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(54)【発明の名称】 ダニ唾液腺で発現するタンパク質の同定および分子的特徴付け

(57)【要約】
本発明は、ダニ（より詳細には、節足動物門のイクソデ
ス・リシヌス（Ｉｘｏｄｅｓ  ｒｉｃｉｎｕｓ）ダニ）
の唾液腺において発現するタンパク質をコードするＤＮ
Ａ配列の分子的特徴付けに関する。吸血の遅い摂食期の
ときにイクソデス・リシヌスの唾液腺において誘導され
る遺伝子が特徴付けされた。これらの遺伝子のクローニ
ングは誘導ｃＤＮＡ（遅い摂食期の終わりに唾液腺にお
いて発現するｍＲＮＡから合成されたもの）から非誘導
ｃＤＮＡ（非摂食ダニの唾液腺において発現するｍＲＮ
Ａから合成されたもの）を除くことによってサブストラ
クティブｃＤＮＡライブラリーを設立することによって
行われた。全長型ｃＤＮＡライブラリーは興味があると
認められる不完全な配列であってサブストラクティブｃ
ＤＮＡライブラリーにおいて同定された不完全な配列か
ら出発することによって設立された。本発明には新しく
同定されたポリヌクレオチド及び派生ポリヌクレオチド
の様々な用途も含まれる。
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【特許請求の範囲】

    【請求項１】  ダニの摂食期のときにダニの唾液腺において誘導されるｃＤ

ＮＡのライブラリーを作製するための方法であって、

  ａ）ダニの摂食期のときに誘導されるｍＲＮＡを選択的にクローニングして対

応するｃＤＮＡライブラリーを得ること；

  ｂ）工程ａ）で得られたライブラリーにおいて同定された少なくとも１つの不

完全なｃＤＮＡ配列に対応する全長型ｃＤＮＡをクローニングすること

を含む方法。

    【請求項２】  前記ダニがイクソデス・リシヌス（Ｉｘｏｄｅｓ  ｒｉｃｉ

ｎｕｓ）である、請求項１に記載の方法。

    【請求項３】  前記誘導された遺伝子は吸血の遅い摂食期のときに誘導され

る、請求項２に記載の方法。

    【請求項４】  ａ）非摂食ダニの唾液腺において発現するｍＲＮＡから出発

して非誘導ｃＤＮＡを合成すること；

  ｂ）摂食させたダニの唾液腺において発現するｍＲＮＡから出発して誘導ｃＤ

ＮＡを合成すること；

  ｃ）前記誘導ｃＤＮＡから前記非誘導ｃＤＮＡを除くこと；

  ｄ）特異的に誘導されたｃＤＮＡを単離してクローニングし、それによりサブ

トラクティブライブラリーを得ること；

  ｅ）対応する全長型の誘導されたｃＤＮＡを得ること

を含む、請求項１～３のいずれかに記載の方法。

    【請求項５】  ｆ）前記全長型の誘導されたｃＤＮＡ分子を配列決定して、

既知のポリペプチド配列およびポリヌクレオチド配列と比較すること

をさらに含む、請求項４に記載の方法。

    【請求項６】  全長型ｃＤＮＡライブラリーが調製され、前記サブトラクテ

ィブライブラリーから単離された少なくとも１つの不完全なｃＤＮＡによってス

クリーニングされる、請求項４および５のいずれかに記載の方法。

    【請求項７】  ａ）前記サブトラクティブライブラリーの多数のクローンを

無作為に配列決定すること；
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  ｂ）それらのＤＮＡ配列およびアミノ酸翻訳配列をＤＮＡデータベースおよび

タンパク質データベースと比較すること；

  ｃ）明確なファミリー配列を同定すること；

  ｄ）それらの対応する全長型ｍＲＮＡ配列を特徴付けること

を含む、請求項４および５のいずれかに記載の方法。

    【請求項８】  前記サブトラクティブライブラリーの不均質性が調べられる

、請求項４に記載の方法。

    【請求項９】  関連するＤＮＡ配列の「誘導」特性が調べられる、請求項１

～８のいずれかに記載の方法。

    【請求項１０】  少なくとも１つの全長型誘導ｃＤＮＡが、発現ライブラリ

ーをスクリーニングすることによって得られる、請求項１～９のいずれかに記載

の方法。

    【請求項１１】  摂食させたダニの唾液腺から、特に請求項１～１０のいず

れかに記載される方法によって得られるｃＤＮＡライブラリー。

    【請求項１２】  請求項４に記載される方法によって得られるサブトラクテ

ィブｃＤＮＡライブラリー。

    【請求項１３】  請求項６に記載される方法によって得られる全長型ｃＤＮ

Ａライブラリー。

    【請求項１４】  摂食のときに誘導される遺伝子を同定するための、請求項

１１～１３のいずれかに記載されるｃＤＮＡライブラリーの使用方法。

    【請求項１５】  請求項１１～１３のいずれかに記載されるライブラリーに

由来するか、または由来し得る核酸。

    【請求項１６】  ダニの唾液腺から単離されるか、または単離され得るポリ

ヌクレオチドであって、ダニ唾液腺ポリペプチドおよびそのフラグメントをコー

ドするポリヌクレオチドならびに任意の密接に関連するポリヌクレオチドまたは

相補的なポリヌクレオチド。

    【請求項１７】  イクソデス・リシヌス（Ｉｘｏｄｅｓ  ｒｉｃｉｎｕｓ）

の唾液腺から単離されるか、または単離され得る、請求項１６に記載のポリヌク

レオチド。
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    【請求項１８】  イクソデス・リシヌス（Ｉｘｏｄｅｓ  ｒｉｃｉｎｕｓ）

の唾液腺ｃＤＮＡに対して相補的な、請求項１６に記載のポリヌクレオチド。

    【請求項１９】  配列番号１、配列番号２、配列番号３、配列番号４、配列

番号５、配列番号６、配列番号７、配列番号８、配列番号９、配列番号１０、配

列番号１１、配列番号１２、配列番号１３、配列番号１４、配列番号１５、配列

番号１６、配列番号１７、配列番号１８、配列番号１９、配列番号２０、配列番

号２１、配列番号２２、配列番号２３、配列番号２４、配列番号２５、配列番号

２６、配列番号２７、配列番号２８、配列番号２９またはそれらの相補的な配列

あるいはそれらのフラグメントからなる群から選択されるヌクレオチド配列を有

する、請求項１６～１８のいずれかに記載のポリヌクレオチド。

    【請求項２０】  請求項１９に記載されるポリヌクレオチドによってコード

されるイクソデス・リシヌス（Ｉｘｏｄｅｓ  ｒｉｃｉｎｕｓ）の唾液腺ペプチ

ドをコードするヌクレオチド配列に対して少なくとも７５％の同一性を全長につ

いて有するポリヌクレオチドをさらに含む、請求項１６～１９のいずれかに記載

のポリヌクレオチド。

    【請求項２１】  請求項１９に記載されるヌクレオチド配列と少なくとも７

５％の同一性を有するヌクレオチド配列を含むポリヌクレオチドをさらに含む、

請求項１６～１９のいずれかに記載のポリヌクレオチド。

    【請求項２２】  請求項１９に記載されるヌクレオチド配列と少なくとも８

０％の同一性を有する、請求項１６～２１のいずれかに記載のポリヌクレオチド

。

    【請求項２３】  請求項１９に記載されるヌクレオチド配列と少なくとも９

０％の同一性を有する、請求項１６～２１のいずれかに記載のポリヌクレオチド

。

    【請求項２４】  請求項１９に記載されるヌクレオチド配列と少なくとも９

５％の同一性を有する、請求項１６～２１のいずれかに記載のポリヌクレオチド

。

    【請求項２５】  請求項１９に記載されるヌクレオチド配列と少なくとも９

８％～９９％の同一性を有する、請求項１６～２１のいずれかに記載のポリヌク



(5) 特表２００３－５０２０３９

レオチド。

    【請求項２６】  請求項１９に記載されるヌクレオチド配列と少なくとも９

９％の同一性を有する、請求項１６～２１のいずれかに記載のポリヌクレオチド

。

    【請求項２７】  請求項１０に記載されるヌクレオチド配列に対して、増幅

のために使用され得る条件のもとで、あるいはプローブまたはマーカーとして使

用される条件のもとでハイブリダイゼーションするのに十分な同一性を有するヌ

クレオチド配列をさらに含む、請求項１６～２６のいずれかに記載のポリヌクレ

オチド。

    【請求項２８】  請求項１６～２７のいずれかに記載されるポリヌクレオチ

ドによってコードされる単離されたポリペプチドまたはそのフラグメント。

    【請求項２９】  アミノ酸配列が、請求項１６～２７のいずれかに記載され

るポリヌクレオチドによってコードされるアミノ酸配列に対して少なくとも７５

％の同一性を有する、請求項２８に記載のポリペプチド。

    【請求項３０】  アミノ酸配列が、請求項１６～２７のいずれかに記載され

るポリヌクレオチドによってコードされるアミノ酸配列に対して少なくとも８０

％の同一性を有する、請求項２８および２９のいずれかに記載のポリペプチド。

    【請求項３１】  アミノ酸配列が、請求項１６～２７のいずれかに記載され

るポリヌクレオチドによってコードされるアミノ酸配列に対して少なくとも９０

％の同一性を有する、請求項２８～３０のいずれかに記載のポリペプチド。

    【請求項３２】  アミノ酸配列が、請求項１６～２７のいずれかに記載され

るポリヌクレオチドによってコードされるアミノ酸配列に対して少なくとも９５

％～９９％の同一性を有する、請求項２８～３１のいずれかに記載のポリペプチ

ド。

    【請求項３３】  「成熟」タンパク質の形態にある、請求項２８～３２のい

ずれかに記載されるイクソデス・リシヌス（Ｉｘｏｄｅｓ  ｒｉｃｉｎｕｓ）唾

液腺ポリペプチド。

    【請求項３４】  より大きなタンパク質の一部としての、請求項２８～３２

のいずれかに記載されるイクソデス・リシヌス（Ｉｘｏｄｅｓ  ｒｉｃｉｎｕｓ
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）唾液腺ポリペプチド。

    【請求項３５】  融合タンパク質の一部としての、請求項２８～３２のいず

れかに記載されるイクソデス・リシヌス（Ｉｘｏｄｅｓ  ｒｉｃｉｎｕｓ）唾液

腺ポリペプチド。

    【請求項３６】  分泌配列またはリーダー配列、プロ配列、多数のヒスチジ

ン残基などの精製において役に立つ配列、あるいは組換え体生産時の安定性に必

要なさらなる配列を含む少なくとも１つのさらなるアミノ酸配列を含む請求項２

８～３５のいずれかに記載のイクソデス・リシヌス（Ｉｘｏｄｅｓ  ｒｉｃｉｎ

ｕｓ）唾液腺ポリペプチド。

    【請求項３７】  請求項２８～３６のいずれかに記載されるポリペプチドの

規定された配列およびフラグメントの変化体。

    【請求項３８】  基準体と保存的アミノ酸置換により異なる、請求項３７に

記載の変化体。

    【請求項３９】  少なくとも１つの残基が、同様な特性を有する別の残基で

置換されている、請求項３８に記載の変化体。

    【請求項４０】  前記置換が、Ａｌａ、Ｖａｌ、ＬｅｕおよびＩｌｅの中で

；ＳｅｒおよびＴｈｒの中で；酸性残基のＡｓｐおよびＧｌｕの中で；Ａｓｎお

よびＧｌｎの中で；塩基性残基のＬｙｓおよびＡｒｇの中で；芳香族残基のＰｈ

ｅおよびＴｙｒの中で行われる、請求項３９に記載の変化体。

    【請求項４１】  数個のアミノ酸が、任意の組み合わせで、置換、欠失また

は付加されている、請求項３７～４０のいずれかに記載の変化体。

    【請求項４２】  ５個～１０個のアミノ酸が、任意の組み合わせで、置換、

欠失または付加されている、請求項３７～４１のいずれかに記載の変化体。

    【請求項４３】  １個～５個のアミノ酸が、任意の組み合わせで、置換、欠

失または付加されている、請求項３７～４２のいずれかに記載の変化体。

    【請求項４４】  １個～２個のアミノ酸が、任意の組み合わせで、置換、欠

失または付加されている、請求項３７～４３のいずれかに記載の変化体。

    【請求項４５】  イクソデス・リシヌス（Ｉｘｏｄｅｓ  ｒｉｃｉｎｕｓ）

の唾液腺に存在するイクソデス・リシヌス唾液腺ポリペプチドの天然に存在する
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対立遺伝子変化体である、請求項３７～４４のいずれかに記載の変化体。

    【請求項４６】  ダニ唾液腺ポリペプチドに対する哺乳動物宿主における免

疫学的応答を誘導させるための免疫学的組成物またはワクチンであって、

  ａ）請求項１５～２７のいずれかに記載されるダニ唾液腺ｃＤＮＡ；

  ｂ）請求項２８～３６のいずれかに記載されるダニ唾液腺ポリペプチド；

  ｃ）成分（ａ）または（ｂ）のエピトープ含有フラグメント、アナログ、外膜

小胞または細胞（弱毒化されているかまたは弱毒化されていない）；

  ｄ）可能な場合にはキャリア

からなる群の少なくとも１つを含む免疫学的組成物またはワクチン。

    【請求項４７】  請求項１６～２７のいずれかに記載されるポリヌクレオチ

ドによってコードされる少なくとも１つのポリペプチドを含有する、抗凝固性を

有する治療剤。

    【請求項４８】  配列番号１、配列番号２、配列番号３、配列番号４、配列

番号５、配列番号６、配列番号７、配列番号８、配列番号９、配列番号１０、配

列番号１１、配列番号１２、配列番号１３、配列番号１４、配列番号１５、配列

番号１６、配列番号１７、配列番号１８、配列番号１９、配列番号２０、配列番

号２１、配列番号２２、配列番号２３、配列番号２４、配列番号２５、配列番号

２６、配列番号２７、配列番号２８、配列番号２９またはそれらの相補的な配列

あるいはそれらのフラグメントからなる群から選択されるヌクレオチド配列を有

するポリヌクレオチドによってコードされる少なくとも１つのポリペプチドを含

有する、抗凝固性を有する治療剤。

    【請求項４９】  配列番号７、配列番号１６、配列番号２４およびそれらの

フラグメントからなる群から選択されるヌクレオチド配列を有するポリヌクレオ

チドによってコードされる少なくとも１つのポリペプチドを含有する、抗凝固性

を有する治療剤。

    【請求項５０】  請求項１６～２７のいずれかに記載されるポリヌクレオチ

ドによってコードされる少なくとも１つのポリペプチドを含有する、免疫調節性

を有する治療剤。

    【請求項５１】  配列番号１、配列番号２、配列番号３、配列番号４、配列
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番号５、配列番号６、配列番号７、配列番号８、配列番号９、配列番号１０、配

