
(57)【要約】

【課題】　ローソニア・イントラセルラリスタンパク質

、および関連の方法および材料を提供すること。

【解決手段】　単離されたポリペプチド分子は、Ｌ．イ

ントラセルラリスのＨｔｒＡ、ＰｏｎＡ、ＨｙｐＣ、Ｌ

ｙｓＳ、ＹｃｆＷ、ＡＢＣ１またはＯｍｐ１００タンパ

ク質をコードしているヌクレオチド配列、その配列の実

質的な部分または相同配列を含む。関連ポリペプチド、

免疫原性組成物および検定法を記載する。

【選択図】　図１
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 で あ っ て 、
　 （ ａ ） Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス の Ｈ ｔ ｒ Ａ 、 Ｐ ｏ ｎ Ａ 、 Ｈ ｙ ｐ Ｃ 、 Ｌ ｙ ｓ Ｓ 、 Ｙ ｃ ｆ Ｗ
、 Ａ Ｂ Ｃ １ ま た は Ｏ ｍ ｐ １ ０ ０ タ ン パ ク 質 を コ ー ド し て い る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
　 （ ｂ ） 該 Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス の Ｈ ｔ ｒ Ａ 、 Ｐ ｏ ｎ Ａ 、 Ｈ ｙ ｐ Ｃ 、 Ｌ ｙ ｓ Ｓ 、 Ｙ ｃ ｆ
Ｗ 、 Ａ Ｂ Ｃ １ ま た は Ｏ ｍ ｐ １ ０ ０ タ ン パ ク 質 を コ ー ド し て い る 該 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 実 質
的 な 部 分 で あ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ； お よ び
　 （ ｃ ） （ ａ ） ま た は （ ｂ ） の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 相 同 で あ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列
か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 上 記 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子
。
【 請 求 項 ２ 】
前 記 Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス の Ｈ ｔ ｒ Ａ 、 Ｐ ｏ ｎ Ａ 、 Ｈ ｙ ｐ Ｃ 、 Ｌ ｙ ｓ Ｓ 、 Ｙ ｃ ｆ Ｗ 、 Ａ
Ｂ Ｃ １ ま た は Ｏ ｍ ｐ １ ０ ０ タ ン パ ク 質 を コ ー ド し て い る 前 記 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 請 求
項 １ に 記 載 の 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 。
【 請 求 項 ３ 】
約 ｎ ｔ １ ６ ５ ～ 約 ｎ ｔ １ ７ ４ ５ の 配 列 番 号 ： １ の 読 み 取 り 枠 、 約 ｎ ｔ ３ ０ ３ １ ～ 約 ｎ ｔ ３
７ ３ ８ の 配 列 番 号 ： １ の 読 み 取 り 枠 、 約 ｎ ｔ ３ ６ ９ ５ ～ 約 ｎ ｔ ６ ３ ８ ５ の 配 列 番 号 ： １ の
読 み 取 り 枠 、 約 ｎ ｔ ２ ５ ２ ～ 約 ｎ ｔ ２ ６ ９ ０ の 配 列 番 号 ： ２ の 読 み 取 り 枠 、 約 ｎ ｔ ２ ８ ９
１ ～ 約 ｎ ｔ ４ ３ １ ５ の 配 列 番 号 ： ２ の 読 み 取 り 枠 、 お よ び 約 ｎ ｔ ４ ５ ８ １ ～ 約 ｎ ｔ ４ ８ ２
９ の 配 列 番 号 ： ２ の 読 み 取 り 枠 か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る 読 み 取 り 枠 か ら 成 る ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 を 含 む 請 求 項 １ に 記 載 の 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 。
【 請 求 項 ４ 】
プ ロ モ ー タ ー 活 性 を 有 す る 且 つ 約 ｎ ｔ ２ ６ ９ １ ～ 約 ｎ ｔ ２ ８ ９ ０ の 配 列 番 号 ： ２ 内 で 見 出
さ れ る ２ ０ ヌ ク レ オ チ ド を 越 え る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 ま た は そ
の 補 体 。
【 請 求 項 ５ 】
請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 を 含 む 組 換 え 体 ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ６ 】
ｐ ｏ ｎ Ａ 遺 伝 子 を 含 有 す る プ ラ ス ミ ド ｐ Ｅ Ｒ ４ ３ ２ （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 受 託 番 号 Ｐ Ｔ Ａ － ６ ３ ５ ）
、 ｈ ｔ ｒ Ａ 遺 伝 子 を 含 有 す る プ ラ ス ミ ド ｐ Ｅ Ｒ ４ ３ ４ （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 受 託 番 号 Ｐ Ｔ Ａ － ６ ３ ６
） 、 ｈ ｙ ｐ Ｃ 遺 伝 子 を 含 有 す る プ ラ ス ミ ド ｐ Ｅ Ｒ ４ ３ ６ （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 受 託 番 号 Ｐ Ｔ Ａ － ６ ３
７ ） 、 ｌ ｙ ｓ Ｓ お よ び ｙ ｃ ｆ Ｗ 遺 伝 子 を 含 有 す る プ ラ ス ミ ド ｐ Ｔ ０ ６ ８ （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 受 託 番
号 Ｐ Ｔ Ａ － ２ ２ ３ ２ ） 、 ｙ ｃ ｆ Ｗ お よ び ａ ｂ ｃ １ 遺 伝 子 を 含 有 す る プ ラ ス ミ ド ｐ Ｅ Ｒ ４ ３
８ （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 受 託 番 号 Ｐ Ｔ Ａ － ６ ３ ８ ） 、 お よ び Ｏ ｍ ｐ １ ０ ０ 遺 伝 子 を 含 有 す る プ ラ ス ミ
ド ｐ Ｅ Ｒ ４ ４ ０ （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 受 託 番 号 Ｐ Ｔ Ａ － ６ ３ ９ ） か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る プ ラ ス ミ
ド か ら 成 る 請 求 項 ５ に 記 載 の 組 換 え 体 ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ７ 】
請 求 項 ５ に 記 載 の 組 換 え 体 ベ ク タ ー を 含 む 形 質 転 換 さ れ た 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 ８ 】
請 求 項 ７ に 記 載 の 形 質 転 換 さ れ た 宿 主 細 胞 に よ っ て 生 産 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ９ 】
ロ ー ソ ニ ア 遺 伝 子 を 変 化 さ せ る の に 用 い る こ と が で き る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 を 含 む 遺 伝
子 構 築 物 で あ っ て 、
　 （ ａ ） ｈ ｔ ｒ Ａ 、 ｐ ｏ ｎ Ａ 、 ｈ ｙ ｐ Ｃ 、 ｌ ｙ ｓ Ｓ 、 ｙ ｃ ｆ Ｗ 、 ａ ｂ ｃ １ ま た は ｏ ｍ ｐ １
０ ０ 遺 伝 子 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 他 の 点 で は 同 様 で あ る 、 ま た は そ れ に 相 同 の ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 と 他 の 点 で は 同 様 で あ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 ま た は 該 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 実 質 的 な
部 分 を 含 む が 、 そ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 、 該 ｈ ｔ ｒ Ａ 、 ｐ ｏ ｎ Ａ 、 ｈ ｙ ｐ Ｃ 、 ｌ ｙ ｓ Ｓ 、
ｙ ｃ ｆ Ｗ 、 ａ ｂ ｃ １ ま た は ｏ ｍ ｐ １ ０ ０ 遺 伝 子 を 変 化 さ せ う る 一 つ ま た は そ れ 以 上 の 突 然
変 異 を 更 に 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 ； ま た は
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　 （ ｂ ） 該 ｈ ｔ ｒ Ａ 、 ｐ ｏ ｎ Ａ 、 ｈ ｙ ｐ Ｃ 、 ｌ ｙ ｓ Ｓ 、 ｙ ｃ ｆ Ｗ 、 ａ ｂ ｃ １ ま た は ｏ ｍ ｐ
１ ０ ０ 遺 伝 子 の Ｏ Ｒ Ｆ に そ の 場 （ ｉ ｎ 　 ｓ ｉ ｔ ｕ ） で 自 然 に 隣 接 し て い る ヌ ク レ オ チ ド 配
