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(57)【要約】
本発明は一般にローソニア・イントラセルラリス又は類
似の若しくは他の類縁微生物により惹起され若しくは再
燃された動物及び鳥の腸疾患状態の治療及び／又は予防
のための治療用組成物に関する。特に、本発明は、動物
宿主におけるローソニア・イントラセルラリス及び関連
する病原体に対する体液性免疫を付与するためのワクチ
ン調製における抗原としてとりわけ有用な免疫原性Ｏｍ
ｐＨぺプチド、ポリペプチド又はタンパク質をコードす
るローソニア・イントラセルラリス由来の新規な遺伝子
を提供する。本発明はこのような腸疾患状態の治療法及
び／又は予防法にも関し、そしてローソニア・イントラ
セルラリス又は類似の若しくは他の類縁微生物を検出す
るための診断薬及び診断方法にも関する。



(2) 特表２００３－５２１８８１

  【特許請求の範囲】

    【請求項１】  ローソニア・スピーシーズ（Lawsonia spp.)のＯｍｐＨポリ

ペプチドのＢ細胞エピトープ若しくはＴ細胞エピトープを含み、これらを模倣し

若しくはこれらと交差反応する、単離され若しくは組換えられた免疫原性ポリペ

プチド。

    【請求項２】  鳥若しくはブタ動物に投与するとローソニア・スピーシーズ

に対する抗体の産生を誘発できる、請求項１記載の単離され若しくは組換えられ

た免疫原性ポリペプチド。

    【請求項３】  鳥若しくはブタ動物に投与するとローソニア・スピーシーズ

に対する防御的免疫応答を付与できる、請求項１記載の単離され若しくは組換え

られた免疫原性ポリペプチド。

    【請求項４】  該ローソニア・スピーシーズがＬ．イントラセルラリス（L.

 intracellularis) である、請求項２記載の単離され若しくは組換えられた免疫

原性ポリペプチド。

    【請求項５】  該ローソニア・スピーシーズがＬ．イントラセルラリスであ

る、請求項３記載の単離され若しくは組換えられた免疫原性ポリペプチド。

    【請求項６】  下記のもの、即ち

  （i)  配列番号：１に記載のアミノ酸配列に全体として少なくとも約７０％の

配列同一性を有するアミノ酸配列を含むペプチド、オリゴペプチド若しくはポリ

ペプチド、

  （ii) ローソニア・スピーシーズＯｍｐＨポリペプチドのＢ細胞エピトープ若

しくはＴ細胞エピトープを模倣する（i)の同族体、類似体若しくは誘導体、

から選択される単離され、若しくは組換えられた免疫原性ポリペプチド。

    【請求項７】  ブタ若しくは鳥動物においてローソニア・スピーシーズに対

する抗体の産生を誘発できる、請求項６記載の単離され若しくは組換えられた免

疫原性ポリペプチド。

    【請求項８】  ブタ若しくは鳥動物においてローソニア・スピーシーズに対

する防御的免疫応答を付与できる、請求項７記載の単離され若しくは組換えられ

た免疫原性ポリペプチド。



(3) 特表２００３－５２１８８１

    【請求項９】  ブタ若しくは鳥動物においてローソニア・スピーシーズに対

する体液性免疫を誘発できる、請求項８記載の単離され若しくは組換えられた免

疫原性ポリペプチド。

    【請求項１０】  ブタ動物においてローソニア・スピーシーズに対する体液

性免疫を誘発できる、請求項９記載の単離され若しくは組換えられた免疫原性ポ

リペプチド。

    【請求項１１】  ローソニア・スピーシーズがＬ．イントラセルラリスであ

る、請求項８記載の単離され若しくは組換えられた免疫原性ポリペプチド。

    【請求項１２】  該ローソニア・スピーシーズがＬ．イントラセルラリスで

ある、請求項１０記載の単離され若しくは組換えられた免疫原性ポリペプチド。

    【請求項１３】  配列番号：１に記載のアミノ酸配列、又はｐＡＬＫ１３（

ＡＴＣＣ２０７１９６）のＯｍｐＨをコードするヌクレオチド配列によりコード

されるアミノ酸配列を含み、且つ鳥若しくはブタ動物に投与するとローソニア・

イントラセルラリスに対する抗体の産生を誘発できる、請求項６記載の単離され

若しくは組換えられた免疫原性ポリペプチド。

    【請求項１４】  配列番号：１のアミノ酸配列又はｐＡＬＫ１３（ＡＴＣＣ

２０７１９６）のＯｍｐＨをコードするヌクレオチド配列によりコードされるア

ミノ酸配列から本質的に成る、請求項１３記載の単離され若しくは組換えられた

免疫原性ポリペプチド。

    【請求項１５】  ブタ若しくは鳥動物においてローソニア・イントラセルラ

リスに対する防御的免疫応答を誘発できる請求項１３又は請求項１４記載の単離

され若しくは組換えられた免疫原性ポリペプチド。

    【請求項１６】  ブタ動物においてローソニア・イントラセルラリスに対す

る防御的免疫応答を誘発できる、請求項１５記載の単離され若しくは組換えられ

た免疫原性ポリペプチド。

    【請求項１７】  ローソニア・スピーシーズによる動物感染の予防又は治療

のためのワクチン組成物であって、配列番号：１に記載のアミノ酸配列に全体と

して少なくとも約７０％の配列同一性を有する免疫原性成分、又はローソニア・

イントラセルラリスと免疫学的に交差反応するそれらの免疫原性の同族体、類似
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体、若しくは誘導体、及び獣医学的若しくは医学的使用に適する一つ以上の担体

、希釈剤若しくはアジュバントを含むワクチン組成物。

    【請求項１８】  ローソニア・スピーシーズがＬ．イントラセルラリスであ

る、請求項１７記載のワクチン組成物。

    【請求項１９】  該免疫原性成分が、配列番号：１に記載のアミノ酸配列又

はｐＡＬＫ１３（ＡＴＣＣ２０７１９６）のＯｍｐＨをコードするヌクレオチド

配列によりコードされるアミノ酸配列を含む単離され若しくは組換えられたポリ

ペプチドを含むものである、請求項１８記載のワクチン組成物。

    【請求項２０】  該免疫原性成分が、本質的に配列番号：１のアミノ酸配列

から成るものである、請求項１９記載のワクチン組成物。

    【請求項２１】  ローソニア・スピーシーズによる動物感染の予防又は治療

のための組合せワクチン組成物であって、

  （i)  配列番号：１に記載のアミノ酸配列に全体として少なくとも約７０％の

配列同一性を有する単離され若しくは組換えられたポリペプチド又はローソニア

・イントラセルラリスと免疫学的に交差反応するその免疫原性の同族体、類似体

若しくは誘導体を含む第一の免疫原性成分、

  （ii) Ｌ．イントラセルラリスの抗原性ぺプチド、ポリペプチド若しくはタン

パク質を含む第二の免疫原性成分、及び

  （iii)獣医学的又は医学的使用に適する一つ以上の担体、希釈剤若しくはアジ

ュバント、

を含むワクチン組成物。

    【請求項２２】  ブタ若しくは鳥類動物に投与されると、免疫原性ポリペプ

チドがローソニア・スピーシーズに対する免疫性を付与するのに十分なレベルで

発現されうるように、配列番号：１に記載のアミノ酸配列を含む単離され若しく

は組換えられた該免疫原性ポリペプチドをコードするヌクレオチド配列を有する

単離された核酸分子を、発現可能な形で、含むワクチンベクター。

    【請求項２３】  該免疫原性ポリペプチドが下記の工程、即ち

  （i)  配列番号：２に記載のヌクレオチド配列、又はその縮重変異体、それに

少なくとも約７０％の配列同一性を有するその同族体、類似体若しくは誘導体を
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含む単離された核酸分子を、プロモーター配列と機能しうる結合状態に置く工程

、

  （ii) 工程（ａ）の単離された核酸分子及びプロモーター配列をワクチンベク

ター中に導入する工程、及び

  （iii)該核酸分子によりコードされる免疫原性ポリペプチドの発現が起こるの

に十分な時間及び条件の下で該ワクチンベクターをインキュベートし、生育させ

、又は増殖させる工程、

により発現されるものである、請求項２２記載のワクチンベクター。

    【請求項２４】  ローソニア・スピーシーズがＬ．イントラセルラリスであ

る、請求項２３記載のワクチンベクター。

    【請求項２５】  ローソニア・スピーシーズから誘導され、且つ配列番号：

１に記載のアミノ酸配列に全体として少なくとも約７０％の配列同一性を有する

ＯｍｐＨポリペプチド又はＯｍｐＨポリペプチドの誘導体に特異的に結合できる

ポリクローナル抗体分子若しくはモノクローナル抗体分子。

    【請求項２６】  該ＯｍｐＨポリペプチド若しくはその誘導体が配列番号：

１に記載のアミノ酸配列を含むものである、請求項２５記載の抗体分子。

    【請求項２７】  ローソニア・イントラセルラリス若しくはそれに免疫学的

に交差反応する微生物による、ブタ若しくは鳥動物の感染を診断する方法であっ

て、該動物から得られる生体試料を、抗原－抗体複合体が形成するのに十分な時

間及び条件の下で請求項２５記載の抗体分子と接触させる工程、及び次いで該複

合体の形成を検出する工程を含む方法。

    【請求項２８】  該生体試料がブタ動物由来の全血清、リンパ節、回腸、盲

腸、小腸、大腸、糞又は直腸標本を含むものである、請求項２７記載の方法。

    【請求項２９】  ブタ若しくは鳥動物が、ローソニア・イントラセルラリス

若しくはそれに免疫学的交差反応を示す微生物に過去に感染し、又は現在感染し

ているか否かを同定する方法であって、該動物由来の血液若しくは血清を、抗原

－抗体複合体が形成するのに十分な時間及び条件の下で請求項１の免疫原性ポリ

ペプチドと接触させる工程、及び次いで該複合体形成を検出する工程を含む方法

。
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    【請求項３０】  下記のもの、即ち

  （i)  配列番号：１に記載のアミノ酸配列に全体として少なくとも約７０％の

配列同一性を有するアミノ酸配列を含むぺプチド、オリゴぺプチド若しくはポリ

ペプチド、

  （ii) ローソニア・スピーシーズのＢ細胞エピトープ若しくはＴ細胞エピトー

プを模倣する（i)の同族体、類似体若しくは誘導体、

から成る群より選択されるぺプチド、オリゴぺプチド若しくはポリペプチドをコ

ードするヌクレオチド配列又はコードする核酸分子に相補的な配列を含む単離さ

れた核酸分子。

    【請求項３１】  該ぺプチド、オリゴぺプチド若しくはポリペプチドが配列

番号：１に記載のアミノ酸配列又はｐＡＬＫ１３（ＡＴＣＣ２０７１９６）のＯ

ｍｐＨをコードするヌクレオチド配列によりコードされるアミノ酸配列、又はそ

のＢ細胞エピトープ若しくはＴ細胞エピトープを含むものである、請求項３０記

載の単離された核酸分子。

    【請求項３２】  配列番号：２に記載されたヌクレオチド配列又はそれに相

補的なヌクレオチド配列、又はその縮重変異体を含む、請求項３１記載の単離さ

れた核酸分子。

    【請求項３３】  本質的に配列番号：２のヌクレオチド配列又はその縮重変

異体から成る、請求項３２記載の単離された核酸分子。

    【請求項３４】  ブタ若しくは鳥動物被験体から得た生体試料中のローソニ

ア・イントラセルラリス又は類縁微生物を検出する方法であって、配列番号：２

に記載のヌクレオチド配列又はそれに相補的なヌクレオチド配列から誘導される

一つ以上のプローブ又はプライマーを該試料とハイブリダイズさせる工程、及び

次いで検出手段を用いて該ハイブリダイゼーションを検出する工程を含む方法。

    【請求項３５】  該生体試料がブタ動物から得た全血清、リンパ節、回腸、

盲腸、小腸、大腸、糞又は直腸標本を含むものである、請求項３４記載の方法。

    【請求項３６】  該検出手段が任意の核酸に基づくハイブリダイゼーション

反応又は増幅反応を含むものである、請求項３４記載の方法。

    【請求項３７】  配列番号：２又はそれに相補的なヌクレオチド配列から得
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られる長さが少なくとも約１５の連続したヌクレオチドを有するプローブ又はプ

ライマー。

    【請求項３８】  ｐＡＬＫ１３と命名されたプラスミド（ＡＴＣＣ受託番号

２０７１９６）。

    【請求項３９】  該第二免疫原性成分が、ＳｏｄＣ、ＦｌｇＥ、ヘモリシン

及びオートリシンから成る群より選択されるＬ．イントラセルラリスの抗原性ぺ

プチド、ポリペプチド又はタンパク質を含むものである、請求項２１記載の組合

せワクチン。
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【発明の詳細な説明】

      【０００１】

                              発明の分野

  本発明は、一般的に、ローソニア・イントラセルラリス若しくは同類の微生物

若しくは他の類縁の微生物により動物及び鳥類で惹起され又は悪化させられる腸

の病状を治療する及び／又は予防する治療用組成物に関する。具体的には、本発

明は、ローソニア・イントラセルラリスに由来し且つ免疫原のペプチド、ポリペ

プチド又はタンパク質をコードする新規な遺伝子を提供する。本明細書に記載さ

れＯｍｐＨと名付けられたポリペプチド、又はそのペプチドの同族体、類似体、

若しくは誘導体は、動物宿主中のローソニア・イントラセルラリス及び類縁の病

原菌に対する体液免疫を付与するためのワクチン調製において抗原として特に有

用である。本発明は、このような腸の疾病状態の治療方法及び／又は予防方法、

並びにローソニア・イントラセルラリス又は同類の微生物又は他の類縁の微生物

を検出するための診断薬及び診断方法にも関する。

      【０００２】

                                  一般

  本明細書中、数字で言及される刊行物の書誌的詳細は、本明細書の最後に集め

られている。本明細書で引用される全ての特許、特許出願、及び刊行物は参照に

よりその全体がインコーポレートされる

      【０００３】

  以下の本明細書で「ローソニア・イントラセルラリス（Lawsonia intracellul

aris）」又はその略語の「Ｌ．イントラセルラリス（L. intracellularis）」に

ついての言及は、スティルス（1991）又はジョーンズら（1997）又はローソンら

（1993）又はマックオリストら（1995）により記載されたように、この微生物に

同類の又は他の類縁の微生物全てを包含する。

      【０００４】

  本明細書で用いるとき、用語「ｏｍｐＨ」又は「ｏｍｐＨ遺伝子」は、本発明

のＯｍｐＨポリペプチドをコードする遺伝子を指すものと解すべきである。

      【０００５】
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  本明細書で用いられるとき、「に由来する」という用語は、明記される生産物

、とりわけペプチド、ポリペプチド、タンパク質、遺伝子若しくは核酸分子など

の高分子、抗体分子、Ｉｇ画分、又は他の高分子、又は該高分子を含む生物試料

が、特定の起源、生物、組織、器官又は細胞から得られうるが、必ずしも直接的

にこの起源、生物、組織、器官又は細胞から得られるわけではないことを示して

いると解釈されるべきである。

      【０００６】

  本明細書を通して、文脈が他の意味を要求しない限り、「含む(comprise)」と

いう単語、又は「含む(comprises)」若しくは「含む(comprising)」などの変形

は、明記した工程若しくは要素若しくは整数又は工程若しくは要素若しくは整数

の群の包含を意味するが、任意の他の工程若しくは要素若しくは整数又は要素若

しくは整数の群の排除を意味するわけではないと理解されるべきである。

      【０００７】

  当業者は、本明細書に記載された本発明が具体的に記載されたもの以外の変形

及び修飾を受け入れる余地があることを理解するであろう。本発明はこのような

あらゆる変形及び修飾を包含することが理解されるべきである。本発明は、この

明細書中で言及した又は示した工程、特性、組成物及び化合物の全てをも個別に

又は集合的に包含し、そして該工程、特性、組成物及び化合物の任意の又は任意

の二つ以上の組合わせ及びあらゆる組合わせをも包含する。

      【０００８】

  本発明は、単に説明を意図して本明細書に記載される具体的な実施態様によっ

て範囲が限定されるべきではない。本明細書に記載されるような機能的に等価な

産物、組成物及び方法は、明らかに本発明の範囲内にはいる。

      【０００９】

                              発明の背景

  農産業の食肉製造分野は家畜類の健康に依存するものであり、人の消費用に無

病の家畜類を維持する必要性がある。この産業は、潜在的に人間に伝染しうる病

気を含む、家畜類に悪影響を及ぼす疾病状態並びにそれに起因する食肉製品の品

質に反応して急速な経済的下落を被る。従って、家畜動物及び人における感染又
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は潜在的な感染を処置するために利用できる十分に確立された治療法及び予防法

