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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　宿主細胞における増殖性複製が可能であるか、又は宿主細胞において増殖性複製が可能
であるような非天然のＨＣＶ配列へ転写されることが可能であるような非天然のＨＣＶ配
列からなるポリヌクレオチドであって、当該ＨＣＶ配列は、ポジティブ－センス核酸上に
５’から３’方向へ、機能性５’非翻訳領域（５’　ＮＴＲ）；ＨＣＶ　ＲＮＡの複製が
可能である少なくとも１個のポリタンパク質コード領域を含む１個又は複数のタンパク質
コード領域；並びに、機能性ＨＣＶ３’非翻訳領域（３’　ＮＴＲ）からなるポリヌクレ
オチドであり、さらにＮＳ５Ａ遺伝子におけるＩＳＤＲの５’側の５０個のヌクレオチド
内の適応変異及び／又はＮＳ５Ａ遺伝子におけるＩＳＤＲ内の適応変異を含むポリヌクレ
オチドであって、該適応変異は培養においてＨＣＶ　ＲＮＡの複製を確立する能力を改善
する適応変異であるポリヌクレオチド。
【請求項２】
　０．０１％より大きい哺乳類細胞へのトランスフェクション効率を有する、請求項１記
載のポリヌクレオチド。
【請求項３】
　哺乳類細胞へのトランスフェクション効率が０．１％より大きい、請求項２記載のポリ
ヌクレオチド。
【請求項４】
　哺乳類細胞へのトランスフェクション効率が１％より大きい、請求項２記載のポリヌク