列 、 ま た は 該 隣 接 す る 配 列 に 相 同 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 を 含 み
；
　 （ ａ ） ま た は （ ｂ ） の 遺 伝 子 構 築 物 を 用 い た ロ ー ソ ニ ア 細 胞 の 形 質 転 換 が 、 該 ｈ ｔ ｒ Ａ
、 ｐ ｏ ｎ Ａ 、 ｈ ｙ ｐ Ｃ 、 ｌ ｙ ｓ Ｓ 、 ｙ ｃ ｆ Ｗ 、 ａ ｂ ｃ １ ま た は ｏ ｍ ｐ １ ０ ０ 遺 伝 子 を 変 化
さ せ る よ う に あ る 上 記 遺 伝 子 構 築 物 。
【 請 求 項 １ ０ 】
請 求 項 ９ に 記 載 の 遺 伝 子 構 築 物 を 含 む 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 。
【 請 求 項 １ １ 】
単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て 、
　 （ ａ ） Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス の Ｈ ｔ ｒ Ａ 、 Ｐ ｏ ｎ Ａ 、 Ｈ ｙ ｐ Ｃ 、 Ｙ ｃ ｆ Ｗ 、 Ａ Ｂ Ｃ １
ま た は Ｏ ｍ ｐ １ ０ ０ タ ン パ ク 質 ；
　 （ ｂ ） 該 Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス の Ｈ ｔ ｒ Ａ 、 Ｐ ｏ ｎ Ａ 、 Ｈ ｙ ｐ Ｃ 、 Ｙ ｃ ｆ Ｗ 、 Ａ Ｂ Ｃ
１ ま た は Ｏ ｍ ｐ １ ０ ０ タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 と 相 同 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ
チ ド ；
　 （ ｃ ） 該 Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス の Ｈ ｔ ｒ Ａ 、 Ｐ ｏ ｎ Ａ 、 Ｈ ｙ ｐ Ｃ 、 Ｙ ｃ ｆ Ｗ 、 Ａ Ｂ Ｃ
１ ま た は Ｏ ｍ ｐ １ ０ ０ タ ン パ ク 質 の 実 質 的 な 部 分 、 ま た は 該 Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス の Ｈ
ｔ ｒ Ａ 、 Ｐ ｏ ｎ Ａ 、 Ｈ ｙ ｐ Ｃ 、 Ｙ ｃ ｆ Ｗ 、 Ａ Ｂ Ｃ １ ま た は Ｏ ｍ ｐ １ ０ ０ タ ン パ ク 質 の ア ミ
ノ 酸 配 列 と 相 同 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 該 ポ リ ペ プ チ ド の 実 質 的 な 部 分 か ら 成 る ポ リ ペ プ
チ ド ；
　 （ ｄ ） 別 の タ ン パ ク 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド に 融 合 し た （ ａ ） 、 （ ｂ ） ま た は （ ｃ ） の タ
ン パ ク 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 融 合 タ ン パ ク 質 ； お よ び
　 （ ｅ ） （ ａ ） 、 （ ｂ ） 、 （ ｃ ） ま た は （ ｄ ） の タ ン パ ク 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド の 類 似 体
ま た は 誘 導 体
か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る 該 ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ２ 】
前 記 Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス タ ン パ ク 質 が 、 配 列 番 号 ： ３ 、 配 列 番 号 ： ４ 、 配 列 番 号 ： ５
、 配 列 番 号 ： ６ 、 配 列 番 号 ： ７ 、 配 列 番 号 ： ８ お よ び 配 列 番 号 ： １ ０ ２ か ら 成 る 群 よ り 選
択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 請 求 項 １ １ に 記 載 の 単 離 さ れ た ポ リ ペ
プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ３ 】
挿 入 さ れ た 、 欠 失 し た ま た は 置 換 さ れ た １ ～ １ ０ 個 の ア ミ ノ 酸 を 有 す る 、 そ れ ら の 組 合 せ
を 含 め た 前 記 Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス の Ｈ ｔ ｒ Ａ 、 Ｐ ｏ ｎ Ａ 、 Ｈ ｙ ｐ Ｃ 、 Ｌ ｙ ｓ Ｓ 、 Ｙ ｃ
ｆ Ｗ 、 Ａ Ｂ Ｃ １ ま た は Ｏ ｍ ｐ １ ０ ０ タ ン パ ク 質 か ら 成 る ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 請 求 項 １ １ に
記 載 の 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ４ 】
抗 ロ ー ソ ニ ア 抗 体 と 特 異 的 に 反 応 性 で あ る Ｈ ｔ ｒ Ａ 、 Ｐ ｏ ｎ Ａ 、 Ｈ ｙ ｐ Ｃ 、 Ｌ ｙ ｓ Ｓ 、 Ｙ
ｃ ｆ Ｗ 、 Ａ Ｂ Ｃ １ ま た は Ｏ ｍ ｐ １ ０ ０ タ ン パ ク 質 の エ ピ ト ー プ を 含 む 実 質 的 に 純 粋 な ポ リ
ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ５ 】
請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 単 離 さ
れ た ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ６ 】
Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス の Ｈ ｔ ｒ Ａ 、 Ｐ ｏ ｎ Ａ 、 Ｈ ｙ ｐ Ｃ 、 Ｌ ｙ ｓ Ｓ 、 Ｙ ｃ ｆ Ｗ 、 Ａ Ｂ Ｃ
１ ま た は Ｏ ｍ ｐ １ ０ ０ タ ン パ ク 質 と 特 異 的 に 反 応 す る 単 離 さ れ た 抗 体 。
【 請 求 項 １ ７ 】
請 求 項 １ ０ に 記 載 の 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 を 含 む 弱 毒 化 生 ワ ク チ ン 。
【 請 求 項 １ ８ 】
請 求 項 １ ０ に 記 載 の 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 を 死 滅 し た 形 で 含 む 死 菌 ワ ク チ ン 。
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【 請 求 項 １ ９ 】
請 求 項 １ １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド の 免 疫 学 的 有 効 量 を 薬 学 的 に 許 容 し う る 担 体 と の 組 合 せ
で 含 む 免 疫 原 性 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
請 求 項 １ １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し て い る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド 分 子 の 免 疫 学 的 有 効 量 を 薬 学 的 に 許 容 し う る 担 体 と の 組 合 せ で 含 む 免 疫 原 性 組 成 物 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 ロ ー ソ ニ ア ・ イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス （ Lawsonia intracellularis） に 由 来 す る
タ ン パ ク 質 に 関 し 、 関 連 の タ ン パ ク 質 、 核 酸 お よ び 免 疫 原 性 組 成 物 を 包 含 す る 。 そ れ ら 免
疫 原 性 組 成 物 は 、 ブ タ な ど の 感 受 性 動 物 の Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス 感 染 の 予 防 に お い て 特
に 有 用 で あ る 。 そ れ ら タ ン パ ク 質 、 フ ラ グ メ ン ト お よ び 核 酸 も 、 診 断 薬 と し て 用 い る こ と
が で き る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 商 業 的 に 飼 育 さ れ て い る ブ タ は 、 ブ タ 繁 殖 性 腸 症 （ Ｐ Ｐ Ｅ ） と 集 合 的 に 称 さ れ る 広 範 囲
の 腸 疾 患 ま た は 症 候 群 に 感 受 性 で あ る 。 こ れ ら 疾 患 に は 、 腸 腺 腫 症 複 合 症 （ Barker I.K. 
ら ， 1985, “ Pathology of Domestic Animals,” 第 ３ 版 ， ２ 巻 ， 1-237頁 中 ， K.V.F.Jubb 
ら 監 修 （ Academic Press: オ ー ラ ン ド ） ） 、 ブ タ 腸 腺 腫 症 （ Ｐ Ｉ Ａ ） 、 壊 死 性 腸 炎 （ Rowl
and A.C. ら ， 1976, Veterinary Record 97:178-180） 、 繁 殖 性 出 血 性 腸 症 （ Love,R.J. 