及び診断法を持つことが重要である。

      【００１０】

  ブタ及び鳥類の種に由来する食肉産物は農産業の重要な商品である。特に、ブ

タは食肉産業の主要部門を形成する。しかしながら、ブタはブタ増殖性腸症（Ｐ

ＰＥ）とひとまとめに呼ばれる広範囲スペクトルの腸の病気に罹りやすい。これ

らの病気は、腸腺腫複合症（intestinal adenomatosis complex、バーカーとフ

ァン・ドルメール、1985）、ブタ腸腺腫症（ＰＩＡ）、壊死性腸炎（necrotic e

nteritis、ローランドとローソン、1976）、増殖出血性腸症（proliferative ha

emorrhagic enteropathy、ラブとラブ、1977）、局所性回腸炎（regional ileit

is、ジョンソンとマーティンソン、1976）、出血性腸症候群（haemorrhagic bow

el syndrome、オニール、1970）、ブタ増殖性腸炎（porcine proliferative ent

eritis）及びカンピロバクター・スピーシーズ誘導性腸炎（Campylobacter spp-

induced enteritis、ストロー、1990）として以前から知られている。

      【００１１】

  ＰＰＥには二つの主要な型がある。一つは成長遅延及び軽症の下痢を度々惹起

する腸腺腫症に代表される非出血型であり、もう一つは遠位の小腸腔が血液でう

っ積する増殖出血性腸症（ＰＨＥ）に代表され、しばしば死に至る出血型である

。ＰＰＥは、鳥類（メイソンら、1998）、並びにブタ（マックオリストら、1993

）、ハムスター（スティルス、1991）、白イタチ（フォックスら、1989）、モル

モット（エルウェルら、1981）、ウサギ（シュオデブとフォックス、1990）を含

む幾つかの動物種で報告されてきた。

      【００１２】

  ＰＰＥの原因となる生物は、本明細書で「ローソニア・イントラセルラリス」

と呼ばれるカンピロバクター様の生物である（マックオリストら、1995）。この

生物は以前は回腸共生性イントラセルラリス（ileal symbiont intracellularis

）とも呼ばれてきた（スティルス、1991）。ブタのＰＰＥに似た病気はカンピロ

バクターの多様な種など他の病原菌によっても惹起されうる（ゲブハートら、19

83）。
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      【００１３】

  ローソニア・イントラセルラリスは細胞内細菌であり、おそらく絶対的細胞内

細菌である。これはインビトロでは組織培養細胞と共にのみ培養できる（ジョー

ンズら，1997、ローソンら，1993、マックオリストら，1995、国際特許出願ＰＣ

Ｔ／ＵＳ９６／０９５７６）。Ｌ．イントラセルラリスは感染した動物の絨毛細

胞及び腸陰窩細胞の細胞質に局在する。ＰＰＥに罹っているブタは上皮細胞の形

成異常を伴う該絨毛細胞及び腸陰窩構造の異常により特徴付けられる。この場合

、該絨毛及び腸陰窩が分岐状になり炎症細胞で満ちるにつれ陰窩膿瘍が形成され

る。

      【００１４】

  ＰＰＥは、とりわけ頭数の損失、医療費、ブタの成長速度の低下及び飼料費の

増加の点で、養豚産業と関連する重要な損害要素である。ＰＰＥは、例えば抗生

物質残留物の混入を処理する際の上乗せされる労働費及び環境費用において、並

びに該生物が他の動物又は人に伝えられる又は運ばれるのを防止するための管理

手段などにおいて、下流部門の間接費用をも増大させる。

      【００１５】

  現在のＰＰＥについての制御戦略は抗生物質の使用に頼っている。しかしなが

ら、このような戦略は、とりわけ政府の規制圧力が抗生物質の予防的使用を伴う

畜産の実施を諦めさせる傾向にあるため、短期的から中期的なものであるに過ぎ

ないと考えられる。従って、抗生物質の使用に替わる、効果的で、安全で且つ低

コストの代替法を開発する必要があり、特に、ローソニア・イントラセルラリス

の感染に対する防御的免疫を家畜動物に付与できるワクチン調製物を開発する必

要がある。

      【００１６】

  最も効果的なワクチン調製物は、一般的に、該ワクチンが標的とする病原生物

に由来するペプチド、ポリペプチド、タンパク質又は他の高分子などの抗原性が

高い成分から構成されている。該抗原性成分は、感染しやすい宿主動物に投与さ

れた際にほとんど又は全く禁忌を生じず、そして該宿主動物の腸管又は他の組織

の正常な微生物叢の一部である非病原性生物などの望ましい生物と抗原交差反応



(12) 特表２００３－５２１８８１

性をほとんどか又は全く生じない。要約すると、効果的なワクチン調製物は、免

疫原性があり、特異的であり且つ安全なものでなければならない。

      【００１７】

  従って、ローソニア・イントラセルラリス細菌により生産される免疫原性の高

い抗原を同定する必要がある。

      【００１８】

  国際特許出願ＰＣＴ／ＡＵ９６／００７６７は、幾つかのＬ．イントラセルラ

リスの部分遺伝配列、及びそれによりコードされる部分ポリペプチドを記載して

いる。しかしながら、改良されたワクチン組成物を使用するために、属又は種に

特異的な免疫原を含む、Ｌ．イントラセルラリス細菌により生産されるポリペプ

チド免疫原及びそれに由来する免疫原性ペプチドを更に同定する必要がある。こ

こに記載される発明はこのような免疫原を提供する。

      【００１９】

                              発明の概要

  本発明の一つの側面は、ローソニア・スピーシーズに由来するＯｍｐＨポリペ

プチドのＢ細胞エピトープ若しくはＴ細胞エピトープを含み、これらを模倣し若

しくはこれらと交差反応する、単離され若しくは組換えられた免疫原性ポリペプ

チドである。この単離された若しくは組換えられた免疫原性ポリペプチドは、下

記のもの、即ち

  （i)    配列番号：１に記載のアミノ酸配列に全体として少なくとも約６０％

の配列同一性を有するアミノ酸配列を含むペプチド、オリゴペプチド若しくはポ

リペプチド、

  （ii）  配列番号：１に記載のアミノ酸配列の少なくとも約５つの連続したア

ミノ酸を含むペプチド、オリゴペプチド若しくはポリペプチド、又は

  （iii)  ローソニア・スピーシーズのＢ細胞エピトープ若しくはＴ細胞エピト

ープを模倣する（i)又は（ii）の同族体、類似体若しくは誘導体、

から成る群より選択されることが好ましい。

      【００２０】

  好ましい実施態様において、このポリペプチドは配列番号：１のアミノ酸配列
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を含み又は本質的に該配列から成る。

      【００２１】

  本発明の更なる側面は、Ｌ．イントラセルラリス若しくは同類の微生物若しく

は他の類縁の微生物によるブタ若しくは鳥などの動物の感染を予防し又は治療す

るためのワクチン組成物を提供する。このワクチン組成物は、配列番号：１に記

載のアミノ酸配列に全体として少なくとも約６０％の配列同一性を有する又は配

列番号：１に由来する少なくとも五つの連続したアミノ酸を含む単離され若しく

は組換えられたポリペプチド、又はＬ．イントラセルラリスと免疫学的に交差反

応する免疫原性のそれらの同族体、類似体、若しくは誘導体を含む免疫原性成分

の免疫学的有効量を含み、且つ獣医学的若しくは医学的使用に適する一つ以上の

担体、希釈剤及び／若しくはアジュバントを含む。

      【００２２】

  好ましい実施態様において、該ワクチン組成物のポリペプチドは、配列番号：

１のアミノ酸配列を含み又は該配列から本質的に成るものである。

      【００２３】

  本発明の更なる側面は、本発明の免疫原性ポリペプチドに結合できる抗体又は

抗体断片などの免疫学的に相互作用する分子に及ぶ。

      【００２４】

  本発明の更なる側面は、ローソニア・イントラセルラリス若しくは類縁の微生

物による動物の感染を診断する方法を提供する。この方法は、該動物から得られ

る生体試料を、抗原－抗体複合体などの複合体が形成するのに十分な時間及び条

件の下で本発明の免疫学的に相互作用する分子と接触させる工程、及び次いで該

複合体の形成を検出する工程を含む。

      【００２５】

  本発明の更なる側面は、動物が、ローソニア・イントラセルラリス若しくは類

縁の微生物により過去に感染したか又は現在感染しているかどうかを決定する方

法を意図する。この方法は、該動物由来の組織又は血液若しくは血清などの流体

試料を、抗原－抗体複合体などの複合体が形成するのに十分な時間及び条件の下

で本発明の免疫原性ポリペプチドと接触させる工程、及び次いで該複合体形成を
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検出する工程を含む。

      【００２６】

  本発明の更なる側面は、下記のもの、即ち

  （i)  配列番号：１に記載のアミノ酸配列に全体として少なくとも約６０％の

配列同一性を有するアミノ酸配列を含むぺプチド、オリゴぺプチド若しくはポリ

ペプチド、

  （ii）配列番号：１に由来する少なくとも約五つの連続したアミノ酸を含むペ

プチド、オリゴペプチド若しくはポリペプチド、又は

  （iii)  ローソニア・スピーシーズのＢ細胞エピトープ若しくはＴ細胞エピト

ープを模倣する（i)又は (ii) の同族体、類似体若しくは誘導体、

から選択されるぺプチド、オリゴぺプチド若しくはポリペプチドをコードするヌ

クレオチド配列又はコードする核酸分子に相補的な配列を含む単離された核酸分

子を提供する。

      【００２７】

  好ましい実施態様において、単離された該核酸分子は、配列番号：２に記載の

ヌクレオチド配列又はそれらの縮重変異体を含み、又はその全て又は一部に対し

て少なくとも約６０％の配列同一性を有する。

      【００２８】

  本発明の更なる側面は、動物被験体から得た生体試料中のローソニア・イント

ラセルラリス又は類縁の微生物を検出する診断方法を提供する。この方法は、配

列番号：２に記載されたヌクレオチド配列又はそれに相補的なヌクレオチド配列

又はそれらの同族体、類似体若しくは誘導体に由来するポリヌクレオチド又はオ

リゴヌクレオチドのプローブ又はプライマーの一つ以上を該試料とハイブリダイ

ズさせる工程、及び次いで検出手段を用いて該ハイブリダイゼーションを検出す

る工程を含む。本発明のこの側面の検出手段は任意の核酸に基づくハイブリダイ

ゼーション又は増幅反応である。

      【００２９】

  本発明の更なる側面は、配列番号：２又はそれに相補的なヌクレオチド配列に

由来する単離されたプローブ又はプライマーを提供する。
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      【００３０】

                            発明の詳細な説明

  本発明に至る研究において、本発明者らは、ブタ及び鳥類を含む動物における

ＰＰＥの予防用及び治療用のワクチンで使用するためのローソニア・イントラセ

ルラリスの免疫原性タンパク質を特定しようと努めた。

      【００３１】

  従って、本発明の一つの側面は、ローソニア・スピーシーズに由来するＯｍｐ

ＨポリペプチドのＢ細胞エピトープ若しくはＴ細胞エピトープを含み、これらを

模倣し若しくはこれらと交差反応する、単離され若しくは組換えられた免疫原性

ポリペプチドに向けられている。

      【００３２】

  ローソニア・スピーシーズのエピトープは、Ｂ細胞エピトープ又はＴ細胞エピ

トープでありうる。抗体結合部位（Ｂ細胞エピトープ）が高次構造エピトープで

あるだけでなく直鎖状エピトープをも含むことはよく知られている（ファン・レ

ジェンモルテル、1992）。Ｂ細胞エピトープは大部分が高次構造性である。対照

的に、Ｔ細胞は大部分がＭＨＣクラスＩＩ分子と結合した直鎖状エピトープの配

列を認識する。

      【００３３】

  ローソニア・スピーシーズのエピトープの正確な特定及び慎重な選択により、

ローソニア感染の効果的な治療又は予防のための診断試薬及びワクチン組成物の

開発が促進される。エピトープの特定及び特性決定（即ち、ローソニア・スピー

シーズのエピトープの分子量、アミノ酸配列、及び構造の決定）は、技術認知さ

れた技法を用いて実施されうる。高次構造性エピトープの検出のためには、該エ

ピトープの二次構造が著しく変化する場合、抗原抗体反応は減少するので、三次

元構造を保存するために該エピトープ分子の分解及び変性を回避しなければなら

ない。実際、直鎖状で非高次構造性のエピトープの特性決定及び単離はより容易

である。何故ならその免疫反応性領域はある範囲の条件下で精製できる単一のペ

プチド断片又は単一のアミノ酸配列の中に含まれるからである。

      【００３４】
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  非高次構造性エピトープ及び高次構造性エピトープは両方共、ローソニア・ス

ピーシーズ及び特にＬ．イントラセルラリス又はこれらに由来する単離されたポ

リペプチドに対し免疫化した又はこれらで感染させた動物の血清から得られる検

出可能な量の抗体（ＩｇＭ又はＩｇＧなど）への結合能力、または該血清に由来

する精製されたＩｇ画分における検出可能な量の抗体への結合能力により同定さ

れうる。該抗体は、ポリクローナル血清のプールから得られ若しくは該プール内

に含まれうる、又はモノクローナル抗体でありうる。ファージディスプレーライ

ブラリー内などのバクテリオファージ又はウイルス粒子の表面上に発現するもの

等の抗体断片又は組換え抗体も使用しうる。

      【００３５】

  Ｔ細胞エピトープの決定は、末梢血リンパ球又はＴ細胞クローンの増殖を誘導

する該エピトープペプチドの能力を分析することにより実施される。Ｔ細胞エピ

トープの同定は、全長及び断片の天然又は組換えの抗原タンパク質の使用並びに

より一般的に用いられる「重複ペプチド」法を含む、当分野で知られる種々の方

法を用いて遂行される。後者の方法では、ローソニア・スピーシーズに由来する

ポリペプチドの全配列にわたる重複ペプチド類が合成され、インビトロでのＴ細

胞障害性応答又は増殖性応答を刺激するそれらの能力について試験される。

      【００３６】

  非直鎖状で高次構造性のエピトープ及び非高次構造性で直鎖状のエピトープの

両方の構造決定は、核磁気共鳴分光法（ＮＭＲ）及びＸ線結晶分析により実施さ

れうる。Ｘ線技術を用いるエピトープの決定は結晶化されたタンパク質－抗体複

合体を必要とし、一方、ＮＭＲは液体状の該複合体を分析できる。ＮＭＲはアミ

ノ酸量及び異なるアミノ酸残基の近傍のプロトン量を測定するだけでなくアミノ

酸の量をも測定する。この方法では、この炭素骨格に沿った二つのプロトンの交

互の効果が特定のエピトープの特徴となる。

      【００３７】

  非高次構造性で直鎖状のエピトープを認識するための巧い方法は免疫ブロット

、とりわけウェスタンブロットである。ペプチドは、トリプシン又はキモトリプ

シンなどの部位特異的プロテアーゼでの消化により完全長のローソニア・スピー
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シーズのポリペプチドから作製されうる。これにより作製されたペプチドは標準

的な電気泳動法又はクロマトグラフィー法を用いて分離できる。例えば、ＳＤＳ

／ＰＡＧＥ（ＳＤＳ／ポリアクリルアミドゲル電気泳動）を用いて分子量に従っ

て電気泳動させた後、及び／又はＩＥＦ（等電点電気泳動）を用いて等電点に従

って電気泳動させた後、または代わりに二次元電気泳動による電気泳動後、該ペ

プチドはナイロン膜又はニトロセルロース膜に転移して固定し完全体の該ポリペ

プチドに対して作成した血清とインキュベートできる。免疫原性領域を含むペプ

チド（即ちＢ細胞エピトープ又はＴ細胞エピトープ）は血清中の抗体と結合し、

この結合した抗体は放射能又は酵素で標識された、抗ＩｇＧ抗体などの二次抗体

を用いて検出されうる。次いで、該エピトープは、とりわけ、サイズ排除クロマ

トグラフィー、イオン交換クロマトグラフィー、アフィニティークロマトグラフ

ィー又はＥＬＩＳＡなどの技術を一つ以上用いて、そのサイズ、電荷、又は完全

なポリペプチドに対する抗体に特異的に結合する能力に基づいて精製することに

より特性決定されうる。該エピトープを精製した後、唯一つのバンド又は点がゲ

ル電気泳動で検出できるはずである。該ペプチドのＮ末端配列決定又は全配列決

定により、データベースの既知タンパク質と該ペプチドとを比較することが可能

となる。

      【００３８】

  現在、タンパク質のＴ細胞エピトープについて調べるため、幾つかのコンピュ

ータ駆動アルゴリズムが考案されている（マルガリートら，1987、ヴァジャとシ

イ・デリシ，1990、アルツヴィアら，1995、パーカーら，1994、デグローツら，

1995、ガブリエルら，1995、マイスターら，1995）。これらのアルゴリズムは、

免疫原性ペプチドに共通すると考えられる特性について所与のタンパク質のアミ

ノ酸配列を調べ、インビトロで細胞の免疫応答を誘導しそうな領域を位置決定す

る。コンピュータ駆動アルゴリズムは、エピトープを含み且つ異なる単離体の中

でもほとんど変化しないローソニア・スピーシーズのポリペプチドの領域を同定

できる。または、コンピュータ駆動アルゴリズムは多価ワクチンに含まれる各単

離体のより変化しうるタンパク質の領域を迅速に同定できる。

      【００３９】
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  Ｔ細胞エピトープの周期性に基づいたＡＭＰＨＩアルゴリズム（マルガリート

ら、1987）は、配列情報のみからＴ細胞抗原部位を予測するために広く使用され

てきた。本質的に、ＭＨＣ結合モチーフ（即ち、特定のＭＨＣ分子に結合するペ

プチドの大部分に共通しているようにみえるアミノ酸のパターン）がアルファら

せんと同じ周期性を示すようであるので、ＡＭＰＨＩはＭＨＣ結合モチーフの共

通の構造パターンを描く。アミノ酸配列中のＭＨＣ結合モチーフの位置決定によ

るＴ細胞エピトープの同定は、診断検定において免疫原性エピトープを同定する

効果的な手段を提供する。

      【００４０】

  ＥｐｉＭｅｒアルゴリズム（マイスターら，1995、ガブリエルら，1995、デグ

ローツら，1995）は、種々のＭＨＣ分子に結合する能力（種々雑多の又は多決定

基の結合基）及びこれらの種々のＭＨＣ文脈においても同様に免疫応答を誘発す

る能力（種々雑多の又は多決定基のエピトープ）を有しうるペプチドとＭＨＣ結

合モチーフの密な領域との間の相関関係に基づいて、タンパク質のアミノ酸配列

におけるクラスターとなったＭＨＣ結合モチーフの位置決定をする。このＥｐｉ

Ｍｅｒアルゴリズムは、多様な遺伝的背景をもつ患者に免疫応答を誘導する潜在

能力を有するタンパク質内の抗原部位を予測するために、多重のクラスＩ及びク

ラスIIのＨＬＡ対立遺伝子についてＭＨＣ結合モチーフのライブラリーを使用す

る。ＥｐｉＭｅｒは、所与のタンパク質抗原の一次配列内における個々のＭＨＣ

結合モチーフとの合致点を位置決定する。これらのモチーフ合致点の相対密度が

該抗原の長さに沿って決定され、モチーフ－密度ヒストグラムが作製される。最

終的に、このアルゴリズムは、アルゴリズムで定義された遮断密度値よりも高い

モチーフ合致密度を、このヒストグラムのタンパク質領域と同定し、これらのク

ラスター領域又はモチーフに富んだ領域を示す部分配列の表を作成する。Ｅｐｉ

Ｍｅｒにより選択されるこの領域は、それらのＭＨＣ結合モチーフ合致濃度によ

って、同一抗原から無作為に選択されたペプチドとしてより多決定基結合性ペプ

チドとして作用することがより確実であるらしい。ＭＨＣ結合モチーフが密な領

域の選択により、この予測されたペプチドが「有効な」モチーフを含む蓋然性、

並びに更に同一モチーフの反復がペプチド結合に寄与しうる蓋然性が増大する。
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      【００４１】

