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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ＨＩＶ－１のｅｎｖ遺伝子（６２６４－８８７９ｂｐ）が第１のサブゲノミックプロモ
ータの下で作動できるように連結され、ＨＩＶ－１のｇａｇ遺伝子（８３２－２３２８ｂ
ｐ）が第２のサブゲノミックプロモータの下で作動できるように連結され、ＨＩＶ－１の
ｐｒｏ遺伝子（２２６８－２６０６ｂｐ）が第３のサブゲノミックプロモータの下で作動
できるように連結された、セムリキ森林ウィルス（ＳＦＶ）をベースとした発現ベクター
。
【請求項２】
　請求項１において、前記発現ベクターはｐＳＦＶ／ｅｎｖ－ｇａｇ－ｐｒｏであること
を特徴とする発現ベクター。
【請求項３】
　ＨＩＶ－１のｅｎｖ遺伝子（６２６４－８８７９ｂｐ）が第１のサブゲノミックプロモ
ータの下で作動できるように連結され、ＨＩＶ－１のｇａｇ遺伝子（８３２－２３２８ｂ
ｐ）が第２のサブゲノミックプロモータの下で作動できるように連結され、ＨＩＶ－１の
ｇａｇｐｒｏ遺伝子（８３２－２５７７ｂｐ）が第３のサブゲノミックプロモータの下で
作動できるように連結された、ＳＦＶをベースとした発現ベクター。
【請求項４】
　請求項３において、前記発現ベクターはｐＳＦＶ／ｅｎｖ－ｇａｇ－ｇａｇｐｒｏ、お
よびｐＳＦＶ／ｅｎｖ－ｇａｇ－ｇａｇΔｐｒｏから選択されるものであることを特徴と
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する発現ベクター。
【請求項５】
　ＨＩＶ－１のｇａｇｐｏｌ遺伝子（８３２－５１３２ｂｐ）が第１のサブゲノミックプ
ロモータの下で作動できるように連結され、ＨＩＶ－１のｅｎｖ遺伝子（６２６４－８８
７９ｂｐ）が第２のサブゲノミックプロモータの下で作動できるように連結された、ＳＦ
Ｖをベースとした発現ベクター。
【請求項６】
　請求項５において、前記発現ベクターはｐＳＦＶ／ｇａｇｐｏｌ－ｅｎｖであることを
特徴とする発現ベクター。
【請求項７】
　請求項１～６のいずれか１項において、ＣＴＥ(constitutive transport element)遺伝
子をさらに含むことを特徴とする発現ベクター。
【請求項８】
　請求項７において、前記発現ベクターはｐＳＦＶ／ｅｎｖ－ｇａｇ－ｇａｇｐｒｏ－Ｃ
ＴＥ、ｐＳＦＶ／ｅｎｖ－ｇａｇ－ｇａｇΔｐｒｏ－ＣＴＥ、ｐＳＦＶ／ｇａｇｐｏｌ－
ｅｎｖ－ＭＣＴＥから選択されるものであることを特徴とする発現ベクター。
【請求項９】
　寄託番号ＫＣＣＭ－１０２３３、ＫＣＣＭ－１０２３４、またはＫＣＣＭ－１０３４８
で寄託された発現ベクター。
【請求項１０】
　請求項１～９のいずれか１項による発現ベクター又はそのＲＮＡ転写物を動物細胞に導
入して発現させることを特徴とするＨＩＶ様粒子（ＨＩＶＬＰ）の製造方法。
【請求項１１】
　請求項１０において、前記ＨＩＶ様粒子は成熟ＨＩＶ様粒子、または感染性成熟ＨＩＶ
様粒子であることを特徴とする製造方法。
【請求項１２】
　請求項１～９のいずれか１項のベクターで形質転換された宿主細胞。
【請求項１３】
　免疫反応を起こすのに充分な量の、請求項１１に記載の製造方法によって製造された成
熟ＨＩＶ様粒子を含むことを特徴とするＡＩＤＳワクチン組成物。
【請求項１４】
　請求項１１の方法によって製造された成熟ＨＩＶ様粒子を含むことを特徴とするＨＩＶ
感染を診断するための診断用キット。
【請求項１５】
　（ａ）ＨＩＶ特異的抗体を含有するものと期待されるサンプルを採取する段階と、（ｂ
）段階（ａ）から採取されたサンプルを抗原として請求項１１の方法によって製造された
成熟ＨＩＶ様粒子と、抗原と抗体との結合がなされるようにして抗原－抗体免疫複合体を
形成させる条件の下で接触させる段階と、（ｃ）免疫複合体の形成を検出する段階とを含
むことを特徴とし、サンプル中でＨＩＶレトロウィルス抗原と特異的に反応する抗体の存
在を決定する方法。
【発明の詳細な説明】
〔技術分野〕
本発明は、ＨＩＶのＧａｇ蛋白質を発現させる発現ベクター、ＨＩＶのＥｎｖ蛋白質を発
現させる発現ベクター、ＨＩＶのＧａｇとＥｎｖ蛋白質とを同時に発現させる発現ベクタ
ー、ＨＩＶのＧａｇｐｏｌポリプロテインを発現させる発現ベクター、及びＨＩＶのＧａ
ｇｐｏｌポリプロテインとＥｎｖ蛋白質とを同時に発現させる発現ベクターに関するもの
である。
【０００１】
〔背景技術〕
ＨＩＶ－１(Human Immunodeficiency Virus-1)は、後天性免疫不全症候群（Acquired Imm



