
(57)【要約】
ポリ硫酸化分子に特異的に結合する免疫原性ヘリコバクテル・ピロリ (Helicobacter pylo
ri)－特異的表面タンパク質の同定方法が記載されている。さらに、ポリ硫酸化分子に特
異的に結合するヘリコバクテル・ピロリ－特異的表面タンパク質生産物およびそれに含ま
れるタンパク質が記載されている。そのようなタンパク質の例は、 1；分子量 (ＭＷ )３０ (
３１ .３ )kＤ a、等電点 (pＩ )９ .３ (９ .１ )を有し、配列番号１および／または配列番号２
のアミノ酸配列を含むタンパク質；ＭＷ２６ (２７ .７ )、 pＩ９ .１－９ .３ (９ .０ )を有し
、配列番号４のアミノ酸配列を含むタンパク質；ＭＷ２５ (２８ .７ )、 pＩ９ .０ (８ .８ )を
有し、配列番号５のアミノ酸配列を含むタンパク質である。さらに、Ｈ .ピロリ (H. pylor
i)感染に対するワクチンにおける診断用抗原としておよび成分としての本発明のタンパク
質またはタンパク質生産物の使用、およびイムノアッセイおよびＨ .ピロリ感染に対する
ワクチン組成物が記載されている。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
ポ リ 硫 酸 化 分 子 に 特 異 的 に 結 合 す る 免 疫 原 性 ヘ リ コ バ ク テ ル ・ ピ ロ リ (Helicobacter pylo
ri)－ 特 異 的 表 面 タ ン パ ク 質 の 同 定 方 法 で あ っ て 、
Ｈ ． ピ ロ リ (H. pylori)細 菌 を イ ン ビ ト ロ で 培 養 し 、
培 養 し た 細 菌 を 分 離 し 、
酸 性 グ リ シ ン (acid glycine)抽 出 に よ り 塩 基 性 表 面 タ ン パ ク 質 を 遊 離 さ せ 、
細 菌 を 除 去 し 、
グ リ シ ン 抽 出 物 を 精 製 し て ヘ リ コ バ ク テ ル ・ ピ ロ リ － 特 異 的 表 面 タ ン パ ク 質 生 産 物 を 調 製
し 、
タ ン パ ク 質 生 産 物 を ２ 次 元 イ ム ノ ブ ロ ッ ト に 付 し て 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 を 同 定 す る
段 階 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
イ ン ビ ト ロ 培 養 を 寒 天 培 地 ま た は ブ ロ ス で 実 施 し 、
細 菌 の 分 離 を 、 増 殖 し た 細 胞 を 燐 酸 緩 衝 食 塩 水 (Ｐ Ｂ Ｓ )中 に 収 集 し 遠 心 し て ペ レ ッ ト を 調
製 す る こ と に よ り 実 施 し 、
酸 性 グ リ シ ン 抽 出 に よ り 塩 基 性 表 面 タ ン パ ク 質 を ペ レ ッ ト か ら 遊 離 さ せ 、
遠 心 に よ り 細 菌 を 除 去 し 、
遠 心 上 清 を Ｐ Ｂ Ｓ で 希 釈 し 、 ｐ Ｈ を ６ .５ に 調 節 し 、 混 合 物 を ヘ パ リ ン 親 和 性 ク ロ マ ト グ
ラ フ ィ ー に 付 す こ と に よ り グ リ シ ン 抽 出 物 を 精 製 し て ヘ リ コ バ ク テ ル ・ ピ ロ リ － 特 異 的 表
面 タ ン パ ク 質 生 産 物 を 調 製 す る 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
Ｈ .ピ ロ リ (H. pylori)細 菌 を イ ン ビ ト ロ で 培 養 し 、
培 養 し た 細 菌 を 分 離 し 、
酸 性 グ リ シ ン 抽 出 に よ り 塩 基 性 表 面 タ ン パ ク 質 を 遊 離 さ せ 、
細 菌 を 除 去 し 、
グ リ シ ン 抽 出 物 を 精 製 し て ヘ リ コ バ ク テ ル ・ ピ ロ リ － 特 異 的 表 面 タ ン パ ク 質 生 産 物 を 調 製
す る 、
こ と に よ り 得 ら れ る 、 ポ リ 硫 酸 化 分 子 に 特 異 的 に 結 合 す る ヘ リ コ バ ク テ ル ・ ピ ロ リ － 特 異
的 表 面 タ ン パ ク 質 生 産 物 。
【 請 求 項 ４ 】
イ ン ビ ト ロ 培 養 を 寒 天 培 地 ま た は ブ ロ ス で 実 施 し 、
細 菌 の 分 離 を 、 増 殖 し た 細 胞 を 燐 酸 緩 衝 食 塩 水 (Ｐ Ｂ Ｓ )中 に 収 集 し 遠 心 し て ペ レ ッ ト を 調
製 す る こ と に よ り 実 施 し 、
酸 性 グ リ シ ン 抽 出 に よ り 塩 基 性 表 面 タ ン パ ク 質 を ペ レ ッ ト か ら 遊 離 さ せ 、
遠 心 に よ り 細 菌 を 除 去 し 、
遠 心 上 清 を Ｐ Ｂ Ｓ で 希 釈 し 、 ｐ Ｈ を ６ .５ に 調 節 し 、 混 合 物 を ヘ パ リ ン 親 和 性 ク ロ マ ト グ
ラ フ ィ ー に 付 す こ と に よ り グ リ シ ン 抽 出 物 を 精 製 し て ヘ リ コ バ ク テ ル ・ ピ ロ リ － 特 異 的 表
面 タ ン パ ク 質 生 産 物 を 調 製 す る 、 請 求 項 ３ 記 載 の タ ン パ ク 質 生 産 物 。
【 請 求 項 ５ 】
生 産 物 が 、
a)分 子 量 (Ｍ Ｗ )３ ０ (３ １ .３ )kＤ a、 等 電 点 (pＩ )９ .３ (９ .１ )を 有 し 、 配 列 番 号 １ お よ び
／ ま た は 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む タ ン パ ク 質 、
b)Ｍ Ｗ ２ ６ (２ ７ .７ )、 pＩ ９ .１ － ９ .３ (９ .０ )を 有 し 、 配 列 番 号 ４ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含
む タ ン パ ク 質 、
c)Ｍ Ｗ ２ ５ (２ ８ .７ )、 pＩ ９ .０ (８ .８ )を 有 し 、 配 列 番 号 ５ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む タ ン パ
ク 質
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も １ 種 の タ ン パ ク 質 を 含 む 、 請 求 項 ３ ま た は ４ 記 載 の
タ ン パ ク 質 生 産 物 。
【 請 求 項 ６ 】
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ポ リ 硫 酸 化 分 子 に 特 異 的 に 結 合 し 、 Ｍ Ｗ ３ ０ (３ １ .３ )kＤ a、 (pＩ )９ .３ (９ .１ )を 有 し 、
配 列 番 号 １ お よ び ／ ま た は 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 、 ヘ リ コ バ ク テ ル ・ ピ ロ リ －
特 異 的 表 面 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ７ 】
ポ リ 硫 酸 化 分 子 に 特 異 的 に 結 合 し 、 Ｍ Ｗ ２ ６ (２ ７ .７ )、 pＩ ９ .１ － ９ .３ (９ .０ )を 有 し
、 配 列 番 号 ４ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 、 ヘ リ コ バ ク テ ル ・ ピ ロ リ － 特 異 的 表 面 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ８ 】
ポ リ 硫 酸 化 分 子 に 特 異 的 に 結 合 し 、 Ｍ Ｗ ２ ５ (２ ８ .７ )、 pＩ ９ .０ (８ .８ )を 有 し 、 配 列 番
号 ５ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 、 ヘ リ コ バ ク テ ル ・ ピ ロ リ － 特 異 的 表 面 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ９ 】
イ ム ノ ア ッ セ イ に お け る 診 断 用 抗 原 と し て の 、 請 求 項 ３ － ５ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の タ ン
パ ク 質 生 産 物 ま た は 請 求 項 ６ － ８ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の タ ン パ ク 質 の 使 用 。
【 請 求 項 １ ０ 】
Ｈ .ピ ロ リ (H. pylori)感 染 に 対 す る ワ ク チ ン に お け る 免 疫 化 成 分 と し て の 、 請 求 項 ３ － ５
の い ず れ か １ 項 に 記 載 の タ ン パ ク 質 生 産 物 ま た は 請 求 項 ６ － ８ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の タ
ン パ ク 質 の 使 用 。
【 請 求 項 １ １ 】
