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(57)【要約】
　本発明は、ウイルスをコードする単離された核酸配列; 該ウイルスのアミノ酸配列を含
む単離されたポリペプチド;該ウイルスの核酸配列を含むベクター; 該ベクターを含む細
胞; 該ウイルスに結合特異性を有する抗体およびその抗原結合断片; 該ウイルスの検出ま
たはスクリーニング方法 (例えば、個体において);該ウイルスを阻害する薬剤の同定方法
; 該ウイルスに対する免疫応答の誘導方法;個体におけるXMRVの存在と関連する疾患(例え
ば、前立腺癌などの癌) の処置方法; 無症候性癌 (例えば、前立腺癌)の検出方法;癌(例
えば、前立腺癌)を発症するリスクのある個体の同定方法; ならびに該ウイルスを検出す
るためのキットを提供する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　個体の前立腺腫瘍内に存在する単離されたXMRV。
【請求項２】
　個体が、RNアーゼL遺伝子をコードする遺伝性前立腺癌-1(HPCl)対立遺伝子に変異を含
む、請求項１記載のウイルス。
【請求項３】
　変異がホモ接合変異である、請求項２記載のウイルス。
【請求項４】
　変異がRNアーゼL変異R462Qについてホモ接合である、請求項３記載のウイルス。
【請求項５】
　配列番号:1またはその相補配列と少なくとも94%の同一性を有する核酸配列を含む単離
されたウイルス。
【請求項６】
　配列番号:1およびその相補配列を含む単離されたウイルス。
【請求項７】
　配列番号:1と少なくとも94%の同一性を有する核酸配列にコードされたアミノ酸配列を
含む単離されたウイルス。
【請求項８】
　配列番号:1にコードされたアミノ酸配列を含む単離されたウイルス。
【請求項９】
　配列番号:2を含む単離されたウイルス。
【請求項１０】
　配列番号:3と少なくとも97%の類似性を有するアミノ酸配列を含む、単離されたポリペ
プチド。
【請求項１１】
　配列番号:4と少なくとも97%の類似性を有するアミノ酸配列を含む、単離されたポリペ
プチド。
【請求項１２】
　配列番号:5と少なくとも94%の類似性を有するアミノ酸配列を含む、単離されたポリペ
プチド。
【請求項１３】
　配列番号:3、配列番号:4、配列番号:5およびその組合せからなる群より選択されるアミ
ノ酸配列を含む、単離されたポリペプチド。
【請求項１４】
　請求項５記載の核酸配列を含むベクター。
【請求項１５】
　請求項１４記載のベクターを含む細胞。
【請求項１６】
　配列番号:1と少なくとも94%の同一性を有する核酸配列にコードされたアミノ酸配列を
含むウイルスに特異的に結合する抗体またはその抗原結合断片。
【請求項１７】
　該ウイルスにコードされたgagポリペプチドに結合する、請求項１６記載の抗体または
抗原結合断片。
【請求項１８】
　gagポリペプチドが配列番号:3を含む、請求項１７記載の抗体または抗原結合断片。
【請求項１９】
　a)　 核酸配列およびXMRV核酸配列間でハイブリダイゼーション複合体が生じ得る条件
下で、試料を、XMRV核酸配列の全体または一部にハイブリダイズする核酸配列と接触させ
る工程;ならびに
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　b)　ハイブリダイゼーション複合体が試料中に検出されるかどうかを測定する工程、
を含み、
　ここで、ハイブリダイゼーション複合体が検出される場合、XMRVが試料中に存在する、
試料中のXMRVの検出方法。
【請求項２０】
　a)　抗体およびXMRVポリペプチド間で複合体が生じ得る条件下で、試料を、XMRVポリペ
プチドに特異的に結合する抗体またはその抗原結合断片と接触させる工程;ならびに
　b)　複合体が試料中に検出されるかどうかを測定する工程
を含み、
　ここで、複合体が検出される場合、XMRVが試料中に存在する、
試料中のXMRVの検出方法。
【請求項２１】
　a)　XMRVを、評価される薬剤と接触させる工程;ならびに
　b)　該薬剤の存在下でXMRVが阻害されるかどうかを測定する工程
を含み、
ここで、該薬剤の存在下でXMRVが阻害される場合、該薬剤はXMRVを阻害する、
XMRVを阻害する薬剤の同定方法。
【請求項２２】
　該薬剤の存在下でのXMRVの活性が、逆転写酵素活性を有するレトロウイルス粒子を作製
するXMRVの能力を測定することにより測定される、請求項２１記載の方法。
【請求項２３】
　投与されると個体においてXMRVに対する免疫応答を誘導する薬剤の有効量を個体に投与
することを含む、XMRVに対する免疫応答をその必要がある個体に誘導する方法。
【請求項２４】
　該薬剤が、XMRVのサブユニットおよび弱毒化XMRVからなる群より選択される、請求項２
３記載の方法。
【請求項２５】
　XMRVを阻害する薬剤の有効量を個体に投与することを含む、XMRVが前立腺に存在する個
体における前立腺癌の処置方法。
【請求項２６】
　個体内のXMRVの存在を検出することを含み、個体内のXMRVの存在は個体内の初期段階の
前立腺癌を示す、XMRVが前立腺に存在する個体における無症候性(初期段階)の前立腺癌の
検出方法。
【請求項２７】
　XMRVが個体に存在するかどうかを測定する工程を含み、ここで、XMRVが個体に存在する
場合、個体は前立腺癌を発症するリスクがある、前立腺癌を発症するリスクがある個体の
同定方法。
【請求項２８】
　個体が、RNアーゼL遺伝子をコードする遺伝性前立腺癌-1(HCP1)対立遺伝子に変異を有
する、請求項２７記載の方法。
【請求項２９】
　変異がホモ接合変異である、請求項２８記載の方法。
【請求項３０】
　変異が、RNアーゼL変異R462Qについてホモ接合である、請求項２９記載の方法。
【請求項３１】
　試料中のXMRVを検出する標識された部分を含む、試料中のXMRVの存在を検出するための
キット。
【請求項３２】
　標識された部分が、XMRV核酸配列の全体または一部にハイブリダイズする核酸配列であ
る、請求項３１記載のキット。
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【請求項３３】
　標識された部分が、XMRVに特異的に結合する抗体またはその抗原結合断片である、請求
項３１記載のキット。
【請求項３４】
　XMRVが作製される条件下で、請求項１４記載の細胞を維持することを含む、XMRVの作製
方法。
【請求項３５】
　該細胞によって産生されるXMRVを単離することを含む、請求項３３記載の方法。
 
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
（関連出願）
　本出願は、2005年4月7日に出願された米国特許仮出願第60/669,473号および2005年12月
19日に出願された米国特許仮出願第60/751,809号の利益を主張する。上記の出願の全教示
は、参照により本明細書に援用される。
【０００２】
（米国政府補助）
　本発明は、全体または一部において、米国立衛生研究所からの助成金NIH/NCI RO1CA103
943-01により補助された。米国政府は、本発明において一部権利を有する。
【０００３】
（発明の背景）
　性感染する疾患は、ここ30年間で増加している。かかる疾患は癌(例えば、前立腺癌)と
関連している。前立腺の癌は、アメリカ人男性の癌での死亡の原因の第２位であり、最も
よく見られる内臓の癌である(Kumar, V., et al., S. L. (1997)in Basic Pathology, 6t
h ed., pp. 584-588, W. B. Saunders Co., Philadelphia Kumar et al., 1997)。米国の
人口のうち、アフリカ系アメリカ人は最も高いリスクを有する。米国癌協会は、2003年で
は米国において約190,000件の新たな例および30,000件の前立腺癌による死亡があったと
推定した。遺伝学、加齢、ホルモンおよび環境的リスクファクターはすべて、前立腺癌の
病因に役割を果たす(Nelson WG., et al., N Engl J Med, 349(4):366-8l, 2003)。
【０００４】
　かかる癌の改善された検出および処置方法の必要が存在する。
【０００５】
（発明の概要）
　本発明は、個体において癌を引き起こし得る単離された異種栄養性マウス白血病ウイル
ス(MLV)関連ウイルス(XMRV)に関する。すなわち、個体における癌の病因は、個体におけ
るXMRVの存在と関連し得る。
【０００６】
　１つの態様において、本発明は、個体の前立腺腫瘍内に存在する単離されたXMRVに関す
る。特定の態様では、XMRVは、ヒト異種栄養性ウイルス(HXV)である。個体は、RNアーゼL
遺伝子をコードする遺伝性前立腺癌-1(HPC1)対立遺伝子に変異を有し得る。特に、(In a 
particular)、変異は、ホモ接合変異(例えば、RNアーゼL変異R462Qに対してホモ接合)で
ある。
【０００７】
　１つの態様において、単離されたウイルスは、配列番号:1およびその相補配列と少なく
とも94%の同一性を有する核酸配列を含む。特定の態様では、単離されたウイルスは配列
番号:1またはその相補配列を含む。
【０００８】
　別の態様において、本発明は、配列番号:1と少なくとも94%の同一性を有する核酸配列
にコードされたアミノ酸配列を含む単離されたウイルスに関する。例えば、単離されたウ
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イルスは、配列番号:1にコードされたアミノ酸配列を含み得る。
【０００９】
　本発明はまた、単離されたペプチドに関する。１つの態様において、本発明は、配列番
号:2を含む単離されたウイルスに関する。特定の態様において、単離されたポリペプチド
は、配列番号:3と少なくとも97%の類似性を有するアミノ酸配列、配列番号:4と少なくと
も97%の類似性を有するアミノ酸配列および／または配列番号:5と少なくとも94%の類似性
を有するアミノ酸配列を含む。
【００１０】
　本発明はまた、本明細書に記載の１つ以上の核酸配列を含むベクターに関する。本発明
は、さらに、該ベクターを含む細胞を包含する。また、本発明は、XMRVの作製方法を含む
。１つの態様において、該方法は、XMRVでトランスフェクトまたは感染させた細胞を維持
する工程を含む。該方法は、該細胞によって産生されたXMRVを単離する(例えば、細胞上
澄から)工程をさらに含み得る。
【００１１】
　また、配列番号:1と少なくとも94%の同一性を有する核酸配列にコードされるアミノ酸
配列を含むウイルスに特異的に結合する抗体またはその抗原結合断片が本発明に包含され
る。該抗体または抗原結合断片は、ウイルスのgagポリペプチド(例えば、配列番号:3)、p
ro-pol ペプチド(例えば、配列番号:4)および／またはenvポリペプチド(例えば、配列番
号:5)に結合し得る。
【００１２】
　本発明はまた、XMRVの検出方法に関する。１つの態様において、個体におけるXRMVの検
出は、個体が癌を有するか、または癌(例えば、前立腺癌)を発症するリスクがあることを
示す。該方法は、
XMRVの全体または一部(例えば、配列番号:1と少なくとも94%の同一性を有する核酸配列ま
たはその相補配列)をコードする核酸配列を検出することにより、個体におけるXMRVを検
出する工程を含み得る。あるいは、該方法は、XMRVにコードされるポリペプチド(例えば
、gagポリペプチド、polポリペプチド、envポリペプチドおよびその組合せ)を検出するこ
とにより、個体におけるXMRVを検出する工程を含み得る。
【００１３】
　別の態様において、本発明は、核酸配列とXMRV核酸配列間でハイブリダイゼーション複
合体が生じ得る条件下で、試料を、XMRV核酸配列の全体または一部にハイブリダイズする
核酸配列と接触させる工程を含む、試料中のXMRVの検出方法に関する。試料中にハイブリ
ダイゼーション複合体が存在するかどうかを測定し、このとき、ハイブリダイゼーション
複合体が検出される場合は、XMRVが試料中にある。
【００１４】
　別の態様において、本発明は、抗体とXMRVポリペプチド間で複合体が生じ得る条件下で
、試料を、XMRVポリペプチドに特異的に結合する抗体またはその抗原結合断片と接触させ
る工程を含む、試料中のXMRVの検出方法に関する。試料中に複合体が存在するかどうかを
測定し、このとき、複合体が検出される場合は、XMRVが試料中にある。
【００１５】
　本発明はまた、XMRVを、評価する薬剤と接触させる工程を含む、XMRVを阻害する薬剤の
同定方法に関する。該薬剤の存在下でXMRVが阻害されるかどうかを測定し、このとき、該
薬剤の存在下でXMRVが阻害される場合、該薬剤はXMRVを阻害する。特定の態様では、該薬
剤の存在下でXMRVの活性が、逆転写酵素活性によってレトロウイルス粒子を作製するXMRV
の能力を測定することによりを測定する。
【００１６】
　XMRVに対する免疫応答をその必要がある個体に誘導する方法もまた本発明に包含される
。該方法は、投与されると、個体のXMRVに対する免疫応答を誘導する薬剤の有効量を個体
に投与することを含み得る。該薬剤は、XMRVのサブユニット、弱毒化XMRVおよびその組合
せであり得る。
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【００１７】
　本発明はまた、XMRVを阻害する薬剤の有効量を個体に投与することを含む、腫瘍内など
の個体内にXMRVが存在する個体における癌(例えば、前立腺癌)の処置方法に関する。
【００１８】
　本発明はまた、個体内のXMRVの存在を検出することを含み、個体におけるXMRVの存在は
個体における初期段階の前立腺癌を示す、個体の前立腺内にXMRVが存在する個体における
無症候性(初期段階の)癌(例えば、初期段階の前立腺癌)の検出方法に関する。
【００１９】
　また、個体においてXMRVの存在を検出することを含み、個体におけるXMRVの存在は、前
立腺癌を発症するリスクがある個体を示す、癌(例えば、前立腺癌)を発症するリスクがあ
る個体の同定方法が本発明に包含される。本発明はまた、試料中のXMRVの存在を検出する
ためのキットに関する。１つの態様において、キットは、試料中のXMRV(例えば、XMRV核
酸配列の全体または一部とハイブリダイズする核酸配列；XMRVに特異的に結合する抗体ま
たはその抗原結合断片)を検出する標識された部分を含む。
【００２０】
　本特許または出願ファイルは、カラーで作成された少なくとも１つの図面を含む。カラ
ー図面(１つまたは複数)を含むこの特許または特許出願公開公報の複写は、請求および必
要な費用の支払いにより、特許庁より提供される。
【００２１】
（発明の詳細な説明）
　本明細書に記載のように、前立腺腫瘍生物学における抗ウイルス酵素RNアーゼLの役割
を調べた。前立腺切除が予定された150名の前立腺癌患者を、RNアーゼL (R462Q)における
最も一般的な生殖細胞系変異について遺伝子型分類する臨床試験を行なった。前立腺組織
から単離したRNAを、ウイルス配列の包括的DNAマイクロアレイであるVirochipsでの解析
のために処理した。マウス白血病ウイルスの異種栄養性株と関連する新規なガンマレトロ
ウイルス(本明細書において異種栄養性マウス白血病ウイルス(MLV)関連ウイルス(XMRV)と
いう）を、RNアーゼL変異についてホモ接合である患者から同定し、クローニングした。
特定の態様では、XMRVはヒト異種栄養性ウイルス(HXV)である。前立腺のHXV感染は、RNア
ーゼL変異R462Q についてホモ接合である患者(約60%発症率)に共通していたが、ヘテロ接
合およびホモ接合野生型患者では比較的まれであった(10%以下の発症率)。インサイチュ
方法で、前立腺においてHXV核酸の存在が確認された。
【００２２】
　したがって、本発明は、XMRVのアミノ酸配列を含むXMRV単離ポリペプチドをコードする
単離された核酸配列；ウイルス核酸配列を含むベクター;該ベクターを含む細胞；XMRVに
対する結合特異性を有する抗体およびその抗原結合断片；XMRVの作製方法；XMRVの検出も
しくはスクリーニング方法（例えば、個体において)；XMRVを阻害する薬剤の同定方法；X
MRVに対する免疫応答の誘導方法；個体におけるXMRVの存在と関連する疾患（例えば、前
立腺癌などの癌)の処置方法；無症候性癌（例えば、前立腺癌)の検出方法；癌(例えば、
前立腺癌)を発症するリスクがある個体の同定方法；ならびにXMRVを検出するためのキッ
トを提供する。
【００２３】
　前立腺の癌は、アメリカ人男性の癌での死亡の原因の第２位であり、最もよく見られる
内臓の癌である(Kumar, V., et al., Basic Pathology, 6th ed., pp. 584-588, W. B. S
aunders Co., Philadelphia)。米国の人口のうち、アフリカ系アメリカ人は最も高いリス
クを有する。米国癌協会は、2003年では米国において約190,000件の新たな例および30,00
0件の前立腺癌による死亡があったと推定した。遺伝学、加齢、ホルモンおよび環境的リ
スクファクターはすべて、前立腺癌の病因に役割を果たす (Nelson WG., et al., N Engl
 J Med, 349(4):366-81, 2003)。注目すべきことには、３人以上の前立腺癌の１親等を有
する男性は、該疾患の家族歴を有しない男性と比べ、11倍増加したリスクを有する(Stein
berg GD., et al., Prostate, 17(4):337-47, 1990)。分離比分析は、早期発症を伴う遺
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伝性前立腺癌(HPC)における稀な常染色体優性、高度に浸透性の遺伝子(１つまたは複数)
の存在を支持する(Carter BS., et al., Proc Natl Acad Sci, 89(8):3367-71, 1992)。
いくつかの異なるHPC遺伝子が、集合的に前立腺癌の早期発症(55歳以下)疾患の約43%およ
び全症例の9%を占めると予測される。これらの遺伝性前立腺癌感受性遺伝子は、正常な前
立腺上皮の増殖性炎症性萎縮(PIA)への進行中に、分子的前立腺癌病因の初期段階で機能
すると考えられる(Nelson WG., et al., N Engl J Med, 349(4):366-81, 2003)。慢性ま
たは再発性微生物感染は、PIAの初期事象において疑われる。PIA病変は、今度は、前立腺
上皮内新形成(PIN)の前駆体となり得、何年後かに顕性癌腫をもたらし、最終的に転移性
癌となる。前立腺は、他者により、ヒトBKポリオーマウイルス(Das D., et al., Oncogen
e, 23(42):7031-46, 2004)およびHPV (Zambrano A., et al., Prostate, 53(4):263-76, 
2002)を含む多くのウイルス感染の常在臓器であると示されている。また、大規模な患者
対照研究は、前立腺癌の頻度と性感染疾患の病歴との関連性を示した(Hayes RB., et al.
, Br J Cancer, 82(3):718-25, 2000)。興味深いことに、５つの候補前立腺癌感受性対立
遺伝子が免疫および／または炎症において機能する(HPC1/RNASEL、TLR4、MIC-I、MSR-Iお
よびPON1)(Carpten, J., et al., Nature Genetics 30:181-4, 2002；Zheng SL., et al.
, Cancer Res. 64(8):2918-22, 2004；Lindmark F., et al., J Natl Cancer Inst. 96(1
6):1248-54, 2004；Xu, J., et al., Nat. Genet. 32(2):321-5, 2002；Marchesani M., 
et al., J Natl Cancer Inst. 95(11):812-8, 2003)。
【００２４】
　該遺伝子ファミリーの基本型であるHPC1は、1996年に染色体1q24-25 (Smith et al., 1
996)および2002年に1q25のRNASEL遺伝子(Carpten, J., et al., Nature Genetics 30:181
-4, 2002)に連鎖された。HPCI/RNASELは、インターフェロン(IFN)抗ウイルス応答におい
て機能する調節されたヌクレアーゼであるRNアーゼLをコードする(Clemens MJ, et al., 
Cell 13(3):565-72, 1979；Zhou A., et al., Cell 72(5):753-65, 1993；Hassel BA, et
 al., EMBO J. 12(8):3297-304, 1993)。細胞のIFN処理は、二本鎖RNAによって刺激され
、ATPをPPiに変換し、集合的に2-5Aと呼ばれる一連の短鎖2'から5'に連結されたオリゴア
デニレートである2-5Aシンセターゼのファミリーを誘導する(Kerr IM, et al., Proc Nat
l Acad Sci USA. 75(l):25660, 1978)。(図1)。2-5Aの唯一充分に確立された機能は、コ
クサッキーウイルスを含むある種のウイルスの複製の阻害をもたらすRNアーゼLの活性化
である(Flodstrom-Tullberg, M., et al., J. Immunol, 174, 1171-1177, 2005)。2-5Aと
結合すると、RNアーゼLは、不活性なモノマーから活性なダイマーに変換される(Dong B.,
 et al., J Biol Chem.270(8):4133-7, 1995)。2-5A結合によるRNアーゼLの持続される活
性化は、28Sおよび18S rRNAの切断ならびにカスパーゼ依存性アポトーシスをもたらす(Ru
sch L., et al., J Interferon Cytokine Res.20(12): 1091-100, 2000)。RNアーゼL媒介
性アポトーシスは、ミトコンドリアからのシトクロムC放出によって行なわれ、JNKおよび
カスパーゼ-3活性を必要とする(Iordanov MS, et al., Mol Cell Biol. 20(2):6l7-27, 2
000)；Li G., et al., J Biol Chem. 279(2):1123-31, 2004；Malathi K., et al., Canc
er Res. 64(24):9144-51, 2004)。以前に、2-5AによるRNアーゼLの活性化が後期ヒト前立
腺癌細胞株のアポトーシスをもたらすが、RNASELにおける天然の変異は細胞生存を可能に
することが示された(Xiang Y., et al., Cancer Res. 63(20):6795-801, 2003)。遺伝性
前立腺癌におけるRNASEL/HPC1の関与は、異なる変異 (MlI、E265X、471ΔAAAGおよびR462
Q)の同定ならびに疾患発症および／または頻度との関連によって支持される(Carpten, et
 al., Nature Genetics 30: 181-4, 2002；Rokman A., et al., Am J Hum Genet. 70(5):
 1299-304, 2002；Rennert H., et al., Am J Hum Genet. 71 (4):981-4, 2002；Casey, 
G., et al., Nat Genet. 32(4):581-3, 2002；Silverman, R.H, Biochemistry 72, 25;42
(7): 1805-12., 2003)(図2)。HPCにおけるRNASELの役割に関する機能的または疫学的デー
タは、すべてではないがほとんどの研究で観察された(Downing SR., et al., Clin Prost
ate Cancer 2:177-80, 2003；Kotar K., et al., J Med Genet 40: e22, 2003.
【００２５】
　最近、RNASELのR462Q変異型が、非選択(家族性および非家族性の両方を含む)前立腺癌
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症例に関与していた(Casey G., et al., Nat Genet. 32(4):581-3, 2002)。興味深いこと
に、RNアーゼLのR462Q変異型は、インビトロで約3倍低減された触媒活性を有した。RNア
ーゼL R462Qの低減されたリボヌクレアーゼ活性は、二量体化して該酵素の活性形態にな
る能力の減少による(Xiang Y., et al., Cancer Res. 63(20):6795-80, 2003)。423の非
選択前立腺癌症例および454の非罹患同胞コントロールから単離したDNAにおいて、拡張さ
れた研究を行なった(Casey G., et al., Nat Genet. 32(4):581-3, 2002)。該症例とのR4
62Q変異型の有意な関連が観察された(P=O.011)。この確率比は、１コピーのR462Q 変異型
遺伝子を有することは、前立腺癌のリスクを約1.5倍増大させるが、２つの変異型対立遺
伝子を有することはリスクを倍増させることを示した。他方、RNアーゼLの別の変異型で
あるD541Eは、前立腺癌のリスクの増大と関連せず、RNアーゼL活性に影響しなかった。結
果は、症例の13%までにR462Qを示し、これは、前立腺癌の(およびもしかすると、任意の
一般的な癌の)最も有力な遺伝子マーカーとなる。したがって、R462Qは、一般的な男性集
団における前立腺癌の重要なリスクマーカーであり得る。
【００２６】
　本明細書に記載のように、腫瘍を有する前立腺においてウイルスが同定され、異なるRN
ASEL遺伝子型を有する男性におけるウイルス頻度と比較した。RNアーゼLにおける変異の
不活性化は比較的まれであるため、試験は、ミスセンス変異型R462Qに焦点をあてた。伝
統的なウイルス検出法は、いくつかのウイルスは細胞培養物中で増殖しないこと、マルチ
プレックスPCRによって同時に増幅され得るDNA配列の数、抗体利用可能性およびウイルス
血清型の進化が制限されることを含む、いくつかの欠点を有する。したがって、特定のウ
イルスと前立腺癌との関連を決定するため、UCSFでDeRisi博士およびGanem博士によって
開発されたウイルス病原体の遺伝子型分類のために、マイクロアレイ系検出法(Virochip)
を使用した(Wang D., et al., Proc Natl Acad Sci USA. 99(24): 15687-92, 2002；Wang
 D., et al., Biol. i(2):E2. Epub, 2003)。これらのマイクロアレイは、数百の異なる
型のウイルスを検出し、同定し得る長鎖の(70量体)オリゴヌクレオチドを含む。該アレイ
は、ウイルス核酸内で高度に保存された配列を含むため、明白に提示されないウイルスが
検出され得る。マウス白血病ウイルスの異種栄養性株と関連する新規なガンマレトロウイ
ルス(本明細書において、異種栄養性マウス白血病ウイルス(MLV)関連ウイルス(XMRV)とい
う）を、RNアーゼL変異についてホモ接合である患者から同定し、クローニングした。
【００２７】
　したがって、本発明は、単離された、または組換え異種栄養性マウス白血病ウイルス(M
LV)関連ウイルス(XMRV)を提供する。本発明はまた、単離された、または組換えXMRVプロ
ウイルスおよびレトロウイルス粒子 (例えば、XMRVに感染させた細胞によって産生される
)に関する。１つの態様において、XMRVウイルスは、単離された、または組換えヒト異種
栄養性ウイルス(HXV)である。
【００２８】
　本発明は、A.T.C.C, 10801 University Boulevard, Manassass, VA, 02110-2209に2005
年3月30日に、A.T.C.C.番号　　　　　で寄託されたウイルスまたはこれに由来するウイ
ルスを具体化する。A.T.C.C.に寄託されたウイルスは、動物(ヒト)のLNCaPクローンから
単離されたHuman Xenotropic Virus (HXV)-LNCaP (HXV-LN)と指定される。HXVは、マウス
白血病ウイルス(MLV)に関連するレトロウイルス(ガンマ)であり、gagは、ウエスタンブロ
ット上でローシャーMLV P30 抗体 (A.T.C.C. 受託番号VR-15645A-Gt)と反応する。本明細
書に示すように、ウイルスは、細胞株LNCaP (A.T.C.C. 受託番号CRL-1740)およびDU145 (
A.T.C.C. 受託番号HTB-81)において増殖させ得る。細胞株培地およびウイルスが増殖され
得る細胞株の増殖のための条件としては、O-グルコース2.0g/L、グルタミン(2.05mM)300m
g/L、ピリドキシンHCl 1.0mg/L、重炭酸ナトリウム2g/L、ウシ胎児血清(熱不活化)10%、P
EN/STREP 200単位を含むRPMI 1640、空気95%:CO2 5%、37℃が挙げられる。感染細胞 (例
えば、LNCaP細胞)の上澄液を、(例えば、12,000gで15分間) 遠心分離した後、濾過(例え
ば、２つの連続する0.2umフィルターにより)し得る。
【００２９】
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核酸分子
　本発明は、単離されたXMRV核酸分子を提供する。「XMRV核酸分子」により、XMRVポリペ
プチドをコードする核酸分子が意図される。かかる核酸分子としては、例えば、本明細書
に詳細に記載するXRMV核酸分子；配列番号:1を含む単離された核酸；配列番号:1を含む単
離された核酸の相補配列；配列番号:2のXMRVポリペプチドをコードする単離された核酸；
配列番号:2のXRMV ポリペプチドをコードする単離された核酸の相補配列；高ストリンジ
ェンシー条件下で配列番号:1をコードする核酸分子またはその相補配列にハイブリダイズ
可能な核酸；高ストリンジェンシー条件下で配列番号:1を含む核酸にハイブリダイズ可能
な核酸分子；および配列番号:1のすべてまたは一部と少なくとも55%、60%、65%、70%、75
%、80%、85%、90%、92, 94% 95%、96%、97%、98%もしくは99%配列同一性を有する単離さ
れた核酸分子またはその相補配列が挙げられる。１つの態様において、同一性割合は、XM
RV核酸分子の全長(例えば、配列番号:1の全長)にわたって決定される。別の態様において
、同一性割合は、XMRV核酸分子の一部(例えば、XMRVのgag、pro-polおよび／またはenvポ
リペプチドをコードする部分)にわたって決定される。例えば、単離された核酸分子は、X
MRVの配列番号:1のpolポリペプチドをコードする部分(例えば、配列番号:4)と、少なくと
も70%、75%、80%、85%、90%、92%、94%、95%、96%、97%、98%または99%配列同一性を有し
得る。
【００３０】
　本発明の単離された核酸分子は、RNA、例えば、mRNA、またはcDNAなどのDNAであり得る
。DNA分子は二本鎖または単鎖であり得る；単鎖RNAまたは単鎖DNAは、コード(センス)ま
たは非コード(アンチセンス)鎖のいずれかであり得る。核酸分子は、遺伝子のコード配列
のすべてまたは一部を含み得、イントロンならびに非コード3'および5'配列 (例えば、調
節配列を含む)などのさらなる非コード配列をさらに含み得る。さらに、核酸分子は、マ
ーカー配列、例えば、ポリペプチドの単離または精製を補助するポリペプチドをコードす
る配列と融合させ得る。かかる配列としては、限定されないが、FLAG標識、ならびにグル
タチオン-S-トランスフェラーゼ(GST)融合タンパク質をコードする配列およびインフルエ
ンザ由来の血球凝集素A(HA)ポリペプチドマーカーをコードするものが挙げられる。
【００３１】
　本明細書で使用される「単離された」、「実質的に純粋な」または「実質的に純粋で単
離された」核酸分子は、通常、遺伝子もしくはヌクレオチド配列と隣接する核酸 (ゲノム
配列のように) から分離されたもの、および／または他の転写配列から完全に、もしくは
一部精製されたもの(例えば、RNAもしくはcDNAライブラリーのように)である。例えば、
本発明の単離された核酸は、これが天然に生じる複雑な細胞環境、または組換え技術によ
って作製される場合は培養培地、または化学的に合成される場合は化学的前駆体もしくは
他の化学物質に関して実質的に単離され得る。ある場合において、単離された物質は、組
成物(例えば、他の物質を含む粗抽出物)、バッファー系または試薬混合物の一部を形成す
る。他の環境において、該物質は、例えば、アガロースゲル電気泳動またはHPLCなどのカ
ラムクロマトグラフィーによって測定したとき、本質的に均質になるまで精製され得る。
好ましくは、単離された核酸分子は、存在するすべての巨大分子種の少なくとも約50%、8
0%、90%、95%、98%または99% (モルベースで)を構成する。
【００３２】
　XMRV核酸分子は、他のコード配列または調節配列と融合させ得、なお単離されたとみな
され得る。したがって、ベクターに含まれる組換えDNAは、本明細書で使用される「単離
された」の定義に含まれる。また、単離された核酸分子は、異種宿主細胞内の組換えDNA
分子、ならびに溶液中の部分的または実質的に精製されたDNA分子を含む。「単離された
」核酸分子はまた、本発明のDNA分子のインビボおよびインビトロRNA転写物を包含する。
化学的または組換え手段によって合成された単離された核酸分子またはヌクレオチド配列
は、核酸分子またはヌクレオチド配列を含み得る。したがって、ベクターに含まれる組換
えDNAは、本明細書で使用される「単離された」の定義に含まれる。
【００３３】
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　単離されたヌクレオチド分子はまた、異種生物内の組換えDNA分子、ならびに溶液中の
部分的または実質的に精製されたDNA分子を含む。本発明のDNA分子のインビボおよびイン
ビトロRNA転写物もまた、「単離された」ヌクレオチド配列に包含される。かかる単離さ
れたヌクレオチド配列は、コードポリペプチドの製造において、相同配列を単離するため
 (例えば、他の哺乳動物種から)またはノザンブロット解析などによって組織(例えば、ヒ
ト組織)内の遺伝子の発現を検出するためのプローブとして有用である。
【００３４】
　本発明はまた、必ずしも天然に見られないが、XMRVポリペプチドをコードする変異型XM
RV核酸分子に関する。したがって、例えば、天然のXRMVヌクレオチド配列と異なる配列を
含むが、遺伝子コードの縮重により、本発明のXMRVポリペプチドをコードするDNA分子も
また本発明の主題である。
【００３５】
　本発明はまた、XMRVヌクレオチド配列コード部分(断片)、または XMRVポリペプチドの
アナログもしくは誘導体などのコード変異型ポリペプチドを包含する。１つの態様におい
て、XMRVヌクレオチド配列の断片は配列番号:6を含む。かかる変異型は、対立遺伝子変化
もしくは単一ヌクレオチド多型の場合などのように天然に生じ得るか、または種々の変異
原および変異原性プロセスによって誘導されるものなどのように天然に生じ得ない。意図
される変化としては、限定されないが、付加および欠失を含む同類または非同類アミノ酸
変化をもたらし得る１つ以上のヌクレオチドの付加、欠失および置換が挙げられる。好ま
しくは、XMRVヌクレオチド(および／または生じるアミノ酸)変化は、サイレントまたは保
存される；すなわち、XMRVポリペプチドの特徴または活性を改変しない。
【００３６】
　本発明のXMRV核酸分子の他の改変としては、例えば、標識、メチル化、非電荷結合 (例
えば、メチルホスホン酸塩、リン酸トリエステル、ホスホアミデートおよびカルバメート
)などのヌクレオチド間修飾、電荷結合 (例えば、ホスホロチオエートまたはホスホロジ
チオエート)、懸垂部分(例えば、ポリペプチド)、インターカレータ-(例えば、アクリジ
ンまたはソラレン)、キレート形成体、アルキル形成体(alkylator)、および修飾結合 (例
えば、αアノマー核酸)が挙げられ得る。
【００３７】
　本発明はまた、選択的ハイブリダイゼーションのような高いストリンジェンシーハイブ
リダイゼーション条件下で本明細書に記載されるヌクレオチド配列（例えば、本明細書に
記載されるXMRVポリペプチドをコードするヌクレオチド配列に特異的にハイブリダイズす
る核酸分子、および任意にXMRVポリペプチドの活性を有する核酸分子）にハイブリダイズ
するXMRV核酸分子に関する。1つの態様において、本発明は、高いストリンジェンシーハ
イブリダイゼーション条件（例えば、選択的ハイブリダイゼーションについて）下で配列
番号１のヌクレオチド配列および配列番号１の相補物を含むヌクレオチド配列にハイブリ
ダイズする本明細書に記載されるバリアントを含む。別の態様において、本発明は、高い
ストリンジェンシーハイブリダイゼーション条件（例えば、選択的ハイブリダイゼーショ
ンについて）下で配列番号２のアミノ配列をコードするヌクレオチド配列にハイブリダイ
ズする本明細書に記載されるバリアントを含む。好ましい態様において、高いストリンジ
ェンシーハイブリダイゼーションの下でハイブリダイズするバリアントはXMRVポリペプチ
ドの生物学的活性（例えば、前立腺組織に感染する能力）を有するポリペプチドをコード
する。
【００３８】
　XMRVの活性は、細胞（例えば、前立腺細胞）に感染し、プロウイルスを生成し、かつレ
トロウイルス粒子を生成する能力を含む。
【００３９】
　かかる核酸分子は特異的なハイブリダイゼーション（例えば、高いストリンジェンシー
条件）によって検出および／または単離され得る。ハイブリダイゼーションについて「ス
トリンジェンシー条件」は、特定の核酸の第二の核酸へのハイブリダイゼーションを可能
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にする；第一の核酸分子は第二と完全に（すなわち、100％）相補的であり得るか、ある
いは第一および第二は完全より低いある程度の相補性（例えば、約または少なくとも70％
、75％、85％、94％、95％、96％、97％、98％、99％）を共有し得る、インキュベーショ
ンおよび洗浄条件、例えば、温度およびバッファ濃度の条件を指す技術用語である。例え
ば、完全に相補的な核酸をより低い相補性のものと区別する特定の高いストリンジェンシ
ー条件が使用され得る。核酸ハイブリダイゼーションについて「高いストリンジェンシー
条件」、「中程度のストリンジェンシー条件」および「低いストリンジェンシー条件」は
、Molecular BiologyのCurrent Protocolsに説明される（Ausubelら,上掲を参照、全教示
は参照によって本明細書に援用される）。ハイブリダイゼーションのストリンジェンシー
を決定する正確な条件は、イオン強度（例えば、0.2XSSCまたは0.1XSSC）、温度（例えば
、室温、42℃または68℃）、およびホルムアミドのような脱安定剤またはSDSのような変
性剤の濃度だけでなく、核酸配列の長さ、塩基組成、ハイブリダイズする配列間のミスマ
ッチ割合、および他の同一でない配列内での配列の部分集合の発生頻度のような因子に依
存する。従って、2つの核酸分子間で同程度の同一性または類似性を維持しながら同等な
条件がこれらのパラメーターの1つ以上を変更することで決定され得る。典型的に、少な
くとも約60％、少なくとも約70％、少なくとも約80％、少なくとも約85％、少なくとも約
90％または少なくとも約95％以上互いに同一な配列が互いにハイブリダイズしたままであ
る、条件が使用される。ハイブリダイゼーションが生じないストリンジェンシーレベルか
らハイブリダイゼーションが最初に観察されるレベルまでハイブリダイゼーション条件を
変化することで、所定の配列が試料中の最も類似する配列と（例えば、選択的に）ハイブ
リダイズすることを可能にする条件が決定され得る。
【００４０】
　例示的なハイブリダイゼーション条件は、KrauseおよびAaronson, Methods in Enzymol
ogy, 200:546-556(1991)、ならびにAusubelら,上掲にも記載され、中程度または低いスト
リンジェンシー条件について洗浄条件の決定を記載する。洗浄は、条件が最小レベルのハ
イブリッド相補性を決定するように通常設定される工程である。一般に、相同なハイブリ
ダイゼーションだけが生じる一番低い温度から開始して、（SSC濃度を一定に保ちながら
）減少される最終洗浄温度の各℃はハイブリダイズする配列の中で最大程度のミスマッチ
において１％の増大を可能にする。一般に、SSC濃度を2倍にすることで17℃のTm増加とな
る。これらのガイドラインを用いて、洗浄温度は、探し出されたミスマッチのレベルに依
存して、高い、中程度、または低いストリンジェンシーについて経験的に決定され得る。
【００４１】
　例えば、低いストリンジェンシー洗浄は、0.2XSSC/0.1% SDSを含む溶液中室温で10分間
洗浄することを含み得；中程度のストリンジェンシー洗浄は、0.2XSSC/0.1% SDSを含む予
め温めた（42℃）溶液中42℃で15分間洗浄することを含み得；および高いストリンジェン
シー洗浄は、0.1XSSC/0.1% SDSを含む予め温めた（68℃）溶液中68℃で15分間洗浄するこ
とを含み得る。さらに、洗浄は当該分野で公知のような所望の結果を得るために繰り返し
てまたは連続的に実施され得る。同等の条件は、使用される標的核酸分子およびプライマ
ーまたはプローブの間で同程度の同一性または類似性を維持しながら、実施例として提示
する1つ以上のパラメーターを当該分野で公知のように変化させることで決定され得る。
【００４２】
　本発明はまた、高いストリンジェント条件下で配列番号１および配列番号１の相補物か
ら選択されるヌクレオチド配列を含むヌクレオチド配列とハイブリダイズする断片または
部分を含む単離されたXMRV核酸分子を提供し、高いストリンジェント条件下で配列番号２
から選択されるアミノ酸配列をコードするヌクレオチド配列とハイブリダイズする断片ま
たは部分を含む単離された核酸分子も提供する。本発明の核酸断片は少なくとも約15、好
ましくは少なくとも約18、20、23、または25ヌクレオチドであり、30、40、50、100、200
以上のヌクレオチド長であり得る。例えば、30以上のヌクレオチド長であり、本明細書に
記載される抗原性ポリペプチドをコードする断片が、本明細書に記載される抗体の生成等
について特に有用である。
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【００４３】
　関連する局面において、本発明のXMRV核酸断片は本明細書に記載されるようなアッセイ
のプローブまたはプライマーとして使用される。「プローブ」または「プライマー」は、
塩基特異的な様式で核酸分子の相補鎖とハイブリダイズするオリゴヌクレオチドである。
かかるプローブおよびプライマーは、Nielsenら, Science, 254, 1497-1500(1991)に記載
されるようなポリペプチド核酸を含む。本明細書でも使用される場合、用語「プライマー
」とは具体的に、限定されないが、本明細書に記載されるものを含む周知の方法（例えば
、PCR、LCR）を用いた鋳型指向DNA合成の開始点として作用する単一鎖オリゴヌクレオチ
ドのことをいう。
【００４４】
　典型的に、プローブまたはプライマーは、少なくとも約15、典型的に約20～25、より典
型的に約40、50または75の、配列番号１、配列番号１の相補物、および配列番号２のアミ
ノ酸配列をコードする配列から選択される連続的なヌクレオチド配列を含む核酸分子の連
続的なヌクレオチドとハイブリダイズするヌクレオチド配列の領域を含む。
【００４５】
　好ましい態様において、プローブまたはプライマーは、100以下のヌクレオチド、好ま
しくは6～50のヌクレオチド、より好ましくは12～30のヌクレオチドを含む。他の態様に
おいて、プローブまたはプライマーは、連続的なヌクレオチド配列もしくは連続的なヌク
レオチド配列の相補物と少なくとも70％、好ましくは少なくとも80％、より好ましくは少
なくとも90％、さらにより好ましくは少なくとも95％同一であるか、あるいは連続的なヌ
クレオチド配列もしくは連続的なヌクレオチド配列の相補物と選択的にハイブリダイズさ
えし得る。しばしば、プローブまたはプライマーは、標識、例えば、放射性同位体、蛍光
化合物、酵素、または酵素補助因子をさらに含む。
【００４６】
　上記のような本発明の核酸分子は、標準の分子生物学的技術ならびに配列番号１、およ
び／または配列番号２に提供される配列情報を用いて同定および単離され得る。例えば、
核酸分子は、上記に提供される核酸配列および／またはこれらの配列の相補物の、1つ以
上の核酸配列を基にして設計された合成オリゴヌクレオチドプライマーを用いてポリメラ
ーゼ連鎖反応によって増幅および単離され得る。あるいは、かかる核酸分子は配列番号２
に提供されるアミノ酸配列をコードするヌクレオチド配列を基にして設計され得る。PCR
技術：Principles and Applications for DNA Amplification(編H.A. Erlich, Freeman P
ress, NY, NY, (1992); PCR Protocols: A Guide to Methods and Applications(編Innis
ら,Academic Press, San Diego, CA, (1990); Mattilaら,Nucleic Acids Res., 19:4967(
1991);Eckertら,PCR Methods and Applications, 1:17(1991); PCR(編McPhersonら,IRL P
ress, Oxford));および米国特許第4,683,202号を一般に参照。核酸分子は鋳型としてcDNA
、mRNA、またはゲノムDNAを用いて増幅され得、適切なベクターにクローニングされ得、D
NA配列分析で特徴付けられ得る。
【００４７】
　適切な増幅方法は、リガーゼ連鎖反応（LCR）（WuおよびWallace, Genomics, 4:560(19
89);ならびにLandegrenら,Science, 241:1077(1988)を参照）、転写増幅（Kwohら,Proc.N
atl.Acad.Sci. USA,86:1173(1989)）、ならびに自己持続性配列複製（Guatelliら,Proc.N
at.Acad.Sci.USA, 87:1874(1990)を参照）ならびに核酸ベース配列増幅（NASBA）を含む
。後者の2つの増幅方法は、増幅産物として単鎖RNA（ssRNA）および二本鎖DNA（dsDNA）
の両方をそれぞれ約30～100対1の割合で生成する、等温転写に基づく等温反応を含む。
【００４８】
　増幅DNAは放射性同位元素で標識され得、例えば、ヒト細胞または任意の他の所望の細
胞型由来のcDNAライブラリーをスクリーニングするためのプローブとして用いられ得る。
対応するクローンが単離され得、インビボ切除に続いてDNAが取得され得、クローン挿入
物が当該分野で認知される方法によっていずれかまたは両方の方向で配列決定され、適切
な分子量のポリペプチドをコードする正しいリーディングフレームを同定し得る。例えば
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、本発明の核酸分子のヌクレオチド配列の直接分析は市販で入手可能な周知の方法を用い
て達成され得る。例えば、Sambrookら, Molecular Cloning, A Laboratory Manual(第2版
, CSHP, New York(1989));およびZyskindら,Recombinant DNA Laboratory Manual,(Acad.
 Press,(1988))を参照。これらのまたは同様の方法を用いて、ポリペプチドおよびポリペ
プチドをコードするDNAは、単離され、配列決定され、さらに特徴付けされ得る。
【００４９】
　本発明の核酸分子のアンチセンスRNAおよび干渉RNA（例えば、siRNA; shRNA）は、配列
番号１のヌクレオチド配列、および／または配列番号１の相補物、および／またはこれら
の配列の部分、および／またはこれらの部分もしくは配列の相補物、および／または配列
番号２のアミノ酸配列をコードする配列、もしくは配列番号２の部分をコードする配列を
用いて設計され得る。方法はポリヌクレオチドの相補的DNAまたはRNAへの結合に基づく。
【００５０】
　本発明のアンチセンスRNAまたは干渉RNAは、インフォマティブな遺伝子のRNA転写物の
少なくとも一部に相補的な配列を含む。絶対的な相補性は、好ましいが、必要とされない
。本明細書で指す「RNAの少なくとも一部に相補的な」配列は、RNAとハイブリダイズし得
る十分な相補性を有し、安定な二重鎖を形成する配列を意味する。ハイブリダイズする能
力は、RNA配列の相補性の程度および長さの両方に依存する。一般的に、ハイブリダイズ
する核酸が大きくなるほど、RNAとのより多くの塩基ミスマッチを含み得、さらに安定な
二重鎖を形成する。当業者は、ハイブリダイズした複合体の融点を決定する標準の手順を
使用することで寛容な程度のミスマッチを確かめることができる。
【００５１】
　一般に、本発明の単離されたXMRV核酸配列は相同なウイルス配列を同定し、個体または
試料中のXMRVを検出するために使用され得る。本発明の核酸分子は、治療剤としても使用
され得る。
【００５２】
　本発明のXMRV核酸分子は、プライマーを誘導するために、DNA免疫技術を用いて抗ポリ
ペプチド抗体を惹起するために、抗DNA抗体を惹起するためにまたは免疫応答を誘発する
ための抗原としてさらに使用され得る。本明細書で認められるヌクレオチド配列の一部ま
たは断片（および対応する完全な遺伝子配列）は、ポリヌクレオチド試薬として多くの方
法で使用され得る。本発明のXMRVヌクレオチド配列は、分析、特徴付け、または治療使用
のための組換えポリペプチドを同定および発現するためにまたは対応するポリペプチドが
組織分化中構成的にあるいは疾患の状態のいずれかで発現される組織用マーカーとして使
用され得る。核酸配列は本明細書に記載されるスクリーニングおよび／または診断アッセ
イの試薬としてさらに使用され得、本明細書に記載されるスクリーニングおよび／または
診断アッセイに使用のためのキット（例えば、試薬キット）の構成物としても含まれ得る
。
【００５３】
　ポリメラーゼ連鎖反応（PCR）およびDNAハイブリダイゼーションのような標準の技術は
、他の種のXMRVホモログ、例えば、哺乳動物ホモログ（例えば、霊長類、ネコ、イヌ、げ
っ歯類、ヒツジ、ウシホモログ）をクローニングするために使用され得る。XMRVホモログ
は、XMRVプローブまたはプライマーを用いた低ストリンジェンシーDNAハイブリダイゼー
ションまたは低ストリンジェンシーPCRを用いて容易に同定され得る。XMRVポリペプチド
をコードする縮重プライマーはRT-PCRによってXMRVホモログをクローニングするために使
用され得る。
【００５４】
　あるいは、さらなるXMRVホモログが、他の種の類似ポリペプチドを検索するためにXMRV
ポリペプチドのためのコンセンサス配列情報を利用して同定され得る。例えば、他の種の
ポリペプチドデータベースが本明細書に記載されるXMRV核酸分子に特有なXMRVドメインを
有するタンパク質について検索され得る。かかるモチーフを含む候補ポリぺプチドは次に
本明細書に記載される方法を用いてXMRVの生物学的活性を試験され得る。