ら ， 1977, Veterinary Record 100:473） 、 限 局 性 回 腸 炎 （ Jonsson,L. ら ， 1976, Acta V
eterinaria Scandinavica 17:223-232） 、 出 血 性 腸 症 候 群 （ O'Neil,I.P.A., 1970, Veter
inary Record 87:742-747） 、 ブ タ 繁 殖 性 腸 炎 お よ び カ ン ピ ロ バ ク タ ー （ Campylobacter）
種 に よ っ て 起 こ る 腸 炎 （ Straw,B.E., 1990, Journal of American Veterinary Medical A
ssociation 197:355-357） が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 Ｐ Ｐ Ｅ の 一 つ の 主 な 種 類 は 、 非 出 血 性 で あ り 、 ブ タ 腸 腺 腫 症 （ Ｐ Ｉ Ａ ） に よ っ て 現 れ る
。 こ の 型 の Ｐ Ｐ Ｅ は 、 し ば し ば 、 成 長 遅 滞 お よ び 軽 い 下 痢 を 引 き 起 こ す 。 も う 一 つ 重 要 な
種 類 の Ｐ Ｐ Ｅ は 、 出 血 性 で あ る 。 そ れ は 、 致 死 的 で あ る こ と が 多 く 、 繁 殖 性 出 血 性 腸 症 （
Ｐ Ｈ Ｅ ） に よ っ て 現 れ 、 そ の 場 合 、 遠 位 小 腸 内 腔 は 、 充 血 し た 状 態 に な る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 ブ タ の Ｐ Ｐ Ｅ は 、 商 業 的 に 最 も 重 要 で あ る が 、 Ｐ Ｐ Ｅ は 、 ハ ム ス タ ー （ Stills,H.F., 1
991, Infection and Immunology 59:3227-3236） 、 フ ェ レ ッ ト （ Fox ら ， 1989, Veterina
ry Pathology 26:515-517） 、 モ ル モ ッ ト （ Elwell ら ， 1981, Veterinary Pathology 18:
136-139） 、 ウ サ ギ （ Schodeb ら ， 1990, Veterinary Pathology 27:73-80） お よ び 若 干 の
鳥 類 （ Mason ら ， 1998） の 飼 育 に お い て も 問 題 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 Ｐ Ｐ Ｅ を 引 き 起 こ す 微 生 物 は 、 カ ン ピ ロ バ ク タ ー 様 細 菌 “ Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス ” で
あ る （ McOrist S ら ， 1995, International Journal Of Systematic Bacteriology 45:82
0-825） 。 こ の 微 生 物 は 、 回 腸 共 生 生 物 イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス と し て も 知 ら れ て い る （ Still
s, 1991, 上 記 ） 。 ブ タ の Ｐ Ｐ Ｅ 様 疾 患 は 、 カ ン ピ ロ バ ク タ ー の 他 の 種 に よ っ て 引 き 起 こ
さ れ る こ と も あ り う る （ Gebhart ら ， 1983, American Journal of Veterinary Research 
44:361-367） 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス は 、 感 染 し た 動 物 の 絨 毛 の 細 胞 質 中 お よ び 腸 陰 窩 細 胞 中 で 認 め
ら れ 、 そ こ で 、 構 造 的 不 規 則 お よ び 腸 細 胞 増 殖 を 引 き 起 こ す 。 絨 毛 お よ び 腸 陰 窩 の よ う な
膿 瘍 形 態 は 、 分 岐 し た 状 態 に な り 且 つ 炎 症 性 細 胞 で 満 た さ れ る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
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【 ０ ０ ０ ７ 】
　 現 行 の Ｐ Ｐ Ｅ 制 御 は 、 抗 細 菌 化 合 物 の 使 用 に 頼 っ て い る 。 し か し な が ら 、 Ｌ ． イ ン ト ラ
セ ル ラ リ ス 感 染 を 制 御 す る そ れ に 代 わ る 手 段 が 要 求 さ れ る 。
　 国 際 特 許 出 願 第 Ｐ Ｃ Ｔ ／ Ａ Ｕ ９ ６ ／ ０ ０ ７ ６ ７ 号 に は 、 ワ ク チ ン と し て 有 用 で あ る Ｌ ．
イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス の ポ リ ペ プ チ ド お よ び 免 疫 原 性 組 成 物 が 記 載 さ れ て い る 。 し か し な が
ら 、 Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス 感 染 へ の 抵 抗 性 を 与 え る 更 に 別 の 組 成 物 が 要 求 さ れ る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 本 発 明 は 、 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 で あ っ て 、
　 （ ａ ） Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス の Ｈ ｔ ｒ Ａ 、 Ｐ ｏ ｎ Ａ 、 Ｈ ｙ ｐ Ｃ 、 Ｌ ｙ ｓ Ｓ 、 Ｙ ｃ ｆ Ｗ
、 Ａ Ｂ Ｃ １ ま た は Ｏ ｍ ｐ １ ０ ０ タ ン パ ク 質 を コ ー ド し て い る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
　 （ ｂ ） そ の Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス Ｈ ｔ ｒ Ａ 、 Ｐ ｏ ｎ Ａ 、 Ｈ ｙ ｐ Ｃ 、 Ｌ ｙ ｓ Ｓ 、 Ｙ ｃ ｆ
Ｗ 、 Ａ Ｂ Ｃ １ ま た は Ｏ ｍ ｐ １ ０ ０ タ ン パ ク 質 を コ ー ド し て い る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 実 質 的
な 部 分 で あ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ； お よ び
　 （ ｃ ） （ ａ ） ま た は （ ｂ ） の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 相 同 で あ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列
か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 上 記 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子
に 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 こ れ ら ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 を 含 む 組 換 え 体 ベ ク
タ ー に 関 し 、 そ の 組 換 え 体 ベ ク タ ー の 発 現 が 、 上 記 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に よ っ て コ ー ド さ
れ る タ ン パ ク 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド に 融 合 し た 担 体 ま た は 融 合 パ ー ト ナ ー を 含 む 融 合 タ ン
パ ク 質 を 生 じ る よ う な 担 体 ま た は 融 合 パ ー ト ナ ー を コ ー ド し て い る も の が 含 ま れ る 。 本 発
明 は 、 こ れ ら 組 換 え 体 ベ ク タ ー を 含 む 形 質 転 換 さ れ た 宿 主 細 胞 お よ び こ の よ う な 形 質 転 換
さ れ た 宿 主 細 胞 に よ っ て 生 産 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド も 包 含 す る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て 、
　 （ ａ ） Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス の Ｈ ｔ ｒ Ａ 、 Ｐ ｏ ｎ Ａ 、 Ｈ ｙ ｐ Ｃ 、 Ｌ ｙ ｓ Ｓ 、 Ｙ ｃ ｆ Ｗ
、 Ａ Ｂ Ｃ １ ま た は Ｏ ｍ ｐ １ ０ ０ タ ン パ ク 質 ；
　 （ ｂ ） そ の Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス の Ｈ ｔ ｒ Ａ 、 Ｐ ｏ ｎ Ａ 、 Ｈ ｙ ｐ Ｃ 、 Ｌ ｙ ｓ Ｓ 、 Ｙ ｃ
ｆ Ｗ 、 Ａ Ｂ Ｃ １ ま た は Ｏ ｍ ｐ １ ０ ０ タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 と 相 同 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有
す る ポ リ ペ プ チ ド ；
　 （ ｃ ） そ の Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス の Ｈ ｔ ｒ Ａ 、 Ｐ ｏ ｎ Ａ 、 Ｈ ｙ ｐ Ｃ 、 Ｌ ｙ ｓ Ｓ 、 Ｙ ｃ
ｆ Ｗ 、 Ａ Ｂ Ｃ １ ま た は Ｏ ｍ ｐ １ ０ ０ タ ン パ ク 質 の 実 質 的 な 部 分 、 ま た は そ の Ｌ ． イ ン ト ラ
セ ル ラ リ ス の Ｈ ｔ ｒ Ａ 、 Ｐ ｏ ｎ Ａ 、 Ｈ ｙ ｐ Ｃ 、 Ｌ ｙ ｓ Ｓ 、 Ｙ ｃ ｆ Ｗ 、 Ａ Ｂ Ｃ １ ま た は Ｏ ｍ
ｐ １ ０ ０ タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 と 相 同 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド の 実 質 的
な 部 分 か ら 成 る ポ リ ペ プ チ ド ；
　 （ ｄ ） 別 の タ ン パ ク 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド に 融 合 し た （ ａ ） 、 （ ｂ ） ま た は （ ｃ ） の タ
ン パ ク 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 融 合 タ ン パ ク 質 ； お よ び
　 （ ｅ ） （ ａ ） 、 （ ｂ ） 、 （ ｃ ） ま た は （ ｄ ） の タ ン パ ク 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド の 類 似 体
ま た は 誘 導 体
か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る 上 記 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド に 関 す る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 は 、 更 に 、 プ ロ モ ー タ ー 活 性 を 有 す る 且 つ 約 ｎ ｔ ２ ６ ９ １ ～ 約 ｎ ｔ ２ ８ ９ ０ の 配
列 番 号 ： ２ 内 で 見 出 さ れ る ２ ０ ヌ ク レ オ チ ド を 越 え る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド 分 子 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 は 、 更 に 、 こ れ ら ポ リ ペ プ チ ド の い ず れ か を 製 造 す る 方 法 で あ っ て 、 組 換 え 体 発
現 ベ ク タ ー を 用 い て 形 質 転 換 さ れ た 宿 主 細 胞 を 培 養 し 、 そ の 細 胞 培 養 か ら 発 現 さ れ た ポ リ
ペ プ チ ド を 回 収 す る こ と を 含 む 上 記 方 法 に 関 す る 。 そ の ベ ク タ ー は 、 ポ リ ペ プ チ ド の い ず
れ か を コ ー ド し て い る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 を 含 み 、 そ の ヌ ク レ
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オ チ ド 配 列 は 、 一 つ ま た は そ れ 以 上 の 調 節 因 子 と 機 能 的 に 結 合 し て い る 。 培 養 は 、 ポ リ ペ
プ チ ド の 発 現 を 導 き う る 条 件 下 で 行 わ れ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 な お も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 上 記 の Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス の Ｈ ｔ ｒ Ａ 、