(2) JP 4095303 B2 2008.6.4

10

20

30

40

50

レオチド。
【請求項５】
　哺乳類細胞へのトランスフェクション効率が５％より大きい、請求項２記載のポリヌク
レオチド。
【請求項６】
　ポリヌクレオチドが、非－肝細胞において複製が可能である、請求項１記載のポリヌク
レオチド。
【請求項７】
　非－肝細胞がＨｅＬａ細胞である、請求項６記載のポリヌクレオチド。
【請求項８】
　ＨＣＶの、疾患を引き起し、慢性感染を確立し、自己免疫応答を誘発し、かつ細胞を形
質転換する能力が損なわれている、請求項１記載のポリヌクレオチド。
【請求項９】
　変異が、ＩＳＤＲの５’側の２０個のヌクレオチド内の変異及び／又はＩＳＤＲ内の変
異である、請求項１記載のポリヌクレオチド。
【請求項１０】
　変異が、配列番号：３における１１７９位のＳｅｒからＩｌｅへの変異、１１６４位の
ＡｒｇからＧｌｙへの変異、１１７４位のＡｌａからＳｅｒへの変異、１１７２位のＳｅ
ｒからＣｙｓへの変異、及び１１７２位のＳｅｒからＰｒｏへの変異からなる群より選択
されたアミノ酸配列の変異をコードしている、請求項９記載のポリヌクレオチド。
【請求項１１】
　変異が、ＩＳＤＲの少なくとも一部の欠失を含む、請求項１記載のポリヌクレオチド。
【請求項１２】
　変異が、ＩＳＤＲ全体の欠失を含む、請求項１１記載のポリヌクレオチド。
【請求項１３】
　変異が、配列番号：６のヌクレオチド５３４５から５４８５に相当するヌクレオチドの
欠失を含む、請求項１２記載のポリヌクレオチド。
【請求項１４】
　ポリヌクレオチドが、ウイルスのＩＲＥＳ、細胞性ＩＲＥＳ、及び人工のＩＲＥＳから
なる群より選択される少なくとも１種のＩＲＥＳを含む、請求項１記載のポリヌクレオチ
ド。
【請求項１５】
　ＨＣＶポリタンパク質コード領域が、全てのＨＣＶ構造及び非構造タンパク質をコード
している、請求項１４記載のポリヌクレオチド。
【請求項１６】
　更に、第一のＩＲＥＳに操作可能に連結された外来遺伝子及び第二のＩＲＥＳに操作可
能に連結されたＨＣＶポリタンパク質コード領域を含む、請求項１５記載のポリヌクレオ
チド。
【請求項１７】
　ポリタンパク質コード領域が、感染性ＨＣＶ粒子の形成が不可能である、請求項１４記
載のポリヌクレオチド。
【請求項１８】
　ポリタンパク質コード領域が、構造タンパク質コード領域の変異及び／又は欠失を含む
、請求項１７記載のポリヌクレオチド。
【請求項１９】
　更に、第一のＩＲＥＳに操作可能に連結された外来遺伝子及び第二のＩＲＥＳに操作可
能に連結されたＨＣＶポリタンパク質コード領域を含む、請求項１８記載のポリヌクレオ
チド。
【請求項２０】
　外来遺伝子が、選択マーカー又はレポーター遺伝子をコードしている遺伝子である、請
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求項１９記載のポリヌクレオチド。
【請求項２１】
　哺乳類細胞へのトランスフェクション効率が約６％である、請求項１記載のポリヌクレ
オチド。
【請求項２２】
　（ａ）第一のＩＲＥＳがＨＣＶ　ＩＲＥＳであり；
（ｂ）外来遺伝子がｎｅｏ遺伝子であり；及び（ｃ）第二のＩＲＥＳがＥＭＣＶ　ＩＲＥ
Ｓである、請求項２０記載のポリヌクレオチド。
【請求項２３】
　ＨＣＶ配列が、遺伝子型１のＨＣＶ配列である、請求項２２記載のポリヌクレオチド。
【請求項２４】
　ＨＣＶ配列が、亜型１ｂである、請求項２３記載のポリヌクレオチド。
【請求項２５】
　配列番号：５又は配列番号：６からなる、請求項２２記載のポリヌクレオチド。
【請求項２６】
　ポリヌクレオチドが、２本鎖ＤＮＡである、請求項１～２５のいずれかに記載のポリヌ
クレオチド。
【請求項２７】
　プロモーターと操作可能に結びつけられた請求項２６記載のポリヌクレオチドを含むベ
クター。
【請求項２８】
　請求項２６記載のベクターを含む細胞。
【請求項２９】
　宿主細胞が哺乳類細胞である、請求項１～２５のいずれかに記載のポリヌクレオチドを
含む宿主細胞。
【請求項３０】
　宿主細胞がヒト細胞である、請求項２９記載の宿主細胞。
【請求項３１】
　宿主細胞が肝細胞、Ｔ細胞、Ｂ細胞およびＨｅＬａ細胞からなる群から選択される、請
求項３０記載の宿主細胞。
【請求項３２】
　宿主細胞がＨｅＬａ細胞である、請求項３０記載の宿主細胞。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
(発明の背景)
(政府助成に関する陳述)
本発明は、公衆衛生総局基金(Public Health Service Grant)第CA 57973号及び第AI 4003
4号の下で政府の支持により行った。米政府は本発明に一定の権利を有するものである。
【０００２】
【発明の属する技術分野】
(発明の背景)
(1)発明の技術分野
本発明は、C型肝炎ウイルス(HCV)変異体の作出及び使用に関する材料及び方法に関する。
より詳細に述べると、診断、治療、ワクチン及び他の用途に有用なHCV変異体が提供され
る。
【０００３】
【従来の技術】
(2)関連する技術分野の説明
C型肝炎ウイルスの簡単な概略
A型肝炎ウイルス及びB型肝炎ウイルスの診断試験が開発されて以降、チンパンジーに実験
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的に伝播された別の物質[Alterらの論文、Lancet 1、459-463 (1978)]；Hollingerらの論
文、Intervirology、10:60-68 (1978)；Taborらの論文、Lancet 1、463-466 (1978)]が輸
血により獲得された肝炎の主因として認められ始めた。原因となる非-A非-B型(NANB)肝炎
物質、いわゆるC型肝炎ウイルス(HCV)に相当するcDNAクローンが、1989年に報告された[C
hooらの論文、Science、244:359-362 (1989)]。この大発見は、HCVの診断、及び疫学、病
因及び分子ウイルス学に関する我々の理解の急激な進歩につながっている(総説について
は、Houghtonらの論文、Curr Stud Hematol Blood Transfus、61:1-11 (1994)；Houghton
、FIELDS VIROLOGY、(1996)1035-1058頁、編集Fieldsらの論文、Raven Press社、フィラ
デルフィア；Majorらの論文、Hepatology、25:1527-1538 (1997)；Reed及びRice、HEPATI
TIS C VIRUS 、1-37頁、編集Reesink、Karger社、バーゼル；Hagedorn及びRice、THE HEP
ATITIS C VIRUSES、(1999)、Springer、ベルリンを参照のこと)。HCV感染の証拠は、世界
中で発見されており、HCV-特異抗体の罹患率はたいていの国では0.4～2％の範囲であり、
エジプトにおいては14％を超えている[Hibbsらの論文、J. Inf. Dis.、168:789-790 (199
3)]。血液又は血液製剤を介した伝播、もしくはより頻度は低いが性的及び先天性の経路
に加え、公知のリスク因子とは無関係の散発的症例が発生しており、HCV症例の40％を超
える割合を占めている[Alterらの論文、J. Am. Med. Assoc.、264:2231-2235 (1990)；Ma
st及びAlter、Semin. Virol.、4:273-283 (1993)]。感染は通常慢性的であり[Alterらの
論文、N. Eng. J. Med.、327:1899-1905 (1992)]、臨床の転帰は、不顕性キャリヤ状態か
ら急性肝炎、慢性活動期肝炎、及び肝硬変に至り、これは肝細胞癌の発生と強く相関して
いる。
【０００４】
少数の慢性HCV感染患者の治療にインターフェロン(IFN)-αが有用であることが示されて
おり[Davisらの論文、N. Engl. J. Med.、321:1501-1506 (1989)；DiBisceglieらの論文
、New Engl. J. Med.、321:1506-1510 (1989)]、及びサブユニットワクチンがチンパンジ
ーモデルにおいて若干見込みがあるが[Chooらの論文、Proc. Natl. Acad. Sci. USA、91:
1294-1298 (1994)]、より有効な療法及びワクチンの開発に今後の努力が必要とされてい
る(例えば、Tsambirasらの、1999年、「Hepatitis C: Hope on the Horizon」、米国感染
症協会の第37回年次総会C型肝炎シンポジウム(Hepatitis C Symposium of 37th Annual M
eeting of the Infectious Diseases Society of America)、総説は、http://www.medsca
pe.com/medscape/cno/1999/IDSA/Story.cfm
?story_id=913参照のこと)。異なるHCV単離体の間に認められるかなりの多様性[総説につ
いては、Bukhらの論文、Sem. Liver Dis.、15:41-63 (1995)；Fanningらの論文、2000、M
edscape Gastroenterology 2:mgi6558.fann参照]、慢性的に感染した個体における遺伝的
変異体の出現[Enomotoらの論文、J. Hepatol.、17:415-416 (1993)；Hijikataらの論文、
Biochem. Biophys. Res. Comm.、175:220-228 (1991)；Katoらの論文、Biochem. Biophys
. Res. Comm.、189:119-127 (1992)；Katoらの論文、J. Virol.、67:3923-3930 (1993)；
Kurosakiらの論文、Hepatology、18:1293-1299 (1993)；Lesniewskiらの論文、J. Med. V
irol.、40:150-156 (1993)；Ogataらの論文、Proc. Natl. Acad. Sci. USA、88:3392-339
6 (1991)；Weinerらの論文、Virology、180:842-848 (1991)；Weinerらの論文、Proc. Na
tl. Acad. Sci. USA、89:3468-3472 (1992)を参照のこと]、及びHCV感染後に誘発された
感染防御免疫の欠如[Farciらの論文、Science、258:135-140 (1992)；Princeらの論文、J
. Infect. Dis.、165:438-443 (1992)]が、これらの目的に向かっての大きな難関として
存在している。
【０００５】
HCVの分子生物学
分類。　HCVは、そのゲノム構造及びビリオン特性を基に、下記の他の2種の属を含むフラ
ビウイルス科の独立した属として分類されている：フラビウイルス(例えば、黄熱病(YF)
ウイルス)及び動物のペスチウイルス(例えば、ウシウイルスの下痢症ウイルス(BVDV)及び
古典的ブタ熱ウイルス(CSFV))[Franckiらの論文、Arch. Virol.、補遺、2:223 (1991)]。
この科の構成員は全て、1個の長いオープンリーディングフレーム(ORF)の翻訳を介し、全
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て公知のウイルス-特異的タンパク質をコードしているポジティブ-鎖RNAゲノムを含む、
エンベロープを伴うビリオンを有する。
【０００６】
ビリオンの構造及び物理特性。HCVビリオンの構造及び物理特性の研究には、効率的ウイ
ルス複製を支持することができる細胞培養システムの欠如及び血清中に存在する感染性ウ
イルスの概して低い力価が足枷となっていた。濾過実験を基にした感染性ウイルスのサイ
ズは、30～80nmである[Bradleyらの論文、Gastroenterology、88:773-779 (1985)；Heら
の論文、J. Infect. Dis.、156:636-640 (1987)；Yuasaらの論文、J. Gen. Virol.、72: 
2021-2024 (1991)]。ショ糖中の感染性物質の浮遊密度の始めての測定では、幅のある値
が得られ、<1.1g/mlの低密度プール中に大半が存在していた[Bradleyらの論文、J. Med. 
Virol.、34:206-208 (1991)]。その後の研究では、慢性感染したヒト又は実験的に感染し
たチンパンジー由来の血清中に存在する可能性のある感染性ウイルスの間接測定として、
RT/PCRを用い、HCV-特異的RNAを検出した。これらの研究から、かなりの不均一性が様々
な臨床検体中に存在すること、及び多くの要因がHCV RNAを含む粒子の挙動に影響を与え
得ることが一層明らかになりつつある[Hijikataらの論文、J. Virol.、67:1953-1958 (19
93)；Thomssenらの論文、Med. Microbiol. Immunol.、181:293-300 (1992)]。このような
要因は、免疫グロブリンとの会合[Hijikataらの論文、(1993)前掲]又は低密度リポタンパ
ク質との会合[Thomssenらの論文、(1992)前掲；Thomssenらの論文、Med. Microbiol. Imm
unol.、182:329-334 (1993)]を含む。高度に感染性である急性期のチンパンジー血清中に
おいて、HCV-特異的RNAは通常低浮遊密度(1.03～1.1g/ml)画分中に検出される[Carrickら
の論文、J. Virol. Meth.、39:279-289 (1992)；Hijikataらの論文、(1993)前掲]。別の
試料において、HCV抗体の存在及び免疫複合体の形成は、高密度及び低感染力の粒子と相
関している[Hijikataらの論文、(1993)前掲]。粒子の感染力を破壊するクロロホルムによ
る処理[Bradleyらの論文、J. Infect. Dis.、148:254-265 (1983)；Feinstoneらの論文、
Infect. Immun.、41:816-821 (1983)]、又は非イオン性界面活性剤による処理は、HCVヌ
クレオキャプシドを表していると考えられた高密度(1.17～1.25g/ml)のRNA含有粒子を生
成した[Hijikataらの論文、(1993)前掲；Kantoらの論文、Hepatology、19:296-302 (1994
)；Miyamotoらの論文、J. Gen Virol.、73:715-718 (1992)]。
【０００７】
血清及び血漿中にネガティブ-センスHCV-特異的RNAが報告されている[Fongらの論文、Jou
rnal of Clinical Investigation、88:1058-60 (1991)参照]。しかし、このようなRNAは
、高い感染力を伴う血清の一部は低い又は検出不能レベルのネガティブ-鎖RNAを有するの
で、感染性粒子の必須の成分であるようには見えない[Shimizuらの論文、Proc. Natl. Ac
ad. Sci. USA、90:6037-6041 (1993)]。ビリオンタンパク質組成は厳密には決定されては
いないが、HCV構造タンパク質は、塩基性Cタンパク質及び2種の膜糖タンパク質であるE1
及びE2を含有する。
HCV複製。　HCV複製の早期事象はあまりわかっていない。肝細胞受容体はCD81であり、こ
れはE2エンベロープ糖タンパク質に結合する(Peleriらの論文、Science、282:938-41 (19
98))。一部のHCV粒子のβ－リポタンパク質及び免疫グロブリンとの会合は、これらの宿
主の分子がウイルス取り込み及び組織指向性を変調することができる可能性を生じる。
【０００８】
HCV複製を試験する研究は、ヒト患者又は実験的に接種されたチンパンジーに大きく制限
されている。チンパンジーモデルにおいて、HCV RNAは、接種後3日と早期に血清中に検出
され、かつ血清アラニンアミノトランスフェラーゼ(ALT)レベル(肝損傷の指標)のピーク
を通じて持続する[Shimizuらの論文、Proc. Natl. Acad. Sci. USA、87:6441-6444 (1990
)]。ウイルス血症の開始後、肝HCV感染の間接的証明が出現する。これらは、細胞質抗原
の出現[Shimizuらの論文、(1990)前掲]及びHCVが以前クロロホルム-感受性「細管形成剤
」又は「TFA」と称された理由である微小細管凝集の形成のような肝細胞における超微細
構造的変化を含む[Bradley、Prog. Med. Virol.、37:101-135 (1990)において検証]。ウ
イルス抗原の出現[Blightらの論文、Amer. J. Path.、143:1568-1573 (1993)；Hiramatsu
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らの論文、 Hepatology、16:306-311 (1992)；Krawczynskiらの論文、Gastroenterology
、103:622-629 (1992)；Yamadaらの論文、Digest. Dis. Sci.、38:882-887 (1993)]並び
にポジティブ及びネガティブ-センスRNAの検出[Fongらの論文、(1991)前掲；Gunjiらの論
文、Arch. Virol.、134:293-302 (1994)；Harunaらの論文、J. Hepatol.、18:96-100 (19
93)；Lamasらの論文、J. Hepatol.、16:219-223 (1992)；Nouri Ariaらの論文、J. Clin.
 Inves.、91:2226-34 (1993)；Sherkerらの論文、J. Med. Virol.、39:91-96 (1993)；Ta
keharaらの論文、Hepatology、15:387-390 (1992)；Tanakaらの論文、Liver、13:203-208
 (1993)]により示されるように、肝細胞は、特に急性感染期の、HCV複製の主要部位であ
るように見える[Negroらの論文、Proc. Natl. Acad. Sci. USA、89:2247-2251 (1992)]。
HCV感染後期において、HCV-特異抗体の出現、ウイルス血症の持続又は寛解、及び肝疾患
の重症度は、チンパンジーモデル及びヒト患者の両方において大きく変動する(Fanningら
の論文、前掲)。肝損傷の一部は、HCV感染及び細胞変性の直接的結果として生じるが、宿
主免疫応答、特にウイルス-特異的細胞傷害性Tリンパ球は、細胞の損傷の媒介においてよ
り主要な役割を果たすという合意ができつつある。
【０００９】
HCVは、肝外貯蔵器(extra-hepatic reservoir)(複数)においても複製すると推測されてい
る。一部の例では、RT/PCR又はin situハイブリダイゼーションが、HCV RNAのT細胞、B細
胞、及び単球を含む末梢血単核細胞との会合を示している[総説はBlight及びGowans、Vir
al Hepatitis Rev.、1:143-155 (1995)]。このような組織指向性は、慢性感染の確立を明
らかにし、並びにHCV感染とある種の免疫学的異常、例えば混合型クリオグロブリン血症[
Ferriらの論文、Eur. J. Clin. Invest.、23:399-405 (1993)において検証]、糸球体腎炎
、及び希な非ホジキンBリンパ腫[Ferriらの論文、(1993)前掲；Kagawaらの論文、Lancet
、341:316-317 (1993)]の間の関係においても役割を果たすであろう。しかし、血清中の
循環ネガティブ鎖RNAの検出、真の鎖-特異的RT/PCRを得ることの困難さ[Gunjiらの論文、
(1994)前掲]、及び見かけ上感染した細胞数の少なさは、in vivoにおけるこれらの組織で
の複製の明白な証拠を得ることを困難にする。
【００１０】
ゲノム構造。HCV単離体の完全長又はほぼ完全長ゲノム配列が数多く報告されている[例え
ば、Linらの論文、J. Virol.、68:5063-5073 (1994a)；Okamotoらの論文、J. Gen. Virol
.、75:629-635 (1994)；Sakamotoらの論文、J. Gen. Virol.、75:1761-1768 (1994)；Tro
wbridgeらの論文、Arch Virol.、143:501-511 (1998)；Chamberlainらの論文、J. Gen. V
irol.、78:1341-1347 (1997)；及び、Davis、Am. J. Med.、27:21S-26Sの引用を参照のこ
と]。HCVゲノムRNAは、長さ～9.6キロベース(kb)であり(図１)、かつ5’非翻訳領域(5' N
TR)、単一の長いオープンリーディングフレーム(ORF)からなるポリタンパク質コード領域
、及び3' NTRからなる。この5’NTRは、341-344塩基長でありかつ高度に保存されている
。長いORFの長さは単離体間でわずかに変動し、約3010から約3033個のアミノ酸のポリタ
ンパク質をコードしている。
【００１１】
3’NTRは、3個のドメインに分割することができる。第一(最も5'側)ドメインは、組成及
び長さ(28-42塩基)の両方においてかなりの多様性を示す。Yanagiらの最近の研究[Proc. 
Natl. Acad. Sci. USA、96:2291-2295 (1999)]は、この領域はウイルス複製には不要であ
ることを明らかにしている。第二のドメインは、ポリ(A)(少なくともHCV-1、1a型[Hanら
の論文、Proc. Natl. Acad. Sci. USA、88:1711-1715 (1991)])又はポリ(U-UC) (Chenら
の論文、Virology、188:102-1131992)；Okamotoらの論文、J. Gen. Virol.、72:2697-270
4 (1991)；Tokitaらの論文、J. Gen. Virol.、66:1476-83 (1994))の可変長ポリピリミジ
ン領域からなる。ゲノムの最も3'末端の第三のドメインは、約98個のヌクレオチドの高度
に保存された新規RNAエレメントであり、これはウイルスのRNA複製の効率的開始に必要で
ある[米国特許第5,874,565号及び米国特許出願第08/811,566号(現在米国特許第____号)；
Kolykhalovらの論文、J. Virol.、70:3363-3371 (1996)；Tanakaらの論文、Biochem. Bio
phys. Res. Comm.、215:744-749 (1996)；Tanakaらの論文、J. Virol.、70:3307-12 (199
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6)；Yamadaらの論文、Virology、223:255-261 (1996)；Chengらの論文、J. Virol.、73:7
044-7049]。このドメイン及びポリピリミジン領域は、in vivoにおける感染力にとって重
要であるように見える[Yanagiらの論文、Proc. Natl. Acad. Sci. USA、96:2291-2295 (1
999)]。
【００１２】
翻訳及びタンパク質分解プロセシング。高度に保存された5'NTR配列は、複数の短いAUG-
で始まるORFを含み、ペスチウイルスの5'NTR領域と重要な相同性を示す[Bukhらの論文、P
roc. Natl. Acad. Sci. USA、89:4942-4946 (1992)；Hanらの論文、(1991)前掲]。宿主因
子と相互作用する一連のステムループ構造が存在する。これらの構造は宿主因子と相互作
用し、長いORFの最初のAUGで効果的翻訳を開始させる内部リボソーム侵入部位(IRES)を介
してポリタンパク質合成を開始する[Hondaらの論文、J. Virol、73:4941-4951 (1999)；T
angらの論文、J. Virol.、73:2359-2364 (1999)；Psaridiらの論文、FEBS Lett.、453:49
-53 (1999)]。HCV及びペスチウイルスのIRESエレメントの予想される特徴の一部は、互い
に類似している[Brownらの論文、(1992)前掲]。このエレメントのIRESとして機能する能
力は、HCVゲノムRNAは5’キャップ構造を欠いていることを示唆している。
【００１３】
HCVポリタンパク質(図１)の組織化及びプロセシングは、ペスチウイルスのそれと最も類
似しているように見える。少なくとも10個のポリペプチドが同じであり、かつこのポリタ
ンパク質におけるこれらの切断産物の順番は
NH2-C-E1-E2-p7-NS2-NS3-NS4A-NS4B-NS5A-NS5B-COOHである。図１に示したように、タン
パク質分解性プロセシングは、宿主のシグナルペプチダーゼ及び2種のHCVがコードしたプ
ロテアーゼ、NS2-3オートプロテアーゼ及びNS3-4Aセリンプロテアーゼにより媒介される[
総説はRice、「Fields Virology」(B. N. Fields、D. M. Knipe及びP. M. Howley編集)参
照、931-960頁、Raven Press、ニューヨーク(1996)；Shimotohnoらの論文、J. Hepatol.
、22:87-92 (1995)]。Cは、ウイルスのコア又はキャプシドタンパク質として利用される
塩基性タンパク質であり；E1及びE2は、ビリオンエンベロープ糖タンパク質であり；p7は
、E2糖タンパク質から不十分に切断された機能が未解明の疎水性タンパク質である[Linら
の論文、(1994a)前掲；Mizushimaらの論文、J. Virol.、68:6215-6222 (1994)；Selbyら
の論文、Virology、204:114-122 (1994)]。NS2-NS5Bは、ウイルスのRNA複製複合体におい
て機能する非構造(NS)タンパク質である。それらの機能は、下記のように確定されている
：NS2は、メタロプロテアーゼである；NS3は、RNAヘリカーゼの特徴を持つモチーフを含
み及びRNA-刺激されるNTPase活性を有することが示されているようなプロテアーゼ/ヘリ
カーゼであり[Suzichらの論文、J. Virol.、67:6152-6158 (1993)]；NS4Aは、NS3の補因
子であり；NS4Bは、機能不明であり；NS5Aは、細胞遺伝子を転写変調しかつ細胞増殖を促
進するように、細胞因子と相互作用し[Ghoshらの論文、J. Biol. Chem.、275:7184-7188]
、並びにIFNα耐性を提供し；及び、NS5Bは、他のポジティブ-鎖RNAウイルスのRNA-依存
性RNAポリメラーゼを特徴とするGDDモチーフを含むレプリカーゼである。
【００１４】
ビリオン集成及び放出。この過程は、直接試験されてはいないが、複合グリカンの欠如、
発現されたHCV糖タンパク質のER局在[Dubuissonらの論文、J. Virol.、68:6147-6160 (19
94)；Ralstonらの論文、J. Virol.、67:6753-6761 (1993)]及び細胞表面上のこれらのタ
ンパク質の不在[Dubuissonらの論文、(1994)前掲；Spaeteらの論文、Virology、188:819-
830 (1992)]は、最初のビリオンの形態形成が、細胞内ベシクルへの出芽により生じるこ
とを示唆している。今までのところ、効率的な粒子の形成及び放出は、一過性の発現アッ
セイにおいては認められておらず、このことは、必須のウイルス又は宿主因子が存在しな
いか又はブロックされていることを示唆している。ペスチウイルスにおいて認められるよ
うに、ウイルスの実質的画分は細胞に会合し続けるので、HCVビリオンの形成及び放出は
効率的ではないであろう。ヒト血漿から部分的に精製された細胞外HCV粒子は、N-連結し
た複合グリカンを含むが、これらの糖部分がE1又はE2に特異的に会合されることは示され
てはいない[Satoらの論文、Virology、196:354-357 (1993)]。放出されたビリオン上の糖
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タンパク質に会合された複合グリカンは、トランスゴルジを介しての移行及び宿主分泌経
路を介してのビリオンの移動を示唆している。これが正しいとするならば、HCV糖タンパ
ク質の細胞内隔離(intracellular sequestration)及びビリオン形成は、免疫監視を最小
化しかつ抗体及び相補体によるウイルス-感染した細胞の溶解を防止することにより、慢
性感染の確立において重要な役割を果たすであろう。
【００１５】
遺伝的可変性。全てのポジティブ-鎖RNAウイルスのように、HCVのRNA-依存型RNAポリメラ
ーゼ(NS5B)は、誤って取り込まれた塩基の除去のための3-5エキソヌクレアーゼ校正機構
活性を欠いていると考えられている。従って複製は、誤る傾向があり、非常に多数の変異
体からなる「疑似種(quasi-species)」ウイルス集団をもたらす[Martellらの論文、J. Vi
rol.、66:3225-3229 (1992)；Martellらの論文、J. Virol.、68:3425-3436 (1994)]。こ
の可変性は複数のレベルで明らかである。第一に、慢性感染した個人において、時間がた
つとウイルス集団の変化が発生し[Ogataらの論文、(1991)前掲；Okamotoらの論文、Virol
ogy、190:894-899 (1992)]；及び、これらの変化は、疾患に重大な結果を持ち得る。特に
興味深い例は、E2糖タンパク質のN-末端の30個の残基セグメントであり、これはこのポリ
タンパク質の残余部分よりも非常に高度の可変性を示す[例えば、Higashiらの論文、Viro
logy、197:659-668 (1993)；Hijikataらの論文、(1991)前掲；Weinerらの論文、(1991)前
掲参照]。超可変領域1(HVR1)と称さるこの超可変性の領域は、おそらくHIV-1 gp120のV3
ドメインに類似しているが、これは循環血HCV-特異抗体による免疫選択下にあることを示
す証拠が増えつつある[Katoらの論文、(1993)前掲；Taniguchiらの論文、Virology、195:
297-301 (1993)；Weinerらの論文、(1992)前掲]。このモデルにおいて、E2のこの部分に
対する抗体は、ウイルス中和に貢献し、その結果中和から逃れることができる置換を伴う
変異体の選択を駆動する。この可塑性は、E2超可変領域の特異的アミノ酸配列が、ビリオ
ンの吸着、侵入又は集成のような、このタンパク質の他の機能には必須ではないことを示
唆している。感染の最初の4ヶ月のHVR1の遺伝的進化は、ウイルスの特定株が慢性感染を
引き起す能力と相関されている[Farciらの論文、Science、288:339-344 (2000)]。
【００１６】
遺伝的可変性は更に、慢性感染した患者のIFN-α治療後に観察された様々な反応のスペク
トルにも寄与し得る。下落した血清ALTレベル及び改善した肝組織は、通常循環血HCV RNA
のレベルの減少と相関しているが、これが治療した者の～40％において認められる[Greis
er-Wilkeらの論文、J. Gen. Virol.、72:2015-2019 (1991)]。治療後、反応者のおよそ70
％が再発する。場合によっては、一過性の循環血中ウイルスRNAの消失後、治療過程の途
中又はその後に、ウイルス血症再発が認められる。これはIFN-耐性HCV遺伝子型又は変異
体の存在又は生成を示唆しているが、免疫応答におけるウイルス遺伝子型及び宿主-特異
的差異の相対的貢献を決定するには、更なる研究が必要である。
【００１７】
世界中の様々なHCV単離体の配列比較は、膨大な遺伝的多様性も明らかにしている[Bukhら
の論文、(1995)前掲で検証]。交差-中和試験のような生物学的に関連性のある血清アッセ
イがないので、HCV型(番号により指定)、亜型(文字により指定)、及び単離体は、現在ヌ
クレオチド又はアミノ酸配列の類似性を基にグループ化されている。世界中でHCVは、6種
の主要遺伝子型及び50種を超える亜型に分類されている[Purcell、Hepatology、26:11S-1
4S (1997)]。米国において最も重要なものは、遺伝子型1亜型1a及び1bである(遺伝子型有
病率及び分布の考察については下記及びBukhらの論文(1995)前掲を参照のこと)。最も異
なる遺伝子型の間のアミノ酸配列類似性は、比較されるタンパク質によって決まるが、～
50％と低い。この多様性は、特に診断、ワクチンデザイン及び治療において重要な生物学
的意味を持つ。
【００１８】
HCV RNA複製。他のフラビウイルスから類推して、ポジティブ-センスHCVビリオンRNAの複
製は、マイナス-鎖中間体を介して生じると考えられる。この戦略は、以下のように簡単
に説明することができる：(i)侵入した(incoming)ウイルス粒子の脱殻は、ゲノムプラス-
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鎖を放出し、これが翻訳され、一本の長いポリタンパク質を生成し、これがおそらく翻訳
時及び翻訳後にプロセシングされ、個別の構造タンパク質及び非構造タンパク質を作出す
る；(ii)この非構造タンパク質は、ビリオンRNAをマイナス鎖合成の鋳型として使用する
複製複合体を形成する；(iii)これらのマイナス鎖は次に、プラス鎖合成の鋳型として利
用され、これが更なるウイルスタンパク質の翻訳、マイナス鎖合成、又は子孫ビリオンへ
のパッケージングに使用される。HCV複製プロセスに関しては、ウイルス増殖に関する良
好な実験システムがないので、ごくわずかな詳細しか入手できない。真のHCV複製及び他
のウイルス生活環の過程の詳細な分析は、細胞培養におけるHCV複製の効果的システムの
開発により大きく促進されるであろう。
【００１９】
培養細胞を、HCV-感染した個人から収集された血清で感染する多くの試みが成され、この
方法で感染された多くの細胞型において低レベルの複製が報告されており、これはB-細胞
[Bertoliniらの論文、Res. Virol.、144:281-285 (1993)；Nakajimaらの論文、J. Virol.
、70:9925-9 (1996)；Valliらの論文、Res. Virol.、146:285-288 (1995)]、T-細胞(Kato
らの論文、Biochem. Biophys. Res. Commun.、206:863-9 (1996)；Mizutaniらの論文、Bi
ochem. Biophys. Res. Comm.、227:822-826；Mizutaniらの論文、J. Virol.、70:7219-72
23 (1996)；Nakajimaらの論文、(1996)前掲；Shimizu及びYoshikura、J. Virol.、68:840
6-8408 (1994)；Shimizuらの論文、Proc. Natl. Acad. Sci USA、89:5477-5481 (1992)；
Shimizuらの論文、Proc. Natl. Acad. Sci. USA、90:6037-6041 (1993))、及び肝細胞[Ka
toらの論文、Jpn. J. Cancer Res.、87:787-92 (1996)；Tagawa、J. Gastoenterol. and 
Hepatol.、10:523-527 (1995)]の細胞株に加え、末梢血単核細胞(PBMC)[Cribierらの論文
、J. Gen. Virol.、76:2485-2491 (1995)]、及びヒト胎児肝細胞の初代培養物[Carloniら
の論文、Arch. Virol. 補遺.、8:31-39 (1993)；Cribierらの論文、(1995)前掲；Iacovac
ciらの論文、Res. Virol.、144:275-279 (1993)]又は成体チンパンジー由来の肝細胞[Lan
fordらの論文、Virology、202:606-14 (1994)]を含む。 HCV複製は、培養前にin vivoに
おいてウイルスに感染したヒトHCV患者由来の初代肝細胞において[Itoらの論文、J. Gen.
 Virol.、77:1043-1054 (1996)]及びHCV-1 cDNAクローンからin vitro転写したRNAでトラ
ンスフェクションした後のヒト肝細胞癌細胞株Huh7において[Yooらの論文、J. Virol.、6
9:32-38 (1995)]も検出されている。報告されたHCV-1クローン由来のRNAによりトランス
フェクションされた細胞における複製に関する知見は、このクローンは、ホモポリマート
ラクト(tract)(下記参照)の下流に必要な末端3NTR配列を欠いているということ、並びに
多くの通常でない知見が報告されている(米国特許出願第08/811,566号(現在米国特許第__
__号)の「背景」の項を参照のこと)という理由で頭を悩ませている。
【００２０】
最も良く特徴付けられたHCV複製のための細胞-培養システムは、レトロウイルス(HPB-Ma
又はMT-2)で持続感染されたB-細胞株(Daudi)又はT-細胞株を使用する[Katoらの論文、(19
95)前掲；Mizutaniらの論文、Biochem Biophys Res. Comm.、227:822-826 (1996a)；Mizu
taniらの論文、(1996)前掲；Nakajimaらの論文、(1996)前掲；Shimizu及びYoshikura、(1
994)前掲；Shimizu、Proc. Natl. Acad. Sci. USA、90:6037-6041 (1993)]。HPBMaはマウ
ス肉腫ウイルスの両種指向性マウス白血病ウイルス偽型で感染されており、一方MT-2はヒ
トT-細胞白血病ウイルスI型(HTLV-I)で感染されている。HCV複製をクローン化されていな
い集団よりもより効率的に支持するクローン(HPBMa10-2及びMT-2C)が、2種のT-細胞株HPB
Ma及びMT-2について単離されている[Mizutaniらの論文、J. Virol.、(1996)前掲；Shimiz
uらの論文、(1993)前掲]。しかし投入RNAの分解後に これらの株又はDaudi株において得
られた最大レベルのRNA複製は、依然わずかに約5x104個RNA分子／106個細胞[Mizutaniら
の論文、(1996)前掲；Mizutaniらの論文、(1996)前掲]又は104個RNA分子／ml培養培地[Na
kajimaらの論文、(1996)前掲]である。複製レベルは低いにもかかわらず、ひとつのシス
テムにおいて最大198日間の長期感染が[Mizutaniらの論文、Biochem. Biophys. Res. Com
m.、227:822-826 (1996a)]及び別のシステムにおいて1年を超える長期感染[Nakajimaらの
論文、(1996)前掲]が立証されており、かつ感染性ウイルス産生が、ナイーブ細胞へのウ
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イルスの細胞とは無関係の又は細胞が媒介した一連の継代により立証されている。
【００２１】
しかし、本質的に保存された末端 3'NTR配列を含むHCVクローンの効率的複製は、同時係
属米国特許出願第08/811,566号、現在米国特許第______号に開示され、更にH菌株(1a型)
の単離体の感染性クローンを説明しているKolykhalovらの論文(Science、277:570 (1997)
)に報告された研究が明らかになるまでは、認められていなかった。現在は他の亜型のHCV
クローンもわかっている。例えば、Yanagiらの論文、Virology、262:250-263 (1999)及び
Yanagiらの論文、Virology、244:161-172 (1998)を参照のこと。これらのクローンのRNA
転写産物は、チンパンジーを感染することができるが、これらのクローンによる細胞培養
は、仮にそうであったとしても、ウイルスの貧弱な複製を支持するのみである。
【００２２】
米国特許出願第08/811,566号(現在米国特許第____号)(例えば明細書の図２参照)に説明さ
れたように、機能性クローンの多くの変種が可能である。これらは、外来遺伝子が挿入さ
れた完全長配列又は部分配列を含む。この外来遺伝子は、例えばβ－ガラクトシダーゼ又
はルシフェラーゼのようなレポーター遺伝子、もしくはneo、DHFR又はtkのような選択マ
ーカーをコードしている遺伝子を含むことができる。そこにおいて明らかにされた具体例
においては、感染された細胞をネオマイシン又はG418耐性により選択するために、neo遺
伝子が内部リボソーム侵入部位(IRES)に機能的に連結されている。この方法において、本
質的に全ての生存細胞における複製HCV RNAの存在は確かである。加えてこれらのクロー
ンのHCVポリタンパク質コード領域は、構造遺伝子C、E1及びE2の一部又は全てを欠損する
ことができる。従ってレプリコンを、ビリオンを形成せずに作出することができる。構造
遺伝子-欠損構築体のneoのような選択マーカーとの組合せにより、HCV複製の試験及び他
の目的に使用することができる効率的に複製するレプリコンシステムを作出することがで
きる。
【００２３】
米国特許出願第08/811,566号(現在米国特許第____号)に開示されたようなレプリコンの例
は、Lohmannらの論文(Science、285:110-113 (1999))に提示されている。この研究におい
て、遺伝子型1亜型1bのHCVレプリコンのDNAクローンが構築された。野生型HCV特徴とは異
なるこれらのレプリコンの特徴は、下記である：HCV構造タンパク質をコードしている遺
伝子を欠いているポリタンパク質コード領域；このポリタンパク質領域のすぐ5'側のEMCV
 IRES；及び、5' NTR(及びHCV IRES)のすぐ3'側のneo遺伝子、ここでHCV Cタンパク質遺
伝子の5'末端はneo遺伝子の5'末端に融合している。Huh-7細胞がこれらのクローンのRNA
転写産物でトランスフェクションされた場合、1回の実験につき6～60個未満のG418-耐性
コロニーが生じる。処理された細胞数は特定されないが、約106～107個の細胞が通常この
種の実験においては処理される。従ってこれらの試験において、G418-耐性コロニー／総
処理として測定したトランスフェクション効率は0.01％未満であると考えられる。
【００２４】
Lohmannらの研究の対照は、NS5Bポリメラーゼの活性部位のインフレーム欠失を含んでい
た。対照転写産物からの鋳型DNAの除去には注意を払ったが、いくつかのG418-耐性対照コ
ロニーが生じた。更に、生じたG418-耐性対照コロニーの数は、野生型NS5Bを含むレプリ
コンによりトランスフェクションされた細胞から生じたコロニーよりも遙かに少なかった
。
【００２５】
G418-耐性コロニーは継代(subpassage)された場合、ほとんど維持されなかった。非-対照
レプリコン処理した303個を超えるG418-耐性コロニー中、9個(<3％)が継代され、安定し
た細胞株が樹立された。感染細胞株から樹立されたレプリコンを配列決定された。各レプ
リコンは多くのアミノ酸置換を有するが、これらの置換はポリタンパク質コード領域全体
に散在していた。従ってこのポリタンパク質コード領域のひとつの領域内に一貫した変異
はなく、かつ9個の細胞株の樹立は、これらのレプリコン内の適応変異に起因したもので
はないと結論づけられた。この論点は、トランスフェクション／再構築実験により実験的
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に調べられたが、適応変化の証拠は提供しなかった。
【００２６】
前述の進展にもかかわらず、濃厚ウイルスストックの作成、ビリオン成分の構造解析、ワ
クチン及び抗ウイルス化合物を含む推定抗ウイルス療法の評価、並びにRNA複製を含む細
胞内ウイルスプロセシングの改善された分析のために、より効率的なHCV-感染細胞システ
ムが必要とされている。従って、前述の目的のいずれかのために使用することができる様
々な型のHCVクローンが必要である。更により効率的なin vitro又はin vivo複製及びビリ
オン産生に寄与するようなゲノム領域に関してHCVを特徴決定することが必要である。
【００２７】
【発明が解決しようとする課題】
（発明の概要）
従って本発明の第一の目的は、複製することが可能である非天然のHCVをコードしているD
NAを提供することである。
本発明の関連した目的は、前記DNAからゲノムRNAを提供することである。更に別の本発明
の目的は、細胞を侵略しかつ複製するが、感染性ウイルスを増殖はできないような、ワク
チン開発に適した弱毒化されたHCV DNA又はゲノムRNAを提供することである。
本発明の別の目的は、抗-HCV(又は抗ウイルス)薬を試験するため、薬物耐性を評価するた
め、及び弱毒化されたHCVウイルスのワクチンを試験するために、HCV感染及びRNA複製のi
n vitro及びin vivoモデルを提供することである。
【００２８】
本発明の追加の目的は、複製するHCVレプリコンを提供することである。これらのレプリ
コンは、構造タンパク質はコードしていないが、レポーター遺伝子又は選択マーカーなど
の外来タンパク質をコードすることはできる。
更に別の本発明の目的は、連続的継代細胞株又は初代細胞株において複製を確立する能力
が増大した適応レプリコンを提供することである。
【００２９】
【課題を解決するための手段】
従って簡単に述べると、本発明者らは、連続的継代細胞株を作成するために、それらの培
養においてRNA複製を確立する能力を改善するHCV適応変異を伴う変異体を含む、複製HCV
変異体を作出する方法を発見することに成功した。これらのHCV変異体及びそれらを収容
している細胞株は、複製及び他のHCV特性の研究に有用である。更にこの細胞株は、ワク
チンの開発及び抗ウイルス特性についての化合物の試験にも有用である。
【００３０】
従って一部の態様において、本発明は、宿主細胞における増殖性複製が可能であるか、も
しくは宿主細胞における増殖性複製が可能であるような非天然のHCV配列への転写が可能
であるような非天然のHCV配列を含むポリヌクレオチドに関する。このHCV配列は、ポジテ
ィブ-センス核酸上に5’から3’方向へ、機能性5’非翻訳領域(5'NTR)；HCV RNAの複製が
可能である少なくとも1個のポリタンパク質コード領域を含む、1個又は複数のタンパク質
コード領域；及び、機能性HCV 3’非翻訳領域(3'NTR)を含む。これらのポリヌクレオチド
の好ましい態様において、5' NTRはHCV 5' NTRであり、ポリヌクレオチドは、ウイルスIR
ES、細胞IRES、及び人工のIRESからなる群より選択される少なくとも1個のIRESを含み、
かつポリタンパク質コード領域はHCVポリタンパク質コード領域である。
【００３１】
【発明の実施の形態】
これらの態様のある種の局面において、前記ポリヌクレオチドは更に、適応変異を含む。
適応変異は、ポリヌクレオチドの哺乳類細胞へのトランスフェクション効率が、0.01％を
上回る；より好ましくは、0.1％よりも大きい；より更に好ましくは、1％よりも大きい；
更により好ましくは5％よりも大きい、おそらく約6％であるようなものであることができ
る。適応変異は、ポリヌクレオチドが、非-肝細胞、例えばHeLa細胞において複製が可能
であるようなものであることができる。適応変異は更に、ポリヌクレオチドに弱毒化され
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たビルレンスを生じることができ、ここでHCVは、その疾患を引き起す能力、慢性感染を
確立する能力、自己免疫応答を引き起す能力、及び細胞を形質転換する能力が損なわれて
いる。
【００３２】
先に説明された適応突然変異体の一部の態様において、ポリタンパク質領域は、野生型NS
5A遺伝子ではないNS5A遺伝子を含む。好ましくは、このNS5A遺伝子は、変異を含む。この
変異は好ましくは、ISDRの50個以内のヌクレオチドであるか、又はISDRを含み；より好ま
しくは、突然変異は、ISDRの 20個以内のヌクレオチドであるか、又はISDRを含む。これ
らの適応変異の例は、配列番号：3のSer(1179)からIle、Arg(1164)からGly、Ala(1174)か
らSer、Ser(1172)からCys、及びSer(1172)からProからなる群より選択されるアミノ酸配
列変化をコードしているものである。別の適応変異は、少なくともISDRの一部の欠失を含
み、かつ全ISDRを含んでもよい。特定の態様において、適応変異は、配列番号：6のヌク
レオチド5345～5485の欠失を含む。
【００３３】
本発明のポリヌクレオチドのいくつかの態様において、HCVポリタンパク質コード領域は
、全てのHCV構造タンパク質及び非構造タンパク質をコードしている。別の態様において
、ポリタンパク質コード領域は、感染性HCV粒子の作出、HCV変異体レプリコンの作出が不
可能である。HCV粒子の作出ができないことは、構造タンパク質コード領域の欠失に起因
していることが好ましい。これらのレプリコンのいくつかの態様は更に、第一のIRESに機
能的に連結された外来遺伝子及び第二のIRESに機能的に連結されたHCVポリタンパク質コ
ード領域を含んでいる。好ましくはこのレプリコンは、遺伝子型1 のHCV配列を、最も好
ましくは亜型1bを含む。これらのレプリコンにおいて好ましい外来遺伝子は、選択マーカ
ー又はレポーター遺伝子である。別の好ましいレプリコンの態様において、第一のIRESは
HCV IRESであり、外来遺伝子はneo遺伝子であり、及び第二のIRESはEMCV IRESである。前
記レプリコンの例は、配列番号：5、配列番号：6、配列番号：22及び配列番号：25を含む
。前記レプリコンは更に好ましくは、増大したトランスフェクション効率、HeLa細胞を含
む非-肝細胞における複製、及び弱毒化されたビルレンスを含む先に説明した適応表現型
のいずれかを有する適応変異を含み、及び更に先に説明した様々なNS5A変異及び欠失のよ
うな前記適応変異のいずれかを含む。
【００３４】
本発明のポリヌクレオチドは、RNA又はDNAの形であることができる。ポリヌクレオチドの
好ましい態様は、配列番号：5-13及び22-25、それらの相補体、並びにこれらの配列又は
それらの相補体のRNA等価物である。ある種の態様において、これらのポリヌクレオチド
は、肝内注射時のチンパンジーにおける増殖性感染が可能である。
【００３５】
本発明は、プロモーターと機能的に会合された前記ポリヌクレオチドのいずれかのDNA型
を含む発現ベクターにも関する。加えて本発明は、前記発現ベクターを含む細胞に加え、
前述のポリヌクレオチドを含む宿主細胞にも関する。宿主細胞は、好ましくは哺乳類細胞
であり、より好ましくはヒト細胞である。宿主細胞は、好ましくは肝細胞、T-細胞、B-細
胞、又は包皮繊維芽細胞であり；最も好ましくは肝細胞である。ある種の適応突然変異体
は、HeLa 細胞において複製することもできる。宿主細胞は、HCV RNAのトランスフェクシ
ョン及び複製を、並びにHCV RNAがウイルス粒子をコードしている場合には感染を支持す
ることが可能であるヒト以外の哺乳類内にあることができる。好ましいヒト以外の哺乳類
はチンパンジーである。
【００３６】
追加の態様において、本発明は、HCVによるRNA複製を許容する細胞株を同定する方法に関
する。この方法は、組織培養液中の細胞を、感染量の前述のポリヌクレオチドと接触する
工程、及びこの細胞株の細胞内HCV変異体の複製を検出する工程を含む。
本発明は、複製しているHCVを含む細胞株を作出する方法にも関する。この方法は、(a)前
述の発現ベクターを転写し、HCV RNAを合成する工程；(b)細胞をHCV RNAでトランスフェ
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クションする工程；及び、(c)この細胞を培養する工程を含む。
加えて、本発明はワクチンに関する。ワクチンは、前述のポリヌクレオチドを、医薬とし
て許容できる担体中に含む。関連した態様において、本発明は、霊長類においてHCVに対
する免疫防御を誘発する方法に関する。この方法は、前記ワクチンを霊長類に投与するこ
とを含む。
【００３７】
更なる態様において、本発明は、HCV複製阻害について化合物を試験する方法に関する。
この方法は、(a)前述の宿主細胞を化合物で処理する工程；及び、(b)処理した宿主細胞の
複製の低下を評価する工程を含み、ここで低下したHCV複製は、その化合物の複製阻害能
を示している。
更なる態様において、本発明は、HCV感染阻害について化合物を試験する方法に関する。
この方法は、本発明のポリヌクレオチドのいずれかによる宿主細胞の感染前、感染時又は
感染後に、宿主細胞を化合物で処理することを含む。
【００３８】
更に別の態様において、本発明は、(a)複製-依存型ネオマイシン耐性により決定したトラ
ンスフェクション効率が0.01％より大きい、又は(b)野生型HCV遺伝子型1亜型1bよりも、
この変異体でトランスフェクションされた細胞の初代コロニーの方が、生存継代能がより
大きいようなHCV変異体に関する。このHCV変異体は更に、ポジティブ-センス核酸上に5’
から3’方向に、最端の5'-末端保存配列を含む機能性 HCV 5’非翻訳領域(5'NTR)；HCVポ
リタンパク質コード領域；並びに、可変領域、ポリピリミジン領域、及び最端の3'-末端
保存配列を含む機能性HCV 3’非翻訳領域(3'NTR)を有する。好ましい態様において、この
トランスフェクション効率は、0.1％よりも大きく；より好ましい態様において、1％より
も大きく；更により好ましい態様において、5％よりも大きい。最も好ましい態様におい
て、トランスフェクション効率は約6％である。
【００３９】
この変異体は、前述のポリヌクレオチドの特徴のいずれかを有し得る。しかし好ましい変
異体は、先のポリヌクレオチドについて説明されたNS5Aの変異又は欠失を含む。
いくつかの本発明により達成される利益の中には、非天然のHCV配列を含むポリヌクレオ
チドの提供；野生型ポリタンパク質コード領域を有するHCV型よりも大きいトランスフェ
クション効率及び生存継代能を有するHCV変異体の提供；前記ポリヌクレオチド及びHCV変
異体を含む発現ベクターの提供；前記発現ベクターを含む細胞及び宿主細胞の提供；HCV
によるRNA複製を許容する細胞株を同定する方法の提供；前記ポリヌクレオチドを医薬と
して許容できる担体中に含むワクチンの提供；霊長類においてHCVに対する免疫防御を誘
発する方法の提供；及び、HCV複製の阻害について化合物を試験する方法の提供がある。
【００４０】
(発明の詳細な説明)
定義
本願明細書において使用した様々な用語は、下記の定義を有する：
本願明細書において使用される「HCVポリタンパク質コード領域」は、ポリタンパク質オ
ープンリーディングフレーム(ORF)をコードしているC型肝炎ウイルスの一部を意味する。
このORFは、野生型HCVタンパク質と同じ又は異なるタンパク質をコードすることができる
。更にORFは、野生型ポリタンパク質コード領域によりコードされた機能性タンパク質の
一部のみをコードしている。ここにおいてコードされたタンパク質は、HCVの様々な単離
体に由来することができ、かつ非-HCVタンパク質は、その中にコードされている。
【００４１】
語句「医薬として許容できる」は、ヒトに投与した場合に、生理学的に忍容性がありかつ
典型的にはアレルギー又は同様の不都合な反応、例えば胃の不調、めまいなどを生じない
ような分子実体及び組成物を意味する。好ましくは、本願明細書において使用される用語
「医薬として許容できる」は、連邦又は州政府の規制機関により承認されたことを意味す
るか、もしくは米国薬局方又は他の一般的に認められた動物のための、更に特定するとヒ
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トのための局方に収載されていることを意味する。用語「担体」は、化合物が共に投与さ
れる希釈剤、アジュバント、賦形剤、又はビヒクルを意味する。このような医薬としての
担体は、水並びに、石油、動物、植物又は合成が起源の油類、例えばピーナッツ油、ダイ
ズ油、鉱油、ゴマ油などを含む油のような無菌液体であることができる。水又は生理食塩
水溶液並びに水性デキストロース及びグリセロール溶液が、特に注射液用担体としての使
用にとって好ましい。適当な医薬としての担体は、E.W. Martin の「レミントン薬科学(R
emington's Pharmaceutical Sciences)」に記載されている。
【００４２】
本願明細書において使用される語句「治療有効量」は、宿主の活性、機能及び反応の臨床
的に有意な欠如を少なくとも約15％、好ましくは少なくとも50％、より好ましくは少なく
とも90％減少する量、及び最も好ましくは防止するのに十分な量を意味する。あるいは治
療有効量は、宿主において臨床的に重大な状態の改善を引き起すのに十分である。
【００４３】
用語「アジュバント」は、抗原に対する免疫応答を増強する化合物又は混合物を意味する
。アジュバントは、抗原を緩徐に放出する組織デポ剤として及び免疫応答を非-特異的に
増強するリンパ系アクチベーターとしても利用することができる(Hoodらの論文、Immunol
ogy、第2版、1984年、Benjamin/Cummings：メンローパーク、カリフォルニア、384頁)。
アジュバントの非存在下での抗原単独による一次チャレンジは、体液性又は細胞性免疫応
答を誘発することに失敗することが多い。アジュバントは、完全フロイントアジュバント
、不完全フロイントアジュバント、サポニン、水酸化アルミニウムのような無機ゲル、リ
ソレシチンのような界面活性剤、プルロニックポリオール、ポリアニオン、ペプチド、油
状乳剤又は炭化水素乳剤、キーホールリムペットヘモシアニン、ジニトロフェノール、及
び可能性のある有用なヒトアジュバント、例えばBCG(バシル・カルメット・ゲラン菌(bac
ille Calmette-Guerin))及びコリネバクテリウムパルブム(Corynebacterium parvum)を含
むが、これらに限定されるものではない。アジュバントは医薬として許容できることが好
ましい。
【００４４】
具体的態様において、用語「約」又は「およそ」は、所定の値又は範囲の20％以内、好ま
しくは10％以内、及びより好ましくは5％以内であることを意味する。
本願明細書において使用される用語「ウイルス感染」は、野生型ウイルス粒子が宿主細胞
において樹立され始めるという通常の形を意味する。これは一般に、宿主細胞への結合、
取り込み、細胞質又は核への送達、及び複製の開始を含む。
【００４５】
本願明細書において使用される用語「トランスフェクション」は、細胞のポリヌクレオチ
ドによる感染を意味する。このポリヌクレオチドは、DNA又はRNAであることができる。好
ましいHCVポリヌクレオチドによる細胞のトランスフェクション法は、複製コンピテントR
NAによるものである。許容細胞への送達は、電気穿孔、帯電したリポソーム、高塩、DEデ
キストランなどにより促進することができる。複製コンピテントRNAは、転写開始シグナ
ル及び終結シグナルを提供するように適宜操作されたプラスミド又はDNAウイルスのよう
な、DNAのトランスフェクション後の細胞においても始めることができる。トランスフェ
クションされたRNAは、完全な複製サイクル(子孫ウイルスの作成を含む)を開始すること
が可能である完全長ゲノムRNAを表すことができ、もしくはこれらはビリオン産生には必
須であるがRNA複製には必須ではないような1種又は複数のRNAエレメント又はタンパク質
を欠いている欠損体であることができる。後者のRNAは、ビリオン産生能を欠いているが
、これは一般に本願明細書において「複製コンピテントRNA」、「RNAレプリコン」又は「
レプリコン」と称されるであろう。
【００４６】
本願明細書において使用される用語「継代」は、コロニーをひとつの培地容器から別の培
地容器へ移すことを意味する。培地容器の例は、固形又は液体の増殖培地が入った皿、ボ
トル、又は試験管を含む。特に記さない限りは「継代」は、HCV-トランスフェクションし
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た細胞のコロニーを、新たにトランスフェクションした細胞が播種された培地容器からの
論文、コロニーが単離される培地容器への移し換えることを意味する。
【００４７】
本願明細書においてHCVポリヌクレオチドに関して使用される用語「真正の」とは、機能
性HCVタンパク質又はそれらの成分の複製及び産生を提供する、DNA又はRNAのいずれかの
、HCVポリヌクレオチドを意味する。本発明の真正のHCVポリヌクレオチドは、複製が可能