(14) JP 2008-538494 A 2008.10.30

10

20

30

40

50

【００５５】
核酸分子の発現
　本発明の別の局面は、XMRV核酸分子、例えば、配列番号１または６、および配列番号１
または６（もしくはその部分）のいずれかの相補物からなる群より選択されるものを含む
核酸構築物に関する。本発明のなお別の局面は、配列番号２または配列番号２の部分（例
えば、配列番号３、４、５）のアミノ酸配列をコードする核酸分子を含むXMRV核酸構築物
に関する。構築物は、本発明の配列がセンスまたはアンチセンス方向に挿入されているベ
クター（例えば、発現ベクター）を含む。
【００５６】
　ベクターの1つの型は、「プラスミド」であり、さらなるDNAセグメントがライゲートさ
れ得る環状二本鎖DNAループを指す。ベクターの別の型は、さらなるDNAセグメントがウイ
ルスゲノムにライゲートされ得るウイルスベクターである。特定のベクターは、導入され
る宿主細胞で自律的な複製が可能である（例えば、細菌複製起点を有する細菌ベクターお
よびエピソーム哺乳動物ベクター）。他のベクター（例えば、非エピソーム哺乳動物ベク
ター）は宿主細胞への導入の際に宿主細胞のゲノムに組み込まれ、それによって宿主ゲノ
ムと共に複製される。さらに、特定のベクターである発現ベクターは、作動可能に連結さ
れる遺伝子の発現を指向し得る。一般に、組換えDNA技術における発現ベクターの有用性
は、しばしばプラスミドの形態をとる。しかしながら、本発明は、同等な機能として働く
ウイルスベクター（例えば、複製欠損レトロウイルス、アデノウイルスおよびアデノ関連
ウイルス）等のかかる他の形態の発現ベクターを含むことを意図する。
【００５７】
　本発明の好ましい組換え発現ベクターは、宿主細胞で核酸分子の発現に適切な形態の本
発明の核酸分子を含む。これは、組換え発現ベクターが発現に使用される宿主細胞に基づ
いて選択され、発現される核酸配列に作動可能に連結される1つ以上の調節配列を含むこ
とを意味する。組換え発現ベクターの中で、「作動可能に連結される」は、ヌクレオチド
配列の発現を可能にする様式で（例えば、インビトロの転写／翻訳系またはベクターが宿
主細胞に導入される場合の宿主細胞において）目的のヌクレオチド配列が1つまたは複数
の調節配列に連結されることを意図する。用語「調節配列」は、プロモーター、エンハン
サーおよび他の発現制御エレメント（例えば、ポリアデニレーションシグナル）を含むこ
とを意図する。かかる調節配列は、例えば、GoeddelのGene Expression Technology:Meth
ods in Enzymology 185, Academic Press, San Diego, CA(1990)において記載されている
。調節配列は、多くの宿主細胞でヌクレオチド配列の構成的発現を指向するもの、および
特定の宿主細胞のみでヌクレオチド配列の発現を指向するもの（例えば、組織特異的調節
配列）を含む。
【００５８】
　発現ベクターの設計は、形質転換される宿主細胞の選択、および所望されるポリペプチ
ドの発現レベルのような因子に依存し得ることが当業者に認められよう。本発明の発現ベ
クターは、従って本明細書に記載される核酸分子によってコードされる融合ポリペプチド
を含むポリペプチドを生成するために宿主細胞に導入され得る。
【００５９】
　本発明の組換え発現ベクターは、原核または真核細胞、例えば、E. coliのような細菌
細胞、（バキュロウイルス発現ベクターを使用する）昆虫細胞、酵母細胞または哺乳動物
細胞において本発明のポリペプチドの発現について設計され得る。適切な宿主細胞は上掲
のGoeddelにおいてさらに議論されている。あるいは、組換え発現ベクターは、例えば、T
7プロモーター調節配列およびT7ポリメラーゼを用いてインビトロで転写および翻訳され
得る。
【００６０】
　本発明の別の局面は、本発明の組換え発現ベクターが導入されている宿主細胞に関する
。用語「宿主細胞」および「組換え宿主細胞」は、本明細書で相互交換可能に使用される
。かかる用語は、特定の被験体細胞だけでなく、かかる細胞の子孫または潜在的な子孫を
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指すことが理解される。特定の修飾は、変異または環境影響のいずれかのために後の世代
で生じ得るために、実際に、かかる子孫は親細胞と同一ではあり得ないが、本明細書で使
用される用語の範囲になお含まれる。
【００６１】
　宿主細胞は任意の原核または真核細胞であり得る。例えば、本発明の核酸分子は、細菌
細胞（例えば、E. coli）、昆虫細胞、酵母、または哺乳動物細胞（チャイニーズハムス
ター卵巣細胞（CHO）もしくはCOS細胞、ヒト293T細胞、HeLa細胞、NIH3T3細胞、マウス赤
白血病（MEL）細胞、LNCaP細胞、およびDU145細胞等）で発現され得る。他の適切な宿主
細胞は、当業者に公知である。
【００６２】
　ベクターDNAは、従来の形質転換またはトランスフェクション技術を介して原核または
真核細胞に導入され得る。本明細書で使用される場合、用語「感染」、「形質転換」およ
び「トランスフェクション」は、リン酸カルシウムまたは塩化カルシウム共沈殿、DEAEデ
キストラン媒介トランスフェクション、リポフェクション、またはエレクトロポレーショ
ンを含む、宿主細胞に外来の核酸分子（例えば、DNA）を導入するための様々な当該分野
の技術を指すことを意図する。宿主細胞を形質転換またはトランスフェクトする適切な方
法は、Sambroolら（上掲）および他の実験説明書に見出され得る。
【００６３】
　哺乳動物細胞の安定なトランスフェクションについて、使用される発現ベクターおよび
トランスフェクション技術に依存して、小部分の細胞のみがゲノムに外来DNAを組み込み
得ることが公知である。これらの組込体（integrant）を同定および選択するために、選
択可能なマーカーをコードする遺伝子（例えば、抗生物質に対する耐性のための）は一般
に、目的の遺伝子と共に宿主細胞に導入される。好ましい選択可能なマーカーはG418、ハ
イグロマイシン、またはメトトレキサートのような薬物に耐性を付与するものが挙げられ
る。選択可能なマーカーをコードする核酸分子は本発明の核酸分子と同じベクターで宿主
細胞に導入され得るか、または別々のベクターで導入され得る。導入される核酸分子を安
定的にトランスフェクトされた細胞は、薬物選択によって同定され得る（例えば、選択可
能なマーカー遺伝子を取り込んでいる細胞は生存するが、他の細胞は死滅する）。
【００６４】
　培養において原核生物または真核生物宿主細胞のような本発明の宿主細胞は、本発明の
XMRVポリペプチドを生成（すなわち、発現）するために使用され得る。従って、本発明は
、本発明の宿主細胞を用いてXMRVポリペプチドを生成する方法をさらに提供する。1つの
態様において、該方法は、XMRVポリぺプチドが生成されるような適切な培地で（本発明の
ポリぺプチドをコードする組換え発現ベクターが導入されている）本発明の宿主細胞を培
養する工程を含む。別の態様において、方法は、培地または宿主細胞からポリぺプチドを
単離する工程をさらに含む。
【００６５】
ポリペプチド
　本発明は、単離または組換えXMRVポリペプチドおよびその断片、派生物、およびバリア
ント、ならびに本明細書に記載されるヌクレオチド配列によってコードされるポリペプチ
ド（例えば、他のバリアント）を特徴とする。本明細書に使用される場合、用語「ポリペ
プチド」は、特定の長さではなく、アミノ酸のポリマーを指し、従って、ペプチド、オリ
ゴペプチド、およびタンパク質がポリペプチドの定義に含まれる。
【００６６】
　本明細書で使用される場合、ポリペプチドは、細胞性物質が実質的にない場合、組換え
細胞もしくは非組換え細胞から単離される場合、または化学合成される場合に化学前駆体
もしくは他の化学物質がない場合に、「単離」される、「実質的に純粋」であるまたは「
実質的に純粋でかつ単離」されることをいう。さらに、ポリペプチドは細胞で正常に結合
しない別のポリペプチドに連結され得（例えば、「融合タンパク質」において）、さらに
「単離」されるか、「実質的に純粋」であるかあるいは「実質的に純粋でかつ単離」され
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る。単離されるか、実質的に純粋であるか、あるいは実質的に純粋でかつ単離されるポリ
ペプチドは、例えば、本明細書に記載されるアフィニティー精製技術および本明細書に記
載され、かつ当業者に公知の他の技術を用いて得られることができる。
【００６７】
　「XMRVポリペプチド」とは、XMRVの生物学的活性、例えば、前立腺細胞に感染する能力
を有するポリペプチドを意味する。XMRVポリペプチドはまた、その活性がXMRV阻害活性を
有する分子によって阻害され得るポリペプチドである。XMRVポリペプチドの例は、BLAST
プログラムおよび本明細書に記載されるパラメーターを用いて決定されるように、配列番
号２を含有するか、あるいは配列番号２からなる実質的に純粋なポリペプチド、ならびに
好ましくは配列番号２に対して少なくとも75％、80％、82％、85％、90％、92％、94％、
95％、96％、97％、98％または99％配列同一性を有するポリペプチドを含む。別の態様に
おいて、XMRVポリペプチドの例は、BLASTプログラムおよび本明細書に記載されるパラメ
ーターを用いて決定されるように、配列番号２を含有するか、あるいは配列番号２からな
る実質的に純粋なポリペプチド、ならびに好ましくは配列番号２に対して少なくとも75％
、80％、82％、85％、90％、92％、94％、95％、96％、97％、98％または99％配列類似性
を有するポリペプチドを含む。
【００６８】
　本発明のポリペプチドは、均一に精製され得る。しかしながら、ポリペプチドが均一に
精製されない調製物は有用であることが理解される。重大な特徴は、調製物が、かなりの
量の他の成分の存在下でもポリペプチドの所望の機能を可能にするということである。従
って、本発明は、種々の程度の純度を含む。1つの態様において、用語「細胞性物質が実
質的にない」は、約30％未満（乾燥重量）の他のタンパク質（すなわち、汚染タンパク質
）、約20％未満の他のタンパク質、約10％未満の他のタンパク質、約5％未満または約1％
未満の他のタンパク質を有するポリペプチドの調製物を含む。
【００６９】
　ポリペプチドが組換え生成される場合、実質的に培地がなくてもよく、すなわち培地は
ポリペプチド調製物の約20体積％未満、約10体積％未満、または約5体積％未満を示す。
用語「化学前駆体または他の化学物質が実質的にない」は、合成に関わる化学前駆体また
は他の化学物質から分離されるポリペプチド調製物を含む。1つの態様において、用語「
化学前駆体または他の化学物質が実質的にない」は、約30％未満（乾燥重量）の化学前駆
体または他の化学物質、約20％未満の化学前駆体または他の化学物質、約10％未満の化学
前駆体または他の化学物質、あるいは約5％未満の化学前駆体または他の化学物質を有す
るポリペプチド調製物を含む。
【００７０】
　1つの態様において、本発明のポリペプチドは、配列番号１の核酸分子、ならびにその
相補物および部分によってコードされるアミノ酸配列を含む。本発明のポリペプチドはま
た、断片および配列バリアント（例えば、対立遺伝子バリアント）を含む。バリアントは
また、他の生物由来のポリペプチドを含むが、配列番号１のヌクレオチド配列を含む核酸
分子、ならびにその相補物および部分によってコードされるポリペプチドに実質的に相同
性を有するか、あるいは配列番号１のヌクレオチド配列を含む核酸分子によってコードさ
れるポリペプチドに実質的に相同性を有するポリペプチドを含む。バリアントはまた、こ
れらのポリペプチドに実質的に相同または同一なポリペプチドであるが別の生物由来、す
なわちオルソログポリペプチドを含む。バリアントはまた、化学合成によって生成される
これらのポリペプチドに実質的に相同または同一であるポリペプチドを含む。バリアント
はまた、組換え方法によって生成されるこれらのポリペプチドに実質的に相同または同一
であるポリペプチドを含む。
【００７１】
　本明細書に使用される場合、2つのポリペプチド（またはポリペプチドの領域）は、ア
ミノ酸配列が少なくとも約82％、85％、90％、92％、94％、95％、96％、97％、98％また
は99％相同または同一である場合に実質的に相同または同一である。本発明によって、実
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質的に同一または相同なアミノ酸配列は本明細書により具体的に記載されるストリンジェ
ント条件下で配列番号１またはその部分にハイブリダイズする核酸分子によってコードさ
れる。
【００７２】
　2つのヌクレオチド配列またはアミノ酸配列の同一性割合は、最適な比較目的のために
配列を整列することによって決定され得る（例えば、ギャップが第一配列の配列に導入さ
れ得る）。対応する位置でのヌクレオチドまたはアミノ酸が次に、比較され、2つの配列
間での同一性割合が配列によって共有される同一位置数の関数である（すなわち、％同一
性＝同一位置♯／全位置♯×１００）。特定の態様において、比較目的のために整列され
るXMRVアミノ酸配列またはヌクレオチド配列の長さは、参照配列、例えば、図１および２
に提供される配列の長さの、少なくとも30％、40％、50％、60％、70％、80％、85％、90
％、92％、94％、95％、96％、97％、98％、99％または100％である。2つの配列の実際の
比較は、周知の方法、例えば、数学的アルゴリズムを用いて達成され得る。かかる数学的
アルゴリズムの好ましい非限定的な例は、Karlinら、Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90:5
873-5877(1993)に記載されている。かかるアルゴリズムは、Schafferら, Nucleic Acids 
Res., 29:2994-3005(2001)に記載されるようにBLASTNおよびBLASTXプログラム（バージョ
ン2.2）に援用されている。BLASTおよびギャップ化BLASTプログラムを利用した場合、そ
れぞれのプログラム（例えば、BLASTN）のデフォルトパラメーターが使用され得る。1つ
の態様において、検索されるデータベースは非冗長（NR）データベースであり、配列比較
のためのパラメーターは、フィルターなし；期待値10；ワードサイズ3、マトリックスはB
LOSUM62に設定され得、ギャップコストはイグジスタンス（Existence）11およびエクステ
ンション1を有する。別の態様において、2つのポリペプチドまたは2つのポリヌクレオチ
ド間の同一性割合は目的のポリペプチドまたはポリヌクレオチドの全長に対して決定され
得る。
【００７３】
　配列比較に利用される数学的アルゴリズムの別の好ましい非限定的な例は、Myersおよ
びMillerのアルゴリズムCABIOS(1989)である。かかるアルゴリズムは、ALIGNプログラム
（バージョン2.0）に援用され、GCG配列アライメントソフトウェアパッケージ(Accelrys,
 San Diego, California)の一部である。アミノ酸配列を比較するALIGNプログラムを利用
する場合、PAM120ウェイト残余テーブル、ギャップ長ペナルティー12、およびギャップペ
ナルティー4が使用され得る。配列解析用のさらなるアルゴリズムは当該分野で公知であ
り、Torellis and Robotti, Comput. Appl. Biosci., 10:3-5(1994)に記載されるADVANCE
およびADAMならびにPearson and Lipman, Proc. Natl. Acad. Sci USA, 85:2444-8(1988)
に記載されるFASTAを含む。
【００７４】
　別の態様において、2つのアミノ酸配列間での同一性割合は、Blossom63マトリックスま
たはPAM250マトリックスのいずれか、ならびに12、10、8、6、または4のギャップウェイ
トおよび2、3、または4の長さウェイトを用いたGCGソフトウェアパッケージのGAPプログ
ラムを用いて達成され得る。なお別の態様において、2つの核酸配列間での同一性割合が
、ギャップウェイト50および長さウェイト3を用いたGCGソフトウェアパッケージのGAPプ
ログラムを用いて達成され得る。
【００７５】
　本発明はまた、本発明の核酸分子によってコードされるXMRVポリペプチドによって発揮
される1つ以上の同じ機能を発揮するように、より低い程度の同一性を有するが十分な類
似性を有するXMRVポリペプチドを含む。類似性は、保存されたアミノ酸置換によって決定
される。かかる置換は、ポリペプチドの所定のアミノ酸を同様の特性の別のアミノ酸で置
換するものである。保存的な置換は表現的にサイレントでありそうである。脂肪族アミノ
酸Ala、Val、Leu、およびIleの中で1つを別のものにする置換、ヒドロキシル残基Serおよ
びThrの交換、酸性残基AspおよびGluの交換、アミド残基AsnおよびGln間での置換、塩基
性残基LysおよびArgの交換、ならびに芳香族残基PheおよびTyr間での置換が典型的に保存
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的置換として見られる。アミノ酸変化が表現的にサイレントでありそうで関係のある手引
きは、Bowieら、Science 247: 1306-1310(1990)に見出される。
【００７６】
　バリアントポリペプチドは、アミノ酸配列中に1つ以上の置換、欠失、挿入、逆位、融
合、および切断またはこれらのいずれかの組み合わせで異なり得る。さらに、バリアント
ポリペプチドは、十分に機能的（例えば、細胞に感染する能力および子孫ウイルスを生成
する能力）であり得るか、あるいは1つ以上の活性の機能（例えば、子孫ウイルスを生成
する能力）を欠損し得る。十分に機能的なバリアントは典型的に、保存的なバリエーショ
ンまたは重要でない残基もしくは重要でない領域におけるバリエーションのみを含む。機
能性バリアントはまた、機能において変化のないまたは無意味な変化となる類似アミノ酸
の置換を含み得る。あるいは、かかる置換は、ある程度、機能に正負に影響し得る。非機
能性バリアントは典型的に、1つ以上の非保存的アミノ酸の置換、欠失、挿入、逆位、も
しくは切断または重要な残基もしくは重要な領域における置換、挿入、逆位、もしくは欠
失を含む。
【００７７】
　機能（例えば、感染）に不可欠であるアミノ酸は、部位特異的変異誘発またはアラニン
スキャニング変異誘発(Cunninghamら、Science, 244:1081-1085(1989))のような当該分野
で公知の方法で同定され得る。後者の手順は分子において残基のそれぞれに単一のアラニ
ン変異を導入する（分子あたり1つの変異）。得られる変異分子は次にインビトロで生物
学的活性を試験される。ポリペプチド活性に重要な部位はまた、結晶化、核磁気共鳴、ま
たはフォトアフィニティー標識のような構造解析によって決定され得る(Smithら、J. Mol
. Biol., 224:899-904(1992);およびde Vosら　Science, 255:306-312(1992)を参照)。
【００７８】
　本発明はまた、本発明のポリペプチドのXMRVポリペプチド断片を含む。断片は、配列番
号２を含むポリペプチド、あるいは配列番号１もしくはその部分、その相補物、またはそ
の他のバリアントを含む核酸分子によってコードされるポリペプチド由来であり得る。本
発明はまた、本明細書に記載されるポリペプチドのバリアントの断片を含む。有用な断片
は、ポリペプチドの1つ以上の生物学的活性を保持するもの、およびポリペプチド特異的
抗体を生じる免疫原として使用され得る断片を含む。特定の態様において、本発明のポリ
ペプチドのXMRVポリペプチド断片は、gagポリペプチド（例えば、配列番号３）、pro-pol
ポリペプチド（例えば、配列番号４）、envポリペプチド（例えば、配列番号４）および
その組み合わせを含む。
【００７９】
　生物学的に活性な断片は、例えば、6、9、12、15、18、20、30、40、50、60、70、80、
90、100以上のアミノ酸長であるペプチドを含む。
【００８０】
　断片は個別であり得るか（他のアミノ酸またはポリペプチドに融合されていない）、あ
るいはポリペプチドの1つ以上の構成物に融合され得る。さらに、いくつかの断片は、単
一のより大きなポリペプチド内に含まれ得る。1つの態様において、宿主で発現を設計さ
れる断片は、ポリペプチド断片のアミノ末端に融合される異種由来のプレ－およびプロ－
ポリペプチド領域ならびに断片のカルボキシル末端に融合されるさらなる領域を有し得る
。
【００８１】
　ポリペプチド断片を作製する標準の分子生物方法は、当該分野で公知である。断片が一
度生じると、これらは例えば、本明細書に記載される方法のいずれかを用いて生物学的活
性を試験され得る。
【００８２】
　本発明は従って、キメラポリペプチドまたは融合ポリペプチドを提供する。これらは、
ポリペプチドに実質的に相同でないアミノ酸配列を有する異種タンパク質またはポリペプ
チドに作動可能に連結された本発明のXMRVポリペプチドを含む。「作動可能に連結される
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」は、ポリペプチドおよび異種タンパク質はフレーム中に融合されることを示す。異種タ
ンパク質はポリペプチドのN－末端またはC－末端に融合され得る。1つの態様において、
融合ポリペプチドは、本質的にポリペプチドの機能に影響しない。例えば、融合ポリペプ
チドは、ポリペプチド配列がGST配列のC-末端に融合されるGST融合ポリペプチドであり得
る。他の型の融合ポリペプチドは、限定されないが、酵素的融合ポリペプチド、例えば、
β－ガラクトシダーゼ融合物、酵母ツーハイブリッドGAL融合物、poly-His融合物、FLAG
標識融合物およびIg融合物を含む。かかる融合ポリペプチドは、組換えポリペプチドの精
製を容易にし得る。特定の宿主細胞（例えば、哺乳動物宿主細胞）において、ポリペプチ
ドの発現および／または分泌は、異種シグナル配列を用いて増大され得る。それゆえに、
別の態様において、融合ポリペプチドは、N－末端に異種シグナル配列を含む。
【００８３】
　EP-A0464533は、免疫グロブリン定常領域の様々な部分を含む融合タンパク質を開示す
る。Fcは治療および診断に有用であり、従って例えば、改善された薬物動力学特性となる
（EP-A0232262）。薬物発見において、例えば、ヒトタンパク質はアンタゴニストを同定
するハイスループットスクリーニングアッセイの目的でFc部分と融合されている。（Benn
ettら、Journal of Molecular Recognition, 8:52-58(1995）およびJohansonら、The Jou
rnal of Biological Chemistry, 270,16:9459-9471(1995)を参照)。従って、本発明はま
た、本発明のポリペプチドおよび様々なサブクラス（IgG、IgM、IgA、IgE）の免疫グロブ
リンの重鎖または軽鎖の定常領域の様々な部分を含む可溶性融合ポリペプチドを含む。
【００８４】
　キメラポリペプチドまたは融合ポリペプチドは、標準の組換えDNA技術によって生成さ
れ得る。例えば、異なるポリペプチド配列をコードするDNA断片は従来技術に従ってフレ
ーム中で一緒にライゲートされる。別の態様において、融合遺伝子は自動化DNA合成機を
含む従来技術によって合成され得る。あるいは、核酸断片のPCR増幅は、キメラ核酸配列
を生じるために次にアニーリングおよび再増幅され得る2つの連続的核酸断片の間で相補
性突出を生じるアンカープライマーを用いて実施され得る（Ausubelら、「Current Proto
cols in Molecular Biology」,John Wiley & Sons,(1998)を参照、全教示は参照によって
本明細書に援用される）。さらに、融合部分（例えば、GSTタンパク質）を既にコードす
る多くの発現ベクターが市販で入手可能である。本発明のポリペプチドをコードする核酸
分子は、融合部分がフレーム中でポリペプチドに結合されるようにかかる発現ベクターに
クローニングされ得る。
【００８５】
　実質的に純粋なXMRVポリペプチド、単離されるXMRVポリペプチド、または実質的に純粋
でかつ単離されるXMRVポリペプチドは、XMRVポリペプチドを天然に発現する細胞から精製
され得るか、発現が変更されている（組換え）細胞から精製され得るか、あるいは公知の
タンパク質合成方法を用いて合成され得る。1つの態様において、ポリペプチドは組換えD
NA技術によって生成される。例えば、ポリペプチドをコードする核酸分子が発現ベクター
にクローニングされ、発現ベクターが宿主細胞に導入され、ポリペプチドが宿主細胞で発
現される。あるいは、細胞はXMRVウイルスを感染され得る。XMRVポリペプチドは次に、標
準のタンパク質精製技術を用いて適切な精製計画によって細胞または細胞の上清から単離
され得る。
【００８６】
　一般に、本発明のXMRVポリペプチドは、当該分野で公知の方法を用いてSDS-PAGEゲル上
または分子篩ゲルろ過カラム上で分子量マーカーとして使用され得る。本発明のポリペプ
チドは抗体を惹起するためにまたは免疫応答を誘発するために使用され得る。ポリペプチ
ドはまた、生物学的液体中のポリペプチドまたは結合する分子（例えば、レセプターまた
はリガンド）のレベルを定量的に決定するアッセイにおいて試薬、例えば、標識試薬とし
て使用され得る。ポリペプチドはまた、対応するポリペプチドが組織分化中に構成的にま
たは疾患状態のいずれかで好ましくは発現される細胞または組織用マーカーとして使用さ
れ得る。ポリペプチドはまた、対応の結合剤を単離するために、およびペプチドまたは低
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分子の、結合反応するアンタゴニストまたはアゴニストをスクリーニングするために使用
され得る。本発明のポリペプチドはまた、治療剤として使用され得る。
【００８７】
抗体
　XMRVポリペプチド、そのホモログおよびバリアントの全部または一部に選択的に結合す
るポリクローナル抗体および／またはモノクローナル抗体もまた提供される。本発明は、
例えば、配列番号２にコードされるアミノ酸配列またはその部分を有するか、あるいは配
列番号１の全てもしくは部分を含む核酸分子、または別のバリアント、もしくはその部分
にコードされるアミノ酸配列を有する本発明のXMRVポリペプチドまたはポリペプチド断片
に対する抗体を提供する。
【００８８】
　本明細書に使用される場合、用語「精製抗体」は、免疫グロブリン分子および免疫グロ
ブリン分子の免疫学的活性部分、すなわち、抗原に選択的に結合する抗原結合部位を含む
分子を指す。本発明のポリペプチドに選択的に結合する分子は、ポリペプチドまたはその
断片に結合する分子であるが、試料、例えば、ポリペプチドを天然に含む生物学的試料中
で他の分子に実質的に結合しない分子である。好ましくは、抗体は、タンパク質および天
然で関連する天然有機分子がない状態で少なくとも60重量％である。より好ましくは、抗
体調製物は、少なくとも75重量％または90重量％であり、最も好ましくは99重量％の抗体
である。免疫グロブリン分子の免疫学的活性部分の例は、ペプシンのような酵素で抗体を
処理することによって生じられ得るF（ab）およびF（ab'）2断片を含む。
【００８９】
　本発明は、本発明のXMRVポリペプチドと選択的に結合するポリクローナル抗体およびモ
ノクローナル抗体を提供する。本明細書で使用される場合、用語「モノクローナル抗体」
または「モノクローナル抗体組成物」は、本発明のポリペプチドの特定のエピトープと免
疫反応し得る1種の抗原結合部位のみを含む抗体分子の集団を指す。モノクローナル抗体
組成物は従って典型的に、免疫反応する本発明の特定のポリペプチドに単一の結合親和性
を示す。
【００９０】
　ポリクローナル抗体は、適切な被験体を所望の免疫原、例えば、本発明のXMRVポリペプ
チドまたはその断片で免疫化することによって上記のように調製され得る。免疫化された
被験体における抗体価は、固定化されたポリぺプチドを用いた酵素結合免疫吸着アッセイ
（ELISA）等を用いるような標準の技術によって経時的にモニターされ得る。所望の場合
、ポリペプチドに対して指向される抗体分子は哺乳動物（例えば、組織、血液から）から
単離され得、IgGフラクションを得るためのプロテインAクロマトグラフィーのような周知
の技術によってさらに精製され得る。
【００９１】
　免疫化後に適切な時点、例えば、抗体価が最も高い時に、抗体産生細胞は、被験体から
得られることができ、Kohler and Milstein,Nature 256:495-497(1975)に元々記載された
ハイブリドーマ技術、ヒトB細胞ハイブリドーマ技術（Kozborら、Immunol. Today 4:72(1
983)）、EBVハイブリドーマ技術（Coleら、Monoclonal Antiboies and Cancer Therapy, 
Alan R. Liss, Inc.,pp.77-96(1985)）またはトリオーマ技術のような標準の技術によっ
てモノクローナル抗体を調製するために使用され得る。ハイブリドーマ作製技術は周知で
ある（一般にCurrent Protocols in Immunology, Coliganら、（編）John Wiley & Sons,
 Inc., New York, NY(1994)を参照）。要するに、不死細胞株（典型的にミエローマ）は
、上記の免疫原で免疫化された哺乳動物からのリンパ球（典型的に脾臓細胞）に融合され
、得られたハイブリドーマ細胞の培養上清が本発明のポリペプチドと結合するモノクロー
ナル抗体を産生するハイブリドーマを同定するためにスクリーニングされる。
【００９２】
　リンパ球および不死化細胞株を融合するために使用される多くの周知のプロトコールの
いずれかが、本発明のポリペプチドに対するモノクローナル抗体を生じる目的に適用され
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得る（例えば、Current Protocols in Immunology上掲；Galfreら、Nature, 266:55052(1
977);R.H. Kenneth, in Monoclonal Antibodies:A New Dimension In Biological Analys
es, Plenum Publishing Corp., New York, New York(1980);およびLerner, Yale J. Biol
. Med.54:387-402(1981)を参照）。さらに、当業者は有用でもあるかかる方法の多くのバ
リエーションがあることを認める。
【００９３】
　モノクローナル抗体分泌ハイブリドーマを調製するための1つの選択肢において、本発
明のXMRVポリペプチドに対するモノクローナル抗体が、ポリペプチドと共に組換えコンビ
ナトリアル免疫グロブリンライブラリー（例えば、抗体ファージディスプレイライブラリ
ー）をスクリーニングすることによって同定および単離され、それによってポリペプチド
を結合する免疫グロブリンライブラリーメンバーを単離し得る。ファージディスプレイラ
イブラリーを作製およびスクリーニングするキットは市販で入手可能である（例えば、Ph
armacia Recombinant Phage Antibody System, カタログ番号27-9400-01;およびStratage
ne SurfZAPTMPhage Display Kit, カタログ番号240612）。さらに、抗体ディスプレイラ
イブラリーの作製およびスクリーニングの使用に特に従う方法および試薬の例は、例えば
、米国特許第5,223,409号；PCT公開公報WO92/18619；PCT公開公報WO91/17271；PCT公開公
報WO92/20791；PCT公開公報WO92/15679；PCT公開公報WO93/01288；PCT公開公報WO92/0104
7；PCT公開公報WO92/09690；PCT公開公報WO90/02809；Fuchsら、Bio/Technology 9:1370-
1372(1991);Hayら、Hum. Antibod. Hybridomas 3:81-85(1992);Huseら、Science 246:127
5-1281(1989);およびGriffithsら、EMBO J.12:725-734(1993)において見出され得る。
【００９４】
　さらに、標準の組換えDNA技術を用いて行われ得るヒトおよび非ヒト部分を含むキメラ
およびヒト化モノクローナル抗体のような組換え抗体は本発明の範囲内である。かかるキ
メラおよびヒト化モノクローナル抗体は当該分野で公知の組換えDNA技術によって生成さ
れ得る。
【００９５】
　一般に、本発明の抗体（例えば、モノクローナル抗体）は、アフィニティークロマトグ
ラフィーまたは免疫沈降のような標準の技術によって本発明のXMRVポリペプチドを単離す
るために使用され得る。ポリペプチド特異的抗体は細胞由来の天然ポリペプチドおよび宿
主細胞で発現される組換え生成ポリペプチドの精製を容易にし得る。さらに、本発明のXM
RVポリペプチドに特異的な抗体はポリペプチドを検出するために使用され得る（例えば、
細胞溶解物、細胞上清、血液試料、または組織試料において）。
【００９６】
　本発明の抗体はまた、臨床試験手順の一部として組織のタンパク質レベルをモニターす
るために、例えば、所定の治療養生の効能を決定するために診断的に使用され得る。検出
は検出可能な物質に抗体を結合させることによって容易になされ得る。検出可能な物質の
例は、様々な酵素、補欠分子族、蛍光物質、発光物質、生体発光物質、および放射性物質
を含む。適切な酵素の例は、ホースラディッシュペルオキシダーゼ、アルカリホスファタ
ーゼ、β－ガラクトシダーゼ、およびアセチルコリンエステラーゼを含む；適切な補欠分
子族複合体の例は、ストレプトアビジン／ビオチンおよびアビジン／ビオチンを含む；適
切な蛍光物質の例は、ウンベリフェロン(umbelliferone)、フルオレセイン、フルオレセ
インイソチオシアネート、ローダミン、ジクロロトリアジニルアミンフルオレセイン、ダ
ンシルクロライド(dansyl chloride)およびフィコエリトリンを含む；発光物質の例はル
ミノールを含む；生体発光物質の例は、ルシフェラーゼ、ルシフェリン、緑色蛍光タンパ
ク質、およびエクオリンを含む、ならびに適切な放射性物質の例は、例えば、125Ｉ、131

