
(57)【要約】
生物学的試料の DNA依存的 DNA重合を測定する方法が記載される。この方法は、内部で塩基
対とすることができない、固相に結合した一本鎖の短い特異配列を有するプライマーを供
給し、プライマー構築物を、プライマーに相補的な配列の一部を有する一本鎖のデオキシ
ヌクレオチド鋳型と、４種類のデオキシヌクレオシド三リン酸であってその一つを修飾し
て標識抗体によって特異的に認識されるようにしたものを含む反応混合物と接触させ、レ
トロウイルス逆転写酵素 (RT)のような DNAポリメラーゼを含んでなる生物学的試料を混合
物に加え、ポリメラーゼ反応を進行させ、固定化反応生成物を標識抗体と共にインキュベ
ーションし、結合した標識抗体の量を検出し、 DNA重合の尺度としての組込まれた修飾し
たデオキシヌクレオシド三リン酸の量を結合した抗体の標識によって測定する段階を含ん
でなり、薬剤感受性試験に用いることができる。商業用包装も開示される。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
生 物 学 的 試 料 の DNA依 存 的 DNA重 合 を 測 定 す る 方 法 で あ っ て 、
a)　 内 部 で 塩 基 対 と す る こ と が で き な い 、 固 相 に 結 合 し た 一 本 鎖 の 短 い 特 定 配 列 を 有 す る
プ ラ イ マ ー を 供 給 し 、
b)　 プ ラ イ マ ー 構 築 物 を 、 プ ラ イ マ ー に 相 補 的 な 配 列 の 一 部 を 有 す る 一 本 鎖 の デ オ キ シ ヌ
ク レ オ チ ド 鋳 型 と 、 ４ 種 類 の デ オ キ シ ヌ ク レ オ シ ド 三 リ ン 酸 で あ っ て そ の 一 つ を 修 飾 し て
標 識 抗 体 に よ っ て 特 異 的 に 認 識 さ れ る よ う に し た も の を 含 む 反 応 混 合 物 と 接 触 さ せ 、
c)　 DNAポ リ メ ラ ー ゼ を 含 ん で な る 生 物 学 的 試 料 を b)の 混 合 物 に 加 え 、
d)　 ポ リ メ ラ ー ゼ 反 応 を 進 行 さ せ 、
e)　 d)か ら 生 成 す る 固 定 化 反 応 生 成 物 を 標 識 抗 体 と 共 に イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、
f)　 結 合 し た 標 識 抗 体 の 量 を 、 用 い た 標 識 に よ っ て 検 出 し 、
g)　 DNA重 合 の 尺 度 と し て の 組 込 ま れ た 修 飾 し た デ オ キ シ ヌ ク レ オ シ ド 三 リ ン 酸 の 量 を 結
合 し た 抗 体 の 標 識 に よ っ て 測 定 す る 段 階 を 含 ん で な る 、 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
DNAポ リ メ ラ ー ゼ が レ ト ロ ウ イ ル ス 逆 転 写 酵 素 (RT)で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
レ ト ロ ウ イ ル ス RTが ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス (HIV) RTで あ る 、 請 求 項 ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
修 飾 し た デ オ キ シ ヌ ク レ オ シ ド 三 リ ン 酸 が ５ － ブ ロ モ デ オ キ シ ウ リ ジ ン ５ ′ － 三 リ ン 酸 (B
rdUTP)で あ り 、 標 識 抗 体 が ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ (Ap)に 結 合 し た 抗 BrUモ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 で あ る 、 請 求 項 １ ～ ３ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
測 定 し た DNA重 合 を 薬 剤 感 受 性 試 験 に 用 い る 、 請 求 項 １ ～ ４ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ６ 】
a)　 内 部 で 塩 基 対 と す る こ と が で き な い 、 固 相 に 結 合 し た 一 本 鎖 の 短 い 特 定 配 列 を 有 す る
プ ラ イ マ ー 、
b)　 a)の プ ラ イ マ ー に 相 補 的 な 配 列 の 一 部 を 有 す る 一 本 鎖 の デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド 鋳 型 、
c)　 ４ 種 類 の デ オ キ シ ヌ ク レ オ シ ド 三 リ ン 酸 で あ っ て 、 そ の 一 つ を 修 飾 し て 標 識 抗 体 に よ
っ て 特 異 的 に 認 識 さ れ る よ う に し た も の 、 お よ び
d)　 c)の 修 飾 し た デ オ キ シ ヌ ク レ オ シ ド 三 リ ン 酸 を 認 識 す る 標 識 抗 体 を 含 ん で な る 、 請 求
項 １ ～ ４ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の DNA依 存 的 DNA重 合 を 測 定 す る た め の 記 載 さ れ た ま た は デ
ー タ ー キ ャ リ ヤ ー 使 用 説 明 書 を 含 む 、 商 業 用 包 装 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
本 発 明 は 、 DNA重 合 の 測 定 方 法 お よ び こ の 方 法 の 応 用 に 関 す る 。 更 に 正 確 に は 、 本 発 明 は
、 DNA依 存 的 DNA重 合 の 測 定 方 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
背 景
こ の 数 十 年 間 に 、 逆 転 写 、 す な わ ち RNA依 存 的 DNA重 合 の 新 た な 測 定 方 法 が 急 速 に 発 達 し て
き た 。 DNA依 存 的 DNA重 合 の 定 量 方 法 に 関 す る 一 層 複 雑 な 問 題 に つ い て は 、 こ れ ま で は 余 り
注 目 さ れ る こ と は な か っ た 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
古 典 的 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 分 析 法 は 、 DNア ー ゼ で 処 理 し た DNA(「 活 性 化 DNA」 )の プ ラ イ
マ ー /鋳 型 と し て の 使 用 、 お よ び 放 射 能 標 識 し た ヌ ク レ オ チ ド の DNAへ の 組 込 み を 含 ん で い
る (Aposhian and Komberg 1962)。 酸 で プ レ シ プ タ ブ ル の 放 射 能 を 測 定 す る こ と に よ っ て
、 組 込 ま れ た ヌ ク レ オ チ ド の 量 お よ び 存 在 す る 酵 素 単 位 の 数 を 計 算 す る こ と が で き る 。 し
か し な が ら 、 放 射 能 の 使 用 は 一 般 に 制 限 さ れ て お り ま た 多 く の 実 験 室 で 止 め ら れ る よ う に
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な っ て き て お り 、 こ の た め 、 放 射 能 に 基 づ く 手 法 か ら 離 れ る 一 般 的 傾 向 が あ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
DNAポ リ メ ラ ー ゼ に つ い て は 、 新 た に 作 製 さ れ た DNAに 組 込 ま れ た ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン 標 識 し た
ヌ ク レ オ チ ド の ELISAに 基 づ く 商 業 的 分 析 法 が 用 い ら れ て い る （ Roche Molecular Biochem
icals Cat. no 1468120, 米 国 特 許 第 ５ ， ６ ３ ５ ， ３ ５ ０ 号 明 細 書 ） 。 こ の 分 析 法 は 、 嵩
高 な 基 を 有 す る ２ 種 類 の 異 な る ヌ ク レ オ チ ド 基 質 類 似 体 、 標 識 と し て の ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン 、
お よ び 生 成 物 の 固 定 化 の た め の ビ オ チ ン の 使 用 に よ っ て 妨 げ ら れ る 。 そ の 結 果 、 重 合 反 応
速 度 と そ の 後 の 検 出 感 度 は 減 少 す る 。 著 し く 偏 向 し た 反 応 速 度 特 性 を 有 す る 基 質 類 似 体 を
用 い る と 、 こ の 系 は 異 な る ポ リ メ ラ ー ゼ の 薬 剤 感 受 性 の 研 究 に 余 り 関 連 性 が な く な る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
も う 一 つ の 一 層 有 望 な 代 替 法 は 、 色 素 PicoGreenと 二 本 鎖 DNAと の 特 異 的 反 応 に 基 づ く DNA
ポ リ メ ラ ー ゼ ホ ロ 酵 素 の 蛍 光 に 基 づ く 分 析 法 で あ る (Seville et all 1996)。 後 者 の 方 法
は 、 一 層 広 範 囲 の 様 々 な DNA重 合 酵 素 に 適 す る よ う に 最 近 改 質 さ れ て い る (Tveit and Kris
tensen 2001)。 こ の 分 析 法 は 技 術 的 に 簡 単 で あ り 、 天 然 ヌ ク レ オ チ ド の 利 用 に 基 づ い て い
る 。 し か し な が ら 、 検 出 感 度 は 未 だ 古 典 的 な 放 射 性 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 分 析 法 と 同 じ 範 囲 で
あ り 、 報 告 さ れ て い る 応 用 で は ０ ． ５ ～ ０ ． ５ U DNAポ リ メ ラ ー ゼ /試 料 の 検 出 範 囲 を 示 し
て い る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
HIV治 療 は 、 現 在 は 多 剤 療 法 に 基 づ い て い る 。 こ の 投 薬 計 画 は 、 利 用 可 能 な ３ 種 類 総 て の
薬 剤 で あ る ヌ ク レ オ シ ド 類 似 体 、 非 ヌ ク レ オ シ ド 類 似 体 お よ び プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 薬 の 組 合