請 求 項 ３ － ５ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の タ ン パ ク 質 生 産 物 ま た は 請 求 項 ６ － ８ の い ず れ か １
項 に 記 載 の タ ン パ ク 質 を 診 断 用 抗 原 と し て 使 用 す る 、 ヒ ト 患 者 か ら の 生 物 学 的 試 料 中 に お
け る Ｈ .ピ ロ リ (H. pylori)細 菌 の 存 在 を 決 定 す る た め の イ ム ノ ア ッ セ イ 。
【 請 求 項 １ ２ 】
免 疫 化 成 分 と し て 請 求 項 ３ － ５ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 少 な く と も １ 種 の タ ン パ ク 質 生 産
物 ま た は 請 求 項 ６ － ８ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の １ 種 の タ ン パ ク 質 を 、 医 薬 的 に 許 容 さ れ る
媒 質 と と も に 含 む 、 ヒ ト 患 者 に お け る Ｈ .ピ ロ リ (H. pylori)感 染 に 対 す る ワ ク チ ン 組 成 物
。
タ ン パ ク 質 生 産 物 を ２ 次 元 イ ム ノ ブ ロ ッ ト に 付 し て 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 を 同 定 す る 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
こ の 発 明 は 、 ヘ リ コ バ ク テ ル ・ ピ ロ リ (Helicobacter pylori)の 免 疫 原 性 細 胞 表 面 タ ン パ
ク 質 、 そ の タ ン パ ク 質 の 応 用 お よ び そ れ ら の 生 産 方 法 に 関 す る も の で あ る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
ヘ リ コ バ ク テ ル ・ ピ ロ リ (Helicobacter pylori)は 、 ヒ ト の 胃 に コ ロ ニ ー を 作 っ て Ｂ 型 胃
炎 お よ び 消 化 性 潰 瘍 を 誘 導 す る ら せ ん 形 の 微 生 物 で あ る (Marshall, 1994)。 こ の 感 染 を 検
出 す る 診 断 試 験 は 、 信 頼 性 が あ り 、 費 用 効 率 が よ く 、 実 施 が 容 易 で 、 好 ま し く は 非 侵 し ゅ
う 的 で な け れ ば な ら な い 。 個 人 に 感 染 し た ほ と ん ど の Ｈ .ピ ロ リ (H. pylori)に お い て 、 数
々 の 抗 原 に 対 す る 強 い が 多 形 性 が 高 い 体 液 性 免 疫 反 応 が あ り 、 種 々 の 抗 原 に 対 す る 抗 体 の
検 出 が 血 清 学 的 診 断 の た め に 広 く 使 用 さ れ て き た (Bazillou et al., 1994; De Boer, 199
7; Aucher et al. 1998)。 こ の よ う な 血 清 診 断 学 的 ア ッ セ イ は 、 主 と し て 種 々 の 抗 原 製 剤
を 用 い る 酵 素 イ ム ノ ア ッ セ イ (Ｅ Ｉ Ａ )お よ び イ ム ノ ブ ロ ッ ト ア ッ セ イ に 基 づ く も の で あ っ
た 。 Ｅ Ｉ Ａ 類 の 性 能 が こ の よ う な ア ッ セ イ に 使 用 さ れ る タ ン パ ク 質 組 成 物 に 依 存 し て い る
に も か か わ ら ず 、 数 種 の 入 手 可 能 な 市 販 キ ッ ト は 使 用 者 に 組 成 が 知 ら れ て い な い 抗 原 製 剤
を 使 用 し て い る (Feldman et al., 1995; Meijer et al., 1997)。 ヒ ー ト シ ョ ッ ク タ ン パ
ク 質 (Hsps)、 鞭 毛 お よ び ウ レ ア ー ゼ の よ う な あ る 種 の Ｈ .ピ ロ リ (H. pylori)抗 原 は 、 他 の
細 菌 種 の 抗 原 と 交 差 反 応 し 、 こ の こ と が 抗 原 抽 出 物 ま た は 抽 出 法 の 合 理 的 な 選 択 を 困 難 に
し て い る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
以 前 の 研 究 に お い て 、 一 組 の 低 分 子 質 量 (Ｍ r)細 胞 表 面 遊 離 タ ン パ ク 質 (２ ５ な い し ３ ５ k
Ｄ a)に 対 す る 抗 体 の 反 応 性 が Ｈ .ピ ロ リ (H. pylori)の 感 染 に 強 く 相 関 す る こ と が 見 出 さ れ
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た (Nilsson et al., 1997)。 し か し 、 こ れ ら の タ ン パ ク 質 の 数 種 は １ 次 元 電 気 泳 動 (１ －
Ｄ Ｅ )に お い て 充 分 分 離 せ ず ま た は 共 泳 動 し た 。 し か し な が ら 、 ２ 次 元 電 気 泳 動 (２ － Ｄ Ｅ
)技 術 の 使 用 に よ り タ ン パ ク 質 の 高 度 分 離 が 可 能 に な り 、 そ こ で は 適 切 な pＨ 勾 配 が き わ め
て 重 要 で あ っ た (Kimmel et al., 2000)。 最 近 の ２ － Ｄ Ｅ 研 究 (Nilsson et al., 2000)に
お い て 、 Ｍ r２ ５ － ３ ０ kＤ aの Ｈ .ピ ロ リ (H. pylori)タ ン パ ク 質 に 対 す る 強 い 免 疫 反 応 が
注 目 さ れ た 。 し か し 、 こ れ ら の タ ン パ ク 質 は 、 pＨ 範 囲 ３ － １ ０ に お け る ２ － Ｄ Ｅ に よ っ
て も 非 分 離 の ま ま で あ っ た 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ ４ 】
こ の 発 明 は 、 存 在 量 が 低 い Ｈ .ピ ロ リ (H. pylori)タ ン パ ク 質 の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 的 濃 厚
化 と 狭 い pＨ 勾 配 を 使 用 す る ２ － Ｄ Ｅ を 、 共 泳 動 す る ポ リ ペ プ チ ド の 分 離 の た め に 結 合 し
、 そ の 後 質 量 分 析 に よ る タ ン パ ク 質 の 同 定 を 行 う も の で あ る 。 さ ら に 、 免 疫 原 性 お よ び 交
差 反 応 性 タ ン パ ク 質 の 同 定 の た め の ２ 次 元 (２ － Ｄ )イ ム ノ ブ ロ ッ ト の 有 用 性 を 論 証 す る も
の で あ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
一 つ の 特 徴 と し て 、 こ の 発 明 は 、
Ｈ .ピ ロ リ (H. pylori)細 菌 を イ ン ビ ト ロ で 培 養 し 、
培 養 し た 細 菌 を 分 離 し 、
酸 性 グ リ シ ン (acid glycine)抽 出 に よ り 塩 基 性 表 面 タ ン パ ク 質 を 遊 離 さ せ 、
細 菌 を 除 去 し 、
グ リ シ ン 抽 出 物 を 精 製 し て ヘ リ コ バ ク テ ル ・ ピ ロ リ － 特 異 的 表 面 タ ン パ ク 質 生 産 物 を 調 製
し 、
タ ン パ ク 質 生 産 物 を ２ 次 元 イ ム ノ ブ ロ ッ ト に 付 し て 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 を 同 定 す る 段 階 を
含 む 、 ポ リ 硫 酸 化 分 子 、 例 え ば グ ル コ サ ミ ノ グ リ カ ン 類 お よ び ／ ま た は ム チ ン 類 の よ う な
他 の 硫 酸 化 グ リ コ コ ン ジ ュ ゲ ー ト 類 に 特 異 的 に 結 合 す る 免 疫 原 性 ヘ リ コ バ ク テ ル ・ ピ ロ リ
－ 特 異 的 表 面 タ ン パ ク 質 の 同 定 方 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
発 明 の こ の 特 徴 に よ る 方 法 の 一 つ の 実 施 態 様 に お い て 、
イ ン ビ ト ロ 培 養 を 寒 天 培 地 ま た は ブ ロ ス で 実 施 し 、
細 菌 の 分 離 を 、 増 殖 し た 細 胞 を 燐 酸 緩 衝 食 塩 水 (Ｐ Ｂ Ｓ )中 に 収 集 し 遠 心 し て ペ レ ッ ト を 調
製 す る こ と に よ り 実 施 し 、
酸 性 グ リ シ ン 抽 出 に よ り 塩 基 性 表 面 タ ン パ ク 質 を ペ レ ッ ト か ら 遊 離 さ せ 、
遠 心 に よ り 細 菌 を 除 去 し 、
遠 心 上 清 を Ｐ Ｂ Ｓ で 希 釈 し 、 pＨ を ６ .５ に 調 節 し 、 混 合 物 を ヘ パ リ ン 親 和 性 ク ロ マ ト グ ラ
