
(57)【要約】
【課題】　本発明は、Ｅ型肝炎ウイルスに関し、公知の Genotype Iとは異なる遺伝子配列
を有する Genotype I及び他の Genotypeについてウイルス様中空粒子を作製し、その配列を
確認することを課題とする。
【解決手段】　 Genotype I、 Genotype III及び Genotype IVの HEV検出血清から、 RNAを抽
出し、Ｅ型肝炎ウイルスの ORF2の N末端から 111アミノ酸を欠損させた領域をクローニング
し、遺伝子組換えの手法により、従来開示された Genotype IのＥ型肝炎ウイルス様中空粒
子とは遺伝子配列が異なる Genotype Iと、これまでに報告例のない Genotype III及び Geno
type IVのウイルス様中空粒子を作製することによる。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 Ｅ 型 肝 炎 ウ イ ル ス （ Genotype III） の 抗 原 性 を 保 持 す る Ｅ 型 肝 炎 ウ イ ル ス 様 中 空 粒 子 。
【 請 求 項 ２ 】
　 Ｅ 型 肝 炎 ウ イ ル ス （ Genotype IV） の 抗 原 性 を 保 持 す る Ｅ 型 肝 炎 ウ イ ル ス 様 中 空 粒 子 。
【 請 求 項 ３ 】
　 以 下 に 示 す い ず れ か の ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る Ｅ 型 肝 炎 ウ イ ル ス の 抗 原 性 を 保 持 す る ポ リ ペ
プ チ ド を 含 む Ｅ 型 肝 炎 ウ イ ル ス 様 中 空 粒 子 ；
１ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ８ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 。
２ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ８ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の う ち １ ～ ４ ０ 個 の ア ミ ノ 酸 が 、 置 換 、
欠 失 、 挿 入 又 は 付 加 さ れ た 配 列 で あ っ て 、 か つ 配 列 表 の 配 列 番 号 ８ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配
列 の う ち 第 ４ ０ ６ 番 目 の ア ミ ノ 酸 が ア ラ ニ ン で あ る ア ミ ノ 酸 配 列 。
３ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ８ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 と ８ ０ ％ 以 上 の 相 同 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸
配 列 で あ っ て 、 か つ 配 列 表 の 配 列 番 号 ８ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の う ち 第 ４ ０ ６ 番 目 の ア
ミ ノ 酸 が ア ラ ニ ン で あ る ア ミ ノ 酸 配 列 。
【 請 求 項 ４ 】
　 以 下 に 示 す い ず れ か の ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る Ｅ 型 肝 炎 ウ イ ル ス の 抗 原 性 を 保 持 す る ポ リ ペ
プ チ ド を 含 む Ｅ 型 肝 炎 ウ イ ル ス 様 中 空 粒 子 ；
１ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ０ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 。
２ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ０ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の う ち １ ～ ４ ０ 個 の ア ミ ノ 酸 が 、 置 換
、 欠 失 、 挿 入 又 は 付 加 さ れ た 配 列 か ら な る ア ミ ノ 酸 配 列 。
３ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ０ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 と ８ ０ ％ 以 上 の 相 同 性 を 有 す る ア ミ ノ
酸 配 列 。
【 請 求 項 ５ 】
　 以 下 に 示 す い ず れ か の ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る Ｅ 型 肝 炎 ウ イ ル ス の 抗 原 性 を 保 持 す る ポ リ ペ
プ チ ド を 含 む Ｅ 型 肝 炎 ウ イ ル ス 様 中 空 粒 子 ；
１ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ２ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 。
２ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ２ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の う ち １ ～ ４ ０ 個 の ア ミ ノ 酸 が 、 置 換
、 欠 失 、 挿 入 又 は 付 加 さ れ た 配 列 か ら な る ア ミ ノ 酸 配 列 。
３ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ２ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 と ８ ０ ％ 以 上 の 相 同 性 を 有 す る ア ミ ノ
酸 配 列 。
【 請 求 項 ６ 】
　 Ｅ 型 肝 炎 ウ イ ル ス （ Genotype III） の 抗 原 性 を 保 持 す る ポ リ ペ プ チ ド を 含 む Ｅ 型 肝 炎 ウ
イ ル ス 様 中 空 粒 子 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 。
【 請 求 項 ７ 】
　 前 記 Ｄ Ｎ Ａ が 、 Ｅ 型 肝 炎 ウ イ ル ス （ Genotype III） を コ ー ド す る 遺 伝 子 の う ち 、 ORF2を
構 成 す る Ｄ Ｎ Ａ か ら 選 択 さ れ る 請 求 項 ６ に 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ 。
【 請 求 項 ８ 】
　 Ｅ 型 肝 炎 ウ イ ル ス （ Genotype IV） の 抗 原 性 を 保 持 す る ポ リ ペ プ チ ド を 含 む Ｅ 型 肝 炎 ウ
イ ル ス 様 中 空 粒 子 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 。
【 請 求 項 ９ 】
　 前 記 Ｄ Ｎ Ａ が 、 Ｅ 型 肝 炎 ウ イ ル ス （ Genotype IV） を コ ー ド す る 遺 伝 子 の う ち 、 ORF2を
構 成 す る Ｄ Ｎ Ａ か ら 選 択 さ れ る 請 求 項 ８ に 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 Ｅ 型 肝 炎 ウ イ ル ス の 抗 原 性 を 保 持 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 以 下 に 示 す い ず れ か の
Ｄ Ｎ Ａ ；
１ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ７ で 表 さ れ る 塩 基 配 列 か ら な る Ｄ Ｎ Ａ 及 び ／ 又 は そ の 相 補 鎖 。
２ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ８ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 及 び ／ 又 は そ の 相 補
鎖 。
３ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ８ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の う ち １ ～ ４ ０ 個 の ア ミ ノ 酸 が 、 置 換 、
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欠 失 、 挿 入 又 は 付 加 さ れ た 配 列 で あ っ て 、 か つ 配 列 表 の 配 列 番 号 ８ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配
列 の う ち 第 ４ ０ ６ 番 目 の ア ミ ノ 酸 が ア ラ ニ ン で あ る ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 及 び
／ 又 は そ の 相 補 鎖 。
４ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ８ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 と ８ ０ ％ 以 上 の 相 同 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸
配 列 で あ っ て 、 か つ 配 列 表 の 配 列 番 号 ８ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の う ち 第 ４ ０ ６ 番 目 の ア
ミ ノ 酸 が ア ラ ニ ン で あ る ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 及 び ／ 又 は そ の 相 補 鎖 。
５ ） Ｅ 型 肝 炎 ウ イ ル ス の Genotype Iの ORF2か ら 選 択 さ れ る 領 域 の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す
る Ｄ Ｎ Ａ 及 び ／ 又 は そ の 相 補 鎖 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 Ｅ 型 肝 炎 ウ イ ル ス の 抗 原 性 を 保 持 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 以 下 に 示 す い ず れ か の
Ｄ Ｎ Ａ ；
１ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ９ で 表 さ れ る 塩 基 配 列 か ら な る Ｄ Ｎ Ａ 及 び ／ 又 は そ の 相 補 鎖 。
２ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ０ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 及 び ／ 又 は そ の 相
補 鎖 。
３ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ０ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の う ち １ ～ ４ ０ 個 の ア ミ ノ 酸 が 、 置 換
、 欠 失 、 挿 入 又 は 付 加 さ れ た 配 列 か ら な る ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 及 び ／ 又 は そ
の 相 補 鎖 。
４ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ０ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 と ８ ０ ％ 以 上 の 相 同 性 を 有 す る ア ミ ノ
酸 配 列 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 及 び ／ 又 は そ の 相 補 鎖 。
５ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ３ 及 び ４ で 表 さ れ る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド か ら な る プ ラ イ マ ー の い ず
れ か １ 種 又 は 両 方 を プ ラ イ マ ー セ ッ ト と し て 使 用 し 、 遺 伝 子 増 幅 方 法 に よ り 増 幅 さ れ た Ｄ
Ｎ Ａ 及 び ／ 又 は そ の 相 補 鎖 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 Ｅ 型 肝 炎 ウ イ ル ス の 抗 原 性 を 保 持 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 以 下 に 示 す い ず れ か の
Ｄ Ｎ Ａ ；
１ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ １ で 表 さ れ る 塩 基 配 列 か ら な る Ｄ Ｎ Ａ 及 び ／ 又 は そ の 相 補 鎖 。
２ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ２ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 及 び ／ 又 は そ の 相
補 鎖 。
３ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ２ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の う ち １ ～ ４ ０ 個 の ア ミ ノ 酸 が 、 置 換
、 欠 失 、 挿 入 又 は 付 加 さ れ た 配 列 か ら な る ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 及 び ／ 又 は そ
の 相 補 鎖 。
４ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ２ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 と ８ ０ ％ 以 上 の 相 同 性 を 有 す る ア ミ ノ
酸 配 列 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 及 び ／ 又 は そ の 相 補 鎖 。
５ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ５ 及 び ６ で 表 さ れ る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド か ら な る プ ラ イ マ ー の い ず
れ か １ 種 又 は 両 方 を プ ラ イ マ ー セ ッ ト と し て 使 用 し 、 遺 伝 子 増 幅 方 法 に よ り 増 幅 さ れ た Ｄ
Ｎ Ａ 及 び ／ 又 は そ の 相 補 鎖 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 請 求 項 ６ ～ １ ２ の 何 れ か １ に 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ を 含 有 す る 組 換 え ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 請 求 項 １ ３ に 記 載 の 組 換 え ベ ク タ ー で 形 質 転 換 さ れ た 形 質 転 換 体 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 請 求 項 １ ４ に 記 載 の 形 質 転 換 体 を 培 養 す る 工 程 を 含 む 請 求 項 １ ～ ５ の い ず れ か １ に 記 載
の ウ イ ル ス 様 中 空 粒 子 の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 請 求 項 １ ～ ５ の い ず れ か １ に 記 載 の ウ イ ル ス 様 中 空 粒 子 又 は 請 求 項 ６ ～ １ ２ の い ず れ か
１ に 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ を 利 用 し て 発 現 さ れ た ウ イ ル ス 様 中 空 粒 子 を 免 疫 原 と し 、 Ｅ 型 肝 炎 ウ イ
ル ス を 免 疫 学 的 に 認 識 す る 抗 Ｅ 型 肝 炎 ウ イ ル ス 抗 体 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 請 求 項 １ ６ に 記 載 の 抗 体 が 、 Ｅ 型 肝 炎 ウ イ ル ス の Genotype I、 III又 は IVを 識 別 し う る
抗 体 で あ る 抗 Ｅ 型 肝 炎 ウ イ ル ス 抗 体 。
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【 請 求 項 １ ８ 】
　 請 求 項 １ ６ 又 は １ ７ に 記 載 の 抗 体 が ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 又 は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る
抗 Ｅ 型 肝 炎 ウ イ ル ス 抗 体 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 請 求 項 １ ～ ５ の い ず れ か １ に 記 載 の ウ イ ル ス 様 中 空 粒 子 又 は 請 求 項 ６ ～ １ ２ の い ず れ か
１ に 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ を 利 用 し て 発 現 さ れ た ウ イ ル ス 様 中 空 粒 子 を 使 用 す る Ｅ 型 肝 炎 ウ イ ル ス
関 連 抗 体 の 検 出 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 請 求 項 ３ に 記 載 の ウ イ ル ス 様 中 空 粒 子 又 は 請 求 項 １ ０ に 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ を 利 用 し て 発 現 さ
れ た ウ イ ル ス 様 中 空 粒 子 を 使 用 す る Ｅ 型 肝 炎 ウ イ ル ス の Genotype I関 連 抗 体 の 検 出 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 請 求 項 １ 若 し く は ４ に 記 載 の ウ イ ル ス 様 中 空 粒 子 又 は 請 求 項 ６ 、 ７ 若 し く は １ １ に 記 載
の Ｄ Ｎ Ａ を 利 用 し て 発 現 さ れ た ウ イ ル ス 様 中 空 粒 子 を 使 用 す る Ｅ 型 肝 炎 ウ イ ル ス の Genoty
pe III関 連 抗 体 の 検 出 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 請 求 項 ２ 若 し く は ５ に 記 載 の ウ イ ル ス 様 中 空 粒 子 又 は 請 求 項 ８ 、 ９ 若 し く は １ ２ に 記 載
の Ｄ Ｎ Ａ を 利 用 し て 発 現 さ れ た ウ イ ル ス 様 中 空 粒 子 を 使 用 す る Ｅ 型 肝 炎 ウ イ ル ス の Genoty
pe IV関 連 抗 体 の 検 出 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 請 求 項 １ ９ ～ ２ ２ の い ず れ か １ に 記 載 の Ｅ 型 肝 炎 ウ イ ル ス 関 連 抗 体 の 検 出 方 法 に 使 用 す
