
(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】　短縮型の、分泌形態のＣ型肝炎ウイルスの E1および E2タンパク質ならびにそれ
らの単離および組換え生成の提供。
【解決手段】　Ｃ型肝炎ウイルス（ HCV） E1ポリペプチドであって、宿主細胞内で組換え
により発現される場合に該ポリペプチドが増殖培地中に分泌され得るように、その膜スパ
ンドメインの全てまたは一部を欠く、ポリペプチドであって、その実施形態においては、
前記 HCV1E1アミノ酸配列のＣ末端の一部を欠くポリペプチド。
【選択図】　なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 Ｃ 型 肝 炎 ウ イ ル ス （ HCV） E1ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て 、 宿 主 細 胞 内 で 組 換 え に よ り 発 現 さ
れ る 場 合 に 該 ポ リ ペ プ チ ド が 増 殖 培 地 中 に 分 泌 さ れ 得 る よ う に 、 そ の 膜 ス パ ン ド メ イ ン の
全 て ま た は 一 部 を 欠 く 、 ポ リ ペ プ チ ド 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　
　
　 本 発 明 は 一 般 に ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 に 関 す る 。 特 に 、 本 発 明 は 、 短 縮 型 の 、 分 泌 形 態 の
Ｃ 型 肝 炎 ウ イ ル ス の E1お よ び E2タ ン パ ク 質 な ら び に そ れ ら の 単 離 お よ び 組 換 え 生 成 に 関 す
る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　
　 Ｃ 型 肝 炎 ウ イ ル ス （ HCV） は 、 ほ と ん ど が 輸 血 お よ び 性 交 渉 に よ り 伝 染 す る 非 経 口 非 Ａ
非 Ｂ 型 肝 炎 の 主 因 で あ る 。 こ の ウ イ ル ス は 、 血 液 提 供 者 の 0.4～ 2.0％ に 存 在 す る 。 慢 性 肝
炎 が 感 染 の 約 50％ で 発 症 し 、 こ れ ら の う ち 感 染 個 体 の 約 20％ が 肝 硬 変 を 発 症 す る 。 肝 硬 変
は し ば し ば 肝 細 胞 ガ ン に 至 る 。 従 っ て 、 こ の 疾 患 の 研 究 お よ び 管 理 は 医 学 的 に 重 要 で あ る
。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 HCVの ウ イ ル ス ゲ ノ ム 配 列 は 、 こ の 配 列 を 得 る 方 法 が 公 知 で あ る た め 公 知 で あ る 。 例 え
ば 、 国 際 公 開 WO89/04669号 ； WO90/11089号 ； お よ び WO90/14436号 を 参 照 の こ と 。 特 に 、 HC
Vは 、 9.5kbの 正 セ ン ス の 一 本 鎖 RNAゲ ノ ム を 有 し 、 フ ラ ビ ウ イ ル ス 科 の ウ イ ル ス の 一 員 で
あ る 。 現 在 、 系 統 発 生 分 析 に 基 づ い て 、 ６ 種 類 の 区 別 さ れ る が 関 連 す る HCVの 遺 伝 子 型 が
存 在 す る (Simmondsら 、 J.Gen.Virol.(1993) :2391-2399)。 こ の ウ イ ル ス は 、 3000を 超 え
る ア ミ ノ 酸 残 基 を 有 す る １ つ の ポ リ タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る (Chooら 、 Science(1989) :
359-362； Chooら 、 Proc.Natl.Acad.Sci.USA(1991) :2451-2455； Hanら 、 Proc.Natl.Acad
.Sci.USA(1991) :1711-1715)。 こ の ポ リ タ ン パ ク 質 は 、 翻 訳 と 同 時 お よ び 翻 訳 後 に 、 構
造 お よ び 非 構 造 （ NS） タ ン パ ク 質 の 両 者 に プ ロ セ シ ン グ さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 特 に 、 Ｎ 末 端 ヌ ク レ オ キ ャ プ シ ド タ ン パ ク 質 （ 「 コ ア 」 と 呼 ば れ る ） な ら び に ２ 種 類 の
エ ン ベ ロ ー プ 糖 タ ン パ ク 質 、 「 E1」 （ Ｅ と し て も 知 ら れ る ） お よ び 「 E2」 （ E2／ NS1と し
て も 知 ら れ る ） か ら な る ３ 種 類 の 推 定 構 造 タ ン パ ク 質 が 存 在 す る 。 （ E1お よ び E2を 含 む HC
Vタ ン パ ク 質 の 論 考 に つ い て は 、 Houghtonら 、 Hepatology(1991) :381-388を 参 照 の こ と
。 ） E1は 32～ 35kDa種 と し て 検 出 さ れ 、 約 18kDaの 単 一 エ ン ド Ｈ － 感 受 性 バ ン ド に 変 換 さ れ
る 。 対 照 的 に 、 E2は 、 免 疫 沈 降 の 際 に 、 複 数 種 の 生 成 に 合 致 す る 複 雑 な パ タ ー ン を 示 す （
Grakouiら 、 J.Virol.(1993) :1385-1395； Tomeiら 、 J.Virol.(1993) :4017-4026)。 こ
の HCVエ ン ベ ロ ー プ 糖 タ ン パ ク 質 E1お よ び E2は 、 共 同 免 疫 沈 降 し 得 る 安 定 な 複 合 体 を 形 成
す る (Grakouiら 、 J.Virol.(1993) :1385-1395； Lanfordら 、 Virology(1993) :225-235
； Ralstonら 、 J.Virol.(1993) :6753-6761)。 HCVE1お よ び E2糖 タ ン パ ク 質 は 、 霊 長 類 の
研 究 に お い て そ れ ら が 保 護 的 で あ る こ と が 示 さ れ て い る た め 、 非 常 に 興 味 の あ る も の で あ
る 。 (Chooら 、 Proc.Natl.Acad.Sci.USA(1994) :1294-1298)。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 HCVビ リ オ ン の エ ン ベ ロ ー プ は 特 徴 付 け ら れ て い な い ま ま で あ る 。 こ の た め 、 組 換 え cDN
Aテ ン プ レ ー ト を 用 い る 発 現 研 究 が 、 エ ン ベ ロ ー プ 生 合 成 の 研 究 に 現 在 利 用 可 能 な 唯 一 の
手 段 で あ る 。 E1お よ び E2は 、 安 定 に 発 現 す る 場 合 、 ま た は 一 時 的 な ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス 系
で 発 現 す る 場 合 、 細 胞 内 に 保 持 さ れ 、 複 合 糖 質 を 欠 く (Spaeteら 、 Virology(1992) :819
-830； Ralstonら 、 J.Virol.(1993) :6753-6761)。 E1お よ び E2タ ン パ ク 質 は 、 こ れ ら の 発
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現 系 に お い て 、 通 常 、 膜 に 結 合 す る の で 、 さ ら な る 使 用 の た め の こ れ ら の タ ン パ ク 質 の 精
製 を 容 易 に す る た め に 分 泌 形 態 を 生 成 す る こ と が 望 ま し い 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス (Svedaら 、 Cell(1982) :649-656； Gething お よ び  Sambrook
、 Nature(1982) :598-603)お よ び 水 疱 性 口 内 炎 ウ イ ル ス (Roseお よ び  Bergmann、 Cell(1
982) :753-762)の ウ イ ル ス 細 胞 表 面 糖 タ ン パ ク 質 の 膜 貫 通 ド メ イ ン を 除 去 す る と 、 哺 乳
動 物 宿 主 細 胞 か ら 短 縮 型 糖 タ ン パ ク 質 の 分 泌 が 生 じ る こ と が 見 出 さ れ て い る 。 EPO公 開 第 1
39,417号 も 参 照 の こ と 。 同 様 に 、 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 細 胞 に お い て 発 現 す る 場 合 、 短 縮 型 サ
イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス ｇ Ｈ が 分 泌 さ れ る （ 1992年 ２ 月 20日 公 開 の 国 際 公 開 WO92/02628号 ） 。
哺 乳 動 物 細 胞 か ら 分 泌 さ れ 得 る 、 Ｃ 末 端 短 縮 型 HCVE2分 子 が 記 述 さ れ て い る 。 Spaeteら 、 V
irology(1992) :819-830。 し か し 、 E1の 膜 貫 通 ア ン カ ー 領 域 は こ れ ま で 解 明 さ れ て お ら
ず 、 従 っ て 、 分 泌 の た め の HCVE1の 短 縮 型 形 態 の 生 成 は 従 来 開 示 さ れ て い な い 。 さ ら に 、
短 縮 型 の 、 分 泌 E1お よ び E2ポ リ ペ プ チ ド の 複 合 体 は 従 来 記 述 さ れ て い な い 。
【 発 明 の 開 示 】
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ７ 】
（ 項 目 １ ） Ｃ 型 肝 炎 ウ イ ル ス （ HCV） E1ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て 、 宿 主 細 胞 内 で 組 換 え に よ
り 発 現 さ れ る 場 合 に 該 ポ リ ペ プ チ ド が 増 殖 培 地 中 に 分 泌 さ れ 得 る よ う に 、 そ の 膜 ス パ ン ド
メ イ ン の 全 て ま た は 一 部 を 欠 く 、 ポ リ ペ プ チ ド 。
（ 項 目 ２ ） 前 記 ポ リ ペ プ チ ド が 、 HCV1 E1ア ミ ノ 酸 配 列 を 参 照 し て 番 号 付 け さ れ る ア ミ ノ
酸 370付 近 か ら 始 ま る そ の Ｃ 末 端 の 少 な く と も 一 部 を 欠 く 、 請 求 項 １ に 記 載 の HCVポ リ ペ プ
チ ド 。
（ 項 目 ３ ） 前 記 ポ リ ペ プ チ ド が 、 HCV1 E1ア ミ ノ 酸 配 列 を 参 照 し て 番 号 付 け さ れ る ア ミ ノ
酸 360付 近 か ら 始 ま る そ の Ｃ 末 端 の 少 な く と も 一 部 を 欠 く 、 請 求 項 ２ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ
ド 。
（ 項 目 ４ ） Ｃ 型 肝 炎 ウ イ ル ス （ HCV） E2ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て 、 宿 主 細 胞 内 で 組 換 え に よ
り 発 現 さ れ る 場 合 に 該 ポ リ ペ プ チ ド が 増 殖 培 地 内 に 分 泌 さ れ 得 る よ う に 、 そ の 膜 ス パ ン ド
メ イ ン の 少 な く と も 一 部 を 欠 き 、 こ こ で 、 該 ポ リ ペ プ チ ド が 、 HCV1E2ア ミ ノ 酸 配 列 を 参 照
し て 番 号 付 け さ れ る ア ミ ノ 酸 730付 近 か ら 始 ま る が し か し ア ミ ノ 酸 699付 近 を 越 え て 伸 び る
こ と は な い そ の Ｃ 末 端 の 少 な く と も 一 部 を 欠 く 、 ポ リ ペ プ チ ド 。
（ 項 目 ５ ） 前 記 ポ リ ペ プ チ ド が HCV1 E2ア ミ ノ 酸 配 列 を 参 照 し て 番 号 付 け さ れ る ア ミ ノ 酸 7
25付 近 か ら 始 ま る そ の Ｃ 末 端 の 少 な く と も 一 部 を 欠 く 、 請 求 項 ４ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
（ 項 目 ６ ） 前 記 ポ リ ペ プ チ ド が HCV1 E2ア ミ ノ 酸 配 列 を 参 照 し て 番 号 付 け さ れ る ア ミ ノ 酸 7
15付 近 か ら 始 ま る そ の Ｃ 末 端 の 一 部 を 欠 く 、 請 求 項 ４ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
（ 項 目 ７ ） 請 求 項 １ に 記 載 の HCVポ リ ペ プ チ ド に 対 す る コ ー ド 配 列 を 含 有 す る 、 ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド 。
（ 項 目 ８ ） 請 求 項 ２ に 記 載 の HCVポ リ ペ プ チ ド に 対 す る コ ー ド 配 列 を 含 有 す る 、 ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド 。
（ 項 目 ９ ） 請 求 項 ３ に 記 載 の HCVポ リ ペ プ チ ド に 対 す る コ ー ド 配 列 を 含 有 す る 、 ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド 。
（ 項 目 １ ０ ） 請 求 項 ４ に 記 載 の HCVポ リ ペ プ チ ド に 対 す る コ ー ド 配 列 を 含 有 す る 、 ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド 。
（ 項 目 １ １ ） 請 求 項 ５ に 記 載 の HCVポ リ ペ プ チ ド に 対 す る コ ー ド 配 列 を 含 有 す る 、 ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド 。
（ 項 目 １ ２ ） 請 求 項 ６ に 記 載 の HCVポ リ ペ プ チ ド に 対 す る コ ー ド 配 列 を 含 有 す る 、 ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド 。
（ 項 目 １ ３ ） （ ａ ） 請 求 項 ７ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ； お よ び
　 　 　 （ ｂ ） 前 記 コ ー ド 配 列 に 作 動 可 能 に 結 合 さ れ 、 そ れ に よ り 該 コ ー ド 配 列 が 宿 主 細 胞
内 で 転 写 お よ び 翻 訳 さ れ 得 る 、 制 御 エ レ メ ン ト ；
を 含 有 す る 、 組 換 え ベ ク タ ー 。
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（ 項 目 １ ４ ） （ ａ ） 請 求 項 ８ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ； お よ び
　 　 　 （ ｂ ） 前 記 コ ー ド 配 列 に 作 動 可 能 に 結 合 さ れ 、 そ れ に よ り 該 コ ー ド 配 列 が 宿 主 細 胞
内 で 転 写 お よ び 翻 訳 さ れ 得 る 、 制 御 エ レ メ ン ト ；
を 含 有 す る 、 組 換 え ベ ク タ ー 。
（ 項 目 １ ５ ）
　 　 　 （ ａ ） 請 求 項 ９ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ； お よ び
　 　 　 （ ｂ ） 前 記 コ ー ド 配 列 に 作 動 可 能 に 結 合 さ れ 、 そ れ に よ り 該 コ ー ド 配 列 が 宿 主 細 胞
内 で 転 写 お よ び 翻 訳 さ れ 得 る 、 制 御 エ レ メ ン ト ；
を 有 す る 、 組 換 え ベ ク タ ー 。
（ 項 目 １ ６ ）
　 　 　 （ ａ ） 請 求 項 １ ０ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ； お よ び
　 　 　 （ ｂ ） 前 記 コ ー ド 配 列 に 作 動 可 能 に 結 合 さ れ 、 そ れ に よ り 該 コ ー ド 配 列 が 宿 主 細 胞
内 で 転 写 お よ び 翻 訳 さ れ 得 る 、 制 御 エ レ メ ン ト ；
を 有 す る 、 組 換 え ベ ク タ ー 。
（ 項 目 １ ７ ）
　 　 　 （ ａ ） 請 求 項 １ １ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ； お よ び
　 　 　 （ ｂ ） 前 記 コ ー ド 配 列 に 作 動 可 能 に 結 合 さ れ 、 そ れ に よ り 該 コ ー ド 配 列 が 宿 主 細 胞
内 で 転 写 お よ び 翻 訳 さ れ 得 る 、 制 御 エ レ メ ン ト ；
を 有 す る 、 組 換 え ベ ク タ ー 。
（ 項 目 １ ８ ） （ ａ ） 請 求 項 １ ２ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ； お よ び
　 　 　 （ ｂ ） 前 記 コ ー ド 配 列 に 作 動 可 能 に 結 合 さ れ 、 そ れ に よ り 該 コ ー ド 配 列 が 宿 主 細 胞
内 で 転 写 お よ び 翻 訳 さ れ 得 る 、 制 御 エ レ メ ン ト ；
を 有 す る 、 組 換 え ベ ク タ ー 。
（ 項 目 １ ９ ） 請 求 項 １ ３ に 記 載 の 組 換 え ベ ク タ ー で 形 質 転 換 さ れ た 宿 主 細 胞 。
（ 項 目 ２ ０ ） 請 求 項 １ ４ に 記 載 の 組 換 え ベ ク タ ー で 形 質 転 換 さ れ た 宿 主 細 胞 。
（ 項 目 ２ １ ） 請 求 項 １ ５ に 記 載 の 組 換 え ベ ク タ ー で 形 質 転 換 さ れ た 宿 主 細 胞 。
（ 項 目 ２ ２ ） 請 求 項 １ ６ に 記 載 の 組 換 え ベ ク タ ー で 形 質 転 換 さ れ た 宿 主 細 胞 。
（ 項 目 ２ ３ ） 請 求 項 １ ７ に 記 載 の 組 換 え ベ ク タ ー で 形 質 転 換 さ れ た 宿 主 細 胞 。
２ ４ ） 請 求 項 １ ８ に 記 載 の 組 換 え ベ ク タ ー で 形 質 転 換 さ れ た 宿 主 細 胞 。
（ 項 目 ２ ５ ） 分 泌 HCVポ リ ペ プ チ ド を 生 成 す る 方 法 で あ っ て 、 該 方 法 が 、 以 下 の 工 程 ：
　 　 　 （ ａ ） 請 求 項 １ ９ に 記 載 の 宿 主 細 胞 集 団 を 提 供 す る 工 程 ； お よ び
　 　 　 （ ｂ ） 該 細 胞 集 団 を 該 HCVポ リ ペ プ チ ド が 発 現 お よ び 分 泌 さ れ る 条 件 下 で 培 養 す る
工 程 ；
を 包 含 す る 、 方 法 。
（ 項 目 ２ ６ ） 分 泌 HCVポ リ ペ プ チ ド を 生 成 す る 方 法 で あ っ て 、 該 方 法 が 、 以 下 の 工 程 ：
　 　 　 （ ａ ） 請 求 項 ２ ０ に 記 載 の 宿 主 細 胞 集 団 を 提 供 す る 工 程 ； お よ び
　 　 　 （ ｂ ） 該 細 胞 集 団 を 該 HCVポ リ ペ プ チ ド が 発 現 お よ び 分 泌 さ れ る 条 件 下 で 培 養 す る
工 程 ；
を 包 含 す る 、 方 法 。
（ 項 目 ２ ７ ） 分 泌 HCVポ リ ペ プ チ ド を 生 成 す る 方 法 で あ っ て 、 該 方 法 が 、 以 下 の 工 程 ：
　 　 　 （ ａ ） 請 求 項 ２ １ に 記 載 の 宿 主 細 胞 集 団 を 提 供 す る 工 程 ； お よ び
　 　 　 （ ｂ ） 該 細 胞 集 団 を 該 HCVポ リ ペ プ チ ド が 発 現 お よ び 分 泌 さ れ る 条 件 下 で 培 養 す る
工 程 ；
を 包 含 す る 、 方 法 。
（ 項 目 ２ ８ ） 分 泌 HCVポ リ ペ プ チ ド を 生 成 す る 方 法 で あ っ て 、 該 方 法 が 、 以 下 の 工 程 ：
　 　 　 （ ａ ） 請 求 項 ２ ２ に 記 載 の 宿 主 細 胞 集 団 を 提 供 す る 工 程 ； お よ び
　 　 　 （ ｂ ） 該 細 胞 集 団 を 該 HCVポ リ ペ プ チ ド が 発 現 お よ び 分 泌 さ れ る 条 件 下 で 培 養 す る