列番号１１、配列番号１２、配列番号１３、配列番号１４、配列番号１５、配列

番号１６、配列番号１７、配列番号１８、配列番号１９、配列番号２０、配列番

号２１、配列番号２２、配列番号２３、配列番号２４、配列番号２５、配列番号

２６、配列番号２７、配列番号２８、配列番号２９またはそれらの相補的な配列

あるいはそれらのフラグメントからなる群から選択されるヌクレオチド配列を有

するポリヌクレオチドによってコードされる少なくとも１つのポリペプチドを含

有する、免疫調節性を有する治療剤。

    【請求項５２】  配列番号１１、配列番号１７、配列番号１９、配列番号２

８、配列番号２９およびそれらのフラグメントからなる群から選択されるヌクレ

オチド配列を有するポリヌクレオチドによってコードされる少なくとも１つのポ

リペプチドを含有する、免疫調節性を有する治療剤。

    【請求項５３】  ダニによって運搬される病原体の伝搬を防止するために、

単独で使用されるか、または特に請求項４６に記載される抗ダニワクチンと組み

合わせて使用される請求項４７～５２のいずれかに記載される治療剤。

    【請求項５４】  配列番号１、配列番号２、配列番号３、配列番号４、配列

番号５、配列番号６、配列番号７、配列番号８、配列番号９、配列番号１０、配

列番号１１、配列番号１２、配列番号１３、配列番号１４、配列番号１５、配列

番号１６、配列番号１７、配列番号１８、配列番号１９、配列番号２０、配列番

号２１、配列番号２２、配列番号２３、配列番号２４、配列番号２５、配列番号

２６、配列番号２７、配列番号２８、配列番号２９またはそれらの相補的な配列

あるいはそれらのフラグメントからなる群から選択されるヌクレオチド配列と同

一であるか、または実質的に同一であるポリヌクレオチドであって、ダニ（より

詳細には、イクソデス・リシヌス（Ｉｘｏｄｅｓ  ｒｉｃｉｎｕｓ））の唾液腺

ポリペプチドをコードするｃＤＮＡクローンに対するハイブリダイゼーションプ

ローブとして使用されるか、あるいはダニ唾液腺ｃＤＮＡに類似する他の遺伝子

のクローンを単離するために使用されるポリヌクレオチド。

    【請求項５５】  疾患または疾患に対する罹患性に対する診断キットであっ

て、
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  （ａ）ダニ唾液腺ポリヌクレオチド、好ましくは、請求項１９に記載される遺

伝子配列のいずれかのヌクレオチド配列、またはそのフラグメント；

  （ｂ）（ａ）の配列に対して相補的なヌクレオチド配列；

  （ｃ）ダニ唾液腺ポリペプチド、好ましくは、請求項１９に記載される遺伝子

配列のいずれかによってコードされるポリペプチド、またはそのフラグメント；

  （ｄ）ダニ唾液腺ポリペプチドに対する抗体、好ましくは、請求項１９に記載

される遺伝子配列のいずれかによってコードされるポリペプチドに対する抗体；

または

  （ｅ）ダニ唾液腺ポリペプチドに対する抗体を提示するファージ、好ましくは

、請求項１９に記載されるｃＤＮＡのいずれかによってコードされるポリペプチ

ドに対する抗体を提示するファージ

を含み、さらに、（ａ）、（ｂ）、（ｃ）、（ｄ）または（ｅ）は実質的な構成

要素を含み得る診断キット。

    【請求項５６】  請求項１５～２７のいずれかに記載される核酸によってコ

ードされるいずれかのポリペプチドに対する抗イクソデス・リシヌス（Ｉｘｏｄ

ｅｓ  ｒｉｃｉｎｕｓ）ポリペプチド抗体。

    【請求項５７】  請求項２８～３６のいずれかに記載される少なくとも１つ

のイクソデス・リシヌス（Ｉｘｏｄｅｓ  ｒｉｃｉｎｕｓ）ポリペプチドを含む

免疫化剤。

    【請求項５８】  哺乳動物において免疫学的応答を誘導するための方法であ

って、イクソデス・リシヌス（Ｉｘｏｄｅｓ  ｒｉｃｉｎｕｓ）および関連する

種の吸血時に伝搬し得る細菌およびウイルスから前記動物を保護するために抗体

および／またはＴ細胞免疫応答を産生させるのに適切な請求項２８～３６のいず

れかに記載される少なくとも１つのイクソデス・リシヌス唾液腺ポリペプチド、

あるいはそのエピトープ含有フラグメント、アナログ、外膜小胞または細胞（弱

毒化されているかまたは弱毒化されていない）を前記哺乳動物に接種することを

含む方法。

    【請求項５９】  哺乳動物において免疫学的応答を誘導させるための方法で

あって、疾患（ライム病、ダニ脳炎ウイルス病など）から前記動物を保護するた
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めに抗体を産生させるような免疫学的応答を誘導するために、請求項２８～３６

のいずれかに記載される少なくとも１つのイクソデス・リシヌス（Ｉｘｏｄｅｓ

  ｒｉｃｉｎｕｓ）唾液腺ポリペプチドを、イクソデス・リシヌス唾液腺ポリヌ

クレオチドのインビボでの発現を行わせるベクターを介して送達することを含む

方法。

    【請求項６０】  請求項２８～３６のいずれかに記載される少なくとも１つ

のポリペプチドを含むベクター。

    【請求項６１】  請求項１５～２７のいずれかに記載される少なくとも１つ

の核酸を含むベクター。

    【請求項６２】  請求項６０および６１のいずれかに記載されるベクターに

よってトランスフェクションされた細胞株。

    【請求項６３】  血液学において使用される医薬剤を製造するための、請求

項２８～３６のいずれかに記載される少なくとも１つのポリペプチドの使用方法

。

    【請求項６４】  前記ポリペプチドは、配列番号７、配列番号１６、配列番

号２４およびそれらのフラグメントからなる群から選択されるヌクレオチド配列

を有するポリヌクレオチドによって発現される、請求項６３に記載の使用方法。

    【請求項６５】  移植において使用される医薬剤を製造するための、請求項

２８～３６のいずれかに記載される少なくとも１つのポリペプチドの使用方法。

    【請求項６６】  前記ポリペプチドは、配列番号１１、配列番号１７、配列

番号１９、配列番号２８、配列番号２９およびそれらのフラグメントからなる群

から選択されるヌクレオチド配列を有するポリヌクレオチドによって発現される

、請求項６３に記載の使用方法。

    【請求項６７】  リウマチ学において使用される医薬剤を製造するための、

請求項２８～３６のいずれかに記載される少なくとも１つのポリペプチドの使用

方法。

    【請求項６８】  一般的な処置において使用される医薬剤を製造するための

、請求項２８～３６のいずれかに記載される少なくとも１つのポリペプチドの使

用方法。
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    【請求項６９】  請求項のいずれかに記載される抗体を発現するハイブリド

ーマ細胞株。
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【発明の詳細な説明】

      【０００１】

技術分野

  本発明は、ダニ（より詳細には、節足動物門のイクソデス・リシヌス（Ｉｘｏ

ｄｅｓ  ｒｉｃｉｎｕｓ）ダニ）の唾液腺において発現するタンパク質をコード

するＤＮＡ配列の分子的特徴付けに関する。これらのタンパク質は、この節足動

物とその哺乳動物宿主との相互作用の複雑な機構に関与している。本発明は、新

しく同定されたポリヌクレオチド、それらによってコードされるポリペプチド、

ならびにそのようなポリヌクレオチドおよびポリヌクレオチドの使用に関し、そ

してそれらの製造に関する。

      【０００２】

背景技術

  ダニは、哺乳動物、鳥類および両生類などの非常に多くの動物に感染する外部

寄生虫である。ダニは世界のほとんどすべてのところに存在している。ダニの摂

食プロセス自体が宿主にとって有害であることが多い。さらに、このようなダニ

の多くは、特にヒトおよび家畜動物において宿主の病的状態をもたらし、そして

場合により死をもたらすウイルス、細菌および原生動物の媒介者である。３つの

科のダニが存在する：マダニ科（Ｉｘｏｄｉｄａｅ）すなわちマダニ、ヒメダニ

科（Ａｒｇａｓｉｄａｅ）すなわちヒメダニ、およびナッタリエラ科（Ｎｕｔｔ

ａｌｌｉｅｌｌｉｄａｅ）。すべてのダニの生活環には４つの段階（卵－幼生－

若虫－成虫）が含まれる。イクソデス・リシヌスのような大部分の種において、

ダニは、それぞれの吸血後、宿主動物からいなくなる。幼生は卵から孵り、植物

に登り、その植物から、幼生は、側を通る動物の容易な範囲内に入る。宿主に付

くと、幼生は付属し、血を餌とする。若虫および成虫は他の宿主を餌とし、同じ

宿主獲得方法を用いる。成虫の交尾は、付着して摂食しているときに宿主上にお

いて行われることが多い。産卵が脱離後に行われる。

      【０００３】

  ダニの唾液腺は、吸血の達成において、そして病原体の伝搬において重要な役

割を果たしている。吸血のとき、マダニ科のダニは、唾液腺を介して過剰な水分
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およびイオンを排除する特別な機構を使用することによって血液を濃縮する。唾

液腺の形態学上および生理学上の驚くべき変化がこの吸血のときに生じる。いく

つかの唾液腺細胞の細胞質および核は容量を大きくし、これにより唾液腺のサイ

ズおよび重量を顕著に増大させる。メッセンジャーＲＮＡ（ｍＲＮＡ）の合成も

また誘導され、新しいタンパク質の発現がもたらされる。吸血が終わると、唾液

腺の退化が、「唾液腺退化因子」とも呼ばれている２０－ヒドロキシエクジソン

によって生じると考えられている。

      【０００４】

  唾液腺には、接合剤、酵素、酵素阻害剤、ヒスタミンのアゴニストおよびアン

タゴニスト、抗凝固因子、宿主免疫応答の調節因子、プロスタグランジンの様々

な生物活性因子が多数存在する。これらの相互作用因子のいくつかは、未摂食ダ

ニの唾液腺に既に存在しているが、吸血の摂食期に誘導される因子（主として、

タンパク質）もある。これらの誘導されたタンパク質性因子は、宿主免疫応答の

調節において重要な役割を果たしているようである。これらの因子の１つである

６５ｋＤａタンパク質がＢｒｏｓｓａｒｄおよび共同研究者によって単離された

（Ｇａｎａｐａｍｏ他、１９９７）。このタンパク質は、Ｉ．ｒｉｃｉｎｕｓを

感染させたマウスに由来するリンパ節細胞の特異的なＣＤ４＋Ｔ細胞増殖をイン

ビトロで誘導する（Ｇａｎａｐａｍｏ他、１９９７）。このリンパ節細胞は、コ

ンカナバリン－Ａ（ＣｏｎＡ）で刺激されたときに、高レベルのインターロイキ

ン－４（ＩＬ－４）および低レベルのインターフェロン－γ（ＩＦＮ－γ）を誘

導する。このことはサイトカインパターンのＴＨ２偏りを示唆している（Ｇａｎ

ａｐａｍｏ他、１９９５）。ＩＬ－５およびＩＬ－１０の産生により、この現象

が確認される（Ｇａｎａｐａｍｏ他、１９９６）。この偏った応答は、いくつか

の病原体の伝搬に好ましい条件を構成し得る。

      【０００５】

  補体活性化の別経路の阻害、感染動物における胸腺依存性抗原により誘導され

る抗体の合成低下、およびマイトジェンにより刺激されるＴリンパ球の増殖活性

の低下が、これらのプロセスを生じさせることの一因である（Ｗｉｋｅｌ他、１

９９６；ＢｒｏｓｓａｒｄおよびＷｉｋｅｌ、１９９７）。その上、プロスタグ
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ランジン（ＰＧＥ２）および唾液タンパク質が免疫応答の抑制に関わっている。

さらに、唾液腺により発現するいくつかのタンパク質性因子は、マダニ科のダニ

によって伝搬される主要なヒト病原体であるボレリア・ブルグドルフェリ（Ｂｏ

ｒｒｅｌｉａ  ｂｕｒｇｄｏｒｆｅｒｉ）（ライム病の原因因子）の生育を刺激

することが知られている（Ｄｅ  Ｓｉｌｖａ他、１９９５）。

      【０００６】

発明の開示

  イクソデス・リシヌスは、広い意味でボレリア・ブルグドルフェリ（ライム病

の原因因子）の知られた媒介者である。ダニの唾液腺は、吸血および病原体伝搬

において重要な役割を果たしている。唾液腺において、数種の遺伝子が摂食プロ

セスのときに誘導され、これにより、宿主の免疫応答および止血応答の調節にお

ける重要な役割を果たし得る新しいタンパク質の発現がもたらされる。

      【０００７】

  従って、摂食プロセスのときに誘導されるそのような遺伝子、ならびにそのよ

うな状況のもとで発現されるそのようなタンパク質を同定して特徴付けること、

そしてそのようにして同定された物質の注目される性質を利用することは重要で

ある。

      【０００８】

  従って、第１の局面において、本発明は、ダニの摂食期のときにダニ（好まし

くは、イクソデス・リシヌス）の唾液腺において誘導されるｃＤＮＡのライブラ

リーを作製するための方法に関する。この方法は、

  ａ）ダニの摂食期のときに誘導されるｍＲＮＡを選択的にクローニングして対

応するｃＤＮＡライブラリーを得ること；

  ｂ）工程ａ）で得られたライブラリーにおいて同定されたいくつかの不完全な

ｃＤＮＡ配列に対応する全長型ｃＤＮＡをクローニングすること

を含む。

      【０００９】

  より詳細には、誘導された遺伝子は、吸血の遅い摂食期のときに誘導される遺

伝子である。
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      【００１０】  

  好ましい局面において、この方法は、

  ａ）非摂食ダニの唾液腺において発現するｍＲＮＡから出発して非誘導ｃＤＮ

Ａを合成すること；

  ｂ）摂食させたダニの唾液腺において発現するｍＲＮＡから出発して誘導ｃＤ

ＮＡを合成すること；

  ｃ）前記誘導ｃＤＮＡから前記非誘導ｃＤＮＡを除くこと；

  ｄ）特異的に誘導されたｃＤＮＡを単離してクローニングし、それによりサブ

トラクティブライブラリーを得ること；

  ｅ）対応する全長型の誘導されたｃＤＮＡを得ること；

  ｆ）前記全長型の誘導されたｃＤＮＡ分子を配列決定して、既知のポリペプチ

ド配列およびポリヌクレオチド配列と比較すること

を含む。

      【００１１】

  さらなる好ましい局面において、全長型ｃＤＮＡライブラリーが調製され、サ

ブトラクティブライブラリーから単離された不完全なｃＤＮＡによってスクリー

ニングされる。

      【００１２】

  より詳細には、この方法は、

  ａ）前記サブトラクティブライブラリーの多数のクローンを無作為に配列決定

すること；

  ｂ）それらのＤＮＡ配列およびアミノ酸翻訳配列をＤＮＡデータベースおよび

タンパク質データベースと比較すること；

  ｃ）明確なファミリー配列を同定すること；

  ｄ）それらの対応する全長型ｍＲＮＡ配列を特徴付けること

を含む。

      【００１３】

  前記方法の他の特徴は下記に記載される。

      【００１４】



(16) 特表２００３－５０２０３９

  別の局面により、本発明は、摂食させたダニの唾液腺から得られるライブラリ

ー、特に、上記に記載された方法またはその均等的な方法によって得られるライ

ブラリーに関し、そしてダニが摂食しているときに誘導される遺伝子を同定する

際におけるそのようなライブラリーの使用に関する。

      【００１５】

  上記に記載された方法によって同定される配列は３つのクラスに分けることが

できる：ｉ）第１のクラスは、推定的な抗凝固配列または抗補体配列と呼ばれる

；ｉｉ）第２のクラスは、推定的な免疫調節配列と呼ばれる；ｉｉｉ）最後のク

ラスは、既知のポリヌクレオチド配列およびポリペプチド配列に対する低い相同

性を示す配列、または相同性を示さない配列を含む。

      【００１６】

  他の局面により、本発明は、ダニの唾液腺から単離されるか、または単離され

得るポリヌクレオチド、前記ポリヌクレオチドによってコードされるポリペプチ

ド、ならびに前記ポリヌクレオチドおよび前記ポリペプチドの使用に関する。

      【００１７】

  さらに別の局面により、本発明は、前記核酸または前記ポリヌクレオチドを含

むベクターを含む。

      【００１８】

  本発明のさらに別の局面は、前記ベクターでトランスフェクションされた細胞

株を含む。

      【００１９】

  本発明のさらに別の局面は、前記の細胞株を培養することによってポリペプチ

ドを製造する方法を含む。この方法は、ポリペプチドを精製するさらなる工程を

含むことができる。

      【００２０】

  別の局面において、本発明は、前記ポリペプチドに対する抗体に関する。

      【００２１】

  さらなる局面において、本発明は、抗体を発現するハイブリドーマ細胞株を含

む。
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      【００２２】

  なおさらなる局面において、本発明は、前記の核酸、ポリヌクレオチド、ポリ

ペプチドまたは抗体と、薬学的に受容可能なキャリアとを含む組成物に関する。

      【００２３】

  本発明の別の局面は、医学的処置の方法において使用される前記組成物に関す

る。

      【００２４】

  前記ポリヌクレオチド、前記ポリペプチド、前記使用、および上記に述べられ

たそれらを含む本発明の別の局面は、下記にさらに規定され、記載される。

図面の簡単な説明

  図１は、配列１６および配列２４に対して特異的なＲＡＣＥアッセイ（Ｆｒｏ

ｈｍａｎ他、１９９５）である。逆転写工程を、吸血させたダニの唾液腺から抽

出されたｍＲＮＡの１０ｎｇを使用して行った。最も明るいバンドは、標的化ｍ

ＲＮＡの３’端に対応するｃＤＮＡフラグメントを表す。増幅産物をアガロース

ゲル電気泳動に供し、その後、ＤＮＡフラグメントを臭化エチジウムで染色した

。分子量マーカー（ＭＷ）はＳｍａｒｔラダー（Ｌｉｆｅ  ｔｅｃｈｎｏｌｏｇ

ｉｅｓ、Ｒｏｃｋｖｉｌｌｅ、Ｍａｒｙｌａｎｄ、米国）であった。矢印は、予

想される増幅産物の位置を示す。

  図２は、サブトラクティブライブラリーにおいて単離された５個の選択された

全長型ｃＤＮＡおよび９個のｃＤＮＡフラグメントの示差的な発現分析である。

ＰＣＲアッセイを、吸血させたダニ（Ｅ）または未摂食ダニ（ＵＦ）のいずれか

の唾液腺から抽出されたｍＲＮＡに対する逆転写手法から得られたｃＤＮＡをＤ

ＮＡテンプレートとして使用して行った。これらのＲＮＡメッセージはまた、逆

転写アッセイにおけるテンプレートとしても使用された。ＰＣＲ混合物およびＲ

Ｔ－ＰＣＲ混合物の両方の１０マイクロリットルを、増幅されたＤＮＡ産物を検

出するためにアガロース電気泳動および臭化エチジウム染色に供した。［＋＋］

強い陽性；［＋］陽性；［－］陰性。

      【００２５】

発明の説明
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  本発明者らは、吸血の遅い摂食期のときにイクソデス・リシヌスの唾液腺に誘

導される様々な遺伝子の特徴付けを行った。これらの遺伝子のクローニングを、

２つの相補的ＤＮＡ（ｃＤＮＡ）ライブラリーを調製することによって行った。

第１のライブラリーは、Ｌｉｓｉｔｓｙｎ他（Ｓｃｉｅｎｃｅ、２５９、９４６

～９５１、１９９３）によって記載され、Ｄｉａｔｃｈｅｎｋｏ他（Ｐｒｏｃ．

Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ、９３、６０２５～６０３０、１９９６）

によって改良された方法論に基づくサブトラクティブライブラリーである。この

ライブリーにより、ダニの摂食期のときに選択的に誘導されたｍＲＮＡがクロー

ン化された。第２のライブラリーは、ｍＲＮＡの基本的な性質（その３’端にお

けるポリＡテールおよびその５’端におけるキャップ構造の存在）を使用するこ

とによって構築された全長型ｃＤＮＡライブラリーである。このｃＤＮＡライブ

ラリーは、目的物と考えられ、かつサブトラクティブｃＤＮＡライブラリーにお

いて同定されたいくつかの不完全なｃＤＮＡ配列に対応する全長型ｃＤＮＡのク

ローニングを可能にした。

      【００２６】

  サブトラクティブライブラリーは、非誘導ｃＤＮＡ（非摂食ダニの唾液腺にお

いて発現するｍＲＮＡから合成）を、誘導されたｃＤＮＡ（遅い摂食期の終わり

の唾液腺において発現するｍＲＮＡから合成）から除くことによって調製された

。この誘導ｃＤＮＡは制限酵素で消化され、２つの部分に分けられ、そして特定

のアダプターを加えることによって区別されるように修飾された。誘導ｃＤＮＡ

の場合のように、非誘導ｃＤＮＡもまた同じ制限酵素で消化され、次いで、修飾

された誘導ｃＤＮＡのそれぞれの部分に過剰に混合された。非誘導ｃＤＮＡ／誘

導ｃＤＮＡのそれぞれの混合物を変性工程に供し、その直後にハイブリダイゼー

ション工程を行い、相同的な誘導ｃＤＮＡを非誘導ｃＤＮＡによって捕獲した。

その後、それぞれの混合物を一緒に混合して、再び新しい変性／ハイブリダイゼ

ーションサイクルに供した。ハイブリダイゼーションしたｃＤＮＡ分子の中で、

この最後の混合物は、その５’端および３’端に異なるアダプターを有する誘導

ｃＤＮＡを含む。これらの関連するｃＤＮＡを、ｃＤＮＡ分子の各末端に位置す

るそれぞれのアダプターに特異的なプライマーを使用してポリメラーゼ連鎖反応
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（ＰＣＲ）によって増幅した。その後、ＰＣＲ産物をＡ－Ｔクローニングにより

ｐＣＲＩＩ（商標）ベクターに連結し、ＴＯＰ－１０大腸菌株にクローン化した

。このサブトラクティブライブラリーの不均質性を組換えクローンの配列決定に

よって評価した。これらのｃＤＮＡ配列の「誘導（された）」特性を、吸血させ

たダニおよび非摂食ダニの唾液腺から抽出されたｍＲＮＡに対する逆転写ＰＣＲ

（ＲＴ－ＰＣＲ）によって調べた。最後に、全長型の誘導されたｃＤＮＡを、サ

ブトラクティブライブラリーから単離されたいくつかの不完全な誘導ｃＤＮＡを

プローブとして使用して発現ライブラリーをスクリーニングすることによって得

た。これらの全長型の誘導されたＤＮＡ分子を配列決定し、既知のポリペプチド

配列およびポリヌクレオチド配列と比較した。

      【００２７】

  全長型ｃＤＮＡライブラリーを、「ＣａｐＦｉｎｄｅｒ  ＰＣＲ  ｃＤＮＡラ

イブラリー構築キット」（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ）で開発された方法を使用すること

によって調製した。このライブラリー構築キットでは、第１鎖合成において特徴

的なＣａｐＳｗｉｔｃｈ（商標）オリゴヌクレオチド（特許出願中）が利用され

、長距離のＰＣＲ増幅がその後に行われて高収率の全長型二本鎖ｃＤＮＡが得ら

れる。汎用されるｃＤＮＡ合成法はすべて、第１鎖反応においてｍＲＮＡを一本

鎖ＤＮＡに転写する逆転写酵素の活性に依存している。しかし、逆転写酵素は必

ずしもｍＲＮＡ配列全体を転写することができないので、遺伝子の５’端部は、

ｃＤＮＡ集団において実際よりも少なく表される傾向がある。これは、長いｍＲ

ＮＡの場合、特に第１鎖合成がオリゴ（ｄＴ）プライマーのみで開始される場合

、あるいはｍＲＮＡが持続性の二次構造を有する場合には特に当てはまる。さら

に、第２鎖合成の後に平滑なｃＤＮＡ端を得るためにＴ４ＤＮＡポリメラーゼを

使用することは、一般に、元のｍＲＮＡよりも５ヌクレオチド～３０ヌクレオチ

ド短い不均一な５’端をもたらす（Ｄ’Ａｌｅｓｓｉｏ、１９８８）。ＣａｐＦ

ｉｎｄｅｒによるｃＤＮＡ合成法では、修飾されたオリゴ（ｄＴ）プライマーが

、第１鎖反応を開始させるために使用され、そしてＣａｐＳｗｉｔｃｈオリゴヌ

クレオチドが、逆転写酵素に対する５’端における短い延長されたテンプレート

として作用する。逆転写酵素がｍＲＮＡの５’端に達すると、酵素はテンプレー



(20) 特表２００３－５０２０３９

トを切り替えて、ＣａｐＳｗｉｔｃｈオリゴヌクレオチドの最後まで複製を続け

る。この切り替えは、ほとんどの場合、７－メチルグアノシンのキャップ構造の

ところで生じる。この構造はすべての真核生物ｍＲＮＡの５’端に存在している

（Ｆｕｒｕｉｃｈｉ＆Ｍｉｕｒａ、１９７５）。得られる全長型の一本鎖ｃＤＮ

Ａは、ｍＲＮＡの完全な５’端、ならびにその後の増幅におけるユニバーサルＰ

ＣＲ開始部位（ＣａｐＳｗｉｔｃｈアンカー）として後で役に立つＣａｐＳｗｉ

ｔｃｈオリゴヌクレオチドに相補的な配列を含有する。ＣａｐＳｗｉｔｃｈアン

カーを含む一本鎖ｃＤＮＡは、（精製工程を介在させることなく）ＰＣＲに直接

使用される。ＣａｐＳｗｉｔｃｈアンカー配列を５’端に有する、オリゴ（ｄＴ

）で開始されたそのような一本鎖ｃＤＮＡのみがテンプレートとして使用するこ

とができ、そして３’端および５’端のＰＣＲプライマーを使用して指数関数的

に増幅され得る。ほとんどの場合、不完全なｃＤＮＡおよびポリＡ-ＲＮＡから

転写されたｃＤＮＡはＣａｐＳｗｉｔｃｈアンカーによって認識されず、従って

増幅されない。

      【００２８】

  これらの反応の最後において、全長型ｃＤＮＡのＰＣＲ産物をｐＣＲＩＩクロ

ーニングベクター（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）に連結して、ＸＬ２大腸菌株の形質

転換のために使用した。その後、この全長型ｃＤＮＡライブラリーを、サブトラ

クティブライブラリーから単離された不完全な誘導ｃＤＮＡをプローブとして使

用することによってスクリーニングした。

      【００２９】

  サブトラクティブライブラリーの８９個のクローンを無作為に配列決定し、そ

れらのＤＮＡ配列およびアミノ酸翻訳配列をＤＮＡデータベースおよびタンパク

質データベースと比較した。これらの中で、２７個の異なるファミリー配列が同

定された。その内の３個が、それらの対応する全長型ｍＲＮＡ配列のさらなる特

徴付けのために選択された。これらの３つの配列は、ｉ）ヒト外因型凝固インヒ

ビター（ＴＦＰＩ）、ｉｉ）ヒトトロンビンインヒビター遺伝子、およびｉｉｉ

）ヘビ毒液亜鉛依存性メタロペプチダーゼタンパク質の配列と一致した。これら

の遺伝子は、血液凝固の阻害に関与し得るタンパク質をコードしている。それ以
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外の２４個のファミリー配列は、データベースに存在するポリヌクレオチド配列