Ｐ ｏ ｎ Ａ 、 Ｈ ｙ ｐ Ｃ 、 Ｌ ｙ ｓ Ｓ 、 Ｙ ｃ ｆ Ｗ 、 Ａ Ｂ Ｃ １ ま た は Ｏ ｍ ｐ １ ０ ０ タ ン パ ク 質 ま た
は ポ リ ペ プ チ ド の い ず れ か と 特 異 的 に 反 応 す る 単 離 さ れ た 抗 体 に 関 す る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 は ま た 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 抗 体 ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 免
疫 学 的 有 効 量 を 薬 学 的 に 許 容 し う る 担 体 と の 組 合 せ で 含 む 免 疫 感 作 用 組 成 物 に 関 す る 。 本
発 明 は 、 Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス 感 染 に 対 し て Ｐ Ｐ Ｅ 感 受 性 動 物 を 免 疫 感 作 す る 方 法 で あ
っ て 、 そ の 動 物 に 免 疫 感 作 用 組 成 物 を 投 与 す る こ と を 含 む 上 記 方 法 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 は ま た 、 Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る ま た は 悪 化 す る 疾 患 状
態 に 対 し て Ｐ Ｐ Ｅ 感 受 性 動 物 を 免 疫 感 作 す る た め の キ ッ ト で あ っ て 、 上 記 の タ ン パ ク 質 、
ポ リ ペ プ チ ド 、 抗 体 ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 内 １ 種 類 の 免 疫 学 的 有 効 量 が 中 に 入 っ て い
る 容 器 を 含 む 上 記 キ ッ ト に 関 す る 。 本 発 明 は ま た 、 Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス 、 Ｌ ． イ ン ト
ラ セ ル ラ リ ス 特 異 的 ア ミ ノ 酸 ま た は ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 ま た は 抗 Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス
抗 体 の 存 在 を 検 出 す る た め の キ ッ ト で あ っ て 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド ま た は 抗 体 が 中 に 入 っ て い る 容 器 を 含 む 上 記 キ ッ ト に 関 す る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　
　 本 明 細 書 中 に 引 用 さ れ る 特 許 、 特 許 出 願 お よ び 公 報 は 全 て 、 本 明 細 書 中 に そ の ま ま 援 用
さ れ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　
　 本 発 明 の 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 は 、 ロ ー ソ ニ ア の い ず れ の 種 ま た は 菌 株 に も
由 来 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る こ と が で き る が 、 好 ま し く は 、 イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス 種
に 由 来 す る 。 本 発 明 を 実 施 す る の に 用 い る た め の 病 原 性 ロ ー ソ ニ ア 菌 株 ま た は 種 は 、 下 記
の 単 離 技 術 を 用 い て 、 感 染 し た 動 物 の 器 官 、 組 織 ま た は 体 液 か ら 単 離 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 明 細 書 中 で 用 い ら れ る よ う に 、 “ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 ” 、 “ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列
” 、 “ コ ー デ ィ ン グ 配 列 ”  、 “ 読 み 取 り 枠 （ Ｏ Ｒ Ｆ ） ” 等 の 用 語 は 、 Ｄ Ｎ Ａ お よ び Ｒ Ｎ
Ａ 分 子 双 方 を 示 す た め の も の で あ り 、 そ れ は 一 本 鎖 か ま た は 二 本 鎖 で あ り う る し 、 し か も
、 １ 種 類 ま た は そ れ 以 上 の 原 核 性 配 列 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 、 エ ク ソ ン お よ び イ ン ト ロ ン を 含 め
た ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 配 列 、 お よ び 化 学 合 成 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ お よ び Ｒ Ｎ Ａ 配 列 、 並 び に セ ン ス 鎖 お
よ び 対 応 す る ア ン チ セ ン ス 鎖 双 方 を 含 む こ と が あ り う る 。 本 明 細 書 中 で 用 い ら れ る よ う に
、 “ Ｏ Ｒ Ｆ ” と い う 用 語 は 、 終 止 コ ド ン を 全 く 介 在 さ せ る こ と な く 、 ロ ー ソ ニ ア Ｈ ｔ ｒ Ａ
、 Ｐ ｏ ｎ Ａ 、 Ｈ ｙ ｐ Ｃ 、 Ｌ ｙ ｓ Ｓ 、 Ｙ ｃ ｆ Ｗ 、 Ａ Ｂ Ｃ １ ま た は Ｏ ｍ ｐ １ ０ ０ タ ン パ ク 質 を
コ ー ド す る の に 必 要 な 最 小 限 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 明 細 書 中 に 開 示 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 お よ び オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 の 製 造 お
よ び 操 作 は 、 当 該 技 術 の 範 囲 内 で あ り 、 特 に 、 Maniatis ら ， 1989, Molecular Cloning, 
A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, コ ー ル ド ・ ス プ リ ン グ ・
ハ ー バ ー ， Ｎ Ｙ ； Ausubel ら ， 1989, Current Protocols In Molecular Biology, Greene
 Publishing Associates & Wiley Interscience, Ｎ Ｙ ； Sambrook ら ， 1989, Molecular 
Cloning: A Laboratory Manual, 第 ２ 版 ， Cold Spring Harbor Laboratory Press, コ ー
ル ド ・ ス リ ン グ ・ ハ ー バ ー ， Ｎ Ｙ ； Innis ら （ 監 修 ） ， 1995, PCR Strategies, Academic
 Press,Inc., サ ン ・ デ ィ エ ゴ ； お よ び  Erlich（ 監 修 ） ， 1992, PCR Technology, Oxford
 University Press, ニ ュ ー ヨ ー ク 並 び に こ れ ら 文 献 の 全 改 訂 版 に 記 載 の 組 換 え 技 術 に よ
っ て 行 う こ と が で き る 。
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【 ０ ０ ２ ０ 】
　 配 列 番 号 ： １ お よ び ２ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 並 び に そ れ ら の 実 施 的 な 部 分 の 本 明
細 書 中 で の 意 味 は 、 Central Research, イ ー ス タ ン ・ ポ イ ン ト ・ ロ ー ド ， グ ロ ー ト ン ， Ｃ
Ｔ の  Pfizer Inc. に よ っ て 、 American Type Culture Collection, １ ２ ３ ０ １ 　 パ ー ク
ロ ー ン ・ ド ラ イ ブ ， ロ ッ ク ビ ル ， Ｍ Ｄ ， ２ ０ ８ ５ ２ に 寄 託 さ れ た 大 腸 菌 （ E.coli） Ｔ ｏ ｐ
１ ０ 細 胞 中 に 含 有 さ れ る 次 の プ ラ ス ミ ド 中 に 存 在 す る よ う な 該 当 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 お
よ び そ れ ら の 実 質 的 な 部 分 を そ れ ぞ れ 示 す た め の も の で も あ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 ｐ ｏ ｎ Ａ 遺 伝 子 を 含 有 す る 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 受 託 番 号 Ｐ Ｔ Ａ － ６ ３ ５ と し て １ ９ ９ ９ 年 ９ 月 ９
日 に 寄 託 さ れ た ｐ Ｅ Ｒ ４ ３ ２ ；
　 ｈ ｔ ｒ Ａ 遺 伝 子 を 含 有 す る 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 受 託 番 号 Ｐ Ｔ Ａ － ６ ３ ６ と し て １ ９ ９ ９ 年 ９ 月 ９
日 に 寄 託 さ れ た ｐ Ｅ Ｒ ４ ３ ４ ；
　 ｈ ｙ ｐ Ｃ 遺 伝 子 を 含 有 す る 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 受 託 番 号 Ｐ Ｔ Ａ － ６ ３ ７ と し て １ ９ ９ ９ 年 ９ 月 ９
日 に 寄 託 さ れ た ｐ Ｅ Ｒ ４ ３ ６ ；
　 ｙ ｃ ｆ Ｗ お よ び ａ ｂ ｃ １ 遺 伝 子 を 含 有 す る 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 受 託 番 号 Ｐ Ｔ Ａ － ６ ３ ８ と し て １
９ ９ ９ 年 ９ 月 ９ 日 に 寄 託 さ れ た ｐ Ｅ Ｒ ４ ３ ８ ；
　 Ｏ ｍ ｐ １ ０ ０ 遺 伝 子 を 含 有 す る 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 受 託 番 号 Ｐ Ｔ Ａ － ６ ３ ９ と し て １ ９ ９ ９ 年 ９
月 ９ 日 に 寄 託 さ れ た ｐ Ｅ Ｒ ４ ４ ０ ； お よ び
　 ｌ ｙ ｓ Ｓ お よ び ｙ ｃ ｆ Ｗ 遺 伝 子 を 含 有 す る 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 受 託 番 号 Ｐ Ｔ Ａ － ２ ２ ３ ２ と し て
２ ０ ０ ０ 年 ７ 月 １ ４ 日 に 寄 託 さ れ た ｐ Ｔ ０ ６ ８ 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 更 に 、 配 列 番 号 ： ３ ～ ９ お よ び 配 列 番 号 ： １ ０ ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 並 び に そ れ ら
の 実 施 的 な 部 分 お よ び ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト の 本 明 細 書 中 で の 意 味 は 、 特 に 断 ら な い 限 り
、 上 に 挙 げ た プ ラ ス ミ ド 中 に 存 在 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を コ ー ド し て い る 該 当 す る タ ン パ
ク 質 に よ っ て コ ー ド さ れ て い る 該 当 す る ア ミ ノ 酸 配 列 並 び に そ れ ら の 実 施 的 な 部 分 お よ び
ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト を そ れ ぞ れ 示 す た め の も の で も あ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　
　 本 発 明 は 、 Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス 由 来 の Ｈ ｔ ｒ Ａ タ ン パ ク 質 を コ ー ド し て い る ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 を 含 む 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 を 提 供 す る 。 好 ま し い 実 施 態 様 に お い
