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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】  レトロウイルスベクターを用いて遺伝子
治療を受けた患者が複製可能ウイルスに暴露されたかど
うかを検出する方法であって、抗原タンパク質としてマ
ウス白血病ウイルス(MLV)のＥnvタンパク質の一部と患
者の血清とを反応させる工程；および患者の血清中にＥ
nvタンパク質に対する抗体が存在するかどうかを測定す
る工程を含むことを特徴とする方法。
【請求項２】  前記Ｅnvタンパク質の一部が、配列番号
６のアミノ酸配列を有する、請求項１記載の方法。
【請求項３】  前記Ｅnvタンパク質の一部が、マルトー
ス結合タンパク質 (MBP)または１１個のアミノ酸からな
るＴ７標識(Ｔag)と融合された形態である、請求項１記
載の方法。
【請求項４】  前記Ｅnvタンパク質を、前記反応工程前
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に自動化されたマイクロアレイヤーを用いて、タンパク
質チップの微小基板上に固定する工程をさらに含む、請
求項１記載の方法。
【請求項５】  レトロウイルスベクターを用いて遺伝子
治療を受けた患者から複製可能ウイルスに対する抗体を
検出するための診断キットであって、MLVのＥnvタンパ
ク質の一部を含むことを特徴とするキット。
【請求項６】  前記Ｅnvタンパク質の一部が、配列番号
６のアミノ酸配列を有する、請求項５記載のキット。
【請求項７】  前記Ｅnvタンパク質の一部が、タンパク
質チップの微小基板上に固定されている、請求項５記載
のキット。
【発明の詳細な説明】
【０００１】発明の分野
本発明は、事前に遺伝子治療を受けた患者が遺伝子治療
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3
の際、複製可能レトロウイルス(replication competent
 retrovirus, RCR)に暴露されたかを検査するためにレ
トロウイルスのＧagまたはＥnvタンパク質の特定部分を
用いて患者血清中のＭＬＶ(murine leukemia virus)に
対する抗体の存在を検出する方法に関する。
【０００２】背景技術
遺伝子治療は、生きている細胞の遺伝学的修飾に基づく
医学的介入である。細胞は生体外連続投与のために修飾
されるか、患者に直接的に投与された遺伝子治療産物に
よって生体内で変形される。
【０００３】ＭＬＶ－由来レトロウイルスベクターは、
最も頻繁に用いられる遺伝子伝達体(gene delivery veh
icle)であって、承認された臨床試験の４０％以上で使
用されている。ウイルスベクターは遺伝子伝達体として
広範囲に使用されているが、それ自体の高い遺伝子伝達
効率のために安全性に対する問題がいつも提起されてい
る。これは、部分的に不完全であると考えられるウイル
スが大量生産工程の間に成長し得るウイルス、いわゆる
複製可能ウイルス(replication competent virus, RC
V)、レトロウイルスの場合にはＲＣＲに転換され得るか
らである。たとえ小量であってもＲＣＲの存在は遺伝子
治療過程を経る患者に深刻な危険性を与える。したがっ
て、米国食品医薬品安全庁(ＦＤＡ)のガイドラインは組
換えウイルスの生産工程はもちろん、レトロウイルスベ
クターを患者に投与した後も定期的に複製可能レトロウ
イルス(ＲＣＲ)が形成されたかどうかを確認するように
要求している。ＲＣＲの存在は少なくとも三つの段階で
確認しなければならない。第１段階は、生産細胞株から
ウイルスベクターを生産する段階および／またはウイル
スベクターを標的細胞に形質導入する前段階である。ま
た、米国食品医薬品安全庁はレトロウイルスベクターに
よって導入された治療遺伝子を含む遺伝子組換え細胞を
患者に投与した以後にも長い間発生可能なＲＣＲの存在
を検出することを勧めている。実際に臨床試験の第１相
において約１０～２０名の患者を対象とし、年３回にわ
たってＲＣＲが存在するかどうかを分析している。
【０００４】ＲＣＲを検出するために、ＭＬＶに非常に
敏感なMus dunni細胞を用いた分析、逆転写酵素分析、
重合酵素連鎖反応(ＰＣＲ)などのいくつかの分析方法が
用いられる。
【０００５】Mus dunni細胞を用いたＲＣＲ検出方法は
一般的に次のような方法で行われる。ウイルス生産細胞
またはウイルス含有上澄液をハイグロマイシン(hygromy
cin)またはＬacＺのような適当な標識遺伝子を含むMus 
dunni細胞とともに培養して得る。このような同時－培
養から得られた培養上澄液は標識遺伝子を発現するウイ
ルスが存在するかどうかを確認するために適当な標的細
胞に感染させて使用する(Forestell et al., J. Virol.
 Methods 60:171-178, 1996)。この方法は、標識遺伝子
がMus dunni細胞内に既に存在する標識遺伝子を含むレ
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トロウイルスと(遺伝子伝達体として使用された)レトロ
ウイルスベクター間の組換えによって回復され得る原理
を用いたものである。Mus dunni細胞はまたＳ＋Ｌ－焦
点分析(S+L- focus assay, Haapala DK et al., J. Vir
ology 53:827-833, 1985)にも用いられる。ＲＣＲはウ
イルス生産細胞またはウイルス生産細胞から得られた培
養上澄液をMus dunni細胞とともに培養した後焦点の形
成により検出され得る。これらの方法は、ＲＣＲの力価
を増加させるためにウイルス上澄液またはウイルス生産
細胞株をMus dunni細胞とともに数回継代培養しなけれ
ばならないので、１ヶ月以上の期間がかかる。さらに、
Ｓ＋Ｌ－分析自体でも５～７日がかかる。
【０００６】逆転写酵素分析方法は、組換えを通じて作
られたＲＣＲのみが逆転写酵素活性を示す性質を用いた
ものである。ＰＣＲによる方法は、一般的にレトロウイ
ルスベクターには存在しないウイルス由来のＧagまたは
Ｅnv配列を増幅させることによりＲＣＲを検出する。こ
の方法は、現在一般的な臨床治療に最も多く用いられる
方法であるが、感度が高すぎ、再現性が非常に低いとい
う問題がある(Long etal., Human Gene Ther. 9:1165-1
172, 1998; Otto et al., Human Gene Ther.5: 567-57
5, 1994)。このように前述の方法は多くの時間と手間が
かかるだけでなく、反復再現性と感度が低いという問題
がある。
【０００７】したがって、より高い感度を保持しながら
も所要分析時間およびサンプル量が少なく、より経済的
な方法を開発するための研究が行われてきたが、これま