工 程 ；
を 包 含 す る 、 方 法 。
（ 項 目 ２ ９ ） 分 泌 HCVポ リ ペ プ チ ド を 生 成 す る 方 法 で あ っ て 、 該 方 法 が 、 以 下 の 工 程 ：
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　 　 　 （ ａ ） 請 求 項 ２ ３ に 記 載 の 宿 主 細 胞 集 団 を 提 供 す る 工 程 ； お よ び
　 　 　 （ ｂ ） 該 細 胞 集 団 を 該 HCVポ リ ペ プ チ ド が 発 現 お よ び 分 泌 さ れ る 条 件 下 で 培 養 す る
工 程 ；
を 包 含 す る 、 方 法 。
（ 項 目 ３ ０ ） 分 泌 HCVポ リ ペ プ チ ド を 生 成 す る 方 法 で あ っ て 、 該 方 法 が 、 以 下 の 工 程 ：
　 　 　 （ ａ ） 請 求 項 ２ ４ に 記 載 の 宿 主 細 胞 集 団 を 提 供 す る 工 程 ； お よ び
　 　 　 （ ｂ ） 該 細 胞 集 団 を 該 HCVポ リ ペ プ チ ド が 発 現 お よ び 分 泌 さ れ る 条 件 下 で 培 養 す る
工 程 ；
を 包 含 す る 、 方 法 。
（ 項 目 ３ １ ） （ ａ ） Ｃ 型 肝 炎 ウ イ ル ス （ HCV） E1ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て 、 宿 主 細 胞 内 で 組
換 え に よ り 発 現 さ れ る 場 合 に 該 E1ポ リ ペ プ チ ド が 増 殖 培 地 中 に 分 泌 さ れ 得 る よ う に 、 そ の
膜 ス パ ン ド メ イ ン の 全 て ま た は 一 部 を 欠 く 、 ポ リ ペ プ チ ド ； お よ び
　 　 　 （ ｂ ）  Ｃ 型 肝 炎 ウ イ ル ス （ HCV） E2ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て 、 宿 主 細 胞 内 で 組 換 え に
よ り 発 現 さ れ る 場 合 に 該 E2ポ リ ペ プ チ ド が 増 殖 培 地 中 に 分 泌 さ れ 得 る よ う に 、 そ の 膜 ス パ
ン ド メ イ ン の 全 て ま た は 一 部 を 欠 く 、 ポ リ ペ プ チ ド ；
を 含 有 す る 、 分 泌 E1／ 分 泌 E2複 合 体 。
（ 項 目 ３ ２ ） 前 記 E1ポ リ ペ プ チ ド が 、 HCV1E1ア ミ ノ 酸 配 列 を 参 照 し て 番 号 付 け さ れ る ア ミ
ノ 酸 370付 近 か ら 始 ま る そ の Ｃ 末 端 の 少 な く と も 一 部 を 欠 き 、 そ し て 前 記 E2ポ リ ペ プ チ ド
が HCV1 E2ア ミ ノ 酸 配 列 を 参 照 し て 番 号 付 け さ れ た ア ミ ノ 酸 730付 近 か ら 始 ま る そ の Ｃ 末 端
の 少 な く と も 一 部 を 欠 く 、 請 求 項 ３ １ に 記 載 の 分 泌 E1／ 分 泌 E2複 合 体 。
（ 項 目 ３ ３ ） 前 記 E1ポ リ ペ プ チ ド が 、 HCV1E1ア ミ ノ 酸 配 列 を 参 照 し て 番 号 付 け さ れ る ア ミ
ノ 酸 360付 近 か ら 始 ま る そ の Ｃ 末 端 の 少 な く と も 一 部 を 欠 き 、 そ し て 前 記 E2ポ リ ペ プ チ ド
が HCV1 E2ア ミ ノ 酸 配 列 を 参 照 し て 番 号 付 け さ れ た ア ミ ノ 酸 725付 近 か ら 始 ま る そ の Ｃ 末 端
の 少 な く と も 一 部 を 欠 く 、 請 求 項 ３ １ に 記 載 の 分 泌 E1／ 分 泌 E2複 合 体 。
（ 項 目 ３ ４ ） 薬 学 的 に 受 容 さ れ 得 る 賦 形 剤 お よ び 請 求 項 １ に 記 載 の HCV E1ポ リ ペ プ チ ド を
含 有 す る 、 ワ ク チ ン 組 成 物 。
（ 項 目 ３ ５ ） 薬 学 的 に 受 容 さ れ 得 る 賦 形 剤 お よ び 請 求 項 ４ に 記 載 の HCV E2ポ リ ペ プ チ ド を
含 有 す る 、 ワ ク チ ン 組 成 物 。
（ 項 目 ３ ６ ） 薬 学 的 に 受 容 さ れ 得 る 賦 形 剤 お よ び 請 求 項 ３ １ に 記 載 の HCV分 泌 E1／ 分 泌 E2
複 合 体 を 含 有 す る 、 ワ ク チ ン 組 成 物 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　
　 本 発 明 は 、 E1お よ び E2の 小 胞 体 （ ER） へ の 係 留 、 な ら び に E2と E1と の 共 同 沈 降 に 重 要 な
、 E1お よ び E2の 配 列 の 解 明 に 基 づ く 。 従 っ て 、 こ れ ら の 配 列 の 除 去 は 、 ER膜 内 に 保 持 さ れ
る よ り も む し ろ 分 泌 さ れ る 短 縮 型 形 態 の 糖 タ ン パ ク 質 の 生 成 に 役 立 つ 。 さ ら に 、 短 縮 は 、
E1と 会 合 し て い な い E2の 精 製 お よ び E2と 会 合 し て い な い E1の 精 製 を 容 易 に す る 。 短 縮 型 E1
お よ び E2タ ン パ ク 質 は 、 一 緒 に 発 現 す る か 、 ま た は 発 現 後 に 組 み 合 わ さ れ る 場 合 、 複 合 体
を 形 成 し 得 る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 従 っ て 、 １ つ の 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 宿 主 細 胞 に お い て 組 換 え に よ り 発 現 す る
場 合 、 こ の ポ リ ペ プ チ ド が 増 殖 培 地 中 に 分 泌 さ れ 得 る よ う に そ の 膜 ス パ ン ド メ イ ン の 全 て
ま た は 一 部 分 を 欠 く HCV E1ポ リ ペ プ チ ド に 関 す る 。 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 HCV E1ポ
リ ペ プ チ ド は 、 HCV1 E1ア ミ ノ 酸 配 列 に 関 し て 番 号 付 け ら れ た ア ミ ノ 酸 370ま た は そ の 付 近
も し く は ア ミ ノ 酸 360ま た は そ の 付 近 か ら 始 ま る そ の Ｃ 末 端 の 少 な く と も 一 部 分 を 欠 く 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 別 の 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 宿 主 細 胞 に お い て 組 換 え に よ り 発 現 す る 場 合 、 こ の
ポ リ ペ プ チ ド が 増 殖 培 地 中 に 分 泌 さ れ 得 る よ う に そ の 膜 ス パ ン ド メ イ ン の 少 な く と も 一 部
分 を 欠 く HCV E2ポ リ ペ プ チ ド に 関 す る 。 こ こ で 、 こ の ポ リ ペ プ チ ド は 、 そ の Ｃ 末 端 の 少 な
く と も 一 部 分 を 欠 く 。 こ の 欠 失 は 、 HCV1 E2ア ミ ノ 酸 配 列 に 関 し て 番 号 付 け た 場 合 、 ア ミ
ノ 酸 730ま た は そ の 付 近 か ら 始 ま る が ア ミ ノ 酸 699付 近 を 越 え て 伸 び る こ と は な い 。 特 に 好
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ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 HCVE2ポ リ ペ プ チ ド は 、 HCV1 E2ア ミ ノ 酸 配 列 に 関 し て 番 号 付 け
ら れ た ア ミ ノ 酸 725付 近 か ら 始 ま る そ の Ｃ 末 端 の 少 な く と も 一 部 分 を 欠 く 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 の 他 の 実 施 態 様 は 、 上 記 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 こ れ ら の
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ベ ク タ ー 、 こ の ベ ク タ ー で 形 質 転 換 さ れ た 宿 主 細 胞 、 お よ び こ の
ポ リ ペ プ チ ド を 組 換 え に よ り 生 成 す る 方 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 さ ら に 別 の 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、
（ ａ ） 宿 主 細 胞 に お い て 組 換 え に よ り 発 現 す る 場 合 、 E1ポ リ ペ プ チ ド が 増 殖 培 地 中 に 分 泌
さ れ 得 る よ う に そ の 膜 ス パ ン ド メ イ ン の 全 て ま た は 一 部 分 を 欠 く HCV E1ポ リ ペ プ チ ド ； お
よ び
（ ｂ ） 宿 主 細 胞 に お い て 組 換 え に よ り 発 現 す る 場 合 、 E2ポ リ ペ プ チ ド が 増 殖 培 地 中 に 分 泌
さ れ 得 る よ う に そ の 膜 ス パ ン ド メ イ ン の 全 て ま た は 一 部 分 を 欠 く HCV E2ポ リ ペ プ チ ド 、
を 含 む 分 泌 E1／ 分 泌 E2複 合 体 に 関 す る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 こ の 分 泌 E1／ 分 泌 E2複 合 体 は 、 HCV1 E1ア ミ ノ 酸 配 列 に 関
し て 番 号 付 け ら れ た ア ミ ノ 酸 360ま た は 370付 近 か ら 始 ま る そ の Ｃ 末 端 の 少 な く と も 一 部 分
を 欠 く E1ポ リ ペ プ チ ド 、 お よ び HCV1E2ア ミ ノ 酸 配 列 に 関 し て 番 号 付 け ら れ た ア ミ ノ 酸 725
ま た は 730付 近 か ら 始 ま る そ の Ｃ 末 端 の 少 な く と も 一 部 を 欠 く E2ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 な お さ ら な る 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 短 縮 型 HCV E1お よ び ／ ま た は E2ポ リ ペ プ チ
ド な ら び に ／ あ る い は E1お よ び E2ポ リ ペ プ チ ド の 複 合 体 を 含 有 す る ワ ク チ ン 組 成 物 に 関 す
る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 の こ れ ら お よ び 他 の 実 施 態 様 は 、 本 明 細 書 中 の 開 示 を 考 慮 す る こ と に よ り 、 当 業
者 に 容 易 に 想 起 さ れ る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ６ 】
　
　 本 発 明 の 実 施 は 、 他 に 示 さ れ な い 限 り 、 当 該 技 術 分 野 の 技 術 の 範 囲 内 に あ る ウ イ ル ス 学
、 微 生 物 学 、 分 子 生 物 学 お よ び 組 換 え DNA技 術 の 通 常 の 方 法 を 用 い る 。 こ の よ う な 技 術 は
、 文 献 に 十 分 に 説 明 さ れ て い る 。 例 え ば 、 Sambrookら 、 MolecularCloning: A Laboratory
 Manual(第 ２ 版 , 1989)； DNA Cloning: A Practical Approach,第 Ｉ お よ び II巻 (D.Glover
編 )； OligonucleotideSynthesis(N.Gait編 ,1984)； Nucleic Acid Hybridization(B.Hames
 お よ び  S.Higgins編 ,1985)； Transcription and Translation(B.Hames お よ び  S.Higgin
s編 , 1984)； Animal CellCulture(R.Freshney編 , 1986)； Perbal、 A Practical Guide to
 Molecular Cloning(1984)； FundamentalVirology,第 ２ 版 , 第 Ｉ お よ び II巻 (B.N.Fields 
お よ び  D.M.Knipe編 )を 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 明 細 書 中 に 引 用 さ れ る 全 て の 刊 行 物 、 特 許 お よ び 特 許 出 願 （ 前 述 の も の で あ ろ う と 後
掲 の も の で あ ろ う と ） は 、 そ の 全 体 が 本 明 細 書 に 参 考 と し て 援 用 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 明 細 書 お よ び 添 付 の 請 求 の 範 囲 で 用 い ら れ る 場 合 、 単 数 形 「 a」 、 「 an」 お よ び 「 the
」 は 、 内 容 が 他 に 明 瞭 に 示 さ れ て い な い 限 り 、 複 数 の 指 示 物 を 含 む 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　
　 本 発 明 の 説 明 に お い て 以 下 の 用 語 が 用 い ら れ 、 そ れ ら は 以 下 に 示 さ れ る よ う に 定 義 さ れ
る こ と を 意 図 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 「 E1ポ リ ペ プ チ ド 」 は 、 HCVE1領 域 に 由 来 す る 分 子 を 意 味 す る 。 こ の よ う な 分 子 は 、 こ
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の 領 域 か ら 物 理 的 に 導 か れ 得 、 あ る い は 既 知 の 配 列 に 基 づ い て 組 換 え ま た は 合 成 に よ り 生
成 さ れ 得 る 。 HCV1の 成 熟 E1領 域 は 、 こ の ポ リ タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 192付 近 か ら 始 ま り 、
ア ミ ノ 酸 383付 近 ま で 続 く (図 １ お よ び ２ を 参 照 )。 ア ミ ノ 酸 173付 近 か ら 191付 近 に か け て
は E1の シ グ ナ ル 配 列 と し て 働 く 。 従 っ て 、 「 E1ポ リ ペ プ チ ド 」 は 、 シ グ ナ ル 配 列 を 含 む 前
駆 体 E1タ ン パ ク 質 、 ま た は こ の 配 列 を 欠 く 成 熟 E1ポ リ ペ プ チ ド の い ず れ か 、 あ る い は 異 種
シ グ ナ ル 配 列 を 有 す る E1ポ リ ペ プ チ ド さ え も 意 味 す る 。 さ ら に 、 本 明 細 書 中 で 明 ら か に さ
れ る よ う に 、 E1ポ リ ペ プ チ ド は 、 ア ミ ノ 酸 360～ 383位 付 近 に 生 じ る Ｃ 末 端 膜 ア ン カ ー 配 列
を 含 む 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 「 E2ポ リ ペ プ チ ド 」 は 、 HCVE2領 域 に 由 来 す る 分 子 を 意 味 す る 。 こ の よ う な 分 子 は 、 こ
の 領 域 か ら 物 理 的 に 導 か れ 得 、 あ る い は 既 知 の 配 列 に 基 づ い て 組 換 え ま た は 合 成 に よ り 生
成 さ せ 得 る 。 HCV1の 成 熟 E2領 域 は 、 ア ミ ノ 酸 384～ 385付 近 か ら 始 ま る と 考 え ら れ る （ 図 ３
お よ び ４ Ａ ～ ４ Ｃ を 参 照 ） 。 シ グ ナ ル ペ プ チ ド は こ の ポ リ タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 364付 近
か ら 始 ま る 。 従 っ て 、 「 E2ポ リ ペ プ チ ド 」 は 、 シ グ ナ ル 配 列 を 含 む 前 駆 体 E2タ ン パ ク 質 、
ま た は こ の 配 列 を 欠 く 成 熟 E2ポ リ ペ プ チ ド の い ず れ か 、 あ る い は 異 種 シ グ ナ ル 配 列 を 有 す
る E2ポ リ ペ プ チ ド さ え も 意 味 す る 。 さ ら に 、 本 明 細 書 中 で 明 ら か に さ れ る よ う に 、 E2ポ リ
ペ プ チ ド は 、 ア ミ ノ 酸 715～ 730位 付 近 で 生 じ 、 そ し て ア ミ ノ 酸 残 基 746付 近 ま で 伸 び 得 る
Ｃ 末 端 膜 ア ン カ ー 配 列 を 含 む (Linら 、 J.Virol.(1994) :5063-5073)。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 HCV1に 由 来 す る 代 表 的 な E1お よ び E2領 域 を 、 そ れ ぞ れ 、 図 ２ お よ び ４ Ａ ～ ４ Ｃ に 示 す 。
本 発 明 の 目 的 た め 、 E1お よ び E2領 域 は 、 開 始 メ チ オ ニ ン を １ 位 と し て 、 HCV1の ゲ ノ ム に よ
っ て コ ー ド さ れ る ポ リ タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 番 号 に つ い て 定 義 さ れ る 。 し か し 、 本 明 細 書
で 用 い ら れ る 「 E1ポ リ ペ プ チ ド 」 ま た は 「 E2ポ リ ペ プ チ ド 」 と い う 用 語 は 、 HCV1配 列 に 限
定 さ れ な い こ と に 注 意 す べ き で あ る 。 こ れ に 関 し て 、 別 の HCV単 離 体 に お け る 対 応 の E1ま
た は E2領 域 は 、 こ の ２ つ の 単 離 体 に 由 来 す る 配 列 を 、 こ れ ら の 配 列 が 最 大 に 整 列 す る よ う
な 様 式 で 整 列 さ せ る こ と に よ り 容 易 に 決 定 し 得 る 。 こ れ は 、 バ ー ジ ニ ア 大 学 生 化 学 科 か ら
入 手 可 能 な ALIGN1.0（ William R.Pearson博 士 あ て ） の よ う な 多 く の コ ン ピ ュ ー タ ・ ソ フ
ト ウ ェ ア ・ パ ッ ケ ー ジ の う ち の 任 意 の も の を 用 い て 行 い 得 る 。 Pearsonら 、 Proc.Natl.Aca
d.Sci.USA(1988) :2444-2448を 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 さ ら に 、 本 明 細 書 で 用 い ら れ る 「 E1ポ リ ペ プ チ ド 」 ま た は 「 E2ポ リ ペ プ チ ド 」 は 、 図 に
示 さ れ る 通 り の 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド に 限 定 さ れ な い 。 実 際 、 HCVゲ ノ ム は 絶 え 間 な
い 変 化 の 状 態 に あ り 、 単 離 体 の 間 で 比 較 的 高 い 程 度 の 可 変 性 を 示 す 幾 つ か の 可 変 ド メ イ ン
を 含 む 。 本 明 細 書 中 で 立 証 さ れ る よ う に 、 重 要 な こ と は 、 ポ リ ペ プ チ ド を 小 胞 体 に 係 留 さ
せ る 領 域 が 同 定 さ れ 、 そ の 結 果 こ の ポ リ ペ プ チ ド が 分 泌 の た め に こ の 配 列 の 全 て ま た は 一
部 分 を 除 去 さ れ る よ う に 改 変 さ れ 得 る こ と で あ る 。 こ れ ら の 用 語 が 、 Simmondsら (J.Gen.V
irol.(1993) :2391-2399)に 記 述 さ れ る HCVの ６ つ の 遺 伝 子 型 の う ち の 任 意 の 遺 伝 子 型 を
有 す る 単 離 体 を 含 む 、 様 々 な HCV単 離 体 の う ち の 任 意 の 単 離 体 に 由 来 す る E1お よ び E2ポ リ