せ に 基 づ い て い る 。 こ の 方 法 は 、 突 然 変 異 体 ウ イ ル ス が 生 き 残 る 確 率 を 最 小 限 に す る こ と
で あ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
RT阻 害 薬 は 、 ヌ ク レ オ シ ド 類 似 体 ま た は 非 ヌ ク レ オ シ ド 類 似 体 で あ る 。 非 ヌ ク レ オ シ ド 阻
害 薬 は 、 活 性 部 位 に 接 近 し て い る が 接 触 は し て い な い RT酵 素 の 疎 水 性 ポ ケ ッ ト に 結 合 し て
い る 。 HIV-1複 製 は 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 結 合 部 位 に 関 し て 触 媒 的 な ア ス パ ル テ ー ト 残 基 を 置 換
す る こ と に よ っ て ア ロ ス テ リ ッ ク に 阻 害 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
現 在 用 い ら れ て い る ヌ ク レ オ シ ド 阻 害 薬 は 、 そ れ ら が ３ ′ － ヒ ド ロ キ シ ル 基 を 欠 い て い る
の で 、 DNA鎖 の 伸 長 を 終 結 さ せ る 。 ヌ ク レ オ シ ド 阻 害 薬 を 用 い る 長 期 間 の 治 療 に よ り 、 通
常 は 耐 性 ウ イ ル ス を 発 生 さ せ る 。 こ の 過 程 は 、 ウ イ ル ス pol遺 伝 子 に 突 然 変 異 が 漸 進 的 に
出 現 し 、 そ れ ぞ れ が 画 定 さ れ た ア ミ ノ 酸 を 置 換 す る こ と と 関 連 し て い る [総 説 に つ い て は
、 Vandamme et al 1998を 参 照 さ れ た い ]。 酵 素 レ ベ ル で の こ れ ら の 置 換 の 影 響 は 複 雑 で あ
り 、 原 始 的 な DNAエ デ ィ テ ィ ン グ 機 能 の 増 加 が 挙 げ ら れ る 。 こ の 反 応 は ヌ ク レ オ チ ド 依 存
的 で あ り 、 ジ ヌ ク レ オ シ ド ポ リ ホ ス フ ェ ー ト と 伸 長 性 DNAの ３ ′ 末 端 を 生 成 す る [Arion et
 al 1998, Meyer et al 1999]。
【 ０ ０ ０ ９ 】
HIV-1RT並 び に 他 の 逆 転 写 酵 素 は 、 ３ 種 類 の 異 な る 酵 素 反 応 、 す な わ ち RNA依 存 的 DNA重 合
、 DNA依 存 的 DNA重 合 、 お よ び DNA-RNAハ イ ブ リ ッ ド (RNア ー ゼ H)に お け る RNAの 分 解 を 行 う
。 pol遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ た HIVRTは 、 p66と p5lサ ブ ユ ニ ッ ト か ら な る ヘ テ ロ 二 量 体
で あ る 。 RNA依 存 的 DNA重 合 と DNA依 存 的 DNA重 合 は い ず れ も 、 p66サ ブ ユ ニ ッ ト に 局 在 す る
同 一 活 性 部 位 に よ っ て 行 わ れ る (総 説 に つ い て は 、 Goff 1990を 参 照 さ れ た い ） 。 こ れ ら の
薬 剤 の 反 応 機 構 は 、 主 と し て RNA依 存 的 DNA重 合 反 応 に つ い て の そ れ ら の 作 用 に よ っ て 定 義
さ れ て い る 。 DNA依 存 的 DNA重 合 反 応 に 対 す る 影 響 に つ い て は 、 比 較 的 余 り 研 究 さ れ て い な
い 。
【 ０ ０ １ ０ 】
反 応 機 構 お よ び 活 性 の 代 謝 薬 剤 が 知 ら れ て お り 且 つ 利 用 可 能 で あ る 場 合 に は 、 表 現 型 ウ イ
ル ス の 薬 剤 感 受 性 を 酵 素 レ ベ ル で 決 定 す る こ と が で き る 。 使 用 さ れ る 酵 素 分 析 法 と ウ イ ル
ス 単 離 技 術 に よ っ て は 、 薬 剤 感 受 性 試 験 は 、 理 論 的 に は 一 次 ウ イ ル ス 単 離 で あ る ウ イ ル ス
培 養 増 殖 物 か ら の 上 清 に つ い て 、 ま た は 患 者 か ら 直 接 回 収 し た ウ イ ル ス 製 剤 に つ い て 行 う
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こ と が で き る 。 通 常 の RT活 性 分 析 法 は 、 人 工 的 鋳 型 プ ラ イ マ ー 構 築 物 お よ び 標 識 し た デ オ
キ シ ヌ ク レ オ シ ド 三 リ ン 酸 を ヌ ク レ オ チ ド 基 質 と し て 用 い る こ と に よ っ て 行 わ れ る 。 鋳 型
/プ ラ イ マ ー 対 の ポ リ (rA)/オ リ ゴ (dT)は 、 HIVの 測 定 並 び に 他 の レ ト ロ ウ イ ル ス RTに つ い
て 最 も 効 率 的 且 つ 最 も 多 く 用 い ら れ る 組 合 せ で あ る 。 薬 剤 感 受 性 試 験 に 関 す る と き の こ の
種 類 の 分 析 法 の 欠 点 は 、 非 ヌ ク レ オ シ ド 類 似 体 ま た は rAと 塩 基 対 を 組 む こ と が で き る 類 似
体 し か 試 験 で き な い こ と で あ る 。 他 の ヌ ク レ オ チ ド 塩 基 の 類 似 体 は 、 可 変 ポ リ マ ー 鋳 型 に
基 づ く 分 析 法 が 必 要 で あ る 。 ピ リ ミ ジ ン 塩 基 を 含 む RNAポ リ マ ー は RNア ー ゼ に 感 受 性 で あ
り 且 つ 実 際 に は 生 物 学 的 試 料 と 適 合 性 で な い こ と が 知 ら れ て い る 。 従 っ て 、 薬 剤 感 受 性 試
験 を 目 的 と す る ポ リ メ ラ ー ゼ 分 析 系 が 逆 転 写 の 阻 害 お よ び 古 典 的 表 現 型 薬 剤 耐 性 試 験 の 結
果 と 相 関 す る 結 果 を 生 じ る 場 合 に は 、 こ の 分 析 法 を 可 変 DNA鋳 型 に 基 づ く よ う に す る の が
有 利 で あ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
現 在 用 い ら れ て い る HIV療 法 は 、 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 阻 害 薬 の 有 効 性 の 一 例 に 過 ぎ な い 。 細 菌
や 他 の 微 生 物 に お け る 最 近 の 状 況 が 関 係 す る 耐 性 の 発 生 に よ り 、 新 た な 種 類 の 抗 微 生 物 薬
の 探 求 に 弾 み が つ い て い る 。 DNAポ リ メ ラ ー ゼ は 、 こ の 活 動 の 際 の 主 要 な 目 的 の 一 つ で あ
る 。 そ れ 自 体 、 技 術 的 に 簡 単 な ポ リ メ ラ ー ゼ 分 析 法 で あ っ て 、 潜 在 的 な 環 境 上 の 危 険 性 を
引 き 起 こ さ ず 且 つ 広 範 囲 の 微 生 物 DNAポ リ メ ラ ー ゼ ア イ ソ ザ イ ム に 対 す る 薬 剤 ス ク リ ー ニ
ン グ に 応 用 す る こ と が で き る 分 析 法 が 強 く 求 め ら れ て い る 。 見 出 さ れ た 薬 剤 の 毒 性 は 、 相
当 す る 哺 乳 類 の DNAポ リ メ ラ ー ゼ に 対 し て 更 に 評 価 し な け れ ば な ら な い 。
【 ０ ０ １ ２ 】
ポ リ メ ラ ー ゼ － α お よ び － δ の よ う な 増 殖 に 関 連 し た ポ リ メ ラ ー ゼ の 定 量 を 用 い て 、 細 胞
増 殖 を 観 察 す る こ と が で き る 。 こ れ に 関 連 し て 、 現 在 、 も う 一 つ の 細 胞 増 殖 に 関 連 し た 酵
素 で あ る チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ の 血 清 濃 度 を 用 い て 、 悪 性 疾 患 の 予 知 お よ び 分 類 す る こ と が 述
べ ら れ て い る （ 米 国 特 許 第 ４ ， ６ ３ ７ ， ９ ７ ７ 号 明 細 書 ） 。 チ ミ ジ ン の リ ン 酸 化 は 、 DNA
合 成 の 目 的 で チ ミ ジ ン 三 リ ン 酸 を 提 供 す る ２ 種 類 の 細 胞 内 合 成 経 路 の 一 方 で あ る 。 DNAポ
リ メ ラ ー ゼ 自 身 の 測 定 は 、 チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ 活 性 ま た は チ ミ ジ ン 組 込 み と 比 較 し て 一 層 正
確 に 全 DNA合 成 を 評 価 す る 可 能 性 を 有 す る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
発 明 の 説 明
本 発 明 は 、 比 色 ま た は 蛍 光 に よ り 生 成 物 を 検 出 す る こ と が で き る マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー
ト フ ォ ー マ ッ ト に お け る 非 放 射 性 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 分 析 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
好 ま し い 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 ヌ ク レ オ シ ド 三 リ ン 酸 基 質 と し て ５ － ブ ロ モ デ オ キ シ ウ リ
ジ ン ５ ′ － 三 リ ン 酸 (BrdUTP)を 用 い る 。 BrdUTPの ５ ′ 位 の 臭 素 と チ ミ ジ ン 三 リ ン 酸 の ５ ′
位 の メ チ ル 基 の 間 の Van der Waals半 径 の 差 は 極 微 (２ ． ０ Å と 比 較 し て １ ． ９ ５ Å )で あ
り 、 こ れ ら ２ 種 類 の ヌ ク レ オ シ ド の 酵 素 反 応 速 度 特 性 は 、 極 め て 類 似 し て い る 。 こ の 方 法
は 芳 香 族 化 し 、 ３ nUポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 ／ 試 料 ま で の 検 出 範 囲 を 有 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
本 発 明 の 応 用 の 一 つ は 、 薬 剤 感 受 性 試 験 で あ る 。 こ れ ま で に 認 可 さ れ て い る 総 て の 抗 レ ト
ロ ウ イ ル ス 薬 は 、 ウ イ ル ス プ ロ テ ア ー ゼ ま た は RTの 酵 素 反 応 を 妨 げ る 。 更 に 、 伝 達 系 路 に
