
(57)【要約】
Ｃ型肝炎ウイルス（ＨＣＶ）のエンベロープタンパク質Ｅ１及びＥ２の立体構造エピトー
プについて、ＨＣＶ感染者由来のモノクローナル抗体群を用いて同定し特徴を調べた。Ｈ
ＣＶタンパク質Ｅ１又はＥ２のこれらの保存立体構造及び直鎖状エピトープは、ＨＣＶに
対するヒトの免疫応答において重要であり、ウイルスの中和に特に重要であると考えられ
る。これら立体構造エピトープの同定に基づいて、完全立体構造エピトープを有するペプ
チド及びミモトープを含むワクチンを調製し、ＨＣＶ感染予防及び／又は治療のために患
者に投与することができる。それぞれ特定のＥ１又はＥ２エピトープに対する、４種の異
なるモノクローナル抗体グループを同定することで、ＨＣＶに対する感染者の応答に基づ
いて感染者を分類することができ、適当な治療投与計画を決めることができる。 10
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 Ｃ 型 肝 炎 ウ イ ル ス １ ｂ の Ｅ １ タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 ２ ０ ６ ～ ３ １ ３ 内 の 立 体 構 造 エ ピ ト
ー プ に 対 す る 抗 体 。
【 請 求 項 ２ 】
　 多 重 Ｈ Ｃ Ｖ 遺 伝 子 型 に 由 来 す る Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ １ タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 １ ９ ４ ～ ２ ０ ４ 内 の
直 鎖 状 エ ピ ト ー プ に 対 す る 抗 体 。
【 請 求 項 ３ 】
　 Ｈ － １ １ ４ に よ り 認 識 さ れ る エ ピ ト ー プ に 対 す る 抗 体 。
【 請 求 項 ４ 】
　 Ｈ － １ １ １ に よ り 認 識 さ れ る エ ピ ト ー プ に 対 す る 抗 体 。
【 請 求 項 ５ 】
　 請 求 項 １ 又 は ２ に 記 載 の 抗 体 を 発 現 す る 細 胞 系 。
【 請 求 項 ６ 】
　 Ｂ 細 胞 系 で あ る 、 請 求 項 ５ に 記 載 の 細 胞 系 。
【 請 求 項 ７ 】
　 ヒ ト 細 胞 系 で あ る 、 請 求 項 ５ に 記 載 の 細 胞 系 。
【 請 求 項 ８ 】
　 哺 乳 類 細 胞 系 で あ る 、 請 求 項 ５ に 記 載 の 細 胞 系 。
【 請 求 項 ９ 】
　 真 核 細 胞 系 で あ る 、 請 求 項 ６ に 記 載 の 細 胞 系 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 ハ イ ブ リ ド ー マ で あ る 、 請 求 項 ５ に 記 載 の 細 胞 系 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 エ プ ス タ イ ン － バ ー ウ イ ル ス （ Ｅ Ｂ Ｖ ） で 形 質 転 換 さ れ て い る 、 請 求 項 ５ に 記 載 の 細 胞
系 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 ウ イ ル ス で 感 染 さ れ て い る 、 請 求 項 ５ に 記 載 の 細 胞 系 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 フ ァ ー ジ で 感 染 さ れ て い る 、 請 求 項 ５ に 記 載 の 細 胞 系 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 請 求 項 １ 又 は ２ に 記 載 の 抗 体 を 提 示 す る ウ イ ル ス 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 １ 、 ２ 、 ３ 又 は ４ の い ず れ か に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 人 体 に 適 応 さ せ た 抗 体 で あ る 、 請 求 項 １ 、 ２ 、 ３ 又 は ４ の い ず れ か に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 哺 乳 類 の 抗 体 で あ る 、 請 求 項 １ 、 ２ 、 ３ 又 は ４ の い ず れ か に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ １ タ ン パ ク 質 又 は ペ プ チ ド を 請 求 項 １ 、 ２ 、 ３ 又 は ４ の い ず れ か に 記 載 の 抗
体 に 、 抗 体 が Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ １ タ ン パ ク 質 又 は ペ プ チ ド に 結 合 す る の に 十 分 な 時 間 、 接 触 さ せ
；
Ｅ １ の 推 定 受 容 体 を 発 現 す る 細 胞 と Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ １ タ ン パ ク 質 又 は ペ プ チ ド と 抗 体 と を 、 タ
ン パ ク 質 又 は ペ プ チ ド に よ る 推 定 受 容 体 へ の 結 合 を 可 能 に す る の に 充 分 な 時 間 、 接 触 さ せ
；
タ ン パ ク 質 又 は ペ プ チ ド に よ る 細 胞 へ の 結 合 を 検 出 す る （ 抗 体 の 非 存 在 下 に お け る 結 合 と
比 較 し て 細 胞 表 面 へ の 結 合 が 低 下 し て い た 場 合 、 受 容 体 を Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ １ 受 容 体 と 同 定 す る
）
段 階 を 包 含 す る 、 Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ １ タ ン パ ク 質 又 は ペ プ チ ド に 対 す る 受 容 体 を 同 定 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
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　 請 求 項 １ 、 ２ 、 ３ 又 は ４ の い ず れ か に 記 載 の 抗 体 を 固 体 支 持 体 に 付 着 し ； 抗 体 を Ｈ Ｃ Ｖ
　 Ｅ １ タ ン パ ク 質 又 は ペ プ チ ド に 、 Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ １ タ ン パ ク 質 又 は ペ プ チ ド が 抗 体 に 結 合 し
て タ ン パ ク 質 又 は ペ プ チ ド － 抗 体 複 合 体 を 形 成 す る の に 十 分 な 時 間 、 接 触 さ せ ；
ラ イ ブ ラ リ ー タ ン パ ク 質 又 は ペ プ チ ド が 複 合 体 に 結 合 す る の に 十 分 な 時 間 、 複 合 体 を ラ イ
ブ ラ リ ー タ ン パ ク 質 又 は ペ プ チ ド と 接 触 さ せ ；
未 結 合 の ラ イ ブ ラ リ ー タ ン パ ク 質 又 は ペ プ チ ド を 複 合 体 か ら 除 去 し ；
複 合 体 に 結 合 す る ラ イ ブ ラ リ ー タ ン パ ク 質 又 は ペ プ チ ド を 同 定 す る （ こ こ で 結 合 し た ラ イ
ブ ラ リ ー タ ン パ ク 質 又 は ペ プ チ ド は 推 定 Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ １ 受 容 体 で あ る ）
段 階 を 包 含 す る 、 Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ １ タ ン パ ク 質 又 は ペ プ チ ド に 対 す る 受 容 体 を 同 定 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 請 求 項 １ 、 ２ 、 ３ 又 は ４ の い ず れ か に 記 載 の 抗 体 と 、 薬 剤 と し て 許 容 さ れ る 賦 形 剤 と を
含 む 薬 剤 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 抗 体 が 、 Ｈ Ｃ Ｖ の Ｅ １ 及 び Ｅ ２ タ ン パ ク 質 に 対 す る も の で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 ２ 種
以 上 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 組 み 合 わ せ を 含 む 薬 剤 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 抗 体 が 、 単 一 Ｈ Ｃ Ｖ 遺 伝 子 型 の Ｅ １ 及 び Ｅ ２ タ ン パ ク 質 に 対 す る も の で あ る こ と を 特 徴
と す る 、 請 求 項 ２ １ に 記 載 の 薬 剤 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 抗 体 が 、 多 重 Ｈ Ｃ Ｖ 遺 伝 子 型 の Ｅ １ 及 び Ｅ ２ タ ン パ ク 質 に 対 す る も の で あ る こ と を 特 徴
と す る 、 請 求 項 ２ １ に 記 載 の 薬 剤 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 抗 体 が 直 鎖 状 エ ピ ト ー プ に 対 す る も の で あ る 、 請 求 項 ２ １ に 記 載 の 薬 剤 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 抗 体 が 立 体 構 造 エ ピ ト ー プ に 対 す る も の で あ る 、 請 求 項 ２ １ に 記 載 の 薬 剤 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 抗 体 が 直 鎖 状 及 び 立 体 構 造 エ ピ ト ー プ に 対 す る も の で あ る 、 請 求 項 ２ １ に 記 載 の 薬 剤 組
成 物 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 Ｈ － １ １ １ 及 び Ｃ Ｂ Ｈ － ５ を 含 む 、 請 求 項 ２ １ に 記 載 の 薬 剤 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 Ｈ － １ １ １ 及 び Ｃ Ｂ Ｈ － ７ を 含 む 、 請 求 項 ２ １ に 記 載 の 薬 剤 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 Ｈ － １ １ １ 及 び Ｃ Ｂ Ｈ － ４ Ｇ を 含 む 、 請 求 項 ２ １ に 記 載 の 薬 剤 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 Ｈ － １ １ １ 及 び Ｃ Ｂ Ｈ － ８ Ｃ を 含 む 、 請 求 項 ２ １ に 記 載 の 薬 剤 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 Ｈ － １ １ １ 及 び Ｃ Ｂ Ｈ － １ ７ を 含 む 、 請 求 項 ２ １ に 記 載 の 薬 剤 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 Ｈ － １ １ １ 及 び Ｃ Ｂ Ｈ － ２ を 含 む 、 請 求 項 ２ １ に 記 載 の 薬 剤 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 Ｈ Ｃ Ｖ に 感 染 し た 又 は Ｈ Ｃ Ｖ に 感 染 し や す い 患 者 を 提 供 し ； そ し て
患 者 に 請 求 項 １ 、 ２ 、 ３ 又 は ４ の い ず れ か に 記 載 の 抗 体 を 投 与 す る
段 階 を 包 含 す る 、 Ｈ Ｃ Ｖ に 感 染 し た 患 者 を 治 療 す る 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 Ｈ Ｃ Ｖ に 感 染 し た 又 は Ｈ Ｃ Ｖ に 感 染 し や す い 患 者 を 提 供 し ； そ し て
患 者 に 請 求 項 １ 、 ２ 、 ３ 又 は ４ の い ず れ か に 記 載 の 抗 体 を 投 与 す る
段 階 を 包 含 す る 、 Ｈ Ｃ Ｖ に 接 触 し た 患 者 を 治 療 す る 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 １ 種 以 上 の 異 な る 抗 体 を 投 与 す る こ と を 包 含 す る 、 請 求 項 ３ ３ 又 は ３ ４ に 記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 ３ ６ 】
　 ２ 種 以 上 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 患 者 に 投 与 す る こ と を 包 含 し 、 抗 体 が Ｈ Ｃ Ｖ の Ｅ １ 及
び Ｅ ２ タ ン パ ク 質 に 対 す る も の で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ３ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 抗 体 が 、 単 一 Ｈ Ｃ Ｖ 遺 伝 子 型 の Ｅ １ 及 び Ｅ ２ タ ン パ ク 質 に 対 す る も の で あ る こ と を 特 徴
と す る 、 請 求 項 ３ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 抗 体 が 、 多 重 Ｈ Ｃ Ｖ 遺 伝 子 型 の Ｅ １ 及 び Ｅ ２ タ ン パ ク 質 に 対 す る も の で あ る こ と を 特 徴
と す る 、 請 求 項 ３ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 抗 体 が 直 鎖 状 エ ピ ト ー プ に 対 す る も の で あ る 、 請 求 項 ３ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 抗 体 が 立 体 構 造 エ ピ ト ー プ に 対 す る も の で あ る 、 請 求 項 ３ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 抗 体 が 直 鎖 状 及 び 立 体 構 造 エ ピ ト ー プ に 対 す る も の で あ る 、 請 求 項 ３ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 Ｈ － １ １ １ 及 び Ｃ Ｂ Ｈ － ５ を 含 む 、 請 求 項 ３ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 Ｈ － １ １ １ 及 び Ｃ Ｂ Ｈ － ７ を 含 む 、 請 求 項 ３ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 Ｈ － １ １ １ 及 び Ｃ Ｂ Ｈ － ４ Ｇ を 含 む 、 請 求 項 ３ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 Ｈ － １ １ １ 及 び Ｃ Ｂ Ｈ － ８ Ｃ を 含 む 、 請 求 項 ３ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 Ｈ － １ １ １ 及 び Ｃ Ｂ Ｈ － １ ７ を 含 む 、 請 求 項 ３ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 Ｈ － １ １ １ 及 び Ｃ Ｂ Ｈ － ２ を 含 む 、 請 求 項 ３ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 Ｈ Ｃ Ｖ １ ｂ Ｅ １ タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 ２ ０ ６ ～ ３ １ ３ を 含 む 、 Ｈ Ｃ Ｖ の Ｅ １ タ ン パ ク 質
の 立 体 構 造 エ ピ ト ー プ を 含 む ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 ア ミ ノ 酸 が 、 Ｈ Ｃ Ｖ １ ｂ の Ｅ １ タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 ２ ０ ６ ～ ３ １ ３ に 類 似 し て い る こ
と を 特 徴 と す る 、 Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ １ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 Ｈ Ｃ Ｖ １ ｂ Ｅ １ タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 ２ ０ ６ ～ ３ １ ３ に 類 似 し た ア ミ ノ 酸 を 含 む 非 Ｈ Ｃ
Ｖ タ ン パ ク 質 又 は ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ５ １ 】
　 Ｈ Ｃ Ｖ １ ｂ Ｅ １ タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 ２ ０ ６ ～ ３ １ ３ が 天 然 の 立 体 構 造 で あ る 、 請 求 項
５ ０ に 記 載 の 非 Ｈ Ｃ Ｖ タ ン パ ク 質 又 は ペ プ チ ド
【 請 求 項 ５ ２ 】
　 請 求 項 ４ ９ に 記 載 の ペ プ チ ド に 少 な く と も ６ ０ ％ の 同 一 性 を 有 す る ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
　 請 求 項 ４ ９ に 記 載 の ペ プ チ ド に 少 な く と も ７ ０ ％ の 同 一 性 を 有 す る ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
　 請 求 項 ４ ９ に 記 載 の ペ プ チ ド に 少 な く と も ８ ０ ％ の 同 一 性 を 有 す る ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
　 請 求 項 ４ ９ に 記 載 の ペ プ チ ド に 少 な く と も ９ ０ ％ の 同 一 性 を 有 す る ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
　 ア ミ ノ 酸 ２ ０ ６ ～ ３ １ ３ を 含 む Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ １ の １ ｂ 遺 伝 子 型 の 立 体 構 造 エ ピ ト ー プ に 対
し て 十 分 な 三 次 元 構 造 的 類 似 性 を 有 す る 作 用 物 に し て 、 該 作 用 物 の 存 在 下 で 抗 体 へ の エ ピ
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ト ー プ の 結 合 と 競 合 さ せ 、 該 作 用 物 の 非 存 在 下 で の 結 合 と 比 較 す る た め の 作 用 物 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
　 ペ プ チ ド で あ る 、 請 求 項 ５ ６ に 記 載 の 作 用 物 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
　 小 分 子 で あ る 、 請 求 項 ５ ６ に 記 載 の 作 用 物 。
【 請 求 項 ５ ９ 】
　 化 合 物 で あ る 、 請 求 項 ５ ６ に 記 載 の 作 用 物 。
【 請 求 項 ６ ０ 】
　 有 機 分 子 で あ る 、 請 求 項 ５ ６ に 記 載 の 作 用 物 。
【 請 求 項 ６ １ 】
　 無 機 分 子 で あ る 、 請 求 項 ５ ６ に 記 載 の 作 用 物 。
【 請 求 項 ６ ２ 】
　 ミ モ ト ー プ で あ る 、 請 求 項 ５ ６ に 記 載 の 作 用 物 。
【 請 求 項 ６ ３ 】
　 Ｈ Ｃ Ｖ １ ｂ の Ｅ １ タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 ２ ０ ６ ～ ３ １ ３ 内 の 立 体 構 造 エ ピ ト ー プ を 含 む
、 Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ １ の ペ プ チ ド 断 片 を 含 む ワ ク チ ン 。
【 請 求 項 ６ ４ 】
　 請 求 項 １ 又 は ３ に 記 載 の 抗 体 に よ っ て 認 識 さ れ る エ ピ ト ー プ を 含 む Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ １ ペ プ チ
ド 断 片 を 含 む ワ ク チ ン 。
【 請 求 項 ６ ５ 】
　 Ｈ － １ １ ４ 及 び Ｈ － １ １ １ か ら な る 群 よ り 選 ば れ て な る ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に よ り
認 識 さ れ る エ ピ ト ー プ を 含 む Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ １ の ペ プ チ ド 断 片 を 含 む ワ ク チ ン 。
【 請 求 項 ６ ６ 】
　 請 求 項 ４ ８ に 記 載 の ペ プ チ ド を 含 む ワ ク チ ン 。
【 請 求 項 ６ ７ 】
　 請 求 項 ５ ６ に 記 載 の 作 用 物 を 含 む ワ ク チ ン 。
【 請 求 項 ６ ８ 】
　 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に よ り 認 識 さ れ る エ ピ ト ー プ を 含 む Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ １ の ペ プ チ ド 断
片 少 な く と も １ 個 と ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に よ り 認 識 さ れ る エ ピ ト ー プ を 含 む Ｈ Ｃ Ｖ 　
Ｅ ２ の ペ プ チ ド 断 片 少 な く と も １ 個 と の 組 み 合 わ せ を 含 む ワ ク チ ン 。
【 請 求 項 ６ ９ 】
　 ペ プ チ ド 断 片 が 単 一 Ｈ Ｃ Ｖ 遺 伝 子 型 の も の で あ る 、 請 求 項 ６ ８ に 記 載 の ワ ク チ ン 。
【 請 求 項 ７ ０ 】
　 Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ １ 及 び Ｅ ２ の ペ プ チ ド 断 片 が 多 重 Ｈ Ｃ Ｖ 遺 伝 子 型 の も の で あ る 、 請 求 項 ６ ８
に 記 載 の ワ ク チ ン 。
【 請 求 項 ７ １ 】
　 エ ピ ト ー プ が 、 Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ １ 及 び Ｅ ２ の ペ プ チ ド 断 片 上 の 直 鎖 状 エ ピ ト ー プ で あ る 、 請
求 項 ６ ８ に 記 載 の ワ ク チ ン 。
【 請 求 項 ７ ２ 】
　 エ ピ ト ー プ が 、 Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ １ 及 び Ｅ ２ の ペ プ チ ド 断 片 上 の 立 体 構 造 エ ピ ト ー プ で あ る 、
請 求 項 ６ ８ に 記 載 の ワ ク チ ン 。
【 請 求 項 ７ ３ 】
　 エ ピ ト ー プ が 、 Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ １ 及 び Ｅ ２ の ペ プ チ ド 断 片 上 の 直 鎖 状 エ ピ ト ー プ と 立 体 構 造
エ ピ ト ー プ と の 組 み 合 わ せ で あ る 、 請 求 項 ６ ８ に 記 載 の ワ ク チ ン 。
【 請 求 項 ７ ４ 】
　 Ｈ － １ １ １ 及 び Ｃ Ｂ Ｈ － ５ を 含 む 、 請 求 項 ６ ８ に 記 載 の ワ ク チ ン 。
【 請 求 項 ７ ５ 】
　 Ｈ － １ １ １ 及 び Ｃ Ｂ Ｈ － ７ を 含 む 、 請 求 項 ６ ８ に 記 載 の ワ ク チ ン 。
【 請 求 項 ７ ６ 】
　 Ｈ － １ １ １ 及 び Ｃ Ｂ Ｈ － ４ Ｇ を 含 む 、 請 求 項 ６ ８ に 記 載 の ワ ク チ ン 。
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【 請 求 項 ７ ７ 】
　 Ｈ － １ １ １ 及 び Ｃ Ｂ Ｈ － ８ Ｃ を 含 む 、 請 求 項 ６ ８ に 記 載 の ワ ク チ ン 。
【 請 求 項 ７ ８ 】
　 Ｈ － １ １ １ 及 び Ｃ Ｂ Ｈ － １ ７ を 含 む 、 請 求 項 ６ ８ に 記 載 の ワ ク チ ン 。
【 請 求 項 ７ ９ 】
　 Ｈ － １ １ １ 及 び Ｃ Ｂ Ｈ － ２ を 含 む 、 請 求 項 ６ ８ に 記 載 の ワ ク チ ン 。
【 請 求 項 ８ ０ 】
　 Ｈ Ｃ Ｖ 感 染 患 者 か ら 血 清 を 得 て ；
請 求 項 １ 又 は ２ に 記 載 の 抗 Ｈ Ｃ Ｖ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に よ る そ の エ ピ ト ー プ へ の 結 合 に つ
い て 、 患 者 血 清 に よ る 阻 害 を 測 定 し ； そ し て
治 療 投 与 の 候 補 者 と し て 患 者 を 同 定 す る
段 階 を 含 む 、 Ｈ Ｃ Ｖ 感 染 患 者 を 分 類 す る 方 法 。
【 請 求 項 ８ １ 】
　 患 者 に 抗 体 を 投 与 す る 段 階 を 更 に 包 含 す る 請 求 項 ４ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ２ 】
　 個 人 を 用 意 し ；
請 求 項 １ 又 は ２ に 記 載 の 抗 体 を 、 抗 体 が そ の 抗 原 に 結 合 す る の に 好 適 な 条 件 下 で 、 該 個 人
か ら 得 た 体 液 に 接 触 さ せ ； そ し て
抗 体 に よ る ペ プ チ ド へ の 結 合 を 検 出 す る
段 階 を 含 む 、 Ｈ Ｃ Ｖ 感 染 を 検 出 す る 方 法 。
【 請 求 項 ８ ３ 】
　 個 人 を 用 意 し ；
請 求 項 １ に 記 載 の 抗 体 少 な く と も ２ 種 を 、 抗 体 ／ 抗 原 結 合 す る の に 好 適 な 条 件 下 で 、 該 個
人 か ら 得 た 体 液 に 接 触 さ せ ；
抗 体 に よ る ペ プ チ ド へ の 結 合 を 検 出 し ； そ し て
抗 体 結 合 の 特 性 を 分 析 し て Ｈ Ｃ Ｖ の 遺 伝 子 型 を 決 定 す る
段 階 を 含 む 、 Ｈ Ｃ Ｖ の 遺 伝 子 型 を 同 定 す る 方 法 。
【 請 求 項 ８ ４ 】
　 体 液 が 血 液 で あ る 、 請 求 項 ８ ２ 又 は ８ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 米 国 政 府 は 本 発 明 に つ い て 一 括 払 い ラ イ セ ン ス を 有 し 、 又 、 国 立 衛 生 研 究 所 (Ｎ Ｉ Ｈ )に
よ り 授 与 さ れ た 付 与 番 号 Ｄ Ａ ６ ０ ５ ９ ６ 及 び Ａ Ｉ ４ ７ ３ ５ ５ の 条 件 に よ っ て 規 定 さ れ る 正
当 な 条 件 で 、 特 許 権 所 有 者 が 他 人 に 使 用 を 許 諾 す る 必 要 の あ る 限 ら れ た 状 況 に お け る 権 利
を 有 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
関 連 出 願 の 相 互 参 照
　 本 出 願 は 、 特 許 出 願 U.S.S.N.０ ９ ／ １ ８ ７ ， ０ ５ ７ (１ ９ ９ ８ 年 １ １ 月 ５ 日 出 願 )の 一 部
継 続 出 願 で あ る 、 U.S.S.N.０ ９ ／ ４ ３ ０ ， ４ ８ ９ (１ ９ ９ ９ 年 １ ０ 月 ２ ９ 日 出 願 )の 一 部 継
続 出 願 で あ る 、 同 時 継 続 出 願 U.S.S.N.０ ９ ／ ７ ２ ８ ， ７ ２ ０ (２ ０ ０ ０ 年 １ ２ 月 １ 日 出 願 )
の 一 部 継 続 出 願 で あ る 。 こ れ ら 出 願 は そ れ ぞ れ こ こ に 参 照 し て 説 明 に 代 え る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】

　 本 発 明 は 、 構 造 が 保 存 さ れ た Ｈ Ｃ Ｖ エ ピ ト ー プ に 対 す る ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (Ｈ Ｍ
Ａ ｂ )の 調 製 に 関 す る 。 こ の よ う な 抗 体 は 患 者 内 に 多 く 見 ら れ る が 、 例 え ば Ｈ Ｃ Ｖ 感 染 の
診 断 と 治 療 に 有 用 で あ り 、 患 者 に と っ て 特 定 の 治 療 法 が 有 効 で あ る か ど う か を 同 定 す る の
に 用 い ら れ る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ４ 】
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　 Ｃ 型 肝 炎 ウ イ ル ス (Ｈ Ｃ Ｖ )は エ ン ベ ロ ー プ に 包 ま れ た ウ イ ル ス で あ り 、 そ の 遺 伝 子 情 報
は ９ ． ５ ｋ ｂ の 正 の Ｒ Ｎ Ａ ゲ ノ ム 鎖 に よ っ て コ ー ド さ れ て い る 。 高 度 に 保 存 さ れ た ３ ４ １
ｂ ｐ の 非 コ ー ド 領 域 は こ の ウ イ ル ス ゲ ノ ム の ５ ’ 末 端 に 位 置 し て お り 、 そ れ に 約 ３ ， ０ １
０ ア ミ ノ 酸 の ポ リ プ ロ テ イ ン を コ ー ド す る 長 い 読 み 取 り 枠 が 続 い て い る 。 エ ン ベ ロ ー プ 糖
タ ン パ ク 質 と 推 定 さ れ る Ｅ １ (ｇ ｐ ３ ５ )及 び Ｅ ２ (ｇ ｐ ７ ２ )の ２ 種 に 、 そ れ ぞ れ ５ 又 は ６
個 、 及 び １ １ 個 の Ｎ 結 合 型 グ リ コ シ ル 化 部 位 が あ る こ と が 分 か っ て い る 。 エ ン ベ ロ ー プ 遺
伝 子 に は 高 レ ベ ル の 遺 伝 子 可 変 性 が あ る 。 こ の 可 変 性 は Ｅ ２ 遺 伝 子 の ５ ’ 末 端 で 特 に 顕 著
で あ り 、 ２ 個 の 超 可 変 部 (Ｈ Ｖ Ｒ １ 及 び Ｈ Ｖ Ｒ ２ )が 報 告 さ れ て い る 。 細 胞 培 養 及 び チ ン パ
ン ジ ー に お け る 予 防 研 究 で 、 Ｈ Ｖ Ｒ １ に 対 す る 抗 体 が ウ イ ル ス 中 和 反 応 を 引 き 起 こ す こ と
が 示 さ れ て い る (Farciら 、 1996 Proc.Natl.Acad.Sci.USA 93： 15394-15399； Shimizuら 、
1994 J.Virol.68： 1494-1500； そ れ ぞ れ こ こ に 参 照 し て 説 明 に 代 え る )。 残 念 な こ と に Ｈ
Ｖ Ｒ １ に 対 す る 抗 体 は 単 離 体 に 特 異 的 で あ り 、 既 存 の 免 疫 応 答 が 認 識 し な い 新 た な ウ イ ル
ス 変 異 体 の 複 製 を や が て 引 き 起 こ す 傾 向 が あ る (Farciら 、 1994 Proc.Natl.Acad.Sci.USA 
91： 7792-7796； Weinerら 、 1992 Proc.Natl.Acad.Sci.USA 89： 3468-3472； Katoら 、 1993
 J.Virol.67： 3923－ 3930； そ れ ぞ れ こ こ に 参 照 し て 説 明 に 代 え る )。 と は い え 、 Ｈ Ｖ Ｒ １
関 連 配 列 に 対 し て 広 く 免 疫 応 答 を 誘 導 す る こ と に つ い て は 研 究 が 進 ん で い る (Puntoriero
ら 、 1998 EMBO Journal 17： 3521-3533； こ こ に 参 照 し て 説 明 に 代 え る )。 グ リ コ シ ル 化 し
た 形 状 で 発 現 し た Ｈ Ｃ Ｖ エ ン ベ ロ ー プ 抗 原 は 、 高 い 免 疫 原 性 を 持 つ よ う で あ る (da Silva 
Cardosoら 、 1997 Ann.Hematol.74： 135-7； こ こ に 参 照 し て 説 明 に 代 え る )。 予 備 デ ー タ は
、 Ｅ ２ タ ン パ ク 質 内 に 保 存 エ ピ ト ー プ が 存 在 す る こ と を 示 唆 し て い る (Lesniewskiら 、 199
5 J.Med.Virol.45： 415-22； こ こ に 参 照 し て 説 明 に 代 え る )。 感 染 者 の 血 清 中 に 中 和 抗 体
が 存 在 す る こ と が 示 唆 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 哺 乳 類 細 胞 内 で 発 現 し た Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ １ － Ｅ ２ タ ン パ ク 質 を 用 い た 研 究 の 結 果 、 天 然 の 状
態 で 立 体 構 造 と 直 鎖 状 の 両 方 を と り う る エ ピ ト ー プ で 部 分 的 に 構 成 さ れ る Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ ２ に
対 し て 、 感 染 者 が 抗 体 応 答 を 有 す る と い う こ と が 示 さ れ た (Haradaら 、 1994 J.Gen.Virol.
76： 1223-1231； こ こ に 参 照 し て 説 明 に 代 え る )。 Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ ２ 蛋 白 質 に 対 す る ヒ ト モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 又 は 組 み 換 え 抗 体 の 単 離 に 関 す る 研 究 の 結 果 、 こ れ ら 抗 体 の 実 質 的 な 断 片 が
立 体 構 造 エ ピ ト ー プ を 認 識 す る こ と が 分 か っ た (da Silva Cordosoら 、 1998 J.Med.Virol.
55： 28-34； そ れ ぞ れ こ こ に 参 照 し て 説 明 に 代 え る )。 こ れ ら 領 域 の 生 物 学 的 機 能 に 関 し て
で あ る が 、 生 体 外 で ウ イ ル ス が 増 殖 し な い の で 、 代 理 ア ッ セ イ を 用 い る こ と で ウ イ ル ス 中
和 反 応 の 研 究 が な さ れ て い る (Houghton,“ Hepatitis C viruses” .Fields,Knipe,Howley(
編 )Virology.Lippincott-Raven,フ ィ ラ デ ル フ ィ ア 、 pp.1035-1058； こ こ に 参 照 し て 説 明
に 代 え る )。 代 理 ア ッ セ イ の 一 つ 、 結 合 中 和 (Ｎ Ｏ Ｂ )ア ッ セ イ を 用 い て 、 所 与 の 抗 体 又 は
血 清 が Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ ２ タ ン パ ク 質 と ヒ ト Ｔ 細 胞 系 と の 結 合 を 阻 害 す る 能 力 に つ い て 評 価 が 行
わ れ て い る (Rosaら 、 1996 Proc.Natl.Acad.Sci.USA 93： 1759-1763； こ こ に 参 照 し て 説 明
に 代 え る )。 予 防 接 種 し た チ ン パ ン ジ ー か ら 得 た 血 清 抗 体 が Ｎ Ｏ Ｂ ア ッ セ イ に お い て 強 い
陽 性 を 示 し た と い う 知 見 は 、 こ の ア ッ セ イ が ウ イ ル ス 中 和 反 応 活 性 を 測 定 す る 手 段 と し て
適 当 で あ る と い う こ と を 支 持 し て い る (Rosaら 、 上 記 ； Ishiiら 、 1998 Hepatology 28： 11
17-1120； そ れ ぞ れ こ こ に 参 照 し て 説 明 に 代 え る )。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 ヒ ト テ ト ラ ス パ ニ ン 細 胞 表 面 タ ン パ ク 質 Ｃ Ｄ ８ １ (Ｔ Ａ Ｐ Ａ － １ 。 詳 し く は Levyら 、 199
8 Ann.Rev.Immunol.16： 89-109参 照 ； こ こ に 参 照 し て 説 明 に 代 え る )は 、 Ｎ Ｏ Ｂ ア ッ セ イ
に お い て Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ ２ が 結 合 す る 標 的 タ ン パ ク 質 で あ る (Pileriら 、 1998 Science.282： 9
38-941； こ こ に 参 照 し て 説 明 に 代 え る )。 更 に ヒ ト Ｃ Ｄ ８ １ は 遊 離 ビ リ オ ン に 結 合 す る の
で 、 Ｈ Ｃ Ｖ 受 容 体 と 考 え ら れ る (Pileriら 、 上 述 )。 し か し 異 な る 遺 伝 子 型 の Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ ２
タ ン パ ク 質 中 の Ｎ Ｏ Ｂ 陽 性 抗 体 に よ っ て 認 識 さ れ る エ ピ ト ー プ の 保 存 に つ い て は 、 詳 し い
こ と が 分 か っ て い な い 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
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　 Ｈ Ｃ Ｖ を 検 出 及 び 予 防 す る 他 の 方 法 に は 、 ペ プ チ ド ミ メ テ ィ ッ ク を 作 製 す る も の が あ る
。 例 え ば 検 出 ア ッ セ イ 及 び 予 防 接 種 治 療 を 目 的 と し た 、 ラ ン ダ ム に 作 製 し た 合 成 ペ プ チ ド
及 び フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ ー ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー を 通 じ て 、 Ａ 型 及 び Ｃ 型 肝 炎 ウ イ ル ス タ
ン パ ク 質 の ペ プ チ ド ミ メ テ ィ ッ ク が 作 り 出 さ れ て い る (Mattioliら 、 1995 J.Virology 69
： 5294-5299； Prezziら 、 1996 J.Immunol.156： 4504-4513； そ れ ぞ れ こ こ に 参 照 し て 説 明
に 代 え る )。 し か し 効 率 的 に 行 わ れ て い る こ れ ら ミ モ ト ー プ (mimotope)の 抗 体 結 合 は 、 直
鎖 状 に 規 定 さ れ た ウ イ ル ス エ ピ ト ー プ と 比 較 さ れ て い る に す ぎ な い 。 診 断 ア ッ セ イ に お い
て 、 直 鎖 状 に 規 定 さ れ た 免 疫 優 性 Ｈ Ｃ Ｖ エ ピ ト ー プ 複 数 を 配 列 組 換 え 融 合 す る こ と が 記 載
さ れ て い る (Cheinら 、 1999 J.Clin.Microbiol.37： 1393-1397； こ こ に 参 照 し て 説 明 に 代
え る )。 し か し 、 直 鎖 状 エ ピ ト ー プ か ら 設 計 し た こ の 複 数 エ ピ ト ー プ の 融 合 抗 原 は 、 立 体
構 造 と 類 似 の 機 能 を 有 す る よ う に 作 ら れ た も の で は な い 。 す な わ ち 、 標 的 受 容 体 へ の 結 合
を 阻 害 す る こ と を 意 図 し て い る も の で は な い 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 従 っ て 感 染 者 由 来 の 血 清 中 に あ る 中 和 抗 体 を 同 定 す る こ と が 重 要 で あ る 。 ヒ ト 細 胞 に 由
来 す る 抗 体 は 、 診 断 や 受 動 免 疫 療 法 に お い て 使 用 可 能 で あ り 、 特 定 の 地 域 内 で の 幅 広 い 遺
伝 子 型 の ウ イ ル ス を 中 和 す る こ と が 可 能 に な る 。 治 療 上 有 効 な 中 和 抗 体 に 重 要 な の は 、 複
数 の Ｈ Ｃ Ｖ 遺 伝 子 型 に 対 す る 広 い 反 応 性 と 、 Ｈ Ｃ Ｖ ビ リ オ ン に よ る 対 象 細 胞 へ の 結 合 を 阻
害 す る 能 力 と の 両 方 で あ る 。 Ｈ Ｃ Ｖ エ ン ベ ロ ー プ タ ン パ ク 質 の 、 ペ プ チ ド 又 は 非 ペ プ チ ド
(有 機 )構 造 ミ メ テ ィ ッ ク の 設 計 も 又 、 重 要 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】