フ ィ ー に 付 す こ と に よ り グ リ シ ン 抽 出 物 を 精 製 し て ヘ リ コ バ ク テ ル ・ ピ ロ リ － 特 異 的 表 面
タ ン パ ク 質 生 産 物 を 調 製 す る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
こ の 発 明 の 別 の 特 徴 は 、
Ｈ .ピ ロ リ (H. pylori)細 菌 を イ ン ビ ト ロ で 培 養 し 、
培 養 し た 細 菌 を 分 離 し 、
酸 性 グ リ シ ン 抽 出 に よ り 塩 基 性 表 面 タ ン パ ク 質 を 遊 離 さ せ 、
細 菌 を 除 去 し 、
グ リ シ ン 抽 出 物 を 精 製 し て ヘ リ コ バ ク テ ル ・ ピ ロ リ － 特 異 的 表 面 タ ン パ ク 質 生 産 物 を 調 製
す る こ と に よ り 生 産 物 が 入 手 し う る 、 ポ リ 硫 酸 化 分 子 、 例 え ば グ ル コ サ ミ ノ グ リ カ ン 類 お
よ び ／ ま た は ム チ ン 類 の よ う な 他 の 硫 酸 化 グ リ コ コ ン ジ ュ ゲ ー ト 類 に 特 異 的 に 結 合 す る ヘ
リ コ バ ク テ ル ・ ピ ロ リ － 特 異 的 表 面 タ ン パ ク 質 生 産 物 に 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
発 明 の こ の 特 徴 の 一 つ の 実 施 態 様 に お い て 、 タ ン パ ク 質 生 産 物 は 、
イ ン ビ ト ロ 培 養 を 寒 天 培 地 ま た は ブ ロ ス で 実 施 し 、
細 菌 の 分 離 を 、 増 殖 し た 細 胞 を 燐 酸 緩 衝 食 塩 水 (Ｐ Ｂ Ｓ )中 に 収 集 し 遠 心 し て ペ レ ッ ト を 調
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製 す る こ と に よ り 実 施 し 、
酸 性 グ リ シ ン 抽 出 に よ り 塩 基 性 表 面 タ ン パ ク 質 を ペ レ ッ ト か ら 遊 離 さ せ 、
遠 心 に よ り 細 菌 を 除 去 し 、
遠 心 上 清 を Ｐ Ｂ Ｓ で 希 釈 し 、 pＨ を ６ .５ に 調 節 し 、 混 合 物 を ヘ パ リ ン 親 和 性 ク ロ マ ト グ ラ
フ ィ ー に 付 す こ と に よ り グ リ シ ン 抽 出 物 を 精 製 し て ヘ リ コ バ ク テ ル ・ ピ ロ リ － 特 異 的 表 面
タ ン パ ク 質 生 産 物 を 調 製 す る こ と に よ り 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
目 下 の と こ ろ 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 生 産 物 は 、
a)分 子 量 (Ｍ Ｗ )３ ０ (３ １ .３ )kＤ a、 等 電 点 (pＩ )９ .３ (９ .１ )を 有 し 、 配 列 番 号 １ お よ び
／ ま た は 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む タ ン パ ク 質 、
b)Ｍ Ｗ ２ ６ (２ ７ .７ )、 pＩ ９ .１ － ９ .３ (９ .０ )を 有 し 、 配 列 番 号 ４ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含
む タ ン パ ク 質 、
c)Ｍ Ｗ ２ ５ (２ ８ .７ )、 pＩ ９ .０ (８ .８ )を 有 し 、 配 列 番 号 ５ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む タ ン パ
ク 質
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も １ 種 の タ ン パ ク 質 を 含 む 。
【 ０ ０ １ ０ 】
こ の 発 明 の さ ら に 別 の 特 徴 は 、 ポ リ 硫 酸 化 分 子 に 特 異 的 に 結 合 し 、 Ｍ Ｗ ３ ０ (３ １ .３ )kＤ
a、 (pＩ )９ .３ (９ .１ )を 有 し 、 配 列 番 号 １ お よ び ／ ま た は 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含
む 、 ヘ リ コ バ ク テ ル ・ ピ ロ リ － 特 異 的 表 面 タ ン パ ク 質 ； ポ リ 硫 酸 化 分 子 に 特 異 的 に 結 合 し
、 Ｍ Ｗ ２ ６ (２ ７ .７ )、 pＩ ９ .１ － ９ .３ (９ .０ )を 有 し 、 配 列 番 号 ４ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含
む 、 ヘ リ コ バ ク テ ル ・ ピ ロ リ － 特 異 的 表 面 タ ン パ ク 質 ； ま た は ポ リ 硫 酸 化 分 子 に 特 異 的 に
結 合 し 、 Ｍ Ｗ ２ ５ (２ ８ .７ )、 pＩ ９ .０ (８ .８ )を 有 し 、 配 列 番 号 ５ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む
、 ヘ リ コ バ ク テ ル ・ ピ ロ リ － 特 異 的 表 面 タ ン パ ク 質 に 関 す る 。
【 ０ ０ １ １ 】
こ の 発 明 の さ ら に 別 の 特 徴 は 、 イ ム ノ ア ッ セ イ に お け る 診 断 用 抗 原 と し て の 、 こ の 発 明 に
よ る タ ン パ ク 質 生 産 物 ま た は こ の 発 明 に よ る タ ン パ ク 質 の 使 用 に 関 す る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
こ の 発 明 の さ ら な る 特 徴 は 、 Ｈ .ピ ロ リ 感 染 に 対 す る ワ ク チ ン に お け る 免 疫 化 成 分 と し て
の 、 こ の 発 明 に よ る タ ン パ ク 質 生 産 物 ま た は こ の 発 明 に よ る タ ン パ ク 質 の 使 用 に 関 す る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
こ の 発 明 の 追 加 的 な 特 徴 は 、 こ の 発 明 に よ る タ ン パ ク 質 生 産 物 ま た は こ の 発 明 に よ る タ ン
パ ク 質 を 診 断 用 抗 原 と し て 使 用 す る 、 ヒ ト 患 者 か ら の 生 物 学 的 試 料 中 に お け る Ｈ .ピ ロ リ
細 菌 の 存 在 を 決 定 す る た め の イ ム ノ ア ッ セ イ に 関 す る 。 固 相 酵 素 免 疫 検 定 法 (Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ )
、 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ (Ｒ Ｉ Ａ )な ど の よ う な 、 抗 原 － 抗 体 相 互 作 用 に 基 づ く 任 意 の イ ム
ノ ア ッ セ イ を 使 用 し う る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
こ の 発 明 の 最 後 の 特 徴 は 、 免 疫 化 成 分 と し て 少 な く と も １ 種 の こ の 発 明 に よ る タ ン パ ク 質
生 産 物 ま た は １ 種 の こ の 発 明 に よ る タ ン パ ク 質 を 、 医 薬 的 に 許 容 さ れ る 媒 質 と と も に 含 む
、 ヒ ト 患 者 に お け る Ｈ .ピ ロ リ 感 染 に 対 す る ワ ク チ ン 組 成 物 に 関 す る 。 医 薬 的 に 許 容 さ れ
る 媒 質 は 、 例 え ば 米 国 ま た は ヨ ー ロ ッ パ 薬 局 方 の 手 引 き に よ っ て 製 造 者 に よ り 選 択 さ れ る
。
【 ０ ０ １ ５ 】
こ の 発 明 を 、 実 験 お よ び 図 の 記 載 に よ り 説 明 す る が 、 こ の 発 明 は い ず れ の 具 体 的 開 示 例 に
よ っ て も 限 定 さ れ な い こ と を 理 解 す べ き で あ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
実 験
材 料 お よ び 方 法
Ａ .細 菌 株 お よ び 培 養 条 件
Ｈ .ピ ロ リ Ｃ Ｃ Ｕ Ｇ １ ７ ８ ７ ４ 株 を 、 凍 結 ス ト ッ ク (－ １ １ ５ ℃ )か ら Ｇ Ａ Ｂ － Ｃ Ａ Ｍ Ｐ 寒
天 平 板 (Soltesz et al., 1992)に と り 、 ３ ７ ℃ に お い て ３ 日 間 微 好 気 性 大 気 (５ ％ Ｏ ２ ,１
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０ ％ Ｃ Ｏ ２ ,８ ５ ％ Ｎ ２ )中 で 培 養 し た 。 細 胞 を 採 取 し 、 pＨ ７ .２ の 燐 酸 緩 衝 食 塩 水 (Ｐ Ｂ