  ＭＨＣ結合モチーフに基づく更なるアルゴリズムは、パーカーら（1994）及び

アルツヴィアら（1995）により記載されている。これらのアルゴリズムでは、所

与のＭＨＣ分子への結合は、経験的に定められたパラメータに基づいて、各位置

にある残基の直鎖状の機能により予測され、アルツヴィアら（1995）のアルゴリ

ズムの場合には、既知の結晶構造も考慮に入れられうる。

      【００４２】

  組換え法は、診断試薬及びエピトープに特異的なワクチン製剤を生産するため

によく特性決定された高純度のエピトープを得る機会を提供する（モハパトラら

、1995）。直鎖状エピトープのアミノ酸配列及びそれをコードする対応するヌク

レオチド配列の同定に基づいて、ｃＤＮＡから該エピトープをコードする領域を

増幅するためにポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）が実施されうる。適切なベクタ

ー／宿主系でのクローニング及び発現の後、大量の高純度エピトープを抽出でき

る。従って、本発明は、明らかに、単離された非組換えポリペプチド及び不純形

若しくは単離形の組換えポリペプチドの両方に及ぶ。

      【００４３】

  本明細書で用いられる「ポリペプチド」という用語は、共有結合により結合し

たアミノ酸から成る任意のポリマーを指すと解釈されるべきであり、その範囲内

には、全長のタンパク質並びにそれらの一部又は断片、例えばオリゴペプチド、

及び少なくとも約５アミノ酸残基、好ましくは少なくとも約１０アミノ酸残基、

より好ましくは少なくとも約１２アミノ酸残基、更により好ましくは少なくとも

約１５アミノ酸残基から成る短いペプチド配列等が含まれる。

      【００４４】

  また、「ポリペプチド」の定義の範囲内には、例えば、その免疫原性、診断試

薬としての用途、又は中でもローソニア・スピーシーズに対するペプチドワクチ

ンとしての有効性など、該ポリペプチドの少なくとも一つの本質的な特性を改変

することのない、一つ以上の好ましくはアミノ酸の同類置換、欠失、又は挿入を

含むアミノ酸配列の変異体も含まれる。従って、ポリペプチドは天然の起源から

単離してもよく、化学的に合成してもよい。さらに、ポリペプチドは、中でも、
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ＣＮＢｒ、トリプシン、又はキモトリプシンなどの試薬を用いて化学的又は酵素

的な切断により全長タンパク質から誘導することもできる。

      【００４５】

  アミノ酸同類置換は当分野でよく知られている。例えば、本発明の天然のＯｍ

ｐＨのアミノ酸残基の一つ以上を、同類の電荷、サイズ又は極性のアミノ酸残基

で保存的に置換でき、得られるポリペプチドは本明細書に記載されるワクチン又

は診断試薬として機能する能力を保持している。このような置換を行う通則には

デイホッフ（1978）により記載されたものが含まれる。より具体的には、アミノ

酸同類置換は一般的にそれらの側鎖に関連するアミノ酸のファミリー内で起こる

置換である。遺伝的にコードされたアミノ酸は、通常四つのグループ、即ち（１

）酸性＝アスパラギン酸塩、グルタミン酸塩、（２）塩基性＝リシン、アルギニ

ン、及びヒスチジン、（３）非極性＝アラニン、バリン、ロイシン、イソロイシ

ン、プロリン、フェニルアラニン、メチオニン、及びトリプトファン、並びに（

４）非荷電の極性＝グリシン、アスパラギン、グルタミン、システイン、セリン

、トレオニン、及びチロシンに分類される。フェニルアラニン、チロシン及びト

リプトファンはともに芳香族アミノ酸としても分類される。例えば、イソロイシ

ン若しくはバリンをロイシンで置換、又はグルタミン酸塩をアスパラギン酸塩で

又はセリンをトレオニンで、又は任意の他のアミノ酸残基を構造的に関連するア

ミノ酸残基で置換など、任意の特定のグループ内での一つ以上の置換は、一般に

、得られるポリペプチドの機能にそれほど影響を及ぼさない。

      【００４６】

  本発明は、この免疫原の起源により制限されるものではなく、天然又は非天然

で生じる起源に由来する単離されたポリペプチド及び組換えられたポリペプチド

にも明らかに及ぶ。

      【００４７】

  本明細書で用いられる「組換えポリペプチド」という用語は、ポリペプチドを

コードする、適切なプロモーターの制御下にある遺伝子配列の発現であって、該

発現を達成するために遺伝子操作が実施されたものによりインビトロ又は宿主細

胞で生産されるポリペプチドを指すと解釈されるべきである。従って、「組換え
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ポリペプチド」という用語は、明らかに、原核細胞又は真核細胞、組織又は器官

内に導入されたウイルスベクター、プラスミド又はコスミドに含まれる遺伝子配

列の発現により生産されるポリペプチドを包含する。この文脈で用いられうる遺

伝子操作は当業者に知られており、核酸の単離、制限エンドヌクレアーゼ消化、

エキソヌクレアーゼ消化、大腸菌ＤＮＡポリメラーゼＩのクレノウ断片若しくは

Ｔ４ＤＮＡポリメラーゼ酵素を用いる末端充填、Ｔ４ＤＮＡポリメラーゼ若しく

はエキソIII 酵素を用いるＤＮＡ分子の平滑末端化、部位特異的突然変異誘発、

連結、及び増幅反応が含まれるが、これらに限定されるわけではない。当業者に

知られるように、所望の組換えポリペプチドをコードする核酸分子及び該核酸分

子を含む遺伝子構築物の同一性を確認する際に、核酸のハイブリダイゼーション

及びヌクレオチド配列分析などの更なる技術も組換えポリペプチドの調製で利用

されうる。

      【００４８】

  本発明のポリペプチドが組換えポリペプチドである場合、これは組換えウイル

スベクター又は宿主細胞発現系内で生産され、必要ならば、それらから単離され

うる。関連分野の熟練者に知られているように、組換えポリペプチドを生産する

ための細胞は、考慮中の該ポリペプチドを発現するために使用される遺伝子構築

物、並びに該ポリペプチドの安定性及び活性を含む幾つかのパラメータに基づい

て選択される。組換えポリペプチドの安定性又は活性は、例えば中でもグリコシ

ル化、アシル化又はアルキル化の反応などの該ポリペプチドへの翻訳後修飾によ

り少なくとも部分的に決定されうる。該修飾は該組換えポリペプチドを生産する

ために使用される細胞系統間で変わりうる。

      【００４９】

  従って、より具体的に好ましい実施態様において、本発明は、ウイルス粒子内

に存在する、又は原核若しくは真核の宿主細胞、又はそれらのウイルス培養若し

くは細胞培養で生産される、組換えポリペプチド又はその誘導体、同族体若しく

は類似体に及ぶ。

      【００５０】

  本発明は、ローソニア属に属する細菌細胞、特にＬ．イントラセルラリスの細
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胞、又はその培養物中で生産される前述の実施態様のいずれかの組換えポリペプ

チドにも及ぶ。

      【００５１】

  「単離されたポリペプチド」という用語は、その天然起源から、又は非天然で

生じるポリペプチドの場合、それがその中で生産された培養液又は細胞環境から

、ある程度まで、好ましくはタンパク質の少なくとも約２０重量％まで、好まし

くはタンパク質の少なくとも約５０重量％まで、より好ましくはタンパク質の少

なくとも約６０重量％まで、更により好ましくはタンパク質の少なくとも約７０

重量％まで、更により好ましくはタンパク質の少なくとも約８０重量％又はそれ

以上まで精製された本発明のポリペプチドを指す。このような単離は、本発明の

ポリペプチドの免疫原性を改良するため、又は該ポリペプチドに対する免疫応答

の特異性を改良するため、又は毒性の夾雑物若しくは望ましくない夾雑物をそれ

らから除去するために実施されうる。単離されたポリペプチドの純度の必要な又

は要求される程度は該ポリペプチドが意図される目的に応じて変化し、多くの適

応では、宿主動物、特にＰＰＥに対して免疫化されるブタ若しくは鳥動物に投与

される場合、該ポリペプチドの免疫原性を低減しうる、又はＰＰＥ若しくはその

原因物質を診断するための免疫検定法において免疫特異的結合を阻害しうる、夾

雑物を該ポリペプチド調製物が含まない程度で十分なものである。

      【００５２】

  本発明の単離されたポリペプチドの純度は、ＳＤＳ／ポリアクリルアミドゲル

電気泳動、二次元電気泳動、又はアミノ酸の組成分析若しくは配列分析により評

価されるタンパク質調製物の均質性の度合いを含む、当業者に知られる任意の手

段により決定されうる。

      【００５３】

  本発明のポリペプチドは、ＳＤＳ／ポリアクリルアミドゲル電気泳動、二次元

電気泳動、又はアミノ酸の組成分析若しくは配列分析により評価されるとき、実

質的に均質である又は実質的に非特異的タンパク質を含まないことが好ましい。

      【００５４】

  本発明のポリペプチドは、当業者に知られる任意の方法又はそれらの組合わせ
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、例えば中でも逆相クロマトグラフィー、ＨＰＬＣ、イオン交換クロマトグラフ

ィー、及びアフィニティークロマトグラフィーにより、ワクチン組成物の一成分

として使用するために精製できる。

      【００５５】

  好ましい実施態様において、本発明の単離され又は組換えられたポリペプチド

は、本明細書に例示されたＬ．イントラセルラリスＯｍｐＨポリペプチドと免疫

学的に交差反応する。

      【００５６】

  さらに好ましい実施態様において、本発明の単離され又は組換えられたポリペ

プチドは、ローソニア・スピーシーズから誘導され、そして該ポリペプチドはロ

ーソニア・イントラセルラリスから誘導されることがより好ましい。

      【００５７】

  ポリペプチドのＢ細胞エピトープ又はＴ細胞エピトープ又はその誘導体、同族

体若しくは類似体は、下記のものの任意の組合わせを含みうる。

（i)  連続的な非高次構造性エピトープとして当分野で知られる、該領域の一次

アミノ酸配列、

（ii）連続的な高次構造性エピトープとして当分野で知られる、該領域が採る二

次構造、

（iii)  非連続的高次構造性エピトープとして当分野で知られる、同一のポリペ

プチド分子の別の領域と接触して該領域が採る三次構造、又は

（iv）非連続的高次構造性エピトープとして当分野で知られる、別のポリペプチ

ド分子の領域と接触して該領域が採る四次構造。

      【００５８】

  従って、同一の又は実質的に同一の一次アミノ酸配列を含む免疫原性ポリペプ

チド又はその誘導体、同族体若しくは類似体は、「Ｂ細胞エピトープ又はＴ細胞

エピトープを含む免疫原」又は同様な用語で以下に定義される。

      【００５９】

  異なる一次アミノ酸配列を含む免疫原性ポリペプチド又はその誘導体、同族体

若しくは類似体は、宿主種の免疫系により同一であると認識される高次構造性Ｂ
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細胞エピトープ又はＴ細胞エピトープを保有するので、免疫学的に同一な免疫原

を含みうる。このような免疫原性ポリペプチド又はその誘導体、同族体若しくは

類似体は、「Ｂ細胞エピトープ又はＴ細胞エピトープを模倣し又はこれらと交差

反応する免疫原」又は同様な用語で以下に定義される。

      【００６０】

  従って、本発明は、前記実施態様のいずれか一つによる単離され若しくは組換

えられたポリペプチドのＢ細胞エピトープ若しくはＴ細胞エピトープを含み、こ

れらを模倣し若しくはこれらと交差反応する免疫原、又はその誘導体、同族体若

しくは類似体に及ぶ。特に好ましい実施態様において、本発明は、Ｌ．イントラ

セルラリス（これに限定されない）などのローソニアの種から天然の形で得られ

る単離され若しくは組換えられたポリペプチドのＢ細胞エピトープ若しくはＴ細

胞エピトープを含み、これらを模倣し若しくはこれらと交差反応する免疫原を提

供する。このポリペプチドはＯｍｐＨ活性を有することが好ましい。

      【００６１】

  このような免疫原性ポリペプチドは、動物、特にブタ又は鳥動物の消化管又は

他の器官に通常住みついている他の非病原性微生物とＬ．イントラセルラリスと

の間で高度に保存されている一次アミノ酸配列を含まないことが好ましい。実施

（例えばワクチン適用や診断への適用）には特異性が必要不可欠な本発明の該実

施態様にとって、この排除の重要性は当業者には明らかである。

      【００６２】

  本発明の当該ポリペプチドの免疫原性を改良するため、本来のタンパク質配列

に対応しない一つ以上のアミノ酸を該ポリペプチドのアミノ末端又はカルボキシ

ル末端に付加できる。このような余分のアミノ酸は、該ポリペプチドを別のペプ

チド若しくはポリペプチド、より大きな担体タンパク質若しくは固体支持体に結

合するために有用である。これらの目的に有用なアミノ酸は、チロシン、リシン

、グルタミン酸、アスパラギン酸、システイン及びそれらの誘導体を含むがこれ

らに限定されるわけではない。該ポリペプチドを別のポリペプチド、タンパク質

、若しくはペプチド分子、又は固体支持体に結合するための更なる手段を提供す

るために、例えばＮＨ2 アセチル化又はＣＯＯＨ末端のアミド化などの更なるタ
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ンパク質の修飾技術が使用できる。ポリペプチドを相互に結合させる手法、又は

ポリペプチドを担体タンパク質若しくは固体支持体に結合する手法が当分野でよ

く知られている。従って、カルボキシ末端若しくはアミノ末端のいずれかに上述

した余分のアミノ酸残基を含み且つ担体若しくは固体支持体に結合した若しくは

結合していないポリペプチドは、本発明の範囲内にある。

      【００６３】

  さらに、該ポリペプチドはポリマー担体又は支持物質に固定できる。

      【００６４】

  代替の実施態様において、本発明のポリペプチドの免疫原性は、高い免疫原性

タンパク質などの担体分子と融合させた本発明の一つ以上のポリペプチドを含む

融合タンパク質を生産するための分子生物学的技術を用いて改良されうる。

      【００６５】

  該ポリペプチドに対する免疫応答を増加させるために、例えば、高い免疫原性

のコレラ毒素Ｂサブユニットに融合させた本発明のポリペプチドを含む融合タン

パク質を使用できる。本発明は、本発明の当該ポリペプチドに融合させたインタ

ーロイキンなどのサイトカインを含む融合タンパク質、並びにそれをコードする

遺伝子も意図する。

      【００６６】

  本発明のポリペプチド、又はその誘導体、同族体若しくは類似体は、哺乳動物

に投与された場合、該哺乳動物に免疫応答を誘発することが好ましい。本発明の

ポリペプチドは、哺乳動物、とりわけブタ動物（例えばコブタ）に投与された場

合、ローソニア・スピーシーズ、好ましくはＬ．イントラセルラリスに対する防

御的免疫応答を誘発することがより好ましい。本明細書で用いられるとき、「防

御的免疫応答の誘発」などの句は、投与された本発明のポリペプチドがローソニ

ア感染に関連した症状の発症、発達、若しくは進行を妨げる能力又は検出できる

ほどに遅くさせる能力、並びに好ましくはブタにおけるＰＰＥに関連した症状の

発症、発達若しくは進行を妨げる能力又は検出できるほどに遅くさせる能力を指

す。

      【００６７】
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  本発明の免疫原性ポリペプチドは、配列番号：１に記載のアミノ酸配列と実質

的に同一の又は配列番号：１に全体として少なくとも約６０％同一の又は配列番

号：１の少なくとも八つの連続したアミノ酸に少なくとも約７５％同一のアミノ

酸配列を含むことが好ましい。好ましい実施態様において、本発明の免疫原性ポ

リペプチドは、配列番号：１のアミノ酸配列又はｐＡＬＫ１３（ＡＴＣＣ２０７

１９６）中に存在するＯｍｐＨをコードするヌクレオチド配列によりコードされ

るアミノ酸配列から本質的に成るものである。

      【００６８】

  用語説明のため、配列番号：１に記載のアミノ酸配列は、ローソニア・イント

ラセルラリスのｏｍｐＨ遺伝子によりコードされるＯｍｐＨポリペプチドのアミ

ノ酸配列を表す。このＬ．イントラセルラリスｏｍｐＨ遺伝子のヌクレオチド配

列は配列番号：２に記載される。

      【００６９】

  配列番号：１に対するアミノ酸配列同一性百分率は、少なくとも約７０％、よ

り好ましくは少なくとも約８０％、更により好ましくは少なくとも約９０％、そ

して更により好ましくは少なくとも約９５％であることが好ましい。

      【００７０】

  二つのアミノ酸配列がこれらの百分率の範囲内に収まるか否かを決定する際に

配列の並列比較又は多重整列を行うことが必要であることを当業者は認知してい

る。このような比較又は整列において、該整列を実施するために用いられるアル

ゴリズムに応じて、同一でない残基の位置決定に差異が生じる。本文脈において

、二つ以上のアミノ酸配列間での配列同一性百分率又は配列類似性百分率につい

ての言及は、それぞれ、当業者に知られるいずれかの標準的なアルゴリズムを用

いて決定される該配列間で同一な残基の数及び類似する残基の数を指すと解釈さ

れるべきである。例えば、アミノ酸配列の同一性又は類似性はコンピュータ・ジ

ェネティックス・グループ社、ユニバーシティー・リサーチ・パーク、マディソ

ン、ウィスコンシン州、アメリカ合衆国のＧＡＰプログラム（デベリュックスら

、1984）を用いて算出されうる。このＧＡＰプログラムは、同一残基／類似残基

の数を最大にし且つ該整列の配列空所の数及び／又は長さを最小にするために、



(27) 特表２００３－５２１８８１

ニードルマンとヴァンシュ（1970）のアルゴリズムを利用する。代わりに又はそ

の上、三つ以上のアミノ酸配列が比較される場合、トンプソンら（1994）のクラ

スタールＷプログラムが使用できる。

      【００７１】

  代わりの実施態様において、本発明は、ローソニア・スピーシーズに由来する

ＯｍｐＨポリペプチドのＢ細胞エピトープ若しくはＴ細胞エピトープを含み、こ

れらを模倣し若しくはこれらと交差反応する、単離され若しくは組換えられた免

疫原性ポリペプチドを提供する。ここで、この単離され若しくは組換えられた免

疫原性ポリペプチドは、配列番号：１の少なくとも五つの連続したアミノ酸残基

を含むアミノ酸配列又はその同族体、類似体若しくは誘導体を含む。

      【００７２】

  本発明の単離され若しくは組換えられた免疫原性ポリペプチドは、配列番号：

１に由来する少なくとも約１０個の連続したアミノ酸、より好ましくは配列番号

：１に由来する少なくとも約２０個の連続したアミノ酸残基、更により好ましく

は配列番号：１に由来する少なくとも約３０個の連続したアミノ酸残基、そして

更により好ましくは配列番号：１に由来する少なくとも約４０個の連続したアミ

ノ酸残基を含むことが好ましい。

      【００７３】

  本発明は、配列番号：１に記載のアミノ酸配列を含むポリペプチドの同族体、

類似体及び誘導体をさらに包含する。

      【００７４】

  ポリペプチドの「同族体」は、その免疫原性、生物活性又は触媒活性などの一

つ以上のその特性を変化させることなく該ポリペプチドに対するアミノ酸の置換

、欠失及び／又は付加を含むポリペプチドである。このような分子において、ア

ミノ酸は、例えば疎水性、親水性、疎水モーメント、抗原性、アルファらせん構

造又はβシート構造等を形成又は破壊する性向などの類似の性質を有する他のア

ミノ酸により置換できる。

      【００７５】

  置換変異体は、該配列の少なくとも一つの残基が取除かれその代わりに異なる
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残基が挿入されたものである。アミノ酸置換は通常一残基の置換であるが、該ポ