　 Ｈ Ｃ Ｖ に 関 す る 背 景 情 報 の 文 献 と し て は 、 Abrignani 1997 Springer Semin.Immunopath
ology 19： 47-55； Simmonds,1995 Hepatology 21： 570： 583； 及 び Mahaneyら 、 1994 Hepa
tology 20： 1405-1411が 挙 げ ら れ る (そ れ ぞ れ こ こ に 参 照 し て 説 明 に 代 え る )。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 Deleersnyderら 、 1997 J.of Virology 71： 697-704に は 、 Ｅ ２ 反 応 性 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 に つ い て の 記 載 が あ る 。 Ｈ Ｃ Ｖ に 対 す る 抗 体 の 使 用 に 関 す る 他 の 文 献 と し て は 、 Akatsu
kaら 、 1993 Hepatology 18： 503-510； DeLallaら 、 1993 J. Hepatol.18： 163-167； Monde
lliら 、 1994 J Virol.68： 4829-4836； Siemoneitら 、 1994 Hybridoma 13： 9-13； 及 び Mor
adpourら 、 1996 J.Med.Virol.48： 234-241； ヒ ト 抗 体 の 産 生 に つ い て は 、 Foungら 、 1990 
J.Immunol.Methods 70： 83-90； Zimmermannら 、 1990 J.Immunol.Methods 134： 43-50； 組
合 せ ラ イ ブ ラ リ ー を 用 い た 改 変 抗 体 の 産 生 に つ い て は 、 Burton及 び Barbas,Dixon,FJ(編 )A
dvances in Immunology,Vol.57,Vi+391p.Academic Press,Inc.,カ リ フ ォ ル ニ ア 州 サ ン デ
ィ エ ゴ 、 191-280,1994； Plaisantら 、 1997 Res.Virol.148-169； 及 び Barbas及 び Burton,M
onoclonal Antibodies from Combinatorial Libraries.Cold Spring Harbor Laboratory 
Course Manual,Cold Spring Harbor,ニ ュ ー ヨ ー ク 、 1994が 挙 げ ら れ る 。 改 変 抗 体 は 、 突
然 変 異 誘 発 を 行 い 、 次 い で 望 ま し い 特 性 (例 え ば 標 的 抗 原 に 対 す る 高 い 親 和 性 や 広 い 又 は
狭 い 特 異 性 )に つ い て 生 体 外 で 選 択 す る こ と で 産 生 で き る 。 抗 体 は 毒 素 や 他 の 対 生 物 作 用
の あ る 分 子 に よ っ て も 改 変 で き る 。 も ち ろ ん 、 Ｅ １ か Ｅ ２ の い ず れ か に 対 す る 抗 体 を 産 生
す る こ と も で き る 。 本 章 で 引 用 し た 文 献 は 、 そ れ ぞ れ こ こ に 参 照 し て 説 明 に 代 え る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ ２ に 結 合 す る 抗 体 の ア ッ セ イ は 、 Rosaら 、 1996 Proc.Natl.Acad.Sci.USA 93
： 1759-1763に 記 載 が あ る (こ こ に 参 照 し て 説 明 に 代 え る )。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 Ｈ Ｃ Ｖ ゲ ノ ム の 部 分 を 含 む ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス 又 は バ キ ュ ロ ウ イ ル ス コ ン ス ト ラ ク ト に
つ い て は 、 Ralstonら 、 1993 J.Virology 67： 6733-6761及 び Lanfordら 、 1993 Virology 1
97： 225-235に 記 載 が あ る (そ れ ぞ れ こ こ に 参 照 し て 説 明 に 代 え る )。
【 ０ ０ １ ３ 】
発 明 の 概 要
　 本 発 明 の 一 つ の 形 態 は 、 殆 ど の 地 域 で 優 性 な 型 の Ｈ Ｃ Ｖ に 結 合 す る 、 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ
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ル 抗 体 を 含 む モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 提 供 す る 。 特 に Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ １ 及 び Ｅ ２ タ ン パ ク 質 の 保
存 さ れ た 立 体 構 造 及 び 直 鎖 状 エ ピ ト ー プ に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 群 を 提 供 す る 。 こ
の 抗 体 群 は 米 国 に お い て 優 性 な 遺 伝 子 型 に 結 合 す る 抗 体 を 含 む が 、 米 国 で 診 断 さ れ た Ｈ Ｃ
Ｖ 感 染 の 殆 ど 全 て の 症 例 だ け で な く 他 地 域 に お け る 症 例 の 少 な く と も か な り の 割 合 に お い
て 結 合 可 能 な 、 実 質 的 に 汎 用 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と し て 用 い る こ と を 企 図 す る 。 モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 様 々 な 診 断 ア ッ セ イ に 用 い る こ と が で き る 。 そ れ に 加 え て 、 組 換 え Ｈ Ｃ
Ｖ 　 Ｅ １ 及 び Ｅ ２ タ ン パ ク 質 及 び そ の 断 片 の 保 存 発 現 は 、 ア ッ セ イ 、 薬 剤 の ス ク リ ー ニ ン
グ 、 ワ ク チ ン 、 診 断 ア ッ セ イ や 他 の 目 的 に 用 い る こ と が で き る 。 本 発 明 の 抗 体 を 受 動 免 疫
療 法 に 用 い て 、 感 染 者 の ウ イ ル ス 量 を 減 ら し 標 的 細 胞 の 感 染 を 阻 害 す る こ と が で き る 。 保
存 エ ピ ト ー プ を 認 識 す る 抗 体 は 更 に 、 ペ プ チ ド 及 び 構 造 の 判 明 し た エ ピ ト ー プ ミ メ テ ィ ッ
ク (例 え ば 有 機 化 合 物 、 有 機 金 属 化 合 物 、 無 機 化 合 物 、 小 分 子 )を 理 論 的 に 設 計 す る 場 合 の
鋳 型 と し て 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 特 に 好 ま し い 態 様 に お い て 本 発 明 の 抗 体 は 、 Ｈ Ｃ Ｖ の Ｅ ２ 又 は Ｅ １ タ ン パ ク 質 の 立 体 構
造 と 直 鎖 状 の 両 方 の エ ピ ト ー プ に 対 す る も の で あ る 。 Ｅ ２ の 立 体 構 造 及 び 直 鎖 状 エ ピ ト ー
プ は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 群 及 び Ｅ ２ の 欠 失 コ ン ス ト ラ ク ト 群 を 用 い て 同 定 さ れ て い る 。
あ る 抗 体 群 は 、 Ｈ Ｃ Ｖ １ ｂ 由 来 の Ｅ ２ ア ミ ノ 酸 ４ １ １ － ６ ４ ４ の 間 の 立 体 構 造 エ ピ ト ー プ
に 結 合 す る こ と が 分 か っ て い る 。 こ の 群 の 抗 体 は 、 Ｅ ２ と Ｃ Ｄ ８ １ と の 相 互 作 用 を 阻 害 す
る こ と が 知 ら れ て い る 。 又 、 別 の 抗 体 群 は 、 Ｈ Ｃ Ｖ １ ｂ の Ｅ ２ ア ミ ノ 酸 ４ ７ ０ － ６ ４ ４ の
間 の 立 体 構 造 エ ピ ト ー プ に 結 合 す る こ と が 分 か っ て い る 。 第 ３ の 抗 体 群 は 、 Ｈ Ｃ Ｖ １ ｂ の
Ｅ ２ ア ミ ノ 酸 ４ ７ ０ － ６ ４ ４ の 間 の 立 体 構 造 エ ピ ト ー プ に 結 合 す る が 、 Ｅ ２ と Ｃ Ｄ ８ １ と
の 結 合 を 阻 害 し な い 。 第 ４ の 抗 体 群 は 、 Ｈ Ｃ Ｖ １ ｂ の Ｅ ２ ア ミ ノ 酸 ６ ４ ４ － ６ ６ １ の 間 の
エ ピ ト ー プ に 結 合 す る 。 第 ５ の 抗 体 群 は 、 Ｈ Ｃ Ｖ １ ｂ の Ｅ １ ア ミ ノ 酸 ２ ３ ０ － ３ １ ３ の 間
の 立 体 構 造 エ ピ ト ー プ に 結 合 す る 。 第 ６ の 抗 体 群 は 、 多 重 遺 伝 子 型 に 由 来 す る 直 鎖 状 Ｈ Ｃ
Ｖ の Ｅ １ エ ピ ト ー プ に 結 合 す る 。 特 に 好 ま し い 態 様 に お い て 、 抗 体 に 対 す る 立 体 構 造 エ ピ
ト ー プ が Ｈ Ｃ Ｖ 系 統 の 間 で 保 存 さ れ て い る 。 本 発 明 の 抗 体 は 、 薬 剤 と し て 許 容 さ れ る 賦 形
剤 と 組 み 合 わ せ て 薬 剤 配 合 物 と し て 提 供 し て も よ い 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 の 別 の 形 態 は 、 Ｈ Ｃ Ｖ タ ン パ ク 質 に お け る 立 体 構 造 エ ピ ト ー プ を 規 定 し 、 そ の よ
う な エ ピ ト ー プ を 含 む 組 成 物 及 び 化 合 物 を 更 に 提 供 す る 。 例 え ば 本 発 明 は Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ １ 又
は Ｅ ２ タ ン パ ク 質 の 立 体 構 造 及 び 直 鎖 状 両 方 の エ ピ ト ー プ を 含 む タ ン パ ク 質 、 ペ プ チ ド 及
び 小 分 子 を 提 供 す る 。 ペ プ チ ド は 、 図 ２ ３ に 示 す よ う な 欠 失 コ ン ス ト ラ ク ト で あ っ て も よ
い 。 ペ プ チ ド は 本 発 明 の 抗 体 に よ り 認 識 さ れ る エ ピ ト ー プ を １ 個 以 上 含 ん で い て も 良 い 。
あ る 好 ま し い 態 様 に お い て タ ン パ ク 質 は 連 結 し た ペ プ チ ド 鎖 で あ り 、 そ の う ち 少 な く と も
１ つ が Ｈ Ｃ Ｖ の 立 体 構 造 エ ピ ト ー プ を 含 ん で い る 。 ペ プ チ ド 鎖 は 様 々 な 立 体 構 造 又 は 直 鎖
状 の Ｈ Ｃ Ｖ エ ピ ト ー プ を 含 ん で い て も よ い し 、 同 一 型 の エ ピ ト ー プ を 含 ん で い て も よ い 。
ペ プ チ ド 鎖 は 、 天 然 に 存 在 す る の と 実 質 的 に 同 じ 立 体 構 造 エ ピ ト ー プ を 提 示 す る よ う に 、
適 切 に 折 り た た ま れ て い る の が 好 ま し い 。 こ の よ う な タ ン パ ク 質 と ペ プ チ ド を 用 い て 、 ワ
ク チ ン の 配 合 や 診 断 テ ス ト を 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 は 又 、 Ｈ Ｃ Ｖ に 対 す る 免 疫 応 答 に 基 づ い て 患 者 を 分 類 す る 方 法 、 及 び Ｈ Ｃ Ｖ 免 疫
療 法 を 行 え ば 効 果 が あ る と 思 わ れ る 患 者 を 同 定 す る 方 法 を 提 供 す る 。 例 え ば 患 者 の 血 清 を
用 い て 特 定 の Ｈ Ｃ Ｖ エ ピ ト ー プ に 対 す る 抗 体 の 有 無 を 調 べ 、 そ の エ ピ ト ー プ に 対 す る 抗 体
が 適 当 な レ ベ ル で 血 清 に 含 ま れ て い な け れ ば 、 そ の エ ピ ト ー プ に 対 す る ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 を 患 者 に 投 与 す る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
定 義
　 「 動 物 」 ： 本 明 細 書 で い う 動 物 と は 、 ヒ ト 及 び 非 ヒ ト 動 物 (例 え ば 哺 乳 類 、 鳥 類 、 爬 虫
類 、 両 生 類 及 び 魚 類 )の こ と を い う 。 好 ま し く は 、 非 ヒ ト 動 物 は 哺 乳 類 (例 え ば 齧 歯 類 、 ネ
ズ ミ 、 ラ ッ ト 、 ウ サ ギ 、 サ ル 、 イ ヌ 、 ネ コ 、 霊 長 類 又 は ブ タ )で あ る 。 動 物 は 、 ト ラ ン ス
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ジ ェ ニ ッ ク 動 物 で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 「 抗 体 」 ： 本 明 細 書 で い う 抗 体 と は 、 天 然 に 存 在 す る か 、 全 体 又 は 部 分 を 合 成 し た 免 疫
グ ロ ブ リ ン の こ と を 意 味 す る 。 特 異 的 な 結 合 能 を 保 持 す る そ の 誘 導 体 及 び 断 片 も 全 て 、 こ
の 語 に 含 ま れ る 。 こ の 語 は 又 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 結 合 領 域 に 相 同 性 を 有 す る 又 は お お よ そ の
相 同 性 を 有 す る 結 合 領 域 を 有 す る 全 て の タ ン パ ク 質 を 含 む も の と す る 。 こ れ ら の タ ン パ ク
質 は 天 然 源 由 来 の も の で あ っ て も よ い し 、 部 分 又 は 全 体 を 合 成 し た も の で あ っ て も よ い 。
抗 体 は 単 ク ロ ー ン 性 で あ っ て も よ い し 、 多 ク ロ ー ン 性 で あ っ て も よ い 。 抗 体 は 、 ヒ ト の 抗
体 ク ラ ス (Ｉ ｇ Ｇ 、 Ｉ ｇ Ｍ 、 Ｉ ｇ Ａ 、 Ｉ ｇ Ｄ 及 び Ｉ ｇ Ｅ )を 含 む 、 ど の よ う な 免 疫 グ ロ ブ リ
ン ク ラ ス に 属 す る も の で あ っ て も よ い 。 し か し Ｉ ｇ Ｇ ク ラ ス の 派 生 物 が 、 本 発 明 で は 好 ま
し い 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 「 ペ プ チ ド 」 ： 本 発 明 に よ る と 「 ペ プ チ ド 」 と は ペ プ チ ド 結 合 で 連 結 し た 少 な く と も ３
個 の ア ミ ノ 酸 の 鎖 が 含 む も の と す る 。 「 ペ プ チ ド 」 は 個 々 の ペ プ チ ド を 意 味 す る こ と も あ
る し 、 ペ プ チ ド 群 を 意 味 す る こ と も あ る 。 本 発 明 の ペ プ チ ド は 好 ま し く は 天 然 ア ミ ノ 酸 の
み を 含 む が 、 非 天 然 ア ミ ノ 酸 (す な わ ち 天 然 に は 起 こ り え な い が 、 ポ リ ペ プ チ ド 鎖 に 組 み
込 む こ と の で き る 化 合 物 ； 例 え ば http://www.cco.caltech.edu/‾dadgrp/Unnatstruct.gif
参 照 。 機 能 性 イ オ ン チ ャ ネ ル に 組 み 込 む こ と が で き た 非 天 然 ア ミ ノ 酸 の 構 造 が 開 示 さ れ て
い る )及 び ／ 又 は 当 分 野 で 公 知 の ア ミ ノ 酸 類 似 体 を 用 い て も よ い 。 又 、 本 発 明 の ペ プ チ ド
に 含 ま れ る １ 種 以 上 の ア ミ ノ 酸 を 、 例 え ば 炭 水 化 物 類 、 リ ン 酸 基 、 フ ァ ル ネ シ ル 基 、 イ ソ
フ ァ ル ネ シ ル 基 、 脂 肪 酸 類 等 の 化 学 物 質 の 添 加 や 、 結 合 用 、 機 能 化 用 又 は 他 の 改 変 用 リ ン
カ ー 等 に よ っ て 改 変 し て も よ い 。 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 ペ プ チ ド の 改 変 は よ り 安 定 し
た ペ プ チ ド を 作 る (例 え ば 生 体 内 で の 半 減 期 が 長 く な る 等 )も の で あ る 。 こ れ ら の 改 変 に は
ペ プ チ ド の 環 化 、 Ｄ ア ミ ノ 酸 の 組 み 込 み 等 が 含 ま れ る 。 改 変 は い ず れ も 、 ペ プ チ ド の 望 ま
し い 生 物 学 的 活 性 を 実 質 的 に 阻 害 す る も の で あ っ て は な ら な い 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 「 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 」 又 は 「 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 」 ： ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 又 は オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド と は 、 ヌ ク レ オ チ ド の 重 合 体 の こ と を い う 。 重 合 体 は 、 天 然 に 存 在 す る ヌ ク レ オ
シ ド (す な わ ち ア デ ノ シ ン 、 チ ミ ジ ン 、 グ ア ノ シ ン 、 シ チ ジ ン 、 ウ リ ジ ン 、 デ オ キ シ ア デ
ノ シ ン 、 デ オ キ シ チ ミ ジ ン 、 デ オ キ シ グ ア ノ シ ン 及 び デ オ キ シ シ ジ チ ン )、 ヌ ク レ オ シ ド
類 似 体 (例 え ば ２ － ア ミ ノ ア デ ノ シ ン 、 ２ － チ オ チ ミ ジ ン 、 イ ノ シ ン 、 ピ ロ ー ル － ピ リ ミ
ジ ン 、 ３ － メ チ ル ア デ ノ シ ン 、 ５ － メ チ ル シ チ ジ ン 、 Ｃ ５ － ブ ロ モ ウ リ ジ ン 、 Ｃ ５ － フ ル
オ ロ ウ リ ジ ン 、 Ｃ ５ － ヨ ー ド ウ リ ジ ン 、 Ｃ ５ － プ ロ ピ ニ ル － ウ リ ジ ン 、 Ｃ ５ － プ ロ ピ ニ ル
－ シ チ ジ ン 、 Ｃ ５ － メ チ ル シ チ ジ ン 、 ７ － デ ア ザ ア デ ノ シ ン 、 ７ － デ ア ザ グ ア ノ シ ン 、 ８
－ オ キ ソ ア デ ノ シ ン 、 ８ － オ キ ソ グ ア ノ シ ン 、 Ｏ (６ )－ メ チ ル グ ア ニ ン 及 び ２ － チ オ シ チ
ジ ン )、 化 学 的 修 飾 塩 基 、 生 物 学 的 修 飾 塩 基 (例 え ば メ チ ル 化 塩 基 )、 分 子 挿 入 塩 基 、 改 変
糖 (例 え ば ２ ’ － フ ル オ ロ リ ボ ー ス 、 リ ボ ー ス 、 ２ ’ － デ オ キ シ リ ボ ー ス 、 ア ラ ビ ノ ー ス
及 び ヘ キ ソ ー ス )又 は 改 変 リ ン 酸 基 (例 え ば ホ ス ホ ロ チ オ 酸 類 及 び ５ ’ － Ｎ － ホ ス ホ ロ ア ミ
ダ イ ト 結 合 )を 含 ん で も よ い 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 「 小 分 子 」 ： 本 明 細 書 で い う 「 小 分 子 」 と は 、 比 較 的 低 い 分 子 量 で あ り 、 タ ン パ ク 質 、
ポ リ ペ プ チ ド 又 は 核 酸 で は な い 、 天 然 に 存 在 す る か 又 は (例 え ば 化 学 合 成 に よ っ て )合 成 し
た 有 機 化 合 物 の こ と を 意 味 す る 。 通 常 、 小 分 子 の 分 子 量 は 約 １ ５ ０ ０ ｇ ／ モ ル 未 満 で あ る
。 又 、 小 分 子 は 通 常 、 複 数 の 炭 素 － 炭 素 結 合 を 有 す る 。 天 然 に 存 在 す る 小 分 子 で 公 知 の も
の と し て は 、 ペ ニ シ リ ン 、 エ リ ス ロ マ イ シ ン 、 タ キ ソ ー ル 、 シ ク ロ ス ポ リ ン 及 び ラ パ マ イ
シ ン が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 合 成 の 小 分 子 で 公 知 の も の と し
て は ア ン ピ シ リ ン 、 メ チ シ リ ン 、 サ ル フ ァ メ ト キ サ ゾ ー ル 及 び ス ル ホ ン ア ミ ド が 挙 げ ら れ
る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
本 発 明 の 好 ま し い 態 様 の 詳 細 な 説 明
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　 診 断 、 治 療 及 び ワ ク チ ン 開 発 に 使 用 で き る 、 １ 種 以 上 の 遺 伝 子 型 の Ｃ 型 肝 炎 ウ イ ル ス に
結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 特 に ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (Ｈ Ｍ Ａ ｂ )が 提 供 さ れ る 。 無
症 候 の Ｈ Ｃ Ｖ 感 染 者 の 末 梢 Ｂ 細 胞 か ら 得 た 、 高 い 血 清 中 和 反 応 の 結 合 価 を 有 す る ヒ ト モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 (Ｈ Ｍ Ａ ｂ )群 を 産 生 し 特 徴 を 調 べ た 。 Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ ２ に 対 す る Ｈ Ｍ Ａ ｂ １ １
種 と 、 Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ １ に 対 す る Ｈ Ｍ Ａ ｂ ２ 種 が 産 生 さ れ た 。 あ る 抗 体 群 は Ｈ Ｃ Ｖ の 遺 伝 子 型
１ 及 び ２ に 結 合 し 、 別 の 抗 体 群 は 結 合 す る 遺 伝 子 型 の 数 が 少 な か っ た 。 Ｈ Ｃ Ｖ 遺 伝 子 型 １
と ２ は 併 せ て 、 西 半 球 と 他 地 域 に お い て 優 性 的 に 見 ら れ る ウ イ ル ス 型 で あ る 。 本 抗 体 は 立
体 構 造 及 び 直 鎖 状 エ ピ ト ー プ に 結 合 す る が 、 様 々 な ウ イ ル ス 型 及 び 遺 伝 子 型 に わ た っ て そ
れ が 保 持 さ れ て い る 。 遺 伝 子 型 １ ａ 、 １ ｂ 、 ２ ａ 及 び ２ ｂ の Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ ２ タ ン パ ク 質 に 結
合 す る 抗 体 及 び こ れ ら の 抗 体 の サ ブ セ ッ ト は 、 こ れ ら Ｅ ２ タ ン パ ク 質 と ヒ ト Ｃ Ｄ ８ １ と の
相 互 作 用 を 阻 害 す る 。 又 、 Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ １ に 対 す る ２ 種 の Ｈ Ｍ Ａ ｂ の う ち １ 種 は 、 多 重 遺 伝
子 型 の Ｈ Ｃ Ｖ に 結 合 す る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 抗 体 に 様 々 な 結 合 特 性 が あ る の で 、 複 数 の 型 と 遺 伝 子 型 を 検 出 す る 診 断 ア ッ セ イ が 可 能
に な り 、 米 国 で み ら れ る Ｈ Ｃ Ｖ に 対 す る 汎 用 抗 Ｈ Ｃ Ｖ 抗 体 が 提 供 さ れ 、 又 、 同 時 に サ ブ ト
ラ ク テ ィ ブ (subtractive)解 析 に よ り 個 々 の 遺 伝 子 型 を 詳 細 に 分 析 で き る よ う に な る 。 加
え て 、 Ｈ Ｃ Ｖ 感 染 の 危 険 性 の あ る 者 に 対 す る 予 防 治 療 又 は Ｈ Ｃ Ｖ 血 清 陽 性 者 の 治 療 と し て
、 ヒ ト 抗 体 を 用 い た 受 動 免 疫 を 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 発 明 の Ｈ Ｍ Ａ ｂ は Ｈ Ｃ Ｖ に 対 す る 既 存 の Ｈ Ｍ Ａ ｂ に 比 べ 、 幾 つ か の 利 点 を 有 す る 。 非
相 同 的 一 次 ア ミ ノ 酸 配 列 が 免 疫 学 的 に 同 一 の 三 次 元 タ ン パ ク 質 構 造 を 規 定 し う る の で 、 構
造 的 に 保 存 さ れ た エ ピ ト ー プ に 結 合 す る Ｈ Ｍ Ａ ｂ は 、 天 然 構 造 の 様 々 な 配 列 の 多 数 の Ｈ Ｃ
Ｖ 遺 伝 子 型 を 認 識 で き る 。 こ れ に 対 し て 、 直 鎖 状 又 は 変 性 エ ピ ト ー プ の み を 認 識 す る 抗 体
は 上 記 を 認 識 で き な い 。 特 に 抗 Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ １ 又 は Ｅ ２ Ｈ Ｍ Ａ ｂ の 立 体 構 造 依 存 性 か つ 選 択
的 直 鎖 依 存 性 エ ピ ト ー プ は 、 天 然 Ｈ Ｃ Ｖ と そ の 細 胞 標 的 受 容 体 と の 相 互 作 用 に 効 果 的 に 干
渉 す る こ と が で き る 。 Ｈ Ｍ Ａ ｂ の 立 体 構 造 依 存 性 及 び 選 択 的 直 鎖 依 存 性 エ ピ ト ー プ を 用 い
て 標 的 細 胞 受 容 体 (Ｃ Ｄ ８ １ 等 )へ の 天 然 Ｈ Ｃ Ｖ の 結 合 能 を 能 動 的 に 阻 害 す る こ と で 、 感 染
者 内 の ウ イ ル ス 量 を 低 減 し 、 非 感 染 者 (特 に 臓 器 移 植 を 行 っ た ば か り の レ シ ピ エ ン ト 、 腎
臓 透 析 を 行 っ て い る 者 、 及 び 血 友 病 又 は 他 の 血 液 凝 固 疾 患 の 治 療 を 受 け て い る 者 )の 器 官
の 感 染 及 び 再 感 染 を 防 ぐ 、 特 異 的 な 治 療 が 行 え る (例 え ば ａ )異 な る Ｈ Ｃ Ｖ 遺 伝 子 型 に よ っ
て コ ー ド さ れ た Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ １ 又 は Ｅ ２ タ ン パ ク 質 を 認 識 し ； ｂ )Ｈ Ｃ Ｖ 粒 子 に 結 合 し ； ｃ )
Ｈ Ｃ Ｖ ウ イ ル ス 粒 子 の 標 的 細 胞 へ の 付 着 及 び 侵 入 を 防 ぐ こ と で 行 う )。 他 の レ シ ピ エ ン ト
と し て は Ｈ Ｃ Ｖ 含 有 体 液 に 接 触 し て 間 も な い 者 が 挙 げ ら れ る 。 個 々 の Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｈ Ｍ Ａ ｂ と
、 数 種 の エ ピ ト ー プ を 認 識 す る 数 種 の Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｈ Ｍ Ａ ｂ 混 合 物 と の 両 方 を 、 使 用 す る こ と
が で き る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 特 定 の Ｈ Ｍ Ａ ｂ サ ブ セ ッ ト は 、 Ｃ Ｄ ８ １ と の 直 接 の 相 互 作 用 を 阻 害 す る 以 外 の メ カ ニ ズ
ム で 、 Ｅ ２ 関 連 ウ イ ル ス 感 染 に 干 渉 す る 。 こ の 抗 体 サ ブ セ ッ ト は 、 例 え ば 共 受 容 体 タ ン パ
ク 質 へ の Ｅ ２ の 結 合 の 阻 害 、 標 的 細 胞 へ の 結 合 に 必 要 な Ｅ １ 及 び ／ 又 は Ｅ ２ タ ン パ ク 質 の
立 体 構 造 変 化 、 Ｅ １ 及 び Ｅ ２ を 媒 介 す る 標 的 細 胞 へ の ウ イ ル ス 融 合 、 そ し て Ｈ Ｃ Ｖ ビ リ オ
ン の コ ー テ ィ ン グ 除 去 と い っ た 、 多 く の 考 え ら れ う る メ カ ニ ズ ム に よ っ て ウ イ ル ス の 伝 染
性 に 干 渉 す る 。 Ｅ ２ に よ る Ｃ Ｄ ８ １ へ の 結 合 を 直 接 阻 害 す る Ｈ Ｍ Ａ ｂ サ ブ セ ッ ト は 別 々 の
エ ピ ト ー プ に 結 合 す る の で 、 治 療 、 ワ ク チ ン 、 診 断 に 用 い る も の と し て 、 他 の メ カ ニ ズ ム
で 伝 染 性 に 干 渉 す る サ ブ セ ッ ト の Ｈ Ｍ Ａ ｂ を 補 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 Ｈ Ｍ Ａ ｂ は ウ イ ル ス エ ピ ト ー プ を 認 識 し 、 ウ イ ル ス ／ 標 的 受 容 体 の 相 互 作 用 と Ｈ Ｍ Ａ ｂ
に 結 合 す る ウ イ ル ス エ ピ ト ー プ と に 干 渉 す る が 、 ウ イ ル ス エ ピ ト ー プ の ペ プ チ ド 及 び 他 の
構 造 ミ ミ ッ ク を 理 論 的 に 設 計 す る 鋳 型 と し て も 用 い る こ と が で き る 。 こ れ ら の 抗 Ｈ Ｃ Ｖ 　
Ｈ Ｍ Ａ ｂ に よ り 規 定 さ れ る 構 造 的 分 子 ミ ミ ッ ク は 、 そ れ ら 自 体 が 標 的 受 容 体 に 結 合 し て 天
然 ウ イ ル ス に よ る 標 的 受 容 体 へ の 結 合 を 阻 害 す る 能 力 が あ る の で 有 用 で あ る 。
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【 ０ ０ ２ ７ 】
　 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る こ と で 、 Ｈ Ｃ Ｖ に 対 す る ヒ ト の 免 疫 応 答 を 直 接 解 析
す る こ と が 可 能 に な る 。 重 要 な こ と に 、 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い た 場 合 、 抗 体 自 身
に 対 す る 異 質 抗 原 と し て の 免 疫 応 答 は 最 小 限 で あ る が 、 非 ヒ ト 由 来 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
を 用 い た 場 合 に は 、 異 質 抗 原 と し て 認 識 さ れ る の で 激 し い 免 疫 応 答 が 引 き 起 こ さ れ る 。 ウ
イ ル ス 立 体 構 造 保 存 エ ピ ト ー プ を 認 識 す る Ｈ Ｍ Ａ ｂ を 選 択 す る こ と で 、 直 鎖 状 又 は 変 性 エ
ピ ト ー プ に の み 結 合 す る こ と の で き る 抗 体 に 比 べ 、 こ れ ら 抗 体 試 薬 を よ り 幅 の 広 い よ り 効
果 的 な Ｈ Ｃ Ｖ 感 染 の 改 善 又 は 予 防 治 療 に 用 い る こ と が 可 能 に な る 。 Ｈ Ｃ Ｖ に よ る 感 染 又 は
標 的 細 胞 内 へ の 侵 入 を 阻 害 す る 特 性 を 有 す る と 上 で 説 明 し た 抗 体 は 全 て 、 超 可 変 部 と し て
知 ら れ る 、 非 常 に 変 わ り や す い Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ ２ 配 列 を 認 識 す る 。 こ れ に 対 し て 、 上 記 し た 抗
体 は 立 体 構 造 と 直 鎖 状 エ ピ ト ー プ の 両 方 を 認 識 す る が 、 そ れ ら エ ピ ト ー プ の 殆 ど は 、 複 数
の 異 な る 遺 伝 子 型 に お い て 高 度 に 保 存 さ れ た Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ ２ タ ン パ ク 質 で あ る 。 従 っ て 本 明
細 書 に 記 載 す る 抗 体 に は 、 文 献 に あ る 中 和 抗 体 よ り も よ り 広 い 範 囲 の Ｈ Ｃ Ｖ 単 離 体 に 対 し
て 作 用 す る と い う 利 点 が あ る 。 別 の 利 点 で あ る が 、 本 明 細 書 で 説 明 す る 抗 体 に よ り 認 識 さ
れ る エ ピ ト ー プ が 高 い 保 存 性 を 有 す る と い う こ と は 、 こ れ ら の 抗 体 が Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ １ 又 は Ｅ
２ タ ン パ ク 質 内 の 機 能 的 及 び ／ 又 は 構 造 的 重 要 性 を 持 つ 配 列 を 認 識 す る と い う こ と を 示 し
て い る 。 し た が っ て 、 こ れ ら の 抗 体 を 用 い て 単 離 さ れ る ペ プ チ ド 又 は 小 分 子 は 、 高 い 確 率
で Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ １ 又 は Ｅ ２ 内 の 機 能 領 域 を 標 的 に す る こ と が で き る 。 こ れ は 今 日 ま で に 説 明
さ れ て き た 他 の Ｈ Ｃ Ｖ 抗 体 に は 当 て は ま ら な い 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 上 記 の 検 出 抗 体 の う ち Ｃ Ｂ Ｈ － ４ Ｇ は 、 多 重 Ｈ Ｃ Ｖ 遺 伝 子 型 を 有 す る Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ ２ － Ｃ
Ｄ ８ １ 複 合 体 に 対 し て 本 質 的 に 等 し い 反 応 性 を 有 す る が 、 Ｃ Ｂ Ｈ － ４ Ｂ は 、 Ｈ Ｃ Ｖ 遺 伝 子
型 １ ａ 及 び １ ｂ を 認 識 す る 。 Ｈ Ｃ Ｖ 抗 血 清 中 に 存 在 す る 阻 害 抗 体 の レ ベ ル は 、 き わ め て 低
い こ と も 示 さ れ て い る 。 従 っ て マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト フ ォ ー マ ッ ト 内 の 試 料 中 に 存 在
す る 中 和 抗 体 の レ ベ ル を 、 複 数 の フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 解 析 に 頼 る こ と な く 検 定 す る 簡 単
な 手 段 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 発 明 の Ｈ Ｍ Ａ ｂ を 作 製 す る の に 用 い た ア プ ロ ー チ の 概 要 は 以 下 の 通 り で あ る 。 (１ )Ｈ
Ｃ Ｖ に 接 触 し た と 分 か っ て い る 者 を 同 定 し ； (２ )そ の 末 梢 血 液 か ら 抗 原 特 異 的 Ｂ 細 胞 を 得
て 培 養 し 生 体 外 で 活 性 化 し ； (３ )好 適 な マ ウ ス － ヒ ト ヘ テ ロ 骨 髄 腫 で 電 気 融 合 し て 、 こ れ
ら の 細 胞 を 不 死 化 し ； (４ )ハ イ ブ リ ド ー マ を 分 泌 す る 適 当 な ヒ ト 抗 体 を 同 定 し ； そ し て (
５ )適 当 な ハ イ ブ リ ド ー マ を ク ロ ー ニ ン グ し て 安 定 化 さ せ た 。 こ の ア プ ロ ー チ に よ っ て 、
Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ ２ タ ン パ ク 質 に 特 異 的 な Ｈ Ｍ Ａ ｂ を 同 定 し た 。 そ れ ら の 多 く が Ｈ Ｃ Ｖ 遺 伝 子 型
１ ａ 及 び １ ｂ 及 び Ｈ Ｃ Ｖ 遺 伝 子 型 ２ ａ 及 び ２ ｂ の Ｅ ２ の 立 体 構 造 エ ピ ト ー プ に 結 合 し て お
り 、 米 国 及 び 他 地 域 で 最 も よ く 見 ら れ る 遺 伝 子 型 を １ 種 類 の 抗 体 で 認 識 で き る 。 こ れ に 対
し て 他 の 抗 体 は 表 記 し た 遺 伝 子 型 の 全 て に は 結 合 し な い の で 、 上 記 抗 体 は Ｈ Ｃ Ｖ 型 又 は 遺
伝 子 型 の 同 定 に 有 用 で あ る 。 本 明 細 書 に 記 す よ う に 、 更 に 上 記 ア プ ロ ー チ に よ っ て 、 Ｈ Ｃ
Ｖ 　 Ｅ １ タ ン パ ク 質 に 特 異 的 な Ｈ Ｍ Ａ ｂ も 同 定 し た 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 例 え ば 、 無 症 候 の Ｈ Ｃ Ｖ 感 染 者 の 末 梢 Ｂ 細 胞 と 高 い 血 清 中 和 結 合 価 と を 用 い て 、 ヒ ト モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 群 を 産 生 し 特 徴 を 調 べ た 。 Ｈ Ｃ Ｖ － １ 単 離 体 の 同 じ 領 域 に ９ ８ ％ の 相 同
性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 遺 伝 子 型 １ ａ Ｅ ２ タ ン パ ク 質 を 用 い て 最 初 の ス ク リ ー ニ ン
グ を 行 っ た (Lanfordら 、 1993 Virology 197： 225-235； こ こ に 参 照 し て 説 明 に 代 え る )。
ド ナ ー は １ ｂ 単 離 体 に 感 染 し て い た の で 、 遺 伝 子 型 １ ａ 及 び １ ｂ の 間 に 保 存 さ れ た エ ピ ト
ー プ に 対 す る 抗 体 を 選 択 す る 、 偏 っ た ス ク リ ー ニ ン グ ア プ ロ ー チ を こ の 段 階 に 用 い た 。 全
て の Ｈ Ｍ Ａ ｂ は 、 Ｑ １ ｂ (Ｈ Ｍ Ａ ｂ の 選 択 に 用 い た Ｈ Ｃ Ｖ １ ａ 単 離 体 に ７ ９ ％ の 相 同 性 を
有 す る 異 種 Ｈ Ｃ Ｖ １ ｂ 単 離 体 )の Ｅ ２ に も 反 応 し た 。 組 換 え Ｅ ２ を 変 性 し た と こ ろ １ １ 種
の Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｈ Ｍ Ａ ｂ の う ち １ ０ 種 の 反 応 性 が 完 全 に 失 わ れ た 。 従 っ て Ｈ Ｍ Ａ ｂ の 殆 ど が 立
体 構 造 エ ピ ト ー プ を 認 識 し た 。
【 ０ ０ ３ １ 】
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　 ５ 種 の Ｈ Ｍ Ａ ｂ (Ｃ Ｂ Ｈ － ４ Ｄ 、 － ４ Ｂ 、 － ４ Ｇ 、 － ９ 及 び － １ ７ )は Ｎ Ｏ Ｂ ア ッ セ イ に
お い て 陰 性 を 示 し 、 Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ ２ － Ｃ Ｄ ８ １ 複 合 体 に 反 応 し た 。 こ れ ら の 抗 体 の う ち Ｃ Ｂ
Ｈ － ４ Ｇ 及 び Ｃ Ｂ Ｈ － ９ の ２ 種 が 、 Ｇ Ｎ Ａ 及 び Ｃ Ｄ ８ １ 捕 捉 ア ッ セ イ の 両 方 に お い て 、 遺
伝 子 型 １ ａ 、 １ ｂ 、 ２ ａ 及 び ２ ｂ の Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ ２ タ ン パ ク 質 に 反 応 し た 。 他 の ３ 種 の 抗 体
Ｃ Ｂ Ｈ － ４ Ｂ 、 － ４ Ｄ 及 び － １ ７ は 、 遺 伝 子 型 １ ａ 及 び １ ｂ の Ｅ ２ タ ン パ ク 質 に 限 ら れ た
反 応 性 を 示 し た 。 Ｈ Ｍ Ａ ｂ Ｃ Ｂ Ｈ － ４ Ｂ 及 び Ｃ Ｂ Ｈ － ４ Ｄ は そ れ ぞ れ カ ッ パ Ｌ 鎖 及 び ラ ム
ダ Ｌ 鎖 を 有 す る が 、 お そ ら く 異 な る エ ピ ト ー プ を 認 識 す る 。 Ｈ Ｍ Ａ ｂ Ｃ Ｂ Ｈ － １ ７ は 、 変
性 に 無 反 応 の エ ピ ト ー プ を 認 識 し た 唯 一 の 抗 体 で あ っ た 。 従 っ て 各 Ｎ Ｏ Ｂ 陰 性 抗 体 が 個 別
の エ ピ ト ー プ を 認 識 す る と 思 わ れ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 立 体 構 造 エ ピ ト ー プ を 認 識 す る ６ 種 の Ｈ Ｍ Ａ ｂ で あ る Ｃ Ｂ Ｈ － ２ 、 － ５ 、 － ７ 、 － ８ Ｃ
、 － ８ Ｅ 及 び － １ １ は 、 Ｈ Ｃ Ｖ １ ａ Ｅ ２ タ ン パ ク 質 を 用 い た 結 合 中 和 ア ッ セ イ で 試 験 し た
と こ ろ 陽 性 で あ っ た 。 こ れ ら の 抗 体 の う ち Ｈ Ｍ Ａ ｂ Ｃ Ｂ Ｈ － ２ 、 － ５ 、 － ７ 、 － ８ Ｃ 及 び
－ ８ Ｅ の ５ 種 が 、 試 験 し た 全 て の 遺 伝 子 型 の Ｅ ２ タ ン パ ク 質 と 反 応 し た 。 上 記 と 同 じ ６ 種
の 抗 体 は 、 Ｃ Ｄ ８ １ － Ｌ Ｅ Ｌ と の 複 合 体 を 形 成 し た 遺 伝 子 型 １ ａ 、 １ ｂ 、 ２ ａ 又 は ２ ｂ の
Ｅ ２ に 結 合 し な か っ た 。 従 っ て Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ ２ 内 で Ｃ Ｄ ８ １ 結 合 部 位 に 部 分 的 又 は 完 全 に 重
な る エ ピ ト ー プ は 、 天 然 状 態 で 立 体 構 造 で あ り 、 か つ 高 度 に 保 存 さ れ て い る 。 Ｃ Ｄ ８ １ 結
合 部 位 に お い て 配 列 が 高 度 に 保 存 さ れ て い る と い う こ と は 、 Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ ２ と Ｃ Ｄ ８ １ と の
間 の 相 互 作 用 が 生 物 学 的 に 関 連 し て い る と い う 仮 説 に 一 致 し て い る 。 試 験 し た ４ 種 の Ｎ Ｏ
Ｂ 陽 性 抗 体 の う ち Ｈ Ｍ Ａ ｂ Ｃ Ｂ Ｈ － ２ 及 び Ｃ Ｂ Ｈ － ５ の ２ 種 が 、 未 反 応 Ｈ Ｃ Ｖ ビ リ オ ン に
よ る Ｃ Ｄ ８ １ へ の 結 合 を 阻 害 す る こ と が で き た 。 複 数 の 抗 体 が Ｎ Ｏ Ｂ ア ッ セ イ に お い て 同
等 の 活 性 を 示 し た に も か か わ ら ず 、 Ｈ Ｍ Ａ ｂ Ｃ Ｂ Ｈ － ７ 及 び Ｃ Ｂ Ｈ － １ １ は Ｈ Ｃ Ｖ ビ リ オ
ン に よ る Ｃ Ｄ ８ １ へ の 結 合 を 顕 著 に 阻 害 し た 。 こ の こ と は 、 Ｈ Ｃ Ｖ ビ リ オ ン が 表 面 に Ｅ １
－ Ｅ ２ 複 合 体 を 有 し て お り 、 そ の よ う な 複 合 体 で は Ｅ ２ に 存 在 す る エ ピ ト ー プ の 全 て が 外
部 に 晒 さ れ て い る わ け で は な い 、 と い う 事 実 を 反 映 し て い る と 思 わ れ る 。 こ れ は Ｈ Ｍ Ａ ｂ
と Ｅ １ － Ｅ ２ 複 合 体 と の 試 験 に よ っ て 解 明 さ れ る で あ ろ う 。 あ る い は Ｎ Ｏ Ｂ と ビ リ オ ン 阻
害 ア ッ セ イ の 結 果 の 差 は 、 Ｈ Ｍ Ａ ｂ に よ る Ｅ ２ タ ン パ ク 質 又 は Ｅ １ － Ｅ ２ 複 合 体 へ の 親 和
性 の 差 を 反 映 し て い る と も 考 え ら れ る 。 い ず れ に せ よ 、 そ れ 自 体 に 強 い 結 合 中 和 活 性 が あ
る こ と が 、 抗 体 が 完 全 Ｈ Ｃ Ｖ ビ リ オ ン に 結 合 す る こ と の 確 証 に は な ら な い 。 従 っ て お そ ら
く 、 Ｅ ２ タ ン パ ク 質 に よ る Ｃ Ｄ ８ １ － Ｌ Ｅ Ｌ と の 相 互 作 用 を 生 体 外 で 阻 害 す る 抗 体 全 て が
生 体 内 で の 伝 染 性 を 中 和 す る わ け で は な い 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 こ れ ら ６ 種 の Ｎ Ｏ Ｂ 陽 性 抗 体 の う ち ５ 種 が 、 本 研 究 で 用 い た ５ 種 の Ｈ Ｃ Ｖ 単 離 体 の 間 で
共 通 の エ ピ ト ー プ に 対 す る も の で あ る 。 残 り の 抗 体 Ｃ Ｂ Ｈ － １ １ は ２ 個 の １ ａ 単 離 体 に 異
な る 反 応 性 を 示 し 、 お そ ら く は 他 の 抗 体 と は 別 の エ ピ ト ー プ を 認 識 す る 。 実 際 、 異 な る １
ａ 単 離 体 に 対 す る Ｃ Ｂ Ｈ － １ １ の 反 応 が 異 な る こ と が 、 ビ リ オ ン 結 合 実 験 で 得 ら れ た 陰 性
の 結 果 を 説 明 し て い る 。 Ｃ Ｂ Ｈ － ２ と Ｃ Ｂ Ｈ － ７ に よ る Ｈ Ｃ Ｖ ビ リ オ ン へ の 異 な る 反 応 性
、 並 び に 競 合 実 験 の 結 果 の 両 方 が 、 Ｃ Ｂ Ｈ － ２ と Ｃ Ｂ Ｈ － ７ が 別 の エ ピ ト ー プ を 認 識 す る
こ と を 示 し て い る 。 競 合 実 験 は 更 に 、 Ｈ Ｍ Ａ ｂ Ｃ Ｂ Ｈ － ５ と Ｃ Ｂ Ｈ － ２ に よ り 認 識 さ れ た
エ ピ ト ー プ は 別 の も の で あ る こ と を 示 唆 し て い る 。 し か し な が ら 、 Ｃ Ｂ Ｈ － ２ 及 び Ｃ Ｂ Ｈ
－ ８ Ｅ が 同 一 の 又 は 非 常 に 類 似 し た エ ピ ト ー プ を 認 識 す る 可 能 性 も 残 っ て い る 。 別 個 の エ
ピ ト ー プ の 総 数 を 調 べ る に は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ で 産 生 し た 抗 体 遺 伝 子 の 配 列 決 定 、 競 合 研
究 や 更 に 他 の Ｈ Ｃ Ｖ 単 離 体 を 用 い た 試 験 が 必 要 で あ ろ う 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 競 合 解 析 (図 ２ ２ )を 用 い て 、 Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ ２ の 類 似 の 結 合 部 位 に 対 す る 抗 体 を 調 べ た 。 ７
種 の Ｈ Ｍ Ａ ｂ を ビ オ チ ン 化 し 、 様 々 な 量 の 競 合 Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｈ Ｍ Ａ ｂ の 存 在 下 で の ビ オ チ ン 化
抗 体 に よ る Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ ２ へ の 結 合 を 調 べ た 。 顕 著 な 交 差 競 合 を 示 し た 抗 体 を 同 じ グ ル ー プ
に 分 類 し た 。 結 合 部 位 を 含 む Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ ２ 領 域 の 位 置 を 、 Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ ２ 欠 失 コ ン ス ト ラ ク
ト 群 (図 ２ ３ )を 用 い て 調 べ た 。 そ の 結 果 ４ 種 の 競 合 群 が 規 定 さ れ た 。 グ ル ー プ Ｉ は ５ 種 の
Ｈ Ｍ Ａ ｂ 、 Ｃ Ｂ Ｈ － ２ 、 － ８ Ｅ 、 － ５ 、 － ８ Ｃ 及 び － １ １ か ら 構 成 さ れ る 。 こ の グ ル ー プ
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の 抗 体 は 、 Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ ２ に よ る Ｃ Ｄ ８ １ へ の 結 合 を 阻 害 し 、 Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ ２ ア ミ ノ 酸 ４ １ １
～ ６ ４ ４ に 位 置 す る 保 存 エ ピ ト ー プ を 認 識 す る 。 グ ル ー プ Ｉ Ｉ は Ｈ Ｍ Ａ ｂ Ｃ Ｂ Ｈ － ７ か ら
な る が 、 Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ ２ ア ミ ノ 酸 ４ ７ ０ ～ ６ ４ ４ の 間 に 位 置 す る 高 度 に 保 存 さ れ た エ ピ ト ー
プ を 認 識 す る 。 グ ル ー プ Ｉ 及 び Ｉ Ｉ の 抗 体 は 、 最 小 の 交 差 競 合 を 示 し た 。 グ ル ー プ Ｉ Ｉ Ｉ
は ３ 種 の 抗 体 Ｃ Ｂ Ｈ － ４ Ｇ 、 － ４ Ｂ 及 び － ４ Ｄ よ り 構 成 さ れ る が 、 Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ ２ に よ る Ｃ
Ｄ ８ １ へ の 結 合 を 阻 害 せ ず 、 Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ ２ ア ミ ノ 酸 ４ ７ ０ ～ ６ ４ ４ の 間 の エ ピ ト ー プ を 認
識 す る 。 グ ル ー プ Ｉ Ｖ は １ 種 の 抗 体 Ｃ Ｂ Ｈ － １ ７ か ら 構 成 さ れ る が 、 こ れ は Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ ２
ア ミ ノ 酸 ６ ４ ４ ～ ６ ６ １ 間 に 位 置 す る エ ピ ト ー プ を 認 識 す る 。 グ ル ー プ Ｉ 及 び Ｉ Ｉ の 抗 体
は 、 小 動 物 モ デ ル に お い て Ｈ Ｃ Ｖ 複 製 を 阻 害 し Ｅ ２ の 超 可 変 部 外 の ２ 個 の 異 な る 保 存 結 合
部 位 を 認 識 す る こ と が 分 か っ て い る 。 グ ル ー プ Ｉ 及 び Ｉ Ｉ の 抗 体 間 の 競 合 は 程 度 が 低 い の
で ウ イ ル ス 中 和 反 応 活 性 は 増 加 す る は ず で あ り 、 こ れ ら の 抗 体 が 生 体 内 で 相 乗 的 に 作 用 す
る 可 能 性 を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 こ れ ら の 結 果 は 、 Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ ２ 内 の 幾 つ か の 立 体 構 造 エ ピ ト ー プ が 様 々 な Ｈ Ｃ Ｖ 遺 伝 子
型 の 中 で 高 度 に 保 存 さ れ て い る こ と を 示 し て い る 。 こ れ ら の エ ピ ト ー プ を 認 識 す る 抗 体 は
Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ ２ の 構 造 を よ り 詳 し く 規 定 す る 試 薬 と し て 有 用 で あ る 。 そ の 上 更 に 、 Ｈ Ｃ Ｖ ビ
リ オ ン に よ る ヒ ト Ｃ Ｄ ８ １ へ の 結 合 を 阻 害 す る 抗 体 Ｃ Ｂ Ｈ － ２ 及 び Ｃ Ｂ Ｈ － ５ は 、 ウ イ ル
ス 中 和 反 応 を 媒 介 す る 第 １ の 候 補 で あ る 。 し か し ウ イ ル ス 中 和 反 応 に は 真 の 意 味 で の 生 体
外 モ デ ル は 存 在 し な い の で 、 選 択 し た Ｈ Ｍ Ａ ｂ に は 適 当 な 動 物 モ デ ル に お い て Ｈ Ｃ Ｖ 感 染
を 予 防 す る 又 は 改 善 す る 能 力 が あ る 、 と い う 基 本 的 な 証 拠 を 示 す 必 要 が あ る 。 も し こ れ が
う ま く い け ば 、 幅 広 い 反 応 性 を 有 す る 中 和 抗 体 を 治 療 に 用 い る こ と が で き る で あ ろ う 。 肝
臓 移 植 に お い て Ｂ 型 肝 炎 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 用 い て 成 功 し た 例 (Dickson,1998 Liver Transp
l.Surg.4(5 Suppl 1)： S73-S78； Markowitzら 、 1998 Hepatology 28： 585-589； そ れ ぞ れ
こ こ に 参 照 し て 説 明 に 代 え る )と 同 様 に 、 用 途 の 一 つ と し て 、 幅 広 い 反 応 性 を 有 す る 中 和
ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い た 肝 臓 移 植 レ シ ピ エ ン ト の Ｈ Ｃ Ｖ 感 染 抑 制 が 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 上 記 し た 方 法 で Ｈ Ｍ Ａ ｂ を 単 離 し た 結 果 、 Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ １ タ ン パ ク 質 に 特 異 的 な Ｈ Ｍ Ａ ｂ
が 同 定 さ れ た 。 こ れ ら の Ｈ Ｍ Ａ ｂ は 、 Ｅ ２ に 対 す る Ｈ Ｍ Ａ ｂ と 同 様 に 、 Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ １ の 立
体 構 造 と 直 鎖 状 の 両 方 の エ ピ ト ー プ に 結 合 し た 。 Ｈ Ｃ Ｖ 遺 伝 子 型 １ ｂ の Ｅ １ に 対 す る Ｈ Ｍ
Ａ ｂ が １ 種 (Ｈ － １ １ ４ )が 同 定 さ れ た 。 Ｅ １ に 対 す る 他 の 抗 体 で あ る Ｈ － １ １ １ は 、 ４ 種
以 上 の 遺 伝 子 型 (１ ａ 、 １ ｂ 、 ２ ｂ 及 び ３ ａ )の エ ピ ト ー プ を 認 識 し た 。 こ の 幅 広 い 特 異 性
は 、 上 記 し た 診 断 及 び 治 療 用 途 に 特 に 好 ま し い 。 Ｈ － １ １ ４ 及 び Ｈ － １ １ １ Ｈ Ｍ Ａ ｂ の 単
離 と 特 長 に つ い て は 実 施 例 １ ０ に 記 載 す る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 本 発 明 の Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ １ に 対 す る Ｈ Ｍ Ａ ｂ は こ れ ま で に 同 定 さ れ て い る 抗 Ｅ １ 抗 体 と は 異
な る エ ピ ト ー プ を 認 識 す る 。 Ｈ － １ １ ４ は 、 Ｅ １ の 推 定 融 合 ペ プ チ ド を 含 む と 思 わ れ る 非
直 鎖 状 ア ミ ノ 酸 配 列 を 認 識 す る 。 ウ イ ル ス エ ン ベ ロ ー プ と 細 胞 膜 と の 融 合 は ウ イ ル ス 感 染
開 始 に お い て 重 要 な 段 階 で あ る の で 、 Ｈ － １ １ ４ 抗 体 を 用 い て こ の 段 階 に 干 渉 し 、 細 胞 内
侵 入 、 脱 外 被 及 び ビ リ オ ン 組 み 立 て の 段 階 を 含 む Ｈ Ｃ Ｖ 生 活 環 を 阻 害 で き る 。 抗 体 Ｈ － １
１ １ は 、 多 重 遺 伝 子 型 に わ た っ て 個 々 の ア ミ ノ 酸 を 認 識 す る と い う 独 特 の 特 長 を 持 っ て い
る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 Ｈ － １ １ １ 及 び Ｈ － １ １ ４ に よ り 認 識 さ れ る エ ピ ト ー プ は 、 ウ イ ル ス 中 和 反 応 に 新 た な
可 能 性 を 与 え る 。 Ｅ １ 及 び Ｅ ２ は 相 互 作 用 の 結 果 、 最 終 的 に は ビ リ オ ン エ ン ベ ロ ー プ を 構
成 す る 異 質 二 量 性 無 価 Ｅ １ － Ｅ ２ 複 合 体 を 形 成 す る と 考 え ら れ て い る 。 Ｈ － １ １ １ 及 び Ｈ
－ １ １ ４ に は 独 特 な 結 合 活 性 が あ る の で 、 こ れ ら の 抗 体 を 用 い て ビ リ オ ン に お け る Ｅ １ ／
Ｅ ２ 相 互 作 用 と 成 熟 エ ン ベ ロ ー プ の 形 成 に つ い て 詳 し く 調 べ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 本 発 明 で は ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 提 供 さ れ る が 、 本 明 細 書 に 説 明 し た ヒ ト 抗 体 が 認
識 す る の と 同 じ エ ピ ト ー プ を 認 識 し う る の で 、 他 の 供 給 源 由 来 の 他 の 抗 体 も 用 い る こ と が
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可 能 で あ る 。 一 般 に ネ ズ ミ 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ウ サ ギ 目 及 び 家 畜 動 物 由 来 の 抗 体 が 用 い ら
れ る 。 こ れ ら 哺 乳 動 物 由 来 の 保 存 領 域 を 有 す る 抗 体 を 産 生 す る こ と が で き る 。 例 え ば 遺 伝
子 工 学 を 用 い て 本 明 細 書 で 提 供 す る Ｈ Ｍ Ａ ｂ の 定 常 領 域 を 置 換 す る か 、 あ る い は 動 物 を 免
疫 化 す る 免 疫 原 と し て 下 に 述 べ る タ ン パ ク 質 を 用 い 、 次 い で 得 ら れ る Ｂ 細 胞 を 不 死 化 し 、
類 似 の 幅 広 い 結 合 特 異 性 を 有 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る 不 死 化 細 胞 に つ い て 下 に
述 べ る よ う に ス ク リ ー ニ ン グ す る 。 本 発 明 の Ｈ Ｍ Ａ ｂ を 用 い た 競 合 ア ッ セ イ で ス ク リ ー ニ
ン グ す る こ と に よ っ て 、 非 ヒ ト 抗 体 が 同 じ エ ピ ト ー プ に 結 合 す る か ど う か を 調 べ る こ と が
で き る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 診 断 用 途 と し て は 、 様 々 な 方 法 で 抗 体 を 用 い て 、 循 環 Ｈ Ｃ Ｖ ビ リ オ ン 、 Ｅ １ 又 は Ｅ ２ タ
ン パ ク 質 、 あ る い は 抗 Ｅ １ 又 は 抗 Ｅ ２ 抗 体 を 捕 捉 及 び ／ 又 は 同 定 す る こ と が で き る 。 抗 体
は 免 疫 療 法 、 予 防 又 は 治 療 に 用 い る こ と が で き る 。 抗 体 は 又 、 Ｈ Ｃ Ｖ に 対 す る ワ ク チ ン の
開 発 に 用 い る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 単 離 し た 抗 体 は Ｉ ｇ Ｇ ク ラ ス の も の で あ っ た 。 Ｈ Ｍ Ａ ｂ の い く つ か は 、 Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ ２ タ
ン パ ク 質 に 対 し て 良 好 な 親 和 性 を 示 し た (抗 体 は １ ～ ２ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の 濃 度 で 最 大 の シ グ
ナ ル を 示 し た )。 こ れ ら の 抗 体 は Ｉ ｇ Ｇ ク ラ ス 、 特 に Ｉ ｇ Ｇ 1 κ の も の で あ る 。 以 下 に 抗 体
と 抗 体 が 認 識 す る Ｈ Ｃ Ｖ 遺 伝 子 型 と を 示 す 。 下 記 の Ｈ Ｍ Ａ ｂ は Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ １ 又 は Ｅ ２ タ ン
パ ク 質 に 対 し て 良 好 な 親 和 性 を 示 し た 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 抗 体 は 天 然 に 存 在 す る 形 状 で 用 い て も よ い し 、 末 端 を 切 断 し て Ｆ ａ ｂ 又 は Ｆ (ａ ｂ ’ ) 2
断 片 と し て も よ い 。 Ｈ 鎖 及 び Ｌ 鎖 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 単 離 し て 様 々 な 方 法 で 改 変 し て も
良 い 。 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ を 用 い て 、 以 後 の 操 作 に 都 合 の よ い コ ン ス ト ラ ク ト 内 に ｃ Ｄ Ｎ Ａ と し
て 遺 伝 子 を 作 製 す る の が 一 般 的 で あ る 。 Ｈ 及 び Ｌ 鎖 の 可 変 領 域 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 単 離
す る こ と も で き る し 、 直 接 に 又 は 間 接 に 又 は ３ ｎ ヌ ク レ オ チ ド 鎖 を 通 じ て (こ こ で ｎ は 少
な く と も １ か つ 約 ６ ０ 未 満 、 通 常 約 ４ ０ 未 満 で あ り 、 ２ 個 の 可 変 領 域 間 の ア ミ ノ 酸 リ ン カ
ー を 提 供 す る )結 合 す る こ と も で き る 。 鎖 の 長 さ は 、 最 適 な 親 和 性 や 他 の 特 性 (例 え ば メ ル
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カ プ ト 基 、 カ ル ボ キ シ ル 基 や ア ミ ノ 基 を 介 し た キ レ ー ト 化 の 連 結 や 、 表 面 又 は 他 の 分 子 へ
の 結 合 等 )を 得 ら れ る よ う に 経 験 に よ っ て 決 定 す る こ と が で き る 。 加 え て 、 表 面 へ の 付 着
、 同 定 用 の 標 識 、 親 和 性 単 離 の た め の 配 列 等 を 提 供 す る た め に 、 少 な く と も 可 変 領 域 を 含
む 遺 伝 子 の 全 体 又 は 部 分 を 他 の 配 列 に 融 合 さ せ て も よ い 。 こ れ ら 試 薬 の い ず れ も 、 例 え ば
プ ロ テ ア ー ゼ 部 位 又 は 化 学 的 リ ン カ ー と い っ た 切 断 可 能 な ア ー ム を 持 つ 抗 体 に 付 加 す る こ
と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 抗 体 を コ ー ド す る 遺 伝 子 に 標 識 を 付 加 し て 、 発 現 さ れ た 抗 体 に つ い て 特 異 的 親 和 性 単 離
を 行 え る よ う に し て も よ い 。 あ る い は 標 識 化 す る こ と で 、 単 離 抗 体 遺 伝 子 の 有 用 性 を 改 善
す る よ う に し て も よ い 。 標 識 の 例 と し て は 、 大 腸 菌 ビ オ チ ン カ ル ボ キ シ ラ ー ゼ 運 搬 タ ン パ
ク 質 の ビ オ チ ン 化 配 列 ； 固 定 化 二 価 陽 イ オ ン を 含 む カ ラ ム へ の 抗 体 に よ る 付 着 に 好 適 な ６
ヒ ス チ ジ ン 配 列 又 は ヒ ス チ ジ ン と ア ス パ ラ ギ ン 酸 と の 交 互 配 列 ； Ｆ Ｌ Ａ Ｇ エ ピ ト ー プ DYKD
DDDK、 Ｔ ７ タ グ 配 列 MASMTGGQMG、 Ｓ タ グ 配 列 KETAAAKFERQHMDS等 、 親 和 性 の 高 い 公 知 の 抗
体 エ ピ ト ー プ の い ず れ か の 配 列 、 或 い は 特 異 的 抗 体 と の 結 合 を 可 能 に す る 公 知 の あ ら ゆ る
配 列 ； グ ル タ チ オ ン － Ｓ － ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 、 又 は 望 ま し い 標 的
細 胞 に 見 ら れ る 細 胞 表 面 受 容 体 に 対 す る リ ガ ン ド と い っ た 、 融 合 蛋 白 質 パ ー ト ナ ー ； 及 び
蛍 光 性 、 放 射 性 、 発 光 性 の あ る い は 酵 素 で 検 出 可 能 な 成 分 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 標 識 が ポ リ ペ プ チ ド の 場 合 、 配 列 は 抗 体 鎖 の う ち の １ 本 の 遺 伝 子 に 直 接 融 合 で き る 。 い
ず れ の 場 合 も 、 マ レ イ ミ ド 基 と チ オ エ ー テ ル を 形 成 す る シ ス テ イ ン 、 金 属 を キ レ ー ト 化 し
様 々 な 分 子 に 結 合 す る ポ リ ヒ ス チ ジ ン ／ シ ス テ イ ン 又 は ポ リ ヒ ス チ ジ ン ／ ア ス パ ラ ギ ン 酸
、 還 元 的 ア ミ ノ 化 反 応 で ア ル デ ヒ ド と 反 応 さ せ る ポ リ リ ジ ン 等 の 、 標 識 を 連 結 す る 部 位 を
備 え た 配 列 が 提 供 で き る 。 標 識 は 酵 素 、 キ レ ー ト 基 、 リ ガ ン ド 結 合 蛋 白 質 (例 え ば ビ オ チ
ン 及 び ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 、 ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン 及 び 抗 ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン 等 )へ 結 合 す る リ ガ ン
ド 、 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 等 を 含 ん で い て も よ い 。 大 腸 菌 ビ オ チ ン カ ル ボ キ シ ラ ー ゼ 運 搬 タ
ン パ ク 質 (Ｂ Ｃ Ｃ Ｐ )の ビ オ チ ン 化 配 列 を 用 い て 、 大 腸 菌 内 に 発 現 さ れ た 又 は 大 腸 菌 溶 解 物
に 導 入 さ れ た タ ン パ ク 質 の 生 体 内 ビ オ チ ン 化 を 行 う こ と が で き る 。 固 定 化 二 価 陽 イ オ ン を
含 む カ ラ ム へ の 抗 体 に よ る 結 合 を 可 能 に す る の に 好 適 な ６ ヒ ス チ ジ ン 配 列 又 は ヒ ス チ ジ ン
と ア ス パ ラ ギ ン 酸 と の 交 互 配 列 を 用 い る こ と も で き る 。 親 和 性 の 高 い エ ピ ト ー プ を コ ー ド
す る 配 列 、 例 え ば Ｆ Ｌ Ａ Ｇ エ ピ ト ー プ DYKDDDDK(配 列 番 号 １ ３ )、 Ｔ ７ タ グ 配 列 MASMTGGQMG
(配 列 番 号 １ ４ )、 Ｓ タ グ 配 列 KETAAAKFERQHMDS(配 列 番 号 １ ５ )を 用 い て も よ い し 、 或 い は
相 関 す る 結 合 体 又 は タ ン パ ク 質 試 薬 へ の 高 い 親 和 性 結 合 を 可 能 に す る 配 列 で あ れ ば 他 に ど
の よ う な も の を 用 い て も よ い 。 上 記 し た も の の 他 に 、 グ ル タ チ オ ン － Ｓ － ト ラ ン ス フ ェ ラ
ー ゼ 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ や 、 肝 細 胞 、 Ｔ 細 胞 又 は 他 に 望 ま し い 細 胞 標 的 の 表 面 受 容 体 に 対 す
る リ ガ ン ド 等 の 融 合 蛋 白 質 を 挙 げ る こ と が で き る 。 こ の よ う な 融 合 体 は 一 般 に タ ン パ ク 質
の 複 機 能 性 を 促 進 す る ３ ～ ５ ０ ア ミ ノ 酸 の リ ン カ ー 配 列 を 介 し て 連 結 さ れ る 。 こ れ ら の 分
子 は 切 断 可 能 な ア ー ム (プ ロ テ ア ー ゼ 部 位 )又 は 他 の 手 段 を 介 し て 抗 体 に 連 結 す る こ と が で
き る 。 抗 体 は 様 々 な 毒 素 、 例 え ば ジ フ テ リ ア 毒 素 、 リ シ ン 、 ア ブ リ ン 、 リ ボ ソ ー ム 不 活 化
タ ン パ ク 質 、 ア ポ ト ー シ ス シ グ ナ リ ン グ タ ン パ ク 質 、 穿 孔 タ ン パ ク 質 (例 え ば パ ー フ ォ リ
ン )等 に 化 学 的 に 連 結 又 は 融 合 し て も よ い 。 或 い は 、 抗 体 を キ レ ー ト 化 毒 性 重 金 属 又 は 放
射 性 同 位 体 、 特 に テ ク ネ チ ウ ム 、 放 射 性 ヨ ー 素 等 に 連 結 さ せ て も よ い 。 抗 体 は フ ル オ ロ フ
ォ ア 又 は 化 学 発 光 分 子 に 化 学 的 に 連 結 さ せ て も よ い 。 化 学 的 カ ッ プ リ ン グ と し て は 、 シ ス
テ イ ン と 反 応 す る 活 性 化 カ ル ボ ン 酸 類 又 は ビ オ チ ン － Ｃ １ １ － ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド
エ ス テ ル を 用 い た ビ オ チ ン 化 ； 様 々 な ビ ー ズ (セ フ ァ ロ ー ス 、 ア ガ ロ ー ス 、 磁 性 、 ポ リ ス
チ レ ン 等 )又 は 表 面 の Ｃ Ｎ Ｂ ｒ 活 性 化 を 介 し た 抗 体 と の カ ッ プ リ ン グ ； 抗 体 を 有 用 な 化 学
基 に 架 橋 す る こ と を 含 む 他 の あ ら ゆ る 方 法 (通 常 、 リ ジ ン 又 は 他 の 基 本 的 残 基 を 改 変 す る
こ と に よ っ て 、 又 は 遊 離 ス ル フ ヒ ド リ ル 基 に 特 異 的 な 試 薬 の 使 用 を 通 じ て 達 成 さ れ る )が
挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 Ｈ 鎖 及 び Ｌ 鎖 可 変 領 域 の 遺 伝 子 の 使 用 に 際 し て 、 特 に 可 変 領 域 の 超 可 変 部 を 公 知 の 方 法

