 質 、 融 合 タ ン パ ク 質 、 融 合 ペ プ チ ド 又 は 合 成 ペ プ チ ド を 有 す る 単 離 さ れ た 状 態 の ペ
プ チ ド を 表 す 。 ポ リ ペ プ チ ド は 、 当 業 者 に 周 知 の 種 々 の 方 法 で 得 る こ と が で き 、 特 に 化 学
合 成 又 は 遺 伝 子 組 換 え 法 に よ っ て 得 る こ と が で き る 。 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 慣 用 の 合
成 法 、 例 え ば 自 動 ペ プ チ ド 合 成 装 置 を 用 い る こ と に よ っ て 得 る こ と が で き る し 又 は 前 記 ポ
リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る DNA配 列 を プ ラ ス ミ ド 又 は ウ イ ル ス な ど の 発 現 ベ ク タ ー に 挿 入 し
、 こ の 発 現 ベ ク タ ー を 用 い て 細 胞 を 形 質 転 換 し 、 こ れ ら の 細 胞 を 培 養 す る こ と か ら な る 遺
伝 子 工 学 法 に よ っ て 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 “ 参 照 （ reference） ペ プ チ ド 配 列 に 機 能 的 に 均 等 な ペ プ チ ド 配 列 ” と い う 表 現 は 、 後
記 の 修 飾 が 実 質 的 に 前 記 の 参 照 ペ プ チ ド 配 列 の 免 疫 反 応 性 を 保 存 す る か 又 は 発 展 さ せ る 場
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合 さ え あ る と い う こ と を 条 件 と し て 、 １ 個 又 は そ れ 以 上 の ア ミ ノ 酸 の 挿 入 及 び ／ 又 は 欠 失
及 び ／ 又 は 置 換 及 び ／ 又 は 伸 長 及 び ／ 又 は 短 縮 及 び ／ 又 は 化 学 修 飾 に よ っ て 修 飾 さ れ た ア
ミ ノ 酸 配 列 を 意 味 す る こ と を 意 図 す る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 従 っ て 、 “ 機 能 的 に 均 等 の 配 列 ” と い う 用 語 は 、 配 列 番 号 １ ８ ～ ３ ０ の 配 列 又 は こ れ ら
の 断 片 の 免 疫 反 応 性 を 保 存 す る 配 列 、 特 に １ 個 又 は そ れ 以 上 の ア ミ ノ 酸 が 別 の １ 個 又 は そ
れ 以 上 の ア ミ ノ 酸 で 置 換 さ れ る 配 列 ； Ｌ 系 列 の １ 個 又 は そ れ 以 上 の ア ミ ノ 酸 が Ｄ 系 列 の ア
ミ ノ 酸 で 置 換 さ れ る 配 列 、 及 び そ の 逆 の 配 列 ； ア ミ ン 官 能 基 の ア セ チ ル 化 、 チ オ ー ル 官 能
基 の カ ル ボ キ シ ル 化 又 は カ ル ボ キ シ ル 官 能 基 の エ ス テ ル 化 な ど の ア ミ ノ 酸 側 鎖 の 修 飾 が 誘
導 さ れ て い る 配 列 ； 例 え ば 、 カ ル バ (carba） 、 レ ト ロ （ retro） 、 イ ン バ ー ス （ inverse）
、 retro-inverso、 還 元 及 び メ チ レ ン オ キ シ 結 合 な ど の ペ プ チ ド 結 合 の 修 飾 が 誘 導 さ れ て
い る 配 列 ；
を 意 味 す る こ と を 意 図 す る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 例 え ば 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 配 列 中 の １ 個 又 は そ れ 以 上 の ア ミ ノ 酸 は 、 機 能 的 均 等
物 と し て 機 能 す る 同 様 の 極 性 を も つ 別 の １ 個 又 は そ れ 以 上 の ア ミ ノ 酸 で 置 換 す る こ と が で
き る 。 関 心 事 の (of interest)ポ リ ペ プ チ ド 配 列 中 の ア ミ ノ 酸 の 置 換 は 、 そ の ア ミ ノ 酸 が
属 す る 種 類 の 別 の メ ン バ ー か ら 決 定 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 非 極 性 （ 疎 水 性 ） の ア ミ
ノ 酸 は 、 ア ラ ニ ン 、 ロ イ シ ン 、 イ ソ ロ イ シ ン 、 バ リ ン 、 プ ロ リ ン 、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 ト
リ プ ト フ ァ ン 及 び メ チ オ ニ ン か ら な る 。 極 性 の 中 性 ア ミ ノ 酸 は 、 グ リ シ ン 、 セ リ ン 、 ス レ
オ ニ ン 、 シ ス テ イ ン 、 チ ロ シ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン  及 び グ ル タ ミ ン か ら な る 。 正 に 帯 電 し た
（ 塩 基 性 ） ア ミ ノ 酸 は 、 ア ル ギ ニ ン 、 リ シ ン 及 び ヒ ス チ ジ ン か ら な る 。 負 に 帯 電 し た （ 酸
性 ） ア ミ ノ 酸 は 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 及 び グ ル タ ミ ン 酸 か ら な る 。 関 心 事 の ポ リ ペ プ チ ド 配 列
中 の ア ミ ノ 酸 の 別 の 置 換 は 、 Kramer A.ら の 文 献 （ Molecular Immunology, Vol. 32, No. 
7, pp.459-465 (1995)） に 含 ま れ て い る 情 報 か ら 決 定 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 著 者 は
、 ラ イ ブ ラ リ ー を 構 築 し 、 こ の ラ イ ブ ラ リ ー に お い て 、 分 子 の 数 の 組 み 合 わ せ の 急 増 の 問
題 を 軽 減 す る こ と を 目 的 と し て 、 彼 ら は 同 様 の 物 理 化 学 的 性 質 を も つ ア ミ ノ 酸 か ら な る ア
ミ ノ 酸 の 群 を 使 用 し た 、 ま た こ れ ら は 、 以 下 に 示 す こ れ ら の ６ つ の 群 の そ れ ぞ れ に 一 緒 に
分 類 さ れ る ア ミ ノ 酸 で あ り 、 本 発 明 に お い て 主 と し て 均 等 で あ る と み な さ れ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
群 １ 　 ア ラ ニ ン 、 プ ロ リ ン 、 グ リ シ ン
群 ２ 　 ア ス パ ラ ギ ン 酸 、 グ ル タ ミ ン 酸
群 ３ 　 ヒ ス チ ジ ン 、 リ シ ン 、 ア ル ギ ニ ン
群 ４ 　 ア ス パ ラ ギ ン 、 グ ル タ ミ ン 、 セ リ ン 、 ス レ オ ニ ン
群 ５ 　 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 チ ロ シ ン 、 ト リ プ ト フ ァ ン
群 ６ 　 イ ソ ロ イ シ ン 、 ロ イ シ ン 、 バ リ ン 、 メ チ オ ニ ン
　 参 照 ペ プ チ ド 配 列 に 対 す る ペ プ チ ド 配 列 の 均 等 性 (equivalence） は 、 前 記 参 照 配 列 と の
同 一 性 又 は 相 同 性 （ ％ と し て 表 さ れ る ） に よ り 定 義 す る こ と が で き る 。 こ の ％ は 、 一 連 の
所 定 の 個 数 の 連 続 し た ア ミ ノ 酸 に つ い て 、 ２ つ の 配 列 の ア ラ イ ン メ ン ト 、 一 方 の 配 列 の 他
方 の 配 列 に 対 す る 置 換 及 び ２ つ の 配 列 中 の ア ミ ノ 酸 の 比 較 に よ っ て 決 定 さ れ る 。 同 一 性 ％
は 、 同 じ 位 置 で の 、 参 照 配 列 中 の ア ミ ノ 酸 と 同 じ で あ る ア ミ ノ 酸 の 個 数 か ら 決 定 さ れ る 。
相 同 性 ％ は 、 同 じ 位 置 で の 、 参 照 配 列 の ア ミ ノ 酸 と 均 等 で あ る ア ミ ノ 酸 の 個 数 か ら 決 定 さ
れ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 は ま た 、 そ の 発 現 に 必 要 な 要 素 の 制 御 下 に 置 か れ た 発 現 カ セ ッ ト で あ っ て 前 記 の
核 酸 配 列 あ る い は 前 記 の DNA断 片 又 は DNA分 子 の 発 現 を 可 能 に す る 原 核 生 物 又 は 真 核 生 物 か
ら 誘 導 さ れ る 細 胞 中 で 機 能 す る 発 現 カ セ ッ ト に 関 す る 。 前 記 の 発 現 カ セ ッ ト は 、 原 核 生 物
、 特 に 大 腸 菌 か ら 誘 導 さ れ る 細 胞 、 又 は 真 核 生 物 か ら 誘 導 さ れ る 細 胞 、 特 に 動 物 、 例 え ば
哺 乳 動 物 、 爬 虫 類 又 は 昆 虫 か ら 生 じ る 細 胞 、 特 に COS細 胞 、 CHO細 胞 、 BHK細 胞 、 PK15細 胞
及 び RK13細 胞 ； ヒ ト 骨 肉 腫 細 胞 系 (143B細 胞 )、 HeLaヒ ト 細 胞 系 及 び ヒ ト 肝 癌 細 胞 系 (HepG2