(3) JP 4178029 B2 2008.11.12

10

20

30

40

50

unodeficiency Syndrome:以下、「ＡＩＤＳ」という）の病因源である。ＨＩＶ－１はＨ
ＩＶ－２と共にレトロウィルスのレンチウイルス(Lentivirida)に属し、感染性ビリオン
は２つの同一の一重鎖(single-stranded)からなるＲＮＡ（＋）ゲノムをもっている。Ｈ
ＩＶ－１が細胞に感染すると、前記ＲＮＡ（＋）ゲノムがコードする逆転写酵素(reverse
 transcriptase)によってＲＮＡが二重鎖ＤＮＡ(double-stranded DNA)に転換され、この
ＤＮＡが宿主細胞の染色体に挿入されてプロウィルスを形成することになる。
【０００２】
ＨＩＶ－１ゲノム（９.２ｋｂ）はｇａｇ、ｐｏｌ、ｅｎｖの構造遺伝子(structural gen
e)とｔａｔ、ｒｅｖ、ｎｅｆ、ｖｉｆ、ｖｐｕ、ｖｐｘなどの付随遺伝子(accessory gen
e)とから構成されている。図１にＨＩＶ－１のゲノム構造を図式化した。
【０００３】
ＨＩＶのＧａｇ蛋白質は、ｇａｇ－ｐｏｌの全長ＲＮＡから５５ｋＤａの前駆蛋白質（Ｐ
ｒ５５ｇａｇ）として発現される。蛋白質のＮ末端にミリストイレーションされており、
これにより原形質膜の内側にターゲットされてウィルス粒子を形成する。Ｐｒ５５ｇａｇ
はｐｏｌ遺伝子によって発現されるウィルスプロテアーゼ（Ｐｒｏ）によってマトリック
ス（ＭＡ、ｐ１７）、カプシド（ＣＡ、ｐ２４）、ヌクレオカプシド（ＮＡ、ｐ９）及び
ｐ６の蛋白質でプロセシングされて成熟化する (Gheysen D. et al, Cell, 59, 103-112 
(1989); Bray, M. et al, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91, 1256-1260 (1994); Cann, A
. J., and J. Karn, AIDS 3(Suppl.1), S19-S34 (1989); Ratner, L., W. et al., Natur
e 313, 277-284 (1985); Wain-Hobson, S. et al.,　Cell 40, 9-17 (1985))。
【０００４】
皮膜糖蛋白質(envelope glycoprotein)Ｅｎｖは、スプライシングされたＲＮＡから、ｇ
ｐ１６０と呼ばれる前駆体として発現される。細胞内で宿主又はウィルスのプロテアーゼ
によってＮ末端のｇｐ１２０とＣ末端のｇｐ４１蛋白質に切断され、このように生成され
たｇｐ１２０は細胞膜外部(external surface domain)に存在する糖蛋白質サブユニット
を形成し、ｇｐ４１は膜貫通領域(transmembrane domain)を構成する。成熟ビリオンでは
ｇｐ１２０とｇｐ４１が非共有結合してヘテロ二量体(heterodimer)を形成しているが、
これらはＨＩＶの感染性、細胞指向性(cellular tropism)及び細胞病理(cytopathogenici
ty)に直接関与するものと知られている(Robey, E. and Axel, R., Cell 60, 697-700(199
0))。このようにＨＩＶのＥｎｖ蛋白質は、抗原性と密接した関連があるため、ＨＩＶワ
クチンの製造において最も重要な研究対象である。
【０００５】
プロテアーゼ（Ｐｒｏ）はｇａｇ ｍＲＮＡの３'でリボソームフレームシフト(ribosomal
 frame shift)が生じて作られる前駆蛋白質（Ｐｒ１６０ｇａｇ－ｐｏｌ）から自己切断
されて生成される (Jacks, T. and Varmus, H. E. Sience, 230, 1237-1242 (1985); Jac
ks, T. et al, Nature (Lodon), 331, 280-283 (1988); Sonigo, P. et al, Cell, 45, 3
75-385 (1986))。ＰｒｏはＰｒ１６０ｇａｇ－ｐｏｌポリプロテインの切断及びＥｎｖの
プロセシングに関与し、ウィルス粒子の成熟(maturation)と感染(infectivity)に重要な
役割を果たすものと報告されている (Kohl, N. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA., 
85, 4686-4690 (1988))。
【０００６】
これまでＡＩＤＳワクチンとして開発されたものには、不活化ワクチン、弱毒化ワクチン
、組換え生ワクチン、ウィルス様粒子ワクチン、サブユニットワクチンなどがある。次に
、各ワクチン分野で試みられてきた技術を紹介する。
【０００７】
「不活化ワクチン(Inactivated Whole virus vaccine)」は、分離したウィルス粒子を化
学的又は物理的に処理して感染性を失わせたものである。製造容易で、略全てのエピトー
プを使用することが不可能な利点がある反面、ウィルスを完全に不活性化させていない場
合には疾病を誘発するおそれがあり、逆に完全に不活化させるために強力な処理を行う場
合にはエピトープが破壊されるという欠点がある。文献にＳＩＶの感染試験に成功した例
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が報告されたことがあるが (Scott E. J. Nature, 253, 393 (1991); Le Grand R. et al
., Nature, 355, 684 (1992); Crange M. P. et al., Nature, 355, 685-686 (1992); Ar
thur L. O., et al., J virol, 69, 3117-3124 (1995); Neidrig M., et al., Vaccine, 
11, 67-74 (1993))、その結果が培養宿主細胞の異種抗原(xeno-antigen)によるものとい
う疑問が提起されているので、未だ成功段階にあるワクチンとは認められない。
【０００８】
「弱毒性ワクチン(Live attenuated vaccine)」は、例えばｎｅｆ遺伝子又はｎｅｆとｖ
ｐｒ遺伝子を同時に欠乏させたように、ＨＩＶ遺伝子の一部を欠損させたものであるが (
Descrosiers RC., AIDS Res Hum Restroviruses, 8, 411-421 (1992); Gibbs J. S. et a
l., AIDS Res Hum Retroviruses, 10, 607-616(1994); Cranage M. P. et al., Virology
, 229, 143-154 (1997); Wyand M. S., et al., Nature Med, 3, 32-36 (1997))、ウィル
スが動物体内で欠損した遺伝子を再び獲得する場合に病原性を示すので、安定性に問題が
ある比較的開発初期段階の技術であると言える。
【０００９】
「組換え生ワクチン(Live recombinant vaccine)は、非病原性ウィルスの非必須遺伝子を
ＨＩＶ抗原で代替させた形態のワクチンである。文献には、ワクチニアウィルス(vaccini
a virus)、ポックスウィルス(poxvirus)、カナリヤポックスウィルス(canarypox virus)
、アビポックスウィルス(avipox virus)、ポリオウィルス(poliovirus)、インフルエザウ
ィルス(Influenza virus)などでｇａｇ、ｐｏｌ又はｅｎｖなどの遺伝子を発現させ、或
いはＨＩＶのＶ３ｌｏｏｐなどを含有した抗原性部位をキメラ蛋白質の形態で発現させた
例が報告されている(Tartaglia J. et al., Virology, 188, 217-232 (1992); Abimiku A
., et al., Nature Med, 1, 321-329 (1995); Natuk RJ. et al., AIDS Hum Retroviruse
s, 9, 395-404 (1993); Li S. et al., J Virol, 67, 6659-6666(1993); Muster T. et a
l., J Virol 69, 6678-6686 (1995))。この技法は一般に全体抗原の一部のみをワクチン
として用いるため、良い免疫源を提供するものとは考えられず、構成されたベクターが時
々不安定であるという欠点がある (Morrow C. D. et al., AIDS Res Hum Retroviruses, 
10, S61- S66 (1994); Anderson M. J. et al., AIDS Res Hum Retroviruses, 13, 53-62
 (1997))。
【００１０】
天然から分離し或いは遺伝工学的に発現させたＨＩＶのサブユニットをワクチンとして用
いる「サブユニットワクチン(subunit vaccine)」は、比較的容易に作ることができると
いう利点があるが、これもＨＩＶ抗原決定部位の一部のみを使用するものであって、全体
ウィルス粒子とは異なる立体構造(conformation)を取るという点において制限点を抱えて
いるワクチンである。組換えＥｎｖ糖蛋白質ｇｐ１２０とｇｐ１６０が哺乳動物細胞や昆
虫細胞などで発現されたことがあるが (Lasky, L. A., et al., Science, 249, 932-935 
(1986); Barr, P. J. et al., Vaccine, 5, 90-101 (1987); Hu, S-L. et al., J. Viol.
, 61, 3617-3620 (1987); Rusche, J. R. et al., Proc. Natl. Acad. Sci., 84, 6924-6
928 (1987); Berman, P. W., et al., J. Virol., 63, 3489-3498 (1989); Ivey-Hoyle, 
M., and Rosenberg, M.,　Mol. Cell. Biol., 10, 6152-6159 (1990); Lasky, L. A. et 
al., Cell, 50, 975-985 (1987))、ＣＨＯ細胞で発現されたｇｐ１２０はチンパンジーに
おけるチャレンジ(challenge)実験では失敗した (Berman, P. W. et al., Proc. Natl. A
cad. Sci., 85, 5200-5204 (1988))。
【００１１】
ワクチンをウィルス粒子の形態で提供すると、サブユニット形態の抗原を提供することよ
り免疫源性が高くて安定的である。従って、遺伝子を含んでいない非感染性「ウィルス様
粒子(ＶＬＰ;Virus-like particle)」をワクチンとして用いる方法が最近開発された。パ
ッケージング遺伝子に変異が起こった結果、ゲノムＲＮＡのないＶＬＰを生産し、或いは
組換えバキュロウィルス又はワクチニアウィルスを用いて、プロセシングされていないＧ
ａｇ蛋白質で構成されたＶＬＰを製造したことがその例である (Gorelink R. J. et al.,
 J Virol, 64, 3207-3211(1990); Gheysen D. E. et al., Cell, 59, 103-112(1989))。
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文献は (Haffar O. K. et al., Virology, 183, 487-495(1991))ｇａｇ－ｐｏｌ遺伝子と
ｅｎｖ遺伝子を含有した２つの組換えワクチニアウィルスを同時に感染させ、遺伝子のな
いウィルス様粒子を生産したことを報告している。ところが、このようなシュード粒子(p
seudo-particle)は、体内で中和抗体、シンシチウム抑制(syncytium inhibiting)、ｅｎ
ｖ－ＣＤ４防御抗体などを生成することに成功したが、成熟したウィルス粒子ではなく、
かつ感染性が欠乏しているという制限がある。
【００１２】
ＶＬＰ形態のワクチンとしては、この他にもＨＩＶの抗原基を含有するように作製された
ポリオウィルスカプシド、ＨＢＶコア粒子、ＨＢｓＡｇ粒子又はイーストレトロトランス
ポゾンウィルス様粒子(yeast retrotransposon virus-like particle)などのハイブリッ
ド粒子があるが、これらもウィルス様粒子に挿入できる抗原基部位が制限されるという限
界点を克服できなかったものである (Grene E. et al., AIDS Res Hum Retroviruses, 13
, 41-51(1997); Schlienger K., et al., J Virol, 66, 2570-2576 (1991); Adams S. E.
 et al., Nature 329, 68-70 (1987); Layton G. T. et al., J Immunol, 151, 1097-110
7 (1993); Eckart L. et al., J Gen Virol, 77, 2001-2008 (1996))。
【００１３】
本発明者は、新しいＡＩＤＳワクチンを開発する試みであって、α－ウィルスベクターシ
ステムを用いて、成熟ウィルス様粒子形態のワクチンを製造することにより、ＡＩＤＳ疾
病を予防する方法を提供することになった。
【００１４】
〔発明の開示〕
本発明は、ＨＩＶのＧａｇ蛋白質を発現させる発現ベクター、ＨＩＶのＥｎｖ蛋白質を発
現させる発現ベクター、ＨＩＶのＧａｇとＥｎｖ蛋白質を同時に発現させる発現ベクター
、ＨＩＶのＧａｇｐｏｌポリプロテインを発現させる発現ベクター、及びＨＩＶのＧａｇ
ｐｏｌポリプロテインとＥｎｖ蛋白質とを同時に発現させる発現ベクターを提供すること
を目的とする。
【００１５】
また、本発明の他の目的は、前記発現ベクターで形質転換されたことを特徴とする細胞株
を提供することにある。
【００１６】
また、本発明のさらに他の目的は、前記組換え発現ベクター又はそのＲＮＡ転写物を動物
細胞に導入して発現させることを特徴とするＨＩＶ様粒子（ＨＩＶＬＰ）の製造方法及び
その方法によって製造されたＨＩＶ様粒子を提供することにある。
【００１７】
また、本発明のさらに他の目的は、成熟(mature)ＨＩＶ様粒子を含むことを特徴とするＨ
ＩＶ感染診断用キット及びこれを用いてＨＩＶ疾病の感染有無を診断する方法を提供する
ことにある。
【００１８】
また、本発明のさらに他の目的は、成熟ＨＩＶ様粒子を含むことを特徴とするワクチン組
成物、或いは前記発現ベクター及び／又はそのＲＮＡ転写物を含むことを特徴とするＡＩ
ＤＳワクチン組成物を提供することにある。
【００１９】
また、本発明のさらに他の目的は、（ａ）ＨＩＶ特異的抗体を含有するものと期待される
サンプルを採取する段階と、（ｂ）段階（ａ）から採取されたサンプルを抗原として本発
明の成熟ＨＩＶ様粒子と、抗原と抗体との結合がなされるようにして抗原－抗体免疫複合
体を形成させる条件の下で接触させる段階と、（ｃ）免疫複合体の形成を検出する段階と
を含むことを特徴とし、サンプル内でＨＩＶレトロウィルス抗原と特異的に反応する抗体
の存在を決定する方法を提供することにある。
【００２０】
〔発明を実施するための最良の形態〕
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本発明は、ＨＩＶの構造蛋白質を発現させる、αウィルスをベースとした発現ベクターを
提供する。本発明のＨＩＶにはＨＩＶ－１、ＨＩＶ－２、ＨＴＬＶ－１又はＨＴＬＶ－２
のようなヒトレトロウィルスが全て含まれる。
【００２１】
「αウィルス」とは、当業界で通常αウィルスとして分類されるウィルス種及びサブタイ
プをいい、例えば、Eastern Equine Encephalitis virus (EEE), Venezuelan Equine Enc
ephalitis virus (VEE), Everglades virus, Mucambo virus, Pixuna virus, Western En
cephalitis virus (WEE), Sindbis virus, South African Arbovirus No. 86, Girdwood 
S.A. virus, Ockelbo virus, Semliki Forest virus, Middleburg virus, Chikungunya v
irus, O'Nyong-Nyong virus, Ross River virus, Barmah Forest virus, Mayaro virus, 
Getah virus, Sagiyama virus, Bebaru virus, Mayaro virus, Una virus, Aura virus, 
Whataroa virus, Babanki virus, Kyaylagach virus, Highlands J virus, Fort Morgan 
virus, Ndumu virus, Buggy Creek virus及びその他のウィルス学名に関する国際委員会(
International Committee on Taxonomy of Viruses)でαウィルスとして分類したものが
これに含まれる。
【００２２】
αウィルス(Alphavirus)は、トガウィルス科(Togaviridae)に属する、皮膜をもっている
（＋）鎖(positive-strand)ＲＮＡウィルスであって、広範囲な細胞（昆虫、鳥類、哺乳
類）に感染することができる。ウィルスのＲＮＡゲノムがそれ自体で感染性があり、自ら
ＲＮＡレプリカーゼをコードするため、ＲＮＡ複製と転写が効率よく行われるシステムで
ある(Liljestrom, P. and H. Garoff, Biotechnology, 9, 1356-1361 (1991))。
【００２３】
本発明のαウィルスは、好ましくは「セムリキ森林ウイルス（ＳＦＶ：Semliki Forest v
irus）」と、「シンドビスウイルス(Sindbis virus)」である。さらに好ましくは、本発
明のαウィルスはＳＦＶである。本発明の具体例で使用された、ＳＦＶをベースとした発
現ベクターｐＳＦＶは、ＳＰ６プロモータを有するプラスミドにＳＦＶのｃＤＮＡゲノム
を挿入したもので、ＳＰ６７ポリメラーゼを用いてｉｎ ｖｉｔｒｏ転写が可能であり、
構造遺伝子の代わりに挿入された外来遺伝子が２６Ｓサブゲノミックプロモータによって
発現できるように変換された発現ベクターである。
【００２４】
感染によって組換えＲＮＡを細胞内に導入させるためには、ｉｎ ｖｉｖｏパッケージン
グシステムを用いる必要がある。ｐＳＦＶ－ｈｅｌｐｅｒはＳＦＶのＲＮＡ複製シグナル
と構造遺伝子を発現させることが可能な情報を含んでいるが、ゲノミックＲＮＡパッケー
ジングシグナルが欠如しているもので、ｐＳＦＶ－ｈｅｌｐｅｒを組換えｐＳＦＶベクタ
ーと共に同時トランスフェクションさせると、ＳＦＶ構造蛋白質内に組換えＲＮＡのみが
パッケージングされたウィルス粒子が生成される。前記ウィルス粒子は細胞に感染して組
換え遺伝子を発現させるが、再びウィルス粒子を形成することはできない。本発明の実施
例で使用されたｐＳＦＶとｐＳＦＶ－ｈｅｌｐｅｒの構造を図２に示した。本発明で使用
されるＤＮＡベクターとそのＲＮＡ転写物は全て本発明の範囲に含まれる。
【００２５】
本発明の一側面は、ＨＩＶ－１のｇａｇ、ｇａｇｐｒｏ、ｅｎｖ、ｅｎｖとｇａｇ、ｅｎ
ｖとｇａｇとｇａｇｐｒｏ又はｇａｇ△ｐｒｏ、ｇａｇｐｏｌ又はｇａｇｐｏｌとｅｎｖ
遺伝子がαウィルスのサブゲノミックプロモータの下で作動できるように連結された発現
ベクターを提供する。
【００２６】
ｐｒｏ又は遺伝子を２６Ｓサブゲノミックプロモータの下でそれぞれ挿入してＧａｇ、Ｅ
ｎｖ、Ｐｏｌ又はＰｒｏを発現させる、αウィルスをベースとした発現ベクターを提供す
る。Ｐｒｏの発現はＧａｇ蛋白質の量に依存するものと考えられている (Velissarios K.
 et al., Virology, 193, 661-671 (1993); Magdeleine H. et al., J Virol. 72, 4819-
1824 (1998); Joel G. et al., Virology, 244, 87-96 (1998))。本発明では、Ｇａｇの
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プロセシングのためにＰｒｏの発現を極大化するために、ｅｎｖ遺伝子の後ろにｇａｇｐ
ｒｏ又はｇａｇｐｏｌの隣接部でフレームシフトされたコドン序列が削除されたｇａｇ△
ｐｒｏ遺伝子をそれぞれ２６Ｓプロモータに連結させ、或いはｇａｇｐｏｌ遺伝子の後ろ
にｅｎｖ遺伝子を２６Ｓプロモータに連結させたベクターを製作した。
【００２７】
本発明は、ＨＩＶ－１のｇａｇ遺伝子がプロモータの下で作動できるように連結された(o
perably linked)、αウィルスをベースとした発現ベクターを提供する。本分野において
、「作動できるように連結された」とは一般に連結されたＤＮＡ序列が相互接触し、リー
ディングフレーム内に存在することを意味し、このような意味は同様に本願にも適用され
る。ｐＳＦＶ／ｇａｇは前記ベクターの例である（実施例１）。本発明は、ＨＩＶ－１の
ｇａｇｐｒｏ遺伝子がプロモータの下で作動できるように連結された、αウィルスをベー
スとした発現ベクターを提供する。ｐＳＦＶ／ｇａｇｐｒｏは前記ベクターの例である（
実施例１）。本発明は、ＨＩＶ－１のｅｎｖ遺伝子がプロモータの下で作動できるように
連結された、αウィルスをベースとした発現ベクターを提供する。ｐＳＦＶ／ｅｎｖは前
記ベクターの例である（実施例４）。
【００２８】
本発明は、ＨＩＶ－１のｅｎｖとｇａｇ遺伝子を同時に発現させるαウィルスベクター、
好ましくはｅｎｖ遺伝子が第１のサブゲノミックプロモータの下で作動できるように連結
され、ｇａｇ遺伝子が第２のサブゲノミックプロモータの下で作動できるように連結され
た、αウィルスをベースとした発現ベクターを提供する。ｐＳＦＶ－ｅｎｖ－ｇａｇは前
記ベクターの例である（実施例９）。本発明は、ＨＩＶのｐｒｏ遺伝子がプロモータの下
で作動できるように連結された、αウィルスをベースとした発現ベクターを提供する。ｐ
ＳＦＶ／ｐｒｏは前記ベクターの例である（実施例９）。
【００２９】
本発明は、ひいてはＨＩＶ－１のｅｎｖ、ｇａｇ及びｐｒｏ遺伝子を同時に発現させるα
ウィルスベクター、好ましくはｅｎｖ遺伝子が第１のサブゲノミックプロモータの下で作
動できるように連結され、ｇａｇ遺伝子が第２のサブゲノミックプロモータの下で作動で
きるように連結され、ｐｒｏ遺伝子が第３のサブゲノミックプロモータの下で作動できる
ように連結された、αウィルスをベースとした発現ベクターを提供する。ｐＳＦＶ／ｅｎ
ｖ－ｇａｇ－ｐｒｏは前記ベクターの例である（実施例９）。
【００３０】