は レ ト ロ ウ イ ル ス イ ン テ グ ラ ー ゼ の 機 能 に 影 響 を 与 え る 候 補 薬 剤 も あ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
特 に 本 発 明 は 、 広 汎 な 種 類 の DNA依 存 的 DNAポ リ メ ラ ー ゼ を 測 定 す る 手 続 き を 提 供 す る 。 こ
れ は 、 比 較 的 短 い 鋳 型 が 用 い ら れ て い る が 、 高 度 に 発 展 的 な DNAポ リ メ ラ ー ゼ 系 の 研 究 に
も 適 し て い る こ と が 明 ら か な っ て い る 。 細 菌 性 ポ リ メ ラ ー ゼ Iお よ び IIIの 活 性 、 哺 乳 類 DN
Aポ リ メ ラ ー ゼ α 、 β お よ び γ 、 ヒ ト 血 清 中 の 増 殖 関 連 ポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 、 お よ び HIVRTに
よ る DNA依 存 的 DNA重 合 の 測 定 に 対 す る 有 用 性 が 明 ら か に さ れ る が 、 こ の 方 法 は 実 質 的 に 総
て の ウ イ ル ス お よ び 細 胞 性 DNAポ リ メ ラ ー ゼ の 研 究 に 用 い る こ と が で き る 。 本 発 明 の DNAポ
リ メ ラ ー ゼ 分 析 法 を 従 来 の 技 術 と 識 別 す る 特 徴 の 一 つ は 、 そ の 優 れ た 感 度 で あ り 、 ３ nUま
で の E. coli DNAポ リ メ ラ ー ゼ I活 性 を 検 出 す る こ と が で き る 。
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【 ０ ０ １ ７ 】
従 っ て 、 本 発 明 の 一 態 様 は 、 生 物 学 的 試 料 で の DNA依 存 的 DNA重 合 を 測 定 す る 方 法 で あ っ て
、
a)　 内 部 で 塩 基 対 と す る こ と が で き な い 、 固 相 に 結 合 し た 一 本 鎖 の 短 い 特 定 配 列 を 有 す る
プ ラ イ マ ー を 供 給 し 、
b)　 プ ラ イ マ ー 構 築 物 を 、 プ ラ イ マ ー に 相 補 的 な 配 列 の 一 部 を 有 す る 一 本 鎖 の デ オ キ シ ヌ
ク レ オ チ ド 鋳 型 と 、 ４ 種 類 の デ オ キ シ ヌ ク レ オ シ ド 三 リ ン 酸 で あ っ て そ の 一 つ を 修 飾 し て
標 識 抗 体 に よ っ て 特 異 的 に 認 識 さ れ る よ う に し た も の を 含 む 反 応 混 合 物 と 接 触 さ せ 、
c)　 DNAポ リ メ ラ ー ゼ を 含 ん で な る 生 物 学 的 試 料 を b)の 混 合 物 に 加 え 、
d)　 ポ リ メ ラ ー ゼ 反 応 を 進 行 さ せ 、
e)　 d)か ら 生 成 す る 固 定 化 反 応 生 成 物 を 標 識 抗 体 と 共 に イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、
f)　 結 合 し た 標 識 抗 体 の 量 を 、 用 い た 標 識 に よ っ て 検 出 し 、
g)　 DNA重 合 の 尺 度 と し て の 組 込 ま れ た 修 飾 し た デ オ キ シ ヌ ク レ オ シ ド 三 リ ン 酸 の 量 を 結
合 し た 抗 体 の 標 識 に よ っ て 測 定 す る 段 階 を 含 ん で な る 、 方 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
一 態 様 で は 、 DNA重 合 は 、 ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス (HIV)RTの よ う な レ ト ロ ウ イ ル ス 逆 転 写 酵
素 (RT)に よ っ て 行 わ れ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
も う 一 つ の 態 様 で は 、 修 飾 し た デ オ キ シ ヌ ク レ オ シ ド 三 リ ン 酸 は ５ － ブ ロ モ デ オ キ シ ウ リ
ジ ン ５ ′ － 三 リ ン 酸 (BrdUTP)で あ り 、 標 識 抗 体 は ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ (Ap)に 結 合 し た
抗 BrdUモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
本 発 明 に よ る 方 法 の 好 ま し い 態 様 で は 、 測 定 し た DNA重 合 を 用 い て 薬 剤 感 受 性 試 験 を 行 う
。
【 ０ ０ ２ １ 】
薬 剤 感 受 性 試 験 を 行 っ て あ る 種 の 薬 剤 が 哺 乳 類 個 体 で 有 効 で あ る か ど う か を 評 価 し 、 そ の
結 果 を 用 い て そ の 個 体 に 対 す る 薬 剤 投 与 療 法 を 選 択 す る こ と が で き る 。 実 際 に は 、 個 体 を
幾 つ か の 時 点 で 試 験 し て 、 上 記 個 体 に お け る 薬 剤 治 療 の 展 開 を 観 察 す る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
本 発 明 は 、 本 発 明 に よ る DNA依 存 的 DNA重 合 を 測 定 す る た め の 記 載 さ れ た ま た は デ ー タ ー キ
ャ リ ヤ ー 使 用 説 明 書 を 含 ん で な る 商 業 用 包 装 に も 関 す る 。 こ の 包 装 は 、 少 な く と も 下 記 の
項 目
a)　 内 部 で 塩 基 対 と す る こ と が で き な い 、 固 相 に 結 合 し た 一 本 鎖 の 短 い 特 定 配 列 を 有 す る
プ ラ イ マ ー 、
b)　 a)の プ ラ イ マ ー に 相 補 的 な 配 列 の 一 部 を 有 す る 一 本 鎖 の デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド 鋳 型 、
c)　 ４ 種 類 の デ オ キ シ ヌ ク レ オ シ ド 三 リ ン 酸 で あ っ て 、 そ の 一 つ を 修 飾 し て 標 識 抗 体 に よ
っ て 特 異 的 に 認 識 さ れ る よ う に し た も の 、 お よ び
d)　 c)の 修 飾 し た デ オ キ シ ヌ ク レ オ シ ド 三 リ ン 酸 を 認 識 す る 標 識 抗 体 を 含 ん で な る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
本 発 明 は 、 後 記 の 本 発 明 の 態 様 の 非 制 限 的 記 載 お よ び 図 面 に よ っ て 説 明 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
引 用 文 献 の 教 示 内 容 は 、 引 用 に よ っ て 本 明 細 書 に 包 含 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
態 様 の 説 明
プ ラ イ マ ー を コ ー テ ィ ン グ し た マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の 製 造
１ － エ チ ル （ ３ － ジ メ チ ル ア ミ ノ － プ ロ ピ ル ） カ ル ボ イ ミ ド 塩 酸 （ 最 終 濃 度 １ ０ mg/ml）
を １ ０ ０ mMの １ － メ チ ル イ ミ ダ ゾ ー ル 緩 衝 液 （ pH７ ． ０ ）  に 加 え 、 こ の 混 合 物 を 用 い て
プ ラ イ マ ー 構 築 物 を 最 終 濃 度 １ μ g/mlに 希 釈 し た 。 １ ０ ０ μ l分 量 の プ ラ イ マ ー 溶 液 を 、 N
alge Nunc NucleoLink（ 商 品 名 ） 透 明 ス ト リ ッ プ （ カ タ ロ グ 番 号 248259） か ら な る マ イ ク
ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の そ れ ぞ れ の ウ ェ ル に 入 れ た 。 プ レ ー ト を ３ ７ ℃ で ６ ～ ８ 時 間 イ ン キ
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ュ ベ ー シ ョ ン し 、 ２ MＮ ａ Ｏ Ｈ 中 で ２ mMエ チ レ ン ジ ア ミ ン 四 酢 酸 (EDTA)で 十 分 に 洗 浄 し 、
３ 個 の ５ リ ッ ト ル バ イ ア ル 中 で 水 で 浸 漬 し た 。 ウ ェ ル 中 に 残 っ て い る 流 体 を 、 吸 収 布 ま た
は 紙 の 上 か ら 下 へ プ レ ー ト を 軽 く 叩 い て 除 い た 。 プ レ ー ト を 室 温 で ３ ０ 分 間 乾 燥 さ せ 、 最
後 に － ２ ０ ℃ で 凍 結 保 管 し た 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
DNAポ リ メ ラ ー ゼ 分 析 法 の プ ロ ト コ ー ル
DNAポ リ メ ラ ー ゼ 分 析 法 は 、 ９ ６ 穴 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の ウ ェ ル に 共 有 結 合 し て い
る 特 異 配 列 を 有 す る 短 プ ラ イ マ ー に 基 づ い て い る 。 反 応 混 合 物 は 、 プ ラ イ マ ー に 相 補 的 な
配 列 の 一 部 と ４ 種 類 の デ オ キ シ ヌ ク レ オ シ ド 三 リ ン 酸 を 有 す る 一 本 鎖 の デ オ キ シ ヌ ク レ オ
チ ド 鋳 型 を 含 ん で い る 。 し か し な が ら 、 チ ミ ジ ン 三 リ ン 酸 は 、 ５ － ブ ロ モ デ オ キ シ ウ リ ジ
ン ５ ′ － 三 リ ン 酸 (BrdUTP)に 置 換 さ れ て い る 。 ポ リ メ ラ ー ゼ 反 応 中 に DNAに 組 込 ま れ る ブ
ロ モ デ オ キ シ ウ リ ジ ン 一 リ ン 酸 (BrdUMP)は 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ (Ap)に 接 合 し た 抗 Br
dUモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で 検 出 さ れ る 。 Ap基 質 で あ る ４ － メ チ ル ウ ン ベ リ フ ェ リ ル ホ ス フ ェ
ー ト を 用 い て 、 蛍 光 生 成 物 を 検 出 す る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
DNAポ リ メ ラ ー ゼ 反 応 混 合 物 １ ０ ０ μ lを 、 プ ラ イ マ ー を コ ー テ ィ ン グ し た マ イ ク ロ タ イ タ
