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ネコカリシウイルスの分子疫学的研究：

カプシド遺伝子塩基配列の系統樹解析

　　　　　を中心にして

佐　藤　良　治
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1．緒言

　ネコカリシウイルス（FCV）はネコの呼吸器病の原因ウイルスとし

てFastier［14］により1957年に分離され、我が国を含む世界各国に

おいて広く蔓延し、ネコのウイルス感染症として重要である［56］。

FCVは小型でエンベロープを持たない7．69kbのプラスー本馬RNAウ

イルスであることから［9］、当初ピコルナウイルスと分類されていた

が、本ウイルスの粒子の直径が27～40n皿とピコナルウイルス重りや

や大きく、表面に32個の窪みがみられるという形態学的特徴と60

～70KDaの単一カプシド蛋白から構成されることが明らかとなり・

ピコルナウイルス科と異なることからカリシウイルス科として独立

した。そして、最近、猫を宿主とするFCV以外の動物カリシウイル

スとともに遺伝子性状による分類が試みられ［16］、この科は兎出血

病ウイルス（ra肋平岡盈or功agゴ。　dゴ5θa3θガ刑ε、紐0のとEαropθ∂上

側。吻加rθ5アηdro盟θy∫r召Sからなるラゴウイルス（五agoy∫刑5）属・

人のカリシウイルスからなるNorwalk－like　viruses属・

SapPoro－like　viruses属からなることが示された・そして・FCVは

豚の水庖疹ウイルス（yθ3ゴ0召1∂r　θXa往亡11θ盟a　of　s｝γ111θ　71　r召S）ととも

にベジウイルス（陀3ルゴ刑3）属に分類された［18］。本ウイルスの病原
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性については呼吸器病［27】の他に、肢行症候群［11、24］慢性胃炎と

歯肉炎［29、53］流産［12、57］尿路感染症［32］と関連することが指摘

されていた。また最近、高い致死率を持つ兎のカリシウイルス感染

症である兎ウイルス性出血病とよく似た症例が報告され注目されて

いた［43］。この発生は短期間で終息したが、FCVは変異が激しいため・

病原性の強いこのような例が再び発生する余地があると示唆されて

いる。このような病原性の違いについては下痢を起こすウイルスが

酸抵抗性を示すという指摘はあるが［38］、その他の性状との関連に

ついては知られていない。

　FCVの血清型はウイルス中和試験によって試みられ、抗原性の相違

がみられたが［3］、そのような抗原性の相違は比較的小さく、FCVは

血清学的に交差性が強いので一つの血清型のvariantsとみなされた

［2、28、44］。これに対して、人のカリシウイルス［6］および3a刀酸8ηθ1

5θa1加y1躍8［51］（SMSV）は明瞭な血清型を有するが、　FCVは現在

においても特定の血清型が見られない。一方、Kalundaら（1975）は野・

外分離株と非常に強い交差性をもつF9株を見出し、生ワクチンに利

用している［28］。一方、FCVは感染中に猫の体内において抗原性の変

化を起こすことが知られている［26］。発症した猫が回復後にワクチ
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ン抵抗株を排泄し、キャリアーとなる傾向が見られるため予防上問

題視されている［19］。また、最近、わが国の野外分離例の一部にお

いてF9株と抗原性に著しい相違が見られることも報告されている

［9、22、30、34］。このようにFCVの血清型別ができないため流行株

の病原性、地域性、年代、ワクチン抵抗株の出現等に関する疫学的

研究を難しくしている。

　最近、ウイルスの遺伝子性状が血清学的性状とともにウイルスの

分類や疫学に用いられている。FCVの遺伝子の研究はカプシド蛋白の

遺伝子について幾つか報告され［5、39、54］、カプシド遺伝子は、

A，B，C，D，EIFの6つの領域に分けられた［40、48・50］。　FCV・SMSV・・

R：HDVのカプシド領域の比較により、比較的良く保存されたB・D・F

領域と顕著な変異を示すA、C、　E領域に分けられた。このうちFCV

の426番目から523番目のアミノ酸配列からなるE領域は超可変領

：域と言われ特に変異が激しく［48］、中和抗体と結合する抗原決定基

を含むとされている［21、37、41、47、55］。

　Seal［49ユはこの超可変領域の33アミノ酸配列について系統樹解析

を行ない抗原性とE領域との関連を指摘した。その後、FCV遺伝子の

系統樹解析によるFCV感染症の疫学的研究が試みられた。しかし、
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血清学的手法［10、35］およびカプシド遺伝子の解析による抗原性と

病原性［14］との関連性について検討されたが明瞭な結果が得られな

かった。このカプシド蛋白はウイルスが外部環境に直接触れる部分

であり環境の変化に対応するために遺伝的変化を起こし易いとされ

注目されている。Geisslerら［14］（1997）は異なった臨床症状を呈す

る疾病（慢性胃炎、急性胃炎、急性呼吸器病、肢行）から分離したFCV

のカプシド遺伝子の配列を比較したが、病気と遺伝子の関連性を明

らかにすることはできなかった。また、モノクローナル抗体、ウサ

ギ免疫血清によっても病原性との関連性を示す生物性状の存在は証

明されなかった。Glennら［15］（1999）もORF　1、2、3領域の系統樹解

析により病原性、地域（geographic　clustering）、年代（te皿poral

clustering）等の疫学的な検討を行ったが、明瞭な成績が得られなか

った。

　FCV遺伝子の系統樹解析により遺伝子型を明らかにする一連の試

みはうまくいかなかったが、Radfordら［46］（1997）はワクチン接種猫

から分離したウイルスの遺伝子を系統樹解析し、塩基配列の近縁性

によりワクチン由来のウイルスが発病に起因している可能性を指摘

した。また、Kuretzら［31】（1998）はFCV255ワクチン株の猫通過ウイ
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ルスの抗原性変異を遺伝子解析により明らかにした。このようにワ

クチンブレ’一ク（vaccine　break）をおこすウイルス感染原因の解明

［9］や変異ウイルスの検出に関する報告により遺伝子塩基配列の系

統樹解析が疫学的研究に有効な手法であることが示されている。

　一方、人のカリシウイルスはカプシドおよびRNAポリメラーゼの

遺伝子解析により遺伝子型別が行なわれ［16、17、19、25］、ウサギ

のRHDVは3種類の遺伝子型別が行われている［1、33］。これに対し

て、上述のようにFcvにおいて他のカリシウイルスに見られるよう

な遺伝子型が認められないのは、利用できる配列データーが限られ

ているためではないかと指摘された［15］。このような遺伝子型の解

析に使用されている日本の分離株はもっぱらF4のみが使われている

［14、15］。そこで、日本で分離した株（日本国）と他の国で分離され

たウイルス（外国株）について遺伝子解析を試み、わが国で流行して

いるFCVの分子疫学的研究を行なった。日本株についてカプシド遺

伝子（B～F）部分をRT－PCR法により増幅し、　TAクローニングベクター

にクローニングして、塩基配列を外国株と比較した。

　本研究により、FCVは二つの遺伝子型に分類されることが明らかと

なり、日本特有の系統が存在することが示されたので、地域性につ
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いて検討すると伴に、ワクチン投与猫から分離された2株のワクチ

ン抵抗性について検討した。

2．材料および方法

2－1細胞およひウイルス

　すべての実験においてウイルスの培養にはネコ腎細胞由来のCRFK

細胞を用いた［8］。CRFK細胞の培養には5％牛胎児血清を加えたイ旧観

グルMEMを用いた。

　今回の遺伝子解析に用いた日本で分離した野外分離株を日本株と

呼称し、表1に示すような由来を持つ47株からなり、このうちFCV－B

は脳から分離されたが、他のウイルスはネコの口腔・鼻・目のスワ

ップから分離された。reverse－transcription－pol∬erase　chain

reaction（RT－PCR）および中和試験、免疫血清の作成には標準株とし

てF9（ATCCVR782）、　CFI／68（ATCC　VR654）、　Bolin（ATCC　VR649）を用い

た。

　日本で分離された株F4とオーストラリア、アメリカ、カナダ、ド

イツ、ニュージーランドの諸外国で報告された株（外国株）の塩基配

列はGenBankから得たものを遺伝子解析に使用した（表1）。
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2－2カプシド遺伝子のクローニング

2－2－1RNAの抽出

　限界希釈法によりクローニングしたFCVの培養上清15mlに0・4M

の濃度にNaClを加え、8％のポリエチレングリコール8000になるよ

うに調製し、8000910分間遠心した沈査をTE緩衝液150μ1で溶か

した［23、24］。この部分精製したウイルスからISOGEN（ニヅポンジー

ン、東京）によりRNAを抽出した［7］。

2－2－2　cDNA

　部分精製ウイルスから得られたRNAのcDNAの作成は0・1mMの

01igo（dT）12－18を加え、逆転写酵素（Gibco　BRL、東京）皿oloney　murine

leukemia　virus　reverse　transcriptase（M一肌V　RT）によりcDNAの合

成を60℃1時間の反応で行い、95。C　5分で熱変性しcDNAを調製した

［20］。

2－2－3　PCR

　作成されたcDNAはSeal（1994）の報告に示されたように、　CFI／68

株のカプシド遺伝子領域の塩基配列1087から1757番目（B－F＞をコー

ドしE超可変領域を含む次のようなプライマーを用いPCRにより増
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幅した。cDNAにセンスプライマー5’一TTCGGCCTTTTGTGTTCC－3’（理科

研、名古屋）とアンチセンスプライマー5’一TTGAG蝕TTGAACACATC－3’

のそれぞれを100p皿olと勉9pol狐erase（タカラ、東京）を3単位ず

つ加え、94・C30秒の熱変性後、50。C30秒間プライマーとアニーリン

グし、72・C10分の伸長を行い、この操作を25回反復し増幅した。こ

のPCRにより主に671塩基対からなるDNAを産生した［49］。

2－2－4　クローニング

　PCRにより増幅された日本分離株のDNA産物はマニュアルに従いTA

クローニングキヅト（lnvitrogen，San　Diego．CA，USA）を用いクローニ

ングした（図1）［36］。2つの異なるクローンについて配列を決定し

た。

2－2－5配列の決定

　FCVカプシド遺伝子を含むプラスミドの塩基配列は勉qポリメラ

ーゼと蛍光色素標識dideoxynucleotidesを用いたABIオートシーク

エンサー（ApPlied　Biosystems，　Foster　City，CA，USA）で決定した［45・

52］。

2－2－6配列の解析

　系統樹の解析にはPCR産物の両端のプライマー部分を除いた370
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番目から580番目の211個のアミノ酸をコードする1105番目から

1739番目のヌクレオチド総数635の塩基配列を用い検討した。系統

樹の作成は近隣結合法（neighbor－joining，　NJ）法を用いて行った。

信頼度を検定するためブートストラヅプ値の算出は1，000回の繰り

返しを行なって求めた。また、Seal［49］により示された抗原性と関

連するE領域426番目から458番目の33アミノ酸残基について系統

樹解析を試みた。この系統樹鯉析はSeal［49］の報告に従って平均距

離法㎜weighted　pair　group皿ethod　using　the　ari七㎞etic　averages

（UPG腫A）（Seal　1994）で行った。

　塩基配列の決定、アミノ酸配列への変換、ホモロジー（相同性）の

比較、系統樹解析はGE囲TYX一門C　Ver．10、およびGENETYX一閃C／ATSQ

3ソフト（ソフトウエア開発（株）、東京）を用いて行った。

2－3免疫血清

　F9株に対する猫のポリクローナル抗体は106TCID50／mlのF9培養ウ

イルス液20mlを約3ヶ月齢のSPF猫に注射器で経口投与し、感染投

与後5週目に採血して血清を作成した。

2－4理化学的試験

　熱掻抗性試験：ウイルス液を50・C50分間加熱した後、感染価
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（TCID50）を測定した。

　酸抵抗性試験：ウイルス液をpH．3．0とpH．7．0に調節したMcllraine

緩衝液により1：10に希釈し3時間室温で反応させた後、感染価を測

定した。

　胆汁酸塩感受性試験：ウイルス液に等容量の0．2％デオキシコール

酸ナトリウム（Nacalai　tesque　Inc．，　Kyoto）添加維持培地を加え、

37・C1時間反応させた後、感染価を測定した。

　トリプシン感受性試験：ウイルス液に等容量の1％トリプシン

（1：250，Nacalai　tesque　Inc．，　Kyoto）添加維持培地を加え37。C1時

間反応させた後、感染価を測定した。

2－5中和試験

　すべて96穴のCRFK細胞を培養したマイクロプレートを用い、

200TCID50／mlのウイルス液を用いた。ウイルス液と血清は1時間室温

で反応させ、培地を加える前に1時間吸着させ、CPEが完全に確認さ

れる72時間後に判定した。　　　　　　　　一

2－6実験感染

　H10株については、　F9に対する抗原性が低かったので、約3ヶ月

齢のSPF猫を一ヶ月毎に3回市販F9生ワクチンを皮下に投与し・
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FCV－S株においては約10倍低かったので、1回のワクチン投与を行

なって攻撃した。攻撃はワクチン投与後、約2ヶ月後にそれぞれの

ウイルスを50ml経口投与した。臨床観察および中和抗体価を測定

した。また、FCV－Sは投与後3週二目に同様の方法でウイルスを再投

与した。

2－7統計分析方法

　中和抗体価の幾何平均値を比較するためにスチューゲントのt検

定を、地域性、年代を比較するためにz2独立性検定を実施した。な

お、P＞0．05については有意差なしと判定した。

3．成績

3－1遺伝子型の検討

3－1－1塩基配列の系統樹解析

　FCVからRNAを抽出し、　RT－PCRを行い増幅したカプシード蛋白質

コード領域を含む671塩基対長のDNA断片をTAクローニングベクタ

ーに挿入して得たクローンについて塩基配列を決定した（図2）。F4

株を含む日本株47株と外国株30株の合計77株の塩基配列について

NJ法により系統樹を作成したところ図4に示すように明瞭な2遺伝

子群（genogroup）に分かれ、77株のうち53株（69％）が遺伝子群1に・

　　　　　　　　　　　　　　　11



24株（31丁目が遺伝子群IIに属していた。これらのブートストラヅプ

値は96．5％を呈し、明らかに両群は高い確率で遺伝子型に分けられ

た。遺伝子群1はさらに多くの分枝からなるクラスター（C1－7）を形

成した。これらのブートストラヅプ値は低いことから同じ遺伝子群1

に属していた。遺伝子群IIはさらに99．7％のブートストラヅプ値を

呈して2亜群（subgenogroups）（IIa、　I　Ib）を形成した。遺伝子町尽IIa

には13株（17％）、Ilb遺伝子下県には11株（14％）が含まれていた。

3－1－2アミノ酸の系統樹解析

　塩基配列をアミノ酸に変換して系統樹の作成を行ったところ・図5

に示すように塩基配列と同じメンバーからなる2遺伝子群（IA、　IIA）

に大別された。塩基配列の解析では96．5％の高いブートストラップ

値が認められたが、アミノ酸の場合には90．5％とやや低い値をとって

いた。また、遺伝子群IIは塩基配列においてIIa、　IIbの2遺伝子

亜群が明瞭に形成されたが、アミノ酸では53．6％と低いブートストラ

ヅプ値を呈することからこれらは遺伝子群とみなされず同じ群とし

て示された。このように塩基配列の解析による方がアミノ酸より高

いブートストラヅプ値を呈することからFCVの遺伝子型別を行うに

は塩基配列を用いた方が良いことが明らかとなった。
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3－1－3アミノ酸の比較

　アミノ酸の系統樹解析により塩基配列と同じように遺伝子群1、II

に大別されたので、両群を分けるアミノ酸の相違について比較検討

した。図3に示すように遺伝子群1と遺伝子群IIに相違するアミノ

酸配列が見られる。F領域の539番目のアミノ酸はアラニンまたはプ

ロリンがバリンまたはヘニールアラニン，557番目のグリシンがセリ

ンと、2箇所のアミノ酸残基が1とIIの遺伝子群で異なっていた・

2．疫学的解析

3－2－1国別の分布比較

　系統樹解析によりFCVは2系統の遺伝子群に型別されたので、各

群に属するFCVを国別にして表2に示した。遺伝子群1については

ドイヅ4株、イギリス5株、カナダ5株、アメリカ9株、ニュージ

ーランド1株を含むオーストラリア6株がすべて遺伝子群1に分布

しており、遺伝子群IIにはこれらの外国で分離されたFCVは含まれ

なかった。日本株のうち23／47（49％）が遺伝子群1に属し、遺伝子群

IIは24／47（51％）の日本株のみからなっていた。この2遺伝子群の間

には日本で分離されたFCVと他の国のFCVの分布において明らかに

差が見られた（P＜0．01）。
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3－2－2日本で分離されたFCVの　地域・県別分布の比較

　遺伝子群1、IIに属する日本株について、九州、近畿、関東の各

地域別分布状況を表3に示した。これによると、九州、近畿、関東

で分離されたFCVは遺伝子群1に64％、58％、33％とそれぞれ分布

し、遺伝子群IIには関東では67％に分布し九州での36％より多い

が、近畿と九州間には顕著な差は見られなかった。

　同様に各都道府県において分離された株について、遺伝子群1、Ila、

IIbの各遺伝子亜群の分布状況を表4にまとめた。福岡および熊本で

分離された11株の中で遺伝子亜群IIbに含まれる株は見られなかっ

た。また、奈良県で分離された5株はすべて遺伝子群1に属してい

た。大阪および神奈川県で分離された株はそれぞれ7畑中5株（71％），

15野中11株（73日置が遺伝子群IIに属していた。このように県によっ

て分布に相違が見られたが、遺伝子群1と遺伝子群IIおよびIIa、　b

遺伝子隠士におけるFCVの県別分布状況に顕著な有意差は見られな

かった。

3－2－3年代別による分布

　本研究で用いた外国株の分離された年が日本株に比べると古い傾

向が見られたので、日本で分離された株について、遺伝子群1、II
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に含まれる株の年代別分布状況を表5にまとめた。1971年力1ら群1