であり、かつ例えばチンパンジーモデル又は組織培養において感染性であり、ウイルス粒
子(すなわち「ビリオン」)を形成することができる。本発明の真正のHCVポリヌクレオチ
ドは、「レプリコン」であることもでき、その結果これは複製コンピテントな感染性ビリ
オンを作成するための構造タンパク質の完全な相補体の作出は不可能である。しかしこの
ようなレプリコンは、RNA複製は可能である。従って本願明細書において例証された真正
のHCVポリヌクレオチドは、RNAエレメント又はコードされたタンパク質のいずれかにおい
てHCV RNA複製サイクルの開始に必要であるウイルスにコードされた情報を全て含む。本
発明の真正のHCVポリヌクレオチドは、例えば位置指定突然変異誘発又は培養適応(cultur
e adaptation)などによる、本願明細書に説明された修飾を含み、欠損体又は弱毒化され
た誘導体又は適応変異体を作出する。あるいは、他の遺伝子型又は単離体由来の配列は、
本願明細書に説明した具体的態様の相同配列のために置換することができる。例えば本発
明の真正のHCV核酸は、例えばレシピエントプラスミドにおいて、別の単離体又は遺伝子
型由来の機能性クローンのポリタンパク質コード領域へ操作された本願明細書に説明され
た適応変異を含み得る(コンセンサス領域又は高忠実性クローニングにより得られるもの
のいずれか)。加えて、本発明のHCVポリヌクレオチドは、選択マーカー又はレポータータ
ンパク質をコードしている遺伝子のような外来遺伝子を含むことができる。
【００４８】
一般的説明
本発明の実践は、特に記さない限りは、当該技術分野の技術の範囲であるような、細胞培
養、分子生物学、微生物学、組換えDNA及び免疫学の通常の技術を使用するものである。
このような技術は、文献に詳細に説明されている。例えば、Ausubelら(編集)、「分子生
物学最新プロトコール(Current protocols in molecular biology)」(1993)、Green Publ
ishing Associates社、ニューヨーク；Ausubelらの論文、「分子生物学簡略プロトコール
(Short Protocols in Molecular Biology)」(1995)、John Wiley and Sons社；Joseph Sa
mbrookらの論文、「分子クローニング：実験マニュアル(Molecular Cloning, A Laborato
ry Manual)」(1989)、第2版、Cold Spring Harbor Laboratory Press社；シリーズ「酵素
学法(METHODS IN ENZYMOLOGY)」(Academic Press社)；「動物細胞培養(Animal Cell Cult
ure)」 [R.I. Freshney編集、(1986)]；Lau編集、「C型肝炎プロトコール(HEPATITIS C P
ROTOCOLS)」(1999)、Humana Press社、ニューヨーク；及び、「不死化細胞及び酵素(Immo
bilized Cells And Enzymes)」[IRL Press社、(1986)]があり；これらは全て本願明細書
に参照として組入れられている。
【００４９】
本発明は、C型肝炎ウイルス(HCV)の変異体及びその変異体の作出法に関する。本願明細書
において使用されるHCV変異体は、宿主細胞における増殖性複製が可能であるような非天
然のHCV配列である。これらの変異体の遺伝子配列は、野生型HCV配列からの挿入、欠失、
塩基の変異を含み得る。更に後述するように、これらの変異体は、当業者に公知の方法に
よる遺伝子操作により作出することができる(例えば、米国特許出願第08/811,566号(現在
米国特許第____号参照)；Lohmannらの論文、Science、285:110-113(1999)参照)。あるい
は更に後述するように、これらの変異体は、培養選択法、又は培養選択及び遺伝子操作の
組合せによっても作出することができる。
【００５０】
これらの変異体は、DNA又はRNAの形であることができ、かつ例えばE. coli又は酵母のよ
うな微生物において複製する染色体外DNAにおいて、これらの化合物のいずれか有用な形
に組込むことができる。これには、プラスミド、ファージ、細菌人工染色体(BAC)、酵母
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人工染色体(YAC)などが含まれる。この変異体を含むRNA及びビリオンも、本発明の範囲内
であることが想定されている。本発明の変異体は更に、DNAクローニングベクターへの挿
入のためのカセットの形であることもできる。HCV RNAは、本願明細書に説明されたHCV D
NAのいずれかと相補性があることが想定されている。感染性HCV RNAは、本発明のHCV DNA
クローンのネガティブ鎖鋳型から作成されたポジティブ鎖RNAである。
【００５１】
本発明の変異体は、特定のウイルス亜型に狭義に制限されることはない。従って、変異体
のいずれか特定の成分、又は変異体全体が、あらゆるHCV亜型に由来することができる。
好ましい亜型は1a及び1bであり、その理由は、それらの広範な出現に加え、これらふたつ
の亜型に関する入手できる情報量が多いためである。しかし当該技術分野の技術の範囲内
とみなされるような、いずれか他の遺伝子型又は亜型の使用も、本発明の範囲内とみなさ
れている。これらの亜型は、遺伝子型HCV-1、HCV-2、HCV-3、HCV-4、HCV-5及びHCV-6のあ
らゆる亜型を含むが、これらに限定されるものではない。更にHCVは校正機能活性を欠い
ているので、このウイルス自身は容易に突然変異し、同じく本発明にとって有用であるこ
とが企図された突然変異体HCVの「疑似種」を形成する。このような変異は、本願明細書
又は米国特許出願第08/811,566号(現在米国特許第____号)に開示されているような、対象
からの単離体の配列決定により容易に同定される。本願明細書において明らかにされた方
法及び組成物は、いずれか公知の亜型又は疑似種、もしくは現在は不明であるが今後発見
されるあらゆる亜型又は疑似種に有用であることは予想されるであろう。
【００５２】
本発明のHCV変異体は、5'-NTR保存配列を含み、これは一般に5'-末端配列GCCAGCCを含み
、かつこれはHCV核酸の機能活性に影響を及ぼすことなくこの保存配列の上流に追加の塩
基を有することができる。好ましい態様において、5'-GCCAGCCは、0～約10個の追加の上
流塩基を含み；より好ましくは、0～約5個の上流塩基を含み；更により好ましくは0、1又
は2個の上流塩基を含む。特定の態様において、最端の5'-末端配列はGCCAGCC；GGCCAGCC
；UGCCAGCC；AGCCAGCC；AAGCCAGCC；GAGCCAGCC；GUGCCAGCC；又は、GCGCCAGCCであり、こ
こで配列GCCAGCCは、配列番号：1の5'-末端である。しかし、本発明のHCV変異体の範囲は
、現在公知又は今後発見されるような、あらゆる機能性HCV 5'NTRを包含している。
【００５３】
本発明のHCV変異体は更に野生型HCVにおいて公知であるようなポリピリミジン領域を含む
3' NTRを含む。これらのポリピリミジン領域は、ポジティブ-鎖HCV RNA上に、ポリ(U)/ポ
リ(UC)トラクト又はポリ(A)トラクトを含むことがわかっている。しかし本発明のポリピ
リミジン領域は、更に感染性HCVにおいて機能性であることが現在は不明であるが今後発
見されるようなその他のポリピリミジントラクトも含むことができる。当該技術分野にお
いて公知であるように、ポリピリミジントラクトは、長さが変動することができ：短(約7
5塩基)及び長(133塩基)の両方共有効であるが、長ポリ(U/UC)トラクトを含むHCVクローン
が高い感染性があることがわかっている。比較的長いトラクトが、天然のHCV単離体にお
いて発見されている。従って本発明の真正のHCV核酸は、長さが変動するポリピリミジン
トラクトを有することができる。
【００５４】
3' NTRは更にその最端の3'末端に、米国特許第5,874,565号、米国特許出願第08/811,566 
号(現在米国特許第____号)、及び米国特許第5,837,463号に開示されているような、当該
技術分野において公知の約98個のヌクレオチドの高度に保存されたRNAエレメントを含ん
でいる。特定の局面において最端の3’-NTR末端は、
5’-TGGTGGCTCCATCTTAGCCCTAGTCACGGCTAGCTGTGAAAGGTCCGTGAGCCGCATGACTGCAGAGAGTGCTGAT
ACTGGCCTCTCTGCTGATCATGT-3’の配列(配列番号：2)
を有するDNAと相同なRNAである。しかし本発明の範囲は、その配列が現在公知であるか又
は今後発見されるような、ウイルス複製を可能にするようなHCV 3' NTRを伴うHCV変異体
を包含することを意味する。可変領域を含まない3' NTRも含まれる。
【００５５】
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本発明のHCV変異体は更に、HCV RNAの複製を可能にするのに十分なポリタンパク質コード
領域も含む。従ってポリタンパク質コード領域は、HCV構造遺伝子C、E1及びE2の完全な相
補体をコードしている機能性遺伝子において欠損し得る。加えてこのポリタンパク質コー
ド領域は、野生型HCV株においては生じないような欠失、挿入、又は変異を含む。更にこ
のポリタンパク質コード領域は、キメラであることができ、その結果以下に考察するよう
に、そこにコードされた遺伝子の一部は、別のウイルスの類似領域に由来する。
【００５６】
本発明に包含されたHCV変異体は、ウイルス粒子を産生しない変異体を含む。「レプリコ
ン」と称されるこれらの変異体は、構造タンパク質C、E1及びE2の完全に機能性の相補体
を産生する能力を欠いている。HCVウイルスが機能性構造タンパク質成分を産生すること
ができないことは、これらのタンパク質の1、2又は3種全てをコードしている遺伝子の欠
失により与えられる。あるいは、これらの構造タンパク質のひとつのコード配列の小部分
の欠失、又はそのコード配列の重要な領域の変異、又はそのコード配列への挿入は、ビリ
オンを産生することができないHCVにつながる。後者の場合、挿入は、ビリオンの一部と
なる構造タンパク質の能力を破壊する配列のいずれかであることができ、かつレポーター
遺伝子をコードしているもの(例えばβ－ガラクトシダーゼ)又はレプリコンを収容してい
る細胞に選択性を与えるもの(例えばneo)のような機能性配列を含むことができる。前記
操作は、完全に当該技術分野の技術の範囲内である。例えばLohmannらの論文(前掲)及び
実施例１を参照のこと。以下に考察するように、このような変異体は、とりわけHCVウイ
ルスの複製を研究するために有用である。
【００５７】
本発明の変異体は、機能性ビリオン又はレプリコンの産生に影響を及ぼさないようなポリ
タンパク質コード領域のコード配列における変更も含むことができる。これらの変更は、
遺伝暗号の縮重のために、成熟タンパク質のアミノ酸配列は野生型配列と異ならないこと
がある。このような変更は、例えばこれらが制限部位を導入又は除去する場合に有用であ
ることができ、その結果制限酵素による消化により産生されたHCV 断片のサイズは変更さ
れる。これは、その変異体の識別特性を提供し、これは例えば多重感染動物モデルにおい
て特定の感染性単離体を同定するため、又はその後の操作に都合の良い部位を提供するた
めに使用することができる。In vitro位置指定突然変異誘発[Hutchinson, C.らの論文、J
. Biol. Chem.、253:6551 (1978)；Zoller及びSmith、DNA、3:479-488 (1984)；Oliphant
らの論文、Gene、44:177 (1986)；Hutchinsonらの論文、Proc. Natl. Acad. Sci. USA、8
3:710 (1986)]、TAB(登録商標)リンカー(Pharmacia社)の使用などを含むが、これらに限
定されるものではないような、当該技術分野において公知の突然変異誘発技術を使用する
ことができる。PCR技術は、位置指定突然変異誘発にとって好ましい[Higuchi、1989年、
「DNA操作のためのPCR使用(Using PCR to Engineer DNA)」、PCR Technology: Principle
s and Applications for DNA Amplification、H. Erlich編集、Stockton Press社、第6章
、61-70頁]。
【００５８】
ポリタンパク質コード配列の変更は、HCV-コードされたタンパク質において同類アミノ酸
置換を導入することもできる。同類アミノ酸置換は、同様の側鎖を持つ残基の交換を意味
している。同類置換されたアミノ酸は、それらの側鎖の化学特性に従い分類することがで
きる。例えば、アミノ酸のひとつのグループは、中性及び疎水性の側鎖を有するアミノ酸
を含み(A、V、L、I、P、W、F、及びM)；別のグループは、中性及び極性側鎖を有するアミ
ノ酸であり(G、S、T、Y、C、N、及びQ)；別のグループは、塩基性側鎖を有するアミノ酸
であり(K、R、及びH)；別のグループは、酸性側鎖を有するアミノ酸であり(D及びE)；別
のグループは、脂肪族側鎖を有するアミノ酸であり(G、A、V、L、及びI)；別のグループ
は、脂肪族-ヒドロキシル側鎖を有するアミノ酸であり(S及びT)；別のグループは、アミ
ン-含有側鎖を有するアミノ酸であり(N、Q、K、R、及びH)；別のグループは、芳香族側鎖
を有するアミノ酸であり(F、Y、及びW)；及び、別のグループは、イオウ-含有側鎖を有す
るアミノ酸である(C及びM)。好ましい同類アミノ酸置換は以下のものである：R-K；E-D、
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Y-F、L-M；V-I、及びQ-H。同類アミノ酸置換が構造タンパク質上にもたらされる場合、こ
れは抗原性エピトープを変更し、その結果ウイルスの免疫反応性を変更することができる
。これらの置換は、非構造タンパク質の機能も変更することができ、その結果ウイルスは
様々な速度で再生するか、もしくは細胞培養物内又は生物内で複製するその能力が変更さ
れる。例えば、実施例１を参照し、ここでレプリコンIVは、NS5Aタンパク質におけるSer-
>Cys同類アミノ酸置換のために、細胞培養条件に適応されている。
【００５９】
ポリタンパク質コード領域の変更は、そこにコードされたタンパク質の1個又は複数にお
いて非同類アミノ酸置換も導入する。非同類置換は、同類置換よりも、より激しくタンパ
ク質機能を変更すると予想され、かつその結果同類置換よりも大きく複製速度、細胞培養
又はin vivo培養への適応、及び展示された抗原決定基のようなウイルスの表現型特性を
変更する可能性がある。NS5Aコード領域におけるいくつかの適応変異の例を以下に示す。
【００６０】
本発明の一部の態様において、ポリタンパク質コード領域は、ひとつより多いHCV単離体
由来のコンセンサス配列を有する。例えば本発明の真正のHCV核酸は、ウイルスのいずれ
かひとつの亜型由来の5'及び3'配列並びにいずれか他の亜型由来のポリタンパク質領域を
含むことができる。あるいはこのポリタンパク質においてコードされたタンパク質のただ
ひとつが、別のウイルス亜型に由来することもある。このような方法で、特定の菌株の特
性(例えば、低下したビルレンス、増大した複製速度など)を与える特定のタンパク質の作
用を試験することができる。
【００６１】
ウシウイルスの下痢症ウイルス、又は他のフラビウイルスなどのその他のウイルスとのキ
メラも想定されている。例えば、本願明細書に参照として組入れられているPCT出願第US9
9/08850号を参照のこと。これらの態様において、機能性クローンの成分は、HCV遺伝子機
能のアッセイのためのキメラウイルス及びそれらのインヒビターの構築に使用することが
できる[Filocamoらの論文、J. Virol.、71: 1417-1427 (1997)；Hahmらの論文、Virology
、226: 318-326 (1996)； Lu及びWimmer、Proc Natl Acad Sci USA、93:1412-7 (1996)]
。本発明のこのような拡大のひとつは、5’-IRES、プロテアーゼ、RNAヘリカーゼ、ポリ
メラーゼ、又は3’ NTRのような機能性HCVエレメントを用い、その増殖性複製がこれらの
1個又は複数のHCVエレメントにより左右されるようなBVDVのキメラ誘導体を作成すること
ができる。このようなBVDV/HCVキメラは、その後これらの機能性成分に対する抗ウイルス
戦略をスクリーニング及び評価するために使用することができる。
【００６２】
GBウイルスBのような密に関連したウイルス由来の構造又は非構造タンパク質をコードし
ている遺伝子が対応するHCV遺伝子に取って代わるキメラも、機能的であると予想される
。例えば、Butkiewiczらの論文、J. Virol.、74:4291-4301 (2000)を参照のこと。
本発明により企図されたポリタンパク質コード領域における別の変更は、配列における欠
失又は挿入を含む。このような変更は更に、複製速度、様々な増殖条件への適応、又は抗
原決定基を変更することもできる。有用な欠失の好ましい例は、Tyrとの、配列番号：3の
Ser 1182のAsp 1229への47個のアミノ酸欠失の置換を含み、これは、野生型NS5Aを伴うHC
Vよりも大きいトランスフェクション効率を提供するNS5Aにおける適応変異である。実施
例１を参照のこと。
ポリタンパク質コード領域への挿入は、修飾されたHCVが依然複製することができるとい
う条件で、この領域のあらゆる長さ及びあらゆる区域であることができる。好ましくはこ
の挿入は、その挿入の下流のポリタンパク質領域の翻訳を補正するために、ポリタンパク
質コード領域の残余のフレームにおいて操作される。
【００６３】
ポリタンパク質コード領域への挿入は、異種タンパク質コード遺伝子を導入することがで
きる。異種タンパク質の選択は、狭義に制限されてはいないが、感染した宿主又は細胞に
対し治療的であるタンパク質、もしくは別の目的のために収集及び精製されたタンパク質
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を含むことができる。特に有用な異種遺伝子は、変異体の検出に有用なもの(すなわちレ
ポーター遺伝子)、又は変異体を有する細胞の選択に有用なものを含む。本発明において
有用なレポーター遺伝子の非限定的例は、β－ガラクトシダーゼ、β－グルクロニダーゼ
、ホタル又は細菌のルシフェラーゼ、グリーン蛍光タンパク質(GFP)及びそれらのヒト化
された誘導体、細胞表面マーカー、並びに分泌されたマーカーを含む。このような産物は
、直接アッセイされるか、もしくは追加レポーターの発現又は活性を活性化することがで
きるかのいずれかである。哺乳類細胞のための選択マーカーの非限定的例は、ジヒドロ葉
酸レダクターゼをコードしている遺伝子(DHFR；メトトレキサート耐性)、チミジンキナー
ゼ(tk；メトトレキサート耐性)、プロマイシンアセチルトランスフェラーゼ(pac；プロマ
イシン耐性)、ネオマイシン耐性(neo；ネオマイシン又はG418に対する耐性)、ミコフェノ
ール酸耐性(gpt)、ヒグロマイシン耐性、ブラスチシジン耐性、及びゼオシンに対する耐
性を含むが、これらに限定されるものではない。その他の選択マーカーは、酵母のような
様々な宿主において使用することができる(ura3、his3、leu2、trp1)。
【００６４】
本発明は、このウイルスの非コード領域における変更を有するHCV変異体も包含している
。例えば先に考察した外来遺伝子も、挿入断片を伴う領域が複製を可能にするのに十分機
能し続けるならば、ウイルスの非コード領域に挿入することができる。非コード領域に挿
入された外来遺伝子の翻訳を提供するためには、この外来遺伝子は、翻訳開始シグナル、
好ましくは細胞又はウイルスのmRNAに由来した内部リボソーム侵入部位(IRES)に操作可能
に連結されなければならない[Jangらの論文、Enzyme、44:292-309 (1991)；Macejak及びS
arnow、Nature、353:90-94 (1991)；Mollaらの論文、Nature、356:255-257 (1992)]。最
も重要なこととして、この戦略は、変異体にポリタンパク質コード領域シストロンから離
れた第二シストロンを作成する。好ましいIRESは、脳心筋炎ウイルス(EMCV)IRESである。
【００６５】
外来遺伝子は、3' NTR又は5' NTRへも挿入することができる。3' NTRにおいて、外来遺伝
子／IRESカセットは、最も5'側の可変ドメインへ挿入されることが好ましい。しかし挿入
は、3' NTRの他の領域、例えば可変領域とポリピリミジン領域の接合部、又はポリピリミ
ジン領域内などについても想定されている。5' NTRにおいて、外来遺伝子は内部HCV IRES
に直ぐ隣接した(3'側に)区域へ挿入されることが好ましい。これらの変異体において、外
来遺伝子は、HCV IRESに機能的に連結されるように操作される。この場合、第二のIRES(
例えばEMCV IRES)が、この領域に対し機能的に連結されるように、ポリタンパク質コード
領域の直ぐ5'側で操作されることが好ましい。実施例及びLohmannらの論文(前掲)を参照
のこと。
【００６６】
前述の異種遺伝子の機能性発現に関する戦略の一部は、これまでに説明されている。総説
についてはBredenbeek及びRiceの論文((1992)前掲)を参照し；更に図２については、米国
特許出願第08/811,566号(現在米国特許第____号)の図２を参照のこと。
【００６７】
加えて外来タンパク質をコードしていないような変異、欠失又は挿入のような非コード領
域の変更は、本発明の範囲内である。例えば、全可変領域の欠失を含む3' NTRの可変又は
ポリピリミジン領域、もしくは制限部位を作成又は破壊するかさもなければ同定可能な変
種を作成するような5' NTR領域における挿入断片の、変異、欠失を、「タグ付け」られた
変異体の作出に有利に使用することができる。例えば3' NTR可変領域の変異が容易に同定
可能なAvaII制限部位を作成する実施例、及びポリピリミジン領域の欠失が別の同定可能
な変異体を作出する実施例を参照のこと。
【００６８】
ポリタンパク質コード配列は、適応又は弱毒化された変異体のような、望ましい機能適応
を伴う突然変異体を含むことができる。これらの改良された変異体は、いずれか望ましい
特性において優れている。本方法により改善され得る特性の非限定的な例は、in vivo又
は培養物におけるより迅速又はより正確な複製、改善されたトランスフェクション効率、
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改善された継代細胞株の樹立能、宿主又は宿主細胞株の感染能、ビルレンス、及び疾患性
状の緩和である。
このようなHCV変異体は、例えば動物又はin vitroにおける増殖のための選択により、適
応させることができる。例えば実施例を参照のこと。あるいは、これらの変異体は、機能
性適応を含むようデザインすることにより操作することができる。例えば持続性HCV複製
を支持する、安定した細胞株を作出するためにトランスフェクション効率及び継代能が増
大するような欠失がデザインされている実施例を参照のこと。
【００６９】
非-機能性HCVクローン、例えば真の複製が不可能であるクローン、HCVタンパク質産生が
できないクローン、ノーザンブロット分析により検出されるようなHCV RNA産生ができな
いクローン、又は易罹患性動物又は細胞株へのin vitro感染ができないクローンは、本発
明の変異体成分を用いて補正することができる。本発明の真正のHCV核酸配列の変異体と
非-機能性HCVクローンの配列を比較することにより、非-機能性クローンの欠損を、同定
及び補正することができ、かつ補正された複製変異体は、適応変異などのような変異体様
特性を有する。非-機能性HCVゲノムの修飾を実行するために、当業者が利用可能である核
酸配列を修飾する方法は全て、位置指定突然変異誘発、非-機能性クローンにおける相同
配列のための真正のHCV変異体からの機能性配列の置換などを含むが、これらに限定され
るものではない。
【００７０】
より改良された細胞培養特性のためのHCV適応。細胞培養における野生型ポリタンパク質
複製を有するビリオン及びレプリコンの複製及びトランスフェクションの効率及び安定性
は役に立たない。すなわち、例えばこれらの菌株のクローンのRNA転写産物によりトラン
スフェクションされた細胞は培養においてゆっくり複製し、かつこれらのトランスフェク
ションされた細胞は維持することが困難である。加えてトランスフェクション効率は悪い
。すなわちRNAレプリコンでトランスフェクションされた細胞のごくわずかが、HCV複製を
支持することができる。例えば実施例１及びLohmannらの論文(前掲)を参照し、ここでは
、野生型(遺伝子型1亜型1b)非構造ポリタンパク質コード領域を有するレプリコンのRNA転
写産物でトランスフェクションされたHuh-7細胞の0.01％未満が、トランスフェクション
体が播種されたペトリ皿上でコロニーに増殖した。更に、当初の播種から生じたコロニー
の低い割合(<3％)が、別の培地の皿に継代し、HCV複製を支持している単離された安定し
た細胞株を形成することができる。
【００７１】
「トランスフェクション効率」は、トランスフェクションされた核酸によりコードされた
タンパク質を翻訳し続けている複製HCV RNAを有する細胞の割合(％)を決定することによ
り定義される。最も簡便な測定法は、HCV RNAにより与えられた特性を示す細胞の割合(％
)を決定することである。例えば実施例１を参照し、ここではneo遺伝子を含むレプリコン
がトランスフェクションされた細胞にG418耐性を与え、ここでこの細胞は、トランスフェ
クションされた細胞が播種された皿上で分裂しかつコロニー形成した後もG418耐性である
。この例においてG418耐性を与えるためにneo遺伝子を複製及び翻訳をし続けるとしても
、G418耐性は、HCV RNAが複製しかつ分裂細胞に分配することができない限りは、コロニ
ーが形成されるのに十分には維持されない。従ってトランスフェクション効率は、トラン
スフェクションされたHCVは、測定特性(ここではG418耐性)を複製し、転写し、かつ翻訳
しなければならない点で、複製依存型である。neo選択マーカーに関連してトランスフェ
クション効率を決定するこの方法は、「複製-依存型ネオマイシン耐性」と称されている
。これは、複製しかつ分裂細胞に分配しコロニーを形成するためにそれ自身十分に確立さ
れたHCV由来の転写を測定するのみであるので、トランスフェクション効率を測定する好
ましい方法である。
【００７２】
野生型非構造ポリタンパク質遺伝子を有するHCV核酸の別の不利な細胞培養特性は、トラ
ンスフェクション及び選択後に形成するコロニーの低い割合(％)のみが、複製しているRN
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Aを収容している連続的細胞株として継代される際に維持され続けることである。これは
先に考察したLohmannらの論文において、<3％である。
【００７３】
野生型非構造ポリタンパク質遺伝子を有するHCV の不利な特性は、NS5Aコード領域又は本
願明細書において説明された他の場所でのある種の適応変異及び欠失を利用することによ
り低下することができる。好ましい変異は、「インターフェロン感受性決定領域」(ISDR)
のコード領域の直ぐ5'側であるNS5A領域中のコードされたアミノ酸配列の変更を含む。詳
細には、コードされたアミノ酸配列が変更されているような、ISDRの5'側の約50個以内の
ヌクレオチド、より好ましくはISDRの約20個以内のヌクレオチドの様々な変異が、より高
いトランスフェクション効率及び持続性HCV複製を収容している細胞株を樹立するための
継代に耐える増大した能力を有するようにHCVを適応させる作用を有する。この作用を有
する特異的変異は、例えば配列番号：8(ヌクレオチド[nt])及び配列番号：16(アミノ酸[a
a])において具体化されるような、配列番号：6の5336位でのgからtへの変異によりもたら
される、配列番号：3(亜型1b非構造ポリタンパク質領域)のアミノ酸1179位でのSer からI
leへの変異；例えば配列番号：9(nt)及び配列番号：17(aa)において具体化されるような
、配列番号：6の5289位でのaからgへの突然変異によりもたらされる、配列番号：3のアミ
ノ酸1164位でのArgからGlyへの変異；例えば配列番号：10(nt)及び配列番号：19のNS5Aア
ミノ酸配列において具体化されるような、配列番号：6の5320位でのgからtへの変異によ
りもたらされる、配列番号：3のアミノ酸1174位でのAlaからSerへの変異；例えばNS5A遺
伝子配列番号：11及び配列番号：20のNS5Aアミノ酸配列において具体化されるような、配
列番号：6の5315位でのcからgへの変異によりもたらされる、配列番号：3のアミノ酸1172
位での SerからCysへの変異；並びに、例えばNS5A遺伝子配列番号：12及びNS5Aアミノ酸
配列番号：21において具体化されるような、配列番号：6の5314位でのtからcへの変異に
よりもたらされる、配列番号：3のアミノ酸1172位での SerからProの変異を含む。これら
の変異の適応作用は、HCVのこの領域は通常HCV単離体の間で保存されているので驚きに値
する。加えて、全ISDR及び様々なフランキング配列の欠失を含む、ISDR内の欠失は、この
適応作用を生じる。これらの欠失の中には、例えば配列番号：7(nt)及びNS5Aアミノ酸配
列番号：14において具体化されるような、配列番号：6のnt 5345-5485の欠失によりもた
らされる、チロシンとの、配列番号：3のアミノ酸1182から1229を含むISDR及びフランキ
ング配列の置換がある。
【００７４】
細胞培養に適応する変異を含むHCV変異体は、弱毒化することができ、これはそれらの疾
患を引き起し、慢性感染を確立し、自己免疫応答を誘発し、かつ細胞を形質転換する能力
を損なう。
本発明は更に、適応HCV変異体を選択する方法も明らかにしている。これらの方法は、HCV
ビリオン又は好ましくはレプリコンの使用を含み、これは更にneo遺伝子のようなドミナ
ント選択マーカーを含む。細胞はこれらの変異体によりトランスフェクションれる。これ
らのトランスフェクション体は、neo遺伝子が変異体において利用される場合には、G418
のような選択培地に播種される。この選択マーカーに対する耐性を示すようになるコロニ
ーは、新鮮選択培地に継代される。HCVレプリコンを収容している細胞株を樹立するため
の継代に耐えるコロニー中のHCVは、単離され、かつ更なる細胞のトランスフェクション
に使用される。増加したトランスフェクション効率又は継代に耐える能力などの他の望ま
しい特性を示すこれらのコロニーは適応変異体であり、ここでこの変異体の適応の性質は
、少なくとも1個の変異又は欠失により与えられる。これらの適応変異体中のHCVの選択さ
れた区域の配列が決定される。好ましくは、少なくともNS5Aが配列決定される。より好ま
しくは、全ポリタンパク質コード領域が配列決定される。これらの変異体の中の変異を、
その変異の適応性質を決定するために更に評価することができる。その評価は、別の野生
型コード領域中の変異の再生、及び再生されたHCV突然変異体が当初の突然変異体の適応
表現型を示すかどうかの決定に関与していることが好ましい。
【００７５】
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適応変異は同じく、以下を明らかにするが、これに制限されるものではない：(i)HCV RNA
複製の指向性の変更；(ii)宿主細胞に対する有害作用に寄与するウイルス産物の変更；(i
ii)HCV RNA複製効率の増加又は減少；(iv)HCV RNAパッケージング効率の増加又は減少及
び／又はHCV粒子の集成及び放出；(v)受容体結合及び侵入(entry)のレベルでの細胞指向
性の変更。従って、その発現が増殖性HCV RNA複製によって左右されるような操作したド
ミナント選択マーカーを用い、HCV複製機構又はトランスフェクションされた宿主細胞の
いずれか、もしくは両方における適応変異について選択することができる。加えてドミナ
ント選択マーカーを用い、より高いレベルのRNA複製又は粒子形成を可能にするようなHCV
複製機構中の変異について選択することができる。ある例において、DHFRの突然変異体型
を発現している操作したHCV誘導体を、メトトレキサート(MTX)耐性を与えるために使用す
ることができる。ドミナント選択マーカーとして、突然変異体DHFRは、ほぼ化学量論的な
量がMTX耐性に必要であるので、有効ではない。培地中のMTX濃度の漸増により、複製HCV 
RNAを収容している細胞の連続した生存のためにはDHFRの増加量が必要であろう。この選
択方式、又はこの概念を基にした同様のものは、より高いレベルのHCV RNA複製及びRNA蓄
積を可能にするHCV RNA複製機構における変異の選択をもたらすことができる。同様の選
択は、細胞培養におけるHCV粒子のより高い収量の生成を可能にする変異、又は変更され
た細胞指向性を伴う突然変異体HCV粒子に適用することができる。このような選択方式は
、培養上清からのまたは細胞破壊後のHCV粒子の収穫並びに未変性の細胞の再感染によるM
TX-耐性導入粒子の選択に関与している。
【００７６】
前記と同様の方法を用いて、増強又は減弱した感染を引き起す能力、野生型菌株が感染で
きないような宿主、又はこのような宿主の細胞において感染を引き起す能力のような特性
の変動を伴う適応変異体を確立することができる。
本発明は更に、前述のHCV DNA(又はHCV RNA)のいずれかでトランスフェクションされた宿
主細胞株を提供する。宿主細胞の例は、細菌細胞、酵母細胞、昆虫細胞、及び哺乳類細胞
からなる群を含むが、これらに限定されるものではない。好ましくは、この宿主細胞は、
機能性HCV RNAレプリカーゼ、ビリオン又はウイルス粒子タンパク質の発現を提供するこ
とが可能である。
【００７７】
関連した局面において、先に簡単に説明したように、本発明は、遺伝子治療又は遺伝子ワ
クチン(本願明細書において遺伝ワクチンとも称す)のためのベクターを提供し、ここで異
種タンパク質の発現を可能にする条件下で異種タンパク質がHCV核酸に挿入されている。
これらのワクチンは、DNA又はRNAのいずれかであることができる。特に、本発明は、ポジ
ティブ-センスDNA上に5’から3’方向へ、プロモーター；最端の5’-末端配列GCCAGCCを
含むHCV 5’-非翻訳領域(NTR)；異種遺伝子のコード領域を含むHCVポリタンパク質コード
領域；及び、3’非翻訳領域(NTR)を含む、感染性C型肝炎ウイルス(HCV)DNAベクターを提
供する。好ましくは、このプロモーターは、バクテリオファージT3、T7、及びSP6からな
る群より選択される。
【００７８】
機能性HCV核酸がDNAであるような本発明の態様において、これは更に5’NTRに操作可能に
会合されたプロモーターを含んでもよい。例えばこのプロモーターは、バクテリオファー
ジT7、T3、及びSP6からなる群より選択されるが、これらに限定されるものではない。し
かし使用した具体的転写システムに応じて、HCV DNAに対応するHCVゲノムRNAの転写に適
当なプロモーターを使用することができる。例えば核転写(例えばHCVについてトランスジ
ェニックな動物において)について、内在性又はウイルス性プロモーター、例えばCMVを使
用することができる。加えてこれらのプロモーターが駆動したHCV DNAは、プラスミド又
はファージのような染色体外で複製しているDNAに組込むことができる。
【００７９】
様々な本発明の変異体の使用が本願明細書において構想されている。治療及びワクチン開
発に関連する用途は以下を含む：(i)ウイルスの中和、吸着、侵入及び侵入に関するin vi
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tro及びin vivoアッセイ開発のための定義されたHCVウイルスストックの形成；(ii)HCVタ
ンパク質及びRNAエレメントに関する構造／機能試験並びに新規抗ウイルス標的の同定；(
iii) 野生型及び変異体HCV RNAの複製及び粒子放出を支持するようなものを同定するため
の、細胞培養システム及び条件の体系的調査；(iv)細胞培養においてより効率的な複製が
可能である適応HCV変異体の作出；(v)変更された組織又は種指向性を伴うHCV変異体の作
出；(vi)HCV変異体複製を支持するものを含むインヒビター評価のための代用動物モデル
の樹立；(vii)細胞-非含有HCV複製アッセイの開発；(viii)ワクチン処置のための免疫原
性HCV粒子の作成；(ix)可能性のあるワクチン候補としての弱毒化されたHCV誘導体の操作
；(x)遺伝子治療及びワクチン適応に関する異種遺伝子産物の発現のための弱毒化された
または欠損したHCV誘導体の操作；(xi)適当な受容体を伴う肝又は他の細胞型に対する治
療薬の標的化された送達のためのHCV糖タンパク質の利用。
【００８０】
本発明は更に、HCV変異体を伴う動物を感染する方法を提供し、この方法は、感染性HCV変
異体DNAの転写により調製されたHCV変異体RNAを感染量投与することを含む。本発明は、H
CV変異体で感染されたかもしくはHCV変異体RNA又はDNAでトランスフェクションされたヒ
ト以外の動物に及ぶ。同様に本発明は、感染性HCV DNAの転写により調製したHCV変異体RN
Aの感染量と接触した細胞株を培養することを含む、感染性HCV変異体をin vitroにおいて
増殖する、更にはHCV変異体で感染したin vitro細胞株を増殖する方法を提供する。具体
的態様において、この細胞株は、IRES-抗生物質耐性カセットが選択を提供するために操
作されているような HCV変異体でトランスフェクション又は感染された肝細胞株である。
この変異体は更に、前述の適応変異を含むこともできる。
【００８１】
本発明の遺伝子治療(遺伝ワクチン)の態様に従い、異種遺伝子によるHCV RNA複製が可能
である動物に導入する工程、HCV変異体DNAベクターの転写により調製されたHCV変異体RNA
を一定量投与する工程を含む方法も提供される。
別の態様において本発明は、本発明のHCV変異体でトランスフェクションされた宿主発現
細胞株をHCV粒子タンパク質の発現を可能にする条件下で培養する工程；及び、HCV粒子タ
ンパク質を細胞培養物から単離する工程を含む、HCV粒子タンパク質を産生する方法を提
供する。具体的態様において、このような発現細胞株は、細菌細胞、酵母細胞、昆虫細胞
、及び哺乳類細胞からなる群より選択された細胞であることができる。
本発明は更に、HCV変異体RNAゲノムを含むHCVビリオンを提供する。このようなビリオン
は、好ましくは例えば熱又は化学処理による弱毒化後、又は前述の方法による弱毒化した
変異体の選択を通じて、HCVワクチンにおいて使用することができる。
【００８２】
本発明のin vivo及びin vitro HCV変異体は、抗-HCV物質(すなわち、HCVの治療のための
薬物)に加え、薬物耐性の評価に関する管理されたスクリーニングを可能にする。HCV複製
を変調することが可能な物質のin vivoスクリーニング法は、候補物質をHCV変異体を有す
る動物へ投与すること、並びにHCV変異体感染、複製又は活性レベルを、候補物質を投与
する以前の動物のHCV変異体感染、複製又は活性レベルと比較し、増加又は減少について
試験することを含み；ここで、候補物質を投与する以前の動物のHCV変異体感染、複製又
は活性レベルと比較した、HCV変異体感染、複製又は活性レベルの減少は、その物質のHCV
変異体感染、複製又は活性を阻害する能力の指標である。HCV変異体感染又は複製レベル
の試験は、動物の血清又は組織試料中のウイルスの力価(例えばRNAレベル)の測定が関与
し；HCV変異体活性レベルの試験には、肝酵素の測定が関与している。あるいは、HCV複製
を変調することが可能な物質のin vitroスクリーニング法は、HCV変異体複製を支持して
いる細胞株を候補物質と接触すること；並びに、その後HCV変異体複製又は活性のレベル
を、対照細胞株又は候補物質を投与する以前の細胞株におけるHCV変異体複製又は活性レ
ベルと比べ、増加又は減少を試験することを含み、ここで、対照細胞株又は候補物質を投
与する以前の細胞株におけるHCV変異体複製又は活性レベルと比べた場合のHCV変異体複製
又は活性レベルの減少は、この物質がHCV変異体複製又は活性を阻害する能力の指標であ
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る。特定の態様において、in vitroにおけるHCV変異体複製レベルの試験は、細胞培養物
中のHCV力価(例えばRNAレベル)の測定が関与し；in vitroにおけるHCV活性レベルの試験
は、HCV複製の測定が関与している。
【００８３】
本発明は、特定のHCV変異体DNAクローン及び関連したHCV変異体RNAに加え、ポジティブ-
センスDNA上で5’から3’方向へ、プロモーター；HCV 5’非翻訳領域(NTR)、HCVポリタン
パク質コード領域；及び、3’非翻訳領域(NTR)が結合したものを含み、ここでこれらの領
域の少なくとも1個は天然の領域ではないような、宿主又は宿主細胞株において複製する
ことが可能であるようなHCV変異体DNAクローンの調製法に関する。好ましくは、このプロ
モーターはバクテリオファージT7、T3及びSP6からなる群より選択される。特定の態様に
おいて、最端の5’-末端配列は配列番号：1と相同であり、例えばこの5’-末端配列は、G
CCAGCC；GGCCAGCC；UGCCAGCC；AGCCAGCC；AAGCCAGCC；GAGCCAGCC；GUGCCAGCC；及び、GCG
CCAGCCからなる群より選択され、ここで配列GCCAGCCは配列番号：1の5’-末端である。
【００８４】
HCV変異体DNAクローンの調製法において使用するための3’-NTRポリ-Uは、長いポリ-U領
域を含むことができる。同様に最端の3’-NTR末端は、配列
5’-TGGTGGCTCCATCTTAGCCCTAGTCACGGCTAGCTGTGAAAGGTCCGTGAGCCGCATGACTGCAGAGAGTGCTGAT
ACTGGCCTCTCTGCTGATCATGT-3’(配列番号：2)
を有するDNAと相同なRNAであることができ；特定の態様において、最端の3’-NTR末端は
、前記配列を有する。
【００８５】
機能性HCV変異体DNAクローンの成分。本発明において説明された機能性HCV変異体DNAの成
分は、以下に説明されるような公知又は新規に同定されたHCV抗ウイルス標的の細胞-非含
有、細胞培養、及び動物-ベースのスクリーニングアッセイの開発のために使用すること
ができる。各選択された標的について、使用されたHCV変異体は、標的の野生型であるこ
とが好ましい。公知の又は推定された標的及びアッセイの例[総説については、Houghton
、「フィールドウイルス学(Fields Virology)」(B. N. Fields、D. M. Knipe及びP. M. H
owley編集)、Vol.、1035-1058頁、Raven Press社、ニューヨーク(1996)；Rice、(1996)前
掲；Riceらの論文、Antiviral Therapy 1、補遺.4:11-17 (1997)；Shimotohno、Hepatolo
gy、21:887-8 (1995)を参照のこと]は、以下を含むが、これらに限定されるものではない
：
【００８６】
侵入しているHCVゲノムRNAの翻訳に必須のエレメントを含む高度に保存された5’NTRは、
ひとつの標的である。この配列、又はその相補体は、おそらくRNAの複製及び／又はパッ
ケージングに重要であるRNAエレメントを含むであろう。可能性のある治療的戦略は以下
を含む：アンチセンスオリゴヌクレオチド(前掲)；トランス活性化リボザイム(前掲)；RN
Aデコイ；このエレメントの機能を妨害する小分子化合物(これらは、RNAエレメントそれ
自身への、もしくは活性に必要なコグネイトウイルス又は細胞性因子への結合により作用
する)。
【００８７】
別の標的は、HCV C(キャプシド又はコア)タンパク質であり、これは高度に保存されかつ
以下の機能に関連している：RNA結合及びHCVゲノムRNAの特異的包膜；細胞遺伝子[Rayら
の論文、Virus Res.、37:209-220 (1995)]及び他のウイルス遺伝子[Shihらの論文、J. Vi
rol.、69:1160-1171 (1995)；Shihらの論文、J. Virol.、67:5823-5832 (1993)]の転写的
変調；細胞ヘリカーゼの結合[Youらの論文、J. Virol.、73:2841-2853 (1999)]；細胞の
形質転換[Rayらの論文、J. Virol.、70: 4438-4443 (1996a)；Rayらの論文、J. Biol. Ch
em.、272:10983-10986 (1997)]；アポトーシスの防止[Rayらの論文、Virol.、226:176-18
2 (1996b)]；TNF受容体スーパーファミリーの一員への結合を介した宿主免疫応答の変調[
Matsumotoらの論文、J. Virol.、71:1301-1309 (1997)]。
【００８８】
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ビリオンエンベロープの成分を形成するE1、E2及びおそらくはE2-p7糖タンパク質は、可
能性のある中和抗体の標的である。介入が標的化され得るような重要な工程は、以下を含
む：ポリタンパク質のこれらの前駆体のシグナルペプチダーゼが媒介した切断[Linらの論
文、(1994a)前掲]；E1E2糖タンパク質複合体のER集成及びこれらのタンパク質の細胞シャ
ペロンとの会合並びにフォールディング機構[Dubuissonらの論文、(1994)前掲；Dubuisso
n及びRice、J. Virol.、70:778-786 (1996)]；ヌクレオキャプシドとビリオンエンベロー
プの間の相互作用を含む、ウイルス粒子の集成；ウイルス粒子の輸送及び放出；免疫監視
の回避又はLDL受容体を発現している細胞の結合及び侵入において役割を果たし得るVLDL
のような宿主成分とウイルス粒子の会合[Hijikataらの論文、(1993)前掲；Thomssenらの
論文、(1992)前掲；Thomssenらの論文、Med. Microbiol. Immunol.、182:329-334 (1993)
]；抗体による中和のために標的化する、もしくはコグネイトFc受容体との相互作用を介
して抗体と結合しかつ細胞の免疫賦活感染を促進するような、ビリオン中の保存された決
定基及び可変の決定基；受容体の結合及び侵入に重要な、ビリオン中の保存された決定基
及び可変の決定基；細胞膜への侵入、融合に参画し、かつ侵入しているウイルスのヌクレ
オキャプシドを脱殻するビリオン決定基。
【００８９】
更に2/3位置での切断に必要な NS2-3オートプロテアーゼも標的である。
複合体を形成しかつHCVポリタンパク質において4種の切断を媒介するNS3セリンプロテア
ーゼ及びNS4A補因子[総説については、Rice、(1997)前掲参照]は、更に別の適当な標的で
ある。標的は、セリンプロテアーゼ活性それ自身；セリンプロテアーゼC-末端ドメイン中
の四面体Zn2+配位部位；NS3-NS4A補因子相互作用；NS4Aの膜会合；NS4AによるNS3の安定
化；NS3プロテアーゼ領域の形質転換能 [Sakamuroらの論文、J Virol、69:3893-6 (1995)
]を含む。
NS3 RNA-刺激されたNTPase[Suzichらの論文、(1993)前掲]、RNAヘリカーゼ[Jin及びPeter
son、Arch Biochem Biophys、323:47-53 (1995)；Kimらの論文、Biochem. Biophys. Res.
 Commun.、215:160-6 (1995)]、及びRNA結合[Kanaiらの論文、FEBS Lett、376:221-4 (19
95)]活性；RNA複製複合体の成分としてのNS4Aタンパク質は、別の標的である。
【００９０】
別の複製成分であるNS5Aタンパク質は、別の標的を表している。このタンパク質は、セリ
ン残基上で優先的にリン酸化されている[Tanjiらの論文、J. Virol.、69:3980-3986 (199
5)]。NS5Aの転写変調、細胞増殖促進、及びアポトーシス阻害の活性[Ghoshらの論文、J. 
Biol. Chem.、275:7184-7188 (2000)]も、標的化することができる。治療のために標的化
することができるような他のNS5A特性は、NS5Aリン酸化に寄与するキナーゼ及びそのNS5A
との相互作用、並びにNS5AとHCV複製複合体の他の成分との相互作用である。
【００９１】
NS5B RNA-依存型RNAポリメラーゼは、HCVポジティブ及びネガティブ-鎖RNAの実際の合成
に寄与する酵素であるが、これは別の標的である。その活性の特定の局面は、それ自身の
ポリメラーゼ活性[Behrensらの論文、EMBO J.、15:12-22 (1996)]； NS5BのHCV RNAを含
む他のレプリカーゼ成分との相互作用；ネガティブ-及びポジティブ-鎖RNA合成の開始に
関与した工程；NS5Bのリン酸化[Hwangらの論文、Virology、227:438 (1997)]を含む。
【００９２】
別の標的は、HCV RNA複製及び／又は宿主細胞機能の変調に重要な構造又は非構造タンパ
ク質の機能を含む。ウイルスの侵入、排出(egress)又は宿主細胞遺伝子発現の変調のため
の重要なチャネル形成が可能な可能性のある疎水性タンパク質成分も、標的化することが
できる。
特に高度に保存されたエレメント(ポリ(U/UC)トラクト；98-塩基末端配列)である3’NTR
も、標的化することができる。治療的手法は、ゲノムのこの部分はおそらくネガティブ-
鎖合成の開始において重要な役割を果たすこと以外は、5’NTRについて説明したことに対
応する。翻訳、RNA安定性又はパッケージングを含む、その他のHCV RNA複製の局面も、こ
れに関与し得る。
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【００９３】
本発明の機能的HCV変異体は、このウイルスのタンパク質の全て及びRNAパッケージングに
必要なRNAエレメントをコードすることができる。これらのエレメントは、抗ウイルスの
化合物開発のために標的化することができる。電気泳動移動度シフトアッセイ、UV架橋ア
ッセイ、フィルター結合アッセイ、及びスリー-ハイブリッドアッセイ[SenGuptaらの論文
、Proc. Natl. Acad. Sci. USA、93:8496-8501 (1996)]を使用し、HCV RNAパッケージン
グに重要なタンパク質及びRNAエレメントを定義し、かつこの過程のインヒビターをスク
リーニングするアッセイを確立することができる。このようなインヒビターは、in vitro
における選択により作出された小分子又はRNAデコイを含む[Goldらの論文、(1995)前掲]
。
【００９４】
本発明の変異体の複合体ライブラリーは、「ペプチド展示」ライブラリーにおいて作成さ
れるように、PCRシャッフリングの使用、又はランダム化された配列の取込みにより作成
することができる。「ファージ法」[Scott及びSmith、Science、249:386-390 (1990)；Cw
irlaらの論文、Proc. Natl. Acad. Sci USA、87:6378-6382 (1990)；Devlinらの論文、Sc
ience、249:404-406 (1990)]を用い、非常に巨大なライブラリーを構築することができる
(106～108化学実体)。このようなライブラリーのクローンを用い、例えば様々なHCV亜型
を使用し、他の変異体又はキメラを作成することができる。このような変異体は、当該技
術分野において公知の方法により、過度な実験を行うことなく作成することができる。
【００９５】
プライマー及びランオフ(run-off)配列を含むクローンは、機能的HCV変異体RNAの作成に
直接使用することができる。当該技術分野において公知の非常に多数のベクター-宿主シ
ステムを使用することができる。ベクターの例は、E. coli、λ誘導体のようなバクテリ
オファージ、もしくはpBR322誘導体又はpUCプラスミド誘導体のようなプラスミド、例え
ばpGEXベクター、pmal-c、pFLAG、pTETなどを含むが、これらに限定されるものではない
。周知のように、クローニングベクターへの挿入は、例えば、DNA断片の相補的突出末端
を有するクローニングベクターへのライゲーションにより達成することができる。しかし
DNAの断片化に使用された相補的制限部位が、クローニングベクターに存在しない場合は
、このDNA分子の末端を酵素により修飾することができる。あるいは、望ましいいずれか
の部位を、そのDNA末端へのヌクレオチド配列(リンカー)のライゲーションにより作成す
ることができ；これらのライゲーションされたリンカーは、制限エンドヌクレアーゼ認識
配列をコードしている特異的に化学合成されたオリゴヌクレオチドを含むことができる。
組換え分子は、形質転換、トランスフェクション、感染、電気穿孔などにより、宿主細胞
へ導入することができ、その結果遺伝子配列の多くのコピーを作成することができる。
【００９６】
HCV RNA及びポリペプチドの発現
HCV変異体RNA及びHCVタンパク質、特にHCV RNAレプリカーゼ又はビリオンタンパク質をコ
ードしているHCV変異体DNAは、適当な発現ベクター、すなわち挿入されたタンパク質-コ
ード配列の転写及び翻訳に必要なエレメントを含むベクターへ挿入することができる。こ
のようなエレメントは、本願明細書において「プロモーター」と称す。従って本発明のHC
V変異体DNAは、本発明の発現ベクター内のプロモーターに操作できるように(又は機能的
に)会合されている。発現ベクターは好ましくは、複製起点も含む。必要な転写シグナル
及び翻訳シグナルは、組換え発現ベクター上に提供され得る。機能性RNAのin vitro合成
のための好ましい態様において、T7、T3、又はSP6プロモーターが使用される。
【００９７】
可能性のある宿主-ベクターシステムは、ウイルス組換え体(例えば、ワクシニアウイルス
、アデノウイルス、シンドビスウイルス、セムリキ森林熱ウイルスなど)に感染された哺
乳類細胞システム；組換えウイルス(例えば、バキュロウイルス)に感染された昆虫細胞シ
ステム；酵母ベクターを含む酵母のような微生物；植物細胞；もしくは、バクテリオファ
ージ、DNA、プラスミドDNA、又はコスミドDNAで形質転換された細菌を含むが、これらに
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限定されるものではない。ベクターの発現エレメントは、それらの強度及び特異性におい
て変動することができる。使用した宿主-ベクターシステムに応じて、多くの適当な転写
エレメント及び翻訳エレメントのいずれかを使用することができる。
【００９８】
HCV変異体DNAクローンを含む組換えベクターが導入された細胞は、適当な細胞培養培地に
おいて、細胞によるHCV RNA又はそのようなHCVタンパク質の発現を提供するような条件下
で培養される。DNA断片のクローニングベクターへの挿入に関する先に説明した方法のい
ずれかを用い、適当な転写／翻訳制御シグナル及びタンパク質コード配列からなる遺伝子
を含む発現ベクターを構築することができる。これらの方法は、in vitro組換えDNA及び
合成技術及びin vivo組換え(遺伝子組換え)を含むことができる。
【００９９】
HCV変異体RNA又はタンパク質の発現は、当該技術分野において公知のプロモーター／エン
ハンサーエレメントのいずれかにより制御することができるが、これらの調節エレメント
は、発現に選択された宿主において機能性でなければならない。発現を制御するために使
用することができるプロモーターは、SV40初期プロモーター領域(Benoist及びChambon、N
ature、290:304-310 (1981))、ラウス肉腫ウイルスの3'側の長い末端反復に含まれたプロ
モーター(Yamamotoらの論文、Cell、22:787-797 (1980))、ヘルペスチミジンキナーゼプ
ロモーター(Wagnerらの論文、Proc. Natl. Acad. Sci. USA.、78:1441-1445 (1981))、メ
タロチオネイン遺伝子の調節配列(Brinsterらの論文、Nature、296:39-42 (1982))；β－
ラクタマーゼプロモーター(Villa-Kamaroffらの論文、Proc. Natl. Acad. Sci. USA.、75
:3727-3731 (1978))又はtacプロモーター(DeBoerらの論文、Proc. Natl. Acad. Sci. USA
.、80:21-25 (1983))のような、原核発現ベクター；Gal 4プロモーター、ADC(アルコール
デヒドロゲナーゼ)プロモーター、PGK(ホスホグリセロールキナーゼ)プロモーター、アル
カリホスファターゼプロモーターのような、酵母又は他の真菌由来のプロモーターエレメ
ント；並びに、組織特異性を発揮しかつトランスジェニック動物において利用されるよう
な動物の転写制御領域：膵臓腺房細胞において活性があるエラスターゼI遺伝子制御領域(
Swiftらの論文、Cell、38:639-646 (1984)；Ornitzらの論文、Cold Spring Harbor Symp.
 Quant. Biol.、50:399-409 (1986)；MacDonald、Hepatology、7:425-515 (1987))；膵臓
β細胞において活性があるインスリン遺伝子制御領域(Hanahan、Nature、315:115-122 (1
985))、リンパ系細胞において活性がある免疫グロブリン遺伝子制御領域(Grosschedl ら
の論文、Cell、38:647-658 (1984)；Adamesらの論文、Nature、318:533-538 (1985)；Ale
xanderらの論文、Mol. Cell. Biol.、7:1436-1444 (1987))、精巣、乳房、リンパ系及び
マスト細胞において活性があるマウス乳癌ウイルス制御領域(Lederらの論文、Cell、45:4
85-495 (1986))、肝臓において活性があるアルブミン遺伝子制御領域(Pinkertらの論文、
Genes and Devel.、1:268-276 (1987))、肝臓において活性があるα－フェトプロテイン
遺伝子制御領域(Krumlaufらの論文、Mol. Cell. Biol.、5:1639-1648 (1985)；Hammerら
の論文、Science、235:53-58 (1987))、肝臓において活性があるα1-アンチトリプシン遺
伝子制御領域(Kelseyらの論文、Genes and Devel.、1:161-171 (1987))、骨髄細胞におい
て活性があるβ－グロブリン遺伝子制御領域(Mogramらの論文、Nature、315:338-340 (19
85)；Kolliasらの論文、Cell、46:89-94 (1986))、脳の希突起膠細胞において活性がある
ミエリン塩基性タンパク質遺伝子制御領域(Readheadらの論文、Cell、48:703-712 (1987)
)、骨格筋において活性があるミオシン軽鎖-2遺伝子制御領域(Sani、Nature、314:283-28
6 (1985))、及び、視床下部において活性がある性腺刺激ホルモン放出ホルモン遺伝子制
御領域(Masonらの論文、Science、234:1372-1378 (1986))を含むが、これらに限定される
ものではない。
【０１００】
多種多様な宿主／発現ベクター組合せを、本発明のDNA配列の発現において使用すること
ができる。例えば有用な発現ベクターは、染色体セグメント、非-染色体セグメント及び
合成DNA配列からなる。適当なベクターは、SV40及び公知の細菌プラスミドの誘導体、例
えばE. coliプラスミドcol El、pCR1、pBR322、pMal-C2、pET、pGEX[Smithらの論文、Gen