リペプチドに与える機能的拘束に応じて分類されうる。挿入は通常約１～１０ア

ミノ酸残基のオーダーのものであり、欠失は約１～２０残基の範囲である。アミ

ノ酸置換は、前述したようなアミノ酸同類置換を含むことが好ましい。

      【００７６】

  挿入によるアミノ酸配列変異体は、一つ以上のアミノ酸残基が該タンパク質の

予め決められた部位に導入されたものである。挿入は一つ若しくは複数のアミノ

酸の配列内挿入だけでなくアミノ末端及び／若しくはカルボキシ末端の融合をも

含み得る。一般に、該アミノ酸配列内の挿入は、アミノ末端又はカルボキシ末端

の融合より小さく、約１から４残基のオーダーである。

      【００７７】

  欠失変異体は、該配列から一つ以上のアミノ酸が除去されることを特徴とする

。

      【００７８】

  本発明のポリペプチドのアミノ酸変異体は、固相ペプチド合成法等の当分野で

周知のペプチド合成技術を用いて、又は組換えＤＮＡ操作により容易に作製され

うる。置換、挿入又は欠失の変異体として現れる変異体タンパク質を生産するた

めのＤＮＡ配列の操作は、当分野でよく知られている。例えば、既知の配列を有

するＤＮＡの予め決められた部位に置換突然変異を行う技術は、Ｍ１３突然変異

誘発法又は他の部位特異的突然変異誘発法などにより、当業者にはよく知られて

いる。

      【００７９】

  「類似体」は、本発明のペプチドと機能的に等価であるが当業者に知られる非

天然型の又は修飾されたアミノ酸残基を含むペプチド、オリゴペプチド及びポリ

ペプチドとして定義される。従って、本明細書で定義される「類似体」は、本発

明のポリペプチドの二次構造、三次構造、若しくは四次構造を示すコンピュータ

予測又は実験データから誘導される、例えば、ペプチド、オリゴペプチド及びポ

リペプチドなどの本明細書に記載のアミノ酸配列に類似のアミノ酸配列を含む必

要はない。従ってそれは、該ポリペプチドと同一な一次アミノ酸配列を含まず、
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それにもかかわらず、ローソニア・スピーシーズのＢ細胞エピトープ若しくはＴ

細胞エピトープを模倣し又はこれらと交差反応し、好ましくはローソニア・イン

トラセルラリスのＢ細胞エピトープ若しくはＴ細胞エピトープを模倣し又はこれ

らと交差反応する。

      【００８０】

  例えば、ミモトープ（本発明のローソニアポリペプチドのＢ細胞エピトープ又

はＴ細胞エピトープと交差反応するが該エピトープと異なるアミノ酸配列を含む

ポリペプチド類似体）は、所望のＴ細胞エピトープ又はＢ細胞エピトープに結合

する抗体を用いてペプチドライブラリー中の無作為アミノ酸配列をスクリーニン

グすることにより同定されうる。前述したＢ細胞エピトープ又はＴ細胞エピトー

プの同定のための技術と同様に、このようなミモトープを同定するために用いら

れる抗体は、粗製の又は精製した、ポリクローナル抗体又はモノクローナル抗体

又は組換え抗体でありうる。次に、Ｔ細胞エピトープのミモトープを、イン・ビ

トロでＴ細胞細胞障害性応答又は増殖応答を誘発する能力についてさらに検定す

る。高次構造性エピトープは一般にポリペプチドの非連続領域から形成されるの

で、ミモトープは本発明のポリペプチドの非直鎖状（即ち高次構造性の）エピト

ープの類似体として特に有用であり、該ミモトープは単一のペプチド分子の形態

でその免疫原性等価物を提供する。

      【００８１】

  さらに、ポリペプチド類似体の使用により、免疫原活性及び／又は抗原活性が

増大し、且つ酵素分解に影響され難く、より選択性の高いポリペプチドを得るこ

とができる。適当なプロリン類似体は、天然ポリペプチドの免疫原活性を２０倍

以上増大することが示された２－アミノシクロペンタンカルボン酸（βＡＣ5 ｃ

）である（ミエルケら，1990、ポルトゲーゼら，1990、グードマンら，1987）。

      【００８２】

  本明細書に記載されるポリペプチドの「誘導体」は、配列番号：１に記載のア

ミノ酸配列の少なくとも約五つの連続したアミノ酸残基を含むペプチド、オリゴ

ペプチド及びポリペプチドである。「誘導体」は、配列番号：１に記載のアミノ

酸配列と比較して、更なる天然型の、改変されグリコシル化され、アシル化され
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た、又は非天然型のアミノ酸残基をさらに含みうる。代わりに又はその上、誘導

体は、該アミノ酸配列に共有結合若しくは非共有結合した例えばレポーター分子

若しくは他のリガンドなど一つ以上の非アミノ酸置換基、例えば検出を容易にす

るためそれらに結合させたレポーター分子などを含みうる。

      【００８３】

  本発明のペプチド免疫原の組換え突然変異体若しくは合成突然変異体及び誘導

体の他の例には、炭水化物、脂質及び／又はタンパク質又はポリペプチド等に一

つの又は複数の置換基、欠失及び／又は付加を組入れたものが含まれる。当該ペ

プチドの天然型又は改変されグリコシル化された形態又はアシル化された形態は

本発明により特に意図される。さらに、配列番号：１にリストされた当該ペプチ

ドの一つ以上のコピーを含むホモポリマー若しくはへテロポリマー、又はそれら

の一つ以上の誘導体、同族体若しくは類似体は本発明の範囲内にある。

      【００８４】

  本発明のポリペプチドの同族体、類似体及び誘導体は、該ポリペプチド、又は

その誘導体、同族体若しくは類似体が免疫化に応答して該宿主にＢ細胞応答及び

／又はＴ細胞応答を誘発する能力として以下定義される「免疫原性」であること

が好ましい。

      【００８５】

  配列番号：１に記載のアミノ酸配列の好ましい同族体、類似体及び誘導体には

、免疫応答を媒介できる該アミノ酸配列のＢ細胞エピトープ又はＴ細胞エピトー

プとして機能するそれらのアミノ酸変異体が含まれ、例えばＦｍｏｃ化学等の合

成手段により生産された本明細書に記載の免疫原性ポリペプチドのミモトープが

含まれる。このような分子の唯一の必要条件は、これらが配列番号：１に記載の

アミノ酸配列又は配列番号：１の少なくとも長さ五つの連続したアミノ酸を含む

その誘導体を含むポリペプチドと免疫学的に交差反応することである。

      【００８６】

  当業者に明らかなように、本発明分子のポリペプチドのこのような同族体、類

似体及び誘導体は、該ポリペプチドに対する抗体と交差反応する抗体を調製する

ために及び／又は該ポリペプチドにより誘発されるものに対して類似の特異性の
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防御免疫応答を誘発するために有用である。このような分子は、診断適用及び本

来免疫学的な他の適応、例えば一つ以上の免疫検定形方式を利用する診断（例え

ばＥＬＩＳＡ、ＲＩＡ等）にも有用である。

      【００８７】

  従って、本発明の免疫原、又はその誘導体、同族体若しくは類似体は、Ｌ．イ

ントラセルラリスによる感染に対して個体を防御するワクチン組成物に有用であ

り、及び／又はポリクローナル抗体若しくはモノクローナル抗体の生産を誘発す

る抗原として有用であり、及び／又は感染した動物、特にブタ及び鳥類動物のＬ

．イントラセルラリスに対する抗体の検出に有用である。

      【００８８】

  本発明者らは、配列番号：１のＮ末端領域及び配列番号：１のＣ末端の１５～

５０アミノ酸残基が、他の動物病原体のＯｍｐＨポリペプチドのアミノ酸配列を

含む他の免疫原性アミノ酸配列と比べて（図３）、とりわけ独特であることをも

明らかにした。従って、配列番号：１のこのような独特のエピトープ領域を含む

ぺプチド、オリゴぺプチド及びポリペプチドは、ローソニア・スピーシーズＯｍ

ｐＨ分子の他の領域に比べ特異性が改善されている。このようなぺプチドの特別

な利点は、目的の病原体に対する特異性が重要な考慮事項であるワクチン組成物

の生産における熟練者には直ちに明らかとなる。

      【００８９】

  本発明者らは、配列番号：１に記載のＬ．イントラセルラリスＯｍｐＨポリペ

プチドが、特に配列番号：１のＣ末端の１５アミノ酸残基が、イェルシニア・ス

ピーシーズやヘモフィルス・インフルエンゼー由来のＯｍｐＨポリペプチドの対

応する領域に比べて保存性が高くないことを明らかにした。従って、このＬ．イ

ントラセルラリスＯｍｐＨポリペプチド及び／又はそのＣ末端１５アミノ酸残基

は、ローソニア特異的ワクチンの調製のためのそして生体試料中のローソニア・

スピーシーズの特異的検出のための診断にとって有望な抗原性ぺプチドである。

      【００９０】

  本発明の第二の側面は、Ｌ．イントラセルラリス又は同類の微生物又は他の類

縁の微生物による哺乳動物又は鳥類の感染の予防又は治療のためのワクチン組成
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物を提供する。該ワクチン組成物は、

  （i)    配列番号：１に記載のアミノ酸配列に全体として少なくとも約６０％

のアミノ酸配列同一性及び／又は配列番号：１に由来する少なくとも五つの連続

したアミノ酸を含む単離され又は組換えられたポリペプチド、又はローソニア・

イントラセルラリスと免疫学的に交差反応するそれらの免疫原性の同族体、類似

体若しくは誘導体を含む免疫原性成分、及び

  （ii)   獣医学的又は医学的使用に適する一つ以上の担体、希釈剤及び／又は

アジュバント

を含む。

      【００９１】

  本明細書で用いられるとき、「免疫原性成分」という用語は、Ｌ．イントラセ

ルラリス又は動物、特にブタ若しくは鳥類動物における防御的免疫応答を誘発で

きるその類縁の微生物から得られるか又はそれらに由来するＤＮＡによりコード

されるペプチド、ポリペプチド、又はタンパク質を指し、該ペプチド、ポリペプ

チド又はタンパク質は単離された形であるか又は組換え型であるかを問わない。

従って、該ワクチン組成物は、Ｌ．イントラセルラリス又は該ペプチド、ポリペ

プチド、若しくはタンパク質を含む若しくは発現するそれに類縁の微生物の弱毒

化された、殺菌された又は非病原性の単離体又は形態を含むそれらのワクチン組

成物を明らかに包含する。

      【００９２】

  「防御的免疫応答」とは、該免疫原性成分が、対照の感染動物と比較して、該

ワクチン組成物が投与された動物において、ローソニア・イントラセルラリス若

しくはそれに類縁の微生物による動物宿主の感染を防止するのに十分な、及び／

又はローソニア・イントラセルラリス若しくはそれに類縁の微生物による動物宿

主の感染と関連する一つ以上の症状若しくは状態を検出できる程度に低減させる

のに十分な、若しくは該一つ以上の症状若しくは状態の発症を検出できる程度に

遅くさせるのに十分な体液レベル及び／又は細胞レベルで免疫応答を誘発するこ

とを意味する。該ワクチン組成物に存在する免疫原性成分の「有効な量」という

用語は、全用量の１回投与をした後又は数回の分割用量が投与された後に防御的
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免疫応答を誘発できる該免疫原性成分の量を指す。

      【００９３】

  当該ワクチン組成物のポリペプチド成分は、ＰＰＥの原因菌であるローソニア

・イントラセルラリスとのその免疫交差反応性により免疫原性で且つ特異的なア

ミノ酸配列を含むことが好ましい。この点で、このようなポリペプチド成分が配

列番号：１に由来するアミノ酸配列、又は例えば該配列のミモトープ等の配列番

号：１に記載のアミノ酸配列の同族体、類似体若しくは誘導体を含みうることは

先の記載から明白であろう。

      【００９４】

  免疫原性ポリペプチド又は免疫原性の同族体、類似体若しくは誘導体は、前述

の又は本明細書で例示される実施態様のいずれかに記載の、単離型又は組換え型

の天然型ペプチド、オリゴペプチド又はポリペプチドでありうる。該免疫原性ポ

リペプチド又は免疫原性の同族体、類似体若しくは誘導体はローソニア・スピー

シーズ、特にＬ．イントラセルラリス、又はそれらに類縁の微生物に由来するこ

とが好ましい。

      【００９５】

  該免疫原性成分は、Ｌ．イントラセルラリス若しくはそれに類縁の微生物を含

む細胞培養物から、又はＬ．イントラセルラリス細胞若しくは類縁の微生物の溶

解調製物から、又は該免疫原性成分が組換え的に発現される他の培養物から、少

なくとも一回の精製工程又は少なくとも部分的な濃縮を経ていることが好ましい

。不可欠な免疫原性質を有するこのような成分の純度は、個々の調製物のタンパ

ク質の少なくとも約２０重量％であることが好ましく、より好ましくは少なくと

も約５０％、更により好ましくは少なくとも約６０％、更により好ましくは少な

くとも約７０％、そして更により一層好ましくは少なくとも約８０％以上である

。

      【００９６】

  本発明のワクチンの免疫原性成分は、単一の該ペプチド、ポリペプチド若しく

はタンパク質、又は異なる若しくは同類のエピトープを網羅する、異なるペプチ

ド、ポリペプチド若しくはタンパク質のある範囲若しくは組合わせを含み得る。
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その上又は代わりに、単一のポリペプチドが多重エピトープを提供することもで

きる。後者の型のワクチンは多価ワクチンと呼ばれる。多重エピトープは一つの

ペプチド分子又はポリペプチド分子内に位置した二つ以上のエピトープを含む。

      【００９７】

  ワクチンの製剤化は一般的に当分野で知られており、便宜的にはレミングトン

の薬科学、第１７版、マック・パブリッシング社、イーストン、ペンシルバニア

州、米国を参照できる。

      【００９８】

  該ワクチンの特に有用な形態は、例えばワクシニアウイルスベクターでトラン

スフェクトされた細胞又は免疫原性成分を発現できる細菌細胞などの（これらに

限定されないが）ワクチンベクターの形で生産される組換えワクチンである。

      【００９９】

  本発明は、明らかに、該免疫原性成分が少なくとも例えば加熱、ホルマリン若

しくは他の化学処理、電気ショック又は高圧力若しくは低圧力により調製された

死滅ワクチンベクター内に含まれる組換えワクチン組成物に及ぶ。この実施態様

に従って、該ワクチンの免疫原性成分は、一般的に、生きたワクチンベクターで

合成させ、動物への投与前に死滅させる。

      【０１００】

  さらに、該免疫原性成分を発現するワクチンベクターは非病原性であっても又

は弱毒化されてもよい。該ワクチンの免疫原性成分をコードする非病原性ウイル

ス若しくは弱毒化されたウイルスでトランスフェクトされた細胞並びに該免疫原

性成分を直接発現する非病原性細胞若しくは弱毒化された細胞は、この実施態様

の範囲内にある。

      【０１０１】

  弱毒化された宿主細胞又は非病原性宿主細胞には、当該ワクチンを投与する動

物にとって有害でない細胞が含まれる。当業者に知られるように、「生ワクチン

」は、免疫原性成分をコードする弱毒化されたウイルスベクター又は該ベクター

を含む宿主細胞を含み、該ベクターは投与する動物内で複製でき、そして有害な

副作用を生じずに宿主細胞機構を利用して該免疫原性成分を発現できる。このよ
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うなワクチンベクターはワクチン接種された動物の腸又は他の器官にコロニー形

成しうる。このような生ワクチンベクターは、該免疫原性成分の免疫原性等価物

を発現する病原体に対する防御的免疫を付与するのに十分な時間及びレベルで、

該宿主動物で該免疫原性成分を継続的に発現できるので有効である。本発明は、

明らかに、このような弱毒化されたベクター又は非病原性ベクター及び生ワクチ

ン調製物の使用を含む。

      【０１０２】

  該ワクチンベクターは、ウイルス、細菌細胞、又は鳥類、ブタ若しくは他の哺

乳動物の細胞若しくは酵母細胞などの真核細胞、又はＣＯＳ、ＶＥＲＯ、ＨｅＬ

ａ、マウスＣ１２７、チャイニーズハムスター卵巣（ＣＨＯ）、ＷＩ－３８、ベ

ビーハムスター腎臓（ＢＨＫ）若しくはＭＤＣＫ細胞系統などの細胞系統であり

うる。適切な原核細胞には、中でもマイコバクテリウム・スピーシーズ、コリネ

バクテリウム・スピーシーズ、サルモネラ・スピーシーズ、大腸菌、バチルス・

スピーシーズ、及びシュードモナス・スピーシーズが含まれる。本目的に適切な

細菌細胞は当分野で周知である（オーズベルら、1987、サムブルックら、1989）

。

      【０１０３】

  このような細胞及び細胞系統は、該動物に防御的免疫応答を誘導するのに有効

な様式でＬ．イントラセルラリスから本発明のＯｍｐＨのペプチド、ポリペプチ

ド又はタンパク質をコードする遺伝子配列を発現できる。例えば、Ｌ．イントラ

セルラリス由来のペプチド、ポリペプチド又はタンパク質をコードできる組換え

配列を含む非病原性細菌が調製できる。該組換え配列は、構成性プロモーター又

は誘導性プロモーターの制御下で発現ベクターの形となる。次いで、該細菌はブ

タの腸内の適切な位置にコロニー形成させられ、増殖させられ、そしてＬ．イン

トラセルラリスに対する防御的免疫応答を誘導するのに十分な量の組換えペプチ

ド、ポリペプチド又はタンパク質を生産させられる。

      【０１０４】

  さらなる代替的実施態様において、該ワクチンは、本発明のペプチド、ポリペ

プチド又はタンパク質をコードするＤＮＡ又はＲＮＡの一過的発現により防御的
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免疫応答を誘導するのに有効な量のペプチド、ポリペプチド又はタンパク質を生