が見られ年代により多少の分布の違いが見られたが、遺伝子型と年

代の相関性は見られなかった。

3－2－4相同性

　日本株20株と外国株の塩基配列とアミノ酸配列の相同性を比較し

表6に示した。遺伝子群1および遺伝子群IIのそれぞれの間では大

体70％程度の相同性が見られ、塩基配列の最も高い相同性を持つ株

は神奈川で分離されたFCV－2株とFCV－6株で99．8％であった。最も

低い相同性を示すものは遺伝子群1のアメリカのFRI－NCI株と神奈

川の遺伝子群IIのFCV－15株の64．4％であった。遺伝子群IIの他の

日本株とも同じ程度の低い相同性を呈した。この低い傾向は一部

70％程度の相同性を呈するものもあるが、遺伝子群1と遺伝子群II

の株一般の間で見られた。ワクチン株F9とワクチンを投与した猫か

ら分離した遺伝子群IIのFCV－B株とは68．6％と低く、他の遺伝子群

IIの株ともFCV－S2株の70％以外は60％程度の相同性を示していた。

表には示していないがF9は同じくワクチンを投与した猫から分離し

た遺伝子群1のHIO株とは73．8％とやや高かった。また・遺伝子群

1の他の日本株とも70％程度の相同性を示していた。



　アミノ酸に変換した遺伝子群1あるは遺伝子群IIのそれぞれの間

では大体80％程度の相同性が見られており、塩基配列より高くなっ

た。最も低い相同性を示す株は日本刀のML2株とFPL（Bolin）株の

67．8％で、アメリカのFRI－NC1株とは68．7、アメリカのN佃C株・FCV－5

株、KS20株、肌3株とは69．7％～69．8％と低い相同性を示した。最

も高い株はFCV－2株とFCV－6株の100％であった。　ML5株とML6株、

FCV－15株とFCV－170株がそれぞれ99．5％であった。日本株と外国株

との間では90％以上の相同性を示すものは見られなかった。F9株と

日本株の相同性は遺伝子群1のML4株が81．8％と最も高く、　ML　7株

とは80．4％で、S21株とは79．9％であった。上述のH10株とは82・2％

とやや高い値を示した。遺伝子群IIのFCV－B株とは73．8％で、　ML1

株とは70．6％と最も低かった。不活化ワクチン株FCV　255株はF4株

とは74．3％、FCV－B株と75．8％と低いが、遺伝子群1のML3株・S21

株、FCV－43株、　H10株とは80％以上を呈するものが見られた・CFI／68．

株もF4株とは71．0％と低く、ML7株とは87．7％とやや高かった。ワ

クチン株F9およびFCV　255株はいずれも遺伝子群IIの日本株とは

約70％と低い相同性を示していた。このような70％程度の低い傾向

は遺伝子群1と遺伝子群IIの株間でも見られた。



3－2－5近縁性

　分子系統樹は横線で塩基配列の置換頻度を表し、分岐部から各配

列間への横線の距離の和が長いほど塩基置換数が多く、その2つの

ウイルスは遠縁ということになる。また、近縁の配列から順番に遠

縁の配列へ並べていくのでお互い近い位置にある配列が近縁で・高

い相同性を持っていてもその間に他の配列が介在する場合には必ず

しも近縁とはいえない。図4のように遺伝子群1のウイルスによっ

て形成されるクラスターをC1～C7に分け、それぞれの株の近縁性を

検討した。各クラスターにおいて、塩基の相同性が比較的低いにも

かかわらず、同じ国あるいは同じ地域・県において分離されたウイ

ルスが近くに位置する傾向が見られた。

　C1は日本株4株とアメリカ3株、オーストラリア2株、イギリス

1株、ドイヅ1株の5力国からなる。1999年に東京で分離されたH10

株は奈良で分離されたML12株と近く、福岡で1994年に分離された

K2株はイギリスのLSO12株と近かった。アメリカで1957年に分離さ

れたFPL（Bolin）株および1960年に分離されたFRI－NC1株は異なった

年に分離されたが高い相同性（塩基相同性97・2％・アミノ酸相同性

98．9％）を持ち、顕著な近縁性を示していた。
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C2は5株の日本株とドイツ1株からなっていた。　C3はオーストラ

リア3株、カナダ2株、アメリカ1株と北海道1株、九州2株が加

わっていた。このうち、オーストラリアのV274株とV276株は相同

性（塩基相同性98．1％、アミノ洋々同性99．2％）が高かった。C4はカ

ナダ3株とイギリスの2株でクラスターを作った。特に、カナダの3

株（60％）は1991年に分離された2株82857－91株、89243－91株と1987

年に分離された28043－87株と分離された年が異なっていたが、非常

に高い相同性（塩基相同性95．7％、96．7％、アミノ丞相同性98・3％・

98．4％）を示しており顕著な近縁性を示していた。C5はドイツ2株

KS40株とKS8株（塩基相同性73．6％、アミノ位相同性79．8％）とアメ

リカ1株、日本2株からなっていた。C6はイギリス2株・アメリカ

3株、日本5株からなっていた。C7にはニュージーランド1株・ワ

クチン株のF9株、4株の日本株が含まれていた。日本株には2000

年に奈良で分離されたML14株が含まれていた。アメリカ、カナダ、

オーストラリアで分離された株では相同性が高く近縁とみなされる

株が認められたが、遺伝子群1の日本株には高い相同性を持ってい

る近縁関係を示す株は見られなかった。

　これに対し、日本株からなる遺伝子群IIのIIa遺伝子亜群では神



奈川で分離されたFCV－1株、2株、6株、11株が非常に高い相同性（塩

基相同性99．5％～99．8％、アミノ酸相同性99．5％～100％）を持ち顕

著な近縁を示した。FCV－2株は1989年に分離されたが、これ以外の

株は1990年に分離された。これらの株に比べ、福岡で分離された3

株IJ－F－9株、　K10株、　IJ－F－4株はやや低い相同性を示しているが、

近くに位置していた。IIbにおいても高い相同性を示す株が見られ、

神奈川で分離されたFCV－15株とFCV－170株（塩基相同性99．5％、ア

ミノ酸相同性99．5％）、東京、大阪、神奈川で分離されたH1株、ML2

株、ML6株、　ML5株（塩基相同性99．2％、アミノ酸根同性98．6％～

99．1％）、同じく神奈川のS1株，　S　2株，茨城のND35株（塩基相同性

99．4％、アミノ酸相同性98．6％～99．1％）・東京のTOKYO　1の株がそ

れぞれ非常に高い相同性を持って近縁関係にあった。また、FCV－B

株はこれらの株とやや遠くに存在していた。

　アミノ酸に変換して作成した系統樹による近縁関係は図5に示す

ように塩基配列の場合と若干異なっていた。CA1のワクチン株F9は

塩基配列の場合と同様にKCD株と近く、同じクラスターを形成して

いた日本の4株はCA4とCA5の別のクラスターを形成した。CA2のカ

ナダの3株は近縁であり同じくカナダで分離されたLLK株（4／5・80％）



とクラスターを形成した。CA1とCA2には日本株が含まれていなかっ

た。CA3は主に塩基配列のC2のメンバーからなっていた。　CA4の多

くは塩基配列のC1とC6、　C7からなり、アメリカの5株（56％）とイ

ギリスの3株（60％〉を含んでいた。アメリカのFCV－225株は福岡で分

離されたK5株、　IJ－F－3株と近かった。　CA5は日本株4株からなり3

株は九州で分離された。CA6は4株のオーストラリアの株と2000年

に奈良で分離されたML19株の1株からなっていた。

3－2－6病原性との関連性

　呼吸器病以外の臨床症状を呈した猫から分離された株について近

縁性を表7にまとめた。FCV－43株とFCV－170株は下痢を起こし、　pH3

に抵抗性を示した（表16）。FCV－43株は塩基配列の系統樹で示した遺

伝子群1のC2にFCV－170株はIlb遺伝子亜群に属し明らかに異なる

遺伝子群に所属していた。慢陛胃炎を起こした3株はそれぞれC1と

C4の異なったクラスターを形成した。急性胃炎の2株、健康な個体

に由来する2株もそれぞれ異なったクラスターを形成した。肢行を

呈する猫からの3株はLLK株と2280株の2株が1－C3に属するがや

や隔れた位置にあった。

　また、図6に兎出血病ウイルスと似た病原性を有するFCV－Ari株



のE領域の塩基配列とワクチン投与済みの突然死した猫から分離し

たFCV－B（S）株およびワクチン投与済みの呼吸器病を呈した猫から分

離したH10株と比較したところ、70．4％、74．7％の相同性を示し、

また、F9株とも74．5％、77．9％の比較的低い相同性を示した（表8）。

3－2－7、血清学的性状

　日本株21株の抗F9株免疫猫血清（中和抗体価、1：89・6）に対する

中和抗体価と遺伝子群との相関性について比較検討を行なった。表9

のように、遺伝子群1に7株、群IIに14株がそれぞれ分かれた。

遺伝子群1の幾何平均抗体価は20．5±5．5（平均値±SD）、遺伝子

群II磯何平均抗体価は11．3±216（平均値±SD）であった・この2

群山の抗体価には顕著な有意差は見られなかった。

3－2－8抗原性と関連のあるE超可変領域の系統樹解析と中和抗体の

反応性

　　Seal［49］により報告されたE超可変領域の系統樹と中和抗体の

反応性との関連を検討するため、抗原性と関連のある超可変領域のE

領域（426～458）の33個口アミノ酸配列について、UP　GMA法によって

系統樹・を作成して、日本株21株の抗F9株免疫猫血清（1：89・6）に対

する中和抗体の反応性と比較検討した。中和抗体に対する反応性は
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Sealが示したように低（≦1：1．4以上）、中（1：1．8以上）、高（1：32