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型 の 細 胞 系 )； 昆 虫 細 胞 系 〔 例 え ば 、 ヨ ト ウ ガ (  )由 来 の 細 胞 系 〕 ；
又 は 下 等 真 核 生 物 の 細 胞 、 特 に 酵 母 細 胞 、 例 え ば サ ッ カ ロ ミ セ ス （ ） 属 、
シ ゾ サ ッ カ ロ マ イ セ ス ( ） 属 、 ク ル ベ ロ マ イ セ ス ( )属 、  
Hanseluna属 、 Yarowia属 、 Schwaniomyces属 、 チ ゴ サ ッ カ ロ マ イ セ ス ( )
属 及 び ピ キ ア （ ） 属 か ら 誘 導 さ れ る 細 胞 、 好 ま し く は サ ッ カ ロ マ イ セ ス ・ セ ル ビ ジ
ェ ー （  ） 、 サ ッ カ ロ マ イ セ ス ・ カ ー ル ス ベ ル ゲ ン シ ス
（  ） 、 シ ゾ サ ッ カ ロ マ イ セ ス ・ ボ ン ベ
（  ） 、 ク ル ベ ロ マ イ セ ス ・ ラ ク テ ィ ス (  ）
及 び ピ キ ア ・ パ ス ト ー リ ス （  ） 細 胞 中 で 機 能 す る こ と を 特 徴 と す る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 は ま た 、 前 記 の 発 現 カ セ ッ ト を 含 有 す る ベ ク タ ー ； 原 核 生 物 、 真 核 生 物 又 は 下 等
真 核 生 物 、 好 ま し く は 前 記 の 真 核 生 物 又 は 下 等 真 核 生 物 あ る い は 前 記 ベ ク タ ー か ら 誘 導 さ
れ る 細 胞 ； 及 び 前 記 の 発 現 カ セ ッ ト 、 ベ ク タ ー 又 は 細 胞 に よ り 生 成 す る こ と が で き る ポ リ
ペ プ チ ド に 関 す る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 の 主 題 は 、 前 記 の ポ リ ペ プ チ ド 又 は ペ プ チ ド 断 片 の 製 造 方 法 で あ っ て 、 前 記 の 定
義 に 相 当 す る 宿 主 細 胞 を 適 当 な 培 地 で 培 養 し 、 （ 但 し 、 前 記 の 宿 主 細 胞 は 、 前 記 の DNA核
酸 配 列 又 は 前 記 の DNAヌ ク レ オ チ ド 断 片 又 は 前 記 の DNA分 子 を 含 有 す る 発 現 ベ ク タ ー を 用 い
て 形 質 転 換 さ れ る ） 、 生 成 し た 前 記 ポ リ ペ プ チ ド を 必 要 な 程 度 の 純 度 ま で 精 製 す る こ と か
ら な る 前 記 の ポ リ ペ プ チ ド 又 は 前 記 の ペ プ チ ド 断 片 の 製 造 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 ま た 、 本 発 明 の 主 題 は 、 免 疫 原 性 ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て 、 前 記 の ポ リ ペ プ チ ド 又 は ペ プ
チ ド 配 列 か ら な る か 又 は こ れ の み か ら な る ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。 か か る 免 疫 原 性 ポ リ ペ プ
チ ド は 、 モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 又 は ポ リ ク ロ ナ ー ル 抗 体 の 製 造 、 あ る い は 前 記 抗 体 の 断 片 の
製 造 に 使 用 さ れ る 。 本 発 明 は 、 こ の よ う な 免 疫 原 性 ペ プ チ ド を 用 い て 哺 乳 動 物 （ ウ サ ギ 、
ラ ッ ト 、 マ ウ ス ） の 免 疫 処 置 に よ っ て 得 ら れ る モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 又 は ポ リ ク ロ ナ ー ル 抗
体 あ る い は そ の 断 片 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 又 は ポ リ ク ロ ナ ー ル 抗 体 の 製 造 は 、 当 業 者 に は 周 知 で あ る 。 参 考 例
と し て 、 ポ リ ク ロ ナ ー ル 抗 体 の 製 造 に つ い て は 、 Kohler G. and Milstein C. (1975): 
Continuous culture of fused cells secreting antibody of predefined specificity, 
Nature 256： 495-497 及 び  Galfre G. et al., (1977): Nature, 266： 522-550 を 挙 げ 得
、 モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 の 製 造 に つ い て は  Roda A., Bolelli G.F.: Production of 
high-titer antibody to bile acids, Journal of Steroid Biochemistry, Vol.13, 
pp.449-454 (1980)を 挙 げ 得 る 。 抗 体 は ま た 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 又 は ウ サ ギ を 、 HXHVウ イ ル
ス 粒 子 を 用 い て 免 疫 処 置 す る こ と に よ っ て 生 成 さ せ る こ と も で き る 。 ポ リ ク ロ ナ ー ル 抗 体
及 び モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 の 生 成 に つ い て は 、 免 疫 原 を 、 免 疫 処 置 担 体 と し て 血 清 ア ル ブ ミ
ン (Ｓ Ａ ペ プ チ ド )又 は カ ブ ト ガ ニ ヘ モ シ ア ニ ン （ KLHペ プ チ ド ） に 結 合 さ せ る こ と が で き
る 。 次 い で 、 抗 体 を そ の 特 異 性 に つ い て 通 常 の 方 法 、 例 え ば ELISA法 又 は ウ ェ ス タ ン ブ ロ
ッ テ イ ン グ ア ッ セ イ を 使 用 し て 選 別 す る 。 モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 の 産 生 に つ い て は 、 動 物 に
フ ロ イ ン ト の 完 全 ア ジ ュ バ ン ト を 使 用 し て 免 疫 原 を 注 射 す る 。 免 疫 処 置 し た 動 物 か ら 誘 導
さ れ る 血 清 及 び ハ イ ブ リ ド ー マ 培 養 上 清 を 、 そ の 特 異 性 及 び そ の 選 択 性 に つ い て 慣 用 の 方
法 、 ELISA法 又 は ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ イ ン グ ア ッ セ イ を 使 用 し て 分 析 す る 。 最 も 特 異 的 で
且 つ 最 も 感 受 性 の 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ が 選 択 さ れ る 。 モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 は ま
た 、 生 成 し た ハ イ ブ リ ド ー マ の 細 胞 培 養 に よ っ て 又 は 該 ハ イ ブ リ ド ー マ を マ ウ ス に 腹 腔 内
注 射 し た 後 に 腹 水 液 を 回 収 す る こ と に よ っ て 、 生 体 外 （ in vitro） で 生 成 さ せ る こ と も で
き る 。 上 清 又 は 腹 水 に お い て 、 製 造 方 法 が ど ん な 方 法 で あ っ て も 、 そ の 後 に 抗 体 は 精 製 さ
れ る 。 使 用 す る 精 製 方 法 は 、 本 質 的 に イ オ ン 交 換 ゲ ル を 用 い た 濾 過 及 び 排 除 ク ロ マ ト グ ラ
フ ィ ー 又 は ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ タ ン パ ク 質 Ａ 又 は Ｇ ） で あ る 。 最 も 効 果
的 な 抗 体 を 特 定 定 す る よ う に 、 十 分 な 個 数 の 抗 体 が 機 能 的 ア ッ セ イ に お い て 選 別 さ れ る 。
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抗 体 、 抗 体 断 片 又 は 抗 体 誘 導 体 、 例 え ば 遺 伝 子 工 学 に よ り 製 造 さ れ る キ メ ラ 抗 体 の 生 体 外
（ in vitro） で の 製 造 は 、 当 業 者 に は 周 知 で あ る 。 ヒ ト 化 抗 体 を 使 用 す る こ と が 都 合 が よ
い 。 非 ヒ ト 抗 体 、 例 え ば ネ ズ ミ 抗 体 の “ ヒ ト 化 ” 体 は 、 非 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン か ら 誘 導 さ
れ る 最 少 配 列 を 含 有 す る キ メ ラ 抗 体 で あ る 。 最 も ヒ ト 化 さ れ た 抗 体 は 、 レ シ ピ エ ン ト の 超
可 変 領 域 の 残 基 が 所 望 の 特 異 性 、 親 和 性 及 び 能 力 を 有 す る マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ウ サ ギ 又 は 非
ヒ ト 霊 長 類 な ど の 非 ヒ ト ド ナ ー 種 （ ド ナ ー 抗 体 ） の 超 可 変 領 域 の 残 基 で 置 換 さ れ て い る ヒ
ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン (レ シ ピ エ ン ト 抗 体 )で あ る 。 あ る 場 合 に は 、 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン の Ｆ ｖ

領 域 の 残 基 (FR)は 、 対 応 す る 非 ヒ ト 残 基 で 置 換 さ れ る 。 ま た 、 ヒ ト 化 抗 体 は 、 レ シ ピ エ ン
ト 抗 体 又 は ド ナ ー 抗 体 に 認 め ら れ な い 残 基 を 含 有 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 修 飾 は 、 抗
体 の 性 能 レ ベ ル を 改 善 す る た め に 行 わ れ る 。 一 般 に 、 ヒ ト 化 抗 体 は 、 少 な く と も 及 び 好 ま
し く は ２ つ の 可 変 ド メ イ ン を 含 有 す る で あ ろ う し 、 そ の 超 可 変 ル ー プ の 全 部 又 は 実 質 的 に
全 部 が 非 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン に 相 当 し 且 つ FR領 域 の 全 部 又 は 実 質 的 に 全 部 が ヒ ト 免 疫 グ ロ
ブ リ ン の FR領 域 で あ ろ う 。 ヒ ト 化 抗 体 は 、 場 合 に よ り ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン な ど の 免 疫 グ ロ
ブ リ ン の 定 常 （ Ｆ ｃ ） 部 の 少 な く と も 一 部 を 含 有 し て い て も よ い 〔 Jones et al., Nature
 321: 522-525 (1986)； Reichmann et al., Nature 332: 323-329 (1988)； 及 び  Presta 
et al., Curr. Op. Struct. Biol. 2: 593-596 (1992)〕 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 さ ら に 詳 し く は 、 “ 抗 体 断 片 ” と い う 用 語 は 、 自 然 抗 体 の Ｆ (ab) 2  、 Fab、 Fab´ 又 は s
Ｆ v断 片 （ Blazar et al., 1997, Journal of Immunology 159: 5821-5833 及 び  Bird et 
al., 1988, Science 242: 423-426） を 意 味 す る こ と を 意 図 し 、 “ 誘 導 体 ” と い う 用 語 は
、 特 に 自 然 抗 体 の キ メ ラ 誘 導 体 を 意 味 す る こ と を 意 図 す る （ 例 え ば 、 Arakawa et al., 
1996, J. Biochem 120: 657-662 及 び  Chaudray et al., 1989, Nature 339: 394-397参
照 )。 こ れ ら の 抗 体 断 片 及 び 抗 体 誘 導 体 は 、 標 的 抗 原 に 選 択 的 に 結 合 す る こ と が で き る 能
力 を 保 存 す る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 こ の よ う に し て 得 ら れ る モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 又 は ポ リ ク ロ ナ ー ル 抗 体 、 あ る い は そ の 断
片 は 診 断 用 組 成 物 に 組 み 込 ま れ 、 該 診 断 用 組 成 物 は 、 生 物 学 的 試 料 を 、 抗 体 ／ 抗 原 複 合 体
の 形 成 を 可 能 に す る 条 件 下 で 前 記 組 成 物 と 接 触 さ せ 、 次 い で 前 記 複 合 体 の 形 成 を 検 出 す る
こ と に よ る 生 物 学 的 試 料 中 の 前 記 の 少 な く と も 一 つ の ポ リ ペ プ チ ド 又 は 一 つ の ペ プ チ ド 断
片 の 検 出 方 法 で 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 発 明 の 主 題 は ま た 、 前 記 の ポ リ ペ プ チ ド 又 は ペ プ チ ド 断 片 を 含 有 す る 診 断 用 組 成 物 、
及 び HXHVウ イ ル ス に 感 染 し て い る 又 は お そ ら く は 感 染 し て い る と 疑 わ れ る 生 物 学 的 試 料 を
、 抗 体 ／ 抗 原 複 合 体 の 形 成 を 可 能 に す る 所 定 の 条 件 下 で 前 記 診 断 用 組 成 物 と 接 触 さ せ 、 前
記 複 合 体 の 形 成 を 検 出 す る こ と に よ る HXHVウ イ ル ス あ る い は 少 な く と も 本 発 明 の ポ リ ペ プ
チ ド 又 は ペ プ チ ド 断 片 に 対 す る 抗 体 の 検 出 方 法 で あ る 。 こ れ は 、 ウ イ ル ス と の 感 染 中 に 、
宿 主 が こ の ウ イ ル ス に 対 し て 抗 体 を 生 じ る （ 体 液 性 応 答 ） こ と が 知 ら れ て い る か ら で あ る
。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 発 明 の 主 題 は ま た 、 少 な く と も HXHVウ イ ル ス に 感 染 し た ヒ ト 又 は 動 物 の 治 療 に 使 用 さ
れ る 医 薬 組 成 物 を 製 造 す る た め の 生 物 学 的 物 質 、 並 び に HXHVウ イ ル ス 感 染 症 に 対 す る 治 療
用 ワ ク チ ン 及 び 可 能 性 の あ る HXHVウ イ ル ス 感 染 症 を 予 防 す る た め の 予 防 用 ワ ク チ ン を 製 造
す る の に 使 用 で き る 免 疫 原 又 は ワ ク チ ン 組 成 物 で あ る 。 前 記 の 免 疫 原 製 剤 は 、 本 発 明 の 少
な く と も 一 つ の 天 然 、 組 換 え 又 は 合 成 ポ リ ペ プ チ ド 又 は ペ プ チ ド 断 片 を 、 製 薬 学 的 に 許 容
し 得 る ビ ヒ ク ル 及 び ／ 又 は 補 助 剤 及 び ／ 又 は 希 釈 剤 及 び ／ 又 は 賦 形 剤 と 組 み 合 わ せ て 含 有
し て な る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 発 明 の 主 題 は ま た 、 HXHVウ イ ル ス に 感 染 し た 患 者 に 投 与 し た 場 合 に 、 該 ウ イ ル ス の 増
殖 及 び ／ 又 は 複 製 を 低 下 さ せ る 能 力 又 は 場 合 に よ っ て は 抑 制 す る 能 力 を 有 す る 医 薬 組 成 物
を 製 造 す る た め の 、 前 記 の 少 な く と も 一 つ の ポ リ ペ プ チ ド 又 は ペ プ チ ド 断 片 に 特 異 的 な 、
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本 発 明 の 少 な く と も 一 つ の モ ノ ク ロ ナ ー ル 又 は ポ リ ク ロ ナ ー ル 抗 体 あ る い は 前 記 の の 抗 体
の 少 な く と も 一 つ の 断 片 の 使 用 で あ る 。 こ れ ら の 抗 体 又 は そ の 断 片 は 、 中 和 抗 体 と 呼 ば れ
る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 “ 生 物 学 的 試 料 ” と い う 用 語 は 、 例 え ば 、 血 液 、 血 清 、 血 漿 又 は 組 織 試 料 、 例 え ば 肝 生
検 抽 出 物 を 意 味 す る こ と を 意 図 す る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 調 製 さ れ た ワ ク チ ン は 、 注 射 可 能 で あ る 、 す な わ ち 溶 液 又 は 懸 濁 液 状 で あ る 。 オ プ シ ョ
ン と し て 、 製 剤 は 乳 化 さ せ る こ と も で き る 。 抗 原 分 子 は 、 製 薬 学 的 に 許 容 し 得 且 つ 有 効 成
分 と 混 和 性 で あ る 賦 形 剤 と 混 合 す る こ と が で き る 。 都 合 の よ い 賦 形 剤 の 例 は 、 水 、 食 塩 溶
液 、 デ キ ス ト ロ ー ス 、 グ リ セ ロ ー ル 、 エ タ ノ ー ル 又 は こ れ ら の 均 等 物 及 び こ れ ら の 組 み 合
わ せ で あ る 。 所 望 な ら ば 、 ワ ク チ ン は 、 少 量 の 補 助 物 質 、 例 え ば 湿 潤 剤 又 は 乳 化 剤 、 pH緩
衝 剤 又 は 補 助 剤 （ ア ジ ュ バ ン ト ） 、 例 え ば 水 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム 、 ム ラ ミ ル ジ ペ プ チ ド 、 又
は こ れ の 変 形 物 （ variations） を 含 有 す る こ と が で き る 。 ペ プ チ ド の 場 合 に は 、 そ れ よ り
も 大 き い 分 子 （ KLH、 破 傷 風 毒 素 ） に 対 す る ペ プ チ ド の 連 結 は 、 場 合 に よ り 免 疫 原 性 を 高
め る 。 ワ ク チ ン は 、 筋 肉 内 注 射 な ど の 注 射 に よ り 慣 用 的 に 投 与 さ れ る 。 そ の 他 の 投 与 方 法