産させるのに十分な条件下で、ブタの筋組織又は他の適切な組織内に注射される

該ＤＮＡ分子又は該ＲＮＡ分子を含むＤＮＡワクチン又はＲＮＡワクチンであり

得る。好ましい実施態様において、該ＤＮＡワクチンは、免疫化された動物細胞

内で該免疫原をコードするヌクレオチド配列を発現できるプロモーター領域と該

ＤＮＡが機能的に接続されるプラスミドの形態をとる。

      【０１０５】

  本明細書に記載のＤＮＡワクチンを除いた組換えワクチンの生産では、従って

、適切なベクター系で該免疫原性成分を発現することが必要である。本目的のた

め、該免疫原性成分は、

（i)  単離された核酸分子を発現可能な形態に配置する工程であって、該核酸分

子が配列番号：２に記載のヌクレオチド配列のコード領域、又は

      （ａ）配列番号：２に対して少なくとも約６０％の配列同一性を有するヌ

        クレオチド配列、

      （ｂ）少なくとも低度の厳格性ハイブリダイゼーション下で、好ましくは

        少なくとも中度の厳格性条件下で、及びさらにより好ましくは高度の厳

        格性条件下で配列番号：２の相補体とハイブリダイズするヌクレオチド

        配列、及び

      （ｃ）配列番号：１に記載のアミノ酸配列、又は、例えば配列番号：１に

        記載のアミノ酸のミモトープを含む、その同族体、類似体若しくは誘導

        体をコードするヌクレオチド配列、

から成る群より選択される配列番号：２の、タンパク質をコードする同族体、類

似体若しくは誘導体を含むものである工程、

（ii）発現可能な形態にある工程（i)の単離された核酸分子を適切なワクチンベ

クター中に導入する工程、並びに

（iii)  該核酸分子によりコードされる免疫原性成分の発現が起こるのに十分な

時間及び条件の下で該ワクチンベクターをインキュベートし又は増殖させる工程

、

により発現できる。
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      【０１０６】

  厳格性のレベルを定義するため、低度の厳格性は、本明細書中、２８℃で６ｘ

ＳＳＣ緩衝液、０．１％（w/v）ＳＤＳ中で実施されるハイブリダイゼーション

及び／又は洗浄として定義される。中度の厳格性は、本明細書中、４５℃から６

５℃の範囲の温度で２ｘＳＳＣ緩衝液、０．１％（w/v）ＳＤＳ中で実施される

ハイブリダイゼーション及び／又は洗浄として定義される。高度の厳格性は、本

明細書中、少なくとも６５℃の温度で０．１ｘＳＳＣ緩衝液、０．１％（w/v）

ＳＤＳ中で実施されるハイブリダイゼーション及び／又は洗浄として定義される

。

      【０１０７】

  一般的に、該厳格性は、ＳＳＣ緩衝液の濃度を低減すること、及び／又はＳＤ

Ｓの濃度を増大させること及び／又はハイブリダイゼーション及び／又は洗浄の

温度を上げることにより増大する。当業者は、ハイブリダイゼーション及び/又

は洗浄の条件がハイブリダイゼーション膜の性質又は用いるハイブリダイゼーシ

ョンプローブの型に応じて変化しうることを認知している。ハイブリダイゼーシ

ョン及び洗浄の条件は当業者によりよく理解されている。核酸分子間のハイブリ

ダイゼーションに影響を及ぼすパラメータを明確にするため、参照により本明細

書にインコーポレートされるオーズベルら（1987）の2.10.8頁から2.10.16頁を

参照できる。

      【０１０８】

  本明細書で用いるとき、「発現可能な形態にある核酸分子」とは、該ワクチン

ベクター系で発現を調節できるプロモーター又は他の調節配列と機能しうるよう

に連結して配置された核酸分子のタンパク質コード領域である。

      【０１０９】

  本明細書中の「プロモーター」についての言及は、その最も広い文脈で解釈さ

れるべきであり、ＣＣＡＡＴボックス配列並びに発生上の及び／又は外部の刺激

に応答して又は組織特異的な様式で遺伝子発現を変更する更なる調節要素（即ち

、上流の活性化配列、エンハンサー及びサイレンサー）の存在下及び非存在下で

、正確な転写開始に必要なＴＡＴＡボックスを含む古典的なゲノム遺伝子の転写
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調節配列を含む。本文脈において、「プロモーター」という用語は、機能しうる

ように連結され且つ該免疫原性ポリペプチドをコードする核酸分子の発現を付与

し、活性化し又は強化する組換え分子、合成分子又は融合分子、又は誘導体を記

載するためにも用いる。好ましいプロモーターは、さらに発現を強化するため及

び／又は該核酸分子の空間的発現及び／又は経時的発現を変更するために一つ以

上の特異的な調節要素の更なるコピーを含み得る。

      【０１１０】

  調節的制御の下に、即ちプロモーター配列と「機能しうるように連結して」核

酸分子を配置することは、発現が該プロモーター配列により制御されるように該

分子の位置を定めることを意味する。プロモーターは一般的にそれらが制御する

遺伝子に対し５′（上流）に配置されるが、必ずしもそうでない。異型のプロモ

ーター／構造遺伝子の組み合わせの構築において、該プロモーターがその本来の

環境で制御する遺伝子、即ち該プロモーターがそれから得られた遺伝子とプロモ

ーターとの間の距離とほぼ同じ遺伝子転写開始部位からの距離に該プロモーター

を配置することが一般的に好ましい。さらに、プロモーターを含む調節要素は、

通常、該遺伝子の転写開始部位の２ｋｂ内に配置される。当分野で知られるよう

に、この距離の幾らかの変動はプロモーターの機能を損なうことなく許容される

。同様に、その制御下に配置された異型遺伝子に関する調節配列要素の好ましい

配置は、その本来の環境での該要素の位置決定、即ちそれから得られた遺伝子の

位置決定により定められる。ここでも、当分野で知られるように、この距離での

幾らかの変動が起こり得る。

      【０１１１】

  大腸菌などの細菌で完全なポリペプチドを生産するための必須条件は、効果的

なリボソーム結合部位を備えた強力なプロモーターの使用である。大腸菌などの

細菌細胞における発現に適した典型的なプロモーターには、ｌａｃｚプロモータ

ー、温度感受性のλL プロモーター若しくはλR プロモーター、Ｔ７プロモータ

ー又はＩＰＴＧ誘導性ｔａｃプロモーターが含まれるが、これらに限定されない

。大腸菌で本発明の核酸分子を発現するための幾つかの他のベクター系が当分野

でよく知られており、例えばオーズベルら（1987）又はサムブルックら（1989）
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に記載されている。細菌での発現に適したプロモーター配列及び効果的なリボソ

ーム結合部位を備えた多数のプラスミド、例えばｐＫＣ３０（λL ：シマタケと

ローゼンバーグ，1981）、ｐＫＫ１７３－３（ｔａｃ：アマンとブロシウス、19

85）、ｐＥＴ－３（Ｔ７：ステュディールとモファット，1986）、発現ベクター

のｐＦＬＥＸ系列（ファイザー社、コネチカット州、米国）又は中でも発現ベク

ターのｐＱＥ系列（キアーゲン社、カリフォルニア州）などが記載されている。

真核細胞のウイルス及び真核細胞での発現に適する典型的なプロモーターには、

中でも、ＳＶ４０後期プロモーター、ＳＶ４０初期プロモーター及びサイトメガ

ロウイルス（ＣＭＶ）プロモーター、ＣＭＶＩＥ（サイトメガロウイルス直前初

期）プロモーターが含まれる。

      【０１１２】

  該ワクチン組成物の免疫原性成分を発現するために単離された核酸分子又は該

分子を含む遺伝構築物を細胞に導入する手段は当業者によく知られている。所与

の生物に用いる技法は既知の成功した技法に依存する。組換えＤＮＡを動物細胞

に導入する手段には、中でも、マイクロインジェクション、ＤＥＡＥ－デキスト

ランにより媒介されるトランスフェクション、リポフェクタミン（ギブコ社、メ

リーランド、米国）及び／又はセルフェクチン（ギブコ社、メリーランド、米国

）の使用などリポソームにより媒介されるトランスフェクション、ＰＥＧに媒介

されるＤＮＡの取り込み、電気穿孔法、及びＤＮＡで被覆されたタングステン粒

子若しくは金粒子（アグラセツス社、ウィスコンシン州、米国）の使用など微粒

子銃撃法が含まれる。

      【０１１３】

  本明細書で意図されるように、ワクチン組成物の免疫原性成分は、個々の場合

に応じた量を投与すると、例えばＰＰＥの治療及び／又は予防において優れた治

療活性を示す。例えば、組換えペプチド分子について、約１ｍｌから約５ｍｌの

容量中、約０．５μｇから約２０ｍｇ、好ましくは約１μｇから約１０ｍｇ、よ

り好ましくは約１０μｇから約５ｍｇ、そして最も好ましくは約５０μｇから約

１ｍｇの該免疫原性成分の等価物を投与しうる。ＤＮＡワクチンについて、好ま

しい量は、約１ｍｌから約５ｍｌの容量中、約１μｇから約１０ｍｇである。該
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ＤＮＡは「裸の」形態で存在でき又は細胞の取込みを促進する試薬とともに（例

えばリポソーム又は陽イオン脂質で）投与できる。重要な特徴は、防御的免疫応

答を誘導するのに十分な免疫原を投与することである。体重１キログラム当たり

で述べられ又は算出された上記の量を投与できる。投与計画は最適な治療応答を

売られるように調整できる。例えば、数回に分割した容量を投与でき、又は該用

量は治療状況の緊急事態による指示に応じて低減できる。ブースター投与も必要

となる場合がある。

      【０１１４】

  本発明のワクチンは、該免疫原性成分に対する免疫応答を増強できる一つ以上

の補足的な免疫調節成分、例えば中でもアジュバント又はサイトカイン分子など

をさらに含み得る。本発明のワクチンに使用できるアジュバントの非限定的な例

には、ＲＩＢＩアジュバント系（Ｒｉｂｉ社、ハミルトン、モンタナ州、米国）

、カリ明礬、水酸化アルミニウムゲルなどの鉱物ゲル、水中油の乳液、油中水の

乳液、例えばブロック・コポリマー（サイトラックス社、アトランタ、ジョージ

ア州、米国）、ＱＳ－２１（ケンブリッジ・バイオテク社、ケンブリッジ、メリ

ーランド州、米国）、ＳＡＦ－Ｍ（カイロン社、エメリービレ、カリフォルニア

州、米国）、ＡＭＰＨＩＧＥＮ（登録商標）アジュバント、フロイントの完全ア

ジュバント、フロイントの不完全アジュバント、及びサポニン、ＱｕｉｌＡ若し

くは他のサポニン画分、モノホスホリル脂質Ａ、並びにアブリディン脂質－アミ

ンアジュバントが含まれる。ワクチンに含まれ得る他の免疫調節試薬には、例え

ば、インターフェロン及び／又はインターロイキンなどの一つ以上のサイトカイ

ン、又は他の既知のサイトカインが含まれる。例えばポリオキシエチレンオレイ

ルエーテル及びｎ－ヘキサデシルポリエチレンエーテルなどの非イオン性界面活

性剤も本発明のワクチンに含めうる。

      【０１１５】

  該ワクチン組成物は、経口、静脈内（水溶性の場合）、筋内、皮下、鼻内、皮

内、若しくは座薬の経路又は移植（例えば、除放技術を用いて）による等の便利

な様式で投与され得る。投与経路に応じて、該免疫原性成分は、酵素作用、酸、

及び消化管などの該成分を不活性化しうる他の自然状況から防御するための物質
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で被覆することが必要となりうる。

      【０１１６】

  該ワクチン組成物は非経口的に又は腹腔内に投与してもよい。分散液はグリセ

ロール、液体ポリエチレングリコール、若しくはそれらの混合液又は油の中でも

調製できる。保存及び使用の通常の条件下で、これらの調製物は微生物の増殖を

妨げるための保存剤を含み得る。または、該ワクチン組成物は凍結乾燥された形

態で保存し使用前に適切なビヒクル又は担体で水溶液に戻せる。

      【０１１７】

  注射用途に適した医薬剤形には、滅菌水溶液（水溶性の場合）又は分散液及び

滅菌された注射液又は分散液の即席調製用滅菌粉末が含まれる。除放技術を用い

る際など該医薬剤形が固体又は半固体でない限り、あらゆる場合において、該剤

形は容易に注射できる程度まで流体でなければならない。どの場合においても、

製造及び保存の条件下で安定でなければならず、そして微生物の混入作用から防

御されなければならない。

      【０１１８】

  該担体は、例えば水、エタノール、ポリオール（例えば、グリセロール、プロ

ピレングリコール及び液体ポリエチレングリコール等）、その適切な混合物及び

植物油を含む溶媒又は分散媒体でありうる。例えば、レシチンなどの被覆剤の使

用により、分散液の場合必要とされる粒子サイズの保持により、並びに界面活性

剤の使用により、適切な流動性が保持され得る。微生物の作用の予防は、例えば

パラベン、クロロブタノール、フェノール、ソルビン酸、チメロザール等の種々

の抗細菌剤及び抗真菌剤により実施できる。多くの場合、例えば糖類又は塩化ナ

トリウムなどの等張剤を含むことが好ましい。該注射組成物の長期吸収は、例え

ばモノステアリン酸アルミニウム及びゼラチンなどの吸収を遅延させる試薬を組

成物に用いることにより実施できる。

      【０１１９】

  滅菌注射液は、適切な溶媒中に必要量の活性化合物を上に列挙した種々の他成

分とともに混合した後、必要ならばろ過滅菌することにより調製する。一般的に

、分散液は、上に列挙したものから選択される基本分散媒体及び必要な他の成分



(42) 特表２００３－５２１８８１

を含有する滅菌ビヒクルに滅菌された該活性成分を混合することにより調製する

。滅菌注射溶液を調製するための滅菌粉末の場合、好ましい調製方法は、真空乾

燥技術及び凍結乾燥技術であり、活性成分と任意の補足的な所望成分の粉末が先

に滅菌ろ過された溶液から得られる。

      【０１２０】

  本発明は、ローソニア・イントラセルラリスと同様な血液型亜型又は血清グル

ープに属するものを含むＬ．イントラセルラリスの一つ以上の単離体又はサブタ

イプによる感染に対する防御を付与するワクチン組成物に及ぶ。該ワクチン組成

物は、ヌクレオチドレベル、生化学レベル、構造レベル、生理学レベル及び／又

は免疫相互反応のレベルで決定されると、ローソニア属の他の種又はそれに類縁

の他の微生物による感染に対する防御をも付与することが好ましい。これらの他

の種又は他の微生物が本明細書に記載される本発明のポリペプチドと免疫学的に

交差反応するポリペプチドを発現することが唯一の必須条件である。例えば、こ

のような類縁の微生物は、標準的なゲノムＤＮＡハイブリダイゼーション及び分

析技術を用いて決定すると、ローソニア・イントラセルラリスのゲノムＤＮＡに

対して全体として少なくとも約７０％同一であるゲノムＤＮＡを含みうる。

      【０１２１】

  「血清グループ基」及び「血液型亜型」という用語は、血清学の型決定データ

、特に顕微鏡凝集試験（ＭＡＴ）などの凝集検定を用いて得られるデータに基づ

く微生物の分類に関する。当業者は、血液型亜型及び血清グループの抗原が細胞

表面上でモザイク状であり、その結果、一つの血液型亜型及び／又は血清グルー

プに属する細菌の間に厳密な線引きはないことを知っている。さらに、異なる種

に属する生物が、抗原決定により識別できるので、同じ血液型亜型又は血清基に

分類されうる。本明細書で用いられるとき、「血液型亜型」という用語は、一つ

以上の遺伝子座により生じる抗原決定基群に関しての、抗原性としての同一の一

つ以上のローソニア株を意味する。定量的に、血液型亜型は交差凝集吸収技術に

より互いに識別されうる。本明細書で用いられるとき、「血清グループ」という

用語は、そのグループ内のメンバーは共有するグループ抗原と交差凝集するが他

のグループのメンバーとは交差凝集しないので、一つの血清グループのメンバー
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は単純な交差凝集により相互に多かれ少なかれ密接な抗原関係を有するローソニ

ア・スピーシーズの一群を指す。

      【０１２２】

  従って、本発明は、明らかに、ローソニア・イントラセルラリスと同じ血液型

亜型又は血清グループに属する任意の細菌に対する動物の治療及び／又は予防の

ためのワクチン組成物、特にブタ及び／又は鳥類種の治療及び／又は予防のため

のワクチン組成物に及ぶ。このような生物は、配列番号：１に関して全体として

少なくとも約６０％のアミノ酸配列同一性を有するポリペプチドを発現すること

が好ましい。

      【０１２３】

  本発明は、さらに、ローソニア・イントラセルラリスの「遺伝的変異体」に対

する防御を付与できるワクチン組成物に及び、唯一の必須条件は、該変異体が配

列番号：１に対して全体として少なくとも約６０％のアミノ酸配列同一性を有す

るポリペプチド及び／又は配列番号：１由来の少なくとも約５個の連続したアミ

ノ酸残基又はそれらと免疫学的に交差反応するその同族体、類似体若しくは誘導

体を発現することである。Ｌ．イントラセルラリスの遺伝子変異体は、Ｌ．イン

トラセルラリスの突然変異、組換え、接合若しくは形質転換により開発でき又は

天然で生じうる。このような誘導体を作成する方法は当業者に知られている。

      【０１２４】

  特に好ましい実施態様において、本発明のワクチン組成物は、Ｌ．イントラセ

ルラリスによる感染に対する、ブタ若しくは鳥類動物の感染の予防及び／又は治

療、そしてより好ましくはブタ動物の予防及び／又は治療を意図しており又はそ

れらに適している。

      【０１２５】

  従って、本発明は、明らかに、動物、特にブタ又は鳥類動物のＰＰＥの治療及

び／又は予防のための医薬品の調製における前記実施態様のいずれか一つに記載

の又は本明細書で例示される発明の免疫原性ポリペプチドの使用に及ぶ。

      【０１２６】

  本発明は、さらに、鳥類又はブタ動物などの動物におけるＰＰＥの治療方法及
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び／又は予防方法に及ぶ。該方法は免疫応答が該動物に起こるのに十分な時間及

