
(57)【要約】

　本発明は、Ｊａｂ１蛋白質、Ｊａｂ１蛋白質をコード

するヌクレオチド配列を有する核酸、またはＪａｂ１蛋

白質発現組み換えウィルスを含む、フラビウィルスまた

はペスティウィルス感染疾患を治療または予防するため

の組成物に関するものである。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 Ｊ ａ ｂ １ (Jun-activation binding protein 1)蛋 白 質 を 含 む 、 フ ラ ビ ウ ィ ル ス ま た は ペ
ス テ ィ ウ ィ ル ス 感 染 疾 患 を 治 療 ま た は 予 防 す る た め の 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ 】
　 Ｊ ａ ｂ １ 蛋 白 質 が 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 請 求 項 １ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ 】
　 Ｊ ａ ｂ １ 蛋 白 質 が 配 列 番 号 １ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に コ ー ド さ れ る 請 求 項 １ 記 載 の 組 成 物
。
【 請 求 項 ４ 】
　 Ｊ ａ ｂ 蛋 白 質 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 核 酸 を 含 む 、 フ ラ ビ ウ ィ ル ス ま た
は ペ ス テ ィ ウ ィ ル ス 感 染 疾 患 を 治 療 ま た は 予 防 す る た め の 組 成 物 。
【 請 求 項 ５ 】
　 Ｊ ａ ｂ １ 蛋 白 質 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 核 酸 が 、 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸
配 列 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 組 み 換 え ベ ク タ ー で あ る 請 求 項 ４ 記 載 の 組 成
物 。
【 請 求 項 ６ 】
　 Ｊ ａ ｂ １ 蛋 白 質 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 核 酸 が 、 配 列 番 号 １ の ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 を 有 す る 組 み 換 え ベ ク タ ー で あ る 請 求 項 ４ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ７ 】
　 組 み 換 え ベ ク タ ー が 組 み 換 え ウ ィ ル ス ベ ク タ ー で あ る 請 求 項 ５ ま た は ６ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ８ 】
　 組 み 換 え ウ ィ ル ス ベ ク タ ー が 組 み 換 え レ ト ロ ウ ィ ル ス 、 ア デ ノ ウ ィ ル ス 、 ア デ ノ 関 連 ウ
ィ ル ス 及 び ヘ ル ペ ス シ ン プ レ ッ ク ス ウ ィ ル ス 由 来 の ベ ク タ ー の 中 か ら 選 択 さ れ る 請 求 項 ７
記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ９ 】
　 Ｊ ａ ｂ １ 蛋 白 質 発 現 組 み 換 え ウ ィ ル ス を 含 む 、 フ ラ ビ ウ ィ ル ス ま た は ペ ス テ ィ ウ ィ ル ス
感 染 疾 患 を 治 療 ま た は 予 防 す る た め の 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 Ｊ ａ ｂ １ 蛋 白 質 発 現 組 み 換 え ウ ィ ル ス が 、 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る Ｊ ａ ｂ １
蛋 白 質 発 現 組 み 換 え ウ ィ ル ス で あ る 請 求 項 ９ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 Ｊ ａ ｂ １ 蛋 白 質 発 現 組 み 換 え ウ ィ ル ス が 、 配 列 番 号 １ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に コ ー ド さ れ
る Ｊ ａ ｂ １ 蛋 白 質 発 現 組 み 換 え ウ ィ ル ス で あ る 請 求 項 ９ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 組 み 換 え ウ ィ ル ス が ア デ ノ ウ ィ ル ス 、 ア デ ノ 関 連 ウ ィ ル ス 、 ヘ ル ペ ス 及 び シ ン プ レ ッ ク
ス ウ ィ ル ス の 中 か ら 選 択 さ れ る 請 求 項 ９ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 組 み 換 え ウ ィ ル ス が レ ト ロ ウ ィ ル ス 及 び ア デ ノ ウ ィ ル ス の 中 か ら 選 択 さ れ る 請 求 項 １ ２
記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 感 染 疾 患 が フ ラ ビ ウ ィ ル ス 感 染 疾 患 で あ る 請 求 項 １ 、 ４ 及 び ９ の い ず れ か に 記 載 の 組 成
物 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 フ ラ ビ ウ ィ ル ス が 西 ナ イ ル ウ ィ ル ス で あ る 請 求 項 １ ４ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 発 熱 、 発 疹 、 出 血 、 黄 疸 、 関 節 痛 、 筋 肉 痛 、 脳 炎 ま た は 髄 膜 炎 を 治 療 ま た は 予 防 す る た
め の 請 求 項 １ 、 ４ 及 び ９ の い ず れ か に 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 （ ａ ） Ｊ ａ ｂ １ 蛋 白 質 発 現 細 胞 を 培 養 す る 段 階 と 、
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　 （ ｂ ） 段 階 （ ａ ） の 細 胞 を Ｊ ａ ｂ １ 蛋 白 質 の 発 現 を 促 進 さ せ る 候 補 化 合 物 と 接 触 さ せ る
段 階 と 、
　 （ ｃ ） 段 階 （ ｂ ） に お け る Ｊ ａ ｂ １ 蛋 白 質 の 発 現 量 を 、 候 補 化 合 物 に 接 触 さ せ て い な い
対 照 群 の 発 現 量 と 比 較 す る 段 階 と 、
　 （ ｄ ） Ｊ ａ ｂ １ 蛋 白 質 発 現 量 の 増 加 を 示 す 化 合 物 を 確 認 す る 段 階 と を 含 み 、 Ｊ ａ ｂ １ 蛋
白 質 の 発 現 を 促 進 さ せ る 物 質 を 検 定 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 （ ａ ） Ｊ ａ ｂ １ 蛋 白 質 発 現 組 み 換 え ベ ク タ ー 及 び フ ラ ビ ウ ィ ル ス ま た は ペ ス テ ィ ウ ィ ル
ス の カ プ シ ド （ Ｃ ｐ ） 蛋 白 質 発 現 組 み 換 え ベ ク タ ー で 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 を 培 養 す る 段 階
と 、
　 （ ｂ ） 段 階 （ ａ ） の 細 胞 を 、 Ｊ ａ ｂ １ 蛋 白 質 と Ｃ ｐ 蛋 白 質 の 相 互 作 用 を 促 進 さ せ る 候 補
化 合 物 と 接 触 さ せ る 段 階 と 、
　 （ ｃ ） 段 階 （ ｂ ） に お け る Ｃ ｐ 蛋 白 質 の 発 現 量 を 、 候 補 化 合 物 に 接 触 さ せ て い な い 対 照
群 の 発 現 量 と 比 較 す る 段 階 と 、
　 （ ｄ ） Ｃ ｐ 蛋 白 質 の 発 現 量 の 減 少 を 示 す 化 合 物 を 確 認 す る 段 階 と を 含 み 、 Ｊ ａ ｂ １ 蛋 白
質 と Ｃ ｐ 蛋 白 質 の 相 互 作 用 を 促 進 さ せ る 物 質 を 検 定 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 段 階 （ ｃ ） で の 発 現 量 の 差 を 蛋 白 質 水 準 ま た は ｍ Ｒ Ｎ Ａ 水 準 で 確 認 す る 請 求 項 １ ７ ま た
は １ ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 免 疫 検 定 法 で 蛋 白 質 発 現 量 の 差 を 確 認 す る 請 求 項 １ ９ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ R(Reverse Transcription-Polymerization Chain Reaction)で ｍ Ｒ Ｎ Ａ 発 現
量 の 差 を 確 認 す る 請 求 項 １ ９ 記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 〔 技 術 分 野 〕
　 本 発 明 は 、 Ｊ ａ ｂ １ を 含 む ウ ィ ル ス 感 染 疾 患 治 療 組 成 物 に 係 り 、 よ り 具 体 的 に は 、 Ｊ ａ
ｂ １ 蛋 白 質 、 Ｊ ａ ｂ １ 蛋 白 質 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 核 酸 、 ま た は Ｊ ａ ｂ
１ 蛋 白 質 発 現 組 み 換 え ウ ィ ル ス を 含 む 、 フ ラ ビ ウ ィ ル ス ま た は ペ ス テ ィ ウ ィ ル ス 感 染 疾 患
を 治 療 ま た は 予 防 す る た め の 組 成 物 に 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 〔 背 景 技 術 〕
　 フ ラ ビ ウ ィ ル ス (Flavivirus)と ペ ス テ ィ ウ ィ ル ス (Pestivirus)は 、 フ ラ ビ ウ ィ ル ス 科 (F
laviviridae)に 属 す る ウ ィ ル ス で あ っ て 、 単 鎖 Ｒ Ｎ Ａ を ゲ ノ ム と し て 有 し 、 脊 椎 動 物 を 宿
主 細 胞 と し て 様 々 な 疾 病 を 誘 発 す る ウ ィ ル ス で あ る 。 西 ナ イ ル ウ ィ ル ス (West Nile Virus
： Ｗ Ｎ Ｖ )(Burt et al., Emerg Infect Dis., 8(8):820-826, 2002; Asnis et al., Clin
 Infect Dis30(30): 413-418, 2000)は 、 フ ラ ビ ウ ィ ル ス の 代 表 的 な ウ ィ ル ス で あ っ て 、
感 染 時 に 発 熱 、 発 疹 、 関 節 痛 、 筋 肉 痛 な ど の 疾 患 を 誘 発 す る 。 野 生 型 (wild type)西 ナ イ
ル ウ ィ ル ス に 感 染 し た 脳 細 胞 で は 、 細 胞 死 滅 が Ｂ ａ ｘ 依 存 的 に 誘 導 さ れ (Parquet et al.,
 FEBS Lett., 500(1-2):17-24. 2001)、 ウ ィ ル ス の カ プ シ ド 蛋 白 質 が ミ ト コ ン ド リ ア ／ カ
ス パ ー ゼ － ９ (mitochondrial/caspase-9)経 路 を 介 し て 細 胞 死 滅 を 起 こ す と い う 研 究 報 告
が あ っ た が (Yang et al, Emerg Infect Dis., 8(12):1379-1384, 2002)、 西 ナ イ ル ウ ィ ル
ス 感 染 に よ る 細 胞 内 病 理 機 序 は 解 明 さ れ て い な い 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 西 ナ イ ル ウ ィ ル ス 感 染 の 予 防 と 治 療 の た め に 、 既 存 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 、 イ ン タ ー フ ェ ロ
ン ａ ｌ ｆ ａ ２ ｂ と リ バ ビ リ ン (ribavirin)な ど の ウ ィ ル ス 製 剤 な ど を 使 用 し た が (Agrawal 
and Petersen., J Infect Dis, 188(1):1-4, 2003; Morrey et al., Antiviral Res., 55
(1):107-116, 2002 ; Anderson et al., Emerg Infect Dis., 8(1):107-108, 2002)、 治
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療 効 果 が 低 い 。 未 だ 西 ナ イ ル ウ ィ ル ス の 感 染 を 効 果 的 に 治 療 ま た は 予 防 す る 薬 物 が 不 在 な
の で 、 こ の よ う な 薬 物 を 開 発 す る た め の 研 究 が 要 求 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 Ｊ ａ ｂ １ (Jun-activation binding protein 1)は 、 Ａ Ｐ － １ 蛋 白 質 (Jun/Fos proto-onc
ogene)の 補 助 活 性 化 因 子 (coactivator)と し て 最 初 知 ら れ た が 、 そ の 他 後 述 の 様 々 な 機 能
を 行 う も の と し て も 知 ら れ て い る 。 Ｊ ａ ｂ １ は Ｃ Ｏ Ｐ ９  ｓ ｉ ｇ ｎ ａ ｌ ｏ ｓ ｏ ｍ ｅ 複 合 体
（ Ｃ Ｓ Ｎ ） の ５ 番 目 の 構 成 要 素 で あ り (Wei et al., Annu Rev Cell Dev Biol., 19:261-2
86, 2003)、 酵 母 か ら 植 物 お よ び 動 物 ま で Ｊ ａ ｂ １ ／ Ｃ Ｓ Ｎ ５ を も っ て い る 。 Ｊ ａ ｂ １ の
過 発 現 は サ イ ク リ ン 依 存 性 キ ナ ー ゼ 抑 制 剤 (cyclin dependent kinase inhibitor)ｐ ２ ７
／ Ｋ ｉ ｐ １ を 核 か ら 細 胞 質 へ 移 動 さ せ 、 Ｕ ｂ － ２ ６ Ｓ プ ロ テ ア ソ ー ム 依 存 的 な 分 解 作 用 を
促 進 さ せ 、 ｐ ２ ７ ／ ｋ ｉ ｐ １ の Ｇ １ － Ｓ 転 位 (transition)に も 関 与 す る (Tomoda et al., 
Nature, 398(6723):160-165, 1999)。 ま た 、 Ｊ ａ ｂ １ は 、 初 期 肺 癌 細 胞 (primary lung ca
ncer cell)で 過 発 現 さ れ る Ｐ Ｇ Ｐ ９ ． ５ の 核 転 移 (nuclear translocation)に も 関 与 す る (
Caballero et al., Oncogene, 21(19):3003-3010, 2002)。 Ｊ ａ ｂ １ は ｐ ５ ３ 、 Ｓ ｍ ａ ｄ
４ 、 ル ト ロ ピ ン ／ コ リ オ ゴ ナ ド ト ロ ピ ン (Lutropin/Choriogonadotropin)受 容 体 と 相 互 作
用 し て こ れ ら 蛋 白 質 の 分 解 を 促 進 さ せ る (Bech-Otschir et al., EMBO J., 20(6):1630-16
39, 2001; Li et al. J Biol Chem., 275(18):13386-13393, 2000; Wan et al., EMBO J.