に 都 合 の よ い 別 の 製 剤 と し て は 、 坐 薬 、 場 合 に よ っ て は 経 口 製 剤 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 “ 製 薬 学 的 に 許 容 し 得 る ビ ヒ ク ル ” と い う 用 語 は 、 例 え ば Remingtonの Pharmaceutical 
Sciences 第 16版 （ Mack Publishing Co.発 行 ） に 記 載 さ れ て い る よ う な 、 ヒ ト 又 は 動 物 に
投 与 す る こ と が で き る 担 体 及 び ビ ヒ ク ル を 意 味 す る こ と を 意 図 す る 。 製 薬 学 的 に 許 容 し 得
る ビ ヒ ク ル は 、 等 張 性 又 は 低 張 性 で あ る か 、 あ る い は 弱 い 高 張 性 を 示 し 且 つ 比 較 的 低 い イ
オ ン 強 度 を 有 す る こ と が 好 ま し い 。 製 薬 学 的 に 許 容 し 得 る 賦 形 剤 及 び 補 助 剤 （ ア ジ ュ バ ン
ト ） の 定 義 は ま た 、 前 記 の Remingtonの Pharmaceutical Sciencesに も 示 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 ま た 、 本 発 明 の 主 題 は ：
－ 　 所 定 の 緊 縮 条 件 下 で 、 本 発 明 の 核 酸 配 列 あ る い は DMA又 は RNAの ヌ ク レ オ チ ド 断 片 あ る
い は DNA又 は RNA分 子 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が で き る こ と を 特 徴 と す る プ ロ ー ブ ； 〔 好
ま し く は 、 本 発 明 の プ ロ ー ブ は 、 少 な く と も 12個 の ヌ ク レ オ チ ド 、 好 ま し く は 少 な く と も
17個 、 18個 、 19個 、 20個 、 21個 、 22個 、 23個 、 24個 又 は 25個 の ヌ ク レ オ チ ド か ら な り 且 つ
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 検 出 す べ き プ ロ ー ブ ／ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 複 合 体 の Ｔ ｍ （ 溶
融 温 度 ） よ り も 低 い ほ ぼ １ ２ ～ ２ ０ ℃ の 間 か ら 選 択 さ れ る 温 度 及 び 塩 濃 度 の 組 み 合 わ せ に
相 当 す る 緊 縮 条 件 下 で 行 わ れ る 〕 ；
－ 　 所 定 の 緊 縮 条 件 下 で 、 本 発 明 の 核 酸 配 列 あ る い は DMA又 は RNAの ヌ ク レ オ チ ド 断 片 あ る
い は DNA又 は RNA分 子 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が で き る こ と を 特 徴 と す る プ ラ イ マ ー ；
〔 好 ま し く は 、 本 発 明 の プ ラ イ マ ー は 、 少 な く と も 12個 の ヌ ク レ オ チ ド 、 好 ま し く は 少 な
く と も 17個 、 18個 、 19個 、 20個 、 21個 、 22個 、 23個 、 24個 又 は 25個 の ヌ ク レ オ チ ド か ら な
り 且 つ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 増 幅 及 び ／ 又 は 検 出 す べ き プ ラ イ マ ー ／ ヌ ク レ オ チ ド
配 列 の 複 合 体 の Ｔ ｍ （ 溶 融 温 度 ） よ り も 低 い ほ ぼ １ ２ ～ ２ ０ ℃ の 間 か ら 選 択 さ れ る 温 度 及
び 塩 濃 度 の 組 み 合 わ せ に 相 当 す る 緊 縮 条 件 下 で 行 わ れ る 。 配 列 番 号 ３ ２ ～ ３ ７ に 示 さ れ る
プ ラ イ マ ー は 新 規 で あ り 且 つ 実 験 の 部 に 記 載 の よ う に プ ラ イ マ ー 対 は HXHVウ イ ル ス 核 酸 を
増 幅 す る の に 使 用 さ れ 、 前 記 の プ ラ イ マ ー 対 は 、 次 の 対 ： 配 列 番 号 ３ １ ／ 配 列 番 号 ３ ２ 、
配 列 番 号 ３ １ ／ 配 列 番 号 ３ ３ 、 配 列 番 号 ３ ４ ／ 配 列 番 号 ３ ５ 、 及 び 配 列 番 号 ３ ６ ／ 配 列 番
号 ３ ７ の 中 か ら 選 択 さ れ る こ と が 好 ま し い 〕 ;
－ 　 核 酸 配 列 あ る い は DNA又 は RNAの ヌ ク レ オ チ ド 断 片 あ る い は DNA又 は RNA分 子 に 結 合 す る
こ と が で き る こ と を 特 徴 と す る 抗 核 酸 抗 体 ；
－ 　 前 記 の 少 な く と も 一 つ の プ ロ ー ブ 又 は 一 つ の プ ラ イ マ ー 又 は 一 つ の 抗 核 酸 抗 体 を 含 有
し て な る こ と を 特 徴 と す る 診 断 用 組 成 物 ；
－ 　 HXHVウ イ ル ス に 感 染 し て い る 又 は お そ ら く は 感 染 し て い る と 疑 わ れ る 患 者 か ら 生 物 学
的 試 料 を 採 取 し 、 前 記 試 料 を 、 必 要 な ら ば 、 処 理 し て そ れ か ら DNA及 び ／ 又 は RNAを 抽 出 し
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、 前 記 試 料 を 所 定 の 緊 縮 条 件 下 で 本 発 明 の 少 な く と も 一 つ の プ ロ ー ブ 又 は プ ラ イ マ ー と 接
触 さ せ 、 次 い で 試 料 中 の ウ イ ル ス DNA及 び ／ 又 は RNAの 存 在 を 、 前 記 ウ イ ル ス DNA及 び ／ 又
は RNAと 少 な く と も 一 つ の プ ロ ー ブ と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 う こ と に よ っ て 、 あ
る い は 前 記 DNA及 び ／ 又 は RNA（ 例 え ば 、 本 発 明 の 実 験 の 部 に 記 載 の よ う に し て ） を 増 幅 さ
せ る こ と に よ っ て 検 出 す る こ と に よ る ウ イ ル ス DNA及 び ／ 又 は RNAの 検 出 方 法 ； 及 び
－ 　 血 清 又 は 血 漿 試 料 を 患 者 か ら 採 取 し 、 前 記 試 料 を 、 必 要 な ら ば 、 処 理 し て そ れ か ら DN
A及 び ／ 又 は RNAを 抽 出 し 、 前 記 試 料 を 少 な く と も 一 つ の 抗 核 酸 抗 体 と 接 触 さ せ （ 前 記 の 抗
体 は 、 場 合 に よ り 適 当 な 標 識 で 標 識 さ れ て い て も よ い ） 且 つ 核 酸 ／ 抗 体 複 合 体 の 形 成 を 行
う こ と に よ る ウ イ ル ス DNA及 び ／ 又 は RNAの 検 出 方 法
に 関 す る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 プ ロ ー ブ  又 は プ ラ イ マ ー の 製 造 は 、 当 業 者 の 一 般 知 識 の 一 部 で あ
る 。 特 に 、 制 限 酵 素 の 使 用 、 及 び 自 動 合 成 装 置 を 用 い た 化 学 合 成 の 使 用 を 挙 げ 得 る 。 所 定
の 緊 縮 条 件 下 で 、 前 記 の DNA又 は RNAヌ ク レ オ チ ド 配 列 あ る い は ヌ ク レ オ チ ド 断 片 に ハ イ ブ
リ ダ イ ズ す る こ と が で き る プ ロ ー ブ 及 び プ ラ イ マ ー は 、 こ の 定 義 の 一 部 で あ る 。 適 当 な 緊
縮 条 件 を 定 め る こ と は 、 当 業 者 の 範 囲 内 に あ る 。 特 有 の 緊 縮 条 件 は 、  調 べ ら れ る ハ イ ブ
リ ッ ド の Ｔ ｍ (溶 融 温 度 )よ り も 低 い 約 １ ２ ～ ２ ０ ℃ の 間 か ら 選 択 さ れ る 温 度 と 塩 濃 度 と の
組 み 合 わ せ に 相 当 す る 緊 縮 条 件 で あ る 。 従 っ て 、 George H. Kellerと  Mark M. Manakに よ
る 著 作 、 DNA PROBES, 第 ２ 版 、 Stockton Press発 行 、 1993年 （ 49 West 24 t h  St., New 
York, N.Y. 10010 USA） を 参 考 に し 得 る 。 場 合 に よ り 核 酸 配 列 の 単 一 の 位 置 の 突 然 変 異 さ
え も 判 別 す る た め の 緊 縮 条 件 は 、 少 な く と も 1979年 以 来 、 知 ら れ て い る 。 例 と し て 、
Wallace R.B et al., DNA. Nucleic Acids Res. 6, 3543-3557 (1979)、 Wallace R.B. et
 al., Science, 209, 1396-1400 (1980)、 Itakura K. and Riggs A.D., Science, 209, 
1401-1405 (1980)、  Suggs S.V. et al., PNAS, 78, 6613-6617 (1981)、  Wallace R.B. 
et al., DNA. Nucleic Acids Res., 9, 3647-3656 (1981)、  Wallace R.B. et al., DNA.