(28) JP 4095303 B2 2008.6.4

10

20

30

40

50

e、67:31-40 (1988)]、pMB9及びそれらの誘導体、RP4などのプラスミド；ファージDNAS、
例えば、多くのλファージ誘導体、例えばNM989、及び他のファージDNA、例えばM13及び
繊維状1本鎖ファージDNA；2μプラスミド又はそれらの誘導体のような、酵母プラスミド
；真核細胞において有用なベクター、例えば昆虫又は哺乳類の細胞において有用なベクタ
ー；プラスミド及びファージDNAの組合せ由来のベクター、例えばファージDNA又は他の発
現制御配列を使用するように修飾されているプラスミド；当該技術分野において公知のも
のなどを含む。
【０１０１】
本発明のHCV変異体DNAクローンを含む発現ベクターは、好ましい配列決定分析に加え、4(
four)種の一般的方法により同定することができる：(a)所望のプラスミドDNA又は特異的m
RNAのPCR増幅、(b)核酸ハイブリダイゼーション、(c)選択マーカー遺伝子機能の存在又は
非存在、(d)適当な制限エンドヌクレアーゼによる分析、及び(e)挿入された配列の発現。
第一の手法において、核酸はPCRにより増幅し、増幅産物の検出のために提供することが
できる。第二の手法において、発現ベクター内の核酸の存在は、HCV変異体DNAと相同であ
る配列を含むプローブを使用する核酸ハイブリダイゼーションにより検出することができ
る。第三の手法において、組換えベクター／宿主システムは、そのベクターへの外来遺伝
子の挿入により引き起されるある種の「選択マーカー」遺伝子機能(例えばβ－ガラクト
シダーゼ活性、チミジンキナーゼ活性、抗生物質耐性、形質転換の表現型、バキュロウイ
ルスにおける封入体形成など)の存在又は非存在を基に同定及び選択することができる。
第四の手法において、組換え発現ベクターは、適当な制限酵素による消化により同定され
る。第五の手法において、組換え発現ベクターは、例えばHCV RNA、HCVビリオン、又はHC
Vウイルスタンパク質などの組換え体により発現された、遺伝子産物の活性、生化学、又
は免疫学的特性をアッセイすることにより同定することができる。
【０１０２】
例えば、バキュロウイルス発現システムにおいて、例えばpVL941(BamHIクローニング部位
；Summers社)、pVL1393(BamHI、SmaI、XbaI、EcoR1、NotI、XmaIII、BglII、及びPstIク
ローニング部位；Invitrogen社)、pVL1392(BglII、PstI、NotI、XmaIII、EcoRI、XbaI、S
maI、及びBamHIクローニング部位；Summers社及びInvitrogen社)、並びにpBlueBacIII(Ba
mHI、BglII、PstI、NcoI、及びHindIIIクローニング部位、青／白組換え体スクリーニン
グが可能である；Invitrogen社)などであるが、これらに限定されるものではない非-融合
転移ベクター、並びに例えば、pAc700(BamHI及びKpnIクローニング部位、ここでBamHI認
識部位は、開始コドンで始まる；Summers社)、pAc701及びpAc702(pAc700と同じ、異なる
リーディングフレーム)、pAc360(ポリヘドリン開始コドンの36塩基対下流にBamHIクロー
ニング部位；Invitrogen社(195))、及びpBlueBacHisA、B、C(3種の異なるリーディングフ
レーム、BamHI、BglII、PstI、NcoI、及びHindIIIクローニング部位、ProBond精製のため
のN-末端ペプチド及びプラークの青／白組換え体スクリーニング；Invitrogen社)などで
あるが、これらに限定されるものではない融合転移ベクターの両方を使用することができ
る。
【０１０３】
本発明において使用することが企図された哺乳類発現ベクターの例は、誘導可能なプロモ
ーターを伴うベクター、例えばジヒドロ葉酸レダクターゼ(DHFR)プロモーター、例えばDH
FR発現ベクターを伴ういずれかの発現ベクター、又はDHFR/メトトレキサート同時-増幅ベ
クター、例えばpED(PstI、SalI、SbaI、SmaI、及びEcoRIクローニング部位、このベクタ
ーはクローニングされた遺伝子及びDHFRの両方を発現する)；[Kaufman、Current Protoco
ls in Molecular Biology、16:12 (1991)参照]である。あるいは、グルタミンシンテター
ゼ／メチオニンスルホキシミン同時-増幅ベクター、例えばpEE14(HindIII、XbaI、SmaI、
SbaI、EcoRI、及びBclIクローニング部位、このベクターは、グルタミンシンテターゼ及
びクローニングされた遺伝子を発現する；Celltech社)である。別の態様において、エプ
スタイン・バー・ウイルス(EBV)の制御下でエピソーム発現を指示するベクターを使用す
ることができ、これは例えばpREP4(BamHI、SfiI、XhoI、NotI、NheI、HindIII、NheI、Pv
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uII、及びKpnIクローニング部位、構成的RSV-LTR プロモーター、ヒグロマイシン選択マ
ーカー；Invitrogen社)、pCEP4(BamHI、SfiI、XhoI、NotI、NheI、HindIII、NheI、PvuII
、及びKpnIクローニング部位、構成的hCMV前初期遺伝子、ヒグロマイシン選択マーカー；
Invitrogen社)、pMEP4(KpnI、PvuI、NheI、HindIII、NotI、XhoI、SfiI、BamHIクローニ
ング部位、誘導可能なメタロチオネインIIa遺伝子プロモーター、ヒグロマイシン選択マ
ーカー：Invitrogen社)、pREP8(BamHI、XhoI、NotI、HindIII、NheI、及びKpnIクローニ
ング部位、RSV-LTRプロモーター、ヒスチジノール選択マーカー；Invitrogen社)、pREP9(
KpnI、NheI、HindIII、NotI、XhoI、SfiI、及びBamHIクローニング部位、RSV-LTRプロモ
ーター、G418選択マーカー；Invitrogen社)、並びにpEBVHis(RSV-LTRプロモーター、ヒグ
ロマイシン選択マーカー、ProBond樹脂により精製可能で及びエンテロキナーゼにより切
断されたN-末端ペプチド；Invitrogen社)がある。Tet及びrTetのような、調節可能な哺乳
類発現ベクターを使用することができる[Gossen及びBujard、Proc. Natl. Acad. Sci. US
A、89:5547-51 (1992)；Gossenらの論文、Science、268:1766-1769 (1995)]。本発明にお
いて使用するための選択可能な哺乳類発現ベクターは、pRc/CMV(HindIII、BstXI、NotI、
SbaI、及びApaIクローニング部位、G418選択；Invitrogen社)、pRc/RSV(HindIII、SpeI、
BstXI、NotI、XbaIクローニング部位、G418選択；Invitrogen社)などである。本発明で使
用するためのワクシニアウイルス哺乳類発現ベクター[Kaufman、(1991)前掲参照]は、pSC
11(SmaIクローニング部位、TK-及びβ－gal選択)、pMJ601(SalI、SmaI、AflI、NarI、Bsp
MII、BamHI、ApaI、NheI、SacII、KpnI、及びHindIIIクローニング部位；TK-及びβ－gal
選択)、並びにpTKgptF1S(EcoRI、PstI、SalI、AccI、HindII、SbaI、BamHI、及びHpaクロ
ーニング部位、TK又はXPRT選択)を含むが、これらに限定されるものではない。
【０１０４】
酵母発現システムの例をわずかに2種のみ挙げると、非-融合pYES2ベクター(XbaI、SphI、
ShoI、NotI、GstXI、EcoRI、BstXI、BamHI、SacI、KpnI、及びHindIIIクローニング部位
；Invitrogen社)又は融合pYESHisA、B、C(XbaI、SphI、ShoI、NotI、BstXI、EcoRI、BamH
I、SacI、KpnI、及びHindIIIクローニング部位、ProBond樹脂により精製され及びエンテ
ロキナーゼにより切断されたN-末端ペプチド；Invitrogen社)であり、これらを本発明に
従い使用することができる。
【０１０５】
加えて、挿入された配列の発現を変調、もしくは望ましい特異的様式で遺伝子産物を修飾
及びプロセシングする宿主細胞株を選択することができる。様々な宿主細胞は、タンパク
質の翻訳及び翻訳後プロセシング及び修飾(例えば、グリコシル化、切断[例えばシグナル
配列の])の特徴的及び特異的機構を有する。酵母における発現は、グリコシル化された産
物を生成することができる。真核細胞における発現は、HCVタンパク質の「未変性の」グ
リコシル化及びフォールディングの可能性を増大することができる。更に、哺乳類細胞に
おける発現は、未変性のHCV ビリオン又はウイルス粒子タンパク質の再構成、又は構成の
道具を提供することができる。
【０１０６】
他のRNAウイルス試験に有用な様々なトランスフェクション法も、過度の実験を行うこと
なく、ここにおいて利用することができる。例として、微量注入法、細胞融合法、リポフ
ェクションのようなリン酸カルシウムカチオン性リポソーム法[Riceらの論文、New Biol.
、1:285-296 (1989)；HCV-based Gene Expression Vectors、前掲参照]、DE-デキストラ
ン法[Riceらの論文、J. Virol.、61:3809-3819 (1987)]、及び電気穿孔法[Bredenbeekら
の論文、J. Virol.、67:6439-6446 (1993)；Liljestromらの論文、J. Virol.、65:4107-4
113(1991)]を含む。切屑負荷(scrape loading)[Kumarらの論文、Biochem. Mol. Biol. In
t.、32:1059-1066 (1994)]及び射出法[Burkholderらの論文、J. Immunol. Meth.、165:14
9-156 (1993)]も、これら以外の方法によるトランスフェクションに対し難点のある細胞
種について考慮することができる。DNAベクター輸送体を考慮することができる[例えば、
Wuらの論文、J. Biol. Chem.、267:963-967 (1992)；Wu及びWu、J. Biol. Chem.、263:14
621-14624 (1988)；Hartmutらの論文、1990年5月15日に出願されたカナダ国特許出願第2,
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012,311号を参照のこと]。
【０１０７】
HCV変異体によるin vitroトランスフェクション
HCV複製を支持する細胞株の同定。本発明の重要な局面は、真正の及び標準化されたin vi
tro HCV変異体複製システムを用い様々な治療的戦略の効力を評価する能力を与えること
により、新規及びより効果的な抗-HCV治療を開発する方法を提供することである。このよ
うなアッセイは、希少及び有益な動物、例えばチンパンジー、又はHCV-感染したヒト患者
を用いる臨床試験へと移る前に極めて有益である。本発明の適応変異体は、それらの培養
における増殖及びそれらの継代に耐える能力が、野生型菌株よりも優れているので、この
研究のために特に有用である。更に本願明細書において明らかにされたレプリコンは、複
製は構造タンパク質を混乱する作用を伴わずに評価することができるので、有用である。
【０１０８】
HCV変異体感染性クローン技術も、HCVの複製及びパッケージングの分析のためのin vitro
及びin vivoシステムの確立に有用である。これらは、(i)許容細胞型の同定又は選択(RNA
複製、ビリオン集成及び放出について)；(ii)細胞培養パラメータの研究(例えば、培養条
件、細胞活性化などの変動)、又は細胞培養物中のHCV複製効率を増大する適応変異の選択
；並びに、(iii)感染性HCV変異体粒子(培養上清に放出された又は細胞破壊後に得られた
かのいずれか)の効率的産生のための条件の決定を含むが、これらに限定されるものでは
ない。これら及び他の容易に明らかな本発明の拡大は、HCVの治療、ワクチン、及び診断
の開発のための広範な利用性を有する。
【０１０９】
許容細胞型を確定する一般的手法を以下に概略する。RNAトランスフェクションの最適法(
同じく前掲参照)は、細胞型により変動し、かつRNAレポーター構築体を使用し決定される
。これらは例えば、構造5’-CAT-HCV IRES-LUC-3’を持つ、前掲論文及び実施例において
明らかにされたバイシストロン性レプリコン、及びバイシストロン性ウイルス[Wangらの
論文、J. Virol.、67: 3338-44 (1993)]を含む。これらのHCV変異体は、トランスフェク
ション条件を最適化し(例えば、トランスフェクション効率を決定するために、β－ガラ
クトシダーゼ又はCAT[クロラムフェニコールアセチルトランスフェラーゼ]活性を測定す
ることによる)及びその細胞型がHCV IRES-媒介型翻訳を許容するかどうかを決定する(例
えば、LUC；ルシフェラーゼ活性を測定することによる)ための両方で使用される。実際の
HCV RNAトランスフェクション実験については、5’キャップ付きのルシフェラーゼレポー
ターRNA[Wangらの論文、(1993)前掲]との同時トランスフェクションは、増殖性トランス
フェクション及び翻訳の内部標準を提供する。HCV複製を許容する可能性のある細胞型の
例は、初代ヒト細胞(例えば、肝細胞、T-細胞、B-細胞、包皮繊維芽細胞)に加え、継代ヒ
ト細胞株(例えば、HepG2、Huh7、HUT78、HPB-Ma、MT-2、MT-2C、並びに他のHTLV-1及びHT
LV-II感染したT-細胞株、Namalawa、Daudi、EBV-形質転換したLCL)を含むが、これらに限
定されるものではない。加えて他の種の細胞株、特にRNAにより容易にトランスフェクシ
ョンされ並びにフラビウイルス又はペスチウイルスの複製のために許容されるもの(例え
ばSW-13、Vero、BHK-21、COS、PK-15、MBCKなど)を試験することができる。細胞は、前掲
の論文に記された方法を用いてトランスフェクションされる。
【０１１０】
複製アッセイのために、増殖性複製の非存在下でのHCV RNA及び抗原の持続性について、H
CV変異体及び陰性対照として対応する非-機能性、例えばΔGDD(実施例参照)誘導体を用い
て、RNA転写産物を調製する。鋳型DNA(後の分析のために複合体化する)は、DNaseI処理及
び酸性フェノール抽出の反復サイクル、それに続くゲル電気泳動又はゲル濾過のいずれか
による精製により除去され、転写産物 RNA 109分子当り1個未満の増幅可能なDNAが達成さ
れることが好ましい。DNA-非含有RNA転写産物は、LUCレポーターRNAと混合され、かつ先
に決定した最適条件を用い細胞培養物をトランスフェクションするために使用される。こ
れらの細胞の回収後、RNaseAが培地へ添加され、過剰な投入RNAが消化され、かつこれら
の培養物が様々な期間インキュベーションされる。初期の時点(トランスフェクション後
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～1日)で収穫され、かつ細胞及び上清(ベースラインとして)中のLUC活性(増殖性トランス
フェクションを証明するため)及びポジティブ-鎖RNAレベルについて分析される。試料は
、2～3週間の間定期的に収集され、ポジティブ-鎖RNAレベルが、QC-RT/PCRによりアッセ
イされる[Kolykhalovらの論文、(1996)前掲参照]。無傷の感染性転写産物と非-機能性誘
導体の間の明確かつ再現可能な差異、例えばΔGDD欠失、制御を示している細胞型に、真
正の複製であることを証明するためにより徹底的な分析が施される。このようなアッセイ
は、QC-RT/PCR[Gunjiらの論文、(1994)前掲；Lanfordらの論文、Virology、202:606-14 (
1994)]、ノーザンブロットハイブリダイゼーション、又は代謝標識[Yooらの論文、(1995)
前掲]及び単独細胞法、例えばin situハイブリダイゼーション[ISH；Gowansらの論文、「
核酸プローブ(Nucleic Acid Probes)」(R. H. Symons編集)、Vol.139-158頁、CRC Press
社、ボカラトン、(1989)]、in situ PCR[HCV-特異的増幅産物のみを検出するためにISHに
準ずる；Haaseらの論文、Proc. Natl. Acad. Sci. USA、87:4971-4975(1990)]、及び免疫
組織学による、ネガティブ-センスHCV RNA蓄積の測定を含む。
【０１１１】
ウイルス-受容体相互作用を試験するためのHCV粒子。HCV複製について許容される細胞株
の同定と組合せて、限定されたHCV変異体ストックを用い、HCVの細胞受容体との相互作用
を評価することができる。ウイルスの易感受性細胞との結合又は増殖性感染を測定するよ
うなアッセイを設定し、その後これらのプロセスのインヒビターをスクリーニングするた
めに使用することができる。
【０１１２】
HCV受容体の特徴決定のための細胞株の同定。HCV RNA複製について許容性のある細胞株は
、RNAトランスフェクションによりアッセイしたように、本発明のHCV変異体を用い、ウイ
ルスにより感染されるそれらの能力についてスクリーニングすることができる。RNA複製
について許容性があるが相同ウイルスにより感染できないような細胞株は、HCV結合及び
侵入に必要な1種又は複数の宿主受容体を欠いていることがある。このような細胞は、(i)
HCV受容体及び補-受容体(co-receptor)の機能性同定及び分子クローニング；(ii)ウイル
ス-受容体相互作用の特徴決定；及び、(iii)これらの相互作用を阻害する化合物又は生物
製剤(例えば、抗体、SELEX RNA [Bartel及びSzostak、「RNA-タンパク質相互作用(RNA-Pr
otein interactions)」(K. Nagai及びI. W. Mattaj編集)、Vol.82-102頁、IRL Press社、
オックスフォード(1995)；Goldらの論文、Annu. Rev. Biochem.、64: 763-797 (1995)]な
ど)のスクリーニングのためのアッセイの開発のための有益な道具を提供する。一旦これ
らの相互作用が定義されると、これらのHCV受容体は、単に治療的標的を利用するのみで
はなく、HCV感染に対して易感受性とされているトランスジェニック動物において発現す
ることもできる[Koikeらの論文、Dev Biol Stand、78:101-7 (1993)；Ren及びRacaniello
、J Virol、66:296-304 (1992)]。このようなHCV複製を支持しかつ伝播されたトランスジ
ェニック動物モデルは、抗-HCV薬物の評価のための重要な用途がある。
【０１１３】
更にHCV糖タンパク質構造を操作する能力は、変更された受容体特異性を持つHCV変異体を
作出するためにも使用することができる。一例において、HCV糖タンパク質は、公知の細
胞表面受容体のための異種結合ドメインを発現するために修飾することができる。この手
法は、変更された指向性を伴うHCV誘導体の操作を可能にし、かつおそらく非-キメラの小
動物モデルへの感染を延長する。
【０１１４】
許容細胞株同定の変法。先に考察しかつ実施例において例証したように、HCV複製のため
の選択マーカーを含む機能性HCV変異体を操作することができる。例えばドミナント選択
マーカーをコードしている遺伝子は、HCVポリタンパク質の一部として、又はHCV RNAゲノ
ムの許容領域に位置した個別のシストロンとして発現することができる。
【０１１５】
HCV感染及び複製の動物モデル
本発明は、チンパンジーに加え、HCV複製を試験しかつ新規治療を評価するための代用動
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物モデルの開発を可能にしている。本発明において説明された真正のHCV変異体のクロー
ンを出発物質として使用し、複数の手法を、HCV複製に関する代用動物モデルの確立のた
めに構想することができる。ある明示において、これらの変異体は、HCV複製を支持する
ことが可能であるヒト組織を収容している免疫不全マウスに接種するために使用すること
ができる。この技術の例は、SCID:Huマウスであり、この重篤な合併型免疫不全症を伴う
マウスには、様々なヒト(又はチンパンジー)組織が移植され、これは、胎児肝、成人肝、
脾臓、又は末梢血単球細胞を含むが、これらに限定されるものではない。SCIDマウスに加
え、正常な放射線照射したマウスを、ヒト又はチンパンジー組織移植のためのレシピエン
トとして使用することができる。その後これらのキメラ動物は、定義されたウイルス含有
種菌によるex vivo又はin vivoのいずれかでの感染後に、HCV複製の基体(substrate)とな
る。
【０１１６】
別の明示において、代用種のHCV複製を可能にする適応変異は、これらの動物において複
製を許容するような変異体を作出することができる。例えば連続する齧歯類細胞株又は初
代組織(例えば肝細胞)のいずれかにおける複製及び伝播のためのHCVの適応は、このウイ
ルスが小齧歯類モデルにおいて複製することを可能にする。あるいは、DNAシャッフリン
グ[Stemmer、Proc. Natl. Acad. Sci. USA、91:10747 (1994)]又は他の当該技術分野にお
いて公知の他の方法により作成されたHCV変異体の複合体ライブラリーは、可能性のある
易感受性動物の接種のために作出及び使用することができる。このような動物は、前述の
ように、免疫コンピテント又は免疫不全のいずれかであることができる。
【０１１７】
HCV変異体の機能活性は、トランスジェニック的に評価することができる。これに関して
、トランスジェニックマウスモデルを使用することができる[例えば、Wilmutらの論文、E
xperientia、47:905(1991)参照]。HCV RNA又はDNAクローンを用い、ウイルスベクター、
プラスミド又はコスミドクローン(又はファージクローン)を含む、トランスジェニックベ
クターを調製することができる。コスミドは、トランスジェニックマウスへ、公開された
手法を用いて導入することができる[Jaenisch、Science、240:1468-1474 (1988)]。トラ
ンスジェニックマウスの調製において、胚性幹細胞は、胚盤胞胚から得られ[Joyner、「
遺伝子ターゲティング：実践的方法(In Gene Targeting: A Practical Approach)」；The
 Practical Approach Series、Rickwood, D.及びHames, B. D.編集、IRL Press社：オッ
クスフォード(1993)]、かつHCV変異体DNA又はRNAによりトランスフェクションされる。ト
ランスフェクションされた細胞は、説明されているように、マウス胚のような初期胚に注
入される[Hammerらの論文、Nature、315:680 (1985)；Joyner、前掲]。トランスジェニッ
ク動物の調製についての様々な技術が開示されている[米国特許第5,530,177号、1996年6
月25日発行；米国特許第5,898,604号、1996年12月31日発行]。特に興味深いのは、導入遺
伝子の表現型又は病原型の作用について試験したようなトランスジェニック動物モデルで
ある。例えばラットホスホエノールピルビン酸カルボキシキナーゼ-ウシ成長ホルモン融
合体遺伝子の作用が、ブタにおいて研究されている[Wieghartらの論文、J. Reprod. Fert
.、補遺、41:89-96 (1996)]。アルツハイマー症に関連したヒトアミロイド前駆体タンパ
ク質をコードしている遺伝子を発現しているトランスジェニックマウスを用い、この疾患
及び他の障害を研究することができる[国際公開公報第96/06927号、1996年3月7日公開；Q
uonらの論文、Nature、352:239 (1991)]。トランスジェニックマウスは更に、肝炎デルタ
剤[Poloらの論文、J. Virol.、69:5203 (1995)]及びB型肝炎ウイルス[Chisari、Curr. To
p. Microbiol. Immunol.、206:149 (1996)]に関して作出することができ、かつこれらの
操作した動物において複製する。
【０１１８】
従ってここに記した機能性HCV変異体又はそれらの一部は、HCV複製及び病理発生に関連し
たトランスジェニックモデルを作出するために使用することができる。一例として、HCV
変異体の全ゲノムを収容しているトランスジェニック動物を作出することができる。本発
明のトランスジェニックマウスにおける全HCV変異体ゲノムのトランスジェニック発現の



(33) JP 4095303 B2 2008.6.4

10

20

30

40

50

ための適当な構築体は、適当な5’末端を伴う転写産物を産生するように操作された核プ
ロモーター、完全長HCV変異体cDNA配列、シス-切断デルタリボザイムを含み[Ball、J. Vi
rol.、66:2335-2345 (1992)；Pattnaikらの論文、Cell、69:1011-1020 (1992)]、真正の3
’末端、それに続く可能性のある適当な核プロセシングを促進し、細胞質(HCV RNA複製が
生じる)へ輸送するシグナルを作成する。動物を、全HCV変異体ゲノムに加え、HCVタンパ
ク質及びRNAエレメントを個別に又は様々な組合せで発現するように操作することができ
る。例えばHCV IRESの制御下で HCV遺伝子産物又はレポーター遺伝子を発現するように操
作した動物を使用し、この特定のRNA標的に対して方向付けられた治療を評価することが
できる。類似の動物モデルが、大部分の公知のHCV標的について構想されている。
【０１１９】
このような代用の動物モデルは、(i)全動物システムにおける様々な抗ウイルス剤のレプ
リコンを含むHCV変異体の複製に対する作用の研究；(ii)HCV遺伝子産物の肝細胞及び他の
細胞型に対する可能性のある直接細胞傷害性作用の試験、 基礎となる関連した機構の定
義、並びに治療的介入のための戦略の確定及び試験；及び、(iii)HCV病理発生に関連した
細胞及び組織損傷に対する免疫が媒介した機構の試験、並びにこれらのプロセスを妨害す
る戦略の確定及び試験に有用である。
【０１２０】
薬剤耐性変異体の選択及び分析
HCV複製を支持する細胞株及び動物モデルを用い、現存する及び新規の療法に対する耐性
を持つHCV変異体の出現を試験することができる。全てのRNAウイルス同様、HCVレプリカ
ーゼは、校正機構活性を欠くと推定され、その結果RNA複製は誤る傾向があり、高レベル
の変動を生じる[Bukhらの論文、(1995)前掲]。この可変性は、感染した患者の経時的及び
異なる単離体間で認められるかなりの多様性を明らかにする。薬物-耐性変異体の出現は
、HCV単剤療法又は併用療法のデザイン及び評価においてかなり重要であろう。本発明のH
CV複製システムは、様々な治療的処方の下で変異体の出現を調べるために使用することが
できる。これらは、単剤療法又は様々な併用療法(例えば、IFN-α、リバビリン、及び新
規抗ウイルス化合物)を含むことができる。その後耐性突然変異体を用い、耐性の分子及
び構造の基礎を定義し、有効な抗-HCV薬(前記)の新規治療的処方、又はスクリーニングア
ッセイを評価することができる。
【０１２１】
抗-HCV薬のスクリーニング
適応HCV変異体を含むHCV-許容細胞株又は動物モデル(好ましくは齧歯類モデル)を用い、
新規インヒビターをスクリーニングするか、もしくは候補抗-HCV療法を評価することがで
きる。このような療法は、(i)保存されたHCV RNA標的を標的としたアンチセンスオリゴヌ
クレオチド又はリボザイム；(ii)HCV複製の阻害が可能な注射可能な化合物；及び、(iii)
HCV複製を阻害することが可能な経口的に生体利用可能な化合物を含むが、これらに限定
されるものではない。このような処方の標的は、(i)RNA複製及びRNAパッケージングに重
要な保存されたHCV RNAエレメント；(ii)HCV-コードされた酵素；(iii)HCV RNA複製、ウ
イルス集成、ウイルス放出、ウイルスの受容体結合、ウイルス侵入、及びウイルスRNA複
製開始に重要な、タンパク質-タンパク質及びタンパク質-RNA相互作用；(iv)HCVの慢性感
染を確立する能力を変調するウイルス-宿主相互作用；(v)アポトーシス及び肝毒性に影響
を及ぼす因子を含む、肝損傷の重症度を変調するウイルス-宿主相互作用；(vi)肝硬変及
び肝細胞癌を含むより重症の臨床転帰の発生につながるウイルス-宿主相互作用；及び、(
vii)その他のより頻度が少ないHCV-関連ヒト疾患を生じるウイルス-宿主相互作用を含む
が、これらに限定されるものではない。
【０１２２】
アンチセンス及びリボザイム療法の評価。本発明は、HCV複製を妨害する能力について試
験することができるアンチセンスヌクレオチド及びリボザイムの調製に及ぶ。この手法は
、アンチセンス核酸によりそのmRNAをマスキングするか又はリボザイムによりそれを切断
するかのいずれかにより、特異的mRNAの翻訳をブロックするために、アンチセンス核酸及
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びリボザイムを利用する。
【０１２３】
アンチセンス核酸は、少なくとも一部は特異的mRNA分子に相補的であるDNA又はRNA分子で
ある。アンチセンス技術に関する総説は以下を含む：Baertschi、Mol. Cell. Endocrinol
.、101:R15-R24(1994)；Crookeらの論文、Annu. Rev. Pharmacol. Toxicol.、36:107-129
 (1996)；Alamaらの論文、Pharmacol. Res.、36:171-178；及び、Boyerらの論文、J. Hep
atol.、32(補遺1):98-112(2000)。最後の総説は、HCVに適用されるようなアンチセンス技
術を考察している。
【０１２４】
これらの細胞において、これらはそのmRNAへハイブリダイズし、2本鎖DNA:RNA又はRNA:RN
A分子を形成する。この細胞は、この2本鎖型においてはmRNAを翻訳しない。従ってアンチ
センス核酸は、mRNAのタンパク質への発現を妨害する。約15個のヌクレオチドのオリゴマ
ー及びAUG開始コドンへハイブリダイズする分子は特に効果的であり、その理由は、これ
らは合成が容易であり、かつそれらが器官細胞へ導入された場合にはおそらくより大きい
分子よりも少ない問題点を生じるからである。アンチセンス法は、多くの遺伝子のin vit
roにおける発現を阻害するために使用される。好ましい合成アンチセンスヌクレオチドは
、天然のリン酸エステル結合よりもむしろ、ホスホロチオラートのようなリン酸エステル
、又はチオエステルなどを含む。このようなリン酸エステル結合アナログは、アンチセン
ス核酸の分解に対してより抵抗性があり、安定性を増大し、その結果その効力を増大する
。
【０１２５】
遺伝的アンチセンス法において、野生型対立遺伝子の発現は、アンチセンスRNAの発現の
ために抑制される。この技術は、組織培養においてTK合成を阻害するため、並びにショウ
ジョウバエ(Drosophila)におけるKruppel変異及びマウスにおけるShiverer変異の表現型
を作出するために使用されている[Izantらの論文、Cell、36:1007-1015 (1984)；Greenら
の論文、Annu. Rev. Biochem.、55:569-597 (1986)；Katsukiらの論文、Science、241:59
3-595 (1988)]。この手法の重要な利点は、全コグネイトmRNA発現の効果的阻害のために
、その遺伝子の必要とされる小さい部分のみが発現されることである。このアンチセンス
導入遺伝子は、正確な細胞型において発現されたそれ自身のプロモーター又は他のプロモ
ーターの制御下に配置され、かつSV40ポリA部位の上流に配置されるであろう。
【０１２６】
リボザイムは、DNA制限エンドヌクレアーゼと若干類似した方法で他の1本鎖RNA分子を特
異的に切断する能力を有するRNA分子である。リボザイムは、ある種のmRNAはそれら自身
のイントロンを切り出す能力を有するという知見から発見された。研究者らは、これらの
RNAのヌクレオチド配列を修飾することにより、RNA分子において特異的ヌクレオチド配列
を認識する分子を操作しかつそれを切断することができる。最近の総説は、Shippyらの論
文、Mol. Biotechnol.、12:117-129 (1999)；Schmidt、Mol. Cells、9:459-463 (1999)；
Phylactouらの論文、Meth. Enzymol.、313:485-506 (2000)；Oketaniらの論文、J. Hepat
ol.、31:628-634 (1999)；Macejakらの論文、Hepatology、31:769-776 (2000)がある。最
後のふたつの参考文献は、HCVの阻害に関するリボザイムの使用を明らかにしている。こ
れらは配列-特異的であるので、特定の配列を有するmRNAのみが不活性化される。
【０１２７】
本発明者らは、テトラヒメナ(Tetrahymena)-型及び「ハンマーヘッド」-型の2種のリボザ
イムを同定した。テトラヒメナ-型リボザイムは、4個の塩基配列を認識するのに対し、「
ハンマーヘッド」-型は11～18個の塩基配列を認識する。より長い認識配列は、これが標
的mRNA種に優先的に生じる可能性がより大きい。従って、「ハンマーヘッド」-型リボザ
イムは、特定のmRNA種の不活性化にはテトラヒメナ-型リボザイムよりも好ましく、かつ1
8個の塩基認識配列が、より短い認識配列よりも好ましい。
【０１２８】
抗-HCV活性のスクリーニング化合物ライブラリー。様々な天然の産物又は合成のライブラ
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リーを、本発明により提供されたようなHCV変異体を含むin vitro又はin vivoモデルにお
いて、抗-HCV活性についてスクリーニングすることができる。コンビナトリアルライブラ
リー作成のひとつの手法は、主に化学的方法を使用し、例としてGeysen法[Geysenらの論
文、Molecular Immunology、23:709-715 (1986)； Geysenらの論文、J. Immunologic Met
hod、102:259-274 (1987)]及びFodorらの方法[Science、251:767-773 (1991)]がある。Fu
rkaら[14th International Congress of Biochemistry, Volume 5, Abstract FR:013 (19
88)；Furka、Int. J. Peptide Protein Res.、37:487-493 (1991)]、Houghton[1986年12
月に発行された米国特許第4,631,211号]及びRutterら[1991年4月23日に発行された米国特
許第5,010,175号]は、抗-HCV活性を試験することができるペプチド混合物を生成する方法
を開示している。
【０１２９】
別の局面において、合成ライブラリー[Needelsらの論文、Proc. Natl. Acad. Sci. USA、
90:10700-4 (1993)；Ohlmeyerらの論文、Proc. Natl. Acad. Sci. USA、90:10922-10926 
(1993)；Lamらの論文、国際公開公報第92/00252号；Kocisらの論文、国際公開公報第94/2
8028号]などを用い、本発明に従い抗-HCV化合物についてスクリーニングすることができ
る。これらの参考文献は、生物学的アッセイにおけるライブラリースクリーニング技術の
適応について説明している。
【０１３０】
中和アッセイのために定義／操作されたHCV変異体ウイルス粒子。本願明細書において説
明された変異体は、感染力及び中和アッセイのための限定されたHCV粒子ストックを作成
するために使用することができる。均質なストックは、チンパンジーモデル、細胞培養シ
ステムにおいて、又は様々な異種発現システムを用いて(例えばバキュロウイルス、酵母
、哺乳類細胞；前掲参照)作成することができる。これらのストックは、HCV粒子生成又は
感染力を中和することが可能である分子又は遺伝子治療法を限定するために、細胞培養又
はin vivoアッセイにおいて使用することができる。このような分子の例は、ポリクロー
ナル抗体、モノクローナル抗体、操作され／最適化された特異性を持つ人工抗体、1本鎖
抗体(下記の抗体の項参照)、特異的結合及び中和のために選択された核酸又は誘導された
核酸、小さい経口的に生体利用可能な化合物などを含むが、これらに限定されるものでは
ない。保存されたウイルス又は細胞の標的に対し標的化されたこのような中和物質は、遺
伝子型又は単離体に特異的であるかもしくは広く交差-反応性であるかのいずれかである
ことができる。これらはウイルスの負荷を低下しかつおそらくは他の抗ウイルス剤(例え
ば、IFN-α、リバビリンなど)との併用においてより効果的な治療のチャンスを増大する
ために、予防的にもしくは受動免疫療法のいずれかで使用することができる。抗体中和、
CTL認識、免疫回避及び免疫賦活の機構を研究するために、糖タンパク質の超可変領域又
は他のエピトープに定義された変化を伴うHCVストックを作成するために、指定されたHCV
感染性クローンの操作も使用することができる。これらの研究は、抗-ウイルス治療のた
めのその他のウイルス-特異的機能の同定につながるであろう。
【０１３１】
HCV複製の詳細分析
他のHCV複製アッセイ。本発明は、HCV複製の指定された分子の遺伝学的詳細分析を可能に
する。このような分析は、(i)現在購入される抗ウイルス標的をバリデーションし；及び
、(ii)治療的介入に従うHCV複製の予想外の新規局面を明らかにすることが期待される。
突然変異誘発試験を通じての即時(immadiate)バリデーションのための標的は以下を含む
：5’NTR、HCVポリタンパク質及び切断産物、並びに3’NTR。前述のように、HCV変異体及
び許容細胞培養物を使用する分析を用い、細胞培養物の感染性RNAによるトランスフェク
ション後に、親及び突然変異体の複製表現型を比較することができる。例えRT-PCRがウイ
ルスRNA蓄積の高感度検出を可能にするとしても、RNA複製効率を低下する変異は、条件突
然変異株が回収されない限りは分析は困難であろう。初回サイクル分析に対する相補体と
して、trans-相補性アッセイを用い、HCV突然変異体表現型の分析及びインヒビターのス
クリーニングを促進することができる。異種システム(ワクシニア、シンドビス、又は非-
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ウイルス)の一部を含むキメラ変異体を用い、HCV RNAレプリカーゼタンパク質の発現及び
／又はパッケージング機構を駆動することができる[Lemm及びRice、J. Virol.、67:1905-
1915 (1993a)；Lemm及びRice、J. Virol.、 67:1916-1926 (1993b)；Lemmらの論文、EMBO
 J.、13:2925-2934 (1994)；Liらの論文、J. Virol.、65:6714-6723 (1991)参照]。これ
らのエレメントがtransで機能することが可能であるならば、その後のRNAの適当なcis-エ
レメントとの同時-発現は、RNA複製／パッケージングを生じるはずである。従ってこのよ
うなシステムは、真正のRNA複製及びビリオン集成の工程を模倣するが、HCV複製のウイル
ス成分の作出とはつながっていない。HCV複製がある程度自己限定的であるならば、異種
システムは、有意により高いレベルのRNA複製又は粒子作成を駆動し、突然変異体表現型
の分析及び抗ウイルス性のスクリーニングを促進することができる。第三の手法は、 HCV
鋳型-依存型RNA複製のための細胞-非含有システムを考案することである。組合わせた翻
訳／複製及び集成システムが、HeLa細胞におけるポリオウイルスについて説明されており
[Barton及びFlanegan、J. Virol.、67:822-831 (1993)；Mollaらの論文、Science、254:1
647-1651 (1991)]、並びにネガティブ-鎖合成の開始に関する鋳型-依存型in vitroアッセ
イがシンドビスウイルスについて確立されている。HCV変異体を使用する同様のin vitro
システムは、HCV複製の多くの局面の研究に加え、インヒビターのスクリーニング及び評
価について貴重である。これらの戦略の各例を以下に示す。
【０１３２】
ウイルス又は非-ウイルス発現システムを使用するHCV RNA複製及び／又はパッケージング
のtrans-相補性。異種システムを用いて、HCV複製を駆動する。例えば、ワクシニア／T7
細胞質発現システムは、RNAウイルスレプリカーゼのtrans-相補性及びパッケージング機
能について極めて有用である[Ball、(1992)前掲； Lemm及びRice、(1993a)前掲；Lemm及
びRice、(1993b)前掲；Lemmらの論文、(1994)前掲；Pattnaikらの論文、(1992)前掲；Pat
tnaikらの論文、Virology、206:760-4 (1995)；Porterらの論文、J. Virol.、69:1548-15
55 (1995)]。簡単に述べると、ワクシニア組換え体(vTF7-3)を用い、関心のある細胞型に
おいてT7 RNAポリメラーゼ(T7RNApol)を発現する。T7プロモーターの下流に位置した標的
cDNAは、ワクシニア組換え体として又はプラスミドトランスフェクションによるかのいず
れかで送達される。このシステムは、高レベルRNA及びタンパク質発現につながる。ワク
シニア(これはHCV RNAの複製又はビリオン形成を妨害する)の必要性を予め避けるこの手
法の変法は、T7プロモーターがT7RNApolの発現を駆動するpT7T7システムである[Chenらの
論文、Nucleic Acids Res.、22:2114-2120 (1994)]。pT7T7は、T7RNApol(タンパク質)と
混合することができ、かつ関心のあるT7で駆動される標的プラスミドと同時-トランスフ
ェクションすることができる。追加されたT7RNApolは、転写を開始し、自己標的遺伝子の
生成及び高レベル発現につながる。いずれかの手法を用い、正確な5’及び3’末端を伴う
変異体のRNA転写産物を、T7転写開始部位(5’側)及びcis-切断型HCVリボザイム(Rz)(3’
側)を用いて作出することができる[Ball、(1992)前掲；Pattnaikらの論文、(1992)前掲]
。
【０１３３】
これら又は類似の発現システムを用い、HCV変異体を使用するHCV RNA複製及び粒子形成の
ためのアッセイ、並びにこれらのプロセスを阻害することができる化合物を評価するため
のアッセイを確立することができる。T7-駆動タンパク質発現構築体及び3’NTRの後ろにH
CVリボザイムを組込んでいる完全長HCV変異体も使用することができる。pT7T7について説
明されたアッセイをバリデーションする典型的実験計画は、本質的に類似したアッセイで
あるが、vTF7-3又はT7 RNAポリメラーゼを発現している細胞株を用いて想定することがで
きる。HCV-許容細胞は、pT7T7+T7RNApol+p90/HCVFLlong pU Rz(又はΔGDDのような陰性対
照)により同時-トランスフェクションされる。トランスフェクション後異なる時点で、pT
7T7システムにより駆動されたHCVタンパク質及びRNAの蓄積は、各々ウェスタンブロット
及びノーザンブロットにより追跡される。HCV-特異的レプリカーゼ機能をアッセイするた
めに、アクチノマイシンDを添加し、DNA-依存型T7転写をブロックし[Lemm及びRice、(199
3a)前掲]、かつアクチノマイシンD-耐性RNA合成を代謝標識によりモニタリングする。放
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射能は、p90/HCVFL long pU/Rzについては完全長HCV RNAへ組込まれるが、p90/HCVFLΔGD
D/Rzについては組込まれない。本発明のHCV変異体を用い、このアッセイシステム、又は
入念に作成された誘導体を用い、インヒビターをスクリーニングしかつそれらのHCV RNA
複製に対する作用を試験することができる。
【０１３４】
HCV複製及びそれらのインヒビターのアッセイのための細胞-非含有システム。HCV RNA複
製を試験するための細胞-非含有アッセイ及びインヒビタースクリーニングも、本発明に
おいて説明した変異体を用いて確立することができる。ビリオン又は転写されたRNAのい
ずれかを、基体RNAとして使用する。HCVについて、in vitroで転写された完全長HCV変異
体RNAを用い、このようなin vitroシステム及びポリオウイルスについて説明されたよう
に本質的にアッセイされた複製をプログラムすることができる[Bartonらの論文、(1995)
前掲参照]。肝細胞-特異的又は他の要因がHCV変異体RNA複製に必要な場合、このシステム
に、肝細胞又は他の細胞抽出物を補充するか、あるいは同等のシステムを、HCV変異体の
複製について許容されることが示されている細胞株を用いて確立することができる。
【０１３５】
この手法に関するひとつの懸念は、HCVポリタンパク質の適切な細胞-非含有合成及びプロ
セシングを行わなければならないことである。十分量の適切にプロセシングされたレプリ
カーゼ成分を作出することは困難である。この問題点を回避するために、T7発現システム
を用い、適当な細胞において高レベルのHCVレプリカーゼ成分を発現することができる[Le
mmらの論文、(1997)前掲参照]。これらの細胞由来のP15膜画分(緩衝液、Mg2+、ATP再生系
、及びNTPの添加を伴う)は、HCV-特異的鋳型RNAの添加時に、完全長ネガティブ-鎖RNAを
開始し合成しなければならない。
【０１３６】
前記アッセイのいずれか又は両方の確立は、HCV RNA複製の様々な工程の複製及びインヒ
ビターに関連したHCV変異、宿主因子の作用の迅速かつ正確な分析を可能にする。これら
のシステムは、複製-欠損HCVベクターの調製に関するヘルパーシステムの要件も確立する
であろう。
【０１３７】
ワクチン及び防御免疫
効果的HCVワクチンの開発に影響を及ぼす未知のパラメータが依然多く存在する。ヒト及
びチンパンジーの両方において、一部の個体は感染をクリアできることが明らかである。
更にIFNで処置したものの10～20％又はIFN及びリバビリンで処置したもののこの割合のほ
ぼ2倍が、循環血中HCV RNAの欠如により明示される持続反応を示す。他の研究は、相同ウ
イルスに加えより離れた関係のHCV型による再感染の成功により明示されるような、感染
防御免疫の欠如を示している[Farciらの論文、(1992)前掲；Princeらの論文、(1992)前掲
]。しかしE1E2オリゴマー及びこれらのタンパク質を発現しているワクシニア組換え体か
らなるサブユニットワクチンにより免疫処置されたチンパンジーは、低用量チャレンジに
対して部分的に保護される[Chooらの論文、Proc. Natl. Acad. Sci. USA、91:1294 (1994
)]。本発明において説明されたHCV変異体の技術は、HCVに対する防御免疫応答の性質を理
解することを目的とした基礎的研究のためのみではなく、新規ワクチン製法にも関する有
用性を有する。
【０１３８】
HCVに対する能動免疫は、好ましくは免疫学的に有効なアジュバントを伴う、免疫原量の
弱毒化した又は不活性化したHCV変異体ビリオン、又はHCVウイルス粒子タンパク質による
免疫処置(ワクチン接種)により誘導することができる。「免疫学的に有効なアジュバント
」とは、免疫応答を増強する物質である。
アジュバントの選択は、ワクチン接種される対象によって左右される。好ましくは、医薬
として許容できるアジュバントが使用される。例えば、ヒト用ワクチンは、完全及び不完
全フロイントアジュバントを含む、油状乳剤又は炭化水素乳剤アジュバントは避けなけれ
ばならない。ヒト用のアジュバントの一例は、ミョウバン(アルミナゲル)である。しかし
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動物用ワクチンは、ヒトにおける使用に適さないアジュバントを含むことができる。
【０１３９】
抗原及びアジュバントを含有する従来型のワクチンの代替品は、対象の組織の細胞による
抗原発現のための、その抗原をコードしているDNA又はRNAの対象組織への直接in vivo導
入に関連している。このようなワクチンは、本願明細書において遺伝ワクチン、DNAワク
チン、遺伝子ワクチン接種、又は核酸-ベースのワクチンと称されている。DNAベクター又
はベクター輸送体などの、前述のトランスフェクション法を、DNAワクチンに使用するこ
とができる。
【０１４０】
DNAワクチンは、例えば、その内容全体が本願明細書に参照として組入れられている、国
際公開公報第95/20660号及び国際公開公報第93/19183号に開示されている。ウイルスのタ
ンパク質又はゲノムをコードしている直接注射されたDNAの防御免疫応答を誘発する能力
は、多くの実験システムにおいて明らかにされている[Conryらの論文、Cancer Res.、54:
1164-1168 (1994)；Coxらの論文、Virol.、67:5664-5667 (1993)；Davisらの論文、Hum. 
Mole. Genet.、2:1847-1851 (1993)；Sedegahらの論文、Proc. Natl. Acad. Sci.、91:98
66-9870 (1994)；Montgomeryらの論文、DNA Cell Bio.、12:777-783 (1993)；Ulmerらの
論文、Science、259:1745-1749 (1993)；Wangらの論文、Proc. Natl. Acad. Sci.、90:41
56-4160 (1993)；Xiangらの論文、Virology、199:132-140 (1994)]。インフルエンザウイ
ルスの中和におけるこの戦略を評価する研究は、抗体産生を誘導するために、エンベロー
プ及び内部ウイルスタンパク質の両方を使用しているが、特にウイルスの赤血球凝集素タ
ンパク質(HA)に焦点を当てている[Fynanらの論文、DNA Cell. Biol.、12:785-789 (1993A
)；Fynanらの論文、Proc. Natl. Acad. Sci.、90:11478-11482 (1993B)；Robinsonらの論
文、Vaccine、11:957 (1993)；Websterらの論文、Vaccine、12:1495-1498 (1994)]。
【０１４１】
防御免疫応答を誘発するタンパク質をコードしているDNA又はRNAの直接注射によるワクチ
ン接種は、細胞媒介反応及び体液性反応の両方を生じる。これは、生存ウイルスについて
得られた結果と同様である[Razらの論文、Proc. Natl. Acad. Sci.、91:9519-9523 (1994
)；Ulmer、1993、前掲；Wang、1993、前掲；Xiang、1994、前掲]。フェレットを用いる研
究は、表面の糖タンパク質と共に、インフルエンザの保存された内部ウイルスタンパク質
に対するDNAワクチンは、不活化ワクチン又はサブビリオンワクチンのいずれよりも、イ
ンフルエンザウイルスの抗原性変異体に対してより効果があることを示している[Donnell
yらの論文、Nat.Medicine、6:583-587 (1995)]。実際、マウスにおいて動物の生存期間本
質的に持続する核タンパク質をコードしているDNAに対する再現性のある免疫応答が報告
されている[Yankauckasらの論文、DNA Cell Biol.、12:771-776 (1993)]。
【０１４２】
本発明のワクチンは、筋肉内、腹腔内、静脈内、動脈内(例えば、Ripatic動脈)などを含
むが、これらに限定されるものではない非経口的経路により投与することができる。好ま
しくはワクチン接種の望ましい結果から、リンパ系組織、例えばリンパ節又は脾臓に対す
る、直接投与、又は間接的ウイルスベクターの標的化又は選択により、HCVに対する免疫
応答を説明する。免疫細胞は連続して複製しているので、これらはレトロウイルスベクタ
ー-ベースの核酸ワクチンの理想的標的であり、その理由はレトロウイルスは複製してい
る細胞を必要とするからである。
【０１４３】
受動免疫は、HCV感染に罹患している疑いのある動物対象に、HCVに対する抗血清、中和し
たポリクローナル抗体、又は中和したモノクローナル抗体の対象への投与により与えられ
る。受動免疫用量は長期にわたる防御はもたらさないが、これは、ワクチン接種していな
い対象の急性感染の治療に関して価値がある道具である。受動免疫療法のために投与され
た抗体は、自家抗体であることが好ましい。例えば対象がヒトである場合、この抗体に対
する免疫応答の可能性を最小化するために、この抗体は、ヒト起源であるか、もしくは「
ヒト化」されていることが好ましい。加えて、中和抗体をコードしている遺伝子は、例え