以上）反応性とした。

　図7の系統樹に示すようにFCVはEI－V皿の群に分かれた。遺伝子群

EIにはワクチン株のF9株が含まれ1998年に分離された日本株のS21

株と近く、S21株は1：89．6の抗体価を有しF9株と同じ高い中和抗体

価を示していた。また、ドイヅで分離されたKS109株と近かった。

遺伝子群EIIには低い反応性を呈するH10株（≦1：1．4），　FCV－43株

（1：5．6）と中程度の肌4株（1：16）が含まれていた。これらはドイツ

で分離されたKS8株と遺伝子群を作っていた。遺伝子群EIIIに属する

高反応のFCV－5株（1：179．2）は中程度の反応を呈するFPL－NCI株と

異なった群を形成した。遺伝子群EWには中反応のML3株と高反応の

ML7株が、カナダで分離された3株、アメリカで分離されたN⑳C株、

ワクチン株のFCV－255株と遺伝子群を形成した。遺伝子宝EVのFCV－2

株、6株、11株は同じアミノ酸配列を持ち1：32－89・6とほぼ同じ抗

体価を示し、カナダで分離された低反応性のLLK株と同じ遺伝子群

を形成した。遺伝半群EVIはFCV－B株を含む12株からなり低反応3

株、中反応8株（高反応は1株）からなっていた。FCV－15株（神奈川・

1990）とFCV－170株（神奈川、1996）の2株はアミノ酸配列が一致し・



H1株（東京、1998）、　ML2株（大阪、1997）、　ML5株（神奈川、1997）、　ML6

株（大阪、1997）の4株のアミノ酸配列が一致しこのうち、大阪2株

（ML2，ML6）、東京1株（H1）、神奈川1株（ML5）とそれぞれ異なった地

域で検出され、これらの抗体価は似ていた。しかし、この群には唯

一抗体価1：32を有するCFI／68株の高反応性を呈する外国株が含ま

れていた。F4は低反応性のFPL（Bolin）株、　FRI－Ncl株と近く遺伝子

群E皿を形成した。

　S21株とF9株は高い反応性を持つがアミノ酸の比較では7個の相

違が見られた。CFI／68株のアミノ酸と11株の日本株と比較すると一

部同じ配列が見られ、CFI／68株と近いS1株は7ヶ所の違いが見られ

た。CFI／68株の427番目のグリシンがグルタミン酸に432番目のバ

リンがアラニンに、440番目のグリシンがグルタミンに・また446

番目のトレオニン、448番目のトレオニン、450番目のアラニン・452

番目のグルタミンがそれぞれアスパラギン・セリン・ロイシン・ア

ラニンに変換していた。やや離れたFCV－15株とは13／33（39％）の相

違があった。

3－2－9E領域の系統樹解析

　これらのアミノ酸配列についてNJ法により系統樹を作成したとこ



ろ（図8）、UPG猷法によって作成されたクラスターとほぼ同じメンバ

ーからなるクラスターを形成したが、これらのクラスターのブート

ストラヅプ値は低い値を示し明瞭な遺伝子群を形成しなかった。

3－3　ワクチンに対する抵抗性の検討

　ワクチン投与済みの個体から分離されたH10株とFCV－S株の2株

は図4に示されるようにH10株が遺伝子群1に、FCV－S株が遺伝子群

IIとそれぞれ別の遺伝子型に属していたことから1系統のウイルス

であることが判った。そこで、これらの異なる株について市販生ワ

クチン（F9株）を投与した猫に対して攻撃しワクチン抵抗性について

検討した。

3－3－1H10株に対する感染防御

　H10株は、軽度の鼻炎を呈していた個体から分離した（表10）。本

ウイルスは系統樹解析により広く各国で流行している遺伝子群1に

属していたが、表9に示すように同じ遺伝子群1に属するワクチン

株F9株免疫猫血清（1：89．6）に対してH10株はく1：1・4と約64倍以

上の低い値を示したので、市販ワクチンを3回投与した4頭（No・1～

4）とワクチン未接種猫3頭（No・5・6・7）に経鼻・経口投与を行い・

臨床症状と中和抗体の産生について検討した。



抗体応答について　表11に示すように、ワクチン株F9を投与し

た4頭の猫はF9に対してNo．1（1：64）、　No．2（1：256）、　No・3（1：256）・

No．4（1：8，192）の中和抗体価を有したH10株による攻撃後・1：64の

抗体を持つNo．1のF9株に対する中和抗体は1：358まで緩やかに上

昇し、H10株（1：＜2）に対して2週間後1：45になりプラトーに達し

た。1：256の抗体を持つNo．2はF9株に対して1：358まで上昇し・

H10株に対してNo．1とほぼ同様に2週間後に1：128になりその後低

下した。No．3（1：256）はF9株に対してはほとんど抗体の上昇はなく、

H10株に対して1：45の抗体価を持っており、1週後に1：358まで

上昇しプラトーに達した。No．4（1：8，192）はF9株に対して高い抗体

を保有し、H10株による攻撃後、抗体の上昇は見られなかった。　H10

株に対しては1：90の抗体価を持ち、攻撃後1：256までゆるやかに

上昇した。ワクチン未接種の猫1頭は抗体の上昇する1週間以内に

死亡したので抗体の上昇は確認されなかった・他の2頭はどちらの

株に対しても感染3週間後に1：8，192以上の上昇を示した。

　臨床所見について　ワクチン未接種猫の3頭はH10株の攻撃によ

り、No．5は顕著な40．8・Cの高熱を伴って死亡・No・6・7の2頭は早

期に下痢をし、8日～14日後に呼吸器症状を呈した（表12）・ワクチ



ン投与例では一過性に39．3。Cから39．80Cの発熱を呈した。F9株およ

びH10株に対して抗体価の低かった猫No．1と2の白血球が攻撃後1

日目に増加する傾向が見られ、また、ウイルスの排泄も13日と長期

に及んだ。しかし、4頭ともワクチン未接種の個体に比べ呼吸器症状・

および死亡例は見られなかった。この成績からF9ワクチン投与によ

り抗体価の低い個体は長期のウイルス排泄、発熱、白血球増加を伴

う感染をするが発痺を阻止された。F9株およびH10株に対しては抗

体の上昇は低い方が顕著であるが、抗体価は抗体の高い個体に比べ

て低い傾向がある。

3－3－2FCV－S株に対する感染防御

　本ウイルスは表13に示されるように5頭中2頭が突然死した症例

から分離したウイルス（FCV－B株およびFCV－S株）であり・FCV－S株は

ワクチンを投与した猫の脊髄から分離された。この株の理化学的性

状の特徴は表16に示すようにpH3に抵抗性であることである。この

株の中和抗体価はF9株で免疫した猫血清に比べて約10倍低かった

ので（表14）、1回のワクチン投与を行なった4頭の猫（No・3－6）・ワ

クチンを投与していない猫2頭（No・1，2）に対して攻撃し・ワクチン

抵抗性について検討した。



FCV－S株の抗体応答について　表15のように、ワクチンを投与し

た4頭はF9株に対して1：80（No．5）、1：160（No．3）、1：224（No．4）、

1：640（No．6）の抗体価をそれぞれ有した。　No．3、4、5はFCV－S株に

対して1：40以下の抗体価を持ち、FCV－S株による攻撃後F9株に対

して1：10，240およびFCV－S株に対して1：5，120と顕著な抗体価の

上昇を認めた。No．6はFCV－S株に対して1：40の抗体価を持ってい

たが、同じ様に1：7，680の高い抗体の上昇を認めた。しかし、2回

目の投与に対して4頭は顕著な抗体応答を示さなかった。これに対

してワクチンの投与されていない猫は2回目の投与により1：20，480

の顕著な二次応答を示した。

　臨床所見　図9、10に示すように、ワクチン未接種の場合と接種

のどちらの個体も同じ様に、体温の上昇、白血球の増加、下痢が見

られ、糞便におけるウイルス株の排泄は6日目まで認められた。ま

た、対照としてウイルスを含まない培養液のみを投与した3頭の猫

は下痢を起こさなかった。呼吸器症状は見られなかったが顕著なワ

クチンによる防御効果は見られなかった。2度目の投与ではいずれの

個体も下痢その他の臨床症状を示さなかった。



4，考察

　FCVの遺伝子型について検討するため、本研究ではドイヅ・英国・

米国、カナダ、ニュージーランドを含むオーストラリア等の諸外国

で分離されたウイルス株に日本で分離した株を加え・RT－PCRによっ

てカプシド領域を増幅し、得られたDNA断片の塩基配列を元に系統

樹を作成して解析を試みた。この結果、FCVは高い確率で2群に分け

られ、それぞれゐ群を遺伝子群1、IIとした。本ウイルスは今まで

一つの遺伝子型からなると報告され、FCVには異なる遺伝子型は確認

されないとされてきたが［14、15、49］、本研究によりFCVの遺伝子

型が初めて明らかにされた。

　この遺伝子群1とIIのアミノ酸配列の比較をしたところ・明らか

に1、II二二に異なるアミノ酸が2箇所に認められた。これらのア

ミノ酸は超可変領域のE領域の外側のF領域にあった。この違いに

より二二をすることができるので、型別のみを行いたい場合には極

めて有用と思われる。この点については、今後さらに多くの野外株

を比較することにより精度の高いものになると思われる。

　各誌に分布するウイルスを国別に見ると、外国で分離された株は

すべて遺伝子群1に属し、日本で分離された株のほぼ半数が遺伝子1



を構成していた。これに対して遺伝子群IIは日本で分離された株の

みで構成されていた。本研究に用いた外国株は今までの遺伝子解析

において報告された株であり、日本で分離された約半数の株と同じ

群を構成することから、この群に属するウイルスは広く世界に分布

しているウイルスと考えられる。これとは逆に新たに確認された遺

伝子群IIは日本株のみから構成されることから、この系統のウイル

スは日本から他国へ出ることなく日本国内に限局して流行している

と推察される。FCV遺伝子の系統樹解析に新たにウイルス株を加える

という点についてはGlennら［15］も指摘しており、彼らは実際に英

国で分離された株を加えて系統樹解析を試みたが、遺伝子型の特定

には至らなかった。このようにFCVに明瞭な遺伝子型が存在し地理

的関係がみられるという知見は今までに報告されておらず、まった

く新しい知見である。また、日本株として系統樹の解析に用いられ

ていたF4株は今回の系統樹解析において遺伝子群1に属することが

明らかにされ、従来の報告［14、15］で外国株と区別されなかったこ

とを裏付ける成績であった。

　遺伝子型が地理的関係を示すにもかかわらず、日本を含む6力国

から由来している遺伝子群1のウイルスでは同じ系統からなること



が示され、分離された国と関連する遺伝子型を確認することはなか

った。この成績から、ウイルスが分離された国は異なっているがウ

イルスの起源は同じなのではないかと推察される。猫は1700年代に

英国からアメリカへ、同じく1800年代に英国からオーストラリアに

人とともに移住した歴史的背景を持っている。したがって・遺伝子

群1のウイルスの起源は英国あるいはその近隣諸国の猫が保有して

いたウイルスに由来し、わが国にも同じ起源に由来するウイルスが

猫の移動に伴って諸外国から渡来して来たのではないかという可能

性を示唆している。一方、遺伝子群IIの日本のみで流行しているウ

イルス株はさらに2種類の遺伝子亜群に細分化される。この2系統

の起源については今後、我が国のウイルスだけではなく、韓国、中

国等のアジア近隣諸国との関係について検討する必要があろう。

　日本国内で流行している遺伝子病1、II、および遺伝子晶群IIa、

Ilbに属しているウイルス株の九州、関西、関東の地域や県別の分布

状況に顕著な有意差が見られなかった。このような分布状況から外

国から渡来した猫、在来の猫の国内における移動が特定の地域に限

局することなく、比較的広範囲に行なわれたのではないかと推察さ

れる。



　遺伝子型分離と年代の関連性について、今回用いた外国株の年代

がやや古い傾向が見られたので、日本株のみを用いて検討したとこ

ろ年代との関連は認められなかった。この知見は従来の報告と同様

であるが、今回の調査は約10年に渡る短い期間であり・今後の輸入

猫の増加や在来猫の衰退による影響を受けウイルスの分布に違いが

見られるようになるかもしれない。

　遺伝子群1、IIの日本株20株と外国株の相同性を比較すると・塩

基配列よりもアミノ酸配列の相同性の方が約10％程度高かったが、

下図内の相同性に比べ両群間では低い傾向が見られ、系統樹解析に

よって分けられた遺伝子型による相違を裏付けていた。Sea1［49］

（1994）の報告ではCおよびE領域の超可変領域の塩基配列の相同性

は低いものでは25％以下、B、　D、　F領域は約70％とされており・今

回用いた日本株と外国で分離した株との相同性はほぼこの範囲にあ

った。今回の成績では示していないが、CF　I／68株のPCR産物による

サザンハイブリダイゼーションテストでも日本分離株とハイブルダ

イズする株は見当たらなかったことから・この点についても

Sea1［49］の成績とよく似ていた。　F9ワクチン接種猫から分離された

FCV－B株、　H10株の相同性はワクチン株F9と比べると一致せず・F9



生ワクチンウイルスが原因となるような症例［46］とは異なっていた。

また、その他の日本分離株においてもF9株およびFCV－255株ワクチ

ン株と同一のウイルス株は分離されなかった。

　遺伝子群1のアメリカ、オーストラリア、カナダで分離された株

の中に塩基配列とアミノ酸配列共に極めて高い相同性を示し・しか

も系統樹では隣に位置する非常に近い近縁性を示す株が見られた。

また、これらの中には年代を異にして分離されたものがある。この

近縁性からある地域で長く流行している株があることを示唆してい

る。このような関係を示すウイルスは遺伝子群1の日本株において

は見られなかった。このような傾向は遺伝子群1の日本株が広く外

国から輸入された猫に由来しているのではないかと思われる。これ

に対して、遺伝子群IIのウイルスの中には極めて近い近縁性を示す

株が見られる。狭い地域内の流行、年代および地域が異なるにもか

かわらず近い株の流行が見られる。このような知見から遺伝子群II

のウイルスは国内において極めて類似したウイルスが狭い地域で流

行したり、猫の移動とともに広く分布するものがあることを示唆し

ている。

　腸炎、慢性、急性胃炎、肢行・健康な猫に由来するウイルスにつ



いて近縁陛を検討したところ、従来の報告［15］と同様に塩基配列と

十分な関連性は認められなかった。

　遺伝子型と血清学的性状の関連性について20株を用いてF9株に

対する猫免疫血清を用い中和抗体価を比較したが、顕著な関係がみ

られなかった。この成績は従来の報告と同様である［14］。

　Seal［49］はFCVのカプシド領域の抗原性と関連するE超可変領域

の426番目から458番目の33個のアミノ酸配列の系統樹解析を

IPG阻法により行い、　CFI／68株に対する中和反応の程度により高、

中、低の反応を呈するクラスターに分けられると報告した。この反

応に用いられたCFI／68株ウイルスの抗原性はF9株と似ていると指

摘されているので［5、47］、CFI／68株の成績とやや異なるのかもしれ

ないが、E領域の系統樹解析とF9株に対する反応性について一部の

ウイルスについてUPGMA法により検討した。

　上述の377番目から576番目（B～F）のアミノ酸の領域の解析では

日本株はF9株とクラスターを形成しなかったが、このE領域の解析

において、F9株は日本株のS21株とクラスターを形成し・F9株と同

程度の中和抗体価を示していた。また、このS21株は1998年に分離

されているので、F9株と抗原性の近い株が流行しているものと考え
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られる。生ワクチンF9株を投与した猫から分離したH10株はF9株

に対して低い値を示したが、これ以外の分離株ではHohda七suら［22］

（1999）の報告に見られるようなF9株に対して著しく低い値を示す株

は見られなかった。今後、さらに例数を増やしワクチン株との関連

について検討する必要がある［46］。また、Radfordら［46］（1997）の

示すようなF9株に由来すると見られる配列を持つ株は見られなかっ

た。

　日本在来の系統と考えられる24株のうちFCV－2、　FCV－11・FCV－6

の3株は近い配列をしており、それぞれ同じように高い反応性を呈

した。しかし、これらの株は低反応性のLLK株とクラスターを形成

することから、同じクラスターを形成してもアミノ酸配列が11個組

ら12個と大ぎく異なる場合には抗体に対する反応性が異なるようで

ある。このような傾向は中程度の反応性を呈する日本株の11株にも

見られ、高反応性を呈するCFI／68株とクラスターを形成した。この

ような成績から、抗体に対する反応性は必ずしもSeal［49］の示した

成績に一致しないようである。また、このE超可変領域の形成する

クラスターは外国株と日本株が含まれるので地域性とも関連しない

ようである。ワクチン株のFCV255株についてもSeal［49］の報告では・



CFI／68株とクラスターを形成し高い中和反応を呈することから両者

は似ていることが指摘されている。しかし、今回の成績ではFCV255

株とCFI／68株は別々のクラスターを形成していた。また、　CFI／68

株とFCV255株のアミノ酸の比較により439番目から441番目のアミ

ノ酸がAsn－Gly－Thrと両者に共通していることからこの配列が抗体

の高い反応性と関連しているのではないかと指摘されたが、これら

と一緒にクラスターを形成する日本株はこの配列を持っていなかっ

た。このことから、抗体に対する反応性についてはこの配列は関連

していないのではと考えられる。

　Kreutzら［31］（1998）のFCV255株の猫の通過による抗原性の変化

の検討では、E領域の5個のアミノ酸の置換により最も大きな変化を

した1株は親株と別のクラスターを形成するが、抗原性の変化のな

い株と2から3個のアミノ酸の置換により抗原性が変化した株は親

株と同じクラスターを形成した。このようにFCVは猫の通過により

抗原性の変化を起こし、同じクラスターに抗体に対する反応性の異

なるウイルスを含むようである・

　E領域のアミノ酸の配列についてNJ法により系統樹を作成したと

ころ明瞭な遺伝子型は見られなかった。上述のKreu七zら［31］（1998）
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の報告に見られるように抗原性の変化を起こしてもアミノ酸の置換

数が少ないと親株と同じクラスターを形成するので、抗原性と関連

するこのE領域は興味のあるところであるが、抗原性と遺伝子型を

関連づけることは難しいのではないかと思われる。

　生ワクチンF9株投与猫から分離された2株は異なる遺伝子型に属

していた。これらのうちH10株はF9株と同じように広く世界に分布

する遺伝子群1のウイルスであり、一方FCV－B株は日本に分布する

特徴を持つ遺伝子群IIのウイルスであった。このようなワクチンブ

レイクに関連する原因ウイルスは血清学的あるいは遺伝的に検討さ

れている［46］。今回のように明瞭に遺伝子型の異なるウイルスがワ

クチンブレイクの原因となる報告は初めてである。

　R10株は、ワクチンの投与によりF9株に対する抗体価の高い場合

はH10株に対する抗体価も高くウイルスの排泄が短期で終わり、感

染が阻止される。しかし、抗体価が低い場合には抗体価の上昇を認

め、感染を受けて鼻口腔内のウイルスの排泄期間が長くなる。ワク

チンを投与していない猫は発症したが、ワクチンを投与した猫は発

症しなかったことから、H10株に対する抗体が低くても一過性の発熱・

白血球増多が見られるが、発症は阻止されるようである。H10株は



F9株と同じ遺伝子群1に属するウイルスであるが、産生する抗体価

が低い場合は十分感染を阻止できない可能性があることから・予防

の目的には抗体価を高く上げる必要がある。

　FCV．S株の場合、ワクチン投与例、非投与例のどちらにも下痢を起

ここすことからワクチンに抵抗性を示すと考えられた。しかし、ウ

イルスの排泄期間は非投与例と同じ様に短期間で終了した。

　現行の主要ワクチンは遺伝子群1に属するものにより作製されて

いるので、遺伝子群II由来のウイルスを用いたワクチンの併用も含

めて、今後ワクチンブレイクに関連するウイルス・キャリアーの排

泄するワクチン抵抗株の流行状況を遺伝子型と関連づけて検討する

ことにより本疾患の予防およびワクチン開発に役立てることができ

ると思われる。

5．総括および結論

　ネコカリシウイルス（FCV）の分子疫学的研究を行うため・日本株と

外国株のカプシド領域（B～F）の塩基配列およびアミノ酸配列（370～

580）について系統樹解析による遺伝子型別を行い・分離・年代・地

域性、病原性、血清学的検討を行った。また・型別された一部の株



についてワクチンに対する抵抗性を検討した。

1．遺伝子型の検討

1－1遺伝子群の解析

　FCVは77株の系統樹の作成により明瞭な2遺伝子群に分かれ・69％

が遺伝子群1に、31％が遺伝子群IIに属し、これらのブートストラ

ヅプ値は96．5％と高く、両遺伝子群は高い確率で遺伝子型に分かれる

ことが明らかとなった。

　遺伝子群1は多くの分岐からなるクラスターを形成するが、ブー

トストラヅプ値が低いためどれも遺伝子群1と区別できず、これに

対し、遺伝子群IIは99．7％のブートストラヅプ値を持って、2遺伝

子亜群（IIa：17％，　IIb：14％）を形成した。

1－2アミノ酸の系統樹解析

　塩基配列をアミノ酸に変換して系統樹の作成を行ったところ、塩

基配列による場合と同様のメンバーからなる2遺伝子群（IA・IIA）に

大別され、．このブートストラヅプ値は90・5％とやや低い値を呈し

た。Ila、　Ilbの2亜群はブートストラヅプ値が53・6％と低い値を呈

することから亜群の区別が明瞭でなく、同一の遺伝子群とみなされ

た。よって、遺伝子型の検討には塩基配列による解析の方が有用で



あることが示された。

1－3アミノ酸の比較

　アミノ酸の多重解析により遺伝子群1または遺伝子群IIに共通す

るアミノ酸について比較検討したところ、F領域の539番目のアミノ

酸はアラニンまたはプロリンがバリンまたはフェニールアラニン・

557番目のグルタミンがセリンと、2箇所のアミノ酸残基が1とII

の遺伝子群でそれぞれ異なっており、このアミノ酸の違いにより型

別を行える可能性が強く示唆された。

2．疫学的検討

2－1国別の分布比較

　FCVを国別に遺伝子型証したところ、ドイヅ、イギリス、カナダ・

アメリカ、オーストラリアの外国株と日本株の約半数が遺伝子群1

に属し、遺伝子群IIには外国株は含まれず日本株のみであった。こ

の2群の間には明らかな差が見られた（P＜0．01）。このことから群1

のFCVは広く世界に、群IIは日本に限局して分布することが明らか

となった。

2－2日本で分離されたFCVの地域・県別分布の比較

　1群に属する日本株は九州、近畿、関東にそれぞれ分布し・地域間
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における顕著な差は認められなかった。また、各都道府県における1

群、IIa、　IIbの各亜群の分布状況についても顕著な差は認められな

かった。

2－3年代別による分布

　日本株について年代別に遺伝子群1、IIの分布を比較したが顕著

な差は認められなかった。

2－4相同性

　日本株と外国株の塩基配列は、遺伝子群1及び遺伝子群IIの中で、

それぞれ約70％の相同性が見られ、最も高いものは、神奈川で分離さ

れたFCV－2株とFCV－6株で99．8％、最も低いものは遺伝子群1のアメ

リカ株FRI－NCI株と遺伝子群IIの神奈川株FCV－15株で64．4％であっ

た。遺伝子群1と遺伝子群II間の相同性は60％から70％程度と低い

傾向が見られた。

　アミノ酸配列においても同様に遺伝子群Il及び遺伝子群IIの中で

それぞれ約80％程度の相同性が見られ、塩基配列よりも高くなった。

最も高いものはFCV－2株とFCV－6株で100％、最も低いものは日本株

のML2株とFPL（Bolin）株で67．8％を呈した。遺伝子群1と遺伝子群

II間の相同性は70％程度と低く、このような2群間における相同性



の低さは遺伝子型の違いを裏付けているものと思われる。また、ワ

クチン株F9およびFCV255株はいずれも遺伝子群1に属し遺伝子群

IIの日本株とは相同性が低く、今回用いた日本株が遺伝的に特異で

ある可能性を示していた。

2－5近縁性

　系統樹により遺伝子群1に分けられた株を7群のクラスター（C1～

C7）に分けて近縁性を検討したところ、同国あるいは同地域・県にお

いて分離されたウイルスの塩基配列が近くに位置する傾向が見られ

た。C1のアメリカで分離iされたFPL（Bolin）株とFRI－NC1株は異なっ

た年に分離されたが高い相同性（塩基相同性97．2％、アミノ酸相同性

98．9％）を示し、この期間に同じ国で流行していたことを示唆してい

る。このような顕著な近縁性を示す例はC3のオーストラリアのV274

株とV276株や、　C4のカナダの3株にも見られた。これらは、年代を

異にして流行していたことを示していたが、遺伝子群1の日本株に

は高い相同性を持つ株は見られなかった。しかし、遺伝子群IIのウ

イルスにおいては、神奈川で分離されたFCV－1株、2株・6株・11

株が互いに非常に高い相同性（塩基相同性99・5％～99・8％・アミノ酸相

同性99．5％～100％）を示し、同様に遺伝子亜群IIbの・神奈川で分離



されたFCV－15株とFCV－170株、東京、大阪、神奈川で分離されたH1

株、ML2株、　ML　6株、　ML5株、神奈川のS1株、2株、茨城のND　35株・

東京のTOKYO1の株もそれぞれ高い相同性を示した。このように・日

本で分離された遺伝子群IIの株についても狭い地域内で流行したり・

近縁なウイルスでも異なる地域にまたがって流行していることが明

らかとなった。

2－6病原性との関連性

　呼吸器病以外の疾病から分離された株の塩基配列の近縁関係と病

原性の相関性について検討した。下痢を起こしpH　3．0に抵抗性を示

した株としてFCV－43株は遺伝子群1に、FCV－170株は遺伝子亜群IIb

に属し明らかに遺伝子型が異なっていた。同様に慢性胃炎の3株、

急性胃炎の2株、健康な個体由来のウイルス2株はそれぞれ異なっ

たクラスターを形成した。破行由来の3株のうち2株は同じクラス

ターに属していたがやや離れた位置していた。このように塩基配列

と病原性は相関しないことが明らかとなった。

兎ウイルス性出血病ウイルスと似た蒲’陛鮪するFCV－Ari株と・

突然死した猫から分離したFCV－S株および実験感染により死亡を認

めたH10株の塩基配列の相同性はそれぞれ70・4％・74・7％で大きく異



なっていた。

2－7血清学的性状

　日本株21株の抗F9株免疫猫血清に対する中和抗体価と遺伝子群

との関連について検討したところ、遺伝子群1の平均抗体価は20．5

±5．5（平均±SD）、遺伝子群IIの平均抗体価は11．3±2．6（平均±SD）

で、両者に顕著な差は見られず従来の報告と同様、中和抗体と遺伝

子型の相関性は見られなかった。

2－8抗原性と関連のあるE超可変領域の系統解析と中和抗体の反応

　　性

　日本株21株の抗F9株免疫猫血清に対する中和抗体の反応性と、

抗原性に関連のあるE超可変領域（アミノ酸配列426～458）の相関を

UPG猷法で作成した系統樹で検討した。FCVを群EI－EV皿のクラスタ

ーに分け、クラスターの構成メンバーの反応性を比較した。遺伝子

群EIでは、F9株と日本株S21株が近く、S21株は高い中和抗体価

（1：89．6）を示していたが、群によっては異なる反応性を示した。遺

伝子群EIIに、低反応性のH10株、　FCV－43株と、中反応性のML4株

が群EHIは、高反応性のFCV－5株が、群EIVには、高反応性のML7株、

中反応性の肌3株が、また群EVには、同じアミノ酸配列を持ち同程
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度の反応性のFCV－2、6、11株が含まれ、群EV［は、　FCV－B株を含む

日本株11株からなり低反応性3株、中反応性8株であった。FCV－15

株（神奈川、1990）とFCV－170株（神奈川、1996）はアミノ酸配列が一

致し、二二（東京、1998）、ML2株（大阪、1997）、　ML5株（神奈川、1997）・

ML6株（大阪、1997）の4株もアミノ酸配列が一致し、これらの抗体価

は似ていた。しかし、この群には高反応性の外国株CFI／68株が含ま

れていた。このように抗体に対する反応性とクラスターは必ずしも

一致しないことが判明した。また、S21株とF9株はアミノ酸の比較

では7個の相違が見られ、CFI／68株のアミノ酸と日本株11株も一部

同じ配列が見られるが、CFI／68株に近く位置するS1株とは7個、や

や離れたFCV－15株とは13／33（39％）の相違があり、同じクラスターに

属していても高い相同性が見られず、このことは血清学的性状と相

関しない理由を裏付けているようである。

2－9E領域の系統樹解析

　上述のアミノ酸配列についてNJ法により系統樹を作成したところ・

これらのクラスターのブートストラヅプ値は低く同一の群とみなさ

れ、明瞭な遺伝子型に分かれなかった。

3．ワクチンに対する抵抗性の検討



　ワクチンが投与された猫から分離されたH10株とFCV－S株2株の

遺伝子型を決め、ワクチンに対する抵抗性について検討した。H10

株は遺伝子群1に、FCV－S株は遺伝子群IIに属し異なる遺伝子型を示

した。この2株を用いて市販ワクチン（F9株）で免疫したSPF猫に対

して攻撃し感染防御能の有無について検討した。

3－1　H10株に対する感染防御

　H10株は、　F9株免疫猫血清に対して低い抗体価を示したので抗体

価を上げるため市販ワクチン（F9株）を3回投与した4頭と・ワクチ

ン未接種のSPF猫3頭に経鼻・経口投与を行った。ワクチン未接種

猫はH10株の攻撃によって1頭は顕著な高熱を伴って死亡、2頭は早

期に下痢を起こし、8～14日後に呼吸器症状を呈し回復した。ワクチ

ン接種猫で抗体価の低い猫はH10株の攻撃に対して抗体の上昇が著

しく、抗体価の高い猫はH10株の攻撃に対しで・顕著な抗体の上昇

は見られなかったが、抗体価は抗体の高い個体に比べて低い個体の

方が低い傾向にある。4頭共に一過性に発熱したが・呼吸器症状・死

亡例はなかった。抗体価の低い猫は・ワクチン未接種猫と同様に白

血球数が攻撃後1日目に増加する傾向が見られ・ウイルス排泄も13

日間と長期に及んだ。このことから・ワクチンの投与により抗体価



の低い場合には発症は抑制され左が・感染を阻止できず長期に渡り

ウイルスを排泄することから、すなわちワクチン抵抗株を産生する

可能性が考えられる。

3－2FCV－S株に対する感染防御

　FCV－S株はワクチンを投与した猫5頭中2頭が突然死した症例の脊

髄より分離したウイルスで、pH　3．0に抵抗性を示す。中和抗体価は

F9株免疫猫血清に比べて約10倍低かったので、1回のワクチン投与

を行った猫4頭とワクチン未接種猫2頭に経鼻・経ロ投与を行った。

ワクチン接種猫では抗体価はF9株に対して1：80～640に、　FCV－S株

に対して1：40以下と低く、FCV－S株の攻撃後・F9株及びFCV－S株に

対して顕著な抗体価の上昇を認めた。2回目の投与に対して4頭は顕

著な抗体応答を示さなかったが、ワクチン未接種猫は顕著な二次応

答を示した。ワクチン接種、未接種どちらの個体も体温の上昇、白

血球の増加、下痢が見られ、糞便におけるウイルス排泄は6日目ま

で認められた。また、対照としてウイルスを含まない培養液のみを

投与した3頭の猫は下痢を起こさなかった。FCV－S株の攻撃により呼

吸器症状は見られないが、下痢を呈するので・本ウイルス株の理化

学的性状がpH　3．0に対して抵抗性を示すことと関連があるようであ



る。また、ワクチンによる明らかな防御効果は見られなかったこと

からFCV－S株はワクチン抵抗性を示すものと思われる。しかし・2

度目の投与で、いずれの個体も下痢その他の臨床症状を示さなかっ

たので、適当なワクチンの投与によって予防することが可能ではな

いかと推測される。今後は群1のワクチンと群IIのFCVとに由来す

るワクチンとの併用ができるように、群IIに対するワクチンの開発

が我国において非常に重要であると考えられる。
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     Feline calicivirus(FCV) causes an acute, highly contagious

disease in cats especially in kitten. That is called the FCV

infection characterized by upper respiratory disease, pneumonia,

ulcerative stomatitis or gingivitis, and occasionallM enteritis or

arthritis. The FCV particle is recognized by nonenveloped

icosahedral symmetry with a diameter of 27 to 40 nm. The virion

consists of a positive single-strand of nonsegmented RNA with 32

cup-shaped depressions on the capsid. The capsid is composed of a

single major polypeptide, and serologicallM the FCV is regarded

as belonging to one single serotype.