 Nucleic Acids Res., 9, 879-894 (1981) 及 び Conner B.J. et al., PNAS, 80, 278-282
 (1983) を 挙 げ 得 る 。 ま た 、 抗 核 酸 抗 体 を 製 造 す る 方 法 は 公 知 で あ る 。 例 と し て 、
Philippe Cros et al., Nucleic Acids Researc, 1994, Vol.22, No.15, 2951-2957；  
Anderson, W.F. et al., (1988) Bioessays, 8(2), 69-74；  Lee, J.S. et al., (1984) 
FEES Lett., 168, 303-306；  Malfoy, B. et al., (1982) Biochemistry, 21(22), 5463-
5467；  Stollar, B.D. et al., J.J. (eds) Methods in Enzymology, Academic Press, 
pp70-85；  Traincard, F. et al., (1989) J. Immunol. Meth., 123, 83-91 及 び
Traincard, F. et al.,　 (1989) Mol. Cell. Probes, 3, 27-38 を 挙 げ 得 る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 ま た 、 本 発 明 は ：
－ 　 本 発 明 の 少 な く と も 一 つ の ポ リ ペ プ チ ド 又 は 一 つ の ペ プ チ ド 断 片 を コ ー ド す る DNA配
列 を 含 有 し て な る ワ ク チ ン 組 成 物 （ 前 記 の DNAは 、 適 切 で 且 つ 製 薬 学 的 に 許 容 し 得 る ビ ヒ
ク ル 及 び ／ 又 は 希 釈 剤 及 び ／ 又 は 賦 形 剤 と 混 合 さ れ る ） ；
－ 　 本 発 明 の 少 な く と も 一 つ の ポ リ ペ プ チ ド 又 は 一 つ の ペ プ チ ド 断 片 の 合 成 を 特 異 的 に 妨
害 す る こ と が で き る こ と を 特 徴 と す る ア ン チ セ ン ス 又 は 抗 遺 伝 子 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ；
－ 　 少 な く と も 一 つ の ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 又 は 一 つ の 抗 遺 伝 子 オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド を 含 有 し て な る こ と を 特 徴 と す る 医 薬 組 成 物 ；
－ 　 関 心 事 の 医 薬 又 は ワ ク チ ン の 少 な く と も 一 つ の 遺 伝 子 を 含 有 し て な る こ と を 特 徴 と す
る ベ ク タ ー 〔 前 記 の 遺 伝 子 は 、 特 に 下 記 の (i)～ (iv)： す な わ ち 、
(i)　 本 発 明 の 少 な く と も ポ リ ペ プ チ ド 又 は ペ プ チ ド 断 片 ； 又 は
(ii) 前 記 (i)に 記 載 の 少 な く と も 一 つ の ポ リ ペ プ チ ド 又 は ペ プ チ ド 断 片 に 結 合 す る こ と が
で き る 抗 体 の 少 な く と も 全 部 又 は 一 部 ； 又 は
(iii) 前 記 (i)に 記 載 の 少 な く と も 一 つ の ポ リ ペ プ チ ド 又 は ペ プ チ ド 断 片 を 阻 害 す る 少 な
く と も 分 子 ； 又 は
(iv) 前 記 (i)に 記 載 の 少 な く と も 一 つ の ポ リ ペ プ チ ド 又 は ペ プ チ ド 断 片 に 結 合 す る こ と が
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で き る 及 び ／ 又 は そ の 機 能 を 阻 害 す る こ と が で き る 少 な く と も リ ガ ン ド 又 は リ ガ ン ド の 一
部 ；
を コ ー ド す る 〕 ；
－ 　 特 に 、 前 記 の ベ ク タ ー を 含 有 し て な る こ と 及 び 関 心 事 の 前 記 遺 伝 子 を そ の 生 体 内 発 現
を 確 実 に す る 要 素 の 制 御 下 に 置 く こ と を 特 徴 と す る 医 薬 又 は ワ ク チ ン 組 成 物 ；
－ 　 医 薬 又 は ワ ク チ ン 組 成 物 を 製 造 す る た め の 生 物 学 的 物 質 で あ っ て 、 特 に ヒ ト 又 は 哺 乳
動 物 生 物 に 投 与 す る こ と 及 び 場 合 に よ っ て 予 め 培 養 す る こ と を 可 能 に す る 形 態 の 少 な く と
も 一 つ の 細 胞 、 特 に 抗 体 を 自 然 に 産 生 し な い 細 胞 を 含 有 し て な る 生 物 学 的 物 質 （ 前 記 の 細
胞 は 、 本 発 明 の 少 な く と も 一 つ の 核 酸 配 列 又 は 少 な く と も 一 つ の 核 酸 断 片 又 は 少 な く と も
一 つ の DNA分 子 又 は 少 な く と も 一 つ の ベ ク タ ー を 用 い て 生 体 外 で 遺 伝 子 組 み 換 え さ れ 、 前
記 の 核 酸 配 列 、  ヌ ク レ オ チ ド 断 片 、 DNA分 子 及 び ベ ク タ ー の 遺 伝 子 は 、 本 発 明 の 少 な く と
も 一 つ の ポ リ ペ プ チ ド 又 は 一 つ の ペ プ チ ド 断 片 を 生 体 内 で コ ー ド す る か 、 あ る い は 本 発 明
の ポ リ ペ プ チ ド 又 は ペ プ チ ド 断 片 に 結 合 す る こ と が で き る 抗 体 の 少 な く と も 全 部 又 は 一 部
を コ ー ド す る か 、 あ る い は 少 な く と も 一 つ の ポ リ ペ プ チ ド 又 は ペ プ チ ド 断 片 の 機 能 及 び ／
又 は 結 合 及 び ／ 又 は 発 現 を 阻 害 す る 少 な く と も 一 つ の 分 子 を コ ー ド す る も の で あ る ） ；
－ 　 前 記 の 生 物 学 的 物 質 を 含 有 し て な る 医 薬 又 は ワ ク チ ン 組 成 物 ；
－ 　 遺 伝 子 組 み 換 え 細 胞 、 特 に 真 核 細 胞 、 例 え ば COS細 胞 、 CHO細 胞 、 Vero細 胞 、 BHK細 胞
、 PK15細 胞 及 び RK13細 胞 ； ヒ ト 骨 肉 腫 細 胞 系 、 HeLaヒ ト 細 胞 系 及 び ヒ ト 肝 癌 細 胞 系 、 昆 虫
細 胞 系 ；  下 等 真 核 生 物 の 細 胞 、 例 え ば 酵 母 細 胞 、 特 に サ ッ カ ロ ミ セ ス （ ）
属 、 シ ゾ サ ッ カ ロ マ イ セ ス ( ） 属 、 ク ル ベ ロ マ イ セ ス ( ）
属 、 Hanseluna属 、 Yarowia属 、 Schwaniomyces属 、 チ ゴ サ ッ カ ロ マ イ セ ス
（ ） 属 及 び ピ キ ア （ ） 属 か ら 誘 導 さ れ る 細 胞 、 好 ま し く は サ ッ
カ ロ マ イ セ ス ・ セ ル ビ ジ ェ ー （  ） 、 サ ッ カ ロ マ イ セ ス ・ カ ー ル
ス ベ ル ゲ ン シ ス （  ） 、 シ ゾ サ ッ カ ロ マ イ セ ス ・ ボ ン ベ
（  ） 、 ク ル ベ ロ マ イ セ ス ・ ラ ク テ ィ ス (  ）
及 び ピ キ ア ・ パ ス ト ー リ ス (  ） 細 胞 の 中 か ら 選 択 さ れ る 細 胞 ； 原 核 細 胞 、
例 え ば 大 腸 菌 か ら 誘 導 さ れ る 細 胞 ； （ 前 記 の 細 胞 は 、 本 発 明 の 少 な く と も 一 つ の 核 酸 配 列
又 は 少 な く と も 一 つ の ヌ ク レ オ チ ド 断 片 又 は DNA分 子 又 は ベ ク タ ー を 用 い て 形 質 転 換 さ れ
る ） ； 及 び
－ 　 か か る 細 胞 を 含 有 し て な る 医 薬 又 は ワ ク チ ン 組 成 物
に 関 す る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 前 記 の 医 薬 組 成 物 は 、 特 に 組 換 え タ ン パ ク 質 を 基 剤 と す る “ 慣 用 の ” ワ ク チ ン 組 成 物 に
関 し て 特 に 都 合 の よ い DNAワ ク チ ン 組 成 物 で あ る 。 こ れ は 、 組 換 え タ ン パ ク 質 の ワ ク チ ン
目 的 の 使 用 は 面 倒 で 且 つ 費 用 の か か る 系 で あ る か ら で あ り 、 特 に 極 め て 多 く の 組 換 え 抗 原
の 精 製 工 程 を 必 要 と す る か ら で あ る 。 ま た 、 遭 遇 す る 問 題 の 一 つ は 、 良 好 な 免 疫 記 憶 を 十
分 に 長 く 維 持 す る ワ ク チ ン 持 続 性 を 得 る こ と で あ る 。 逆 に 、 DNAに よ る 免 疫 処 置 方 法 （ そ
の 利 点 は 、 DNAの 固 有 特 性 に 特 有 で あ る ） は 、 簡 単 で あ り 且 つ 比 較 的 安 価 で あ り 且 つ 筋 肉
内 又 は 皮 内 注 射 で 簡 単 に 行 わ れ る 。 ま た 、 下 記 の こ と が 認 め ら れ る べ き で あ る ：
－ 　 DNAワ ク チ ン は 非 伝 染 性 ／ 非 複 製 性 で あ る 、
－ 　 DNAを 用 い た 免 疫 処 置 は 生 体 内 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 形 態 で あ る こ と か ら 、 ウ イ ル
ス 抗 原 は 哺 乳 動 物 細 胞 中 で そ の 天 然 コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン で 発 現 さ れ る 、
－ 　 ウ イ ル ス 感 染 症 の 場 合 に お け る よ う に 、 幅 広 い 免 疫 応 答 、 す な わ ち 体 液 性 免 疫 応 答 及
び 細 胞 性 免 疫 応 答 が 誘 導 さ れ 、 且 つ
－ 　 ま た 、 DNAワ ク チ ン は 、 そ の 物 理 化 学 的 等 質 性 に よ り 、 容 易 に 組 み 合 わ せ る こ と が で