(39) JP 4095303 B2 2008.6.4

10

20

30

40

50

ば肝細胞におけるin vivo発現のためにベクターに導入することができる。
【０１４４】
受動免疫療法のための抗体。好ましくは、前述のように調製されたHCV変異体のビリオン
又はウイルス粒子タンパク質を免疫原として使用し、HCVを認識する抗体を作出する。こ
の利用される変異体は、野生型被膜を有さなければならない。このような抗体は、ポリク
ローナル、モノクローナル、キメラ、1本鎖、Fab断片及びFab発現ライブラリーを含むが
、これらに限定されるものではない。当該技術分野において公知の様々な手法を用い、HC
Vに対するポリクローナル抗体を作出することができる。抗体産生に関して、ウサギ、マ
ウス、ラット、ヒツジ、ヤギなどを含むが、これらに限定されるものではない様々な宿主
動物を、例えば後述のようなHCVビリオン又はポリペプチドを注射することにより、免疫
処置することができる。フロイント(完全及び不完全)、水酸化アルミニウムのような無機
ゲル、界面活性剤、例えばリソレシチン、プルロニックポリオール、ポリアニオン、ペプ
チド、油状乳剤、キーホールリンペットヘモシアニン、ジニトロフェノール、並びに潜在
的に有用なヒトアジュバント、例えばBCG(バシル・カルメット・ゲラン菌)及びコリオバ
クテリウムパルブムを含むが、これらに限定されるものではない様々なアジュバントを、
宿主の種に応じて、免疫学的反応を増強するために使用することができる。
【０１４５】
先に説明されたようなHCVに対するモノクローナル抗体の調製について、培養中の連続的
継代細胞株により抗体分子産生を提供するあらゆる技術を使用することができる。これら
は、Kohler及びMilstein[Nature 256:495-497 (1975)]により当初開発されたハイブリド
ーマ技術に加え、トリオーマ技術、ヒトB-細胞ハイブリドーマ技術[Kozborらの論文、Imm
unology Today、4:72 (1983)；Coteらの論文、Proc. Natl. Acad. Sci. USA.、80:2026-2
030 (1983)]、並びにヒトモノクローナル抗体を産生するための EBV-ハイブリドーマ技術
[Coleらの論文、Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy、Alan R. Liss社、77-96頁
(1985)]を含むが、これらに限定されるものではない。本発明の追加の態様において、モ
ノクローナル抗体は、無菌動物において作出することができる[1989年12月28日に公開さ
れた国際公開公報第89/12690号]。実際本発明に従い、HCVに特異的なマウス抗体分子に由
来する遺伝子を、適当な生物学的活性のヒト抗体分子由来の遺伝子と共にスプライシング
することによる、「キメラ抗体」作出のために開発された技術[Morrisonらの論文、J. Ba
cteriol.、159:870 (1984)；Neubergerらの論文、Nature、312:604-608 (1984)；Takeda
らの論文、Nature、314:452-454 (1985)]を使用することができ；このような抗体は本発
明の範囲内である。このようなヒト又はヒト化されたキメラ抗体は、特に同種反応におい
てそれ自身免疫応答を誘導する可能性が、異種抗体よりもはるかに低いので、ヒト又はヒ
ト化された抗体は、ヒト疾患又は障害の治療における使用に好ましい(後述)。
【０１４６】
本発明に従い、1本鎖抗体の作出について説明された技術[Hustonの米国特許第5,476,786
号及び第5,132,405号；米国特許第4,946,778号]を、HCV-特異的1本鎖抗体の作出に適合す
ることができる。追加の本発明の態様は、望ましい特異性を有するモノクローナルFab断
片の迅速かつ容易な同定を可能にするためのFab発現ライブラリーの構築に関して説明さ
れた技術を利用する[Huseらの論文、Science、246:1275-1281 (1989)]。
【０１４７】
抗体分子のイディオタイプを含む抗体断片は、公知の技術により作成することができる。
例えばこのような断片は以下を含むが、これらに限定されるものではない：抗体分子のペ
プシン消化により作出されるF(ab’)2断片；F(ab’)2断片のジスルフィド橋を還元するこ
とにより作成することができる、Fab’断片、並びに抗体分子をパパイン及び還元剤によ
り処理することにより作成することができるFab断片。
【０１４８】
サブユニットワクチン接種のためのHCV粒子。本発明の機能性HCV変異体を用い、ワクチン
接種のためのHCV-様粒子を作出することができる。HCV粒子の適当なグリコシル化、折畳
み、及び集成は、適当な抗原性及び防御サブユニットワクチンの作出のために重要である
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。粒子産生にいくつかの方法を用いることができる。これらは、HCV-様粒子(細菌、酵母
又は哺乳類細胞の使用)の誘導性又は構成性発現のための安定した細胞株の操作、又は組
換え体バキュロウイルス、ワクシニアウイルスなどの、より高いレベルの真核異種発現シ
ステムの使用 [Moss、Proc. Natl. Acad. Sci. USA.、93:11341-11348 (1996)]、又はア
ルファウイルスの使用[Frolovらの論文、(1996)前掲]を含む。免疫処置のためのHCV粒子
は、それらの局在に応じて、培地又は破壊された細胞のいずれかから精製することができ
る。このような精製されたHCV粒子又はHCV遺伝子型のスペクトルを示す粒子混合物は、免
疫原性を高めるために様々なアジュバントを使用する又は使用せずに注射することができ
る。
【０１４９】
感染性の複製しないHCV粒子。別の明示において、受容体結合、侵入、及びゲノムRNAの翻
訳が可能なHCV変異体粒子を作出することができる。このような粒子作出の異種発現法は
、適当なHCV RNA及びタンパク質を発現するように操作した、組換えバキュロウイルス、
組換えワクシニアウイルス、組換えアルファウイルス又はRNAレプリコン、もしくは組換
えアデノウイルスに感染した又はこれを収容しているE. coli、酵母、又は哺乳類細胞株
、適当な宿主細胞を含むが、これらに限定されるものではない。一例として、ふたつの組
換えバキュロウイルスが操作される。ひとつのバキュロウイルスは、HCV粒子の集成に必
要なHCV構造タンパク質(例えば、C-E1-E2-p7)を発現する。第二の組換え体は、ΔGDD又は
GDD-> AAG(実施例１参照)のような欠失がHCV NS5B RDRPの不活性化のために含まれること
以外は、正確な5’及び3’末端を伴う、全HCVゲノムRNAを発現する。増殖性HCV複製を停
止している別の変異も、代わりに又は組合せて利用することができる。適当な宿主細胞(S
f9、Sf21など)の両方の組換え体による同時トランスフェクションは、HCV-様粒子へのパ
ッケージングのための高レベルのHCV構造タンパク質及びゲノムRNAを作成するであろう。
このような粒子は、高レベルで作成され、精製され、かつワクチン接種に使用することが
できる。一旦ワクチンに導入された場合、このような粒子は、HCV-易感受性細胞の正常な
受容体結合及び感染を示す。更なるゲノムの複製が完全にブロックされ不活性化されたNS
5Bポリメラーゼを生じない限りは、侵入が生じ、かつこのゲノムRNAは、翻訳され正常なH
CV抗原の全てを産生するであろう。このような粒子は、構造及び非-構造HCVタンパク質抗
原に対する有効なCTL反応を誘発すると予想される。このワクチン接種戦略は、単独でも
しくは好ましくは先に説明したサブユニット戦略と組合せて使用し、ウイルスのクリアを
補助するために高レベルの抗体中和及びCTL反応の両方を誘発することができる。様々な
異なるHCVゲノムRNA配列を用い、広範な交差-反応性及び防御免疫応答を確実にすること
ができる。加えて、遺伝子操作を通じて、又はin vitro誘導によるかのいずれかによるHC
V粒子の修飾を、防御の誘発及び長期持続性免疫応答時に細胞を最も効果的に感染標的化
するために使用することができる。
【０１５０】
生存-弱毒化したHCV誘導体。HCVゲノムRNA配列を操作しそれにより変更された病原性を伴
う突然変異体を作出する能力は、ワクチン接種に適した生存-弱毒化したHCV変異体を構築
する手段を提供する。このようなワクチン候補は防御抗原を発現するが、疾患を引き起し
、慢性感染を確立し、自己免疫応答を誘発し、かつ細胞を形質転換するそれらの能力は損
なわれていないであろう。
加えて、細胞培養において繁殖されたウイルスは、in vivoにおいて弱毒化された表現型
を展示するそれらのRNAゲノムにおける変異を獲得することが多いが、依然それらの免疫
原性を保持している。弱毒化されたウイルス菌株は、疾患を引き起しかつ慢性感染を確立
するそれらの能力が損なわれるであろう。組織培養に適したHCV変異体の産生は、弱毒化
生ワクチンの可能性のある候補を表している。本願明細書にクローンIとして説明された(
実施例１参照)NS5Aに欠失を含むHCV誘導体の産生は魅力的な可能性である。このような変
異体は、宿主において野生型に戻る可能性がある。
【０１５１】
HCV変異体-ベースの遺伝子発現ベクター
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更にヒトの慢性肝感染につながるこのHCVの特性の一部は、細胞培養システムにおける遺
伝子発現、遺伝的ワクチン接種、及び遺伝子治療のためのベクターのデザインにおいて非
常に有用である。本願明細書において説明されたHCV変異体は、異種遺伝子産物(RNA及び
タンパク質)を発現するようにデザインされたキメラRNAを作出するように操作することが
できる。戦略は、先に又は別所にて説明しているが[Bredenbeek及びRice、(1992)前掲；F
rolovらの論文、(1996)前掲]、これは(i)HCVポリタンパク質を伴う異種コード配列のイン
フレーム融合体；(ii)HCVゲノムRNAにおける追加のシストロンの作出；及び、(iii)1個又
は複数の異種遺伝子を発現することが可能である多シストロン性(multicistronic)自己複
製能のあるHCVベクターRNAを作出するための、IRESエレメントの封入(図２)を含むが、こ
れらに限定されるものではない。このようなベクターに利用される機能性HCV RNA骨格は
、(i)複製及び伝播が可能である生存-弱毒化された誘導体；(ii)ウイルスの伝播に必要な
1個又は複数のウイルス成分(例えば構造タンパク質)を欠いているRNA複製コンピテントな
「死滅末端(dead end)」誘導体；(iii)高及び低レベルのHCV-特異的RNA合成及び蓄積が可
能である突然変異誘導体；(iv)様々なヒト細胞型における複製のために適合された突然変
異誘導体；(v)ヒト細胞における延長された非-細胞変性複製が可能な操作されるか又は選
択された突然変異誘導体を含むが、これらに限定されるものではない。RNA複製にコンピ
テントであるが、パッケージング又は伝播にはそうではないベクターは、裸のRNA、DNAの
いずれかとして導入されるか、もしくはウイルス-様粒子へパッケージングされ得る。こ
のようなウイルス-様粒子は、前述のように作成することができ、かつ肝細胞又は他のヒ
ト細胞型の標的化されたトランスフェクションのためにデザインされた未修飾の又は変更
されたHCVビリオン成分のいずれかで構成されている。あるいは、HCV RNAベクターは、異
種ウイルスのパッケージング機構を用いて、包膜及び送達することができか、もしくは効
率的遺伝子送達のために修飾されたリポソームへ封入することができる。これらのパッケ
ージング戦略、及びそれらの修飾は、HCVベクターRNAを特異的細胞型へ効率的に標的化す
るために利用することができる。前述の方法の利用は、他の種における複製及び発現につ
いてコンピテントである、同様のHCV-由来のベクターシステムも誘導することができる。
【０１５２】
例えば細胞のトランスフェクション及びDNAワクチンに関連して先に言及したような様々
な方法を用い、本発明のHCVベクターを導入することができる。第一に関心があるのは、
例えば肝における、機能性HCV RNA又はビリオンの直接注入である。標的化された遺伝子
送達は、1995年10月に公開された国際公開公報第95/28494号に開示されている。あるいは
、このベクターは、リポフェクションによりin vivoにおいて導入することができる。過
去10年にわたって、in vitroにおける核酸の包膜及びトランスフェクションのためのリポ
ソームの使用が増大してきている。リポソームで媒介されたトランスフェクションが遭遇
した難点及び危険を制限するようにデザインされた合成カチオン性脂質を用いて、マーカ
ーをコードしている遺伝子のin vivoトランスフェクションのためのリポソームを調製す
ることができる[Felgnerらの論文、Proc. Natl. Acad. Sci. USA.、84:7413-7417 (1987)
；Mackeyらの論文、Proc. Natl. Acad. Sci. USA.、85:8027-8031 (1988)；Ulmerらの論
文、Science、259:1745-1748 (1993)参照のこと]。カチオン性脂質の使用は、負帯電した
核酸の包膜を促進し、更に負帯電した細胞膜との融合も促進する[Felgner及びRingold、S
cience、337:387-388 (1989)]。In vivoにおける外因性遺伝子の特定の器官への導入のた
めのリポフェクションの使用には、ある種の実践上の利点である。リポソームの特異的細
胞に対する分子標的化は、ある分野の恩典を説明している。特定の細胞型へのトランスフ
ェクションの指示は、細胞の不均一性を有する組織、例えば膵、肝、腎及び脳において特
に有利であることは明らかである。脂質は、標的化のために他の分子に化学的に結合する
ことができる[Mackeyらの論文、前掲参照]。標的化されたペプチド、例えばホルモン又は
神経伝達物質、及び抗体のようなタンパク質、又は非-ペプチド分子は、リポソームへ化
学的に結合することができる。受容体が媒介したDNA送達法も使用することができる[Curi
elらの論文、Hum. Gene Ther.、3:147-154 (1992)；Wu及びWu、J. Biol. Chem.、262:442
9-4432 (1987)]。
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【０１５３】
遺伝子治療のための適用の例は、(i)遺伝した又は獲得した代謝欠損を補正するための酵
素又は他の分子の発現；(ii)創傷治癒を促進するための分子の発現；(iii)免疫が媒介し
たヒト癌の抑制又は除去を促進する免疫変調分子の発現；(iv)腫瘍における細胞傷害性薬
物の活性化を可能にする毒性分子又は酵素の標的化された発現；(v)病原体感染細胞にお
ける抗-ウイルス又は抗-微生物的物質の標的化された発現を含むが、これらに限定される
ものではない。様々な治療用異種遺伝子を、本発明の遺伝子治療ベクターへ挿入すること
ができ、これは例えば以下であるが、これらに限定されるものではない：重症複合免疫不
全症(SCID)を治療するためのアデノシン脱アミノ酵素(ADA)；腫瘍浸潤(TIL)Ｔ細胞へのマ
ーカー遺伝子又はリンホカイン遺伝子[Kasisらの論文、Proc. Natl. Acad. Sci. USA.、8
7:473 (1990)；Culverらの論文、同書、88:3155 (1991)]；血友病を治療するためのVIII
因子及びIX因子のような凝血因子の遺伝子[Dwarkiらの論文、Proc. Natl. Acad. Sci. US
A、92:1023-1027 (19950)；Thompson、Thromb. and Haemostatis、66:119-122 (1991)]；
及び、様々な他の周知の治療用遺伝子、例えばβ－グロブリン、ジストロフィン、インス
リン、エリスロポイエチン、成長ホルモン、グルコセレブロシダーゼ、β-グルクロニダ
ーゼ、α－アンチトリプシン、フェニルアラニンヒドロキシラーゼ、チロシンヒドロキシ
ダーゼ、オルニチントランスカルバミラーゼ、アポリポタンパク質などであるが、これら
に限定されるものではない。概してAndersonらの米国特許第5,399,346号を参照のこと。
【０１５４】
遺伝子ワクチン接種(HCV以外の病原体からの保護のため)用途の例は、細菌(例えば、尿路
病原性(uropathogenic)E. coli、連鎖球菌、ブドウ球菌、ナイセリア)、寄生体(例えば、
マラリア原虫、リーシュマニア、トキソプラズマ)、真菌(例えば、カンジダ、ヒストプラ
ズマ)及びウイルス(例えば、HIV、HSV、CMV、インフルエンザ)のヒト病原体からの防御抗
原の発現を含むが、これらに限定されるものではない。HCV-由来のRNA発現ベクターを用
いて発現された防御抗原の免疫原性は、アジュバントを用いて増強することができる、望
ましいTh1対Th2反応の顕在化を促進するサイトカイン(例えば、IL-2、GM-CSF)などの免疫
変調分子の同時-発現を含む。このようなアジュバントは、HCVベクターそれら自身により
組込まれ及び同時-発現されるか、もしくはこれらのベクターを他の方法を用いて投与す
るかのいずれかを行うことができる。
【０１５５】
感染性HCVの診断法診断用細胞株。本願明細書において説明された発明を用い、患者試料
中の感染性HCVの感度診断のための細胞株を誘導することができる。概念的には、機能性H
CV成分を用い、容易にアッセイされるレポーターシステムがHCV感染時に選択的に活性化
されるような易感受性細胞株(先に定義した)を試験及び作出する。例は、(i)導入遺伝子
として組込まれかつその複製がHCV感染時にアップレギュレーション又は誘導されるレプ
リカーゼ成分を欠いている欠損HCV RNA；及び、(ii)HCV感染により活性化される感度の良
い異種増幅可能なレポーターシステムを含むが、これらに限定されるものではない。第一
の明示において、HCV RNA増幅に必要なRNAシグナルは、都合の良い又は選択可能なマーカ
ー(前記参照)に隣接している。このようなキメラRNAの発現は、適当な核プロモーター並
びに適切な核プロセシング及び細胞質輸送に必要なエレメントにより駆動される。HCVで
操作された細胞株の感染時に、導入遺伝子の細胞質複製及び増幅が誘導され、増殖性HCV
感染の指標としてのより高レベルのレポーター発現の引き金が引かれる。
【０１５６】
第二の例において、細胞株は、よりしっかりと調節されるが、HCV感染時には誘導可能な
レポーター遺伝子が増幅及び発現されるようにデザインされる。この増幅されたシステム
は特定の成分に関して説明されているが、他の同等の成分を使用することができる。この
ようなシステムのひとつにおいて、アルファウイルスRNA増幅に絶対に必要でありかつ通
常非構造ポリタンパク質から切断により生成される酵素であるアルファウイルスnsP4ポリ
メラーゼを欠いている、操作されたアルファウイルスレプリコン導入遺伝子が作出される
。この欠損アルファウイルスレプリコンの別の特徴は、ルシフェラーゼ又はGFPレポータ
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ー遺伝子の発現を駆動するサブゲノムRNAプロモーターを含むことである。このプロモー
ターエレメントは、増殖性細胞質アルファウイルス複製が存在しない場合は静止状態であ
る。この細胞株は、HCV NS4Aタンパク質及びアルファウイルスnsP4 RDRPからなる遺伝子
融合体の発現のための第二の導入遺伝子を含む。この融合された遺伝子は、発現され、か
つ細胞質の膜コンパートメントへと標的化されるが、nsP4のこの形は、個別のnsP4タンパ
ク質のために、アルファウイルス複製複合体の機能性成分として不活性であり、正確なN
末端がnsP4活性に必要である[Lemmらの論文、EMBO J.、13:2925(1994)]。任意の第三の導
入遺伝子は、複製のためのcisシグナル、ユビキチン-nsP4融合体をコードしているサブゲ
ノムRNA転写物、及びアルファウイルスパッケージングシグナルを伴う欠損アルファウイ
ルスRNAを発現している。このような細胞株のHCVによる感染時に、HCV NS3プロテアーゼ
が生成され、NS4A-nsP4融合体タンパク質のtrans切断を媒介し、nsP4ポリメラーゼを活性
化する。この活性ポリメラーゼは、transで機能しかつ極少量で有効であるが、これは機
能性アルファウイルス複製複合体を形成し、欠損アルファウイルスレプリコンに加え、ユ
ビキチン-nsP4をコードしている欠損アルファウイルスRNAの増幅につながる。そのサブゲ
ノムRNAから発現されたユビキチン-nsP4は、細胞ユビキチンカルボキシ末端加水分解酵素
により効率的に切断され、追加のnsP4を生成し、場合によってはこの酵素は制限されてい
る。一旦活性化されるとこのシステムは、極めて高レベルのレポータータンパク質を産生
する。このようなHCV感染力アッセイのタイムスケールは、(十分なレポーター遺伝子発現
のために)数時間であると予想される。
【０１５７】
抗体診断。本願明細書において説明された細胞株に加え、トランスフェクション又は感染
された細胞株により作出された、もしくは感染動物から単離されたHCV変異体ウイルス粒
子(ビリオン)又はそれらの成分は、患者血液又は血液製剤中の抗-HCV抗体を検出するため
の抗原として使用することができる。HCV変異体ウイルス粒子は真正のHCVゲノム由来であ
るので、被膜タンパク質のような特定の成分は、それらの成分が複製しているHCVの外部
で産生された場合よりもより密接に類似しかつ天然のHCVウイルスと同じような免疫原性
を有する可能性がある。このような免疫原性の例は、野生型HCV免疫原性エピトープの展
示、及び細胞性免疫変調サイトカインをコードしている遺伝子の転写の変調を含む。これ
らの試薬を用い、セロコンバージョン、すなわちHCV-特異的抗体集団の形成を検出するこ
とにより、患者がHCVに感染していることを確立することができる。
【０１５８】
あるいは、本願明細書に説明されたように調製されたHCV変異体産物に対し作成された抗
体を用いて、対象からの生物学的試料中のHCVの存在を検出することができる。
好ましい本発明の態様は、下記例において説明される。本願明細書の「特許請求の範囲」
内のその他の態様は、当業者には本願明細書の考察又は本願明細書において明らかにされ
た発明の実践を考慮し明らかであろう。本願明細書は実施例と共に、単なる例と見なされ
、本発明の範囲及び精神は、下記実施例に従う「特許請求の範囲」によって示されること
が意図されている。
【０１５９】
【実施例】
実施例１
本実施例は、neo選択マーカー及び亜型1b非構造タンパク質をコードしているポリタンパ
ク質コード領域を含むレプリコンの作出及び評価を説明している。
材料及び方法
細胞株。Huh7細胞株は、Robert Lanford氏(Southwest Foundation for Biomedical Resea
rch、サンアントニオ、米国)及びRalf Bartenschlager氏(Johannes Gutenberg Universit
y Mainz、マインツ、独国)のご厚意により提供されたものであり、10％ウシ胎仔血清(FCS
)、及び非-必須アミノ酸を補充したダルベッコ変法最小必須培地(DMEM；Gibco-BRL社)に
おいて維持した。
【０１６０】
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選択可能な亜型1bレプリコンの集成。Lohmannらの論文(Science、285:110-113 (1999))に
記されたレプリコンに類似しているHCV亜型1bレプリコンを構築した。この構築のために
、KlenTaqLA DNAポリメラーゼ(Wayne Barnes, Washington University)を用いる段階的PC
R-ベースのアッセイを開発した。長さ600-750塩基のcDNAを、16個のヌクレオチドの独自
の相補性重複を伴う10-12個のゲル-精製したオリゴヌクレオチド(長さ60-80個のヌクレオ
チド)から集成した。集成された領域の5'部分を表している4又は6個のオリゴヌクレオチ
ドを、標準PCR においてアニーリング及び伸長した。意図されたcDNAの3'側半分の合成の
ための残存している6個のオリゴヌクレオチドを、平行PCR反応において混合した。PCRサ
イクル12回後、伸長された2本鎖DNA産物を一緒にし、更に12サイクル施した。この反応の
産物を、アガロースゲル上の塗沫として分解し、これを切り取り、かつアガロースからDN
Aを単離した。精製した2本鎖DNA産物の1/5を、独自の制限酵素部位を含む外側プライマー
対を用いるPCRにより増幅し、pGEM3Zf(+)プラスミドベクター(Promega社)への方向性のあ
るクローニングを促進した。PCR産物を精製し、適当な制限酵素で消化し、かつ同様に切
断したpGEM3Zf(+)に連結した。複数の組換え体クローンを配列決定し、かつ正確なクロー
ンを同定した。重複しているcDNA断片は、連続しているレプリコン配列へ集成した。平行
して、NS5B活性部位に致死的変異を保持するレプリコン(Gly-Asp-Asp [GDD]からAla-Ala-
Gly [AGG]；pol-)を構築した。
【０１６１】
RNA転写及びトランスフェクション。RNA転写産物を、40mM Tris-HCl (pH7.9)、10mM NaCl
、12mM MgCl2、2mMスペルミジン、各3mMのATP、CTP、GTP及びUTP、10mMジチオスレイトー
ル、100U RNasin(Promega社)及び100U T7 RNAポリメラーゼ(Epicentre社)、並びに2μg S
ca I-線状DNAを含有する100μl反応混合液中において合成した。このDNA鋳型は、30U DNa
se I(Boehringer社)による連続消化により厳密に取除いた。DNase-消化したRNA転写産物1
0μlを、6x106個のHuh7細胞へモデルT820 squareporator (BTX社)を用い電気穿孔し、150
mm皿上に播種した。レプリコン-含有細胞を選択するために、培地を、トランスフェクシ
ョンの24時間後にゲネチシン(G418；1mg/ml；Gibco-BRL社)を含有する完全培地と交換し
、その後は培地を3～4日毎に交換した。
【０１６２】
RNA分析。およそ5x105個の細胞を、5％透析したFCS、正常濃度の1/20のリン酸塩及びアク
チノマイシンD(4μg/ml；Sigma社)を補充した、リン酸塩非含有DMEM中で1時間プレインキ
ュベーションした。[32P]オルトリン酸塩(200μCi/ml；ICN社)を添加し、更に12時間イン
キュベーションを継続した。総細胞RNAを、TRIZOLにより抽出し、沈殿し、かつH2O(Gibco
-BRL社)中に再浮遊した。放射標識したRNAを、変性アガロースゲル電気泳動により分析し
、オートラジオグラフィーにより可視化した。
【０１６３】
タンパク質分析。免疫沈降のために、細胞単層を、正常濃度の1/40のメチオニン、5％透
析したFCS及びExpress 35S35Sタンパク質標識混合物(100μCi/ml；NEN社)を含有する、メ
チオニン-及びシステイン-欠損MEM中で、4、8又は12時間のいずれかインキュベーション
した。細胞を、1％ドデシル硫酸ナトリウム(SDS)及びプロテアーゼインヒビターを含有す
る100mM NaPO4 (pH7.0)中で溶解し、かつ細胞DNAを、27.5ゲージ針を繰り返し通過させ剪
断した。ウイルスタンパク質を、本質的に先に説明されたように(Grakouiらの論文、1993
)、患者血清、JHFを用い免疫沈降し、NS3、NS4B及びNS5A又はウサギ抗-NS5B及びPansorbi
n細胞(Calbiochem社)を認識した。免疫沈降物を、10％SDS-PAGE上で分離し、かつオート
ラジオグラフィーにより可視化した。
【０１６４】
免疫染色。8ウェルチャンバースライド(Falcon社)において培養した細胞を、アセトン中4
℃で10分間固定し、風乾した。再水和した単層を、37℃で、NS3に対する抗体と共にイン
キュベーションし、その後種-特異的フルオレセイン-結合した二次抗体(Pierce社)と共に
インキュベーションし、50mM Tris-HCl (pH8.8)を含有する90％グリセロール生理食塩水
上に載せた。
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逆転写(RT)-PCR。RNAを、TRIZOL(Gibco-BRL社)を用い細胞から単離し、沈殿しかつH2O中
に再浮遊した。HCV RNAレベルを、HCVの5'及び3' NTR配列を増幅するようにデザインした
競合RT-PCRアッセイを用いて定量した(Kolykhalovらの論文、1996)。長いcDNA断片を増幅
するようにデザインしたRT-PCRのために、HCV RNA約1000分子を、HCV-特異的プライマー
と混合し、かつプライマーをSuperscriptII逆転写酵素(Gibco-BRL社)を用い43.5℃で1時
間伸長した。その後cDNAを、95℃で30秒、55～60℃で30秒、及び68℃で4分間の35サイク
ルを用い、KlenTaqLA DNAポリメラーゼで増幅した。PCR産物を、フェノール抽出により分
取低融点アガロース電気泳動から回収し、かつ精製したPCR産物～40ngを直接配列決定し
た。
【０１６５】
結果
G418-耐性コロニーの確立。Lohmannらの論文(前掲)に説明されたものに類似しているが、
H77感染性クローンに由来したレプリコンは、5種の異なる肝細胞癌細胞株にG418耐性を与
えることに失敗した。更に亜型1bの配列を用い、レプリコンI377/NS3-3’(EMBL寄託番号A
J242652)を集成した。レプリコンRNAは、ネオマイシンホスホトランスフェラーゼ遺伝子(
Neo)発現を駆動するHCV内部リボソーム侵入部位(IRES)及び脳心筋炎ウイルス(EMCV)由来
のIRES、HCVタンパク質NS3からNS5Bの指示された翻訳、それに続く3'NTRで構成された(図
３)。ポリ(U/UC)トラクト中に2Uヌクレオチドを欠いている又は3' NTRの可変領域に AvaI
I制限酵素部位を保持したのいずれかであるふたつの誘導体を構築し、各々、HCVrep1bBar
tMan/Δ2U's及びHCVrep1bBartMan/AvaIIと称した。トランスフェクション前に、翻訳及び
正確なポリタンパク質プロセシングを、ワクシニア-T7 RNAポリメラーゼ発現システムを
用い、各cDNA配列について確認した(データは示さず)。
DNase-処理したレプリコンRNAを、Huh7細胞に電気穿孔し、2～3週間後培養物中にG418-耐
性コロニーが明確に視認された。両方のレプリコン誘導体は、G418耐性を与えることが可
能であり、平均で106個細胞中のわずかに1個がG418耐性となった。対称的に、コロニーは
、不活性NS5Bポリメラーゼを含有するレプリコンRNAにより平行して電気穿孔したHuh7細
胞については決して認められなかった。
【０１６６】
自律複製の証明。22個の独立したコロニーを単離し、5個のコロニーは、HCVrep1bBartMan
/Δ2U'sから転写したRNAでトランスフェクションしたHuh7細胞に相当し、残りの17個のコ
ロニーは、HCVrep1bBartMan/AvaII RNAに由来した。多くのアッセイを行い、G418耐性が
、自律複製HCVにより媒介されることを証明した。定量的RT-PCRアッセイにおける5'及び3
'NTR内の配列の増幅は、1個の細胞につき50～5000個の範囲のHCV RNA分子のコピー数を明
らかにした(図４)。 予想されたサイズの32P-標識したアクチノマイシンD-耐性RNAは、分
析した4個の独立したG418-耐性細胞クローンにおいて認められた(図5A)。HCVタンパク質N
S3、NS4B、NS5A及びNS5Bを、放射標識した細胞溶解液から免疫沈降した(図5B)。加えて、
細胞単層の免疫染色は、細胞質内のNS3の点状の染色パターンを明らかにし(図６)、これ
はHCV-感染患者の肝切片中の HCVタンパク質局在に類似している(Blight及びGowans、199
6)。G418-耐性細胞クローンにおいて、蛍光シグナルは、細胞間で異なる傾向があり、お
そらく細胞1個当りの複製レベルの差異を反映しているであろう。
【０１６７】
HCVレプリコン中の変異の同定。G418-耐性コロニーの頻度の低さは、HCV複製の確立に必
要なレプリコン配列内の複製又は適応変化のための細胞因子(複数)必要要件のいずれかに
起因しているであろう。後者の可能性に対処するために、全レプリコン配列を、5個の独
立したG418-耐性細胞クローンから単離したRNAから逆転写したcDNAから増幅した。精製し
たPCR集団の直接の配列決定時に、複数の変異を同定した。衝撃的な知見は、各細胞クロ
ーンは、NS5A内に単独のヌクレオチド変化を有し、これがコード変化を生じることであっ
た(図７)。一例として、インターフェロン感受性決定領域(ISDR)を包含している47個のア
ミノ酸の欠失(I；図７)が認められた。別の8個のG418-耐性細胞クローンからのNS5Aの配
列分析は、同様の点変異を明らかにしたが、低レベルのHCV複製及び遅い増殖速度を有す
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る2個のクローン(例えば、図４のクローンE)は、野生型NS5Aを含むことがわかった。同定
したNS5A変異に加え、NS3及びNS4Bにおいてもヌクレオチド置換が注目され；クローンII(
配列番号：9)は、ヌクレオチド3550(NS3)及びヌクレオチド4573(NS4B)の置換を含むのに
対し(配列番号：3のLys(584)のGluへ、及びSer(925)のGlyへ、配列番号：17に具体化)、
クローンVIにおいてヌクレオチド2060(NS3)は突然変異された(図７、配列番号：3のGln(8
7)のArgへに相当、配列番号：15に具体化)。
【０１６８】
突然変異体レプリコンの再構築。ヌクレオチドが変化しかつNS5Aに同定された欠失が適応
であるかかどうかを決定するために、変異II以外の各変異を個別に操作し、HCVrep1bBart
Man/AvaII骨格へ戻した。各々再構築されたレプリコンから転写されたRNAを、ナイーブHu
h7細胞へ電気穿孔し、かつG418-耐性コロニーの数を、野生型NS5Aを含むHCVrep1bBartMan
/AvaIIレプリコンについて得られた数と比較した。47個のアミノ酸欠失に加え、点変異は
、G418-耐性コロニーの頻度を最初に電気穿孔した細胞集団の少なくとも1％に増加するこ
とが可能であり(図８)、これはこれらのNS5Aを標的とする変異が、Huh7細胞における効率
的HCV複製を可能にするように適応であることを示している。加えて、G418-耐性コロニー
は、クローンIのレプリコンRNAによるヒト上皮細胞株であるHeLa細胞のトランスフェクシ
ョン後に観察された。従って、Huh7細胞に適応した少なくとも1個の変異が、非-肝細胞株
におけるHCV複製の確立も可能にしている。
【０１６９】
実施例２
この例は、HCV複製を許容する細胞株；NS2コード領域を含むレプリコン；及び、配列番号
：3の1179位のSerのIleへの置換を含む完全長HCVcDNAクローンの作成を説明している。
細胞株の作成。実施例１に示されているように、持続的に複製しているHCV RNAを収容し
ているG418-耐性細胞クローンを単離した。これらのG418-耐性細胞クローンの2種を、抗
ウイルスのインターフェロン-αで広範に処理し、HCV RNAの2種の細胞株無効(void)を得
た。これらは、インターフェロン処理細胞株I及びIIと称した。
HCVrep1bBartMan/AvaII、HCV適応レプリコンI又はHCV適応レプリコンVIIを、インターフ
ェロン-処理細胞株I及びIIへトランスフェクションした。これは、親Huh-7細胞について
観察されたものよりも大きいG418形質導入効力を生じた(表１参照)。初期のトランスフェ
クション後HCV RNA増幅は、IFN-処理細胞株について最大であった。これらの結果は、細
胞株、インターフェロン処理した細胞株I及びIIが、HCV複製に関して親Huh-7細胞株より
もより許容であることを示している。
【０１７０】
【表１】

【０１７１】
このような細胞株は、単にHCVの遺伝的試験に価値があるのみではなく、HCV複製により許
容である細胞環境の試験にも価値がある。例えばマイクロアレイ技術は、異なる細胞株間
の遺伝子発現プロフィールにおける差異を全般的に示すことを可能にするであろう。
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レプリコン構築。HCVの5'NTRが、NS3の上流のEMCVのIRESに融合されたレプリコンを構築
し、その結果ネオマイシンホスホトランスフェラーゼ遺伝子を欠いているレプリコンを生
じた。このレプリコン5'NTR-EMCV/HCVrepVII(配列番号：25)は、図10に示したように、Hu
h7細胞において高レベルに複製した。非構造タンパク質NS2がNS3の上流である別のレプリ
コンHCVrep/NS2-5B (配列番号：22)を作成した。図10に示したように、このレプリコンも
Huh7細胞において複製-コンピテントであった。この後者のレプリコンを、例えば化合物
のHCV複製阻害に関する試験において、有利に使用することができる。追加のNS2コード領
域は、このような抗ウイルス化合物のための追加の標的を提供することに加え、遺伝子試
験のための追加のタンパク質を提供する。
【０１７２】
完全長HCV RNA。2種の完全長HCV cDNAローンを集成した。第一のHCV FL(配列番号：24)は
、配列番号：3(図９参照)の1179位に示されたようなNS5AにおけるSerのIleへの置換をコ
ードしている変異を含んだ。第二のHCV FL-Neo(配列番号：23)も、SerのIleへの変異をコ
ードしていることに加え、5' NTRのすぐ3'側にネオマイシンホスホトランスフェラーゼ遺
伝子を及びHCVオープンリーディングフレームのすぐ5'側にEMCV IRESを含む(図９参照)。
これらの完全長クローンは両方とも、図10に示したように、インターフェロン処理細胞株
Iを複製する。この結果は、HCV FLの非構造タンパク質は、完全長クローンHCV FLの中のH
CV IRESにより駆動されるので、HCV複製は、EMCV IRESが駆動するHCVの非構造タンパク質
には左右されないことを示している。
加えて、HCV FL-Neoクローンを含むG418耐性細胞株は、前述のインターフェロン処理細胞
株Iから作成される。この細胞株は、HCV FL-Neo RNAの高レベルの持続性の複製を支持す
る。
【０１７３】
本願明細書において言及した全ての参考文献は、本願明細書に参照として組入れられてい
る。本願明細書の参考文献の考察は、単に執筆者の主張をまとめることが意図されており
、参考文献が先行技術を構成することを承認するものではない。本出願人は、言及された
参考文献の精度及び妥当性に異議を申し立てる権利を有する。
先に述べたことを鑑み、本発明のいくつかの進歩性が実現されかつその他の進歩性が達成
されたことが認められるであろう。
前述の方法及び組成物において、本発明の精神から逸脱しない限りは様々な変更を行うこ
とができるので、前記説明の中に含まれかつ添付図面及び補遺に示された全ての内容は、
例証として理解され、限定の意味を持たないことが意図されている。
【０１７４】
補遺
配列番号
配列番号:1:　HCV 5' NTRの5' 部位
GGCGACACTC CACCATAGAT C
【０１７５】
配列番号:2:　野生型HCV サブタイプ 1aから得た3' NTRの3'部位
TGGTGGCTCCATCTTAGCCCTAGTCACGGCTAGCTGTGAAAGGTCCGTGAGCCGCATGACTGCAGAGAGTGCTGATACTG
GCCTCTCTGCTGATCATGT
【０１７６】
配列番号:3: HCVrep1bBartManのポリタンパク質領域のアミノ酸
MAPITAYSQQTRGLLGCIITSLTGRDRNQVEGEVQVVSTATQSFLATCVNGVCWTVYHGAGSKTLAGPKGPITQMYTNVD
QDLVGWQAPPGARSLTPCTCGSSDLYLVTRHADVIPVRRRGDSRGSLLSPRPVSYLKGSSGGPLLCPSGHAVGIFRAAVC
TRGVAKAVDFVPVESMETTMRSPVFTDNSSPPAVPQTFQVAHLHAPTGSGKSTKVPAAYAAQGYKVLVLNPSVAATLGFG
AYMSKAHGIDPNIRTGVRTITTGAPITYSTYGKFLADGGCSGGAYDIIICDECHSTDSTTILGIGTVLDQAETAGARLVV
LATATPPGSVTVPHPNIEEVALSSTGEIPFYGKAIPIETIKGGRHLIFCHSKKKCDELAAKLSGLGLNAVAYYRGLDVSV
IPTSGDVIVVATDALMTGFTGDFDSVIDCNTCVTQTVDFSLDPTFTIETTTVPQDAVSRSQRRGRTGRGRMGIYRFVTPG
ERPSGMFDSSVLCECYDAGCAWYELTPAETSVRLRAYLNTPGLPVCQDHLEFWESVFTGLTHIDAHFLSQTKQAGDNFPY
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LVAYQATVCARAQAPPPSWDQMWKCLIRLKPTLHGPTPLLYRLGAVQNEVTTTHPITKYIMACMSADLEVVTSTWVLVGG
VLAALAAYCLTTGSVVIVGRIILSGKPAIIPDREVLYREFDEMEECASHLPYIEQGMQLAEQFKQKAIGLLQTATKQAEA
AAPVVESKWRTLEAFWAKHMWNFISGIQYLAGLSTLPGNPAIASLMAFTASITSPLTTQHTLLFNILGGWVAAQLAPPSA
ASAFVGAGIAGAAVGSIGLGKVLVDILAGYGAGVAGALVAFKVMSGEMPSTEDLVNLLPAILSPGALVVGVVCAAILRRH
VGPGEGAVQWMNRLIAFASRGNHVSPTHYVPESDAAARVTQILSSLTITQLLKRLHQWINEDCSTPCSGSWLRDVWDWIC
TVLTDFKTWLQSKLLPRLPGVPFFSCQRGYKGVWRGDGIMQTTCPCGAQITGHVKNGSMRIVGPRTCSNTWHGTFPINAY
TTGPCTPSPAPNYSRALWRVAAEEYVEVTRVGDFHYVTGMTTDNVKCPCQVPAPEFFTEVDGVRLHRYAPACKPLLREEV
TFLVGLNQYLVGSQLPCEPEPDVAVLTSMLTDPSHITAETAKRRLARGSPPSLASSSASQLSAPSLKATCTTRHDSPDAD
LIEANLLWRQEMGGNITRVESENKVVILDSFEPLQAEEDEREVSVPAEILRRSRKFPRAMPIWARPDYNPPLLESWKDPD
YVPPVVHGCPLPPAKAPPIPPPRRKRTVVLSESTVSSALAELATKTFGSSESSAVDSGTATASPDQPSDDGDAGSDVESY
SSMPPLEGEPGDPDLSDGSWSTVSEEASEDVVCCSMSYTWTGALITPCAAEETKLPINALSNSLLRHHNLVYATTSRSAS
LRQKKVTFDRLQVLDDHYRDVLKEMKAKASTVKAKLLSVEEACKLTPPHSARSKFGYGAKDVRNLSSKAVNHIRSVWKDL
LEDTETPIDTTIMAKNEVFCVQPEKGGRKPARLIVFPDLGVRVCEKMALYDVVSTLPQAVMGSSYGFQYSPGQRVEFLVN
AWKAKKCPMGFAYDTRCFDSTVTENDIRVEESIYQCCDLAPEARQAIRSLTERLYIGGPLTNSKGQNCGYRRCRASGVLT
TSCGNTLTCYLKAAAACRAAKLQDCTMLVCGDDLVVICESAGTQEDEASLRAFTEAMTRYSAPPGDPPKPEYDLELITSC
SSNVSVAHDASGKRVYYLTRDPTTPLARAAWETARHTPVNSWLGNIIMYAPTLWARMILMTHFFSILLAQEQLEKALDCQ
IYGACYSIEPLDLPQIIQRLHGLSAFSLHSYSPGEINRVASCLRKLGVPPLRVWRHRARSVRARLLSQGGRAATCGKYLF
NWAVRTKLKLTPIPAASQLDLSSWFVAGYSGGDIYHSLSRARPRWFMWCLLLLSVGVGIYLLPNR
【０１７７】
配列番号:4: HCVrep1bBartManのNS5Aタンパク質領域のアミノ酸
SGSWLRDVWDWICTVLTDFKTWLQSKLLPRLPGVPFFSCQRGYKGVWRGDGIMQTTCPCGAQITGHVKNGSMRIVGPRTC
SNTWHGTFPINAYTTGPCTPSPAPNYSRALWRVAAEEYVEVTRVGDFHYVTGMTTDNVKCPCQVPAPEFFTEVDGVRLHR
YAPACKPLLREEVTFLVGLNQYLVGSQLPCEPEPDVAVLTSMLTDPSHITAETAKRRLARGSPPSLASSSASQLSAPSLK
ATCTTRHDSPDADLIEANLLWRQEMGGNITRVESENKVVILDSFEPLQAEEDEREVSVPAEILRRSRKFPRAMPIWARPD
YNPPLLESWKDPDYVPPVVHGCPLPPAKAPPIPPPRRKRTVVLSESTVSSALAELATKTFGSSESSAVDSGTATASPDQP
SDDGDAGSDVESYSSMPPLEGEPGDPDLSDGSWSTVSEEASEDVVCC
【０１７８】
配列番号:5: HCVrep1bBartMan/ト2U'sのDNAクローンのヌクレオチド配列
GCCAGCCCCCGATTGGGGGCGACACTCCACCATAGATCACTCCCCTGTGAGGAACTACTGTCTTCACGCAGAAAGCGTCT
AGCCATGGCGTTAGTATGAGTGTCGTGCAGCCTCCAGGACCCCCCCTCCCGGGAGAGCCATAGTGGTCTGCGGAACCGGT
GAGTACACCGGAATTGCCAGGACGACCGGGTCCTTTCTTGGATCAACCCGCTCAATGCCTGGAGATTTGGGCGTGCCCCC
GCGAGACTGCTAGCCGAGTAGTGTTGGGTCGCGAAAGGCCTTGTGGTACTGCCTGATAGGGTGCTTGCGAGTGCCCCGGG
AGGTCTCGTAGACCGTGCACCATGAGCACGAATCCTAAACCTCAAAGAAAAACCAAAGGGCGCGCCATGATTGAACAAGA
TGGATTGCACGCAGGTTCTCCGGCCGCTTGGGTGGAGAGGCTATTCGGCTATGACTGGGCACAACAGACAATCGGCTGCT
CTGATGCCGCCGTGTTCCGGCTGTCAGCGCAGGGGCGCCCGGTTCTTTTTGTCAAGACCGACCTGTCCGGTGCCCTGAAT
GAACTGCAGGACGAGGCAGCGCGGCTATCGTGGCTGGCCACGACGGGCGTTCCTTGCGCAGCTGTGCTCGACGTTGTCAC
TGAAGCGGGAAGGGACTGGCTGCTATTGGGCGAAGTGCCGGGGCAGGATCTCCTGTCATCTCACCTTGCTCCTGCCGAGA
AAGTATCCATCATGGCTGATGCAATGCGGCGGCTGCATACGCTTGATCCGGCTACCTGCCCATTCGACCACCAAGCGAAA
CATCGCATCGAGCGAGCACGTACTCGGATGGAAGCCGGTCTTGTCGATCAGGATGATCTGGACGAAGAGCATCAGGGGCT
CGCGCCAGCCGAACTGTTCGCCAGGCTCAAGGCGCGCATGCCCGACGGCGAGGATCTCGTCGTGACCCATGGCGATGCCT
GCTTGCCGAATATCATGGTGGAAAATGGCCGCTTTTCTGGATTCATCGACTGTGGCCGGCTGGGTGTGGCGGACCGCTAT
CAGGACATAGCGTTGGCTACCCGTGATATTGCTGAAGAGCTTGGCGGCGAATGGGCTGACCGCTTCCTCGTGCTTTACGG
TATCGCCGCTCCCGATTCGCAGCGCATCGCCTTCTATCGCCTTCTTGACGAGTTCTTCTGAGTTTAAACAGACCACAACG
GTTTCCCTCTAGCGGGATCAATTCCGCCCCTCTCCCTCCCCCCCCCCTAACGTTACTGGCCGAAGCCGCTTGGAATAAGG
CCGGTGTGCGTTTGTCTATATGTTATTTTCCACCATATTGCCGTCTTTTGGCAATGTGAGGGCCCGGAAACCTGGCCCTG
TCTTCTTGACGAGCATTCCTAGGGGTCTTTCCCCTCTCGCCAAAGGAATGCAAGGTCTGTTGAATGTCGTGAAGGAAGCA
GTTCCTCTGGAAGCTTCTTGAAGACAAACAACGTCTGTAGCGACCCTTTGCAGGCAGCGGAACCCCCCACCTGGCGACAG
GTGCCTCTGCGGCCAAAAGCCACGTGTATAAGATACACCTGCAAAGGCGGCACAACCCCAGTGCCACGTTGTGAGTTGGA
TAGTTGTGGAAAGAGTCAAATGGCTCTCCTCAAGCGTATTCAACAAGGGGCTGAAGGATGCCCAGAAGGTACCCCATTGT
ATGGGATCTGATCTGGGGCCTCGGTGCACATGCTTTACATGTGTTTAGTCGAGGTTAAAAAACGTCTAGGCCCCCCGAAC
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CACGGGGACGTGGTTTTCCTTTGAAAAACACGATAATACCATGGCGCCTATTACGGCCTACTCCCAACAGACGCGAGGCC
TACTTGGCTGCATCATCACTAGCCTCACAGGCCGGGACAGGAACCAGGTCGAGGGGGAGGTCCAAGTGGTCTCCACCGCA
ACACAATCTTTCCTGGCGACCTGCGTCAATGGCGTGTGTTGGACTGTCTATCATGGTGCCGGCTCAAAGACCCTTGCCGG
CCCAAAGGGCCCAATCACCCAAATGTACACCAATGTGGACCAGGACCTCGTCGGCTGGCAAGCGCCCCCCGGGGCGCGTT
CCTTGACACCATGCACCTGCGGCAGCTCGGACCTTTACTTGGTCACGAGGCATGCCGATGTCATTCCGGTGCGCCGGCGG
GGCGACAGCAGGGGGAGCCTACTCTCCCCCAGGCCCGTCTCCTACTTGAAGGGCTCTTCGGGCGGTCCACTGCTCTGCCC
CTCGGGGCACGCTGTGGGCATCTTTCGGGCTGCCGTGTGCACCCGAGGGGTTGCGAAGGCGGTGGACTTTGTACCCGTCG
AGTCTATGGAAACCACTATGCGGTCCCCGGTCTTCACGGACAACTCGTCCCCTCCGGCCGTACCGCAGACATTCCAGGTG
GCCCATCTACACGCCCCTACTGGTAGCGGCAAGAGCACTAAGGTGCCGGCTGCGTATGCAGCCCAAGGGTATAAGGTGCT
TGTCCTGAACCCGTCCGTCGCCGCCACCCTAGGTTTCGGGGCGTATATGTCTAAGGCACATGGTATCGACCCTAACATCA
GAACCGGGGTAAGGACCATCACCACGGGTGCCCCCATCACGTACTCCACCTATGGCAAGTTTCTTGCCGACGGTGGTTGC
TCTGGGGGCGCCTATGACATCATAATATGTGATGAGTGCCACTCAACTGACTCGACCACTATCCTGGGCATCGGCACAGT
CCTGGACCAAGCGGAGACGGCTGGAGCGCGACTCGTCGTGCTCGCCACCGCTACGCCTCCGGGATCGGTCACCGTGCCAC
ATCCAAACATCGAGGAGGTGGCTCTGTCCAGCACTGGAGAAATCCCCTTTTATGGCAAAGCCATCCCCATCGAGACCATC
AAGGGGGGGAGGCACCTCATTTTCTGCCATTCCAAGAAGAAATGTGATGAGCTCGCCGCGAAGCTGTCCGGCCTCGGACT
CAATGCTGTAGCATATTACCGGGGCCTTGATGTATCCGTCATACCAACTAGCGGAGACGTCATTGTCGTAGCAACGGACG
CTCTAATGACGGGCTTTACCGGCGATTTCGACTCAGTGATCGACTGCAATACATGTGTCACCCAGACAGTCGACTTCAGC
CTGGACCCGACCTTCACCATTGAGACGACGACCGTGCCACAAGACGCGGTGTCACGCTCGCAGCGGCGAGGCAGGACTGG
TAGGGGCAGGATGGGCATTTACAGGTTTGTGACTCCAGGAGAACGGCCCTCGGGCATGTTCGATTCCTCGGTTCTGTGCG
AGTGCTATGACGCGGGCTGTGCTTGGTACGAGCTCACGCCCGCCGAGACCTCAGTTAGGTTGCGGGCTTACCTAAACACA
CCAGGGTTGCCCGTCTGCCAGGACCATCTGGAGTTCTGGGAGAGCGTCTTTACAGGCCTCACCCACATAGACGCCCATTT
CTTGTCCCAGACTAAGCAGGCAGGAGACAACTTCCCCTACCTGGTAGCATACCAGGCTACGGTGTGCGCCAGGGCTCAGG
CTCCACCTCCATCGTGGGACCAAATGTGGAAGTGTCTCATACGGCTAAAGCCTACGCTGCACGGGCCAACGCCCCTGCTG
TATAGGCTGGGAGCCGTTCAAAACGAGGTTACTACCACACACCCCATAACCAAATACATCATGGCATGCATGTCGGCTGA
CCTGGAGGTCGTCACGAGCACCTGGGTGCTGGTAGGCGGAGTCCTAGCAGCTCTGGCCGCGTATTGCCTGACAACAGGCA
GCGTGGTCATTGTGGGCAGGATCATCTTGTCCGGAAAGCCGGCCATCATTCCCGACAGGGAAGTCCTTTACCGGGAGTTC
GATGAGATGGAAGAGTGCGCCTCACACCTCCCTTACATCGAACAGGGAATGCAGCTCGCCGAACAATTCAAACAGAAGGC
AATCGGGTTGCTGCAAACAGCCACCAAGCAAGCGGAGGCTGCTGCTCCCGTGGTGGAATCCAAGTGGCGGACCCTCGAAG
CCTTCTGGGCGAAGCATATGTGGAATTTCATCAGCGGGATACAATATTTAGCAGGCTTGTCCACTCTGCCTGGCAACCCC
GCGATAGCATCACTGATGGCATTCACAGCCTCTATCACCAGCCCGCTCACCACCCAACATACCCTCCTGTTTAACATCCT
GGGGGGATGGGTGGCCGCCCAACTTGCTCCTCCCAGCGCTGCTTCTGCTTTCGTAGGCGCCGGCATCGCTGGAGCGGCTG
TTGGCAGCATAGGCCTTGGGAAGGTGCTTGTGGATATTTTGGCAGGTTATGGAGCAGGGGTGGCAGGCGCGCTCGTGGCC
TTTAAGGTCATGAGCGGCGAGATGCCCTCCACCGAGGACCTGGTTAACCTACTCCCTGCTATCCTCTCCCCTGGCGCCCT
AGTCGTCGGGGTCGTGTGCGCAGCGATACTGCGTCGGCACGTGGGCCCAGGGGAGGGGGCTGTGCAGTGGATGAACCGGC
TGATAGCGTTCGCTTCGCGGGGTAACCACGTCTCCCCCACGCACTATGTGCCTGAGAGCGACGCTGCAGCACGTGTCACT
CAGATCCTCTCTAGTCTTACCATCACTCAGCTGCTGAAGAGGCTTCACCAGTGGATCAACGAGGACTGCTCCACGCCATG
CTCCGGCTCGTGGCTAAGAGATGTTTGGGATTGGATATGCACGGTGTTGACTGATTTCAAGACCTGGCTCCAGTCCAAGC
TCCTGCCGCGATTGCCGGGAGTCCCCTTCTTCTCATGTCAACGTGGGTACAAGGGAGTCTGGCGGGGCGACGGCATCATG
CAAACCACCTGCCCATGTGGAGCACAGATCACCGGACATGTGAAAAACGGTTCCATGAGGATCGTGGGGCCTAGGACCTG
TAGTAACACGTGGCATGGAACATTCCCCATTAACGCGTACACCACGGGCCCCTGCACGCCCTCCCCGGCGCCAAATTATT
CTAGGGCGCTGTGGCGGGTGGCTGCTGAGGAGTACGTGGAGGTTACGCGGGTGGGGGATTTCCACTACGTGACGGGCATG
ACCACTGACAACGTAAAGTGCCCGTGTCAGGTTCCGGCCCCCGAATTCTTCACAGAAGTGGATGGGGTGCGGTTGCACAG
GTACGCTCCAGCGTGCAAACCCCTCCTACGGGAGGAGGTCACATTCCTGGTCGGGCTCAATCAATACCTGGTTGGGTCAC
AGCTCCCATGCGAGCCCGAACCGGACGTAGCAGTGCTCACTTCCATGCTCACCGACCCCTCCCACATTACGGCGGAGACG
GCTAAGCGTAGGCTGGCCAGGGGATCTCCCCCCTCCTTGGCCAGCTCATCAGCTAGCCAGCTGTCTGCGCCTTCCTTGAA
GGCAACATGCACTACCCGTCATGACTCCCCGGACGCTGACCTCATCGAGGCCAACCTCCTGTGGCGGCAGGAGATGGGCG
GGAACATCACCCGCGTGGAGTCAGAAAATAAGGTAGTAATTTTGGACTCTTTCGAGCCGCTCCAAGCGGAGGAGGATGAG
AGGGAAGTATCCGTTCCGGCGGAGATCCTGCGGAGGTCCAGGAAATTCCCTCGAGCGATGCCCATATGGGCACGCCCGGA
TTACAACCCTCCACTGTTAGAGTCCTGGAAGGACCCGGACTACGTCCCTCCAGTGGTACACGGGTGTCCATTGCCGCCTG
CCAAGGCCCCTCCGATACCACCTCCACGGAGGAAGAGGACGGTTGTCCTGTCAGAATCTACCGTGTCTTCTGCCTTGGCG
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GAGCTCGCCACAAAGACCTTCGGCAGCTCCGAATCGTCGGCCGTCGACAGCGGCACGGCAACGGCCTCTCCTGACCAGCC
CTCCGACGACGGCGACGCGGGATCCGACGTTGAGTCGTACTCCTCCATGCCCCCCCTTGAGGGGGAGCCGGGGGATCCCG
ATCTCAGCGACGGGTCTTGGTCTACCGTAAGCGAGGAGGCTAGTGAGGACGTCGTCTGCTGCTCGATGTCCTACACATGG
ACAGGCGCCCTGATCACGCCATGCGCTGCGGAGGAAACCAAGCTGCCCATCAATGCACTGAGCAACTCTTTGCTCCGTCA
CCACAACTTGGTCTATGCTACAACATCTCGCAGCGCAAGCCTGCGGCAGAAGAAGGTCACCTTTGACAGACTGCAGGTCC
TGGACGACCACTACCGGGACGTGCTCAAGGAGATGAAGGCGAAGGCGTCCACAGTTAAGGCTAAACTTCTATCCGTGGAG
GAAGCCTGTAAGCTGACGCCCCCACATTCGGCCAGATCTAAATTTGGCTATGGGGCAAAGGACGTCCGGAACCTATCCAG
CAAGGCCGTTAACCACATCCGCTCCGTGTGGAAGGACTTGCTGGAAGACACTGAGACACCAATTGACACCACCATCATGG
CAAAAAATGAGGTTTTCTGCGTCCAACCAGAGAAGGGGGGCCGCAAGCCAGCTCGCCTTATCGTATTCCCAGATTTGGGG
GTTCGTGTGTGCGAGAAAATGGCCCTTTACGATGTGGTCTCCACCCTCCCTCAGGCCGTGATGGGCTCTTCATACGGATT
CCAATACTCTCCTGGACAGCGGGTCGAGTTCCTGGTGAATGCCTGGAAAGCGAAGAAATGCCCTATGGGCTTCGCATATG
ACACCCGCTGTTTTGACTCAACGGTCACTGAGAATGACATCCGTGTTGAGGAGTCAATCTACCAATGTTGTGACTTGGCC
CCCGAAGCCAGACAGGCCATAAGGTCGCTCACAGAGCGGCTTTACATCGGGGGCCCCCTGACTAATTCTAAAGGGCAGAA
CTGCGGCTATCGCCGGTGCCGCGCGAGCGGTGTACTGACGACCAGCTGCGGTAATACCCTCACATGTTACTTGAAGGCCG
CTGCGGCCTGTCGAGCTGCGAAGCTCCAGGACTGCACGATGCTCGTATGCGGAGACGACCTTGTCGTTATCTGTGAAAGC
GCGGGGACCCAAGAGGACGAGGCGAGCCTACGGGCCTTCACGGAGGCTATGACTAGATACTCTGCCCCCCCTGGGGACCC
GCCCAAACCAGAATACGACTTGGAGTTGATAACATCATGCTCCTCCAATGTGTCAGTCGCGCACGATGCATCTGGCAAAA
GGGTGTACTATCTCACCCGTGACCCCACCACCCCCCTTGCGCGGGCTGCGTGGGAGACAGCTAGACACACTCCAGTCAAT
TCCTGGCTAGGCAACATCATCATGTATGCGCCCACCTTGTGGGCAAGGATGATCCTGATGACTCATTTCTTCTCCATCCT
TCTAGCTCAGGAACAACTTGAAAAAGCCCTAGATTGTCAGATCTACGGGGCCTGTTACTCCATTGAGCCACTTGACCTAC
CTCAGATCATTCAACGACTCCATGGCCTTAGCGCATTTTCACTCCATAGTTACTCTCCAGGTGAGATCAATAGGGTGGCT
TCATGCCTCAGGAAACTTGGGGTACCGCCCTTGCGAGTCTGGAGACATCGGGCCAGAAGTGTCCGCGCTAGGCTACTGTC
CCAGGGGGGGAGGGCTGCCACTTGTGGCAAGTACCTCTTCAACTGGGCAGTAAGGACCAAGCTCAAACTCACTCCAATCC
CGGCTGCGTCCCAGTTGGATTTATCCAGCTGGTTCGTTGCTGGTTACAGCGGGGGAGACATATATCACAGCCTGTCTCGT
GCCCGACCCCGCTGGTTCATGTGGTGCCTACTCCTACTTTCTGTAGGGGTAGGCATCTATCTACTCCCCAACCGATGAAC
GGGGAGCTAAACACTCCAGGCCAATAGGCCATCCTGTTTTTTTCCCTTTTTTTTTTTCTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT
TTTTTTTTTTCTCCTTTTTTTTTCCTCTTTTTTTCCTTTTCTTTCCTTTGGTGGCTCCATCTTAGCCCTAGTCACGGCTA
GCTGTGAAAGGTCCGTGAGCCGCTTGACTGCAGAGAGTGCTGATACTGGCCTCTCTGCAGATCAAGT
【０１７９】
配列番号:6: HCVrep1bBartMan/AvaIIのDNAクローンのヌクレオチド配列：AvaII部位を作
り出すヌクレオチド変化が下記ケースであり、かつボールドで強調されている。
GCCAGCCCCCGATTGGGGGCGACACTCCACCATAGATCACTCCCCTGTGAGGAACTACTGTCTTCACGCAGAAAGCGTCT
AGCCATGGCGTTAGTATGAGTGTCGTGCAGCCTCCAGGACCCCCCCTCCCGGGAGAGCCATAGTGGTCTGCGGAACCGGT
GAGTACACCGGAATTGCCAGGACGACCGGGTCCTTTCTTGGATCAACCCGCTCAATGCCTGGAGATTTGGGCGTGCCCCC
GCGAGACTGCTAGCCGAGTAGTGTTGGGTCGCGAAAGGCCTTGTGGTACTGCCTGATAGGGTGCTTGCGAGTGCCCCGGG
AGGTCTCGTAGACCGTGCACCATGAGCACGAATCCTAAACCTCAAAGAAAAACCAAAGGGCGCGCCATGATTGAACAAGA
TGGATTGCACGCAGGTTCTCCGGCCGCTTGGGTGGAGAGGCTATTCGGCTATGACTGGGCACAACAGACAATCGGCTGCT
CTGATGCCGCCGTGTTCCGGCTGTCAGCGCAGGGGCGCCCGGTTCTTTTTGTCAAGACCGACCTGTCCGGTGCCCTGAAT
GAACTGCAGGACGAGGCAGCGCGGCTATCGTGGCTGGCCACGACGGGCGTTCCTTGCGCAGCTGTGCTCGACGTTGTCAC
TGAAGCGGGAAGGGACTGGCTGCTATTGGGCGAAGTGCCGGGGCAGGATCTCCTGTCATCTCACCTTGCTCCTGCCGAGA
AAGTATCCATCATGGCTGATGCAATGCGGCGGCTGCATACGCTTGATCCGGCTACCTGCCCATTCGACCACCAAGCGAAA
CATCGCATCGAGCGAGCACGTACTCGGATGGAAGCCGGTCTTGTCGATCAGGATGATCTGGACGAAGAGCATCAGGGGCT
CGCGCCAGCCGAACTGTTCGCCAGGCTCAAGGCGCGCATGCCCGACGGCGAGGATCTCGTCGTGACCCATGGCGATGCCT
GCTTGCCGAATATCATGGTGGAAAATGGCCGCTTTTCTGGATTCATCGACTGTGGCCGGCTGGGTGTGGCGGACCGCTAT
CAGGACATAGCGTTGGCTACCCGTGATATTGCTGAAGAGCTTGGCGGCGAATGGGCTGACCGCTTCCTCGTGCTTTACGG
TATCGCCGCTCCCGATTCGCAGCGCATCGCCTTCTATCGCCTTCTTGACGAGTTCTTCTGAGTTTAAACAGACCACAACG
GTTTCCCTCTAGCGGGATCAATTCCGCCCCTCTCCCTCCCCCCCCCCTAACGTTACTGGCCGAAGCCGCTTGGAATAAGG
CCGGTGTGCGTTTGTCTATATGTTATTTTCCACCATATTGCCGTCTTTTGGCAATGTGAGGGCCCGGAAACCTGGCCCTG
TCTTCTTGACGAGCATTCCTAGGGGTCTTTCCCCTCTCGCCAAAGGAATGCAAGGTCTGTTGAATGTCGTGAAGGAAGCA
GTTCCTCTGGAAGCTTCTTGAAGACAAACAACGTCTGTAGCGACCCTTTGCAGGCAGCGGAACCCCCCACCTGGCGACAG
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GTGCCTCTGCGGCCAAAAGCCACGTGTATAAGATACACCTGCAAAGGCGGCACAACCCCAGTGCCACGTTGTGAGTTGGA
TAGTTGTGGAAAGAGTCAAATGGCTCTCCTCAAGCGTATTCAACAAGGGGCTGAAGGATGCCCAGAAGGTACCCCATTGT
ATGGGATCTGATCTGGGGCCTCGGTGCACATGCTTTACATGTGTTTAGTCGAGGTTAAAAAACGTCTAGGCCCCCCGAAC
CACGGGGACGTGGTTTTCCTTTGAAAAACACGATAATACCATGGCGCCTATTACGGCCTACTCCCAACAGACGCGAGGCC
TACTTGGCTGCATCATCACTAGCCTCACAGGCCGGGACAGGAACCAGGTCGAGGGGGAGGTCCAAGTGGTCTCCACCGCA
ACACAATCTTTCCTGGCGACCTGCGTCAATGGCGTGTGTTGGACTGTCTATCATGGTGCCGGCTCAAAGACCCTTGCCGG
CCCAAAGGGCCCAATCACCCAAATGTACACCAATGTGGACCAGGACCTCGTCGGCTGGCAAGCGCCCCCCGGGGCGCGTT
CCTTGACACCATGCACCTGCGGCAGCTCGGACCTTTACTTGGTCACGAGGCATGCCGATGTCATTCCGGTGCGCCGGCGG
GGCGACAGCAGGGGGAGCCTACTCTCCCCCAGGCCCGTCTCCTACTTGAAGGGCTCTTCGGGCGGTCCACTGCTCTGCCC
CTCGGGGCACGCTGTGGGCATCTTTCGGGCTGCCGTGTGCACCCGAGGGGTTGCGAAGGCGGTGGACTTTGTACCCGTCG
AGTCTATGGAAACCACTATGCGGTCCCCGGTCTTCACGGACAACTCGTCCCCTCCGGCCGTACCGCAGACATTCCAGGTG
GCCCATCTACACGCCCCTACTGGTAGCGGCAAGAGCACTAAGGTGCCGGCTGCGTATGCAGCCCAAGGGTATAAGGTGCT
TGTCCTGAACCCGTCCGTCGCCGCCACCCTAGGTTTCGGGGCGTATATGTCTAAGGCACATGGTATCGACCCTAACATCA
GAACCGGGGTAAGGACCATCACCACGGGTGCCCCCATCACGTACTCCACCTATGGCAAGTTTCTTGCCGACGGTGGTTGC
TCTGGGGGCGCCTATGACATCATAATATGTGATGAGTGCCACTCAACTGACTCGACCACTATCCTGGGCATCGGCACAGT
CCTGGACCAAGCGGAGACGGCTGGAGCGCGACTCGTCGTGCTCGCCACCGCTACGCCTCCGGGATCGGTCACCGTGCCAC
ATCCAAACATCGAGGAGGTGGCTCTGTCCAGCACTGGAGAAATCCCCTTTTATGGCAAAGCCATCCCCATCGAGACCATC
AAGGGGGGGAGGCACCTCATTTTCTGCCATTCCAAGAAGAAATGTGATGAGCTCGCCGCGAAGCTGTCCGGCCTCGGACT
CAATGCTGTAGCATATTACCGGGGCCTTGATGTATCCGTCATACCAACTAGCGGAGACGTCATTGTCGTAGCAACGGACG
CTCTAATGACGGGCTTTACCGGCGATTTCGACTCAGTGATCGACTGCAATACATGTGTCACCCAGACAGTCGACTTCAGC
CTGGACCCGACCTTCACCATTGAGACGACGACCGTGCCACAAGACGCGGTGTCACGCTCGCAGCGGCGAGGCAGGACTGG
TAGGGGCAGGATGGGCATTTACAGGTTTGTGACTCCAGGAGAACGGCCCTCGGGCATGTTCGATTCCTCGGTTCTGTGCG
AGTGCTATGACGCGGGCTGTGCTTGGTACGAGCTCACGCCCGCCGAGACCTCAGTTAGGTTGCGGGCTTACCTAAACACA
CCAGGGTTGCCCGTCTGCCAGGACCATCTGGAGTTCTGGGAGAGCGTCTTTACAGGCCTCACCCACATAGACGCCCATTT
CTTGTCCCAGACTAAGCAGGCAGGAGACAACTTCCCCTACCTGGTAGCATACCAGGCTACGGTGTGCGCCAGGGCTCAGG
CTCCACCTCCATCGTGGGACCAAATGTGGAAGTGTCTCATACGGCTAAAGCCTACGCTGCACGGGCCAACGCCCCTGCTG
TATAGGCTGGGAGCCGTTCAAAACGAGGTTACTACCACACACCCCATAACCAAATACATCATGGCATGCATGTCGGCTGA
CCTGGAGGTCGTCACGAGCACCTGGGTGCTGGTAGGCGGAGTCCTAGCAGCTCTGGCCGCGTATTGCCTGACAACAGGCA
GCGTGGTCATTGTGGGCAGGATCATCTTGTCCGGAAAGCCGGCCATCATTCCCGACAGGGAAGTCCTTTACCGGGAGTTC
GATGAGATGGAAGAGTGCGCCTCACACCTCCCTTACATCGAACAGGGAATGCAGCTCGCCGAACAATTCAAACAGAAGGC
AATCGGGTTGCTGCAAACAGCCACCAAGCAAGCGGAGGCTGCTGCTCCCGTGGTGGAATCCAAGTGGCGGACCCTCGAAG
CCTTCTGGGCGAAGCATATGTGGAATTTCATCAGCGGGATACAATATTTAGCAGGCTTGTCCACTCTGCCTGGCAACCCC
GCGATAGCATCACTGATGGCATTCACAGCCTCTATCACCAGCCCGCTCACCACCCAACATACCCTCCTGTTTAACATCCT
GGGGGGATGGGTGGCCGCCCAACTTGCTCCTCCCAGCGCTGCTTCTGCTTTCGTAGGCGCCGGCATCGCTGGAGCGGCTG
TTGGCAGCATAGGCCTTGGGAAGGTGCTTGTGGATATTTTGGCAGGTTATGGAGCAGGGGTGGCAGGCGCGCTCGTGGCC
TTTAAGGTCATGAGCGGCGAGATGCCCTCCACCGAGGACCTGGTTAACCTACTCCCTGCTATCCTCTCCCCTGGCGCCCT
AGTCGTCGGGGTCGTGTGCGCAGCGATACTGCGTCGGCACGTGGGCCCAGGGGAGGGGGCTGTGCAGTGGATGAACCGGC
TGATAGCGTTCGCTTCGCGGGGTAACCACGTCTCCCCCACGCACTATGTGCCTGAGAGCGACGCTGCAGCACGTGTCACT
CAGATCCTCTCTAGTCTTACCATCACTCAGCTGCTGAAGAGGCTTCACCAGTGGATCAACGAGGACTGCTCCACGCCATG
CTCCGGCTCGTGGCTAAGAGATGTTTGGGATTGGATATGCACGGTGTTGACTGATTTCAAGACCTGGCTCCAGTCCAAGC
TCCTGCCGCGATTGCCGGGAGTCCCCTTCTTCTCATGTCAACGTGGGTACAAGGGAGTCTGGCGGGGCGACGGCATCATG
CAAACCACCTGCCCATGTGGAGCACAGATCACCGGACATGTGAAAAACGGTTCCATGAGGATCGTGGGGCCTAGGACCTG
TAGTAACACGTGGCATGGAACATTCCCCATTAACGCGTACACCACGGGCCCCTGCACGCCCTCCCCGGCGCCAAATTATT
CTAGGGCGCTGTGGCGGGTGGCTGCTGAGGAGTACGTGGAGGTTACGCGGGTGGGGGATTTCCACTACGTGACGGGCATG
ACCACTGACAACGTAAAGTGCCCGTGTCAGGTTCCGGCCCCCGAATTCTTCACAGAAGTGGATGGGGTGCGGTTGCACAG
GTACGCTCCAGCGTGCAAACCCCTCCTACGGGAGGAGGTCACATTCCTGGTCGGGCTCAATCAATACCTGGTTGGGTCAC
AGCTCCCATGCGAGCCCGAACCGGACGTAGCAGTGCTCACTTCCATGCTCACCGACCCCTCCCACATTACGGCGGAGACG
GCTAAGCGTAGGCTGGCCAGGGGATCTCCCCCCTCCTTGGCCAGCTCATCAGCTAGCCAGCTGTCTGCGCCTTCCTTGAA
GGCAACATGCACTACCCGTCATGACTCCCCGGACGCTGACCTCATCGAGGCCAACCTCCTGTGGCGGCAGGAGATGGGCG
GGAACATCACCCGCGTGGAGTCAGAAAATAAGGTAGTAATTTTGGACTCTTTCGAGCCGCTCCAAGCGGAGGAGGATGAG
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AGGGAAGTATCCGTTCCGGCGGAGATCCTGCGGAGGTCCAGGAAATTCCCTCGAGCGATGCCCATATGGGCACGCCCGGA
TTACAACCCTCCACTGTTAGAGTCCTGGAAGGACCCGGACTACGTCCCTCCAGTGGTACACGGGTGTCCATTGCCGCCTG
CCAAGGCCCCTCCGATACCACCTCCACGGAGGAAGAGGACGGTTGTCCTGTCAGAATCTACCGTGTCTTCTGCCTTGGCG
GAGCTCGCCACAAAGACCTTCGGCAGCTCCGAATCGTCGGCCGTCGACAGCGGCACGGCAACGGCCTCTCCTGACCAGCC
CTCCGACGACGGCGACGCGGGATCCGACGTTGAGTCGTACTCCTCCATGCCCCCCCTTGAGGGGGAGCCGGGGGATCCCG
ATCTCAGCGACGGGTCTTGGTCTACCGTAAGCGAGGAGGCTAGTGAGGACGTCGTCTGCTGCTCGATGTCCTACACATGG
ACAGGCGCCCTGATCACGCCATGCGCTGCGGAGGAAACCAAGCTGCCCATCAATGCACTGAGCAACTCTTTGCTCCGTCA
CCACAACTTGGTCTATGCTACAACATCTCGCAGCGCAAGCCTGCGGCAGAAGAAGGTCACCTTTGACAGACTGCAGGTCC
TGGACGACCACTACCGGGACGTGCTCAAGGAGATGAAGGCGAAGGCGTCCACAGTTAAGGCTAAACTTCTATCCGTGGAG
GAAGCCTGTAAGCTGACGCCCCCACATTCGGCCAGATCTAAATTTGGCTATGGGGCAAAGGACGTCCGGAACCTATCCAG
CAAGGCCGTTAACCACATCCGCTCCGTGTGGAAGGACTTGCTGGAAGACACTGAGACACCAATTGACACCACCATCATGG
CAAAAAATGAGGTTTTCTGCGTCCAACCAGAGAAGGGGGGCCGCAAGCCAGCTCGCCTTATCGTATTCCCAGATTTGGGG
GTTCGTGTGTGCGAGAAAATGGCCCTTTACGATGTGGTCTCCACCCTCCCTCAGGCCGTGATGGGCTCTTCATACGGATT
CCAATACTCTCCTGGACAGCGGGTCGAGTTCCTGGTGAATGCCTGGAAAGCGAAGAAATGCCCTATGGGCTTCGCATATG
ACACCCGCTGTTTTGACTCAACGGTCACTGAGAATGACATCCGTGTTGAGGAGTCAATCTACCAATGTTGTGACTTGGCC
CCCGAAGCCAGACAGGCCATAAGGTCGCTCACAGAGCGGCTTTACATCGGGGGCCCCCTGACTAATTCTAAAGGGCAGAA
CTGCGGCTATCGCCGGTGCCGCGCGAGCGGTGTACTGACGACCAGCTGCGGTAATACCCTCACATGTTACTTGAAGGCCG
CTGCGGCCTGTCGAGCTGCGAAGCTCCAGGACTGCACGATGCTCGTATGCGGAGACGACCTTGTCGTTATCTGTGAAAGC
GCGGGGACCCAAGAGGACGAGGCGAGCCTACGGGCCTTCACGGAGGCTATGACTAGATACTCTGCCCCCCCTGGGGACCC
GCCCAAACCAGAATACGACTTGGAGTTGATAACATCATGCTCCTCCAATGTGTCAGTCGCGCACGATGCATCTGGCAAAA
GGGTGTACTATCTCACCCGTGACCCCACCACCCCCCTTGCGCGGGCTGCGTGGGAGACAGCTAGACACACTCCAGTCAAT
TCCTGGCTAGGCAACATCATCATGTATGCGCCCACCTTGTGGGCAAGGATGATCCTGATGACTCATTTCTTCTCCATCCT
TCTAGCTCAGGAACAACTTGAAAAAGCCCTAGATTGTCAGATCTACGGGGCCTGTTACTCCATTGAGCCACTTGACCTAC
CTCAGATCATTCAACGACTCCATGGCCTTAGCGCATTTTCACTCCATAGTTACTCTCCAGGTGAGATCAATAGGGTGGCT
TCATGCCTCAGGAAACTTGGGGTACCGCCCTTGCGAGTCTGGAGACATCGGGCCAGAAGTGTCCGCGCTAGGCTACTGTC
CCAGGGGGGGAGGGCTGCCACTTGTGGCAAGTACCTCTTCAACTGGGCAGTAAGGACCAAGCTCAAACTCACTCCAATCC
CGGCTGCGTCCCAGTTGGATTTATCCAGCTGGTTCGTTGCTGGTTACAGCGGGGGAGACATATATCACAGCCTGTCTCGT
GCCCGACCCCGCTGGTTCATGTGGTGCCTACTCCTACTTTCTGTAGGGGTAGGCATCTATCTACTCCCCAACCGATGAAC
GGGGAcCTAAACACTCCAGGCCAATAGGCCATCCTGTTTTTTTCCCTTTTTTTTTTTCTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT
TTTTTTTTTTTTCTCCTTTTTTTTTCCTCTTTTTTTCCTTTTCTTTCCTTTGGTGGCTCCATCTTAGCCCTAGTCACGGC
TAGCTGTGAAAGGTCCGTGAGCCGCTTGACTGCAGAGAGTGCTGATACTGGCCTCTCTGCAGATCAAGT
【０１８０】
配列番号:7: HCV順応性レプリコンIのDNAクローンのヌクレオチド配列：該欠失により作
り出されるアミノ酸が下記ケースで同定されており、かつボールドで強調されている。
GCCAGCCCCCGATTGGGGGCGACACTCCACCATAGATCACTCCCCTGTGAGGAACTACTGTCTTCACGCAGAAAGCGTCT
AGCCATGGCGTTAGTATGAGTGTCGTGCAGCCTCCAGGACCCCCCCTCCCGGGAGAGCCATAGTGGTCTGCGGAACCGGT
GAGTACACCGGAATTGCCAGGACGACCGGGTCCTTTCTTGGATCAACCCGCTCAATGCCTGGAGATTTGGGCGTGCCCCC
GCGAGACTGCTAGCCGAGTAGTGTTGGGTCGCGAAAGGCCTTGTGGTACTGCCTGATAGGGTGCTTGCGAGTGCCCCGGG
AGGTCTCGTAGACCGTGCACCATGAGCACGAATCCTAAACCTCAAAGAAAAACCAAAGGGCGCGCCATGATTGAACAAGA
TGGATTGCACGCAGGTTCTCCGGCCGCTTGGGTGGAGAGGCTATTCGGCTATGACTGGGCACAACAGACAATCGGCTGCT
CTGATGCCGCCGTGTTCCGGCTGTCAGCGCAGGGGCGCCCGGTTCTTTTTGTCAAGACCGACCTGTCCGGTGCCCTGAAT
GAACTGCAGGACGAGGCAGCGCGGCTATCGTGGCTGGCCACGACGGGCGTTCCTTGCGCAGCTGTGCTCGACGTTGTCAC
TGAAGCGGGAAGGGACTGGCTGCTATTGGGCGAAGTGCCGGGGCAGGATCTCCTGTCATCTCACCTTGCTCCTGCCGAGA
AAGTATCCATCATGGCTGATGCAATGCGGCGGCTGCATACGCTTGATCCGGCTACCTGCCCATTCGACCACCAAGCGAAA
CATCGCATCGAGCGAGCACGTACTCGGATGGAAGCCGGTCTTGTCGATCAGGATGATCTGGACGAAGAGCATCAGGGGCT
CGCGCCAGCCGAACTGTTCGCCAGGCTCAAGGCGCGCATGCCCGACGGCGAGGATCTCGTCGTGACCCATGGCGATGCCT
GCTTGCCGAATATCATGGTGGAAAATGGCCGCTTTTCTGGATTCATCGACTGTGGCCGGCTGGGTGTGGCGGACCGCTAT
CAGGACATAGCGTTGGCTACCCGTGATATTGCTGAAGAGCTTGGCGGCGAATGGGCTGACCGCTTCCTCGTGCTTTACGG
TATCGCCGCTCCCGATTCGCAGCGCATCGCCTTCTATCGCCTTCTTGACGAGTTCTTCTGAGTTTAAACAGACCACAACG
GTTTCCCTCTAGCGGGATCAATTCCGCCCCTCTCCCTCCCCCCCCCCTAACGTTACTGGCCGAAGCCGCTTGGAATAAGG
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CCGGTGTGCGTTTGTCTATATGTTATTTTCCACCATATTGCCGTCTTTTGGCAATGTGAGGGCCCGGAAACCTGGCCCTG
TCTTCTTGACGAGCATTCCTAGGGGTCTTTCCCCTCTCGCCAAAGGAATGCAAGGTCTGTTGAATGTCGTGAAGGAAGCA
GTTCCTCTGGAAGCTTCTTGAAGACAAACAACGTCTGTAGCGACCCTTTGCAGGCAGCGGAACCCCCCACCTGGCGACAG
GTGCCTCTGCGGCCAAAAGCCACGTGTATAAGATACACCTGCAAAGGCGGCACAACCCCAGTGCCACGTTGTGAGTTGGA
TAGTTGTGGAAAGAGTCAAATGGCTCTCCTCAAGCGTATTCAACAAGGGGCTGAAGGATGCCCAGAAGGTACCCCATTGT
ATGGGATCTGATCTGGGGCCTCGGTGCACATGCTTTACATGTGTTTAGTCGAGGTTAAAAAACGTCTAGGCCCCCCGAAC
CACGGGGACGTGGTTTTCCTTTGAAAAACACGATAATACCATGGCGCCTATTACGGCCTACTCCCAACAGACGCGAGGCC
TACTTGGCTGCATCATCACTAGCCTCACAGGCCGGGACAGGAACCAGGTCGAGGGGGAGGTCCAAGTGGTCTCCACCGCA
ACACAATCTTTCCTGGCGACCTGCGTCAATGGCGTGTGTTGGACTGTCTATCATGGTGCCGGCTCAAAGACCCTTGCCGG
CCCAAAGGGCCCAATCACCCAAATGTACACCAATGTGGACCAGGACCTCGTCGGCTGGCAAGCGCCCCCCGGGGCGCGTT
CCTTGACACCATGCACCTGCGGCAGCTCGGACCTTTACTTGGTCACGAGGCATGCCGATGTCATTCCGGTGCGCCGGCGG
GGCGACAGCAGGGGGAGCCTACTCTCCCCCAGGCCCGTCTCCTACTTGAAGGGCTCTTCGGGCGGTCCACTGCTCTGCCC
CTCGGGGCACGCTGTGGGCATCTTTCGGGCTGCCGTGTGCACCCGAGGGGTTGCGAAGGCGGTGGACTTTGTACCCGTCG
AGTCTATGGAAACCACTATGCGGTCCCCGGTCTTCACGGACAACTCGTCCCCTCCGGCCGTACCGCAGACATTCCAGGTG
GCCCATCTACACGCCCCTACTGGTAGCGGCAAGAGCACTAAGGTGCCGGCTGCGTATGCAGCCCAAGGGTATAAGGTGCT
TGTCCTGAACCCGTCCGTCGCCGCCACCCTAGGTTTCGGGGCGTATATGTCTAAGGCACATGGTATCGACCCTAACATCA
GAACCGGGGTAAGGACCATCACCACGGGTGCCCCCATCACGTACTCCACCTATGGCAAGTTTCTTGCCGACGGTGGTTGC
TCTGGGGGCGCCTATGACATCATAATATGTGATGAGTGCCACTCAACTGACTCGACCACTATCCTGGGCATCGGCACAGT
CCTGGACCAAGCGGAGACGGCTGGAGCGCGACTCGTCGTGCTCGCCACCGCTACGCCTCCGGGATCGGTCACCGTGCCAC
ATCCAAACATCGAGGAGGTGGCTCTGTCCAGCACTGGAGAAATCCCCTTTTATGGCAAAGCCATCCCCATCGAGACCATC
AAGGGGGGGAGGCACCTCATTTTCTGCCATTCCAAGAAGAAATGTGATGAGCTCGCCGCGAAGCTGTCCGGCCTCGGACT
CAATGCTGTAGCATATTACCGGGGCCTTGATGTATCCGTCATACCAACTAGCGGAGACGTCATTGTCGTAGCAACGGACG
CTCTAATGACGGGCTTTACCGGCGATTTCGACTCAGTGATCGACTGCAATACATGTGTCACCCAGACAGTCGACTTCAGC
CTGGACCCGACCTTCACCATTGAGACGACGACCGTGCCACAAGACGCGGTGTCACGCTCGCAGCGGCGAGGCAGGACTGG
TAGGGGCAGGATGGGCATTTACAGGTTTGTGACTCCAGGAGAACGGCCCTCGGGCATGTTCGATTCCTCGGTTCTGTGCG
AGTGCTATGACGCGGGCTGTGCTTGGTACGAGCTCACGCCCGCCGAGACCTCAGTTAGGTTGCGGGCTTACCTAAACACA
CCAGGGTTGCCCGTCTGCCAGGACCATCTGGAGTTCTGGGAGAGCGTCTTTACAGGCCTCACCCACATAGACGCCCATTT
CTTGTCCCAGACTAAGCAGGCAGGAGACAACTTCCCCTACCTGGTAGCATACCAGGCTACGGTGTGCGCCAGGGCTCAGG
CTCCACCTCCATCGTGGGACCAAATGTGGAAGTGTCTCATACGGCTAAAGCCTACGCTGCACGGGCCAACGCCCCTGCTG
TATAGGCTGGGAGCCGTTCAAAACGAGGTTACTACCACACACCCCATAACCAAATACATCATGGCATGCATGTCGGCTGA
CCTGGAGGTCGTCACGAGCACCTGGGTGCTGGTAGGCGGAGTCCTAGCAGCTCTGGCCGCGTATTGCCTGACAACAGGCA
GCGTGGTCATTGTGGGCAGGATCATCTTGTCCGGAAAGCCGGCCATCATTCCCGACAGGGAAGTCCTTTACCGGGAGTTC
GATGAGATGGAAGAGTGCGCCTCACACCTCCCTTACATCGAACAGGGAATGCAGCTCGCCGAACAATTCAAACAGAAGGC
AATCGGGTTGCTGCAAACAGCCACCAAGCAAGCGGAGGCTGCTGCTCCCGTGGTGGAATCCAAGTGGCGGACCCTCGAAG
CCTTCTGGGCGAAGCATATGTGGAATTTCATCAGCGGGATACAATATTTAGCAGGCTTGTCCACTCTGCCTGGCAACCCC
GCGATAGCATCACTGATGGCATTCACAGCCTCTATCACCAGCCCGCTCACCACCCAACATACCCTCCTGTTTAACATCCT
GGGGGGATGGGTGGCCGCCCAACTTGCTCCTCCCAGCGCTGCTTCTGCTTTCGTAGGCGCCGGCATCGCTGGAGCGGCTG
TTGGCAGCATAGGCCTTGGGAAGGTGCTTGTGGATATTTTGGCAGGTTATGGAGCAGGGGTGGCAGGCGCGCTCGTGGCC
TTTAAGGTCATGAGCGGCGAGATGCCCTCCACCGAGGACCTGGTTAACCTACTCCCTGCTATCCTCTCCCCTGGCGCCCT
AGTCGTCGGGGTCGTGTGCGCAGCGATACTGCGTCGGCACGTGGGCCCAGGGGAGGGGGCTGTGCAGTGGATGAACCGGC
TGATAGCGTTCGCTTCGCGGGGTAACCACGTCTCCCCCACGCACTATGTGCCTGAGAGCGACGCTGCAGCACGTGTCACT
CAGATCCTCTCTAGTCTTACCATCACTCAGCTGCTGAAGAGGCTTCACCAGTGGATCAACGAGGACTGCTCCACGCCATG
CTCCGGCTCGTGGCTAAGAGATGTTTGGGATTGGATATGCACGGTGTTGACTGATTTCAAGACCTGGCTCCAGTCCAAGC
TCCTGCCGCGATTGCCGGGAGTCCCCTTCTTCTCATGTCAACGTGGGTACAAGGGAGTCTGGCGGGGCGACGGCATCATG
CAAACCACCTGCCCATGTGGAGCACAGATCACCGGACATGTGAAAAACGGTTCCATGAGGATCGTGGGGCCTAGGACCTG
TAGTAACACGTGGCATGGAACATTCCCCATTAACGCGTACACCACGGGCCCCTGCACGCCCTCCCCGGCGCCAAATTATT
CTAGGGCGCTGTGGCGGGTGGCTGCTGAGGAGTACGTGGAGGTTACGCGGGTGGGGGATTTCCACTACGTGACGGGCATG
ACCACTGACAACGTAAAGTGCCCGTGTCAGGTTCCGGCCCCCGAATTCTTCACAGAAGTGGATGGGGTGCGGTTGCACAG
GTACGCTCCAGCGTGCAAACCCCTCCTACGGGAGGAGGTCACATTCCTGGTCGGGCTCAATCAATACCTGGTTGGGTCAC
AGCTCCCATGCGAGCCCGAACCGGACGTAGCAGTGCTCACTTCCATGCTCACCGACCCCTCCCACATTACGGCGGAGACG
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GCTAAGCGTAGGCTGGCCAGGGGATCTCCCCCCTCCTTGGCCAGCTCATCAGCTAGCCAGCTGtacTCTTTCGAGCCGCT
CCAAGCGGAGGAGGATGAGAGGGAAGTATCCGTTCCGGCGGAGATCCTGCGGAGGTCCAGGAAATTCCCTCGAGCGATGC
CCATATGGGCACGCCCGGATTACAACCCTCCACTGTTAGAGTCCTGGAAGGACCCGGACTACGTCCCTCCAGTGGTACAC
GGGTGTCCATTGCCGCCTGCCAAGGCCCCTCCGATACCACCTCCACGGAGGAAGAGGACGGTTGTCCTGTCAGAATCTAC
CGTGTCTTCTGCCTTGGCGGAGCTCGCCACAAAGACCTTCGGCAGCTCCGAATCGTCGGCCGTCGACAGCGGCACGGCAA
CGGCCTCTCCTGACCAGCCCTCCGACGACGGCGACGCGGGATCCGACGTTGAGTCGTACTCCTCCATGCCCCCCCTTGAG
GGGGAGCCGGGGGATCCCGATCTCAGCGACGGGTCTTGGTCTACCGTAAGCGAGGAGGCTAGTGAGGACGTCGTCTGCTG
CTCGATGTCCTACACATGGACAGGCGCCCTGATCACGCCATGCGCTGCGGAGGAAACCAAGCTGCCCATCAATGCACTGA
GCAACTCTTTGCTCCGTCACCACAACTTGGTCTATGCTACAACATCTCGCAGCGCAAGCCTGCGGCAGAAGAAGGTCACC
TTTGACAGACTGCAGGTCCTGGACGACCACTACCGGGACGTGCTCAAGGAGATGAAGGCGAAGGCGTCCACAGTTAAGGC