10

20

30

40

50

(16) JP 2006-504645 A 2006.2.9



で 突 然 変 異 さ せ 、 抗 体 の 結 合 親 和 性 を 強 化 し た り 反 応 性 を 幅 広 い も の に す る こ と が で き る
。 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ ー 法 、 配 列 の ラ ン ダ ム 又 は 定 方 向 突 然 変 異 誘 発 、 又 は 他 の 類 似 の 方
法 を 用 い て 、 最 適 な 結 合 抗 体 を 同 定 す る 生 体 外 選 択 を 行 っ て も よ い 。 或 い は 超 可 変 部 の ア
ラ ニ ン 又 は グ リ シ ン 歩 行 を 用 い て 必 須 ア ミ ノ 酸 を 同 定 し 、 そ れ ら 又 は 他 の 部 位 の ア ミ ノ 酸
を 改 変 し て 、 エ ピ ト ー プ 結 合 の 改 善 を 同 定 す る よ う に し て も よ い 。 当 分 野 で 公 知 の 他 の 方
法 を 用 い て 突 然 変 異 誘 発 抗 体 を 得 て も よ い 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 抗 体 供 給 源 と し て ハ イ ブ リ ド ー マ を 用 い る 代 わ り に 、 遺 伝 子 を 単 離 し て 適 当 な 哺 乳 類 宿
主 細 胞 、 例 え ば Ｃ Ｈ Ｏ 、 ヒ ー ラ 、 Ｃ Ｖ １ 等 に 導 入 し て も よ い 。 好 適 な 発 現 プ ラ ス ミ ド の 例
と し て は 、 ｐ ｃ Ｄ Ｎ Ａ ３ ． １ Ｚ ｅ ｏ 、 ｐ Ｉ Ｎ Ｄ (Ｓ Ｐ １ )、 ｐ Ｒ Ｅ Ｐ ８ (い ず れ も カ リ フ ォ
ル ニ ア 州 カ ー ル ス バ ッ ド Invitrogen社 )(実 施 例 １ １ 参 照 )等 が 挙 げ ら れ る 。 抗 体 遺 伝 子 は
ウ イ ル ス 又 は レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 介 し て 発 現 で き る が 、 例 と し て は Ｍ Ｌ Ｖ か ら 作 ら
れ る ベ ク タ ー 、 ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス か ら 作 ら れ る ベ ク タ ー 等 が 挙 げ ら れ る 。 同 様 に 、 抗 体
遺 伝 子 は 一 連 の ｐ Ｃ Ｏ Ｍ Ｂ ベ ク タ ー を 用 い て 、 後 に 復 元 し て 完 全 な 抗 体 を 形 成 し う る ２ 個
の 独 立 し た 鎖 と し て Ｍ １ ３ フ ァ ー ジ 表 面 上 に 発 現 し て も よ い 。 或 い は 、 少 な く と も 可 変 領
域 を 含 む 単 鎖 と し て 抗 体 を 発 現 し て も よ い 。 遺 伝 子 は 、 リ ン パ 球 、 筋 細 胞 、 繊 維 芽 細 胞 等
の 適 当 な 細 胞 に 導 入 し て 遺 伝 子 療 法 に 用 い る こ と が で き る 。 こ の 場 合 、 抗 体 が 構 成 的 に 又
は 誘 導 的 に 発 現 分 泌 さ れ 、 宿 主 細 胞 の 寿 命 に 基 づ い て 所 与 の 連 続 時 間 又 は 間 欠 に 抗 体 供 給
源 と な る 。 本 発 明 の 遺 伝 子 は (例 え ば 抗 生 物 質 耐 性 の )標 識 遺 伝 子 と 共 に 、 対 象 者 か ら 細 胞
を 得 て 、 マ ー カ ー に よ り 改 変 細 胞 を 選 択 し 、 宿 主 に 標 識 付 き 細 胞 を 戻 す こ と で 導 入 で き る
。 Ｄ Ｎ Ａ は 、 様 々 な プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ 、 裸 Ｄ Ｎ Ａ 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 、 ア デ ノ 関 連 ウ イ ル ス
又 は ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス 等 の Ｄ Ｎ Ａ ウ イ ル ス コ ン ス ト ラ ク ト 、 あ る い は 水 疱 性 口 内 炎 ウ イ
ル ス 、 シ ン ド ビ ス ウ イ ル ス 及 び セ ム リ キ 森 林 ウ イ ル ス 等 の Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス (こ れ ら は 僅 か
な 例 に 過 ぎ な い が )を 用 い て 細 胞 に 導 入 す る こ と が で き る 。 Ｄ Ｎ Ａ は 、 対 象 の 細 胞 に 転 写
因 子 が 存 在 す る あ る い は 誘 導 又 は 導 入 可 能 で あ る プ ロ モ ー タ ー を 含 む コ ン ス ト ラ ク ト と 、
そ の よ う な プ ロ モ ー タ ー の 転 写 調 節 下 に あ る 遺 伝 子 と を 有 し て い て も よ い 。 例 え ば 分 泌 リ
ー ダ ー 、 エ ン ハ ン サ ー 、 Ｒ Ｎ Ａ 安 定 化 配 列 等 、 他 の 調 節 配 列 が 存 在 し て も よ い 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 診 断 目 的 と し て 、 抗 体 を 様 々 な フ ォ ー マ ッ ト で 用 い て 、 Ｅ １ 又 は Ｅ ２ タ ン パ ク 質 を 検 出
し 、 Ｈ Ｃ Ｖ 遺 伝 子 型 を 識 別 し 、 ビ リ オ ン と 抗 体 を 検 出 す る こ と が で き る (例 え ば 米 国 特 許
第 ５ ， ６ ９ ５ ， ３ ９ ０ 号 参 照 。 こ こ に 参 照 し て 説 明 に 代 え る )。 抗 体 は 個 別 に 用 い て も よ
い し 、 他 の 本 発 明 の 抗 体 群 又 は 他 の 抗 体 、 Ｅ １ 又 は Ｅ ２ に 存 在 す る グ リ コ シ ル 基 と 結 合 す
る レ ク チ ン 、 ビ リ オ ン エ ン ベ ロ ー プ タ ン パ ク 質 又 は 、 Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ １ 又 は Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ ２ が 複
合 す る 他 の タ ン パ ク 質 (例 え ば Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ １ － Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ ２ 複 合 体 )と 組 み 合 わ せ て 用 い て
も よ い 。 診 断 目 的 と し て 、 こ れ ま で に 述 べ た よ う な 様 々 な 標 識 を 用 い る こ と が で き る 。 例
と し て は フ ル オ ロ フ ォ ア 、 化 学 発 光 体 、 放 射 性 同 位 体 、 酵 素 、 粒 子 (例 え ば コ ロ イ ド 状 炭
素 及 び 金 、 ラ テ ッ ク ス 粒 子 等 )、 高 い 親 和 性 の 受 容 体 が 存 在 す る リ ガ ン ド 、 活 性 化 す る と
検 出 可 能 な シ グ ナ ル を 発 す る プ ロ ラ ベ ル (prolabels)等 が 挙 げ ら れ る が こ れ ら に 限 定 さ れ
る も の で は な い 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 一 つ の 態 様 に お い て 、 表 面 を タ ン パ ク 質 で コ ー テ ィ ン グ す る 。 こ の 表 面 は 、 遊 離 又 は 循
環 タ ン パ ク 質 と し て の 、 又 は 完 全 な ビ リ オ ン の 部 分 又 は 部 分 的 に 完 全 な ビ リ オ ン と し て の
、 Ｈ Ｃ Ｖ 抗 原 に 結 合 す る 。 １ 型 及 び ２ 型 両 方 の Ｈ Ｃ Ｖ 又 は レ ク チ ン (例 え ば Galanthus niv
alisレ ク チ ン )に 結 合 す る こ と の で き る 本 発 明 の 抗 体 を 用 い る こ と が で き る 。 １ 、 ２ 及 び
３ 型 に 結 合 す る 本 発 明 の 抗 体 を 用 い て も よ い 。 特 に 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 本 発 明 の 抗
体 を 少 な く と も ４ 種 の 遺 伝 子 型 に 結 合 さ せ る 。 特 に 好 ま し い 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 抗 体
は 遺 伝 子 型 Ｈ Ｖ Ｃ １ ａ 、 １ ｂ 、 ２ ｂ 及 び ３ ａ の Ｅ １ に 結 合 す る 。 そ の ア ッ セ イ は 、 遊 離 又
は ビ リ オ ン 関 連 タ ン パ ク 質 を 含 む 媒 体 に 表 面 を 接 触 さ せ る 段 階 を 含 む 。 こ の 媒 体 は 試 料 で
あ っ て も よ い し 、 又 は １ 種 以 上 の 公 知 の 遺 伝 子 型 の Ｅ １ 又 は Ｅ ２ の 溶 液 で あ っ て も よ い 。
保 温 し 洗 浄 し て 非 特 異 的 結 合 タ ン パ ク 質 を 除 去 し た 後 は 、 検 定 す る も の に 応 じ て ア ッ セ イ
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は 様 々 な 段 階 を 行 う こ と が で き る 。 血 清 陽 性 と 思 わ れ る 血 液 試 料 を 検 定 す る 場 合 に は 、 試
料 を Ｅ １ 又 は Ｅ ２ タ ン パ ク 質 層 に 接 触 さ せ 、 保 温 し 、 洗 浄 し 、 タ ン パ ク 質 層 に 結 合 し た ヒ
ト 抗 体 の 存 在 を 調 べ る 。 標 識 化 抗 ヒ ト 抗 体 (本 発 明 の 抗 体 が 最 初 に 用 い ら れ た 場 合 に は 、
本 発 明 の 抗 体 の ア イ ソ タ イ プ に 対 す る も の 以 外 の も の )を 用 い る こ と が で き る 。 血 清 陽 性
を 示 し た 対 象 体 の 抗 体 を 検 定 す る 場 合 、 本 発 明 の 抗 体 は 、 そ の よ う な 対 象 体 の 血 清 中 の ヒ
ト 抗 Ｈ Ｃ Ｖ の 検 出 に 使 用 し た の と 同 じ 試 薬 と 共 に 、 対 照 と し て 用 い る こ と が で き る 。 試 料
中 の 抗 体 の 特 異 性 は 、 抗 ヒ ト 抗 体 と は 異 な る 標 識 を 付 け た 本 発 明 の 抗 体 を 用 い 、 試 料 中 の
抗 体 に よ っ て ブ ロ ッ ク さ れ た か ど う か を 調 べ る こ と に よ っ て 確 認 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 試 料 を Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ １ 又 は Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ ２ タ ン パ ク 質 に つ い て 検 定 す る 場 合 、 検 出 に は 標 識
化 し た 本 発 明 の 抗 体 を 用 い る 。 選 択 す る 抗 体 は 、 興 味 の 対 象 が Ｅ １ 又 は Ｅ ２ タ ン パ ク 質 の
遺 伝 子 型 を 調 べ る 場 合 と 検 出 す る 場 合 と に よ っ て 異 な る 。 非 特 異 的 に 結 合 し た 抗 体 を 洗 い
流 し た 後 、 公 知 の 方 法 に 従 い 標 識 の 存 在 を 検 出 す る こ と に よ っ て 、 標 識 化 抗 体 の 存 在 を 調
べ た 。 あ る い は 、 本 発 明 の 抗 体 が 表 面 に 結 合 し て い る 場 合 に は 、 Ｅ １ 又 は Ｅ ２ に 対 す る 標
識 化 レ ク チ ン を 用 い て Ｅ １ 又 は Ｅ ２ タ ン パ ク 質 の 存 在 を 検 出 し て も よ い 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 本 発 明 の 抗 体 を 用 い て 、 血 清 中 の 抗 体 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 遺 伝 子 工 学 操 作 の 結 果 発
現 し た 抗 体 等 、 他 の 抗 体 の 反 応 性 を 測 定 す る こ と が で き る 。 望 ま し く は Ｈ Ｃ Ｖ タ ン パ ク 質
で は な く 完 全 ビ リ オ ン を 用 い る が 、 立 体 構 造 が 保 存 さ れ た エ ン ベ ロ ー プ タ ン パ ク 質 を 用 い
る こ と も で き る 。 ビ リ オ ン 捕 捉 に つ い て は 、 例 え ば Kimuraら 、 1998 J.Med.Virology 56：
25-32； Moritaら 、 1996 Hapato-Gastroenterology 43： 582-585； Sataら 、 1993 Virology
 196： 354-357； 及 び Hijikataら 、 1993 J.Virology 67： 1953-1958が 参 照 で き る (そ れ ぞ
れ こ こ に 参 照 し て 説 明 に 代 え る )。 実 験 手 順 の 一 例 と し て は 、 ま ず 固 体 支 持 体 を レ ク チ ン (
例 え ば Ｇ Ｎ Ａ )で コ ー テ ィ ン グ し 、 完 全 Ｈ Ｃ Ｖ ビ リ オ ン を 含 む 培 養 基 (例 え ば 血 清 陽 性 患 者
の 血 清 )に 支 持 体 表 面 を 接 触 さ せ る 。 ビ リ オ ン を 破 壊 し う る 成 分 (例 え ば 洗 剤 等 )は 添 加 し
て は な ら な い 。 培 養 基 を 保 温 し 洗 浄 し て 非 特 異 的 結 合 成 分 を 除 去 し た 後 、 ビ リ オ ン を 本 発
明 の 抗 体 と 試 料 の 抗 体 に 接 触 さ せ る 。 こ れ は 同 時 に 行 っ て も よ い し 連 続 的 (た だ し 試 料 を
最 初 に 添 加 す る )に 行 っ て も よ い 。 本 発 明 の 抗 体 の 量 は 、 別 の 抗 体 に よ る 置 き 換 え に 対 し
て 感 度 の 高 い 量 を 用 い る 。 こ の 量 は 、 本 発 明 の 抗 体 を 様 々 な 量 で 用 い る 一 連 の 試 験 を 行 っ
て 、 経 験 的 に 決 定 す る こ と が で き る 。 試 料 の 非 存 在 下 又 は 存 在 下 で 得 た シ グ ナ ル を 調 べ る
こ と に よ っ て 、 試 料 中 の 抗 体 の 反 応 性 又 は 結 合 親 和 性 を 決 定 す る こ と が で き る 。 様 々 な 方
法 を 用 い て 、 ビ リ オ ン に 結 合 し た 本 発 明 の 抗 体 の 量 を 調 べ る こ と が で き る 。 本 発 明 の 抗 体
が 標 識 化 さ れ て い る 場 合 、 例 え ば ビ オ チ ン 又 は ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 又 は
フ ル オ ロ フ ォ ア 標 識 化 抗 ゴ キ シ ゲ ニ ン 又 は 検 出 可 能 な シ グ ナ ル を 発 す る 基 質 に 対 す る 酵 素
は 、 主 題 の 抗 体 の 量 を 決 定 す る の に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 受 容 体 (抗 体 又 は レ ク チ ン )を Ｄ Ｎ Ａ 配 列 で 標 識 化 す る 場 合 、 標 識 配 列 に 相 同 性 を 有 す る
プ ラ イ マ ー を 用 い て Ｐ Ｃ Ｒ の 標 準 的 条 件 下 で 、 直 接 的 又 は 間 接 的 (間 接 的 と は 、 ビ リ オ ン
に 結 合 し た 受 容 体 の 空 い た 部 位 に 結 合 す る こ と の で き る リ ガ ン ド － 核 酸 配 列 複 合 体 の 使 用
を 意 味 す る )の い ず れ に せ よ 、 配 列 を 伸 長 す る こ と が で き る 。 Ｄ Ｎ Ａ は 個 別 の ハ イ ブ リ ダ
イ ゼ ー シ ョ ン 反 応 又 は ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 に よ っ て 検 出 で き る 。 あ る い は 、 一 端 に 発
光 性 標 識 (フ ル オ ロ フ ォ ア 又 は 発 光 体 )を 有 し 他 端 に 消 光 基 を 有 す る 、 増 幅 し た 配 列 に 相 同
性 を 有 す る 内 側 標 識 化 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 使 用 す る Ｔ ａ ｑ ｍ ａ ｎ 法 を 用 い る こ
と も で き る 。 断 片 が 増 幅 さ れ る に つ れ て 、 Ｔ ａ ｑ ポ リ メ ラ ー ゼ の ５ ’ － ３ ’ エ キ ソ ヌ ク レ
ア ー ゼ 活 性 が ハ イ ブ リ ダ イ ズ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 分 解 し て フ ル オ ロ フ ォ ア が 消 光 基 か ら
外 れ 、 培 養 基 に 適 当 な 波 長 の 光 を 照 射 す る こ と で フ ル オ ロ フ ォ ア を 検 出 で き る よ う に な る
。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 あ る い は 、 サ イ ク リ ン グ プ ロ ー ブ 法 を 行 う の に 適 当 な 標 識 化 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー
ブ を 用 い る こ と も で き る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 、 標 識 に 相 同 性 を 有 し Ｔ Ｍ ４ ５ ℃ の 約 １
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５ － ２ ０ デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド 、 標 識 に 相 同 性 を 有 し Ｔ Ｍ ４ ５ ℃ の 約 ５ 以 上 の リ ボ ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 か ら 構 成 す る 。 完 全 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は Ｔ Ｍ ＞ ６ ０ ℃ で あ る 。 オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド を 上 記 し た よ う 発 光 標 識 と 消 光 標 識 で に 更 に 修 飾 す る 。 過 剰 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド コ ン ス ト ラ ク ト を 結 合 標 識 に 添 加 し 、 約 ５ ５ ℃ で 結 合 標 識 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ た 後 、
５ ５ ℃ で 活 動 的 な リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｈ を 添 加 し て リ ボ ヌ ク レ オ チ ド を 分 解 す る 。 変 性 時 に
発 光 標 識 は 消 光 標 識 か ら 解 放 さ れ 、 光 照 射 又 は 活 性 化 に よ り 発 光 が 調 べ ら れ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 あ る い は 、 転 写 媒 介 増 幅 (Ｔ Ｍ Ａ )を 用 い て も よ い 。 こ の 場 合 、 結 合 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
標 識 は 、 Ｔ ７ ポ リ メ ラ ー ゼ 又 は 他 の 都 合 の 良 い ポ リ メ ラ ー ゼ に よ り 認 識 さ れ る プ ロ モ ー タ
ー を 含 ん で い る 。 適 当 な 条 件 下 で Ｔ ７ 又 は 他 の 適 当 な ポ リ メ ラ ー ゼ 及 び ｒ Ｎ Ｔ Ｐ を 添 加 す
る と 、 結 合 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に よ る オ リ ゴ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド へ の 転 写 が 起 こ り 、 こ れ を
例 え ば 電 気 泳 動 法 等 の 簡 単 な 手 段 で 検 出 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 標 識 化 し た 主 題 の 抗 体 を 用 い て 、 生 検 物 質 か ら Ｈ Ｃ Ｖ の 存 在 を 検 定 す る こ と が で き る 。
標 識 化 抗 体 を 、 肝 臓 ス ラ イ ス 等 の 固 定 化 生 検 物 質 と 主 題 の 標 識 化 抗 体 １ 種 以 上 の 溶 液 と 共
に 保 温 す る 。 非 特 異 的 結 合 抗 体 を 洗 い 流 し た 後 、 生 検 組 織 の 細 胞 に 結 合 し た 抗 体 の 存 在 を
、 標 識 の 性 質 に 従 っ て 検 出 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 立 体 構 造 の 保 存 さ れ た 遺 伝 子 型 １ ａ 、 １ ｂ 、 ２ ａ 及 び ２ ｂ の Ｅ ２ タ ン パ ク 質 (後 者 ２ 種
は 新 規 に 発 現 さ れ た 構 成 物 で あ る )が 、 ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス コ ン ス ト ラ ク ト か ら 発 現 し た
タ ン パ ク 質 と し て 提 供 さ れ る 。 こ れ ら の 調 製 に つ い て は 実 施 例 で 説 明 す る 。 Ｅ １ タ ン パ ク
質 の ア ミ ノ 酸 を 含 ま な い タ ン パ ク 質 を 得 る が 、 こ れ は Ｅ １ 及 び Ｅ ２ の 両 方 を コ ー ド す る 遺
伝 子 か ら も 調 製 で き る 。 こ の 場 合 、 得 ら れ る 融 合 蛋 白 質 を 処 理 し 、 共 有 結 合 し て い な い が
複 合 体 と し て 存 在 す る ２ つ の タ ン パ ク 質 を 得 る 。 立 体 構 造 の 保 存 さ れ た Ｅ １ 遺 伝 子 型 タ ン
パ ク 質 を 、 実 施 例 で 述 べ る ｐ Ｄ ｉ ｓ ｐ ｌ ａ ｙ (Invitrogen、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 カ ー ル ス バ
ッ ド )等 の 哺 乳 類 発 現 ベ ク タ ー に よ っ て 同 様 に 調 製 す る こ と が で き る 。 タ ン パ ク 質 を 溶 解
物 か ら 単 離 す る こ と が で き る 。 タ ン パ ク 質 は 親 和 性 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ 又 は 非
変 性 ゲ ル 電 気 泳 動 に よ っ て 容 易 に 精 製 で き る 。 タ ン パ ク 質 は ９ ５ ｗ ｔ ％ を 超 え る 、 通 常 は
少 な く と も ９ ９ ｗ ｔ ％ の 純 度 で 得 る こ と が で き る 。 タ ン パ ク 質 は 、 Ｈ Ｃ Ｖ 感 染 患 者 か ら 得
た 血 清 の 遺 伝 子 型 決 定 ア ッ セ イ 、 親 和 性 及 び 特 異 性 に つ い て の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の ス ク
リ ー ニ ン グ 、 タ ン パ ク 質 を 標 的 と す る 薬 剤 の 評 価 、 抗 血 清 及 び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生
さ せ る 哺 乳 類 宿 主 の 免 疫 化 等 に 用 い る こ と が で き る 。 診 断 ア ッ セ イ に お け る こ れ ら の 使 用
は 今 ま で に 論 じ ら れ て き た こ と で あ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 抗 体 は 、 結 合 対 象 で あ る Ｅ １ 又 は Ｅ ２ タ ン パ ク 質 上 の 構 造 エ ピ ト ー プ を 同 定 す る の に 用
い る こ と が で き る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い た 立 体 構 造 エ ピ ト ー プ の 同 定 に は ２ つ の 基
本 的 な 方 法 が 考 え ら れ る 。 第 一 に 、 Ｈ Ｃ Ｖ 単 離 体 の 天 然 変 異 体 又 は 突 然 変 異 体 解 析 を 用 い
て 領 域 を 同 定 し 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に よ り 認 識 さ れ る エ ピ ト ー プ に 含 ま れ る 個 々 の ア ミ
ノ 酸 を 最 終 的 に 同 定 す る (Schwartzら 、 1999 J.Mol.Biol.287： 983-999； こ こ に 参 照 し て
説 明 に 代 え る )。 多 く の 異 な る Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ １ 又 は Ｅ ２ 単 離 体 に つ い て 抗 体 を ス ク リ ー ン し
、 個 々 の 抗 体 に 選 択 的 に 反 応 し な い 単 離 体 を 同 定 す る 。 例 え ば Ｈ Ｍ Ａ ｂ Ｃ Ｂ Ｈ － １ １ に よ
る Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ ２ タ ン パ ク 質 Ｑ １ ａ に 対 す る 反 応 性 は Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ ２ Ｑ ２ ａ に 対 す る 反 応 性 よ
り も 低 い (図 ９ )。 あ る 部 分 が あ る Ｈ Ｃ Ｖ 遺 伝 子 型 の Ｅ ２ タ ン パ ク 質 由 来 で あ り 、 他 の 部 分
が 他 の Ｈ Ｃ Ｖ 遺 伝 子 型 の Ｅ ２ タ ン パ ク 質 由 来 で あ る 「 キ メ ラ 」 Ｅ ２ エ ン ベ ロ ー プ タ ン パ ク
質 を 作 製 す る 。 オ ー バ ー ラ ッ プ 断 片 を Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 す る こ と に よ っ て 及 び ／ 又 は 両 方 の Ｅ ２
タ ン パ ク 質 に 共 通 の 制 限 酵 素 切 断 部 位 を 利 用 し て 、 こ れ ら の キ メ ラ Ｅ ２ タ ン パ ク 質 が 作 製
で き る 。 別 法 と し て 生 物 工 学 会 社 Ｍ ａ ｘ ｙ － Ｇ ｅ ｎ の 開 発 し た Ｄ Ｎ Ａ シ ャ ッ フ リ ン グ が あ
る 。 異 な る キ メ ラ Ｅ ２ タ ン パ ク 質 に よ る 異 な る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 へ の 結 合 反 応 性 を 調 べ
る こ と に よ っ て 、 立 体 構 造 エ ピ ト ー プ の 形 成 に 欠 か せ な い Ｅ ２ タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 領 域
を 同 定 す る 。 不 可 欠 な 領 域 を 同 定 し た 後 は 、 異 な る 遺 伝 子 型 間 で 異 な る 個 々 の ア ミ ノ 酸 を
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突 然 変 異 さ せ 、 反 応 性 Ｅ ２ 配 列 を 作 製 す る 。 突 然 変 異 体 が 完 全 な 反 応 性 を 再 現 す れ ば 、 エ
ピ ト ー プ の 形 成 に 関 与 す る ア ミ ノ 酸 で あ る と わ か る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 立 体 構 造 エ ピ ト ー プ を 規 定 す る 第 二 の 基 本 的 な 方 法 は 、 ま ず 望 ま し い Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ １ 又 は
Ｅ ２ 配 列 を コ ー ド す る １ ０ － １ ５ 残 基 長 の オ ー バ ー ラ ッ プ ペ プ チ ド 群 を 合 成 す る 。 次 い で
、 高 濃 度 の 抗 体 (多 く の 場 合 １ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ 以 上 )に 対 し て ペ プ チ ド を ス ク リ ー ン す る 。
立 体 構 造 エ ピ ト ー プ 全 体 を 含 む 個 々 の 領 域 は 、 検 出 可 能 な 抗 体 に 対 す る 結 合 活 性 を 持 つ 残
基 を 保 持 し て い る こ と が 多 い 。 こ れ ら の 領 域 を 同 定 し た 後 は 、 １ ０ － １ ５ 残 基 の ペ プ チ ド
を 含 む 突 然 変 異 を 調 べ て 、 ペ プ チ ド の 前 後 関 係 に よ っ て 或 い は 立 体 構 造 的 に 完 全 な Ｈ Ｃ Ｖ
　 Ｅ １ 又 は Ｅ ２ タ ン パ ク 質 内 の 置 換 に よ っ て 、 領 域 を 確 認 す る こ と が で き る 。 こ の 方 法 を
改 変 し た も の が 文 献 に 説 明 さ れ て い る (Reinekeら 、 1999 Nature Biotechnology,17： 271-
275； こ こ に 参 照 し て 説 明 に 代 え る )。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 主 題 の 抗 体 は 、 ミ モ ト ー プ の ス ク リ ー ニ ン グ に も 用 い る こ と が で き る 。 ミ モ ト ー プ は フ
ァ ー ジ デ ィ ス プ レ ー を 用 い 、 主 題 の 抗 体 で ペ プ チ ド を ス ク リ ー ン し て 調 製 す る こ と が で き
る (Livnahら 、 1996 Science 273： 464-471； Prezziら 、 1996 J.Immunol.156： 4504-4513
； そ れ ぞ れ こ こ に 参 照 し て 説 明 に 代 え る )。 立 体 構 造 の 保 存 さ れ た Ｈ Ｃ Ｖ エ ピ ト ー プ を 認
識 す る 抗 体 は 、 立 体 構 造 エ ピ ト ー プ 又 は ミ モ ト ー プ の ペ プ チ ド 又 は 非 ペ プ チ ド 構 造 ミ ミ ッ
ク を 理 論 的 に 設 計 す る た め の 鋳 型 と し て 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 ミ モ ト ー プ の 作 製 は 、 生 物 学 的 に 重 要 で あ る 。 立 体 構 造 の 判 明 し た ウ イ ル ス エ ピ ト ー プ
に ミ モ ト ー プ の 構 造 を 似 せ る こ と に よ っ て 、 ミ モ ト ー プ が 受 容 体 自 体 に 結 合 し 、 ウ イ ル ス
に よ る 標 的 受 容 体 へ の 結 合 能 を 阻 害 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 腫
瘍 壊 死 因 子 (Ｔ Ｎ Ｆ )と の 界 面 を 規 定 す る 結 晶 構 造 の 分 析 に よ っ て 、 Ｔ Ｎ Ｆ 受 容 体 へ の 結 合
を 介 し て Ｔ Ｎ Ｆ の 生 物 学 的 機 能 に 拮 抗 す る こ と の で き る 、 非 ペ プ チ ド ミ メ テ ィ ッ ク の 理 論
的 設 計 が 可 能 に な る (Takasakiら 、 1997 Nat.Biotech.15： 1266-1270； こ こ に 参 照 し て 説
明 に 代 え る )。 ペ プ チ ド 構 造 ミ メ テ ィ ッ ク の 設 計 用 と し て 、 コ ン ピ ュ ー タ ー を 用 い て 、 タ
ン パ ク 質 内 の 一 次 ア ミ ノ 酸 配 列 の 折 り 畳 み を 理 論 的 に 推 定 す る こ と が で き る 。 こ れ に つ い
て は Teichmannら 、 1999 Curr.Opin.Struct.Biol.9： 390-399に 記 載 が あ る (こ こ に 参 照 し
て 説 明 に 代 え る )。 立 体 構 造 保 存 エ ピ ト ー プ の 構 造 モ デ ル 作 製 に コ ン ピ ュ ー タ ー プ ロ グ ラ
ム を 用 い た 実 例 は 、 Schwartzら 、 1999 J.Mol.Biol.287： 983-999を 参 照 で き る (こ こ に 参
照 し て 説 明 に 代 え る )。 抗 体 エ ピ ト ー プ の ペ プ チ ド 構 造 ミ ミ ッ ク を 理 論 的 に 作 製 す る 別 の
方 法 と し て は 、 合 成 ペ プ チ ド を 系 統 的 に 置 換 し て 不 連 続 な 抗 体 結 合 部 位 を 線 形 に 表 現 す る
も の (Reinekeら 、 1999 Nat.Biotech.17： 271-275； こ こ に 参 照 し て 説 明 に 代 え る )が 挙 げ
ら れ る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に 対 し 特 異 的 親 和 性 を 有 す る ペ プ チ ド 又 は そ の 他 の 小 分 子 は 、 立 体
構 造 的 に 完 全 な Ｅ １ 又 は Ｅ ２ タ ン パ ク 質 の エ ピ ト ー プ と 競 合 す る 。 或 い は ペ プ チ ド 又 は そ
の 他 の 小 分 子 は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に 対 し 特 異 的 親 和 性 を 有 し 、 か つ Ｅ ｌ の エ ピ ト ー プ
が Ｅ ２ と 複 合 し た も の 又 は Ｅ ２ の エ ピ ト ー プ が Ｅ １ と 複 合 し た も の と 競 合 す る も の で あ っ
て も よ い 。 こ の よ う な ペ プ チ ド は ワ ク チ ン と し て 使 用 可 能 で 、 診 断 ア ッ セ イ で は 免 疫 化 を
行 い 特 異 的 Ｈ Ｃ Ｖ エ ピ ト ー プ に 対 す る 抗 体 を 産 生 す る の に 用 い 、 競 合 ア ッ セ イ で は 遺 伝 子
型 を 決 定 す る の に 用 い る (例 え ば Puntorieroら 、 1998 EMBOJ.17： 3521-3533； Meolaら 、 19
95,J.Immunol.154： 3162-3172； Tafiら 、 1997 Biol.Chem.378： 495-502参 照 )。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 立 体 構 造 の 保 存 さ れ た Ｈ Ｃ Ｖ エ ピ ト ー プ の 構 造 ミ メ テ ィ ッ ク を 効 率 的 に 作 製 す る 別 の 方
法 と し て は 、 立 体 構 造 依 存 性 抗 Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｈ Ｍ Ａ ｂ に 対 す る 抗 イ デ ィ オ タ イ プ 抗 体 の 作 製 が
あ る 。 抗 イ デ ィ オ タ イ プ 抗 体 は 、 天 然 ウ イ ル ス と そ の 標 的 受 容 体 と の 結 合 を 効 果 的 に 阻 害
し う る (Chanhら 、 1987 Proc.Natl.Acad.Sci.USA 84： 3891-3895； Kopeckyら 、 1999 Inter
virol.42： 9-16； Xueら 、 1993 J.Gen.Virol.74： 73-79； そ れ ぞ れ こ こ に 参 照 し て 説 明 に
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代 え る )。 抗 Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｈ Ｍ Ａ ｂ Ｃ Ｂ Ｈ － ２ 、 ５ 、 ４ Ｂ 、 ４ Ｄ 、 ４ Ｇ 、 ７ 、 ８ Ｃ 、 ８ Ｅ 、 ９
又 は １ １ の い ず れ か の 立 体 構 造 結 合 部 位 を 認 識 す る 抗 イ デ ィ オ タ イ プ 抗 体 は 、 Ｅ ２ に よ る
標 的 細 胞 タ ン パ ク 質 へ の 結 合 に 干 渉 す る こ と に よ っ て 、 あ る い は ビ リ オ ン に よ る 標 的 細 胞
へ の 付 着 に 干 渉 す る こ と に よ っ て 、 ウ イ ル ス 伝 染 性 を 阻 害 す る こ と が で き る 。 同 様 に 、 Ｈ
Ｃ Ｖ 　 Ｈ Ｍ Ａ ｂ Ｈ － １ １ ４ 又 は Ｈ － １ １ １ の い ず れ か の 立 体 構 造 結 合 部 位 を 認 識 す る 抗 イ
デ ィ オ タ イ プ 抗 体 も 又 、 Ｅ ２ に よ る 標 的 細 胞 タ ン パ ク 質 へ の 結 合 に 干 渉 す る こ と に よ っ て
、 あ る い は ビ リ オ ン に よ る 標 的 細 胞 へ の 付 着 に 干 渉 す る こ と に よ っ て 、 ウ イ ル ス 伝 染 性 を
阻 害 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 本 発 明 の 抗 体 は 、 ウ イ ル ス 量 を 低 減 し た り 、 ウ イ ル ス に よ る 標 的 タ ン パ ク 質 へ の 結 合 を
阻 害 し た り 、 標 的 細 胞 と の ウ イ ル ス 媒 介 融 合 を 阻 害 し た り 、 細 胞 感 染 性 に 必 要 な ウ イ ル ス
エ ン ベ ロ ー プ タ ン パ ク 質 の 構 造 変 化 に 干 渉 す る こ と が で き る の で 、 予 防 治 療 又 は Ｈ Ｃ Ｖ 感
染 治 療 に 有 用 で あ る 。 組 成 物 と し て は 、 単 一 立 体 構 造 エ ピ ト ー プ に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 、 又 は １ 種 以 上 の ウ イ ル ス エ ン ベ ロ ー プ タ ン パ ク 質 上 の 個 々 の 立 体 構 造 エ ピ ト ー プ を
認 識 す る 相 補 的 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 混 合 物 を 用 い る こ と が で き る 。 こ れ ら を 用 い て 、 感
染 過 程 中 、 複 数 の メ カ ニ ズ ム に 同 時 に 干 渉 で き る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 体 の 部 分 、 特 に Ｈ Ｃ Ｖ 感 染 患 者 の 体 の 部 分 の ウ イ ル ス 量 を 低 減 す る た め に 、 表 面 に 抗 体
を 結 合 し た 装 置 に 患 者 血 液 を 通 過 さ せ 、 Ｈ Ｃ Ｖ を 捕 捉 す る 。 例 え ば 米 国 特 許 第 ５ ， ６ ９ ８
， ３ ９ ０ 号 及 び 第 ４ ， ６ ９ ２ ， ４ １ １ 号 が 参 照 で き る (そ れ ぞ れ こ こ に 参 照 し て 説 明 に 代
え る )。 同 様 の 結 果 を 得 る た め に 、 文 献 に あ る 他 の 様 々 な 装 置 を 本 発 明 の 抗 体 と 共 に 用 い
る こ と が で き る 。 体 の 部 分 と し て は 、 生 物 的 液 体 、 組 織 、 器 官 (例 え ば 肝 臓 )等 が 挙 げ ら る
。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 抗 体 は 受 動 免 疫 療 法 又 は 他 の 生 体 内 療 法 に も 用 い る こ と が で き る 。 例 え ば Piazziら 、 19
97 Arch Intern Med.157： 1537-1544； Farciら 、 1996 Proc.Natl.Acad.Sci.USA.93： 1539
4-15399； al-Hemsiら 、 1996 Clin.Transplant.10： 668-675； Krawczynskiら 、 1996 J.Inf
ect.Dis.173： 822-828が 参 照 で き る (そ れ ぞ れ こ こ に 参 照 し て 説 明 に 代 え る )。 こ の よ う な
治 療 で 使 用 で き る よ う に 、 抗 体 を 注 射 又 は 静 脈 内 投 与 に 都 合 の よ い よ う に 調 合 す る こ と が
で き る 。 リ ン 酸 緩 衝 食 塩 水 、 生 理 食 塩 水 等 の 様 々 な 媒 体 を 用 い る こ と が で き る 。 抗 体 の 量
は 、 感 染 の レ ベ ル 、 抗 体 の 親 和 性 、 投 与 方 法 、 投 与 の 頻 度 、 患 者 の 応 答 性 、 他 の 治 療 法 の
併 用 等 に よ っ て 異 な る 。 一 般 に 抗 体 の 投 与 量 は 約 ０ ． １ ～ ５ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ で あ る 。 例 え ば An
drusら 、 1998 J.Infect.Dis.177及 び Kreilら 、 1988 J.Virology 72： 3076-3081が 参 照 で
き る (そ れ ぞ れ こ こ に 参 照 し て 説 明 に 代 え る )。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 チ ン パ ン ジ ー は Ｈ Ｃ Ｖ の ワ ク チ ン ス ク リ ー ニ ン グ 及 び 治 療 に つ い て 一 般 に 認 め ら れ て い
る 動 物 モ デ ル で あ る (例 え ば Farciら 、 1996 Proc.Natl.Acad.Sci.USA 93： 15394-15399； F
arciら 、 1994 Proc.Natl.Acad.Sci.USA 91： 7792-7796； Farciら 、 1992 Science 258： 13
5-140； Krawczynskiら 、 1996 J.Infect.Dis.173： 822-828； Bassettら 、 J.Virology 72：
2589-2599； そ れ ぞ れ こ こ に 参 照 し て 説 明 に 代 え る )。 抗 体 の 効 力 は 、 定 量 Ｐ Ｃ Ｒ 法 を 用 い
て Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｒ Ｎ Ａ の 存 在 と 力 価 を モ ニ タ ー す る こ と で 調 べ る こ と が で き る 。 試 験 動 物 又 は
対 象 体 に つ い て ウ イ ル ス 量 が 減 少 し た り 感 染 予 防 が 成 功 し た 場 合 、 そ れ は 血 清 の Ｈ Ｃ Ｖ 　
Ｒ Ｎ Ａ を 低 減 又 は 除 去 し た こ と を 意 味 す る 。 ア ラ ニ ン ア ミ ノ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ の 測 定 と
い っ た 酵 素 試 験 及 び ／ 又 は 針 を 逐 次 刺 す 肝 生 検 を 用 い て 効 力 を 調 べ る こ と も で き る 。 い ず
れ に せ よ 評 価 が 向 上 し た 場 合 、 そ れ は ウ イ ル ス に よ り 誘 導 さ れ た 肝 損 傷 が 減 少 し た こ と を
意 味 す る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
ワ ク チ ン
　 Ｈ Ｃ Ｖ に 対 す る ワ ク チ ン を 調 合 す る 場 合 、 Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ １ 又 は Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ ２ タ ン パ ク 質 の
う ち 少 な く と も １ つ の 立 体 構 造 エ ピ ト ー プ に 似 せ た あ ら ゆ る 作 用 物 (agent)を 用 い る こ と
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が で き る 。 例 え ば 作 用 物 は 、 ペ プ チ ド 、 タ ン パ ク 質 、 小 分 子 、 ミ モ ト ー プ 、 有 機 化 合 物 、
有 機 金 属 化 合 物 、 無 機 化 合 物 等 で あ っ て も よ い 。 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 ワ ク チ ン に 含
ま れ る エ ピ ト ー プ は 、 感 染 を 防 ぐ こ と が 知 ら れ る 抗 体 に 対 す る エ ピ ト ー プ を 含 む 。 他 の 好
ま し い 態 様 に お い て は 、 ワ ク チ ン に 含 ま れ る エ ピ ト ー プ は 、 異 な る ウ イ ル ス 遺 伝 子 型 間 で
又 は 異 な る ウ イ ル ス 株 間 で 保 存 さ れ て い る エ ピ ト ー プ を 含 む 。 本 発 明 の 特 に 好 ま し い 態 様
に お い て 、 立 体 構 造 の 判 明 し た Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ １ 又 は Ｅ ２ エ ピ ト ー プ を 含 む ペ プ チ ド 又 は タ ン
パ ク 質 が 、 Ｈ Ｃ Ｖ 感 染 を 防 ぐ 又 は 治 療 す る た め の ワ ク チ ン の 調 合 に 用 い ら れ る 。 他 の 特 に
好 ま し い 態 様 に お い て 、 立 体 構 造 の 判 明 し た エ ピ ト ー プ (Ｈ Ｃ Ｖ の 立 体 構 造 が 判 明 し た Ｅ
１ エ ピ ト ー プ 少 な く と も １ 個 及 び 立 体 構 造 が 判 明 し た Ｅ ２ エ ピ ト ー プ 少 な く と も １ 個 )を
含 む ペ プ チ ド 又 は タ ン パ ク 質 が 、 ワ ク チ ン の 調 合 に 用 い ら れ る 。 或 い は Ｅ １ 及 び Ｅ １ エ ピ
ト ー プ は 直 鎖 状 エ ピ ト ー プ で あ っ て も よ い 。 更 に 別 の 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 Ｅ １ 及 び
Ｅ ２ エ ピ ト ー プ は 直 鎖 状 及 び 立 体 構 造 エ ピ ト ー プ の 混 合 物 で あ っ て も よ い 。 ペ プ チ ド 又 は
タ ン パ ク 質 の 長 さ は 好 ま し く は １ ０ ０ ア ミ ノ 酸 未 満 、 よ り 好 ま し く は ５ ０ ア ミ ノ 酸 未 満 で
あ る 。 特 に 好 ま し い 態 様 に お い て 、 ワ ク チ ン 調 合 に 用 い ら れ る ペ プ チ ド は Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ １ 又
は Ｅ ２ タ ン パ ク 質 の ペ プ チ ド 断 片 で あ る 。 好 ま し く は ペ プ チ ド を 、 天 然 Ｅ １ 又 は Ｅ ２ タ ン
パ ク 質 の 折 り 畳 み と 同 様 に 折 り 畳 ん で 、 立 体 構 造 エ ピ ト ー プ の ３ 次 元 構 造 を 保 持 す る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 ワ ク チ ン は 更 に 、 望 ま れ る 抗 体 に 対 す る 立 体 構 造 エ ピ ト ー プ を 有 す る 連 結 し た ペ プ チ ド
を 含 む タ ン パ ク 質 を 含 ん で い て も よ い 。 各 ペ プ チ ド が 異 な る エ ピ ト ー プ を 含 む よ う に 、 あ
る い は 同 じ ペ プ チ ド が マ ル チ マ ー 内 で １ 回 以 上 用 い ら れ る よ う に 、 数 種 の ペ プ チ ド か ら な
る マ ル チ マ ー を 用 い て も よ い 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 本 発 明 の ペ プ チ ド は メ リ フ ィ ー ル ド 固 相 化 学 等 、 当 分 野 で 公 知 の 方 法 を 用 い て 合 成 す る
こ と が で き る 。 ペ プ チ ド は Ｅ １ 又 は Ｅ ２ タ ン パ ク 質 の 切 断 と 精 製 に よ っ て 得 て も よ い 。 当
分 野 で 公 知 の 技 術 を 用 い て 、 ペ プ チ ド を 組 換 え で 作 製 し 、 大 腸 菌 、 酵 母 菌 (例 え ば S.cerev
isiae)、 昆 虫 細 胞 (例 え ば Ｓ ｆ ９ 細 胞 )、 又 は 哺 乳 類 細 胞 (例 え ば Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 )内 に 産 生 し て
も よ い (Sambrookら ； Miller&Calos編 ,Gene Transfer vectors for Mainmalian Cells,198
7； Ausubelら 編 、 Current Protocols in Molecular Biology,1987； そ れ ぞ れ こ こ に 参 照
し て 説 明 に 代 え る )。 免 疫 原 性 、 水 溶 液 へ の 溶 解 性 を 増 加 さ せ る た め に 、 あ る い は 正 し く
折 り 畳 ま れ る 性 質 を 高 め る た め に 、 ペ プ チ ド を 修 飾 し て も よ い 。 例 え ば ペ プ チ ド を グ リ コ
シ ル 化 し て も よ い し 、 フ ァ ル ネ シ ル 化 、 水 酸 化 、 還 元 、 酸 化 し て も よ い 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 特 に 好 ま し い 態 様 に お い て 、 ペ プ チ ド は Ｈ Ｃ Ｖ 遺 伝 子 型 １ ｂ の Ｅ ２ タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ
酸 ４ １ １ ～ ６ ４ ４ を 含 む 。 別 の 態 様 に お い て 、 ペ プ チ ド は Ｈ Ｃ Ｖ 遺 伝 子 型 １ ｂ の Ｅ ２ タ ン
パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 ４ ７ ０ ～ ６ ４ ４ を 含 む 。 更 に 別 の 態 様 に お い て 、 ペ プ チ ド は Ｈ Ｃ Ｖ 遺 伝
子 型 １ ｂ の Ｅ ２ タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 ６ ４ ４ ～ ６ ６ １ を 含 む 。 当 業 者 に は 理 解 で き る こ と
で あ ろ う が 、 他 の 遺 伝 子 型 の Ｈ Ｃ Ｖ 由 来 の Ｅ ２ タ ン パ ク 質 の 類 似 ア ミ ノ 酸 配 列 を 用 い る こ
と も で き る 。 類 似 配 列 は 、 異 な る Ｈ Ｃ Ｖ 株 又 は 遺 伝 子 型 か ら 得 た 複 数 の Ｅ ２ タ ン パ ク 質 配
列 を 整 列 さ せ る こ と に よ っ て 、 調 べ る こ と が で き る 。 望 ま し い エ ピ ト ー プ を 保 存 す る 相 同
配 列 も ワ ク チ ン の 調 合 に 用 い る こ と が で き る 。 好 ま し く は 配 列 は 、 Ｈ Ｃ Ｖ １ ｂ Ｅ ２ タ ン パ
ク 質 由 来 の 天 然 配 列 に 対 し て 、 少 な く と も ５ ０ ％ の 相 同 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も ６
０ ％ の 相 同 性 、 最 も 好 ま し く は 少 な く と も ７ ０ ％ の 相 同 性 を 有 す る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 特 に 好 ま し い 態 様 に お い て 、 ペ プ チ ド は Ｈ Ｃ Ｖ 遺 伝 子 型 １ ｂ の Ｅ １ タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ
酸 １ ９ ２ ～ ３ ８ ３ を 含 む 。 別 の 態 様 に お い て 、 ペ プ チ ド は Ｈ Ｃ Ｖ 遺 伝 子 型 １ ｂ の Ｅ １ タ ン
パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 １ ９ ２ ～ ３ ４ ０ を 含 む 。 更 に 別 の 態 様 に お い て 、 ペ プ チ ド は Ｈ Ｃ Ｖ 遺 伝
子 型 １ ｂ の Ｅ １ タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 １ ９ ２ ～ ３ ５ ２ を 含 む 。 更 に 別 の 態 様 に お い て 、 ペ
プ チ ド は Ｈ Ｃ Ｖ 遺 伝 子 型 １ ｂ の Ｅ １ タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 １ ９ ２ ～ ３ ６ ６ を 含 む 。 更 に 別
の 態 様 に お い て 、 ペ プ チ ド は Ｈ Ｃ Ｖ 遺 伝 子 型 １ ｂ の Ｅ １ タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 １ ９ ２ ～ ３
７ ０ を 含 む 。 当 業 者 に は 理 解 で き る こ と で あ ろ う が 、 他 の 遺 伝 子 型 の Ｈ Ｃ Ｖ 由 来 の Ｅ １ タ
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ン パ ク 質 の 類 似 ア ミ ノ 酸 配 列 を 用 い る こ と も で き る 。 類 似 配 列 は 、 異 な る Ｈ Ｃ Ｖ 株 又 は 遺
伝 子 型 か ら 得 た 複 数 の Ｅ １ タ ン パ ク 質 配 列 を 整 列 さ せ る こ と に よ っ て 、 調 べ る こ と が で き
る 。 望 ま し い エ ピ ト ー プ を 保 存 す る 相 同 配 列 も ワ ク チ ン の 調 合 に 用 い る こ と が で き る 。 好
ま し く は 配 列 は 、 Ｈ Ｃ Ｖ １ ｂ Ｅ １ タ ン パ ク 質 由 来 の 天 然 配 列 に 対 し て 、 少 な く と も ５ ０ ％
の 相 同 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も ６ ０ ％ の 相 同 性 、 最 も 好 ま し く は 少 な く と も ７ ０ ％
の 相 同 性 を 有 す る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 特 に 好 ま し い 態 様 に お い て 、 ヒ ト に 投 与 す る 前 に 、 ペ プ チ ド 又 は ペ プ チ ド 群 を ア ジ ュ バ
ン ト と 、 又 は 更 に 、 薬 剤 と し て 許 容 さ れ る 他 の 賦 形 剤 と 混 合 す る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
ア ジ ュ バ ン ト
　 本 発 明 の 実 施 に 用 い ら れ る 組 成 物 は 、 １ 種 以 上 の ア ジ ュ バ ン ト 又 は サ イ ト カ イ ン を 含 ん
で い て も よ い し 、 或 い は そ れ ら を 含 む プ ロ ト コ ル の 一 部 と し て 投 与 し て も よ い 。 本 発 明 に
従 っ て ど の よ う な ア ジ ュ バ ン ト を 用 い て も よ い 。 多 く の ア ジ ュ バ ン ト 化 合 物 が 知 ら れ て お
り 、 そ う し た 化 合 物 の 有 用 な 目 録 に 国 立 衛 生 研 究 所 が 作 成 し た も の が あ り 、 イ ン タ ー ネ ッ
ト で 閲 覧 で き る (http://www.niaid.nih.gov/daids/vaccine/pdf/compendium.pdf、 こ こ に
参 照 し て 説 明 に 代 え る ； 更 に Allison Dev.Biol.Stand.92： 3-11,1998； Unkelessら 、 Annu
.Rev.Immunol.6： 251-281,1998； 及 び Phillipsら 、 Vaccine 10： 151-158,1992参 照 。 そ れ
ぞ れ こ こ に 参 照 し て 説 明 に 代 え る )。 数 百 種 の 様 々 な ア ジ ュ バ ン ト が 当 分 野 で 公 知 で あ り
本 発 明 の 実 施 に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
投 与
　 本 発 明 に 従 っ て 対 象 者 に 投 与 さ れ る 抗 体 又 は ワ ク チ ン は 、 あ ら ゆ る 種 類 の 経 路 、 プ ロ ト
コ ル 、 用 量 配 分 で 投 与 で き る こ と は 、 当 業 者 に 理 解 さ れ よ う 。 既 知 の 投 与 経 路 の 例 と し て
は 、 静 脈 内 (Ｉ Ｖ )、 腹 腔 内 (Ｉ Ｐ )、 胃 内 (Ｉ Ｇ )、 皮 下 (Ｓ Ｑ )、 筋 肉 内 (Ｉ Ｍ )、 経 口 (Ｐ Ｏ )
、 直 腸 (Ｐ Ｒ )、 髄 腔 内 、 膣 内 、 鼻 腔 内 、 経 皮 、 皮 内 が 挙 げ ら れ る 。 静 脈 内 、 筋 肉 内 、 経 皮
、 皮 内 、 鼻 腔 内 及 び 経 口 投 与 が 一 般 に 好 ま し い 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
薬 剤 組 成 物
　 本 発 明 に 従 っ て 用 い ら れ る 薬 剤 組 成 物 は 、 薬 剤 と し て 許 容 さ れ る 賦 形 剤 又 は 担 体 を 含 ん
で い て も よ い 。 本 明 細 書 で い う 「 薬 剤 と し て 許 容 さ れ る 担 体 」 と は 、 あ ら ゆ る 種 類 の 非 毒
性 か つ 不 活 性 の 固 体 、 半 固 体 又 は 液 体 の フ ィ ラ ー 、 希 釈 液 、 カ プ セ ル 化 材 料 又 は 調 合 補 助
剤 を 意 味 す る 。 薬 剤 と し て 許 容 さ れ る 担 体 と し て 使 用 で き る 材 料 の 例 と し て は 、 ラ ク ト ー
ス 、 グ ル コ ー ス 、 ス ク ロ ー ス 等 の 糖 ； コ ー ン ス タ ー チ 、 ジ ャ ガ イ モ 澱 粉 等 の 澱 粉 ； ナ ト リ
ウ ム カ ル ボ キ シ メ チ ル セ ル ロ ー ス 、 エ チ ル セ ル ロ ー ス 、 酢 酸 セ ル ロ ー ス 等 の セ ル ロ ー ス と
そ の 誘 導 体 ； 粉 末 ト ラ ガ カ ン ト ； モ ル ト ； ゼ ラ チ ン ； タ ル ク ； カ カ オ 脂 や 座 薬 蝋 等 の 賦 形
剤 ； ラ ッ カ セ イ 油 、 綿 実 油 、 サ フ ラ ワ ー 油 、 ゴ マ 油 、 オ リ ー ブ 油 、 コ ー ン 油 及 び ダ イ ズ 油
等 の 油 類 ； プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル 等 の グ リ コ ー ル 類 ； オ レ イ ン 酸 エ チ ル 及 び ラ ウ リ ン 酸 エ
チ ル 等 の エ ス テ ル 類 ； 寒 天 ； 水 酸 化 マ グ ネ シ ウ ム 及 び 水 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム 等 の 緩 衝 剤 ； ア
ル ギ ン 酸 ； パ イ ロ ジ ェ ン を 含 ま な い 水 ； 等 張 性 食 塩 水 ； リ ン ガ ー 溶 液 ； エ チ ル ア ル コ ー ル
、 リ ン 酸 緩 衝 液 ； ラ ウ リ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム 、 ス テ ア リ ン 酸 マ グ ネ シ ウ ム 等 の 非 毒 性 で 他 に
作 用 を 及 ぼ さ な い 潤 滑 剤 ； 着 色 剤 、 解 除 剤 、 コ ー テ ィ ン グ 剤 、 甘 味 料 、 調 味 料 、 香 料 剤 、
保 存 料 、 酸 化 防 止 剤 が 挙 げ ら れ 、 調 合 者 の 判 断 で 組 成 物 に 含 ま せ る こ と が で き る 。 本 発 明
の 薬 剤 組 成 物 は ヒ ト 及 び ／ 又 は 動 物 に 、 経 口 、 直 腸 、 非 経 口 、 大 槽 内 、 膣 内 、 鼻 腔 内 、 腹
腔 内 、 局 所 (粉 末 、 ク リ ー ム 、 軟 膏 又 は 滴 剤 と し て )、 口 腔 経 由 で 、 あ る い は 経 口 又 は 鼻 腔
ス プ レ ー と し て 投 与 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 経 口 投 与 用 の 液 体 形 状 と し て は 、 薬 剤 と し て 許 容 さ れ る エ マ ル ジ ョ ン 、 マ イ ク ロ エ マ ル
ジ ョ ン 、 溶 液 、 懸 濁 液 、 シ ロ ッ プ 及 び エ リ キ シ ル が 挙 げ ら れ る 。 活 性 化 合 物 に 加 え て 、 液
体 形 状 投 与 は 例 え ば 、 水 又 は 他 の 溶 媒 、 可 溶 化 剤 及 び 乳 化 剤 (エ チ ル ア ル コ ー ル 、 イ ソ プ
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ロ ピ ル ア ル コ ー ル 、 炭 酸 エ チ ル 、 酢 酸 エ チ ル 、 ベ ン ジ ル ア ル コ ー ル 、 安 息 香 酸 ベ ン ジ ル 、
プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル 、 １ ， ３ － ブ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 ジ メ チ ル ホ ル ム ア ミ ド 、 油 類 (特
に 綿 実 、 ラ ッ カ セ イ 、 コ ー ン 、 胚 種 、 オ リ ー ブ 、 ヒ マ シ 及 び ゴ マ 油 )、 グ リ セ ロ ル 、 テ ト
ラ ヒ ド ロ フ ル フ リ ル ア ル コ ー ル 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 ソ ル ビ タ ン の 脂 肪 酸 エ ス テ ル
や そ れ ら の 混 合 物 等 )と い っ た 、 当 分 野 で 一 般 的 に 用 い ら れ て い る 不 活 希 釈 液 を 含 ん で い
て も よ い 。 経 口 用 組 成 物 は 、 不 活 希 釈 液 の ほ か 、 湿 潤 剤 、 乳 化 剤 及 び 懸 濁 化 剤 、 甘 味 料 、
調 味 料 、 香 料 剤 等 の ア ジ ュ バ ン ト を 含 ん で い て も よ い 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 注 射 可 能 な 調 製 物 、 例 え ば 無 菌 で 注 射 可 能 な 水 性 又 は 油 質 懸 濁 液 を 、 好 適 な 分 散 剤 又 は
湿 潤 剤 及 び 懸 濁 化 剤 を 用 い て 、 公 知 の 技 術 で 調 合 す る こ と が で き る 。 無 菌 の 注 射 可 能 な 調
製 物 は 、 非 毒 性 の 非 経 口 で 許 容 可 能 な 希 釈 液 又 は 溶 媒 に 混 合 し た 、 無 菌 の 注 射 可 能 な 溶 液
、 懸 濁 液 又 は エ マ ル ジ ョ ン (例 え ば １ ， ３ － ブ タ ン ジ オ ー ル に 混 合 し た 溶 液 )の 形 状 を と る
こ と が で き る 。 使 用 で き る 許 容 可 能 な 賦 形 剤 及 び 溶 媒 の 例 と し て は 、 水 、 リ ン ガ ー 溶 液 、
Ｕ ． Ｓ ． Ｐ ． 及 び 等 張 塩 化 ナ ト リ ウ ム 溶 液 が 挙 げ ら れ る 。 更 に 一 般 に は 、 無 菌 の 不 揮 発 性
油 が 溶 媒 又 は 懸 濁 用 媒 体 と し て 用 い ら れ て い る 。 こ れ に は 合 成 モ ノ 又 は ジ － グ リ セ リ ド 等
の 刺 激 の 低 い 不 揮 発 性 油 で あ れ ば ど の よ う な も の を 用 い て も よ い 。 更 に 、 オ レ イ ン 酸 等 の
脂 肪 酸 を 注 射 可 能 物 質 の 調 製 に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 注 射 可 能 な 調 合 物 は 、 例 え ば バ ク テ リ ア 捕 捉 フ ィ ル タ ー に よ る 濾 過 に よ っ て 、 又 は 使 用
前 に 無 菌 水 又 は 他 の 無 菌 の 注 射 可 能 な 媒 体 に 溶 解 又 は 分 散 す る こ と の で き る 、 無 菌 の 固 体
組 成 物 形 状 の 殺 菌 剤 の 添 加 に よ っ て 、 殺 菌 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 作 用 物 の 効 果 を 長 引 か せ る た め に 、 皮 下 又 は 筋 肉 内 注 射 し た 薬 剤 の 吸 収 を 遅 延 さ せ る こ
と が 望 ま れ る 場 合 が 多 々 あ る 。 そ の 場 合 に は 水 溶 性 が 低 い 結 晶 又 は ア モ ル フ ァ ス 材 料 の 液
体 懸 濁 を 使 用 す る 。 す な わ ち 作 用 物 の 吸 収 速 度 は そ の 溶 解 速 度 、 ひ い て は 結 晶 の 大 き さ と
結 晶 の 形 状 に 依 存 す る こ と に な る 。 或 い は 、 油 賦 形 剤 に 薬 剤 を 溶 解 又 は 懸 濁 す る こ と に よ
っ て 非 経 口 投 与 薬 剤 の 吸 収 を 遅 延 さ せ る こ と が で き る 。 ポ リ ラ ク チ ド － ポ リ グ リ コ リ ド 等
の 生 物 分 解 性 重 合 体 内 に 薬 剤 を マ イ ク ロ カ プ セ ル 化 し た 基 質 を 形 成 す る こ と で 注 射 可 能 な
持 続 性 薬 剤 が 作 製 で き る 。 重 合 体 に 対 す る 作 用 物 の 割 合 や 使 用 さ れ る 特 定 の 重 合 体 の 性 質
に 応 じ て 、 作 用 物 の 放 出 速 度 を 制 御 で き る 。 他 の 生 物 分 解 性 重 合 体 の 例 と し て は 、 ポ リ オ
ル ト エ ス テ ル 及 び ポ リ 無 水 物 が 挙 げ ら れ る 。 体 組 織 に 影 響 を 与 え な い リ ポ ソ ー ム 又 は マ イ
ク ロ エ マ ル ジ ョ ン 内 に 薬 剤 を 封 じ 込 め る こ と で 、 注 射 可 能 な 持 続 性 薬 剤 調 合 物 を 調 製 す る
こ と も で き る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 直 腸 又 は 膣 内 投 与 用 の 組 成 物 は 好 ま し く は 座 薬 で あ り 、 本 発 明 の 化 合 物 を カ カ オ 脂 、 ポ
リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 又 は 座 薬 蝋 等 の 好 適 な 無 刺 激 の 賦 形 剤 又 は 担 体 に 混 合 し て 調 製 す
る 。 こ れ ら は 周 囲 温 度 で 固 体 だ が 体 温 で 液 体 で あ り 、 す な わ ち 直 腸 又 は 膣 腔 内 で 溶 け て 活
性 化 合 物 を 放 出 す る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 経 口 投 与 用 の 固 体 投 薬 形 態 と し て は カ プ セ ル 、 タ ブ レ ッ ト 、 錠 剤 、 粉 末 及 び 顆 粒 が 挙 げ
ら れ る 。 こ の よ う な 固 体 投 薬 形 態 に お い て は 、 活 性 化 合 物 を 少 な く と も １ 種 の 、 不 活 で 薬
剤 と し て 許 容 さ れ る 賦 形 剤 又 は 担 体 と 混 合 す る 。 例 と し て は ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 又 は リ ン
酸 二 カ ル シ ウ ム 及 び ／ 又 は ａ )澱 粉 、 ラ ク ト ー ス 、 ス ク ロ ー ス 、 グ ル コ ー ス 、 マ ン ニ ト ル
及 び ケ イ 酸 等 の フ ィ ラ ー 又 は 増 量 剤 、 ｂ )カ ル ボ キ シ メ チ ル セ ル ロ ー ス 、 ア ル ギ ン 酸 塩 、
ゼ ラ チ ン 、 ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ジ ノ ン 、 ス ク ロ ー ス 及 び ア ラ ビ ア ゴ ム 等 の 結 合 剤 、 ｃ )グ リ
セ ロ ル 等 の 湿 潤 剤 、 ｄ )寒 天 、 炭 酸 カ ル シ ウ ム 、 ジ ャ ガ イ モ 又 は タ ピ オ カ 澱 粉 、 ア ル ギ ン
酸 、 特 定 の ケ イ 酸 塩 及 び 炭 酸 ナ ト リ ウ ム 等 の 崩 壊 剤 、 ｅ )パ ラ フ ィ ン 等 の 難 溶 (solution r
etarding)剤 、 ｆ )第 四 ア ン モ ニ ウ ム 化 合 物 等 の 吸 収 促 進 剤 、 ｇ )セ チ ル ア ル コ ー ル 及 び モ
ノ ス テ ア リ ン 酸 グ リ セ リ ン 等 の 湿 潤 剤 、 ｈ )カ オ リ ン 及 び ベ ン ト ナ イ ト ク レ ー 等 の 吸 着 剤
及 び ｉ )タ ル ク 、 ス テ ア リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 、 ス テ ア リ ン 酸 マ グ ネ シ ウ ム 、 固 体 ポ リ エ チ レ
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ン グ リ コ ー ル 、 ラ ウ リ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム 等 の 潤 滑 剤 、 及 び そ れ ら の 混 合 物 が 挙 げ ら れ る 。
カ プ セ ル 、 タ ブ レ ッ ト 及 び 錠 剤 の 場 合 、 服 用 形 状 は 緩 衝 剤 を 更 に 含 ん で い て も よ い 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 同 タ イ プ の 固 体 組 成 物 を 、 ラ ク ト ー ス 又 は 乳 糖 、 高 分 子 量 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 等 の
賦 形 剤 を 用 い た 軟 及 び 硬 ゼ ラ チ ン カ プ セ ル に 入 れ る フ ィ ラ ー と し て 用 い て も よ い 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 固 体 投 薬 形 態 の タ ブ レ ッ ト 、 糖 衣 錠 、 カ プ セ ル 、 錠 剤 及 び 顆 粒 は 、 腸 溶 性 コ ー テ ィ ン グ
又 は 薬 剤 調 合 の 分 野 で 公 知 の 他 の コ ー テ ィ ン グ と い っ た 、 コ ー テ ィ ン グ 及 び シ ェ ル を 用 い
て 調 製 で き る 。 こ れ ら は 更 に 乳 白 剤 を 含 ん で い て も よ く 、 好 ま し く は 腸 管 の 特 定 の 部 位 で
場 合 に よ っ て は 遅 延 す る よ う に 、 活 性 成 分 の み を 放 出 す る 組 成 物 か ら 構 成 さ れ る 。 使 用 す
る こ と の で き る 包 埋 組 成 物 の 例 と し て は 、 重 合 体 物 質 及 び 蝋 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 同 タ イ プ の 固 体 組 成 物 を 、 ラ ク ト ー ス 又 は 乳 糖 、 高 分 子 量 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 等 の
賦 形 剤 を 用 い た 軟 及 び 硬 ゼ ラ チ ン カ プ セ ル に 入 れ る フ ィ ラ ー と し て 用 い て も よ い 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 化 合 物 は 上 記 し た 賦 形 剤 １ 種 以 上 を 用 い た マ イ ク ロ カ プ セ ル の 形 状 を し て い て も よ い 。
固 体 投 薬 形 態 の タ ブ レ ッ ト 、 糖 衣 錠 、 カ プ セ ル 、 錠 剤 及 び 顆 粒 は 、 腸 溶 性 コ ー テ ィ ン グ 、
放 出 制 御 コ ー テ ィ ン グ 又 は 薬 剤 調 合 の 分 野 で 公 知 の 他 の コ ー テ ィ ン グ と い っ た 、 コ ー テ ィ
ン グ 及 び シ ェ ル を 用 い て 調 製 で き る 。 そ の よ う な 固 体 投 薬 形 態 に お い て 、 活 性 化 合 物 を 、
ス ク ロ ー ス 、 ラ ク ト ー ス 又 は 澱 粉 等 の 少 な く と も １ 種 の 不 活 希 釈 液 と 混 合 し て も よ い 。 そ
の よ う な 投 薬 形 態 は 、 一 般 に 実 施 さ れ て い る よ う に 、 不 活 希 釈 液 以 外 の 物 質 、 例 え ば 錠 剤
化 潤 滑 剤 や 他 の 錠 剤 化 補 助 剤 (ス テ ア リ ン 酸 マ グ ネ シ ウ ム 及 び 微 結 晶 セ ル ロ ー ス 等 )を 含 ん
で い て も よ い 。 カ プ セ ル 、 タ ブ レ ッ ト 及 び 錠 剤 の 場 合 、 投 薬 形 態 は 緩 衝 剤 を 更 に 含 ん で い
て も よ い 。 あ る い は 更 に 乳 白 剤 を 含 ん で い て も よ く 、 好 ま し く は 腸 管 の 特 定 の 部 位 で 場 合
に よ っ て は 遅 延 す る よ う に 、 活 性 成 分 の み を 放 出 す る 組 成 物 か ら な る 。 使 用 す る こ と の で
き る 包 埋 組 成 物 の 例 と し て は 、 重 合 体 物 質 及 び 蝋 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 本 発 明 の 薬 剤 組 成 物 を 局 所 又 は 経 皮 投 与 す る 場 合 の 投 薬 形 態 の 例 と し て は 、 軟 膏 、 ペ ー
ス ト 、 ク リ ー ム 、 ロ ー シ ョ ン 、 ゲ ル 、 溶 液 、 ス プ レ ー 、 吸 入 剤 又 は パ ッ チ が 挙 げ ら れ る 。
活 性 成 分 は 、 無 菌 条 件 下 で 、 薬 剤 と し て 許 容 さ れ る 担 体 及 び 必 要 な 保 存 料 又 は 必 要 に 応 じ
て 緩 衝 剤 と 混 合 す る 。 眼 用 調 合 物 、 点 耳 剤 及 び 点 眼 薬 も 本 発 明 の 範 囲 に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 軟 膏 、 ペ ー ス ト 、 ク リ ー ム 及 び ゲ ル は 、 本 発 明 の 活 性 化 合 物 の ほ か に 、 動 物 及 び 植 物 油
脂 、 油 類 、 蝋 、 パ ラ フ ィ ン 、 澱 粉 、 ト ラ ガ カ ン ト 、 セ ル ロ ー ス 誘 導 体 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ
コ ー ル 、 シ リ コ ン 、 ベ ン ト ナ イ ト 、 ケ イ 酸 、 タ ル ク 、 酸 化 亜 鉛 又 は そ れ ら の 混 合 物 等 の 賦
形 剤 を 含 ん で い て も よ い 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 粉 末 又 は ス プ レ ー は 、 本 発 明 の 化 合 物 の ほ か に 、 ラ ク ト ー ス 、 タ ル ク 、 ケ イ 酸 、 水 酸 化
ア ル ミ ニ ウ ム 、 ケ イ 酸 カ ル シ ウ ム 、 ポ リ ア ミ ド 粉 末 、 又 は こ れ ら の 混 合 物 等 の 賦 形 剤 を 含
ん で い て も よ い 。 ス プ レ ー は 更 に 、 ク ロ ロ フ ル オ ロ 炭 化 水 素 等 の 一 般 的 な 噴 霧 体 を 含 ん で
い て も よ い 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 経 皮 パ ッ チ に は 、 体 内 へ の 化 合 物 の 取 り 込 み が 制 御 さ れ る と い う 利 点 が あ る 。 こ の よ う
な 投 薬 形 態 は 、 適 当 な 媒 体 に 化 合 物 を 溶 解 す る 又 は 分 散 す る こ と に よ っ て 作 製 す る こ と が
で き る 。 吸 収 促 進 剤 を 用 い て 、 皮 膚 を 通 過 す る 化 合 物 の 流 れ を 増 加 さ せ る こ と も で き る 。
速 度 は 、 速 度 制 御 膜 を 用 い る か 、 重 合 体 マ ト リ ッ ク ス 又 は ゲ ル に 化 合 物 を 分 散 す る こ と に
よ っ て 制 御 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
患 者 の 治 療
　 本 発 明 は 、 Ｈ Ｃ Ｖ 感 染 患 者 を 分 類 し 或 い は 更 に 治 療 す る 方 法 を 提 供 す る 。 特 に 好 ま し い
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態 様 に お い て 、 患 者 に 対 し て は 治 療 投 与 計 画 が 特 に 好 適 で あ る 。 治 療 す る 患 者 を 用 意 し 、
血 清 試 料 を 患 者 か ら 得 る 。 中 和 抗 体 又 は Ｈ Ｃ Ｖ タ ン パ ク 質 の 特 定 の 領 域 又 は エ ピ ト ー プ に
結 合 す る 抗 体 等 、 特 定 の 抗 体 の 存 在 に つ い て 血 清 を 分 析 す る 。 本 明 細 書 で 説 明 し た も の を
含 む 当 分 野 で 公 知 の 方 法 (例 え ば Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ や 競 合 ア ッ セ イ )を 用 い て 、 検 出 対 象 の 抗 体 の
存 在 を 調 べ る こ と が で き る 。 患 者 の 血 清 中 の 抗 体 レ ベ ル に 基 づ い て 、 そ の 患 者 に 対 す る 治
療 を 計 画 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 ビ リ オ ン に よ る 天 然 受 容 体 へ の 結 合 を 阻 害 す る と わ
か っ て い る 抗 体 を 持 っ て い な い 患 者 を 、 こ の タ イ プ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で 処 理 す る こ と
が で き る 。 特 に 好 ま し い 態 様 に お い て 、 患 者 血 清 を １ ／ ２ ０ ０ 以 上 、 よ り 好 ま し く は １ ／
５ ０ ０ 以 上 、 も っ と も 好 ま し く は １ ／ １ ０ ０ ０ 以 上 の 希 釈 率 で 希 釈 し て ５ ０ ％ 以 上 の Ｅ ２
結 合 阻 害 が 得 ら れ た 場 合 、 Ｈ Ｃ Ｖ 感 染 患 者 の 血 清 に 競 合 抗 体 が 存 在 す る (陽 性 で あ る )と み
な す 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 本 方 法 の 利 点 の 一 つ と し て 、 治 療 を 個 人 に あ わ せ て 調 整 で き る と い う こ と に あ る 。 患 者
に 必 要 と さ れ て い る が 患 者 が 自 然 に 産 生 で き な い 抗 体 の み を 投 与 す る 。 こ れ に よ っ て 不 必
要 な 投 与 治 療 に よ っ て 起 こ り う る 有 害 な 反 応 を 回 避 す る か あ る い は 低 減 さ せ る こ と が で き
る 。 本 方 法 は 又 、 そ の よ う な 治 療 の 利 益 を 得 ら れ な い 患 者 に 経 費 を か け な く て 済 む と い う
利 点 も あ る 。 例 え ば 、 患 者 が 特 定 の Ｅ ２ エ ピ ト ー プ に 対 す る 抗 体 を 既 に 産 生 し て い る 場 合
、 エ ピ ト ー プ に 対 す る 外 生 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 投 与 す る 必 要 は な い 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 新 し い 細 胞 に 感 染 す る 可 能 性 の あ る 循 環 Ｈ Ｃ Ｖ ビ リ オ ン の 量 を 低 減 で き る 、 １ 種 又 は 数
種 の Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｈ Ｍ Ａ ｂ を 患 者 に 注 入 可 能 で あ る 、 と い う こ と は 当 業 者 に は 理 解 さ れ よ う 。
こ の 抗 体 治 療 は 単 独 で 行 っ て も よ い し 、 他 の 治 療 と 同 時 に 行 っ て も よ い し 、 他 の 抗 ウ イ ル
ス 化 合 物 に よ る 治 療 を 終 え て か ら 行 っ て も よ い 。 又 、 Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｈ Ｍ Ａ ｂ は 、 ア ポ ト ー シ ス
又 は 他 の 細 胞 死 過 程 を 誘 導 で き る 公 知 の 毒 素 又 は タ ン パ ク 質 に 結 合 し て も よ い 。 Ｈ Ｃ Ｖ 感
染 細 胞 を 破 壊 す る 手 段 と し て 、 Ｈ Ｃ Ｖ を 原 因 と す る 肝 臓 病 の 患 者 に 上 記 改 変 Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｈ Ｍ
Ａ ｂ を 投 与 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 別 の 特 に 好 ま し い 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 治 療 に は 、 患 者 に 存 在 し な い と 判 明 し た 抗 体
の 産 生 を 誘 導 す る よ う に 設 計 し た ワ ク チ ン を 投 与 す る こ と が 含 ま れ る 。 最 も 効 果 的 な ワ ク
チ ン は 好 ま し く は 、 天 然 構 造 を 有 し 、 保 護 応 答 (相 補 的 活 性 化 又 は ウ イ ル ス 中 和 反 応 等 )を
引 き 起 こ す か 強 い 抗 体 応 答 を 誘 導 で き る 抗 原 か ら 構 成 さ れ る 。 特 に 好 ま し い 態 様 に お い て
、 対 応 す る 抗 体 を 対 象 者 が 自 然 の 状 態 で は 産 生 し な い 、 エ ピ ト ー プ 又 は そ の ミ モ ト ー プ を
、 ワ ク チ ン が 含 ん で い る 。 例 え ば Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｈ Ｍ Ａ ｂ 、 特 に 多 重 遺 伝 子 型 を 認 識 す る Ｈ Ｃ Ｖ
　 Ｈ Ｍ Ａ ｂ で 単 離 し た 合 成 ペ プ チ ド ミ モ ト ー プ は 、 ミ モ ト ー プ の 最 初 の 単 離 に 用 い た 抗 体
に 類 似 し た 強 力 な 免 疫 応 答 を 誘 導 す る 能 力 を 持 っ て い る 。 そ の よ う な ワ ク チ ン を 投 与 す る
こ と で 、 患 者 の 免 疫 系 が 投 与 エ ピ ト ー プ に 対 す る 抗 体 群 を 産 生 し 始 め る 。 本 発 明 の ミ モ ト
ー プ (又 は エ ピ ト ー プ )は 単 独 で 用 い て も よ い し 、 組 換 え タ ン パ ク 質 と 組 み 合 わ せ て 用 い て
も よ い し 、 或 い は 数 種 類 の 異 な る ミ モ ト ー プ の 混 合 物 と し て 用 い て も よ い こ と は 理 解 さ れ
よ う 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 本 発 明 に お い て 、 Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ １ 又 は Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ ２ タ ン パ ク 質 の い ず れ か １ 種 に 対 す る Ｈ
Ｍ Ａ ｂ を 含 む 薬 剤 組 成 物 が 提 供 さ れ る 。 あ る 好 ま し い 態 様 に お い て 、 薬 剤 組 成 物 は Ｈ Ｃ Ｖ
　 Ｅ １ 及 び Ｅ ２ の 両 方 に 対 す る 抗 体 を 含 む 。 他 の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 薬 剤 組 成 物 は Ｈ
Ｃ Ｖ 　 Ｅ １ 及 び Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ ２ に 対 す る 抗 体 を ２ 種 類 以 上 含 む 。 本 明 細 書 に 記 載 す る よ う に
、 Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ １ 及 び Ｅ ２ 抗 体 は 、 単 一 Ｈ Ｃ Ｖ 遺 伝 子 型 又 は 多 重 Ｈ Ｃ Ｖ 遺 伝 子 型 の Ｅ １ 又 は
Ｅ ２ エ ピ ト ー プ に 対 す る も の と す る こ と が で き る 。 本 明 細 書 に 記 す よ う に 、 抗 体 を 直 鎖 状
又 は 立 体 構 造 エ ピ ト ー プ の い ず れ か に 対 す る も の と す る こ と が で き る 、 と い う こ と は 理 解
さ れ よ う 。 特 に 好 ま し い 抗 体 の 組 合 せ と し て は 、 Ｈ － １ １ １ と い ず れ か の 抗 Ｅ ２ ヒ ト モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 と の 組 合 せ が 挙 げ ら れ る 。 特 に 好 ま し い 抗 体 の 組 合 せ と し て は 、 Ｈ － １ １
１ Ｈ Ｍ Ａ ｂ と Ｃ Ｂ Ｈ － ５ 、 Ｃ Ｂ Ｈ － ７ 、 Ｃ Ｂ Ｈ － ４ Ｇ 、 Ｃ Ｂ Ｈ － ８ Ｃ 、 Ｃ Ｂ Ｈ － １ ７ 又 は
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Ｃ Ｂ Ｈ － ２ の い ず れ か か ら １ 種 以 上 と の 組 合 せ が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
用 途
　 本 発 明 の Ｈ Ｃ Ｖ 抗 体 を 用 い て 、 Ｈ Ｃ Ｖ 受 容 体 を 同 定 す る こ と が で き る 。 こ れ に は 多 く の
方 法 が 使 用 で き る と い う こ と が 当 業 者 に は 理 解 さ れ よ う (Sambrook J.,Fritsch E.及 び Man
iatis T.,Molecular Cloning： A Laboratory Manual. Cold Spring Harbor Press,Cold S
pring Harbor,NY, 1989； Ausubelら 編 、 Current Protocols in Molecular Biology,1987
； そ れ ぞ れ こ こ に 参 照 し て 説 明 に 代 え る )。 通 常 、 タ ン パ ク 質 及 び ペ プ チ ド 受 容 体 、 そ し
て 本 発 明 の 場 合 は Ｈ Ｃ Ｖ タ ン パ ク 質 及 び ペ プ チ ド (好 ま し く は Ｅ １ 及 び Ｅ ２ )受 容 体 を 同 定
す る に は 、 Ｈ Ｃ Ｖ 感 染 し や す い 細 胞 へ の Ｈ Ｃ Ｖ ビ リ オ ン に よ る 付 着 を 、 Ｅ １ 又 は Ｅ ２ に 対
す る 抗 体 が 阻 害 で き る か ど う か を 調 べ る 。 感 染 し や す い 細 胞 を Ｈ Ｃ Ｖ 及 び 抗 Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ １
又 は Ｅ ２ 抗 体 と 共 に 保 温 し て 細 胞 結 合 ア ッ セ イ を 行 い 、 抗 体 の 存 在 下 で 付 着 が 減 少 し た か
ど う か を 調 べ る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 Ｈ Ｃ Ｖ に 対 す る 推 定 受 容 体 を 発 現 す る 細 胞 、 又 は Ｈ Ｃ Ｖ に 対 す る 推 定 受 容 体 の ラ イ ブ ラ
リ ー を 、 Ｈ Ｃ Ｖ に 対 す る 結 合 能 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と も で き る 。 例 え ば 、 推 定
Ｈ Ｃ Ｖ 受 容 体 (例 え ば Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ １ 又 は Ｅ ２ に 対 す る 受 容 体 )を 発 現 す る 細 胞 を 、 抗 体 の 存
在 下 、 Ｈ Ｃ Ｖ タ ン パ ク 質 又 は ペ プ チ ド が 細 胞 表 面 上 の 推 定 受 容 体 に 結 合 す る の に 十 分 な 時
間 及 び 条 件 下 で 、 Ｈ Ｃ Ｖ タ ン パ ク 質 又 は ペ プ チ ド に 接 触 さ せ る 。 あ る い は Ｈ Ｃ Ｖ タ ン パ ク
質 又 は ペ プ チ ド 、 Ｈ Ｃ Ｖ ビ リ オ ン を 、 細 胞 表 面 に あ る 推 定 受 容 体 に 接 触 さ せ る 前 に 、 抗 体
と 共 に 予 め 保 温 す る こ と が で き る 。 結 合 は 、 例 え ば フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー と い っ た 当 分 野
で 公 知 の ど の よ う な 技 術 を 用 い て 検 出 し て も よ い (Ausubelら 又 は Sambrookら 、 上 述 参 照 )
。 抗 体 が 存 在 し な い 場 合 の 細 胞 へ の 結 合 と 比 べ て 、 抗 体 の 存 在 下 に お け る 細 胞 表 面 へ の 結
合 が 減 少 し て い れ ば 、 そ れ が Ｈ Ｃ Ｖ 受 容 体 で あ る と い う こ と に な る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 Ｅ １ 又 は Ｅ ２ 受 容 体 等 の Ｈ Ｃ Ｖ 受 容 体 を 同 定 す る 他 の 方 法 と し て は 、 ビ ー ズ や カ ラ ム 等
の 固 体 支 持 体 を 使 用 す る も の が 挙 げ ら れ る 。 例 え ば 、 Ｈ Ｃ Ｖ 抗 体 を 固 体 支 持 体 に 付 着 さ せ
次 い で 抗 体 と Ｈ Ｃ Ｖ タ ン パ ク 質 又 は ペ プ チ ド と を 、 Ｈ Ｃ Ｖ タ ン パ ク 質 又 は ペ プ チ ド が 抗 体
に 結 合 す る の に 十 分 な 時 間 、 接 触 さ せ る こ と に よ っ て 、 Ｈ Ｃ Ｖ タ ン パ ク 質 、 ペ プ チ ド 又 は
Ｈ Ｃ Ｖ ビ リ オ ン の 受 容 体 を 同 定 す る こ と が で き る 。 こ れ に よ り 受 容 体 に よ る Ｈ Ｃ Ｖ タ ン パ
ク 質 又 は ペ プ チ ド へ の 結 合 を 可 能 に す る の に 十 分 な 時 間 と 条 件 下 で 、 固 体 支 持 体 上 の 抗 体
－ リ ガ ン ド 複 合 体 に 接 触 さ せ る こ と の で き る 推 定 Ｈ Ｃ Ｖ 受 容 体 に 対 す る Ｈ Ｃ Ｖ タ ン パ ク 質
リ ガ ン ド を 提 供 す る こ と が で き る 。 タ ン パ ク 質 は ラ イ ブ ラ リ ー か ら 発 現 す る こ と も で き る
し 、 天 然 又 は 組 換 え 細 胞 か ら 調 製 し た 細 胞 抽 出 物 又 は 精 製 タ ン パ ク 質 と し て 提 供 す る こ と
も で き る 。 Ｈ Ｃ Ｖ タ ン パ ク 質 又 は ペ プ チ ド と の 特 異 的 結 合 複 合 体 を 形 成 し た 後 、 未 結 合 の
Ｈ Ｃ Ｖ タ ン パ ク 質 又 は ペ プ チ ド (例 え ば Ｈ Ｃ Ｖ タ ン パ ク 質 又 は ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 し
な か っ た ラ イ ブ ラ リ ー タ ン パ ク 質 又 は ペ プ チ ド )を 、 例 え ば 標 準 的 な 洗 浄 手 順 に よ っ て 除
去 す る 。 次 い で 結 合 タ ン パ ク 質 を 、 例 え ば ゲ ル 電 気 泳 動 法 に よ っ て 溶 出 及 び 同 定 す る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 理 解 を 深 め る た め に 本 発 明 の 上 記 及 び 他 の 形 態 を 以 下 の 実 施 例 に よ り 更 に 詳 し く 述 べ る
が 、 実 施 例 は 本 発 明 の 特 定 の 態 様 を 例 証 す る こ と を 企 図 す る も の で あ っ て 、 請 求 項 に 規 定
さ れ る 範 囲 を 制 限 す る も の で は な い 。
【 実 施 例 １ 】
【 ０ ０ ９ ９ 】

