
(57)【要約】　　　（修正有）

【課題】ＩｇＡ腎症の発症に関係する新規ヒト内在性レ

トロウイルスのｅｎｖ遺伝子を提供する。

【解決手段】ヒト内在性レトロウイルスＨＣ２のｅｎｖ

遺伝子を開示する。このうち１個若しくは数個の塩基が

、欠失、置換もしくは付加していてもよい。ＩｇＡ腎症

の発症は、このＨＣ２ｅｎｖ遺伝子が発現して、その発

現産物であるＨＣ２ＥＮＶタンパク質が生じ、自己免疫

機序によりこのＨＣ２ＥＮＶタンパク質と反応する抗体

をヒトが持つ場合に、前記抗体の免疫反応複合体が糸球

体メサンジウム領域に沈着して慢性炎症反応が引き起こ

されるというメカニズムである。

【選択図】図４
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
ヒ ト 内 在 性 レ ト ロ ウ イ ル ス Ｈ Ｃ ２ の ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 で あ っ て 、 下 記 （ １ ） か ら （ ６ ） の い ず
れ か の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら な る 遺 伝 子 。
（ １ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ の 塩 基 配 列 か ら な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
（ ２ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ に お い て 、 １ 個 若 し く は 数 個 の 塩 基 が 、 欠 失 、 置 換 も し く は 付
加 さ れ た 塩 基 配 列 か ら な り 、 前 記 （ １ ） の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 相 補 的 な 塩 基 配 列 か ら な る
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
（ ３ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ に お い て 、 １ 個 若 し く は 数 個 の 塩 基 が 、 欠 失 、 置 換 も し く は 付
加 さ れ た 塩 基 配 列 か ら な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ っ て 、 前 記 （ １ ） の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と
の 相 同 性 が ８ ０ ％ 以 上 で あ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
（ ４ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド 。
（ ５ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ に お い て 、 １ 個 若 し く は 数 個 の ア ミ ノ 酸 残 基 が 、 欠 失 、 置 換 若
し く は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な り 、 マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 抗 ｇ ｐ ７ ０ 抗
体 １ ２ Ｈ ５ ． １ 、 又 は 抗 Ｒ ａ ｕ ｓ ｃ ｈ ｅ ｒ 白 血 病 ウ イ ル ス ｇ ｐ ７ ０ 抗 体 と 抗 原 抗 体 反 応 す
る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
（ ６ ） 前 記 （ １ ） か ら （ ５ ） の い ず れ か の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 相 補 的 な 塩 基 配 列 か ら な る
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ２ 】
配 列 表 の 配 列 番 号 １ の 塩 基 配 列 に お い て 、 第 ６ ９ 番 目 （ Ｔ → Ａ ） 、 第 ５ ２ ４ 番 目 （ Ｔ → Ｃ
） 、 第 ５ ８ ６ 番 目 （ Ｃ → Ｇ ） 、 第 ５ ９ ２ 番 目 （ Ｇ → Ｔ ） 、 第 ８ ８ ７ 番 目 （ Ｃ → Ｔ ） 、 第 ９
７ ０ 番 目 （ Ｃ → Ｔ ） 、 第 １ ０ ０ ０ 番 目 （ Ｃ → Ｔ ） 、 第 １ １ ４ ０ 番 目 （ Ａ → Ｇ ） 、 第 １ １ ４
３ 番 目 （ Ｔ → Ｃ ） 及 び 第 １ ２ １ ２ 番 目 （ Ｃ → Ａ ） か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も 一
つ の 一 塩 基 多 型 を 含 む 請 求 項 １ 記 載 の 遺 伝 子 。
【 請 求 項 ３ 】
前 記 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 、 Ｄ Ｎ Ａ 及 び Ｒ Ｎ Ａ の 少 な く と も 一 方 で あ る 請 求 項 １ 又 は ２ に 記
載 の 遺 伝 子 。
【 請 求 項 ４ 】
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ っ て 、 請 求 項 １ に 記 載 の 前 記 （ １ ） か ら （ ６ ） の い ず れ か の ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド の 全 部 又 は 一 部 か ら な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ５ 】
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ っ て 、 請 求 項 １ 又 は ２ に 記 載 の 遺 伝 子 の プ ラ イ マ ー 又 は プ ロ ー ブ と
し て 使 用 す る 請 求 項 ４ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ６ 】
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ っ て 、 請 求 項 １ 又 は ２ に 記 載 の 遺 伝 子 の 全 部 又 は 一 部 を 増 幅 又 は 検
出 す る た め の プ ラ イ マ ー 又 は プ ロ ー ブ と し て 使 用 す る 配 列 表 の 配 列 番 号 ３ か ら ２ ４ 及 び ３
０ か ら ３ ６ の い ず れ か の 塩 基 配 列 か ら な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ７ 】
請 求 項 ２ 記 載 の 遺 伝 子 を 検 出 す る た め の プ ロ ー ブ で あ っ て 、 前 記 （ １ ） か ら （ ６ ） の い ず
れ か の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 全 部 若 し く は 一 部 と 相 補 的 で あ り 、 か つ 配 列 番 号 １ に お け る 前
記 一 塩 基 多 型 の 塩 基 を 含 む 塩 基 配 列 か ら な る プ ロ ー ブ 。
【 請 求 項 ８ 】
請 求 項 １ 又 は ２ に 記 載 の 遺 伝 子 の 転 写 産 物 で あ る ｍ Ｒ Ｎ Ａ 。
【 請 求 項 ９ 】
請 求 項 １ 又 は ２ に 記 載 の 遺 伝 子 の 発 現 産 物 で あ る タ ン パ ク 質 で あ っ て 、 下 記 （ ７ ） 又 は （
８ ） の タ ン パ ク 質 。
（ ７ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る タ ン パ ク 質 。
（ ８ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ に お い て 、 １ 個 若 し く は 数 個 の ア ミ ノ 酸 残 基 が 、 欠 失 、 置 換 若
し く は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な り 、 マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 抗 ｇ ｐ ７ ０ 抗
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体 １ ２ Ｈ ５ ． １ 、 又 は 抗 Ｒ ａ ｕ ｓ ｃ ｈ ｅ ｒ 白 血 病 ウ イ ル ス ｇ ｐ ７ ０ 抗 体 と 抗 原 抗 体 反 応 す
る タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 １ ０ 】
Ｉ ｇ Ａ 腎 症 マ ー カ ー で あ っ て 、 請 求 項 １ 又 は ２ に 記 載 の 遺 伝 子 、 請 求 項 ８ 記 載 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ
、 請 求 項 ９ 記 載 の タ ン パ ク 質 、 及 び 、 請 求 項 ９ 記 載 の タ ン パ ク 質 を 抗 原 と し て 抗 原 抗 体 反
応 す る ヒ ト 抗 体 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も 一 つ か ら な る Ｉ ｇ Ａ 腎 症 マ ー カ ー 。
【 請 求 項 １ １ 】
請 求 項 １ 又 は ２ に 記 載 の 遺 伝 子 の 遺 伝 子 発 現 の 測 定 方 法 で あ っ て 、 請 求 項 ８ 記 載 の ｍ Ｒ Ｎ
Ａ 量 又 は 請 求 項 ９ 記 載 の タ ン パ ク 質 を 測 定 す る 遺 伝 子 発 現 測 定 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
前 記 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 測 定 が 、 プ ラ イ マ ー 又 は プ ロ ー ブ と し て 請 求 項 ４ か ら ６ の い ず れ か 一 項 に
記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い た 測 定 で あ る 請 求 項 １ １ 記 載 の 測 定 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
前 記 タ ン パ ク 質 の 測 定 が 、 請 求 項 ９ 記 載 の タ ン パ ク 質 を 抗 原 と す る 抗 体 を 用 い た 測 定 で あ
る 請 求 項 １ １ 記 載 の 遺 伝 子 発 現 測 定 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
請 求 項 ９ 記 載 の タ ン パ ク 質 を 抗 原 と す る ヒ ト 抗 体 の 測 定 方 法 で あ っ て 、 請 求 項 ９ 記 載 の タ
ン パ ク 質 と 前 記 ヒ ト 抗 体 と を 抗 原 抗 体 反 応 さ せ 、 さ ら に 、 前 記 ヒ ト 抗 体 と 、 前 記 ヒ ト 抗 体
を 抗 原 と す る 標 識 抗 体 と を 抗 原 抗 体 反 応 さ せ て 請 求 項 ９ 記 載 の タ ン パ ク 質 と 前 記 ヒ ト 抗 体
と 前 記 標 識 抗 体 と の 複 合 体 を 測 定 す る ヒ ト 抗 体 測 定 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
前 記 タ ン パ ク 質 が 、 固 相 に 固 定 化 さ れ て い る 請 求 項 １ ４ 記 載 の ヒ ト 抗 体 測 定 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
前 記 ヒ ト 抗 体 が 、 血 漿 中 の ヒ ト 抗 体 で あ る 請 求 項 １ ４ 又 は １ ５ に 記 載 の ヒ ト 抗 体 測 定 方 法
。
【 請 求 項 １ ７ 】
請 求 項 １ １ か ら １ ３ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 遺 伝 子 発 現 測 定 方 法 に よ り 請 求 項 １ 又 は ２ に
記 載 の 遺 伝 子 の 遺 伝 子 発 現 を 測 定 す る Ｉ ｇ Ａ 腎 症 の 検 査 キ ッ ト で あ っ て 、 プ ラ イ マ ー 若 し
く は プ ロ ー ブ と し て 使 用 す る 請 求 項 ４ か ら ６ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、
又 は 、 請 求 項 ９ 記 載 の タ ン パ ク 質 を 抗 原 と す る 抗 体 を 含 む Ｉ ｇ Ａ 腎 症 の 検 査 キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ８ 】
請 求 項 １ ４ か ら １ ６ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の ヒ ト 抗 体 測 定 方 法 に よ り 請 求 項 ９ 記 載 の タ ン
パ ク 質 を 抗 原 と す る ヒ ト 抗 体 を 測 定 す る Ｉ ｇ Ａ 腎 症 の 検 査 キ ッ ト で あ っ て 、 請 求 項 ９ 記 載
の タ ン パ ク 質 と 、 前 記 ヒ ト 抗 体 を 抗 原 と す る 標 識 抗 体 と を 含 む Ｉ ｇ Ａ 腎 症 の 検 査 キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ９ 】
前 記 請 求 項 ９ 記 載 の タ ン パ ク 質 が 、 固 相 に 固 定 化 さ れ て い る 請 求 項 １ ８ 記 載 の Ｉ ｇ Ａ 腎 症
の 検 査 キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
Ｉ ｇ Ａ 腎 症 の 治 療 若 し く は 予 防 の た め の 医 薬 品 で あ っ て 、 請 求 項 １ 又 は ２ に 記 載 の 遺 伝 子
の 全 部 若 し く は 一 部 と 相 補 的 な 塩 基 配 列 か ら な り 、 請 求 項 １ 又 は ２ の 遺 伝 子 の 転 写 若 し く
は タ ン パ ク 質 の 発 現 を 抑 制 可 能 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 医 薬 品 。
【 請 求 項 ２ １ 】
Ｉ ｇ Ａ 腎 症 の 治 療 若 し く は 予 防 の た め の 医 薬 品 で あ っ て 、 請 求 項 ９ 記 載 の タ ン パ ク 質 の ア
ミ ノ 酸 配 列 に お け る 、 ヒ ト 内 在 性 レ ト ロ ウ イ ル ス Ｈ Ｃ ２ の ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 の 発 現 産 物 を 抗 原
と す る ヒ ト 抗 体 に 対 す る 抗 原 決 定 基 （ エ ピ ト ー プ ） の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を
含 有 す る 医 薬 品 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
請 求 項 １ 又 は ２ に 記 載 の 遺 伝 子 の 全 部 又 は 一 部 を 含 む 遺 伝 子 を 標 的 細 胞 に 導 入 す る た め の
発 現 ベ ク タ ー で あ っ て 、 請 求 項 １ 又 は ２ に 記 載 の 遺 伝 子 の 全 部 又 は 一 部 を 含 む 遺 伝 子 と 、
前 記 遺 伝 子 の 発 現 に 必 要 な 調 節 配 列 と を 含 み 、 前 記 遺 伝 子 が 前 記 調 節 配 列 に 発 現 可 能 に 作
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動 的 に 連 結 さ れ て い る 発 現 ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
遺 伝 子 導 入 用 レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー で あ っ て 、 前 記 ウ イ ル ス 粒 子 の 被 膜 タ ン パ ク 質 が 、
請 求 項 ９ 記 載 の タ ン パ ク 質 の 全 部 又 は 一 部 を 含 む 遺 伝 子 導 入 用 レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
遺 伝 子 導 入 用 レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 使 用 し た 遺 伝 子 導 入 方 法 で あ っ て 、 前 記 遺 伝 子 導
入 用 レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー が 、 請 求 項 ２ ３ 記 載 の 遺 伝 子 導 入 用 レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー
で あ る 遺 伝 子 導 入 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
遺 伝 子 導 入 細 胞 の 製 造 方 法 で あ っ て 、 請 求 項 ２ ４ 記 載 の 遺 伝 子 導 入 方 法 に よ り 目 的 遺 伝 子
を 標 的 細 胞 に 導 入 す る 工 程 を 含 む 遺 伝 子 導 入 細 胞 の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
遺 伝 子 導 入 用 キ ッ ト で あ っ て 、 請 求 項 ２ ２ 記 載 の 発 現 ベ ク タ ー に よ り 形 質 転 換 さ れ た パ ッ
ケ ー ジ ン グ 細 胞 と 、 Ψ 配 列 を 有 す る 遺 伝 子 導 入 プ ラ ス ミ ド と を 含 む 遺 伝 子 導 入 用 キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
遺 伝 子 導 入 用 キ ッ ト で あ っ て 、 請 求 項 ２ ２ 記 載 の 発 現 ベ ク タ ー と 、 Ψ 配 列 を 有 す る 遺 伝 子
導 入 プ ラ ス ミ ド と を 含 む 遺 伝 子 導 入 用 キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
さ ら に 、 ｇ ａ ｇ 及 び ｐ ｏ ｌ 遺 伝 子 の 少 な く と も 一 方 を 発 現 す る プ ラ ス ミ ド を 含 む 請 求 項 ２
７ 記 載 の 遺 伝 子 導 入 用 キ ッ ト 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 新 規 な ヒ ト 内 在 性 レ ト ロ ウ イ ル ス Ｈ Ｃ ２ の ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 慢 性 糸 球 体 腎 炎 の 一 型 で あ る Ｉ ｇ Ａ 腎 症 は 、 糸 球 体 メ サ ン ジ ウ ム 領 域 の 細 胞 性 及 び 基 質
性 増 殖 反 応 と 、 同 領 域 へ の 免 疫 グ ロ ブ リ ン Ａ （ Ｉ ｇ Ａ ） 沈 着 を 特 徴 と す る 疾 患 で あ る 。 Ｉ
ｇ Ａ 腎 症 は 、 日 本 の 慢 性 糸 球 体 腎 炎 の う ち 、 成 人 で ３ ０ ％ 以 上 、 小 児 で ２ ０ ％ 以 上 を 占 め
る （ 非 特 許 文 献 １ 参 照 ） 。 本 症 は 、 日 本 を 含 む ア ジ ア 太 平 洋 地 域 諸 国 と フ ラ ン ス な ど 南 欧
諸 国 で 多 発 す る が 、 北 欧 や 北 米 で は 少 な い 。 こ の 点 で 、 日 本 を 含 む 本 症 多 発 国 に お い て 、
本 症 に つ い て の 研 究 は 、 特 に 重 要 視 さ れ る べ き で あ る 。 ま た 、 本 症 の 予 後 は 、 従 来 想 定 さ
れ て い た よ り も は る か に 不 良 で あ り 、 腎 生 検 後 の ２ ０ 年 間 に ３ ８ ％ 前 後 が 末 期 腎 不 全 に 陥
る と さ れ る （ 同 文 献 参 照 ） 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 Ｉ ｇ Ａ 腎 症 の 成 因 は 、 未 だ 不 明 の ま ま で あ る 。 本 症 の 成 因 と し て は 、 Ｉ ｇ Ａ を 含 む 流 血
中 の 免 疫 複 合 体 が 糸 球 体 メ サ ン ジ ウ ム 領 域 に 沈 着 し て 慢 性 炎 症 反 応 が 引 き 起 こ さ れ る と い
う 説 が 有 力 で あ る が 、 Ｉ ｇ Ａ 免 疫 複 合 体 を 形 成 す る 抗 原 の 同 定 は 未 だ 成 功 し て い な い （ 非
特 許 文 献 ２ 及 び ３ 参 照 ） 。 ま た 、 Ｉ ｇ Ａ 腎 症 の 治 療 は 、 対 症 療 法 に 終 始 す る の み で あ り 、
最 終 的 に 患 者 腎 機 能 が 低 下 し た 場 合 に は 、 透 析 療 法 に 頼 る 以 外 に 無 い の が 現 状 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 一 方 、 Ｉ ｇ Ａ 腎 症 の 診 断 は 、 蛍 光 抗 体 法 を 用 い た 腎 臓 生 検 に よ り Ｉ ｇ Ａ 沈 着 を 確 認 す る
こ と で 行 わ れ て い る が 、 腎 臓 生 検 は 、 患 者 侵 襲 が 極 め て 大 き く 、 生 命 に 関 わ る 危 険 性 も あ
り 、 反 復 実 施 は 困 難 で あ る と い う 問 題 も あ る 。
【 非 特 許 文 献 １ 】 財 団 法 人 　 難 病 医 学 研 究 財 団 　 難 病 情 報 セ ン タ ー 、 『 診 断 ・ 治 療 指 針 　
Ｉ ｇ Ａ 腎 症 』 、 ［ online］ 、 ２ ０ ０ ４ 年 ５ 月 １ ２ 日 検 索 、 イ ン タ ー ネ ッ ト ＜ URL:http://w
ww.nanbyou.or.jp/sikkan/001_i.htm＞
【 非 特 許 文 献 ２ 】 Rantala, I., J. Mustonen, M. Hurme, J. Syrjanen, & H. Helin.  Pa
thogenetic aspects of IgA nephropathy.『 Ｉ ｇ Ａ 腎 症 の 病 原 性 の 観 点 』   Nephron 88: 
193-198, 2001.
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【 非 特 許 文 献 ３ 】 Smith, A. C., & J. Feehally.  New insights into the pathogenesis
 of IgA nephropathy.『 Ｉ ｇ Ａ 腎 症 の 病 因 に 関 す る 新 た な 見 識 』   Springer Semin. Immu
nopathol. 24: 477-493, 2003.
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 本 発 明 は 、 こ の よ う な 事 情 に 鑑 み な さ れ た も の で 、 Ｉ ｇ Ａ 腎 症 の 発 症 に 関 係 す る 遺 伝 子
及 び そ の 発 現 産 物 で あ る タ ン パ ク 質 の 提 供 を 、 そ の 目 的 と す る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 前 記 目 的 を 達 成 す る た め に 、 本 発 明 は 、 ヒ ト 内 在 性 レ ト ロ ウ イ ル ス Ｈ Ｃ ２ の ｅ ｎ ｖ 遺 伝
子 （ 以 下 、 Ｈ Ｃ ２ ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 と も い う 。 ） で あ っ て 、 下 記 （ １ ） か ら （ ６ ） の い ず れ か
の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら な る 遺 伝 子 を 提 供 す る 。
（ １ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ の 塩 基 配 列 か ら な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
（ ２ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ に お い て 、 １ 個 若 し く は 数 個 の 塩 基 が 、 欠 失 、 置 換 も し く は 付
加 さ れ た 塩 基 配 列 か ら な り 、 前 記 （ １ ） の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 相 補 的 な 塩 基 配 列 か ら な る
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
（ ３ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ に お い て 、 １ 個 若 し く は 数 個 の 塩 基 が 、 欠 失 、 置 換 も し く は 付
加 さ れ た 塩 基 配 列 か ら な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ っ て 、 前 記 （ １ ） の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と
の 相 同 性 が ８ ０ ％ 以 上 で あ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
（ ４ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド 。
（ ５ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ に お い て 、 １ 個 若 し く は 数 個 の ア ミ ノ 酸 残 基 が 、 欠 失 、 置 換 若
し く は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な り 、 マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 抗 ｇ ｐ ７ ０ 抗
体 １ ２ Ｈ ５ ． １ 、 又 は 抗 Ｒ ａ ｕ ｓ ｃ ｈ ｅ ｒ 白 血 病 ウ イ ル ス ｇ ｐ ７ ０ 抗 体 と 抗 原 抗 体 反 応 す
る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
（ ６ ） 前 記 （ １ ） か ら （ ５ ） の い ず れ か の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 相 補 的 な 塩 基 配 列 か ら な る
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 ま た 、 前 記 目 的 を 達 成 す る た め に 、 本 発 明 は 、 ヒ ト 内 在 性 レ ト ロ ウ イ ル ス Ｈ Ｃ ２ の ｅ ｎ
ｖ 遺 伝 子 の 発 現 産 物 で あ る タ ン パ ク 質 （ 以 下 、 Ｈ Ｃ ２ Ｅ Ｎ Ｖ タ ン パ ク 質 と も い う 。 ） で あ
っ て 、 下 記 （ ７ ） 又 は （ ８ ） の タ ン パ ク 質 を 提 供 す る 。
（ ７ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る タ ン パ ク 質 。
（ ８ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ に お い て 、 １ 個 若 し く は 数 個 の ア ミ ノ 酸 残 基 が 、 欠 失 、 置 換 若
し く は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な り 、 マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 抗 ｇ ｐ ７ ０ 抗
体 １ ２ Ｈ ５ ． １ 、 又 は 抗 Ｒ ａ ｕ ｓ ｃ ｈ ｅ ｒ 白 血 病 ウ イ ル ス ｇ ｐ ７ ０ 抗 体 と 抗 原 抗 体 反 応 す
る タ ン パ ク 質 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 Ｉ ｇ Ａ 腎 症 等 の 原 発 性 糸 球 体 疾 患 に つ い て 鋭 意 研 究 を 重 ね 、 そ の 過 程 で
、 本 症 患 者 の 血 液 中 に は 慢 性 的 に Ｉ ｇ Ａ 免 疫 複 合 体 が 存 在 す る か ら 、 Ｉ ｇ Ａ が 反 応 す る 抗
原 分 子 は 、 外 来 抗 原 で あ る よ り む し ろ 一 種 の 自 己 抗 原 で は な い か と い う 着 想 を 得 た 。 こ の
着 想 に 基 づ き さ ら に 研 究 を 重 ね た 結 果 、 本 発 明 者 ら は 、 新 規 な ヒ ト 内 在 性 レ ト ロ ウ イ ル ス
Ｈ Ｃ ２ の ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 及 び そ の Ｈ Ｃ ２ ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 産 物 で あ る タ ン パ ク 質 を 発 見 し 、 こ の
タ ン パ ク 質 が 、 Ｉ ｇ Ａ 腎 症 と 関 係 が あ る こ と を 突 き 止 め 、 本 発 明 に 到 達 し た 。 し た が っ て
、 本 発 明 の Ｈ Ｃ ２ ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 や そ の Ｈ Ｃ ２ ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 産 物 タ ン パ ク 質 を 検 出 若 し く は
測 定 す る こ と に よ り 、 又 は 、 本 発 明 の Ｈ Ｃ ２ ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 産 物 タ ン パ ク 質 と 免 疫 反 応 す る
抗 体 を 検 出 若 し く は 測 定 す る こ と に よ り 、 Ｉ ｇ Ａ 腎 症 の 診 断 が 可 能 と な る 。 ま た 、 本 発 明
者 ら は 、 本 発 明 の Ｈ Ｃ ２ ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 に は 、 一 塩 基 多 型 が 存 在 す る こ と も 突 き 止 め て お り
、 こ の 多 型 分 析 に よ っ て 、 例 え ば 、 Ｉ ｇ Ａ 腎 症 の 発 症 予 測 診 断 や 、 発 症 の タ イ プ の 診 断 等