る Ｅ 型 肝 炎 ウ イ ル ス 関 連 抗 体 検 出 用 試 薬 又 は 該 試 薬 キ ッ ト 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 Genotype I、 Genotype III及 び Genotype IV分 離 株 由 来 Ｅ 型 肝 炎 ウ イ ル ス 様
中 空 粒 子 の 製 造 方 法 及 び そ れ を コ ー ド す る 遺 伝 子 と そ の 利 用 方 法 に 関 す る も の で あ る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 Ｅ 型 肝 炎 は Ｅ 型 肝 炎 ウ イ ル ス （ Hepatitis E Virus :以 下 「 HEV」 と い う 場 合 も あ る 。 ）
の 感 染 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る 急 性 肝 炎 で 、 か つ て 経 口 型 、 水 系 、 流 行 性 非 Ａ 非 Ｂ 型 肝 炎
と 呼 ば れ た 疾 患 で あ り 、 慢 性 化 す る こ と 無 く 一 過 性 に 経 過 す る 。 こ の 肝 炎 は 発 展 途 上 国 で
常 時 散 発 的 に 発 生 し て い る 疾 患 で あ る が 、 時 と し て 飲 料 水 を 介 し て 大 規 模 な 流 行 を 引 き 起
こ す 事 が 知 ら れ て い る 。 近 年 で は 、 先 進 国 に お い て HEV常 在 地 へ の 渡 航 歴 の な い 急 性 肝 炎
患 者 か ら HEV遺 伝 子 が 検 出 さ れ た 事 や ブ タ か ら も 遺 伝 学 的 に 極 め て 類 似 の ウ イ ル ス が 検 出
さ れ た 事 な ど か ら 、 人 畜 共 通 感 染 症 で あ る 可 能 性 が 示 唆 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 現 在 ま で の と こ ろ 、 HEVに は ４ つ の Genotypeが 存 在 す る 。 ミ ャ ン マ ー 、 パ キ ス タ ン 等 か
ら 分 離 さ れ た Genotype I、 メ キ シ コ か ら 分 離 さ れ た Genotype II、 ア メ リ カ 合 衆 国 、 日 本
か ら 分 離 さ れ た Genotype III、 中 国 か ら 分 離 さ れ た Genotype IVが 存 在 し 、 日 本 で は 渡 航
歴 の あ る Ｅ 型 肝 炎 発 症 患 者 か ら は Genotype Iと Genotype IV、 渡 航 歴 の な い Ｅ 型 肝 炎 発 症
患 者 か ら は Genotype IIIが 検 出 さ れ て い る (Takahashi M, et al. : Identification of t
wo distinct genotypes of hepatitis E virus in a Japanese patient with acute hepa
titis who had not traveled abroad. J Gen Virol. 83: 1931-1940, 2002)。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 HEV遺 伝 子 は プ ラ ス セ ン ス の １ 本 鎖 RNAか ら 成 り 立 つ 。 全 長 は 約 7200塩 基 で 更 に こ の 3'端
に ポ リ A配 列 が 付 着 し て い る 。 読 み 取 り 枠 （ ORF） は ３ つ あ り 、 ORF1、 ORF3、 ORF2の 順 に 一
部 重 複 し な が ら 配 列 し て い る 。 ORF1は 約 5000塩 基 、 ORF2は 約 2000塩 基 、 ORF3は 369塩 基 で
あ る 。 ORF3は 、 ORF1と 1塩 基 重 複 し 、 ORF2と は 328塩 基 重 複 し て い る 。 ORF1は 非 構 造 蛋 白 質
を コ ー ド し 、 ORF2は 構 造 蛋 白 質 を コ ー ド し て い る 。 一 方 、 ORF3に コ ー ド さ れ る 蛋 白 質 の 機
能 は 不 明 で あ る 。
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【 ０ ０ ０ ５ 】
　 ORF1を コ ー ド し て い る ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 を 解 析 す る と 、 メ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー
ゼ 、 パ パ イ ン 様 シ ス テ イ ン プ ロ テ ア ー ゼ 、 ヘ リ カ ー ゼ 、 RNA依 存 性 RNAポ リ メ ラ ー ゼ の 各 ド
メ イ ン が 存 在 す る 。 こ れ ら 非 構 造 蛋 白 質 の 様 々 な 酵 素 活 性 が HEV遺 伝 子 の 複 製 や 発 現 、 粒
子 形 成 等 に 関 与 し 、 ウ イ ル ス 増 殖 を 可 能 に し て い る 。 ORF2か ら 発 現 す る 蛋 白 質 は 構 造 蛋 白
質 を 形 成 す る ユ ニ ッ ト に な る 。 こ の 構 造 蛋 白 質 に は 少 な く と も ２ 個 の Ｂ 細 胞 エ ピ ト ー プ （
抗 原 決 定 基 ） が 存 在 す る 。 ORF3の 配 列 は 短 く 、 わ ず か 123個 の ア ミ ノ 酸 を コ ー ド す る に す
ぎ な い 。 機 能 蛋 白 質 と し て は 短 い が 、 患 者 血 清 中 に こ の 蛋 白 質 と 反 応 す る 抗 体 が 検 出 さ れ
る 事 か ら 何 等 か の 機 能 を 有 す る も の と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 現 在 、 日 本 で も HEVの 感 染 例 が 多 数 報 告 さ れ て い る の で 、 HEVの 検 出 法 、 抗 体 価 の 測 定 法
の 開 発 が 急 務 と な っ て い る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 Ｅ 型 肝 炎 の 診 断 は 、 現 在 の と こ ろ 酵 素 抗 体 法 （ ELISA） に よ る 抗 体 測 定 法 に よ っ て 行 わ
れ て い る 。 Reyes ら は Abbott社 と 共 同 し て 融 合 発 現 蛋 白 質 (Yabough PO, et al. : Hepati
tis E virus: identification of typecommon epitopes. J Viol. 65: 5790-5797, 1991)
、 内 田 ら は 化 血 研 と 共 同 し て 合 成 ペ プ チ ド を そ れ ぞ れ 抗 原 に 使 用 し た 抗 HEV特 異 抗 体 検 出
系 を 構 築 し て い る (Uchida T, et al. : An epidemic outbreak of hepatitis E in Yango
n of Myanmar : antibody assay and animal transmission of the virus. Acta Pathol 
Jpn. 43: 94-98, 1993)。  ま た 、 HEV構 造 蛋 白 質 全 長 (ORF2)を バ キ ュ ロ ウ イ ル ス で 発 現 し
て い る 例 も あ る (Tsarev SA, et al. : ELISA for antibody to hepatitis E virus (HEV)
 based on complete open reading frame-2 protein expressed in insect cells : iden
tification of HEV infection in primates. J Infect Dis. 168: 369-378, 1993) 。 し
か し 、 こ れ ら の 各 特 異 抗 体 検 出 系 に は そ れ ぞ れ 問 題 点 が 存 在 す る 。 大 腸 菌 に よ る 融 合 蛋 白
質 を 用 い た 抗 体 検 出 系 で は 、 偽 陽 性 に な る こ と が 多 く 、 ま た 、 合 成 ペ プ チ ド を 用 い た 特 異
抗 体 検 出 系 は 偽 陰 性 が 検 出 さ れ る 状 況 に あ る （ 内 田 俊 和 ： Ｅ 型 肝 炎 ウ イ ル ス の 分 子 生 物 学
的 研 究 ： 日 本 臨 床 53巻  901-905： 1995増 刊 号 ） 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 近 年 で は 、 HEVの 構 造 蛋 白 質 の 一 部 (ORF2)を バ キ ュ ロ ウ イ ル ス で 発 現 す る こ と で ウ イ ル
ス 様 中 空 粒 子 を 作 製 し 、 そ の 粒 子 を 精 製 し 感 度 の 優 れ た ELISA法 を 確 立 し た と い う 報 告 が
あ る （ 非 特 許 文 献 １ 、 非 特 許 文 献 ２ 、 特 許 文 献 １ ） 。
　 な お 、 先 に 報 告 さ れ た HEVの 構 造 蛋 白 質 の 一 部 (ORF2)の 塩 基 配 列 は 、 岡 本 ら の 方 法 に 従
っ て 系 統 解 析 し た 結 果 、 現 在 公 知 で あ る HEVの Genotypeの う ち 、 Genotype Iで あ る こ と が
判 明 し て い る (Okamoto H, et al. : Analysis of the complete genome of indigenous s
wine hepatitis E virus isolated in Japan. Biochem Biophys Res Com. 289: 929-936,
 2001)。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 し か し 、 先 に 報 告 さ れ た HEVの Genotypeと は 異 な る HEVに つ い て は 、 未 だ ウ イ ル ス 様 中 空
粒 子 を 作 製 し た と す る 報 告 は な く 、 ウ イ ル ス 様 中 空 粒 子 の Genotype間 に お け る 抗 原 性 に つ
い て は 不 明 な ま ま で あ る 。
【 非 特 許 文 献 １ 】 T-C Li, et al. : J virol 71 : 7207-7213 (1997)
【 非 特 許 文 献 ２ 】 T-C Li, et al. : J med virol 62 : 327-333 (2000)
【 特 許 文 献 １ 】 特 開 平 10-234383号 公 開 公 報
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 は 、 HEVに 関 し 、 公 知 の Genotype Iと は 異 な る 遺 伝 子 配 列 を 有 す る Genotype I及
び 他 の Genotypeに つ い て ウ イ ル ス 様 中 空 粒 子 を 作 製 し 、 中 空 粒 子 の Genotype間 に お け る 抗
原 性 を 解 明 す る こ と を 課 題 と す る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
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【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 鋭 意 研 究 を 重 ね た 結 果 、 HEVの Genotype I、 Genotype III及 び  Genotype
 IV検 出 株 由 来 の RNAか ら そ れ ぞ れ ウ イ ル ス 様 中 空 粒 子 の 作 製 を 試 み 、 非 特 許 文 献 １ ， ２ 及
び 特 許 文 献 １ で 報 告 さ れ た も の と は 遺 伝 子 配 列 が 異 な る Genotype Iと 、 こ れ ま で に 報 告 例
の な い Genotype III及 び Genotype IVの ウ イ ル ス 様 中 空 粒 子 を 作 製 す る こ と に 成 功 し 、 本
発 明 を 完 成 し た 。 さ ら に 、 そ れ ら の ウ イ ル ス 様 中 空 粒 子 に つ い て 、 各 々 の 抗 原 性 を 比 較 し
、 そ の 利 用 方 法 に つ い て も 検 討 し た 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 す な わ ち 本 発 明 は 以 下 よ り な る 。
１ ． Ｅ 型 肝 炎 ウ イ ル ス （ Genotype III） の 抗 原 性 を 保 持 す る Ｅ 型 肝 炎 ウ イ ル ス 様 中 空 粒 子
。
２ ． Ｅ 型 肝 炎 ウ イ ル ス （ Genotype IV） の 抗 原 性 を 保 持 す る Ｅ 型 肝 炎 ウ イ ル ス 様 中 空 粒 子
。
３ ． 以 下 に 示 す い ず れ か の ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る Ｅ 型 肝 炎 ウ イ ル ス の 抗 原 性 を 保 持 す る ポ リ
ペ プ チ ド を 含 む Ｅ 型 肝 炎 ウ イ ル ス 様 中 空 粒 子 ；
１ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ８ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 。
２ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ８ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の う ち １ ～ ４ ０ 個 の ア ミ ノ 酸 が 、 置 換 、
欠 失 、 挿 入 又 は 付 加 さ れ た 配 列 で あ っ て 、 か つ 配 列 表 の 配 列 番 号 ８ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配
列 の う ち 第 ４ ０ ６ 番 目 の ア ミ ノ 酸 が ア ラ ニ ン で あ る ア ミ ノ 酸 配 列 。
３ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ８ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 と ８ ０ ％ 以 上 の 相 同 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸
配 列 で あ っ て 、 か つ 配 列 表 の 配 列 番 号 ８ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の う ち 第 ４ ０ ６ 番 目 の ア
ミ ノ 酸 が ア ラ ニ ン で あ る ア ミ ノ 酸 配 列 。
４ ． 以 下 に 示 す い ず れ か の ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る Ｅ 型 肝 炎 ウ イ ル ス の 抗 原 性 を 保 持 す る ポ リ
ペ プ チ ド を 含 む Ｅ 型 肝 炎 ウ イ ル ス 様 中 空 粒 子 ；
１ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ０ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 。
２ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ０ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の う ち １ ～ ４ ０ 個 の ア ミ ノ 酸 が 、 置 換
、 欠 失 、 挿 入 又 は 付 加 さ れ た 配 列 か ら な る ア ミ ノ 酸 配 列 。
３ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ０ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 と ８ ０ ％ 以 上 の 相 同 性 を 有 す る ア ミ ノ
酸 配 列 。
５ ． 以 下 に 示 す い ず れ か の ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る Ｅ 型 肝 炎 ウ イ ル ス の 抗 原 性 を 保 持 す る ポ リ
ペ プ チ ド を 含 む Ｅ 型 肝 炎 ウ イ ル ス 様 中 空 粒 子 ；
１ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ２ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 。
２ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ２ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の う ち １ ～ ４ ０ 個 の ア ミ ノ 酸 が 、 置 換
、 欠 失 、 挿 入 又 は 付 加 さ れ た 配 列 か ら な る ア ミ ノ 酸 配 列 。
３ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ２ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 と ８ ０ ％ 以 上 の 相 同 性 を 有 す る ア ミ ノ
酸 配 列 。
６ ． Ｅ 型 肝 炎 ウ イ ル ス （ Genotype III） の 抗 原 性 を 保 持 す る ポ リ ペ プ チ ド を 含 む Ｅ 型 肝 炎
ウ イ ル ス 様 中 空 粒 子 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 。
７ ． 前 記 Ｄ Ｎ Ａ が 、 Ｅ 型 肝 炎 ウ イ ル ス （ Genotype III） を コ ー ド す る 遺 伝 子 の う ち 、 ORF2
を 構 成 す る Ｄ Ｎ Ａ か ら 選 択 さ れ る 前 項 ６ に 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ 。
８ ． Ｅ 型 肝 炎 ウ イ ル ス （ Genotype IV） の 抗 原 性 を 保 持 す る ポ リ ペ プ チ ド を 含 む Ｅ 型 肝 炎
ウ イ ル ス 様 中 空 粒 子 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 。
９ ． 前 記 Ｄ Ｎ Ａ が 、 Ｅ 型 肝 炎 ウ イ ル ス （ Genotype IV） を コ ー ド す る 遺 伝 子 の う ち 、 ORF2
を 構 成 す る Ｄ Ｎ Ａ か ら 選 択 さ れ る 前 項 ８ に 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ 。
１ ０ ． Ｅ 型 肝 炎 ウ イ ル ス の 抗 原 性 を 保 持 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 以 下 に 示 す い ず れ
か の Ｄ Ｎ Ａ ；
１ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ７ で 表 さ れ る 塩 基 配 列 か ら な る Ｄ Ｎ Ａ 及 び ／ 又 は そ の 相 補 鎖 。
２ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ８ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 及 び ／ 又 は そ の 相 補
鎖 。
３ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ８ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の う ち １ ～ ４ ０ 個 の ア ミ ノ 酸 が 、 置 換 、
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欠 失 、 挿 入 又 は 付 加 さ れ た 配 列 で あ っ て 、 か つ 配 列 表 の 配 列 番 号 ８ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配
列 の う ち 第 ４ ０ ６ 番 目 の ア ミ ノ 酸 が ア ラ ニ ン で あ る ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 及 び
／ 又 は そ の 相 補 鎖 。
４ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ８ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 と ８ ０ ％ 以 上 の 相 同 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸
配 列 で あ っ て 、 か つ 配 列 表 の 配 列 番 号 ８ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の う ち 第 ４ ０ ６ 番 目 の ア
ミ ノ 酸 が ア ラ ニ ン で あ る ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 及 び ／ 又 は そ の 相 補 鎖 。
５ ） Ｅ 型 肝 炎 ウ イ ル ス の Genotype Iの ORF2か ら 選 択 さ れ る 領 域 の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す
る Ｄ Ｎ Ａ 及 び ／ 又 は そ の 相 補 鎖 。
１ １ ． Ｅ 型 肝 炎 ウ イ ル ス の 抗 原 性 を 保 持 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 以 下 に 示 す い ず れ
か の Ｄ Ｎ Ａ ；
１ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ９ で 表 さ れ る 塩 基 配 列 か ら な る Ｄ Ｎ Ａ 及 び ／ 又 は そ の 相 補 鎖 。
２ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ０ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 及 び ／ 又 は そ の 相
補 鎖 。
３ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ０ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の う ち １ ～ ４ ０ 個 の ア ミ ノ 酸 が 、 置 換
、 欠 失 、 挿 入 又 は 付 加 さ れ た 配 列 か ら な る ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 及 び ／ 又 は そ
の 相 補 鎖 。
４ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ０ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 と ８ ０ ％ 以 上 の 相 同 性 を 有 す る ア ミ ノ
酸 配 列 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 及 び ／ 又 は そ の 相 補 鎖 。
５ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ３ 及 び ４ で 表 さ れ る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド か ら な る プ ラ イ マ ー の い ず
れ か １ 種 又 は 両 方 を プ ラ イ マ ー セ ッ ト と し て 使 用 し 、 遺 伝 子 増 幅 方 法 に よ り 増 幅 さ れ た Ｄ
Ｎ Ａ 及 び ／ 又 は そ の 相 補 鎖 。
１ ２ ． Ｅ 型 肝 炎 ウ イ ル ス の 抗 原 性 を 保 持 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 以 下 に 示 す い ず れ
か の Ｄ Ｎ Ａ ；
１ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ １ で 表 さ れ る 塩 基 配 列 か ら な る Ｄ Ｎ Ａ 及 び ／ 又 は そ の 相 補 鎖 。
２ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ２ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 及 び ／ 又 は そ の 相
補 鎖 。
３ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ２ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の う ち １ ～ ４ ０ 個 の ア ミ ノ 酸 が 、 置 換
、 欠 失 、 挿 入 又 は 付 加 さ れ た 配 列 か ら な る ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 及 び ／ 又 は そ
の 相 補 鎖 。
４ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ２ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 と ８ ０ ％ 以 上 の 相 同 性 を 有 す る ア ミ ノ
酸 配 列 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 及 び ／ 又 は そ の 相 補 鎖 。
５ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ５ 及 び ６ で 表 さ れ る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド か ら な る プ ラ イ マ ー の い ず
れ か １ 種 又 は 両 方 を プ ラ イ マ ー セ ッ ト と し て 使 用 し 、 遺 伝 子 増 幅 方 法 に よ り 増 幅 さ れ た Ｄ
Ｎ Ａ 及 び ／ 又 は そ の 相 補 鎖 。
１ ３ ． 前 項 ６ ～ １ ２ の 何 れ か １ に 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ を 含 有 す る 組 換 え ベ ク タ ー 。
１ ４ ． 前 項 １ ３ に 記 載 の 組 換 え ベ ク タ ー で 形 質 転 換 さ れ た 形 質 転 換 体 。
１ ５ ． 前 項 １ ４ に 記 載 の 形 質 転 換 体 を 培 養 す る 工 程 を 含 む 前 項 １ ～ ５ の い ず れ か １ に 記 載
の ウ イ ル ス 様 中 空 粒 子 の 製 造 方 法 。
１ ６ ． 前 項 １ ～ ５ の い ず れ か １ に 記 載 の ウ イ ル ス 様 中 空 粒 子 又 は 前 項 ６ ～ １ ２ の い ず れ か
１ に 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ を 利 用 し て 発 現 さ れ た ウ イ ル ス 様 中 空 粒 子 を 免 疫 原 と し 、 Ｅ 型 肝 炎 ウ イ
ル ス を 免 疫 学 的 に 認 識 す る 抗 Ｅ 型 肝 炎 ウ イ ル ス 抗 体 。
１ ７ ． 前 項 １ ６ に 記 載 の 抗 体 が 、 Ｅ 型 肝 炎 ウ イ ル ス の Genotype I、 III又 は IVを 識 別 し う
る 抗 体 で あ る 抗 Ｅ 型 肝 炎 ウ イ ル ス 抗 体 。
１ ８ ． 前 項 １ ６ 又 は １ ７ に 記 載 の 抗 体 が ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 又 は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ
る 抗 Ｅ 型 肝 炎 ウ イ ル ス 抗 体 。
１ ９ ． 前 項 １ ～ ５ の い ず れ か １ に 記 載 の ウ イ ル ス 様 中 空 粒 子 又 は 前 項 ６ ～ １ ２ の い ず れ か
１ に 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ を 利 用 し て 発 現 さ れ た ウ イ ル ス 様 中 空 粒 子 を 使 用 す る Ｅ 型 肝 炎 ウ イ ル ス
関 連 抗 体 の 検 出 方 法 。
２ ０ ． 前 項 ３ に 記 載 の ウ イ ル ス 様 中 空 粒 子 又 は 前 項 １ ０ に 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ を 利 用 し て 発 現 さ
れ た ウ イ ル ス 様 中 空 粒 子 を 使 用 す る Ｅ 型 肝 炎 ウ イ ル ス の Genotype I関 連 抗 体 の 検 出 方 法 。
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２ １ ． 前 項 １ 若 し く は ４ に 記 載 の ウ イ ル ス 様 中 空 粒 子 又 は 前 項 ６ 、 ７ 若 し く は １ １ に 記 載
の Ｄ Ｎ Ａ を 利 用 し て 発 現 さ れ た ウ イ ル ス 様 中 空 粒 子 を 使 用 す る Ｅ 型 肝 炎 ウ イ ル ス の Genoty
pe III関 連 抗 体 の 検 出 方 法 。
２ ２ ． 前 項 ２ 若 し く は ５ に 記 載 の ウ イ ル ス 様 中 空 粒 子 又 は 前 項 ８ 、 ９ 若 し く は １ ２ に 記 載
の Ｄ Ｎ Ａ を 利 用 し て 発 現 さ れ た ウ イ ル ス 様 中 空 粒 子 を 使 用 す る Ｅ 型 肝 炎 ウ イ ル ス の Genoty
pe IV関 連 抗 体 の 検 出 方 法 。
２ ３ ． 前 項 １ ９ ～ ２ ２ の い ず れ か １ に 記 載 の Ｅ 型 肝 炎 ウ イ ル ス 関 連 抗 体 の 検 出 方 法 に 使 用
す る Ｅ 型 肝 炎 ウ イ ル ス 関 連 抗 体 検 出 用 試 薬 又 は 該 試 薬 キ ッ ト 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 の HEVの Genotype I、 Genotype III及 び Genotype IVの ウ イ ル ス 様 中 空 粒 子 に よ り
、 今 後 Genotype特 異 的 な エ ピ ト ー プ の 存 在 が 明 ら か に さ れ 、 従 来 よ り も 正 確 な 免 疫 測 定 を
行 う こ と が で き る よ う に な り 、 HEVを Genotype別 に 詳 細 に 検 出 す る こ と が 可 能 に な る 。 ま
た 、 Genotype別 の ウ イ ル ス 様 中 空 粒 子 の 形 成 過 程 を 明 ら か に す る こ と で 、 感 染 発 症 時 期 の
特 定 や 粒 子 形 成 の 抑 制 等 が 可 能 と な り 、 多 種 多 様 な HEVワ ク チ ン を 開 発 す る こ と も 可 能 に
な る と 考 え ら れ る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 の Ｅ 型 肝 炎 ウ イ ル ス (HEV)様 中 空 粒 子 は 、 以 下 に 示 す 方 法 に よ り 調 製 す る こ と が
で き る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
（ HEVの RNA抽 出 ）
　 HEVは 、 HEVに 感 染 し た ヒ ト を 含 む 動 物 、 例 え ば Ｅ 型 肝 炎 の 患 者 の 血 液 、 血 漿 、 血 清 、 便
、 唾 液 等 の 体 液 や 患 者 の 生 体 組 織 等 か ら 分 離 し た も の を 使 用 す る こ と が で き る 。 HEVの RNA
は 、 公 知 の 技 術 、 例 え ば フ ェ ノ ー ル 抽 出 法 、 NP-40法 、 セ シ ウ ム － 超 遠 心 法 等 に よ り 抽 出
す る こ と が で き る 。 具 体 的 に は 、 市 販 の RNA抽 出 キ ッ ト で あ る ス マ イ テ ス ト Ｒ キ ッ ト （ ゲ
ノ ム サ イ エ ン ス 研 究 所 ） や RNeasy Kit(QIAGEN社 )等 を 用 い て RNAを 抽 出 す る こ と が で き る
。
【 ０ ０ １ ６ 】
（ HEVの RNAに 相 補 的 な cDNAの 合 成 ）
　 上 記 方 法 に よ り 得 ら れ た HEVの RNAに 相 補 的 な cDNAの 合 成 は 、 例 え ば 逆 転 写 酵 素 を 用 い る
公 知 の 常 法 に よ り 行 う こ と が で き る 。 具 体 的 に は 、 Oligo(dT)12-18を プ ラ イ マ ー に 、 MMLV
（ イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン 社 製 ） 逆 転 写 酵 素 、 AMV(AvianMyeloblastosis Virus)(生 化 学 工 業 社
製 ) 由 来 逆 転 写 酵 素 等 を 用 い て cDNAを 合 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
（ HEV cDNAの ク ロ ー ニ ン グ ）
　 本 発 明 の 目 的 は 、 HEVの 抗 原 性 を 有 す る ウ イ ル ス 様 中 空 粒 子 を 得 る こ と で あ る た め 、 最
終 的 に は 該 中 空 粒 子 を 構 成 し う る 領 域 、 例 え ば HEVを コ ー ド す る 遺 伝 子 の ORF2を 構 成 す る
蛋 白 質 の N末 端 か ら 111の ア ミ ノ 酸 を 欠 損 さ せ た 領 域 を コ ー ド す る DNA(1650bp)、 具 体 的 に
は Genotype Iに つ い て は 、 配 列 表 の 配 列 番 号 ７ に 記 載 の 塩 基 配 列 を 含 む DNAの 領 域 、 Genot
ype IIIに つ い て は 、 配 列 表 の 配 列 番 号 ９ に 記 載 の 塩 基 配 列 を 含 む DNAの 領 域 、 Genotype I
Vに つ い て は 、 配 列 表 の 配 列 番 号 １ １ に 記 載 の 塩 基 配 列 を 含 む DNAの 領 域 の 蛋 白 質 を 発 現 す
る こ と が で き れ ば 良 い 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 の ウ イ ル ス 様 中 空 粒 子 を 調 製 す る た め に 、 HEVの Genotype Iに つ い て は
、 以 下 の １ ） ～ ３ ） の 何 れ か に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る HEVの 抗 原 性 を 保 持 す る ポ リ ペ プ
チ ド を 含 む 領 域 の 蛋 白 質 を 発 現 さ せ る こ と が で き れ ば 良 い 。
１ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ８ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 。
２ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ８ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の う ち １ ～ ４ ０ 個 の ア ミ ノ 酸 が 、 置 換 、
欠 失 、 挿 入 又 は 付 加 さ れ た 配 列 で あ っ て 、 か つ 配 列 表 の 配 列 番 号 ８ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配
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列 の う ち 第 ４ ０ ６ 番 目 の ア ミ ノ 酸 が ア ラ ニ ン で あ る ア ミ ノ 酸 配 列 。
３ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ８ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 と ８ ０ ％ 以 上 の 相 同 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸
配 列 で あ っ て 、 か つ 配 列 表 の 配 列 番 号 ８ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の う ち 第 ４ ０ ６ 番 目 の ア
ミ ノ 酸 が ア ラ ニ ン で あ る ア ミ ノ 酸 配 列 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 ま た 、 HEVの Genotype IIIに つ い て は 、 以 下 の １ ） ～ ３ ） の 何 れ か に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列
で あ る HEVの 抗 原 性 を 保 持 す る ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 領 域 の 蛋 白 質 を 発 現 さ せ る こ と が で き
れ ば 良 い 。
１ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ０ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 。
２ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ０ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の う ち １ ～ ４ ０ 個 の ア ミ ノ 酸 が 、 置 換
、 欠 失 、 挿 入 又 は 付 加 さ れ た 配 列 か ら な る ア ミ ノ 酸 配 列 。
３ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ０ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 と ８ ０ ％ 以 上 の 相 同 性 を 有 す る ア ミ ノ
酸 配 列 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 ま た 、 HEVの Genotype IVに つ い て は 、 以 下 の １ ） ～ ３ ） の 何 れ か に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 で
あ る HEVの 抗 原 性 を 保 持 す る ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 領 域 の 蛋 白 質 を 発 現 さ せ る こ と が で き れ
ば 良 い 。
１ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ２ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 。
２ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ２ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の う ち １ ～ ４ ０ 個 の ア ミ ノ 酸 が 、 置 換
、 欠 失 、 挿 入 又 は 付 加 さ れ た 配 列 か ら な る ア ミ ノ 酸 配 列 。
３ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ２ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 と ８ ０ ％ 以 上 の 相 同 性 を 有 す る ア ミ ノ
酸 配 列 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド は 、 例 え ば 組 換 え 、 蛋 白 質 分 解 消 化 又 は 化 学 合 成 な ど の い く つ か の 方 法 に
よ っ て 作 製 し う る 。 例 え ば HEVを コ ー ド す る 遺 伝 子 の ORF2を 構 成 す る 蛋 白 質 の N末 端 か ら 11
1の ア ミ ノ 酸 を 欠 損 さ せ た ポ リ ペ プ チ ド や 、 １ ～ ４ ０ 個 の ア ミ ノ 酸 が 、 置 換 、 欠 失 、 挿 入
又 は 付 加 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド は 、 内 部 又 は 末 端 断 片 は 、 そ の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核
酸 の 一 端 （ 末 端 断 片 に 関 し て ） 又 は 両 端 （ 内 部 末 端 に 関 し て ） か ら １ つ 又 は 複 数 の ヌ ク レ
オ チ ド を 除 去 す る こ と に よ っ て 作 製 し う る 。 変 異 誘 発 DNAの 発 現 に よ っ て ポ リ ペ プ チ ド 断
片 が 産 生 さ れ る 。 こ の た め 、 「 末 端 除 去 性 （ end-nibbling） 」 前 進 性 エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ
に よ る 消 化 に よ っ て 、 一 連 の 断 片 を コ ー ド す る DNAを 作 製 す る こ と が で き る 。 ラ ン ダ ム 剪
断 、 制 限 消 化 又 は 上 記 の 方 法 の 組 み 合 わ せ に よ り 、 蛋 白 質 の 断 片 を コ ー ド す る DNAも 作 製
し う る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 の ウ イ ル ス cDNAの ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー と し て は 、 大 腸 菌 に 代 表 さ れ る 原 核 細 胞
を 宿 主 と す る プ ラ ス ミ ド 、 及 び 、 λ フ ァ ー ジ 等 に 代 表 さ れ る バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ 由 来 の ベ
ク タ ー 等 公 知 の も の を 使 用 す る 事 が 出 来 る 。 こ の 工 程 で は ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー と そ の 宿
主 細 胞 と を 適 当 に 組 み 合 わ せ て 使 用 す る 事 が 望 ま し い 。 ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー の 具 体 的 な
例 と し て は 、 pBR322, pBR325, pBR327, pBR328, pUC7, pUC8, pUC9, pUC19等 が 例 示 さ れ
る 。 遺 伝 子 の 挿 入 方 法 は 公 知 の 常 法 に 従 え ば よ い 。 こ れ ら の ベ ク タ ー の 構 築 に あ た っ て は
、 遺 伝 子 操 作 を 容 易 に 行 う こ と が で き る 大 腸 菌 系 を 使 用 す る 事 が 望 ま し い 。 ま た 、 使 用 す
る プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー は 特 に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 当 該 ウ イ ル ス cDNAの ク ロ ー ニ ン グ の た め に 必 要 に 応 じ て 制 限 酵 素 サ イ ト を 付 加 す る こ と
が で き る 。 主 な 制 限 酵 素 と し て 、 Alu I, BamH I, EcoR I, Hind II, Hind III, Not I 等
が 公 知 で あ り 、 こ れ ら の 制 限 酵 素 が 認 識 す る よ う に 制 限 酵 素 サ イ ト と し て の 塩 基 を 付 加 す
る こ と が で き る 。 例 え ば TAク ロ ー ニ ン グ の 場 合 に は 、 プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー に お い て 3'末 端
に T塩 基 を 突 出 さ せ る た め に 、 Sma I等 で 消 化 し て dTTPを 付 加 す る 、 又 は Xba I等 で 消 化 す
る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
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　 ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー に 挿 入 す る 遺 伝 子 を 調 製 す る た め に 、 Genotype別 に 設 計 し た プ ラ
イ マ ー セ ッ ト を 用 い て PCR法 に よ る ウ イ ル ス 遺 伝 子 の 増 幅 を 行 う こ と が で き る 。 具 体 的 に
は 配 列 番 号 １ (foreword primer)及 び 配 列 番 号 ２ (reverse primer)、 配 列 番 号 ３ (foreword
 primer)及 び 配 列 番 号 ４ (reverse primer)、 並 び に 配 列 番 号 ５ (foreword primer)及 び 配
列 番 号 ６ (reverse primer)を 各 Genotypeの プ ラ イ マ ー セ ッ ト と し て 例 示 し 、 使 用 す る こ と
が で き る 。 こ こ に お い て 、 各 配 列 中 下 線 を 施 し た 配 列 の 部 分 は 、 特 定 の 制 限 酵 素 を 認 識 す
る 配 列 で あ り 、 そ の 配 列 の 3'末 端 側 に 蛋 白 質 の 翻 訳 開 始 領 域 又 は 、 蛋 白 質 発 現 終 止 領 域 を
認 識 す る 配 列 を 含 む 配 列 を 例 示 す る 。 特 定 の 制 限 酵 素 を 認 識 す る 配 列 を 含 む プ ラ イ マ ー は
、 必 ず し も 必 要 と い う わ け で は な い 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
(Genotype I)
　 HEV-D13 5'-AA ATGGCGGTCGCTCCAGCCCATGACACCCCGCCAGT-3'（ 配 列 番 号 １ ）
　 HEV-U14 5'-GG CTATAACTCCCGAGTTTTACCCACCTTCATCTT-3'　 （ 配 列 番 号 ２ ）
(Genotype III)
　 HEV-D110 5'-AA ATGGCTACATCACCAGCCCCTGATAC-3'　 　 　 　 （ 配 列 番 号 ３ ）
　 HEV-U84 5'-AAGTC TTAAGACTCCCGGGTTTTACCTACCT-3'　 　 　 （ 配 列 番 号 ４ ）
(Genotype IV)
　 HEV-D99 5'-AA ATGGCTGTAGCCCCAGCTCCCGA-3'　 　 　 　 　 　 （ 配 列 番 号 ５ ）
　 HEV-U69 5'-TCAATACTCCCGGGTTTTACCCA-3'　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 （ 配 列 番 号 ６ ）
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 上 記 プ ラ イ マ ー セ ッ ト 及 び 耐 熱 性 ポ リ メ ラ ー ゼ 、 例 え ば Ex taq（ TaKaRa社 製 ） を 用 い た
PCRの 公 知 の 手 法 に よ り 、 TAク ロ ー ニ ン グ に 必 要 な 領 域 を 増 幅 す る こ と が で き る 。 具 体 的
に は 、 例 え ば GeneAmp PCR System9600（ PRKIN ELMER） を 用 い 、 96℃ 、 2分 保 温 後 、 95℃ 30
秒 で 変 性 、 55℃ 30秒 で ア ニ ー リ ン グ 、 72℃ 60秒 で 伸 長 を 35サ イ ク ル 行 う こ と に よ り 所 望 の
領 域 の 遺 伝 子 を 増 幅 す る こ と が で き る 。 次 に 、 増 幅 産 物 に つ い て １ ％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気
泳 動 を 行 い 、 目 的 の バ ン ド （ 約 1700bp） を 切 り 出 す こ と が で き る 。 該 切 り 出 し た ア ガ ロ ー
ス ゲ ル を Ultrafree T M -DA（ MILLIPORE） を 用 い て 、 5,000× gで 10分 間 遠 心 し 、 ゲ ル 中 よ り P
CR増 幅 産 物 を 抽 出 す る 。 抽 出 し た PCR増 幅 産 物 を 、 Microcon YM-100（ MILLIPORE） を 使 用
し て 1,000× gで 15分 遠 心 し 、 精 製 濃 縮 す る 。 必 要 に 応 じ て 、 TAク ロ ー ニ ン グ に 必 要 な 塩 基
を 付 加 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 そ の 後 、 ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー pCR2.1（ イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン 社 製 ） に Genotype I、 III及
び IVに 関 す る 上 記 精 製 濃 縮 し て 得 た 増 幅 産 物 を 組 み 込 み 、 TAク ロ ー ニ ン グ に よ り 各 Genoty
peの プ ラ ス ミ ド ク ロ ー ン を 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
（ HEVの ORF2遺 伝 子 （ N末 端 111ア ミ ノ 酸 欠 損 領 域 ） の 発 現 ）
a)　 上 記 ク ロ ー ニ ン グ で 得 た プ ラ ス ミ ド ク ロ ー ン を 、 公 知 の 情 報 に よ り 行 わ れ る 発 現 系 （
プ ロ モ ー タ ー 、 シ グ ナ ル 配 列 な ど ） を 利 用 し て 発 現 さ せ る こ と が で き る 。
　 例 え ば 、 BamH I及 び Not Iや Sma I及 び Xba I等 の 制 限 酵 素 認 識 部 位 の 領 域 を 含 む プ ラ イ
マ ー で 増 幅 し た 産 物 か ら 得 ら れ た 該 プ ラ ス ミ ド ク ロ ー ン を 、 制 限 酵 素 で あ る BamH I及 び No
t Iや Sma I及 び Xba I等 で 消 化 切 断 し 、 上 記 と 同 様 に ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 を 行 う こ と
で 、 必 要 な 領 域 、 例 え ば HEVの ORF2の N末 端 か ら 111ア ミ ノ 酸 を 欠 損 さ せ た 領 域 の 遺 伝 子 を
精 製 し て 得 る こ と が で き る 。 な お 、 ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー 作 製 用 プ ラ イ マ ー に つ い て 、 翻
訳 開 始 及 び 終 止 領 域 を 認 識 す る 領 域 が 含 ま れ て い な い 場 合 に は 、 遺 伝 子 を 発 現 さ せ る た め
に 、 ORF2の 目 的 の 断 片 の 前 後 に フ レ ー ム を 予 め 合 わ せ た 上 で 、 例 え ば 遺 伝 子 の 翻 訳 開 始 及
び 終 止 領 域 を 補 充 す る こ と が 必 要 で あ る 。 こ れ ら の 領 域 の 補 充 は 、 公 知 の 通 常 の 方 法 に よ
り 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
b)　 上 記 の 必 要 な 遺 伝 子 を 発 現 ベ ク タ ー 系 に 導 入 し て 、 発 現 系 を 構 築 す る 。 発 現 ベ ク タ ー
系 へ の 遺 伝 子 の 導 入 は 公 知 の 手 法 に よ り 行 う こ と が で き 、 発 現 ベ ク タ ー 系 の 構 築 に は 、 公
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知 の ベ ク タ ー を 用 い る こ と が で き る が 、 例 え ば バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 用 ト ラ ン ス フ ァ ー ベ ク タ
ー を 用 い る こ と が 好 ま し い 。 ト ラ ン ス フ ァ ー ベ ク タ ー と し て は 、 pAcYM1(J. General Viro
logy, Vol.68, pp.1233-1250, 1987)、 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス ト ラ ン ス フ ァ ー ベ ク タ ー pVL1393
（ PHAMINGEN社 製 ） な ど が 例 示 さ れ 、 市 販 の も の を 用 い る こ と も で き る 。 ベ ク タ ー は 、 具
体 的 に は プ ロ モ ー タ ー 、 シ グ ナ ル 配 列 、 リ ボ ソ ー ム 結 合 部 位 、 転 写 終 結 配 列 （ タ ー ミ ネ ー
タ ー ） を 有 す る 。 ま た 宿 主 で あ る 形 質 転 換 細 胞 中 で 表 現 型 の 選 択 が 可 能 と な る マ ー カ ー の
配 列 を 有 し て い て も よ い 。 さ ら に 高 産 生 系 と し て 、 ジ ヒ ド ロ 葉 酸 還 元 酵 素 （ DHFR） 遺 伝 子
を 用 い る こ と も で き る 。 必 要 に 応 じ て 、 制 限 酵 素 、 例 え ば BamH I及 び Not Iや Sma I及 び Xb
a I等 で 消 化 切 断 し た ベ ク タ ー を 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
c)　 発 現 ベ ク タ ー 系 の 取 得 は 、 公 知 の 常 法 に よ り 行 う こ と が で き る 。 例 え ば 、 組 換 え バ キ
ュ ロ ウ イ ル ス は 、 必 要 な 遺 伝 子 を 組 み 込 ん だ ト ラ ン ス フ ァ ー ベ ク タ ー と 直 鎖 状 バ キ ュ ロ ウ
イ ル ス DNAを 、 昆 虫 細 胞 に コ ・ ト ラ ン ス フ ェ ク ト し て 得 る こ と が で き る 。 ト ラ ン ス フ ァ ー
ベ ク タ ー と バ キ ュ ロ ウ イ ル ス が コ ・ ト ラ ン ス フ ェ ク ト 可 能 で あ る 昆 虫 細 胞 を 適 宜 使 用 す る
こ と が 望 ま し い 。 具 体 的 に は 、 Tn5細 胞 （ イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン 社 製 ） 又 は Sf9細 胞 （ イ ン ビ ト
ロ ジ ェ ン 社 製 ） 等 を 使 用 す る こ と が で き る 。 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス が 導 入 さ れ た 昆 虫 細 胞 内 で
、 ト ラ ン ス フ ァ ー ベ ク タ ー と 直 鎖 状 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス の 相 同 組 換 え に よ り 、 組 換 え バ キ ュ
ロ ウ イ ル ス を 作 製 す る こ と が で き る 。 組 換 え バ キ ュ ロ ウ イ ル ス の 作 製 に 当 た っ て は 、 バ キ
ュ ロ ウ イ ル ス の 増 殖 に 非 必 須 な 遺 伝 子 領 域 内 に HEV遺 伝 子 の ORF2の 目 的 の 断 片 を 挿 入 す る
。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 よ り 具 体 的 に は 、 組 換 え バ キ ュ ロ ウ イ ル ス は 次 の よ う に し て 作 製 す る こ と が で き る が 、
以 下 の 方 法 に 限 定 さ れ な い こ と は 言 う ま で も な い 。
　 0.5μ gの 直 鎖 状 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス DNA（ Baculo-Gold PHAMINGEN社 製 ） と 1μ gの 目 的 の 遺
伝 子 を 組 込 ん だ ト ラ ン ス フ ァ ー ベ ク タ ー pVL1393を 8μ lの 蒸 留 水 に 溶 解 し 、 2倍 希 釈 し た 等
量 の リ ポ フ ェ ク チ ン （ イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン 社 製 ） と 混 合 し て 室 温 で 15分 間 放 置 す る 。 バ キ ュ
ロ ウ イ ル ス 培 養 可 能 な 培 養 液 、 例 え ば Ex cell 405（ JRH社 製 ） 培 養 液 に 懸 濁 し た 1× 10 5 個
の 昆 虫 細 胞 、 例 え ば Sf9細 胞 を プ ラ ス テ ィ ッ ク シ ャ ー レ （ 直 径 3.5cm） 内 に 26.5℃ で 30分 間
吸 着 後 、 DNA混 合 液 を 細 胞 に 滴 下 し 26.5℃ で 培 養 す る 。 24時 間 後 、 培 養 液 を 10％ 牛 胎 児 血
清 を 含 む TC100（ GIBCO BRL社 製 ） 培 地 を 添 加 し 、 更 に 3日 間 培 養 す る 。 そ の 後 、 プ ラ ス テ
ィ ッ ク シ ャ ー レ に 培 養 し た Sf9細 胞 全 て を 25cm 2 の フ ラ ス コ に 移 し 、 10％ 牛 胎 児 血 清 を 含 む
TC100培 地 で 3日 間 培 養 し 、 そ の 上 清 を 組 換 え バ キ ュ ロ ウ イ ル ス を 含 む 種 ウ イ ル ス と す る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 次 に 、 上 記 発 現 ベ ク タ ー 系 を 用 い て 発 現 系 の 構 築 を 行 う 。 こ の 工 程 に お け る 形 質 転 換 体
の 取 得 は 、 公 知 の 常 法 に よ り 行 う こ と が で き る 。 形 質 転 換 体 の た め の 宿 主 細 胞 と し て は 、
例 え ば 昆 虫 細 胞 、 例 え ば Tn5細 胞 等 を 使 用 す る こ と が で き る 。
　 具 体 的 に は 、 次 の よ う に し て 発 現 系 を 構 築 す る こ と が で き る が 、 以 下 の 方 法 に 限 定 さ れ
な い こ と は 言 う ま で も な い 。 上 記 の よ う に し て 得 ら れ た 発 現 ベ ク タ ー 系 と し て の 種 ウ イ ル
ス 液 を 、 昆 虫 細 胞 に 対 し て MOI(Multiplicity of infection)10で 感 染 さ せ る 。 感 染 は 、 組
換 え ウ イ ル ス 液 を 細 胞 に 滴 下 さ せ 、 静 か に 振 と う さ せ な が ら 約 30分 程 度 吸 着 さ せ る こ と に