て 、 そ の Ｈ ｔ ｒ Ａ タ ン パ ク 質 は 、 配 列 番 号 ： ７ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 。 更 に 好 ま し い 実
施 態 様 に お い て 、 本 発 明 の Ｈ ｔ ｒ Ａ を コ ー ド し て い る 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 は
、 ｈ ｔ ｒ Ａ 遺 伝 子 の 読 み 取 り 枠 （ Ｏ Ｒ Ｆ ） の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ る 約 ｎ ｔ ２ ８ ９ １ ～ 約
ｎ ｔ ４ ３ １ ５ の 配 列 番 号 ： ２ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 お よ び プ ラ ス ミ ド ｐ Ｅ Ｒ ４ ３ ４ （ Ａ Ｔ
Ｃ Ｃ 受 託 番 号 Ｐ Ｔ Ａ － ６ ３ ６ ） の Ｈ ｔ ｒ Ａ を コ ー ド し て い る Ｏ Ｒ Ｆ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か
ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 発 明 は 、 更 に 、 本 発 明 の Ｈ ｔ ｒ Ａ を コ ー ド し て い る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 の ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 に 相 同 で あ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 を 提 供
す る 。 Ｈ ｔ ｒ Ａ 関 連 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 を 論 及 す る の に 用 い ら れ る 場 合 の “ 相 同 ” と い
う 用 語 は 、 （ ａ ） 本 発 明 の 前 述 の Ｈ ｔ ｒ Ａ を コ ー ド し て い る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 の 一 つ
と 同 様 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド し て い る ； ま た は （ ｂ ） Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス Ｈ ｔ ｒ Ａ タ
ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド し て い る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分
子 の 補 体 に 、 少 な く と も 中 程 度 の ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 に お い て 、 す な わ ち 、 ０ ． ５
Ｍ 　 Ｎ ａ Ｈ Ｐ Ｏ ４ 、 ７ ％ ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム （ Ｓ Ｄ Ｓ ） 、 １ ｍ Ｍ 　 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 中 に お い
て ６ ５ ℃ で フ ィ ル タ ー に 結 合 し た Ｄ Ｎ Ａ へ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お よ び ０ ． ２ ｘ Ｓ Ｓ
Ｃ ／ ０ ． １ ％ Ｓ Ｄ Ｓ 中 に お い て ４ ２ ℃ で 洗 浄 す る こ と （ Ausubel ら （ 監 修 ） ， 1989, Curr
ent Protocols In Molecular Biology, １ 巻 ， Green Publishing Associates,Inc., and 
John Wiley & Sons,Inc. ニ ュ ー ヨ ー ク ， 2.10.3頁 を 参 照 さ れ た い ） に お い て ハ イ ブ リ ッ
ド 形 成 す る 、 し か も 本 発 明 の 実 施 に お い て 有 用 で あ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る ポ リ ヌ ク
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レ オ チ ド 分 子 を 意 味 す る 。 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 そ の 相 同 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 は
、 Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス Ｈ ｔ ｒ Ａ タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド し て い る ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 の 補 体 に 、 高 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 に お い て
、 す な わ ち 、 ０ ． ５ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｈ Ｐ Ｏ ４ 、 ７ ％ Ｓ Ｄ Ｓ 、 １ ｍ Ｍ 　 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 中 に お い て ６ ５ ℃
で フ ィ ル タ ー に 結 合 し た Ｄ Ｎ Ａ へ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お よ び ０ ． １ ｘ Ｓ Ｓ Ｃ ／ ０ ．
１ ％ Ｓ Ｄ Ｓ 中 に お い て ６ ８ ℃ で 洗 浄 す る こ と （ Ausubel ら ， 1989, 上 記 ） に お い て ハ イ ブ
リ ッ ド 形 成 し 、 し か も 本 発 明 の 実 施 に お い て 有 用 で あ る 。 よ り 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て
、 そ の 相 同 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 は 、 高 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 に お い て 、 約 ｎ ｔ ２ ８
９ １ ～ 約 ｎ ｔ ４ ３ １ ５ で あ る 配 列 番 号 ： ２ の Ｈ ｔ ｒ Ａ を コ ー ド し て い る Ｏ Ｒ Ｆ か ら 成 る 群
よ り 選 択 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら 成 る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 の 補 体 に ハ イ ブ リ ッ ド 形
成 す る 。 上 記 の よ う に 、 本 明 細 書 中 の 相 同 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 の 意 味 は 、 こ の よ う な 分
子 の 補 体 を 示 す た め の も の で も あ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 明 細 書 中 で 用 い ら れ る よ う に 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 は 、 そ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子
を 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 の よ う な 標 準 的 な 増 幅 技 術 を 用 い て ロ ー ソ ニ ア 特 異 的 ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド 分 子 を 増 幅 さ せ る の に 用 い る こ と が で き る 、 ま た は ロ ー ソ ニ ア に 感 染 し た 動 物 由
来 の 体 液 若 し く は 組 織 試 料 中 の ロ ー ソ ニ ア 特 異 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 存 在 を 検 出 す る 診 断
薬 と し て 用 い る こ と が で き る 場 合 、 ま た は そ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 が 、 下 記 の よ う に 本
発 明 の 実 施 に お い て 有 用 で あ る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し て い る 場 合 、 “ 本 発 明 の 実 施 に お
い て 有 用 ”  で あ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 発 明 の Ｈ ｔ ｒ Ａ を コ ー ド し て い る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 相 同 で
あ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 に は 、 大 腸 菌 、 ネ ズ ミ チ フ
ス 菌 （ S.typhimurium） 、 Ｃ ． ジ ジ ュ ニ （ jejuni） 、 イ ン フ ル エ ン ザ 菌 （ H.influenzae）
、 マ ル タ 熱 菌 （ B.melitensis） 、 ウ シ 流 産 菌 （ B.abortus） 、 ト ラ コ ー マ ク ラ ミ ジ ア （ C.t
rachomatis） 、 エ ル ジ ニ ア ・ エ ン テ ロ コ リ テ ィ カ （ Y.enterocolitia） 、 リ ケ ッ チ ア 属 （ R
ickettsia） 、 Ｂ ． ブ ル グ ド ル フ ェ リ （ burgdorferi） お よ び 枯 草 菌 （ B.subtilis） な ど の
細 菌 か ら 記 載 さ れ て き た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 が 含 ま れ な い 。 配 列 番 号 ： ２ に よ っ て コ ー
ド さ れ る Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス Ｈ ｔ ｒ Ａ タ ン パ ク 質 は 、 Ｂ ． ア ボ ル タ ス Ｈ ｔ ｒ Ａ タ ン パ
ク 質 と ３ ９ ． ６ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 を 有 す る 。 そ の Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス タ ン パ ク
質 は ４ ７ ４ 残 基 長 さ で あ る が 、 Ｂ ． ア ボ ル タ ス タ ン パ ク 質 は ５ １ ３ 残 基 長 さ で あ る 。 Ｌ ．
イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス タ ン パ ク 質 は 、 イ ン フ ル エ ン ザ 菌 の そ れ と ３ ５ ． ４ ％ 一 致 す る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 発 明 の 分 子 の 相 同 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 好 ま し く は 、 約 ｎ ｔ ２ ８ ９ １ ～ 約 ｎ ｔ ４ ３ １
５ で あ る 配 列 番 号 ： ２ の 分 子 と の ５ ０ ％ を 越 え る 、 よ り 好 ま し く は 、 約 ９ ０ ％ を 越 え る 、
な お よ り 好 ま し く は 、 約 ９ ５ ％ を 越 え る 、 そ し て 最 も 好 ま し く は 、 約 ９ ９ ％ を 越 え る 配 列
同 一 性 を 有 す る 配 列 を 含 み 、 そ の 配 列 同 一 性 は 、 Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ Ｎ ア ル ゴ リ ズ ム （ GenBank, N
ational Center for Biotechnology Information） の 使 用 に よ っ て 決 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 も う 一 つ の 実 施 態 様 に お い て 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス Ｈ ｔ ｒ Ａ
タ ン パ ク 質 を コ ー ド し て い る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 長 さ の 約 ５ ０ ％ を 越 え る 相 同 配 列 を 有 す
る 。 も う 一 つ の 実 施 態 様 に お い て 、 そ の 配 列 は 、 Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス タ ン パ ク 質 を コ