10

20

30

40

50

(5) JP 2006-68004 A 2006.3.16



が 可 能 と な る 。 そ し て 、 本 発 明 の 遺 伝 子 の 転 写 や 発 現 を 抑 制 し た り 、 若 し く は 本 発 明 の タ
ン パ ク 質 と ヒ ト Ｉ ｇ Ａ 抗 体 と の 免 疫 反 応 を 阻 害 す る こ と に よ り 、 Ｉ ｇ Ａ 腎 症 の 発 症 予 防 若
し く は 治 療 が 可 能 と な る 。 さ ら に 、 本 発 明 の Ｈ Ｃ ２ ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 産 物 タ ン パ ク 質 は 、 ヒ ト
内 在 性 ウ イ ル ス 由 来 の も の で あ る か ら 、 ヒ ト に 反 復 投 与 し て も 免 疫 反 応 （ 中 和 抗 体 産 生 ）
が 起 こ ら な い と 予 想 さ れ 、 こ れ を 遺 伝 子 治 療 用 の レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー に 利 用 す る こ と
も 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 な お 、 後 述 す る と お り 、 本 発 明 は 、 従 来 の 常 識 に 反 し て な さ れ た も の で あ り 、 か つ 本 発
明 者 ら の み が な し え た も の で あ る 。 す な わ ち 、 過 去 ２ ０ 年 間 以 上 に わ た り 、 ヒ ト の Ｉ ｇ Ａ
腎 症 を 含 む 、 い わ ゆ る 自 己 免 疫 疾 患 に 類 似 し た 腎 糸 球 体 病 変 や 血 管 病 変 を 自 然 発 症 す る ハ
ツ カ ネ ズ ミ （ マ ウ ス ） に 関 す る 研 究 が 行 わ れ 、 そ の 過 程 で 、 病 変 部 糸 球 体 や 血 管 壁 に 沈 着
し て い る マ ウ ス 内 在 性 レ ト ロ ウ イ ル ス の 遺 伝 子 産 物 が 病 変 形 成 に 関 与 す る の か 、 そ れ と も
血 清 中 に 検 出 さ れ る 細 胞 核 成 分 に 対 す る 抗 体 （ 抗 核 抗 体 ） が 病 原 性 を 持 つ の か が 議 論 さ れ
て き た 。 し か し 、 内 在 性 レ ト ロ ウ イ ル ス 遺 伝 子 産 物 に 対 す る 自 己 抗 体 が 病 変 形 成 能 を 持 つ
こ と を 直 接 証 明 し た 者 は い な か っ た 。 本 発 明 者 ら は 、 自 己 免 疫 性 の 糸 球 体 腎 炎 を 自 然 発 症
す る マ ウ ス 系 統 か ら 、 内 在 性 レ ト ロ ウ イ ル ス ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 産 物 と 反 応 す る 多 数 の 単 ク ロ ー
ン 性 抗 体 を 樹 立 す る こ と に 世 界 で 初 め て 成 功 し 、 そ れ ら の 大 半 が 、 病 変 を 自 然 発 症 す る こ
と の な い 正 常 マ ウ ス へ の 静 脈 内 移 入 に よ り 糸 球 体 病 変 を 誘 発 し う る こ と を 証 明 し た （ 文 献
［ Tabata, N., M. Miyazawa, R. Fujisawa, Y. A. Takei, H. Abe, and K. Hashimoto. E
stablishment of monoclonal anti-retroviral gp70 autoantibodies from MRL/lpr lupu
s mice and induction of glomerular gp70 deposition and pathology by transfer int
o non-autoimmune mice.『 Ｍ Ｒ Ｌ ／ ｌ ｐ ｒ ル ー プ ス マ ウ ス か ら の 抗 レ ト ロ ウ イ ル ス ｇ ｐ ７
０ モ ノ ク ロ ー ナ ル 自 己 抗 体 の 樹 立 と 、 非 自 己 免 疫 マ ウ ス へ の 導 入 に よ る 糸 球 体 の ｇ ｐ ７ ０
沈 着 と 病 変 の 誘 導 』  J. Virol. 74: 4116-4126, 2000.］ 参 照 ） 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 は 、 こ の 際 樹 立 さ れ た 抗 体 の 一 つ を 用 い 、 こ れ が ヒ ト Ｉ ｇ Ａ 腎 症 の 病 変 部 に 存 在
す る 未 知 抗 原 と 反 応 す る こ と を 見 出 し た こ と に 端 を 発 す る も の で あ る 。 従 来 、 ヒ ト 内 在 性
レ ト ロ ウ イ ル ス が ヒ ト 病 変 の 形 成 に 関 与 す る 可 能 性 に つ い て は 、 レ ト ロ ウ イ ル ス の 専 門 家
で あ れ ば あ る ほ ど 否 定 的 な 考 え 方 が 支 配 的 で あ る 。 例 え ば 、 マ ウ ス 内 在 性 レ ト ロ ウ イ ル ス
研 究 の 第 一 人 者 で 、 ヒ ト 内 在 性 レ ト ロ ウ イ ル ス 遺 伝 子 解 析 の 権 威 で も あ る 英 国 国 立 医 学 研
究 所 （ National Institute for Medical Research） の Ｊ ｏ ｎ ａ ｔ ｈ ａ ｎ 　 Ｐ ． Ｓ ｔ ｏ ｙ
ｅ や 、 長 年 に わ た る マ ウ ス レ ト ロ ウ イ ル ス 研 究 で 名 高 い 米 国 国 立 ア レ ル ギ ー 感 染 症 研 究 所
（ National Institutes of Health, National Institute of Allergy and Infectious Di
seases） の Ｊ ｏ ｈ ｎ 　 Ｌ ． Ｐ ｏ ｒ ｔ ｉ ｓ が 、 何 れ も ヒ ト の 自 己 免 疫 疾 患 に お け る 内 在 性 レ
ト ロ ウ イ ル ス の 関 与 に つ い て 、 強 く 否 定 的 な 見 解 を 表 明 し て い る （ 文 献 ［ Stoye, J. P. T
he pathogenic potential of endogenous retroviruses: a skeptical view． 『 内 在 性 レ
ト ロ ウ イ ル ス の 病 原 可 能 性 ： 懐 疑 的 見 解 』  Trends Microbiol. 7: 430, 1999.,  Portis,
 J. L. Perspectives on the role of human endogenous retroviruses in autoimmune d
iseases.『 ヒ ト 内 在 性 レ ト ロ ウ イ ル ス の 自 己 免 疫 疾 患 に お け る 役 割 に つ い て の 見 解 』  Vir
ology 296:1-5, 2002.］ 参 照 ） 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 ま た 、 従 来 ヒ ト 内 在 性 レ ト ロ ウ イ ル ス Ｈ Ｃ ２ に は ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 が 存 在 し な い と 考 え ら れ
て い た が 、 本 発 明 者 ら は こ の 常 識 を 疑 い 、 本 発 明 者 ら が 作 製 し た マ ウ ス 内 在 性 レ ト ロ ウ イ
ル ス ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 産 物 に 反 応 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 、 ヒ ト 組 織 と 反 応 す る と の 驚 愕 す
べ き 事 実 か ら 、 ヒ ト ゲ ノ ム 上 に 存 在 す る マ ウ ス 内 在 性 レ ト ロ ウ イ ル ス 類 似 遺 伝 子 を 詳 細 に
調 べ た 結 果 、 本 発 明 の ヒ ト 内 在 性 レ ト ロ ウ イ ル ス Ｈ Ｃ ２ の ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 を 見 出 し た の で あ
る 。 し た が っ て 、 た と え マ ウ ス 内 在 性 レ ト ロ ウ イ ル ス 及 び そ の ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 等 が 従 来 公 知
で あ っ た と し て も 、 ヒ ト 内 在 性 レ ト ロ ウ イ ル ス Ｈ Ｃ ２ に は ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 が 無 い と の 先 入 観
が 一 般 に 流 布 し て い る の で 、 当 業 者 に と っ て 、 従 来 の 常 識 に 反 し て ヒ ト に マ ウ ス 内 在 性 レ
ト ロ ウ イ ル ス の そ れ に 類 似 し た ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 の 存 在 を 予 想 す る こ と は 困 難 で あ り 、 本 発 明
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の Ｈ Ｃ ２ ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 を 取 得 す る こ と は 困 難 で あ る と い え る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 の Ｈ Ｃ ２ ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 は 、 配 列 表 の 配 列 番 号 １ の 塩 基 配 列 に お い て 、 第 ６ ９ 番 目
（ Ｔ → Ａ ） 、 第 ５ ２ ４ 番 目 （ Ｔ → Ｃ ） 、 第 ５ ８ ６ 番 目 （ Ｃ → Ｇ ） 、 第 ５ ９ ２ 番 目 （ Ｇ → Ｔ
） 、 第 ８ ８ ７ 番 目 （ Ｃ → Ｔ ） 、 第 ９ ７ ０ 番 目 （ Ｃ → Ｔ ） 、 第 １ ０ ０ ０ 番 目 （ Ｃ → Ｔ ） 、 第
１ １ ４ ０ 番 目 （ Ａ → Ｇ ） 、 第 １ １ ４ ３ 番 目 （ Ｔ → Ｃ ） 及 び 第 １ ２ １ ２ 番 目 （ Ｃ → Ａ ） か ら
な る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も 一 つ の 一 塩 基 多 型 を 含 む 遺 伝 子 で あ っ て も よ い 。 ま た 、
本 発 明 の Ｈ Ｃ ２ ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 に お い て 、 前 記 （ １ ） か ら （ ６ ） の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 Ｄ
Ｎ Ａ で あ っ て も Ｒ Ｎ Ａ で あ っ て も よ い 。 但 し 、 Ｒ Ｎ Ａ に お い て は 、 配 列 表 上 の 塩 基 配 列 は
、 ｔ （ チ ミ ン ） 塩 基 を 、 ｕ （ ウ ラ シ ル ） 塩 基 に 読 み 替 え る も の と す る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 前 記 （ １ ） か ら （ ６ ） の い ず れ か の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の
全 部 又 は 一 部 か ら な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 本 発 明 の
Ｈ Ｃ ２ ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 の プ ラ イ マ ー 又 は プ ロ ー ブ と し て 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 そ の 他 の 態 様 と し て 、 本 発 明 の Ｈ Ｃ ２ ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 の 全
部 又 は 一 部 を 増 幅 又 は 検 出 す る た め の プ ラ イ マ ー 又 は プ ロ ー ブ と し て 使 用 す る ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド で あ っ て 、 配 列 表 の ３ か ら ２ ４ 及 び ３ ０ か ら ３ ６ の い ず れ か の 塩 基 配 列 か ら な る ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 ま た 、 本 発 明 の プ ロ ー ブ は 、 前 記 一 塩 基 多 型 を 検 出 す る た め の プ ロ ー ブ で あ っ て 、 前 記
（ １ ） か ら （ ６ ） の い ず れ か の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 全 部 若 し く は 一 部 と 相 補 的 で あ り 、 か
つ 配 列 表 の 配 列 番 号 １ に お け る 前 記 一 塩 基 多 型 の 塩 基 を 含 む 塩 基 配 列 か ら な る プ ロ ー ブ で
あ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ は 、 本 発 明 の Ｈ Ｃ ２ ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 の 転 写 産 物 ｍ Ｒ Ｎ Ａ で あ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 の Ｉ ｇ Ａ 腎 症 マ ー カ ー は 、 本 発 明 の Ｈ Ｃ ２ ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 、 本 発 明 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ 、 本
発 明 の Ｈ Ｃ ２ Ｅ Ｎ Ｖ タ ン パ ク 質 、 及 び 、 本 発 明 の Ｈ Ｃ ２ Ｅ Ｎ Ｖ タ ン パ ク 質 を 抗 原 と し て 抗
原 抗 体 反 応 す る ヒ ト 抗 体 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も 一 つ か ら な る Ｉ ｇ Ａ 腎 症 マ
ー カ ー で あ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 の 遺 伝 子 発 現 測 定 方 法 は 、 本 発 明 の Ｈ Ｃ ２ ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 の 遺 伝 子 発 現 を 測 定 す る
方 法 で あ っ て 、 本 発 明 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ 量 又 は 本 発 明 の Ｈ Ｃ ２ Ｅ Ｎ Ｖ タ ン パ ク 質 を 測 定 す る 測 定
方 法 で あ る 。 前 記 本 発 明 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ 量 の 測 定 は 、 本 発 明 の Ｈ Ｃ ２ ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 の プ ラ イ マ
ー 又 は プ ロ ー ブ と し て 使 用 す る 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て 行 う こ と が 好 ま し い 。
ま た 、 前 記 本 発 明 の Ｈ Ｃ ２ Ｅ Ｎ Ｖ タ ン パ ク 質 の 測 定 は 、 本 発 明 の Ｈ Ｃ ２ Ｅ Ｎ Ｖ タ ン パ ク 質
を 抗 原 と す る 抗 体 を 用 い て 行 う こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 の ヒ ト 抗 体 測 定 方 法 は 、 本 発 明 の Ｈ Ｃ ２ Ｅ Ｎ Ｖ タ ン パ ク 質 を 抗 原 と す る ヒ ト 抗 体
の 測 定 方 法 で あ っ て 、 本 発 明 の Ｈ Ｃ ２ Ｅ Ｎ Ｖ タ ン パ ク 質 と 前 記 ヒ ト 抗 体 と を 抗 原 抗 体 反 応
さ せ 、 さ ら に 、 前 記 ヒ ト 抗 体 と 、 前 記 ヒ ト 抗 体 を 抗 原 と す る 標 識 抗 体 と を 抗 原 抗 体 反 応 さ
せ て 本 発 明 の Ｈ Ｃ ２ Ｅ Ｎ Ｖ タ ン パ ク 質 と 前 記 ヒ ト 抗 体 と 前 記 標 識 抗 体 と の 複 合 体 を 測 定 す
る 方 法 で あ る 。 本 発 明 の ヒ ト 抗 体 の 測 定 方 法 に お い て 、 前 記 本 発 明 の Ｈ Ｃ ２ Ｅ Ｎ Ｖ タ ン パ
ク 質 は 、 固 相 に 固 定 化 さ れ て い る こ と が 好 ま し い 。 ま た 、 本 発 明 の ヒ ト 抗 体 測 定 方 法 に お
い て 、 前 記 ヒ ト 抗 体 は 、 血 漿 中 の ヒ ト 抗 体 で あ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 発 明 の Ｉ ｇ Ａ 腎 症 の 検 査 キ ッ ト は 、 本 発 明 の 遺 伝 子 発 現 測 定 方 法 に よ り 本 発 明 の Ｈ Ｃ
２ ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 の 遺 伝 子 発 現 を 測 定 す る Ｉ ｇ Ａ 腎 症 の 検 査 キ ッ ト で あ っ て 、 プ ラ イ マ ー 若
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し く は プ ロ ー ブ と し て 使 用 す る 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 又 は 、 本 発 明 の Ｈ Ｃ ２ Ｅ Ｎ Ｖ
タ ン パ ク 質 を 抗 原 と す る 抗 体 を 含 む Ｉ ｇ Ａ 腎 症 の 検 査 キ ッ ト で あ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 の Ｉ ｇ Ａ 腎 症 の 検 査 キ ッ ト は 、 そ の 他 の 態 様 と し て 、 本 発 明 の ヒ ト 抗 体 の 測 定 方
法 に よ り 本 発 明 の Ｈ Ｃ ２ Ｅ Ｎ Ｖ タ ン パ ク 質 を 抗 原 と す る ヒ ト 抗 体 を 測 定 す る Ｉ ｇ Ａ 腎 症 の
検 査 キ ッ ト で あ っ て 、 本 発 明 の Ｈ Ｃ ２ Ｅ Ｎ Ｖ タ ン パ ク 質 と 、 前 記 ヒ ト 抗 体 を 抗 原 と す る 標
識 抗 体 と を 含 む Ｉ ｇ Ａ 腎 症 の 検 査 キ ッ ト で あ る 。 本 発 明 の Ｉ ｇ Ａ 腎 症 の 検 査 キ ッ ト に お い
て 、 前 記 本 発 明 の Ｈ Ｃ ２ Ｅ Ｎ Ｖ タ ン パ ク 質 は 、 固 相 に 固 定 さ れ て い る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 の 医 薬 品 は 、 Ｉ ｇ Ａ 腎 症 の 治 療 及 び 予 防 の 少 な く と も 一 方 の た め の 医 薬 品 で あ っ
て 、 本 発 明 の Ｈ Ｃ ２ ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 の 全 部 又 は 一 部 を 含 む 遺 伝 子 と 相 補 的 な 塩 基 配 列 か ら な
り 、 本 発 明 の Ｈ Ｃ ２ ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 の 転 写 若 し く は タ ン パ ク 質 の 発 現 を 抑 制 可 能 な ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド を 含 む 医 薬 品 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 発 明 の 医 薬 品 は 、 そ の 他 の 態 様 と し て 、 Ｉ ｇ Ａ 腎 症 の 治 療 及 び 予 防 の 少 な く と も 一 方
の た め の 医 薬 品 で あ っ て 、 本 発 明 の Ｈ Ｃ ２ Ｅ Ｎ Ｖ タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 に お け る 、 ヒ
ト 内 在 性 レ ト ロ ウ イ ル ス Ｈ Ｃ ２ の ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 の 発 現 産 物 を 抗 原 と す る ヒ ト 抗 体 に 対 す る
抗 原 決 定 基 （ エ ピ ト ー プ ） の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を 含 有 す る 医 薬 品 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 発 明 の 発 現 ベ ク タ ー は 、 本 発 明 の Ｈ Ｃ ２ ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 の 全 部 又 は 一 部 を 含 む 遺 伝 子 を
標 的 細 胞 に 導 入 す る た め の 発 現 ベ ク タ ー で あ っ て 、 本 発 明 の Ｈ Ｃ ２ ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 の 全 部 又
は 一 部 を 含 む 遺 伝 子 と 、 前 記 遺 伝 子 の 発 現 に 必 要 な 調 節 配 列 と を 含 み 、 前 記 遺 伝 子 が 前 記
調 節 配 列 に 発 現 可 能 に 作 動 的 に 連 結 さ れ て い る 発 現 ベ ク タ ー で あ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 発 明 の 遺 伝 子 導 入 用 レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー は 、 前 記 ウ イ ル ス 粒 子 の 被 膜 タ ン パ ク 質
が 、 本 発 明 の Ｈ Ｃ ２ Ｅ Ｎ Ｖ タ ン パ ク 質 の 全 部 又 は 一 部 を 含 む 遺 伝 子 導 入 用 レ ト ロ ウ イ ル ス
ベ ク タ ー で あ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 発 明 の 遺 伝 子 導 入 方 法 は 、 遺 伝 子 導 入 用 レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 使 用 し た 遺 伝 子 導
入 方 法 で あ っ て 、 前 記 遺 伝 子 導 入 用 レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー が 、 本 発 明 の 遺 伝 子 導 入 用 レ
ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー で あ る 遺 伝 子 導 入 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 発 明 の 遺 伝 子 導 入 細 胞 の 製 造 方 法 は 、 本 発 明 の 遺 伝 子 導 入 方 法 に よ り 目 的 遺 伝 子 を 標
的 細 胞 に 導 入 す る 工 程 を 含 む 遺 伝 子 導 入 細 胞 の 製 造 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 発 明 の 遺 伝 子 導 入 用 キ ッ ト は 、 本 発 明 の 発 現 ベ ク タ ー に よ り 形 質 転 換 さ れ た パ ッ ケ ー
ジ ン グ 細 胞 と 、 Ψ 配 列 を 有 す る 遺 伝 子 導 入 プ ラ ス ミ ド と を 含 む 遺 伝 子 導 入 用 キ ッ ト で あ る
。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 発 明 の 遺 伝 子 導 入 用 キ ッ ト は 、 そ の 他 の 態 様 と し て 、 本 発 明 の 発 現 ベ ク タ ー と 、 Ψ 配
列 を 有 す る 遺 伝 子 導 入 プ ラ ス ミ ド と を 含 む 遺 伝 子 導 入 用 キ ッ ト で あ る 。 本 発 明 の 遺 伝 子 導
入 用 キ ッ ト に お い て 、 さ ら に 、 ｇ ａ ｇ 及 び ｐ ｏ ｌ 遺 伝 子 の 少 な く と も 一 方 を 発 現 す る プ ラ
ス ミ ド を 含 む こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 次 に 、 本 発 明 に つ い て 詳 細 に 説 明 す る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 ま ず 、 本 発 明 の Ｈ Ｃ ２ ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 に つ い て 説 明 す る 。 本 発 明 の Ｈ Ｃ ２ ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 は
、 前 述 の と お り 、 下 記 （ １ ） か ら （ ６ ） の い ず れ か に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら な る 遺
伝 子 で あ る 。
（ １ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ の 塩 基 配 列 か ら な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
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（ ２ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ に お い て 、 １ 個 若 し く は 数 個 の 塩 基 が 、 欠 失 、 置 換 も し く は 付
加 さ れ た 塩 基 配 列 か ら な り 、 前 記 （ １ ） の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 相 補 的 な 塩 基 配 列 か ら な る
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
（ ３ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ に お い て 、 １ 個 若 し く は 数 個 の 塩 基 が 、 欠 失 、 置 換 も し く は 付
加 さ れ た 塩 基 配 列 か ら な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ っ て 、 前 記 （ １ ） の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と
の 相 同 性 が ８ ０ ％ 以 上 で あ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
（ ４ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド 。
（ ５ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ に お い て 、 １ 個 若 し く は 数 個 の ア ミ ノ 酸 残 基 が 、 欠 失 、 置 換 若
し く は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な り 、 マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 抗 ｇ ｐ ７ ０ 抗
体 １ ２ Ｈ ５ ． １ 、 又 は 抗 Ｒ ａ ｕ ｓ ｃ ｈ ｅ ｒ 白 血 病 ウ イ ル ス ｇ ｐ ７ ０ 抗 体 と 抗 原 抗 体 反 応 す
る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
（ ６ ） 前 記 （ １ ） か ら （ ５ ） の い ず れ か の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 相 補 的 な 塩 基 配 列 か ら な る
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 配 列 表 の 配 列 番 号 １ の 塩 基 配 列 は 、 本 発 明 者 ら が 見 出 し た ヒ ト 内 在 性 レ ト ロ ウ イ ル ス Ｈ
Ｃ ２ の ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 の 塩 基 配 列 の 一 例 で あ る 。 な お 、 配 列 表 の 配 列 番 号 １ の 塩 基 配 列 は 、
ヒ ト ゲ ノ ム デ ー タ ベ ー ス に 存 在 す る が 、 こ の 塩 基 配 列 が 本 発 明 の Ｈ Ｃ ２ ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 で あ
る と い う 報 告 は 従 来 な く 、 本 発 明 者 ら が 初 め て 見 出 し た も の で あ る 。 図 ４ に 示 す と お り 、
本 発 明 者 ら は 、 本 発 明 の Ｈ Ｃ ２ ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 が 、 ヒ ト 第 １ ９ 染 色 体 短 腕 の １ ９ ｐ １ ３ ． １
付 近 に 存 在 す る こ と を 同 定 し た 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 前 記 ヒ ト 内 在 性 レ ト ロ ウ イ ル ス Ｈ Ｃ ２ は 、 文 献 ［ Kabat, P., M. Tristem, R. Opavsky,
 & J. Pastorek.  Human endogenous retrovirus HC2 is a new member of the S71 retr
ovirus subgroup with a full-length pol gene.『 ヒ ト 内 在 性 レ ト ロ ウ イ ル ス Ｈ Ｃ ２ は 、
完 全 長 ｐ ｏ ｌ 遺 伝 子 を も つ Ｓ ７ １ レ ト ロ ウ イ ル ス の サ ブ グ ル ー プ で あ る 』 Virology 226: 
83-94, 1996.］ に 開 示 さ れ て い る が 、 従 来 は 、 ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 を 持 た な い Ｈ Ｃ ２ の グ ル ー プ
に 属 す る プ ロ ウ イ ル ス で あ る と さ れ て い た 。 同 様 に 、 こ れ ま で の 報 告 に お い て は 、 Ｈ Ｃ ２
グ ル ー プ の プ ロ ウ イ ル ス は 全 て 不 完 全 で あ り 、 ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 は 欠 失 し た も の で あ る と 考 え
ら れ て い た 。 し か し 、 本 発 明 者 ら の 研 究 に よ っ て 、 同 文 献 に お い て 誤 っ て ３ ’ Ｌ Ｔ Ｒ （ 末
端 反 復 配 列 ） と さ れ て い た 部 分 に 、 本 発 明 の Ｈ Ｃ ２ ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 が 存 在 す る こ と が 確 認 さ
れ た 。 本 発 明 の Ｈ Ｃ ２ ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 の ヒ ト 染 色 体 上 の 位 置 は 、 こ れ ま で 報 告 さ れ た Ｈ Ｃ ２
及 び そ の グ ル ー プ の 内 在 性 レ ト ロ ウ イ ル ス の 位 置 と 異 な る 。 こ れ ら の こ と よ り 、 本 発 明 の
Ｈ Ｃ ２ ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 は 、 Ｈ Ｃ ２ グ ル ー プ に 属 す る 新 規 の プ ロ ウ イ ル ス の 一 部 で あ る と い え
る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 者 ら は 、 後 述 の 実 施 例 に 示 す と お り 、 ヒ ト 染 色 体 上 に お い て 、 本 発 明 の
Ｈ Ｃ ２ ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 の 終 始 コ ド ン の 下 流 に 真 の ３ ’ Ｌ Ｔ Ｒ が 存 在 し 、 ｇ ａ ｇ -ｐ ｏ ｌ 遺 伝
子 領 域 の 上 流 に ５ ’ Ｌ Ｔ Ｒ が 存 在 す る こ と を 新 た に 見 出 し 、 更 に 、 こ れ ら の 新 た な Ｌ Ｔ Ｒ
が 機 能 す る こ と を 確 認 し た （ 実 施 例 １ 、 図 ５ 及 び ６ 参 照 ） 。 こ れ ら の 事 実 も 、 従 来 、 ヒ ト
内 在 性 レ ト ロ ウ イ ル ス Ｈ Ｃ ２ の ３ ’ Ｌ Ｔ Ｒ と 考 え ら れ て い た 部 分 は 真 の Ｌ Ｔ Ｒ で は な く 、
本 発 明 の Ｈ Ｃ ２ ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 の 一 部 で あ り 、 本 発 明 の 遺 伝 子 が 、 Ｈ Ｃ ２ プ ロ ウ イ ル ス の ｅ
ｎ ｖ 遺 伝 子 で あ る こ と を 明 確 に 示 し て い る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 本 発 明 の Ｈ Ｃ ２ ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 に お い て 、 前 記 （ ２ ） の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 表 の 配 列
番 号 １ の 塩 基 配 列 に お け る 欠 失 、 置 換 も し く は 付 加 が 可 能 な 塩 基 数 と し て は 、 例 え ば 、 １
個 ～ ３ ７ ６ 個 で あ り 、 １ 個 ～ ２ ８ ２ 個 が 好 ま し く 、 よ り 好 ま し く は １ 個 ～ １ ８ ８ 個 で あ る
。 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る と は 、 ２ つ の Ｄ Ｎ Ａ 断 片 が Ｓ ａ ｍ ｂ ｒ
ｏ ｏ ｋ 　 Ｊ ら に よ っ て 記 載 さ れ た よ う な 標 準 的 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 下 で 、 相 互
に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と を 意 味 す る （ 文 献 ［ Expression of cloned genes in E. coli(
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Molecular Cloning:A laboratory manual(1989))Cold Spring harbor Laboratory Press,
 New York, USA, 9. 47-9. 62及 び 11.45-11.61］ 参 照 ） 。 よ り 具 体 的 に は 、 例 え ば 、 下 記
式 で 求 め ら れ る Ｔ ｍ 値 を 基 準 と し て ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 及 び 洗 浄 （ 例 え ば 、 約 ２ ． ０
× Ｓ Ｓ Ｃ 、 ５ ０ ℃ ） を 行 う こ と を 意 味 す る 。
Ｔ ｍ ＝ ８ １ ． ５ － １ ６ ． ６ (ｌ ｏ ｇ １ ０ ［ Ｎ ａ ＋ ］ )＋ ０ ． ４ １ (％ Ｇ ＋ Ｃ )－ (６ ０ ０ ／ Ｎ )
（ 式 中 、 Ｎ は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 鎖 長 で あ り 、 ％ Ｇ ＋ Ｃ は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 中 の グ ア ニ ン
及 び シ ト シ ン 残 基 の 含 有 量 で あ る 。 ）
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 ま た 、 本 発 明 の Ｈ Ｃ ２ ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 に お い て 、 前 記 （ ３ ） の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 前 記 相
同 性 と し て は 、 例 え ば 、 ８ ０ ％ 以 上 で あ り 、 ８ ５ ％ 以 上 が 好 ま し く 、 よ り 好 ま し く は 、 ９
０ ％ 以 上 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 ま た 、 本 発 明 の Ｈ Ｃ ２ ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 に お い て 、 前 記 （ ４ ） 及 び （ ５ ） の ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド が コ ー ド す る タ ン パ ク 質 は 、 後 述 す る 本 発 明 の Ｈ Ｃ ２ Ｅ Ｎ Ｖ タ ン パ ク 質 で あ る 。 前 記 （
５ ） の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が コ ー ド す る タ ン パ ク 質 に つ い て 、 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ
酸 に お け る 欠 失 、 置 換 も し く は 付 加 が 可 能 な 残 基 数 と し て は 、 コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 が
、 マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 抗 ｇ ｐ ７ ０ 抗 体 １ ２ Ｈ ５ ． １ 、 又 は 抗 Ｒ ａ ｕ ｓ ｃ ｈ ｅ
ｒ 白 血 病 ウ イ ル ス ｇ ｐ ７ ０ 抗 体 と 抗 原 抗 体 反 応 す る も の で あ れ ば 、 特 に 制 限 さ れ な い が 、
例 え ば 、 １ 個 ～ １ ２ ５ 個 で あ り 、 １ 個 ～ ９ ４ 個 が 好 ま し く 、 よ り 好 ま し く は １ 個 ～ ６ ２ 個
で あ り 、 さ ら に よ り 好 ま し く は １ 個 ～ ３ １ 個 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 本 発 明 の Ｈ Ｃ ２ ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 に お い て 、 前 記 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 特 に 限 定 さ れ ず 、 例
え ば 、 Ｄ Ｎ Ａ で あ っ て も よ く 、 Ｒ Ｎ Ａ で あ っ て も よ い 。 但 し 、 Ｒ Ｎ Ａ に お い て は 、 前 記 ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 表 の 塩 基 配 列 は 、 ｔ （ チ ミ ン ） 塩 基 を 、 ｕ （ ウ ラ シ ル ） 塩 基 に 読 み
替 え る も の と す る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 本 発 明 の Ｈ Ｃ ２ ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 の 製 造 方 法 は 、 特 に 制 限 さ れ ず 、 例 え ば 、 従 来 公 知 の 方 法
に よ り 前 記 （ １ ） か ら （ ６ ） の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 化 学 合 成 し て 製 造 し て も よ く 、 酵 素 的
に イ ン ビ ボ 又 は イ ン ビ ト ロ で 製 造 し て も よ い 。 ま た 、 本 発 明 の Ｈ Ｃ ２ ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 は 、 例
え ば 、 以 下 の よ う に し て ク ロ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。 ま ず 、 例 え ば 、 公 的 ヒ ト ゲ ノ ム
計 画 の 公 認 ク ロ ー ン 配 布 者 （ 例 え ば 、 Ｉ ｎ ｖ ｉ ｔ ｏ ｒ ｏ ｇ ｅ ｎ 社 、 Ｒ ｅ ｓ ｅ ａ ｒ ｃ ｈ 　 Ｇ
ｅ ｎ ｅ ｔ ｉ ｃ ｓ 社 ） か ら 本 発 明 の Ｈ Ｃ ２ ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 を 含 む 細 菌 人 口 染 色 体 （ Ｂ Ａ Ｃ ） ク
ロ ー ン （ ク ロ ー ン 名 ： Ｃ Ｔ Ｃ － ５ ７ ５ Ｃ １ ３ ） を 入 手 す る 。 そ し て 、 定 法 に よ り 前 記 Ｂ Ａ
Ｃ の Ｄ Ｎ Ａ を 精 製 し 、 例 え ば 、 下 記 プ ラ イ マ ー ０ １ １ ２ ９ ５ Ｏ Ｒ Ｆ － Ｌ 及 び ０ １ １ ２ ９ ５
Ｏ Ｒ Ｆ － Ｒ （ 配 列 表 の 配 列 番 号 ３ 及 び ４ ） を 用 い て Ｈ Ｃ ２ ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 全 長 を Ｐ Ｃ Ｒ 法 で
増 幅 し 、 適 当 な プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー （ 例 え ば 、 ｐ Ｂ ｌ ｕ ｅ ｓ ｃ ｒ ｉ ｐ ｔ Ｉ Ｉ 等 ） 挿 入 す る
こ と で ク ロ ー ニ ン グ で き る 。 必 要 に 応 じ て 挿 入 し た 配 列 の 塩 基 配 列 決 定 を 行 い 、 配 列 表 の
配 列 番 号 １ と 完 全 に 同 一 で あ る こ と を 確 認 す る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
【 化 １ 】
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ４ １ 】
　 ま た 、 本 発 明 の Ｈ Ｃ ２ ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 を よ り 選 択 的 に 増 幅 す る Ｐ Ｃ Ｒ 法 に 用 い る こ と が で
き る プ ラ イ マ ー 対 と し て は 、 下 記 フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー Ｐ ｒ ｉ ｍ ｅ ｒ 　 Ｌ と リ バ ー ス プ ラ
イ マ ー Ｐ ｒ ｉ ｍ ｅ ｒ 　 Ｒ と の 組 合 せ （ 配 列 表 の 配 列 番 号 ５ 及 び ６ ） が あ げ ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
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【 化 ２ 】
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 本 発 明 の Ｈ Ｃ ２ ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 は 、 配 列 表 の 配 列 番 号 １ の 塩 基 配 列 に お い て 、 第 ６ ９ 番 目
（ Ｔ → Ａ ） 、 第 ５ ２ ４ 番 目 （ Ｔ → Ｃ ） 、 第 ５ ８ ６ 番 目 （ Ｃ → Ｇ ） 、 第 ５ ９ ２ 番 目 （ Ｇ → Ｔ
） 、 第 ８ ８ ７ 番 目 （ Ｃ → Ｔ ） 、 第 ９ ７ ０ 番 目 （ Ｃ → Ｔ ） 、 第 １ ０ ０ ０ 番 目 （ Ｃ → Ｔ ） 、 第
１ １ ４ ０ 番 目 （ Ａ → Ｇ ） 、 第 １ １ ４ ３ 番 目 （ Ｔ → Ｃ ） 及 び 第 １ ２ １ ２ 番 目 （ Ｃ → Ａ ） に 、
そ れ ぞ れ 括 弧 内 に 示 す 一 塩 基 多 型 が 存 在 す る 。 し が た が っ て 、 本 発 明 の Ｈ Ｃ ２ ｅ ｎ ｖ 遺 伝
子 は 、 こ れ ら の 一 塩 基 多 型 を 含 む 遺 伝 子 で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 本 発 明 の Ｈ Ｃ ２ ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 の 前 記 一 塩 基 多 型 を 検 出 す る 方 法 と し て は 、 特 に 制 限 さ れ
な い が 、 例 え ば 、 ま ず 、 ヒ ト 染 色 体 Ｄ Ｎ Ａ 上 に 多 数 散 在 す る 類 似 遺 伝 子 を 避 け て 本 発 明 の
遺 伝 子 の み を 選 択 的 に Ｐ Ｃ Ｒ 法 を 用 い て 増 幅 し 、 そ し て 、 本 発 明 の 遺 伝 子 領 域 内 に ハ イ ブ
リ ダ イ ズ す る プ ラ イ マ ー を 用 い て 前 記 Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 の 塩 基 配 列 を 決 定 し 、 前 記 一 塩 基 多 型 を
検 出 す る 方 法 等 が あ げ ら れ る 。 ま た 、 前 記 一 塩 基 多 型 を 検 出 す る 他 の 方 法 と し て は 、 前 記
（ １ ） か ら （ ６ ） の い ず れ か の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 全 部 若 し く は 一 部 と 相 補 的 で あ り 、 か
つ 配 列 表 の 配 列 番 号 １ に お け る 前 記 一 塩 基 多 型 の 塩 基 を 含 む 塩 基 配 列 か ら な る プ ロ ー ブ を
使 用 し 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ り 検 出 す る 方 法 が あ げ ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 本 発 明 の Ｈ Ｃ ２ ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 を よ り 選 択 的 に 増 幅 で き る プ ラ イ マ ー 対 で あ る 前 記 Ｐ ｒ ｉ
ｍ ｅ ｒ 　 Ｌ 及 び Ｐ ｒ ｉ ｍ ｅ ｒ 　 Ｒ （ 配 列 表 の 配 列 番 号 ５ 及 び ６ ） を 用 い た 前 記 一 塩 基 多 型
の 検 出 方 法 の 一 例 を 、 図 １ ４ に 示 す 。 同 図 に 示 す と お り 、 Ｐ ｒ ｉ ｍ ｅ ｒ 　 Ｌ は 、 本 発 明 の
遺 伝 子 ５ ’ 末 端 の Ａ を そ の 配 列 ５ ’ 末 端 に 有 し 、 Ｐ ｒ ｉ ｍ ｅ ｒ 　 Ｒ は 、 本 発 明 の 遺 伝 子 の
３ ’ フ ラ ン キ ン グ 領 域 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 。 Ｐ ｒ ｉ ｍ ｅ ｒ 　 Ｒ が ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 領
域 は 、 繰 り 返 し 配 列 を 含 ま な い 領 域 で あ り 、 Ｎ Ｃ Ｂ Ｉ － Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ デ ー タ ベ ー ス 検 索 に よ
り 、 配 列 解 析 済 み の ヒ ト 染 色 体 Ｄ Ｎ Ａ 上 に 完 全 同 一 の 配 列 は 存 在 し な い こ と が 判 明 し て い
る 。 す な わ ち 、 前 記 プ ラ イ マ ー 対 を 用 い る こ と に よ り 、 本 発 明 の 遺 伝 子 の み を 選 択 的 に 増
幅 す る こ と が 出 来 る 。 次 に 、 こ う し て 増 幅 し た Ｈ Ｃ ２ ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 を 含 む Ｄ Ｎ Ａ を 鋳 型 と
し て 、 本 発 明 の 遺 伝 子 領 域 内 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る プ ラ イ マ ー を 用 い た 塩 基 配 列 決 定 を 行
い 、 得 ら れ た 塩 基 配 列 を 相 互 に 比 較 す る こ と に よ り 、 一 塩 基 多 型 を 検 出 す る こ と が 出 来 る
。 塩 基 配 列 決 定 に 用 い る 前 記 プ ラ イ マ ー と し て は 、 例 え ば 、 配 列 表 の 配 列 番 号 ９ か ら １ ６
の 塩 基 配 列 か な ら る コ ー ド 鎖 用 プ ラ イ マ ー 及 び 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ７ か ら ２ ４ の 塩 基 配 列
か ら な る 非 コ ー ド 鎖 用 プ ラ イ マ ー が あ げ ら れ る 。 こ れ ら の プ ラ イ マ ー を 下 記 表 １ に 示 す 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
【 表 １ 】
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【 ０ ０ ４ ７ 】
　 次 に 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に つ い て 説 明 す る 。 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 前
記 （ １ ） か ら （ ６ ） の い ず れ か の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 全 部 又 は 一 部 か ら な る ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド で あ る 。 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 特 に 限 定 さ れ ず 、 例 え ば 、 Ｄ Ｎ Ａ で あ っ て も
よ く 、 Ｒ Ｎ Ａ で あ っ て も よ い 。 但 し 、 Ｒ Ｎ Ａ に お い て は 、 配 列 表 上 の 塩 基 配 列 は 、 ｔ （ チ
ミ ン ） 塩 基 を 、 ｕ （ ウ ラ シ ル ） 塩 基 に 読 み 替 え る も の と す る 。 ま た 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド は 、 一 本 鎖 で あ っ て も よ く 、 二 本 以 上 の 複 数 鎖 で あ っ て も よ い 。 本 発 明 の ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド は 、 前 記 （ １ ） か ら （ ６ ） の い ず れ か の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 一 部 か ら な る オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 。 こ こ で 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と は 、 通 常 、 数 個 ～ 数 十 個 の ヌ ク レ オ
シ ド が ３ ’ ， ５ ’ － ホ ス ホ ジ エ ス テ ル 結 合 に よ っ て 重 合 し た も の を い う が 、 本 発 明 に お い
て 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ は 、 特 に 制 限 さ れ ず 、 例 え ば 、 １ ０ ｍ ｅ ｒ ～ ５ ０ ｍ ｅ ｒ で
あ っ て 、 好 ま し く は 、 １ ２ ｍ ｅ ｒ ～ ３ ２ ｍ ｅ ｒ で あ る 。 こ れ ら の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、
本 発 明 の Ｈ Ｃ ２ ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 を 検 出 す る た め の プ ラ イ マ ー 若 し く は プ ロ ー ブ や 、 後 述 す る
と お り 、 本 発 明 の Ｈ Ｃ ２ ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 の 遺 伝 子 転 写 産 物 ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 検 出 ・ 測 定 す る た め の
プ ラ イ マ ー 若 し く は プ ロ ー ブ と し て 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 前 記 （ １ ） か ら （ ６ ） の い ず れ か の ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド の 塩 基 配 列 以 外 か ら な る 配 列 で あ っ て 、 本 発 明 の Ｈ Ｃ ２ ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 の 全 部 又 は 一
部 を 増 幅 又 は 検 出 す る た め の プ ラ イ マ ー 又 は プ ロ ー ブ と し て 使 用 で き る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
を 含 ん で も よ い 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 本 発 明 の Ｈ Ｃ ２ ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 の 全 部 又 は 一 部 を 増 幅 又 は 検 出 す る た め の プ ラ イ マ ー 又 は
プ ロ ー ブ と し て 使 用 で き る 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 具 体 例 と し て は 、 配 列 表 の 配 列 番
号 ３ か ら ２ ４ 及 び 配 列 番 号 ３ ０ か ら ３ ６ の い ず れ か の 塩 基 配 列 か ら な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
が あ げ ら れ る 。 こ れ ら の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の プ ラ イ マ ー 又 は プ ロ ー ブ と し て の 使 用 方 法 は
、 特 に 制 限 さ れ な い が 、 例 え ば 、 前 述 又 は 後 述 の と お り で あ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を プ ラ イ マ ー 又 は プ ロ ー ブ と し て 使 用 し て 本 発 明 の Ｈ Ｃ ２ ｅ
ｎ ｖ 遺 伝 子 を 検 出 す る 方 法 と し て は 、 例 え ば 、 サ ザ ン ブ ロ ッ ト 法 、 ノ ザ ン ブ ロ ッ ト 法 、 Ｐ
Ｃ Ｒ 法 、 塩 基 配 列 決 定 に よ る 方 法 等 が あ げ ら れ る 。 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 そ れ ぞ
れ の 検 出 方 法 に 応 じ 、 必 要 に 応 じ て 、 標 識 物 質 等 で 修 飾 さ れ て も 良 い 。 本 発 明 の ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド を 遺 伝 子 検 出 用 プ ロ ー ブ と し て 使 用 す る 場 合 、 例 え ば 、 配 列 表 の 配 列 番 号 １ の 塩
基 配 列 か ら な る 本 発 明 の Ｈ Ｃ ２ ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 全 長 を 鋳 型 と し て 、 ラ ン ダ ム プ ラ イ マ ー 法 に
て 標 識 を 加 え る こ と で 作 製 で き る 。 前 記 プ ロ ー ブ の 標 識 物 質 と し て は 、 例 え ば 、 ３ ２ Ｐ の
よ う な 放 射 性 物 質 、 ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン の よ う な 非 放 射 性 化 学 物 質 等 が あ げ ら れ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 次 に 、 本 発 明 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ に つ い て 説 明 す る 。 本 発 明 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ は 、 本 発 明 の Ｈ Ｃ ２ ｅ ｎ
ｖ 遺 伝 子 の 転 写 産 物 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ で あ る 。 本 発 明 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ は 、 本 発 明 の Ｈ Ｃ ２ ｅ ｎ ｖ 遺 伝
子 の 転 写 活 性 の 指 標 と な る か ら 、 本 発 明 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 量 を 測 定 す る こ と に よ り 、 例 え
ば 、 後 述 の と お り 、 Ｉ ｇ Ａ 腎 症 の 病 勢 を 判 定 し た り 、 予 後 の 予 測 を 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 次 に 、 本 発 明 の Ｈ Ｃ ２ Ｅ Ｎ Ｖ タ ン パ ク 質 に つ い て 説 明 す る 。 本 発 明 の Ｈ Ｃ ２ Ｅ Ｎ Ｖ タ ン
パ ク 質 は 、 本 発 明 の Ｈ Ｃ ２ ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 の 発 現 産 物 の タ ン パ ク 質 で あ っ て 、 下 記 （ ７ ） 又
は （ ８ ） の タ ン パ ク 質 で あ る 。
（ ７ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る タ ン パ ク 質 。
（ ８ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ に お い て 、 １ 個 若 し く は 数 個 の ア ミ ノ 酸 残 基 が 、 欠 失 、 置 換 若
し く は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な り 、 マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 抗 ｇ ｐ ７ ０ 抗
体 １ ２ Ｈ ５ ． １ 、 又 は 抗 Ｒ ａ ｕ ｓ ｃ ｈ ｅ ｒ 白 血 病 ウ イ ル ス ｇ ｐ ７ ０ 抗 体 と 抗 原 抗 体 反 応 す
る タ ン パ ク 質 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
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　 前 記 （ ８ ） の タ ン パ ク 質 に つ い て 、 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 に お け る 欠 失 、 置 換
も し く は 付 加 が 可 能 な 残 基 数 と し て は 、 前 記 （ ８ ） の タ ン パ ク 質 が 、 マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 で あ る 抗 ｇ ｐ ７ ０ 抗 体 １ ２ Ｈ ５ ． １ 、 又 は 抗 Ｒ ａ ｕ ｓ ｃ ｈ ｅ ｒ 白 血 病 ウ イ ル ス ｇ ｐ
７ ０ 抗 体 と 抗 原 抗 体 反 応 す る も の で あ れ ば 、 特 に 制 限 さ れ な い が 、 例 え ば 、 １ 個 ～ １ ２ ５
個 で あ り 、 １ 個 ～ ９ ４ 個 が 好 ま し く 、 よ り 好 ま し く は １ 個 ～ ６ ２ 個 で あ り 、 さ ら に よ り 好
ま し く は １ 個 ～ ３ １ 個 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 本 発 明 の Ｈ Ｃ ２ Ｅ Ｎ Ｖ タ ン パ ク 質 は 、 後 述 の 実 施 例 に 示 す よ う に 、 抗 ｇ ｐ ７ ０ マ ウ ス モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 １ ２ Ｈ ５ ． １ 、 あ る い は 公 知 の 抗 Ｒ ａ ｕ ｓ ｃ ｈ ｅ ｒ 白 血 病 ウ イ ル ス ｇ ｐ
７ ０ 抗 体 と 抗 原 抗 体 反 応 す る 。 し た が っ て 、 前 記 １ ２ Ｈ ５ ． １ 抗 体 又 は 抗 Ｒ ａ ｕ ｓ ｃ ｈ ｅ
ｒ 白 血 病 ウ イ ル ス ｇ ｐ ７ ０ 抗 体 を 用 い れ ば 、 本 発 明 の Ｈ Ｃ ２ Ｅ Ｎ Ｖ タ ン パ ク 質 を 検 出 、 測
定 で き る 。 前 記 １ ２ Ｈ ５ ． １ 抗 体 は 、 後 述 の よ う に 、 マ ウ ス 内 在 性 異 種 指 向 性 レ ト ロ ウ イ
ル ス ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 産 物 ｇ ｐ ７ ０ に 特 異 的 に 反 応 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ り 、 前 記 抗 Ｒ
ａ ｕ ｓ ｃ ｈ ｅ ｒ 白 血 病 ウ イ ル ス ｇ ｐ ７ ０ 抗 体 は 、 内 在 性 及 び 外 来 性 の マ ウ ス レ ト ロ ウ イ ル
ス ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 産 物 ｇ ｐ ７ ０ と 特 異 的 に 反 応 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 。 本 発 明 の タ
ン パ ク 質 の 製 造 及 び 精 製 方 法 と し て は 、 特 に 制 限 さ れ ず 、 従 来 公 知 の 方 法 で 製 造 及 び 精 製
で き る が 、 例 え ば 、 本 発 明 の Ｈ Ｃ ２ ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 の Ｃ 末 端 に （ Ｈ ｉ ｓ )６ 等 の 標 識 ペ プ チ
ド を 融 合 さ せ た 発 現 ベ ク タ ー を 培 養 細 胞 株 等 に 導 入 し て 発 現 さ せ 、 前 記 標 識 ペ プ チ ド に 対
す る ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム 等 を 用 い て 精 製 す る 方 法 が あ げ ら れ る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 次 に 、 本 発 明 の Ｉ ｇ Ａ 腎 症 マ ー カ ー に つ い て 説 明 す る 。 本 発 明 の Ｉ ｇ Ａ 腎 症 マ ー カ ー は
、 本 発 明 の Ｈ Ｃ ２ ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 、 本 発 明 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ 、 本 発 明 の Ｈ Ｃ ２ Ｅ Ｎ Ｖ タ ン パ ク 質 、
及 び 、 本 発 明 の Ｈ Ｃ ２ Ｅ Ｎ Ｖ タ ン パ ク 質 を 抗 原 と し て 抗 原 抗 体 反 応 す る ヒ ト 抗 体 か ら な る
群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も 一 つ か ら な る Ｉ ｇ Ａ 腎 症 マ ー カ ー で あ る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 本 発 明 の Ｈ Ｃ ２ ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 か ら な る Ｉ ｇ Ａ 腎 症 マ ー カ ー は 、 前 記 一 塩 基 多 型 を 遺 伝 子
マ ー カ ー と し て 、 例 え ば 、 多 型 分 析 に 基 づ く Ｉ ｇ Ａ 腎 症 の 発 症 予 測 診 断 や 、 発 症 の タ イ プ
の 診 断 等 に 利 用 す る こ と が で き る 。 ま た 、 本 発 明 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ 及 び 本 発 明 の Ｈ Ｃ ２ Ｅ Ｎ Ｖ タ
ン パ ク 質 か ら な る Ｉ ｇ Ａ 腎 症 マ ー カ ー は 、 前 記 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 量 の 多 寡 に よ り 血 中 の Ｈ Ｃ
２ Ｅ Ｎ Ｖ タ ン パ ク 質 抗 原 の 濃 度 が 変 化 し 、 ま た 、 Ｈ Ｃ ２ Ｅ Ｎ Ｖ タ ン パ ク 質 の 濃 度 に よ り こ
れ に 対 す る 抗 体 産 生 量 が 変 化 し そ れ に よ り 病 勢 が 憎 悪 し た り 軽 快 し た り す る と 考 え ら れ る
か ら 、 被 験 者 の 病 勢 を 判 定 し 、 又 は 予 後 の 予 測 を 行 っ て 、 例 え ば 、 強 力 な 治 療 を 行 う べ き
か 、 経 過 観 察 に と ど め る べ き か 等 の 治 療 方 針 の 決 定 に 利 用 で き る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 の Ｈ Ｃ ２ Ｅ Ｎ Ｖ タ ン パ ク 質 を 抗 原 と し て 抗 原 抗 体 反 応 す る ヒ ト 抗 体 （ 以
下 、 抗 Ｈ Ｃ ２ Ｅ Ｎ Ｖ タ ン パ ク 質 抗 体 と も い う 。 ） か ら な る Ｉ ｇ Ａ 腎 症 マ ー カ ー は 、 例 え ば
、 Ｉ ｇ Ａ 腎 症 や 、 そ の 他 の 原 発 性 糸 球 体 疾 患 、 多 発 性 硬 化 症 、 糖 尿 病 等 の 自 己 免 疫 機 序 の
関 与 が 疑 わ れ る 疾 患 を 有 す る 患 者 を 、 血 清 等 の 体 液 中 に 前 記 抗 Ｈ Ｃ ２ Ｅ Ｎ Ｖ タ ン パ ク 質 抗
体 が 存 在 す る 群 と そ う で な い 群 と に 分 類 す る こ と で き 、 こ の 分 類 に 基 づ い て 、 治 療 薬 ・ 治
療 法 に 対 す る 患 者 の 反 応 性 や 治 療 効 果 を 比 較 す る こ と で 、 前 記 抗 Ｈ Ｃ ２ Ｅ Ｎ Ｖ タ ン パ ク 質
抗 体 を 有 す る 患 者 群 と 、 そ う で な い 患 者 群 と の そ れ ぞ れ に お い て 、 有 効 性 の 高 い 治 療 薬 ・
治 療 法 の 選 定 や 開 発 を 可 能 と す る 。 ま た 、 こ の 本 発 明 の 抗 Ｈ Ｃ ２ Ｅ Ｎ Ｖ タ ン パ ク 質 抗 体 か
ら な る Ｉ ｇ Ａ 腎 症 マ ー カ ー は 、 そ の 抗 体 価 も し く は 反 応 特 異 性 に 基 づ き 、 被 験 者 の 病 態 の
重 篤 度 ・ 活 動 度 と 比 較 対 照 す る こ と で 、 新 規 の 病 勢 指 標 と し て 利 用 で き る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 次 に 、 本 発 明 の 遺 伝 子 発 現 測 定 方 法 に つ い て 説 明 す る 。 本 発 明 の 遺 伝 子 発 現 測 定 方 法 は
、 本 発 明 の Ｈ Ｃ ２ ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 の 遺 伝 子 発 現 を 測 定 す る 方 法 で あ っ て 、 本 発 明 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ
又 は 本 発 明 の Ｈ Ｃ ２ Ｅ Ｎ Ｖ タ ン パ ク 質 を 測 定 す る 遺 伝 子 発 現 測 定 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 本 発 明 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 測 定 す る 本 発 明 の 遺 伝 子 発 現 測 定 方 法 は 、 例 え ば 、 本 発 明 の Ｈ Ｃ ２
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ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 の プ ラ イ マ ー 又 は プ ロ ー ブ と し て 使 用 す る 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い
て 行 う こ と が 好 ま し い 。 そ の プ ラ イ マ ー の 具 体 例 と し て は 、 前 記 ０ １ １ ２ ９ ５ Ｏ Ｒ Ｆ － Ｌ
と 前 記 ０ １ １ ２ ９ ５ Ｏ Ｒ Ｆ － Ｒ （ 配 列 表 の 配 列 番 号 ３ と ４ ） の 対 、 前 記 Ｐ ｒ ｉ ｍ ｅ ｒ 　 Ｌ
と 前 記 Ｐ ｒ ｉ ｍ ｅ ｒ 　 Ｒ （ 配 列 表 の 配 列 番 号 ５ と ６ ） の 対 、 及 び 、 下 記 Ｈ Ｃ ２ ｅ ｎ ｖ ０ １
１ Ｌ １ と 下 記 Ｈ Ｃ ２ ｅ ｎ ｖ ０ １ １ Ｒ （ 配 列 表 の 配 列 番 号 ７ と ８ ） の 対 等 が あ げ あ ら れ る 。
こ れ ら の 中 で も 、 前 記 プ ラ イ マ ー 対 と し て は 、 Ｈ Ｃ ２ ｅ ｎ ｖ ０ １ １ Ｌ １ と Ｈ Ｃ ２ ｅ ｎ ｖ ０
１ １ Ｒ の 対 が 好 ま し い 。 前 記 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 法 に よ る ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 測 定 は 、 リ ア ル タ イ ム Ｒ Ｔ
－ Ｐ Ｃ Ｒ 法 や 、 コ ン ペ テ ィ テ ィ ブ Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 法 等 で あ っ て も よ く 、 そ の 方 法 及 び 試 薬 は
、 特 に 制 限 さ れ ず 従 来 公 知 の も の を 利 用 で き る 。 ま た 、 前 記 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 法 に は 、 例
え ば 、 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ７ ～ ２ ４ の 塩 基 配 列 か ら な る 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を プ ロ
ー ブ と し て 使 用 で き 、 使 用 す る 試 薬 等 は 、 特 に 制 限 さ れ ず 従 来 公 知 の も の を 利 用 で き る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
【 化 ３ 】
　
　
　
　
【 ０ ０ ６ １ 】
　 測 定 対 象 と な る Ｈ Ｃ ２ ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ は 、 例 え ば 、 被 験 者 の 末 梢 血 単 核 球 か ら
回 収 す る こ と が で き る 。 そ の 回 収 方 法 は 、 特 に 制 限 さ れ ず 、 例 え ば 、 前 記 末 梢 血 単 核 球 か
ら Ｔ Ｒ Ｉ ｚ ｏ ｌ 試 薬 （ Ｉ ｎ ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ ｇ ｅ ｎ 社 製 ） 等 を 用 い た 通 常 の 方 法 に よ り 総 Ｒ Ｎ Ａ
の 一 部 と し て 抽 出 す る 方 法 や 、 前 記 末 梢 血 単 核 球 を フ ィ ト ヘ マ グ ル チ ニ ン 等 の レ ク チ ン に
よ り 刺 激 し た 後 に 、 上 記 と 同 様 に し て 抽 出 す る 方 法 が あ げ ら れ る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 本 発 明 の Ｈ Ｃ ２ Ｅ Ｎ Ｖ タ ン パ ク 質 を 測 定 す る 本 発 明 の 遺 伝 子 発 現 測 定 方 法 は 、 例 え ば 、
本 発 明 の Ｈ Ｃ ２ Ｅ Ｎ Ｖ タ ン パ ク 質 を 抗 原 と す る 抗 体 を 用 い て 、 従 来 公 知 の 免 疫 学 的 測 定 方
法 に よ り 行 う こ と が で き る 。 前 記 免 疫 学 的 測 定 方 法 と し て は 、 特 に 制 限 さ れ な い が 、 ウ エ
ス タ ン ブ ロ ッ ト 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 、 サ ン ド ウ ィ ッ チ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 等 が あ げ ら れ る 。 前 記 本 発 明 の
Ｈ Ｃ ２ Ｅ Ｎ Ｖ タ ン パ ク 質 を 抗 原 と す る 抗 体 は 、 本 発 明 の Ｈ Ｃ ２ Ｅ Ｎ Ｖ タ ン パ ク 質 を 用 い て
従 来 公 知 の 方 法 で 作 製 し て も よ い が 、 前 記 抗 ｇ ｐ ７ ０ マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 １ ２ Ｈ ５
． １ 、 又 は 、 抗 Ｒ ａ ｕ ｓ ｃ ｈ ｅ ｒ 白 血 病 ウ イ ル ス ｇ ｐ ７ ０ 抗 体 を 使 用 し て も よ い 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 本 発 明 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 量 の 多 寡 に よ り 、 血 中 の Ｈ Ｃ ２ Ｅ Ｎ Ｖ タ ン パ ク 質 抗 原 の 濃 度 や
、 本 発 明 の Ｈ Ｃ ２ Ｅ Ｎ Ｖ タ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 体 産 生 量 が 変 化 し 、 そ れ に よ り 病 勢 が 憎 悪
し た り 軽 快 し た り す る と 考 え ら れ る 。 し た が っ て 、 本 発 明 の 遺 伝 子 発 現 測 定 方 法 に よ れ ば
、 被 験 者 の 病 勢 を 判 定 し 、 あ る い は 、 予 後 の 予 測 を 行 っ て 、 例 え ば 、 強 力 な 治 療 を 行 う べ
き か 、 経 過 観 察 に と ど め る べ き か 等 の 治 療 方 針 に 役 立 て る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 次 に 、 本 発 明 の ヒ ト 抗 体 測 定 方 法 に つ い て 説 明 す る 。 本 発 明 の ヒ ト 抗 体 測 定 方 法 は 、 本
発 明 の Ｈ Ｃ ２ Ｅ Ｎ Ｖ タ ン パ ク 質 を 抗 原 と す る ヒ ト 抗 体 （ 抗 Ｈ Ｃ ２ Ｅ Ｎ Ｖ タ ン パ ク 質 抗 体 ）
の 測 定 方 法 で あ っ て 、 本 発 明 の Ｈ Ｃ ２ Ｅ Ｎ Ｖ タ ン パ ク 質 と 前 記 ヒ ト 抗 体 と を 抗 原 抗 体 反 応
さ せ 、 さ ら に 、 前 記 ヒ ト 抗 体 と 、 前 記 ヒ ト 抗 体 を 抗 原 と す る 標 識 抗 体 と を 抗 原 抗 体 反 応 さ
せ て 本 発 明 の Ｈ Ｃ ２ Ｅ Ｎ Ｖ タ ン パ ク 質 と 前 記 ヒ ト 抗 体 と 前 記 標 識 抗 体 と の 複 合 体 を 測 定 す
る 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 本 発 明 の ヒ ト 抗 体 測 定 方 法 に お い て 、 具 体 的 な 測 定 方 法 は 、 従 来 公 知 の 方 法 を 利 用 で き
、 特 に 制 限 さ れ な い が 、 例 え ば 、 前 記 本 発 明 の Ｈ Ｃ ２ Ｅ Ｎ Ｖ タ ン パ ク 質 は 、 固 相 に 固 定 化
さ れ て い る こ と が 好 ま し い 。 こ の 測 定 方 法 の 一 例 を 図 １ ５ に 示 す 。 同 図 に 示 す と お り 、 前
記 本 発 明 の Ｈ Ｃ ２ Ｅ Ｎ Ｖ タ ン パ ク 質 を 抗 原 １ と し て 一 般 的 な 方 法 に よ り プ ラ ス チ ッ ク プ レ
ー ト や フ ィ ル タ ー 膜 等 の 固 相 に 固 定 化 し 、 こ の 固 定 化 抗 原 １ と 前 記 試 料 中 の 測 定 対 象 で あ

10

20

30

40

50

(14) JP 2006-68004 A 2006.3.16



る ヒ ト 抗 体 ２ と を 反 応 さ せ た 後 、 標 識 化 抗 体 （ 標 識 化 二 次 抗 体 ） ３ を 、 前 記 ヒ ト 抗 体 ２ と
免 疫 反 応 さ せ て 結 合 さ せ る 。 そ し て 、 前 記 標 識 化 抗 体 ３ の 標 識 を 測 定 す る こ と に よ り 、 試
料 中 の 前 記 抗 原 １ に 反 応 す る 前 記 ヒ ト 抗 体 ２ の 有 無 や そ の 定 量 を 行 う こ と が で き る 。 前 記
試 料 と し て は 、 例 え ば 、 ヒ ト の 血 液 、 血 清 、 血 漿 、 唾 液 、 関 節 液 、 脳 脊 髄 液 等 の ヒ ト 免 疫
グ ロ ブ リ ン が 存 在 す る 体 液 を 用 い る こ と が で き る 。 前 記 標 識 化 抗 体 ３ の 標 識 （ 標 識 化 抗 体
を 用 い た 測 定 法 ） と し て は 、 例 え ば 、 放 射 性 標 識 （ 放 射 免 疫 測 定 法 （ Ｒ Ｉ Ａ ） ） 、 酵 素 標
識 （ 酵 素 免 疫 定 量 法 （ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ） ） 又 は 蛍 光 標 識 （ 蛍 光 免 疫 測 定 法 （ Ｆ Ｉ Ａ ） ） 等 が あ
げ ら れ る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 本 発 明 の ヒ ト 抗 体 測 定 方 法 に よ り 、 例 え ば 、 前 記 抗 Ｈ Ｃ ２ Ｅ Ｎ Ｖ タ ン パ ク 質 抗 体 の 検 出
や 前 記 抗 Ｈ Ｃ ２ Ｅ Ｎ Ｖ タ ン パ ク 質 抗 体 の 抗 体 価 の 定 量 等 を 実 施 で き る 。 さ ら に 、 本 発 明 の
ヒ ト 抗 体 測 定 方 法 に よ れ ば 、 例 え ば 、 Ｉ ｇ Ａ 腎 症 や 、 そ の 他 の 原 発 性 糸 球 体 疾 患 、 多 発 性
硬 化 症 、 糖 尿 病 等 の 自 己 免 疫 機 序 の 関 与 が 疑 わ れ る 疾 患 を 有 す る 患 者 を 、 血 清 等 の 体 液 中
に 抗 Ｈ Ｃ ２ Ｅ Ｎ Ｖ タ ン パ ク 質 抗 体 が 存 在 す る 群 と そ う で な い 群 と に 分 類 す る こ と が で き る
。 こ の 分 類 に 基 づ い て 、 治 療 薬 ・ 治 療 法 に 対 す る 患 者 の 反 応 性 や 治 療 効 果 を 比 較 す る こ と
で 、 前 記 抗 Ｈ Ｃ ２ Ｅ Ｎ Ｖ タ ン パ ク 質 抗 体 を 有 す る 患 者 群 と 、 そ う で な い 患 者 群 と の そ れ ぞ
れ に お い て 、 有 効 性 の 高 い 治 療 薬 ・ 治 療 法 の 選 定 や 開 発 が 可 能 と な る 。 ま た 、 本 発 明 の 測
定 方 法 に よ り 、 被 験 者 の 抗 Ｈ Ｃ ２ ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 産 物 抗 体 の 抗 体 価 も し く は 反 応 特 異 性 を 得
る こ と が で き る が 、 こ れ を 被 験 者 の 病 態 の 重 篤 度 ・ 活 動 度 と 比 較 対 照 し 、 新 規 の 病 勢 指 標
と す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 次 に 、 本 発 明 の Ｉ ｇ Ａ 腎 症 検 査 キ ッ ト に つ い て 説 明 す る 。 本 発 明 の Ｉ ｇ Ａ 腎 症 検 査 キ ッ
ト は 、 本 発 明 の 遺 伝 子 発 現 測 定 方 法 に よ り 本 発 明 の Ｈ Ｃ ２ ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 の 遺 伝 子 発 現 を 測
定 す る 検 査 キ ッ ト で あ っ て 、 プ ラ イ マ ー 若 し く は プ ロ ー ブ と し て 使 用 す る 本 発 明 の ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド 、 又 は 、 本 発 明 の Ｈ Ｃ ２ Ｅ Ｎ Ｖ タ ン パ ク 質 を 抗 原 と す る 抗 体 を 含 む Ｉ ｇ Ａ 腎 症
の 検 査 キ ッ ト で あ る 。 本 発 明 の Ｉ ｇ Ａ 腎 症 検 査 キ ッ ト は 、 必 要 に 応 じ 、 前 記 本 発 明 の 遺 伝
子 発 現 測 定 方 法 に 必 要 な 従 来 公 知 の 試 薬 、 例 え ば 、 総 Ｒ Ｎ Ａ 抽 出 試 薬 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 、 ヌ
ク レ オ チ ド 、 標 識 化 合 物 、 バ ッ フ ァ ー 等 を 含 む こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 本 発 明 の Ｉ ｇ Ａ 腎 症 検 査 キ ッ ト は 、 そ の 他 の 態 様 と し て 、 本 発 明 の ヒ ト 抗 体 測 定 方 法 に
よ り 抗 Ｈ Ｃ ２ Ｅ Ｎ Ｖ タ ン パ ク 質 抗 体 を 測 定 す る Ｉ ｇ Ａ 腎 症 検 査 キ ッ ト で あ っ て 、 本 発 明 の
Ｈ Ｃ ２ Ｅ Ｎ Ｖ タ ン パ ク 質 と 、 前 記 ヒ ト 抗 体 を 抗 原 と す る 標 識 抗 体 と を 含 む Ｉ ｇ Ａ 腎 症 の 検
査 キ ッ ト で あ る 。 本 発 明 の Ｉ ｇ Ａ 腎 症 検 査 キ ッ ト は 、 必 要 に 応 じ 、 前 記 本 発 明 の ヒ ト 抗 体
測 定 方 法 に 必 要 な 従 来 公 知 の 試 薬 、 例 え ば 、 標 識 化 合 物 、 発 色 試 薬 、 バ ッ フ ァ ー 等 を 含 む
こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 次 に 、 本 発 明 の 医 薬 品 に つ い て 説 明 す る 。 本 発 明 の 医 薬 品 は 、 Ｉ ｇ Ａ 腎 症 の 治 療 及 び 予
防 の 少 な く と も 一 方 の た め の 医 薬 品 で あ っ て 、 本 発 明 の Ｈ Ｃ ２ ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 の 全 部 又 は 一
部 を 含 む 遺 伝 子 と 相 補 的 な 塩 基 配 列 か ら な り 、 本 発 明 の Ｈ Ｃ ２ ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 の 転 写 若 し く
は タ ン パ ク 質 の 発 現 を 抑 制 可 能 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 医 薬 品 で あ る 。 す な わ ち 、 こ の
医 薬 品 は 、 例 え ば 、 ア ン チ セ ン ス 法 、 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ 法 、 ｍ ｉ Ｒ Ｎ Ａ 法 等 の Ｒ Ｎ Ａ ｉ （ Ｒ Ｎ Ａ
干 渉 ） を 適 用 し た 医 薬 品 で あ る 。 本 発 明 の 医 薬 品 に お い て 、 薬 学 的 に 許 容 で き る 補 助 剤 や
賦 形 剤 を 含 む こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 本 発 明 の 医 薬 品 は 、 そ の 他 の 態 様 と し て 、 Ｉ ｇ Ａ 腎 症 の 治 療 及 び 予 防 の 少 な く と も 一 方
の た め の 医 薬 品 で あ っ て 、 本 発 明 の Ｈ Ｃ ２ Ｅ Ｎ Ｖ タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 に お け る 、 抗
Ｈ Ｃ ２ Ｅ Ｎ Ｖ タ ン パ ク 質 抗 体 に 対 す る 抗 原 決 定 基 （ エ ピ ト ー プ ） の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ
リ ペ プ チ ド を 含 有 す る 医 薬 品 で あ る 。 な お 、 本 発 明 の 医 薬 品 は 、 前 記 ポ リ ペ チ ド に 加 え 又
は そ れ に 代 え て 、 抗 Ｈ Ｃ ２ Ｅ Ｎ Ｖ タ ン パ ク 質 抗 体 と 抗 原 抗 体 反 応 す る 低 分 子 化 合 物 を 含 ん
で い て も 良 い 。 本 発 明 の 医 薬 品 に お い て 、 薬 学 的 に 許 容 で き る 補 助 剤 や 賦 形 剤 を 含 む こ と
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が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 次 に 、 本 発 明 の 発 現 ベ ク タ ー に つ い て 説 明 す る 。 本 発 明 の 発 現 ベ ク タ ー は 、 本 発 明 の Ｈ
Ｃ ２ ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 の 全 部 又 は 一 部 を 含 む 遺 伝 子 を 標 的 細 胞 に 導 入 す る た め の 発 現 ベ ク タ ー
で あ っ て 、 本 発 明 の Ｈ Ｃ ２ ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 の 全 部 又 は 一 部 を 含 む 遺 伝 子 と 、 前 記 遺 伝 子 の 発
現 に 必 要 な 調 節 配 列 と を 含 み 、 前 記 遺 伝 子 が 前 記 調 節 配 列 に 発 現 可 能 に 作 動 的 に 連 結 さ れ
て い る 発 現 ベ ク タ ー で あ る 。 本 発 明 の 発 現 ベ ク タ ー を 用 い れ ば 、 本 発 明 の Ｈ Ｃ ２ Ｅ Ｎ Ｖ タ
ン パ ク 質 の 全 部 又 は 一 部 を 発 現 す る よ う に 標 的 細 胞 を 形 質 転 換 す る こ と が で き る 。 そ し て
、 前 記 形 質 転 換 に よ り 製 造 さ れ る 形 質 転 換 細 胞 は 、 例 え ば 、 後 述 す る と お り 、 本 発 明 の 遺
伝 子 導 入 用 レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 製 造 す る た め の パ ッ ケ ー ジ ン グ 細 胞 と し て 利 用 で き
る 。 こ の 場 合 、 本 発 明 の 発 現 ベ ク タ ー に お い て 、 前 記 本 発 明 の Ｈ Ｃ ２ ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 の 一 部
と し て は 、 特 に 制 限 さ れ な い が 、 本 発 明 の Ｈ Ｃ ２ Ｅ Ｎ Ｖ タ ン パ ク 質 の レ セ プ タ ー 結 合 ド メ
イ ン （ Ｒ Ｂ Ｄ ） が 含 ま れ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 本 発 明 の 発 現 ベ ク タ ー は 、 例 え ば 、 一 本 鎖 、 二 重 鎖 、 環 状 又 は ス ー パ ー コ イ ル の Ｄ Ｎ Ａ
分 子 や Ｒ Ｎ Ａ 分 子 等 で あ っ て よ い 。 ま た 、 本 発 明 の 発 現 ベ ク タ ー の 製 造 方 法 は 、 特 に 制 限
さ れ ず 、 例 え ば 、 公 知 の 調 節 配 列 を 備 え た 発 現 ベ ク タ ー に 、 本 発 明 の Ｈ Ｃ ２ ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子
の 全 部 又 は 一 部 を 含 む 遺 伝 子 を 前 記 調 節 配 列 に 発 現 可 能 に 挿 入 す る 方 法 が あ げ ら れ る 。 前
記 公 知 の 発 現 ベ ク タ ー と し て は 、 例 え ば 、 レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク
タ ー 、 ア デ ノ ウ イ ル ス ア ソ シ エ ー テ ッ ド ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス ベ ク タ ー
等 の ウ イ ル ス ベ ク タ ー や 、 ｐ Ｂ Ｋ － Ｃ Ｍ Ｖ 、 ｐ ｃ Ｄ Ｎ Ａ ３ 、 ｐ Ｚ ｅ ｏ Ｓ Ｖ （ イ ン ビ ト ロ ゲ
ン 社 製 ） 等 の 非 ウ イ ル ス ベ ク タ ー が あ げ ら れ る 。 前 記 調 節 配 列 と は 、 細 胞 内 に お い て 、 作
動 的 に 連 結 さ れ た 本 発 明 の Ｈ Ｃ ２ ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 の 全 部 又 は 一 部 を 含 む 遺 伝 子 の 発 現 に 必 要
な 塩 基 配 列 を で あ っ て 、 例 え ば 、 真 核 細 胞 に 適 し た 調 節 配 列 と し て は 、 プ ロ モ ー タ ー 、 ポ
リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル 、 エ ン ハ ン サ ー 等 が あ げ ら れ る 。 前 記 作 動 的 に 連 結 と は 、 各 構 成 要
素 が 機 能 を 果 た す こ と が で き る よ う に 並 置 し て い る こ と を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 次 に 、 本 発 明 の 遺 伝 子 導 入 用 レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー に つ い て 説 明 す る 。 本 発 明 の 遺 伝
子 導 入 用 レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー は 、 前 記 ウ イ ル ス 粒 子 の 被 膜 タ ン パ ク 質 が 、 本 発 明 の Ｈ
Ｃ ２ Ｅ Ｎ Ｖ タ ン パ ク 質 の 全 部 又 は 一 部 を 含 む 遺 伝 子 導 入 用 レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー で あ る
。 前 記 本 発 明 の Ｈ Ｃ ２ Ｅ Ｎ Ｖ タ ン パ ク 質 の 一 部 と し て は 、 特 に 制 限 さ れ な い が 、 本 発 明 の
Ｈ Ｃ ２ Ｅ Ｎ Ｖ タ ン パ ク 質 の レ セ プ タ ー 結 合 ド メ イ ン （ Ｒ Ｂ Ｄ ） が 含 ま れ る こ と が 好 ま し い
。 本 発 明 の 遺 伝 子 導 入 用 レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー は 、 後 述 の と お り 、 例 え ば 、 遺 伝 子 治 療
に 使 用 す る こ と が で き る 。 ま た 、 そ の 他 、 研 究 目 的 や 医 薬 品 等 の 生 産 の た め に 標 的 細 胞 に
遺 伝 子 を 導 入 す る こ と に 使 用 で き る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 レ ト ロ ウ イ ル ス は 、 そ の 粒 子 中 の Ｒ Ｎ Ａ ゲ ノ ム を 逆 転 写 酵 素 に よ り 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ へ と 変
換 し 、 Ｄ Ｎ Ａ 化 し た ウ イ ル ス ゲ ノ ム は 、 プ ロ ウ イ ル ス と し て 感 染 宿 主 細 胞 染 色 体 に 組 込 ま
れ る 。 し た が っ て 、 ウ イ ル ス ゲ ノ ム 中 に 異 種 遺 伝 子 を 組 込 ん だ 遺 伝 子 組 換 え レ ト ロ ウ イ ル
ス を 用 い て 、 任 意 の 目 的 遺 伝 子 を 標 的 細 胞 染 色 体 に 組 込 み 、 こ の 遺 伝 子 を 永 続 的 に 保 有 す
る 形 質 転 換 細 胞 を 得 る こ と が 可 能 で あ る 。 レ ト ロ ウ イ ル ス は 、 安 定 し た 遺 伝 子 導 入 の 手 段
と し て 、 研 究 目 的 や 治 療 目 的 等 に 広 く 活 用 さ れ て い る 。 遺 伝 子 導 入 用 レ ト ロ ウ イ ル ス は 、
Ｒ Ｎ Ａ の ウ イ ル ス 粒 子 へ の 取 込 み に 必 要 な Ψ 配 列 と 目 的 遺 伝 子 と を 含 ん だ 組 換 え Ｒ Ｎ Ａ ゲ
ノ ム を 、 ウ イ ル ス 粒 子 形 成 に 必 要 な タ ン パ ク 質 、 な ら び に 、 感 染 宿 主 細 胞 内 の Ｒ Ｎ Ａ ゲ ノ
ム 逆 転 写 及 び 染 色 体 組 込 み に 必 要 な タ ン パ ク 質 を 産 生 し て い る 細 胞 内 で 発 現 さ せ る こ と に
よ り 作 製 で き る 。 ウ イ ル ス 粒 子 の 形 成 に 必 要 な タ ン パ ク 質 が ｇ ａ ｇ 遺 伝 子 産 物 で あ り 、 Ｒ
Ｎ Ａ ゲ ノ ム の 逆 転 写 及 び 染 色 体 組 込 み に 必 要 な タ ン パ ク 質 が ｐ ｏ ｌ 遺 伝 子 産 物 あ る 。 ｅ ｎ
ｖ 遺 伝 子 産 物 は 、 ウ イ ル ス 産 生 細 胞 か ら 出 芽 し た 感 染 性 ウ イ ル ス 粒 子 が ど の よ う な 標 的 細
胞 に 吸 着 ・ 侵 入 で き る か を 決 定 す る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
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　 従 来 の 遺 伝 子 導 入 用 レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー は 、 マ ウ ス 細 胞 に 遺 伝 子 導 入 を 行 う 場 合 に
は 、 同 種 指 向 性 マ ウ ス レ ト ロ ウ イ ル ス 、 中 で も モ ロ ニ ー 白 血 病 ウ イ ル ス 等 の ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子
が 、 粒 子 表 面 タ ン パ ク 質 の 形 成 に 用 い ら れ て い る 。 ま た 、 ヒ ト 細 胞 に 遺 伝 子 導 入 し よ う と
す る 場 合 に は 、 異 種 指 向 性 （ ｘ ｅ ｎ ｏ ｔ ｒ ｏ ｐ ｉ ｃ ） あ る い は 両 指 向 性 （ ａ ｍ ｐ ｈ ｏ ｔ ｒ
ｏ ｐ ｉ ｃ ） マ ウ ス レ ト ロ ウ イ ル ス の ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 が 用 い ら れ て お り 、 さ ら に 、 よ り 広 範 囲
の 細 胞 へ の 感 染 性 を 確 保 す る た め 、 ウ シ 水 疱 性 口 内 炎 ウ イ ル ス （ ｖ ｅ ｓ ｉ ｃ ｕ ｌ ａ ｒ 　 ｓ
ｔ ｏ ｍ ａ ｔ ｉ ｔ ｉ ｓ 　 ｖ ｉ ｒ ｕ ｓ ： Ｖ Ｓ Ｖ ） の ウ イ ル ス 粒 子 表 面 タ ン パ ク 質 を 用 い る こ と
も あ る 。 し か し な が ら 、 こ の よ う な 組 換 え ウ イ ル ス ベ ク タ ー を ヒ ト に 接 種 す る 場 合 、 接 種
さ れ る ウ イ ル ス ベ ク タ ー の 粒 子 表 面 タ ン パ ク 質 で あ る 異 種 由 来 レ ト ロ ウ イ ル ス の ｅ ｎ ｖ 遺
伝 子 産 物 又 は Ｖ Ｓ Ｖ ウ イ ル ス 粒 子 表 面 タ ン パ ク 質 に 対 し て 、 免 疫 反 応 が 起 こ る こ と が 知 ら
れ て い る 。 ま た 、 ウ イ ル ス 粒 子 表 面 タ ン パ ク 質 を ヒ ト Ｔ 細 胞 白 血 病 ウ イ ル ス （ Ｈ Ｔ Ｌ Ｖ ）
や ヒ ト 免 疫 不 全 症 ウ イ ル ス （ Ｈ Ｉ Ｖ ） 等 の ヒ ト レ ト ロ ウ イ ル ス の も の に 置 換 し た 場 合 で あ
っ て も 、 こ れ ら の 感 染 症 ヒ ト レ ト ロ ウ イ ル ス は 内 在 性 の も の で は な く 、 体 外 か ら 感 染 す る
も の で あ る た め 、 そ の ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 産 物 に 対 し て は 免 疫 反 応 が 起 こ る 。 実 際 、 Ｈ Ｔ Ｌ Ｖ や
Ｈ Ｉ Ｖ の 感 染 に 対 し て 中 和 抗 体 産 生 を 含 む 宿 主 免 疫 反 応 が 生 じ る こ と が 知 ら れ て い る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 そ れ に 対 し 、 本 発 明 の 遺 伝 子 導 入 用 レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー で は 、 粒 子 表 面 タ ン パ ク 質
と し て Ｈ Ｃ ２ Ｅ Ｎ Ｖ タ ン パ ク 質 が 発 現 す る 。 Ｈ Ｃ ２ ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 が 元 々 ヒ ト 染 色 体 上 に 存
在 し て い る た め 、 Ｈ Ｃ ２ Ｅ Ｎ Ｖ タ ン パ ク 質 に 対 し て は 、 自 己 免 疫 性 疾 患 患 者 を 除 き 、 通 常
免 疫 反 応 は 起 こ ら な い 。 し た が っ て 、 本 発 明 の Ｈ Ｃ ２ Ｅ Ｎ Ｖ タ ン パ ク 質 を 粒 子 表 面 タ ン パ
ク 質 と し て 有 す る 本 発 明 の 遺 伝 子 導 入 用 レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー は 、 た と え 同 ベ ク タ ー を
反 復 投 与 し て も 中 和 抗 体 産 生 等 の 免 疫 反 応 は 起 こ ら ず 、 同 一 ベ ク タ ー を 用 い て 繰 返 し 遺 伝
子 導 入 す る こ と が 可 能 と な る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 本 発 明 の 遺 伝 子 導 入 用 レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー の 製 造 方 法 は 、 特 に 制 限 さ れ ず 、 ウ イ ル
ス 粒 子 表 面 タ ン パ ク 質 が 本 発 明 の Ｈ Ｃ ２ Ｅ Ｎ Ｖ タ ン パ ク 質 の 全 部 又 は 一 部 を 含 む も の と す
る 他 は 従 来 公 知 の 方 法 で 製 造 で き 、 例 え ば 、 図 １ ６ に 示 す よ う に し て 製 造 で き る 。 ま ず 、
導 入 し た い 遺 伝 子 ４ 、 パ ッ ケ ー ジ ン グ シ グ ナ ル （ Ψ 配 列 ） 及 び Ｌ Ｔ Ｒ 等 を 含 む 遺 伝 子 導 入
プ ラ ス ミ ド ５ を 作 製 す る 。 前 記 遺 伝 子 導 入 プ ラ ス ミ ド ５ と し て は 、 例 え ば 、 ｐ Ｃ Ｍ Ｖ β （
Ｃ ｌ ｏ ｎ ｔ ｅ ｃ ｈ 社 製 ） 等 を 使 用 で き る 。 次 に 、 こ の 遺 伝 子 導 入 プ ラ ス ミ ド ５ を パ ッ ケ ー
ジ ン グ 細 胞 ６ に 導 入 す る 。 前 記 パ ッ ケ ー ジ ン グ 細 胞 ６ は 、 本 発 明 の Ｈ Ｃ ２ ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 の
全 部 又 は 一 部 を 含 む 遺 伝 子 を 有 し 、 同 遺 伝 子 産 物 で あ る Ｈ Ｃ ２ Ｅ Ｎ Ｖ タ ン パ ク 質 の 全 部 又
は 一 部 を 含 む タ ン パ ク 質 を 表 面 タ ン パ ク 質 ７ と し て 発 現 す る 細 胞 で あ る 。 そ し て 、 前 記 パ
ッ ケ ー ジ ン グ 細 胞 ６ か ら 発 芽 し た 本 発 明 の 遺 伝 子 導 入 用 レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー ８ を 回 収
す る 。 前 記 パ ッ ケ ー ジ ン グ 細 胞 ６ は 、 さ ら に 、 ｇ ａ ｇ 遺 伝 子 及 び ｐ ｏ ｌ 遺 伝 子 を 発 現 す る
こ と が 好 ま し い 。 前 記 導 入 目 的 遺 伝 子 ４ の 種 類 は 、 特 に 制 限 さ れ な い 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 次 に ， 本 発 明 の 遺 伝 子 導 入 方 法 に つ い て 説 明 す る 。 本 発 明 の 遺 伝 子 導 入 方 法 は 、 本 発 明
の 遺 伝 子 導 入 用 レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 使 用 し た 遺 伝 子 導 入 方 法 で あ る 。 本 発 明 の 遺 伝
子 導 入 方 法 は 、 特 に 制 限 さ れ ず 、 従 来 の レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 用 い た 遺 伝 子 導 入 方 法
に お い て 、 前 記 レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー に 代 え て 、 本 発 明 の 遺 伝 子 導 入 用 レ ト ロ ウ イ ル ス
ベ ク タ ー を 使 用 し て 行 う こ と が で き る 。 本 発 明 の 遺 伝 子 導 入 方 法 に よ れ ば 、 例 え ば 、 前 述
の と お り 、 中 和 抗 体 産 生 等 の 免 疫 反 応 を 抑 制 し つ つ 繰 り 返 し 遺 伝 子 導 入 す る こ と が で き 、
例 え ば 、 遺 伝 子 治 療 に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 次 に 、 本 発 明 の 遺 伝 子 導 入 細 胞 の 製 造 方 法 に つ い て 説 明 す る 。 本 発 明 の 遺 伝 子 導 入 細 胞
の 製 造 方 法 は 、 本 発 明 の 遺 伝 子 導 入 方 法 に よ り 目 的 遺 伝 子 を 標 的 細 胞 に 導 入 す る 工 程 を 含
む 遺 伝 子 導 入 細 胞 の 製 造 方 法 で あ る 。 前 記 目 的 遺 伝 子 は 特 に 制 限 さ れ な い 。 ま た 、 前 記 標
的 細 胞 も 特 に 制 限 さ れ ず 、 例 え ば 、 イ ン ビ ボ 又 は イ ン ビ ト ロ の ヒ ト 細 胞 が あ げ ら れ る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
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　 次 に 、 本 発 明 の 遺 伝 子 導 入 用 キ ッ ト に つ い て 説 明 す る 。 本 発 明 の 遺 伝 子 導 入 用 キ ッ ト は
、 本 発 明 の 発 現 ベ ク タ ー に よ り 形 質 転 換 さ れ た パ ッ ケ ー ジ ン グ 細 胞 と 、 Ψ 配 列 を 有 す る 遺
伝 子 導 入 プ ラ ス ミ ド と を 含 む 遺 伝 子 導 入 用 キ ッ ト で あ る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 ま た 、 本 発 明 の 遺 伝 子 導 入 用 キ ッ ト は 、 そ の 他 の 態 様 と し て 、 本 発 明 の 発 現 ベ ク タ ー と
、 Ψ 配 列 を 有 す る 遺 伝 子 導 入 プ ラ ス ミ ド と を 含 む 遺 伝 子 導 入 用 キ ッ ト で あ っ て も よ い 。 本
発 明 の 遺 伝 子 導 入 用 キ ッ ト に お い て 、 さ ら に 、 ｇ ａ ｇ 及 び ｐ ｏ ｌ 遺 伝 子 の 少 な く と も 一 方
を 発 現 す る プ ラ ス ミ ド を 含 む こ と が 好 ま し い 。 例 え ば 、 本 発 明 の 発 現 ベ ク タ ー と 前 記 ｇ ａ
ｇ 及 び ｐ ｏ ｌ 遺 伝 子 を 発 現 す る プ ラ ス ミ ド と に よ り 適 当 な 細 胞 を 形 質 転 換 す る こ と で 、 本
発 明 の 遺 伝 子 導 入 用 ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 製 造 す る た め の パ ッ ケ ー ジ ン グ 細 胞 を 製 造 す る こ
と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 以 下 に 、 本 発 明 の 実 施 例 に よ り さ ら に 本 発 明 に つ い て 説 明 す る 。 こ れ ら の 実 施 例 は 、 本
発 明 を 何 ら 限 定 す る も の で は な い 。
【 実 施 例 １ 】
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 （ Ｉ ｇ Ａ 腎 症 患 者 糸 球 体 沈 着 抗 原 の 検 出 ）
　 Ｉ ｇ Ａ 腎 症 確 定 診 断 の た め に 施 行 さ れ た 腎 生 検 に よ り 採 取 さ れ た 患 者 組 織 の 一 部 を 、 直
ち に ド ラ イ ア イ ス を 加 え た イ ソ ペ ン タ ン 中 で 凍 結 固 定 し 、 凍 結 保 存 し た 。 ク リ オ ス タ ッ ト
で 作 製 さ れ た 凍 結 組 織 切 片 は 、 ９ ５ ％ エ タ ノ ー ル で 再 固 定 後 、 免 疫 複 合 体 中 の 抗 原 構 造 露
出 化 の た め ６ Ｍ 尿 素 液 （ ６ Ｍ 　 ｕ ｒ ｅ ａ ， ０ ． １ Ｍ 　 ｇ ｌ ｙ ｃ ｉ ｎ ｅ － Ｈ Ｃ ｌ ， ｐ Ｈ ３ ．
５ ） で ４ ℃ 、 １ 時 間 処 理 し た の ち 、 各 種 既 知 ウ イ ル ス 抗 原 に 特 異 的 な マ ウ ス の モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 と 反 応 さ せ た 。 各 抗 ウ イ ル ス 抗 体 の 腎 組 織 と の 反 応 は 、 Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ 標 識 抗 マ ウ ス 免
疫 グ ロ ブ リ ン 二 次 抗 体 に よ り 検 出 し た 。 陰 性 対 照 と し て 、 一 次 抗 体 の 代 わ り に 希 釈 液 の み
と 反 応 さ せ 、 そ の 後 、 前 記 蛍 光 標 識 二 次 抗 体 を 反 応 さ せ た 切 片 を 用 意 し た 。 そ の 結 果 、 マ
ウ ス 内 在 性 異 種 指 向 性 レ ト ロ ウ イ ル ス ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 産 物 ｇ ｐ ７ ０ に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 １ ２ Ｈ ５ ． １ の み が 、 Ｉ ｇ Ａ 腎 症 患 者 由 来 の 組 織 の 一 部 （ 約 ３ ０ ％ ） と 反 応 し た 。 そ
の 結 果 を 図 １ に 示 す 。 同 図 の ３ つ の 写 真 は 、 Ｉ ｇ Ａ 腎 症 患 者 糸 球 体 内 に 沈 着 す る 抗 原 分 子
を 、 前 記 １ ２ Ｈ ５ ． １ 抗 体 及 び Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ 標 識 抗 マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ 二 次 抗 体 に よ り 検 出 し た 代 表
的 な ３ 例 を 示 し て い る 。 同 図 に 示 す と お り 、 糸 球 体 メ サ ン ジ ウ ム 領 域 に 強 い 顆 粒 状 の 蛍 光
が 認 め ら れ た 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 前 記 抗 ｇ ｐ ７ ０ 抗 体 ク ロ ー ン １ ２ Ｈ ５ ． １ は 、 文 献 ［ Tabata, N.et al  Establishment
 of monoclonal anti-retroviral gp70 autoantibodies from MRL/lpr lupus mice and i
nduction of glomerular gp70 deposition and pathology by transfer into non-autoim
mune mice.『 Ｍ Ｒ Ｌ ／ ｌ ｐ ｒ ル ー プ ス マ ウ ス か ら の 抗 レ ト ロ ウ イ ル ス ｇ ｐ ７ ０ モ ノ ク ロ ー
ナ ル 自 己 抗 体 の 樹 立 と 、 非 自 己 免 疫 マ ウ ス へ の 導 入 に よ る 糸 球 体 の ｇ ｐ ７ ０ 沈 着 と 病 変 の
誘 導 』  J. Virol. 74: 4116-4126, 2000.］ に 開 示 さ れ る も の で あ り 、 糸 球 体 腎 炎 を 含 む
自 己 免 疫 病 変 を 自 然 発 症 す る Ｍ Ｒ Ｌ ／ Ｍ ｐ Ｊ － ｌ ｐ ｒ ／ ｌ ｐ ｒ マ ウ ス か ら 多 数 の ハ イ ブ リ
ド ー マ 細 胞 を 作 製 し 、 ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 用 い て 強 制 発 現 さ せ た マ ウ ス 内 在 異
種 指 向 性 レ ト ロ ウ イ ル ス ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 産 物 （ ｇ ｐ ７ ０ ） と の 反 応 性 に よ り 、 抗 ｇ ｐ ７ ０ 抗
体 産 生 ク ロ ー ン と し て 単 離 し た も の で あ る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 （ 前 記 マ ウ ス ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 （ ｇ ｐ ７ ０ ） に 相 同 な ヒ ト ゲ ノ ム 遺 伝 子 の 検 出 ）
　 ヒ ト Ｉ ｇ Ａ 腎 症 患 者 の 糸 球 体 病 変 に 存 在 す る 、 マ ウ ス レ ト ロ ウ イ ル ス ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 産 物
と 特 異 的 に 反 応 す る 抗 体 に よ り 検 出 さ れ る 抗 原 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 確 認 す る た め 、 前 記
マ ウ ス レ ト ロ ウ イ ル ス ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 配 列 に 基 づ き 作 製 し た プ ロ ー ブ を 用 い 、 ヒ ト ゲ ノ ム Ｄ
Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー に 対 す る サ ザ ン ブ ロ ッ ト 解 析 を 行 っ た 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 前 記 プ ロ ー ブ は 、 １ ２ Ｈ ５ ． １ 抗 体 の ス ク リ ー ニ ン グ に 用 い た マ ウ ス 内 在 性 異 種 指 向 性
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レ ト ロ ウ イ ル ス ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン （ ｐ Ｇ Ｐ ６ － ８ ） 由 来 の ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 全 長 を 含 む プ ラ ス
ミ ド を テ ン プ レ ー ト と し 、 配 列 番 号 ２ ５ （ gga aga aga agg aca aga ctg） の 塩 基 配 列 か
ら な る 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を プ ラ イ マ ー と し て 作 製 し た ３ ２ Ｐ 標 識 Ｄ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ を
使 用 し た 。 図 ２ に 、 前 記 マ ウ ス 内 在 性 異 種 指 向 性 レ ト ロ ウ イ ル ス ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 産 物 の ア ミ
ノ 酸 配 列 及 び 同 遺 伝 子 の 塩 基 配 列 を 示 す 。 同 図 に お け る 下 線 部 を 付 し た 塩 基 配 列 が 、 前 記
プ ロ ー ブ の 配 列 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 ま た 、 前 記 Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー は 、 Ｉ ｇ Ａ 腎 症 患 者 及 び 健 常 人 ボ ラ ン テ ィ ア よ り 、 書 面
に よ る 説 明 の 上 、 署 名 ・ 捺 印 入 り の 同 意 書 を 得 て 、 末 梢 血 約 ２ ０ ｍ ｌ の 提 供 を 受 け 作 製 し
た 。 前 記 末 梢 血 を 比 重 遠 心 法 に よ り 単 核 球 を 分 離 し 、 従 来 公 知 の 方 法 に よ り 、 タ ン パ ク 質
分 解 酵 素 に よ る 消 化 と ク ロ ロ フ ォ ル ム ・ フ ェ ノ ー ル 抽 出 と の 反 復 に よ り ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を 調
製 し 、 こ れ を 、 制 限 酵 素 Ｓ ａ ｕ ３ Ａ Ｉ の 限 定 分 解 後 、 λ Ｅ Ｍ Ｂ Ｌ ３ フ ァ ー ジ ベ ク タ ー に 組
込 む こ と で 、 前 記 ヒ ト ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー と し た 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 前 記 ヒ ト ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー に 対 し て 行 っ た サ ザ ン ブ ロ ッ ト の 結 果 を 、 図 ３ に 示
す 。 同 図 に お い て 、 上 に 示 す 番 号 は フ ァ ー ジ の ク ロ ー ン 名 で あ り 、 Ｂ 及 び Ｅ は 、 同 ク ロ ー
ン を そ れ ぞ れ Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ （ 同 図 に お い て Ｂ ） 及 び Ｅ ｃ ｏ Ｒ Ｉ （ 同 図 に お い て Ｅ ） で 完 全 分
解 し た 試 料 で あ る こ と を 示 す 。 同 図 に 示 す と お り 、 マ ウ ス 内 在 性 異 種 指 向 性 レ ト ロ ウ イ ル
ス ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 と 極 め て 高 い 相 同 性 を 示 す ご く 少 数 の 遺 伝 子 配 列 が 、 ヒ ト ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 中
に 存 在 す る こ と が 確 認 で き た 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 （ デ ー タ ベ ー ス 検 索 に よ る ヒ ト 内 在 性 レ ト ロ ウ イ ル ス Ｈ Ｃ ２ ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 の 同 定 ）
　 マ ウ ス 内 在 性 異 種 指 向 性 レ ト ロ ウ イ ル ス ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 産 物 の ア ミ ノ 酸 配 列 と 相 同 性 を 示
す ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る ヒ ト ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 中 の 配 列 を 、 Ｎ ａ ｔ ｉ ｏ ｎ ａ ｌ 　 Ｃ ｅ ｎ ｔ
ｅ ｒ 　 ｆ ｏ ｒ 　 Ｂ ｉ ｏ ｔ ｅ ｃ ｈ ｎ ｏ ｌ ｏ ｇ ｙ 　 Ｉ ｎ ｆ ｏ ｒ ｍ ａ ｔ ｉ ｏ ｎ （ Ｎ Ｃ Ｂ Ｉ ， 　 Ｎ
ａ ｔ ｉ ｏ ｎ ａ ｌ 　 Ｉ ｎ ｓ ｔ ｉ ｔ ｕ ｔ ｅ ｓ 　 ｏ ｆ 　 Ｈ ｅ ａ ｌ ｔ ｈ ， Ｕ ． Ｓ ． Ａ ． ） に 登 録 さ
れ て い る ヒ ト 染 色 体 の 細 菌 人 工 染 色 体 （ Ｂ Ａ Ｃ ） コ ン テ ィ グ 塩 基 配 列 デ ー タ ベ ー ス を 利 用
し 、 Ｔ Ｂ Ａ Ｓ Ｔ Ｎ に よ り 検 索 し た 。 前 記 検 索 条 件 は 、 前 記 マ ウ ス ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 産 物 ｇ ｐ ７
０ の ア ミ ノ 酸 配 列 と 全 体 と し て ３ ０ ～ ４ ０ ％ の 相 同 性 を 示 し 、 そ の 中 で も 、 前 記 １ ２ Ｈ ５
． １ 抗 体 の エ ピ ト ー プ を 含 む Ｎ － 末 端 領 域 に よ り 高 い 相 同 性 を 示 す も の を 選 択 し た 。 そ の
結 果 、 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 と し て
、 配 列 表 の 配 列 番 号 １ の 塩 基 配 列 か ら な る ヒ ト 内 在 性 異 種 指 向 性 レ ト ロ ウ イ ル ス Ｈ Ｃ ２ ｅ
ｎ ｖ 遺 伝 子 を 同 定 し た 。 前 記 デ ー タ ベ ー ス を 利 用 し て 検 索 し た 結 果 、 配 列 表 の 配 列 番 号 １
の 塩 基 配 列 か ら な る 完 全 長 の 前 記 ヒ ト Ｈ Ｃ ２ ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 は 、 図 ４ に 示 す と お り 、 第 １ ９
染 色 体 短 腕 の １ ９ ｐ １ ３ ． １ 領 域 付 近 に 存 在 す る こ と が 示 さ れ た 。 一 連 の 作 業 を 以 下 に よ
り 詳 細 に 記 す 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 マ ウ ス 内 在 性 異 種 指 向 性 レ ト ロ ウ イ ル ス ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 産 物 の ア ミ ノ 酸 配 列 を Ｑ ｕ ｅ ｒ ｙ
と し て 、 Ｎ Ｃ Ｂ Ｉ に 登 録 さ れ て い る ヒ ト ゲ ノ ム コ ン テ ィ グ 塩 基 配 列 デ ー タ ベ ー ス を Ｔ Ｂ Ｌ
Ａ Ｓ Ｔ Ｎ に よ り 相 同 性 検 索 し た 。 こ の 際 、 Ｑ ｕ ｅ ｒ ｙ と し て 用 い た 配 列 は 、 前 記 １ ２ Ｈ ５
． １ 抗 体 が 反 応 す る こ と が 示 さ れ た 、 マ ウ ス 内 在 性 異 種 指 向 性 レ ト ロ ウ イ ル ス ｅ ｎ ｖ 遺 伝
子 産 物 （ Ａ ｃ ｃ ｅ ｓ ｓ ｉ ｏ ｎ 　 Ｎ ｏ ． Ｘ ５ ９ ３ ０ ５ ） の Ｎ 末 端 １ ９ １ ア ミ ノ 酸 で あ り 、 そ
の ア ミ ノ 酸 配 列 は 以 下 の 通 り で あ る （ 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ ６ ） 。
【 ０ ０ ９ １ 】
【 化 ４ 】
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【 ０ ０ ９ ２ 】
　 そ の 結 果 、 ３ ６ 個 の 塩 基 配 列 が リ ス ト ア ッ プ さ れ た 。 こ れ ら の 塩 基 配 列 の な か に 、 ガ ン
マ レ ト ロ ウ イ ル ス （ マ ウ ス 内 在 性 異 種 指 向 性 レ ト ロ ウ イ ル ス も 、 こ の 仲 間 に 分 類 さ れ る ）
の ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 産 物 に 特 徴 的 な 配 置 を と っ た シ ス テ イ ン 残 基 、 及 び ア ミ ノ 酸 モ チ ー フ （ Ｆ
Ｙ Ｌ Ｃ Ｐ ） を 有 す る 配 列 が 複 数 見 出 さ れ た 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 次 に 、 見 出 し た 塩 基 配 列 が 、 既 知 の い か な る ウ イ ル ス 遺 伝 子 産 物 に 類 似 し た 蛋 白 質 を コ
ー ド す る の か を 知 る た め 、 検 索 に よ っ て 得 ら れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を Ｑ ｕ ｅ ｒ ｙ と し て 、 Ｇ ｅ
ｎ Ｂ ａ ｎ ｋ の ｎ ｒ デ ー タ ベ ー ス を Ｔ Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ Ｎ 検 索 し た 。 そ の 結 果 、 見 出 し た 塩 基 配 列
は 、 文 献 ［ Kabat, P., M. Tristem, R. Opavsky, & J. Pastorek.  Human endogenous re
trovirus HC2 is a new member of the S71 retrovirus subgroup with a full-length p
ol gene.『 ヒ ト 内 在 性 レ ト ロ ウ イ ル ス Ｈ Ｃ ２ は 、 完 全 長 ｐ ｏ ｌ 遺 伝 子 を も つ Ｓ ７ １ レ ト ロ
ウ イ ル ス の サ ブ グ ル ー プ で あ る 』 Virology 226: 83-94, 1996.］ に お い て 記 載 さ れ た 、 ヒ
ト 内 在 性 レ ト ロ ウ イ ル ス Ｈ Ｃ ２ （ Ａ ｃ ｃ ｅ ｓ ｓ ｉ ｏ ｎ 　 Ｎ ｏ ． Ｚ ７ ０ ６ ６ ４ ） の 「 ３ ’ －
Ｌ Ｔ Ｒ 領 域 」 に 極 め て 類 似 す る こ と が 判 明 し た 。 こ の 結 果 か ら 、 従 来 ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 を 持 た
な い と 報 告 さ れ た Ｈ Ｃ ２ の 、 「 ３ ’ － Ｌ Ｔ Ｒ 領 域 」 と 報 告 さ れ た 部 分 が 、 実 は ｅ ｎ ｖ 遺 伝
子 領 域 に 相 当 し 、 マ ウ ス 内 在 性 異 種 指 向 性 レ ト ロ ウ イ ル ス ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 産 物 と 類 似 し た ア
ミ ノ 酸 配 列 を も つ 分 子 を コ ー ド す る 可 能 性 が 示 唆 さ れ た 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 Ｋ ａ ｂ ａ ｔ ら が 報 告 し た Ｈ Ｃ ２ （ Ａ ｃ ｃ ｅ ｓ ｓ ｉ ｏ ｎ 　 Ｎ ｏ ． Ｚ ７ ０ ６ ６ ４ ） に お い て
誤 っ て 「 ３ ’ － Ｌ Ｔ Ｒ 領 域 」 と さ れ た 部 分 に 存 在 す る オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を 、
Ｏ Ｒ Ｆ 　 Ｆ ｉ ｎ ｄ ｅ ｒ （ Ｎ Ｃ Ｂ Ｉ ） に て 検 索 し た と こ ろ 、 以 下 の よ う な ア ミ ノ 酸 配 列 を 持
つ タ ン パ ク 質 を コ ー ド 出 来 る こ と が 判 明 し た （ 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ ７ ） 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
【 化 ５ 】
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 そ こ で 、 ヒ ト 染 色 体 Ｄ Ｎ Ａ 上 の 類 似 塩 基 配 列 を 系 統 的 に 探 索 す る た め に 、 こ の 配 列 を Ｑ
ｕ ｅ ｒ ｙ と し て 、 Ｎ Ｃ Ｂ Ｉ ヒ ト ゲ ノ ム コ ン テ ィ グ 塩 基 配 列 デ ー タ ベ ー ス を 、 再 度 Ｔ Ｂ Ｌ Ａ
Ｓ Ｔ Ｎ に よ り 相 同 性 検 索 し た 。 そ の 結 果 、 ９ ６ 個 の 塩 基 配 列 が リ ス ト ア ッ プ さ れ た 。 こ れ
ら の 塩 基 配 列 及 び そ の ３ ’ 側 ２ ｋ ｂ ｐ を 含 む 領 域 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を 探 索
し た と こ ろ 、 ヒ ト ゲ ノ ム コ ン テ ィ グ デ ー タ ベ ー ス に 含 ま れ る 第 １ ９ 番 染 色 体 ゲ ノ ム コ ン テ
ィ グ 上 に 、 ６ ２ ６ ア ミ ノ 酸 か ら な る 、 マ ウ ス 白 血 病 ウ イ ル ス ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 産 物 類 似 の ポ リ
ペ プ チ ド を コ ー ド 出 来 る 塩 基 配 列 （ す な わ ち 、 本 発 明 の Ｈ Ｃ ２ ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 ） を 新 規 に 同
定 し た 。 な お 、 こ の 塩 基 配 列 は 、 Ｇ ｅ ｎ Ｂ ａ ｎ ｋ 　 Ａ ｃ ｃ ｅ ｓ ｓ ｉ ｏ ｎ 　 Ｎ Ｔ ＿ ０ １ １ ２
９ ５ （ ｒ ｅ ｇ ｉ ｏ ｎ ： １ １ ７ ４ ３ ０ ４ ３ － １ １ ７ ４ ４ ９ ２ ３ ） と し て 、 Ｎ Ｃ Ｂ Ｉ か ら 入 手
す る こ と が 出 来 る 。 但 し 、 こ の 塩 基 配 列 か ら 翻 訳 さ れ る タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 に つ い
て は 、 こ れ ま で 一 切 報 告 が な さ れ て い な い 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 （ Ｈ Ｃ ２ ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 を 含 む 細 菌 人 工 染 色 体 （ Ｂ Ａ Ｃ ） ク ロ ー ン の 入 手 ）
　 Ｈ Ｃ ２ ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 が 、 Ｂ Ａ Ｃ ク ロ ー ン Ｃ Ｔ Ｃ － ５ ７ ５ Ｃ １ ３ の 挿 入 ヒ ト 染 色 体 断 片 上
に 存 在 す る こ と が 、 Ｎ Ｃ Ｂ Ｉ ヒ ト ゲ ノ ム コ ン テ ィ グ 塩 基 配 列 デ ー タ ベ ー ス の 記 載 に よ り 判
明 し た の で 、 こ の Ｂ Ａ Ｃ ク ロ ー ン を 公 的 ヒ ト ゲ ノ ム 計 画 の 公 認 ク ロ ー ン 配 布 者 で あ る Ｒ ｅ
ｓ ｅ ａ ｒ ｃ ｈ 　 Ｇ ｅ ｎ ｅ ｔ ｉ ｃ ｓ 社 （ Ｉ ｎ ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ ｇ ｅ ｎ 社 ） か ら 購 入 し た 。 Ｂ Ａ Ｃ 　
Ｄ Ｎ Ａ の 精 製 は 、 Ｌ ａ ｒ ｇ ｅ 　 Ｃ ｏ ｎ ｓ ｔ ｒ ａ ｃ ｔ 　 Ｋ ｉ ｔ （ Ｑ Ｉ Ａ Ｇ Ｅ Ｎ 　 Ｋ ． 　 Ｋ ．
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， 　 Ｔ ｏ ｋ ｙ ｏ ） に て 行 っ た 。 精 製 し た Ｂ Ａ Ｃ 　 Ｄ Ｎ Ａ は 、 そ の 挿 入 配 列 両 端 の 塩 基 配 列
を 決 定 し 、 Ｇ ｅ ｎ Ｂ ａ ｎ ｋ デ ー タ ベ ー ス に 登 録 済 み の Ｂ Ａ Ｃ ク ロ ー ン Ｃ Ｔ Ｃ － ５ ７ ５ Ｃ １
３ イ ン サ ー ト 塩 基 配 列 （ Ａ ｃ ｃ ｅ ｓ ｓ ｉ ｏ ｎ 　 Ｎ ｏ ． Ａ Ｃ ０ ７ ８ ８ ９ ９ ） に 照 合 し て 、 間
違 い の な い こ と を 確 認 し た 。 こ の 際 用 い た ベ ク タ ー 上 の 配 列 決 定 用 プ ラ イ マ ー Ｔ ７ 及 び Ｓ
ｐ ６ は 、 下 記 の と お り で あ る （ 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ ８ 及 び ２ ９ ） 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
【 化 ６ 】
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 （ Ｈ Ｃ ２ ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 の 単 離 ）
　 上 記 の よ う に 調 製 し た Ｂ Ａ Ｃ 　 Ｄ Ｎ Ａ を テ ン プ レ ー ト と し 、 下 記 プ ラ イ マ ー 対 ０ １ １ ２
９ ５ Ｏ Ｒ Ｆ － Ｌ 及 び ０ １ １ ２ ９ ５ Ｏ Ｒ Ｆ － Ｒ （ 配 列 表 の 配 列 番 号 ３ 及 び ４ ） を 用 い て Ｈ Ｃ
２ ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム 全 長 を Ｐ Ｃ Ｒ 法 に て 増 幅 し 、 プ ラ ス ミ ド ベ
ク タ ー ｐ Ｓ Ｃ １ １ － Ｍ Ｃ Ｓ ／ Ｈ ｉ ｓ に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し た 。 こ の よ う に し て 得 た プ ラ ス
ミ ド ク ロ ー ン の う ち 、 独 立 し た ５ ク ロ ー ン に 関 し て イ ン サ ー ト 全 長 の 塩 基 配 列 を 決 定 し た
。 そ の 結 果 、 そ れ ら の イ ン サ ー ト 配 列 が 互 い に １ ０ ０ ％ 一 致 す る こ と 、 ま た 、 配 列 表 の 配
列 番 号 １ に 記 載 し た Ｈ Ｃ ２ ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 の 塩 基 配 列 と １ ０ ０ ％ 一 致 す る こ と が 確 認 さ れ た
。
【 ０ １ ０ ０ 】
【 化 ７ 】
　
　
　
　
【 ０ １ ０ １ 】
　 （ 真 性 ３ ’ Ｌ Ｔ Ｒ 及 び ５ ’ Ｌ Ｔ Ｒ の 同 定 と 確 認 ）
　 上 述 の と お り 、 過 去 の 報 告 に お い て ３ ’ Ｌ Ｔ Ｒ と さ れ て い た 部 分 が 実 際 に は Ｌ Ｔ Ｒ で は
な く 、 本 発 明 の Ｈ Ｃ ２ ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 が 存 在 す る こ と を 支 持 す る 証 拠 と し て 、 本 発 明 者 ら は
、 ヒ ト 染 色 体 上 に お け る 本 発 明 の Ｈ Ｃ ２ ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 の 終 始 コ ド ン の 下 流 に 、 そ の 塩 基 配
列 の 特 徴 か ら 真 性 の Ｌ Ｔ Ｒ で あ る と 判 断 さ れ る 構 造 、 す な わ ち 、 ３ ’ Ｌ Ｔ Ｒ を 見 出 し 、 さ
ら に 、 本 発 明 の Ｈ Ｃ ２ ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 と 同 じ 染 色 体 上 の ｇ ａ ｇ － ｐ ｏ ｌ 遺 伝 子 領 域 上 流 に 、
前 記 ３ ’ Ｌ Ｔ Ｒ と ９ ６ ％ の 相 同 性 を 持 つ ５ ’ Ｌ Ｔ Ｒ を 確 認 し た 。 こ れ ら の Ｌ Ｔ Ｒ の 配 列 及
び そ の 構 造 を 図 ５ に 示 す 。 同 図 に 示 す と お り 、 新 た に 見 出 し た ３ ’ Ｌ Ｔ Ｒ 及 び ５ ’ Ｌ Ｔ Ｒ
に は 、 レ ト ロ ウ イ ル ス Ｌ Ｔ Ｒ の 特 徴 で あ る Ｃ Ｃ Ａ Ａ Ｔ ボ ッ ク ス や Ｔ Ａ Ｔ Ａ ボ ッ ク ス 、 及 び
ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル が 存 在 す る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 次 に 、 新 た に 見 出 さ れ た 前 記 ３ ’ Ｌ Ｔ Ｒ 及 び ５ ’ Ｌ Ｔ Ｒ が 、 実 際 に 機 能 し て い る Ｌ Ｔ Ｒ
で あ る こ と を 、 Ｈ Ｃ ２ ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 の ３ ’ Ｒ Ａ Ｃ Ｅ （ rapid amplification of cDNA ends
） 法 、 ５ ’ Ｒ Ａ Ｃ Ｅ 法 、 及 び ｃ Ｄ Ｎ Ａ 全 長 増 幅 に よ り 確 認 し た 。 そ の 結 果 を ま と め た も の
を 図 ６ に 示 す 。 同 図 に 示 す と お り 、 Ｈ Ｃ ２ プ ロ ウ イ ル ス か ら 発 現 す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ の ３ ’ 末 端
の 構 造 は 、 新 た に 見 出 さ れ た 前 記 ３ ’ Ｌ Ｔ Ｒ 内 の ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル 部 位 と 一 致 し 、
５ ’ 末 端 の 構 造 も 新 た に 見 出 さ れ た 前 記 ５ ’ Ｌ Ｔ Ｒ 内 の 転 写 開 始 部 位 構 造 と 一 致 し た 。 さ
ら に 、 本 発 明 の Ｈ Ｃ ２ ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 が 発 現 す る に 際 し て は 、 新 た に 同 定 し た ５ ’ Ｌ Ｔ Ｒ よ
り 転 写 さ れ た ｍ Ｒ Ｎ Ａ 前 駆 体 が 、 Ｈ Ｃ ２ ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 の 上 流 で ス プ ラ イ シ ン グ を 受 け て 本
発 明 の Ｈ Ｃ ２ ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 配 列 全 体 を 含 む 成 熟 ｍ Ｒ Ｎ Ａ が 形 成 さ れ る こ と も 確 認 さ れ た （
図 ６ 参 照 ） 。
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【 ０ １ ０ ３ 】
　 こ こ で 、 各 Ｒ Ａ Ｃ Ｅ 反 応 に 用 い た ｃ Ｄ Ｎ Ａ は 、 ヒ ト 甲 状 腺 総 Ｒ Ｎ Ａ か ら Ｓ Ｍ Ａ Ｒ Ｔ 　 Ｒ
Ａ Ｃ Ｅ 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 増 幅 キ ッ ト （ Ｂ ｅ ｃ ｔ ｏ ｎ Ｄ ｉ ｃ ｋ ｉ ｎ ｓ ｏ ｎ Ｂ ｉ ｏ ｓ ｃ ｉ ｅ ｎ ｃ ｅ 社
製 ） を 用 い て 作 製 し た 。 Ｓ Ｍ Ａ Ｒ Ｔ 　 Ｒ Ａ Ｃ Ｅ 法 の マ ニ ュ ア ル に 従 っ て Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 を 行 い
、 得 ら れ た 各 断 片 を Ｔ Ｏ Ｐ Ｏ ク ロ ー ニ ン グ キ ッ ト （ Ｉ ｎ ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ ｇ ｅ ｎ 社 製 ） を 用 い て
同 キ ッ ト の プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し 、 各 挿 入 断 片 の 塩 基 配 列 を ベ ク タ ー
上 に 設 定 し た プ ラ イ マ ー を 用 い て 解 析 し た 。 ま た 、 本 発 明 の Ｈ Ｃ ２ ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 発 現 産 物
全 長 の 増 幅 に 用 い た ｃ Ｄ Ｎ Ａ は 、 ヒ ト 甲 状 腺 総 Ｒ Ｎ Ａ か ら Ｓ ｕ ｐ ｅ ｒ 　 ｓ ｃ ｒ ｉ ｐ ｔ Ｉ Ｉ
Ｉ （ Ｉ ｎ ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ ｇ ｅ ｎ 社 製 ） を 用 い て 作 製 し た 。 ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 の ３ ’ Ｒ Ａ Ｃ Ｅ 法 に 用
い た プ ラ イ マ ー は 、 Ｈ Ｃ ２ ｅ ｎ ｖ ３ Ｒ Ａ Ｃ Ｅ １ で あ り 、 ｐ ｏ ｌ 遺 伝 子 の ３ ’ Ｒ Ａ Ｃ Ｅ 法 に
用 い た プ ラ イ マ ー は 、 Ｈ Ｃ ２ ｐ ｏ ｌ ３ Ｒ Ａ Ｃ Ｅ １ で あ り 、 ５ ’ Ｒ Ａ Ｃ Ｅ 法 に 用 い た プ ラ イ
マ ー は 、 ５ Ｒ Ａ Ｃ Ｅ ｐ ｏ ｌ － ｅ ｎ ｖ で あ り 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 全 長 増 幅 に 用 い た プ ラ イ マ ー 対 は
、 Ｈ Ｃ ２ Ｐ Ｖ － Ｌ 及 び Ｈ Ｃ ２ Ｐ Ｖ － Ｒ で あ り 、 そ れ ぞ れ の プ ラ イ マ ー の 塩 基 配 列 は 、 下 記
の と お り で あ る （ 配 列 番 号 ３ ０ ～ ３ ４ ） 。
【 ０ １ ０ ４ 】
【 化 ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ０ ５ 】
　 こ の よ う に 、 従 来 ヒ ト 内 在 性 レ ト ロ ウ イ ル ス Ｈ Ｃ ２ の ３ ’ Ｌ Ｔ Ｒ と 考 え ら れ て い た 部 分
は 、 真 の Ｌ Ｔ Ｒ で は な く 、 本 発 明 の Ｈ Ｃ ２ ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 の 一 部 で あ り 、 ま た 、 本 発 明 の Ｈ
Ｃ ２ ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 全 体 を 含 む ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 が 認 め ら れ た 。 し た が っ て 、 本 発 明 の 遺 伝 子
が 、 Ｈ Ｃ ２ プ ロ ウ イ ル ス の ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 で あ る こ と は 疑 い を 容 れ な い 。
【 実 施 例 ２ 】
【 ０ １ ０ ６ 】
　 （ Ｈ Ｃ ２ ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 発 現 産 物 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 検 出 ）
　 本 発 明 の Ｈ Ｃ ２ ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 が ヒ ト 組 織 に お い て 発 現 し て い る こ と を 、 Ｈ Ｃ ２ ｅ ｎ ｖ 遺
伝 子 発 現 産 物 ｍ Ｒ Ｎ Ａ を Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 法 に よ り 検 出 し て 確 認 し た 。 各 種 ヒ ト 組 織 よ り 通 常
の 方 法 に よ っ て 抽 出 し た 総 Ｒ Ｎ Ａ を 鋳 型 と し て 、 Ｓ ｕ ｐ ｅ ｒ 　 ｓ ｃ ｒ ｉ ｐ ｔ Ｉ Ｉ Ｉ （ Ｉ ｎ
ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ ｇ ｅ ｎ 社 製 ） に よ り ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 作 製 し た 。 得 ら れ た ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 鋳 型 と し 、 下 記
プ ラ イ マ ー 対 Ｈ Ｃ ２ ｅ ｎ ｖ ０ １ １ Ｌ １ 及 び Ｈ Ｃ ２ ｅ ｎ ｖ ０ １ １ Ｒ （ 配 列 表 の 配 列 番 号 ７ 及
び ８ ） を 使 用 し た 通 常 の Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 法 に よ り Ｈ Ｃ ２ ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 増 幅 を 行 い
、 増 幅 産 物 を ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 に よ っ て 分 離 後 、 エ チ ジ ウ ム ・ ブ ロ マ イ ド 染 色 に よ
り 検 出 し た 。
【 ０ １ ０ ７ 】
【 化 ９ 】
　
　
　
　
【 ０ １ ０ ８ 】
　 そ の 結 果 を 図 ７ に 示 す 。 同 図 に お い て 、 Ｒ Ｔ ａ ｓ ｅ の 行 に ＋ 又 は － で 示 さ れ て い る の は
、 そ れ ぞ れ の 試 料 と な る 各 組 織 の 総 Ｒ Ｎ Ａ に Ｓ ｕ ｐ ｅ ｒ 　 ｓ ｃ ｒ ｉ ｐ ｔ Ｉ Ｉ Ｉ 逆 転 写 酵 素
を 加 え た 場 合 と 加 え な い 場 合 で あ り 、 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の 混 入 に よ る Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 検 出 を 否 定 す
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る た め の 陰 性 対 照 で あ る 。 同 図 に 示 す と お り 、 Ｈ Ｃ ２ ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 発 現 産 物 で あ る ｍ Ｒ Ｎ
Ａ が 、 腎 臓 、 前 立 腺 、 肺 等 に 特 異 的 に 検 出 で き た 。
【 実 施 例 ３ 】
【 ０ １ ０ ９ 】
　 （ Ｈ Ｃ ２ ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 産 物 タ ン パ ク 質 で あ る Ｈ Ｃ ２ Ｅ Ｎ Ｖ タ ン パ ク 質 の 発 現 ）
　 実 施 例 １ で ク ロ ー ニ ン グ さ れ た 前 記 Ｈ Ｃ ２ ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 を 、 図 ８ に 示 す ワ ク シ ニ ア ウ イ
ル ス ト ラ ン ス フ ァ ー ベ ク タ ー ｐ Ｓ Ｃ １ １ － Ｍ Ｃ Ｓ ／ Ｈ ｉ ｓ に 挿 入 し 、 前 記 Ｈ Ｃ ２ ｅ ｎ ｖ 遺
伝 子 の 全 長 を 発 現 す る 組 換 え ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス を 作 製 し た 。 前 記 ｐ Ｓ Ｃ １ １ － Ｍ Ｃ Ｓ ／
Ｈ ｉ ｓ は 、 文 献 ［ Sugahara, D., S. Tsuji-Kawahara, and M. Miyazawa. Identification
 of a protective CD4+  T-cell epitope in p15g a g  of Friend murine leukemia virus a
nd role of the MA protein targeting to the plasma membrane in immunogenicity.『
フ レ ン ド マ ウ ス 白 血 病 ウ イ ル ス の ｐ １ ５ ｇ ａ ｇ に お け る 防 御 性 Ｃ Ｄ ４ ＋ Ｔ 細 胞 エ ピ ト ー プ
の 同 定 と 、 Ｍ Ａ タ ン パ ク 質 の 細 胞 膜 へ の 局 在 が そ の 免 疫 原 性 に 果 た す 役 割 』 J. Virol. 78
: in press, 2004.］ に 開 示 さ れ る ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス ト ラ ン ス フ ァ ー ベ ク タ ー で あ っ て
、 Ｃ － 末 端 に （ Ｈ ｉ ｓ )６ 標 識 を 融 合 さ せ る こ と が 可 能 な ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス 発 現 ベ ク タ
ー で あ る 。 前 記 ベ ク タ ー に 、 前 記 Ｈ Ｃ ２ ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 の ３ ’ 側 末 端 が 前 記 ポ リ ヒ ス チ ジ ン
［ （ Ｈ ｉ ｓ )６ ］ 残 基 と イ ン フ レ ー ム と な る よ う に 挿 入 し 、 Ｈ Ｃ ２ ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 を 発 現 す
る 組 換 え ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 得 た 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 組 換 え Ｈ Ｃ ２ Ｅ Ｎ Ｖ タ ン パ ク 質 の 発 現 確 認 は 、 上 記 組 換 え ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス を 感 染 さ
せ た サ ル Ｃ Ｖ － １ 細 胞 株 を 、 （ Ｈ ｉ ｓ )６ に 対 す る 市 販 抗 体 を 用 い て 染 色 す る 間 接 蛍 光 抗
体 法 に よ っ て 行 っ た 。 即 ち 、 上 記 組 換 え ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス を 感 染 さ せ た Ｃ Ｖ － １ 細 胞 を
、 ３ ． ７ ％ フ ォ ル ム ア ル デ ヒ ド で 固 定 し 、 ０ ． ４ ％ 　 Ｔ ｒ ｉ ｔ ｏ ｎ 　 Ｘ － １ ０ ０ で 細 胞 膜
除 去 処 理 す る 。 （ Ｈ ｉ ｓ ） ６ に 対 す る 抗 体 （ 商 品 名 Ｈ ｉ ｓ － ｐ ｒ ｏ ｂ ｅ ， Ｓ ａ ｎ ｔ ａ 　 Ｃ
ｒ ｕ ｚ 　 Ｂ ｉ ｏ ｔ ｅ ｃ ｈ ｎ ｏ ｌ ｏ ｇ ｙ 社 製 ） を 反 応 さ せ 、 洗 浄 後 、 さ ら に Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ 標 識 抗
ウ サ ギ 免 疫 グ ロ ブ リ ン 抗 体 （ Ｇ ｏ ａ ｔ 　 Ａ ｎ ｔ ｉ － Ｒ ａ ｂ ｂ ｉ ｔ 　 Ｉ ｇ Ｇ ， 　 Ｈ ＋ Ｌ 　 ｃ
ｈ ａ ｉ ｎ 　 ｓ ｐ ｅ ｃ ｉ ｆ ｉ ｃ ， 　 Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ 　 Ｃ ｏ ｎ ｊ ｕ ｇ ａ ｔ ｅ ， Ｓ ｏ ｕ ｔ ｈ ｅ ｒ ｎ Ｂ ｉ
ｏ ｔ ｅ ｃ ｈ ｎ ｏ ｌ ｏ ｇ ｙ Ａ ｓ ｓ ｏ ｃ ｉ ａ ｔ ｅ ｓ 社 製 ） を 反 応 さ せ た 。 洗 浄 後 、 蛍 光 顕 微 鏡
に て 観 察 し た 。 そ の 結 果 を 図 ９ に 示 す 。 同 図 に 示 す と お り 、 同 図 中 央 か ら 右 上 半 分 の 領 域
の ウ イ ル ス 感 染 細 胞 に お い て 強 い 蛍 光 が 検 出 さ れ 、 前 記 組 換 え Ｈ Ｃ ２ Ｅ Ｎ Ｖ タ ン パ ク 質 の
発 現 が 確 認 さ れ た 。 一 方 、 同 図 左 下 の ウ イ ル ス 非 感 染 細 胞 に は 、 抗 体 の 結 合 に よ る 蛍 光 の
局 在 は 見 ら れ な か っ た 。
【 ０ １ １ １ 】
　 前 記 組 換 え ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス が 感 染 し た Ｃ Ｖ － １ 細 胞 内 で 発 現 す る 組 換 え Ｈ Ｃ ２ Ｅ Ｎ
Ｖ タ ン パ ク 質 の 精 製 は 、 次 の よ う に 行 っ た 。 ま ず 、 前 記 感 染 細 胞 を 回 収 し た 後 、 細 胞 可 溶
化 バ ッ フ ァ ー （ 例 え ば 、 ６ Ｍ 　 Ｇ ｕ ａ ｎ ｉ ｄ ｉ ｎ ｅ － Ｈ Ｃ ｌ ， ２ ０ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｐ Ｏ ４ 　 ｐ
Ｈ ７ ． ８ ， ５ ０ ０ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ ） で 処 理 し 、 細 胞 を 可 溶 化 し た 。 次 に 、 注 射 針 を 通 し て
細 胞 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を 細 断 し 、 さ ら に 遠 心 し て 上 清 を 回 収 し た 。 そ し て 、 回 収 し た 上 清 か ら
、 市 販 の ニ ッ ケ ル キ レ ー ト ・ レ ジ ン を 充 填 し た カ ラ ム を 用 い て 、 （ Ｈ ｉ ｓ )６ 標 識 Ｈ Ｃ ２
Ｅ Ｎ Ｖ タ ン パ ク 質 を 精 製 し た 。
【 実 施 例 ４ 】
【 ０ １ １ ２ 】
　 （ Ｈ Ｃ ２ ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 の キ メ ラ 遺 伝 子 産 物 の 発 現 と 検 出 ）
　 Ｈ Ｃ ２ ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 全 長 を 含 む プ ラ ス ミ ド を テ ン プ レ ー ト と し 、 下 記 プ ラ イ マ ー 対 Ｈ Ｃ
－ ｓ ｔ ａ ｒ ｔ － Ｒ Ｉ 及 び Ｈ Ｃ ２ － Ｓ ｍ ａ － ３ （ 配 列 表 の 配 列 番 号 ３ ５ 及 び ３ ６ ） を 用 い て
、 Ｈ Ｃ ２ ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 の 開 始 コ ド ン か ら レ セ プ タ ー 結 合 ド メ イ ン （ Ｒ ｅ ｃ ｅ ｐ ｔ ｏ ｒ － Ｂ
ｉ ｎ ｄ ｉ ｎ ｇ Ｄ ｏ ｍ ａ ｉ ｎ ： Ｒ Ｂ Ｄ ） ま で を 含 む 領 域 （ 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ の 第 １ ～ ２ １
７ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る 配 列 表 の 配 列 番 号 １ の 第 １ ～ ６ ５ １ 番 目 の 塩 基 配 列 ）
を Ｐ Ｃ Ｒ 法 に よ り 増 幅 し た 。
【 ０ １ １ ３ 】
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　 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ に 示 す Ｈ Ｃ ２ ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 産 物 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 、 公 知 の 異 種 指 向
性 マ ウ ス 白 血 病 ウ イ ス ル 及 び 両 指 向 性 マ ウ ス 白 血 病 ウ イ ル ス の ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 産 物 の ア ミ ノ
酸 配 列 と 比 較 す る と 、 ７ ５ 番 目 の シ ス テ イ ン （ Ｃ ｙ ｓ ） を 含 む Ａ ｓ ｐ -Ｌ ｅ ｕ -Ｃ ｙ ｓ -Ｖ
ａ ｌ (又 は Ａ ｓ ｐ )-Ｌ ｅ ｕ の 配 列 が 、 マ ウ ス 白 血 病 ウ イ ス ル に 共 通 し て 保 存 さ れ て い る 配
列 と 等 し い こ と 、 １ ３ ２ 番 目 の Ｃ ｙ ｓ を 含 む Ａ ｓ ｐ -Ｐ ｈ ｅ -Ｔ ｙ ｒ -Ｌ ｅ ｕ (又 は Ｖ ａ ｌ )-
Ｃ ｙ ｓ -Ｐ ｒ ｏ -Ｇ ｌ ｙ の 配 列 も 、 マ ウ ス 白 血 病 ウ イ ル ス に 共 通 し て 保 存 さ れ て い る 配 列 と
等 し い こ と 、 １ ８ ６ 番 目 の Ｃ ｙ ｓ の 下 流 に 続 く Ａ ｓ ｎ -Ｐ ｒ ｏ -Ｌ ｅ ｕ の 配 列 も 、 Ｃ ｙ ｓ を
含 め て マ ウ ス 白 血 病 ウ イ ル ス と 全 く 共 通 で あ る こ と 、 ２ ０ ６ 番 目 の Ｓ ｅ ｒ か ら 始 ま る Ｓ ｅ
ｒ -Ｔ ｒ ｐ -Ｇ ｌ ｙ -Ｌ ｅ ｕ -Ａ ｒ ｇ -Ｌ ｅ ｕ -Ｔ ｙ ｒ の 配 列 と 、 そ の 下 流 で ２ ２ ０ 番 目 の Ｔ ｈ
ｒ か ら 始 ま る Ｔ ｈ ｒ -Ｍ ｅ ｔ -Ｐ ｈ ｅ の 配 列 も 、 マ ウ ス 白 血 病 ウ イ ル ス と 完 全 に 一 致 す る こ
と 、 更 に 、 ２ ３ ５ 番 目 の Ｐ ｒ ｏ か ら 始 ま る Ｐ ｒ ｏ -Ｌ ｙ ｓ (又 は Ａ ｒ ｇ )-Ｐ ｒ ｏ -Ｉ ｌ ｅ -Ｇ
ｌ ｙ -Ｐ ｒ ｏ の 配 列 、 ２ ９ ２ 番 目 の Ａ ｓ ｎ か ら 始 ま る Ａ ｓ ｎ -Ｌ ｅ ｕ -Ｔ ｈ ｒ の 配 列 、 そ し
て そ の す ぐ 下 流 で ３ ０ ２ 番 目 の Ｃ ｙ ｓ か ら 始 ま る Ｃ ｙ ｓ -Ｔ ｒ ｐ -Ｌ ｅ ｕ -Ｃ ｙ ｓ -Ｌ ｅ ｕ の
配 列 も 、 マ ウ ス 白 血 病 ウ イ ル ス と 共 通 で あ る こ と が 分 か る 。 こ れ ら の 特 徴 的 な ア ミ ノ 酸 配
列 か ら 、 Ｈ Ｃ ２ ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 産 物 の う ち ７ ５ 番 目 の Ｃ ｙ ｓ と １ １ ４ 番 目 の Ｃ ｙ ｓ に 囲 ま れ
た 領 域 が 、 マ ウ ス 白 血 病 ウ イ ル ス の レ セ プ タ ー 結 合 ド メ イ ン （ Ｒ Ｂ Ｄ ） 中 の 標 的 レ セ プ タ
ー 特 異 性 の 決 定 に 重 要 な Ｖ Ｒ Ａ 領 域 に 相 当 す る こ と 、 １ ８ ６ 番 目 の Ｃ ｙ ｓ が 、 マ ウ ス 白 血
病 ウ イ ル ス で Ｒ Ｂ Ｄ の カ ル ボ キ シ ル 末 端 側 境 界 に 相 当 す る Ｃ ｙ ｓ に 対 応 す る こ と 、 及 び 、
２ ３ ５ 番 目 の Ｐ ｒ ｏ か ら が 、 プ ロ リ ン ・ リ ッ チ 領 域 （ Ｐ Ｒ Ｒ ） で あ る こ と が 容 易 に 推 測 で
き る 。 な お 、 こ れ ら 特 徴 的 ア ミ ノ 酸 配 列 の 保 存 さ れ た Ｃ ｙ ｓ 残 基 、 及 び Ｖ Ｒ Ａ 領 域 や Ｐ Ｒ
Ｒ 領 域 の 定 義 に つ い て は 、 文 献 ［ Battini JL, Heard JM, Danos O. Receptor choice det
erminants in the envelope glycoproteins of amphotropic,xenotropic, and polytropi
c murine leukemia viruses.『 両 指 向 性 、 異 種 指 向 性 、 及 び 多 指 向 性 マ ウ ス 白 血 病 ウ イ ル
ス の 被 膜 糖 タ ン パ ク 質 に お け る レ セ プ タ ー 選 択 の 決 定 基 』 J Virol.66(3):1468-75,1992］
を 参 照 で き る 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 後 述 の 実 施 例 ６ で 示 す と お り 、 実 際 に 、 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ の Ｈ Ｃ ２ ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 産 物
に お け る ２ １ ７ 番 目 の グ リ シ ン ま で 、 即 ち 、 Ｒ Ｂ Ｄ と 推 定 さ れ る 領 域 ま で を 含 ん だ 組 換 え
タ ン パ ク 質 は 、 標 的 霊 長 類 細 胞 表 面 に 結 合 す る 。 ま た 、 Ｐ Ｒ Ｒ 領 域 と 推 測 さ れ る 部 分 の ア
ミ ノ 酸 配 列 が 実 際 に プ ロ リ ン 残 基 に 富 む こ と も 、 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら
明 ら か で あ る 。
【 ０ １ １ ５ 】
【 化 １ ０ 】
　
　
　
　
　
【 ０ １ １ ６ 】
　 前 記 Ｐ Ｃ Ｒ 法 に よ り 得 ら れ た 増 幅 産 物 を 制 限 酵 素 Ｅ ｃ ｏ Ｒ Ｉ と Ｓ ｍ ａ Ｉ と で 消 化 後 、 ク
ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー ｐ Ｂ Ｓ Ｉ Ｉ － Ｋ Ｓ （ ＋ ） （ Ｓ ｔ ｒ ａ ｔ ａ ｇ ｅ ｎ ｅ 社 製 ） に 組 込 ん だ 。
一 方 、 フ レ ン ド マ ウ ス 白 血 病 ウ イ ル ス （ Ｆ － Ｍ ｕ Ｌ Ｖ ） の ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 を 含 む プ ラ ス ミ ド
（ 文 献 ［ Iwashiro, M., T. Kondo, T. Shimizu, H. Yamagishi, K. Takahashi, Y. Matsu
bayashi, T. Masuda, A. Otaka, N. Fujii, A. Ishimoto, M. Miyazawa, M. N. Robertso
n, B. Chesebro, and K. Kuribayashi.  Multiplicity of virus-encoded helper T-cell
 epitopes expressed on FBL-3 tumor cells.  J. Virol. 67: 4533-4542, 1993.］ に 記
載 の ｐ ２ ０ － ８ 参 照 ） か ら 制 限 酵 素 Ｓ ｍ ａ Ｉ を 用 い て Ｒ Ｂ Ｄ の 下 流 か ら 終 始 コ ド ン ま で の
領 域 を 切 り 出 し 、 上 記 の Ｈ Ｃ ２ ｅ ｎ ｖ Ｒ Ｂ Ｄ の 下 流 に 組 込 ん だ 。 こ う し て 作 製 し た プ ラ ス
ミ ド （ ｐ Ｂ Ｓ ／ Ｈ Ｃ ２ ／ Ｆ － Ｍ ｕ ｌ ｖ ） か ら 制 限 酵 素 Ｎ ｏ ｔ Ｉ を 用 い て Ｈ Ｃ ２ － Ｒ Ｂ Ｄ ／
Ｆ － Ｍ ｕ Ｌ Ｖ ｅ ｎ ｖ キ メ ラ 遺 伝 子 全 長 を 含 む Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 切 り 出 し 、 発 現 ベ ク タ ー ｐ Ｃ Ｍ
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Ｖ β （ Ｂ ｅ ｃ ｔ ｏ ｎ Ｄ ｉ ｃ ｋ ｉ ｎ ｓ ｏ ｎ Ｂ ｉ ｏ ｓ ｉ ｃ ｅ ｎ ｃ ｅ 社 製 ） に 組 込 ん で 、 ｐ Ｃ ．
Ｈ Ｃ ２ ． ｖ ｅ ｒ １ と し た 。 こ の 発 現 プ ラ ス ミ ド は 、 下 記 に 示 す キ メ ラ ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 産 物 タ
ン パ ク 質 を 発 現 す る 。
【 ０ １ １ ７ 】
【 化 １ １ 】
　
　
　
【 ０ １ １ ８ 】
　 上 記 キ メ ラ ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 産 物 タ ン パ ク 質 に お い て 、 Ｍ は 、 開 始 コ ド ン に 対 応 す る メ チ オ
ニ ン 残 基 を 示 し 、 Ｐ Ｒ Ｒ は 、 レ ト ロ ウ イ ル ス ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 産 物 に 特 徴 的 な プ ロ リ ン 残 基 に
富 ん だ 領 域 （ ｐ ｒ ｏ ｌ ｉ ｎ ｅ － ｒ ｉ ｃ ｈ 　 ｒ ｅ ｇ ｉ ｏ ｎ ） を 示 し 、 Ｔ Ｍ は 、 細 胞 膜 貫 通 領
域 （ Ｔ ｒ ａ ｎ ｓ － Ｍ ｅ ｍ ｂ ｒ ａ ｎ ｅ 　 ｒ ｅ ｇ ｉ ｏ ｎ ） 示 し 、 Ｓ Ｔ Ｏ Ｐ は 、 終 始 コ ド ン を 示
す 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 同 様 に し て 、 フ レ ン ド マ ウ ス 白 血 病 ウ イ ル ス Ｆ － Ｍ ｕ Ｌ Ｖ ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 全 長 を 含 む 前 記
プ ラ ス ミ ド ｐ ２ ０ － ８ を テ ン プ レ ー ト と し 、 下 記 プ ラ イ マ ー 対 ｃ ｌ ｏ ｎ ｅ ５ ７ － ５ ｋ ｐ ｎ
及 び ｃ ｌ ｏ ｎ ｅ ５ ７ － ３ ｋ ｐ ｎ （ 配 列 表 の 配 列 番 号 ３ ７ 及 び ３ ８ ） を 用 い て 、 Ｆ － Ｍ ｕ Ｌ
Ｖ ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 の 開 始 コ ド ン か ら Ｒ Ｂ Ｄ の 直 前 ま で を 含 む 領 域 を Ｐ Ｃ Ｒ 法 に よ り 増 幅 し た
。
【 ０ １ ２ ０ 】
【 化 １ ２ 】
　
　
　
　
【 ０ １ ２ １ 】
　 こ う し て 得 ら れ た 増 幅 断 片 と 、 前 記 ｐ Ｂ Ｓ ／ Ｈ Ｃ ２ ／ Ｆ － Ｍ ｕ ｌ ｖ の 制 限 酵 素 Ｋ ｐ ｎ Ｉ
処 理 断 片 （ Ｈ Ｃ ２ Ｅ Ｎ Ｖ タ ン パ ク 質 の Ｒ Ｂ Ｄ を 含 む 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ の 第 ６ ３ ～ ２ １ ７
番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る 断 片 ） と を 連 結 し て 得 ら れ た プ ラ ス ミ ド か ら 、 再 び 制 限
酵 素 Ｎ ｏ ｔ Ｉ を 用 い て Ｆ － Ｍ ｕ Ｌ Ｖ ／ Ｈ Ｃ － Ｒ Ｂ Ｄ ／ Ｆ － Ｍ ｕ ｌ Ｖ ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 を 含 む Ｄ
Ｎ Ａ 断 片 を 切 り 出 し 、 前 記 発 現 ベ ク タ ー ｐ Ｃ Ｍ Ｖ β に 組 込 み 、 ｐ Ｃ ． Ｈ Ｃ ２ ． ｖ ｅ ｒ ２ と
し た 。 こ の 発 現 プ ラ ス ミ ド は 、 下 記 に 示 す キ メ ラ ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 産 物 タ ン パ ク 質 を 発 現 す る
。
【 ０ １ ２ ２ 】
【 化 １ ３ 】
　
　
　
　
【 ０ １ ２ ３ 】
　 上 記 キ メ ラ ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 産 物 タ ン パ ク 質 に お い て 、 Ｍ 、 Ｐ Ｒ Ｒ 、 Ｔ Ｍ 、 及 び Ｓ Ｔ Ｏ Ｐ は
、 前 述 と 同 様 で あ る 。 ま た 、 上 記 キ メ ラ ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 産 物 タ ン パ ク 質 に お い て 、 開 始 コ ド
ン か ら リ ー ダ ー ペ プ チ ド 部 分 を 経 て Ｒ Ｂ Ｄ 直 前 ま で と 、 Ｐ Ｒ Ｒ か ら Ｔ Ｍ を 経 て 終 始 コ ド ン
ま で と が Ｆ － Ｍ ｕ Ｌ Ｖ ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 由 来 で あ り 、 Ｒ Ｂ Ｄ を 含 む 部 分 が Ｈ Ｃ ２ ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子
由 来 で あ る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 こ れ ら の キ メ ラ ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 の タ ン パ ク 質 と し て の 発 現 を 確 認 す る た め に 、 ウ エ ス タ ン
ブ ロ ッ ト 法 に よ る 解 析 を 行 っ た 。 陰 性 対 照 の 空 の ｐ Ｃ Ｍ Ｖ β プ ラ ス ミ ド 、 ｐ Ｃ ． Ｈ Ｃ ２ ．
ｖ ｅ ｒ １ 、 ｐ Ｃ ． Ｈ Ｃ ２ .ｖ ｅ ｒ ２ 、 及 び 陽 性 対 照 の Ｆ － Ｍ ｕ Ｌ Ｖ ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 全 長 を 含
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む ｐ Ｃ ． Ｆ － Ｍ ｕ Ｌ Ｖ を 、 Ｌ ｉ ｐ ｏ ｆ ｅ ｃ ｔ ａ ｍ ｉ ｎ ｅ ２ ０ ０ ０ （ Ｉ ｎ ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ ｇ ｅ ｎ
社 製 ） を 用 い た リ ポ フ ェ ク シ ョ ン 法 で 、 サ ル 由 来 Ｃ ｏ ｓ ７ 細 胞 株 に 導 入 し 、 ２ ４ 時 間 培 養
後 細 胞 を 回 収 し た 。 回 収 し た 細 胞 を 、 リ ン 酸 緩 衝 平 衡 塩 類 溶 液 に て 洗 浄 後 、 細 胞 溶 解 液 （
１ ％ 　 Ｎ Ｐ ４ ０ 、 プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 カ ク テ ル 、 Ｐ Ｍ Ｓ Ｆ を 含 む Ｔ Ｎ Ｅ 緩 衝 液 ） に よ り 溶
解 し 、 遠 心 分 離 （ １ ２ ， ０ ０ ０ ｒ ｐ ｍ 、 １ ０ 分 間 ） を 行 っ た 。 得 ら れ た 各 上 清 サ ン プ ル を
８ ％ Ｓ Ｄ Ｓ － ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル で 電 気 泳 動 し 、 Ｉ ｍ ｍ ｏ ｂ ｉ ｌ ｏ ｎ － Ｐ （ Ｍ Ｉ Ｌ Ｌ
Ｉ Ｐ Ｏ Ｒ Ｅ 社 製 ） 膜 に 転 写 し た 。 転 写 後 の 膜 を １ ０ ％ ス キ ム ミ ル ク 液 で ブ ロ ッ キ ン グ し た
後 に 、 一 次 抗 体 と し て 抗 Ｒ ａ ｕ ｓ ｃ ｈ ｅ ｒ 白 血 病 ウ イ ル ス ｇ ｐ ７ ０ 抗 体 の ２ ， ０ ０ ０ 倍 希
釈 液 を 反 応 さ せ 、 さ ら に 、 二 次 抗 体 と し て 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ （ Ｈ Ｒ Ｐ ） 標 識 抗
ヒ ツ ジ Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 の １ ０ ， ０ ０ ０ 倍 希 釈 液 を 反 応 さ せ た 後 、 Ｅ Ｃ Ｌ ｐ ｌ ｕ ｓ （ Ａ ｍ ｅ ｒ ｓ
ｈ ａ ｍ Ｂ ｉ ｏ ｓ ｃ ｉ ｅ ｎ ｃ ｅ ｓ Ｃ ｏ ｒ ｐ ． 社 製 ） を 用 い た ケ ミ ル ミ ネ セ ン ス 法 に よ り 、 発
現 タ ン パ ク 質 へ の 抗 体 の 結 合 を 検 出 し た 。 そ の 結 果 を 図 １ ０ に 示 す 。 同 図 に 示 す と お り 、
精 製 Ｆ － Ｍ ｕ Ｌ Ｖ 粒 子 中 の ｇ ｐ ７ ０ 分 子 と 同 じ 位 置 に 、 抗 Ｒ ａ ｕ ｓ ｃ ｈ ｅ ｒ 白 血 病 ウ イ ル
ス ｇ ｐ ７ ０ 抗 体 の 反 応 す る タ ン パ ク 質 の 発 現 を 検 出 す る こ と が で き 、 い ず れ の キ メ ラ ｅ ｎ
ｖ 遺 伝 子 か ら も 、 キ メ ラ ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 産 物 の タ ン パ ク 質 が 翻 訳 さ れ る こ と が 示 さ れ た 。
【 実 施 例 ５ 】
【 ０ １ ２ ５ 】
　 （ Ｉ ｇ Ａ 腎 症 患 者 血 漿 中 の 抗 Ｈ Ｃ ２ Ｅ Ｎ Ｖ タ ン パ ク 質 抗 体 の 検 出 ）
　 実 施 例 ３ で 得 た 組 換 え Ｈ Ｃ ２ Ｅ Ｎ Ｖ タ ン パ ク 質 を 発 現 す る 組 換 え ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス 発
現 ベ ク タ ー を 感 染 さ せ た 細 胞 を ３ ． ７ ％ フ ォ ル ム ア ル デ ヒ ド で 固 定 後 、 ０ ． ４ ％ 　 Ｔ ｒ ｉ
ｔ ｏ ｎ 　 Ｘ － １ ０ ０ で 処 理 し て 細 胞 膜 を 除 去 し 、 こ れ に 、 Ｉ ｇ Ａ 腎 症 患 者 の 血 漿 を １ ４ 倍
に 希 釈 し た 試 料 を 反 応 さ せ 、 洗 浄 後 、 さ ら に 、 蛍 光 標 識 抗 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン 抗 体 を 反 応
さ せ る こ と で 、 Ｉ ｇ Ａ 腎 症 患 者 血 漿 中 に 存 在 す る 抗 Ｈ Ｃ ２ ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 産 物 タ ン パ ク 質 抗
体 、 す な わ ち 、 抗 Ｈ Ｃ ２ Ｅ Ｎ Ｖ タ ン パ ク 質 抗 体 を 検 出 し た 。 そ の 結 果 の 一 例 を 図 １ １ に 示
す 。 同 図 に 示 す と お り 、 同 図 中 央 部 の 組 換 え ウ イ ル ス 感 染 細 胞 集 団 に 、 Ｉ ｇ Ａ 患 者 血 漿 中
の 抗 体 の 結 合 に よ る 強 い 蛍 光 の 集 積 が 認 め ら れ た 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 （ 比 較 例 １ ）
　 実 施 例 ３ で 得 た 組 換 え Ｈ Ｃ ２ Ｅ Ｎ Ｖ タ ン パ ク 質 を 発 現 す る 組 換 え ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス ベ
ク タ ー を 感 染 さ せ た 細 胞 に 代 え 、 前 記 Ｈ Ｃ ２ ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 と は 全 く 無 関 係 な ヒ ト 細 胞 内 シ
グ ナ ル 伝 達 分 子 Ｈ Ｓ － １ の 断 片 を 発 現 す る 組 換 え ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス ベ ク タ ー の 感 染 細 胞
を 用 い た ほ か は 、 実 施 例 ５ と 同 様 に し て 、 Ｉ ｇ Ａ 患 者 血 漿 中 の 抗 体 の 結 合 を 検 出 し た 。 そ
の 結 果 を 図 １ ２ に 示 す 。 同 図 に 示 す と お り 、 同 図 左 側 に 一 部 ご く 弱 い 蛍 光 が 認 め ら れ る ほ
か は 、 実 施 例 ５ と は 異 な り 、 強 い 蛍 光 の 集 積 は 認 め ら れ な か っ た 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 実 施 例 １ 、 ３ 、 ５ 及 び 比 較 例 １ の 結 果 か ら わ か る よ う に 、 Ｉ ｇ Ａ 腎 症 患 者 の 血 漿 中 に は
、 本 発 明 の 遺 伝 子 の 発 現 産 物 で あ る タ ン パ ク 質 と 免 疫 反 応 を 起 こ す 抗 体 （ Ｉ ｇ Ａ ） が 存 在
す る 。 し た が っ て 、 Ｉ ｇ Ａ 腎 症 の 発 症 は 、 本 発 明 の 遺 伝 子 が 発 現 し て 、 そ の 発 現 産 物 で あ
る タ ン パ ク 質 が 生 じ 、 自 己 免 疫 機 序 に よ り こ の タ ン パ ク 質 と 反 応 す る 抗 体 を ヒ ト が 持 つ 場
合 に 、 前 記 抗 体 の 免 疫 反 応 複 合 体 が 糸 球 体 メ サ ン ジ ウ ム 領 域 に 沈 着 し て 慢 性 炎 症 反 応 が 引
き 起 こ さ れ る と い う メ カ ニ ズ ム で あ る と い え る 。
【 実 施 例 ６ 】
【 ０ １ ２ ８ 】
　 （ Ｈ Ｃ ２ Ｅ Ｎ Ｖ タ ン パ ク 質 の Ｒ Ｂ Ｄ の ヒ ト 細 胞 へ の 結 合 ）
　 Ｈ Ｃ ２ ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 を 発 現 す る ウ イ ル ス ベ ク タ ー が 、 ヒ ト 細 胞 に 対 す る 遺 伝 子 導 入 用 ベ
ク タ ー と し て 実 用 性 を 持 つ た め に は 、 当 該 Ｈ Ｃ ２ ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 産 物 で あ る Ｈ Ｃ ２ Ｅ Ｎ Ｖ タ
ン パ ク 質 に 、 ヒ ト 又 は 霊 長 類 細 胞 表 面 へ の 結 合 性 が あ る こ と が 必 要 で あ る 。 そ こ で 、 Ｈ Ｃ
２ Ｅ Ｎ Ｖ タ ン パ ク 質 が 霊 長 類 細 胞 に 対 し て 表 面 結 合 活 性 を 有 す る こ と を 確 認 し た 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 実 施 例 ４ に 記 載 の 方 法 と 同 様 に し て 、 前 記 プ ラ イ マ ー 対 Ｈ Ｃ － ｓ ｔ ａ ｒ ｔ － Ｒ Ｉ 及 び Ｈ
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Ｃ ２ － Ｓ ｍ ａ － ３ （ 配 列 表 の 配 列 番 号 ３ ５ 及 び ３ ６ ） を 用 い て Ｈ Ｃ ２ ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 の 開 始
コ ド ン か ら レ セ プ タ ー 結 合 ド メ イ ン （ Ｒ Ｂ Ｄ ） ま で を 含 む 領 域 を Ｐ Ｃ Ｒ 法 に よ り 増 幅 し た
。 次 に 、 前 記 増 幅 断 片 の ３ ’ 末 端 （ ア ミ ノ 酸 配 列 の Ｃ 末 端 ） を 、 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 Ｅ Ｇ
Ｆ Ｐ 遺 伝 子 の ５ ’ 末 端 に イ ン フ レ ー ム で 続 く よ う に 、 ｐ Ｃ Ｓ Ｉ ． Ｅ Ｇ Ｆ Ｐ ベ ク タ ー （ 文 献
［ Manel, N., Kim, F.J., Kinet, S., Taylor, N., Sitbon, M., and Battini, J.L. The
 ubiquitous glucose transporter GLUT-1 is a receptor for HTLV.  Cell 115(4): 449
-59, 2003.］ 参 照 。 ） に 組 み 込 み 、 Ｈ Ｃ ２ ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 の Ｒ Ｂ Ｄ 部 分 が Ｅ Ｇ Ｆ Ｐ に 結 合 し
た キ メ ラ タ ン パ ク 質 を 発 現 す る プ ラ ス ミ ド を 作 製 し た 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 陰 性 対 照 と し て 、 Ｅ Ｇ Ｆ Ｐ の み を 発 現 す る ｐ Ｅ Ｇ Ｆ Ｐ － Ｃ １ （ Ｉ ｎ ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ ｇ ｅ ｎ 社
製 ） を 準 備 し 、 陽 性 対 照 と し て 、 ヒ ト Ｔ 細 胞 白 血 病 ウ イ ル ス Ｈ Ｔ Ｌ Ｖ － Ｉ Ｉ ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子
の Ｒ Ｂ Ｄ 部 分 が Ｅ Ｇ Ｆ Ｐ に 結 合 し た キ メ ラ タ ン パ ク 質 を 発 現 す る ｐ Ｈ Ｔ Ｌ Ｖ ２ － Ｅ Ｇ Ｆ Ｐ
（ 同 文 献 参 照 ） を 準 備 し た 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 こ れ ら の プ ラ ス ミ ド を 、 そ れ ぞ れ 単 独 で 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 法 に よ る ト ラ ン ス フ ェ ク シ
ョ ン に よ り ヒ ト ２ ９ ３ Ｆ Ｔ 細 胞 に 導 入 し て ４ ８ 時 間 培 養 を 続 け た 後 、 細 胞 を 剥 離 し て 遠 心
分 離 し 、 得 ら れ た 遺 伝 子 導 入 細 胞 の ペ レ ッ ト を タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 抑 制 剤 カ ク テ ル （ Ｒ ｏ
ｃ ｈ ｅ Ｄ ｉ ａ ｇ ｎ ｏ ｓ ｔ ｉ ｃ ｓ 社 製 ） を 含 む リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 に 浮 遊 さ せ て 、 液 体 窒
素 と ４ ２ ℃ の 温 浴 と に よ っ て ４ 回 凍 結 融 解 を 繰 り 返 し た 。 そ の 後 、 細 胞 由 来 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ
を 、 浮 遊 液 を 繰 り 返 し 注 射 針 に 通 す こ と に よ り 粉 砕 し 、 氷 上 で ３ ０ 秒 ず つ ２ 回 超 音 波 処 理
を 行 っ た 後 、 ７ ， ０ ０ ０ × ｇ 、 １ ０ 分 間 遠 心 し た 上 清 を 可 溶 性 細 胞 抽 出 物 と し た 。 こ れ ら
抽 出 物 の タ ン パ ク 質 濃 度 は 、 Ｅ Ｇ Ｆ Ｐ の 蛍 光 強 度 に よ り 平 準 化 し 、 前 記 Ｍ ａ ｎ ｅ ｌ ， Ｎ ら
の 文 献 に 記 載 さ れ て い る 方 法 に 従 っ て 標 的 細 胞 へ の 結 合 を 行 っ た 。 標 的 細 胞 と し て は 、 霊
長 類 Ｃ Ｖ － １ 細 胞 及 び Ｃ Ｏ Ｓ ７ 細 胞 を 例 と し て 使 用 し た 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 蛍 光 セ ル ソ ー タ に よ る 解 析 の 結 果 を 、 図 １ ３ に 示 す 。 同 図 に 示 す と お り 、 Ｈ Ｃ ２ ｅ ｎ ｖ
遺 伝 子 産 物 で あ る Ｈ Ｃ ２ Ｅ Ｎ Ｖ タ ン パ ク 質 の Ｒ Ｂ Ｄ 部 分 に Ｅ Ｇ Ｆ Ｐ に よ る 標 識 を 施 し た 分
子 は 、 標 的 細 胞 で あ る Ｃ Ｖ － １ 細 胞 及 び Ｃ Ｏ Ｓ ７ 細 胞 に 対 し て 、 明 ら か に 有 意 な 表 面 結 合
活 性 を 示 す こ と が 確 認 さ れ た 。
【 実 施 例 ７ 】
【 ０ １ ３ ３ 】
　 （ Ｈ Ｃ ２ ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 を 発 現 す る ウ イ ル ス ベ ク タ ー に よ る ヒ ト 細 胞 へ の 遺 伝 子 導 入 ）
　 Ｈ Ｃ ２ ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 を 発 現 す る ウ イ ル ス ベ ク タ ー が 、 ヒ ト 細 胞 へ の 遺 伝 子 導 入 に 利 用 で
き る こ と を 確 認 し た 。 遺 伝 子 導 入 用 レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー は 、 図 １ ６ に 示 す よ う に し て
作 製 し た 。 す な わ ち 、 ま ず 、 導 入 し た い 遺 伝 子 ４ 、 パ ッ ケ ー ジ ン グ シ グ ナ ル （ Ψ 配 列 ） 及
び Ｌ Ｔ Ｒ 等 を 含 む 遺 伝 子 導 入 プ ラ ス ミ ド ５ を 作 製 す る 。 次 に 、 こ の 遺 伝 子 導 入 プ ラ ス ミ ド
５ を パ ッ ケ ー ジ ン グ 細 胞 ６ に 導 入 す る 。 前 記 パ ッ ケ ー ジ ン グ 細 胞 ６ は 、 Ｈ Ｃ ２ ｅ ｎ ｖ 遺 伝
子 の 全 部 又 は 一 部 を 含 む 遺 伝 子 を 有 し 、 同 遺 伝 子 産 物 で あ る Ｈ Ｃ ２ Ｅ Ｎ Ｖ タ ン パ ク 質 の 全
部 又 は 一 部 を 含 む タ ン パ ク 質 を 表 面 タ ン パ ク 質 ７ と し て 発 現 す る 細 胞 で あ る 。 そ し て 、 前
記 パ ッ ケ ー ジ ン グ 細 胞 ６ か ら 発 芽 し た 組 換 え レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー ８ を 回 収 す る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 図 １ ６ に 示 す レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 構 築 系 に お い て 、 パ ッ ケ ー ジ ン グ 細 胞 ６ に 導 入 す
る Ｈ Ｃ ２ ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 発 現 ベ ク タ ー と し て 、 実 施 例 ４ に 記 載 の プ ラ ス ミ ド ｐ Ｃ ． Ｈ Ｃ ２ ．
ｖ ｅ ｒ ２ を 準 備 し 、 ｇ ａ ｇ ／ ｐ ｏ ｌ 発 現 ベ ク タ ー と し て 、 文 献 ［ Kim, F.J., Manel, N., 
Boublik, Y., Battini, J.-L., and Sitbon. M.  Human T-cell leukemia virus type 1 
envelope-mediated syncytium formation can be activated in resistant mammalian ce
ll lines by a carboxy-terminal truncation of the envelope cytoplasmic domain.  J
. Virol. 77: 963-969, 2003］ に 記 載 さ れ る マ ウ ス 白 血 病 ウ イ ル ス 由 来 の ｐ Ｃ Ｌ Ｅ ｃ ｏ -(
Δ Ｓ ｃ ａ Ｃ ｌ ａ ） を 準 備 し た 。 ま た 、 導 入 す る 遺 伝 子 ４ が 組 込 ま れ た 遺 伝 子 導 入 プ ラ ス ミ
ド ５ と し て 、 同 文 献 に 記 載 の β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 発 現 プ ラ ス ミ ド ｐ Ｃ Ｌ Ｌ ａ ｃ Ｚ を 準 備