本発明は、ＨＩＶ－１のｇａｇｐｒｏ遺伝子及びＣＴＥ(Constitutive Transport Elemen
t)遺伝子を発現させるαウィルスベクター、好ましくはｇａｇｐｒｏ遺伝子がプロモータ
の下で作動できるように連結され、ＣＴＥ遺伝子がさらに連結された、αウィルスをベー
スとした発現ベクターを提供する。ｐＳＦＶ／ｇａｇｐｒｏ－ＣＴＥは前記ベクターの例
である（実施例９）。
【００３１】
本発明は、ＨＩＶ－１のｅｎｖ、ｇａｇ、ｇａｇｐｒｏ及びＣＴＥ遺伝子を発現させるα
ウィルスベクター、好ましくはｅｎｖ遺伝子が第１のサブゲノミックプロモータの下で作
動できるように連結され、ｇａｇ遺伝子が第２のサブゲノミックプロモータの下で作動で
きるように連結され、ｇａｇｐｒｏ遺伝子が第３のサブゲノミックプロモータの下で作動
できるように連結され、ＣＴＥ遺伝子をさらに含む、αウィルスをベースとした発現ベク
ターを提供する。ｐＳＦＶ－ｅｎｖ－ｇａｇ－ｇａｇｐｒｏ－ＣＴＥは前記ベクターの例
である（実施例１２）。
【００３２】
本発明は、ＨＩＶ－１のｅｎｖ、ｇａｇ及びｇａｇ ｍＲＮＡの３'末端でリボソームフレ
ームシフトが生じなくてもＰｒｏ蛋白質を生産し得るように、ｇａｇとｐｒｏ遺伝子の連
接部で拡散序列の欠損が生じたｇａｇｐｒｏ遺伝子及びＣＴＥ遺伝子を発現させるαウィ
ルスベクター、好ましくはｅｎｖ遺伝子が第１のサブゲノミックプロモータの下で作動で
きるように連結され、ｇａｇ遺伝子が第２のサブゲノミックプロモータの下で作動できる
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ように連結され、ｇａｇｐｒｏ遺伝子が第３のサブゲノミックプロモータの下で作動でき
るように連結され、ＣＴＥ遺伝子をさらに含む、αウィルスをベースとした発現ベクター
を提供する。ｐＳＦＶ／ｅｎｖ－ｇａｇ－ｇａｇｐｒｏ－ＣＴＥは前記ベクターの例であ
る（実施例１３）。
【００３３】
本発明は、ＨＩＶ－１のｇａｇｐｏｌ全長遺伝子を同時に発現させるαウィルスベクター
、好ましくはサブゲノミックプロモータの下で前記ｇａｇｐｏｌ全長遺伝子が作動できる
ように連結された、αウィルスをベースとした発現ベクターを提供する。ｐＳＦＶ／ｇａ
ｇｐｏｌは前記ベクターの例である（実施例１４）。
【００３４】
本発明は、ＨＩＶ－１のｇａｇ及びｅｎｖ遺伝子を同時に発現させるαウィルスベクター
、好ましくはｇａｇ遺伝子が第１のサブゲノミックプロモータの下で作動できるように連
結され、ｅｎｖ遺伝子が第２のサブゲノミックプロモータの下で作動できるように連結さ
れ、ＭＣＴＥ遺伝子をさらに含む、αウィルスをベースとした発現ベクターを提供する。
【００３５】
ｐＳＦＶ／ｇａｇ－ｅｎｖＭＣＴＥは前記ベクターの例である（実施例１６）。
【００３６】
本発明は、ＨＩＶ－１のｇａｇｐｏｌ及びｅｎｖ遺伝子を同時に発現させるαウィルスベ
クター、好ましくはｇａｇｐｏｌ遺伝子が第１のサブゲノミックプロモータの下で作動で
きるように連結され、ｅｎｖ遺伝子が第２のサブゲノミックプロモータの下で作動できる
ように連結され、ＭＣＴＥ遺伝子をさらに含む、αウィルスをベースとした発現ベクター
を提供する。ｐＳＦＶ－ｇａｇｐｏｌ－ｅｎｖＭＣＴＥは前記ベクターの例である（実施
例１６）。
【００３７】
本発明のベクターは、当業界に公知になっている遺伝子組換え技術に基づいて、当業者が
発明の内容に適した変形を加えて製造することができる。
【００３８】
本発明は、前記発現ベクターを用いてＨＩＶ－１構造蛋白質Ｇａｇ、Ｐｒｏ及び／又はＥ
ｎｖ（前駆蛋白質及びプロセシングされたサブユニット）を製造する方法を提供する。本
発明のαウィルスベクターは、広範囲な範囲の宿主細胞で蛋白質を発現させることができ
る。本発明は、前記の発現ベクター又はそのＲＮＡ転写物を宿主細胞、好ましくは動物細
胞で発現させることにより、ＨＩＶ－１のＧａｇ、Ｐｒｏ及び／又はＥｎｖ蛋白質を製造
する方法を提供する。本発明の動物細胞は、好ましくは鳥類、哺乳動物、爬虫類、両棲類
、昆虫又は魚類細胞である。哺乳動物細胞の例としてはヒト、猿、ハムスタ、ネズミ及び
豚細胞を挙げることができる。特に、好ましい宿主とベクターシステムの例はＢＨＫ／ｐ
ＳＦＶとＣＯＳ／ｐＳＦＶであるが、本発明の発現システムはこれに制限されない。
【００３９】
αウィルス発現ベクター又はそのＲＮＡ転写物は、通常のトランスフェクション方法、例
えばＤＥＡＥ－Ｄｅｘｔｒａｎ、リン酸カルシウム法、好ましくはエレクトロポレーショ
ン(electroporation)によって動物細胞、例えばＢＨＫ－２１細胞に導入することができ
る。本発明を例示するｐＳＦＶベクターの場合、エレクトロポレーションによって非常に
高い収率でＲＮＡ転写物を宿主細胞に導入することができる。一つ又は二つ以上の同時ト
ランスフェクション(cotransfection)する場合にも、前記方法を使用することができる。
エレクトロポレーションを含んだトランスフェクションの技術は当業界に公知になってい
る。
【００４０】
細胞の形質転換は、感染性ウィルス粒子で感染させる場合、その発現効率が増大する。本
発明は、ヘルパーウィルスを用いて作った本発明によるＲＮＡ転写物を含んでいる感染性
ウィルス粒子を宿主細胞に感染させることにより、前記蛋白質を製造する方法を提供する
。前記の方法は、実施例２及び実施例６に例示されている。本発明のベクター転写物又は
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ヘルパーウィルスを用いて作った欠損ウィルス粒子(Defective Virus Particle)の感染に
よって生産されたＨＩＶ－１蛋白質は、様々な方法によって分離されることができる。分
離方法としては当業界に公知になっている様々な方法、例えばイオン交換クロマトグラフ
ィ、親和カラムクロマトグラフィ、ゲル浸透クロマトグラフィなどの方法を使用すること
ができる。
【００４１】
本発明は、前記ベクターのＲＮＡ転写物、前記ＲＮＡを含んだＶＬＰで一時的に形質転換
され、或いは前記ベクターで安定的に形質転換された(permanently transformed)宿主細
胞又は細胞株を提供する。前記安定的に形質転換された細胞株は、例えばＨＩＶのｃＤＮ
Ａゲノムが宿主細胞の染色体に挿入されるために必要なサイトメガロウィルス (cytomega
lrovirus：ＣＭＶ)プロモータとｒｅｖ独立的な発現のためのＣＴＥ(constitutive trans
port element)遺伝子、選択マーカとしての抗ネオマイシン遺伝子を備えた動物細胞株で
ある。前記ＣＴＥ遺伝子は、好ましくはＭＰＭＶ(Mason-Pfizer monkey virus)の遺伝子
である。
【００４２】
本発明は、前記発現ベクター及び宿主細胞を用いて感染性ＨＩＶＬＰを製造する方法を提
供する。本発明は、Ｇａｇ蛋白質を発現させるベクターを宿主細胞に導入して、ＨＩＶの
Ｇａｇからなる未成熟ウィルス様粒子（ＨＩＶＬＰ）を製造する方法を提供する。ＨＩＶ
の場合、プロテアーゼによって切断されていないＧａｇは成熟粒子を形成することができ
ず、未成熟ＶＬＰを形成する。「ウィルス様粒子(VLP)」とは、野生型ウィルスと同一で
はないが、類似の物理化学的性質を有する粒子をいう。「未成熟ウィルス様粒子(immatur
e VLP)」とは野生のビリオンになるために必要なプロセシングを完全に経ていないウィル
スであって、粒子的構造を形成するものをいう。「レプリコン(replicon)」とは、遺伝子
複製に必須的な遺伝子を含有している遺伝体をいい、外来遺伝子を結合させてウィルスを
増殖させ、外来遺伝子を発現する発現ベクターとして使用できる。
【００４３】
ＨＩＶはＧａｇのみでもウィルス粒子を形成するが、これは未成熟形態であり、感染性(i
nfectivity)を持っていない。ＨＩＶに対する中和抗体のエピトープは皮膜蛋白質に位置
するものと知られており、この部分が最も様々なアミノ酸序列(variable sequence)を持
っている。したがって、Ｇａｇのみからなる組換えウィルス粒子にＥｎｖ蛋白質を挿入す
ることはＨＩＶワクチンを作るための重要な技法の一つであるといえる。本発明はＨＩＶ
のｇａｇ遺伝子を含有した前記発現ベクター及びｅｎｖ遺伝子を含有した前記発現ベクタ
ーを同時トランスフェクションして一つの宿主細胞で２つの蛋白質を同時に発現させるこ
とにより、ＨＩＶのＧａｇとＥｎｖ蛋白質からなる未成熟ウィルス様粒子（ＨＩＶＬＰ）
を製造する方法を提供する。
【００４４】
同時トランスフェクションによるＨＩＶＬＰの製造は煩わしく、効率も低下する。従って
、本発明では一つのベクターに２つ或いは３つの目的遺伝子をクローニングした組換えプ
ラスミドを用いて簡便かつ経済的で効率よくＨＩＶＬＰを生産、回収できるようにした。
従って、本発明は、αウィルスレプリコンにＨＩＶのｇａｇとｅｎｖ遺伝子をそれぞれの
プロモータの下でクローニングした後、このベクターを細胞にトランスフェクションして
、ＨＩＶ－１のＧａｇとＥｎｖ蛋白質からなる未成熟ＨＩＶ様粒子（ＨＩＶＬＰ）を製造
する方法を提供する。
【００４５】
ＨＩＶウィルスは、アセンブル又はバッディング(budding)過程中、或いはその後にプロ
テアーゼによってＧａｇが切断され、切断された構造蛋白質がさらに再結合することによ
り、完全な成熟粒子を構成する。Ｇａｇ蛋白質のみからなるＨＩＶＬＰはそのサイズと模
様などで天然のＨＩＶＬＰとは大きい差異があり、またＧａｇとＥｎｖからなるＨＩＶＬ
Ｐもプロテアーゼによってプロセシングされない限り、成熟ウィルス粒子を形成すること
ができない。効果的な免疫反応を誘導するたために、天然に存在するＨＩＶと最も類似の
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形態を有する免疫源を提供することが重要であり、よって成熟ＨＩＶＬＰを製造すること
はＨＩＶワクチンで最も強力な手段を提供することになる。本発明では、ＨＩＶ－１のＧ
ａｇとＰｒｏ蛋白質を同時に発現させ、或いはＧａｇ、Ｅｎｖ及びＰｒｏ蛋白質を同時に
発現させることにより、ＨＩＶの成熟ＨＩＶＬＰを製造する方法を開発することになった
。「成熟ウィルス様粒子」とは、ＨＩＶの場合、ＰｒｏによってＨＩＶの構造蛋白質が完
全にプロセシングされたＨＩＶＬＰであって、その形態又は大きさが野生型ＨＩＶと実質
的に類似のウィルス粒子をいう。本発明では、ｇａｇｐｏｌ遺伝子がｅｎｖ遺伝子と同時
に発現される場合、成熟ＨＩＶＬＰが多く生成されることを発見した。
【００４６】
ＨＩＶ様粒子はワクチン又はＨＩＶ感染診断用抗原として最も好ましいと言える。ところ
が、ＨＩＶ様粒子を作るために必要なＧａｇ、Ｅｎｖ及び／又はプロテアーゼをそれぞれ
の発現ベクターによって発現させることは煩わしいうえ、その効率もよくなく、この場合
にＨＩＶ様粒子を生産する安定的な細胞株を得ることも難しい。本発明では、ＨＩＶのＧ
ａｇ、ＥｎｖとプロテアーゼをＨＩＶ様粒子の形成に充分な量で同時に発現させることが
可能な、αウィルスをベースとした発現ベクターを成功的に製造し、これから感染性のあ
るウィルス様粒子を製造及び分離することに成功した。
【００４７】
従って、本発明は、ひいては免疫反応を起こすのに充分な量の前記発現ベクター、前記ベ
クターのＲＮＡ転写物又は前記ＨＩＶＬＰを含むＡＩＤＳ予防用ワクチン組成物、及びこ
れを投入してＡＩＤＳ疾病を予防ないし治療する方法を提供する。前記ＨＩＶＬＰには成
熟及び未成熟ＨＩＶＬＰ、感染性及び非感染生ＨＩＶＬＰが全て含まれる。特に好ましく
は成熟ＨＩＶＬＰである。成熟ＨＩＶＬＰをワクチンとして使用する場合、ＨＩＶが有す
る立体構造を提供することができるため、優れた免疫反応を誘導することができる。
【００４８】
本発明のワクチン組成物は、生体に適した形態で対象者に投与される。ここで、生体に適
した形態とは、疾病の予防ないし治療効果がいずれの毒性効果より高い形で投与される物
質の形態をいう。前記物質をいずれの動物、好ましくはヒトに投与することができる。
【００４９】
本発明のワクチンは、適した希釈剤、賦形剤及び／又は担体をさらに含むこともできる。
好ましくは、前記ワクチンは生体内でワクチンの免疫源性を向上させることが可能な賦形
剤を含む。前記賦形剤としては、グラム陰性バクテリアのエンドトキシン中のリピドＡ分
部、マイコバクテリアのトレハロースジマイコレート(trehalose dimycholate)、ホスフ
ォリピドリゾレシチン(phospholipid lysolecitin)、ジメチルジオクタデシルアンモニウ
ムブロミド(dimethyldioctadecylammonium bromide、ＤＤＡ)、ある直鎖ポリオキシプロ
ピレン－ポリオキシエチレン(polyoxypropylene-polyoxyethylene、ＰＯＰ－ＰＯＥ)ブロ
ックポリマー、アルミニウムヒドロキシド及びリポソームを含む本技術分野の公知の賦形
剤から選択することができる。担体は前記ワクチン組成物を投与された個体内で好ましく
ない抗体を生成しない限り、いずれの担体を使用してもかまわない。特に塩水、緩衝塩水
、及び非特異的な血清アルブミンと混合された塩水を含む多数の適した担体又は希釈剤を
本発明で使用することができる。薬剤学的組成物としては補助剤、緩衝剤、抗酸化剤、グ
ルコース、スクロース又はデキストリンのようなカーボハイドレイト、及びＥＤＴＡのよ
うなキレート剤を含む以外に水、食塩水、グリセロール、エタノールなどや乳化剤、湿潤
剤又はｐＨ調整剤などを含むことができる。ワクチン組成物は免疫反応を増強させるため
に、アジュバント(adjuvant)を含むことができる。アジュバントの例としてはアルミニウ
ムヒドロキシド(alum)、ｔｈｒ－ＭＤＰ、ｎｏｒ－ＭＤＰ、ＭＰＴ－ＰＥなどを挙げるこ
とができる。また、前記ワクチンはＧＭ－ＣＳＦ、ＩＬ－２、ＩＬ－１２、ＴＮＦ及びＩ
ＦＮを含む免疫反応を向上させるものと知られたサイトカインを含むことができる。
【００５０】
ワクチンの投与量は患者の疾病状態、歳、性別及び体重と患者に所望の反応を誘導するた
めの抗体能のような因子によって様々にすることができる。最適の治療反応を提供するた
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めに投与量療法を調節することができる。例えば、数個の分けられた投与量で毎日投与す
るか、或いは治療状況の緊急性に応じて投与量を比例的に減少させることができる。前記
ワクチンは注射（例えば、皮下、静脈内及び筋肉内）、経口投与、吸入、経皮投与又は座
薬のように通常の方法で投与することができる。ブースタ免疫処理は４～６週後に制動す
ることができる。
【００５１】
本発明は、ＨＩＶの感染を診断することが可能な診断用キット及びこれを用いて疾病を診
断する方法を提供する。本発明は、（ａ）動物、特にヒトから得た生物学的サンプルを前
記ＨＩＶＬＰと接触させ、（ｂ）ＨＩＶＬＰとサンプル中の抗体とが結合することを探知
することにより、ＨＩＶに感染したか否かを診断するキット、及び前記キットを用いてＨ
ＩＶに感染したか否かを診断する方法を提供する。抗原－抗体の結合程度を測定する方法
は、当業界に既に十分公知になっている。ＥＬＩＳＡはこのために使用可能な一つの方法
である。このような診断はまた直接結合法又は競争的結合法によって行われることができ
る。
【００５２】
前記と関連した観点として、本発明は（ａ）ＨＩＶ特異的抗体を含有するものと期待され
るサンプルを採取する段階と、（ｂ）段階（ａ）から採取されたサンプルを抗原として、
請求項１８の方法によって製造されたＨＩＶ様粒子と、抗原と抗体との結合がなされるよ
うにして抗原－抗体免疫複合体を形成させる条件の下で接触させ、（ｃ）免疫複合体の形
成を検出する段階とを含むことを特徴とし、サンプル中でＨＩＶレトロウィルス抗原と特
異的に反応する抗体の存在を決定する方法を提供する。
【００５３】
本発明の成熟ＨＩＶ様粒子は、酵素連結された免疫吸着検定（ＥＬＩＳＡ）、ＲＩＡ及び
その他非酵素連結された抗体結合検定を含んだ免疫検定又は抗レトロウィルス（例えばＨ
ＩＶ）ＨＩＶ抗体及びレトロウィルス抗原（例えばＨＩＶ）の検出のために、本分野に知
られた手続きで免疫源として、すなわち抗原として有用である。ＥＬＩＳＡ検定において
、成熟ＨＩＶ様粒子は特定の表面、例えばポリスチレン微細力価平板のウェルのように蛋
白質と結合することが可能な表面上に固定される。洗浄によって、不完全に吸着した成熟
ＨＩＶ様粒子を除去した後、試験サンプルと抗原的に中性であると知られたウシ血清アル
ブミン（ＢＳＡ）又はカゼインの溶液のような非特異的蛋白質を特定の表面上に結合させ
ることができる。これは、固定化がなされる表面上に非特異的吸着部位を遮断させること
により、その表面上に抗血清の非特異的結合によって発生する背景を減少させる。
【００５４】
次に、固定化がなされる表面を、免疫複合体（抗原／抗体）を形成させる方式で検索しよ
うとする臨床学的材料又は生物学的材料のようなサンプルと接触させる。これはＢＳＡ、
ウシガンマグロブリン（ＢＧＧ）及び／又はホスフェート緩衝塩水（ＰＢＳ）／ツイーン
(Tween)の溶液のような希釈剤でサンプルを希釈させることを含むことができる。その後
、サンプルを、例えば約２５℃、３７℃の温度で順次約２～４時間培養する。培養後、サ
ンプルの接触表面を洗浄して非免疫複合体化された物質を除去する。洗浄手続きはＰＢＳ
／ツイーンのような溶液又は硼酸塩緩衝液で洗浄することを含むことができる。
【００５５】
試験サンプルに結合した本発明の成熟ＨＩＶ様粒子の間に特定の免疫複合体を形成し、洗
浄した後、免疫複合体形成の頻度及び場合によって量を、この免疫複合体を第１抗体に対
して特異性を有する第２抗体に適用することにより決定することができる。試験サンプル
がヒトから由来されたものである場合、第２抗体はヒト免疫グロブリン、一般にＩｇＧに
対して特異性を有する抗体である。検出手段を提供するために、第２抗体は、例えば適切
な発色基質と培養した際に色を展開する酵素活性のような連関した活性を持つことができ
る。その後、例えば可視光線分光光度計を用いて発色程度を測定することにより定量する
ことができる。
【００５６】
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複数のＨＩＶ分離体を認知する抗体を同定することが要求される一つの診断様態として、
本発明の免疫学的に区分される複数の成熟ＨＩＶ様粒子を特定の表面上に固定させる。他
の方法として、抗ＨＩＶ抗体がいろいろのＨＩＶ分離体の間に高度に保存されているエピ
トープを認知する際、一つ又は限定された数の成熟ＨＩＶ様粒子を固定させることができ
る。単一のＨＩＶ分離体（例えば、ＬＡ１、ＭＮ、ＳＦ２又はＨＸＢ２）を認知する抗体
を特異的に同定することが要求される他の診断様態として、本発明の単一の特定成熟ＨＩ
Ｖ様粒子を固定させることができる。このような追加の診断様態は、抗体反応を含んだ免
疫反応の誘発を担当する特定のＨＩＶ分離体を決定するのに重要な医薬、臨床試験、法医
学分野で特定の用途を有する。
【００５７】
追加の診断様態として、免疫学的に区分されるＨＩＶ、例えばそれぞれ異なる部類に属す
るＨＩＶ分離体を特異的に同定することが必要であることもある。免疫学的に区分される
ＨＩＶ分離体は、例えばＬＡ１、ＭＮ、ＳＦ２、ＨＸＢ２、又は原始ＨＩＶ－１分離体を
含むことができる。このような診断様態において、本発明の特定成熟ＨＩＶ様粒子はその
ような免疫学的に区分されるＨＩＶ分離体を特異的に認知するモノクローナル抗体を含ん
だ抗体の生成に有用である。
【００５８】
免疫学的に区分される成熟ＨＩＶ様粒子が、例えばワクチン又は診断剤において免疫源と
して使用できることは当然である。交差分離体の保護及び／又は診断を提供するために、
成熟ＨＩＶ様粒子の混合物を使用する状況があり得る。このような場合、免疫源の混合物
は通常「カクテル」製剤という。
【００５９】
追加の診断学的様態として、本発明の免疫学性組成物は、個別的に又はカクテル製剤を含
む混合物であって、生物学的サンプルを含んだサンプル中でＨＩＶ又は抗原を検出し或い
はＨＩＶを中和させるために使用できるＨＩＶ抗原特異的抗体（モノクローナル抗体を含
む）の生成のために有用である。
【００６０】
さらに他の診断学的様態として、本発明の成熟ＨＩＶ様粒子は、例えば診断又は治療のた
めのＨＩＶ感染者から採取した生物学的サンプル中でＨＩＶ特異的Ｔ細胞を特異的に刺激
するために使用することができる。
【００６１】
次の実施例は本発明を例示するためのものである。従って、本発明の範囲が下記の実施例
によって制限されてはならない。
【００６２】
〔実施例〕
[実施例１]ｐＳＦＶ／ｇａｇ及びｐＳＦＶ／ｇａｇｐｒｏ発現ベクターの製造　Ｇａｇ蛋
白質は、ＨＩＶ－１のｇａｇｐｏｌの全長ＲＮＡで発現されるビリオンの主な構成要素で
ある。Ｇａｇ蛋白質はそれ自体のみでも他のウィルス蛋白質なしでウィルス様粒子（ＶＬ
Ｐ）をアセンブルすることができるものと知られている。Ｇａｇ蛋白質はｐｏｌ遺伝子に
よって発現されるウィルスプロテアーゼによってマトリックス（ＭＡ、ｐ１７）、カプシ
ド（ＣＡ、ｐ２４）、ヌクレオカプシド（ＮＡ、ｐ９）及びｐ６の蛋白質でプロセシング
されて成熟粒子(mature particle)を形成する(Gheysen D. et al, Cell, 59, 103-112(19
89))。本発明ではＨＩＶ－１のｇａｇ遺伝子をαウィルスレプリコンに挿入してＧａｇを
発現させる発現ベクターを製造した。
【００６３】
ＨＩＶ ｃｌａｄｅ Ｅ遺伝子を(Genbank accession number U51188, Journal of Virolog
ly, 1996)鋳型として使用した。ｐＳＦＶ／ｇａｇを作るために、Ｇａｇの全長遺伝子に
該当するＨＩＶ－１の塩基序列（８３２－２３２８ｂｐ）を下記のプライマー１及びプラ
イマー２を用いてＰＣＲで増幅した。Ｇａｇと共に、プロテアーゼＰｒｏを発現させるた
めにｐＳＦＶ／ｇａｇｐｒｏを製作した。ＨＩＶ－１のｇａｇ、フレームシフト部位及び
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プロテアーゼ部位を含んだ全長遺伝子（８３２－２５７７ｂｐ）をプライマー１及びプラ
イマー３を用いてＰＣＲで増幅した。鋳型としてＨＩＶ－１ ｃｌａｄｅ Ｅ全長遺伝子を
持っているｐＵＨＤ（１００ｎｇ／μｌ）に２.５ｍＭ ｄＮＴＰ(Boehringer Mannheim, 
Germany)４μｌ、センスプライマー（１００ｐｍｏｌ／μｌ）１μｌ、アンチセンスプラ
イマー（１００ｐｍｏｌ／μｌ）１μｌ、Taq polymerase１０Ｘバッファ５μｌ、Ｄ.Ｗ.
３７μｌを入れて混合液を作った後、９８℃で５分間変性させた後、Taq polymerase１μ
ｌを添加し、その後９４℃で１分、５５℃で２分、７２℃で３分に保たせる一連の反応を
３０回繰り返し行った。増幅された遺伝子をそれぞれｐＳＦＶのＢａｍＨＩサイトに挿入
してｐＳＦＶ／ｇａｇ（図３）及びｐＳＦＶ／ｇａｇｐｒｏ（図４）を作った。