TAAACTTCTATCCGTGGAGGAAGCCTGTAAGCTGACGCCCCCACATTCGGCCAGATCTAAATTTGGCTATGGGGCAAAGG
ACGTCCGGAACCTATCCAGCAAGGCCGTTAACCACATCCGCTCCGTGTGGAAGGACTTGCTGGAAGACACTGAGACACCA
ATTGACACCACCATCATGGCAAAAAATGAGGTTTTCTGCGTCCAACCAGAGAAGGGGGGCCGCAAGCCAGCTCGCCTTAT
CGTATTCCCAGATTTGGGGGTTCGTGTGTGCGAGAAAATGGCCCTTTACGATGTGGTCTCCACCCTCCCTCAGGCCGTGA
TGGGCTCTTCATACGGATTCCAATACTCTCCTGGACAGCGGGTCGAGTTCCTGGTGAATGCCTGGAAAGCGAAGAAATGC
CCTATGGGCTTCGCATATGACACCCGCTGTTTTGACTCAACGGTCACTGAGAATGACATCCGTGTTGAGGAGTCAATCTA
CCAATGTTGTGACTTGGCCCCCGAAGCCAGACAGGCCATAAGGTCGCTCACAGAGCGGCTTTACATCGGGGGCCCCCTGA
CTAATTCTAAAGGGCAGAACTGCGGCTATCGCCGGTGCCGCGCGAGCGGTGTACTGACGACCAGCTGCGGTAATACCCTC
ACATGTTACTTGAAGGCCGCTGCGGCCTGTCGAGCTGCGAAGCTCCAGGACTGCACGATGCTCGTATGCGGAGACGACCT
TGTCGTTATCTGTGAAAGCGCGGGGACCCAAGAGGACGAGGCGAGCCTACGGGCCTTCACGGAGGCTATGACTAGATACT
CTGCCCCCCCTGGGGACCCGCCCAAACCAGAATACGACTTGGAGTTGATAACATCATGCTCCTCCAATGTGTCAGTCGCG
CACGATGCATCTGGCAAAAGGGTGTACTATCTCACCCGTGACCCCACCACCCCCCTTGCGCGGGCTGCGTGGGAGACAGC
TAGACACACTCCAGTCAATTCCTGGCTAGGCAACATCATCATGTATGCGCCCACCTTGTGGGCAAGGATGATCCTGATGA
CTCATTTCTTCTCCATCCTTCTAGCTCAGGAACAACTTGAAAAAGCCCTAGATTGTCAGATCTACGGGGCCTGTTACTCC
ATTGAGCCACTTGACCTACCTCAGATCATTCAACGACTCCATGGCCTTAGCGCATTTTCACTCCATAGTTACTCTCCAGG
TGAGATCAATAGGGTGGCTTCATGCCTCAGGAAACTTGGGGTACCGCCCTTGCGAGTCTGGAGACATCGGGCCAGAAGTG
TCCGCGCTAGGCTACTGTCCCAGGGGGGGAGGGCTGCCACTTGTGGCAAGTACCTCTTCAACTGGGCAGTAAGGACCAAG
CTCAAACTCACTCCAATCCCGGCTGCGTCCCAGTTGGATTTATCCAGCTGGTTCGTTGCTGGTTACAGCGGGGGAGACAT
ATATCACAGCCTGTCTCGTGCCCGACCCCGCTGGTTCATGTGGTGCCTACTCCTACTTTCTGTAGGGGTAGGCATCTATC
TACTCCCCAACCGATGAACGGGGACCTAAACACTCCAGGCCAATAGGCCATCCTGTTTTTTTCCCTTTTTTTTTTTCTTT
TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTCTCCTTTTTTTTTCCTCTTTTTTTCCTTTTCTTTCCTTTGGTGGCTCCA
TCTTAGCCCTAGTCACGGCTAGCTGTGAAAGGTCCGTGAGCCGCTTGACTGCAGAGAGTGCTGATACTGGCCTCTCTGCA
GATCAAGT
【０１８１】
配列番号:8: HCV順応性レプリコンVIのDNAクローンのヌクレオチド配列：該ヌクレオチド
の変化が下記ケースあり、かつボールドで強調されている。
GCCAGCCCCCGATTGGGGGCGACACTCCACCATAGATCACTCCCCTGTGAGGAACTACTGTCTTCACGCAGAAAGCGTCT
AGCCATGGCGTTAGTATGAGTGTCGTGCAGCCTCCAGGACCCCCCCTCCCGGGAGAGCCATAGTGGTCTGCGGAACCGGT
GAGTACACCGGAATTGCCAGGACGACCGGGTCCTTTCTTGGATCAACCCGCTCAATGCCTGGAGATTTGGGCGTGCCCCC
GCGAGACTGCTAGCCGAGTAGTGTTGGGTCGCGAAAGGCCTTGTGGTACTGCCTGATAGGGTGCTTGCGAGTGCCCCGGG
AGGTCTCGTAGACCGTGCACCATGAGCACGAATCCTAAACCTCAAAGAAAAACCAAAGGGCGCGCCATGATTGAACAAGA
TGGATTGCACGCAGGTTCTCCGGCCGCTTGGGTGGAGAGGCTATTCGGCTATGACTGGGCACAACAGACAATCGGCTGCT
CTGATGCCGCCGTGTTCCGGCTGTCAGCGCAGGGGCGCCCGGTTCTTTTTGTCAAGACCGACCTGTCCGGTGCCCTGAAT
GAACTGCAGGACGAGGCAGCGCGGCTATCGTGGCTGGCCACGACGGGCGTTCCTTGCGCAGCTGTGCTCGACGTTGTCAC
TGAAGCGGGAAGGGACTGGCTGCTATTGGGCGAAGTGCCGGGGCAGGATCTCCTGTCATCTCACCTTGCTCCTGCCGAGA
AAGTATCCATCATGGCTGATGCAATGCGGCGGCTGCATACGCTTGATCCGGCTACCTGCCCATTCGACCACCAAGCGAAA
CATCGCATCGAGCGAGCACGTACTCGGATGGAAGCCGGTCTTGTCGATCAGGATGATCTGGACGAAGAGCATCAGGGGCT
CGCGCCAGCCGAACTGTTCGCCAGGCTCAAGGCGCGCATGCCCGACGGCGAGGATCTCGTCGTGACCCATGGCGATGCCT
GCTTGCCGAATATCATGGTGGAAAATGGCCGCTTTTCTGGATTCATCGACTGTGGCCGGCTGGGTGTGGCGGACCGCTAT
CAGGACATAGCGTTGGCTACCCGTGATATTGCTGAAGAGCTTGGCGGCGAATGGGCTGACCGCTTCCTCGTGCTTTACGG
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TATCGCCGCTCCCGATTCGCAGCGCATCGCCTTCTATCGCCTTCTTGACGAGTTCTTCTGAGTTTAAACAGACCACAACG
GTTTCCCTCTAGCGGGATCAATTCCGCCCCTCTCCCTCCCCCCCCCCTAACGTTACTGGCCGAAGCCGCTTGGAATAAGG
CCGGTGTGCGTTTGTCTATATGTTATTTTCCACCATATTGCCGTCTTTTGGCAATGTGAGGGCCCGGAAACCTGGCCCTG
TCTTCTTGACGAGCATTCCTAGGGGTCTTTCCCCTCTCGCCAAAGGAATGCAAGGTCTGTTGAATGTCGTGAAGGAAGCA
GTTCCTCTGGAAGCTTCTTGAAGACAAACAACGTCTGTAGCGACCCTTTGCAGGCAGCGGAACCCCCCACCTGGCGACAG
GTGCCTCTGCGGCCAAAAGCCACGTGTATAAGATACACCTGCAAAGGCGGCACAACCCCAGTGCCACGTTGTGAGTTGGA
TAGTTGTGGAAAGAGTCAAATGGCTCTCCTCAAGCGTATTCAACAAGGGGCTGAAGGATGCCCAGAAGGTACCCCATTGT
ATGGGATCTGATCTGGGGCCTCGGTGCACATGCTTTACATGTGTTTAGTCGAGGTTAAAAAACGTCTAGGCCCCCCGAAC
CACGGGGACGTGGTTTTCCTTTGAAAAACACGATAATACCATGGCGCCTATTACGGCCTACTCCCAACAGACGCGAGGCC
TACTTGGCTGCATCATCACTAGCCTCACAGGCCGGGACAGGAACCAGGTCGAGGGGGAGGTCCAAGTGGTCTCCACCGCA
ACACAATCTTTCCTGGCGACCTGCGTCAATGGCGTGTGTTGGACTGTCTATCATGGTGCCGGCTCAAAGACCCTTGCCGG
CCCAAAGGGCCCAATCACCCAAATGTACACCAATGTGGACCAGGACCTCGTCGGCTGGCgAGCGCCCCCCGGGGCGCGTT
CCTTGACACCATGCACCTGCGGCAGCTCGGACCTTTACTTGGTCACGAGGCATGCCGATGTCATTCCGGTGCGCCGGCGG
GGCGACAGCAGGGGGAGCCTACTCTCCCCCAGGCCCGTCTCCTACTTGAAGGGCTCTTCGGGCGGTCCACTGCTCTGCCC
CTCGGGGCACGCTGTGGGCATCTTTCGGGCTGCCGTGTGCACCCGAGGGGTTGCGAAGGCGGTGGACTTTGTACCCGTCG
AGTCTATGGAAACCACTATGCGGTCCCCGGTCTTCACGGACAACTCGTCCCCTCCGGCCGTACCGCAGACATTCCAGGTG
GCCCATCTACACGCCCCTACTGGTAGCGGCAAGAGCACTAAGGTGCCGGCTGCGTATGCAGCCCAAGGGTATAAGGTGCT
TGTCCTGAACCCGTCCGTCGCCGCCACCCTAGGTTTCGGGGCGTATATGTCTAAGGCACATGGTATCGACCCTAACATCA
GAACCGGGGTAAGGACCATCACCACGGGTGCCCCCATCACGTACTCCACCTATGGCAAGTTTCTTGCCGACGGTGGTTGC
TCTGGGGGCGCCTATGACATCATAATATGTGATGAGTGCCACTCAACTGACTCGACCACTATCCTGGGCATCGGCACAGT
CCTGGACCAAGCGGAGACGGCTGGAGCGCGACTCGTCGTGCTCGCCACCGCTACGCCTCCGGGATCGGTCACCGTGCCAC
ATCCAAACATCGAGGAGGTGGCTCTGTCCAGCACTGGAGAAATCCCCTTTTATGGCAAAGCCATCCCCATCGAGACCATC
AAGGGGGGGAGGCACCTCATTTTCTGCCATTCCAAGAAGAAATGTGATGAGCTCGCCGCGAAGCTGTCCGGCCTCGGACT
CAATGCTGTAGCATATTACCGGGGCCTTGATGTATCCGTCATACCAACTAGCGGAGACGTCATTGTCGTAGCAACGGACG
CTCTAATGACGGGCTTTACCGGCGATTTCGACTCAGTGATCGACTGCAATACATGTGTCACCCAGACAGTCGACTTCAGC
CTGGACCCGACCTTCACCATTGAGACGACGACCGTGCCACAAGACGCGGTGTCACGCTCGCAGCGGCGAGGCAGGACTGG
TAGGGGCAGGATGGGCATTTACAGGTTTGTGACTCCAGGAGAACGGCCCTCGGGCATGTTCGATTCCTCGGTTCTGTGCG
AGTGCTATGACGCGGGCTGTGCTTGGTACGAGCTCACGCCCGCCGAGACCTCAGTTAGGTTGCGGGCTTACCTAAACACA
CCAGGGTTGCCCGTCTGCCAGGACCATCTGGAGTTCTGGGAGAGCGTCTTTACAGGCCTCACCCACATAGACGCCCATTT
CTTGTCCCAGACTAAGCAGGCAGGAGACAACTTCCCCTACCTGGTAGCATACCAGGCTACGGTGTGCGCCAGGGCTCAGG
CTCCACCTCCATCGTGGGACCAAATGTGGAAGTGTCTCATACGGCTAAAGCCTACGCTGCACGGGCCAACGCCCCTGCTG
TATAGGCTGGGAGCCGTTCAAAACGAGGTTACTACCACACACCCCATAACCAAATACATCATGGCATGCATGTCGGCTGA
CCTGGAGGTCGTCACGAGCACCTGGGTGCTGGTAGGCGGAGTCCTAGCAGCTCTGGCCGCGTATTGCCTGACAACAGGCA
GCGTGGTCATTGTGGGCAGGATCATCTTGTCCGGAAAGCCGGCCATCATTCCCGACAGGGAAGTCCTTTACCGGGAGTTC
GATGAGATGGAAGAGTGCGCCTCACACCTCCCTTACATCGAACAGGGAATGCAGCTCGCCGAACAATTCAAACAGAAGGC
AATCGGGTTGCTGCAAACAGCCACCAAGCAAGCGGAGGCTGCTGCTCCCGTGGTGGAATCCAAGTGGCGGACCCTCGAAG
CCTTCTGGGCGAAGCATATGTGGAATTTCATCAGCGGGATACAATATTTAGCAGGCTTGTCCACTCTGCCTGGCAACCCC
GCGATAGCATCACTGATGGCATTCACAGCCTCTATCACCAGCCCGCTCACCACCCAACATACCCTCCTGTTTAACATCCT
GGGGGGATGGGTGGCCGCCCAACTTGCTCCTCCCAGCGCTGCTTCTGCTTTCGTAGGCGCCGGCATCGCTGGAGCGGCTG
TTGGCAGCATAGGCCTTGGGAAGGTGCTTGTGGATATTTTGGCAGGTTATGGAGCAGGGGTGGCAGGCGCGCTCGTGGCC
TTTAAGGTCATGAGCGGCGAGATGCCCTCCACCGAGGACCTGGTTAACCTACTCCCTGCTATCCTCTCCCCTGGCGCCCT
AGTCGTCGGGGTCGTGTGCGCAGCGATACTGCGTCGGCACGTGGGCCCAGGGGAGGGGGCTGTGCAGTGGATGAACCGGC
TGATAGCGTTCGCTTCGCGGGGTAACCACGTCTCCCCCACGCACTATGTGCCTGAGAGCGACGCTGCAGCACGTGTCACT
CAGATCCTCTCTAGTCTTACCATCACTCAGCTGCTGAAGAGGCTTCACCAGTGGATCAACGAGGACTGCTCCACGCCATG
CTCCGGCTCGTGGCTAAGAGATGTTTGGGATTGGATATGCACGGTGTTGACTGATTTCAAGACCTGGCTCCAGTCCAAGC
TCCTGCCGCGATTGCCGGGAGTCCCCTTCTTCTCATGTCAACGTGGGTACAAGGGAGTCTGGCGGGGCGACGGCATCATG
CAAACCACCTGCCCATGTGGAGCACAGATCACCGGACATGTGAAAAACGGTTCCATGAGGATCGTGGGGCCTAGGACCTG
TAGTAACACGTGGCATGGAACATTCCCCATTAACGCGTACACCACGGGCCCCTGCACGCCCTCCCCGGCGCCAAATTATT
CTAGGGCGCTGTGGCGGGTGGCTGCTGAGGAGTACGTGGAGGTTACGCGGGTGGGGGATTTCCACTACGTGACGGGCATG
ACCACTGACAACGTAAAGTGCCCGTGTCAGGTTCCGGCCCCCGAATTCTTCACAGAAGTGGATGGGGTGCGGTTGCACAG
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GTACGCTCCAGCGTGCAAACCCCTCCTACGGGAGGAGGTCACATTCCTGGTCGGGCTCAATCAATACCTGGTTGGGTCAC
AGCTCCCATGCGAGCCCGAACCGGACGTAGCAGTGCTCACTTCCATGCTCACCGACCCCTCCCACATTACGGCGGAGACG
GCTAAGCGTAGGCTGGCCAGGGGATCTCCCCCCTCCTTGGCCAGCTCATCAGCTAtCCAGCTGTCTGCGCCTTCCTTGAA
GGCAACATGCACTACCCGTCATGACTCCCCGGACGCTGACCTCATCGAGGCCAACCTCCTGTGGCGGCAGGAGATGGGCG
GGAACATCACCCGCGTGGAGTCAGAAAATAAGGTAGTAATTTTGGACTCTTTCGAGCCGCTCCAAGCGGAGGAGGATGAG
AGGGAAGTATCCGTTCCGGCGGAGATCCTGCGGAGGTCCAGGAAATTCCCTCGAGCGATGCCCATATGGGCACGCCCGGA
TTACAACCCTCCACTGTTAGAGTCCTGGAAGGACCCGGACTACGTCCCTCCAGTGGTACACGGGTGTCCATTGCCGCCTG
CCAAGGCCCCTCCGATACCACCTCCACGGAGGAAGAGGACGGTTGTCCTGTCAGAATCTACCGTGTCTTCTGCCTTGGCG
GAGCTCGCCACAAAGACCTTCGGCAGCTCCGAATCGTCGGCCGTCGACAGCGGCACGGCAACGGCCTCTCCTGACCAGCC
CTCCGACGACGGCGACGCGGGATCCGACGTTGAGTCGTACTCCTCCATGCCCCCCCTTGAGGGGGAGCCGGGGGATCCCG
ATCTCAGCGACGGGTCTTGGTCTACCGTAAGCGAGGAGGCTAGTGAGGACGTCGTCTGCTGCTCGATGTCCTACACATGG
ACAGGCGCCCTGATCACGCCATGCGCTGCGGAGGAAACCAAGCTGCCCATCAATGCACTGAGCAACTCTTTGCTCCGTCA
CCACAACTTGGTCTATGCTACAACATCTCGCAGCGCAAGCCTGCGGCAGAAGAAGGTCACCTTTGACAGACTGCAGGTCC
TGGACGACCACTACCGGGACGTGCTCAAGGAGATGAAGGCGAAGGCGTCCACAGTTAAGGCTAAACTTCTATCCGTGGAG
GAAGCCTGTAAGCTGACGCCCCCACATTCGGCCAGATCTAAATTTGGCTATGGGGCAAAGGACGTCCGGAACCTATCCAG
CAAGGCCGTTAACCACATCCGCTCCGTGTGGAAGGACTTGCTGGAAGACACTGAGACACCAATTGACACCACCATCATGG
CAAAAAATGAGGTTTTCTGCGTCCAACCAGAGAAGGGGGGCCGCAAGCCAGCTCGCCTTATCGTATTCCCAGATTTGGGG
GTTCGTGTGTGCGAGAAAATGGCCCTTTACGATGTGGTCTCCACCCTCCCTCAGGCCGTGATGGGCTCTTCATACGGATT
CCAATACTCTCCTGGACAGCGGGTCGAGTTCCTGGTGAATGCCTGGAAAGCGAAGAAATGCCCTATGGGCTTCGCATATG
ACACCCGCTGTTTTGACTCAACGGTCACTGAGAATGACATCCGTGTTGAGGAGTCAATCTACCAATGTTGTGACTTGGCC
CCCGAAGCCAGACAGGCCATAAGGTCGCTCACAGAGCGGCTTTACATCGGGGGCCCCCTGACTAATTCTAAAGGGCAGAA
CTGCGGCTATCGCCGGTGCCGCGCGAGCGGTGTACTGACGACCAGCTGCGGTAATACCCTCACATGTTACTTGAAGGCCG
CTGCGGCCTGTCGAGCTGCGAAGCTCCAGGACTGCACGATGCTCGTATGCGGAGACGACCTTGTCGTTATCTGTGAAAGC
GCGGGGACCCAAGAGGACGAGGCGAGCCTACGGGCCTTCACGGAGGCTATGACTAGATACTCTGCCCCCCCTGGGGACCC
GCCCAAACCAGAATACGACTTGGAGTTGATAACATCATGCTCCTCCAATGTGTCAGTCGCGCACGATGCATCTGGCAAAA
GGGTGTACTATCTCACCCGTGACCCCACCACCCCCCTTGCGCGGGCTGCGTGGGAGACAGCTAGACACACTCCAGTCAAT
TCCTGGCTAGGCAACATCATCATGTATGCGCCCACCTTGTGGGCAAGGATGATCCTGATGACTCATTTCTTCTCCATCCT
TCTAGCTCAGGAACAACTTGAAAAAGCCCTAGATTGTCAGATCTACGGGGCCTGTTACTCCATTGAGCCACTTGACCTAC
CTCAGATCATTCAACGACTCCATGGCCTTAGCGCATTTTCACTCCATAGTTACTCTCCAGGTGAGATCAATAGGGTGGCT
TCATGCCTCAGGAAACTTGGGGTACCGCCCTTGCGAGTCTGGAGACATCGGGCCAGAAGTGTCCGCGCTAGGCTACTGTC
CCAGGGGGGGAGGGCTGCCACTTGTGGCAAGTACCTCTTCAACTGGGCAGTAAGGACCAAGCTCAAACTCACTCCAATCC
CGGCTGCGTCCCAGTTGGATTTATCCAGCTGGTTCGTTGCTGGTTACAGCGGGGGAGACATATATCACAGCCTGTCTCGT
GCCCGACCCCGCTGGTTCATGTGGTGCCTACTCCTACTTTCTGTAGGGGTAGGCATCTATCTACTCCCCAACCGATGAAC
GGGGAGCTAAACACTCCAGGCCAATAGGCCATCCTGTTTTTTTCCCTTTTTTTTTTTCTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT
TTTTTTTTTTCTCCTTTTTTTTTCCTCTTTTTTTCCTTTTCTTTCCTTTGGTGGCTCCATCTTAGCCCTAGTCACGGCTA
GCTGTGAAAGGTCCGTGAGCCGCTTGACTGCAGAGAGTGCTGATACTGGCCTCTCTGCAGATCAAGT
【０１８２】
配列番号:9:　HCV順応性レプリコンIIのDNAクローンのヌクレオチド配列：ヌクレオチド
の変化が下記ケースであり、かつボールドで強調されている。
GCCAGCCCCCGATTGGGGGCGACACTCCACCATAGATCACTCCCCTGTGAGGAACTACTGTCTTCACGCAGAAAGCGTCT
AGCCATGGCGTTAGTATGAGTGTCGTGCAGCCTCCAGGACCCCCCCTCCCGGGAGAGCCATAGTGGTCTGCGGAACCGGT
GAGTACACCGGAATTGCCAGGACGACCGGGTCCTTTCTTGGATCAACCCGCTCAATGCCTGGAGATTTGGGCGTGCCCCC
GCGAGACTGCTAGCCGAGTAGTGTTGGGTCGCGAAAGGCCTTGTGGTACTGCCTGATAGGGTGCTTGCGAGTGCCCCGGG
AGGTCTCGTAGACCGTGCACCATGAGCACGAATCCTAAACCTCAAAGAAAAACCAAAGGGCGCGCCATGATTGAACAAGA
TGGATTGCACGCAGGTTCTCCGGCCGCTTGGGTGGAGAGGCTATTCGGCTATGACTGGGCACAACAGACAATCGGCTGCT
CTGATGCCGCCGTGTTCCGGCTGTCAGCGCAGGGGCGCCCGGTTCTTTTTGTCAAGACCGACCTGTCCGGTGCCCTGAAT
GAACTGCAGGACGAGGCAGCGCGGCTATCGTGGCTGGCCACGACGGGCGTTCCTTGCGCAGCTGTGCTCGACGTTGTCAC
TGAAGCGGGAAGGGACTGGCTGCTATTGGGCGAAGTGCCGGGGCAGGATCTCCTGTCATCTCACCTTGCTCCTGCCGAGA
AAGTATCCATCATGGCTGATGCAATGCGGCGGCTGCATACGCTTGATCCGGCTACCTGCCCATTCGACCACCAAGCGAAA
CATCGCATCGAGCGAGCACGTACTCGGATGGAAGCCGGTCTTGTCGATCAGGATGATCTGGACGAAGAGCATCAGGGGCT
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CGCGCCAGCCGAACTGTTCGCCAGGCTCAAGGCGCGCATGCCCGACGGCGAGGATCTCGTCGTGACCCATGGCGATGCCT
GCTTGCCGAATATCATGGTGGAAAATGGCCGCTTTTCTGGATTCATCGACTGTGGCCGGCTGGGTGTGGCGGACCGCTAT
CAGGACATAGCGTTGGCTACCCGTGATATTGCTGAAGAGCTTGGCGGCGAATGGGCTGACCGCTTCCTCGTGCTTTACGG
TATCGCCGCTCCCGATTCGCAGCGCATCGCCTTCTATCGCCTTCTTGACGAGTTCTTCTGAGTTTAAACAGACCACAACG
GTTTCCCTCTAGCGGGATCAATTCCGCCCCTCTCCCTCCCCCCCCCCTAACGTTACTGGCCGAAGCCGCTTGGAATAAGG
CCGGTGTGCGTTTGTCTATATGTTATTTTCCACCATATTGCCGTCTTTTGGCAATGTGAGGGCCCGGAAACCTGGCCCTG
TCTTCTTGACGAGCATTCCTAGGGGTCTTTCCCCTCTCGCCAAAGGAATGCAAGGTCTGTTGAATGTCGTGAAGGAAGCA
GTTCCTCTGGAAGCTTCTTGAAGACAAACAACGTCTGTAGCGACCCTTTGCAGGCAGCGGAACCCCCCACCTGGCGACAG
GTGCCTCTGCGGCCAAAAGCCACGTGTATAAGATACACCTGCAAAGGCGGCACAACCCCAGTGCCACGTTGTGAGTTGGA
TAGTTGTGGAAAGAGTCAAATGGCTCTCCTCAAGCGTATTCAACAAGGGGCTGAAGGATGCCCAGAAGGTACCCCATTGT
ATGGGATCTGATCTGGGGCCTCGGTGCACATGCTTTACATGTGTTTAGTCGAGGTTAAAAAACGTCTAGGCCCCCCGAAC
CACGGGGACGTGGTTTTCCTTTGAAAAACACGATAATACCATGGCGCCTATTACGGCCTACTCCCAACAGACGCGAGGCC
TACTTGGCTGCATCATCACTAGCCTCACAGGCCGGGACAGGAACCAGGTCGAGGGGGAGGTCCAAGTGGTCTCCACCGCA
ACACAATCTTTCCTGGCGACCTGCGTCAATGGCGTGTGTTGGACTGTCTATCATGGTGCCGGCTCAAAGACCCTTGCCGG
CCCAAAGGGCCCAATCACCCAAATGTACACCAATGTGGACCAGGACCTCGTCGGCTGGCAAGCGCCCCCCGGGGCGCGTT
CCTTGACACCATGCACCTGCGGCAGCTCGGACCTTTACTTGGTCACGAGGCATGCCGATGTCATTCCGGTGCGCCGGCGG
GGCGACAGCAGGGGGAGCCTACTCTCCCCCAGGCCCGTCTCCTACTTGAAGGGCTCTTCGGGCGGTCCACTGCTCTGCCC
CTCGGGGCACGCTGTGGGCATCTTTCGGGCTGCCGTGTGCACCCGAGGGGTTGCGAAGGCGGTGGACTTTGTACCCGTCG
AGTCTATGGAAACCACTATGCGGTCCCCGGTCTTCACGGACAACTCGTCCCCTCCGGCCGTACCGCAGACATTCCAGGTG
GCCCATCTACACGCCCCTACTGGTAGCGGCAAGAGCACTAAGGTGCCGGCTGCGTATGCAGCCCAAGGGTATAAGGTGCT
TGTCCTGAACCCGTCCGTCGCCGCCACCCTAGGTTTCGGGGCGTATATGTCTAAGGCACATGGTATCGACCCTAACATCA
GAACCGGGGTAAGGACCATCACCACGGGTGCCCCCATCACGTACTCCACCTATGGCAAGTTTCTTGCCGACGGTGGTTGC
TCTGGGGGCGCCTATGACATCATAATATGTGATGAGTGCCACTCAACTGACTCGACCACTATCCTGGGCATCGGCACAGT
CCTGGACCAAGCGGAGACGGCTGGAGCGCGACTCGTCGTGCTCGCCACCGCTACGCCTCCGGGATCGGTCACCGTGCCAC
ATCCAAACATCGAGGAGGTGGCTCTGTCCAGCACTGGAGAAATCCCCTTTTATGGCAAAGCCATCCCCATCGAGACCATC
AAGGGGGGGAGGCACCTCATTTTCTGCCATTCCAAGAAGAAATGTGATGAGCTCGCCGCGAAGCTGTCCGGCCTCGGACT
CAATGCTGTAGCATATTACCGGGGCCTTGATGTATCCGTCATACCAACTAGCGGAGACGTCATTGTCGTAGCAACGGACG
CTCTAATGACGGGCTTTACCGGCGATTTCGACTCAGTGATCGACTGCAATACATGTGTCACCCAGACAGTCGACTTCAGC
CTGGACCCGACCTTCACCATTGAGACGACGACCGTGCCACAAGACGCGGTGTCACGCTCGCAGCGGCGAGGCAGGACTGG
TAGGGGCAGGATGGGCATTTACAGGTTTGTGACTCCAGGAGAACGGCCCTCGGGCATGTTCGATTCCTCGGTTCTGTGCG
AGTGCTATGACGCGGGCTGTGCTTGGTACGAGCTCACGCCCGCCGAGACCTCAGTTAGGTTGCGGGCTTACCTAAACACA
CCAGGGTTGCCCGTCTGCCAGGACCATCTGGAGTTCTGGGAGAGCGTCTTTACAGGCCTCACCCACATAGACGCCCATTT
CTTGTCCCAGACTAAGCAGGCAGGAGACAACTTCCCCTACCTGGTAGCATACCAGGCTACGGTGTGCGCCAGGGCTCAGG
CTCCACCTCCATCGTGGGACCAAATGTGGgAGTGTCTCATACGGCTAAAGCCTACGCTGCACGGGCCAACGCCCCTGCTG
TATAGGCTGGGAGCCGTTCAAAACGAGGTTACTACCACACACCCCATAACCAAATACATCATGGCATGCATGTCGGCTGA
CCTGGAGGTCGTCACGAGCACCTGGGTGCTGGTAGGCGGAGTCCTAGCAGCTCTGGCCGCGTATTGCCTGACAACAGGCA
GCGTGGTCATTGTGGGCAGGATCATCTTGTCCGGAAAGCCGGCCATCATTCCCGACAGGGAAGTCCTTTACCGGGAGTTC
GATGAGATGGAAGAGTGCGCCTCACACCTCCCTTACATCGAACAGGGAATGCAGCTCGCCGAACAATTCAAACAGAAGGC
AATCGGGTTGCTGCAAACAGCCACCAAGCAAGCGGAGGCTGCTGCTCCCGTGGTGGAATCCAAGTGGCGGACCCTCGAAG
CCTTCTGGGCGAAGCATATGTGGAATTTCATCAGCGGGATACAATATTTAGCAGGCTTGTCCACTCTGCCTGGCAACCCC
GCGATAGCATCACTGATGGCATTCACAGCCTCTATCACCAGCCCGCTCACCACCCAACATACCCTCCTGTTTAACATCCT
GGGGGGATGGGTGGCCGCCCAACTTGCTCCTCCCAGCGCTGCTTCTGCTTTCGTAGGCGCCGGCATCGCTGGAGCGGCTG
TTGGCAGCATAGGCCTTGGGAAGGTGCTTGTGGATATTTTGGCAGGTTATGGAGCAGGGGTGGCAGGCGCGCTCGTGGCC
TTTAAGGTCATGAGCGGCGAGATGCCCTCCACCGAGGACCTGGTTAACCTACTCCCTGCTATCCTCTCCCCTGGCGCCCT
AGTCGTCGGGGTCGTGTGCGCAGCGATACTGCGTCGGCACGTGGGCCCAGGGGAGGGGGCTGTGCAGTGGATGAACCGGC
TGATAGCGTTCGCTTCGCGGGGTAACCACGTCTCCCCCACGCACTATGTGCCTGAGAGCGACGCTGCAGCACGTGTCACT
CAGATCCTCTCTgGTCTTACCATCACTCAGCTGCTGAAGAGGCTTCACCAGTGGATCAACGAGGACTGCTCCACGCCATG
CTCCGGCTCGTGGCTAAGAGATGTTTGGGATTGGATATGCACGGTGTTGACTGATTTCAAGACCTGGCTCCAGTCCAAGC
TCCTGCCGCGATTGCCGGGAGTCCCCTTCTTCTCATGTCAACGTGGGTACAAGGGAGTCTGGCGGGGCGACGGCATCATG
CAAACCACCTGCCCATGTGGAGCACAGATCACCGGACATGTGAAAAACGGTTCCATGAGGATCGTGGGGCCTAGGACCTG
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TAGTAACACGTGGCATGGAACATTCCCCATTAACGCGTACACCACGGGCCCCTGCACGCCCTCCCCGGCGCCAAATTATT
CTAGGGCGCTGTGGCGGGTGGCTGCTGAGGAGTACGTGGAGGTTACGCGGGTGGGGGATTTCCACTACGTGACGGGCATG
ACCACTGACAACGTAAAGTGCCCGTGTCAGGTTCCGGCCCCCGAATTCTTCACAGAAGTGGATGGGGTGCGGTTGCACAG
GTACGCTCCAGCGTGCAAACCCCTCCTACGGGAGGAGGTCACATTCCTGGTCGGGCTCAATCAATACCTGGTTGGGTCAC
AGCTCCCATGCGAGCCCGAACCGGACGTAGCAGTGCTCACTTCCATGCTCACCGACCCCTCCCACATTACGGCGGAGACG
GCTAAGCGTgGGCTGGCCAGGGGATCTCCCCCCTCCTTGGCCAGCTCATCAGCTAGCCAGCTGTCTGCGCCTTCCTTGAA
GGCAACATGCACTACCCGTCATGACTCCCCGGACGCTGACCTCATCGAGGCCAACCTCCTGTGGCGGCAGGAGATGGGCG
GGAACATCACCCGCGTGGAGTCAGAAAATAAGGTAGTAATTTTGGACTCTTTCGAGCCGCTCCAAGCGGAGGAGGATGAG
AGGGAAGTATCCGTTCCGGCGGAGATCCTGCGGAGGTCCAGGAAATTCCCTCGAGCGATGCCCATATGGGCACGCCCGGA
TTACAACCCTCCACTGTTAGAGTCCTGGAAGGACCCGGACTACGTCCCTCCAGTGGTACACGGGTGTCCATTGCCGCCTG
CCAAGGCCCCTCCGATACCACCTCCACGGAGGAAGAGGACGGTTGTCCTGTCAGAATCTACCGTGTCTTCTGCCTTGGCG
GAGCTCGCCACAAAGACCTTCGGCAGCTCCGAATCGTCGGCCGTCGACAGCGGCACGGCAACGGCCTCTCCTGACCAGCC
CTCCGACGACGGCGACGCGGGATCCGACGTTGAGTCGTACTCCTCCATGCCCCCCCTTGAGGGGGAGCCGGGGGATCCCG
ATCTCAGCGACGGGTCTTGGTCTACCGTAAGCGAGGAGGCTAGTGAGGACGTCGTCTGCTGCTCGATGTCCTACACATGG
ACAGGCGCCCTGATCACGCCATGCGCTGCGGAGGAAACCAAGCTGCCCATCAATGCACTGAGCAACTCTTTGCTCCGTCA
CCACAACTTGGTCTATGCTACAACATCTCGCAGCGCAAGCCTGCGGCAGAAGAAGGTCACCTTTGACAGACTGCAGGTCC
TGGACGACCACTACCGGGACGTGCTCAAGGAGATGAAGGCGAAGGCGTCCACAGTTAAGGCTAAACTTCTATCCGTGGAG
GAAGCCTGTAAGCTGACGCCCCCACATTCGGCCAGATCTAAATTTGGCTATGGGGCAAAGGACGTCCGGAACCTATCCAG
CAAGGCCGTTAACCACATCCGCTCCGTGTGGAAGGACTTGCTGGAAGACACTGAGACACCAATTGACACCACCATCATGG
CAAAAAATGAGGTTTTCTGCGTCCAACCAGAGAAGGGGGGCCGCAAGCCAGCTCGCCTTATCGTATTCCCAGATTTGGGG
GTTCGTGTGTGCGAGAAAATGGCCCTTTACGATGTGGTCTCCACCCTCCCTCAGGCCGTGATGGGCTCTTCATACGGATT
CCAATACTCTCCTGGACAGCGGGTCGAGTTCCTGGTGAATGCCTGGAAAGCGAAGAAATGCCCTATGGGCTTCGCATATG
ACACCCGCTGTTTTGACTCAACGGTCACTGAGAATGACATCCGTGTTGAGGAGTCAATCTACCAATGTTGTGACTTGGCC
CCCGAAGCCAGACAGGCCAAAGGTCGCTCACAGAGCGGCTTTACATCGGGGGCCCCCTGACTAATTCTAAAGGGCAGAAC
TGCGGCTATCGCCGGTGCCGCGCGAGCGGTGTACTGACGACCAGCTGCGGTAATACCCTCACATGTTACTTGAAGGCCGC
TGCGGCCTGTCGAGCTGCGAAGCTCCAGGACTGCACGATGCTCGTATGCGGAGACGACCTTGTCGTTATCTGTGAAAGCG
CGGGGACCCAAGAGGACGAGGCGAGCCTACGGGCCTTCACGGAGGCTATGACTAGATACTCTGCCCCCCCTGGGGACCCG
CCCAAACCAGAATACGACTTGGAGTTGATAACATCATGCTCCTCCAATGTGTCAGTCGCGCACGATGCATCTGGCAAAAG
GGTGTACTATCTCACCCGTGACCCCACCACCCCCCTTGCGCGGGCTGCGTGGGAGACAGCTAGACACACTCCAGTCAATT
CCTGGCTAGGCAACATCATCATGTATGCGCCCACCTTGTGGGCAAGGATGATCCTGATGACTCATTTCTTCTCCATCCTT
CTAGCTCAGGAACAACTTGAAAAAGCCCTAGATTGTCAGATCTACGGGGCCTGTTACTCCATTGAGCCACTTGACCTACC
TCAGATCATTCAACGACTCCATGGCCTTAGCGCATTTTCACTCCATAGTTACTCTCCAGGTGAGATCAATAGGGTGGCTT
CATGCCTCAGGAAACTTGGGGTACCGCCCTTGCGAGTCTGGAGACATCGGGCCAGAAGTGTCCGCGCTAGGCTACTGTCC
CAGGGGGGGAGGGCTGCCACTTGTGGCAAGTACCTCTTCAACTGGGCAGTAAGGACCAAGCTCAAACTCACTCCAATCCC
GGCTGCGTCCCAGTTGGATTTATCCAGCTGGTTCGTTGCTGGTTACAGCGGGGGAGACATATATCACAGCCTGTCTCGTG
CCCGACCCCGCTGGTTCATGTGGTGCCTACTCCTACTTTCTGTAGGGGTAGGCATCTATCTACTCCCCAACCGATGAACG
GGGACCTAAACACTCCAGGCCAATAGGCCATCCTGTTTTTTTCCCTTTTTTTTTTTCTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT
TTTTTTTTTTTCTCCTTTTTTTTTCCTCTTTTTTTCCTTTTCTTTCCTTTGGTGGCTCCATCTTAGCCCTAGTCACGGCT
AGCTGTGAAAGGTCCGTGAGCCGCTTGACTGCAGAGAGTGCTGATACTGGCCTCTCTGCAGATCAAGT
【０１８３】
配列番号:10:　HCV順応性レプリコンVIのDNAクローンのヌクレオチド配列：ヌクレオチド
の変化が下記ケースであり、かつボールドで強調されている。
GCCAGCCCCCGATTGGGGGCGACACTCCACCATAGATCACTCCCCTGTGAGGAACTACTGTCTTCACGCAGAAAGCGTCT
AGCCATGGCGTTAGTATGAGTGTCGTGCAGCCTCCAGGACCCCCCCTCCCGGGAGAGCCATAGTGGTCTGCGGAACCGGT
GAGTACACCGGAATTGCCAGGACGACCGGGTCCTTTCTTGGATCAACCCGCTCAATGCCTGGAGATTTGGGCGTGCCCCC
GCGAGACTGCTAGCCGAGTAGTGTTGGGTCGCGAAAGGCCTTGTGGTACTGCCTGATAGGGTGCTTGCGAGTGCCCCGGG
AGGTCTCGTAGACCGTGCACCATGAGCACGAATCCTAAACCTCAAAGAAAAACCAAAGGGCGCGCCATGATTGAACAAGA
TGGATTGCACGCAGGTTCTCCGGCCGCTTGGGTGGAGAGGCTATTCGGCTATGACTGGGCACAACAGACAATCGGCTGCT
CTGATGCCGCCGTGTTCCGGCTGTCAGCGCAGGGGCGCCCGGTTCTTTTTGTCAAGACCGACCTGTCCGGTGCCCTGAAT
GAACTGCAGGACGAGGCAGCGCGGCTATCGTGGCTGGCCACGACGGGCGTTCCTTGCGCAGCTGTGCTCGACGTTGTCAC
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TGAAGCGGGAAGGGACTGGCTGCTATTGGGCGAAGTGCCGGGGCAGGATCTCCTGTCATCTCACCTTGCTCCTGCCGAGA
AAGTATCCATCATGGCTGATGCAATGCGGCGGCTGCATACGCTTGATCCGGCTACCTGCCCATTCGACCACCAAGCGAAA
CATCGCATCGAGCGAGCACGTACTCGGATGGAAGCCGGTCTTGTCGATCAGGATGATCTGGACGAAGAGCATCAGGGGCT
CGCGCCAGCCGAACTGTTCGCCAGGCTCAAGGCGCGCATGCCCGACGGCGAGGATCTCGTCGTGACCCATGGCGATGCCT
GCTTGCCGAATATCATGGTGGAAAATGGCCGCTTTTCTGGATTCATCGACTGTGGCCGGCTGGGTGTGGCGGACCGCTAT
CAGGACATAGCGTTGGCTACCCGTGATATTGCTGAAGAGCTTGGCGGCGAATGGGCTGACCGCTTCCTCGTGCTTTACGG
TATCGCCGCTCCCGATTCGCAGCGCATCGCCTTCTATCGCCTTCTTGACGAGTTCTTCTGAGTTTAAACAGACCACAACG
GTTTCCCTCTAGCGGGATCAATTCCGCCCCTCTCCCTCCCCCCCCCCTAACGTTACTGGCCGAAGCCGCTTGGAATAAGG
CCGGTGTGCGTTTGTCTATATGTTATTTTCCACCATATTGCCGTCTTTTGGCAATGTGAGGGCCCGGAAACCTGGCCCTG
TCTTCTTGACGAGCATTCCTAGGGGTCTTTCCCCTCTCGCCAAAGGAATGCAAGGTCTGTTGAATGTCGTGAAGGAAGCA
GTTCCTCTGGAAGCTTCTTGAAGACAAACAACGTCTGTAGCGACCCTTTGCAGGCAGCGGAACCCCCCACCTGGCGACAG
GTGCCTCTGCGGCCAAAAGCCACGTGTATAAGATACACCTGCAAAGGCGGCACAACCCCAGTGCCACGTTGTGAGTTGGA
TAGTTGTGGAAAGAGTCAAATGGCTCTCCTCAAGCGTATTCAACAAGGGGCTGAAGGATGCCCAGAAGGTACCCCATTGT
ATGGGATCTGATCTGGGGCCTCGGTGCACATGCTTTACATGTGTTTAGTCGAGGTTAAAAAACGTCTAGGCCCCCCGAAC
CACGGGGACGTGGTTTTCCTTTGAAAAACACGATAATACCATGGCGCCTATTACGGCCTACTCCCAACAGACGCGAGGCC
TACTTGGCTGCATCATCACTAGCCTCACAGGCCGGGACAGGAACCAGGTCGAGGGGGAGGTCCAAGTGGTCTCCACCGCA
ACACAATCTTTCCTGGCGACCTGCGTCAATGGCGTGTGTTGGACTGTCTATCATGGTGCCGGCTCAAAGACCCTTGCCGG
CCCAAAGGGCCCAATCACCCAAATGTACACCAATGTGGACCAGGACCTCGTCGGCTGGCAAGCGCCCCCCGGGGCGCGTT
CCTTGACACCATGCACCTGCGGCAGCTCGGACCTTTACTTGGTCACGAGGCATGCCGATGTCATTCCGGTGCGCCGGCGG
GGCGACAGCAGGGGGAGCCTACTCTCCCCCAGGCCCGTCTCCTACTTGAAGGGCTCTTCGGGCGGTCCACTGCTCTGCCC
CTCGGGGCACGCTGTGGGCATCTTTCGGGCTGCCGTGTGCACCCGAGGGGTTGCGAAGGCGGTGGACTTTGTACCCGTCG
AGTCTATGGAAACCACTATGCGGTCCCCGGTCTTCACGGACAACTCGTCCCCTCCGGCCGTACCGCAGACATTCCAGGTG
GCCCATCTACACGCCCCTACTGGTAGCGGCAAGAGCACTAAGGTGCCGGCTGCGTATGCAGCCCAAGGGTATAAGGTGCT
TGTCCTGAACCCGTCCGTCGCCGCCACCCTAGGTTTCGGGGCGTATATGTCTAAGGCACATGGTATCGACCCTAACATCA
GAACCGGGGTAAGGACCATCACCACGGGTGCCCCCATCACGTACTCCACCTATGGCAAGTTTCTTGCCGACGGTGGTTGC
TCTGGGGGCGCCTATGACATCATAATATGTGATGAGTGCCACTCAACTGACTCGACCACTATCCTGGGCATCGGCACAGT
CCTGGACCAAGCGGAGACGGCTGGAGCGCGACTCGTCGTGCTCGCCACCGCTACGCCTCCGGGATCGGTCACCGTGCCAC
ATCCAAACATCGAGGAGGTGGCTCTGTCCAGCACTGGAGAAATCCCCTTTTATGGCAAAGCCATCCCCATCGAGACCATC
AAGGGGGGGAGGCACCTCATTTTCTGCCATTCCAAGAAGAAATGTGATGAGCTCGCCGCGAAGCTGTCCGGCCTCGGACT
CAATGCTGTAGCATATTACCGGGGCCTTGATGTATCCGTCATACCAACTAGCGGAGACGTCATTGTCGTAGCAACGGACG
CTCTAATGACGGGCTTTACCGGCGATTTCGACTCAGTGATCGACTGCAATACATGTGTCACCCAGACAGTCGACTTCAGC
CTGGACCCGACCTTCACCATTGAGACGACGACCGTGCCACAAGACGCGGTGTCACGCTCGCAGCGGCGAGGCAGGACTGG
TAGGGGCAGGATGGGCATTTACAGGTTTGTGACTCCAGGAGAACGGCCCTCGGGCATGTTCGATTCCTCGGTTCTGTGCG
AGTGCTATGACGCGGGCTGTGCTTGGTACGAGCTCACGCCCGCCGAGACCTCAGTTAGGTTGCGGGCTTACCTAAACACA
CCAGGGTTGCCCGTCTGCCAGGACCATCTGGAGTTCTGGGAGAGCGTCTTTACAGGCCTCACCCACATAGACGCCCATTT
CTTGTCCCAGACTAAGCAGGCAGGAGACAACTTCCCCTACCTGGTAGCATACCAGGCTACGGTGTGCGCCAGGGCTCAGG
CTCCACCTCCATCGTGGGACCAAATGTGGAAGTGTCTCATACGGCTAAAGCCTACGCTGCACGGGCCAACGCCCCTGCTG
TATAGGCTGGGAGCCGTTCAAAACGAGGTTACTACCACACACCCCATAACCAAATACATCATGGCATGCATGTCGGCTGA
CCTGGAGGTCGTCACGAGCACCTGGGTGCTGGTAGGCGGAGTCCTAGCAGCTCTGGCCGCGTATTGCCTGACAACAGGCA
GCGTGGTCATTGTGGGCAGGATCATCTTGTCCGGAAAGCCGGCCATCATTCCCGACAGGGAAGTCCTTTACCGGGAGTTC
GATGAGATGGAAGAGTGCGCCTCACACCTCCCTTACATCGAACAGGGAATGCAGCTCGCCGAACAATTCAAACAGAAGGC
AATCGGGTTGCTGCAAACAGCCACCAAGCAAGCGGAGGCTGCTGCTCCCGTGGTGGAATCCAAGTGGCGGACCCTCGAAG
CCTTCTGGGCGAAGCATATGTGGAATTTCATCAGCGGGATACAATATTTAGCAGGCTTGTCCACTCTGCCTGGCAACCCC
GCGATAGCATCACTGATGGCATTCACAGCCTCTATCACCAGCCCGCTCACCACCCAACATACCCTCCTGTTTAACATCCT
GGGGGGATGGGTGGCCGCCCAACTTGCTCCTCCCAGCGCTGCTTCTGCTTTCGTAGGCGCCGGCATCGCTGGAGCGGCTG
TTGGCAGCATAGGCCTTGGGAAGGTGCTTGTGGATATTTTGGCAGGTTATGGAGCAGGGGTGGCAGGCGCGCTCGTGGCC
TTTAAGGTCATGAGCGGCGAGATGCCCTCCACCGAGGACCTGGTTAACCTACTCCCTGCTATCCTCTCCCCTGGCGCCCT
AGTCGTCGGGGTCGTGTGCGCAGCGATACTGCGTCGGCACGTGGGCCCAGGGGAGGGGGCTGTGCAGTGGATGAACCGGC
TGATAGCGTTCGCTTCGCGGGGTAACCACGTCTCCCCCACGCACTATGTGCCTGAGAGCGACGCTGCAGCACGTGTCACT
CAGATCCTCTCTAGTCTTACCATCACTCAGCTGCTGAAGAGGCTTCACCAGTGGATCAACGAGGACTGCTCCACGCCATG
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CTCCGGCTCGTGGCTAAGAGATGTTTGGGATTGGATATGCACGGTGTTGACTGATTTCAAGACCTGGCTCCAGTCCAAGC
TCCTGCCGCGATTGCCGGGAGTCCCCTTCTTCTCATGTCAACGTGGGTACAAGGGAGTCTGGCGGGGCGACGGCATCATG
CAAACCACCTGCCCATGTGGAGCACAGATCACCGGACATGTGAAAAACGGTTCCATGAGGATCGTGGGGCCTAGGACCTG
TAGTAACACGTGGCATGGAACATTCCCCATTAACGCGTACACCACGGGCCCCTGCACGCCCTCCCCGGCGCCAAATTATT
CTAGGGCGCTGTGGCGGGTGGCTGCTGAGGAGTACGTGGAGGTTACGCGGGTGGGGGATTTCCACTACGTGACGGGCATG
ACCACTGACAACGTAAAGTGCCCGTGTCAGGTTCCGGCCCCCGAATTCTTCACAGAAGTGGATGGGGTGCGGTTGCACAG
GTACGCTCCAGCGTGCAAACCCCTCCTACGGGAGGAGGTCACATTCCTGGTCGGGCTCAATCAATACCTGGTTGGGTCAC
AGCTCCCATGCGAGCCCGAACCGGACGTAGCAGTGCTCACTTCCATGCTCACCGACCCCTCCCACATTACGGCGGAGACG
GCTAAGCGTAGGCTGGCCAGGGGATCTCCCCCCTCCTTGtCCAGCTCATCAGCTAGCCAGCTGTCTGCGCCTTCCTTGAA
GGCAACATGCACTACCCGTCATGACTCCCCGGACGCTGACCTCATCGAGGCCAACCTCCTGTGGCGGCAGGAGATGGGCG
GGAACATCACCCGCGTGGAGTCAGAAAATAAGGTAGTAATTTTGGACTCTTTCGAGCCGCTCCAAGCGGAGGAGGATGAG
AGGGAAGTATCCGTTCCGGCGGAGATCCTGCGGAGGTCCAGGAAATTCCCTCGAGCGATGCCCATATGGGCACGCCCGGA
TTACAACCCTCCACTGTTAGAGTCCTGGAAGGACCCGGACTACGTCCCTCCAGTGGTACACGGGTGTCCATTGCCGCCTG
CCAAGGCCCCTCCGATACCACCTCCACGGAGGAAGAGGACGGTTGTCCTGTCAGAATCTACCGTGTCTTCTGCCTTGGCG
GAGCTCGCCACAAAGACCTTCGGCAGCTCCGAATCGTCGGCCGTCGACAGCGGCACGGCAACGGCCTCTCCTGACCAGCC
CTCCGACGACGGCGACGCGGGATCCGACGTTGAGTCGTACTCCTCCATGCCCCCCCTTGAGGGGGAGCCGGGGGATCCCG
ATCTCAGCGACGGGTCTTGGTCTACCGTAAGCGAGGAGGCTAGTGAGGACGTCGTCTGCTGCTCGATGTCCTACACATGG
ACAGGCGCCCTGATCACGCCATGCGCTGCGGAGGAAACCAAGCTGCCCATCAATGCACTGAGCAACTCTTTGCTCCGTCA
CCACAACTTGGTCTATGCTACAACATCTCGCAGCGCAAGCCTGCGGCAGAAGAAGGTCACCTTTGACAGACTGCAGGTCC
TGGACGACCACTACCGGGACGTGCTCAAGGAGATGAAGGCGAAGGCGTCCACAGTTAAGGCTAAACTTCTATCCGTGGAG
GAAGCCTGTAAGCTGACGCCCCCACATTCGGCCAGATCTAAATTTGGCTATGGGGCAAAGGACGTCCGGAACCTATCCAG
CAAGGCCGTTAACCACATCCGCTCCGTGTGGAAGGACTTGCTGGAAGACACTGAGACACCAATTGACACCACCATCATGG
CAAAAAATGAGGTTTTCTGCGTCCAACCAGAGAAGGGGGGCCGCAAGCCAGCTCGCCTTATCGTATTCCCAGATTTGGGG
GTTCGTGTGTGCGAGAAAATGGCCCTTTACGATGTGGTCTCCACCCTCCCTCAGGCCGTGATGGGCTCTTCATACGGATT
CCAATACTCTCCTGGACAGCGGGTCGAGTTCCTGGTGAATGCCTGGAAAGCGAAGAAATGCCCTATGGGCTTCGCATATG
ACACCCGCTGTTTTGACTCAACGGTCACTGAGAATGACATCCGTGTTGAGGAGTCAATCTACCAATGTTGTGACTTGGCC
CCCGAAGCCAGACAGGCCATAAGGTCGCTCACAGAGCGGCTTTACATCGGGGGCCCCCTGACTAATTCTAAAGGGCAGAA
CTGCGGCTATCGCCGGTGCCGCGCGAGCGGTGTACTGACGACCAGCTGCGGTAATACCCTCACATGTTACTTGAAGGCCG
CTGCGGCCTGTCGAGCTGCGAAGCTCCAGGACTGCACGATGCTCGTATGCGGAGACGACCTTGTCGTTATCTGTGAAAGC
GCGGGGACCCAAGAGGACGAGGCGAGCCTACGGGCCTTCACGGAGGCTATGACTAGATACTCTGCCCCCCCTGGGGACCC
GCCCAAACCAGAATACGACTTGGAGTTGATAACATCATGCTCCTCCAATGTGTCAGTCGCGCACGATGCATCTGGCAAAA
GGGTGTACTATCTCACCCGTGACCCCACCACCCCCCTTGCGCGGGCTGCGTGGGAGACAGCTAGACACACTCCAGTCAAT
TCCTGGCTAGGCAACATCATCATGTATGCGCCCACCTTGTGGGCAAGGATGATCCTGATGACTCATTTCTTCTCCATCCT
TCTAGCTCAGGAACAACTTGAAAAAGCCCTAGATTGTCAGATCTACGGGGCCTGTTACTCCATTGAGCCACTTGACCTAC
CTCAGATCATTCAACGACTCCATGGCCTTAGCGCATTTTCACTCCATAGTTACTCTCCAGGTGAGATCAATAGGGTGGCT
TCATGCCTCAGGAAACTTGGGGTACCGCCCTTGCGAGTCTGGAGACATCGGGCCAGAAGTGTCCGCGCTAGGCTACTGTC
CCAGGGGGGGAGGGCTGCCACTTGTGGCAAGTACCTCTTCAACTGGGCAGTAAGGACCAAGCTCAAACTCACTCCAATCC
CGGCTGCGTCCCAGTTGGATTTATCCAGCTGGTTCGTTGCTGGTTACAGCGGGGGAGACATATATCACAGCCTGTCTCGT
GCCCGACCCCGCTGGTTCATGTGGTGCCTACTCCTACTTTCTGTAGGGGTAGGCATCTATCTACTCCCCAACCGATGAAC
GGGGACCTAAACACTCCAGGCCAATAGGCCATCCTGTTTTTTTCCCTTTTTTTTTTTCTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT
TTTTTTTTTTTTCTCCTTTTTTTTTCCTCTTTTTTTCCTTTTCTTTCCTTTGGTGGCTCCATCTTAGCCCTAGTCACGGC
TAGCTGTGAAAGGTCCGTGAGCCGCTTGACTGCAGAGAGTGCTGATACTGGCCTCTCTGCAGATCAAGT
【０１８４】
配列番号:11: HCV順応性レプリコンIVのDNAクローンのNS5A遺伝子：ヌクレオチドの変化
が下記ケースであり、かつボールドで強調されている。
TCCGGCTCGTGGCTAAGAGATGTTTGGGATTGGATATGCACGGTGTTGACTGATTTCAAGACCTGGCTCCAGTCCAAGCT
CCTGCCGCGATTGCCGGGAGTCCCCTTCTTCTCATGTCAACGTGGGTACAAGGGAGTCTGGCGGGGCGACGGCATCATGC
AAACCACCTGCCCATGTGGAGCACAGATCACCGGACATGTGAAAAACGGTTCCATGAGGATCGTGGGGCCTAGGACCTGT
AGTAACACGTGGCATGGAACATTCCCCATTAACGCGTACACCACGGGCCCCTGCACGCCCTCCCCGGCGCCAAATTATTC
TAGGGCGCTGTGGCGGGTGGCTGCTGAGGAGTACGTGGAGGTTACGCGGGTGGGGGATTTCCACTACGTGACGGGCATGA