およびポリペプチド配列との低い相同性を示したか、または相同性を示さなかっ

た。３個の以前に選択されたサブトラクティブクローンに特異的なオリゴヌクレ

オチドプローブを使用して全長型ｃＤＮＡライブラリーをスクリーニングするこ

とにより、対応する全長型ｃＤＮＡが回収された。このライブラリーを無作為に

スクリーニングすることにより、２つの他のクローンが選択された。１つは、イ

ンターフェロン様タンパク質に対して非常に相同的であり、これに対して、もう

一方は、ドブネズミ（Ｒａｔｔｕｓ  ｎｏｒｖｅｇｉｃｕｓ）の白血球共通抗原

関連タンパク質に対する相同性を示している。

      【００３０】

定義

  「推定的な抗凝固性、抗補体性および免疫調節性」のポリペプチドは、表にお

いて規定された遺伝子によってコードされるアミノ酸配列を有するポリペプチド

を示す。これらは、データベースに既に存在する抗凝固性ポリペプチド、抗補体

性ポリペプチドおよび免疫調節性ポリペプチドとの相同性を示す。これらのポリ

ペプチドは、クラスＩおよびクラスＩＩの配列に属する（表を参照のこと）。

      【００３１】

  「推定的な抗凝固性、抗補体性および免疫調節性」のｃＤＮＡは、表において

規定されたヌクレオチド配列を有するポリヌクレオチド、またはその対立遺伝子

変化体および／またはそれらの相補体を示す。これらは、データベースに既に存

在する抗凝固性ポリヌクレオチド、抗補体性ポリヌクレオチドおよび免疫調節性

ポリヌクレオチドとの相同性を示す。これらのｃＤＮＡは、クラスＩおよびクラ

スＩＩの配列に属する（表を参照のこと）。

      【００３２】

  いくつかのポリペプチド配列またはポリヌクレオチド配列は、データベースに

おいて既に存在するポリペプチドまたはポリヌクレオチドとの低い相同性を示す

か、または相同性を示さない。これは、クラスＩＩＩに属する（表を参照のこと

）。

      【００３３】
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  「ポリペプチド」は、ペプチド結合または修飾されたペプチド結合（すなわち

、ペプチド等配電子体）によって相互に連結された２つ以上のアミノ酸を含む任

意のペプチドまたはタンパク質を示す。「ポリペプチド」は、ペプチド、オリゴ

ペプチドまたはオリゴマーと広く呼ばれている短い鎖のもの、およびタンパク質

と一般には呼ばれているより長い鎖のものの両方を示す。ポリペプチドは、遺伝

子によってコードされる２０個のアミノ酸とは異なるアミノ酸を含有することが

できる。「ポリペプチド」は、翻訳後修飾などの天然のプロセス、またはこの分

野でよく知られている化学的な修飾技術のいずれかによって修飾されたアミノ酸

配列を含む。そのような修飾は、基本的な教本およびより詳細な専門書において

、そして多数の研究文献において十分に記載されている。修飾は、ペプチド骨格

、アミノ酸側鎖およびアミノ末端またはカルボキシル末端を含むポリペプチド内

のどこでも行うことができる。同じタイプの修飾が所与ポリペプチド内のいくつ

かの部位において同じ程度または異なる程度で存在し得ることが理解される。ま

た、所与ポリペプチドは多くのタイプの修飾を含むことができる。ポリペプチド

は、ユビキチン化の結果として分枝状になっていてもよく、またポリペプチドは

、分枝を伴って、あるいは分枝を伴うことなく、環状であってもよい。環状ポリ

ペプチド、分枝状ポリペプチドおよび分枝した環状ポリペプチドは、天然の翻訳

後修飾プロセスから生じることがあり、あるいは合成的な方法によって作製する

ことができる。修飾には、アセチル化、アシル化、ＡＤＰ－リボシル化、アミド

化、共有結合によるフラビン結合、共有結合によるヘム成分の結合、共有結合に

よるヌクレオチドまたはヌクレオチド誘導体の結合、共有結合による脂質または

脂質誘導体の結合、共有結合によるホスホチジルイノシトールの結合、架橋、環

化、ジスルフィド結合の形成、脱メチル化、共有結合架橋の形成、シスチンの形

成、ピログルタル酸の形成、ホルミル化、γ－カルボキシル化、グリコシル化、

ＧＰＩアンカーの形成、ヒドロキシル化、ヨウ素化、メチル化、ミリストイル化

、酸化、タンパク質分解的な処理、ホスホリル化、プレニル化、ラセミ化、セレ

ノイル化、硫酸化、アルギニル化などのタンパク質へのアミノ酸のアミノの転移

ＲＮＡ媒介付加、およびユビキチン化が含まれる。例えば、ＰＲＯＴＥＩＮＳ－

ＳＴＲＵＣＴＵＲＥ  ＡＮＤ  ＭＯＬＥＣＵＬＡＲ  ＰＲＯＰＥＲＴＩＥＳ、第
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２版（Ｔ．Ｅ．Ｃｒｅｉｇｈｔｏｎ、Ｗ．Ｈ．Ｆｒｅｅｍａｎ  ａｎｄ  Ｃｏｍ

ｐａｎｙ、Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ、１９９３年）；Ｗｏｌｔ，Ｆ．、Ｐｏｓｔｔｒａ

ｎｓｌａｔｉｏｎａｌ  Ｐｒｏｔｅｉｎ  Ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎｓ：Ｐｅｒ

ｓｐｅｃｔｉｖｅｓ  ａｎｄ  Ｐｒｏｓｐｅｃｔｓ（ＰＯＳＴＴＲＡＮＳＬＡＴ

ＩＯＮＡＬ  ＣＯＶＡＬＥＮＴ  ＭＯＤＩＦＩＣＡＴＩＯＮ  ＯＦ  ＰＲＯＴＥ

ＩＮＳ（Ｂ．Ｃ．Ｊｏｈｎｓｏｎ編、Ａｃａｄｅｍｉｃ  Ｐｒｅｓｓ、Ｎｅｗ  

Ｙｏｒｋ、１９９３年）の１頁～１２頁）；Ｓｅｉｆｔｅｒ他、「タンパク質修

飾および非タンパク質補因子の分析」、Ｍｅｔｈ  Ｅｎｚｙｍｏｌ（１９９０）

１８２：６２６～６４６；Ｒａｔｔａｎ他、「タンパク質合成：翻訳後修飾およ

びエージング」、Ａｎｎ  ＮＹ  Ａｃａｄ  Ｓｃｉ（１９９２）６６３：４８～

６２を参照のこと。

      【００３４】

  「ポリヌクレオチド」は、一般には、任意のポリリボヌクレオチドまたはポリ

デオキシリボヌクレオチドを示す。これは、修飾されていないＲＮＡまたはＤＮ

Ａ、あるいは修飾されたＲＮＡまたはＤＮＡであり得る。「ポリヌクレオチド」

には、限定されないが、一本鎖ＤＮＡおよび二本鎖ＤＮＡ、一本鎖領域および二

本鎖領域の混合であるＤＮＡ、一本鎖ＲＮＡおよび二本鎖ＲＮＡ、ならびに一本

鎖領域および二本鎖領域の混合であるＲＮＡ、一本鎖であり得るか、またはより

典型的には二本鎖であり得るか、または一本鎖領域および二本鎖領域の混合であ

り得るＤＮＡおよびＲＮＡのハイブリッド分子が含まれる。さらに、「ポリヌク

レオチド」は、ＲＮＡまたはＤＮＡまたはＲＮＡとＤＮＡとの両方を含む三重鎖

領域を示す。用語ポリヌクレオチドはまた、１つまたは２つ以上の修飾された塩

基を含有するＤＮＡまたはＲＮＡ、ならびに安定性のために、または他の理由の

ために骨格が修飾されたＤＮＡまたはＲＮＡを含む。「修飾（された）」塩基に

は、例えば、トリチル化された塩基、およびイノシンなどの非通常型塩基が含ま

れる。様々な修飾がＤＮＡおよびＲＮＡに対して行われる。従って、「ポリヌク

レオチド」は、典型的には、自然界に見出されるポリヌクレオチドの化学的、酵

素的または代謝的に修飾された形態、ならびにウイルスおよび細胞に特徴的なＤ

ＮＡおよびＲＮＡの化学的形態を包含する。「ポリヌクレオチド」はまた、オリ
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ゴヌクレオチドと呼ばれることが多い比較的短いポリヌクレオチドを包含する。

      【００３５】

  「変化体」は、この用語が本明細書中で使用されている場合、それぞれ、基準

のポリヌクレオチドまたはポリペプチドから異なっているが、本質的な性質を保

持しているポリヌクレオチドまたはポリペプチドである。ポリヌクレオチドの典

型的な変化体は、ヌクレオチド配列が、別の基準ポリヌクレオチドとは異なる。

変化体のヌクレオチド配列における変化は、基準ポリヌクレオチドによってコー

ドされるポリペプチドのアミノ酸配列を変化させてもよく、あるいはアミノ酸配

列を変化させなくてもよい。ヌクレオチドの変化は、上記で議論されたように、

基準配列によってコードされるポリペプチドにおけるアミノ酸の置換、付加、欠

失、融合および短縮化を生じさせることがある。ポリペプチドの典型的な変化体

は、アミノ酸配列が別の基準ポリペプチドとは異なる。一般に、差は、基準ポリ

ペプチドおよび変化体の配列が全体的に非常に類似し、そして多くの領域におい

て同一であるように制限される。変化体ポリペプチドおよび基準ポリペプチドは

、１つまたは２つ以上の置換（好ましくは、保存的）、付加、欠失の任意の組合

せによってアミノ酸配列が異なり得る。置換または挿入されるアミノ酸残基は、

遺伝暗号によってコードされるアミノ酸残基であってもよく、あるいはそうでな

くてもよい。ポリヌクレオチドまたはポリペプチドの変化体は、対立遺伝子変化

体などの天然に存在するものであってもよく、あるいは天然に存在することが知

られていない変化体であってもよい。ポリヌクレオチドおよびポリペプチドの天

然に存在しない変化体は、変異誘発技術によって、または直接的な合成によって

作製することができる。変化体は、基準ポリペプチドの生物学的活性の１つまた

は２つ以上を保持しなければならない。例えば、変化体は、基準ポリペプチドと

類似するような抗原性活性または免疫学的活性を有しなければならない。抗原性

は、標準的な免疫学的実験を使用して、好ましくは、基準ポリペプチドに対する

ポリクローナル血清を使用して試験することができる。免疫原性は、精製された

基準ポリペプチドに対する抗体応答を、（変化体ポリペプチドに対して生成され

たポリクローナル血清を使用して）標準的なＥＬＩＳＡ試験で測定することによ

って試験することができる。好ましくは、変化体は、上記の生物学的活性のすべ
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てを保持する。

      【００３６】

  「同一性」は、ヌクレオチド配列またはアミノ酸配列の同一性の尺度である。

一般に、配列は、最大限の一致が得られるようにアラインメントされる。「同一

性」自体は、この分野で認識されている意味を有し、公表された技術を使用して

計算することができる。例えば、ＣＯＭＰＵＴＡＴＩＯＮＡＬ  ＭＯＬＥＣＵＬ

ＡＲ  ＢＩＯＬＯＧＹ、Ｌｅｓｋ，Ａ．Ｍ．編、Ｏｘｆｏｒｄ  Ｕｎｉｖｅｒｓ

ｉｔｙ  Ｐｒｅｓｓ、Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ、１９８８年；ＢＩＯＣＯＭＰＵＴＩＮ

Ｇ：ＩＮＦＯＲＭＡＴＩＣＳ  ＡＮＤ  ＧＥＮＯＭＥ  ＰＲＯＪＥＣＴＳ、Ｓｍ

ｉｔｈ，Ｄ．Ｗ．編、Ａｃａｄｅｍｉｃ  Ｐｒｅｓｓ、Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ、１９

９３年；ＣＯＭＰＵＴＥＲ  ＡＮＡＬＹＳＩＳ  ＯＦ  ＳＥＱＵＥＮＣＥ  ＤＡ

ＴＡ，ＰＡＲＴ  Ｉ、Ｇｒｉｆｆｉｎ，Ａ．Ｍ．およびＧｒｉｆｆｉｎ，Ｈ．Ｇ

．編、Ｈｕｍａｎａ  Ｐｒｅｓｓ、Ｎｅｗ  Ｊｅｒｓｅｙ、１９９４年；ＳＥＱ

ＵＥＮＣＥ  ＡＮＡＬＹＳＩＳ  ＩＮ  ＭＯＬＥＣＵＬＡＲ  ＢＩＯＬＯＧＹ、

ｖｏｎ  Ｈｅｉｊｎｅ，Ｇ．、Ａｃａｄｅｍｉｃ  Ｐｒｅｓｓ、１９８７年；Ｓ

ＥＱＵＥＮＣＥ  ＡＮＡＬＹＳＩＳ  ＰＲＩＭＥＲ、Ｇｒｉｂｓｋｏｖ，Ｍ．お

よびＤｅｖｅｒｅｕｘ，Ｊ．編、Ｍ  Ｓｔｏｃｋｔｏｎ  Ｐｒｅｓｓ、Ｎｅｗ  

Ｙｏｒｋ、１９９１年を参照のこと。２つのポリヌクレオチド配列またはポリペ

プチド配列の間における同一性を測定するための方法が多数存在するが、用語「

同一性」は当業者には十分に知られている（Ｃａｒｉｌｌｏ，Ｈ．およびＬｉｐ

ｔｏｎ，Ｄ．、ＳＩＡＭ  Ｊ  Ａｐｐｌｉｅｄ  Ｍａｔｈ（１９９８）４８：１

０７３）。２つの配列の間における同一性または類似性を決定するために広く用

いられている方法には、「Ｇｕｉｄｅ  ｔｏ  Ｈｕｇｅ  Ｃｏｍｐｕｔｅｒｓ」

（Ｍａｒｔｉｎ  Ｊ．Ｂｉｓｈｏｐ編、Ａｃａｄｅｍｉｃ  Ｐｒｅｓｓ、Ｓａｎ

  Ｄｉｅｇｏ、１９９４年）、Ｃａｒｉｌｌｏ，Ｈ．およびＬｉｐｔｏｎ，Ｄ．

、ＳＩＡＭ  Ｊ  Ａｐｐｌｉｅｄ  Ｍａｔｈ（１９９８）４８：１０７３に開示

されている方法が含まれるが、それらに限定されない。同一性および類似性を決

定する方法は、コンピュータープログラムにコード化されている。２つの配列の

間における同一性または類似性を決定する好ましいコンピュータープログラム方
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法には、ＧＣＧプログラムパッケージ（Ｄｅｖｅｒｅｕｘ，Ｊ．他、Ｊ  Ｍｏｌ