【００６４】
［実施例２］ｐＳＦＶ－ｈｅｌｐｅｒとｐＳＦＶ／ｇａｇ、又はｐＳＦＶ－ｈｅｌｐｅｒ
とｐＳＦＶ／ｇａｇｐｒｏを用いたＶＬＰの製造
ＨＩＶ－１のプロテアーゼ（Ｐｒｏ）は、ビリオンのバッディング(budding)中或いはバ
ッディング後に活性化され、Ｇａｇ又はＧａｇｐｏｌポリプロテインを切断することによ
り構造蛋白質をプロセシングするのに関与する。本実験ではｐＳＦＶ－ｈｅｌｐｅｒと共
に実施例１で製造したｐＳＦＶ／ｇａｇ又はｐＳＦＶ／ｇａｇｐｒｏを宿主細胞で発現さ
せた。
【００６５】
ｐＳＦＶ／ｇａｇ又はｐＳＦＶ／ｇａｇｐｒｏを制限酵素ＰｖｕＩで処理して線状ＤＮＡ
に作った後Ｐ／Ｃ処理した。前記ＤＮＡ１０μ、１０×ＳＰ６バッファ（ＴａＫａＲａ）
５μｌ、１０ｍＭ ｍ７Ｇ（５'）ｐｐｐ（５'）Ｇ（ＢＭ）５μｌ、１００ｍＭ ＤＴＴ２
.５μｌ、ｒＮＴＰ ｍｉｘ（１０ｍＭ ＡＴＰ、１０ｍＭ ＣＴＰ、１０ｍＭ ＵＴＰ、５
ｍＭ ＧＴＰ、ＢＭ）５μｌ、ＲＮａｓｉｎ（ＢＭ）２μｌ、ＳＰ６ ＲＮＡポリメラーゼ
（ＴａＫａＲａ）１.５μｌ、Ｄ.Ｗ.１９μｌで混合液を作った後、３７℃で１時間３０
分間反応させた。ｍＲＮＡ転写物（ｐＳＦＶ－ｈｅｌｐｅｒＲＮＡ転写物２５μｌにそれ
ぞれ前記ｐＳＦＶ／ｇａｇ又はｐＳＦＶ／ｇａｇｐｒｏＲＮＡ転写物５０μｌ）を、ＰＢ
Ｓ(Phosphate buffered saline, 1.37mM Sodium Chloride, 0.02mM Potassium Chloride,
 0.1mM Phosphate buffer/ml）バッファに浮遊させたＢＨＫ－２１細胞（１０７ｃｅｌｌ
ｓ／ｍｌ）８００μｌに入れた後、０.４ｃｍエレクトロポレーションキュベットで８３
０Ｖ／２５μＦで２番パルスを与えた(Bio-Rad Gene Pulser)。トランスフェクション４
８時間後に上澄液を３５００ｒｐｍで、１５分間遠心分離した後、さらに超高速遠心分離
（SW41 rotor, 2hr, 30,000rpm, 4 , BECKMAN）してウィルス粒子を得た。このペレット
をＴＮＥ（５０ｍＭ Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ７.４）、１００ｍＭ ＮａＣｌ、０.５ｍＭ
 ＥＤＴＡ）バッファに浮遊させて－７０℃で保管した。上澄液から収集した欠損ＶＬＰ(
defective VLP)をＳＤＳ－ＰＡＧＥした後、ＡＩＤＳ患者の血清(patient human serum)
を用いてウェスタンブロットした（図５）（レインＭ：陰性対照群；レイン１：ｐＳＦＶ
－ｈｅｌｐｅｒとｐＳＦＶ／ｌａｃＺから生成されたＶＬＰ；レイン２：ｐＳＦＶ－ｈｅ
ｌｐｅｒとｐＳＦＶ／ｇａｇから生成されたＶＬＰ；レイン３：ｐＳＦＶ－ｈｅｌｐｅｒ
とｐＳＦＶ／ｇａｇｐｒｏから生成されたＶＬＰ）。
【００６６】
図５のレイン２からＧａｇ蛋白質が検出された。これはＢＨＫ－２１の細胞質内に入った
ｐＳＦＶ／ｇａｇ ＲＮＡ転写物によってＧａｇ蛋白質が発現され、前記Ｇａｇ蛋白質か
らなるＨＩＶＬＰがＳＦＶＬＰ粒子と共に細胞上澄液に放出されたことを示す。Ｇａｇ蛋
白質とＰｒｏを共に発現させるために作製されたｐＳＦＶ／ｇａｇｐｒｏ発現システムの
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ウェスタンブロットではｐＳＦＶ／ｇａｇの場合に比べて少量のＧａｇ蛋白質が検出され
た（図５、レイン３）。
【００６７】
ＴＮＥバッファに浮遊しているウィルス粒子１００μｌにキモトリプシン（１０ｍｇ／ｍ
ｌ）５μｌ、５０ｍＭ ＣａＣｌ2５μｌを入れて氷で３０分間反応させた後、アプロチニ
ン（２ｍｇ／ｍｌ）４５μｌを入れて前記ＶＬＰを活性化させた。前記活性化された粒子
を７０％単一層の（monolayered）ＢＨＫ－２１細胞に感染させ、１時間３０分後に新し
い培地を入れた後２日間培養した。２日後に細胞溶解バッファ（cell lysis buffer: 1% 
NP40 (Nonidet P-40), 50mM Tris-HCl(pH7.6), 150mM NaCl, 2mM EDTA, 1μｇ／ＭｌPMSF
）２００μｌで１時間反応させ、遠心分離（１２０００ｒｐｍ、４、５分）して得た上澄
液にサンプルバッファを入れて５分間沸した後、１２％ＳＤＳ－ＰＡＧＥに電気泳動した
。電気泳動したゲルをＰＶＤＦウェスタンブロットメンブレイン（ＢＭ）で１５Ｖ、７ｍ
Ａで２時間トランスファーした後、特異的抗体を用いてウェスタンブロットした。使用さ
れた１次抗体はＡＩＤＳ患者の血清、２次抗体はビオチン化された抗ヒトＩｇＧである。
ブロットはＡＢ溶液と反応させた後、ＤＡＢ溶液で発色させた（図６）（レイン１：ｐＳ
ＦＶ／ｇａｇから得られたＶＬＰで感染させたＢＨＫ－２１細胞；レイン２：ｐＳＦＶ／
ｇａｇｐｒｏから得られたＶＬＰで感染させたＢＨＫ－２１細胞）。５５ｋＤａのバンド
は、再感染結果、ＢＨＫ－２１細胞の細胞質でＧａｇ蛋白質が生成されたことを示す。従
って、ｐＳＦＶ／ｇａｇ又はｐＳＦＶ／ｇａｇｐｒｏから得られたＶＬＰが、ｇａｇ遺伝
子を有する感染性ＶＬＰであることが分る。
【００６８】
［実施例３］ｐＳＦＶ／ｇａｇ又はｐＳＦＶ／ｇａｇｐｒｏを用いたＶＬＰの製造
前記実施例２で作られたＶＬＰには、ＳＦＶのコアからなるＶＬＰ（ＳＦＶＬＰｇａｇ又
はＳＦＶＬＰｇａｇｐｒｏ）とＨＩＶ－１コアを有するＶＬＰ（ＨＩＶＬＰｇａｇまたは
ＳＦＶＬＰｇａｇｐｒｏ）とが混合されているので、ＨＩＶ－１コアからなるＶＬＰのみ
を発現させようと、実施例１で作製されたｐＳＦＶ／ｇａｇとｐＳＦＶ／ｇａｇｐｒｏを
それぞれｉｎ ｖｉｔｒｏ転写してｐＳＦＶ－ｈｅｌｐｅｒＲＮＡ転写物なしでＢＨＫ－
２１細胞に、前記実施例２の方法でそれぞれトランスフェクションした。トランスフェク
ションされた細胞は－２０℃の冷たい１００％ＭｔＯＨで４～６分間固定させ、１％のゼ
ラチンで１時間ブロッキングした後、ＨＩＶのｐ２４（カプシド）に対するポリクローナ
ル抗体（ウサギ）で免疫化学的ステイニングした。２次抗体はビオチン化された抗ウサギ
ＩｇＧである。前記実験結果、形質転換されたＢＨＫ－２１細胞でＧａｇ蛋白質が発現さ
れたことを確認することができた（図７）（Ａ：陰性対照群、トンラスフェクションされ
ていないＢＨＫ－２細胞；Ｂ：ｐＳＦＶ／ｇａｇで形質転換されたＢＨＫ－２１細胞；Ｃ
：ｐＳＦＶ／ｇａｇｐｒｏで形質転換されたＢＨＫ－２１細胞）。
【００６９】
細胞質内におけるＧａｇ蛋白質の検出に相次いで、実施例２の方法によって細胞培養培地
上澄液からＶＬＰを分離してこれらをＥＭで観察した（図８）（Ａ：ｐＳＦＶ／ｇａｇか
ら得られたＶＬＰ；Ｂ：ｐＳＦＶ／ｇａｇｐｒｏから得られたＶＬＰ）。ｐＳＦＶ／ｇａ
ｇ又はｐＳＦＶ／ｇａｇｐｒｏＲＮＡ転写物をｐＳＶ－ｈｅｌｐｅｒ転写物なしで発現さ
せた場合、ＨＩＶ－１のＧａｇのみからなる感染性ＶＬＰ（ＨＩＶＬＰｇａｇ）が生成さ
れることが分った。
【００７０】
［実施例４］ｐＳＦＶ／ｅｎｖ発現ベクターの製造
ＨＩＶ－１のｇｐ１６０遺伝子を増幅するためにＨＩＶ ｃｌａｄｅ Ｅ遺伝子を(Genbank
 accession number U51188, Journal of Virologly, 1996)鋳型とし、プライマー４及び
プライマー５を用いて塩基序列（６２６４－８８７９ｂｐ）をＰＣＲで増幅した。
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鋳型ＨＩＶ－１ ｃｌａｄ Ｅ全長遺伝子を持っているｐＵＨＤ（１００ｎｇ／μｌ）に２
.５ｍＭ ｄＮＴＰ(Boehringer Mannheim, Germany)４μｌ、センスプライマー（１００ｐ
ｍｏｌ／μｌ）１μｌ、アンチセンスプライマー（１００ｐｍｏｌ／μｌ）１μｌ、Taq 
polymerase１０Ｘバッファ５μｌ、Ｄ.Ｗ.３７μｌを入れて混合液を作った後、９８℃で
５分間加温し、その後Taq polymerase１μｌを添加した後、９４℃で１分、５５℃で２分
、７２℃で３分に保たせる一連の反応を３０回繰り返し行った。増幅された遺伝子をｐＳ
ＦＶベクターのＢａｍＨＩサイトに挿入してｐＳＦＶ／ｅｎｖ発現ベクターを製作した（
図９）。
【００７１】
［実施例５］ｐＳＦＶ－ｈｅｌｐｅｒ及びｐＳＦＶ／ｅｎｖを用いたＶＬＰの製造
ＨＩＶ－１のＥｎｖのみではＶＬＰを形成することができないので、ｐＳＦＶ－ｈｅｌｐ
ｒとｐＳＦＶ／ｅｎｖを用いてＶＬＰを製造した。実施例４で製造されたｐＳＦＶ／ｅｎ
ｖ発現ベクターを制限酵素ＳｐｈＩで処理して線状ＤＮＡに作った後、Ｐ／Ｃ処理した。
このＤＮＡ１０μｌ、１０×ＳＰ６バッファ（ＴａＫａＲａ）５μｌ、１０ｍＭ ｍ７Ｇ
（５'）ｐｐｐ（５'）Ｇ（ＢＭ）５μｌ、１００ｍＭ ＤＴＴ２.５μｌ、ｒＮＴＰ ｍｉ
ｘ（１０ｍＭ ＡＴＰ、１０ｍＭ ＣＴＰ、１０ｍＭ ＵＴＰ、５ｍＭ ＧＴＰ、ＢＭ）５μ
ｌ、ＲＮａｓｉｎ（ＢＭ）２μｌ、ＳＰ６ ＲＮＡポリメラーゼ（ＴａＫａＲａ）１.５μ
ｌ、Ｄ.Ｗ.１９μｌ）で混合液を作った後、３７℃で１時間３０分間反応させた。ｍＲＮ
Ａ転写物（ｐＳＦＶ／ｈｅｌｐｅｒＲＮＡ転写物２５μｌ及びｐＳＦＶ／ｅｎｖＲＮＡ転
写物５０μｌ）をＰＢＳに浮遊させたＢＨＫ－２１細胞に前記実施例２の方法でトランス
フェクションした。トランスフェクション４８時間の後、上澄液を３５００ｒｐｍで、１
５分間遠心分離した後超高速遠心分離（SW41 rotor, 2hr, 30,000rpm, 4 , BECKMAN）し
てウィルス粒子を得た。このペレットはＴＮＥ(50mM Tris-HCl (pH7.4), 100mM NaCl, 0.
5mM EDTA) バッファに浮遊させて－７０℃で保管した。トランスフェクションされた細胞
は－２０℃の冷たい１００％ＭｔＯＨで４～６分間固定し、１％ゼラチンで１時間ブロッ
キングした後、特異的なモノクローナル抗体を用いて免疫化学的ステイニングした（図１
０）（Ａ：陰性対照群、トランスフェクションされていないＢＨＫ細胞；Ｂ：ｐＳＦＶ／
ｅｎｖでトランスフェクションされたＢＨＫ細胞）。１次抗体としてｇｐ１６０に対する
モノクローナル抗体（１ｍｇ／ｍｌ）、２次抗体として、ビオチン化された抗マウスＩｇ
Ｇ（５μｌ／ｍｌ）を使用し、ＡＢ溶液 (avidin 5μｌ, biotin 5μｌ/PBS 1Ｍｌ, VECT
OR)に３０分間反応させた後、ＤＡＢ（３,３'－diaminobezidine）溶液（ベクター）で発
色させた。
【００７２】
ｐＳＦＶ／ｅｎｖでトランスフェクションされた細胞でＥｎｖ蛋白質が発現された。
【００７３】
ＴＮＥバッファに浮遊しているウィルス粒子１００μｌにキモトリプシン（１０ｍｇ／ｍ
ｌ）５μｌ、５０ｍＭ ＣａＣｌ2５μｌを入れて氷で３０分間反応させた後、アプロチニ
ン（２ｍｇ／ｍｌ）４５μｌを入れてＶＬＰを活性化させた。前記粒子をウィルス７０％
単一層の(monolayered)ＢＨＫ－２１細胞に感染させ、１時間３０分後に新しい培地を入
れて２日間培養した。２日後に細胞溶解バッファ（cell lysis buffer: 1% NP40, 50mM T
ris-HCl(pH7.6), 150mM NaCl, 2mM EDTA, 1μｇ／Ｍｌ PMSF）２００μｌで１時間反応さ
せた後、遠心分離（１２０００ｒｐｍ、４、５分）して得た上澄液にサンプルバッファを
入れて５分間沸した後、１２％ＳＤＳ－ＰＡＧＥに電気泳動した。電気泳動したゲルをＰ
ＶＤＦウェスタンブロットメンブレイン（ＢＭ）で１５Ｖ、７ｍＡで２時間トランスファ
ーした後、特異的抗体を用いてウェスタンブロットした。使用された１次抗体はＡＩＤＳ
患者の血清、２次抗体はビオチン化された抗ヒトＩｇＧであり、ブロットはＡＢ溶液と反
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応させた後ＤＡＢ溶液で発色させた（図１１）（レイン１：陰性対照群、ＢＨＫ－２１細
胞；レイン２：ＶＬＰで感染させたＢＨＫ－２１細胞）。ＶＬＰを収去してこれをｉｎ 
ｖｉｔｒｏ活性化させた後、ＢＨＫ－２１細胞に感染させた結果、ＢＨＫ－２１細胞の細
胞質でＥｎｖ蛋白質が生成されたので、感染性ＳＦＶＬＰｅｎｖが生成されたことが分る
。
【００７４】
［実施例６］ｐＳＦＶ／ｇａｇ及びｐＳＦＶ／ｅｎｖを用いたＶＬＰの製造
ＨＩＶのｇａｇ遺伝子のみを発現させた場合に未成熟ＶＬＰがアセンブルされるという事
実、及びＨＩＶの中和抗体を形成するのにＥｎｖ蛋白質が重要な役割を果たすという事実
が知られている（Gheysen D. et al., Cell, 59, 103-112 (1989); Lasky, L. A. et al.
, Science, 249, 932-935 (1986); Lasky,L. A. et al., Cell, 50, 975-985 91987）。 
従って、Ｇａｇからなる粒子にＥｎｖを挿入するために、実施例１で製造されたｐＳＦＶ
／ｇａｇと実施例４で製造されたｐＳＦＶ／ｅｎｖのＲＮＡ転写物とを同時にトランスフ
ェクションする実験を行った。
【００７５】
ｐＳＦＶ／ｇａｇとｐＳＦＶ／ｅｎｖを前記実施例２に記述の方法によってそれぞれｉｎ
 ｖｉｔｒｏ転写して（ｐＳＦＶ－ｈｅｌｐｅｒなしで）ＢＨＫ－２１細胞に同時トラン
スフェクションさせ、４８時間培養した後、ＧａｇとＥｎｖを全て認識するＡＩＤＳ患者
の血清、及びＥｎｖを認識するｇｐ１６０に対するモノクローナル抗体で細胞をイムノス
テイニングした。患者の血清でステイニングした場合（図１２のＣ）がｇｐ１６０に対す
るモノクローナル抗体でステイニングした場合（図１２のＢ）よりさらに多くステイニン
グされたことから、細胞でＨＩＶ－１のＧａｇ及びＥｎｖが全て発現されたことが分った
（図１２）（Ａ：陰性対照群；Ｂ：ｇｐ１６０に対するモノクローナル抗体；Ｃ：ＡＩＤ
Ｓ患者の血清）。この結果からＨＩＶ－１のＧａｇとＥｎｖからなるＨＩＶＬＰが作られ
ていることが分る。
【００７６】
［実施例７］ＶＬＰ内にパッケージングされたＲＮＡの分析
ｐＳＦＶ／ｇａｇＲＮＡ転写物のみを発現させて得られた実施例３のＶＬＰ、又はｐＳＦ
Ｖ／ｇａｇとｐＳＦＶ／ｅｎｖのＲＮＡ転写物を同時にトランスフェクションして得られ
た実施例６のＶＬＰが核酸を含んでいるかを確認するために、前記のＶＬＰを１０％スク
ロースクッションに透過させた。他のＲＮＡ又はＤＮＡの汚染を防ぐために１ｍｇ ＲＮ
ａｓｅＡと７０ Ｕ ＲＮａｓｅ－ｆｒｅｅ ＤＮａｓｅＩによって常温で１時間Ｍｇ2ＳＯ