, 3(2):171-176, 2002)。 Ｊ ａ ｂ １ は 細 胞 内 蛋 白 質 と 作 用 し て 核 か ら 細 胞 質 へ 蛋 白 質 を 移
動 さ せ 、 プ ロ テ ア ソ ー ム 依 存 的 な 方 式 で 蛋 白 質 分 解 を 促 進 す る 機 能 を 行 う こ と が 分 か る 。
と こ ろ が 、 フ ラ ビ ウ ィ ル ス 科 に 属 す る ウ ィ ル ス に 感 染 す る と き 、 Ｊ ａ ｂ １ と ウ ィ ル ス 蛋 白
質 と の 相 互 作 用 に つ い て は 全 く 解 明 さ れ て い な い 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 こ の よ う な 背 景 の 下 で 、 本 発 明 者 は 、 フ ラ ビ ウ ィ ル ス の カ プ シ ド 蛋 白 質 と 相 互 作 用 す る
蛋 白 質 中 の 一 つ と し て 、 カ プ シ ド 蛋 白 質 の 分 解 を 促 進 し て 細 胞 死 滅 を 抑 制 す る Ｊ ａ ｂ １ を
同 定 し 、 こ れ を ウ ィ ル ス 感 染 疾 患 の 治 療 ま た は 予 防 に 使 用 で き る こ と を 確 認 す る こ と に よ
り 、 本 発 明 を 完 成 し た 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 〔 発 明 の 開 示 〕
　 〔 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 〕
　 本 発 明 の 目 的 は 、 Ｊ ａ ｂ １ (Jun-activation binding protein 1)蛋 白 質 を 含 む 、 フ ラ ビ
ウ ィ ル ス ま た は ペ ス テ ィ ウ ィ ル ス 感 染 疾 患 を 治 療 ま た は 予 防 す る た め の 組 成 物 を 提 供 す る
こ と に あ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 ま た 、 本 発 明 の 他 の 目 的 は 、 Ｊ ａ ｂ １ 蛋 白 質 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 核
酸 を 含 む 、 フ ラ ビ ウ ィ ル ス ま た は ペ ス テ ィ ウ ィ ル ス 感 染 疾 患 を 治 療 ま た は 予 防 す る た め の
組 成 物 を 提 供 す る こ と に あ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 ま た 、 本 発 明 の 別 の 目 的 は 、 Ｊ ａ ｂ １ 蛋 白 質 発 現 組 み 換 え ウ ィ ル ス を 含 む 、 フ ラ ビ ウ ィ
ル ス ま た は ペ ス テ ィ ウ ィ ル ス 感 染 疾 患 を 治 療 ま た は 予 防 す る た め の 組 成 物 を 提 供 す る こ と
に あ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 ま た 、 本 発 明 の 別 の 目 的 は 、 薬 理 学 的 有 効 量 の Ｊ ａ ｂ １ 蛋 白 質 を ウ ィ ル ス 感 染 疾 患 の 治
療 ま た は 予 防 が 必 要 な 対 象 に 投 与 し 、 フ ラ ビ ウ ィ ル ス ま た は ペ ス テ ィ ウ ィ ル ス 感 染 疾 患 を
治 療 ま た は 予 防 す る 方 法 を 提 供 す る こ と に あ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 ま た 、 本 発 明 の 別 の 目 的 は 、 薬 理 学 的 有 効 量 の Ｊ ａ ｂ １ 蛋 白 質 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 を 有 す る 核 酸 を ウ ィ ル ス 感 染 疾 患 の 治 療 ま た は 予 防 が 必 要 な 対 象 に 投 与 し 、 フ ラ ビ
ウ ィ ル ス ま た は ペ ス テ ィ ウ ィ ル ス 感 染 疾 患 を 治 療 ま た は 予 防 す る 方 法 を 提 供 す る こ と に あ
る 。
【 ０ ０ １ １ 】
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　 ま た 、 本 発 明 の 別 の 目 的 は 、 薬 理 学 的 有 効 量 の Ｊ ａ ｂ １ 蛋 白 質 発 現 組 み 換 え ウ ィ ル ス を
ウ ィ ル ス 感 染 疾 患 の 治 療 ま た は 予 防 が 必 要 な 対 象 に 投 与 し 、 フ ラ ビ ウ ィ ル ス ま た は ペ ス テ
ィ ウ ィ ル ス 感 染 疾 患 を 治 療 ま た は 予 防 す る 方 法 を 提 供 す る こ と に あ る 。
ま た 、 本 発 明 の 別 の 目 的 は 、 Ｊ ａ ｂ １ 蛋 白 質 の 発 現 を 促 進 さ せ る 物 質 を 検 定 す る 方 法 を 提
供 す る こ と に あ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 〔 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 様 態 〕
　 一 つ の 様 態 と し て 、 本 発 明 は 、 Ｊ ａ ｂ １ 蛋 白 質 を 含 む フ ラ ビ ウ ィ ル ス ま た は ペ ス テ ィ ウ
ィ ル ス 感 染 疾 患 を 治 療 ま た は 予 防 す る た め の 組 成 物 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 に よ っ て 治 療 ま た は 予 防 し よ う と す る ウ ィ ル ス 感 染 は 、 フ ラ ビ ウ ィ ル ス 及 び ペ ス
テ ィ ウ ィ ル ス 感 染 疾 患 で あ っ て 、 フ ラ ビ ウ ィ ル ス と ペ ス テ ィ ウ ィ ル ス は 、 ウ ィ ル ス 学 名 に
関 す る 国 際 委 員 会 (International Committee on Taxonomy of virus)の 分 類 に よ れ ば 、 フ
ラ ビ ウ ィ ル ス 科 に 属 す る ウ ィ ル ス で あ る 。 陽 性 極 性 の 単 鎖 Ｒ Ｎ Ａ (positive stranded sin
gle strand RNA)を ゲ ノ ム と し て 有 し 、 脊 椎 動 物 と 節 足 動 物 が 自 然 宿 主 (natural host ran
ge)で あ る 。 フ ラ ビ ウ ィ ル ス と ペ ス テ ィ ウ ィ ル ス は 膜 と ヌ ク レ オ カ プ シ ド を 有 す る 構 造 で
あ り 、 フ ラ ビ ウ ィ ル ス は 直 径 ４ ０ ～ ５ ０ ｎ ｍ の 円 形 の ウ ィ ル ス で あ り 、 ペ ス テ ィ ウ ィ ル ス
は 直 径 ４ ０ ～ ６ ０ ｎ ｍ の 円 形 ま た は 不 定 形 の ウ ィ ル ス で あ る 。 フ ラ ビ ウ ィ ル ス と ペ ス テ ィ
ウ ィ ル ス は 、 非 常 に 類 似 の 構 造 と 感 染 機 序 を 有 す る ウ ィ ル ス に 感 染 す る と き 、 細 胞 の 細 胞
死 滅 を 誘 導 す る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 フ ラ ビ ウ ィ ル ス は 、 哺 乳 類 ダ ニ 媒 介 性 ウ ィ ル ス (mammalian tick-borne virus)群 、 海 鳥
ダ ニ 媒 介 性 ウ ィ ル ス (seabird tick-borne virus)群 、 ア ロ ア ウ ィ ル ス (Aroa virus)群 、 デ
ン グ ウ ィ ル ス (Dengue virus)群 、 日 本 脳 炎 ウ ィ ル ス (Japanese Encephalitis virus)群 、
タ ヤ ウ ィ ル ス (Ntaya virus)群 、 コ コ ベ ラ ウ ィ ル ス (Kokobera virus)群 、 ス ポ ン ド ウ ェ ニ
ウ ィ ル ス (Spondweni virus)群 、 黄 熱 ウ ィ ル ス (Yellow fever virus)群 、 エ ン テ ベ ウ ィ ル
ス (Entebbe virus)群 、 モ ダ ク ウ ィ ル ス (Modac virus)群 、 リ オ ブ ラ ボ ウ ィ ル ス (Rio Bravo
 virus)群 な ど を 含 む 。 本 発 明 の 組 成 物 は 、 日 本 脳 炎 ウ ィ ル ス 群 の 感 染 に 好 ま し く 使 用 で
き る 。 こ の よ う な 日 本 脳 炎 ウ ィ ル ス 群 に は 、 カ シ パ コ レ ウ ィ ル ス (Caipacore virus)、 コ
ウ タ ン ゴ ウ ィ ル ス (Koutango virus)、 日 本 脳 炎 ウ ィ ル ス (Japanese encephalitis virus)
、 ム レ イ バ レ ー 脳 炎 ウ ィ ル ス (Murray Valley encephalitis virus)、 セ ン ト ル イ ス 脳 炎 ウ
ィ ル ス (St. Louis encephalitis virus)、 ウ ス ツ ウ ィ ル ス (Usutu virus)、 西 ナ イ ル ウ ィ
ル ス (West Nile virus)、 ヤ ウ ン デ ウ ィ ル ス (Yaounde virus)な ど が あ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 ペ ス テ ィ ウ ィ ル ス は 、 ボ ー ダ ー 病 ウ ィ ル ス (Border disease virus)、 牛 ウ ィ ル ス 性 下 痢
ウ ィ ル ス １ (Bobine viral diarrhea virus 1)、 牛 ウ ィ ル ス 性 下 痢 ウ ィ ル ス ２ (Bovine vir
al diarrhea virus 2)、 豚 コ レ ラ ウ ィ ル ス (classical swine fever virus)な ど を 含 む 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 者 は 、 イ ー ス ト ツ ー ハ イ ブ リ ッ ド ア セ イ を 介 し て 、 西 ナ イ ル ウ ィ ル ス に 感 染 し た
細 胞 で 細 胞 死 滅 を 誘 導 す る ウ ィ ル ス の カ プ シ ド （ Ｃ ｐ ） 蛋 白 質 と 直 接 作 用 す る 蛋 白 質 の う
ち Ｊ ａ ｂ １ を 発 掘 し 、 Ｊ ａ ｂ １ が カ プ シ ド 蛋 白 質 に 及 ぼ す 影 響 を 調 査 し た 。 そ の 結 果 、 Ｊ
ａ ｂ １ が カ プ シ ド 蛋 白 質 と 直 接 相 互 作 用 し て カ プ シ ド 蛋 白 質 を 核 か ら 細 胞 質 へ 移 動 さ せ 、
カ プ シ ド 蛋 白 質 の 分 解 を 促 進 す る こ と に よ り 、 ウ ィ ル ス の カ プ シ ド 蛋 白 質 に よ る 細 胞 死 滅
が 著 し く 阻 害 さ れ る と い う こ と を 糾 明 し た 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 カ プ シ ド は 、 ウ ィ ル ス の 核 酸 を 取 り 囲 ん だ 蛋 白 質 シ ェ ル (protein shell)を 意 味 し 、 構
造 的 サ ブ ユ ニ ッ ト (structural subunit)蛋 白 質 の 結 合 に よ っ て 形 成 さ れ る 。 カ プ シ ド を 形
成 す る 構 造 的 サ ブ ユ ニ ッ ト 蛋 白 質 を カ プ シ ド 蛋 白 質 と い う 。 本 発 明 の 目 的 上 、 カ プ シ ド 蛋
白 質 は 、 Ｊ ａ ｂ １ 蛋 白 質 が 結 合 す る フ ラ ビ ウ ィ ル ス と ペ ス テ ィ ウ ィ ル ス の カ プ シ ド 蛋 白 質
で あ る 。 フ ラ ビ ウ ィ ル ス に 属 す る 西 ナ イ ル ウ ィ ル ス の カ プ シ ド 蛋 白 質 の 核 酸 配 列 を 始 め と
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し た 全 体 配 列 は 、 Ｇ ｅ ｎ ｂ ａ ｎ ｋ か ら 分 か る (accession number AF206518, AF196835, AF
202541, M12294)。 そ の 他 異 な る 種 類 の フ ラ ビ ウ ィ ル ス と ペ ス テ ィ ウ ィ ル ス の カ プ シ ド 蛋
白 質 の 核 酸 配 列 も Ｇ ｅ ｎ Ｂ ａ ｎ ｋ か ら 探 し 出 す こ と が で き る ： 例 え ば 、 Ｊ Ｅ Ｖ (accession
 number M18370、 D90194、 及 び D90195)、 Ｓ Ｌ Ｅ Ｖ (accession number M16614)、 Ｙ Ｆ Ｖ (a
ccession numbers AF094612、 U17067、 U17066、 U54798、 U21055、 U21056、 及 び X03700)、
Ｄ Ｅ Ｎ Ｖ (accession numbers M23027、 U88535、 U88536、 及 び  U88537)、 及 び Ｂ Ｖ Ｄ Ｎ (ac
cession number M31182)で あ る 。 Ｊ ａ ｂ １ 蛋 白 質 に 結 合 す る こ と が 可 能 な カ プ シ ド 蛋 白 質
を も っ て い る フ ラ ビ ウ ィ ル ス と ペ ス テ ィ ウ ィ ル ス 間 の カ プ シ ド 蛋 白 質 は 、 相 同 性 が 約 ９ ０
％ に 達 す る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 の 組 成 物 に 用 い ら れ る Ｊ ａ ｂ １ 蛋 白 質 は 、 酵 母 、 植 物 ま た は 動 物 由 来 の 全 て の Ｊ
ａ ｂ １ 蛋 白 質 を 含 む 。 野 生 型 の Ｊ ａ ｂ １ 蛋 白 質 を 含 ん で 、 フ ラ ビ ウ ィ ル ス ま た は ペ ス テ ィ
ウ ィ ル ス の カ プ シ ド 蛋 白 質 と の 結 合 に よ っ て カ プ シ ド 蛋 白 質 の 分 解 を 促 進 す る 機 能 を 行 う
限 り 、 欠 失 、 挿 入 、 非 保 全 的 ま た は 保 全 的 置 換 ま た は こ れ ら の 組 み 合 わ せ に よ る Ｊ ａ ｂ １
蛋 白 質 の 変 異 体 を 含 む 。 一 つ の 具 体 的 例 示 と し て 、 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る Ｊ
ａ ｂ １ 蛋 白 質 を 挙 げ る こ と が で き 、 こ の よ う な 配 列 の 置 換 、 挿 入 、 欠 失 変 異 体 も 本 発 明 の
組 成 物 に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 Ｊ ａ ｂ １ 蛋 白 質 の 変 異 体 と は 、 野 生 型 の ア ミ ノ 酸 配 列 と 一 つ 以 上 の ア ミ ノ 酸 残 基 の 相 違
し た 配 列 を 有 す る 蛋 白 質 を 意 味 す る 。 Ｊ ａ ｂ １ 蛋 白 質 の 変 異 体 は 、 挿 入 は 通 常 約 １ ～ ２ ０
個 の ア ミ ノ 酸 の 連 続 配 列 で 行 わ れ る が 、 よ り 大 き い 挿 入 も 可 能 で あ り 、 欠 失 は 、 通 常 約 １
～ ３ ０ 個 の 残 基 で 行 わ れ る が 、 一 部 の 場 合 に は ド メ イ ン 中 の 一 つ が 欠 失 で き る の と 同 様 に
、 よ り 大 き い 欠 失 も 可 能 で あ る 。 こ の よ う な 変 異 体 は 、 当 該 分 野 に 公 知 に な っ て い る 化 学