ｅｃ  Ｂｉｏｌ（１９９０）２１５：４０３）が含まれるが、これに限定されな

い。最も好ましくは、同一性レベルを決定するために使用されるプログラムは、

下記の実施例において使用されているようなＧＡＰプログラムであった。

      【００３７】

  例示として、基準ヌクレオチド配列に対して、例えば、少なくとも９５％の「

同一性」を有するヌクレオチド配列を有するポリヌクレオチドによって、ポリヌ

クレオチド配列が基準ヌクレオチド配列の各１００ヌクレオチドにつき平均して

５個までの点変異を含み得ることを除いて、ポリヌクレオチドのヌクレオチド配

列が基準配列と同一であることが意図される。すなわち、基準ヌクレオチド配列

に対して少なくとも９５％の同一性を有するヌクレオチド配列を有するポリヌク

レオチドを得るために、基準配列における５％までのヌクレオチドが欠失してい

てもよく、または別のヌクレオチドで置換されていてもよく、あるいは基準配列

における総ヌクレオチドの５％までの多数のヌクレオチドが基準配列に挿入され

ていてもよい。基準配列のこれらの変異は、基準ヌクレオチド配列の５’端位置

もしくは３’端位置に、またはそのような末端位置の間の任意のところに存在し

ていてもよく、基準配列内のヌクレオチド間に個々に、または基準ヌクレオチド

内の１つもしくは２つ以上の連続した群で点在していてもよい。

      【００３８】

本発明のポリペプチド

  本発明は、Ｉ．ｒｉｃｉｎｕｓの唾液腺によって分泌される様々なタンパク質

（またはポリペプチド）に関する。これらのポリペプチドには、表に規定される

ｃＤＮＡによってコードされるポリペプチド；ならびに表に規定されるｃＤＮＡ

によってコードされるアミノ酸配列を含むポリペプチド；および表に規定される

ｃＤＮＡによってコードされるアミノ酸配列に対してその全長にわたって少なく

とも７５％の同一性（好ましくは少なくとも８０％の同一性、より好ましくは少

なくとも９０％の同一性）を有するアミノ酸配列を含むポリペプチドが含まれる

。９５％～９９％の同一性を有する配列が非常に好ましい。

      【００３９】
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  Ｉ．ｒｉｃｉｎｕｓの唾液腺ポリペプチドは、「成熟」タンパク質の形態であ

ってもよく、あるいは融合タンパク質などのより大きなタンパク質の一部であっ

てもよい。分泌配列またはリーダー配列、プロ配列、多数のヒスチジン残基など

の精製を助ける配列、あるいは組換え生産時の安定性に必要な配列を含有するさ

らなるアミノ酸配列を含むことは好都合である。

      【００４０】

  Ｉ．ｒｉｃｉｎｕｓ唾液腺ポリペプチドのフラグメントもまた本発明に含まれ

る。フラグメントは、上記のＩ．ｒｉｃｉｎｕｓ唾液腺ポリペプチドのアミノ酸

配列の一部（しかし、すべてではない）と同じであるアミノ酸配列を有するポリ

ペプチドである。Ｉ．ｒｉｃｉｎｕｓ唾液腺ポリペプチドの場合と同様に、フラ

グメントは、「独立型」であってもよく、あるいは一部または領域を形成するよ

り大きなポリペプチド内に含まれてもよく、最も好ましくは、１個の連続した領

域として含まれ得る。本発明のポリペプチドフラグメントの代表的な例には、例

えば、アミノ酸番号が約１～２０から、約２１～４０から、約４１～６０から、

約６１～８０から、約８１～１００から、そして約１０１から、ポリペプチドの

最後までに由来するフラグメントが含まれる。これに関連して、「約」は、いず

れかの端において、または両端において、数個、５個、４個、３個、２個または

１個のアミノ酸だけ大きいか、または小さい具体的に示された範囲を含む。

      【００４１】

  好ましいフラグメントには、例えば、Ｉ．ｒｉｃｉｎｕｓ唾液腺ポリペプチド

のアミノ酸配列を有するポリペプチドが含まれるが、アミノ末端を含む連続した

一連の残基の欠失、またはカルボキシル末端および／もしくは膜貫通領域を含む

連続した一連の残基の欠失、または１つがアミノ末端を含み、１つがカルボキシ

ル末端を含む２つの連続した一連の残基の欠失は除かれる。α－ヘリックスおよ

びα－ヘリックス形成領域、β－シートおよびβ－シート形成領域、ターンおよ

びターン形成領域、コイルおよびコイル形成領域、親水性領域、疎水性領域、α

両親媒性領域、β両親媒性領域、柔軟性領域、表面形成領域、基質結合領域、な

らびに高抗原性指標領域を含む様々なフラグメントなどの構造的または機能的な

属性によって特徴付けられるフラグメントもまた好ましい。他の好ましいフラグ
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メントは、生物学的に活性なフラグメントである。生物学的に活性なフラグメン

トは、Ｉ．ｒｉｃｉｎｕｓ唾液腺タンパク質の活性を媒介するフラグメントであ

り、これには、類似する活性または改善された活性を有するフラグメント、ある

いは望ましくない活性を低下させたフラグメントが含まれる。動物またはヒトに

おいて抗原性または免疫原性であるフラグメントもまた含まれる。

      【００４２】

  好ましくは、これらのポリペプチドフラグメントはすべて、抗原性活性を含む

、Ｉ．ｒｉｃｉｎｕｓ唾液腺ポリペプチドの生物学的活性の一部（例えば、抗原

性または免疫原性）を保持する。規定された配列およびフラグメントの変化体も

また本発明の一部を形成する。好ましい変化体は、保存的なアミノ酸置換によっ

て基準体から異なる変化体、すなわち、残基が同様の特性の別の残基で置換され

ている変化体である。典型的なそのような置換は、Ａｌａ、Ｖａｌ、Ｌｅｕおよ

びＩｌｅの中で；ＳｅｒおよびＴｈｒの中で；酸性残基のＡｓｐおよびＧｌｕの

中で；ＡｓｎおよびＧｌｎの中で；そして塩基性残基のＬｙｓおよびＡｒｇの中

で；あるいは芳香族残基のＰｈｅおよびＴｙｒの中で行われる。特に好ましいも

のは、数個、５個～１０個、１個～５個または１個～２個のアミノ酸が任意の組

合せで置換、欠失または付加されている変化体である。最も好ましい変化体は、

Ｉ．ｒｉｃｉｎｕｓの唾液腺に存在するＩ．ｒｉｃｉｎｕｓ唾液腺ポリペプチド

の天然に存在する対立遺伝子変化体である。

      【００４３】

  本発明のＩ．ｒｉｃｉｎｕｓ唾液腺ポリペプチドは任意の好適な方法で調製す

ることができる。そのようなポリペプチドには、単離された天然に存在するポリ

ペプチド、組換え産生されたポリペプチド、合成的に製造されたポリペプチド、

またはこれらの方法の組合せにより製造されたポリペプチドが含まれる。そのよ

うなポリペプチドの調製手段は、この分野では十分に理解されている。

      【００４４】

本発明のポリヌクレオチド

  本発明の別の局面は、Ｉ．ｒｉｃｉｎｕｓ唾液腺の様々なｃＤＮＡ（ポリヌク

レオチド）に関する。これらには、Ｉ．ｒｉｃｉｎｕｓ唾液腺のポリペプチドお
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よびフラグメントをそれぞれコードする単離されたポリヌクレオチド、ならびに

それらに非常に関連するポリヌクレオチドが含まれる。より詳細には、本発明の

Ｉ．ｒｉｃｉｎｕｓ唾液腺ｃＤＮＡには、Ｉ．ｒｉｃｉｎｕｓ唾液腺ポリペプチ

ドをコードし、表に規定されるｃＤＮＡのヌクレオチド配列を含むポリヌクレオ

チドが含まれる。Ｉ．ｒｉｃｉｎｕｓ唾液腺ｃＤＮＡにはさらに、表に規定され

るｃＤＮＡによってコードされるＩ．ｒｉｃｉｎｕｓ唾液腺ポリペプチドをコー

ドするヌクレオチド配列に対してその全長にわたって少なくとも７５％の同一性

を有するポリヌクレオチド配列、および表に規定されるｃＤＮＡのヌクレオチド

配列に対して少なくとも７５％の同一性を有するヌクレオチド配列を含むポリヌ

クレオチドが含まれる。この点に関して、少なくとも８０％の同一性のポリヌク

レオチドが特に好ましく、そして少なくとも９０％の同一性を有するポリヌクレ

オチドがとりわけ好ましい。さらに、少なくとも９５％の同一性を有するポリヌ

クレオチドが非常に好ましく、少なくとも９８％～９９％の同一性を有するポリ

ヌクレオチドが一層非常に好ましく、少なくとも９９％の同一性を有するポリヌ

クレオチドが最も好ましい。Ｉ．ｒｉｃｉｎｕｓ唾液腺ｃＤＮＡには、増幅のた

めに使用され得る条件のもとで、あるいはプローブまたはマーカーとして使用さ

れる条件のもとでハイブリダイゼーションするために、表に規定されたｃＤＮＡ

のヌクレオチド配列に対して十分な同一性を有するヌクレオチド配列もまた含ま

れる。本発明はまた、そのようなＩ．ｒｉｃｉｎｕｓ唾液腺ｃＤＮＡに対して相

補的であるポリヌクレオチドをも提供する。

      【００４５】

  表に規定されたｃＤＮＡによってコードされるＩ．ｒｉｃｉｎｕｓ唾液腺ポリ

ペプチドをコードするヌクレオチド配列は、表に規定される遺伝子に含まれるポ

リペプチドのコード配列と同一であり得るか、あるいは、遺伝暗号の冗長性（縮

重）の結果として、表に規定される遺伝子によってそれぞれコードされるポリペ

プチドをもコードする配列であり得る。

      【００４６】

  本発明のポリヌクレオチドがＩ．ｒｉｃｉｎｕｓ唾液腺ポリペプチドの組換え

製造のために使用される場合、ポリヌクレオチドは、成熟ポリペプチドまたはそ
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のフラグメントのコード配列だけ；リーダー配列または分泌配列、プレタンパク

質配列またはプロタンパク質配列またはプレポリタンパク質配列をコードする配

列などの他のコード配列あるいは他の融合ペプチド部分と読み枠を合わせた成熟

ポリペプチドまたはフラグメントのコード配列を含むことができる。例えば、融

合ポリペプチドの精製を容易にするマーカー配列をコードさせることができる。

本発明のこの局面のいくつかの好ましい実施形態において、マーカー配列は、ｐ

ＱＥベクター（Ｑｉａｇｅｎ，Ｉｎｃ．）において提供され、Ｇｅｎｔｚ他、Ｐ

ｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ（１９８９）、８６：８２１～８

２４に記載されているようなヘキサヒスチジンペプチドであるか、またはＨＡ標

識であるか、またはグルタチオン－ｓ－トランスフェラーゼである。ポリヌクレ

オチドはまた、転写される非翻訳配列、スプライシングシグナルおよびポリアデ

ニル化シグナル、リボソーム結合部位、およびｍＲＮＡを安定化する配列などの

非コード５’配列および３’配列を含むことができる。

      【００４７】

  さらなる好ましい実施形態は、表により規定されるｃＤＮＡによってそれぞれ

コードされるＩ．ｒｉｃｉｎｕｓ唾液腺ポリペプチドのアミノ酸配列を含むＩ．

ｒｉｃｉｎｕｓ唾液腺タンパク質変化体をコードするポリヌクレオチドである。

この場合、変化体は、数個、１０個～２５個、５個～１０個、１個～５個、１個

～３個、１個～２個または１個のアミノ酸残基が任意の組合せで置換、欠失また

は付加されている。最も好ましい変化体ポリヌクレオチドは、Ｉ．ｒｉｃｉｎｕ

ｓにおけるＩ．ｒｉｃｉｎｕｓ唾液腺タンパク質の対立遺伝子変化体をコードす

るそのような天然に存在するＩ．ｒｅｃｉｎｕｓ配列である。

      【００４８】

  本発明はさらに、本明細書中上記に記載された配列にハイブリダイゼーション

するポリヌクレオチドに関する。この点に関して、本発明は、本明細書中上記に

記載されたポリヌクレオチドにストリンジェントな条件のもとでハイブリダイゼ

ーションするポリヌクレオチドに特に関する。本明細書中で使用されている用語

「ストリンジェントな条件」は、少なくとも８０％、好ましくは少なくとも９０

％、より好ましくは少なくとも９５％、なおさらにより好ましくは９７％～９９
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％の同一性が配列間に存在する場合にだけ、ハイブリダイゼーションが生じるこ

とを意味する。

      【００４９】

  表に規定されるいずれかの遺伝子のヌクレオチド配列またはそのフラグメント

に対して同一であるか、または十分に同一である本発明のポリヌクレオチドは、

Ｉ．ｒｉｃｉｎｕｓ唾液腺ポリペプチドをそれぞれコードするｃＤＮＡクローン

に対するハイブリダイゼーションプローブとして、そしてＩ．ｒｉｃｉｎｕｓ唾

液腺ｃＤＮＡに対して大きな配列類似性を有する他の遺伝子のｃＤＮＡクローン

（Ｉ．ｒｉｃｉｎｕｓ以外の種に由来するホモログ体およびオルソログ体をコー

ドするｃＤＮＡを含む）を単離するためのハイブリダイゼーションプローブとし

て使用することができる。そのようなハイブリダイゼーション技術は当業者には

知られている。典型的には、これらのヌクレオチド配列は、８０％の同一性、好

ましくは９０％の同一性、より好ましくは９５％の同一性を基準となるヌクレオ

チド配列に対して有する。プローブは、一般に、少なくとも１５個のヌクレオチ

ドを含み、好ましくは、そのようなプローブは、少なくとも３０個のヌクレオチ

ドを有し、そして少なくとも５０個のヌクレオチドを有してもよい。特に好まし

いプローブは、３０ヌクレオチド～５０ヌクレオチドの間で変化する。１つの実

施形態において、Ｉ．ｒｉｃｉｎｕｓ以外の種に由来するホモログ体およびオル

ソログ体を含むＩ．ｒｉｃｉｎｕｓ唾液腺ポリペプチドをコードするポリヌクレ

オチドを得ることには、適切なライブラリーを、ストリンジェントなハイブリダ

イゼーション条件のもとで、表により規定された遺伝子配列のいずれかに含まれ

るヌクレオチド配列またはそのフラグメントを有する標識されたプローブを用い

てスクリーニングする工程；および前記ポリヌクレオチド配列を含む全長型のｃ

ＤＮＡクローンを単離する工程が含まれる。従って、別の局面において、本発明

のＩ．ｒｉｃｉｎｕｓ唾液腺ポリヌクレオチドには、表に規定されたｃＤＮＡに

含まれるヌクレオチド配列を有するヌクレオチド配列にストリンジェントな条件

のもとでハイブリダイゼーションするヌクレオチド配列を含むヌクレオチド配列

またはそのフラグメントがさらに含まれる。また、Ｉ．ｒｉｃｉｎｕｓ唾液腺ポ

リペプチドに関して、上記のハイブリダイゼーション条件によって得られるヌク
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レオチド配列によりコードされるアミノ酸配列を含むポリペプチドも含まれる。