Ｓ ,０ .０ ２ Ｍ 燐 酸 ナ ト リ ウ ム ,０ .１ ５ Ｍ Ｎ aＣ ｌ )中 で 一 度 洗 浄 し 、 次 の タ ン パ ク 質 抽 出 の
た め に 保 存 し た 。
【 ０ ０ １ ７ 】
Ｂ .細 胞 表 面 タ ン パ ク 質 の 抽 出
３ 日 齢 細 胞 か ら の 細 胞 表 面 タ ン パ ク 質 酸 性 グ リ シ ン 抽 出 (acid glycine extraction)は 、
前 に 報 告 さ れ た よ う に 実 施 し た (Lelwala－ Guruge et al., 1990)。 略 述 す る と 、 採 取 し 洗
浄 し た 細 胞 を pＨ ２ .２ の ０ .２ Ｍ グ リ シ ン 塩 酸 塩 中 に 再 け ん だ く (４ ｇ 細 胞 ／ １ ０ ０ ｍ ｌ )
し 、 プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 (Complete T M  Roche Diagnostics AB, Bromma, Sweden)を 補 充 し
て １ ５ 分 間 ２ ０ ℃ で 磁 気 撹 拌 し た 。 遠 心 (１ ５ 分 間 ８ ℃ で １ ２ ０ ０ ０ × ｇ )に よ り 細 胞 を 除
き 、 上 清 を Ｎ aＯ Ｈ で 中 和 し 、 Ｐ Ｂ Ｓ に 対 し て １ ８ 時 間 ８ ℃ で 透 析 し た 。 バ イ オ ラ ド タ ン
パ ク 質 ア ッ セ イ (BioRad, Richmond, CA, USA)お よ び 標 準 と し て の ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン を
使 用 し て 、 タ ン パ ク 質 を ブ ラ ッ ド フ ォ ー ド 法 で ２ １ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ に 定 量 化 し た 。 こ の タ ン
パ ク 質 画 分 を 以 後 Ａ Ｇ Ｅ タ ン パ ク 質 と 称 す る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
Ｃ .ヘ パ リ ン 親 和 性 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー
ハ イ ト ラ ッ プ (HiTrap)ヘ パ リ ン カ ラ ム (１ ｍ ｌ 、 Amersham PＨ armacia Biotech, Uppsala,
 Sweden)を pＨ ６ .５ の ５ ｍ Ｍ 燐 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 液 と ７ ５ ｍ Ｍ Ｎ aＣ ｌ で 平 衡 化 し た 。 Ａ
Ｇ Ｅ タ ン パ ク 質 を 同 じ 緩 衝 液 で １ ： ３ に 希 釈 し 、 pＨ を ６ .５ に 調 整 し 、 親 和 性 カ ラ ム に か
け た 。 結 合 し な い タ ン パ ク 質 を 平 衡 化 緩 衝 液 で 洗 去 し 、 一 方 結 合 し た タ ン パ ク 質 は ２ Ｍ Ｎ
aＣ ｌ を 用 い て 単 一 ピ ー ク と し て 溶 離 し 、 ２ .５ ｍ ｌ の タ ン パ ク 質 画 分 中 に ６ ５ ６ μ ｇ ／ ｍ
ｌ を 得 、 以 下 こ れ を Ａ Ｇ Ｅ － Ｈ ｅ ｐ Ｂ Ｐ (酸 性 グ リ シ ン 抽 出 － ヘ パ リ ン 結 合 タ ン パ ク 質 )と
称 す る 。 Ａ Ｇ Ｅ － Ｈ ｅ ｐ Ｂ Ｐ 画 分 を フ ァ ス ト デ ソ ル テ ィ ン グ (Fast Desalting TM)カ ラ ム
Ｈ Ｒ １ ０ ／ １ ０  (Amersham PＨ armacia Biotech)上 に お い て 流 速 １ ｍ ｌ ／ 分 で 脱 塩 し 、 水
中 に お い て ８ Ｍ 尿 素 (Merck Eurolab AB, Stockholm, Sweden)で 平 衡 化 し 、 一 部 を と り －
２ ０ ℃ で 凍 結 保 存 し た 。
【 ０ ０ １ ９ 】
Ｄ .１ 次 元 ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム － ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 (１ － Ｄ Ｅ )お よ び
イ ム ノ ブ ロ ッ ト (１ Ｄ － イ ム ノ ブ ロ ッ ト )
１ － Ｄ Ｅ は 、 還 元 条 件 (Laemmli, 1970)下 、 ク リ テ リ オ ン (Criterion T M )細 胞 電 気 泳 動 装 置
(BioRad, Richmond, CA, USA)と 、 ８ － １ ６ ％ 分 離 用 勾 配 ゲ ル お よ び ４ ％ ス タ ッ ク ゲ ル (Cr
iterion Precast Gel, Bio－ Rad)を 用 い て 実 施 し た 。 タ ン パ ク 質 を 標 準 試 料 緩 衝 液 で 希 釈
し 、 ゲ ル に 付 加 し (７ ５ μ ｇ ／ ゲ ル )、 ２ ０ ０ Ｖ で ８ ０ 分 間 分 離 し た 。 分 離 し た Ａ Ｇ Ｅ － Ｈ
eｐ Ｂ Ｐ の Ｍ rを 精 密 マ ー カ ー タ ン パ ク 質 (BioRad)を 用 い て 確 定 し た 。 電 気 泳 動 後 、 ゲ ル を
固 定 し 、 銀 染 色 (Heukeshoven et al., 1988)し た 。 別 法 と し て 、 タ ン パ ク 質 を 抗 体 検 出 の
た め に 半 乾 燥 電 気 ブ ロ ッ タ ー 装 置 (Ancos, Vig, Denmark)を 使 用 し て ポ リ ビ ニ リ デ ン ・ ジ
フ ル オ リ ド 膜 (PVDF)(Micron Separations Inc. Westborough, MA, USA)に 転 移 さ せ た 。 転
移 時 間 は １ ｍ Ａ ／ ｃ ｍ ２ の 一 定 電 流 下 で ８ ０ 分 で あ っ た 。 イ ム ノ ブ ロ ッ ト ア ッ セ イ は 前 に
報 告 さ れ た よ う に 実 施 し た (Nilsson el al., 1997)。 略 述 す る と 、 水 解 ゼ ラ チ ン 、 ポ リ ビ
ニ ル ピ ロ リ ド ン 、 ツ イ ー ン ２ ０ 、 エ タ ノ ー ル ア ミ ン お よ び グ リ シ ン を 含 有 す る 緩 衝 液 中 で
膜 を ２ × １ ５ 分 間 ブ ロ ッ ク し 、 切 断 し て ス ト リ ッ プ に し 、 Ｔ Ｒ Ｉ Ｓ 、 ゼ ラ チ ン 水 解 化 物 、
塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 pＨ ８ .７ の ツ イ ー ン ２ ０ を 含 有 す る pＨ ８ .７ の 緩 衝 液 中 に １ ／ １ ０ ０ に
希 釈 し た 血 清 の パ ネ ル で プ ロ ー ブ し た (Nilsson et al., 1997)。 血 清 は 、 ｉ )内 視 鏡 に よ
る バ イ オ プ シ ー 試 料 の 陽 性 培 養 お よ び 血 清 学 で 確 定 し た Ｈ .ピ ロ リ 感 染 (ｎ ＝ １ ０ )、 ii)Ｈ
.ピ ロ リ 培 養 陰 性 患 者 か ら の 血 清 プ ー ル 、 iii)Waaler－ Rose試 験 に よ り 高 い リ ウ マ ト イ ド
因 子 価 を 示 す リ ウ マ チ 様 関 節 炎 (ｎ ＝ ８ )、 iv)高 い 抗 体 価 を 示 す カ ン ピ ロ バ ク テ ル ・ ジ ェ
ジ ュ ニ (Campylobacter jejuni)感 染 (ｎ ＝ ５ )、 ｖ )肺 に お け る シ ュ ー ド モ ナ ス ・ エ ル ギ ノ
ー ザ (Pseudomonas aeruginosa)の コ ロ ニ ー 形 成 を も つ の う 胞 性 線 維 症 、 vi)Ｔ PＨ Ａ 試 験 で
陽 性 の ト レ ポ ネ ー マ ・ パ リ ズ ム (Treponema pallidum)感 染 (ｎ ＝ ３ )お よ び vii)培 養 に お い
て 陽 性 の ヘ モ フ ィ ル ス ・ イ ン フ ル エ ン ゼ (HaemopＨ ilus influenzae)感 染 (ｎ ＝ ３ )を 含 む
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種 々 の 疾 患 を も つ 患 者 か ら 得 た 。 す べ て の 血 清 試 料 は ラ ン ド の ラ ン ド 大 学 病 院 臨 床 微 生 物
部 門 (Department of Clinical Microbiology, Lund University HospＩ tal, Lund)か ら 集
め 、 試 験 す る ま で － ２ ０ ℃ で 凍 結 保 存 し た 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
Ｅ .等 電 点 電 気 泳 動 (Ｉ Ｅ Ｆ )
Ａ Ｇ Ｅ － Ｈ eｐ Ｂ Ｐ を 、 pＨ ６ － １ １ ,１ １ ｃ ｍ の 直 線 pＨ 勾 配 を 用 い て プ レ キ ャ ス ト イ モ ビ