     The molecular epidemiological study of FCV was perfbrmed

and induced a genotypic classfication for Japanese and foreign

strains by phylogenetic analyses of the nucleotide sequences and

amino acid sequence(370N580) of the capsid"coding regions(B

through F) with examination of their isolations, ages, localitM

pathogenicity and serological properties. These results suggest

usefuiness of developing a norvel vaccines directed against strains

for which conventional vaccine has limited effectiveness.

1. Genotyping

1'1 Genotypegroupmg
    The construction of a phylogenetic tree for 77 strains divided

FCVs into two distinct groups of genes. Of the 77 strains, 69%

and 31% belonged to gene group I and II, respectivelyL Their

bootstrap values were high at 96･5%, showing that both gene
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groups were divided into two genotypes with a high probability

     Gene group I formed clusters consisting of many branches,

but their low bootstrap values did not allow any of them to be

distinguished from gene group I, whereas gene group II indicated

a bootstrap value of 99.7% and formed two gene subgroups(IIa

17%, IIb 14%).

1'2 Phylogeneticanalysisofaminoacidsequences

     A phylogenetic tree was constructed by converting

nucleotide sequences into amino acid sequences, which were

broadly divided into two gene groups(IA, IIA) consisting of similar

members as in the phylogenetic tree of nucleotide sequences.

Since the IIa and IIb subgroups could not be clearly distinguished

bacause of a low bootstrap value of 53.6%, they were regarded as

the same gene group. These results indicate that nucleotide

sequence'based analysis is more sensitive in analyzing genotypes.

1'3 Comparisonofaminoacids

     Multivariate analysis of the amino acids common to group I

or II showed that gene groups I and II djffered in two amino acid

residues, that is, the amino acids at position 539 in the F region

were alanine or proline in group I and valine or phenylalanine in

group II, and those at position 557 were glutamine and serine,

respectively

2. Epidemiological aitalysis

2-1 Comparisonofdistributionbycountzry

     Genotype classification of FCVs by country of origin showed

that the fbreign strains(German, English, Canadian, USA and
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Australian> and about half of the Japanese strains belonged to

gene group I, while gene group II consisted only of Japanese

strains without any foreign strains. There was thus a clear

difference between the two groups(p<O.Ol). These results indicate

that FCVs of group I are widely distributed throughout the world,

while group II FCVs are restricted to Japan.

2'2 Comparison of distribution of Japanese FCV by regions and

      prefectures of isolation

     Japanese strains belonging to group I were distributed in

the Kyushu, Kinki and Kanto regions, showing no sigriificant

djfferences among regions. No significant differences were noted

in the distribution of group I and subgroups IIa and IIb eithes.

2"3 Distributionbyages

     The distribution of gene groups I and II of Japanese strains

did not differ significantly according to ages.

2'4 Homology

     The Japanese and fbreign strains showed approximately

70% nucleotide sequence homology whithin each of gene groups I

and II. [[he highest homology of 99.8% was found between the

FCV-2 and FCVt6 strains isolated in Kanagawa prefecture, while

the lowest homology of 64.4% was observed between the USA

strain FRI'NCI and the Kanagawa strain FCV-15. The homology

between group I and II tended to be low at 60% to 70%.

     Strains whithin each of gene groups I and II had

approximately 80% amino acid sequence homology) higher than

nucleotide sequence homology The FCV-2 and FCV'6 strains
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showed the perfect match of 100%, and the Japanese strains ML2

and FPL(Bolin) showed the lowest homology of 67.8%. The

homology between gene groupsI and II was low at about 70%, in

agreement with the difllerence in genotypes. The vaccine strains

F9 and FCV255 belonging to gene group I had Iow homology with

the Japanese strains in gene group II, suggesting that the

Japanese strains used in this study are genetically distinct.

2'5 Relationship

     The strains classified as gene group I were divided into

seven clusters(Cl through C7) to analyze their relationship. The

nucleotide sequence of FCVs isolated in the same coutry} region or

prefecture tended to be located close to each other. The

FPL(Bolin) and FRI-NCI strains belong to Cl isolated in USA in

different years shared a high homology(97.2% nucleotide

homology and 98.9% amino acid homology), suggesting that they

prevailed in those years in the same country; Such marked

relationships were also found in the Austrakian strains V274 and

V276 in C2 and three Canadian Strains in C4.

     These strains originated from prevalent disease in different

years did not show a significantly high homology with the

Japanese strains in gene group I. On the other hand, among gene

group II viruses, the FCV-1, FCV"2, Fov'6 and FCV'11 strains

isolated in Kanagawa showed high homology with one

another(99.5% to 99.8% nucleotide homology and 99.5% to 100%

amino acid homology)･ SimilarlM among gene subgroup IIb, the

FCV-ls and FCV'170 isolated in Kanagawa, the Hl, ML2, ML5
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and ML6 strains isolated in [[bkyo, Osaka and Kanagawa, the Sl

and S2 strains in Kanagawa, the ND35 strain in Ibaraki and the

TOKYO 1 strain in 'Ibkyo showed high homology with each other.

Thus, gene group II strains isolated in Japan also prevail in a

limited area, and closely related viruses prevail over (lifferent

regrons.

2'6 Relationtopathogenicity

     The relationship was investigated between the nucleotide

sequences of.strains isolated from cats without any respiratory

symptoms and-their pathogenicity Among strains causing

diarrhea and showing resistance to pH 3.0, the FCV-43 and

FCV-170 strains belonged to gene group I and gene subgroup IIb,

respectivelM clearly indicating different genotypes. Similar!M

three strains causing chronic gastritis, two strains causing acute

gastritis, and two strains from healthy individuals fbrmed

different clusters. 'I)wo of the three strains derived from cats with

claudication belonged to the same clusteg but was located a little

apart from each other. Thus, it became clear that nucleotide

sequences did not correlate with pathogenicity

     The FCV"Ari strain having simlar pathogenieity to rabbit

hemorrhagies disease virus showed very Iow nuc}eotide sequence

homology of 70.4% and 74.7%, with the FCV'S strain isolated

from a cat dying suddenly and the HIO strain from cats dying of

experimental infection, respectively This is indicating a great

genotype difference.

2"7 Serologicalproperties
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     The relationship between the neutralizing antibody titers of

feline anti'F9 serum against 21 Japanese strajns and the gene

groups was analyzed. The mean antibody titers against gene

groups I and II were 20.5 and 11.3, respectivelM with no

signif7icant intergroup difference. These indicate no association

between antibody titer and genotype as shown to date.

2'8 Phylogeneticanalysisofantigenicity'relatedEhyper-

      variable region and neutralizing antibody reactivity

     Using a phylogenetic tree constructed by the UPGMA

method, the correlation was investigated between the reactivity of

the 21 Japanese strains for the neutra]izing antibody in felme

anti'F9 serum and the antigenicity-related E hypervariable

region(amino acid sequences 426'458). FCVs were divided into

clusters EI through EVIII to compare the reactivity of the

cluster-composing members. In gene group I, the F9 strain and

the Japanese strain S21 were close to each otheag and the S21

strain had a high antibody-neutralizing titer(1:89.6), but the

reactivity djiEfered according to groups. Gene group II included the

low-reactive HIO and FCV'43 strains and moderately reactive

ML4 strain; group'III, the high'reactive FCV-5 and

moderate!y'reactive FPL-NCI strain; group IV] the high-reactive

ML-7 strain and moderately"reactive ML-3 strain; group V the

FCV-2, FCV'6 and FCV-11 strains with the same amino acid

sequence and similar reactivity; and group VI consisted of 11

Japanese strains(three low-reactive strains and eight

moderately'reactive strains) including the FCV'B strain. The
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FCVt15 strain(Kanagawa, 1990) and the FCV'170 strain

(Kanagawa, 1996) had the identical amino acid sequences, and

the Hl strain(Tokyo, 1998), the ML2 strain(Osaka, 1997), the

ML5 strain(Kanagawa, 1997), and ML6 strain(Osaka,1997) also

had the identical amino acid sequence and similar antibody titers.

HoweveL this group included the high'reactive foreign CFU68

strain. Thus, the reactivity to antibody did not agree with clusters.

The S21 and F9 strains differed in amino acid sequence at seveh

positions. The CFI168 strain had the same amino acid sequence as

some of the 11 Japanese strains, but differed in seven amino acids

from the Sl strain located close to CFI/68 strain and in

13/33(39%) from the FCV-15 strain located a little apart from the

CFI/68 strain. Thus, strajns in the same cluster did not show high

homology and this supported non-correlation between E

hypervariable region amino acid sequences and serological

propertles.

2-9 PhylogeneticanalysisofgeneticEhypervariableregion

     A phylogenetic tree of the above described amino acid

sequences was constructed by the NJ method. 1!hese clusters were

regarded as the same group because of their low bootstrap values,

and did not faJ} into distinct genotypes.

3. Evaluation of resistance to vaccmes

     The I!{10 and FCV strains isolated from vaccinated cats were

genotyped and evaluated fbr resistance to vaccines. The HIO

strain and FCV-S belonged to gene group I and II, respectively}

showing different genotypes･ SPF cats immunized with a
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commercially available vaccine(F9 strain) were challenged with

thesetwostrains,andevaluatedforanti- infectionability

3'1 ProtectionagainstHIOinfection

     Since the F9'immunized cat's sera were detected only a low

antibody titer against the HIO strain, four cats were inoculated

theree times with a commercially available vaccine(F9 strain) to

raise antibody titers. These four SPF cats and three und

vaccinated SPF cats were administred the HIO strain nasally and

orally Of the unvaccinated cats challenged with the HIO strain,

one died with high feveL and two had diarrea in the early stage,

recovering eight to 14 days later with respiratory symptoms.

     Vaccinated cats with low antibody titers showed a marked

increase in antibody titers on the challenge with the HIO strain.

The cats with high antibody titers did not show a marked

increase in antibody titers, but tended to have higher antibody

titers than the cats that showed low antibody titers. All four cats

developed transient feveg but survived without any respiratory

symptoms. Similar to the unvaccinated cats, the cats with low

antibody titers tended to show an increase in white blood cell

count 1 day after the chaltenge, excreting viruses for as long as 13

days. These results indicate that vaccine administration

suppresses the onset in cats with low antibody titers, but can not

inhibit the infection, secreting viruses for long periods, and

suggest the possibility of producing a vaccine-resistant strain.

3-2. ProtectionagainstFCV"Sinfection

     FcV-S was a strain of FCV isolated firom the spinal cord of
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two cats(of five vaccinated cats) dying suddenlM and showed

resistance to pH 3.0. Since the neutralizing antibody titer was

about 10 times lower than that in F9'immunized cats, the FCV'S

strain was administred nasally and orally to four cats that had

been vaccinated once and two unvaccinated cats. The antibody

titers were low at 1:80-640 against the F9 strain and 1:40 agamst

the FCV-S strain, and markedly increased against the F9 and

FCV'S strains after challenge with the FCV-S strain. The fbur

cats did not show a marked antibody response on the second

administration, whereas the unvaccinated cats showed a marked

secondary response. Both the vaccinated and unvaccinated cats

had an elevated temperature and elevated white blood cells and

diarrhea, and excreted viruses for six days. Three control cats

that had been administered only culture medium contammg no

viruses had no diarrhea. Challenge with the FCV-S strain did not

produce respiratory symptoms but caused diarrhea. This appears

to be related to the fact that this strain has the physicochemical

property of being resistant to pH 3.0. Since no protective effect of

vaccination was observed, the FCV'S strajn seems to have a

resistance to the vaccine. However, the second admmistration did

not cause diarrhea or other clinical symptoms, suggesting that

the administration of appropriate vaccines prevents infection. It

is considered that in the future, it is important to develop

vaccines against FCVs in gene group II so that they can be used

in combination with vaccines agajnst FCVs in gene group I.
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Table 2 The relationships of isolates between the countries and the genogroups I and H.

Genogroup ux Germany    Australia
and New Zealand

USA Canada Japan Total

I

I
I

5(IOO)* 4(100) 7(100)

  o

9(100)

  o

5(100)

  o

23(49)

24(5 1)

53

24

Tota1 isolate

 er count

5 4 7 9 5 47 77

*Figures in parenhteses are percentages



Table 3 Distribution ofgenogroups ofisolates from cats at difflerent sampling sites.

Area isolated (%)

Geno rou K shu , Kinki Kanto Total

I

I
I

IIa

Ifo

7(64)

4(36)

 o

7(5 8)

3(25)

2(17)

7(33)

6(29)

8(38)

21

13

10

Total 11 12 21 44



Table 4 Distribution of genogroups of isolates from cats in each prefeture.

Prefeture Isolated

Geno ou FukuokaKumarnoto Osaka Nara Kana awa To o Ibaraki Ho kkaido Total

I

I
I
lla

IIb

5

4

o

2

o

o

2

3

2

5

o

o

4

5

6

3

1

2

1

o

1

1

o

o

23

13

11

Tota1 9 2 7 5 15 6 2 1 47



Table 5 TherelationshipsofFCVsbetweentheyearofisolationandthegenogroupsIandII

Genogroup

                       Year
1971 1989 1990 1993 1994 1995 1996 1997 1998 1999 2000 Total

I

l
l

     1

IIa O
Hb O

o

1

o

1

3

1

o

o

l

6

3

o

2

1

o

o

1

l

2

o

3

3

2

4

2

2

o

5

o

o

22

13

10

Total 1 1 5 1 9 3 2 5 9 4 5 45
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Table 7 Cluster and clmical signs pattems associated with the isolates

Strain Clinical si Genogroup-Cluster

FPL-NCI
FCV-43
FCV-170

ententls

ententls

ententls

I-C1

I-C2

th
LSO12
LSO15
KS20

chronic stomatitis

chronic stomatitis

chronic stomatitis

I-C1

I-C4

I-C1

KS8
KS109

acute stomatltls

acute stomatltls

I-C5

I-C2

F65

LLK
2280

larneness

1imping

lim in

I-C4

I-C3

I-C3

FCV-6

NADC
health

health

 Ha
I-C6



Table 8 Nucleotide sequence homology(%) withir! the region E of FCVs

     in Fig.6

Nucleotide

strain F9 FCV･･Ari FCV-S HIO

  F9
FCV-･Ari

FCV-S

 HIO

76.4 74.5

70.4

77.9

74.7

70.7



Table 9 Relationships between genogroups and neutralizing antibody titers.

Geno rou Isolate M titer Mean±SD

I

FCV-5

FCV-43

ML3
ML4
ML7
S21

HIO

 1:179.2a)

 1:5.6

 1:11.2

 1:16

 1:64

 1:89.6

<1:1.4

205 ± 5.5

 (n -- 7)

I
I

Hl
ND35
FCV-2
FCV-6
FCV-11
FCV-2--15

FCV-B
FCv-170

ML1
ML2
ML5
ML6
Sl

S2

1:8

l:2

1:32

1:89.6

1:44.8

1:8

1:8

1:11.2

1:112
1:11.2

1:112
1:5.6

1:5.6

1:8

1l.3 ± 2.6

(n= 14)

a) Reciprocal titer

NT) Virus neutrarization test.



Table 10 CIinical history ofa cat ofHlO stain infectious disease.

Location Date Disease complex Sex Breed Vaccination

Tokyo 1999,2,26 Respiratory

       Disease

Female Japanese

cat

Yes
(1998,5,31)



Table 11 Antibody response to HIO and F9 strains in F9 vaccinated cats

Antigenic

virus

No.ofcat Post-inoculation of

        Ol
challenge virus ofHIO strain (week)

F9

1

2

3

4

5

6

7

 64

2S6

256

8,192

52
NT
NT

 179

357

357

8,192
S- 2a)

NT

 128

358

256

8,192

death

NT

 179
 358
 358
 8,192

l8 192
  ,
l8 192
  ,

35sb)

358

256

8,192

HIO

1

2

3

4

5

6

7

<2
<2
45

90
S-2

16

229

358

179

S-2

NT

 45

128

256

256

death

  45

  90

 358
 179

l8 192
  '
).8 192
  '

32

32

358

l79

a) 5 days post challenge

b) Reciprocal titer

NT) no test



Table 12 Clinical history ofpost-challenge by HlO strain

Vaccination Cat No. Body temperature White blood cellslmm3

                     (℃)

Releasing period

    (day)

Disease complex

Yes 1

2

3

4

39.6(6)a)

39.3(3)

39.8 5

21700(1)

15200(1)

11100(1)

10900(1-2

13

13

7

4

fever

NT
fever

fever

No 5

6

7

40.8(3)

39.2(1)

39.1(1

19600(1)

11150(1),29875(8)

15375 1 ,21975(7

5

13

13

acute death with fever

diarthea,respiratory,fever

diarrhea,res irato .fever

NT) no test

a) days post challenge. t



Table 13 Isolation ofvirus from two cats manifesting an exiting state and three cats with no

clmical signs, and cats kept together.

Cat

No.S ecimens

 Viral

isolation Breed Sex Ae
Body
wei t

Clmical

 si Vaccmatlon

1 Cervicalspinal

 corda)

 Lungs
 Tonsil

 Large brain

 Smoll intestine

2 lleum

 Medullar
  oblongatab)

  Cervical spinal

  cord

3 Ocular

  OralC)

 Nasal
4 Ocular

  Nasal

5 Ocular

  Nasal

414d)

4/4

414

3/4

1l4

114

214

Siamese

Mongrel

Chinchilla

Chinchilla

M

M

M

M

7yr

4yr

6yr

2yr

4.0kg DeathtwD Unknown

       days post

        excltmg

3.8kg Deathtwo
       days post

       excltlng

2.4kg

2.6kg

No sigri

No sign

Unlmown Unlcnown Unknown Unlmown Nosign

Yes

Yes

No

Unknown

a-c) FCV-S,FCV-B,FCV-SAKURA
d) Number ofviral isolation postive tubes /Number ofcell tubes

M,Male;-,Negative



Table 14 Neutralization test ofisolates FCVs-S,B and

     SAKURA strains

Immunized cat serum

Strain F9 FCV-S

FCV-S

FCV-B
FCV-SAKURA
'FCV-2

FCV-6
FCV-11
FCV-15
FCV-43
F9

 224

 160
 160
 640
l,792

 896
 160
 112
2,560

1,28o a)

2,240

2,240

 120
 160

 40
 200

 40
 620

a) Reciprocal titer



Table 15 Vims neutralization titers post･-inoculation ofFCV-S.

Vaccination Post-inoculation ofFCV-S (week)

No.ofcat Anti en o 1 2 3b 4 7

No
1
FCV-S
  F9

<40
<40

2,560

1,280

2,560

1,920

2,560

l,280

>20,480
>20,480

20,48o a)

 5,120

2
FCV-S

 F9
<40
<40

2,560

2,560

1,280

 960

1,280

 640

>20,480
>20,480

20,480

 3,840

3
FCV-S
 F9

<40
 160

 640
2,560

5

3
,

'

120

840

5,120

7,680

5,120

1,200

5,120

2,400

Yes

4
FCV-S

 F9
<40
224

 120
l,280

3,840

1,280

 5,120

10,240

 5,120

IO,240

2,560

5,120

5
FCV-S

 F9
<40
  80

 80

240

960

640

2,560

 960
3,840

 640

1 280
 '

 320

6
FCV-S

 F9
 40

640

l60

960

5

5
'

,

120

120

7,680

3,840

5 120
 ,

 NT
5

1
'

,

120

600

a)Reciprocaltiter NT)notest
b)Cats were challenged 3 weeks after primary challenge.