10

20

30

40

50

(27) JP 2006-68004 A 2006.3.16



し た 。 こ こ で 、 導 入 す る Ｈ Ｃ ２ ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 発 現 ベ ク タ ー と し て 実 施 例 ４ に 記 載 の プ ラ ス
ミ ド ｐ Ｃ ． Ｈ Ｃ ２ ． ｖ ｅ ｒ ２ を 使 用 し た の は 、 Ｐ Ｒ Ｒ 以 下 の 領 域 が Ｆ － Ｍ ｕ Ｌ Ｖ の ｅ ｎ ｖ
遺 伝 子 産 物 の 同 領 域 と 交 換 さ れ る こ と に よ り Ｓ Ｕ ／ Ｔ Ｍ 切 断 部 位 の 配 列 が 最 適 化 さ れ た Ｈ
Ｃ ２ Ｅ Ｎ Ｖ タ ン パ ク 質 ７ を 使 用 す る た め で あ る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 こ れ ら ３ つ の プ ラ ス ミ ド を リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 法 に よ っ て ２ ９ ３ Ｔ 細 胞 へ コ ト ラ ン ス フ ェ
ク シ ョ ン し 、 翌 日 、 培 養 液 を 交 換 し て 、 さ ら に 一 日 培 養 後 、 培 養 上 清 を 回 収 し て ウ イ ル ス
液 と し た 。 予 め １ ２ 穴 培 養 プ レ ー ト に 播 き 込 ん で お い た ヒ ト Ｈ ｅ Ｌ ａ 又 は ２ ９ ３ Ｔ 細 胞 に
、 前 記 ウ イ ル ス 液 を ポ リ ブ レ ン と 共 に 加 え 、 翌 日 培 養 液 を 交 換 し た 。 更 に 一 日 培 養 し た 後
、 細 胞 を ０ ． ５ ％ グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド に て 固 定 ・ 洗 浄 後 、 Ｌ ａ ｃ Ｚ 染 色 液 を 加 え て ３ ７ ℃
に て 一 晩 反 応 さ せ 、 水 洗 ・ 乾 燥 後 、 実 体 顕 微 鏡 に て 観 察 し た 。 そ の 顕 微 鏡 写 真 を 図 １ ７ に
示 す 。 同 図 に お い て 矢 印 で 示 す と お り 、 Ｌ ａ ｃ Ｚ の 酵 素 活 性 に よ り 細 胞 質 に 写 真 上 黒 い 色
の 付 い た 発 色 細 胞 が 多 数 出 現 し 、 Ｈ Ｃ ２ ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 産 物 で あ る Ｈ Ｃ ２ Ｅ Ｎ Ｖ タ ン パ ク 質
を 粒 子 表 面 に 発 現 し た レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー が 、 ヒ ト Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 に 遺 伝 子 導 入 活 性 を
持 つ こ と が 確 認 さ れ た 。
【 産 業 上 の 利 用 可 能 性 】
【 ０ １ ３ ６ 】
　 本 発 明 の Ｈ Ｃ ２ ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 及 び そ の 発 現 産 物 で あ る Ｈ Ｃ ２ Ｅ Ｎ Ｖ タ ン パ ク 質 は 、 例 え
ば 、 Ｉ ｇ Ａ 腎 症 の 診 断 、 治 療 に 利 用 す る こ と が で き 、 そ の 他 、 遺 伝 子 導 入 用 レ ト ロ ウ イ ル
ス ベ ク タ ー に も 利 用 で き る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ３ ７ 】
【 図 １ 】 図 １ は 、 Ｉ ｇ Ａ 腎 症 患 者 糸 球 体 内 に 沈 着 す る 抗 原 分 子 を マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 １ ２ Ｈ ５ ． １ で 検 出 し た 蛍 光 顕 微 鏡 写 真 の 一 例 を 示 す 図 で あ る （ 実 施 例 １ ） 。
【 図 ２ 】 図 ２ は 、 マ ウ ス 内 在 性 異 種 指 向 性 レ ト ロ ウ イ ル ス ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 産 物 の ア ミ ノ 酸 配
列 及 び 同 遺 伝 子 の 塩 基 配 列 を 示 す 図 で あ る （ 実 施 例 １ ） 。
【 図 ３ 】 図 ３ は 、 ヒ ト ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー に 対 し て 行 っ た サ ザ ン ブ ロ ッ ト の 結 果 を
示 す 図 で あ る （ 実 施 例 １ ） 。
【 図 ４ 】 図 ４ は 、 本 発 明 の Ｈ Ｃ ２ ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 の ヒ ト ゲ ノ ム に お け る 位 置 を 示 す デ ー タ ベ
ー ス 検 索 結 果 の 一 例 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ５ 】 図 ５ は 、 本 発 明 の Ｈ Ｃ ２ ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 が 存 在 す る Ｈ Ｃ ２ プ ロ ウ イ ル ス の ３ ’ Ｌ Ｔ
Ｒ 及 び ５ ’ Ｌ Ｔ Ｒ の 配 列 と 構 造 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ６ 】 図 ６ は 、 本 発 明 の Ｈ Ｃ ２ ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 に つ い て 、 ５ ’ Ｒ Ａ Ｃ Ｅ 、 ３ ’ Ｒ Ａ Ｃ Ｅ 及
び 全 長 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 増 幅 を 行 っ た 結 果 を ま と め た 図 で あ る （ 実 施 例 １ ） 。
【 図 ７ 】 図 ７ は 、 本 発 明 の Ｈ Ｃ ２ ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 の ヒ ト 組 織 に お け る 発 現 を Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 法
に よ り 確 認 し た 結 果 の 一 例 の 写 真 で あ る （ 実 施 例 ２ ） 。
【 図 ８ 】 図 ８ は 、 本 発 明 の Ｈ Ｃ ２ ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 を 組 込 ん だ 組 換 え ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス 発 現
ベ ク タ ー を 示 す 模 式 図 で あ る 。
【 図 ９ 】 図 ９ は 、 本 発 明 の Ｈ Ｃ ２ ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 の 発 現 を 間 接 蛍 光 抗 体 法 で 検 出 し た 蛍 光 顕
微 鏡 写 真 の 一 例 を 示 す 図 で あ る （ 実 施 例 ３ ） 。
【 図 １ ０ 】 図 １ ０ は 、 本 発 明 の Ｈ Ｃ ２ Ｅ Ｎ Ｖ タ ン パ ク 質 を 含 む キ メ ラ Ｅ Ｎ Ｖ タ ン パ ク 質 の
発 現 を ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 で 確 認 し た 結 果 の 一 例 の 写 真 で あ る （ 実 施 例 ４ ） 。
【 図 １ １ 】 図 １ １ は 、 本 発 明 の Ｈ Ｃ ２ ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 の 発 現 を 間 接 蛍 光 抗 体 法 で 検 出 し た 蛍
光 顕 微 鏡 写 真 の そ の 他 の 例 を 示 す 図 で あ る （ 実 施 例 ５ ） 。
【 図 １ ２ 】 図 １ ２ は 、 本 発 明 の Ｈ Ｃ ２ ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 の 発 現 を 間 接 蛍 光 抗 体 法 で 検 出 し た 蛍
光 顕 微 鏡 写 真 の さ ら に そ の 他 の 例 を 示 す 図 で あ る （ 比 較 例 １ ） 。
【 図 １ ３ 】 図 １ ３ は 、 本 発 明 の Ｈ Ｃ ２ Ｅ Ｎ Ｖ タ ン パ ク 質 の 霊 長 類 細 胞 に 対 す る 表 面 結 合 活
性 の 一 例 を 示 す 図 で あ る （ 実 施 例 ６ ） 。
【 図 １ ４ 】 図 １ ４ は 、 本 発 明 の Ｈ Ｃ ２ ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 の 一 塩 基 多 型 を 検 出 す る 方 法 の 一 例 を
示 す フ ロ ー 図 で あ る 。
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【 図 １ ５ 】 図 １ ５ は 、 本 発 明 の ヒ ト 抗 体 測 定 方 法 の 一 例 の 模 式 図 で あ る 。
【 図 １ ６ 】 図 １ ６ は 、 本 発 明 の 遺 伝 子 導 入 用 レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー の 製 造 方 法 の 一 例 を
示 す 模 式 図 で あ る 。
【 図 １ ７ 】 図 １ ７ は 、 本 発 明 の 遺 伝 子 導 入 用 レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー に よ り ヒ ト 細 胞 に 遺
伝 子 が 導 入 さ れ た 結 果 の 一 例 を 示 す 写 真 で あ る （ 実 施 例 ７ ） 。
【 符 号 の 説 明 】
【 ０ １ ３ ８ 】
１ ： 本 発 明 の Ｈ Ｃ ２ Ｅ Ｎ Ｖ タ ン パ ク 質 又 は そ の 一 部
２ ： 被 験 者 の 血 清 又 は 体 液 中 の 抗 体
３ ： 標 識 二 次 抗 体
４ ： 遺 伝 子 導 入 目 的 遺 伝 子
５ ： 遺 伝 子 導 入 プ ラ ス ミ ド
６ ： パ ッ ケ ー ジ ン グ 細 胞
７ ： 表 面 タ ン パ ク 質
８ ： 本 発 明 の 遺 伝 子 導 入 用 レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー
【 配 列 表 フ リ ー テ キ ス ト 】
【 ０ １ ３ ９ 】
配 列 番 号 ３ ： プ ラ イ マ ー 　 ０ １ １ ２ ９ ５ Ｏ Ｒ Ｆ － Ｌ
配 列 番 号 ４ ： プ ラ イ マ ー 　 ０ １ １ ２ ９ ５ Ｏ Ｒ Ｆ － Ｒ
配 列 番 号 ５ ： プ ラ イ マ ー 　 Ｌ
配 列 番 号 ６ ： プ ラ イ マ ー 　 Ｒ
配 列 番 号 ７ ： プ ラ イ マ ー 　 Ｈ Ｃ ２ ｅ ｎ ｖ ０ １ １ Ｌ １
配 列 番 号 ８ ： プ ラ イ マ ー 　 Ｈ Ｃ ２ ｅ ｎ ｖ ０ １ １ Ｒ
配 列 番 号 ９ ～ １ ６ ： コ ー ド 鎖 プ ラ イ マ ー
配 列 番 号 １ ７ ～ ２ ４ ： 非 コ ー ド 鎖 プ ラ イ マ ー 　
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