　 Ｈ Ｃ Ｖ 血 清 の 反 応 性 を 解 析 し Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｈ Ｍ Ａ ｂ 反 応 性 の 広 さ を 調 べ る た め に 、 Ｈ Ｃ Ｖ 遺
伝 子 型 １ ａ 、 １ ｂ 、 ２ ａ 及 び ２ ｂ の 単 離 体 か ら Ｈ Ｃ Ｖ の 全 コ ー ド 配 列 を ク ロ ー ニ ン グ し 、
Ｈ Ｃ Ｖ 陽 性 血 清 か ら Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 し 、 ｐ Ｖ Ｏ Ｔ Ｅ (Wardら 、 1995 Proc.Natl.Acad.Sci.USA 9
2： 6773-6777； こ こ に 参 照 し て 説 明 に 代 え る )転 移 ベ ク タ ー (Ｈ Ｃ Ｖ 遺 伝 子 型 １ ａ 、 １ ｂ 、
２ ａ 及 び ２ ｂ そ れ ぞ れ に つ い て コ ン ス ト ラ ク ト Ｑ １ ａ 、 Ｑ １ ｂ 、 Ｑ ２ ａ 及 び Ｑ ２ ｂ )を 用
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い て ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス で 発 現 し た 。 遺 伝 子 型 の 選 択 は 米 国 で の Ｈ Ｃ Ｖ 感 染 者 間 に お け る
タ イ プ と 頻 度 (Mahaneyら 、 1994 Hepatology 20： 1405-1411； こ こ に 参 照 し て 説 明 に 代 え
る )に 基 づ い て 行 っ た 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー は 、 Ｅ １ の 最 後 の ３ ９ ア ミ ノ 酸 、
Ｅ ２ ／ ｐ ７ の 全 て 、 及 び Ｎ Ｓ ２ の Ｎ 末 端 の ９ ８ ア ミ ノ 酸 を 発 現 す る 断 片 を 増 幅 す る よ う に
設 計 し た (表 ２ の 配 列 番 号 １ ８ ～ ２ ７ 参 照 )。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 詳 し く 述 べ る と 、 Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｒ Ｎ Ａ に つ い て Ｐ Ｃ Ｒ 陽 性 の 者 か ら 血 漿 ア リ コ ー ト を 得 て 、
Ｉ ｎ ｎ ｏ Ｌ ｉ ｐ ａ Ｈ Ｃ Ｖ 遺 伝 子 型 ア ッ セ イ (Innogenetics、 ベ ル ギ ー 国 ヘ ン ト )を マ ニ ュ ア
ル に 従 っ て 用 い 、 遺 伝 子 型 を 特 定 し た 。 Ｈ Ｃ Ｖ 遺 伝 子 型 １ ａ 、 １ ｂ 、 ２ ａ 及 び ２ ｂ 感 染 者
の 血 漿 １ ２ ５ μ ｌ か ら 、 Puerescript Ｒ Ｎ Ａ キ ッ ト (Gentra Systems、 ミ ネ ソ タ 州 ミ ネ ア
ポ リ ス )を マ ニ ュ ア ル に 従 っ て 用 い 、 Ｒ Ｎ Ａ を 調 製 し た 。 Ｈ 2 Ｏ を 含 ま な い ２ ５ μ ｌ の リ ボ
ヌ ク レ ア ー ゼ に Ｒ Ｎ Ａ ペ レ ッ ト を 再 懸 濁 し 、 １ ０ μ ｌ に つ い て 逆 転 写 酵 素 Ｐ Ｃ Ｒ を 行 っ た
。 逆 Ｈ Ｃ Ｖ 特 異 的 プ ラ イ マ ー Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ ２ － Ｒ １ 　 ５ ’ － CGC GCA CrA AGT AsG GyA CT－
３ ’ (配 列 番 号 １ ６ )を 用 い 、 Ｍ Ｍ Ｌ Ｖ 逆 転 写 酵 素 に よ っ て 、 逆 転 写 反 応 を 行 っ た 。 逆 転 写
は ４ ０ ℃ で ６ ０ 分 行 っ た 。 逆 転 写 さ れ た ｃ Ｄ Ｎ Ａ を ９ ８ ℃ で ５ 分 間 保 温 し て 変 性 し 、 ４ ℃
に 冷 却 し 、 ０ ． １ ５ ｍ Ｍ ｄ Ｎ Ｔ Ｐ 、 ３ μ ｌ の １ ０ × Ｐ Ｃ Ｒ 緩 衝 液 、 ３ ユ ニ ッ ト の Ａ ｍ ｐ ｌ
ｉ ｔ ａ ｑ ポ リ メ ラ ー ゼ 及 び 正 方 向 プ ラ イ マ ー Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ ２ － Ｆ １ 　 ５ ’ － CGC ATG GCi TG
G GAy ATG ATG－ ３ ’ (配 列 番 号 １ ７ )を 含 む Ｐ Ｃ Ｒ 混 合 物 を 添 加 し た 。 増 幅 は ９ ４ ℃ で １
分 間 、 ５ ５ ℃ で ３ 分 間 、 そ し て ７ ２ ℃ で ３ 分 間 の サ イ ク ル を ３ ０ 回 行 っ た 。 各 遺 伝 子 型 の
ク ロ ー ニ ン グ に 適 し た 正 方 向 プ ラ イ マ ー と 内 側 逆 方 向 プ ラ イ マ ー Ｉ Ｎ Ｔ － Ｒ ｅ ｖ ｅ ｒ ｓ ｅ
(表 ２ 、 配 列 番 号 １ ８ － ２ ７ )、 或 い は 各 遺 伝 子 型 に 適 し た 逆 方 向 プ ラ イ マ ー 及 び Ｉ Ｎ Ｔ －
Ｆ ｏ ｒ ｗ ａ ｒ ｄ を 用 い た 、 ２ 順 目 の Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 に ２ ～ ８ μ ｌ の 増 幅 産 物 を 供 し た 。 Ｐ Ｃ Ｒ
増 幅 は 、 ９ ４ ℃ で １ 分 間 、 ６ ０ ℃ で ２ ． ５ 分 間 、 そ し て ７ ２ ℃ で ２ 分 間 の サ イ ク ル を ３ ０
回 行 っ た 。 適 当 な サ イ ズ の バ ン ド (遺 伝 子 型 特 異 的 正 方 向 プ ラ イ マ ー 及 び Ｉ Ｎ Ｔ － Ｒ ｅ ｖ
ｅ ｒ ｓ ｅ の 場 合 は ～ ８ ２ ０ ヌ ク レ オ チ ド 、 Ｉ Ｎ Ｔ － Ｆ ｏ ｒ ｗ ａ ｒ ｄ 及 び 遺 伝 子 型 特 異 的 逆
方 向 プ ラ イ マ ー の 場 合 は ～ １ ０ ８ ０ ヌ ク レ オ チ ド )を 臭 化 エ チ ジ ウ ム 染 色 し た ア ガ ロ ー ス
ゲ ル か ら 切 り 取 り 、 一 般 に 入 手 可 能 な 樹 脂 (Qiagen、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 バ レ ン シ ア )を 用 い
て 精 製 し た 。 各 遺 伝 子 型 に 適 し た 正 方 向 及 び 逆 方 向 プ ラ イ マ ー (表 ２ )と 、 約 ５ ０ ｎ ｇ の 各
バ ン ド を 混 合 し て 再 増 幅 し た 。 Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 は 、 ９ ４ ℃ で １ 分 間 、 ５ ５ ℃ で ２ ． ５ 分 間 、 そ
し て ７ ２ ℃ で ２ 分 間 の サ イ ク ル を ３ ０ 回 行 っ た 。 増 幅 し た 産 物 を 臭 化 エ チ ジ ウ ム 染 色 し た
ア ガ ロ ー ス ゲ ル か ら 切 り 取 り 、 精 製 し 、 適 当 な 制 限 酵 素 で 切 断 し た 。 こ の 三 段 階 増 幅 の 結
果 、 標 準 的 な 二 段 階 増 幅 よ り 高 い 収 率 で 全 長 挿 入 物 を 得 た 。 切 断 し た Ｄ Ｎ Ａ を 、 同 様 に 切
断 し た ｐ Ｖ Ｏ Ｔ Ｅ １ 又 は ｐ Ｖ Ｏ Ｔ Ｅ ２ ベ ク タ ー (Wardら 、 1995 Proc.Natl.Acad.Sci.USA 9
2： 6773-6777； こ こ に 参 照 し て 説 明 に 代 え る )内 に 連 結 し た 。 連 結 し た プ ラ ス ミ ド を コ ン
ピ テ ン ト 大 腸 菌 内 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し 、 挿 入 部 分 を 含 む ク ロ ー ン を 標 準 法 に よ り 同 定 し
増 殖 し た (Sambrook J.,Fritsch E.及 び Maniatis T.Molecular Cloning： A Laboratory Ma
nual.Cold Spring Harbor Press,Cold Spring Harbor,NY,1989； こ こ に 参 照 し て 説 明 に 代
え る )。 Ｈ Ｃ Ｖ 遺 伝 子 型 １ ａ 、 １ ｂ 、 ２ ａ 及 び ２ ｂ の 全 長 Ｅ ２ 及 び ｐ ７ を 発 現 す る コ ン ス
ト ラ ク ト に つ い て 、 得 ら れ た ク ロ ー ン を そ れ ぞ れ Ｑ １ ａ 、 Ｑ １ ｂ 、 Ｑ ２ ａ 及 び Ｑ ２ ｂ と 称
し た 。
【 ０ １ ０ １ 】
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【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ０ ２ 】
　 ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス コ ン ス ト ラ ク ト Ｑ １ ａ 及 び Ｑ ２ ｂ に よ る 完 全 Ｅ ２ タ ン パ ク 質 の 発 現
を 一 時 的 発 現 ア ッ セ イ で 確 認 し た 。 Ｃ Ｖ － １ 細 胞 を 、 ５ プ ラ ー ク 形 成 単 位 (ｐ ｆ ｕ )の 野 生
型 ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス 株 Ｖ Ｗ Ａ (Wardら 、 上 述 )で 感 染 し 、 次 い で Ｔ ｒ ａ ｎ ｓ ｆ ｅ ｃ ｔ ａ ｍ
(Promega、 ウ イ ス コ ン シ ン 州 マ デ ィ ソ ン )を マ ニ ュ ア ル に 従 っ て 用 い て ｐ Ｖ Ｏ Ｔ Ｅ プ ラ ス
ミ ド で ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 １ ｍ Ｍ イ ソ プ ロ ピ ル － Ｂ － Ｄ － チ オ ガ ラ ク ト ピ ラ ノ シ ド (
Ｉ Ｐ Ｔ Ｇ )を 追 加 し た 培 養 基 で 細 胞 を 培 養 し 、 Ｈ Ｃ Ｖ タ ン パ ク 質 の 発 現 を 誘 導 し た (Ward他
、 上 述 )。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の ４ ８ 時 間 後 、 培 養 細 胞 を Ｐ Ｂ Ｓ で 洗 浄 し て 細 胞 を 回 収
し た 。 プ ロ テ ア ー ゼ 抑 制 剤 Ｐ ｅ ｆ ａ ｂ ｌ ｏ ｃ (Boehringer Mannheim、 イ ン デ ィ ア ナ 州 イ ン
デ ィ ア ナ ポ リ ス )、 ア プ ロ チ ニ ン 、 ロ イ ペ プ チ ン 及 び ペ プ ス タ チ ン を 最 終 濃 度 が そ れ ぞ れ
０ ． ５ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ 、 ２ μ ｇ ／ ｍ ｌ 、 ２ μ ｇ ／ ｍ ｌ 及 び １ μ ｇ ／ ｍ ｌ に な る よ う に 添 加 し た
溶 解 緩 衝 液 (１ ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ２ ０ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ (ｐ Ｈ ７ ． ５ )、 ０ ． ５ ％ デ オ キ
シ コ レ ー ト 、 １ ． ０ ％ ノ ニ デ ッ ト － Ｐ ４ ０ 、 １ ｍ Ｍ 　 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ )に 細 胞 を 再 懸 濁 し た 。 回
収 し た 細 胞 ３ × １ ０ 6 個 そ れ ぞ れ に つ き １ ０ ０ μ ｌ の 溶 解 緩 衝 液 を 添 加 し た 。 １ ８ ， ０ ０
０ × ｇ 、 ４ ℃ に て １ ０ 分 間 遠 心 分 離 し て 核 を ペ レ ッ ト 状 に し 、 上 澄 み を 直 接 用 い る か 、 あ
る い は 使 用 ま で 最 長 ２ 日 間 、 ４ ℃ で 保 存 し た 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 と し て 、 １ ０ μ ｌ の 溶 解 緩 衝 液 抽 出 物 を １ ０ μ ｌ の ２ × Ｓ Ｄ Ｓ 試
料 緩 衝 液 (２ ０ ％ グ リ セ ロ ル 、 １ ０ ％ β － メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル 、 ４ ． ８ ％ Ｓ Ｄ Ｓ 、 ０ ．
１ ２ ５ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ (ｐ Ｈ ６ ． ８ ))と 混 合 し 、 ９ ５ ℃ で ５ 分 間 加 熱 し 、 １ ２ ％ ポ リ ア ク
リ ル ア ミ ド ゲ ル を 用 い た 硫 酸 ド デ シ ル ナ ト リ ウ ム ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 法 (Ｓ
Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ )(Laemmliら 、 1970 Nature 227： 680-685； こ こ に 参 照 し て 説 明 に 代 え る )
で 分 別 し た 。 分 別 し た タ ン パ ク 質 を ニ ト ロ セ ル ロ ー ス に 通 電 転 写 し 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト
し た Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ ２ (ス タ ン フ ォ ー ド 大 学 H.Greenberg博 士 よ り 入 手 )を 認 識 す る ネ ズ ミ モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 (ｍ Ｍ Ａ ｂ )２ Ｃ ８ と 共 に 一 晩 保 温 し た 。 ｍ Ｍ Ａ ｂ ２ Ｃ ８ を Ｂ Ｌ Ｏ Ｔ Ｔ Ｏ (
２ ． ５ ％ 脱 脂 粉 乳 、 ２ ． ５ ％ 正 常 ヤ ギ 血 清 、 ０ ． １ ％ Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ － ２ ０ (Ｓ ｉ ｇ ｍ ａ 、 ミ
ズ ー リ 州 セ ン ト ル イ ス )、 ０ ． ０ ２ ％ ア ジ 化 ナ ト リ ウ ム を 含 む Ｔ Ｂ Ｓ ： １ ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ
Ｃ ｌ 、 ２ ０ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ 、 ｐ Ｈ ７ ． ５ )で １ ： ５ ０ ０ に 希 釈 し た 。 精 製 し た Ｈ Ｃ Ｖ 又 は
対 照 抗 体 又 は Ｈ Ｍ Ａ ｂ を 含 む 培 養 基 を Ｂ Ｌ Ｏ Ｔ Ｔ Ｏ で Ｉ ｇ Ｇ 濃 度 ５ μ ｌ ／ ｍ ｌ に 希 釈 し た
。 ブ ロ ッ ト を Ｔ Ｂ Ｓ で ３ 回 洗 浄 し 、 Ｅ Ｃ Ｌ ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト キ ッ ト (Ａ ｍ ｅ ｒ ｓ ｈ ａ ｍ
、 イ リ ノ イ 州 ア ー リ ン ト ン ハ イ ツ )を マ ニ ュ ア ル に 従 っ て 用 い 、 結 合 抗 体 を 検 出 し た 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 コ ン ス ト ラ ク ト Ｑ １ ａ 及 び Ｑ ２ ｂ は 、 Ｍ Ａ ｂ ２ Ｃ ８ に 対 し て 免 疫 反 応 性 を 有 す る 約 ７ ０
ｋ ｄ ａ ｌ の タ ン パ ク 質 を 産 生 し た (図 １ )。 ｐ Ｖ Ｏ Ｔ Ｅ 系 (Wardら 、 1995 Proc.Natl.Acad.S
ci USA 92： 6773-6777； こ こ に 参 照 し て 説 明 に 代 え る )に つ い て 予 想 さ れ る よ う に 、 Ｈ Ｃ
Ｖ 　 Ｅ ２ タ ン パ ク 質 の 発 現 は 誘 導 因 子 Ｉ Ｐ Ｔ Ｇ の 存 在 に 強 く 依 存 し て い た 。 遺 伝 子 型 の 特
定 さ れ た １ ０ 種 の Ｈ Ｃ Ｖ 血 清 群 を 用 い た Ｉ Ｆ Ａ に よ り 、 ４ 種 の コ ン ス ト ラ ク ト 全 て か ら も
発 現 タ ン パ ク 質 を 検 出 し た (デ ー タ 示 さ ず )。 コ ン ス ト ラ ク ト は い ず れ も Ｈ Ｃ Ｖ 陰 性 血 清 に
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対 し て 反 応 性 を 示 さ ず 、 Ｈ Ｃ Ｖ 抗 血 清 は い ず れ も 野 生 型 ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス で 感 染 し た 細
胞 に 反 応 し な か っ た 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 ４ 種 の ク ロ ー ン そ れ ぞ れ の Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ ２ の 中 央 部 か ら 得 た １ ６ ０ ｂ ｐ 内 側 断 片 (Ｈ Ｃ Ｖ
－ １ の ヌ ク レ オ チ ド ２ ０ ０ ９ ～ ２ １ ６ ８ )の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 決 定 を 行 っ て 、 ク ロ ー ニ ン グ し た
Ｅ ２ タ ン パ ク 質 の 遺 伝 子 型 を 確 認 し た 。 図 ２ (配 列 番 号 ９ ～ １ ２ )、 又 は ダ イ タ ー ミ ネ ー タ
ー 法 及 び 自 動 Ｄ Ｎ Ａ シ ー ケ ン サ ー (Applied Biosystems、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 フ ォ ス タ ー シ
テ ィ ー )を 用 い た 挿 入 全 体 (コ ン ス ト ラ ク ト Ｑ １ ｂ )を 参 照 さ れ た い 。 こ の 挿 入 体 は 、 フ レ
ー ム シ フ ト や ナ ン セ ン ス 突 然 変 異 (termination mutations)を 含 ま ず 、 様 々 な デ ー タ ベ ー
ス か ら 入 手 で き る 適 当 な Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ ２ 配 列 に 高 い 相 同 性 を 有 し て い た (図 ３ 、 配 列 番 号 １
～ ８ 参 照 )。 こ れ に よ り 、 ｐ Ｖ Ｏ Ｔ Ｅ コ ン ス ト ラ ク ト に よ っ て ４ 種 全 て の 遺 伝 子 型 の Ｈ Ｃ
Ｖ 　 Ｅ ２ が 正 確 に 発 現 さ れ た こ と が 明 確 に 示 さ れ た 。 完 全 Ｈ Ｃ Ｖ を 産 生 し た プ ラ ス ミ ド を
用 い て ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス 株 Ｖ Ｗ Ａ の ヘ マ グ ル チ ニ ン 座 内 に 相 同 遺 伝 子 組 み 換 え す る こ と
に よ っ て 、 組 換 え ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス を 産 生 し た (Wardら 、 上 述 ； Moss及 び Earl,In F.Aus
ubel及 び R Brent及 び R Kingston(編 ),Current Protocols in Molecular Biology,Vol.2,J
ohn Wiley&Sons,New York, NY,1994； そ れ ぞ れ こ こ に 参 照 し て 説 明 に 代 え る )。 標 準 法 に
て Ｂ Ｓ Ｃ － １ 細 胞 を 感 染 し 、 キ サ ン チ ン 及 び ヒ ポ キ サ ン チ ン を 含 む 媒 体 で グ ア ニ ン ホ ス ホ
リ ボ シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 含 有 ウ イ ル ス を 選 択 し 、 組 換 え ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス を 同 定 し
た (Mossら 、 上 述 )。 各 組 換 え ウ イ ル ス に つ い て 精 製 ウ イ ル ス ス ト ッ ク を 得 た 。 Ｂ Ｓ Ｃ － １
細 胞 を 用 い て 測 定 し た 力 価 は ５ ～ １ ０ × １ ０ 8 ｐ ｆ ｕ ／ ｍ ｌ の 範 囲 に わ た っ た 。
【 実 施 例 ２ 】
【 ０ １ ０ ６ 】

　 Ｈ Ｃ Ｖ の 増 殖 は 生 体 外 で は 確 実 で は な い の で 、 Ｈ Ｃ Ｖ タ ン パ ク 質 に 対 す る 強 い 力 価 を 持
つ 個 人 を 同 定 す る た め に は 、 真 核 細 胞 内 で 発 現 さ れ る 組 換 え エ ン ベ ロ ー プ タ ン パ ク 質 を 用
い る 必 要 が あ る 。 そ の ス ク リ ー ニ ン グ に は 、 エ ン ベ ロ ー プ タ ン パ ク 質 の 天 然 構 造 を 保 存 し
て 立 体 構 造 エ ピ ト ー プ に 対 す る 抗 体 の 検 出 を 可 能 に す る 方 法 を 用 い る 必 要 が あ る 。 Ｈ Ｃ Ｖ
　 Ｈ Ｍ Ａ ｂ 産 生 用 の 血 清 の 同 定 に は 、 免 疫 蛍 光 ア ッ セ イ (Ｉ Ｆ Ａ )を 用 い る 。 ア セ ト ン 固 定
し た 細 胞 を 用 い る こ の ア ッ セ イ は 、 ヒ ト Ｔ リ ン パ 球 向 性 ウ イ ル ス エ ン ベ ロ ー プ タ ン パ ク 質
の 立 体 構 造 エ ピ ト ー プ に 対 す る 中 和 Ｈ Ｍ Ａ ｂ を 産 生 す る 際 に 用 い る 方 法 に 類 似 し て い る (H
adlockら 、 1997 J.Virology 71： 5828-5840； こ こ に 参 照 し て 説 明 に 代 え る )。 Ｈ Ｃ Ｖ 用 に
、 Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ ２ エ ン ベ ロ ー プ タ ン パ ク 質 を 発 現 す る ア セ ト ン 固 定 細 胞 を 用 い た 。 Ｅ ２ タ ン
パ ク 質 は 、 組 換 え バ キ ュ ロ ウ イ ル ス を 用 い て Ｓ ｆ ９ 細 胞 内 で 、 前 述 の よ う に 組 換 え ワ ク シ
ニ ア ウ イ ル ス を 用 い て ヒ ー ラ 細 胞 内 で 、 又 は 市 販 の ベ ク タ ー (ｐ Ｄ ｉ ｓ ｐ ｌ ａ ｙ 、 In Vitr
ogen、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 カ ー ル ス バ ッ ド )を 用 い て チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 卵 巣 (Ｃ Ｈ Ｏ )
細 胞 内 で 、 様 々 な 時 点 で 発 現 し た 。 昆 虫 由 来 細 胞 は 純 粋 な 天 然 形 状 の ウ イ ル ス 性 エ ン ベ ロ
ー プ タ ン パ ク 質 を 発 現 し な い の で (Rosaら 、 上 述 ； Arpら 、 1996 J.Virology,70： 7349-735
9； そ れ ぞ れ こ こ に 参 照 し て 説 明 に 代 え る )、 ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス 又 は 哺 乳 類 細 胞 発 現 系 の
使 用 が 好 ま し い 。 所 与 の 血 清 に 現 れ る 蛍 光 を 蛍 光 顕 微 鏡 法 に よ り 目 視 で 数 え る か 、 又 、 あ
る 場 合 に は 様 々 な 希 釈 度 の 血 清 を 評 価 し て 、 ド ナ ー 血 清 の 希 釈 力 価 の 終 点 を 得 た 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 免 疫 蛍 光 法 で 得 た 結 果 を 確 認 す る た め に 、 Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ ２ に 対 す る 血 清 の 反 応 性 を 評 価 す
る マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト ア ッ セ イ を 行 っ た 。 ヒ ー ラ 細 胞 の 単 層 を ８ ０ ％ コ ン フ ル エ ン
ス ま で 培 養 し 、 ５ ｐ ｆ ｕ ／ 細 胞 の Ｖ Ｗ Ａ 及 び ５ ｐ ｆ ｕ ／ 細 胞 の 組 換 え ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス
、 又 は ５ ｐ ｆ ｕ の Ｖ Ｗ Ａ の み で 感 染 し た 。 ヘ マ グ ル チ ニ ン を 持 た な い ウ イ ル ス に つ い て 観
察 さ れ た ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス 誘 導 細 胞 変 性 効 果 を 最 小 限 に お さ え る た め に 、 完 全 な ヘ マ グ
ル チ ニ ン 遺 伝 子 を 有 す る 野 生 型 ワ ク シ ニ ア と Ｈ Ｃ Ｖ 組 換 え ウ イ ル ス と を 混 合 し た (Sekiら
、 1990 Virology 175： 372-384； こ こ に 参 照 し て 説 明 に 代 え る )。 感 染 の ２ ４ 時 間 後 、 細
胞 を 回 収 し た 。 Ｐ Ｂ Ｓ で 細 胞 を 洗 浄 し て 抽 出 物 を 調 製 し 、 ３ ０ × １ ０ 6 個 の 細 胞 を １ ｍ ｌ
の 溶 解 緩 衝 液 (１ ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ２ ０ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ (ｐ Ｈ ７ ． ５ )、 ０ ． ５ ％ デ オ
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キ シ コ レ ー ト 、 １ ． ０ ％ ノ ニ デ ッ ト － Ｐ ４ ０ 、 １ ｍ Ｍ 　 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、 ０ ． ５ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ 　 Ｐ
ｅ ｆ ａ ｂ ｌ ｏ ｃ ｋ (Boehringer Mannheim、 イ ン デ ィ ア ナ 州 、 イ ン デ ィ ア ナ ポ リ ス )、 ２ μ
ｇ ／ ｍ ｌ ア プ ロ チ ニ ン 、 ２ μ ｇ ／ ｍ ｌ ロ イ ペ プ チ ン 及 び １ μ ｇ ／ ｍ ｌ ペ プ ス タ チ ン )に 再
懸 濁 し た 。 １ ８ ， ０ ０ ０ × ｇ 、 ４ ℃ に て １ ０ 分 間 遠 心 分 離 し て 核 を ペ レ ッ ト 状 に し た 。 抽
出 物 を ４ ℃ で 保 存 し 、 調 製 後 ２ ４ 時 間 以 内 に Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ を 行 っ た 。 ５ ０ ０ ｎ ｇ の 精 製 Gala
nthus nivalisレ ク チ ン (SIGMA、 ミ ズ ー リ 州 セ ン ト ル イ ス )を 含 む １ ０ ０ μ ｌ の Ｐ Ｂ Ｓ を 用
い て 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト (Maxisorp、 Nalge Nunc International、 ニ ュ ー ヨ ー ク
州 ロ チ ェ ス タ ー )の 各 ウ ェ ル を ３ ７ ℃ で １ 時 間 コ ー テ ィ ン グ し た 。 次 い で ウ ェ ル を Ｔ Ｂ Ｓ (
１ ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ２ ０ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ － Ｈ Ｃ ｌ 、 ｐ Ｈ ７ ． ５ )で 洗 浄 し 、 １ ５ ０ μ
Ｌ の Ｂ Ｌ Ｏ Ｔ Ｔ Ｏ (Ｔ Ｂ Ｓ に ０ ． １ ％ Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ － ２ ０ 、 ２ ． ５ ％ 正 常 ヤ ギ 血 清 、 ２ ． ５
％ 脱 脂 粉 乳 を 加 え た も の )と 共 に 室 温 で １ 時 間 保 温 し て ブ ロ ッ キ ン グ し た 。 プ レ ー ト を Ｔ
Ｂ Ｓ で ２ 回 洗 浄 し 、 Ｂ Ｌ Ｏ Ｔ Ｔ Ｏ で １ ： ５ に 希 釈 し た ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス 感 染 ヒ ー ラ 細 胞
か ら の 抽 出 物 ２ ０ μ ｌ を 添 加 し た 。 室 温 で １ ． ５ 時 間 保 温 し た 後 、 プ レ ー ト を Ｔ Ｂ Ｓ で ３
回 洗 浄 し 、 Ｂ Ｌ Ｏ Ｔ Ｔ Ｏ ９ ５ μ ｌ に ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス Ｖ Ｗ Ａ 感 染 ヒ ー ラ 細 胞 か ら の 溶 解
性 抽 出 物 ５ μ ｌ を 加 え た も の で 様 々 な レ ベ ル に 希 釈 し た Ｈ Ｃ Ｖ 血 清 を 添 加 し た 。 溶 解 性 抽
出 物 の 導 入 は 、 Ｇ Ｎ Ａ レ ク チ ン に よ っ て も 捕 捉 さ れ う る ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 へ
の 反 応 性 を 抑 制 し た 。 プ レ ー ト を １ ． ５ 時 間 保 温 し 、 ウ ェ ル を Ｔ Ｂ Ｓ で ３ 回 洗 浄 し 、 Ｂ Ｌ
Ｏ Ｔ Ｔ Ｏ で １ ／ ５ ０ ０ ０ に 希 釈 し た 抗 ヒ ト － ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 複 合 体 (Promega、 ウ
ィ ス コ ン シ ン 州 マ デ ィ ソ ン )１ ０ ０ μ ｌ を 添 加 し た 。 室 温 で １ 時 間 保 温 し た 後 、 プ レ ー ト
を Ｔ Ｂ Ｓ で ４ 回 洗 浄 し 、 １ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ の リ ン 酸 ｐ － ニ ト ロ フ ェ ニ ル (Ｐ Ｎ Ｐ Ｐ )溶 液 と 共 に
保 温 し た 。 基 質 の 反 応 を ３ ０ ～ ４ ５ 分 進 行 さ せ 、 ４ ０ ５ ｎ ｍ に お け る ウ ェ ル の 吸 光 度 を マ
ル チ ウ ェ ル プ レ ー ト リ ー ダ ー (Du Pont Co.、 デ ラ ウ ェ ア 州 ウ ィ ル ミ ン ト ン )で 調 べ た 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 典 型 的 な 結 果 を 図 ４ に 示 す 。 こ の 実 験 に お い て 、 遺 伝 子 型 の 特 定 さ れ た Ｈ Ｃ Ｖ 血 清 ５ 種
及 び Ｈ Ｃ Ｖ 陰 性 の 血 液 ド ナ ー 由 来 の 血 清 １ 種 を 、 遺 伝 子 型 １ ａ 、 １ ｂ 、 ２ ａ 及 び ２ ｂ の Ｈ
Ｃ Ｖ 　 Ｅ ２ タ ン パ ク 質 、 な ら び に 非 組 換 え ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス Ｖ Ｗ Ａ で 感 染 し た 抽 出 物 か
ら 捕 捉 し た タ ン パ ク 質 に つ い て 滴 定 し た 。 Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ ２ に 対 す る 反 応 性 が 最 小 だ っ た の は
、 非 感 染 者 の 血 清 (陰 性 血 清 と 記 し た グ ラ フ )で あ っ た 。 加 え て Ｈ Ｃ Ｖ 感 染 者 の 血 清 ５ 種 全
て が 、 野 生 型 ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス で 感 染 し た 抽 出 物 か ら 捕 捉 し た タ ン パ ク 質 に 対 す る 反 応
性 を 殆 ど 或 い は 全 く 示 さ な か っ た (全 て の グ ラ フ に お け る 細 い 黒 線 )。 Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ ２ タ ン パ
ク 質 に 対 す る 様 々 な 血 清 反 応 性 が 試 験 し た ５ 種 の 血 清 に つ い て 得 ら れ 、 Ｈ Ｃ Ｖ ２ ａ 血 清 が
全 体 で 最 も 高 い 反 応 性 を 示 し た こ と が わ か る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 Ｈ Ｃ Ｖ 遺 伝 子 型 ２ ｂ 感 染 者 か ら 得 た １ ２ 種 の 血 清 に つ い て 得 た 結 果 を 図 ５ に 示 す 。 こ の
グ ラ フ で は 、 Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ ２ タ ン パ ク 質 ４ 種 全 て に つ い て 比 Ｏ Ｄ 値 ０ ． ５ の 結 果 に な る 血 清
希 釈 度 を 比 較 し た (比 Ｏ Ｄ と は Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ ２ コ ン ス ト ラ ク ト の 抽 出 物 で コ ー テ ィ ン グ し た
ウ ェ ル で 得 た Ｏ Ｄ と 、 非 組 換 え ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス か ら の 抽 出 物 で コ ー テ ィ ン グ し た ウ ェ
ル で 得 た Ｏ Ｄ と の 比 で あ る )。 血 清 １ ２ 種 全 て に つ い て 、 Ｈ Ｃ Ｖ ２ ｂ 又 は ２ ａ Ｅ ２ タ ン パ
ク 質 へ の 反 応 性 が Ｈ Ｃ Ｖ １ ａ 又 は １ ｂ Ｅ ２ タ ン パ ク 質 へ の 反 応 性 に 比 べ て 顕 著 に 大 き か っ
た 。 こ の 結 果 は 、 Ｈ Ｃ Ｖ 遺 伝 子 型 ２ ａ 又 は ２ ｂ の 感 染 者 か ら Ｈ Ｃ Ｖ エ ン ベ ロ ー プ を 認 識 す
る 抗 体 を 検 出 す る に は 、 Ｈ Ｃ Ｖ 遺 伝 子 型 ２ の Ｅ ２ タ ン パ ク 質 が 優 れ て い る こ と を 示 し て い
る 。 又 、 グ ラ フ 右 側 に 示 し た 血 清 の ド ナ ー か ら は 、 遺 伝 子 型 ２ ａ 又 は ２ ｂ Ｅ ２ タ ン パ ク 質
に 存 在 す る エ ピ ト ー プ に 特 異 的 な Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｈ Ｍ Ａ ｂ の 単 離 が よ り 確 実 で あ る 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 自 己 由 来 の 抗 体 を 投 与 す る 際 に 、 第 一 世 代 Ｈ Ｃ Ｖ ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ を 行 っ て 、 Ｈ
Ｃ Ｖ 　 Ｈ Ｍ Ａ ｂ の 産 生 に 用 い た ド ナ ー が Ｈ Ｃ Ｖ 血 清 陽 性 で あ る こ と を 確 認 し た 。 投 与 グ ル
ー プ に つ い て ア ラ ニ ン ア ミ ノ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ (Ａ Ｌ Ｔ )試 験 を 行 っ た 結 果 、 ７ 種 の 投 与
の う ち ６ 種 が 正 常 範 囲 内 (＜ ４ ５ Ｉ Ｕ )だ っ た 。 投 与 の １ つ は Ａ Ｌ Ｔ 値 が ４ ９ で あ り 、 正 常
限 界 値 を 丁 度 上 回 っ て い た 。 そ れ 以 外 に つ い て は 、 ド ナ ー は 肝 炎 の 外 的 徴 候 を 示 し て い な
か っ た 。 こ の ド ナ ー は 後 に Ｒ ｏ ｃ ｈ ｅ ア ン プ リ コ ア Ｈ Ｃ Ｖ ア ッ セ イ (Roche Diagnostics、
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ニ ュ ー ジ ャ ー ジ ー 州 ブ ラ ン チ バ ー グ )を 用 い た Ｐ Ｃ Ｒ に よ り Ｈ Ｃ Ｖ 陽 性 で あ る こ と が 確 認
さ れ 、 Ｉ ｎ ｎ ｏ Ｌ ｉ ｐ ａ プ ロ ー ブ ア ッ セ イ (Innogentics、 ベ ル ギ ー 国 ヘ ン ト )に よ り １ ｂ
遺 伝 子 型 の Ｈ Ｃ Ｖ に 感 染 し て い た こ と が 確 認 さ れ た 。 こ の ド ナ ー は 、 Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ ２ を 認 識
す る こ と の で き る 抗 体 の 力 価 が 高 い こ と が Ｉ Ｆ Ａ に よ っ て 判 明 し た 。 結 合 中 和 ア ッ セ イ (
下 記 参 照 )を 行 っ た と こ ろ 、 こ の ド ナ ー が 潜 在 的 な 中 和 抗 体 に つ い て 高 い 力 価 を 有 す る こ
と が 示 さ れ た 。 末 梢 血 液 Ｂ 細 胞 を こ の 個 人 か ら 単 離 し 、 ヒ ト ハ イ ブ リ ド ー マ を 分 泌 す る Ｈ
Ｃ Ｖ 抗 体 の 産 生 に 用 い た (下 記 参 照 )。
【 実 施 例 ３ 】
【 ０ １ １ １ 】

　 Ｔ 細 胞 ロ ゼ ッ テ ィ ン グ (rosetting)に よ り ド ナ ー Ｔ 細 胞 か ら 末 梢 Ｂ 細 胞 を 精 製 し た (Foun
gら 、 1984 J.Immunol.Methods 134： 35-42参 照 ； こ こ に 参 照 し て 説 明 に 代 え る )。 １ × １
０ 4 個 の Ｂ 細 胞 を 含 む 培 養 そ れ ぞ れ を マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト 内 に て Ｅ Ｂ Ｖ で 活 性 化 し
た 。 Ｈ Ｃ Ｖ 特 異 的 抗 体 を 免 疫 蛍 光 ア ッ セ イ (Ｉ Ｆ Ａ )で 検 出 し た 。 Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ ２ タ ン パ ク 質
を 発 現 す る 組 換 え ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス 、 Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ ２ を 発 現 す る 組 換 え バ キ ュ ロ ウ イ ル ス
で 感 染 し た 細 胞 、 及 び ／ 又 は 自 身 の Ｄ Ｎ Ａ か ら Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ ２ を 発 現 す る よ う に 遺 伝 子 工 学
処 理 し た 哺 乳 動 物 細 胞 系 を 、 Ｈ Ｔ Ｃ 　 Ｓ ｕ ｐ ｅ ｒ Ｃ ｕ ｒ ｅ ｄ ２ ４ ス ポ ッ ト ス ラ イ ド 上 に 固
定 し た 。 細 胞 を １ ０ ０ ％ ア セ ト ン で 室 温 に て １ ０ 分 間 定 着 さ せ た 。 固 定 細 胞 を 、 希 釈 し て
い な い Ｅ Ｂ Ｖ 活 性 化 Ｂ 細 胞 又 は ハ イ ブ リ ド ー マ の 培 養 基 と 共 に ３ ７ ℃ で ３ ０ 分 間 保 温 し 、
リ ン 酸 緩 衝 食 塩 水 (Ｐ Ｂ Ｓ )ｐ Ｈ ７ ． ４ で ５ 分 間 洗 浄 し た 。 次 い で ス ラ イ ド を 、 エ バ ン ス ブ
ル ー 対 比 染 色 ０ ． ０ ０ １ ％ 溶 液 及 び フ ル オ レ セ イ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト (Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ )結 合 ヤ
ギ 抗 ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ (Zymed、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 サ ウ ス サ ン フ ラ ン シ ス コ )と 共 に ３ ７ ℃ で ３ ０
分 保 温 し た 。 蛍 光 顕 微 鏡 法 に よ っ て 結 合 抗 体 を 検 出 し た 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ ２ に 対 す る 顕 著 な 免 疫 蛍 光 を 示 し た ９ ９ ウ ェ ル を ５ ４ ０ 培 養 か ら 同 定 し (収
率 ～ １ ８ ％ )、 異 な る 免 疫 蛍 光 パ タ ー ン を 示 し た ３ ０ 個 の Ｅ Ｂ Ｖ 活 性 化 培 養 を 、 マ ウ ス －
ヒ ト ヘ テ ロ 骨 髄 腫 へ の 電 気 融 合 用 に 選 択 し た (Foundら 、 1990 J.Immunol.Methods 134： 35
-42； Zimmermanら 、 1990 J.Immunol.Methods 134： 43-50； Perkinsら 、 1991 Hum.Antibod
.Hybridomas 2： 155-159参 照 ； そ れ ぞ れ こ こ に 参 照 し て 説 明 に 代 え る )。 １ ２ の 融 合 体 (幾
つ か の 融 合 体 は 、 １ 以 上 の 陽 性 Ｅ Ｂ Ｖ 活 性 化 培 養 を 含 む )に つ い て 、 最 初 の ハ イ ブ リ ド ー
マ 培 養 ４ ５ ６ 個 の う ち １ ８ ２ が 、 Ｉ Ｆ Ａ で Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ ２ と の 反 応 性 を 示 し た (全 体 の 収 率
４ ０ ％ )。 Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ ２ に 対 す る 反 応 性 が ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト で 示 さ れ た 最 初 の Ｅ Ｂ Ｖ 活
性 化 培 養 の ２ 種 に つ い て 、 ６ 種 の 融 合 体 を 追 加 で 得 た 。 (Ｉ Ｆ Ａ で の 反 応 性 に 加 え )ウ ェ ス
タ ン ブ ロ ッ ト で 反 応 性 を 示 す ハ イ ブ リ ド ー マ 分 泌 Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ ２ 抗 体 を 、 ２ 種 の 融 合 体 か ら
単 離 し た 。 全 部 で ３ ０ 種 の ヒ ト ハ イ ブ リ ド ー マ を 冷 凍 し た 。 １ ２ 種 の 親 ハ イ ブ リ ド ー マ か
ら 限 界 希 釈 ク ロ ー ン を 単 離 し 、 １ １ 種 の ハ イ ブ リ ド ー マ か ら の Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｈ Ｍ Ａ ｂ を 後 の 研
究 用 と し て 大 量 に 産 生 し た 。 Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｈ Ｍ Ａ ｂ の う ち ８ 種 が カ ッ パ Ｌ 鎖 を 有 す る Ｉ ｇ Ｇ 1

で あ り 、 ２ 種 が ラ ム ダ Ｌ 鎖 を 有 す る Ｉ ｇ Ｇ １ で あ っ た 。 Ｈ Ｍ Ａ ｂ Ｃ Ｂ Ｈ － ９ は Ｉ ｇ Ｇ 1 で
あ っ た が 、 ラ ム ダ 又 は カ ッ パ Ｌ 鎖 の い ず れ で あ る か は 分 か ら な か っ た 。 １ ０ 種 の Ｈ Ｍ Ａ ｂ
(Ｈ Ｍ Ａ ｂ Ｃ Ｂ Ｈ － ９ を 例 外 と す る )の Ｐ Ｃ Ｒ 及 び Ｄ Ｎ Ａ 配 列 解 析 の 結 果 、 全 て の Ｈ Ｍ Ａ ｂ
が そ れ ぞ れ 別 の Ｈ 鎖 及 び Ｌ 鎖 を 発 現 し た こ と が 確 認 さ れ た 。 融 合 パ ー ト ナ ー 、 Ｉ ｇ Ｇ サ ブ
タ イ プ 、 並 び に ハ イ ブ リ ド ー マ を 用 い た Ｉ Ｆ Ａ の 結 果 を 表 ３ に 示 す 。
【 実 施 例 ４ 】
【 ０ １ １ ３ 】

　 こ れ ま で の 研 究 の 結 果 、 Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ ２ タ ン パ ク 質 は 高 度 に グ リ コ シ ル 化 さ れ て お り 、 Ga
lanthus nivalis(Ｇ Ｎ Ａ )、 Tiriticum vulgaris(Ｗ Ｇ Ａ )及 び Ricinus communis等 、 数 種
の レ ク チ ン の い ず れ か に 結 合 で き る こ と が 示 さ れ て い る (Ralstonら 、 1993、 上 述 ； da Sil
va Cardosa、 1998、 上 述 ； Satoら 、 1993 Virology 196： 354-357； そ れ ぞ れ こ こ に 参 照 し
て 説 明 に 代 え る )。 そ こ で 試 薬 と し て の ２ 種 の レ ク チ ン Ｇ Ｎ Ａ 及 び Ｗ Ｇ Ａ の 有 用 性 を 、 マ
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イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト 上 で の Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ ２ タ ン パ ク 質 の 捕 捉 で 評 価 し た 。 こ の ア ッ セ イ
の 概 要 を 図 ６ に 示 す 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 ヒ ー ラ 細 胞 の 単 層 を ８ ０ ％ コ ン フ ル エ ン ス ま で 成 長 さ せ 、 ５ ｐ ｆ ｕ ／ 細 胞 の Ｖ Ｗ Ａ 及 び
５ ｐ ｆ ｕ ／ 細 胞 の 組 換 え ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス 、 又 は ５ ｐ ｆ ｕ の Ｖ Ｗ Ａ の み で 感 染 し た 。 ヘ
マ グ ル チ ニ ン を 有 さ な い ウ イ ル ス に つ い て 観 察 さ れ た ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス 誘 導 細 胞 変 性 効
果 を 最 小 限 に お さ え る た め に 、 完 全 な ヘ マ グ ル チ ニ ン 遺 伝 子 を 有 す る 野 生 型 ワ ク シ ニ ア と
Ｈ Ｃ Ｖ 組 換 え ウ イ ル ス と を 混 合 し た (Sekiら 、 1990,Virology 175： 372-384； こ こ に 参 照
し て 説 明 に 代 え る )。 感 染 の ２ ４ 時 間 後 、 細 胞 を 回 収 し た 。 Ｐ Ｂ Ｓ で 細 胞 を 洗 浄 し て 抽 出
物 を 調 製 し 、 ３ ０ × １ ０ 6 個 の 細 胞 を １ ｍ ｌ の 溶 解 緩 衝 液 (１ ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ２ ０ ｍ
Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ 　 ｐ Ｈ ７ ． ５ 、 ０ ． ５ ％ デ オ キ シ コ レ ー ト 、 １ ． ０ ％ ノ ニ デ ッ ト － Ｐ ４ ０ 、
１ ｍ Ｍ 　 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、 ０ ． ５ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ 　 Ｐ ｅ ｆ ａ ｂ ｌ ｏ ｃ (Boehringer Mannheim、 イ ン デ
ィ ア ナ 州 イ ン デ ィ ア ナ ポ リ ス )、 ２ μ ｇ ／ ｍ ｌ ア プ ロ チ ニ ン 、 ２ μ ｇ ／ ｍ ｌ ロ イ ペ プ チ ン
及 び １ μ ｇ ／ ｍ ｌ ペ プ ス タ チ ン )に 再 懸 濁 し た 。 １ ８ ， ０ ０ ０ × ｇ 、 ４ ℃ に て １ ０ 分 間 遠
心 分 離 し て 核 を ペ レ ッ ト 状 に し た 。 抽 出 物 を ４ ℃ で 保 存 し 、 調 製 後 ２ ４ 時 間 以 内 に Ｅ Ｌ Ｉ
Ｓ Ａ を 行 っ た 。
【 ０ １ １ ５ 】
【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ １ ６ 】
　 ５ ０ ０ ｎ ｇ の 精 製 レ ク チ ン を 含 む １ ０ ０ μ ｌ の Ｐ Ｂ Ｓ を 用 い て 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ
ー ト (Maxisorp,Nalge Nunc International、 ニ ュ ー ヨ ー ク 州 ロ チ ェ ス タ ー )の 各 ウ ェ ル を
３ ７ ℃ で １ 時 間 コ ー テ ィ ン グ し た 。 次 い で ウ ェ ル を Ｔ Ｂ Ｓ (１ ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ２ ０
ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ － Ｈ Ｃ ｌ 、 ｐ Ｈ ７ ． ５ )で 洗 浄 し 、 １ ５ ０ μ Ｌ の Ｂ Ｌ Ｏ Ｔ Ｔ Ｏ (Ｔ Ｂ Ｓ に ０
． １ ％ Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ － ２ ０ 、 ２ ． ５ ％ 正 常 ヤ ギ 血 清 、 ２ ． ５ ％ 脱 脂 粉 乳 を 加 え た も の )と 共
に 室 温 に て １ 時 間 保 温 し て ブ ロ ッ キ ン グ し た 。 プ レ ー ト を Ｔ Ｂ Ｓ で ２ 回 洗 浄 し 、 Ｂ Ｌ Ｏ Ｔ
Ｔ Ｏ で １ ： ５ に 希 釈 し た ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス 感 染 ヒ ー ラ 細 胞 か ら の 抽 出 物 ２ ０ μ ｌ を 添 加
し た 。 室 温 で １ ． ５ 時 間 保 温 し た 後 、 プ レ ー ト を Ｔ Ｂ Ｓ で ３ 回 洗 浄 し 、 様 々 な 濃 度 で 非 標
識 化 抗 体 を 含 む Ｂ Ｌ Ｏ Ｔ Ｔ Ｏ １ ０ ０ μ ｌ を 添 加 し た 。 プ レ ー ト を １ ． ５ 時 間 保 温 し 、 ウ ェ
ル を Ｔ Ｂ Ｓ で ３ 回 洗 浄 し 、 Ｂ Ｌ Ｏ Ｔ Ｔ Ｏ で １ ／ ５ ０ ０ ０ に 希 釈 し た 抗 ヒ ト － ア ル カ リ ホ ス
フ ァ タ ー ゼ 複 合 体 (Promega、 ウ ィ ス コ ン シ ン 州 マ デ ィ ソ ン )１ ０ ０ μ ｌ を 添 加 し た 。 室 温
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で １ 時 間 保 温 し た 後 、 プ レ ー ト を Ｔ Ｂ Ｓ で ４ 回 洗 浄 し 、 １ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ の リ ン 酸 ｐ － ニ ト ロ
フ ェ ニ ル (Ｐ Ｎ Ｐ Ｐ )溶 液 と 共 に 保 温 し た 。 基 質 の 反 応 を ３ ０ ～ ４ ５ 分 進 行 さ せ 、 ４ ０ ５ ｎ
ｍ に お け る ウ ェ ル の 吸 光 度 を マ ル チ ウ ェ ル プ レ ー ト リ ー ダ ー (Du Pont Co.、 デ ラ ウ ェ ア 州
ウ ィ ル ミ ン ト ン )で 調 べ た 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 組 換 え Ｑ １ ａ ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス に よ り 産 生 し た Ｈ Ｃ Ｖ １ ａ Ｅ ２ を Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ ２ の 供 給
源 と し て 用 い 、 ６ 種 の Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｈ Ｍ Ａ ｂ を 検 出 試 薬 と し て 用 い た (図 ７ )。 対 照 モ ノ ク ロ ー
ナ ル の 場 合 、 ど の レ ク チ ン で 捕 捉 さ れ た タ ン パ ク 質 に 対 し て も 反 応 性 が 見 ら れ ず 、 Ｗ Ｇ Ａ
で 捕 捉 さ れ た タ ン パ ク 質 に つ い て 全 て の Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｈ Ｍ Ａ ｂ は バ ッ ク グ ラ ウ ン ド レ ベ ル の 反
応 性 を 示 し た だ け だ っ た 。 こ れ に 対 し て 、 Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｈ Ｍ Ａ ｂ Ｃ Ｂ Ｈ － ２ 、 Ｃ Ｂ Ｈ － ５ 、 Ｃ
Ｂ Ｈ － ７ は 全 て 、 Ｇ Ｎ Ａ で 捕 捉 さ れ た タ ン パ ク 質 に 強 い 反 応 性 を 示 し た 。 更 に 、 Ｈ Ｃ Ｖ 　
Ｈ Ｍ Ａ ｂ Ｃ Ｂ Ｈ － １ ７ 及 び Ｃ Ｂ Ｈ － ４ Ｄ は 、 Ｇ Ｎ Ａ 捕 捉 タ ン パ ク 質 に 対 す る 反 応 レ ベ ル が
低 か っ た 。 こ れ は Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｈ Ｍ Ａ ｂ Ｃ Ｂ Ｈ － １ １ が こ の 特 定 の Ｅ ２ を 認 識 し な か っ た こ と
を 示 唆 す る 。 し か し Ｈ Ｍ Ａ ｂ に よ る Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ ２ に 対 す る 反 応 性 を 分 析 す る た め に は 、 Ｇ
Ｎ Ａ 捕 捉 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ が 極 め て 有 用 で あ る こ と が 明 ら か で あ る 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 そ こ で Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｈ Ｍ Ａ ｂ の 反 応 性 を 、 様 々 な 遺 伝 子 型 の Ｅ ２ タ ン パ ク 質 を 発 現 す る 組 換
え ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス で 評 価 し た (図 ８ )。 １ １ 種 全 て の Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｈ Ｍ Ａ ｂ が ２ 種 以 上 の Ｈ
Ｃ Ｖ 　 Ｅ ２ コ ン ス ト ラ ク ト に 結 合 し 、 対 照 Ｈ Ｍ Ａ ｂ に つ い て は 特 異 的 信 号 は 得 ら れ な か っ
た (Ｒ ０ ４ と 記 し た 表 )。 ４ 種 全 て の 遺 伝 子 型 の Ｅ ２ タ ン パ ク 質 に 対 し て 最 も 高 い 相 対 親 和
性 と 最 も 高 い 反 応 性 を 有 す る Ｈ Ｍ Ａ ｂ は 、 Ｃ Ｂ Ｈ － ７ 及 び Ｃ Ｂ Ｈ － ８ Ｃ で あ り 、 次 に Ｈ Ｍ
Ａ ｂ Ｃ Ｂ Ｈ － ５ 、 － ２ 及 び － ８ Ｅ で あ っ た 。 Ｈ Ｍ Ａ ｂ Ｃ Ｂ Ｈ － ４ Ｇ 及 び Ｃ Ｂ Ｈ － ９ は 遺 伝
子 型 ２ ａ 及 び ２ ｂ の Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ ２ タ ン パ ク 質 に 対 し て よ り 顕 著 な 反 応 性 を 示 し た が 、 Ｈ Ｍ
Ａ ｂ Ｃ Ｂ Ｈ － １ １ は Ｑ １ ａ Ｅ ２ タ ン パ ク 質 に 対 す る 反 応 性 が 明 ら か に 低 か っ た 。 Ｈ Ｍ Ａ ｂ
Ｃ Ｂ Ｈ － １ ７ と 、 又 、 よ り 低 い レ ベ ル で あ る が Ｃ Ｂ Ｈ － ４ Ｄ 及 び Ｃ Ｂ Ｈ － ４ Ｂ は 、 遺 伝 子
型 ２ ａ 又 は ２ ｂ の Ｅ ２ タ ン パ ク 質 に 比 較 し て 遺 伝 子 型 １ ａ 及 び １ ｂ の Ｅ ２ タ ン パ ク 質 に 優
先 的 に 結 合 し た 。 異 な る Ｅ ２ タ ン パ ク 質 に つ い て 得 ら れ た 最 大 シ グ ナ ル は 全 て の 実 験 に お
い て ほ ぼ 同 等 だ っ た の で 、 上 記 の 多 様 性 は 異 な る Ｅ ２ タ ン パ ク 質 を 捕 捉 す る 効 率 の 違 い に
由 来 す る も の で は な い 。 上 記 の 結 果 は 、 同 一 の コ ン ス ト ラ ク ト を 用 い た Ｉ Ｆ Ａ の 結 果 と 一
致 し た (表 ３ 上 参 照 )。 ７ 種 の 抗 体 Ｃ Ｂ Ｈ － ２ 、 － ４ Ｇ 、 － ５ 、 － ７ 、 － ８ Ｃ 、 － ８ Ｅ 及 び
－ ９ は 試 験 し た 全 て の Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ ２ コ ン ス ト ラ ク ト に 対 し て 顕 著 な 反 応 性 を 示 し た の で 、
広 い 反 応 性 を 有 す る と い え る 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 試 験 し た 全 て の Ｈ Ｍ Ａ ｂ に 、 少 な く と も ２ 種 の Ｈ Ｃ Ｖ 遺 伝 子 型 へ の 反 応 性 が あ る こ と は
、 Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｈ Ｍ Ａ ｂ に よ り 認 識 さ れ る エ ピ ト ー プ が 高 度 に 保 存 さ れ て い る こ と を 示 唆 し て
い る (図 ９ 参 照 )。 Ｈ Ｍ Ａ ｂ に よ り 認 識 さ れ る エ ピ ト ー プ が 天 然 状 態 で 立 体 構 造 で あ る か 直
鎖 状 で あ る か を 調 べ る こ と が 重 要 で あ る 。 こ れ は Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｈ Ｍ Ａ ｂ に よ る 天 然 及 び 変 性 両
方 の Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ ２ タ ン パ ク 質 に 対 す る 反 応 性 を 比 較 す る こ と に よ っ て 直 接 調 べ ら れ る (図
９ 参 照 )。 予 想 通 り 、 １ １ 種 全 て の Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｈ Ｍ Ａ ｂ が Ｈ Ｃ Ｖ １ ｂ Ｅ ２ を 認 識 す る 。 Ｈ Ｃ
Ｖ 　 Ｅ ２ を ０ ． ５ ％ Ｓ Ｄ Ｓ 及 び ５ ｍ Ｍ ジ チ オ ス レ イ ト ー ル の 存 在 下 ５ ６ ℃ で 加 熱 処 理 し た
結 果 、 １ １ 種 の Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｈ Ｍ Ａ ｂ の う ち １ ０ 種 の 反 応 性 が 完 全 に な く な っ た 。 唯 一 の 例 外
が Ｈ Ｍ Ａ ｂ Ｃ Ｂ Ｈ － １ ７ で 、 変 性 Ｅ ２ タ ン パ ク 質 に 対 し て 反 応 性 の 約 ９ ０ ％ を 保 持 し た 。
ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 解 析 に よ り Ｈ Ｍ Ａ ｂ Ｃ Ｂ Ｈ － １ ７ が 、 ｖ Ｑ １ ａ 又 は ｖ Ｑ １ ｂ に よ っ て
発 現 さ れ た Ｈ Ｃ Ｖ エ ン ベ ロ ー プ タ ン パ ク 質 に 対 し て 弱 い 反 応 性 を 示 す こ と が 確 認 さ れ た (
デ ー タ 示 さ ず )。 残 り １ ０ 種 の Ｈ Ｍ Ａ ｂ の い ず れ に つ い て も 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト で の ｖ
Ｑ １ ａ に 対 す る 反 応 性 は 見 ら れ な か っ た (デ ー タ 示 さ ず )。 従 っ て １ １ 種 の う ち １ ０ 種 の Ｈ
Ｃ Ｖ 　 Ｈ Ｍ Ａ ｂ が 立 体 構 造 エ ピ ト ー プ を 認 識 す る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 最 後 に 、 競 合 解 析 を 用 い て 、 ど の Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｈ Ｍ Ａ ｂ が 同 一 の (又 は 空 間 的 に 非 常 に 近 い )
エ ピ ト ー プ を 認 識 す る か を 調 べ た 。 こ の ア ッ セ イ の 概 要 を 図 １ ０ に 示 す 。 Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｈ Ｍ Ａ
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ｂ Ｃ Ｂ Ｈ － ５ 、 Ｃ Ｂ Ｈ － ２ 及 び Ｃ Ｂ Ｈ － ７ を 標 準 法 で ビ オ チ ン 化 し 、 選 択 し た Ｈ Ｍ Ａ ｂ の
過 剰 な 存 在 下 に お け る ビ オ チ ン 化 Ｈ Ｍ Ａ ｂ に よ る Ｈ Ｃ Ｖ １ 型 又 は ２ 型 Ｅ ２ に 対 す る 反 応 性
を 、 全 く 抗 体 を 添 加 し な い 試 料 に お け る 反 応 性 と 比 較 し た 。 図 １ １ に 見 ら れ る よ う に 、 対
照 Ｈ Ｍ Ａ ｂ Ｒ ０ ４ 及 び Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｈ Ｍ Ａ ｂ Ｃ Ｂ Ｈ － ４ Ｄ 、 － ４ Ｂ 、 － ４ Ｇ 、 － ７ 、 － ９ 及 び
－ １ ７ は 全 て Ｈ Ｍ Ａ ｂ Ｃ Ｂ Ｈ － ５ 結 合 を 本 質 的 に 阻 害 し な か っ た 。 こ れ に 対 し て 、 Ｈ Ｍ Ａ
ｂ Ｃ Ｂ Ｈ － ５ は そ れ 自 身 の 過 剰 分 に よ り ８ ５ ％ 、 Ｈ Ｍ Ａ ｂ Ｃ Ｂ Ｈ － ８ Ｅ は 約 ７ ５ ％ が 阻 害
さ れ た 。 Ｈ Ｍ Ａ ｂ Ｃ Ｂ Ｈ － ８ Ｃ 及 び Ｃ Ｂ Ｈ － １ １ に よ る Ｈ Ｍ Ａ ｂ Ｃ Ｂ Ｈ － ５ の 阻 害 は 他 よ
り ム ラ が あ り 、 Ｈ Ｍ Ａ ｂ Ｃ Ｂ Ｈ － ２ に よ っ て は 約 ５ ０ ％ だ け 阻 害 さ れ た 。 特 に 、 Ｈ Ｍ Ａ ｂ
Ｃ Ｂ Ｈ － ２ で 見 ら れ た 競 合 は 比 較 的 曖 昧 で 、 Ｃ Ｂ Ｈ － ２ が 低 い 親 和 性 で 同 じ エ ピ ト ー プ を
Ｃ Ｂ Ｈ － ５ と し て 認 識 し た の か 、 空 間 的 に 近 い 別 の エ ピ ト ー プ を 認 識 し た の か は は っ き り
し な い 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 Ｈ Ｍ Ａ ｂ Ｃ Ｂ Ｈ － ２ に よ る 抗 体 競 合 解 析 (図 １ ２ )を 行 っ た と こ ろ 、 Ｈ Ｍ Ａ ｂ Ｃ Ｂ Ｈ － ２
結 合 が 、 そ れ 自 身 並 び に Ｈ Ｍ Ａ ｂ Ｃ Ｂ Ｈ － ５ 、 － ８ Ｃ 及 び － ８ Ｅ に よ っ て ７ ５ ％ 以 上 阻 害
さ れ た 。 こ れ に 対 し て 、 Ｃ Ｂ Ｈ － ７ は Ｑ １ ａ タ ン パ ク 質 の み に 対 す る 結 合 を ６ ０ ％ 阻 害 し
、 Ｃ Ｂ Ｈ － １ １ は Ｑ １ ｂ 及 び Ｑ ２ ａ タ ン パ ク 質 の み に 対 す る 結 合 を 阻 害 し た 。 Ｈ Ｍ Ａ ｂ Ｃ
Ｂ Ｈ － ５ に 関 し て 、 Ｈ Ｍ Ａ ｂ Ｃ Ｂ Ｈ － ４ Ｇ 、 － ４ Ｄ 、 － ４ Ｂ 、 － ９ 又 は － １ ７ と の 競 合 は
見 ら れ な か っ た 。 Ｈ Ｍ Ａ ｂ Ｃ Ｂ Ｈ － ７ の 競 合 結 果 (図 １ ３ )を 解 析 し た と こ ろ 、 Ｃ Ｂ Ｈ － ７
の 結 合 を 顕 著 に 阻 害 し た 唯 一 の Ｈ Ｍ Ａ ｂ は そ れ 自 身 で あ っ た こ と が 分 か っ た 。 こ れ ら の デ
ー タ は 、 幅 広 い 反 応 性 を 示 す Ｈ Ｍ Ａ ｂ の う ち 、 Ｃ Ｂ Ｈ － ２ 、 － ５ 、 － １ １ 及 び － ７ が 別 個
の エ ピ ト ー プ を 認 識 す る こ と を 実 証 し て い る 。 又 、 Ｃ Ｂ Ｈ － ２ 、 － ８ Ｃ 及 び － ８ Ｅ が 同 一
の エ ピ ト ー プ あ る い は ２ 種 の 異 な る エ ピ ト ー プ の い ず れ か を 認 識 す る と い う 可 能 性 が 残 っ
て い る 。 加 え て Ｃ Ｂ Ｈ － ９ 及 び Ｃ Ｂ Ｈ － ４ Ｇ が 同 じ エ ピ ト ー プ 又 は ２ 種 の 異 な る エ ピ ト ー
プ を 認 識 す る 可 能 性 が あ る が 、 Ｃ Ｂ Ｈ － ２ 、 － ５ 等 と 競 合 し な か っ た の で 、 幅 広 い 反 応 性
を 有 す る 他 の Ｈ Ｍ Ａ ｂ の よ う に 同 じ エ ピ ト ー プ を 認 識 す る と い う わ け で は な い こ と が 確 認
さ れ た 。 従 っ て 、 幅 広 い 反 応 性 を 有 す る Ｈ Ｍ Ａ ｂ は 少 な く と も ５ 種 の 異 な る エ ピ ト ー プ を
認 識 す る 。
【 実 施 例 ５ 】
【 ０ １ ２ ２ 】