Table 16 Physicochemical characteristics ofisolates FCVs-S, B SAKURJ4L and some

     field FCVs

Strain

Heatstability(500C)pHstability Bilesensitivity

noheat50min. 3.0 7.0 nobilebile'
Trypsm sensitivity

not smt sm

FCV-S 5.5
FCV-B 6.5
FCV-SAIKURA 6.5

FCV-2 5.75
FCV-11 5.0
FCV-15 4.5
FCV-43 NT
F9 6.0

O.75

O.5

1.0

2.0

O.5

05
NT
3.0

3.75

4.25

525
2.75

O.5

O.5

5.5

2.5

4.5 6.0
55 65
6.0 65
5.75 6.0
5.75 55
4.5 NT
6.5 6.5
5.25 1.5

1.75

2.0

1.75

3.25

1.5

NT
6.5

1.5

6.0

6.5

6.5

6.0

6.5

6.5

NT
5.0

2.7sa)

2.5

2.5

5.5

6.5

6.5

NT
2.5

NT: no test a):Viral titer (Log TCIDso/O.1ml)



No. ofNucleotide

 1087

Capsid region ofFCV

1757

No. ofAmino acid

 377 B 397 C402 D 426 E 521 F 576

   426 -       458
   (hypervariable regoin)

       461 - 489
     (constantregion)

PCR product

'I:AVi:ctor

Figure 1 PCR-amplified FCV capsid region, including E hypervariable region (B-F),

and II A cloning vectoL C-terminal B region (amino acids 370-396), C region

(amino acids 397-401), D region (amino acids 402-425), E region (amino acids

426-520) and the N-terminal F regoin (amino acids 521-580).
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el'
e2
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e4
es
e6
e7
es
eg
le
11
IZ
13
14
IS
16
17
18
19
ze
Zl
22
23
24
2S
26
27
28
29
3e
31
32
33
34
3S
36
37
38
39
4e
41
42
43
44
4S
46
47
48
49
se
51
S2
53
54
5S
S6
57
58
59
6e
61
6Z
63
64
6S
66
67
68
69
7e
71
72
73
74
75
76
77

V77
'V83

ML19
Urbana ･
LSel2
K2
Hle
ML12
FRr-NCI
Bolin
Ks2e
sle3
SZI
FCY-43
ML3
KSIe9
ML4
258cvs484
228e
VZ76
VZ74
LLK
CFr!68
ML7
I)-F-7
Kl
Z8e43-87
8Z8S7-91
89243-91
LSe15
F65
182cvsSA
ML13
FCV-2S5
Ks4e
KS8
K12
A4
NADC
JOK63
K8
F4
rBARAKI 1
rJ-F-3
KS
FS
FPL--NC!
KCD
F9
Kll
K3
FCV-5
ML14
K4
MLI
K7
rj-F-9
Kle
IJ-F--4
FCV-Z
FCV-i
FCV-6
FCV-11
H17
rJ-F-s
K9
FCV･-IS

Fcv-ve
Hl
ML2
ML6
ML5
FCV-B
SI
S2
ND3S
TOKYO 1

    (No. of nueleotide)
(110bl

1 -AGGCCAACC-GCCAcrTCGAITTCAATCAAGAAAcGGcTGGGT6GAGcAcAcCAAGATITCG6CCGATCACAGITACCArr
1 A.-..T..T.-.A......."........G.....A.....c............c.T.....c..AC.T..TA.C..Ti･･
1 A.-....-A.C.T.....T........c..G..G..c.....c....................A..A..T.....C..T`･A
1 -...-...ATC.A..T..T.................T.....A............C.....A.A..A..........･A･･･
1 A..C.A-...GT.ACT..GAT...A.c-..G..G........A.......................C..T...A.C..A･･･
1 A..caA-.T.GT.ACT..GAC..ca.T-..G..G........c......T.T.........A....A.....TA.C･･n･G
1 A.-..A....GC.ATT..GAT...A.T-..G.....A.....T.....T........G..CA....C...T.CA.C..A･･C
1 -.･`.A..T.GT.ACT.CGAT..cA.T-..............T..................A.A..A.....TA.A..AC.A
1 A`-..T....GT'.ACT.CGAT...A.T-..G..6..T.....C........".C.....C..T..A..T..C..C..A･･t
1 A.-..T....GT.ACT.CGAT..GA.T-..G..G..T.....c...........C.....C..T..A..T..C..C..A･･･
1 -.･..A..T.G..ACT..GAC...A.T-.....G..A.....c........G...T.G.....T..C.....T..C.A.･･A
1 A.-..A.-A.A.G..T..T..,............,,'r.....c.....T...........C..c..C..A....･.･.T.･･
1 -....A.-A.A.G..T..T.....T..C..G.....T..........................C..T..A...Ai･･･････
1 A..-.A.-ATA.A..T..T.....T.....G.....c.....C................,...C..C..A........A･･･
i A..-.A.-A.A.A..T..T,..i.......G.....c..c..T.....T..G........C..A..C..A...A.C..A･･･
1 A..-.A...AGA-.....T.....T...........T...,.T.................C..T..C..G.....C..A.･G
1 A..-.T....GT-.....T..c....................t....T.....Tc..........A.....TA.C..A･･･
1 A..-.A....GC.ATT.-T........C..............c...........T..G..C...AACaAT..CGGrrACa
1 A..-.A....6A.ACT.-T.....T.....G.....T..............G..G.....C.....A.--TA.C.GTHrACAA
1 -....T..T.GC.ATT.-T..C........G..6........c.....T..G.........A....A...-.C.GTTAC.A
1 -....T..T.GC.ATT.-T..C.......,G..G........c.....T..G.........A....A...;-.C,GTrAC.A
1 A.-..A..T.GT.ACT.-T.....T.....G..G.....G..T.....T..G...........C..A...--.C.GITACAA
1 -...-･...ATC.A.....T........C.....G..A..A..T........c.....G.....C..A..T..TA.C･--AC.A
1 A･-....-A.A.G..T...A.C..T......A.G..T.....c........G...........c..AC.A..TA..-AC･A
1 A..-.A...A-.A.....T.....T...........T..A..C....T............C..A..A..T.....A--A.CA
1 A..-.A...A-.G:....T.....T,.C.....G..T..A..C.....T..C.......A...A..A..'rT....G･･-ACCA
Z A..CGA-.T.GA.-....T..C..T.....G,....T.....A........c...........A..C..A.....C..T..A
1 A..CGA-,T.GA.-....T..C..T.....G.....T.....A........C...........A..C..A..:'..C..T..A
1.A..CGA-.T.GA.-....T..C..T.....G.....T.....A........c...........A..C..A.....C..T..A
1 A..CAA-.T.GA.-.T..G...,.......G.,...A..A..A........C..C.........,.T.....TA.......A
1 A.-,.A..T.GT.-....T........C.....G..T..A..A...........T....ACA....C..T..C..CT.T..A
1 -....A....GC.-....T.....T........,..T.....T........C..T........A..AT.A..TA.C..T..C
1 A..-.A....GT.ACT,.GAC...AG.CAGGAG-........T.....T............A.A..A..T.....C..AT.G
Z A..-...'...GT.ACT.CGAC...A.TCAGGAG･-........T........G........C..A..A......A.A..A...
1 A.--..A....G..ACT..GAC...A.TCAGGA.-..A.....T......,.......G..C..C..T......A.C......
1 --....T....GT.ACT..GAC...A.CCA.GAG-.,T.....T.....T.,......G.....C..T.....T......･･.
1 A..C.A.T.GAC-ATT..GAC...A.CCAGGA..CG.C.G.ATG.A-....T........C..A..A..T..G..C.A...C
1 A..-.T-.A.C.T.................G..G......,.T.....T..G...........A..A..A..TA.A......
1 A..-.A-.A.C.G..T...A..........G...........T......G.............A..A..A..CA.C..A..C
1 A.-..T-.ATC.G..T...A.C..TG..........T.....T..,...T.G..,........A..A..A..CA.A..A...
1 -....A-.A.C.T....;T..C...........G........C...........G......A.A..A..T..CA....A...
1 A..CAA--A.C.T..T.....C..T..C........A.....C.................CA....C.....CA....A...
1 A..CAA-A.C.T..T.....C.....A..G..G........C..................A.A..A.....CA.C..A...
1 A..CAA-.T.G-T.....T.....T..C..G...........T..................A.A..A..T..TA....A...
1 A..CAA-.T.G-T..T..T.....T.....G....,......C.......,......G..CA.A..A..T..CA.C..A...
1 A..CAA.C.GC-.....T...........G.....A.................CC.T.....A..A..A..CA....A...
1 A..CAA.C.GC-.....T...........G.....T.....A........C...........C........C..C..A...
1 A..CTA.C-.GC.ACT..-..C..T.....G.....C.....T...........G......A...........A.C..A...
1 A..CAA.T-p.GT.ATT..-..C..T.......,G..C..A...............C.G........T..AT.T.........
1 A..-......GT.ACT..-..C.....C.....G..T..A..T........T,......A......A..T..G..C..A..C
1 A..-.A....GT.ATT..-..C........G.....T..G..T................A...C.A........G..T..G
1 A.･-..A....GT.AT".-........C..G........G.."....T..C.........A....C..T..TA.C..G...
1 -....T....6T.ACT..-.....T..A.....G........C..............G...A.A..A..T..CA....A.･.A
1 A..-.A-.A.A.G.....T..C.....G..G.....A,....T........C.....G...A....A..G...A...A...C
                                                      ..c1 A..-.A-.A.A.A.....T.,C.....G..G.....A,....C.....T..C.....G...A....A..G...A.C.A.
1 A.-..A-.A.A.A..T..T........G..............T.....T..C.....G..CA.A..A..G.,...C......
1 -....A-.A.A.A.....T........G..G.....A.....C..................A.A..A..G..GA.A.AT..C
1 -....A-.ATA.A.,...T,..,....G..G.....A.....C....,.........G...A....A..G...A.A.A...C
1 -....A-.ATA.G.....T.....T..A...･.....A.....T.....T........G..CA.A..A..G.....A.A...C
1 A..CGA-.-,A.A..T.....C.....A..G.....A.....T........T...C.G...A.A..A..A.....GT.T...
1 A..CGA-,-.A.A..T.....C.....A..G.....A.....T........T...C.G...A.A..A..A.....GT.T...
1 A..CGA-.-.A.A..T.....C.....A..G.....A.....T........T...C.G...A.A..A..A.....GT.T...
1 A..CGA-.-.A.A..r.....C.....A..G.....A.....T........T...C.G...A.A..A..A.....GT.T...
i A..C.A-.-.A.G,.T..T..C.....G..G,....A..G..C.....TT.C..CC.G...A....A..T...A.C..T..C
1 A..CAA--.-TA.G..T..T........G..G..G..A..A..C........C..C......A....AT.G.....G......
1 A..CAA-.-.A.G.....T.,......A........A..A..A........T...C....CA....AC.......G..T..C
1 A.-....-ATA.G..T..T..C.....A..G.....T..C..A.....T..C..T..G...A....C..G.G...A.....C
1 A.-....-ATA.G..T..T..C.....A..G.....T..C..A.....T..C..T..G...A....C..G.G...A.....C
1 -...-...ATA.G..T..T........A..G.....T..A........T..C..T..G...A....T..G.GG..A.....C
1 -...-...ATA.G..T..T........A..G.....T..A..A.....T..C..T..G...A....T..G.GG..A.....C
1 -..,-...ATA.G..T..T........A..G.....T..A........T..C..T..G...A....T..G.GG..A.....C,
1 -...-...ATA.G..T..T........A..G.....T..A........T..C..T..G...A....T..G.GG..A.....C
1 A..-....TA-.A.....T..C.....G..G..G..T..A..A........C..C......A.A..T..6.GG..A.....C
1 A..-.' A...A-.G.....T..C.....G........T.iA..A........C..C..G..CA.A..C..G.GGA.A......
1 A..-.A...A-.G.....T..C.....G........T..A..A........C..C..G..CA.A..C..G.GGA.A......
1 A..-.A...A-.G.....T..C.....G........T..A..A........C..C..G..CA.A..C..G.GGA.A......
i5;1-lel:･5-:Gl:1;IT1:C.il:11GllIl111lTl;5;IA:;II1:1;C;;E1;f;:C.6;A::E::G:G.GAIA1:.11.
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Figure 2 Comparative nucleotide sequence (1105-1739) analysis ofcapsid protein

of FCVs in Table 1. rt =Identical nucleotide.
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 --AGTCAAGACAAAGGCGCGAAGCTTGGGGTTGGCGTAGCTACGGATTACAI-rGTGCCTGGTATACCCGACGGCTGGCCAGA
 --......A.G..C..T.AA.....C...A....T..G..C..A.................C..,.....T..T......･.
 ---..C..G..T.G...T..T..A..･...AA....G........A..C.................T.....T..A.....･..
 --...G..A.G..T..T..A..A...........T..T..A..T....T......C.....G..C..T..T..T.....･･.
AGC.AG.--.G..GA.rr.A..A..G..AA.......T...cr...C.cr.....T..G..A..C..T..T..T.....C..
AGT.AG.--.･GG.T...T.A..AT.G..AA....T..T..C..T...........C..A..A..T..T..T..T.....T..
AGC.AA.--GT..T..AT.A..A..G..AA.......T..A..T..c........T..A..A..T..T.....T.....T･.
AGT.AAC--GA..T..A.AA..AT.G...A....T..T...ITA..CAG......C..A..A..T..T..T..T.....T･.
AGC.AG.---.GG.G..AT.A...AT.G..TA.C..TA.T..A..T......"...C.....G..T..T..T..T,....Ci.
AGC.AG.-L-.GG.6..AT.A:.AT.G..TA.C..TA.T..A..T...........C.....G..T..T..T..T.....C..
AG'rCAA.-.T..G..A..T..AT.G..cA.c..T........c...........T.....A..T..T..T..T.....Gr.
-...(iTGA.A..rrCA..C..AT.G..AA....A..T..C..T...........A..G..A.....T..T..A.....`･･
-...6TGA.AG..TCA..C..A..C..AACC..GA.T..C..T..C.T...C..T..G........T.,T..A.....G..
-- ...GTGA.GG..TCA...........AA....A..T..C..T...........C..A..G.....T..T..T.....･･.
-...GT.A.GG.TCAA..C........CA....A..T..C..T...tG......C..C........T..T........G･.
-...GT..CG....CA..A.,A......A.A..GA.T..G..T..C..T..C..C..C..C.....T..T.........･.
-- ...GTGA.AG.T.,...C..AT.G..CACA..GA.T..C..A...........C.....G..T..T..T..G......･.
-TT.....GAGGGGG.....C.......,AA....TA.C..C..A..C..............A.....G..T...･..･････
TT...G..AGTGGT..GT.A.........A.A.rr..T..A..T..C........T..C.....T.AA..T...........
TT.....GA.GG....T..C..AA.....A.c'r.T...c.c.,...cc..........G...,....T..T..G.....G･.
TT.....GA.GG....G..C..AA.....A.cr.T.....C.....CC..........G........T..T..G.....G..
TT..C..GAGTG.C..T..A..AT.G.,AA....T..T..C..C.................A.....G.....A......･.
TC...GTTA.GG.GTCA..A........TA..,.A..G..C..C..C........T..C..C.....A..T..A.....C･.
TT...GTGA.GG...or..T..A..A..CA.C..A..T..C..C..C.....C..C..G..C........T........T..
TC...6TTA.AG.T..A..A.....C...AC......C..C..T...........A..C..C.....T..T..T.....G..
TC...GTCA.GGGr.....A..A.....CA.C.....C..C..T..C........A..C........T..T........T･.
AeraG..AGGCGGT..aAGaTGG.AT--...A..T..C.....C..T.....C.....C..C..T.;...A...G....
AGTCAG..AGGCGGT..CAAGorTGG.AT--...A..T..C.....C..T.....C.....C..C..T.....'A...G....
AGTCAG..AGGCGGT..CAAGCTTGG.AT--...A..T..C.....C..T.....C.....C..C..T.....A......･.
AGCCAA..AGATGGT..AAAGCI-rGGAAT--....A.T..A..T.....T.....T.....A.....T..T..A･....･･.
AGTCAGC.AGA.GGT..TAAGCI'TGG.AT--...A..T..A.TT.....T..C..T.....A.....T..T..G.....TAG
AGTCAG..AGA.GG...CAA.ITGGGCAC--C..A..G..A...........C..A.....G...........T.....T..
A6f'..A...GATGG.AA.AA.ITGGGAATTGGC.--.T..A..T...C.......C..A..A..C.....T..T.....･･･
ACT.AG...GATGCAT.CAA.ITGGGAATTGG..--.T..A.T...C.CT..C..T.....A.....G..T..A........
AGCCAA.GT.ACTC...CAA..TTGGTATTGGA.--.G.....T........C.CC..A..A..C..T..T..A.....T..
AGT.AG....ATG6...CAAGrrAGGT.T.GGA.--.G.....A....T...C........C..C..T..T..T.....G..
AGCCAG..AGATGGT..AAA.CTTGGA.TTGGA,TTG--.ATT.....CG.....C...........A..T..G........
-- ...G..AGT..T.,AT.C.GAT.G..AA....T..C..C..A...........A.....A..T..T..T..T.....G..
-- ..CG..AG......AT.T.........A....T..C..C..T..C........T.....G..C..T.....A........
-...G..A.G..T..AT.A...T.A..AA....T..T...........T..C..A..A..C..C..A..T..T........
-- ...G,.AGT..C..AT.A.GAT.A..AA....T..T..C..T...........T..A..A,.C..T..T..T.....T..
-- ...G..A.G..T..TT.A...T.A..AA.......T..A..C.........A.C..A..G..T..T..T...........
-- ...G..AGT..T..AT.A..A..G..AA.......T.....A....T......C.....A..T..G.....T.....6..
"･･･G･GA･AG････TT･C･･A･･･`･AA-･･･G･･T･･A･･T････G･･e･･･T;･A･･G･･T･･T･･T･･G･････T･･
-･- ...G.GA.AG.T...T.T..A.....AA....G..T..A..T....G......C..A..A..T.....T..A.....T..
-- ..CG..A.G..T..GT.A..AT.G..TA.......T.GC..T...AG...A..C.....A..C..A..T..T...G....
-- ...GTCA.GG..TCG..A..A.....AA.C..AA.T..C..T..C.....C..T...........G..T..G...,G.C..