リ ン ド ラ イ ス ト リ ッ プ (Immobiline TM Dry strips) と Ｉ Ｐ Ｇ ス ト リ ッ プ (IPG strips, Am
ersham PＨ armacia Biotech)上 で Ｉ Ｅ Ｆ に よ り 分 離 し た 。 Ｉ Ｐ Ｇ ス ト リ ッ プ を 、 製 造 者 の
指 示 書 に し た が っ て 、 ８ Ｍ 尿 素 、 ３ － (３ － ク ロ ロ ア ミ ド プ ロ ピ ル )ジ メ チ ル ア ン モ ニ オ －
１ － プ ロ パ ン ス ル ホ ネ ー ト (Ｃ Ｈ Ａ Ｐ Ｓ )(２ ０ ｇ ／ ｌ )、 pＨ ６ － １ １ の Ｉ Ｐ Ｇ 試 料 緩 衝 液 (
Amersham PＨ armacia Biotech)、 ジ チ オ ト レ イ ト ー ル (Ｄ Ｔ Ｔ )(１ ０ ｇ ／ ｌ )お よ び ブ ロ ム
フ ェ ノ ー ル ブ ル ー (０ .５ ％ ｗ ／ ｖ )２ ５ μ ｌ を 含 有 す る 溶 液 ２ ０ ０ μ ｌ 中 で Ａ Ｇ Ｅ － Ｈ eｐ
Ｂ Ｐ (ス ト リ ッ プ あ た り 約 ２ ５ μ ｇ )と と も に １ ２ 時 間 ２ ０ ℃ で 再 水 和 し た 。 Ｉ Ｅ Ｆ は 、 Ｉ
Ｐ Ｇ フ ォ ー ル (IPGpＨ or)フ ォ ー カ シ ン グ 装 置 (Amersham PＨ armacia Biotech)中 で 合 計 ８
０ kＶ h実 施 し た 。
【 ０ ０ ２ １ 】
Ｆ .２ 次 元 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 (２ － Ｄ Ｅ )
２ － Ｄ Ｅ を 開 始 す る 前 に 、 Ｉ Ｐ Ｇ ス ト リ ッ プ を そ れ ぞ れ pＨ ８ .８ の ５ ０ ｍ Ｍ Ｔ ris－ Ｈ Ｃ
ｌ 、 ６ Ｍ 尿 素 、 ３ ０ ％ (ｖ ／ ｖ )グ リ セ リ ン お よ び １ ％ (ｗ ／ Ｖ )ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム を
含 有 す る 溶 液 中 で ２ ０ 分 間 ２ 回 平 衡 化 し た 。 Ｄ Ｔ Ｔ (１ ％ ,ｗ ／ ｖ )を 最 初 の 平 衡 化 溶 液 に
加 え 、 ヨ ー ド ア セ ト ア ミ ド (４ .８ ％ ,ｗ ／ ｖ )を 第 ２ の 平 衡 化 溶 液 に 加 え た 。 つ い で Ｉ Ｐ Ｇ
ス ト リ ッ プ を ８ － １ ６ ％ 勾 配 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ ク リ テ リ オ ン プ レ キ ャ ス ト ゲ ル (Criterion
 Precast Gels)(BioRad)の 上 端 に 適 用 し 、 タ ン パ ク 質 の 分 離 を １ － Ｄ Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ に
つ い て 記 載 し た の と 同 一 条 件 で 行 っ た 。 つ い で 、 ゲ ル を 銀 染 色 、 ク ー マ ッ シ ー Ｒ － ３ ５ ０
(PＨ astGel Blue R, Amersham PＨ armacia Biotech)お よ び Ｐ Ｖ Ｄ Ｆ 膜 へ の タ ン パ ク 質 転
移 の 加 工 を し た 。 Ｉ Ｅ Ｆ お よ び ２ － Ｄ Ｅ 実 験 は ３ な い し ４ 回 反 復 し た 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
Ｇ .２ － Ｄ イ ム ノ ブ ロ ッ ト ア ッ セ イ
２ － Ｄ Ｅ で 分 離 し た ポ リ ペ プ チ ド を Ｄ の 部 に 記 載 し よ う に Ｐ Ｖ Ｄ Ｆ 膜 に 電 気 泳 動 で 転 移 し
、 残 留 結 合 能 を 前 に 記 載 さ れ た よ う に ブ ロ ッ ク し た 。 膜 を ポ リ エ チ レ ン バ ッ グ に 入 れ 、 ｉ
)腹 痛 の た め 胃 鏡 検 査 を 受 け 、 胃 の バ イ オ プ シ ー 培 養 で Ｈ .ピ ロ リ 陽 性 の 患 者 か ら 得 た プ ー
ル 血 清 試 料 (ｎ ＝ １ ０ )、 ii)Ｈ .ピ ロ リ 培 養 し 血 清 陰 性 者 か ら の プ ー ル 血 清 試 料 (ｎ ＝ １ ０ )
、 iii)胃 の バ イ オ プ シ ー 培 養 で 陽 性 の Ｈ .ピ ロ リ 感 染 小 児 か ら の 血 清 、 お よ び iv)Ｃ .ジ ェ
ジ ュ ニ (C. jejuni)感 染 患 者 か ら の 血 清 を 積 層 し た 。 血 清 を １ ０ ｍ ｌ イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン
緩 衝 液 (Ｄ の 部 参 照 )中 で １ ／ １ ０ ０ ま た は １ ／ １ ０ ０ ０ 倍 に 希 釈 し 、 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン
時 間 は 一 定 の 振 と う 下 １ ６ 時 間 ８ ℃ と し た 。 反 復 洗 浄 後 、 西 洋 わ さ び ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ で
ラ ベ ル し た １ ／ １ ５ ０ ０ 希 釈 抗 ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 (Dako A/S, Glostrup, Denmark)を 加 え 、
つ い で 膜 を ２ 時 間 ２ ０ ℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 結 合 し た 抗 体 は 、 ０ .０ ４ ％ ３ － ア ミ ノ
－ ９ － エ チ ル カ ル バ ゾ ー ル (Sigma Chemicals Co., St. Louis, MO)お よ び ０ .０ １ ５ ％ Ｈ

２ Ｏ ２ 含 有 ５ ０ ｍ Ｍ 酢 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 液 (pＨ ５ .０ )を 加 え る こ と に よ り 検 出 し た 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
Ｈ .画 像 分 析
ゲ ル と イ ム ノ ブ ロ ッ ト を Ｇ Ｓ － ７ １ ０ イ メ ー ジ ン グ デ ン シ ト メ ー タ ー (BioRad)で ス キ ャ ン
し た 。 １ － Ｄ Ｅ ゲ ル の 画 像 を 分 析 し 、 タ ン パ ク 質 の Ｍ r類 を ク オ ン テ ィ テ ィ ワ ン (Quantity
One)ソ フ ト ウ エ ア パ ッ ケ ー ジ (BioRad)を 用 い て 推 定 し た 。 ２ － Ｄ Ｅ ゲ ル の 画 像 を 、 pＩ お
よ び Ｍ r類 の 推 定 、 ス ポ ッ ト の 定 量 を 含 め て 分 析 し 、 ゲ ル と ２ － Ｄ イ ム ノ ブ ロ ッ ト の マ ッ
チ ン グ は メ ラ ニ ー (Melanie)バ ー ジ ョ ン ３ ソ フ ト ウ エ ア (BioRad)で 達 成 し た 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
Ｉ .ス ポ ッ ト の 同 定
Ｈ .ピ ロ リ 陽 性 血 清 プ ー ル に 明 確 な 抗 体 反 応 性 を 示 す ６ 個 の ス ポ ッ ト を 、 Ｍ Ｓ ／ Ｍ Ｓ 配 列
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決 定 の た め に 選 択 し 、 ク リ ー ン 条 件 下 に ゲ ル か ら 切 り 出 し 、 ト リ プ シ ン で 断 片 化 し た 。 ペ
プ チ ド 混 合 物 を 抽 出 し 、 Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ － Ｔ Ｏ Ｆ － Ｍ Ｓ ／ Ｍ Ｓ で 分 析 し た 。 得 ら れ た 内 部 ペ プ
チ ド 配 列 は Ｔ Ｉ Ｇ Ｒ デ ー タ ベ ー ス (http://www.tigr.org/)で Ｈ .ピ ロ リ ゲ ノ ム タ ン パ ク 質
の 同 定 に 使 用 し た 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
結 果
１ － Ｄ Ｅ お よ び １ － Ｄ イ ム ノ ブ ロ ッ ト に お け る Ａ Ｇ Ｅ － Ｈ eｐ Ｂ Ｐ タ ン パ ク 質 の プ ロ フ ィ
ル
１ － Ｄ Ｅ (８ － １ ６ ％ 勾 配 ゲ ル )で 分 離 し ク ー マ ッ シ ー Ｒ － ３ ５ ０ で 染 色 し た Ａ Ｇ Ｅ － Ｈ e
ｐ Ｂ Ｐ の タ ン パ ク 質 プ ロ フ ィ ル を 図 １ に 示 す 。 ３ 個 の バ ン ド が Ｍ r２ ５ 、 ２ ６ お よ び ２ ９ k
Ｄ aで 同 定 さ れ た 。 ４ 個 の バ ン ド (Ｍ r２ ５ 、 ２ ６ 、 ２ ９ 、 ３ ０ )に 対 す る 抗 体 反 応 性 を Ｈ .