　 結 合 中 和 (Ｎ Ｏ Ｂ )ア ッ セ イ は 、 所 与 の 抗 体 又 は 血 清 が 、 ヒ ト Ｔ 細 胞 系 に 発 現 し た 推 定 受
容 体 に 対 す る Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ ２ タ ン パ ク 質 に よ る 結 合 を 阻 害 す る こ と が で き る か ど う か を 調 べ
る も の で あ る 。 文 献 の 方 法 及 び Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ ２ タ ン パ ク 質 を 用 い て Ｎ Ｏ Ｂ ア ッ セ イ を 行 っ た
(Rosaら 、 上 述 ； Ishiiら 、 上 述 )。 以 下 簡 単 に 述 べ る と 、 哺 乳 類 細 胞 で 産 生 し た １ μ ｇ の
Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ ２ 　 １ ａ タ ン パ ク 質 (Rosaら 、 上 述 )を 様 々 な 希 釈 率 の 抗 体 (０ ． １ ～ ３ ０ ０ μ
ｇ ／ ｍ ｌ )と 混 合 し 、 ３ ７ ℃ で ３ ０ 分 保 温 し た 。 Ｍ ｏ ｌ ｔ － ４ 細 胞 (１ ０ 5 )を 混 合 物 に 添 加
し 、 氷 上 で １ 時 間 保 温 し た 。 洗 浄 後 、 Ｍ ｏ ｌ ｔ － ４ 細 胞 に 結 合 し た Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ ２ の 量 を 文
献 の よ う に フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー で 評 価 し た (Rosaら 、 上 述 )。 Ｎ Ｏ Ｂ 力 価 は 、 Ｅ ２ 結 合 を
５ ０ ％ 中 和 す る 血 清 希 釈 と し て 定 義 し た 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 Ｃ Ｄ ８ １ を 発 現 す る 標 的 細 胞 へ の Ｈ Ｃ Ｖ １ ａ Ｅ ２ に よ る 結 合 を 阻 害 す る Ｈ Ｍ Ａ ｂ の 能 力
を 、 結 合 中 和 (Ｎ Ｏ Ｂ )ア ッ セ イ (Rosaら 、 上 述 )で 評 価 し た 。 Ｈ Ｍ Ａ ｂ Ｃ Ｂ Ｈ － ４ Ｄ 、 ４ Ｂ
、 ４ Ｇ 及 び １ ７ は 、 ２ ５ μ ｇ ／ ｍ ｌ 未 満 の 濃 度 で は Ｅ ２ に よ る 標 的 細 胞 へ の 結 合 を ブ ロ ッ
ク し な か っ た 。 複 数 の 実 験 に お い て 、 Ｈ Ｍ Ａ ｂ Ｃ Ｂ Ｈ － ２ 、 － ５ 、 － ７ 、 － ８ Ｃ 、 － ８ Ｅ
及 び － １ １ は 、 １ ～ １ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の 濃 度 で ５ ０ ％ の 阻 害 を 達 成 し た (表 ４ )。
【 実 施 例 ６ 】
【 ０ １ ２ ４ 】

　 近 年 、 ヒ ト テ ト ラ ス パ ニ ン タ ン パ ク 質 Ｃ Ｄ ８ １ は 、 Ｈ Ｃ Ｖ の 潜 在 的 受 容 体 か つ Ｈ Ｃ Ｖ 　
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結 合 中 和 ア ッ セ イ に お け る Ｅ ２ 特 異 的 Ｈ Ｍ Ａ ｂ 活 性 の 評 価

Ｅ ２ に よ る Ｃ Ｄ ８ １ へ の 結 合 に Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｈ Ｍ Ａ ｂ が 与 え る 影 響 ： マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー
ト ア ッ セ イ



Ｅ ２ の 細 胞 標 的 タ ン パ ク 質 と し て Ｎ Ｏ Ｂ ア ッ セ イ で 同 定 さ れ て い る 。 Ｃ Ｄ ８ １ 内 の Ｈ Ｃ Ｖ
　 Ｅ ２ に 対 す る 結 合 部 位 は 、 以 前 は 細 胞 外 ド メ イ ン ２ 又 は Ｌ Ｅ Ｌ と 称 さ れ て い た 、 大 き な
細 胞 外 ド メ イ ン Ｃ Ｄ ８ １ － Ｌ Ｅ Ｌ に 位 置 す る こ と が 分 か っ て い る (Pileriら 、 1998 Scienc
e 282： 938-941； こ こ に 参 照 し て 説 明 に 代 え る )。 Ｅ ２ と Ｌ Ｅ Ｌ と の 混 同 を 避 け る た め に
、 こ の 領 域 を 大 細 胞 外 ド メ イ ン (Ｌ Ｅ Ｌ )と 称 す る こ と に す る 。 ヒ ト Ｃ Ｄ ８ １ の 細 胞 外 ド メ
イ ン (Ｃ Ｄ ８ １ － Ｌ Ｅ Ｌ )を 、 ｐ Ｇ Ｅ Ｘ ベ ク タ ー (Ｇ Ｓ Ｔ － ２ Ｔ )を 用 い て グ ル タ チ オ ン － Ｓ
－ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ と の 融 合 蛋 白 質 と し て 発 現 し た 。 タ ン パ ク 質 の 作 製 と 精 製 は 文 献 に
従 っ て 行 っ た (Flintら 、 1999 J.Virology 73： 6235-6244； こ こ に 参 照 し て 説 明 に 代 え る )
。 こ の Ｃ Ｄ ８ １ － Ｌ Ｅ Ｌ － Ｇ Ｓ Ｔ 融 合 蛋 白 質 を 用 い て 、 ど の Ｈ Ｍ Ａ ｂ が Ｃ Ｄ ８ １ － Ｈ Ｃ Ｖ
　 Ｅ ２ 複 合 体 を 認 識 で き る か を 調 べ た 。 こ の ア ッ セ イ の 概 要 を 図 １ ４ に 示 す 。 マ イ ク ロ タ
イ タ ー プ レ ー ト ウ ェ ル を 、 Ｐ Ｂ Ｓ で 希 釈 し た 精 製 Ｃ Ｄ ８ １ － Ｌ Ｅ Ｌ 又 は 非 組 換 え Ｇ Ｓ Ｔ １
０ ０ ｎ ｇ で コ ー テ ィ ン グ し た 。 ３ ７ ℃ で ２ 時 間 お い た 後 、 ウ ェ ル を Ｔ Ｂ Ｓ で 一 回 洗 浄 し 、
１ ５ ０ μ ｌ の Ｂ Ｌ Ｏ Ｔ Ｔ Ｏ と 共 に 室 温 で １ 時 間 保 温 し て ブ ロ ッ キ ン グ し た 。 Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ ２
発 現 ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス で 感 染 し た Ｂ Ｓ Ｃ １ 細 胞 か ら の 抽 出 物 を 、 試 験 抗 体 を 含 む １ ０ ０
μ ｌ の Ｂ Ｌ Ｏ Ｔ Ｔ Ｏ と 共 に コ ー テ ィ ン グ プ レ ー ト 内 で 合 わ せ 、 緩 や か に 撹 拌 し な が ら ４ ℃
で 一 晩 保 温 し た 。 ウ ェ ル を Ｔ Ｂ Ｓ で ３ 回 洗 浄 し 、 実 施 例 ４ と 同 様 に 適 当 な ア ル カ リ ホ ス フ
ァ タ ー ゼ 結 合 二 次 抗 体 及 び Ｐ Ｎ Ｐ Ｐ 基 質 を 添 加 し た 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 多 重 遺 伝 子 型 の Ｅ ２ タ ン パ ク 質 を 用 い た Ｎ Ｏ Ｂ の 結 果 を 確 認 す る た め に 、 Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ ２
と Ｃ Ｄ ８ １ と の 相 互 作 用 を Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｈ Ｍ Ａ ｂ が 阻 害 で き る か ど う か を 評 価 し た 。 ま ず マ イ
ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト を 精 製 Ｃ Ｄ ８ １ － Ｌ Ｅ Ｌ グ ル タ チ オ ン － Ｓ － ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 融
合 蛋 白 質 で コ ー テ ィ ン グ し Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｈ Ｍ Ａ ｂ の 存 在 下 に 、 過 剰 な Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ ２ を 添 加 し た
。 Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ ２ は ヒ ト Ｃ Ｄ ８ １ と 特 異 的 に 結 合 す る が 他 の ほ ぼ 全 て の 霊 長 類 の Ｃ Ｄ ８ １ タ
ン パ ク 質 と は 結 合 し な い の で (Rosaら 、 上 述 )、 Ｅ ２ タ ン パ ク 質 を ミ ド リ ザ ル 肝 細 胞 系 Ｂ Ｓ
Ｃ － １ 内 で 産 生 し 、 内 因 性 の Ｃ Ｄ ８ １ に よ る 影 響 を 最 小 限 に 抑 え た 。 抗 Ｈ Ｃ Ｖ 及 び 対 照 抗
体 の 両 方 が 、 精 製 非 組 換 え グ ル タ チ オ ン － Ｓ － ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ に よ っ て 捕 捉 さ れ な か
っ た 。 野 生 型 ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス に 感 染 さ せ た Ｂ Ｓ Ｃ － １ 細 胞 の 抽 出 物 と 併 せ た 時 、 Ｃ Ｄ
８ １ に よ っ て も 、 Ｈ Ｃ Ｖ 又 は 対 照 抗 体 は 捕 捉 さ れ な か っ た (デ ー タ 示 さ ず )。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 試 験 し た ４ 種 全 て の 遺 伝 子 型 の Ｅ ２ タ ン パ ク 質 を 同 程 度 に 含 む Ｃ Ｄ ８ １ コ ー ト プ レ ー ト
に Ｎ Ｏ Ｂ 陰 性 Ｈ Ｍ Ａ ｂ Ｃ Ｂ Ｈ － ４ Ｇ を 捕 捉 し た 。 Ｈ Ｍ Ａ ｂ Ｃ Ｂ Ｈ － ４ Ｂ 、 － ４ Ｄ 及 び － １
７ は Ｈ Ｃ Ｖ １ ａ 又 は １ ｂ Ｅ ２ タ ン パ ク 質 に よ っ て 様 々 な 程 度 で Ｃ Ｄ ８ １ コ ー ト プ レ ー ト 上
に 捕 捉 さ れ た が 、 Ｈ Ｃ Ｖ ２ ａ 又 は ２ ｂ Ｅ ２ タ ン パ ク 質 に よ っ て は 捕 捉 さ れ な か っ た 。 こ の
結 果 は 、 こ れ ら Ｈ Ｍ Ａ ｂ が 示 し た Ｇ Ｎ Ａ 捕 捉 Ｅ ２ タ ン パ ク 質 に 対 す る 反 応 性 と 一 致 す る (
図 １ ５ )。 ４ 種 の Ｎ Ｏ Ｂ 陰 性 Ｈ Ｍ Ａ ｂ の 滴 定 解 析 を 行 っ た と こ ろ 、 １ ～ １ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の
濃 度 に て 最 大 ５ ０ ％ の 結 合 率 で 全 て が Ｈ Ｃ Ｖ １ ｂ Ｅ ２ タ ン パ ク 質 に 結 合 し た (表 ４ )。 Ｎ Ｏ
Ｂ 陽 性 抗 体 Ｃ Ｂ Ｈ － ２ 、 － ５ 、 － ７ 、 － ８ Ｃ 、 － ８ Ｅ 及 び － １ １ は い ず れ も Ｃ Ｄ ８ １ 及 び
試 験 し た ４ 種 全 て の 遺 伝 子 型 の Ｅ ２ タ ン パ ク 質 に よ っ て 捕 捉 さ れ な か っ た (図 １ ５ )。 Ｈ Ｃ
Ｖ １ ｂ Ｅ ２ タ ン パ ク 質 が Ｃ Ｄ ８ １ － Ｌ Ｅ Ｌ に す で に 結 合 し た ウ ェ ル に Ｈ Ｃ Ｖ 抗 体 を 添 加 し
た と き に も 同 様 の 結 果 が 得 ら れ た (デ ー タ 示 さ ず )。 こ の こ と は 、 得 ら れ た 結 果 が Ｅ ２ タ ン
パ ク 質 及 び Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｈ Ｍ Ａ ｂ の 添 加 と は そ れ ぞ れ 関 係 が な い こ と を 意 味 す る 。 Ｈ Ｍ Ａ ｂ Ｃ
Ｂ Ｈ － ２ 及 び ７ は Ｇ Ｎ Ａ 捕 捉 Ｅ ２ に 対 し て 強 い 反 応 性 を 示 し Ｃ Ｄ ８ １ 結 合 Ｅ ２ に 対 し て 陰
性 で あ る が 、 こ れ ら 抗 体 の 滴 定 解 析 を 行 っ た と こ ろ 、 こ れ ら は ２ ５ μ ｇ ／ ｍ ｌ の 濃 度 ま で
Ｃ Ｄ ８ １ － Ｌ Ｅ Ｌ 　 Ｅ ２ 複 合 体 に 結 合 し な か っ た こ と が 確 認 さ れ た (デ ー タ 示 さ ず )。 従 っ
て ６ 種 の Ｈ Ｍ Ａ ｂ が 、 多 重 遺 伝 子 型 の Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ ２ に よ る Ｃ Ｄ ８ １ － Ｌ Ｅ Ｌ へ の 結 合 を 阻
害 し た 。
【 ０ １ ２ ７ 】
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【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 実 施 例 ７ 】
【 ０ １ ２ ８ 】

　 Ｈ Ｃ Ｖ 感 染 者 の 治 療 と 管 理 を 補 助 す る も の と し て 、 感 染 者 が 強 力 な 抗 ウ イ ル ス 免 疫 応 答
を 有 す る か を 調 べ る こ と が 望 ま し い 。 上 記 し た 結 合 中 和 ア ッ セ イ や チ ン パ ン ジ ー 接 種 前 に
行 う エ ク ス ビ ボ 中 和 等 、 中 和 抗 体 力 価 を 測 定 で き る ア ッ セ イ が 幾 つ か あ る が 、 こ れ ら の ア
ッ セ イ は い ず れ も 煩 雑 で あ り 大 量 の 試 料 を 検 査 す る の に 適 し て い な い 。 従 っ て 、 ヒ ト 血 清
中 の 抗 体 等 の 結 合 を 中 和 す る レ ベ ル を 調 べ る 阻 害 ア ッ セ イ に お い て 、 多 重 遺 伝 子 型 の Ｈ Ｃ
Ｖ 　 Ｅ ２ タ ン パ ク 質 と の Ｃ Ｄ ８ １ 複 合 体 に 対 し て 同 等 の 反 応 性 を 持 つ Ｈ Ｍ Ａ ｂ Ｃ Ｂ Ｈ － ４
Ｇ を 用 い た 。 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の 各 ウ ェ ル を 、 ５ ０ ０ ｎ ｇ の 精 製 Ｇ Ｎ Ａ レ ク チ ン
又 は １ ０ ０ ｎ ｇ の Ｇ Ｓ Ｔ － Ｃ Ｄ ８ １ － Ｌ Ｅ Ｌ 融 合 蛋 白 質 の い ず れ か で 、 ３ ７ ℃ に て １ 時 間
コ ー テ ィ ン グ し た 。 ウ ェ ル を Ｔ Ｂ Ｓ で １ 回 洗 浄 し 、 １ ５ ０ μ ｌ の Ｂ Ｌ Ｏ Ｔ Ｔ Ｏ で 室 温 に て
１ 時 間 ブ ロ ッ キ ン グ し た 。 次 い で ウ ェ ル を Ｔ Ｂ Ｓ で １ 回 洗 浄 し 、 様 々 な 希 釈 率 の 試 験 血 清
又 は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 適 当 な ウ ェ ル に 添 加 し て 合 計 ５ ０ μ ｌ と し た 。 そ れ と は 別 に 各
ウ ェ ル 用 に 、 １ ５ μ ｌ の Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ ２ タ ン パ ク 質 含 有 抽 出 物 を Ｈ Ｍ Ａ ｂ Ｃ Ｂ Ｈ － ４ Ｇ の ビ
オ チ ン 化 調 製 物 ４ μ ｇ ／ ｍ ｌ と 併 せ 、 Ｂ Ｌ Ｏ Ｔ Ｔ Ｏ で 合 計 ５ ０ μ ｌ と し た 。 ４ ℃ で ２ ０ 分
保 温 し た 後 、 す で に 試 験 抗 体 を 含 ん で い る マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト ウ ェ ル に Ｅ ２ と Ｃ Ｂ
Ｈ － ４ Ｇ の 混 合 物 を 添 加 し た 。 プ レ ー ト 全 体 を 緩 く 攪 拌 し な が ら ４ ℃ で 一 晩 保 温 し た 。 翌
朝 ウ ェ ル の 内 容 物 を 捨 て 、 Ｔ Ｂ Ｓ で ３ 回 洗 浄 し た 。 次 に ０ ． １ ％ Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ － ２ ０ (Ｓ ｉ
ｇ ｍ ａ 、 ミ ズ ー リ 州 セ ン ト ル イ ス )を 含 む Ｐ Ｂ Ｓ で １ ／ １ ０ ０ ０ に 希 釈 し た ス ト レ プ ト ア
ビ ジ ン 結 合 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ (Amersham－ Pharmacia、 ニ ュ ー ジ ャ ー ジ ー 州 ピ ス キ ャ
タ ウ ェ イ )１ ０ ０ μ ｌ を 添 加 し た 。 プ レ ー ト を 室 温 で １ 時 間 保 温 し た 後 、 ウ ェ ル を Ｔ Ｂ Ｓ
で ４ 回 洗 浄 し 、 実 施 例 ２ 及 び ４ で 述 べ た よ う に 、 結 合 し た ビ オ チ ン 化 抗 体 を Ｐ Ｎ Ｐ Ｐ 基 質
と 共 に 保 温 し て 検 出 し た 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 １ １ 種 の Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｈ Ｍ Ａ ｂ 群 を 試 験 抗 体 と し て 用 い た 結 果 を 図 １ ８ に 示 す 。 こ の 実 験 に
お い て は 、 ２ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ 濃 度 の Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｈ Ｍ Ａ ｂ が 、 Ｈ Ｃ Ｖ 遺 伝 子 型 １ ａ Ｅ ２ タ ン パ ク
質 に よ る ヒ ト Ｃ Ｄ ８ １ － Ｌ Ｅ Ｌ へ の 結 合 を 阻 害 す る か ど う か を 評 価 し た 。 Ｃ Ｄ ８ １ － Ｌ Ｅ
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Ｌ で コ ー テ ィ ン グ し た ウ ェ ル に お け る 結 合 阻 害 を 、 Ｇ Ｎ Ａ レ ク チ ン で コ ー テ ィ ン グ し た ウ
ェ ル に お い て 同 じ 抗 体 で 得 た 結 果 と 比 較 し た 。 Ｇ Ｎ Ａ コ ー テ ィ ン グ ウ ェ ル に い て Ｅ ２ 結 合
が 阻 害 さ れ た こ と は 、 Ｃ Ｂ Ｈ － ４ Ｇ 検 出 抗 体 と 競 合 抗 体 と の 相 互 作 用 が 阻 害 さ れ て い る こ
と を 反 映 し て い る 。 Ｃ Ｄ ８ １ － Ｌ Ｅ Ｌ コ ー テ ィ ン グ ウ ェ ル に お け る 特 異 的 阻 害 は 、 Ｃ Ｄ ８
１ と Ｅ ２ と の 相 互 作 用 の 阻 害 を 反 映 し て い る 。 １ １ 種 の Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｈ Ｍ Ａ ｂ 又 は 対 照 抗 体 Ｒ
０ ４ の い ず れ も が 、 Ｇ Ｎ Ａ に 捕 捉 さ れ た Ｅ ２ へ の Ｃ Ｂ Ｈ － ４ Ｇ に よ る 結 合 を ５ ０ ％ 以 上 阻
害 し な か っ た 。 こ れ に 対 し て 、 既 に 結 合 中 和 陽 性 で あ る こ と が 示 さ れ た ６ 種 の Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｈ
Ｍ Ａ ｂ の う ち ５ 種 が Ｃ Ｂ Ｈ － ４ Ｇ － Ｅ ２ 複 合 体 に よ る Ｃ Ｄ ８ １ － Ｌ Ｅ Ｌ へ の 結 合 を 強 く 阻
害 し た 。 唯 一 の 例 外 は Ｈ Ｍ Ａ ｂ Ｃ Ｂ Ｈ － １ １ で 、 遺 伝 子 型 １ ａ Ｅ ２ タ ン パ ク 質 の Ｑ １ ａ 単
離 体 を 効 率 よ く 認 識 し な か っ た 。 Ｃ Ｄ ８ １ － Ｌ Ｅ Ｌ － Ｅ ２ 複 合 体 を 認 識 す る Ｈ Ｍ Ａ ｂ Ｃ Ｂ
Ｈ － ４ ｂ 、 － ４ Ｇ 、 － ４ Ｄ 、 － ９ 及 び － １ ７ は 全 て 、 Ｃ Ｂ Ｈ － ４ Ｇ 結 合 Ｅ ２ に よ る Ｃ Ｄ ８
１ － Ｌ Ｅ Ｌ へ の 結 合 に 最 小 限 の 影 響 し か 与 え な か っ た 。 従 っ て Ｈ Ｍ Ａ ｂ Ｃ Ｂ Ｈ － ４ Ｇ は 、
Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ ２ と Ｃ Ｄ ８ １ と の 相 互 作 用 を 阻 害 可 能 な 抗 体 と 可 能 で な い 抗 体 と を 効 果 的 に 識
別 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ０ 】
【 表 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ３ １ 】
　 Ｈ Ｃ Ｖ と 、 Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｈ Ｍ Ａ ｂ の 代 わ り に 対 照 血 清 と を 用 い て 上 記 実 験 を 繰 り 返 し た (図
１ ９ )。 ６ 種 の 遺 伝 子 型 の 特 定 さ れ た Ｈ Ｃ Ｖ 血 清 (遺 伝 子 型 １ ａ 血 清 ３ 種 及 び 遺 伝 子 型 ２ ｂ
の 血 清 ３ 種 )及 び ２ 種 の Ｈ Ｃ Ｖ 陰 性 血 清 を 、 １ ／ １ ０ ０ ０ の 希 釈 率 で 相 同 的 Ｅ ２ タ ン パ ク
質 に 対 し て 試 験 し た 。 Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｈ Ｍ Ａ ｂ に つ い て み ら れ た よ う に 、 Ｇ Ｎ Ａ に 対 す る Ｈ Ｃ Ｖ
　 Ｅ ２ に よ る 結 合 の 阻 害 は 殆 ど 或 い は 全 く 見 ら れ な か っ た 。 陰 性 血 清 の い ず れ も が 、 Ｈ Ｃ
Ｖ 　 Ｅ ２ に よ る Ｃ Ｄ ８ １ － Ｌ Ｅ Ｌ へ の 結 合 に 顕 著 な 影 響 を 与 え な か っ た 。 こ れ に 対 し て Ｈ
Ｃ Ｖ 血 清 は 、 Ｅ ２ に よ る Ｃ Ｄ ８ １ － Ｌ Ｅ Ｌ へ の 結 合 を 幅 広 く 阻 害 し た 。 従 っ て マ イ ク ロ タ
イ タ ー プ レ ー ト に お い て は 、 Ｈ Ｍ Ａ ｂ Ｃ Ｂ Ｈ － ４ Ｇ が 推 定 受 容 体 Ｃ Ｄ ８ １ に 結 合 し た と い
え る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 上 記 結 果 か ら 明 ら か な よ う に 、 Ｈ Ｃ Ｖ 感 染 の 診 断 法 と 治 療 法 の 開 発 に は 、 モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 も 重 要 な 役 割 を 担 う 。 遺 伝 子 型 １ 及 び ２ を 認 識 で き る の で 、 陰 性 の 誤 認 が よ り 少 な
い Ｈ Ｃ Ｖ ア ッ セ イ を 行 う こ と が で き 、 Ｈ Ｃ Ｖ 感 染 を 同 定 す る ア ッ セ イ は 多 量 の 抗 体 を 必 要
と し な い 。 抗 体 は 幅 広 い 治 療 プ ロ グ ラ ム へ の 用 途 が 期 待 で き る 。 更 に 抗 体 を 用 い て 、 遺 伝
子 型 を 同 定 し 、 ビ リ オ ン 粒 子 を 単 離 し 、 Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｒ Ｎ Ａ を 単 離 し 、 血 清 又 は 他 の 試 料 か ら
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抗 原 を 捕 捉 し 、 (例 え ば ラ ン ダ ム ペ プ チ ド フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ
と に よ っ て )ミ モ ト ー プ を 同 定 又 は 単 離 す る こ と が で き る 。 ヒ ト 由 来 な の で 、 ウ イ ル ス に
接 触 し た と 考 え ら れ る 個 人 を 保 護 す る 予 防 治 療 や 、 患 者 内 の 有 効 ウ イ ル ス 量 を 低 減 さ せ る
治 療 に 用 い る こ と が で き る 。
【 実 施 例 ８ 】
【 ０ １ ３ ３ 】

材 料 及 び 方 法
　 細 胞 系 及 び ウ イ ル ス 。 １ ０ ％ 牛 胎 児 血 清 (Ｆ Ｃ Ｓ )及 び ２ ｍ Ｍ グ ル タ ミ ン を 追 加 し た 最 小
必 要 培 地 (Ｍ Ｅ Ｍ 、 Life Technologies、 メ リ ー ラ ン ド 州 ベ セ ズ ダ )で ヒ ー ラ 細 胞 を 培 養 し
た 。 １ ０ ％ 牛 胎 児 血 清 (Ｇ Ｉ Ｂ Ｃ Ｏ )及 び Ｌ － グ ル タ ミ ン (２ ｍ Ｍ )(Ｇ Ｉ Ｂ Ｃ Ｏ )を 追 加 し た
ダ ル ベ ッ コ 改 変 最 小 必 要 培 地 (Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ 、 Life Technologies、 メ リ ー ラ ン ド 州 ゲ ー サ ー ズ
バ ー グ )で 、 ５ ％ Ｃ Ｏ 2 に て ヒ ト 胚 性 腎 臓 (Ｈ Ｅ Ｋ － ２ ９ ３ )細 胞 を 維 持 し た 。 Ｈ Ｃ Ｖ エ ン ベ
ロ ー プ タ ン パ ク 質 を 発 現 す る 組 換 え ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス を 作 製 し て 増 殖 さ せ た (Ｈ Ｃ Ｖ 　
Ｊ ｏ Ｖ 参 照 )。 Ｈ Ｃ Ｖ １ ａ Ｈ 株 の 構 造 タ ン パ ク 質 を 発 現 す る ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス １ ４ ８ ８
は Charles Rice博 士 よ り 入 手 し た 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。 Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｈ Ｍ Ａ ｂ の 産 生 、 精 製 及 び ビ オ チ ン 化 を 行 っ た (Ｈ Ｃ Ｖ
　 Ｊ ｏ Ｖ 参 照 )。 Jane McKeating博 士 よ り 得 た Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ ２ に 対 す る ラ ッ ト モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 ３ ／ １ １ を 前 述 の よ う に 培 養 し た 。 イ ン フ ル エ ン ザ ヘ マ グ ル チ ニ ン (Ｈ Ａ )エ ピ ト ー
プ に 対 す る ラ ッ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は Roche Diagnostics(イ ン デ ィ ア ナ 州 イ ン デ ィ ア ナ
ポ リ ス )よ り 入 手 し た 。 ｃ － ｍ ｙ ｃ エ ピ ト ー プ に 対 す る ネ ズ ミ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は Santa
 Cruz Biotechnology(カ リ フ ォ ル ニ ア 州 サ ン タ ク ル ー ズ )よ り 入 手 し た 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 競 合 ア ッ セ イ 。 ヒ ー ラ 細 胞 の 単 層 を ８ ０ ％ コ ン フ ル エ ン ス ま で 培 養 し 、 Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ ２ を
発 現 す る 組 換 え ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス で 感 染 し 、 細 胞 質 抽 出 物 を 調 製 し た (Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｊ ｏ Ｖ
参 照 )。 ５ ０ ０ ｎ ｇ の 精 製 Galanthus nivalis(Ｇ Ｎ Ａ )レ ク チ ン (Ｓ Ｉ Ｇ Ｍ Ａ 、 ミ ズ ー リ 州
セ ン ト ル イ ス )を 含 む １ ０ ０ μ ｌ の Ｐ Ｂ Ｓ を 用 い て 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の ウ ェ ル
を ３ ７ ℃ で １ 時 間 コ ー テ ィ ン グ し た 。 ウ ェ ル を Ｔ Ｂ Ｓ (１ ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ２ ０ ｍ Ｍ
　 Ｔ ｒ ｉ ｓ － Ｈ Ｃ ｌ 、 ｐ Ｈ ７ ． ５ )で 洗 浄 し 、 １ ５ ０ μ ｌ の Ｂ Ｌ Ｏ Ｔ Ｔ Ｏ (Ｔ Ｂ Ｓ に ０ ． １
％ Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ － ２ ０ 、 ２ ． ５ ％ 正 常 ヤ ギ 血 清 、 ２ ． ５ ％ 脱 脂 粉 乳 を 加 え た も の )と 共 に 室
温 で １ 時 間 保 温 し て ブ ロ ッ キ ン グ し た 。 プ レ ー ト を Ｔ Ｂ Ｓ で ２ 回 洗 浄 し 、 １ ０ ０ μ ｌ の Ｂ
Ｌ Ｏ Ｔ Ｔ Ｏ に １ ５ μ ｌ の 抽 出 物 を 加 え た も の を 、 各 ウ ェ ル に 添 加 し た 。 室 温 で １ ． ５ 時 間
お い た 後 、 プ レ ー ト を Ｔ Ｂ Ｓ で ３ 回 洗 浄 し 、 様 々 な 濃 度 の 競 合 抗 体 を 合 計 ５ ０ μ ｌ ／ ウ ェ
ル と な る よ う に 添 加 し た 。 プ レ ー ト を ３ ０ 分 保 温 し 、 ビ オ チ ン 化 試 験 抗 体 溶 液 ８ μ ｇ ／ ｍ
ｌ (Ｃ Ｂ Ｈ － ４ Ｇ )又 は ４ μ ｇ ／ ｍ ｌ (他 の Ｈ Ｍ Ａ ｂ 全 て )を ５ ０ μ ｌ ／ ウ ェ ル と な る よ う に
添 加 し た 。 室 温 で １ ． ５ 時 間 保 温 し た 後 、 プ レ ー ト を Ｔ Ｂ Ｓ で ３ 回 洗 浄 し 、 １ ／ １ ０ ０ ０
に 希 釈 し た ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 結 合 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン (Amersham-Pharmacia Biotec
h、 ニ ュ ー ジ ャ ー ジ ー 州 ピ ス キ ャ タ ウ ェ イ )１ ０ ０ μ ｌ を 添 加 し た 。 室 温 で １ 時 間 お い た 後
、 プ レ ー ト を Ｔ Ｂ Ｓ で ４ 回 洗 浄 し 、 １ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ の リ ン 酸 ｐ － ニ ト ロ フ ェ ニ ル (Ｐ Ｎ Ｐ Ｐ )
溶 液 と 共 に ３ ０ 分 間 保 温 し た 。 ４ ０ ５ ｎ ｍ に お け る ウ ェ ル の 吸 光 度 を マ ル チ ウ ェ ル プ レ ー
ト リ ー ダ ー (BioTek Instruments、 バ ー モ ン ト 州 ウ ィ ヌ ー ス キ )で 調 べ た 。 競 合 抗 体 が 存 在
す る 場 合 に ビ オ チ ン 化 試 験 抗 体 及 び Ｅ ２ か ら 得 た シ グ ナ ル を 、 競 合 抗 体 が 存 在 し な い 場 合
に 試 験 抗 体 及 び Ｅ ２ か ら 得 た シ グ ナ ル と 比 較 し た 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ ２ 欠 失 コ ン ス ト ラ ク ト の 単 離 と ク ロ ー ニ ン グ 。 PureScript(Gentra systems
、 ミ ネ ソ タ 州 ミ ネ ア ポ リ ス )を マ ニ ュ ア ル に 従 っ て 用 い 、 Ｈ Ｃ Ｖ 遺 伝 子 型 １ ｂ 感 染 者 の 血
清 か ら Ｈ Ｃ Ｖ １ ｂ Ｒ Ｎ Ａ を 単 離 し た 。 ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス 組 換 え Ｑ １ ｂ と 全 て の Ｈ Ｃ Ｖ １
ｂ 欠 失 コ ン ス ト ラ ク ト の 両 方 を 同 じ 個 人 由 来 と し た 。 ラ ン ダ ム プ ラ イ マ ー と 逆 転 写 酵 素 (P

10

20

30

40

50

(39) JP 2006-504645 A 2006.2.9

Ｈ Ｃ Ｖ 感 染 小 動 物 モ デ ル に お い て Ｈ Ｃ Ｖ 複 製 を 阻 害 す る Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ ２ に 対 す る ヒ ト モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 の 競 合 解 析 及 び エ ピ ト ー プ の 位 置 解 析



erkin-Elmer Applied Biosystems、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 フ ォ ス タ ー シ テ ィ ー )を マ ニ ュ ア ル
に 従 っ て ４ ２ ℃ 、 ３ ０ 分 の 条 件 で 用 い 、 Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｒ Ｎ Ａ を ｃ Ｄ Ｎ Ａ に 変 換 し た 。 Ｈ Ｃ Ｖ 　
Ｅ １ の 断 片 を ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 (Ｐ Ｃ Ｒ )で 増 幅 し た 。 Ｐ Ｃ Ｒ に は ｐ ｆ ｕ 　 ｔ ａ ｑ ポ リ
メ ラ ー ゼ  (Stratageneカ リ フ ォ ル ニ ア 州 ラ ホ ー ヤ )と 、 Ｂ ｇ ｌ Ｉ Ｉ 又 は Ｐ ｓ ｔ Ｉ 制 限 酵 素
切 断 部 位 に 挟 ま れ た 適 当 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ (Integrated DNA Te
chnologies、 ア イ オ ワ 州 コ ー ル ビ ル よ り 入 手 )を 用 い た 。 Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｈ 株 コ ン ス ト ラ ク ト を
ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス コ ン ス ト ラ ク ト ｖ ｖ １ ４ ８ ８ の ウ イ ル ス ス ト ッ ク か ら Ｐ Ｃ Ｒ で 増 幅 し
た 。 次 い で 増 幅 し た Ｄ Ｎ Ａ を 、 Ｂ ｇ ｌ Ｉ Ｉ 及 び Ｐ ｓ ｔ Ｉ で 切 断 し た ｐ Ｄ ｉ ｓ ｐ ｌ ａ ｙ プ ラ
ス ミ ド (Invitrogen、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 カ ー ル ス バ ッ ド )内 に 連 結 し た 。 全 て の プ ラ ス ミ ド
は 、 標 準 的 な 工 程 を 用 い て 作 製 し た (２ ８ )。 自 動 シ ー ケ ン サ ー (PE-Applied Biosystems、
カ リ フ ォ ル ニ ア 州 フ ォ ス タ ー シ テ ィ ー )を 用 い て Ａ Ｂ Ｉ 　 Ｐ Ｒ Ｉ Ｓ Ｍ 　 Dye terminator cy
cle配 列 決 定 を 行 い 、 枠 内 Ｈ Ｃ Ｖ 挿 入 の 存 在 を 確 認 し た 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ ２ 欠 失 コ ン ス ト ラ ク ト の 発 現 。 ヒ ト 胚 性 腎 臓 (Ｈ Ｅ Ｋ )２ ９ ３ 細 胞 を 培 養 し て
翌 日 ま で に ６ ０ － ７ ０ ％ コ ン フ ル エ ン ス を 得 た 。 Ｔ － ７ ５ フ ラ ス コ の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ
ン 用 に 、 　 μ ｇ の 適 当 な プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ と 　 μ ｇ の Ｐ ｅ ｒ Ｆ ｅ ｃ ｔ 　 Ｌ ｉ ｐ ｉ ｄ 　 Ｐ ｆ
ｘ － ２ (InVitrogen、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 カ ー ル ス バ ッ ド )と の 混 合 物 を 、 　 ｍ ｌ の 血 清 を 含
ま な い 媒 体 と 、 １ ： ６ の Ｄ Ｎ Ａ ： 脂 質 比 (ｗ ／ ｗ )で 混 合 し た 。 ３ ７ ℃ で ４ 時 間 保 温 し た 後
、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 溶 液 を ２ ． ５ ｍ ｌ の 完 全 培 地 で 置 き 換 え 、 更 に ２ ４ 時 間 、 細 胞 を
培 養 し た 。 Ｐ Ｂ Ｓ で 細 胞 を 洗 浄 し て 細 胞 抽 出 物 を 調 製 し 、 １ ｍ ｌ の 溶 解 緩 衝 液 (１ ５ ０ ｍ
Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ２ ０ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ 　 ｐ Ｈ ７ ． ５ 、 ０ ． ５ ％ デ オ キ シ コ レ ー ト 、 １ ． ０ ％
ノ ニ デ ッ ト － Ｐ ４ ０ 、 １ ｍ Ｍ 　 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、 ０ ． ５ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ 　 Ｐ ｅ ｆ ａ ｂ ｌ ｏ ｃ (Boehrin
ger Mannheim、 イ ン デ ィ ア ナ 州 イ ン デ ィ ア ナ ポ リ ス )、 ２ μ ｇ ／ ｍ ｌ ア プ ロ チ ニ ン 、 ２ μ
ｇ ／ ｍ ｌ ロ イ ペ プ チ ン 及 び １ μ ｇ ／ ｍ ｌ ペ プ ス タ チ ン )に 再 懸 濁 し た 。 １ ８ ， ０ ０ ０ × ｇ
、 ４ ℃ に て １ ０ 分 間 遠 心 分 離 し て 核 を ペ レ ッ ト 状 に し た 。 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 解 析 用 に 、
抽 出 物 を １ 対 １ で ２ × 硫 酸 ド デ シ ル ナ ト リ ウ ム ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド 電 気 泳 動 試 料 緩 衝 液 (
Ｓ Ｄ Ｓ － Ｓ Ｂ ； ２ ０ ％ グ リ セ ロ ル 、 １ ０ ％ β － メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル 、 ４ ． ８ ％ Ｓ Ｄ Ｓ 、
０ ． １ ２ ５ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ 　 ｐ Ｈ ６ ． ８ )と 混 合 し た 。 タ ン パ ク 質 を ９ ５ ℃ で ５ 分 加 熱 し
て 変 性 し 、 変 性 し た 抽 出 物 の ２ ０ μ ｌ ア リ コ ー ト に つ い て １ ２ ％ ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル
で 硫 酸 ド デ シ ル ナ ト リ ウ ム ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド 電 気 泳 動 法 (Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ )を 行 っ た 。
Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ 及 び そ れ に 続 く ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト に は 、 標 準 法 を 用 い た 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト ア ッ セ イ 用 に 、 ５ ０ ０ ｎ ｇ の 精 製 Galanthus nivalis(Ｇ Ｎ Ａ
)レ ク チ ン (Ｓ Ｉ Ｇ Ｍ Ａ 、 ミ ズ ー リ 州 セ ン ト ル イ ス )を 含 む １ ０ ０ μ ｌ の Ｐ Ｂ Ｓ を 用 い て 、
マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の ウ ェ ル を ３ ７ ℃ で １ 時 間 コ ー テ ィ ン グ し た 。 ウ ェ ル を Ｔ Ｂ Ｓ
(１ ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ２ ０ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ － Ｈ Ｃ ｌ 、 ｐ Ｈ ７ ． ５ )で 洗 浄 し 、 １ ５ ０ μ
ｌ の Ｂ Ｌ Ｏ Ｔ Ｔ Ｏ (Ｔ Ｂ Ｓ に ０ ． １ ％ Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ － ２ ０ 、 ２ ． ５ ％ 正 常 ヤ ギ 血 清 、 ２ ． ５
％ 脱 脂 粉 乳 を 加 え た も の )と 共 に 室 温 で １ 時 間 保 温 し て ブ ロ ッ キ ン グ し た 。 ウ ェ ル を Ｔ Ｂ
Ｓ で ２ 回 洗 浄 し た 後 、 ７ ５ μ ｌ の Ｂ Ｌ Ｏ Ｔ Ｔ Ｏ で 希 釈 し た Ｅ ２ 欠 失 コ ン ス ト ラ ク ト で ト ラ
ン ス フ ェ ク ト し た Ｈ Ｅ Ｋ － ２ ９ ３ 細 胞 の 抽 出 物 ２ ５ μ ｌ を 添 加 し た 。 室 温 に １ ． ５ 時 間 お
い た 後 、 プ レ ー ト を Ｔ Ｂ Ｓ で ３ 回 洗 浄 し 、 様 々 な 濃 度 で モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 添 加 し た 。
プ レ ー ト を １ ． ５ 時 間 保 温 し 、 Ｔ Ｂ Ｓ で ３ 回 洗 浄 し 、 マ ニ ュ ア ル に 従 っ て Ｂ Ｌ Ｏ Ｔ Ｔ Ｏ で
希 釈 し た １ ０ ０ μ ｌ の 適 当 な ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 結 合 二 次 抗 体 を 添 加 し た (抗 ヒ ト 及
び 抗 マ ウ ス 抗 体 に つ い て は Promega(ウ ィ ス コ ン シ ン 州 マ デ ィ ソ ン )、 抗 ラ ッ ト 抗 体 に つ い
て は Kirkegard and Perry(カ リ フ ォ ル ニ ア 州 サ ウ ス サ ン フ ラ ン シ ス コ ))。 室 温 で １ 時 間 お
い た 後 、 プ レ ー ト を Ｔ Ｂ Ｓ で ４ 回 洗 浄 し 、 １ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ リ ン 酸 ｐ － ニ ト ロ フ ェ ニ ル (Ｐ Ｎ
Ｐ Ｐ )溶 液 で ３ ０ 分 保 温 し た 。 マ ル チ ウ ェ ル プ レ ー ト リ ー ダ ー (Du Pont Co、 デ ラ ウ ェ ア 州
ウ ィ ル ミ ン ト ン )を 持 ち い て 、 吸 光 度 を ４ ０ ５ ｎ ｍ で 測 定 し た 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 解 析 。 様 々 な 希 釈 率 で 試 験 抗 体 を 含 む 総 量 １ ０ ０ μ ｌ の 染 色 溶 液
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(Ｐ Ｂ Ｓ に １ ％ Ｆ Ｃ Ｓ 及 び ０ ． １ ％ ア ジ 化 ナ ト リ ウ ム を 加 え た も の )を 、 生 存 能 力 が あ る Ｈ
Ｃ Ｖ 　 Ｅ １ 発 現 又 は 対 照 Ｈ Ｅ Ｋ － ２ ９ ３ 細 胞 １ ０ 6 個 と 混 合 し 、 １ ０ ０ μ ｌ の 染 色 溶 液 に
再 懸 濁 し 、 ４ ℃ で ４ ５ 分 保 温 し た 。 ３ ｍ ｌ の 染 色 溶 液 を 更 に 添 加 し た 後 、 ５ ０ ０ × ｇ 、 室
温 に て １ ０ 分 間 遠 心 分 離 し て 細 胞 を ペ レ ッ ト 状 に し た 。 ペ レ ッ ト を 保 存 し 、 製 造 元 の マ ニ
ュ ア ル に し た が っ て 染 色 溶 液 で 希 釈 し た Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ 結 合 二 次 抗 体 １ ０ ０ μ ｌ に 再 懸 濁 し た (J
ackson Immunoresearch laboratories、 ペ ン シ ル バ ニ ア 州 ウ エ ス ト グ ロ ー ブ )。 ４ ℃ で ４
５ 分 間 お い た 後 、 ９ ０ ０ μ ｌ の 染 色 溶 液 を 添 加 し 、 上 記 し た よ う に 細 胞 を ペ レ ッ ト 状 に し
た 。 次 い で 細 胞 を １ ｍ ｌ の 定 着 溶 液 (３ ． ８ ％ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド を 含 む Ｐ Ｂ Ｓ )に 再 懸 濁 し
、 細 胞 表 面 に 結 合 し た Ｈ Ｍ Ａ ｂ の 量 を FACScalibur(Becton-Dickinson、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州
サ ン ホ ゼ )で 解 析 し た 。 ２ 色 染 色 用 に 二 次 抗 体 を Ｒ フ ィ コ エ リ ト リ ン と 複 合 し て 蛍 光 を ６
０ ６ ｎ ｍ で モ ニ タ ー す る 一 方 、 Ｅ Ｇ Ｆ Ｐ 蛍 光 を ５ ４ ５ ｎ ｍ で モ ニ タ ー し た 。
【 ０ １ ４ ０ 】
結 果
　 Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ ２ を 認 識 す る ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を ２ つ の 供 給 源 か ら 得 た 。 １ ０ 種 の Ｈ
Ｍ Ａ ｂ (Ｃ Ｂ Ｈ － ２ 、 Ｃ Ｂ Ｈ － ４ Ｂ 、 Ｃ Ｂ Ｈ － ４ Ｄ 、 Ｃ Ｂ Ｈ － ４ Ｇ 、 Ｃ Ｂ Ｈ － ５ 、 Ｃ Ｂ Ｈ
－ ７ 、 Ｃ Ｂ Ｈ － ８ Ｃ 、 Ｃ Ｂ Ｈ － ８ Ｅ 、 Ｃ Ｂ Ｈ － １ １ 及 び Ｃ Ｂ Ｈ － １ ７ )を 、 無 症 候 な 遺 伝
子 型 １ ｂ Ｈ Ｃ Ｖ 感 染 者 か ら 得 た 。 抗 体 は 異 な る 遺 伝 子 型 の Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ ２ に 対 し て 様 々 な 反
応 性 を 示 し 、 Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ ２ と ヒ ト Ｃ Ｄ ８ １ と の 相 互 作 用 に 対 す る 阻 害 能 は 様 々 で あ っ た 。
Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｈ Ｍ Ａ ｂ の 呼 称 、 反 応 性 、 特 性 を 表 ６ に ま と め た 。
【 ０ １ ４ １ 】
【 表 ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ４ ２ 】
　 競 合 ア ッ セ イ を 用 い て 、 Ｈ Ｍ Ａ ｂ に 反 応 性 を 有 す る Ｅ ２ 内 の 異 な る 部 位 の 数 を 調 べ た 。
各 Ｈ Ｍ Ａ ｂ を 精 製 し 、 ビ オ チ ン 化 し 、 様 々 な 濃 度 の 競 合 抗 体 の 存 在 下 で の 抗 体 の 結 合 を 調
べ た 。 典 型 的 な 結 合 曲 線 を 図 ２ １ に 記 す 。 Ｈ Ｍ Ａ ｂ Ｃ Ｂ Ｈ － ２ 、 Ｃ Ｂ Ｈ － ５ 、 Ｃ Ｂ Ｈ － ８
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Ｃ 及 び Ｃ Ｂ Ｈ － １ １ と Ｈ Ｃ Ｖ １ ｂ Ｅ ２ と の 結 合 は 、 過 剰 な Ｈ Ｍ Ａ ｂ Ｃ Ｂ Ｈ － ２ 、 － ８ Ｅ 、
－ ５ 、 － ８ Ｃ 及 び － １ １ に よ っ て 全 て 顕 著 に 阻 害 さ れ た 。 概 し て Ｈ Ｍ Ａ ｂ Ｃ Ｂ Ｈ － ５ が 最
も 高 い 阻 害 レ ベ ル を 示 し 、 Ｃ Ｂ Ｈ － ２ 及 び Ｃ Ｂ Ｈ － ８ Ｅ の 阻 害 が 最 も 低 か っ た 。 Ｈ Ｍ Ａ ｂ
Ｃ Ｂ Ｈ － ２ 、 － ５ 、 － ８ Ｃ 及 び － １ １ に つ い て は 、 対 照 Ｈ Ｍ Ａ ｂ Ｒ ０ ４ 又 は Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｈ Ｍ
Ａ ｂ Ｃ Ｂ Ｈ － ７ 、 Ｃ Ｂ Ｈ － ４ Ｂ 及 び Ｃ Ｂ Ｈ － ４ Ｇ で の 顕 著 な 阻 害 が 観 察 さ れ な か っ た 。 こ
れ に 対 し て 、 Ｈ Ｍ Ａ ｂ Ｃ Ｂ Ｈ － ７ は そ れ 自 身 に よ り 強 く 阻 害 さ れ 、 Ｈ Ｍ Ａ ｂ Ｃ Ｂ Ｈ － ４ Ｂ
に よ っ て は 非 常 に 弱 く 阻 害 さ れ 、 Ｈ Ｍ Ａ ｂ Ｃ Ｂ Ｈ － ２ 、 － ５ 、 － ８ Ｃ 、 － ８ Ｅ 、 － １ １ 、
－ ４ Ｇ 又 は 他 の 対 照 抗 体 の 存 在 に は 影 響 を 受 け な か っ た 。 同 様 に Ｈ Ｍ Ａ ｂ Ｃ Ｂ Ｈ － ４ Ｂ は
Ｈ Ｍ Ａ ｂ Ｃ Ｂ Ｈ － ７ 、 Ｃ Ｂ Ｈ － ４ Ｂ 及 び Ｃ Ｂ Ｈ － ４ Ｇ に つ い て 中 程 度 の 阻 害 を 示 し た 。 Ｈ
Ｍ Ａ ｂ Ｃ Ｂ Ｈ － ２ 、 － ５ 、 － ８ Ｃ 、 － １ １ 及 び ８ Ｅ は 互 い に き わ め て 近 接 し た エ ピ ト ー プ
群 を 認 識 し 、 Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ ２ の 抗 体 結 合 部 位 で あ る と 考 え ら れ る 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 一 連 の 阻 害 実 験 の 結 果 を 図 ２ ２ に 示 す 。 立 体 構 造 エ ピ ト ー プ を 認 識 し Ｅ ２ と Ｃ Ｄ ８ １ －
Ｌ Ｅ Ｌ と の 結 合 を 阻 害 す る こ と の で き る ５ 種 の 抗 体 Ｃ Ｂ Ｈ － ２ 、 － ８ Ｅ 、 － ５ 、 － ８ Ｃ 及
び － １ １ は 全 て 、 顕 著 に 交 差 競 合 し 、 １ つ の 競 合 群 を 形 成 す る (グ ル ー プ Ｉ )。 第 二 の 競 合
群 (グ ル ー プ Ｉ Ｉ )に は Ｈ Ｍ Ａ ｂ Ｃ Ｂ Ｈ － ７ が 含 ま れ る 。 第 三 の 競 合 群 は Ｈ Ｍ Ａ ｂ Ｃ Ｂ Ｈ －
４ Ｇ 、 Ｃ Ｂ Ｈ － ４ Ｂ 及 び Ｃ Ｂ Ｈ － ４ Ｄ に よ り 構 成 さ れ 、 第 四 の 競 合 群 は 抗 体 群 の 中 で 直 鎖
状 エ ピ ト ー プ を 認 識 す る 唯 一 の 抗 体 、 Ｃ Ｂ Ｈ － １ ７ よ り 構 成 さ れ る 。 グ ル ー プ Ｉ 抗 体 の 結
合 は グ ル ー プ Ｉ Ｉ 抗 体 に よ る 影 響 を 僅 か に 受 け 、 グ ル ー プ Ｉ Ｉ Ｉ 又 は Ｉ Ｖ 抗 体 に よ る 影 響
を 全 く 受 け な か っ た 。 グ ル ー プ Ｉ Ｉ 抗 体 に よ る Ｅ ２ へ の 結 合 は 他 グ ル ー プ 抗 体 の 存 在 に よ
っ て 影 響 を 受 け な か っ た 。 グ ル ー プ Ｉ Ｉ Ｉ 抗 体 は グ ル ー プ Ｉ 抗 体 の 存 在 に よ っ て 影 響 を 受
け ず 強 く 阻 害 も さ れ ず 、 Ｃ Ｂ Ｈ － ７ 存 在 下 で の Ｃ Ｂ Ｈ － ４ Ｇ 結 合 の 場 合 は グ ル ー プ Ｉ Ｉ Ｉ
抗 体 の 存 在 に よ っ て 刺 激 さ れ た 。 Ｈ Ｍ Ａ ｂ Ｃ Ｂ Ｈ － １ ７ は 他 の 抗 体 の 結 合 に 影 響 を 与 え な
か っ た 。 従 っ て １ １ 種 の Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｈ Ｍ Ａ ｂ に よ っ て 、 Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ ２ に お け る ４ 個 の 比 較 的
は っ き り し た 抗 体 結 合 部 位 が 規 定 さ れ た 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 現 在 の と こ ろ 、 効 率 よ く Ｈ Ｃ Ｖ を 増 殖 で き る 培 養 系 は 存 在 し な い 。 Ｈ Ｃ Ｖ 構 造 タ ン パ ク
質 が 哺 乳 類 由 来 細 胞 で 発 現 さ れ た 場 合 、 タ ン パ ク 質 は 通 常 、 細 胞 内 に 保 持 さ れ る 。 し か し
近 年 、 い く つ か の グ ル ー プ が 哺 乳 類 細 胞 表 面 で の Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ ２ 発 現 に 成 功 し た と 報 じ て い
る 。 細 胞 表 面 で 発 現 さ れ る Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ ２ が 、 感 染 性 ビ リ オ ン 表 面 の Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ ２ の 構 造 を
よ り 忠 実 に 再 現 す る で あ ろ う こ と か ら 、 ｐ Ｄ ｉ ｓ ｐ ｌ ａ ｙ ベ ク タ ー で Ｈ Ｃ Ｖ １ ｂ Ｅ ２ 細 胞
外 領 域 (ア ミ ノ 酸 ３ ８ ４ ～ ６ ６ １ )を 発 現 さ せ た 。 Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ ２ 配 列 は 、 血 小 板 由 来 成 長 因
子 受 容 体 (Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ Ｒ )の 経 膜 領 域 と 枠 内 で 発 現 さ れ た 。 Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ １ タ ン パ ク 質 の カ ル ボ
キ シ ル 末 端 の シ グ ナ ル 配 列 を 、 ネ ズ ミ Ｉ ｇ Ｋ リ ー ダ ー 配 列 で 置 き 換 え た 。 イ ン フ ル エ ン ザ
ウ イ ル ス ヘ マ グ ル チ ニ ン (Ｈ Ａ )及 び ｃ － ｍ ｙ ｃ の 非 常 に ま っ す ぐ な エ ピ ト ー プ を 、 Ｈ Ｃ Ｖ
配 列 の そ れ ぞ れ 直 前 と 直 後 に 位 置 さ せ た 。 グ リ コ シ ル 化 前 の Ｈ Ｃ Ｖ １ ｂ コ ン ス ト ラ ク ト ｓ
ｆ １ ｂ (Ｈ Ｃ Ｖ １ ｂ Ｅ ２ の ア ミ ノ 酸 ３ ８ ４ － ６ ６ １ を 発 現 す る )の 予 想 分 子 量 は ４ ２ ｋ ｄ で
あ っ た 。 タ ン パ ク 質 発 現 を ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト で 解 析 し た と こ ろ 異 な る ２ 個 の 免 疫 反 応 性
タ ン パ ク 質 が ｓ ｆ １ ｂ － Ｅ ２ 細 胞 系 で 産 生 さ れ て い た 。 第 一 の タ ン パ ク 質 は ６ ８ ～ ７ ０ ｋ
ｄ ａ ｌ に 泳 動 し た 比 較 的 薄 い バ ン ド で あ る 。 こ れ は Ｇ Ｎ Ａ レ ク チ ン を 用 い た 親 和 性 ク ロ マ
ト グ ラ フ ィ ー で 効 率 的 に 精 製 さ れ た 。 得 ら れ た の は マ ン ノ ー ス に 富 ん だ 炭 水 化 物 鎖 を 有 す
る 、 細 胞 内 形 状 の Ｅ ２ で あ っ た 。 第 二 の 免 疫 反 応 性 タ ン パ ク 質 は ７ ０ ～ ９ ８ ｋ ｄ の 範 囲 に
わ た る 不 均 一 な 染 色 で あ る 。 こ れ は Ｇ Ｎ Ａ レ ク チ ン ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ っ て 効 率 的 に
精 製 さ れ な か っ た 。 こ の タ ン パ ク 質 は 複 雑 な 炭 水 化 物 鎖 を 有 し 細 胞 表 面 に 存 在 す る 種 類 の
う ち 主 要 な も の で あ る と 推 定 さ れ る 。 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 決 定 を 行 っ た と こ ろ 、 フ レ ー ム シ フ ト や
ナ ン セ ン ス 突 然 変 異 の な い 、 期 待 通 り の 挿 入 物 が ク ロ ー ニ ン グ さ れ た こ と が 確 認 さ れ た 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ ２ コ ン ス ト ラ ク ト ｓ ｆ １ ｂ － Ｅ ２ を Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 に 導 入 し 、 タ ン パ ク 質 を 発 現
す る 細 胞 系 を 得 た 。 ｓ ｆ １ ｂ － Ｅ ２ 発 現 細 胞 を Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｈ Ｍ Ａ ｂ 又 は 対 照 抗 体 と 混 合 し 、
細 胞 表 面 に 発 現 さ れ る Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ ２ へ の Ｈ Ｍ Ａ ｂ に よ る 結 合 能 を 調 べ た 。 Ｈ Ａ エ ピ ト ー プ
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に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で 染 色 し た と こ ろ 、 ９ ５ ％ 以 上 の 細 胞 か ら 強 い シ グ ナ ル が 得
ら れ た 。 親 Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 か ら は 特 異 的 な シ グ ナ ル は 得 ら れ ず 、 ｓ ｆ １ ｂ － Ｅ ２ 発 現 細 胞 系 又
は 対 照 抗 体 か ら は 全 く シ グ ナ ル が 得 ら れ な か っ た 。 Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｈ Ｍ Ａ ｂ Ｃ Ｂ Ｈ － ２ 、 Ｃ Ｂ Ｈ
－ ７ 及 び Ｃ Ｂ Ｈ － ４ Ｂ は 全 て ｓ ｆ １ ｂ － Ｅ ２ 細 胞 系 を 染 色 し た が 、 こ れ は Ｈ Ａ エ ピ ト ー プ
に つ い て の 観 察 と 一 致 し た 。 こ れ に 対 し て Ｈ Ｍ Ａ ｂ Ｃ Ｂ Ｈ － １ １ 及 び Ｃ Ｂ Ｈ － １ ７ は 、 細
胞 表 面 に 発 現 さ れ た Ｅ ２ タ ン パ ク 質 と 反 応 性 を 有 す る が 、 他 の Ｈ Ｍ Ａ ｂ と 比 較 し て 染 色 は
１ ０ 分 の １ と 低 か っ た (表 ７ )。 従 っ て １ １ 種 の Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｈ Ｍ Ａ ｂ の う ち ９ 種 が 細 胞 表 面 に
発 現 さ れ た Ｅ ２ タ ン パ ク 質 と 強 く 反 応 し 、 ２ 種 の Ｈ Ｍ Ａ ｂ が 細 胞 表 面 に 発 現 さ れ た Ｅ ２ に
顕 著 に 低 い 反 応 性 を 示 し た 。
【 ０ １ ４ ６ 】
【 表 ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ４ ７ 】
　 次 に 、 異 な る ４ つ の グ ル ー プ の 抗 体 に よ り 認 識 さ れ る 結 合 部 位 を 含 む Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ ２ 領 域
の 位 置 を 調 べ た 。 ｓ ｆ １ ｂ － Ｅ ２ の ア ミ ノ 末 端 と カ ル ボ キ シ ル 末 端 か ら 末 端 欠 失 を 作 製 し
た 。 欠 失 の 一 つ ｐ Ｄ Ｎ ４ １ １ で は Ｈ Ｃ Ｖ ｓ ｆ １ ｂ － Ｅ ２ の 超 可 変 部 を 取 り 除 い た 。 他 の 欠
失 で は ｓ ｆ １ ｂ － Ｅ ２ の ア ミ ノ 又 は カ ル ボ キ シ ル 末 端 か ら 大 部 分 を 取 り 除 い た 。 欠 失 Ｅ ２
を ｐ Ｄ ｉ ｓ ｐ ｌ ａ ｙ ベ ク タ ー 内 に 再 ク ロ ー ニ ン グ し 、 挿 入 部 の 細 胞 表 面 発 現 を 可 能 に し た
。 遺 伝 子 型 １ ｂ か ら の 配 列 を 発 現 す る Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ ２ 欠 失 コ ン ス ト ラ ク ト 及 び Ｈ Ｃ Ｖ １ ａ の
Ｈ 単 離 体 を 作 製 し た (配 列 番 号 ２ ８ ～ ３ ５ )(図 ２ ３ )。 Ｈ Ｅ Ｋ － ２ ９ ３ 細 胞 内 へ ト ラ ン ス フ
ェ ク ト し 、 Ｈ Ａ エ ピ ト ー プ に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い た 細 胞 質 抽 出 物 の ウ ェ ス タ
ン ブ ロ ッ ト 解 析 を 行 っ て 、 Ｅ ２ 欠 失 コ ン ス ト ラ ク ト の 発 現 を 確 認 し た (図 ２ ４ )。 対 照 抗 体
に よ る Ｃ Ｍ Ｖ タ ン パ ク 質 に 対 す る 反 応 は 観 察 さ れ な か っ た (デ ー タ 示 さ ず )。 ｓ ｆ １ ｂ － Ｅ
２ に お い て 見 ら れ た よ う に 、 早 く 移 動 し た 薄 い バ ン ド と 、 ゆ っ く り 移 動 し た 不 均 一 な 染 色
の 両 方 が 、 全 て の コ ン ス ト ラ ク ト に つ い て 観 察 さ れ た 。 同 様 の 結 果 が ｓ ｆ Ｈ １ ａ － Ｅ ２ 及
び ｐ Ｄ Ｎ Ｈ － ４ １ １ に つ い て 得 ら れ た (デ ー タ 示 さ ず )。 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 決 定 を 行 っ た と こ ろ 、
コ ン ス ト ラ ク ト そ れ ぞ れ が フ レ ー ム シ フ ト 又 は ナ ン セ ン ス 突 然 変 異 の な い 、 期 待 通 り の 配
列 を 発 現 し た こ と が 確 認 さ れ た 。
【 ０ １ ４ ８ 】
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　 従 っ て 、 Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ ２ 欠 失 コ ン ス ト ラ ク ト を Ｈ Ｅ Ｋ － ２ ９ ３ 細 胞 内 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト
し 、 細 胞 質 抽 出 物 を 調 製 し 、 Ｇ Ｎ Ａ レ ク チ ン を 用 い た マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト 上 に 細 胞
内 形 状 の Ｅ ２ を 捕 捉 し た 。 次 い で 、 Ｇ Ｎ Ａ に 捕 捉 さ れ た Ｅ ２ に 対 す る Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｈ Ｍ Ａ ｂ に
よ る 反 応 性 を 調 べ た 。 予 想 通 り 、 全 て の Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｈ Ｍ Ａ ｂ が ｓ ｆ １ ｂ Ｅ ２ タ ン パ ク 質 と 反
応 し 、 ｍ ｏ ｃ ｋ ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た Ｈ Ｅ Ｋ － ２ ９ ３ 細 胞 の 抽 出 物 か ら 捕 捉 し た タ ン パ ク
質 に は 反 応 し な か っ た (図 ２ ５ )。 又 、 全 て の Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｈ Ｍ Ａ ｂ は ｐ Ｄ Ｎ － ４ １ １ に よ り 産
生 さ れ た Ｅ ２ と 強 く 反 応 し た 。 こ れ は 、 Ｈ Ｍ Ａ ｂ に よ り 認 識 さ れ た エ ピ ト ー プ が Ｈ Ｖ Ｒ －
１ を 含 ん で い な か っ た こ と を 示 し て い る 。 次 に 、 同 じ 抗 体 群 を 、 (ｓ ｆ Ｈ １ ａ － Ｅ ２ )(配
列 番 号 ２ ９ )を 有 す る 又 は (ｐ Ｄ Ｎ Ｈ － ４ １ １ )Ｈ Ｖ Ｒ １ (配 列 番 号 ３ ０ )を 有 さ な い Ｈ 株 に
由 来 す る Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ ２ の 細 胞 外 領 域 に つ い て 試 験 し た 。 Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｈ Ｍ Ａ ｂ Ｃ Ｂ Ｈ － ８ Ｃ 及
び Ｃ Ｂ Ｈ － １ １ は ｓ ｆ Ｈ １ ａ － Ｅ ２ と ｐ Ｄ Ｎ Ｈ － ４ １ １ の い ず れ も 認 識 し な か っ た 。 こ の
こ と は 、 こ れ ら ２ 個 の Ｈ Ｍ Ａ ｂ に よ り 認 識 さ れ る エ ピ ト ー プ が Ｈ 株 に 由 来 す る Ｅ ２ タ ン パ
ク 質 に お い て 突 然 変 異 し て い た こ と を 示 唆 し て い る 。 Ｈ Ｍ Ａ ｂ Ｃ Ｂ Ｈ － ２ 、 Ｃ Ｂ Ｈ － ８ Ｅ
及 び Ｃ Ｂ Ｈ － ５ に よ る Ｈ 株 Ｅ ２ タ ン パ ク 質 へ の 反 応 性 も 顕 著 に 低 下 し て い た 。 こ れ ら の Ｈ
Ｍ Ａ ｂ は Ｈ Ｖ Ｒ １ コ ン ス ト ラ ク ト ｐ Ｄ Ｎ Ｈ － ４ １ １ と の 反 応 性 を 保 持 し て お り 、 こ れ ら の
Ｈ Ｍ Ａ ｂ に よ り 認 識 さ れ る エ ピ ト ー プ が Ｈ Ｖ Ｒ １ の 外 側 に あ る こ と が 確 認 さ れ た 。 他 の Ｈ
Ｃ Ｖ 　 Ｈ Ｍ Ａ ｂ 及 び 対 照 抗 体 は Ｈ 株 由 来 Ｅ ２ タ ン パ ク 質 及 び 遺 伝 子 型 １ ｂ Ｅ ２ タ ン パ ク 質
に 対 し て 同 等 の 反 応 性 を 示 し た 。 従 っ て 、 １ １ 種 の Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｈ Ｍ Ａ ｂ の う ち ９ 種 が 、 ｓ ｆ
１ ｂ － Ｅ ２ と ｓ ｆ Ｈ １ ａ － Ｅ ２ に 保 存 さ れ た エ ピ ト ー プ を 認 識 し た 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 更 に ｓ ｆ １ ｂ － Ｅ ２ 配 列 か ら ア ミ ノ 酸 ３ ８ ４ － ４ ４ ６ (ｐ Ｄ Ｎ － ４ ４ ７ )(配 列 番 号 ３ １ )
又 は ３ ８ ４ － ４ ６ ９ (ｐ Ｄ Ｎ － ４ ７ ０ )(配 列 番 号 ３ ２ )を 欠 失 さ せ た と こ ろ 、 グ ル ー プ Ｉ の
全 て の Ｈ Ｍ Ａ ｂ (Ｃ Ｂ Ｈ － ２ 、 － ８ Ｅ 、 － ５ 、 － ８ Ｃ 及 び － １ １ )の 反 応 性 が 失 わ れ た 。 又
、 こ れ ま で に Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ ２ の ア ミ ノ 酸 ３ ８ ４ ～ ４ ４ ５ か ら な る 直 鎖 状 エ ピ ト ー プ を 認 識 す
る こ と が 判 明 し て い る ラ ッ ト Ｍ Ａ ｂ ３ ／ １ １ は 、 ｐ Ｄ Ｎ － ４ ４ ７ 及 び ｐ Ｄ Ｎ － ４ ７ ０ に 対
し て 反 応 し な か っ た 。 こ れ に 対 し 、 グ ル ー プ Ｉ Ｉ 、 Ｉ Ｉ Ｉ 及 び Ｉ Ｖ の Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｈ Ｍ Ａ ｂ は
両 方 の コ ン ス ト ラ ク ト ｐ Ｄ Ｎ － ４ ４ ７ 及 び ｐ Ｄ Ｎ － ４ ７ ０ に 対 す る 反 応 性 を 保 持 し た 。 こ
の こ と は 、 こ れ ら の グ ル ー プ の Ｈ Ｍ Ａ ｂ に よ り 認 識 さ れ る エ ピ ト ー プ が 、 Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ ２ の
カ ル ボ キ シ ル 末 端 領 域 の 中 央 に 位 置 す る こ と を 示 し て い る 。 最 後 に 、 カ ル ボ キ シ ル 末 端 領
域 に 欠 失 を 有 す る Ｅ ２ タ ン パ ク 質 を 、 Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｈ Ｍ Ａ ｂ で 評 価 し た 。 Ｃ Ｂ Ｈ － １ ７ を 除 く
全 て の Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｈ Ｍ Ａ ｂ が 、 Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ ２ の ア ミ ノ 酸 ３ ８ ４ － ６ ４ ４ (ｐ Ｄ Ｃ － ６ ４ ４ )(
配 列 番 号 ３ ３ )を 発 現 す る Ｅ ２ タ ン パ ク 質 に 反 応 し た 。 こ れ に 対 し て 、 い ず れ の Ｈ Ｃ Ｖ 　
Ｈ Ｍ Ａ ｂ も 、 Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ ２ の ア ミ ノ 酸 ３ ８ ４ － ５ ７ ９ (ｐ Ｄ Ｃ － ５ ７ ９ )(配 列 番 号 ３ ４ )を
発 現 す る コ ン ス ト ラ ク ト に 反 応 し な か っ た 。 Ｈ Ａ 又 は ｃ － ｍ ｙ ｃ エ ピ ト ー プ に 対 し て 反 応
性 を 保 持 し た よ う に 、 ラ ッ ト Ｍ Ａ ｂ ３ ／ １ １ は 両 方 の カ ル ボ キ シ ル 末 端 欠 失 Ｅ ２ タ ン パ ク
質 に 反 応 性 を 保 持 し た 。 従 っ て ア ミ ノ 酸 ６ ４ ４ ～ ５ ７ ９ の 間 の Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ ２ 配 列 の 欠 失 は
、 立 体 構 造 エ ピ ト ー プ を 認 識 す る １ ０ 種 全 て の Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｈ Ｍ Ａ ｂ の 反 応 性 を 失 わ せ る の に
充 分 で あ っ た 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 Ｇ Ｎ Ａ ア ッ セ イ を 行 っ て 、 細 胞 内 に 存 在 す る 欠 失 に 対 す る Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｈ Ｍ Ａ ｂ の 反 応 性 を
確 認 し た 。 同 一 の 欠 失 コ ン ス ト ラ ク ト Ｅ ２ で 細 胞 表 面 に 発 現 さ れ た も の に 対 す る Ｈ Ｃ Ｖ 　
Ｈ Ｍ Ａ ｂ の 反 応 性 を 確 認 す る た め に 、 Ｅ ２ 欠 失 コ ン ス ト ラ ク ト を 発 現 す る 細 胞 へ の Ｈ Ｍ Ａ
ｂ の 結 合 を フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー で 評 価 し た 。 Ｈ Ｍ Ａ ｂ グ ル ー プ Ｉ の Ｃ Ｂ Ｈ － ５ 、 Ｈ Ｍ Ａ
ｂ グ ル ー プ Ｉ Ｉ の Ｃ Ｂ Ｈ － ７ 、 Ｈ Ｍ Ａ ｂ グ ル ー プ Ｉ Ｉ Ｉ の Ｈ Ｍ Ａ ｂ Ｃ Ｂ Ｈ － ４ Ｂ で コ ン ス
ト ラ ク ト を 評 価 し た 。 対 照 抗 体 に は ラ ッ ト Ｍ Ａ ｂ ３ ／ １ １ 及 び Ｈ Ａ を 用 い た 。 Ｅ ２ 欠 失 コ
ン ス ト ラ ク ト ｐ Ｄ Ｎ ４ １ １ 及 び ｐ Ｄ Ｎ ４ ４ ７ を 用 い た 結 果 を 図 ２ ５ に 示 す 。 全 て の Ｅ ２ 欠
失 に つ い て の 結 果 は 表 ７ に 示 す 。 一 過 性 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に よ っ て Ｅ ２ 欠 失 を Ｈ Ｅ Ｋ
－ ２ ９ ３ 細 胞 に 導 入 し た の で 、 約 ５ ０ － ６ ０ ％ の 細 胞 だ け が プ ラ ス ミ ド を 取 り 込 み Ｅ ２ タ
ン パ ク 質 を 発 現 し た 。 従 っ て 、 観 察 さ れ た 蛍 光 の 幾 何 平 均 (geometric means)は 、 ク ロ ー
ン し た Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 系 に つ い て 得 ら れ た 結 果 に 比 べ 、 著 し く 低 か っ た 。 に も か か わ ら ず 、 フ
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ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ り Ｈ Ｍ Ａ ｂ Ｃ Ｂ Ｈ － ５ 、 Ｃ Ｂ Ｈ － ７ 及 び Ｃ Ｂ Ｈ － ４ Ｂ に つ い て 得
ら れ た 結 果 は Ｇ Ｎ Ａ 捕 捉 ア ッ セ イ の 結 果 と 完 全 に 一 致 し た (表 ７ )。 従 っ て グ ル ー プ Ｉ Ｉ 及
び Ｉ Ｉ Ｉ の Ｈ Ｍ Ａ ｂ は Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ ２ の ア ミ ノ 酸 ４ ７ ０ ～ ６ ４ ４ の 間 に 位 置 す る エ ピ ト ー プ
を 認 識 す る 。 グ ル ー プ Ｉ の Ｈ Ｍ Ａ ｂ は Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ ２ の ア ミ ノ 酸 ４ １ １ ～ ６ ４ ４ の 間 に 位 置
す る エ ピ ト ー プ を 認 識 す る 。
【 実 施 例 ９ 】
【 ０ １ ５ １ 】