ペ プ チ ド を 包 含 す る こ と は 、 容 易 に 理 解 さ れ る 。 さ ら に 、 こ の 用 語 は 、 生 成 方 法 に 関 わ り
な く 、 組 換 え に よ り 生 成 さ れ た タ ン パ ク 質 お よ び 合 成 に よ り 生 成 さ れ た タ ン パ ク 質 を 含 む
任 意 の こ の よ う な E1ま た は E2タ ン パ ク 質 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 加 え て 、 「 E1ポ リ ペ プ チ ド 」 お よ び 「 E2ポ リ ペ プ チ ド 」 と い う 用 語 は 、 さ ら な る 内 部 欠
失 、 付 加 お よ び 置 換 （ 一 般 的 に は 、 自 然 界 で 保 存 性 で あ る ） の よ う な 本 来 の 配 列 に 対 す る
さ ら な る 改 変 を 含 む タ ン パ ク 質 を 包 含 す る 。 こ れ ら の 改 変 は 、 部 位 特 異 的 変 異 誘 発 に よ る
よ う に 計 画 的 で あ り 得 る か 、 あ る い は 自 然 に 発 生 す る 変 異 事 象 に よ る よ う に 偶 発 的 で あ り
得 る 。 こ れ ら の 改 変 の 全 て は 、 改 変 E1お よ び E2ポ リ ペ プ チ ド が そ れ ら の 意 図 さ れ る 目 的 の
た め に 機 能 す る 限 り 、 本 発 明 に 包 含 さ れ る 。 従 っ て 、 例 え ば 、 E1お よ び ／ ま た は E2ポ リ ペ
プ チ ド が ワ ク チ ン 組 成 物 に 用 い ら れ る 場 合 、 改 変 は 免 疫 学 的 活 性 （ す な わ ち 、 こ の ポ リ ペ
プ チ ド に 対 す る 抗 体 応 答 を 誘 発 す る 能 力 ） が 失 わ れ な い よ う な も の で な け れ ば な ら な い 。
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同 様 に 、 こ の ポ リ ペ プ チ ド が 診 断 目 的 に 用 い ら れ る 場 合 、 そ の よ う な 能 力 が 保 持 さ れ な け
れ ば な ら な い 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 「 そ の 膜 ス パ ン ド メ イ ン の 全 て ま た は 一 部 分 を 欠 く 」 E1ま た は E2ポ リ ペ プ チ ド は 、 そ れ
ぞ れ 上 に 定 義 さ れ る よ う に 、 Ｃ 末 端 を 切 断 し て 、 ポ リ ペ プ チ ド を 小 胞 体 に 会 合 さ せ る た め
に 機 能 す る 膜 ア ン カ ー 配 列 の 全 て ま た は 一 部 分 を 欠 失 さ せ た E1ま た は E2ポ リ ペ プ チ ド で あ
る 。 従 っ て 、 こ の よ う な ポ リ ペ プ チ ド は 、 こ の タ ン パ ク 質 を 発 現 す る 生 物 が 培 養 さ れ る 増
殖 培 地 中 に 分 泌 さ れ 得 る 。 短 縮 型 ポ リ ペ プ チ ド は 、 分 泌 を 達 成 す る た め に 必 要 な だ け の 膜
ア ン カ ー 配 列 を 欠 く こ と だ け を 必 要 と す る 。 増 殖 培 地 中 へ の 分 泌 は 、 例 え ば 、 ポ リ ア ク リ
ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 な ど を 含 む 多 く の 検 出 技 術 、 お よ び 実 施 例 に 記 述 さ れ る よ う な 免 疫
沈 降 ア ッ セ イ な ど の 免 疫 学 的 技 術 を 用 い て 、 容 易 に 決 定 さ れ る 。 E1に つ い て は 、 一 般 に 、
（ HCV1E1の 番 号 付 け に 基 づ い て ） ア ミ ノ 酸 370位 付 近 お よ び そ れ よ り 上 位 で 終 結 す る ポ リ
ペ プ チ ド は ERに よ っ て 保 持 さ れ 、 そ の た め 、 増 殖 培 地 中 に 分 泌 さ れ な い 。 E2に つ い て は 、
（ 同 様 に HCV1E2配 列 の 番 号 付 け に 基 づ い て ） ア ミ ノ 酸 731位 付 近 お よ び よ り 上 位 で 終 結 す
る ポ リ ペ プ チ ド は ERに よ っ て 保 持 さ れ 、 分 泌 さ れ な い 。 こ れ ら の ア ミ ノ 酸 位 置 は 絶 対 的 で
は な く 、 あ る 程 度 変 化 し 得 る こ と に 注 意 す べ き で あ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 明 細 書 中 に 、 可 能 な 全 て の Ｃ 末 端 短 縮 物 が 例 示 さ れ て い る わ け で は な い が 、 例 え ば ア
ミ ノ 酸 351、 352、 353な ど で 終 結 す る E1ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は 例 え ば ア ミ ノ 酸 716、 717、 7
18な ど で 終 結 す る E2ポ リ ペ プ チ ド の よ う な 間 に 起 こ る 短 縮 物 (intervneningtruncation)も
ま た 本 発 明 に 包 含 さ れ る こ と が 理 解 さ れ る べ き で あ る 。 従 っ て 、 組 換 え に よ り 発 現 す る 場
合 、 増 殖 培 地 中 に 分 泌 さ れ 得 る 、 ア ミ ノ 酸 369付 近 お よ び そ れ よ り 下 位 で 終 結 す る 全 て の E
1ポ リ ペ プ チ ド 、 な ら び に ア ミ ノ 酸 730付 近 お よ び よ り 下 位 で 終 結 す る 全 て の E2ポ リ ペ プ チ
ド が 本 明 細 書 中 に 捕 捉 さ れ る こ と を 意 図 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 さ ら に 、 Ｃ 末 端 短 縮 物 は 、 膜 貫 通 ス パ ン ド メ イ ン を 越 え て Ｎ 末 端 に 広 げ 得 る 。 こ の た め
、 例 え ば 360よ り 下 位 の 位 置 で 発 生 す る E1短 縮 物 、 お よ び 例 え ば 715よ り 下 位 の 位 置 で 発 生
す る E2短 縮 物 も ま た 本 発 明 に 包 含 さ れ る 。 必 要 な こ と は 、 短 縮 型 E1お よ び E2ポ リ ペ プ チ ド
が 分 泌 さ れ 、 そ し て そ れ ら の 意 図 さ れ る 目 的 に つ い て 機 能 的 な ま ま で あ る こ と で あ る 。 し
か し 、 特 に 好 ま し い E2構 築 物 は 、 ア ミ ノ 酸 699位 を 越 え て 広 が ら な い Ｃ 末 端 短 縮 物 を 有 す
る E2構 築 物 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 「 分 泌 E1／ 分 泌 E2複 合 体 」 は 、 E1タ ン パ ク 質 と E2タ ン パ ク 質 と の 複 合 体 で あ っ て 、 そ の
各 々 が 上 述 の よ う に 膜 ス パ ン ド メ イ ン の 全 て ま た は 一 部 分 を 欠 く 複 合 体 を 指 す 。 こ の よ う
な 複 合 体 に お け る E1と E2と の 会 合 の 様 式 は 重 要 で は な い 。 実 際 、 こ の よ う な 複 合 体 は 、 単
に 個 々 に 生 成 さ れ た 分 泌 E1お よ び E2タ ン パ ク 質 を 混 合 す る こ と に よ り 、 自 発 的 に 形 成 し 得
る 。 同 様 に 、 同 時 に 発 現 す る 場 合 、 分 泌 E1お よ び 分 泌 E2タ ン パ ク 質 は 培 地 中 に お い て 自 発
的 に 複 合 体 を 形 成 し 得 る 。 「 分 泌 E1／ 分 泌 E2複 合 体 」 の 形 成 は 、 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル
電 気 泳 動 の よ う な 標 準 的 な タ ン パ ク 質 検 出 技 術 お よ び 免 疫 沈 降 の よ う な 免 疫 学 的 技 術 を 用
い て 、 容 易 に 決 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 ２ つ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は タ ン パ ク 質 分 子 は 、 分 子 の 規 定 さ れ た 長 さ に わ た っ て 、
そ の 分 子 に 由 来 す る ヌ ク レ オ チ ド ま た は ア ミ ノ 酸 の 少 な く と も 約 40～ 50％ 、 好 ま し く は 少
な く と も 約 70～ 80％ 、 そ し て 最 も 好 ま し く は 少 な く と も 約 85～ 95％ が 一 致 す る 場 合 、 「 実
質 的 に 相 同 」 で あ る 。 本 明 細 書 中 で 用 い ら れ る 場 合 、 実 質 的 に 相 同 は 、 特 定 の 核 酸 ま た は
タ ン パ ク 質 分 子 と の 同 一 性 を 示 す 配 列 を 有 す る 分 子 を も 指 す 。 実 質 的 に 相 同 な 核 酸 分 子 は
、 例 え ば 、 特 定 の シ ス テ ム に つ い て 規 定 さ れ る ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 の サ ザ ン ハ イ ブ
リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 実 験 に お い て 同 定 さ れ 得 る 。 適 切 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 の 規 定
は 、 当 該 分 野 の 技 術 の 範 囲 内 で あ る 。 例 え ば 、 Sambrookら （ 前 出 ） ； DNACloning, 第 Ｉ お
よ び II巻 （ 前 出 ） ； Nucleic Acid Hybridization（ 前 出 ） を 参 照 の こ と 。
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【 ０ ０ ３ ０ 】
　 「 単 離 さ れ た 」 タ ン パ ク 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド は 、 自 然 界 で そ の タ ン パ ク 質 が 通 常 会 合
し て い る 生 物 全 体 か ら 分 離 さ れ 、 別 々 に さ れ て い る タ ン パ ク 質 で あ る 。 従 っ て 、 無 細 胞 抽
出 物 中 に 含 ま れ る タ ン パ ク 質 は 、 合 成 ま た は 組 換 え に よ り 生 成 さ れ た タ ン パ ク 質 と 同 様 に
、 「 単 離 さ れ た 」 タ ン パ ク 質 を 構 成 す る 。 同 様 に 、 「 単 離 さ れ た 」 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、
自 然 界 で そ の 配 列 が 一 緒 に 見 出 さ れ る 生 物 全 体 か ら 分 離 さ れ 、 別 々 に さ れ て い る 核 酸 分 子
； ま た は 、 自 然 界 で 通 常 そ れ と 会 合 す る 配 列 の 全 体 も し く は 一 部 分 を 欠 い て い る 配 列 ； あ
る い は 、 自 然 界 で そ れ が 存 在 す る ま ま で あ る が 、 そ れ と 会 合 す る 異 種 配 列 （ 以 下 に 定 義 さ
れ る ） を 有 す る 配 列 で あ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 「 コ ー ド 配 列 」 ま た は 選 択 さ れ た タ ン パ ク 質 を 「 コ ー ド す る 」 配 列 は 、 適 切 な 調 節 配 列
の 制 御 下 に 置 か れ た 場 合 、 イ ン ビ ト ロ ま た は イ ン ビ ボ で ポ リ ペ プ チ ド に 転 写 （ DNAの 場 合
） さ れ 、 そ し て 翻 訳 （ mRNAの 場 合 ） さ れ る 核 酸 配 列 で あ る 。 コ ー ド 配 列 の 境 界 は 、 ５ ’ （
ア ミ ノ ） 末 端 の 開 始 コ ド ン お よ び ３ ’ （ カ ル ボ キ シ ） 末 端 の 翻 訳 停 止 コ ド ン に よ っ て 決 定
さ れ る 。 コ ー ド 配 列 に は 、 ウ イ ル ス の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 由 来 す る cDNAお よ び 合 成 DNA配
列 が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 転 写 終 止 配 列 は コ ー ド 配 列 に 対 し て ３ ’ 側 に 位
置 し 得 る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 「 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 」 に は 、 ウ イ ル ス 配 列 、 原 核 生 物 配 列 、 ウ イ ル ス RNA、 真 核 生 物 RNA
、 真 核 生 物 mRNA由 来 の cDNA、 真 核 生 物 （ 例 え ば 、 哺 乳 動 物 ） DNA由 来 の ゲ ノ ム DNA配 列 、 お
よ び 合 成 DNA配 列 さ え も 包 含 さ れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 ま た 、 こ の 用 語 は 、 ４ －
ア セ チ ル シ ト シ ン 、 ８ － ヒ ド ロ キ シ － Ｎ ６ － メ チ ル ア デ ノ シ ン 、 ア ジ リ ジ ニ ル シ ト シ ン 、
シ ュ ー ド イ ソ シ ト シ ン 、 ５ － （ カ ル ボ キ シ ヒ ド ロ キ シ メ チ ル ） ウ ラ シ ル 、 ５ － フ ル オ ロ ウ
ラ シ ル 、 ５ － ブ ロ モ ウ ラ シ ル 、 ５ － カ ル ボ キ シ メ チ ル ア ミ ノ メ チ ル － ２ － チ オ ウ ラ シ ル 、
５ － カ ル ボ キ シ メ チ ル ア ミ ノ メ チ ル ウ ラ シ ル 、 ジ ヒ ド ロ ウ ラ シ ル 、 イ ノ シ ン 、 Ｎ ６ － イ ソ
ペ ン テ ニ ル ア デ ニ ン 、 １ － メ チ ル ア デ ニ ン 、 １ － メ チ ル シ ュ ー ド ウ ラ シ ル 、 １ － メ チ ル グ
ア ニ ン 、 １ － メ チ ル イ ノ シ ン 、 2,2－ ジ メ チ ル グ ア ニ ン 、 ２ － メ チ ル ア デ ニ ン 、 ２ － メ チ
ル グ ア ニ ン 、 ３ － メ チ ル シ ト シ ン 、 ５ － メ チ ル シ ト シ ン 、 Ｎ ６ － メ チ ル ア デ ニ ン 、 ７ － メ
チ ル グ ア ニ ン 、 ５ － メ チ ル ア ミ ノ メ チ ル ウ ラ シ ル 、 ５ － メ ト キ シ ア ミ ノ メ チ ル － ２ － チ オ
ウ ラ シ ル 、 β － Ｄ － マ ン ノ シ ル ク エ オ シ ン (β -D-mannosylqueosine)、 ５ ’ － メ ト キ シ カ
ル ボ ニ ル メ チ ル ウ ラ シ ル 、 ５ － メ ト キ シ ウ ラ シ ル 、 ２ － メ チ ル チ オ － Ｎ ６ － イ ソ ペ ン テ ニ
ル ア デ ニ ン 、 ウ ラ シ ル － ５ － オ キ シ 酢 酸 メ チ ル エ ス テ ル 、 ウ ラ シ ル － ５ － オ キ シ 酢 酸 、 オ
キ シ ブ ト キ ソ シ ン 、 シ ュ ー ド ウ ラ シ ル 、 ク エ オ シ ン 、 ２ － チ オ シ ト シ ン 、 ５ － メ チ ル － ２
－ チ オ ウ ラ シ ル 、 ２ － チ オ ウ ラ シ ル 、 ４ － チ オ ウ ラ シ ル 、 ５ － メ チ ル ウ ラ シ ル 、 Ｎ － ウ ラ
シ ル － ５ － オ キ シ 酢 酸 メ チ ル エ ス テ ル 、 ウ ラ シ ル － ５ － オ キ シ 酢 酸 、 シ ュ ー ド ウ ラ シ ル 、
ク エ オ シ ン 、 ２ － チ オ シ ト シ ン 、 お よ び 2,6－ ジ ア ミ ノ プ リ ン な ど の 、 し か し こ れ ら に 限
定 さ れ な い 、 DNAお よ び RNAの 任 意 の 公 知 の 塩 基 ア ナ ロ グ を 含 む 配 列 も 含 む 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 「 制 御 エ レ メ ン ト 」 は 、 宿 主 細 胞 に お い て コ ー ド 配 列 の 転 写 お よ び 翻 訳 を 集 合 的 に 提 供
す る 、 プ ロ モ ー タ ー 配 列 、 リ ボ ゾ ー ム 結 合 部 位 、 ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル 、 転 写 終 結 配 列
、 上 流 調 節 ド メ イ ン 、 エ ン ハ ン サ ー な ど を 集 合 的 に い う 。 所 望 の 遺 伝 子 が 転 写 さ れ 、 か つ
翻 訳 さ れ 得 る 限 り 、 こ れ ら の 制 御 エ レ メ ン ト の 全 て が 組 換 え ベ ク タ ー 中 に 常 に 存 在 す る 必
要 は な い 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 RNAポ リ メ ラ ー ゼ が プ ロ モ ー タ ー 配 列 に 結 合 し 、 そ し て コ ー ド 配 列 を mRNA（ こ れ は 、 次
に 、 こ の コ ー ド 配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド に 翻 訳 さ れ る ） に 転 写 す る 際 、 制
御 エ レ メ ン ト は 細 胞 に お い て コ ー ド 配 列 の 「 転 写 を 指 向 さ せ る 」 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 「 作 動 可 能 に 連 結 す る 」 は 、 そ の よ う に 記 載 さ れ る 構 成 エ レ メ ン ト が そ れ ら の 通 常 の 機
能 を 発 揮 す る よ う に 配 置 (configure)さ れ る エ レ メ ン ト の 配 列 (arrangement)を い う 。 従 っ
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て 、 コ ー ド 配 列 に 作 動 可 能 に 連 結 さ れ る 制 御 エ レ メ ン ト は 、 RNAポ リ メ ラ ー ゼ が 存 在 す る
場 合 に 、 そ の コ ー ド 配 列 の 発 現 を も た ら し 得 る 。 制 御 エ レ メ ン ト は 、 そ れ ら が コ ー ド 配 列
の 発 現 を 指 向 さ せ る よ う に 機 能 す る 限 り 、 コ ー ド 配 列 に 隣 接 す る 必 要 は な い 。 従 っ て 、 例
え ば 、 プ ロ モ ー タ ー 配 列 と コ ー ド 配 列 と の 間 に 翻 訳 さ れ な い が 転 写 さ れ る 介 在 配 列 が 存 在
し 得 、 そ し て こ の プ ロ モ ー タ ー 配 列 は 依 然 と し て コ ー ド 配 列 に 「 作 動 可 能 に 連 結 」 し て い
る も の と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 核 酸 分 子 を 記 載 す る た め に 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る 用 語 「 組 換 え 」 は 、 そ の 起 源 ま
た は 操 作 に よ っ て 、 （ １ ） 天 然 に お い て そ れ が 結 合 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 全 て ま た は 一
部 と 結 合 し て い な い ； お よ び ／ ま た は （ ２ ） 天 然 に お い て そ れ が 結 合 し て い る ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド 以 外 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 結 合 し て い る 、 ゲ ノ ム 、 cDNA、 半 合 成 ま た は 合 成 起 源 の
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 意 味 す る 。 タ ン パ ク 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド に 関 し て 用 い ら れ る 用 語 「