ー ド し て い る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 長 さ の ７ ０ ％ を 越 え 、 も う 一 つ の 実 施 態 様 に お い て 、 そ
の 配 列 は ９ ０ ％ を 越 え 、 そ し て も う 一 つ の 実 施 態 様 に お い て は 、 約 ９ ８ ％ を 越 え る 。 な お
も う 一 つ の 実 施 態 様 に お い て 、 相 同 配 列 を 有 す る 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 Ｌ ． イ
ン ト ラ セ ル ラ リ ス Ｈ ｔ ｒ Ａ タ ン パ ク 質 を コ ー ド し て い る 配 列 と 長 さ が 等 し い 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 な お も う 一 つ の 実 施 態 様 に お い て 、 Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス Ｈ ｔ ｒ Ａ タ ン パ ク 質 を コ ー
ド し て い る 配 列 と 相 同 で あ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 約 ｎ ｔ ２ ８ ９ １ ～ 約 ｎ ｔ ４ ３ １ ５ で あ
る 配 列 番 号 ： ２ の 配 列 に 関 し て 、 挿 入 さ れ た 、 欠 失 し た ま た は 置 換 さ れ た １ ～ ５ ０ 個 、 よ
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り 好 ま し く は 、 １ ～ ２ ５ 個 、 そ し て 最 も 好 ま し く は 、 １ ～ ５ 個 の ヌ ク レ オ チ ド を 有 す る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 発 明 は 、 更 に 、 Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス Ｈ ｔ ｒ Ａ タ ン パ ク 質 と 相 同 で あ る ポ リ ペ プ チ
ド を コ ー ド し て い る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 を 提 供 す る
。 Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス Ｈ ｔ ｒ Ａ タ ン パ ク 質 と 相 同 で あ る ポ リ ペ プ チ ド を 論 及 す る の に
本 明 細 書 中 で 用 い ら れ る よ う に 、 “ 相 同 ” と い う 用 語 は 、 他 の 点 で は Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ
リ ス Ｈ ｔ ｒ Ａ タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド で あ る が 、 得 ら れ た ポ リ ペ
プ チ ド が 本 発 明 の 実 施 に お い て 有 用 で あ る 限 り に お い て 、 そ の １ 個 ま た は そ れ 以 上 の ア ミ
ノ 酸 残 基 が 別 の ア ミ ノ 酸 残 基 で 置 換 さ れ て い る ポ リ ペ プ チ ド を 意 味 す る 。 保 存 的 ア ミ ノ 酸
置 換 は 、 当 該 技 術 分 野 に お い て 周 知 で あ る 。 こ の よ う な 置 換 を 行 う 規 則 に は 、 特 に 、 Dayh
of,M.D., 1978, Nat.Biomed.Res.Found., ワ シ ン ト ン ， Ｄ ． Ｃ ． ， ５ 巻 ， 補 遺 ３ に よ っ て
記 載 さ れ た も の が 含 ま れ る 。 よ り 具 体 的 に は 、 保 存 的 ア ミ ノ 酸 置 換 は 、 側 鎖 の 酸 性 度 、 極
性 ま た は 嵩 高 性 に 関 す る ア ミ ノ 酸 フ ァ ミ リ ー 内 で 一 般 的 に 起 こ る も の で あ る 。 遺 伝 子 に コ
ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 は 、 概 し て 、 （ １ ） 酸 性 ＝ ア ス パ ラ ギ ン 酸 、 グ ル タ ミ ン 酸 ； （ ２ ） 塩
基 性 ＝ リ シ ン 、 ア ル ギ ニ ン 、 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 、 ト リ プ ト フ ァ ン ； お よ び （ ４
） 非 荷 電 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
お よ び チ ロ シ ン の ４ 群 に 分 け ら れ る 。 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 ト リ プ ト フ ァ ン お よ び チ ロ シ ン
は 一 緒 に 、 芳 香 族 ア ミ ノ 酸 と し て も 分 類 さ れ る 。 い ず れ か 特 定 の 基 内 の １ 個 ま た は そ れ 以
上 の 置 換 、 例 え ば 、 ロ イ シ ン を イ ソ ロ イ シ ン ま た は バ リ ン で 、 ま た は ア ス パ ラ ギ ン 酸 を グ
ル タ ミ ン 酸 で 、 ま た は ト レ オ ニ ン を セ リ ン で 、 ま た は 任 意 の 他 の ア ミ ノ 酸 残 基 を 構 造 的 に
関 連 し た ア ミ ノ 酸 残 基 、 例 え ば 、 側 鎖 の 同 様 の 酸 性 度 、 極 性 、 嵩 高 性 ま た は そ れ ら の い く
つ か の 組 合 せ の 類 似 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 残 基 で の 置 換 は 、 概 し て 、 そ の ポ リ ペ プ チ ド の 機
能 ま た は 免 疫 原 性 に 有 意 の 作 用 を 有 す る で あ ろ う 。 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 相 同 ポ リ
ペ プ チ ド は 、 配 列 番 号 ： ７ と 少 な く と も 約 ５ ０ ％ 、 よ り 好 ま し く は 、 少 な く と も 約 ７ ０ ％
、 そ し て な お よ り 好 ま し く は 、 少 な く と も 約 ９ ０ ％ の 配 列 同 一 性 、 そ し て 最 も 好 ま し く は
、 少 な く と も ９ ５ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 も う 一 つ の 実 施 態 様 に お い て 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 挿 入 さ れ た 、 欠 失 し た ま た は 置 換
さ れ た 、 そ れ ら の 組 合 せ を 含 め た １ ～ １ ０ 個 、 よ り 好 ま し く は 、 １ ～ ５ 個 の ア ミ ノ 酸 を 有
す る Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス Ｈ ｔ ｒ Ａ タ ン パ ク 質 か ら 成 る 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を コ ー
ド し て い る 。 こ の 実 施 態 様 の よ り 具 体 的 な 例 に お い て 、 そ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 配 列 番
号 ： ７ の Ｈ ｔ ｒ Ａ 配 列 の 代 わ り に 保 存 的 に 置 換 さ れ た １ ～ ５ 個 の ア ミ ノ 酸 を 有 す る 単 離 さ
れ た ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し て い る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 本 明 細 書 中 で 用 い ら れ る よ う に 、 ポ リ ペ プ チ ド は 、 ロ ー ソ ニ ア に 免 疫 応 答 を 示 し た 動 物
か ら の 血 液 、 血 清 ま た は 他 の 体 液 試 料 中 の ロ ー ソ ニ ア 特 異 的 抗 体 の 存 在 を 検 出 す る 診 断 試
薬 と し て そ の ポ リ ペ プ チ ド を 用 い る こ と が で き る 場 合 、 “ 本 発 明 の 実 施 に お い て 有 用 ”  
で あ る 。 そ の ポ リ ペ プ チ ド は ま た 、 そ れ を 用 い て ロ ー ソ ニ ア に 対 す る 動 物 の 免 疫 応 答 を 引
き 起 こ す こ と が で き る な ら ば 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 発 明 は 、 更 に 、 本 発 明 の 前 述 の ロ ー ソ ニ ア Ｈ ｔ ｒ Ａ 関 連 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 の い ず
れ か の 実 質 的 な 部 分 か ら 成 る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 を 提 供 す る 。 本 明 細 書 中 で 用 い ら れ る
よ う に 、 Ｈ ｔ ｒ Ａ 関 連 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 の “ 実 質 的 な 部 分 ” と は 、 Ｈ ｔ ｒ Ａ 関 連 ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド 分 子 の 完 全 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 よ り 少 な い も の か ら 成 る が 、 Ｈ ｔ ｒ Ａ 関 連 ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 の 少 な く と も ５ ％ 、 よ り 好 ま し く は 、 少 な く と も 約 １ ０ ％ 、 そ し て な
お よ り 好 ま し く は 、 少 な く と も 約 ２ ０ ％ 、 そ し て 最 も 好 ま し く は 、 少 な く と も 約 ５ ０ ％ の
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 を 意 味 し 、 そ れ は 本 発 明 の 実 施 に お い て 有
用 で あ る 。 こ の よ う な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 に は 、 例 え ば 、 Ｈ ｔ ｒ Ａ タ ン パ ク の ペ プ チ ド
フ ラ グ メ ン ト を コ ー ド し て い る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 が 含 ま れ る 。
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【 ０ ０ ３ ４ 】
　 前 述 の Ｈ ｔ ｒ Ａ 関 連 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 の い ず れ か の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 加 え て 、 本
発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 は 、 自 然 に Ｈ ｔ ｒ Ａ 　 Ｏ Ｒ Ｆ に 隣 接 す る も の ま た は Ｌ ． イ ン
ト ラ セ ル ラ リ ス の そ の 場 （ ｉ ｎ 　 ｓ ｉ ｔ ｕ ） の 遺 伝 子 よ り 選 択 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を
更 に 含 む こ と が で き る 、 或 い は 、 か ら 成 る こ と が で き 、 約 ｎ ｔ ２ ６ ９ １ ～ 約 ｎ ｔ ２ ８ ９ ０
お よ び 約 ｎ ｔ ４ ３ １ ６ ～ 約 ｎ ｔ ４ ５ ８ ０ の 配 列 番 号 ： ２ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ま た
は そ れ ら の 実 質 的 な 部 分 を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　
　 本 発 明 は 、 Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス 由 来 の Ｐ ｏ ｎ Ａ タ ン パ ク 質 を コ ー ド し て い る ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 を 含 む 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 を 提 供 す る 。 好 ま し い 実 施 態 様 に お い
て 、 そ の Ｐ ｏ ｎ Ａ タ ン パ ク 質 は 、 配 列 番 号 ： ６ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 。 更 に 好 ま し い 実