Ｉ、35Ｓ、32Ｐおよび3Ｈを含む。
【００９７】
レトロウイルスベクター
　本発明のXMRVはまた、部分が公知の方法を用いてXMRVに挿入されるか、あるいはXMRVに
結合され、それによって組換えXMRVを生成する発現ベクターおよび／または標的ベクター
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として使用され得る。
【００９８】
　1つの態様において、目的の部分はXMRVのゲノムに（例えば、相同組換えを用いて）導
入され、それによって組換えXMRVを生成する核酸であり、組換えXMRVは目的の部分を発現
し得る。さらに、組換えXMRVは、核酸が標的細胞で発現される条件下でXMRV（によって感
染され得る）によって標的にされる細胞（例えば、前立腺癌細胞）に目的の部分を送達す
るために使用され得る。目的の核酸は、例えば、マーカー（例えば、ネオマイシン、β－
ガラクトシダーゼ、緑色蛍光タンパク質）をコードする核酸および／または治療剤（例え
ば、インターフェロン、インターロイキン、アンチネオプラスチン、合成ぺプチド）であ
り得、調節配列（例えば、プロモーター（構成性、誘導性）、エンハンサー）を含み得る
。
【００９９】
　特定の態様において、XMRVは弱毒化される（例えば、無毒化）。弱毒化されたXMRVが公
知の方法（例えば、連続継代）を用いて得られることができる。1つ以上または全てのウ
イルスタンパク質（例えば、gag、pol、env）をコードする遺伝子が目的の核酸に置換さ
れ、XMRVのゲノムが改変され、それによってXMRVベクタープラスミドを生成し得る。特定
の態様において、1つ以上のXMRV遺伝子は置換され、それによって複製し得ない改変XMRV
ベクタープラスミドを生成する。ウイルスタンパク質を生成するが複製コンピテントウイ
ルスを生成する能力を欠くパッケージング細胞株がレトロウイルス粒子に改変XMRVをパッ
ケージするために使用され得る。目的の核酸を含むXMRVベクタープラスミドは、XMRVベク
タープラスミドが転写され、改変レトロウイルス粒子(組換えレトロ粒子)にパッケージン
グされるパッケージング細胞株にトランスフェクトされ得る。改変レトロウイルス粒子は
、XMRVによって標的化される細胞に感染するために使用され得、XMRVベクタープラスミド
に存在する目的の核酸は次に、感染細胞で発現され得る。１つ以上のウイルスタンパク質
が感染細胞に存在しないので、かかる改変レトロウイルス粒子に感染した細胞は、新しい
ウイルスを生成し得ない。しかしながら、目的の核酸は感染細胞のDNAに組み込まれ、次
に感染細胞で発現され得る。
【０１００】
診断アッセイおよびスクリーニングアッセイ
　本発明はまた、本発明のXMRV発現の存在を評価するまたはXMRVポリペプチドの活性を評
価する診断アッセイに関する。1つの態様において、アッセイは生物学的試料（例えば、
血液、血清、細胞、組織）に関連して使用され、それによってXMRVが個体または個体由来
の試料中に存在するかどうか、あるいは個体が癌（例えば、XMRVの伝染（例えば、性的伝
染）によって発現し得る癌、前立腺、頸部または卵巣癌等）を発現する（疾病素質または
罹病性を有する）リスクがあるかどうかを決定する。本発明はまた、個体が癌を発現しや
すいかどうかを決定する診断（または予測）アッセイを提供する。例えば、個体における
XMRVの存在は、個体が癌を発現する増加したリスクを有することを示し得る。かかるアッ
セイは、診断または予測目的に使用され、それによって癌と関連する症状の開始前に個体
を予防処置し得る。
【０１０１】
　本発明の別の局面は、核酸分子発現または本発明のポリペプチドの生物学的活性に対す
る薬剤、または候補化合物（例えば、薬物または他の薬剤）の影響をモニターするアッセ
イ、およびXMRVポリペプチドに結合する候補化合物を同定するアッセイに関する。これら
ならびに他のアッセイおよび薬剤は以下の項目でさらに詳細に記載される。
【０１０２】
診断アッセイ
　XMRV核酸分子、プローブ、プライマー、ポリペプチド、およびXMRVポリペプチドに対す
る抗体は、癌への罹病性または癌を有する個体の可能性を診断する方法、ならびに癌への
罹病性の診断に有用なキットにおいて使用され得る。
【０１０３】
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　1つの態様において、本発明は、サザン分析、ノザン分析、またはインサイチュハイブ
リダイゼーション（Ausubelら、上掲を参照）のようなハイブリダイゼーション方法を用
いて癌（例えば、前立腺癌）を診断または検出する方法に関する。例えば、試験被験体由
来のDNA（例えば、cDNA）またはRNAの生物学的試料（「試験試料」）は、癌を有すると疑
われている個体、癌にかかりやすい個体または癌に疾病素質がある個体（「試験個体」）
から得られる。試験試料は、血液試料または組織試料のようなXMRV核酸分子を含む任意の
供給源由来であり得る。DNA、RNAまたはcDNA試料は次に、XMRV核酸分子が存在するかどう
かを決定するために調べられる。XMRV核酸の存在は、RNAまたはcDNAの核酸プローブへの
ハイブリダイゼーションによって示され得る。本明細書で使用される場合、「核酸プロー
ブ」は、DNAプローブまたはRNAプローブであり得る。プローブは、上記の核酸分子（例え
ば、全核酸分子、断片、遺伝子を含むベクター、プローブ、またはプライマー等）のいず
れかであり得る。
【０１０４】
　XMRV核酸を検出するために、ハイブリダイゼーション試料は、XMRV核酸を含んでいる疑
いのある試験試料を少なくとも1つの核酸プローブと接触させることで形成される。好ま
しいプローブは、本明細書に記載されるXMRV核酸にハイブリダイズし得る標識核酸プロー
ブである。核酸プローブは、例えば、全長核酸分子または少なくとも15、30、50、100、2
50、または500ヌクレオチド長であり、ストリンジェント条件下で適切なmRNAまたはゲノ
ムDNAに特異的にハイブリダイズするのに十分なオリゴヌクレオチドのような、その部分
であり得る。例えば、核酸プローブは、配列番号１の全てもしくは部分、または配列番号
１の相補物であり得るか、あるいは配列番号２の全てまたは部分をコードする核酸分子で
あり得る。本発明の診断アッセイにおける使用のための他の適切なプローブは、上記され
ている。
【０１０５】
　ハイブリダイゼーション試料は、核酸プローブのXMRV核酸へのハイブリダイゼーション
を可能にするのに十分な条件下で維持される。1つより多くの核酸プローブはまた、本方
法で同時に使用され得る。核酸プローブのいずれかのハイブリダイゼーションは、癌（例
えば、前立腺癌）への罹病性または癌を有する個体の可能性を示す。
【０１０６】
　ハイブリダイゼーションは、個体由来の標的核酸配列セグメントに相補的であるオリゴ
ヌクレオチドプローブのサザンブロット分析、ノザンブロット分析、アレイを用いて検出
され得る。例えば、1つの態様において、オリゴヌクレオチドアレイが使用され得る。オ
リゴヌクレオチドアレイは典型的に、種々の公知の位置で基質の表面に結合される複数の
種々のオリゴヌクレオチドプローブを含む。オリゴヌクレオチドアレイは、「Virochip」
および「GENECHIPSTM」を含む（米国特許第5,143,854号ならびにPCT特許公開公報WO90/15
070および92/10092）。これらのアレイは機械的合成方法または光リソグラフィック方法
および固相オリゴヌクレオチド合成方法の組み合わせを援用する光配向合成方法を用いて
一般的に製造され得る。Fodorら、Science 251:767-777(1991)、米国特許第5,143,854号
；PCT公開公報WO90/15070;PCT公開公報WO92/10092および米国特許第5,424,186号を参照、
それぞれの全教示は参照によって本明細書に援用される。機械的合成方法を用いたこれら
のアレイの合成技術は、例えば、米国特許第5,384,261号に記載され、全教示は、参照に
よって本明細書に援用される。
【０１０７】
　オリゴヌクレオチドアレイが一度調製されると、目的の核酸はアレイにハイブリダイズ
され、標的の核酸分子をスキャンする。ハイブリダイゼーションおよびスキャンニングは
一般に、本明細書に記載される方法によっておよび例えば、PCT公開公報WO92/10092およ
びWO95/11995、ならびに米国特許第5,424,186号でも実施され、全教示は参照によって本
明細書に援用される。
【０１０８】
　さらに、XMRV核酸レベルは、例えば、当業者に公知のインサイチュハイブリダイゼーシ
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ョン技術を用いて、または酵素結合免疫吸着アッセイ（ELISA）、ウェスタンブロット、
免疫沈降、免疫組織化学、および免疫蛍光法を含む様々な方法による、XMRVポリペプチド
の発現、活性、および／または組成のレベルを調べることによって検出され得る。個体由
来の試験試料はまた、XMRV核酸のレベルもしくは発現の変更および／またはXMRV核酸によ
ってコードされるポリペプチドの組成の変更の存在を評価され得る。
【０１０９】
　試料におけるXMRVの検出は、対照試料におけるXMRVの発現または組成と比較され得る。
対照試料は試験試料と対応する試料であり（例えば、同型の細胞由来であり）、XMRVが存
在しない個体由来である。
【０１１０】
　分光測定、比色法、電気泳動、等電点電気泳動、および免疫ブロットのような免疫アッ
セイを含む、XMRVポリペプチドの発現または組成を調べる様々な手段が使用され得る（Au
subelら、上掲；特に10章も参照）。例えば、1つの態様において、ポリペプチドに結合し
得る抗体（例えば、上記のような）、好ましくは検出可能な標識を有する抗体が使用され
得る。抗体はポリクローナル抗体、またはより好ましくはモノクローナル抗体であり得る
。インタクトな抗体またはその断片（例えば、FabまたはF(ab')2）が使用され得る。抗体
に関する用語「標識」は、検出可能な物質の抗体への結合（即ち、物理的な結合）による
抗体の直接標識および直接標識される別の試薬と反応することによる抗体の間接標識を含
むことを意図する。間接標識の例は、蛍光標識された二次抗体を用いる一次抗体の検出で
ある。
【０１１１】
　XMRVポリペプチドに特異的に結合する上記のような抗体を用いたウェスタンブロット分
析は、試験試料中のXMRVポリペプチドの存在を同定するために使用され得る。
【０１１２】
　本方法の1つの態様において、試験試料中のXMRVポリペプチドのレベルまたは量が、対
照試料中のXMRVポリペプチドのレベルまたは量と比較される。差異が統計的に有意である
ような、対照試料中のポリペプチドのレベルまたは量よりも高いまたは低い試験試料中の
ポリペプチドのレベルまたは量は、XMRVポリペプチドの発現の変更を示し、癌への罹病性
を示し得る。
【０１１３】
　診断方法に有用なキット（例えば、試薬キット）は、例えば、本明細書に記載されるよ
うなハイブリダイゼーションプローブまたはプライマー（例えば、標識プローブまたはプ
ライマー）、標識分子の検出用試薬、XMRVポリペプチドに結合する抗体、XMRVを含む核酸
の増幅用手段、またはXMRVの核酸配列の分析用もしくはXMRVポリペプチドのアミノ酸配列
の分析用の手段等を含む、本明細書に記載される方法のいずれかに有用な組込体を含む。
【０１１４】
スクリーニングアッセイおよび同定される薬剤
　本発明は、本発明の核酸の存在を同定する方法および本発明の核酸によってコードされ
るポリペプチドの存在を同定する方法（本明細書で「スクリーニングアッセイ」ともいう
）を提供する。例えば、本発明は、例えば、かかる試料について受託されている（例えば
、血液バンク；臓器バンク）組織、血液、血漿、および／または血小板のユニットにおけ
るXMRVの存在をスクリーニングおよびモニタリングする方法を提供する。
【０１１５】
　1つの態様において、試料中の目的の核酸分子（例えば、XMRVの核酸に有意な相同性を
有する核酸）の存在（または非存在）は、上記のようなストリンジェントな条件下で本発
明の核酸（例えば、配列番号１の配列を有する核酸、またはその相補物、あるいは配列番
号２の配列を有するアミノ酸をコードする核酸、またはかかる核酸の断片もしくはバリア
ント）を含む核酸と試料を接触させることによって評価され得、次にハイブリダイゼーシ
ョンの存在（または非存在）について試料を評価する。好ましい態様において、高いスト
リンジェント条件が選択的なハイブリダイゼーションに適切な条件である。別の態様にお
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いて、目的の核酸分子を含む試料は、目的の核酸分子（例えば、XMRV核酸）の部分に少な
くとも部分的に相補的な連続ヌクレオチド配列を含む核酸（例えば、上記のようなプライ
マーまたはプローブ）と接触され、接触試料はハイブリダイゼーションの存在または非存
在を評価される。好ましい態様において、連続的なヌクレオチド配列を含む核酸は、XMRV
の核酸分子の部分に完全に相補的である。
【０１１６】
　上記の態様のいずれかにおいて、目的の核酸の全てまたは部分が、ハイブリダイゼーシ
ョンを行う前に増幅に供され得る。
【０１１７】
　別の態様において、試料における、本発明のポリペプチドまたはその断片もしくはバリ
アントのようなXMRVポリペプチドの存在（または非存在）は、XMRVポリペプチドに特異的
に結合する抗体(例えば、上記のもののような抗体)と試料を接触させることにより評価さ
れ得、次に抗体のXMRVポリペプチドへの結合の存在（または非存在）について試料を評価
する。
【０１１８】
　別の態様において、本発明は、本明細書に記載されるポリペプチドの活性を変更または
調節（例えば、増大もしくは減少；増強もしくは阻害）するか、あるいは別の方法で本明
細書のポリペプチドと相互反応する、薬剤または化合物（例えば、融合タンパク質、ポリ
ペプチド、ペプチド模倣物、プロドラッグ、レセプター、結合剤、抗体、低分子もしくは
他の薬物、またはリボザイム）を同定する方法を提供する。例えば、かかる化合物は、本
明細書に記載されるポリペプチドに結合する；例えば、本発明のポリペプチドの活性に対
して刺激効果または阻害効果を有する；または本発明のポリペプチドが、XMRVポリペプチ
ドが正常に相互反応する分子（XMRV結合剤）と相互反応する能力を変える（例えば、増強
または阻害する）、化合物または薬剤であり得る。
【０１１９】
　候補化合物は、ポリペプチドの活性の増加を生じ得る。例えば、ポリペプチドの活性は
、対照に対して少なくとも1.5倍～2倍、少なくとも3倍、または少なくとも5倍に増加し得
る。あるいは、ポリペプチド活性は、対照に対して、例えば少なくとも10％、少なくとも
20％、40％、50％、もしくは75％、または少なくとも90％減少であり得る。
【０１２０】
　一態様において、本発明は、本明細書中に記載されるポリペプチド（またはその生物活
性部分）に結合するかまたはその活性を調節する化合物を同定するための、候補化合物ま
たは試験剤のスクリーニングのためのアッセイ、ならびに該アッセイにより同定可能な薬
剤を提供する。本明細書で使用する場合、「候補化合物」または「試験剤」は天然に存在
するかまたは人工的に得られる化学分子であり、例えば、ペプチド、タンパク質、合成分
子、例えば合成有機分子、天然に存在する分子、例えば天然に存在する有機分子、核酸分
子、およびその成分を含む。
【０１２１】
　一般的に、本発明に使用するための候補化合物は、当該分野に公知の方法に従って、天
然産物もしくは合成（もしくは半合成）抽出物の大ライブラリー、または化学ライブラリ
ーから同定され得る。薬物発見および薬物開発の当業者は、試験抽出物または化合物の正
確な供給源は本発明の（１種類または複数種の）スクリーニング法に重要ではないという
ことを理解しよう。従って、本明細書に記載された代表的な方法を用いて、実質的に任意
の数の化学抽出物または化合物がスクリーニングされ得る。かかる抽出物または化合物の
例としては、限定されないが、植物、菌類、原核生物または動物系の抽出物、発酵培地、
および合成化合物ならびに現存する化合物の改変物が挙げられる。限定されないが、糖、
脂質、ペプチドおよび核酸系化合物を含む任意の数の化合物のランダムまたは直接合成（
例えば半合成または全合成）を生成するために、多くの方法がまた利用可能である。合成
化合物ライブラリーは、例えばBrandon Associates（Merrimack、NH）およびAldrich Che
mical（Milwaukee、WI）から市販されている。あるいは、細菌、菌、植物、および動物の
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抽出物の形態の天然化合物のライブラリーは、Biotics（Sussex、UK）、Xenova（Slough
、UK）、Harbor Branch Oceangraphics Institute（Ft. Pierce、FL）、およびPharmaMar
、U.S.A.（Cambridge、MA）を含む多くの供給源から市販されている。また、天然のライ
ブラリーおよび合成により生成されるライブラリーは所望の場合、当該分野に公知の方法
によって、例えば標準的な抽出法および分画法によって生成される。例えば、候補化合物
は、生物学的ライブラリー；空間的にアドレス可能な並行固相ライブラリーまたは液相ラ
イブラリー；デコンボリューションを必要とする合成ライブラリー法；「1ビーズ1化合物
」ライブラリー法；および親和性クロマトグラフィー選択を用いた合成ライブラリー法を
含む、当該分野に公知のコンビナトリアルライブラリー法における多数のアプローチのい
ずれかを用いて、得ることができる。生物学的ライブラリーアプローチはポリペプチドラ
イブラリーに限定されるが、他の四つのアプローチはポリペプチド、非ペプチドオリゴマ
ーまたは化合物の低分子ライブラリーに応用可能である（Lam, Anticancer Drug Des. 12
: 145 (1997)）。さらに、所望の場合、任意のライブラリーまたは化合物は、標準的な化
学的、物理的、または生化学的方法を用いて容易に改変される。
【０１２２】
　所望の場合、処置に有用な薬剤であると示される化合物は、当該分野に公知の方法によ
って化学的に改変される。治療価値があるものとして同定される化合物は、その後本発明
の核酸またはポリペプチドの活性または発現を変更することが望ましい疾患の動物モデル
を用いて分析され得る。
【０１２３】
　XMRVポリペプチドの生物活性を変更する候補化合物を同定する一態様において、細胞、
組織、細胞溶解物、組織溶解物、またはXMRVポリペプチド（例えば配列番号：2）を含有
または発現する溶液を、細胞のXMRV感染に適した条件下で、試験される候補化合物と接触
させ得る。ウイルスの感染力を評価する方法は、当該分野に公知である（例えば、逆転写
酵素活性を有するレトロウイルス粒子を生じるXMRVの能力の評価）。
【０１２４】
　あるいは、XMRV核酸分子またはポリペプチドを、試験される候補化合物に直接接触させ
得る。XMRV生物活性のレベル（量）を評価し（例えば直接的または間接的のいずれかで）
、対照の生物活性のレベルと比較する。候補化合物の存在下で生物活性のレベルが、候補
化合物の非存在下または候補化合物ビヒクルのみの存在下における生物活性のレベルと、
統計的に有意な量で異なる場合、候補化合物は、XMRVポリペプチドの生物活性を変更する
化合物である。例えば、対照に対するXMRV生物活性のレベルの増加は、候補化合物がXMRV
活性を増強する化合物（のアゴニストである）であることを示す。同様に、対照に対する
XMRV生物活性のレベルの減少は、候補化合物がXMRV活性を抑制する化合物（のアンタゴニ
ストである）であることを示す。別の態様において、試験される候補化合物の存在下で、
XMRVポリペプチドまたはその誘導体もしくはその断片の生物活性のレベルを、以前に確立
された対照レベルと比較する。候補化合物の存在下で、統計的に有意な量で対照レベルと
異なる生物活性のレベルは、該化合物がXMRV生物活性を変更することを示す。
【０１２５】
　本発明はまた、核酸分子の発現（例えば転写または翻訳）を変更する（例えば増加また
は減少する）か、そうでなければ本明細書に記載される核酸分子と相互作用するXMRV核酸
分子（例えばアンチセンス核酸、干渉RNA（例えばsiRNA、shRNA）、融合タンパク質、ポ
リペプチド、ペプチド模倣物、プロドラッグ、レセプター、結合剤、抗体、低分子もしく
は他の薬物、またはリボザイム）の発現を変更する化合物を同定するアッセイ、ならびに
該アッセイにより同定され得る化合物に関する。例えば、XMRVポリペプチドをコードする
核酸を含有する溶液は、試験される候補化合物と接触し得る。XMRV発現のレベルおよび／
またはパターンを評価し、対照の発現のレベルおよび／またはパターンと比較する。候補
化合物の存在下でのレベルおよび／またはパターンが、統計的に有意な量または様式で、
候補化合物の非存在下または候補化合物ビヒクルのみの存在下でのレベルおよび／または
パターンと異なる場合、候補化合物はXMRVの発現を変更する化合物である。
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【０１２６】
　本発明はさらに、上記のスクリーニングアッセイにより同定される新規の化合物に関す
る。従って、適切な動物モデルにおいて、本明細書で記載されるような同定される化合物
をさらに使用することは本発明の範囲内である。例えば、本明細書で記載されるような同
定される化合物（例えば抗体）を動物モデルに使用して、かかる化合物による処置の効果
、毒性、または副作用を決定し得る。あるいは、本明細書で記載されるような同定される
化合物を動物モデルで使用して、かかる化合物の作用機構を決定し得る。さらに、本発明
は、上記のスクリーニングアッセイにより同定される、本明細書に記載されるような処置
のための新規の化合物の使用に関する。また、本明細書で記載されるような同定される化
合物を用いて、ポリペプチドまたは核酸分子を本明細書で記載されるような同定される化
合物と接触させること（またはポリペプチドもしくは核酸分子を含む細胞を接触させるこ
と）により、XMRVポリペプチドの活性を変更、またはXMRVの発現を変更し得る。
【０１２７】
医薬組成物
　本発明はまた、本明細書に記載される核酸、特に本明細書に記載されるポリペプチドを
コードするヌクレオチドを含む；本明細書に記載されるポリペプチド（例えば、配列番号
：2、および／またはそのバリアント）を含む；および／または本明細書に記載されるよ
うにXMRV発現もしくはXMRVポリペプチド活性を変更する（例えば増加もしくは減少する）
化合物を含む医薬組成物に関する。例えば、該組成物は、生理学的に許容され得る担体ま
たは賦形剤を配合されて、医薬組成物を調製し得る。担体および組成物は無菌であり得る
。製剤は投与形態に適するはずである。
【０１２８】
　適切な、薬学的に許容され得る担体としては、限定されないが、水、塩溶液（例えばNa
Cl）、食塩水、緩衝化食塩水、アルコール、グリセロール、エタノール、アラビアゴム、
植物油、ベンジルアルコール、ポリエチレングリコール、ゼラチン、ラクトース、アミロ
ースもしくはデンプン等の炭水化物、デキストロース、ステアリン酸マグネシウム、タル
ク、ケイ酸、粘着性パラフィン、芳香油、脂肪酸エステル、ヒドロキシメチルセルロース
、ポリビニルピロリドン等、ならびにそれらの組合せが挙げられる。医薬製剤は、所望の
場合、活性化合物と不利に反応しない助剤、例えば潤滑剤、保存料、安定化剤、保湿剤、
乳化剤、浸透圧に影響を与える塩、バッファ、色素、調味料および／または芳香物質等と
混合され得る。
【０１２９】
　所望の場合、該組成物はまた、少量の保湿剤もしくは乳化剤、またはpH緩衝化剤を含み
得る。組成物は溶液、懸濁液、エマルジョン、錠剤、丸剤、カプセル、徐放性製剤または
粉末であり得る。該組成物は、トリグリセリド等の従来の結合剤および担体とともに、坐
剤として調製され得る。経口製剤としては、例えば医薬品等級のマンニトール、ラクトー
ス、デンプン、ステアリン酸マグネシウム、ポリビニルピロリドン、サッカリンナトリウ
ム、セルロース、炭酸マグネシウム等の標準的な担体を含み得る。
【０１３０】
　これらの組成物の導入方法としては、限定されないが、皮内、筋内、腹腔内、眼内、静
脈内、経皮、局所、経口および鼻腔内が挙げられる。他の適切な導入方法としてはまた、
遺伝子治療（下記）、充電式または生物分解性装置、粒子加速装置（「遺伝子銃」）およ
び徐放性多因子装置が挙げられ得る。本発明の医薬組成物は、他の化合物との組合せ治療
の一部としても投与され得る。
【０１３１】
　該組成物は、ヒトへの投与に適用される医薬組成物として、常套的な手段によって調製
され得る。例えば、静脈内投与用の組成物は、一般的に、滅菌等張水溶性バッファ中の溶
液である。必要な場合、組成物は、可溶化剤および注射部位で痛みを和らげる局所麻酔も
含み得る。一般的に、成分は、例えば活性化合物の単位量を示す、アンプルまたはサシェ
等の密封された容器中の凍結乾燥粉末または無水濃縮物として、単位用量形態中に別々ま
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たは混合してのいずれかで供給される。組成物が注入により投与される場合、該組成物は
滅菌の医薬等級水、塩類またはデキストロース／水を含有する注入ボトルが不要となり得
る。組成物が注射により投与される場合、注射用の滅菌水または塩類のアンプルが提供さ
れ得るので、成分は投与前に混合され得る。
【０１３２】
　局所適用のために、局所適用に適合性である担体を含み好ましくは水よりも大きな動的
粘着性を有する非噴霧形態、粘性～半固形または固形形態が用いられ得る。適切な製剤と
しては、限定されないが、溶液、懸濁物、エマルジョン、クリーム、軟膏、粉末、浣腸剤
、ローション、ゾル、リニメント、膏薬、エアゾール等が挙げられ、所望の場合、それら
は滅菌されるか、例えば防腐剤、安定化剤、湿潤剤、バッファまたは浸透圧に影響を与え
るための塩等の助剤と混合される。該化合物は化粧用製剤に組み込まれてもよい。局所適
用には噴霧式エアゾール製剤も適しており、ここで、好ましくは固体または液体の不活性
担体物質と組み合わせた活性成分は絞りだせる容器に詰められるか、または圧縮揮発性物
質、通常気体の高圧ガス、例えば圧縮空気と混合して詰められる。
【０１３３】
　本明細書中に記載される化合物は、中性または塩形態で調製され得る。薬学的に許容さ
れ得る塩としては、例えば塩酸、リン酸、酢酸、シュウ酸、酒石酸等由来の遊離アミノ基
により形成されるもの、および例えばナトリウム、カリウム、アンモニウム、カルシウム
、水酸化鉄、イソプロピルアミン、トリエチルアミン、2-エチルアミノエタノール、ヒス
チジン、プロカイン等由来の遊離カルボキシル基により形成されるものが挙げられる。
【０１３４】
　化合物は治療有効量で投与される。特定の障害または状態の処置において治療的に有効
である化合物の量は、障害または状態の性質に依存し、標準的な臨床技術によって決定さ
れ得る。また、インビトロまたはインビボアッセイを任意に用いて、最適用量範囲の同定
を補助し得る。製剤に用いられる正確な用量はまた、投与経路、および脈管形成疾患、脈
管疾患、心臓疾患、または循環器疾患の症候の重症度に依存し、医師の判断、各々の患者
の状況に従って決定されるべきである。有効量は、インビトロまたは動物モデル試験系由
来の用量反応曲線から推定され得る。
【０１３５】
　本発明はまた、本発明の医薬組成物の一つ以上の成分で満たされた一つ以上の容器を含
む、医薬パックまたはキットを提供する。医薬または生物学的製品の製造、使用または販
売を規制する政府機関に指定された形態の通知は、かかる（１つまたは複数の）容器と任
意に関連し得、該通知は、ヒト投与に関する製造、使用または（of）販売の該機関の認可
を表す。パックまたはキットには投与の様式、薬物投与の順序（例えば別々に、連続的に
もしくは同時に）等に関する情報が貼られ得る。パックまたはキットは、患者に治療を受
けさせることを気付かせる手段も含み得る。パックまたはキットは組合せ治療の単一単位
用量であり得るか、または複数単位用量であり得る。特に、該化合物は、分離され得るか
、任意の組合せで混合され得るか、単一のバイアルまたは錠剤中に存在し得る。ブリスタ
ーパック中または他の分配手段で集合された化合物が好ましい。本発明の目的について、
単位用量とは、それぞれの化合物の個々の薬理動態学に依存し、標準的な時間経過でFDA
に認可された用量で投与される用量を意味するものとする。
【０１３６】
治療方法
　本発明はまた、XMRV治療化合物を用いた、XMRVに関する疾患の処置方法（予防的、診断
的、および／または治療的）に関する。「XMRV治療化合物」は、本明細書に記載されるよ
うな、XMRVポリペプチド活性および／またはXMRV核酸分子発現を抑制する化合物（例えば
アゴニストまたはアンタゴニスト）である。XMRV治療化合物は、種々の手段、例えばXMRV
に対する免疫応答を誘導すること、XMRVポリペプチド活性を（例えばXMRVポリペプチドに
結合することにより）阻害すること、またはXMRV核酸分子の発現をダウンレギュレートす
ること等により、XMRVポリペプチド活性または核酸分子発現を抑制し得る。一態様におい
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て、XMRV治療化合物はワクチンである。代表的なXMRV治療化合物としては以下のもの、本
明細書に記載される核酸またはその断片もしくは誘導体、本明細書に記載されるポリペプ
チド；ペプチド模倣物；融合タンパク質またはそのプロドラッグ；抗体；他の低分子；お
よびXMRV核酸発現またはポリペプチド活性を抑制する他の化合物、例えば本明細書に記載
されるスクリーニング法において同定される化合物が挙げられる。特定の態様において、
XMRVのインヒビターは逆転写酵素インヒビター（例えば、AZT、（ジドブジン、レトロビ
ル）およびプロテアーゼインヒビターである。所望の場合、一つより多いXMRV治療化合物
が同時に用いられてもよい。
【０１３７】
　核酸であるXMRV治療化合物は、XMRVに関連する疾患の処置に用いられる。一態様におい
て、該疾患は、病因が個体におけるXMRVの存在に起因する癌である（例えば、前立腺癌、
頸部癌、子宮癌）。本明細書で用いる場合、用語「処置」は、該疾患に関連する症候の改
善のみならず、疾患に対する免疫応答を含む疾患の開始の予防または遅延をいい、疾患の
症候の重症度または頻度の減少もいう。該治療は、個体におけるXMRVポリペプチドの活性
を抑制またはダウンレギュレートするように設計される。例えば、XMRV治療化合物は、XM
RV核酸分子またはそのバリアントの発現または有効性をダウンレギュレートまたは減少す
るように投与され得る。一態様において、本発明は、XMRVを抑制する有効量の薬剤を個体
に投与することを含む、XMRVが存在する個体における癌（例えば前立腺癌）を処置する方
法に関する。別の態様において、本発明は、個体におけるXMRVの存在を検出する工程を含
む、XMRVが存在する個体における徴候のない（初期段階）癌の検出方法に関し、ここで個
体におけるXMRVの存在が個体における初期段階の癌を示す。さらに別の態様において、本
発明は、個体においてXMRVが存在するかどうかを決定する工程を含む、癌の発生の危険性
について個体を同定する方法に関し、ここで個体においてXMRVが存在するならば該個体は
癌を発生する危険がある。
【０１３８】
　（１種類または複数種の）XMRV治療化合物は、治療有効量（すなわち、疾患に関連する
症候を改善すること、疾患の開始を予防もしくは遅延すること、および／または疾患の症