組 換 え 」 は 、 組 換 え ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 に よ り 生 成 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を 意 味 す る 。
単 一 細 胞 物 と し て 培 養 さ れ る 原 核 微 生 物 ま た は 真 核 細 胞 株 を 示 す 「 組 換 え 宿 主 細 胞 」 、 「
宿 主 細 胞 」 、 「 細 胞 」 、 「 細 胞 株 」 、 「 細 胞 培 養 物 」 お よ び そ の 他 の そ の よ う な 用 語 は 相
互 に 交 換 可 能 に 用 い ら れ 、 組 換 え ベ ク タ ー ま た は 他 の 転 移 DNAの レ シ ピ エ ン ト と し て 用 い
ら れ 得 、 ま た は 用 い ら れ て い る 細 胞 を い い 、 そ し て ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ て い る 元 の 細 胞
の 子 孫 を 含 む 。 単 一 の 親 細 胞 の 子 孫 が 、 偶 然 の ま た は 故 意 の 変 異 に 起 因 し て 、 形 態 学 的 に
、 あ る い は 元 の 親 に 対 す る ゲ ノ ム ま た は 全 DNA相 補 性 (complement)に お い て 、 完 全 に 同 一
で あ る 必 要 が な い こ と が 理 解 さ れ る 。 所 望 の ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 存
在 の よ う な 関 連 の あ る 特 性 に よ っ て 特 徴 付 け ら れ て 、 親 に 十 分 に 類 似 す る 親 細 胞 の 子 孫 は
、 こ の 定 義 よ り 意 図 さ れ る 子 孫 に 包 含 さ れ 、 そ し て 上 記 用 語 に よ っ て 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 「 ベ ク タ ー 」 は 、 結 合 さ れ た セ グ メ ン ト の 複 製 お よ び ／ ま た は 発 現 が 生 じ る よ う に そ の
内 部 に 異 種 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド セ グ メ ン ト が 結 合 さ れ る 、 プ ラ ス ミ ド 、 ト ラ ン ス ポ ゾ ン 、 フ
ァ ー ジ な ど の レ プ リ コ ン で あ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 「 脊 椎 動 物 被 験 体 」 は 、 ヒ ト な ら び に 、 チ ン パ ン ジ ー お よ び 他 の 類 人 猿 お よ び サ ル 種 の
よ う な 非 ヒ ト 霊 長 類 ； ウ シ 、 ヒ ツ ジ 、 ブ タ 、 ヤ ギ お よ び ウ マ の よ う な 家 畜 ； イ ヌ お よ び ネ
コ の よ う な 家 禽 ； マ ウ ス 、 ラ ッ ト お よ び モ ル モ ッ ト の よ う な 齧 歯 類 を 含 む 実 験 動 物 ； ニ ワ
ト リ 、 七 面 鳥 お よ び 他 の キ ジ 類 鳥 類 、 ア ヒ ル 、 ガ チ ョ ウ な ど の 家 禽 、 野 鳥 お よ び 競 技 用 鳥
を 含 む 鳥 類 を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 亜 門 の 任 意 の メ ン バ ー を 意 味 す る 。 こ の 用 語
は 特 定 の 年 齢 は 示 さ な い 。 従 っ て 、 成 体 お よ び 新 生 個 体 の 両 者 が 含 ま れ る こ と が 意 図 さ れ
る 。 上 記 の シ ス テ ム は 任 意 の 上 記 脊 椎 動 物 種 に お い て 用 い ら れ る こ と が 意 図 さ れ る 。 な ぜ
な ら 、 こ れ は 、 こ れ ら の 脊 椎 動 物 全 て の 免 疫 系 が 同 様 に 作 動 す る か ら で あ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 　
　 本 発 明 は 、 Ｃ 末 端 が 短 縮 さ れ て お り 、 そ の 結 果 、 宿 主 細 胞 内 で 組 換 え に よ り 生 成 し た と
き に 、 増 殖 培 地 中 に 分 泌 さ れ 得 る 新 規 E1お よ び E2ポ リ ペ プ チ ド の 発 見 に 基 づ く 。 こ の 分 泌
さ れ た ポ リ ペ プ チ ド は ま た 、 驚 く べ き こ と に 、 互 い に 複 合 体 を 形 成 し 得 る 。 本 明 細 書 中 に
示 さ れ る よ う に 、 E1お よ び E2の 共 同 沈 降 す る 能 力 は 膜 ス パ ン ド メ イ ン (membranespanning 
domain)除 去 の 際 に 失 わ れ る た め 、 こ の 相 互 作 用 は 予 期 さ れ な い 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 特 に 、 E2/NS2領 域 を 含 む 順 次 伸 長 さ れ た テ ン プ レ ー ト の 過 性 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 分
析 に よ り 、 異 な る Ｃ 末 端 を 有 す る ３ 種 類 の E2種 に つ い て の 証 拠 が 提 供 さ れ た 。 形 態 の １ つ
は 、 よ り 大 き な ２ つ の 種 が そ れ ぞ れ ア ミ ノ 酸 809お よ び 1026で 終 結 す る 下 流 の NS2Aお よ び N
S2A/NS2Bタ ン パ ク 質 と の 融 合 体 を 示 し た の に 対 し て 、 ア ミ ノ 酸 729で 終 結 す る E2で あ っ た
。 同 じ E2テ ン プ レ ー ト を 用 い て 、 E1の 共 同 免 疫 沈 降 に 重 要 で あ る E2の 領 域 が 規 定 さ れ 、 こ
れ は ま た E2の 分 泌 を 妨 げ る 。 同 様 に 、 E1の 膜 ス パ ン ド メ イ ン が 同 定 さ れ た 。
【 ０ ０ ４ １ 】
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Ｉ Ｉ ． 発 明 の 実 施 様 式



　 よ り 具 体 的 に は 、 お そ ら く E1を ER膜 へ ア ン カ ー す る よ う に 作 用 す る 膜 ス パ ン ド メ イ ン が
、 ア ミ ノ 酸 360～ 383位 付 近 に 同 定 さ れ て い る 。 こ の 膜 ス パ ン ド メ イ ン の 部 分 を 欠 く 、 多 く
の Ｃ 末 端 短 縮 型 E1ポ リ ペ プ チ ド が 構 築 さ れ て い る 。 （ 図 ５ を 参 照 の こ と ） 。 ア ミ ノ 酸 370
位 お よ び そ れ 以 降 で 終 結 す る E1ポ リ ペ プ チ ド は 、 組 換 え に よ り 発 現 し た と き に 、 増 殖 培 地
内 に 分 泌 さ れ な い こ と が 見 出 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 同 様 に 、 図 ６ に 示 さ れ る Ｃ 末 端 短 縮 物 を 含 む 一 連 の E2分 子 を 組 換 え に よ り 発 現 さ せ 、 そ
し て 形 質 転 換 細 胞 由 来 の 培 養 培 地 を E2ポ リ ペ プ チ ド の 存 在 に つ い て 試 験 し て 、 ど の 短 縮 構
築 物 が 分 泌 可 能 で あ る か を 決 定 し た 。 730位 以 降 の ア ミ ノ 酸 で 終 結 す る 分 子 は 増 殖 培 地 中
に 分 泌 さ れ ず 、 そ し て お そ ら く ER膜 内 に 保 持 さ れ る こ と が 見 出 さ れ て い る 。 （ ア ミ ノ 酸 73
0位 で 終 結 す る 構 築 物 に つ い て 、 少 量 の 分 泌 が 観 察 さ れ る こ と に 留 意 す べ き で あ る ） 。 E2
の 分 泌 と そ の E1と の 会 合 と の 間 の 逆 の 関 係 も 見 出 さ れ て い る 。 従 っ て 、 分 泌 可 能 な E2ポ リ
ペ プ チ ド は 、 溶 解 物 由 来 の E1と 共 同 沈 降 し な い が 、 分 泌 さ れ な い E2ポ リ ペ プ チ ド は 、 溶 解
物 由 来 の E1と 共 同 沈 降 す る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 し か し 、 驚 く べ き こ と に 、 E1お よ び E2ポ リ ペ プ チ ド の 分 泌 形 態 が 同 時 発 現 さ れ る 場 合 、
分 泌 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド は 、 E1ま た は E2の い ず れ か に 対 す る 抗 体 を 用 い て 検 出 可 能 な 複 合
体 を 形 成 し 得 る 。 こ の よ う な 複 合 体 形 成 は 、 そ れ が 、 Ｃ 末 端 膜 ア ン カ ー の 除 去 に も か か わ
ら ず 、 そ れ ら の 相 互 作 用 の た め に 重 要 な E1お よ び E2の 領 域 が 保 持 さ れ る こ と を 示 す の で 、
重 要 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 こ れ ら の 発 見 は 、 E1、 E2お よ び 分 泌 さ れ た E1／ E2複 合 体 を 、 将 来 的 に 使 用 す る た め に 精
製 す る 効 率 的 な 方 法 を 提 供 す る 。 特 に 、 分 泌 さ れ た タ ン パ ク 質 は 、 細 胞 内 で 発 現 さ れ た タ
ン パ ク 質 よ り も 容 易 に 精 製 さ れ る 。 同 様 に 、 上 述 の よ う に 、 天 然 の E1お よ び E2タ ン パ ク 質
は 複 合 体 を 形 成 す る こ と が 知 ら れ て い る の で 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る 発 明 は 、 他 方 の タ ン
パ ク 質 を 含 ま な い E1ま た は E2の い ず れ か を 得 る 方 法 を 提 供 す る 。 さ ら に 、 E1／ E2複 合 体 が
所 望 で あ れ ば 、 自 発 的 な 複 合 体 形 成 の た め に 、 分 泌 さ れ た タ ン パ ク 質 は 同 時 発 現 さ れ る か
ま た は 一 緒 に 混 合 （ 培 地 中 で 、 あ る い は 精 製 ま た は 半 精 製 形 態 で ） さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 短 縮 E1お よ び E2ポ リ ペ プ チ ド を 、 様 々 な 技 術 を 用 い て 生 成 し 得 る 。 例 え ば 、 当 該 分 野 に
お い て 周 知 の 組 換 え 技 術 を 用 い て ポ リ ペ プ チ ド を 生 成 し 得 る 。 こ れ に 関 し て 、 HCVゲ ノ ム
の 既 知 の 配 列 に 基 づ い て オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 案 出 し 、 そ し て ゲ ノ ム ま た は cDNA
ラ イ ブ ラ リ ー を E1お よ び E2遺 伝 子 に つ い て の プ ロ ー ブ す る た め に 用 い 得 る 。 次 い で 、 こ の
遺 伝 子 を 標 準 技 術 を 用 い て さ ら に 単 離 し 、 そ し て 例 え ば 、 制 限 酵 素 を 用 い て 完 全 長 配 列 の
所 望 の 部 分 で こ の 遺 伝 子 を 切 断 し 得 る 。 同 様 に 、 フ ェ ノ ー ル 抽 出 の よ う な 公 知 技 術 を 用 い
て 、 E1お よ び E2遺 伝 子 を こ れ ら を 含 む 細 胞 お よ び 組 織 か ら 直 接 単 離 し 、 そ し て こ の 配 列 を
さ ら に 操 作 し て 所 望 の 短 縮 物 を 生 じ 得 る 。 DNAの 取 得 お よ び 単 離 に 用 い ら れ る 技 術 の 記 載
に つ い て は 、 例 え ば 、 Sambrookら （ 前 出 ） を 参 照 の こ と 。 最 後 に 、 短 縮 型 E1お よ び E2ポ リ
ペ プ チ ド を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 、 既 知 の 配 列 に 基 づ い て 、 合 成 に よ り 生 成 し 得 る 。 ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 を 、 所 望 の 特 定 ア ミ ノ 酸 配 列 に 対 す る 適 切 な コ ド ン を 用 い て 設 計 し 得 る 。 一 般
に は 、 そ の 配 列 を 発 現 さ せ る こ と が 意 図 さ れ る 宿 主 の た め に 好 ま し い コ ド ン が 選 択 さ れ る
。 完 全 な 配 列 は 、 一 般 に 、 標 準 法 に よ り 調 製 さ れ た 重 複 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド か ら 組 み 立 て
ら れ 、 そ し て 完 全 な コ ー ド 配 列 に 組 み 立 て ら れ る 。 例 え ば 、 Edge(1981)Nature :756； N
ambairら 、 (1984)Science :1299； Jayら 、 (1984)J.Biol.Chem. :6311を 参 照 の こ と
。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 一 旦 所 望 の タ ン パ ク 質 に 対 す る コ ー ド 配 列 が 単 離 さ れ る か ま た は 合 成 さ れ る と 、 そ れ ら
を 発 現 の た め の 任 意 の 適 切 な ベ ク タ ー ま た は レ プ リ コ ン に ク ロ ー ン 化 し 得 る 。 多 く の ク ロ
ー ニ ン グ ベ ク タ ー が 当 業 者 に 公 知 で あ り 、 そ し て 適 当 な ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー の 選 択 は 好
み の 問 題 で あ る 。 ク ロ ー ニ ン グ の た め の 組 換 え DNAベ ク タ ー お よ び そ れ ら が 形 質 転 換 可 能
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な 宿 主 細 胞 の 例 に は 、 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ λ （ E. coli） 、 pBR322（ E. coli） 、 pACYC177
（ E.coli） 、 pKT230（ グ ラ ム 陰 性 細 菌 ） 、 pGV1106（ グ ラ ム 陰 性 細 菌 ） 、 pLAFR1（ グ ラ ム
陰 性 細 菌 ） 、 pME290（ 非 E. coliグ ラ ム 陰 性 細 菌 ） 、 pHV14（ E.coliお よ び Bacillus subti
lis） 、 pBD9（ Bacillus） 、 pIJ61（ Streptomyces） 、 pUC6（ Streptomyces） 、 YIp5（ Sacc
haromyces） 、 YCp19（ Saccharomyces） お よ び ウ シ パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス （ 哺 乳 動 物 細 胞 ）
が 含 ま れ る 。 一 般 的 に は 、 DNACloning:第 Ｉ お よ び II巻 (前 出 )； Sambrookら (前 出 )； B.Per
bal(前 出 )を 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 系 の よ う な 昆 虫 細 胞 発 現 系 も 使 用 さ れ 得 、 そ し て 当 業 者 に 公 知 で あ り
、 例 え ば 、 Summersお よ び Smith,Texas Agricultural Experiment Station BulletinNo.15
55(1987)に 記 載 さ れ て い る 。 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス ／ 昆 虫 細 胞 発 現 系 の た め の 材 料 お よ び 方 法
は 、 と り わ け Invitrogen,San Diego CAか ら キ ッ ト 形 態 （ 「 MaxBac」 キ ッ ト ） で 市 販 さ れ
て い る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 Tomeiら 、 J.Virol.(1993) :4017-4026お よ び Selbyら 、 J.Gen.Virol.(1993) :1103-11
13に 記 載 さ れ る ワ ク シ ニ ア ベ ー ス の 感 染 ／ ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 系 の よ う な ウ イ ル ス 系 も
、 本 発 明 に 関 し て 用 途 が 見 出 さ れ る 。 こ の 系 に お い て は 、 ま ず 、 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ T7RN
Aポ リ メ ラ ー ゼ を コ ー ド す る ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス 組 換 え 体 を 用 い て 、 細 胞 を イ ン ビ ト ロ で
ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る 。 こ の ポ リ メ ラ ー ゼ は 、 T7プ ロ モ ー タ ー を 有 す る テ ン プ レ ー ト の み
を 転 写 す る 卓 越 し た 特 異 性 を 示 す 。 感 染 の 後 、 T7プ ロ モ ー タ ー に よ っ て 駆 動 さ れ た 目 的 の
DNAで 細 胞 を ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る 。 ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス 組 換 え 体 か ら 細 胞 質 中 で 発 現 さ
れ た ポ リ メ ラ ー ゼ は 、 ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た DNAを RNAに 転 写 し 、 次 い で こ の RNAは 宿 主
の 翻 訳 機 構 に よ り タ ン パ ク 質 に 翻 訳 さ れ る 。 こ の 方 法 は 、 多 量 の RNAお よ び そ の 翻 訳 産 物
の 高 レ ベ ル の 一 過 性 細 胞 質 生 成 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 遺 伝 子 を プ ロ モ ー タ ー 、 リ ボ ソ ー ム 結 合 部 位 （ 細 菌 性 発 現 の た め に ） お よ び 、 任 意 に 、
オ ペ レ ー タ ー （ 本 明 細 書 に お い て 集 合 的 に 「 制 御 」 エ レ メ ン ト と い わ れ る ） の 制 御 下 に 置
き 、 こ の 発 現 構 築 物 を 含 有 す る ベ ク タ ー で 形 質 転 換 さ れ た 宿 主 細 胞 に お い て 、 所 望 の E1ま
た は E2ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る DNA配 列 を RNAに 転 写 し 得 る 。 コ ー ド 配 列 は 、 シ グ ナ ル ペ
プ チ ド ま た は リ ー ダ ー 配 列 を 含 有 し て い て も い な く て も よ い 。 本 発 明 に 関 し て は 、 天 然 に
生 じ る シ グ ナ ル ペ プ チ ド ま た は 異 種 配 列 の 両 方 を 用 い 得 る 。 リ ー ダ ー 配 列 は 、 翻 訳 後 プ ロ
セ シ ン グ に お い て 、 宿 主 に よ っ て 除 去 さ れ 得 る 。 米 国 特 許 第 4,431,739号 ； 同 第 4,425,437