施 態 様 に お い て 、 本 発 明 の Ｐ ｏ ｎ Ａ を コ ー ド し て い る 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 は
、 約 ｎ ｔ ２ ５ ２ ～ 約 ｎ ｔ ２ ６ ９ ０ の 配 列 番 号 ： ２ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ Ｐ ｏ ｎ Ａ 遺 伝 子 の
読 み 取 り 枠 （ Ｏ Ｒ Ｆ ） の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ） 、 お よ び プ ラ ス ミ ド ｐ Ｅ Ｒ ４ ３ ２ （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ
受 託 番 号 Ｐ Ｔ Ａ － ６ ３ ５ ） の Ｐ ｏ ｎ Ａ を コ ー ド し て い る Ｏ Ｒ Ｆ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら 成
る 群 よ り 選 択 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 本 発 明 は 、 相 同 と い う 用 語 が Ｈ ｔ ｒ Ａ 関 連 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 に 関 し て 上 に 相 応 し て
定 義 さ れ て い る よ う に 、 本 発 明 の Ｐ ｏ ｎ Ａ を コ ー ド し て い る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 の ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 に “ 相 同 ” で あ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分
子 を 更 に 提 供 す る 。 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 そ の 相 同 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 は 、 Ｌ ．
イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス Ｐ ｏ ｎ Ａ タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド し て い る ヌ ク レ オ チ ド 配
列 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 の 補 体 に 、 高 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 に お い て ハ イ ブ
リ ッ ド 形 成 す る 。 よ り 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 そ の 相 同 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 は 、 高
ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 に お い て 、 約 ｎ ｔ ２ ５ ２ ～ 約 ｎ ｔ ２ ６ ９ ０ の 配 列 番 号 ： ２ の ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 か ら 成 る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 の 補 体 に ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 本 発 明 の Ｐ ｏ ｎ Ａ を コ ー ド し て い る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 相 同 で
あ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 に は 、 ナ イ セ リ ア ・ フ ラ ベ
セ ン ス （ Neisseria flavescens） 、 淋 菌 （ N.gonorrhoeae） お よ び 髄 膜 炎 菌 （ N.meningiti
dis） の Ｐ ｏ ｎ Ａ タ ン パ ク 質 を コ ー ド し て い る 既 知 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 が 含 ま れ な い
。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 本 発 明 の 分 子 の 相 同 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 好 ま し く は 、 約 ｎ ｔ ２ ５ ２ ～ 約 ｎ ｔ ２ ６ ９ ０
で あ る 配 列 番 号 ： ２ の 分 子 と の ５ ０ ％ を 越 え る 、 よ り 好 ま し く は 、 約 ９ ０ ％ を 越 え る 、 な
お よ り 好 ま し く は 、 約 ９ ５ ％ を 越 え る 、 そ し て 最 も 好 ま し く は 、 約 ９ ９ ％ を 越 え る 配 列 同
一 性 を 有 す る 配 列 を 含 み 、 そ の 配 列 同 一 性 は 、 Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ Ｎ ア ル ゴ リ ズ ム （ GenBank, Nat
ional Center for Biotechnology Information） の 使 用 に よ っ て 決 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 も う 一 つ の 実 施 態 様 に お い て 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス Ｐ ｏ ｎ Ａ
タ ン パ ク 質 を コ ー ド し て い る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 長 さ の 約 ５ ０ ％ を 越 え る 相 同 配 列 を 有 す
る 。 も う 一 つ の 実 施 態 様 に お い て 、 そ の 配 列 は 、 Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス タ ン パ ク 質 を コ
ー ド し て い る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 長 さ の ９ ０ ％ を 越 え 、 も う 一 つ の 実 施 態 様 に お い て は 約
９ ８ ％ を 越 え る 。 な お も う 一 つ の 実 施 態 様 に お い て 、 相 同 配 列 を 有 す る 単 離 さ れ た ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド は 、 Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス Ｐ ｏ ｎ Ａ タ ン パ ク 質 を コ ー ド し て い る 配 列 と 長 さ
が 等 し い 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 な お も う 一 つ の 実 施 態 様 に お い て 、 Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス Ｐ ｏ ｎ Ａ タ ン パ ク 質 を コ ー
ド し て い る 配 列 と 相 同 で あ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 配 列 番 号 ： ２ の 配 列 に 関 し て 、 挿 入 さ
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れ た 、 欠 失 し た ま た は 置 換 さ れ た １ ～ ５ ０ 個 、 よ り 好 ま し く は 、 １ ～ ２ ５ 個 、 そ し て 最 も
好 ま し く は 、 １ ～ ５ 個 の ヌ ク レ オ チ ド を 有 す る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 本 発 明 は 、 更 に 、 相 同 と い う 用 語 が Ｈ ｔ ｒ Ａ タ ン パ ク に 関 し て 上 に 相 応 し て 記 載 さ れ て
い る よ う に 、 Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス Ｐ ｏ ｎ Ａ タ ン パ ク 質 と “ 相 同 ” で あ る ポ リ ペ プ チ ド
を コ ー ド し て い る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 を 提 供 す る 。
好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 相 同 ポ リ ペ プ チ ド は 、 配 列 番 号 ： ６ と 少 な く と も 約 ５ ０ ％ 、
よ り 好 ま し く は 、 少 な く と も 約 ７ ０ ％ 、 そ し て な お よ り 好 ま し く は 、 少 な く と も 約 ９ ０ ％
の 配 列 同 一 性 、 そ し て 最 も 好 ま し く は 、 少 な く と も ９ ５ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 も う 一 つ の 実 施 態 様 に お い て 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 挿 入 さ れ た 、 欠 失 し た ま た は 置 換
さ れ た 、 そ れ ら の 組 合 せ を 含 め た １ ～ １ ０ 個 、 よ り 好 ま し く は 、 １ ～ ５ 個 の ア ミ ノ 酸 を 有
す る Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス Ｐ ｏ ｎ Ａ タ ン パ ク 質 か ら 成 る 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を コ ー
ド し て い る 。 こ の 実 施 態 様 の よ り 具 体 的 な 例 に お い て 、 そ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 配 列 番
号 ： ６ の Ｐ ｏ ｎ Ａ 配 列 の 代 わ り に 保 存 的 に 置 換 さ れ た １ ～ ５ 個 の ア ミ ノ 酸 を 有 す る 単 離 さ
れ た ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し て い る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 本 発 明 は 、 更 に 、 実 質 的 な 部 分 と い う 用 語 が Ｈ ｔ ｒ Ａ タ ン パ ク に 関 し て 上 に 相 応 し て 記
載 さ れ て い る よ う に 、 本 発 明 の 前 述 の ロ ー ソ ニ ア Ｐ ｏ ｎ Ａ 関 連 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 の い
ず れ か の “ 実 質 的 な 部 分 ”  か ら 成 る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 前 述 の Ｐ ｏ ｎ Ａ 関 連 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 の い ず れ か の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 加 え て 、 本
発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 は 、 自 然 に ｐ ｏ ｎ Ａ 　 Ｏ Ｒ Ｆ に 隣 接 す る も の ま た は Ｌ ． イ ン
ト ラ セ ル ラ リ ス の そ の 場 （ ｉ ｎ 　 ｓ ｉ ｔ ｕ ） の 遺 伝 子 よ り 選 択 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を
更 に 含 む こ と が で き る 、 或 い は 、 か ら 成 る こ と が で き 、 約 ｎ ｔ １ ２ ６ ～ 約 ｎ ｔ ２ ５ １ お よ
び 約 ｎ ｔ ２ ６ ９ １ ～ 約 ｎ ｔ ２ ８ ９ ０ の 配 列 番 号 ： ２ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ま た は そ
れ ら の 実 質 的 な 部 分 を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　
　 本 発 明 は 、 Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス 由 来 の Ｈ ｙ ｐ Ｃ タ ン パ ク 質 を コ ー ド し て い る ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 を 含 む 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 を 提 供 す る 。 好 ま し い 実 施 態 様 に お い