そのようなハイブリダイゼーション技術は当業者には十分に知られている。スト

リンジェントなハイブリダイゼーション条件は、上記に定義されている通りであ

り、あるいは、５０％ホルアミド、５ｘＳＳＣ（１５０ｍＭのＮａＣｌ、１５ｍ

Ｍクエン酸三ナトリウム）、５０ｍＭリン酸ナトリウム（ｐＨ７．６）、５ｘデ

ンハルト溶液、１０％デキストラン硫酸および２０マイクログラム／ｍｌの変性

させた剪断サケ精子ＤＮＡを含む溶液において４２℃で一晩のインキュベーショ

ンが行われ、その後、フィルターが０．１ｘＳＳＣにおいて約６５℃で洗浄され

る条件である。

      【００５０】

  本発明のポリヌクレオチドおよびポリペプチドは、動物およびヒトの疾患に対

する処置および診断を発見するための研究試薬および材料として用いることがで

きる。

      【００５１】

診断アッセイ

  本発明はまた、診断試薬として使用されるＩ．ｒｉｃｉｎｕｓ唾液腺ポリペプ

チドまたはＩ．ｒｉｃｉｎｕｓ唾液腺ポリヌクレオチドの使用に関する。

      【００５２】

  診断に必要な材料は、被験者の細胞から、例えば、血液、尿、唾液、組織生検

などから得ることができる。

      【００５３】

  従って、別の局面において、本発明は、疾患または疾患に対する罹患性に対す

る診断キットに関する。このキットは下記を含む：、

  （ａ）Ｉ．ｒｉｃｉｎｕｓ唾液腺ポリヌクレオチド、好ましくは、表により規

定された遺伝子配列のいずれかのヌクレオチド配列、またはそのフラグメント；

  （ｂ）（ａ）の配列に対して相補的なヌクレオチド配列；

  （ｃ）Ｉ．ｒｉｃｉｎｕｓ唾液腺ポリペプチド、好ましくは、表に規定された

遺伝子配列のいずれかによってコードされるポリペプチド、またはそのフラグメ

ント；
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  （ｄ）Ｉ．ｒｉｃｉｎｕｓ唾液腺ポリペプチドに対する抗体、好ましくは、表

に規定された遺伝子配列のいずれかによってコードされるポリペプチドに対する

抗体；または

  （ｅ）Ｉ．ｒｉｃｉｎｕｓ唾液腺ポリペプチドに対する抗体を提示するファー

ジ、好ましくは、表に規定されたｃＤＮＡ配列のいずれかによってコードされる

ポリペプチドに対する抗体を提示するファージ。

      【００５４】

  任意のそのようなキットにおいて、（ａ）、（ｂ）、（ｃ）、（ｄ）または（

ｅ）は実質的な構成要素を含み得ることが理解される。

      【００５５】

  抗Ｉ．ｒｉｃｉｎｕｓ唾液腺ポリペプチド抗体はポリクローナル抗体を含むこ

とができる。ポリクローナル抗体を調製する方法は当業者には知られている。ポ

リクローナル抗体は、例えば、免疫化剤および所望する場合にはアジュバントを

１回または２回以上注射することによって哺乳動物において生じさせることがで

きる。典型的には、免疫化剤および／またはアジュバントは、多数回の皮下注射

または腹腔内注射によって哺乳動物に注射される。免疫化剤には、Ｉ．ｒｉｃｉ

ｎｕｓ唾液腺ポリペプチドまたはその融合タンパク質を含むことができる。免疫

化剤を、免疫化している哺乳動物において免疫原性であることが知られているタ

ンパク質に結合することは有用であり得る。そのような免疫原性タンパク質の例

には、キーホールリンペットヘモシアニン、血清アルブミン、ウシチログロブリ

ンおよびダイズトリプシン阻害剤が含まれるが、これらに限定されない。用いる

ことができるアジュバントの例には、フロイント完全アジュバントおよびＭＰＬ

  ＴＤＭアジュバントが含まれる。免疫化プロトコルは、過度な実験を行うこと

なく、当業者により選択され得る。

      【００５６】

  あるいは、抗Ｉ．ｒｉｃｉｎｕｓ唾液腺ポリペプチド抗体はモノクローナル抗

体であり得る。モノクローナル抗体は、ＫｏｈｌｅｒおよびＭｉｌｓｔｅｉｎ、

Ｎａｔｕｒｅ、２５６：４９５（１９７５）によって記載された方法などのハイ

ブリドーマ法を使用して調製することができる。ハイブリドーマ法では、マウス
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、ハムスターまたは他の適切な宿主動物が、典型的には、免疫化剤に特異的に結

合する抗体を産生するか、または産生し得るリンパ球を誘発させる免疫化剤で免

疫化される。あるいは、リンパ球はインビトロで免疫化することができる。

      【００５７】

  免疫化剤には、典型的には、Ｉ．ｒｉｃｉｎｕｓ唾液腺ポリペプチドまたはそ

の融合タンパク質が含まれる。一般に、ヒト起源の細胞が所望される場合には、

末梢血リンパ球（「ＰＢＬ」）が使用され、あるいはヒト以外の哺乳動物源が所

望される場合には、脾臓細胞またはリンパ節細胞が使用される。その後、リンパ

球は、ハイブリドーマ細胞を形成させるために、ポリエチレングリコールなどの

好適な融合剤を使用して不死化細胞株と融合させられる（Ｇｏｄｉｎｇ、Ｍｏｎ

ｏｃｌｏｎａｌ  Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ  ａｎｄ  Ｐｒ

ａｃｔｉｃｅ、Ａｃａｄｅｍｉｃ  Ｐｒｅｓｓ（１９８６年）、５９頁～１０３

頁）。不死化された細胞株は、通常、形質転換された哺乳動物細胞であり、具体

的には、齧歯類、ウシおよびヒトを起源とするミエローマ細胞である。通常、ラ

ットまたはマウスのミエローマ細胞株が用いられる。ハイブリドーマ細胞は、融

合されていない不死化細胞の増殖または生存を阻害する１つまたは２つ以上の物

質を含有することが好ましい好適な培養培地において培養することができる。例

えば、親細胞がヒポキサンチングアニンホスホリボシルトランスフェラーゼ（Ｈ

ＧＰＲＴまたはＨＰＲＴ）の酵素を有しない場合、ハイブリドーマに対する培養

培地は、典型的には、ヒポキサンチン、アミノプテリンおよびチミジンを含む（

「ＨＡＴ培地」）。これらの物質により、ＨＧＰＲＴ欠損細胞の増殖が阻害され

る。

      【００５８】

  好ましい不死化細胞株は、効率的に融合し、選択された抗体産生細胞によって

高レベルの安定した抗体産生を維持し、そしてＨＡＴ培地などの培地に対して感

受性を有する細胞株である。より好ましい不死化細胞株はネズミのミエローマ細

胞であり、これは、例えば、Ｓａｌｋ  Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ  Ｃｅｌｌ  Ｄｉｓ

ｔｒｉｂｕｔｉｏｎ  Ｃｅｎｔｅｒ（Ｓａｎ  Ｄｉｅｇｏ、Ｃａｌｉｆｏｒｎｉ

ａ）およびＡｍｅｒｉｃａｎ  Ｔｙｐｅ  Ｃｕｌｔｕｒｅ  Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏ
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ｎ（Ｒｏｃｋｖｉｌｌｅ、Ｍａｒｙｌａｎｄ）から得ることができる。ヒトミエ

ローマ細胞株およびマウス－ヒトヘテロミエローマ細胞株もまた、ヒトモノクロ

ーナル抗体を産生させるために記載されている（Ｋｏｚｂｏｒ、Ｊ．Ｉｍｍｕｎ

ｏｌ．１３３：３００１（１９８４）；Ｂｒｏｄｅｕｒ他、Ｍｏｎｏｃｌｏｎａ

ｌ  Ａｎｔｉｂｏｄｙ  Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ  Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ  ａｎｄ

  Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ、Ｍａｒｃｅｌ  Ｄｅｋｋｅｒ，Ｉｎｃ．、Ｎｅｗ

  Ｙｏｒｋ（１９８７年）、５１頁～６３頁）。

      【００５９】

  ハイブリドーマ細胞が培養される培養培地は、その後、Ｉ．ｒｉｃｉｎｕｓ唾

液腺ポリペプチドに対するモノクローナル抗体の存在についてアッセイされ得る

。好ましくは、ハイブリドーマ細胞によって産生されたモノクローナル抗体の結

合特異性が、免疫沈殿によって、あるいは、放射免疫アッセイ（ＲＩＡ）または

酵素結合免疫吸着アッセイ（ＥＬＩＳＡ）などのインビトロ結合アッセイによっ

て決定される。そのような技術およびアッセイはこの分野では知られている。モ

ノクローナル抗体の結合親和性は、例えば、ＭｕｎｓｏｎおよびＰｏｌｌａｒｄ

、Ａｎａｌ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．１０７：２２０（１９８０）のスキャッチャード

分析によって決定され得る。

      【００６０】

  所望するハイブリドーマ細胞が同定された後、クローンは、限界希釈法によっ

てサブクローン化され、そして標準的な方法によって増殖させることができる（

Ｇｏｄｉｎｇ、上記）。この目的に好適な培養培地には、例えば、ダルベッコ改

変イーグル培地およびＲＰＭＩ－１６４０培地が含まれる。あるいは、ハイブリ

ドーマ細胞は、哺乳動物体内の腹水などのインビボで増殖させることができる。

      【００６１】

  サブクローンによって分泌されるモノクローナル抗体は、例えば、プロテイン

Ａ－セファロース、ヒドロキシルアパタイトクロマトグラフィー、ゲル電気泳動

、透析またはアフィニティークロマトグラフィーなどの従来の免疫グロブリン精

製手順によって培養培地または腹水から単離または精製することができる。

      【００６２】
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  モノクローナル抗体はまた、米国特許第４，８１６，５６７号に開示された方

法などの組換えＤＮＡ法によって作製することができる。本発明のモノクローナ

ル抗体をコードするＤＮＡは、従来の手順を使用して（例えば、ネズミ抗体の重

鎖および軽鎖をコードする遺伝子に特異的に結合し得るオリゴヌクレオチドプロ

ーブを使用することによって）容易に単離および配列決定することができる。本

発明のハイブリドーマ細胞は、そのようなＤＮＡの好ましい供給源として役に立

つ。ＤＮＡは、ひとたび単離されると、発現ベクター内に入れることができ、そ

の後、発現ベクターは、組換え宿主細胞においてモノクローナル抗体を合成させ

るために、サルＣＯＳ細胞、チャイニーズハムスター卵巣（ＣＨＯ）細胞、また

はそうでなければ免疫グロブリンタンパク質を産生しないミエローマ細胞などの

宿主細胞にトランスフェクションされる。ＤＮＡはまた、例えば、相同的なネズ

ミの配列の代わりに、ヒトの重鎖および軽鎖の定常ドメインに対するコード配列

を使用することによって改変することができ（米国特許第４．８１６，５６７号

、Ｍｏｒｒｉｓｏｎ他、上記）、あるいは非免疫グロブリンポリペプチドに対す

るコード配列のすべてまたは一部を免疫グロブリンのコード配列に共有結合させ

ることによって改変することができる。そのような非免疫グロブリンポリペプチ

ドは、本発明の抗体の定常ドメインの代わりに使用することができ、あるいは本

発明の抗体の１つの抗原結合部位の可変領域の代わりに使用して、キメラな二価

抗体を作製することができる。

      【００６３】

  抗体は一価抗体であってもよい。一価抗体を調製する方法はこの分野では十分

に知られている。例えば、１つの方法は、免疫グロブリンの軽鎖および改変され

た重鎖の組換え発現を含む。重鎖は、一般には、重鎖の架橋を妨げるように、Ｆ

ｃ領域内の任意のところで短縮化される。あるいは、架橋を形成しないように、

関係するシステイン残基が別のアミノ酸残基で置換されるか、または欠失される

。

      【００６４】

  インビトロ方法もまた、一価抗体を調製することに適している。抗体を消化し

て、そのフラグメント（特に、Ｆａｂフラグメント）を作製することが、この分
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野で知られている日常的な技術を使用して達成され得る。

      【００６５】

  ペプチドで哺乳動物を免疫化することの代わりとして、あるいはその補完とし

て、タンパク質に特異的な抗体を、例えば、機能的な免疫グロブリン結合ドメイ

ンをその表面に提示するλバクテリオファージまたは繊維状バクテリファージを

使用して、発現させた免疫グロブリン可変ドメインの組換え産生ライブラリーか

ら得ることができる（例えば、国際特許公開ＷＯ９２／０１０４７を参照のこと

）。ライブラリーは固有的であってもよく、すなわち、いずれかのタンパク質（

またはフラグメント）で免疫化されていない生物から得られた配列から構築され

るか、あるいは目的とする抗原にさらされた生物から得られた配列を使用して構

築されたライブラリーであり得る。

      【００６６】

ワクチン

  本発明の別の局面は、哺乳動物において免疫学的応答を誘導させる方法に関し

、この方法は、Ｉ．ｒｉｃｉｎｕｓおよび関連する種の吸血のときに伝搬し得る

細菌およびウイルスから前記動物を保護するために、抗体応答および／またはＴ

細胞免疫応答を産生するのに適切なＩ．ｒｉｃｉｎｕｓ唾液腺ポリペプチドある

いはエピトープ含有フラグメント、アナログ、外膜小胞または細胞（弱毒化され

ているかまたは弱毒化されていない）を哺乳動物に接種することを含む。特に、

本発明は、表に規定されたｃＤＮＡによってコードされるＩ．ｒｉｃｉｎｕｓ唾

液腺ポリペプチドの使用に関する。本発明のさらに別の局面は、哺乳動物におい

て免疫学的応答を誘導する方法に関する。この方法は、そのような免疫学的応答

を誘導して、前記動物を疾患（ライム病、ダニ脳炎ウイルス病など）から保護す

る抗体を産生させるために、Ｉ．ｒｉｃｉｎｕｓ唾液腺ポリペプチドのインビボ

での発現を行わせるベクターを介してＩ．ｒｉｃｉｎｕｓ唾液腺ポリペプチドを

送達することを含む。

      【００６７】

  本発明のさらなる局面は、哺乳動物宿主内に導入されたときに、その哺乳動物

においてＩ．ｒｉｃｉｎｕｓ唾液腺ポリペプチドに対する免疫学的応答を誘導す
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る免疫学的組成物またはワクチン配合物に関する。この場合、組成物は、Ｉ．ｒ

ｉｃｉｎｕｓ唾液腺ｃＤＮＡ、あるいはＩ．ｒｉｃｉｎｕｓ唾液腺ポリペプチド

またはエピトープ含有フラグメント、アナログ、外膜小胞または細胞（弱毒化さ

れているかまたは弱毒化されていない）を含み、ワクチン配合物は好適なキャリ

アをさらに含むことができる。Ｉ．ｒｉｃｉｎｕｓ唾液腺ポリペプチドのワクチ

ン組成物は、好ましくは、経口的に、または（皮下、筋肉内、静脈内、皮内など

の注射を含む）非経口的に投与される。非経口投与に好適な配合物には、抗酸化

剤、緩衝剤、静菌剤、および受容者の血液に関して配合物を等張性にする溶質を

含み得る水性および非水性の滅菌された注射液；ならびに懸濁剤または増粘剤を

含み得る水性および非水性の滅菌された懸濁剤が含まれる。これらの配合物は、

単回用量容器または多回用量容器で、例えば、密封されたアンプルおよびバイア

ルで提供されてもよく、また使用直前に無菌の液体キャリアを添加することのみ

を必要とする凍結乾燥状態で保存することができる。ワクチン配合物はまた、こ

の分野で知られている水中油システムまたは他のシステムなどの、配合物に対す

る免疫原性を増強するアジュバントシステムを含むことができる。投薬量は、ワ

クチンの比活性に依存し、日常的な実験によって容易に決定することができる。

      【００６８】

  さらに別の局面は、本発明のポリヌクレオチドを含む免疫学的／ワクチン組成

物に関する。そのような技術はこの分野では知られている。例えば、Ｗｏｌｆｆ

他、Ｓｃｉｅｎｃｅ（１９９０）、２４７：１４６５～８を参照のこと。

      【００６９】

治療剤

  本発明の別の局面は、これらのＩ．ｒｉｃｉｎｕｓ唾液腺ポリペプチドの治療

剤としての使用に関する。考えられる製造物について特定の潜在的な治療領域を

検討する際、これらの製造物による病院分野範囲は、血液学（特に、凝固診療所

）、移植（免疫抑制管理のため）、リウマチ学（抗炎症のため）、および一般的

な処置（特異的または改善された麻酔剤のため）である。

      【００７０】

【表１】
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【表２】
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      【００７１】

実施例

  この研究で使用された生物学的材料

  病原体を含まない５日間の吸血または非摂食のイクソデス・リシヌスのメス成
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虫の唾液腺がこの研究では使用された。これらの唾液腺を取り出したとき、直ち

に液体窒素で凍結して、－８０℃で保存した。ＲＮＡメッセンジャー（ｍＲＮＡ

）を抽出するために、唾液腺を、乳鉢および乳棒を使用して液体窒素中ですりつ

ぶした。ｍＲＮＡを、オリゴｄＴセルロース（Ｆａｓｔ  Ｔｒａｃｋ２．０キッ

ト、Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ、Ｇｒｏｎｉｎｇｅｎ、オランダ）を使用することに

よって精製した。２μｇのｍＲＮＡが摂食させたダニの２００個の唾液腺から抽

出され、１．５μｇのｍＲＮＡが非摂食ダニの１，０００個の唾液腺からも抽出

された。

      【００７２】

  実施例１：表象的差分析（ＲＤＡ）サブトラクティブライブラリーの構築

  すべての手順を、ＨｕｂａｎｋおよびＳｃｈａｔｚ（１９９４）によって記載

されている通りに行った。二本鎖ｃＤＮＡを、Ｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔ  Ｃｈｏ

ｉｃｅ  Ｓｙｓｔｅｍ（Ｌｉｆｅ  Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ、Ｒｏｃｋｖｉｌ

ｌｅ、Ｍａｒｙｌａｎｄ、米国）を使用して合成した。ｃＤＮＡをＤｐｎＩＩ制

限酵素で消化し、Ｒリンカーに連結し、Ｒ－２４プライマー（Ｈｕｂａｎｋおよ

びＳｃｈａｔｚ、１９９４）を用いて増幅し、最後に同じ酵素で再び消化して、

摂食ダニの唾液腺に由来するｃＤＮＡからなる「テスター」プール、および非摂

食ダニの唾液腺に由来するｃＤＮＡからなる「ドライバー」プールを作製した。

サブトラクティブハイブリダイゼーション法の第１回目には、１：１００のテス

ター／ドライバー比を使用した。２回目および３回目には、それぞれ、１：４０

０および１：２００，０００の比を用いた。３回のサブトラクションおよび増幅

を行った後、ＤｐｎＩＩで消化された示差的な生成物を、サイズに従って、４つ

の異なる画分に１．７％電気泳動アガロースゲルで分割して、ｐＴＺ１９ｒクロ

ーニングベクターのＢａｍＨＩ部位にサブクローン化した。連結産物を使用して

、ＴＯＰ－１０Ｅ大腸菌コンピテント細胞（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ、Ｇｒｏｎｉ

ｎｇｅｎ、オランダ）を形質転換した。このサブトラクティブライブラリーの９

６００クローンを無作為に選択し、１００個のマイクロプレートに個々に入れて

、－８０℃で保存した。このサブトラクティブライブラリーを、ｐＴ１９ｒクロ

ーニングベクター内に位置する領域に特異的なＭ１３フォワードプライマーおよ
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びリバースプライマーを使用して、８９個の無作為に選ばれたクローンを配列決

定することによって分析した。これらの８９クローンのＤＮＡ配列を比較して、

２７個の異なるファミリー配列が同定された。データベースに存在する配列に対

するこれらの配列の相同性を表１に示す。このサブトラクティブ配列１～２７は

配列表ファイルで示されている（完全なｍＲＮＡ配列が示される配列１６および

配列２４を除く；実施例２もまた参照のこと）。３つの配列（配列７、配列１６

および配列２４）を、それらの対応する全長型ｍＲＮＡ配列のさらなる特徴付け

のために選択した。これらの３つの配列は、配列７、配列１６および配列２４に

それぞれ対応する、ｉ）ヒト外因性凝固インヒビター（ＴＦＰＩ）、ｉｉ）ヘビ

毒液の亜鉛依存性メタロペプチダーゼタンパク質、およびｉｉｉ）ヒトトロンビ

ン阻害剤タンパク質の各配列と一致した。これらの遺伝子は、血液凝固の阻害に

関与し得るタンパク質をコードしている。

      【００７３】

  実施例２：全長型ｃＤＮＡライブラリーの構築およびこの全長型ｃＤＮＡライ

ブラリーをスクリーニングすることによる全長型ｃＤＮＡ配列の回収

  このライブラリーを、吸血させたダニの唾液腺から抽出されたｍＲＮＡを使用

して作製した。ｍＲＮＡ（８０ｎｇ）を、変性させたオリゴｄＴプライマー（５

’－Ａ（Ｔ）３０ＶＮ－３’）、ＳｍａｒｔＴＭオリゴヌクレオチド（Ｃｌｏｎ

ｔｅｃｈ、Ｐａｌｏ  Ａｌｔｏ、米国）およびＳｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔＩＩ逆転

写酵素（Ｌｉｆｅ  Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ、Ｒｏｃｋｖｉｌｌｅ、Ｍａｒｙ

ｌａｎｄ、米国）を使用する逆転写に供した。一本鎖ｃＤＮＡの混合物を、ＬＡ

  Ｔａｑポリメラーゼ（Ｔａｋａｒａ、滋賀、日本）、修飾オリゴｄＴプライマ

ー、およびＳｍａｒｔＴＭオリゴヌクレオチドの５’端に位置する領域に特異的

な３’－「Ｓｍａｒｔ」プライマーを含むホットスタートＰＣＲアッセイにおけ

るテンプレートとして使用した。適用されたＰＣＲプロトコルは、９５℃で１分

間、その後、９５℃で２５秒間／６８℃で５分間の２５回、そして７２℃で１０

分であった。増幅された二本鎖ｃＤＮＡの混合物をＣｅｎｔｒｉｃｏｎ３０濃縮

器（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ、Ｂｅｄｆｏｒｄ、米国）で精製した。ｃＤＮＡを、０

．８％ハイグレードアガロース電気泳動ゲルで、０．３ｋｂ～０．６ｋｂ、０．
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６ｋｂ～１ｋｂ、１ｋｂ～２ｋｂおよび２ｋｂ～４ｋｂの範囲にある４つの画分

に分け、ＱｉａｅｘＩＩ抽出キット（Ｑｉａｇｅｎ、Ｈｉｌｄｅｎ、ドイツ）を

使用することによって別々に回収した。これらの４つの画分を、ＴＯＰＯクロー

ニングキット（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ、Ｇｒｏｎｉｎｇｅｎ、オランダ）に含ま

れるｐＣＲＩＩクローニングベクターに個々に連結した。その後、連結された画

分を使用して、ＸＬ２－Ｂｌｕｅウルトラコンピテント大腸菌細胞（Ｓｔｒａｔ

ａｇｅｎｅ、Ｈｅｉｄｅｌｂｕｒｇ、ドイツ）を形質転換した。得られた組換え

クローンをマイクロプレートにおいて個々に－８０℃で保存した。１０個のクロ

ーンを部分的および完全な配列決定のために無作為に選んだ。この手順の結果、

２つのｃＤＮＡ配列（配列２８および配列２９、表１を参照のこと）が、配列デ

ータベースに対するそれらの相同性のために選択された。１つは、インターフェ

ロン様タンパク質に対して非常に相同的であり（配列２８）、これに対して、も

う一方は、ドブネズミ（Ｒａｔｔｕｓ  ｎｏｒｖｅｇｉｃｕｓ）白血球共通抗原

関連タンパク質に対する相同性を示している（配列２９）。

      【００７４】

  全長型ｃＤＮＡライブラリーの４つの異なる画分を、サブトラクティブｃＤＮ

Ａライブラリーにおいて同定された選択クローンに対して特異的な放射能標識オ

リゴヌクレオチドプローブを用いてスクリーニングした。これらのオリゴプロー

ブの標識を、Ｃｕｒｒｅｎｔ  Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ  ｉｎ  Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ

  Ｂｉｏｌｏｇｙ（Ａｕｓｕｂｅｌ他編、１９９５年、Ｊ．Ｗｉｌｅｙ  ａｎｄ

  ｓｏｎｓ）に記載されているように行った。その後、これらの４つの画分をニ

トロセルロースメンブランに置き、３７℃で一晩生育させた。これらのメンブラ

ンをＮａＯＨ（０．２Ｍ）／ＮａＣｌ（１．５Ｍ）中で変性し、Ｔｒｉｓ（０．

５Ｍ）ｐＨ７．５－ＮａＣｌ（１．５Ｍ）中で中和して、２ＸＳＳＣ（ＮａＣｌ

（０．３Ｍ）／クエン酸三ナトリウム二水和物（０．０３Ｍ））中で固定した。

メンブランを８０℃で９０分間加熱し、プレハイブリダイゼーション溶液（６Ｘ

ＳＳＣ、１０Ｘデンハルド溶液、０．１％ＳＤＳ）中で５５℃で９０分間インキ

ュベーションし、そして最後に、特異的な放射能標識オリゴヌクレオチドプロー

ブを含有する５５℃の予熱されたハイブリダイゼーション溶液に一晩入れた。ハ
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イブリダイゼーションさせたメンブランを、５５℃で、６ＸＳＳＣ溶液中で、１

０分間、３回洗浄し、乾燥して、Ｋｏｄａｋ社のＸ－ＯＭＡＴフィルムに－８０

℃で一晩感光させた。全長型ｃＤＮＡライブラリーはまた、１組のクローンを配

列決定することによっても分析された。得られたＤＮＡ配列をＥＮＢＬ／Ｇｅｎ

ｅＢａｎｋデータベースと比較して、他の対応するクローンを回収するオリゴヌ

クレオチドプローブを作製するために使用した。このようにして、配列２８およ

び配列２９の完全なコンセンサスｍＲＮＡ配列が、これらの配列に対応する２つ

の他のクローンを回収することによって確認された。サブトラクティブクローン

１６に対応する全長型ｃＤＮＡクローンが１個だけ単離された。従って、配列１

６および配列２４の完全な配列を同定するために、ｃＤＮＡ末端の迅速な増幅（

ＲＡＣＥ）法を適用した。

      【００７５】

  ＲＡＣＥ法を、Ｆｒｏｈｍａｎ他（１９９５）によって記載されているように

行った。逆転写工程を、吸血させたダニの唾液腺から抽出されたｍＲＮＡの１０

ｎｇと、Ｔｈｅｒｍｏｓｃｒｉｐｔ逆転写酵素（Ｌｉｆｅ  Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇ

ｉｅｓ、Ｒｏｃｋｖｉｌｌｅ、Ｍａｒｙｌａｎｄ、米国）とを使用して行った。

遺伝子に特異的なプライマー（ＧＳＰ）はすべて、長さが１８塩基であり、Ｇ／

Ｃ比が６１％であった。増幅産物をアガロースゲル電気泳動に供して、等速電気

泳動手順を使用することによって回収した。ｃＤＮＡをｐＣＲＩＩ－ＴＯＰＯク

ローニングベクター（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ、Ｇｒｏｎｉｎｇｅｎ、オランダ）

にクローン化した。コンセンサスｃＤＮＡ配列を同定するために、種々のクロー

ンを配列決定し、それらの配列をそれらの既知の対応する配列と比較した。従っ

て、サブトラクティブライブラリーにおいて同定されたクローン１６およびクロ

ーン２４の完全なｃＤＮＡ配列がこのＲＡＣＥ法によって得られた（図１）。

      【００７６】

  実施例３：５個の選択されたクローンの全配列の分析

  選択されたクローン（配列７、配列１６、配列２４、配列２８および配列２９

）の配列により、アミノ配列が推定されるオープンリーディングフレームの同定

が可能になる。これらの潜在的な翻訳産物は、８７アミノ酸～４８９アミノ酸の
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間のサイズを有する（表２を参照のこと）。それらのそれぞれの性質をシリコ（

ｓｉｌｉｃｏ）で評価するために、前記の５つのオープンフレームのアミノ酸配

列およびヌクレオチド配列を、ｔＦａｓｔａおよびＢｌａｓｔｐの各アルゴリズ

ムを使用してデータベースと比較した。これらの比較により、配列７はヒト外因

性凝固インヒビター（ＴＦＰＩ）に対して非常に相同的であることが示される。

ＴＦＰＩは、Ｋｕｎｉｔｚプロテアーゼ阻害剤（ＫＰＩ）タイプの３つのドメイ

ンを有するセリンプロテアーゼの阻害剤である。これらのユニットまたはモチー

フはそれぞれ、異なるタイプのプロテアーゼに特異的な親和性を有している。第

１および第２のＫＰＩドメインは、ＶＩＩａ凝固因子およびＸａ凝固因子のそれ

ぞれの阻害に関与している。第３のＫＰＩドメインは、明らかに、阻害活性を有

していない。配列７のクローンによってコードされる配列はＴＦＰＩの第１のＫ

ＰＩドメインの領域に対して相同的であること、そしてＫＰＩはその中に完全に

保たれていることには留意しなければならない。この類似性は、配列７のタンパ

ク質が潜在的なＶＩＩａ因子の阻害剤であることを示唆している。

      【００７７】

  配列２８のクローンから推定されるアミノ配列は、３つのデータベース配列、

すなわち、マウスのＴＩＳ７タンパク質、ラットＰＣ４タンパク質およびヒトＳ

ＫＭｃ１５タンパク質と大きな相同性を有する。これらの３つのタンパク質は、

推定的なインターフェロン型因子として記載されている。これらのタンパク質は

、Ｂ２インターフェロンタンパク質の非常に十分に保存された領域を有する。従

って、配列２８のタンパク質は免疫調節活性を有することが提案される。

      【００７８】

  配列１６および配列２４をデータベースと比較し、その結果、セリンプロテア

ーゼ阻害剤のスーパーファミリー（セルピン）に属するＧｌｏｙｄｉｕｓ  ｈａ

ｌｙｓ（ヘビの亜目）Ｍ１２ｂメタロペプチダーゼおよびブタエラスターゼの阻

害剤とのそれらの相同性がそれぞれ示される。これらの２クローンのアミノ配列

はまた、前記ファミリーの特異的なユニットを有している。前記タンパク質は、

抗凝固性および免疫調節性を有することが提案される。

      【００７９】
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  最後に、配列２９のクローンは、ドブネズミの白血球共通抗原（ＬＡＲ）との

弱い類似性を有する。後者は、接着分子である。従って、配列２９のタンパク質

は、ＬＡＲタンパク質によって発現される免疫調節性に関連する免疫調節性を有

することが考えられる。

      【００８０】

  それらの潜在的な性質により、調べられたタンパク質の大部分は、吸血のとき

にダニの唾液に分泌されることが予想される。従って、試験を、推定されたアミ

ノ配列の開始部におけるシグナルペプチドの存在を見出すために行った。Ｖｏｎ

  Ｈｅｉｊｎｅ分析法による結果はすべて陽性であった。ＭｃＧｅｏｃｈ法によ

って、シグナルペプチド配列が、配列７、配列１６、配列２４および配列２９の

推定されたアミノ配列について検出された。前記タンパク質はダニの唾液腺に分

泌されることが考えられる。さらに、Ｋｏｚａｋコンセンサス配列の存在が、す

べての調べられたクローンの上流に認められた。このことは、それらのｍＲＮＡ

がタンパク質に翻訳され得ることを示している。

      【００８１】

  実施例４：サブトラクティブｃＤＮＡライブラリーおよび全長型ｃＤＮＡライ

ブラリーにおいて単離されたｃＤＮＡクローンの評価および示差的発現

  ５個の全長型の選択されたクローン（配列７、配列１６、配列２４、配列２８

および配列２９）および９個のサブトラクティブクローンに対応するｍＲＮＡに

示差的な発現を、ＰＣＲアッセイおよびＲＴ－ＰＣＲアッセイを使用して評価し

た（図２）。

      【００８２】

  ＰＣＲアッセイを、吸血させたダニまたは非摂食ダニのいずれかの唾液腺から

抽出されたｍＲＮＡに対する逆転写手順から得られたｃＤＮＡをＤＮＡテンプレ

ートとして使用して行った。それぞれのＰＣＲアッセイには、それぞれの標的の

サブトラクティブｃＤＮＡ配列または全長型ｃＤＮＡ配列に特異的なプライマー

対が含まれた。ＰＣＲアッセイは、１μＭのプライマー、０．２ｍＭのデオキシ

ヌクレオチド（ｄＡＴＰ、ｄＣＴＰ、ｄＧＴＰおよびｄＴＴＰ；Ｂｏｅｈｒｉｎ

ｇｅｒ  Ｍａｎｎｈｅｉｍ  ＧｍｂＨ、Ｍａｎｎｈｅｉｍ、ドイツ）、ＰＣＲ緩
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衝液（１０ｍＭのＴｒｉｓ－ＨＣｌ、５０ｍＭのＫＣｌ、２．５ｍＭのＭｇＣｌ

２、ｐＨ８．３）および２．５ＵのＴａｑＤＮＡポリメラーゼ（Ｂｏｅｈｒｉｎ

ｇｅｒ  Ｍａｎｎｈｅｉｍ  ＧｍｂＨ、Ｍａｎｎｈｅｉｍ、ドイツ）を含有する

５０μｌの最終容量で行われた。ＤＮＡサンプルは、下記の条件のもとで３５サ

イクルにわたって増幅された：９４℃で１分間、７２℃で１分間および６４℃で

１分間、その後、７２℃で７分間の最終的な伸長工程。

      【００８３】

  ＲＴ－ＰＣＲアッセイを、５個の選択された全長型ｃＤＮＡクローンおよび５

個のｃＤＮＡサブトラクティブクローンに対して行った。逆転写アッセイにおけ

るテンプレートとして使用されたｍＲＮＡは、吸血させたＩ．ｒｉｃｉｎｕｓダ

ニまたは非摂食Ｉ．ｒｉｃｉｎｕｓダニの唾液腺から抽出された。逆転写アッセ

イを、１つの特異的なプライマー（これは、選択された配列の１つを標的とする

）と「Ｔｈｅｒｍｏｓｃｒｉｐｔ逆転写酵素」（Ｌｉｆｅ  Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇ

ｉｅｓ、Ｒｏｃｋｖｉｌｌｅ、Ｍａｒｙｌａｎｄ、米国）とを使用して、６０℃

で５０分間行った。各ＰＣＲアッセイには、逆転写に特異的なプライマーおよび

別の特異的なプライマーが用いられた。ＰＣＲアッセイは、１μＭのプライマー

、０．２ｍＭのデオキシヌクレオチド（ｄＡＴＰ、ｄＣＴＰ、ｄＧＴＰおよびｄ

ＴＴＰ；Ｂｏｅｈｒｉｎｇｅｒ  Ｍａｎｎｈｅｉｍ  ＧｍｂＨ、Ｍａｎｎｈｅｉ

ｍ、ドイツ）、ＰＣＲ緩衝液（１０ｍＭのＴｒｉｓ－ＨＣｌ、５０ｍＭのＫＣｌ

、２．５ｍＭのＭｇＣｌ２、ｐＨ８．３）および２．５ＵのＥｘｐａｎｄ  Ｈｉ

ｇｈ  Ｆｉｄｅｌｉｔｙポリメラーゼ（Ｒｏｃｈｅ、Ｂｒｕｘｅｌｌｅｓ、ベル

ギー）を含有する５０μｌの最終容量で行われた。一本鎖ＤＮＡサンプルは、下

記の条件のもとで３０サイクルにわたって増幅された：９５℃で１分間、７２℃

で３０秒間および６０℃で１分間、その後、７２℃で７分間の最終的な伸長工程

。図２は、吸血させたダニおよび非摂食ダニの唾液腺において類似したレベルで

発現している配列２８を除いて、選択された配列の発現が５日間吸血させたダニ

の唾液腺において誘導されていることを示している。それ以外のｍＲＮＡの発現

は、吸血のときに特異的に誘導され得るか、あるいは増大し得る。

      【００８４】
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  実施例５：哺乳動物細胞における組換えタンパク質の発現

  単離された配列の性質の研究には、これらの配列によってコードされるタンパ

ク質を大量に産生させて、精製することを可能にする発現系におけるその発現が

含まれる。これらの実験を下記ならびに実施例６に記載する。

      【００８５】

  ５．１  ｐＣＤＮＡ３．１－Ｈｉｓ／Ｖ５（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）ベクター

における配列のサブクローニング

  ５個の選択されたクローン（配列７、配列１６、配列２４、配列２８および配

列２９）のＤＮＡ配列をｐＣＤＮＡ３．１－Ｈｉｓ／Ｖ５発現ベクターに移した

。前記ベクターは、６個のヒスチジンのテールならびにＶ５エピトープに融合さ

れた異種タンパク質の真核生物細胞における発現を可能にする。種々のＤＮＡを

、対応するクローンに特異的なプライマーを使用することによってＲＴ－ＰＣＲ

により作製した。これらのプライマーは、タンパク質を６ｘＨＩＳ／エピトープ

Ｖ５テールに融合させるために、各オープンリーディングフレームまたは相の停

止コドンが除かれるように構築された。さらに、プライマーは、発現ベクターに

おけるクローニングに適合した制限部位を含有した。増幅のときには、高忠実度

（Ｐｒｏｍｅｇａ）Ｐｆｕポリメラーゼを使用するように注意した。

      【００８６】

  配列１６および配列２４の組換えタンパク質の一過性発現を、配列１６および

配列２４のｐＣＤＮＡ３．１－Ｈｉｓ／Ｖ５構築物をＣＯＳＩ細胞にトランスフ

ェクションした後、Ｆｕｇｅｎ６（Ｂｏｅｈｒｉｎｇｅｒ）を使用して測定した

。トランスフェクションした２４時間後、４８時間後および７２時間後に対応す

る培養培地のタンパク質抽出物を、クーマシーブルーで染色することによって、

あるいは、一方では抗６ｘヒスチジン抗体を使用し、もう一方ではアルカリホス

ファターゼに結合させたニッケルキレートビーズを使用するウエスタンブロット

によってアクリルアミドゲルで分析した。これらの分析は、前記タンパク質が細

胞培養培地に発現していることを示していた。

      【００８７】

  実施例６：大腸菌におけるタンパク質の発現
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  ６．１  ｐＭＡＬ－Ｃ２Ｅ発現ベクターへのコード配列の挿入

  ｐＭＡＬ－Ｃ２Ｅ（ＮＥＢ）ベクターを使用することによって、様々なタンパ

ク質を細菌において発現させることも行われた。前記ベクターは、マルトース結

合タンパク質（ＭＢＰ）と融合した様々なタンパク質を発現する。この場合、目

的とするタンパク質は、ＭＢＰをタンパク質から分離し、かつプロテアーゼのエ

ンテロキナーゼに特異的な部位のためにＭＢＰから分離することができる。

      【００８８】

  試験される５個の配列を、ｐＭＡＬ－Ｃ２Ｅベクターを使用して最適に発現さ

せるために、ＳＴＯＰコドンの上流に位置する２０塩基に対して、そしてオープ

ンリーディングフレームまたは相のＡＴＧの下流に位置する２０塩基に対して相

補的なＰＣＲプライマー対を構築した。そのようにして、増幅されたｃＤＮＡフ

ラグメントは、その停止コドンを備えた標的ｍＲＮＡのコード配列のみを含んだ

。目的とするタンパク質をそのＮ末端によりＭＢＰに融合させた。一方、これら

のプライマーは発現ベクターに特異的な特定の制限部位を含んでいたので、ｃＤ

ＮＡの直接的なクローニングを行うことが可能であった。ＰｆｕＤＮＡポリメラ

ーゼ（Ｐｒｏｍｅｇａ）の使用により、増幅された配列に持ち込まれるエラーを

心配する必要もなくｃＤＮＡを増幅することが可能になった。

      【００８９】

  配列７、配列１６、配列２４および配列２９の各クローンのコード配列をその

ようにして構築した。大腸菌のコンピテントＴＧ１細胞を、これらの構築物を使

用してトランスフェクションした。プラスミドＤＮＡのこれらのミニ調製物の酵

素消化により、配列７、配列１６、配列２４および配列２９の各ｐＭＡＬＣ２－

Ｅクローンの大部分が効果的に組換えになったことを調べることが可能になった

。

      【００９０】

  ６．２  組換えタンパク質の発現

  大腸菌ＴＧ１にクローン化された様々な構築物から出発して、ＭＢＰと融合さ

せた組換えタンパク質の発現研究を、配列２８を除く、目的とするすべての配列

（すなわち、配列７、配列１６、配列２４および配列２９）について開始した。
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配列７、配列１６、配列２４および配列２９の代表的なクローンならびに陰性コ

ントロール（非組換えプラスミド）の培養を行い、それにおける組換えタンパク

質の発現を誘導させた。これらの培養物を遠心分離して、沈殿物（塊状物）を培

地から分離し、沈殿物を１５ｍＭのＴｒｉｓ（ｐＨ７．５）に再懸濁してフレン

チプレスに通した。クーマシーブルーで着色される（１０％）アクリルアミドゲ

ルによって、あるいはウサギ抗ＭＢＰ抗体を使用するウエスタンブロットによっ

てこれらのサンプルを分析することにより、配列７（約５０ｋｄａ）、配列１６

（約９２ｋＤａ）、配列２４（約８０ｋＤａ）および配列２９（約６７ｋＤａ）

の組換えタンパク質の発現が示された。

      【００９１】

  実施例７：抗体の産生

  配列７、配列１６および配列２４の各タンパク質を、前記タンパク質に対する

抗体を産生させる目的で４匹のマウスからなる群に注射した。注射された最初の

抗原は、完全フロイントアジュバントを用いて作製された。２週間後に、想起注

射を、不完全フロイントアジュバントを用いて行った。配列１６を注射したマウ

スの血清は、抗ＭＢＰ抗体に関する陽性の試験をもたらした。

    【配列表】
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【図面の簡単な説明】

    【図１】

  配列１６および配列２４に対して特異的なＲＡＣＥアッセイ（Ｆｒｏｈｍａｎ

他、１９９５）である。

    【図２】

  サブトラクティブライブラリーにおいて単離された５個の選択された全長型ｃ

ＤＮＡおよび９個のｃＤＮＡフラグメントの示差的な発現分析である。
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【図１】
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【図２】
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