ー プ レ ー ト の そ れ ぞ れ の ウ ェ ル に 加 え た 。 試 料 を DNAポ リ メ ラ ー ゼ 塩 基 緩 衝 液 で 希 釈 し 、
５ ０ μ l試 料 希 釈 物 を プ レ ー ト の そ れ ぞ れ の ウ ェ ル に 移 す こ と に よ っ て ポ リ メ ラ ー ゼ 反 応
を 開 始 し た 。 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト を ３ ３ ℃ で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 所 定 時 間 の 後
に プ レ ー ト を ３ mMホ ウ 酸 緩 衝 液 （ pH８ ． ９ ） 中 で １ ． ５ %(v/v)オ ク ト フ ェ ノ キ シ ポ リ エ ト
キ シ エ タ ノ ー ル (Triton X-100)で 洗 浄 す る こ と に よ っ て 反 応 を 終 結 し た 。 通 常 は 、 ４ 時 間
お よ び 一 晩 （ １ ６ 時 間 ） の ２ 種 類 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 時 間 を 用 い て 、 重 合 反 応 の 直 線 性
を チ ェ ッ ク し た 。 プ レ ー ト を ２ MＮ ａ Ｏ Ｈ 中 ２ mMＥ Ｄ Ｔ Ａ で 十 分 に 洗 浄 し 、 ３ 個 の ５ リ ッ
ト ル バ イ ア ル 中 水 で 浸 漬 し た 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
次 に 、 プ レ ー ト を 、 ５ ０ mMＮ ａ Ｃ ｌ 、 ３ ７ ． ５ mM（ Ｎ Ｈ ４ ） ２ Ｓ Ｏ ４ 、 １ mg/ml硫 酸 デ キ
ス ト ラ ン 、 １ % TritonX-100お よ び ２ ５ mg/mlの Sigma製 脱 脂 乾 燥 乳 を 含 む ２ ５ mM（ ビ ス ［
２ － ヒ ド ロ キ シ エ チ ル ］ イ ミ ノ ト リ ス ［ ヒ ド ロ キ シ メ チ ル ］ メ タ ン ； ２ － ビ ス ［ ２ － ヒ ド
ロ キ シ エ チ ル ］ ア ミ ノ ［ ヒ ド ロ キ シ メ チ ル ］ － １ ， ３ － プ ロ パ ン ジ オ ー ル ） (Bis Tris)緩
衝 液 （ pH７ ． ２ ） 中 で ４ ． ８ μ g/mlに 希 釈 し た １ ０ ０ μ lア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ  (Ap)に
接 合 し た 抗 BrdUモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 共 に ３ ３ ℃ で ９ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
次 い で 、 プ レ ー ト を １ ． ５ %(v/v) TritonX-100を 含 む ３ mMホ ウ 酸 緩 衝 液 （ pH８ ． ９ ） で 再
度 洗 浄 し て 、 未 結 合 標 識 抗 体 を 除 去 し た 。 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 活 性 は 、 Tris緩 衝 液 （
pH８ ． ９ ） に 溶 解 し た ４ － メ チ ル ウ ン ベ リ フ ェ リ ル ホ ス フ ェ ー ト 基 質 を 用 い て 測 定 し た 。
蛍 光 は 、 定 義 さ れ た 間 隔 で ４ ６ ０ nmで Wallac Victor 2リ ー ダ ー で 読 み 取 っ た （ 励 起 ３ ５
５ nm） 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
可 変 DNA鋳 型 に つ い て の 第 二 の 鎖 の 合 成 の 阻 害 の 測 定 の プ ロ ト コ ー ル
修 飾 し た DNAポ リ メ ラ ー ゼ 分 析 法 で 、 阻 害 を 検 討 し た 。 薬 剤 を ５ 段 階 で 連 続 希 釈 し 、 ２ ５
μ l分 量 を マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の そ れ ぞ れ の ウ ェ ル に 移 し 、 １ ０ ０ μ l DNAポ リ メ ラ
ー ゼ 反 応 混 合 物 と 混 合 し 、 ２ ５ μ lの 酵 素 希 釈 物 を 加 え る こ と に よ っ て 酵 素 反 応 を 開 始 し
た 。 非 ヌ ク レ オ シ ド 類 似 体 は 、 ４ 種 類 総 て の デ オ キ シ ヌ ク レ オ シ ド 三 リ ン 酸 (dNTP)の 濃 度
を dNTP競 合 阻 害 薬 の 研 究 で １ μ Mま で 減 少 し な が ら 、 標 準 反 応 条 件 で 検 討 し た 。 ポ リ メ ラ
ー ゼ 反 応 を 、 一 晩 進 行 さ せ た （ ３ ３ ℃ 、 １ ６ ～ ２ ４ 時 間 ） 。 そ の 後 、 プ レ ー ト を 洗 浄 す る
こ と に よ っ て 、 反 応 を 終 結 し た 。 IC 5 0 値 は 、 検 討 を 行 っ た ポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 を ５ ０ %阻 害
す る 薬 剤 の 濃 度 と 定 義 し た 。
【 ０ ０ ３ １ 】
RT活 性 の 測 定 の プ ロ ト コ ー ル
Cavidi Tech（ ウ プ サ ラ , ス ウ ェ ー デ ン ） か ら 発 売 さ れ て い る 比 色 に よ る RT分 析 法 (Cavidi
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（ 商 品 名 ） Lenti RTキ ッ ト )を 用 い て 、 検 討 を 行 っ た ウ イ ル ス 製 剤 の RT活 性 の レ ベ ル を 測
定 し た 。 こ の 方 法 は 、 文 献 に 記 載 さ れ て い る (Ekstrand et al 1996)。 要 約 す れ ば 、 ９ ６
穴 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の ウ ェ ル に 共 有 結 合 し た ポ リ (rA)は 、 ３ ３ ℃ の 逆 転 写 段 階 中
に ５ － ブ ロ モ － デ オ キ シ ウ リ ジ ン ５ ′ － 三 リ ン 酸 (BrdUTT)の 組 込 み の 鋳 型 と し て 働 く 。 DN
Aに 組 込 ま れ た ブ ロ モ デ オ キ シ ウ リ ジ ン 一 リ ン 酸 (BrdUMP)の 量 は 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー
ゼ (Ap)に 接 合 し た 抗 BrdUモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い て 検 出 さ れ る 。 Ap基 質 で あ る ４ － メ チ
ル ウ ン ベ リ フ ェ リ ル ホ ス フ ェ ー ト を 最 後 に 用 い て 、 蛍 光 検 出 を 行 う 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
逆 転 写 の 阻 害 の 測 定 の プ ロ ト コ ー ル
阻 害 の 検 討 は 、 改 良 Cavidi HSキ ッ ト Lenti RT分 析 法 で 行 っ た 。 阻 害 薬 を ５ 段 階 で 連 続 希
釈 し 、 ２ ５ μ l分 量 を マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の そ れ ぞ れ の ウ ェ ル に 移 し て 、 １ ０ ０ μ l
の RT反 応 混 合 物 と 混 合 し 、 ５ ０ μ lの 酵 素 希 釈 液 を 加 え る こ と に よ っ て 酵 素 反 応 を 開 始 し
た 。 最 終 ヌ ク レ オ シ ド 三 リ ン 酸 基 質 (BrdUTP)濃 度 は １ ６ μ Mで あ り 、 プ ラ イ マ ー (odT 2 2 )量
は １ ２ ng/ウ ェ ル で あ っ た 。 RT反 応 を 一 晩 進 行 さ せ た （ ３ ３ ℃ 、 １ ６ ～ ２ ４ 時 間 ） 。 そ の
後 、 プ レ ー ト の 洗 浄 に よ っ て 反 応 を 終 結 し た 。 IC 5 0 値 は 、 検 討 を 行 っ た RT活 性 を ５ ０ %阻
害 す る 薬 剤 の 濃 度 と 定 義 し た 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
可 溶 性 の 細 胞 酵 素 の 破 壊 後 に ミ ニ カ ラ ム か ら の ウ イ ル ス RTの 単 離 に 基 づ く 、 RT遮 断 抗 体 を
含 む 材 料 か ら の ウ イ ル ス RTの 単 離 の プ ロ ト コ ー ル
1)　 用 い る ４ ． ５ mlプ ラ ス チ ッ ク チ ュ ー ブ を 標 識 す る 。 そ れ ら を Nalgeneボ ッ ク ス に 入 れ
る 。 試 料 （ 例 え ば 、 HIV感 染 個 体 か ら の EDTA血 漿 ） １ mlを そ れ ぞ れ の 標 識 し た チ ュ ー ブ に
加 え る 。 ５ ， ５ ′ － ジ チ オ ビ ス － （ ２ － ニ ト ロ 安 息 香 酸 ） を 緩 衝 水 に 溶 解 し た ６ ６ mM溶 液
１ ０ ０ μ lを 加 え 、 試 料 を 室 温 で １ 時 間 攪 拌 し て イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
こ の 手 続 き 中 に 、 ビ リ オ ン 内 に 含 ま れ る 酵 素 を 損 な わ な い ま ま に 、 遊 離 の 血 漿 酵 素 の 活 性
を 破 壊 す る 。 次 に 、 ビ リ オ ン を 、 幾 つ か の 分 離 手 続 き に よ っ て 、 ５ ， ５ ′ － ジ チ オ ビ ス －
（ ２ － ニ ト ロ 安 息 香 酸 ） 、 酵 素 活 性 遮 断 抗 体 お よ び ウ イ ル ス RTの 定 量 を 妨 害 す る こ と が あ
る 他 の 物 質 か ら 精 製 す る こ と が で き る 。 下 記 の プ ロ ト コ ー ル は 、 Fractogel（ 商 品 名 ） EMD
 TMAE Hicapゲ ル の 使 用 に 基 づ い て い る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
2)　 分 離 ゲ ル を 注 意 深 く 懸 濁 し 、 １ ５ ０ ０ μ lの ゲ ル ス ラ リ ー を そ れ ぞ れ の 試 料 前 処 理 チ
ュ ー ブ に 移 す 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
3)　 チ ュ ー ブ を オ ー ビ タ ル シ ェ ー カ ー (orbital shaker)上 で 水 平 に 横 倒 し に し て 、 試 料 を
ゲ ル ス ラ リ ー と 共 に 室 温 で ９ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