ピ ロ リ 感 染 患 者 お よ び 小 児 患 者 の 血 清 で 検 出 し た 。 こ れ ら の バ ン ド の 強 度 差 は お そ ら く 患
者 間 の 個 人 の 免 疫 反 応 に 依 存 す る (図 ２ 、 レ ー ン １ ,３ － ９ )。 Ｈ .ピ ロ リ 血 清 陰 性 の 血 清 プ
ー ル は ２ ５ kＤ aお よ び ２ ６ kＤ aタ ン パ ク 質 に 弱 い 反 応 性 を 示 し た (図 ２ 、 レ ー ン ２ )。 他 の
潜 在 的 交 差 反 応 性 血 清 は ２ ５ kＤ aタ ン パ ク 質 に 反 応 性 を 確 証 し た (図 ２ 、 レ ー ン １ ０ － １
７ 、 枠 内 )。 Ｍ r＞ ３ ７ kＤ aの タ ン パ ク 質 に 対 す る 反 応 性 は 本 研 究 で は 推 定 さ れ な か っ た 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
２ － Ｄ Ｅ お よ び ２ － Ｄ イ ム ノ ブ ロ ッ ト に お け る Ａ Ｇ Ｅ － Ｈ eｐ Ｂ Ｐ 画 分 の プ ロ フ ィ ル
ク ー マ ッ シ ー Ｒ － ３ ５ ０ 染 色 ゲ ル 上 で 検 出 さ れ た ７ １ 個 の ス ポ ッ ト に 対 し て 、 合 計 １ ４ １
個 の ス ポ ッ ト が 銀 染 色 ゲ ル 上 で 検 出 さ れ た (図 ３ Ａ )。 ２ － Ｄ イ ム ノ ブ ロ ッ ト を 使 用 す る と
、 １ ８ ６ 個 の ス ポ ッ ト が 希 釈 率 １ ／ １ ０ ０ ０ の Ｈ .ピ ロ リ 陽 性 血 清 プ ー ル に 抗 体 反 応 性 を
示 し た (図 ３ Ｃ )。 イ ム ノ ブ ロ ッ ト に お い て よ り 多 数 の ス ポ ッ ト が 検 出 さ れ た こ と は 、 ス ポ
ッ ト の 銀 お よ び ク ー マ ッ シ ー 染 色 に 比 較 し て 抗 体 検 出 の 感 度 が 増 加 し た こ と を 確 証 す る 。
２ － Ｄ Ｅ 実 験 の 反 復 で は 、 推 定 pＩ 値 の 差 の 変 化 が ０ .０ な い し ０ .０ ５ の 間 で 、 高 い 再 現
性 を 確 証 し た 。 Ｍ rの 推 定 値 で 変 化 は 見 ら れ な か っ た 。 銀 お よ び ク ー マ ッ シ ー 染 色 を 用 い
て 強 く 染 色 さ れ る 若 干 の ス ポ ッ ト (図 ３ Ａ お よ び Ｂ 、 丸 印 )は 免 疫 原 性 が な か っ た (図 ３ Ｃ )
。 メ ラ ニ ー (Meranie)３ ソ フ ト ウ エ ア を 用 い て 得 ら れ る pＩ お よ び Ｍ r値 を 表 １ に 挙 げ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
ス ポ ッ ト (タ ン パ ク 質 )の 同 定
６ 個 の ス ポ ッ ト (図 ３ Ａ － Ｃ 、 ス ポ ッ ト 番 号 １ － ６ 、 表 １ )の 内 部 ペ プ チ ド 配 列 を 、 細 胞 結
合 因 子 ２ (ス ポ ッ ト 番 号 １ お よ び ２ )、 ウ レ ア ー ゼ Ａ サ ブ ユ ニ ッ ト (ス ポ ッ ト 番 号 ３ お よ び
４ )、 ハ イ ポ セ チ カ ル タ ン パ ク 質 (ス ポ ッ ト 番 号 ５ )お よ び 外 膜 タ ン パ ク 質 (ス ポ ッ ト 番 号 ６
)の ペ プ チ ド と 同 定 し た 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
細 胞 結 合 因 子 ２ (Ｈ Ｐ ０ １ ７ ５ )は Ｃ .ジ ェ ジ ュ ニ (C.jejuni)の 細 胞 結 合 因 子 ２ (抗 原 Ｐ Ｅ Ｂ
４ Ａ )に 類 似 し て お り 、 エ シ ェ リ キ ア ・ コ リ (Escherichia coli)サ バ イ バ ル タ ン パ ク 質 sur
Ａ の 同 族 体 で あ る 。 こ こ で は ２ 個 が 同 定 さ れ た が 、 さ ら に ２ － ３ 個 の 低 い pＩ を も つ ア イ
ソ フ ォ ー ム が 同 じ Ｍ r値 で 提 案 さ れ う る 。 Ｃ .ジ ェ ジ ュ ニ (C.jejuni)感 染 患 者 の 血 清 と の 交
差 反 応 性 は 観 察 さ れ な か っ た 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
ス ポ ッ ト 番 号 ５ (Ｈ Ｐ ０ ２ ３ １ )は 、 機 能 が 未 知 の ハ イ ポ セ チ カ ル タ ン パ ク 質 と し て 同 定 さ
れ た 。 こ の タ ン パ ク 質 は 、 １ － Ｄ Ｅ に お い て ウ レ ア ー ゼ サ ブ ユ ニ ッ ト お よ び 外 膜 タ ン パ ク
質 Ｈ Ｐ １ ５ ６ ４ と 共 泳 動 す る が 、 ２ － Ｄ Ｅ で 分 離 さ れ た 。 こ れ は １ － Ｄ イ ム ノ ブ ロ ッ ト に
よ り 希 釈 率 １ ／ １ ０ ０ ０ の Ｈ .ピ ロ リ 陽 性 血 清 プ ー ル で 認 識 さ れ た が 、 Ｈ .ピ ロ リ 陰 性 血 清
プ ー ル (図 ４ )ま た は Ｃ .ジ ェ ジ ュ ニ (C.jejuni)血 清 で は 反 応 性 が 見 ら れ な か っ た (図 ５ )。
【 ０ ０ ３ ０ 】
同 定 さ れ た 外 膜 タ ン パ ク 質 (Ｈ Ｐ １ ５ ６ ４ )は 、 リ ポ タ ン パ ク 質 ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー に 属 し
、 パ ス ツ レ ラ ・ ヘ モ リ チ カ (Pasturella haemolytica)リ ポ タ ン パ ク 質 １ に 類 似 性 を 示 し (
お そ ら く リ ピ ッ ド ア ン カ ー に よ り 外 膜 に 付 着 す る )、 ま た Ｅ .コ リ (E.coli)の ハ イ ポ セ チ カ
ル ２ ９ .４ kＤ aリ ポ た ん ぱ く 質 お よ び ２ ８ kＤ aヘ モ フ ィ ル ス ・ イ ン フ ル エ ン ゼ (HaemopＨ il
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us influenzae)リ ポ タ ン パ ク 質 (hlpＡ 、 外 膜 タ ン パ ク 質 Ｈ Ｉ ０ ６ ２ ０ 、 Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ ソ フ ト
ウ エ ア に よ り 相 同 性 ３ ８ .５ ％ )の 両 者 と も 類 似 す る 。 こ の タ ン パ ク 質 (図 ３ Ａ － Ｃ 、 ス ポ
ッ ト 番 号 ６ 、 図 １ の ２ ５ kＤ aバ ン ド )は こ の 研 究 で 使 用 し た 潜 在 的 交 差 反 応 血 清 お よ び Ｈ .
ピ ロ リ 陰 性 血 清 プ ー ル と 反 応 性 を 示 し た (図 ２ )。
【 ０ ０ ３ １ 】
結 果 の 利 用 性
こ れ ら の タ ン パ ク 質 の 数 種 が 免 疫 診 断 試 験 を 最 適 化 す る た め お よ び ワ ク チ ン を デ ザ イ ン す
る た め の 候 補 で あ る の で 、 ヒ ト 胃 病 原 体 Ｈ .ピ ロ リ の 表 面 タ ン パ ク 質 明 確 化 は 極 め て 興 味
が 深 い 。 明 確 さ が 少 な い Ｈ .ピ ロ リ 抗 原 に 基 づ い て 多 数 の 抗 体 ス ク リ ー ニ ン グ 試 験 が 開 発
さ れ て き た (Glupezynski, 1998)。 ２ － Ｄ Ｅ 技 術 は 、 複 合 抗 原 中 の タ ン パ ク 質 の 同 定 を １
－ Ｄ Ｅ よ り 高 度 に 助 長 し 、 １ － Ｄ Ｅ 使 用 時 の タ ン パ ク 質 共 泳 動 問 題 の 克 服 を 容 易 に す る 。
こ の 研 究 で 示 す よ う に 、 １ － Ｄ Ｅ バ ン ド と し て 分 離 さ れ た タ ン パ ク 質 は 、 狭 い pＨ 勾 配 を
使 用 す る こ と に よ り ２ － Ｄ Ｅ 技 術 で 数 種 の 異 な る タ ン パ ク 質 ス ポ ッ ト に 分 離 さ れ た 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
イ ム ノ ブ ロ ッ ト と 組 み 合 わ せ た ２ － Ｄ Ｅ は Ｈ .ピ ロ リ 抗 原 の 同 定 に 関 し て 前 に 報 告 さ れ て
い る (McAtee et al., 1998b ; Jungblut et al., 2000)。 Jungblutと 共 同 研 究 者 は ２ － Ｄ
イ ム ノ ブ ロ ッ ト に 単 一 患 者 血 清 を 使 用 し 、 そ こ で 総 細 胞 タ ン パ ク 質 を 分 離 し 比 較 的 少 数 の
免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 体 反 応 性 を 発 見 し た 。 こ れ ら の 結 果 は 、 数 種 の 抗 原 が 総 細
胞 溶 解 物 中 で マ イ ナ ー な 成 分 で あ り 、 し た が っ て イ ム ノ ブ ロ ッ ト で 測 定 す る の が 困 難 で あ
り う る こ と を 示 唆 す る 。 個 々 の 宿 主 の 応 答 も 役 割 を も つ か も し れ な い 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ る 画 分 化 お よ び 濃 厚 化 は こ の 問 題 克 服 の 助 け に な る 。 ２ － Ｄ Ｅ の