(61) JP 4095303 B2 2008.6.4

10

20

30

40

50

CCACTGACAACGTAAAGTGCCCGTGTCAGGTTCCGGCCCCCGAATTCTTCACAGAAGTGGATGGGGTGCGGTTGCACAGG
TACGCTCCAGCGTGCAAACCCCTCCTACGGGAGGAGGTCACATTCCTGGTCGGGCTCAATCAATACCTGGTTGGGTCACA
GCTCCCATGCGAGCCCGAACCGGACGTAGCAGTGCTCACTTCCATGCTCACCGACCCCTCCCACATTACGGCGGAGACGG
CTAAGCGTAGGCTGGCCAGGGGATCTCCCCCCTgCTTGGCCAGCTCATCAGCTAGCCAGCTGTCTGCGCCTTCCTTGAAG
GCAACATGCACTACCCGTCATGACTCCCCGGACGCTGACCTCATCGAGGCCAACCTCCTGTGGCGGCAGGAGATGGGCGG
GAACATCACCCGCGTGGAGTCAGAAAATAAGGTAGTAATTTTGGACTCTTTCGAGCCGCTCCAAGCGGAGGAGGATGAGA
GGGAAGTATCCGTTCCGGCGGAGATCCTGCGGAGGTCCAGGAAATTCCCTCGAGCGATGCCCATATGGGCACGCCCGGAT
TACAACCCTCCACTGTTAGAGTCCTGGAAGGACCCGGACTACGTCCCTCCAGTGGTACACGGGTGTCCATTGCCGCCTGC
CAAGGCCCCTCCGATACCACCTCCACGGAGGAAGAGGACGGTTGTCCTGTCAGAATCTACCGTGTCTTCTGCCTTGGCGG
AGCTCGCCACAAAGACCTTCGGCAGCTCCGAATCGTCGGCCGTCGACAGCGGCACGGCAACGGCCTCTCCTGACCAGCCC
TCCGACGACGGCGACGCGGGATCCGACGTTGAGTCGTACTCCTCCATGCCCCCCCTTGAGGGGGAGCCGGGGGATCCCGA
TCTCAGCGACGGGTCTTGGTCTACCGTAAGCGAGGAGGCTAGTGAGGACGTCGTCTGCTGC
【０１８５】
配列番号:12: HCV順応性レプリコンIIIのNS5A遺伝子：ヌクレオチドの変化が下記ケース
であり、かつボールドで強調されている。
TCCGGCTCGTGGCTAAGAGATGTTTGGGATTGGATATGCACGGTGTTGACTGATTTCAAGACCTGGCTCCAGTCCAAGCT
CCTGCCGCGATTGCCGGGAGTCCCCTTCTTCTCATGTCAACGTGGGTACAAGGGAGTCTGGCGGGGCGACGGCATCATGC
AAACCACCTGCCCATGTGGAGCACAGATCACCGGACATGTGAAAAACGGTTCCATGAGGATCGTGGGGCCTAGGACCTGT
AGTAACACGTGGCATGGAACATTCCCCATTAACGCGTACACCACGGGCCCCTGCACGCCCTCCCCGGCGCCAAATTATTC
TAGGGCGCTGTGGCGGGTGGCTGCTGAGGAGTACGTGGAGGTTACGCGGGTGGGGGATTTCCACTACGTGACGGGCATGA
CCACTGACAACGTAAAGTGCCCGTGTCAGGTTCCGGCCCCCGAATTCTTCACAGAAGTGGATGGGGTGCGGTTGCACAGG
TACGCTCCAGCGTGCAAACCCCTCCTACGGGAGGAGGTCACATTCCTGGTCGGGCTCAATCAATACCTGGTTGGGTCACA
GCTCCCATGCGAGCCCGAACCGGACGTAGCAGTGCTCACTTCCATGCTCACCGACCCCTCCCACATTACGGCGGAGACGG
CTAAGCGTAGGCTGGCCAGGGGATCTCCCCCCcCCTTGGCCAGCTCATCAGCTAGCCAGCTGTCTGCGCCTTCCTTGAAG
GCAACATGCACTACCCGTCATGACTCCCCGGACGCTGACCTCATCGAGGCCAACCTCCTGTGGCGGCAGGAGATGGGCGG
GAACATCACCCGCGTGGAGTCAGAAAATAAGGTAGTAATTTTGGACTCTTTCGAGCCGCTCCAAGCGGAGGAGGATGAGA
GGGAAGTATCCGTTCCGGCGGAGATCCTGCGGAGGTCCAGGAAATTCCCTCGAGCGATGCCCATATGGGCACGCCCGGAT
TACAACCCTCCACTGTTAGAGTCCTGGAAGGACCCGGACTACGTCCCTCCAGTGGTACACGGGTGTCCATTGCCGCCTGC
CAAGGCCCCTCCGATACCACCTCCACGGAGGAAGAGGACGGTTGTCCTGTCAGAATCTACCGTGTCTTCTGCCTTGGCGG
AGCTCGCCACAAAGACCTTCGGCAGCTCCGAATCGTCGGCCGTCGACAGCGGCACGGCAACGGCCTCTCCTGACCAGCCC
TCCGACGACGGCGACGCGGGATCCGACGTTGAGTCGTACTCCTCCATGCCCCCCCTTGAGGGGGAGCCGGGGGATCCCGA
TCTCAGCGACGGGTCTTGGTCTACCGTAAGCGAGGAGGCTAGTGAGGACGTCGTCTGCTGC
【０１８６】
配列番号:13: HCV順応性レプリコンVIIのDNAクローンのヌクレオチド配列：ヌクレオチド
の変化が下記ケースであり、かつボールドで強調されている。
GCCAGCCCCCGATTGGGGGCGACACTCCACCATAGATCACTCCCCTGTGAGGAACTACTGTCTTCACGCAGAAAGCGTCT
AGCCATGGCGTTAGTATGAGTGTCGTGCAGCCTCCAGGACCCCCCCTCCCGGGAGAGCCATAGTGGTCTGCGGAACCGGT
GAGTACACCGGAATTGCCAGGACGACCGGGTCCTTTCTTGGATCAACCCGCTCAATGCCTGGAGATTTGGGCGTGCCCCC
GCGAGACTGCTAGCCGAGTAGTGTTGGGTCGCGAAAGGCCTTGTGGTACTGCCTGATAGGGTGCTTGCGAGTGCCCCGGG
AGGTCTCGTAGACCGTGCACCATGAGCACGAATCCTAAACCTCAAAGAAAAACCAAAGGGCGCGCCATGATTGAACAAGA
TGGATTGCACGCAGGTTCTCCGGCCGCTTGGGTGGAGAGGCTATTCGGCTATGACTGGGCACAACAGACAATCGGCTGCT
CTGATGCCGCCGTGTTCCGGCTGTCAGCGCAGGGGCGCCCGGTTCTTTTTGTCAAGACCGACCTGTCCGGTGCCCTGAAT
GAACTGCAGGACGAGGCAGCGCGGCTATCGTGGCTGGCCACGACGGGCGTTCCTTGCGCAGCTGTGCTCGACGTTGTCAC
TGAAGCGGGAAGGGACTGGCTGCTATTGGGCGAAGTGCCGGGGCAGGATCTCCTGTCATCTCACCTTGCTCCTGCCGAGA
AAGTATCCATCATGGCTGATGCAATGCGGCGGCTGCATACGCTTGATCCGGCTACCTGCCCATTCGACCACCAAGCGAAA
CATCGCATCGAGCGAGCACGTACTCGGATGGAAGCCGGTCTTGTCGATCAGGATGATCTGGACGAAGAGCATCAGGGGCT
CGCGCCAGCCGAACTGTTCGCCAGGCTCAAGGCGCGCATGCCCGACGGCGAGGATCTCGTCGTGACCCATGGCGATGCCT
GCTTGCCGAATATCATGGTGGAAAATGGCCGCTTTTCTGGATTCATCGACTGTGGCCGGCTGGGTGTGGCGGACCGCTAT
CAGGACATAGCGTTGGCTACCCGTGATATTGCTGAAGAGCTTGGCGGCGAATGGGCTGACCGCTTCCTCGTGCTTTACGG
TATCGCCGCTCCCGATTCGCAGCGCATCGCCTTCTATCGCCTTCTTGACGAGTTCTTCTGAGTTTAAACAGACCACAACG
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GTTTCCCTCTAGCGGGATCAATTCCGCCCCTCTCCCTCCCCCCCCCCTAACGTTACTGGCCGAAGCCGCTTGGAATAAGG
CCGGTGTGCGTTTGTCTATATGTTATTTTCCACCATATTGCCGTCTTTTGGCAATGTGAGGGCCCGGAAACCTGGCCCTG
TCTTCTTGACGAGCATTCCTAGGGGTCTTTCCCCTCTCGCCAAAGGAATGCAAGGTCTGTTGAATGTCGTGAAGGAAGCA
GTTCCTCTGGAAGCTTCTTGAAGACAAACAACGTCTGTAGCGACCCTTTGCAGGCAGCGGAACCCCCCACCTGGCGACAG
GTGCCTCTGCGGCCAAAAGCCACGTGTATAAGATACACCTGCAAAGGCGGCACAACCCCAGTGCCACGTTGTGAGTTGGA
TAGTTGTGGAAAGAGTCAAATGGCTCTCCTCAAGCGTATTCAACAAGGGGCTGAAGGATGCCCAGAAGGTACCCCATTGT
ATGGGATCTGATCTGGGGCCTCGGTGCACATGCTTTACATGTGTTTAGTCGAGGTTAAAAAACGTCTAGGCCCCCCGAAC
CACGGGGACGTGGTTTTCCTTTGAAAAACACGATAATACCATGGCGCCTATTACGGCCTACTCCCAACAGACGCGAGGCC
TACTTGGCTGCATCATCACTAGCCTCACAGGCCGGGACAGGAACCAGGTCGAGGGGGAGGTCCAAGTGGTCTCCACCGCA
ACACAATCTTTCCTGGCGACCTGCGTCAATGGCGTGTGTTGGACTGTCTATCATGGTGCCGGCTCAAAGACCCTTGCCGG
CCCAAAGGGCCCAATCACCCAAATGTACACCAATGTGGACCAGGACCTCGTCGGCTGGCAAGCGCCCCCCGGGGCGCGTT
CCTTGACACCATGCACCTGCGGCAGCTCGGACCTTTACTTGGTCACGAGGCATGCCGATGTCATTCCGGTGCGCCGGCGG
GGCGACAGCAGGGGGAGCCTACTCTCCCCCAGGCCCGTCTCCTACTTGAAGGGCTCTTCGGGCGGTCCACTGCTCTGCCC
CTCGGGGCACGCTGTGGGCATCTTTCGGGCTGCCGTGTGCACCCGAGGGGTTGCGAAGGCGGTGGACTTTGTACCCGTCG
AGTCTATGGAAACCACTATGCGGTCCCCGGTCTTCACGGACAACTCGTCCCCTCCGGCCGTACCGCAGACATTCCAGGTG
GCCCATCTACACGCCCCTACTGGTAGCGGCAAGAGCACTAAGGTGCCGGCTGCGTATGCAGCCCAAGGGTATAAGGTGCT
TGTCCTGAACCCGTCCGTCGCCGCCACCCTAGGTTTCGGGGCGTATATGTCTAAGGCACATGGTATCGACCCTAACATCA
GAACCGGGGTAAGGACCATCACCACGGGTGCCCCCATCACGTACTCCACCTATGGCAAGTTTCTTGCCGACGGTGGTTGC
TCTGGGGGCGCCTATGACATCATAATATGTGATGAGTGCCACTCAACTGACTCGACCACTATCCTGGGCATCGGCACAGT
CCTGGACCAAGCGGAGACGGCTGGAGCGCGACTCGTCGTGCTCGCCACCGCTACGCCTCCGGGATCGGTCACCGTGCCAC
ATCCAAACATCGAGGAGGTGGCTCTGTCCAGCACTGGAGAAATCCCCTTTTATGGCAAAGCCATCCCCATCGAGACCATC
AAGGGGGGGAGGCACCTCATTTTCTGCCATTCCAAGAAGAAATGTGATGAGCTCGCCGCGAAGCTGTCCGGCCTCGGACT
CAATGCTGTAGCATATTACCGGGGCCTTGATGTATCCGTCATACCAACTAGCGGAGACGTCATTGTCGTAGCAACGGACG
CTCTAATGACGGGCTTTACCGGCGATTTCGACTCAGTGATCGACTGCAATACATGTGTCACCCAGACAGTCGACTTCAGC
CTGGACCCGACCTTCACCATTGAGACGACGACCGTGCCACAAGACGCGGTGTCACGCTCGCAGCGGCGAGGCAGGACTGG
TAGGGGCAGGATGGGCATTTACAGGTTTGTGACTCCAGGAGAACGGCCCTCGGGCATGTTCGATTCCTCGGTTCTGTGCG
AGTGCTATGACGCGGGCTGTGCTTGGTACGAGCTCACGCCCGCCGAGACCTCAGTTAGGTTGCGGGCTTACCTAAACACA
CCAGGGTTGCCCGTCTGCCAGGACCATCTGGAGTTCTGGGAGAGCGTCTTTACAGGCCTCACCCACATAGACGCCCATTT
CTTGTCCCAGACTAAGCAGGCAGGAGACAACTTCCCCTACCTGGTAGCATACCAGGCTACGGTGTGCGCCAGGGCTCAGG
CTCCACCTCCATCGTGGGACCAAATGTGGAAGTGTCTCATACGGCTAAAGCCTACGCTGCACGGGCCAACGCCCCTGCTG
TATAGGCTGGGAGCCGTTCAAAACGAGGTTACTACCACACACCCCATAACCAAATACATCATGGCATGCATGTCGGCTGA
CCTGGAGGTCGTCACGAGCACCTGGGTGCTGGTAGGCGGAGTCCTAGCAGCTCTGGCCGCGTATTGCCTGACAACAGGCA
GCGTGGTCATTGTGGGCAGGATCATCTTGTCCGGAAAGCCGGCCATCATTCCCGACAGGGAAGTCCTTTACCGGGAGTTC
GATGAGATGGAAGAGTGCGCCTCACACCTCCCTTACATCGAACAGGGAATGCAGCTCGCCGAACAATTCAAACAGAAGGC
AATCGGGTTGCTGCAAACAGCCACCAAGCAAGCGGAGGCTGCTGCTCCCGTGGTGGAATCCAAGTGGCGGACCCTCGAAG
CCTTCTGGGCGAAGCATATGTGGAATTTCATCAGCGGGATACAATATTTAGCAGGCTTGTCCACTCTGCCTGGCAACCCC
GCGATAGCATCACTGATGGCATTCACAGCCTCTATCACCAGCCCGCTCACCACCCAACATACCCTCCTGTTTAACATCCT
GGGGGGATGGGTGGCCGCCCAACTTGCTCCTCCCAGCGCTGCTTCTGCTTTCGTAGGCGCCGGCATCGCTGGAGCGGCTG
TTGGCAGCATAGGCCTTGGGAAGGTGCTTGTGGATATTTTGGCAGGTTATGGAGCAGGGGTGGCAGGCGCGCTCGTGGCC
TTTAAGGTCATGAGCGGCGAGATGCCCTCCACCGAGGACCTGGTTAACCTACTCCCTGCTATCCTCTCCCCTGGCGCCCT
AGTCGTCGGGGTCGTGTGCGCAGCGATACTGCGTCGGCACGTGGGCCCAGGGGAGGGGGCTGTGCAGTGGATGAACCGGC
TGATAGCGTTCGCTTCGCGGGGTAACCACGTCTCCCCCACGCACTATGTGCCTGAGAGCGACGCTGCAGCACGTGTCACT
CAGATCCTCTCTAGTCTTACCATCACTCAGCTGCTGAAGAGGCTTCACCAGTGGATCAACGAGGACTGCTCCACGCCATG
CTCCGGCTCGTGGCTAAGAGATGTTTGGGATTGGATATGCACGGTGTTGACTGATTTCAAGACCTGGCTCCAGTCCAAGC
TCCTGCCGCGATTGCCGGGAGTCCCCTTCTTCTCATGTCAACGTGGGTACAAGGGAGTCTGGCGGGGCGACGGCATCATG
CAAACCACCTGCCCATGTGGAGCACAGATCACCGGACATGTGAAAAACGGTTCCATGAGGATCGTGGGGCCTAGGACCTG
TAGTAACACGTGGCATGGAACATTCCCCATTAACGCGTACACCACGGGCCCCTGCACGCCCTCCCCGGCGCCAAATTATT
CTAGGGCGCTGTGGCGGGTGGCTGCTGAGGAGTACGTGGAGGTTACGCGGGTGGGGGATTTCCACTACGTGACGGGCATG
ACCACTGACAACGTAAAGTGCCCGTGTCAGGTTCCGGCCCCCGAATTCTTCACAGAAGTGGATGGGGTGCGGTTGCACAG
GTACGCTCCAGCGTGCAAACCCCTCCTACGGGAGGAGGTCACATTCCTGGTCGGGCTCAATCAATACCTGGTTGGGTCAC
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AGCTCCCATGCGAGCCCGAACCGGACGTAGCAGTGCTCACTTCCATGCTCACCGACCCCTCCCACATTACGGCGGAGACG
GCTAAGCGTAGGCTGGCCAGGGGATCTCCCCCCTCCTTGGCCAGCTCATCAGCTAtCCAGCTGTCTGCGCCTTCCTTGAA
GGCAACATGCACTACCCGTCATGACTCCCCGGACGCTGACCTCATCGAGGCCAACCTCCTGTGGCGGCAGGAGATGGGCG
GGAACATCACCCGCGTGGAGTCAGAAAATAAGGTAGTAATTTTGGACTCTTTCGAGCCGCTCCAAGCGGAGGAGGATGAG
AGGGAAGTATCCGTTCCGGCGGAGATCCTGCGGAGGTCCAGGAAATTCCCTCGAGCGATGCCCATATGGGCACGCCCGGA
TTACAACCCTCCACTGTTAGAGTCCTGGAAGGACCCGGACTACGTCCCTCCAGTGGTACACGGGTGTCCATTGCCGCCTG
CCAAGGCCCCTCCGATACCACCTCCACGGAGGAAGAGGACGGTTGTCCTGTCAGAATCTACCGTGTCTTCTGCCTTGGCG
GAGCTCGCCACAAAGACCTTCGGCAGCTCCGAATCGTCGGCCGTCGACAGCGGCACGGCAACGGCCTCTCCTGACCAGCC
CTCCGACGACGGCGACGCGGGATCCGACGTTGAGTCGTACTCCTCCATGCCCCCCCTTGAGGGGGAGCCGGGGGATCCCG
ATCTCAGCGACGGGTCTTGGTCTACCGTAAGCGAGGAGGCTAGTGAGGACGTCGTCTGCTGCTCGATGTCCTACACATGG
ACAGGCGCCCTGATCACGCCATGCGCTGCGGAGGAAACCAAGCTGCCCATCAATGCACTGAGCAACTCTTTGCTCCGTCA
CCACAACTTGGTCTATGCTACAACATCTCGCAGCGCAAGCCTGCGGCAGAAGAAGGTCACCTTTGACAGACTGCAGGTCC
TGGACGACCACTACCGGGACGTGCTCAAGGAGATGAAGGCGAAGGCGTCCACAGTTAAGGCTAAACTTCTATCCGTGGAG
GAAGCCTGTAAGCTGACGCCCCCACATTCGGCCAGATCTAAATTTGGCTATGGGGCAAAGGACGTCCGGAACCTATCCAG
CAAGGCCGTTAACCACATCCGCTCCGTGTGGAAGGACTTGCTGGAAGACACTGAGACACCAATTGACACCACCATCATGG
CAAAAAATGAGGTTTTCTGCGTCCAACCAGAGAAGGGGGGCCGCAAGCCAGCTCGCCTTATCGTATTCCCAGATTTGGGG
GTTCGTGTGTGCGAGAAAATGGCCCTTTACGATGTGGTCTCCACCCTCCCTCAGGCCGTGATGGGCTCTTCATACGGATT
CCAATACTCTCCTGGACAGCGGGTCGAGTTCCTGGTGAATGCCTGGAAAGCGAAGAAATGCCCTATGGGCTTCGCATATG
ACACCCGCTGTTTTGACTCAACGGTCACTGAGAATGACATCCGTGTTGAGGAGTCAATCTACCAATGTTGTGACTTGGCC
CCCGAAGCCAGACAGGCCATAAGGTCGCTCACAGAGCGGCTTTACATCGGGGGCCCCCTGACTAATTCTAAAGGGCAGAA
CTGCGGCTATCGCCGGTGCCGCGCGAGCGGTGTACTGACGACCAGCTGCGGTAATACCCTCACATGTTACTTGAAGGCCG
CTGCGGCCTGTCGAGCTGCGAAGCTCCAGGACTGCACGATGCTCGTATGCGGAGACGACCTTGTCGTTATCTGTGAAAGC
GCGGGGACCCAAGAGGACGAGGCGAGCCTACGGGCCTTCACGGAGGCTATGACTAGATACTCTGCCCCCCCTGGGGACCC
GCCCAAACCAGAATACGACTTGGAGTTGATAACATCATGCTCCTCCAATGTGTCAGTCGCGCACGATGCATCTGGCAAAA
GGGTGTACTATCTCACCCGTGACCCCACCACCCCCCTTGCGCGGGCTGCGTGGGAGACAGCTAGACACACTCCAGTCAAT
TCCTGGCTAGGCAACATCATCATGTATGCGCCCACCTTGTGGGCAAGGATGATCCTGATGACTCATTTCTTCTCCATCCT
TCTAGCTCAGGAACAACTTGAAAAAGCCCTAGATTGTCAGATCTACGGGGCCTGTTACTCCATTGAGCCACTTGACCTAC
CTCAGATCATTCAACGACTCCATGGCCTTAGCGCATTTTCACTCCATAGTTACTCTCCAGGTGAGATCAATAGGGTGGCT
TCATGCCTCAGGAAACTTGGGGTACCGCCCTTGCGAGTCTGGAGACATCGGGCCAGAAGTGTCCGCGCTAGGCTACTGTC
CCAGGGGGGGAGGGCTGCCACTTGTGGCAAGTACCTCTTCAACTGGGCAGTAAGGACCAAGCTCAAACTCACTCCAATCC
CGGCTGCGTCCCAGTTGGATTTATCCAGCTGGTTCGTTGCTGGTTACAGCGGGGGAGACATATATCACAGCCTGTCTCGT
GCCCGACCCCGCTGGTTCATGTGGTGCCTACTCCTACTTTCTGTAGGGGTAGGCATCTATCTACTCCCCAACCGATGAAC
GGGGAGCTAAACACTCCAGGCCAATAGGCCATCCTGTTTTTTTCCCTTTTTTTTTTTCTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT
TTTTTTTTTTCTCCTTTTTTTTTCCTCTTTTTTTCCTTTTCTTTCCTTTGGTGGCTCCATCTTAGCCCTAGTCACGGCTA
GCTGTGAAAGGTCCGTGAGCCGCTTGACTGCAGAGAGTGCTGATACTGGCCTCTCTGCAGATCAAGT
【０１８７】
配列番号:14: HCV順応性レプリコンIのNS5Aタンパク質のアミノ酸配列：作成されたアミ
ノ酸配列がボールドで強調されている。
SGSWLRDVWDWICTVLTDFKTWLQSKLLPRLPGVPFFSCQRGYKGVWRGDGIMQTTCPCGAQITGHVKNGSMRIVGPRTC
SNTWHGTFPINAYTTGPCTPSPAPNYSRALWRVAAEEYVEVTRVGDFHYVTGMTTDNVKCPCQVPAPEFFTEVDGVRLHR
YAPACKPLLREEVTFLVGLNQYLVGSQLPCEPEPDVAVLTSMLTDPSHITAETAKRRLARGSPPSLASSSASQLYSFEPL
QAEEDEREVSVPAEILRRSRKFPRAMPIWARPDYNPPLLESWKDPDYVPPVVHGCPLPPAKAPPIPPPRRKRTVVLSEST
VSSALAELATKTFGSSESSAVDSGTATASPDQPSDDGDAGSDVESYSSMPPLEGEPGDPDLSDGSWSTVSEEASEDVVCC
【０１８８】
配列番号:15: HCV順応性レプリコンVIのポリタンパク質コード領域のアミノ酸配列：アミ
ノ酸変化がボールドで強調されている。
MAPITAYSQQTRGLLGCIITSLTGRDRNQVEGEVQVVSTATQSFLATCVNGVCWTVYHGAGSKTLAGPKGPITQMYTNVD
QDLVGWRAPPGARSLTPCTCGSSDLYLVTRHADVIPVRRRGDSRGSLLSPRPVSYLKGSSGGPLLCPSGHAVGIFRAAVC
TRGVAKAVDFVPVESMETTMRSPVFTDNSSPPAVPQTFQVAHLHAPTGSGKSTKVPAAYAAQGYKVLVLNPSVAATLGFG
AYMSKAHGIDPNIRTGVRTITTGAPITYSTYGKFLADGGCSGGAYDIIICDECHSTDSTTILGIGTVLDQAETAGARLVV
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LATATPPGSVTVPHPNIEEVALSSTGEIPFYGKAIPIETIKGGRHLIFCHSKKKCDELAAKLSGLGLNAVAYYRGLDVSV
IPTSGDVIVVATDALMTGFTGDFDSVIDCNTCVTQTVDFSLDPTFTIETTTVPQDAVSRSQRRGRTGRGRMGIYRFVTPG
ERPSGMFDSSVLCECYDAGCAWYELTPAETSVRLRAYLNTPGLPVCQDHLEFWESVFTGLTHIDAHFLSQTKQAGDNFPY
LVAYQATVCARAQAPPPSWDQMWKCLIRLKPTLHGPTPLLYRLGAVQNEVTTTHPITKYIMACMSADLEVVTSTWVLVGG
VLAALAAYCLTTGSVVIVGRIILSGKPAIIPDREVLYREFDEMEECASHLPYIEQGMQLAEQFKQKAIGLLQTATKQAEA
AAPVVESKWRTLEAFWAKHMWNFISGIQYLAGLSTLPGNPAIASLMAFTASITSPLTTQHTLLFNILGGWVAAQLAPPSA
ASAFVGAGIAGAAVGSIGLGKVLVDILAGYGAGVAGALVAFKVMSGEMPSTEDLVNLLPAILSPGALVVGVVCAAILRRH
VGPGEGAVQWMNRLIAFASRGNHVSPTHYVPESDAAARVTQILSSLTITQLLKRLHQWINEDCSTPCSGSWLRDVWDWIC
TVLTDFKTWLQSKLLPRLPGVPFFSCQRGYKGVWRGDGIMQTTCPCGAQITGHVKNGSMRIVGPRTCSNTWHGTFPINAY
TTGPCTPSPAPNYSRALWRVAAEEYVEVTRVGDFHYVTGMTTDNVKCPCQVPAPEFFTEVDGVRLHRYAPACKPLLREEV
TFLVGLNQYLVGSQLPCEPEPDVAVLTSMLTDPSHITAETAKRRLARGSPPSLASSSAIQLSAPSLKATCTTRHDSPDAD
LIEANLLWRQEMGGNITRVESENKVVILDSFEPLQAEEDEREVSVPAEILRRSRKFPRAMPIWARPDYNPPLLESWKDPD
YVPPVVHGCPLPPAKAPPIPPPRRKRTVVLSESTVSSALAELATKTFGSSESSAVDSGTATASPDQPSDDGDAGSDVESY
SSMPPLEGEPGDPDLSDGSWSTVSEEASEDVVCCSMSYTWTGALITPCAAEETKLPINALSNSLLRHHNLVYATTSRSAS
LRQKKVTFDRLQVLDDHYRDVLKEMKAKASTVKAKLLSVEEACKLTPPHSARSKFGYGAKDVRNLSSKAVNHIRSVWKDL
LEDTETPIDTTIMAKNEVFCVQPEKGGRKPARLIVFPDLGVRVCEKMALYDVVSTLPQAVMGSSYGFQYSPGQRVEFLVN
AWKAKKCPMGFAYDTRCFDSTVTENDIRVEESIYQCCDLAPEARQAIRSLTERLYIGGPLTNSKGQNCGYRRCRASGVLT
TSCGNTLTCYLKAAAACRAAKLQDCTMLVCGDDLVVICESAGTQEDEASLRAFTEAMTRYSAPPGDPPKPEYDLELITSC
SSNVSVAHDASGKRVYYLTRDPTTPLARAAWETARHTPVNSWLGNIIMYAPTLWARMILMTHFFSILLAQEQLEKALDCQ
IYGACYSIEPLDLPQIIQRLHGLSAFSLHSYSPGEINRVASCLRKLGVPPLRVWRHRARSVRARLLSQGGRAATCGKYLF
NWAVRTKLKLTPIPAASQLDLSSWFVAGYSGGDIYHSLSRARPRWFMWCLLLLSVGVGIYLLPNR
【０１８９】
配列番号:16: HCV順応性レプリコンVIIのNS5Aタンパク質のアミノ酸配列：アミノ酸変化
がボールドで強調されている。
SGSWLRDVWDWICTVLTDFKTWLQSKLLPRLPGVPFFSCQRGYKGVWRGDGIMQTTCPCGAQITGHVKNGSMRIVGPRTC
SNTWHGTFPINAYTTGPCTPSPAPNYSRALWRVAAEEYVEVTRVGDFHYVTGMTTDNVKCPCQVPAPEFFTEVDGVRLHR
YAPACKPLLREEVTFLVGLNQYLVGSQLPCEPEPDVAVLTSMLTDPSHITAETAKRRLARGSPPSLASSSAIQLSAPSLK
ATCTTRHDSPDADLIEANLLWRQEMGGNITRVESENKVVILDSFEPLQAEEDEREVSVPAEILRRSRKFPRAMPIWARPD
YNPPLLESWKDPDYVPPVVHGCPLPPAKAPPIPPPRRKRTVVLSESTVSSALAELATKTFGSSESSAVDSGTATASPDQP
SDDGDAGSDVESYSSMPPLEGEPGDPDLSDGSWSTVSEEASEDVVCC
【０１９０】
配列番号:17: HCV順応性レプリコンIIのポリタンパク質のアミノ酸配列：アミノ酸変化が
ボールドで強調されている。
MAPITAYSQQTRGLLGCIITSLTGRDRNQVEGEVQVVSTATQSFLATCVNGVCWTVYHGAGSKTLAGPKGPITQMYTNVD
QDLVGWQAPPGARSLTPCTCGSSDLYLVTRHADVIPVRRRGDSRGSLLSPRPVSYLKGSSGGPLLCPSGHAVGIFRAAVC
TRGVAKAVDFVPVESMETTMRSPVFTDNSSPPAVPQTFQVAHLHAPTGSGKSTKVPAAYAAQGYKVLVLNPSVAATLGFG
AYMSKAHGIDPNIRTGVRTITTGAPITYSTYGKFLADGGCSGGAYDIIICDECHSTDSTTILGIGTVLDQAETAGARLVV
LATATPPGSVTVPHPNIEEVALSSTGEIPFYGKAIPIETIKGGRHLIFCHSKKKCDELAAKLSGLGLNAVAYYRGLDVSV
IPTSGDVIVVATDALMTGFTGDFDSVIDCNTCVTQTVDFSLDPTFTIETTTVPQDAVSRSQRRGRTGRGRMGIYRFVTPG
ERPSGMFDSSVLCECYDAGCAWYELTPAETSVRLRAYLNTPGLPVCQDHLEFWESVFTGLTHIDAHFLSQTKQAGDNFPY
LVAYQATVCARAQAPPPSWDQMWECLIRLKPTLHGPTPLLYRLGAVQNEVTTTHPITKYIMACMSADLEVVTSTWVLVGG
VLAALAAYCLTTGSVVIVGRIILSGKPAIIPDREVLYREFDEMEECASHLPYIEQGMQLAEQFKQKAIGLLQTATKQAEA
AAPVVESKWRTLEAFWAKHMWNFISGIQYLAGLSTLPGNPAIASLMAFTASITSPLTTQHTLLFNILGGWVAAQLAPPSA
ASAFVGAGIAGAAVGSIGLGKVLVDILAGYGAGVAGALVAFKVMSGEMPSTEDLVNLLPAILSPGALVVGVVCAAILRRH
VGPGEGAVQWMNRLIAFASRGNHVSPTHYVPESDAAARVTQILSGLTITQLLKRLHQWINEDCSTPCSGSWLRDVWDWIC
TVLTDFKTWLQSKLLPRLPGVPFFSCQRGYKGVWRGDGIMQTTCPCGAQITGHVKNGSMRIVGPRTCSNTWHGTFPINAY
TTGPCTPSPAPNYSRALWRVAAEEYVEVTRVGDFHYVTGMTTDNVKCPCQVPAPEFFTEVDGVRLHRYAPACKPLLREEV
TFLVGLNQYLVGSQLPCEPEPDVAVLTSMLTDPSHITAETAKRGLARGSPPSLASSSASQLSAPSLKATCTTRHDSPDAD
LIEANLLWRQEMGGNITRVESENKVVILDSFEPLQAEEDEREVSVPAEILRRSRKFPRAMPIWARPDYNPPLLESWKDPD
YVPPVVHGCPLPPAKAPPIPPPRRKRTVVLSESTVSSALAELATKTFGSSESSAVDSGTATASPDQPSDDGDAGSDVESY
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SSMPPLEGEPGDPDLSDGSWSTVSEEASEDVVCCSMSYTWTGALITPCAAEETKLPINALSNSLLRHHNLVYATTSRSAS
LRQKKVTFDRLQVLDDHYRDVLKEMKAKASTVKAKLLSVEEACKLTPPHSARSKFGYGAKDVRNLSSKAVNHIRSVWKDL
LEDTETPIDTTIMAKNEVFCVQPEKGGRKPARLIVFPDLGVRVCEKMALYDVVSTLPQAVMGSSYGFQYSPGQRVEFLVN
AWKAKKCPMGFAYDTRCFDSTVTENDIRVEESIYQCCDLAPEARQAIRSLTERLYIGGPLTNSKGQNCGYRRCRASGVLT
TSCGNTLTCYLKAAAACRAAKLQDCTMLVCGDDLVVICESAGTQEDEASLRAFTEAMTRYSAPPGDPPKPEYDLELITSC
SSNVSVAHDASGKRVYYLTRDPTTPLARAAWETARHTPVNSWLGNIIMYAPTLWARMILMTHFFSILLAQEQLEKALDCQ
IYGACYSIEPLDLPQIIQRLHGLSAFSLHSYSPGEINRVASCLRKLGVPPLRVWRHRARSVRARLLSQGGRAATCGKYLF
NWAVRTKLKLTPIPAASQLDLSSWFVAGYSGGDIYHSLSRARPRWFMWCLLLLSVGVGIYLLPNR
【０１９１】
配列番号:18: HCV順応性レプリコンIIのNS5Aタンパク質のアミノ酸配列：アミノ酸変化が
ボールドで強調されている。
SGSWLRDVWDWICTVLTDFKTWLQSKLLPRLPGVPFFSCQRGYKGVWRGDGIMQTTCPCGAQITGHVKNGSMRIVGPRTC
SNTWHGTFPINAYTTGPCTPSPAPNYSRALWRVAAEEYVEVTRVGDFHYVTGMTTDNVKCPCQVPAPEFFTEVDGVRLHR
YAPACKPLLREEVTFLVGLNQYLVGSQLPCEPEPDVAVLTSMLTDPSHITAETAKRGLARGSPPSLASSSASQLSAPSLK
ATCTTRHDSPDADLIEANLLWRQEMGGNITRVESENKVVILDSFEPLQAEEDEREVSVPAEILRRSRKFPRAMPIWARPD
YNPPLLESWKDPDYVPPVVHGCPLPPAKAPPIPPPRRKRTVVLSESTVSSALAELATKTFGSSESSAVDSGTATASPDQP
SDDGDAGSDVESYSSMPPLEGEPGDPDLSDGSWSTVSEEASEDVVCC
【０１９２】
配列番号:19: HCV順応性レプリコンVのNS5Aタンパク質のアミノ酸配列：アミノ酸変化が
ボールドで強調されている。
SGSWLRDVWDWICTVLTDFKTWLQSKLLPRLPGVPFFSCQRGYKGVWRGDGIMQTTCPCGAQITGHVKNGSMRIVGPRTC
SNTWHGTFPINAYTTGPCTPSPAPNYSRALWRVAAEEYVEVTRVGDFHYVTGMTTDNVKCPCQVPAPEFFTEVDGVRLHR
YAPACKPLLREEVTFLVGLNQYLVGSQLPCEPEPDVAVLTSMLTDPSHITAETAKRRLARGSPPSLSSSSASQLSAPSLK
ATCTTRHDSPDADLIEANLLWRQEMGGNITRVESENKVVILDSFEPLQAEEDEREVSVPAEILRRSRKFPRAMPIWARPD
YNPPLLESWKDPDYVPPVVHGCPLPPAKAPPIPPPRRKRTVVLSESTVSSALAELATKTFGSSESSAVDSGTATASPDQP
SDDGDAGSDVESYSSMPPLEGEPGDPDLSDGSWSTVSEEASEDVVCC
【０１９３】
配列番号:20: HCV順応性レプリコンIVのNS5Aタンパク質のアミノ酸配列：アミノ酸変化が
ボールドで強調されている。
SGSWLRDVWDWICTVLTDFKTWLQSKLLPRLPGVPFFSCQRGYKGVWRGDGIMQTTCPCGAQITGHVKNGSMRIVGPRTC
SNTWHGTFPINAYTTGPCTPSPAPNYSRALWRVAAEEYVEVTRVGDFHYVTGMTTDNVKCPCQVPAPEFFTEVDGVRLHR
YAPACKPLLREEVTFLVGLNQYLVGSQLPCEPEPDVAVLTSMLTDPSHITAETAKRRLARGSPPCLASSSASQLSAPSLK
ATCTTRHDSPDADLIEANLLWRQEMGGNITRVESENKVVILDSFEPLQAEEDEREVSVPAEILRRSRKFPRAMPIWARPD
YNPPLLESWKDPDYVPPVVHGCPLPPAKAPPIPPPRRKRTVVLSESTVSSALAELATKTFGSSESSAVDSGTATASPDQP
SDDGDAGSDVESYSSMPPLEGEPGDPDLSDGSWSTVSEEASEDVVCC
【０１９４】
配列番号:21: HCV順応性レプリコンIIIのNS5Aタンパク質のアミノ酸配列：アミノ酸変化
がボールドで強調されている。
SGSWLRDVWDWICTVLTDFKTWLQSKLLPRLPGVPFFSCQRGYKGVWRGDGIMQTTCPCGAQITGHVKNGSMRIVGPRTC
SNTWHGTFPINAYTTGPCTPSPAPNYSRALWRVAAEEYVEVTRVGDFHYVTGMTTDNVKCPCQVPAPEFFTEVDGVRLHR
YAPACKPLLREEVTFLVGLNQYLVGSQLPCEPEPDVAVLTSMLTDPSHITAETAKRRLARGSPPPLASSSASQLSAPSLK
ATCTTRHDSPDADLIEANLLWRQEMGGNITRVESENKVVILDSFEPLQAEEDEREVSVPAEILRRSRKFPRAMPIWARPD
YNPPLLESWKDPDYVPPVVHGCPLPPAKAPPIPPPRRKRTVVLSESTVSSALAELATKTFGSSESSAVDSGTATASPDQP
SDDGDAGSDVESYSSMPPLEGEPGDPDLSDGSWSTVSEEASEDVVCC
【０１９５】
配列番号:22: HCV順応性レプリコンHCVrep/NS2-5B のDNAクローンのヌクレオチド配列(図
９参照)
GCCAGCCCCCGATTGGGGGCGACACTCCACCATAGATCACTCCCCTGTGAGGAACTACTGTCTTCACGCAGAAAGCGTCT
AGCCATGGCGTTAGTATGAGTGTCGTGCAGCCTCCAGGACCCCCCCTCCCGGGAGAGCCATAGTGGTCTGCGGAACCGGT
GAGTACACCGGAATTGCCAGGACGACCGGGTCCTTTCTTGGATCAACCCGCTCAATGCCTGGAGATTTGGGCGTGCCCCC
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GCGAGACTGCTAGCCGAGTAGTGTTGGGTCGCGAAAGGCCTTGTGGTACTGCCTGATAGGGTGCTTGCGAGTGCCCCGGG
AGGTCTCGTAGACCGTGCACCAGACCACAACGGTTTCCCTCTAGCGGGATCAATTCCGCCCCTCTCCCTCCCCCCCCCCT
AACGTTACTGGCCGAAGCCGCTTGGAATAAGGCCGGTGTGCGTTTGTCTATATGTTATTTTCCACCATATTGCCGTCTTT
TGGCAATGTGAGGGCCCGGAAACCTGGCCCTGTCTTCTTGACGAGCATTCCTAGGGGTCTTTCCCCTCTCGCCAAAGGAA
TGCAAGGTCTGTTGAATGTCGTGAAGGAAGCAGTTCCTCTGGAAGCTTCTTGAAGACAAACAACGTCTGTAGCGACCCTT
TGCAGGCAGCGGAACCCCCCACCTGGCGACAGGTGCCTCTGCGGCCAAAAGCCACGTGTATAAGATACACCTGCAAAGGC
GGCACAACCCCAGTGCCACGTTGTGAGTTGGATAGTTGTGGAAAGAGTCAAATGGCTCTCCTCAAGCGTATTCAACAAGG
GGCTGAAGGATGCCCAGAAGGTACCCCATTGTATGGGATCTGATCTGGGGCCTCGGTGCACATGCTTTACATGTGTTTAG
TCGAGGTTAAAAAACGTCTAGGCCCCCCGAACCACGGGGACGTGGTTTTCCTTTGAAAAACACGATAATACCATGGACCG
GGAGATGGCAGCATCGTGCGGAGGCGCGGTTTTCGTAGGTCTGATACTCTTGACCTTGTCACCGCACTATAAGCTGTTCC
TCGCTAGGCTCATATGGTGGTTACAATATTTTATCACCAGGGCCGAGGCACACTTGCAAGTGTGGATCCCCCCCCTCAAC
GTTCGGGGGGGCCGCGATGCCGTCATCCTCCTCACGTGCGCGATCCACCCAGAGCTAATCTTTACCATCACCAAAATCTT
GCTCGCCATACTCGGTCCACTCATGGTGCTCCAGGCTGGTATAACCAAAGTGCCGTACTTCGTGCGCGCACACGGGCTCA
TTCGTGCATGCATGCTGGTGCGGAAGGTTGCTGGGGGTCATTATGTCCAAATGGCTCTCATGAAGTTGGCCGCACTGACA
GGTACGTACGTTTATGACCATCTCACCCCACTGCGGGACTGGGCCCACGCGGGCCTACGAGACCTTGCGGTGGCAGTTGA
GCCCGTCGTCTTCTCTGATATGGAGACCAAGGTTATCACCTGGGGGGCAGACACCGCGGCGTGTGGGGACATCATCTTGG
GCCTGCCCGTCTCCGCCCGCAGGGGGAGGGAGATACATCTGGGACCGGCAGACAGCCTTGAAGGGCAGGGGTGGCGACTC
CTCGCGCCTATTACGGCCTACTCCCAACAGACGCGAGGCCTACTTGGCTGCATCATCACTAGCCTCACAGGCCGGGACAG
GAACCAGGTCGAGGGGGAGGTCCAAGTGGTCTCCACCGCAACACAATCTTTCCTGGCGACCTGCGTCAATGGCGTGTGTT
GGACTGTCTATCATGGTGCCGGCTCAAAGACCCTTGCCGGCCCAAAGGGCCCAATCACCCAAATGTACACCAATGTGGAC
CAGGACCTCGTCGGCTGGCAAGCGCCCCCCGGGGCGCGTTCCTTGACACCATGCACCTGCGGCAGCTCGGACCTTTACTT
GGTCACGAGGCATGCCGATGTCATTCCGGTGCGCCGGCGGGGCGACAGCAGGGGGAGCCTACTCTCCCCCAGGCCCGTCT
CCTACTTGAAGGGCTCTTCGGGCGGTCCACTGCTCTGCCCCTCGGGGCACGCTGTGGGCATCTTTCGGGCTGCCGTGTGC
ACCCGAGGGGTTGCGAAGGCGGTGGACTTTGTACCCGTCGAGTCTATGGAAACCACTATGCGGTCCCCGGTCTTCACGGA
CAACTCGTCCCCTCCGGCCGTACCGCAGACATTCCAGGTGGCCCATCTACACGCCCCTACTGGTAGCGGCAAGAGCACTA
AGGTGCCGGCTGCGTATGCAGCCCAAGGGTATAAGGTGCTTGTCCTGAACCCGTCCGTCGCCGCCACCCTAGGTTTCGGG
GCGTATATGTCTAAGGCACATGGTATCGACCCTAACATCAGAACCGGGGTAAGGACCATCACCACGGGTGCCCCCATCAC
GTACTCCACCTATGGCAAGTTTCTTGCCGACGGTGGTTGCTCTGGGGGCGCCTATGACATCATAATATGTGATGAGTGCC
ACTCAACTGACTCGACCACTATCCTGGGCATCGGCACAGTCCTGGACCAAGCGGAGACGGCTGGAGCGCGACTCGTCGTG
CTCGCCACCGCTACGCCTCCGGGATCGGTCACCGTGCCACATCCAAACATCGAGGAGGTGGCTCTGTCCAGCACTGGAGA
AATCCCCTTTTATGGCAAAGCCATCCCCATCGAGACCATCAAGGGGGGGAGGCACCTCATTTTCTGCCATTCCAAGAAGA
AATGTGATGAGCTCGCCGCGAAGCTGTCCGGCCTCGGACTCAATGCTGTAGCATATTACCGGGGCCTTGATGTATCCGTC
ATACCAACTAGCGGAGACGTCATTGTCGTAGCAACGGACGCTCTAATGACGGGCTTTACCGGCGATTTCGACTCAGTGAT
CGACTGCAATACATGTGTCACCCAGACAGTCGACTTCAGCCTGGACCCGACCTTCACCATTGAGACGACGACCGTGCCAC
AAGACGCGGTGTCACGCTCGCAGCGGCGAGGCAGGACTGGTAGGGGCAGGATGGGCATTTACAGGTTTGTGACTCCAGGA
GAACGGCCCTCGGGCATGTTCGATTCCTCGGTTCTGTGCGAGTGCTATGACGCGGGCTGTGCTTGGTACGAGCTCACGCC
CGCCGAGACCTCAGTTAGGTTGCGGGCTTACCTAAACACACCAGGGTTGCCCGTCTGCCAGGACCATCTGGAGTTCTGGG
AGAGCGTCTTTACAGGCCTCACCCACATAGACGCCCATTTCTTGTCCCAGACTAAGCAGGCAGGAGACAACTTCCCCTAC
CTGGTAGCATACCAGGCTACGGTGTGCGCCAGGGCTCAGGCTCCACCTCCATCGTGGGACCAAATGTGGAAGTGTCTCAT
ACGGCTAAAGCCTACGCTGCACGGGCCAACGCCCCTGCTGTATAGGCTGGGAGCCGTTCAAAACGAGGTTACTACCACAC
ACCCCATAACCAAATACATCATGGCATGCATGTCGGCTGACCTGGAGGTCGTCACGAGCACCTGGGTGCTGGTAGGCGGA
GTCCTAGCAGCTCTGGCCGCGTATTGCCTGACAACAGGCAGCGTGGTCATTGTGGGCAGGATCATCTTGTCCGGAAAGCC
GGCCATCATTCCCGACAGGGAAGTCCTTTACCGGGAGTTCGATGAGATGGAAGAGTGCGCCTCACACCTCCCTTACATCG
AACAGGGAATGCAGCTCGCCGAACAATTCAAACAGAAGGCAATCGGGTTGCTGCAAACAGCCACCAAGCAAGCGGAGGCT
GCTGCTCCCGTGGTGGAATCCAAGTGGCGGACCCTCGAAGCCTTCTGGGCGAAGCATATGTGGAATTTCATCAGCGGGAT
ACAATATTTAGCAGGCTTGTCCACTCTGCCTGGCAACCCCGCGATAGCATCACTGATGGCATTCACAGCCTCTATCACCA
GCCCGCTCACCACCCAACATACCCTCCTGTTTAACATCCTGGGGGGATGGGTGGCCGCCCAACTTGCTCCTCCCAGCGCT
GCTTCTGCTTTCGTAGGCGCCGGCATCGCTGGAGCGGCTGTTGGCAGCATAGGCCTTGGGAAGGTGCTTGTGGATATTTT
GGCAGGTTATGGAGCAGGGGTGGCAGGCGCGCTCGTGGCCTTTAAGGTCATGAGCGGCGAGATGCCCTCCACCGAGGACC
TGGTTAACCTACTCCCTGCTATCCTCTCCCCTGGCGCCCTAGTCGTCGGGGTCGTGTGCGCAGCGATACTGCGTCGGCAC
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GTGGGCCCAGGGGAGGGGGCTGTGCAGTGGATGAACCGGCTGATAGCGTTCGCTTCGCGGGGTAACCACGTCTCCCCCAC
GCACTATGTGCCTGAGAGCGACGCTGCAGCACGTGTCACTCAGATCCTCTCTAGTCTTACCATCACTCAGCTGCTGAAGA
GGCTTCACCAGTGGATCAACGAGGACTGCTCCACGCCATGCTCCGGCTCGTGGCTAAGAGATGTTTGGGATTGGATATGC
ACGGTGTTGACTGATTTCAAGACCTGGCTCCAGTCCAAGCTCCTGCCGCGATTGCCGGGAGTCCCCTTCTTCTCATGTCA
ACGTGGGTACAAGGGAGTCTGGCGGGGCGACGGCATCATGCAAACCACCTGCCCATGTGGAGCACAGATCACCGGACATG
TGAAAAACGGTTCCATGAGGATCGTGGGGCCTAGGACCTGTAGTAACACGTGGCATGGAACATTCCCCATTAACGCGTAC
ACCACGGGCCCCTGCACGCCCTCCCCGGCGCCAAATTATTCTAGGGCGCTGTGGCGGGTGGCTGCTGAGGAGTACGTGGA
GGTTACGCGGGTGGGGGATTTCCACTACGTGACGGGCATGACCACTGACAACGTAAAGTGCCCGTGTCAGGTTCCGGCCC
CCGAATTCTTCACAGAAGTGGATGGGGTGCGGTTGCACAGGTACGCTCCAGCGTGCAAACCCCTCCTACGGGAGGAGGTC
ACATTCCTGGTCGGGCTCAATCAATACCTGGTTGGGTCACAGCTCCCATGCGAGCCCGAACCGGACGTAGCAGTGCTCAC
TTCCATGCTCACCGACCCCTCCCACATTACGGCGGAGACGGCTAAGCGTAGGCTGGCCAGGGGATCTCCCCCCTCCTTGG
CCAGCTCATCAGCTATCCAGCTGTCTGCGCCTTCCTTGAAGGCAACATGCACTACCCGTCATGACTCCCCGGACGCTGAC
CTCATCGAGGCCAACCTCCTGTGGCGGCAGGAGATGGGCGGGAACATCACCCGCGTGGAGTCAGAAAATAAGGTAGTAAT
TTTGGACTCTTTCGAGCCGCTCCAAGCGGAGGAGGATGAGAGGGAAGTATCCGTTCCGGCGGAGATCCTGCGGAGGTCCA
GGAAATTCCCTCGAGCGATGCCCATATGGGCACGCCCGGATTACAACCCTCCACTGTTAGAGTCCTGGAAGGACCCGGAC
TACGTCCCTCCAGTGGTACACGGGTGTCCATTGCCGCCTGCCAAGGCCCCTCCGATACCACCTCCACGGAGGAAGAGGAC
GGTTGTCCTGTCAGAATCTACCGTGTCTTCTGCCTTGGCGGAGCTCGCCACAAAGACCTTCGGCAGCTCCGAATCGTCGG
CCGTCGACAGCGGCACGGCAACGGCCTCTCCTGACCAGCCCTCCGACGACGGCGACGCGGGATCCGACGTTGAGTCGTAC
TCCTCCATGCCCCCCCTTGAGGGGGAGCCGGGGGATCCCGATCTCAGCGACGGGTCTTGGTCTACCGTAAGCGAGGAGGC
TAGTGAGGACGTCGTCTGCTGCTCGATGTCCTACACATGGACAGGCGCCCTGATCACGCCATGCGCTGCGGAGGAAACCA
AGCTGCCCATCAATGCACTGAGCAACTCTTTGCTCCGTCACCACAACTTGGTCTATGCTACAACATCTCGCAGCGCAAGC
CTGCGGCAGAAGAAGGTCACCTTTGACAGACTGCAGGTCCTGGACGACCACTACCGGGACGTGCTCAAGGAGATGAAGGC
GAAGGCGTCCACAGTTAAGGCTAAACTTCTATCCGTGGAGGAAGCCTGTAAGCTGACGCCCCCACATTCGGCCAGATCTA
AATTTGGCTATGGGGCAAAGGACGTCCGGAACCTATCCAGCAAGGCCGTTAACCACATCCGCTCCGTGTGGAAGGACTTG
CTGGAAGACACTGAGACACCAATTGACACCACCATCATGGCAAAAAATGAGGTTTTCTGCGTCCAACCAGAGAAGGGGGG
CCGCAAGCCAGCTCGCCTTATCGTATTCCCAGATTTGGGGGTTCGTGTGTGCGAGAAAATGGCCCTTTACGATGTGGTCT
CCACCCTCCCTCAGGCCGTGATGGGCTCTTCATACGGATTCCAATACTCTCCTGGACAGCGGGTCGAGTTCCTGGTGAAT
GCCTGGAAAGCGAAGAAATGCCCTATGGGCTTCGCATATGACACCCGCTGTTTTGACTCAACGGTCACTGAGAATGACAT
CCGTGTTGAGGAGTCAATCTACCAATGTTGTGACTTGGCCCCCGAAGCCAGACAGGCCATAAGGTCGCTCACAGAGCGGC
TTTACATCGGGGGCCCCCTGACTAATTCTAAAGGGCAGAACTGCGGCTATCGCCGGTGCCGCGCGAGCGGTGTACTGACG
ACCAGCTGCGGTAATACCCTCACATGTTACTTGAAGGCCGCTGCGGCCTGTCGAGCTGCGAAGCTCCAGGACTGCACGAT
GCTCGTATGCGGAGACGACCTTGTCGTTATCTGTGAAAGCGCGGGGACCCAAGAGGACGAGGCGAGCCTACGGGCCTTCA
CGGAGGCTATGACTAGATACTCTGCCCCCCCTGGGGACCCGCCCAAACCAGAATACGACTTGGAGTTGATAACATCATGC
TCCTCCAATGTGTCAGTCGCGCACGATGCATCTGGCAAAAGGGTGTACTATCTCACCCGTGACCCCACCACCCCCCTTGC
GCGGGCTGCGTGGGAGACAGCTAGACACACTCCAGTCAATTCCTGGCTAGGCAACATCATCATGTATGCGCCCACCTTGT
GGGCAAGGATGATCCTGATGACTCATTTCTTCTCCATCCTTCTAGCTCAGGAACAACTTGAAAAAGCCCTAGATTGTCAG
ATCTACGGGGCCTGTTACTCCATTGAGCCACTTGACCTACCTCAGATCATTCAACGACTCCATGGCCTTAGCGCATTTTC
ACTCCATAGTTACTCTCCAGGTGAGATCAATAGGGTGGCTTCATGCCTCAGGAAACTTGGGGTACCGCCCTTGCGAGTCT
GGAGACATCGGGCCAGAAGTGTCCGCGCTAGGCTACTGTCCCAGGGGGGGAGGGCTGCCACTTGTGGCAAGTACCTCTTC
AACTGGGCAGTAAGGACCAAGCTCAAACTCACTCCAATCCCGGCTGCGTCCCAGTTGGATTTATCCAGCTGGTTCGTTGC
TGGTTACAGCGGGGGAGACATATATCACAGCCTGTCTCGTGCCCGACCCCGCTGGTTCATGTGGTGCCTACTCCTACTTT
CTGTAGGGGTAGGCATCTATCTACTCCCCAACCGATGAACGGGGACCTAAACACTCCAGGCCAATAGGCCATCCTGTTTT
TTTCCCTTTTTTTTTTTCTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTCTCCTTTTTTTTTCCTCTTTTTTTCCTT
TTCTTTCCTTTGGTGGCTCCATCTTAGCCCTAGTCACGGCTAGCTGTGAAAGGTCCGTGAGCCGCTTGACTGCAGAGAGT
GCTGATACTGGCCTCTCTGCAGATCAAGT
【０１９６】
配列番号:23:　配列番号:3の位置1179においてSerからIleへの変異を含む、全長HCV cDNA
クローンのヌクレオチド配列、ここにおいて、 5' NTRはネオマイシンホスホトランスフ
ェラーゼ遺伝子に融合し、かつEMCV IRESはHCVオープンリーディングフレームの上流に挿
入されている(図９参照)。
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gccagcccccGATtgggggcgacactccaccatAGatcactcccctgtgaggaactactgtcttcacgcagaaagcgtct
agccatggcgttagtatgagtgtcgtgcagcctccaggaccccccctcccgggagagccatagtggtctgcggaaccggt
gagtacaccggaattgccaggacgaccgggtcctttcttggatCaacccgctcaatgcctggagatttgggcgtgccccc
gcGagactgctagccgagtagtgttgggtcgcgaaaggccttgtggtactgcctgatagggtgcttgcgagtgccccggg
aggtctcgtagaccgtgcaccATGAGCACGAATCCTAAACCTCAAAGAAAAACCAAAgGgcgCgCCATGATtgaacaaga
tggattgcacgcaggttctccggccgcttgggtggagaggctattcggctatgactgggcacaacagacaatcggctgct
ctgatgccgccgtgttccggctgtcagcgcaggggcgcccggttctttttgtcaagaccgacctgtccggtgccctgaat
gaactgcaggacgaggcagcgcggctatcgtggctggccacgacgggcgttccttgcgcagctgtgctcgacgttgtcac
tgaagcgggaagggactggctgctattgggcgaagtgccggggcaggatctcctgtcatctcaccttgctcctgccgaga
aagtatccatcatggctgatgcaatgcggcggctgcatacgcttgatccggctacctgcccattcgaccaccaagcgaaa
catcgcatcgagcgagcacgtactcggatggaagccggtcttgtcgatcaggatgatctggacgaagagcatcaggggct
cgcgccagccgaactgttcgccaggctcaaggcgcgcatgcccgacggcgaggatctcgtcgtgacccatggcgatgcct
gcttgccgaatatcatggtggaaaatggccgcttttctggattcatcgactgtggccggctgggtgtggcggaccgctat
caggacatagcgttggctacccgtgatattgctgaagagcttggcggcgaatgggctgaccgcttcctcgtgctttacgg
tatcgccgctcccgattcgcagcgcatcgccttctatcgccttcttgacgagttcttcTGAgtttaaacAGACCACAACG
GTTTCCCTCTAGCGGGATCAATTCCGCCCCTCTCCCTCCCCCCCCCCTAACGTTACTGGCCGAAGCCGCTTGGAATAAGG
CCGGTGTGCGTTTGTCTATATGTTATTTTCCACCATATTGCCGTCTTTTGGCAATGTGAGGGCCCGGAAACCTGGCCCTG
TCTTCTTGACGAGCATTCCTAGGGGTCTTTCCCCTCTCGCCAAAGGAATGCAAGGTCTGTTGAATGTCGTGAAGGAAGCA
GTTCCTCTGGAAGCTTCTTGAAGACAAACAACGTCTGTAGCGACCCTTTGCAGGCAGCGGAACCCCCCACCTGGCGACAG
GTGCCTCTGCGGCCAAAAGCCACGTGTATAAGATACACCTGCAAAGGCGGCACAACCCCAGTGCCACGTTGTGAGTTGGA
TAGTTGTGGAAAGAGTCAAATGGCTCTCCTCAAGCGTATTCAACAAGGGGCTGAAGGATGCCCAGAAGGTACCCCATTGT
ATGGGATCTGATCTGGGGCCTCGGTGCACATGCTTTACATGTGTTTAGTCGAGGTTAAAAAACGTCTAGGCCCCCCGAAC
CACGGGGACGTGGTTTTCCTTTGAAAAACACGATAATAatgagcacgaatcctaaacctcaaagaaaaaccaaacgtaac
accaaccgccgcccacaggacgtcaagttcccgggcggtggtcagatcgtcggtggagtttacctgttgccgcgcagggg
ccccaggttgggtgtgcgcgcgactaggaagacttccgagcggtcgcaacctcgtggaaggcgacaacctatccccaagg
ctcgccagcccgagggtagggcctgggctcagcccgggtacccctggcccctctatggcaatgagggcttggggtgggca
ggatggctcctgtcaccccgtggctctcggcctagttggggccccacggacccccggcgtaggtcgcgcaatttgggtaa
ggtcatcgataccctcacgtgcggcttcgccgatctcatggggtacattccgctcgtcggcgcccccctagggggcgctg
ccagggccctggcgcatggcgtccgggttctggaggacggcgtgaactatgcaacagggaatctgcccggttgctccttt
tctatcttccttttggctttgctgtcctgtttgaccatcccagcttccgcttatgaagtgcgcaacgtatccggagtgta
ccatgtcacgaacgactgctccaacgcaagcattgtgtatgaggcagcggacatgatcatgcatacccccgggtgcgtgc
cctgcgttcgggagaacaactcctcccgctgctgggtagcgctcactcccacgctcgcggccaggaacgctagcgtcccc
actacgacgatacgacgccatgtcgatttgctcgttggggcggctgctctctgctccgctatgtacgtgggagatctctg
cggatctgttttcctcgtcgcccagctgttcaccttctcgcctcgccggcacgagacagtacaggactgcaattgctcaa
tatatcccggccacgtgacaggtcaccgtatggcttgggatatgatgatgaactggtcacctacagcagccctagtggta
tcgcagttactccggatcccacaagctgtcgtggatatggtggcgggggcccattggggagtcctagcgggccttgccta
ctattccatggtggggaactgggctaaggttctgattgtgatgctactctttgccggcgttgacgggggaacctatgtga
caggggggacgatggccaaaaacaccctcgggattacgtccctcttttcacccgggtcatcccagaaaatccagcttgta
aacaccaacggcagctggcacatcaacaggactgccctgaactgcaatgactccctcaacactgggttccttgctgcgct
gttctacgtgcacaagttcaactcatctggatgcccagagcgcatggccagctgcagccccatcgacgcgttcgctcagg
ggtgggggcccatcacttacaatgagtcacacagctcggaccagaggccttattgttggcactacgcaccccggccgtgc
ggtatcgtacccgcggcgcaggtgtgtggtccagtgtactgcttcaccccaagccctgtcgtggtggggacgaccgaccg
gttcggcgtccctacgtacagttggggggagaatgagacggacgtgctgcttcttaacaacacgcggccgccgcaaggca
actggtttggctgtacatggatgaatagcactgggttcaccaagacgtgcgggggccccccgtgtaacatcggggggatc
ggcaataaaaccttgacctgccccacggactgcttccggaagcaccccgaggccacttacaccaagtgtggttcggggcc
ttggttgacacccagatgcttggtccactacccatacaggctttggcactacccctgcactgtcaactttaccatcttca
aggttaggatgtacgtggggggagtggagcacaggctcgaagccgcatgcaattggactcgaggagagcgttgtaacctg
gaggacagggacagatcagagcttagcccgctgctgctgtctacaacggagtggcaggtattgccctgttccttcaccac
cctaccggctctgtccactggtttgatccatctccatcagaacgtcgtggacgtacaatacctgtacggtatagggtcgg
cggttgtctcctttgcaatcaaatgggagtatgtcctgttgctcttccttcttctggcggacgcgcgcgtctgtgcctgc
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ttgtggatgatgctgctgatagctcaagctgaggccgccctagagaacctggtggtcctcaacgcggcatccgtggccgg
ggcgcatggcattctctccttcctcgtgttcttctgtgctgcctggtacatcaagggcaggctggtccctggggcggcat
atgccctctacggcgtatggccgctactcctgctcctgctggcgttaccaccacgagcatacgccatggaccgggagatg
gcagcatcgtgcggaggcgcggttttcgtaggtctgatactcttgaccttgtcaccgcactataagctgttcctcgctag
gctcatatggtggttacaatattttatcaccagggccgaggcacacttgcaagtgtggatcccccccctcaacgttcggg
ggggccgcgatgccgtcatcctcctcacgtgcgcgatccacccagagctaatctttaccatcaccaaaatcttgctcgcc
atactcggtccactcatggtgctccaggctggtataaccaaagtgccgtacttcgtgcgcgcacacgggctcattcgtgc
atgcatgctggtgcggaaggttgctgggggtcattatgtccaaatggctctcatgaagttggccgcactgacaggtacgt
acgtttatgaccatctcaccccactgcgggactgggcccacgcgggcctacgagaccttgcggtggcagttgagcccgtc
gtcttctctgatatggagaccaaggttatcacctggggggcagacaccgcggcgtgtggggacatcatcttgggcctgcc
cgtctccgcccgcagggggagggagatacatctgggaccggcagacagccttgaagggcaggggtggcgactcctcgcgc
ctattacggcctactcccaacagacgcgaggcctacttggctgcatcatcactagcctcacaggccgggacaggaaccag
gtcgagggggaggtccaagtggtctccaccgcaacacaatctttcctggcgacctgcgtcaatggcgtgtgttggactgt
ctatcatggtgccggctcaaagacccttgccggcccaaagggcccaatcacccaaatgtacaccaatgtggaccaggacc
tcgtcggctggcaagcgccccccggggcgcgttccttgacaccatgcacctgcggcagctcggacctttacttggtcacg
aggcatgccgatgtcattccggtgcgccggcggggcgacagcagggggagcctactctcccccaggcccgtctcctactt
gaagggctcttcgggcggtccactgctctgcccctcggggcacgctgtgggcatctttcgggctgccgtgtgcacccgag
gggttgcgaaggcggtggactttgtacccgtcgagtctatggaaaccactatgcggtccccggtcttcacggacaactcg
tcccctccggccgtaccgcagacattccaggtggcccatctacacgcccctactggtagcggcaagagcactaaggtgcc
ggctgcgtatgcagcccaagggtataaggtgcttgtcctgaacccgtccgtcgccgccaccctaggtttcggggcgtata
tgtctaaggcacatggtatcgaccctaacatcagaaccggggtaaggaccatcaccacgggtgcccccatcacgtactcc
acctatggcaagtttcttgccgacggtggttgctctgggggcgcctatgacatcataatatgtgatgagtgccactcaac
tgactcgaccactatcctgggcatcggcacagtcctggaccaagcggagacggctggagcgcgactcgtcgtgctcgcca
ccgctacgcctccgggatcggtcaccgtgccacatccaaacatcgaggaggtggctctgtccagcactggagaaatcccc
ttttatggcaaagccatccccatcgagaccatcaagggggggaggcacctcattttctgccattccaagaagaaatgtga
tgagctcgccgcgaagctgtccggcctcggactcaatgctgtagcatattaccggggccttgatgtatccgtcataccaa
ctagcggagacgtcattgtcgtagcaacggacgctctaatgacgggctttaccggcgatttcgactcagtgatcgactgc
aatacatgtgtcacccagacagtcgacttcagcctggacccgaccttcaccattgagacgacgaccgtgccacaagacgc
ggtgtcacgctcgcagcggcgaggcaggactggtaggggcaggatgggcatttacaggtttgtgactccaggagaacggc
cctcgggcatgttcgattcctcggttctgtgcgagtgctatgacgcgggctgtgcttggtacgagctcacgcccgccgag
acctcagttaggttgcgggcttacctaaacacaccagggttgcccgtctgccaggaccatctggagttctgggagagcgt
ctttacaggcctcacccacatagacgcccatttcttgtcccagactaagcaggcaggagacaacttcccctacctggtag
cataccaggctacggtgtgcgccagggctcaggctccacctccatcgtgggaccaaatgtggaagtgtctcatacggcta
aagcctacgctgcacgggccaacgcccctgctgtataggctgggagccgttcaaaacgaggttactaccacacaccccat
aaccaaatacatcatggcatgcatgtcggctgacctggaggtcgtcacgagcacctgggtgctggtaggcggagtcctag
cagctctggccgcgtattgcctgacaacaggcagcgtggtcattgtgggcaggatcatcttgtccggaaagccggccatc
attcccgacagggaagtcctttaccgggagttcgatgagatggaagagtgcgcctcacacctcccttacatcgaacaggg
aatgcagctcgccgaacaattcaaacagaaggcaatcgggttgctgcaaacagccaccaagcaagcggaggctgctgctc
ccgtggtggaatccaagtggcggaccctcgaagccttctgggcgaagcatatgtggaatttcatcagcgggatacaatat
ttagcaggcttgtccactctgcctggcaaccccgcgatagcatcactgatggcattcacagcctctatcaccagcccgct
caccacccaacataccctcctgtttaacatcctggggggatgggtggccgcccaacttgctcctcccagcgctgcttctg
ctttcgtaggcgccggcatcgctggagcggctgttggcagcataggccttgggaaggtgcttgtggatattttggcaggt
tatggagcaggggtggcaggcgcgctcgtggcctttaaggtcatgagcggcgagatgccctccaccgaggacctggttaa
cctactccctgctatcctctcccctggcgccctagtcgtcggggtcgtgtgcgcagcgatactgcgtcggcacgtgggcc
caggggagggggctgtgcagtggatgaaccggctgatagcgttcgcttcgcggggtaaccacgtctcccccacgcactat
gtgcctgagagcgacgctgcagcacgtgtcactcagatcctctctagtcttaccatcactcagctgctgaagaggcttca
ccagtggatcaacgaggactgctccacgccatgctccggctcgtggctaagagatgtttgggattggatatgcacggtgt
tgactgatttcaagacctggctccagtccaagctcctgccgcgattgccgggagtccccttcttctcatgtcaacgtggg
tacaagggagtctggcggggcgacggcatcatgcaaaccacctgcccatgtggagcacagatcaccggacatgtgaaaaa
cggttccatgaggatcgtggggcctaggacctgtagtaacacgtggcatggaacattccccattaacgcgtacaccacgg
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gcccctgcacgccctccccggcgccaaattattctagggcgctgtggcgggtggctgctgaggagtacgtggaggttacg
cgggtgggggatttccactacgtgacgggcatgaccactgacaacgtaaagtgcccgtgtcaggttccggcccccgaatt
cttcacagaagtggatggggtgcggttgcacaggtacgctccagcgtgcaaacccctcctacgggaggaggtcacattcc
tggtcgggctcaatcaatacctggttgggtcacagctcccatgcgagcccgaaccggacgtagcagtgctcacttccatg
ctcaccgacccctcccacattacggcggagacggctaagcgtaggctggccaggggatctcccccctccttggccagctc
atcagctaTccagctgtctgcgccttccttgaaggcaacatgcactacccgtcatgactccccggacgctgacctcatcg
aggccaacctcctgtggcggcaggagatgggcgggaacatcacccgcgtggagtcagaaaataaggtagtaattttggac
tctttcgagccgctccaagcggaggaggatgagagggaagtatccgttccggcggagatcctgcggaggtccaggaaatt
ccctcgagcgatgcccatatgggcacgcccggattacaaccctccactgttagagtcctggaaggacccggactacgtcc
ctccagtggtacacgggtgtccattgccgcctgccaaggcccctccgataccacctccacggaggaagaggacggttgtc
ctgtcagaatctaccgtgtcttctgccttggcggagctcgccacaaagaccttcggcagctccgaatcgtcggccgtcga
cagcggcacggcaacggcctctcctgaccagccctccgacgacggcgacgcgggatccgacgttgagtcgtactcctcca
tgcccccccttgagggggagccgggggatcccgatctcagcgacgggtcttggtctaccgtaagcgaggaggctagtgag
gacgtcgtctgctgctcgatgtcctacacatggacaggcgccctgatcacgccatgcgctgcggaggaaaccaagctgcc
catcaatgcactgagcaactctttgctccgtcaccacaacttggtctatgctacaacatctcgcagcgcaagcctgcggc
agaagaaggtcacctttgacagactgcaggtcctggacgaccactaccgggacgtgctcaaggagatgaaggcgaaggcg
tccacagttaaggctaaacttctatccgtggaggaagcctgtaagctgacgcccccacattcggccagatctaaatttgg
ctatggggcaaaggacgtccggaacctatccagcaaggccgttaaccacatccgctccgtgtggaaggacttgctggaag
acactgagacaccaattgacaccaccatcatggcaaaaaatgaggttttctgcgtccaaccagagaaggggggccgcaag
ccagctcgccttatcgtattcccagatttgggggttcgtgtgtgcgagaaaatggccctttacgatgtggtctccaccct
ccctcaggccgtgatgggctcttcatacggattccaatactctcctggacagcgggtcgagttcctggtgaatgcctgga
aagcgaagaaatgccctatgggcttcgcatatgacacccgctgttttgactcaacggtcactgagaatgacatccgtgtt
gaggagtcaatctaccaatgttgtgacttggcccccgaagccagacaggccataaggtcgctcacagagcggctttacat
cgggggccccctgactaattctaaagggcagaactgcggctatcgccggtgccgcgcgagcggtgtactgacgaccagct
gcggtaataccctcacatgttacttgaaggccgctgcggcctgtcgagctgcgaagctccaggactgcacgatgctcgta
tgcggagacgaccttgtcgttatctgtgaaagcgcggggacccaagaggacgaggcgagcctacgggccttcacggaggc
tatgactagatactctgccccccctggggacccgcccaaaccagaatacgacttggagttgataacatcatgctcctcca
atgtgtcagtcgcgcacgatgcatctggcaaaagggtgtactatctcacccgtgaccccaccaccccccttgcgcgggct
gcgtgggagacagctagacacactccagtcaattcctggctaggcaacatcatcatgtatgcgcccaccttgtgggcaag
gatgatcctgatgactcatttcttctccatccttctagctcaggaacaacttgaaaaagccctagattgtcagatctacg
gggcctgttactccattgagccacttgacctacctcagatcattcaacgactccatggccttagcgcattttcactccat
agttactctccaggtgagatcaatagggtggcttcatgcctcaggaaacttggggtaccgcccttgcgagtctggagaca
tcgggccagaagtgtccgcgctaggctactgtcccagggggggagggctgccacttgtggcaagtacctcttcaactggg
cagtaaggaccaagctcaaactcactccaatcccggctgcgtcccagttggatttatccagctggttcgttgctggttac
agcgggggagacatatatcacagcctgtctcgtgcccgaccccgctggttcatgtggtgcctactcctactttctgtagg
ggtaggcatctatctactccccaaccgatgaacggggaCctaaacactccaggccaataggccatcctgtttttttccct
ttttttttttcttttttttttttttttttttttttttttttttttctcctttttttttcctctttttttccttttctttc
ctttggtggctccatcttagccctagtcacggctagctgtgaaaggtccgtgagccgcttgactgcagagagtgctgata
ctggcctctctgcagatcaagt
【０１９７】
配列番号:24:　配列番号:3の位置1179においてSerからIleへの変異を含む、全長HCV cDNA
クローンのヌクレオチド配列(図９参照)
gccagcccccGATtgggggcgacactccaccatAGatcactcccctgtgaggaactactgtcttcacgcagaaagcgtct
agccatggcgttagtatgagtgtcgtgcagcctccaggaccccccctcccgggagagccatagtggtctgcggaaccggt
gagtacaccggaattgccaggacgaccgggtcctttcttggatCaacccgctcaatgcctggagatttgggcgtgccccc
gcGagactgctagccgagtagtgttgggtcgcgaaaggccttgtggtactgcctgatagggtgcttgcgagtgccccggg
aggtctcgtagaccgtgcaccatgagcacgaatcctaaacctcaaagaaaaaccaaacgtaacaccaaccgccgcccaca
ggacgtcaagttcccgggcggtggtcagatcgtcggtggagtttacctgttgccgcgcaggggccccaggttgggtgtgc
gcgcgactaggaagacttccgagcggtcgcaacctcgtggaaggcgacaacctatccccaaggctcgccagcccgagggt
agggcctgggctcagcccgggtacccctggcccctctatggcaatgagggcttggggtgggcaggatggctcctgtcacc
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ccgtggctctcggcctagttggggccccacggacccccggcgtaggtcgcgcaatttgggtaaggtcatcgataccctca
cgtgcggcttcgccgatctcatggggtacattccgctcgtcggcgcccccctagggggcgctgccagggccctggcgcat
ggcgtccgggttctggaggacggcgtgaactatgcaacagggaatctgcccggttgctccttttctatcttccttttggc
tttgctgtcctgtttgaccatcccagcttccgcttatgaagtgcgcaacgtatccggagtgtaccatgtcacgaacgact
gctccaacgcaagcattgtgtatgaggcagcggacatgatcatgcatacccccgggtgcgtgccctgcgttcgggagaac
aactcctcccgctgctgggtagcgctcactcccacgctcgcggccaggaacgctagcgtccccactacgacgatacgacg
ccatgtcgatttgctcgttggggcggctgctctctgctccgctatgtacgtgggagatctctgcggatctgttttcctcg
tcgcccagctgttcaccttctcgcctcgccggcacgagacagtacaggactgcaattgctcaatatatcccggccacgtg
acaggtcaccgtatggcttgggatatgatgatgaactggtcacctacagcagccctagtggtatcgcagttactccggat
cccacaagctgtcgtggatatggtggcgggggcccattggggagtcctagcgggccttgcctactattccatggtgggga
actgggctaaggttctgattgtgatgctactctttgccggcgttgacgggggaacctatgtgacaggggggacgatggcc
aaaaacaccctcgggattacgtccctcttttcacccgggtcatcccagaaaatccagcttgtaaacaccaacggcagctg
gcacatcaacaggactgccctgaactgcaatgactccctcaacactgggttccttgctgcgctgttctacgtgcacaagt
tcaactcatctggatgcccagagcgcatggccagctgcagccccatcgacgcgttcgctcaggggtgggggcccatcact
tacaatgagtcacacagctcggaccagaggccttattgttggcactacgcaccccggccgtgcggtatcgtacccgcggc
gcaggtgtgtggtccagtgtactgcttcaccccaagccctgtcgtggtggggacgaccgaccggttcggcgtccctacgt
acagttggggggagaatgagacggacgtgctgcttcttaacaacacgcggccgccgcaaggcaactggtttggctgtaca
tggatgaatagcactgggttcaccaagacgtgcgggggccccccgtgtaacatcggggggatcggcaataaaaccttgac
ctgccccacggactgcttccggaagcaccccgaggccacttacaccaagtgtggttcggggccttggttgacacccagat
gcttggtccactacccatacaggctttggcactacccctgcactgtcaactttaccatcttcaaggttaggatgtacgtg
gggggagtggagcacaggctcgaagccgcatgcaattggactcgaggagagcgttgtaacctggaggacagggacagatc
agagcttagcccgctgctgctgtctacaacggagtggcaggtattgccctgttccttcaccaccctaccggctctgtcca
ctggtttgatccatctccatcagaacgtcgtggacgtacaatacctgtacggtatagggtcggcggttgtctcctttgca
atcaaatgggagtatgtcctgttgctcttccttcttctggcggacgcgcgcgtctgtgcctgcttgtggatgatgctgct
gatagctcaagctgaggccgccctagagaacctggtggtcctcaacgcggcatccgtggccggggcgcatggcattctct
ccttcctcgtgttcttctgtgctgcctggtacatcaagggcaggctggtccctggggcggcatatgccctctacggcgta
tggccgctactcctgctcctgctggcgttaccaccacgagcatacgccatggaccgggagatggcagcatcgtgcggagg
cgcggttttcgtaggtctgatactcttgaccttgtcaccgcactataagctgttcctcgctaggctcatatggtggttac
aatattttatcaccagggccgaggcacacttgcaagtgtggatcccccccctcaacgttcgggggggccgcgatgccgtc
atcctcctcacgtgcgcgatccacccagagctaatctttaccatcaccaaaatcttgctcgccatactcggtccactcat
ggtgctccaggctggtataaccaaagtgccgtacttcgtgcgcgcacacgggctcattcgtgcatgcatgctggtgcgga
aggttgctgggggtcattatgtccaaatggctctcatgaagttggccgcactgacaggtacgtacgtttatgaccatctc
accccactgcgggactgggcccacgcgggcctacgagaccttgcggtggcagttgagcccgtcgtcttctctgatatgga
gaccaaggttatcacctggggggcagacaccgcggcgtgtggggacatcatcttgggcctgcccgtctccgcccgcaggg
ggagggagatacatctgggaccggcagacagccttgaagggcaggggtggcgactcctcgcgcctattacggcctactcc
caacagacgcgaggcctacttggctgcatcatcactagcctcacaggccgggacaggaaccaggtcgagggggaggtcca
agtggtctccaccgcaacacaatctttcctggcgacctgcgtcaatggcgtgtgttggactgtctatcatggtgccggct
caaagacccttgccggcccaaagggcccaatcacccaaatgtacaccaatgtggaccaggacctcgtcggctggcaagcg
ccccccggggcgcgttccttgacaccatgcacctgcggcagctcggacctttacttggtcacgaggcatgccgatgtcat
tccggtgcgccggcggggcgacagcagggggagcctactctcccccaggcccgtctcctacttgaagggctcttcgggcg
gtccactgctctgcccctcggggcacgctgtgggcatctttcgggctgccgtgtgcacccgaggggttgcgaaggcggtg
gactttgtacccgtcgagtctatggaaaccactatgcggtccccggtcttcacggacaactcgtcccctccggccgtacc
gcagacattccaggtggcccatctacacgcccctactggtagcggcaagagcactaaggtgccggctgcgtatgcagccc
aagggtataaggtgcttgtcctgaacccgtccgtcgccgccaccctaggtttcggggcgtatatgtctaaggcacatggt
atcgaccctaacatcagaaccggggtaaggaccatcaccacgggtgcccccatcacgtactccacctatggcaagtttct
tgccgacggtggttgctctgggggcgcctatgacatcataatatgtgatgagtgccactcaactgactcgaccactatcc
tgggcatcggcacagtcctggaccaagcggagacggctggagcgcgactcgtcgtgctcgccaccgctacgcctccggga
tcggtcaccgtgccacatccaaacatcgaggaggtggctctgtccagcactggagaaatccccttttatggcaaagccat
ccccatcgagaccatcaagggggggaggcacctcattttctgccattccaagaagaaatgtgatgagctcgccgcgaagc
tgtccggcctcggactcaatgctgtagcatattaccggggccttgatgtatccgtcataccaactagcggagacgtcatt
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gtcgtagcaacggacgctctaatgacgggctttaccggcgatttcgactcagtgatcgactgcaatacatgtgtcaccca
gacagtcgacttcagcctggacccgaccttcaccattgagacgacgaccgtgccacaagacgcggtgtcacgctcgcagc
ggcgaggcaggactggtaggggcaggatgggcatttacaggtttgtgactccaggagaacggccctcgggcatgttcgat
tcctcggttctgtgcgagtgctatgacgcgggctgtgcttggtacgagctcacgcccgccgagacctcagttaggttgcg
ggcttacctaaacacaccagggttgcccgtctgccaggaccatctggagttctgggagagcgtctttacaggcctcaccc
acatagacgcccatttcttgtcccagactaagcaggcaggagacaacttcccctacctggtagcataccaggctacggtg
tgcgccagggctcaggctccacctccatcgtgggaccaaatgtggaagtgtctcatacggctaaagcctacgctgcacgg
gccaacgcccctgctgtataggctgggagccgttcaaaacgaggttactaccacacaccccataaccaaatacatcatgg
catgcatgtcggctgacctggaggtcgtcacgagcacctgggtgctggtaggcggagtcctagcagctctggccgcgtat
tgcctgacaacaggcagcgtggtcattgtgggcaggatcatcttgtccggaaagccggccatcattcccgacagggaagt
cctttaccgggagttcgatgagatggaagagtgcgcctcacacctcccttacatcgaacagggaatgcagctcgccgaac
aattcaaacagaaggcaatcgggttgctgcaaacagccaccaagcaagcggaggctgctgctcccgtggtggaatccaag
tggcggaccctcgaagccttctgggcgaagcatatgtggaatttcatcagcgggatacaatatttagcaggcttgtccac
tctgcctggcaaccccgcgatagcatcactgatggcattcacagcctctatcaccagcccgctcaccacccaacataccc
tcctgtttaacatcctggggggatgggtggccgcccaacttgctcctcccagcgctgcttctgctttcgtaggcgccggc
atcgctggagcggctgttggcagcataggccttgggaaggtgcttgtggatattttggcaggttatggagcaggggtggc
aggcgcgctcgtggcctttaaggtcatgagcggcgagatgccctccaccgaggacctggttaacctactccctgctatcc
tctcccctggcgccctagtcgtcggggtcgtgtgcgcagcgatactgcgtcggcacgtgggcccaggggagggggctgtg
cagtggatgaaccggctgatagcgttcgcttcgcggggtaaccacgtctcccccacgcactatgtgcctgagagcgacgc
tgcagcacgtgtcactcagatcctctctagtcttaccatcactcagctgctgaagaggcttcaccagtggatcaacgagg
actgctccacgccatgctccggctcgtggctaagagatgtttgggattggatatgcacggtgttgactgatttcaagacc
tggctccagtccaagctcctgccgcgattgccgggagtccccttcttctcatgtcaacgtgggtacaagggagtctggcg
gggcgacggcatcatgcaaaccacctgcccatgtggagcacagatcaccggacatgtgaaaaacggttccatgaggatcg
tggggcctaggacctgtagtaacacgtggcatggaacattccccattaacgcgtacaccacgggcccctgcacgccctcc
ccggcgccaaattattctagggcgctgtggcgggtggctgctgaggagtacgtggaggttacgcgggtgggggatttcca
ctacgtgacgggcatgaccactgacaacgtaaagtgcccgtgtcaggttccggcccccgaattcttcacagaagtggatg
gggtgcggttgcacaggtacgctccagcgtgcaaacccctcctacgggaggaggtcacattcctggtcgggctcaatcaa
tacctggttgggtcacagctcccatgcgagcccgaaccggacgtagcagtgctcacttccatgctcaccgacccctccca
cattacggcggagacggctaagcgtaggctggccaggggatctcccccctccttggccagctcatcagctaTccagctgt
ctgcgccttccttgaaggcaacatgcactacccgtcatgactccccggacgctgacctcatcgaggccaacctcctgtgg
cggcaggagatgggcgggaacatcacccgcgtggagtcagaaaataaggtagtaattttggactctttcgagccgctcca
agcggaggaggatgagagggaagtatccgttccggcggagatcctgcggaggtccaggaaattccctcgagcgatgccca
tatgggcacgcccggattacaaccctccactgttagagtcctggaaggacccggactacgtccctccagtggtacacggg
tgtccattgccgcctgccaaggcccctccgataccacctccacggaggaagaggacggttgtcctgtcagaatctaccgt
gtcttctgccttggcggagctcgccacaaagaccttcggcagctccgaatcgtcggccgtcgacagcggcacggcaacgg
cctctcctgaccagccctccgacgacggcgacgcgggatccgacgttgagtcgtactcctccatgcccccccttgagggg
gagccgggggatcccgatctcagcgacgggtcttggtctaccgtaagcgaggaggctagtgaggacgtcgtctgctgctc
gatgtcctacacatggacaggcgccctgatcacgccatgcgctgcggaggaaaccaagctgcccatcaatgcactgagca
actctttgctccgtcaccacaacttggtctatgctacaacatctcgcagcgcaagcctgcggcagaagaaggtcaccttt
gacagactgcaggtcctggacgaccactaccgggacgtgctcaaggagatgaaggcgaaggcgtccacagttaaggctaa
acttctatccgtggaggaagcctgtaagctgacgcccccacattcggccagatctaaatttggctatggggcaaaggacg
tccggaacctatccagcaaggccgttaaccacatccgctccgtgtggaaggacttgctggaagacactgagacaccaatt
gacaccaccatcatggcaaaaaatgaggttttctgcgtccaaccagagaaggggggccgcaagccagctcgccttatcgt
attcccagatttgggggttcgtgtgtgcgagaaaatggccctttacgatgtggtctccaccctccctcaggccgtgatgg
gctcttcatacggattccaatactctcctggacagcgggtcgagttcctggtgaatgcctggaaagcgaagaaatgccct
atgggcttcgcatatgacacccgctgttttgactcaacggtcactgagaatgacatccgtgttgaggagtcaatctacca
atgttgtgacttggcccccgaagccagacaggccataaggtcgctcacagagcggctttacatcgggggccccctgacta
attctaaagggcagaactgcggctatcgccggtgccgcgcgagcggtgtactgacgaccagctgcggtaataccctcaca
tgttacttgaaggccgctgcggcctgtcgagctgcgaagctccaggactgcacgatgctcgtatgcggagacgaccttgt
cgttatctgtgaaagcgcggggacccaagaggacgaggcgagcctacgggccttcacggaggctatgactagatactctg
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ccccccctggggacccgcccaaaccagaatacgacttggagttgataacatcatgctcctccaatgtgtcagtcgcgcac
gatgcatctggcaaaagggtgtactatctcacccgtgaccccaccaccccccttgcgcgggctgcgtgggagacagctag
acacactccagtcaattcctggctaggcaacatcatcatgtatgcgcccaccttgtgggcaaggatgatcctgatgactc
atttcttctccatccttctagctcaggaacaacttgaaaaagccctagattgtcagatctacggggcctgttactccatt
gagccacttgacctacctcagatcattcaacgactccatggccttagcgcattttcactccatagttactctccaggtga
gatcaatagggtggcttcatgcctcaggaaacttggggtaccgcccttgcgagtctggagacatcgggccagaagtgtcc
gcgctaggctactgtcccagggggggagggctgccacttgtggcaagtacctcttcaactgggcagtaaggaccaagctc
aaactcactccaatcccggctgcgtcccagttggatttatccagctggttcgttgctggttacagcgggggagacatata
tcacagcctgtctcgtgcccgaccccgctggttcatgtggtgcctactcctactttctgtaggggtaggcatctatctac
tccccaaccgatgaacggggaCctaaacactccaggccaataggccatcctgtttttttccctttttttttttctttttt
ttttttttttttttttttttttttttttctcctttttttttcctctttttttccttttctttcctttggtggctccatct
tagccctagtcacggctagctgtgaaaggtccgtgagccgcttgactgcagagagtgctgatactggcctctctgcagat
caagt
【０１９８】
配列番号:25:　HCV順応性レプリコン5'NTR-EMCV/HCVrepVIIのDNAクローンのヌクレオチド
配列
gccagcccccGATtgggggcgacactccaccatAGatcactcccctgtgaggaactactgtcttcacgcagaaagcgtct
agccatggcgttagtatgagtgtcgtgcagcctccaggaccccccctcccgggagagccatagtggtctgcggaaccggt
gagtacaccggaattgccaggacgaccgggtcctttcttggatCaacccgctcaatgcctggagatttgggcgtgccccc
gcGagactgctagccgagtagtgttgggtcgcgaaaggccttgtggtactgcctgatagggtgcttgcgagtgccccggg
aggtctcgtagaccgtgcaccAGACCACAACGGTTTCCCTCTAGCGGGATCAATTCCGCCCCTCTCCCTCCCCCCCCCCT
AACGTTACTGGCCGAAGCCGCTTGGAATAAGGCCGGTGTGCGTTTGTCTATATGTTATTTTCCACCATATTGCCGTCTTT
TGGCAATGTGAGGGCCCGGAAACCTGGCCCTGTCTTCTTGACGAGCATTCCTAGGGGTCTTTCCCCTCTCGCCAAAGGAA
TGCAAGGTCTGTTGAATGTCGTGAAGGAAGCAGTTCCTCTGGAAGCTTCTTGAAGACAAACAACGTCTGTAGCGACCCTT
TGCAGGCAGCGGAACCCCCCACCTGGCGACAGGTGCCTCTGCGGCCAAAAGCCACGTGTATAAGATACACCTGCAAAGGC
GGCACAACCCCAGTGCCACGTTGTGAGTTGGATAGTTGTGGAAAGAGTCAAATGGCTCTCCTCAAGCGTATTCAACAAGG
GGCTGAAGGATGCCCAGAAGGTACCCCATTGTATGGGATCTGATCTGGGGCCTCGGTGCACATGCTTTACATGTGTTTAG
TCGAGGTTAAAAAACGTCTAGGCCCCCCGAACCACGGGGACGTGGTTTTCCTTTGAAAAACACGATAATAccatggcgcc
tattacggcctactcccaacagacgcgaggcctacttggctgcatcatcactagcctcacaggccgggacaggaaccagg
tcgagggggaggtccaagtggtctccaccgcaacacaatctttcctggcgacctgcgtcaatggcgtgtgttggactgtc
tatcatggtgccggctcaaagacccttgccggcccaaagggcccaatcacccaaatgtacaccaatgtggaccaggacct
cgtcggctggcaagcgccccccggggcgcgttccttgacaccatgcacctgcggcagctcggacctttacttggtcacga
ggcatgccgatgtcattccggtgcgccggcggggcgacagcagggggagcctactctcccccaggcccgtctcctacttg
aagggctcttcgggcggtccactgctctgcccctcggggcacgctgtgggcatctttcgggctgccgtgtgcacccgagg
ggttgcgaaggcggtggactttgtacccgtcgagtctatggaaaccactatgcggtccccggtcttcacggacaactcgt
cccctccggccgtaccgcagacattccaggtggcccatctacacgcccctactggtagcggcaagagcactaaggtgccg
gctgcgtatgcagcccaagggtataaggtgcttgtcctgaacccgtccgtcgccgccaccctaggtttcggggcgtatat
gtctaaggcacatggtatcgaccctaacatcagaaccggggtaaggaccatcaccacgggtgcccccatcacgtactcca
cctatggcaagtttcttgccgacggtggttgctctgggggcgcctatgacatcataatatgtgatgagtgccactcaact
gactcgaccactatcctgggcatcggcacagtcctggaccaagcggagacggctggagcgcgactcgtcgtgctcgccac
cgctacgcctccgggatcggtcaccgtgccacatccaaacatcgaggaggtggctctgtccagcactggagaaatcccct
tttatggcaaagccatccccatcgagaccatcaagggggggaggcacctcattttctgccattccaagaagaaatgtgat
gagctcgccgcgaagctgtccggcctcggactcaatgctgtagcatattaccggggccttgatgtatccgtcataccaac
tagcggagacgtcattgtcgtagcaacggacgctctaatgacgggctttaccggcgatttcgactcagtgatcgactgca
atacatgtgtcacccagacagtcgacttcagcctggacccgaccttcaccattgagacgacgaccgtgccacaagacgcg
gtgtcacgctcgcagcggcgaggcaggactggtaggggcaggatgggcatttacaggtttgtgactccaggagaacggcc
ctcgggcatgttcgattcctcggttctgtgcgagtgctatgacgcgggctgtgcttggtacgagctcacgcccgccgaga
cctcagttaggttgcgggcttacctaaacacaccagggttgcccgtctgccaggaccatctggagttctgggagagcgtc
tttacaggcctcacccacatagacgcccatttcttgtcccagactaagcaggcaggagacaacttcccctacctggtagc
ataccaggctacggtgtgcgccagggctcaggctccacctccatcgtgggaccaaatgtggaagtgtctcatacggctaa
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agcctacgctgcacgggccaacgcccctgctgtataggctgggagccgttcaaaacgaggttactaccacacaccccata
accaaatacatcatggcatgcatgtcggctgacctggaggtcgtcacgagcacctgggtgctggtaggcggagtcctagc
agctctggccgcgtattgcctgacaacaggcagcgtggtcattgtgggcaggatcatcttgtccggaaagccggccatca
ttcccgacagggaagtcctttaccgggagttcgatgagatggaagagtgcgcctcacacctcccttacatcgaacaggga
atgcagctcgccgaacaattcaaacagaaggcaatcgggttgctgcaaacagccaccaagcaagcggaggctgctgctcc
cgtggtggaatccaagtggcggaccctcgaagccttctgggcgaagcatatgtggaatttcatcagcgggatacaatatt
tagcaggcttgtccactctgcctggcaaccccgcgatagcatcactgatggcattcacagcctctatcaccagcccgctc
accacccaacataccctcctgtttaacatcctggggggatgggtggccgcccaacttgctcctcccagcgctgcttctgc
tttcgtaggcgccggcatcgctggagcggctgttggcagcataggccttgggaaggtgcttgtggatattttggcaggtt
atggagcaggggtggcaggcgcgctcgtggcctttaaggtcatgagcggcgagatgccctccaccgaggacctggttaac
ctactccctgctatcctctcccctggcgccctagtcgtcggggtcgtgtgcgcagcgatactgcgtcggcacgtgggccc
aggggagggggctgtgcagtggatgaaccggctgatagcgttcgcttcgcggggtaaccacgtctcccccacgcactatg
tgcctgagagcgacgctgcagcacgtgtcactcagatcctctctagtcttaccatcactcagctgctgaagaggcttcac
cagtggatcaacgaggactgctccacgccatgctccggctcgtggctaagagatgtttgggattggatatgcacggtgtt
gactgatttcaagacctggctccagtccaagctcctgccgcgattgccgggagtccccttcttctcatgtcaacgtgggt
acaagggagtctggcggggcgacggcatcatgcaaaccacctgcccatgtggagcacagatcaccggacatgtgaaaaac
ggttccatgaggatcgtggggcctaggacctgtagtaacacgtggcatggaacattccccattaacgcgtacaccacggg
cccctgcacgccctccccggcgccaaattattctagggcgctgtggcgggtggctgctgaggagtacgtggaggttacgc
gggtgggggatttccactacgtgacgggcatgaccactgacaacgtaaagtgcccgtgtcaggttccggcccccgaattc
ttcacagaagtggatggggtgcggttgcacaggtacgctccagcgtgcaaacccctcctacgggaggaggtcacattcct
ggtcgggctcaatcaatacctggttgggtcacagctcccatgcgagcccgaaccggacgtagcagtgctcacttccatgc
tcaccgacccctcccacattacggcggagacggctaagcgtaggctggccaggggatctcccccctccttggccagctca
tcagctaTccagctgtctgcgccttccttgaaggcaacatgcactacccgtcatgactccccggacgctgacctcatcga
ggccaacctcctgtggcggcaggagatgggcgggaacatcacccgcgtggagtcagaaaataaggtagtaattttggact
ctttcgagccgctccaagcggaggaggatgagagggaagtatccgttccggcggagatcctgcggaggtccaggaaattc
cctcgagcgatgcccatatgggcacgcccggattacaaccctccactgttagagtcctggaaggacccggactacgtccc
tccagtggtacacgggtgtccattgccgcctgccaaggcccctccgataccacctccacggaggaagaggacggttgtcc
tgtcagaatctaccgtgtcttctgccttggcggagctcgccacaaagaccttcggcagctccgaatcgtcggccgtcgac
agcggcacggcaacggcctctcctgaccagccctccgacgacggcgacgcgggatccgacgttgagtcgtactcctccat
gcccccccttgagggggagccgggggatcccgatctcagcgacgggtcttggtctaccgtaagcgaggaggctagtgagg
acgtcgtctgctgctcgatgtcctacacatggacaggcgccctgatcacgccatgcgctgcggaggaaaccaagctgccc
atcaatgcactgagcaactctttgctccgtcaccacaacttggtctatgctacaacatctcgcagcgcaagcctgcggca
gaagaaggtcacctttgacagactgcaggtcctggacgaccactaccgggacgtgctcaaggagatgaaggcgaaggcgt
ccacagttaaggctaaacttctatccgtggaggaagcctgtaagctgacgcccccacattcggccagatctaaatttggc
tatggggcaaaggacgtccggaacctatccagcaaggccgttaaccacatccgctccgtgtggaaggacttgctggaaga
cactgagacaccaattgacaccaccatcatggcaaaaaatgaggttttctgcgtccaaccagagaaggggggccgcaagc
cagctcgccttatcgtattcccagatttgggggttcgtgtgtgcgagaaaatggccctttacgatgtggtctccaccctc
cctcaggccgtgatgggctcttcatacggattccaatactctcctggacagcgggtcgagttcctggtgaatgcctggaa
agcgaagaaatgccctatgggcttcgcatatgacacccgctgttttgactcaacggtcactgagaatgacatccgtgttg
aggagtcaatctaccaatgttgtgacttggcccccgaagccagacaggccataaggtcgctcacagagcggctttacatc
gggggccccctgactaattctaaagggcagaactgcggctatcgccggtgccgcgcgagcggtgtactgacgaccagctg
cggtaataccctcacatgttacttgaaggccgctgcggcctgtcgagctgcgaagctccaggactgcacgatgctcgtat
gcggagacgaccttgtcgttatctgtgaaagcgcggggacccaagaggacgaggcgagcctacgggccttcacggaggct
atgactagatactctgccccccctggggacccgcccaaaccagaatacgacttggagttgataacatcatgctcctccaa
tgtgtcagtcgcgcacgatgcatctggcaaaagggtgtactatctcacccgtgaccccaccaccccccttgcgcgggctg
cgtgggagacagctagacacactccagtcaattcctggctaggcaacatcatcatgtatgcgcccaccttgtgggcaagg
atgatcctgatgactcatttcttctccatccttctagctcaggaacaacttgaaaaagccctagattgtcagatctacgg
ggcctgttactccattgagccacttgacctacctcagatcattcaacgactccatggccttagcgcattttcactccata
gttactctccaggtgagatcaatagggtggcttcatgcctcaggaaacttggggtaccgcccttgcgagtctggagacat
cgggccagaagtgtccgcgctaggctactgtcccagggggggagggctgccacttgtggcaagtacctcttcaactgggc
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agtaaggaccaagctcaaactcactccaatcccggctgcgtcccagttggatttatccagctggttcgttgctggttaca
gcgggggagacatatatcacagcctgtctcgtgcccgaccccgctggttcatgtggtgcctactcctactttctgtaggg
gtaggcatctatctactccccaaccgatgaacggggaCctaaacactccaggccaataggccatcctgtttttttccctt
tttttttttcttttttttttttttttttttttttttttttttttctcctttttttttcctctttttttccttttctttcc
tttggtggctccatcttagccctagtcacggctagctgtgaaaggtccgtgagccgcttgactgcagagagtgctgatac
tggcctctctgcagatcaagt
【０１９９】
【配列表】
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【図面の簡単な説明】
【図１】　HCVゲノム構造、ポリタンパク質プロセシング、及びタンパク質の特徴。一番
上には、構造及び非構造タンパク質のコード領域、並びに5’及び3’NTR、並びに推定3’
二次構造を伴うウイルスのゲノムを示す。ゲノムの下側の四角は、タンパク質分解性プロ
セシングカスケードにより生成されたタンパク質を示す。推定構造タンパク質は、影付き
四角で示し、構造タンパク質は白抜き四角で示した。非荷電アミノ酸の連続伸長は黒色棒
で示した。アスタリスクは、N-連結したグリカンを伴うタンパク質を意味するが、必ずし
も利用された部位の位置又は数を示すものではない。示された切断部位は、宿主シグナラ
ーゼ(黒菱形)、NS2-3プロテアーゼ(曲線矢印)、NS3-4Aセリンプロテアーゼ(↓)である。
【図２】　HCVベクターを用いる異種RNA及びタンパク質の発現の戦略。一番上は、ポジテ
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ィブ-極性RNAウイルスHCVの略図であり、これは、一本の長いORFの翻訳及びタンパク質分
解性プロセシングにより成熟ウイルスタンパク質を発現している。構造タンパク質(STRUC
TURAL)及び非構造タンパク質(REPLICASE)をコードしているポリタンパク質の領域は、各
々、明影付き四角及び白抜き四角で示した。下側には、多くの提案された複製-コンピテ
ントな「レプリコン」発現構築体を示している。最初の4個の構築体(A-D)は、構造遺伝子
を欠いており、従って感染性ビリオンへのパッケージングを可能にするヘルパーシステム
を必要としている。構築体E-Gは、複製又はパッケージングのためのヘルパー機能を必要
としないであろう。暗影付き四角は、異種又は外来遺伝子配列(FG)を示している。翻訳開
始部位(aug)及び転写シグナル(trm)は、各々、白三角及び黒菱形で示している。内部リボ
ソーム侵入部位(IRES)は、垂直線を付けた四角で示した。構築体A及びHは、HCVポリタン
パク質とインフレーム融合体としての異種産物の発現を説明している。このようなタンパ
ク質融合体接合部は、宿主又はウイルスプロテアーゼのいずれかによりプロセシングが媒
介されるように操作することができる(矢印で示した)。
【図３】　HCVrep1bBartMan の構造。この感染性レプリコンの2種の変種は、実施例１に
おいて記したように構築した。第一のHCVrep1bBartMan/AvaIIは、3' NTRの可変ドメイン
中にAvaII制限部位を有し、これは野生型HCV亜型1bの3' NTRには存在しない。第二の変異
体HCVrep1bBartMan/Δ2U'sは、3'NTRのポリピリミジンドメイン中の連続U'sの最長の伸長
において、野生型の34よりもむしろ32のU'sを有した。「GDD→AGG」の表示は、実施例１
においてポリメラーゼ陰性対照として使用した非-複製レプリコンにおける不活性化変異
を示している。
【図４】　G418-耐性細胞クローンの作出。一番上は、図３に示したHCVrep1bBartManレプ
リコンの略図である。中間の文には、実施例１において更に説明されている、適応突然変
異体の単離に使用された工程をまとめている。下側チャートには、実施例において説明し
たいくつかの単離したレプリコンの特徴をまとめている。
【図５】　HCV-特異的RNA及びタンパク質の合成。図5Aは、実施例において更に説明され
ているような4種の適応レプリコンのアクチノマイシンD-耐性RNA複製を示している。図5B
は、実施例１において更に説明されている、3種の適応レプリコンの35S-標識したHCV-特
異タンパク質の免疫沈降を示している。
【図６】　G418-耐性細胞クローンにおけるNS3の検出。示した様々なレプリコンでトラン
スフェクションした細胞の単層を、抗-NS3 抗体で免疫染色した。染色パターンは、感染
肝由来の染色した細胞に類似していた。
【図７】　HCVのNS5Aコード領域におけるヌクレオチド及びアミノ酸の変化。 7種の適応
クローンのNS5Aコード領域の一部のヌクレオチド及びアミノ酸の変化を示している。
【図８】　レプリコンRNAのHuh7細胞への電気穿孔後に作出されたG418-耐性コロニー。適
応レプリコン(レプリコンI)のHuh7細胞へのトランスフェクション後にコロニーを樹立す
る能力(中央)を、当初のレプリコンHCVrepBartMan/AvaII(左側)及び同じ適応レプリコン
であるが、ポリメラーゼ遺伝子不活性変異を伴うもの(右側)と比較した。
【図９】　HCVレプリコン及び完全長HCV RNAの構造。適応レプリコン5'NTR-EMCVは、NS3
の上流のEMCV IRESに直接融合した5'NTRを有した。別の適応レプリコンであるHCVrep/NS2
-5Bは、非構造タンパク質NS2をNS3上流に有した。完全長HCV cDNAクローンであるHCV FL
を集成した。更にバイシストロン性誘導体HCV FL-neoを集成し、これは5'NTRがネオマイ
シンホスホトランスフェラーゼ遺伝子に融合され、かつEMCV IRESがHCVオープンリーディ
ングフレームの上流にある。両方の完全長クローンにおいて、オープンリーディングフレ
ームは、キャプシドからNS5Bまでの構造及び非-構造領域を含む。加えて、レプリコン及
び完全長HCV RNAは全て、NS5Aにおいて配列番号：3の1179位でのSerからIleへの置換を含
む。
【図１０】　レプリコン及び完全長HCV RNAのRNA複製。図９に示したHCVレプリコン及び
完全長HCV RNAは、複製コンピテントである。
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【図１】 【図２】

【図３】 【図４】
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【図５】 【図６】

【図７】 【図８】
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