4－アセテートバッファ状態で反応させた。ＲＮＡ分離キット(Viral RNA purification k
it; Viogene)を用いてＲＮＡを分離し、ＲＴ－ＰＣＲとＰＣＲを行った。ｇａｇ遺伝子の
ためには６５０ｂｐ程度のｐ２４遺伝子を増幅し、ｅｎｖ遺伝子のためには３５０ｂｐ程
度のｇｐ４１の一部分を増幅させた。
【００７７】
４μｌの５倍濃縮したスーパースクリプトII逆転写バッファ（250 mM Tris-HCl[pH 8.5],
 375 mM KCl, 15 mM MgCl2）、２μｌの０.１Ｍ ＤＴＴ、４μｌのデオキシヌクレオシド
トリホスフェートバッファ（ｄＮＴＰ；２５ｍＭ；ＴａＫａＲａ）及びプライマーを入れ
た後、総２０μｌにして４２℃で２分間放置した。前記溶液に１μｌのスーパースクリプ
トII逆転写酵素（Molony Murine Leukemia Virusのｐｏｌ遺伝子から由来した逆転写酵素
(Gibco BRL)）を入れて４２℃で５０分間反応させてｃＤＮＡを作った。ｇａｇＲＮＡに
対しては１μｌの１００ｐｍｏｌのプライマー６を、ｅｎｖＲＮＡのためにはプライマー
７を使用した。

生成されたＲＮＡ／ＤＮＡハイブリッドを変性させた後、７０℃で１５分間逆転写酵素の
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活性を抑制させた。このように生成されたｃＤＮＡをＺ ｔａｇ ＤＮＡポリメラーゼ（Ｔ
ａＫａＲａ）とプライマーを用いて増幅した（プライマー８とプライマー６、ｇａｇＲＮ
Ａ検索；プライマー９とプライマー７、ｅｎｖＲＮＡ検索）。

鋳型として前記のＲＴ－ＰＣＲで生成されたｃＤＮＡ１０μｌ、２.５ｍＭ ｄＮＴＰ(Boe
hringer Mannheim, Germany)４μｌ、センスプライマー(１００ｐｍｏｌ／μｌ)１μｌ、
アンチセンスプライマー（１００ｐｍｏｌ／μｌ）１μｌ、Z taq polymerase１０Ｘバッ
ファ５μｌ、Ｄ.Ｗ.２８μｌ、Z taq polymerase （ＴａＫａＲａ）１μｌを入れて混合
液を作った後、９４℃で５分間変性し、その９４℃で１分、５５℃で１分、７２℃で１分
の一連の反応を３５回行い、７２℃で７分間反応させた。増幅された産物はアガロースゲ
ルに電気泳動した後、ＵＶイリューミネイション(illumination)で観察した。
【００７８】
ｐ２４遺伝子はｐＳＦＶ／ｇａｇＲＮＡ転写物のみを発現させて得られたＨＩＶＬＰ又は
ｐＳＦＶ／ｇａｇとｐＳＦＶ／ｅｎｖのＲＮＡ転写物を同時にトランスフェクションして
得られた全ＨＩＶＬＰで増幅された（図１３のレイン１及び２）。ところが、ｇｐ４１遺
伝子はいずれのＶＬＰでも増幅されなかった（図１３のレイン１ないし３）。前記結果は
只ｇａｇ遺伝子を持ったＲｎＡのみがＶＬＰにパッケージングされてバッディングされる
ことを示す。（レイン１：ｐＳＦＶ／ｇａｇから得られたＶＬＰ；レイン２と３：ｐＳＦ
Ｖ／ｇａｇとｐＳＦＶ／ｅｎｖの同時トランスフェクションによるＶＬＰ；レイン１と２
はｐ２４プライマーを用いて増幅したもので、レイン３はｐ４１プライマーを用いて増幅
したものである。６５０ｂｐはｇａｇ遺伝子部位を、３５０ｂｐはｅｎｖ遺伝子部位を示
す ）。
【００７９】
［実施例８］欠損ＳＦＶＬＰの感染によるＶＬＰの生産
前記実施例２及び実施例５から得られたＶＬＰをｉｎ ｖｉｔｒｏで活性化させてＣＯＳ
－１細胞に感染させた後、ＶＬＰが生産したか否かを確認した。感染したＣＯＳ－１細胞
溶解物と上澄液から得たＶＬＰとをＡＩＤＳ患者の血清とｐ２４に対するポリクローナル
抗体（ウサギ）とｐ２４に対するモノクローナル抗体でウェスタンブロットした（図１４
）。（Ａ：ＡＩＤＳ患者の血清；Ｂ：ｐ２４に対するポリクローナル抗体；Ｃ：ｐ２４に
対するもモノクローナル抗体；陰性対照群（レイン１、４、７、１０、１３）；ＳＦＶＬ
Ｐｇａｇによる感染（レイン２、５、８、１１、１４）；ＳＦＶＬＰｇａｇとＳＦＶＬＰ
ｅｎｖによる同時感染（レイン３、６、９、１２、１５）；細胞溶解物（レイン１、２、
３、７、８、９、１０、１１、１２）；ＶＬＰ（レイン４、５、６、１３、１４、１５）
）。
【００８０】
図１４のＡとＢにおいて、ｇａｇ遺伝子を含有した欠損ＳＦＶＬＰで感染させた場合、細
胞内（レイン２、８）とその上澄液のＶＬＰ（レイン５）からＧａｇ蛋白質が検出された
。ｇａｇとｅｎｖ遺伝子をそれぞれ含有しているＳＦＶレプリコンを同時に感染させた場
合には細胞内（レイン３、９）とその上澄液から得たＶＬＰ（レイン６）よりＧａｇとＥ
ｎｖの蛋白質が全て検出された。従って、ＧａｇとＥｎｖ蛋白質が一つの細胞で同時に発
現される場合、この２つの蛋白質からなるＶＬＰが生成されることを確認することができ
た。
【００８１】
図１４のＣでｐ２４に対するモノクローナル抗体(Biogenesis, Cat. No. 4999-8607)でウ
ェスタンブロットした結果、Ｇａｇの前駆体であるＰｒ５５及びｐ２４が検出された。こ
れはＣＯＳ－１細胞内でＨＩＶ－１のプロテアーゼが発現されなくてもＧａｇの前駆体が
プロセシング或いは変性されることができるものと考えられる。
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【００８２】
［実施例９］ｐＳＦＶ／ｅｎｖ－ｇａｇとｐＳＦＶ／ｅｎｖ－ｇａｇ－ｐｒｏ発現ベクタ
ーの製作
２６Ｓサブプロモータを有するｐｒｏ（２２６８－２６０６ｂｐ）遺伝子をクローニング
するためにｐＳＦＶ／ｐｒｏを製作した。プライマー１０及びプライマー１１を用いて、
鋳型としてＨＩＶ－１ ｃｌａｄ Ｅ全長遺伝子を持っているｐＵＨＤ（１００ｎｇ／μｌ
）に２.５ｍＭ ｄＮＴＰ(Boehringer Mannheim, Germany)４μｌ、センスプライマー(１
００ｐｍｏｌ/μｌ)１μｌ、アンチセンスプライマー（１００ｐｍｏｌ／μｌ）１μｌ、
Taq polymerase１０Ｘバッファ５μｌ、Ｄ.Ｗ.３７μｌを入れて混合液を作った後、９８
℃で５分後、Taq polymerase１μｌを添加し、その後９４℃で１分、５５℃で１分、７２
℃で３０秒に保たせる一連の反応を４０回繰り返し行った

【００８３】
プライマーの両末端に装着したＥｃｏＲＶとＳｍａＩサイトを用いて、ｐＳＦＶのマルチ
クローニング部位であるＳｍａＩサイトに、前記反応で増幅された遺伝子を挿入した（図
１５）。
【００８４】
ｐＳＦＶ／ｅｎｖ－ｇａｇベクターは、前記実施例１で製造したｐＳＦＶ／ｇａｇを鋳型
として２６Ｓサブゲノミックプロモータに対するプライマー１２（センス）、ｇａｇに対
するプライマー２（アンチセンス）を用いて２６Ｓｇａｇ遺伝子を増幅した後、ｐＳＦＶ
／ｅｎｖのＳｍａＩサイトに挿入することにより製造した（図１６）。

前記で製造したｐＳＦＶ／ｐｒｏを鋳型として、サブゲノミックプロモータプライマー（
序列１２）とｐｒｏのアンチセンスプライマー（序列１１）を用いて２６Ｓｐｒｏ遺伝子
を増幅し、これを前記ｐＳＦＶ／ｅｎｖ－ｇａｇのＳｍａＩサイトに挿入してｐＳＦＶ／
ｅｎｖ－ｇｅｇ－ｐｒｏを製作した（図１７）。ここで増幅されたｐｒｏ ｇｅｎｅは実
施例１のｇａｇｐｒｏのｐｒｏ遺伝子よりＮ末端序列が減少し、Ｃ末端序列がさらに含ま
れている。これはセルフプロセシングするのに必要な序列を含んでｐｒｏ遺伝子を増幅し
たものである(Viviane V. et al., J. Gen. Virol. 73, 639-651(1992))。本発明のｐＳ
ＦＶ／ｅｎｖ－ｇａｇ－ｐｒｏベクターはブダペスト条約下の寄託機関であるKorean Cul
ture Center of Microorganismsに寄託番号ＫＣＣＭ－１０２３３で寄託された。
【００８５】
［実施例１０］ｐＳＦＶ／ｅｎｖ－ｇｅｇの発現によるＶＬＰの生産
ＧａｇにＥｎｖが挿入されたＶＬＰを作るためにＨＩＶの２つの構造蛋白質がそれぞれの
プロモータの下で一つのベクターに連続的にクローニングされた実施例９の発現ベクター
ｐＳＦＶ／ｅｎｖ－ｇａｇを細胞に感染させた。ｐＳＦＶ－ｅｎｖ－ｇａｇのＲＮＡ転写
物をＢＨＫ－２１細胞にトランスフェクションして４８時間後にその細胞溶解物又は培地
上澄液から得たＶＬＰをＡＩＤＳ患者の血清でＥＣＬ(enhanced chemiluminescent subst
rate)方法を用いてウェスタンブロットした（図１８）（レイン１：陰性対照群、レイン
２、３：細胞溶解物；レイン４、５：細胞上澄液）。ＶＬＰからＧａｇとＥｎｖの２つの
蛋白質が全て発見されたので、２つのサブゲノミックプロモータの下でｅｎｖとｇａｇ遺
伝子をそれぞれ連結してクローニングした際にこれらの２つの蛋白質が細胞で全て発現さ
れ、相互結合してウィルス粒子を形成することが分る。図１８において培地上澄液のＧａ
ｇ蛋白質の大きさが小さく見えるのは、血清成分である６５ｋＤａのアルブミンによって
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押されて電気泳動されたためである。
【００８６】
［実施例１１］ｐＳＦＶ／ｅｎｖ－ｇａｇ－ｐｒｏの発現によるＶＬＰの製造
前記実施例９で製造されたｐＳＦＶ／ｅｎｖ－ｇａｇ－ｐｒｏベクターを宿主細胞にトラ
ンスフェクションさせてそれぞれの蛋白質を発現した。ｐＳＦＶ／ｅｎｖ－ｇａｇ－ｐｒ
ｏのＲＮＡ転写物をＢＨＫ－２１細胞にトランスフェクションさせた後、４８時間後に細
胞をＡＩＤＳ患者の血清、ｇｐ１６０に対するモノクローナル抗体、ｐ２４に対するモノ
クローナル抗体及びプロテアーゼに対するポリクローナル抗体（羊）で免疫細胞化学ステ
イニングした（図１９）（Ａ：陰性対照群；Ｂ：患者の血清；Ｃ：ｇｐ１６０に対するモ
ノクローナル抗体；Ｄ：ｐ２４に対するポリクローナル抗体；Ｅ：プロテアーゼに対する
ポリクローナル抗体）。これらの抗体が全て各抗原を認識したので、それぞれの２６Ｓサ
ブゲノミックプロモータからＧａｇ、Ｅｎｖ及びＰｒｏが全て発現されたことが分る。前
記実験はひいてはαウィルス発現ベクターの３つのサブゲノミックプロモータにそれぞれ
連結された３つ以上の外来遺伝子が全て発現できることを示す結果でもある。
【００８７】
［実施例１２］ｐＳＦＶ／ｅｎｖ－ｇａｇ－ｇａｇｐｒｏ－ＣＴＥ発現ベクターの製造
ｐＳＦＶ／ＣＴＥベクターを製造するために、ｐＧＥＭ７ｆｚ（－）／ＭＰＭＶを鋳型と
して下記のプライマー１４とプライマー１５を用いて増幅した後、ｐＳＦＶのＢａｍＨＩ
とＳｍａＩサイトに挿入した（図２０）。前記ベクターに実施例１で製造したｐＳＦＶ／
ｇａｇｐｒｏのｇａｇｐｒｏをＢａｍＨＩ処理してｐＳＦＶ／ＣＴＥのＢａｍＨＩサイト
に挿入してｐＳＦＶ／ｇａｇｐｒｏ－ＣＴＥを製造した（図２１）。ｐＳＦＶ／ｇａｇｐ
ｒｏ－ＣＴＥベクターはｐＳＦＶ／ｇａｇｐｒｏ序列の後にMaston-Pfzier monkeyウィル
スのＣＴＥ遺伝子を挿入したものである。
【００８８】
前記ｐＳＦＶ／ｇａｇｐｒｏ－ＣＴＥを鋳型として、２６Ｓサブゲノミックプロモータを
含んだｇａｇｐｒｏ全長遺伝子とＣＴＥ遺伝子をＰＣＲで増幅し、実施例９で製作された
ｐＳＦＶ／ｅｎｖ－ｇａｇプラスミドのＳｍａＩサイトに挿入してｐＳＦＶ／ｅｎｖ－ｇ
ａｇ－ｇａｇｐｒｏ－ＣＴＥ発現ベクターを製造した（図２２）。増幅反応はプライマー
１２及びプライマー１５を用いて鋳型ｐＳＦＶ／ｇａｇｐｒｏ－ＣＴＥ１μｌに２.５ｍ
Ｍ ｄＮＴＰ(Boehringer Mannheim, Germany)４μｌ、センスプライマー(１００ｐｍｏｌ
／μｌ)１μｌ、アンチセンスプライマー（１００ｐｍｏｌ／μｌ）、Taq polymerase１
０Ｘバッファ５μｌ、Ｄ.Ｗ.３７μｌを入れて混合液を作った後、９８℃で５分後、Taq 
polymerase１μｌを添加し、その後９４℃で１分、５５℃で１分、７２℃で２分に保たせ
る一連の反応を４０回繰り返し行った。本発明のｐＳＦＶ／ｅｎｖ－ｇａｇ－ｇａｇｐｒ
ｏ－ＣＴＥベクターは、ブダペスト条約下の寄託機関であるKorean Culture Center of M
icroorganismsに寄託番号ＫＣＣＭ－１０２３４で寄託された。

［実施例１３］ｐＳＦＶ／ｅｎｖ－ｇａｇ－ｇａｇΔｐｒｏ－ＣＴＥ発現ベクターの製造
ｇａｇΔｐｒｏはｇａｇｐｒｏのリボソームフレームシフトシグナルで保存された序列で
ある５つのＴを除去したものである。このｇａｇΔｐｒｏを作るために、まず前記実施例
１のｐＳＦＶ／ｇａｇを鋳型として、２６Ｓサブゲノミックプロモータ及びフレームシフ
トとなる直前のｇａｇ遺伝子（８３２－２１１３）をプライマー１２と下記のプライマー
１６を用いてＰＣＲで増幅した後、ｐＧＥＭＴベクター(Promega)に挿入した。
【００８９】
増幅は鋳型としてｐＳＦＶ／ｇａｇ１μｌに２.５ｍＭ ｄＮＴＰ(Boehringer Mannheim, 
Germany)４μｌ、センスプライマー(１００ｐｍｏｌ／μｌ)１μｌ、アンチセンスプライ
マー（１００ｐｍｏｌ／μｌ）１μｌ、Taq polymerase１０Ｘバッファ５μｌ、Ｄ.Ｗ.３
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７μｌを入れて混合液を作った後、９８℃で５分後、 Taq polymerase１μｌを添加し、
その後９４℃で１分、５５℃で１分、７２℃で１分に保たせる一連の反応を４０回繰り返
し行った。また、前記実施例１２のｐＳＦＶ／ｇａｇｐｒｏ－ＣＴＥを鋳型としてフレー
ムシフトシグナルの保存序列を排除したｐｒｏの全長遺伝子をプライマー１７とプライマ
ー１５を用いてＰＣＲで増幅した後、ｐＧＥＭＴベクターに挿入した。

２つの遺伝子はＳｔｕＩ制限酵素で処理して連結し、この過程中にアミノ酸Ａｓｎ(Aspar
agine)がＴｙｒ(Tyrosine)で置換され、５つのＴを除去することによりＰｈｅ(Phenylala
nine)アミノ酸２つが除去された。完成したｇａｇｐｒｏはＥｃｏＲＶ制限酵素を処理し
てｐＳＦＶ／ｅｎｖ－ｇａｇのＳｍａＩサイトに挿入してｐＳＦＶ／ｅｎｖ－ｇａｇ－ｇ
ａｇΔｐｒｏ－ＣＴＥ発現ベクターを製造した（図２３）。

【００９０】
［実施例１４］ｐＳＦＶ／ｇａｇｐｏｌ発現ベクターの製造
本発明ではＨＩＶ－１のｇａｇｐｏｌ遺伝子をαウィルスレプリコンに挿入してＧａｇｐ
ｏｌポリプロテインを発現させる発現ベクターを製造した。
【００９１】
ｐＳＦＶ／ｇａｇｐｏｌを作るために、Ｇａｇｐｏｌの全長遺伝子に該当するＨＩＶ－１
の塩基序列（８３２－５１３２ｂｐ）を下記のプライマー１８及びプライマー１９を用い
てＰＣＲで増幅した。鋳型としてＨＩＶ－１ ｃｌａｄｅ Ｅ全長遺伝子を持っているｐＵ
ＨＤ（１００ｎｇ／μｌ）に２.５ｍＭ ｄＮＴＰ(Boehringer Mannheim, Germany)４μｌ
、センスプライマー(１００ｐｍｏｌ/μｌ)１μｌ、アンチセンスプライマー（１００ｐ
ｍｏｌ／μｌ）１μｌ、Taq polymerase１０Ｘバッファ５μｌ、Ｄ.Ｗ.３７μｌを入れて
混合液を作った後、９８℃で５分間変性させ、その後Taq polymerase１μｌを添加した後
、９４℃で１分、５５℃で１分、７２℃で３分に保たせる一連の反応を４０回繰り返し行
った。

前記増幅された遺伝子をｐＳＦＶのＢａｍＨＩサイトに挿入してｐＳＦＶ／ｇａｇｐｏｌ
（図２４）を作った。
【００９２】
［実施例１５］ｐＳＦＶ／ｇａｇｐｏｌを用いたＶＬＰの生産
プロセシングされたＨＩＶ－１コアからなるＶＬＰを発現させようと、実施例１４で作製
された発現ベクターｐＳＦＶ／ｇａｇｐｏｌをｉｎ ｖｉｔｒｏ転写してｐＳＦＶ－ｈｅ
ｌｐｅｒＲＮＡ転写物なしでＢＨＫ－２１細胞に、前記実施例２の方法でそれぞれトラン
スフェクションした。トランスフェクションされた細胞は－２０℃の冷たい１００％Ｍｔ
ＯＨで４～６分間固定させ、１％のゼラチンで１時間ブロッキングした後、細胞をＡＩＤ
Ｓ患者の血清、ｐ２４に対するポリクローナル抗体及びプロテアーゼに対するポリクロー
ナル抗体で免疫細胞化学ステイニングした（図２５）（Ａ：陰性対照群；Ｂ：患者の血清
；Ｃ：ｐ２４ｐに対するポリクローナル抗体；Ｄ：プロテアーゼに対するポリクローナル
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抗体）。前記実験結果、形質転換されたＢＨＫ－２１細胞でＧａｇ蛋白質だけでなくＧａ
ｇｐｏｌポリプロテインが発現されたことを確認することができた。
【００９３】
ｐＳＦＶ／ｇａｇｐｏｌのＲＮＡ転写物をＢＨＫ－２１細胞にトランスフェクションして
４８時間後、その細胞溶解物又は培地上澄液からＶＬＰを分離してｐ２４に対するポリク
ローナル抗体でＥＣＬ方法を用いてウェスタンブロットした（図２６）（レイン１、４：
陰性対照群；レイン２、５：ｐＳＦＶ／ｇａｇから得られたサンプル；レイン３、６：ｐ
ＳＦＶ／ｇａｇｐｏｌから得られたサンプル；細胞溶解物（レイン１、２、３）；ＶＬＰ
（レイン４、５、６））。
【００９４】
ｐＳＦＶ／ｇａｇをトランスフェクションしたＢＨＫ－２１細胞内ではＰｒ５５のみが発
現されて上澄液から未成熟ＶＬＰが検出されたが、ｐＳＦＶ／ｇａｇｐｏｌをトランスフ
ェクションしたＢＨＫ－２１細胞内では殆どのＰｒ５５がプロセシングされて多量のｐ２
４が発現され、上澄液ではプロセシングされた成熟ＶＬＰを発見することができた。
【００９５】
［実施例１６］ｐＳＦＶ／ｇａｇ－ｅｎｔＭＣＴＥとｐＳＦＶ／ｇａｇｐｏｌ－ｅｎｖＭ
ＣＴＥ発現ベクターの製造
本発明では、Ｅｎｖを持っている成熟ＨＩＶＬＰを製造するために２６Ｓサブゲノミック
プロモータとＭＣＴＥを含んだｅｎｖ遺伝子を増幅した後、ｐＳＦＶ／ｇｐｏｌのＳｍａ
Ｉサイトに挿入することにより、ｐＳＦＶ／ｇｐｏｌ－ｅｎｖＭＣＴＥを製造した。また
、この作製物との比較実験のためにｐＳＶ／ｇａｇ－ｅｎｖＭＣＴＥを製造した。
【００９６】
ｐＳＦＶ／ｇａｇ－ｅｎｖＭＣＴＥを作るために、まずｐＳＦＶ／ｇａｇを新しく構築し
た。実施例１で作られたｐＳＦＶ／ｇａｇのｇａｇ遺伝子の前にはＳｍａＩサイトを含ん
でいるので、ＳｍａＩサイトを除去したプライマー１８とプライマー２を用いてＧａｇの
全長遺伝子に該当するＨＩＶ－１の塩基序列（８３２－２１１３ｂｐ）をＰＣＲで増幅し
て前記実施例１と同一の方法で製造した。
【００９７】
ｐＳＦＶ／ｇａｇ－ｅｎｖＭＣＴＥは、実施例１２で製造されたｐＳＦＶ／ＭＣＴＥのＢ
ａｍＨＩサイトに、前記実施例４と同一の方法で製造されたｐＳＦＶ／ｅｎｖＭＣＴＥ（
図２７）を鋳型として２６Ｓサブゲノミックプロモータに対するプライマー１２（センス
）とＭＣＴＥに対するプライマー１５（アンチセンス）を用いて２６ｅｎｖＭＣＴＥ遺伝
子を増幅した後、ｐＳＦＶ／ｇａｇのＳｍａＩサイトに挿入することにより製造した（図
２８）。
【００９８】
ｐＳＦＶ／ｇａｇｐｏｌ－ｅｎｖＭＣＴＥは、前記の方法で２６ＳｅｎｖＭＣＴＥ遺伝子
を増幅した後、ｐＳＦＶ／ｇａｇｐｏｌのＳｍａＩサイトに挿入することにより製造した
（図２９）。本発明のｐＳＦＶ／ｇａｇｐｏｌ－ｅｎｖ－ＭＣＴＥベクターは、ブダペス
ト条約下の国際寄託機関であるKorean Culture Center of Microorganismsに寄託番号Ｋ
ＣＣＭ－１０３４８で寄託された。
【００９９】
［実施例１７］ｐＳＦＶ／ｇａｇ－ｅｎｖＭＣＴＥ及びｐＳＦＶ／ｇａｇｐｏｌ－ｅｎｖ
ＭＣＴＥを用いたＶＬＰの生産
ｐＳＦＶ／ｇａｇ－ｅｎｖＭＣＴＥをｉｎ ｖｉｔｒｏ転写してｐＳＦＶ－ｈｅｌｐｅｒ
ＲＮＡ転写物なしでＢＨＫ－２１細胞に、前記実施例２の方法によってトランスフェクシ
ョンした。トランスフェクションされた細胞は－２０℃の冷たい１００％ＭｔＯＨで４～
６分間固定させ、１％のゼラチンで１時間ブロッキングした後、細胞をＡＩＤＳ患者の血
清、ｐ２４に対するポリクローナル抗体、プロテアーゼに対するポリクローナル抗体及び
ｅｎｖに対するモノクローナル抗体で免疫細胞化学ステイニングした（図３０）（Ａ：陰
性対照群；Ｂ：患者の血清；Ｃ：ｐ２５ｐに対するポリクローナル抗体；Ｄ：プロテアー
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ゼに対するポリクローナル抗体）。前記実験結果、形質転換されたＢＨＫ－２１細胞でＧ
ａｇ蛋白質だけでなくＥｎｖ蛋白質が発現されたことを確認することができた。
【０１００】
ｐＳＦＶ／ｇａｇｐｏｌ－ｅｎｖＭＣＴＥも前記実施例２の方法でトランスフェクション
した（図３１）（Ａ：陰性対照群；Ｂ：患者の血清；Ｃ：ｐ２４に対するポリクローナル
抗体；Ｄ：プロテアーゼに対するポリクローナル抗体；Ｅ：ｅｎｖに対するモノクローナ
ル抗体）。前記実験結果、形質転換されたそれぞれのＢＨＫ－２１細胞でＧａｇｐｏｌ蛋
白質だけではくＥｎｖ蛋白質が発現されたことを確認することができた。
【０１０１】
ｐＳＦＶ／ｇａｇ－ｅｎｖＭＣＴＥ及びｐＳＦＶ／ｇａｇｐｏｌ－ｅｎｖＭＣＴＥのＲＮ
Ａ転写物をＢＨＫ－２１細胞にトランスフェクションして４８時間後、その培地の上澄液
からＶＬＰを分離してｐ２４に対するポリクローナル抗体、ｅｎｖに対するモノクローナ
ル抗体でＥＣＬ方法を用いてウェスタンブロットした（図３２）（Ａ：患者の血清；Ｂ：
ｅｎｖに対するモノクローナル抗体；レイン１、４：ｐＳＦＶ／ｇａｇから得られたＶＬ
Ｐ；レイン２、５：ｐＳＦＶ／ｇａｇ－ｅｎｖＭＣＴＥから得られたＶＬＰ；レイン３、
６：ｐＳＦＶ／ｇａｇｐｏｌ－ｅｎｖＭＣＴＥから得られたＶＬＰ）。前記の結果により
、ｐＳＦＶ／ｇａｇｐｏｌ－ｅｎｖＭＣＴＥを発現させた場合、Ｅｎｖを含み、プロセシ
ングされた成熟ＶＬＰを生産することができた。
【配列表】
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【図面の簡単な説明】
【図１】　図１はＨＩＶ－１のゲノム構造を示す概要図である。
【図２】　図２はｐＳＦＶベクター及びｐＳＦＶ－ｈｅｌｐｅｒの構造を示す概要図であ
る。
【図３】　図３はｐＳＦＶ／ｇａｇ発現ベクターの製造過程を示す概要図である。
【図４】　図４はｐＳＦＶ／ｇａｇｐｒｏ発現ベクターの製造過程を示す概要図である。
【図５】　図５はｐＳＦＶ－ｈｅｌｐｅｒとｐＳＦＶ／ｇａｇ、又はｐＳＦＶ－ｈｅｌｐ
ｅｒとｐＳＦＶ／ｇａｇｐｒｏＲＮＡ転写物をＢＨＫ－２１細胞にトランスフェクション
して得たウィルス粒子をＡＩＤＳ患者の血清でウェスタンブロットした結果を示す写真で
ある。
【図６】　図６はｐＳＦＶ－ｈｅｌｐｅｒとｐＳＦＶ／ｇａｇ、又はｐＳＦＶ－ｈｅｌｐ
ｅｒとｐＳＦＶ／ｇａｇｐｒｏＲＮＡ転写物をＢＨＫ－２１細胞にトランスフェクション
して得たウィルス粒子をｉｎ ｖｉｔｒｏ活性化してＢＨＫ－２１細胞に感染させた後、
感染したＢＨＫ－２１細胞の溶解物をＡＩＤＳ患者の血清でウェスタンブロットした結果
を示す写真である。
【図７】　図７はｐＳＦＶ／ｇａｇ又はｐＳＦＶ／ｇａｇｐｒｏＲＮＡ転写物をＢＨＫ－
２１細胞にトランスフェクションした後、細胞をｐ２４（カプシド）に対するポリクロー
ナル抗体で免疫化学ステイニングしてＧａｇの発現を確認した写真である。
【図８】　図８はｐＳＦＶ／ｇａｇ（Ａ）又はｐＳＦＶ／ｇａｇｐｒｏ（Ｂ）のＲＮＡ転
写物をＢＨＫ－２１細胞にトランスフェクションした後、その細胞培養培地の上澄液から
得たＶＬＰをネガティブステイニングして電子顕微鏡で観察した写真である（Ｘ１４０,
０００）。
【図９】　図９はｐＳＦＶ／ｅｎｖ発現ベクターの製造過程を示す概要図である。
【図１０】　図１０はｐＳＦＶ－ｈｅｌｐｅｒＲＮＡ転写物と共にｐＳＦＶ／ｅｎｖＲＮ
Ａ転写物をＢＨＫ－２１細胞にトランスフェクションした後、ｇｐ１６０に対するモノク
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ローナル抗体で免疫化学ステイニングしてｇｐ１６０の発現を確認した写真である。
【図１１】　図１１はｐＳＦＶ－ｈｅｌｐｅｒＲＮＡ転写物と共にｐＳＦＶ／ｅｎｖＲＮ
Ａ転写物をＢＨＫ－２１細胞にトランスフェクションして得た欠損ＳＦＶ粒子をさらにｉ
ｎ ｖｉｔｒｏ活性化してＢＨＫ－２１細胞に感染させ、感染したＢＨＫ－２１細胞の溶
解物をＡＩＤＳ患者の血清でウェスタンブロットした結果を示す写真である。
【図１２】　図１２はｐＳＦＶ／ｇａｇとｐＳＦＶ／ｅｎｖＲＮＡ転写物を同時にＢＨＫ
－２１細胞にトランスフェクションした後、ｇｐ１６０に対するモノクローナル抗体（Ｂ
）又はＡＩＤＳ患者の血清（Ｃ）で細胞を免疫化学ステイニングしてＨＩＶ－１ Ｅｎｖ
とＧａｇ蛋白質が同時に発現されたことを示す写真である。
【図１３】　図１３はｐＳＦＶ／ｇａｇＲＮＡ転写物、又はｐＳＦＶ／ｇａｇとｐＳＦＶ
／ｅｎｖＲＮＡ転写物を同時にＢＨＫ－２１細胞にトランスフェクションしてそれぞれＶ
ＬＰを得た後、これらの粒子内にパッケージングされたＲＮＡをＲＴ－ＰＣＲとＰＣＲ分
析した結果を示す写真である。
【図１４】　図１４はｐＳＦＶ－ｈｅｌｐｅｒとｐＳＦＶ－ｇａｇＲＮＡ転写物、又はｐ
ＳＦＶ－ｈｅｌｐｅｒとｐＳＦＶ／ｅｎｖＲＮＡ転写物をＢＨＫ－２１細胞に同時トラン
スフェクションして得たそれぞれの欠損ＳＦＶ粒子をｉｎ ｖｉｔｒｏ活性化させてＣＯ
Ｓ－１細胞に再感染させた結果、ＨＩＶ－１のＧａｇとＥｎｖからなるＶＬＰが生成され
たことを示すウェスタンブロット写真である。
【図１５】　図１５はｐＳＦＶ／ｐｒｏ発現ベクターの製造過程を示す概要図である。
【図１６】　図１６はｐＳＦＶ／ｅｎｖ－ｇａｇ発現ベクターの製造過程を示す概要図で
ある。
【図１７】　図１７はｐＳＦＶ／ｅｎｖ－ｇａｇ－ｐｒｏ発現ベクターの製造過程を示す
概要図である。
【図１８】　図１８はｐＳＦＶ／ｅｎｖ－ｇａｇのＲＮＡ転写物をＢＨＫ－２１細胞にト
ランスフェクションして得たＶＬＰ又は細胞溶解物をＡＩＤＳ患者の血清でウェストブロ
ットした結果を示す写真である。
【図１９】　図１９はｐＳＦＶ／ｅｎｖ－ｇａｇ－ｐｒｏのＲＮＡ転写物をＢＨＫ－２１
細胞にトランスフェクションした結果、ＨＩＶ－１のＧａｇ、Ｅｎｖ及びＰｒｏが発現さ
れたことを示す免疫細胞化学分析写真である。
【図２０】　図２０はｐＳＦＶ／ＣＥＴ発現ベクターの製造過程を示す概要図である。
【図２１】　図２１はｐＳＦＶ／ｇａｇｐｒｏ－ＣＴＥ発現ベクターの製造過程を示す概
要図である。
【図２２】　図２２はｐＳＦＶ／ｅｎｖ－ｇａｇ－ｇａｇｐｒｏ－ＣＴＥ発現ベクターの
製造工程を示す概要図である。
【図２３】　図２３はｐＳＦＶ／ｅｎｖ－ｇａｇ－ｇａｇｐｒｏ－ＣＴＥ発現ベクターの
製造過程として、ｇａｇの３'末端で生ずるフレームシフト塩基序列を除去したｇａｇｐ
ｒｏをｐＳＦＶ／ｅｎｖ－ｇａｇに挿入したことを示す概要図である。
【図２４】　図２４はｐＳＦＶ／ｇａｇｐｏｌの製造過程を示す概要図である。
【図２５】　図２５はｐＳＦＶ／ｇａｇｐｏｌをＢＨＫ－２１の細胞にトランスフェクシ
ョンした後、細胞をｐ２４に対するポリクローナル抗体及びプロテアーゼに対するポリク
ローナル抗体で免疫細胞化学ステイニングしてＧａｇ及びＧａｇｐｏｌポリプロテインの
発現を確認した写真である。
【図２６】　図２６はｐＳＦＶ／ｇａｇｐｏｌのＲＮＡ転写物をＢＨＫ－２１細胞にトラ
ンスフェクションした後、細胞をｐ２４に対するポリクローナル抗体でＥＣＬ方法を用い
てウェスタンブロットした結果を示す写真である。
【図２７】　図２７はｐＳＦＶ／ｅｎｖＭＣＴＥの製造過程を示す概要図である。
【図２８】　図２８はｐＳＦＶ／ｇａｇ－ｅｎｖＭＣＴＥの製造過程を示す概要図である
。
【図２９】　図２９はｐＳＦＶ／ｇａｇｐｏｌ－ｅｎｖＭＣＴＥの製造過程を示す概要図
である。
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【図３０】　図３０はｐＳＦＶ／ｇａｇ－ｅｎｖＭＣＴＥをＢＨＫ－２１細胞にトランス
フェクションした後、細胞をｐ２４に対するポリクローナル抗体、プロテアーゼに対する
ポリクローナル抗体及びｅｎｖに対するモノクローナル抗体でＧａｇ及びＥｎｖ蛋白質の
発現を確認した写真である。
【図３１】　図３１はｐＳＦＶ／ｇａｇｐｏｌ－ｅｎｖＭＣＴＥをＢＨＫ－２１細胞にト
ランスフェクションした後、細胞をｐ２４に対するポリクローナル抗体、プロテアーゼに
対するポリクローナル抗体及びｅｎｖに対するモノクローナル抗体で免疫細胞化学ステイ
ニングしてＧａｇｐｏｌポリプロテイン及びＥｎｖ蛋白質の発現を確認した写真である。
【図３２】　図３２はｐＳＦｖ／ｇａｇ－ｅｎｖＭＣＴＥ及びｐＳＦＶ／ｇａｇｐｏｌ－
ｅｎｖＭＣＴＥのＲＮＡ転写物をＢＨＫ－２１細胞にトランスフェクションし、４８時間
後、細胞をｐ２４に対するポリクローナル抗体及びｅｎｖに対するモノクローナル抗体で
ＥＣＬ方法を用いてウェスタンブロットした結果を示す写真である。
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