-- ...G..C.AGGG..GA.A...T.G...A....T..T.....T.................G..T..T..T..6........
-- .C.G..C.G..C..A..A..AT.G..CA....G..G..A..A........A........A..C..T..T........T..
-- ...GT.A.GG.T..G..A..A.....AAC....A.T..C.....C.T......C..A..C.....A.....T........
-- ...GT.A.GG.T..AT.C..A.....AA,...T..T..C..A........A..T..,........G...,..........
-...G.GA.G..C...T.A.GAT.G..AA.....A.T..A..C...........T..A..G..T..G..T..T.....C..
-- ...G..A.GGG...AT.A..AT.G..AAC...TA.C..A..A........A..C..C,.A..C..T.....T........
AGCCAA..AGACCGT..AATG.TTGG.AT--...T..T..C..A..C.CA...........C..C..T..T..6........
AGCCAA..AGA.GGT..CAAG.T.GG.AT-...T..T..C..T..G.CG..C..T..C.....T..T..T..A........
AGTCAG...GATGGC..AAA.crTGGTEAT--....A.T..C..C....CA..............T..T..T..A........
AGTCAGG.A.G.GGT..CAAG.TTGGAAT--....A.T....TT..A.CA..C........C..T..G..T..A.....G..
AGCCAGG.T.A..GT..AAAG.TTGG.AT--......T...GTT....CA..C........C..C..A..T..A........
AGCCAGC.T.ATGGI-.A.AAG.IHI'GG.AT-......C..CGrr....CA..............C..G..T..A........
AGCCAAC.A.A.GGT..CAA.CT.GG.AT-...TA.T..C..T....CG.....T..G..C..C..T..T..G.....T..
AGCCAAC.A.A.Gcr..CAA.CT.GG.AT-...TA.T..C..T....CG.....T..G..C..C..T..T..G.....T,.
AGCCAAC.A.A.GGI-..CAA.or.GG.AT--...TA.T..C..T....CG.....T..G..C..C..T..T..G.....T..
AGCCAAC.A.A.GGT..CAA.CT.GG.AT--...TA.T..C..T....CG.....T..G..C..C..T..T..G.....T..
AGTCAA.G.GGTGGT..AAAGcrTGGAAC--C.CT..T..C..C....C.........A..G,.T..T...........C..
AGCCAA..AGGTGGC..CAA.CTTGGCAT-....A.C..C..C....CA.....C..A..A..T..T.....G.....C..
AGTCAG..A.ACGG.A.MTGcrTGGAAT--...T..C..A..T...GCA..:..C..A..A..C..T..............
AGCCAA.GCGGGGGA...AA.CTAGG.AT--...A.....ACTC..CGC......C..A..C.....T..T..A.....T..
AGCcaA.GCGGGGGA...AA.aAGG.AT--...A....･.AcrC..CGC......C..A..C.....T..T..A.....T..
AGCCAATCTGGTGGA..CAC.TCGGG.AA-･-...A..G..C.TC..A.CT..C..C...........T..T..G.....C..
AGCCAATCTGGTGGA..CAC.TCGGG.AA-...A..G..C.TC..A.CT..C..C...........T..T..G.....C..
AGCCAATCTGGTG(IA..CAC.TrGGG.AA--...T..G..C.TC..A.CT..C..C...........T..T..G.....C..
AGCCAATCTGGTGGA..CAC.rrGGG.AA-...A..G..C.TC..A.CT..C..C...........T..T..G.....C..
AGTCAA..AGG';GG.,.AATGITAGGAAT--...A..G.....C..C.CT..A..C.....C........T..G.....T..
AGTCAA.Gl'GGCGGT..TAA.rrGGGAAA--C..A..C..ACTT..AAG......C.....C.....T..T..T.....T..
AOCAA.orGGCGGT..TAA.nGG"M--C..A..C..ACrr..AAG......C.....C.....T..T..T.....T..
AGTCAA.Gl'GGCGGT..TAA.ITGGGAAA--C..A..C..ACIHI'..AAG,.....C.....C.....T..T..T.....T..
AGTCAA.GTGGCGCrl'..TAA.ITGGGAAA-･-C..A..C..AorT..AAG......C.....C.....T..1'..T.....T..