き る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 最 後 に 、 本 発 明 の 主 題 は 、 天 然 物 、 組 換 え 体 又 は 合 成 物 で あ る か 、 あ る い は 生 物 学 的 試
料 か ら 場 合 に よ り HXHVウ イ ル ス を 感 染 さ せ た 前 記 生 物 学 的 試 料 の 前 処 理 後 に 得 ら れ る 本 発
明 の 少 な く と も 一 つ の ポ リ ペ プ チ ド 又 は 一 つ の ペ プ チ ド 断 片 の １ 回 量 と し て 又 は 所 定 の 間
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隔 で の 反 復 量 と し て 所 定 の 用 量 を 動 物 に 投 与 し 、 該 動 物 か ら 生 物 学 的 試 料 、 好 ま し く は 血
液 又 は 血 清 を 採 取 し 、 次 い で 下 記 の ア ッ セ イ ：
－ 　 (i) ポ リ ペ プ チ ド 又 は ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 な 一 つ 又 は 複 数 の 抗 体 の ア ッ セ イ ； 及 び
／ 又 は
－ 　 (ii)ポ リ ペ プ チ ド 又 は ポ リ ペ プ チ ド 断 片 に 対 し て 、 例 え ば ポ リ ペ プ チ ド 又 は ポ リ ペ プ
チ ド 断 片 に 特 異 的 な “ ヘ ル パ ー ” Ｔ リ ン パ 球 細 胞 の 生 体 外 活 性 化 に 関 す る 試 験 に よ っ て 誘
導 さ れ る 細 胞 性 免 疫 応 答 の ア ッ セ イ
を 行 う こ と に よ る 治 療 剤 の 評 価 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 図 面 は 、 約 1.3 Kbの バ ン ド の 部 分 配 列 を 表 す 。 図 に お い て 、 約 200塩 基 対 の 配 列 決 定 さ
れ て い な い 断 片 の 位 置 を 符 号 （ － ） で 表 す 。 図 に お い て 、 ボ ー ル ド 体 で 示 し た ヌ ク レ オ チ
ド 断 片 は 、 配 列 番 号 １ と 100％ の 配 列 相 同 性 又 は 同 一 性 を 示 す ヌ ク レ オ チ ド 断 片 に 相 当 す
る 。 配 列 番 号 １ に 対 す る そ れ ぞ れ の 位 置 は 、 次 の 通 り ： 253-233、 254-273、 273-254で あ
る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ３ ５ 】
実 施 例 １ ： 抽 出 及 び 伸 長
　 HXHV陽 性 で あ る と 特 定 さ れ た 患 者 か ら 採 取 し た 血 清 試 料 140μ lか ら 、 特 許 出 願 第 PCT/FR
02/04578号 明 細 書 に 記 載 の よ う に し て 、 Qiagen社 製 の QIAamp Viral mini spin Kit (商 品
名 ) を 使 用 し て 、 供 給 業 者 に よ っ て 推 奨 さ れ る プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て PCR(ポ リ メ ラ ー ゼ 連
鎖 反 応 )増 幅 に よ り 、 核 酸 を 抽 出 し た 。   
　 次 い で 、 ビ オ チ ニ ル 化 プ ラ イ マ ー （ Comp S6M13-ビ オ チ ン )（ そ の 配 列 は 以 下 に 示 す ） を
使 用 し て 、 関 心 事 の 配 列 番 号 １ の 配 列 を 伸 長 し た 。 使 用 し た ア ン チ セ ン ス ビ オ チ ニ ル 化 プ
ラ イ マ ー は 、 配 列 番 号 １ の ヌ ク レ オ チ ド 494-475に 相 当 す る 。   
ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ ー  Comp S6M13：
5´ -GCACTGCCGAGTTACATGGC-3´ (配 列 番 号 )
　 上 記 の 伸 長 に つ い て は 、 Roche社 製 の GENEAmp XL PCR Kit (商 品 名 )を 使 用 し 、 供 給 業 者
に よ っ て 推 奨 さ れ た プ ロ ト コ ー ル に 従 っ た 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 50μ lの 反 応 混 合 物 の 組 成 は 次 の 通 り で あ る ：
　 　 25mM Mg(OAc) 2  　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 2.4μ l
　 　 各 dNTP2.5mM　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 4.0μ l
　 　 プ ラ イ マ ー  Comp S6M13　 　 　 　 　 　 2.0μ l（ 20ピ コ モ ル ）
　 　 3.3× XL緩 衝 液 II　 　 　 　 　 　 　 　 　 15.1μ l
　 　 rTth DNAポ リ メ ラ ー ゼ （ ２ U/μ l） 　 0.5μ l（ １ Ｕ ）
　 　 鋳 型 DNA　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 10μ l
　 　 蒸 留 水  　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 16μ l
　 前 記 の 伸 長 は 、 次 の プ ロ グ ラ ム に 従 っ て 行 っ た ：
　 反 応 混 合 物 を 、 92℃ で ２ 分 間 加 熱 し 、 次 い で 35回 の サ イ ク ル に 供 し た 。 そ れ ぞ れ の サ イ
ク ル は 、 92℃ で 30秒 間 加 熱 し 、 55℃ で 30秒 間 加 熱 し 且 つ 68℃ で ３ 分 間 加 熱 す る こ と か ら な
る 。 最 終 的 伸 長 は 、 68℃ で 10分 間 加 熱 し 、 次 い で ４ ℃ で 冷 却 す る こ と に よ り 行 っ た 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
実 施 例 ２ ： 　 伸 長 し た 二 本 鎖 DNAの 取 得
　 実 施 例 １ に 記 載 の プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て 得 ら れ た 伸 長 生 成 物 を 、 Dynal社 製 の Dynabeads
 Kilobase BINDER kit (商 品 名 )を 使 用 し て 、 供 給 業 者 の 使 用 説 明 書 に 従 っ て 単 離 し た 。
得 ら れ た ビ ー ズ (５ μ l)を 、 最 初 に 結 合 緩 衝 液 中 で ２ 回 洗 浄 し 、 次 い で こ の 緩 衝 液 20μ lに
懸 濁 し た 。 伸 長 生 成 物 の ア リ コ ー ト 20μ lを 加 え 、 回 転 培 養 装 置 （ roller） 上 で 懸 濁 物 中
に ビ ー ズ を 保 持 す る よ う に 周 囲 温 度 で ３ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 得 ら れ た 二 本 鎖 DNAを
洗 浄 緩 衝 液 で ２ 回 洗 浄 し 且 つ 蒸 留 水 で １ 回 洗 浄 す る こ と に よ り 精 製 し 、 次 い で ビ ー ズ を 蒸
留 水 20μ lに 再 懸 濁 し 、 ４ ℃ で 保 存 し た 。
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【 ０ ０ ３ ８ 】
実 施 例 ３ ： 消 化 及 び 環 化
　 実 施 例 ２ に 従 っ て 捕 捉 し た 二 本 鎖 DNA ２ μ lを 、 BsaWI酵 素 （ NEB） (そ の 切 断 部 位 は 配 列
番 号 １ の 位 置 299に 対 応 し た ) を 用 い て 60℃ で ２ 時 間 加 熱 す る こ と に よ り 消 化 し た 。 次 い
で 、 酵 素 を 、 80℃ で 20分 間 加 熱 す る こ と に よ り 不 活 性 化 さ せ た 。 こ の 後 に 、 管 を 徐 々 に 冷
却 し 、 消 化 し た DNAを 、 Qiagen社 製 の QIA quick PCR purification Kit (商 品 名 )を 使 用 し
て 精 製 し た 。 次 い で 、 精 製 し た DNAを 、 Roche社 か ら 販 売 さ れ て い る Ｔ ４ リ ガ ー ゼ を 使 用 し
て ４ ℃ で 一 夜 連 結 反 応 に 供 し 、 65℃ で 10分 間 加 熱 す る こ と に よ っ て 連 結 を 終 え た 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
実 施 例 ４ ： 増 幅
　 実 施 例 ３ に 従 っ て 得 ら れ た 連 結 生 成 物 10μ lを 、 Roche社 製 の GeneAmp XL PCR Kit（ 商 品
名 ） を 使 用 し て セ ミ ネ ス テ ッ ド PCRを 行 う た め の 鋳 型 と し て 使 用 し た 。 ２ 回 の PCRを 次 の プ
ロ ト コ ー ル に 従 っ て 同 じ よ う に 行 っ た ：
　 反 応 混 合 物 を 94℃ で ２ 分 間 加 熱 し 、 次 い で 35回 の サ イ ク ル に 供 し た 。 そ れ ぞ れ の サ イ ク
ル は 、 94℃ で 30秒 間 加 熱 し 、 47℃ で 30秒 間 加 熱 し 、 次 い で 68℃ で ３ 分 間 加 熱 す る こ と か ら
な る 。 次 い で 、 反 応 混 合 物 を 、 68℃ で 10分 間 加 熱 し 、 次 い で ４ ℃ で 冷 却 に 冷 却 し た 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
第 １ 回 目 の PCR：
　 反 応 混 合 物 （ 50μ l） の 組 成 ：
　 　 25mM Mg(OAc) 2  　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 2.4μ l
　 　 各 dNTP 2.5mM　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 4.0μ l
　 　 セ ン ス プ ラ イ マ ー  1M13（ 25μ M） 　 　 　 　 1.0μ l