び条件の下で本明細書に記載され又は例示される本発明のワクチン組成物又は免

疫原性ポリペプチドを該動物に投与する工程を含む。ワクチン組成物の投与の場

合、該免疫原に対する免疫応答は防御的免疫応答であることが好ましい。

      【０１２７】

  当業者は、ブタ及び鳥類動物以外の動物へのＬ．イントラセルラリス及び／又

は類縁の微生物に対するワクチン接種における本発明の一般的適応を認知するで

あろう。本発明のワクチンの一般的適用において、唯一の必須条件は、防御を付

与される動物がＬ．イントラセルラリス及び／又はそれに類縁の微生物に感染で

き、且つＬ．イントラセルラリスに類縁の微生物の場合、この類縁の微生物が本

明細書に記載されるワクチン組成物のポリペプチド成分を模倣し又はこれらと交

差反応するＢ細胞エピトープ又はＴ細胞エピトープを発現することである。本発

明のワクチンにより防御されうる動物には、ヒト、霊長類、愛玩動物（例えばネ

コ、イヌ）、家畜動物（例えばブタ、ヒツジ、ウシ、ウマ、ロバ、ヤギ）、研究

室実験動物（例えばマウス、ラット、モルモット、ウサギ）、及び捕獲された野

生動物（例えばカンガルー、キツネ、シカ）が含まれるが、これらに限定されな

い。本発明は家禽鳥類、狩猟鳥及びかごの鳥などの鳥類のワクチン接種にも及ぶ

。

      【０１２８】

  本発明は、さらに、ローソニア・スピーシーズ、又はブタ動物若しくは鳥に感

染し病気を惹き起こす他の病原体のいずれかから、該動物を防御できる一つ以上

の他の抗原を含む第二免疫原性成分の有効量と組み合わせた本発明のポリペプチ

ドを含む第一免疫原性成分の有効量を含む組み合わせワクチンに及ぶ。好ましい

実施態様において、該第二免疫原性成分は、Ｌ．イントラセルラリスのオートリ

シン、ヘモリシン、ＦｌｇＥ、及びＳｏｄＣのポリペプチド、並びにそれらの同

族体、類似体又は誘導体、特にその免疫原性の変異体若しくは誘導体、並びにそ

れらをコードする核酸分子から成る群より選択されるものである。

      【０１２９】

  本発明の単離され若しくは組換えられたＯｍｐＨポリペプチド又は免疫学的に
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等価なその同族体、類似体若しくは誘導体は、ローソニア・スピーシーズ、特に

Ｌ．イントラセルラリス又はそれに類縁の生物による動物の感染の診断に有用な

免疫学的に相互作用する分子の調製にも役立つ。

      【０１３０】

  本明細書で用いられるとき、「免疫学的に相互作用する分子」という用語には

、抗体及び抗体の誘導体及びＦａｂ、又はＳＣＡＢ（一本鎖抗体）などの機能的

等価物が含まれ、それらはいずれも、とりわけ、酵素、放射性標識、若しくは蛍

光標識に随意結合することができる。このような免疫学的に相互作用する分子の

唯一の必須条件は、それらが上述したように本発明の免疫原性ポリペプチドに特

異的に結合できることである。

      【０１３１】

  従って、本発明の更なる側面は、下記のもの、即ち

  （i)    配列番号：１に記載のアミノ酸配列に全体として少なくとも約６０％

の配列同一性を有するアミノ酸配列を含むペプチド、オリゴペプチド若しくはポ

リペプチド、

  （ii）  配列番号：１由来の少なくとも五つの連続したアミノ酸残基を含むペ

プチド、又は

  （iii)  そのＢ細胞エピトープ若しくはＴ細胞エピトープを模倣する（i)又は

（ii）の同族体、類似体若しくは誘導体、

のいずれか一つ以上に結合でき免疫学的に相互作用する分子に及ぶ。

      【０１３２】

  好ましい実施態様において、免疫学的に相互作用する分子は、配列番号：１の

アミノ酸からなるポリペプチドに特異的に結合する抗体である。

      【０１３３】

  免疫学的に相互作用する分子を調製するため、従来の方法が使用できる。例え

ば、本発明のポリペプチドを用いることにより、ポリクローナル抗血清又はモノ

クローナル抗体が標準的な方法で作製できる。例えば、哺乳動物（例えば、マウ

ス、ハムスター、又はウサギ）は、該哺乳動物での抗体応答を誘発する本発明の

ポリペプチドの免疫原性製剤で免疫化できる。ポリペプチドに免疫原性を付与す
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る技術には、担体への結合、又は当分野で周知の他の技術が含まれる。例えば、

該ポリペプチドを、アジュバントの存在下で投与でき、又は当分野で知られるよ

うに、該ポリペプチドの免疫原性を増強する担体分子と結合できる。免疫化の進

行は血漿又は血清中の抗体力価の検出により監視できる。標準的なＥＬＩＳＡ法

又は他の免疫検定は、抗体のレベルを評価するための抗原としての免疫原ととも

に使用できる。免疫化の後、抗血清を得ることができ、例えばポリクローナル抗

体に対応するＩｇＧ分子群が該抗血清から単離できる。

      【０１３４】

  モノクローナル抗体を作製するため、抗体を生産する細胞（リンパ球）は本発

明のペプチドで免疫化された動物から回収し、標準的な体細胞融合手法により骨

髄腫細胞と融合できる。こうして、これらの細胞を不死化し、ハイブリドーマ細

胞を得ることができる。このような技術は当分野で周知であり、例えば最初コー

ラーとミルスタイン（1975）により開発されたハイブリドーマ技法、並びにヒト

Ｂ細胞ハイブリドーマ技法（コズボールら、1983）、ヒトのモノクローナル抗体

を生産するためのＥＢＶハイブリドーマ技法（コールら、1985）及び組み合わせ

抗体ライブラリーのスクリーニング（ヒュゼら、1989）などの他の技法を含む。

ハイブリドーマ細胞を、単離し、そして該ポリペプチド及び該細胞から単離され

たモノクローナル抗体と特異的に反応する抗体の生産について免疫化学的にスク

リーニングすることができる。

      【０１３５】

  抗体を誘発するためのあらゆる免疫原性組成物と同様に、本発明のペプチドの

免疫学的に有効な量は実験的に決定されなければならない。天然ペプチドがアジ

ュバント若しくは担体タンパク質若しくは他の担体と複合体を形成し又はそれら

と共有結合するか否かに関わらず、考慮すべき因子には該ペプチドの免疫原性、

該組成物の投与経路、即ち静脈内、筋肉内、皮下など、並びに投与されるべき免

疫用量の回数が含まれる。このような因子はワクチン分野で知られており、過度

に実験することなくこのような決定を行うことは十分免疫学者の技量内にある。

      【０１３６】

  本明細書で用いられるとき、「抗体」という用語は、配列番号：１に記載され



(47) 特表２００３－５２１８８１

るローソニア・イントラセルラリスのＯｍｐＨポリペプチドのＢ細胞エピトープ

又はＴ細胞エピトープを模倣する又はこれらと交差反応するペプチドにも特異的

に反応するそれらの断片を含むことを意図する。抗体は従来技術を用いて断片化

でき、該断片は全長の抗体について上に記載したのと同様な様式で有用性につい

てスクリーニングできる。例えば、Ｆ（ａｂ′）2 断片は抗体をペプシンで処理

することにより作製できる。得られるＦ（ａｂ′）2 断片は処理してジスルフィ

ド架橋を減らしＦａｂ′断片を作製できる。

      【０１３７】

  上で論じた最初に述べた抗体に対する抗イディオタイプ抗体を含む任意の二次

抗体（モノクローナル抗体又はポリクローナル抗体又は抗体の断片）を含むこと

はこの発明の範囲内である。この一次抗体及び二次抗体の両方が検出検定で使用

でき、又は一次抗体は市販の抗免疫グロブリン抗体とともに使用できる。本明細

書で意図される抗体には、上述したように配列番号：１に記載のローソニア・イ

ントラセルラリスＯｍｐＨポリペプチドのＢ細胞エピトープ又はＴ細胞エピトー

プを模倣し又はこれらと交差反応するペプチドの任意の領域に特異的なあらゆる

抗体が含まれる。

      【０１３８】

  本明細書に記載される抗体は、例えば合成ペプチドが該アミノ酸配列と免疫学

的に交差反応する能力又は該アミノ酸配列と交差反応する抗体の生産を誘発する

能力を試験すること等により、配列番号：１に記載のアミノ酸配列のＢ細胞エピ

トープ又はＴ細胞エピトープを決定するために有用である。本明細書に記載の方

法を用いて、ポリクローナル抗体、モノクローナル抗体又はキメラのモノクロー

ナル抗体もまた、配列番号：１に記載のローソニア・イントラセルラリスのＯｍ

ｐＨポリペプチドのＢ細胞エピトープ又はＴ細胞エピトープを模倣し又はこれら

と交差反応するペプチドに対して形成させることができる。

      【０１３９】

  より具体的には、ポリクローナル抗体、モノクローナル抗体又はキメラのモノ

クローナル抗体は、本発明のペプチド及び／又はその同族体、類似体若しくは誘

導体を種々の生体材料中で検出するために使用できる。例えば、これらはＥＬＩ
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ＳＡ法、放射免疫検定、又は組織化学試験で使用できる。即ち、該抗体は、生体

試料中のローソニア・イントラセルラリスの存在を診断するために、本発明のポ

リペプチド又はその同族体、類似体若しくは誘導体への結合について試験するた

めに使用できる。

      【０１４０】

  従って、本発明の更なる側面は、ローソニア・イントラセルラリス若しくはそ

れに類縁の微生物による動物の感染を診断する方法を提供する。この方法は、該

動物から得られる生体試料を、抗原－抗体複合体が形成するのに十分な時間及び

条件の下で、配列番号：１に記載のアミノ酸配列又はその同族体、類似体若しく

は誘導体を含むペプチド、オリゴペプチド又はポリペプチドに結合できる免疫学

的に相互作用する分子と接触させる工程、及び該複合体の形成を検出する工程を

含む。本発明のこの実施態様によれば、免疫学的に相互作用する分子は、配列番

号：１に記載のローソニア・イントラセルラリスＯｍｐＨポリペプチド又はその

類似体若しくは誘導体に対して調製された抗体分子であることが好ましい。

      【０１４１】

  該生体試料は、配列番号：１に記載のアミノ酸配列を有するポリペプチド、又

はその同族体、類似体若しくは誘導体を含む可能性のあるものであり、具体的に

は、生体試料は、病原体のローソニア・イントラセルラリス又はそれに類縁の微

生物のブタ又は鳥類の宿主に由来し、該動物から得られる任意の適切な組織試料

又は体液試料を含み得る。好ましい生体試料は、試験されるブタ又は鳥類の宿主

動物の回腸、盲腸、小腸、大腸、全血清又はリンパ節から得られる。その代わり

又はその上に、該生体試験試料は該動物に由来する糞便又は直腸スワブを含みう

る。

      【０１４２】

  動物の腸又は他の器官に棲む他の微生物とＬ．イントラセルラリスを識別する

ために、該抗体は、動物の腸又は他の器官中に存在する診断が求められている微

生物、例えば大腸菌とＬ．イントラセルラリスとの間で保存されている少なくと

も長さが五つのアミノ酸のこれらの領域などのＯｍｐＨの高度に保存されている

エピトープに対して調製すべきではない。
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      【０１４３】

  従来の免疫検定は、本発明のこの実施態様を実施するために用いることができ

る。米国特許第4,016,043号、第4,424,279号及び第4,018,653号を参照すること

により分かるように、広範囲の免疫検定技術が利用できる。もちろん、これらに

は非競合型の一部位検定及び二部位検定の両方又は「サンドイッチ」検定、並び

に古典的な競合結合検定が含まれる。これらの検定には標的に対する標識抗体の

直接結合も含まれる。本発明のこの実施態様を実施するために該検定を改変する

又は最適化する方法は当業者には容易に明らかであり、このようなあらゆる改変

及び最適化が本発明に包含される。

      【０１４４】

  一つの代替的実施態様において、本発明は、動物が、ローソニア・イントラセ

ルラリス若しくはそれに類縁の微生物により過去に感染したか又は現在感染して

いるか否かを決定する方法を意図する。この方法は、該動物由来の血液若しくは

血清を、抗原－抗体複合体が形成するのに十分な時間及び条件の下で本発明の免

疫原性ポリペプチドと接触させる工程、及び該複合体形成を検出する工程を含む

。この実施態様は、この病原体による過去又は現在の感染結果として存在する、

動物の血液又は血清中のローソニア・イントラセルラリス又は類縁の生物に対す

る循環抗体の検出にかかっている点で、前述の実施態様と異なっている。しかし

ながら、該検定形式の原理が同じであることは当業者に明白である。前記で言及

した本発明の他の実施態様と同様に、従来の免疫検定が使用できる。当業者は、

本実施態様を実施するために既知の免疫検定形式を容易に変更できる。本発明の

この実施態様は、例えば中でも部分精製されたＩｇＧ画分若しくはＩｇＭ画分及

び軟膜試料などの免疫学的に相互作用する分子を含む誘導体又は血液及び血清も

利用できる。このような画分の調製は当業者にも知られている。

      【０１４５】

  本発明のさらなる側面は、下記のもの、即ち

  （i)    配列番号：１に記載のアミノ酸配列に全体として少なくとも約６０％

の同一性を有するアミノ酸配列を含むペプチド、オリゴペプチド若しくはポリペ

プチド、
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  （ii）  配列番号：１に由来する少なくとも五つの連続したアミノ酸を含むペ

プチド、又は

  （iii)  ローソニア・スピーシーズのＢ細胞エピトープ若しくはＴ細胞エピト

ープを模倣する（i)又は（ii）の同族体、類似体若しくは誘導体、

から選択されるペプチド、オリゴペプチド又はポリペプチドをコードするヌクレ

オチド配列又はそれらをコードする核酸分子に相補的なヌクレオチド配列を含む

単離された核酸分子を提供する。

      【０１４６】

  好ましい実施態様において、本発明は、配列番号：１に記載のローソニア・イ

ントラセルラリスのＯｍｐＨポリペプチドのＢ細胞エピトープ又はＴ細胞エピト

ープを含み、これらを模倣し又はこれらと交差反応するポリペプチド免疫原をコ

ードするヌクレオチド配列、又は該免疫原をコードする核酸分子に相補的なヌク

レオチド配列を含む単離された核酸分子を提供する。

      【０１４７】

  特に好ましい実施態様において、本発明は、配列番号：１に記載のアミノ酸配

列を有するＬ．イントラセルラリスのＯｍｐＨポリペプチドをコードするヌクレ

オチド配列を含む単離された核酸分子を提供する。

      【０１４８】

  配列番号：１に記載のアミノ酸配列、又はその同族体、類似体若しくは誘導体

の凝集体などの、本明細書に記載の免疫原性ポリペプチドのポリマー形態、また

は、配列番号：１に記載のアミノ酸配列又はその同族体、類似体若しくは誘導体

の反復を含むポリペプチドを包含することは本発明の範囲内である。本発明はさ

らに、このようなポリマー型をコードする核酸分子にまで及ぶ。

      【０１４９】

  代わりに又はその上、本発明の単離された核酸分子は、配列番号：２に記載の

ヌクレオチド配列に全体として少なくとも約６０％の配列同一性を有するヌクレ

オチド配列又はその相補的ヌクレオチド配列をさらに含む。より好ましくは、配

列番号：２又はそれに相補的なヌクレオチド配列に対する配列同一性百分率は少

なくとも約８０％である。更により好ましくは、配列同一性百分率は少なくとも
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約９０％である。更により好ましくは、配列同一性百分率は少なくとも約９５％

である。

      【０１５０】

  好ましい実施態様において、該核酸分子は配列番号：２に記載のヌクレオチド

配列、又はｐＡＬＫ１３（ＡＴＣＣ２０７１９６）に存在する、ＯｍｐＨをコー

ドするヌクレオチド配列、又はその縮重変異体、及びその相補体を含む。

      【０１５１】

  二つのヌクレオチド配列がこれらの百分率の範囲内に収まるか否かを決定する

際に、配列の並列比較又は多重整列を行うことが必要であることを当業者は認知

している。このような比較又は整列において、該整列を実施するために用いられ

るアルゴリズムに応じて、同一でない残基の位置決定に差異が生じる。本文脈に

おいて、二つ以上のヌクレオチド配列間での同一性百分率についての言及は、当

業者に知られる任意の標準的なアルゴリズムを用いて決定されるとき、該配列間

で同一な残基の数を指すと解釈されるべきである。例えば、ヌクレオチド配列を

整列し、それらの同一性をＢＥＳＴＦＩＴプログラム又はコンピュータ・ジェネ

ティックス・グループ社、ユニバーシティー・リサーチ・パーク、マディソン、

ウィスコンシン州、アメリカ合衆国の他の適切なプログラム（デベリュックスら

、1984）を用いて算出しうる。

      【０１５２】

  代わりに又はその上、本発明の単離された核酸分子は、少なくとも低度の厳格

性条件下で、配列番号：２に記載のヌクレオチド配列と若しくはそれと相補的な

ヌクレオチド配列と又は配列番号：２に記載の配列に由来する少なくとも長さ約

２０の連続したヌクレオチドを含む核酸断片と又はそれに相補的なヌクレオチド

配列とさらにハイブリダイズできる。

      【０１５３】

  該核酸分子は、少なくとも中度の厳格性条件下でハイブリダイズすることが好

ましく、高度の厳格性条件下でハイブリダイズできることが更により好ましい。

      【０１５４】

  本発明は、明らかに、組換えの一価又は多価の組換えワクチンの使用などのた
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めの、本発明の組換え免疫原性ポリペプチドの調製に適した発現可能な形式で当

該核酸分子を含む遺伝子構築物を包含する。

      【０１５５】

  このような場合、該核酸分子はプロモーター配列と機能しうるように連結して

おり、それにより前述したように原核細胞又は真核細胞における該核酸分子の発

現を調節できる。

      【０１５６】

  該遺伝子構築物は更に任意として例えばターミネーター配列を含む。「ターミ

ネーター」という用語は、転写の終結を知らせる、転写単位の末端にあるＤＮＡ

配列を指す。「ターミネーター」はヌクレオチド配列であり、一般的に遺伝子若

しくはｍＲＮＡの３′－非翻訳領域内に位置し、ｍＲＮＡ一次転写産物の３′末

端にポリアデニル化配列の転写後付加を促すポリアデニル化シグナルを含む。タ

ーミネーター配列は、細菌、真菌、ウイルス、動物及び／又は植物の遺伝配列か

ら単離されうる。動物細胞で活性なターミネーターが知られており文献に記載さ

れている。

      【０１５７】

  好ましい実施態様において、該遺伝子構築物は、当分野で知られるように、本

発明の核酸分子を含むプラスミド、コスミド、又はファージなどのクローニング

ベクター又は発現ベクターであり、宿主細胞はそれらで形質転換又はトランスフ

ェクションされ得る。非制限的実施態様において、該ベクターはｐＡＬＫ１３（

ＡＴＣＣ受託番号２０７１９６）プラスミドである。

      【０１５８】

  本発明の遺伝子構築物は、本明細書に記載されるワクチン組成物のタンパク質

性免疫原成分を生産するために又はＤＮＡワクチンに用いるために特に有用であ

る。

      【０１５９】

  ローソニア・イントラセルラリス又は類縁の微生物による動物の感染を検出す

るためのある範囲の遺伝子診断検定は、例えば、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ

）及び核酸ハイブリダイゼーションに基づく検定などは、本明細書に記載の核酸
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分子を用いて利用できる。このような検定は全て本発明で意図される。