的 ペ プ チ ド 合 成 方 法 ま た は Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 基 本 と す る 組 み 換 え 方 法 に よ っ て 製 造 で き る (Sam
brook et al., Molecular Cloning, Cold Spring Harbour Laboratory Press, New York,
 USA, 2d Ed., 1989)。 分 子 の 活 性 を 全 体 的 に 変 更 さ せ な い 蛋 白 質 及 び ペ プ チ ド に お け る
ア ミ ノ 酸 交 換 は 、 当 該 分 野 に 公 知 に な っ て い る (H.Neurath, R.L.Hill, The Proteins, Ac
ademic Press, New York, 1979)。 最 も 通 常 的 に 発 生 す る 交 換 は 、 ア ミ ノ 酸 残 基 Ａ ｌ ａ ／
Ｓ ｅ ｒ 、 Ｖ ａ ｌ ／ Ｉ ｌ ｅ 、 Ａ ｓ ｐ ／ Ｇ ｌ ｕ 、 Ｔ ｈ ｒ ／ Ｓ ｅ ｒ 、 Ａ ｌ ａ ／ Ｇ ｌ ｙ 、 Ａ ｌ ａ ／
Ｔ ｈ ｒ 、 Ｓ ｅ ｒ ／ Ａ ｓ ｎ 、 Ａ ｌ ａ ／ Ｖ ａ ｌ 、 Ｓ ｅ ｒ ／ Ｇ ｌ ｙ 、 Ｔ ｈ ｙ ／ Ｐ ｈ ｅ 、 Ａ ｌ ａ ／
Ｐ ｒ ｏ 、 Ｌ ｙ ｓ ／ Ａ ｒ ｇ 、 Ａ ｓ ｐ ／ Ａ ｓ ｎ 、 Ｌ ｅ ｕ ／ Ｉ ｌ ｅ 、 Ｌ ｅ ｕ ／ Ｖ ａ ｌ 、 Ａ ｌ ａ ／
Ｇ ｌ ｕ 、 Ａ ｓ ｐ ／ Ｇ ｌ ｙ 間 の 交 換 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 ま た 、 Ｊ ａ ｂ １ 蛋 白 質 は 、 場 合 に よ っ て は リ ン 酸 化 (phosphorylation)、 硫 化 (sulfatio
n)、 ア ク リ ル 化 (acrylation)、 糖 化 (glycosylation)、 メ チ ル 化 (methylation)、 フ ァ ル ネ
シ ル 化 (farnesylation)な ど で も 修 飾 (modification)で き る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 前 記 変 異 体 ま た は 修 飾 体 は 、 天 然 蛋 白 質 と 同 一 の 生 物 学 的 活 性 を 示 す 機 能 的 等 価 物 で あ
る が 、 必 要 に 応 じ て は こ の 蛋 白 質 の 特 性 を 変 形 さ せ た 変 異 体 ま た は 修 飾 体 で あ る 。 好 ま し
く は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 上 の 変 異 と 修 飾 に よ っ て 蛋 白 質 の 熱 、 ｐ Ｈ な ど に 対 す る 構 造 的 安 定 性
が 増 加 し 或 い は 蛋 白 質 活 性 が 増 加 し た 蛋 白 質 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 Ｊ ａ ｂ １ 蛋 白 質 は 、 当 該 分 野 に 公 知 に な っ て い る 方 法 に よ り 天 然 か ら 抽 出 及 び 精 製 し て
得 る こ と が で き 、 あ る い は 、 Ｊ ａ ｂ １ 蛋 白 質 の 配 列 が 明 ら か に な っ て い る の で 、 化 学 的 合
成 (Merrifleld, J. Amer. chem. Soc.. 85:2149-2156, 1963)或 い は 遺 伝 子 組 み 換 え 技 術
を 用 い て 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 化 学 的 に 合 成 し て 製 造 す る 場 合 、 当 該 分 野 に 公 知 に な っ て い る ポ リ ペ プ チ ド 合 成 法 を 用
い て 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
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　 遺 伝 子 組 み 換 え 技 術 を 用 い る 場 合 、 Ｊ ａ ｂ １ を コ ー ド す る 核 酸 を 適 切 な 発 現 ベ ク タ ー に
挿 入 し 、 ベ ク タ ー を 宿 主 細 胞 に 形 質 転 換 し て 、 Ｊ ａ ｂ １ が 発 現 さ れ る よ う に 宿 主 細 胞 を 培
養 し た 後 、 宿 主 細 胞 か ら Ｊ ａ ｂ １ を 回 収 す る 過 程 に よ っ て 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 Ｊ ａ ｂ １ 蛋 白 質 を 発 現 さ せ る た め の 発 現 ベ ク タ ー は 、 通 常 の 全 て の 発 現 ベ ク タ ー を 使 用
す る こ と が で き る 。 宿 主 細 胞 に よ っ て 蛋 白 質 の 発 現 量 や 修 飾 な ど が 異 な る の で 、 目 的 に 最
も 適 し た 宿 主 細 胞 を 選 択 し て 使 用 す れ ば よ い 。 使 用 で き る 宿 主 細 胞 と し て は 、 大 腸 菌 (Esc
herichia coli)、 枯 草 菌 (Bacillus subtilis)、 ス ト レ プ ト マ イ セ ス (Streptomyces)、 シ
ュ ー ド モ ナ ス (Pseudomonas)、 プ ロ テ ウ ス ミ ラ ビ リ ス (Proteus mirabilis)ま た は ス タ ヒ ロ
コ ッ カ ス (Staphylococcus)な ど の 原 核 宿 主 細 胞 が あ る が 、 こ れ に 制 限 さ れ な い 。 こ の 中 で
も Ｅ .ｃ ｏ ｌ ｉ が 最 も 一 般 に 用 い ら れ る 。 ま た 、 真 菌 （ 例 え ば 、 ア ス ペ ル ギ ル ス (Aspergil
lus)、 酵 母 （ 例 え ば 、 ピ キ ア 酵 母 (Pichia pastoris)、 出 芽 酵 母 (Saccharomyces cerevisi
ae)、 分 裂 酵 母 (Schizosaccharomyces)、 ア カ バ ン カ ビ (Neurospora crassa)） な ど の 下 等
真 核 細 胞 、 昆 虫 細 胞 、 植 物 細 胞 、 哺 乳 動 物 な ど を 含 む 高 等 真 核 生 物 由 来 の 細 胞 を 宿 主 細 胞
と し て 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 蛋 白 質 は 、 選 択 さ れ た 宿 主 細 胞 で 発 現 さ せ た 後 、 分 離 及 び 精 製 の た め に 通 常 生 化 学 分 離
技 術 、 た と え ば 蛋 白 質 沈 澱 劑 に よ る 処 理 （ 塩 析 法 ） 、 遠 心 分 離 、 超 音 波 破 砕 、 限 外 濾 過 、
透 析 法 、 分 子 篩 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ （ ゲ ル 濾 過 ） 、 吸 着 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ 、 イ オ ン 交 換 ク ロ
マ ト グ ラ フ ィ 、 親 和 度 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ な ど の 各 種 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ な ど を 用 い る こ と が
で き 、 通 常 、 高 純 度 の 蛋 白 質 を 分 離 す る た め に こ れ ら を 組 み 合 わ せ て 用 い る (Maniatis et
 al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Col
d Spring Harbor, N.Y.(1982); Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Ma
nual, 2d Ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press(1989); Deutscher, M., Guide to
 Protein Purification Methods Enzymology, vol. 182. Academic Press. Inc., San Di
ego, CA(1990))。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 他 の 様 態 と し て 、 本 発 明 は 、 Ｊ ａ ｂ １ 蛋 白 質 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 核
酸 を 含 む 、 フ ラ ビ ウ ィ ル ス ま た は ペ ス テ ィ ウ ィ ル ス 感 染 疾 患 を 治 療 ま た は 予 防 す る た め の
組 成 物 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 発 明 の 組 成 物 で Ｊ ａ ｂ １ 蛋 白 質 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 野 生 型 ま た は 前 記
の よ う な 変 異 体 型 の Ｊ ａ ｂ １ 蛋 白 質 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ っ て 、 一 つ 以 上 の
塩 基 が 置 換 、 欠 失 、 挿 入 ま た は こ れ ら の 組 み 合 わ せ に よ っ て 変 異 で き 、 天 然 か ら 分 離 し 或
い は 化 学 的 合 成 法 で 製 造 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 Ｊ ａ ｂ １ 蛋 白 質 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 化 学 的 に 合 成 し て 製 造 す る 場 合 、 当 業
界 に 公 知 に な っ て い る 合 成 法 、 例 え ば 文 献 (Engels and Uhlmann, Angew Chem IntEd Engl
., 37:73-127, 1988)に 開 示 さ れ た 方 法 を 用 い る こ と が で き 、 ト リ エ ス テ ル 、 ホ ス フ ァ イ
ト (phosphite)、 ホ ス ホ ル ア ミ デ ー ト (phosphoramidate)及 び Ｈ － ホ ス フ ェ ー ト 法 (H-phosp
hate method)、 Ｐ Ｃ Ｒ 及 び そ の 他 の オ ー ト プ ラ イ マ ー 方 法 、 固 体 支 持 体 上 の オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド 合 成 法 な ど を 挙 げ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 Ｊ ａ ｂ １ 蛋 白 質 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 対 す る 一 つ の 具 体 的 例 示 と し て 、 配 列
番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 挙 げ る こ と が で き 、 配 列 番 号 １ の
配 列 を 、 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と し て 例 示 す る こ と が
で き る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 前 記 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 核 酸 は 、 単 鎖 ま た は 二 重 鎖 で あ り 、 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 （ ゲ ノ ム
、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ま た は 合 成 ） ま た は Ｒ Ｎ Ａ 分 子 で あ る 。
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【 ０ ０ ３ ２ 】
　 好 ま し い 様 態 に お い て 、 Ｊ ａ ｂ １ 蛋 白 質 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 こ れ を 発 現
す る ベ ク タ ー に 作 動 的 に 連 結 さ れ た 組 み 換 え 発 現 ベ ク タ ー に 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 発 明 に お い て 、 「 ベ ク タ ー 」 と は 、 目 的 の 遺 伝 子 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 （ 例 ： Ｄ Ｎ Ａ
、 Ｒ Ｎ Ａ な ど ） を 宿 主 細 胞 に 導 入 す る た め の 手 段 を 意 味 す る 。 本 発 明 に お い て 、 「 発 現 ベ
ク タ ー 」 と は 、 適 当 な 宿 主 細 胞 で 目 的 の 蛋 白 質 ま た は 目 的 の Ｒ Ｎ Ａ を 発 現 す る こ と が 可 能
な ベ ク タ ー で あ っ て 、 遺 伝 子 挿 入 物 が 発 現 さ れ る よ う に 作 動 可 能 に 連 結 さ れ た 必 須 的 な 調
節 要 素 を 含 む 遺 伝 子 作 製 物 を い う 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 本 発 明 に お い て 、 「 作 動 可 能 に 連 結 さ れ た (operably linked)」 と は 、 一 般 的 機 能 を 行
う よ う に 、 核 酸 発 現 調 節 配 列 と 、 目 的 の 蛋 白 質 ま た は Ｒ Ｎ Ａ を コ ー ド す る 核 酸 配 列 と が 機
能 的 に 連 結 (functional linkage)さ れ て い る こ と を い う 。 例 え ば 、 プ ロ モ ー タ ー と 蛋 白 質
ま た は Ｒ Ｎ Ａ を コ ー ド す る 核 酸 配 列 と 作 動 可 能 に 連 結 さ れ 、 コ ー デ ィ ン グ 配 列 の 発 現 に 影
響 を 及 ぼ す 可 能 性 が あ る 。 組 み 換 え ベ ク タ ー と の 作 動 的 連 結 は 、 当 該 技 術 分 野 で よ く 知 ら
れ て い る 遺 伝 子 組 み 換 え 技 術 を 用 い て 実 現 す る こ と が で き 、 部 位 － 特 異 的 Ｄ Ｎ Ａ 切 断 及 び
連 結 に は 、 当 該 技 術 分 野 で 一 般 に 知 ら れ て い る 酵 素 な ど を 用 い る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 本 発 明 の ベ ク タ ー は 、 プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー 、 コ ス ミ ド ベ ク タ ー 、 ウ ィ ル ス ベ ク タ ー な ど
を 含 む 。 適 し た 発 現 ベ ク タ ー は 、 プ ロ モ ー タ ー 、 オ ペ レ ー タ ー 、 開 始 コ ド ン 、 終 結 コ ド ン
、 ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル 、 エ ン ハ ン サ ー な ど の 発 現 調 節 要 素 の 他 に も 、 膜 標 的 化 ま た は
分 泌 の た め の 信 号 配 列 ま た は リ ー ダ ー 配 列 を 含 み 、 目 的 に 応 じ て 様 々 に 製 造 で き る 。 開 始
コ ド ン 及 び 終 結 コ ド ン は 、 一 般 に 、 免 疫 原 性 標 的 蛋 白 質 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の
一 部 と 見 な さ れ る も の で 、 遺 伝 子 作 製 物 が 投 入 さ れ た と き 、 個 体 で 必 ず 作 用 を 示 さ な け れ
ば な ら ず 、 コ ー デ ィ ン グ 配 列 と イ ン フ レ ー ム (in frame)に 存 在 し な け れ ば な ら な い 。 ベ ク
タ ー の プ ロ モ ー タ ー は 構 成 性 ま た は 誘 導 性 を 有 す る 。 ま た 、 発 現 ベ ク タ ー は 、 ベ ク タ ー を
含 有 す る 宿 主 細 胞 を 選 択 す る た め の 選 択 性 マ ー カ ー を 含 み 、 複 製 可 能 な 発 現 ベ ク タ ー の 場
合 に 複 製 起 源 を 含 む 。 ベ ク タ ー は 自 己 複 製 し あ る い は 宿 主 Ｄ Ｎ Ａ に 統 合 で き る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 よ り 好 ま し い 様 態 に お い て 、 本 発 明 は 、 Ｊ ａ ｂ １ 蛋 白 質 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列
を 有 す る 組 み 換 え ウ ィ ル ス ベ ク タ ー 組 成 物 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 本 発 明 に お い て 、 「 組 み 換 え ウ ィ ル ス ベ ク タ ー 」 は 、 一 つ ま た は そ れ 以 上 の 異 種 性 遺 伝
子 を 含 ん で い る ウ ィ ル ス ベ ク タ ー を い い 、 本 発 明 で は Ｊ ａ ｂ １ 遺 伝 子 を 有 す る ウ ィ ル ス ベ
ク タ ー で あ る 。 前 記 ウ ィ ル ス ベ ク タ ー は 、 好 ま し く は レ プ リ コ ン の 欠 乏 し た ベ ク タ ー で あ
る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 組 み 換 え ウ ィ ル ス ベ ク タ ー は 、 レ ト ロ ウ ィ ル ス (Retrovirus)、 例 え ば Ｈ Ｉ Ｖ (Human imm
unodeficiency virus)、 Ｍ Ｌ Ｖ (Murine leukemia virus)、 Ａ Ｓ Ｌ Ｖ (Avian sarcoma/leuk
osis)、 Ｓ Ｎ Ｖ (Spleen necrosis virus)、 Ｒ Ｓ Ｖ (Rous sarcoma cirus)、 Ｍ Ｍ Ｔ Ｖ (Mouse
 mammary tumor virus)な ど ;ア デ ノ ウ ィ ル ス (Adenovirus)、 ア デ ノ 関 連 ウ ィ ル ス (Adeno-a
ssociated virus)、 ヘ ル ペ ス シ ン プ レ ッ ク ス ウ ィ ル ス (Herpes simplex virus)な ど か ら 由
来 す る 組 み 換 え ウ ィ ル ス ベ ク タ ー で あ る が 、 こ れ に 制 限 さ れ な い 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 Ｊ ａ ｂ １ 蛋 白 質 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 核 酸 は 、 当 該 分 野 の 公 知 方 法 、
例 え ば ベ ク タ ー 型 の ネ イ キ ッ ド Ｄ Ｎ Ａ に 直 接 注 射 し (Wolff et al., Science, 247:1465-8
, 1990: Wolff  et al., J Cell Sci. 103:1249-59, 1992)、 リ ポ ソ ー ム (Liposome)、 陽
イ オ ン 性 高 分 子 (Cationic polymer)な ど を 用 い て ウ ィ ル ス 感 染 疾 患 を 治 療 ま た は 予 防 の 目
的 で 患 者 の 細 胞 内 に 伝 達 で き る 。 リ ポ ソ ー ム は 、 遺 伝 子 伝 達 の た め に Ｄ Ｏ Ｔ Ｍ Ａ ま た は Ｄ
Ｏ Ｔ Ａ Ｐ な ど の 陽 イ オ ン 性 リ ン 脂 質 を 混 合 し て 製 造 し た リ ン 脂 質 膜 で あ っ て 、 陽 イ オ ン 性
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の リ ポ ソ ー ム と 陰 イ オ ン 性 の 核 酸 を 一 定 の 割 合 で 混 合 す る と 、 核 酸 － リ ポ ソ ー ム 複 合 体 が
形 成 さ れ る 。 こ の 複 合 体 は 、 細 胞 内 へ エ ン ド サ イ ト シ ス さ れ て エ ン ド ソ ー ム 内 に 滞 留 す る
(Schaefer-Ridder M et al., Sceience. 215(4529):166-168, 1982; Hodgson et al., Na
t Biotechnol., 14(3):339-342, 1996)。 エ ン ド ソ ー ム か ら 流 入 し た 遺 伝 子 が 細 胞 質 を 経
て 核 へ 移 動 す る 度 合 い が 遺 伝 子 転 移 と 治 療 効 率 を 決 定 す る 。 こ の よ う な 遺 伝 子 転 移 方 法 は
、 免 疫 原 性 が 低 く て 繰 返 し 投 与 が 可 能 で あ り 、 安 定 性 が 高 い と い う 利 点 が あ る が 、 遺 伝 子
発 現 効 率 が 低 い と い う 欠 点 が あ る 。 遺 伝 子 輸 送 に 用 い ら れ る 陽 イ オ ン 性 高 分 子 と し て は 、
ポ リ － Ｌ － リ ジ ン (poly-L-lysine)、 ス ペ ル ミ ン (spermine)、 ポ リ エ チ レ ン イ ミ ン (Ｐ Ｅ Ｉ
： polyethylenimine)、 キ ト サ ン (chitosan)な ど が あ る (Hashida, Br J Cancer., 90(6):1
252-1258, 2004; Wiseman, Gene Ther., 10(19):1654-1662, 2003; Koping-Hoggard, Gen
e Ther.,8(14):1108-1121, 2001)。 遺 伝 子 を 陽 イ オ ン 性 高 分 子 と 複 合 体 の 形 で 体 内 投 与 す
る 場 合 、 遺 伝 子 の 体 内 滞 留 時 間 及 び 発 現 持 続 時 間 が ネ イ キ ッ ド Ｄ Ｎ Ａ (naked DNA)に 比 べ
て 著 し く 増 加 す る も の と 明 ら か に な っ た 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 別 の 様 態 と し て 、 本 発 明 は 、 Ｊ ａ ｂ １ 蛋 白 質 発 現 組 み 換 え ウ ィ ル ス を 含 む 、 プ ラ ビ ウ ィ
ル ス ま た は ペ ス テ ィ ウ ィ ル ス 感 染 疾 患 を 治 療 ま た は 予 防 す る た め の 組 成 物 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 感 染 し た 細 胞 で Ｊ ａ ｂ １ を 発 現 す る よ う に 操 作 さ れ た 感 染 性 ウ ィ ル ス 粒 子 を 患 者 細 胞 へ
感 染 さ せ る 場 合 、 そ の 発 現 効 率 を 増 大 さ せ る こ と が で き る た め 、 治 療 効 果 が 優 れ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 本 発 明 の 組 み 換 え ウ ィ ル ス 含 有 組 成 物 に 使 用 で き る 組 み 換 え ウ ィ ル ス は 、 レ ト ロ ウ ィ ル
ス 、 ア デ ノ ウ ィ ル ス 、 ア デ ノ 関 連 ウ ィ ル ス 、 ヘ ル ペ ス シ ン プ レ ッ ク ス ウ ィ ル ス な ど を 含 み
、 こ れ に 制 限 さ れ な い 。 好 ま し く は 、 レ ト ロ ウ ィ ル ス ま た は ア デ ノ ウ ィ ル ス 、 よ り 好 ま し
く は ア デ ノ ウ ィ ル ス が 使 用 で き る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 レ ト ロ ウ ィ ル ス の 場 合 、 宿 主 細 胞 の 染 色 体 内 に 非 可 逆 的 に 融 合 さ れ る た め 、 遺 伝 子 発 現
が 長 期 間 持 続 さ れ る と い う 利 点 が あ る 。 ア デ ノ ウ ィ ル ス の 場 合 、 一 般 的 な 遺 伝 子 治 療 の 研
究 で 最 も 多 く 用 い ら れ て き た シ ス テ ム で 様 々 な 種 類 の 哺 乳 類 細 胞 に 使 用 可 能 で あ る 。 ア デ
ノ 関 連 ウ ィ ル ス の 場 合 、 遺 伝 子 を 伝 達 す る 宿 主 細 胞 の 範 囲 が 広 く 、 繰 返 し 投 与 の 際 に 免 疫
副 作 用 が 少 な く 、 遺 伝 子 発 現 期 間 が 長 い と い う 利 点 が あ る 。 ヘ ル ペ ス シ ン プ レ ッ ク ス ウ ィ
ル ス の 場 合 、 神 経 組 織 に 親 和 性 が 大 き い ウ ィ ル ス で あ っ て 、 神 経 細 胞 の 正 常 機 能 に 影 響 を
及 ぼ さ ず 、 核 中 で 染 色 体 の 外 部 に 安 定 な 染 色 体 副 体 (episomal element)と し て 存 在 す る 。
複 製 － 欠 乏 ヘ ル ペ ス シ ン プ レ ッ ク ス ウ ィ ル ス を 遺 伝 子 転 移 に 使 用 し て レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の
発 現 期 間 を 研 究 し た 結 果 、 神 経 系 で １ 年 以 上 発 現 が 持 続 さ れ る と 報 告 さ れ た 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 別 の 様 態 と し て 、 本 発 明 は 、 薬 理 学 的 有 効 量 の Ｊ ａ ｂ １ 蛋 白 質 、 Ｊ ａ ｂ １ 蛋 白 質 を コ ー
ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 核 酸 、 ま た は Ｊ ａ ｂ １ 蛋 白 質 発 現 組 み 換 え ウ ィ ル ス を ウ
ィ ル ス 感 染 疾 患 の 治 療 ま た は 予 防 が 必 要 な 対 象 に 投 与 し 、 フ ラ ビ ウ ィ ル ス ま た は ペ ス テ ィ
ウ ィ ル ス 感 染 疾 患 を 治 療 ま た は 予 防 す る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 本 発 明 の 治 療 方 法 に 用 い ら れ る Ｊ ａ ｂ １ 蛋 白 質 、 Ｊ ａ ｂ １ 蛋 白 質 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 を 有 す る 核 酸 、 ま た は Ｊ ａ ｂ １ 蛋 白 質 発 現 組 み 換 え ウ ィ ル ス は 上 述 し た 通 り で あ
る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 本 発 明 の 治 療 方 法 は 脊 椎 動 物 の ウ ィ ル ス 感 染 疾 患 の 予 防 ま た は 治 療 の た め の も の で 、 脊
椎 動 物 に は 人 や 家 畜 な ど の 哺 乳 動 物 を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 上 述 し た よ う な Ｊ ａ ｂ １ 蛋 白 質 、 Ｊ ａ ｂ １ 蛋 白 質 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す
る 核 酸 、 ま た は Ｊ ａ ｂ １ 蛋 白 質 発 現 組 み 換 え ウ ィ ル ス を 含 む 本 発 明 の 薬 学 組 成 物 は 、 フ ラ
ビ ウ ィ ル ス 科 に 属 す る ウ ィ ル ス 、 好 ま し く は フ ラ ビ ウ ィ ル ス ま た は ペ ス テ ィ ウ ィ ル ス 感 染
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疾 患 の 治 療 ま た は 予 防 に 使 用 さ れ る 。 特 に 、 フ ラ ビ ウ ィ ル ス 感 染 疾 患 の 治 療 ま た は 予 防 に
好 ま し く 使 用 で き る 。 前 記 ウ ィ ル ス は 発 熱 、 発 疹 、 出 血 、 黄 疸 、 関 節 痛 、 筋 肉 痛 、 脳 炎 、
髄 膜 炎 な ど を 発 病 さ せ る と い う こ と が 公 知 に な っ て お り (Watt et al., Am J Trop Med Hy
g., 68(6):704-706, 2003; Anninger et al., Clin Infect Dis., 38(7):55-56, 2004)、
本 発 明 の 薬 学 組 成 物 は 前 記 疾 病 の 発 病 の 抑 制 ま た は 治 療 に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 本 発 明 の 組 成 物 は 、 薬 学 的 に 許 容 可 能 な 担 体 を 含 む こ と が で き る 。 薬 剤 学 的 に 許 容 さ れ
る 担 体 と し て は 、 経 口 投 与 の 場 合 に は 結 合 剤 、 滑 沢 剤 、 崩 解 剤 、 賦 形 剤 、 可 溶 化 剤 、 分 散
剤 、 安 定 化 剤 、 懸 濁 化 剤 、 色 素 、 香 料 な ど を 使 用 す る こ と が で き 、 注 射 剤 の 場 合 に は 緩 衝
剤 、 保 存 剤 、 無 痛 化 剤 、 可 溶 化 剤 、 等 張 剤 、 安 定 化 剤 な ど を 混 合 し て 使 用 す る こ と が で き
、 局 所 投 与 用 の 場 合 に は 基 剤 、 賦 形 剤 、 潤 滑 剤 、 保 存 剤 な ど を 使 用 す る こ と が で き る 。 本
発 明 の 薬 剤 学 的 組 成 物 の 剤 形 は 、 上 述 し た よ う な 薬 剤 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 と 混 合 し て 様
々 に 製 造 で き る 。 例 え ば 、 経 口 投 与 の 場 合 に は 錠 剤 、 ト ロ ー チ 、 カ プ セ ル 、 エ リ キ シ ル 、
サ ス ペ ン シ ョ ン 、 シ ロ ッ プ 、 ウ ェ ー ハ な ど の 形 に 製 造 す る こ と が で き 、 注 射 剤 の 場 合 に は
単 位 投 薬 ア ン プ ル ま た は 多 数 回 投 薬 の 形 に 製 造 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 本 発 明 の 薬 学 組 成 物 は 、 目 的 の 組 織 に 到 達 す る こ と が で き る 限 り 、 い ず れ の 一 般 的 な 経
路 に よ っ て も 投 与 で き る 。 し た が っ て 、 本 発 明 の 組 成 物 は 、 局 部 、 経 口 、 非 経 口 、 鼻 内 、
静 脈 内 、 筋 肉 内 、 皮 下 、 眼 内 、 経 皮 な ど で 投 与 で き 、 溶 液 、 懸 濁 液 、 錠 剤 、 丸 薬 、 カ プ セ
ル 、 徐 放 型 製 剤 な ど に 剤 形 で き る 。 好 ま し い 剤 形 は 注 射 剤 で あ る 。 注 射 は 皮 下 注 射 、 筋 肉
内 注 射 及 び 静 脈 注 射 な ど が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 本 発 明 の 組 成 物 は 、 治 療 学 的 ま た は 予 防 学 的 有 効 量 で 投 与 で き る 。 投 与 量 は 、 患 者 の 疾
病 種 類 及 び 重 症 度 、 年 齢 、 性 別 、 投 与 方 法 、 標 的 細 胞 、 発 現 度 合 い な ど 様 々 な 要 因 に よ っ
て 異 な り 、 当 該 分 野 の 玄 人 に よ っ て 容 易 に 決 定 で き る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 別 の 様 態 に お い て 、 本 発 明 は 、 （ ａ ） Ｊ ａ ｂ １ 蛋 白 質 発 現 細 胞 を 培 養 す る 段 階 、 （ ｂ ）
段 階 （ ａ ） の 細 胞 を 、 Ｊ ａ ｂ １ 蛋 白 質 の 発 現 を 促 進 さ せ る 候 補 化 合 物 と 接 触 さ せ る 段 階 と
、 （ ｃ ） 段 階 （ ｂ ） 段 階 に お け る Ｊ ａ ｂ １ 蛋 白 質 の 発 現 量 を 、 候 補 化 合 物 と 接 触 さ せ て い
な い 対 照 群 の 発 現 量 と 比 較 す る 段 階 と 、 （ ｄ ） Ｊ ａ ｂ １ 蛋 白 質 発 現 量 の 増 加 を 示 す 化 合 物
を 確 認 す る 段 階 と を 含 み 、 Ｊ ａ ｂ １ 蛋 白 質 の 発 現 を 促 進 さ せ る 物 質 を 検 定 す る 方 法 に 関 す
る も の で あ る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 別 の 様 態 と し て 、 本 発 明 は 、 （ ａ ） Ｊ ａ ｂ １ 蛋 白 質 発 現 組 み 換 え ベ ク タ ー 及 び フ ラ ビ ウ
ィ ル ス ま た は ペ ス テ ィ ウ ィ ル ス の Ｃ ｐ 蛋 白 質 発 現 組 み 換 え ベ ク タ ー で 形 質 転 換 さ れ た 細 胞
を 培 養 す る 段 階 と 、 （ ｂ ） 段 階 （ ａ ） の 細 胞 を 、 Ｊ ａ ｂ １ の 蛋 白 質 と Ｃ ｐ 蛋 白 質 の 相 互 作
用 を 促 進 さ せ る 候 補 化 合 物 と 接 触 さ せ る 段 階 と 、 （ ｃ ） 段 階 （ ｂ ） に お け る Ｃ ｐ 蛋 白 質 の
発 現 量 を 、 候 補 化 合 物 と 接 触 さ せ て い な い 対 照 群 の 発 現 量 と 比 較 す る 段 階 と 、 （ ｄ ） Ｃ ｐ
蛋 白 質 発 現 量 の 減 少 を 示 す 化 合 物 を 確 認 す る 段 階 と を 含 み 、 Ｊ ａ ｂ １ 蛋 白 質 と Ｃ ｐ 蛋 白 質
の 相 互 作 用 を 促 進 さ せ る 物 質 を 検 定 す る 方 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 前 記 検 定 方 法 に お い て 、 フ ラ ビ ウ ィ ル ス ま た は ペ ス テ ィ ウ ィ ル ス の Ｃ ｐ 蛋 白 質 は 、 好 ま
し く は 西 ナ イ ル ウ ィ ル ス の Ｃ ｐ 蛋 白 質 を 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 Ｊ ａ ｂ １ 蛋 白 質 及 び Ｃ ｐ 蛋 白 質 の 発 現 量 の 差 は 蛋 白 質 水 準 ま た は ｍ Ｒ Ｎ Ａ 水 準 で 確 認 す
る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 蛋 白 質 発 現 量 の 水 準 は 、 そ れ ぞ れ の 蛋 白 質 を ゲ ル に ロ ー デ ィ ン グ し た 後 、 電 気 永 動 に よ
っ て 確 認 す る こ と が で き る が 、 好 ま し く は Ｊ ａ ｂ １ 蛋 白 質 ま た は Ｃ ｐ 蛋 白 質 に 対 す る 抗 体
を 用 い た 抗 原 － 抗 体 複 合 体 の 形 成 量 か ら 免 疫 検 定 法 で 確 認 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な
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分 析 方 法 と し て は 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 、 Ｒ Ｉ Ａ 、 免 疫 沈 澱 分 析 法 な ど が あ る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 前 記 検 出 方 法 に お い て 、 抗 原 － 抗 体 複 合 体 の 形 成 量 は 、 検 出 ラ ベ ル (detection label)
の シ グ ナ ル の 大 き さ か ら 定 量 的 に 測 定 可 能 で あ る 。 こ の よ う な 検 出 ラ ベ ル は 、 酵 素 、 蛍 光
物 、 リ ガ ン ド 、 発 光 物 、 微 小 粒 子 (microparticle)、 レ ド ッ ク ス 分 子 及 び 放 射 線 同 位 元 素
か ら な る 群 の 中 か ら 選 択 す る こ と が で き 、 必 ず し も こ れ に 制 限 さ れ る の で は な い 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 抗 原 － 抗 体 複 合 体 の 形 成 を 検 出 す る た め に 、 比 色 法 (colorimetric method)、 電 気 化 学
法 (electrochemical method)、 蛍 光 法 (fluorimetric method)、 発 光 法 (luminometry)、 粒
子 計 数 法 (particle counting method)、 肉 眼 測 定 法 (visual assessment)及 び 閃 光 計 数 法 (
scintillation counting method)か ら な る 群 の 中 か ら 選 択 さ れ る 方 法 を 用 い る こ と が で き
、 必 ず し も こ れ ら に 制 限 さ れ る の で は な い 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 発 現 量 の 水 準 は 、 Ｊ ａ ｂ １ 蛋 白 質 ま た は Ｃ ｐ 蛋 白 質 に 特 異 的 な プ ラ イ マ ー を 用
い て 確 認 す る こ と が で き る 。 具 体 的 な 分 析 方 法 は 、 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ ま た は ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト
な ど が あ る が 、 バ ン ド の パ タ ー ン と 強 度 を 確 認 す る こ と に よ り 、 Ｊ ａ ｂ １ ま た は Ｃ ｐ の ｍ
Ｒ Ｎ Ａ へ の 転 写 を 定 量 的 に 測 定 す る こ と が 可 能 な 、 簡 便 な 分 析 方 法 で あ る Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ が
好 ま し い 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 〔 実 施 例 〕
　 以 下 、 本 発 明 を 実 施 例 に よ っ て さ ら に 詳 細 に 説 明 す る 。 但 し 、 こ れ ら の 実 施 例 は 本 発 明
を 例 示 す る た め の も の で あ っ て 、 発 明 の 範 囲 は こ れ ら の 実 施 例 に よ っ て 制 限 さ れ な い 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 実 施 例 １ ： ヒ ト 細 胞 に お け る 西 ナ イ ル ウ ィ ル ス カ プ シ ド （ Ｗ Ｎ Ｖ － Ｃ ｐ ） 蛋 白 質 の 発 現
　 様 々 な ヒ ト 細 胞 株 に お け る Ｗ Ｎ Ｖ － Ｃ ｐ 蛋 白 質 の 発 現 様 相 を 調 べ る た め に 、 リ ポ フ ェ ク
タ ミ ン 試 薬 を 用 い る ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 方 法 に よ っ て 、 ヒ ト 腎 臓 ２ ９ ３ Ｔ 細 胞 (Human k
idney 293T cell； Ａ Ｔ Ｃ Ｃ )、 骨 肉 腫 Ｕ ２ ０ Ｓ 細 胞 (osteosarcoma U20S cell； Ａ Ｔ Ｃ Ｃ )
、 Ｈ ｅ Ｌ ａ （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ ） 、 ヒ ト 神 経 母 細 胞 腫 Ｓ Ｋ － Ｎ － Ｓ Ｈ 細 胞 (human neuroblastma SK
-N-SH cell； Ａ Ｔ Ｃ Ｃ )に Ｗ Ｎ Ｖ － Ｃ ｐ を ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ せ 、 免 疫 蛍 光 染 色 を 行
っ た 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 ２ ９ ３ Ｔ 、 Ｕ ２ ０ Ｓ 、 Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 及 び Ｓ Ｋ － Ｎ － Ｓ Ｈ 細 胞 に ｐ ｃ Ｄ Ｎ Ａ ３ － Ｈ Ａ ／ Ｗ
Ｎ Ｖ － Ｃ ｐ （ ｐ ｃ Ｄ Ｎ Ａ ３ ． １ Ｗ Ｎ Ｖ － Ｃ ｐ を テ ン プ レ ー ト と し 、 配 列 番 号 ３ と 配 列 番 号
４ の プ ラ イ マ ー を 用 い て Ｗ Ｎ Ｖ － Ｃ ｐ を 増 幅 さ せ 、 Ｗ Ｎ Ｖ － Ｃ ｐ  Ｄ Ｎ Ａ を Ｅ ｃ ｏ Ｒ Ｉ ／
Ｘ ｈ ｏ Ｉ で 切 っ て ｐ ｃ Ｄ Ｎ Ａ ３ Ｈ Ａ プ ラ ス ミ ド に 挿 入 す る こ と に よ り ｐ ｃ Ｄ Ｎ Ａ ３ Ｈ Ａ ／
Ｗ Ｎ Ｖ － Ｃ ｐ を 製 作 ） を ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し て ２ ４ 時 間 後 に 固 定 し た 後 、 １ 次 Ｈ Ａ －
マ ウ ス 単 一 ク ロ ー ン 抗 体 （ １ ： １ ０ ０ ） （ Ｓ ａ ｎ ｔ ａ  Ｃ ｒ ｕ ｚ ） と ２ 次 Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ コ ン ジ
ュ ゲ ー ト さ れ た 抗 体 (secondary fluorescein isothiocyanate(FITC)-conjugated antibod
y)（ １ ： １ ０ ０ ） （ Ｓ ｉ ｇ ｍ ａ ） を 用 い て 免 疫 蛍 光 染 色 し 、 Ｕ Ｖ 共 進 点 顕 微 鏡 で Ｗ Ｎ Ｖ －
Ｃ ｐ 蛋 白 質 （ 緑 色 ） の 発 現 を 観 察 し た 。 核 は Ｄ Ａ Ｐ Ｉ （ 青 色 ） で 染 色 し た 。 Ｗ Ｎ Ｖ － Ｃ ｐ
蛋 白 質 は 、 ２ ９ ３ Ｔ 、 Ｕ ２ ０ Ｓ 、 Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 株 で は 核 小 体 に 存 在 し （ 図 １ ） 、 Ｓ Ｋ － Ｎ
－ Ｓ Ｈ 細 胞 株 で は 細 胞 質 に 存 在 す る こ と を 確 認 し た （ 図 ２ ） 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 主 に 核 小 体 に 存 在 す る Ｗ Ｎ Ｖ － Ｃ ｐ が Ｓ Ｋ － Ｎ － Ｓ Ｈ で 細 胞 質 に 存 在 す る こ と か ら 、 Ｗ
Ｎ Ｖ － Ｃ ｐ と の 相 互 作 用 を 行 う 蛋 白 質 の 存 在 を 類 推 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 実 施 例 ２ ： ヒ ト 細 胞 に お け る 西 ナ イ ル ウ ィ ル ス カ プ シ ド 蛋 白 質 の 細 胞 死 滅 の 誘 導 及 び 観
察
　 Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 で Ｗ Ｎ Ｖ － Ｃ ｐ 蛋 白 質 に よ っ て 細 胞 死 滅 が 起 こ る 細 胞 の 典 型 的 な 特 徴 で あ
る 核 凝 縮 が 誘 導 さ れ る と い う 報 告 か ら 、 Ｗ Ｎ Ｖ － Ｃ ｐ 蛋 白 質 が 細 胞 死 滅 を 誘 導 す る と い う

10

20

30

40

50

(11) JP 2007-528345 A 2007.10.11



事 実 と 、 こ の よ う な 細 胞 死 滅 が カ ス パ ー ゼ － ９ 経 路 を 介 し て 起 こ る と い う 事 実 は 明 ら か に
な っ て い る 。 こ れ を 確 認 す る た め に 、 ア ネ キ シ ン － Ｖ (Annexin-V)染 色 、 Ｐ Ｉ 染 色 で 観 察
し た 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 ２ ９ ３ Ｔ 、 Ｕ ２ ０ Ｓ 細 胞 に 、 対 照 区 ベ ク タ ー と し て Ｇ Ｆ Ｐ 発 現 ベ ク タ ー の ｐ Ｅ Ｇ Ｆ Ｐ －
Ｃ ２ （ 対 照 区 ベ ク タ ー ； Ｃ Ｌ Ｏ Ｎ Ｔ Ｅ Ｃ Ｈ ） と ｐ Ｅ Ｇ Ｆ Ｐ － Ｗ Ｎ Ｖ － Ｃ ｐ （ ｐ ｃ Ｄ Ｎ Ａ ３
． １ Ｗ Ｎ Ｖ － Ｃ ｐ を テ ン プ レ ー ト と し 、 配 列 番 号 ３ と 配 列 番 号 ７ の プ ラ イ マ ー を 用 い て Ｗ
Ｎ Ｖ － Ｃ ｐ を 増 幅 さ せ 、 Ｗ Ｎ Ｖ － Ｃ ｐ  Ｄ Ｎ Ａ を Ｅ ｃ ｏ Ｒ Ｉ ／ Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ で 切 っ て ｐ Ｅ Ｇ
Ｆ Ｐ － Ｃ ２ プ ラ ス ミ ド に 挿 入 す る こ と に よ り ｐ Ｅ Ｇ Ｆ Ｐ ／ Ｗ Ｎ Ｖ － Ｃ ｐ を 製 作 ） を そ れ ぞ
れ ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 。 ２ ４ 時 間 後 、 細 胞 死 滅 を 確 認 す る こ と が 可 能 な ホ ス フ ァ チ
ジ ル セ リ ン (phosphatidylserine)を ア ネ キ シ ン － Ｖ で 染 色 し （ 赤 色 ） 、 カ ー ル ツ ァ イ ス ビ
ジ ョ ン 顕 微 鏡 (Carl Zeiss vision microscopy)で 観 察 し た 結 果 、 ｐ Ｅ Ｇ Ｆ Ｐ － Ｗ Ｎ Ｖ － Ｃ
ｐ を ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 細 胞 で 細 胞 死 滅 が 起 こ っ た こ と を 確 認 し た （ 図 ３ ） 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 ２ ９ ３ Ｔ 細 胞 に Ｇ Ｆ Ｐ 発 現 ベ ク タ ー の ｐ Ｅ Ｇ Ｆ Ｐ － Ｃ ２ （ 対 照 区 ベ ク タ ー ） と ｐ Ｅ Ｇ Ｆ
Ｐ － Ｗ Ｎ Ｖ － Ｃ ｐ を そ れ ぞ れ ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 。 ４ ８ 時 間 後 、 細 胞 溶 解 物 (lysat
e)を 集 め て 細 胞 死 滅 を 測 定 す る こ と が 可 能 な Ｐ Ｉ (Propidium iodide)で 染 色 し て Ｆ Ａ Ｃ Ｓ
分 析 し た 結 果 、 対 照 区 ベ ク タ ー の ｐ Ｅ Ｇ Ｆ Ｐ を ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 場 合 は 、 １ ５ .
９ ７ ％ の 細 胞 死 滅 を 示 す が 、 ｐ Ｅ Ｇ Ｆ Ｐ － Ｗ Ｎ Ｖ － Ｃ ｐ を ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 場 合
は 、 ２ ７ .０ ３ ％ の 細 胞 死 滅 を 示 し た （ 図 ４ ） 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 実 施 例 ３ ： 西 ナ イ ル ウ ィ ル ス カ プ シ ド 蛋 白 質 と の 相 互 作 用 を 行 う 蛋 白 質 の ス ク リ ー ニ ン
グ
　 Ｗ Ｎ Ｖ － Ｃ ｐ の 細 胞 死 滅 誘 導 は 、 カ プ シ ド 蛋 白 質 の 細 胞 死 滅 を 起 こ し う る 調 節 因 子 と の
直 間 接 的 な 相 互 作 用 を 起 こ し て 誘 導 さ れ る 可 能 性 が あ る 。 し た が っ て 、 カ プ シ ド 蛋 白 質 に
よ る 細 胞 死 滅 が 誘 導 さ れ る 過 程 を よ り 具 体 的 に 理 解 す る た め に 、 Ｗ Ｎ Ｖ － Ｃ ｐ 蛋 白 質 と の
相 互 作 用 を 行 う 調 節 因 子 を 発 掘 す る 必 要 が あ る 。 調 節 因 子 の 発 掘 の た め に 、 西 ナ イ ル ウ ィ
ル ス の 主 要 感 染 組 織 で あ る ヒ ト 脳 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー を 用 い て イ ー ス ト ツ ー ハ イ ブ リ
ッ ド ア セ イ を 行 っ た 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 ま ず 、 配 列 番 号 ３ 及 び 配 列 番 号 ４ の プ ラ イ マ ー を 用 い て ｐ ｃ Ｄ Ｎ Ａ ３ ． １ Ｗ Ｎ Ｖ － Ｃ ｐ
か ら Ｗ Ｎ Ｖ － Ｃ ｐ （ ４ ５ ０ ｂ ｐ ） を Ｐ Ｃ Ｒ 法 に よ っ て 増 幅 さ せ た 。 こ れ を Ｔ Ｒ Ｐ １ マ ー カ
ー と Ｇ ａ ｌ ４ － Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン (binding domain)を 含 ん だ ｐ Ｇ Ｂ Ｋ － Ｔ ７ ベ ク タ ー の
Ｅ ｃ ｏ Ｒ Ｉ と Ｓ ａ ｌ Ｉ 部 位 に ク ロ ー ニ ン グ し て ｐ Ｇ Ｂ Ｋ － Ｔ ７  Ｗ Ｎ Ｖ － Ｃ ｐ 構 造 物 を 生
成 し た 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 配 列 番 号 ３ （ Forward primer）
　 ５ ′ － Ｃ Ｃ Ｇ  Ｇ Ａ Ａ  Ｔ Ｔ Ｃ  Ｔ Ｃ Ｔ  Ａ Ａ Ａ  Ａ Ａ Ａ  Ｃ Ｃ Ａ  Ｇ Ｇ Ｔ  Ｇ Ｇ Ｃ  Ｃ Ｃ Ｃ  Ｇ
Ｇ － ３ ′
　 配 列 番 号 ４ （ reverse primer）
　 ３ ′ － Ｃ Ｃ Ｇ  Ｃ Ｔ Ｃ  Ｇ Ａ Ｇ  Ｃ Ｔ Ａ  Ｃ Ｇ Ｃ  Ｇ Ｃ Ｃ  Ｃ Ａ Ｃ  Ｇ Ｃ Ｔ  Ｇ Ｇ Ｃ  Ｇ Ａ Ｔ  Ｃ
Ａ Ｇ － ５ ′
　 ｐ Ｇ Ｂ Ｋ － Ｔ ７  Ｗ Ｎ Ｖ － Ｃ ｐ プ ラ ス ミ ド を ベ イ ト (bait)と し て 用 い 、 Ｌ Ｅ Ｕ ２ マ ー カ
ー を 含 ん だ Ｇ ａ ｌ ４ 活 性 ド メ イ ン の 下 位 融 合 産 物 で あ る ヒ ト 脳 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー （
Ｃ ｌ ｏ ｎ ｔ ｅ ｃ ｈ ） を プ レ イ (prey)と し て 用 い て イ ー ス ト ツ ー ハ イ ブ リ ッ ド ア セ イ を 行 っ
た 。 イ ー ス ト ス ト レ イ ン Ａ Ｈ １ ０ ９ に バ イ ト プ ラ ス ミ ド ｐ Ｇ Ｂ Ｋ － Ｔ ７  Ｗ Ｎ Ｖ － Ｃ ｐ を
リ チ ウ ム ア セ テ ー ト (lithium acetate)方 法 で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ せ (Gietz et al. 1
995)、 Ｙ １ ８ ７ 菌 株 に 予 め 形 質 転 換 さ れ た ヒ ト 脳 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー １ ｍ Ｌ を 混 ぜ て
交 配 さ せ た 後 、 選 択 マ ー カ ー と し て 用 い ら れ た ア デ ニ ン 、 ロ イ シ ン 、 ヒ ス チ ジ ン 、 ト リ プ
ト フ ァ ン の な い Ｓ Ｄ 培 地 を 有 す る １ ５ ０ ｍ ｍ プ レ ー ト ５ ０ 個 に 塗 抹 し て ９ ４ ５ 個 の コ ロ ニ
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ー を 得 （ 図 ５ ａ ） 、 同 一 の プ レ ー ト に カ プ シ ド 蛋 白 質 と の 相 互 作 用 が 可 能 な 候 補 群 を 選 択
し た （ 図 ５ ｂ ） 。 ２ 回 目 の ス ク リ ー ニ ン グ で ｘ － ｇ ａ ｌ を 有 す る Ｓ Ｄ （ － Ａ ｄ ｅ － Ｌ ｅ ｕ
－ Ｈ ｉ ｓ － Ｔ ｒ ｐ ） 選 択 性 培 地 で レ プ リ カ プ レ ー テ ィ ン グ (replica plating)し て 、 青 色
を 帯 び る ク ロ ー ン を 得 た （ 図 ５ ｃ ） 。 こ の ク ロ ー ン を 再 び 確 認 し て ８ ０ 個 の ク ロ ー ン を 獲
得 し た （ 図 ５ ｄ ） 。 こ の ク ロ ー ン の プ ラ ス ミ ド を リ テ ィ ケ ー ス (lyticase)を 用 い た 方 法 で
分 離 し 、 配 列 番 号 ５ 及 び 配 列 番 号 ６ の プ ラ イ マ ー を 用 い て シ ー ケ ン シ ン グ し 、 ブ ラ ス ト サ
ー チ (Blast search)し て 蛋 白 質 を 糾 明 し た 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 配 列 番 号 ５ （ Forward primer）
　 ５ ′ － Ｃ Ｔ Ａ  Ｔ Ｔ Ｃ  Ｇ Ａ Ｔ  Ｇ Ａ Ａ  Ｇ Ａ Ｔ  Ａ Ｃ Ｃ  Ｃ Ｃ Ａ  Ｃ Ｃ Ａ  Ａ Ａ Ｃ  Ｃ Ｃ － ３
′
　 配 列 番 号 ６ （ reverse primer）
　 ３ ′ － Ａ Ｇ Ｔ  Ｇ Ａ Ａ  Ｃ Ｔ Ｔ  Ｇ Ｃ Ｇ  Ｇ Ｇ Ｇ  Ｔ Ｔ Ｔ  Ｔ Ｔ Ｃ  Ａ Ｇ Ｔ  Ａ Ｔ Ｃ  Ｔ Ａ Ｃ  Ｇ
Ａ Ｔ － ５ ′
　 Ｊ ａ ｂ １ 、 Ｔ Ｐ Ｒ １ 、 Ｒ ａ ｎ Ｂ Ｐ Ｍ （ Ｒ ａ ｎ Ｂ Ｐ ９ ） 、 Ｐ Ａ Ｐ － １ Ｂ Ｐ 、 Snapin(Synap
tosomal-associated protein)、 Bassoon protein、 likely ortholog of mouse rabphilin
3A、 Ｃ Ｇ １ ３ ２ １ ４ － Ｐ Ａ の ８ 個 の 蛋 白 質 を 獲 得 し た 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 実 施 例 ４ ： Ｊ ａ ｂ １ に よ る 西 ナ イ ル ウ ィ ル ス カ プ シ ド 蛋 白 質 の 転 位  (translocation)
　 実 施 例 ３ で Ｗ Ｎ Ｖ － Ｃ ｐ 蛋 白 質 と 相 互 作 用 す る も の と 明 ら か に な っ た Ｊ ａ ｂ １ 発 現 が 細
胞 に 及 ぼ す 影 響 を 確 認 す る た め に 、 Ｗ Ｎ Ｖ － Ｃ ｐ 蛋 白 質 と Ｊ ａ ｂ １ を ２ ９ ３ Ｔ 、 Ｕ ２ ０ Ｓ
、 Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 株 に 共 に 同 時 に 発 現 さ せ た 。 ２ ９ ３ Ｔ 、 Ｕ ２ ０ Ｓ 、 Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 に 、 Ｈ Ａ
タ グ を 有 す る ｐ ｃ Ｄ Ｎ Ａ － Ｈ Ａ ／ Ｗ Ｎ Ｖ － Ｃ ｐ と Ｆ ｌ ａ ｇ タ グ を 有 す る ｐ Ｃ Ｍ Ｖ  Ｔ ａ ｇ
２ Ｂ － Ｊ ａ ｂ １ を 同 時 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ せ 、 ２ ４ 時 間 後 に 抗 － Ｈ Ａ （ 緑 色 ） 抗 体
と 抗 － Ｆ ｌ ａ ｇ 抗 体 （ 赤 色 ） を 用 い て 染 色 し 、 共 進 点 顕 微 鏡 で 観 察 し た 。 Ｗ Ｎ Ｖ － Ｃ ｐ の
免 疫 蛍 光 シ グ ナ ル は 、 Ｊ ａ ｂ １ と 共 に 細 胞 質 に 現 わ れ る こ と を 図 ６ か ら 分 か る 。 Ｍ ｅ ｒ ｇ
ｅ は Ｗ Ｎ Ｖ － Ｃ ｐ と Ｊ ａ ｂ １ の 発 現 を 重 ね て 同 位 置 に 発 現 さ れ る か を 示 し 、 Ｐ Ｃ は 位 相 差
(Phase contrast)で あ っ て 、 細 胞 全 体 模 様 を 示 し た 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 Ｗ Ｎ Ｖ － Ｃ ｐ 蛋 白 質 と Ｊ ａ ｂ １ の 相 互 作 用 を 確 認 す る た め の 免 疫 沈 澱 （ Ｉ Ｐ ） 分 析 を 行
っ た 。 Ｆ ｌ ａ ｇ － Ｊ ａ ｂ １ と Ｈ Ａ － Ｗ Ｎ Ｖ － Ｃ ｐ プ ラ ス ミ ド を ２ ９ ３ Ｔ 細 胞 に 同 時 に ト ラ
ン ス フ ェ ク シ ョ ン し て 全 体 細 胞 溶 解 物 を 抗 － Ｈ Ａ マ ウ ス 抗 体 で 免 疫 沈 澱 し た 。 対 照 区 と し
て 抗 － Ｍ ｙ ｃ 抗 体 を 共 に 免 疫 沈 澱 し た 。 １ ２ ％ の Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ に 電 気 永 動 し て ニ ト ロ
セ ル ロ ー ス 膜 に ト ラ ン ス フ ァ ー し た 後 、 抗 － Ｆ ｌ ａ ｇ マ ウ ス 抗 体 で Ｊ ａ ｂ １ の 発 現 を 観 察
し た （ 図 ７ ） 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 Ｗ Ｎ Ｖ － Ｃ ｐ 蛋 白 質 を 免 疫 沈 澱 し た と き 、 Ｊ ａ ｂ １ の 発 現 が 観 察 さ れ る の で 、 Ｊ ａ ｂ １
は ２ ９ ３ Ｔ 細 胞 株 で Ｗ Ｎ Ｖ － Ｃ ｐ 蛋 白 質 と 相 互 作 用 し 、 こ れ に よ り Ｗ Ｎ Ｖ － Ｃ ｐ 蛋 白 質 が
核 小 体 か ら 細 胞 質 へ 転 位 誘 導 さ れ た 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 実 施 例 ５ ： Ｊ ａ ｂ １ に よ る 西 ナ イ ル ウ ィ ル ス の 細 胞 死 滅 阻 害
　 病 原 性 蛋 白 質 (Pathogenic protein)の Ｗ Ｎ Ｐ － Ｃ ｐ は 、 ミ ト コ ン ド リ ア ／ カ ス パ ー ゼ －
９ (mitochondria/caspase-9)経 路 に よ っ て 細 胞 死 滅 を 起 こ す も の と 知 ら れ て い る 。 し た が
っ て 、 Ｊ ａ ｂ １ が 、 Ｗ Ｖ Ｐ － Ｃ ｐ に よ っ て 誘 導 さ れ る 細 胞 死 滅 に 及 ぼ す 影 響 を カ ス パ ー ゼ
活 性 か ら 調 べ た 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 ６ ０ ｍ ｍ の プ レ ー ト に ２ ９ ３ Ｔ 細 胞 を ３ × １ ０ ５ で 培 養 し て ｐ ｃ Ｄ Ｎ Ａ ３ － Ｈ Ａ 、 ｐ ｃ
Ｄ Ｎ Ａ ３ － Ｈ Ａ ／ Ｃ ｐ 、 ｐ Ｃ Ｍ Ｖ － ｔ ａ ｇ ２ Ｂ － Ｊ ａ ｂ １ 、 ｐ ｃ Ｄ Ｎ Ａ ３ － Ｈ Ａ ／ Ｃ ｐ と
ｐ Ｃ Ｍ Ｖ － ｔ ａ ｇ ２ Ｂ － Ｊ ａ ｂ １ 、 ｐ ｃ Ｄ Ｎ Ａ ３ － Ｂ ａ ｘ を そ れ ぞ れ ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ
ン し た 。 ２ ４ 時 間 後 、 細 胞 を １ × Ｐ Ｂ Ｓ で ２ 回 洗 浄 し 、 １ ． ５ ｍ Ｌ の チ ュ ー ブ に 細 胞 を 集
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め て バ ッ フ ァ Ｃ （ ２ ５ ％ の グ リ セ ロ ー ル 、 ０ ． ４ ２ Ｍ  Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 １ ． ５ Ｍ 　 Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２

、 ０ ． ２ ｍ Ｍ  Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、 ２ ０ ｍ Ｍ  Ｈ Ｅ Ｐ Ｅ Ｓ 、 １ ｍ Ｍ  Ｄ Ｔ Ｔ 、 ０ ． ５ ｍ Ｍ  Ｐ Ｍ Ｓ Ｆ 、
ｐ Ｈ ７ ． ９ ） ２ ０ μ Ｌ を 入 れ て 溶 解 さ せ た 。 氷 で 10分 間 培 養 し た 後 、 遠 心 分 離 し て 上 澄 液
の み を 集 め 、 蛋 白 質 の 濃 度 を 測 定 し て ９ ６ ウ ェ ル プ レ ー ト に 100～ ３ ０ ０ μ ｇ の 蛋 白 質 を
入 れ た 。 こ こ に カ ス パ ー ゼ 発 色 基 質 セ ッ ト Ｉ Ｉ プ ラ ス キ ッ ト (caspase colorimetric subs
trate set II plus kit； Ｂ ｉ ｏ ｖ ｉ ｓ ｉ ｏ ｎ )の ２ × 反 応 バ ッ フ ァ ５ ０ μ Ｌ と ４ ｍ Ｍ の Ｄ
Ｎ Ａ コ ン ジ ュ ゲ ー ト さ れ た 基 質 ５ μ Ｌ を 仕 込 み 、 ３ ７ ℃ で １ 時 間 培 養 し た 後 、 マ イ ク ロ タ
イ タ ー プ レ ー ト リ ー ダ ー (microtiter plate reader)に よ っ て ４ １ ０ ｎ ｍ で カ ス パ ー ゼ 活
性 を 測 定 し た 。 カ ス パ ー ゼ ３ と カ ス パ ー ゼ ９ に 対 す る 各 蛋 白 質 の カ ス パ ー ゼ 活 性 を 測 定 し
た 結 果 を 示 す も の が 図 ８ Ａ で あ る 。 Ｗ Ｎ Ｖ － Ｃ ｐ の カ ス パ ー ゼ ３ と カ ス パ ー ゼ ９ に 対 す る
活 性 は 、 ｐ ｒ ｏ － ａ ｐ ｏ ｐ ｔ ｏ ｔ ｉ ｃ  Ｂ ｃ ｌ － ２ フ ァ ミ リ 蛋 白 質 Ｂ ａ ｘ と 類 似 の 活 性 を
示 し 、 Ｊ ａ ｂ １ を 共 に 発 現 さ せ た 場 合 、 Ｊ ａ ｂ に よ る Ｗ Ｎ Ｖ － Ｃ ｐ の カ ス パ ー ゼ 活 性 が 著
し く 減 少 し た 。 カ ス パ ー ゼ 活 性 の 分 析 に 使 用 し た 蛋 白 質 の 発 現 を ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト で 示
し た も の が 図 ８ Ｂ で あ る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 Ｊ ａ ｂ １ が 細 胞 内 に 発 現 さ れ る と 、 ミ ト コ ン ド リ ア カ ス パ ー ゼ － ３ 及 び － ９ (Mitochond
ria/caspase-3, -9)経 路 に よ っ て 細 胞 死 滅 を 起 こ す Ｗ Ｎ Ｖ － Ｃ ｐ を 核 小 体 か ら 細 胞 質 へ 移
動 さ せ る の で 、 Ｗ Ｎ Ｖ － Ｃ ｐ に よ る 細 胞 死 滅 が 阻 害 さ れ る も の と 判 断 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 実 施 例 ６ ： Ｊ ａ ｂ １ に よ る 西 ナ イ ル ウ ィ ル ス カ プ シ ド 蛋 白 質 の 分 解
　 Ｊ ａ ｂ １ が Ｗ Ｎ Ｖ － Ｃ ｐ の 分 解 を 促 進 さ せ る か ど う か を 調 べ る た め に 、 ２ ６ Ｓ プ ロ テ ア
ソ ー ム 抑 制 剤 の Ｌ Ｌ ｎ Ｌ （ Ｓ ｉ ｇ ｍ ａ ） を 処 理 し て Ｗ Ｎ Ｖ － Ｃ ｐ の 発 現 量 を 比 較 し て み た
。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 ６ ０ ｍ ｍ の プ レ ー ト に ２ ９ ３ Ｔ 細 胞 を ３ × １ ０ ５ と な る よ う プ レ ー ト し て ｐ ｃ Ｄ Ａ Ｎ ３
－ Ｈ Ａ ／ Ｗ Ｎ Ｖ － Ｃ ｐ 単 独 、 ｐ ｃ Ｄ Ａ Ｎ ３ － Ｈ Ａ ／ Ｗ Ｎ Ｖ － Ｃ ｐ と ｐ Ｃ Ｍ Ｖ － ｔ ａ ｇ ２ Ｂ
－ Ｊ ａ ｂ １ を 同 時 に エ フ ェ ク テ ン ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 製 剤 (Effectene transfection re
agent;Ｑ ｉ ａ ｇ ｅ ｎ )を 用 い て ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 。 同 時 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の
場 合 、 発 現 さ れ る Ｄ Ｎ Ａ の 量 を 同 一 に す る た め 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン １ ２ 時 間 後 、 ピ ペ
ッ テ ィ ン グ (pipetting)に よ っ て ２ つ の プ レ ー ト に 分 け た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン ２ ０ 時
間 後 、 プ ロ テ ア ソ ー ム 抑 制 剤 Ｌ Ｌ ｎ Ｌ (N-acetyl-L-luecinyl-norleucinalｍ 、 Ｓ ｉ ｇ ｍ ａ
)を ２ ０ μ Ｍ ／ ｍ ｌ の 濃 度 で ４ 時 間 処 理 し た 。 処 理 後 、 １ × Ｐ Ｂ Ｓ で 洗 浄 し て 細 胞 を 集 め
た 後 、 ５ ０ μ ｇ の 蛋 白 質 を ロ ー デ ィ ン グ し 、 抗 － Ｈ Ａ 抗 体 （ Ｓ ａ ｎ ｔ ａ  Ｃ ｒ ｕ ｚ ） を 用
い て ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト し 、 Ｗ Ｎ Ｖ － Ｃ ｐ の 発 現 量 を 確 認 し た 。 Ｊ ａ ｂ １ の 発 現 を 抗 － Ｆ
ｌ ａ ｇ Ｍ ２ 抗 体 （ Ｓ ｉ ｇ ｍ ａ ） を 用 い て 調 査 し 、 ア ク チ ン は ロ ー デ ィ ン グ 対 照 区 と し て 用
い た 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 そ の 結 果 、 Ｗ Ｎ Ｖ － Ｃ ｐ 単 独 発 現 に 比 べ て Ｊ ａ ｂ １ を 同 時 に 発 現 さ せ る 場 合 、 Ｗ Ｎ Ｖ －
Ｃ ｐ の 分 解 が 誘 導 さ れ て 蛋 白 質 量 が 著 し く 減 少 す る が （ 図 ９ の レ イ ン １ 、 ２ ） 、 Ｌ Ｌ ｎ Ｌ
を 処 理 す る 場 合 、 検 出 さ れ る Ｗ Ｎ Ｖ － Ｃ ｐ の 量 が 増 加 す る こ と か ら み て 、 Ｊ ａ ｂ １ に よ る
Ｗ Ｎ Ｖ － Ｃ ｐ の 分 解 が 抑 制 さ れ る こ と を 確 認 し た （ 図 ９ の レ イ ン ３ ） 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 こ れ よ り 、 Ｊ ａ ｂ １ は ユ ビ キ チ ン プ ロ テ ア ソ ー ム 経 路 を 介 し て Ｗ Ｎ Ｖ － Ｃ ｐ の 分 解 を 誘
導 す る こ と に よ り Ｗ Ｎ Ｖ － Ｃ ｐ の 機 能 を 抑 制 さ せ る こ と が 分 か っ た 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 実 施 例 ７ ： 信 号 伝 達 体 系 調 節 物 質 に よ る 細 胞 死 滅 抑 制
　 Ｓ Ｈ － Ｓ Ｙ ５ Ｙ に 西 ナ イ ル ウ ィ ル ス カ プ シ ド 遺 伝 子 を 注 入 し た 後 、 カ プ シ ド 蛋 白 質 が 発
現 さ れ る 細 胞 に お け る 細 胞 死 滅 率 を 、 ア ネ キ シ ン Ｖ － Ｐ Ｅ で 染 色 し て Ｆ Ａ Ｃ Ｓ （ Ｂ ｉ ｏ Ｒ
Ａ Ｄ 、 Ｗ ｉ ｎ  Ｂ Ｒ Ｙ Ｔ Ｅ ） で 分 析 し た 。 Ｆ Ａ Ｃ Ｓ 結 果 は Ａ 、 Ｂ 、 Ｃ と Ｄ 区 域 に 分 け ら れ
る 。 Ａ 区 域 は 西 ナ イ ル ウ ィ ル ス カ プ シ ド 遺 伝 子 が 注 入 さ れ て お ら ず 、 ア ネ キ シ ン Ｖ － Ｐ Ｅ
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で 染 色 さ れ た 細 胞 群 を 、 Ｂ 区 域 は 西 ナ イ ル ウ ィ ル ス カ プ シ ド 遺 伝 子 が 注 入 さ れ て お り 、 ア
ネ キ シ ン Ｖ － Ｐ Ｅ に も 染 色 さ れ た 細 胞 群 を 、 Ｃ 区 域 は 西 ナ イ ル ウ ィ ル ス カ プ シ ド 遺 伝 子 が
注 入 さ れ て お ら ず 、 ア ネ キ シ ン Ｖ － Ｐ Ｅ に も 染 色 さ れ て い な い 細 胞 群 を 、 Ｄ 区 域 は 西 ナ イ
ル ウ ィ ル ス カ プ シ ド 遺 伝 子 が 注 入 さ れ て い る が 、 ア ネ キ シ ン Ｖ － Ｐ Ｅ に は 染 色 さ れ て い な
い 細 胞 群 を 示 す 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 Ｃ ２ － Ｃ ｐ 遺 伝 子 を 流 入 し て い な い 正 常 細 胞 に お け る 細 胞 死 滅 率 は １ ４ ． ０ ％ で あ っ た
が （ 図 １ ０ ） 、 西 ナ イ ル ウ ィ ル ス の カ プ シ ド 蛋 白 質 を 発 現 す る 細 胞 の 細 胞 死 滅 率 は ６ ９ ．
６ ％ で あ っ た （ 図 １ １ ） 。 西 ナ イ ル ウ ィ ル ス の カ プ シ ド 蛋 白 質 が 発 現 さ れ る と 、 細 胞 は 高
い 細 胞 死 滅 率 を 示 す こ と が 確 認 で き た 。 陰 性 対 照 群 と し て 、 ｐ Ｅ Ｇ Ｆ Ｐ － Ｎ １ を 注 入 し た
細 胞 の 細 胞 死 滅 率 は ２ ３ ． ８ ％ を 示 し た が （ 図 １ ２ ） 。 こ れ は Ｅ Ｇ Ｅ Ｐ の 信 号 が 非 常 に 強
く て Ｆ Ｌ ２ の 信 号 と 交 差 し て 発 生 し た も の で 、 実 際 的 に は 、 細 胞 死 滅 率 は こ れ よ り 低 い 可
能 性 が あ る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 Ｓ Ｈ － Ｓ Ｙ ５ Ｙ に 西 ナ イ ル ウ ィ ル ス カ プ シ ド 遺 伝 子 を ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し 、 ６ 時 間
経 過 後 、 Ｐ Ｉ ３ Ｋ 抑 制 剤 の ワ ー ト マ ニ ン (wortmanin;Ｓ ｉ ｇ ｍ ａ )２ ０ ０ ｎ Ｍ を 処 理 し 、 Ａ
ｋ ｔ 抑 制 剤 の カ ル ビ オ ケ ム (calbiochem;Ｃ Ｎ  Ｂ ｉ ｏ ｓ ｃ ｉ ｅ ｎ ｃ ｅ ｓ )５ μ Ｍ と ５ ０ μ Ｍ
を 処 理 し た 。 ２ ４ 時 間 経 過 後 、 細 胞 死 滅 過 程 の 一 つ の 段 階 を 検 出 す る こ と が 可 能 な ア ネ キ
シ ン Ｖ － Ｐ Ｅ で 染 色 し 、 細 胞 死 滅 比 率 を Ｆ Ａ Ｃ Ｓ （ Ｂ ｉ ｏ Ｒ Ａ Ｄ 、 Ｗ ｉ ｎ Ｂ ｒ ｙ ｔ ｅ ） で
分 析 し た 。 Ｓ Ｈ － Ｓ Ｙ Ｓ ５ Ｙ で 遺 伝 子 が ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 細 胞 比 率 は 約 １ ０ ～
３ ０ ％ で あ っ た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 細 胞 は 緑 色 蛍 光 領 域 の Ｆ Ｌ ３ 領 域 で 調 査 し
、 ア ネ キ シ ン ｖ － Ｐ Ｅ 結 合 有 無 は Ｆ Ｌ ２ 領 域 で 調 査 し た 。 カ プ シ ド 蛋 白 質 が 発 現 さ れ る 細
胞 に お け る 細 胞 死 滅 比 率 は 数 式 １ で 計 算 し た 。 ｐ Ｅ Ｇ Ｆ Ｐ － Ｎ １ プ ラ ス ミ ド を ト ラ ン ス フ
ェ ク シ ョ ン し た 細 胞 を 陰 性 対 照 群 と し て 、 抑 制 剤 を 処 理 せ ず Ｃ ２ － Ｃ ｐ プ ラ ス ミ ド を ト ラ
ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 細 胞 を 陽 性 対 照 群 と し て 用 い た 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
【 数 １ 】
　
　
　
　
　 西 ナ イ ル ウ ィ ル ス の カ プ シ ド 蛋 白 質 が 発 現 さ れ た 細 胞 で は 、 ６ ９ ． ６ ％ の 細 胞 死 滅 が 観
察 さ れ た が 、 ５ ０ μ Ｍ の Ａ ｋ ｔ 抑 制 剤 の カ ル ビ オ ケ ム と ２ ０ ０ ｎ Ｍ の Ｐ Ｉ ３ Ｋ 抑 制 剤 の ワ
ー ト マ ニ ン を 処 理 し た 場 合 、 そ れ ぞ れ １ ５ ． ９ ％ と ２ ２ ． ８ ％ の 細 胞 死 滅 率 を 示 し 、 こ れ
ら 抑 制 剤 を 処 理 し た 場 合 、 西 ナ イ ル ウ ィ ル ス の カ プ シ ド 蛋 白 質 に よ る 細 胞 死 滅 が 抑 制 さ れ
る こ と が 分 か っ た （ 図 １ ３ ～ 図 １ ５ ） 。 す な わ ち 、 西 ナ イ ル ウ ィ ル ス の カ プ シ ド 蛋 白 質 発
現 に よ る 細 胞 死 滅 が 、 Ｐ Ｉ ３ Ｋ 抑 制 剤 と Ａ ｋ ｔ 抑 制 剤 を 処 理 し た 場 合 に 抑 制 さ れ る こ と を
確 認 し た 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 実 施 例 ８ ： Ｊ ａ ｂ １ 発 現 に よ る 内 因 性 (endogenous)ｐ ５ ３ 発 現 の 減 少
　 Ｃ Ｏ Ｐ シ グ ナ ロ ソ ー ム 複 合 体 は 、 腫 瘍 抑 制 剤 遺 伝 子 ｐ ５ ３ を リ ン 酸 化 さ せ て Ｕ ｂ － ２ ６
Ｓ プ ロ テ ア ソ ー ム － 依 存 的 経 路 を 介 し て 分 解 さ せ る (Bech-Otschir et al., EMBO J., 20(
7):1630-1639, 2001)。 Ｊ ａ ｂ １ は Ｃ Ｏ Ｐ シ グ ナ ロ ソ ー ム 複 合 体 の 構 成 要 素 中 の 一 つ な の
で 、 ｐ ５ ３ と Ｊ ａ ｂ １ が 相 互 作 用 す る も の と 見 な し 、 Ｊ ａ ｂ １ が ｐ ５ ３ の 発 現 に 及 ぼ す 影
響 を 調 査 し た 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 Ｕ ２ ０ Ｓ 細 胞 に Ｆ ｌ ａ ｇ ／ ｍ ｄ ｍ ２ （ 対 照 区 ） と Ｆ ｌ ａ ｇ ／ Ｊ ａ ｂ １ を そ れ ぞ れ １ 、 ３
、 ５ μ ｇ の 濃 度 で リ ポ フ ェ ク タ ミ ン ／ プ ラ ス 試 薬 (lipofectamin/plus reagent； Ｉ ｎ ｖ ｉ
ｔ ｒ ｏ ｇ ｅ ｎ )を 用 い て ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 。 ４ ８ 時 間 後 、 細 胞 溶 解 物 を 集 め 、 Ｂ
Ｓ Ａ （ Ｐ Ｉ Ｅ Ｒ Ｃ Ｅ ） 定 量 法 で 濃 度 を 測 定 し た 。 全 て １ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ Ｌ の 蛋 白 質 を １ ０ ％
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の Ｓ Ｄ Ｓ ゲ ル を 用 い て 分 離 し 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 に ト ラ ン ス フ ァ ー し た 。 こ の ブ ロ ッ ト
を ５ ％ の ス キ ム ミ ル ク (skim milk)で ３ ０ 分 間 ブ ロ ッ キ ン グ し て Ｈ Ａ 抗 － ウ サ ギ 抗 体 （ Ｓ
ａ ｎ ｔ ａ  Ｃ ｒ ｕ ｚ ） と Ｆ ｌ ａ ｇ 抗 － マ ウ ス 抗 体 （ Ｓ ｉ ｇ ｍ ａ ） を 用 い て ｍ ｄ ｍ ２ と Ｊ ａ
ｂ １ の 発 現 増 加 に 伴 う ｐ ５ ３ の 発 現 量 を 調 べ た 。 ｐ ５ ３ は 対 照 区 の ｍ ｄ ｍ ２ 蛋 白 質 に よ っ
て 殆 ど 影 響 さ れ な い が 、 細 胞 内 で 発 現 さ れ る Ｊ ａ ｂ １ 蛋 白 質 の 濃 度 が 増 加 す る ほ ど 、 ｐ ５
３ の 濃 度 は 著 し く 減 少 し た （ 図 １ ６ ） 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 実 施 例 ９ ： Ｊ ａ ｂ １ ア デ ノ ウ ィ ル ス 安 定 細 胞 株 (stable cell line)の 構 築
　 Ｊ ａ ｂ １ の 過 発 現 を 誘 導 す る ア デ ノ ウ ィ ル ス 安 定 細 胞 株 を 構 築 す る た め に 、 Ａ ｄ Ｅ ａ ｓ
ｙ  Ｘ Ｌ  ａ ｄ ｅ ｎ ｏ ｖ ｉ ｒ ａ ｌ  ｖ ｅ ｃ ｔ ｏ ｒ  ｓ ｙ ｓ ｔ ｅ ｍ （ Ｓ ｔ ｒ ａ ｔ ａ ｇ ｅ ｎ ｅ ） を
使 用 し た 。 Ｊ ａ ｂ １ を ｐ Ｓ ｈ ｕ ｔ ｔ ｌ ｅ － Ｉ Ｒ Ｅ Ｓ － ｈ ｒ Ｇ Ｆ Ｐ ベ ク タ ー の Ｂ ｇ ｌ Ｉ Ｉ ／
ｐ ｖ ｕ Ｉ 酵 素 部 位 に ク ロ ー ニ ン グ し た （ 図 １ ７ Ａ 及 び Ｂ ） 。 製 造 さ れ た ｐ Ｓ ｈ ｕ ｔ ｔ ｌ ｅ
－ Ｉ Ｒ Ｅ Ｓ － ｈ ｒ Ｇ Ｆ Ｐ ／ Ｊ ａ ｂ １ を マ キ シ プ レ プ (maxi prep)で 精 製 し た 後 、 Ｐ ｍ ｅ Ｉ
で 切 っ て 連 結 し 、 そ の 後 Ａ Ｄ １ を 含 ん で い る Ｂ Ｊ ５ １ ８ ３ 細 胞 （ Ｓ ｔ ｒ ａ ｔ ａ ｇ ｅ ｎ ｅ ）
に バ ク テ リ ア 形 質 転 換 し て 相 同 的 組 み 換 え ア デ ノ ウ ィ ル ス プ ラ ス ミ ド (homologous recomb
inant adenovirus plasmid)を 生 産 し た 。 成 長 し た コ ロ ニ ー を 分 離 し て 液 体 培 地 で 培 養 し
た 後 、 Ｄ Ｎ Ａ を 抽 出 し た 。 こ れ を さ ら に Ｐ ａ ｃ Ｉ 酵 素 で 切 っ て ク ロ ー ニ ン グ を 確 認 し た （
図 １ ７ Ｃ ） 。 確 認 さ れ る と 、 哺 乳 類 Ａ Ｄ ２ ９ ３ 細 胞 （ Ｓ ｔ ｒ ａ ｔ ａ ｇ ｅ ｎ ｅ ） に リ ポ フ ェ
ク タ ミ ン ／ プ ラ ス 試 薬 (lipofectamin/plus reagent； Ｉ ｎ ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ ｇ ｅ ｎ )を 用 い て 形
質 転 換 し て 増 幅 し た 。 生 産 さ れ た ア デ ノ ウ ィ ル ス を さ ら に Ａ Ｄ ２ ９ ３ 細 胞 に ト ラ ン ス フ ェ
ク シ ョ ン し て Ｊ ａ ｂ １ ア デ ノ ウ ィ ル ス 安 定 細 胞 株 を 作 っ た 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 ア デ ノ ウ ィ ル ス 安 定 細 胞 株 の 生 産 に 使 用 さ れ た Ａ ｄ １ － Ｊ ａ ｂ １ プ ラ ス ミ ド は 、 ２ ０ ０
４ 年 ８ 月 ３ １ 日 付 け で 国 際 寄 託 機 関 の 韓 国 ソ ウ ル 市 西 大 門 区 弘 済 １ 洞 ３ ６ １ － ２ ２ １ ユ リ
ム ビ ル ２ 階 所 在 の 韓 国 微 生 物 保 存 セ ン タ ー （ Ｋ Ｃ Ｃ Ｍ ： Korean Culture Center of Micro
organisms） に 受 託 番 号 Ｋ Ｃ Ｃ Ｍ １ ０ ５ ９ ３ で 寄 託 し た 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 実 施 例 １ ０ ： Ｎ Ｉ Ｈ ３ Ｔ ３  Ｊ ａ ｂ １ レ ト ロ ウ ィ ル ス 安 定 細 胞 株 の 生 産
　 ｐ ｃ Ｄ Ｎ Ａ ３ － Ｈ Ａ ／ Ｊ ａ ｂ １ プ ラ ス ミ ド か ら Ｈ Ａ ／ Ｊ ａ ｂ １ を 得 た 後 、 レ ト ロ ウ ィ ル
ス を 生 産 す る こ と が 可 能 な ｐ Ｌ Ｐ Ｃ Ｘ ベ ク タ ー （ Ｂ Ｄ  Ｂ ｉ ｏ ｓ ｃ ｉ ｅ ｎ ｃ ｅ ） に Ｅ ｃ ｏ
Ｒ Ｉ 酵 素 部 位 に ク ロ ー ニ ン グ し て ｐ Ｌ Ｐ Ｃ ／ Ｈ Ａ － Ｊ ａ ｂ １ を 作 っ た 。 ピ ュ ー ロ マ イ シ ン
(puromycin； Ｓ ｉ ｇ ｍ ａ )抵 抗 性 遺 伝 子 を も っ て い る ｐ Ｌ Ｐ Ｃ ／ Ｈ Ａ － Ｊ ａ ｂ １ と ウ ィ ル
ス を パ ッ ケ ー ジ ン グ す る こ と が 可 能 な ｐ Ｃ Ｌ プ ラ ス ミ ド （ Ｂ Ｄ  Ｂ ｉ ｏ ｓ ｃ ｉ ｅ ｎ ｃ ｅ ）
を 共 に ２ ９ ３ Ｔ 細 胞 に リ ポ フ ェ ク タ ミ ン （ Ｉ ｎ ｖ iｔ ｒ ｏ ｇ ｅ ｎ ） を 用 い て 同 時 に ト ラ ン
ス フ ェ ク シ ョ ン し て ２ 日 後 に ウ ィ ル ス が 生 産 さ れ る と 、 ０ ． ４ ５ μ ｍ の フ ィ ル タ を 用 い て
ウ ィ ル ス の み を 精 製 し た 。 生 産 さ れ た ウ ィ ル ス １ ｍ Ｌ と 培 地 ２ ｍ Ｌ を 入 れ 、 感 染 を 助 け る
ポ リ ブ レ ン （ Ｓ ｉ ｇ ｍ ａ ） ４ μ ｇ ／ ｍ Ｌ を Ｎ Ｉ Ｈ ３ Ｔ ３ 細 胞 に 共 に 入 れ て 感 染 を 行 っ た 。
２ ４ 時 間 後 、 ピ ュ ー ロ マ イ シ ン （ ２ μ ｇ ／ ｍ Ｌ ） 含 有 培 地 に 交 換 し た 後 選 別 を 行 っ て 、 Ｊ
ａ ｂ １ レ ト ロ ウ ィ ル ス 安 定 細 胞 株 を 作 っ た 。 前 記 細 胞 株 で 生 産 さ れ た ウ ィ ル ス Ｒ ｅ ｔ ｒ ｏ
－ Ｊ ａ ｂ １ を ２ ０ ０ ４ 年 ８ 月 ３ １ 日 付 け で 国 際 寄 託 機 関 の 韓 国 ソ ウ ル 市 西 大 門 区 弘 済 １ 洞
３ ６ １ － ２ ２ １ ユ リ ム ビ ル ２ 階 所 在 の 韓 国 微 生 物 保 存 セ ン タ ー （ Ｋ Ｃ Ｃ Ｍ ： Korean Cultu
re Center of Microorganisms） に 受 託 番 号 Ｋ Ｃ Ｃ Ｍ １ ０ ５ ９ ２ で 寄 託 し た 。 Ｊ ａ ｂ 1の な
い 対 照 細 胞 株 と Ｊ ａ ｂ １ 高 発 現 細 胞 株 で Ｊ ａ ｂ １ と ｐ ５ ３ の 発 現 度 合 い を 検 査 し た 。 レ ト
ロ ウ ィ ル ス 安 定 細 胞 株 に お い て Ｊ ａ ｂ １ は 高 発 現 し 、 こ れ に よ り ｐ ５ ３ の 発 現 は 減 少 し た
（ 図 １ ８ ） 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 図 １ ８ に 示 し た ｐ ５ ３ の 発 現 減 少 は 、 実 施 例 ８ の 実 験 結 果 と 一 致 す る も の で 、 Ｊ ａ ｂ １
を 過 発 現 す る 組 み 換 え レ ト ロ ウ ィ ル ス を 用 い た 安 定 的 な 遺 伝 子 転 移 (gene transfer)に よ
っ て 、 ウ ィ ル ス に よ る カ プ シ ド 蛋 白 質 を 分 解 す る こ と が で き る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
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　 〔 産 業 上 の 利 用 可 能 性 〕
　 上 述 し た よ う に 、 本 発 明 の Ｊ ａ ｂ １ を 含 む ウ ィ ル ス 感 染 疾 患 治 療 組 成 物 は 、 フ ラ ビ ウ ィ
ル ス ま た は ペ ス テ ィ ウ ィ ル ス の 感 染 に よ っ て 誘 発 さ れ る 発 現 、 発 疹 、 出 血 、 黄 疸 、 関 節 痛
、 筋 肉 痛 、 脳 炎 ま た は 髄 膜 炎 な ど の 疾 患 を 効 果 的 に 治 療 す る こ と が で き る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ９ １ 】
【 図 １ 】 図 １ は 様 々 な 腫 瘍 細 胞 に お け る 西 ナ イ ル ウ ィ ル ス カ プ シ ド （ Ｃ ｐ ） 蛋 白 質 発 現 様
相 を 示 す 免 疫 蛍 光 分 析 結 果 で あ る 。
【 図 ２ 】 図 ２ は Ｓ Ｋ － Ｎ － Ｓ Ｈ 細 胞 に お け る 西 ナ イ ル ウ ィ ル ス カ プ シ ド 蛋 白 質 の 発 現 様 相
を 示 す 免 疫 蛍 光 分 析 結 果 で あ る 。
【 図 ３ 】 図 ３ は 様 々 な 細 胞 で 西 ナ イ ル ウ ィ ル ス カ プ シ ド 蛋 白 質 が 細 胞 死 滅 を 誘 導 す る こ と
を 示 す ア ネ キ シ ン ア セ イ 結 果 で あ る 。
【 図 ４ 】 図 ４ は ２ ９ ３ Ｔ 細 胞 で 西 ナ イ ル ウ ィ ル ス カ プ シ ド 蛋 白 質 が 細 胞 死 滅 を 誘 導 す る こ
と を 示 す Ｆ Ａ Ｃ Ｓ 結 果 で あ る 。
【 図 ５ 】 図 ５ は 西 ナ イ ル ウ ィ ル ス カ プ シ ド 蛋 白 質 と 相 互 作 用 す る 蛋 白 質 を 有 す る ク ロ ー ン
を 得 る イ ー ス ト ツ ー ハ イ ブ リ ッ ド ア セ イ 過 程 を 示 す 。
【 図 ６ 】 図 ６ は 西 ナ イ ル ウ ィ ル ス カ プ シ ド 蛋 白 質 が Ｊ ａ ｂ １ に よ っ て 核 小 体 か ら 細 胞 質 へ
移 動 し た こ と を 示 す 免 疫 蛍 光 結 果 で あ る 。
【 図 ７ 】 図 ７ は 西 ナ イ ル ウ ィ ル ス カ プ シ ド 蛋 白 質 が Ｊ ａ ｂ １ と 相 互 作 用 す る こ と を 示 す 免
疫 沈 澱 結 果 で あ る 。
【 図 ８ 】 図 ８ は Ｊ ａ ｂ １ が 西 ナ イ ル ウ ィ ル ス カ プ シ ド 蛋 白 質 と 同 時 発 現 さ れ る 場 合 に カ ス
パ ー ゼ 活 性 が 低 下 す る こ と を 示 す 結 果 で あ る 。
【 図 ９ 】 図 ９ は ２ ６ Ｓ プ ロ テ ア ソ ー ム 抑 制 剤 Ｌ Ｌ ｎ Ｌ を 処 理 す る 場 合 に Ｊ ａ ｂ １ に よ る 西
ナ イ ル ウ ィ ル ス カ プ シ ド 蛋 白 質 の 分 解 が 著 し く 抑 制 さ れ る こ と を 示 す ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト
結 果 で あ る 。
【 図 １ ０ 】 図 １ ０ は Ｃ ２ － Ｃ ｐ 遺 伝 子 の 挿 入 さ れ て い な い 正 常 細 胞 群 に お け る 細 胞 死 滅 を
示 す Ｆ Ａ Ｃ Ｓ 結 果 で あ る 。
【 図 １ １ 】 図 １ １ は ｐ Ｅ Ｇ Ｆ Ｐ － Ｃ ２ － Ｃ ｐ プ ラ ス ミ ド に 遺 伝 子 が 注 入 さ れ た 細 胞 群 に お
け る 細 胞 死 滅 率 を 示 す Ｆ Ａ Ｃ Ｓ 結 果 で あ る 。
【 図 １ ２ 】 図 １ ２ は ｐ Ｅ Ｇ Ｆ Ｐ － Ｎ １ プ ラ ス ミ ド に 遺 伝 子 が 注 入 さ れ た 細 胞 群 に お け る 細
胞 死 滅 率 を 示 す Ｆ Ａ Ｃ Ｓ 結 果 で あ る 。
【 図 １ ３ 】 図 １ ３ は ｐ Ｅ Ｇ Ｆ Ｐ － Ｃ ２ － Ｃ ｐ プ ラ ス ミ ド に 遺 伝 子 が 注 入 さ れ た 細 胞 に ２ ０
０ ｎ Ｍ の Ｐ Ｉ ３ Ｋ 抑 制 剤 を 処 理 し た 細 胞 群 に お け る 細 胞 死 滅 率 を 示 す Ｆ Ａ Ｃ Ｓ 結 果 で あ る
。
【 図 １ ４ 】 図 １ ４ は ｐ Ｅ Ｇ Ｆ Ｐ － Ｃ ２ － Ｃ ｐ プ ラ ス ミ ド に 遺 伝 子 が 取 り 込 ま れ た 細 胞 に ５
μ Ｍ の Ａ ｋ ｔ 抑 制 剤 を 処 理 し た 細 胞 群 に お け る 細 胞 死 滅 率 を 示 す Ｆ Ａ Ｃ Ｓ 結 果 で あ る 。
【 図 １ ５ 】 図 １ ５ は ｐ Ｅ Ｇ Ｆ Ｐ － Ｃ ２ － Ｃ ｐ プ ラ ス ミ ド に 遺 伝 子 が 取 り 込 ま れ た 細 胞 に ５
０ μ Ｍ の Ａ ｋ ｔ 抑 制 剤 を 処 理 し た 細 胞 群 に お け る 細 胞 死 滅 率 を 示 す Ｆ Ａ Ｃ Ｓ 結 果 で あ る 。
【 図 １ ６ 】 図 １ ６ は Ｊ ａ ｂ ｌ 濃 度 の 増 加 に 伴 う ｐ ５ ３ 発 現 の 減 少 を 示 す ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ
ト 結 果 で あ る 。
【 図 １ ７ 】 図 １ ７ は Ｊ ａ ｂ ｌ ア デ ノ ウ ィ ル ス 安 定 細 胞 株 の 構 築 過 程 の た め の ベ ク タ ー シ ス
テ ム 製 作 過 程 を 示 す 。
【 図 １ ８ 】 図 １ ８ は Ｎ Ｉ Ｈ ３ Ｔ ３  Ｊ ａ ｂ １ レ ト ロ ウ ィ ル ス 安 定 細 胞 株 の 構 築 を 示 す ウ ェ
ス タ ン ブ ロ ッ ト 結 果 で あ る 。
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