候の重症度もしくは頻度を少なくすること等によって、該疾患を処置するのに十分な量）
で投与される。特定の個体の障害または状態の処置において治療的に有効な量は、疾患の
症候および重症度に依存し、標準的な臨床技術により決定され得る。さらに、インビトロ
またはインビボアッセイを任意に用いて、最適用量範囲の同定を補助し得る。製剤に使用
される正確な用量はまた、投与経路、および疾患または障害の重症度に依存し、医師の判
断および各々の患者の状況に従って決定されるべきである。有効量は、インビトロまたは
動物モデル試験系由来の用量反応曲線から推定され得る。
【０１３９】
　本発明は、以下の非限定的な実施例によってさらに記載される。
【実施例】
【０１４０】
実施例１　前立腺組織におけるガンマレトロウイルスの同定に使用される方法の一般的な
概観
方法および結果
1. 遺伝子型の決定、前立腺組織の処理、およびRNAの単離
　Cleveland Clinic Foundationで前立腺切除が行なわれる予定のヒトを、RNASELにおけ
るR462Q（1385G->A）変異について、PBMCから単離されたDNAにおけるAmplification Refr
actory Mutation System（ARMS）アッセイを用いて、遺伝子型決定した。該分析には、RN
ASELにおけるホモ接合体野生型（GG）、ヘテロ接合体（GA）、またはホモ接合体変異型（
AA）の変異体を検出し得る対立遺伝子特異的フォワードプライマー配列を用いるPCR系ア
ッセイを使用する（Casey G., et al., Nat Genet. 32(4):581-3, 2002）。前立腺切除の
直後に、組織コアを、移行領域（良性前立腺肥大、BPHの部位）および辺縁領域（一般に
癌が生じる場所）の両方から取り出し、ドライアイスで凍結して液体窒素中、または-70
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℃で保管した（Cleveland Clinicの実験医学部で）。新しく取り出された前立腺からコア
を取り除いた直後に、残りの前立腺組織を、固定のために10％の中性緩衝化ホルマリン中
に置いた。固定された組織を、後の組織学的使用のために処理して、パラフィンに包埋し
た。ここまでで、1385GG（ホモ接合体野生型）の73人（48.7%）；1385GA（ヘテロ接合体
）の62人（41.3%）；および1385AA（ホモ接合体変異型）の15人（10%）から構成される、
前立腺切除が行なわれた150人の患者の遺伝子型を決定した。これらのヒトから血液生検
も採取して血漿に加工し、-70℃で凍結した。
【０１４１】
　移行部および辺縁部のコアが液体窒素中に保管されていたCCF解剖病理研究室から直接
、ドライアイス上にそれらを受け取った。一旦入手したら、組織をすぐにドライアイスか
らTRIzol試薬に移し、電動ホモジナイザーを用いて完全に均質化して、製造業者の指示書
（Invitrogen）に従いRNA単離のために処理した。次いで、前立腺組織RNAをDNase I消化
にかけた。DNase消化後、最大量のRNAを回収するために、抽出したフェノールを、RNase
が存在しないTEバッファで2回逆抽出を行なった。抽出したRNAを-20℃、一晩で沈殿させ
た。製造業者の指示の通りに、Oligotex（登録商標）mRNA Midi Kit（Qiagen）を用いて
、DNase消化全RNAからpoly A+ RNAを単離した。次いで、RIBOgreen定量キット（Molecula
r Probes）を用いて、poly A+ RNAを測定した。Virochipマイクロアレイ分析のためにド
ライアイス上に載せる（ship）まで、試料を-70℃で凍結させておいた。
【０１４２】
2. 前立腺RNA由来のcDNAを用いたVirochipの探査
　簡潔に、前立腺組織全RNAおよびpoly A+ RNAを、一次鎖合成のためにオリゴdTプライマ
ーを用いてcDNAに逆転写した。Cy5フルオロフォアを、標識されていないヌクレオチドの
存在下で反応混合物に混合した。試料をCentricon-30マイクロコンセントレーター（Amic
on）に通して遠心分離することにより、得られた標識cDNAを精製した。精製したプローブ
をVirochipマイクロアレイに添加して、少なくとも12時間ハイブリダイズさせた。次いで
、ハイブリダイズしたマイクロアレイをストリンジェントな塩溶液を用いて洗浄し、結合
していないかまたは非特異的な任意のプローブをアレイから除去した。次いで、スライド
を、スキャナーを用いて2～3時間以内に分析して、プローブのアレイへのハイブリダイゼ
ーションの蛍光シグナルを可視化した。アレイハイブリダイゼーションには、前立腺組織
全RNA、poly A+ RNA、または水（対照）いずれか由来のCy5標識増幅プローブを用いた。
マイクロアレイ上の各スポットに存在する単一の規定された70merのCy3標識逆方向相補鎖
バージョンを用いて参照シグナルを生成した。陽性シグナルを対照に対するCy5強度で評
価した。
【０１４３】
　前立腺癌組織から単離した全RNAを用いた場合、ハイブリダイゼーション後に得られた
結果は、RNase Lについてのホモ接合体変異型（1385AA）であると遺伝子型が決定された1
4人の患者のうちで9人が陽性シグナルであった。10人の試験されたヘテロ接合体（1385GA
）組織のうち0人、および13人の試験されたホモ接合体野生型RNase L（1385GG）前立腺の
うち2人で、ウイルスシグナルが検出され、これによりRNase Lがウイルスの複製を抑制す
るということが示された（表１）。CyS標識プローブは、マウス白血病ウイルス（MLV）DN
Aに結合した。
【０１４４】
3. 全長ウイルスcDNAの単離および配列解析
　候補ウイルスの完全同一性を確立するために、ハイブリダイゼーション／選択により、
ウイルスRNAを前立腺試料から回収した。次いで、この物質を増幅し、クローニングして
配列決定した。まず、最大のクローンはおよそ1.0kbに及び、この断片は3’UTRの保存さ
れたモチーフを包含し、ウイルスゲノムの最も3'側のコーディング領域まで及んだ。続い
て、患者35由来の全体で8,188 ntのウイルスのゲノムRNA（配列番号：1）の完全クローニ
ングを決定した（表２）。ウイルスゲノムは、gag、pro-polおよびenv遺伝子を有する規
範的なガンマレトロウイルスのものである（図３）。全ての3つのオープンリーディング
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フレーム（ORF）は完全なものであるので、感染性のウイルスを生じ得る。ガンマレトロ
ウイルスは、C型の形態を有し、細胞膜で中心、左右対称、球形コアが集合し、マウス白
血病ウイルス（MLV）、ネコ白血病ウイルス（FeLV）およびテナガザル白血病ウイルス（G
ALV）を含む多くの公知のレトロウイルス科のメンバーを含有する（Goff, S., et al., F
ield's Virology, 第4版,（Knipe, D.M.およびHowley, P.M., 編）Lippincott Williams 
& Wilkins. New York. 2001, pp. 1871-1939）。全長ウイルスゲノムデータベース中の最
も有意に適合したものは、DG-75として公知の異種栄養性マウスC型レトロウイルス（GI 9
628654）（ヌクレオチドレベルで93％同一）である（図4）。DG-75レトロウイルスは、同
じ名前のEBV陰性Bリンパ芽球状細胞株の外因性汚染物であると説明された（Raisch KP., 
et al, Virology 250(1): 135-9, 1998; Raisch KP., et al, Virology 308(1):83-91, 2
003）。DG-75細胞株（HAD亜系）の初期継代にはレトロウイルスが存在しないことが見出
され、DG-75ウイルスの起源は不明である。DG-75ウイルスから新規に単離されたウイルス
（本明細書中で、ヒト異種栄養性ウイルスについてHXV、または他に異種栄養性マウス白
血病ウイルス（MLV）関連ウイルスについてXMRVという）の分岐は、二つのウイルスは異
なるが関連するということを示す。gag、pro-polおよびenvの配列をコードするHXV35およ
びDG-75の間の類似性指数は、それぞれ 96.3％、96.3％および93.8％である（Lipman-Pea
rsonアライメント）（表3、4および5）。HXVおよびDG-75の分岐は、MHC関連様式でTおよ
びBリンパ腫を生じるMCF1233すなわちC57BL-由来MLVに最も密接に関連する（Sijts EJ, e
t al., Virus Res 34(3):339-49, 1994）。MCF1233は、5’領域に多種栄養性配列を伴っ
たエコトロピック主鎖を有する。次の最も密接に関連する分岐は、典型的なエコトロピッ
クMLV系統、モロニー、ローシャーおよびフレンドを含む。関連するウイルスの別の二次
分岐は、テナガザル白血球ウイルス（GALV）と集団を形成する、コアラから単離されたウ
イルスであるKoRvを含む（Hanger JJ, et al., J Virol 74(9):4264-72, 2000）。これら
MLVファミリーのメンバーの全ては、Mus Dunniの内在性MLVに関連する。
【０１４５】
　HXV35ゲノムは、その5'（nt 1～69）および3'（nt 8116～nt 8184）末端に69-ntの繰り
返し（R）領域を有する。5'R領域の下流は、プライマー結合部位（PBS）が続く76-nt U5
領域である（表６）。HXV35 PBSは、プロリンtRNAの最後の18-ntに相補的であり（Itinお
よびKeshet, J. Virol. 54(1):236-239 (1985)）、従ってグルタミンまたはスレオニン（
theonine）tRNAに相補的なDG-75 PBSとは異なる（Raisch KP., et al, Virology 308(1):
83-91, 2003）。gag pro-pol領域は、gagとpro polを分け、ガンマ-およびイプシロン-レ
トロウイルスの両方に保存された特徴である単一のUAGストップコドン（ヌクレオチド222
3で）により隔てられる（Goff, S., et al, Field's Virology, 第4版, (Knipe, D.M.お
よび Howley, P.M., 編). Lippincott Williams & Wilkins. New York.2001. pp. 1871-1
939, 2001）。プロセッシングされてプロテアーゼ（PR）、逆転写酵素（RT）およびイン
テグラーゼ（IN）となるpro-polポリペプチドの合成に供される時間のうち5％～10％のス
トップコドンの読み過ごしがある。gag遺伝子は、プロセッシングされてマトリックス（M
）、pl2タンパク質、カプシド（CA）およびヌクレオカプシド（NC）タンパク質になる536
アミノ酸ポリペプチドをコードする（表3）。スプライシングされたmRNAとして転写され
るenvオープンリーディングフレームは、エンベロープ糖タンパク質、表面サブユニット
（SU）および膜貫通サブユニット（TM）の645 aa前駆体をコードする（表5）。TMは、ウ
イルス膜および細胞膜の融合に働く、膜貫通および疎水性融合セグメントを含む。SUは、
宿主範囲およびレセプター結合部位の主要な決定因子である。SUタンパク質中に宿主細胞
表面レセプターへの選択的結合の原因である超可変配列がある。SUタンパク質中の可変領
域Aはレセプター認識に働き、可変領域Bはウイルスをその特異的なレセプターで安定化す
る（Battini JL, et al., Proc Natl Acad Sci USA. 96(4): 1385-90, 1992; Fass D., e
t al., Science 277(5332): 1662-6, 1997）。HXV35中のこれらの可変領域は異種栄養系
統DG-75にほとんど同一であり、両栄養性およびエコトロピックMLV中のものとは異なる（
表7）。異種栄養性MLV系統に対するヒト細胞表面レセプターは、複数回膜貫通型ドメイン
を含むXPR-1（異種栄養性および多種栄養性レセプター1）である（Battini JL, et al., 
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Proc Natl Acad Sci USA. 96(4):1385-90, 1992）。従って、XPR-1はHXVに対する推定上
の細胞表面レセプターである。
【０１４６】
　2-5Aシンテターゼは、ウイルスdsRNAによってか、または他の一本鎖RNAのステム構造（
stem structures）によって活性化される。例えば、HIV-1 TAR RNAは、インビトロで2-5A
シンテターゼを活性化し得る（Maitra, RK, et al., Virology, 1994, 204(2):823-7）。
さらに、RNase Lは効果的にHIV-1の複製を抑制し得る（Maitra, RK, et al, J Virol, 19
98, 72(2):1 146-52）。HXV35ゲノムRNAのMFOLD推定二次構造を示す（図5）（Zuker M, e
t al., RNA, 1998, 4(6):669-79）。折りたたまれて二重鎖ステム構造の領域になる内部
塩基対の広範囲な領域がある。HXV35RNAを分析して、2-5Aシンテターゼを活性化するのに
十分な二重鎖特性を有するか決定する。
【０１４７】
　患者組織中のHXVの存在を確認するために、バイオハザードプラスチック容器中の凍結
前立腺コア（Virochip 分析およびRT-PCRの両方でウイルスについて陽性であると以前に
示された患者VP35由来、表１）をCCF外科病理学研究室から入手し、分析のためにUCSFグ
ループに直接送った。該前立腺組織（症例VP35）から単離したゲノムDNAでPCRを行ない、
アガロースゲル電気泳動および配列決定によりHXV DNAの存在を確認した。これらの結果
により、該ヒト前立腺癌組織中にHXVが存在したことが確認された。さらに、ネステッドR
T-PCRパラメーターを開発して、初期レトロウイルス陽性組織の確認および残りのヒト前
立腺癌組織中のレトロウイルスの存在のスクリーニングの両方に使用した。二種類のネス
テッドPCRの条件を設計した。 最初の反応には該ウイルスのgag部分の領域（400bp）に特
異的なプライマー
PCRV-GAG-外側フォワード、5' CGCGTCTGATTTGTTTTGTT 3'（配列番号：34）；
PCRV-GAG-外側リバース、5' CCGCCTCTTCTTCATTGTTC 3'（配列番号：35）；
PCRV-GAG-内側フォワード、5' TCTCGAGATCATGGGACAGA 3'（配列番号：36）；
PCRV-GAG-内側リバース、5' AGAGGGTAAGGGCAGGGTAA 3'（配列番号：37）を用い、
二回目には完全ウイルスゲノムの7200bpを増幅するプライマー
（HEMI-ネステッド）
Env 7600外側フォワード、5' CGCTTGGTCCAGTTTGTAAAA 3'（配列番号：38）；
Env 227リバース、5' TGGGGAACTTGAAACTGAGG 3'（配列番号：39）；
Env 7200内側フォワード、5' CTAGTGGCCACCAAACAATTC 3'（配列番号：40）を用いる。
【０１４８】
　7600外側フォワードおよび227リバースは、env-LTR領域におけるヘミネステッドPCRの
ための外側オリゴヌクレオチドプライマーである。7200外側フォワードは、ネステッドプ
ライマーである。RNASELについてホモ接合体変異型（1385AA、R462Q）であると見出され
た、異なるVP患者からの3つのネステッドRT-PCRのゲル電気泳動により、gag領域を用いた
ネステッドRT-PCRは3人の患者のうち1人（VP10）でウイルスを検出し得、一方HEMI-ネス
テッドプライマーは非特異的産物を増幅したことが示される（図6）。PCR産物の配列決定
分析により、ウイルスRNAがHXV由来であることが検証された。
【０１４９】
4. ヒト前立腺癌細胞株、LNCaPにおけるHXV関連ウイルスの同定
　一般的なヒト前立腺癌細胞株（PC3、LNCaPおよびDU 145）または正常前立腺上皮細胞（
PrEC、Clonetics Co.）がHXVまたは密接に関連するウイルスを含むかどうか決定するため
に、HXVの領域をコードするenvタンパク質内の保存された700bp領域に特異的なプライマ
ーを用いて、これらの細胞由来のRNAでRT-PCRを行なった（図7）。ランダムヘキサマープ
ライマー（Applied Biosystems）を用いてRTを行なった。続けて、HXVの保存された700bp
領域に特異的なプライマー（ウイルスフォワード、5' GTT TAT GGC CAG TTT GGA AA 3'（
配列番号：41）；ウイルスリバース、5' GCC TTA TGG TGG GGT CTT TC 3'（配列番号：42
））を用いて産生されたcDNAでPCRを行なった。陽性対照として、GAPDHエクソン8特異的
プライマーを用いた。アガロースゲル電気泳動で分析した場合、結果は、LNCaP細胞（ウ
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イルス700bp）のみからのHXV-関連env産物について、正しい大きさのバンドを示した。GA
PDH DNA産物（391bp）は、全細胞株由来のRT-PCR反応物に存在した（図6）。興味深いこ
とに、LNCaP細胞株は、RNase Lの不活性型欠損変異体についてヘテロ接合体（4710 AAAG
）であり、R462Qについてヘテロ接合体である。対照的に、PC3、DU 145およびPrECは野生
型RNase Lを有する（Xiang Y., et al., Cancer Res.2003, 63(20):6795-801; Malathi K
., et al., Cancer Res. 64(24):9144-51, 2004 et al., 2004）。従って、本明細書に記
載された結果は、RNase LがHXV感染または複製を抑制することを示す。LNCaP由来のenv P
CR断片を、pGEM(登録商標)-T Easy Vector（Promega）にクローニングして、シークエン
スを行いヒト前立腺組織試料に見られたウイルス配列に対する配列類似性を決定した。BL
ASTを用いたLNCaPウイルスenv遺伝子の675 ntセグメントの配列アライメントの後、LNCaP
ウイルスは、ヌクレオチドレベルおよびアミノ酸レベルの両方で、基本型ウイルスHXV35
に97％相同であることが見出された（表8）。精製したPCR断片を含有する同一のプラスミ
ドをさらに3回配列決定して、DNA配列解析に誤りがあるかどうか決定した。それにより、
LNCaP細胞由来のウイルスは、この特定の長さ700bpを通じておよそ3～4％異なることが確
認された。この変異の結果であるRNase Lの不活性化によりHXV関連ウイルスがLNCaP細胞
に感染し複製することが可能になると思われる。
【０１５０】
　逆転写酵素活性を有するレトロウイルス粒子が、これらのウイルス感染LNCaP細胞の培
地に放出されるかどうかを調べるため、感染LNCaP細胞の組織培地を、逆転写酵素活性に
ついて2、4および8日のインキュベーションでアッセイした。このアッセイには、鋳型と
して合成ホモポリマーポリリボアデニル酸 [ポリ(rA)] 、およびプライマーとしてオリゴ
デオキシチミジル酸 [オリゴ(dT)] を用いる。組織培地をこのプライマー鋳型およびα-3
2P-dTTPを用いてインキュベートし、得られたdTMP取り込みを、反応アリコートをDEAEペ
ーパー上にスポットし、取り込まれなかったdTTPを洗い流すことでモニターした。希釈さ
れないかまたは希釈されたLNCaP培地のアリコートを乾燥DEAEペーパー上にスポットし、
赤外線灯の下で30分間乾燥させた。培地を含まない偽反応物を陰性対照として用いた。ペ
ーパーを2X SSCで3回洗浄し、95% EtOHで2回、簡単にすすぎ、赤外線灯の下で乾燥させた
。該ペーパーをプラスチックで包装し、‐70℃で12時間、X線フィルム（Kodak）に暴露さ
せた。結果は、LNCaP組織培地は活性な逆転写酵素を含むが、偽対照はバックグラウンド
として取り込まれなかったα32P-dTTPのみを示したことを示す（図8）。また、レトロウ
イルスに特異的なプライマーを用いたRT-PCR分析により示されるように、DU145細胞中に
存在するウイルスの量は感染後のLNCaP中の量よりも少なかったが、感染LNCaP細胞由来の
培地は、未感染LNCaPおよびDU145細胞の両方に感染し得ることも示された。DU145は、RNa
se Lについてホモ接合体野生型である（Xiang Y., et al., Cancer Res., 2003, 63(20):
6795-801）。感染後のこれらの細胞に存在するウイルス量の差は、DU145細胞には存在せ
ず、LNCaP細胞株中に見られるRNase Lの変異のためであり得る。LNCaP中のRNase L酵素欠
損により、ウイルスがRNase Lの抗ウイルス効果から免れることが可能になり得るが、一
方でDU145細胞のウイルス負荷は、完全に機能的なRNase Lを有するこれらの細胞のために
減少する。
【０１５１】
5. 蛍光インサイチュハイブリダイゼーション（FISH）法による前立腺癌組織中のHXV核酸
の同定
　前立腺中のHXV DNAの存在を直接示すために、前立腺切除により採取し、続いてホルマ
リン中で固定し、パラフィンに包埋したヒト前立腺組織でFISHを行なった。RT-PCRおよび
配列解析によりウイルスの準種（quasispecies）を有することが確認されたLNCaP細胞株
を、陽性対照として用い、ウイルスについて陰性であると見出されたPC3およびDU145を陰
性対照として用いた。3種類の細胞株から細胞片（cytoblock）を調製した。およそ109個
の細胞を、フェノールレッドまたはCa++およびMg++を含まないハンクス平衡塩溶液（HBSS
）（GIBCO）で洗浄し、10％中性緩衝化ホルマリンで、緩やかにではあるが完全に再懸濁
した。次いで、細胞懸濁物を4℃で一晩固定した。次いで、細胞を遠心分離し、HBSSで2回
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洗浄した。上清を吸い取り、細胞を一滴のHBSSで再懸濁した。次いで、細胞懸濁物を細胞
片カセットのウェルにピペットで移した。固定した細胞培養片を、24時時間以内に処理を
行うために組織学研究室に送った。次いで、処理された細胞片をパラフィンブロックに包
埋し、4～6μmの厚さの切片にカットしてスーパーフロストスライドガラスに並べ、60～6
5℃で少なくとも4時間ベーキングして細胞のスライドガラスへの接着を確実にした。
【０１５２】
　HXVVP35FISHプローブを、pGEM(登録商標)-T Easy Vectorにクローニングされたウイル
スゲノムVirus 2345フォワード、5' ACC CCT AAG TGA CAA GTC TG 3'（配列番号：43）；
Virus 4495リバース、5' CTG GAC AGT GAA TTA TAC TA 3'（配列番号：44）の2.15kb断片
を用いて作製した。EcoRIを用いて組換えベクターを制限酵素処理し、2.15kbウイルスcDN
A断片を切り出し、FISHプローブ作製のために精製した（Qiagen）。精製2.15kbウイルスc
DNA挿入部分を、蛍光標識プローブの生成の製造業者の指示書に記載の通りに、ニックト
ランスレーション反応（Vysis Inc.）に用いた。およそ250bpの大きさのプローブをアガ
ロースゲルで測定した。ブロッキング剤として、試料にヒトCOT1-DNA（Vysis Inc.）およ
びヒト胎盤DNA（Sigma）を添加した。次いで、プローブを沈殿させ、ヌクレアーゼが存在
しない水に再懸濁した。取り込みを測定するために、沈殿工程由来の上清の蛍光放射を再
懸濁プローブの蛍光放射と比較した。平均SpectrumGreen-dUTP取り込みを19％であると測
定した。
【０１５３】
　約4μmの切片にカットし、新たにベーキングしたLNCaP、DU145およびPC3スライドガラ
スを、まず連続キシレン洗浄により脱パラフィンした。次いで、脱パラフィンしたスライ
ドガラスを濃度低下エタノール系列に通して再水和した。再水和した組織を標的修復（ta
rget retrieval）にかけ、H2Oですすいだ。プロテイナーゼK（Dako）を、室温で10分間ス
ライドガラスに直接付した。組織を再びH2Oですすぎ、上昇エタノール濃度の溶液に通し
て脱水した。プローブの光漂白を最小限にするために、光量を下げて残りの工程を行なっ
た。新たに乾燥させたスライドガラス上に、プローブ混合物 [3μlプローブ + 7μlハイ
ブリダイゼーションバッファ（Vysis Inc.）] を付した。脱気してラバーセメントで封入
したスライドガラスにカバーガラスをかけた。プローブおよび標的DNAをVysis Hybrite 
（Vysis）を用いて共に変性した（codenatured）。湿潤で遮光性のチャンバー内で、37℃
で一晩、ハイブリダイゼーションを起こした。翌日、スライドガラスを2X SSCに浸漬して
カバーガラスを外した。次いで、スライドガラスを3秒間激しく揺らし、57℃で2X SSC洗
浄液中で1分間インキュベートした。次いで、スライドガラスを、室温で2X SSCの後蒸留
水で緩やかにすすぎ、風乾させた。DAPI含有Vectashield Mounting Medium（Vectashield
 Inc.）対比染色液を乾燥した組織にかけ、カバーガラスをかけた。
【０１５４】
　結果は、陽性の蛍光緑色シグナルが、LNCaP細胞の細胞質および核の両方に見られ、DU1
45およびPC3細胞にはシグナルが観察されなかったことを示す（図9）。これらの結果は、
ウイルスがLNCaP細胞に存在し、DU145またはPC3細胞株には存在しないことを示したRT-PC
Rのデータと相関する。細胞質内で観察された濃い染色は、いくらかのプローブがウイル
スRNAおよびDNAに結合していることを示した。組織のRNase前処理を行った後、細胞質内
のかなりの量の標識が減少し、RNAハイブリダイゼーションが確認され、細胞質内の標識
が、RNAに結合するプローブおよび取り込まれなかったウイルスDNAであり得ることが示さ
れた。RNase消化後のDNase消化により、細胞質および核の両方の蛍光シグナルが完全に消
え、ウイルスDNAへのプローブのハイブリダイゼーションが特異化された（示さず）。続
く実験では、ヒト前立腺組織のDNaseまたはRNase前処理を行なわなかった。結果として、
患者組織中でプローブが任意のウイルス配列（RNAまたはDNA）にハイブリダイズする可能
性が維持された。
【０１５５】
　ヒト前立腺癌組織マイクロアレイ（TMA）スライドを用いた最初の実験の結果（図10）
は、HXV DNAプローブに特異的なハイブリダイゼーションを有する細胞のおよそ1％、およ
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びこれらの陽性のものはUCSF群によるRT-PCRによって、ウイルスについて陽性であると見
出された患者中に存在することを示す（表9）。スライドをマスク試験で検査し、FISH実
験の調査を先入観のないものにした。任意のカットオフ値を、FISHの結果の定量に代入し
た。陽性のFISHの結果のモニタリングのガイドラインは、以下：＜1個の陽性細胞／500個
の数えた細胞= -；1～2個の陽性細胞／500個の数えた細胞= +/-；3～4個の陽性細胞／500
個の数えた細胞= +；および5～6個の陽性細胞／500個の数えた細胞= ++、である。陽性の
FISHの結果には、UCSF群によるRT-PCRの結果と相関があった。RT-PCRによりHXV陽性であ
ると見出された患者由来の8種類の組織のうち、5種類で陽性ハイブリダイゼーションが見
られたが、一つの組織（VP3 1）は、RT-PCRではウイルスについて陽性であるとはされず
に、FISHについて「++」であると決定された。FISHを用いて8種類の陽性のうちの5種類の
みが得られたことの可能性のありそうな説明は、FISH法の検出限界より低いウイルス数を
生じる、RT-PCR分析に用いられる組織のウイルスの頻度と比較した、分析される特異的な
組織生検中のウイルスの頻度における差であり得る。あるいは、組織の回収および処理の
間に、RNAまたはDNAの分解を生じる技術的な問題にも出くわし得る。
【０１５６】
6. アフィニティ精製された新規の抗HXVペプチド抗体によるHXVの検出。
　感染した細胞および組織におけるHXV gagタンパク質を検出するために、新規抗体が生
成された（Open Biosystems, Inc.）。HXV35 gagタンパク質からハイドロパシープロット
を生成し、HXV35 gagタンパク質から以下のペプチド：
MA：DVKKRRWVTFCSAE（配列番号：7）（抗体401）
CA：EAGKAVRGNDGRPTQL（配列番号：8）（抗体402）
NC：KDCPKKPRGPRGPR（配列番号：9）（抗体403）
を免疫原として選択した（図11）。
【０１５７】
　ウサギで抗体を生成し、続いて固定化されたタンパク質に対する結合およびそれからの
溶出により、アフィニティ精製した（Open Biosystems, Inc.で開発されたプロトコルに
従って）。MA（401）およびNC（403）に対する抗体はHXV関連感染LNCaPR細胞からのgagの
検出に良好であった（図12）。
【０１５８】
結論
　腫瘍性前立腺に存在する新規のガンマレトロウイルス、HXVの発見が本明細書に記載さ
れる。前立腺がHXVを含有している割合は、RNase Lについて野生型またはヘテロ接合体で
ある患者（＜10％）よりも、RNase Lのホモ接合体R462Qバリアントを有する患者（HPC1）
（60％）で有意に高い。従って、この疾患におけるHXVの潜在的な関係は、主に、RNase L
の遺伝子、候補前立腺癌感受性遺伝子（HPC1）におけるホモ接合体生殖系変異を有する患
者の前立腺におけるHXVの高い発生率に基づく。この相関以外に、HXV感染が前立腺発癌に
寄与するという証拠は以下の通りである。一つの群として、レトロウイルスは、免疫欠損
、白血病および神経性疾患を含む、広範囲の異なる疾患の原因である（Goff, S., Retrov
iridae: The Retroviruses and Their Replication, 「Field's Virology」, 第4版の57
章. (Knipe, D.M. およびHowley, P.M., 編). Lippincott Williams & Wilkins. New Yor
k, pp. 1871-1939, 2001）。にもかかわらず、単純レトロウイルスの多くは比較的良性で
あり、さらに遺伝子治療のベクターの骨格として広く使用される。レンチウイルス、HIV-
1、およびいくつかのトリレトロウイルス等の比較的少数のレトロウイルスが細胞障害性
である。他のもの、すなわち急性トランスホーミングレトロウイルスは、潜伏期間がない
状態では攻撃的な腫瘍を生じる宿主遺伝子を含有する。しかし、ほとんどのレトロウイル
スは、細胞障害性でなく、細胞の複製または生理学に最小の影響を有する。これらのレト
ロウイルスは、多くの他のウイルスとは違い、細胞の複製能のほんの小さな部分を使用す
る。インビボにおいて、低いレベルのウイルス血症はしばしば起こっており、動物の生涯
にわたり永続的である。しかしながら、細胞障害性ではない場合であっても、レトロウイ
ルスは、細胞分裂または細胞の生存の制御を変更する挿入突然変異によって疾患を引き起