で感度を非常に高い程度に保持できる方法は開発されて
いない。このような研究の一環として、ELISAを用いて
抗－ＭＬＶ抗体を測定することによりＲＣＲを検出する
方法が報告されている(Martineau et al., Human Gene 
Therapy 8:1231-1241,1997)。しかし、この方法は、全
ＭＬＶウイルスを抗原として用いるため、反応特異性と
感度の点で満足すべき水準に達していない。
【０００８】前記のように既存のＲＣＲ分析方法の問題
を克服するために、本発明者らはＭＬＶ由来の特定タン
パク質を患者の血清と反応させてレトロウイルス遺伝子
治療後抗体の存在を容易に確認できる高効率のＲＣＲ検
出方法を開発した。この方法は、ＧagまたはＥnvタンパ
ク質の切片がＲＣＲ分析のために必要な程度の反応特異
性と感度をすべて有することを確認した。特に、本発明
では、ウイルスタンパク質のどの切片が抗原として使用
でき、また、前記タンパク質を用いてどのようにＲＣＲ
検出においてウイルスタンパク質に対する抗体の存在の
有無を検出できるかを確認した。
【０００９】発明の要約
したがって、本発明の目的は、血清中のＲＣＲに対する
抗体を検出することにより、事前に遺伝子治療を受けた
患者がＲＣＲに暴露されたかどうかを正確かつ簡便に確
認する方法を提供することである。
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【００１０】また、本発明の他の目的は、ＲＣＲに対す
るヒト患者の可能性のある事前暴露を検出するにあた
り、高い感度および反応特異性を同時に保持しながら
も、時間的に効率がよく最小量の試料のみを使用する方
法を提供することである。
【００１１】発明の詳細な記載
本発明は、遺伝子治療用ウイルスベクターが由来するレ
トロウイルスのＧagまたはＥnvタンパク質の特定抗原の
一部を用いて患者血清中の抗体の存在を測定することに
より、事前に遺伝子治療を受けた患者がＲＣＲに暴露さ
れたかどうかを確認する方法を提供する。
【００１２】具体的には、本発明は、抗原－抗体反応を
通じて患者の血清中に存在する抗体を測定するＲＣＲ検
出方法を提供する。本発明の方法において、その産物が
ＲＣＲ内に存在するとされるウイルス由来遺伝子の特異
的な切片は発現ベクター内にクローニングされ、大腸菌
から生産され、分離された後、遺伝子治療を受けた患者
の血清と反応させるのに用いられる。
【００１３】遺伝子治療に用いられるレトロウイルスベ
クターは元のウイルスゲノムから大部分のＧag、pol お
よびＥnv遺伝子が除去されたため、一般的に複製が不可
能である。パッケージング細胞株においては、タンパク
質がin transとして提供され、ウイルス粒子内に(パッ
ケージングシグナル配列を含む)ウイルスゲノムＲＮＡ
をパッケージングするのに用いられる。ＧagまたはＥnv
タンパク質はＭＬＶベクターで遺伝子組換え細胞が処理
されたヒト患者の血清中に存在しないだけでなく、多量
でビリオン(virion)内に存在して高い免疫原性を期待で
きるので、抗原タンパク質(antigenic protein)として
好ましい。
【００１４】本発明においては、遺伝子伝達体として最
も頻繁に用いられているＭＬＶをＲＣＲ検出システムを
開発するためのモデルシステムとして使用する。ＭＬＶ
の場合、抗原がＭＬＶ  ＧagまたはＥnvタンパク質の一
部分であることが特に好ましい。本発明では、(配列番
号２を含む)ＭＬＶ  Ｇagタンパク質の特異的な部分お
よび(配列番号６を含む)ＭＬＶ  Ｅnvタンパク質の特異
的な部分が敏感度および反応特異性の面で非常に有用で
あることを確認した。
【００１５】前記抗原タンパク質は精製を容易にするた
めにマルトース結合タンパク質(maltose binding prote
in; MBP)または１１個のアミノ酸からなるＴ７標識(Ｔa
g)と融合された融合タンパク質として発現され得る。
【００１６】本発明の抗原－抗体反応を用いたＲＣＲ検
出方法はELISA(enzyme-linked immunosorbent assay)、
ウエスタンブロット分析(western blotting)、FLISA(fl
uorescence-linked immunosorbent assay)を含む様々な
方法および抗原－抗体の結合を検出できるすべての分析
方法に適用され得る。また、各々の方法は全体的な分析
の正確性をより増加させるために他の方法と組合せて使
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用してもよい。
【００１７】本発明の抗原タンパク質は自動化されたマ
イクロアレイヤーおよび適当なリーダー(スキャナー)を
用いてタンパク質チップの形に製作されてもよい。大量
の試料が単一チップ上に集積され得るタンパク質チップ
を用いて分析の大量化、自動化および効率化をなすこと
ができる。
【００１８】本発明のＲＣＶ検出方法のための抗原タン
パク質は抗原遺伝子を含む発現プラスミドを製作し、大
腸菌などにおいて前記遺伝子を発現させて公知の方法に
従って大量生産できる。本発明においては、好ましい発
現ベクターの一例として配列番号２の抗原タンパク質(C
A)を発現する発現ベクターと配列番号６の抗原タンパク
質(SU-1)を発現する発現ベクターを提供する。本発明者
らは、前記ベクターを各々１９９９年１１月１日付およ
び２０００年１１月１０日付で韓国微生物培養センター
に寄託番号KCCM-10173およびKCCM-10224として寄託し
た。
【００１９】本発明の好ましい実施例においては、ＭＬ
Ｖに対する抗体を検出するための抗原として、ＭＬＶ 
Ｇagタンパク質の一部であるp30(capsid protein;CA)と
p15E(TM)およびgp70 (プロリン－豊富配列を含む上流；
SU-1)抗原を選択した。カプシドタンパク質p30は大部分
のレトロウイルスにおいて高い水準で発現され、一般的
に互いに違う亜型間でもアミノ酸配列がよく保存されて
いることが知られている。免疫原性がより高いと期待さ
れるＥnv抗原は診断試薬の主な標識抗原として選択され
て使用されている。Ｅnvタンパク質の膜貫通ドメイン(t
ransmembranedomain, TM)と外部ドメイン(extracellula
r domain, SU-1)間の抗原性に差があると判断され、二
つの部位をすべてクローニングした。これらの選択され
た抗原ＣＡ、ＴＭおよびSU-1のゲノムにおける位置を図
１に示す。
【００２０】ＭＬＶ ＧagおよびＥnvのアミノ酸配列に
基づいて塩基配列がよく保存された部分を選択した。次
いで、ＣＡ、ＴＭおよびSU-1の一部分をコードする遺伝
子切片をＰＣＲで増幅した後、発現ベクターに挿入し
た。タンパク質の精製を容易にするためにＭＢＰ融合タ
ンパク質の形態に発現させるpMAL-c2ベクターまたはＴ
７標識と結合した形態に発現させるpET-17bおよびpET-3
aベクターを用いた。大腸菌におけるタンパク質発現を
確認した結果、用いられた塩基配列によって大腸菌にお
ける発現量と抗体反応性に大きな差を示した。そのう
ち、特に２６３個のアミノ酸からなるＣＡと１９７個の
アミノ酸からなるSU-1が最も高い発現量と抗体反応性を
示した。一方、SU-1抗原タンパク質をpET-17bに挿入し
た場合には、その発現量が非常に低くて以後の実験に用
いなかった。
【００２１】大腸菌における抗原タンパク質の発現をＩ
ＰＩＧを添加して誘導し、SDS-PAGEを通じて標的タンパ
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ク質の存在を確認した後、これをカラムクロマトグラフ
ィーで分離精製した。IPTGを添加する前には本発明の抗
原タンパク質はその発現量が非常に少なかったが、IPTG
を添加した以後には総タンパク質の約１０～２０％程に
増加した。前記抗原は精製後にはほとんど単一バンドと
して検出されたため、精製度が高いことが分かる(図
５)。一方、本発明のまた他の実施例においては前記で
製造した抗原タンパク質が抗－ＭＬＶ抗体と反応特異性
および感度を有するかを確認するためにウエスタンブロ
ット分析およびELISAを行った。
【００２２】融合タンパク質MBP-CAをプロテアーゼ因子
Xa(factor Xa)で切断して純粋なＣＡタンパク質を得
た。精製されたＣＡをウサギに腹腔内注射し、抗－ＣＡ
抗体を含むウサギ血清を得た。抗－ＭＬＶ抗体は(全体
ウイルスとして)ＭＬＶをマウスの尾静脈に接種して免
疫されたマウスからＭＬＶ陽性血清を回収して製造し
た。ウサギ抗－ＣＡ血清およびマウス抗－ＭＬＶ血清を
用いた理由はヒトがＭＬＶに感染する場合は極めて稀で
あり、感染者の血液を確保することが不可能なためであ
る。本発明の抗原タンパク質を前記で製造したウサギ抗
－ＣＡ血清およびマウス抗－ＭＬＶ血清と反応させてウ
エスタンブロット分析を行った。その結果、各抗原は抗
体に対して特異的に反応することを確認した(図６ａお
よび図６ｂ参照)。Ｇagの場合、ＣＡとT7-CAのいずれの
場合においても5000倍に稀釈されたウサギ血清と非常に
強く反応したが、Ｅnvタンパク質であるＴＭやSU-1とは
反応しなかった。また、Ｅnvの場合、マウス抗－ＭＬＶ
血清と反応させたときT7-CAとT7-SU-1のみが反応を示
し、これらの中でもSU-1の反応がＣＡの反応より強く、
T7-TMは全く反応しなかった。
【００２３】また、本発明のまた他の実施例において
は、抗原タンパク質と抗体に対してELISAを行って反応
特異性および感度を調査した。ELISAの判定基準値は陰
性対照群(正常のウサギ血清または正常のマウス血清)と
反応させた場合の吸光度値の平均に０.３を加えた値と
した。結果は実験群のＳ／ＣＯ(sample OD/cutoff valu
e)として示したが、Ｓ／ＣＯが１を超えると陽性である
と判定した。
【００２４】その結果、ウサギ抗－ＣＡ血清に対して
(いずれの標識タンパク質も含まない)ＣＡとT7-CA 抗原
のいずれにおいてＳ／ＣＯ値が、４以上で陽性として判
定されたが、MBP-TM、T7-TMおよびT-7-SU-1はＳ／ＣＯ
値が、１以下で陰性として判定された。このような結果
は、前記のウエスタンブロット分析結果とも一致するも
ので、本発明のＣＡ抗原が非常に高い反応特異性を有す
ることを示す。マウス抗－ＭＬＶ血清に対してＣＡおよ
びT7-CA抗原とT7-SU-1はＳ／ＣＯ値が、３以上であるの
に対し、MBP-TMとT7-TMはＳ／ＣＯ値が、１以上２未満
であった。このような結果はこれらの抗原タンパク質の
抗原性に差があることを示す。
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【００２５】このような結果に基づいて、非常に高い抗
原性を示すT7-CAおよびT7-SU-1を対象にELISA感度調査
を行った。試料を２倍数ずつ段階的に稀釈してELISAを
行うことにより抗原の感度を調査した。ウサギ血清の場
合、最高６４万倍、マウス血清の場合最高２,５６０倍
まで段階的に稀釈してELISAを行った。マウス血清の場
合ＲＣＲに暴露されたヒトの血清と類似する条件にする
ために初期原液をヒト血清で１０倍稀釈して用いた。T7
-CA抗原はウサギ抗－ＣＡ血清に対して１６万倍稀釈ま
でＳ／ＣＯ  ３以上の高い感度を示し(図７ａ参照)、T7
-SU-1抗原はマウス抗－ＭＬＶ血清に対して６４倍稀釈
比率までＳ／ＣＯ  ４以上の高い陽性反応を示した(図
７ｂ参照)。また、T7-CAとT7-SU-1はマウス抗－ＭＬＶ
血清において各々６４倍および２５６倍の稀釈比率まで
Ｓ／ＣＯ  ３以上の陽性反応を示した。これらの二つの
抗原を混合して使用した場合にも２５６倍稀釈比率まで
Ｓ／ＣＯ２以上の高い陽性反応を示した(図７ｃ参照)。
前記結果は、ＣＡおよびSU-1抗原は非常に高い感度と特
異度を有するので、遺伝子治療を受けた患者の血清中で
ＭＬＶ抗体を検出することにより、同種組換えによるＲ
ＣＲ形成可否を確認するための方法に効果的に使用でき
ることを示す。また、T7-SU-1抗原の場合、稀釈比率が
高くなるほどＳ／ＣＯ値の減少がT7-CAに比べて緩やか
であった。これは、T7-SU-1を単一抗原として用いる場
合にも安定的な抗－ＭＬＶ抗体診断用抗原として効率的
に機能することを示す。
【００２６】さらに、本発明のまた他の実施例において
は、アミノアルキルシランでコーティングされたスライ
ドガラス(「チップ」)にT7-CA、T7-TMおよびT7-SU-1抗
原タンパク質を固定したタンパク質チップを用いて大量
分析への適用可能性を検討した。T7-CAおよびT7-SU-1抗
原はタンパク質チップを用いた抗原－抗体反応において
も高い反応特異性と感度を示した。
【００２７】以下、実施例によって本発明をより詳細に
説明する。但し、下記実施例は本発明を例示するのみで
あり、本発明の内容が下記実施例に限定されないことは
本発明が属する技術分野において通常の知識を有する者
に自明である。
【００２８】実施例
実施例１：ＭＬＶ抗原のクローニングおよび発現ベクタ
ーの製作
ＣＡ(ｐ３０)、ＴＭ(ｐ１５Ｅ)およびＳＵ－１(ｇｐ７
０、プロリン－豊富配列の上流)の一部をコードするＤ
ＮＡ切片をＰＣＲで増幅した。
【００２９】鋳型としてはpＭＬＶ(Shinnick et al., N
ature 293: 543-548, 1981)を用い、ＣＡ、ＴＭおよびS
U-1を増幅するために特定制限酵素部位を有する合成オ
リゴヌクレオチドをプライマーとして用いた。前記ＰＣ
Ｒに用いられたプライマーの塩基配列は配列番号７～１
８として示したが、増幅対象遺伝子および制限部位に従
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って下記表１に示す。
【００３０】