号 ； 同 第 4,338,397号 を 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 宿 主 細 胞 の 増 殖 に 比 較 し て 、 タ ン パ ク 質 配 列 の 発 現 の 調 節 を 可 能 に す る 他 の 調 節 配 列 も
望 ま し く あ り 得 る 。 こ の よ う な 調 節 配 列 は 当 業 者 に 公 知 で あ り 、 そ の 例 に は 、 調 節 化 合 物
の 存 在 を 含 む 、 化 学 的 ま た は 物 理 的 刺 激 に 応 答 し て 遺 伝 子 の 発 現 の 開 始 ま た は 停 止 を 引 き
起 こ す 調 節 配 列 が 含 ま れ る 。 他 の タ イ プ の 調 節 エ レ メ ン ト 、 例 え ば エ ン ハ ン サ ー 配 列 、 も
ベ ク タ ー 内 に 存 在 し 得 る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 制 御 配 列 お よ び 他 の 調 節 配 列 は 、 上 記 の ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー の よ う な ベ ク タ ー に 挿 入
す る 前 に 、 コ ー ド 配 列 に 連 結 さ れ 得 る 。 あ る い は 、 す で に 制 御 配 列 お よ び 適 切 な 制 限 部 位
を 含 有 す る 発 現 ベ ク タ ー に 、 コ ー ド 配 列 を 直 接 ク ロ ー ン 化 し 得 る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 い く つ か の 場 合 に は 、 コ ー ド 配 列 を 、 そ れ が 適 切 な 方 向 で 制 御 配 列 に 結 合 さ れ 得 る よ う
に 、 す な わ ち 、 適 切 な リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を 維 持 す る た め に 、 改 変 す る こ と が 必 要 で あ
り 得 る 。 E1ま た は E2タ ン パ ク 質 の 変 異 体 ま た は ア ナ ロ グ を 生 成 す る こ と が ま た 、 望 ま し く
あ り 得 る 。 変 異 体 ま た は ア ナ ロ グ は 、 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 配 列 の 一 部 を 欠 失 さ せ る こ
と に よ り 、 配 列 の 挿 入 に よ り 、 お よ び ／ ま た は 配 列 内 の １ 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド の 置 換 に よ
り 調 製 さ れ 得 る 。 部 位 特 異 的 変 異 誘 発 の よ う な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 改 変 す る た め の 技 術 は
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、 当 業 者 に 周 知 で あ る 。 Sambrookら （ 前 出 ） ； DNACloning,第 Ｉ お よ び II巻 （ 前 出 ） ； Nuc
leic Acid Hybridization（ 前 出 ） を 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 次 に 、 発 現 ベ ク タ ー を 適 切 な 宿 主 細 胞 の 形 質 転 換 に 用 い る 。 多 く の 哺 乳 動 物 細 胞 株 が 当
該 分 野 に お い て 公 知 で あ り 、 そ し て こ れ に は 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 チ ャ
イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 卵 巣 （ CHO） 細 胞 、 HeLa細 胞 、 ベ ビ ー ハ ム ス タ ー 腎 臓 （ BHK） 細 胞 、 サ
ル 腎 臓 細 胞 （ COS） 、 ヒ ト 肝 細 胞 ガ ン 細 胞 （ 例 え ば 、 Hep G2） 、 Madin-Darbyウ シ 腎 臓 （ 「
MDBK」 ） 細 胞 お よ び そ の 他 の よ う な ア メ リ カ ン タ イ プ カ ル チ ャ ー コ レ ク シ ョ ン （ ATCC） か
ら 入 手 可 能 な 不 死 化 細 胞 株 が 含 ま れ る 。 同 様 に 、 E.coli、 Bacillus subtilis、 お よ び Str
eptococcus spp.の よ う な 細 菌 宿 主 に 、 本 発 明 の 発 現 構 築 物 に 関 し て 用 途 が 見 出 さ れ る 。
本 発 明 に お い て 有 用 な 酵 母 宿 主 に は 、 と り わ け 、 Saccharomycescerevisiae、 Candida alb
icans、 Candida maltosa、 Hansenula polymorpha、 Kluyveromycesfragilis、 Kluyveromyc
es lactis、 Pichia guillerimondii、 Pichia pastoris、 Schizosaccharomycespombeお よ
び Yarrowia lipolyticaが 含 ま れ る 。 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 発 現 ベ ク タ ー と 共 に 用 い る 昆 虫 細
胞 に は 、 と り わ け 、 Aedes aegypti、 Autographacalifornica、 Bombyx mori、 Drosophila 
melanogaster、 Spodoptera frugiperda、 お よ び Trichoplusianiが 含 ま れ る 。 選 択 さ れ た
発 現 系 お よ び 宿 主 に よ り 、 上 記 発 現 ベ ク タ ー で 形 質 転 換 さ れ た 宿 主 細 胞 を 、 目 的 の タ ン パ
ク 質 が 発 現 さ れ る 条 件 下 で 増 殖 さ せ る こ と に よ り 本 発 明 の タ ン パ ク 質 が 生 成 さ れ る 。 次 い
で 、 こ の タ ン パ ク 質 を 宿 主 細 胞 か ら 単 離 し て 精 製 す る 。 本 発 明 は E1お よ び E2ポ リ ペ プ チ ド
の 分 泌 を 提 供 す る の で 、 タ ン パ ク 質 を 培 地 か ら 直 接 精 製 し 得 る 。 適 切 な 増 殖 条 件 お よ び 回
収 方 法 の 選 択 は 当 該 技 術 分 野 の 技 術 の 範 囲 内 に あ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 本 発 明 の E1お よ び E2ポ リ ペ プ チ ド は ま た 、 既 知 ア ミ ノ 酸 配 列 に 基 づ い て 、 タ ン パ ク 質 合
成 の 従 来 の 方 法 を 用 い て 生 成 し 得 る 。 一 般 に 、 こ れ ら の 方 法 は 成 長 す る ペ プ チ ド 鎖 へ の １
以 上 の ア ミ ノ 酸 の 逐 次 付 加 を 用 い る 。 通 常 、 最 初 の ア ミ ノ 酸 の ア ミ ノ 基 ま た は カ ル ボ キ シ
ル 基 の い ず れ か が 適 切 な 保 護 基 で 保 護 さ れ る 。 次 い で 、 保 護 さ れ た 、 ま た は 誘 導 体 化 さ れ
た ア ミ ノ 酸 を 、 適 切 に 保 護 さ れ た 相 補 （ ア ミ ノ ま た は カ ル ボ キ シ ル ） 基 を 有 す る 配 列 中 の
次 の ア ミ ノ 酸 を 付 加 す る こ と に よ り 、 ア ミ ド 結 合 の 形 成 を 可 能 に す る 条 件 下 で 、 不 活 性 固
体 支 持 体 に 結 合 さ せ る か 、 ま た は 溶 液 中 で 利 用 し 得 る 。 次 に 、 新 た に 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸
残 基 か ら 保 護 基 を 除 去 し た 後 、 次 の （ 適 切 に 保 護 さ れ た ） ア ミ ノ 酸 を 付 加 し 、 以 下 同 様 。
所 望 の ア ミ ノ 酸 を 正 し い 配 列 に 結 合 し た 後 、 あ ら ゆ る 残 留 保 護 基 （ お よ び 、 固 相 合 成 技 術
が 用 い ら れ る 場 合 に は あ ら ゆ る 固 体 支 持 体 ） を 順 次 ま た は 同 時 に 除 去 し て 最 終 ポ リ ペ プ チ
ド を 得 る 。 こ の 一 般 的 な 手 順 の 簡 単 な 改 変 に よ り 、 例 え ば 、 保 護 さ れ た ト リ ペ プ チ ド を 適
正 に 保 護 さ れ た ジ ペ プ チ ド と （ キ ラ ル 中 心 を ラ セ ミ 化 し な い 条 件 下 で ） カ ッ プ リ ン グ さ せ
て 、 脱 保 護 後 に ペ ン タ ペ プ チ ド を 形 成 す る こ と に よ り 、 １ つ よ り 多 く の ア ミ ノ 酸 を 同 時 に
成 長 鎖 に 付 加 し 得 る 。 例 え ば 、 固 相 ペ プ チ ド 合 成 技 術 に つ い て は 、 J.M.Stewartお よ び J.D
.Young,SolidPhase Peptide Synthesis,第 ２ 版 , Pierce Chemical Co.,Rockford,IL(1984
)な ら び に G.Baranyお よ び R.B.Merrifield,ThePeptides:Analysis,Synthesis,Biology, E.
Grossお よ び J.Meienhofer編 , 第 ２ 巻 , AcademicPress,New York(1980),3-254頁 ； そ し て
古 典 的 溶 液 合 成 に つ い て は 、 M.Bodansky,Principles of PeptideSynthesis,Springer-Ver
lag,Berlin(1984)な ら び に E.Grossお よ び J.Meienhofer編 ,ThePeptides:Analysis,Synthes
is,Biology,前 出 ， 第 １ 巻 を 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 上 に 説 明 さ れ る よ う に 、 本 発 明 は 、 分 泌 E1／ 分 泌 E2複 合 体 の 製 造 方 法 も 提 供 す る 。 こ の
よ う な 複 合 体 は 、 例 え ば 、 E1お よ び E2短 縮 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 構 築 物 で 宿 主 細 胞 を 同
時 ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る こ と に よ り 、 容 易 に 生 成 し 得 る 。 同 時 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン は 、
ト ラ ン ス ま た は シ ス の い ず れ か 、 す な わ ち 、 別 々 の ベ ク タ ー を 用 い る こ と に よ り 、 ま た は
E1お よ び E2遺 伝 子 の 両 方 を 有 す る 単 一 の ベ ク タ ー を 用 い る こ と に よ り 達 成 さ れ 得 る 。 単 一
の ベ ク タ ー を 用 い て 行 う 場 合 に は 、 両 方 の 遺 伝 子 を 一 組 の 制 御 エ レ メ ン ト で 駆 動 さ せ 得 、
あ る い は 、 こ れ ら の 遺 伝 子 が 、 ベ ク タ ー 上 に 、 個 別 の 制 御 エ レ メ ン ト で 駆 動 さ れ る 個 別 の
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発 現 カ セ ッ ト 内 に 存 在 し 得 る 。 発 現 に 続 い て 、 分 泌 さ れ た E1お よ び E2タ ン パ ク 質 が 自 発 的
に 会 合 す る 。 あ る い は 、 別 々 に 生 成 し た 、 精 製 ま た は 半 精 製 形 態 の い ず れ か の 個 々 の タ ン
パ ク 質 を 一 緒 に 混 合 す る こ と に よ り 、 あ る い は 、 タ ン パ ク 質 を 発 現 す る 宿 主 細 胞 が 培 養 さ
れ た 培 養 培 地 を 混 合 す る こ と に よ っ て さ え も 複 合 体 を 形 成 し 得 る 。
本 発 明 の 新 規 の 分 泌 さ れ た E1お よ び E2ポ リ ペ プ チ ド 、 そ れ ら の 複 合 体 、 ま た は そ れ ら を コ
ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 多 く の 診 断 お よ び 治 療 目 的 の た め に 用 い 得 る 。 例 え ば 、 こ
の タ ン パ ク 質 お よ び ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 、 様 々 な ア ッ セ イ に お い て 用 い て 、 HCV疾 患 の 診
断 を 助 け る た め に 生 物 学 的 サ ン プ ル 中 の E1お よ び E2タ ン パ ク 質 の 存 在 を 決 定 し 得 る 。 E1お
よ び E2ポ リ ペ プ チ ド な ら び に こ の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は ま た 、 個
別 に 、 ま た は 組 み 合 わ せ て 、 ワ ク チ ン 組 成 物 、 例 え ば 、 予 防 （ す な わ ち 、 感 染 を 予 防 す る
た め の ） ま た は 治 療 （ 感 染 後 に HCVを 治 療 す る た め の ） ワ ク チ ン に お い て 用 い 得 る 。 実 際
、 こ の よ う な 分 泌 さ れ た エ ン ベ ロ ー プ 糖 タ ン パ ク 質 は 、 免 疫 応 答 の 生 成 に お い て 、 分 泌 可
能 な 分 子 が 対 応 す る 細 胞 内 タ ン パ ク 質 よ り も 有 効 で あ り 得 る 核 酸 免 疫 に お い て 特 に 有 用 で
あ る 。 こ れ ら の ワ ク チ ン は 、 １ よ り 多 い ウ イ ル ス 単 離 物 由 来 の E1お よ び E2タ ン パ ク 質 の よ
う な 、 １ 以 上 の E1お よ び E2タ ン パ ク 質 （ ま た は こ れ ら の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 ） の 混 合 物 を 含 み 得 る 。 こ の ワ ク チ ン は ま た 、 他 の 抗 原 お よ び 免 疫 調 節 剤 、 例 え
ば 、 IL-2、 改 変 IL-2（ cys125→ ser125） 、 GM-CSF、 IL-12、 γ － イ ン タ ー フ ェ ロ ン 、 IP-10
、 MIP1β お よ び RANTESを 含 む が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 、 サ イ ト カ イ ン 、
リ ン ホ カ イ ン 、 お よ び ケ モ カ イ ン と 組 み 合 わ せ て 投 与 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 ワ ク チ ン は 、 一 般 に 、 水 、 生 理 食 塩 水 、 グ リ セ ロ ー ル 、 エ タ ノ ー ル な ど の 、 １ 以 上 の 「
薬 学 的 に 受 容 可 能 な 賦 形 剤 ま た は ビ ヒ ク ル 」 を 含 有 す る 。 さ ら に 、 こ の よ う な ビ ヒ ク ル 中
に は 、 加 湿 剤 ま た は 乳 化 剤 、 pH緩 衝 化 物 質 な ど の 補 助 物 質 が 存 在 し 得 る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 そ れ 自 体 が 組 成 物 を 受 け る 個 体 に 対 し て 有 害 な 抗 体 の 生 成 を 誘 導 し な い 分 子 で あ る キ ャ
リ ア が 任 意 に 存 在 す る 。 適 切 な キ ャ リ ア は 、 代 表 的 に は 、 タ ン パ ク 質 、 多 糖 、 ポ リ 乳 酸 、
ポ リ グ リ コ ー ル 酸 、 ポ リ マ ー ア ミ ノ 酸 、 ア ミ ノ 酸 コ ポ リ マ ー 、 （ 油 滴 ま た は リ ポ ソ ー ム の
よ う な ） 脂 質 凝 集 物 、 お よ び 不 活 性 ウ イ ル ス 粒 子 の よ う な 、 大 き な 、 徐 々 に 代 謝 さ れ る 巨
大 分 子 で あ る 。 こ の よ う な キ ャ リ ア は 当 業 者 に 周 知 で あ る 。 さ ら に 、 HCVポ リ ペ プ チ ド を
、 ジ フ テ リ ア 、 破 傷 風 、 コ レ ラ な ど に 由 来 す る ト キ ソ イ ド の よ う な 細 菌 性 ト キ ソ イ ド と 結
合 さ せ 得 る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 ア ジ ュ バ ン ト も ま た ワ ク チ ン の 有 効 性 を 増 強 す る た め に 用 い 得 る 。 こ の よ う な ア ジ ュ バ
ン ト に は 、 （ １ ） 水 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム 、 リ ン 酸 ア ル ミ ニ ウ ム 、 硫 酸 ア ル ミ ニ ウ ム な ど の ア
ル ミ ニ ウ ム 塩 （ alum） ； （ ２ ） 例 え ば （ ａ ） Model 110Y微 小 流 動 体 化 装 置 （ microfluidiz
er、 Microfluidics,Newton,MA） の よ う な 微 小 流 動 体 化 装 置 を 用 い て サ ブ ミ ク ロ ン 粒 子 に
処 方 さ れ た 、 ５ ％ Squalene、 0.5％ Tween80、 お よ び 0.5％ Span85を 含 有 す る （ 必 要 で は な
い が 、 様 々 な 量 の MTP-PE（ 下 記 参 照 ） を 任 意 に 含 有 す る ） MF59（ 国 際 公 開 第 WO90/14837号
） 、 （ ｂ ） サ ブ ミ ク ロ ン エ マ ル ジ ョ ン に 微 小 流 動 体 化 さ れ る か 、 ま た は よ り 大 き な 粒 径 の
エ マ ル ジ ョ ン が 生 じ る よ う に ボ ル テ ッ ク ス さ れ る か の い ず れ か の 、 10％ Squalane、 0.4％ T
ween80、 ５ ％ pluronic－ ブ ロ ッ ク ポ リ マ ー L121、 お よ び thr-MDP（ 下 記 参 照 ） を 含 有 す る S
AF、 な ら び に （ ｃ ） ２ ％ Squalene、 0.2％ Tween80、 な ら び の モ ノ ホ ス ホ リ リ ピ ッ ド Ａ （ MP
L） 、 ト レ ハ ロ ー ス ジ ミ コ レ ー ト （ TDM） 、 お よ び 細 胞 壁 骨 格 （ CWS） か ら 選 択 さ れ る １ 以
上 の 細 菌 細 胞 壁 成 分 、 好 ま し く は MPL+CWS（ DetoxＴ Ｍ ） を 含 有 す る RibiＴ Ｍ ア ジ ュ バ ン ト
シ ス テ ム （ RAS） (RibiImmunochem, Hamilton, MT)の よ う な （ ム ラ ミ ル ペ プ チ ド （ 下 記 参
照 ） ま た は 細 菌 細 胞 壁 成 分 の よ う な 他 の 特 定 の 免 疫 刺 激 剤 を 含 み 、 ま た は 含 ま な い ） 水 中
油 エ マ ル ジ ョ ン 製 剤 ； （ ３ ） ア ジ ュ バ ン ト 、 StimulonＴ Ｍ (CambridgeBioscience,Worcest
er,MA)ま た は ISCOM（ 免 疫 刺 激 複 合 体 ） の よ う な そ れ ら か ら 生 成 す る 粒 子 サ ポ ニ ン を 使 用
し 得 る ； （ ４ ） 完 全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト （ CFA） お よ び 不 完 全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン
ト （ IFA） ； （ ５ ） イ ン タ ー ロ イ キ ン （ IL-1、 IL-2な ど ） 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ コ ロ ニ ー 刺 激
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因 子 （ M-CSF） 、 腫 瘍 壊 死 因 子 （ TNF） な ど の サ イ ト カ イ ン ； な ら び に （ ６ ） 組 成 物 の 有 効