4)　 所 望 な 量 の １ ０ mlプ ラ ス チ ッ ク ミ ニ カ ラ ム を 標 識 し て 、 分 析 を 行 う 試 料 を 同 定 す る 。
カ ラ ム 洗 浄 装 置 、 す な わ ち Supelco Visiprep固 相 抽 出 真 空 マ ニ ホ ー ル ド に カ ラ ム を 設 置 す
る 。 結 合 チ ュ ー ブ の 内 容 物 を そ れ ら の 相 当 す る カ ラ ム に 移 す 。 移 す 前 に 、 チ ュ ー ブ を 軽 く
攪 拌 し て 、 ゲ ル を 均 等 に 分 布 さ せ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
5)　 総 て の カ ラ ム を 充 填 し た な ら ば 、 真 空 に し て 、 ゲ ル を 吸 引 乾 燥 す る 。 真 空 を 止 め 、 そ
れ ぞ れ の カ ラ ム に ９ ml緩 衝 液 Aを 満 た す こ と に よ っ て 洗 浄 を 開 始 す る 。 総 て の カ ラ ム が 満
た さ れ た な ら ば 、 真 空 に し て 、 ゲ ル を 吸 引 乾 燥 す る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
6)　 段 階 ５ を 更 に ３ 回 繰 り 返 し 、 全 部 で ４ つ の 洗 浄 液 を 得 る 。 そ れ ぞ れ の 洗 浄 の 後 に 、 ゲ
ル を 吸 引 乾 燥 す る 。 ４ 回 目 の 洗 浄 の 後 、 ゲ ル を 吸 引 乾 燥 し た 後 、 真 空 を 止 め 、 段 階 ７ に 進
む 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
洗 浄 段 階 で は 、 未 結 合 の RT遮 断 抗 体 お よ び ５ ， ５ ′ － ジ チ オ ビ ス － （ ２ － ニ ト ロ 安 息 香 酸
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） を 系 か ら 除 去 す る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
7)　 総 て の 乾 燥 ゲ ル に コ ン デ ィ シ ョ ニ ン グ 緩 衝 液 (B)９ mlを 加 え る 。 １ 分 後 、 真 空 に し て
、 ゲ ル を 吸 引 乾 燥 す る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
8)　 段 階 ７ を 繰 り 返 す 。 真 空 を 止 め る 前 に 、 総 て の コ ン デ ィ シ ョ ニ ン グ 緩 衝 液 (B)が 総 て
の ゲ ル か ら 除 去 さ れ た こ と を チ ェ ッ ク す る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
9)　 カ ラ ム 洗 浄 装 置 の 上 部 を 持 ち 上 げ る 。 標 識 し た チ ュ ー ブ を 有 す る チ ュ ー ブ ホ ル ダ ー を
、 清 浄 な 容 器 に 設 置 す る 。 装 置 の 上 部 を 再 装 備 す る 。 そ れ ぞ れ の カ ラ ム か ら の 小 チ ュ ー ビ
ン グ が そ れ ら の 相 当 す る チ ュ ー ブ に 下 る こ と を 確 認 す る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
10)　 ６ ０ ０ μ lの リ ー シ ス 緩 衝 液 (C)を 、 そ れ ぞ れ の カ ラ ム に 加 え る 。 緩 衝 液 を カ ラ ム 中
に ５ 分 間 静 止 さ せ る 。 次 に 、 徐 々 に 真 空 に し て 、 ゲ ル を 吸 引 乾 燥 す る 。 こ れ に よ り 、 そ れ
ぞ れ の チ ュ ー ブ に 、 結 合 し た ゲ ル か ら ウ イ ル ス 溶 解 物 約 ６ ０ ０ μ lを 生 じ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
段 階 １ ０ か ら の 溶 解 物 に お け る 回 収 さ れ た RT活 性 は 、 本 質 的 に RT遮 断 抗 体 、 薬 剤 お よ び 細
胞 ポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 を 持 た ず 、 感 受 性 RT活 性 分 析 法 、 す な わ ち Cavidi HSキ ッ ト Lenti RT
で あ っ て 、 Ekstrand et al [7]に よ っ て 報 告 さ れ た 方 法 に 基 づ く も の で 定 量 す る こ と が で
き る 。 こ の プ ロ ト コ ー ル に 準 じ て 得 ら れ る ２ ５ μ lの 溶 解 物 は 、 試 料 中 の RT活 性 の 測 定 に
十 分 で あ る 。 残 り の ５ ７ ５ μ lの 試 料 は 、 － ７ ０ ℃ 以 下 で 凍 結 し て 、 後 で 薬 剤 感 受 性 試 験
に 使 用 す る も の と す る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
注 ： 　 シ ス テ イ ン 改 質 剤 に 感 受 性 で な い RT酵 素 、 例 え ば 、 野 生 型 HIV1RTは 、 場 合 に よ っ て
は ５ mMま で の ５ ， ５ ′ － ジ チ オ ビ ス － （ ２ － ニ ト ロ 安 息 香 酸 ） の 存 在 下 で 分 析 す る こ と が
で き る 。 他 方 、 MULVRTお よ び あ る 種 の 治 療 耐 性 HIV1株 （ 例 え ば 、 突 然 変 異 Y1 81Cを 含 む ）
由 来 の RTの よ う な 感 受 性 酵 素 は 、 ス ル フ ヒ ド リ ル 還 元 剤 、 す な わ ち シ ス テ イ ン ま た は シ ス
テ ア ミ ン を リ ー シ ス 緩 衝 液 に 加 え る 必 要 が あ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
材 料
DNAポ リ メ ラ ー ゼ 分 析 法 の プ ラ イ マ ー ／ 鋳 型
プ ラ イ マ ー 配 列 は 、 １ ８ 塩 基 の 5'-GTC-CCT-GTT-CCG-GCG-CCA-3' （ 配 列 番 号 ： １ ２ ） で あ
り 、 一 次 ア ミ ン に Ｃ ６ ス ペ ー サ ー ア ー ム に よ っ て ５ ′ 末 端 で 結 合 し て い る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
鋳 型 構 築 物 は 、 異 な る 機 能 を 有 す る ３ 個 の 部 分 を 含 ん で い る 。 ５ ′ 末 端 か ら ： BrdUシ グ ナ
ル の 増 幅 に 用 い る (A)nポ リ マ ー 、 ４ 種 類 の デ オ キ シ ヌ ク レ オ シ ド 三 リ ン 酸 に 依 存 す る ポ リ
メ ラ ー ゼ 反 応 を 得 る た め の 可 変 部 分 (GTCA)m、 お よ び プ ラ イ マ ー に 相 補 的 な 配 列 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
例 に 包 含 さ れ る 実 験 で は 、 特 に 断 ら な い 限 り 、 ｎ ＝ １ ２ お よ び ｍ ＝ ５ で あ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
ヌ ク レ オ シ ド 、 酵 素 阻 害 薬 、 お よ び 抗 ウ イ ル ス 薬
ddATP、 ２ ′ ， ３ ′ － ジ デ オ キ シ ア デ ノ シ ン 三 リ ン 酸 ； ddGTP、 ２ ′ ， ３ ′ － ジ デ オ キ シ グ
ア ノ シ ン 三 リ ン 酸 ； ddCTP、 ２ ′ ， ３ ′ － ジ デ オ キ シ シ チ ジ ン 三 リ ン 酸 ； ddTTP、 ２ ′ ， ３
′ － ジ デ オ キ シ チ ミ ジ ン 三 リ ン 酸 。 TMAU、 ６ － （ ［ ３ ， ４ － ト リ メ チ レ ン ］ ア ニ リ ノ ） ウ
ラ シ ル 。
【 ０ ０ ５ １ 】
テ ノ フ ォ ビ ー ル 、 （ Ｒ ） － ９ － （ ２ － ホ ス ホ ニ ル メ ト キ シ － プ ロ ピ ル ） ア デ ニ ン ； ネ ビ ラ
ピ ン 、 （ １ １ － シ ク ロ プ ロ ピ ル － ５ ， １ １ － ジ ヒ ド ロ － ４ － メ チ ル － ６ Ｈ － ジ ピ リ ド ［ ３
， ２ － ｂ ： ２ ′ ， ３ ′ － ｆ ］ ［ １ ， ４ ］ ジ ア ゼ ピ ン － ６ － オ ン ） (NVP)； お よ び エ フ ァ ビ
レ ン ツ 、 （ － ） － ６ － ク ロ ロ － ４ － シ ク ロ プ ロ ピ ル エ チ ニ ル ト リ フ ル オ ロ メ チ ル － １ ， ４
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－ ジ ヒ ド ロ － ２ Ｈ － ３ ， １ － ベ ン ズ オ キ サ ジ ン － ２ － オ ン ） (EFV)。
【 ０ ０ ５ ２ 】
酵 素
DNAポ リ メ ラ ー ゼ I (E. coli) は 、 Amersharn Bioscienceか ら 購 入 し た 。 Staphylococus a
ureus由 来 の 組 換 え DNAポ リ メ ラ ー ゼ IIIは 、 文 献 記 載 の 方 法 で 製 造 し た (Brown et al 1998
)。 哺 乳 類 DNAポ リ メ ラ ー ゼ α （ 子 ウ シ 胸 腺 ） お よ び β （ ヒ ト ） は 、 CHIMERx （ ミ ル ウ ォ ー
キ ー ） か ら 購 入 し た 。 DNAポ リ メ ラ ー ゼ γ は 、 文 献 記 載 の 方 法 で ウ シ 心 臓 か ら 精 製 し た (Pi
leur et al 2000)。
【 ０ ０ ５ ３ 】
HIV-1RTの NNRTI耐 性 突 然 変 異 体 を 製 造 し た (L1001, K103N, L100I/K103N, Y181Q)。 突 然 変
異 の 鋳 型 と し て 、 BH10単 離 物 か ら 構 築 し た pETRT発 現 ベ ク タ ー を 用 い た 。 市 販 の 位 置 指 定
突 然 変 異 誘 発 キ ッ ト QuikChange (Stratagene)を 用 い て 、 突 然 変 異 を 行 っ た 。 突 然 変 異 は
、 DNA配 列 分 析 に よ っ て 確 か め た 。 RTの 突 然 変 異 し た 形 態 お よ び 本 来 の 形 態 を 、 上 記 の 方
法 で 単 離 し た [Lindberg et al 2002]。
【 ０ ０ ５ ４ 】
AZT特 異 的 突 然 変 異 を 有 す る 組 換 え HIV-1RTの 製 造 の 手 続 き は 、 突 然 変 異 を HXB2-D単 離 物 か
ら RTコ ー ド 領 域 に 導 入 す る こ と を 除 き 、 同 様 で あ っ た 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