10
【表１】

【００３１】ＰＣＲ反応は鋳型としてｐＭＬＶゲノムを
用いて９４℃で１分間変性工程(denaturation)、５５℃
で１分間のアニーリング工程(annealing)、７２℃で９
０秒間の延長工程(extension)の手順を３０回繰り返し
て反応を行った。ＰＣＲ反応液は１０pmol／μl濃度の
プライマーを各々１μｌずつ、２.５単位のＴag重合酵
素(Expand High Fidelity PCR System(Roche、米国))を
含んでいた。各々の増幅されたＰＣＲ産物をpCR Blunt
ベクター(Invitrogen、オランダ)とpCR2.1ベクター(Inv
itrogen、オランダ)にクローニングした。具体的に、Ｃ
Ａ遺伝子切片を配列番号７と９または７と８のプライマ
ー組合せを用いて増幅し、ＴＭ遺伝子切片は配列番号１
０と１２または１１と１２のプライマー組合せを用いて
増幅した。増幅された切片を各々pCR Bluntベクターに
挿入した。一方、配列番号１３および１４のプライマー
組合せを用いて増幅されたSU-1遺伝子切片はpCR2.1ベク
ターに挿入した。
【００３２】これらの各々の遺伝子によって発現される
タンパク質がＭＢＰ(maltose binding protein)と融合
タンパク質の形態に発現されるか、アミノ－末端に１１
個のアミノ酸(Met-Ala-Ser-Met-Thr-Gly-Gly-Glu-Glu-M
et-Gly)からなるT7標識(Ｔag)と結合された形態に発現
させるために、前記遺伝子をpMAL-c2 (New England Bio
Labs, USA)、pET-17b (Novagen, USA)またはpET-3a(Nov
agen, USA)ベクターに各々再クローニングした。これら
の発現ベクターの製作過程を図２および３に示す。
【００３３】まず、配列番号７および９のプライマー対
を用いて増幅された７６８bpのＣＡ切片をpMAL-c2のEco
RI/SalI位置に挿入して発現ベクターMBP-CAを製作し
た。配列番号８および９のプライマー対で増幅された７
３４ｂｐのＣＡ切片をpET-17bのBamHI/XhoI位置に挿入
して発現ベクターＴ７－ＣＡを製作した。配列番号１０
および１２のプライマー対を用いて増幅された３９６bp
のTM切片はpMAL-c2のEcoRI/SalI位置に挿入して発現ベ

クターMBP-TMを製作した。配列番号１１および１２のプ
ライマー対を用いて増幅された３６９ｂｐのＴＭ切片は
pET-17bのBamHI/XhoI位置に挿入して発現ベクターT7-TM
を製作した。配列番号１３および１４のプライマー対で
増幅された５９１bpのSU-1切片はpET-3aのBamHI位置に
挿入して発現ベクターT7-SU-1を製作した。前記組換え
発現ベクターのうちpET-17bとpET-3a由来の発現プラス
ミドはE. coli BL21(DE3)に形質転換させた後用いた。
【００３４】前記T7-CAベクターで形質転換された大腸
菌菌株(BL21-T7-p30)とT7-TMベクターで形質転換された
大腸菌菌株(BL21-T7-p15E)は１９９９年１１月１日付で
韓国微生物培養センターに寄託し(寄託番号：KCCM-1017
3およびKCCM-10174)、T7-SU-1ベクターで形質転換され
た大腸菌菌株(BL21-T7-gp70)は２０００年１１月１０日
付で同センターに寄託した(寄託番号：KCCM-10224)。
【００３５】実施例２：大腸菌においてＭＬＶ 抗原の
発現および精製
ＭＬＶ ＧagまたはＥnv発現ベクターで形質転換された
大腸菌を600nmで吸光度が０.５に至るまで１ｌのＬＡ培
地(2% バクトトリプトン B, 1% 酵母抽出物, 2%NaCl, 1
× アンピシリン)で３７℃で振盪培養した。最終濃度が
１mMになるように１ＭのIPTG(isopropyl-β-D-thiogala
ctopyranoid)を加えてＧagのＣＡ、ＥnvのTMおよびSU-1
抗原を各々発現させた。ＩＰＴＧ誘導前には極めて小量
の抗原が発現されたが、ＩＰＴＧ誘導後には発現水準が
全タンパク質の１０～２０％程度に増加した(図４ａお
よび４ｂ参照)。
【００３６】以後、４℃、5000rpmで１０分間遠心分離
して細胞を得た。細胞ペレットを溶解緩衝液(lysis buf
fer; 20 mM Tris, 2 mM EDTA, 1 mM フエニルメチルス
ルホニルフルオリド, pH 8.0)で完全に溶解した後、溶
解物を氷に２０分間静置した。これを５分間超音波粉砕
して大腸菌を破砕し、さらに遠心分離して菌破砕沈殿物
と上澄液を得た。
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【００３７】pET-17bから発現される抗原の場合、沈殿
物を８Ｍウレア溶液で溶解した後溶液のｐＨを５.６に
調節し、予め平衡緩衝液(酢酸ナトリウム中8 M ウレア,
 pH 5.6)で平衡化させたＱセファロース高速カラム(Ame
rsham Pharmarcia Biotech.,スウェーデン)に載せた
後、カラムを３倍容積以上の平衡緩衝液で洗浄した。溶
出液の吸光度を測定して平衡を確認し、５０mMから５０
０mMまでＮａＣｌ濃度勾配をかけて標的抗原を精製し
た。pET-3aから発現されるSU-1抗原は、溶液のｐＨは
９.６に調整し、平衡緩衝液として８Ｍウレアを含む炭
酸溶液(炭酸ナトリウム中8 M ウレア, pH 9.6)を用い、
ＳＰセファロース高速カラム(Amersham Pharmarcia Bio
tech., スウェーデン)を用いたことを除いては、前記と
同様の工程で分離する。
【００３８】pMAL-c2から発現される抗原の場合、菌破
砕沈殿物をアミロース樹脂平衡緩衝液(20 mM Tris-HCl,*

12
* 2 M NaCl, 1 mM EDTA, 10 mM β-メルカプトエタノー
ル,,pH 7.4)に完全に溶解し、前記緩衝液で平衡化され
たアミロース樹脂カラム(NewEngland BioLabs, USA)に
菌破砕溶解液を載せた後、カラムを１０倍容積の前記平
衡緩衝液で洗浄した。標的抗原を溶出緩衝液(平衡緩衝
液中10 mMマルトース,pH 7.4)で精製し、溶出液の吸光
度を２８０ｎｍで測定した。その後、必要に応じて因子
XaでMBPを除去して以後の実験に用いた。
【００３９】前記工程を通じて分離精製された抗原の純
度をSDS-PAGEで確認した。各抗原はカラムクロマトグラ
フィーで分離した後はほとんど単一バンドとして検出さ
れ、精製度が高いことが示された (図５参照)。大腸菌
菌株から発現される各々の抗原タンパク質の発現程度を
下記表２に示す。
【００４０】
【表２】

+の数は生産されたタンパク質の程度を示す。
Ｎa＊：適用不可
【００４１】pET-17bにクローニングされた５９１ｂｐ
のSU-1切片は前記表に要約したように、その発現量が極
めて少なかったため以後の実験には使用しなかった。
【００４２】実施例３：ＭＬＶ抗原による動物の免疫化
動物を免疫するための免疫源としてはＭＬＶウイルスで
形質感染された細胞から得られた培養上澄液とMBP-CAか
らMBP標識を除去して製造されたＣＡ 抗原を用いた。
【００４３】ＭＬＶウイルスはヒト腎臓細胞である２９
３Ｔ細胞株に３プラスミド形質感染法(3 plasmid trans
fection; Yuco et al., Nucleic Acids Res. 23-24, 19
95)でpDOAI-CATプラスミドを形質感染させ、４８時間後
ウイルスを含む上澄液を０.４５μｍ膜フィルターで濾
過して無細胞ウイルス上澄液を準備した。前記で得られ
たウイルス上澄液を５週齢のマウス２０匹の尾静脈に各
々１００μｌずつ２週間４回にわたって注射した。
【００４４】ＣＡ抗原の場合、前記実施例３で精製され
たMBP-CAをプロテアーゼ因子Xaで切断してＣＡのみを分
離した。これをフロインド完全アジュバント(Freund's 
complete adjuvant; GibcoBRL, USA)と１：１で混合
し、８週齢のウサギ２匹に各々１００μｇ／ｍｌの濃度
で４週間にわたって３回注射した。
【００４５】免疫化が終った後、各実験動物の心臓から
採血してＭＬＶに対する陽性血清を確保し、この血清は
精製された抗原とともに以後のウエスタンブロット分析

とELISAに用いた。
【００４６】実施例４：ウエスタンブロット分析
実施例２で製造されたＭＬＶ抗原が実際にＭＬＶ抗体に
効率的に反応するかどうかを調査するために、ＣＡ、Ｔ
ＭおよびSU-1抗原と前記実施例３で得られたＣＡまたは
ＭＬＶに対する免疫抗体間の反応の程度をウエスタンブ
ロットで分析した。 ヒトがＭＬＶに感染する場合は極
めて稀であり、感染者血液の確保が難しいため、本実験
においては実施例３で準備したウサギ抗－ＣＡ血清およ
びマウス抗－ＭＬＶ血清を用いた。
【００４７】精製された抗原はミニゲル装置(#SE280. H
oefer Pharmacia Biotech., 米国)を用いてSDS-PAGEを
行った後、ニトロセルロース膜に抗原を電気伝達させ
た。前記膜を遮断緩衝液(blocking buffer; 5%脱脂油, 
0.1% ツイーン 20, トリス緩衝生理食塩水)に浸漬して
１時間ゆっくり攪拌し、反応終了後溶液を捨て、各々ウ
サギ抗－ＣＡ血清およびマウス抗－ＭＬＶ血清を遮断緩
衝液で5000倍および500倍稀釈して室温で抗原を結合し
た膜と１時間反応させた。これをTBSTで３回洗浄した後
各々西洋ワサビペルオキシダーゼ(HRP)を結合したヤギ
抗－ウサギIgG抗体またはヤギ抗－マウスＩｇＧ抗体を
遮断緩衝液で10000倍稀釈した溶液と室温で３０分間反
応させた後、同様の方法で膜を３回洗浄した。洗浄が終
った後、ＥＣＬ溶液(Luminol/Enhancer and stable per
oxide solution, Amersharm)を膜一枚当り１ｍｌずつ添
加して室温で１分間反応させ、これを暗室で感光フィル



(7) 特許３４４５９８４

10

20

30

40

50

13
ムに晒した後、現像液を用いてバンドを検出した。
【００４８】ウエスタンブロット分析の結果、分離精製
された抗原はすべて各抗体に特異的に反応した。Ｇagの
場合には、ＣＡとT7-CA両方とも5000倍に稀釈されたウ
サギ血清と非常に強く反応し、Ｅnvタンパク質であるTM
またはSU-1とは反応しなかった(図６ａ参照)。Ｅnvの場
合には、マウス抗－ＭＬＶ血清と反応させたときT7-CA
とT7-SU-1のみが反応を示し、これらの中でもSU-1の反
応がＣＡより強く、T7-TMは反応を示さなかった(図６ｂ
参照)。
【００４９】実施例５：ＥＬＩＳＡ
ウイルス感染に対する診断は一般的にELISAを用いた抗
体分析を通じて行われる。本発明の抗原がＲＣＲ検出の
ためのELISA反応に要求される特異性および感度を有す
るか確認するために一連の実験を行った。前記実施例２
で精製した抗原を各々５０ｍＭ炭酸ナトリウム緩衝液(p
H 9.6)を用いて５μｇ／ｍｌの濃度になるように稀釈し
た後、稀釈した抗原をウエル当り１００μｌずつ９６ウ
ェルマイクロプレート(Nunc, USA)に添加し、室温で１
８時間静置した。これに０.５％ウシ血清アルブミン(BS
A)を含有するＰＢＳ(pH 7.2)をウエル当り１００μｌず
つ添加した。室温で１時間反応させた後、前記プレート*

14
*に血清試料を添加した。この際、ウサギ抗－ＣＡおよび
マウス抗－ＭＬＶ血清を陽性対照群として、正常のウサ
ギまたはマウス血清を陰性対照群として用いた。稀釈液
(遮断緩衝液中0.25%ツイーン 20)に各々１０００倍およ
び１０倍に稀釈した血清をウエル当り１００μｌずつ添
加し、３７℃恒温器で１時間培養させた。培養が終了し
た後、プレートをPBST(PBS中、0.05% ツイーン 20)で５
回洗浄し、西洋ワサビペルオキシダーゼと結合されたヤ
ギ抗－ウサギIgG抗体またはヤギ抗－マウスＩｇＧ抗体
を10000倍稀釈してウエル当り１００μｌずつ添加し
た。前記プレートを３７℃恒温器で３０分間反応させ、
PBST(PBS中、0.05% ツイーン 20)で５回洗浄した後、基
質としてＴＭＢ(tetramethoxybensidine)溶液をウエル
当り１００μｌずつ添加して室温で３０分間反応させ
た。その後、0.5 NH

2
SO
4
溶液１００μｌを添加して反応

を終了し、４５０ｎｍで吸光度を測定した。
【００５０】本実験において、ELISA判定基準値は陰性
対照群の吸光度値の平均に０.３を加えた値とし、結果
をＳ／ＣＯ(sample OD/cutoff value)として示したが、
この比率が１を超えたとき陽性として判定した(表３)。
【００５１】
【表３】

【００５２】ウサギ抗－ＣＡ血清に対してＣＡとT7-CA
抗原のいずれにおいてＳ／ＣＯ値が４以上で、陽性とし
て判定されたが、MBP-TM、T7-TMおよびT-7-SU-1はＳ／
ＣＯ値が１以下で、陰性として判定された。このような
結果は前述のウエスタンブロット分析結果とも一致する
ものであって、本発明に用いられたＣＡ抗原が非常に高
い特異性を有することを示すものである。
【００５３】マウス抗－ＭＬＶ血清に対してＣＡおよび
T7-CA抗原とT7-SU-1はＳ／ＣＯ値が３以上であるのに比
べて、MBP-TMとT7-TMはS/CO値が１以上２未満であっ
て、抗原性に差異を示した。このような結果に基づいて
T7-CAおよびT7-SU-1をELISAシステムに用いる抗原とし
て選択した。
【００５４】実施例６：ＣＡおよびSU-1抗原に対するEL
ISA感度調査
前記実施例５の結果から、T7-CAとT7-SU-1抗原はウサギ
抗－ＣＡ血清およびマウス抗－ＭＬＶ血清に対して非常
に高い反応特異性を示すことが分かる。前記抗原の感度
をELISAで分析した。T7-CAおよびT7-SU-1でコーティン
グされたプレートに２倍数ずつ段階的に稀釈した試料を
添加し、実施例５と同様の方法でELISAを行った。ウサ
ギ血清の場合、最終濃度が最高６４万倍、マウス血清の
場合最終濃度が最高２５６０倍まで段階的に稀釈してEL

ISAを行うが、マウス血清の場合ＲＣＲに暴露されたヒ
トの血清と類似する条件にするために初期原液をヒト血
清で１０倍稀釈して用いた。
【００５５】各抗原の感度をＳ／ＣＯ値として図７に示
す：ウサギ抗－ＣＡ血清に対するT7-CA抗原のＳ／ＣＯ
は図７ａに、マウス抗－ＭＬＶ血清に対するT7-SU-1抗
原のＳ／ＣＯは図７ｂに、そしてT7-CAおよびT7-SU-1の
マウス抗－ＭＬＶ血清に対するＳ／ＣＯは図７ｃに示
す。
【００５６】T7-CAは高い感度を示した：T7-CA抗原はウ
サギ抗－ＣＡ血清に対して１６万倍稀釈した場合までＳ
／ＣＯ  ３以上の高い感度を示し、対照群である正常の
ウサギ血清においては図に示すようにＳ／ＣＯ  １未満
の陰性反応を示した(図７ａ参照)。T7-SU-1抗原の場
合、正常のマウス血清に対しては陰性反応を示したが、
マウス抗－ＭＬＶ血清に対しては６４倍稀釈比率までＳ
／ＣＯ  ４以上の高い陽性反応を示した(図７ｂ参照)。
また、T7-CAとT7-SU-1はマウス抗－ＭＬＶ血清において
各々６４倍および２５６倍の稀釈比率までＳ／ＣＯ  ３
以上の陽性反応を示し、これらの二つの抗原を混合して
使用した場合にも２５６倍の稀釈比率までＳ／ＣＯ  ２
以上の高い陽性反応を示した(図７ｃ参照)。前記結果
は、ＣＡおよびSU-1抗原は非常に高い感度と特異性を有
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するので、遺伝子治療を受けた患者がＲＣＲに暴露され
たかどうかを確認するのに効果的に使用できることを示
す。
【００５７】T7-SU-1抗原の場合、稀釈比率が高くなる
ほどＳ／ＣＯ値の減少がT7-CAに比べて緩やかであっ
た。したがって、T7-SU-1を単一抗原として用いた場合
にも安定したＭＬＶ抗体診断用抗原として高い可能性を
有することが分かる。
【００５８】実施例７：タンパク質チップを用いたＥＬ
ＩＳＡ
タンパク質チップを用いる場合、多量の試料を短時間で
分析することができる。ＲＣＲ検出のためにこのような
タンパク質チップの使用可能性を確認すべく、本発明者
らは微細配列システムであるGMS417アレイヤー(Genetic
 Microsystems,USA)を用いて、生成した抗原をスライド
ガラス(「チップ」)にプリンティングしてタンパク質チ
ップを製作した。
【００５９】まず、T7-CA、T7-TMおよびT7-SU-1抗原を
１００μｇ／ｍｌの濃度で９６ウェルマイクロプレート
に分株した後マイクロアレイヤーに装着した。セット当
り４００スポット(spots/set)ずつ４セットを有する2.5
 ×7.5 cmイズの顕微鏡用スライドガラス(microscope g
lass slide; Sigma, USA)上にスポット当り１０ｐｌの
抗原を配置(spottng)した。スライドガラスはアミノア
ルキルシランでコーティングされたものを使用した。
【００６０】前記抗原がスポッティングされたスライド
ガラスを室温で４０分間静置した後、前記スライドガラ
スを１００％エタノールに浸漬してコーティングされた
抗原を固定した後、スライドガラスを完全に乾燥した。
【００６１】各々の抗原について調製されたタンパク質
チップを用いて実施例５と同様の方法で抗原－抗体反応
を行った。本実験においては、ウサギ抗－ＣＡ血清、マ
ウス抗－ＭＬＶ血清および対照群として正常のマウス血
清を用いた。一つのチップには単一種類の抗体のみを反
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応させた。抗原－抗体反応が終った後、タンパク質チッ
プは高速蛍光スキャニング装置であるGMS418配列スキャ
ナー(GMS418 Array Scanner; Genetic MicroSystems, G
M200)を用いてスライドガラスに付け加えられた蛍光物
質接合性抗－ウサギまたは抗－マウスIgG抗体(fluoresc
ent conjugateanti-rabbit or anti-mouse IgG; Pierc
e, USA)から生成した蛍光を検出した。スライドガラス
の表面を５３２ｎｍでフライング５３２ｎｍでフライン
グオブジェクトマイクロスコープ(flying objective mi
croscope)で読取り、発現データ解釈ソフトウエアであ
るImageneTM(Genetic Micro Systems, version 2.0)で
データを解釈した(図８参照)。
【００６２】図８ａはウサギ抗－ＣＡ血清を用いた実験
結果であり、図８ｂおよび８ｃはマウス抗－ＭＬＶ血清
および正常のマウス血清を用いた実験結果である。T7-C
A抗原はウサギ抗－ＣＡ血清とマウス抗－ＭＬＶ血清の
いずれにおいて強い陽性反応を示す反面、T7-TM抗原は
ウサギ抗－ＣＡ血清においては陰性反応を、マウス抗－
ＭＬＶ血清においては陽性反応を示したが、T7-CA抗原
に比べて相対的に低い抗原性を示した。T7-SU-1抗原は
ウサギ抗－ＣＡ血清においては陰性反応を、マウス抗－
ＭＬＶ血清においては強い陽性反応を示し、実施例５お
よび６のELISA結果と一致することが確認できた。ま
た、正常のマウス血清においてはT7-CA、T7-TMおよびT7
-SU-1抗原のいずれにおいて陰性反応を示した。前記結
果から本発明のＣＡ抗原とSU-1抗原はタンパク質チップ
システムに使用できることを確認した。
【００６３】国際様式
下記国際寄託機関で定めた規則7.1に基づいて発行され
た原寄託に関する受託証
受領人：キム  スンヨン
300-127大韓民国ソウル龍山区二村洞ハンガンApt.18-30
2
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【００６４】特許手続上の微生物寄託の国際的承認に関
するブダペスト条約
国際様式
下記国際寄託機関で定めた規則7.1に基づいて発行され

18

た原寄託に関する受託証
受領人：キム  スンヨン
300-127大韓民国ソウル龍山区二村洞ハンガンApt.18-30
2
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【００６５】特許手続上の微生物寄託の国際的承認に関
するブダペスト条約
国際様式
下記国際寄託機関で定めた規則7.1に基づいて発行され

20

た原寄託に関する受託証
受領人：キム  スンヨン
大韓民国ソウル龍山区二村洞ハンガンApt.18-
302
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［図面の簡単な説明］
【図１】  ＭＬＶのゲノム構造と遺伝子産物を示す模式
図である。
【図２】  ＭＬＶ Ｇagのp30(CA)またはＥnvのp15E(TM)
がマルトース結合タンパク質(maltose binding protei
n; MBP)と融合した形態に発現され得るように前記タン
パク質をコードするＤＮＡをpMAL-c2ベクターに挿入し
て組換えプラスミドを製作する過程を示す模式図であ
る。
【図３】  ＣＡ、ＴＭまたはＭＬＶ Ｅnvのgp70(SU-1)
が各々Ｔ７標識と融合した形態に発現され得るように前
記タンパク質をコードするＤＮＡをpET-17bまたはpET-3
aベクターに挿入して組換えプラスミドを製作する過程
を示す模式図である。
【図４a】  大腸菌においてIPTGで誘導する前と後のＭ
ＬＶ Ｇag (CA)タンパク質の発現程度を示すSDS-PAGE写
真である。
レイン１：対照群(pMAL-c2をIPTGで誘導)
レイン２および３：MBP-CAのIPTG誘導前および後(70 kD
a)
レイン４および5：T7-CAのIPTG誘導前および後(31 kDa)
【図４b】  大腸菌においてIPTGで誘導する前と後のＭ
ＬＶ Ｅnv(TMおよびSU-1)タンパク質の発現程度を示すS
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DS-PAGE写真である。
レイン１：対照群(pMAL-c2をIPTGで誘導)
レイン２および３：MBP-TMのIPTG誘導前および後(57 kD
a)
レイン４および5：T7-TMのIPTG誘導前および後(17 kDa)
レイン６および７：T7-SU-1のIPTG誘導前および後(24 k
Da)
【図５】  大腸菌において生産された抗原タンパク質を
回収した後、カラムクロマトグラフィー(ＭＢＰ融合タ
ンパク質の場合アミロース樹脂カラムで、Ｔ７タッグが
結合されたタンパク質の場合セファロースカラムで分
離)を通じて精製した結果を示すゲル写真である。
【図６】  レイン１:プロテアーゼ因子Ｘａ(protease f
actor Xa)でＭＢＰ部分を除去したＣＡ
レイン２: T7-CA              レイン３: MBP-TM
レイン４: T7-TM              レイン５: T7-SU-1
【図６a】  pMAL-c2、pET-17bまたはpET-3aベクターか
ら発現された組換えタンパク質ＣＡ、ＴＭおよびSU-1を
ウサギ抗－ＣＡ血清と反応させたウエスタンブロット分
析結果を示す写真である。
レイン１:ＣＡ                  レイン２: T7-CA
レイン３: MBP-TM            レイン４: T7-TM
レイン５: T7-SU-1
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【図６b】  pET-17bまたはpET-3aベクターから発現され
た組換えタンパク質ＣＡ、ＴＭおよびSU-1をマウス抗－
ＭＬＶ血清と反応させたウエスタンブロット分析結果を
示す写真である。
レイン１: T7-CA        レイン２: T7-TM
レイン３: T7-SU-1
【図７a】  ウサギ抗－ＣＡ血清を陽性対照群、正常の
ウサギ血清を陰性対照群としてELISAを行った後、T7-CA
の反応特異性をＳ／ＣＯ(試料の吸収度と判定基準値の
吸光度比率)として示したグラフである。
【図７b】  マウス抗－ＭＬＶ血清を陽性対照群、正常
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のマウス血清を陰性対照群としてELISAを行った後、T7-
SU-1の反応特異性をＳ／ＣＯとして示したグラフであ
る。
【図７c】  マウス抗－ＭＬＶ血清を用いてT7-CAおよび
T7-SU-1を各々単独でまたは混合してELISA反応を行った
後、反応特異性を比較して示したグラフである。
【図８】  T7-CA、T7-TMおよびT7-SU-1を各々タンパク
質チップの形態に製造し、ウサギ抗－ＣＡ血清 (a)、マ
ウス抗－ＭＬＶ血清(b)および正常のマウス血清(c)と反
応させて反応特異性を調査した結果を示す写真である。
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