て 、 そ の Ｈ ｙ ｐ Ｃ タ ン パ ク 質 は 、 配 列 番 号 ： ８ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 。 更 に 好 ま し い 実
施 態 様 に お い て 、 本 発 明 の Ｈ ｙ ｐ Ｃ を コ ー ド し て い る 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 は
、 約 ｎ ｔ ４ ５ ８ １ ～ 約 ｎ ｔ ４ ８ ２ ９ の 配 列 番 号 ： ２ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 お よ び プ ラ ス ミ
ド ｐ Ｅ Ｒ ４ ３ ６ （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 受 託 番 号 Ｐ Ｔ Ａ － ６ ３ ７ ） の Ｈ ｙ ｐ Ｃ を コ ー ド し て い る Ｏ Ｒ Ｆ
の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 本 発 明 は 、 相 同 と い う 用 語 が Ｈ ｔ ｒ Ａ 関 連 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 に 関 し て 上 に 相 応 し て
定 義 さ れ て い る よ う に 、 本 発 明 の Ｈ ｙ ｐ Ｃ を コ ー ド し て い る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 の ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 に “ 相 同 ” で あ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分
子 を 更 に 提 供 す る 。 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 そ の 相 同 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 は 、 Ｌ ．
イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス Ｈ ｙ ｐ Ｃ タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド し て い る ヌ ク レ オ チ ド 配
列 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 の 補 体 に 、 高 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 に お い て ハ イ ブ
リ ッ ド 形 成 す る 。 よ り 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 そ の 相 同 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 は 、 高
ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 に お い て 、 約 ｎ ｔ ４ ５ ８ １ ～ 約 ｎ ｔ ４ ８ ２ ９ の 配 列 番 号 ： ２ の
Ｏ Ｒ Ｆ か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら 成 る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 の 補 体
に ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 本 発 明 の Ｈ ｙ ｐ Ｃ を コ ー ド し て い る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 相 同 で
あ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 に は 、 デ ス ル フ ォ ビ ブ リ オ
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・ ギ ガ ス （ Desulfovibrio gigas） お よ び リ ゾ ビ ウ ム ・ レ グ ミ ノ サ ル ム （ Rizobium legumi
nosarum） の Ｈ ｙ ｐ Ｃ ま た は Ｈ ｙ ｐ Ｄ タ ン パ ク 質 を コ ー ド し て い る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子
が 含 ま れ な い 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 本 発 明 の 分 子 の 相 同 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 好 ま し く は 、 約 ｎ ｔ ４ ５ ８ １ ～ 約 ｎ ｔ ４ ８ ２
９ で あ る 配 列 番 号 ： ２ の 分 子 と の ５ ０ ％ を 越 え る 、 よ り 好 ま し く は 、 約 ９ ０ ％ を 越 え る 、
な お よ り 好 ま し く は 、 約 ９ ５ ％ を 越 え る 、 そ し て 最 も 好 ま し く は 、 約 ９ ９ ％ を 越 え る 配 列
同 一 性 を 有 す る 配 列 を 含 み 、 そ の 配 列 同 一 性 は 、 Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ Ｎ ア ル ゴ リ ズ ム （ GenBank, N
ational Center for Biotechnology Information） の 使 用 に よ っ て 決 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 も う 一 つ の 実 施 態 様 に お い て 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス Ｈ ｙ ｐ Ｃ
タ ン パ ク 質 を コ ー ド し て い る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 長 さ の 約 ５ ０ ％ を 越 え る 相 同 配 列 を 有 す
る 。 も う 一 つ の 実 施 態 様 に お い て 、 そ の 配 列 は 、 Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス Ｈ ｙ ｐ Ｃ タ ン パ
ク 質 を コ ー ド し て い る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 長 さ の ９ ０ ％ を 越 え 、 も う 一 つ の 実 施 態 様 に お
い て は 約 ９ ８ ％ を 越 え る 。 な お も う 一 つ の 実 施 態 様 に お い て 、 相 同 配 列 を 有 す る 単 離 さ れ
た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス Ｈ ｙ ｐ Ｃ タ ン パ ク 質 を コ ー ド し て い る 配
列 と 長 さ が 等 し い 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 な お も う 一 つ の 実 施 態 様 に お い て 、 Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス Ｈ ｙ ｐ Ｃ タ ン パ ク 質 を コ ー
ド し て い る 配 列 と 相 同 で あ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 配 列 番 号 ： ２ の 配 列 に 関 し て 、 挿 入 さ
れ た 、 欠 失 し た ま た は 置 換 さ れ た １ ～ ５ ０ 個 、 よ り 好 ま し く は 、 １ ～ ２ ５ 個 、 そ し て 最 も
好 ま し く は 、 １ ～ ５ 個 の ヌ ク レ オ チ ド を 有 す る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 本 発 明 は 、 更 に 、 相 同 と い う 用 語 が Ｈ ｔ ｒ Ａ タ ン パ ク に 関 し て 上 に 相 応 し て 記 載 さ れ て
い る よ う に 、 Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス Ｈ ｙ ｐ Ｃ タ ン パ ク 質 と “ 相 同 ” で あ る ポ リ ペ プ チ ド
を コ ー ド し て い る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 を 提 供 す る 。
好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 相 同 ポ リ ペ プ チ ド は 、 配 列 番 号 ： ８ と 少 な く と も 約 ５ ０ ％ 、
よ り 好 ま し く は 、 少 な く と も 約 ７ ０ ％ 、 そ し て な お よ り 好 ま し く は 、 少 な く と も 約 ９ ０ ％
の 配 列 同 一 性 、 そ し て 最 も 好 ま し く は 、 少 な く と も ９ ５ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 も う 一 つ の 実 施 態 様 に お い て 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 挿 入 さ れ た 、 欠 失 し た ま た は 置 換
さ れ た 、 そ れ ら の 組 合 せ を 含 め た １ ～ １ ０ 個 、 よ り 好 ま し く は 、 １ ～ ５ 個 の ア ミ ノ 酸 を 有
す る Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス Ｈ ｙ ｐ Ｃ タ ン パ ク 質 か ら 成 る 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を コ ー
ド し て い る 。 こ の 実 施 態 様 の よ り 具 体 的 な 例 に お い て 、 そ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 配 列 番
号 ： ８ の Ｈ ｙ ｐ Ｃ 配 列 の 代 わ り に 保 存 的 に 置 換 さ れ た １ ～ ５ 個 の ア ミ ノ 酸 を 有 す る 単 離 さ
れ た ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し て い る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 本 発 明 は 、 更 に 、 実 質 的 な 部 分 と い う 用 語 が Ｈ ｔ ｒ Ａ タ ン パ ク に 関 し て 上 に 相 応 し て 記
載 さ れ て い る よ う に 、 本 発 明 の 前 述 の ロ ー ソ ニ ア Ｈ ｙ ｐ Ｃ 関 連 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 の い
ず れ か の “ 実 質 的 な 部 分 ”  か ら 成 る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 前 述 の Ｈ ｙ ｐ Ｃ 関 連 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 の い ず れ か の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 加 え て 、 本
発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 は 、 自 然 に ｈ ｙ ｐ Ｃ 　 Ｏ Ｒ Ｆ に 隣 接 す る も の ま た は Ｌ ． イ ン
ト ラ セ ル ラ リ ス の そ の 場 （ ｉ ｎ 　 ｓ ｉ ｔ ｕ ） の 遺 伝 子 よ り 選 択 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を
更 に 含 む こ と が で き る 、 或 い は 、 か ら 成 る こ と が で き 、 約 ｎ ｔ ４ ３ １ ６ ～ 約 ｎ ｔ ４ ５ ８ ０
お よ び 約 ｎ ｔ ４ ３ ８ ０ ～ 約 ｎ ｔ ４ ９ １ １ の 配 列 番 号 ： ２ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ま た
は そ れ ら の 実 質 的 な 部 分 を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　
　 本 発 明 は 、 Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス 由 来 の Ｌ ｙ ｓ Ｓ タ ン パ ク 質 を コ ー ド し て い る ヌ ク レ
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オ チ ド 配 列 を 含 む 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 を 提 供 す る 。 好 ま し い 実 施 態 様 に お い
て 、 そ の Ｌ ