
(57)【要約】

本発明はウイルス学の分野に関する。本発明は、パラミ

クソウイルス科のニューモウイルス亜科に含まれ、系統

学的にメタニューモウイルス属に該当するものとして同

定される、単離された本質的に哺乳動物性のネガティブ

センス一本鎖RNAウイルス（MPV）、ならびにその成分を

提供する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
単 離 さ れ た 、 本 質 的 に 哺 乳 動 物 性 の ネ ガ テ ィ ブ セ ン ス 一 本 鎖 RNAウ イ ル ス （ MPV） で あ っ て
、 パ ラ ミ ク ソ ウ イ ル ス 科 の ニ ュ ー モ ウ イ ル ス 亜 科 に 属 し 、 系 統 学 的 に メ タ ニ ュ ー モ ウ イ ル
ス 属 に 該 当 す る も の と し て 同 定 さ れ る 上 記 ウ イ ル ス 。
【 請 求 項 ２ 】
単 離 さ れ た ネ ガ テ ィ ブ セ ン ス 一 本 鎖 RNAウ イ ル ス （ MPV） で あ っ て 、 パ ラ ミ ク ソ ウ イ ル ス 科
の ニ ュ ー モ ウ イ ル ス 亜 科 に 属 す る も の で あ り 、 か つ 、 そ の ウ イ ル ス の 核 酸 配 列 を 決 定 し 、
そ の 配 列 を 、 最 尤 系 統 樹 を 100の ブ ー ト ス ト ラ ッ プ お よ び 3の ジ ャ ン ブ ル を 用 い て 作 製 す る
系 統 樹 解 析 で 試 験 し 、 そ れ が 、 鳥 類 の 鼻 気 管 炎 の 原 因 物 質 で あ る 七 面 鳥 鼻 気 管 炎 ウ イ ル ス
（ TRTV） と し て も 知 ら れ る ト リ ・ ニ ュ ー モ ウ イ ル ス （ APV） の ウ イ ル ス 単 離 体 に 該 当 す る
と い う よ り も 、 CNCM（ パ リ ） に I-2614と し て 寄 託 さ れ て い る ウ イ ル ス 単 離 体 に 系 統 学 的 に
よ り 近 い も の と し て 該 当 す る こ と を 見 出 す こ と に よ っ て 、 系 統 学 的 に メ タ ニ ュ ー モ ウ イ ル
ス 属 に 該 当 す る も の と し て 同 定 さ れ る 上 記 ウ イ ル ス 。
【 請 求 項 ３ 】
ト リ ・ ニ ュ ー モ ウ イ ル ス が APV C型 （ APV-C） か ら な る 、 請 求 項 ２ に 記 載 の ウ イ ル ス 。
【 請 求 項 ４ 】
前 記 核 酸 配 列 が 、 前 記 ウ イ ル ス の ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ
フ レ ー ム （ ORF） を 含 む 、 請 求 項 １ ～ ３ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の ウ イ ル ス 。
【 請 求 項 ５ 】
前 記 オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム が N、 P、 Mお よ び Fタ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ORFの 群 か
ら 選 ば れ る 、 請 求 項 ４ に 記 載 の ウ イ ル ス 。
【 請 求 項 ６ 】
前 記 オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム が SHま た は Gタ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ORFの 群 か ら 選 ば
れ る 、 請 求 項 ５ に 記 載 の ウ イ ル ス 。
【 請 求 項 ７ 】
図 6に 示 す 配 列 に 系 統 学 的 に 対 応 す る 核 酸 ま た は 機 能 性 断 片 を 含 む 、 請 求 項 １ ～ ６ の い ず
れ か 一 項 に 記 載 の ウ イ ル ス 。
【 請 求 項 ８ 】
CNCM（ パ ス ツ ー ル 研 究 所 、 パ リ ） に I-2614と し て 寄 託 さ れ て い る MPV単 離 体 ま た は 系 統 学
的 に そ れ に 該 当 す る ウ イ ル ス 単 離 体 を 含 む 、 請 求 項 １ ～ ７ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の ウ イ ル
ス 。
【 請 求 項 ９ 】
気 道 疾 患 に 罹 患 し て い る ヒ ト か ら 単 離 さ れ る 、 請 求 項 ８ に 記 載 の ウ イ ル ス 。
【 請 求 項 １ ０ 】
請 求 項 １ ～ ９ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の ウ イ ル ス か ら 得 ら れ る 、 単 離 さ れ た 核 酸 も し く は 組
換 え 核 酸 ま た は そ の MPV特 異 的 機 能 性 断 片 。
【 請 求 項 １ １ 】
請 求 項 １ ０ に 記 載 の 核 酸 を 含 む ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 １ ２ 】
請 求 項 １ ０ に 記 載 の 核 酸 ま た は 請 求 項 １ １ に 記 載 の ベ ク タ ー を 含 む 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 １ ３ 】
請 求 項 １ ０ に 記 載 の 核 酸 に よ り コ ー ド さ れ る 、 単 離 さ れ た タ ン パ ク 質 様 分 子 も し く は 組 換
え タ ン パ ク 質 様 分 子 ま た は そ の MPV特 異 的 機 能 性 断 片 。
【 請 求 項 １ ４ 】
請 求 項 １ ３ に 記 載 の タ ン パ ク 質 様 分 子 ま た は そ の MPV特 異 的 機 能 性 断 片 を 含 む 抗 原 。
【 請 求 項 １ ５ 】
請 求 項 １ ４ に 記 載 の 抗 原 に 対 し て 特 異 的 な 抗 体 。
【 請 求 項 １ ６ 】
ウ イ ル ス 単 離 体 を MPVと し て 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、 そ の ウ イ ル ス 単 離 体 ま た は そ の 成 分
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を 、 請 求 項 １ ５ に 記 載 の 抗 体 と 反 応 さ せ る こ と を 含 む 上 記 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
ウ イ ル ス 単 離 体 を MPVと し て 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、 そ の ウ イ ル ス 単 離 体 ま た は そ の 成 分
を 、 請 求 項 １ ０ に 記 載 の 核 酸 と 反 応 さ せ る こ と を 含 む 上 記 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
前 記 MPVが ヒ ト MPVを 含 む 、 請 求 項 １ ６ ま た は １ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
請 求 項 １ ６ ～ １ ８ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 に よ り 、 パ ラ ミ ク ソ ウ イ ル ス 科 の ニ ュ ー モ
ウ イ ル ス 亜 科 に 含 ま れ 、 系 統 学 的 に メ タ ニ ュ ー モ ウ イ ル ス 属 に 該 当 す る も の と し て 同 定 さ
れ る 哺 乳 動 物 性 の ネ ガ テ ィ ブ セ ン ス 一 本 鎖 RNAウ イ ル ス と し て 同 定 さ れ る ウ イ ル ス 単 離 体
。
【 請 求 項 ２ ０ 】
哺 乳 動 物 の MPV感 染 を ウ イ ル ス 学 的 に 診 断 す る 方 法 で あ っ て 、 そ の 哺 乳 動 物 の サ ン プ ル を
請 求 項 １ ０ に 記 載 の 核 酸 ま た は 請 求 項 １ ５ に 記 載 の 抗 体 と 反 応 さ せ る こ と に よ り 、 そ の サ
ン プ ル 中 の ウ イ ル ス 単 離 体 ま た は そ の 成 分 の 存 在 を 判 定 す る こ と を 含 む 上 記 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
哺 乳 動 物 の MPV感 染 を 血 清 学 的 に 診 断 す る 方 法 で あ っ て 、 そ の 哺 乳 動 物 の サ ン プ ル を 請 求
項 １ ３ に 記 載 の タ ン パ ク 質 様 分 子 も し く は そ の 断 片 ま た は 請 求 項 １ ４ に 記 載 の 抗 原 と 反 応
さ せ る こ と に よ り 、 そ の サ ン プ ル 中 の MPVま た は そ の 成 分 に 対 し て 特 異 的 な 抗 体 の 存 在 を
判 定 す る こ と を 含 む 上 記 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
MPV感 染 を 診 断 す る た め の 診 断 キ ッ ト で あ っ て 、 請 求 項 １ ～ ９ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の ウ
イ ル ス 、 請 求 項 １ ０ に 記 載 の 核 酸 、 請 求 項 １ ３ に 記 載 の タ ン パ ク 質 様 分 子 も し く は そ の 断
片 、 請 求 項 １ ４ に 記 載 の 抗 原 、 お よ び ／ ま た は 請 求 項 １ ５ に 記 載 の 抗 体 を 含 む 上 記 キ ッ ト
。
【 請 求 項 ２ ３ 】
医 薬 組 成 物 を 製 造 す る た め の 、 請 求 項 １ ～ ９ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の ウ イ ル ス 、 請 求 項 １
０ に 記 載 の 核 酸 、 請 求 項 １ １ に 記 載 の ベ ク タ ー 、 請 求 項 １ ２ に 記 載 の 宿 主 細 胞 、 請 求 項 １
３ に 記 載 の タ ン パ ク 質 様 分 子 も し く は そ の 断 片 、 請 求 項 １ ４ に 記 載 の 抗 原 、 ま た は 請 求 項
１ ５ に 記 載 の 抗 体 の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
MPV感 染 の 治 療 ま た は 予 防 の た め の 医 薬 組 成 物 を 製 造 す る た め の 、 請 求 項 ２ ３ に 記 載 の 使
用 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
気 道 疾 患 の 治 療 ま た は 予 防 の た め の 医 薬 組 成 物 を 製 造 す る た め の 、 請 求 項 ２ ３ ま た は ２ ４
に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
請 求 項 １ ～ ９ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の ウ イ ル ス 、 請 求 項 １ ０ に 記 載 の 核 酸 、 請 求 項 １ １ に
記 載 の ベ ク タ ー 、 請 求 項 １ ２ に 記 載 の 宿 主 細 胞 、 請 求 項 １ ３ に 記 載 の タ ン パ ク 質 様 分 子 も
し く は そ の 断 片 、 請 求 項 １ ４ に 記 載 の 抗 原 、 ま た は 請 求 項 １ ５ に 記 載 の 抗 体 を 含 む 医 薬 組
成 物 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
請 求 項 ２ ６ に 記 載 の 医 薬 組 成 物 を 個 体 に 投 与 す る こ と を 含 む 、 MPV感 染 の 治 療 ま た は 予 防
方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
請 求 項 ２ ６ に 記 載 の 医 薬 組 成 物 を 個 体 に 投 与 す る こ と を 含 む 、 気 道 疾 患 の 治 療 ま た は 予 防
方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
前 記 個 体 が ヒ ト を 含 む 、 請 求 項 ２ ７ ま た は ２ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
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気 道 疾 患 の 治 療 に 有 用 な 抗 ウ イ ル ス 剤 を 得 る 方 法 で あ っ て 、 請 求 項 １ ～ ９ の い ず れ か 一 項
に 記 載 の ウ イ ル ス を 含 む 細 胞 培 養 物 ま た は 実 験 動 物 を 樹 立 し 、 そ の 培 養 物 ま た は 動 物 を 候
補 の 抗 ウ イ ル ス 剤 で 処 理 し 、 そ の ウ イ ル ス ま た は そ の 培 養 物 も し く は 動 物 の 感 染 に 及 ぼ す
そ の 剤 の 効 果 を 判 定 し 、 目 的 と す る 効 果 を 有 す る 抗 ウ イ ル ス 剤 を 選 び 出 す こ と を 含 む 上 記
方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
請 求 項 ３ ０ に 記 載 の 方 法 に よ り 得 ら れ る 、 抗 ウ イ ル ス 剤 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
医 薬 組 成 物 を 製 造 す る た め の 、 請 求 項 ３ １ に 記 載 の 抗 ウ イ ル ス 剤 の 使 用 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
気 道 疾 患 の 治 療 の た め の 医 薬 組 成 物 を 製 造 す る た め の 、 請 求 項 ３ ３ に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
MPV感 染 の 治 療 の た め の 医 薬 組 成 物 を 製 造 す る た め の 、 請 求 項 ３ ２ ま た は ３ ３ に 記 載 の 使
用 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
請 求 項 ３ １ に 記 載 の 抗 ウ イ ル ス 剤 を 含 む 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
請 求 項 ３ ５ に 記 載 の 医 薬 組 成 物 を 個 体 に 投 与 す る こ と を 含 む 、 MPV感 染 の 治 療 ま た は 予 防
方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
請 求 項 ３ ５ に 記 載 の 医 薬 組 成 物 を 個 体 に 投 与 す る こ と を 含 む 、 気 道 疾 患 の 治 療 ま た は 予 防
の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
前 記 個 体 が ヒ ト を 含 む 、 請 求 項 ３ ６ ま た は ３ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
動 物 の MPV感 染 を ウ イ ル ス 学 的 に 診 断 す る 方 法 で あ っ て 、 そ の 動 物 の サ ン プ ル を ト リ ・ ニ
ュ ー モ ウ イ ル ス （ APV） の 成 分 と 特 異 的 に 反 応 す る 核 酸 も し く は 抗 体 と 反 応 さ せ る こ と に
よ り 、 そ の サ ン プ ル 中 の ウ イ ル ス 単 離 体 も し く は そ の 成 分 の 存 在 を 判 定 す る こ と を 含 み 、
但 し 、 そ の 核 酸 も し く は 抗 体 が MPVの 成 分 と 交 差 反 応 性 で あ る 、 上 記 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
動 物 の MPV感 染 を 血 清 学 的 に 診 断 す る 方 法 で あ っ て 、 そ の 動 物 の サ ン プ ル を APV単 離 体 も し
く は そ の 成 分 か ら 誘 導 さ れ る タ ン パ ク 質 様 分 子 も し く は そ の 断 片 ま た は 抗 原 と 反 応 さ せ る
こ と に よ り 、 そ の サ ン プ ル 中 の MPVも し く は そ の 成 分 に 対 す る 抗 体 の 存 在 を 判 定 す る こ と
を 含 み 、 但 し 、 そ の 分 子 、 断 片 ま た は 抗 原 が 、 MPVの 成 分 と 本 質 的 に 相 同 で あ る よ う に 選
ば れ る 、 上 記 方 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
鳥 類 の APV感 染 を ウ イ ル ス 学 的 に 診 断 す る 方 法 で あ っ て 、 そ の 鳥 類 の サ ン プ ル を 請 求 項 １
０ に 記 載 の 核 酸 ま た は 請 求 項 １ ５ に 記 載 の 抗 体 と 反 応 さ せ る こ と に よ り 、 そ の サ ン プ ル 中
の ウ イ ル ス 単 離 体 も し く は そ の 成 分 の 存 在 を 判 定 す る こ と を 含 み 、 但 し 、 そ の 核 酸 も し く
は 抗 体 が APVの 成 分 と 交 差 反 応 性 で あ る 、 上 記 方 法 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
鳥 類 の APV感 染 を 血 清 学 的 に 診 断 す る 方 法 で あ っ て 、 そ の 鳥 類 の サ ン プ ル を 請 求 項 １ ３ に
記 載 の タ ン パ ク 質 様 分 子 も し く は そ の 断 片 ま た は 請 求 項 １ ４ に 記 載 の 抗 原 と 反 応 さ せ る こ
と に よ り 、 そ の サ ン プ ル 中 の APVも し く は そ の 成 分 に 特 異 的 な 抗 体 の 存 在 を 判 定 す る こ と
を 含 み 、 但 し 、 そ の 分 子 、 断 片 ま た は 抗 原 が 、 本 質 的 に APVの 成 分 と 相 同 で あ る よ う に 選
ば れ る 、 上 記 方 法 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
前 記 APVが APV-Cを 含 む 、 請 求 項 ３ ９ ～ ４ ２ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
APV特 異 的 抗 体 を 検 出 す る よ う に 設 計 さ れ た 診 断 試 験 の 、 MPVに 対 す る 抗 体 を 検 出 す る た め
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の 使 用 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
前 記 試 験 が 、 酵 素 免 疫 ア ッ セ イ （ EIA） を 含 む 、 請 求 項 ４ ４ に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
APV特 異 的 抗 体 を 検 出 す る よ う に 設 計 さ れ た 診 断 試 験 に お い て サ ン プ ル を 試 験 す る こ と を
含 む 、 サ ン プ ル 中 の MPVに 対 す る 抗 体 の 検 出 方 法 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
前 記 試 験 が 酵 素 免 疫 ア ッ セ イ （ EIA） を 含 む 、 請 求 項 ４ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】

本 発 明 は 、 ウ イ ル ス 学 の 分 野 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
過 去 何 十 年 も の 間 、 哺 乳 動 物 の 疾 患 、 特 に ヒ ト に お け る 気 道 疾 患 （ RTI） の 幾 つ か の 原 因
物 質 が 同 定 さ れ て き た 7 。 哺 乳 動 物 に 罹 患 す る RTIの 古 典 的 な 原 因 物 質 は 、 ヒ ト （ hRSV） お
よ び ウ シ や ヒ ツ ジ な ど の 反 芻 動 物 （ bRSVお よ び ／ ま た は oRSV） に 見 ら れ る ニ ュ ー モ ウ イ ル
ス （ Pneumovirus） 属 に 属 す る 呼 吸 器 合 胞 体 ウ イ ル ス で あ る 。 ヒ ト RSVで は 、 相 互 交 差 中 和
ア ッ セ イ （ reciprocal cross neutralization assay） 、 免 疫 学 的 ア ッ セ イ に お け る Gタ ン
パ ク 質 の 反 応 性 、 お よ び G遺 伝 子 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に お け る 違 い を 用 い て 、 2つ の hRSV抗
原 亜 群 が 定 義 さ れ る 。 そ れ ら の 亜 群 内 で は 、 ア ミ ノ 酸 （ aa） 配 列 は 94%（ 亜 群 A） ま た は 98
%（ 亜 群 B） の 同 一 性 を 示 す が 、 亜 群 間 で は 53%の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 し か 見 ら れ な い 。 モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 RT-PCRア ッ セ イ お よ び RNAse保 護 ア ッ セ イ に よ れ ば 、 亜 群 内 で は 更 な
る 変 異 性 が 見 ら れ る 。 両 者 の 亜 群 の ウ イ ル ス は 、 世 界 的 に 分 布 し て お り 、 １ シ ー ズ ン の 間
存 在 で き る 。 感 染 は 、 す で に 免 疫 が 存 在 し て い る 場 合 に も 起 こ り 、 抗 原 性 変 異 は 再 感 染 を
起 こ す の に 厳 密 に は 必 要 で は な い 。 例 え ば 、 Sullender, W.M., Respiratory Syncytial V
irus Genetic and Antigenic Diversity. Clinical Microbiology Reviews, 2000. 13(1)
:p.1-15； Collins, P.L., McIntosh, K.お よ び Chanock, R.M., Respiratory syncytial v
irus. Fields virology, B.N. Knipe, Howley, P.M.編 , 1996, Philadelphia: Lippencot
t-raven. 1313-1351； Johnson, P.R.,ら , The G glycoprotein of human respiratory sy
ncytial viruses of subgroups A and B: extensive sequence divergence between anti
genically related proteins. Proc Natl Acad Sci USA, 1987. 84(16):p.5625-9； Colli
ns, P.L., The molecular Biology of Human Respiratory Syncytial virus (RSV) of th
e Genus Pneumovirus, in The Paramyxoviruses, D.W. Kingsbury,編 . 1991, Plenum Pre
ss: New York. p.103-153を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
も う 1つ の 古 典 的 な ニ ュ ー モ ウ イ ル ス は 、 マ ウ ス 肺 炎 ウ イ ル ス で あ り 、 通 常 は 実 験 用 マ ウ
ス だ け に 見 ら れ る 。 し か し 、 哺 乳 動 物 で 見 ら れ る 疾 患 の 中 に は 、 依 然 と し て 既 知 の 病 原 体
が 原 因 で あ る と す る こ と が で き な い も の が あ る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ ４ 】
本 発 明 は 、 パ ラ ミ ク ソ ウ イ ル ス 科 （ Paramyxoviridae） の ニ ュ ー モ ウ イ ル ス 亜 科 （ Pneumov
irinae） に 属 し 、 系 統 学 的 に は メ タ ニ ュ ー モ ウ イ ル ス （ Metapneumovirus） 属 に 該 当 す る
も の と し て 同 定 可 能 で あ る 、 単 離 さ れ た 、 本 質 的 に 哺 乳 動 物 性 の ネ ガ テ ィ ブ セ ン ス 一 本 鎖
RNAウ イ ル ス （ MPV） を 提 供 す る 。 こ の ウ イ ル ス は 、 そ の ウ イ ル ス の 核 酸 配 列 を 決 定 し 、 そ
の 配 列 を 系 統 学 的 解 析 （ 例 え ば 、 最 尤 系 統 樹 を 100の ブ ー ト ス ト ラ ッ プ お よ び 3の ジ ャ ン ブ
ル を 用 い て 作 製 す る ） に お い て 試 験 し 、 そ れ が 、 鳥 類 の 鼻 気 管 炎 の 原 因 物 質 で あ る 七 面 鳥
鼻 気 管 炎 ウ イ ル ス （ TRTV） と し て も 知 ら れ る ト リ ・ ニ ュ ー モ ウ イ ル ス （ APV） の 本 質 的 に
鳥 類 性 の ウ イ ル ス 単 離 体 に 該 当 す る と い う よ り も 、 CNCM（ パ リ ） に I-2614と し て 寄 託 さ れ
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て い る ウ イ ル ス 単 離 体 に 系 統 学 的 に よ り 近 い も の と し て 該 当 す る こ と を 見 出 す こ と に よ っ
て 、 系 統 学 的 に メ タ ニ ュ ー モ ウ イ ル ス 属 に 該 当 す る も の と し て 同 定 さ れ う る 。 こ の 系 統 学
的 解 析 で は 、 比 較 対 照 の ア ウ ト グ ル ー プ と し て 非 MPVの 核 酸 配 列 を 得 る こ と が し ば し ば 有
用 で あ り 、 非 常 に 有 用 な ア ウ ト グ ル ー プ の 単 離 体 は 、 例 え ば 本 明 細 書 の 図 5に 示 す よ う に
、 ト リ ・ ニ ュ ー モ ウ イ ル ス の 血 清 型 C（ APV-C） か ら 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
系 統 学 的 解 析 は 、 ウ イ ル ス を MPVと し て 同 定 す る た め の 便 利 な 方 法 を 提 供 す る が 、 本 明 細
書 で は 、 そ の ウ イ ル ス ま た は そ の ウ イ ル ス 由 来 の ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 も し く は 核 酸 を 同 定
す る た め の 、 （ も っ と 粗 雑 で は あ る が ） お そ ら く も っ と 簡 単 な 他 の 方 法 も 幾 つ か 提 供 さ れ
る 。 経 験 的 に 、 MPVは 、 本 明 細 書 に お い て 配 列 ま た は 寄 託 に よ り 特 定 し た 単 離 体 、 ウ イ ル
ス タ ン パ ク 質 ま た は 核 酸 と 比 較 し た 場 合 の 、 同 定 し よ う と す る ウ イ ル ス 、 た ん ぱ く 質 ま た
は 核 酸 の 相 同 性 の パ ー セ ン テ ー ジ に よ り 同 定 す る こ と が で き る 。 一 般 に 、 ウ イ ル ス 種 、 特
に RNAウ イ ル ス 種 は 、 そ の ウ イ ル ス の ク ラ ス タ ー が そ の メ ン バ ー 間 で 異 質 性 （ heterogenei
ty） を 示 す 擬 似 種 を 構 成 す る こ と が 多 い こ と が 知 ら れ て い る 。 し た が っ て 、 各 単 離 体 は 、
本 明 細 書 中 で 提 供 さ れ る 種 々 の 単 離 体 の う ち の 1つ と 、 多 少 異 な る 関 係 （ %） を 有 す る 可 能
性 が あ る と 予 期 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
寄 託 ウ イ ル ス I-2614と 比 較 し よ う と す る 場 合 に 、 本 発 明 は 、 単 離 さ れ た 、 本 質 的 に 哺 乳 動
物 性 の ネ ガ テ ィ ブ セ ン ス 一 本 鎖 RNAウ イ ル ス （ MPV） で あ っ て 、 パ ラ ミ ク ソ ウ イ ル ス 科 の ニ
ュ ー モ ウ イ ル ス 亜 科 に 属 し 、 か つ 、 そ の ウ イ ル ス の ア ミ ノ 酸 配 列 を 決 定 し 、 そ の ア ミ ノ 酸
配 列 が 、 APV-Cと 比 較 し て 、 CNCM（ パ リ ） に I-2614と し て 寄 託 さ れ て い る ウ イ ル ス 単 離 体
と 、 Lタ ン パ ク 質 、 Mタ ン パ ク 質 、 Nタ ン パ ク 質 、 Pタ ン パ ク 質 ま た は Fタ ン パ ク 質 に つ い て
、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ た パ ー セ ン テ ー ジ よ り も 本 質 的 に 高 い ア ミ ノ 酸 相 同 性 の パ ー セ ン テ
ー ジ を 有 す る こ と を 判 定 す る こ と に よ っ て 、 系 統 学 的 に メ タ ニ ュ ー モ ウ イ ル ス 属 に 該 当 す
る も の と し て 同 定 さ れ う る 上 記 ウ イ ル ス を 提 供 す る 。 あ る い は 、 同 様 に 、 パ ラ ミ ク ソ ウ イ
ル ス 科 の ニ ュ ー モ ウ イ ル ス 亜 科 に 属 す る 、 単 離 さ れ た 、 本 質 的 に 哺 乳 動 物 性 の ネ ガ テ ィ ブ
セ ン ス 一 本 鎖 RNAウ イ ル ス （ MPV） が 、 そ の ウ イ ル ス の 核 酸 配 列 を 決 定 し 、 そ の 核 酸 配 列 が
、 APV-Cと 比 較 し て 、 CNCM（ パ リ ） に I-2614と し て 寄 託 さ れ て い る ウ イ ル ス 単 離 体 に 対 し
て 、 本 明 細 書 の 後 記 で 特 定 さ れ る Lタ ン パ ク 質 、 Mタ ン パ ク 質 、 Nタ ン パ ク 質 、 Pタ ン パ ク 質
ま た は Fタ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 に つ い て 本 明 細 書 中 で 特 定 さ れ る パ ー セ ン テ ー ジ よ
り も 本 質 的 に 高 い 核 酸 同 一 性 の パ ー セ ン テ ー ジ を 有 す る こ と を 判 定 す る こ と に よ っ て 系 統
学 的 に メ タ ニ ュ ー モ ウ イ ル ス 属 に 該 当 す る と 同 定 さ れ う る も の と し て 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
こ こ で も ま た 、 経 験 的 に 、 MPVは 、 同 定 が 必 要 な 単 離 体 ま た は そ の 単 離 体 の ウ イ ル ス タ ン
パ ク 質 も し く は 核 酸 が 、 単 離 体 00-1ま た は 99-1を そ れ ぞ れ の 比 較 の 単 離 体 と し て 両 者 の そ
れ ぞ れ の 群 に つ い て 本 明 細 書 中 で 特 定 さ れ る 相 同 性 の パ ー セ ン テ ー ジ の 境 界 に 含 ま れ る 相
同 性 の パ ー セ ン テ ー ジ を 有 す る な ら ば 、 本 明 細 書 中 で 同 定 さ れ る MPVの 2つ の 血 清 学 的 群 の
一 方 に 属 す る 、 と 考 え る こ と が で き る 。 し か し 、 相 同 性 の パ ー セ ン テ ー ジ が そ れ よ り 小 さ
い か 、 あ る い は 更 に ウ イ ル ス 単 離 体 を 例 え ば APV-Cと 区 別 す る 必 要 が あ る 場 合 は 、 本 明 細
書 で 特 定 さ れ る 系 統 学 的 解 析 を 用 い る こ と が 更 に 好 ま し く 推 奨 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
こ こ で も ま た 、 相 同 性 の パ ー セ ン テ ー ジ の 決 定 に 他 の 単 離 体 が 選 択 さ れ る 場 合 、 上 記 の パ
ー セ ン テ ー ジ は 多 少 変 動 す る 可 能 性 が あ る こ と に 留 意 す べ き で あ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
こ の MPVが 提 供 さ れ る と 、 本 発 明 は 、 特 に 哺 乳 動 物 に お け る 疾 患 、 更 に は ヒ ト に お け る 疾
患 、 特 に 呼 吸 系 疾 患 の 診 断 お よ び ／ ま た は 治 療 に 用 い ら れ る 診 断 手 段 お よ び 方 法 な ら び に
治 療 手 段 お よ び 方 法 を 提 供 す る 。 し か し 本 発 明 は ま た 、 本 質 的 に 哺 乳 動 物 性 の MPVと 本 質
的 に 鳥 類 性 の APV（ 特 に APV-C） と の 遺 伝 学 的 関 連 （ 遠 縁 で は あ る が ） に 基 づ き 、 ト リ の 疾
患 の 診 断 お よ び 治 療 に 用 い ら れ る 手 段 お よ び 方 法 も 提 供 す る 。 ウ イ ル ス 学 で は 、 特 定 の ウ
イ ル ス 感 染 の 診 断 お よ び ／ ま た は 治 療 は 、 そ の 感 染 を 引 き 起 こ す そ の 特 定 の ウ イ ル ス に 最
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も 特 異 的 な 試 薬 を 用 い て 実 施 す る こ と が 最 も 推 奨 さ れ る 。 こ の 場 合 、 こ れ は 、 上 記 の MPV
感 染 の 診 断 お よ び ／ ま た は 治 療 が 、 MPVに 最 も 特 異 的 な 試 薬 を 用 い て 実 施 さ れ る の が 好 ま
し い こ と を 意 味 す る 。 し か し 、 こ れ は 、 例 え ば も っ と 容 易 に 入 手 可 能 で あ り 当 面 の 課 題 に
十 分 に 対 処 す る と い う 理 由 か ら 、 そ れ ほ ど 特 異 的 で は な い が 十 分 に 交 差 反 応 性 で あ る 試 薬
が 代 わ り に 用 い ら れ る 可 能 性 を 決 し て 排 除 す る も の で は な い 。 本 明 細 書 で は 、 例 え ば 、 AP
Vか ら 誘 導 さ れ る 試 薬 （ 特 に APV-Cか ら 誘 導 さ れ る 試 薬 ） を 用 い て 哺 乳 動 物 に お い て MPV感
染 の ウ イ ル ス 学 的 お よ び ／ ま た は 血 清 学 的 な 診 断 を 行 う こ と が 提 供 さ れ 、 本 明 細 書 の 「 詳
細 な 説 明 」 で は 、 例 え ば 、 哺 乳 動 物 に お け る MPV感 染 の 十 分 に 信 頼 で き る 血 清 学 的 診 断 が
、 ト リ に お い て APV抗 体 を 検 出 す る よ う に 特 に 設 計 さ れ た ELISAを 用 い る こ と に よ っ て 達 成
可 能 で あ る こ と が 示 さ れ て い る 。 こ の 目 的 の た め の 特 定 の 有 用 な 試 験 と し て は 、 （ 例 え ば
血 清 ま た は 卵 黄 中 の ） APV抗 体 の 検 出 用 に 設 計 さ れ た ELISA試 験 で あ り 、 そ れ の 1つ の 商 業
的 に 入 手 可 能 な も の は 、 SVANOVA Biotech AB（ Uppsal Science Park Glunten SE-751 83 
Uppsala Sweden） に よ り 製 造 さ れ て い る APV-Ab SVANOVIR（ 登 録 商 標 ） と し て 知 ら れ て い
る 。 逆 の 状 況 も 該 当 し 、 本 明 細 書 で は 、 例 え ば 、 MPVか ら 誘 導 さ れ る 試 薬 を 用 い て 、 哺 乳
動 物 に お け る APV感 染 の ウ イ ル ス 学 的 お よ び ／ ま た は 血 清 学 的 な 診 断 を 実 施 す る こ と が 提
供 さ れ 、 本 明 細 書 の 「 詳 細 な 説 明 」 で は 、 例 え ば 、 鳥 類 に お け る APV感 染 の 十 分 に 信 頼 で
き る 血 清 学 的 診 断 が 、 MPV抗 体 を 検 出 す る よ う に 設 計 さ れ た ELISAを 用 い る こ と に よ っ て 達
成 可 能 で あ る こ と が 示 さ れ て い る 。 抗 原 お よ び 抗 体 が 「 鍵 と 鍵 穴 （ lock-and－ key） 」 関
係 を 有 し て い る こ と を 考 慮 す れ ば 、 種 々 の 抗 原 の 検 出 は 、 十 分 な 交 差 反 応 性 を 有 す る 適 切
な 抗 体 を 選 択 す る こ と に よ り 達 成 で き る 。 勿 論 、 そ の よ う な 交 差 反 応 性 に 基 づ く 場 合 、 種
々 の ウ イ ル ス の 種 々 の （ 糖 ） タ ン パ ク 質 間 に 存 在 す る ア ミ ノ 酸 相 同 性 の 指 標 に 基 づ い て 試
薬 （ 例 え ば 抗 原 ま た は 抗 体 ） を 選 ぶ こ と が 最 も 良 く 、 そ の 結 果 最 も 相 同 な タ ン パ ク 質 に 関
連 す る 試 薬 が 、 上 記 の 交 差 反 応 性 に 基 づ く 試 験 で 使 用 す る の に 最 も 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
核 酸 検 出 の 場 合 、 種 々 の ウ イ ル ス の 異 種 の 核 酸 配 列 に 基 づ い て プ ラ イ マ ー ま た は プ ロ ー ブ
を 設 計 す る （ す な わ ち 、 本 質 的 に 哺 乳 動 物 性 ま た は 鳥 類 性 の メ タ ニ ュ ー モ ウ イ ル ス 間 の 差
異 を 検 出 す る プ ラ イ マ ー ま た は プ ロ ー ブ を 設 計 す る ） の で は な く 、 高 い 相 同 性 を 示 す ウ イ
ル ス 特 異 的 核 酸 配 列 の ス ト レ ッ チ に 基 づ い て プ ラ イ マ ー ま た は プ ロ ー ブ を 設 計 ま た は 選 択
す れ ば よ い の で 、 本 発 明 の 方 法 は さ ら に 簡 単 で あ る 。 一 般 に 、 核 酸 配 列 の 場 合 、 90%以 上
の 相 同 性 パ ー セ ン テ ー ジ が あ れ ば 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 を 用
い る 診 断 試 験 に お い て そ の 試 験 が 依 存 す る 交 差 反 応 性 が 十 分 確 保 さ れ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
本 発 明 は 、 例 え ば 、 動 物 、 特 に 哺 乳 動 物 、 更 に 具 体 的 に は ヒ ト の MPV感 染 を ウ イ ル ス 学 的
に 診 断 す る 方 法 で あ っ て 、 そ の 動 物 の サ ン プ ル を 本 発 明 に よ る MPV特 異 的 核 酸 ま た は 抗 体
と 反 応 さ せ る こ と に よ っ て 、 そ の サ ン プ ル 中 の ウ イ ル ス 単 離 体 ま た は そ の 成 分 の 存 在 を 判
定 す る こ と を 含 む 上 記 方 法 、 な ら び に 哺 乳 動 物 の MPV感 染 を 血 清 学 的 に 診 断 す る 方 法 で あ
っ て 、 そ の 哺 乳 動 物 の サ ン プ ル を 本 発 明 に よ る MPV特 異 的 タ ン パ ク 質 様 分 子 も し く は そ の
断 片 ま た は 抗 原 と 反 応 さ せ る こ と に よ っ て 、 そ の サ ン プ ル 中 の MPVま た は そ の 成 分 に 対 し
て 特 異 的 な 抗 体 の 存 在 を 判 定 す る こ と を 含 む 上 記 方 法 を 提 供 す る 。 ま た 、 本 発 明 は 、 MPV
感 染 を 診 断 す る た め の 診 断 キ ッ ト で あ っ て 、 本 発 明 に よ る MPV、 MPV特 異 的 核 酸 、 タ ン パ ク
質 様 分 子 も し く は そ の 断 片 、 抗 原 お よ び ／ ま た は 抗 体 を 含 み 、 さ ら に 好 ま し く は そ の MPV
、 MPV特 異 的 核 酸 、 タ ン パ ク 質 様 分 子 も し く は そ の 断 片 、 抗 原 お よ び ／ ま た は 抗 体 の 検 出
手 段 を も 含 む 上 記 キ ッ ト を 提 供 す る 。 な お こ の 検 出 手 段 と し て は 、 例 え ば 、 蛍 光 団 な ど の
励 起 可 能 な 基 、 ま た は 当 業 界 で 使 用 さ れ る 酵 素 的 検 出 シ ス テ ム （ 好 適 な 診 断 キ ッ ト 様 式 の
例 と し て は 、 IF、 ELISA、 中 和 ア ッ セ イ 、 RT-PCRア ッ セ イ が 含 ま れ る ） が 挙 げ ら れ る 。 未
同 定 の ウ イ ル ス 成 分 ま た は そ の 合 成 類 似 体 （ 例 え ば 核 酸 、 タ ン パ ク 質 様 分 子 も し く は そ の
断 片 な ど ） を MPV特 異 的 な も の と し て 同 定 で き る か 否 か を 判 定 す る た め に は 、 そ の 成 分 の
核 酸 ま た は ア ミ ノ 酸 の 配 列 を 、 例 え ば そ の 核 酸 ま た は ア ミ ノ 酸 の ス ト レ ッ チ （ 好 ま し く は
、 （ そ れ ぞ れ ） 少 な く と も 10、 更 に 好 ま し く は 少 な く と も 25、 更 に 好 ま し く は 少 な く と も
40の ヌ ク レ オ チ ド ま た は ア ミ ノ 酸 か ら な る も の ） に つ い て 、 例 え ば 本 明 細 書 中 で 提 供 さ れ
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る よ う な 系 統 学 的 解 析 を 用 い て 既 知 の MPV配 列 お よ び 既 知 の 非 MPV配 列 （ APV-Cが 好 ま し く
使 用 さ れ る ） と の 配 列 相 同 性 比 較 に よ り 解 析 す れ ば よ い 。 そ の MPV配 列 ま た は 非 MPV配 列 と
の 関 連 性 の 程 度 に 応 じ て 、 そ の 成 分 ま た は 合 成 類 似 体 が 同 定 で き る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
本 発 明 は ま た 、 哺 乳 動 物 の MPV感 染 を ウ イ ル ス 学 的 に 診 断 す る 方 法 で あ っ て 、 そ の 哺 乳 動
物 の サ ン プ ル を APV（ 好 ま し く は 血 清 型 C） か ら 誘 導 さ れ る 交 差 反 応 性 核 酸 ま た は そ の APV
と 反 応 性 で あ る 交 差 反 応 性 抗 体 と 反 応 さ せ る こ と に よ っ て 、 そ の サ ン プ ル 中 の ウ イ ル ス 単
離 体 ま た は そ の 成 分 の 存 在 を 判 定 す る こ と を 含 む 上 記 方 法 、 な ら び に 、 哺 乳 動 物 の MPV感
染 を 血 清 学 的 に 診 断 す る 方 法 で あ っ て 、 そ の 哺 乳 動 物 の サ ン プ ル を APVか ら 誘 導 さ れ る タ
ン パ ク 質 様 分 子 ま た は そ の 断 片 ま た は 抗 原 と 反 応 さ せ る こ と に よ っ て 、 そ の サ ン プ ル 中 の
APVと も 反 応 す る 交 差 反 応 性 抗 体 ま た は そ の 成 分 の 存 在 を 判 定 す る こ と を 含 む 上 記 方 法 を
提 供 す る 。 更 に 、 本 発 明 は 、 本 来 は AVPま た は AVP抗 体 の 検 出 用 に 設 計 さ れ た 診 断 キ ッ ト の
、 MPV感 染 を 診 断 す る た め 、 特 に ヒ ト に お け る MPV感 染 を 検 出 す る た め の 使 用 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
ま た 、 本 発 明 は 、 鳥 類 に お け る APV感 染 を ウ イ ル ス 学 的 に 診 断 す る 方 法 で あ っ て 、 そ の 鳥
類 の サ ン プ ル を MPVか ら 誘 導 さ れ る 交 差 反 応 性 核 酸 ま た は MPVと 反 応 性 で あ る 交 差 反 応 性 抗
体 と 反 応 さ せ る こ と に よ っ て 、 そ の サ ン プ ル 中 の ウ イ ル ス 単 離 体 ま た は そ の 成 分 の 存 在 を
判 定 す る こ と を 含 む 上 記 方 法 、 な ら び に 、 鳥 類 の APV感 染 を 血 清 学 的 に 診 断 す る 方 法 で あ
っ て 、 そ の 鳥 類 の サ ン プ ル を MPVか ら 誘 導 さ れ る タ ン パ ク 質 様 分 子 も し く は そ の 断 片 ま た
は 抗 原 と 反 応 さ せ る こ と に よ っ て 、 そ の サ ン プ ル 中 の MPVと も 反 応 す る 交 差 反 応 性 抗 体 ま
た は そ の 成 分 の 存 在 を 判 定 す る こ と を 含 む 上 記 方 法 を 提 供 す る 。 更 に 、 本 発 明 は 、 本 来 は
MVPま た は MVP抗 体 の 検 出 用 に 設 計 さ れ た 診 断 キ ッ ト の 、 APV感 染 を 診 断 す る た め 、 特 に ニ
ワ ト リ 、 ア ヒ ル ま た は 七 面 鳥 な ど の 家 禽 に お け る APV感 染 を 検 出 す る た め の 使 用 を 提 供 す
る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
上 記 で 述 べ た よ う に 、 治 療 の 場 合 、 見 出 さ れ た 交 差 反 応 性 を 用 い て 同 様 の 使 用 を 実 施 す る
こ と が 可 能 で あ る が 、 こ れ は 特 に 、 当 面 の 状 況 に よ っ て 、 よ り 相 同 性 の 高 い 方 法 が そ れ ほ
ど 簡 単 で は な い 場 合 に 実 施 さ れ う る 。 MPV感 染 に 対 す る 緊 急 の ワ ク チ ン 接 種 の よ う に 、 待
つ こ と が で き な い ワ ク チ ン 接 種 は 、 例 え ば 、 よ り 相 同 性 の 高 い MPVワ ク チ ン が 入 手 不 可 能
な 場 合 は 、 APV（ 好 ま し く は C型 ） の 単 離 体 か ら 誘 導 さ れ る ワ ク チ ン 製 剤 を 用 い て 行 う こ と
が 可 能 で あ り 、 ま た そ の 逆 に 、 APV感 染 に 対 す る ワ ク チ ン 接 種 を MPVか ら 誘 導 さ れ る ワ ク チ
ン 製 剤 を 用 い て 行 う こ と も 考 え ら れ る 。 ま た 、 逆 遺 伝 学 的 技 法 に よ り 、 ワ ク チ ン と し て 有
用 な キ メ ラ APV-MPVウ イ ル ス 構 築 物 の 作 製 が 可 能 に な り 、 こ れ は そ れ ぞ れ の 株 の 各 々 の 単
離 体 を 望 ま し い レ ベ ル ま で 弱 毒 化 す る 分 野 と は 十 分 に 異 な る も の で あ る 。 同 様 の 逆 遺 伝 学
的 技 法 に よ り 、 ワ ク チ ン 製 剤 に お い て 使 用 す る た め の キ メ ラ パ ラ ミ ク ソ ウ イ ル ス -メ タ ニ
ュ ー モ ウ イ ル ス 構 築 物 （ 例 え ば RSV-MPVま た は PI3-MPV構 築 物 ） を 作 製 す る こ と も 可 能 に な
る 。 そ う し た 構 築 物 は 、 気 道 疾 患 を 撲 滅 す る た め の 混 合 ワ ク チ ン と し て 特 に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
し た が っ て 、 本 発 明 は 、 新 規 な 原 因 物 質 、 す な わ ち 、 パ ラ ミ ク ソ ウ イ ル ス 科 の ニ ュ ー モ ウ
イ ル ス 亜 科 に 属 す る が 、 古 典 的 な ニ ュ ー モ ウ イ ル ス と し て は 同 定 さ れ ず 、 か つ 、 メ タ ニ ュ
ー モ ウ イ ル ス 属 に 属 す る 、 単 離 さ れ た 本 質 的 に 哺 乳 動 物 性 の ネ ガ テ ィ ブ セ ン ス 一 本 鎖 RNA
ウ イ ル ス （ 本 明 細 書 中 で は MPVと も 呼 ぶ ） 、 な ら び に MPV特 異 的 成 分 ま た は そ の 合 成 類 似 体
を 提 供 す る 。 メ タ ニ ュ ー モ ウ イ ル ス に 類 似 す る 哺 乳 動 物 性 ウ イ ル ス 、 す な わ ち 本 質 的 に そ
の ウ イ ル ス の 天 然 の 宿 主 と し て 機 能 す る 哺 乳 動 物 か ら 単 離 で き る メ タ ニ ュ ー モ ウ イ ル ス 、
あ る い は そ の 哺 乳 動 物 に お い て 疾 患 を 引 き 起 こ す メ タ ニ ュ ー モ ウ イ ル ス は 、 現 在 の と こ ろ
、 見 出 さ れ て い な い 。 メ タ ニ ュ ー モ ウ イ ル ス は 、 天 然 の 宿 主 ま た は 疾 患 の 原 因 物 質 に よ っ
て 基 本 的 に は 家 禽 に 限 定 さ れ る と 一 般 に は 考 え ら れ て お り 、 ト リ ・ ニ ュ ー モ ウ イ ル ス と し
て も 知 ら れ て い る 。 近 年 、 ア ヒ ル の APV単 離 体 が 記 載 さ れ （ FR 2 801 607） 、 APV感 染 が 天
然 の 宿 主 と し て 基 本 的 に 鳥 類 に 限 ら れ る こ と を 更 に 実 証 し て い る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
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本 発 明 は 、 ニ ュ ー モ ウ イ ル ス 属 の も の と は 異 な る 遺 伝 子 順 序 お よ び ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 し 、
且 つ パ ラ ミ ク ソ ウ イ ル ス 科 の ニ ュ ー モ ウ イ ル ス 亜 科 に 含 ま れ る メ タ ニ ュ ー モ ウ イ ル ス 属 と
近 縁 で あ り 、 そ の 系 統 学 的 関 連 を 考 慮 す る と そ の 属 に 属 す る と 思 わ れ る 、 単 離 さ れ た 哺 乳
動 物 ニ ュ ー モ ウ イ ル ス （ 本 明 細 書 中 で は MPVと も 呼 ぶ ） を 提 供 す る 。 現 在 ま で 、 メ タ ニ ュ
ー モ ウ イ ル ス は 鳥 類 か ら し か 単 離 さ れ て い な か っ た が 、 本 発 明 に よ り 、 哺 乳 動 物 な ど の 他
の 動 物 種 に お い て も 、 関 連 す る （ し か し 物 質 的 に は 異 な る ） ウ イ ル ス が 同 定 で き る こ と が
示 さ れ る 。 こ こ で 、 本 発 明 者 ら は 、 ヒ ト か ら の MPVの 反 復 単 離 を 示 す が 、 そ の よ う な 報 告
は APVに 関 し て は 存 在 し な い 。 更 に 、 APVと は 違 っ て 、 MPVは 基 本 的 に ニ ワ ト リ や 七 面 鳥 に
お い て 全 く 、 ま た は 殆 ど 複 製 し な い が 、 カ ニ ク イ ザ ル に お い て は 容 易 に 複 製 す る 。 哺 乳 動
物 に お け る APVの 複 製 に 関 す る 報 告 は 見 ら れ な い 。 更 に 、 MPVに 対 し て 生 起 さ せ た 特 異 的 抗
血 清 は MPVを 中 和 す る が 、 APV A、 Bま た は Cに 対 し て 生 起 さ せ た 抗 血 清 は そ れ と 同 程 度 に は
MPVを 中 和 せ ず 、 そ し て 、 こ の よ う に 完 全 な 交 差 反 応 性 が 備 わ っ て い な い こ と は 、 MPVが 異
な る メ タ ニ ュ ー モ ウ イ ル ス で あ る こ と の も う １ つ の 証 拠 と な っ て い る 。 更 に 、 APVと MPVと
は ほ ぼ 同 様 の 遺 伝 子 順 序 を 有 す る が 、 MPVの Gお よ び SHタ ン パ ク 質 は 、 そ れ ら が ア ミ ノ 酸 レ
ベ ル で も 核 酸 レ ベ ル で も 有 意 な 配 列 相 同 性 を 示 さ な い 、 と い う 点 で 、 APVで の 知 見 と は 大
き く 異 な っ て い る 。 APV単 離 体 と MPV単 離 体 、 ま た は こ れ ら の 異 な る ウ イ ル ス に 対 す る 抗 体
同 士 を 区 別 す る 診 断 ア ッ セ イ は 、 こ れ ら の タ ン パ ク 質 の 一 方 ま た は 双 方 に 基 づ い て 有 利 に
開 発 で き る （ 例 え ば IF、 ELISA、 中 和 ア ッ セ イ 、 RT-PCRア ッ セ イ ） 。 し か し 、 MPVの よ り 関
連 す る N、 P、 M、 Fお よ び Lタ ン パ ク 質 か ら 得 ら れ る 配 列 お よ び ／ ま た は 抗 原 性 情 報 、 な ら
び に APVの そ れ ぞ れ の タ ン パ ク 質 と の 配 列 相 同 性 の 解 析 も ま た 、 APVと MPVと を 区 別 す る の
に 用 い る こ と が で き る 。 例 え ば 、 MPVか ら 得 ら れ る 配 列 情 報 の 系 統 学 的 解 析 か ら 、 MPVお よ
び APVが 2種 の 異 な る ウ イ ル ス で あ る こ と が 明 ら か に な っ た 。 特 に 、 系 統 樹 は 、 APVお よ び M
PVが 2種 の 異 な る ウ イ ル ス の 系 列 で あ る こ と を 示 し て い る 。 ま た 、 本 発 明 者 ら は 、 MPVが ヒ
ト 集 団 に お い て 少 な く と も 50年 間 に わ た っ て 広 ま っ て き て お り 、 そ の た め に 、 種 間 伝 播 は
恐 ら く 少 な く と も 50年 前 か ら 起 こ っ て い て 、 あ り ふ れ た 事 象 で は な い こ と も 示 し た 。 MPV
の CPEは 、 tMKま た は 他 の 細 胞 培 養 物 中 で hRSVも し く は hPIV-1に よ り 引 き 起 こ さ れ る CPEと
は 実 際 に は 区 別 不 能 だ っ た の で 、 MPVは 現 在 ま で 余 り 注 目 さ れ て い な か っ た と 思 わ れ る 。 t
MK（ サ ル 腎 三 次 細 胞 、 す な わ ち 細 胞 培 養 の 第 三 継 代 の MK細 胞 ） は 、 初 代 ま た は 二 代 培 養 物
と 比 較 し て コ ス ト が 少 な く て 済 む の で 、 好 ま し く 使 用 さ れ る 。 CPEは 、 古 典 的 な パ ラ ミ ク
ソ ウ イ ル ス 科 の 幾 つ か の 場 合 と 同 様 に 、 合 胞 体 形 成 し 、 そ の 後 で 細 胞 が 急 速 な 内 部 破 壊 を
示 し 、 続 い て 細 胞 が 単 層 か ら 剥 離 す る こ と を 特 徴 と す る 。 細 胞 は 通 常 （ し か し い つ も で は
な い ） 、 初 期 材 料 か ら 3代 継 代 し た 後 、 接 種 後 10～ 14日 で CPEを 示 し 、 こ れ は hRSVま た は hP
IV-1な ど の 他 の ウ イ ル ス に よ り 起 こ る CPEよ り も 幾 分 遅 い 。
【 ０ ０ １ ７ 】
従 来 、 影 響 力 の 大 き い 疾 患 原 因 と し て 、 パ ラ ミ ク ソ ウ イ ル ス は 毎 年 世 界 的 に 多 く の 動 物 や
ヒ ト の 死 亡 の 原 因 と な っ て い る 。 パ ラ ミ ク ソ ウ イ ル ス 科 は モ ノ ネ ガ ウ イ ル ス 目 （ ネ ガ テ ィ
ブ セ ン ス 一 本 鎖 RNAウ イ ル ス ） に 含 ま れ る 科 を 形 成 し 、 パ ラ ミ ク ソ ウ イ ル ス 亜 科 （ Paramyx
ovirinae） と ニ ュ ー モ ウ イ ル ス 亜 科 （ Pneumovirinae） と か ら な る 。 後 者 の 亜 科 は 現 在 の
と こ ろ 、 分 類 学 上 、 ニ ュ ー モ ウ イ ル ス 属 と メ タ ニ ュ ー モ ウ イ ル ス 属 と に 分 類 さ れ る 1 。 ヒ
ト 呼 吸 器 合 胞 体 ウ イ ル ス （ hRSV） は 、 ニ ュ ー モ ウ イ ル ス 属 の 典 型 種 で あ り 、 世 界 的 に 幼 年
期 お よ び 初 期 小 児 期 の 下 部 気 道 感 染 の 最 も 重 要 な 単 独 原 因 で あ る 2 。 ニ ュ ー モ ウ イ ル ス 属
の 他 の メ ン バ ー と し て は 、 ウ シ お よ び ヒ ツ ジ の 呼 吸 器 合 胞 体 ウ イ ル ス お よ び マ ウ ス 肺 炎 ウ
イ ル ス （ PVM） が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
七 面 鳥 鼻 気 管 炎 ウ イ ル ス （ TRTV） と し て も 知 ら れ る ト リ ・ ニ ュ ー モ ウ イ ル ス （ APV） は 、
鳥 類 の 鼻 気 管 炎 、 七 面 鳥 の 上 部 気 道 感 染 の 原 因 物 質 で あ り ３ 、 近 年 に な っ て 区 分 さ れ た メ
タ ニ ュ ー モ ウ イ ル ス 属 の 唯 一 の メ ン バ ー で あ り 、 上 記 で 述 べ た よ う に 、 こ れ ま で 哺 乳 動 物
の 感 染 と 、 ま し て や 疾 患 と も 関 係 付 け ら れ て い な か っ た 。 APVの 血 清 学 的 亜 群 は 、 G糖 タ ン
パ ク 質 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 も し く は ア ミ ノ 酸 配 列 、 お よ び G糖 タ ン パ ク 質 を も 認 識 す る モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い た 中 和 試 験 に 基 づ い て 区 別 で き る 。 亜 群 A、 Bお よ び Dの 中 で 、 G糖
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タ ン パ ク 質 は 、 亜 群 内 で は 98.5%～ 99.7%の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 を 示 す が 、 亜 群 間 で は た っ
た 31.2～ 38%の ア ミ ノ 酸 同 一 性 し か 見 ら れ な い 。 例 え ば 、 Collins, M.S., Gough, R.E.お
よ び Alexander, D.J., Antigenic differentiation of avian pneumovirus isolates usi
ng polyclonal antisera and mouse monoclonal antibodies. Avian Pathology, 1993. 2
2:p.469-479； Cook, J.K.A, Jones, B.V., Ellis, M.M., Antigenic differentiation of
 strains of turkey rhinotracheitis virus using monoclonal antibodies. Avian Path
plogy, 1993.22:p.257-273； Bayon-Auboyer, M.H.,ら , Nucleotide sequences of the F,
 L and G protein genes of two non-A/non-B avian pneumoviruses (APV) reveal a nov
el APV subgroup. J Gen Virol, 2000.81(Pt 11):p.2723-33； Seal, B.S., Matrix Prote
in gene nucleotide and predicted amino acid sequence demonstrate that the first 
US avian pneumovirs isolate is distinct from European strains. Virus Res, 1998.5
8(1-2):p.45-52； Bayon-Auboyer, M.H.,ら , Comparison of F-, G- and N-based RT-PCR 
protocols wigh conventional virological procedures for the detection and typing 
of turkey rhinotrachetis virus. Arch Virol, 1999.144(6):p.1091-109； Juhasz, K.お
よ び A.J. Easton, Extensive sequence variation in the attachment （ G）  protein ge
ne of avian pneumovirus: evidence for two distinct subgroups. J Gen Virol, 1994.
75(Pt 11):p.2873-80を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ １ ９ 】
APVの も う 1つ の 亜 群 は WO00/20600に 提 供 さ れ て お り 、 そ こ で は 、 APVの コ ロ ラ ド で 得 ら れ
た 単 離 体 を 記 載 し て お り 、 そ れ を in vitro血 清 中 和 試 験 を 用 い て 既 知 の APVま た は TRTと 比
較 し た 。 ま ず 、 コ ロ ラ ド の 単 離 体 を 、 認 識 さ れ た TRT単 離 体 に 対 す る 単 一 特 異 的 ポ リ ク ロ
ー ナ ル 抗 血 清 に 対 し て 試 験 し た 。 コ ロ ラ ド の 単 離 体 は 、 TRT株 の い ず れ に 対 す る 単 一 特 異
的 抗 血 清 に よ っ て も 中 和 さ れ な か っ た 。 し か し 、 そ れ は 、 亜 群 A株 に 対 し て 作 っ た 超 免 疫
抗 血 清 に よ っ て 中 和 さ れ た 。 こ の 抗 血 清 は 、 相 同 な ウ イ ル ス を 1： 400の 力 価 ま で 、 コ ロ ラ
ド 単 離 体 を 1： 80の 力 価 ま で 中 和 し た 。 次 に 、 上 記 の 方 法 を 用 い て 、 コ ロ ラ ド の 単 離 体 を T
RTモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に 対 し て 試 験 し た 。 そ れ ぞ れ の 場 合 に お い て 、 逆 中 和 の 力 価 は 10未
満 で あ っ た 。 コ ロ ラ ド の 単 離 体 に 対 し て 生 起 さ せ た 単 一 特 異 的 抗 血 清 は 、 両 者 の 亜 群 の TR
T株 に 対 し て も 試 験 し た 。 試 験 し た TRT株 は い ず れ も 、 コ ロ ラ ド の 単 離 体 に 対 す る 抗 血 清 に
よ っ て 中 和 さ れ な か っ た 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
APVの コ ロ ラ ド 株 は 、 TRTウ イ ル ス の 亜 群 A株 ま た は 亜 群 B株 に よ る チ ャ ン レ ン ジ に 対 し て SP
Fニ ワ ト リ を 保 護 し な か っ た 。 こ れ ら の 結 果 か ら 、 コ ロ ラ ド の 単 離 体 が 、 Bayon-Auboyerら
（ J. Gen. Vir. 81:2723-2733 (2000)） に よ っ て も 示 唆 さ れ て い る よ う に 、 ト リ ・ ニ ュ ー
モ ウ イ ル ス の さ ら な る 血 清 型 の 最 初 の 例 で あ る 可 能 性 が あ る こ と が 示 唆 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
1つ の 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 分 類 学 的 に は （ こ れ に 関 し て は 未 知 の 哺 乳
動 物 の ） メ タ ニ ュ ー モ ウ イ ル ス に 該 当 し 、 パ ラ ミ ク ソ ウ イ ル ス 科 の ニ ュ ー モ ウ イ ル ス 亜 科
に 含 ま れ る ニ ュ ー モ ウ イ ル ス の も の と は 異 な る 遺 伝 子 順 序 を 含 む 、 単 離 さ れ た MPVを 提 供
す る 。 こ れ ら 2種 の 属 の 分 類 は 、 主 に 、 遺 伝 子 の 位 置 に 基 づ い て い る 。 メ タ ニ ュ ー モ ウ イ
ル ス に は 一 般 に 、 NS1ま た は NS2な ど の 非 構 造 タ ン パ ク 質 が 欠 け て お り （ Randhawaら , J. V
ir. 71:9849-9854 (1997)も 参 照 さ れ た い ） 、 遺 伝 子 の 順 序 は ニ ュ ー モ ウ イ ル ス と は 異 な
っ て い る （ RSV： ’ 3-NS1-NS2-N-P-M-SH-G-F-M2-L-5’ ： APV： ’ 3-N-P-M-F-M2-SH-G-L-5’
） 4 , 5 , 6 。 本 発 明 に よ り 提 供 さ れ る MPVま た は 分 類 学 的 に そ れ に 該 当 す る ウ イ ル ス 単 離 体 は
、 EM分 析 を 行 っ た と こ ろ 、 パ ラ ミ ク ソ ウ イ ル ス 様 の 粒 子 で あ る こ と が 判 明 し た 。 こ の 分 類
と 一 致 し て 、 MPVま た は 系 統 学 的 も し く は 分 類 学 的 に そ れ に 該 当 す る ウ イ ル ス 単 離 体 は 、
ク ロ ロ ホ ル ム に よ る 処 理 に 対 し て 感 受 性 で あ り 、 tMK細 胞 ま た は 機 能 的 に そ れ と 同 等 の 細
胞 に お い て 最 適 に 培 養 さ れ 、 大 部 分 の 細 胞 培 養 物 に お い て 基 本 的 に ト リ プ シ ン 依 存 性 で あ
る 。 更 に 、 典 型 的 な CPEや 、 最 も 古 典 的 に 用 い ら れ る 赤 血 球 で の 赤 血 球 凝 集 活 性 が な い こ
と か ら 、 本 発 明 で 提 供 さ れ る ウ イ ル ス が 、 （ 遠 縁 で は あ る が ） RSVな ど の 古 典 的 な ニ ュ ー
モ ウ イ ル ス と 関 連 す る こ と が 示 唆 さ れ る 。 多 く の パ ラ ミ ク ソ ウ イ ル ス は 赤 血 球 凝 集 活 性 を
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有 す る が 、 ニ ュ ー モ ウ イ ル ス の 大 部 分 は 有 し て い な い 1 3 。 本 発 明 に よ る MPVは 、 例 え ば Ahm
adianら , J. Gen. Vir. 80:2011-2016(1999)に お い て 示 さ れ て い る よ う な 多 く の 他 の ニ ュ
ー モ ウ イ ル ス が 一 般 的 に そ う で あ る よ う に 、 M2タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 断 片 の 内 部 に
第 2の 重 複 す る ORF（ M2-2） も 含 ん で い る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
本 発 明 に よ り 提 供 さ れ る よ う な 別 の ウ イ ル ス 単 離 体 を 見 出 す た め に は 、 サ ン プ ル （ 場 合 よ
っ て は 罹 患 し て い る 動 物 ま た は ヒ ト か ら 得 た も の ） を 、 ニ ュ ー モ ウ イ ル ス 亜 科 の ウ イ ル ス
の 存 在 に つ い て 試 験 し 、 こ う し て 得 ら れ た ウ イ ル ス を 、 （ 機 能 性 の ） NS1ま た は NS2を コ ー
ド す る 遺 伝 子 の 存 在 に つ い て 試 験 す る か 、 あ る い は 既 に 上 記 で 既 に 述 べ た よ う に RSVな ど
の ニ ュ ー モ ウ イ ル ス の も の と は 異 な る 遺 伝 子 順 序 を 実 証 す れ ば よ い 。 更 に 、 系 統 学 的 に MP
Vに 該 当 し 、 し た が っ て 分 類 学 的 に MPVに 該 当 す る ウ イ ル ス 単 離 体 は 、 こ こ で 提 供 さ れ る MP
V単 離 体 か ら の 核 酸 を 用 い る 交 差 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 実 験 に よ り 、 あ る い は MPV単 離 体
に 対 し て 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 お よ び ／ ま た は MPV単 離 体 か ら 特 異 的 に 誘 導 さ れ る
抗 原 お よ び ／ も し く は 免 疫 原 を 用 い る 古 典 的 な 交 差 血 清 学 実 験 で 見 出 す こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
新 た に 単 離 さ れ た ウ イ ル ス は 、 本 発 明 者 ら の プ ロ ト タ イ プ MPV単 離 体 と 十 分 に 類 似 す る 遺
伝 子 順 序 お よ び ／ ま た は ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で い る な ら ば 、 系 統 学 的 に MPVに 該 当 し 、 し
た が っ て 分 類 学 的 に MPVに 該 当 し 、 あ る い は 構 造 的 に MPVと 対 応 し 、 ニ ュ ー モ ウ イ ル ス 亜 科
の メ タ ニ ュ ー モ ウ イ ル ス 属 と 近 い 関 連 を 示 す 。 MPVと 現 在 既 知 の 同 じ 科 の 他 の ウ イ ル ス の
い ず れ か （ APVの 亜 型 C） と の 間 で の 、 最 大 の ア ミ ノ 配 列 相 同 性 お よ び 個 々 の タ ン パ ク 質 レ
ベ ル で 構 造 的 対 応 の 規 定 は 、 図 6に 示 す 配 列 を 他 の ウ イ ル ス （ 特 に APV-C） の 配 列 と 比 較 し
た 場 合 に 推 定 で き る よ う に 、 マ ト リ ッ ク ス に つ い て は 87%、 核 タ ン パ ク 質 に つ い て は 88%、
リ ン 酸 化 タ ン パ ク 質 に つ い て は 68%、 融 合 タ ン パ ク 質 に つ い て は 81%、 ポ リ メ ラ ー ゼ タ ン パ
ク 質 の 一 部 に つ い て は 56～ 64%で あ る 。 こ れ ら の 記 載 す る 最 大 値 よ り も 高 い 相 同 性 を そ れ
ぞ れ 有 す る 個 々 の タ ン パ ク 質 ま た は ウ イ ル ス 単 離 体 全 体 は 、 系 統 学 的 に MPVに 該 当 し 、 し
た が っ て 分 類 学 的 に MPVに 該 当 し て お り 、 構 造 的 に 図 6に 示 す 配 列 に 該 当 す る 核 酸 配 列 を 含
む 。 こ こ で 、 本 発 明 は 、 寄 託 さ れ た ウ イ ル ス に 系 統 学 的 に 該 当 す る ウ イ ル ス を 提 供 す る 。
他 の ウ イ ル ス と 同 様 に 、 こ こ で 提 供 さ れ る 各 種 の 単 離 さ れ た 本 質 的 に 哺 乳 動 物 性 の ネ ガ テ
ィ ブ セ ン ス 一 本 鎖 RNAウ イ ル ス 単 離 体 の 間 で 、 あ る 程 度 の 変 異 性 が 見 ら れ る こ と に 注 目 す
べ き で あ る 。 系 統 樹 に お い て 、 本 発 明 者 ら は 、 L、 M、 Nお よ び F遺 伝 子 の 一 部 の 比 較 配 列 解
析 に 基 づ い て 、 ウ イ ル ス 単 離 体 の 少 な く と も ２ つ の 遺 伝 的 ク ラ ス タ ー を 同 定 し た 。 ウ イ ル
ス の 核 酸 配 列 ま た は ア ミ ノ 酸 配 列 （ ウ イ ル ス 配 列 ） に お け る ヌ ク レ オ チ ド お よ び ア ミ ノ 酸
の 違 い と 、 RSVな ど の 他 の ニ ュ ー モ ウ イ ル ス と の 類 似 性 に 基 づ く と 、 こ れ ら の MPVの 遺 伝 子
型 は MPVの 亜 型 に 該 当 す る 。 MPV単 離 体 の 遺 伝 的 ク ラ ス タ ー の 各 々 の 中 で 、 ヌ ク レ オ チ ド レ
ベ ル で の 同 一 性 の パ ー セ ン テ ー ジ は 、 Lに つ い て は 94～ 100、 Mに つ い て は 91～ 100、 Nに つ
い て は 90～ 100、 Fに つ い て は 93～ 100で あ り 、 ア ミ ノ 酸 レ ベ ル で の 同 一 性 の パ ー セ ン テ ー
ジ は 、 Lに つ い て は 91～ 100、 Mに つ い て は 98～ 100、 Nに つ い て は 96～ 100、 Fに つ い て は 98
～ 100で あ る こ と が 判 っ た 。 更 な る 比 較 は 、 図 18～ 28に 見 る こ と が で き る 。 こ れ ま で に 同
定 さ れ た こ こ で 提 供 さ れ る 単 離 さ れ た 本 質 的 に 哺 乳 動 物 性 の ネ ガ テ ィ ブ セ ン ス 一 本 鎖 RNA
ウ イ ル ス （ MPV単 離 体 ） の グ ル ー プ 全 体 に つ い て の ヌ ク レ オ チ ド レ ベ ル で の 最 低 の 同 一 性
の パ ー セ ン テ ー ジ は 、 Lお よ び Mに つ い て は 81で あ り 、 Nに つ い て は 83で あ り 、 Fに つ い て は
82で あ っ た 。 ア ミ ノ 酸 レ ベ ル で は 、 こ の パ ー セ ン テ ー ジ は 、 Lお よ び Nに つ い て は 91で あ り
、 Mに つ い て は 94で あ り 、 Fに つ い て は 95で あ っ た 。 本 発 明 で 提 供 さ れ る MPV単 離 体 ま た は
単 離 さ れ た MPVの F遺 伝 子 の ウ イ ル ス 配 列 は 、 例 え ば 、 Sealら , Vir. Res. 66:139147(2000
)に よ り 提 供 さ れ る APV-Cの 融 合 遺 伝 子 （ F） の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ま た は ア ミ ノ 酸 配 列 に 対
し て 、 そ れ ぞ れ 81%未 満 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 同 一 性 ま た は 82%未 満 の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 を
示 す 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
ま た 、 本 発 明 で 提 供 さ れ る MPV単 離 体 ま た は 単 離 さ れ た MPVの L遺 伝 子 の ウ イ ル ス 配 列 は 、
例 え ば 、 Randhawaら , J. Gen. Vir. 77:3047-3051(1996)に よ り 提 供 さ れ る APV-Aの ポ リ メ
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ラ ー ゼ 遺 伝 子 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ま た は ア ミ ノ 酸 配 列 に 対 し て 、 61%未 満 の ヌ ク レ オ チ ド
配 列 同 一 性 ま た は 63%未 満 の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 を 示 す 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
世 界 中 の MPV株 の 配 列 多 様 性 は 、 他 の ウ イ ル ス と 同 様 に 多 少 高 め で あ る 可 能 性 が あ る 。 し
た が っ て 、 2つ の 可 能 性 の あ る 遺 伝 的 ク ラ ス タ ー は 、 9種 の ウ イ ル ス 単 離 体 の N、 M、 Fお よ
び Lの ORFに お け る 部 分 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 分 析 に よ り 同 定 さ れ る 。 1つ の ク ラ ス タ ー 内 で
、 90～ 100%の ヌ ク レ オ チ ド 同 一 性 が 見 ら れ 、 ク ラ ス タ ー 間 で は 81～ 88%の 同 一 性 が 見 ら れ
た 。 更 な る ウ イ ル ス 単 離 体 に つ い て 得 ら れ た 配 列 情 報 か ら 、 2つ の 遺 伝 子 型 の 存 在 が 確 認
さ れ た 。 ク ラ ス タ ー Aの プ ロ ト タ イ プ と し て の ウ イ ル ス 単 離 体 ned/00/01、 お よ び ク ラ ス タ
ー Bの プ ロ ト タ イ プ と し て の ウ イ ル ス 単 離 体 ned/99/01を 交 差 中 和 ア ッ セ イ で 用 い て 、 そ れ
ら の 遺 伝 子 型 が 異 な る 血 清 型 ま た は 亜 群 と 関 連 す る か 否 か を 調 べ た 。 こ れ ら の デ ー タ か ら
、 単 離 体 I-2614に 対 し て Lに つ い て は 64よ り 、 M2に つ い て は 87よ り 、 Nに つ い て は 88よ り 、
Pに つ い て は 68よ り 、 Fに つ い て は 81よ り 、 M-1に つ い て は 84よ り 、 ま た は M2-2に つ い て は 5
8よ り 高 い ア ミ ノ 酸 相 同 性 の パ ー セ ン テ ー ジ を 示 す 本 質 的 に 哺 乳 動 物 性 の ウ イ ル ス 単 離 体
は 、 本 発 明 で 提 供 さ れ る 単 離 さ れ た 本 質 的 に 哺 乳 動 物 性 の ネ ガ テ ィ ブ セ ン ス 一 本 鎖 RNAウ
イ ル ス と し て 分 類 で き る 、 と 結 論 づ け ら れ る 。 特 に 、 一 般 に ヌ ク レ オ チ ド 配 列 レ ベ ル で は
、 本 発 明 で 提 供 さ れ る プ ロ ト タ イ プ MPV単 離 体 と 、 Lお よ び Mに つ い て は 81、 Nに つ い て は 83
且 つ ／ ま た は Fに つ い て は 82、 と い う 最 低 の 同 一 性 の パ ー セ ン テ ー ジ を 有 す る ウ イ ル ス 単
離 体 は 、 本 発 明 で 提 供 さ れ る MPV単 離 体 の グ ル ー プ の メ ン バ ー で あ る 。 ア ミ ノ 酸 レ ベ ル で
は 、 こ れ ら の パ ー セ ン テ ー ジ は 、 Lお よ び Nに つ い て は 91、 Mに つ い て は 94、 且 つ ／ ま た は F
に つ い て は 95で あ る 。 所 与 の ウ イ ル ス 単 離 体 に つ い て の ア ミ ノ 酸 配 列 相 同 性 の パ ー セ ン テ
ー ジ が 、 Lお よ び Nに つ い て は 90よ り 、 Mに つ い て は 93よ り 、 ま た は Fに つ い て は 94よ り 高 い
場 合 、 そ の ウ イ ル ス 単 離 体 は 、 図 5に 示 す MPV単 離 体 の グ ル ー プ と 同 じ も の で あ る 。 所 与 の
ウ イ ル ス 単 離 体 に つ い て の ア ミ ノ 酸 配 列 相 同 性 の パ ー セ ン テ ー ジ が 、 Lに つ い て は 94よ り
、 Nに つ い て は 95よ り 、 ま た は Mお よ び Fに つ い て は 97よ り 高 い 場 合 、 そ の ウ イ ル ス 単 離 体
は 、 図 5に 示 す 遺 伝 子 型 ク ラ ス タ ー の 1つ に 属 す る と 同 定 で き る 。 こ れ ら の 相 同 性 の パ ー セ
ン テ ー ジ （ こ れ に よ り 遺 伝 的 ク ラ ス タ ー が 規 定 さ れ る ） が 、 RSVの 対 応 す る 遺 伝 子 の 遺 伝
的 ク ラ ス タ ー 間 で 見 ら れ る 相 同 性 の 程 度 と ほ ぼ 同 じ で あ る こ と に 注 目 す べ き で あ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
つ ま り 、 本 発 明 は 、 単 離 さ れ た 、 本 質 的 に 哺 乳 動 物 性 の ネ ガ テ ィ ブ セ ン ス 一 本 鎖 RNAウ イ
ル ス （ MPV） で あ っ て 、 パ ラ ミ ク ソ ウ イ ル ス 科 の ニ ュ ー モ ウ イ ル ス 亜 科 に 属 す る も の で あ
り 、 か つ 、 そ の ウ イ ル ス の ゲ ノ ム の 適 当 な 断 片 の 核 酸 配 列 を 決 定 し 、 そ れ を 、 最 尤 系 統 樹
が 100の ブ ー ト ス ト ラ ッ プ お よ び 3の ジ ャ ン ブ ル を 用 い て 作 製 さ れ る 系 統 樹 解 析 で 試 験 し 、
そ れ が 、 鳥 類 の 鼻 気 管 炎 の 原 因 物 質 で あ る 七 面 鳥 鼻 気 管 炎 ウ イ ル ス （ TRTV） と し て も 知 ら
れ る ト リ ・ ニ ュ ー モ ウ イ ル ス （ APV） の ウ イ ル ス 単 離 体 に 該 当 す る と い う よ り も 、 CNCM（
パ リ ） に I-2614と し て 寄 託 さ れ て い る ウ イ ル ス 単 離 体 に 系 統 学 的 に よ り 近 い も の と し て 該
当 す る こ と を 見 出 す こ と に よ り 、 系 統 学 的 に メ タ ニ ュ ー モ ウ イ ル ス 属 に 該 当 す る と し て 同
定 さ れ う る 上 記 ウ イ ル ス を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
そ う し た 系 統 樹 解 析 に そ れ ぞ れ 有 用 な 好 適 な 核 酸 ゲ ノ ム 断 片 は 、 例 え ば 、 本 明 細 書 の 「 詳
細 な 説 明 」 に お い て 開 示 さ れ る RAP-PCR断 片 1～ 10の い ず れ か で あ り 、 本 明 細 書 に お い て 図
4ま た は 5に 開 示 さ れ る よ う な 種 々 の 系 統 樹 解 析 が 導 か れ る 。 MPVの 核 タ ン パ ク 質 （ N） 、 リ
ン 酸 化 タ ン パ ク 質 （ P） 、 マ ト リ ッ ク ス タ ン パ ク 質 （ M） お よ び 融 合 タ ン パ ク 質 （ F） の 遺
伝 子 の 系 統 樹 解 析 を 行 っ た と こ ろ 、 APV血 清 型 C（ ア メ リ カ 合 衆 国 で 主 に 鳥 類 で 見 ら れ る ト
リ ・ ニ ュ ー モ ウ イ ル ス ） と 、 最 も 高 い 配 列 相 同 性 を 示 す こ と が 判 明 し た 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
1つ の 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て 、 本 発 明 は 、 単 離 さ れ た 、 本 質 的 に 哺 乳 動 物 性 の ネ ガ テ
ィ ブ セ ン ス 一 本 鎖 RNAウ イ ル ス （ MPV） で あ っ て 、 パ ラ ミ ク ソ ウ イ ル ス 科 の ニ ュ ー モ ウ イ ル
ス 亜 科 に 属 す る も の で あ り 、 か つ 、 そ の ウ イ ル ス の ゲ ノ ム の 適 当 な 断 片 の 核 酸 配 列 を 決 定
し 、 そ れ を 、 最 尤 系 統 樹 が 100の ブ ー ト ス ト ラ ッ プ お よ び 3の ジ ャ ン ブ ル を 用 い て 作 製 さ れ

10

20

30

40

50

(12) JP 2004-531220 A 2004.10.14



る 系 統 樹 解 析 で 試 験 し 、 そ れ が 、 鳥 類 の 鼻 気 管 炎 の 原 因 物 質 で あ る 七 面 鳥 鼻 気 管 炎 ウ イ ル
ス （ TRTV） と し て も 知 ら れ る ト リ ・ ニ ュ ー モ ウ イ ル ス （ APV） の ウ イ ル ス 単 離 体 に 該 当 す
る と い う よ り も 、 CNCM（ パ リ ） に I-2614と し て 寄 託 さ れ て い る ウ イ ル ス 単 離 体 に 系 統 学 的
に よ り 近 い も の と し て 該 当 す る こ と を 見 出 す こ と に よ り 、 系 統 学 的 に メ タ ニ ュ ー モ ウ イ ル
ス 属 に 該 当 す る と し て 同 定 可 能 で あ り 、 但 し 、 そ の 適 当 な 断 片 が そ の ウ イ ル ス の ウ イ ル ス
タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を 含 む 、 上 記 ウ イ ル ス を 提 供 す る
。
【 ０ ０ ２ ９ 】
好 適 な オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム （ ORF） は 、 Nタ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ORFを 含 む 。
単 離 体 I-2614の Nタ ン パ ク 質 に 対 し て 分 析 し た Nタ ン パ ク 質 に 少 な く と も 91%、 好 ま し く は
少 な く と も 95%の 全 体 の ア ミ ノ 酸 同 一 性 が 見 ら れ る 場 合 、 分 析 し た ウ イ ル ス 単 離 体 は 、 本
発 明 に よ る 好 ま し い MPV単 離 物 を 含 ん で い る 。 図 示 さ れ て い る よ う に 、 MPVの ゲ ノ ム 地 図 中
の 第 1の 遺 伝 子 は 、 394ア ミ ノ 酸 （ aa） の タ ン パ ク 質 を コ ー ド し 、 他 の ニ ュ ー モ ウ イ ル ス の
Nタ ン パ ク 質 と 広 範 に わ た る 相 同 性 を 示 す 。 Nの ORFの 長 さ は 、 APV-Cの Nの ORFの 長 さ と 同 じ
で あ り （ 表 5） 、 他 の パ ラ ミ ク ソ ウ イ ル ス の 長 さ （ Barrら , 1991） よ り は 短 い 。 ア ミ ノ 酸
配 列 の 分 析 か ら 、 APV-Cと は 最 も 高 い 相 同 性 （ 88%） を 有 し 、 他 の パ ラ ミ ク ソ ウ イ ル ス と は
7～ 11%し か 有 し な い こ と が 判 明 し た （ 表 6） 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
Barrら （ 1991） は 、 モ ノ ネ ガ ウ イ ル ス 目 （ Mononegavirales） に 属 す る ウ イ ル ス の 間 で 類
似 性 を 示 す 3つ の 領 域 ： A、 Bお よ び Cを 同 定 し た （ 図 8） 。 類 似 性 は ウ イ ル ス 科 内 で は 最 も
高 い が 、 こ れ ら の 領 域 は ウ イ ル ス 科 の 間 で も 高 度 に 保 存 さ れ て い る 。 3つ 全 て の 領 域 に お
い て 、 MPVは 、 APV-Cと 97%、 APV-Bと 89%、 APV-Aと 92%、 RSVお よ び PVMと 66～ 73%の ア ミ ノ 酸
配 列 同 一 性 を 有 す る こ と が 判 明 し た 。 ア ミ ノ 酸 残 基 160～ 340の 領 域 は 、 メ タ ニ ュ ー モ ウ イ
ル ス 間 で は 高 度 に 保 存 さ れ て お り 、 ニ ュ ー モ ウ イ ル ス 亜 科 に 対 し て は そ れ よ り 多 少 低 い 程
度 で あ る と 思 わ れ る （ Miyaharaら , 1992； Liら , 1996； Barrら , 1991） 。 こ れ は 、 MPVが
メ タ ニ ュ ー モ ウ イ ル ス で あ る こ と と 一 致 し て お り 、 こ の 特 定 の 領 域 は APV Cと 99%の 類 似 性
を 示 す 。
【 ０ ０ ３ １ 】
系 統 学 的 解 析 に お い て 有 用 な も う 1つ の 好 適 な オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム （ ORF） は 、
Pタ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ORFを 含 む 。 分 析 し た Pタ ン パ ク 質 と 単 離 体 I-2614の Pタ ン パ ク 質
と の 間 に 少 な く と も 70%、 好 ま し く は 少 な く と も 85%の 全 体 ア ミ ノ 酸 同 一 性 が 見 ら れ る 場 合
、 分 析 し た ウ イ ル ス 単 離 体 は 、 本 発 明 に よ る 好 ま し い MPV単 離 体 を 含 ん で い る 。 ゲ ノ ム 地
図 中 の こ の 第 2の ORFは 、 APV-Cの Pタ ン パ ク 質 と 68%の ア ミ ノ 酸 配 列 相 同 性 を 有 し 、 RSVの P
タ ン パ ク 質 と は 22～ 26%し か 有 し な い 294ア ミ ノ 酸 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る （ 表 6） 。 MPV
の P遺 伝 子 は 、 1個 の 実 質 的 な ORFを 含 み 、 そ れ に 関 し て は 、 多 く の 他 の パ ラ ミ ク ソ ウ イ ル
ス 由 来 の Pと 同 様 で あ る （ Lambお よ び Kolakofsky, 1996； Seldmeierら , 1998を 参 照 の こ と
） 。 APV Aお よ び Bな ら び に PVMと は 違 っ て 、 し か し RSVお よ び APV-Cと は 同 様 に 、 MPVの ORF
に シ ス テ イ ン 残 基 が 欠 け て い る 。 Ling（ 1995） は 、 全 て の ニ ュ ー モ ウ イ ル ス 間 で 高 い 類 似
性 が あ る 領 域 （ ア ミ ノ 酸 185～ 241） が RNA合 成 プ ロ セ ス ま た は ヌ ク レ オ カ プ シ ド 複 合 体 の
構 造 的 完 全 性 の 維 持 に お い て 役 割 を 担 っ て い る こ と を 示 唆 し た 。 こ の 高 い 類 似 性 の 領 域 は
、 特 に 同 類 置 換 を 考 慮 に 入 れ る 場 合 、 MPVに お い て も み と め ら れ （ 図 9） 、 APV-Cと は 100%
、 APV-Aお よ び Bと は 93%、 RSVと は 約 81%の 類 似 性 を 示 す 。 MPVの Pタ ン パ ク 質 の C末 端 は 、 AP
Vに つ い て 記 載 さ れ て い る の と 同 様 に （ Lingら , 1995） 、 グ ル タ ミ ン 酸 残 基 に 富 ん で い る
。
【 ０ ０ ３ ２ 】
系 統 学 的 解 析 に お い て 有 用 で あ る も う １ つ の 好 適 な オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム （ ORF
） は 、 Mタ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ORFを 含 む 。 分 析 し た Mタ ン パ ク 質 と 単 離 体 I-2614の Mタ ン
パ ク 質 と の 間 に 少 な く と も 94%、 好 ま し く は 少 な く と も 97%の 全 体 ア ミ ノ 酸 同 一 性 が 見 ら れ
る 場 合 、 分 析 し た ウ イ ル ス 単 離 体 は 、 本 発 明 に よ る 好 ま し い MPV単 離 体 を 含 ん で い る 。 ゲ
ノ ム 地 図 中 の こ の 第 3の ORFは 、 254ア ミ ノ 酸 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド し 、 こ れ は 他 の ニ ュ ー
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モ ウ イ ル ス の Mの ORFと 同 様 で あ る 。 MPVの Mの ORFは 。 他 の メ タ ニ ュ ー モ ウ イ ル ス の Mの ORF
と 全 く 同 じ 大 き さ で あ り （ 表 5） 、 APVの マ ト リ ッ ク ス タ ン パ ク 質 と 高 い ア ミ ノ 酸 配 列 相 同
性 （ 76～ 87%） を 示 し 、 RSVお よ び PVMの も の と は そ れ よ り 低 い 相 同 性 （ 37～ 38%） を 示 し 、
他 の パ ラ ミ ク ソ ウ イ ル ス の も の と は 10%以 下 の 相 同 性 を 示 す （ 表 6） 。 Easton（ 1997） は 、
全 て の ニ ュ ー モ ウ イ ル ス の マ ト リ ッ ク ス タ ン パ ク 質 の 配 列 を 比 較 し 、 残 基 14～ 19に お い て
保 存 さ れ た ヘ キ サ ペ プ チ ド を 見 出 し た 。 こ の ヘ キ サ ペ プ チ ド は MPVに お い て も 保 存 さ れ て
い る （ 図 10） 。 RSV、 PVMお よ び APVで は 、 Mの 第 1の ORF内 に 、 ま た は そ の ORFと 重 複 し て 、
小 さ な 二 次 的 な ORFが 同 定 さ れ て い る （ bRSVで は 52ア ミ ノ 酸 お よ び 51ア ミ ノ 酸 、 RSVで は 75
ア ミ ノ 酸 、 PVMで は 46ア ミ ノ 酸 、 APVで は 51ア ミ ノ 酸 ） （ Yuら , 1992； Eastonら , 1997； Sa
malら , 1991;Satakeら , 1984） 。 本 発 明 者 ら は 、 MPVの Mの ORFの 中 の 2つ の 小 さ な ORFに 注
目 し た 。 54ア ミ ノ 酸 残 基 の 1つ の 小 さ な ORFは 、 第 1の Mの ORF内 に 見 出 さ れ 、 ヌ ク レ オ チ ド 2
281か ら 始 ま る も の で あ り 、 33ア ミ ノ 酸 残 基 の １ つ の 小 さ な ORFは 、 第 1の Mの ORFと 重 複 し
て 見 出 さ れ 、 ヌ ク レ オ チ ド 2893か ら 始 ま っ て い る （ デ ー タ は 示 さ ず ） 。 RSVお よ び APVの 第
2の ORFと 同 様 に 、 こ れ ら の 第 2の ORFと 他 の ニ ュ ー モ ウ イ ル ス の 第 2の ORFと の 間 に 有 意 な 相
同 性 は な く 、 明 確 な 開 始 シ グ ナ ル ま た は 停 止 シ グ ナ ル が な い 。 更 に 、 APVお よ び RSVの こ れ
ら の 第 2の ORFに 対 応 す る タ ン パ ク 質 の 合 成 に つ い て の 証 拠 は 報 告 さ れ て い な い 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
系 統 学 的 解 析 に お い て 有 用 で あ る も う １ つ の 好 適 な オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム （ ORF
） は 、 Fタ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ORFを 含 む 。 分 析 し た Fタ ン パ ク 質 と 単 離 体 I-2614の Fタ ン
パ ク 質 と の 間 に 少 な く と も 95%、 好 ま し く は 少 な く と も 97%の 全 体 ア ミ ノ 酸 同 一 性 が 見 ら れ
る 場 合 、 分 析 し た ウ イ ル ス 単 離 体 は 、 本 発 明 に よ る 好 ま し い MPV単 離 体 を 含 ん で い る 。 MPV
の Fの ORFは 、 Mの ORFに 隣 接 し て 位 置 し て お り 、 こ れ は メ タ ニ ュ ー モ ウ イ ル ス 属 の メ ン バ ー
の 特 徴 で あ る 。 MPVの F遺 伝 子 は 539ア ミ ノ 酸 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド し 、 こ れ は APV-Cの Fよ
り も ア ミ ノ 酸 残 基 2個 分 だ け 長 い （ 表 5） 。 こ の ア ミ ノ 酸 配 列 の 分 析 か ら 、 APV-Cと は 81%、
APV-Aお よ び Bと は 67%、 ニ ュ ー モ ウ イ ル ス Fタ ン パ ク 質 と は 33～ 39%、 他 の パ ラ ミ ク ソ ウ イ
ル ス と は 僅 か 10～ 18%の 相 同 性 が あ る こ と が 判 明 し た （ 表 6） 。 パ ラ ミ ク ソ ウ イ ル ス の Fタ
ン パ ク 質 間 で 保 存 さ れ て い る 特 徴 の １ つ で 、 MPVで も 見 ら れ る も の は 、 シ ス テ イ ン 残 基 の
分 布 で あ る （ Morrison, 1988； Yuら , 1991） 。 メ タ ニ ュ ー モ ウ イ ル ス は 、 F1中 に 12個 の シ
ス テ イ ン 残 基 （ 内 、 7個 は 全 て の パ ラ ミ ク ソ ウ イ ル ス 間 で 保 存 さ れ て い る ） 、 そ し て F2中
に 2個 （ 内 、 1個 は 全 て の パ ラ ミ ク ソ ウ イ ル ス 間 で 保 存 さ れ て い る ） を 有 す る 。 MPVの Fの OR
F内 に 存 在 す る 3つ の 可 能 性 の あ る N-結 合 グ リ コ シ ル 化 部 位 の う ち 、 RSVと 共 通 す る も の は
な く 、 2つ （ 66位 お よ び 389位 ） は APVと 共 通 し て い る 。 MPVの 第 3の ユ ニ ー ク な 可 能 性 の あ
る N結 合 グ リ コ シ ル 化 部 位 は 、 206位 に 位 置 す る （ 図 11） 。 MPVの Fタ ン パ ク 質 に つ い て は 、
他 の パ ラ ミ ク ソ ウ イ ル ス と の 配 列 相 同 性 は 低 い も の の 、 他 の パ ラ ミ ク ソ ウ イ ル ス 科 の メ ン
バ ー の Fタ ン パ ク 質 に つ い て 記 載 さ れ て い る も の （ Morrison, 1988） と 一 致 す る 典 型 的 な
融 合 タ ン パ ク 質 の 特 徴 が 明 ら か に な っ た 。 パ ラ ミ ク ソ ウ イ ル ス の メ ン バ ー の Fタ ン パ ク 質
は 、 不 活 性 な 前 駆 体 （ F0） と し て 合 成 さ れ 、 そ れ が 宿 主 細 胞 の プ ロ テ ア ー ゼ に よ り 切 断 さ
れ て 、 ア ミ ノ 末 端 側 の F2サ ブ ユ ニ ッ ト と 大 き な カ ル ボ キ シ 末 端 側 の F1サ ブ ユ ニ ッ ト を 生 じ
る 。 提 案 さ れ て い る 切 断 部 位 （ Collinsら , 1996） は 、 パ ラ ミ ク ソ ウ イ ル ス 科 の 全 て の メ
ン バ ー 間 で 保 存 さ れ て い る 。 MPVの 切 断 部 位 は 、 残 基 RQSRを 含 む 。 2つ の ア ル ギ ニ ン （ R）
残 基 は APVお よ び RSVと 共 有 す る が 、 グ ル タ ミ ン （ Q） お よ び セ リ ン （ S） 残 基 は 、 ヒ ト ・ パ
ラ イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 1型 、 セ ン ダ イ ウ イ ル ス お よ び 麻 疹 ウ イ ル ス な ど の 他 の パ ラ ミ
ク ソ ウ イ ル ス と 共 有 し て い な い （ デ ー タ は 示 さ ず ） 。 F1の ア ミ ノ 末 端 に あ る 疎 水 性 領 域 は
、 膜 融 合 ド メ イ ン と し て 機 能 す る と 考 え ら れ 、 パ ラ ミ ク ソ ウ イ ル ス お よ び 麻 疹 ウ イ ル ス の
間 で は 高 い 配 列 類 似 性 を 、 ニ ュ ー モ ウ イ ル ス で は そ れ よ り 低 い 配 列 類 似 性 を 示 す （ Morris
on, 1988） 。 こ れ ら の 26の 残 基 （ 137～ 163位 、 図 11） は 、 MPVと APV-Cと の 間 で は 保 存 さ れ
て お り 、 こ の こ と は 、 こ の 領 域 が メ タ ニ ュ ー モ ウ イ ル ス 間 で 高 度 に 保 存 さ れ て い る こ と と
一 致 す る （ Naylorら , 1998； Sealら , 2000） 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
APVお よ び 他 の パ ラ ミ ク ソ ウ イ ル ス の F2サ ブ ユ ニ ッ ト に つ い て 判 る よ う に 、 MPVは 、 RSVと
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比 較 し て 22個 の ア ミ ノ 酸 残 基 が 欠 失 し て い る こ と が 判 明 し た （ 107～ 128位 、 図 11） 。 更 に
、 RSVお よ び APVで は 、 シ グ ナ ル ペ プ チ ド お よ び ア ン カ ー ド メ イ ン が 亜 型 内 で 保 存 さ れ て い
る こ と が 判 り 、 亜 科 間 で は 高 い 多 様 性 を 示 し た （ Plowsら , 1995； Naylorら , 1998） 。 MPV
の F2の ア ミ ノ 末 端 に あ る シ グ ナ ル ペ プ チ ド （ ア ミ ノ 酸 10～ 35、 図 11） は 、 APV-Cと あ る 程
度 の 配 列 類 似 性 を 示 し （ 26個 の ア ミ ノ 酸 残 基 の う ち 18個 が 類 似 ） 、 他 の APVと も RSVと も あ
ま り 保 存 さ れ て い な い 。 F1の カ ル ボ キ シ 末 端 に あ る 膜 ア ン カ ー ド メ イ ン で は 、 ず っ と 高 い
多 様 性 が 見 ら れ る が 、 そ れ で も APV-Cと は 多 少 の 相 同 性 が 見 ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
系 統 学 的 解 析 に お い て 有 用 で あ る も う １ つ の 好 適 な オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム （ ORF
） は 、 M2タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ORFを 含 む 。 分 析 し た M2タ ン パ ク 質 と 単 離 体 I-2614の M2
タ ン パ ク 質 と の 間 に 少 な く と も 85%、 好 ま し く は 少 な く と も 90%の 全 体 ア ミ ノ 酸 同 一 性 が 見
ら れ る 場 合 、 分 析 し た ウ イ ル ス 単 離 体 は 、 本 発 明 に よ る 好 ま し い MPV単 離 体 を 含 ん で い る
。 M2遺 伝 子 は 、 ニ ュ ー モ ウ イ ル ス 亜 科 に 固 有 の も の で あ り 、 全 て の ニ ュ ー モ ウ イ ル ス に お
い て 2つ の 重 複 す る ORFが み つ か っ て い る 。 第 1の 主 要 な ORFは M2-1タ ン パ ク 質 に 該 当 し 、 こ
れ は ウ イ ル ス ポ リ メ ラ ー ゼ の プ ロ セ ッ シ ビ テ ィ （ Collinsら , 1995； Collins, 1996） お よ
び そ の 遺 伝 子 間 領 域 の リ ー ド ス ル ー （ Hardyら , 1998； Fearnsら , 1999） を 増 大 さ せ る 。 M
PVの M2-1領 域 は 、 F遺 伝 子 に 隣 接 し て 位 置 し 、 187ア ミ ノ 酸 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド し （ 表 5
） 、 APV-Cの M2-1と 最 も 高 い （ 84%） 相 同 性 を 示 す こ と が 判 る （ 表 6） 。 全 て の ニ ュ ー モ ウ
イ ル ス の M2-1タ ン パ ク 質 を 比 較 し た と こ ろ 、 そ の タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 末 端 側 の 半 分 に お い
て 最 も 高 度 に 保 存 さ れ て い る こ と が 判 明 し （ Collinsら , 1990； Zamoraら , 1992； Ahmadia
nら , 1999） 、 こ の こ と は 、 MPVが 、 そ の タ ン パ ク 質 の 最 初 の 80個 の ア ミ ノ 酸 残 基 に お い て
、 APV-Cと 100%の 類 似 性 を 示 す と い う 知 見 と 一 致 し て い る （ 図 12A） 。 MPVの M2-1タ ン パ ク
質 は 、 最 初 の 30個 の ア ミ ノ 酸 残 基 の 内 部 に 位 置 す る 3個 の シ ス テ イ ン 残 基 を 含 み 、 そ れ ら
は 全 て の ニ ュ ー モ ウ イ ル ス 間 で 保 存 さ れ て い る 。 そ の よ う な 濃 度 の シ ス テ イ ン は 、 亜 鉛 結
合 タ ン パ ク 質 で は よ く 見 ら れ る （ Ahmadianら , 1991； Cuestaら , 2000） 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
ニ ュ ー モ ウ イ ル ス の M2-1の ORFと 重 複 す る 第 2の ORF（ M2-2） は 、 位 置 に お い て は 保 存 さ れ
て い る が 、 配 列 は 保 存 さ れ て お ら ず 、 ウ イ ル ス RNAの 複 製 と 転 写 の 切 り 替 え の 調 節 に 関 与
す る と 考 え ら れ る （ Collinsら , 1985； Elangoら , 1985； Baybuttら , 1987； Collinsら , 1
990； Lingら , 1992； Zamoraら , 1992； Alansariら , 1994； Ahmadianら , 1999； Bermingha
mら , 1999） 。 MPVで は 、 M2-2の ORFは 、 M2-1の ORF内 の ヌ ク レ オ チ ド 512か ら 始 ま り （ 図 7）
、 こ れ は APV-Cの 場 合 と 全 く 同 じ 開 始 位 置 で あ る 。 M2-2の ORFの 長 さ は APV-Cお よ び MPVと 同
じ で 、 77個 の ア ミ ノ 酸 残 基 か ら な る （ 表 5） 。 M2-2の ORFの 配 列 比 較 （ 図 12B） か ら 、 MPVと
APV-Cの 間 で は 56%の ア ミ ノ 酸 配 列 相 同 性 が あ り 、 MPVと APV-Aお よ び Bと の 間 で は 26～ 27%の
配 列 相 同 性 し か な い こ と が 判 っ た （ 表 6） 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
系 統 学 的 解 析 に お い て 有 用 で あ る も う １ つ の 好 適 な オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム （ ORF
） は 、 Lタ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ORFを 含 む 。 分 析 し た Lタ ン パ ク 質 と 単 離 体 I-2614の Lタ ン
パ ク 質 と の 間 に 少 な く と も 91%、 好 ま し く は 少 な く と も 95%の 全 体 ア ミ ノ 酸 同 一 性 が 見 ら れ
る 場 合 、 分 析 し た ウ イ ル ス 単 離 体 は 、 本 発 明 に よ る 好 ま し い MPV単 離 体 を 含 ん で い る 。 他
の ネ ガ テ ィ ブ 鎖 ウ イ ル ス と 同 様 に 、 MPVゲ ノ ム の こ の 最 後 の ORFは 、 複 製 お よ び 転 写 複 合 体
の RNA依 存 性 RNAポ リ メ ラ ー ゼ 成 分 で あ る 。 MPVの L遺 伝 子 は 、 2005ア ミ ノ 酸 の タ ン パ ク 質 を
コ ー ド し 、 こ れ は APV-Aの タ ン パ ク 質 よ り も 残 基 1個 分 だ け 長 い （ 表 5） 。 MPVの Lタ ン パ ク
質 は 、 APV-Aと は 64%、 RSVと は 42～ 44%、 他 の パ ラ ミ ク ソ ウ イ ル ス と は 約 13%の 相 同 性 を 有
す る （ 表 6） 。 Pochら （ 1989; 1990） は 、 非 セ グ メ ン ト 化 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 RNAウ イ ル ス の Lタ
ン パ ク 質 内 の 6つ の 保 存 さ れ た ド メ イ ン を 同 定 し 、 そ の 中 の ド メ イ ン IIIは 、 ポ リ メ ラ ー ゼ
の 機 能 に 必 要 不 可 欠 で あ る と 考 え ら れ る 4つ の コ ア ポ リ メ ラ ー ゼ モ チ ー フ を 含 ん で い た 。
こ れ ら の モ チ ー フ （ A、 B、 Cお よ び D） は 、 MPVの Lタ ン パ ク 質 で は よ く 保 存 さ れ て い る 。 モ
チ ー フ A、 Bお よ び Cで は 、 MPVは 全 て の ニ ュ ー モ ウ イ ル ス と 100%の 類 似 性 を 有 し 、 モ チ ー フ
Dで は 、 MPVは APVと 100%、 RSVと は 92%の 類 似 性 を 有 す る 。 ド メ イ ン III全 体 （ Lの ORFの ア ミ
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ノ 酸 625～ 847） で は 、 MPVは 、 APVと は 83%、 RSVと は 67～ 68%、 他 の パ ラ ミ ク ソ ウ イ ル ス と
は 26～ 30%の 同 一 性 を 有 す る （ 図 15） 。 ニ ュ ー モ ウ イ ル ス の Lタ ン パ ク 質 は 、 ポ リ メ ラ ー ゼ
モ チ ー フ に 加 え て 、 共 通 ATP結 合 モ チ ー フ K(X) 2 1 GEGAGN(X) 2 0 Kに 合 致 す る 配 列 を 含 ん で い
る （ Stec, 1991） 。 MPVの Lの ORFは 、 APVと ほ ぼ 同 様 の モ チ ー フ を 含 ん で お り 、 介 在 残 基 の
間 隔 は 1個 分 だ け 離 れ て い る ： K(X) 2 2 GEGAGN(X) 1 9 K。
【 ０ ０ ３ ８ 】
系 統 学 的 解 析 に お い て 有 用 で あ る 、 更 に 好 ま し い 好 適 な オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム （
ORF） は 、 SHタ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ORFを 含 む 。 分 析 し た SHタ ン パ ク 質 と 単 離 体 I-2614の
SHタ ン パ ク 質 と の 間 に 少 な く と も 30%、 好 ま し く は 少 な く と も 50%、 更 に 好 ま し く は 少 な く
と も 75%の 全 体 ア ミ ノ 酸 同 一 性 が 見 ら れ る 場 合 、 分 析 し た ウ イ ル ス 単 離 体 は 、 本 発 明 に よ
る 好 ま し い MPV単 離 体 を 含 ん で い る 。 MPVの M2に 隣 接 し て 位 置 す る こ の 遺 伝 子 は 、 183ア ミ
ノ 酸 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る （ 図 7） 。 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 お よ び そ の 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列
の 分 析 か ら 、 他 の RNAウ イ ル ス 遺 伝 子 ま た は 遺 伝 子 産 物 と は 明 確 な 相 同 性 は な い こ と が 判
っ た 。 MPVの SHの ORFは 、 現 時 点 で 知 ら れ て い る 最 も 長 い SHの ORFで あ る （ 表 5） 。 SHの ORF
の ア ミ ノ 酸 残 基 の 組 成 は 、 APV、 RSVお よ び PVMの も の と 比 較 的 類 似 し て お り 、 ト レ オ ニ ン
お よ び セ リ ン の 割 合 (%)が 高 い （ MPV、 APV、 RSV A、 RSV B、 bRSVお よ び PVMに つ い て 、 そ れ
ぞ れ 22%、 18%、 19%、 20.0%、 21%お よ び 28%の セ リ ン ／ ト レ オ ニ ン 含 量 ） 。 MPVの SHの ORFは
、 10個 の シ ス テ イ ン 残 基 を 含 ん で い る が 、 APVの SHは 16個 の シ ス テ イ ン 残 基 を 含 ん で い る
。 全 て の ニ ュ ー モ ウ イ ル ス は 、 ほ ぼ 同 数 の 潜 在 的 な N-グ リ コ シ ル 化 部 位 を 有 す る （ MPVは 2
、 APVは 1、 RSVは 2、 bRSVは 3、 PVMは 4） 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
MPVの SHタ ン パ ク 質 な ら び に APVお よ び RSVの SHに つ い て の 疎 水 性 度 プ ロ フ ィ ー ル は 、 ほ ぼ
同 様 の 構 造 的 な 特 徴 が あ る こ と が 判 っ た （ 図 13B） 。 APVお よ び MPVの SHの ORFは 、 親 水 性 の
N末 端 （ ア ミ ノ 酸 1～ 30） 、 潜 在 的 な 膜 貫 通 ド メ イ ン と し て の 役 割 を 果 た し 得 る 中 央 の 疎 水
性 ド メ イ ン （ ア ミ ノ 酸 30～ 53） 、 残 基 160付 近 の 第 2の 疎 水 性 ド メ イ ン 、 お よ び 親 水 性 C末
端 を 有 す る 。 こ れ に 対 し 、 RSVの SHは 、 APVお よ び MPVの ORFの C末 端 側 の 半 分 を 欠 い て い る
と 思 わ れ る 。 全 て の ニ ュ ー モ ウ イ ル ス の SHタ ン パ ク 質 に お い て 、 疎 水 性 ド メ イ ン は 塩 基 性
ア ミ ノ 酸 に 隣 接 し て お り 、 こ れ は MPVの SHの ORFに お い て も 見 ら れ る （ ア ミ ノ 酸 29お よ び 54
） 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
系 統 学 的 解 析 に お い て 有 用 で あ る 、 も う 1つ の 更 に 好 ま し い 好 適 な オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ
フ レ ー ム （ ORF） は 、 Gタ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ORFを 含 む 。 分 析 し た Gタ ン パ ク 質 と 単 離 体
I-2614の Gタ ン パ ク 質 と の 間 に 少 な く と も 30%、 好 ま し く は 少 な く と も 50%、 更 に 好 ま し く
は 少 な く と も 75%の 全 体 ア ミ ノ 酸 同 一 性 が 見 ら れ る 場 合 、 分 析 し た ウ イ ル ス 単 離 体 は 、 本
発 明 に よ る 好 ま し い MPV単 離 体 を 含 ん で い る 。 MPVの Gの ORFは 、 SH遺 伝 子 に 隣 接 し て 位 置 し
て お り 、 236ア ミ ノ 酸 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 。 こ の ORFの す ぐ 後 に 、 第 2の 小 さ な ORFが
見 ら れ 、 こ れ は 68個 の ア ミ ノ 酸 残 基 （ 6973～ 7179位 ） を 潜 在 的 に コ ー ド す る が 、 開 始 コ ド
ン が 欠 け て い る 。 別 の リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム 内 に 存 在 す る 194ア ミ ノ 酸 残 基 の 第 3の 主 要 な
ORF（ 断 片 4、 図 7） は 、 こ れ ら の ORFの 両 者 と 重 複 し て い る が 、 こ れ も ま た 開 始 コ ド ン が 欠
け て い る （ ヌ ク レ オ チ ド 6416～ 7000） 。 こ の 主 要 な ORFの 後 ろ に は 、 同 じ リ ー デ ィ ン グ フ
レ ー ム 内 に 第 4の ORFが 存 在 し （ nt7001～ 7198） 、 65個 の ア ミ ノ 酸 残 基 を コ ー ド す る 可 能 性
が あ る が 、 こ れ も ま た 開 始 コ ド ン が 欠 け て い る 。 最 後 に 、 可 能 性 の あ る 97ア ミ ノ 酸 残 基 の
ORF（ 開 始 コ ド ン が 欠 け て い る ） が 、 第 3の リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム 内 に 見 ら れ る （ nt6444～
6737、 図 1） 。 第 1の ORFと は 違 っ て 、 そ れ 以 外 の ORFは 、 明 確 な 遺 伝 子 開 始 配 列 ま た は 遺 伝
子 終 結 配 列 を 持 た な い （ 後 記 を 参 照 ） 。 236ア ミ ノ 酸 残 基 の Gの ORFは 、 MPVの 接 着 タ ン パ ク
質 の 少 な く と も 一 部 に 該 当 す る と 思 わ れ る が 、 更 な る コ ー ド 配 列 が 、 何 ら か の RNA編 集 事
象 に よ り 別 の タ ン パ ク 質 ま た は 接 着 タ ン パ ク 質 の 一 部 と し て 発 現 さ れ る こ と も 除 外 で き な
い 。 APVお よ び RSVで は 、 第 1の Gの ORFの 後 ろ に 第 2の ORFが 同 定 で き な か っ た こ と 、 し か し A
PVも RSVも Gの 主 た る ORF内 に 第 2の ORFを 有 し て い る こ と に 注 目 す べ き で あ る 。 し か し 、 こ
れ ら の ORFの 発 現 に 関 す る 証 拠 は な く 、 異 な る ウ イ ル ス の 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 間 に 相 同 性 は
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な い （ Lingら , 1992） 。 MPVの Gに お け る 第 2の ORFは 、 他 の Gタ ン パ ク 質 の 特 徴 を 示 さ ず 、
こ の 別 の ORFが 発 現 さ れ る か 否 か に つ い て は 、 更 な る 調 査 が 必 要 で あ る 。 こ の 4つ の ORF全
て を 用 い た BLAST分 析 か ら 、 ヌ ク レ オ チ ド レ ベ ル で も ア ミ ノ 酸 配 列 レ ベ ル で も 、 他 の 既 知
の ウ イ ル ス 遺 伝 子 ま た は 遺 伝 子 産 物 と の 明 確 な 相 同 性 は 示 さ れ な か っ た 。 こ の こ と は 、 他
の Gタ ン パ ク 質 に つ い て hRSV Aお よ び B（ 53%） （ Johnsonら , 1987） な ら び に APV Aお よ び B
（ 38%） （ Juhaszら , 1994） な ど の 低 い 配 列 相 同 性 が 見 ら れ る こ と と 一 致 す る 。 MPVの ORF
の 多 く は 、 長 さ に お い て も 配 列 に お い て も APVの も の と 類 似 し て い る が 、 MPVの Gの ORFは AP
Vの Gの ORFよ り も か な り 小 さ い （ 表 5） 。 ア ミ ノ 酸 配 列 か ら 、 セ リ ン お よ び ト レ オ ニ ン の 含
量 が 34%で あ る こ と が 判 明 し 、 こ れ は RSVで の 32%や APVで の 24%よ り も 高 い 。 ま た 、 Gの ORF
は 8.5%の プ ロ リ ン 残 基 も 含 ん で お り 、 こ れ は RSVで の 8%や APVで の 7%よ り 高 い 。 APV、 RSVお
よ び MPVの Gタ ン パ ク 質 で は プ ロ リ ン 残 基 が 並 外 れ て 豊 富 で あ る こ と は 、 ム チ ン 源 で あ る 糖
タ ン パ ク 質 （ タ ン パ ク 質 の 三 次 元 構 造 の 主 な 決 定 要 因 ） に お い て も 見 ら れ て い る （ Collin
sら , 1983； Wertzら , 1985； Jentoft, 1990） 。 MPVの Gに お け る 可 能 性 の あ る N結 合 グ リ コ
シ ル 化 部 位 の 数 は 、 他 の ニ ュ ー モ ウ イ ル ス と ほ ぼ 同 じ で あ る （ MPVは 5つ で あ る が 、 hRSVは
7つ 、 bRSVは 5つ 、 APVは 3～ 5つ ） 。
【 ０ ０ ４ １ 】
MPVの Gの 推 定 さ れ る 疎 水 性 度 プ ロ フ ィ ー ル は 、 他 の ニ ュ ー モ ウ イ ル ス と 同 様 の 特 徴 を 示 し
た 。 ア ミ ノ 末 端 は 親 水 性 領 域 を 含 み 、 そ の 後 ろ に 短 い 疎 水 性 領 域 （ ア ミ ノ 酸 33～ 53） お よ
び 主 に 親 水 性 の カ ル ボ キ シ 末 端 と 続 く （ 図 14B） 。 こ の 全 体 的 構 成 は 、 ア ン カ ー 型 II型 膜
貫 通 ド メ イ ン と 一 致 し 、 APVお よ び RSVの Gタ ン パ ク 質 の こ れ ら の 領 域 に 十 分 に 対 応 す る 。 M
PVの Gの ORFは 、 RSVや APV（ そ れ ぞ れ 5個 お よ び 20個 ） と は 違 っ て 、 1個 の シ ス テ イ ン 残 基 し
か 含 ま な い 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
例 え ば Francki, R.I.B., Fauquet, C.M., Kundson, D.L.お よ び Brown, F., Classificati
on and nomenclature of viruses. Fifth report of the international Committee on T
axonomy of Viruses. Arch Virol, 1991. Supplement 2:p. 140-144か ら 知 ら れ て い る よ
う な 古 典 的 な 血 清 学 的 分 析 に よ れ ば 、 MPV単 離 体 は ま た 、 本 発 明 で 提 供 さ れ る 血 清 型 に 属
す る も の と し て 同 定 可 能 で あ り 、 動 物 の 抗 血 清 （ 例 え ば 「 詳 細 な 説 明 」 に 示 さ れ て い る よ
う に し て フ ェ レ ッ ト ま た は モ ル モ ッ ト か ら 得 た も の ） を 用 い る 定 量 的 中 和 に よ り 決 定 し た
場 合 の そ の 免 疫 学 的 特 徴 に 基 づ い て 定 め ら れ る 。 そ の よ う な 血 清 型 は 、 他 の も の と 交 差 反
応 し な い か 、 あ る い は 両 方 向 に お い て 16を 超 え る 同 種 -異 種 力 価 比 を 示 す 。 中 和 が 2種 の ウ
イ ル ス 間 で 一 方 ま た は 両 方 向 に あ る 程 度 の 交 差 反 応 を 示 す 場 合 は （ 8ま た は 16の 同 種 -異 種
力 価 比 ） 、 DNAの 実 質 的 な 生 物 物 理 学 的 ／ 生 化 学 的 相 違 が 存 在 す る 場 合 に は 、 血 清 型 は 区
別 さ れ る も の と み な さ れ る 。 中 和 が 2種 の ウ イ ル ス 間 で 一 方 ま た は 両 方 向 に 明 ら か な 程 度
の 交 差 反 応 を 示 す 場 合 は （ 8未 満 の 同 種 同 士 － 異 種 同 士 の 力 価 比 ） 、 検 討 さ れ る 単 離 体 の
血 清 型 が 同 一 で あ る と み な さ れ る 。 上 記 で 述 べ た よ う に 、 単 離 体 I-2614（ 本 明 細 書 中 で は
MPV単 離 体 00-1と し て も 知 ら れ る ） な ど の 有 用 な プ ロ ト タ イ プ 単 離 体 が 本 発 明 に お い て 提
供 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
ウ イ ル ス の 、 本 発 明 で 提 供 さ れ る 単 離 さ れ た 本 質 的 に 哺 乳 動 物 の ネ ガ テ ィ ブ セ ン ス 一 本 鎖
RNAウ イ ル ス と し て の 更 な る 分 類 は 、 Gお よ び ／ ま た は SHタ ン パ ク 質 に 対 す る 相 同 性 に 基 づ
い て 行 う こ と が で き る 。 一 般 に 、 APV（ ト リ か ら 単 離 さ れ た も の ） と MPV（ ヒ ト か ら 単 離 さ
れ た も の ） の N、 P、 M、 F、 M2お よ び Lの ORFに お け る 全 体 ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 は 64～ 88%で
あ り 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 相 同 性 は 、 APVゲ ノ ム と MPVゲ ノ ム の 非 コ ー ド 領 域 間 で 見 ら れ 、 ヒ
ト 単 離 体 （ MPV） の ORFの 2つ と 他 の パ ラ ミ ク ソ ウ イ ル ス の ORFの い ず れ か と の 間 に は 本 質 的
に 明 確 な ア ミ ノ 酸 配 列 相 同 性 は 見 ら れ な か っ た 。 ウ イ ル ス ゲ ノ ム に お け る こ れ ら の ORFの
ア ミ ノ 酸 含 量 、 疎 水 性 度 プ ロ フ ィ ー ル お よ び 位 置 か ら 、 そ れ ら が Gタ ン パ ク 質 お よ び SHタ
ン パ ク 質 の 類 似 体 に 該 当 す る こ と が 示 さ れ る 。 APVと MPVと の 配 列 相 同 性 、 そ れ ら の 類 似 の
ゲ ノ ム 構 成 （ 3’ -N-P-M-F-M2-SH-G-L-5’ ） 、 な ら び に 系 統 学 的 解 析 か ら 、 MPVを 最 初 の 哺
乳 動 物 メ タ ニ ュ ー モ ウ イ ル ス と し て 分 類 す る 提 案 の 更 な る 証 拠 が 得 ら れ る 。 し た が っ て 、
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新 規 な MPV単 離 体 は 、 例 え ば 、 ウ イ ル ス 単 離 、 お よ び tMKも し く は 他 の 細 胞 に つ い て の 特 性
決 定 に よ り 、 RT-PCRお よ び ／ ま た は 配 列 解 析 と そ れ に 続 く 系 統 樹 解 析 に よ り 、 そ し て ウ イ
ル ス 中 和 ア ッ セ イ 、 間 接 免 疫 蛍 光 ア ッ セ イ 、 直 接 免 疫 蛍 光 ア ッ セ イ 、 FAC分 析 ま た は 他 の
免 疫 学 的 技 法 な ど の 血 清 学 的 技 法 に よ り 、 同 定 さ れ る 。 好 ま し く は 、 こ れ ら の 技 法 は 、 SH
お よ び ／ ま た は Gタ ン パ ク 質 類 似 体 に 対 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
例 え ば 、 本 発 明 は 、 本 明 細 書 中 に お い て 、 本 発 明 に お い て 提 供 さ れ る MPVの 更 な る 単 離 体
の 同 定 方 法 を 提 供 す る も の で あ り 、 そ の 方 法 は 、 本 質 的 に MPV非 感 染 の 、 ま た は 特 定 の 病
原 体 を 含 ま な い モ ル モ ッ ト ま た は フ ェ レ ッ ト に 、 プ ロ ト タ イ プ 単 離 体 I-2614ま た は 関 連 す
る 単 離 体 を 接 種 す る こ と を 含 む （ 「 詳 細 な 説 明 」 で は 、 こ の 動 物 は 鼻 腔 内 接 種 さ れ る が 、
筋 肉 内 ま た は 皮 内 接 種 な ど の 他 の 方 法 で 接 種 し て も よ く 、 他 の 実 験 動 物 を 用 い て も よ い ）
。 ０ 日 目 、 接 種 後 2週 間 目 お よ び 3週 間 目 に 、 血 清 を そ の 動 物 か ら 採 取 す る 。 そ の 更 な る 単
離 体 の 免 疫 学 的 検 出 で は 、 ウ イ ル ス 中 和 （ VN） ア ッ セ イ お よ び そ れ ぞ れ の 単 離 体 I-2614に
対 す る 間 接 IFAで 測 定 し た 場 合 に 特 異 的 に 血 清 転 換 を 起 こ し た 動 物 、 な ら び に そ の 血 清 転
換 を 起 こ し た 動 物 か ら の 血 清 が 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
一 例 と し て 、 本 発 明 は 、 ヒ ト に お い て 重 篤 な RTIを 引 き 起 こ す 可 能 性 の あ る パ ラ ミ ク ソ ウ
イ ル ス 科 の 新 規 な メ ン バ ー 、 ヒ ト の メ タ ニ ュ ー モ ウ イ ル ス ま た は メ タ ニ ュ ー モ ウ イ ル ス 様
ウ イ ル ス （ そ の 最 終 的 な 分 類 は 、 ウ イ ル ス 分 類 委 員 会 に よ る 討 議 を 待 っ て い る と こ ろ な の
で 、 MPVは こ こ で は 、 例 え ば 分 類 学 的 に APVに 相 当 す る も の と し て 記 載 し て い る ） （ MPV）
の 特 性 決 定 を 提 供 す る 。 MPVに よ っ て 引 き 起 こ さ れ る 疾 患 の 臨 床 的 所 見 は 、 咳 、 筋 肉 痛 、
嘔 吐 、 発 熱 、 細 気 管 支 炎 （ broncheolitis） も し く は 肺 炎 、 可 能 性 の あ る 結 膜 炎 、 ま た は
そ れ ら の 組 合 せ な ど の hRSVに よ り 引 き 起 こ さ れ る も の と 本 質 的 に 類 似 し て い る 。 hRSVに 感
染 し た 小 児 で 見 ら れ る よ う に 、 特 に 非 常 に 年 少 の 小 児 は 入 院 が 必 要 に な る 場 合 が あ る 。 一
例 と し て 、 2001年 1月 19日 付 で CNCM（ パ ス ツ ー ル 研 究 所 、 パ リ ） に I-2614と し て 寄 託 さ れ
た MPVま た は 系 統 学 的 に そ れ に 該 当 す る ウ イ ル ス 単 離 体 が 、 本 発 明 で 提 供 さ れ る 。 そ れ と
共 に 、 本 発 明 は 、 図 6a、 6b、 6cに 記 載 の 核 酸 配 列 、 ま た は 構 造 的 に そ れ ら に 該 当 す る 核 酸
配 列 に 系 統 学 的 に 該 当 す る 核 酸 ま た は そ の 機 能 性 断 片 を 含 む ウ イ ル ス を 提 供 す る 。 特 に 、
本 発 明 は 、 最 尤 系 統 樹 が 100の ブ ー ト ス ト ラ ッ プ お よ び 3の ジ ャ ン ブ ル を 用 い て 作 製 さ れ る
系 統 樹 解 析 で そ れ を 試 験 し た 後 で 、 そ れ が 、 鳥 類 の 鼻 気 管 炎 の 原 因 物 質 で あ る 七 面 鳥 鼻 気
管 炎 ウ イ ル ス （ TRTV） と し て も 知 ら れ る ト リ ・ ニ ュ ー モ ウ イ ル ス （ APV） の ウ イ ル ス 単 離
体 に 該 当 す る と い う よ り も 、 CNCM（ パ リ ） に I-2614と し て 寄 託 さ れ て い る ウ イ ル ス 単 離 体
に 系 統 学 的 に よ り 近 い も の と し て 該 当 す る こ と が 見 出 さ れ る こ と を 特 徴 と す る ウ イ ル ス を
提 供 す る 。 AVP-Cウ イ ル ス 単 離 体 を 、 上 記 の 系 統 樹 解 析 に お け る ア ウ ト グ ル ー プ と し て 使
用 す る こ と が 特 に 有 用 で あ り 、 そ れ は 本 質 的 に 非 哺 乳 動 物 性 の ウ イ ル ス で あ る が 、 最 も 近
縁 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
本 発 明 者 ら は 、 こ の 新 規 な ヒ ト ・ ウ イ ル ス を 、 複 数 の 知 見 に 基 づ い て 、 ヒ ト ・ メ タ ニ ュ ー
モ ウ イ ル ス ま た は メ タ ニ ュ ー モ ウ イ ル ス 様 ウ イ ル ス （ MPV） と 命 名 す る こ と を 提 案 す る 。 E
M分 析 か ら 、 パ ラ ミ ク ソ ウ イ ル ス 様 粒 子 が 示 さ れ た 。 分 類 と 一 致 し て 、 MPVは 、 ク ロ ロ ホ ル
ム に よ る 処 理 に 対 し て 感 受 性 で あ る と 思 わ れ る 。 MPVは tMK細 胞 に お い て 最 適 に 培 養 さ れ 、
ト リ プ シ ン 依 存 性 で あ る 。 MPVに よ り 引 き 起 こ さ れ る 臨 床 的 症 状 、 な ら び に 典 型 的 な CPEお
よ び 赤 血 球 凝 集 活 性 が な い こ と か ら 、 こ の ウ イ ル ス が 、 hRSVに 近 縁 で あ る こ と が 示 唆 さ れ
た 。 多 く の パ ラ ミ ク ソ ウ イ ル ス が 赤 血 球 凝 集 活 性 を 有 す る が 、 ニ ュ ー モ ウ イ ル ス の 多 く は
そ の 活 性 を 有 し て い な い 1 3 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
一 例 と し て 、 本 発 明 は 、 重 篤 な RTIに 罹 患 し て い る 28人 の 小 児 か ら 採 取 し た 鼻 咽 頭 吸 引 物
サ ン プ ル か ら の 、 こ れ ま で 同 定 さ れ て い な か っ た パ ラ ミ ク ソ ウ イ ル ス を 提 供 す る 。 こ れ ら
の 小 児 の 臨 床 的 症 状 は 、 hRSVに よ り 引 き 起 こ さ れ る も の と 非 常 に 類 似 し て い た 。 患 者 の う
ち 27人 が 5歳 以 下 の 小 児 で あ り 、 そ の 半 分 が 1～ 12ヶ 月 齢 で あ っ た 。 そ れ 以 外 に 18歳 の 患 者
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が い た 。 全 て の 個 体 は 上 部 RTIに 罹 患 し て お り 、 咳 、 筋 肉 痛 、 嘔 吐 お よ び 発 熱 か ら 気 管 支
炎 お よ び 重 篤 な 肺 炎 ま で に わ た る 症 状 を 示 し て い た 。 こ れ ら の 患 者 の 大 部 分 は 1～ 2週 間 に
わ た り 入 院 し た 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
こ れ ら の 患 者 か ら の ウ イ ル ス 単 離 体 は 、 陰 性 造 影 電 子 顕 微 鏡 で パ ラ ミ ク ソ ウ イ ル ス の 形 態
を 有 し て い た が 、 既 知 の ヒ ト お よ び 動 物 の パ ラ ミ ク ソ ウ イ ル ス に 対 す る 特 異 的 抗 血 清 と は
反 応 し な か っ た 。 そ れ ら は 全 て 、 単 離 体 の う ち 2つ に 対 し て 作 っ た 血 清 を 用 い た 間 接 免 疫
蛍 光 ア ッ セ イ （ IFA） に よ り 測 定 し た と こ ろ 、 互 い に 近 縁 で あ っ た 。 こ れ ら の 単 離 体 の う
ち 9種 の 配 列 解 析 を 行 っ た と こ ろ 、 こ の ウ イ ル ス が APVと あ る 程 度 関 連 し て い る こ と が 判 明
し た 。 ウ イ ル ス 学 的 デ ー タ 、 配 列 相 同 性 な ら び に ゲ ノ ム 構 成 に 基 づ い て 、 本 発 明 者 ら は 、
こ の ウ イ ル ス が メ タ ニ ュ ー モ ウ イ ル ス 属 の メ ン バ ー で あ る こ と を 提 案 す る 。 血 清 学 的 調 査
か ら 、 こ の ウ イ ル ス は 、 オ ラ ン ダ で の 血 清 陽 性 率 （ seroprevalence） は 5歳 ま で の 年 齢 の
ヒ ト で は 100%に 達 し て い る の で 、 比 較 的 一 般 的 な 病 原 体 で あ る こ と が 示 さ れ た 。 更 に 、 血
清 陽 性 率 は 、 1958年 に ヒ ト か ら 採 取 し た 血 清 で は 等 し く 高 い こ と が 判 り 、 こ の こ と は 、 こ
の ウ イ ル ス が 、 ヒ ト 集 団 の 間 で 40年 以 上 に も わ た っ て 広 ま っ て い る こ と を 示 し て い る 。 こ
こ で 、 ウ イ ル ス 性 気 道 感 染 の 診 断 ア ッ セ イ の 手 段 お よ び 方 法 ま た は 試 験 キ ッ ト な ら び に ワ
ク チ ン ま た は 血 清 ま た は 抗 体 組 成 物 、 な ら び に MPV感 染 の 治 療 に 有 用 な 抗 ウ イ ル ス 剤 の 試
験 ま た は ス ク リ ー ニ ン グ の 方 法 を 開 発 す る た め の 、 こ の 提 案 さ れ た メ タ ニ ュ ー モ ウ イ ル ス
属 の 新 規 メ ン バ ー の 同 定 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
こ の 範 囲 で 、 本 発 明 は 、 と り わ け 、 本 発 明 に よ る ウ イ ル ス か ら 得 る こ と が で き る 単 離 さ れ
た 核 酸 も し く は 組 換 え 核 酸 ま た は そ の ウ イ ル ス 特 異 的 な 機 能 性 断 片 を 提 供 す る 。 特 に 、 本
発 明 は 、 MPVの 核 酸 の 同 定 に 適 す る プ ラ イ マ ー お よ び ／ ま た は プ ロ ー ブ を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
更 に 、 本 発 明 は 、 本 発 明 に よ る 核 酸 を 含 む ベ ク タ ー を 提 供 す る 。 ま ず 、 MPVの ゲ ノ ム （ の
一 部 ） を 含 む プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー 、 MPVの ゲ ノ ム （ の 一 部 ） を 含 む ウ イ ル ス ベ ク タ ー （ 例
え ば 、 限 定 す る も の で は な い が 、 他 の パ ラ ミ ク ソ ウ イ ル ス 、 ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス 、 レ ト ロ
ウ イ ル ス 、 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス な ど ） 、 ま た は 他 の ウ イ ル ス も し く は 他 の 病 原 体 の ゲ ノ ム （
の 一 部 ） を 含 む MPVな ど の ベ ク タ ー が 提 供 さ れ る 。 更 に 、 2つ の 重 要 な パ ラ メ ー タ ー に 基 づ
く 、 組 換 え ネ ガ テ ィ ブ 鎖 ウ イ ル ス を 作 製 す る た め の 様 々 な 逆 遺 伝 学 的 技 法 が 記 載 さ れ た 。
ま ず 第 1に 、 そ の よ う な ウ イ ル ス の 作 製 は 、 ネ ガ テ ィ ブ セ ン ス ウ イ ル ス RNA（ vRNA） ゲ ノ ム
ま た は そ の 相 補 的 な コ ピ ー （ cDNA） の 部 分 ま た は 完 全 長 コ ピ ー の 複 製 に 基 づ く 。 こ の vRNA
ま た は cDNAは 、 感 染 ウ イ ル ス か ら 単 離 し て も よ い し 、 in-vitro転 写 に よ り 産 生 さ せ て も よ
い し 、 あ る い は 核 酸 の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 際 に 細 胞 内 で 産 生 さ せ て も よ い 。 第 2に 、
組 換 え ネ ガ テ ィ ブ 鎖 ウ イ ル ス の 作 製 は 、 機 能 性 ポ リ メ ラ ー ゼ 複 合 体 に 基 づ く 。 典 型 的 に は
、 ニ ュ ー モ ウ イ ル ス の ポ リ メ ラ ー ゼ 複 合 体 は 、 N、 P、 L、 そ し て 恐 ら く は M2タ ン パ ク 質 か
ら 構 成 さ れ る が 、 必 ず し も そ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 ポ リ メ ラ ー ゼ 複 合 体 ま た は そ の 成 分 は
、 ウ イ ル ス 粒 子 か ら 単 離 し て も よ い し 、 そ の 成 分 の 1種 以 上 を 発 現 し て い る 細 胞 か ら 単 離
し て も よ い し 、 あ る い は 特 定 の 発 現 ベ ク タ ー の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に よ り 産 生 さ せ て も
よ い 。
【 ０ ０ ５ １ 】
MPVの 感 染 性 コ ピ ー は 、 上 記 の vRNA、 cRNA、 ま た は こ れ ら の RNAを 発 現 し て い る ベ ク タ ー が
上 記 の ポ リ メ ラ ー ゼ 複 合 体 に よ り 複 製 さ れ る 場 合 に 得 る こ と が で き る 1 6 , 1 7 , 1 8 , 1 9 , 2 0 , 2 1 ,

2 2 。 ミ ニ レ プ リ コ ン 、 す な わ ち MPVゲ ノ ム の 全 部 ま た は 一 部 を 含 む 完 全 長 コ ピ ー を 作 製 す
る た め の 逆 遺 伝 学 的 な 系 を 作 製 す る 場 合 は 、 例 え ば APV（ Randhawaら , 1997） ま た は MPV自
体 か ら 得 る こ と が で き る 3’ 末 端 お よ び ／ ま た は 5’ 末 端 の 核 酸 配 列 を 使 用 す れ ば よ い 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
ま た 、 本 発 明 は 、 本 発 明 に よ る 核 酸 ま た は ベ ク タ ー を 含 む 宿 主 細 胞 を 提 供 す る 。 MPVの ポ
リ メ ラ ー ゼ 成 分 （ 多 分 、 N、 P、 Lお よ び M2、 し か し 必 ず し も そ れ ら に 限 定 さ れ な い ） を 含
ん で い る プ ラ ス ミ ド ま た は ウ イ ル ス ベ ク タ ー は 、 適 切 な 細 胞 型 （ 細 菌 、 昆 虫 細 胞 、 真 核 細
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胞 ） 内 で そ の 成 分 を 発 現 す る よ う に 原 核 細 胞 内 で 作 製 さ れ る 。 MPVゲ ノ ム の 完 全 長 ま た は
部 分 コ ピ ー を 含 む プ ラ ス ミ ド ま た は ウ イ ル ス ベ ク タ ー は 、 ウ イ ル ス 核 酸 を in-vitroま た は
in-vivoで 発 現 さ せ る た め に 原 核 細 胞 内 で 作 製 さ れ る 。 後 者 の ベ ク タ ー は 、 キ メ ラ ウ イ ル
ス ま た は キ メ ラ ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 の 作 製 の た め に 他 の ウ イ ル ス 配 列 を 含 ん で い て も よ い
し 、 複 製 欠 損 ウ イ ル ス の 作 製 の た め に は ウ イ ル ス ゲ ノ ム の 一 部 が 欠 失 し て い て も よ い し 、
弱 毒 ウ イ ル ス の 作 製 の た め に は 突 然 変 異 、 欠 失 ま た は 挿 入 を 含 ん で い て も よ い 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
MPVの 感 染 性 コ ピ ー （ 野 生 型 、 弱 毒 化 型 、 複 製 欠 損 型 ま た は キ メ ラ 型 ） は 、 上 記 に 記 載 さ
れ て い る 現 時 点 で の 最 新 技 術 に よ り ポ リ メ ラ ー ゼ 成 分 の 共 発 現 に よ り 作 製 で き る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
更 に 、 1種 以 上 の 完 全 長 ま た は 部 分 MPVタ ン パ ク 質 を 一 過 性 ま た は 安 定 に 発 現 す る 真 核 細 胞
が 使 用 で き る 。 そ の よ う な 細 胞 は 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン （ タ ン パ ク 質 ま た は 核 酸 ベ ク タ
ー ） 、 感 染 （ ウ イ ル ス ベ ク タ ー ） ま た は ト ラ ン ス ダ ク シ ョ ン （ ウ イ ル ス ベ ク タ ー ） に よ り
作 製 で き 、 上 記 で 述 べ た 野 生 型 、 弱 毒 化 型 、 複 製 欠 損 型 ま た は キ メ ラ 型 の ウ イ ル ス を 相 補
す る の に 有 用 と な り 得 る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
キ メ ラ ウ イ ル ス は 、 2種 以 上 の ウ イ ル ス に 対 し て 防 御 す る 組 換 え ワ ク チ ン の 作 製 に 特 に 使
用 で き る 2 3 , 2 4 , 2 6 。 例 え ば 、 RSVの 1種 以 上 の タ ン パ ク 質 を 発 現 す る MPVウ イ ル ス ベ ク タ ー
ま た は MPVの 1種 以 上 の タ ン パ ク 質 を 発 現 す る RSVベ ク タ ー は 、 双 方 の ウ イ ル ス 感 染 に 対 し
て そ の よ う な ベ ク タ ー が ワ ク チ ン 接 種 さ れ た 個 体 を 保 護 す る と 考 え ら れ る 。 PI3ま た は 他
の パ ラ ミ ク ソ ウ イ ル ス に つ い て も 同 様 の 方 法 が 考 え ら れ る 。 弱 毒 型 ま た は 複 製 欠 損 型 の ウ
イ ル ス は 、 他 の ウ イ ル ス に つ い て 示 唆 さ れ て い る よ う に 2 5 , 2 6 、 生 ワ ク チ ン に よ る ワ ク チ
ン 接 種 の 目 的 で 使 用 で き る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
1つ の 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て 、 本 発 明 は 、 本 発 明 に よ る 核 酸 に よ り コ ー ド さ れ る タ ン
パ ク 質 様 分 子 ま た は メ タ ニ ュ ー モ ウ イ ル ス 特 異 的 ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 ま た は そ れ ら の 機 能
性 断 片 を 提 供 す る 。 有 用 な タ ン パ ク 質 様 分 子 は 、 例 え ば 、 本 発 明 に よ る ウ イ ル ス に 由 来 す
る 遺 伝 子 ま た は ゲ ノ ム 断 片 の い ず れ か か ら 誘 導 さ れ る 。 こ こ で 提 供 さ れ る そ の よ う な 分 子
ま た は そ の 抗 原 性 断 片 は 、 例 え ば 、 診 断 の 方 法 も し く は キ ッ ト ま た は 医 薬 組 成 物 （ 例 え ば
サ ブ ユ ニ ッ ト ワ ク チ ン ） に お い て 有 用 で あ る 。 特 に 有 用 な の は 、 抗 原 ま た は サ ブ ユ ニ ッ ト
免 疫 原 と し て 封 入 す る た め の F、 SHお よ び ／ も し く は Gタ ン パ ク 質 ま た は そ れ ら の 抗 原 性 断
片 で あ る が 、 不 活 化 さ れ て い る ウ イ ル ス 全 体 も 使 用 可 能 で あ る 。 ま た 、 系 統 学 的 解 析 で 同
定 さ れ る 組 換 え 核 酸 断 片 に よ り コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 様 物 質 も 特 に 有 用 で あ り 、 勿 論 、
系 統 学 的 解 析 に お い て 有 用 な ORFの 好 ま し い 範 囲 に 含 ま れ る も の が 好 ま し く 、 特 に は MPV特
異 的 抗 体 を in-vivo（ 例 え ば 保 護 目 的 ま た は 診 断 用 の 抗 体 を 提 供 す る た め ） ま た は in-vitr
o（ 例 え ば フ ァ ー ジ 提 示 法 ま た は 合 成 抗 体 を 作 製 す る の に 有 用 な 別 の 方 法 に よ る ） で 生 起
さ せ る た め の も の で あ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
ま た 、 本 発 明 で は 抗 体 も 提 供 さ れ 、 そ れ は 、 本 発 明 に よ る タ ン パ ク 質 様 分 子 ま た は そ の MP
V特 異 的 機 能 性 断 片 を 含 む 抗 原 と 特 異 的 に 反 応 す る 天 然 の ポ リ ク ロ ー ナ ル も し く は モ ノ ク
ロ ー ナ ル も し く は 合 成 （ 例 え ば （ フ ァ ー ジ ） ラ イ ブ ラ リ ー 由 来 の 結 合 性 分 子 の ） 抗 体 で あ
る 。 そ の よ う な 抗 体 は 、 ウ イ ル ス 単 離 体 ま た は そ の 成 分 を 本 発 明 で 提 供 さ れ る 抗 体 と 反 応
さ せ る こ と を 含 む 、 ウ イ ル ス 単 離 体 を MPVと し て 同 定 す る 方 法 に お い て 有 用 で あ る 。 こ れ
は 、 例 え ば 、 精 製 ま た は 非 精 製 の MPVま た は そ の 一 部 （ タ ン パ ク 質 、 ペ プ チ ド ） を 用 い 、 E
LISA、 RIA、 FACSま た は 同 様 の 抗 原 検 出 ア ッ セ イ フ ォ ー マ ッ ト （ Current Protocols in Im
munology） を 用 い る こ と に よ り 達 成 可 能 で あ る 。 あ る い は ま た 、 感 染 細 胞 ま た は 細 胞 培 養
物 を 用 い て 、 古 典 的 な 免 疫 蛍 光 法 ま た は 免 疫 組 織 化 学 法 を 用 い た ウ イ ル ス 抗 原 の 同 定 を 行
う こ と も 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
ウ イ ル ス 単 離 体 を MPVと し て 同 定 す る た め の も う 1つ の 方 法 は 、 そ の ウ イ ル ス 単 離 体 ま た は
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そ の 成 分 を 本 発 明 に よ る ウ イ ル ス 特 異 的 核 酸 と 反 応 さ せ る こ と を 含 ん で な り 、 特 に 、 そ の
哺 乳 動 物 の ウ イ ル ス は ヒ ト ・ ウ イ ル ス を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
こ の よ う に し て 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の 方 法 に よ っ て 同 様 に パ ラ ミ ク ソ ウ イ ル ス 科 の ニ ュ ー
モ ウ イ ル ス 亜 科 に 含 ま れ る メ タ ニ ュ ー モ ウ イ ル ス 属 に 属 す る も の と し て 同 定 さ れ う る 分 類
学 的 に ネ ガ テ ィ ブ セ ン ス 一 本 鎖 RNAウ イ ル ス に 該 当 す る 哺 乳 動 物 の ウ イ ル ス と し て 同 定 可
能 な ウ イ ル ス 単 離 体 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
こ の 方 法 は 、 哺 乳 動 物 の MPV感 染 を ウ イ ル ス 学 的 に 診 断 す る た め の 方 法 、 例 え ば 、 動 物 の
サ ン プ ル を 本 発 明 に よ る 核 酸 ま た は 抗 体 と 反 応 さ せ る こ と に よ っ て 、 そ の サ ン プ ル 中 の ウ
イ ル ス 単 離 体 ま た は そ の 成 分 の 存 在 を 判 定 す る こ と を 含 ん で な る 方 法 に お い て 有 用 で あ る
。 例 は 「 詳 細 な 説 明 」 に 更 に 示 し て あ り 、 例 え ば PCR（ ま た は 当 業 界 で 周 知 の 他 の 増 幅 ま
た は ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 技 術 ） の 使 用 、 ま た は 免 疫 蛍 光 検 出 （ ま た は 当 業 界 で 公 知 の
他 の 免 疫 学 的 技 術 ） の 使 用 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
ま た 、 本 発 明 は 、 哺 乳 動 物 の MPV感 染 を 血 清 学 的 に 診 断 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 そ の 動
物 の サ ン プ ル を 本 発 明 に よ る タ ン パ ク 質 様 分 子 ま た は そ の 断 片 ま た は 抗 原 と 反 応 さ せ る こ
と に よ っ て 、 そ の サ ン プ ル 中 の MPVま た は そ の 成 分 に 対 し て 特 異 的 な 抗 体 の 存 在 を 判 定 す
る こ と を 含 ん で な る 上 記 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
本 発 明 で 提 供 さ れ る 方 法 お よ び 手 段 は 、 MPV感 染 を 診 断 す る た め の 診 断 用 キ ッ ト に お い て
特 に 有 用 で あ り 、 こ れ は ウ イ ル ス 学 的 ま た は 血 清 学 的 診 断 に よ る も の で あ る 。 そ の よ う な
キ ッ ト ま た は ア ッ セ イ は 、 例 え ば 、 本 発 明 に よ る ウ イ ル ス 、 核 酸 、 タ ン パ ク 質 様 分 子 も し
く は そ の 断 片 、 抗 原 お よ び ／ ま た は 抗 体 を 含 む 。 ま た 、 医 薬 組 成 物 、 例 え ば 特 に ヒ ト に お
け る MPV感 染 の 治 療 も し く は 予 防 お よ び ／ ま た は 気 道 疾 患 の 治 療 も し く 予 防 の た め の 医 薬
組 成 物 を 製 造 す る た め の 、 本 発 明 に よ る ウ イ ル ス 、 核 酸 、 タ ン パ ク 質 様 分 子 も し く は そ の
断 片 、 抗 原 お よ び ／ ま た は 抗 体 の 使 用 も 提 供 さ れ る 。 ウ イ ル ス の 弱 毒 化 は 、 こ の 目 的 で 開
発 さ れ た 確 立 さ れ て い る 方 法 に よ り 達 成 で き 、 限 定 す る も の で は な い が 、 他 の 種 の 関 連 ウ
イ ル ス の 使 用 、 実 験 動 物 お よ び ／ ま た は 組 織 ／ 細 胞 培 養 物 に よ る 連 続 継 代 、 分 子 ク ロ ー ン
の 部 位 指 定 突 然 変 異 誘 発 、 お よ び 関 連 ウ イ ル ス 間 で の 遺 伝 子 ま た は 遺 伝 子 断 片 の 交 換 が 挙
げ ら れ る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
本 発 明 に よ る ウ イ ル ス 、 核 酸 、 タ ン パ ク 質 様 分 子 も し く は そ の 断 片 、 抗 原 お よ び ／ ま た は
抗 体 を 含 む 医 薬 組 成 物 は 、 例 え ば 、 本 発 明 に よ る 医 薬 組 成 物 を 個 体 に 投 与 す る こ と を 含 ん
で な る 、 MPV感 染 お よ び ／ ま た は 気 道 疾 患 の 治 療 ま た は 予 防 の 方 法 に お い て 使 用 で き る 。
こ れ は 、 そ の 個 体 が ヒ ト で あ る 場 合 、 と り わ け 、 そ の ヒ ト が 5歳 以 下 で あ る 場 合 に 最 も 有
用 で あ る 。 何 故 な ら ば 、 そ の よ う な 幼 児 お よ び 若 年 の 小 児 は 、 本 発 明 で 提 供 さ れ る ヒ ト MP
Vに 最 も 感 染 し や す い か ら で あ る 。 一 般 に 、 急 性 期 で は 、 患 者 は 上 部 呼 吸 器 症 状 に 苦 し み
、 他 の 呼 吸 器 疾 患 お よ び 他 の 疾 患 に 罹 患 し 易 く な る 。 ま た 、 下 部 呼 吸 器 疾 患 が 起 こ る こ と
も あ り 、 更 に 他 の 重 篤 な 症 状 に 懸 か り 易 く な る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
ま た 、 本 発 明 は 、 気 道 疾 患 の 治 療 に 有 用 な 抗 ウ イ ル ス 剤 を 得 る 方 法 で あ っ て 、 本 発 明 に よ
る ウ イ ル ス を 含 む 細 胞 培 養 物 も し く は 実 験 動 物 を 樹 立 し 、 そ の 培 養 物 も し く は 動 物 を 候 補
の 抗 ウ イ ル ス 剤 で 処 理 し て 、 そ の 剤 が も つ そ の ウ イ ル ス に 対 す る 効 果 、 ま た は そ の 培 養 物
も し く は 動 物 の そ の 感 染 に 及 ぼ す 効 果 を 判 定 す る こ と を 含 む 上 記 方 法 を 提 供 す る 。 そ の よ
う な 抗 ウ イ ル ス 剤 の 一 例 は 、 本 発 明 で 提 供 さ れ る MPV中 和 抗 体 ま た は そ の 機 能 性 成 分 を 含
む が 、 他 の 性 質 の 抗 ウ イ ル ス 剤 も 同 様 に し て 得 ら れ る 。 本 発 明 は ま た 、 医 薬 組 成 物 の 製 造
、 特 に 気 道 疾 患 （ と り わ け MPV感 染 に よ り 引 き 起 こ さ れ る 疾 患 ） を 治 療 す る た め の 医 薬 組
成 物 の 製 造 の た め の 、 本 発 明 に よ る 抗 ウ イ ル ス 剤 の 使 用 を 提 供 し 、 さ ら に は 、 MPV感 染 ま
た は 呼 吸 器 疾 患 の 治 療 ま た は 予 防 の 方 法 に お い て 有 用 な 、 本 発 明 に よ る 抗 ウ イ ル ス 剤 を 含
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む 医 薬 組 成 物 を 提 供 し 、 但 し こ の 方 法 は そ の よ う な 医 薬 組 成 物 を 個 体 に 投 与 す る こ と を 含
む 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
「 詳 細 な 説 明 」 に よ り 本 発 明 を 更 に 説 明 す る が 、 そ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ６ ６ 】

図 １ Aは 、 「 表 1： 単 離 体 00-1と ニ ュ ー モ ウ イ ル ス 亜 科 の 他 の メ ン バ ー の ア ミ ノ 酸 配 列 間 で
見 ら れ る 相 同 性 の パ ー セ ン テ ー ジ 」 で あ る 。 パ ー セ ン テ ー ジ （ × 100） は 、 N、 P、 M、 Fお
よ び Lに お け る 2種 の RAP-PCR断 片 （ L8お よ び L9/10） の ア ミ ノ 酸 配 列 に つ い て 示 し て あ る 。
こ の 分 析 で 用 い た ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 は 「 材 料 お よ び 方 法 」 の セ ク シ ョ ン に 記 載 さ れ て い
る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
図 1Bは 、 「 表 2： 免 疫 蛍 光 ア ッ セ イ お よ び ウ イ ル ス 中 和 ア ッ セ イ を 用 い た 、 年 齢 群 で 分 類
し た ヒ ト に お け る MPVの 血 清 陽 性 率 」 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
図 2： ウ イ ル ス 単 離 体 00-1に つ い て RAP-PCRお よ び RT-PCRを 用 い て 得 ら れ た 断 片 の 位 置 お よ
び 大 き さ を 含 む 、 APVの ゲ ノ ム の 概 略 図 。 断 片 1～ 10は 、 RAP-PCRを 用 い て 得 た 。 断 片 Aは 、
RAP-PCR断 片 1お よ び 2中 の プ ラ イ マ ー と 、 APVお よ び RSVの リ ー ダ ー 配 列 お よ び ト レ イ ラ ー
配 列 の ア ラ イ メ ン ト に 基 づ い て 設 計 さ れ た プ ラ イ マ ー と を 用 い て 得 た 6 。 断 片 Bは 、 RAP-PC
Rの 断 片 1お よ び 2な ら び に RAP-PCRの 断 片 3中 に 設 計 さ れ た プ ラ イ マ ー を 用 い て 得 た 。 断 片 C
は 、 RAP-PCRの 断 片 3な ら び に RAP-PCRの 断 片 4、 5、 6お よ び 7中 に 設 計 さ れ た プ ラ イ マ ー を
用 い て 得 た 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
全 て の 系 統 樹 に お い て 、 （ 図 3～ 5の ） DNA配 列 は ClustalWソ フ ト ウ ェ ア パ ッ ケ ー ジ を 用 い
て ア ラ イ ン し て 、 最 尤 系 統 樹 は 、 Phylip 3.5プ ロ グ ラ ム の DNA-MLソ フ ト ウ ェ ア パ ッ ケ ー ジ
を 使 用 し 、 100の ブ ー ト ス ト ラ ッ プ お よ び 3の ジ ャ ン ブ ル を 用 い て 作 製 し た 1 5 。 系 統 樹 の 作
製 に 用 い た 先 に 公 表 さ れ て い る 配 列 は 、 Genbankか ら 次 の ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 で 入 手 可 能
で あ る ： 全 ORFに つ い て ： hRSV： NC001781； bRSV： NC001989； Fの ORFに つ い て ： PVM、 D111
28； APV-A、 D00850； APV-B、 Y14292； APV-C、 AF187152； Nの ORFに つ い て ： PVM、 D10331；
APV-A、 U39295； APV-B、 U39296； APV-C、 AF176590； Mの ORFに つ い て ： PVM、 U66893； APV-
A、 X58639； APV-B、 U37586； APV-C、 AF262571； Pの ORFに つ い て ： PVM、 09649； APV-A、 U2
2110； APV-C、 AF176591。 MPVの 9種 の 異 な る ウ イ ル ス 単 離 体 に つ い て の 系 統 学 的 解 析 は 、
ア ウ ト グ ル ー プ と し て APV C株 を 用 い て 行 っ た 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
図 中 で 用 い た 略 語 ： hRSV： ヒ ト RSV； bRSV： ウ シ RSV； PVM： マ ウ ス 肺 炎 ウ イ ル ス ； APV-A、
Bお よ び C： ト リ ・ ニ ュ ー モ ウ イ ル ス A型 、 B型 お よ び C型 。
【 ０ ０ ７ １ 】
図 3。 ニ ュ ー モ ウ イ ル ス 亜 科 の メ ン バ ー お よ び ウ イ ル ス 単 離 体 00-1の 間 で の N、 P、 Mお よ び
Fの ORFの 比 較 。 ア ラ イ メ ン ト は 、 ウ イ ル ス 単 離 体 00-1の 完 全 な N、 P、 Mお よ び Fタ ン パ ク 質
な ら び に Lタ ン パ ク 質 の 一 部 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 。 単 離 体 00-1と 他 の ウ イ ル ス と の 間 で
異 な る ア ミ ノ 酸 を 示 し 、 同 一 で あ る ア ミ ノ 酸 は ピ リ オ ド で 表 わ し 、 ギ ャ ッ プ は ダ ッ シ ュ で
表 わ す 。 数 字 は そ れ ら タ ン パ ク 質 に お け る ア ミ ノ 酸 の 位 置 に 該 当 す る 。 分 析 に 用 い た ア ク
セ ッ シ ョ ン 番 号 は 、 「 材 料 お よ び 方 法 」 の セ ク シ ョ ン に 記 載 さ れ て い る 。 APV-A、 Bま た は
C： ト リ ・ ニ ュ ー モ ウ イ ル ス A型 、 B型 お よ び C型 、 b-ま た は hRSV： ウ シ ま た は ヒ ト の 呼 吸 器
合 胞 体 ウ イ ル ス 、 PVM： マ ウ ス 肺 炎 ウ イ ル ス 。 L8： L内 に 位 置 す る RAP-PCRを 用 い て 得 ら れ
た 断 片 8、 L9/10： L内 に 位 置 す る RAP-PCRを 用 い て 得 ら れ た 断 片 9と 10と の 共 通 配 列 。 Pの ア
ラ イ メ ン ト で は 、 APV-B配 列 は Genbankか ら 入 手 で き な か っ た 。 Lの ア ラ イ メ ン ト で は 、 bRS
V、 hRSVお よ び APV-Aの 配 列 だ け が 入 手 で き た 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
図 4： ニ ュ ー モ ウ イ ル ス 属 の メ ン バ ー お よ び ウ イ ル ス 単 離 体 00-1の N、 P、 Mお よ び Fの ORFの
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系 統 学 的 解 析 。 系 統 学 的 解 析 は 、 次 の 遺 伝 子 か ら の ウ イ ル ス 配 列 に つ い て 行 っ た ： F（ パ
ネ ル A） 、 N（ パ ネ ル B） 、 M（ パ ネ ル C） お よ び P（ パ ネ ル D） 。 系 統 樹 は 、 100の ブ ー ト ス ト
ラ ッ プ お よ び 3の ジ ャ ン ブ ル を 用 い た 最 尤 法 解 析 に 基 づ く も の で あ る 。 ヌ ク レ オ チ ド の 変
化 の 数 を 表 わ す ス ケ ー ル バ ー を 各 系 統 樹 に つ い て 示 す 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
図 5： 9種 の 主 な MPV単 離 体 と APV-C（ 遺 伝 的 に 最 も 近 縁 で あ る ） と の F（ パ ネ ル A） 、 N（ パ
ネ ル B） 、 M（ パ ネ ル C） お よ び L（ パ ネ ル D） の ORFの 部 分 の 系 統 学 的 関 係 。 系 統 樹 は 、 最 尤
法 解 析 に 基 づ く も の で あ る 。 ヌ ク レ オ チ ド の 変 化 の 数 を 表 わ す ス ケ ー ル バ ー を 各 系 統 樹 に
示 す 。 APV-Cの ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 ： パ ネ ル A： D00850； パ ネ ル B： U39295； パ ネ ル C： X586
39； パ ネ ル D： U65312。
【 ０ ０ ７ ４ 】
図 6A： MPV単 離 体 00-1の ゲ ノ ム の 3’ 末 端 か ら の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 お よ び ア ミ ノ 酸 配 列 の 情
報 。 ORFを 示 す 。 N： 核 タ ン パ ク 質 の ORF； P： リ ン 酸 化 タ ン パ ク 質 の ORF； M： マ ト リ ッ ク ス
タ ン パ ク 質 の ORF； F： 融 合 タ ン パ ク 質 の ORF； GE： 遺 伝 子 の 終 点 ； GS： 遺 伝 子 の 開 始 点 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
図 6Bお よ び C： MPV単 離 体 00-1の ポ リ メ ラ ー ゼ 遺 伝 子 （ L） 内 の 断 片 か ら 得 ら れ た ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 お よ び ア ミ ノ 酸 配 列 の 情 報 。 断 片 の L内 で の 位 置 は 、 APV-C（ ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号
U65312） と の タ ン パ ク 質 相 同 性 に 基 づ く も の で あ る 。 翻 訳 さ れ た 断 片 8（ 図 6B） は 、 ア ミ
ノ 酸 番 号 8～ 243に 位 置 し 、 断 片 9と 10と の 共 通 配 列 （ 図 6C） は 、 APV-Cの Lの ORFの ア ミ ノ 酸
番 号 1358～ 1464に 位 置 す る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
図 7： MPV単 離 体 00-1の ゲ ノ ム 地 図 。 開 始 コ ド ン お よ び 停 止 コ ド ン の ヌ ク レ オ チ ド 位 置 は 、
各 ORFの 下 に 示 し て あ る 。 Lの ORFを 横 切 る 二 重 線 は 、 L遺 伝 子 を 短 く 表 わ し た こ と を 示 す 。
地 図 の 下 の 3つ の リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム は 、 第 1の G ORF（ ヌ ク レ オ チ ド (nt) 6262～ 6972）
、 お よ び 重 複 し た 、 可 能 性 の あ る 第 2の ORFを 表 わ す 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
図 8： MPVと 他 の ニ ュ ー モ ウ イ ル ス の 核 タ ン パ ク 質 の 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 の ア ラ イ メ ン ト 。 Ba
rr（ 1991） に よ っ て 同 定 さ れ た 保 存 領 域 は 、 枠 で 囲 ん で 表 わ し 、 A、 Bお よ び Cと 標 記 し た
。 ニ ュ ー モ ウ イ ル ス 間 で の 保 存 領 域 （ Li, 1996） は 、 灰 色 の 影 を 付 け て 示 す 。 ギ ャ ッ プ は
ダ ッ シ ュ で 示 し 、 ピ リ オ ド は MPVと 比 較 し て 同 一 で あ る ア ミ ノ 酸 残 基 の 位 置 を 示 す 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
図 9： 　 MPVの リ ン 酸 化 タ ン パ ク 質 と 他 の ニ ュ ー モ ウ イ ル ス の リ ン 酸 化 タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ
酸 配 列 比 較 。 高 度 に 類 似 す る 領 域 （ Ling, 1995） は 枠 で 囲 み 、 グ ル タ ミ ン 酸 に 富 む 領 域 は
灰 色 の 影 を 付 け て あ る 。 ギ ャ ッ プ は ダ ッ シ ュ で 表 わ し 、 ピ リ オ ド は MPVと 比 較 し て 同 一 で
あ る ア ミ ノ 酸 残 基 の 位 置 を 示 す 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
図 10： MPVの マ ト リ ッ ク ス タ ン パ ク 質 と 他 の ニ ュ ー モ ウ イ ル ス の マ ト リ ッ ク ス タ ン パ ク 質
の 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 の 比 較 。 保 存 さ れ た ヘ キ サ ペ プ チ ド 配 列 （ Easton, 1997） は 、 灰 色 の
影 を 付 け て あ る 。 ギ ャ ッ プ は ダ ッ シ ュ で 表 わ し 、 ピ リ オ ド は MPVと 比 較 し て 同 一 で あ る ア
ミ ノ 酸 残 基 の 位 置 を 示 す 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
図 11： MPVの 融 合 タ ン パ ク 質 と 他 の ニ ュ ー モ ウ イ ル ス の 融 合 タ ン パ ク 質 の 推 定 ア ミ ノ 酸 配
列 の ア ラ イ メ ン ト 。 保 存 さ れ た シ ス テ イ ン は 枠 で 囲 ん で あ り 、 N-結 合 グ リ コ シ ル 化 部 位 に
は 下 線 を 引 い て あ り 、 F0の 切 断 部 位 に は 二 重 下 線 を 引 い て あ り 、 融 合 ペ プ チ ド 、 シ グ ナ ル
ペ プ チ ド お よ び 膜 ア ン カ ー ド メ イ ン は 灰 色 の 影 を つ け て あ る 。 ギ ャ ッ プ は ダ ッ シ ュ で 示 し
、 ピ リ オ ド は MPVと 比 較 し て 同 一 で あ る ア ミ ノ 酸 残 基 の 位 置 を 示 す 。
【 ０ ０ ８ １ 】
図 12： MPVの M2の ORFと 他 の ニ ュ ー モ ウ イ ル ス の M2の ORFの ア ミ ノ 酸 配 列 比 較 。 M2-1の ORFの
ア ラ イ メ ン ト を パ ネ ル Aに 示 し 、 保 存 さ れ た ア ミ ノ 末 端 （ Collins, 1990； Zamora, 1999）
は 灰 色 の 影 を つ け て あ る 。 3つ の 保 存 さ れ た シ ス テ イ ン 残 基 は 太 字 で 印 字 し 、 #で 示 し て あ
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る 。 M2-2の ORFの ア ラ イ メ ン ト を パ ネ ル Bに 示 す 。 ギ ャ ッ プ は ダ ッ シ ュ で 表 わ し 、 ピ リ オ ド
は MPVと 比 較 し て 同 一 で あ る ア ミ ノ 酸 残 基 の 位 置 を 示 す 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
図 13： MPVの SHの ORFの ア ミ ノ 酸 配 列 解 析 。 （ A） MPVの SHの ORFの ア ミ ノ 酸 配 列 で あ り 、 セ
リ ン 残 基 お よ び ト レ オ ニ ン 残 基 に は 灰 色 の 影 を 付 け て あ り 、 シ ス テ イ ン 残 基 は 太 字 と し 、
疎 水 性 領 域 に は 二 重 下 線 が 引 い て あ る 。 可 能 性 の あ る N-結 合 グ リ コ シ ル 化 部 位 に は 一 本 下
線 が 引 い て あ る 。 数 字 は 、 疎 水 性 ド メ イ ン に 隣 接 す る 塩 基 性 ア ミ ノ 酸 の 位 置 を 示 す 。 （ B
） MPV、 APV-Aお よ び hRSV-Bの SHタ ン パ ク 質 の 疎 水 性 度 プ ロ ッ ト の ア ラ イ メ ン ト 。 17の ア ミ
ノ 酸 か ら な る ウ ィ ン ド ウ で 、 Kyteお よ び Doolittle法 （ 1982） を 用 い た 。 矢 印 は 、 強 疎 水
性 の ド メ イ ン を 示 す 。 ORF内 の 位 置 は X軸 に 示 す 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
図 14： MPVの Gの ORFの ア ミ ノ 酸 配 列 解 析 。 （ A） MPVの Gの ORFの ア ミ ノ 酸 配 列 で あ り 、 セ リ
ン 残 基 、 ト レ オ ニ ン 残 基 お よ び プ ロ リ ン 残 基 に は 灰 色 の 影 を 付 け て あ り 、 シ ス テ イ ン 残 基
は 太 字 と し 、 疎 水 性 領 域 に は 二 重 下 線 が 引 い て あ る 。 可 能 性 の あ る N-結 合 グ リ コ シ ル 化 部
位 に は 一 本 下 線 が 引 い て あ る 。 （ B） MPV、 APV-Aお よ び hRSV-Bの Gタ ン パ ク 質 の 疎 水 性 度 プ
ロ ッ ト の ア ラ イ メ ン ト 。 17の ア ミ ノ 酸 か ら な る ウ ィ ン ド ウ で 、 Kyteお よ び Doolittle法 （ 1
982） を 用 い た 。 矢 印 は 、 強 く 疎 水 性 の 領 域 を 示 し 、 ORF内 の 位 置 は X軸 に 示 す 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
図 15： MPVお よ び 他 の パ ラ ミ ク ソ ウ イ ル ス の ポ リ メ ラ ー ゼ 遺 伝 子 の 保 存 さ れ た ド メ イ ン の
ア ミ ノ 酸 配 列 の 比 較 。 ド メ イ ン IIIは 、 ド メ イ ン III内 の 枠 で 囲 っ た 4つ の 保 存 さ れ た ポ リ
メ ラ ー ゼ モ チ ー フ （ A、 B、 Cお よ び D） （ Poch 1998, 1999） と 共 に 示 す 。 ギ ャ ッ プ は ダ ッ
シ ュ で 表 わ し 、 ピ リ オ ド は MPVと 比 較 し て 同 一 で あ る ア ミ ノ 酸 残 基 の 位 置 を 示 す 。 hPIV3：
ヒ ト ・ パ ラ イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 3型 ； SV： セ ン ダ イ ウ イ ル ス ； hPIV-2： ヒ ト ・ パ ラ イ
ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 2型 ； NDV： ニ ュ ー カ ッ ス ル 病 ウ イ ル ス ； MV： 麻 疹 ウ イ ル ス ； nipah
： ニ パ ウ イ ル ス 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
図 16： MPVお よ び 選 択 し た パ ラ ミ ク ソ ウ イ ル ス の M2-1お よ び Lの ORFの 系 統 学 的 解 析 。 M2-1
の ORFを 、 ニ ュ ー モ ウ イ ル ス 属 の 他 の メ ン バ ー の M2-1の ORFと ア ラ イ メ ン ト し （ A） 、 Lの OR
Fを 、 図 15(B)の 説 明 に 記 載 さ れ て い る ニ ュ ー モ ウ イ ル ス 属 の メ ン バ ー お よ び 選 択 さ れ た 他
の パ ラ ミ ク ソ ウ イ ル ス の Lの ORFと ア ラ イ メ ン ト し た （ B） 。 系 統 樹 は 、 100の ブ ー ト ス ト ラ
ッ プ お よ び 3の ジ ャ ン ブ ル を 用 い た 最 尤 法 解 析 に よ り 作 製 し た 。 ヌ ク レ オ チ ド 変 化 の 数 を
表 わ す ス ケ ー ル バ ー を 各 系 統 樹 に 示 す 。 系 統 樹 内 の 番 号 は 、 共 通 系 統 樹 に 基 づ く ブ ー ト ス
ト ラ ッ プ 値 を 示 す 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
図 17： hMPV単 離 体 00-1の 非 コ ー ド 配 列 。 （ A） ORF間 お よ び ゲ ノ ム 末 端 の 非 コ ー ド 配 列 を ポ
ジ テ ィ ブ セ ン ス 鎖 で 示 し て い る 。 左 か ら 右 へ 向 か っ て 、 記 載 し た ORFの 停 止 コ ド ン 、 続 い
て 非 コ ー ド 配 列 、 記 載 し た 後 続 の ORFの 遺 伝 子 開 始 シ グ ナ ル お よ び 開 始 コ ド ン を 示 し て い
る 。 数 字 は 、 hMPV地 図 に お け る 開 始 コ ド ン お よ び 停 止 コ ド ン の 最 初 の 位 置 を 示 す 。 公 表 さ
れ て い る 遺 伝 子 終 結 シ グ ナ ル と 類 似 性 を 示 す 配 列 に は 下 線 を 引 い て あ り 、 UAAAAAU/A/Cと
類 似 性 を 示 す 配 列 に は 、 配 列 の 上 に 線 を 引 い て 表 わ す 。 （ B） hMPVの ゲ ノ ム 末 端 の ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 。 hMPVの ゲ ノ ム 末 端 を APVの ゲ ノ ム 末 端 と 互 い に ア ラ イ メ ン ト し た 。 下 線 を 引
い た 領 域 は 、 RT-PCRア ッ セ イ で 用 い た 、 APVお よ び RSVの 3’ 末 端 お よ び 5’ 末 端 に 基 づ く プ
ラ イ マ ー 配 列 を 表 わ す （ Randhawaら , 1997； Minkら , 1991） 。 太 字 の イ タ リ ッ ク 体 で 示 し
た ヌ ク レ オ チ ド は 、 N遺 伝 子 の 遺 伝 子 開 始 シ グ ナ ル の 一 部 で あ る 。 Le： リ ー ダ ー 、 Tr： ト
レ イ ラ ー 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
図 18： 2種 の プ ロ ト タ イ プ の hMPV単 離 体 と APV-Aお よ び APV-Cと の 比 較 ； 各 種 の ウ イ ル ス タ
ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 に つ い て の DNA類 似 性 マ ト リ ッ ク ス 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
図 19： 2種 の プ ロ ト タ イ プ の hMPV単 離 体 と APV-Aお よ び APV-Cと の 比 較 ； 各 種 の ウ イ ル ス タ
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ン パ ク 質 に つ い て の タ ン パ ク 質 類 似 性 マ ト リ ッ ク ス 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
図 20： 2種 の プ ロ ト タ イ プ の hMPV単 離 体 の 核 タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 ア ラ イ メ ン ト 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
図 21： 2種 の プ ロ ト タ イ プ の hMPV単 離 体 の リ ン 酸 化 タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 ア ラ イ メ ン ト 。
【 ０ ０ ９ １ 】
図 22： 2種 の プ ロ ト タ イ プ の hMPV単 離 体 の マ ト リ ッ ク ス タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 ア ラ イ メ ン
ト 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
図 23： 2種 の プ ロ ト タ イ プ の hMPV単 離 体 の 融 合 タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 ア ラ イ メ ン ト 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
図 24： 2種 の プ ロ ト タ イ プ の hMPV単 離 体 の M2-1タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 ア ラ イ メ ン ト 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
図 25： 2種 の プ ロ ト タ イ プ の hMPV単 離 体 の M2-2タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 ア ラ イ メ ン ト 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
図 26： 2種 の プ ロ ト タ イ プ の hMPV単 離 体 の 短 い 疎 水 性 タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 ア ラ イ メ ン ト
。
【 ０ ０ ９ ６ 】
図 27： 2種 の プ ロ ト タ イ プ の hMPV単 離 体 の 接 着 糖 タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 ア ラ イ メ ン ト 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
図 28： 2種 の プ ロ ト タ イ プ の hMPV単 離 体 の ポ リ メ ラ ー ゼ タ ン パ ク 質 の N末 端 の ア ミ ノ 酸 ア ラ
イ メ ン ト 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
図 29： ned/00/01お よ び ／ ま た は ned/99/01を 接 種 し た 12匹 の モ ル モ ッ ト の 咽 喉 ス ワ ブ お よ
び 鼻 ス ワ ブ に つ い て の RT-PCRア ッ セ イ の 結 果 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
図 30A： ned/00/01に 感 染 さ せ 、 ned/00/01（ GP4、 5、 6） ま た は ned/99/01（ GP1、 3） で 再
感 染 さ せ た モ ル モ ッ ト に つ い て の ned/00/01お よ び ned/99/01に 対 す る IgG応 答 。
【 ０ １ ０ ０ 】
図 30B： ned/99/01に 感 染 さ せ 、 ned/00/01（ GP8、 9） ま た は ned/99/01（ GP10、 11、 12） の
い ず れ か で 再 感 染 さ せ た モ ル モ ッ ト に つ い て の ned/00/01お よ び ned/99/01に 対 す る IgG応
答 。
【 ０ １ ０ １ 】
図 31： ned/00/01ま た は ned/99/01に 感 染 さ せ た モ ル モ ッ ト か ら 採 取 し た 血 清 に つ い て の ne
d/00/01お よ び ned/99/01 ELISAの 特 異 性 。
【 ０ １ ０ ２ 】
図 32： 3匹 の 同 種 感 染 （ 00-1/00-1） 、 2匹 の 同 種 感 染 （ 99-1/99-1） 、 2匹 の 異 種 感 染 （ 99-
1/00-1） お よ び 2匹 の 異 種 感 染 （ 00-1/99-1） さ せ た モ ル モ ッ ト の ned/00/01お よ び ned/99/
01 ELISAに 対 す る 平 均 IgG応 答 。
【 ０ １ ０ ３ 】
図 33： hMPVに 感 染 さ せ た モ ル モ ッ ト の APV抑 制 の 平 均 パ ー セ ン テ ー ジ 。
【 ０ １ ０ ４ 】
図 34： ned/00/01お よ び ned/99/01に 感 染 し た モ ル モ ッ ト の ned/00/01、 ned/99/01お よ び AP
V-Cに 対 す る ウ イ ル ス 中 和 力 価 。
【 ０ １ ０ ５ 】
図 35： ned/00/01を （ 2回 ） 接 種 し た カ ニ ク イ ザ ル の 咽 喉 ス ワ ブ に つ い て の RT-PCRア ッ セ イ
の 結 果 。
【 ０ １ ０ ６ 】
図 36A（ 上 の 2枚 の パ ネ ル ） ： ned/00/01に （ 再 ） 感 染 さ せ た 2匹 の カ ニ ク イ ザ ル の ned/00/0
1に 対 す る IgA、 IgMお よ び IgG応 答 。
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【 ０ １ ０ ７ 】
図 36B（ 下 の 2枚 の パ ネ ル ） ： ned/00/01に 感 染 さ せ た 2匹 の カ ニ ク イ ザ ル の APVに 対 す る IgG
応 答 。
【 ０ １ ０ ８ 】
図 37： ヒ ト 血 清 に お い て IgG抗 体 を 検 出 す る た め の hMPV ELISAお よ び APV抑 制 ELISAの 使 用
の 比 較 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ １ ０ ９ 】

1980年 か ら 2000年 ま で に 、 本 発 明 者 ら は 、 重 篤 な 呼 吸 性 疾 患 に 罹 患 し て い る 患 者 か ら 、 28
種 の 未 同 定 の ウ イ ル ス 単 離 体 を 見 出 し た 。 こ れ ら 28種 の 未 同 定 の ウ イ ル ス 単 離 体 は 、 tMK
細 胞 で は ゆ っ く り 増 殖 し た が 、 VERO細 胞 お よ び A549細 胞 で は あ ま り 増 殖 せ ず 、 MDCKま た は
ニ ワ ト リ 胚 形 成 線 維 芽 細 胞 で は 全 く ま た は 殆 ど 増 殖 で き な か っ た 。 こ れ ら の ウ イ ル ス 単 離
体 の 多 く は 、 tMK細 胞 で 3代 継 代 し た 後 、 10日 目 ～ 14日 目 に CPEを 誘 発 し た 。 こ の CPEは 、 tM
Kま た は 他 の 細 胞 培 養 物 に お い て hRSVま た は hPIVに よ り 誘 発 さ れ る も の と ほ と ん ど 区 別 で
き ず 、 合 胞 体 形 成 が 起 こ っ た 後 で 細 胞 が 急 速 な 内 部 破 壊 を 示 し 、 続 い て 細 胞 が 単 層 か ら 剥
離 す る こ と を 特 徴 と す る 。 細 胞 は 通 常 （ 時 に は 後 に ） 、 ウ イ ル ス を 初 期 材 料 か ら 3代 継 代
し た 後 、 接 種 後 10～ 14日 目 に CPEを 示 し 、 こ れ は hRSVや hPIVな ど の 他 の ウ イ ル ス に よ り 引
き 起 こ さ れ る CPEよ り も 多 少 遅 い 。
【 ０ １ １ ０ 】
感 染 tMK細 胞 の 上 清 を 用 い て EM分 析 を 行 っ た と こ ろ 、 13～ 17nmの 短 い エ ン ベ ロ ー プ 突 起 を
有 す る 150～ 600nmの パ ラ ミ ク ソ ウ イ ル ス 様 ウ イ ル ス 粒 子 の 存 在 が 明 ら か に な っ た 。 パ ラ ミ
ク ソ ウ イ ル ス 科 な ど の エ ン ベ ロ ー プ ウ イ ル ス の 生 化 学 的 特 性 と 一 致 し て 、 標 準 的 な ク ロ ロ
ホ ル ム ま た は エ ー テ ル で の 処 理 8 を 行 っ た と こ ろ 、 tMK細 胞 で は TCID50が 10 4 を 超 え る 感 染
度 の 低 下 が 起 こ っ た 。 ウ イ ル ス 感 染 tMK細 胞 培 養 物 の 上 清 は 、 七 面 鳥 、 ニ ワ ト リ お よ び モ
ル モ ッ ト の 赤 血 球 で は 赤 血 球 凝 集 活 性 を 示 さ な か っ た 。 培 養 の 間 、 ウ イ ル ス の 複 製 は 、 被
験 細 胞 に つ い て ト リ プ シ ン 依 存 性 の よ う で あ っ た 。 こ れ ら の ウ イ ル ス 学 的 デ ー タ を 組 合 わ
せ て 、 新 た に 同 定 さ れ た ウ イ ル ス を 分 類 学 的 に パ ラ ミ ク ソ ウ イ ル ス 科 の 1メ ン バ ー と し て
分 類 す る こ と が で き た 。
【 ０ １ １ １ 】
パ ラ ミ ク ソ ウ イ ル ス 亜 科 9 、 hPIV 1～ 4、 セ ン ダ イ ウ イ ル ス 、 サ ル ウ イ ル ス 5型 、 ニ ュ ー カ
ッ ス ル 病 ウ イ ル ス 、 hRSV、 麻 疹 ウ イ ル ス 、 お た ふ く か ぜ ウ イ ル ス 、 ニ パ ウ イ ル ス 、 ヘ ン ド
ラ ウ イ ル ス 、 ツ パ イ ウ イ ル ス お よ び マ プ エ ラ ウ イ ル ス に 特 異 的 な プ ラ イ マ ー セ ッ ト を 用 い
た 逆 転 写 -ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ RT-PCR） 分 析 の た め に 、 未 同 定 の ウ イ ル ス 単 離 体 の う
ち の 15種 に 感 染 さ せ た tMK細 胞 か ら RNAを 単 離 し た 。 RT-PCRア ッ セ イ は 、 関 連 す る 可 能 性 の
あ る ウ イ ル ス を 検 出 す る た め に 低 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー に て 行 い 、 同 種 の ウ イ ル ス ス ト ッ ク
か ら 単 離 さ れ た RNAを 対 照 と し て 用 い た 。 入 手 可 能 な 対 照 は そ れ ぞ れ の ウ イ ル ス 特 異 的 プ
ラ イ マ ー と 陽 性 に 反 応 し た が 、 新 た に 同 定 さ れ た ウ イ ル ス 単 離 体 は ど の プ ラ イ マ ー セ ッ ト
と も 反 応 せ ず 、 こ の こ と は 、 そ の ウ イ ル ス が 被 験 ウ イ ル ス と 近 縁 で は な い こ と を 示 し た 。
【 ０ １ １ ２ 】
ウ イ ル ス 感 染 tMK細 胞 培 養 物 の 上 清 を 2種 用 い て 、 モ ル モ ッ ト お よ び フ ェ レ ッ ト に 鼻 腔 内 接
種 し た 。 接 種 の 0日 目 、 2週 間 後 お よ び 3週 間 後 に 、 こ れ ら の 動 物 か ら 血 清 を 採 取 し た 。 動
物 は 臨 床 的 症 状 を 示 さ な か っ た が 、 ウ イ ル ス 中 和 （ VN） ア ッ セ イ お よ び 同 種 ウ イ ル ス に 対
す る 間 接 IFAで 測 定 し た と こ ろ 、 全 て が 血 清 転 換 を 起 こ し て い た 。 血 清 は 、 間 接 IFAで は 上
記 に 記 載 さ れ て い る 既 知 の パ ラ ミ ク ソ ウ イ ル ス お よ び PVMの い ず れ と も 反 応 し な か っ た 。
次 に 、 モ ル モ ッ ト お よ び フ ェ レ ッ ト の 感 染 前 お よ び 感 染 後 の 血 清 を 用 い て 、 こ れ ま で 未 同
定 だ っ た ウ イ ル ス 単 離 体 を ス ク リ ー ニ ン グ し た と こ ろ 、 そ の う ち の 28種 が 、 感 染 後 血 清 を
用 い た 間 接 IFAに よ り 明 ら か に 陽 性 を 示 し 、 そ れ ら が 血 清 学 的 に 近 縁 で あ る か ま た は 同 一
で あ る こ と が 示 唆 さ れ た 。
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詳 細 な 説 明
ウ イ ル ス 単 離 お よ び 特 性 決 定



【 ０ １ １ ３ 】

未 知 の ウ イ ル ス 単 離 体 に つ い て の 配 列 情 報 を 得 る た め に 、 RAP-PCR 1 0 と し て 知 ら れ る ラ ン
ダ ム PCR増 幅 戦 略 を 用 い た 。 こ の た め に 、 tMK細 胞 を 、 ウ イ ル ス 単 離 体 の 1つ （ 単 離 体 00-1
） な ら び に 対 照 と し て の hPIV-1に 感 染 さ せ た 。 両 者 の 培 養 物 が 同 様 の CPEレ ベ ル を 示 し た
後 、 培 養 物 上 清 中 の ウ イ ル ス を 連 続 20～ 60%シ ョ 糖 勾 配 で 精 製 し た 。 勾 配 画 分 を 、 EMに よ
り ウ イ ル ス 様 粒 子 に つ い て 調 べ 、 約 50%の シ ョ 糖 を 含 む 画 分 か ら RNAを 単 離 し た と こ ろ 、 そ
の 中 に ヌ ク レ オ カ プ シ ド が 見 ら れ た 。 双 方 の ウ イ ル ス 画 分 か ら 単 離 し た 等 量 の RNAを RAP-P
CRに 用 い 、 そ の 後 で サ ン プ ル を 3%NuSieveア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 で 並 べ て 泳 動 し た 。 次 に 、 未
同 定 の ウ イ ル ス に 特 異 的 な 20の 差 示 的 に 現 れ る バ ン ド を ゲ ル か ら 精 製 し 、 プ ラ ス ミ ド pCR2
.1（ Invitrogen） に ク ロ ー ニ ン グ し 、 ベ ク タ ー 特 異 的 プ ラ イ マ ー を 用 い て 配 列 決 定 し た 。
こ れ ら の 配 列 を 用 い 、 BLASTソ フ ト ウ ェ ア （ www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/） を 用 い て Genb
ankデ ー タ ベ ー ス の 配 列 に 対 す る 相 同 性 を 検 索 し た と こ ろ 、 20の 断 片 の う ち 10が APV/TRTV
配 列 に 対 し て 類 似 性 を 示 し た 。
【 ０ １ １ ４ 】
こ れ ら 10の 断 片 は 、 核 タ ン パ ク 質 （ N； 断 片 1お よ び 2） 、 マ ト リ ッ ク ス タ ン パ ク 質 （ M； 断
片 3） 、 融 合 タ ン パ ク 質 （ F； 断 片 4、 5、 6、 7） お よ び ポ リ メ ラ ー ゼ タ ン パ ク 質 （ L； 断 片 8
、 9、 10） を コ ー ド す る 遺 伝 子 内 に 位 置 し て い た （ 図 2） 。 次 に 、 PCRプ ラ イ マ ー を 設 計 し
て 、 本 発 明 者 ら の RAP PCR断 片 な ら び に 公 表 さ れ て い る ニ ュ ー モ ウ イ ル ス 亜 科 の リ ー ダ ー
お よ び ト レ イ ラ ー 配 列 6 に 基 づ い て 、 ウ イ ル ス ゲ ノ ム の 3’ 末 端 に つ い て の 配 列 情 報 を 完 成
さ せ た 。 3つ の 断 片 を 増 幅 し た 。 そ の う ち 、 断 片 Aは Nの オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム （ O
RF） の 3’ 最 末 端 を 含 み 、 断 片 Bは リ ン 酸 化 タ ン パ ク 質 （ P） の ORFを 含 み 、 断 片 Cは Mと Fの O
RFの ギ ャ ッ プ に 近 傍 で あ っ た （ 図 2） 。 こ れ ら 3つ の 断 片 の 配 列 解 析 か ら 、 ウ イ ル ス ゲ ノ ム
の 3’ 最 末 端 に NS1お よ び NS2の ORFが 存 在 せ ず 、 Fの ORFの 位 置 は Mの ORFの す ぐ 隣 で あ る こ と
が 判 明 し た 。 こ の ゲ ノ ム 構 成 は 、 メ タ ニ ュ ー モ ウ イ ル ス APVの ゲ ノ ム 構 成 と 類 似 し て お り
、 こ れ も ま た 、 配 列 相 同 性 と 一 致 し て い る 。 N、 P、 Mお よ び Fの ORFの 翻 訳 配 列 全 体 が 、 平
均 し て 、 ニ ュ ー モ ウ イ ル ス 属 の メ ン バ ー と 30～ 33%、 メ タ ニ ュ ー モ ウ イ ル ス 属 の メ ン バ ー
と 66～ 68%の 相 同 性 を 示 し た 。 SHお よ び Gの ORFで は 、 こ れ ら の 属 の い ず れ の メ ン バ ー と も
、 認 識 で き る 相 同 性 は 見 ら れ な か っ た 。 Nに つ い て 見 ら れ る ア ミ ノ 酸 相 同 性 は 、 hRSVと は
約 40%、 APV-C（ 遺 伝 的 に 最 も 近 縁 で あ る ） と は 88%の 相 同 性 を 示 し 、 こ れ は 例 え ば 図 3の ア
ミ ノ 酸 配 列 と 他 の ウ イ ル ス の そ れ ぞ れ の Nタ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 と の 比 較 か ら 推 定 で
き る 。 Pの ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 hRSVと は 約 25%、 APV-Cと は 約 66～ 68%の 相 同 性 を 示 し 、 Mは hRS
Vと は 約 36～ 39%、 APV-Cと は 約 87～ 89%の 相 同 性 を 示 し 、 Fは hRSVと は 約 40%、 APV-Cと は 約 8
1%の 相 同 性 を 示 し 、 M2-1は ニ ュ ー モ ウ イ ル ス と は 約 34～ 36%、 APV-Cと は 約 84～ 86%の 相 同
性 を 示 し 、 M2-2は ニ ュ ー モ ウ イ ル ス と は 約 15～ 17%、 APV-Cと は 56%の 相 同 性 を 示 し 、 Lに お
い て 得 ら れ る 断 片 は 、 平 均 し て ニ ュ ー モ ウ イ ル ス と は 44%、 APV-Cと は 64％ の 相 同 性 を 示 し
た 。
【 ０ １ １ ５ 】

未 同 定 の ウ イ ル ス 単 離 体 か ら 得 た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 用 い た BLAST検 索 か ら 、 主 に ニ ュ ー
モ ウ イ ル ス 亜 科 の メ ン バ ー と の 相 同 性 が 明 ら か に な っ た が 、 タ ン パ ク 質 配 列 に 基 づ く 相 同
性 か ら は 、 他 の パ ラ ミ ク ソ ウ イ ル ス と も あ る 程 度 の 類 似 性 が あ る こ と が 判 っ た （ デ ー タ は
示 さ ず ） 。 新 た に 同 定 さ れ た ウ イ ル ス 単 離 体 と ニ ュ ー モ ウ イ ル ス 亜 科 の メ ン バ ー と の 関 係
の 指 標 と し て 、 こ れ ら の ウ イ ル ス の N、 P、 Mお よ び Fの ORFに 基 づ い て 系 統 樹 を 構 築 し た 。
全 4つ の 系 統 樹 に お い て 、 新 た に 同 定 さ れ た ウ イ ル ス 単 離 体 は 、 APVに 最 も 近 縁 で あ っ た （
図 4） 。 記 載 さ れ て い る APVの 4種 の 血 清 型 1 1 か ら 、 ア メ リ カ 合 衆 国 で 主 に 鳥 類 に お い て 見
ら れ る メ タ ニ ュ ー モ ウ イ ル ス で あ る APV血 清 型 Cが 、 そ の 新 た に 同 定 さ れ た ウ イ ル ス に 最 も
近 い 類 似 性 を 示 し た 。 し か し 、 APV血 清 型 Dで は 部 分 配 列 情 報 し か 利 用 で き な か っ た こ と に
注 意 す べ き で あ る 。
【 ０ １ １ ６ 】
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本 発 明 者 ら の 種 々 の 新 た に 同 定 さ れ た ウ イ ル ス 単 離 体 の 関 係 を 調 べ る た め に 、 8～ 9種 の 単
離 体 （ Fに つ い て 8種 、 N、 Mお よ び Lに つ い て 9種 ） か ら 得 ら れ る 配 列 情 報 に 基 づ い て 系 統 樹
を 構 築 し た 。 こ の 目 的 の た め に 、 N、 M、 Fお よ び Lの ORF内 の 短 い 断 片 を 増 幅 す る よ う に 設
計 さ れ た プ ラ イ マ ー を 使 用 す る RT-PCRを 用 い 、 続 い て 直 接 配 列 決 定 し た 。 予 め 血 清 学 的 な
意 味 で 関 連 し て い る こ と が 判 っ て い る 9種 の ウ イ ル ス 単 離 体 （ 上 記 を 参 照 ） は 、 遺 伝 的 に
も 近 縁 で あ る こ と が 判 っ た 。 実 際 に 、 全 9種 の 単 離 体 は 、 APVに 対 し て よ り も 、 互 い に 対 し
て の 方 が 近 縁 で あ っ た 。 こ れ ら の 系 統 樹 に 用 い た 配 列 情 報 は 限 ら れ て い た が 、 9種 の 単 離
体 は 2つ の グ ル ー プ に 分 類 で き る と 思 わ れ 、 単 離 体 94-1、 99-1お よ び 99-2が 一 方 の グ ル ー
プ に 入 り 、 他 の 6種 の 単 離 体 （ 94-2； 93-1； 93-2； 93-3； 93-4； 00-1） は 他 方 の グ ル ー プ
に 入 る （ 図 5） 。
【 ０ １ １ ７ 】

ヒ ト 集 団 に お け る こ の ウ イ ル ス の 血 清 陽 性 率 を 調 べ る た め に 、 異 な る 年 齢 の カ テ ゴ リ ー の
ヒ ト か ら の 血 清 を 、 未 同 定 の ウ イ ル ス 単 離 体 の 1つ に 感 染 さ せ た tMK細 胞 を 用 い る 間 接 IFA
に よ り 試 験 し た 。 こ の 分 析 か ら 、 6ヶ 月 ～ 12ヶ 月 の 小 児 の 25%が そ の ウ イ ル ス に 対 す る 抗 体
を 有 し て お り 、 ５ 歳 ま で に ほ ぼ 100%の 小 児 が 血 清 陽 性 と な る こ と が 判 明 し た 。 間 接 IFAに
よ り 試 験 し た 全 部 で 56の 血 清 サ ン プ ル を VNア ッ セ イ に よ り 試 験 し た 。 こ れ ら の サ ン プ ル の
51（ 91%） に お い て 、 VNア ッ セ イ の 結 果 （ 力 価 ＞ 8） は 間 接 IFAに よ り 得 ら れ た 結 果 （ 力 価
＞ 32） と 一 致 し た 。 IFAで 陽 性 と 判 明 し た 4種 の サ ン プ ル が VN試 験 で は 陰 性 で あ り （ 力 価 ＜
8） 、 一 方 、 1種 の 血 清 が IFAで は 陰 性 に （ 力 価 ＜ 32） 、 VN試 験 で は 陽 性 に （ 力 価 16） に 反
応 し た （ 表 2） 。
【 ０ １ １ ８ 】
1958年 に ヒ ト か ら 採 取 し た 72の 血 清 を 用 い て 行 っ た IFA（ 年 齢 は 8～ 99歳 ） 1 2 , 2 7 で は 、 100
%の 血 清 陽 性 率 が 示 さ れ て お り 、 ヒ ト 集 団 に お い て 40年 以 上 に も わ た っ て こ の ウ イ ル ス が
広 ま っ て き た こ と を 示 し て い る 。 更 に 、 こ れ ら の 血 清 の 幾 つ か を VNア ッ セ イ で 用 い て 、 IF
Aデ ー タ を 確 認 し た （ 表 2） 。
【 ０ １ １ ９ 】
N、 M、 Pお よ び F遺 伝 子 の 遺 伝 学 的 解 析 か ら 、 MPVが 、 ニ ュ ー モ ウ イ ル ス 属 （ 平 均 で 30%） と
比 較 し て 、 近 年 提 案 さ れ た メ タ ニ ュ ー モ ウ イ ル ス 属 に 対 し て よ り 高 い 配 列 相 同 性 （ 平 均 で
63%） を 有 す る こ と が 明 ら か に な り 、 し た が っ て 、 APV/TRTVと 同 様 で あ り 類 似 し た ゲ ノ ム
構 成 で あ る こ と が 実 証 さ れ た 。 RSVの ゲ ノ ム 構 成 （ ’ 3-NS1-NS2-N-P-M-SH-G-F-M2-L-5’ ）
と は 違 っ て 、 メ タ ニ ュ ー モ ウ イ ル ス （ 3’ -N-P-M-F-M2-SH-G-L-5’ ） は NS1と NS2の 遺 伝 子
を 欠 失 し て お り 、 Mと Lの 間 の 遺 伝 子 の 配 置 が 異 な っ て い る 。 本 発 明 者 ら の ウ イ ル ス 単 離 体
で は M遺 伝 子 と F遺 伝 子 の 間 に ORFが 欠 け て い る こ と 、 Nの 隣 に NS1と NS2が 欠 け て い る こ と 、
そ し て APVと の 高 い ア ミ ノ 酸 配 列 相 同 性 を 示 す こ と を 理 由 と し て 、 ヒ ト か ら 単 離 さ れ た MPV
を 哺 乳 動 物 起 源 、 特 に ヒ ト 起 源 の メ タ ニ ュ ー モ ウ イ ル ス 属 の 最 初 の メ ン バ ー と し て 分 類 す
る こ と が 提 案 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
系 統 学 的 解 析 か ら 、 配 列 情 報 が 得 ら れ た 9種 の MPV単 離 体 が 近 縁 で あ る こ と が 明 ら か に な っ
た 。 配 列 情 報 は 限 ら れ て い た が 、 そ れ ら は 実 際 に 、 ト リ ・ メ タ ニ ュ ー モ ウ イ ル ス の い ず れ
に 対 し て よ り も 、 お 互 い に 対 し て の 方 が 近 縁 で あ っ た 。 記 載 さ れ て い る APVの 4種 の 血 清 型
の う ち 、 血 清 型 Cが 、 N、 P、 Mお よ び F遺 伝 子 に 基 づ い て 、 MPVに 最 も 近 縁 で あ っ た 。 し か し
、 血 清 型 Dに つ い て 、 Genbankか ら F遺 伝 子 に つ い て の 部 分 配 列 し か 入 手 で き ず 、 血 清 型 Bに
つ い て は 、 M、 Nお よ び Fの 配 列 し か 入 手 で き な か っ た こ と に 注 意 し な け れ ば な ら な い 。 本
発 明 者 ら の MPV単 離 体 は 、 系 統 樹 に お い て 2つ の ク ラ ス タ ー を 形 成 し た 。 hRSVお よ び APVの
両 者 に つ い て は 、 異 な る 遺 伝 学 的 お よ び 血 清 学 的 亜 型 が 記 載 さ れ て い る 。 MPV単 離 体 の 2つ
の 遺 伝 的 ク ラ ス タ ー が 、 機 能 的 に も 異 な る 血 清 学 的 亜 群 に 該 当 す る か 否 か は 、 現 在 の と こ
ろ 不 明 で あ る 。 本 発 明 者 ら の 血 清 学 的 調 査 か ら 、 MPVが あ り ふ れ た ヒ ト の 病 原 体 で あ る こ
と が 示 さ れ た 。 こ の ウ イ ル ス が 重 篤 な RTIに 罹 患 し て い る 小 児 の 臨 床 サ ン プ ル か ら た び た
び 単 離 さ れ た こ と は 、 MPVの 臨 床 的 か つ 経 済 的 な イ ン パ ク ト が 大 き い も の と 思 わ れ る こ と
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を 示 す 。 ウ イ ル ス 検 出 お よ び 血 清 学 に 基 づ い た 新 規 な 診 断 ア ッ セ イ は 、 こ の ウ イ ル ス 病 原
体 の 罹 患 率 な ら び に 臨 床 的 お よ び 経 済 的 イ ン パ ク ト を よ り 詳 細 に 分 析 す る こ と を 可 能 に す
る 。
【 ０ １ ２ １ 】
IFAと VNの 結 果 （ 5つ の サ ン プ ル ） が 僅 か に 異 な る の は 、 IFAで は IgG血 清 抗 体 だ け が 検 出 さ
れ た が 、 VNア ッ セ イ で は 抗 体 の ク ラ ス お よ び サ ブ ク ラ ス の 両 方 が 検 出 さ れ る と い う 事 実 に
よ る の か も し れ な い し 、 あ る い は そ の 違 い は 、 両 者 の ア ッ セ イ の 感 度 の 違 い に よ る の か も
し れ な い 。 IFAで は カ ッ ト オ フ 値 16が 使 用 さ れ 、 VNで は カ ッ ト オ フ 値 8が 使 用 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
一 方 、 IFAと VNア ッ セ イ と の 違 い は 、 こ の 新 た に 同 定 さ れ た ウ イ ル ス の 異 な る 血 清 型 の 間
で 違 い が あ る 可 能 性 を 示 し て い る の か も し れ な い 。 MPVは APVに 最 も 近 縁 で あ る と 思 わ れ る
の で 、 こ の ヒ ト ウ イ ル ス の 起 源 が 鳥 類 だ っ た こ と が 推 測 さ れ る 。 1958年 の ヒ ト か ら 採 取 し
た 血 清 サ ン プ ル の 分 析 に よ れ ば 、 MPVが 40年 以 上 に わ た っ て ヒ ト 集 団 に 広 が っ て き た こ と
が 明 ら か に さ れ 、 こ れ は 、 ゾ ー ノ シ ス （ 人 獣 共 通 感 染 ） 仮 説 事 象 が 1958年 よ り も ず っ と 以
前 か ら 起 こ っ て き た こ と を 示 し て い る 。
【 ０ １ ２ ３ 】

過 去 何 十 年 も に わ た っ て 、 本 発 明 者 ら の 研 究 室 は 、 RTIに 罹 患 し て い る 小 児 か ら 鼻 咽 頭 吸
引 物 を 集 め て き て お り 、 そ れ に つ い て ウ イ ル ス の 存 在 に つ い て ル ー チ ン に 試 験 し て き た 。
全 て の 鼻 咽 頭 吸 引 物 は 、 直 接 免 疫 蛍 光 ア ッ セ イ （ DIF） に よ り 、 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス A
型 お よ び B型 、 hRSVな ら び に ヒ ト ・ パ ラ イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス （ hPIV） 1～ 3型 に 対 す る
蛍 光 標 識 抗 体 を 用 い て 試 験 し た 。 鼻 咽 頭 吸 引 物 は 、 VERO細 胞 、 カ ニ ク イ ザ ル 腎 三 次 （ tMK
） 細 胞 、 ヒ ト 肺 内 皮 （ HEL） 細 胞 お よ び イ ヌ 腎 （ marbin dock kidney; MDCK） 細 胞 を 含 む
各 種 の 細 胞 系 に つ い て 迅 速 シ ェ ル -バ イ ア ル 法 1 4 を 用 い て 、 ウ イ ル ス 単 離 用 に 処 理 を 行 っ
た 。 二 代 ま た は 三 代 の 継 代 後 に 細 胞 変 性 効 果 （ CPE） を 示 し 、 DIFで 陰 性 で あ っ た サ ン プ ル
を 、 間 接 免 疫 蛍 光 ア ッ セ イ （ IFA） に よ り 、 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス A型 、 B型 お よ び C型 、
hRSV A型 お よ び B型 、 麻 疹 ウ イ ル ス 、 お た ふ く か ぜ ウ イ ル ス 、 ヒ ト ・ パ ラ イ ン フ ル エ ン ザ
ウ イ ル ス （ hPIV） 1～ 4型 、 セ ン ダ イ ウ イ ル ス 、 サ ル ウ イ ル ス 5型 、 な ら び に ニ ュ ー カ ッ ス
ル 病 ウ イ ル ス に 対 す る ウ イ ル ス 特 異 的 抗 体 を 用 い て 試 験 し た 。 多 く の 場 合 は 原 因 物 質 を 同
定 で き た が 、 幾 つ か の 試 料 は 試 験 し た こ れ ら 全 て の 被 験 ウ イ ル ス に 対 し て 陰 性 で あ っ た 。
【 ０ １ ２ ４ 】

RTIに 罹 患 し て い る 患 者 か ら の 鼻 咽 頭 吸 引 物 サ ン プ ル を 、 記 載 さ れ て い る よ う な DIFお よ び
ウ イ ル ス 単 離 1 4 , 1 5 に 用 い た 。 サ ン プ ル は － 70℃ で 保 存 し た 。 簡 単 に 述 べ る と 、 鼻 咽 頭 吸
引 物 を 5mlの ダ ル ベ ッ コ MEM（ BioWhittaker, Walkersville, MD） で 希 釈 し 、 ボ ル テ ッ ク ス
ミ キ サ ー で 1分 間 に わ た り 十 分 に 混 合 し た 。 次 に 、 懸 濁 液 を 840× gで 10分 間 遠 心 分 離 し た
。 沈 殿 物 を マ ル チ ス ポ ッ ト ス ラ イ ド （ Nutacon, Leimuiden, The Netherlands） に 広 げ 、
上 清 は ウ イ ル ス 単 離 に 用 い た 。 乾 燥 し た 後 、 細 胞 を 、 ア セ ト ン 中 で 室 温 に て 1分 間 固 定 し
た 。 洗 浄 し た 後 、 ス ラ イ ド を 、 イ ン フ ル エ ン ザ A型 お よ び B型 、 hRSVな ら び に hPIV1～ 3型 （
Dako, Glostrup, Denmark） の よ う な 市 販 の FITC標 識 ウ イ ル ス 特 異 的 抗 血 清 と 共 に 、 37℃
で 15分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 PBS中 で 3回 、 水 道 水 で 1回 洗 浄 し た 後 、 ス ラ イ ド を グ リ セ
ロ ー ル ／ PBS溶 液 （ Citifluor, UKC, Canterbury, UK） 中 に 入 れ 、 カ バ ー を し た 。 ス ラ イ
ド を 、 Axioscop蛍 光 顕 微 鏡 （ Carl Zeiss B.V, Weesp,The Netherlands） を 用 い て 分 析 し
た 。
【 ０ １ ２ ５ 】

ウ イ ル ス 単 離 で は 、 tMK細 胞 （ RIVM, Bilthoven, The Netherlands） を 、 ス ラ イ ド ガ ラ ス
（ Costar,Cambridge, UK） が 入 っ た 24ウ ェ ル プ レ ー ト で 、 10%ウ シ 胎 仔 血 清 （ BioWhittake
r, Vervier, Belgium） を 補 充 し た 下 記 の 培 地 を 用 い て 培 養 し た 。 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 前

10

20

30

40

50

(29) JP 2004-531220 A 2004.10.14

材 料 お よ び 方 法
試 料 の 採 取

直 接 免 疫 蛍 光 ア ッ セ イ （ DIF）

ウ イ ル ス 単 離



に 、 プ レ ー ト を PBSで 洗 浄 し 、 ハ ン ク ス 塩 （ ICN, Costa mesa, CA） を 含 む イ ー グ ル MEMを
加 え た ［ そ の イ ー グ ル MEMの 1/2リ ッ ト ル に 、 0.26gの NaHCO 3 、 0.025M Hepes（ Biowhittake
r） 、 2mM L-グ ル タ ミ ン （ Biowhittaker） 、 100単 位 の ペ ニ シ リ ン 、 100μ gス ト レ プ ト マ イ
シ ン （ Biowhittaker） 、 0.5gラ ク ト ア ル ブ ミ ン （ Sigma-Aldrich, Zwijndrecht,The Nethe
rlands） 、 1.0g D-グ ル コ ー ス （ Merck, Amsterdam, The Netherlands） 、 5.0gペ プ ト ン （
Oxoid, Haarlem, The Netherlands） お よ び 0.02%ト リ プ シ ン （ Life Technologies, Bethe
sda, MD） を 補 充 し た ］ 。 そ の プ レ ー ト に 鼻 咽 頭 吸 引 サ ン プ ル の 上 清 を 接 種 し （ 0.2ml／ ウ
ェ ル で 、 そ れ ぞ れ 3連 ず つ ） 、 続 い て 840× gで 1時 間 遠 心 分 離 し た 。 接 種 後 、 プ レ ー ト を 37
℃ で 最 大 14日 間 、 培 地 を 1週 間 に 一 度 交 換 し な が ら イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 ま た 、 培 養 物 を CPE
に つ い て 毎 日 チ ェ ッ ク し た 。 14日 後 、 二 代 目 の 継 代 か ら 細 胞 を 掻 き 集 め 、 14日 間 イ ン キ ュ
ベ ー ト し た 。 こ の 工 程 を 三 継 代 に わ た り 繰 り 返 し た 。 ス ラ イ ド ガ ラ ス を 用 い て 、 後 記 に 記
載 す る 間 接 IFAに よ り ウ イ ル ス の 存 在 を 示 し た 。
【 ０ １ ２ ６ 】

新 た に 見 出 さ れ た ウ イ ル ス に 対 す る フ ェ レ ッ ト お よ び モ ル モ ッ ト に 特 異 的 な 抗 血 清 を 、 特
定 の 病 原 体 を 保 有 し な い 2匹 の フ ェ レ ッ ト お よ び 2匹 の モ ル モ ッ ト に 実 験 的 に 鼻 腔 内 感 染 さ
せ る こ と に よ り 生 成 さ せ て 、 そ れ ら の 動 物 は 別 々 の 加 圧 グ ロ ー ブ ボ ッ ク ス に 収 容 し た 。 2
～ 3週 間 後 、 全 て の 動 物 か ら 心 臓 穿 刺 に よ り 採 血 し 、 そ れ ら の 血 清 を 参 照 血 清 と し て 用 い
た 。 そ の 血 清 は 、 先 に 記 載 さ れ て い る 全 て の ウ イ ル ス に つ い て 、 後 記 に 記 載 さ れ て い る 間
接 IFAに よ り 試 験 し た 。
【 ０ １ ２ ７ 】

感 染 tMK細 胞 を 載 せ た ス ラ イ ド に つ い て 、 間 接 IFAを 行 っ た 。 PBSで 洗 浄 し た 後 、 ス ラ イ ド
を 、 ウ イ ル ス 特 異 的 抗 血 清 と 共 に 、 37℃ で 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 上 記 で 記 載 さ れ て
い る よ う に 、 イ ン フ ル エ ン ザ A型 、 B型 お よ び C型 、 hPIV1～ 3型 な ら び に hRSVに 対 す る モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 を DIFで 用 い た 。 hPIV4型 に つ い て は 、 お た ふ く か ぜ ウ イ ル ス 、 麻 疹 ウ イ ル
ス 、 セ ン ダ イ ウ イ ル ス 、 サ ル ウ イ ル ス 5型 、 ニ ュ ー カ ッ ス ル 病 ウ イ ル ス の ポ リ ク ロ ー ナ ル
抗 体 （ RIVM） 、 な ら び に フ ェ レ ッ ト お よ び モ ル モ ッ ト の 参 照 血 清 を 用 い た 。 PBSで 3回 、 水
道 水 で 1回 洗 浄 し た 後 、 ス ラ イ ド を 、 最 初 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン に 用 い た 血 清 に 対 す る 二
次 抗 体 で 染 色 し た 。 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 血 清 の 二 次 抗 体 は 、 ヤ ギ -抗 -フ ェ レ ッ ト （ KPL, Gui
lford, UK, 40倍 希 釈 し た も の ） 、 マ ウ ス -抗 -ウ サ ギ （ Dako, Glostrup, Denmark, 20倍 希
釈 し た も の ） 、 ウ サ ギ -抗 -ニ ワ ト リ （ KPL, 20倍 希 釈 し た も の ） 、 お よ び マ ウ ス -抗 -モ ル
モ ッ ト （ Dako, 20倍 希 釈 し た も の ） を 用 い た 。 ス ラ イ ド は 、 DIFに つ い て 記 載 さ れ て い る
よ う に し て 処 理 し た 。
【 ０ １ ２ ８ 】

ウ イ ル ス 特 異 的 抗 体 を 検 出 す る た め に 、 感 染 tMK細 胞 を カ バ ー ガ ラ ス 上 で 冷 ア セ ト ン で 固
定 し 、 PBSで 洗 浄 し 、 1～ 16倍 の 希 釈 度 の 血 清 サ ン プ ル で 染 色 し た 。 次 に 、 サ ン プ ル を 、 PB
S（ Dako） 中 に 80倍 希 釈 し た FITC標 識 ウ サ ギ -抗 ヒ ト 抗 体 で 染 色 し た 。 ス ラ イ ド を 上 記 に 記
載 さ れ て い る よ う に し て 処 理 し た 。
【 ０ １ ２ ９ 】

上 記 で 記 載 し た 培 地 中 の サ ブ コ ン フ ル エ ン ト （ sub-confluent） な 単 層 の tMK細 胞 に 、 24ウ
ェ ル プ レ ー ト で 二 代 ま た は 三 代 継 代 し た 後 で CPEを 示 し た サ ン プ ル の 上 清 を 接 種 し た 。 培
養 物 は 毎 日 CPEに つ い て チ ェ ッ ク し 、 週 に 一 度 培 地 を 交 換 し た 。 CPEは 単 離 体 ご と に 異 な っ
て い た の で 、 全 て の 培 養 物 を 、 12～ 14日 目 に 間 接 IFAに よ り 新 規 な ウ イ ル ス 単 離 体 に 対 す
る フ ェ レ ッ ト 抗 体 を 用 い て 試 験 し た 。 陽 性 の 培 養 物 を 3回 凍 結 融 解 し た 後 、 低 速 遠 心 分 離
に よ り 上 清 を 清 澄 化 し 、 ア リ コ ー ト を と り 、 － 70℃ で 凍 結 保 存 し た 。 培 養 上 清 中 の ウ イ ル
ス の 50%組 織 培 養 感 染 量 （ TCID50） を 、 記 載 1 6 さ れ て い る よ う に し て 測 定 し た 。
【 ０ １ ３ ０ 】
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VNア ッ セ イ は 、 ヒ ト お よ び 動 物 の 血 清 の 、 8倍 希 釈 か ら 出 発 す る 連 続 2倍 希 釈 物 を 用 い て 行
っ た 。 希 釈 し た 血 清 を 、 TCID50が 100の ウ イ ル ス と 共 に 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 96ウ
ェ ル プ レ ー ト 内 で 増 殖 さ せ た tMK細 胞 を 接 種 し 、 そ の 後 、 プ レ ー ト を 840× gで 遠 心 分 離 し
た 。 3日 後 お よ び 6日 後 に 培 地 を 交 換 し 、 接 種 後 8日 目 に MPVに 対 す る フ ェ レ ッ ト 抗 体 を 用 い
て IFAを 行 っ た 。 VN力 価 は 、 IFAが 陰 性 と な り 細 胞 培 養 物 中 で CPEが 抑 制 さ れ る 血 清 サ ン プ
ル の 最 低 希 釈 度 と し て 定 義 し た 。
【 ０ １ ３ １ 】

赤 血 球 凝 集 ア ッ セ イ お よ び ク ロ ロ ホ ル ム 感 受 性 試 験 を 記 載 8 , 1 4 の よ う に し て 行 っ た 。 EM分
析 で は 、 ウ イ ル ス は 、 感 染 細 胞 培 養 物 の 上 清 か ら 17000× gで 4℃ で の 微 量 遠 心 分 離 で 濃 縮
し た 後 、 ペ レ ッ ト を PBSに 再 懸 濁 し 、 陰 性 造 影 EMに よ り 調 べ た 。 RAP-PCRの た め に 、 ウ イ ル
ス は 、 感 染 tMK細 胞 上 清 か ら 、 60%シ ョ 糖 ク ッ シ ョ ン で の 超 遠 心 分 離 （ 150000× g、 4℃ で 2
時 間 ） に よ り 濃 縮 し た 。 次 に 、 60%シ ョ 糖 境 界 画 分 を PBSで 希 釈 し 、 20～ 60%の 連 続 シ ョ 糖
勾 配 に 上 層 し 、 こ れ を 275000× gで 4℃ に て 16時 間 遠 心 分 離 し た 。 シ ョ 糖 勾 配 画 分 を 、 EMお
よ び ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 、 続 い て 銀 染 色 に よ り 、 ウ イ ル ス 様 粒 子 の 存 在 に つ
い て 調 べ た 。 ヌ ク レ オ カ プ シ ド を 含 む と 思 わ れ る 約 50%の シ ョ 糖 画 分 を RNA単 離 お よ び RAP-
PCRに 用 い た 。
【 ０ １ ３ ２ 】

RNAは 、 感 染 細 胞 培 養 物 の 上 清 ま た は シ ョ 糖 勾 配 画 分 か ら 高 純 度 RNA単 離 キ ッ ト を 用 い て 製
造 元 （ Roche Diagnostics, Almere, The Netherlands） の 説 明 書 に 従 っ て 単 離 し た 。
【 ０ １ ３ ３ 】

既 知 の パ ラ ミ ク ソ ウ イ ル ス に つ い て の RT-PCRア ッ セ イ の た め の ウ イ ル ス 特 異 的 オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 は 、 追 記 1に 記 載 さ れ て い る 。 ワ ン ス テ ッ プ RT-PCRを 、 50mM Tris.HCl(pH 8.
5)、 50mM NaCl、 4mM MgCl 2 、 2mMジ チ オ ト レ イ ト ー ル 、 200μ M 各 dNTP、 10単 位 の 組 換 え RN
Asin（ Promega, Leiden, the Netherlands） 、 10単 位 の AMV RT（ Promega, Leinden, The 
Netherlands） 、 5単 位 の Amplitaq Gold DNAポ リ メ ラ ー ゼ （ PE Biosystems, Nieuwerker a
an de Ijssel, The Netherlands） お よ び 5μ l RNAを 含 む 50μ lの 反 応 物 中 で 行 っ た 。 サ イ
ク ル 条 件 は 、 42℃ で 45分 お よ び 95℃ で 7分 を 1回 、 95℃ で 1分 、 42℃ で 2分 、 72℃ で 3分 を 40
回 繰 り 返 し 、 72℃ で 10分 を 1回 と し た 。
【 ０ １ ３ ４ 】

RAP-PCRは 、 本 質 的 に 記 載 1 0 の よ う に し て 行 っ た 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 追 記 2に 記
載 さ れ て い る 。 RT反 応 で は 、 2μ lの RNAを 、 10ng/μ lの オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 10mM ジ チ オ
ト レ イ ト ー ル 、 500μ mの 各 dNTP、 25mM Tris-HCl（ pH 8.3） 、 75mM KClお よ び 3mM MgCl 2 を
含 む 10μ lの 反 応 物 中 で 用 い た 。 反 応 混 合 物 を 70℃ で 5分 間 、 37℃ で 5分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト
し た 後 、 200単 位 の Superscript RT酵 素 （ Life Technologies） を 添 加 し た 。 37℃ で の イ ン
キ ュ ベ ー シ ョ ン を 55分 間 継 続 し 、 72℃ で 5分 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン に よ り 反 応 を 停 止 さ
せ た 。 RT混 合 物 を 希 釈 し て 、 8ng/μ lの オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 300μ mの 各 dNTP、 15mM Tris
-HCl（ pH 8.3） 、 65mM KCl、 3.0mM MgCl 2 お よ び 5単 位 の Taq DNAポ リ メ ラ ー ゼ （ PE Biosys
tems） を 含 む 50μ lの PCR反 応 物 と し た 。 サ イ ク ル 条 件 は 、 94℃ で 5分 、 40℃ で 5分 お よ び 72
℃ で 1分 を 1回 、 続 い て 94℃ で 1分 、 56℃ で 2分 お よ び 72℃ で 1分 を 40回 繰 り 返 し 、 72℃ で 5分
を 1回 と し た 。 RAP-PCRの 後 、 15μ lの RT-PCR産 物 を 3% NuSieveア ガ ロ ー ス ゲ ル （ FMC BioPr
oducts, Heerhugowaard, The Netherlands） 上 で 並 べ て 泳 動 し た 。 差 示 的 に 現 れ る MVP特
異 的 断 片 を ゲ ル か ら Qiaquick Gel Extractionキ ッ ト （ Qiagen, Leusden, The Netherland
s） を 用 い て 精 製 し 、 pCR2.1ベ ク タ ー （ Invitrogen, Groningen, The Netherlands） に 製
造 元 の 説 明 書 に 従 っ て ク ロ ー ニ ン グ し た 。
【 ０ １ ３ ５ 】
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ベ ク タ ー pCR2.1（ Invitrogen） に ク ロ ー ニ ン グ し た RAP-PCR産 物 を 、 M13特 異 的 オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド を 用 い て 配 列 決 定 し た 。 RT-PCRに よ り 得 ら れ た DNA断 片 を 、 ア ガ ロ ー ス ゲ ル か ら Q
iaquick Gel Extractionキ ッ ト （ Qiagen, Leusden, The Netherlands） を 用 い て 精 製 し 、
PCRに 用 い た の と 同 じ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て 直 接 配 列 決 定 し た 。 配 列 解 析 は 、 Dyena
mic ETタ ー ミ ネ ー タ ー シ ー ク エ ン シ ン グ キ ッ ト （ Amersham Pharmacia Biotech, Roosenda
al, The Netherlands） お よ び ABI373自 動 DNAシ ー ケ ン サ ー （ PE Biosystems） を 用 い て 行
っ た 。 全 て の 方 法 は 、 製 造 元 の 説 明 書 に 従 っ て 行 っ た 。
【 ０ １ ３ ６ 】

RAP-PCR断 片 間 の ギ ャ ッ プ A,Bお よ び Cに ま た が る PCR断 片 （ 図 2） を 作 製 す る た め に 、 ウ イ
ル ス 単 離 体 00-1か ら 単 離 し た RNAに つ い て 、 先 に 記 載 し た よ う な RT-PCRア ッ セ イ を 用 い た
。 次 の プ ラ イ マ ー を 用 い た 。
【 ０ １ ３ ７ 】
断 片 Aに つ い て ： リ ー ダ ー 中 に 設 計 さ れ た TR1： （ 5’ -AAAGAATTCACGAGAAAAAAACGC-3’ ） お
よ び Nに お い て 得 ら れ る RAP-PCR断 片 の 3’ 末 端 に 設 計 さ れ た N1（ 5’ -CTGTGGTCTCTAGTCCCAC
TTC-3’ ） 。
【 ０ １ ３ ８ 】
断 片 Bに つ い て ： Nに お い て 得 ら れ る RAP-PCR断 片 の 5’ 末 端 に 設 計 さ れ た N2： （ 5’ -CATGCA
AGCTTATGGGGC-3’ ） お よ び Mに お い て 得 ら れ る RAP-PCR断 片 の 3’ 末 端 に 設 計 さ れ た M1： （ 5
’ -CAGAGTGGTTATTGTCAGGGT-3’ ） 。
【 ０ １ ３ ９ 】
断 片 Cに つ い て ： Mに お い て 得 ら れ る RAP-PCR断 片 の 5’ 末 端 に 設 計 さ れ た M2： （ 5’ -GTAGAA
CTAGGAGCATATG-3’ ） お よ び Fに お い て 得 ら れ る RAP-PCR断 片 の 3’ 末 端 に 設 計 さ れ た F1： （
5’ -TCCCCAATGTAGATACTGCTTC-3’ ） 。
【 ０ １ ４ ０ 】
断 片 は 、 前 記 で 記 載 し た よ う に し て 、 ゲ ル か ら 精 製 し 、 ク ロ ー ニ ン グ し 、 配 列 決 定 し た 。
【 ０ １ ４ １ 】

9種 の MPV単 離 体 の N、 M、 Fお よ び Lの ORFの 一 部 を 増 幅 し て 配 列 決 定 す る た め に 、 そ れ ぞ れ
に つ き 、 プ ラ イ マ ー N3（ 5’ -GCACTCAAGAGATACCCTAG-3’ ） お よ び N4（ 5’ -AGACTTTCTGCTTT
GCTGCCTG-3’ ） を 用 い て 151ヌ ク レ オ チ ド の 断 片 を 増 幅 し 、 M3（ 5’ -CCCTGACAATAACCACTCT
G-3’ ） お よ び M4（ 5’ -GCCAACTGATTTGGCTGAGCTC-3’ ） を 用 い て 252ヌ ク レ オ チ ド の 断 片 を
増 幅 し 、 F7（ 5’ -TGCACTATCTCCTCTTGGGGCTTTG-3’ ） お よ び F8（ 5’ -TCAAAGCTGCTTGACACTG
GCC-3’ ） を 用 い て 221ヌ ク レ オ チ ド の 断 片 を 増 幅 し 、 L6（ 5’ -CATGCCCACTATAAAAGGTCAG-3
’ ） お よ び L7（ 5’ -CA CCCCAGTCTTTCTTGAAA-3’ ） を 用 い て 173ヌ ク レ オ チ ド の 断 片 を 増 幅
し た 。 RT-PCR、 ゲ ル 精 製 お よ び 直 接 配 列 決 定 は 上 記 で 記 載 し た よ う に し て 行 っ た 。 更 に 、
用 い た プ ロ ー ブ は 次 の と お り と し た 。
【 ０ １ ４ ２ 】
Mに お い て 用 い た プ ロ ー ブ ： 5’ -TGCTTGTACTTCCCAAAG-3’
Nに お い て 用 い た プ ロ ー ブ ： 5’ -TATTTGAACAAAAAGTGT-3’
Lに お い て 用 い た プ ロ ー ブ ： 5’ -TGGTGTGGGATATTAACAG-3’

全 て の 系 統 樹 に つ い て 、 ClustalWソ フ ト ウ ェ ア パ ッ ケ ー ジ を 用 い て DNA配 列 を ア ラ イ メ ン
ト し 、 最 尤 系 統 樹 は 、 Phylip3.5プ ロ グ ラ ム の DNA-MLソ フ ト ウ ェ ア パ ッ ケ ー ジ を 使 用 し 、 1
00の ブ ー ト ス ト ラ ッ プ お よ び 3の ジ ャ ン ブ ル を 用 い て 作 製 し た 1 5 。 系 統 樹 の 作 製 に 用 い た
先 に 公 表 さ れ て い る 配 列 は 、 Genbankか ら 次 の ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 で 入 手 で き る ： 全 ORFに
つ い て ： hRSV： NC001781； bRSV： NC001989； Fの ORFに つ い て ： PVM、 D11128； APV-A、 D008
50； APV-B、 Y14292； APV-C、 AF187152； Nの ORFに つ い て ： PVM、 D10331； APV-A、 U39295；
APV-B、 U39296； APV-C、 AF176590； Mの ORFに つ い て ： PVM、 U66893； APV-A、 X58639； APV-
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B、 U37586； APV-C、 AF262571； Pの ORFに つ い て ： PVM、 09649； APV-A、 U22110； APV-C、 AF
176591。 MPVの 9種 の 異 な る ウ イ ル ス 単 離 体 に つ い て の 系 統 学 的 解 析 は 、 ア ウ ト グ ル ー プ と
し て APV C株 を 用 い て 行 っ た 。
【 ０ １ ４ ３ 】
図 中 で 用 い た 略 語 ： hRSV： ヒ ト RSV； bRSV： ウ シ RSV； PVM： マ ウ ス 肺 炎 ウ イ ル ス ； APV-A、
Bお よ び C： ト リ ・ ニ ュ ー モ ウ イ ル ス A型 、 B型 お よ び C型 。
【 ０ １ ４ ４ 】

ウ イ ル ス 単 離 体 を 見 出 す た め に 、 好 ま し く は ヒ ト な ど の 哺 乳 動 物 、 肉 食 動 物 （ イ ヌ 、 ネ コ
、 イ タ チ （ mustellits） 、 ア ザ ラ シ な ど ） 、 ウ マ 、 反 芻 動 物 （ ウ シ 、 ヒ ツ ジ 、 ヤ ギ な ど ）
、 ブ タ 、 ウ サ ギ 、 ト リ （ 家 禽 、 ダ チ ョ ウ な ど ） か ら の 鼻 咽 頭 吸 引 物 、 咽 喉 お よ び 鼻 の ス ワ
ブ 、 気 管 支 肺 胞 洗 浄 液 を 調 べ な け れ ば な ら な い 。 ト リ の 排 泄 腔 ス ワ ブ お よ び 糞 か ら も 調 べ
る こ と が で き る 。 ELISAな ど の 免 疫 学 的 ア ッ セ イ お よ び ウ イ ル ス 中 和 ア ッ セ イ の た め に は
、 血 清 を 採 取 し な け れ ば な ら な い 。
【 ０ １ ４ ５ 】
採 取 し た ウ イ ル ス 試 料 は 、 5mlの ダ ル ベ ッ コ MEM培 地 （ BioWhittaker, Walkersville, MD）
で 希 釈 し 、 ボ ル テ ッ ク ス ミ キ サ ー で 1分 間 に わ た り 完 全 に 混 合 し た 。 次 に 、 懸 濁 液 を 840×
gで 10分 間 遠 心 分 離 し た 。 沈 殿 物 は 免 疫 蛍 光 技 法 用 と し て マ ル チ ス ポ ッ ト ス ラ イ ド （ Nutac
on, Leimuiden, The Netherlands） に 広 げ 、 上 清 は ウ イ ル ス 単 離 に 用 い た 。
【 ０ １ ４ ６ 】

ウ イ ル ス 単 離 で は 、 tMK細 胞 （ RIVM, Bilthoven, The Netherlands） を 、 ス ラ イ ド ガ ラ ス
（ Costar,Cambridge, UK） を 含 む 24ウ ェ ル プ レ ー ト で 、 10%ウ シ 胎 児 血 清 （ BioWhittaker,
 Vervier, Belgium） を 補 充 し た 下 記 の 培 地 を 用 い て 培 養 し た 。 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 前 に
、 プ レ ー ト を PBSで 洗 浄 し 、 0.52g/Lの NaHCO 3 、 0.025M Hepes（ Biowhittaker） 、 2mM L-グ
ル タ ミ ン （ Biowhittaker） 、 200単 位 /Lの ペ ニ シ リ ン 、 200μ g/Lの ス ト レ プ ト マ イ シ ン （ B
iowhittaker） 、 1g/Lの ラ ク ト ア ル ブ ミ ン （ Sigma-Aldrich, Zwijndrecht,The Netherland
s） 、 2.0g/Lの D-グ ル コ ー ス （ Merck, Amsterdam, The Netherlands） 、 10g/Lの ペ プ ト ン
（ Oxoid, Haarlem, The Netherlands） お よ び 0.02%ト リ プ シ ン （ Life Technologies, Bet
hesda, MD） を 補 充 し た Hanks'塩 (ICN, Costa mesa, CA)を 有 す る イ ー グ ル MEM(Eagle's ME
M)を 供 給 し た 。 プ レ ー ト に 鼻 咽 頭 吸 引 サ ン プ ル の 上 清 を 接 種 し （ 0.2ml/ウ ェ ル で ３ 連 ず つ
） 、 続 い て 840× gで 1時 間 遠 心 分 離 し た 。 接 種 後 、 プ レ ー ト を 37℃ 最 大 14日 間 イ ン キ ュ ベ
ー ト し 、 培 地 を 1週 間 に 一 度 交 換 し 、 培 養 物 を CPEに つ い て 毎 日 チ ェ ッ ク し た 。 14日 後 、 二
代 目 の 継 代 か ら 細 胞 を 剥 が し 、 更 に 14日 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 こ の 工 程 を 三 継 代 に わ た
り 繰 り 返 し た 。 ス ラ イ ド ガ ラ ス を 用 い て 、 後 記 に 記 載 す る 間 接 IFAに よ り ウ イ ル ス の 存 在
を 示 し た 。
【 ０ １ ４ ７ 】
CPEは 概 し て 、 第 三 代 継 代 後 、 単 離 体 に よ っ て 8～ 14日 目 に 見 ら れ た 。 CPEは 実 際 に は 、 tMK
細 胞 ま た は 他 の 細 胞 培 養 物 に お い て hRSVも し く は hPIVに よ り 引 き 起 こ さ れ る も の と は 区 別
で き な か っ た 。 し か し 、 hRSVは 4日 目 付 近 を 起 点 と し て CPEを 誘 導 す る 。 CPEは 、 合 胞 体 形
成 を 特 徴 と し 、 そ の 後 で 細 胞 は 急 速 な 内 部 破 壊 を 示 し 、 続 い て 細 胞 が 単 層 か ら 離 脱 し た 。
幾 つ か の 単 離 体 で は 、 CPEを 観 察 す る こ と が 難 し く 、 IFAを 用 い て こ れ ら の 培 養 物 中 の ウ イ
ル ス の 存 在 を 確 認 し た 。
【 ０ １ ４ ８ 】

上 記 で 記 載 し た 培 地 中 の サ ブ コ ン フ ル エ ン ト な (sub-confluent)単 層 の tMK細 胞 に 、 24ウ ェ
ル プ レ ー ト で 二 代 ま た は 三 代 継 代 し た 後 で CPEを 示 し た サ ン プ ル の 上 清 を 接 種 し た 。 培 養
物 を 、 CPEに つ い て 毎 日 チ ェ ッ ク し 、 1週 間 に 一 度 培 地 を 交 換 し た 。 CPEは 単 離 体 ご と に 異
な っ て い た の で 、 全 て の 培 養 物 を 、 12～ 14日 目 に 間 接 IFAに よ り 新 規 な ウ イ ル ス 単 離 体 に
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対 す る フ ェ レ ッ ト 抗 体 を 用 い て 試 験 し た 。 陽 性 の 培 養 物 を 3回 凍 結 融 解 し た 後 、 低 速 遠 心
分 離 に よ り 上 清 を 清 澄 化 し 、 ア リ コ ー ト を と り 、 － 70℃ で 凍 結 保 存 し た 。 培 養 物 上 清 中 の
ウ イ ル ス の 50%組 織 培 養 感 染 量 （ TCID50） を 、 当 該 分 野 で 用 い ら れ る 確 立 さ れ た 技 法 1 6 に
従 っ て 測 定 し た 。
【 ０ １ ４ ９ 】

血 液 凝 集 ア ッ セ イ お よ び ク ロ ロ ホ ル ム 感 受 性 試 験 を 、 十 分 に 確 立 さ れ 記 載 さ れ て い る 当 該
分 野 で 用 い ら れ る 技 法 1 4 に 従 っ て 行 っ た 。 EM分 析 で は 、 ウ イ ル ス を 17000× gで 4℃ で の 微
量 遠 心 分 離 で 感 染 細 胞 培 養 上 清 か ら 濃 縮 し た 後 、 ペ レ ッ ト を PBSに 再 懸 濁 し 、 陰 性 造 影 EM
に よ り 調 べ た 。
【 ０ １ ５ ０ 】

採 取 し た 被 験 体 は 、 記 載 さ れ て い る よ う に し て 処 理 し 、 サ ン プ ル の 沈 殿 物 を マ ル チ ス ポ ッ
ト ス ラ イ ド に 広 げ た 。 乾 燥 し た 後 、 細 胞 を ア セ ト ン 中 で 室 温 で 1分 間 固 定 し た 。
【 ０ １ ５ １ 】
あ る い は ま た 、 ウ イ ル ス は 、 ス ラ イ ド ガ ラ ス を 含 む 24ウ ェ ル ス ラ イ ド 内 の tMK細 胞 に お い
て 培 養 し た 。 こ れ ら の ス ラ イ ド ガ ラ ス を PBSで 洗 浄 し 、 ア セ ト ン 中 で 室 温 で 1分 間 固 定 し た
。
【 ０ １ ５ ２ 】
PBSで 洗 浄 し た 後 、 ス ラ イ ド を 、 PBSで 1： 50～ 1： 100に 希 釈 し た ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 共
に 、 37℃ で 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 本 発 明 者 ら は 、 免 疫 し た フ ェ レ ッ ト お よ び モ ル モ
ッ ト を 用 い て ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 得 た が 、 こ れ ら の 抗 体 は 種 々 の 動 物 に お い て 生 起 さ せ
る こ と が で き 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 実 施 希 釈 度 は 各 免 疫 に つ い て 変 え る こ と が で き る 。
PBSで 3回 、 水 道 水 で 1回 洗 浄 し た 後 、 ス ラ イ ド を 、 FITC標 識 ヤ ギ -抗 フ ェ レ ッ ト 抗 体 （ KPL,
 Guilford, UK, 40倍 希 釈 し た も の ） と 共 に 、 37℃ で 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 PBSで 3
回 、 水 道 水 で 1回 洗 浄 し た 後 、 ス ラ イ ド を 、 グ リ セ ロ ー ル ／ PBS溶 液 （ Citifluor, UKC, Ca
nterbury, UK） に 入 れ 、 覆 っ た 。 ス ラ イ ド は 、 Axioscop蛍 光 顕 微 鏡 （ Carl Zeiss B.V., W
eesp, the Netherlands） を 用 い て 分 析 し た 。
【 ０ １ ５ ３ 】

ウ イ ル ス 特 異 的 抗 体 を 検 出 す る た め に 、 MPVを 保 有 す る 感 染 tMK細 胞 を カ バ ー ガ ラ ス 上 で ア
セ ト ン で 固 定 し （ 上 記 で 記 載 し た と お り ） 、 PBSで 洗 浄 し 、 希 釈 度 1～ 16の 血 清 サ ン プ ル と
共 に 37℃ で 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 PBSで 2回 、 水 道 水 で 1回 洗 浄 し た 後 、 ス ラ イ ド を
使 用 す る 種 に 対 す る FITC標 識 二 次 抗 体 （ Dako） と 共 に 37℃ 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ス
ラ イ ド は 上 記 で 記 載 し た よ う に し て 処 理 し た 。
【 ０ １ ５ ４ 】
抗 体 は 蛍 光 色 素 で 直 接 標 識 で き 、 そ う す れ ば 直 接 免 疫 蛍 光 ア ッ セ イ が 行 え る だ ろ う 。 FITC
は 、 任 意 の 蛍 光 色 素 で 代 用 で き る 。
【 ０ １ ５ ５ 】

新 た に 見 出 さ れ た ウ イ ル ス に 対 す る フ ェ レ ッ ト お よ び モ ル モ ッ ト の 特 異 的 抗 血 清 は 、 2匹
の 特 定 の 病 原 体 を 保 有 し な い フ ェ レ ッ ト お よ び 2匹 の モ ル モ ッ ト の 実 験 的 鼻 腔 内 感 染 に よ
り 作 製 し 、 別 々 の 加 圧 グ ロ ー ブ ボ ッ ク ス に 収 容 し た 。 2～ 3週 間 後 、 動 物 か ら 心 臓 穿 刺 に よ
り 採 血 し 、 そ れ ら の 血 清 を 参 照 血 清 と し て 用 い た 。 血 清 は 、 全 て の 先 に 記 載 さ れ て い る ウ
イ ル ス に つ い て 、 後 記 に 記 載 さ れ て い る よ う に し て 間 接 IFAに よ り 試 験 し た 。 特 異 的 抗 体
調 製 物 の 作 製 に は 、 他 の 動 物 種 も 適 し て お り 、 他 の 抗 原 調 製 物 も 使 用 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ５ ６ 】

VNア ッ セ イ は 、 ヒ ト お よ び 動 物 の 血 清 の 、 8倍 希 釈 か ら 出 発 す る 連 続 2倍 希 釈 物 を 用 い て 行
っ た 。 希 釈 し た 血 清 を 、 TCID50が 100の ウ イ ル ス と 共 に 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 96ウ
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ェ ル プ レ ー ト 内 で 増 殖 さ せ た tMK細 胞 を 接 種 し 、 そ の 後 、 プ レ ー ト を 840× gで 遠 心 分 離 し
た 。 上 記 で 記 載 し た の と 同 じ 培 地 を 使 用 し た 。 3日 後 お よ び 6日 後 に 培 地 を 交 換 し 、 8日 目
に IFAを 行 っ た （ 上 記 を 参 照 ） 。 VN力 価 は 、 IFAが 陰 性 で 細 胞 培 養 物 中 で CPEの 抑 制 が 起 こ
る 血 清 サ ン プ ル の 最 低 希 釈 度 と し て 定 義 し た 。
【 ０ １ ５ ７ 】

RNAは 、 感 染 細 胞 培 養 物 の 上 清 ま た は シ ョ 糖 勾 配 画 分 か ら 高 純 度 RNA単 離 キ ッ ト を 用 い て 製
造 元 （ Roche Diagnostics, Almere, The Netherlands） の 説 明 書 に 従 っ て 単 離 し た 。 RNA
は 、 当 該 分 野 で 公 知 の 他 の 手 順 に 従 っ て 単 離 す る こ と も で き る （ Current Protocols in M
olecular Biology） 。
【 ０ １ ５ ８ 】

ワ ン ス テ ッ プ RT-PCRを 、 50mM Tris.HCl(pH 8.5)、 50mM NaCl、 4mM MgCl 2 、 2mMジ チ オ ト レ
イ ト ー ル 、 200μ M 各 dNTP、 10単 位 の 組 換 え RNAsin（ Promega, Leiden, the Netherlands
） 、 10単 位 の AMV RT（ Promega, Leiden, The Netherlands） 、 5単 位 の Amplitaq Gold DNA
ポ リ メ ラ ー ゼ （ PE Biosystems, Nieuwerkerk aan de Ijssel, The Netherlands） お よ び 5
μ l RNAを 含 む 50μ lの 反 応 物 中 で 行 っ た 。 サ イ ク ル 条 件 は 、 42℃ で 45分 お よ び 95℃ で 7分
を 1回 、 95℃ で 1分 、 42℃ で 2分 、 お よ び 72℃ で 3分 を 40回 繰 り 返 し 、 72℃ で 10分 を 1回 と し
た 。
【 ０ １ ５ ９ 】
診 断 PCRで 用 い た プ ラ イ マ ー ：
核 タ ン パ ク 質 で は 、 N3（ 5'-GCACTCAAGAGATACCCTAG-3'） お よ び N4（ 5'-AGACTTTCTGCTTTGCT
GCCTG-3'） を 用 い て 151ヌ ク レ オ チ ド の 断 片 を 増 幅 し た 。 マ ト リ ッ ク ス タ ン パ ク 質 で は 、 M
3（ 5'-CCCTGACAATAACCACTCTG-3'） お よ び M4（ 5'-GCCAACTGATTTGGCTGAGCTC-3'） を 用 い て 2
52ヌ ク レ オ チ ド の 断 片 を 増 幅 し た 。 ポ リ メ ラ ー ゼ タ ン パ ク 質 で は 、 L6（ 5'-CATGCCCACTATA
AAAGGTCAG-3'） お よ び L7（ 5'-CACCCCAGTCTTTCTTGAAA-3'） を 用 い て 173ヌ ク レ オ チ ド の 断
片 を 増 幅 し た 。 他 の プ ラ イ マ ー は MPVの 配 列 に 基 づ い て 設 計 で き 、 特 定 の 目 的 に は 異 な る
緩 衝 液 お よ び ア ッ セ イ 条 件 が 使 用 で き る 。
【 ０ １ ６ ０ 】

配 列 解 析 は 、 Dyenamic ETタ ー ミ ネ ー タ ー シ ー ク エ ン シ ン グ キ ッ ト （ Amersham Pharmacia 
Biotech, Roosendaal, The Netherlands） お よ び ABI373自 動 DNAシ ー ケ ン サ ー （ PE Biosys
tem） を 用 い て 行 っ た 。 全 て の 技 法 は 、 製 造 元 の 説 明 書 に 従 っ て 行 っ た 。 PCR断 片 は 、 PCR
に お い て 使 用 し た の と 同 じ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て 直 接 配 列 決 定 す る か 、 あ る い は 、
断 片 を ゲ ル か ら Qiaquick Gel Extractionキ ッ ト （ Qiagen, Leusden, The Netherlands）
を 用 い て 精 製 し 、 pCR2.1ベ ク タ ー （ Invitrogen, Groningen, The Netherlands） に 製 造 元
の 説 明 書 に 従 っ て ク ロ ー ニ ン グ し 、 次 に M13特 異 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て 配 列 決 定
し た 。
【 ０ １ ６ １ 】

プ ラ イ マ ー TR1（ 5'-AAAGAATTCACGAGAAAAAAACGC-3'） は 、 公 表 さ れ て い る hRSVお よ び APVの
ト レ イ ラ ー お よ び リ ー ダ ー の 配 列 （ Randhawa（ 1997） に よ り 公 表 ） に 基 づ い て 設 計 し 、 プ
ラ イ マ ー N1（ 5'-CTGTGGTCTCTAGTCCCACTTC-3'） は 、 Nタ ン パ ク 質 に お い て 得 ら れ た 配 列 に
基 づ い て 設 計 し た 。 RT-PCRア ッ セ イ お よ び 配 列 決 定 は 上 記 に 記 載 さ れ て い る よ う に し て 行
っ た 。
【 ０ １ ６ ２ 】
RT-PCRに よ り 、 約 500塩 基 対 の 産 物 が 得 ら れ た 。 こ れ は 2種 の ORFの 情 報 を 含 む に し て は 短
く 、 こ れ ら の 配 列 を 翻 訳 し て も 、 ORFは 明 ら か に な ら な か っ た 。
【 ０ １ ６ ３ 】
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RNAの 単 離

RT-PCR

配 列 解 析

ゲ ノ ム の 3'末 端 （ NS1／ NS2が 欠 け て い る ） の 分 析 に 用 い た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド

ELISAに よ る ヒ ト 、 哺 乳 動 物 、 反 芻 動 物 ま た は 他 の 動 物 に お け る 抗 体 の 検 出



パ ラ ミ ク ソ ウ イ ル ス 科 に お い て 、 Nタ ン パ ク 質 は 最 も 豊 富 な タ ン パ ク 質 で あ り 、 こ の タ ン
パ ク 質 に 対 す る 免 疫 応 答 は 感 染 の 初 期 に 起 こ る 。 こ れ ら の 理 由 か ら 、 MPVに 対 す る 抗 体 を
検 出 す る た め の ELISAア ッ セ イ の 開 発 に は 、 Nタ ン パ ク 質 の 組 換 え 供 給 源 が 好 ま し く 使 用 さ
れ る 。 抗 体 検 出 に 適 す る 抗 原 と し て は 、 MPVウ イ ル ス に 暴 露 さ れ た 、 ま た は MPVウ イ ル ス に
感 染 し た 患 者 の MPV特 異 的 抗 体 の い ず れ か と 結 合 す る あ ら ゆ る MPVタ ン パ ク 質 が 含 ま れ る 。
本 発 明 の 好 ま し い 抗 原 と し て は 、 MPVに 暴 露 さ れ た 患 者 に お い て 主 に 免 疫 応 答 を 生 じ さ せ
る も の が 挙 げ ら れ 、 し た が っ て 、 そ れ ら は 典 型 的 に は 患 者 の 抗 体 に よ り 最 も 容 易 に 認 識 さ
れ る 。 特 に 好 ま し い 抗 原 と し て は 、 MPVの N、 Fお よ び Gタ ン パ ク 質 が 挙 げ ら れ る 。 免 疫 学 的
技 法 に お い て 使 用 さ れ る 抗 原 は 、 未 変 性 の 抗 原 と す る こ と が で き る か 、 あ る い は そ れ ら の
修 飾 バ ー ジ ョ ン と す る こ と が で き る 。 周 知 の 分 子 生 物 学 の 技 法 を 用 い て 、 MPV抗 原 の ア ミ
ノ 酸 配 列 を 改 変 し て 、 免 疫 学 的 技 法 に お い て 使 用 可 能 な そ の 抗 原 の 修 飾 バ ー ジ ョ ン を 産 生
す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ ４ 】
遺 伝 子 の ク ロ ー ニ ン グ 方 法 、 発 現 ベ ク タ ー へ の 、 ま た は 発 現 ベ ク タ ー か ら の 遺 伝 子 の 操 作
方 法 、 お よ び 異 種 宿 主 に お け る 遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 の 発 現 方 法 は 周 知 で
あ り 、 そ れ ら の 技 法 を 用 い て 、 診 断 ア ッ セ イ に 使 用 す る た め の 組 換 え 抗 原 を 産 生 す る た め
の 発 現 ベ ク タ ー 、 宿 主 細 胞 、 お よ び 宿 主 内 で の 抗 原 を コ ー ド す る ク ロ ー ン 化 遺 伝 子 の 発 現
を 提 供 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 Molecular cloning, A laboratory manual and Curre
nt Protocols in Molecular Biologyを 参 照 さ れ た い 。 MPV抗 原 の 産 生 に は 種 々 の 発 現 系 が
使 用 可 能 で あ る 。 例 え ば 、 大 腸 菌 、 枯 草 菌 、 酵 母 、 昆 虫 細 胞 お よ び 哺 乳 動 物 細 胞 に お い て
タ ン パ ク 質 を 産 生 さ せ る の に 適 す る 種 々 の 発 現 ベ ク タ ー が 記 載 さ れ て お り 、 そ の い ず れ も
が 、 暴 露 さ れ た 患 者 に お い て 抗 MPV抗 体 を 検 出 す る の に 適 す る MPV抗 原 の 産 生 に 使 用 可 能 で
あ る 。
【 ０ １ ６ ５ 】
バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 発 現 系 に は 、 必 要 な タ ン パ ク 質 の プ ロ セ シ ン グ を 提 供 す る と い う 利 点 が
あ り 、 そ の た め に 好 ま し い 。 こ の 系 は 、 MPV抗 原 の 発 現 を 指 令 す る の に ポ リ ヘ ド リ ン プ ロ
モ ー タ ー を 利 用 す る （ Matsuuraら , 1987, J. Gen. Virol. 68:1233-1250） 。
【 ０ １ ６ ６ 】
組 換 え バ キ ュ ロ ウ イ ル ス に よ り 産 生 さ れ る 抗 原 は 、 患 者 に お い て 抗 MPV抗 体 を 検 出 す る た
め の 種 々 の 免 疫 学 的 ア ッ セ イ に 使 用 で き る 。 組 換 え 抗 原 が 、 実 際 に ウ イ ル ス 特 異 的 抗 体 を
検 出 す る た め の 免 疫 学 的 ア ッ セ イ に お い て 天 然 ウ イ ル ス の 代 わ り に 使 用 で き る こ と は 、 十
分 に 確 立 さ れ て い る 。 こ の ア ッ セ イ と し て は 、 直 接 お よ び 間 接 ア ッ セ イ 、 サ ン ド イ ッ チ ア
ッ セ イ 、 固 相 ア ッ セ イ （ 特 に プ レ ー ト も し く は ビ ー ズ を 使 用 す る も の な ど ） 、 な ら び に 液
相 ア ッ セ イ が 挙 げ ら れ る 。 好 適 な ア ッ セ イ と し て は 、 一 次 お よ び 二 次 抗 体 を 使 用 す る も の
、 な ら び に プ ロ テ イ ン Aな ど の 抗 体 結 合 試 薬 を 使 用 す る も の が 挙 げ ら れ る 。 更 に 、 本 発 明
で は 種 々 の 検 出 方 法 が 使 用 可 能 で あ り 、 比 色 、 蛍 光 、 リ ン 光 、 化 学 発 光 、 発 光 お よ び 放 射
性 の 方 法 が 挙 げ ら れ る 。
【 実 施 例 】
【 ０ １ ６ ７ 】

抗 原 と し て 組 換 え Nタ ン パ ク 質 （ 昆 虫 （ Sf9） 細 胞 内 で 組 換 え バ キ ュ ロ ウ イ ル ス を 用 い て 産
生 し た も の ） を 使 用 す る 間 接 IgG EIAが 実 施 で き る 。 抗 原 調 製 物 と し て 、 Sf9細 胞 を 組 換 え
バ キ ュ ロ ウ イ ル ス に 感 染 さ せ 、 感 染 後 3～ 7日 目 に 収 集 す る 。 細 胞 懸 濁 液 を PBS（ pH 7.2）
で 2回 洗 浄 し 、 細 胞 密 度 を 5.0× 10 6 細 胞 ／ mlに 調 整 し 、 3回 凍 結 融 解 す る 。 大 き な 細 胞 デ ブ
リ を 低 速 遠 心 分 離 （ 500× gで 15分 間 ） に よ り ペ レ ッ ト 化 し 、 上 清 を 集 め 、 使 用 す る ま で －
70℃ で 保 存 す る 。 陰 性 対 照 抗 原 と し て 、 未 感 染 細 胞 を 同 様 に 処 理 す る 。
【 ０ １ ６ ８ 】
100μ lの 凍 結 融 解 溶 解 物 を 1： 50～ 1： 1000の 範 囲 の 希 釈 度 で 用 い て 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ
レ ー ト を コ ー テ ィ ン グ す る 。 未 感 染 細 胞 の 溶 解 物 を 2連 ず つ ウ ェ ル に 入 れ 、 陰 性 対 照 と し
て 使 う 。 一 夜 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 プ レ ー ト を PBS／ 0.05% Tweenで 2回 洗 浄 す る 。 試 験
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実 施 例 1： 組 換 え Nタ ン パ ク 質 を 用 い る 間 接 抗 MPV IgG EIA



血 清 を ELISA緩 衝 液 （ 2%正 常 ヤ ギ 血 清 お よ び 0.5% ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン な ら び に 0.1%ミ ル ク
を 補 充 し た PBS） で 1： 50～ 1： 200に 希 釈 し 、 続 い て ウ ェ ル を 37℃ で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト
す る 。
【 ０ １ ６ ９ 】
プ レ ー ト を PBS／ 0.05% Tweenで 2回 洗 浄 す る 。 西 洋 ワ サ ビ ・ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 標 識 ヤ ギ 抗
ヒ ト （ ま た は 他 の 種 に 対 す る も の ） IgGを ELISA緩 衝 液 で 1： 3000～ 1： 5000に 希 釈 し 、 ウ ェ
ル に 加 え 、 37℃ で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 次 に 、 プ レ ー ト を PBS／ 0.05% Tweenで 2回 、
水 道 水 で 1回 洗 浄 し 、 Sigmaか ら 入 手 し た よ う な 酵 素 基 質 TMB（ 3,3',5,5'テ ト ラ メ チ ル ベ ン
ジ ジ ン ） と 共 に 室 温 で 15分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 反 応 を 100μ lの 2Mリ ン 酸 に よ り 停 止 す る
。 比 色 読 取 は 、 自 動 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト 読 取 装 置 を 用 い て 450nmで 測 定 す る 。
【 ０ １ ７ ０ 】

抗 原 と し て 組 換 え 核 タ ン パ ク 質 ま た は 任 意 の 他 の 組 換 え タ ン パ ク 質 を 使 用 す る 捕 捉 IgM EI
Aは 、 先 に Erdmanら （ 1990） に よ り J. Clin. Microb. 29:1466-1471に 記 載 さ れ て い る ア ッ
セ イ に 変 更 を 加 え る こ と に よ り 実 施 で き る 。
【 ０ １ ７ １ 】
ア フ ィ ニ テ ィ 精 製 抗 ヒ ト IgM捕 捉 抗 体 （ ま た は 他 の 種 に 対 す る も の ） （ 例 え ば Dakoか ら 入
手 し た も の ） を 、 ミ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の ウ ェ ル に 、 0.1M炭 酸 緩 衝 液 （ pH 9.6） 中 で 25
0ng／ ウ ェ ル の 濃 度 で 添 加 す る 。 室 温 で 一 夜 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 プ レ ー ト を PBS／ 0.05
% Tweenで 2回 洗 浄 す る 。 ELISA緩 衝 液 で 1： 200～ 1： 1000に 希 釈 し た 100μ lの 試 験 血 清 を 、
3連 ず つ ウ ェ ル に 添 加 し 、 37℃ で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 次 に 、 プ レ ー ト を PBS／ 0.05%
 Tweenで 2回 洗 浄 す る 。
【 ０ １ ７ ２ 】
凍 結 融 解 し た （ 組 換 え ウ イ ル ス に 感 染 さ せ た ） Sf21細 胞 溶 解 物 を 、 ELISA緩 衝 液 で 1： 100
～ 1： 500に 希 釈 し 、 ウ ェ ル に 添 加 し 、 37℃ で 2時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 未 感 染 細 胞 溶 解
物 は 陰 性 対 照 と し て 使 用 し 、 2連 ず つ ウ ェ ル に 入 れ る 。 次 に 、 プ レ ー ト を PBS／ 0.05% Twee
nで 3回 洗 浄 し 、 ELISA緩 衝 液 で 最 適 希 釈 度 に し た 100μ lの MPVに 対 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体
と 共 に 37℃ で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 PBS／ 0.05% Tweenで 2回 洗 浄 し た 後 、 プ レ ー ト を
西 洋 ワ サ ビ ・ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 標 識 二 次 抗 体 （ 例 え ば ウ サ ギ 抗 フ ェ レ ッ ト ） と 共 に イ ン キ
ュ ベ ー ト し 、 プ レ ー ト を 37℃ で 20分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。
【 ０ １ ７ ３ 】
次 に 、 プ レ ー ト を PBS／ 0.05% Tweenで 5回 洗 浄 し 、 酵 素 基 質 TMB（ 3,3',5,5'テ ト ラ メ チ ル
ベ ン ジ ジ ン ） （ 例 え ば 「 Sigma」 か ら 入 手 し た も の ） と 共 に 室 温 で 15分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト
し 、 反 応 を 100μ lの 2Mリ ン 酸 で 停 止 さ せ る 。 比 色 読 取 は 、 自 動 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト
読 取 装 置 を 用 い て 450nmで 測 定 す る 。
【 ０ １ ７ ４ 】
組 換 え 核 タ ン パ ク 質 （ ま た は 他 の 組 換 え タ ン パ ク 質 ） お よ び MPVウ イ ル ス 全 体 を 用 い る 捕
捉 IgM EIAの 感 度 を 、 臨 床 的 MPVウ イ ル ス 感 染 に 罹 患 し て い る 患 者 か ら の 急 性 期 お よ び 回 復
期 の 血 清 対 を 用 い て 比 較 す る 。 組 換 え 核 タ ン パ ク 質 捕 捉 EIAの 特 異 性 は 、 健 常 な ヒ ト お よ
び 他 の パ ラ ミ ク ソ ウ イ ル ス 感 染 に 罹 患 し て い る ヒ ト か ら の 血 清 被 験 体 を 試 験 す る こ と に よ
り 決 定 す る 。
【 ０ １ ７ ５ 】

糖 タ ン パ ク 質 Gお よ び Fは 、 MPVビ リ オ ン の 2種 の 膜 貫 通 エ ン ベ ロ ー プ 糖 タ ン パ ク 質 で あ り 、
主 要 な 中 和 お よ び 保 護 抗 原 を 表 す 。 こ れ ら の 糖 タ ン パ ク 質 を ベ ク タ ー ウ イ ル ス 系 （ 例 え ば
バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 系 ） で 発 現 さ せ る と 、 MPV特 異 的 抗 体 を 検 出 す る た め の ア ッ セ イ で 使 用
す る 組 換 え 抗 原 の 供 給 源 が 得 ら れ る 。 更 に 、 そ れ ら を 例 え ば 核 タ ン パ ク 質 と 組 み 合 せ て 使
用 す る と 、 MPVに 対 す る 抗 体 の 検 出 に お け る 酵 素 免 疫 ア ッ セ イ の 感 度 が さ ら に 増 大 す る 。
【 ０ １ ７ ６ 】
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実 施 例 2： 組 換 え 核 タ ン パ ク 質 を 用 い る 捕 捉 抗 MPV IgM EIA

バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 発 現 に よ り 産 生 さ れ た 組 換 え MPV融 合 タ ン パ ク 質 お よ び 糖 タ ン パ ク 質 の
タ ン パ ク 質 を 用 い る こ と に 関 す る EIAの 可 能 性



種 々 の 他 の 免 疫 学 的 ア ッ セ イ （ Current Protocols in Immunology） は 、 本 明 細 書 で 記 載
さ れ て い る も の の 代 替 の 方 法 と し て 使 用 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ７ ７ 】
ウ イ ル ス 単 離 体 を 見 出 す た め に は 、 好 ま し く は （ 限 定 す る も の で は な い が ） ヒ ト 、 肉 食 動
物 （ イ ヌ 、 ネ コ 、 ア ザ ラ シ な ど ） 、 ウ マ 、 反 芻 動 物 （ ウ シ 、 ヒ ツ ジ 、 ヤ ギ な ど ） 、 ブ タ 、
ウ サ ギ 、 ト リ （ 家 禽 、 ダ チ ョ ウ な ど ） か ら の 鼻 咽 頭 吸 引 物 、 咽 喉 お よ び 鼻 の ス ワ ブ 、 気 管
支 肺 胞 洗 浄 液 を 調 べ れ ば よ い 。 ト リ か ら は 、 排 泄 腔 お よ び 腸 管 の ス ワ ブ な ら び に 糞 も 調 べ
る こ と が で き る 。 全 て の サ ン プ ル に つ い て 、 ウ イ ル ス を 検 出 す る た め に 、 血 清 学 （ 抗 体 お
よ び 抗 原 の 検 出 な ど ） 、 ウ イ ル ス 単 離 お よ び 核 酸 検 出 技 法 を 行 う こ と が で き る 。
【 ０ １ ７ ８ 】
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 マ ウ ス （ ま た は 他 の 動 物 ） を 精 製 し た MPVま た は そ の 部 分 （ タ ン
パ ク 質 、 ペ プ チ ド ） で 免 疫 し 、 次 に 確 立 さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 （ Current Protocols 
in Immunology） を 用 い る こ と に よ り 作 製 で き る 。 あ る い は ま た 、 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ
技 術 も こ の 目 的 に 使 用 で き る （ Current Protocols in Immunology） 。 同 様 に 、 ポ リ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 は 、 感 染 し て い る ヒ ト も し く は 動 物 、 ま た は 免 疫 し た ヒ ト も し く は 動 物 か ら 得
る こ と が で き る （ Current Protocols in Immunology） 。
【 ０ １ ７ ９ 】
NS1タ ン パ ク 質 お よ び NS2タ ン パ ク 質 の 存 在 又 は 不 在 の 検 出 は 、 種 々 の 抗 体 調 製 物 を 用 い る
ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 、 IFA、 免 疫 沈 降 技 法 を 用 い て 行 う こ と が で き る 。 ウ イ ル ス 単
離 体 に お け る NS1遺 伝 子 お よ び NS2遺 伝 子 ま た は そ れ ら の 相 同 体 の 存 在 ま た は 不 在 の 検 出 は
、 既 知 の NS1お よ び ／ ま た は NS2遺 伝 子 に 基 づ い て 設 計 さ れ た プ ラ イ マ ー セ ッ ト を 使 用 す る
PCRな ら び に 種 々 の 核 酸 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 技 法 を 用 い て 行 う こ と が で き る 。
【 ０ １ ８ ０ 】
NS1遺 伝 子 お よ び NS2遺 伝 子 が ウ イ ル ス ゲ ノ ム の 3'末 端 に 存 在 す る か 否 か を 判 定 す る た め に
、 ゲ ノ ム の こ の 3'末 端 に 特 異 的 な プ ラ イ マ ー を 用 い て PCRを 行 う こ と が で き る 。 本 発 明 者
ら の 場 合 、 本 発 明 者 ら は ウ イ ル ス ゲ ノ ム の 3'非 翻 訳 領 域 に 特 異 的 な プ ラ イ マ ー お よ び Nの O
RF内 の プ ラ イ マ ー を 使 用 し た 。 同 じ 目 的 の た め に 、 他 の プ ラ イ マ ー を 設 計 し て も よ い 。 NS
1／ NS2遺 伝 子 の 不 在 は 、 PCR産 物 の 長 さ お よ び ／ ま た は ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら 明 ら か に な
る 。 NS1お よ び ／ ま た は NS2遺 伝 子 に 特 異 的 な プ ラ イ マ ー は 、 ウ イ ル ス ゲ ノ ム の 3'末 端 の 他
の 部 分 （ 例 え ば 非 翻 訳 領 域 ま た は N、 Mも し く は Fの ORF） に 特 異 的 な プ ラ イ マ ー と 組 み 合 せ
て 使 用 し て 、 NS1ま た は NS2遺 伝 子 の 存 在 の 陽 性 の 同 定 を 可 能 に す る こ と が で き る 。 PCRだ
け で な く 、 分 子 ク ロ ー ニ ン グ 、 核 酸 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン な ど の 種 々 の 技 法 が 同 じ 目 的
に 使 用 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ８ １ 】

2つ の 可 能 性 の あ る 遺 伝 的 ク ラ ス タ ー が 、 9種 の ウ イ ル ス 単 離 体 の N、 M、 Fお よ び Lの ORFの
部 分 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 分 析 に よ っ て 同 定 さ れ る 。 1つ の ク ラ ス タ ー 内 で は 90～ 100%の ヌ
ク レ オ チ ド 同 一 性 が 見 ら れ 、 ク ラ ス タ ー 間 で は 81～ 88%の 同 一 性 が 見 ら れ た 。 更 な る ウ イ
ル ス 単 離 体 に つ い て 得 ら れ た 配 列 情 報 か ら 、 2つ の 遺 伝 子 型 の 存 在 が 確 認 さ れ た 。 ク ラ ス
タ ー Aの プ ロ ト タ イ プ と し て の ウ イ ル ス 単 離 体 ned/00/01、 お よ び ク ラ ス タ ー Bの プ ロ ト タ
イ プ と し て の ウ イ ル ス 単 離 体 ned/99/01を 交 差 中 和 ア ッ セ イ で 使 用 し て 、 遺 伝 子 型 が 異 な
る 血 清 型 ま た は 亜 群 に 関 連 す る か 否 か を 試 験 し た 。
【 ０ １ ８ ２ 】

ポ リ メ ラ ー ゼ 遺 伝 子 内 に 位 置 す る プ ラ イ マ ー を 使 用 す る RT-PCRア ッ セ イ を 用 い て 、 本 発 明
者 ら は 鼻 咽 頭 吸 引 サ ン プ ル か ら 30種 の 更 な る ウ イ ル ス 単 離 体 を 同 定 し た 。 こ れ ら の 新 た な
単 離 体 の マ ト リ ッ ク ス 遺 伝 子 お よ び ポ リ メ ラ ー ゼ 遺 伝 子 の 部 分 な ら び に 先 の ９ 種 の 単 離 体
の も の の 配 列 情 報 を 用 い て 、 系 統 樹 を 構 築 し た （ 図 16） 。 こ れ ら の 系 統 樹 の 分 析 か ら 、 2
種 の 遺 伝 的 ク ラ ス タ ー の 存 在 が 確 認 さ れ た 。 す な わ ち 、 A群 の プ ロ ト タ イ プ ウ イ ル ス と し
て の ウ イ ル ス 単 離 体 ned/00/00-1お よ び B群 の プ ロ ト タ イ プ ウ イ ル ス と し て の ウ イ ル ス 単 離
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体 ned/99/01で あ る 。 1つ の 群 の 中 で の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 同 一 性 は 92%を 上 回 り 、 一 方 、 ク
ラ ス タ ー 間 で は 同 一 性 は 81～ 85%で あ っ た 。
【 ０ １ ８ ３ 】
ウ イ ル ス 単 離 体 ned/00/01お よ び ned/99/01を 用 い て フ ェ レ ッ ト に 接 種 し て 、 ウ イ ル ス 特 異
的 抗 血 清 を 生 起 さ せ た 。 こ れ ら の 抗 血 清 は 、 両 者 の ウ イ ル ス を 用 い る ウ イ ル ス 中 和 ア ッ セ
イ に 用 い た 。
【 ０ １ ８ ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ８ ５ 】
更 に 、 6匹 の モ ル モ ッ ト に ウ イ ル ス （ ned/00/01と ned/99/01） の い ず れ か 一 方 を 接 種 し た
。 鼻 咽 頭 吸 引 サ ン プ ル に つ い て RT-PCRア ッ セ イ を 行 っ た と こ ろ 、 感 染 後 2日 目 か ら 10日 目
ま で ウ イ ル ス の 複 製 を 示 し た 。 感 染 後 70日 目 に 、 モ ル モ ッ ト を 同 種 ま た は 異 種 の ウ イ ル ス
で チ ャ レ ン ジ し た と こ ろ 、 全 4種 の 場 合 に つ い て 、 ウ イ ル ス 複 製 が 認 め ら れ た 。
【 ０ １ ８ ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ８ ７ 】
１ 回 目 の チ ャ レ ン ジ 後 の 抗 血 清 を 用 い た ウ イ ル ス 中 和 ア ッ セ イ で は 、 フ ェ レ ッ ト を 用 い て
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行 っ た VNア ッ セ イ と 本 質 的 に 同 じ 結 果 が 示 さ れ た （ VN力 価 の 差 は 16倍 を 上 回 る ） 。
【 ０ １ ８ ８ 】
こ の 実 施 例 で 示 さ れ る 結 果 か ら 、 2つ の 遺 伝 子 型 の 存 在 が 確 認 さ れ る 。 そ れ ら は MPVの 2つ
の 血 清 型 に 対 応 し 、 異 種 お よ び 同 種 の ウ イ ル ス に よ る 繰 り 返 し 感 染 の 可 能 性 を 示 し て い る
。
【 ０ １ ８ ９ 】

こ の 実 施 例 で は 、 MPVの オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム （ ORF） の 配 列 お よ び 遺 伝 子 間 配 列
、 な ら び に ゲ ノ ム 末 端 の 部 分 配 列 の 更 な る 分 析 を 記 載 す る 。
【 ０ １ ９ ０ 】
MPVの 核 タ ン パ ク 質 （ N） 、 リ ン 酸 化 タ ン パ ク 質 （ P） 、 マ ト リ ッ ク ス タ ン パ ク 質 （ M） お よ
び 融 合 タ ン パ ク 質 （ F） の 遺 伝 子 の 配 列 解 析 か ら 、 APV血 清 型 C（ ア メ リ カ 合 衆 国 で 主 に 鳥
類 に お い て 見 ら れ る ト リ ・ ニ ュ ー モ ウ イ ル ス ） と 最 も 高 い 程 度 の 配 列 相 同 性 が あ る こ と が
明 ら か に な っ た 。 ま た 、 こ れ ら の 分 析 か ら 、 ウ イ ル ス ゲ ノ ム の 3'末 端 に お い て 非 構 造 タ ン
パ ク 質 NS1お よ び NS2が 存 在 せ ず 、 マ ト リ ッ ク ス タ ン パ ク 質 の す ぐ 隣 に 融 合 タ ン パ ク 質 が 位
置 す る こ と も 明 ら か に な っ た 。 こ こ で 、 本 発 明 者 ら は 、 22K（ M2） タ ン パ ク 質 、 小 さ な 疎
水 性 （ SH） タ ン パ ク 質 、 接 着 （ G） タ ン パ ク 質 お よ び ポ リ メ ラ ー ゼ （ L） タ ン パ ク 質 の 遺 伝
子 、 遺 伝 子 間 領 域 な ら び に ト レ イ ラ ー 配 列 の 配 列 を 示 す 。 こ こ で 示 す 配 列 を 、 先 に 記 載 さ
れ て い る 配 列 と 組 み 合 せ れ ば 、 ゲ ノ ム 末 端 の 先 端 の 12～ 15ヌ ク レ オ チ ド を 除 く MPVの ゲ ノ
ム 配 列 が 完 全 な も の に な り 、 MPVの ゲ ノ ム 構 成 が 確 立 さ れ る 。 MPVゲ ノ ム の 配 列 を APV亜 型 A
、 Bお よ び C、 RSV亜 型 Aお よ び B、 PMVな ら び に 他 の パ ラ ミ ク ソ ウ イ ル ス の 配 列 と 並 べ て 比 較
す れ ば 、 MPVが メ タ ニ ュ ー モ ウ イ ル ス 属 に 分 類 さ れ る こ と の 強 力 な 証 拠 が 得 ら れ る 。
【 ０ １ ９ １ 】

MPV単 離 体 00-1（ van den Hoogenら , 2001） を 、 三 次 サ ル 腎 （ tMK） 細 胞 内 で 増 殖 さ せ 、 接
種 後 3週 間 目 に 上 清 か ら 単 離 さ れ た RNAを RT-PCR分 析 の 鋳 型 と し て 用 い た 。 プ ラ イ マ ー は 、
MPV00-1に つ い て 入 手 で き る 部 分 配 列 情 報 （ van den Hoogenら , 2001） な ら び に APVお よ び
RSVの リ ー ダ ー 配 列 お よ び ト レ イ ラ ー 配 列 （ Randhawaら , 1997； Minkら , 1991） に 基 づ い
て 設 計 し た 。 初 め に 、 先 に 得 ら れ た 産 物 の 間 の 断 片 （ 長 さ が 500bp～ 4Kbの 範 囲 の 大 き さ ）
を RT-PCR増 幅 に よ り 作 製 し 、 直 接 配 列 決 定 し た 。 次 に 、 MPVゲ ノ ム 全 体 に 該 当 す る 一 連 の
重 複 す る RT-PCR断 片 （ 500～ 800bpの 範 囲 の 大 き さ ） を 作 製 す る こ と に よ り 、 ゲ ノ ム 配 列 を
確 認 し た 。 全 て の PCR断 片 に つ い て 、 両 方 の 鎖 を 直 接 配 列 決 定 し て 、 増 幅 お よ び 配 列 決 定
の 誤 差 を 最 小 限 に し た 。 こ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 お よ び ア ミ ノ 酸 配 列 を 用 い て 、 Genbankデ
ー タ ベ ー ス の 配 列 と の 相 同 性 を BLASTソ フ ト ウ ェ ア （ www.ncbi.nih.gov.blast） を 用 い て
検 索 し た 。 タ ン パ ク 質 の 名 称 は 、 既 知 の ウ イ ル ス 遺 伝 子 と の 相 同 性 な ら び に そ れ ら の ゲ ノ
ム 内 で の 位 置 に 基 づ き 、 オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム （ ORF） に 対 し て 割 り 当 て た 。 こ
の 情 報 に 基 づ い て 、 MPVの ゲ ノ ム 地 図 を 構 築 し た （ 図 7） 。 MPVの ゲ ノ ム の 長 さ は 13378ヌ ク
レ オ チ ド で あ り 、 そ の 構 成 は APVの ゲ ノ ム 構 成 と 類 似 す る 。 以 下 に 、 本 発 明 者 ら は MPVの OR
Fお よ び 非 コ ー ド 配 列 と 他 の パ ラ ミ ク ソ ウ イ ル ス の も の と の 間 の 比 較 を 示 し 、 重 要 な 類 似
点 と 差 異 点 に つ い て 述 べ る 。
【 ０ １ ９ ２ 】

示 す よ う に 、 MPVの ゲ ノ ム 地 図 の 最 初 の 遺 伝 子 は 、 394ア ミ ノ 酸 （ aa） の タ ン パ ク 質 を コ ー
ド す る も の で あ り 、 他 の ニ ュ ー モ ウ イ ル ス の Nタ ン パ ク 質 と 広 い 相 同 性 を 示 す 。 Nの ORFの
長 さ は 、 APV-Cの Nの ORFの 長 さ と 同 じ で あ り （ 表 5） 、 他 の パ ラ ミ ク ソ ウ イ ル ス の も の （ Ba
rrら , 1991） よ り も 短 い 。 ア ミ ノ 酸 配 列 の 分 析 か ら 、 APV-Cと 最 も 高 い 相 同 性 （ 88%） を 示
し 、 他 の パ ラ ミ ク ソ ウ イ ル ス と は 7～ 11%し か 示 さ な い こ と が 明 ら か に な っ た （ 表 6） 。
【 ０ １ ９ ３ 】
Barrら （ 1991） は 、 他 の モ ノ ネ ガ ウ イ ル ス 目 に 属 す る ウ イ ル ス A、 Bお よ び Cの 間 で 類 似 す

10

20

30

40

50

(40) JP 2004-531220 A 2004.10.14

実 施 例 4： 更 な る 配 列 決 定

結 果
配 列 ス ト ラ テ ジ ー

核 タ ン パ ク 質 （ N） 遺 伝 子



る 3つ の 領 域 を 同 定 し た （ 図 8） 。 こ れ ら の 領 域 は 、 類 似 性 は ウ イ ル ス 科 内 で は 最 も 高 い が
、 ウ イ ル ス 科 間 で は 高 度 に 保 存 さ れ て い る 。 3つ の 領 域 全 て に お い て 、 MPVは 、 APV-Cと 97%
、 APV-Bと 89%、 APV-Aと 92%、 な ら び に RSVお よ び PVMと 66～ 73%の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 が あ
る こ と が 判 明 し た 。 ア ミ ノ 酸 残 基 160～ 340の 間 の 領 域 は 、 メ タ ニ ュ ー モ ウ イ ル ス 間 で 高 度
に 保 存 さ れ て お り 、 ニ ュ ー モ ウ イ ル ス 亜 科 で は そ れ よ り 多 少 低 い と 思 わ れ る （ Miyaharaら
, 1992； Liら , 1996； Barrら , 1991） 。 こ れ は 、 MPVが メ タ ニ ュ ー モ ウ イ ル ス で あ り 、 APV
-Cと 100%の 類 似 性 を 示 す こ と と 一 致 す る 。
【 ０ １ ９ ４ 】

ゲ ノ ム 地 図 の 第 2の ORFは 、 294ア ミ ノ 酸 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る も の で あ り 、 こ の タ ン
パ ク 質 は APV-Cの Pタ ン パ ク 質 と 68%の ア ミ ノ 酸 配 列 相 同 性 を 共 有 す る が 、 RSVの Pタ ン パ ク
質 と は 22～ 26%し か な い （ 表 6） 。 MPVの P遺 伝 子 は 1つ の 実 質 的 な ORFを 含 ん で お り 、 そ れ に
関 し て は 多 く の 他 の パ ラ ミ ク ソ ウ イ ル ス 由 来 の Pと 類 似 す る （ Lambお よ び Kolakofsky, 199
6； Sedlmeierら , 1998に 概 説 さ れ て い る ） 。
【 ０ １ ９ ５ 】
APVの Aお よ び Bな ら び に PVMと は 異 な り 、 RSVお よ び APV-Cと は 同 様 に 、 MPVの Pの ORFは シ ス
テ イ ン 残 基 が 欠 け て い る 。 Ling（ 1995） は 、 全 て の ニ ュ ー モ ウ イ ル ス 間 で 高 い 類 似 性 が あ
る 領 域 （ ア ミ ノ 酸 185～ 241） が RNA合 成 プ ロ セ ス ま た は ヌ ク レ オ カ プ シ ド 複 合 体 の 構 造 の
完 全 性 の 維 持 に お い て あ る 役 割 を 担 っ て い る こ と を 示 唆 し て い た 。 こ の 高 い 類 似 性 の あ る
領 域 は MPVに お い て も 、 特 に 保 存 的 置 換 を 考 慮 に 入 れ た 場 合 に 見 ら れ て お り （ 図 9） 、 APV-
Cと 100%、 APV-Aお よ び Bと 93%、 な ら び に RSVと 約 81%の 類 似 性 を 示 す 。 MPVの Pタ ン パ ク 質 の
C末 端 は グ ル タ ミ ン 酸 残 基 に 富 み 、 こ れ は APVに つ い て も 記 載 さ れ て い る （ Lingら , 1995）
。
【 ０ １ ９ ６ 】

MPVゲ ノ ム の 第 3の ORFは 254ア ミ ノ 酸 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る も の で あ り 、 こ れ は 他 の ニ
ュ ー モ ウ イ ル ス の Mの ORFと 類 似 し て い る 。 MPVの Mの ORFの 大 き さ は 他 の メ タ ニ ュ ー モ ウ イ
ル ス の Mの ORFと 全 く 同 じ で あ り （ 表 5） 、 APVの マ ト リ ッ ク ス タ ン パ ク 質 と 高 い ア ミ ノ 酸 配
列 相 同 性 （ 78～ 87%） を 示 し 、 RSVお よ び PVMの も の と は そ れ よ り 低 い 相 同 性 （ 37～ 38%） を
示 し 、 お よ び 他 の パ ラ ミ ク ソ ウ イ ル ス の も の と は 10%以 下 の 相 同 性 を 示 す （ 表 6） 。
【 ０ １ ９ ７ 】
Easton（ 1997） は 、 全 て の ニ ュ ー モ ウ イ ル ス の マ ト リ ッ ク ス タ ン パ ク 質 の 配 列 を 比 較 し 、
残 基 14～ 19に お い て 保 存 さ れ た ヘ プ タ ペ プ チ ド を 見 出 し た 。 こ の ヘ プ タ ペ プ チ ド は MPVに
お い て も 保 存 さ れ て い る （ 図 10） 。 RSV、 PVMお よ び APVで は 、 Mの 主 要 な ORFの 内 部 に 、 ま
た は そ れ と 重 複 し て 、 小 さ な 第 2の ORFが 同 定 さ れ て い る （ bRSVで は 52ア ミ ノ 酸 お よ び 51ア
ミ ノ 酸 、 RSVで は 75ア ミ ノ 酸 、 PVMで は 46ア ミ ノ 酸 、 お よ び APVで は 51ア ミ ノ 酸 ） （ Yuら , 1
992； Eastonら , 1997； Samalら , 1991； Satakeら , 1984） 。 本 発 明 者 ら は 、 MPVの Mの ORF
内 に あ る 2つ の 小 さ な ORFに 注 目 し た 。 一 方 の 小 さ な ORF（ 54の ア ミ ノ 酸 残 基 ） は 、 主 要 な M
の ORF内 部 に 見 ら れ （ 断 片 1、 図 7） 、 ヌ ク レ オ チ ド 2281か ら 始 ま っ て お り 、 も う 一 方 の 小
さ な ORF（ 33の ア ミ ノ 酸 残 基 ） は Mの 主 要 な ORFと 重 複 し て 見 ら れ 、 ヌ ク レ オ チ ド 2893か ら
始 ま っ て い た （ 断 片 2、 図 7） 。 RSVお よ び APVの 第 2の ORFと 同 様 に 、 こ れ ら の 第 2の ORFと 他
の ニ ュ ー モ ウ イ ル ス の 第 2の ORFと の 間 に 有 意 な 相 同 性 は な く 、 開 始 シ グ ナ ル ま た は 停 止 シ
グ ナ ル が 欠 け て い る と 思 わ れ る 。 更 に 、 APVお よ び RSVの こ れ ら の 第 2の ORFに 相 当 す る タ ン
パ ク 質 の 合 成 に つ い て の 証 拠 は 報 告 さ れ て い な い 。
【 ０ １ ９ ８ 】

MPVの Fの ORFは Mの ORFに 隣 接 し て 位 置 し て お り 、 こ れ は メ タ ニ ュ ー モ ウ イ ル ス 属 の メ ン バ
ー の 特 徴 で あ る 。 MPVの F遺 伝 子 は 539ア ミ ノ 酸 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド し 、 こ れ は APV-Cの F
よ り も ア ミ ノ 酸 残 基 2個 ぶ ん だ け 長 い （ 表 ５ ） 。 ア ミ ノ 酸 配 列 の 分 析 か ら 、 APV-Cと 81%、 A
PV-Aお よ び Bと 67%、 ニ ュ ー モ ウ イ ル ス の Fタ ン パ ク 質 と 33～ 39%、 お よ び 他 の パ ラ ミ ク ソ ウ
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イ ル ス と は 僅 か 10～ 18%の 相 同 性 が あ る こ と が 明 ら か に な っ た （ 表 6） 。 パ ラ ミ ク ソ ウ イ ル
ス の Fタ ン パ ク 質 間 で 保 存 さ れ て い て 、 MPVで も 見 ら れ る 特 徴 の 1つ は 、 シ ス テ イ ン 残 基 の
分 布 で あ る （ Morrison, 1988； Yuら , 1991） 。 メ タ ニ ュ ー モ ウ イ ル ス は 、 F1に お い て 12個
の シ ス テ イ ン 残 基 （ 7個 は 全 て の パ ラ ミ ク ソ ウ イ ル ス 間 で 保 存 さ れ て い る ） 、 お よ び F2に
お い て 2個 の シ ス テ イ ン 残 基 （ 1個 は す べ て の パ ラ ミ ク ソ ウ イ ル ス 間 で 保 存 さ れ て い る ） を
共 有 し て い る 。 MPVの Fの ORF内 に 存 在 す る 3つ の 可 能 性 の あ る N結 合 グ リ コ シ ル 化 部 位 の う
ち 、 RSVと 共 有 す る も の は な く 、 2つ （ 74位 お よ び 389位 ） が APVと 共 有 す る 。 MPVの 第 3の ユ
ニ ー ク な 可 能 性 の あ る N結 合 グ リ コ シ ル 化 部 位 は 206位 に 位 置 し て い る （ 図 11） 。
【 ０ １ ９ ９ 】
他 の パ ラ ミ ク ソ ウ イ ル ス と は 配 列 相 同 性 が 低 い に も か か わ ら ず 、 MPVの Fタ ン パ ク 質 は 、 他
の パ ラ ミ ク ソ ウ イ ル ス 科 の メ ン バ ー の Fタ ン パ ク 質 に つ い て 記 載 さ れ て い る （ Morrison, 1
988） も の と 一 致 す る 、 典 型 的 な 融 合 タ ン パ ク 質 の 特 徴 を 示 し た 。 パ ラ ミ ク ソ ウ イ ル ス 科
の メ ン バ ー の Fタ ン パ ク 質 は 、 不 活 性 な 前 駆 体 （ F0） と し て 合 成 さ れ 、 そ れ が 宿 主 細 胞 の
プ ロ テ ア ー ゼ に よ り 切 断 さ れ て 、 ア ミ ノ 末 端 F2サ ブ ユ ニ ッ ト お よ び 大 き な カ ル ボ キ シ 末 端
F1サ ブ ユ ニ ッ ト を 生 じ る 。 提 案 さ れ る 切 断 部 位 （ Collinsら , 1996） は 、 パ ラ ミ ク ソ ウ イ
ル ス 科 の 全 て の メ ン バ ー 間 で 保 存 さ れ て い る 。 MPVの 切 断 部 位 は 、 残 基 RQSRを 含 む 。 双 方
の ア ル ギ ニ ン （ R） 残 基 は APVお よ び RSVで 共 有 し て い る が 、 グ ル タ ミ ン （ Q） 残 基 お よ び セ
リ ン （ S） 残 基 は ヒ ト ・ パ ラ イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 1型 、 セ ン ダ イ ウ イ ル ス お よ び 麻 疹 ウ
イ ル ス な ど の 他 の パ ラ ミ ク ソ ウ イ ル ス と 共 有 す る （ デ ー タ は 示 さ ず ） 。
【 ０ ２ ０ ０ 】
F1の ア ミ ノ 末 端 に あ る 疎 水 性 領 域 は 、 膜 融 合 ド メ イ ン と し て 機 能 す る と 考 え ら れ 、 パ ラ ミ
ク ソ ウ イ ル ス お よ び 麻 疹 ウ イ ル ス の 間 で 高 い 配 列 類 似 性 を 、 ニ ュ ー モ ウ イ ル ス に 対 し て は
そ れ よ り 低 い 程 度 の 配 列 類 似 性 を 示 す （ Morrison, 1988） 。 こ れ ら の 26個 の 残 基 （ 137～ 1
63位 、 図 11） は 、 MPVと APV-Cと の 間 で 保 存 さ れ て お り 、 こ れ は 、 こ の 領 域 が メ タ ニ ュ ー モ
ウ イ ル ス 間 で 高 度 に 保 存 さ れ て い る こ と （ Naylorら , 1998； Sealら , 2000） と 一 致 し て い
る 。
【 ０ ２ ０ １ 】
APVお よ び 他 の パ ラ ミ ク ソ ウ イ ル ス の F2サ ブ ユ ニ ッ ト に つ い て 見 ら れ る よ う に 、 MPVは RSV
と 比 較 し て 22個 の ア ミ ノ 酸 残 基 （ 107～ 128位 、 図 11） が 欠 失 し て い る こ と が 明 ら か に な っ
た 。 更 に 、 RSVお よ び APVで は 、 シ グ ナ ル ペ プ チ ド お よ び ア ン カ ー ド メ イ ン が 亜 型 内 で 保 存
さ れ て い る こ と が 判 り 、 亜 型 間 で 高 い 多 様 性 を 示 し た （ Plowsら , 1995； Naylorら , 1998
） 。 F2の ア ミ ノ 末 端 に あ る MPVの シ グ ナ ル ペ プ チ ド （ ア ミ ノ 酸 10～ 35、 図 11） は 、 APV-Cと
あ る 程 度 の 配 列 類 似 性 を 示 し （ 26個 の ア ミ ノ 酸 残 基 の う ち 18個 が 類 似 す る ） 、 他 の APVま
た は RSVと は あ ま り 保 存 さ れ て い な い 。 F1の カ ル ボ キ シ 末 端 に あ る 膜 ア ン カ ー ド メ イ ン で
は 、 ず っ と 高 い 多 様 性 が 見 ら れ る が 、 APV-Cと は あ る 程 度 の 相 同 性 が な お 見 ら れ る 。
【 ０ ２ ０ ２ 】

M2遺 伝 子 は ニ ュ ー モ ウ イ ル ス 亜 科 に 固 有 の も の で あ り 、 全 て の ニ ュ ー モ ウ イ ル ス で 2つ の
重 複 す る ORFが 見 ら れ る 。 第 1の 主 要 な ORFは M2-1タ ン パ ク 質 を 示 し 、 こ れ は ウ イ ル ス ポ リ
メ ラ ー ゼ の 処 理 機 能 （ Collinsら , 1995； Collins, 1996） お よ び そ の 遺 伝 子 間 領 域 の リ ー
ド ス ル ー (readthrough)（ Hardyら , 1998； Fearnsら , 1999） を 増 大 さ せ る 。 MPVの M2-1遺
伝 子 は 、 F遺 伝 子 に 隣 接 し て 位 置 し て お り 、 187ア ミ ノ 酸 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド し （ 表 5）
、 APV-Cの M2-1と 最 も 高 い 相 同 性 （ 84%） を 示 す （ 表 6） 。 全 て の ニ ュ ー モ ウ イ ル ス の M2-1
タ ン パ ク 質 の 比 較 か ら 、 そ の タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 末 端 側 の 半 分 に お い て 最 も 高 く 保 存 さ れ
て い る こ と が 明 ら か と な っ て お り （ Collinsら , 1990； Zamoraら , 1992； Ahmadianら , 199
9） 、 こ れ は MPVが そ の タ ン パ ク 質 の 最 初 の 80個 の ア ミ ノ 酸 残 基 に お い て APV-Cと 100%の 類
似 性 を 示 す と い う 知 見 と 一 致 す る （ 図 12A） 。 MPVの M2-1タ ン パ ク 質 は 、 最 初 の 30個 の ア ミ
ノ 酸 残 基 内 に 位 置 す る 3個 の シ ス テ イ ン 残 基 を 含 ん で お り 、 そ れ ら は 全 て の ニ ュ ー モ ウ イ
ル ス 間 で 保 存 さ れ て い る 。 そ の よ う な シ ス テ イ ン の 集 中 は 、 亜 鉛 結 合 タ ン パ ク 質 に お い て
よ く 見 ら れ る （ Ahmadianら , 1991； Cuestaら , 2000） 。
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【 ０ ２ ０ ３ 】
第 2の ORF（ M2-2） は 、 ニ ュ ー モ ウ イ ル ス の M2-1の ORFと 重 複 し 、 こ れ は 位 置 に つ い て は 保
存 さ れ て い る が 、 配 列 に お い て は 保 存 さ れ て お ら ず 、 ウ イ ル ス の RNAの 複 製 と 転 写 と の 間
の 切 り 替 え の 制 御 に 関 与 す る と 考 え ら れ る （ Collinsら , 1985； Elangoら , 1985； Baybutt
ら , 1989； Collinsら , 1990； Lingら , 1992； Zamoraら , 1992； Alansariら , 1994； Ahmad
ianら , 1999； Berminghamら , 1999） 。 MPVで は 、 M2-2の ORFは 、 M2-1の ORFの ヌ ク レ オ チ ド
512か ら 出 発 し て お り （ 図 7） 、 こ れ は APV-Cと 全 く 同 じ 出 発 位 置 で あ る 。 M2-2の ORFの 長 さ
は 、 APV-Cと MPVと は 同 じ で あ り 、 77個 の ア ミ ノ 酸 残 基 で あ る （ 表 5） 。 M2-2の ORFの 配 列 比
較 （ 図 12B） か ら 、 MPVと APV-Cと の 間 に は 64%の ア ミ ノ 酸 配 列 相 同 性 が あ り 、 MPVと APV-Aお
よ び Bと の 間 に は 44～ 48%の ア ミ ノ 酸 配 列 相 同 性 し か な い こ と が 明 ら か に な っ た （ 表 6） 。
【 ０ ２ ０ ４ 】

hMPVの M2に 隣 接 し て 位 置 す る 遺 伝 子 は 、 183ア ミ ノ 酸 の SHタ ン パ ク 質 を コ ー ド す る と 思 わ
れ る （ 図 1お よ び 7） 。 こ の ORFと 他 の RNAウ イ ル ス 遺 伝 子 ま た は 遺 伝 子 産 物 と の 間 に は 認 識
で き る よ う な 配 列 同 一 性 は な い 。 こ れ は 驚 く こ と で は な い 。 何 故 な ら ば 、 ニ ュ ー モ ウ イ ル
ス の SHタ ン パ ク 質 間 で の 配 列 類 似 性 は 一 般 に 低 い か ら で あ る 。 hMPVの 推 定 の SHの ORFは 、
現 在 ま で に 知 ら れ て い る 最 も 長 い SHの ORFで あ る （ 表 1） 。 SHの ORFの ア ミ ノ 酸 組 成 は 、 APV
、 RSVお よ び PVMの も の と 比 較 的 類 似 し て お り 、 ト レ オ ニ ン 残 基 お よ び セ リ ン 残 基 の 割 合 が
高 い （ hMPV、 APV、 RSV A、 RSV B、 bRSVお よ び PVMに つ い て 、 そ れ ぞ れ 22%、 18%、 19%、 20.
0%、 21%お よ び 28%） 。 hMPVの SHの ORFは 、 10個 の シ ス テ イ ン 残 基 を 含 む が 、 APVの SHは 16個
の シ ス テ イ ン 残 基 を 含 む 。 hMPVの SHの ORFは 、 2個 の 可 能 性 の あ る N結 合 グ リ コ シ ル 化 部 位
（ ア ミ ノ 酸 76お よ び 121） を 含 む が 、 APVは 1個 で あ り 、 RSVは 2個 ま た は 3個 で あ り 、 PVMは 4
個 で あ る 。
【 ０ ２ ０ ５ 】
推 定 の hMPVの SHタ ン パ ク 質 な ら び に APVお よ び RSVの SHの 親 水 性 プ ロ フ ィ ー ル か ら 、 類 似 す
る 特 徴 が 明 ら か に な っ た （ 図 7B） 。 APVお よ び hMPVの SHの ORFは 、 親 水 性 の N末 端 、 中 心 部
の 疎 水 性 ド メ イ ン （ 可 能 性 の あ る 膜 貫 通 ド メ イ ン と し て 機 能 す る 可 能 性 が あ る ） （ hMPVで
は ア ミ ノ 酸 30～ 53） 、 第 2の 疎 水 性 ド メ イ ン （ ア ミ ノ 酸 151～ 179） 、 お よ び 親 水 性 の C末 端
を 有 す る 。 こ れ に 対 し て 、 RSVの SHで は 、 APVお よ び hMPVの ORFの C末 端 部 が 欠 け て い る 。 全
て の ニ ュ ー モ ウ イ ル ス の SHタ ン パ ク 質 に お い て 、 疎 水 性 ド メ イ ン は 塩 基 性 の ア ミ ノ 酸 残 基
に 隣 接 し て お り 、 こ れ は hMPVの SHの ORFで も 見 ら れ る （ ア ミ ノ 酸 29お よ び 54） 。
【 ０ ２ ０ ６ 】

hMPVの 推 定 の Gの ORFは 、 推 定 の SH遺 伝 子 に 隣 接 し て 位 置 し 、 236ア ミ ノ 酸 の タ ン パ ク 質 （
ヌ ク レ オ チ ド 6262～ 6972、 図 1） を コ ー ド す る 。 第 2の 小 さ な ORFが こ の ORFの す ぐ 後 ろ に 見
ら れ 、 68個 の ア ミ ノ 酸 残 基 （ ヌ ク レ オ チ ド 6973～ 7179） を コ ー ド す る 可 能 性 が あ る が 、 開
始 コ ド ン が 欠 け て い る 。 194ア ミ ノ 酸 残 基 の 第 2の リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム に あ る 第 3の 可 能
性 の あ る ORFは 、 こ れ ら の ORFの 両 者 と 重 複 し て い る が 、 こ れ も ま た 開 始 コ ド ン が 欠 け て い
る （ ヌ ク レ オ チ ド 6416～ 7000） 。 こ の ORFに 続 い て 、 同 じ リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム に 65ア ミ
ノ 酸 残 基 の 可 能 性 の あ る 第 4の ORFが あ り （ ヌ ク レ オ チ ド 7001～ 7198） 、 こ れ も ま た 開 始 コ
ド ン が 欠 け て い る 。 最 後 に 、 97ア ミ ノ 酸 残 基 の 可 能 性 の あ る ORF（ し か し 開 始 コ ド ン が 欠
け て い る ） が 、 第 3の リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム 内 部 に 見 ら れ る （ ヌ ク レ オ チ ド 6444～ 6737、
図 1） 。 第 1の ORFと は 違 っ て 、 他 の ORFは 明 確 な 遺 伝 子 開 始 配 列 も 遺 伝 子 終 結 配 列 も 有 し て
い な い （ 下 記 を 参 照 ） 。 236ア ミ ノ 酸 の Gの ORFは hMPVの 接 着 タ ン パ ク 質 の 少 な く と も 一 部
を 示 す と 思 わ れ る が 、 更 に 別 の コ ー ド 配 列 が あ る RNA編 集 事 象 に よ っ て 別 の タ ン パ ク 質 ま
た は 接 着 タ ン パ ク 質 の 一 部 と し て 発 現 さ れ る こ と は 除 外 で き な い 。 APVお よ び RSVの 場 合 、
主 要 な Gの ORFの 後 ろ に 第 2の ORFは 同 定 さ れ て い な い こ と 、 し か し APVお よ び RSVの 両 者 が 、
Gの 主 要 な ORFの 内 部 に 第 2の ORFを 有 し て い る こ と に 注 目 す べ き で あ る 。 し か し 、 こ れ ら の
ORFの 発 現 の 証 拠 は な く 、 異 な る ウ イ ル ス の 推 定 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の 間 に 配 列 同 一 性 は
な い （ Lingら , 1992） 。 hMPVの Gに お け る 第 2の ORFは 、 他 の Gタ ン パ ク 質 の 特 徴 を 示 さ ず 、
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更 な る ORFが 発 現 さ れ る か 否 か に つ い て は 、 更 に 調 べ る 必 要 が あ る 。
【 ０ ２ ０ ７ 】
全 て の ORFを 用 い た BLAST分 析 か ら 、 ヌ ク レ オ チ ド レ ベ ル ま た は ア ミ ノ 酸 配 列 レ ベ ル で 、 他
の 既 知 の ウ イ ル ス の 遺 伝 子 ま た は 遺 伝 子 産 物 と 認 識 で き る 配 列 同 一 性 が な い こ と が 判 明 し
た 。 こ れ は 、 hRSV Aお よ び B（ 53%） （ Johnsonら , 1987） な ら び に APV Aお よ び B（ 38%） （
Juhaszお よ び Easton, 1994） の も の の よ う な 他 の Gタ ン パ ク 質 に つ い て 見 ら れ る 配 列 同 一
性 の 割 合 が 低 い こ と と 一 致 す る 。
【 ０ ２ ０ ８ 】
hMPVの ORFの ほ と ん ど が 、 長 さ お よ び 配 列 の 両 方 に お い て APVの も の と 類 似 す る が 、 hMPVの
236ア ミ ノ 酸 残 基 の 推 定 の Gの ORFは 、 APVの Gの ORFよ り も か な り 短 い （ 表 1） 。 ア ミ ノ 酸 配
列 か ら 、 セ リ ン お よ び ト レ オ ニ ン の 含 量 が 34%で あ る こ と が 判 明 し た が 、 こ れ は RSVの 32%
お よ び APVの 24%よ り も な お 高 い 。 ま た 、 推 定 の Gの ORFは 、 8.5%の プ ロ リ ン 残 基 も 含 ん で お
り 、 こ れ は RSVの 8%お よ び APVの 7%よ り も 高 い 。 APV、 RSVお よ び hMPVの Gタ ン パ ク 質 中 に プ
ロ リ ン 残 基 が 異 常 に 豊 富 で あ る こ と は 、 ム チ ン 起 源 の 糖 タ ン パ ク 質 に お い て も 見 ら れ て お
り 、 そ れ は タ ン パ ク 質 の 三 次 元 構 造 の 主 な 決 定 要 因 で あ る （ Collinsお よ び Wertz, 1983；
Wertzら , 1985； Jentoft, 1990） 。 hMPVの Gの ORFは 5個 の 可 能 性 の あ る N結 合 グ リ コ シ ル 化
部 位 を 含 む が 、 hRSVは 7個 、 bRSVは 5個 、 APVは 3～ 5個 を 有 す る 。
【 ０ ２ ０ ９ 】
hMPVの Gの 推 定 さ れ る 親 水 性 プ ロ フ ィ ー ル か ら 、 他 の ニ ュ ー モ ウ イ ル ス に 類 似 し た 特 性 が
示 さ れ た 。 N末 端 は 親 水 性 領 域 を 含 み 、 続 い て 短 い 疎 水 性 領 域 （ hMPVで は ア ミ ノ 酸 33～ 53
） お よ び 主 に 疎 水 性 の C末 端 を 含 む （ 図 8B） 。 こ の 全 体 的 な 構 成 は 、 ア ン カ ー 化 II型 の 膜
貫 通 タ ン パ ク 質 の 構 成 と 一 致 し 、 APVお よ び RSVの Gタ ン パ ク 質 の こ れ ら の 領 域 に 十 分 に 対
応 す る 。 hMPVの 推 定 の Gの ORFは 、 RSVお よ び APVと は 違 っ て （ そ れ ぞ れ 5個 お よ び 20個 ） 、 1
個 の シ ス テ イ ン 残 基 し か 含 ん で い な い 。 注 目 す べ き こ と に 、 G遺 伝 子 内 の 4つ の 第 2の ORFの
う ち 2つ だ け が 、 1個 の 追 加 の シ ス テ イ ン 残 基 を 含 み 、 こ れ ら の 4つ の 可 能 性 の あ る ORFで は
、 セ リ ン 残 基 と ト レ オ ニ ン 残 基 が 12～ 20%、 プ ロ リ ン 残 基 が 6～ 11%で あ る こ と が 明 ら か に
な っ た 。
【 ０ ２ １ ０ 】