HIV感 染 個 体 由 来 の 血 漿 試 料
未 治 療 患 者 ま た は 通 常 の 組 合 せ 治 療 で 治 療 し た 患 者 由 来 の 血 漿 試 料 を 、 遡 及 的 に 選 択 し た
。 そ れ ぞ れ の 試 料 の HIV-1RNAの 量 は 標 準 HIV1RNAPCR に よ っ て 測 定 し た (Cobas, Roche Dia
gnostica)。 リ ン パ 増 殖 疾 患 の 患 者 か ら の 血 清 試 料 は 、  the Department of Internal Med
icine, Uppsala University, Akademiska sjukhuset, Uppsalaか ら 得 た 。
分 離 ゲ ル ： 　 例 え ば 、 ３ １ ４ mMの （ ２ － （ Ｎ － モ ル ホ リ ノ ） エ タ ン ス ル ホ ン 酸 ） (MES) pH
５ ． １ , ４ １ ３ mMの ヨ ウ 化 カ リ ウ ム お よ び ヘ パ リ ン ０ ． ５ mg/mlに Fractogel（ 商 品 名 ） EM
D TMAEま た は Fractogel（ 商 品 名 ） EMD TMAE Hicapを 加 え た も の 。
ミ ニ カ ラ ム 、 例 え ば 、 Biorad Poly-Prep（ 商 品 名 ） (7311553)
ミ ニ カ ラ ム 洗 浄 装 置 、 す な わ ち Supelco Visiprep固 相 抽 出 真 空 マ ニ ホ ー ル ド 。
プ ラ ス チ ッ ク チ ュ ー ブ 、 例 え ば 、 Nunc 4.5ml低 温 チ ュ ー ブ 。
固 定 prAを 有 す る マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト 、 す な わ ち Nalge Nunc NucleoLinck（ 商 品 名

） 。
シ ス テ イ ン 改 質 剤 、 例 え ば 、 ０ ． ８ ７ Mの ト リ ス （ ヒ ド ロ キ シ メ チ ル ） ア ミ ノ メ タ ン （ pH
８ ． ３ ） で 緩 衝 し た ６ ６ mMの ５ ， ５ ′ － ジ チ オ ビ ス － （ ２ － ニ ト ロ 安 息 香 酸 ） 水 溶 液 。
穏 和 な ス ル フ ヒ ド リ ル 還 元 剤 、 例 え ば 、 ３ ３ mMの シ ス テ ア ミ ン 水 溶 液 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
使 用 緩 衝 液
A)　 洗 浄 緩 衝 液 ： 　 ２ ０ mM MES pH５ ． ４ ， ５ ０ ０ mM酢 酸 カ リ ウ ム (KAc)。
【 ０ ０ ５ ７ 】
B)　 コ ン デ ィ シ ョ ニ ン グ 緩 衝 液 ： 　 RT分 析 適 合 性 緩 衝 液 、 例 え ば 、 ５ ０ mMの （ Ｎ － （ ２ －
ヒ ド ロ キ シ エ チ ル ピ ペ ラ ジ ン － Ｎ ′ － （ ２ － エ タ ン ス ル ホ ン 酸 ） (Hepes) pH７ ． ６ ， KAc
２ ５ mM， 塩 化 マ グ ネ シ ウ ム (MgCl 2 )２ ０ mM， エ チ レ ン グ リ コ ー ル － ビ ス （ β － ア ミ ノ エ チ
ル エ ー テ ル ） ， Ｎ ， Ｎ ， Ｎ ′ ， Ｎ ′ － 四 酢 酸 (EGTA)０ ． ２ mM， ス ペ ン ニ ン ２ mM、 お よ び 熱
不 活 性 化 し た ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン (BSA) ０ ． ５ mg/ml。
C)　 リ ー シ ス 緩 衝 液 ： 　 洗 剤 、 例 え ば 、 １ ． ２ ５ ％ ポ リ オ キ シ エ チ レ ン ４ ラ ウ リ ル エ ー テ
ル (Brij 30)、 １ ３ ng/mlの odT 2 2 お よ び コ ン デ ィ シ ョ ニ ン グ 緩 衝 液 (B)と 同 一 成 分 を 含 む RT
分 析 適 合 性 緩 衝 液 。 Ｓ Ｈ 酸 化 ／ 修 飾 に 感 受 性 の RTで ウ イ ル ス を 加 工 す る と き に は 、 場 合 に
よ っ て は ス ル フ ヒ ド リ ル 還 元 剤 、 す な わ ち ０ ． ２ mMシ ス テ ア ミ ン を 加 え る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
RT反 応 混 合 物 ： 　 （ Ｎ － （ ２ － ヒ ド ロ キ シ エ チ ル ピ ペ ラ ジ ン － Ｎ ′ － （ ２ － エ タ ン ス ル ホ
ン 酸 ） (Hepes)１ １ ． ７ mM , pH７ ． ６ 、 BrdUTP２ ８ ． ３ μ M、 odT 2 2 １ ２ ０ ng/ml、 MgCl 2 ４
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mM、 デ キ ス ト ラ ン 硫 酸 ０ ． ５ g/l、 ス ペ ル ミ ン ２ mM、 Triton-X 100 ０ ． ５ %(v/v)、 Ｎ ， Ｎ
， Ｎ ′ ， Ｎ ′ － 四 酢 酸 (EGTA)０ ． ２ mM， ス ペ ン ニ ン ２ mM、 お よ び 熱 不 活 性 化 し た ウ シ 血 清
ア ル ブ ミ ン (BSA) ０ ． ５ mg/ml。
【 ０ ０ ５ ９ 】
DNAポ リ メ ラ ー ゼ γ お よ び レ ト ロ DNAポ リ メ ラ ー ゼ 塩 基 緩 衝 液 　 Hepes５ ０ mM, pH８ ． ０ 、 M
gCl 2 ８ mM、 デ キ ス ト ラ ン 硫 酸 １ ． ５ g/l、 ス ペ ル ミ ン １ mM、 Triton-X 100 ０ ． ５ %(v/v)、
EGTA ０ ． ２ mM、 ジ チ オ ト レ イ ト ー ル (DTT)１ ． ５ mM、 お よ び ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン (BSA)０
． ５ mg/ml。
【 ０ ０ ６ ０ 】
DNAポ リ メ ラ ー ゼ III塩 基 緩 衝 液 　 （ ２ － （ N-モ ル ホ リ ノ ） エ タ ン ス ル ホ ン 酸 (MES) ４ ０ mM
, pH６ ． ８ , 酢 酸 カ リ ウ ム (KAc)４ ０ mM, MgCl 2 １ ０ mM, ス ペ ル ミ ン 2 mM, ポ リ オ キ シ ソ ル
ビ タ ン も の ラ ウ レ ー ト (Tween 20), ０ ． ５ %(v/v), EDTA ０ ． １ mM, ジ チ オ ト レ イ ト ー ル
１ mM、 お よ び ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン (BSA)５ ０ μ g/ml。
【 ０ ０ ６ １ 】
DNAポ リ メ ラ ー ゼ β 塩 基 緩 衝 液 　 ３ － ［ （ １ ， １ － ジ メ チ ル － ２ － ヒ ド ロ キ シ エ チ ル ） ア
ミ ノ ］ ヒ ド ロ キ シ － １ － プ ロ パ ン ス ル ホ ン 酸 (AMPSO) ２ ０ mM， pH８ ． ３ , MgCl 2 １ mM, ス
ペ ル ミ ジ ン ３ mM, BSA１ μ g/ml, EDTA１ ０ μ M, DTT０ ． １ mM, Tween 20 ０ ． ０ １ %。
【 ０ ０ ６ ２ 】
DNAポ リ メ ラ ー ゼ 反 応 混 合 物 　 ２ ４ μ Mの BrdUTP, ４ ９ ． ５ μ Mの dGTP, ４ ９ ． ５ μ Mの dATP
, ４ ９ ． ５ μ Mの dCTP、 お よ び ５ ０ ０ ngの 鋳 型 /mlで 補 強 し た DNAポ リ メ ラ ー ゼ 塩 基 緩 衝 液
。
【 ０ ０ ６ ３ 】
ATPと の レ ト ロ DNAポ リ メ ラ ー ゼ 反 応 混 合 物 　 DNAポ リ メ ラ ー ゼ γ お よ び レ ト ロ DNAポ リ メ ラ
ー ゼ 反 応 混 合 物 を ３ ． ２ mMの ATPで 強 化 し 、 pHを ７ ． １ に 調 整 し た 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
例
例 １ 　 HIVRTに よ る 第 二 の 鎖 の 合 成 の た め の 異 な る 鋳 型 の 利 用
２ ０ ０ ng/mlか ら 出 発 す る 指 示 さ れ た 鋳 型 構 築 物 の ２ 段 階 希 釈 シ リ ー ズ を 、 「 プ ラ イ マ ー
を コ ー テ ィ ン グ し た マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の 製 造 」 に 準 じ て 固 定 化 プ ラ イ マ ー を 有 す
る マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の そ れ ぞ れ の ウ ェ ル に 加 え た 。 １ ０ ０ fgの 組 換 え HIV1RTを そ
れ ぞ れ の ウ ェ ル に 加 え 、 RT反 応 の 時 間 を １ ８ 時 間 と し た 。 そ れ ぞ れ の 鋳 型 に お け る ポ リ メ
ラ ー ゼ 活 性 を 、 DNAポ リ メ ラ ー ゼ γ お よ び レ ト ロ DNAポ リ メ ラ ー ゼ 塩 基 緩 衝 液 を 用 い て 「 DN
Aポ リ メ ラ ー ゼ 分 析 法 の プ ロ ト コ ー ル 」 に 準 じ て 測 定 し た 。 ５ ０ mMＮ ａ Ｃ ｌ あ る い は １ ０
０ mMを 、 抗 BrdUモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 結 合 の 際 に 用 い た 。 測 定 し た 活 性 を 鋳 型 の 濃 度 に 対
し て プ ロ ッ ト し 、 そ れ ぞ れ の 鋳 型 の 種 類 に つ い て 得 た 最 大 シ グ ナ ル を そ れ ぞ れ の グ ラ フ の
プ ラ ト ー 値 か ら 計 算 し た 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
結 果 を 、 表 １ に ま と め る 。 A-尾 の 長 さ と ポ リ メ ラ ー ゼ 分 析 法 で 得 る こ と が で き る 最 大 シ グ
ナ ル と の 間 に は 、 明 ら か な 相 関 が 見 ら れ た 。 A-尾 の 長 さ は 、 増 加 し た イ オ ン 強 度 で 結 合 す
る 生 成 物 検 出 に 用 い ら れ る 抗 体 の 能 力 に も 影 響 し た 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
例 ２ 　 DNAポ リ メ ラ ー ゼ IIIの TMAUに よ る 阻 害 に 対 す る 鋳 型 配 列 の 影 響
６ － ア ニ リ ノ ウ ラ シ ル は 、 グ ラ ム 陽 性 菌 由 来 の DNAポ リ メ ラ ー ゼ IIIの 選 択 的 阻 害 薬 で あ る
。 ア ニ リ ノ ウ ラ シ ル 分 子 は 、 そ れ を 不 活 性 な DNA-薬 剤 -タ ン パ ク 質 複 合 体 に 封 鎖 す る こ と
に よ っ て そ の ポ リ メ ラ ー ゼ IIIタ ー ゲ ッ ト を 阻 害 す る (Tarantino et al 1990)。 薬 剤 TMAU