(36) JP 2008-538494 A 2008.10.30

10

20

30

40

50

こす。これらのDNA挿入事象は、内在性のプロトオンコジーンを活性化し得、発癌を引き
起こし得る。疾患過程は、マウス乳癌ウイルス（MMTV）の場合のように非常に遅いもので
あり得る。HXVは、緩やかな成長および長い潜伏期間を特徴とする、単純な、複製能を有
するレトロウイルスの後者の部類のメンバーであり得る。主に単純レトロウイルスは、目
下HXV感染に関わるようなものではない、白血病またはリンパ腫の疾患に関係する。ホモ
接合体RNase L（R462Q）の症例であったとしても、HXV感染前立腺細胞の数は低い（およ
そ1％）（表9）。HXVの癌への潜在的な寄与は、増殖性炎症性萎縮症、前立腺の上皮内新
形成および上皮内癌の疑いのある前駆体を生じる遅い感染のためであり得る（Nelson WG.
, et al., N Engl J Med, 349(4):366-81, 2003）。感染した細胞は、数は少ないが、成
長因子、サイトカインまたは細胞増殖に間接的に寄与する他の因子を産生し得る（Bright
man BK, et al., J Virol., 1990 Sep;64(9):4582-4）。この機構に関わらず、HXVによっ
て生じる任意の発癌は何年も経過して発生する多段階的なプロセスとして発生すると思わ
れる。前立腺癌が通常65歳以降まで現れない老化の疾患であるという事実は、慢性または
再発性炎症を引き起こすスローウイルスと一致する。
【０１５９】
　実施例1に記載された一般的な概観は、以下の実施例2および3にさらに十分に詳述され
る。
【０１６０】
実施例2　R462Q RNASELバリアントについてホモ接合体である患者の前立腺腫瘍における
特徴的なガンマレトロウイルスゲノムの同定
　RNase Lは先天性の抗ウイルス応答の重要なエフェクターである。RNase Lの機能を欠損
する変異またはバリアント、特に、R462Qは、前立腺癌の感受性因子であると提唱されて
いる。本明細書で示すように、ウイルス感染は、R462Qバリアントを有する個体において
前立腺癌に寄与する可能性がある。前立腺腫瘍由来のランダムに増幅したcDNAを、ウイル
ス配列の存在について、全ての公知のウイルスのほとんどの保存された配列に対応するオ
リゴヌクレオチドから構成されるDNAマイクロアレイへのハイブリダイゼーションにより
、アッセイした。レトロウイルス配列の存在が、11のR462Q-ホモ接合体（QQ）の患者のう
ちの7、および8のヘテロ接合体（RQ）およびホモ接合体野生型（RR）の患者のうちの1の
マイクロアレイにより明らかにされた。二人のQQ患者の腫瘍組織由来の全長ウイルスゲノ
ムをクローニングして配列決定した。該ウイルスは、異種栄養性マウス白血病ウイルス（
MuLV）と密接に関連しているが、その配列は、このグループの全ての公知のメンバーとは
明らかに違っている。回収された配列をもとに、特異的なRT-PCRアッセイを開発し、腫瘍
組織の試験を全部で86症例にまで広げた。66のRQおよびRR症例のうち一つの試料（1.5％
）のみと比較して、20のQQ症例のうち8（40％）が陽性であると見られた。異なる腫瘍単
離物由来のgagおよびpol配列の比較により、全ての症例において同じウイルスの感染が示
されたが、配列のバリエーションは独立して獲得された感染に一致していた。これらのデ
ータは、異種栄養性MuLV関連ウイルスが確実なヒト感染を生じ得るということをまず説明
し、RNase L活性をインビボにおける感染の予防または除去に強く関連付けさせる。これ
らの発見はまた、遺伝的に感染しやすい個体における外因性の感染と癌の発生との関係を
説明する。
【０１６１】
材料および方法
患者の遺伝子型決定および前立腺組織の処理
　本試験に使用した全てのヒト試料は、Cleveland Clinic's Institutional Review Boar
dに承認されたプロトコルに従って入手した。Cleveland Clinicで前立腺切除を行なうこ
とが予定されたヒトを、末梢血単核細胞（PBMC）から単離したDNAに既製の（premade） T
AQMAN遺伝子型決定アッセイ（Applied Biosystems, Foster City, CA, USA; Assay c_935
391_1）を用いて、R462Q（1385G-＞A）RNASELバリアントについて遺伝子型決定した。5 n
gのゲノムDNAを製造業者の指示書に従ってアッセイし、Applied Biosystems 7900HT Sequ
ence Detection System機器で分析した。前立腺切除の直後に、組織コアを移行領域（良
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性前立腺肥大、BPHの部位）および辺縁領域（一般に癌が生じる場所）の両方から取り出
し、液体窒素ですばやく凍結し、次いで‐80℃で保管した。残りの前立腺組織を、10％の
中性緩衝化ホルマリンで固定し、後の組織学的分析のために処理して、パラフィンに包埋
した。凍結した組織コアを、すぐにドライアイスからTRIZOL試薬（Invitrogen, Carlsbad
, CA, USA）に移し、電動ホモジナイザーを用いて、または外科用メスその後注射器を用
いて手動で均質化して、全RNAを、製造業者の指示書に従い単離した。次いで、前立腺組
織RNAを37℃で30分間、RNaseが存在しないDNase I（Ambion, Austin, TX, USA）消化にか
けた。次いで、試料をフェノールで抽出し、-20℃、一晩でイソプロパノールを用いてRNA
を沈殿させ、4℃で12,000 g、30分間の遠心分離を続けた。Oligotex mRNA Midi Kit（Qia
gen USA, Valencia, CA, USA）を用いて、製造業者の指示の通りにDNase消化した全RNAか
らPoly-A RNAを単離した。RIBOgreen定量キット（Molecular Probes, Invitrogen, Carls
bad, CA, USA）を用いて、poly-A RNA濃度を測定し、試料を-80℃に保管した。
【０１６２】
マイクロアレイスクリーニング
　この試験に使用したVirochipマイクロアレイは、先に記載したものと同一のであった（
Wang D, et al., 2002, Proc Natl Acad Sc. USA 99: 15687-15692；Wang D, et al., 20
03, PLoS Biol 1:E2；Urisman A, et al., 2005, Genome Biol 6:R78）。前立腺腫瘍RNA
試料は、改良Round A/BランダムPCR法を用いて増幅および標識し、先に報告したようにVi
rochipマイクロアレイにハイブリダイズさせた（Wang D, et al., 2003, PLoS Biol 1:E2
）。マイクロアレイをAxon 4000Bスキャナー（Axon Instruments, Union City, CA, USA
）で走査して、束ねられた（bundled）GenePix 3.0ソフトウェアを用いてグリッド化した
（grid）。マイクロアレイのデータをNCBI GEOデータベースに寄託した（GSE3607）。先
述のようにE予測（Predict）を用いてハイブリダイゼーションのパターンを解釈した（Ur
isman A, et al., 2005, Genome Biol 6:R78）（表12）。図22A～22Bを作製するために、
全てのレトロウイルスオリゴヌクレオチド（205）のバックグラウンドを差し引いたハイ
ブリダイゼーション強度を用いて、試料およびオリゴヌクレオチドをクラスター化した。
Cluster（v. 2.0）を用いて、類似性測定基準としてピアソン相関（Pearson correlation
）により平均連鎖階層的クラスタリング（Average linkage hierarchical clustering）
を行なった（Eisen, MB., PNAS 95:14863-14868 (1998)）。Java TreeView（1.0.8版）を
用いて、クラスターイメージを生成した（Saldanha, AJ., 2004, Bioinformatics 20: 32
46-3248）。
【０１６３】
ゲノムクローニングおよび配列決定
　VP35腫瘍試料由来の、増幅および標識したcDNAを、数種のレトロウイルスオリゴヌクレ
オチドを含有する、手動でスポットしたマイクロアレイにハイブリダイズさせると、最初
のマイクロアレイスクリーニングの間にVirochip上で高いハイブリダイゼーション強度を
有した。次いで、二つのオリゴヌクレオチド（MTCR: TTC GCT TTA TCT GAG TAC CAT CTG 
TTC TTG GCC CTG AGC CGG GGC CCA GGT GCT CGA CCA CAG ATA TCC T（配列番号：45）由
来の9628654_317 rc；および脾限局巣形成ウイルス（Spleen focus-forming virus）: TC
G GAT GCA ATC AGC AAG AGG CTT TAT TGG GAA CAC GGG TAC CCG GGC GAC TCA GTC TGT CG
G AGG ACT G（配列番号：46）由来の9626955_16 rc）にハイブリダイズする核酸を、個々
にスポットの表面に溶出し、Round BプライマーでPCRにより増幅した。手動でスポットさ
れるアレイの調製、ハイブリダイゼーション、プローブ回収、および回収した物質のPCR
増幅を行なった。次いで、回収され、増幅されたDNA試料をpCR2.1-TOPO TAベクター（Inv
itrogen）にクローニングし、得られたライブラリーを、プローブとして、対応する上述
のオリゴヌクレオチドを用いてコロニーハイブリダイゼーションによりスクリーニングし
た。製造業者のプロトコルに従いRapid-Hybバッファ（Amersham, Piscataway, NJ, USA）
を用いて、50℃、4時間で、ハイブリダイゼーションを行なった。8個の陽性クローンの配
列決定を行ない、その二つ（各ライブラリーから一つずつ、図23AのクローンK1およびK2R
1）はウイルス性であり、MTCRに対して94～95％のヌクレオチド同一性を有した。
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【０１６４】
　VP35ゲノムの残りおよびVP42腫瘍由来の全ゲノムの配列決定のために、ゲノムの断片を
、オリジナルVirochipスクリーニングのために調製した増幅（Round B）または非増幅（R
ound A）cDNAのいずれかを用いてPCRにより増幅した。まず、MTCR （GenBank：NC 001702
）の配列由来のプライマーおよび早期に回収したXMRVのクローンの組合せを用いてこれを
完成させた；全プライマーは表11に列挙する。増幅した断片をpCR2.1 -TOPO TAベクター
（Invitrogen）にクローニングし、M 13配列決定プライマーを用いて配列決定した。Linu
x用のCONSED 13.84版を用いてゲノムアセンブリを行なった（Gordon, D., et al., 1998,
 Genome Res 8: 195-202）。XMRV VP35およびVP42の集合化されたゲノムの配列をGenBank
に寄託した（受託番号DQ241301およびDQ241302）。
【０１６５】
PCR
　gagネステッドRT-PCRにより、腫瘍試料のスクリーニングを、プロトコルS3に従って行
なった。全ての陽性症例のPCR断片を、QIAEX IIゲル抽出キット（Qiagen）を用いてゲル
精製し、pCR2.1-TOPO TAベクター（Invitrogen）にクローニングし、M13配列決定プライ
マーを用いて配列決定した。鋳型として増幅したcDNA（Round B物質）を用いてPol PCRを
行なった。増幅に使用したプライマー（2670F、3870R、3810Fおよび5190R）の配列を表11
に列挙する。増幅産物を、QIAEX II ゲル抽出キット（Qiagen）を用いてゲル精製し、精
製した産物を直接配列決定に用いた。
【０１６６】
系統発生的分析
　全長ゲノムの近隣結合系統樹（neighbor joining tree）（図24）を以下のように作製
した。まず、XMRV VP35（GenBank：DQ241301）およびVP42（GenBank：DQ241302）、MTCR
（GenBank：NC 001702）、MuLV DG-75（GenBank：AF221065）、MuLV MCF1233（GenBank：
U13766）、AKV MuLV（GenBank：J01998）、フレンドMuLV（GenBank：NC 001362）、Rausc
her MuLV（GenBank：NC 001819）、モロニー MuLV（GenBank：NC 001501）、ネコ白血病
ウイルス（GenBank：NC 001940）、テナガザル白血病ウイルス（GenBank：NC 001885）、
およびコアラレトロウイルス（GenBank：AF151794）のゲノムを手作業で編集して全ゲノ
ムを同じ長さにした、すなわちR対R。次いで、編集した配列を、デフォルト設定を用いて
、Linux用ClustalX 1.82版により整列した（Thompson, JD., et al., 1997, Nucleic Aci
ds Res 25: 4876-4882; Jeanmougin, F., et al., 1998, Trends Biochem Sci 23: 403-4
05）。ギャップがない位置に基づいた系統樹のみを作製し、複数塩基置換についてKimura
補正（correction）（Kimura, M., 1980, J Mol Evol 16: 111-120）およびN=1000のブー
トストラップも使用した。
【０１６７】
　異なる患者由来のgagおよびpol断片の近隣結合系統樹（図27A～27B）を上述のように作
製し、ただのMuLVゲノム以外を含んだ。
【０１６８】
　Gag-Pro-Pol（図29A）およびEnv（図29B）ポリプロテインの近隣連結系統樹は、上述の
12ゲノムのGenBank記録から取り出したタンパク質配列のアライメントに基づき、上述の
ように作製し、gap以外を含み、Kimura補正は用いなかった。
【０１６９】
略語
　2-5Aは5'-リン酸化2'-5'オリゴアデニレート；CAT-Iは陽イオン性アミノ酸トランスポ
ーター；FLVはネコ白血病ウイルス；GALVはテナガザル白血病ウイルス；GREはグルココル
チコイド応答因子；HPCは遺伝性前立腺癌；IFNはインターフェロン；KoRVはコアラレトロ
ウイルス；MCF1233はミンク細胞フォーカス誘導1233マウス白血病ウイルス；MuLVはマウ
ス白血病ウイルス；MTCRはマウスC型レトロウイルス；NZB-9-1はニュージーランドブラッ
ク9-1異種栄養性ウイルス；OASは2'-5'オリゴアデニレートシンテターゼ；QQはRNASELホ
モ接合体R462Q；QRはRNASELへテロ接合体R462Q；RNase LはリボヌクレアーゼL；RRはRNAS
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ELホモ接合体野生型；SCLCはヒト小細胞肺癌；SYG 1は酵母gpa1の抑制因子；VRAは可変領
域A；VRBは可変領域B；XMRVは異種栄養性MuLV関連ウイルス；XPR1は異種栄養性および多
種栄養性レトロウイルスレセプターである。
【０１７０】
結果
マイクロアレイ系スクリーニングによるXMRVの検出
　前立腺癌腫における潜在的ウイルスを探索するために、設計されたDNAマイクロアレイ
系戦略を用いて、全ての公知のウイルス族由来のウイルスについてスクリーニングした（
Wang D, et al., 2002, Proc Natl Acad Sc. USA 99: 15687-15692; Wang D, et al., 20
03, PLoS Biol 1: E2）。腫瘍組織から抽出した全RNAまたはポリアデニル化RNAを、まず
増幅し、配列非特異的な様式で蛍光標識した。次いで、宿主および潜在的ウイルス配列を
含む増幅および標識された断片を、約950の完全に配列決定されたNCBI参照ウイルスゲノ
ム（約11,000の70merオリゴヌクレオチド）の最も保存された配列を有するDNAマイクロア
レイ（Virochip）にハイブリダイズさせた。
【０１７１】
　該Virochipを用いて、19の個体の前立腺腫瘍から単離したRNA試料をスクリーニングし
た（図22A）。ガンマレトロウイルスを示す陽性ハイブリダイゼーションシグナルは、R46
2Q RNASELバリアント（QQ）についてホモ接合体の患者由来の11の腫瘍のうち7つで検出さ
れた。対照的に、RQヘテロ接合体由来の3つの腫瘍ではウイルスは検出されず、RR個体由
来の5つの腫瘍のうち1つだけが陽性であった。マイクロアレイオリゴヌクレオチド強度の
クラスタリング（図22A）によると、全ての陽性の症例において同様のハイブリダイゼー
ションパターンが示された。さらに、E予測を用いたコンピューター解析は、近年、ウイ
ルス種同定のためのアルゴリズムを説明し（Urisman, A., et al., 2005, Genome Biol 6
: R78）、いくつかの密接な関係のある哺乳動物ガンマレトロウイルスに最も高い可能性
を与え、同一または同様のウイルスが全ての陽性腫瘍中に存在したことが示された（表12
）。従って、Virochipは、ほぼ半分のQQ腫瘍試料およびわずか一つの非QQ試料において可
能性のあるガンマレトロウイルスの存在を検出した。
【０１７２】
XMRVゲノムの特徴
　ウイルスをさらに特徴付けるために、その全ゲノムを腫瘍の1つ（VP35）から回収した
（図23A～23C）。ウイルスのクローンを得るために、前記した直接マイクロアレイ回収法
を最初に使用した（Wang, D., et al., 2003, PLoS Biol 1:E2）。簡単に、ウイルスのマ
イクロアレイオリゴヌクレオチドにハイブリダイズした腫瘍組織からの増幅した核酸を、
2つの特定のスポットから抽出した。抽出したDNAを再増幅し、この物質から構成されたプ
ラスミドライブラリーを、スポットオリゴヌクレオチドをプローブとして用いるコロニー
ハイブリダイゼーションによってスクリーニングした。この場合に用いられたアレイオリ
ゴヌクレオチドは、マウスC型レトロウイルス（MTCR; GenBank: NC_001702）のLTR領域お
よび脾限局巣形成ウイルス（GenBank: NC 001500;(Clark, SP., et al., 1983, Proc Nat
l Acad Sci USA 80: 5037-5041）由来であった。回収された最大の断片は415ヌクレオチ
ド長であり、MTCRすなわちマウス骨髄腫細胞株のゲノムにおいて同定されたMuLVのLTR領
域に対して96%のヌクレオチドの同一性を有した（Heinemeyer T; 未発行）。これらの発
見は、問題のウイルスが実際にガンマレトロウイルスであり、マウス白血病ウイルスの同
系統の可能性があることを確立した。ウイルスのゲノムの残りをクローニングおよび配列
決定するために、MTCR由来のプライマーを用いて重複する切片をPCR-増幅するために腫瘍
cDNAを用いた；先に回収されたクローンからのプライマーを用いてギャップを閉じた（図
23A～23C）。同様のストラテジーを用いて、第二の腫瘍VP42からのウイルスの全配列もま
た決定した。2つのゲノムは全体で＞98%のヌクレオチドの同一性、および予想したオープ
ンリーディングフレーム（ORFS）に対し＞99%のアミノ酸（aa）の同一性を共有するので
、同一のウイルスを表す。
【０１７３】
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　ウイルスの全ゲノム（図23A～23Cおよび28）は8185ヌクレオチド長であり、MuLVの全て
の公知の分離物と異なる。ゲノムは、ヒトB-リンパ芽球様細胞株からクローニングしたMu
LV DG-75（GenBank: AF221065, (Raisch, KP., et al., 2003, Virology 308: 83-91）の
ゲノム、およびMTCRのゲノムに最も類似し、それぞれ94および93%全ヌクレオチド配列の
同一性を共有する。入手可能な哺乳類のC型レトロウイルスのゲノムを用いて作成した系
統樹（図24および29A～29B）は、新規に同定されたウイルスがエコトロピックゲノムより
も異種栄養性および多種栄養性ゲノムに類似することを示した。これらの発見に基づいて
、この外的病原因子に対する仮の名前「異種栄養性MuLV-関連ウイルス」（またはXMRV）
が提案された。
【０１７４】
　ORFファインダー（Finder）を用いたXMRVゲノム配列の翻訳（Wheeler, DL., et al., 2
003, Nucleic Acids Res 31: 28-33）は、完全長Gag-Pro-PolおよびEnvポリタンパク質を
コードする2つの重複するORFを同定した。ウイルスの腫瘍遺伝子など、外因性コード配列
はXMRVゲノムにおいて検出できなかった。予想されたGag-Pro-Polポリタンパク質は1733 
aa長であり、MuLV DG-75と最も高いaaの同一性（95%）を有する（図29A）。アンバー（UA
G）終止コドンは、完全長Gag-Pro-Polポリタンパク質を生成するために翻訳の読み過し（
read-through）が必要である他のMuLVに相同する536 aa Gagおよび1197 aa Pro-Pol ORF
に分離する（Wills, NM., et al., 1991, Proc Natl Acad Sci USA 88: 6991-6995を参照
）。
【０１７５】
　他のMuLVと同様（Clark, SP., et al, (1983), Proc Natl Acad Sci USA 80: 5037-504
1; Raisch, KP., et al, (2003), Virology 308: 83-91; Herr, W., 1984, J Virol 49: 
471-478; O'Neill, RR., et al, (1985), J Virol 53: 100-106; Perryman, S., 1991, N
ucleic Acids Res 19: 6950; Shinnick, TM., et al, (1981), Nature 293: 543-548; Si
jts, EJ., et al, (1994), Virus Res 34: 339-349）、XMRVのEnvポリタンパク質はGag-P
ro-Polと比較して異なるリーディングフレーム中に存在する。Envタンパク質配列は645 a
a長であり、ヒト小細胞肺癌（SCLC）株NCI-417（GenBank: AAC97875; (Antoine, M., et 
al, (1998), Virus Genes 17: 157-168)）より単離された感染性MuLVおよびMuLV NZB-9-1
（GenBank: K02730; (O'Neill, RR., Buckler et al, (1985), J Virol 53: 100-106)）
のEnvタンパク質とそれぞれ95%および94%の最も高いアミノ酸の同一性を有する。envサブ
ゲノムRNA（Coffin, JM., et al, (1997), Retroviruses. Cold Spring Harbor, NY: Col
d Spring Harbor Laboratory Press）の生成に関係する保存的スプライスドナー（AGGTAA
G (配列番号：47）、204位)およびアクセプター（CACTTACAG (配列番号：48)、5479位）
の部位を、他のMuLVゲノムと同一の関連位置に見出した。XMRV Envの多数の配列アライメ
ントおよび他のガンマレトロウイルスの対応するタンパク質配列（図25）は、細胞指向性
（Battini, JL., et al, (1992), J Virol 66: 1468-1475; Tailor, CS., et al., (2003
), Curr Top Microbiol Immunol 281: 29-106）にとって重要であることが公知の2つの大
きな可変領域（VRAおよびVRB）内において、XMRVがMuLV DG-75およびMuLV NZB-9-1異種栄
養性エンベロープと高いaaの同一性（VRAに対して87%、VRBに対して78%）を共有すること
を示した。この発見に基づいて、XMRVに対する細胞受容体は、異種栄養性および多種栄養
性MuLVに対して最近同定された受容体であるXPR1（SYGI）（Battini, JL., et al., (199
9), Proc Natl Acad Sci USA 96: 1385-1390; Tailor CS, et al., (1999), Proc Natl A
cad Sci USA 96: 927-932; Yang, YL, et al., (1999), Nat Genet 21: 216-219）である
ことが予想された。
【０１７６】
　XMRVの長い末端反復（LTR）は535ヌクレオチド長であり、MTCRのLTR（96%）およびMuLV
 NZB-9-1のLTR（94%）と最も高いヌクレオチドの同一性を有する。XMRVのLTRは、他のMuL
VのLTRを代表する公知の構造エレメントおよび調節エレメントを含む（Coffin, JM, et a
l, (1997), Retroviruses. Cold Spring Harbor, NY: Cold Spring Harbor Laboratory P
ress; Temin, HM, (1981), Cell 27: 1-3）(図28)。特に、CCAAT（配列番号：49）ボック
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ス、TATAAAA（配列番号：50）ボックス、およびAATAAA（配列番号：51）ポリアデニル化
シグナル配列を、U3において期待される位置で見出した。U3はまた、グルココルチコイド
応答配列（GRE）AGA ACA GAT GGT CCT (配列番号：52)を含む。本質的に同一な配列が他
のMuLVのゲノムに存在する。これらのエレメントは、アンドロゲンを含む種々のステロイ
ドに反応して、インビトロでのLTR指向（directed）転写およびウイルス複製を活性化す
ることを示した（Celander, D, et al, (1988), J Virol 62: 1314-1322; Speck, NA, et
 al, (1987), MoI Cell Biol 7: 1101-1110; DeFranco, D, et al, (1986), MoI Cell Bi
ol 6: 993-1001; Miksicek, R, et al, (1986), Cell 46: 283-290）。さらに、そのまま
のGREの存在は、雌のNMRIマウスと比較して雄のFIS-2 MuLV感染に対するより高い感受性
の決定因子と考えられる（Bruland, T, et al, (2003), J Gen Virol 84: 907-916; Brul
and, T, et al, (2001), J Gen Virol 82: 1821-1827）。
【０１７７】
　U5の末端からgagのATG開始コドンまで伸長する配列として定義された、XMRVの5’gagリ
ーダーは、プロリンtRNAプライマー結合部位ならびにウイルスのパッケージングおよび翻
訳の開始に必要な配列（Adam, MA., et al, (1988), J Virol 62: 3802-3806; Fisher, J
., et al, (1998), Virology 244: 133-145）を含む、約200ヌクレオチドの保存的非コー
ド領域からなる（Berlioz, C, et al, (1995), J Virol 69: 2214-2222; Vagner, S, et 
al, (1995), J Biol Chem 270: 20376-20383）。非コード領域の後に、gagの保存的CTG代
替（alternative）開始コドンから伸長する約270のヌクレオチド領域が続く。この領域は
、他のMuLVと比較して、ゲノムの最も異なる切片を表す（図26および23B）。エコトロピ
ックMuLVとは異なり、このコドンからの翻訳がGagタンパク質の残りにインフレームの約9
0のaaのN-末端リーダーペプチドを付加する場合、かくしてGagのグリコシル化形態（Prat
s, AC, et al, (1989), J MoI Biol 205: 363-372）を生成するので、代替的開始から下
流でXMRVは終止コドン53 aa残基を有する。興味深いことに、両MuLV DG-75およびMTCR ga
gリーダー配列もまた終止コドンによって阻害され、したがって全長グリコ-Gagが生成さ
れないと思われる。さらに、特徴的な24ヌクレオチドの欠失がXMRVゲノムのこの領域に存
在したが、それは配列決定されたマウスゲノムにおける任意の公知の外因性MuLV単離物ま
たは内因性レトロウイルスのエレメントに見出せない。細胞培養において、そのままのグ
リコ-Gagの発現はウイルスの複製に必要不可欠ではない（Fan, H., et al, (1983), Proc
 Natl Acad Sd USA 80: 5965-5969; Schwartzberg, P., et al, (1983), J Virol 46: 53
8-546）。しかしながら、この領域の病変（lesion）は、インビボの病原特性における興
味深いバリエーションと関連している（Chun, R., et al, (1994), J Biomed Sci 1: 218
-223 ; Corbin, A., et al, (1994), J Virol 68: 3857-3867; Fujisawa, R., et al, (1
997), J Virol 71: 5355-5360; Munk, C, et al, (2003), Virology 313: 44-55; Portis
, JL., et al, (1996), Virology 226: 384-392）。例えば、グリコ-GagのN-末端ペプチ
ドの5残基に作用する10ヌクレオチドの改変が、CasFrKPおよびCasFrKR41 MuLV株に観察さ
れる神経侵襲の頻度において100倍の差異の原因であることが分かった（Fujisawa, R., e
t al, (1998), J Virol 72: 5619-5625）。さらに、CUG開始コドンの下流に終止コドンを
もたらすオクタヌクレオチドの挿入が、フレンドMuLVに感染したマウスにおける重篤な初
期溶血性貧血および赤白血病の長期潜伏を予防した（Corbin, A., et al, (1994), J Vir
ol 68: 3857-3867）。XMRV グリコ-Gagにおける病変の病理学的重要性は知られていない
が、高い配列相違の程度は、この領域が正の選択圧の下であり、したがってヒト宿主内で
の感染の確立に関連がありそうであることを示す。
【０１７８】
XMRV感染およびR462Q RNASEL遺伝子型の関連
　ウイルスの存在およびR462Q (1385G->A) RNASEL遺伝子型の間の関連をさらに調べるた
めに、腫瘍試料の１つ（VP35、上記参照）から回収したウイルス配列に基づく特異的ネス
テッドRT-PCRアッセイを開発した。このアッセイにおけるプライマー（図28A～28B）は、
異なる5’リーダーおよびgagのN-末端からの380ヌクレオチド断片を増幅する。ホモ接合
体（QQ）個体からの20個の検査した腫瘍のうち8個（40%）においてRT-PCRは陽性だった。
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さらに、ホモ接合体野生型（RR）患者からの1つの腫瘍は、検査した52RR～14RQ腫瘍間で
陽性であった（図22Bおよび表10）。興味深いことに、この症例は全XMRV陽性の症例の中
で最高の腫瘍悪性度分類（tumor grade）と関連した（Molinaro et al, 2005の表11）。
マウスGAPDH遺伝子に特異的なPCRは全試料において陰性であったが、腫瘍試料がマウスの
核酸によって汚染されたという可能性に対して強く反対を主張する。まとめると、これら
のデータは、ホモ接合体（QQ）R462Q RNASEL遺伝子型と腫瘍組織におけるウイルスの存在
との間の強い関連を証明する（両側フィッシャー精密試験によるp<0.00002）。
【０１７９】
種々の患者からの試料におけるXMRV配列の変化
　種々の患者におけるXMRV配列の変化の程度を調べるために、ネステッドgag RT-PCRで陽
性である全9個の試料からの増幅した断片を配列決定した。増幅したgag断片は、お互いに
＞98%ヌクレオチドおよび＞98% aaの同一性で大いに類似した（図27A）。対照的に、断片
はMuLV DG-75の最も関連する配列と＜89%ヌクレオチドおよび＜95% aaの同一性を有した