よ り 行 う こ と が で き る 。 そ の 後 、 感 染 し た 昆 虫 細 胞 を 必 要 に 応 じ て 2～ 7日 間 、 26.5℃ で 培
養 し 、 HEVの Genotype I、 Genotype III又 は Genotype IVの ORF2遺 伝 子 （ N末 端 111ア ミ ノ 酸
欠 損 領 域 ） の 発 現 を 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
（ 発 現 蛋 白 質 の 同 定 ）
　 発 現 し て 得 ら れ た 蛋 白 質 が 、 本 発 明 の HEVの Genotype I、 III及 び IVに 関 す る HEV抗 原 性
を 有 す る 蛋 白 質 で あ る か ど う か を 確 認 す る こ と が 必 要 で あ る 。 確 認 は 、 公 知 の 常 法 に よ り
行 う こ と が で き 、 例 え ば ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ や SDS-PAGEな ど に よ り 行 う こ と が で き
る 。 具 体 的 に は 、 次 の 手 法 に よ り 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
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　 上 記 説 明 し た 組 換 え ウ イ ル ス 感 染 培 養 細 胞 の 培 養 上 清 、 及 び 該 培 養 上 清 を 100,000× gで
2時 間 超 遠 心 し た 沈 渣 を 経 時 的 に 採 取 し 、 こ れ ら の 採 取 し た 試 料 を SDS-PAGEで 展 開 さ せ 、
蛋 白 質 を ク マ シ ー ブ リ リ ア ン ト ブ ル ー 染 色 で 検 出 し 、 予 想 さ れ る 分 子 量 の 妥 当 性 を 検 討 す
る 。 本 発 明 の HEVの Genotype I、 III及 び IVに 関 す る ORF2の N末 端 か ら 111ア ミ ノ 酸 を 欠 損 さ
せ た 領 域 (1650bp)に 係 る 蛋 白 質 の 場 合 で は 、 分 子 量 は 約 58kDaで あ る 。 昆 虫 細 胞 内 で 58kDa
の 蛋 白 質 を 発 現 さ せ た 後 、 細 胞 内 で 何 か し ら の 影 響 を 受 け 発 現 蛋 白 質 が C末 端 か ら 切 断 さ
れ 、 約 50kDaの 蛋 白 質 と な る 事 で ウ イ ル ス 様 中 空 粒 子 を 形 成 す る 。 該 蛋 白 質 を SDS-PAGEで
展 開 さ せ た 後 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 に 転 写 し 、 Ｅ 型 肝 炎 患 者 急 性 期 血 清 を 用 い て ウ エ ス タ
ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 法 で 発 現 蛋 白 質 を 同 定 す る こ と が で き る 。
　 さ ら に 、 培 養 上 清 を 100,000× gで 2時 間 超 遠 心 し た 沈 渣 に 関 し て は ウ ラ ニ ル 酢 酸 で ネ ガ
テ ィ ブ 染 色 し 、 電 子 顕 微 鏡 で 検 鏡 し 直 接 ウ イ ル ス 様 粒 子 を 検 出 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
（ HEV（ Genotype I、 III及 び  IV） の 各 ウ イ ル ス 様 中 空 粒 子 の 精 製 ）
　 本 発 明 の ウ イ ル ス 様 中 空 粒 子 を 得 る た め に 、 上 記 確 認 し た 蛋 白 質 を 精 製 す る こ と が 必 要
で あ る 。 蛋 白 質 の 精 製 は 、 公 知 の 常 法 に よ り 行 う こ と が で き る 。 例 え ば 次 の よ う に し て 精
製 す る こ と が で き る が 、 以 下 の 方 法 に 限 定 さ れ な い こ と は 言 う ま で も な い 。
　 組 換 え ウ イ ル ス を 感 染 さ せ 培 養 し た Tn5細 胞 の 培 養 液 80mlを 10,000× gで 30分 間 遠 心 し 、
培 養 液 か ら バ キ ュ ロ ウ イ ル ス と Tn5細 胞 を 取 り 除 く 。 前 記 遠 心 に よ り 得 ら れ た 上 清 を 、 100
,000× gで 3時 間 超 遠 心 し て ウ イ ル ス 様 中 空 粒 子 を 沈 渣 と し て 回 収 す る 。 該 沈 渣 を 400μ lの
Ex cell 405（ JRH社 製 ） 培 養 液 に 懸 濁 し 、 100,000× gで 24時 間 、 塩 化 セ シ ウ ム 平 衡 密 度 勾
配 遠 心 法 を 行 う こ と に よ り 、 HEV様 中 空 粒 子 を 比 重 約 1.3g/cm 3 の 位 置 で 白 乳 色 バ ン ド と し
て 確 認 す る こ と が で き る 。 該 白 乳 色 バ ン ド は 、 シ リ ン ジ 等 を 使 用 し て 回 収 す る こ と が で き
る 。 該 回 収 し た バ ン ド を 、 さ ら に Excell 405（ JRH社 製 ） 培 養 液 で 5倍 希 釈 し た 後 、 100,00
0× gで 3時 間 超 遠 心 し て ウ イ ル ス 様 中 空 粒 子 を 沈 渣 と し て 精 製 回 収 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
（ HEV（ Genotype I、 III及 び  IV） の 各 ウ イ ル ス 様 中 空 粒 子 に よ る 特 異 抗 体 の 検 出 ）
　 本 発 明 の ウ イ ル ス 様 中 空 粒 子 は 、 HEV抗 原 性 を 保 持 し て い る こ と が 特 徴 で あ る 。 該 ウ イ
ル ス 様 中 空 粒 子 は 、 HEV特 異 的 な IgG抗 体 及 び IgM抗 体 に 反 応 す る 。 こ れ ら の 抗 体 へ の 反 応
性 は 、 例 え ば ELISA法 等 、 公 知 の 常 法 に よ り 確 認 す る こ と が で き る 。
　 ELISA法 と し て 、 具 体 的 に 次 の 手 法 に よ り 行 う こ と が で き る 。 1)ウ イ ル ス 様 中 空 粒 子 の
マ イ ク ロ プ レ ー ト へ の 固 相 化 、 2)非 特 異 反 応 抑 制 の た め の マ イ ク ロ プ レ ー ト の ブ ロ ッ キ ン
グ 、 3)固 相 化 ウ イ ル ス 様 中 空 粒 子 （ 抗 原 ） と ヒ ト 抗 体 の 反 応 、 4)ヒ ト 抗 体 と 標 識 化 抗 ヒ ト
抗 体 の 反 応 、 5)基 質 と の 反 応 、 6)反 応 停 止 の 後 の 測 定 に よ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 よ り 具 体 的 に は 、 次 の 手 法 に よ る こ と が で き る 。
　 上 記 作 製 し た ウ イ ル ス 様 中 空 粒 子 を 50mM 炭 酸 バ ッ フ ァ ー （ pH9.5） で 希 釈 し 、 ポ リ ス チ
レ ン 平 型 マ イ ク ロ プ レ ー ト に 100ng/ウ ェ ル で 分 注 し 、 4℃ で 1晩 静 置 し 、 ウ イ ル ス 様 中 空 粒
子 を 固 相 し た マ イ ク ロ プ レ ー ト を 作 製 す る 。 次 に 該 マ イ ク ロ プ レ ー ト を 、 最 終 濃 度 0.05%
の Tween 20を 含 む PBS（ リ ン 酸 緩 衝 食 塩 水 ） 200μ l/ウ ェ ル で 3～ 5回 洗 浄 後 、 例 え ば 最 終 濃
度 10%ス キ ム ミ ル ク と 0.05% Tween 20を 含 む PBS 100μ l/ウ ェ ル を 加 え て 37℃ で 1～ 2時 間 静
置 し 、 マ イ ク ロ プ レ ー ト を ブ ロ ッ キ ン グ す る 。 次 に 、 Ｅ 型 肝 炎 患 者 血 清 （ 抗 体 ） を 1%ス キ
ム ミ ル ク と 0.05% Tween 20を 含 む PBSで 200倍 に 希 釈 し 、 そ の 100μ lを 前 記 ウ イ ル ス 様 中 空
粒 子 固 相 マ イ ク ロ プ レ ー ト の 各 ウ ェ ル に 加 え 、 固 相 し た ウ イ ル ス 様 中 空 粒 子 と 抗 体 を 37℃
で 1時 間 反 応 さ せ る 。 反 応 後 、 0.05% Tween 20を 含 む PBS 200μ l/ウ ェ ル で 3～ 5回 洗 浄 し 、
次 い で 1%ス キ ム ミ ル ク と 0.05% Tween 20を 含 む PBSで 約 1,000～ 5,000倍 に 希 釈 し た 抗 ヒ ト I
gGヤ ギ ぺ ル オ キ シ タ ー ゼ 標 識 抗 体 、 若 し く は 抗 ヒ ト IgMヤ ギ ぺ ル オ キ シ タ ー ゼ 標 識 抗 体 を 1
00μ l/ウ ェ ル 加 え 、 37℃ で 1時 間 反 応 さ せ る 。 反 応 後 、 0.05% Tween 20を 含 む PBS 200μ l/
ウ ェ ル で 5回 洗 浄 し 、 0.4mg/mlの O-フ ェ ニ レ ン ジ ア ミ ン を 含 む 、 0.05Mク エ ン 酸 -リ ン 酸 緩
衝 液 （ pH5.0） に 、 0.04％ 過 酸 化 水 素 を 加 え た 基 質 を 100μ l/ウ ェ ル 加 え 、 室 温 で 約 30分 間
反 応 さ せ る 。 反 応 後 、 4N硫 酸 を 50μ l/ウ ェ ル 加 え て 反 応 を 停 止 さ せ 、 マ イ ク ロ プ レ ー ト 用
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比 色 計 を 用 い て 、 波 長 490nmで 各 ウ ェ ル の O.D.値 を 測 定 す る 。
　 な お 、 上 記 手 法 は 以 下 に 説 明 す る 実 施 例 １ － １ ～ ２ に て 使 用 し て い る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 あ る い は 、 上 記 手 法 を 改 良 し た 次 の 手 法 に よ る こ と も で き る 。
　 上 記 作 製 し た HEV様 中 空 粒 子 を PBSで 希 釈 し 、 ポ リ ス チ レ ン 平 型 マ イ ク ロ プ レ ー ト に 200n
g/ウ ェ ル で 分 注 し 、 4℃ で 1晩 静 置 し 、 ウ イ ル ス 様 中 空 粒 子 固 相 マ イ ク ロ プ レ ー ト を 作 製 す
る 。 次 に 、 該 マ イ ク ロ プ レ ー ト に 最 終 濃 度 3%ス キ ム ミ ル ク と 0.05% Tween 20を 含 む PBS 30
0μ l/ウ ェ ル を 加 え て 37℃ で 1～ 2時 間 静 置 し 、 マ イ ク ロ プ レ ー ト の ブ ロ ッ キ ン グ を 行 う 。
マ イ ク ロ プ レ ー ト を 0.05% Tween 20を 含 む PBS 350μ l/ウ ェ ル で 3～ 5回 洗 浄 す る 。 そ の 後
、 Ｅ 型 肝 炎 患 者 血 清 （ 抗 体 ） を 1%ス キ ム ミ ル ク と 0.05% Tween 20を 含 む PBSで 200倍 に 希 釈
し 、 そ の 100μ lを HEV様 中 空 粒 子 固 相 マ イ ク ロ プ レ ー ト の ウ ェ ル に 加 え 、 37℃ で 1時 間 反 応
さ せ る 。 反 応 後 、 0.05% Tween 20を 含 む PBS 300μ l/ウ ェ ル で 5回 洗 浄 す る 。 次 い で 、 1%ス
キ ム ミ ル ク と 0.05% Tween 20を 含 む PBSで 約 1,000～ 5,000倍 に 希 釈 し た 抗 ヒ ト IgMヤ ギ ぺ ル
オ キ シ タ ー ゼ 標 識 抗 体 、 若 し く は 抗 ヒ ト IgGヤ ギ ぺ ル オ キ シ タ ー ゼ 標 識 抗 体 を 100μ l/ウ ェ
ル 加 え 、 37℃ で 1時 間 反 応 さ せ る 。 反 応 後 、 0.05% Tween 20を 含 む PBS 300μ l/ウ ェ ル で 5
回 洗 浄 す る 。 洗 浄 後 、 0.4g/Lの 3,3',5,5'-テ ト ラ メ チ ル ベ ン ジ ジ ン と 0.02%過 酸 化 水 素 を
含 む ク エ ン 酸 緩 衝 液 を 混 合 し た 基 質 を 100μ l/ウ ェ ル 加 え て 、 室 温 で 約 15分 間 反 応 さ せ る
。 反 応 後 、 1Mリ ン 酸 を 100μ l/ウ ェ ル 加 え て 反 応 を 停 止 さ せ 、 マ イ ク ロ プ レ ー ト 用 比 色 計
を 用 い て 、 波 長 450nmで 各 ウ ェ ル の O.D.値 を 測 定 す る 。
　 な お 、 上 記 手 法 は 以 下 に 説 明 す る 実 施 例 ２ － １ ～ ３ に て 使 用 し て い る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 こ れ ら の 手 法 に よ り 、 得 ら れ た ウ イ ル ス 様 中 空 粒 子 が 、 抗 HEV IgM抗 体 若 し く は 抗 HEV I
gG抗 体 に 特 異 的 で あ る か を 確 認 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
（ 抗 Ｅ 型 肝 炎 ウ イ ル ス (HEV)抗 体 ）
　 本 発 明 の 抗 Ｅ 型 肝 炎 ウ イ ル ス (HEV)抗 体 は 、 HEVを 特 異 的 に 認 識 す る 抗 体 で あ り 、 好 ま し
く は HEVの Genotype I、 III及 び IVを 識 別 し う る 抗 体 で あ る 。 か か る 抗 体 は ポ リ ク ロ ー ナ ル
抗 体 で あ っ て も 良 く 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ っ て も 良 い 。 本 発 明 の 抗 体 は IgGに 限 定 さ
れ る も の で は な く 、 IgMな ど で も よ い 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 本 発 明 の 抗 体 は 、 自 体 公 知 の 免 疫 学 的 手 法 に よ り 作 製 す る こ と が で き る 。 免 疫 原 と し て
は 、 本 発 明 の ウ イ ル ス 様 中 空 粒 子 を 使 用 す る こ と が で き 、 よ り 具 体 的 に は HEVの Genotype 
I、 III又 は IVの ウ イ ル ス 様 中 空 粒 子 を 使 用 す る こ と が で き る 。 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 自
体 公 知 の 方 法 に よ り 動 物 を 免 疫 し 、 免 疫 し た 動 物 の 血 清 な ど か ら 作 製 す る こ と が で き る 。
ま た 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 も 、 自 体 公 知 の 方 法 に よ り 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 動 物
由 来 の Ｂ リ ン パ 球 と 各 種 骨 髄 腫 細 胞 と を 融 合 し 、 抗 体 を 産 生 し う る ハ イ ブ リ ド ー マ を 得 て
作 製 す る こ と が で き る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 例 え ば ケ ー ラ ー と ミ ル シ ュ タ イ ン の 方 法
（ Kohler and Milstein, Nature 256, 495-497, 1975） に し た が っ て 作 製 す る こ と が で き
る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 な お 本 発 明 は 、 各 ウ イ ル ス 様 中 空 粒 子 調 製 に 関 連 す る 組 換 え ベ ク タ ー 、 形 質 転 換 体 、 HE
V関 連 抗 体 の 検 出 方 法 、 検 出 用 試 薬 及 び 検 出 用 試 薬 キ ッ ト に も 及 ぶ も の で あ る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 本 発 明 の 理 解 を 助 け る た め に 実 施 例 を 設 け て 詳 述 す る が 、 本 発 明 は 実 施 例 に 限 定 さ れ る
も の で は な い 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
（ 実 施 例 １ － １ ） Ｅ 型 肝 炎 ウ イ ル ス (HEV)様 中 空 粒 子 の 調 製 （ Genotype I）
　 Ｅ 型 肝 炎 (Genotype I)発 症 患 者 血 清 100μ lか ら RNA extraction kitで あ る ス マ イ テ ス ト
Ｒ キ ッ ト （ ゲ ノ ム サ イ エ ン ス 研 究 所 ） を 用 い て RNAを 抽 出 し た 。 Oligo(dT)12-18を プ ラ イ
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マ ー に 、 MMLV（ イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン 社 製 ） 逆 転 写 酵 素 を 用 い て cDNAを 合 成 し た 。
　 配 列 番 号 １ 及 び ２ に 記 載 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド か ら な る プ ラ イ マ ー を 用 い て 、 PCR法 に
よ り 増 幅 さ せ 、 上 記 精 製 濃 縮 し て 得 た Genotype Iに 関 す る ORF2の N末 端 か ら 111ア ミ ノ 酸 を
欠 損 さ せ た 領 域 の cDNAを ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー pCR2.1（ イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン 社 製 ） に 組 み 込
み 、 TAク ロ ー ニ ン グ に よ り Genotype Iの プ ラ ス ミ ド ク ロ ー ン を 得 た 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 得 ら れ た プ ラ ス ミ ド ク ロ ー ン を 、 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス ト ラ ン ス フ ァ ー ベ ク タ ー pVL1393に
組 込 み 、 直 鎖 状 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス DNA（ Baculo-Gold PHAMINGEN社 製 ） と 共 に 昆 虫 細 胞 Sf9
へ コ ・ ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し 、 組 換 え バ キ ュ ロ ウ イ ル ス を 作 製 し た 。
　 作 製 し た 組 換 え バ キ ュ ロ ウ イ ル ス を 昆 虫 細 胞 Tn5に MOI(Multiplicity of infection)10
で 感 染 さ せ て 蛋 白 質 の 発 現 を 行 い 、 組 換 え バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 感 染 培 養 細 胞 、 培 養 上 清 及 び
培 養 上 清 を 100,000× gで 2時 間 超 遠 心 し た 沈 渣 を 経 時 的 に 採 取 し た 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 こ れ ら の 採 取 し た 試 料 を SDS-PAGEに よ り 展 開 し た 後 、 蛋 白 質 を ク マ シ ー ブ リ リ ア ン ト ブ
ル ー 染 色 で 検 出 し 、 予 想 さ れ る 分 子 量 の 妥 当 性 を 検 討 し た 。
　 そ の 結 果 、 図 １ 上 に 示 す よ う に 、 組 換 え ウ イ ル ス 感 染 培 養 細 胞 で は 2日 目 か ら 58kDa付 近
に 発 現 蛋 白 質 が 確 認 さ れ 、 そ の 後 日 数 の 経 過 と と も に 昆 虫 細 胞 内 で C末 端 か ら 52個 ア ミ ノ
酸 が 切 断 さ れ る 等 の 修 飾 を 受 け 、 4日 目 か ら 50kDa付 近 に 蛋 白 質 が 確 認 さ れ る よ う に な り 、
経 時 的 に 50kDa付 近 の 蛋 白 質 へ と 移 行 す る の を 確 認 し た 。 培 養 上 清 及 び 培 養 上 清 を 100,000
× gで 2時 間 超 遠 心 し た 沈 渣 に も 同 様 に 4日 目 頃 か ら 50kDa付 近 に 蛋 白 質 が 確 認 さ れ た 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 こ の 発 現 蛋 白 質 に つ い て 塩 化 セ シ ウ ム 平 衡 密 度 勾 配 遠 心 法 を 行 っ た と こ ろ 、 比 重 約 1.3g
/cm 3 の 白 乳 色 バ ン ド と し て 確 認 す る こ と が で き 、 ウ イ ル ス 様 中 空 粒 子 と し て 回 収 す る こ と
に 成 功 し た 。 さ ら に 、 電 子 顕 微 鏡 で の 検 鏡 に お い て も 直 径 約 25nmの ウ イ ル ス 様 粒 子 を 直 接
検 出 す る こ と が で き た 。 そ の 結 果 を 写 真 図 ２ に 示 し た 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 ま た 、 経 時 的 に 採 取 し た 試 料 を SDS-PAGEで 展 開 し た 後 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 に 転 写 し 、
Ｅ 型 肝 炎 患 者 急 性 期 血 清 に よ る ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 法 を 実 施 し た 。
　 そ の 結 果 、 図 ３ （ ａ ， ｂ ） 各 左 側 に 示 す よ う に 、 組 換 え ウ イ ル ス 感 染 培 養 細 胞 で は 3日
目 に 30kDa～ 25kDa付 近 の 複 数 の 蛋 白 質 と 反 応 を 示 し 、 6日 目 に は 58及 び 50kDa発 現 蛋 白 質 と
反 応 す る よ う に 移 行 す る の を 確 認 し た 。 さ ら に 、 培 養 上 清 と 培 養 上 清 を 100,000× gで 2時
間 超 遠 心 し た 沈 渣 で は 6日 目 に 50kDa発 現 蛋 白 質 と 反 応 す る こ と を 確 認 し た 。
　 同 様 に 塩 化 セ シ ウ ム 平 衡 密 度 勾 配 遠 心 法 で 回 収 精 製 し た ウ イ ル ス 様 中 空 粒 子 も Ｅ 型 肝 炎
患 者 急 性 期 血 清 と 反 応 し 、 抗 原 性 を 有 し て い る こ と を 確 認 し た 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 こ の ウ イ ル ス 様 中 空 粒 子 を 抗 原 に 使 用 し た ELISA法 で は ヒ ト 血 清 中 の 抗 HEV-IgG、 IgM抗
体 の 検 出 が 可 能 で あ る こ と を 確 認 し た （ 図 ４ 、 ５ ） 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 組 込 み に 使 用 し た Ｅ 型 肝 炎 ウ イ ル ス (Genotype I)の ORF2の N末 端 か ら 111ア ミ ノ 酸 を 欠 損
さ せ た 領 域 の 塩 基 配 列 （ 翻 訳 開 始 コ ド ン を 含 ま な い ） は 、 配 列 番 号 ７ に 示 す と お り で あ り
、 背 景 技 術 の 特 許 文 献 １ に 開 示 す る ウ イ ル ス 様 中 空 粒 子 の 遺 伝 子 の 塩 基 配 列 と は 下 線 部 に
お い て 相 違 し 、 相 同 性 は 95.27%で あ っ た 。 ま た 、 翻 訳 開 始 コ ド ン を 含 ま な い 当 該 領 域 に 係
る 本 発 明 の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 配 列 番 号 ８ に 示 す と お り で あ り 、 同 様 に 特 許 文 献 １ に 開 示 す
る ア ミ ノ 酸 配 列 と は 下 線 部 に 示 す 第 406番 目 の ア ミ ノ 酸 が 相 違 す る ア ラ ニ ン で あ り 、 相 同
性 は 99.82%で あ っ た 。
【 ０ ０ ５ １ 】
（ HEV(Genotype I)の ウ イ ル ス 様 中 空 粒 子 を コ ー ド す る DNA） （ 配 列 番 号 ７ ）
GCGGTCG CTCCAGCCCA TGACACCCCG CCAGTGCCTG ATGTCGACTC TCGCGGCGCC ATC TGCGCC G CAGT
ATAA CTATCAACA TCTCCCCTCA CCTCTTCCGT GGCCACCGGC ACTAA CT G TTCTTTATGC CGCCCCTCT
T AGTCCGCT T TACC CT CA GGACGGCACC AATAC CATA TAATGGCCAC GGA GCTTCT AATTATGCCC A
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GTACCGGGT TGCCCGTGCC ACAATCCGTT ACCGCCCGCT GGTCCC AAT GCTGTCGGCG GTTATGCCAT CTCC
ATCTCA TTCTGGCC C AGACCACCAC CACCCCGACG TCCGT GATA TGAATTCAAT AAC TCGACG GATGTTC
GTA TTTTAGTCCA GCCCGGCATA GCCTCTGAGC TTGTGAT CC AAGTGAGCGC CTACACTATC G AACCAAGG
 TGGCGCTCC GTCGAGACCT C GGGGTGGC TGAGGAGGA  GCTACCTCTG GTCT GT AT GCTTTGCAT  CA
TGG TCAC CCGTAAATTC CTA ACTAA  ACACCCTATA CCGGTGCCCT CGGGCTG TG GACTT GCCC T GAG
CTTGA GTT CGCAAC CTTACCCCCG GTAACACCAA TACGCGGGTC TCCCGTTATT CCAGCACTGC TCGCCACC
GC CTTCGTCGCG GTGC GACGG GACTGCCGAG CTCACCACCA CGGC GCTAC CCGCTTTATG AAGGA CT T 
ATTTTACTAG TACTAATGG  GT GGTGAGA TCGGCCGCGG GATAGCCCT  ACCCT TT A ACCT GCTGA CAC
TCTGCTT GG GGCCTGC CGACAGAATT GATTTCGTCG GCTGGTGGCC AGCTGTT TA CTCCCG CCC GTTGTC
TC G CCAATGGCGA GCCGACTGTT AAG TGTATA CATCTGT GA GAA GCTCAG CAGGATAAGG GTATTGCAA
T CCCGCATGA  ATTGACCTCG GAGAATC CG TGTGGTTATT CAGGATTATG A AA CAACA TGAACAAGAT C
GGCCGACGC CTTCTCCAGC CCC TCGCGC CCTTTCTCTG TCCTTCGAGC TAATGATGTG CTTTGGCTCT CTCT
CACCGC TGCCGAGTAT GACCAGTCCAC TTA GGCTC TTCGACTGGC CCAGTTTATG TTTCTGACTC TGTGACC
TG GTTAATGTTG CGACCGGCGC GCAGGCCGTT GC CGGTCGC TCGATTGG C CAAGGTCACA CTTGA GGTC
 GCCCCCT TC CACCATCCAG CAGTACTCGA AGAC TTCTT TGTCCTGCCG CTCCGCGGTA AGCTCTCTTT CT
GGGAGGCA GG ACAACTA A GCCGGGTA CCC TATAAT TATAACACCA CTGCTAG GA CAA TGCT  GT GA
GAATG CCGCCGGGCA CCGGGT GCT ATTTC ACTT ACACCACTAG CCT GGTGC  GG CCCGT T CCAT TCT
GC GGTTGCTGTT TTAGCCCCCC ACTCTGC CT AGCATTGCTT GAGGATACCT TGGACTACCC TGCCCGCGCC 
CATACTTTTG ATGA TT TG CCCAGAGTGC CGCCCTCT G GCCTCCAGGG CTGCGCTTTC CAGTC ACTG TCG
CTGAGCT TCAGCGCCTT AAGATGAAGG TGGGTAAAAC TCGGGAGTTA TAG
【 ０ ０ ５ ２ 】
（ HEV(Genotype I)の ウ イ ル ス 様 中 空 粒 子 を 構 成 す る ポ リ ペ プ チ ド ） （ 配 列 番 号 ８ ）
AVAPAHDTPP VPDVDSRGAI LRRQYNLSTS PLTSSVATGT NLVLYAAPLS PLLPLQDGTN THIMATEASN YAQ
YRVARAT IRYRPLVPNA VGGYAISISF WPQTTTTPTS VDMNSITSTD VRILVQPGIA SELVIPSERL HYRNQG
WRSV ETSGVAEEEA TSGLVMLCIH GSPVNSYTNT PYTGALGLLD FALELEFRNL TPGNTNTRVS RYSSTARHR
L RRGADGTAEL TTTAATRFMK DLYFTSTNGV GEIGRGIALT LFNLADTLLG GLPTELISSA GGQLFYSRPV V
SANGEPTVK LYTSVENAQQ DKGIAIPHDI DLGESRVVIQ DYDNQHEQDR PTPSPAPSRP FSVLRANDVL WLSL
TAAEYD QSTYGSSTGP VYVSDSVTLV NVATGAQAVA RSLDW KVTL DGRPLSTIQQ YSKTFFVLPL RGKLSFW
EAG TTKAGYPYNY NTTASDQLLV ENAAGHRVAI STYTTSLGAG PVSISAVAVL APHSALALLE DTLDYPARAH
 TFDDFCPECR PLGLQGCAFQ STVAELQRLK MKVGKTREL
【 ０ ０ ５ ３ 】
（ 実 施 例 １ － ２ ） Ｅ 型 肝 炎 ウ イ ル ス 様 中 空 粒 子 の 調 製 （ Genotype IV）
　 Ｅ 型 肝 炎 (Genotype IV)発 症 患 者 血 清 100μ lか ら RNA extraction kitで あ る ス マ イ テ ス
ト Ｒ キ ッ ト （ ゲ ノ ム サ イ エ ン ス 研 究 所 ） を 用 い て RNAを 抽 出 し た 。
　 配 列 番 号 ５ 及 び ６ に 記 載 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド か ら な る プ ラ イ マ ー を 用 い て 、 MMLV（ イ
ン ビ ト ロ ジ ェ ン 社 製 ）  逆 転 写 酵 素 を 用 い て cDNAを 合 成 し た 。
　 上 記 精 製 濃 縮 し て 得 た Genotype IVに 関 す る ORF2の N末 端 か ら 111ア ミ ノ 酸 を 欠 損 さ せ た
領 域 の cDNAを ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー pCR2.1（ イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン 社 製 ） に 組 み 込 み 、 実 施 例
１ － １ と 同 様 に TAク ロ ー ニ ン グ に よ り Genotype IVの プ ラ ス ミ ド ク ロ ー ン を 得 た 。
　 得 ら れ た プ ラ ス ミ ド ク ロ ー ン を 、 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス ト ラ ン ス フ ァ ー ベ ク タ ー pVL1393に
組 込 み 、 直 鎖 状 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス DNA（ Baculo-Gold PHAMINGEN社 製 ） と 共 に 昆 虫 細 胞 Sf9
へ コ ・ ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し 、 組 換 え バ キ ュ ロ ウ イ ル ス を 作 製 し た 。
　 作 製 し た 組 換 え バ キ ュ ロ ウ イ ル ス を 、 実 施 例 １ － １ と 同 様 に 昆 虫 細 胞 Tn5に MOI(Multipl
icity of infection)10で 感 染 さ せ て 蛋 白 質 の 発 現 を 行 い 、 組 換 え ウ イ ル ス 感 染 培 養 細 胞
、 培 養 上 清 及 び 培 養 上 清 を 100,000× gで 2時 間 超 遠 心 し た 沈 渣 を 経 時 的 に 採 取 し た 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 実 施 例 １ － １ と 同 様 に 、 予 想 さ れ る 分 子 量 の 妥 当 性 を 検 討 し た と こ ろ 、 図 １ 下 に 示 す よ
う に 組 換 え ウ イ ル ス 感 染 培 養 細 胞 で は 2日 目 か ら 58kDa付 近 に 発 現 蛋 白 質 が 確 認 さ れ 、 そ の
後 日 数 の 経 過 と と も に 昆 虫 細 胞 内 で 修 飾 さ れ 、 6日 目 に は 50kDa付 近 に 蛋 白 質 が 確 認 さ れ る
よ う に な り 、 経 時 的 に 50kDa付 近 の 蛋 白 質 へ と 移 行 す る の を 確 認 し た 。 培 養 上 清 及 び 培 養
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上 清 を 100,000× gで 2時 間 超 遠 心 し た 沈 渣 に も 同 様 に 6日 目 頃 か ら 50kDa付 近 に 蛋 白 質 が 確
認 さ れ た 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 こ の 発 現 蛋 白 質 に つ い て 塩 化 セ シ ウ ム 平 衡 密 度 勾 配 遠 心 法 を 行 っ た と こ ろ 、 比 重 約 1.3g
/cm 3 の 白 乳 色 バ ン ド と し て 確 認 で き 、 ウ イ ル ス 様 中 空 粒 子 と し て 回 収 す る こ と に 成 功 し た
。 さ ら に 、 電 子 顕 微 鏡 で の 検 鏡 に お い て も 直 径 約 25nmの ウ イ ル ス 様 粒 子 を 直 接 検 出 す る こ
と が で き た 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 ま た 、 経 時 的 に 採 取 し た 試 料 を SDS-PAGEで 展 開 し た 後 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 に 転 写 し 、
Ｅ 型 肝 炎 患 者 急 性 期 血 清 に よ る ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 法 を 実 施 し た と こ ろ 、 そ の 結 果
、 図 ３ （ ａ ， ｂ ） 各 右 側 に 示 す よ う に 、 組 換 え ウ イ ル ス 感 染 培 養 細 胞 で は 3日 目 に 30kDa～
25kDa付 近 の 複 数 の 蛋 白 質 と 反 応 を 示 し 、 6日 目 に は 58及 び 50kDa発 現 蛋 白 質 と 反 応 す る よ
う に 移 行 す る の を 確 認 し た 。 さ ら に 、 培 養 上 清 と 培 養 上 清 を 100,000× gで 2時 間 超 遠 心 し
た 沈 渣 で は 6日 目 に 50kDaの 発 現 蛋 白 質 と 反 応 す る こ と を 確 認 し た 。
　 同 様 に 塩 化 セ シ ウ ム 平 衡 密 度 勾 配 遠 心 法 で 回 収 精 製 し た ウ イ ル ス 様 中 空 粒 子 も Ｅ 型 肝 炎
患 者 急 性 期 血 清 と 反 応 し 、 抗 原 性 を 有 し て い る こ と を 確 認 し た 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 こ の ウ イ ル ス 様 中 空 粒 子 を 抗 原 に 使 用 し た ELISA法 で は ヒ ト 血 清 中 の 抗 HEV-IgG、 IgM抗
体 の 検 出 が 可 能 で あ る こ と を 確 認 し た （ 図 ４ 、 ５ ） 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 組 込 み に 使 用 し た Ｅ 型 肝 炎 ウ イ ル ス (Genotype IV)の ORF2の N末 端 か ら 111ア ミ ノ 酸 を 欠
損 さ せ た 領 域 （ 翻 訳 開 始 コ ド ン を 含 ま な い ） の 塩 基 配 列 は 配 列 番 号 １ １ に 示 す と お り で あ
り 、 背 景 技 術 の 特 許 文 献 １ に 開 示 す る ウ イ ル ス 様 中 空 粒 子 の 遺 伝 子 の 塩 基 配 列 と は 下 線 部
に お い て 相 違 し 、 相 同 性 は 78.12%で あ っ た 。 ま た 、 翻 訳 開 始 コ ド ン を 含 ま な い 当 該 領 域 に
係 る 本 発 明 の ウ イ ル ス 様 中 空 粒 子 を 構 成 す る ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 配 列 番 号 １ ２ に 示 す と お り
で あ り 、 同 様 に 特 許 文 献 １ に 開 示 す る ア ミ ノ 酸 配 列 と は 下 線 部 に お い て 相 違 し 、 相 同 性 は
94.00%で あ っ た 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
（ HEV(Genotype IV)の ウ イ ル ス 様 中 空 粒 子 を コ ー ド す る DNA） （ 配 列 番 号 １ １ ）
GC GT G C CCAGC C  GACAC C  CC GT CCTG A GT GACTC TCG GGCGC  AT TTGCGCC G CAGT
A AA T T TC AC  TC CC CT A C TC C T GC AC GGC ACTAA CT G T CT TATGC GCCCC CT
 AG CC CT  T CC CT CA GGA GG AC  AATAC CATA T ATGGCCAC GA GC TCT AA TATGC C A
GTA CG GT TG CCGTGCC AC AT CG T ACCG CC CT GGT CC AAT GC GT GGCG G TA GCCAT TCC
ATCTC  TT TGGCC C AGAC AC AC ACCCCGAC  TCCGT GA A TGAATTC AT AC TC AC  GATGT C
GTA T T GT CA GCC GG ATA GCCTCTGA C TTGTGATCCC AGTGAGCGC CT CA TATC G AA CA GG
 TGGCGCTC  GT GAGAC T CTGG GT GC GAGGAGGAG GCTACCTC G G CTTGT AT GCT TG AT  CA
TGG TC C C GTAAATTCC TATACTAA  ACACCCTA A C GGTGC CT CGG TGCTG GA TTTGC C TTGAG
CTTGA TTTCG AA  T AC CC G G AA AC AA TACGCG GTC TC CGTTATT CCAG A TGC CGCCAC
 T CG CG G G C GA GG ACTGCCGAG T ACCAC A C GC GCTAC CGCTT ATG AA GA CT  

ATTT AC G ACTAATGGT GT GGTGAG  TCGGCCG GG AT GC CT  AC TGTT A A CTTGCTGA AC
CT CT  GGCGG CT C CGACAGAATT GATTTCGTCG GCTGG GGCC AG TGTT TA TC CG CCC T GTC
TC G CCAATGGCGA GCCGAC GT  AA T TA A C TC GT GA GAATGC CAG CAGGA AAGG GTAT GC A
T CC CATGA  ATTGA CT G G GA TC CG GT GT ATT CAGGATTATG A AACCAACA GA CAAGA  C
G CC AC C C TCTCC GC CC TC CG  CC TTCTC G T CTTCG GC TAA GA GTG CTTTGGCTCT C T
AC GC TGC GA TAT GA CA C A CTTATGGCTC TTC ACT  CC T TATG TTTCTGAC C TGTGAC
TT  GT AATGT G CGACCGG GC CAGG GT  CCCGGTC C T GA TGG C CAA GTCAC  CT GA GGTC
 G CC CT C AC AT CAG CAGTA C A AGACCTTCTT TGT CT CC  CT CG GG A AGCT TCTTT CT
GGGAGGC  GGCAC AC A A GC GG TA CCCTTATAAT TA AACAC A CTGCTAG GA CA T T  T GA
AATG C C GG CA CCG GTC T ATTTC AC T A AC ACTA  CT GGT C  GGTCC GT T C ATCTCT
GC GTTG TGT  T GC CC C ACTCTGCGCT GC T  GAGGATACC  T GACTACCC TGC CG GC  
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CA ACTTTTG ATGATTTCTG CCC GAGTGC CG C CTTG G CTCCAGGG CTG GCTTT  CA TC ACTG TCG
CTGAGCT CAGCG CTT AAGATGAAGG TGGGTAAAAC CGGGAGT  T
【 ０ ０ ６ ０ 】
（ HEV(Genotype IV)の ウ イ ル ス 様 中 空 粒 子 を 構 成 す る ポ リ ペ プ チ ド ） （ 配 列 番 号 １ ２ ）
AVAPA DT P VPDVDSRGAI LRRQYNLSTS PLTS ATGT NLVLYAAPLS PLLPLQDGTN THIMATEASN YAQ
YRV RAT IRYRPLVPNA VGGYAISISF WPQTTTTPTS VDMNSITSTD VRILVQPGIA SELVIPSERL HYRNQG
WRSV ETSGVAEEEA TSGLVMLCIH GSPVNSYTNT PYTGALGLLD FALELEFRNL TPGNTNTRVS RYSS ARH
L RRG DGTAEL TTTAATRFMK DL FT TNGV GE GRGIALT LFNLADTLLG GLPTELISSA GGQLFYSRP  V
SANGEPTVK LYTSVENAQQ DKGIAIPHDI DLGESRVVIQ DYDNQHEQDR PTPSPAPSRP FSVLRANDVL WLSL
TAAEYD Q TYGSST P YVSD VT V NVATGAQ V  RSLDW KVTL DGRPL TIQQ Y KTFFVLPL RGKLSFW
EAG TTKAGYPYNY NTTASDQ L  ENA GHRV I STYTT LG G PVSISAV VL APHSALA LE DT DYPARAH
 TFDDFCPECR LGLQGCAFQ STVAELQRLK MKVGKTRE
【 ０ ０ ６ １ 】
（ 実 施 例 ２ － １ ） Ｅ 型 肝 炎 ウ イ ル ス (HEV)様 中 空 粒 子 の 調 製 （ Genotype I）
　 RT-PCRに よ り HEV-RNA(Genotype I)を 検 出 し た ヒ ト 血 清 100μ lか ら 、 実 施 例 １ － １ の 方
法 と 同 様 に し て 、 RNAを 抽 出 し 、 cDNAを 合 成 後 、 Genotype Iに 関 す る ORF2の N末 端 か ら 111
ア ミ ノ 酸 を 欠 損 さ せ た 領 域 の cDNAを 組 み 込 ん だ Genotype Iプ ラ ス ミ ド ク ロ ー ン を 得 た 。
　 組 込 み に 使 用 し た ORF2の N末 端 か ら 111ア ミ ノ 酸 を 欠 損 さ せ た 領 域 は 実 施 例 １ － １ に お い
て 使 用 し た も の と 同 様 の も の で あ る 。
　 該 プ ラ ス ミ ド ク ロ ー ン を ト ラ ン ス フ ァ ー ベ ク タ ー に 組 込 み 、 直 鎖 状 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス DN
Aと 共 に 昆 虫 細 胞 Sf9へ コ ・ ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し 、 組 換 え バ キ ュ ロ ウ イ ル ス を 作 製 し た
。
　 作 製 し た 組 換 え バ キ ュ ロ ウ イ ル ス を 昆 虫 細 胞 Tn5に MOI(Multiplicity of infection)10
で 感 染 さ せ て 蛋 白 質 の 発 現 を 行 い 、 組 換 え ウ イ ル ス 感 染 培 養 細 胞 、 培 養 上 清 及 び 培 養 上 清
を 100,000× gで 2時 間 超 遠 心 し た 沈 渣 を 経 時 的 に 採 取 し た 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 こ れ ら の 採 取 し た 試 料 に 関 し て 、 SDS-PAGEで 展 開 後 、 蛋 白 質 を ク マ シ ー ブ リ リ ア ン ト ブ
ル ー 染 色 で 検 出 し た 。 予 想 さ れ る 分 子 量 の 妥 当 性 を 検 討 し た と こ ろ 、 図 ６ に 示 す よ う に 、
組 換 え ウ イ ル ス 感 染 培 養 細 胞 で は 3日 目 か ら 58kDa付 近 に 発 現 蛋 白 質 が 確 認 さ れ 、 そ の 後 日
数 の 経 過 と と も に 昆 虫 細 胞 内 で 修 飾 さ れ 、 50kDa付 近 の 蛋 白 質 へ と 移 行 す る こ と を 確 認 し
た 。 培 養 上 清 で は 日 数 の 経 過 に 伴 い 、 6日 目 か ら 50kDa付 近 に 蛋 白 質 が 確 認 さ れ る よ う に な
っ た 。 培 養 上 清 を 100,000× gで 2時 間 超 遠 心 し た 沈 渣 に も 同 様 に 6日 目 か ら 50kDa付 近 に 蛋
白 質 が 確 認 さ れ た 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 こ の 発 現 蛋 白 質 に つ い て 塩 化 セ シ ウ ム 平 衡 密 度 勾 配 遠 心 法 を 行 っ た と こ ろ 、 比 重 約 1.3g
/cm 3 の 白 乳 色 バ ン ド と し て 確 認 で き 、 ウ イ ル ス 様 中 空 粒 子 と し て 回 収 す る こ と に 成 功 し た
。 電 子 顕 微 鏡 で の 検 鏡 に お い て も 直 径 約 25nmの ウ イ ル ス 様 粒 子 を 直 接 検 出 し た （ 図 ９ 左 ）
。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 ま た 、 経 時 的 に 採 取 し た 試 料 を SDS-PAGEで 展 開 後 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 に 転 写 し 、 Ｅ 型
肝 炎 患 者 急 性 期 血 清 に よ る ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 法 を 実 施 し た 。 そ の 結 果 、 図 １ ０ に
示 す よ う に 、 組 換 え ウ イ ル ス 感 染 培 養 細 胞 で は 3日 目 に 58kDa発 現 蛋 白 質 か ら 50kDa発 現 蛋
白 質 へ と 移 行 す る 過 程 の 複 数 の 蛋 白 質 と 反 応 を 示 し 、 6日 目 に は 50kDa発 現 蛋 白 質 と 反 応 す
る よ う に 移 行 す る の を 確 認 し た 。 培 養 上 清 と 培 養 上 清 を 100,000× gで 2時 間 超 遠 心 し た 沈
渣 で は 6日 目 に 50kDa発 現 蛋 白 質 と 反 応 す る こ と を 確 認 し た 。
　 同 様 に 塩 化 セ シ ウ ム 平 衡 密 度 勾 配 遠 心 法 で 回 収 精 製 し た ウ イ ル ス 様 中 空 粒 子 も Ｅ 型 肝 炎
患 者 急 性 期 血 清 と 反 応 し 、 抗 原 性 を 有 し て い る こ と を 確 認 し た （ 図 １ ０ 、 図 １ ３ ） 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 こ の ウ イ ル ス 様 中 空 粒 子 を 抗 原 に 使 用 し た 改 良 ELISA法 で は ヒ ト 血 清 中 の 抗 HEV-IgG、 Ig
M抗 体 の 検 出 が 可 能 で あ る こ と を 確 認 し た （ 図 １ ４ 、 １ ５ ） 。
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【 ０ ０ ６ ６ 】
（ 実 施 例 ２ － ２ ） Ｅ 型 肝 炎 ウ イ ル ス (HEV)様 中 空 粒 子 の 調 製 （ Genotype III）
　 RT-PCRに よ り HEV-RNA(Genotype III)を 検 出 し た ブ タ 血 清 100μ lか ら RNA extraction ki
tで あ る ス マ イ テ ス ト Ｒ キ ッ ト （ ゲ ノ ム サ イ エ ン ス 研 究 所 ） を 用 い て RNAを 抽 出 し た 。
　 配 列 番 号 ３ 及 び ４ に 記 載 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド か ら な る プ ラ イ マ ー を 用 い て 、 MMLV（ イ
ン ビ ト ロ ジ ェ ン 社 製 ） 逆 転 写 酵 素 を 用 い て cDNAを 合 成 し た 。
　 上 記 精 製 濃 縮 し て 得 た Genotype IIIに 関 す る ORF2の N末 端 か ら 111ア ミ ノ 酸 を 欠 損 さ せ た
領 域 の cDNAを ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー pCR2.1（ イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン 社 製 ） に 組 み 込 み 、 実 施 例
１ － １ と 同 様 に TAク ロ ー ニ ン グ に よ り Genotype IIIの プ ラ ス ミ ド ク ロ ー ン を 得 た 。
　 得 ら れ た プ ラ ス ミ ド ク ロ ー ン を 、 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス ト ラ ン ス フ ァ ー ベ ク タ ー pVL1393に
組 込 み 、 直 鎖 状 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス DNAと 共 に 昆 虫 細 胞 Sf9へ コ ・ ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し 、
組 換 え バ キ ュ ロ ウ イ ル ス を 作 製 し た 。
　 作 製 し た 組 換 え バ キ ュ ロ ウ イ ル ス を 、 実 施 例 １ － １ と 同 様 に 昆 虫 細 胞 Tn5に MOI(Multipl
icity of infection)10で 感 染 さ せ て 蛋 白 質 の 発 現 を 行 い 、 組 換 え ウ イ ル ス 感 染 培 養 細 胞
、 培 養 上 清 及 び 培 養 上 清 を 100,000× gで 2時 間 超 遠 心 し た 沈 渣 を 経 時 的 に 採 取 し た 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 実 施 例 １ － １ と 同 様 に 、 こ れ ら の 採 取 し た 試 料 に 関 し て 、 SDS-PAGEで 展 開 後 、 蛋 白 質 を
ク マ シ ー ブ リ リ ア ン ト ブ ル ー 染 色 で 検 出 し 、 予 想 さ れ る 分 子 量 の 妥 当 性 を 検 討 し た と こ ろ
、 図 ７ に 示 す よ う に 組 換 え ウ イ ル ス 感 染 培 養 細 胞 で は 3日 目 か ら 58kDa付 近 に 発 現 蛋 白 質 が
確 認 さ れ 、 そ の 後 日 数 の 経 過 と と も に 昆 虫 細 胞 内 で 修 飾 さ れ 、 50kDa付 近 の 蛋 白 質 へ と 移
行 す る の を 確 認 し た 。 培 養 上 清 で は 日 数 の 経 過 に 伴 い 、 6日 目 か ら 50kDa付 近 に 蛋 白 質 が 確
認 さ れ る よ う に な っ た 。 培 養 上 清 を 100,000× gで 2時 間 超 遠 心 し た 沈 渣 で も 同 様 に 6日 目 か
ら 50kDa付 近 に 蛋 白 質 が 確 認 さ れ た 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 こ の 発 現 蛋 白 質 に つ い て 塩 化 セ シ ウ ム 平 衡 密 度 勾 配 遠 心 法 を 行 っ た と こ ろ 、 比 重 約 1.3g
/cm 3 の 白 乳 色 バ ン ド と し て 確 認 で き 、 ウ イ ル ス 様 中 空 粒 子 と し て 回 収 す る こ と に 成 功 し た
。 さ ら に 、 電 子 顕 微 鏡 で の 検 鏡 に お い て も 直 径 約 25nmの ウ イ ル ス 様 粒 子 を 直 接 検 出 し た （
図 ９ 中 央 ） 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 ま た 、 経 時 的 に 採 取 し た 試 料 を SDS-PAGEで 展 開 後 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 に 転 写 し 、 Ｅ 型
肝 炎 患 者 急 性 期 血 清 に よ る ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 法 を 実 施 し た 。 そ の 結 果 、 図 １ １ に
示 す よ う に 組 換 え ウ イ ル ス 感 染 培 養 細 胞 で は 3日 目 に 58kDa発 現 蛋 白 質 か ら 50kDa発 現 蛋 白
質 へ と 移 行 す る 過 程 の 複 数 の 蛋 白 質 と 反 応 を 示 し 、 6日 目 に は 50kDa発 現 蛋 白 質 と 反 応 す る
の を 確 認 し た 。 培 養 上 清 と 培 養 上 清 を 100,000× gで 2時 間 超 遠 心 し た 沈 渣 で は 6日 目 に 50kD
a発 現 蛋 白 質 へ と 移 行 す る 過 程 の 複 数 の 蛋 白 質 と 反 応 す る の を 確 認 し た 。
　 同 様 に 塩 化 セ シ ウ ム 平 衡 密 度 勾 配 遠 心 法 で 回 収 精 製 し た ウ イ ル ス 様 中 空 粒 子 も Ｅ 型 肝 炎
患 者 急 性 期 血 清 と 反 応 し 、 抗 原 性 を 有 し て い る こ と を 確 認 し た （ 図 １ １ 、 １ ３ ） 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 こ の ウ イ ル ス 様 中 空 粒 子 を 抗 原 に 使 用 し た 改 良 ELISA法 で は ヒ ト 血 清 中 の 抗 HEV-IgG、 Ig
M抗 体 の 検 出 が 可 能 で あ る こ と を 確 認 し た （ 図 １ ４ 、 １ ５ ） 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 こ れ ら の 結 果 か ら 、 ブ タ 血 清 か ら 検 出 ・ 作 製 し た ウ イ ル ス 様 中 空 粒 子 も 、 ヒ ト 血 清 か ら
作 製 し た ウ イ ル ス 様 中 空 粒 子 と 同 様 に 、 感 染 患 者 血 清 中 の ヒ ト 抗 体 に 対 し て 抗 原 性 を 有 し
て い る こ と が 確 認 さ れ た 。 本 実 施 例 の ブ タ か ら 検 出 さ れ た Genotype III株 は 、 ヒ ト か ら 検
出 さ れ た Genotype III株 に 非 常 に 近 縁 で あ り 、 HEVが 人 畜 共 通 感 染 症 で あ る か も し れ な い
と い う 点 か ら 、 ブ タ 型 と ヒ ト 型 と が 共 通 抗 原 を 有 し て い る 可 能 性 が 示 唆 さ れ た 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 組 込 み に 使 用 し た Ｅ 型 肝 炎 ウ イ ル ス (Genotype III)の ORF2の N末 端 か ら 111ア ミ ノ 酸 を 欠
損 さ せ た 領 域 （ 翻 訳 開 始 コ ド ン を 含 ま な い ） の 塩 基 配 列 は 配 列 番 号 ９ に 示 す と お り で あ り
、 背 景 技 術 の 特 許 文 献 １ に 開 示 す る ウ イ ル ス 様 中 空 粒 子 の 遺 伝 子 の 塩 基 配 列 と は 下 線 部 に
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お い て 相 違 し 、 相 同 性 は 78.30%で あ っ た 。 ま た 、 翻 訳 開 始 コ ド ン を 含 ま な い 当 該 領 域 に 係
る 本 発 明 の ウ イ ル ス 様 中 空 粒 子 を 構 成 す る ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 配 列 番 号 １ ０ に 示 す と お り で
あ り 、 同 様 に 特 許 文 献 １ に 開 示 す る ア ミ ノ 酸 配 列 と は 下 線 部 に お い て 相 違 し 、 相 同 性 は 94
.00%で あ っ た 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
（ HEV(Genotype III)の ウ イ ル ス 様 中 空 粒 子 を コ ー ド す る DNA） （ 配 列 番 号 ９ ）
GC C  CCAGCCC TG A AC C CC GT CCTGAT GT GA TC C G GG GC AT C TGCGCCGG CAGT
A AAT  T TC AC TC CC CT AC  TC TC GT G C C GGCAC AA CTGGTT CT TATGC G CCCC CT
A  CC CTCTT  CCTCTTCAGG A GGCACCAA TAC CATAT  ATGGC AC G A GC TCTAA TTA GCCCAG
 TA CGGGTTG CCG GCCAC ATCCGTTAC CGCCC TGG T CC AATGC TGT GGCGGT TATGC AT T C
AT TC TT TGGCC CA  AC AC AC A CCCC AC TC GT GA ATG AATTC AT A C TC AC GA TGTT
G AT  TT GT CAGC CCGGCAT GC CTCTGAG T  GT ATCCC A GTGA CGCCT CACTA CG  AA CAAGG
CT GGCG TC GT CGAGAC C  GG GTGGC G AGGAGGAGGC TAC TC GG  CT GT ATGC TTTG AT CA 
TGGCTC CC  GT AATTC T A ACTAA AC ACC TATAC  GG GC T G GGCT CT GA TTTGC T  GA
CTTGA T TT G AAC T AC CCCGG  AA AC AA A C CG GT TC CCG TA C  AGCAC GC C GCCAC
G CT CGTCGCGG  GC GA GGGA C GC GAGCT CACCACCAC  GC GC AC C G TTTATGAA GGA T A
T TTTACT G A C AA GG GT GGTGAG T  GG CG GG A T GCCCT AC CTGTTTAA  CTTGCTGA A C
CT CTTGG GGC T CCG ACAGAATTGA TTTCGTCGGC TGG GGCCA  TGTT TACT CCCG CC GT TGTC
TCGGCC AATGGCGAGC C AC GT AA GTT TATACA TCTGT GAGA ATGC CAGCA GGA AAGGG  AT C A
T C CGCA GACAT GA T GG  GA TC CG G TGGTTAT CA GGATTATGA  AACCA CATG AACAAGA CG
 CC AC CC  TC CC GCCC C TC CGCCC TTT TC GT  CTTCG GC A ATGA GT CT TGGCTCTCT CT
CAC GC  GC GAGTA GA CCAG CCAC  TATGG TC T C AC CCC T TATGT  TCTGAC C G T AC
TT GT TAATGT GC  AC GG GC C AGGCCGTTGC CCG TC CT  GA TGG C A A GTCAC CT GA GGTC
G  CC CT CCA C AT CAGCA GTA TC AAG AC TT T TG T CT CCGCT CGCGG AA  CT TC TTCT 
GGGAGGC G CAC ACTAA  GCCGG TACC C TATAA TA TAA AC ACT GCTAG GACC AA T T T GA
GAA GC  GCCGG CACC G GTCGCTAT TTC ACTTA  ACCACTAG C TGGGTGC GG CC CTC  ATCTCT
GCGG T G TGT T AGCCCC CA  TC GC CT G C CTTGA GGA ACC T  GA TACCCTG C CG GC C
A TACTTTTGAT GATTT TGCC C GAGTG CG C C CTTGG  CT CAGGG T G GC TTCCA GTCTACT T  G
CTGAGCTTC AGCG CTTAA TGAAGGT  GGTAAAAC C GGGAGT TA 
【 ０ ０ ７ ４ 】
（ HEV(Genotype III)の ウ イ ル ス 様 中 空 粒 子 を 構 成 す る ポ リ ペ プ チ ド ） （ 配 列 番 号 １ ０ ）
A PA DT P VPDVDSRGAI LRRQYNLSTS PLTSSVA GT NLVLYAAPL  PLLPLQDGTN THIMATEASN YAQ
YRV RAT IRYRPLVPNA VGGYAISISF WPQTTTTPTS VDMNSITSTD VRILVQPGIA SELVIPSERL HYRNQG
WRSV ET GVAEEEA TSGLVMLCIH GSPVNSYTNT PYTGALGLLD FALELEFRNL TPGNTNTRVS RY STARHR
L RRGADGTAEL TTTAATRFMK DL FT TNGV GE GRGIALT LFNLADTLLG GLPTELISSA GGQLFYSRPV V
SANGEPTVK LYTSVENAQQ DKGI IPHDI DLG SRVVIQ DYDNQHEQDR PTPSPAPSRP FSVLRANDVL WLSL
TAAEYD Q TYGSST P YVSD VT V NVATGAQAVA RSLDW KVTL DGRPL TIQQ YSKTF VLPL RGKLSFW
EA  TTKAGYPYNY NTTASDQ L  ENAAGHRVAI STYTTSLGAG P SISAV VL APHSALA LE DT DYPARAH
 TFDDFCPECR LGLQGCAFQ ST AELQRLK KVGKTRE
【 ０ ０ ７ ５ 】
（ 実 施 例 ２ － ３ ） Ｅ 型 肝 炎 ウ イ ル ス (HEV)様 中 空 粒 子 の 調 製 （ Genotype IV）
　 RT-PCRに よ り HEV-RNA(Genotype IV)を 検 出 し た ヒ ト 血 清 100μ lか ら 、 実 施 例 １ － ２ の 方
法 と 同 様 に し て 、 RNAを 抽 出 し 、 cDNAを 合 成 後 、 Genotype IVに 関 す る ORF2の N末 端 か ら 111
ア ミ ノ 酸 を 欠 損 さ せ た 領 域 の cDNAを 組 み 込 ん だ Genotype IVプ ラ ス ミ ド ク ロ ー ン を 得 た 。
　 組 込 み に 使 用 し た ORF2の N末 端 か ら 111ア ミ ノ 酸 を 欠 損 さ せ た 領 域 は 実 施 例 １ － ２ に お い
て 使 用 し た も の と 同 様 の も の で あ る 。
　 該 プ ラ ス ミ ド ク ロ ー ン を ト ラ ン ス フ ァ ー ベ ク タ ー に 組 込 み 、 直 鎖 状 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス DN
Aと 共 に 昆 虫 細 胞 Sf9へ コ ・ ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し 、 組 換 え バ キ ュ ロ ウ イ ル ス を 作 製 し た
。
　 作 製 し た 組 換 え バ キ ュ ロ ウ イ ル ス を 昆 虫 細 胞 Tn5に 感 染 さ せ て 蛋 白 質 の 発 現 を 行 い 、 組
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換 え ウ イ ル ス 感 染 培 養 細 胞 、 培 養 上 清 及 び 培 養 上 清 を 100,000× gで 2時 間 超 遠 心 し た 沈 渣
を 経 時 的 に 採 取 し た 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 こ れ ら の 採 取 し た 試 料 に 関 し て 、 SDS-PAGEで 展 開 後 、 蛋 白 質 を ク マ シ ー ブ リ リ ア ン ト ブ
ル ー 染 色 で 検 出 し 、 予 想 さ れ る 分 子 量 の 妥 当 性 を 検 討 し た と こ ろ 、 図 ８ に 示 す よ う に 組 換
え ウ イ ル ス 感 染 培 養 細 胞 で は 3日 目 か ら 58kDa付 近 に 発 現 蛋 白 質 が 確 認 さ れ 、 そ の 後 日 数 の
経 過 と と も に 昆 虫 細 胞 内 で 修 飾 さ れ 、 50kDa付 近 の 蛋 白 質 へ と 移 行 す る こ と を 確 認 し た 。
培 養 上 清 で は 日 数 の 経 過 に 伴 い 、 6日 目 か ら 50kDa付 近 に 蛋 白 質 が 確 認 さ れ る よ う に な っ た
。 培 養 上 清 を 100,000× gで 2時 間 超 遠 心 し た 沈 渣 に も 同 様 に 6日 目 か ら 50kDa付 近 に 蛋 白 質
が 確 認 さ れ た 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 こ の 発 現 蛋 白 質 に つ い て 塩 化 セ シ ウ ム 平 衡 密 度 勾 配 遠 心 法 を 行 っ た と こ ろ 、 比 重 約 1.3g
/cm 3 の 白 乳 色 バ ン ド と し て 確 認 で き 、 ウ イ ル ス 様 中 空 粒 子 と し て 回 収 す る こ と に 成 功 し た
。 電 子 顕 微 鏡 で の 検 鏡 に お い て も 直 径 約 25nmの ウ イ ル ス 様 粒 子 を 直 接 検 出 し た （ 図 ９ 右 ）
。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 ま た 、 経 時 的 に 採 取 し た 試 料 を SDS-PAGEで 展 開 後 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 に 転 写 し 、 Ｅ 型
肝 炎 患 者 急 性 期 血 清 に よ る ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 法 を 実 施 し た 。 そ の 結 果 、 図 １ ２ に
示 す よ う に 、 組 換 え ウ イ ル ス 感 染 培 養 細 胞 で は 3日 目 に 58kDa発 現 蛋 白 質 か ら 50kDa発 現 蛋
白 質 へ と 移 行 す る 過 程 の 複 数 の 蛋 白 質 と 反 応 を 示 し 、 6日 目 に は 50kDa発 現 蛋 白 質 へ と 反 応
が 移 行 す る の を 確 認 し た 。 培 養 上 清 と 培 養 上 清 を 100,000× gで 2時 間 超 遠 心 し た 沈 渣 で は 6
日 目 に 58kDa発 現 蛋 白 質 か ら 50kDa発 現 蛋 白 質 へ と 移 行 す る 過 程 の 複 数 の 蛋 白 質 と 反 応 す る
の を 確 認 し た 。
　 同 様 に 塩 化 セ シ ウ ム 平 衡 密 度 勾 配 遠 心 法 で 回 収 精 製 し た ウ イ ル ス 様 中 空 粒 子 も Ｅ 型 肝 炎
患 者 急 性 期 血 清 と 反 応 し 、 抗 原 性 を 有 し て い る こ と を 確 認 し た （ 図 １ ２ 、 図 １ ３ ） 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 こ の ウ イ ル ス 様 中 空 粒 子 を 抗 原 に 使 用 し た 改 良 ELISA法 で は ヒ ト 血 清 中 の 抗 HEV-IgG、 Ig
M抗 体 の 検 出 が 可 能 で あ る こ と を 確 認 し た （ 図 １ ４ 、 図 １ ５ ） 。
【 産 業 上 の 利 用 可 能 性 】
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 こ れ ま で に 日 本 で 検 出 さ れ た HEVは Genotype I、 Genotype III及 び Genotype IVで あ り 、
Genotype Iだ け で は な く Genotype III及 び Genotype IVの ウ イ ル ス 様 中 空 粒 子 を 作 製 し た
こ と は そ の 抗 原 性 等 の 比 較 の 点 か ら 非 常 に 意 義 が あ る と 考 え ら れ る 。 本 発 明 に よ り 作 製 さ
れ た HEV Genotype I、 HEV Genotype III及 び HEV Genotype IVの 中 空 粒 子 を 抗 原 と し 、 HEV
 Genotype I、 HEV Genotype III若 し く は HEV Genotype IV検 出 血 清 と そ れ ぞ れ 反 応 さ せ た
ELISAの 結 果 か ら は 、 異 な る Genotype間 の 反 応 よ り も 同 一 Genotype間 に お け る 反 応 の 方 が
強 く 得 ら れ る 傾 向 が 確 認 で き 、 Genotype特 異 的 エ ピ ト ー プ の 存 在 が 示 唆 さ れ る 。
　 従 来 は 、 HEV感 染 を 検 査 す る た め に 、 PCRの 手 法 に よ り 患 者 血 清 中 の HEVの 遺 伝 子 を 検 出
し て い た 。 こ の HEVの 遺 伝 子 は 、 HEV感 染 後 約 ２ 週 間 ～ １ ヶ 月 の 限 ら れ た 期 間 で の み 検 出 可
能 で あ り 、 検 出 期 間 を 経 過 す る と HEV感 染 の 判 断 が 困 難 で あ っ た 。
　 HEVに 感 染 す る と 、 患 者 血 液 中 の HEVの 遺 伝 子 出 現 の 時 期 よ り も 遅 い 時 期 に IgMや IgG等 の
免 疫 グ ロ ブ リ ン （ 抗 体 ） が 血 液 中 に 出 現 す る こ と が 知 ら れ て い る 。 従 来 は 、 特 許 文 献 １ に
開 示 す る ウ イ ル ス 様 中 空 粒 子 に よ り 、 抗 HEV抗 体 を 検 出 す る こ と が で き た が 、 Genotype特
異 的 で は な か っ た 。 本 発 明 の Genotype I、 Genotype III及 び Genotype IVの HEVの ウ イ ル ス
様 中 空 粒 子 に よ り 、 Genotype I、 Genotype III及 び Genotype IVに 共 通 し て 反 応 す る IgMや
IgG等 の 抗 HEV抗 体 や 、 Genotype特 異 的 に 反 応 す る 各 抗 HEV抗 体 を 検 出 す る こ と も 可 能 と な
る 。
　 さ ら に 、 HEVに 感 染 す る と 、 患 者 血 液 中 の HEVの 遺 伝 子 出 現 の 時 期 よ り や や 遅 れ て 、 糞 便
中 に HEV粒 子 が 出 現 す る こ と が 知 ら れ て い る が 、 Genotype I、 Genotype III又 は Genotype 
IVの 抗 HEV抗 体 に よ り 糞 便 検 体 中 の HEV粒 子 （ HEV抗 原 ） を 検 出 す る こ と も 可 能 と な る 。 HEV
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抗 原 は Genotype I、 Genotype III及 び Genotype IVに 共 通 し て 検 出 す る こ と も で き る し 、 G
enotype特 異 的 に 検 出 す る こ と も 可 能 に な る 。
　 上 記 説 明 し た よ う に 、 本 発 明 の ウ イ ル ス 様 中 空 粒 子 及 び そ れ に 対 す る 抗 体 に よ り 、 従 来
よ り も 正 確 な 免 疫 測 定 が 行 え 、 HEVの 感 染 時 期 の 特 定 等 、 詳 細 に 検 出 す る こ と が 可 能 に な
る 。 ま た 、 本 発 明 に よ り 、 ウ イ ル ス 様 中 空 粒 子 の 形 成 機 構 を 解 明 す る こ と で 、 ウ イ ル ス 粒
子 形 成 の 抑 制 等 が 可 能 と な る こ と が 予 測 さ れ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ８ １ 】
【 図 １ 】 蛋 白 質 発 現 に よ る ウ イ ル ス 様 中 空 粒 子 形 成 を SDS-PAGEに よ り 経 時 的 に 確 認 し た も
の を 示 す 図 で あ る 。 （ 実 施 例 １ － １ ～ ２ ）
【 図 ２ 】 電 子 顕 微 鏡 に よ り 観 察 さ れ た ウ イ ル ス 様 中 空 粒 子 の 像 を 示 す 図 で あ る 。 （ 実 施 例
１ － １ ）
【 図 ３ ａ 】 ウ イ ル ス 様 中 空 粒 子 を ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 に よ り 確 認 し た も の を 示 す 写 真 代
用 図 面 で あ る 。 （ 実 施 例 １ － １ ～ ２ ）
【 図 ３ ｂ 】 図 ３ ａ の 写 真 代 用 図 面 の 理 解 を 容 易 に す る た め の 模 式 図 で あ る 。 （ 実 施 例 １ －
１ ～ ２ ）
【 図 ４ 】 ウ イ ル ス 様 中 空 粒 子 と IgG抗 体 と の 反 応 を 示 す 図 で あ る 。 （ 実 施 例 １ － １ ～ ２ ）
【 図 ５ 】 ウ イ ル ス 様 中 空 粒 子 と IgM抗 体 と の 反 応 を 示 す 図 で あ る 。 （ 実 施 例 １ － １ ～ ２ ）
【 図 ６ 】 蛋 白 質 発 現 に よ る HEV Genotype Iの ウ イ ル ス 様 中 空 粒 子 形 成 を SDS-PAGEに よ り 経
時 的 に 確 認 し た も の を 示 す 図 で あ る 。 （ 実 施 例 ２ － １ ）
【 図 ７ 】 蛋 白 質 発 現 に よ る HEV Genotype IIIの ウ イ ル ス 様 中 空 粒 子 形 成 を SDS-PAGEに よ り
経 時 的 に 確 認 し た も の を 示 す 図 で あ る 。 （ 実 施 例 ２ － ２ ）
【 図 ８ 】 蛋 白 質 発 現 に よ る HEV Genotype IVの ウ イ ル ス 様 中 空 粒 子 形 成 を SDS-PAGEに よ り
経 時 的 に 確 認 し た も の を 示 す 図 で あ る 。 （ 実 施 例 ２ － ３ ）
【 図 ９ 】 電 子 顕 微 鏡 に よ り 観 察 さ れ た ウ イ ル ス 様 中 空 粒 子 の 像 を 示 す 図 で あ る 。 （ 実 施 例
２ － １ ～ ３ ）
【 図 １ ０ 】 HEV Genotype Iの ウ イ ル ス 様 中 空 粒 子 を ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 に よ り 確 認 し た
も の を 示 す 写 真 代 用 図 面 で あ る 。 （ 実 施 例 ２ － １ ）
【 図 １ １ 】 HEV Genotype IIIの ウ イ ル ス 様 中 空 粒 子 を ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 に よ り 確 認 し
た も の を 示 す 写 真 代 用 図 面 で あ る 。 （ 実 施 例 ２ － ２ ）
【 図 １ ２ 】 HEV Genotype IVの ウ イ ル ス 様 中 空 粒 子 を ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 に よ り 確 認 し
た も の を 示 す 写 真 代 用 図 面 で あ る 。 （ 実 施 例 ２ － ３ ）
【 図 １ ３ 】 HEV Genotype I、 III又 は IVの ウ イ ル ス 様 中 空 粒 子 と 、 HEV Genotype I、 III又
は IV感 染 患 者 血 清 と の 反 応 を ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 で 確 認 し た 結 果 を 示 す 写 真 代 用 図 面 で
あ る 。 （ 実 施 例 ２ － １ ～ ３ ）
【 図 １ ４ 】 ウ イ ル ス 様 中 空 粒 子 と IgG抗 体 と の 反 応 を 示 す 図 で あ る 。 （ 実 施 例 ２ － １ ～ ３
）
【 図 １ ５ 】 ウ イ ル ス 様 中 空 粒 子 と IgM抗 体 と の 反 応 を 示 す 図 で あ る 。 （ 実 施 例 ２ － １ ～ ３
）
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【 図 ３ ｂ 】

【 図 ４ 】

【 図 ５ 】

【 図 １ ４ 】

【 図 １ ５ 】
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【 図 １ 】

【 図 ２ 】

【 図 ３ ａ 】
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【 図 ６ 】

【 図 ７ 】

【 図 ８ 】
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【 図 ９ 】

【 図 １ ０ 】

【 図 １ １ 】
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【 図 １ ２ 】

【 図 １ ３ 】

【 配 列 表 】
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提取RNA来制备，然后克隆提取的RNA的区域，其中111个氨基酸从
HEV的ORF2的N末端计数。删除，并分别根据基因重组程序进一步制备
颗粒。 Ž
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