　 　 ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ ー  CIRC1(25μ M） 　 1.0μ l
　 　 3.3× XL緩 衝 液 II 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 15.1μ l
　 　 rTth DNAポ リ メ ラ ー ゼ （ ２ Ｕ /μ l） 　 　 　 0.5μ l（ １ Ｕ ）
　 　 鋳 型 DNA 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 10μ l
　 　 水 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 16μ l
下 記 の プ ラ イ マ ー 対 を 使 用 し た ：
セ ン ス プ ラ イ マ ー （ 1M13） ：
　 5´ -CCCGCCCCGCTGATGAAAAG-3´ （ 配 列 番 号 ３ １ ）
ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ ー （ CIRC 1）
　 5´ -GCGATGGTTGAGTCTCGACTA-3´ （ 配 列 番 号 ３ ２ ）
第 ２ 回 目 の PCR：
　 反 応 混 合 物 （ 50μ l） の 組 成 ：
　 　 25mM Mg(OAc) 2 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 2.4μ l
　 　 各 dNTP 2.5mM 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 4.0μ l
　 　 セ ン ス プ ラ イ マ ー  1M13（ 25μ M）  　 　 　 　 　 　 1.0μ l
　 　 ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ ー  6BRACE5´ (25μ M） 　  1.0μ l
　 　 3.3× XL緩 衝 液 II　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 15.1μ l
　 　 rTth DNAポ リ メ ラ ー ゼ （ ２ U/μ l） 　 　 　 　 　 　 0.5μ l（ １ Ｕ ）
　 　 第 １ 回 目 の PCRの 生 成 物 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 10μ l
　 　 水 　 　  　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 16μ l
次 の プ ラ イ マ ー 対 を 使 用 し た ：
セ ン ス プ ラ イ マ ー  (1M13)：
　 5´ -CCCGCCCCGCTGATGAAAAG-3´ (配 列 番 号 ３ １ )
ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ ー  (6BRACE5´ ):
　
　 XH配 列 （ 配 列 番 号 １ ） 中 の プ ラ イ マ ー の 位 置 は 、 そ れ ぞ れ 次 の 通 り で あ る ：
　 　 1M13：  　 　 　 254-273 
　 　 CIR 1： 　 　 　 253-233
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5´ -AGGTAGCAGGCGATATC-3´ (配 列 番 号 ３ ３ )



　 　 6BRACE5´ ： 　 94-77
【 ０ ０ ４ １ 】
実 施 例 ５ ： ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 及 び ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
　 実 施 例 ４ に 従 っ て 得 ら れ た 増 幅 生 成 物 を 、 1.5％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 に よ り 分 離 し
た 。 ３ つ の バ ン ド が ゲ ル 上 で 認 め ら れ 、 そ の 大 き さ は 1.2 Kb～ 2.5 Kbで あ っ た 。   
　 増 幅 生 成 物 を 、 Hybond-N＋  (商 品 名 ) ナ イ ロ ン 膜 （ Amersham Biosciences UK Limited
製 ） に 移 し た 。 こ の 膜 を 、 3 2 Ｐ 〔 Amersham Pharmacia　 Biotech　 Inc.社 製 の  the Ready 
to Go DNALabelling beads kit (商 品 名 ) を 使 用 し て 生 じ さ せ た 〕 で そ の ３ ´ 末 端 で 標 識
し た 完 全 XH断 片 と 42℃ で 一 夜 ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た 。 次 の 洗 浄 を 65℃ で 行 っ た ： ２ × SSC、 1
5分 間 、 ２ 回 ； １ × SSC、 15分 間 、 ２ 回 ； 0.5× SSC、 15分 間 、 ２ 回 。 膜 を － 80℃ で 一 夜 オ ー
ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー に 供 し た 。 上 記 の ３ つ の バ ン ド は 、 現 像 後 に Ｘ 線 フ ィ ル ム 上 に 弱 い 信
号 を 示 し た 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
実 施 例 ６ ： ク ロ ー ニ ン グ 及 び 配 列 決 定
　 上 記 の ３ つ の バ ン ド そ れ ぞ れ を 、 ベ ク タ ー PCR2.1-TOPO（ Invitrogen社 製 ） に ク ロ ー ン
化 し た 。 次 い で 、 得 ら れ た ク ロ ー ン を 、 コ ロ ニ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ り 選 別 し 、
EcoRI酵 素 （ Gibco BRL製 ） を 使 用 し て 同 定 し た 。 陽 性 ク ロ ー ン を 選 択 し て 配 列 決 定 し た 。
　 配 列 決 定 の 結 果 は 、 1133塩 基 対 の 断 片 を 明 ら か に し た 。 デ ー タ ベ ー ス ラ イ ブ ラ リ ー で 行
っ た 調 査 は 、 有 意 な 配 列 相 同 性 を 示 さ な か っ た 。 上 記 の 1133塩 基 対 の 断 片 を 、 配 列 表 に 配
列 番 号 ２ 及 び ３ と し て 示 し た 。 こ れ は ま た 図 に も 示 し た 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
実 施 例 ７ ： 反 復
　 実 施 例 ３ に 記 載 の 同 じ 消 化 及 び 環 化 生 成 物 を 使 用 し て 、 実 施 例 ４ に 記 載 の プ ロ ト コ ー ル
に 従 っ て さ ら に 増 幅 を 行 い 、 次 い で 実 施 例 ５ に 記 載 の ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 及 び ハ イ ブ
リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 操 作 を 行 っ た 。 こ の ア ッ セ イ に お い て 、 単 一 の バ ン ド （ そ の 大 き さ は 約
1.3 Kbで あ っ た ） が ゲ ル 上 に 認 め ら れ た 。 実 施 例 ６ に 記 載 の よ う に し て ク ロ ー ニ ン グ し 、
配 列 決 定 し た 後 に 、 実 施 例 ６ に 記 載 の 断 片 に 対 応 す る 1133塩 基 対 の 断 片 （ 配 列 番 号 ２ 及 び
３ 並 び に 図 ） を 得 た 。   
　 HXHVウ イ ル ス に 対 す る こ の 1133塩 基 対 の 断 片 の 関 連 性 を 以 下 に 記 載 の よ う に 検 証 し た 。
　 使 用 し た 配 列 決 定 に 固 有 の 制 限 に よ り 、 ゲ ル 上 で 視 覚 化 さ れ た 約 1.3 Kbの バ ン ド の 配 列
は 、 不 完 全 で あ る こ と が 判 明 し た 。 実 際 に 、 約 1300塩 基 対 の 断 片 が 期 待 さ れ た 。 従 っ て 、
本 発 明 者 ら は 、 さ ら に 操 作 を 用 い て 、 約 1.3 Kbの バ ン ド の 完 全 な 配 列 決 定 を 以 下 に 記 載 の
よ う に し て 行 っ た 。 最 初 の 配 列 決 定 で 配 列 決 定 さ れ な か っ た 部 分 （ こ れ は 約 200塩 基 対 の
断 片 に 相 当 す る ） を 、 そ の 位 置 に つ い て 図 に 符 号 （ － ） で 示 す 。 最 初 の 配 列 決 定 さ れ た 断
片 を 配 列 番 号 ２ に 示 し 、 第 二 の 配 列 決 定 さ れ た 断 片 を 配 列 表 の 配 列 番 号 ３ に 示 す 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
実 施 例 ８ ： 1133塩 基 対 の 断 片 の 関 連 性
　 HXHVウ イ ル ス に 対 す る 1133塩 基 対 の 断 片 の 関 連 性 を 検 証 す る た め に 、 複 数 の ネ ス テ ッ ド
PCRを 平 行 し て 行 っ た 。   
・ 　 17種 の 血 清 （ そ の 中 の 10種 は 特 許 出 願 第 PCT/FR02/04578号 明 細 書 に 記 載 の HXHVウ イ ル
ス の ORF4に つ い て 陽 性 で あ り 、 ７ 種 は こ の 同 じ ORF4に つ い て 陰 性 で あ っ た ） の ス ク ロ ー ス
勾 配 を 用 い て 得 ら れ た 画 分 を 使 用 し て 、 核 酸 を 抽 出 し 、 Promega社 製 の Taq DNAポ リ メ ラ ー
ゼ を 使 用 し て 下 記 の プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て ネ ス テ ッ ド PCRを 行 っ た ：
　 反 応 混 合 物 を 94℃ で ５ 分 間 加 熱 し 、 次 い で 35回 の サ イ ク ル に 供 し た 。 そ れ ぞ れ の サ イ ク
ル は 、 94℃ で 45秒 間 加 熱 し 、 43℃ で 45秒 間 加 熱 し  且 つ 72℃ で １ 分 間 加 熱 す る こ と か ら な