性 を 増 強 す る 免 疫 刺 激 剤 と し て 作 用 す る 他 の 物 質 が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
alumお よ び MF59が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 ム ラ ミ ル ペ プ チ ド に は 、 Ｎ － ア セ チ ル － ム ラ ミ ル － Ｌ － ト レ オ ニ ル － Ｄ － イ ソ グ ル タ ミ
ン （ thr-MDP） 、 Ｎ － ア セ チ ル － ノ ル ム ラ ミ ル － Ｌ － ア ラ ニ ル － Ｄ － イ ソ グ ル タ ミ ン (N-ac
teyl-normuramyl-L-alanyl-D-isogluatme)（ nor-MDP） 、 Ｎ － ア セ チ ル ム ラ ミ ル － Ｌ － ア
ラ ニ ル － Ｄ － イ ソ グ ル タ ミ ニ ル － Ｌ － ア ラ ニ ン － ２ － （ １ ’ － ２ ’ － ジ パ ル ミ ト イ ル － ｓ
ｎ － グ リ セ ロ － ３ － ヒ ド ロ キ シ ホ ス ホ リ ル オ キ シ ） － エ チ ル ア ミ ン (N-acetylmuramyl-L-a
lanyl-D-isogluatminyl-L-alanine-2-(1'-2'-dipalmitoyl-sn-glycero-3-huydroxyphosph
oryloxy)-ethylamine)（ MTP-PE） な ど が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 典 型 的 に 、 ワ ク チ ン 組 成 物 は 、 溶 液 ま た ば 懸 濁 液 の い ず れ か と し て 注 射 可 能 に 調 製 さ れ
る ； 液 体 ビ ヒ ク ル 中 の 溶 液 ま た は 懸 濁 液 に 適 切 な 固 体 形 態 も ま た 注 射 の 前 に 調 製 さ れ 得 る
。 調 製 物 は ま た 、 上 記 の よ う に 、 増 強 さ れ る ア ジ ュ バ ン ト 効 果 の た め に リ ポ ソ ー ム 中 に 乳
化 も し く は カ プ セ ル 化 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 ワ ク チ ン は 、 治 療 有 効 量 の E1お よ び ／ ま た は E2短 縮 型 タ ン パ ク 質 、 ま た は こ の タ ン パ ク
質 の 複 合 体 、 ま た は タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 な ら び に 上 記 成 分 の 他 の
い か な る も の も 必 要 に 応 じ て 包 含 す る 。 「 治 療 有 効 量 」 は 、 投 与 さ れ る 個 体 に お い て 免 疫
学 的 応 答 を 誘 導 す る E1お よ び ／ ま た は E2短 縮 型 タ ン パ ク 質 の 量 を 意 味 す る 。 こ の よ う な 応
答 は 、 一 般 に 、 被 験 体 に お け る 、 ワ ク チ ン に 対 す る 分 泌 性 免 疫 応 答 、 細 胞 性 免 疫 応 答 お よ
び ／ ま た は 抗 体 媒 介 性 免 疫 応 答 の 発 生 を 生 じ る 。 通 常 、 こ の よ う な 応 答 に は 、 以 下 の 効 果
の １ つ 以 上 が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い ； 免 疫 グ ロ ブ リ ン Ａ 、 Ｄ 、 Ｅ 、 Ｇ ま た は
Ｍ の よ う な 任 意 の 免 疫 学 的 ク ラ ス に 由 来 す る 抗 体 の 生 成 ； Ｂ お よ び Ｔ リ ン パ 球 の 増 殖 ； 免
疫 学 的 細 胞 に 対 す る 活 性 化 シ グ ナ ル 、 増 殖 シ グ ナ ル お よ び 分 化 シ グ ナ ル の 供 給 ； ヘ ル パ ー
Ｔ 細 胞 、 抑 制 Ｔ 細 胞 、 お よ び ／ ま た は 細 胞 障 害 性 Ｔ 細 胞 お よ び ／ ま た は γ δ Ｔ 細 胞 集 団 の
拡 張 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 好 ま し く は 、 有 効 量 は 疾 患 症 状 の 処 置 ま た は 予 防 を も た ら す に 十 分 な 量 で あ る 。 必 要 と
さ れ る 正 確 な 量 は 、 処 置 さ れ る 被 験 体 に 依 存 し て 変 化 す る ； 特 に 、 処 置 さ れ る 個 体 の 年 齢
お よ び 一 般 的 な 状 態 ； 個 体 の 免 疫 系 が 抗 体 を 合 成 し 得 る 能 力 ； 所 望 の 防 御 の 程 度 ； 処 置 す
る 状 態 の 重 篤 度 ； 選 択 さ れ る 特 定 の HCVポ リ ペ プ チ ド 、 お よ び そ の 投 与 様 式 。 適 切 な 有 効
量 は 当 業 者 に よ り 容 易 に 決 定 さ れ 得 る 。 「 治 療 有 効 量 」 は 、 日 常 的 な 試 行 に よ り 決 定 さ れ
得 る 比 較 的 広 範 な 範 囲 内 に あ る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 一 旦 処 方 さ れ る と 、 ワ ク チ ン は 、 通 常 、 非 経 口 的 に 、 例 え ば 、 皮 下 ま た は 筋 肉 内 の い ず
れ か で 注 射 す る こ と に よ り 投 与 さ れ る 。 他 の 投 与 様 式 に 適 切 な さ ら な る 処 方 物 に は 、 経 口
処 方 物 お よ び 肺 処 方 物 、 坐 剤 、 な ら び に 経 皮 塗 布 物 が 含 ま れ る 。 投 薬 処 置 は 、 単 回 用 量 ス
ケ ジ ュ ー ル ま た は 複 数 回 用 量 ス ケ ジ ュ ー ル で あ り 得 る 。 ワ ク チ ン は 、 他 の 免 疫 調 節 剤 と 組
み 合 わ せ て 投 与 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 上 に 説 明 す る よ う に 、 切 断 さ れ 、 分 泌 さ れ た タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
を 含 有 す る ワ ク チ ン は 、 核 酸 免 疫 に 用 い ら れ 得 る 。 こ の よ う な 方 法 は 、 １ つ 以 上 の E1お よ
び ／ ま た は E2ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 、 こ れ ら の タ ン パ ク 質 を イ ン
ビ ボ で 発 現 さ せ る た め に 宿 主 細 胞 に 導 入 す る 工 程 を 包 含 す る 。 こ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、
例 え ば 注 射 、 吸 入 な ど に よ り レ シ ピ エ ン ト 被 験 体 に 直 接 導 入 さ れ 得 る か 、 ま た は 宿 主 か ら
取 り 出 さ れ た 細 胞 に エ ク ソ ビ ボ で 導 入 さ れ 得 る 。 後 者 の 場 合 、 形 質 転 換 細 胞 を 被 験 体 内 に
再 導 入 し て ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 に 対 し て 免 疫 応 答 を 開 始 し
得 る 。 核 酸 免 疫 の 方 法 は 当 該 技 術 分 野 に お い て 公 知 で あ り 、 例 え ば 、 国 際 公 開 第 WO93/147
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78号 （ 1993年 ８ 月 ５ 日 公 開 ） ； 国 際 公 報 第 WO90/11092号 （ 1990年 10月 ４ 日 公 開 ） ； Wangら
、 Proc.Natl.Acad.Sci.USA(1993) :4156-4160； Tangら 、 Nature(1992) :152-154； お
よ び Ulmerら 、 Science(1993) :1745-1749に 開 示 さ れ て い る 。 一 般 に 、 こ の ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド は 、 リ ポ ソ ー ム 内 に カ プ セ ル 化 さ れ て 上 記 の よ う な ワ ク チ ン 組 成 物 中 に 処 方 さ れ る
ベ ク タ ー と し て 投 与 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　
　 以 下 は 、 本 発 明 を 行 う た め の 具 体 的 な 実 施 態 様 の 例 で あ る 。 こ れ ら の 例 は 例 証 を 目 的 と
し て の み 提 示 さ れ る も の で あ り 、 そ し て い か な る 意 味 に お い て も 本 発 明 の 範 囲 を 限 定 す る
こ と を 意 図 し な い 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 用 い ら れ る 数 字 （ 例 え ば 、 量 、 温 度 な ど ） に 関 し て 正 確 を 期 す る 努 力 は な さ れ て い る が
、 幾 つ か の 実 験 上 の 誤 差 お よ び 偏 差 が も ち ろ ん 考 慮 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　
　
　 BSC40細 胞 お よ び チ ン パ ン ジ ー 線 維 芽 細 胞 F503(Perotら 、 J.Gen.Virol.(1992) :3281-3
284)を 以 前 に 記 載 さ れ た よ う に (Selbyら 、 J.Gen.Virol.(1993) :1103-1113)、 感 染 ／ ト
ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 実 験 に 用 い た 。 簡 潔 に 述 べ る と 、 60mmデ ィ ッ シ ュ 中 の 細 胞 の サ ブ コ ン
フ ル エ ン ト な (subconfluent)単 層 を 、 血 清 非 含 有 DMEに お い て VV T 7 （ moi＝ 10） で 感 染 さ せ
た 。 30～ 60分 後 、 以 下 に 記 載 の よ う に 、 接 種 物 を 除 去 し て pTM1ベ ク タ ー (Elroy-Steinお よ
び  Moss,Proc.Natl.Acad.Sci.USA(1990) :6743-6747)に ク ロ ー ン 化 し た 適 当 な cDNAテ ン
プ レ ー ト で 置 き 換 え た 。 ベ ク タ ー DNAを リ ポ フ ェ ク チ ン （ BRL） ま た は リ ポ フ ェ ク タ ミ ン （
BRL） の い ず れ か と 複 合 体 化 さ せ た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 2.5～ ３ 時 間 後 、 こ の DNAを
除 去 し 、 そ し て met/cys－ 欠 乏 DME中 で 30分 間 、 細 胞 を 栄 養 不 足 の 状 態 に し た 。 約 100～ 200
μ Ciの ３ ５ Ｓ － ExpressLabel（ NEN） を 細 胞 に ３ ～ ４ 時 間 添 加 し た 。 こ の 細 胞 を １ × 溶 解
緩 衝 液 （ 100mM　 NaCl、 20mM Tris-HCl pH7.5、 １ mM　 EDTA、 0.5％ NP40、 0.5％ デ オ キ シ コ
レ ー ト お よ び 100mM　 PMSF、 0.5μ g/mlロ イ ペ プ チ ン 、 お よ び ２ mg/mlア プ ロ チ ニ ン ） 中 で
溶 解 し 、 氷 上 に 10分 間 保 存 し 、 そ し て 遠 心 分 離 （ 15,000× ｇ 、 ５ 分 間 ） に よ り 澄 明 化 し た
。 溶 解 物 を プ ロ テ イ ン Ａ セ フ ァ ロ ー ス （ BioRad） 上 に 固 定 化 し た 指 定 さ れ た 抗 体 を 用 い て
免 疫 沈 降 し た 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　
　 E1お よ び E2テ ン プ レ ー ト の 全 て を PCRに よ っ て 生 成 し 、 そ し て 配 列 決 定 に よ り 確 認 し た
。 メ チ オ ニ ン 残 基 お よ び NcoI部 位 を 含 有 す る 適 切 な ５ ’ プ ラ イ マ ー を 、 終 止 コ ド ン 、 指 定
さ れ た エ ン ベ ロ ー プ 終 点 お よ び 最 後 に 、 E1に つ い て は BamHI部 位 を 有 す る ３ ’ プ ラ イ マ ー
と 共 に 用 い た 。 両 方 の オ リ ゴ は 、 NcoIお よ び BamHI酵 素 に よ る よ り 効 率 的 な 消 化 を 容 易 に
す る た め 、 そ の 末 端 に 非 特 異 的 配 列 を 有 し た 。 消 化 さ れ た PCRフ ラ グ メ ン ト を 、 NcoI/BamH
Iで 消 化 し た pTM1(Elroy-Steinお よ び  Moss,Proc.Natl.Acad.Sci.USA(1990) :6743-6747)
に 連 結 し た 。 こ の pTM1ベ ク タ ー は 、 指 定 さ れ た DNAに よ っ て コ ー ド さ れ る 第 １ メ チ オ ニ ン
残 基 に 対 応 す る Ncolク ロ ー ン 化 部 位 に 隣 接 す る T7プ ロ モ ー タ ー お よ び EMCリ ー ダ ー を 有 す
る 。 E2テ ン プ レ ー ト を Ncolお よ び Asclで 消 化 し 、 Ncol（ 部 分 的 ） /Ascl－ pTM1－ CE2(Selby
ら 、 J.Gen.Virol.(1993) :1103-1113)に ク ロ ー ン 化 し て 、 ア ミ ノ 酸 １ で 翻 訳 が 始 ま り 、
コ ア 、 E1お よ び 指 定 さ れ た E2領 域 を コ ー ド す る Ｈ ク ロ ー ン を 作 製 し た 。 短 縮 型 E1ポ リ ペ プ
チ ド に つ い て は 、 コ ー ド テ ン プ レ ー ト は メ チ オ ニ ン 残 基 で 始 ま り 、 次 い で イ ソ ロ イ シ ン 、
次 い で ア ミ ノ 酸 172が 続 い た 。 短 縮 型 E2構 築 物 に つ い て は 、 364位 の メ チ オ ニ ン を こ の 構 築
物 に お け る Ｎ 末 端 と し て 用 い た 。 可 能 性 の あ る ク ロ ー ン を 同 定 し そ し て DNAを 増 幅 し た 後
、 全 て を 配 列 決 定 し た 。 配 列 決 定 に よ り 、 全 て の E1ク ロ ー ン が 正 し い こ と が 示 さ れ た 。 E2
ク ロ ー ン の ほ と ん ど は 、 E2内 の 単 一 の ロ イ シ ン 残 基 の 欠 損 を 除 い て 正 し い 配 列 を 示 し た 。
こ の 欠 損 は 、 そ れ が Ｃ 末 端 の 近 傍 に な か っ た た め 、 結 果 に 影 響 し な か っ た 。
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【 ０ ０ ６ ９ 】
　
　 免 疫 沈 降 は 、 沈 降 物 を 100mMの 代 わ り に 500mMの NaClを 含 有 す る 溶 解 緩 衝 液 で 少 な く と も
１ 回 洗 浄 し た こ と を 除 い て Selbyら 、 J.Gen.Virol.(1993) :1103-1113に 記 載 さ れ る よ う
に 、 ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 細 胞 由 来 の 培 地 で 行 っ た 。 こ の 沈 降 物 を ラ エ ム リ (Laemmli)緩
衝 液 中 に 再 懸 濁 さ せ 、 沸 騰 さ せ て 、 12.5％ ま た は 15％ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 上 で 分 析 し た 。
ゲ ル を 強 化 し (Amplify、 Amersham)、 乾 燥 さ せ て － 80℃ で フ ィ ル ム に 露 出 し た 。 用 い た 抗
血 清 は 、 Selbyら 、 J.Gen.Virol.(1993) :1103-1113に 以 前 に 記 載 さ れ た 。 免 疫 沈 降 物 の
エ ン ド Ｈ 処 理 は 、 製 造 者 (OxfordGlycosystems)の 仕 様 書 に 従 っ て 行 っ た 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 分 泌 さ れ た E1お よ び E2タ ン パ ク 質 の 免 疫 沈 降 に つ い て は 、 ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 細 胞 か
ら 回 収 し た 培 地 を マ イ ク ロ 遠 心 分 離 し 、 そ れ ぞ れ プ ロ テ イ ン Ｇ セ フ ァ ロ ー ス (Pharmacia)
ま た は プ ロ テ イ ン Ａ セ フ ァ ロ ー ス (Sigma)に 固 定 化 さ れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 － E1抗 体 ま た
は ウ サ ギ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 － E2抗 体 の い ず れ か を 含 有 す る チ ュ ー ブ 内 で 免 疫 沈 降 し た 。 ４
℃ で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 セ フ ァ ロ ー ス Ａ ｂ － Ａ ｇ 複 合 体 を 、 溶 解 緩 衝 液 で ２ 回 、
500mM　 NaClを 含 有 す る 溶 解 緩 衝 液 で １ 回 、 そ し て 最 後 に 120mMTris、 8.0で 洗 浄 し た 。 全
て の 液 体 を 吸 引 し た 後 、 約 30μ lの ラ エ ム リ サ ン プ ル 緩 衝 液 を 添 加 し 、 サ ン プ ル を 沸 騰 さ
せ 、 次 い で 12.5％ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 上 に の せ た 。 電 気 泳 動 後 、 こ の ゲ ル を 固 定 し 、 増 幅
し て 3MM上 で 乾 燥 さ せ た 。 乾 燥 し た ゲ ル を 増 感 ス ク リ ー ン を 用 い て フ ィ ル ム に 露 出 し た 。
ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 制 御 は β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ cDNA(pTM1-β -gal)の テ ン プ レ ー ト を
用 い て 行 っ た 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　
　 BSC40細 胞 を ３ ５ S-met(NEN)で 標 識 し た ｐ E2１ ０ ０ ６ で ト ラ ン ス フ ェ ク ト し 、 そ し て プ
ロ テ ア ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー を 含 有 す る 溶 解 緩 衝 液 で 溶 解 し た 。 澄 明 化 し た 溶 解 物 を ウ サ ギ 抗
－ E2で 一 晩 沈 降 さ せ 、 洗 浄 し て 15％ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 上 で 分 析 し た 。 次 い で 、 こ の ゲ ル
を 20％ メ タ ノ ー ル ／ １ × ラ ン ニ ン グ 緩 衝 液 中 に お い て 50ボ ル ト で ２ 時 間 、 PVDFに 移 し た 。
NS2Bを 含 む 領 域 を オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ に よ っ て 同 定 し 、 切 除 し た 。 NS2Bを 、 AppliedBio
systems 470Ａ 気 相 シ ー ケ ン サ ー で 連 続 エ ド マ ン 分 解 に よ り 配 列 決 定 し た (Speicher,(1989
). Microsequencing withPVDF membranes:Efficient electroblotting,direct protein a
dsorption andsequencer program modifications.in Techniques in Protein Chemistry.