                                    "" -i "t"t"*"I-""ttl--f-------i----tti-t---------it--! -i--t-- - --- ---

Figure 2 continued
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CACCACCATCCCTGAAGAAIHI'GACACCGGcrGGTAAGTATGCAATcACCACcAGTATTGGCAATGATATCATTACTGCAGCT
T..A..T...T,....A.G........A......G.c..c...........T....Ac........C....C...C..GAAA
...A..A･......G.A.G...GIT.........G.T.....c........6G...AcAA......C....CC..A...･AA
...T.....AGGG,.GA.GC..GTG.........G.T..C..T..T....A.G...G...T.....C..T.CC..G..TAA･
･･..･.･.･.........TC..GTT..T.T......C.....C.J..G...G.A.G......C..C....CA......T･C
T...........C..TACG.....T..T.....AG.C..C..T..T.....GG.AGA.....CC..C....CA..A..CAG･
･･....A..TG.C.GC..G.....C..T.....AG.T..CT....T..A.AT....GC........C.....A.....TCAC
T..A..A.......6T..G....'TT..T.....CG.T..cT.T..T.....G..GTC..............CA..A...T.C
...A.....AG....GA....A..C..CA.......T..CT....T..A.,..A..G.....CG..C..AG.G..AC.TAC.
...A.....AG....GA....A..C..CA.......T,.CT....T,.A....A..G.....CG..C..AG.G..AC.TAG･
T･.A..･..T..C..G.TGC.A..c..T.....G..T...AG'r.....G..AG.A.G...A.....C...G.A..G..TAAG
...A..A...T........C.TGTG..T......G.T.....c.......ATG.C.AG........-C..T..A.GCC.TA.G
T..A..A...........TC.C.T...TA.....G.T..,..C.....T.ATG.C.AG..TGG...C....a.....T.AG
T..A..A...........GC.C.....T......G.T.....c..T....A.TCCc.c..T.....C....GA..CT.T..A
...A..A...........CC.C.....T......G.T..C..C.......A.GAC.AAAAT.....C..T.CA.....TAAA
...A..T.....A..G.,T..AGT...T.....AG.T.....T..T....A.G...AA..A.....C....a.....CA.A
･........A..A..G.';.C.C.....C......G.T.............AITCC.AA........C....CA..GC.CT..
T..A........C..T.....Aor...A......G.T............T.TG.C.AaAT..........a...C･G･･･
...A..A.,T......A.GC.T..C..T..A.....T........T..A...G.C.A.AA..G...C..T6C...G..TA.･
...A..T...T....GA....A.T...A......G.T......,....A.A..AC.GG..T.....C..T.CC.....T..A
...A..T........GA....A.T...A......G.T...........A.A..ACGGG..T.....C..T.CC.....T.･A
T..A..A..,.....G.....A........A..CG.C..C..T..T..TGA...C.C....GG.,.C..T.C......T･.･
`4.A..A.....A.GT..G...GT...T.T....G.c.....c.....T.ATG.c.ccAA...........CC..A..T..G
...A..A......A..A.GC.C.....T,.....G.C.....C.......A.G.."anA..GC..C....ca,....aM
...A.....,....GGA..........C.....AG.T........T..A.G.TCGGA.........C...G.C........G
T..A.....T....GG.....A.T,..T.T...,G.T...T.T.........CA..A.....C........C...G...T.A
T..A..A........G..TC.T.TC..T..A..GG.T...........,.AAG.C.A...G.C........CG,..CT.T..A
T..A..A...,.C..G..TC.T.TC..T.TA..GG.T.............AAG.C.A.....C........CGL.CT.T..A
T..A..A･........G..TC.A.TC..T..A..GG.T.............AAG.C.A..,..C......T.CG..CT.T..A
T.....A.....ATC...GC.T..C..T..A..C..T..C..T..A...,GTG.A.G..,G...,....TGAA..A..T..A
AT....A.....ATC.A..C..GIHI'..T......GGT........T..TG.A.AG.A...G..C.......C......T..G
T.,A.....ATTC.GG..TCAA..T..T......G.C...........A.ATGAC.AA.ATTCG.....A.CA.,.CGGT.C
...T..A..TGG...G...C.CGI"T'..A..A...G.C.....T...T.TGAT...TC............TG...A...C...
T..T.....A.....GA.G..AGTC..T.....CC.C.........G...ATG.G.C...A.....C..T.C...A.GCAAA
...T......T.G...CG.C..GTC..T.....GG.C.....C.......A...AG.A..A........T.a..A..T.AG
Ti.A..A..T........GC.C.T...C..A...,.C........A....A.....C...GGC........CG..CCGC･T･
...A..T........G..GC.C.....TA....ACrr.....C.....AGATGA.G....A..........AA..CAA....
...A..T...T....G.....A..C..A.....CG.T.....C.....A...G.C.AC..ATG...C....CA..A...AG.
T..T..A..TG....G..T.....T..C.....GG.C.....C..T..AT.AG.C.AC.............CC..A.G.T.A
...A.....T........GC....T..T....,.G.T...T.......A.A..ACGCCAAT..C......GCC..A.....C
...A...,.TG.C..T.TT..A..C...T.....G.T...T.........ATG.ATC...T.....C...GCA..G...AAG
";..T..A..TG....1'A......IT..C..G..CG.C...T....T.....GG.GGAG..G.....C....AA..G..TCAG
,.....A..TG.C...A.G....,C..T.....CG.T..C..........A.G...GC..G.....C........G..T..A
..........G.......GC...'rr..AT.C.,.G.T.....C......GGGG.A.AC.A......C..TG.A..A..T..A
T.........G.......G....TC..T..C...G.T..C..C....,T..GG.A.CaA......C.....A..A..C..A
...T......T.A........A..C..T......G.T..C.....A..A..A..A..........,C.,..CA..A..T.AA
............C..G........G,.T.AA...G.C.....T..A....A...GTC......C..C...GCC.....T.AG
,..A.....AT.A.....G...,T...A......G.C.....T..A..A.A.GAC..A..T..C..C....CC..AC.T..A
,.....A..T....GG..G....T...A......G.T..C..........ATG...C.........C....CC..G..TA.A
...A.....TGG...............C......G.T..CT.......G.Al-I'CA(IAA........C....C......GAG.
...G.....TGAG.G.A.GC.A.T...C.....AG.C.....G.........GCC..C........C....CC..C.....G
...T.....TG.A..G...C....C..C......G.T..C...........AG.G.A...T...........C.....CAAC
T........TG........C.AGTC..T......G.T...T.C.....T..TGCG.A.........A....AA..G..C..G
T.....A..A..AA.T,.G..AGTC.....G...G.C.....C..TGI-T'GATG.G.AA.....C.......CC..ACT...C
T.....A..T..A...A.GC.A..C.....A...G.C.....C..TGTT"GATCAG.AM.T........T..A..AAA....
......A..A..AC.T........T....TG...G.C.....T..T.ITGATCAA.ACCAT.C...C....C...ACGG.A.
T..A..A..,..A..GACCC.A.Tr..A..G...G.T..C..T......GA.CAA.C.AA..G...C....CA..ATrG.AA
...G..A.....AACTA.GC....C..A..A...G.C.....T.....TGA.CAAC..AAT..........CA..AT..CAG
...G..A..A..A.TCA..C.C..T..AA.A...G.T...,.T.....T(SA.CAA.CCAA......C...;CA..A..G...
......A..T..G....G.....TC..A..G...G.T........T.TTGA.CAC.CAAC..G...C..T.CC...T.TAAA
......A..T..G....G.....TC..A..G...G.T........T.IHT'GA.CAC.CAAC..G...C..T.CC...T.TAAA
......A..T..G....G.....TC..A..G...G.T........T.rrGA.CAC.CAAC..G...C..T.CC...T.TMA
......A..T..G..........TC..A..G...G.T........T.IHTGA.CAC.CAAC..G...C..T.CC...T.TAAA
......A..T..A..T........C..A..A...G.T.....G.....TGA.CAA.CGAA............C..CCG....
...A..A..T..A.G..,G.....T.....G...G.C........T"GITGATCAGGGA..T.....C...G.C.....T...
...T..Al.A..G.CTA.GC....C...A.A...G.C..C..,.....TGATG.C.CG..A.....C....CCT.G..C..G
T..A..A......TC...GC.C..T..A.....CG.T........T.TT.ATCAG.A.A.TGC...C...CG...A..CCAA
T.,A..A......TC...GC.T..T..A.....CG.T........T.TT.ATCAG.A.A.TGC...C...CG...A..CCAA
,..A..A.....G.G.A..C.CGTC..A....,CG.T..C..C..TGT..ATGAATCC.C......C....AG..A..C.AA
...A..A.....G,G.A..C.CGTC..A.....CG.T..C..C..TGT..ATGAATCC.C......C....AG..A..C.AA
...A..A.....G.G.A..C.CGTC..A.....CG.T..C..C..TGT..ATGAATCC.C......C....AG..A..T.AA
...A..A.....G.G.A..C.CGTC..A.....CG.T..C..C..TGT..ATGAATCC.C......C....AG..A..T.AA
.,.A..A,.A..A..GA..C.C..C..A......G.T...T....TGIT.ATCAG.C.AAG.,...C....CC..G..T...
.,.A..A.,.........GC..GIHr..T.....G.C.............A.CAA.ACAAT.....C...TC...ACTC...
.,.A..A...........GC..GTT..T.T....G.C.............A.CAA.GCAAT.....C...TC...AcrC...
...A..A...........GC..GTI'..T......G.C.............A.CAA.GcaAT.....C...TC...AcrC...
...A..A...........GC..GTT..1'......G.C.............A.CAA.GCAAT.....C...TC...ACTC...
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Figure 2 continued
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Z43 5C;HT'ACGATGCAGCCGATGTCATCAAAAACGATACCAAC'rTCAGGGGTATGTACATCTGTGGI'TcrCTCCAACGT6CTTGGG
Z4S ;.......CA.C..A....." J..G..TA.. ".........A........T..T.....G..A...,.G.....G..ij
Z43,tCAG..T....G...T.....A..T..G...A....T...........G..............C.....T...A.A..A..･.
243 CAG..T........T..CA.A..T.G...,A.C..T.......A...C.....T........A..A......A.A..G....
Z43 .AG..T...T.T..T.....TG.T.G....A.C..A..T..T...........T.........G.AT.A...A.A..A....
Z43 .GG..T..C..T..T.CC..G..A..G...A.C..A..T...C.T.,A.....T...........cr.G.....G.......
Z43 .AA.....CAGC..T....AA.....G...ACA..A.....TC....A..............CG.G..G..GA.G.....･.
Z43 CAG..T...A.T..T....AA.....C...ACC..A.....TC.,..A........T.....A...T.G...A.A..C..･.-
Z43 .GC.....CA.T..G........T.GG..TACC..AG.G...,....C...･.....T.....AG.AT.G...A.G.....･･
Z43 ..C.....,CA.T..G,.......T.GG..TACC..AG.G........C......,.T.....AG.AT.G...A.G.....･･
Z43 .AC.......GT..T.....G....,....ACC..G..T........C.....T........C..G......A.A......･
Z43 .AG.....CA....TACCA......GG...A.C..TG.A.....A..C........T.....A..A......A.G..C..･･
Z43 .G...T..CAGT..T...A....T..G...A.......T..T.AA..C...C..........G..A......A.A.....･･
Z43 .AA.....CT.G..T...ACT...C.G.....C..............C..,..T...........A......A.A.......
Z43 AG...T....AG.....A..A..T..G...A....T.......,.........T...........A..T...A.A.......
243 .GG.,T..CA.T..T..CA.A..T.GG...A..........T..A....................G..T...A.A.....``
Z43 CAA.IT..CAGT..A....AG..A..6...A.C..A........A..G....,............A..T...A.G..C..,.
Z45 .A......C.....T........T..G...A.C..T.........A.......T........A..,T.A..G..A:......
Z43 .AA.....CCAT..T....AA.........A.C..A.....T.AAA................A..AT.G...A.A..C....
Z43 ..A..T..C..G..T........T..G..TA.C.....T.....A..A.....T........C..A......A.A..A....
Z43 ..A..T..C..G..T........T..G..TA.C.....T.....A..A.....T..,.....C..A......A.A..A.,.･
Z43 AAA..T..CATTA.T...AAGG.T.CC..TA.C..T..T..T.AAA.C................GC..G..GA.A.......
Z43 CAG............AC..AG..T.G....A.C.....`l'.....A..C.......X...........T...A.A.....i4
Z43 .A...T...AAT..T.G...G.........A.C..T..T.....A..C........T...,.G..A......A.G.......
243 AG......C..T.....C......C.....A.C..A..T..T..A,.G...;...........G.C.,....A.A......･
Z43 .GG..T...A.C..T..CA.A..T......A....A..T..T.A...G...............G.......GA.A.......
Z43 .A...T...T.G..T.....G..T...,.T.....A..T..T.AAA.C..............AG..T.GG.GA.A.......
Z43 .A...T...T.G..T.....G..T.....T.....A..T..T.AAA.C..............AC..T.G..GA:A.......
Z43 .A...T...T.G..T.....G..T.....T.....A..T..T.AAA.C..........,...AG..T.T..6A.A.......
243 `AA..T...T....T.....G....G....A.C.....T..T..AA..........T......G..T`G..･A･A･･･････
243 CAA........,..A.G..AA..TGT....A......J..T.AAA.C..............AG.A..A...A.G.......
243 .AA.....A..T..ATC..AA..T.....TA.C.....T....AAA.C........T.....G..A..T...A.A..G....
Z43 T.G..T.....CT.TAC.ACA..A..T...ACC..A......C..,.C......G..........C..G...A.A.......
Z43 .A...T...T.G...AC...A..TC.....A............AA........T........A...T.A..GA.A..C....
243 .G...T.....T..T...AAA..T.......C...A..T....AA...........T....,C..G.....GA.A.......
Z4B .AG.....AT....T..,.AA..,..G..TA.......T..T.A...G......,.T........G..G..GA.A.,A....
243 .G.,.T..AAGT..T.CCA....T..G...TCA..A..T..T..AA,......T........C..C.....GA.A..C....
243 .TA..T...T.G...A.C..G.........A....G....................T.....G..C..G...A.A..A....
Z43 .AA.....,T.GA.T..A..A..A..G...A....A..T........C........T........C..A...A.A..C....
Z43 .A...T...T..A...G...T........TACC.....T.....A..A.......cr.....G..A......A.G.......
243 .A...T............;.G.........ACC..A..T...C....G........A.....G...T.A..GA.A..A....
Z43 ..C..T..CA.T..A.C...GG.A..G...ACC..A..T...C.A..G.....T...........AT.G.....G.......
Z43 .AA.rr...AAG..AA....A..A..G..TA.C..A...........G.....T...........CT.A...A.A..C....
243 ..C......T.G........G..T.,....A.C..A.,T..T.....C........T........CT.A..GA.G.......
Z43 ..C.....,T..........G..A..G..TA.C..A..T..T..............T........CT.G..GA.G.......
Z43 ..A......T....T.....G.....G..TA.C..A..T...C....C..................T.G.G.A.G.......
Z43 .GG.TT.G.T.T.,A...A.T........TA............A...G..............C..C..T...A.G.......
Z43 .GA..........,T..CAC..........A.C.....T.....A..A.....T6.T.....A..G..T...A.G..A....
Z43 .GA..T..CA.T..T...A.A..T..G...A..........T.....C........A........G.....G.....C....
'Z43 .G...T.....T..T.....A..T......AC.........T.....C..............A........G..A..C....
Z43 .G.........C......,.G.........A.C.....T........C........T...........T.....A.......
Z43 CAG.T.'..CA.....A.C.AA..A...G..A.C..A..T...C....G.....T........A..CT.A..GA.A..C....
243 CAG..T..CA.T...AGC.....A..G..T.....A......C....G....................A...A.G.......
Z43 .AG..T.....T..AACCA.G...........C..A..T....A.A.C...............G.C..G.....G..C....
243 ..C.....A.;T,.AACATCA..T.C....A.C..A..T....A.A.C..............CG....G...A.A..C....
Z43 CAA..T.....T..AAC..AG..T.T...TA....A.......A.A.C.....T........C.....T.....A..C....
Z43 CAA..T..CAGT..AAC..M..T.GG...A.C..A..T....A.A..........T......G.C..T...A.A.......
243 CAG..T..CAGT..AAC..AA..T.IHr..TA.C..G..T........C....,.G.......CG........A.G.......
243 .GA.TT.,CAAT..AACC.AA........TA....A..T........C........T......G.C..T.;CIA.A.......
243 CAA..T...T.T..AATCAAA..T.C...TA.C..A..T..T..AA.C.....T.........G.C..A.....G.......
Z43 CAA..T...T.T..AATCAAA..T.C...TA.C..A..T..T..AA.C.....T.........G.C..A.....G.......
Z43 CAA..T...T.T..AATCAAA..T.C...TA.C..A..T..T..AA.C.....T.........G.C..A.,...G.......
Z43 CAA..T...T.T..AATCAAA..T.C...1'A.C..A..T..T..AA.C.....T.........G.C..A.....A.......
Z43 AAG..T..C..C..AACA.AA..T.GG...A....A.....T..AA.C........T..C...G....A.............
Z43 AG...T..C..T..AACAAAG...,C....A.C..A..T..T.AAA.......T..T.....CG.......G..........
243 .GG.....C.G...A.....A...TGT..TA.C..A..T........................G.C..T.....A..C....
243 .AA..T..C......AC.TC.....TC...A....A..T..T.AAA..........A......G.C..T.....A..A....
z43 .AA..T..C......AC.TC.....TC...A....A..T..T.AAA..........A......G.C..T.....A..A....
243 CAA.TT..CAGC...ACCACA...GTC..TA....A.......AAA.C........A......G....T..G.....A....
Z43 CAA.TT..CAGC...ACCACA...GTC..TA....A.......AAA.C........A......G....T..G.....A....
Z43 CAA.TT..CAGC...ACCACA...GTC..TA....' A.......AAA.C........A......G....T..G.....A....
243 CAA.TT..CAGC...ACCACA...GTC..TA....A.......AAA.C........A......G....T..G...,.A....
243 CAG"...CAGC...AC..AA....C....A.C..A.....T.A.A..........A......G....T..G.....G....
z43 ..A........T..,ACC.AA....G....A............AAA.C.....T..A......G.C..T........A....
z43 ..A........T...ACC.AA....G....A............AAA.C.....T..A......G.C..T........A....
z43 ..A........T...ACC.AA....G....A............AAA.C.....T..A......G.C..T........A....
z43 ..A........T...ACC.AA....G....A............AAA.C;....T..A......G.C..T........A....
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Figure 2 continued
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Figure 2
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GAGACAAMAAATATaMCA'crGCrrTCATactACGGaACGGrrGCTAATMaMATrrttCCaGCMCACa---T
.`･.-.･.･,..,T･....;....;.........T..A.....A..GAG.6GA.C..GCC..AAC.........･･.･---.
･T･.-･･････････C...........T..T..T..T..TGATT'.AAAAG.C.CG..C.C.A.CA.GCC..G..ATGTGA･
.T..T........T,.C.................C..c..c.......AGGG...TG.Tc.AA.C....--GT.ATGTT'A･
.T..,...C.G..C....GT..A........A..C..T....TTAG6.A.GGAGC.......AAG..GT--CA.AT.CCA･
･T･･.･.･･･...C........C`..........C..T..T..TAGG.AC..A...TCC....CG..GT---C..AT.CAAi
.T...........T..GGC...C..A..T..A..C'..T....TCAAA.AAGGC..T......AAA..AT---CT.A..crA･
.T,....A..G...,.C........C..T..A..C..A..TorcaAAA,CGGG......T."CG..AT--a.ATGrrA･
･C･･...･･･...T...GCT.....C..T.....c..c.rrGTrAAG.AcGa.--.c.A.A.cA.AccaTC..ATGTGA･
･C･･････`･.･.T..;'GCT.....C..T.....C..C..TGTTAAG.GCGGA.-･--.C.A.A..CA.ACCATC..ATGTGA.
.T･.......G..C...........A........C..c..c..a..MGGG.G.A..caA..G"ACC.TCA.AT.orA･
.C･.T.....G..T.....T..............T..T.G,GTTA..MG.......CGC.AAGC..T......GT..TC--
.T...,.A..G..C.....T........T...,.T..T.G..TT...AA.GG..C....C.GA.A..T..T..TGT..IT--
.C･.T.....G..1;.......................C,G..TT..GAAAGGAGGA.TGG.GCAG..T..T.,.GT.･"--
.C･,T.....G..C....,..,C...........G..C.G...C....AGGGAGG....C.AA.A..T..TG.GGT..TC--
.T･･T....･...T.................T.....T.G..TT....AAGGA..T..GT.GAAA..A.....TGT..TTGA
.r..T..A..G..C..........,......T..C..T.Gr..A....KGGG...T..C...CAG..rra.,TerG.rrGA
.･...........T....,T....GG..T.....C..A.....A..G.AAG...,...GCLa......,T...････rra
.T･.T..･....,...T..T.....C..T.....C..A...(ITCAAG.AAGG.....GC..CACA..GT'CT.....A.1rirGA
LG..T..A..G.....T.,T........T.....T..T....TAT.GAAGG.....c.....GAA....A...T.TA.TAct
.G..T..A..G,....T..T........T.....T..T"..TAT,GAAGG.....c.....6AA....A...T.TA.TAGA
････T･.,･･...T..C.....G..............A..C..A..GA6.GGC......T.AAAA..T.....TGTG.ITGA
.G..T.....G..T.....T........T........C.GC.......A.GaGC....T.a.A.....T..T･･.･rra
･G..T.....G..C.................T..C..C.GG..T..cAAGGGG...G.cc.GC....T......GT..1-I'GA
.G..T...,.G..C..C...........T.....C..C.....A..C.A.GG....G.CT.(SA....AT.........TA(SA
･C........G..C'..C.....G..C..T,....C..C.....A....AAGG.......t.GG.G..1"r.T.......TAGA
.T..T.....,..C..,..T...........A..C..CC.TGG...G.A..CC.C....C.aAG.....T....･･A.rr"
･T･.T........C.....TC..........A..C..C..TG....G.G...C.C...,C.CAAG.....T..:..A.IHVGA
.T..T........C.....T...........A..C..C..TG....G.A...C.C....C.aAG.....T.....A.ncu
･T･･･.･`･.....･.C..............A..C..T..CT.A..AAG.GGC......C..GAA..T..T.....A.IHrGA
.T........GG.T..............TG.A..,..T..C.....AA.AGG.....C.C..AAA...........A.ITGA
･T........G..C..........G.C.......T..T.G.T.TA..AA.GGG.G...G..AA.C..G.......GT.T"TGA
.T..T.....G..C........C,.......A..C..T..C..T..GAA,GG......G...GAG..ATcr.....A---･-･
.T..T.......,.........C..A..T..T..T..TC....CAGGAG.G.C....C....ACA..ATC...TGTG-----
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Figure 2 continued
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T.G..C..C..T..C........T...C....A..T..A.....cc.AA.T.....c...........TG.A..T..T..AG
T.A.....T..T.....A,....T..G..G..A..T..AT.T......A,..AA..T........C...G....C..A...G
..rr.A..A,.......A.....T..GC.G..A..T..AT.A.....A..T.A...T............G.G..C.......
T.G.....A...,..,.A..C..T........A..T.....T.,........A...G..A.....C..TG.G.....T..A.
..T..G..T.....A..A.....T...C....A..T...T.A.....A..T..A..G.....A..C..TG.C..A..A..A.
..T..............T.....T..,.....A..T.....T.....A..A.....C.....T..C...G.C..A..A....
..T..:...........T.....T........A..T,....T.....A..A.....C.....T..C...G.C..A..A...･
..A.....T...G..........G...C.T..A.....GT.T...C.A....A...G........C..TG.G..C..T..A.
..G.,...T..T.....T.....T..G.....A..T.....T..CC.C..T..A..T.....A......G.C..C..G..AC
T.G..C..T.....C..A.,......G.....A..T..AT.G..CC.A..A..A..T...........TG.G..T..T....
.A'A...........C..:..C..T..G..G..A..T..C...,..C,.....-.A..G........C....CC..T.....AG
.AG.....C.....2..A........G..G..A..T.....T.....A..T.....G........A.;..C...T..A..AG
..T........T.....T..C..T..G.,G..AG.T...,.T..C.....T.A...G.......:...TG.G.....T....
..T........T.....T..C..T..G..G..AG.T...,.T..C.....T.A...G...........TG.G.::..T....
..T........T.,...T..C..T..G..G..AG.T.....T..C.....T.A...G...........TG.G.....T....
........A........T..C..A..G...,.AG.T.....T..C.....G.A............C..TG.C.....T..A.
..T..............C...,.T.....G..AG.......T..C..A.,..A.T.G............G....A.....A.
A....C..T........A.....G........A..T..A..AA..C....T.CA..G..T..T..............T..A.
..T..............A..C..T..G..G..A.,T..CT.GA....A..TC....T........C...G.G.....G....
A.......T.....A..A.....A..G........T..A..T..C...........C........C..TG.A.....A..A.
........T.....A..T.....T..G...C.A.....AT.TA.C..A........T..,..T..C..TG....C..T...G
..T.....T..T..A..1-.....T...ATG..A..T...T.T..C..A,.,.AA..T..TA.G...G...C...C..G..A.
AC......T........AG.A..T..G.....A..T..C..T..........A...G..T.....C..TG.G..T..T..A.
..T.....T........A.....A...C.......T..,T.T.....A........G..........A.G.G..C..G..A.
......,.T..T.....C.....T...C.G..A..T...T.G..C..A..T.....T..T.....C...G.C........AG
........A........A.....T..GC....A..T...T.T..C...........G..T.....C..TG.A.....G....
..T.,G..A........A"....T..G..G.......,.T.G..C...........T..A.........G.AT....A..AG
........T.................G..G..A..T..CT.AA..........................G.G..A..A..AG
..T.....A........A...........G..A..T..CT.A..C..A........G.....A..C...G.G'I'....A..AG
......G..T........A.....T...C....A..T..CT.A.....A........G...........TG.G..A..A....
A.T..G..T.....C..A.....T...C....A..T..CT.G..........................TG.G..A..A....
..T..C..C........A.....T........A..T..AT.......A.....A..G..A.....C..TG.GT....A..AG
A.G.....T,.......A.........C....A..T...T.T...C.A..T..A..G...........TG.A..T..A..A.
..G...........C..T.....T..GC....A.....GT.T..CC.T....A...T..T.........G..T....T..A.
..G.....T.......,C.....T..GC.G..C.....GT.T.........C....T........C....C...C..T..A.
A.G.....T........A........G.G...T..T......A.CC.T..............A........C..T..A..AG
A.G.....L....,..A.....A..,C.G..C..T.......,CC.T.....A..G...........TG.C..C..T..AG
.................A..C......C....A..T..CT.G.....A........G.....A..C.....A.....A..AG
..T..A..T.....C..T..C..T...C....A..T..CT.A.....A...C....T.....T........A.....A..AG
A.G.....T........A........G....T...T...;...,C.....T.....C........C.AT.CC..C..T...G
A.G..C..A........A.....T..G..6.T...T.....T..........AA..T..TA.A....ATG,C..T..T...G
A.G.....A;.......A.....T.......T...T..C..T..C.....T..A..T........C.ATG.C..C..T...G
A.G..A..A........C........G..G.T...T.....T..........A...G..T.......ATG.C..C..G...G
A.G.....C..............T..G..G.TA..T..C..T.....A..T.....G..A.....C.A.G.C..C..G...G
A.GT.C.,T........A.....A.....G.TA.................T.....G........C.A.G.C..C..G...G
A.G,.......T...........T.......TA..T..C..T..C..A..T.A..............A.G.C..T..G..AG
A.G........T...........T.......TA..T..C..T..C..A..T.A..............A.6.C..T..G..AG
A.G......,.T...........T.......TA..T..C..T..C..A..T.A....,.........A.G.C..T..G..AG
A.G.,......T...........T.......TA..T..C..T..C..A..T.A..............A.G.C..T..G..AG
A.G..............A.....T..G..G.TA..T.....A..C..A....AA..G........C.A...C..T..A...G
A.T.........,....A,....T..G...J...T........C......AA.............A.G....C..A..AG
G.G.....A.....A..A.....T.....G.TA..T..A..T..C.......AA..G.....T..C.A...C..T..G...G
A.GT.A..A........A........G....TC..T..A..T..C..A..T.....T..A.....C.A.G.G'r........G
A.GT.A..A........A........G....TC..T..A..T..C..A..T.....T..A.....C.A.G.GT........G
T.G..G.......................G.TC..T..A..T..C..A..T.....T..T.......ATG.A..A..T...G
T.G..G.......................G.TC..T..A..T..C..A..T.....T..T.......ATG.A..A..T...G
T.G..G...........,........;..G.TC..T..A..T..C..A..T.....T..T.......ATG.A..A..T...G
T.G,.G.......................G.TC..T..A..T..C..A..T.....T..T.......ATG.A..A..T...G
A.GT.A..A........A.....T.......TC..T..AT.T.....AA...AA..T..T.....C.A.G.G..A..T....
A.GT.G..A..............T.....G.TC..T..A..T.....A........T..T.....C.A.G.G..A..T..AG
A.GT.G..A..............T.....G.TC..T..A..T.....A........T..T.....C.A.G.G..A..T..AG
A.GT.G..A..............T.....G.TC..T..A..T..,..A........T..T.....C.A.G.G..A..T..AG
A.GT.G..AA..........,..T.....G.TC..T..A..T.....A.,......T..T.....C.A.G.G..A..T..AG
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Figure 2 continued
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                                                  (1739)
CTGGTGCTCGTGGTGGAAATCATCCMTATTITACAAAAACTccATcAAATTGGGTT"ATGTGATTAGGTCTATT
････････････････,,.C...........C..T..G..T..T........A..C....,......A......
････G.･...C...,.C..C..C....................T..G....................A..C...
･･･････････････.G..C.................G.....A..A..GC.T..G...........A..A...
.....CGC.,...C..C..C..C.....C..............A.....GC.T........AC.C..A.....･
.A...........C,.C.....C..T..C........G..T..A..T...C....C.....A.....`･.････
･･･.C.･...C.....G..C..C..T..C..C.....G..T..A..T.....A..C......T.G..A..C...
･･....･...C.....T.....C..T,.T..C..,.....T..A..T...........C..A.....･･...･･
･C......."..".C"C..C""..,.""..G."..T.""............A..C.......･･
･C...,..........C..C..C...."".,....G.,...T."...;..".."..A..C,.......･
･･..C..G,..........C..C.....T..C..T.GG.....T.....GC.T..C..C..CC.C..A..A..A
･･..A...........C.....C..T..C..C.....G..T..T........A..............A...･･･
･･.･A.･.........C.....C.....T"C..T..G..T..,.".....A....................A
`...G.........oC..C.....T.....C..T..6............C......".........A.....
･C..G...........C....,C..T..C..C..T..:..T..T..G..G............C..,,AA....･
.･.....C..C..C,....C..C.....T...........T..T..T.,.C.T..G.....T...........･
･･....･,.....A.....C..C..C..C..G.....G............C.T........T..C..A......
.C..C...........G..C........."C..,.....T..............C........C..A.....･
"....,C.,...C..C..CT.C.,C..C..C..T..,..TA.A..T........C.....,..･･････････
･`....･...C.....G.....C.....C..C..T..,.....T..A..G........C...........A..C
･......`..C.....G.....C.....C..C..T........T..A..G........C.,.........A..C
.C,.G.....A...........C,.......C..T..G...........GC.C.........C.C..A..A...
G...C..A........C.....C..".C..CC..........T.....GC.T........A.,......C..`
....G..C..C.....C..C..C"C..T..C.....,.................C..C........A......
T...G.,G........C..C.......,...C..T..G...AAGC...GGC.T...........C..A･....･
....A..A....."..C.....C........C..,.....T..A......GCC.....C..T.AA..."...･
....G..A.,,...........C..G.....C.,T..G..TAT...G..GC.C........A........A..･
..,.G..A,.......,.....C..G.....C..T..G..TAT...G..GC.C........A........A..i.
....G..A..............C..G.....C..T..G..TAT...G..GC.C........A........A...
....A..G.,......G..C........C........G.....T..A....................A..A..A
.C..A..A,.C........C,.......C...........T..A.................T..C..A..C...
.............A........C.....T.....T.....T.TT..G...A.A........A...G.A..A...
....C.....C.....T..C..C.....C..C..T.....T..A..T..GC.T..G.....A.....A......
....G.....C.....C,.C.....C..C...,....G.....T..T...C.A..............A.....A
.......A........G.....C.....C........G.....TC.T.G.C.T..G.....C........A..A
.A.....A..C..A..T........T.....C......,...TA..A..GC.T............G.......A
.G..G..C..............C..G..........GG...A.A..G.....A..A.........CACA.A...
.C..A,.C..C........C..C..C..C.....T..G.....A.....GC.A..C...........A..G...
T...G..C........C..C..C..G..C...........T..T..T..GC,A..C...........A......
....C...........T..C.....C..C......,.......A..T...C.C.....C...........A...
.C...,.C.....A..C.....C..C..C..C.....G..T..A..A..G..A...........C..A..C...
....G..C........C.....C..C..C..............A..T........C.....A.....A.....C
t･･････C･･C.....C.....C..C..C..C.....G.....A..A...C.A..C.....A.....A..C..A
.......C........C..C..C..C..C........G..T..A.................A..C..A..C...
.C.....C........C.....C..C..C..C..T..G..T..A............,....A..C..A..C...
....G...........C........C..T..C..T..G.....A..T........G..C..A.....A......
.......G."...........C..C..C..C..T..G..TAGA......C.T..G...........A......
..........A.....T..C..C;,T..C..C....................A..C..,..A..C..A..G...
･.........A..C..T,.C..C..,..T..C....,G,.,.....T.,......A.....A............
.A.....A.....C..G..C..C..T..G.............GT..G.....A..............A......
.......A..C..C...........C..T..C....GG.....T..G...C....C........C..A......
...,AC.C........C..C.....C..C..C....,G.....T..A..G.....A.....A........,...
TA..C.....C..G..C..C.....T..C..C.....G.....A..T........C.....A..C.........
TCA.C..A.....A.....C..C..T....A...T..G..TA..T.A.G......C........A.AAA.....
T.A.C........A..G.....C..C....AC........T..TC.A.....A.....,.....A.AAG.C...
TCA.C..A.....A........C.......AC.........A..C.A.....A..A.....A..A.AAA.A...
T.A.CT.A.....G..T........C..T..C.........A..T.G...C.T..A........A.AAA.C...
T.A.CT.A..C..G..G..C.....C..C.AC.........A..T.G...C.T..A..C..CT.A..AA.C...
T.A.CT.G.....G........C..T..C.AC....G...TA..C.G...C.C..A..C...T.A..AA.C:..
T.A....A..C.....G.....C..T....AC.....G...A..T.G.GG.....C......G....AAG....
T.A....A..C.....G.....C..T....AC.....G...A..T.G.GG.....C....,.G....AAG....
T.A....A..C.....G.....C..T....AC.....G...A..T.G.GG.....C......G....AAG....
T.A....A..C.....G.....C..T....AC.....G,..A..T.G.GG.....C......G....AAG....
Ta.C..A.......,.........T....A...T..G..T...T.G...C,T..A..C..A..C.AA..C...
TCA....G..C.....C.....C..C....A.........T..TC.A..G..A..A.....AG.......C...
TGA.C..G........G.......J....AC............T.G...C....A.....A..C....,...A
TAA.C..A.....C.....C..C..T..C.AC.........A.IHI'.A.....A..A............GA....
TAA.C..A.....C.....C..C..T..T.AC.........A.TT.A.....A..A............GA....
..A....A........G..C..C..T..C.AC...C..,GTAAAC....."A..C.....A..C...GA....
..A....A........G..C..C..T..C.AC...C....TAAAC.......A..C....,A..C...GA....
..A....A........G..C..C..T..C.AC...C....TAAAC.......A..C.....A..C...GA....
..A....A........G..C..C,.T..C.AC...C....TAAAC.......A..C.....A..C...GA....
.a.CA.G........G.....C...G.G.A...TrrG..TAAGC.......A..A.....A.....AGAA...
.CA.C..A..G..G.....C.....T..T.AC.....G.,.AAGC.T..G.....A.G...A..C.AAGAC...
.CA.C..A..G..G.....C.....T..t.AC.....6...AAGC.T..G.....A.....A..C.A.GAC...
.CA.C..A..G..G..,..C.....T..C.AC.....G...AAGC.T..G.....A.....A..C.AAGAC...
.a.C..A..G..G.....C.....T..C.AC.....G...MGC.T..G.....A.....A..C.AAGAC...
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Figure 2 continued
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Figure 3