る 。 次 い で 、 反 応 混 合 物 を 72℃ で 10分 間 の 加 熱 に 供 し 、 次 い で ４ ℃ に 冷 却 し た 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
第 １ 回 目 の PCR：
　 反 応 混 合 物 （ 50μ l） の 組 成 ：
　 　 10× MgCl 2 を 有 す る Taq緩 衝 液 　 　 　 　 　 　 　 5.0μ l
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　 　 各 dNTP 10mM 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 2.0μ l
　 　 セ ン ス プ ラ イ マ ー  XF4（ 25μ M）  　 　 　 　 　 1.0μ l
　 　 ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ ー  XB12（ 25μ M） 　 　 1.0μ l
　 　 Taq DNAポ リ メ ラ ー ゼ （ ２ U/μ l） 　 　 　 　 　 0.5μ l
　 　 鋳 型 DNA 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 10μ l
　 　 水 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 30.5μ l
下 記 の プ ラ イ マ ー 対 を 使 用 し た ：
セ ン ス プ ラ イ マ ー  (XF4)：
　 5´ -CCTTCTGGAGAGGGATTTC-3´ (配 列 番 号 ３ ４ )
ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ ー  (XB12):
　
【 ０ ０ ４ ６ 】
第 ２ 回 目 の PCR：
　 反 応 混 合 物 （ 50μ l） の 組 成 ：
　 　 10× MgCl 2 を 有 す る Taq緩 衝 液  　 　 　 　 　 　 　 5.0μ l
　 　 各 dNTP 10mM　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 2.0μ l
　 　 セ ン ス プ ラ イ マ ー  XF1（ 25μ M） 　 　 　 　 　 　 1.0μ l
　 　 ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ ー  XB1（ 25μ M） 　 　 　 1.0μ l
　 　 Taq DNAポ リ メ ラ ー ゼ （ ５ U/μ l）  　 　 　 　 　 0.5μ l
　 　 第 １ 回 目 の 生 成 物 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 10μ l
　 　 水 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 35.5μ l
　 次 の プ ラ イ マ ー 対 を 使 用 し た ：
セ ン ス プ ラ イ マ ー  (XF1)：
　 5´ -TAGAGTTGCGAGGCGTGACC-3´ （ 配 列 番 号 ３ ６ ）
ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ ー  (XB1)：
　
　 配 列 番 号 ４ の 配 列 中 の プ ラ イ マ ー の 位 置 は 、 そ れ ぞ れ 次 の 通 り で あ る ：
　 　 XF4： 　  482-500
　 　 XB12： 　 1255-1236
　 　 XF1：  　  944-963
　 　 XB1：  　 1186-1166
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 実 施 例 ４ に 従 っ て 得 ら れ た 増 幅 生 成 物 を 、 1.5％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 に よ り 分 離 し
た 。 得 ら れ た 増 幅 生 成 物 を 、 Hybond-N＋ （ 商 品 名 ） ナ イ ロ ン 膜 （ Amersham Biosciences 
UK Limited製 ） 上 に 移 し た 。 こ の 膜 を 、 3 2 Ｐ で そ の ３ ´ 末 端 を 標 識 し た 第 ２ 回 目 の PCRの
生 成 物 と 42℃ で 一 夜 ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た 。 第 ２ 回 目 の 生 成 物 を Qiaquick Gel Extraction 
Kit（ 商 品 名 ） を 用 い て 精 製 し 、 Amersham Pharmacia Biotech Inc.製 の  Ready to Go DNA
 Labelling beads kit（ 商 品 名 ） を 使 用 し て 標 識 し た 。 次 の 洗 浄 を 65℃ で 行 っ た ： 2X SSC
、 15分 間 、 ２ 回 ； １ X SSC、 15分 間 、 ２ 回 ； 0.5X SSC、 15分 間 、 ２ 回 。 膜 を オ ー ト ラ ジ オ
グ ラ フ ィ ー に － 80℃ で 一 夜 供 し た 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 約 240塩 基 対 の 期 待 し た 大 き さ の バ ン ド は 、 HXHVウ イ ル ス の ORF4に つ い て 陽 性 で あ っ た  
10個 の 画 分 の 中 の ３ つ の 画 分 の 増 幅 さ せ た 核 酸 中 に 認 め ら れ た 。 HXHVウ イ ル ス の ORF4に つ
い て 陰 性 で あ っ た ７ 個 の 画 分 に つ い て は 、 バ ン ド は 現 れ な か っ た 。   
・ 　 非 Ａ ～ Ｅ 患 者 か ら 得 た 15種 類 の 血 清 （ そ の 中 の ９ 種 類 は HXHV ORF4に つ い て 陽 性 で あ
り 、 ６ 種 類 は こ の 同 じ ORFに つ い て 陰 性 で あ っ た ） か ら 抽 出 し た 核 酸 を 、 前 記 の プ ロ ト コ
ー ル と 同 じ プ ロ ト コ ー ル を 用 い て 、 ネ ス テ ッ ド PCRに よ り 増 幅 し た 。 次 い で 、 得 ら れ た 増
幅 生 成 物 を ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 に よ り 分 離 し 、 膜 を ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 前 記 の プ ロ ト
コ ー ル と 同 じ プ ロ ト コ ー ル を 用 い て オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー に よ り 、 バ ン ド が 明 ら か さ れ
た 。   
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5´ -TGTTACCTGCTACTTCGTGC-3´ (配 列 番 号 ３ ５ )

5´ -CCTTATCCAGTGGCTTTTGGC-3´ （ 配 列 番 号 ３ ７ ）



　 約 240塩 基 対 の 期 待 し た 大 き さ の バ ン ド は 、 HXHVウ イ ル ス の ORF4に つ い て 陽 性 で あ っ た
９ 個 の 血 清 の 中 の ３ 個 の 血 清 か ら 増 幅 さ せ た 核 酸 中 に 認 め ら れ た 。 HXHVウ イ ル ス の ORF4に
つ い て 陰 性 で あ っ た ６ 個 の 血 清 に つ い て は 、 バ ン ド は 現 れ な か っ た 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 従 っ て 、 血 清 画 分 か ら 、 従 っ て 血 清 か ら 得 ら れ た 結 果 か ら 、 1133塩 基 対 の 配 列 が HXHVウ
イ ル ス に 関 連 す る こ と が 確 認 さ れ た 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
実 施 例 ９ ： 約 1.3 Kbの バ ン ド の 完 全 配 列 決 定
　 PCR生 成 物 を 、 酵 素 消 化 （ 酵 素  Exosup - 商 品 名 ） に よ り 精 製 し た 。 得 ら れ た 核 酸 を 蛍
光 分 析 に よ り 定 量 し た 。 配 列 決 定 反 応 を 、 配 列 決 定 す べ き 領 域 に つ い て 特 異 的 な プ ラ イ マ
ー の 存 在 下 で の 酵 素 反 応 に よ っ て 行 っ た 。 次 い で 、 生 成 物 を Applied Biosystem 3730 XL 
sequencer (商 品 名 )に 注 入 し た 。 得 ら れ た DNA配 列 は 、 配 列 番 号 ４ に 示 す 1314塩 基 対 の 配
列 で あ っ た 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ５ １ 】
【 図 １ 】 図 １ は 、 約 1.3 Kbの バ ン ド の 部 分 配 列 を 表 す 。 図 に お い て 、 約 200塩 基 対 の 配 列
決 定 さ れ て い な い 断 片 の 位 置 を 符 号 （ － ） で 表 す 。 図 に お い て 、 ボ ー ル ド 体 で 示 し た ヌ ク
レ オ チ ド 断 片 は 、 配 列 番 号 １ と 100％ の 配 列 相 同 性 又 は 同 一 性 を 示 す ヌ ク レ オ チ ド 断 片 に
相 当 す る 。 配 列 番 号 １ に 対 す る そ れ ぞ れ の 位 置 は 次 の 通 り ： 253-233、 254-273、 273-254
で あ る 。
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【 配 列 表 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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4 SEQ ID NO：本发明中，多肽和编码分离的核酸序列可以从HXHV病毒核酸序列，其包含的序列互补的特定的序列或SEQ ID NO
的序列的基因组中得到的4-，由核酸序列它的用途。
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