      【０１６０】

  従って、本発明の更なる側面は、動物被験体に由来する生体試料においてロー

ソニア・イントラセルラリス若しくは類縁の微生物を検出する診断方法を提供す

る。この方法は、配列番号：２に記載のヌクレオチド配列又はそれに相補的なヌ

クレオチド配列又はそれらの同族体、類似体若しくは誘導体に由来する一つ以上

のプローブ又はプライマーを、該試料中に存在するＤＮＡ分子又はＲＮＡ分子に

ハイブリダイズする工程、次いで検出手段を用いて該ハイブリダイゼーションを

検出する工程を含む。

      【０１６１】

  本明細書で用いられるとき、「プローブ」という用語は、配列番号：２に記載

のヌクレオチド配列に由来し且つ該ヌクレオチド配列の検出に使用できる核酸分

子を指す。プローブは、ＤＮＡ（一本鎖若しくは二本鎖）又はＲＮＡ（即ちリボ

プローブ）又はそれらの類似体を含みうる。

      【０１６２】

  「プライマー」という用語は、先に定義されたように、ローソニア・イントラ

セルラリス又はそれに類縁の微生物から得られるヌクレオチド配列をＰＣＲで増

幅するためにさらに使用できるプローブを指す。

      【０１６３】

  好ましいプローブ及びプライマーは、配列番号：２に記載のヌクレオチド配列

の断片、並びに配列番号：２に記載の配列に由来する少なくとも長さ約１５ヌク

レオチドの合成一本鎖ＤＮＡ分子若しくはＲＮＡ分子、又はそれと相補的なヌク

レオチド配列を含む。

      【０１６４】

  好ましくは、この実施態様に従うプローブ及びプライマーは、配列番号：２に

由来する少なくとも約２０の連続ヌクレオチド、又はそれに相補的な配列を含み

、更により好ましくは配列番号：２に記載の配列若しくはその相補体に由来する

少なくとも約２５の連続したヌクレオチド、更により好ましくは少なくとも約５

０の連続したヌクレオチド、及び更により好ましくは少なくとも約１００ヌクレ
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オチドから約５００ヌクレオチド、又はその相補体を含む。配列番号：２の全長

又はそれに相補的なヌクレオチド配列を含むプローブ及びプライマーも本発明に

包含される。

      【０１６５】

  本目的のため、ヌクレオチド配列の「同族体」は、該配列内の一つ以上のヌク

レオチドの置換、挿入、欠失又は再配列の出現にも関わらず、本発明の核酸分子

によりコードされるポリペプチド又は配列番号：１の同族体、類似体若しくは誘

導体であるポリペプチドと機能的に等価なポリペプチドをコードする単離された

核酸分子を指すと解釈されるべきである。

      【０１６６】

  本明細書に記載されるヌクレオチド配列の「類似体」は、例えば、中でも炭水

化物、放射性ヌクレオチドを含む放射性化学物質、ビオチン、ＤＩＧ、アルカリ

性ホスファターゼ、又はホースラディッシュペルオキシダーゼ、これらに限定さ

れないが、などのレポーター分子などの、単離された該核酸分子に通常存在しな

い非ヌクレオチド成分の出現にも関わらず、本発明の核酸分子によりコードされ

るポリペプチド、又は配列番号：１のアミノ酸配列を有するポリペプチドの同族

体、類似体若しくは誘導体と機能的に等価なポリペプチドをコードする単離され

た核酸分子を指すと解釈されるべきである。

      【０１６７】

  本明細書に記載されるヌクレオチド配列の「誘導体」は、配列番号：２に記載

のヌクレオチド配列又はそれに相補的なヌクレオチド配列に存在する１５以上の

連続ヌクレオチドに対して少なくとも約５０％のヌクレオチド配列同一性をもつ

単離された任意の核酸分子を指すと解釈されるべきである。一般的に、本発明の

ヌクレオチド配列は、突然変異誘発にかけて、一つ又は複数のヌクレオチドの置

換、欠失及び／又は挿入を引き起こさせることができる。本発明のヌクレオチド

配列のヌクレオチド挿入性誘導体は、一つ若しくは複数のヌクレオチド若しくは

ヌクレオチド類似体の配列内挿入だけでなく５′末端融合及び３′末端融合をも

含む。挿入性ヌクレオチド配列変異体は、一つ以上のヌクレオチド又はヌクレオ

チド類似体が該配列のヌクレオチド配列中の予め決まった部位内に導入されたも
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のであるが、得られる産物について適切なスクリーニングを行えば無作為挿入も

可能である。欠失性ヌクレオチド配列変異体は該ヌクレオチド配列から一つ以上

のヌクレオチドを除去することにより特徴づけられる。置換性ヌクレオチド配列

変異体は、該配列の少なくとも一つのヌクレオチドを除去し異なるヌクレオチド

若しくはヌクレオチド類似体をその部位に挿入したものである。好ましい実施態

様において、このような置換は、当分野で知られるように、遺伝コードの縮重に

基づいて選択され、配列番号：１のアミノ酸配列をコードする置換性変異体が得

られる。

      【０１６８】

  プローブ又はプライマーは、得られるプローブ又はプライマーが少なくとも低

度の厳格性条件下で配列番号：２若しくはその相補的ヌクレオチド配列にハイブ

リダイズでき、又は配列番号：２若しくはその相補的ヌクレオチド配列に少なく

とも約６０％同一であるならば、該ポリヌクレオチド分子内に取り込むことので

きるイノシン、アデニン、グアニン、チミジン、シチジン、若しくはウラシルの

残基又はその機能的な類似体若しくは誘導体を含み得る。

      【０１６９】

  本発明のこの側面の生体試料には、ローソニア・イントラセルラリスを含む若

しくは含みそうな任意の器官、組織、細胞若しくは浸出物又はそれらから得られ

る核酸が含まれる。生体試料は、例えば抽出緩衝液又は懸濁緩衝液などの適切な

溶液中で調製できる。本発明は、このように調製された生体溶液の試験に及び、

唯一の必須条件は該溶液が少なくとも本明細書に記載の生体試料を含むことであ

る。

      【０１７０】

  本発明の診断検定は、ローソニア・イントラセルラリス又は本発明のＯｍｐＨ

ポリペプチド若しくはＯｍｐＨ様ポリペプチドを発現するそれに類縁の微生物の

検出に有用である。

      【０１７１】

  本発明は、明らかに、属特異的検出及び種特異的検出の両方ができる診断検定

を意図する。従って、一つの実施態様において、該プローブ若しくはプライマー
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、又はその同族体、類似体若しくは誘導体は、複数のローソニア・スピーシーズ

を検出するために使用できるＤＮＡを含む。代替的実施態様において、該プロー

ブ若しくはプライマー、又はその同族体、類似体若しくは誘導体は、ローソニア

・イントラセルラリスを類縁の微生物から識別するために使用できるＤＮＡを含

む。

      【０１７２】

  配列番号：２内の保存性の高くない領域は、Ｌ．イントラセルラリス及び極め

て近縁の種を検出するための種特異的なプローブ及び／又はプライマーとして特

に有用である。

      【０１７３】

  さらに、本明細書に記載の診断検定は、該ハイブリダイゼーション工程の厳格

性を変化させることにより属に特異的な検定又は種に特異的な検定に適応できる

。従って、低度の厳格性のハイブリダイゼーションは、検定される一つ以上の生

体試料で幾つかの異なるローソニアの種を検出するために使用でき、一方、高度

の厳格性のハイブリダイゼーションはこのような他の種からローソニア・イント

ラセルラリスを識別するために使用できる。

      【０１７４】

  本発明のこの側面の検出手段には、例えば核酸ハイブリダイゼーション技術又

はペーパークロマトグラフィーハイブリダイゼーション検定（ＰＡＣＨＡ）、又

はＰＣＲなどの増幅反応、又は核酸配列に基づく増幅（ＮＡＳＢＡ）系などの任

意の核酸に基づく検出手段でありうる。本発明はさらに、中でも制限断片長多型

（ＲＦＬＰ）、増幅断片長多型（ＡＦＬＰ）、一本鎖高次構造多型（ＳＳＣＰ）

、増幅及びミスマッチの検出（ＡＭＤ）、点在反復配列ポリメラーゼ連鎖反応（

ＩＲＳ－ＰＣＲ）、逆ポリメラーゼ連鎖反応（ｉＰＣＲ）、インサイチュポリメ

ラーゼ連鎖反応及び逆転写ポリメラーゼ連鎖反応（ＲＴ－ＰＣＲ）を含む該核酸

に基づく検出手段の異なる検定形式の使用を包含する。

      【０１７５】

  検出手段が核酸ハイブリダイゼーション技術である場合、該プローブは同定可

能なシグナル（例えば、32Ｐ若しくは35Ｓなどの放射性同位元素、又はビオチン
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化分子）を生じることのできるレポーター分子で標識できる。この実施態様に従

って、当業者は、該レポーター分子の検出が該プローブの同定を可能にすること

、且つハイブリダイゼーションの後、生体試料中の対応するヌクレオチド配列の

検出が容易になることを知っている。単一のプローブを用いて得られる検定結果

を確認するために更なるプローブが使用できる。

      【０１７６】

  本発明により意図される核酸ハイブリダイゼーション技術の変形は、レインハ

ルツら（1993）により記載されたペーパークロマトグラフィーハイブリダイゼー

ション検定（ＰＡＣＨＡ）及びその等価法である。ここで、標的核酸分子はビオ

チンなどのレポーター分子で標識し、ニトロセルロース膜濾紙片若しくはナイロ

ン膜濾紙片の一端に塗布し、そして該標的核酸分子が該膜の長い方に沿ってＤＮ

Ａプローブが固定されている領域、例えば中間領域などへ移動させるのに十分な

時間及び条件の下、毛管作用若しくは他の力（例えば電界）の下でクロマトグラ

フィーにかける。この検出形式に従って、該プローブに相補的なローソニア・ス

ピーシーズのヌクレオチド配列を含む標識された標的核酸はそれにハイブリダイ

ズし、該プローブが結合した膜の領域に固定化されるようになる。該プローブに

非相補的な配列は、該プローブが結合する部位を通り過ぎて拡散する。標的核酸

は、ＤＮＡ若しくはＲＮＡの粗抽出液若しくは部分的に精製した抽出液、又は増

幅された若しくは精製されたＤＮＡを含みうる。本明細書に記載のヌクレオチド

配列を利用するこの検出手段の更なる変形は、明らかに本発明に包含される。

      【０１７７】

  該検出手段がＲＦＬＰの場合、生体試料に由来する核酸、特にＤＮＡは一つ以

上の制限エンドヌクレアーゼ酵素で消化し、この消化されたＤＮＡを電気泳動に

かけ、例えばナイロン膜若しくはニトロセルロース膜などの固体支持体に移し、

そして上に定義したレポーター分子で随意標識されたプローブとハイブリダイズ

させる。この実施態様に従って、ＤＮＡ断片の特異的な模様が該支持体上に現れ

、該模様は個々のローソニア・スピーシーズに特異的であり、使用者は該細菌の

異なる種を識別させうることが好ましい。

      【０１７８】
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  該検出手段は、例えばポリメラーゼ連鎖反応又は核酸配列に基づく増幅（ＮＡ

ＳＢＡ）系又はその変形などの増幅反応である場合、配列番号：２に由来する少

なくとも長さ１５の連続したヌクレオチド又はその相補的ヌクレオチド配列、又

はその同族体、類似体若しくは誘導体の一つ以上の核酸プライマー分子が生体試

料から得られる核酸にハイブリダイズし、そして該試料中のＯｍｐＨをコードす

る遺伝子配列の核酸コピー、又はその一部若しくは断片が酵素で増幅される。

      【０１７９】

  当業者は、該プライマーがハイブリダイズする生体試料鋳型分子の配列（即ち

「鋳型分子」）と該プライマーとの間に十分に高いヌクレオチド配列同一性百分

率がなければならないことを知っている。前述したように、厳格性の条件はハイ

ブリダイゼーションを促進するために変更できる。

      【０１８０】

  各プライマーは配列番号：２の領域又は該プライマーがハイブリダイズする鋳

型分子のその相補的ヌクレオチド配列に対して少なくとも約９５％同一であるこ

とが好ましい。当業者は、一つの様式において、ＰＣＲが該鋳型分子の異なる鎖

に対する非相補的プライマーのハイブリダイゼーションを許し、このハイブリダ

イズしたプライマーが熱安定性ＤＮＡポリメラーゼ酵素の制御下で介在領域の核

酸の５′－３′合成を容易にするように配置されることを知っている。その結果

、このハイブリダイズしたプライマー間の領域のヌクレオチド配列が未知のもの

でいかなる既知のヌクレオチド配列にも無関係である限り、ＰＣＲは他の検出手

段を凌ぐ利点を提供する。

      【０１８１】

  代替実施態様において、該検出手段がＡＦＬＰである場合、該プライマーは、

該生体試料から得られる核酸、特にＤＮＡが増幅される際に、異なる長さの増幅

産物が異なるローソニア・スピーシーズから生産されるように選択される。該増

幅産物を、電気泳動にかけ、例えばナイロン膜若しくはニトロセルロース膜など

の固体支持体に移し、そして上述したレポーター分子で随意標識したプローブに

ハイブリダイズさせる。この実施態様に従って、増幅されたＤＮＡ断片の特異的

な模様が該支持体上に現れ、該模様は随意に個々のローソニア・スピーシーズに
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特異的であり、使用者はＲＦＬＰ分析とほとんど同様な方法で該細菌の異なる種

を識別できる。

      【０１８２】

  ＡＭＤ技術は生体試料中のローソニア・スピーシーズＤＮＡの検出ばかりでな

く該検定様式で用いるプライマー及びプローブと異なるヌクレオチド配列変異体

の決定も容易にする。検出手段がＡＭＤである場合、該プローブを適切なレポー

ター分子で末端標識し、増幅された過剰の鋳型分子と混合する。続いて、該混合

物を変性し再生して核酸の「プローブ：鋳型ハイブリッド分子」即ち「ハイブリ

ッド」を形成させる。この場合、該プローブとそれがハイブリダイズする鋳型分

子との間のいかなるヌクレオチド配列変化があっても該ハイブリッドの塩基対形

成は破壊される。これらのミスマッチ領域はヒドロキシルアミン（ミスマッチの

シトシン残基）又は四酸化オスミウム（ミスマッチのチミジン残基）を用いた特

異的な化学修飾を受け易く、続いてピペリジンを用いて該修飾部位を切断できる

。この切断された核酸は、変性ポリアクリルアミドゲル電気泳動後、上述したよ

うに標準的な核酸ハイブリダイゼーションを用いて分析しローソニア由来のヌク

レオチド配列を検出しうる。当業者は、この実施態様に記載した本発明の実施に

したがい遺伝子プローブを末端標識する手段を知っている。

      【０１８３】

  この実施態様にしたがって、片方の末端標識したプローブの使用により該配列

変異体を明確に位置決定できる。配列の変異点と該末端標識との距離は該切断産

物のサイズにより表される。

      【０１８４】

  ＡＭＤの代替的実施態様においては、該プローブはレポーター分子で両端が標

識され、両ＤＮＡ鎖の同時分析が容易になる。

      【０１８５】

  該検出手段がＲＴ－ＰＣＲである場合、該核酸試料はローソニア由来のＤＮＡ

、又はその同族体、類似体若しくは誘導体の転写産物であるＲＮＡ分子を含む。

その結果、この検定様式は一つ以上のローソニア遺伝子の発現を決定することが

望まれる場合に特に有用である。この実施態様にしたがって、該ＲＮＡ試料は逆
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転写され、続いて標準的な手法を用いて増幅された相補的な一本鎖ＤＮＡを生産

する。

      【０１８６】

  本明細書に記載の実施態様の変形はマックフェルソンら（1991）により詳細に

記載されている。

      【０１８７】

  本発明は、明らかに、動物におけるローソニア・スピーシーズ、特にローソニ

ア・イントラセルラリスの感染を診断する目的で上に言及したいずれかの及びす

べての検出手段の使用に及ぶ。

      【０１８８】

  上述した増幅反応検出手段は、該増幅ＤＮＡを該増幅反応で用いたプライマー

のいずれとも異なるプローブとハイブリダイズすることなどにより、さらに古典

的なハイブリダイゼーション反応検出手段と共役させて本発明方法の感度及び特

異性をさらに増強できる。同様に、上述したハイブリダイゼーション反応検出手

段は第一ハイブリダイゼーション反応で用いたプローブと異なるプローブを用い

てさらに第二ハイブリダイゼーション工程と共役できる。

      【０１８９】

  本発明のさらなる側面は配列番号：２に由来する単離されたプローブ若しくは

プライマー又はそれに相補的なヌクレオチド配列を提供する。

      【０１９０】

  本発明を下記の非限定的な実施例でさらに説明する。

      【０１９１】

                                実施例１

                            ブタ組織の起源

感染したブタの腸

  自然に又は実験的にＰＰＥで感染させたブタから、ひどく厚くなった回腸の切

片を採取した。その回腸におけるＬ．イントラセルラリス細菌の存在は、特異的

なモノクローナル抗体（マックオリストら、1987）での免疫蛍光染色により確認

した。適当な抗体の一例はエディンバラ大学、英国から入手できるＩＧ４モノク
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ローナル抗体である。

      【０１９２】

                                実施例２

    感染したブタの回腸からのローソニア・イントラセルラリス細菌の単離

  ローソニア・イントラセルラリス細菌は、以下の通り、濾過によりブタのＰＰ

Ｅ病巣から直接抽出し、そしてパーコール（ファルマシア社、ウプサラ、スウェ

ーデン）勾配で更に精製した。感染した回腸をブタから回収し、Ｌ．イントラセ

ルラリスの存在は－８０℃で保存する前に組織学的に確認した。回腸の切片を解

凍し、該腸壁から約８ｇの感染した粘膜をこすり落とした。この粘膜をサーバル

万能ミキサーを用いて半開スピードで１０秒間、４０ｍｌの滅菌リン酸緩衝食塩

水（ＰＢＳ）でホモジナイズした。この懸濁液を２０００×ｇで４分間遠心分離

した。その上清を捨て、細胞ペレットを４０ｍｌのＰＢＳに再懸濁し、再遠心分

離した。この洗浄工程を２回繰り返した。次いで、この細胞ペレットを２０ｍｌ

のＰＢＳに再懸濁し、全開スピードで一分間ホモジナイズしてＬ．イントラセル

ラリス細菌を放出させた。

      【０１９３】

  このホモジネートは１０００×ｇで４分間遠心分離し、ホモジナイズされた上

皮細胞及び腸内細菌の粗混合物を含むペレットを得た。この上清を孔径３μｍ、

１．２μｍ及び０．８μｍのフィルター（ミリポア社、マサチューセッツ州、米

国）で濾過した。この濾過液を８０００×ｇで３０分間遠心分離してＬ．イント

ラセルラリス細菌の小さなペレットを得た。このＬ．イントラセルラリス細菌は

下記の通りに４５％自己形成パーコール勾配を用いてさらに精製した。即ち、２

ｍｌの細菌調製物を３０ｍｌの４５％自己形成パーコール（ファルマシアＬＫＢ

社、ウプサラ、スウェーデン）勾配（４５％v/vのパーコール、１５０ｍMのＮａ

Ｃｌ）中で反転させることにより混合した。この勾配は、ＳＳ３４ローターを用

いて、４℃、20，000ｒｐｍで３０分間、サーバル遠心分離機で遠心分離した。

通常、幾つかのバンドが該勾配内で形成する。Ｌ．イントラセルラリス細菌を含

むバンド（通常チューブの底から約１０～２０ｍｍに位置する）を回収し、容量

をＰＢＳで１６ｍｌにした。次に、この溶液を８０００ｒｐｍで１５分間遠心分
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離した。得られたペレットはＰＢＳで洗浄した後、約１ｍｌの最終容量で再懸濁

した。

      【０１９４】

                                実施例３

          ローソニア・イントラセルラリスのゲノムＤＮＡの精製

  ゲノムＤＮＡは、アンダーソンら（1984）及びサムブルックら（1989）記載の

方法により、感染したブタの回腸の削片（実施例２）から回収しパーコール勾配

で精製したローソニア・イントラセルラリス細菌から抽出した。

      【０１９５】

  簡潔に述べれば、このＬ．イントラセルラリス細胞を14,000×ｇ、４℃で１５

分間遠心分離することによりペレット化した。この細胞は１０ｍｌのＴＥ緩衝液

（１ｍＭのトリス塩酸、０．１ｍＭのＥＤＴＡ、ｐＨ８．０）に再懸濁し、上記

のように遠心分離した。次いで、このペレットを４ｍｇ／ｍｌのリゾチーム（シ

グマケミカル社）を含む４ｍｌのＴＥ緩衝液に再懸濁し、３７℃で２０分間イン

キュベートした。ＳＤＳ及びプロテイナーゼＫ（プロメガ社、ウィスコンシン州

、米国）を最終濃度が１％（w/v）及び２００μg／ｍｌになるようそれぞれ添加

し、４５℃で４時間インキュベーションを続けた。次いで、この溶菌液を等容量

のフェノール、フェノール：クロロホルム（１：１）及びクロロホルムでそれぞ

れ抽出し、エタノール沈殿により上清から核酸を回収した。このペレットを緩や

かにＴＥに溶解し、３７℃で３０分間リボヌクレアーゼＡ（プロメガ社、ウィス

コンシン州、米国）で処理した後、0.5％（w/v）のＳＤＳの存在下、５０℃で１

時間プロテイナーゼＫで消化した。もう一巡、フェノール：クロロホルム（1：1

）及びエタノール沈殿を行った後、この精製ＤＮＡをＴＥに溶解した。次いで、

このＤＮＡを４℃で保存した。

      【０１９６】

                                実施例４

          ワクチン接種されたブタから得られた実験用血清を用いた

        Ｌ．イントラセルラリスライブラリーの免疫スクリーニング

  実施例３から得られたゲノムＤＮＡを制限エンドヌクレアーゼＳａｕ３Ａ（プ
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ロメガ社）で部分消化し、ラムダＺＡＰエキスプレス（ストラタジーン社、カリ

フォルニア州、米国）内に連結した。このラムダライブラリーを、１５０ｍｍの

Ｌ－ブロス寒天プレートにつき1,000ファージ形成単位（ｐｆｕ）の密度で大腸

菌ＸＬＩブルー細胞の菌叢上を覆った。該ライブラリーをプロトブロットテクニ

カルマニュアル（プロメガ社、ウィスコンシン州、米国）に記載の方法を用いて

スクリーニングした。該フィルターを、ブロッキング緩衝液（１０ｍＭのトリス

塩酸、ｐＨ８．０、１５０ｍＭのＮａＣｌ、0.05％のツウィーン２０及び５％の

ブロット）中でブロッキングした後、Ｙ１２ブタ及び／又は３９５ブタから得ら

れる血清を用いてスクリーニングした。このＹ１２ブタ及び３９５ブタは、国際

特許出願第ＰＣＴ／ＡＵ９６／００７６７号に記載されたように、ホルマリンで

殺したＬ．イントラセルラリス及び熱で殺したＬ．イントラセルラリスでそれぞ

れ予め免疫化されたものであった。一次スクリーニングで同定された陽性プラー

クを選び、より低密度で再プレートし、個々の陽性プラークが同定されるまで、

いずれかの血清又は両方の血清で再スクリーニングした。この陽性ラムダファー

ジクローンから得られたプラスミドＤＮＡを製造業者（ストラタジーン社、カリ

フォルニア州、米国）により推奨される通りにインビボ切除により単離した。

      【０１９７】

                                実施例５

        ファージクローンを発現するＬ．イントラセルラリスの分析

  陽性のλＺＡＰエキスプレスファージクローンから得られたファージミドＤＮ

Ａは、製造業者（ストラタジーン社）により推奨される条件でインビボ切除によ

り単離した。

      【０１９８】

  制限分析用のプラスミドＤＮＡは、サムブルックら（1989）が記載するように

、製造業者（ベーリンガー・マンハイム社、マンハイム、ドイツ）により推奨さ

れる通りにハイ・ピュア・プラスミド・キットを用いて自動配列決定のためにア

ルカリ溶解により抽出した。単離されたクローン挿入物のＤＮＡ配列決定は自動

配列決定の色素－ターミネーター法（ＡＢＩバイオシステムズ、ＣＡ，ＵＳＡ）

により行った。ＯｍｐＨ遺伝子の完全コード領域のヌクレオチド配列は配列番号
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：２に記載する。

      【０１９９】

                                実施例６

              Ｌ．イントラセルラリスのＯｍｐＨタンパク質を

                発現する大腸菌クローンのウェスタン分析

  一晩培養物を適当な抗生物質選択を含む１０ｍＬのＬＢブロス中に１／１０希

釈した。軌道振盪機上で３７℃で３０分間インキュベートした後、最終濃度１ｍ

ＭのＩＰＴＧを添加し、さらに１～２時間インキュベートした。細胞（１．５ｍ

ｌ）を遠心分離で収穫し、５０μｌの試料緩衝液（６２．４ｍＭのＨＣｌ、２％

ｗ／ｖのＳＤＳ、１０％グリセロール、５％ｖ／ｖメルカプトエタノール、０．

００２％のブロモフェノールブルー、ｐＨ６．８）中に再懸濁し、９５℃で５分

間加熱した後、可溶化したタンパク質を１２％タンパク質ゲル上２００Ｖで２時

間電気泳動して分離した。

      【０２００】

  タンパク質を、製造業者（バイオラッド、ＣＡ）の推奨のように、標準的手順

でニトロセルロース膜に移した。この膜を実施例４に記述したように、Ｙ１２血

清でブロックし、スクリーンした。化学発光の増加（ＥＣＬ、アマシャム、ＩＬ

）を免疫反応性のＬ．イントラセルラリスタンパク質を検出するために用いた。

データを図１に示す。

      【０２０１】

                                実施例７

      Ｌ．イントラセルラリスｒｅｃＯｍｐＨタンパク質に対する抗血清

  精製したＬ．イントラセルラリス組換えＯｍｐＨタンパク質に対する抗血清を

ウサギで形成させた。精製した組換えＯｍｐＨタンパク質の調製物をウサギの二

つの離れた部位に筋肉内注射をした。精製ＯｍｐＨの総量４００μｇをフロイン

トの不完全アジュバントと共に総容量１ｍｌとなるように調剤し、その５００μ

ｌを各部位に注射した。同様に、２８日後の第二回目のワクチン接種のために別

の二つの用量を調製し、皮下に注射した。２週間後に、このウサギを安楽死させ

、血液試料を採取した。
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      【０２０２】

                                実施例８

    パラフィン切片及び糞塗布物のウサギ抗ＯｍｐＨを用いる蛍光抗体染色

  ホルマリン固定パラフィン切片をポリ－Ｌ－リジン被覆スライドガラスの上に

置き、６０℃で乾燥し、次いで再水和した。次いで、これを０．１％トリプシン

中で３７℃で各５分間の２回消化した。糞塗布物は綿棒を用いて採取し、次いで

スライドガラスの上に塗布した。このスライドガラスを風乾した後１０分間アセ

トン中で固定した。

      【０２０３】

  スライドガラスをＰＢＳＴ中７分間で２回洗浄した。カバースリップを載せた

後、このスライドガラスをウサギ抗ＯｍｐＨ抗血清（先の実施例を参照）中でイ

ンキュベートし、ＰＢＳで１：５０に希釈し、室温に１時間置いた。カバースリ

ップを除き、スライドガラスを洗浄（ＰＢＳＴで７分×３回）した後、ＦＩＴＣ

結合抗ウサギ抗血清（シグマ、ＭＯ）の１／７５希釈液を３０μｌ添加し、カバ

ースリップをした。このスライドガラスを室温でさらに１時間インキュベートし

た。カバースリップを取り除き、スライドガラスを前と同様にＰＢＳＴで洗浄し

、最後にＰＢＳで濯ぎを追加した。このスライドガラスを、次に、９部グリセロ

ール：１部ＰＢＳ溶液を用いて搭載し、ガラスカバースリップを載せた。蛍光性

細菌は、ラーツ・ラボリウクスＳ顕微鏡を用い、３４０ｎｍでハイパワー下（×

１２００）で可視化した。データは図２Ａ及び図２Ｂに示す。

      【０２０４】

                                実施例９

                    Ｌ．イントラセルラリス成分の同定

  実施例４及び５から同定された推定ワクチン候補をコードするＤＮＡ分子の配

列類似性は、クルスタルＷアルゴリズム（トンプソンら，１９９４）を用いて同

定した。推定されたＬ．イントラセルラリスＯｍｐＨ（配列番号：１）、イェル

シニア・エンテロリティカＯｍｐＨ及びイェルシニア・シュードツバーキュロシ

スＯｍｐＨのポリペプチドの整列されたアミノ酸配列は、全体としてほぼ２０％

のアミノ酸配列同一性を共有し、そして全体としてほぼ３５％のアミノ酸類似性
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を共有する。さらに、推定されたＬ．イントラセルラリスＯｍｐＨ（配列番号：

１）、イェルシニア・エンテロリティカＯｍｐＨ、イェルシニア・シュードツバ

ーキュロシスＯｍｐＨ、及びヘモフィルス・インフルエンゼーＯｍｐＨのポリペ

プチドの整列されたアミノ酸配列は、全体としてほぼ１２％のアミノ酸配列同一

性及びほぼ２５％のアミノ酸類似性を共有するに過ぎない（図３）。ローソニア

・イントラセルラリスＯｍｐＨポリペプチドの独特の領域は、他の微生物由来の

ものとこのポリペプチドのアミノ酸配列との比較から明らかである。（図３）。

      【０２０５】

                              実施例１０

              寄託のための生物材料の調製－ｏｍｐＨの増幅

  ｏｍｐＨのための鋳型ＤＮＡはｐＣＬＯ１であった。プラスミドｐＣＬＯ１は

ラムダＺＡＰII（ストラタジーン・クローニング・システムズ、ラホーヤ、カリ

ホルニア）から切り出され、ｐＢｌｕｅｓｃｒｉｐｔＳＫ誘導体である。これは

、α－Ｌ．イントラセルラリス抗血清でＬ．イントラセルラリス・ゲノム・ラム

ダ・ライブラリーをスクリーニングすることにより同定された。

      【０２０６】

  ＰＣＲ増幅は、５０μｌ容量中、０．１ｎｇのプラスミド鋳型、それぞれ１μ

Ｍの前向きプライマー（ＲＡ１７６：5'ＴＴＴＡＴＴＣＡＴＴＣＡＧＡＡＧＧＡ

ＧＣＴＴＣ3'、配列番号：３）及び逆向きプライマー（ＲＡ１７７：5'ＡＡＧＴ

ＴＴＡＧＣＡＡＴＴＴＣＴＧＡＡＡＧ3'、配列番号：４）、７．５ユニットのク

レンタックＩポリメラーゼ（ＡＢぺプタイズ社、セントルイス、ミズーリー）、

０．０７５ユニットのＰｆｕポリメラーゼ（ストラタジーン・クローニング・シ

ステム、ラホーヤ、カリホルニア）、１×ＰＣ２（クレンタックＩ）緩衝液及び

０．２ｍＭｄＮＴＰｓから構成された。ＰＣＲは４段階で行った。即ち、（i)９

５℃で５分間（５’）、（ii) ９４℃で１分間、５８℃で３０秒間、７２℃で１

．５分間、×３３回、（iii)７２℃で１０分間、（iv) ４℃に保持、である。

      【０２０７】

  Ｌ．イントラセルラリスのｏｍｐＨ遺伝子をコードするＰＣＲ断片はｐＣＲ２

．１－ＴＯＰＯ（インビトロゲン社、カールスバード、ＣＡ）中にサブクローニ
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ングし、ｐＡＬＫ１３と名付けた。

      【０２０８】

                              微生物の寄託

  このプラスミドｐＡＬＫ１３は、1999年４月８日に米国、バージニア州２０１

１０、マナサス、ユニバーシティー・ブールバード１０８０１にあるアメリカン

・タイプ・カルチャー・コレクション（ＡＴＣＣ）に寄託し、ＡＴＣＣ受託番号

２０７１９６を受けた。

      【０２０９】
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【図面の簡単な説明】

    【図１】

  図１は、クローンｐ９７ＬＩ１７からの組換えＬ．イントラセルラリスＯｍｐ

Ｈポリペプチドの発現を示す図式的表示のコピーである。大腸菌ＢＬ２１（ｐＬ

ｙｓＳ）株及び大腸菌ＢＬ２１（ＤＥ３）株由来のタンパク質の誘導部分と非誘

導部分を、ＳＤＳ／ＰＡＧＥを用いて二層ゲル上で分離した。ゲルをクーマシー

ブルー（上、ゲル１）で染色するか、又はニトロセルロースに移しＹ１２血清（

ゲル２）を用いて探査した。発現した免疫原性ＯｍｐＨポリペプチドは矢印で示
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す。レーンＡ～Ｃは、２時間誘導（レーンＡ）又は１時間誘導（レーンＢ）又は

誘導なし（レーンＣ）の後にＢＬ２１（ｐＬｙｓＳ）中で増殖させたｐ９７ＬＩ

１７であり、レーンＤ～Ｆは２時間誘導（レーンＤ）又は１時間誘導（レーンＥ

）又は誘導なし（レーンＦ）の後ＢＬ２１（ＤＥ３）中で増殖させたｐ９７ＬＩ

１７である。レーンＭは分子量標準を含み、ゲル１の右側にＫＤａで示してある

。

    【図２Ａ】

  図２Ａは、ローソニア・イントラセルラリスで感染させたブタ回腸組織の横断

切片の位相差顕微鏡写真のコピーである。中央の卵型の特徴は不成熟細胞により

取り囲まれたルーメンを示す。

    【図２Ｂ】

  図２Ｂは、ローソニア・イントラセルラリスで感染させたブタ回腸組織の横断

切片の蛍光顕微鏡写真のコピーであり、抗ＯｍｐＨ血清によるＯｍｐＨの位置決

定及び紫外線照射後のＦＩＴＣによる検出を示す。蛍光は粘膜細胞の頂端細胞質

内のＬ．イントラセルラリスに局在しており、該切片内の他の物質への一次抗体

の検出可能な結合は存在しない。

    【図３】

  図３は、種々の細菌の外膜Ｈタンパク質のアミノ酸配列の整列の図式的表示で

ある。ローソニア・イントラセルラリス（Ｌ．ｉｎｔ）、イェルシニア・シュー

ドツバーキュロシス（Yersinia pseudotuberculosis)（Ｙ．ｐｓｅｕｄ）、イェ

ルシニア・エンテロコリティカ（Ｙ．ｅｎｔｅｒ）、ヘモフィルス・インフルエ

ンゼー（Ｈ．ｉｎｆｌｕ）、アクイフェックス・アエオリクス（Aquifex aeolic

us) ( Ａ．ａｅｏｌｉ）、大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）、サルモネラ・チフィムリウ

ム（Ｓ．ｔｙｐｈｉ）、クラミディア・トラコマティス（Ｃ．ｔｒａｃｈ）、ス

トレプトコッカス・ピオゲネス（Ｓ．ｐｙｏｇｅ）及び国際特許出願公開番号Ｗ

Ｏ９７／０１６３８（９７０１６３８）からの配列１からのアミノ酸配列が相互

に整列して示してあり、空所は整列を最適化するために導入された。Ｌ．イント

ラセルラリスのＯｍｐＨ配列（配列番号：１）と比べて同一のアミノ酸を含む位

置は陰影を付してある。１０個の配列全てで同一であった残基は太字で記す。
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      【図３（ｉ）】

  図３（ｉ）  は、図３の一部を構成する図である。

      【図３（ｉｉ）】

  図３（ｉｉ）は、図３の一部を構成する図である。

      【図３（ｉｉｉ）】

  図３（ｉｉｉ）  は、図３の一部を構成する図である。

      【図３（ｉｖ）】

  図３（ｉｖ）は、図３の一部を構成する図である。

      【図３（ｖ）】

  図３（ｖ）  は、図３の一部を構成する図である。

      【図３（ｖｉ）】

  図３（ｖｉ）は、図３の一部を構成する図である。

      【図３（ｖｉｉ）】

  図３（ｖｉｉ）  は、図３の一部を構成する図である。
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【図１】
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【図２Ａ】

【図２Ｂ】
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【図３】
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【図３ｉ】
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【図３ｉｉ】
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【図３ｉｉｉ】
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【図３ｉｖ】
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【図３ｖ】
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【図３ｖｉ】
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【図３ｖｉｉ】
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【国際調査報告】
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