患 者 及 び 方 法
　 患 者 。 １ ９ ９ １ ～ １ ９ ９ ９ 年 の Ｃ 型 肝 炎 感 染 の 調 査 分 析 又 は 追 跡 分 析 の た め に 核 酸 検 査
を 受 け て い る 個 人 か ら 評 価 対 象 の 血 清 を 得 た 。 全 て の 患 者 が サ ン フ ラ ン シ ス コ 湾 地 域 の 診
療 所 で 肝 炎 の 治 療 を 受 け て い た 。 被 験 者 は ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 に よ る Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｒ Ｎ Ａ に
つ い て は 陽 性 で あ り 、 Ｂ 型 肝 炎 ウ イ ル ス 表 面 抗 原 の 存 在 に つ い て は 陰 性 で あ り 、 遺 伝 子 型
が 特 定 さ れ て お り 、 試 料 を 採 取 し た 時 点 で は 抗 ウ イ ル ス 治 療 を 受 け て い な か っ た 。 年 齢 、
性 別 、 診 断 の 日 付 、 こ れ ま で に 受 け た イ ン タ ー フ ェ ロ ン 治 療 、 ア ラ ニ ン ト ラ ン ス ア ミ ナ ー
ゼ (Ａ Ｌ Ｔ )値 、 及 び 可 能 性 の あ る 感 染 経 路 を 含 む 、 医 療 記 録 か ら 人 口 統 計 的 情 報 を 得 た 。
被 験 者 の 殆 ど に つ い て 、 Ｈ Ｃ Ｖ 感 染 の 危 険 因 子 が 少 な く と も １ つ あ る こ と が 報 告 さ れ て い
た 。 全 て の 情 報 が 全 て の 被 験 者 か ら 入 手 で き た わ け で は な か っ た 。 肝 生 検 を 行 っ た 場 合 に
は 、 組 織 学 的 活 性 指 数 (Ｈ Ａ Ｉ )で 記 録 し た 。 Ｉ ｎ ｎ ｏ Ｌ Ｉ Ｐ Ａ ア ッ セ イ (Innogenetics、
ベ ル ギ ー 国 ル ヴ ェ ン )を マ ニ ュ ア ル に 従 っ て 用 い 、 遺 伝 子 型 解 析 を 行 っ た 。 Ｈ Ｃ Ｖ ウ イ ル
ス 量 は 、 COBAS Amplicor Ｈ Ｃ Ｖ モ ニ タ ー キ ッ ト (Roche molecular systems、 カ リ フ ォ ル
ニ ア 州 ア ラ メ ダ )を 用 い て 調 べ た 。 Ｈ Ｃ Ｖ 陰 性 対 照 血 清 は Stanford Medical School血 液 セ
ン タ ー へ 提 供 さ れ た 血 液 の 血 漿 か ら 得 た も の で あ り 、 標 準 的 な 抗 体 を 用 い た ス ク リ ー ニ ン
グ ア ッ セ イ で 調 べ た と こ ろ 、 輸 血 で 伝 染 し た ウ イ ル ス の 存 在 に つ い て 陰 性 で あ っ た 。
【 ０ １ ５ ２ 】
Ｈ Ｃ Ｖ 血 清 の Ｅ ２ 抗 体 ス ク リ ー ニ ン グ 。 ヒ ー ラ 細 胞 の 単 層 を ８ ０ ％ コ ン フ ル エ ン ス ま で 培
養 し 、 Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ ２ 発 現 ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス で 感 染 し た 。 感 染 の ２ ４ 時 間 後 、 細 胞 を 回 収
し 、 抽 出 物 を 調 製 し た (Hadlockら 、 ２ ０ ０ ０ 参 照 )。 下 記 の 要 領 で 、 Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ ２ の 反 応
性 に つ い て Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ア ッ セ イ を 行 っ た 。 ５ ０ ０ ｎ ｇ の 精 製 Galanthus nivalisレ ク チ ン
を 含 む １ ０ ０ ｍ ｌ の Ｐ Ｂ Ｓ を 用 い て 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト ウ ェ ル を ３ ７ ℃ で １ 時 間
コ ー テ ィ ン グ し た 。 次 い で ウ ェ ル を Ｔ Ｂ Ｓ で 洗 浄 し 、 Ｂ Ｌ Ｏ Ｔ Ｔ Ｏ (Ｔ Ｂ Ｓ に ０ ． １ ％ Ｔ
ｗ ｅ ｅ ｎ － ２ ０ 、 ２ ． ５ ％ 正 常 ヤ ギ 血 清 、 ２ ． ５ ％ 脱 脂 粉 乳 を 加 え た も の )と 共 に 保 温 し
て ブ ロ ッ キ ン グ し た 。 プ レ ー ト を 洗 浄 し 、 各 ウ ェ ル に Ｂ Ｌ Ｏ Ｔ Ｔ Ｏ で 希 釈 し た Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ
２ 含 有 抽 出 物 １ ５ ｍ ｌ を 入 れ た 。 ２ ５ ℃ で １ ． ５ 時 間 保 温 し た 後 、 ウ ェ ル を Ｔ Ｂ Ｓ で 洗 浄
し 、 Ｂ Ｌ Ｏ Ｔ Ｔ Ｏ で 様 々 な レ ベ ル に 希 釈 し た Ｈ Ｃ Ｖ 感 染 者 又 は 非 感 染 者 の 血 清 を 添 加 し た
。 ３ ０ 分 保 温 し た 後 、 ビ オ チ ン 化 し た 試 験 Ｈ Ｍ Ａ ｂ を 添 加 し て 最 終 濃 度 ２ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ と し
た 。 プ レ ー ト を ２ ５ ℃ で １ ． ５ 時 間 保 温 し 、 ウ ェ ル を Ｔ Ｂ Ｓ で ３ 回 洗 浄 し 、 １ ０ ０ ｍ ｌ の
ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン － Ａ Ｐ 複 合 体 を ２ ５ ℃ で １ 時 間 添 加 し た 。 ウ ェ ル を Ｔ Ｂ Ｓ で ４ 回 洗 浄
し た 後 、 Ｐ Ｎ Ｐ Ｐ を 入 れ て 保 温 し た 。 基 質 の 反 応 を ３ ０ 分 進 行 さ せ 、 次 い で ４ ０ ５ ｎ ｍ に
お け る ウ ェ ル の 吸 光 度 を マ ル チ ウ ェ ル プ レ ー ト リ ー ダ ー で 調 べ た 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 競 合 血 清 の 希 釈 そ れ ぞ れ に つ い て 、 測 定 し た 光 学 濃 度 (Ｏ Ｄ )を 、 競 合 抗 体 を 用 い な か っ
た 場 合 の ウ ェ ル に つ い て 得 ら れ た Ｏ Ｄ と 比 較 し た 。 希 釈 に 対 す る 結 合 抗 体 の パ ー セ ン ト を
グ ラ フ に し 、 試 験 Ｈ Ｍ Ａ ｂ 結 合 を ５ ０ ％ 阻 害 し た 血 清 の 希 釈 を 計 算 し た 。 ５ ０ ％ 阻 害 を 達
成 し な か っ た 血 清 は 力 価 ４ ０ が 割 り 当 て ら れ た が 、 こ れ は 試 験 し た う ち で 最 低 の 希 釈 よ り
も 低 か っ た 。 試 料 血 清 反 応 性 を 評 価 し た 被 験 者 に は 、 試 験 試 料 中 の ウ イ ル ス 量 や 治 療 状 態
は 公 開 し な か っ た 。 InStat及 び Prismソ フ ト ウ ェ ア パ ッ ケ ー ジ (Graph Pad Software Inc、
カ リ フ ォ ル ニ ア 州 サ ン デ ィ エ ゴ )を 用 い て 統 計 分 析 を 行 っ た 。
【 ０ １ ５ ４ 】
結 果
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Ｈ Ｃ Ｖ 感 染 を 中 和 で き る 高 レ ベ ル の 抗 体 の 、 Ｈ Ｃ Ｖ 感 染 者 に お け る 希 少 性



　 こ の 研 究 で は 、 Ｃ Ｂ Ｈ － ２ 及 び Ｃ Ｂ Ｈ － ７ に よ る Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ ２ へ の 結 合 を 阻 害 す る こ と
の で き る 抗 体 の 存 在 に つ い て 、 Ｈ Ｃ Ｖ 感 染 者 か ら の 血 清 を 評 価 し た 。 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 Ｃ Ｂ Ｈ － ２ 及 び Ｃ Ｂ Ｈ － ７ を 精 製 し ビ オ チ ン 化 し 、 遺 伝 子 型 の マ ッ チ し た Ｅ ２ タ ン パ
ク 質 へ の Ｃ Ｂ Ｈ － ２ 又 は Ｃ Ｂ Ｈ － ７ に よ る 結 合 を ５ ０ ％ 阻 害 し た 血 清 希 釈 率 を 調 べ た 。 Ｈ
Ｃ Ｖ 陰 性 者 か ら の 血 清 を 用 い て 、 非 特 異 的 結 合 を 測 定 し 、 臨 界 値 を 定 め た 。 １ ／ ２ ０ ０ 以
上 の 希 釈 率 で ５ ０ ％ 以 上 の Ｅ ２ 結 合 阻 害 が 得 ら れ た 場 合 に は 、 競 合 抗 体 の 存 在 に つ い て Ｈ
Ｃ Ｖ 感 染 者 の 血 清 は 陽 性 で あ る と み な し た (図 ２ ６ 及 び ２ ７ )。 ウ イ ル ス Ｒ Ｎ Ａ に 陽 性 な Ｈ
Ｃ Ｖ 感 染 者 か ら 得 た ７ ４ 種 の 血 清 の う ち 、 ３ ５ 種 (４ ７ ％ )が Ｃ Ｂ Ｈ － ２ 結 合 を 阻 害 す る 抗
体 に つ い て 陽 性 で あ り 、 ３ ２ 種 (４ ３ ％ )が Ｃ Ｂ Ｈ － ７ 結 合 を 阻 害 す る 抗 体 に つ い て 陽 性 で
あ っ た (図 ２ ８ 及 び ２ ９ )。 １ ５ 種 の 血 清 (２ ０ ％ )が Ｃ Ｂ Ｈ － ２ 及 び Ｃ Ｂ Ｈ － ７ の 両 方 を 阻
害 す る 抗 体 の 存 在 に つ い て 陰 性 で あ っ た 。 １ ９ 種 (２ ７ ％ )が Ｃ Ｂ Ｈ － ２ 又 は Ｃ Ｂ Ｈ － ７ の
結 合 を 阻 害 す る 抗 体 に つ い て 高 い 力 価 (＞ １ ／ １ ０ ０ ０ )を 有 し て い た (表 ８ 参 照 )。 こ れ ら
の 者 の ウ イ ル ス 量 中 央 値 は 顕 著 に 低 か っ た (２ ． ４ × １ ０ 6 対 ４ ． ７ × １ ０ 6 、 ｐ ＝ ０ ． ０
３ ５ )が 、 他 の 点 で は 他 の Ｈ Ｃ Ｖ 感 染 者 と 同 じ だ っ た 。 従 っ て 最 も Ｈ Ｃ Ｖ 感 染 レ ベ ル が 高
い 者 は 、 推 定 中 和 活 性 を 有 す る 血 清 抗 体 レ ベ ル が 低 い と い う こ と で 特 徴 づ け ら れ る 。 Ｃ Ｂ
Ｈ － ２ 又 は Ｃ Ｂ Ｈ － ７ 等 の Ｈ Ｍ Ａ ｂ の 量 が 低 い 個 人 は 、 簡 単 な 阻 害 ア ッ セ イ に よ っ て 同 定
す る こ と が で き る 。 Ｃ Ｂ Ｈ － ２ や Ｃ Ｂ Ｈ － ７ 等 の Ｈ Ｃ Ｖ 中 和 反 応 を 有 す る ヒ ト モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 を 治 療 に 用 い れ ば 、 こ れ ら の 感 染 者 に 有 用 で あ ろ う 。
【 ０ １ ５ ５ 】
【 表 ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 実 施 例 １ ０ 】
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【 ０ １ ５ ６ 】

材 料 及 び 方 法
　 細 胞 系 及 び 試 薬 。 １ ０ ％ 牛 胎 児 血 清 (Ｇ Ｉ Ｂ Ｃ Ｏ 、 ニ ュ ー ヨ ー ク 州 グ ラ ン ド ア イ ラ ン ド )
及 び Ｌ － グ ル タ ミ ン (２ ｍ Ｍ )(Ｇ Ｉ Ｂ Ｃ Ｏ )を 追 加 し た ダ ル ベ ッ コ 改 変 最 小 必 要 培 地 (Ｄ Ｍ
Ｅ Ｍ )(Ｇ Ｉ Ｂ Ｃ Ｏ )で 、 ５ ％ Ｃ Ｏ 2 に て Ｈ Ｅ Ｋ － ２ ９ ３ 細 胞 を 維 持 し た 。 １ ０ ％ 牛 胎 児 血 清
及 び Ｌ － グ ル タ ミ ン (２ ｍ Ｍ )を 追 加 し た ハ ム の Ｆ １ ２ 培 地 に Ｃ Ｈ Ｏ － Ｋ １ 細 胞 を 保 持 し た
。 様 々 な 遺 伝 子 型 の Ｈ Ｃ Ｖ を 含 む 臨 床 血 清 試 料 は 、 Gish博 士 よ り 入 手 し た 。 オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド プ ラ イ マ ー を Ｉ Ｄ Ｔ (ア イ オ ワ 州 コ ー ル ビ ル )に よ っ て 合 成 し た 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 抗 体 及 び 患 者 血 清 。 イ ン フ ル エ ン ザ ヘ マ グ ル チ ニ ン (Ｈ Ａ )エ ピ ト ー プ に 対 す る モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 を 、 ラ ッ ト 中 に 産 生 し 、 Roche Diagnostics(イ ン デ ィ ア ナ 州 イ ン デ ィ ア ナ ポ リ
ス )を 用 い て 採 取 し た 。 Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ １ (Ｈ Ｃ Ｍ － Ｅ １ )に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を Austr
al Biologicals(カ リ フ ォ ル ニ ア 州 サ ン ラ モ ン )か ら 得 た 。 ｃ － ｍ ｙ ｃ エ ピ ト ー プ に 対 す る
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は Santa Cruz Biotechnology(カ リ フ ォ ル ニ ア 州 サ ン タ ク ル ー ズ )よ り
入 手 し た 。 標 準 的 な 抗 体 を 用 い た ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ に よ り Ｈ Ｃ Ｖ の 存 在 に つ い て 陽
性 で あ る と 評 価 さ れ た 血 液 ド ナ ー か ら 、 ８ 種 の Ｈ Ｃ Ｖ 血 漿 試 料 を 得 た 。 Ｉ ｎ ｎ ｏ Ｌ Ｉ Ｐ Ａ
ア ッ セ イ (Innogenetics、 ベ ル ギ ー 国 ル ヴ ェ ン )を マ ニ ュ ア ル に 従 っ て 用 い 、 遺 伝 子 型 解 析
を 行 っ た 。 １ ９ ９ ６ ～ １ ９ ９ ８ 年 の Ｃ 型 肝 炎 感 染 の 調 査 分 析 又 は 追 跡 分 析 の た め に 核 酸 検
査 を 受 け て い る 個 人 か ら １ ６ 種 の Ｈ Ｃ Ｖ １ ｂ 血 漿 試 料 を 追 加 で 得 た 。 被 験 者 は ポ リ メ ラ ー
ゼ 連 鎖 反 応 に よ る Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｒ Ｎ Ａ に つ い て は 陽 性 で あ り 、 Ｂ 型 肝 炎 ウ イ ル ス 表 面 抗 原 の 存
在 に つ い て は 陰 性 で あ り 、 Ｈ Ｃ Ｖ 遺 伝 子 型 が 特 定 さ れ て お り 、 試 料 を 得 た 時 点 で は 抗 ウ イ
ル ス 治 療 を 受 け て い な か っ た 。 Ｉ ｎ ｎ ｏ Ｌ Ｉ Ｐ Ａ ア ッ セ イ (Innogenetics、 ベ ル ギ ー 国 ル
ヴ ェ ン )を マ ニ ュ ア ル に 従 っ て 用 い 、 遺 伝 子 型 解 析 を 行 っ た 。 Ｈ Ｃ Ｖ 陰 性 試 料 は Stanford 
Medical School血 液 セ ン タ ー へ 提 供 さ れ た 血 液 の 血 漿 か ら 得 た も の で あ り 、 標 準 的 な 抗 体
を 用 い た ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ で 調 べ た と こ ろ 、 Ｈ Ｃ Ｖ 、 Ｂ 型 肝 炎 ウ イ ル ス 、 ヒ ト 免 疫
不 全 ウ イ ル ス 及 び ヒ ト Ｔ 細 胞 白 血 病 ウ イ ル ス １ 型 の 存 在 に つ い て 陰 性 で あ っ た 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｒ Ｎ Ａ の 単 離 、 増 幅 及 び プ ラ ス ミ ド 作 製 。 Ｐ ｕ ｒ ｅ Ｓ ｃ ｒ ｉ ｐ ｔ (Gentra syst
ems、 ミ ネ ソ タ 州 ミ ネ ア ポ リ ス )を マ ニ ュ ア ル に 従 っ て 用 い 、 Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｒ Ｎ Ａ を ヒ ト 血 清 (
遺 伝 子 型 １ ｂ )か ら 単 離 し た 。 ラ ン ダ ム プ ラ イ マ ー と Ｒ Ｔ (Perkin-Elmer、 コ ネ チ カ ッ ト 州
ノ ー ウ ォ ー ク )を マ ニ ュ ア ル に 従 っ て ４ ２ ℃ 、 ３ ０ 分 の 条 件 で 用 い て Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｒ Ｎ Ａ の 逆
転 写 を 行 っ た 。 Ｂ ｇ ｌ Ｉ Ｉ 又 は Ｐ ｓ ｔ Ｉ 制 限 酵 素 切 断 部 位 に 挟 ま れ た 適 当 な オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド を 用 い て ｃ Ｄ Ｎ Ａ か ら Ｐ Ｃ Ｒ (pfu、 Stratagene)で Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ １ 又 は Ｅ ２ の 断 片 を
増 幅 し た 。 全 て の プ ラ ス ミ ド を 、 標 準 的 手 順 を 用 い て 作 製 し た (Maniatesら 、 1982)。 親 プ
ラ ス ミ ド ｐ Ｄ ｉ ｓ ｐ ｌ ａ ｙ (Invitrogen、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 カ ー ル ス バ ッ ド )は 、 Ｃ Ｍ Ｖ プ
ロ モ ー タ ー に よ り 転 写 が 引 き 起 こ さ れ る 、 ネ ズ ミ Ｉ ｇ カ ッ パ 鎖 Ｖ － Ｊ ２ － Ｃ シ グ ナ ル ペ プ
チ ド と 血 小 板 由 来 成 長 因 子 受 容 体 経 膜 領 域 (Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ Ｒ － Ｔ Ｍ )と を コ ー ド す る 配 列 と 、 そ
れ ら の 間 の 複 数 の ク ロ ー ニ ン グ 部 位 と を 含 ん で い た 。 Ｂ ｇ ｌ Ｉ Ｉ 及 び Ｐ ｓ ｔ Ｉ ク ロ ー ニ ン
グ 部 位 を 用 い て 、 ヘ マ グ ル チ ニ ン Ａ 及 び ｍ ｙ ｃ エ ピ ト ー プ を コ ー ド す る 配 列 と 同 じ 枠 内 に
Ｏ Ｒ Ｆ が あ る Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ １ 及 び Ｅ ２ プ ラ ス ミ ド を 作 製 し た 。 ア ミ ノ 酸 ３ ８ ４ ～ ６ ６ １ に 相
当 す る Ｅ ２ 断 片 を Ｂ ｇ ｌ Ｉ Ｉ 及 び Ｐ ｓ ｔ Ｉ (New England Nuclear、 マ サ チ ュ ー セ ッ ツ 州 ボ
ス ト ン )ク ロ ー ン 部 位 に 挿 入 し て 、 Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ ２ 配 列 を 含 む プ ラ ス ミ ド ＃ ３ ８ を 作 製 し た
。 ア ミ ノ 酸 １ ９ ２ ～ ３ ８ ３ 、 １ ９ ２ ～ ３ ７ ０ 、 １ ９ ２ ～ ３ ６ ６ 、 １ ９ ２ ～ ３ ５ ２ 、 １ ９ ２
～ ３ ４ ０ 及 び １ ９ ２ ～ ３ ２ １ に 相 当 す る Ｅ １ 断 片 を Ｂ ｇ ｌ Ｉ Ｉ 及 び Ｐ ｓ ｔ Ｉ ク ロ ー ニ ン グ
部 位 に 導 入 し て 、 様 々 な 長 さ の Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ １ を 含 む プ ラ ス ミ ド ４ ６ 、 １ １ ５ 、 １ １ ３ 、 １
０ ７ 、 １ ０ ２ 及 び ９ ８ を 作 製 し た 。 Ａ Ｂ Ｉ 　 Ｐ Ｒ Ｉ Ｓ Ｍ 　 Dye terminators cycle 配 列 決
定 キ ッ ト (Beckman center、 Stanford)を 用 い て 配 列 を 確 認 し た 。
【 ０ １ ５ ９ 】
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ス ク リ ー ニ ン グ 標 的 と し て の Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ １ 及 び Ｅ ２ 抗 原 の 調 製 及 び Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ １ タ ン パ ク
質 を 標 的 と す る ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 産 生