。gag遺伝子に加えて、同一患者の試料をまた、pol遺伝子の配列バリエーションに対して
検査した。pol遺伝子における2500ヌクレオチド伸長を標的とする一連のプライマーで得
られたPCR断片を配列決定した（sequences）（図28A～28B）。gag断片と同様、増幅したp
ol断片は大いに類似しており（図27B）、お互いに＞97%ヌクレオチドおよび＞97% aaの同
一性を有した。対照的に、断片はMuLV DG-75の最も関連する配列と＜94%ヌクレオチドお
よび＜95% aaの同一性を有した。
【０１８０】
　配列決定されたgagおよびpol断片のクラスタリング（図27A～27B）は、全てのマイクロ
アレイおよびRT-PCRの陽性のケースが同一のウイルスによる感染を表すことを示す。一方
、検査された断片における配列のバリエーションの程度は、PCR増幅および配列決定の際
に導入されたエラーから予測されたものよりも高い。Taqポリメラーゼによるヌクレオチ
ドミスインコーポレイションの頻度は、gagおよびpol断片における2%までの観察された割
合と比較して、10-6～10-4として評価される（(Bracho, MA., et al, (1998), J Gen Vir
ol 79 (Pt 12): 2921-2928)および本明細書中の引例）。これらの発見は、観察されたXMR
V配列のバリエーションが自然な配列変化の結果であり、罹患した患者が独立して有する
ウイルスと一致することを示すので、XMRVの可能性のある原因としての実験汚染に対して
反対を主張する。
【０１８１】
考察
　ここに示される結果は、VirochipマイクロアレイへのハイブリダイゼーションおよびXM
RV特異的プライマーによるRT-PCRの両方によって判断されるように、RNase LのR462Qバリ
アント（QQ）に対してホモ接合体である、前立腺癌を有する患者のおよそ半分からの前立
腺組織におけるXMRV感染を同定する。野生型（RP）およびヘテロ接合体（RQ）患者からの
前立腺腫瘍の平行RT-PCR研究は、66試料のうち1つのみのXMRVの証拠を明らかにし、ヒトX
MRV感染がRNase L活性の減少と強く関連することをはっきりと確認した。この結果は、R4
62Q RNase Lバリアントが先天（IFN-依存）抗ウイルス免疫におけるわずかな欠陥を導く
という見解を支持する。
【０１８２】
　その名前が示すように、XMRVは異種栄養性マウス白血病ウイルス（MuLV）と密接な関係
がある。規範的なモロニーMuLVなど、培養のげっ歯動物細胞中でのみ成長するエコトロピ
ックMuLVとは異なって、異種栄養性MuLVは培養の非げっ歯動物細胞中で成長し得るが、げ
っ歯動物細胞株中では成長し得ない。異種栄養性MuLVは、感受性のあるマウス株を感染さ
せる外因性エコトロピックウイルスおよびマウスゲノムに存在する多数の内因性MuLV様配
列の間のインビボ組換え事象に起因すると考えられる。これらの内因性エレメントは、マ
ウス生殖細胞系中の祖先レトロウイルスの組込み事象の残存物であり、大部分が進化の時
間にわたって不活性な欠失および他の再配列を欠点として有した。しかしいくつかは完全
長であり、ある特定のマウスのバックグラウンドにおいて発現される（Levy, JA, (1973)
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, Science 182: 1151-1153; Levy, JA, (1978), Curr Top Microbiol Immunol 79: 111-2
13）。組換えは、成熟SUグリコタンパク質のN-末端領域をコードするenv遺伝子の5’末端
の置換を常に含む（(Evan, LH., et al, (2003), J Virol 77: 10327-10338)およびその
明細書中の参考文献）。この領域はSUグリコタンパク質の受容体選択性を特定化し、かく
して組換えウイルスの宿主範囲を決定する（Battini, JL., et al, (1992), J Virol 66:
 1468-1475; Ott, D., et al, (1992), J Virol 66: 4632-4638）。マウスおよびラット
種に特異的な受容体（CAT-1）のみを認識し得るエコトロピックMuLV（Albritton, LM., e
t al, (1989), Cell 57: 659-666; Kim, JW., et al, (1991), Nature 352: 725-728; Wa
ng, H., et al, (1991), Nature 352: 729-731）とは異なって、異種栄養性株は、XP RI
またはSYGIとして公知のタンパク質を認識する。XPR1はマウスを含む全てのより高等な脊
椎動物において発現されるが、マウス遺伝子の多形物は、XPR1が異種栄養性MuLVの侵入を
媒介することを不可能にする（Battini, JL., et al, (1999), Proc Natl Acad Sci USA 
96: 1385-1390; Tailor CS, et al, (1999), Proc Natl Acad Sci USA 96: 927-932; Yan
g, YL., et al, (1999), Nat Genet 21: 216-219）。かくして、異種栄養性MuLVは、ヒト
を含む幅広い種々の哺乳類種を感染させる可能性を有する。
【０１８３】
　異種栄養性MuLVを、培養ヒト細胞株において時折検出した。例えば、MuLV DG-75はヒト
B-リンパ芽球状細胞株からクローニングし（Raisch, KP., et al, (2003), Virology 308
: 83-91）、感染性異種栄養性MuLVをヒト小細胞肺癌（SCLC）株NCI-417において検出した
（Antoine, M., et al, (1998), Virus Genes 17: 157-168）。実験室汚染は、ヌードマ
ウスの細胞株の培養においてまたは継代の際のいずれかで、これらのケースの可能な原因
として排除し得ないが、かかる汚染は出願人らの成果を説明することができない。これに
対する証拠は以下の通りである：（i）XMRVを一次ヒト組織において検出した；（ii）ど
のマウス配列（例えばGAPDH）も出願人らの物質においてPCRによって検出され得なかった
；および（iii）感染は、主としてQQ RNASEL遺伝子型を有するヒト試料に限定された；（
iv）これらの個体によるウイルスの独立的な取得と一致する種々の患者から回収したXMRV
のクローン中に、多型を見出した。最終的に、ウイルスの転写産物および抗原が、インビ
ボ感染に対してさらなる証拠を提供する蛍光インサイチュハイブリダイゼーションおよび
免疫組織化学それぞれによって、感染したQQ前立腺組織中に検出され得ることが実施例3
（Molinaro et al, 2005）において示される。ひとまとめにして考えると、上記証拠は、
分析された試料のXMRV感染の原因としてウイルスまたはクローン化DNA物質による実験室
汚染に対し強く反対を主張する。本明細書に記載される発見は、異種栄養性MuLV様外的病
原因子によるヒトの確実な感染の例である。
【０１８４】
　XMRV配列は（配列データバンクに示されるような）ヒトゲノムDNA中に見出されず、こ
れは、それが陽性被験体の感染によって外因的に得られたに相違ないことを示す。いかな
る保有宿主（reservoir）から、およびいかなる経路によってかかる感染が得られたかは
未知である。げっ歯動物の曝露がRNASEL遺伝子型にしたがって変化すると考える理由がな
いので、野生のマウスとの直接的な接触が、出願人らのコホートの観察された感染分布を
説明するとは考えられない。もっともらしく思えるように、特に野生型RNase Lを有する
個体がQQ遺伝子型を有する個体よりも迅速に感染を取り除く場合、感染は現在の研究によ
って示されるよりも広がることが可能である。しかしそうである場合、XMRV感染の異種間
移動モデルは、出願人自身のような高度に発展した社会に対して高レベルのげっ歯動物の
曝露を必要とする可能性が低い。かくしてウイルスの配列は、XMRVの本源的な保有宿主が
恐らくげっ歯動物であることを示唆するが、感染の近源はマウスまたはラットでないよう
に思われる。
【０１８５】
　XMRVがgag、polおよびenv配列のみから構成される単純なレトロウイルスであるため、
本明細書に記載されるデータは、著しく作用する腫瘍遺伝子をコードすることによってXM
RVが機能しないこと、およびそのゲノムにおいて、得られた宿主由来の配列を有さないこ
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とを実際に示す。さらに実施例3の単細胞分析は、ウイルスのゲノムは癌細胞それ自体に
存在しないが、正体がまだ調査中である間質細胞を標的にすると思われることを示す。こ
れはありそうにない別のモデルのレトロウイルス腫瘍形成、すなわち前立腺上皮細胞のク
ローンの拡大の近因として、これらの細胞の細胞ゲノムの中への挿入による宿主腫瘍遺伝
子の活性化を作り出す。
【０１８６】
実施例３　RNASEL/HPC1変異を有する前立腺癌からの組織および細胞株におけるXMRV感染
　RNase Lは5’-リン酸化2’-5’-オリゴアデニレートによって活性化される特異的な抗
ウイルス性タンパク質である。実施例２は、RNase L（R462Q）の減少した活性バリアント
に対してホモ接合体である前立腺癌のケースにおいて、異種栄養性MuLV関連ウイルス（XM
RV）と名付けられた新規のガンマレトロウイルスのゲノムの同定を記載する。XMRV核酸お
よびタンパク質が、XMRVに感染し、かつRNase Lバリアントに対してホモ接合体であるケ
ースからの前立腺組織において、細胞の約1%に検出され得ることが、蛍光インサイチュハ
イブリダイゼーションおよび免疫組織化学によって本明細書に示される。感染した細胞は
、癌腫に隣接する領域における前立腺間質細胞、主として線維芽細胞および造血成分であ
る。前立腺癌由来の細胞株のスクリーニングは、RNase Lにおいて変異も有するLNCaP細胞
の単一クローンが、インビボの腫瘍中に見出されるものと密接に関連するXMRV-様ゲノム
を有する（harbor）ことを明らかにした。このクローンはゲノムおよびサブゲノムウイル
スの転写産物を発現し、培地中に感染性粒子を放出する；これらの粒子は、マウス起源で
なくヒトのいくつかの細胞株において連続的に伝播し得る。複製成分XMRVの有効性は、ウ
イルス複製の研究、RNase Lバリアントに対するその関連、ならびに前立腺疾患および他
の疾患に対するその関係を促進する。
【０１８７】
材料および方法
患者の遺伝子型決定および前立腺組織処理
　Cleveland Clinicにて治療目的で前立腺切除を受ける予定である男性を、末梢血液単核
細胞から単離されたDNAに既製のTAQMAN遺伝子型決定アッセイ（Applied Biosystems, ass
ay c_935391_1）を用いて、R462Q (1385G->A) RNASELバリアントと遺伝子型決定した。根
治前立腺切除の直後、組織コアを（多くの癌が発症する）末梢域から取り出し、液体窒素
中で凍結した後RNA単離した（Urisman, A., et al, (2005), PLOS Pathogens）。組織学
的分析のために、新しく切除した前立腺組織を10%中性緩衝ホルマリン中で固定し、パラ
フィン中で処理および包埋した。いくつかの実験に対して組織マイクロアレイを用いた（
図31への説明を参照）。全てのこれらの研究を、Cleveland Clinic協会の審査委員会認証
プロトコルの下で行った。
【０１８８】
抗体
　SFFV Gagタンパク質に対するモノクローナル抗体を、10%超低IgG FBS（Invitrogen）の
DMEM（Media Core, Cleveland Clinic Foundation, Cleveland, OH）中でコンフルエント
になるまで成長させたR187細胞（ATCC; CRL-1912）から産生した。3日ごとに条件培地を
コンフルエント培養物から採取した。1つの調製物につき5mlの条件培地を4℃にて5分間16
8 X gで遠心分離にかけた。上澄み液を0.22μmシリンジフィルターユニット（Millipore 
Corp.）で濾過し、100kDa分子量遮断膜（Millipore Corp.）を有するAmicon 限外濾過ユ
ニット中で16倍に濃縮した。アジドナトリウムを添加して最終濃度を0.02%とした。スカ
シガイヘモシアニンと結合した、保存的MuLV NCペプチド配列：KDCPKKPRGPRGPR (配列番
号:53)に対するウサギポリクローナル抗体を、Open Biosystems, Inc., Huntsville, AL
より調製した。抗体を、ペプチドのセファロースへの結合（linking）工程、結合（bindi
ng）工程次いでカラムからの抗体を抽出する工程を含むプロトコルによりアフィニティー
精製した。同時XMRV FISH/サイトケラチン免疫蛍光検査法を、上皮起源の正常細胞および
腫瘍性細胞が認識可能なマウス抗サイトケラチンAE1/AE3（20:1混合）モノクローナル抗
体（Chemicon）を用いて行った。
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【０１８９】
細胞培養
　細胞株LNCaP-R（W. Heston, Cleveland）、LNCaP-FGC (ATCC Cat番号CRL-1740), DU145
 (ATCC Cat番号HTB-81)およびPC3 (ATCC Cat番号CRL-1435)を、RPMI 1640培地中2mM L-グ
ルタミン、10%胎児ウシ血清；200単位のペニシリンGおよび200μg/mlのストレプトマイシ
ンで成長させた。正常な前立腺上皮細胞（PrEC）をClonetics Corporation (San Diego, 
CA)から入手し、種々の成長因子の混合物（SingleQuots）（Clonetics）；10%胎児ウシ血
清を補充したPrEGM中で維持した。
【０１９０】
サイトブロック（cytoblock）調製
　およそ109個の細胞（LNCaP-R、LNCaP-FGC、DU145およびPC3）を、フェノールレッド、C
a++またはMg++(Invitrogen)無しのハンクス平衡化塩溶液（HBSS）で洗浄し、10%中性緩衝
ホルマリンで徐々にだが完全に再懸濁した。細胞懸濁液を4℃にて一晩固定し、遠心分離
にかけてHBSSで2回洗浄した。上澄み液を吸引し、細胞を1滴のHBSS中で再懸濁した。ピペ
ットで細胞懸濁液をサイトブロックカセット（Thermo Electron Corp.）中に移した。固
定された細胞培養サイトブロックを処理し、パラフィンブロック中に24時間以内に包埋し
た。包埋したサイトブロックを約4μm厚切片に切断して帯電した（charged）スライド上
に配置し、免疫蛍光検査法のために少なくとも4時間60～65℃で焼き固めた。
【０１９１】
RNA単離およびRT-PCR
　TRIzol試薬（Invitrogen）を用いて、細胞から全RNAを単離した。RNAをDNase I（RNase
を含まない）（Ambion）で処理し、酸性フェノール：クロロホルムで抽出し、RC-PCR分析
のために沈殿させた。1μgのRNAおよびランダムな六量体プライマーをTaqMan（登録商標
）逆転写試薬キット（Applied biosystem）と共に用いて第一鎖cDNA合成を行った。XMRV-
35の700bp env領域；フォワードプライマー7050、5' GTT TAT GGC CAG TTT GGA AA 3' (
配列番号:41)、およびリバースプライマー7750、5' GCC TTA TGG TGG GGT CTT TC 3' (配
列番号:42)に対して特異的なプライマーを用いて、第一鎖cDNA上でPCRを行った。GAPDHエ
クソン8特定プライマーを陽性対照；フォワードプライマー、5' TGC CAT CAC TGC CAC CC
A GA 3' (配列番号:54)およびリバースプライマー、5' CTT GAC AAA GTG GTC GTT GA 3' 
(配列番号:55)として用いた。
【０１９２】
FISH　
　両方をpGEM（登録商標）-T（Promega）中でクローニングしたフォワードプライマー234
5、5' ACC CCT AAG TGA CAA GTC TG 3' (配列番号:43)、リバースプライマー4495、5' CT
G GAC AGT GAA TTA TAC TA 3' (配列番号:44)、およびフォワードプライマー4915、5' AA
A TTG GGG CAG GGG TGC GA 3' (配列番号:56)、リバースプライマー6755、5' TTG GAG TA
A GTA CCT AGG AC 3' (配列番号:57)を用いるPCRによって得られたウイルスのゲノムの2.
15kbおよび1.84kb切片の両方を用いてXMRV-35 FISHプローブカクテルを生成した。ウイル
ス性cDNA断片を放出するために組換えベクターをEcoRIで消化し、それらをゲル電気泳動
（Qiagen）後に精製した。精製されたウイルス性cDNA挿入物をニックトランスレーション
反応法に用いて、製造者の使用説明書（Vysis Inc）に従ってSpectrumGreenTM dUTP蛍光
標識プローブを生成した。前立腺組織または約4μm厚の組織切片を用いる組織マイクロア
レイ配列の新たに焼き固めたスライドを脱パラフィン化、再水和化し、95℃で40分間標的
修復（target retrieval）（Dako）に供した。スライドを室温まで冷却しH2O中ですすい
だ。pH7.4のTris-HCl中1：5000でプロテイナーゼK（Dako）を室温で10分間スライドに直
接適用した。隣接する組織切片もまた、組織が完全にFISHに接近可能であることを確実に
するために、陰性対照としてSpectrumGreenTMdUTP蛍光標識KSHV-8 DNA (nts 85820-92789
)、または陽性対照としてヒト染色体1の異なる腕に特異的である、陽性対照としてSpectr
umGreenTMおよびSpectrumOrangeTM標識TelVysionTMDNAプローブカクテル(Vysis Inc.)で
プローブした。FISHスライドを、Retiga EX CCDカメラ(Q-Imaging, Vancouver, British 
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Columbia, Canada)を装備したLeica DMR顕微鏡(Leica Micro-Systems, Heidelberg, Germ
any)を用いて検査した。FISHイメージを、63倍の油浸対物レンズ開口数(N.A.) 1.4を有す
るLeica TCS SP2レーザー走査共焦点顕微鏡(Leica Micro-Systems, Heidelberg, Germany
)を用いて取り込んだ。XMRV核酸を、488nmアルゴンレーザー（500～550nmにて発光）を使
用することで得られた光学スライスの最大強度プロジェクションを用いて視覚化した。Te
lVysionTMDNAプローブを、488nmアルゴンレーザー（500～550nmにて発光）および568nmク
リプトン-アルゴンレーザー（575～680nmにて発光）を使用することで得られた光学スラ
イスの最大強度プロジェクション（projection）を用いて視覚化した。DAPIを、364nm UV
レーザー（400～500nmにて発光）を使用することで得られた光学スライスの最大強度プロ
ジェクションを用いて視覚化した。その後スライドを2倍のSSC [0.3 M塩化ナトリウムお
よび0.03 Mクエン酸ナトリウム(pH 7.0)]中で洗浄してカバーグラスを取り除き、形態学
的評価のためにH&E染色した。
【０１９３】
IHC
　Benchmark Ventana自動染色機(Ventana Inc.)上でヒト組織におけるIHCを行った。未染
色でホルマリン固定されたパラフィン包埋前立腺切片を静電気的に充電されたスライド上
に配置し、その後Cell Conditioner #2 (Ventana Inc.)の使用で達成された弱細胞調節に
よって脱パラフィン化した。SFFV p30 Gagに対する濃縮化R187モノクローナル抗体（Vent
ana Inc.）を、1mlにつき10μgにて手動で切片上に分配し、37℃にて32分間インキュベー
トさせた。内因性ビオチンブロックキット（Ventana Inc.）を用いて、内因性ビオチンを
切片中でブロックした。切片を洗浄し、ビオチン化免疫純正ヤギ抗-ラットIgG（Pierce）
を4.8μg/mlの濃縮物に8分間適用した。Gagタンパク質の局在化を得るために、Ventana増
強アルカリホスファターゼレッド検出キット(Ventana Inc.)を用いた。切片を蒸留水中で
簡単に洗浄し、ヘマトキシリンII (Ventana Inc.)でおよそ6分間対比染色した。切片を洗
浄し、等級化アルコール中で脱水し、キシレン中で5分間インキュベートしてサイトシー
ル（Microm Int.）のカバーグラスをかけた。R187モノクローナル抗体を添加しなかった
ことを除いては、陰性対照を上記のように行った。
【０１９４】
　患者VP62由来の前立腺組織のスライド上で、同時XMRV FISH/サイトケラチンIHCを行っ
た。第一に、プロテアーゼII (Ventana Inc.)を室温で3分間使用し、ヤギ抗マウスIgGホ
ースラディッシュペルオキシダーゼ（Molecular Probes）を添加したことを除いては、正
確に以下に記載するように、切片をAlexa Fluor 594 チラミドシグナル増幅キット(Molec
ular Probes)を用いてサイトケラチンAE1/AE3に対して免疫染色した。スライドを標的修
復溶液（Dako）中に95℃で40分間配置した。プロテイナーゼK処置がなかったことを除い
ては、XMRVに対するFISHを上記のように行った。FISH後、DAPIを加えた封入剤（Vectashi
eld Inc.）でスライドをマウントし、蛍光顕微鏡検査法を用いて検査した。Retiga EX CC
Dカメラ(Qlmaging, Vancouver, British Columbia, Canada)を装備したLeica DMR顕微鏡(
Leica Micro-Systems, Heidelberg, Germany)を有するTexasレッドフィルターを用いて、
免疫蛍光イメージを取り込んだ。
【０１９５】
　LNCaP-R、LNCaP-FGC、DU145およびPC3サイトブロック切片の免疫蛍光検査法を、Alexa 
Fluor 594 Tyramideシグナル増幅キット(Molecular Probes)を用いて手動で行った。簡単
に、約4μmに切断した未染色でホルマリン固定されたパラフィン包埋サイトブロック切片
を、静電気的に帯電させたスライド上に配置し、少なくとも4時間65℃で焼き固め、キシ
レン中で脱パラフィン化し、減少するアルコール濃縮物によって再水和化した。スライド
を室温で3分間プロテアーゼIII (Ventana Inc.)中でインキュベートし、室温にて60分間1
％ブロック試薬（PBS中10mg/ml BSA）でインキュベートしたペルオキシダーゼクエンチン
グ緩衝液（PBS + 3% H2O2）のリン酸緩衝生理食塩水（PBS）中で室温にて60分間洗浄した
。室温で60分間、1%ブロック試薬中で希釈された濃度が0.25μg/mlのXMRV-35NC（Gag）ペ
プチド（Open Biosystems）に対する抗体を用いてスライドをインキュベートし、PBS中で
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3回すすいだ。ヤギ抗ウサギIgG-ホースラディッシュペルオキシダーゼ（Molecular Probe
s）を添加し、室温にて60分間インキュベートした。スライドをPBS中で3回すすいだ。チ
ラミド溶液を室温にて10分間スライドに添加し、スライドをPBS中で3回すすいだ。スライ
ドを、DAPI（Vectashield Inc.）を加えた封入剤でマウントし、蛍光顕微鏡検査法を用い
て検査した。
【０１９６】
ウイルス感染およびRTアッセイ
　LNCaP-FGC細胞を20%コンフルエンシーで平板培養し、PBSで洗浄した。3000gで15分間遠
心分離にかけ、0.22μm濾過器で2回濾過した、FBSまたは抗生物質無しの8μg/mlポリブレ
ン（Sigma）でRPMI中1：2に希釈された500μlのLNCaP-R上澄み液を細胞に3時間添加した
。ウイルスを除去し、細胞を90% RPMI；10%胎児ウシ血清；200単位のペニシリン／ストレ
プトマイシンで満たした。（Telesnitsky, A., et al, (1995), Methods Enzymol 262: 3
47-362）に記載されるように、37℃にて1時間インキュベートした後RT活性を測定した。
全ての反応をα-32P-dTTPを用いて行い、感染後に組織培地のアリコートを毎日採取し、R
T活性を試験した。定量は、Storm Scanner 840 (GE Healthcare)およびソフトウェアImag
eQuant V5.2（Molecular Dynamics）を用いたリン光体イメージ（phosphorimage）解析に
よるものであった。RTアッセイにおいてPBSを陰性対照として用い、0.4単位のMLV-RT（In
vitrogen）を陽性対照として用いた。
【０１９７】
ノザンブロット
　製造者の使用説明書にしたがって、RNAを1％アガロースホルムアルデヒドゲル上で分離
し、次いでターボブロットキット（SchleicherおよびSchuell）を用いてナイロン膜へ移
した。移された膜を2X SSC中ですすぎ、自己架橋（autocrosslink）（UV Stratalinker 2
400; Stratagene）させた。ブロットをUltrahyb（Ambion）中で予めハイブリダイズし、
次いで32P標識プローブでハイブリダイズした。製造者の使用説明書にしたがって、RediP
rimeII (Amersham Biosciences)を用いてDNAプローブを生成した。
【０１９８】
サザンハイブリダイゼーション
　75cm2フラスコ中で成長した細胞をトリプシン処理し、55℃にて1時間1mlにつき100μg
のプロテイナーゼKを含有する硫酸ドデシルナトリウム緩衝液（100mM Tris、15OmM NaCl
、1OmM EDTA、0.1%硫酸ドデシルナトリウム）中に溶解した後、37℃にて30分間RNaseA処
理した。DNAをフェノール-クロロホルムで抽出し、エタノールで沈殿させ、PstIで消化し
た。各試料の20 αgのDNAをアガロースゲル電気泳動で分離し、ナイロン膜（アルカリ移
動）へ移し、2X SSCで中和し、架橋して7780～7991位置に対応する放射性標識XMRV VP35 
U3 LTRプローブへハイブリダイズした。膜を洗浄し1～12時間Kodak XAR5フィルムに曝露
した。
【０１９９】
ゲノムクローニングおよび配列決定
　ゲノムクローニングおよびXMRV-LNCaP RVの配列決定を、（Urisman, A., et al, (2005
), PLOS Pathogens）に記載されるように行った。
【０２００】
系統発生的分析
　全長ゲノムの近隣結合系統樹を以下のように作製した。XMRV LNCaP-R（Genebank: DQ27
2467）、VP35 (GenBank: DQ241301)およびVP42 (GenBank: DQ241302)、MTCR (GenBank: N
C_001702)、MuLV DG-75 (GenBank: AF221065)、MuLV MCF1233 (GenBank: U13766)、AKV M
uLV (GenBank: J01998)、フレンドMuLV (GenBank: NC_001362)、ローシャーMuLV (GenBan
k: NC_O0l819)、モロニーMuLV (GenBank: NC_001501)、ネコ白血病ウイルス(GenBank: NC
_001940)、テナガザル白血病ウイルス (GenBank: NC_001885)、ならびにコアラレトロウ
イルス (GenBank: AF151794)のゲノムが、デフォルト設定を用いてClustalXバージョン1.
83で配列された。系統樹をUrisman, A., et al, (2005), PLOS Pathogensに記載されるよ
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うに作製した。Gag-Pro-PolおよびEnv ポリタンパク質の近隣結合系統樹は、上記12ゲノ
ムのGenBank記録から抽出されたタンパク質シーケンスの配列に基づくものであり、Urism
an, A., et al, (2005), PLOS Pathogensに記載されるように作製した。
【０２０１】
組込み部位のクローニングおよびマッピング
　20マイクログラムのゲノムDNAをPst Iで消化し、フェノール：クロロホルム（1：1、v/
v）で抽出した後、エタノール沈殿した。Pst Iは、ウイルスゲノムのヌクレオチド位置7,
150にて一度切断し、ライトLTRおよび隣接細胞DNAを含むDNA断片を生成するために用いた
。消化されたDNAを、ヌクレオチド位置7,151～7,171に相補的であり、ライトLTRの約600b
p上流である0.1μmのビオチン化プライマーB-7151F（5' Bio-TEGGGAGTTGGAACAGGGACTACA 
(配列番号:58); オペロン）でアニーリングした。次いで、10単位のpfu Ultra DNAポリメ
ラーゼおよび希釈無しのPfu Ultra 緩衝液（Stratagene）中の0.2mM dNTPを用いて、アニ
ール化プライマーを最終用量の300μm中で伸長させた。反応混合物を5分間94℃に加熱し
、5分間56℃に冷却し、次いで20分間72℃で維持した。鎖延長後、遊離ビオチン化プライ
マーを大腸菌エキソヌクレアーゼI消化で除去し、試料をフェノール：クロロホルム抽出
およびエタノール沈殿で処理した。ビオチン化DNAを、製造者によって記載されるようにD
ynabeadsキロベースバインダーキット（DYNAL Biotech）を用いて単離した。単離したDNA
をNspIで消化し、800μl緩衝液A（10 mM Tris-HCl, pH7.5, IM NaCl, 1 mM EDTA, 200 μ
g/mlウシ血清アルブミン）で2回および800μl、希釈無しのT4 DNAライゲーション緩衝液
で2回洗浄した。次いで、随時タッピングすることにより、16℃にて3時間T4 DNAリガーゼ
（Invitrogen）を用いてDNAをNsp-リンカーにライゲートした。Nsp-リンカーは20μM リ
ンク－A（5' CGGATCCCGCATCATATCTCCAGGTGTGACAGTTT (配列番号:59)）を20μMリンク-Nsp
-S（5'AACCTGGAGATATGATGCGGGATCCGCATG (配列番号:60)）でアニーリングすることにより
調製した。Dynabeadsを800μl緩衝液Aで2回の後に800μl緩衝液B（5 mM Tris-HCl, pH7.5
, 0.1 mM EDTA）で2回洗浄することにより、過剰なNsp-リンカーを除去した。フォワード
およびリバースプライマーとしてそれぞれ0.5μMのU38F（5'-CGTGTTCCCAATAAAGCCTT (配
列番号:61)）およびNspL-R（5'- TAACCTGGAGATATGATGCGGGA (配列番号:62)）を用いるPCR
により、プロウイルスのDNA接合部を増幅した。PfuウルトラDNAポリメラーゼ、0.2mMのdN
TPおよび希釈無しのPfuウルトラ緩衝液を含む反応混合物を2分間94℃に加熱し、次いで94
℃で30秒間、56℃で40秒間および72℃で8分間27回サイクルした後、72℃で15分間最終伸
長した。増幅したDNAを、ゼロブラントPCRクローニングキット(Invitrogen)を用いてクロ
ーニングし、配列決定した。ウイルスのLTRに隣接する染色体配列を、Human May 2004 As
semblyでのUCSCゲノムブラウザを用いてヒトゲノム上にマッピングした。
【０２０２】
略語
　FISH－蛍光インサイチュハイブリダイゼーション；H&E－ヘマトキシリンおよびエオシ
ン；HPC－遺伝性前立腺癌；IFN－インターフェロン；IHC－免疫組織化学；FLV－ネコ白血
病ウイルス；GALV－テナガザル白血病ウイルス；KoRV－コアラレトロウイルス；MCF1233
－ミンク細胞病巣誘導1233マウス白血病ウイルス；MuLV－マウス白血病ウイルス；MTCR－
マウスC型レトロウイルス；N.A.－開口数；OAS－2'-5'オリゴアデニレートシンセターゼ
；PBS－リン酸緩衝生理食塩水；PCR－ポリメラーゼ連鎖反応；PIA－増殖性炎症性萎縮；P
IN－前立腺上皮内腫瘍；2-5A－5’-ホスホリル化2’-5’オリゴアデニレート；QQ－RNASE
Lホモ接合体R462Q；QR－RNASELヘテロ接合体R462Q；Rnase L－リボヌクレアーゼL；RT－
逆転写酵素；RR－RNASELホモ接合体野生型462R；SNP－単一ヌクレオチド多型；VRA－可変