前 に ヘ パ リ ン 親 和 性 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 使 用 す る こ と に よ り 、 あ る 種 の 低 含 量 タ ン パ ク
質 を 高 濃 度 に す る こ と が 可 能 に な り 、 わ れ わ れ は 初 め て ハ イ ポ セ チ カ ル タ ン パ ク 質 Ｈ Ｐ ０
２ ３ １ が ヘ パ リ ン に 結 合 す る こ と お よ び そ の 免 疫 原 的 性 質 を 示 す こ と が で き た 。 ク ロ マ ト
グ ラ フ ィ ー は ２ － Ｄ Ｅ と 組 み 合 わ せ て Ｈ .イ ン フ ル エ ン ゼ (H. influenzae)マ イ ナ ー タ ン パ
ク 質 の 濃 厚 化 に 使 用 さ れ 、 ヘ パ リ ン 親 和 性 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー の 使 用 に よ り 、 １ １ ０ 個 の
新 規 タ ン パ ク 質 が 同 定 さ れ た (Fountoulakis et al., 1997)。 別 の 研 究 に お い て 、 低 含 量
ヒ ト 脳 タ ン パ ク 質 の 濃 厚 化 が こ の 技 術 を 使 用 し て 実 施 さ れ た (Karlsson et al., 1999)。
別 の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー マ ト リ ッ ク ス で あ る ヒ ド ロ キ シ ア パ タ イ ト が 、 Ｅ .コ リ (E.coli)
の 低 含 量 タ ン パ ク 質 濃 厚 化 に 使 用 さ れ た (Fountoulakis et al., 1999)。
【 ０ ０ ３ ４ 】
幅 広 い pＨ 勾 配 が 早 期 の Ｈ .ピ ロ リ タ ン パ ク 質 の 分 離 に 使 用 さ れ た (McAtee et al., 1998b;
 Jungblut et al., 2000; Nilsson et al., 2000)。 こ れ ら の 研 究 に お い て 、 塩 基 性 タ ン
パ ク 質 が 低 い 度 合 い で 分 離 さ れ た 。 し か し 、 本 研 究 で は 、 わ れ わ れ は Ｉ Ｅ Ｆ に お い て 狭 い
pＨ ６ － １ １ 勾 配 を 使 用 す る こ と に よ り 塩 基 性 タ ン パ ク 質 の 高 度 分 解 を 得 た 。 コ ー ド 化 前
駆 体 の ７ ０ ％ 超 が ７ よ り 高 い 理 論 的 pＩ 値 を 有 す る (Tomb et al., 1997)の で 、 こ の pＨ 勾
配 は Ｈ .ピ ロ リ タ ン パ ク 質 の 研 究 に 重 要 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
Ｍ rが 低 い 抗 原 に 対 し て 生 じ た 抗 体 は 、 ３ ３ － ３ ５ kＤ a抗 原 に 対 す る 抗 体 反 応 性 が 胃 ま た
は 十 二 指 腸 潰 瘍 患 者 の ９ ７ .５ ％ に あ る が 慢 性 Ｂ 型 胃 炎 患 者 で は 頻 度 が 少 な い (Yamaoka et
 al., 1998)、 Ｈ .ピ ロ リ 感 染 に 対 し て 予 後 上 の 価 値 を 有 す る こ と が 判 明 し た 。 ２ ６ kＤ aタ
ン パ ク 質 (Ｈ Ｐ １ ５ ６ ３ 、 ア ル キ ル ヒ ド ロ ペ ル オ キ サ イ ド レ ダ ク タ ー ゼ tsaＡ )に 対 す る 抗
体 応 答 が 胃 が ん 患 者 血 清 に 見 ら れ た が 、 が ん で な い Ｈ .ピ ロ リ 感 染 患 者 の 血 清 で は 見 ら れ
な か っ た (Wang et al., 1998)。 先 の イ ム ノ ブ ロ ッ ト 研 究 に お い て 、 低 Ｍ r(２ ６ な い し ３
３ kＤ a)表 面 タ ン パ ク 質 セ ッ ト に 対 す る 抗 体 反 応 性 が Ｈ .ピ ロ リ 感 染 に 高 い 相 関 性 を も つ こ
と が 発 見 さ れ た (Nilsson et al., 1997)。 こ の 範 囲 の タ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 体 反 応 性 も ま
た こ の 研 究 に お い て 見 出 さ れ 、 ３ 個 の 新 規 抗 原 が 同 定 さ れ た 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
Ｈ .ピ ロ リ の 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 と し て の 細 胞 結 合 因 子 ２ は 最 近 報 告 さ れ た (McAtee et al
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., 1998a ; Jungblut et al., 2000)が 、 交 差 反 応 性 に 関 す る デ ー タ は 報 告 さ れ な か っ た
。 こ の タ ン パ ク 質 は Ｃ .ジ ェ ジ ュ ニ (C.jejuni)細 胞 結 合 因 子 ２ と 類 似 し て い る の で 、 わ れ
わ れ は こ の た ん ぱ く 質 に 対 す る 潜 在 的 交 差 反 応 性 を Ｃ .ジ ェ ジ ュ ニ (C.jejuni)感 染 患 者 血
清 お よ び 他 の 潜 在 的 交 差 反 応 性 血 清 で 試 験 し た 。 低 い 血 清 希 釈 率 (１ ／ １ ０ ０ )に お い て さ
え 抗 体 反 応 性 が 見 ら れ な か っ た 。 Ｈ .ピ ロ リ 陽 性 血 清 プ ー ル は １ ０ 倍 高 い 希 釈 率 (１ ／ １ ０
０ ０ )に お い て 明 確 な 染 色 を 示 し た (そ れ ぞ れ 図 ５ お よ び ４ )。 す な わ ち 、 こ の タ ン パ ク 質
は 強 い 免 疫 原 性 と 高 い 特 異 性 を 確 証 し た 。 前 駆 体 配 列 に お け る シ グ ナ ル ペ プ チ ド が 予 想 さ
れ 、 主 と し て 表 面 露 出 タ ン パ ク 質 が 遊 離 す る 緩 和 な タ ン パ ク 質 抽 出 法 を 使 用 し た の で 、 こ
の タ ン パ ク 質 は 細 胞 表 面 に 位 置 す る と 考 え る の が 合 理 的 で あ る 。 強 い 免 疫 原 性 、 低 い 交 差
反 応 性 お よ び 細 胞 表 面 露 出 を 示 す こ と は 、 こ の タ ン パ ク 質 (細 胞 結 合 因 子 ２ )を 診 断 目 的 お
よ び ワ ク チ ン 開 発 用 の 候 補 と し て 適 切 な も の に す る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
ハ イ ポ セ チ カ ル タ ン パ ク 質 Ｈ Ｐ ０ ２ ３ １ は 、 ヘ パ リ ン 結 合 機 能 を 確 証 し 、 他 の 表 面 露 出 ヘ
パ リ ン 結 合 タ ン パ ク 質 と と も に 細 胞 表 面 お よ び マ ト リ ッ ク ス 付 随 グ リ コ サ ミ ノ グ リ カ ン 類
(Ｇ Ａ Ｇ )に 対 す る Ｈ .ピ ロ リ の 結 合 に 関 与 し て い る か も し れ な い 。 こ の こ と は 次 に 宿 主 タ
ン パ ク 質 に 対 す る 結 合 に つ な が る か も 知 れ ず (Duensing et al., 1999)、 宿 主 タ ン パ ク 質
で 被 覆 さ れ た Ｈ .ピ ロ リ 細 胞 は 宿 主 防 衛 シ ス テ ム の 攻 撃 を 逃 れ る か も し れ な い 。 ま た 、 ム
チ ン の 酸 性 画 分 、 細 胞 表 面 露 出 グ リ コ サ ミ ノ グ リ カ ン 類 お よ び 硫 酸 ヘ パ リ ン の よ う な 細 胞
外 マ ト リ ッ ク ス 成 分 に 対 す る 細 菌 の 付 着 能 力 を 、 こ の 病 原 体 の 持 続 的 コ ロ ニ ー 形 成 を 維 持
す る た め の そ れ ら 自 身 の 特 異 的 受 容 体 な し に 、 増 加 す る か も し れ な い 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
外 膜 タ ン パ ク 質 Ｈ Ｐ １ ５ ６ ４ (リ ポ タ ン パ ク 質 ２ ８ )お よ び ウ レ ア ー ゼ Ａ サ ブ ユ ニ ッ ト は １
－ Ｄ Ｅ に お い て 共 泳 動 す る が 、 ２ － Ｄ Ｅ で 分 離 さ れ た 。 両 タ ン パ ク 質 と も 免 疫 原 性 で あ る
が 、 し か し Ｈ Ｐ １ ５ ６ ４ は 交 差 反 応 性 血 清 の セ ッ ト お よ び Ｈ .ピ ロ リ 陰 性 血 清 プ ー ル で も
認 識 さ れ た 。 Ｈ .ピ ロ リ の ウ レ ア ー ゼ は 他 の 種 の ウ レ ア ー ゼ と 類 似 性 を 有 す る こ と が 知 ら
れ て お り 、 １ － Ｄ イ ム ノ ブ ロ ッ ト に よ る ２ ５ － ２ ６ kＤ aタ ン パ ク 質 の 染 色 が 薄 い こ と が 擬
陽 性 の 結 果 を 導 く こ と が で き る 。 す な わ ち 、 明 確 な 抗 体 反 応 性 の み が Ｈ .ピ ロ リ 陽 性 シ グ
ナ ル と 解 釈 さ れ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
ウ レ ア ー ゼ Ａ を 除 外 し て 、 わ れ わ れ は 、 http ://www. cbs. dtu. dk/services/SignalP/