　 Ｈ Ｅ Ｋ ２ ９ ３ か ら 全 Ｒ Ｎ Ａ を 単 離 し た こ と を 除 い て は 、 上 記 と 同 じ 方 法 を 用 い て Ｃ Ｄ ８
１ コ ン ス ト ラ ク ト を 作 製 し た 。 Ｘ ｈ ｏ Ｉ 及 び Ｅ ｃ ｏ Ｒ Ｉ 制 限 酵 素 切 断 部 位 で 挟 ま れ た オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て ｃ Ｄ Ｎ Ａ か ら Ｐ Ｃ Ｒ (ｐ ｆ ｕ 、 Stratagene)で Ｃ Ｄ ８ １ の 断 片 を 増
幅 し た 。 ヌ ク レ オ チ ド ２ ３ ９ － ９ ５ ０ に 相 当 す る 断 片 を Ｂ ｇ ｌ Ｉ Ｉ 及 び Ｐ ｓ ｔ Ｉ (New Eng
land Nuclear、 マ サ チ ュ ー セ ッ ツ 州 ボ ス ト ン )ク ロ ー ニ ン グ サ イ ト 内 に 挿 入 し て 、 プ ラ ス
ミ ド Ｃ Ｄ ８ １ を 作 製 し た 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に 先 立 っ て 、 Ｈ Ｅ Ｋ ２ ９ ３ 細 胞 を 培 養 し
翌 日 ま で に 細 胞 密 度 ５ ０ － ６ ０ ％ コ ン フ ル エ ン ス を 得 た 。 PerFect Lipids(Invitrogen)(
商 品 名 )を マ ニ ュ ア ル に 従 っ て 用 い 一 過 性 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン を 行 っ た 。 ６ ウ ェ ル プ レ
ー ト ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 用 に 、 ５ ｕ ｇ の Ｄ Ｎ Ａ と 脂 質 (Ｐ ｆ ｘ － ２ )と の １ ： ６ (ｗ ／ ｗ )
混 合 物 を 、 血 清 を 含 ま な い 媒 体 に 入 れ た も の を 用 い た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の ４ 時 間 後
、 細 胞 を 完 全 培 地 に 移 し 変 え た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の ２ ４ ～ ４ ８ 時 間 後 、 細 胞 表 面 発
現 に つ い て ア ッ セ イ を 行 っ た 。 Ｅ Ｇ Ｆ Ｐ (Clontech、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 パ ロ ア ル ト )は ト ラ
ン ス フ ェ ク シ ョ ン 効 率 の 内 部 制 御 と し て 用 い た 。
【 ０ １ ６ １ 】
　 安 定 し た 細 胞 系 の 作 製 (薬 剤 選 択 )。 Ｃ Ｈ Ｏ － Ｋ １ 細 胞 を プ レ ー ト に 入 れ て 培 養 し 、 １ 日
後 に ５ ０ － ６ ０ ％ コ ン フ ル エ ン ス を 得 た 。 PerFect Lipid Ｐ ｆ ｘ － ８ (Invitrogen)(商 品
名 )を マ ニ ュ ア ル に 従 っ て 用 い 細 胞 を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 １ ０ ０ ｍ ｍ プ レ ー ト ト ラ ン
ス フ ェ ク シ ョ ン 用 に 、 血 清 を 含 ま な い ハ ム の Ｆ １ ２ － Ｋ 培 地 中 で ２ ９ ｕ ｇ の Ｄ Ｎ Ａ を Lipi
d Ｐ ｆ ｘ － ８ と １ ： ６ (ｗ ／ ｗ )で 混 合 し 、 細 胞 に 添 加 し た 。 ５ 時 間 後 、 細 胞 を 完 全 培 地 に
移 し 変 え た 。 ３ ７ ℃ で ５ ％ Ｃ Ｏ 2 に て 一 晩 保 温 し た 後 、 完 全 培 地 に ４ ５ ０ ｕ ｇ ／ ｍ ｌ の Ｇ
４ １ ８ (Gibco BRL、 メ リ ー ラ ン ド 州 ロ ッ ク ビ ル )を 加 え た 選 択 培 地 で 、 完 全 培 地 を 置 き 換
え た 。 選 択 培 地 に ２ 週 間 置 い た 後 、 多 数 の 選 択 ク ロ ー ン を １ つ の 個 体 群 と し て 回 収 し た 。
次 い で 、 様 々 な 細 胞 密 度 の 選 択 培 地 を 含 む １ ０ ０ ｍ ｍ プ レ ー ト に 細 胞 を 入 れ 、 単 離 ク ロ ー
ン の 成 長 を 促 進 し た 。 １ ０ 日 後 、 単 離 ク ロ ー ン を 標 準 法 で ２ ４ ウ ェ ル プ レ ー ト に 移 し た (A
usubel,Current Protocols in Molecular Biology 2000,John Wiley&Sons Inc.)。 等 量 の
０ ． ２ ％ ト リ プ シ ン 及 び ヴ ェ ル セ ン １ ： ５ ０ ０ ０ (Gibco BRL)で 飽 和 し た 、 無 菌 の １ ／ ８
イ ン チ ク ロ ー ニ ン グ デ ィ ス ク (PGC Scientific、 メ リ ー ラ ン ド 州 ゲ ー サ ー ズ バ ー グ )を 選 択
し た ク ロ ー ン 上 に 置 い て 転 写 し た 。 室 温 で 数 分 置 い た 後 、 回 収 し た 細 胞 を 含 む ト リ プ シ ン
／ ヴ ェ ル セ ン 飽 和 フ ィ ル タ ー そ れ ぞ れ を 、 ２ ４ ウ ェ ル プ レ ー ト 上 の 選 択 培 地 を 含 む ウ ェ ル
に 移 し た 。 細 胞 が ほ ぼ コ ン フ ル エ ン ス に 達 し た と き 、 細 胞 を 回 収 し 、 １ ２ ウ ェ ル プ レ ー ト
に 移 し 、 ほ ぼ コ ン フ ル エ ン ス に 達 し た と き 再 度 回 収 し た 。 回 収 し た 細 胞 を ス ラ イ ド 上 に 置
き 、 Ｉ Ｆ Ａ を 行 っ た 。 最 も 強 い Ｉ Ｆ Ａ 陽 性 を 示 し た ク ロ ー ン を 増 殖 し 、 培 養 基 に 保 持 し た
。 な お 、 時 間 の 経 過 と 共 に タ ン パ ク 質 発 現 レ ベ ル は 低 下 し た の で 、 限 界 希 釈 に よ る ク ロ ー
ニ ン グ を 標 準 法 で 行 っ た 。 簡 単 に 述 べ る と 、 選 択 培 地 を 含 む 複 数 ９ ６ ウ ェ ル の 平 底 プ レ ー
ト に ５ 、 ２ 、 ０ ． ５ 及 び ０ ． １ 細 胞 ／ ウ ェ ル に て 細 胞 を 培 養 し た 。 単 ク ロ ー ン を 含 む ウ ェ
ル か ら の 細 胞 を ２ ４ ウ ェ ル プ レ ー ト に 移 し 、 ほ ぼ コ ン フ ル エ ン ス と な る ま で 培 養 し 、 上 記
し た Ｉ Ｆ Ａ 用 に 回 収 し た 。 最 も 強 い Ｉ Ｆ Ａ 陽 性 を 示 し た ク ロ ー ン は 下 記 に 記 す 標 準 法 を 用
い た フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 解 析 に よ っ て も 試 験 し た 。 す な わ ち 、 １ ０ ｕ ｇ ／ ｍ ｌ の Ｃ Ｂ Ｈ
－ ５ 及 び Ｃ Ｂ Ｈ － ４ Ｇ 、 一 次 抗 体 と し て の ２ 種 の 抗 Ｅ ２ Ｈ Ｃ Ｖ ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、
二 次 抗 体 と し て の Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ ヤ ギ 抗 ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ (Ｈ 及 び Ｌ 鎖 )(Jackson Immunoresearch Labo
ratories,Inc.、 ペ ン シ ル バ ニ ア 州 ウ エ ス ト グ ロ ー ブ )で 細 胞 を 染 色 し た 。 最 も 強 い 陽 性 を
示 し た ク ロ ー ン の 一 つ 、 ３ ８ － １ ９ ／ ５ Ｇ ３ を ア ッ セ イ 用 に 増 幅 し た 。 こ れ は 数 ヶ 月 間 高
い レ ベ ル の Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ ２ タ ン パ ク 質 を 発 現 し 続 け た 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 。 Ｈ Ｅ Ｋ － ２ ９ ３ 細 胞 を ６ ウ ェ ル 組 織 培 養 プ レ ー ト で 培 養 し 、 上 記
し た よ う に 様 々 な Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ １ コ ン ス ト ラ ク ト で ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 ２ ４ 時 間 後 、 細
胞 を Ｐ Ｂ Ｓ で 洗 浄 し 、 ０ ． ５ ｍ ｌ の 溶 解 緩 衝 液 (１ ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ２ ０ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ
ｉ ｓ 　 ｐ Ｈ ７ ． ５ 、 ０ ． ５ ％ デ オ キ シ コ レ ー ト 、 １ ． ０ ％ ノ ニ デ ッ ト － Ｐ ４ ０ 、 １ ｍ Ｍ 　
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Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、 ０ ． ５ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ 　 Ｐ ｅ ｆ ａ ｂ ｌ ｏ ｃ (Boehringer Mannheim、 イ ン デ ィ ア ナ 州
イ ン デ ィ ア ナ ポ リ ス )、 ２ μ ｇ ／ ｍ ｌ ア プ ロ チ ニ ン 、 ２ μ ｇ ／ ｍ ｌ ロ イ ペ プ チ ン 及 び １ μ
ｇ ／ ｍ ｌ ペ プ ス タ チ ン )に 再 懸 濁 し た 。 １ ８ ， ０ ０ ０ × ｇ 、 ４ ℃ に て １ ０ 分 間 遠 心 分 離 し
て 核 を ペ レ ッ ト 状 に し 、 得 ら れ た 細 胞 質 抽 出 物 を 、 １ 対 １ で ２ × 硫 酸 ド デ シ ル ナ ト リ ウ ム
ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド 電 気 泳 動 試 料 緩 衝 液 (Ｓ Ｄ Ｓ － Ｓ Ｂ ； ２ ０ ％ グ リ セ ロ ル 、 １ ０ ％ β －
メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル 、 ４ ． ８ ％ Ｓ Ｄ Ｓ 、 ０ ． １ ２ ５ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ 　 ｐ Ｈ ６ ． ８ )と 混
合 し た 。 あ る い は 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の ２ ４ 時 間 後 に 細 胞 を Ｐ Ｂ Ｓ で 洗 浄 し 、 １ ０ ０
μ ｌ の Ｐ Ｂ Ｓ に 再 懸 濁 し 、 １ ０ ０ μ ｌ の ２ × Ｓ Ｄ Ｓ － Ｓ Ｂ を 添 加 し た 。 タ ン パ ク 質 を ９ ５
℃ で ５ 分 加 熱 し て 変 性 し 、 変 性 抽 出 物 の ２ ０ μ ｌ ア リ コ ー ト に つ い て １ ２ ％ ポ リ ア ク リ ル
ア ミ ド ゲ ル で 硫 酸 ド デ シ ル ナ ト リ ウ ム ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド 電 気 泳 動 法 (Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ )
を 行 っ た 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 。 一 過 的 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 細 胞 を ヴ ェ ル セ ン １ ： ５ ０ ０ ０
(Gibco BRL)を 含 む ウ ェ ル 又 は フ ラ ス コ か ら 取 り 出 し 、 染 色 溶 液 (１ ％ Ｆ Ｃ Ｓ 及 び ０ ． １ ％
ア ジ 化 ナ ト リ ウ ム を 含 む Ｐ Ｂ Ｓ )で 洗 浄 し 、 約 １ ０ (１ ０ 6 )細 胞 ／ ｍ ｌ で 再 懸 濁 し た 。 様 々
な 希 釈 率 で 試 験 抗 体 を 含 む 総 量 １ ０ ０ μ ｌ の 染 色 溶 液 を 、 １ ０ ０ μ ｌ の 染 色 溶 液 に 再 懸 濁
し た １ ０ 6 個 の 生 存 能 力 が あ る ト ラ ン ス フ ェ ク ト 又 は 対 照 細 胞 と 混 合 し 、 ４ ℃ で ４ ５ 分 保
温 し た 。 全 て の 希 釈 と 洗 浄 は 染 色 溶 液 で 行 っ た 。 一 次 試 験 抗 体 は 抗 Ｈ Ａ (Boehringer－ Man
nheim)、 抗 Ｅ ２ (Austral Biologicals)を い ず れ も ５ ｕ ｇ ／ ｍ ｌ で 用 い 、 更 に 対 照 抗 体 の
抗 Ｔ ７ Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ (Novagen、 ウ ィ ス コ ン シ ン 州 マ デ ィ ソ ン )及 び 精 製 全 ラ ッ ト Ｉ
ｇ Ｇ (Jackson ImmunoResearch Laboratories,Inc.)を い ず れ も １ ０ ｕ ｇ ／ ｍ ｌ で 用 い た 。
３ ｍ ｌ の 染 色 溶 液 を 更 に 添 加 し た 後 、 ５ ０ ０ × ｇ 、 室 温 に て １ ０ 分 間 遠 心 分 離 し て 細 胞 を
ペ レ ッ ト 状 に し た 。 ペ レ ッ ト を 保 存 し 、 染 色 溶 液 で １ 対 ５ ０ に 希 釈 し た Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ 結 合 ヤ ギ
抗 ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ １ ０ ０ μ ｌ に 再 懸 濁 し た 。 ４ ℃ で ４ ５ 分 間 置 い た 後 、 ３ ｍ ｌ の 染 色 溶 液 を 添
加 し て 細 胞 を 上 記 し た よ う に ペ レ ッ ト 状 に し た 。 第 二 段 階 の 抗 体 は Ｒ － フ ィ コ エ リ ト リ ン
(Ｒ － Ｐ Ｅ )結 合 抗 ラ ッ ト 、 抗 マ ウ ス 及 び 抗 ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ (Ｈ ＋ Ｌ )(全 て Jackson ImmunoResea
rch Laboratoriesよ り 入 手 )を 用 い た 。 標 的 抗 原 の 表 面 発 現 を Ｆ Ａ Ｃ Ｓ 　 Ｃ ａ ｌ ｉ ｂ ｕ ｒ
フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー (Becton－ Dickinson、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 サ ン ホ ゼ )で 解 析 し た 。 次
い で 細 胞 を １ ｍ ｌ の 定 着 溶 液 (３ ． ８ ％ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド を 含 む Ｐ Ｂ Ｓ )に 再 懸 濁 し 、 細 胞
表 面 に 結 合 し た Ｈ Ｍ Ａ ｂ の 量 を Becton－ Dickinson FACS Vantageフ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー (B
ecton－ Dickinson、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 サ ン ホ ゼ )で 解 析 し た 。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 免 疫 蛍 光 ア ッ セ イ 。 Ｈ Ｅ Ｋ － ２ ９ ３ 細 胞 を 上 記 し た 様 々 な Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ １ コ ン ス ト ラ ク ト
で ト ラ ン ス フ ェ ク ト し 、 １ ０ ０ ％ ア セ ト ン で 室 温 に て １ ０ 分 間 お い て Ｈ Ｔ Ｃ Super Cured
２ ４ － ス ポ ッ ト ス ラ イ ド (Cel－ Line Associates、 ニ ュ ー ジ ャ ー ジ ー 州 ニ ュ ー フ ィ ー ル ド )
上 に 固 定 し た 。 固 定 細 胞 を 、 ３ ～ ５ μ ｇ ／ ｍ ｌ の 精 製 し た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 又 は １ ～ ４
０ 倍 に Ｐ Ｂ Ｓ で 希 釈 し た ヒ ト 血 清 と 共 に ３ ７ ℃ で ３ ０ 分 保 温 し た 。 次 い で ス ラ イ ド を リ ン
酸 緩 衝 食 塩 水 (Ｐ Ｂ Ｓ )ｐ Ｈ ７ ． ４ で ５ ～ １ ０ 分 洗 浄 し 、 エ バ ン ス ブ ル ー 対 比 染 色 ０ ． ０ ０
１ ％ 溶 液 及 び 適 当 な フ ル オ レ セ イ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト (Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ )結 合 二 次 抗 体 (Jackson
 Immunoresearch laboratories、 ペ ン シ ル バ ニ ア 州 ウ ェ ス ト グ ロ ー ブ )と 共 に ３ ７ ℃ で ３
０ 分 間 保 温 し た 。 Zeiss Universal顕 微 鏡 を 用 い た 蛍 光 顕 微 鏡 法 に よ っ て 結 合 抗 体 を 検 出
し た 。
【 ０ １ ６ ５ 】
結 果
　 Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ １ 及 び Ｅ １ Ｅ ２ 組 換 え タ ン パ ク 質 の 作 製 。 Ｈ Ｃ Ｖ の 増 殖 は 生 体 外 で は 確 実 で
は な い の で 、 Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ １ 及 び Ｅ ２ エ ン ベ ロ ー プ タ ン パ ク 質 を 発 現 す る 哺 乳 類 細 胞 に 対 す
る 抗 体 の 結 合 差 異 を 利 用 し て 、 ド ナ ー 血 漿 か ら 抗 Ｅ １ 抗 体 を ス ク リ ー ニ ン グ し た 。 通 常 、
哺 乳 類 細 胞 の 発 現 し た Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ １ タ ン パ ク 質 は 細 胞 表 面 に 発 現 さ れ た と き に 天 然 に よ り
近 い 形 状 を と る 。 こ れ ら の 研 究 で 用 い ら れ た Ｈ Ｃ Ｖ コ ン ス ト ラ ク ト に よ り 発 現 さ れ た タ ン
パ ク 質 配 列 を 表 す 、 Ｈ Ｃ Ｖ ゲ ノ ム の 構 造 タ ン パ ク 質 地 図 を 図 ３ ０ に 示 す 。 Ｅ １ 及 び Ｅ ２ 遺
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伝 子 の ア ミ ノ 及 び カ ル ボ キ シ ル 末 端 欠 失 変 異 体 群 を Ｐ Ｃ Ｒ で 合 成 し 、 ヘ マ グ ル チ ニ ン Ａ を
コ ー ド す る 配 列 の ３ ’ 末 端 と ｍ ｙ ｃ エ ピ ト ー プ を コ ー ド す る 配 列 の ５ ’ 末 端 に 融 合 し た 。
配 列 決 定 に よ り 配 列 を 確 認 し た 。 プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー ｐ Ｄ ｉ ｓ ｐ ｌ ａ ｙ (Invitrogen、 カ
リ フ ォ ル ニ ア 州 カ ー ル ス バ ッ ド )は 、 ネ ズ ミ Ｉ ｇ カ ッ パ 鎖 Ｖ － Ｊ ２ － Ｃ シ グ ナ ル ペ プ チ ド
と 血 小 板 由 来 成 長 因 子 受 容 体 経 膜 領 域 (Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ Ｒ － Ｔ Ｍ )と を コ ー ド す る 配 列 を 含 ん で い
る 。 各 プ ラ ス ミ ド を Ｈ Ｅ Ｋ ２ ９ ３ 細 胞 内 に 一 過 的 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 後 、 コ ン ス ト ラ
ク ト の 発 現 を ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト で 確 認 し 、 コ ン ス ト ラ ク ト の 細 胞 表 面 発 現 を フ ロ ー サ イ
ト メ ト リ ー 解 析 で 確 認 し た 。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 Ｈ Ｃ Ｖ 遺 伝 子 型 １ ｂ 感 染 者 の 血 漿 か ら Ｈ Ｃ Ｖ 配 列 を 増 幅 し た 。 Ｅ １ 領 域 の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 決
定 (図 ３ １ )の 結 果 、 Ｈ Ｃ Ｖ １ ｂ (２ )の Ｈ Ｐ Ｃ Ｊ ４ ９ １ 単 離 体 の ア ミ ノ 酸 配 列 と ９ ２ ％ の 同
一 性 が あ り 、 Ｈ Ｃ Ｖ １ ａ Ｈ 株 に つ い て 報 告 さ れ て い る 配 列 と ８ １ ％ の 同 一 性 が あ る こ と が
分 か っ た (Ogataら 、 Proc.Natl.Acad.Sci.USA(1991)88： 3329-3396)。 こ れ に つ い て は こ れ
ま で に Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ １ ／ Ｅ ２ 発 現 及 び プ ロ セ ッ シ ン グ の 研 究 が 数 多 く な さ れ て い る (Cocquer
elら 、 J.Virol.(1999)73： 2641-2649； Deleersnyderら 、 J.Virol.(1997)71： 697-704； Du
buissonら 、 J.Virol.(1994)68： 6147-6160； Duvetら 、 J.Biol.Chem.(1998)273： 32088-32
095； Flintら 、 J.Virol.(1999)73： 6782-6790； Flintら 、 J.Gen.Virol.(1999)80： 1943-1
947； Meunieら 、 J.Gen.Virol.(1999)80： 887-896)。 Ｅ １ 配 列 は 、 ５ 個 の 潜 在 的 Ｎ 結 合 型
グ リ コ シ ル 化 部 位 と 、 配 列 Ｎ Ｗ Ｓ Ｐ を 有 す る が グ リ コ シ ル 化 し な い こ と が 実 証 さ れ て い る
６ 番 目 の 部 位 と を 含 ん で い た (Meunieら 、 J.Gen.Virol.(1999)80： 887-896)。 内 側 の 疎 水
性 部 位 (ア ミ ノ 酸 ２ ６ ５ － ２ ８ ７ )と カ ル ボ キ シ ル 末 端 疎 水 性 部 位 (ア ミ ノ 酸 ３ ５ ４ － ３ ７
７ )は 、 は っ き り と 同 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ ７ 】
　 ｐ Ｄ ｉ ｓ ｐ ｌ ａ ｙ ベ ク タ ー を 用 い て 、 Ｈ Ｃ Ｖ ア ミ ノ 酸 １ ９ ２ ～ ３ ２ １ 、 １ ９ ２ ～ ３ ４ ０
、 １ ９ ２ ～ ３ ５ ２ 、 １ ９ ２ ～ ３ ６ ６ 、 １ ９ ２ ～ ３ ７ ０ 及 び １ ９ ２ ～ ３ ８ ３ を そ れ ぞ れ 発 現
す る 、 ６ 種 の コ ン ス ト ラ ク ト Ｅ １ － ３ ２ １ 、 Ｅ １ － ３ ４ ０ 、 Ｅ １ － ３ ５ ２ 、 Ｅ １ － ３ ６ ６
、 Ｅ １ － ３ ７ ０ 及 び Ｅ １ － ３ ８ ３ を 発 現 さ せ た 。 全 て の Ｈ Ｃ Ｖ 配 列 が 血 小 板 由 来 成 長 因 子
受 容 体 (Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ Ｒ 、 表 ９ 参 照 )の 経 膜 領 域 と 枠 内 で 発 現 さ れ た 。 コ ン ス ト ラ ク ト Ｅ １ － ３
２ １ 、 Ｅ １ － ３ ４ ０ 及 び Ｅ １ － ３ ５ ２ は Ｅ １ の カ ル ボ キ シ ル 末 端 疎 水 性 部 位 を 含 ん で い な
か っ た が 、 他 の コ ン ス ト ラ ク ト は そ の 部 位 の 全 て 又 は 部 分 を 含 ん で い た (表 ９ )。 Ｈ Ｃ Ｖ キ
ャ プ シ ド の カ ル ボ キ シ ル 末 端 に お け る シ グ ナ ル 配 列 を ネ ズ ミ Ｉ ｇ Ｋ リ ー ダ ー 配 列 と 置 き 換
え た 。 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス ヘ マ グ ル チ ニ ン (Ｈ Ａ )及 び ｃ － ｍ ｙ ｃ の 非 常 に ま っ す ぐ な
エ ピ ト ー プ を 、 Ｈ Ｃ Ｖ 配 列 の そ れ ぞ れ Ｎ 末 端 及 び Ｃ 末 端 の 直 ぐ 隣 に 位 置 さ せ た 。 コ ン ス ト
ラ ク ト の 全 て を Ｄ Ｎ Ａ 配 列 決 定 し た と こ ろ 、 フ レ ー ム シ フ ト や ナ ン セ ン ス 突 然 変 異 の な い
、 期 待 通 り の 挿 入 物 が 含 ま れ て い た 。
【 ０ １ ６ ８ 】
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【 表 ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ６ ９ 】
Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ １ 及 び Ｅ １ Ｅ ２ 組 換 え タ ン パ ク 質 の 特 徴 付 け
　 タ ン パ ク 質 発 現 解 析 。 ヒ ト 胚 性 腎 臓 (Ｈ Ｅ Ｋ － ２ ９ ３ )細 胞 を 、 Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ １ ｐ Ｄ ｉ ｓ ｐ
ｌ ａ ｙ コ ン ス ト ラ ク ト で 又 は 負 の 対 照 と し て Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ １ ベ ク タ ー の み で ト ラ ン ス フ ェ ク
ト し た 。 ２ ４ 時 間 後 、 細 胞 質 抽 出 物 を 調 製 し 、 等 量 ア リ コ ー ト を Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ に よ っ
て 分 別 し 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 上 に ブ ロ ッ テ ィ ン グ し 、 Ｈ Ｃ Ｖ １ ａ Ｅ １ タ ン パ ク 質 に 対 す る
Ｈ Ｃ Ｍ － Ｅ １ ネ ズ ミ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 １ μ ｇ ／ ｍ ｌ と 共 に 一 晩 培 養 し て ウ エ ス タ ン ブ ロ
ッ ト 解 析 を 行 っ た (図 ３ ２ Ａ )。 同 様 の 結 果 が 、 イ ン フ ル エ ン ザ ヘ マ グ ル チ ニ ン (Ｈ Ａ )エ ピ
ト ー プ に 対 す る ラ ッ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に つ い て 得 ら れ た 。 全 て の Ｅ １ コ ン ス ト ラ ク ト
に つ い て 、 見 か け 上 ４ ０ ～ ４ ６ ｋ ｄ の 分 子 量 で 移 動 し た 複 数 の 免 疫 反 応 性 バ ン ド を 得 た 。
ベ ク タ ー の み で ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 細 胞 に は 反 応 性 タ ン パ ク 質 が 観 察 さ れ な か っ た 。 Ｃ
Ｍ Ｖ タ ン パ ク 質 を 認 識 す る 対 照 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に 対 し て 反 応 性 を 有 す る コ ン ス ト ラ ク
ト も な か っ た (デ ー タ 示 さ ず )。 観 察 さ れ た サ イ ズ は 、 タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 成 分 か ら 予 想
さ れ た サ イ ズ よ り 約 １ ２ － １ ５ ｋ ｄ 大 き か っ た 。 こ れ は タ ン パ ク 質 が 顕 著 に グ リ コ シ ル 化
さ れ て い た こ と を 示 し て い る 。 驚 く べ き こ と に 、 コ ン ス ト ラ ク ト の う ち 最 大 の Ｅ １ － ３ ８
３ は 約 ３ ８ ｋ ｄ で 、 見 か け 上 の 分 子 量 が 最 も 小 さ か っ た 。 ア ミ ノ 酸 ３ ８ ４ で 終 わ っ て い る
Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ １ コ ン ス ト ラ ク ト は 短 い コ ン ス ト ラ ク ト よ り も 早 く 移 動 し う る と い う 報 告 も あ
る (Fournillier－ Jacobら 、 J.Gen.Virol.(1996)77： 1055-1064)。 あ る い は 、 Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ
１ 及 び Ｅ ２ が 同 一 直 線 上 に 発 現 さ れ た 場 合 、 Ｅ １ と Ｅ ２ と の 間 の 切 断 部 位 、 グ リ シ ン ３ ８
３ 又 は そ の 近 辺 で 、 Ｅ １ － ３ ８ ３ コ ン ス ト ラ ク ト が 蛋 白 質 分 解 切 断 さ れ う る (Dubuissonら
、 J.Virol.(1994)68： 6147-6160； Lanfordら 、 Virology(1993)197： 225-235； Matsuuraら
、 Virology(1994)205： 141-150； Ralstonら 、 J.Virol.(1993)67： 6753-6761； Spaeteら 、
Virology(1992)188： 819-830)。
【 ０ １ ７ ０ 】
　 Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ １ コ ン ス ト ラ ク ト の グ リ コ シ ル 化 。 グ リ コ シ ル 基 の 存 在 を 確 認 す る た め に 、
Ｈ Ｅ Ｋ － ２ ９ ３ 細 胞 を Ｅ １ コ ン ス ト ラ ク ト で ト ラ ン ス フ ェ ク ト し 、 Ｎ 結 合 型 グ リ コ シ ル 化
の 開 始 段 階 を 阻 害 す る ツ ニ カ マ イ シ ン (Kornfield and Kornfield Ann.Rev.Biochem.(1985
)54： 631-664)の 存 在 下 又 は 非 存 在 下 で ２ ４ 時 間 培 養 し た 。 Ｈ Ｅ Ｋ － ２ ９ ３ 細 胞 を ｐ Ｄ ｉ
ｓ ｐ ｌ ａ ｙ ベ ク タ ー 又 は 表 記 の Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ １ コ ン ス ト ラ ク ト で ト ラ ン ス フ ェ ク ト し 、 ２ μ
ｇ ／ ｍ ｌ ツ ニ カ マ イ シ ン の 存 在 下 又 は 非 存 在 下 で 培 養 し た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の ２ ４
時 間 後 、 全 細 胞 抽 出 物 を 調 製 し 、 ア リ コ ー ト を Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ に よ っ て 分 別 し 、 ニ ト ロ
セ ル ロ ー ス 上 に ブ ロ ッ テ ィ ン グ し た 。 Ｈ Ａ エ ピ ト ー プ に 対 す る １ μ ｇ ／ ｍ ｌ の Ｈ Ａ ｒ Ｍ Ａ
ｂ と 共 に 一 晩 培 養 し て 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 解 析 に よ っ て Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ １ タ ン パ ク 質 を 検 出
し た (図 ３ ３ Ｂ )。
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【 ０ １ ７ １ 】
　 ツ ニ カ マ イ シ ン の 非 存 在 下 で 得 た Ｅ １ コ ン ス ト ラ ク ト の 分 子 量 は ４ ０ ～ ４ ６ ｋ ｄ で あ っ
た が 、 上 記 の よ う に 複 数 の 免 疫 反 応 性 バ ン ド の 発 現 は Ｈ Ａ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に つ い て あ
ま り 目 立 た な か っ た 。 グ リ コ シ ル 化 を 阻 害 し た 結 果 、 反 応 性 タ ン パ ク 質 Ｅ １ － ３ ２ １ 、 Ｅ
１ － ３ ４ ０ 、 Ｅ １ － ３ ５ ２ 、 Ｅ １ － ３ ６ ６ 及 び Ｅ １ － ３ ７ ０ に つ い て 観 察 さ れ た 分 子 量 は
２ ５ ～ ３ ２ ｋ ｄ で あ り 、 予 想 さ れ た ５ 種 の 非 グ リ コ シ ル 化 形 状 コ ン ス ト ラ ク ト そ れ ぞ れ に
つ い て 予 想 さ れ た 分 子 量 ２ ５ 、 ２ ８ 、 ２ ９ 、 ３ ０ 及 び ３ １ ｋ ｄ と 一 致 し た (表 ９ )。 ツ ニ カ
マ イ シ ン の 非 存 在 下 で は 、 Ｅ １ － ３ ８ ３ は あ ま り 発 現 さ れ ず 、 見 か け の 分 子 量 は 約 ３ ８ ｋ
ｄ で あ っ た 。 ツ ニ カ マ イ シ ン の 存 在 下 で は 、 コ ン ス ト ラ ク ト Ｅ １ － ３ ８ ３ に つ い て 非 グ リ
コ シ ル 化 タ ン パ ク 質 は 検 出 さ れ な か っ た 。 こ の 結 果 は 、 非 グ リ コ シ ル 化 Ｅ １ － ３ ８ ３ が 不
安 定 で あ る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ １ ７ ２ 】
　 Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ １ コ ン ス ト ラ ク ト の 細 胞 表 面 発 現 。 Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ １ 及 び Ｅ １ Ｅ ２ コ ン ス ト ラ ク
ト が 細 胞 表 面 上 で 発 現 さ れ る 能 力 に つ い て 、 Ｆ Ａ Ｃ Ｓ ｃ ａ ｎ 解 析 に よ っ て 調 べ た 。 Ｈ Ｅ Ｋ
－ ２ ９ ３ 細 胞 を Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ １ 又 は Ｅ １ Ｅ ２ コ ン ス ト ラ ク ト で ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 ト ラ
ン ス フ ェ ク シ ョ ン の ２ ４ 時 間 後 、 細 胞 を 回 収 し 、 様 々 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 共 に 保 温 し
、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ っ て 細 胞 表 面 染 色 の 量 を 調 べ た 。 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 を 発 現
す る プ ラ ス ミ ド で 細 胞 を 同 時 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン す る こ と に よ っ て ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ
ン の 効 力 を モ ニ タ ー し た (デ ー タ 示 さ ず )。
【 ０ １ ７ ３ 】
　 図 ３ ３ は 、 Ｅ １ 欠 失 コ ン ス ト ラ ク ト で ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た Ｈ Ｋ Ｅ ２ ９ ３ 細 胞 内 で 発 現
さ れ た Ｅ １ 組 換 え タ ン パ ク 質 の Ｆ Ａ Ｃ Ｓ ｃ ａ ｎ 解 析 を 示 す 。 ｘ 軸 は 蛍 光 強 度 を 示 し 、 ｙ 軸
は 蛍 光 細 胞 の 数 を 示 す 。 Ｈ Ｋ Ｅ ２ ９ ３ 及 び Ｒ ０ ４ (抗 Ｃ Ｍ Ｖ )は 、 特 異 的 一 次 抗 体 が 存 在 し
な い 条 件 で 得 ら れ た 蛍 光 を 示 す 。 右 側 へ の エ リ ア シ フ ト は 細 胞 表 面 で の タ ン パ ク 質 発 現 を
示 す 。 マ ー カ ー (Ｍ １ )を 用 い て バ ッ ク グ ラ ウ ン ド を 超 え た と 考 え ら れ る 蛍 光 の 範 囲 (０ －
１ ０ ０ ％ )を 示 し た 。 組 換 え の ピ ー ク は Ｈ Ｃ Ｍ － Ｅ １ ネ ズ ミ Ｍ Ａ ｂ で 検 出 し た 。
【 ０ １ ７ ４ 】
　 図 ３ ３ に 示 す よ う に 、 対 照 抗 体 Ｒ ０ ４ (抗 Ｃ Ｍ Ｖ )に つ い て は バ ッ ク グ ラ ウ ン ド レ ベ ル の
染 色 し か 観 察 さ れ な か っ た 。 組 換 え Ｅ １ タ ン パ ク 質 に 対 す る マ ウ ス Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ １ 抗 体 (Ｈ
Ｃ Ｍ － Ｅ １ ｍ Ｍ Ａ ｂ )に つ い て は 、 コ ン ス ト ラ ク ト Ｅ １ － ３ ２ １ 、 Ｅ １ － ３ ４ ０ 、 Ｅ １ －
３ ５ ２ 及 び Ｅ １ － ３ ６ ６ で 高 い レ ベ ル の 細 胞 表 面 発 現 が 得 ら れ た 。 中 程 度 の 表 面 発 現 が コ
ン ス ト ラ ク ト Ｅ １ － ３ ７ ０ に つ い て 観 察 さ れ 、 Ｅ １ － ３ ８ ３ に つ い て は 細 胞 表 面 発 現 が 観
察 さ れ な か っ た 。 全 て の コ ン ス ト ラ ク ト に つ い て 得 ら れ た ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 効 率 は 同
様 で あ り (～ ４ ０ ％ )、 従 っ て Ｅ １ － ３ ７ ０ 及 び Ｅ １ － ３ ８ ３ に つ い て 見 ら れ た 低 い レ ベ ル
の 細 胞 表 面 発 現 は ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 効 率 の 違 い に よ る も の で は な い こ と が 示 唆 さ れ る
。 加 え て 、 固 定 細 胞 免 疫 蛍 光 に よ り 測 定 し た コ ン ス ト ラ ク ト の 細 胞 内 発 現 と 同 等 で あ っ た
(図 ３ ４ )。
【 ０ １ ７ ５ 】
　 Ｈ Ｃ Ｖ 陽 性 血 清 に お け る Ｅ １ ヒ ト 抗 体 に 対 す る 免 疫 反 応 性 。 ６ 種 の Ｅ １ コ ン ス ト ラ ク ト
の う ち ５ 種 で 有 意 な 細 胞 表 面 発 現 を 行 っ た 後 、 遺 伝 子 型 １ Ｈ Ｃ Ｖ 感 染 者 の 血 清 群 に つ い て
Ｅ １ コ ン ス ト ラ ク ト へ の 免 疫 反 応 性 を 評 価 し た (表 １ ０ )。 Ｈ Ｅ Ｋ － ２ ９ ３ 細 胞 を 各 Ｅ １ コ
ン ス ト ラ ク ト で ト ラ ン ス フ ェ ク ト し 、 Ｉ Ｆ Ａ 用 に ガ ラ ス ス ラ イ ド 上 に 固 定 し た 。 固 定 細 胞
を Ｈ Ａ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 共 に 保 温 し 、 お お よ そ の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 効 率 を 調 べ た
。
【 ０ １ ７ ６ 】
　 図 ３ ４ は 、 Ｈ Ｃ Ｖ 血 清 を 用 い た Ｉ Ｆ Ａ デ ー タ を 示 す 。 表 記 の コ ン ス ト ラ ク ト で ト ラ ン ス
フ ェ ク ト し た Ｈ Ｅ Ｋ ２ ９ ３ 細 胞 又 は ト ラ ン ス フ ェ ク ト し て い な い Ｈ Ｅ Ｋ ２ ９ ３ 細 胞 を ア セ
ト ン で ス ラ イ ド 上 に 固 定 し 、 Ｈ Ａ に 対 す る ラ ッ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ５ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ 又 は １
： ５ ０ の 希 釈 度 の Ｈ Ｃ Ｖ 血 清 で 染 色 し た 。 ス ラ イ ド を エ バ ン ス ブ ル ー ０ ． ０ ０ １ ％ 溶 液 で
対 比 染 色 し 、 フ ル オ レ セ イ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト (Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ )結 合 ヤ ギ － 抗 ヒ ト 又 は 抗 ラ ッ
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ト Ｉ ｇ Ｇ で 結 合 抗 体 を 検 出 し た 。 各 コ ン ス ト ラ ク ト に つ い て 、 ト ラ ン ス フ ェ ク ト 細 胞 の 約
５ ０ ％ が 濃 く 染 色 さ れ た 。 Ｅ １ コ ン ス ト ラ ク ト の 全 て に つ い て 、 Ｈ Ｃ Ｖ 陰 性 血 液 ド ナ ー か
ら の 血 清 ８ 種 で は い ず れ も 染 色 が 見 ら れ な か っ た (表 １ ０ )。 Ｅ １ コ ン ス ト ラ ク ト で ト ラ ン
ス フ ェ ク ト し た 細 胞 を 、 １ ： ４ ０ の 希 釈 度 の Ｈ Ｃ Ｖ １ ｂ 感 染 者 血 清 で 調 べ た と こ ろ 、 中 レ
ベ ル の 陽 性 染 色 が 得 ら れ た 。 血 清 に つ い て 得 ら れ た 染 色 を 図 ３ ４ に 示 す 。
【 ０ １ ７ ７ 】
　 血 清 の う ち １ 種 は ト ラ ン ス フ ェ ク ト し て い な い Ｈ Ｅ Ｋ － ２ ９ ３ 細 胞 に 対 し て 強 い 反 応 性
を 示 し た (表 １ ０ )。 ６ 種 の Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ ２ コ ン ス ト ラ ク ト の う ち ５ 種 は 試 験 し た Ｈ Ｃ Ｖ １ ｂ
血 清 の ５ ４ ～ ７ １ ％ に 反 応 性 を 有 し た (図 ３ ５ 追 加 )。 コ ン ス ト ラ ク ト Ｅ １ － ３ ８ ３ は 少 な
く と も ３ ３ ％ (２ ４ 血 清 の う ち ８ )が 反 応 性 を 示 し た 。 Ｅ １ － ３ ８ ３ を 除 い て 、 Ｅ １ コ ン ス
ト ラ ク ト に よ る Ｈ Ｃ Ｖ 遺 伝 子 型 １ 抗 血 清 に 対 す る 反 応 性 は 、 分 泌 Ｅ １ タ ン パ ク 質 を 用 い た
研 究 で 観 察 さ れ た 反 応 性 と 同 様 で あ っ た (Ganeら 、 Transplantation.(1999)67： 78-84)。
Ｅ １ － ３ ５ ２ は 、 Ｈ Ｃ Ｖ 陽 性 血 清 に 対 し て 高 い 反 応 性 (７ １ ％ )を 示 し た の で 、 Ｅ １ Ｈ Ｍ Ａ
ｂ ス ク リ ー ニ ン グ 用 の 抗 体 と し て 選 択 し た 。
【 ０ １ ７ ８ 】
　 Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ １ Ｈ Ｍ Ａ ｂ ス ク リ ー ン 用 の 血 液 ド ナ ー の 選 択 。 試 験 し た １ ７ 種 の Ｈ Ｃ Ｖ １ ｂ
陽 性 血 清 (表 １ ０ )の う ち 、 Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ １ コ ン ス ト ラ ク ト に 対 す る 血 清 抗 体 の 力 価 が 高 か っ
た の は ド ナ ー Ｈ Ｃ ２ ９ で あ っ た 。 こ の ド ナ ー か ら 末 梢 血 液 Ｂ 細 胞 を 単 離 し 、 ヒ ト ハ イ ブ リ
ド ー マ を 分 泌 す る Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ １ 抗 体 の 産 生 に 用 い た 。
【 ０ １ ７ ９ 】
【 表 １ ０ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ８ ０ 】
　 抗 原 特 異 的 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 産 生 。 Ｅ １ コ ン ス ト ラ ク ト の ２ 種 で 有 意 な 細 胞 表
面 発 現 を 行 っ た 後 、 よ り 大 き な タ ン パ ク 質 Ｅ １ － ３ ５ ２ を 用 い て 、 Ｈ Ｃ Ｖ 感 染 者 に よ る Ｅ
１ へ の 血 清 反 応 を 評 価 し た 。 す な わ ち Ｅ １ － ３ ５ ２ を 発 現 す る プ ラ ス ミ ド を Ｈ Ｅ Ｋ － ２ ９
３ 細 胞 に 導 入 し 、 Ｅ １ － ３ ５ ２ を 発 現 す る 細 胞 系 を 得 た 。 間 接 蛍 光 ア ッ セ イ (Ｉ Ｆ Ａ )用 に
Ｅ １ － ３ ５ ２ 発 現 細 胞 を ガ ラ ス ス ラ イ ド 上 に 固 定 し た 。 Ｈ Ｃ Ｖ 遺 伝 子 型 １ に つ い て Ｐ Ｃ Ｒ
陽 性 で あ る と 判 明 し た 血 液 ド ナ ー か ら の 血 清 群 に 対 す る 、 細 胞 の 反 応 性 を 調 べ た 。 Ｈ Ｃ Ｖ
遺 伝 子 型 １ で 感 染 し た 血 液 ド ナ ー ２ ３ 種 の う ち １ １ 種 (４ ８ ％ )が Ｅ １ － ３ ５ ２ タ ン パ ク 質
に 対 し て 反 応 性 を 示 し た 。 こ れ に 対 し て Ｈ Ｃ Ｖ 陰 性 血 液 ド ナ ー は ８ 人 の う ち ０ 人 、 Ｃ 型 肝
炎 患 者 の 場 合 は ９ 人 に ６ 人 (６ ７ ％ )で あ っ た 。 Ｅ １ － ３ ５ ２ に 対 す る 最 も 強 い 抗 体 応 答 を
示 し た ド ナ ー (図 ３ ４ の Ｈ Ｃ Ｖ １ ｂ の 画 像 )を 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 単 離 の た め の 末 梢 Ｂ 細 胞 供
給 源 と し て 用 い た 。 こ の ド ナ ー か ら 第 二 の 血 液 ア リ コ ー ト を 得 て 、 血 漿 及 び 単 核 細 胞 の 両
方 を 単 離 し た 。 こ の ド ナ ー は 無 症 候 の ５ １ 歳 の ヒ ス パ ニ ッ ク 系 男 性 で 、 血 液 提 供 す る ま で
Ｈ Ｃ Ｖ 感 染 に つ い て 気 づ か な か っ た 。 １ １ ヵ 月 後 に 再 度 試 料 を 得 て 試 験 し た と こ ろ 、 Ｅ １
－ ３ ５ ２ に 対 す る 強 い 抗 体 反 応 を 維 持 し て い る こ と が 確 認 さ れ た 。
【 ０ １ ８ １ 】
　 末 梢 Ｂ 細 胞 を 単 離 し 、 エ プ ス タ イ ン － バ ー ウ イ ル ス で 活 性 化 し 、 １ ６ ～ ３ ０ 日 間 培 養 し
た 。 Ｅ １ － ３ ５ ２ 発 現 細 胞 に つ い て Ｉ Ｆ Ａ を 行 っ た 結 果 、 ４ １ ７ ウ ェ ル 中 ７ 個 (～ ２ ％ )に
、 Ｅ １ － ３ ５ ２ に 対 す る 抗 体 が 含 ま れ る こ と が 判 明 し た 。 ７ 個 の Ｅ １ 反 応 性 ウ ェ ル か ら 得
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た Ｅ Ｂ Ｖ 活 性 化 細 胞 (２ ～ １ ３ × １ ０ 5 )と マ ウ ス － ヒ ト ヘ テ ロ 骨 髄 腫 融 合 パ ー ト ナ ー で あ
る Ｋ 6 Ｈ 6 ／ Ｄ ５ と を 、 Ｅ Ｂ Ｖ 活 性 化 細 胞 １ 個 ： Ｋ 6 Ｈ 6 ／ Ｄ ５ 細 胞 ２ 個 の 比 で 、 低 浸 透 圧 (
１ ２ ５ Ｌ ３ 又 は １ ８ ０ Ｌ ３ )又 は 等 浸 透 圧 (３ ０ ０ Ｌ ３ )融 合 媒 体 内 で 融 合 し た 。 ク ロ ー ニ
ン グ 後 に １ ｍ ｌ あ た り １ ～ ８ ０ ｕ ｇ ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ を 分 泌 し た ２ 種 の ハ イ ブ リ ド ー マ が 単 離 さ
れ た 。 Ｉ Ｆ Ａ で 両 方 の 抗 体 が Ｅ １ － ３ ５ ２ に 強 い 反 応 性 を 示 し た (図 ３ ６ )。 図 ３ ６ に 示 す
実 験 に お い て 、 同 じ 親 ベ ク タ ー の Ｅ １ － ３ コ ン ス ト ラ ク ト 又 は Ｃ Ｄ ４ コ ン ス ト ラ ク ト で ト
ラ ン ス フ ェ ク ト し た Ｈ Ｅ Ｋ ２ ９ ３ 細 胞 を 、 １ ： ２ の 比 で ア セ ト ン を 用 い て ス ラ イ ド に 固 定
し 、 Ｈ － １ １ １ 、 Ｈ － １ １ ４ 、 Ｒ ０ ４ (抗 Ｃ Ｍ Ｖ 　 Ｈ Ｍ Ａ ｂ )１ ０ ｕ ｇ ／ ｍ ｌ 又 は Ｈ Ａ に 対
す る ラ ッ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ５ ｕ ｇ ／ ｍ ｌ で 染 色 し た 。 ス ラ イ ド を エ バ ン ス ブ ル ー ０ ．
０ ０ １ ％ 溶 液 で 対 比 染 色 し フ ル オ レ セ イ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト (Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ )結 合 ヤ ギ 抗 ヒ ト
又 は 抗 ラ ッ ト Ｉ ｇ Ｇ で 結 合 抗 体 を 検 出 し た 。 ハ イ ブ リ ド ー マ Ｈ － １ １ １ は Ｉ ｇ Ｇ １ (Ｋ １ )
を 発 現 し た が 、 Ｈ 鎖 の 配 列 決 定 を 行 っ た と こ ろ 、 Ｖ Ｈ ３ － ３ ０ 生 殖 細 胞 系 配 列 に 対 し て 最
も 大 き な 相 同 性 を 示 し た 。 ハ イ ブ リ ド ー マ １ １ ４ (Ｈ － １ １ ４ )は Ｉ ｇ Ｇ １ (Ｋ ２ )を 発 現 し
、 Ｈ 鎖 は Ｖ Ｈ １ － ３ 生 殖 細 胞 系 配 列 に 最 も 大 き な 相 同 性 を 示 し た 。
【 ０ １ ８ ２ 】
　 Ｅ １ Ｈ Ｍ Ａ ｂ に よ る Ｈ Ｃ Ｖ エ ン ベ ロ ー プ タ ン パ ク 質 へ の 反 応 性 。 固 定 細 胞 に つ い て の Ｉ
Ｆ Ａ の 結 果 を 確 認 す る た め に 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 及 び 免 疫 沈 降 ア ッ セ イ を 用 い て 、 Ｈ Ｍ
Ａ ｂ Ｈ － １ １ １ 及 び Ｈ － １ １ ４ に よ る 様 々 な Ｅ １ タ ン パ ク 質 ／ Ｅ １ － ３ ５ ２ に 対 す る 反 応
性 を 調 べ た (図 ３ ７ )。 Ｈ Ｅ Ｋ － ２ ９ ３ 細 胞 を ｍ ｏ ｃ ｋ ト ラ ン ス フ ェ ク ト (０ )あ る い は 表 記
し た Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ １ コ ン ス ト ラ ク ト 又 は ｐ Ｄ ｉ ｓ ｐ ｌ ａ ｙ Ｅ ２ (任 意 )で ト ラ ン ス フ ェ ク ト し
、 ２ ４ 時 間 後 に 細 胞 質 抽 出 物 を 調 製 し た 。 材 料 と 方 法 の 項 で 述 べ た よ う に 、 ５ ｕ ｇ の Ｈ －
１ １ １ 又 は Ｈ － １ １ ４ Ｈ Ｍ Ａ ｂ で 抽 出 物 の ア リ コ ー ト を 免 疫 沈 降 し た 。 次 い で 結 合 タ ン パ
ク 質 を Ｓ Ｄ Ｓ 試 料 緩 衝 液 で 溶 出 し 、 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ 及 び ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト を 行 っ た 。
ブ ロ ッ テ ィ ン グ し た Ｅ １ タ ン パ ク 質 を ２ ｕ ｇ ／ ｍ ｌ の Ｅ Ｃ Ｍ 　 Ｅ １ ネ ズ ミ 抗 体 で 検 出 し た
。 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト と し て 、 Ｈ Ｅ Ｋ － ２ ９ ３ 細 胞 を 表 記 の Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ １ コ ン ス ト ラ ク ト
で ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た か 、 あ る い は ｍ ｏ ｃ ｋ ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ
ョ ン の ２ ４ 時 間 後 、 細 胞 質 抽 出 物 を 調 製 し 、 等 量 ア リ コ ー ト を Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ に よ っ て
分 別 し 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 上 に ブ ロ ッ テ ィ ン グ し た 。 ５ μ ｇ ／ ｍ ｌ の Ｈ Ｍ Ａ ｂ 　 Ｈ － １ １
１ 又 は Ｈ － １ １ ４ と 一 晩 培 養 し て 、 Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ １ タ ン パ ク 質 を 検 出 し た 。
【 ０ １ ８ ３ 】
　 図 ３ ７ に 示 す よ う に 、 Ｈ Ｍ Ａ ｂ Ｈ － １ １ １ は ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 及 び 免 疫 沈 降 の 両 方 で
Ｅ １ － ３ ５ ２ 、 Ｅ １ － ３ ４ ０ 及 び Ｅ １ － ３ ２ １ に 対 し て 強 い 反 応 性 を 見 せ た 。 Ｈ Ｍ Ａ ｂ Ｈ
－ １ １ ４ は 免 疫 沈 降 で Ｅ １ タ ン パ ク 質 に 強 く 反 応 し た が ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト で は 弱 い 陽 性
で あ っ た 。 ア イ ソ タ イ プ 対 照 Ｈ Ｍ Ａ ｂ は 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 又 は 免 疫 沈 降 で Ｅ １ コ ン ス
ト ラ ク ト の い ず れ に も 反 応 し な か っ た 。 従 っ て Ｈ Ｍ Ａ ｂ Ｈ － １ １ １ は 、 Ｅ １ － ３ ２ １ 内 の
変 性 に 反 応 し な い エ ピ ト ー プ を 認 識 し た 。 Ｈ Ｍ Ａ ｂ Ｈ － １ １ ４ は 、 部 分 的 に 変 性 し た よ う
に 見 え る Ｅ １ － ３ ２ １ 内 の エ ピ ト ー プ を 認 識 し た 。
【 ０ １ ８ ４ 】
　 細 胞 表 面 に 高 レ ベ ル で 発 現 す る Ｅ １ コ ン ス ト ラ ク ト を 用 い て 、 Ｅ １ Ｈ Ｍ Ａ ｂ を 単 離 し た
。 し か し Ｉ Ｆ Ａ を 用 い て Ｈ Ｍ Ａ ｂ を 同 定 し た と こ ろ 、 Ｈ Ｍ Ａ ｂ が 細 胞 内 形 状 の Ｅ １ － ３ ５
２ タ ン パ ク 質 に 特 異 的 で あ っ た と い う 可 能 性 が 出 て き た 。 Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｈ Ｍ Ａ ｂ が 細 胞 表 面 の
Ｅ １ － ３ ５ ２ も 認 識 す る こ と を 示 す た め に 、 Ｅ １ － ３ ５ ２ を 発 現 す る Ｈ Ｅ Ｋ － ２ ９ ３ 細 胞
に 対 す る Ｅ １ Ｈ Ｍ Ａ ｂ の 反 応 性 を 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ り 調 べ た 。 図 ３ ８ は 、 Ｈ Ｅ
Ｋ ２ ９ ３ 細 胞 内 に 一 過 性 発 現 さ れ た Ｅ １ － １ 組 換 え タ ン パ ク 質 に 対 す る Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｈ Ｍ Ａ ｂ
Ｈ － １ １ １ 及 び Ｈ － １ １ ４ の Ｆ Ａ Ｃ Ｓ ｃ ａ ｎ 解 析 を 示 す 。 ｘ 軸 は 蛍 光 強 度 を 示 し 、 ｙ 軸 は
蛍 光 細 胞 の 数 を 示 す 。 Ｒ ０ ４ (抗 Ｃ Ｍ Ｖ )は 、 特 異 的 一 次 抗 体 が 存 在 し な い 条 件 で 得 ら れ た
蛍 光 を 示 す 。 右 側 へ の エ リ ア シ フ ト は 抗 体 結 合 を 意 味 し 、 抗 Ｈ Ａ は 融 合 蛋 白 質 と し て の Ｈ
Ａ タ グ 発 現 を 表 す 。 マ ー カ ー (Ｍ １ )を 用 い て バ ッ ク グ ラ ウ ン ド を 超 え た と 考 え ら れ る 蛍 光
の 範 囲 (０ － １ ０ ０ ％ )を 示 し た 。 図 ３ ８ の デ ー タ は 、 Ｈ － １ １ １ 及 び Ｈ － １ １ ４ の 両 方 が
、 細 胞 表 面 発 現 Ｅ １ － ３ ５ ２ を 認 識 し た こ と を 示 し て い る 。
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【 ０ １ ８ ５ 】
　 多 重 遺 伝 子 型 か ら 得 た Ｈ Ｃ Ｖ エ ン ベ ロ ー プ タ ン パ ク 質 単 離 体 に 対 す る Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｈ Ｍ Ａ ｂ
の 反 応 性 。 Ｈ Ｍ Ａ ｂ エ ピ ト ー プ の 保 存 を 調 べ る た め に 、 様 々 な Ｈ Ｃ Ｖ 遺 伝 子 型 か ら 単 離 し
た Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｒ Ｎ Ａ を 逆 転 写 し 、 ア ミ ノ 酸 １ ９ ２ ～ ３ ５ ２ 領 域 を 増 幅 し 、 ｐ Ｄ ｉ ｓ ｐ ｌ ａ ｙ
ベ ク タ ー 内 に ク ロ ー ニ ン グ し た 。 組 換 え プ ラ ス ミ ド を Ｈ Ｅ Ｋ － ２ ９ ３ 細 胞 内 に ト ラ ン ス フ
ェ ク ト し 、 コ ン ス ト ラ ク ト に 対 す る Ｈ Ｍ Ａ ｂ の 反 応 性 を Ｉ Ｆ Ａ で 評 価 し ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ
ト 解 析 で 確 認 し た 。 表 記 の Ｈ Ｃ Ｖ 遺 伝 子 型 か ら ク ロ ー ニ ン グ し た Ｅ １ 遺 伝 子 を 含 む Ｈ Ｃ Ｖ
　 Ｅ １ コ ン ス ト ラ ク ト で Ｈ Ｅ Ｋ ２ ９ ３ 細 胞 を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し 、 免 疫 蛍 光 ア ッ セ イ (Ｉ
Ｆ Ａ )で 解 析 し た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の ２ ４ 時 間 後 に 調 製 し た 、 ト ラ ン ス フ ェ ク ト 細
胞 の タ ン パ ク 質 抽 出 物 を ア セ ト ン で ス ラ イ ド に 固 定 し 、 Ｈ Ａ に 対 す る ラ ッ ト モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 ２ ｕ ｇ ／ ｍ ｌ 、 Ｈ Ｍ Ａ ｂ ５ ｕ ｇ ／ ｍ ｌ 、 或 い は Ｃ Ｍ Ｖ に 対 す る ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 ５ ｕ ｇ ／ ｍ ｌ で 染 色 し た 。 ス ラ イ ド を エ バ ン ス ブ ル ー ０ ． ０ ０ １ ％ 溶 液 で 対 比 染 色 し
フ ル オ レ セ イ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト (Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ )結 合 ヤ ギ 抗 ヒ ト 又 は 抗 ラ ッ ト Ｉ ｇ Ｇ で 結 合
抗 体 を 検 出 し た 。 Ｅ １ タ ン パ ク 質 群 全 て に つ い て 得 ら れ た 結 果 を 表 １ １ 及 び 表 １ ２ に 示 す
。
【 ０ １ ８ ６ 】
【 表 １ １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ８ ７ 】
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【 表 １ ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ８ ８ 】
　 ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た タ ン パ ク 質 の 存 在 を Ｈ Ａ 　 Ｍ Ａ ｂ で 確 認 し た 。 ２ ０ ～ ４ ０ ％ の 細
胞 が Ｈ Ａ 　 Ｍ Ａ ｂ に つ い て 陽 性 で あ っ た 。 両 方 の Ｈ Ｍ Ａ ｂ が 、 Ｂ 細 胞 ド ナ ー (Ｈ Ｃ － ２ ９ )
か ら 単 離 さ れ た Ｅ １ タ ン パ ク 質 に 対 し て 反 応 性 を 有 し た 。 Ｈ Ｍ Ａ ｂ Ｈ － １ １ １ は 様 々 な 感
染 者 の Ｅ １ タ ン パ ク 質 (遺 伝 子 型 １ ａ 、 １ ｂ 、 ２ ｂ 及 び ３ ａ 全 て の タ ン パ ク 質 を 含 む )１ ９
種 の う ち １ ７ 種 に 対 し て 反 応 性 を 有 し て い た 。 Ｈ Ｍ Ａ ｂ Ｈ － １ １ １ は 、 ５ 人 の 感 染 者 か ら
単 離 さ れ た 遺 伝 子 型 ２ ａ の Ｅ １ タ ン パ ク 質 １ ０ 種 と は 反 応 性 を 示 さ な か っ た 。 従 っ て Ｈ Ｍ
Ａ ｂ Ｈ － １ １ １ に よ り 認 識 さ れ る エ ピ ト ー プ は 、 遺 伝 子 型 ２ ａ に お い て 突 然 変 異 し た と 考
え ら れ る 。 Ｈ Ｍ Ａ ｂ Ｈ － １ １ １ は 遺 伝 子 型 ４ の Ｅ １ タ ン パ ク 質 に 対 し て も 反 応 性 を 示 さ な
か っ た 。 Ｅ １ － ３ ５ ２ 及 び Ｂ 細 胞 ド ナ ー (Ｈ Ｃ － ２ ９ )に 対 し て 単 離 さ れ た も の を 除 い て 、
Ｈ Ｍ Ａ ｂ Ｈ － １ １ ４ は ど の Ｅ １ タ ン パ ク 質 と も 反 応 し な か っ た 。 従 っ て Ｈ Ｍ Ａ ｂ Ｈ － １ １
４ は Ｈ Ｃ Ｖ １ ｂ 特 異 的 エ ピ ト ー プ を 発 現 す る 。
【 ０ １ ８ ９ 】
　 Ｅ １ Ｈ Ｍ Ａ ｂ の エ ピ ト ー プ 位 置 決 定 。 一 連 の 欠 失 を Ｅ １ － ３ ５ ２ の カ ル ボ キ シ ル 及 び ア
ミ ノ 末 端 に 導 入 し て ２ 個 の Ｈ Ｍ Ａ ｂ に 認 識 さ れ る エ ピ ト ー プ の 位 置 を 調 べ た 。 Ｅ １ 欠 失 コ
ン ス ト ラ ク ト を Ｈ Ｅ Ｋ － ２ ９ ３ 細 胞 内 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し 、 タ ン パ ク 質 を 含 む 抽 出 物 を
、 Ｈ Ｍ Ａ ｂ Ｈ － １ １ １ 及 び Ｈ － １ １ ４ を 用 い る ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 及 び Ｉ Ｆ Ａ に 供 し た 。
Ｈ Ａ 　 Ｍ Ａ ｂ を 用 い て タ ン パ ク 質 の 発 現 を 確 認 し た 。 得 ら れ た 結 果 の 概 要 を 図 ３ ９ に 示 す
。 Ｈ Ｍ Ａ ｂ Ｈ － １ １ １ は 、 Ｅ １ － ３ ５ ２ の ア ミ ノ 末 端 の ２ ０ ア ミ ノ 酸 に 限 ら れ た コ ン ス ト
ラ ク ト を 含 む カ ル ボ キ シ ル 末 端 欠 失 コ ン ス ト ラ ク ト の 全 て に 反 応 性 を 示 し た 。 こ れ に 対 し
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、 Ｈ Ｍ Ａ ｂ Ｈ － １ １ ４ は Ｅ １ － ３ ２ １ 及 び ア ミ ノ 酸 １ ９ ２ ～ ３ １ ３ を 発 現 す る コ ン ス ト ラ
ク ト に 対 し て 反 応 性 を 示 し た が 、 他 の い ず れ の カ ル ボ キ シ ル 末 端 コ ン ス ト ラ ク ト に 対 し て
も 反 応 性 を 示 さ な か っ た 。 Ｅ １ － ３ ５ ２ の ア ミ ノ 末 端 か ら の 僅 か ５ ア ミ ノ 酸 が 欠 失 し た だ
け で 、 Ｈ Ｍ Ａ ｂ Ｈ － １ １ １ の 反 応 性 が 失 わ れ た 。 従 っ て Ｈ Ｍ Ａ ｂ Ｈ － １ １ １ の エ ピ ト ー プ
は 、 Ｅ １ － ３ ５ ２ の ア ミ ノ 末 端 に 隣 接 し た 位 置 に あ る 。 こ れ に 対 し て 、 Ｈ Ｍ Ａ ｂ Ｈ － １ １
４ は ア ミ ノ 酸 １ ９ ２ ～ ３ １ ３ 、 １ ９ ９ ～ ３ ２ １ 及 び ２ ０ ６ ～ ３ ２ １ を 発 現 す る コ ン ス ト ラ
ク ト に 反 応 し た が 、 ア ミ ノ 酸 ２ １ ２ ～ ３ １ ３ 、 ２ ４ ４ ～ ３ １ ３ 及 び ２ ６ ２ ～ ３ １ ３ を 発 現
す る コ ン ス ト ラ ク ト に は 反 応 し な か っ た 。 従 っ て Ｈ Ｍ Ａ ｂ Ｈ － １ １ ４ の エ ピ ト ー プ は Ｅ １
－ ３ ５ ２ の ア ミ ノ 酸 ２ ０ ６ ～ ３ １ ３ の 間 に 位 置 す る が 、 そ れ 以 上 は 判 明 し な か っ た 。
【 ０ １ ９ ０ 】
　 Ｈ Ｍ Ａ ｂ Ｈ － １ １ １ エ ピ ト ー プ の ペ プ チ ド 競 合 解 析 。 Ｈ Ｍ Ａ ｂ Ｈ － １ １ １ の 結 合 し た Ｈ
Ｃ Ｖ 　 Ｅ １ エ ピ ト ー プ (ア ミ ノ 酸 １ ９ ２ － ２ １ １ )は ２ 個 の グ リ コ シ ル 化 配 列 を 含 ん で い る
。 こ の エ ピ ト ー プ は 、 Ｅ １ ア ミ ノ 末 端 ア ミ ノ 酸 配 列 に 比 較 的 広 い 多 様 性 が あ る に も か か わ
ら ず 、 多 く の Ｈ Ｃ Ｖ サ ブ タ イ プ に も 保 存 さ れ て い る 。 こ の こ と か ら 、 Ｅ １ ア ミ ノ 末 端 の グ
リ コ シ ル 基 が 、 Ｈ Ｍ Ａ ｂ Ｈ － １ １ １ に よ っ て 認 識 さ れ る エ ピ ト ー プ に 関 係 し て い る と い う
可 能 性 が あ る 。 こ の 可 能 性 を 調 べ る た め に Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ １ の ア ミ ノ 末 端 の ７ ～ １ ４ ア ミ ノ 酸
を 含 む 合 成 ペ プ チ ド を 作 製 し た (表 １ ３ )。
【 ０ １ ９ １ 】
【 表 １ ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ９ ２ 】
　 合 成 ペ プ チ ド は グ リ コ シ ル 化 さ れ な い の で 、 Ｈ Ｍ Ａ ｂ 結 合 に つ い て の 競 合 が う ま く い っ
た こ と は 、 グ リ コ シ ル 化 が 抗 体 結 合 に は 必 要 で は な か っ た こ と を 示 し て い る 。 ト ラ ン ス フ
ェ ク ト Ｈ Ｅ Ｋ － ２ ９ ３ 細 胞 か ら 産 生 し た Ｅ １ － ３ ５ ２ を 、 Ｇ Ｎ Ａ レ ク チ ン を 用 い た マ イ ク
ロ タ イ タ ー プ レ ー ト 上 に 捕 捉 し た 。 Ｈ Ｍ Ａ ｂ Ｈ － １ １ １ の 結 合 を 、 様 々 な 量 の 様 々 な 合 成
ペ プ チ ド の 存 在 下 で 評 価 し た 。 Ｈ Ｅ Ｋ － ２ ９ ３ 細 胞 を Ｅ １ － ３ ５ ２ で ト ラ ン ス フ ェ ク ト し
、 ５ ０ ０ ｎ ｇ の Ｇ Ｎ Ａ レ ク チ ン で コ ー テ ィ ン グ し た マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト 上 に Ｅ １ 糖
タ ン パ ク 質 を 捕 捉 し た 。 ウ ェ ル を 洗 浄 し ブ ロ ッ キ ン グ し 、 結 合 タ ン パ ク 質 を 様 々 な 量 (ｘ
軸 )の 対 照 合 成 ペ プ チ ド (μ 対 照 Ｈ Ｔ Ｌ Ｖ ペ プ チ ド ； σ Ｅ １ ペ プ チ ド YEVRNVS； ν Ｅ １ ペ プ
チ ド YEVRNVSGYHVTN)の 存 在 下 、 １ ０ ｕ ｇ ／ ｍ ｌ の Ｈ Ｍ Ａ ｂ Ｈ － １ １ １ と 保 温 し た 。 ｙ 軸 は
複 製 ウ ェ ル か ら 得 た 平 均 Ｏ Ｄ 値 を 示 す 。 エ ラ ー バ ー は 平 均 か ら の 標 準 偏 差 の 一 つ を 示 す 。
【 ０ １ ９ ３ 】
　 ペ プ チ ド の 非 存 在 下 で 、 Ｈ Ｍ Ａ ｂ Ｈ － １ １ １ は Ｇ Ｎ Ａ 捕 捉 Ｅ １ － ３ ２ １ に 強 い 反 応 性 を
示 し た (図 ４ ０ )。 Ｈ Ｔ Ｌ Ｖ － １ ｇ ｐ ４ ６ 由 来 の 関 係 の な い ペ プ チ ド を 添 加 し た と こ ろ 、 Ｈ
Ｍ Ａ ｂ Ｈ － １ １ １ に よ る Ｅ １ － ３ ２ １ に 対 す る 結 合 に 影 響 は な か っ た 。 ７ ア ミ ノ 酸 ペ プ チ
ド も 、 Ｈ Ｍ Ａ ｂ Ｈ － １ １ １ の 結 合 に 影 響 を 与 え な か っ た 。 こ れ に 対 し て 、 １ ４ ア ミ ノ 酸 ペ
プ チ ド を 添 加 し た 場 合 、 Ｈ Ｍ Ａ ｂ Ｈ － １ １ １ に よ る Ｅ １ － ３ ２ １ へ の 結 合 は 投 与 量 に 応 じ
て 阻 害 さ れ た 。 従 っ て 、 Ｈ Ｍ Ａ ｂ Ｈ － １ １ １ エ ピ ト ー プ が 認 識 さ れ る の に グ リ コ シ ル 化 は
不 必 要 で あ っ た 。
【 ０ １ ９ ４ 】
　 ア ラ ニ ン ス キ ャ ニ ン グ に よ る Ｈ Ｍ Ａ ｂ Ｈ － １ １ １ の エ ピ ト ー プ 地 図 作 製 。 Ｅ １ 糖 タ ン パ
ク 質 の ア ミ ノ 酸 １ ９ ２ － ２ ０ ４ に わ た る １ ４ 量 体 ペ プ チ ド 上 の 、 Ｈ Ｍ Ａ ｂ Ｈ － １ １ １ エ ピ
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ト ー プ の 細 か い 地 図 を 得 る た め に 、 こ の １ ４ 量 体 競 合 ペ プ チ ド の １ １ 個 の 位 置 で 保 存 的 (
ア ラ ニ ン )ア ミ ノ 酸 置 換 を 導 入 し た (位 置 １ ９ ２ － Ｔ ｙ ｒ 、 １ ９ ３ － Ｇ ｌ ｕ 、 １ ９ ４ － Ｖ ａ
ｌ 、 １ ９ ５ － Ａ ｒ ｇ 、 １ ９ ６ － Ａ ｓ ｎ 、 １ ９ ７ － Ｖ ａ ｌ 、 １ ９ ８ － Ｓ ｅ ｒ 、 １ ９ ９ － Ｇ ｌ
ｙ 、 ２ ０ ０ － Ｖ ａ ｌ 、 ２ ０ １ － Ｔ ｙ ｒ 及 び ２ ０ ２ － Ｈ ｉ ｓ )(表 １ ４ )。
【 ０ １ ９ ５ 】
【 表 １ ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ９ ６ 】
　 Ｅ １ 糖 タ ン パ ク 質 上 の Ｈ － １ １ １ エ ピ ト ー プ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 表 １ ４ の 上 部 に １ 文 字 コ
ー ド で 記 し た 。 ４ 番 目 の Ｒ 、 ５ 番 目 の Ｎ 及 び １ ０ 番 目 の Ｙ は 必 須 ア ミ ノ 酸 で あ り 、 ３ 、 ７
、 ８ 番 目 の Ｖ Ｓ Ｇ は Ｈ Ｍ Ａ ｂ Ｈ － １ １ １ に よ る Ｅ １ 糖 タ ン パ ク 質 へ の 結 合 に 重 要 な ア ミ ノ
酸 で あ る 。 突 然 変 異 部 位 の 数 字 は 各 コ ン ス ト ラ ク ト に よ り 発 現 さ れ た ア ミ ノ 酸 を 示 し 、 全
Ｈ Ｃ Ｖ ポ リ プ ロ テ イ ン を 基 準 に し て い る 。 Ｉ Ｆ Ａ に お い て 、 Ｈ Ａ ｍ Ｍ Ａ ｂ (正 の 対 照 )、 Ｈ
Ｍ Ａ ｂ Ｒ ０ ４ (負 の 対 照 )又 は Ｈ － １ １ １ Ｈ Ｍ Ａ ｂ に よ る 各 タ ン パ ク 質 へ の 反 応 性 を 、 陽 性
(＋ )又 は 陰 性 (－ )で 表 し た 。 突 然 変 異 Ｅ １ を Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 で 発 現 し 、 Ｈ Ｍ Ａ ｂ Ｈ － １ １ １ 及
び ｍ Ｍ Ａ ｂ Ｈ Ａ を 正 の 対 照 と し て 、 又 、 抗 Ｃ Ｍ Ｖ ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル で あ る 抗 体 Ｒ ０ ４ を
負 の 対 照 と し て 用 い て 、 Ｉ Ｆ Ａ (表 １ ４ )と ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト (図 ４ １ )の 両 方 で 解 析 し た
。 全 て の 突 然 変 異 体 は 、 野 生 型 Ｅ １ － ３ ５ ２ 糖 タ ン パ ク 質 と ほ ぼ 同 じ 分 子 量 に て 、 い ず れ
も ほ ぼ 等 し い 量 で Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 に お い て 発 現 さ れ た (図 参 照 )。 １ ９ ５ － Ａ ｒ ｇ 、 １ ９ ６ － Ａ
ｓ ｎ 及 び ２ ０ １ － Ｔ ｙ ｒ に お け る ア ミ ノ 酸 置 換 は Ｈ Ｍ Ａ ｂ Ｈ － １ １ １ に よ る Ｅ １ 糖 タ ン パ
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ク 質 へ の 結 合 活 性 に 顕 著 に 影 響 を 与 え 、 １ ９ ４ － Ｖ ａ ｌ 、 １ ９ ８ － Ｓ ｅ ｒ 及 び １ ９ ９ － Ｇ
ｌ ｙ の 置 換 は Ｈ Ｍ Ａ ｂ Ｈ － １ １ １ に よ る Ｅ １ 糖 タ ン パ ク 質 へ の 結 合 活 性 を 顕 著 に 弱 め た が
、 完 全 に 結 合 活 性 を 失 わ せ た わ け で は な か っ た 。 こ の こ と は １ ４ 量 体 競 合 ペ プ チ ド の 中 央
領 域 が 、 抗 体 と Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ １ エ ン ベ ロ ー プ タ ン パ ク 質 と の 相 互 作 用 に 重 要 で あ る こ と を 示
し て い る 。 ア ミ ノ 酸 １ ９ ２ － Ｔ ｙ ｒ 、 １ ９ ３ － Ｇ ｌ ｕ 、 １ ９ ７ － Ｖ ａ ｌ 、 ２ ０ ０ － Ｖ ａ ｌ
及 び ２ ０ ２ － Ｈ ｉ ｓ に 対 応 す る 置 換 は 、 Ｈ Ｍ Ａ ｂ Ｈ － １ １ １ に よ る Ｅ １ 糖 タ ン パ ク 質 へ の
結 合 活 性 に 影 響 を 与 え な か っ た 。 こ れ ら の 結 果 は 、 Ｈ Ｍ Ａ ｂ Ｈ － １ １ １ の エ ピ ト ー プ は 少
な く と も ５ 個 の ア ミ ノ 酸 残 基 １ ９ ４ － Ｖ ａ ｌ 、 １ ９ ５ － Ａ ｒ ｇ 、 １ ９ ６ － Ａ ｓ ｎ 、 １ ９ ８
－ Ｓ ｅ ｒ 、 １ ９ ９ － Ｇ ｌ ｙ 及 び ２ ０ １ － Ｔ ｙ ｒ か ら 構 成 さ れ 、 ア ミ ノ 酸 １ ９ ４ ～ ２ ０ ４ の
中 に 位 置 す る こ と を 示 唆 し て い る 。
【 ０ １ ９ ７ 】
　 Ｈ Ｍ Ａ ｂ Ｈ － １ １ ４ エ ピ ト ー プ の ペ プ チ ド 競 合 解 析 。 ２ 個 の 不 連 続 Ｈ Ｍ Ａ ｂ Ｈ － １ １ ４
エ ピ ト ー プ (Ｃ 末 端 の CSIYPGHV及 び Ｎ 末 端 の DCSNSS)は 、 上 記 し た 欠 失 地 図 に よ り 、 １ 個 の
グ リ コ シ ル 化 配 列 (２ ０ ９ － Ｎ Ｓ Ｓ )と 、 約 １ ０ ０ ア ミ ノ 酸 離 れ て い る ２ 個 の シ ス テ イ ン 残
基 (Ｃ ｙ ｓ － ３ ０ ６ 及 び Ｃ ｙ ｓ － ２ ０ ７ )か ら 構 成 さ れ る と 規 定 さ れ た 。 こ の こ と か ら 、 Ｅ
１ ア ミ ノ 末 端 の グ リ コ シ ル 基 が Ｈ Ｍ Ａ ｂ Ｈ － １ １ ４ に よ り 認 識 さ れ る エ ピ ト ー プ に 関 係 し
て い る 及 び ／ 又 は 分 子 内 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 形 成 が Ｈ Ｍ Ａ ｂ Ｈ － １ １ ４ の エ ピ ト ー プ 認 識 に
必 要 で あ る 、 と い う 可 能 性 が 考 え ら れ る 。 こ れ ら の 可 能 性 を 調 べ る た め に 、 Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ １
の ア ミ ノ 末 端 の ６ 又 は １ ２ ア ミ ノ 酸 を 含 む ２ 種 の 合 成 ペ プ チ ド を 作 製 し た (表 １ ３ )。 合 成
ペ プ チ ド は グ リ コ シ ル 化 さ れ な い の で 、 Ｈ Ｍ Ａ ｂ 結 合 に つ い て 競 合 が あ っ た こ と は 、 グ リ
コ シ ル 化 が 抗 体 結 合 に は 必 要 で は な か っ た こ と を 示 し て い る 。
【 ０ １ ９ ８ 】
　 末 端 を 切 断 し た Ｅ １ － ３ ５ ２ 及 び Ｅ １ 糖 タ ン パ ク 質 。 ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た Ｈ Ｅ Ｋ － ２
９ ３ 細 胞 で 産 生 し た 糖 タ ン パ ク 質 を 、 ５ ０ ０ ｎ ｇ の Ｇ Ｎ Ａ レ ク チ ン を 用 い て マ イ ク ロ タ イ
タ ー プ レ ー ト 上 に 捕 捉 し た 。 様 々 な 濃 度 の ２ 種 の 合 成 ペ プ チ ド の 存 在 下 、 Ｈ Ｍ Ａ ｂ Ｈ － １
１ ４ の 結 合 を 評 価 し た 。 具 体 的 に は 、 ウ ェ ル を 洗 浄 し 、 ブ ロ ッ キ ン グ し 、 様 々 な 量 の 対 照
合 成 ペ プ チ ド (ｘ 軸 )の 存 在 下 、 結 合 タ ン パ ク 質 を １ ０ ｕ ｇ ／ ｍ ｌ の Ｈ Ｍ Ａ ｂ Ｈ － １ １ ４ と
共 に 保 温 し た 。 (Ｅ １ 糖 タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 ３ ０ ４ ～ ３ １ ５ の Ｃ 末 端 領 域 に 相 当 す る ペ
プ チ ド Ｈ － １ １ ４ － １ ２ － Ｃ 、 及 び Ｅ １ 糖 タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 ２ ０ ６ ～ ２ １ １ の Ｎ 末 端
領 域 に 相 当 す る ペ プ チ ド Ｈ － １ １ ４ － １ ４ － Ｎ )。 こ れ ら ２ 種 の 合 成 ペ プ チ ド を 添 加 し た
と こ ろ 、 末 端 切 断 Ｅ １ － ３ ５ ２ タ ン パ ク 質 に 対 す る Ｈ Ｍ Ａ ｂ Ｈ － １ １ ４ の 結 合 活 性 に 明 ら
か な 影 響 は な く (図 ４ ２ )、 Ｈ Ｔ Ｌ Ｖ － １ ｇ ｐ ４ ６ の 免 疫 優 性 領 域 に 相 当 す る 対 照 ペ プ チ ド
に 対 し て も 影 響 が な か っ た 。 こ れ ら の デ ー タ は 以 下 の こ と を 示 し て い る 。 (ｉ )２ 個 の 不 連
続 の Ｈ Ｍ Ａ ｂ Ｈ － １ １ ４ エ ピ ト ー プ は 認 識 さ れ る の に グ リ コ シ ル 化 を 必 要 と す る ； (ｉ ｉ )
２ 個 の 不 連 続 の Ｈ Ｍ Ａ ｂ Ｈ － １ １ ４ エ ピ ト ー プ は 抗 体 結 合 部 位 で は な く 、 結 合 部 位 は ア ミ
ノ 酸 ２ １ ６ ～ ３ ０ ３ に わ た る ２ 個 の エ ピ ト ー プ の 間 に あ る ； そ し て (ｉ ｉ ｉ )欠 失 コ ン ス ト
ラ ク ト に よ り 規 定 さ れ た １ ０ ８ 個 の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 Ｈ Ｍ Ａ ｂ Ｈ － １ １ ４ に よ り 認 識 さ れ
る エ ピ ト ー プ の 提 示 に 必 要 な 折 り 畳 み 領 域 や ジ ス ル フ ィ ド 結 合 と い っ た 構 造 上 の 特 徴 を 有
す る 。
【 ０ １ ９ ９ 】
　 Ｈ Ｍ Ａ ｂ Ｈ － １ １ ４ エ ピ ト ー プ の ア ミ ノ 及 び カ ル ボ キ シ ル 末 端 領 域 の セ リ ン 又 は ア ラ ニ
ン ス キ ャ ン 。 上 記 の 可 能 性 を 区 別 す る た め に 、 一 連 の セ リ ン 又 は ア ラ ニ ン 置 換 を ア ミ ノ 酸
２ ０ ６ － ２ １ １ 及 び ３ ０ ６ － ３ １ ３ に 導 入 し た 。 改 変 Ｅ １ を Ｈ Ｅ Ｋ － ２ ９ ３ 細 胞 内 に ト ラ
ン ス フ ェ ク ト し 、 Ｇ Ｎ Ａ レ ク チ ン で Ｅ １ タ ン パ ク 質 を マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト に 捕 捉 し
た 。 Ｈ Ｍ Ａ ｂ Ｈ － １ １ ４ に よ る 結 合 Ｅ １ タ ン パ ク 質 に 対 す る 反 応 性 を 、 ア ミ ノ 末 端 の ア ミ
ノ 酸 ２ ０ ６ ～ ２ １ １ 又 は カ ル ボ キ シ ル 末 端 の ア ミ ノ 酸 ３ ０ ６ ～ ３ １ ３ の 突 然 変 異 解 析 に よ
っ て 調 べ た (図 ４ ３ )。 図 ４ ３ に 示 す 置 換 体 と 共 に Ｅ １ タ ン パ ク 質 で Ｈ Ｅ Ｋ － ２ ９ ３ 細 胞 を
ト ラ ン ス フ ェ ク ト し 、 ５ ０ ０ ｎ ｇ の Ｇ Ｎ Ａ レ ク チ ン で コ ー テ ィ ン グ し た マ イ ク ロ タ イ タ ー
プ レ ー ト 上 に Ｅ １ 糖 タ ン パ ク 質 を 捕 捉 し た 。 ウ ェ ル を 洗 浄 し ブ ロ ッ キ ン グ し 、 結 合 タ ン パ
ク 質 を ５ ｕ ｇ ／ ｍ ｌ の Ｈ Ａ ｍ Ｍ Ａ ｂ (黒 棒 線 )又 は １ ０ ｕ ｇ ／ ｍ ｌ の Ｈ Ｍ Ａ ｂ Ｈ － １ １ ４ と
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共 に 保 温 し た 。 結 合 抗 体 を 、 適 当 な ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 結 合 二 次 抗 体 及 び Ｐ Ｎ Ｐ Ｐ 基
質 で 検 出 し た 。 ｘ 軸 は 、 野 生 型 Ｅ １ 配 列 に つ い て 得 ら れ た シ グ ナ ル の パ ー セ ン ト と し て 表
し た 、 各 突 然 変 異 体 に つ い て 得 ら れ た シ グ ナ ル を 示 す 。 エ ラ ー バ ー は 平 均 か ら の 標 準 偏 差
の 一 つ を 示 す 。 点 突 然 変 異 に 由 来 す る タ ン パ ク 質 発 現 の 多 様 性 を 調 節 す る た め に 、 Ｈ Ａ 　
Ｍ Ａ ｂ と の コ ン ス ト ラ ク ト の 反 応 性 も 調 べ た 。 得 ら れ た シ グ ナ ル を 非 改 変 タ ン パ ク 質 Ｅ １
－ ３ ２ １ の シ グ ナ ル と 比 較 し た 。
【 ０ ２ ０ ０ 】
　 図 ４ ３ に 示 す よ う に 、 ア ミ ノ 末 端 配 列 DCSNSSの シ ス テ イ ン 残 基 の 置 換 は 、 Ｈ Ｍ Ａ ｂ Ｈ －
１ １ ４ の 結 合 を 特 異 的 に 阻 害 し た が 、 Ｈ Ａ 抗 体 に つ い て は し な か っ た 。 こ れ に 対 し て 、 グ
リ コ シ ル 化 部 位 NSSの ア ス パ ラ ギ ン 又 は セ リ ン 残 基 の 突 然 変 異 を 行 っ た 結 果 、 Ｈ Ａ 及 び Ｈ
－ １ １ ４ 抗 体 の 両 方 に お い て シ グ ナ ル の 同 等 な 低 下 が 見 ら れ た 。 従 っ て 、 ア ミ ノ 末 端 グ リ
コ シ ル 化 部 位 は お そ ら く Ｈ Ｍ Ａ ｂ Ｈ － １ １ ４ エ ピ ト ー プ に 関 与 し て い な い 。 同 様 に 、 配 列
CSIYPGHVに つ い て 、 シ ス テ イ ン 残 基 の 突 然 変 異 も 、 Ｈ Ａ の 結 合 に 影 響 を 与 え ず 、 Ｈ Ｍ Ａ ｂ
Ｈ － １ １ ４ の 結 合 を 阻 害 し た 。 配 列 CSISPGHVが Ｈ Ａ 結 合 を 刺 激 す る 理 由 は わ か ら な か っ た
。 し か し Ｈ Ｍ Ａ ｂ Ｈ － １ １ ４ の 結 合 は 影 響 を 受 け て お ら ず 、 Ｙ － ３ ０ ９ が Ｈ － １ １ ４ エ ピ
ト ー プ の 部 分 で は な い こ と を 示 唆 し て い る 。
【 ０ ２ ０ １ 】
　 Ｅ １ に 対 す る Ｈ Ｍ Ａ ｂ Ｈ － １ １ ４ 結 合 の ジ ス ル フ ィ ド 依 存 性 。 Ｈ Ｍ Ａ ｂ Ｈ － １ １ ４ エ ピ
ト ー プ 保 持 に ２ 個 の シ ス テ イ ン が 必 要 で あ る と い う こ と は 、 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 形 成 が エ ピ
ト ー プ 提 示 に 必 要 だ と い う こ と を 示 唆 し て い る 。 こ れ ら の 条 件 下 で は 、 ジ ス ル フ ィ ド 結 合
が Ｈ Ｍ Ａ ｂ Ｈ － １ １ ４ 結 合 を 阻 害 す る は ず で あ る 。 Ｈ Ｍ Ａ ｂ Ｈ － １ １ ４ に よ る 免 疫 沈 降 の
前 に 、 Ｅ １ － ３ ２ １ の 細 胞 溶 解 物 を Ｄ Ｔ Ｔ で 予 め 処 理 す る こ と で 上 記 を 確 認 し た (図 ４ ４ )
。 Ｈ Ｅ Ｋ － ２ ９ ３ 細 胞 を Ｅ １ － ３ ２ １ で ト ラ ン ス フ ェ ク ト し 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の ２
４ 時 間 後 に 細 胞 質 抽 出 物 を 調 製 し た 。 抽 出 物 の ア リ コ ー ト は 、 未 処 理 の ま ま に し た か 、 或
い は ５ ｍ Ｍ ジ チ オ ス レ イ ト ー ル と 共 に ５ ６ ℃ で １ ５ 分 間 保 温 し た 。 抽 出 物 を 氷 冷 Ｂ Ｌ Ｏ Ｔ
Ｔ Ｏ で １ ： ５ に 希 釈 し 、 様 々 な 抗 体 (レ ー ン 上 に 表 記 )を 用 い た 免 疫 沈 降 に か け た 。 次 い で
結 合 タ ン パ ク 質 を Ｓ Ｄ Ｓ 試 料 緩 衝 液 で 溶 出 し 、 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ 及 び ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト
に 供 し た 。
【 ０ ２ ０ ２ 】
　 Ｅ １ － ３ ２ １ の 沈 降 は 対 照 Ｈ Ｍ Ａ ｂ で は 観 察 さ れ な か っ た 。 Ｄ Ｔ Ｔ 前 処 理 を 行 わ な い 場
合 、 Ｈ Ｍ Ａ ｂ Ｈ － １ １ １ 及 び Ｈ － １ １ ４ の 両 方 が 、 Ｅ １ に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に 反
応 す る ４ ６ ｋ ｄ ａ ｌ の タ ン パ ク 質 を 沈 降 し た 。 ５ ６ ℃ で ５ ｍ Ｍ 　 Ｄ Ｔ Ｔ に て 予 処 理 し た 後
は 、 Ｅ １ へ の Ｈ Ｍ Ａ ｂ Ｈ － １ １ １ の 結 合 は 影 響 を 受 け な か っ た 。 こ れ に 対 し て 、 Ｈ Ｍ Ａ ｂ
Ｈ － １ １ ４ の 結 合 は 完 全 に 阻 害 さ れ た 。 従 っ て Ｈ Ｍ Ａ ｂ Ｈ － １ １ ４ に 認 識 さ れ る エ ピ ト ー
プ は 、 Ｃ － ２ ０ ７ 及 び Ｃ － ３ ０ ６ を 含 む ジ ス ル フ ィ ド 結 合 の 形 成 に 依 存 す る 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
　 内 側 Ｅ １ シ ス テ イ ン 残 基 の ア ラ ニ ン ス キ ャ ニ ン グ 。 Ｅ １ 糖 タ ン パ ク 質 は 、 細 胞 内 ジ ス ル
フ ィ ド 結 合 を 形 成 で き る ８ 個 の シ ス テ イ ン 残 基 を ２ ０ ７ 、 ２ ２ ６ 、 ２ ２ ９ 、 ２ ３ ８ 、 ２ ７
２ 、 ２ ８ １ 、 ３ ０ ４ 及 び ３ ０ ６ の 位 置 に 含 ん で い る 。 Ａ を Ｃ に 置 換 し た Ｅ １ 突 然 変 異 体 ６
種 の 発 現 を 解 析 し (図 ４ ５ )、 ２ ０ ７ － ｃ ｙ ｓ 及 び ３ ０ ６ － ｃ ｙ ｓ 内 側 の シ ス テ イ ン 残 基 が
、 Ｈ Ｍ Ａ ｂ Ｈ － １ １ ４ に よ り 認 識 さ れ る エ ピ ト ー プ の 構 造 形 成 に 関 与 す る か ど う か を 調 べ
た 。 ま ず 対 応 す る プ ラ ス ミ ド で 一 過 性 ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 後 に Ｅ １ 突 然 変 異 体 を Ｃ Ｈ Ｏ
細 胞 内 で 発 現 し 、 Ｉ Ｆ Ａ に よ っ て 解 析 し た 。 図 ４ ５ に 示 す よ う に 、 全 て の 突 然 変 異 タ ン パ
ク 質 が 発 現 さ れ 正 の 対 照 と し て の 標 識 エ ピ ト ー プ を 標 的 と す る マ ウ ス Ｍ Ａ ｂ Ｈ Ａ に よ っ て
認 識 さ れ た 。 全 て の 突 然 変 異 タ ン パ ク 質 は 、 上 記 し た よ う に 、 ア ミ ノ 酸 １ ９ ２ ～ ２ １ １ の
間 に 位 置 す る エ ピ ト ー プ を 標 的 と す る Ｈ Ｍ Ａ ｂ Ｈ － １ １ １ に よ っ て 認 識 さ れ た 。 Ｅ １ Ｃ ／
Ａ 突 然 変 異 体 の う ち ２ ０ ７ Ｃ 、 ２ ２ ９ Ｃ 、 ２ ３ ８ Ｃ 及 び ３ ０ ４ Ｃ は Ｈ Ｍ Ａ ｂ 　 Ｈ － １ １ ４
の 結 合 活 性 を 実 質 的 に 全 て 除 去 し た が 、 一 方 ２ ７ ２ Ｃ 及 び ２ ８ １ Ｃ は 、 Ｈ Ｍ Ａ ｂ Ｈ － １ １
４ に よ る Ｅ １ 突 然 変 異 タ ン パ ク 質 へ の 結 合 活 性 に 影 響 を 与 え な か っ た 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
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　 Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ １ の Ｈ Ｍ Ａ ｂ Ｈ － １ １ ４ 結 合 部 位 に お け る ア ラ ニ ン 突 然 変 異 の 免 疫 沈 降 解 析
を 行 っ た 。 Ｈ Ｅ Ｋ － ２ ９ ３ 細 胞 を 突 然 変 異 体 で ト ラ ン ス フ ェ ク ト し 、 そ の ２ ４ 時 間 後 に 細
胞 質 抽 出 物 を 調 製 し た 。 抽 出 物 を 、 Ｈ Ｍ Ａ ｂ Ｈ － １ １ ４ を 用 い た 免 疫 沈 降 に 供 し た 。 結 合
タ ン パ ク 質 を Ｓ Ｄ Ｓ サ ン プ ル 緩 衝 液 で 溶 出 し 、 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ 及 び ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト
を 行 っ た 。 ブ ロ ッ テ ィ ン グ し た Ｅ １ タ ン パ ク 質 を ２ μ ｇ ／ ｍ ｌ の Ｅ Ｃ Ｍ 　 Ｅ １ ネ ズ ミ 抗 体
で 検 出 し た 。 図 ４ ６ に 示 す よ う に 、 各 レ ー ン 上 の 数 字 は 、 ア ラ ニ ン で 置 換 し た Ｅ １ 糖 タ ン
パ ク 質 上 の シ ス テ イ ン 残 基 の 位 置 を 示 す 。 分 子 量 標 準 の 移 動 は 左 側 に 示 す 。 タ ン パ ク 質 発
現 は 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト に よ る Ｈ Ａ 標 識 化 発 現 で 評 価 し た 。 こ れ ら の 免 疫 沈 降 研 究 の 結
果 、 突 然 変 異 体 ２ ０ ７ Ｃ 、 ２ ２ ９ Ｃ 、 ２ ３ ８ Ｃ 及 び ３ ０ ４ Ｃ は 明 ら か に Ｈ － １ １ ４ に よ り
検 出 さ れ な か っ た が 、 ２ ７ ２ Ｃ 及 び ２ ８ １ Ｃ は Ｈ Ｍ Ａ ｂ Ｈ － １ １ ４ に よ る Ｅ １ 突 然 変 異 タ
ン パ ク 質 に 対 す る 結 合 活 性 に 影 響 を 与 え な か っ た こ と が 確 認 さ れ た (図 ４ ６ )。
【 実 施 例 １ １ 】
【 ０ ２ ０ ５ 】