(No. of arnino acid)
(370) (377)
1 ANRHFDFNQETAG"STPRFRPrTInSEQGorKLGr6VATDYIVPG:PDG"PDrrISEELIPAGOYAITNDrGN-Drt-TPA
1 ..･.....･･............SV..T..N.A...........,....,.......pG............GT..-...-.AT
1 ...........................QSNSA.Z.........A..............R.V.........RV..D-..-.AE
1 ................,......V....KN.A...V.....F..............G.KN.........GS..-...-.AN
1 .......................V....KN.A...V.....F......,.......P.......N.....ST.A-...-.R.
1 ..･･.....･...,.,.......V...QK..A,.........;........A..,.P,D...V......KGH.T-...-.S.
1 ..................,....V..,QK..A...................A....P.D..........KGN.T-...'-.S.
1 .......................V...OK..A........................P.D..........KGN.T--...i-.S.
1 ..t･..............Y....VS..Q,E.A.......:......,.....RS..PSK.V...G....AKN..DIT.AA-
1 .,..L,...,,......,.,.......QKD.A..,.,I..................PS..T...N...,SGS,.-..E-.A.
1 ..･.....,..............V...OR..A.....L......,..........PD..V........SGNN".."...
1 .......................V...QSD.A........................P...T,.......DST.G-...-.A.
1 ..･･.....･.................VKESA...T.I...F..............P.D...T.......GK.G-...-.AE
1 ...........,...,.......V,..VXESA.....I.....,.......A....p..,T.E.......-RSGN..A-.AE
1 .......................V.,.VKESA......,......,..........P..,T.........SL..-..R-.S.
1 ..･･.......,.........M.V.M.VAKAA.....I..................P.D.V..,.;.,..GK..-...-.AT
1 .......................V,..VKNSA.......,,...................V.........6K..-..1-S.T
1 .....NL...K...........L.....VKEAA........................PKK.T.........GENS-...･-.AK
1 .･･`...,.･........,,.......VKDQA.........C..............P.D.T..........KN.-...-.AK
1 ...........................VKESA........................PG..V.V.......GTN.-...-.A.
1 ...........................VKO.A...T.I..................P.V.T.,.......Sk..-...-..S
1 ............................KN.S......G..S.........A........T........TR...-...-.AE
1 ..･....;.･...............L..RN.E.......L.S,.............PG........S..TRS..-...-.AS
1 ...............S.........L..KO.S....,...................POT.T........TGD.T-..".AS
1 ......................S.....SN.S........................AG.:･T.....S...SS..･-..1-.AH
1 ................,...........SH.SR.......................ADV.T.S...S..,GS."..A--.AK
1 ...........,................KN.S...........L...........ADK.......S..T6E."..K-.AQ
1 .......K....................SN.S.........F..............A.K.T.........GS..-..r--.A.
1 .....N.........A............SK.S........................A.D.T........SGN..-...-.GS
1 ............................SN.SR.......,...................T........TGN.C-...-.AS
1 .....N.D.......S............KN.S........................P...T.....S...NAN.-..A-.A,
1 ............................KN.SR....L..,..............A...T........TGN..-..:-.AN
1 .......K..,.................K..S...T.I..................A...V.....S..TAN..-E.K-.A.
1 .......................V....KE.S.....:..................A.K.T.T.N.S..TNS.TDIV.PSGY
1 ......L................V....KE.S.....r..................A.K.T.T.N.S..TNS.TDIV.PSAY
1 .......................V....S..S....V..........Q........P.K.T...N....TGNNSDIA.A.EY
1 ............................KE.S.........C..............A.....S......GGND.--..V-.A.
1 ............................KD.S.........C..............A............TGTN.-..1-.A.
1 ............................KKSS.......L.S..............P.D.V.V.N....TGS..-...-.AS
1 ..........................T.KD.S.......M.S.,.........,..P.K,V...H...A.GT..-...-.GK
1 ..................Y....V...VKD.A...T.L..F.........,..,.G,..T.....S...SE..--...-.AS
1 ..................¥....V.M.VKD.S.........;.......,.....,EGK....,.....TA...-...-.A.
1 ..............r........VN,.VKD.A...T....................PGK.T........SSD..-..V-.A.
1 ..................Y...SV,..VK..A........................PG....V...S..THN.T-...-.AS
1 ...............;.....L..,..QKE.A...T...................FGOQT..........KOSDIT.RSE-
1 .......................VN..QKD.A...V...L.S..............P...T.T.L....D.V..D-.l(T)(A-
1 .................U.....VN..QNK.A........................P.V.T...N.S..TGS..D-.V-.AK
1 .......R...............V.L.VXD.K.........H.......,......G...V....,..SDSS..-..V-NA.
1 .......................V...OKE.A.I..C.P..H................K...........NR..-...--.A.
1 .......................V...QKE.A,L.C....H..............P.K...........NG..-...-.A.
1 .......................V...QDR.A.....,..................PGK.V...,....T6NH.-...-.AE
1 .....................L.....OKN.E.,.....................".K.T........TSN."...-.AK
1 .......................V...QDK.A...V....................P...T...K....TS...-..r-.A.
1 .......K.............M..N..QKE.A.I......ES..............P.K.T.......VDQKS.DI..KA-
1 .......K.............M..N..OKDRAMI.......S..............PN..V.......VDGK..DTT.LA--
1 .......K.............M.VN..QHN.E.:.....V.S..............PVK.T.T......DQTN.DIT.AA-
1 .......K.............M..N..QDKSA,I.....V.S..............PTK.T........DQLN.DrT.SQ--
1 .......K.............M..N..QER.A.r...I.rES..............P.T..........DOTNSDIT.LE---
1 .......K.............M.V...QKD.A.....I...S..............PH..T.V.....rDQNHTDIT.RD--
1 .......K...............VS..Q.K.A.....I...S..............P.G.........IDHIHT'SDIT.SK･--･
1 ......,K...............VS..Q.K.A.....I...S..............P.G.........IDH'TTSDIT.SK-
1 .......K...............VS..Q.K.A.....I...S..............P.G.........IDHnSDIT.SK-
1 .......K...............VS..Q.K.A.....L..S..............P...........IDHITSDrr.SK--
1 .......K.............L.V...QK..A.....!...S..............PG.J.......VDQG..DIV.AA--
1 .....,.K...........r.MR....QS..A...N...LES..............P...V.........QSN.DIS.LA-
1 .......K......,......MR....QS' ..A...N...LES..............P...V.........QSN.DTS.LA･--
1 .......K.............MR.,,.QS..A...N...LES..............P...V.V.......QSN.DIS..LA--
1 .......K.............MR....QS..A...N...LES..............P...V.........QNN.D:S.LA--
1 .......K.............MRV...QS..ATS.N...;ES..............PGK.V.......V.ESA.DIK.AE-
1 .......K.............MRV...QS..ATS.N...IES..............PGK.V.......V.ESA.DIK.AE･--
1 .......K.............MRV...OS..AT..N...IES..............PGK.V.......V.ESA.DIK.AE--
1 .......K.............MRV..,QS..AT..N...IES..............PGK.V.......V.ESA.DrK.AE--
1 .......K.............MRV...QS..A.......L.A..............PS..T.......I.QNSADIR.AQ--
1 ,......K.............MRV..,QS..A.......L.A..............PS..T.......I.QNSADIR.AQ--
1 .......K...........,.MRV..,QK..AM........S..............P.K.T.....S.V.QTK.DrT.AA--
1 .......K......,S...........QR..A...TA....S.-.............PD..T........DQTN.DI..RA--
1 ......,K.............L.V...QKN..M..,.....A..............PAK.T.T......DGT..DITSAA-
 s-"t''''-'-ti"''s''-s'''''''' ''''-'''''' e'te"'"tt'''""'' ' "'-'i'"' '' ''' '
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Comparative amino acid sequence (370-580) analysis generated from the

    'translation by nucleotide sequence ofcapsid protein ofFCVs in Figure 1.

Sr=Identical amino acid
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Figure 3 continued
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156 DTLALLGYTGrGEQArGSDRDKVVRISVLPETGARGGNHPIFYKNSIKLGYVIRSI
159 ･････e･･･････････････R･････T････････････････････'･'･''''
IS8 .............EP...N..R.........A........,,,...LR.....･･･
156.........,...E...AN.ER..."T.."........".....･･"･････
156 ....,...."..M............GT.."...........,.L.......G..
156 V............E･.V.A.....................,.....rM........･
IS6 V:...........E.V.A...........................IM.........
156 V............E.V.A......,........,........,..IM......･･･
156 V..S...."...E.V.A....L."....."...................･･･
156 V............E.V.A..E..,,,,....".................i..･･･
156V..."""...E...A".....,".."...............･････････
156 .."""A"..H....."".,"..,."......,............L...
IS6 ""...."...E...A...R.........A"......."..,.....･･`･･
156 ,...M........,,.,....R....,..................R.......･..
IS6 .............GP......R.........A......................T.
IS6 .....,.......E......N"........A........"............･.
IS6 "...........E...A.....".."........".....･.････-･･`･･
156 ..,.........,E...,..ER....,..........................･･.
156 ,..S........,...,A..NR.........A,..,..........M....,L.T.
156 .............E...A...R.........R..........H..........`･･
IS6 .........................,...............L..............
IS6.............E.......R...".,..A"......".....･･.-････
IS6 ...S."."...H.......R....."............h.,...･...,･･.
156 ............GE....."R..".......".........."......･j･
156 "...........E...,N"R.",.....A".......".........L..
156 ....."......E.......R....."..A.....................･･･
IS6 .............E....N..R.........A......･...,..･････････,･
IS6 ..........."E.......R.........A.............,.･･･-････
156 .A..............."..R."......V.............."･.-.･･･
156 .....................R....N......`････････i-･-･.･･････
IS6."."......".......R."....."..."............"..･･･
156 .....................R.....!...A.P.................,････
156 ･....."..............R.....1...V..............･･.･..････
155 ...,.........AP......R.....T........,,..................
156 ･-･･･････････A･･･････R･････T････････････････e･･･････････
156 V....................R................Y......T......････
IS6 .....................R...............................･･･
156 ....I"...........,..R......,"......,..-.･･･-`･･.･････
156 ....!................R.."."....R........"........L...
156 ....L.......E...A...R........"."....."..............
156 ....M........G...AN..R.....Z...A........M....CM.........
158 ....M............A...R.........A...........R..M.........
156 V...Q........E...A...R.....T...V.............KLR.,......
IS6 V...Q........E...A...R.....T...A................A...K...
156 LF.L.......E...AN..T.....L..........,.....FM.1.,..G..
156 V...T.,...V..E...A.........................R.TM......HT.
157 ..........H..EP...N............A...........R........L
156 .............E....N"R.."...."........."........"
156 ..........".E...A"ER..."...."""................
156 .............E...A..ER...............................
157 ....P...･,...E.V.A...R,.................･･.,..M.,...`
156."..........E...A...R. ...""......"..........
156........E...A..,R..."I . .156 V...M........EV..A........N....VS........Y....L....,.KA.
156 V...M........EV..A...R....NT.,.VS........Y...TLR.....KT.
IS6 V...MF.......EV..A...R....N....VSS.......Y.R.TL.....L.T.
156 V..N........EV..A...R....N....VSS.......Y...TL,....L.T.
156 V...M........EV..A........N....VSS...........TL......KT.
 156 V...M......,.EV..A...R....N....VS.,......Y...TL......KT.
 156 V...M........EV..A........N....VS....,...Y...TtR....V...
 156 V...M........EV..A.....,..N...,VS........Y...TLR....V...
 IS6 V...M........EV..A........N....VS........Y...TLR....V...
 156 V...M........EV..A........N....VS........Y...TLR....V...
 IS6 V...I........EV..A........N....VS........Y....L.....V...
 156 V...M........EV..A...R....N....AS........Y...KL......KD.
 156 V...M..N..X..EF..A,,.R....N....AS........Y...KL,.....KD.
 156 V...M........EV..A...R....N....AS........Y...KL......KD.
 IS5 V...M........EV..A...R....N....AS........Y...KL...C..KD.
 IS6 V............EV..A...R....N....AS........Y.QSKL.......D.
 IS6 t............EV..A...R....N....AS........Y.Q.KL.......D.
 tS6 V............EV..A...R....N....AS........Y.Q.KL......D.
Ig2 U11.,.1::I:1I:V,1IA,1l1:11::N,1l1ICgI:l11::::19:K,t111::11B:

 156 V...M........EV..A..,R....N....VS........Y...TL.......D.
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Figure 3 continued
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            1979
            1972
ML19 / Japan (Nara) / 2000
         1960
LSOI2 / UK / 1985-1988
 K2 1 Japan (Fukuoka) 1 1994
HIO / Japan <Tokyo) 1 1999
MLI2 1 Japan (Nara> 1 2000
FRI-NCI 1 USA 1 1960
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NADC 1 USA 1 1986
   JOK63 1 UK / 1985-1988
 KB 1 Japan (Osaka) / 1994
  F4 l japan <Tekyo} 1 1971
1BARAKt1/japan(1baraki)/Unknown
IJ-F-3/jspan(Fukuoka)11998
 KS l Japan (Fukuoka) 1 1994
FS / USA / 1958
  FPL- NCt 1 USA / 1960

  KCD1New Zeatand11957
  F9 / USA 1 1960
  Kl1 / Japan (Fukuoka) l 1995
  K3 1 Japan (Nara} 1 1994

C6

FCV-5 l Jap2n (Kanagawa) 1 1990
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Figure 4 Unrooted phylogenetic tree ofFCVs using nucleotide sequences. The tree

   was produced using the NJ method. The two major genogroups were

   designated as groups I(clusters ClAv C7) and as II(subgenogroups IIa and

   IIb). Bootstrap values (9t<o) are indicated at the relevant nodes. Evolutionary

   distances are to scale.
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Figure 5 Unrooted phylogenetic tree ofFCVs using deduced amino acid sequences.

The tree was produced using the NJ method. The two major genogroups were

designated as groupsIA(clusters CAI-CA6) and as IIA. Bootstrap values

(%) are indicated at the relevant nodes. Evolutionary distances are to scale.



                  (No. of nucleotide)

   F9(M86379) IATCCCTGATGGCTGGCCT-GACACCACAArrCCTGGGGAGITGAI-ACCAGCTGGTGA"A
   FCV-Ari 1-.A..A.GAT,G.T.G.CT...........C....A.A..C...C...T.....C..･･･
   FCV-S 1..A..C.....6..-G.CT.....A.....A..A.A.A.AC.C.CC..........･･.･
   Hle i ..T.....C..T......-............G.C..C.......CC..T.....A.....
   - """- es " -""t" "ss"" s- "t- S" -"t- "-tS"                    - ---t --e-l-
   F9(M86379) 6eCGCAATCACCAATGGTACTGGCAATGACATCACCACGGCTACAGGATATGACACTGCTGA
   FCV-Ari 6e...C...GTAG....AT.A..............A..TAAGGATAA......A.G..････
   FCV-S 6eIT....TGTT...CAG...AAG..................G.TCAG..C....GC..CAC
   HIe 6e.T....T..A...A...GC.............TA..T...CAC.A...C....GC.....
                    ie-".t -""------ee"""t"-""-""--- --t"""-e-"e---

    F9(M86379) IZeTATAArrAAGAA"ATACCAArmAG6GGCATGTAaTATorGGrrCGCTCaGCerGC
    FCV-Ari lze.G.G..c.....T..c.....T..C..............T.....C..A..T..AA.A..
    FCV-S 12e.GA...C.CA.....C..A.......A.A.T...............G.T..T........
    Hle IZe.GA...C.......CA..A......C....A........C.....CG....G...A.G..
                    t' 'te't''"'t' " "'"-;''"'" """""" """-t t -t'ss' i t"

                                            (IA52)
    F9(MS6379) 18eCTGGGGTGATAAGAAAAT"rrCCAACACTG
    FCV-Ari 18eA.........C........A......NGGC
    FCV-S 18eG.................A..A..T....
    Hle lseT........c...........GGc...c.
                     "t"""""" t""-"-s" i"                                         ----- -

Figure 6 Sequence homology comparison ofFCV-S,HIO,FCV-Ari and F9

        '･Y{r =Identical nucleotide. ･
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 FRt-NCI VIIII
 FPL(Bolifl) VIII

,F4 V{II

SEKLIPAGDYA!TNNRGNDrTTAAAYDAADVrK
P..............G................･
..E......,....DI......P.G.....T..
..R.V.........RV.......EG.....K..
G..,V.........GS.......NQ.....!.R
PGE,..........GT.......TG..T..I.. 1:89.6
P.D.V.........GK.......TG..T..Z.R
P.D...T.......GK.G.....EG..S..I.. 1:89.6
P.E.T,E.......RS....A..EGFGS..I..
AGE.T.....S...SS....I..HE..S..E..<1 1,4
P.V.T,.....,..SK......PSQF.S..E.. 1 16
P.E.T.........SL....R.S.E..S..T.Q 1:5.6
P.E" ...N.....ST.A....R.E.ES..E..
....T........TSN.......K....T.....
..E.T........TR!.......E...Si....
P.E,T...K..,,TSI....r.......,....
P.V.T...N.S..TGS....V..KD..G.....
P...T...N...;TGNNS..A..TE..H..E..
AeE･T････････TGN････!･･NQF･T･NE･･ 1:179･2
P.D..........KGN.T....S.D..S.....
P.D..........KGN.T....S.D..S.....
P.D...V......KGN.T....S.D..S.....
PDE.V........SGNN.....P.D........
A.D.T........SGN......GSE..STE...
p,D.T..,......DKN......KS..E･E･･･ 1 11.2
pK..T.........GENS.....KD..N･G･･･ 1 62
P...V...H...A.GT......GKD..S.T..Q

P.G.........IDHTTS....SKQ..S.iK.T 1:32
P.G.........IDHTTS....SKQ..S.rK.T 1:89.6
P.E........,!DHTI'S....SKQ..S.rK.T 1:44.8
P.E.T........DST.G......K..!T.KVT
P...T....･.S.V.QTK.......Q..S.TE.T 1:8
P...T.......VDQKS...I.K...E..TS.T 1:11.2
P.E.V..,......QSN...S.L......TE.R 1:2
P.E.V.V..,....QSN...S.L......TE.R 1:8
P.E.V.........QNN...S.L......TE.R 1:5.6
PGE.V.V.......GTN.......Q....TE.R 1:32
PSE.T.......Z.QNSA..R..QE....TS.1 1:8
PSE.T.......I.(l!NSA..R..QE...,TS.! 1:11.2
PG..V.......V.ESA...K..EQF.S.TT.V 1:8
PG..V.,.....V.ESA...K..EQF.S.TT.V 1:11.2
                                    :11.2PG'..V.......V.ESA...K..EQF.S.TT.V 1
PG..V.......V.ESA...K..EQF.S.TT.V 1:5.6
FGDQT.........DKDS....RSE.E..SE..

A...T.T.N.S..T.S.T..V.PSG..T....R
A...T.T.N.S..T.S.T..v.ps...T....R 1:11.2

AD........S..TGE....K..Q...T.A.V.

     **** ***t-- -ee-{ -- -t -t -t --
Phylogenetic tree (UPGMA) illustrating relatedness among feline calicivirus

isolates and their virus neutralization titers to F9 antiserum. Multiple

alignment ofcapsid protein amino acid sequences from 426 to 458. Reciprocal

virus neutralization titers were generated by making two･-fbld dilutions of

sera from a cat inoculated with F9 virus. -a) Virus neutrarization tesg reciprocal titer.
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Figure 8 Unrooted phylogenetic tree using capsid protein amino acid sequences from

426 to 458 among FCVs in Fig.7. The tree was produced using the NJ method.

Bootstrap values (%) are indicated at the relevant nodes. Evolutionary

distances are to scale.
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Figure 10 Experimental infection ofisolate (FCVLS ) in
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inoculation. Clinical signs: Rectal temperature,

White blood cells and watery diarrhea.
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