の シ グ ナ ル Ｐ ソ フ ト ウ エ ア を 使 用 し て ３ 個 の 同 定 タ ン パ ク 質 す べ て に つ い て シ グ ナ ル 配 列
を 予 言 し た 。 こ れ は 、 こ れ ら の タ ン パ ク 質 が Ｈ .ピ ロ リ の 表 面 に 露 出 し て お り し た が っ て
診 断 お よ び ワ ク チ ン 開 発 に 有 用 だ ろ う と の わ れ わ れ の 以 前 の 観 察 と 矛 盾 し な い 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
興 味 あ る こ と に 、 わ れ わ れ の タ ン パ ク 質 混 合 物 中 数 種 の 豊 富 な タ ン パ ク 質 は 免 疫 原 性 で な
か っ た (図 ３ Ａ － Ｃ 、 丸 印 )。 こ の こ と は 、 複 合 抗 原 が 患 者 血 清 に よ っ て 認 識 さ れ な い タ ン
パ ク 質 を 含 有 す る か も し れ な い こ と 、 お よ び こ れ ら の タ ン パ ク 質 が 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 濃
度 に 対 し て 減 少 効 果 を も ち Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 平 板 の 効 率 的 な 被 覆 お よ び イ ム ノ ブ ロ ッ ト 様 タ ン パ
ク 質 付 着 の 減 少 を 招 く か も し れ な い こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ４ １ 】
結 論 と し て 、 ２ － Ｄ Ｅ の 前 に ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 工 程 を 使 用 す る こ と に よ る 試 料 の 分 画 お
よ び タ ン パ ク 質 の 濃 厚 化 は 、 低 濃 度 で 存 在 す る タ ン パ ク 質 の 同 定 可 能 性 を 改 善 す る 。 ま た
、 抗 原 製 剤 中 に お け る 免 疫 原 性 対 非 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 の 比 率 を 改 善 し う る 。 ２ － Ｄ イ ム
ノ ブ ロ ッ ト を 使 用 し て 、 わ れ わ れ は ２ 種 の 新 規 免 疫 原 性 Ｈ .ピ ロ リ タ ン パ ク 質 、 す な わ ち
血 清 診 断 試 験 お よ び ワ ク チ ン 開 発 に 使 用 し う る 細 胞 結 合 因 子 ２ (Ｈ Ｐ ０ １ ７ ５ )お よ び ヘ パ
リ ン 結 合 タ ン パ ク 質 (Ｈ Ｐ ０ ２ ３ １ )を 同 定 し た 。 わ れ わ れ は 、 ま た 、 ２ － Ｄ Ｅ が 診 断 試 験
に 使 用 す る 複 合 抗 原 中 に お け る 交 差 反 応 性 タ ン パ ク 質 の 同 定 を 促 進 こ と を 見 出 し た 。 ポ ス
ト ゲ ノ ム 時 代 に お い て 、 数 百 の 微 生 物 ゲ ノ ム を 入 手 で き る よ う に な っ た と き 、 古 典 的 Ｎ 末
端 微 小 配 列 決 定 ま た は さ ら に 進 ん だ Ｍ Ｓ ／ Ｍ Ｓ 配 列 決 定 を 使 用 し て 、 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質
の 詳 細 な 同 定 が 必 要 に な る で あ ろ う 。
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【 ０ ０ ４ ２ 】
本 方 法 は 、 血 清 学 的 試 験 に お け る 特 異 性 を さ ら に 改 善 す る た め の 抗 原 性 タ ン パ ク 質 の 同 定
を 可 能 と す る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
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Ｔ able １ .Ｍ Ｓ ／ Ｍ Ｓ 配 列 決 定 に よ り ２ － Ｄ Ｅ か ら 同 定 さ れ た Ｈ .ピ ロ リ １ ７ ８ ７ ４ 株 の
免 疫 原 性 Ａ Ｇ Ｅ － Ｈ eｐ Ｂ Ｐ タ ン パ ク 質
【 表 １ 】

10

20

30

(12) JP 2004-536791 A 2004.12.9



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
ａ ）  図 ３ Ａ 、 Ｂ 、 Ｃ の 番 号 に 対 応
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ４ ５ 】
【 図 １ 】 １ － Ｄ Ｅ (８ － １ ６ ％ 勾 配 ゲ ル )で 分 離 し ク ー マ ッ シ ー Ｒ － ３ ５ ０ で 染 色 し た Ｈ .
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ピ ロ リ Ａ Ｇ Ｅ － Ｈ eｐ Ｂ Ｐ 類 の タ ン パ ク 質 バ ン ド パ タ ー ン 。 タ ン パ ク 質 の 標 準 は 左 側 に 示
す 。
【 図 ２ 】 Ａ Ｇ Ｅ － Ｈ eｐ Ｂ Ｐ 画 分 の 抗 体 反 応 性 。 ス ト リ ッ プ は Ｈ .ピ ロ リ 感 染 お よ び 非 感 染
患 者 血 清 を プ ロ ー ブ し た 。 　 レ ー ン １ ： Ｈ .ピ ロ リ 陽 性 血 清 プ ー ル 、 レ ー ン ２ ： Ｈ .ピ ロ リ
陰 性 血 清 プ ー ル 、 レ ー ン ３ － ９ ： Ｈ .ピ ロ リ 培 養 陽 性 患 者 、 レ ー ン １ ０ － １ １ ： Ｐ .エ ル ギ
ノ ー ザ (P.aeruginosa)感 染 患 者 、 レ ー ン １ ２ － １ ３ ： Ｃ .ジ ェ ジ ュ ニ (C.jejuni)感 染 患 者
、 レ ー ン １ ４ － １ ５ ： リ ウ マ チ 様 関 節 炎 患 者 、 レ ー ン １ ６ － １ ７ ： Ｔ .パ リ ズ ム (P.pallid
um)感 染 患 者 。 血 清 希 釈 率 １ ／ １ ０ ０ 。 タ ン パ ク 質 の 標 準 は 左 側 に 示 す 。
【 図 ３ Ａ 】 pＨ 範 囲 ６ － １ １ で 、 ク リ テ リ オ ン ８ － １ ６ ％ 勾 配 ゲ ル を 用 い て Ｉ Ｅ Ｆ に よ り
分 離 し 銀 染 色 し た Ｈ .ピ ロ リ の Ａ Ｇ Ｅ － Ｈ eｐ Ｂ Ｐ 。 番 号 １ － ６ は 表 １ に 同 定 し た タ ン パ ク
質 に 対 応 す る 。 丸 印 は Ｈ .ピ ロ リ 陽 性 血 清 プ ー ル で 認 識 さ れ な か っ た ス ポ ッ ト を 示 す (図 ３
Ｃ 参 照 )。 タ ン パ ク 質 の 標 準 は 右 側 に 示 す 。
【 図 ３ Ｂ 】 pＨ 範 囲 ６ － １ １ で 、 ク リ テ リ オ ン ８ － １ ６ ％ 勾 配 ゲ ル を 用 い て Ｉ Ｅ Ｆ に よ り
分 離 し た Ｈ .ピ ロ リ Ａ Ｇ Ｅ － Ｈ eｐ Ｂ Ｐ の ク ー マ ッ シ ー Ｒ － ３ ５ ０ 染 色 。 番 号 １ － ６ は 表 １
に 同 定 し た タ ン パ ク 質 に 対 応 す る 。 タ ン パ ク 質 の 標 準 は 右 側 に 示 す 。
【 図 ３ Ｃ 】 pＨ 範 囲 ６ － １ １ で 、 ク リ テ リ オ ン ８ － １ ６ ％ 勾 配 ゲ ル を 用 い て Ｉ Ｅ Ｆ に よ り
分 離 し た Ｈ .ピ ロ リ Ａ Ｇ Ｅ － Ｈ eｐ Ｂ Ｐ 画 分 の ２ － Ｄ イ ム ノ ブ ロ ッ ト 。 膜 は Ｈ .ピ ロ リ 感 染
患 者 の １ ０ 血 清 プ ー ル で プ ロ ー ブ し た (希 釈 率 １ ／ １ ０ ０ ０ )。 番 号 １ － ６ は 表 １ に 同 定 し
た タ ン パ ク 質 に 対 応 す る 。 タ ン パ ク 質 の 標 準 は 右 側 に 示 す 。
【 図 ４ 】 pＨ 範 囲 ６ － １ １ で 、 ク リ テ リ オ ン ８ － １ ６ ％ 勾 配 ゲ ル を 用 い て Ｉ Ｅ Ｆ に よ り 分
離 し た Ｈ .ピ ロ リ Ａ Ｇ Ｅ － Ｈ eｐ Ｂ Ｐ 画 分 の ２ － Ｄ イ ム ノ ブ ロ ッ ト 。 膜 は Ｈ .ピ ロ リ 陰 性 患
者 の １ ０ 血 清 プ ー ル で プ ロ ー ブ し た (希 釈 率 １ ／ １ ０ ０ ０ )。 番 号 ６ は 表 １ に 同 定 し た タ ン
パ ク 質 に 対 応 す る 。 タ ン パ ク 質 の 標 準 は 右 側 に 示 す 。
【 図 ５ 】 pＨ 範 囲 ６ － １ １ で 、 ク リ テ リ オ ン ８ － １ ６ ％ 勾 配 ゲ ル を 用 い て Ｉ Ｅ Ｆ に よ り 分
離 し た Ｈ .ピ ロ リ Ａ Ｇ Ｅ － Ｈ eｐ Ｂ Ｐ 画 分 の ２ － Ｄ イ ム ノ ブ ロ ッ ト 。 膜 は Ｃ .ジ ェ ジ ュ ニ (C.
jejuni)感 染 患 者 の 血 清 プ ー ル で プ ロ ー ブ し た (希 釈 率 １ ／ １ ０ ０ )。 番 号 ６ は 表 １ に 同 定
し た タ ン パ ク 質 に 対 応 す る 。 タ ン パ ク 質 の 標 準 は 右 側 に 示 す 。
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【 国 際 調 査 報 告 】
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