領域A；VRB－可変領域B；XMRV－異種栄養性MuLV関連ウイルス
【０２０３】
結果
XMRV核酸は、腫瘍を有する前立腺組織に存在する
　ヒト前立腺組織内にXMRVを局所化し、感染した細胞の頻度を測定するために、インサイ
チュ分子技術を用いた。ホルマリンで固定した前立腺組織上に蛍光インサイチュハイブリ
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ダイゼーション（FISH）を用いてXMRV核酸を可視化した。患者VP35からクローニングした
XMRV単離物由来のcDNAを用いて、全てのウイルスの遺伝子に及ぶスペクトルグリーン蛍光
標識FISHプローブカクテルを調製した（材料および方法）。RT-PCRにより、XMRVに対して
陽性である腫瘍（例えばVP62およびVP88）中で明確なFISH陽性細胞を観察した（図30）。
陽性FISHシグナルと関連する細胞型を同定するために、その後同一の切片をヘマトキシリ
ンおよびエオシン（H&E）で染色した。多くのFISH陽性細胞は間質線維芽細胞であったが
、時々感染した造血細胞もまた見られた。XMRV核酸は、組込みプロウイルスのDNAを示す
核内に通常存在したが、いくつかの細胞は、核に隣接する細胞質の染色を示し、非分割細
胞における前組込み複合体を示唆した（図31、パネルA）。XMRV感染白血病の例を、上皮
細胞に特異的なサイトケラチンAE1/AE3マウスモノクローナル抗体カクテル（Wernert, N.
, et al, (1987), 5 Pathol Res Tract 182: 617-626）で（赤く）染色された前立腺に隣
接して示す（図31、パネルEおよびF）。間質中の感染した細胞は、その非上皮起源を確認
するサイトケラチンAE1/AE3に対して陰性である。インデント核（indented nucleus）お
よび濃く（dark）濃縮されたクロマチンは、間質造血細胞と一致する。
【０２０４】
XMRV感染前立腺細胞の頻度
　FISHを用いてXMRV感染前立腺細胞の頻度の最小評価を得た。XMRV FISHプローブを、染
色体1のpおよびq腕のサブテロメア領域に特異的な2つのFISHプローブ（スペクトルグリー
ンおよびスペクトルオレンジでそれぞれ標識した）と比較した（図32）。2つのXMRV/FISH
陽性細胞をVP88前立腺細胞の領域で観察した（図32の緑のシグナル、パネルA）が、実質
的にあらゆる細胞が隣接する切片において染色体1特異的プローブで標識された（図32の
赤および緑のシグナル、パネルB）。XMRV陽性細胞の低頻度のために、カポージ肉腫関連
ヘルペスウイルス（KSHV）DNA（nts 85820-92789）を標的とする、前立腺標本VP88および
VP51の任意の細胞を標識しなかったプローブを用いて陰性対照を行ったが、このプローブ
はKSHV DNAでトランスフェクトされた293T細胞を実際効率的に標識した。14の異なる前立
腺癌組織標本の複製を含む組織マイクロアレイ上で、さらなるXMRV FISH実験を行った（
表13）。5つのホモ接合体RNase L 462Q（QQ）症例（VP29、31、42、62および88）は、各
々5～10XMRV/FISH陽性細胞（観察された前立腺細胞の約1%）を示した。またQQ症例である
患者試料のVP79も2つの陽性細胞（検査した全細胞の0.4%）を含んだ。観察された全てのX
MRV FISH陽性細胞は、間質細胞であった。対照的に、3つのRR組織試料および２つのRQ組
織試料は、1以下（＜0.15%）のFISH陽性細胞を示した。gag RT-PCR（Urisman, A., et al
, (2005), PLOS Pathogens）により陽性である2つのQQ症例、VP35およびVP90は、各々1つ
のFISH陽性細胞のみを示した（表13）。逆に1つの症例であるVP31はFISH陽性であるが、g
ag RT-PCRは陰性であった。これらの結果は、試料となった前立腺の特定領域間のウイル
スコピー数における不均一性によるものであり得た。
【０２０５】
免疫組織化学により測定される場合の前立腺組織におけるXMRVの存在
　XMRVタンパク質を発現する細胞を同定するために、脾限局巣形成ウイルス（SFFV）に対
するモノクローナル抗体を用いてGagタンパク質の存在を調査した；この抗体は、幅広い
範囲の種々のエコトロピック、両種性および異種栄養性MuLV株からのGagタンパク質に対
して反応的であった（Chesebro, B., et al, (1983), Virology 127:134-148）。この抗
体を用いて、両方ともQQであるXMRV陽性症例VP62およびVP88の前立腺組織中のIHCによる
陽性シグナルを観察した（図33）。向上したアルカリホスファターゼレッド検出方法は、
蛍光顕微鏡検査法（図33、パネルA、B、EとF）および明視野顕微鏡検査法（図33、パネル
C、D、GとH）の両方を用いて、同一細胞でのGag検出を可能とした。FISHによって検出さ
れたものと同様の分布および頻度を有する前立腺間質細胞において、Gag発現細胞を観察
した（図33）。対照的に、RR遺伝子型であるVP51前立腺組織においてGag陽性細胞は観察
されなかった（図33、パネルIとJ）。
【０２０６】
前立腺癌細胞株における関連ガンマレトロウイルス
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　長年にわたって、いくつかの細胞株はヒト前立腺癌由来であった。そのうちの2つ、PC3
およびDU145はRNASELに関して野生型であるが、幅広く研究されたLNCaP株は、RNASELの不
活性化欠失変異（471ΔAAAG）およびR462Qバリアントの両方に対してヘテロ接合体である
（Rennert, H., et al, (2002), Am J Hum Genet 71: 981-984; Xiang, Y., et al, (200
3), Cancer Res 63: 6795-6801）。XMRV感染およびRNASEL変異間の関係が一度確立したら
（Urisman, A., et al, (2005), PLOS Pathogens）、XMRV様外的病原因子による感染の証
拠をこれらの細胞株において調査した；さらに、正常な前立腺上皮細胞（PrEC）の株を調
査した。LNCaPの2つのクローンを研究し、そのうちの1つであるLNCaP-FGCをこの目的のた
めにATCC貯蔵所から新しく得た；もう一方（LNCaP-R）を研究室で連続的に継代した。[LN
CaP-Rは、ATCCから（LNCaP-FGCとして）本来得られ、Cleveland Clinic講義室の癌生物学
科（W. Hestonの研究室）で維持された単離物に対する名前である]。XMRV V35の領域をコ
ードするenvタンパク質内の保存された700bp領域に特異的なプライマーを用いて、これら
の細胞株からのRNAでRT-PCRを行った（図34、パネルA）。野生型RNASELを有する全てのも
のを含むPCR産物が、ほとんどの細胞株において検出されなかった。しかしながら特に、L
NCaPの2つの試験したクローンの1つ（LNCaP-R）は予想した大きさのバンド（band）に対
して陽性であるが、もう一方（LNCaP-FGC）は陰性であった。各細胞株からのRT-PCR反応
後、陽性対照GAPDHアンプリマー（391bp）が同様のレベルで存在した。
【０２０７】
LNCaP-Rレトロウイルスのゲノム
　重複するcDNA断片を前立腺腫瘍試料からのXMRVゲノムを回収するために用いられた同一
のRT-PCRストラテジーに適用することで、LNCaP-R細胞からの全レトロウイルスのゲノム
を回収した（図31、パネルAおよびUrisman, A., et al, (2005), PLOS Pathogens）。簡
単に、ランダムヘキサマーオリゴヌクレオチドを用いてLNCaP-Rクローンからの全RNAを逆
転写した後、XMRV特異的PCRプライマーを用いてPCRした（Urisman, A., et al, (2005), 
PLOS Pathogens）。次いで増幅したPCR断片をクローニングし、配列決定した。
【０２０８】
　推定LNCaP-Rレトロウイルスゲノム（GenBank: DQ272467）は8185nt長であり、前立腺腫
瘍由来の2つのXMRVゲノム（XMRV VP35およびXMRV VP42）に最も類似しており（Urisman, 
A., et al, (2005), PLOS Pathogens）、94%のヌクレオチド同一性を共有する（図34、パ
ネルB［系統樹および類似プロット］）。回収されたゲノムもまた、2つの他の異種栄養性
MuLVゲノム：マウスC型レトロウイルス（GenBank: NC_001702, Heinemeyer T., 非公開）
およびMuLV DG-75（GenBank: AF221065, (Raisch, KP., et al, (2003), Virology 308: 
83-91)）と高いヌクレオチド同一性（92％）を共有する。これらの発見に基づいて、出願
人らは該ウイルスに仮の名前のXMRV LNCaP-Rを割り当てた。
【０２０９】
　XMRV LNCaP-Rのゲノムは、全長Gag-Pro-PolおよびEnvポリタンパク質をコードする2つ
の重複するORFを含む（図35A）。腫瘍由来の同系統物に類似しているので、XMRV LNCaP-R
は、付属（accessory）ウイルス調節遺伝子または宿主由来の腫瘍遺伝子配列を欠く標準
的な（canonical）単純レトロウイルスである。Gagタンパク質は536 aa長であり、XMRV V
P35と最も高いaa同一性（98%）を共有する（図34、パネルD）。gag AUGの上流は5’gagリ
ーダーとして公知のca. 300 nt領域であり、多くのエコトロピックMuLVにおいて代替的CU
G開始コドンから発現されたGagの小数のグリコシル化形態（グリコ－Gag）をコードする
（Prats, AC, et al, (1989), JMoI Biol 205: 363-372）。5’gagリーダーは、他のMuLV
と比較して腫瘍由来のXMRVゲノムにおいて最も分岐した領域であることが分かった（Uris
man, A., et al, (2005), PLOS Pathogens）。XMRV VP35およびVP42のように、この領域
はグリコ－GagのCUG開始コドンから下流の終止コドン53 aaで阻害され、XMRVの特徴であ
る特性（signature）24-nt欠失を有し（図34、パネルC）、任意の他の公知のガンマレト
ロウイルスのゲノム中に見出せない。（注意：グリコ－gagタンパク質はレトロウイルス
の複製に重要でないので（Fan, H., et al, (1983), Proc Natl Acad Sd USA 80: 5965-5
969; Schwartzberg P, et al, (1983), J Virol 46: 538-546）、これらの病変はXMRV感
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染性を阻害しないと予想される；下記参照）。同様に、腫瘍由来のXMRVゲノムに存在する
全ての調節配列もまた、XMRV LNCaP-Rのゲノムの同一の位置において見出された。これら
は、ウイルスの複製の際に逆転写のプライマーとして機能するプロリル－tRNAへの結合部
位（Adam, MA., et al, (1988), J Virol 62: 3802- 3806; Fisher, J., et al, (1998),
 Virology 244: 133-145; Berlioz, C, et al, (1995), J Virol 69: 2214-2222; Vagner
, S., et al, (1995), J Biol Chem 270:20376-20383）；envサブゲノムRNAの生成を伴う
スプライスドナー部位およびアクセプター部位（下記参照）；転写開始を伴うTATAAA（配
列番号：50）およびCCAAT（配列番号:49）ボックス（Temin, HM, (1981), Cell 27: 1-3;
 Coffin, JM., et al, (eds.) (1997) Retroviruses. Cold Spring Harbor, NY: Cold Sp
ring Harbor Laboratory Press）；グルココルチコイド応答配列（GRE）；ならびにAATAA
A (配列番号:51)ポリアデニル化シグナルを含む。
【０２１０】
　しかしながら、特徴のあるXMRVに対するその全般的な類似性にも関わらず、LNCaP-R単
離物は、それでもなおこれら腫瘍由来の単離物とは異なる。全ゲノムのレベルにて、単離
物は、互いに密接に関連するXMRV VP35配列およびVP42配列ほど、XMRV VP35配列およびVP
42配列と密接に関連しない。予想されたpro-pol領域（プロテアーゼ、逆転写酵素および
インテグラーゼ活性をコードする1844 aa）に対し、腫瘍由来のXMRVとのaa 同一性は、他
の領域におけるよりも低く（92%）、MuLV DG-75またはMTCRで見られるものに類似する。
さらに、env領域の一部は特徴のあるXMRVからの有意な分岐を示す（図34参照、XMRV35とX
MRV LNCaP Rとを比較する類似プロットのためのパネルD）。それでもなお、env領域は、
ウイルスがヒト細胞を含む宿主の範囲を明示することを示す異種栄養性／多種栄養性ガン
マレトロウイルスに最も類似する（下記参照）。
【０２１１】
XMRV LANCaP-Rにおけるウイルス遺伝子発現
　上記したように、envサブゲノムRNAの生成に関与する保存されたスプライスドナー（AG
GTAAG (配列番号:47), 204位）部位、およびアクセプター（CACTTACAG (配列番号:48), 5
479位）部位は、XMRVの同じ位置で見出された（Urisman, A., et al, (2005), PLOS Path
ogens）。gagおよびpro-polをコードする完全に非スプライスされた8.2kb転写産物、なら
びにスプライスされたenv転写産物（3.2kb）の両方に対する転写産物を、両伝達暗号を検
出するLTRプローブ（ヌクレオチド位置7780～7991）を用いたノザン解析によって、LNCaP
-R中に確認した（図35B）。予測したように、gag特異的プローブ（ヌクレオチド位置603
～957）は全長ゲノムRNAのみを検出する（図35B）；gag配列がスプライシングによって除
去されるのでenv mRNAはこのプローブで検出され得ない。これらの転写産物の発現と一致
して、LNCaP-R細胞の大部分は抗-Gag抗体で明確に染色されるが、LNCaP-FGC細胞は染色さ
れなかった（図35C）。
【０２１２】
LNCaP-R細胞は感染性XMRVを生成する
　ゲノムおよびサブゲノムmRNAの存在は、LNCaP-R細胞中の組み込まれたプロウイルスDNA
の存在を強く示唆した。これを直接検索するために、制限酵素PstIで切断されたゲノムDN
A（env領域内で一度切断される）を抽出して検査した。得られる断片を、U3領域（位置77
80～7991）に対応するプローブを用いたサザンブロットによって検査した。図36Aに示さ
れるように、複数の挿入部位を示唆する複合体アレイのバンドはLNCaP-R中で観察された
が、ウイルス陰性株中では観察されなかった。いくつかの宿主-ウイルス接合部のPCRに基
づいたクローニングは、種々のヒト染色体上の複数の明確な組込み部位がLNCaP-R DNAの
中に存在することを確認した（図36C）。
【０２１３】
　LNCaP-Rにおけるウイルス組込体のパターンは、感染性ウイルスの産生を示す新たに複
数の感染がこの亜系内に起こったことを意味した。これを直接示すために、LNCaP-Rから
の上澄み液が他の株を感染させるかどうか決定した。LNCaP-R細胞からの上澄み液をLNCaP
-FGC細胞に移し、２時間インキュベートした；このあと、細胞を洗浄し、新鮮な培地を加
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えて次の1週間毎日上澄み液を採取した。図37Aは、この期間の培養容器における逆転写酵
素活性の進行的な上昇を示し、ウイルス複製および蔓延を示す。
【０２１４】
　XMRV-LNCaP Rの宿主範囲を調べるため、ヒト（DU145、LNCaP-FGCおよび293T）またはマ
ウス（3T3）細胞にLNCaP-R上澄み液を接種した；24または36時間後、RNAおよびDNAを調製
し、ブロット-ハイブリダイゼーションで検査した。感染したヒト（LNCaP-FGCおよび293T
）およびマウス3T3細胞のノザンブロットは、ヒトの株におけるゲノムおよびサブゲノム
転写産物を示したが、3T3細胞中にはXMRV mRNAは見られない（図37B）。レシピエントヒ
ト細胞（LNCaP-FGCおよびDU145）におけるウイルスDNAのサザンブロット解析（図37C）は
、未接種でなく接種されたヒトの株において、複数の独立した組込みを示す広汎性スミア
のバンドを示した。（ここでマウス3T3細胞を、陽性ハイブリダイゼーションコントロー
ルとしてのみ使用し、内因性マウスレトロウイルス由来の複数の組込み部位を明らかにし
た；この高いバックグラウンドは、この株におけるXMRVプロウイルスに対するサザンブロ
ッティングの効果的な使用を妨げる）。マウスでなくヒトの細胞が感染に対して攻撃され
やすいという発見は、ウイルスエンベロープタンパク質の配列から予想される異種栄養性
と一致する。
【０２１５】
考察
　XMRVは、前立腺癌を有する患者の前立腺組織で最初に検出された、新規のガンマレトロ
ウイルスであり、RNASELにおけるゲノム変異である（Urisman, A., et al, (2005), PLOS
 Pathogens）。XMRVはヒト組織の異種栄養性レトロウイルス感染の最初の例であり、RNAS
EL病変との疫学的関連は、感染の調節においてRNase Lに対し重要な役割を強く意味する
。これらの所見は、本明細書に記載される前立腺組織のインサイチュ分析によって支持さ
れ、感染がR462Q RNase Lバリアントに対してホモ接合体である被験体において主として
見出されることを強化する。重要なことに、出願人らは目下、感染が癌細胞自体に存在せ
ず、むしろ間質細胞の部分集合、特に線維芽細胞および血液成分に存在することを示す。
これらの所見は、XMRVによって提起される2つの大きな疑問：（i）どのようにしてRNase 
L活性はXMRV感染に影響するか？および（ii）もしあれば、XMRV感染と前立腺癌との関係
は何か？を出願人らが作り上げることが可能な範囲内での境界線の条件を提供する。
【０２１６】
RNase L作用およびXMRV感染
　本明細書に提供されるデータおよびUrismanと同僚のデータ（Urisman, A., et al, (20
05), PLOS Pathogens）は、RNASELの下方変異がインビボでのXMRV感染の獲得または生存
において重要であるという強い経験的な証拠を提供する（Urisman, A., et al, (2005), 
PLOS Pathogens）。動物研究および細胞培養から、RNase Lが重要な抗ウイルスタンパク
質であるという考慮すべき証拠が存在するが、多くの研究は、ピコルナウイルス（Zhou, 
A., et al, (1997), Embo J 16: 6355-6363; Flodstrom-Tullberg, M., et al, (2005), 
J Immunol 174: 1171-1177）、パラミクソウイルス（Behera, AK., et al, (2002), J Bi
ol Chem 277: 25601-25608）、アルファウイルス（Ryman, KD., et al, (2002), Viral I
mmunol 15: 53-76）またはレトロウイルス（Smith, JA., et al, (2005), J Virol 79: 2
240-2250）を含む、RNAに基づいた複製サイクルを有するウイルスに焦点を当てていた。
比較的ほとんどの研究がレトロウイルス感染における2-5 A/RNase L系の役割に焦点を当
てなかった。I型インターフェロンは明らかにレトロウイルスの複製を阻害するが、これ
らのサイトカインはRNase Lに加えて多くの下流エフェクターを活性化し、逆転写、翻訳
、ウイルスの集合および放出を含むレトロウイルスの複製の多くの段階でブロックを形成
し得る（Pitha, PM., (1994) Antiviral Res 24: 205-219; Poli, G., et al., (1994), 
Antiviral Res 24: 221-233; Friedman, RM., et al, (1974) Proc Natl Acad Sci USA 7
1: 3542-3544）。それにもかかわらず、培養細胞におけるOAS（Schroder, HC, et al, (1
992), IntJBiochem 24: 55-63）またはRNase L（Maitra, RK., et al, (1998), J Virol 
72: 1146-1152）の実験的過剰発現はHIV複製を妨げ、RNase Lインヒビターの過剰発現に
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よるRNase L活性の抑制はまた、培養におけるHIV成長を適度に大きくする（Martinand, C
, et al, (1999), J Virol 73: 290-296）。HIV感染において、OASは5’UTRおよびTAR内
の構造RNA領域により活性化され得る；かくして、OASはHIVに対する1つの細胞「センサ」
として考えられ得る（Maitra, RK., et al, (1994), Virology 204: 823-827）。OASによ
って検出されるXMRV RNAの領域、またはどのようにしてRNase L活性化がXMRV複製に影響
を及ぼすかははっきりしていないが、LNCaP-R細胞からの感染性XMRVファミリーメンバー
の採収は、実験的研究に対する両方の疑問に開かれる。RNase Lによって提起されるXMRV
感染への遮断は、相対的であり絶対的ではない；RNASELにおいて病変がないDU145は、イ
ンビトロの高い感染の多重度（MOI）の条件下でXMRVによって感染され得る（図37A～37C
）。これは全く驚くべきことではなく、それはMuLVのFv-1制限ならびにHIVおよびSIVのよ
り最近同定されたリストリクター（restrictor）のようなレトロウイルス複製に対する他
の公知の制限因子を有するので、その全ては高MOIにより克服され得る（Goff, SP., (200
4), Mol Cell 16: 849-859; Bieniasz, PD., (2003), Trends Microbiol 11: 286-291）
。多くのインビボ感染は、最初は低MOI条件で確立されるので、ウイルスの進化の間に恐
らく選択されるのは、このMOIレベルでの制限である。
【０２１７】
　本明細書に記載されるヒト前立腺癌細胞株を検査する結果から、いくつかの結論が引き
出され得る。第一に、多くのヒト細胞のゲノムDNAにおけるウイルスDNAの非存在は、XMRV
が内因性のレトロウイルスではなく、外因的に得られた病原因子であることを示す。第二
にLNCaP細胞は、伝えるところによればクローン性腫瘍から樹立されたが、組込み部位は
クローンではないように思われる。これは、細胞株の感染がクローン株の樹立後であるこ
とを示す；多数の構成物は、株内での感染の水平的蔓延を恐らく反映する。この解釈はま
た、LNCaP-FGCクローンが感染に対して陰性であるという事実と一致する。前立腺腫瘍の
インサイチュ分析（図30～33）は、癌細胞がインビボで感染されないことを示すので、こ
の感染はインビトロで起こったに相違ない。したがって、かかる感染に対する2つの可能
性のあるシナリオ：（i）元来の腫瘍の説明の際、少数の腫瘍細胞が間質細胞からの蔓延
によって感染したかもしれない；または（ii）感染は、株の連続継代間に実験室で起こっ
たかもしれない。LNCaP-FGC細胞がATCCにて堆積するより前にクローン的に精製された場
合、可能性（ii）がよりあり得る。
【０２１８】
XMRV感染および前立腺癌
　XMRV感染が癌細胞にではなく間質細胞に対して標的化されるという、本明細書に記載さ
れる所見は、XMRV感染の前立腺癌との関係を考慮するための主な重要性（implication）
を有する。この所見、およびXMRVゲノムが宿主由来の癌遺伝子を有さないという事実は、
レトロウイルスの癌遺伝子に対する2つの古典的なモデル：著しく作用する癌遺伝子の直
接導入およびかかる遺伝子の挿入活性化を除外する。本明細書に記載される疫学は、XMRV
感染をRNASEL遺伝子型と関連付けるが、前立腺癌に対する任意の病因論的関連を強要しな
いことを強調する。癌細胞からのその排除がXMRVによる直接的な腫瘍形成をあり得ないと
するが、腫瘍に対するウイルスのより間接的な寄与は、確かに想像し得る。前立腺癌は長
期の自然な生長を有する疾患であり、明白な悪性腫瘍を併発する前に多くの組織学的変化
が腺に起こる。最近の研究は、前立腺癌がきわめて一般的に慢性前立腺炎症の徴候を伴う
こと、および増殖炎症性萎縮（PIA）とよばれる障害が疾患の悪性腫瘍段階前においてし
ばしば見出されることを強調する（Nelson, WG., et al, (2003), N Engl J Med 349:366
-381）。この炎症の副生成物（例えばフリーラジカルおよび酸化的損傷）が前立腺上皮の
傷害および再生の引き金となり得ることが推測される。この増強された増殖は、複製エラ
ーの機会が変異を発生させることを可能とする；次いで成長を規制しないものが選択的利
点を有する。PIAは高グレード前立腺上皮内新形成（HGPIN）または早期癌に隣接してしば
しば見出され、増大する証拠がPIA、HGPINおよび癌の間の遺伝学的に同一と見なし得る経
路を示唆する（Nelson, WG., et al, (2003), N Engl J Med 349:366-381）。感染／炎症
仮定の支持において、観察結果は先天免疫（TLRファミリー）、炎症反応の制御（MSR1お
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（OGG1、CHEK2およびBRCA2）と関連する他の遺伝子のバリアントまたは後成的な事象がま
た、人を前立腺癌に罹患しやすくすると報告されていることである（Zheng, SL., et al,
 (2004), Cancer Res 64: 2918-2922; Xu, J., et al, (2002), Nat Genet 32: 321-325;
 Lindmark, F., et al., (2004), J Natl Cancer Inst 96: 1248-1254; Marchesani, M.,
 et al, (2003), J Natl Cancer Inst 95: 812-818; Xu. J,, et al, (2002), Cancer Re
s (52:2253-2257; Dong, X., et al, (2003), Am J Hum Genet 72: 270-280; Edwards, S
M., et al, (2003), Am J Hum Genet 72: 1-12）。PIAの炎症の原因は未知であるが、感
染は明白な可能性のある引き金であり、間質に制限された持続性ウイルス感染は、かかる
プロセスに寄与するために良い場所（well-positioned）となる。この考えにおいて、RNA
SEL変異と前立腺癌とが関連する理由の１つは、RNase L-不完全先天免疫系が間質のXMRV
感染を終わらすことが不可能であることである；次いで得られる持続性感染は、最終結果
がPIAであり得る慢性炎症状態に寄与する（本発明者らは、XMRVが、かかるシナリオにお
ける単独の感染性沈殿剤（infectious precipitant）である必要がないことに注目する）
。
【０２１９】
　XMRVが主として間質細胞に影響を及ぼすという所見は、前立腺の新形成に寄与するため
のさらに別の可能性のある機構を提起する。最近の研究では、間質細胞が、増殖性シグナ
ルとしての機能を果たす種々のサイトカインおよび成長因子を生成することにより、隣接
する上皮細胞の腫瘍形成の促進において活性的な役割を果たすことが示されている（Tlst
y, TD., et al, (2001), Curr Opin Genet Dev 11: 54-59）。特に、癌関連の線維芽細胞
はヒト前立腺上皮細胞の成長を刺激し、インビボでのその組織構造を改変する（Olumi, A
F., et al, (1999), Cancer Res 59: 5002-5011）。XMRV感染前立腺間質細胞は、周囲上
皮の細胞増殖を刺激する成長因子、サイトカインまたは他の因子を産生および分泌するこ
とができたことが想像可能である。かかるパラクリン機構は、障害を特徴付ける比較的少
数のXMRV感染細胞でもってでさえ、全く効率的になお機能することができた。
【０２２０】
　最後に、XMRVのような外因性感染の同定は、全ての遺伝子研究がRNase Lを前立腺癌罹
患性因子として一貫して同定したとは限らない理由を説明する助けになり得たことに留意
されたい。しかしながら間接的に、かかる感染が前立腺癌のリスクと関連付けられ、感染
の有病率が種々の母集団において均一でない場合、低XMRV有病率を有する母集団は、RNAS
EL病変が前立腺癌に対して関連性がないことを示すと予想され得る。
【０２２１】
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【０２３４】
　本明細書に記載される全ての引用文献は、その全体が参照により援用される。
【０２３５】
　本発明は、その好ましい態様に関して特に示され記載されるが、添付の請求の範囲によ
って包含される発明の範囲から逸脱することなく、形式および詳細においての種々の変更
が本明細書中になされ得ることを、当業者は理解されたい。
【０２３６】
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【０２３７】
寄託された微生物または他の生物材料に関する表示
（補助紙面）
Ｃ．補助表示（続き）
　本ＰＣＴ出願におけるオーストラリアの指定に関して、およびオーストラリア特許規則
の規則３．２５条３項に従って、出願人はここで、受託番号　　　未入手(N/A)　　　で
Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｔｙｐｅ　Ｃｕｌｔｕｒｅ　Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎに寄託される生物
材料の試料の分譲が、特許の付与前、または本願の消滅、拒絶もしくは取下げ前に、本発
明に関係のない当業者、および試料の分譲の請求に指定された者に実施されるに過ぎない
ことを通知する。
　本ＰＣＴ出願におけるカナダの指定に関して、出願人はここで、カナダ特許が出願に基
づいて発行されるか、または本願が拒絶されるか、または放棄されて復活しないか、また
は取り下げられるまで、特許庁長官だけが、受託番号　　　未入手　　　でＡｍｅｒｉｃ
ａｎ　Ｔｙｐｅ　Ｃｕｌｔｕｒｅ　Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎに寄託され、本願に参照される
生物材料の試料の分譲を、長官が指定した独立した専門家に認可することを要請すること
を国際事務局に通知する。
【図面の簡単な説明】
【０２３８】
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【図１】図1は、インターフェロンの抗ウイルス活性における2-5 A/RNアーゼL系の役割を
示す概略図(schemtaic)である；2'-PDE、2',5'-ホスホジエステラーゼ；P'tase、5'-ホス
ファターゼ。
【図２】図2は、RNアーゼLのドメイン構造と並べた前立腺癌症例の異なる集団におけるRN
ASEL変異を示す概略図である；LOH、ヘテロ接合の損失 (Carpten, J, et al., Nature Ge
netics 2002；30:181-4；Rokman A., et al., Am J Hum Genet. 2002 May；70(5): 1299-
304；Rennert, H., et al., Am J Hum Genet. 2002 Oct；71(4):981-4；Wang D., et al.
, Proc Natl Acad Sci U S A. 2002 Nov 26;99(24): 15687-92；Casey G., et al., Nat 
Genet.2002 Dec；32(4):581-3；Xiang Y., et al., Cancer Res. 2003；63(20):6795-801
)。
【図３】図3は、ウイルス転写物と並べたHXVのゲノム構造を示す概略図である。
【図４】図4は、HXV35(図において「PCRV」と示す)および他のガンマレトロウイルス間の
関係の樹状図である。