は 、 GTPの 類 似 体 と 考 え る こ と が で き る 。 １ ． ２ ５ ng/ウ ェ ル の 組 換 え DNAポ リ メ ラ ー ゼ III
に 対 す る 所 定 濃 度 の TMAUの 阻 害 能 は 、 (CTGA)6-A12（ 配 列 番 号 ： １ ０ ） (!)ま た は (CTG)6-A
3（ 配 列 番 号 ： １ １ ） (%)を 鋳 型 と し て 用 い る 「 可 変 DNA鋳 型 に つ い て の 第 二 の 鎖 の 合 成 の
阻 害 の 測 定 の プ ロ ト コ ー ル 」 に 準 じ て 測 定 し た 。 ポ リ メ ラ ー ゼ 反 応 時 間 は １ 時 間 で あ り 、
DNAポ リ メ ラ ー ゼ III反 応 混 合 物 中 の GTP濃 度 は ２ ． ５ μ Mに 減 少 し た 。 所 定 の 鋳 型 で 得 ら れ
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る ポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 を 、 阻 害 薬 の 非 存 在 下 で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 同 一 ポ リ メ ラ ー ゼ で
測 定 し た 活 性 の %に 再 計 算 し た 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
結 果 を 、 図 １ に 示 す 。 こ の 高 度 に 特 異 的 な 阻 害 薬 は 、 使 用 し た 鋳 型 の 配 列 に よ っ て 様 々 な
阻 害 能 を 示 し た 。 本 発 明 は 、 検 討 を 行 う 酵 素 ま た は 阻 害 薬 が 必 要 と す る 特 異 的 条 件 を 説 明
す る 目 的 で 容 易 に 変 化 さ せ る こ と が で き る DNA鋳 型 で あ る 系 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
例 ３ 　 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 分 析 法 の 検 出 感 度
HIV1野 生 型 RT (")、 哺 乳 類 DNAポ リ メ ラ ー ゼ β  (#)、 お よ び E. coli DNAポ リ メ ラ ー ゼ I (%
)の 連 続 希 釈 の 活 性 を 、 所 定 の 酵 素 に 最 適 化 し た 塩 基 緩 衝 液 を 用 い て 「 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 分
析 法 の プ ロ ト コ ー ル 」 に 準 じ て 測 定 し た 。 用 い た ポ リ メ ラ ー ゼ 反 応 時 間 は 、 一 晩 （ １ ８ 時
間 ） で あ っ た 。 結 果 を 、 図 ２ に 示 す 。 ３ 種 類 の 酵 素 製 剤 の そ れ ぞ れ は 、 用 い た 酵 素 の 量 と
回 収 し た 生 成 物 の 量 と の 間 に 直 線 的 関 係 を 示 し た 。 分 析 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド は 、 ３ ８ ０ ０ rf
u/時 で あ っ た 。 有 意 な シ グ ナ ル 検 出 の た め の カ ッ ト オ フ 値 と し て 二 重 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド を
用 い る と 、 １ ０ nUま で の HIV1野 生 型 RT、 ６  nUま で の 哺 乳 類 DNAポ リ メ ラ ー ゼ β 、 お よ び ３
nUま で の E. coli DNAポ リ メ ラ ー ゼ Iを 検 出 す る こ と が で き た 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
例 ４ 　 異 な る 分 析 系 に お け る ５ 種 類 の DNAポ リ メ ラ ー ゼ の 活 性
DNAポ リ メ ラ ー ゼ α 、 DNAポ リ メ ラ ー ゼ β 、 DNAポ リ メ ラ ー ゼ γ 、 非 ホ ジ キ ン リ ン パ 腫 の 患
者 由 来 の 血 清 、 お よ び HIV-1 RTを 、 「 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 分 析 法 の プ ロ ト コ ー ル 」 お よ び 「 R
T活 性 の 測 定 の プ ロ ト コ ー ル 」 に 準 じ て 所 定 の ポ リ メ ラ ー ゼ 塩 基 緩 衝 液 に 基 づ く 反 応 溶 液
を 用 い て 測 定 し た 。 用 い た ポ リ メ ラ ー ゼ 反 応 時 間 は 、 ２ 時 間 で あ っ た 。 実 測 し た 活 性 を 、
そ れ ぞ れ の 酵 素 に つ い て の 最 適 版 条 件 で の 可 変 DNA鋳 型 で の 活 性 の %に 再 計 算 し た 。 結 果 を
、 表 ２ に 示 す 。 検 討 し た ５ 種 類 の 酵 素 製 剤 の そ れ ぞ れ は 、 最 適 反 応 条 件 に 関 し て そ れ ら を
個 々 に 選 択 し た 。 し か し な が ら 、 DNAポ リ メ ラ ー ゼ α お よ び ヒ ト 血 清 ポ リ メ ラ ー ゼ は 、 同
様 な パ タ ー ン を 示 し た 。 HIV- 1 RTお よ び DNAポ リ メ ラ ー ゼ γ の み が 、 逆 転 写 酵 素 分 析 法 に
お い て 有 意 な 活 性 を 示 し た 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
例 ５ 　 ４ 種 類 総 て の DNA塩 基 に 対 す る ジ デ オ キ シ 類 似 体 に よ る 阻 害 を 測 定 す る た め の DNAポ
リ メ ラ ー ゼ 分 析 法 の 能 力 の 証 明
８ ０ fgの 組 換 え 野 生 型 HIV1 RTの 活 性 に 対 す る 所 定 濃 度 の ddATP (!)、 ddGTT (")、 ddCTP (
#)お よ び ddTTP (%)の 阻 害 能 を 、 「 可 変 DNA鋳 型 に 対 す る 第 二 の 鎖 の 合 成 の 阻 害 の 測 定 の プ
ロ ト コ ー ル 」 に 準 じ て 測 定 し た 。 そ れ ぞ れ の 阻 害 薬 濃 度 で の ポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 を 、 阻 害 薬
の 非 存 在 下 で の コ ン ト ロ ー ル の 活 性 の %に 再 計 算 し た 。 結 果 を 、 図 ３ に 示 す 。
【 ０ ０ ７ １ 】
鋳 型  (CTGA) 6 -A 1 2 （ 配 列 番 号 ： １ ０ ） を 用 い る ポ リ メ ラ ー ゼ 反 応 は 、 ４ 種 類 の DNA塩 基 総
て に 対 す る ジ デ オ キ シ 類 似 体 に よ る 阻 害 に 感 受 性 で あ る こ と が 分 か っ た 。 IC 5 0 の 測 定 値 は
、 ddCTPに つ い て の ２ ０ nMか ら ddATPに つ い て の ８ ０ nMま で 変 化 し た 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
例 ６ 　 HIV1 RTに よ る 第 一 お よ び 第 二 の 鎖 の DNA合 成 に つ い て の 非 ヌ ク レ オ シ ド 阻 害 薬 の 影
響 の 比 較
所 定 の 組 換 え HIV1 RTに 対 す る ３ 種 類 の 非 ヌ ク レ オ シ ド 阻 害 薬 の 影 響 は 、 DNAポ リ メ ラ ー ゼ
γ お よ び レ ト ロ DNAポ リ メ ラ ー ゼ 塩 基 緩 衝 液 を 用 い る 「 可 変 」 DNA鋳 型 に 対 す る 第 二 の 鎖 の
合 成 の 阻 害 の 測 定 の プ ロ ト コ ー ル 」 お よ び 「 逆 転 写 の 阻 害 の 測 定 の プ ロ ト コ ー ル 」 に 準 じ
て そ れ ぞ れ 測 定 し た 。 重 合 反 応 の 時 間 は 、 そ れ ぞ れ (CTGA) 6 -A 1 2 （ 配 列 番 号 ： １ ０ ） で の
第 二 の 鎖 の 合 成 に つ い て は １ ９ 時 間 で あ り 、 prAで の 第 一 の 鎖 の 合 成 に つ い て は ２ 時 間 で
あ っ た 。 得 ら れ た RT活 性 を 、 阻 害 薬 の 非 存 在 下 で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 同 一 RTで 測 定 し
た 活 性 の %に 再 計 算 し た 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
結 果 を 、 表 ３ に ま と め る 。 こ れ ら の 分 析 系 は い ず れ も 、 耐 性 (Y181C, V179D)お よ び 感 受 性
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RT酵 素 を 識 別 す る 能 力 を 有 し て い た 。 阻 害 薬 の い ず れ か に つ い て の IC 5 0 値 は 、 ２ 種 類 の 分
析 系 の い ず れ か で 用 い ら れ る 酵 素 の 量 の ５ 倍 の 差 で は 有 意 に 影 響 さ れ な か っ た 。 更 に 、 第
一 ま た は 第 二 の 鎖 の DNA合 成 の 阻 害 の 測 定 に よ っ て 得 ら れ る IC 5 0 値 に は 有 意 差 が な か っ た
。
【 ０ ０ ７ ４ 】
例 ７ 　 抗 ウ イ ル ス 薬 テ ノ フ ォ ビ ー ル に 対 す る 耐 性 の 基 礎 と な る 生 化 学 機 構 の 証 明
ヌ ク レ オ シ ド 類 似 体 を 用 い る HIV感 染 個 体 の 長 期 間 の 治 療 に よ り 、 耐 性 ウ イ ル ス が 発 生 す
る 。 こ の 過 程 は 、 ウ イ ル ス pol遺 伝 子 に お け る 突 然 変 異 の 漸 進 的 出 現 と 関 連 す る 。 酵 素 レ
ベ ル で の こ れ ら の 置 換 の 影 響 は 複 雑 で あ り 、 原 始 的 な DNAエ デ ィ テ ィ ン グ 機 能 の 増 加 が 挙
げ ら れ る 。 こ の 反 応 は ヌ ク レ オ チ ド 依 存 性 で あ り 、 ジ ヌ ク レ オ シ ド ポ リ ホ ス フ ェ ー ト と 伸
長 性 の DNAの ３ ′ 末 端 を 生 成 す る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
所 定 の 組 換 え HIV1 RT４ pg/ウ ェ ル に 対 す る テ ノ フ ォ ビ ー ル 三 リ ン 酸 の 連 続 希 釈 の 影 響 を 、
DNAポ リ メ ラ ー ゼ γ お よ び レ ト ロ DNAポ リ メ ラ ー ゼ 塩 基 緩 衝 液 に 基 づ く 標 準 反 応 溶 液 、 お よ