　 以 下 の 実 施 例 は Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｈ Ｍ Ａ ｂ を 産 生 す る 様 々 な 方 法 を 提 供 す る 。
　 プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー か ら の 抗 体 の 発 現 及 び 精 製 。 全 抗 体 分 子 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を Ｒ Ｔ
－ Ｐ Ｃ Ｔ に よ り 親 ハ イ ブ リ ド ー マ か ら 増 幅 し 、 構 成 的 に 又 は 誘 導 的 に 真 核 細 胞 系 内 で 抗 体
を 発 現 さ せ る こ と の で き る 異 種 発 現 カ セ ッ ト 内 に ク ロ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。 例 え ば
、 ｐ ｃ Ｄ Ｎ Ａ ３ ． １ Ｚ ｅ ｏ 、 ｐ Ｉ Ｎ Ｄ (Ｓ Ｐ １ )又 は ｐ Ｒ Ｅ Ｐ ８ (い ず れ も カ リ フ ォ ル ニ ア
州 カ ー ル ス バ ッ ド Invitrogen社 )及 び そ れ ら の 同 等 物 と い っ た 、 発 現 プ ラ ス ミ ド 中 で 抗 体
遺 伝 子 を 発 現 さ せ る こ と が で き る 。 あ る い は Ｍ Ｌ Ｖ か ら 作 ら れ た ベ ク タ ー 、 ワ ク シ ニ ア ウ
イ ル ス か ら 作 ら れ た ベ ク タ ー 又 は ア デ ノ ウ イ ル ス か ら 作 ら れ た ベ ク タ ー と い っ た 、 ウ イ ル
ス 又 は レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 介 し て 抗 体 遺 伝 子 を 発 現 さ せ る こ と も で き る 。 同 様 に 、
抗 体 遺 伝 子 は バ キ ュ ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 等 の 昆 虫 ウ イ ル ス ベ ク タ ー に お い て 発 現 す る こ と
が で き る 。 一 連 の ｐ Ｃ Ｏ Ｍ Ｂ ベ ク タ ー 等 の 他 の ベ ク タ ー を 用 い て も 、 Ｍ １ ３ フ ァ ー ジ 又 は
バ ク テ リ ア 表 面 に お け る 抗 体 Ｈ 及 び Ｌ 鎖 対 又 は 単 鎖 抗 体 の 発 現 が 可 能 で あ る 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
　 発 現 さ れ た 抗 体 は 、 例 え ば タ ン パ ク 質 － Ａ 又 は タ ン パ ク 質 － Ｇ セ フ ァ ロ ー ス を 用 い て 精
製 で き る 。 例 え ば ビ オ チ ン － Ｃ １ １ － ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド エ ス テ ル を 用 い た ビ オ チ
ン 化 ； 臭 化 シ ア ン を 介 し た 様 々 な ビ ー ズ (例 え ば セ フ ァ ロ ー ス 、 ア ガ ロ ー ス 、 磁 性 、 ポ リ
ス チ レ ン )と の カ ッ プ リ ン グ ； 或 い は 、 例 え ば リ ジ ン 又 は 他 の 基 本 的 残 基 の 改 変 に よ る 又
は 遊 離 ス ル フ ヒ ド リ ル 基 に 特 異 的 な 試 薬 の 使 用 を 通 じ た 、 抗 体 の 有 用 な 化 学 基 へ の 架 橋 と
い っ た 方 法 を 用 い て 、 精 製 抗 体 を 化 学 的 に 又 は 酵 素 を 用 い て 改 変 で き る 。
【 ０ ２ ０ ７ 】
他 の 態 様
　 当 業 者 は 、 こ れ ま で の 記 述 が 、 単 に 本 発 明 の 特 定 の 好 ま し い 態 様 に 過 ぎ な い と い う こ と
を 容 易 に 理 解 で き る で あ ろ う 。 上 記 し た 手 順 及 び 組 成 物 の 様 々 な 改 変 が 、 請 求 の 範 囲 に 記
す 本 発 明 の 精 神 及 び 範 囲 か ら 離 れ る こ と な く 達 成 可 能 で あ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ２ ０ ８ 】
【 図 １ 】 本 明 細 書 に 記 載 の 幾 つ か の ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス コ ン ス ト ラ ク ト に よ る 、 Ｈ Ｃ Ｖ 　
Ｅ ２ タ ン パ ク 質 の 発 現 を 示 す ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト で あ る 。 野 生 型 ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス に 感
染 さ せ 次 い で ｐ Ｖ Ｏ Ｔ Ｅ (ｗ ｔ )又 は 遺 伝 子 型 １ ａ 又 は ２ ｂ の Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ ２ を 発 現 す る 組 換
え ｐ Ｖ Ｏ Ｔ Ｅ (Ｑ １ ａ 又 は Ｑ ２ ｂ )で ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た Ｃ Ｖ １ 細 胞 か ら 、 細 胞 質 抽 出 物
を 得 た 。 誘 導 物 質 Ｉ Ｐ Ｔ Ｇ の 存 在 下 (＋ )又 は 非 存 在 下 (－ )で 細 胞 を ２ ４ 時 間 培 養 し た 。 ２
× １ ０ 5 個 の 細 胞 に 相 当 す る 抽 出 物 を Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ に よ り 分 別 し 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス
上 に ブ ロ ッ テ ィ ン グ し た 。 Ｅ Ｃ Ｌ 検 出 シ ス テ ム (Amersham)を 用 い 、 腹 水 で １ ／ ５ ０ ０ 希 釈
し た ｍ Ｍ Ａ ｂ 　 Ｅ ２ Ｇ と 共 に 培 養 し て 、 Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ ２ タ ン パ ク 質 を 検 出 し た 。 分 子 量 移 動
の 標 準 を 右 に 示 し た 。
【 図 ２ 】 (配 列 番 号 ９ ～ １ ２ )は 、 Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ ２ ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス ク ロ ー ン の 中 央 領 域 か
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ら 増 幅 し た 配 列 を 示 す 。 適 当 な Ｈ Ｃ Ｖ 遺 伝 子 型 の 代 表 的 配 列 と 比 較 し た 、 Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ ２ ワ
ク シ ニ ア コ ン ス ト ラ ク ト Ｑ １ ａ 、 Ｑ １ ｂ 、 Ｑ ２ ａ 及 び Ｑ ２ ｂ の 中 央 断 片 配 列 を 示 す 。 各 遺
伝 子 型 の 代 表 的 配 列 の 登 録 番 号 は 下 記 の 通 り で あ る 。 Ｈ Ｃ Ｖ １ ａ ＝ Ｍ ６ ２ ３ ２ １ 、 Ｈ Ｃ Ｖ
１ ｂ ＝ Ｄ １ ０ ７ ５ ０ 、 Ｈ Ｃ Ｖ ２ ａ ＝ Ｄ ０ ０ ９ ４ ４ 、 Ｈ Ｃ Ｖ ２ ｂ ＝ Ｄ １ ０ ９ ８ ８ 。 Ｐ Ｈ Ｙ Ｌ
Ｉ Ｐ パ ッ ケ ー ジ の Ｃ Ｌ Ｕ Ｓ Ｔ Ａ Ｌ Ｖ 及 び Ｄ Ｎ Ａ Ｐ Ａ Ｒ Ｓ プ ロ グ ラ ム を 用 い て 系 統 発 生 解 析
を 行 っ た 。
【 図 ３ Ａ 】 (配 列 番 号 １ ～ ８ )は 、 最 小 の 変 化 関 係 を 示 す (most parsimonious)樹 形 図 を 用
い た 、 下 記 Ｈ Ｃ Ｖ の 配 列 比 較 で あ る 。 １ ａ 、 Ｑ １ ａ － Ｆ Ｒ 、 １ ｂ 、 Ｑ １ ｂ － Ｆ Ｒ 、 ２ ａ 、
Ｑ ２ ａ － Ｆ Ｒ 、 ２ ｂ 、 Ｑ ２ ｂ － Ｆ Ｒ 。
【 図 ３ Ｂ 】 (配 列 番 号 １ ～ ８ )は 、 最 小 の 変 化 関 係 を 示 す (most parsimonious)樹 形 図 を 用
い た 、 下 記 Ｈ Ｃ Ｖ の 配 列 比 較 で あ る 。 １ ａ 、 Ｑ １ ａ － Ｆ Ｒ 、 １ ｂ 、 Ｑ １ ｂ － Ｆ Ｒ 、 ２ ａ 、
Ｑ ２ ａ － Ｆ Ｒ 、 ２ ｂ 、 Ｑ ２ ｂ － Ｆ Ｒ 。
【 図 ４ Ａ 】 様 々 な 遺 伝 子 型 の Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ ２ タ ン パ ク 質 に 対 す る Ｈ Ｃ Ｖ 血 清 の 反 応 性 を 示 す
グ ラ フ で あ る 。 ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス Ｑ １ ａ 、 Ｑ １ ｂ 、 Ｑ ２ ａ 、 Ｑ ２ ｂ 又 は 非 組 換 え ワ ク シ
ニ ア ウ イ ル ス Ｖ Ｗ Ａ に 感 染 さ せ た ６ × １ ０ 5 個 の ヒ ー ラ 細 胞 に よ り 発 現 さ れ た Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ
２ タ ン パ ク 質 を 、 ５ ０ ０ ｎ ｇ の Ｇ Ｎ Ａ レ ク チ ン で コ ー テ ィ ン グ し た ウ ェ ル に 捕 捉 し た 。 ウ
ェ ル を 洗 浄 し 、 ブ ロ ッ キ ン グ し 、 次 い で 結 合 し た タ ン パ ク 質 を 、 遺 伝 子 型 の 特 定 さ れ た Ｈ
Ｃ Ｖ 血 清 又 は Ｈ Ｃ Ｖ 陰 性 血 清 (グ ラ フ 上 部 に 記 載 )の 様 々 な 希 釈 (ｘ 軸 )と 共 に 保 温 し た 。 数
値 は 複 製 ウ ェ ル の 平 均 吸 光 度 で あ る 。 エ ラ ー バ ー は 平 均 か ら の 標 準 偏 差 の 一 つ を 示 す 。
【 図 ４ Ｂ 】 様 々 な 遺 伝 子 型 の Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ ２ タ ン パ ク 質 に 対 す る Ｈ Ｃ Ｖ 血 清 の 反 応 性 を 示 す
グ ラ フ で あ る 。 ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス Ｑ １ ａ 、 Ｑ １ ｂ 、 Ｑ ２ ａ 、 Ｑ ２ ｂ 又 は 非 組 換 え ワ ク シ
ニ ア ウ イ ル ス Ｖ Ｗ Ａ に 感 染 さ せ た ６ × １ ０ 5 個 の ヒ ー ラ 細 胞 に よ り 発 現 さ れ た Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ
２ タ ン パ ク 質 を 、 ５ ０ ０ ｎ ｇ の Ｇ Ｎ Ａ レ ク チ ン で コ ー テ ィ ン グ し た ウ ェ ル に 捕 捉 し た 。 ウ
ェ ル を 洗 浄 し 、 ブ ロ ッ キ ン グ し 、 次 い で 結 合 し た タ ン パ ク 質 を 、 遺 伝 子 型 の 特 定 さ れ た Ｈ
Ｃ Ｖ 血 清 又 は Ｈ Ｃ Ｖ 陰 性 血 清 (グ ラ フ 上 部 に 記 載 )の 様 々 な 希 釈 (ｘ 軸 )と 共 に 保 温 し た 。 数
値 は 複 製 ウ ェ ル の 平 均 吸 光 度 で あ る 。 エ ラ ー バ ー は 平 均 か ら の 標 準 偏 差 の 一 つ を 示 す 。
【 図 ５ 】 Ｈ Ｃ Ｖ 遺 伝 子 型 ２ ｂ 感 染 者 か ら 得 た 血 清 の 、 多 重 遺 伝 子 型 の Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ ２ タ ン パ
ク 質 に 対 す る 反 応 性 を 示 す 棒 グ ラ フ で あ る 。 Ｈ Ｃ Ｖ 遺 伝 子 型 ２ ｂ 感 染 者 か ら 得 た 血 清 １ ２
種 (ｘ 軸 )を 、 遺 伝 子 型 １ ａ (濃 青 の 棒 線 )、 １ ｂ (マ ゼ ン タ の 棒 線 )、 ２ ａ (黄 色 の 棒 線 )及 び
２ ｂ (薄 青 の 棒 線 )の Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ ２ タ ン パ ク 質 に 対 し て 滴 定 し た 。 平 均 比 吸 光 度 (Ｖ Ｗ Ａ 抽
出 物 に つ い て 得 ら れ た 平 均 比 吸 光 度 か ら 、 Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ ２ を 含 む 抽 出 物 に つ い て 得 ら れ た 平
均 吸 光 度 を 引 い た も の )が ０ ． ５ と な っ た 血 清 の 希 釈 を ｙ 軸 に 示 す 。 こ の 値 は 図 ４ に 示 し
た 滴 定 曲 線 デ ー タ と 類 似 の も の か ら 計 算 し た 。
【 図 ６ 】 図 ７ 、 ８ 及 び ９ で 説 明 す る 実 験 に 用 い た 、 Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ ２ エ ン ベ ロ ー プ タ ン パ ク 質
の 立 体 構 造 エ ピ ト ー プ を 認 識 す る 抗 体 を 評 価 す る 直 接 結 合 ア ッ セ イ の 概 要 を 示 す 。 Ｇ Ｎ Ａ
レ ク チ ン で 固 体 表 面 を コ ー テ ィ ン グ し 、 Ｅ ２ 含 有 タ ン パ ク 質 抽 出 物 を 添 加 し レ ク チ ン で 捕
捉 す る 。 捕 捉 し た Ｅ ２ に 試 験 抗 体 を 結 合 さ せ 、 過 剰 な 未 結 合 抗 体 を 除 去 し 、 結 合 抗 体 を 標
識 化 二 次 抗 体 で 検 出 す る 。
【 図 ７ 】 Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｈ Ｍ Ａ ｂ に よ る 、 レ ク チ ン に 捕 捉 さ れ た Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ ２ に 対 す る 反 応 性 の
棒 グ ラ フ で あ る 。 野 生 型 ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス (Ｖ Ｗ Ａ と 表 記 し た 棒 線 )又 は Ｈ Ｃ Ｖ １ ａ Ｅ ２
を 発 現 す る ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス (Ｈ Ｃ Ｖ １ ａ )(Ｈ Ｃ Ｖ と 表 記 し た 棒 線 )に 感 染 さ せ た ６ × １
０ 5 個 の 細 胞 の 細 胞 質 抽 出 物 か ら 得 た タ ン パ ク 質 を 、 ５ ０ ０ ｎ ｇ の Galanthus nivalis(Ｇ
Ｎ Ａ )又 は Tririticum vulgaris(Ｗ Ｇ Ａ )で コ ー テ ィ ン グ し た マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト に
入 れ た 。 捕 捉 し た タ ン パ ク 質 を 表 記 の Ｈ Ｍ Ａ ｂ (ｘ 軸 )５ μ ｇ ／ ｍ ｌ と 保 温 し た 。 Ｒ ０ ４ は
ア イ ソ タ イ プ が 一 致 し た 対 照 で あ る 。 抗 ヒ ト 抗 体 － ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 及 び 適 当 な 基
質 で 結 合 Ｈ Ｍ Ａ ｂ を 検 出 し た 。 棒 線 は 複 製 ウ ェ ル の 平 均 Ｏ Ｄ 値 を 示 す 。 エ ラ ー バ ー は 平 均
か ら の 標 準 偏 差 の 一 つ を 示 す 。
【 図 ８ Ａ 】 様 々 な Ｈ Ｃ Ｖ 遺 伝 子 型 の Ｅ ２ タ ン パ ク 質 に 対 す る Ｈ Ｃ Ｖ 抗 体 反 応 性 を 示 す グ ラ
フ で あ る 。 ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス Ｑ １ ａ 、 Ｑ １ ｂ 、 Ｑ ２ ａ 、 Ｑ ２ ｂ に 感 染 さ せ た ６ × １ ０ 5

個 の ヒ ー ラ 細 胞 に よ っ て 発 現 さ れ た Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ ２ タ ン パ ク 質 を 、 ５ ０ ０ ｎ ｇ の Ｇ Ｎ Ａ レ ク
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チ ン で コ ー テ ィ ン グ し た ウ ェ ル 上 に 捕 捉 し た 。 ウ ェ ル を 洗 浄 し ブ ロ ッ キ ン グ し 、 表 記 し た
Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｈ Ｍ Ａ ｂ (図 ９ Ａ － ９ Ｊ そ れ ぞ れ に 記 し た Ｈ Ｍ Ａ ｂ )及 び Ｃ Ｍ Ｖ タ ン パ ク 質 に 対 す
る 対 照 Ｈ Ｍ Ａ ｂ (Ｒ ０ ４ )(図 ９ Ｋ )と 共 に 捕 捉 タ ン パ ク 質 を 保 温 し た (Wardら 、 1995,Proc N
atl Acad Sci USA.92： 6773-6777； こ こ に 参 照 し て 説 明 に 代 え る )。 数 値 は 複 製 ウ ェ ル の
特 異 的 結 合 (Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ ２ タ ン パ ク 質 を 発 現 す る ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス で 感 染 し た 細 胞 の 抽
出 物 と 野 生 型 ワ ク シ ニ ア 抽 出 物 と の 比 )の 平 均 値 で あ る 。 野 生 型 ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス で 感
染 し た 細 胞 か ら 得 た タ ン パ ク 質 に 対 す る 、 Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｈ Ｍ Ａ ｂ 及 び 対 照 Ｈ Ｍ Ａ ｂ の 反 応 性 は
、 吸 光 度 ０ ． ０ ４ を 超 え な か っ た 。 エ ラ ー バ ー は 平 均 か ら の 標 準 偏 差 の 一 つ を 示 す 。
【 図 ８ Ｂ 】 様 々 な Ｈ Ｃ Ｖ 遺 伝 子 型 の Ｅ ２ タ ン パ ク 質 に 対 す る Ｈ Ｃ Ｖ 抗 体 反 応 性 を 示 す グ ラ
フ で あ る 。 ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス Ｑ １ ａ 、 Ｑ １ ｂ 、 Ｑ ２ ａ 、 Ｑ ２ ｂ に 感 染 さ せ た ６ × １ ０ 5

個 の ヒ ー ラ 細 胞 に よ っ て 発 現 さ れ た Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ ２ タ ン パ ク 質 を 、 ５ ０ ０ ｎ ｇ の Ｇ Ｎ Ａ レ ク
チ ン で コ ー テ ィ ン グ し た ウ ェ ル 上 に 捕 捉 し た 。 ウ ェ ル を 洗 浄 し ブ ロ ッ キ ン グ し 、 表 記 し た
Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｈ Ｍ Ａ ｂ (図 ９ Ａ － ９ Ｊ そ れ ぞ れ に 記 し た Ｈ Ｍ Ａ ｂ )及 び Ｃ Ｍ Ｖ タ ン パ ク 質 に 対 す
る 対 照 Ｈ Ｍ Ａ ｂ (Ｒ ０ ４ )(図 ９ Ｋ )と 共 に 捕 捉 タ ン パ ク 質 を 保 温 し た (Wardら 、 1995,Proc N
atl Acad Sci USA.92： 6773-6777； こ こ に 参 照 し て 説 明 に 代 え る )。 数 値 は 複 製 ウ ェ ル の
特 異 的 結 合 (Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ ２ タ ン パ ク 質 を 発 現 す る ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス で 感 染 し た 細 胞 の 抽
出 物 と 野 生 型 ワ ク シ ニ ア 抽 出 物 と の 比 )の 平 均 値 で あ る 。 野 生 型 ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス で 感
染 し た 細 胞 か ら 得 た タ ン パ ク 質 に 対 す る 、 Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｈ Ｍ Ａ ｂ 及 び 対 照 Ｈ Ｍ Ａ ｂ の 反 応 性 は
、 吸 光 度 ０ ． ０ ４ を 超 え な か っ た 。 エ ラ ー バ ー は 平 均 か ら の 標 準 偏 差 の 一 つ を 示 す 。
【 図 ９ 】 Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｈ Ｍ Ａ ｂ に よ る 天 然 (Ｎ Ａ Ｔ )及 び 変 性 (Ｄ Ｎ Ｔ )Ｈ Ｃ Ｖ １ ｂ Ｅ ２ タ ン パ ク
質 に 対 す る 反 応 性 を 示 す 棒 グ ラ フ で あ る 。 ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス Ｑ １ ｂ 及 び Ｖ Ｗ Ａ 又 は Ｖ Ｗ
Ａ の み に 感 染 さ せ た ６ × １ ０ 5 個 の ヒ ー ラ 細 胞 に 由 来 す る 細 胞 質 抽 出 物 を 、 未 処 理 の ま ま
に し た (青 の 棒 線 )か 、 或 い は ０ ． ５ ％ Ｓ Ｄ Ｓ 及 び ５ ｍ Ｍ ジ チ オ ス レ イ ト ー ル と 共 に ５ ６ ℃
で １ ５ 分 保 温 し て 変 性 し た (黄 の 棒 線 )。 処 理 後 、 タ ン パ ク 質 を Ｂ Ｌ Ｏ Ｔ Ｔ Ｏ で １ ： ５ に 希
釈 し 、 ５ ０ ０ ｎ ｇ の Ｇ Ｎ Ａ レ ク チ ン で コ ー テ ィ ン グ し た ウ ェ ル 上 に 捕 捉 し た 。 ウ ェ ル を 洗
浄 し ブ ロ ッ キ ン グ し 、 表 記 し た 濃 度 の Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｈ Ｍ Ａ ｂ 及 び 対 照 Ｈ Ｍ Ａ ｂ (Ｒ ０ ４ )と 共 に
捕 捉 タ ン パ ク 質 を 保 温 し た 。 結 合 抗 体 を 抗 ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 複 合 体 及 び
Ｐ Ｎ Ｐ Ｐ で 検 出 し た 。 発 色 を ４ ５ 分 間 行 っ た 。 天 然 及 び 変 性 Ｈ Ｃ Ｖ １ ｂ の 数 値 は 複 製 ウ ェ
ル か ら 得 た シ グ ナ ル 平 均 値 で あ る 。 Ｖ Ｗ Ａ 感 染 ヒ ー ラ 細 胞 に 由 来 す る 天 然 及 び 変 性 タ ン パ
ク 質 の 単 ウ ェ ル か ら の 信 号 は 区 別 が 付 か ず 、 こ れ も 平 均 値 を と っ た (赤 の 棒 線 )。 エ ラ ー バ
ー は 平 均 か ら の 標 準 偏 差 の 一 つ を 示 す 。
【 図 １ ０ 】 図 １ １ 、 １ ２ 及 び １ ３ で 説 明 す る 実 験 に 用 い た 、 競 合 結 合 解 析 の 概 要 を 示 す 。
Ｇ Ｎ Ａ レ ク チ ン で 固 体 表 面 を コ ー テ ィ ン グ し 、 次 い で Ｅ ２ 含 有 タ ン パ ク 質 抽 出 物 を 添 加 し
レ ク チ ン で 捕 捉 す る 。 捕 捉 Ｅ ２ に 競 合 抗 体 を 結 合 さ せ 、 過 剰 な 未 結 合 を 除 去 し 標 識 化 試 験
抗 体 を 添 加 す る 。
【 図 １ １ 】 Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｈ Ｍ Ａ ｂ Ｃ Ｂ Ｈ － ５ を 用 い た 競 合 解 析 の 棒 グ ラ フ で あ る 。 ワ ク シ ニ ア
ウ イ ル ス Ｑ １ ａ (青 い 棒 線 )又 は Ｑ １ ｂ (赤 い 棒 線 )に 感 染 さ せ た ヒ ー ラ 細 胞 の 細 胞 質 抽 出 物
か ら 得 た Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ ２ タ ン パ ク 質 を 、 ５ ０ ０ ｎ ｇ の Ｇ Ｎ Ａ で 捕 捉 し た 。 表 記 し た Ｈ Ｍ Ａ ｂ
(ｘ 軸 )２ ５ μ ｇ ／ ｍ ｌ の 存 在 下 、 ５ μ ｇ ／ ｍ ｌ の ビ オ チ ン 化 Ｃ Ｂ Ｈ － ５ で 捕 捉 Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ
２ を 検 出 し た 。 結 果 を 、 競 合 体 の 全 く 存 在 し な い 場 合 の ビ オ チ ン 化 Ｃ Ｂ Ｈ － ５ の 結 合 と 比
較 し た 。 棒 線 は 複 製 ウ ェ ル か ら 得 た 平 均 値 を 示 す 。 エ ラ ー バ ー は 平 均 か ら の 標 準 偏 差 の 一
つ を 示 す 。
【 図 １ ２ 】 Ｈ Ｍ Ａ ｂ Ｃ Ｂ Ｈ － ２ に よ る 多 重 遺 伝 子 型 の Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ ２ タ ン パ ク 質 へ の 結 合 を
阻 害 す る 、 Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｈ Ｍ Ａ ｂ の 能 力 を 示 す 競 合 解 析 で あ る 。 ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス Ｑ １ ａ (
青 い 棒 線 )、 Ｑ １ ｂ (赤 い 棒 線 )、 Ｑ ２ ａ (黄 色 い 棒 線 )又 は Ｑ ２ ｂ (薄 青 の 棒 線 )に 感 染 さ せ
た ヒ ー ラ 細 胞 の 細 胞 質 抽 出 物 か ら 得 た Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ ２ タ ン パ ク 質 を 、 ５ ０ ０ ｎ ｇ の Ｇ Ｎ Ａ レ
ク チ ン で 捕 捉 し た 。 Ｈ Ｍ Ａ ｂ Ｃ Ｂ Ｈ － ４ Ｄ 、 － ４ Ｂ 及 び － １ ７ は 、 遺 伝 子 型 ２ の Ｅ ２ タ ン
パ ク 質 へ の 反 応 性 が 限 ら れ て い る た め 、 Ｈ Ｃ Ｖ １ ａ 又 は １ ｂ Ｅ ２ タ ン パ ク 質 に つ い て の み
評 価 し た 。 捕 捉 Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ ２ を 、 表 記 し た Ｈ Ｍ Ａ ｂ (ｘ 軸 )２ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の 存 在 下 に 、 ２
μ ｇ ／ ｍ ｌ の ビ オ チ ン 化 Ｃ Ｂ Ｈ － ２ で 検 出 し た 。 棒 線 は 、 競 合 抗 体 が 全 く 存 在 し な い 状 態
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で の ビ オ チ ン 化 Ｃ Ｂ Ｈ － ２ に よ る Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ ２ へ の 結 合 に 対 す る 、 表 記 し た 抗 体 の 存 在 下
で の 結 合 を 示 す (ｙ 軸 )。 Ｒ ０ ４ は サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 を 認 識 す る 対 照 Ｈ Ｍ Ａ
ｂ で あ る 。 棒 線 は 複 製 ウ ェ ル か ら 得 た 平 均 値 を 示 す 。 エ ラ ー バ ー は 平 均 か ら の 標 準 偏 差 の
一 つ を 示 す 。
【 図 １ ３ 】 Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｈ Ｍ Ａ ｂ Ｃ Ｂ Ｈ － ７ が 独 特 な エ ピ ト ー プ を 認 識 す る こ と を 示 す 競 合 解
析 で あ る 。 ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス Ｑ １ ａ (青 い 棒 線 )又 は Ｑ １ ｂ (赤 い 棒 線 )に 感 染 さ せ た ヒ ー
ラ 細 胞 の 細 胞 質 抽 出 物 か ら 得 た Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ ２ タ ン パ ク 質 を 、 ５ ０ ０ ｎ ｇ の Ｇ Ｎ Ａ レ ク チ ン
で 捕 捉 し た 。 表 記 し た Ｈ Ｍ Ａ ｂ (ｘ 軸 )２ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の 存 在 下 、 ２ μ ｇ ／ ｍ ｌ の ビ オ チ ン
化 Ｃ Ｂ Ｈ － ７ で 捕 捉 Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ ２ を 検 出 し た 。 棒 線 は 、 競 合 抗 体 が 全 く 存 在 し な い 場 合 の
ビ オ チ ン 化 Ｃ Ｂ Ｈ － ７ に よ る Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ ２ へ の 結 合 に 対 す る 、 表 記 し た 抗 体 の 存 在 下 で の
結 合 を 示 す (ｙ 軸 )。 Ｒ ０ ４ は サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 を 認 識 す る 対 照 Ｈ Ｍ Ａ ｂ で
あ る 。 棒 線 は 複 製 ウ ェ ル か ら 得 た 平 均 値 を 示 す 。 エ ラ ー バ ー は 平 均 か ら の 標 準 偏 差 の 一 つ
を 示 す 。
【 図 １ ４ 】 図 １ で 説 明 す る 実 験 に 用 い た 、 Ｅ ２ タ ン パ ク 質 へ の Ｃ Ｄ ８ １ の 結 合 を 阻 害 す る
抗 体 の 能 力 評 価 の 概 要 を 示 す 。 組 換 え Ｃ Ｄ ８ １ で 固 体 表 面 を コ ー テ ィ ン グ す る 。 次 い で Ｅ
２ 含 有 タ ン パ ク 質 抽 出 物 を 直 接 添 加 す る か 、 試 験 抗 体 と 共 に 予 め 保 温 し た 後 に 添 加 す る 。
適 当 な 標 識 化 二 次 抗 体 を 用 い て 、 結 合 し た 試 験 抗 体 － Ｅ ２ 複 合 体 を 検 出 す る 。
【 図 １ ５ 】 Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｈ Ｍ Ａ ｂ の サ ブ セ ッ ト が Ｃ Ｄ ８ １ － Ｌ Ｅ Ｌ と 結 合 し た と き 、 Ｈ Ｃ Ｖ 　
Ｅ ２ と 反 応 す る こ と を 実 証 し た 棒 グ ラ フ で あ る 。 Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ ２ タ ン パ ク 質 を 発 現 す る 組 換
え ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス に 感 染 さ せ た Ｂ Ｓ Ｃ － １ 細 胞 か ら の 抽 出 物 を 、 表 記 し た Ｈ Ｍ Ａ ｂ (
ｘ 軸 )５ μ ｇ ／ ｍ ｌ と 混 合 し て 総 量 １ ０ ０ μ ｌ と し 、 １ ０ ０ ｎ ｇ の Ｇ Ｓ Ｔ － Ｃ Ｄ ８ １ － Ｌ
Ｅ Ｌ 融 合 蛋 白 質 又 は 非 組 換 え Ｇ Ｓ Ｔ で コ ー テ ィ ン グ し た マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト ウ ェ ル
内 で 一 晩 保 温 し た 。 ウ ェ ル を 洗 浄 し 、 実 施 例 ６ に 更 に 記 述 す る よ う に 、 適 当 な ア ル カ リ ホ
ス フ ァ タ ー ゼ 結 合 二 次 抗 体 及 び Ｐ Ｎ Ｐ Ｐ 基 質 を 用 い て 結 合 抗 体 を 検 出 し た 。 数 値 は 、 １ ａ
(紫 の 棒 線 )、 １ ｂ (赤 い 棒 線 )、 ２ ａ (黄 色 い 棒 線 )又 は ２ ｂ (緑 の 棒 線 )の Ｅ ２ タ ン パ ク 質 の
存 在 下 に お け る 、 Ｃ Ｄ ８ １ に 捕 捉 さ れ た 抗 体 の 平 均 Ｏ Ｄ 値 を Ｇ Ｓ Ｔ に 捕 捉 さ れ た 抗 体 の 平
均 Ｏ Ｄ 値 で 割 っ た も の で あ る 。 Ｇ Ｓ Ｔ コ ー テ ィ ン グ ウ ェ ル の Ｏ Ｄ 値 は 、 ０ ． ０ ２ １ ～ ０ ．
０ ８ １ の 範 囲 で あ っ た 。
【 図 １ ６ 】 図 １ ７ で 説 明 す る 実 験 に 用 い た 、 Ｈ Ｃ Ｖ ビ リ オ ン へ の Ｃ Ｄ ８ １ の 結 合 を 阻 害 す
る 抗 体 の 能 力 評 価 の 概 要 を 示 す 。 組 換 え Ｃ Ｄ ８ １ で 固 体 表 面 を コ ー テ ィ ン グ す る 。 Ｈ Ｃ Ｖ
ビ リ オ ン を 試 験 抗 体 と 共 に 予 め 保 温 し 、 次 い で 固 定 Ｃ Ｄ ８ １ に 結 合 さ せ る 。 結 合 Ｈ Ｃ Ｖ ビ
リ オ ン の 検 出 を 、 定 量 Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 測 定 す る 。
【 図 １ ７ 】 Ｈ Ｍ Ａ ｂ Ｃ Ｂ Ｈ － ２ 及 び Ｃ Ｂ Ｈ － ５ が Ｈ Ｃ Ｖ ビ リ オ ン に よ る Ｃ Ｄ ８ １ へ の 結 合
を 阻 害 す る こ と を 実 証 す る 棒 グ ラ フ で あ る 。 Ｈ Ｃ Ｖ １ ａ チ ン パ ン ジ ー 血 清 を 表 記 の 抗 体 (
ｙ 軸 )１ ０ μ ｇ と 混 合 し 、 Ｃ Ｄ ８ １ － Ｌ Ｅ Ｌ で コ ー テ ィ ン グ し た ポ リ ス チ レ ン ビ ー ズ に 結
合 さ せ た 後 の 、 ビ ー ズ に 結 合 し た Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｒ Ｎ Ａ 分 子 の 数 を 示 す (ｘ 軸 )。
【 図 １ ８ 】 Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ ２ に よ る Ｃ Ｄ ８ １ へ の 結 合 を 阻 害 す る 抗 体 の 検 出 に 、 Ｈ Ｍ Ａ ｂ Ｃ Ｂ
Ｈ － ４ Ｇ が 使 用 可 能 な こ と を 示 す 棒 グ ラ フ で あ る 。 ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス Ｑ １ ａ に 感 染 さ せ
た Ｂ Ｓ Ｃ － １ 細 胞 の 抽 出 物 に 由 来 す る Ｈ Ｃ Ｖ １ ａ Ｅ ２ タ ン パ ク 質 を 、 ビ オ チ ン 化 し た Ｈ Ｍ
Ａ ｂ Ｃ Ｂ Ｈ － ４ Ｇ 調 製 物 ４ μ ｇ ／ ｍ ｌ と 共 に ４ ℃ で ２ ０ 分 間 保 温 し た 。 次 い で Ｅ ２ － Ｃ Ｂ
Ｈ － ４ Ｇ 複 合 体 の ５ ０ μ ｌ ア リ コ ー ト を 、 ５ ０ ０ ｎ ｇ の Ｇ Ｎ Ａ (青 い 棒 線 )又 は １ ０ ０ ｎ ｇ
の Ｇ Ｓ Ｔ － Ｃ Ｄ ８ １ － Ｌ Ｅ Ｌ (赤 い 棒 線 )の い ず れ か で コ ー テ ィ ン グ し た ウ ェ ル に 、 ４ ０ μ
ｇ ／ ｍ ｌ の 表 記 し た 抗 体 (ｘ 軸 )５ ０ μ ｌ の 存 在 下 で 添 加 し た 。 Ｒ ０ ４ は サ イ ト メ ガ ロ ウ イ
ル ス タ ン パ ク 質 を 認 識 す る 対 照 Ｈ Ｍ Ａ ｂ で あ る 。 実 施 例 ７ で 説 明 す る よ う に 、 ４ ℃ で 一 晩
保 温 し た 後 、 ウ ェ ル を 洗 浄 し 、 結 合 し た ビ オ チ ン 化 Ｃ Ｂ Ｈ － ４ Ｇ を 検 出 し た 。 棒 線 は 、 競
合 抗 体 が 全 く 存 在 し な い 状 態 で 得 た シ グ ナ ル に 対 す る 、 表 記 の 抗 体 の 存 在 下 で 複 製 ウ ェ ル
か ら 得 た 平 均 シ グ ナ ル を 示 す 。 エ ラ ー バ ー は 平 均 か ら の 標 準 偏 差 の 一 つ を 示 す 。
【 図 １ ９ 】 Ｈ Ｃ Ｖ 感 染 者 由 来 の 血 清 か ら Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ ２ に よ る Ｃ Ｄ ８ １ へ の 結 合 を 阻 害 す る
抗 体 を 検 出 す る た め に 、 Ｈ Ｍ Ａ ｂ Ｃ Ｂ Ｈ － ４ Ｇ が 使 用 可 能 な こ と を 示 す 棒 グ ラ フ で あ る 。
ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス Ｑ １ ａ 又 は Ｑ ２ ｂ に 感 染 さ せ た Ｂ Ｓ Ｃ － １ 細 胞 の 抽 出 物 に 由 来 す る Ｈ
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Ｃ Ｖ １ ａ 又 は ２ ｂ Ｅ ２ タ ン パ ク 質 を 、 ビ オ チ ン 化 し た Ｈ Ｍ Ａ ｂ Ｃ Ｂ Ｈ － ４ Ｇ 調 製 物 ４ μ ｇ
／ ｍ ｌ と 共 に ４ ℃ で ２ ０ 分 間 保 温 し た 。 左 側 の 血 清 ４ 種 は Ｈ Ｃ Ｖ １ ａ Ｅ ２ タ ン パ ク 質 で 試
験 し た も の で あ り 、 右 側 の 血 清 ４ 種 は Ｈ Ｃ Ｖ ２ ｂ Ｅ ２ タ ン パ ク 質 で 試 験 し た も の で あ る 。
Ｅ ２ － Ｃ Ｂ Ｈ － ４ Ｇ 複 合 体 を 、 ５ ０ ０ ｎ ｇ の Ｇ Ｎ Ａ (青 い 棒 線 )又 は １ ０ ０ ｎ ｇ の Ｇ Ｓ Ｔ －
Ｃ Ｄ ８ １ － Ｌ Ｅ Ｌ (赤 い 棒 線 )の い ず れ か で コ ー テ ィ ン グ し た ウ ェ ル に 、 遺 伝 子 型 の 特 定 さ
れ た Ｈ Ｃ Ｖ 感 染 者 (１ ａ 又 は ２ ｂ )又 は 非 感 染 者 (Ｎ Ｅ Ｇ )由 来 の 表 記 の 血 清 (ｘ 軸 )を １ ／ ５
０ ０ 希 釈 し た も の の 存 在 下 で 添 加 し た 。 実 施 例 ７ で 説 明 す る よ う に 、 ４ ℃ で 一 晩 保 温 し た
後 、 ウ ェ ル を 洗 浄 し 、 結 合 し た ビ オ チ ン 化 Ｃ Ｂ Ｈ － ４ Ｇ を 検 出 し た 。 棒 線 は 、 競 合 血 清 が
全 く 存 在 し な い 状 態 で 得 た シ グ ナ ル に 対 す る 、 表 記 の 血 清 (最 終 希 釈 １ ／ １ ０ ０ ０ )の 存 在
下 で 複 製 ウ ェ ル か ら 得 た 平 均 シ グ ナ ル を 示 す 。 エ ラ ー バ ー は 平 均 か ら の 標 準 偏 差 の 一 つ を
示 す 。
【 図 ２ ０ 】 競 合 ア ッ セ イ を 示 す 図 で あ る 。 プ レ ー ト を ま ず Ｇ Ｎ Ａ レ ク チ ン で コ ー テ ィ ン グ
す る 。 こ の Ｇ Ｎ Ａ レ ク チ ン に Ｃ Ｈ Ｏ 基 を 結 合 さ せ る こ と に よ っ て 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ
ー ト 上 に 細 胞 内 Ｅ ２ 全 長 を 捕 捉 す る 。 Ｇ Ｎ Ａ に 捕 捉 さ れ た Ｅ ２ に 競 合 Ｈ Ｍ Ａ ｂ を 接 触 さ せ
る 。 ビ オ チ ン 化 し た 試 験 Ｈ Ｍ Ａ ｂ を プ レ ー ト に 添 加 し 、 ビ オ チ ン 化 試 験 Ｈ Ｍ Ａ ｂ に よ る Ｅ
２ へ の 結 合 を 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン － Ａ Ｐ 複 合 体 を 用 い て 検 出 す る 。 試 験 Ｈ Ｍ Ａ ｂ の 結 合
が 阻 害 さ れ た こ と は 、 同 じ 抗 体 結 合 領 域 に エ ピ ト ー プ あ る こ と を 示 唆 す る 。
【 図 ２ １ Ａ 】 ４ 種 の Ｈ Ｃ Ｖ ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 競 合 解 析 を 示 す 。 Ｇ Ｎ Ａ レ ク チ ン で
コ ー テ ィ ン グ し た マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト 上 に Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｑ １ ｂ Ｅ ２ タ ン パ ク 質 を 捕 捉 し
た 。 ビ オ チ ン 化 し た 試 験 抗 体 (各 グ ラ フ の 上 に 表 記 )２ μ ｇ ／ ｍ ｌ を 、 表 記 し た 濃 度 (ｘ 軸 )
の 競 合 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 含 む ウ ェ ル に 添 加 し た 。 結 合 し た ビ オ チ ン 化 試 験 抗 体 を
、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン － ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 複 合 体 で 検 出 し た 。 競 合 抗 体 の 存 在 下 で
得 ら れ た シ グ ナ ル は 、 競 合 抗 体 の 非 存 在 下 で 得 た シ グ ナ ル に 対 す る 、 ビ オ チ ン 化 試 験 抗 体
に よ り 得 ら れ た シ グ ナ ル の パ ー セ ン ト と し て 表 し た (ｙ 軸 )。 各 点 は ２ 個 の 複 製 ウ ェ ル か ら
得 た 平 均 値 を 示 す 。 棒 線 は 平 均 か ら の 標 準 偏 差 の 一 つ を 示 す 。 競 合 抗 体 は 右 に 示 す 記 号 表
の 通 り で あ る 。
【 図 ２ １ Ｂ 】 ４ 種 の Ｈ Ｃ Ｖ ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 競 合 解 析 を 示 す 。 Ｇ Ｎ Ａ レ ク チ ン で
コ ー テ ィ ン グ し た マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト 上 に Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｑ １ ｂ Ｅ ２ タ ン パ ク 質 を 捕 捉 し
た 。 ビ オ チ ン 化 し た 試 験 抗 体 (各 グ ラ フ の 上 に 表 記 )２ μ ｇ ／ ｍ ｌ を 、 表 記 し た 濃 度 (ｘ 軸 )
の 競 合 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 含 む ウ ェ ル に 添 加 し た 。 結 合 し た ビ オ チ ン 化 試 験 抗 体 を
、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン － ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 複 合 体 で 検 出 し た 。 競 合 抗 体 の 存 在 下 で
得 ら れ た シ グ ナ ル は 、 競 合 抗 体 の 非 存 在 下 で 得 た シ グ ナ ル に 対 す る 、 ビ オ チ ン 化 試 験 抗 体
に よ り 得 ら れ た シ グ ナ ル の パ ー セ ン ト と し て 表 し た (ｙ 軸 )。 各 点 は ２ 個 の 複 製 ウ ェ ル か ら
得 た 平 均 値 を 示 す 。 棒 線 は 平 均 か ら の 標 準 偏 差 の 一 つ を 示 す 。 競 合 抗 体 は 右 に 示 す 記 号 表
の 通 り で あ る 。
【 図 ２ ２ Ａ 】 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 競 合 解 析 の 結 果 を 示 す 。 示 し た 結 果 は 、 競 合 抗 体 が 全 く
存 在 し な い ウ ェ ル に 対 す る 、 試 験 抗 体 の 平 均 結 合 パ ー セ ン ト で あ る 。 ２ － ５ 回 の 異 な る 実
験 か ら 得 た 平 均 値 を 示 す 。 遺 伝 子 型 １ ａ 及 び １ ｂ Ｅ ２ タ ン パ ク 質 の 両 方 を 試 験 し た 。 Ｎ Ｄ
は 試 験 を 行 っ て い な い と い う 意 味 で あ る 。
【 図 ２ ２ Ｂ 】 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 競 合 解 析 の 結 果 を 示 す 。 示 し た 結 果 は 、 競 合 抗 体 が 全 く
存 在 し な い ウ ェ ル に 対 す る 、 試 験 抗 体 の 平 均 結 合 パ ー セ ン ト で あ る 。 ２ － ５ 回 の 異 な る 実
験 か ら 得 た 平 均 値 を 示 す 。 遺 伝 子 型 １ ａ 及 び １ ｂ Ｅ ２ タ ン パ ク 質 の 両 方 を 試 験 し た 。 Ｎ Ｄ
は 試 験 を 行 っ て い な い と い う 意 味 で あ る 。
【 図 ２ ３ 】 本 明 細 書 に 述 べ る Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ ２ 欠 失 コ ン ス ト ラ ク ト を 表 す 。 Ｅ ２ コ ン ス ト ラ ク
ト の 呼 称 を 左 側 に 記 し た 。 ｐ Ｄ ｉ ｓ ｐ ｌ ａ ｙ ベ ク タ ー に 由 来 す る 配 列 を 黒 い 太 線 で 示 し た
。 ｐ Ｄ ｉ ｓ ｐ ｌ ａ ｙ ベ ク タ ー に 存 在 す る Ｈ Ａ エ ピ ト ー プ 及 び ｃ － ｍ ｙ ｃ エ ピ ト ー プ の 位 置
も 併 せ て 記 し た 。 Ｈ Ｃ Ｖ １ ｂ Ｅ ２ 由 来 の 配 列 を 白 い 四 角 で 示 す 。 Ｈ Ｃ Ｖ １ ｂ Ｅ ２ 由 来 の 配
列 を 薄 グ レ ー の 四 角 で 示 す 。 ｘ 軸 下 部 の 数 字 は 、 Ｈ Ｃ Ｖ － １ 単 離 体 の ポ リ プ ロ テ イ ン に 準
ず る も の で あ る 。
【 図 ２ ４ 】 Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ ２ 欠 失 コ ン ス ト ラ ク ト の ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 を 示 し て お り 、 コ
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ン ス ト ラ ク ト が 効 果 的 に 発 現 さ れ た こ と を 示 し て い る 。 レ ー ン 上 側 に 表 記 し た Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ
２ コ ン ス ト ラ ク ト を Ｈ Ｅ Ｋ － ２ ９ ３ 細 胞 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン
の ２ ４ 時 間 後 、 細 胞 質 抽 出 物 を 調 製 し 、 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ で 分 別 し た 。 分 別 し た タ ン パ ク
質 を ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 に 移 し 、 Ｈ Ａ エ ピ ト ー プ に 対 す る ラ ッ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (Ｈ
Ａ ｒ Ｍ Ａ ｂ )又 は Ｃ Ｍ Ｖ タ ン パ ク 質 に 対 す る Ｈ Ｍ Ａ ｂ (対 照 )の い ず れ か と 共 に 保 温 し た 。
結 合 抗 体 を 適 当 な Ａ Ｐ 結 合 抗 血 清 で 検 出 し た 。 Ｈ Ｅ Ｋ は ｍ ｏ ｃ ｋ ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た Ｈ
Ｅ Ｋ － ２ ９ ３ 細 胞 で あ る 。 分 子 量 マ ー カ ー の 泳 動 を 左 側 に 記 す 。
【 図 ２ ５ Ａ 】 本 発 明 の 特 定 の ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に よ る 、 様 々 な Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ ２ 欠 失 コ
ン ス ト ラ ク ト に 対 す る 反 応 性 を 示 す 。 Ｈ Ｅ Ｋ － ２ ９ ３ 細 胞 を ｍ ｏ ｃ ｋ ト ラ ン ス フ ェ ク ト し
た (白 い 棒 線 )、 あ る い は 表 記 の Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ ２ コ ン ス ト ラ ク ト で ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た (各
グ ラ フ の 記 号 表 参 照 )。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の ２ ４ 時 間 後 、 細 胞 質 抽 出 物 を 調 製 し 、 同
等 の ア リ コ ー ト を 上 記 し た よ う に Ｇ Ｎ Ａ レ ク チ ン で コ ー テ ィ ン グ し た マ イ ク ロ タ イ タ ー プ
レ ー ト 上 に 捕 捉 し た 。 捕 捉 さ れ た Ｅ ２ タ ン パ ク 質 を ｘ 軸 に 表 記 の Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｈ Ｍ Ａ ｂ と 共 に
保 温 し 、 結 合 抗 体 の 量 を 調 べ た 。 棒 線 は 複 製 ウ ェ ル か ら 得 た 平 均 吸 光 度 を 表 す 。 エ ラ ー バ
ー は 平 均 か ら の 標 準 偏 差 の 一 つ を 示 す 。
【 図 ２ ５ Ｂ 】 本 発 明 の 特 定 の ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に よ る 、 様 々 な Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ ２ 欠 失 コ
ン ス ト ラ ク ト に 対 す る 反 応 性 を 示 す 。 Ｈ Ｅ Ｋ － ２ ９ ３ 細 胞 を ｍ ｏ ｃ ｋ ト ラ ン ス フ ェ ク ト し
た (白 い 棒 線 )、 あ る い は 表 記 の Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ ２ コ ン ス ト ラ ク ト で ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た (各
グ ラ フ の 記 号 表 参 照 )。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の ２ ４ 時 間 後 、 細 胞 質 抽 出 物 を 調 製 し 、 同
等 の ア リ コ ー ト を 上 記 し た よ う に Ｇ Ｎ Ａ レ ク チ ン で コ ー テ ィ ン グ し た マ イ ク ロ タ イ タ ー プ
レ ー ト 上 に 捕 捉 し た 。 捕 捉 さ れ た Ｅ ２ タ ン パ ク 質 を ｘ 軸 に 表 記 の Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｈ Ｍ Ａ ｂ と 共 に
保 温 し 、 結 合 抗 体 の 量 を 調 べ た 。 棒 線 は 複 製 ウ ェ ル か ら 得 た 平 均 吸 光 度 を 表 す 。 エ ラ ー バ
ー は 平 均 か ら の 標 準 偏 差 の 一 つ を 示 す 。
【 図 ２ ６ 】 Ｈ Ｃ Ｖ 感 染 者 の 血 清 が 、 Ｃ Ｂ Ｈ － ２ 及 び Ｃ Ｂ Ｈ － ７ を 阻 害 す る 抗 体 を 様 々 な レ
ベ ル で 含 む こ と を 実 証 す る グ ラ フ で あ る 。 相 同 Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ ２ タ ン パ ク 質 を ウ ェ ル 上 に 捕 捉
し 、 様 々 な 希 釈 段 階 の Ｈ Ｃ Ｖ １ ａ 、 １ ｂ 、 ２ ａ 又 は ２ ｂ 血 清 と 共 に 保 温 し た 。 数 値 は 、 個
々 の 血 清 か ら 得 た 、 ビ オ チ ン 化 Ｃ Ｂ Ｈ － ２ 又 は Ｃ Ｂ Ｈ － ７ 結 合 の 特 異 的 阻 害 を 表 す 。 所 与
の 希 釈 (ｘ 軸 )に つ い て 、 複 数 の 決 定 材 料 か ら 得 た 阻 害 の 平 均 パ ー セ ン ト (ｙ 軸 )を プ ロ ッ ト
し た 。 ８ 種 の 陰 性 血 清 に つ い て 得 た 特 異 的 阻 害 の 平 均 値 も 示 し た (用 い た Ｅ ２ タ ン パ ク 質
の 遺 伝 子 型 を 記 載 し た )。 陰 性 血 清 上 の エ ラ ー バ ー は 平 均 か ら の 標 準 偏 差 の 一 つ を 示 す 。
【 図 ２ ７ 】 Ｈ Ｃ Ｖ 感 染 者 の 血 清 が 、 Ｃ Ｂ Ｈ － ２ 及 び Ｃ Ｂ Ｈ － ７ を 阻 害 す る 様 々 な レ ベ ル の
抗 体 を 含 む こ と を 実 証 し た ス キ ャ ッ タ グ ラ ム を 示 す 。 ス キ ャ ッ タ グ ラ ム は 試 験 Ｈ Ｍ Ａ ｂ の
阻 害 パ ー セ ン ト を 示 す 。 ｘ 軸 に 表 記 し た 遺 伝 子 型 の Ｈ Ｃ Ｖ 血 清 又 は 対 照 血 清 (Ｎ Ｅ Ｇ )を １
： ２ ０ ０ に 希 釈 し 、 遺 伝 子 型 が マ ッ チ し 特 定 さ れ た Ｅ ２ タ ン パ ク 質 で コ ー テ ィ ン グ し た ウ
ェ ル 内 で ビ オ チ ン 化 試 験 Ｈ Ｍ Ａ ｂ (グ ラ フ の 上 に 表 記 )と 共 に 保 温 し た 。 ス ト レ プ ト ア ビ ジ
ン 結 合 Ａ Ｐ を 用 い て 試 験 Ｈ Ｍ Ａ ｂ の 結 合 を 検 出 し た 。 得 ら れ た 結 果 を 、 競 合 物 が 存 在 し な
い 場 合 の 試 験 Ｈ Ｍ Ａ ｂ の 結 合 と 比 較 し た 。 記 号 は そ れ ぞ れ 、 一 人 の 血 清 か ら 得 た 結 果 を 示
す 。 線 は 阻 害 中 央 値 パ ー セ ン ト を 意 味 す る 。 点 線 は 、 試 験 Ｈ Ｍ Ａ ｂ の 存 在 に つ い て 血 清 が
陽 性 で あ る と み な す 限 界 値 を 示 す 。
【 図 ２ ８ 】 慢 性 肝 炎 患 者 ７ ４ 人 か ら 得 た Ｃ Ｂ Ｈ － ２ 阻 害 価 の ヒ ス ト グ ラ ム で あ る 。 個 々 の
血 清 に つ い て 得 た Ｃ Ｂ Ｈ － ２ 阻 害 価 を １ ０ ０ に つ き ２ ０ 個 の 容 器 に 入 れ こ の １ セ ッ ト を ＞
２ ０ ０ ０ の 力 価 ま で 全 て 用 意 し た 。 棒 線 は 、 所 与 の 容 器 セ ッ ト 中 に あ る Ｃ Ｂ Ｈ － ２ 阻 害 価
を 有 す る 血 清 の 数 を 示 す 。 Ｈ Ｃ Ｖ １ ａ ／ １ ｂ 血 清 の 数 を 黒 で 示 し た 。 Ｈ Ｃ Ｖ ２ ａ ／ ２ ｂ 血
清 の 数 を 灰 色 で 示 し た 。 低 い 阻 害 価 (＜ ２ ０ ０ )、 中 間 の 阻 害 価 (２ ０ ０ － １ ０ ０ ０ )、 高 い
阻 害 価 (＞ １ ０ ０ ０ )を 有 す る 血 清 の 数 を 、 グ ラ フ の 下 に 示 し た 。
【 図 ２ ９ 】 慢 性 肝 炎 患 者 ７ ４ 人 か ら 得 た Ｃ Ｂ Ｈ － ７ 阻 害 価 の ヒ ス ト グ ラ ム で あ る 。 個 々 の
血 清 に つ い て 得 た Ｃ Ｂ Ｈ － ２ 阻 害 価 を １ ０ ０ に つ き ２ ０ 個 の 容 器 に 入 れ こ の １ セ ッ ト を ＞
２ ０ ０ ０ の 力 価 ま で 全 て 用 意 し た 。 棒 線 は 、 所 与 の 容 器 中 に あ る Ｃ Ｂ Ｈ － ７ 阻 害 価 を 有 す
る 血 清 の 数 を 示 す 。 Ｈ Ｃ Ｖ １ ａ ／ １ ｂ 血 清 の 数 を 黒 で 示 し た 。 Ｈ Ｃ Ｖ ２ ａ ／ ２ ｂ 血 清 の 数
を 灰 色 で 示 し た 。 低 い 阻 害 価 (＜ ２ ０ ０ )、 中 間 の 阻 害 価 (２ ０ ０ － １ ０ ０ ０ )、 高 い 阻 害 価

10

20

30

40

50

(66) JP 2006-504645 A 2006.2.9



(＞ １ ０ ０ ０ )を 有 す る 血 清 の 数 を 、 グ ラ フ の 下 に 示 し た 。
【 図 ３ ０ 】 Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ １ 及 び Ｅ １ Ｅ ２ コ ン ス ト ラ ク ト の 概 要 を 示 す 。
【 図 ３ １ 】 Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ １ 　 １ ｂ (Ｚ Ｙ Ｋ － Ｅ １ )； 全 長 Ｈ Ｃ Ｖ １ ｂ (Ｈ Ｐ Ｃ Ｊ ４ ９ １ )； 及 び
Ｈ Ｃ Ｖ １ ａ の Ｈ 単 離 体 (Ｈ Ｐ Ｃ Ｓ Ｔ ９ ０ )か ら 得 た Ｅ １ コ ン ス ト ラ ク ト の ア ミ ノ 酸 配 列 の 整
列 を 示 す 。 保 存 ア ミ ノ 酸 を 点 で 示 す 。 数 字 は 、 Ｈ Ｃ Ｖ ポ リ プ ロ テ イ ン の 開 始 メ チ オ ニ ン か
ら 数 え た も の で あ る 。
【 図 ３ ２ Ａ 】 グ リ コ シ ル 化 及 び 非 グ リ コ シ ル 化 Ｅ １ コ ン ス ト ラ ク ト の ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト
写 真 で あ る 。 Ａ ． Ｈ Ｅ Ｋ － ２ ９ ３ 細 胞 を 、 ｐ Ｄ ｉ ｓ ｐ ｌ ａ ｙ ベ ク タ ー (Ｖ Ｅ Ｃ )又 は 表 示 の
Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ １ コ ン ス ト ラ ク ト で ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 Ｂ ． Ｈ Ｅ Ｋ － ２ ９ ３ 細 胞 を 、 ツ ニ
カ マ イ シ ン の 存 在 下 (＋ )又 は 非 存 在 下 (－ )、 ｐ Ｄ ｉ ｓ ｐ ｌ ａ ｙ ベ ク タ ー (Ｖ Ｅ Ｃ )又 は 表 示
の Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ １ コ ン ス ト ラ ク ト で ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。
【 図 ３ ２ Ｂ 】 グ リ コ シ ル 化 及 び 非 グ リ コ シ ル 化 Ｅ １ コ ン ス ト ラ ク ト の ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト
写 真 で あ る 。 Ａ ． Ｈ Ｅ Ｋ － ２ ９ ３ 細 胞 を 、 ｐ Ｄ ｉ ｓ ｐ ｌ ａ ｙ ベ ク タ ー (Ｖ Ｅ Ｃ )又 は 表 示 の
Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ １ コ ン ス ト ラ ク ト で ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 Ｂ ． Ｈ Ｅ Ｋ － ２ ９ ３ 細 胞 を 、 ツ ニ
カ マ イ シ ン の 存 在 下 (＋ )又 は 非 存 在 下 (－ )、 ｐ Ｄ ｉ ｓ ｐ ｌ ａ ｙ ベ ク タ ー (Ｖ Ｅ Ｃ )又 は 表 示
の Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｅ １ コ ン ス ト ラ ク ト で ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。
【 図 ３ ３ 】 Ｅ １ 欠 失 コ ン ス ト ラ ク ト で ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た Ｈ Ｋ Ｅ ２ ９ ３ 細 胞 内 で 発 現 さ
れ た Ｅ １ 組 換 え タ ン パ ク 質 の 、 Ｆ Ａ Ｃ Ｓ ｃ ａ ｎ 解 析 を 示 す グ ラ フ で あ る 。
【 図 ３ ４ 】 Ｈ Ｃ Ｖ 血 清 を 用 い た Ｉ Ｆ Ａ デ ー タ の 写 真 で あ る 。
【 図 ３ ５ 】 Ｅ １ 及 び Ｅ １ ／ Ｅ ２ コ ン ス ト ラ ク ト に よ る 、 Ｈ Ｃ Ｖ 陽 性 血 清 中 の ヒ ト 抗 体 へ の
免 疫 反 応 性 を 示 す 表 で あ る 。
【 図 ３ ６ 】 Ｈ Ｃ Ｖ 抗 Ｅ １ Ｈ Ｍ Ａ ｂ Ｈ － １ １ １ 及 び Ｈ － １ １ ４ の Ｉ Ｆ Ａ デ ー タ の 写 真 で あ る
。
【 図 ３ ７ 】 Ｈ Ｍ Ａ ｂ Ｈ － １ １ １ 及 び Ｈ － １ １ ４ を 用 い た 、 Ｅ １ タ ン パ ク 質 の ウ ェ ス タ ン ブ
ロ ッ ト で あ る 。 Ａ ． 免 疫 沈 降 反 応 。 Ｂ ． ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 。
【 図 ３ ８ 】 Ｈ Ｃ Ｖ 　 Ｈ Ｍ Ａ ｂ Ｈ － １ １ １ 及 び Ｈ － １ １ ４ と 、 Ｈ Ｅ Ｋ － ２ ９ ３ 細 胞 に お い て
一 過 性 発 現 さ れ た Ｅ １ － １ 組 換 え タ ン パ ク 質 と の Ｆ Ａ Ｃ Ｓ ｃ ａ ｎ の 解 析 を 表 す グ ラ フ で あ
る 。
【 図 ３ ９ 】 Ｅ １ Ｈ Ｍ Ａ ｂ の エ ピ ト ー プ 地 図 作 成 実 験 を 示 す 図 表 で あ る 。
【 図 ４ ０ 】 Ｈ Ｍ Ａ ｂ Ｈ － １ １ １ エ ピ ト ー プ の ペ プ チ ド 競 合 解 析 を 例 証 す る グ ラ フ で あ る 。
【 図 ４ １ 】 Ｈ － １ １ ４ に よ っ て 認 識 さ れ た 突 然 変 異 Ｅ １ の ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 写 真 で あ る
。
【 図 ４ ２ 】 Ｈ Ｍ Ａ ｂ Ｈ － １ １ ４ の ペ プ チ ド 競 合 解 析 を 例 証 す る グ ラ フ で あ る 。
【 図 ４ ３ Ａ 】 Ｈ Ｍ Ａ ｂ Ｈ － １ １ ４ エ ピ ト ー プ の ア ミ ノ 及 び カ ル ボ キ シ ル 末 端 領 域 に お け る
点 突 然 変 異 の 効 果 を 例 証 し て い る グ ラ フ で あ る 。 Ａ ． ア ミ ノ 酸 ２ ０ ６ ～ ２ １ １ の 突 然 変 異
解 析 。 Ｂ ． ア ミ ノ 酸 ３ ０ ６ ～ ３ １ ３ の 突 然 変 異 解 析 。
【 図 ４ ３ Ｂ 】 Ｈ Ｍ Ａ ｂ Ｈ － １ １ ４ エ ピ ト ー プ の ア ミ ノ 及 び カ ル ボ キ シ ル 末 端 領 域 に お け る
点 突 然 変 異 の 効 果 を 例 証 し て い る グ ラ フ で あ る 。 Ａ ． ア ミ ノ 酸 ２ ０ ６ ～ ２ １ １ の 突 然 変 異
解 析 。 Ｂ ． ア ミ ノ 酸 ３ ０ ６ ～ ３ １ ３ の 突 然 変 異 解 析 。
【 図 ４ ４ 】 Ｄ Ｔ Ｔ の 存 在 下 又 は 非 存 在 下 で の 、 Ｈ Ｍ Ａ ｂ Ｈ － １ １ ４ に よ る Ｅ １ へ の 結 合 の
免 疫 沈 降 解 析 の 写 真 で あ る 。
【 図 ４ ５ 】 内 側 Ｅ １ シ ス テ イ ン 残 基 に つ い て の ア ラ ニ ン ス キ ャ ニ ン グ 実 験 の 結 果 を 示 す 表
で あ る 。
【 図 ４ ６ 】 様 々 な Ｅ １ 突 然 変 異 体 の ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト で あ る 。
【 配 列 表 】
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