他 の マ イ ナ ス 鎖 ウ イ ル ス と 同 様 に 、 MPVゲ ノ ム の 最 後 の ORFは 、 複 製 お よ び 転 写 の 複 合 体 の
RNA依 存 性 RNAポ リ メ ラ ー ゼ 成 分 で あ る 。 MPVの L遺 伝 子 は 2005ア ミ ノ 酸 の タ ン パ ク 質 を コ ー
ド し 、 こ れ は APV-Aの タ ン パ ク 質 よ り も 残 基 1個 分 だ け 長 い （ 表 5） 。 MPVの Lタ ン パ ク 質 は
、 APV-Aと 64%、 RSVと 42～ 44%、 他 の パ ラ ミ ク ソ ウ イ ル ス と 約 13%の 相 同 性 を 共 有 す る （ 表 6
） 。 Pochら （ 1989； 1990） は 、 非 セ グ メ ン ト 化 マ イ ナ ス 鎖 RNAウ イ ル ス の Lタ ン パ ク 質 内 の
6つ の 保 存 さ れ た ド メ イ ン を 同 定 し 、 そ の 中 で 、 ド メ イ ン IIIは 、 ポ リ メ ラ ー ゼ の 機 能 に 必
要 不 可 欠 と 考 え ら れ る 4つ の コ ア ポ リ メ ラ ー ゼ モ チ ー フ を 含 ん で い た 。 こ れ ら の モ チ ー フ
（ A、 B、 Cお よ び D） は 、 MPVの Lタ ン パ ク 質 に お い て 十 分 に 保 存 さ れ て い る 。 モ チ ー フ A、 B
お よ び Cで は 、 MPVは 全 て の ニ ュ ー モ ウ イ ル ス と 100%の 類 似 性 を 共 有 し 、 モ チ ー フ Dで は 、 M
PVは APVと 100%の 類 似 性 、 お よ び RSVと 92%の 類 似 性 を 共 有 す る 。 ド メ イ ン III全 体 （ Lの ORF
内 部 の ア ミ ノ 酸 627～ 903） で は 、 MPVは APVと 77%の 同 一 性 、 RSVと 61～ 62%の 同 一 性 、 お よ
び 他 の パ ラ ミ ク ソ ウ イ ル ス と 23～ 27%の 同 一 性 を 共 有 す る （ 図 15） 。 ポ リ メ ラ ー ゼ モ チ ー
フ に 加 え て 、 ニ ュ ー モ ウ イ ル ス の Lタ ン パ ク 質 は 、 共 通 ATP結 合 モ チ ー フ K(X) 2 1 GEGAGN(X) 2
0 Kと し て 確 認 さ れ る 配 列 を 含 む （ Stec, 1991） 。 MPVの Lの ORFは 、 APVと 類 似 の モ チ ー フ を
含 み 、 中 間 の 残 基 の 間 隔 は 1個 だ け 離 れ て い る ： K(x) 2 2 GEGAGN(X) 1 9 K。
【 ０ ２ １ １ 】

MPVと ニ ュ ー モ ウ イ ル ス 亜 科 の メ ン バ ー と の 関 係 の 指 標 と し て 、 N、 P、 Mお よ び Fの ORFに 基
づ く 系 統 樹 が 先 に 構 築 さ れ て お り （ van den Hoogenら , 2001） 、 MPVと APV-Cと が 近 縁 関 係
で あ る こ と が 明 ら か と な っ た 。 MPVの SH遺 伝 子 お よ び G遺 伝 子 と 他 の パ ラ ミ ク ソ ウ イ ル ス の
も の と の 相 同 性 は 低 い の で 、 こ れ ら の 遺 伝 子 に つ い て の 信 頼 性 の あ る 系 統 樹 は 構 築 で き な
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い 。 更 に 、 ニ ュ ー モ ウ イ ル ス 属 の メ ン バ ー と メ タ ニ ュ ー モ ウ イ ル ス 属 の メ ン バ ー と の 間 の
ゲ ノ ム 構 成 は 異 な っ て い る の で 、 ゲ ノ ム 配 列 全 体 に 基 づ く 系 統 樹 を 作 製 す る こ と は 不 可 能
で あ る 。 そ こ で 、 本 発 明 者 ら は 、 先 に 公 表 さ れ て い る も の に 加 え て 、 M2遺 伝 子 お よ び L遺
伝 子 の 系 統 樹 だ け を 構 築 し た 。 こ れ ら 双 方 の 系 統 樹 か ら 、 ニ ュ ー モ ウ イ ル ス 亜 科 内 で APV
と MPVと が 近 縁 関 係 で あ る こ と が 確 認 さ れ た (図 １ ６ )。
【 ０ ２ １ ２ 】

パ ラ ミ ク ソ ウ イ ル ス の ゲ ノ ム の 遺 伝 子 接 合 部 は 、 各 遺 伝 子 の 開 始 部 お よ び 終 結 部 に 短 く て
高 度 に 保 存 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 み （ 遺 伝 子 開 始 シ グ ナ ル お よ び 遺 伝 子 終 結 シ グ ナ
ル ） 、 こ れ ら は 転 写 の 開 始 お よ び 終 結 に お い て あ る 役 割 を 担 っ て い る と 思 わ れ る （ Curran
ら , 1999） 。 MPVの 全 て の 遺 伝 子 間 の 遺 伝 子 間 配 列 の 比 較 か ら 、 N、 P、 M、 F、 M2お よ び Gの
遺 伝 子 開 始 シ グ ナ ル に つ い て の 共 通 配 列 ： GGGACAAGU（ 図 17A） が 明 ら か と な っ た が 、 こ れ
は メ タ ニ ュ ー モ ウ イ ル ス の 共 通 遺 伝 子 開 始 シ グ ナ ル と 同 一 で あ る （ Lingら , 1992； Yuら , 
1992； Liら , 1996； Bayon-Auboyerら , 2000） 。 MPVの SH遺 伝 子 お よ び L遺 伝 子 の 遺 伝 子 開
始 シ グ ナ ル は 、 こ の 共 通 配 列 と 僅 か に 異 な る こ と が 判 っ た （ SH： GGGAUAAAU、 L： GAGACAAA
U） 。 APVで は 、 ま た Lの 遺 伝 子 開 始 シ グ ナ ル が 共 通 配 列 と 異 な る こ と が 判 っ た ： AGGACCAAT
（ APV-A） （ Randhawaら , 1996） 、 お よ び GGGACCAGT（ APV-D） （ Bayon-Auboyerら , 2000）
。
【 ０ ２ １ ３ 】
MPVと APVの 類 似 す る 遺 伝 子 開 始 配 列 と は 異 な っ て 、 APVの 共 通 遺 伝 子 終 結 配 列 UAGUUAAUU（
Randhawaら , 1996） は 、 MPVの 遺 伝 子 間 配 列 に は 見 る こ と が で き な か っ た 。 G-L遺 伝 子 間 領
域 を 除 く ほ と ん ど の 遺 伝 子 に 見 ら れ る 反 復 配 列 は U AAAAA U/A/Cで あ っ た が 、 こ れ は 遺 伝
子 終 結 シ グ ナ ル と し て 作 用 す る 可 能 性 が あ る 。 し か し 、 本 発 明 者 ら は mRNAで は な く ウ イ ル
ス RNAを 配 列 決 定 し た の で 、 決 定 的 な 遺 伝 子 終 結 シ グ ナ ル を 割 り 当 て る こ と が で き ず 、 そ
の た め 更 な る 調 査 が 必 要 で あ る 。 ニ ュ ー モ ウ イ ル ス の 遺 伝 子 間 領 域 は 、 大 き さ や 配 列 が 様
々 に 異 な る （ Curranら , 1999； Blumbergら , 1991； Collinsら , 1983） 。 MPVの 遺 伝 子 間 領
域 は 、 APVお よ び RSVの も の と 相 同 性 を 示 さ な か っ た が 、 大 き さ は 10～ 228ヌ ク レ オ チ ド の
範 囲 で あ る （ 図 17B） 。 MPVの Mお よ び Fの ORFの 間 の 遺 伝 子 間 領 域 は 、 第 2の ORFの 一 部 を 含
み 、 こ れ は 主 要 な Mの ORF内 で 出 発 し て い る （ 上 記 を 参 照 ） 。 SHと Gと の 間 の 遺 伝 子 間 領 域
は 192ヌ ク レ オ チ ド を 含 み 、 3つ 全 て の リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム 内 に 多 く の 停 止 コ ド ン が 存 在
す る こ と に 基 づ く と 、 コ ー ド 能 力 を 有 す る と は 思 わ れ な い 。 Gと Lと の 間 の 遺 伝 子 間 領 域 は
241ヌ ク レ オ チ ド を 含 み 、 も う 1つ の ORFを 含 ん で い る 可 能 性 が あ る （ 上 記 を 参 照 ） 。 興 味
深 い こ と に 、 Lの ORFの 開 始 点 は こ れ ら の 第 2の ORF内 に 位 置 す る 。 APVの L遺 伝 子 は 、 そ の 前
に あ る Gの ORF内 で は 開 始 さ せ な い が 、 ま た RSVの Lの ORFは そ の 前 に あ る M2遺 伝 子 内 で 開 始
す る 。 パ ラ ミ ク ソ ウ イ ル ス の ゲ ノ ム の 3'お よ び 5'最 末 端 に お い て 、 短 い 遺 伝 子 外 領 域 は リ
ー ダ ー 配 列 お よ び ト レ イ ラ ー 配 列 と 呼 ば れ 、 リ ー ダ ー の ほ ぼ 最 初 の 12ヌ ク レ オ チ ド お よ び
ト レ イ ラ ー の 最 後 の 12ヌ ク レ オ チ ド が 相 補 的 で あ り 、 こ れ は そ れ ら が そ れ ぞ れ 、 ウ イ ル ス
プ ロ モ ー タ ー の 基 本 エ レ メ ン ト を 含 ん で い る た め で あ る と 思 わ れ る （ Curranら , 1999； Bl
umbergら , 1991； Minkら , 1986） 。 MPVお よ び APVの 3'側 リ ー ダ ー は 双 方 と も 、 長 さ が 41ヌ
ク レ オ チ ド で あ り 、 両 者 の ウ イ ル ス の ヌ ク レ オ チ ド 16と 41の 間 の 領 域 に は あ る 程 度 の 相 同
性 が 見 ら れ る （ 26ヌ ク レ オ チ ド の う ち 18） （ 図 17B） 。 上 記 で 述 べ た よ う に 、 MPVの ゲ ノ ム
地 図 の 最 初 の 15ヌ ク レ オ チ ド は 、 APVゲ ノ ム に 基 づ く プ ラ イ マ ー 配 列 に 基 づ い て い る 。 MPV
の 5'側 ト レ イ ラ ー の 長 さ （ 188ヌ ク レ オ チ ド ） は 、 RSVの 5'側 ト レ イ ラ ー の 大 き さ （ 155ヌ
ク レ オ チ ド ） と 似 て お り 、 こ れ は APVの も の （ 40ヌ ク レ オ チ ド ） よ り も か な り 長 い 。 MPVの
ト レ イ ラ ー お よ び APVの ト レ イ ラ ー の 先 端 の 40ヌ ク レ オ チ ド の ア ラ イ メ ン ト を と っ た と こ
ろ 、 APVの ゲ ノ ム 配 列 に 基 づ く プ ラ イ マ ー 配 列 を 表 す 先 端 の 12ヌ ク レ オ チ ド は 別 と し て 、 3
2ヌ ク レ オ チ ド の う ち 21が 相 同 で あ る こ と が 判 明 し た 。 本 発 明 者 ら の 配 列 解 析 か ら 、 NS1遺
伝 子 お よ び NS2遺 伝 子 が ゲ ノ ム の 3'末 端 に 存 在 せ ず 、 ゲ ノ ム 構 成 が メ タ ニ ュ ー モ ウ イ ル ス
の 構 成 と 似 て い る こ と が 明 ら か に な っ た （ 3'-N-P-M-F-M2-SH-G-L-5'） 。 MPV遺 伝 子 と APV
遺 伝 子 と の 間 に 見 ら れ る 高 い 配 列 相 同 性 は 、 こ れ ら 2種 の ウ イ ル ス が 近 縁 関 係 で あ る こ と
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を 更 に 強 調 す る 。 MPVの N、 P、 M、 F、 M2-1お よ び M2-2遺 伝 子 で は 、 APV-Cに 対 す る 全 体 の ア
ミ ノ 酸 相 同 性 が 79%で あ る こ と が 判 る 。 事 実 、 こ れ ら の 遺 伝 子 で は 、 APV-Cと MPVと は 配 列
相 同 性 を 示 し 、 そ れ ら は RSV-Aお よ び Bま た は APV-Aお よ び Bな ど の 他 の 属 の 亜 群 間 で 見 ら れ
る 配 列 相 同 性 と 同 じ 範 囲 で あ っ た 。 APV-Cと MPVと の 間 の こ の 近 縁 関 係 は 系 統 学 的 解 析 で も
見 ら れ 、 そ こ で は 、 MPVと APV-Cが 常 に 同 じ 分 岐 上 に あ り 、 APV-Aお よ び Bを 含 む 分 岐 と は 離
れ て い る こ と が 明 ら か に な っ た 。 同 一 の ゲ ノ ム 構 成 、 配 列 相 同 性 お よ び 系 統 学 的 解 析 は 全
て 、 MPVを 哺 乳 動 物 か ら 単 離 さ れ う る メ タ ニ ュ ー モ ウ イ ル ス 属 の 最 初 の メ ン バ ー と し て 分
類 す る こ と に 適 す る 。 N、 M、 Fお よ び L遺 伝 子 に お い て MPVの 各 種 の ウ イ ル ス 単 離 体 間 で 見
ら れ る 配 列 の 多 様 性 は 、 異 な る 遺 伝 子 型 が 存 在 す る 可 能 性 を 示 し た こ と に 注 目 す べ き で あ
る （ van den Hoogenら , 2001） 。 MPVと APV-Cと が 近 縁 関 係 で あ る こ と は 、 宿 主 の 範 囲 で は
反 映 さ れ な い 。 何 故 な ら ば 、 MPVと は 違 っ て 、 APVは 鳥 類 に 感 染 す る か ら で あ る （ van den 
Hoogenら , 2001） 。 こ の 宿 主 範 囲 の 違 い は 、 高 度 に 分 岐 し て い る 両 者 の ウ イ ル ス の SHタ ン
パ ク 質 と Gタ ン パ ク 質 と の 間 の 違 い に よ り 決 定 さ れ る 可 能 性 が あ る 。 MPVの SHタ ン パ ク 質 お
よ び Gタ ン パ ク 質 は 、 そ の 他 の い ず れ の ウ イ ル ス の SHタ ン パ ク 質 お よ び Gタ ン パ ク 質 と も 有
意 な ア ミ ノ 酸 配 列 相 同 性 を 示 さ な か っ た 。 ア ミ ノ 酸 含 量 お よ び 疎 水 性 プ ロ ッ ト は こ れ ら の
ORFを SHお よ び Gと し て 規 定 す る の に 適 す る が 、 そ れ ら の 機 能 を 評 価 す る た め に は 実 験 デ ー
タ が 必 要 で あ る 。 そ の よ う な 分 析 も ま た 、 こ れ ら の SH遺 伝 子 お よ び G遺 伝 子 内 の 更 に 重 複
す る ORFの 役 割 の 解 明 に 役 立 つ だ ろ う 。 更 に 、 APV-Cの SHお よ び G遺 伝 子 の 配 列 解 析 に よ り
、 MPVの SHお よ び Gタ ン パ ク 質 の 機 能 お よ び そ れ ら と APV-Cの も の と の 関 係 に お け る 更 に 詳
細 な 見 解 が 得 ら れ る か も し れ な い 。 MPVの 非 コ ー ド 領 域 は 、 APVの も の と か な り 類 似 し て い
る こ と が 判 っ た 。 APVお よ び MPVの 3'側 リ ー ダ ー 配 列 お よ び 5'側 ト レ イ ラ ー 配 列 は 高 い 程 度
の 相 同 性 を 示 し た 。 遺 伝 子 間 領 域 の 長 さ は 必 ず し も APVと MPVと で 同 じ で は な か っ た が 、 ほ
と ん ど の ORFの 共 通 遺 伝 子 開 始 シ グ ナ ル は 同 一 で あ る こ と が 判 っ た 。 こ れ に 対 し て 、 APVの
遺 伝 子 終 結 シ グ ナ ル は 、 MPVゲ ノ ム で は 見 ら れ な か っ た 。 本 発 明 者 ら は 、 ほ と ん ど の 遺 伝
子 間 領 域 内 に 反 復 配 列 （ U AAAAA U/A/C） を 見 出 し た が 、 そ れ ら の 遺 伝 子 終 結 配 列 を 正 式
に 概 説 す る た め に は 、 ウ イ ル ス mRNAの 配 列 解 析 が 必 要 で あ る 。 3'最 末 端 に あ る 15ヌ ク レ オ
チ ド お よ び 5'最 末 端 に あ る 12ヌ ク レ オ チ ド に つ い て の 配 列 情 報 が 、 改 変 し た cDNA末 端 の 迅
速 増 幅 （ RACE） 手 順 を 用 い る こ と に よ り 得 ら れ る こ と に 注 目 す べ き で あ る 。 こ の 技 法 は 、
他 の 研 究 者 に よ っ て 、 関 連 ウ イ ル ス に つ い て も 成 功 し て い る こ と が 明 ら か に さ れ て い る （
Randhawa, J.S.ら , Rescue of synthetic minireplicons establishes the absence of t
he NS1 and NS2 genes from avian pneumovirus. J. Virol., 71, 9849-9854(1997)； Min
k, M.A.ら , Nucleotide sequences of the 3'leader and 5'trailer regions of human r
espiratory syncytial virus genomic RNA. Virology 185, 615-24(1991)） 。 3'vRNAリ ー
ダ ー 配 列 の 配 列 を 決 定 す る た め に は 、 ポ リ -A-ポ リ メ ラ ー ゼ を 用 い て ホ モ ポ リ マ ー Aテ イ ル
を 精 製 vRNAに 付 加 し 、 次 に リ ー ダ ー 配 列 を PCRに よ り ポ リ -Tプ ラ イ マ ー お よ び N遺 伝 子 内 の
プ ラ イ マ ー を 用 い て 増 幅 す る 。 5'vRNAト レ イ ラ ー 配 列 の 配 列 を 決 定 す る た め に は 、 ト レ イ
ラ ー 配 列 の cDNAコ ピ ー を 逆 転 写 酵 素 お よ び L遺 伝 子 内 の プ ラ イ マ ー を 用 い て 作 製 し 、 次 に
そ の cDNAを タ ー ミ ナ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ を 用 い て ホ モ ポ リ マ ー dGの テ ー リ ン グ (tailing
)を 行 う 。 次 に 、 ポ リ -Cプ ラ イ マ ー お よ び L遺 伝 子 内 の プ ラ イ マ ー を 用 い て ト レ イ ラ ー 領 域
を 増 幅 す る 。 別 の ス ト ラ テ ジ ー と し て は 、 vRNAを そ れ 自 体 ま た は 合 成 リ ン カ ー に 連 結 し 、
そ の 後 、 Lお よ び N遺 伝 子 内 の プ ラ イ マ ー お よ び リ ン カ ー 特 異 的 プ ラ イ マ ー を 用 い て リ ー ダ
ー 領 域 お よ び ト レ イ ラ ー 領 域 を 増 幅 す る 。 5'ト レ イ ラ ー 配 列 に つ い て は 、 精 製 し た vRNAの
直 接 ジ デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド シ ー ケ ン シ ン グ も 実 行 可 能 で あ る （ Randhawa, 1997） 。 こ れ
ら の 方 法 を 用 い て 、 本 発 明 者 ら は hMPVゲ ノ ム の 末 端 の 正 確 な 配 列 を 分 析 で き る 。 こ こ で 提
供 さ れ る 配 列 情 報 は 、 MPVお よ び MPV感 染 に 対 す る 診 断 試 験 、 ワ ク チ ン お よ び 抗 ウ イ ル ス 剤
の 作 製 に 重 要 で あ る 。
【 ０ ２ １ ４ 】

ウ イ ル ス 単 離 体 00-1は 、 先 の 記 載 （ van den Hoogenら , 2001） の よ う に し て 、 三 次 サ ル 腎
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細 胞 に お い て 高 力 価 （ 約 10,000の TCID50/ml） ま で 増 殖 さ せ た 。 ウ イ ル ス RNAは 、 感 染 細 胞
の 上 清 か ら 高 純 度 RNA単 離 キ ッ ト を 用 い て 、 製 造 元 （ Roch Diagnostics, Almere, The Net
herlands） の 説 明 書 に 従 っ て 単 離 し た 。 プ ラ イ マ ー は 、 APV／ RSVの リ ー ダ ー お よ び ト レ イ
ラ ー に つ い て 公 表 さ れ て い る 配 列 （ Randhawaら , 1997； Minkら , 1991） に 加 え 、 先 に 公 表
さ れ て い る 配 列 （ van den Hoogenら , 2001） に 基 づ い て 設 計 し た が 、 そ れ ら は 必 要 に よ り
入 手 可 能 で あ る 。 RT-PCRア ッ セ イ は 、 ウ イ ル ス RNAを 用 い 、 ワ ン チ ュ ー ブ ア ッ セ イ を 用 い
て 、 50mM Tris（ pH 8.5） 、 50mM NaCl、 4.5mM MgCl 2 、 2mM DTT、 1μ l 順 方 向 プ ラ イ マ ー
、 1μ l 逆 方 向 プ ラ イ マ ー 、 0.6mM ｄ NTP、 20単 位 の RNAsin（ Promega, Leiden, The Nethe
rlands） 、 10U AMV逆 転 写 酵 素 （ Promega, Leiden, The Netherlands） お よ び 5単 位 の Taq 
Polymerase（ PE Applied Biosystems, Nieuwerkerk aan de IJssel, The Netherlands）
を 含 む 全 容 量 50μ lで 行 っ た 。 逆 転 写 を 42℃ で 30分 間 行 い 、 続 い て 95℃ で 8分 間 不 活 性 化 し
た 。 cDNAは 、 95℃ で 1分 、 42℃ で 2分 、 72℃ で 3分 を 40サ イ ク ル 、 最 後 の 伸 長 を 72℃ で 10分
行 う 間 に 増 幅 し た 。 1%ア ガ ロ ー ス ゲ ル で 調 べ た 後 、 RT-PCR産 物 を ゲ ル か ら Qiaquick Gel E
xtractionキ ッ ト （ Qiagen, Leusden, The Netherlands） を 用 い て 精 製 し 、 Dyenamic ETタ
ー ミ ネ ー タ ー シ ー ケ ン シ ン グ キ ッ ト （ Amersham Pharmacia Biotech, Roosendaal, the Ne
therlands） お よ び ABI 373自 動 DNAシ ー ケ ン サ ー （ PE Applied Biosystem, Nieuwerkerk a
an den IJssel, the Netherlands） を 用 い て 、 製 造 元 の 説 明 書 に 従 っ て 直 接 配 列 決 定 し た
。
【 ０ ２ １ ５ 】
配 列 ア ラ イ メ ン ト は 、 BioEditバ ー ジ ョ ン 5.0.6.（ http://jwbrown.mbio.ncsu.edu/bioedi
t//bioedit.html;hall, 1999） の ソ フ ト ウ ェ ア パ ッ ケ ー ジ で 利 用 可 能 な clustalソ フ ト ウ
ェ ア パ ッ ケ ー ジ を 用 い て 行 っ た 。
【 ０ ２ １ ６ 】

系 統 樹 を 構 築 す る た め に 、 ClustalWソ フ ト ウ ェ ア パ ッ ケ ー ジ を 用 い て DNA配 列 を ア ラ イ メ
ン ト し 、 最 尤 系 統 樹 は Phylip 3.5プ ロ グ ラ ム の DNA-MLソ フ ト ウ ェ ア パ ッ ケ ー ジ を 用 い 、 10
0の ブ ー ト ス ト ラ ッ プ お よ び 3の ジ ャ ン ブ ル を 用 い て 作 製 し た 。 ブ ー ト ス ト ラ ッ プ 値 は 、 共
通 パ ッ ケ ー ジ （ Felsenstein, 1989） を 用 い て 作 製 し た 共 通 系 統 樹 (consensus tree)に つ
い て コ ン ピ ュ ー タ ー で 算 出 し た 。
【 ０ ２ １ ７ 】
MPVの ゲ ノ ム 配 列 は 、 Genbankか ら ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 AF371337で 入 手 可 能 で あ る 。 こ こ で
使 用 す る 全 て の 他 の 配 列 は 、 Genbankか ら 次 の ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 で 入 手 可 能 で あ る ： AB0
46218（ 麻 疹 ウ イ ル ス 、 全 て の ORF） 、 NC-001796（ ヒ ト ・ パ ラ イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 3型
、 全 て の ORF） 、 NC-001552（ セ ン ダ イ ウ イ ル ス 、 全 て の ORF） 、 X57559（ ヒ ト ・ パ ラ イ ン
フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 2型 、 全 て の ORF） 、 NC-002617（ ニ ュ ー カ ッ ス ル 病 ウ イ ル ス 、 全 て の O
RF） 、 NC-002728（ ニ パ ウ イ ル ス 、 全 て の ORF） 、 NC-001989(bRSV、 全 て の ORF)、 M11486（
hRSV A、 L以 外 の 全 て の ORF） 、 NC-001803（ hRSV、 Lの ORF） 、 NC-001781（ hRSV B、 全 て の
ORF） 、 D10331（ PVM、 Nの ORF） 、 U09649（ PVM、 Pの ORF） 、 U66893（ PVM、 Mの ORF） 、 U668
93（ PVM、 SHの ORF） 、 D11130（ PVM、 Gの ORF） 、 D11128（ Fの ORF） 。 PVMの M2の ORFは 、 Ahm
adian（ 1999） か ら 採 用 し た 。 AF176590（ APV-C、 Nの ORF） 、 U39295（ APV-A、 Nの ORF） 、 U
39296（ APV-B、 Nの ORF） 、 AF262571（ APV-C、 Mの ORF） 、 U37586（ APV-B、 Mの ORF） 、 X586
39（ APV-A、 Mの ORF） 、 AF176591（ APV-C、 Pの ORF） 、 AF325443（ APV-B、 Pの ORF） 、 U2211
0（ APV-A、 Pの ORF） 、 AF187152（ APV-C、 Fの ORF） 、 Y14292（ APV-B、 Fの ORF） 、 D00850（
APV-A、 Fの ORF） 、 AF176592（ APV-C、 M2の ORF） 、 AF35650（ APV-B、 M2の ORF） 、 X63408（
APV-A、 M2の ORF） 、 U65312（ APV-A、 Lの ORF） 、 S40185（ APV-A、 SHの ORF） 。
【 ０ ２ １ ８ 】
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【 ０ ２ ２ ０ 】

Current Protocols in Molecular Biology, 第 1-3巻  (1994-1998). Ausubel, F.M., Bren
t, R., Kinston, R.E., Moore, D.D., Seidman, J.G., Smith, J.A.お よ び Struhl, K.編 ,
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【 ０ ２ ２ ２ 】
既 知 の パ ラ ミ ク ソ ウ イ ル ス の RT-PCR検 出 に 用 い た プ ラ イ マ ー 。 hPIV-1～ 4、 お た ふ く か ぜ
、 麻 疹 、 ツ パ イ 、 マ プ エ ラ お よ び ヘ ン ド ラ の た め の プ ラ イ マ ー は 、 社 内 で 、 入 手 可 能 な 配
列 の ア ラ イ メ ン ト に 基 づ い て 開 発 す る 。 ニ ュ ー カ ッ ス ル 病 ウ イ ル ス の た め の プ ラ イ マ ー は
、 Seal, J.,J.ら ； Clin. Microb., 2624-2630, 1995か ら 採 用 す る 。 ニ パ の た め の プ ラ イ
マ ー お よ び 一 般 的 な パ ラ ミ ク ソ ウ イ ル ス -PCRは 、 Chua, K.B.ら ； Science, 288, 2000年 5
月 26日 か ら 採 用 す る 。
【 ０ ２ ２ ３ 】
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RAP-PCR用 の プ ラ イ マ ー ：
ZF1： 5’ -CCCACCACCAGAGAGAAA-3’
ZF4： 5’ -ACCACCAGAGAGAAACCC-3’
ZF7： 5’ -ACCAGAGAGAAACCCACC-3’
ZF10： 5’ -AGAGAGAAACCCACCACC-3’
ZF13： 5’ -GAGAAACCCACCACCAGA-3’
ZF16： 5’ -AAACCCACCACCAGAGAG-3’
CS1： 5’ -GGAGGCAAGCGAACGCAA-3’
CS4： 5’ -GGCAAGCGAACGCAAGGA-3’
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CS7： 5’ -AAGCGAACGCAAGGAGGC-3’
CS10： 5’ -CGAACGCAAGGAGGCAAG-3’
CS13： 5’ -ACGCAAGGAGGCAAGCGA-3’
CS16： 5’ -CAAGGAGGCAAGCGAACG-3’
う ま く 精 製 ・ 配 列 決 定 さ れ た 20の 断 片 ：
APVに お い て 配 列 相 同 性 が あ る こ と が 判 っ た 10の 断 片 ：
断 片 1　 　 ZF7、 335bp　 　 　 N遺 伝 子
断 片 2　 　 ZF10、 235bp　 　  N遺 伝 子
断 片 3　 　 ZF10、 800bp　 　  M遺 伝 子
断 片 4　 　 CS1、 1250bp　 　  F遺 伝 子
断 片 5　 　 CS10、 400bp　 　  F遺 伝 子
断 片 6　 　 CS13、 1450bp　 　 F遺 伝 子
断 片 7　 　 CS13、 750bp　 　  F遺 伝 子
断 片 8　 　 ZF4、 780bp　 　 　 L遺 伝 子 （ タ ン パ ク 質 レ ベ ル ）
断 片 9　 　 ZF10、 330bp　 　  L遺 伝 子 （ タ ン パ ク 質 レ ベ ル ）
断 片 10　  ZF10、 250bp　 　  L遺 伝 子 （ タ ン パ ク 質 レ ベ ル ）
プ ロ ト タ イ プ 単 離 体 か ら の 核 酸 の RAP-PCRに 用 い た プ ラ イ マ ー ：

こ れ ま で に 得 た hMPVの 各 種 の 単 離 体 の 系 統 学 的 解 析 に 基 づ い て 、 ウ イ ル ス 単 離 体 00-1（ 遺
伝 子 型 Aの プ ロ ト タ イ プ ） お よ び 単 離 体 99-1（ 遺 伝 子 型 Bの プ ロ ト タ イ プ ） を 用 い て 、 2つ
の 遺 伝 子 型 を 同 定 し た 。
【 ０ ２ ２ ４ 】
本 発 明 者 ら は 、 こ れ ら の 遺 伝 子 型 が 亜 型 に 関 連 し 、 そ し て 両 者 の 亜 群 の ウ イ ル ス に よ る 再
感 染 は 前 も っ て 存 在 す る 免 疫 の 存 在 下 で 起 こ り 、 抗 原 の 多 様 性 は 再 感 染 を 起 こ す の に 厳 密
に は 必 要 な い 可 能 性 が あ る 、 と 仮 説 を 立 て た 。 更 に 、 hMPVは 、 ト リ ・ ニ ュ ー モ ウ イ ル ス （
主 に 家 禽 で 見 ら れ る ウ イ ル ス ） と 近 縁 で あ る と 思 わ れ る 。 両 者 の ウ イ ル ス の ヌ ク レ オ チ ド
配 列 は 、 SHタ ン パ ク 質 お よ び Gタ ン パ ク 質 以 外 は 高 い 相 同 性 （ %） を 示 す 。 こ こ で 、 こ れ ら
の ウ イ ル ス が 試 験 に お い て 交 差 反 応 す る こ と を 示 す が 、 こ れ は 主 に 核 タ ン パ ク 質 お よ び マ
ト リ ッ ク ス タ ン パ ク 質 に 基 づ く も の で あ る が 、 そ れ ら は 試 験 で は 異 な っ た 様 式 で 応 答 し 、
そ れ は 接 着 タ ン パ ク 質 に 基 づ く も の で あ る 。 ウ イ ル ス 中 和 力 価 に 違 い が あ る こ と は 、 hMPV
の 2つ の 遺 伝 子 型 が 1つ の ウ イ ル ス の 2つ の 異 な る 血 清 型 で あ る こ と の 更 な る 証 拠 と な る 。
但 し 、 APVは 異 な る ウ イ ル ス で あ る 。
【 ０ ２ ２ ５ 】

hMPVに つ い て の 間 接 IgG EIAは 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト で 、 本 質 的 に 先 に 記 載 （ Rothb
arth, P.H.ら , 1999； Influenza virus serotype-a comparative study. J. of Vir. Met
hods 78 (1999) 163-169） の よ う に し て 行 っ た 。
【 ０ ２ ２ ６ 】
簡 単 に 説 明 す る と 、 濃 縮 し た hMPVを 、 1%の Triton X-100に よ る 処 理 に よ り 可 溶 化 し 、 チ ェ
ッ カ ー ボ ー ド 滴 定 に よ り 最 適 実 施 希 釈 度 を 決 定 し た 後 、 PBS中 で マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー
ト に 室 温 で 16時 間 コ ー テ ィ ン グ し た 。 次 に 、 EIA緩 衝 液 中 の 1:100に 希 釈 し た ヒ ト 血 清 サ ン
プ ル 100μ l容 量 を ウ ェ ル に 加 え 、 37℃ で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ヒ ト IgGの 結 合 は 、 ヤ
ギ 抗 ヒ ト IgGペ ル オ キ シ ダ ー ゼ コ ン ジ ュ ゲ ー ト （ Biosource, USA） の 添 加 に よ り 検 出 し た
。
【 ０ ２ ２ ７ 】
基 質 と し て TMBを 添 加 し て プ レ ー ト を 展 開 し 、 ODを 450nmで 測 定 し た 。 結 果 は ODの S（ シ グ
ナ ル ） ／ N（ ネ ガ テ ィ ブ ） 比 と し て 表 わ し た 。 S/N比 が ネ ガ テ ィ ブ 対 照 ＋ （ 基 準 値 × 3倍 ）
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実 施 例 ５
hMPVの 2つ の 亜 型 の 更 な る 探 査

2つ の 血 清 型 間 の 交 差 反 応 お よ び APVと hMPVと の 交 差 反 応
方 法
hMPVに つ い て の IgG、 IgAお よ び IgM抗 体 検 出 の プ ロ ト コ ー ル



を 上 回 る な ら ば 、 血 清 は IgGに つ い て 陽 性 で あ る と 考 え る 。
【 ０ ２ ２ ８ 】
IgMク ラ ス お よ び IgAク ラ ス の hMPV抗 体 は 、 本 質 的 に 先 に 記 載 （ Rothbarth, P.H.ら , 1999
； Influenza virus serotype-a comparative study. J. Vir. Methods 78 (1999) 163-16
9） の よ う な 捕 捉 EIAに よ り 血 清 中 で 検 出 し た 。 IgAお よ び IgMの 検 出 で は 、 抗 ヒ ト IgMま た
は IgA特 異 的 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で コ ー テ ィ ン グ し た 市 販 の マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト を
使 用 し た 。 血 清 は 1： 100に 希 釈 し 、 37℃ で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 最 適 実 施 希 釈 度
の hMPVを 各 ウ ェ ル に 添 加 し （ 100μ l） 、 37℃ で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 洗 浄 し た 後 、
ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ で 標 識 し た ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 hMPVを 添 加 し 、 プ レ ー ト を 37℃ で 1時 間 イ
ン キ ュ ベ ー ト し た 。 基 質 と し て TMBを 添 加 す る こ と に よ り プ レ ー ト を 展 開 し 、 ODを 450nmで
測 定 し た 。 結 果 は ODの S（ シ グ ナ ル ） ／ N（ ネ ガ テ ィ ブ ） 比 と し て 表 わ し た 。 S/N比 が ネ ガ
テ ィ ブ 対 照 ＋ （ 基 準 値 × 3倍 ） を 上 回 る な ら ば 、 血 清 は IgGに つ い て 陽 性 で あ る と 考 え る 。
【 ０ ２ ２ ９ 】
APV抗 体 は 、 APV抑 制 ア ッ セ イ で 検 出 し た 。 APV抑 制 試 験 の プ ロ ト コ ー ル は 、 APV-Ab SVANOV
IR（ 登 録 商 標 ） 酵 素 免 疫 ア ッ セ イ （ SVANOVA Biotech AB, Uppsal Science Park Glunten 
SE-751 83 Uppsala Swedenに よ り 製 造 さ れ た も の ） を 含 む 。 結 果 は ODの S（ シ グ ナ ル ） ／ N
（ ネ ガ テ ィ ブ ） 比 と し て 表 わ し た 。 S/N比 が ネ ガ テ ィ ブ 対 照 ＋ （ 標 準 × 3倍 ） を 上 回 る な ら
ば 、 血 清 は IgGに つ い て 陽 性 で あ る と 考 え る 。
【 ０ ２ ３ ０ 】

ウ イ ル ス 単 離 体 ned/00/01（ 亜 型 A） お よ び ned/99/01（ 亜 型 B） を 用 い て 、 亜 型 当 た り 6匹
の モ ル モ ッ ト に 接 種 し た （ 経 気 道 、 鼻 お よ び 眼 ） 。
【 ０ ２ ３ １ 】
6匹 の モ ル モ ッ ト を hMPV00-1に 感 染 さ せ た （ 10e6,5、 TCID50）
6匹 の モ ル モ ッ ト を hMPV99-1に 感 染 さ せ た （ 10e4,1、 TCID50）
初 回 感 染 の 54日 後 、 モ ル モ ッ ト に 、 同 種 ま た は 異 種 の 亜 型 を 接 種 し た （ 10e4 TCID50） 。
【 ０ ２ ３ ２ 】
2匹 の モ ル モ ッ ト ： 初 回 の 感 染 は 00-1； 2度 目 の 感 染 は 99-1（ 異 種 ）
3匹 の モ ル モ ッ ト ： 初 回 の 感 染 は 00-1； 2度 目 の 感 染 は 00-1（ 同 種 ）
2匹 の モ ル モ ッ ト ： 初 回 の 感 染 は 99-1； 2度 目 の 感 染 は 00-1（ 異 種 ）
3匹 の モ ル モ ッ ト ： 初 回 の 感 染 は 99-1； 2度 目 の 感 染 は 99-1（ 同 種 ）
感 染 後 の 12日 間 （ 初 回 の 感 染 ） ま た は 8日 間 （ 2度 目 の 感 染 ） に わ た り 咽 喉 お よ び 鼻 の ス ワ
ブ を 採 取 し 、 RT-PCRア ッ セ イ に よ り ウ イ ル ス の 存 在 に つ い て 試 験 し た 。
【 ０ ２ ３ ３ 】

結 果 の ま と め ： ウ イ ル ス 単 離 体 ned/00/01を 接 種 し た モ ル モ ッ ト は 、 感 染 後 1～ 10日 で 上 部
気 道 に 感 染 を 示 す 。 ned/99/01を 接 種 し た モ ル モ ッ ト は 、 感 染 後 1～ 5日 で 上 部 気 道 に 感 染
を 示 す 。 ned/99/01に よ る 感 染 は 、 ned/00/01に よ る 感 染 ほ ど 重 篤 で は な い と 思 わ れ る 。 モ
ル モ ッ ト の 異 種 ウ イ ル ス に よ る 2度 目 の 接 種 に よ り 、 4匹 の モ ル モ ッ ト の う ち 3匹 に 再 感 染
が 起 こ り 、 同 種 ウ イ ル ス で は 6匹 の モ ル モ ッ ト の う ち 2匹 に 再 感 染 が 起 こ る 。 再 感 染 を 起 こ
し た 動 物 で は 、 臨 床 的 症 状 は 全 く 、 あ る い は 殆 ど 気 付 か ず 、 再 感 染 か ら 防 御 さ れ た 動 物 で
は 、 臨 床 的 症 状 は 全 く 見 ら れ な か っ た 。 こ れ は 、 野 生 型 ウ イ ル ス の 場 合 で さ え も 初 回 感 染
の 保 護 効 果 を 明 ら か で あ る こ と を 実 証 し て お り 、 ワ ク チ ン と し て 異 種 （ も ち ろ ん 同 種 も ）
の 単 離 体 が 、 た と え 弱 毒 化 さ れ た 形 態 で あ っ て も 、 使 用 で き る 可 能 性 を 示 し て い る 。
【 ０ ２ ３ ４ 】
hMPVの 両 者 の 亜 型 は 、 モ ル モ ッ ト に 感 染 さ せ る こ と が で き る が 、 亜 型 B（ ned/99/01） に よ
る 感 染 は 、 亜 型 A（ ned/00/01） に よ る 感 染 ほ ど 重 篤 で は な い （ 鼻 お よ び 咽 喉 に お け る ウ イ
ル ス の 存 在 期 間 が 短 い ） と 思 わ れ る 。 こ れ は 、 亜 型 Aが 高 い 投 薬 量 で 与 え ら れ た た め か 、
あ る い は 亜 型 Bの 毒 性 が 低 い た め で あ る と 思 わ れ る 。
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１ ． モ ル モ ッ ト
A. hMPVの 2つ の 亜 型 に よ る モ ル モ ッ ト の （ 再 ） 感 染

RT-PCRア ッ セ イ の 結 果 ： 図 29



【 ０ ２ ３ ５ 】
前 も っ て 存 在 す る 免 疫 の 存 在 は 、 同 種 ウ イ ル ス に よ る も の も 異 種 ウ イ ル ス よ る も の も 再 感
染 を 完 全 に 防 御 し な い が 、 ウ イ ル ス の 存 在 期 間 が よ り 短 く 、 全 て の 動 物 が ウ イ ル ス 陽 性 に
は な ら な い 、 と い う 点 で 、 感 染 は そ れ ほ ど 顕 著 で は な い と 思 わ れ る 。
【 ０ ２ ３ ６ 】

0、 52、 70、 80、 90、 110、 126お よ び 160日 目 に 、 血 清 を モ ル モ ッ ト か ら 採 取 し 、 1： 100の
希 釈 度 で 、 ned/00/01抗 原 お よ び ned/99/01抗 原 に 対 す る 全 ウ イ ル ス ELISAに お い て 試 験 し
た 。
【 ０ ２ ３ ７ 】

： 　 IgGは 、 個 々 の モ ル モ ッ ト に つ い て ned/00/01お よ び ned/99/01に 対 し て
応 答 す る 。
【 ０ ２ ３ ８ 】

： 　 ned/00/01お よ び ned/99/01の ELISAの 特 異 性 。 同 種 再 感 染 さ せ た モ ル モ ッ ト か ら
の デ ー タ だ け を 用 い た 。
【 ０ ２ ３ ９ 】

： 　 3匹 の 同 種 （ 00-1/00-1） 、 2匹 の 同 種 （ 99-1/99-1） 、 2匹 の 異 種 （ 99-1/00-1） お
よ び 2匹 の 異 種 （ 00-1/99-1） 感 染 さ せ た モ ル モ ッ ト の ned/00/01お よ び ned/99/01の ELISA
に 対 す る 平 均 IgG応 答 。
【 ０ ２ ４ ０ 】

上 記 2つ の 異 な る ELISAに 応 答 し て 僅 か な 差 異 し か 見 ら れ な い 。 00-1ま た は 99-1に 対 す る 全
ウ イ ル ス ELISAは 、 そ れ ら 2つ の 亜 型 を 区 別 す る の に は 使 用 で き な い 。
【 ０ ２ ４ １ 】

感 染 モ ル モ ッ ト か ら 採 取 し た 血 清 を 、 APV抑 制 ELISAを 用 い て 試 験 し た 。
【 ０ ２ ４ ２ 】

:　 hMPV感 染 モ ル モ ッ ト の APV抑 制 の 平 均 割 合 (%)

モ ル モ ッ ト に お い て hMPVに 対 し て 生 起 さ せ た 血 清 は 、 hMPV IgG ELISAに お い て 反 応 す る の
と 同 様 に し て 、 APV抑 制 ア ッ セ イ に お い て 反 応 す る 。
【 ０ ２ ４ ３ 】
ned/99/01に 対 し て 生 起 さ せ た 血 清 は 、 APV抑 制 ELISAに お い て 、 ned/00/01に 対 し て 生 起 さ
せ た 血 清 よ り も 低 い 抑 制 率 （ %） を 示 す 。 ned/99/01に 感 染 さ せ た モ ル モ ッ ト は 、 ned/00/0
1の 場 合 よ り も （ hMPV ELISAで 見 ら れ る の と 同 様 に ） 低 い 力 価 を 有 す る 可 能 性 が あ る か 、
あ る い は ned/99/01と APVと の 交 差 反 応 が 低 い 。 そ れ で も 、 APV-Ab抑 制 ELISAは 、 モ ル モ ッ
ト に お け る hMPV抗 体 の 検 出 に 使 用 で き る 。
【 ０ ２ ４ ４ 】

感 染 後 0、 52、 70お よ び 80日 目 に 採 取 し た 血 清 を 、 ned/00/01、 ned/99/01お よ び APV-Cを 用
い た ウ イ ル ス （ 交 差 ） 中 和 ア ッ セ イ に 用 い た 。 出 発 希 釈 度 は 1～ 10で あ り 、 ウ ェ ル 当 た り 1
00の TCID50の ウ イ ル ス を 用 い た 。 中 和 後 、 ウ イ ル ス を tMK細 胞 に 15分 間 接 触 さ せ 、 3500rpm
で 遠 心 分 離 し 、 そ の 後 、 培 地 を 新 し い も の と 交 換 し た 。
【 ０ ２ ４ ５ 】
APV被 験 体 は 4日 間 増 殖 さ せ 、 hMPV被 験 体 は 7日 間 増 殖 さ せ た 。 細 胞 を 80%ア セ ト ン で 固 定 し
、 FITC標 識 し た サ ル 抗 hMPVを 用 い て IFAを 行 っ た 。 染 色 に お い て 陰 性 だ っ た ウ ェ ル は 、 力
価 を 中 和 し た と 考 え た 。 各 ウ イ ル ス に つ い て 、 ウ イ ル ス ス ト ッ ク の 10対 数 滴 定 お よ び 実 施
溶 液 の 2倍 滴 定 を 含 め た 。
【 ０ ２ ４ ６ 】

： 　 ned/00/01お よ び ned/99/01に 感 染 さ せ た モ ル モ ッ ト の ned/00/01、 ned/99/01お よ
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B. hMPVの 2つ の 亜 型 に 感 染 さ せ た モ ル モ ッ ト の 血 清 学

図 30Aお よ び B

図 31

図 32

結 果 の ま と め

C. APV抗 原 を 保 有 す る モ ル モ ッ ト に お い て hMPVに 対 し て 生 起 さ せ た 血 清 の 反 応

図 33
結 果 の ま と め

D. モ ル モ ッ ト に お い て hMPVに 対 し て 生 起 さ せ た 血 清 を 用 い た ウ イ ル ス 中 和 ア ッ セ イ

図 34



び APV-Cに 対 す る ウ イ ル ス 中 和 力 価 。
【 ０ ２ ４ ７ 】

ウ イ ル ス 単 離 体 ned/00/01（ 亜 型 A） お よ び ned/99/01（ 亜 型 B） （ 1 e 5 TCID50） を 用 い て 、
亜 型 当 た り 2匹 の カ ニ ク イ ザ ル に 接 種 し た （ 経 気 道 、 鼻 お よ び 眼 ） 。 初 回 感 染 の 6ヶ 月 後 、
2回 目 と し て 、 サ ル に ned/00/01を 接 種 し た 。 咽 喉 の ス ワ ブ を 感 染 後 の 14日 間 （ 初 回 の 感 染
） ま た は 8日 間 （ 二 回 目 の 感 染 ） 採 取 し 、 RT-PCRア ッ セ イ に よ り ウ イ ル ス の 存 在 に つ い て
試 験 し た 。
【 ０ ２ ４ ８ 】

： 　 ned/00/01を （ 2回 ） 接 種 し た カ ニ ク イ ザ ル の 咽 喉 ス ワ ブ に つ い て の RT-PCRア ッ セ
イ の 結 果 。
【 ０ ２ ４ ９ 】

： 　 ウ イ ル ス 単 離 体 ned/00/01を 接 種 し た カ ニ ク イ ザ ル は 、 感 染 後 1～ 10日 で
上 部 気 道 に 感 染 を 示 す 。 臨 床 的 症 状 と し て は 、 化 膿 性 鼻 炎 が 挙 げ ら れ る 。 サ ル に 同 種 の ウ
イ ル ス で 二 回 目 の 接 種 を 行 っ た と こ ろ 、 PCRに よ り 示 さ れ る よ う に 、 再 感 染 が 起 こ る が 、
臨 床 的 症 状 は 全 く 見 ら れ な か っ た 。
【 ０ ２ ５ ０ 】

ned/00/01を 投 与 し た カ ニ ク ザ ル か ら 、 初 回 感 染 後 の 6ヶ 月 間 に わ た り 血 清 を 採 取 し た （ 再
感 染 は サ ル 3に つ い て は 240日 目 に 起 こ り 、 サ ル 6に つ い て は 239日 目 に 起 こ っ た ） 。
【 ０ ２ ５ １ 】
血 清 を 用 い て 、 ned/00/01ま た は APVに 対 す る IgG抗 体 の 存 在 、 な ら び に ned/00/01に 対 す る
IgA抗 体 お よ び IgM抗 体 の 存 在 に つ い て 試 験 し た 。
【 ０ ２ ５ ２ 】
結 果 ：
ned/00/01に （ 再 ） 感 染 さ せ た 2匹 の カ ニ ク イ ザ ル の 、 ned/00/01に 対 す る IgA、 IgMお よ び I
gGの 応 答 。
【 ０ ２ ５ ３ 】

ned/00/01に 感 染 さ せ た 2匹 の カ ニ ク イ ザ ル の 、 APVに 対 す る IgGの 応 答 。
【 ０ ２ ５ ４ 】

2匹 の カ ニ ク イ ザ ル が ned/00/01に う ま く 感 染 し 、 ned/00/01に 対 す る 抗 体 の 存 在 下 で は そ
の 同 種 ウ イ ル ス に 再 感 染 し た 。 IgA抗 体 お よ び IgM抗 体 の 応 答 は 、 初 回 の 感 染 後 に IgM抗 体
を 増 大 さ せ た が 、 そ れ は 再 感 染 後 に は 見 ら れ な い 。 IgA抗 体 は 再 感 染 後 に だ け 検 出 さ れ 、
こ れ は 初 回 の 感 染 後 の 免 疫 応 答 が 即 時 性 で あ る こ と を 示 し て い る 。 APV抑 制 ELISAで 試 験 し
た サ ル に お い て hMPVに 対 し て 生 起 し た 血 清 は 、 hMPV IgG ELISAと 同 様 の 応 答 を 示 す 。
【 ０ ２ ５ ５ 】

カ ニ ク イ ザ ル 内 の hMPV抗 体 は 、 APV抑 制 ELISAに よ り 、 hMPV ELISAの 場 合 と 同 様 の 感 度 で 検
出 さ れ 、 し た が っ て 、 APV抑 制 EIAは 、 ヒ ト の サ ン プ ル を hMPV抗 体 の 存 在 に つ い て 試 験 す る
の に 適 す る 。
【 ０ ２ ５ ６ 】

： 　 初 回 感 染 後 0日 目 ～ 229日 目 に 採 取 し た 血 清 は 、 ned/00/01に 対 し て 低 い
ウ イ ル ス 中 和 力 価 し か 示 さ ず （ 0～ 80） 、 2回 目 の 感 染 後 に 採 取 し た 血 清 は ned/00/01に 対
し て 高 い 中 和 力 価 を 示 す （ ＞ 1280） 。 2回 目 の 感 染 後 に 採 取 し た 血 清 だ け が 、 ned/99/01に
対 し て 中 和 力 価 を 示 し （ 80～ 640） 、 ど の 血 清 も APV Cウ イ ル ス を 中 和 し な い 。
【 ０ ２ ５ ７ 】
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2. カ ニ ク イ ザ ル
A. hMPVの 2つ の 亜 型 に よ る カ ニ ク イ ザ ル の （ 再 ） 感 染

図 35

結 果 の ま と め

B. hMPVに 感 染 さ せ た カ ニ ク イ ザ ル の 採 取 血 清 に つ い て の 血 清 学

図 36A

図 36B

結 果 の ま と め

考 察 ／ 結 論

C. hMPV感 染 カ ニ ク イ ザ ル か ら 採 取 し た 血 清 を 用 い た ウ イ ル ス （ 交 差 ） 中 和 ア ッ セ イ
結 果 の ま と め



ウ イ ル ス （ 交 差 ） 中 和 ア ッ セ イ に お い て 、 APV-Cと hMPVと の 間 で 交 差 反 応 は 起 こ ら ず 、 抗
体 応 答 を ブ ー ス ト し た 後 で ned/00/01と ned/99/01と の 間 に 交 差 反 応 が 起 こ る 。
【 ０ ２ ５ ８ 】

6ヶ 月 令 未 満 ～ 20歳 以 上 の 患 者 の 血 清 を 、 予 め IFAお よ び ned/00/01に 対 す る ウ イ ル ス 中 和
ア ッ セ イ で 試 験 し て お い た （ 特 許 の 表 1を 参 照 ） 。
【 ０ ２ ５ ９ 】
こ こ で 、 こ れ ら の 血 清 の 幾 つ か を 、 ned/00/01に 対 す る ELISAで IgG、 IgMお よ び IgA抗 体 の
存 在 に つ い て 試 験 し 、 そ れ ら の サ ン プ ル を APV抑 制 ELISAで 試 験 し た 。
【 ０ ２ ６ ０ 】
結 果 ： 　 ヒ ト 血 清 に お け る IgG抗 体 検 出 の た め の hMPV ELISAと APV抑 制 ELISAの 使 用 の
比 較 。 IgG HMPV試 験 と APV-Ab試 験 と の 間 に は 強 い 相 関 関 連 が あ り 、 し た が っ て 、 APV-Ab試
験 は 、 本 質 的 に ヒ ト に お け る hMPVに 対 す る IgG抗 体 を 検 出 で き る 。
【 ０ ２ ６ １ 】

96羽 の ニ ワ ト リ を 、 APV抑 制 ELISAお よ び ned/00/01 ELISAの 双 方 に お い て 、 APVに 対 す る Ig
G抗 体 の 存 在 に つ い て 試 験 し た 。
【 ０ ２ ６ ２ 】

： 　 hMPV ELISAも APV抑 制 ELISAも 、 APVに 対 す る 抗 体 を 検 出 す る （ デ ー タ は
示 さ ず ） 。
【 ０ ２ ６ ３ 】

本 発 明 者 ら は 、 ned/00/01（ 亜 群 Aの プ ロ ト タ イ プ ） お よ び ned/99/01（ 亜 群 Bの プ ロ ト タ イ
プ ） と い う 、 hMPVの 2つ の 遺 伝 子 型 を 見 出 し た 。
【 ０ ２ ６ ４ 】
「 古 典 的 な 血 清 学 的 解 析 （ 例 え ば 、 公 知 の Francki, R.I.B., Fauquet, C.M., Knudson, D
.L.お よ び Brown, F., Classification and nomenclature of viruses. Fifth report of 
the international Committee on Taxonomy of Viruses. Arch Virol, 1991. 付 録 2： p. 
140-144） に よ れ ば 、 動 物 の 血 清 を 用 い た 定 量 的 中 和 ア ッ セ イ で 判 定 し た 場 合 に 、 そ の 免
疫 学 的 な 違 い に 基 づ い て 2つ の 亜 型 が 定 義 で き る 。 2つ の 異 な る 血 清 型 は 、 互 い に 交 差 反 応
し な い か 、 あ る い は 両 方 向 で 16を 上 回 る 異 種 － 同 種 力 価 比 を 示 す 。 中 和 が 2種 の ウ イ ル ス
間 で 一 方 向 ま た は 両 方 向 で あ る 程 度 の 交 差 反 応 を 示 す 場 合 （ 同 種 － 異 種 力 価 比 が 8ま た は 1
6） 、 血 清 型 の 違 い （ 特 徴 ） は 、 DNAの 実 質 的 な 生 物 物 理 学 的 ／ 生 化 学 的 な 差 異 が 存 在 す る
か 否 か で あ る と 思 わ れ る 。 中 和 が 2種 の ウ イ ル ス 間 で 一 方 向 ま た は 両 方 向 で 明 ら か な 交 差
反 応 を 示 す 場 合 （ 同 種 － 異 種 力 価 比 が 8未 満 ） 、 研 究 対 象 で あ る 単 離 体 の 血 清 型 は 同 一 で
あ る と 推 定 さ れ る 。 」
RSVの 場 合 、 （ 同 種 、 異 種 、 共 に ） 以 前 よ り 存 在 し て い る 免 疫 の 存 在 下 で 再 感 染 が 起 こ る
こ と が 知 ら れ て い る 。 モ ル モ ッ ト お よ び カ ニ ク イ ザ ル を hMPVの 同 種 血 清 型 お よ び 異 種 血 清
型 の 両 者 に 感 染 さ せ た と こ ろ 、 こ の こ と が hMPVに つ い て も 当 て は ま る こ と が 明 ら か に な っ
た 。 更 に 、 hMPVに 対 す る IgAお よ び IgMの ELISAか ら は 、 IgA抗 体 の 反 応 が 再 感 染 の 後 に だ け
起 こ る こ と が 明 ら か に な っ た 。 hMPVま た は APVに 対 し て 生 起 さ せ た 血 清 は 、 APVお よ び hMPV
の ELISAに お い て 同 じ よ う に 応 答 す る 。 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 比 較 か ら 、 こ れ ら の ウ イ ル ス
が 、 N、 P、 Mお よ び F遺 伝 子 に つ い て 約 80%の ア ミ ノ 酸 相 同 性 を 示 す こ と が 判 る 。 ELISAで は
、 Nタ ン パ ク 質 お よ び Mタ ン パ ク 質 が 、 反 応 す る 主 な 抗 原 で あ る 。 ウ イ ル ス 中 和 ア ッ セ イ （
表 面 の 糖 タ ン パ ク 質 G、 SHお よ び Fに 対 し て 反 応 す る こ と が 知 ら れ る ） は 、 2つ の 異 な る 血
清 間 の 違 い を 示 し て い る 。 APVと hMPVは ELISAで 交 差 反 応 す る が 、 hMPVと APVの ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 の 系 統 学 的 解 析 、 こ れ ら 2種 の 異 な る ウ イ ル ス に 対 し て 生 起 さ れ た 血 清 の ウ イ ル ス
中 和 力 価 の 違 い 、 お よ び 宿 主 利 用 の 違 い か ら も 、 APV-Cお よ び hMPVが 2種 の 異 な る ウ イ ル ス
で あ る こ と が 明 ら か に さ れ る 。 こ れ ら の 結 果 に 基 づ け ば 、 哺 乳 動 物 に お け る hMPV感 染 が 、
鳥 類 か ら 哺 乳 動 物 へ の ゾ ー ノ シ ス 事 象 に よ り 起 こ っ た 可 能 性 が あ る と 推 測 さ れ る 。 し か し
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、 こ れ ら の ウ イ ル ス （ す な わ ち Gお よ び SHタ ン パ ク 質 ） は 、 鳥 類 に お け る AVPの 存 在 を 考 慮
す る と 、 再 来 （ 哺 乳 動 物 か ら 鳥 類 へ の ） ゾ ー ノ シ ス 事 象 が ま ず 起 こ ら な い よ う な 様 式 で 順
応 し て き た 。
【 ０ ２ ６ ５ 】

パ ラ ミ ク ソ ウ イ ル ス 科 は 2つ の 亜 科 ： パ ラ ミ ク ソ ウ イ ル ス 亜 科 お よ び ニ ュ ー モ ウ イ ル ス 亜
科 を 含 む 。 ニ ュ ー モ ウ イ ル ス 亜 科 は 2つ の 属 ： ニ ュ ー モ ウ イ ル ス お よ び メ タ ニ ュ ー モ ウ イ
ル ス か ら な る 。 ニ ュ ー モ ウ イ ル ス 属 は 、 ヒ ト 、 ウ シ 、 ヒ ツ ジ お よ び ヤ ギ の 呼 吸 器 合 胞 体 ウ
イ ル ス な ら び に マ ウ ス ・ 肺 炎 ウ イ ル ス （ PVM） を 含 む 。 メ タ ニ ュ ー モ ウ イ ル ス 属 は 、 ト リ
・ ニ ュ ー モ ウ イ ル ス （ APV、 TRTVと も 呼 ば れ る ） を 含 む 。
【 ０ ２ ６ ６ 】
ニ ュ ー モ ウ イ ル ス 亜 科 に お け る 属 の 分 類 は 、 古 典 的 な ウ イ ル ス の 特 徴 、 遺 伝 子 の 順 序 お よ
び 遺 伝 子 の 布 置 （ constellation） に 基 づ い て い る 。 ニ ュ ー モ ウ イ ル ス 属 の ウ イ ル ス は 、
パ ラ ミ ク ソ ウ イ ル ス 科 の 中 で も 独 特 で あ り 、 ゲ ノ ム （ 3’ -NS1-NS2-N-P-M-SH-G-F-M2-L-5
’ ） の 3’ 末 端 に 2個 の 非 構 造 タ ン パ ク 質 を 有 す る 。 こ れ に 対 し て 、 メ タ ニ ュ ー モ ウ イ ル ス
属 の ウ イ ル ス に は NS1遺 伝 子 お よ び NS2遺 伝 子 が 欠 け て お り 、 Mと Lの コ ー ド 領 域 の 間 に あ る
遺 伝 子 の 構 成 が 異 な る （ 3’ -N-P-M-F-M2-SH-G-L-5’ ） 。
【 ０ ２ ６ ７ 】
パ ラ ミ ク ソ ウ イ ル ス 亜 科 の 全 て の メ ン バ ー は 赤 血 球 凝 集 活 性 を 有 し て い る が 、 こ の 機 能 は
ニ ュ ー モ ウ イ ル ス 亜 科 を 決 定 付 け る 特 徴 で は な く 、 RSVお よ び APVで は 存 在 し な い が 、 PVM
に は 存 在 す る 。 ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ 活 性 は 、 パ ラ ミ ク ソ ウ イ ル ス 属 お よ び ル ブ ラ ウ イ ル ス 属
（ パ ラ ミ ク ソ ウ イ ル ス 亜 科 ） の メ ン バ ー に は 存 在 す る が 、 麻 疹 ウ イ ル ス 属 （ パ ラ ミ ク ソ ウ
イ ル ス 亜 科 ） な ら び に ニ ュ ー モ ウ イ ル ス 属 お よ び メ タ ニ ュ ー モ ウ イ ル ス 属 （ ニ ュ ー モ ウ イ
ル ス 亜 科 ） に は 存 在 し な い 。
【 ０ ２ ６ ８ 】
ニ ュ ー モ ウ イ ル ス 亜 科 の 第 2の 目 立 っ た 特 徴 は 、 RSVに よ る mRNA内 の 選 択 的 ORF（ alternati
ve ORFs） の 利 用 が 明 ら か に 制 限 さ れ て い る こ と で あ る 。 こ れ に 対 し て 、 セ ン ダ イ ウ イ ル
ス お よ び 麻 疹 ウ イ ル ス な ど の パ ラ ミ ク ソ ウ イ ル ス 亜 科 の 幾 つ か の メ ン バ ー は 、 リ ン 酸 化 タ
ン パ ク 質 （ P） を コ ー ド す る mRNA内 の 選 択 的 ORFを 利 用 し て 、 新 規 な タ ン パ ク 質 の 合 成 を 指
令 す る 。
【 ０ ２ ６ ９ 】
ニ ュ ー モ ウ イ ル ス 亜 科 の Gタ ン パ ク 質 は 、 パ ラ ミ ク ソ ウ イ ル ス 亜 科 の HNタ ン パ ク 質 ま た は H
タ ン パ ク 質 と 配 列 上 の 関 連 性 も 構 造 的 な 類 似 性 も 持 た ず 、 そ れ ら の 鎖 長 の ほ ぼ 半 分 の 大 き
さ し か な い 。 更 に 、 Nタ ン パ ク 質 お よ び Pタ ン パ ク 質 は 、 パ ラ ミ ク ソ ウ イ ル ス 亜 科 の Nタ ン
パ ク 質 お よ び Pタ ン パ ク 質 よ り も 小 さ く 、 明 確 な 配 列 相 同 性 が な い 。 多 く の 非 セ グ メ ン ト
化 ネ ガ テ ィ ブ 鎖 RNAウ イ ル ス は 、 単 一 の マ ト リ ッ ク ス （ M） タ ン パ ク 質 を 有 す る 。
【 ０ ２ ７ ０ 】
ニ ュ ー モ ウ イ ル ス 亜 科 の メ ン バ ー は 、 例 外 的 に 、 2種 の そ う し た タ ン パ ク 質 （ Mお よ び M2）
を 有 し て い る 。 こ の Mタ ン パ ク 質 は パ ラ ミ ク ソ ウ イ ル ス 亜 科 の Mタ ン パ ク 質 よ り も 小 さ く 、
パ ラ ミ ク ソ ウ イ ル ス 亜 科 と 配 列 上 の 関 連 性 を 持 た な い 。
【 ０ ２ ７ １ 】
細 胞 培 養 物 中 で 増 殖 さ せ る と 、 ニ ュ ー モ ウ イ ル ス 亜 科 の メ ン バ ー は 典 型 的 な 細 胞 変 性 効 果
を 示 す 。 そ れ ら は 特 徴 的 な 細 胞 の 合 胞 体 形 成 を 誘 発 す る 。
【 ０ ２ ７ ２ 】
（ Collinsら , 1996）

hRSVは ニ ュ ー モ ウ イ ル ス 属 の 基 準 種 で あ り 、 幼 児 期 ～ 若 年 小 児 時 の 下 部 気 道 疾 患 の 世 界 的
に 広 が っ て い る 主 な 原 因 物 質 で あ る （ Selwyn, 1990） 。 更 に 、 hRSVは 、 免 疫 不 全 の 個 体 や
老 人 を 含 む 他 の 患 者 群 に お い て 重 要 な 病 原 体 と し て 次 第 に 認 識 さ れ て き て い る 。 ま た 、 RS
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Vは 、 あ ら ゆ る 年 齢 の 入 院 成 人 の 市 中 肺 炎 の 重 要 な 原 因 物 質 で あ る （ Englund, 1991； Fals
ey, 2000； Dowell, 1996） 。 RSVの 2つ の 主 な 抗 原 型 （ Aお よ び B） が 、 そ れ ら の モ ノ ク ロ ー
ナ ル お よ び ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と の 反 応 性 の 違 い に 基 づ い て 、 核 酸 配 列 解 析 に よ り 同 定 さ
れ て い る （ Anderson, 1985； Johnson, 1987； Sullender, 2000） 。 特 に 、 Gタ ン パ ク 質 は
、 そ れ ら 2つ の 亜 型 を 区 別 す る の に 使 用 さ れ る 。 RSV-Aと Bと は 、 Gに お い て は 53%の ア ミ ノ
酸 配 列 相 同 性 し か 示 さ な い が 、 他 の タ ン パ ク 質 は そ れ ら の 亜 型 間 で そ れ よ り 高 い 相 同 性 を
示 す （ 表 1） （ Collins, 1996） 。
【 ０ ２ ７ ３ 】
RSV感 染 の 検 出 は 、 免 疫 蛍 光 法 （ DIF、 IFA） 、 ウ イ ル ス 中 和 ア ッ セ イ お よ び ELISAも し く は
RT-PCRア ッ セ イ に お い て モ ノ ク ロ ー ナ ル お よ び ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い て 記 載 さ れ て い
る （ Rothbarth, 1988； Van Milaan, 1994； Coggins, 1998） 。 hRSVと 近 縁 で あ る も の は 、
ウ シ （ bRSV） 、 ヒ ツ ジ （ oRSV） お よ び ヤ ギ RSV（ oRSV） で あ り 、 中 で も bRSVは 最 も 広 範 に
研 究 さ れ て き た 。 hRSVと の 配 列 相 同 性 に 基 づ い て 、 反 芻 動 物 の RSVは ニ ュ ー モ ウ イ ル ス 亜
科 の ニ ュ ー モ ウ イ ル ス 属 に 分 類 さ れ る （ Collins, 1996） 。 反 芻 動 物 の RSV感 染 の 診 断 お よ
び 亜 型 同 定 は 、 血 清 学 、 抗 原 検 出 、 ウ イ ル ス 単 離 お よ び RT-PCRア ッ セ イ を 組 合 せ て 使 用 す
る こ と が ベ ー ス で あ る （ Uttenthal, 1996； Valarcher, 1999； Oberst, 1993； Vilcek, 19
94） 。
【 ０ ２ ７ ４ 】
bRSVの 分 子 構 成 に つ い て の 幾 つ か の 解 析 が 、 ヒ ト お よ び ウ シ の 抗 血 清 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 お よ び cDNAプ ロ ー ブ を 用 い て 行 わ れ て き た 。 こ れ ら の 解 析 か ら 、 hRSVお よ び bRSVの タ ン
パ ク 質 組 成 が 非 常 に 類 似 し て お り 、 bRSVの ゲ ノ ム 構 成 が hRSVの も の と 似 て い る こ と が 明 ら
か に な っ た 。 bRSVで も hRSVで も 、 Gタ ン パ ク 質 お よ び Fタ ン パ ク 質 は 、 主 な 中 和 お よ び 保 護
抗 原 に な っ て い る 。 Gタ ン パ ク 質 は 、 hRSVの 亜 型 間 お よ び hRSVと bRSVと の 間 で 非 常 に 異 な
っ て い る （ そ れ ぞ れ 53%お よ び 28%） （ Prozzi, 1997； Lerch, 1990） 。 hRSVお よ び bRSVの
株 の Fタ ン パ ク 質 は 、 同 等 の 構 造 特 性 お よ び 抗 原 関 連 性 を 示 し て い る 。 bRSVの Fタ ン パ ク 質
は hRSVと 80～ 81%の 相 同 性 を 示 し 、 一 方 、 2つ の hRSVの 亜 型 は Fに お い て 90%の 相 同 性 を 示 す
（ Walravens, K. 1990） 。
【 ０ ２ ７ ５ 】
hRSVお よ び bRSVに 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 使 用 に 基 づ く 研 究 か ら 、 bRSVに は 異 な る
抗 原 亜 型 が 存 在 す る こ と が 示 唆 さ れ た 。 亜 型 A、 Bお よ び ABは 、 Gタ ン パ ク 質 に 特 異 的 な モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 反 応 パ タ ー ン に 基 づ い て 区 別 さ れ る （ Furze, 1994； Prozzi, 1997； E
lvander, 1998） 。 bRSVの 疫 学 は 、 hRSVの も の と 非 常 に 類 似 し て い る 。 若 齢 の ウ シ に お け
る 自 然 発 生 的 な 感 染 は 重 篤 な 呼 吸 性 の 徴 候 と 結 び つ く 場 合 が 多 く 、 一 方 、 実 験 的 感 染 で は
、 一 般 に 、 僅 か な 病 理 学 的 変 化 を 伴 う 軽 度 の 疾 患 と な る （ Elvander, 1996） 。
【 ０ ２ ７ ６ 】
ま た 、 RSVは 、 自 然 に 感 染 し た ヒ ツ ジ （ oRSV） （ LeaMaster, 1983） お よ び ヤ ギ （ cRSV） （
Lehmkuhl, 1980） か ら も 単 離 さ れ て い る 。 両 者 の 株 は 、 ウ シ RSVと ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 96%
共 通 し て お り 、 抗 原 性 交 差 反 応 性 で あ る 。 し た が っ て 、 こ れ ら の ウ イ ル ス も ま た 、 ニ ュ ー
モ ウ イ ル ス 属 の 中 に 分 類 さ れ る 。
【 ０ ２ ７ ７ 】
ニ ュ ー モ ウ イ ル ス 亜 科 、 ニ ュ ー モ ウ イ ル ス 属 の も う 1つ の メ ン バ ー は マ ウ ス 肺 炎 ウ イ ル ス
（ PVM） で あ る 。
【 ０ ２ ７ ８ 】
PVMは 、 実 験 動 物 コ ロ ニ ー 、 特 に 無 胸 腺 マ ウ ス を 含 む 該 コ ロ ニ ー に お い て 一 般 的 な 病 原 体
で あ る 。 自 然 に 獲 得 し た 感 染 は 無 症 候 性 で あ る と 考 え ら れ る が 、 マ ウ ス の 肺 で 継 代 す る と
、 上 部 気 道 感 染 か ら 致 命 的 な 肺 炎 に ま で 及 ぶ 疾 患 の 明 ら か な 徴 候 が 出 て く る （ Richter, 1
988； Weir, 1988） 。
【 ０ ２ ７ ９ 】
PVMお よ び hRSVの ヌ ク レ オ カ プ シ ド タ ン パ ク 質 （ N） と リ ン 酸 化 タ ン パ ク 質 （ P） と の 間 の
制 限 さ れ た 血 清 学 的 交 差 反 応 性 は 記 載 さ れ て い る が 、 ど の 外 部 タ ン パ ク 質 も 交 差 反 応 性 を
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示 さ ず 、 こ れ ら の ウ イ ル ス は ウ イ ル ス 中 和 ア ッ セ イ に お い て 互 い に 区 別 で き る （ Chambers
, 1990a； Gimenez, 1984； Ling, 1989a） 。 PVMの 糖 タ ン パ ク 質 は 、 そ れ ら の グ リ コ シ ル 化
の パ タ ー ン に 関 し て 、 他 の パ ラ ミ ク ソ ウ イ ル ス の も の と は 異 な り 、 RSVの も の と は 類 似 し
て い る と 思 わ れ る 。 し か し 、 そ れ ら は 、 プ ロ セ ッ シ ン グ に 関 し て は 異 な っ て い る 。 RSVと
は 違 っ て 、 し か し 他 の パ ラ ミ ク ソ ウ イ ル ス と 同 様 に 、 PVMは ネ ズ ミ 赤 血 球 を 用 い た 場 合 に
赤 血 球 凝 集 活 性 を 有 し 、 そ れ に Gタ ン パ ク 質 が 関 与 し て い る と 思 わ れ る 。 何 故 な ら ば 、 こ
の タ ン パ ク 質 に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 赤 血 球 凝 集 を 抑 制 す る か ら で あ る （ Ling, 19
89b） 。
【 ０ ２ ８ ０ 】
PVMの ゲ ノ ム は hRSVの も の と 類 似 し て お り 、 そ の 3’ 末 端 に 2つ の 非 構 造 タ ン パ ク 質 を 含 み
、 同 じ よ う な ゲ ノ ム 構 成 を 有 す る （ Chambers, 1990a； Chambers, 1990b） 。 PVMの NS1／ NS
2遺 伝 子 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は hRSVの も の と は 検 出 可 能 な ほ ど 相 同 で は な い （ Chambers, 1
991） 。 PVMの タ ン パ ク 質 の 中 に は 、 hRSVと 強 い 相 同 性 を 示 す も の も あ る が （ N： 60%、 F： 3
8～ 40%） 、 Gは は っ き り 異 な る (ア ミ ノ 酸 配 列 は 31%長 い )（ Barr, 1991； Barr, 1994； Cham
bers, 1992） 。 PVMの P遺 伝 子 は 、 RSVや APVの も の と は 異 な り 、 第 2の ORFを コ ー ド す る こ と
が 報 告 さ れ て お り 、 ユ ニ ー ク な PVMタ ン パ ク 質 と な っ て い る （ Collins, 1996） 。 新 規 な PV
Mの 単 離 体 は 、 ウ イ ル ス 単 離 、 赤 血 球 凝 集 ア ッ セ イ 、 ウ イ ル ス 中 和 ア ッ セ イ お よ び 種 々 の
免 疫 学 的 蛍 光 法 に よ り 同 定 さ れ る 。
【 ０ ２ ８ １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ８ ２ 】

ト リ ・ ニ ュ ー モ ウ イ ル ス （ APV） は 、 七 面 鳥 鼻 気 管 炎 の 原 因 物 質 と し て 同 定 さ れ （ McDouga
ll, 1986； Collins, 1988） 、 し た が っ て 、 七 面 鳥 鼻 気 管 炎 ウ イ ル ス （ TRTV） と 呼 ば れ る
こ と も 多 い 。 こ の 疾 患 は 七 面 鳥 の 上 部 気 道 感 染 で あ り 、 高 い 罹 患 率 と 、 変 動 性 の （ し か し
し ば し ば 高 い ） 死 亡 率 と な る 。 雌 の 七 面 鳥 で は 、 こ の ウ イ ル ス は 実 質 的 な 産 卵 の 低 下 を 引
き 起 こ す こ と も あ る 。 同 じ ウ イ ル ス が ニ ワ ト リ に も 感 染 で き る が 、 こ の 種 で は 、 こ の ウ イ
ル ス の 主 な 病 原 体 と し て の 役 割 は そ れ ほ ど 明 確 に 定 義 さ れ て い な い が 、 一 般 に は 繁 殖 ニ ワ
ト リ に お い て 頭 部 膨 張 症 候 群 （ SHS） と 関 連 す る （ Cook, 2000） 。 ビ リ オ ン は 多 面 体 （ ple
iomorphic） で あ る が 、 主 に 球 状 で あ り 、 大 き さ は 70～ 600nmで あ り 、 ヌ ク レ オ カ プ シ ド は
、 線 状 の 非 セ グ メ ン ト 化 ネ ガ テ ィ ブ セ ン ス RNAゲ ノ ム を 含 ん で お り 、 ら せ ん 対 称 を 示 す （ C
ollins, 1986； Giraud, 1986） 。 こ の 形 態 は 、 パ ラ ミ ク ソ ウ イ ル ス 科 の メ ン バ ー の も の と
類 似 し て い る 。 APVコ ー ド 化 タ ン パ ク 質 お よ び RNAの 解 析 か ら 、 こ の 科 の 2つ の 亜 科 （ パ ラ
ミ ク ソ ウ イ ル ス 亜 科 と ニ ュ ー モ ウ イ ル ス 亜 科 ） の 中 で 、 APVは ニ ュ ー モ ウ イ ル ス 亜 科 に 最
も 近 く 類 似 し て い る こ と が 示 唆 さ れ た （ Collins, 1988; Ling, 1988； Cavanagh, 1988）
。
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【 ０ ２ ８ ３ 】
APVは 、 非 構 造 タ ン パ ク 質 （ NS1お よ び NS2） を 有 さ ず 、 遺 伝 子 の 順 序 （ 3’ -N-P-M-F-M2-SH
-G-L-5’ ） は 、 RSVな ど の 哺 乳 動 物 の ニ ュ ー モ ウ イ ル ス の も の と は 異 な る 。 し た が っ て 、 A
PVは 近 年 、 新 し い メ タ ニ ュ ー モ ウ イ ル ス 属 の 基 準 種 と し て 分 類 さ れ た （ Pringle, 1999）
。
【 ０ ２ ８ ４ 】
中 和 パ タ ー ン 、 ELISAお よ び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と の 反 応 性 の 違 い か ら 、 APVの 異 な る 抗 原
型 の 存 在 が 明 ら か に な っ た 。 G遺 伝 子 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら 、 2つ の ウ イ ル ス 亜 科 （ Aお
よ び B） が 定 義 さ れ 、 そ れ ら は 38%の ア ミ ノ 酸 相 同 性 し か 示 さ な い （ Collins, 1993； Juhas
z, 1994） 。 ア メ リ カ 合 衆 国 コ ロ ラ ド 州 か ら 単 離 さ れ た APV（ Cook, 1999） は 、 亜 型 Aお よ
び Bの ウ イ ル ス と あ ま り 交 差 中 和 し な い こ と が 示 さ れ 、 配 列 情 報 に 基 づ い て 新 た な 亜 型 Cと
命 名 さ れ た （ Seal, 1998； Seal, 2000） 。 フ ラ ン ス で 2種 の 非 A／ 非 B APVが 単 離 さ れ 、 そ
れ ら は 亜 型 A、 Bお よ び Cと は 抗 原 性 が 異 な る こ と が 示 さ れ た 。 F、 Lお よ び G遺 伝 子 の ア ミ ノ
酸 配 列 に 基 づ い て 、 こ れ ら の ウ イ ル ス も ま た 、 新 た な 亜 型 Dと し て 分 類 さ れ た （ Bayon-Aub
oyer, 2000） 。
【 ０ ２ ８ ５ 】
APV感 染 の 診 断 は 、 ニ ワ ト リ ま た は 七 面 鳥 の 気 管 （ tracheal organ） 培 養 物 （ TOC） ま た は
Vero細 胞 培 養 物 に お け る ウ イ ル ス 単 離 に よ り 達 成 で き る 。 細 胞 変 性 効 果 （ CPE） は 通 常 、
更 に 一 代 ま た は 二 代 継 代 し た 後 で 見 ら れ る 。 こ の CPEは 、 散 在 し て い る 病 巣 領 域 の 細 胞 が
丸 く 膨 れ て 合 胞 体 形 成 を 引 き 起 こ す こ と を 特 徴 と す る （ Buys, 1989） 。 IFお よ び ウ イ ル ス
中 和 ア ッ セ イ を 含 む 幾 つ か の 血 清 学 的 ア ッ セ イ が 開 発 さ れ て い る 。 ELISAに よ る APVに 対 す
る 抗 体 の 検 出 は 、 最 も 一 般 的 に 使 用 さ れ て い る 方 法 で あ る （ O’ Loan, 1989； Gulati, 200
0） 。 近 年 、 APV感 染 の 診 断 に 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ PCRI） が 用 い ら れ て い る 。 食 道 か
ら 採 取 し た ス ワ ブ は 、 出 発 物 質 と し て 使 用 で き る （ Bayon-Auboyer, 1999； Shin, 2000）
。
【 ０ ２ ８ ６ 】
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【 図 １ ａ 】 図 1Aは 、 単 離 体 00-1と ニ ュ ー モ ウ イ ル ス 亜 科 の 他 の メ ン バ ー の ア ミ ノ 酸 配 列 間
で 見 ら れ る 相 同 性 の パ ー セ ン テ ー ジ を 示 し た 表 1を 示 す 。
【 図 １ ｂ 】 図 1Bは 、 免 疫 蛍 光 ア ッ セ イ お よ び ウ イ ル ス 中 和 ア ッ セ イ を 用 い た 、 年 齢 群 で 分
類 し た ヒ ト に お け る MPVの 血 清 陽 性 率 を 示 し た 表 2を 示 す 。
【 図 ２ 】 図 2は 、 ウ イ ル ス 単 離 体 00-1に つ い て RAP-PCRお よ び RT-PCRを 用 い て 得 ら れ た 断 片
の 位 置 お よ び 大 き さ を 含 む 、 APVの ゲ ノ ム の 概 略 図 で あ る 。
【 図 ３ － １ 】 図 3は 、 ニ ュ ー モ ウ イ ル ス 亜 科 の メ ン バ ー お よ び ウ イ ル ス 単 離 体 00-1の 間 で
の N、 P、 Mお よ び Fの ORFの 比 較 を 示 す 。 図 3-1は 、 核 タ ン パ ク 質 お よ び リ ン 酸 化 タ ン パ ク 質
の ア ラ イ メ ン ト を 示 す 。
【 図 ３ － ２ 】 図 3は 、 ニ ュ ー モ ウ イ ル ス 亜 科 の メ ン バ ー お よ び ウ イ ル ス 単 離 体 00-1の 間 で
の N、 P、 Mお よ び Fの ORFの 比 較 を 示 す 。 図 3-2は 、 マ ト リ ッ ク ス タ ン パ ク 質 お よ び 融 合 タ ン
パ ク 質 の ア ラ イ メ ン ト を 示 す 。
【 図 ３ － ３ 】 図 3は 、 ニ ュ ー モ ウ イ ル ス 亜 科 の メ ン バ ー お よ び ウ イ ル ス 単 離 体 00-1の 間 で
の N、 P、 Mお よ び Fの ORFの 比 較 を 示 す 。 図 3-3は 、 Lタ ン パ ク 質 の PCR断 片 8お よ び PCR断 片 9/
10の ア ラ イ メ ン ト を 示 す 。
【 図 ４ 】 図 4は 、 ニ ュ ー モ ウ イ ル ス 属 の メ ン バ ー お よ び ウ イ ル ス 単 離 体 00-1の N、 P、 Mお よ
び Fの ORFの 系 統 学 的 解 析 を 示 す 。
【 図 ５ 】 図 5は 、 9種 の 主 な MPV単 離 体 と APV-C（ 遺 伝 的 に 最 も 近 縁 で あ る ） と の 、 F（ パ ネ
ル A） 、 N（ パ ネ ル B） 、 M（ パ ネ ル C） お よ び L（ パ ネ ル D） の ORFの 部 分 の 系 統 学 的 関 係 を 示
す 。
【 図 ６ Ａ － １ 】 図 6Aは 、 MPV単 離 体 00-1の ゲ ノ ム の 3’ 末 端 か ら の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 お よ び
ア ミ ノ 酸 配 列 の 情 報 を 示 す 。
【 図 ６ Ａ － ２ 】 図 6Aは 、 MPV単 離 体 00-1の ゲ ノ ム の 3’ 末 端 か ら の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 お よ び
ア ミ ノ 酸 配 列 の 情 報 を 示 す 。 図 6A-2は 図 6A-1の 続 き で あ る 。
【 図 ６ Ａ － ３ 】 図 6Aは 、 MPV単 離 体 00-1の ゲ ノ ム の 3’ 末 端 か ら の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 お よ び
ア ミ ノ 酸 配 列 の 情 報 を 示 す 。 図 6A-3は 図 6A-2の 続 き で あ る 。
【 図 ６ Ｂ 】 図 6Bは 、 MPV単 離 体 00-1の ポ リ メ ラ ー ゼ 遺 伝 子 （ L） 内 の 断 片 8か ら 得 ら れ た ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 お よ び ア ミ ノ 酸 配 列 の 情 報 を 示 す 。
【 図 ６ Ｃ 】 図 6Cは 、 MPV単 離 体 00-1の ポ リ メ ラ ー ゼ 遺 伝 子 （ L） 内 の 断 片 9お よ び 10の 共 通
配 列 を 示 す 。
【 図 ７ 】 図 7は 、 MPV単 離 体 00-1の ゲ ノ ム 地 図 を 示 す 。
【 図 ８ 】 図 8は 、 MPVと 他 の ニ ュ ー モ ウ イ ル ス の 核 タ ン パ ク 質 の 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 の ア ラ イ
メ ン ト を 示 す 。
【 図 ９ 】 図 9は 、 MPVの リ ン 酸 化 タ ン パ ク 質 と 他 の ニ ュ ー モ ウ イ ル ス の リ ン 酸 化 タ ン パ ク 質
の ア ミ ノ 酸 配 列 比 較 を 示 す 。
【 図 １ ０ 】 図 10は 、 MPVの マ ト リ ッ ク ス タ ン パ ク 質 と 他 の ニ ュ ー モ ウ イ ル ス の マ ト リ ッ ク
ス タ ン パ ク 質 の 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 の 比 較 を 示 す 。
【 図 １ １ 】 図 11は 、 MPVの 融 合 タ ン パ ク 質 と 他 の ニ ュ ー モ ウ イ ル ス の 融 合 タ ン パ ク 質 の 推
定 ア ミ ノ 酸 配 列 の ア ラ イ メ ン ト を 示 す 。
【 図 １ ２ 】 図 12は 、 MPVの M2の ORFと 他 の ニ ュ ー モ ウ イ ル ス の M2の ORFの ア ミ ノ 酸 配 列 比 較
を 示 す 。
【 図 １ ３ 】 図 13は 、 MPVの SHの ORFの ア ミ ノ 酸 配 列 解 析 を 示 す 。
【 図 １ ４ 】 図 14は 、 MPVの Gの ORFの ア ミ ノ 酸 配 列 解 析 を 示 す 。
【 図 １ ５ 】 図 15は 、 MPVお よ び 他 の パ ラ ミ ク ソ ウ イ ル ス の ポ リ メ ラ ー ゼ 遺 伝 子 の 保 存 さ れ
た ド メ イ ン の ア ミ ノ 酸 配 列 の 比 較 を 示 す 。
【 図 １ ６ 】 図 16は 、 MPVお よ び 選 択 し た パ ラ ミ ク ソ ウ イ ル ス の M2-1お よ び Lの ORFの 系 統 学
的 解 析 を 示 す 。
【 図 １ ７ 】 図 17は 、 hMPV単 離 体 00-1の 非 コ ー ド 配 列 を 示 す 。
【 図 １ ８ ａ 】 図 18は 、 2種 の プ ロ ト タ イ プ の hMPV単 離 体 と APV-Aお よ び APV-Cと の 比 較 を 示
す 。
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【 図 １ ８ ｂ 】 図 18は 、 2種 の プ ロ ト タ イ プ の hMPV単 離 体 と APV-Aお よ び APV-Cと の 比 較 を 示
す 。
【 図 １ ９ 】 図 19は 、 2種 の プ ロ ト タ イ プ の hMPV単 離 体 と APV-Aお よ び APV-Cと の 比 較 を 示 す
。
【 図 ２ ０ 】 図 20は 、 2種 の プ ロ ト タ イ プ の hMPV単 離 体 の 核 タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 ア ラ イ メ
ン ト を 示 す 。
【 図 ２ １ 】 図 21は 、 2種 の プ ロ ト タ イ プ の hMPV単 離 体 の リ ン 酸 化 タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 ア
ラ イ メ ン ト を 示 す 。
【 図 ２ ２ 】 図 22は 、 2種 の プ ロ ト タ イ プ の hMPV単 離 体 の マ ト リ ッ ク ス タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ
酸 ア ラ イ メ ン ト を 示 す 。
【 図 ２ ３ 】 図 23は 、 2種 の プ ロ ト タ イ プ の hMPV単 離 体 の 融 合 タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 ア ラ イ
メ ン ト を 示 す 。
【 図 ２ ４ 】 図 24は 、 2種 の プ ロ ト タ イ プ の hMPV単 離 体 の M2-1タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 ア ラ イ
メ ン ト を 示 す 。
【 図 ２ ５ 】 図 25は 、 2種 の プ ロ ト タ イ プ の hMPV単 離 体 の M2-2タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 ア ラ イ
メ ン ト を 示 す 。
【 図 ２ ６ 】 図 26は 、 2種 の プ ロ ト タ イ プ の hMPV単 離 体 の 短 い 疎 水 性 タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸
ア ラ イ メ ン ト を 示 す 。
【 図 ２ ７ 】 図 27は 、 2種 の プ ロ ト タ イ プ の hMPV単 離 体 の 接 着 糖 タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 ア ラ
イ メ ン ト を 示 す 。
【 図 ２ ８ 】 図 28は 、 2種 の プ ロ ト タ イ プ の hMPV単 離 体 の ポ リ メ ラ ー ゼ タ ン パ ク 質 の N末 端 の
ア ミ ノ 酸 ア ラ イ メ ン ト を 示 す 。
【 図 ２ ９ 】 図 29は 、 ned/00/01お よ び ／ ま た は ned/99/01を 接 種 し た 12匹 の モ ル モ ッ ト の 咽
喉 ス ワ ブ お よ び 鼻 ス ワ ブ に つ い て の RT-PCRア ッ セ イ の 結 果 を 示 す 。 ＋  ＝  陽 性 ； －  ＝  陰
性 ； Ｔ  ＝  咽 喉 ス ワ ブ ； NO ＝  鼻 ス ワ ブ ； N ＝  実 施 せ ず ； ？  ＝  不 確 定 ； D ＝  死 亡 ； 0
～ 12： 感 染 後 の 日 数 。 鼻 ス ワ ブ に つ い て は 2回 目 の 感 染 だ け を 試 験 す る 。
【 図 ３ ０ Ａ 】 図 30Aは 、 ned/00/01に 感 染 さ せ 、 ned/00/01（ GP4、 5、 6） ま た は ned/99/01
（ GP1、 3） で 再 感 染 さ せ た モ ル モ ッ ト に つ い て の ned/00/01お よ び ned/99/01に 対 す る IgG
応 答 を 示 す 。
【 図 ３ ０ Ｂ 】 図 30Bは 、 ned/99/01に 感 染 さ せ 、 ned/00/01（ GP8、 9） ま た は ned/99/01（ GP
10、 11、 12） の い ず れ か で 再 感 染 さ せ た モ ル モ ッ ト に つ い て の ned/00/01お よ び ned/99/01
に 対 す る IgG応 答 を 示 す 。
【 図 ３ １ 】 図 31は 、 ned/00/01ま た は ned/99/01に 感 染 さ せ た モ ル モ ッ ト か ら 採 取 し た 血 清
に つ い て の ned/00/01お よ び ned/99/01 ELISAの 特 異 性 を 示 す 。
【 図 ３ ２ 】 3匹 の 同 種 感 染 （ 00-1/00-1） 、 2匹 の 同 種 感 染 （ 99-1/99-1） 、 2匹 の 異 種 感 染
（ 99-1/00-1） お よ び 2匹 の 異 種 感 染 （ 00-1/99-1） さ せ た モ ル モ ッ ト の ned/00/01お よ び ne
d/99/01 ELISAに 対 す る 平 均 IgG応 答 を 示 す 。
【 図 ３ ３ 】 図 33は 、 hMPVに 感 染 さ せ た モ ル モ ッ ト の APV抑 制 の 平 均 パ ー セ ン テ ー ジ を 示 す
。
【 図 ３ ４ 】 図 34は 、 ned/00/01お よ び ned/99/01に 感 染 し た モ ル モ ッ ト の ned/00/01、 ned/9
9/01お よ び APV-Cに 対 す る ウ イ ル ス 中 和 力 価 を 示 す 。
【 図 ３ ５ 】 図 35は 、 ned/00/01を （ 2回 ） 接 種 し た カ ニ ク イ ザ ル の 咽 喉 ス ワ ブ に つ い て の RT
-PCRア ッ セ イ の 結 果 を 示 す 。 ＋  ＝  陽 性 ； －  ＝  陰 性 ； N ＝  実 施 せ ず ； ？  ＝  不 確 定 ；  
0～ 10： 感 染 後 の 日 数 。
【 図 ３ ６ 】 図 36Aは 、 ned/00/01に （ 再 ） 感 染 さ せ た 2匹 の カ ニ ク イ ザ ル の ned/00/01に 対 す
る IgA、 IgMお よ び IgG応 答 を 示 す 。 図 36Bは 、 ned/00/01に 感 染 さ せ た 2匹 の カ ニ ク イ ザ ル の
APVに 対 す る IgG応 答 を 示 す 。
【 図 ３ ７ 】 図 37は 、 ヒ ト 血 清 に お い て hMPV IgG抗 体 を 検 出 す る た め の hMPV ELISAお よ び AP
V抑 制 ELISAの 使 用 を 比 較 し た 図 で あ る 。
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【 図 １ ａ 】 【 図 １ ｂ 】

【 図 ２ 】

【 図 ３ － １ 】 【 図 ３ － ２ 】
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【 図 ３ － ３ 】 【 図 ４ 】

【 図 ５ 】

【 図 ６ Ａ － １ 】 【 図 ６ Ａ － ２ 】
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【 図 ６ Ａ － ３ 】 【 図 ６ Ｂ 】

【 図 ６ Ｃ 】 【 図 ７ 】
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【 図 ８ 】 【 図 ９ 】

【 図 １ ０ 】 【 図 １ １ 】
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【 図 １ ２ 】 【 図 １ ３ 】

【 図 １ ４ 】 【 図 １ ５ 】
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【 図 １ ６ 】

【 図 １ ７ 】

【 図 １ ８ ａ 】

【 図 １ ８ ｂ 】 【 図 １ ９ 】

(75) JP 2004-531220 A 2004.10.14



【 図 ２ ０ 】 【 図 ２ １ 】

【 図 ２ ２ 】

【 図 ２ ３ 】 【 図 ２ ４ 】

【 図 ２ ５ 】
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【 図 ２ ６ 】

【 図 ２ ７ 】

【 図 ２ ８ 】

【 図 ２ ９ 】 【 図 ３ ０ Ａ 】

(77) JP 2004-531220 A 2004.10.14



【 図 ３ ０ Ｂ 】 【 図 ３ １ 】

【 図 ３ ２ 】 【 図 ３ ３ 】

【 図 ３ ４ 】

【 図 ３ ５ 】

(78) JP 2004-531220 A 2004.10.14



【 図 ３ ６ 】 【 図 ３ ７ 】
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摘要(译)

本发明涉及病毒学领域。 本发明提供了在副粘病毒科的肺病毒科的亚家
族内的分离的基本上是哺乳动物的负义单链RNA病毒（MPV），并且在
系统发育上可鉴定为对应于偏肺病毒科及其组分。