び ATPを 補 足 し た 同 一 反 応 溶 液 を 用 い て 「 可 変 DNA鋳 型 に 対 す る 第 二 の 鎖 の 合 成 の 阻 害 の 測
定 の プ ロ ト コ ー ル 」 に 準 じ て 測 定 し た 。 重 合 反 応 の 時 間 は 、 １ ９ 時 間 で あ っ た 。 得 ら れ た
RT活 性 を 、 阻 害 薬 の 非 存 在 下 で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 同 一 RTの 活 性 の %に 再 計 算 し た 。
結 果 を 、 図 ４ に 示 す 。
符 号 ：  標 準 反 応 溶 液 中 の HIV- 1野 生 型 RT (○ )、 ATPと の DNAポ リ メ ラ ー ゼ 反 応 溶 液 中 の HI
V- I野 生 型 RT (● )、 標 準 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 反 応 溶 液 中 の T69S→ SS/L210W/T215Y HIV-1突 然
変 異 体 RT (()、 ATPと の DNAポ リ メ ラ ー ゼ 反 応 溶 液 中 の T69S→ SS/L210W/T215Y HIV-1突 然 変
異 体 RT (")。
【 ０ ０ ７ ６ 】
図 ４ に 示 し た 結 果 は 、 ATP依 存 的 加 リ ン 酸 分 解 反 応 を 支 持 す る 能 力 を 有 す る 反 応 溶 液 を 用
い る と き に 、 野 生 型 と 突 然 変 異 体 RTの 薬 剤 感 受 性 の 差 が 約 １ ０ 倍 に 増 加 す る こ と を 示 し て
い る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
例 ８ 　 血 漿 由 来 RTを 用 い る ネ ビ ラ ピ ン に 対 す る 感 受 性 の 測 定
ス ト ッ ク ホ ル ム 、 ス ウ ェ ー デ ン か ら の ３ HIV感 染 個 体 由 来 の 血 漿 の １ ml試 料 を 、 「 可 溶 性
細 胞 酵 素 を 破 壊 し た 後 、 ミ ニ カ ラ ム か ら ウ イ ル ス RTを 単 離 す る こ と に 基 づ く 、 RT遮 断 抗 体
を 含 む 材 料 か ら ウ イ ル ス RTの 単 離 プ ロ ト コ ー ル 」 に 準 じ て 処 理 し た 。 そ れ ぞ れ の 血 漿 RTお
よ び ２ 種 類 の コ ン ト ロ ー ル 酵 素 を 、 「 DNAポ リ メ ラ ー ゼ γ お よ び レ ト ロ DNAポ リ メ ラ ー ゼ 塩
基 緩 衝 液 」 を 用 い る 「 可 変 DNA鋳 型 で の 第 二 の 鎖 の 合 成 の 阻 害 の 測 定 の プ ロ ト コ ー ル 」 に
準 じ て ネ ビ ラ ピ ン の 連 続 希 釈 の 組 に 対 し て 滴 定 し た 。 図 ５ 参 照 。
符 号 ： (') １ ４ ０ ０ ０ ０ の ゲ ノ ム コ ピ ー /mlを 有 す る 患 者 １ 由 来 の RT、 (!) １ ８ ０ ０ ０ ０
の ゲ ノ ム コ ピ ー /mlを 有 す る 患 者 ２ 由 来 の RT、 お よ び (%) ３ ９ ０ ０ ０ ０ の ゲ ノ ム コ ピ ー /ml
を 有 す る 患 者 ３ 由 来 の RT、 (#) 組 換 え HIV-1野 生 型 RTか ら な る コ ン ト ロ ー ル 、 (") 中 位 の
ネ ビ ラ ピ ン 耐 性 を 有 す る 組 換 え HIV-1RT突 然 変 異 体 RT (L100I)か ら な る コ ン ト ロ ー ル 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
患 者 RTに つ い て 測 定 さ れ た ネ ビ ラ ピ ン に 対 す る IC 5 0 値 は 、 ０ ． ７ か ら １ ． ２ μ Mま で 変 化
し た 。 コ ン ト ロ ー ル の 野 生 型 RTに つ い て は ０ ． ５ μ Mで あ り 、 中 位 の ネ ビ ラ ピ ン 耐 性 を 有
す る 突 然 変 異 体 RTに つ い て は ＞ １ ０ μ Mで あ る こ と と 比 較 さ れ た い 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
例 ９ 　 リ ン パ 増 殖 性 疾 患 の 患 者 由 来 の 血 清 に お け る DNAポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 の 検 出
非 ホ ジ キ ン リ ン パ 腫 の ４ 名 の 患 者 お よ び ６ 名 の 健 康 な 血 液 ド ナ ー 由 来 の 血 清 を 、 DNAポ リ
メ ラ ー ゼ III塩 基 緩 衝 液 で 連 続 希 釈 し た 。 各 希 釈 段 階 の ポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 を 、 ２ お よ び ６
時 間 の ポ リ メ ラ ー ゼ 反 応 時 間 を 用 い る 「 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 分 析 の プ ロ ト コ ー ル 」 に 準 じ て
測 定 し た 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
DNAポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 /μ l血 清 試 料 お よ び 時 間 ポ リ メ ラ ー ゼ 分 析 法 を 希 釈 段 階 で 計 算 し た
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と こ ろ 、 形 成 し た 生 成 物 の 量 と 分 析 に 加 え た 血 漿 の 量 に は 直 線 関 係 が あ っ た （ 表 ４ 参 照 ）
。
【 ０ ０ ８ １ 】
非 ホ ジ キ ン リ ン パ 腫 の 患 者 由 来 の そ れ ぞ れ の 血 清 試 料 は 、 個 々 の 量 の DNAポ リ メ ラ ー ゼ 活
性 を 含 み 、 DNA-ポ リ メ ラ ー ゼ α と 同 様 の 特 性 を 有 し た （ 表 ３ 参 照 ） 。 活 性 の 量 は 、 健 康 な
血 液 ド ナ ー で 見 ら れ た 平 均 値 の 約 ２ ～ １ ９ ０ 倍 の 範 囲 で あ っ た 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ８ ３ 】
【 表 ２ 】
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【 ０ ０ ８ ４ 】
【 表 ３ 】
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【 ０ ０ ８ ５ 】
【 表 ４ 】
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【 ０ ０ ８ ６ 】
非 ホ ジ キ ン リ ン パ 腫 の ４ 名 の 患 者 お よ び ６ 名 の 健 康 な 血 液 ド ナ ー 由 来 の 血 清 を 、 DNAポ リ
メ ラ ー ゼ III塩 基 緩 衝 液 で 連 続 希 釈 し た 。 各 希 釈 段 階 で の ポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 を 、 「 DNAポ リ
メ ラ ー ゼ 分 析 法 の プ ロ ト コ ー ル 」 に 準 じ て 測 定 し た 。 表 に ま と め た DNAポ リ メ ラ ー ゼ 活 性
を 希 釈 範 囲 か ら 計 算 し た と こ ろ 、 形 成 し た 生 成 物 の 量 と 加 え た 血 漿 の 量 に は 直 線 関 係 が あ
っ た 。 分 析 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド ８ ５ ４ flu/時 を 、 総 て の 値 か ら 差 し 引 い た 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
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【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ８ ８ 】
【 図 １ 】 鋳 型 配 列 で の 変 動 の TMAUに よ る DNAポ リ メ ラ ー ゼ IIIの 阻 害 に 対 す る 影 響 。
【 図 ２ 】 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 分 析 法 の 検 出 感 度 。 　 HIV-1野 生 型 RT(") 、  哺 乳 類 DNAポ リ メ ラ
ー ゼ β (#)、 お よ び  E. coli DNAポ リ メ ラ ー ゼ I(%)
【 図 ３ 】 ４ 種 類 総 て の DNA塩 基 に 対 す る ジ デ オ キ シ 類 似 体 に よ る 阻 害 を 測 定 す る た め の DNA
ポ リ メ ラ ー ゼ 分 析 法 の 能 力 。 　 符 号 ： ddATP(!)、  ddGT(")、  ddCTP(#)、 お よ び  ddTP(%)
【 図 ４ 】 抗 ウ イ ル ス 薬 テ ノ フ ォ ビ ー ル に 対 す る 耐 性 の 元 に な っ て い る 生 化 学 機 構 は 、 ATP
依 存 的 加 リ ン 酸 分 解 反 応 の 高 ま り に 基 く こ と を 示 す 。 　 符 号 ： 標 準 反 応 溶 液 中 の HIV- 1野
生 型 RT (○ )、 ATPと の 反 応 溶 液 中 の HIV- I野 生 型 RT(● ) 、  標 準 反 応 溶 液 中 の HIV-1突 然
変 異 体 RT(()、  ATPと の 反 応 溶 液 中 の HIV-1突 然 変 異 体 RT(")
【 図 ５ 】 HIVに 感 染 し た 個 体 由 来 の 血 漿 か ら 単 離 し た RTを 用 い る 抗 ウ イ ル ス 薬 ネ ビ ラ ピ ン
に 対 す る 感 受 性 の 測 定 。 　 符 号 ：  ('), (!)お よ び (%) 感 染 個 体 由 来 の RT、 (#) 組 換 え HIV
-1野 生 型 RTか ら な る コ ン ト ロ ー ル 、 (") 突 然 変 異 し た (L100I)中 位 の ネ ビ ラ ピ ン 耐 性 を 有
す る 組 換 え HIV-1RTか ら な る コ ン ト ロ ー ル
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】 【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】
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【 国 際 公 開 パ ン フ レ ッ ト 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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