【図５】図5は、MFOLD (Zuker M, et al., RNA, 1998, 4(6):669-79, 1998)を用いて行な
われるHXV35 ゲノムRNAの推定二次構造を示す。
【図６】図6は、RTPCRによって測定したときの、ヒト前立腺癌組織におけるHXV RNAの存
在を示すアガロースゲルである。エチジウムブロミドは、ネステッドRT-PCR産物の電気泳
動の1%アガロースゲルを染色した。HXV RNAは、VP 10 (しかし、VP 107およびVP27は検出
されない)前立腺RNA試料中にGAGネステッドRT-PCR産物として検出されたが、唯一の非特
異的増幅産物がHEMIネステッドレーンで観察された。方法: 1回の反応に、1μgのDNアー
ゼ処理全RNA、1 uLのリバースプライマー(100 pmol)、および7.5 uLのH2Oを使用した。変
性は65℃で5分間であり、プライマーは室温で5分間アニーリングした。10μlの反応混合
物(10×バッファー(Stratascript)2μL、12.5mM dNTP 0.8μL、H20 3.2μL、0.1M DTT 2
μL、およびRT 2μL)を添加し、試料を42℃で1時間インキュベートした。次いで、2μLの
各RT反応物をPCRに供給(seed)するために使用した。すべてのプライマーは100 pmol/uLで
あった。50 uL 反応のためのPCR配合(recipe)は、以下のとおり: 10×PCRバッファー(Str
atascript)5μL、50mM MgCl2 2μL、外側フォワードプライマー0.5μL、外側リバースプ
ライマー0.5μL、25mM dNTP 0.5μL (または1μLの12.5mM)、Taq DNAポリメラーゼ0.5μL
 (5U/μL Invitrogen Inc.)、50μLまでのH2Oである。PCRパラメータ: 94℃で2分間の変
性、[94℃で45秒間、45秒間外側プライマーアニーリング、72℃で1.5分間]×30サイクル
、その後、72℃で7分間の伸長工程。1μlの外側PCRを内側PCRに供給するために使用した
。内側PCRのためのサーモサイクリングパラメータは、プライマーアニーリング温度を除
いて、外側と全く同じであった。Ld = DNAラダー、-= w/o cDNA。
【図７】図7は、RT-PCRによって測定したときのLNCaP (クローンR)細胞株におけるHXV関
連RNAの存在を示すアガロースゲルである。エチジウムブロミドは、RT-PCR産物の電気泳
動の1%アガロースゲルを染色した。前立腺癌細胞株LNCaPR、PC3およびDU 145ならびに正
常前立腺上皮細胞 (PrEC)RNA由来の逆転写(DNアーゼ処理)全RNA1μgを、ウイルスenv領域
 (上)およびGAPDH (下)に特異的なプライマーを用いたRT-PCRによって増幅した。Ld = DN
Aラダー、-cDNAなし、+ cDNAあり。
【図８】図8は、逆転写酵素アッセイによって測定したとき、LNCaP細胞はHXV-関連ウイル
スを産生することを示す。RT活性は、成長の2、4および8日目に (12時間暴露)、ウイルス
感染LNCaP 細胞培地において観察された。2、4および8日目由来の培地を、RTアッセイ前
に新鮮培地で1:10に希釈した。培地を含有しないMock反応物をネガティブコントロールと
して使用した。
【図９】図9は、蛍光インサイチュハイブリダイゼーションによって決定したときの、LNC
aP 細胞株におけるウイルスの存在を示す。LNCaPR (A)、PC3 (B)およびDU 145 (C)細胞か
ら調製したサイトブロック(cytoblock)におけるFISH解析。ウイルスenv ゲノムの2.14kb
セグメントを用いて、ウイルスFISHプローブを作製した。(A)ポジティブ蛍光緑色シグナ
ルが、LNCaPR細胞細胞質および核の両方に見られ、ウイルスRNAおよびDNAの両方の標識を
示す。(B)PC3細胞および(C)DU145細胞における蛍光シグナルの非存在。方法:脱パラフィ
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ン化されたスライドを一連の減少エタノール濃度により再水和した。再水和された組織を
40分間約95℃で標的回復に供し、次いで、20分間室温まで冷却した。組織をH2O中で濯ぎ
、次いで、300μlのプロテイナーゼKを室温で10分間、直接スライドに適用した。組織を
、H2O中で再度濯ぎ、増大EtOH濃度により脱水し、次いで、風乾した。10ulのプローブ混
合物を適用し、スライドにカバースリップを載せ、脱気し、ラバーセメントで密閉した。
プローブおよび標的DNAを73 ℃で同時変性した。ハイブリダイゼーションを37℃で一晩行
なった。スライドを3秒間ストリンジェント洗浄し、2X SSC洗浄液中で1分間57℃でインキ
ュベートした。次いで、スライドを2X SSCで濯いだ。DAPI対比染色を伴うVectashield Mo
unting Medium(Vectashield Inc.)を適用し、より明白な核可視化のためにDAPIが核酸に
充分結合するのが可能となるように、スライドを暗所で室温で少なくとも30分間インキュ
ベートした。青: DAPI、緑:ウイルス
【図１０】図10は、ヒト前立腺癌組織におけるウイルスRNAの存在を示す。２つの異なる
ホモ接合変異型RNアーゼL患者(A)患者VP29(B, C, D,)患者VP62由来のヒト前立腺癌TMA に
おけるFISHの共焦点蛍光顕微鏡検査。方法: 脱パラフィン化ヒト前立腺癌TMAスライドを
一連の減少EtOH濃度により再水和した。再水和された組織を40分間約95℃で標的回復に供
し、次いで、20分間室温まで冷却した。組織をH2O中で濯ぎ、次いで、-300μlのプロテイ
ナーゼKを室温で10分間、直接スライドに適用した。組織を、H2O中で再度濯ぎ、増大エタ
ノール濃度により脱水し、次いで、風乾した。10ulのプローブ混合物を適用し、スライド
にカバースリップを載せ、脱気し、ラバーセメントで密閉した。プローブおよび標的DNA
を73 ℃で同時変性した。ハイブリダイゼーションを37℃で一晩行なった。スライドを3秒
間ストリンジェント洗浄し、2X SSC洗浄液中で1分間57℃でインキュベートした。次いで
、スライドを2X SSCで濯いだ。DAPI対比染色を伴うVectashield Mounting Medium(Vectas
hield Inc.)を適用し、より明白な核可視化のためにDAPIが核酸に充分結合するのが可能
となるように、スライドを暗所で室温で少なくとも30分間インキュベートした。青: DAPI
、緑:ウイルス
【図１１】図11は、ウサギにおいて抗体を生成させるために使用したHXV35gagペプチド(
配列番号:3)、HXV gagペプチド(配列番号:7、8、9)のアミノ酸配列およびHXV35 gagタン
パク質から作製した疎水性親水性プロットを示す。
【図１２】図12は、(レーン1)LNCaPR、(レーン2)PC3および(レーン3)DU145細胞由来の個
々のタンパク質における(A)抗NCおよび(B)抗MA抗体を用いたウエスタンブロットを示す。
【図１３】図13は、HXV35のアミノ酸配列(配列番号:2)を示す。
【図１４】図14は、HXV35gagペプチドのアミノ酸配列(配列番号:3) を示す。
【図１５】図15は、HXV35pro-pol ペプチドのアミノ酸配列(配列番号:4) を示す。
【図１６】図16は、HXV35env ペプチドのアミノ酸配列(配列番号:5)を示す。
【図１７】図17は、RNA RTPCR産物(7084～7750bp)(配列番号:6)として得られ、HXV35env
ヌクレオチド配列と97%の同一性を有し、HXV35 env アミノ酸配列と97.6%の類似性を有す
るHXV-LNCaP ウイルス配列の部分ヌクレオチド配列であり、HXV-LNCaPおよびHXV35が同じ
ウイルスの変異型であることを示す。
【図１８Ａ】図18A～18Dは、患者VP62由来の前立腺の免疫組織化学的解析を示し、これは
、前立腺のホモ接合R462Q RNアーゼLがFISHによってXMRV陽性であることを示す。図18A～
18D、左パネル: Roche製のマウス抗サイトケラチンAE1/AE3 (AE1対AE3の20:1混合物)モノ
クローナルAbカクテルを用いた免疫組織化学(IHC)(赤色)。抗ケラチンAE1 Abは、酸性サ
ブファミリーの56.5、50、50'、48および40 kDaケラチンを認識する。抗ケラチンAE3 Ab
は、塩基性サブファミリーの6つのメンバーのすべてを認識する。IHC (赤色)は前立腺上
皮細胞を標識する。緑色標識は、図9に対する説明に記載されたHXV35 env プローブのた
めのFISHである。青は核のDAPI染色である。図18A～18D、右パネル。ヘマトキシリンおよ
びエオシン染色。
【図１８Ｂ】図18A～18Dは、患者VP62由来の前立腺の免疫組織化学的解析を示し、これは
、前立腺のホモ接合R462Q RNアーゼLがFISHによってXMRV陽性であることを示す。図18A～
18D、左パネル: Roche製のマウス抗サイトケラチンAE1/AE3 (AE1対AE3の20:1混合物)モノ
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クローナルAbカクテルを用いた免疫組織化学(IHC)(赤色)。抗ケラチンAE1 Abは、酸性サ
ブファミリーの56.5、50、50'、48および40 kDaケラチンを認識する。抗ケラチンAE3 Ab
は、塩基性サブファミリーの6つのメンバーのすべてを認識する。IHC (赤色)は前立腺上
皮細胞を標識する。緑色標識は、図9に対する説明に記載されたHXV35 env プローブのた
めのFISHである。青は核のDAPI染色である。図18A～18D、右パネル。ヘマトキシリンおよ
びエオシン染色。
【図１８Ｃ】図18A～18Dは、患者VP62由来の前立腺の免疫組織化学的解析を示し、これは
、前立腺のホモ接合R462Q RNアーゼLがFISHによってXMRV陽性であることを示す。図18A～
18D、左パネル: Roche製のマウス抗サイトケラチンAE1/AE3 (AE1対AE3の20:1混合物)モノ
クローナルAbカクテルを用いた免疫組織化学(IHC)(赤色)。抗ケラチンAE1 Abは、酸性サ
ブファミリーの56.5、50、50'、48および40 kDaケラチンを認識する。抗ケラチンAE3 Ab
は、塩基性サブファミリーの6つのメンバーのすべてを認識する。IHC (赤色)は前立腺上
皮細胞を標識する。緑色標識は、図9に対する説明に記載されたHXV35 env プローブのた
めのFISHである。青は核のDAPI染色である。図18A～18D、右パネル。ヘマトキシリンおよ
びエオシン染色。
【図１８Ｄ】図18A～18Dは、患者VP62由来の前立腺の免疫組織化学的解析を示し、これは
、前立腺のホモ接合R462Q RNアーゼLがFISHによってXMRV陽性であることを示す。図18A～
18D、左パネル: Roche製のマウス抗サイトケラチンAE1/AE3 (AE1対AE3の20:1混合物)モノ
クローナルAbカクテルを用いた免疫組織化学(IHC)(赤色)。抗ケラチンAE1 Abは、酸性サ
ブファミリーの56.5、50、50'、48および40 kDaケラチンを認識する。抗ケラチンAE3 Ab
は、塩基性サブファミリーの6つのメンバーのすべてを認識する。IHC (赤色)は前立腺上
皮細胞を標識する。緑色標識は、図9に対する説明に記載されたHXV35 env プローブのた
めのFISHである。青は核のDAPI染色である。図18A～18D、右パネル。ヘマトキシリンおよ
びエオシン染色。
【図１９】図19は、LNCaP、クローンRの免疫組織化学的解析であり、LNCaPクローンRが、
p30キャプシドに対する抗体を用いるIHCによってXMRV陽性であることを示す。図19、左パ
ネル: HXV gagタンパク質の標識＋核のDAPI(青)染色を示す、ヤギにおいて調製されたロ
ーシャーマウス白血病ウイルスp30タンパク質 (ATCC、カタログ番号VR-1564AS-Gt)に対す
る特異的抗血清を用いた免疫組織化学。右パネル: 核のDAPI染色。
【図２０】図20は、LNCaP感染細胞におけるHXVのIHCおよびFISHによる二重標識を示し、L
NCaPクローンRは、FISHおよびIHCによりXMRV陽性であることを示す。HXV gagタンパク質
の標識＋核のDAPI(青)染色＋図18A～18Dに示されたウイルス核酸のFISH標識(緑色)を示す
、ヤギにおいて調製されたローシャーマウス白血病ウイルスp30タンパク質 (ATCC、カタ
ログ番号VR-1564AS-Gt)に対する特異的抗血清を用いた免疫組織化学。
【図２１】図21は、LNCaP細胞によって生成されたウイルス(XMRV-LN)は、DU145 ヒト前立
腺癌細胞に感染するために使用した場合、感染性であることを示す逆転写酵素アッセイの
結果を示す。DU145細胞は、8ug/ml ポリブレン、-FBSの存在下で、500 ulのLNCaP感染上
澄により3時間感染させた。ウイルスを逆転写酵素アッセイによってモニターした。
【図２２】図22A～22Bは、DNAマイクロアレイおよびRT-PCRによるXMRV検出を示す。図22A
は、19名の患者由来の腫瘍試料について得られたVirochip ハイブリダイゼーションパタ
ーンを示す。試料(x軸)およびマイクロアレイ上に存在する502個のレトロウイルスオリゴ
ヌクレオチド(y軸)を、階層的クラスター化を用いてクラスター化した。カラーバーは、
観察されたハイブリダイゼーション強度の範囲を示す。拡大図は、最も強い陽性シグナル
を有するオリゴヌクレオチドを含む選択されたクラスターを示す。QQ RNASEL遺伝子型を
有する患者由来の試料を赤色で示し、RQおよびRR個体由来のものならびにコントロールを
黒で示す。図22Bは、XMRV gag遺伝子に特異的なネステッドRT-PCRの結果を示す。増幅さ
れたgag PCR断片は、対応するヒトGAPDH増幅コントロールとともに、マイクロアレイクラ
スターと同じレーン順を用いたゲル電気泳動によって分離された。
【図２３】図23A～23Cは、XMRVの完全ゲノムを示す。図23Aは、8185 nt XMRVゲノムのケ
マティック(chematic)地図である。LTR領域(R、U5、U3)を四角で示す。Gag、Gag-Pro-Pol
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およびEnv ポリタンパク質をコードする推定オープンリーディングフレームを緑色で示す
。対応する開始コドンおよび停止コドン(AUG、UAG、UGA、UAA)ならびに選択的Gag開始コ
ドン(CUG)を、そのヌクレオチド位置とともに示す。同様に、スプライスドナー(SD)およ
びアクセプター(SA)部位を示し、スプライスされた3.2Kb Env サブゲノムRNA (波線)に対
応する。図23Bは、XMRV VP35ゲノムクローニングおよび配列決定を示す。マイクロアレイ
 オリゴヌクレオチドのハイブリダイズからのプローブ回収(青色バー)または腫瘍cDNAか
らのPCR (黒色バー)によって得られたクローンを配列決定した。個々のクローン(表10)を
増幅するために使用したプライマーは、MTCRのゲノム(黒色矢印)または重複VP35クローン
(青色矢印) のいずれかに由来した。図23Cは、XMRV VP35をXMRV VP42、MuLV DG-75および
MTCRと比較するゲノム配列類似性プロットを示す。AVID (Bray, N., et al, Genome Res.
, 13:97-102 (2003)) を用いてペアワイズ整列を行ない、100ヌクレオチドのデフォルト
ウィンドウサイズでmVISTA (Frazer, KA, et al., Nucleic Acids Res., 32.W273-279 (2
004)) を用いてプロットを作製した。Y軸目盛は、50～100%のヌクレオチド同一性割合を
表す。
【図２４】図24は、完全ゲノム配列に基づいたXMRVの系統発生的解析を示す。XMRV VP35
およびVP42；MTCR；MuLV DG-75、MCF1233、Akv、モロニー、フレンドおよびローシャー；
ネコ白血病ウイルス(FLV)；コアラレトロウイルス(KoRV)；ならびにテナガザル白血病ウ
イルス(GALV)の完全なゲノムを、ClustalX (材料および方法を参照)を用いて整列した。
ギャップを排除し、多塩基置換のためのキムラ補正を使用し、この整列に基づいて、根の
ない(unrooted)近隣結合系統樹を作成した。Bootstrap値(N=1000試験)を示す。MuLVゲノ
ムを、公開された実験的証拠(Raisch KP, et al., Virology 308: 83-91；O'Neill RR., 
et al., J Virol 53: 100-106；Perryman S., et al., Nucleic Acids Res 19: 6950；Sh
innick TM., et al., Nature 293: 543-548；Sijts EJ., et al., Virus Res 34: 339-34
9；Khimani AH., et al., Virology 238: 64-67；Lenz J., et al., J Virol 42: 519-52
9)に基づいて、異種栄養性(X)、ポリトロピック(polytropic) (P)、またはエコトロピッ
ク(E)として標示した。
【図２５】図25は、受容体特異性を決定することが知られた(Battini JL., et al., J Vi
rol 66: 1468-1475；Tailor CS., et al., Immunol 281: 29-106)SU糖タンパク質可変領
域 (VRAおよびVRB)に広がるXMRVおよび関連MuLV由来のタンパク質配列の多配列整列を示
す。XMRV VP35 (配列番号:10)およびVP42 (配列番号:11)；MTCR (配列番号:14)；MuLV DG
-75 (配列番号:12)、NZB-9-1 (配列番号:13)、MCF1233 (配列番号:15)、Akv (配列番号:1
9)、モロニー(配列番号:18)、フレンド(配列番号:16)、ならびにローシャー (配列番号:1
7)由来のEnvタンパク質配列を、該デフォルト設定でClustalXを用いて整列した。配列を
、公開された実験的証拠(Raisch KP., et al., Virology 308: 83-91；, O'Neill RR., e
t al., J Virol 53: 100-106；Perryman S., et al., Nucleic Acids Res 19: 6950；Shi
nnick TM., et al., Nature 293: 543-548；Sijts EJ., et al., Virus Res 34: 339-349
, Khimani AH., et al., Virology 238: 64-67；Lenz J., et al., J Virol 42: 519-529
)に基づいて、異種栄養性(X)、ポリトロピック (P)、またはエコトロピック(E)として標
示した。可変領域VRAおよびVRBを四角で示す。整列の右側のヌクレオチドの位置は、Env
開始コドンに相対する。
【図２６】図26は、XMRVおよび関連MuLV由来5 'gagリーダーヌクレオチド配列の多配列整
列を示す。XMRV VP35 (配列番号:20)およびVP42 (配列番号:21)；MTCR(配列番号:22)、Mu
LV DG-75、(配列番号:24)、MCF1233、(配列番号:23)ならびにフレンド(配列番号:25)由来
のgagのAUG開始コドンに対する選択的CUG開始コドンから伸長する配列を、該デフォルト
設定を用いてClustaIXと整列させた。VP35配列に対応する推定アミノ酸翻訳を配列の上に
示す。；「*」は停止を示す。整列の右側のヌクレオチドの位置は選択的CUG開始コドンの
Cに相対する。
【図２７】図27A～27Bは、異なる患者の腫瘍試料由来のXMRV配列の比較を示す。図27Aは
、9個の陽性腫瘍試料由来の380 nt XMRV gag RT-PCR断片、ならびにMTCR；ならびにMuLV 
DG-75、MCF1233、Akv、モロニー、ローシャーおよびフレンド由来の対応配列に基づく系
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統発生樹を示す。ClustalXを用いて配列を整列させ、隣接連結法 (材料および方法を参照
)を用いて対応する樹を作製した。腫瘍試料由来のXMRV断片を赤色で示す。図27Bは、9個
のXMRV-陽性腫瘍試料由来の2500 nt pol PCR断片に基づく系統発生樹を示す。PCR断片は
、鋳型として増幅cDNAを用いて得た。系統発生樹は図27Aに示すようにして構築した。
【図２８Ａ】図28A～28Bは、XMRV VP35の完全ヌクレオチド配列(配列番号:26)を示す。左
の数値は、最初のヌクレオチドに対するヌクレオチド座標を示す。Gag (配列番号:27)；G
ag-Pro-Pol (配列番号:28)およびEnv (配列番号:29)ポリタンパク質の推定オープンリー
ディングフレームを、対応するヌクレオチドの下に示す。5'gagリーダーにおける特徴的
な24-nt欠失に三角を示す。他のゲノム特徴ならびにネステッドgag RT-PCRに使用される
プライマーは、矢印に示される。
【図２８Ｂ】図28A～28Bは、XMRV VP35の完全ヌクレオチド配列(配列番号:26)を示す。左
の数値は、最初のヌクレオチドに対するヌクレオチド座標を示す。Gag (配列番号:27)；G
ag-Pro-Pol (配列番号:28)およびEnv (配列番号:29)ポリタンパク質の推定オープンリー
ディングフレームを、対応するヌクレオチドの下に示す。5'gagリーダーにおける特徴的
な24-nt欠失に三角を示す。他のゲノム特徴ならびにネステッドgag RT-PCRに使用される
プライマーは、矢印に示される。
【図２９】図29A～29Bは、推定Gag-Pro-Pol (図29A)およびEnv (図29B)ポリタンパク質に
基づくXMRVの系統発生的解析を示す。XMRV VP35およびVP42の推定Gag-Pro-PolおよびEnv
配列ならびにMTCR；MuLV DG-75、MCF1233、Akv、モロニー、フレンドおよびローシャー；
ネコ白血病ウイルス(FLV)；コアラ レトロウイルス(KoRV)；ならびにテナガザル白血病ウ
イルス(GALV) 由来の対応する配列を、ClustalXを用いて整列させた。得られた整列を用
いて、根のない近隣結合系統樹 (実施例2、材料および方法を参照)を作成した。Bootstra
p値(N=1000試験)を示す。
【図３０】図30は、FISHによって決定された前立腺組織におけるXMRV核酸の存在を示す。
前立腺癌症例VP62 (パネルA～C)およびVP88 (パネルD～F)由来の前立腺組織を、Spectrum
GreenTM標識XMRV-35 DNAプローブで検出した後、H&E染色 (左)によって可視化した(右の
拡大図)。FISHパネルにおいて核をDAPIと対比染色した。H&E写真内の矢印はFISH陽性細胞
を示す。パネルに示すバーは10μmである。拡大図は、63×1.4N.A.対物ズーム2で捕捉し
た図である。
【図３１】図31は、FISHおよび同時FISH/免疫蛍光によるXMRV感染前立腺間質細胞の特徴
付けを示す。組織マイクロアレイを用いて、前立腺癌症例VP62由来前立腺組織を、それぞ
れ、XMRV-35 プローブ (緑色)(パネルAおよびC)ならびに対応するH&E染色 (パネルBおよ
びD)を用いたFISHによって解析した。矢頭はFISH陽性細胞を示す。拡大図 (右側)は、図3
0の説明に記載したようにして得たFISH陽性細胞である(矢印)。パネルAおよびBのFISH陽
性細胞は、間質線維芽細胞である；パネルCおよびDは、間質細胞における有糸分裂像であ
り、EおよびFは間質造血要素である。(パネルE)FISH(緑色) によるXMRVおよび免疫蛍光(
赤色)によるサイトケラチンAE1/AE3の同時染色。パネルに示すバーは10 μmである。
【図３２】図32は、XMRV-35 プローブ(緑色)(パネルA)ならびに染色体1の２つの腕に特異
的なコントロールプローブ (赤色および緑色)(パネルB)を用いた症例VP88の前立腺組織に
おけるFISHを示す(実施例3、材料および方法)。パネルに示すバーは10μmである。拡大は
、図31の説明に記載のようにして行なった。
【図３３】図33は、前立腺組織におけるGagタンパク質の存在を示す。SFFV Gag p30に対
するモノクローナル抗体を用いたIHCを、症例VP62 (パネルA～D)、VP88 (パネルE～H)、
およびVP51 (パネルI、J)の前立腺組織において行なった。免疫蛍光(パネルA、B、E、Fお
よび拡大図[右])ならびに明視野(パネルC、D、G、Hおよび拡大図[右])によって示されるG
agタンパク質を示す二官能性クロモゲン(chromagen)の可視化が、顆粒細胞質染色 (赤色)
によって、ホモ接合RNアーゼL 462Q症例VP62およびVP88の間質細胞において検出されるが
、ホモ接合RNアーゼL 462R 症例VP51では検出されない(パネルIおよびJ)。GおよびHの陽
性細胞は間質リンパ球である。パネルA、BおよびIのバーは5μmであり、パネルEおよびF
では10μmであった。拡大は、図31の説明に記載のようにして行なった。
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【図３４－１】図34A～34Dは以下のものを示す。図34Aは、LNCaP-R細胞におけるガンマレ
トロウイルスの存在を示すRT-PCRの結果を示す。700bp env-LTR領域のPCRアンプリコンを
、エチジウムブロミドで染色した1%アガロースゲル上で分離する。使用した前立腺細胞株
を上部に示す。比較のため、ヒトGAPDH mRNAの第８エキソンのRT-PCRを示す。図34Bは、
完全ゲノム配列に基づくXMRV LNCaP-Rの系統発生的解析を示す。XMRV LNCaP-R；XMRV VP3
5およびVP42 (Urisman A., et al., PLOS Pathogens；MTCR；MuLV DG-75、MCF1233、Akv
、モロニー、フレンドおよびローシャー；ネコ白血病ウイルス(FLV)；Koala レトロウイ
ルス(KoRV)；ならびにテナガザル白血病ウイルス(GALV)の完全ゲノムを、デフォルト設定
を用いてClustalXにより整列した。整列に基づいて根のない近隣結合系統樹を作成した(
材料および方法を参照)。Bootstrap値(N=1000試験)を示す。MuLV ゲノムを異種栄養性(X)
、ポリトロピック (P)、またはエコトロピック(E)として標示した。
【図３４－２】図34Cは、XMRV-LNCaP RVおよび関連MuLV由来の5'gagリーダーヌクレオチ
ド配列の多配列整列を示す。ClustalXのデフォルト設定を使用し (実施例3、材料および
方法)、XMRV-LNCaP RV (配列番号:30)、XMRV-VP35 (配列番号:20)およびVP42 (配列番号:
21)、MTCR (配列番号:22)、MuLV DG-75 (配列番号:24)、MCF1233 (配列番号:23)、ならび
にフレンドMuLV (配列番号:25)由来gagのAUG開始コドンに対する選択的CUG開始コドンか
ら伸長する配列を整列した。整列の右側のヌクレオチドの位置は、選択的CUG開始コドン
の最初の位置に相対する。整列させたヌクレオチド配列の上部の「*」は、停止コドンを
示す。図34Dは、XMRV-LNCaP RVに対してXMRV-VP35、MTCR、MCF1233およびMuLV DG-75を比
較するゲノム配列類似性プロットを示す。整列はAVID (Bray N., et al., Genome Res 13
: 97-102) を用いて作製した。100ヌクレオチドのデフォルトウィンドウサイズでVISTA (
Frazer KA., et al., Nucleic Acids Res 32: W273-279) を用いてプロットを可視化した
。Y軸目盛は、50～100%のヌクレオチド同一性割合を表す。類似性プロットは、黒色バー
で示されるXMRV LNCaP-Rの推定オープンリーディングフレームに対して示す。
【図３５】図35A～35Cは以下のものを示す。図35Aは、8185 nt XMRV-LNCaP RVゲノムの概
略マップである。LTR領域(R、U5、U3)に白四角を示す。Gag、Gag-Pro-PolおよびEnvポリ
タンパク質をコードする推定オープンリーディングフレームを緑色で示す。対応する開始
コドンおよび停止コドン(AUG、UAG、UGA、UAA)ならびに選択的Gag開始コドン(CUG)のヌク
レオチド位置を示す。同様に、スプライスされた3.2kb env サブゲノムRNA部位に対応す
るスプライスドナー(SD)およびアクセプター(SA)ヌクレオチド位置を示す。(図35B)に使
用されたノザンブロットプローブをゲノム内の位置に対して黒色バーとして示す。図35B
は、ノザンブロット解析によるLNCaP-R細胞株内のウイルス転写物の存在を示す。細胞株L
NCaP R、Raji、NIH3T3およびDU145から単離された全RNAを、1.2%ホルムアルデヒドアガロ
ースゲル上で分離し、ブロットし、LTR領域内のヌクレオチド位置7780～7991に対応する
放射性同位元素標識DNAを用いてプローブした(左)。完全長およびスプライスされたメッ
セージの位置を矢印で表す。ブロットを取り出し(材料および方法)、完全長転写物のみを
検出し得る放射性同位元素標識XMRV VP35 Gagプローブ(位置603～957)を用いて再プロー
ブした(右)。左のサイズマーカーは、ヒト18SリボソームRNA(1.9kb)および28Sリボソーム
RNA(5kb)の大きさを示す。図35Cは、LNCaP-R、LNCaP-FGC、DU145およびPC3細胞(示したと
おり)における、XMRV VP35 Gag (NC)ペプチド(赤色)に対するアフィニティ精製されたポ
リクローナル抗体を用いた異なる細胞株におけるLNCaP-RVの存在についてのスクリーニン
グを示す。DAPIを用いて核を対比染色した。テキサスレッドフィルターを用いて免疫蛍光
画像を得た。パネル内に示したバーは30μmである。
【図３６】図36A～36Cは以下のものを示す。図36Aは、LNCaP-R 細胞株におけるウイルス
組込み部位を示す。ヒト細胞株LNCaP-R、LNCaP-FGC、DU145およびマウス細胞株NIH3T3か
ら単離されたゲノムDNAをPstIで消化し、XMRV-VP35 U3 LTR領域(ヌクレオチド位置7780～
7991)由来の放射性同位元素標識プローブを用いてプローブしたサザンブロット。 0.8%ア
ガロースゲル内で分離された分子量マーカーの位置を右側に示す。LNCaP-R細胞のDNA内の
多数の組込み部位を、左側に矢印で示す。図36Bは、(図36A)のPstI消化ゲノムDNAのエチ
ジウムブロミド染色が負荷されたゲノムDNAの相対量を示すことを示す。図36Cは、３つの
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異なるXMRV LNCaP-R 組込み部位の配列(配列番号:31、32、33) を示す。該部位は、修飾
リンカー媒介PCR技術(実施例3、材料および方法を参照)によって決定した。ウイルス配列
を四角で囲む。各配列の上部に、対応する組込み部位の染色体位置を示す。
【図３７】図37A～37Cは、XMRV LNCaP-Rが感染性ウイルスであることを示す。LNCaP-FGC
細胞は、mock感染(-ウイルス)またはLNCaP-RV(+ウイルス)感染のいずれかであった(実施
例3、材料および方法)。図37Aは、細胞上澄を用いた逆転写酵素アッセイを、感染後の示
された時点で二重(-ウイルス)または四重(+ウイルス)に行なったことを示す。DEAE紙にス
ポットした逆転写酵素アッセイのオートラジオグラフを左側に示す。燐光体画像解析によ
る逆転写酵素活性の定量を右側に示す。図37Bは、感染24時間後のmock(-)またはLNCaP-RV
(+)感染細胞株のノザンブロット解析を示す。全RNAを抽出し、1.2%ホルムアルデヒドゲル
上で分離し、ブロットし、放射性同位元素標識XMRV VP35 LTRプローブ(位置7780～7991)
を用いてプローブした。左のサイズマーカーは、ヒト18SリボソームRNA(1.9kb)および28S
 リボソームRNA(5kb)の大きさを示す。図37Cは、感染36時間後のmock(-)またはLNCaP-RV(
+)感染細胞株のサザンブロット解析を示す。感染またはmock感染LNCaP-FGCおよびDU145細
胞のゲノムDNAを抽出し(実施例3、材料および方法を参照)、PstIで消化し、0.8%アガロー
スゲル上で分離し、ブロットし、放射性同位元素標識XMRV VP35 U3 LTRプローブ (位置77
80～7991)でプローブした。数多くの新規な組込み事象を左に括弧で示す。陽性コントロ
ールとしてNIH3T3ゲノムDNAを使用した。分子量マーカーを右側に示す。
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