 T.E.Hugli編 、 AcademicPress, San Diego,CA.24-35頁 )。 塩 化 ブ チ ル 含 有 画 分 を エ バ ポ レ
ー ト し 、 シ ン チ レ ー シ ョ ン 液 を 用 い て 計 数 し た 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ７ ２ 】
　

　 上 に 説 明 し た よ う に 、 PCRを 用 い て 、 一 連 の E1テ ン プ レ ー ト を pTM1内 に 生 成 さ せ た （ 図
５ ） 。 特 に 、 HCVポ リ タ ン パ ク 質 の メ チ オ ニ ン 残 基 － イ ソ ロ イ シ ン － ア ミ ノ 酸 172で 始 ま り
、 そ し て ア ミ ノ 酸 330、 お よ び ア ミ ノ 酸 380ま で 10ア ミ ノ 酸 ず つ 増 加 さ せ た ク ロ ー ン の コ ー
ド テ ン プ レ ー ト を 生 成 さ せ た 。 ア ミ ノ 酸 173か ら 191は 、 明 ら か に シ グ ナ ル 配 列 と し て の 役
割 を 果 た す コ ア の Ｃ 末 端 に 相 当 す る 。 成 熟 E1は 、 シ グ ナ ル 配 列 の 切 断 後 、 こ の ポ リ タ ン パ
ク 質 の ア ミ ノ 酸 192で 始 ま る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 抗 － E1免 疫 反 応 性 物 質 を 、 ア ミ ノ 酸 360ま で の テ ン プ レ ー ト で ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 細
胞 の 培 地 中 で 回 収 し た 。 ア ミ ノ 酸 370お よ び 380で 終 結 す る ク ロ ー ン で ト ラ ン ス フ ェ ク ト し
た 細 胞 の 培 地 中 に は E1は 検 出 さ れ な か っ た 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
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　 PCRを 用 い て 、 一 連 の E2テ ン プ レ ー ト も ま た 、 pTM1で 生 成 さ せ た （ 図 ６ ） 。 特 に 、 E2の
最 初 の コ ー ド ア ミ ノ 酸 は 364位 の メ チ オ ニ ン に 相 当 し 、 こ れ を 構 築 物 に お い て Ｎ 末 端 と し
て 用 い た 。 ア ミ ノ 酸 364は E2シ グ ナ ル ペ プ チ ド の 開 始 近 傍 に 対 応 す る （ Hijikataら 、 Proc.
Natl.Acad.Sci.USA(1991) :5547-5551； Ralstonら 、 J.Virol.(1993) :6753-6761)。 成
熟 E2は ア ミ ノ 酸 385で 始 ま る と 考 え ら れ る 。 ス タ ッ ガ ー な (staggered)互 い 違 い の Ｃ 末 端 は
ア ミ ノ 酸 661か ら 1006ま で お よ ん だ 。 特 に 、 こ の ク ロ ー ン は ア ミ ノ 酸 661、 699、 710、 715
、 720、 725、 730、 760、 780、 807、 837、 906、 お よ び 1006で 終 結 し た 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 抗 － E2免 疫 反 応 性 物 質 が 725ま で の テ ン プ レ ー ト で ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 細 胞 の 培 地 中
で 回 収 さ れ た 。 少 量 の E2が ア ミ ノ 酸 730で 終 結 す る ク ロ ー ン で ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 培 地
中 で 検 出 さ れ た 。 730を 越 え る ア ミ ノ 酸 で 終 結 す る ク ロ ー ン で ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細
胞 の 培 地 中 で は E2は ほ と ん ど 、 も し く は 全 く 検 出 さ れ な か っ た 。 730の 直 前 の 配 列 は 、 完
全 に 疎 水 性 の 、 膜 ア ン カ ー 配 列 を 連 想 さ せ る も の で あ る 。 従 っ て 、 715と 730と の 間 の 配 列
お よ び ア ミ ノ 酸 残 基 746付 近 ま で 広 が る 配 列 （ Linら 、 J.Virol.(1994) :5063-5073を 参 照
の こ と ） は 、 E2の ERへ の 固 定 に 作 用 し 、 分 泌 を 妨 げ る よ う で あ る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 ア ミ ノ 酸 383ａ ｌ ａ か ら 715ｌ ｙ ｓ ま で を 含 む さ ら な る 分 泌 E2分 子 を 作 製 し た 。 こ の E2分
子 は 、 以 下 の よ う に 、 チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 卵 巣 細 胞 ／ ジ ヒ ド ロ 葉 酸 レ ダ ク タ ー ゼ （ CH
O/DHFR） 発 現 系 を 用 い て 発 現 さ せ た 。 HCV1の ア ミ ノ 酸 383か ら ア ミ ノ 酸 715ま で の HCVE2の D
NAフ ラ グ メ ン ト を PCRに よ り 生 成 し 、 次 い で 強 力 な マ ウ ス サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス 初 期 （ MCM
V ie） プ ロ モ ー タ ー お よ び 選 択 マ ー カ ー DHFRを 含 む pMHベ ク タ ー に 連 結 し て プ ラ ス ミ ド pMH
E2-715を 得 た （ 図 ７ を 参 照 の こ と ） 。 次 い で 、 こ の プ ラ ス ミ ド を 以 下 の よ う に CHO細 胞 株
で あ る Dg44に 安 定 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 10cmデ ィ ッ シ ュ 上 の 1× 10７ 細 胞 に ト ラ ン ス
フ ェ ク ト す る た め 、 100μ gの DNAを リ ポ フ ェ ク チ ン （ Gibco-BRL） と 組 み 合 わ せ た 。 こ れ ら
の 細 胞 を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し 、 非 選 択 培 地 （ ハ ム の 栄 養 混 合 液 F-12、 JRHBiosciencesシ リ
ー ズ 番 号 51、 プ ロ リ ン 、 グ ル タ ミ ン お よ び ピ ル ビ ン 酸 ナ ト リ ウ ム ） 中 で 24時 間 イ ン キ ュ ベ
ー ト し た 後 、 ウ シ 胎 児 血 清 を 補 充 し た 非 選 択 培 地 中 で 24時 間 、 回 復 さ せ た 。 次 い で 、 こ の
非 選 択 培 地 を 、 透 析 し た ウ シ 胎 児 血 清 を 補 充 し た 選 択 培 地 （ ハ ム の 栄 養 混 合 液 F-12、 JRHB
iosciencesシ リ ー ズ 番 号 52、 プ ロ リ ン 、 グ ル タ ミ ン 、 お よ び ピ ル ビ ン 酸 ナ ト リ ウ ム ） で 置
き 換 え た 。 こ の 培 地 を 、 コ ロ ニ ー が 形 成 さ れ 始 め る ま で 、 ３ ～ ４ 日 毎 に 交 換 し た 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 DG44細 胞 株 は 内 因 性 DHFR活 性 を 欠 損 し て い る 。 従 っ て 、 DHFR遺 伝 子 を 有 す る pMHE2-715
プ ラ ス ミ ド で ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 細 胞 の み が 、 ヒ ポ キ サ ン チ ン 、 ア ミ ノ プ テ リ ン お よ び
チ ミ ジ ン を 欠 損 す る 選 択 培 地 中 で 増 殖 さ れ 得 、 そ し て コ ロ ニ ー を 形 成 し 得 る 。 約 2200の コ
ロ ニ ー を 取 り 出 し 、 96－ ウ ェ ル プ レ ー ト 中 で 増 殖 さ せ た 。 ５ 日 後 、 こ れ ら の コ ロ ニ ー が 集
密 状 態 に 達 し た と き 、 そ の 培 地 を 分 泌 さ れ た E2に つ い て ELISAに よ り ア ッ セ イ し た 。 こ の E
LISAで は 、 E2の 直 線 決 定 基 に 対 し て 捕 捉 抗 体 と し て 惹 起 さ れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 3E5-1
、 お よ び 標 準 と し て CHO細 胞 中 に 発 現 さ れ 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ E2の 構 造 決 定 基 に 反 応
性 の 5E5H7） ア フ ィ ニ テ ィ カ ラ ム か ら 精 製 さ れ る E3を 用 い た 。 上 位 83の 発 現 ク ロ ー ン を 24
－ ウ ェ ル プ レ ー ト に 拡 張 し た 。 一 旦 、 24－ ウ ェ ル プ レ ー ト 中 で 集 密 状 態 を 達 成 し た ら 、 そ
の 培 地 を ア ッ セ イ し 、 次 い で 上 位 41の ク ロ ー ン を ６ － ウ ェ ル プ レ ー ト に 拡 張 し た 。 こ れ ら
の ク ロ ー ン が 集 密 状 態 に 達 し た と き 、 そ の 培 地 を ア ッ セ イ し 、 そ し て 上 位 21の ク ロ ー ン を
75cm 2 フ ラ ス コ に 拡 張 し た 。 こ の 時 点 で 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 3E5-1を 用 い る ELISAお よ び
蛍 光 免 疫 染 色 に よ り 発 現 を 確 認 し た 。 ５ つ の ク ロ ー ン は 、 100％ の そ の 細 胞 蛍 光 性 を 有 し
た 。 両 方 の ア ッ セ イ に 基 づ き 、 限 界 希 釈 に よ っ て 精 製 さ れ る べ き 上 位 ３ つ の ク ロ ー ン を 選
択 し た 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 上 位 ７ つ の ク ロ ー ン を プ ー ル し 、 そ し て 一 連 の メ ト ト レ キ セ ー ト （ MTX） 濃 度 で 増 殖 さ
せ る た め 10cmデ ィ ッ シ ュ 内 に プ レ ー ト し た 。 MTXは DHFRの イ ン ヒ ビ タ ー で あ る 。 培 養 細 胞
の 集 団 の う ち 、 DHFRを 過 剰 発 現 す る 変 異 体 ク ロ ー ン が 、 毒 性 MTXに 耐 性 で あ る 。 CHO細 胞 に
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ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た プ ラ ス ミ ド 上 の 他 の 遺 伝 子 が DHFR遺 伝 子 と 共 に 同 時 増 幅 し 得 る こ
と が 観 察 さ れ て い る 。 HCVE2を 発 現 す る 細 胞 が 、 最 終 濃 度 10、 20、 50、 100、 200nM MTXを
有 す る 選 択 培 地 中 で 増 幅 し た 。 コ ロ ニ ー は 、 10お よ び 20nM MTX培 地 の み で 増 殖 し た 。 こ れ
ら の 384の コ ロ ニ ー を 取 り 出 し 、 拡 張 さ せ て 、 そ し て 以 前 に 最 初 の 選 択 に お い て 行 っ た よ
う に 発 現 に つ い て チ ェ ッ ク し た 。 追 随 (adherent)培 養 に お い て 、 上 位 増 幅 ク ロ ー ン は 上 位
非 増 幅 ク ロ ー ン よ り も 31％ 高 い 発 現 レ ベ ル を 有 し 、 100％ 蛍 光 を 発 し た 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　

　 E2ま た は E1に 対 し て 単 反 応 性 の 抗 血 清 を 用 い て E1を E2と 共 に 免 疫 沈 降 す る (Grakouiら 、
J.Virol.(1993) :1385-1395； Lanfordら 、 Virology(1993) :225-235； Ralstonら 、 J.V
irol.(1993) :6753-6761)。 こ の 相 互 作 用 は 、 0.5％ SDS(Grakouiら 、 J.Virol.(1993) :1
385-1395)ま た は 高 塩 ／ 非 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 （ Ralstonら 、 J.Virol.(1993) :6753-6761
； Glazerお よ び Selby， 未 公 開 の 観 察 ） に よ る 分 解 に 耐 性 で あ る た め 、 非 常 に 強 い 。 こ の
相 互 作 用 に 重 要 な E2の 領 域 を 決 定 す る た め に 、 Ｈ テ ン プ レ ー ト （ コ ア か ら E2） を 有 す る BS
C40細 胞 を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し 、 そ し て 放 射 標 識 し た 溶 解 物 を ウ サ ギ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 － E
2抗 血 清 で 免 疫 沈 降 さ せ た 。 ア ミ ノ 酸 730、 760、 お よ び 780で 終 結 す る テ ン プ レ ー ト に よ っ
て コ ー ド さ れ る E2種 は 、 E1と 会 合 し た 。 730と 1006と の 間 の 全 て の テ ン プ レ ー ト で の E1共
同 沈 降 に は 量 的 な 差 異 は な か っ た 。 対 照 的 に 、 661、 699、 710、 715、 720、 お よ び 725の テ
ン プ レ ー ト に よ っ て コ ー ド さ れ た E2種 は 、 有 意 に E1と 共 同 沈 降 で き な か っ た 。 コ ン ト ロ ー
ル と し て 、 同 じ 溶 解 物 を 患 者 抗 血 清 LLで 免 疫 沈 降 さ せ た 。 全 て の テ ン プ レ ー ト 由 来 の E1タ
ン パ ク 質 は 明 ら か に LLと 共 同 沈 降 し た ； E2タ ン パ ク 質 は テ ン プ レ ー ト 661Hを 除 い て 効 率 的
に 沈 降 し た 。 E2６ ６ １ の 検 出 が 比 較 的 劣 る こ と が 一 貫 し て 観 察 さ れ て お り 、 こ れ は お そ ら
く こ の タ ン パ ク 質 の よ り 長 い も の と 比 較 し て 異 な る 構 造 に よ る も の で あ る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 従 っ て 、 ア ミ ノ 酸 715と 730と の 間 の 配 列 が 効 率 の よ い E1会 合 に 重 要 で あ る 。 こ の Ｃ 末 端
ア ン カ ー の 除 去 が 、 通 常 E1と E2と の 間 に 見 ら れ る 会 合 を 不 可 能 に す る よ う で あ る 。 し か し
、 両 方 の エ ン ベ ロ ー プ が 分 泌 さ れ る 場 合 、 幾 ら か の 会 合 が 生 じ る よ う で あ る 。 こ の 結 果 は
上 に 示 さ れ る E2に 関 す る 分 泌 デ ー タ と 反 対 で あ り 、 そ れ ゆ え E2の 分 泌 と E1に 対 す る E2の 相
互 作 用 と の 間 の 逆 関 係 が 確 立 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　

　 上 述 の よ う に 生 成 さ れ た E1お よ び E2の 短 縮 型 が 、 お 互 い に 会 合 可 能 で あ る か 否 か を 試 験
す る た め に 、 Ｃ 末 端 が ア ミ ノ 酸 360で 切 断 さ れ て い る E1ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 構 築 物
を 、 Ｃ 末 端 が ア ミ ノ 酸 715で 切 断 さ れ て い る E2ポ リ ペ プ チ ド ま た は Ｃ 末 端 が ア ミ ノ 酸 725で
切 断 さ れ て い る E2ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 構 築 物 と 同 時 ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 上 述 の
よ う に 細 胞 を 形 質 転 換 し 、 そ し て 培 地 を 集 め た 。 抗 E2モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い て E1／ E2
複 合 体 が 明 瞭 に 観 察 さ れ 、 こ こ で は E1が 共 同 沈 降 し た 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 E1を 用 い る 逆 沈
降 で は 、 前 述 の 沈 降 と 比 較 し て 、 非 常 に 少 な い E1が 生 じ た 。 同 様 の 観 察 が 、 Ralstonら 、 J
.Virol.(1993)67:6753-6761に お い て 、 非 短 縮 型 構 築 物 に 関 し て な さ れ た 。 こ の よ う な 複
合 体 形 成 は 、 重 要 で あ る 。 な ぜ な ら 、 複 合 体 形 成 は 、 膜 ス パ ン ド メ イ ン の 全 て ま た は 一 部
の 除 去 に も か か わ ら ず 、 そ れ ら の 相 互 作 用 に 重 要 な E1お よ び E2の 領 域 が 保 持 さ れ て い る こ
と を 示 す か ら で あ る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　

　 E2の エ ン ド Ｆ 処 理 か ら ３ つ の E2バ ン ド が 得 ら れ た 。 こ れ は 、 １ 種 よ り 多 く の E2種 が 、 終
点 は 未 確 定 の ま ま で は あ る も の の 存 在 す る こ と を 示 唆 し て い る (Grakouiら 、 J.Virol.(199
3) :1385-1395)。 さ ら に 、 E2お よ び NS2抗 血 清 の 両 者 と 反 応 す る 高 分 子 量 の バ ン ド が 、 可
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能 性 の あ る E2－ NS2種 に つ い て の 推 測 を 導 い た (Grakouiら 、 J.Virol.(1993) :1385-1395
； Tomeiら 、 J.Virol.(1993) :4017-4026)。 エ ン ド Ｈ 処 理 を 、 こ れ ら ３ 種 の E2糖 タ ン パ ク
質 を 明 確 に す る た め に 用 い た 。 エ ン ド Ｈ は 、 一 過 性 の 発 現 系 に お い て 未 成 熟 の 高 マ ン ノ ー
ス 糖 タ ン パ ク 質 の み が 観 察 さ れ る よ う な こ れ ら の 実 験 に 適 切 な デ グ リ コ シ ダ ー ゼ で あ る (S
paeteら 、 Virology(1992) :819-830； Ralstonら 、 J.Virol.(1993) :6753-6761)。 テ ン
プ レ ー ト E2６ ６ １ か ら E2７ ３ ０ に よ っ て コ ー ド さ れ る E2タ ン パ ク 質 の エ ン ド Ｈ 処 理 に よ り
、 伸 長 さ れ た テ ン プ レ ー ト に 付 随 的 に サ イ ズ が 増 大 す る 単 一 の バ ン ド が 生 じ た 。 エ ン ド Ｈ
処 理 さ れ た 、 テ ン プ レ ー ト E2７ ６ ０ 、 E2７ ８ ０ 、 お よ び E2８ ０ ７ に よ っ て コ ー ド さ れ る E2
タ ン パ ク 質 は 、 よ り 長 い テ ン プ レ ー ト と 比 較 し た 場 合 、 ア ミ ノ 酸 807で サ イ ズ の 増 大 が 停
止 す る さ ら な る バ ン ド を 示 し た 。 こ れ ら の デ ー タ は 、 E2の １ つ の 形 態 が ア ミ ノ 酸 730付 近
で 終 結 す る こ と を 示 唆 す る 。 最 近 の デ ー タ は 、 E2が ア ミ ノ 酸 746付 近 で 終 結 し 得 る こ と を
示 唆 す る (Linら 、 J.Virol.(1994) :5063-5073を 参 照 の こ と ） 。 E2の 第 ２ の 形 態 は ア ミ ノ
酸 807位 付 近 で 終 結 す る よ う に 思 わ れ る 。 テ ン プ レ ー ト E2９ ０ ６ お よ び E2１ ０ ０ ６ に 対 し
て は 、 前 の 二 重 鎖 よ り も よ り 高 い 位 置 に 移 動 す る 第 ３ の バ ン ド が 注 目 さ れ た 。 こ れ ら ２ つ
の テ ン プ レ ー ト 由 来 の バ ン ド の サ イ ズ は 、 テ ン プ レ ー ト 全 体 に よ っ て コ ー ド さ れ る E2分 子
と 一 致 し た 。 pTM1－ HCV中 の E2－ NS2融 合 物 の 移 動 度 は 、 E2１ ０ ０ ６ に 対 し て 僅 か に 減 少 し
た 。 こ れ ら の 観 察 は 、 NS2/NS3連 結 部 と 一 致 す る ア ミ ノ 酸 1026で 終 結 す る E2の 第 ３ 形 態 と
一 致 す る （ Grakouiら 、 Proc.Natl.Acad.Sci.USA(1993) :10583-10587)。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 NS2は NS3に 先 行 す る こ と が 同 定 さ れ て い る (Grakouiら 、 J.Virol.(1993) :1385-1395；
Hijikataら 、 Proc.Natl.Acad.Sci.USA(1993) :10773-10777； Selbyら 、 J.Gen.Virol.(19
93) :1103-1113)。 こ こ に 示 さ れ る 結 果 お よ び 他 の 最 近 の 報 告 に 示 さ れ る 結 果 (Linら 、 J.
Virol.(1994) :5063-5073)は 、 デ ィ フ ァ レ ン シ ャ ル な 前 駆 体 プ ロ セ シ ン グ を 支 持 す る 。
こ の 差 別 的 な 前 駆 体 プ ロ セ シ ン グ に よ り 、 ア ミ ノ 酸 730～ 746を 越 え る E2の 伸 長 は NS2と の E
2融 合 物 を 示 す 。 本 発 明 者 ら は 、 エ ン ド Ｈ 実 験 に よ っ て 予 測 さ れ る お よ び ア ミ ノ 酸 730～ 74
6お よ び 807の 間 の 小 さ な タ ン パ ク 質 コ ー ド 領 域 が NS2Aに 対 応 し 、 一 方 、 そ の 下 流 タ ン パ ク
質 が NS2Bで あ る こ と を 仮 に 提 案 す る 。 こ の 名 称 は Flaviviridaeの 間 の タ ン パ ク 質 の 類 似 の
系 統 化 に 基 づ く 。 NS2Bの よ う に 、 NS2Aが ポ リ タ ン パ ク 質 か ら 独 立 に 切 断 さ れ な い こ と が 可
能 で あ り 、 そ し て NS2Aが 実 際 に 非 構 造 タ ン パ ク 質 で あ る か 否 か は 決 定 さ れ る も の と し て 残
る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　

　 患 者 血 清 LLは 、 テ ン プ レ ー ト E2９ ０ ６ お よ び E2１ ０ ０ ６ で の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン か ら
E2糖 タ ン パ ク 質 な ら び に 14kDaお よ び 21kDaの 他 の ２ 種 を 検 出 し た 。 こ れ ら の 後 者 の 種 は NS
2Bに 相 当 す る 。 こ れ は 、 サ イ ズ の 相 違 が テ ン プ レ ー ト の 長 さ の 相 違 に 完 全 に 相 関 し 、 そ し
て 23kDaの NS2Bが 完 全 長 HCVテ ン プ レ ー ト 、 pTM1－ HCVか ら 検 出 さ れ た た め で あ る (Selbyら
、 J.Gen.Virol.(1993) :1103-1113)。 抗 E2抗 体 が 同 じ 溶 解 物 を 免 疫 沈 降 す る た め に 用 い
ら れ た 場 合 に は 、 NS2Bは E2と 共 同 沈 降 し た 。 こ れ ら の 条 件 下 で 、 E1も ま た 共 同 免 疫 沈 降 し
た 。 さ ら に 、 よ り 大 き な 抗 E2反 応 性 種 も ま た 、 906、 1006お よ び pTM1－ HCV沈 降 に お い て 見
ら れ 、 こ れ は NS2Aお よ び 異 な る 長 さ の NS2Bと の E2融 合 物 に 相 当 す る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 様 々 な E2テ ン プ レ ー ト を 用 い て 、 本 発 明 者 ら は 、 NS2Bの 共 同 沈 降 に 重 要 な E2の １ つ の 領
域 を 明 確 に し た 。 ア ミ ノ 酸 699、 730、 760、 780お よ び 807で 終 結 す る E2テ ン プ レ ー ト を 、
ア ミ ノ 酸 730～ 3011を コ ー ド す る pTM1－ NS25(Selbyら 、 J.Gen.Virol.(1993) :1103-1113)
と 共 に 同 時 ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 pTM1－ NS25は 、 こ の テ ン プ レ ー ト が NS2を コ ー ド す る
こ と が 以 前 に 決 定 さ れ て お り 、 そ し て 独 立 し た テ ン プ レ ー ト が E2： NS2B相 互 作 用 に 重 要 な
配 列 を 明 確 に す る た め に NS2B発 現 に 必 要 と さ れ る た め に 用 い ら れ た 。 抗 E2抗 体 は 、 E2タ ン
パ ク 質 を 免 疫 沈 降 し 、 そ し て ま た 、 E2６ ９ ９ テ ン プ レ ー ト で ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た も の を
除 く 全 て の 溶 解 物 由 来 の NS2B（ 23kDa） お よ び お そ ら く NS4B（ 27kDa） を 共 同 沈 降 し た 。 ポ
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ジ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル と し て 、 E2１ ０ ０ ６ テ ン プ レ ー ト に 由 来 す る 短 縮 型 NS2Bを E2と 共 に
共 同 沈 降 さ せ た 。 こ れ ら の デ ー タ は 、 ア ミ ノ 酸 699か ら 730が E2と の NS2Bお よ び NS4Bの 会 合
に 重 要 で あ る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 NS2Bを 共 同 沈 降 さ せ る 抗 E2抗 体 は 、 ア ミ ノ 酸 662で 終 結 す る SOD－ E2融 合 物 に 対 し て 作 製
さ れ た 。 こ れ は 、 NS2B検 出 の 原 因 と し て の NS2Bに 対 す る 交 差 反 応 性 の 可 能 性 を 排 除 す る 。
こ の NS2Bバ ン ド は 、 そ の エ ン ド Ｈ 処 理 に 対 す る 非 感 受 性 に よ っ て 証 明 さ れ る よ う に 、 グ リ
コ シ ル 化 さ れ な か っ た 。 NS2Bの 共 同 沈 降 は バ ッ ク グ ラ ン ド が ほ と ん ど な く 、 か つ 効 率 的 で
あ っ た た め 、 こ の 会 合 特 性 を NS2Bの Ｎ 末 端 の 放 射 性 配 列 決 定 の た め に 用 い た 。 E2１ ０ ０ ６

ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 由 来 の ３ ５ Ｓ － メ チ オ ニ ン 標 識 溶 解 物 の 免 疫 沈 降 物 を 、 15％ ア ク リ
ル ア ミ ド ゲ ル 上 で 分 析 し 、 そ し て 配 列 決 定 の た め に PVDFに ト ラ ン ス フ ァ ー し た 。 残 基 810
か ら 18ア ミ ノ 酸 離 れ た メ チ オ ニ ン 残 基 を 参 照 と し て 用 い て 、 NS2Bの ア ミ ノ 末 端 を ア ミ ノ 酸
810と し て 同 定 し た 。 こ の 割 り 当 て は 、 E2欠 失 テ ン プ レ ー ト か ら の エ ン ド Ｈ パ タ ー ン に 基
づ く 推 定 E2Ｃ 末 端 と 一 致 し 、 そ し て Grakouiら 、 Proc.Natl.Acad.Sci.USA(1993) :10583-
10587お よ び Mizushimaら 、 J.Virol.(1994) :2731-2734(1994)に よ っ て 最 近 報 告 さ れ た 切
断 部 位 を 確 認 す る 。 推 定 NS2A末 端 は 、 そ れ が 独 立 し た タ ン パ ク 質 と し て 存 在 す る 場 合 に は
、 ア ミ ノ 酸 730お よ び 809と し て 存 在 す る こ と が 予 想 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 こ の よ う に 、 新 規 の 分 泌 さ れ た E1お よ び E2形 態 が 開 示 さ れ る 。 本 発 明 の 好 ま し い 態 様 が
い く ら か 詳 細 に 説 明 さ れ て い る が 、 添 付 の 請 求 の 範 囲 に よ っ て 定 義 さ れ る 本 発 明 の 精 神 お
よ び 範 囲 か ら 逸 脱 す る こ と な く 明 ら か な 変 形 が な さ れ 得 る こ と が 理 解 さ れ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ８ ８ 】
【 図 １ 】 図 １ は 、 HCV1の E1領 域 の 概 略 図 で あ る 。
【 図 ２ 】 図 ２ は 、 Ｎ 末 端 シ グ ナ ル 配 列 お よ び Ｃ 末 端 膜 ア ン カ ー ド メ イ ン を 含 む 、 HCV1 E1
の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 お よ び 対 応 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 。
【 図 ３ 】 図 ３ は 、 HCV１ の E2領 域 の 概 略 図 で あ る 。
【 図 ４ Ａ 】 図 ４ Ａ は 、 E2の Ｎ 末 端 シ グ ナ ル 配 列 お よ び E2の Ｃ 末 端 膜 ア ン カ ー ド メ イ ン を 含
む 、 HCV1 E2/NS2領 域 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 お よ び 対 応 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 。
【 図 ４ Ｂ 】 図 ４ Ｂ は 、 E2の Ｎ 末 端 シ グ ナ ル 配 列 お よ び E2の Ｃ 末 端 膜 ア ン カ ー ド メ イ ン を 含
む 、 HCV1 E2/NS2領 域 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 お よ び 対 応 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 。
【 図 ４ Ｃ 】 図 ４ Ｃ は 、 E2の Ｎ 末 端 シ グ ナ ル 配 列 お よ び E2の Ｃ 末 端 膜 ア ン カ ー ド メ イ ン を 含
む 、 HCV1 E2/NS2領 域 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 お よ び 対 応 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 。
【 図 ５ 】 図 ５ は 、 実 施 例 に お い て ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に 用 い ら れ た HCV E1　 cDNAテ ン プ
レ ー ト を 示 す 。 コ ア か ら NS2領 域 に か け て は 上 部 に 示 さ れ 、 正 確 な 比 率 で 描 か れ て い る ；
遠 位 の NS3か ら NS5に か け て は 正 確 な 比 率 で 描 か れ て い な い 。 用 い ら れ た テ ン プ レ ー ト を 十
分 に 示 す た め 、 E1領 域 が 拡 大 さ れ て い る 。 右 側 の 数 字 は 、 各 テ ン プ レ ー ト に お い て 用 い ら
れ た ア ミ ノ 酸 の 終 点 を 示 す 。
【 図 ６ 】 図 ６ は 、 実 施 例 に お い て ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に 用 い ら れ た HCV E2　 cDNAテ ン プ
レ ー ト を 示 す 。 コ ア か ら NS2領 域 に か け て は 上 部 に 示 さ れ 、 正 確 な 比 率 で 描 か れ て い る ；
遠 位 の NS3か ら NS5に か け て は 正 確 な 比 率 で 描 か れ て い な い 。 用 い ら れ た テ ン プ レ ー ト を よ
り 十 分 に 示 す た め 、 E2/NS2領 域 が 拡 大 さ れ て い る 。 左 側 の 欄 は 、 各 テ ン プ レ ー ト に 用 い ら
れ た ア ミ ノ 酸 の 終 点 を 示 す 。
【 図 ７ 】 図 ７ は 、 HCV1の ア ミ ノ 酸 383～ 715を 有 す る 短 縮 型 E2タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝
子 を 含 む 、 プ ラ ス ミ ド pMHE2-715を 示 す 。 こ の ベ ク タ ー に は 、 SV40複 製 起 点 、 マ ウ ス サ イ
ト メ ガ ロ ウ イ ル ス の 即 時 型 プ ロ モ ー タ ー （ MCMVie） 、 tpaリ ー ダ ー 、 SV40ポ リ ア デ ニ ル 化
シ グ ナ ル お よ び 選 択 の た め の DHFRcDNAも 存 在 す る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 （ 配 列 表 ）
【 ０ ０ ９ ０ 】
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【 数 １ － １ 】
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【 数 １ － ２ 】
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【 数 １ － ３ 】
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【 数 １ － ４ 】
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【 数 １ － ５ 】
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【 数 １ － ６ 】
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【 数 １ － ７ 】
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【 図 ３ 】 【 図 ４ Ａ 】

【 図 ４ Ｂ 】 【 図 ４ Ｃ 】
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【 図 ５ 】 【 図 ６ 】

【 図 ７ 】
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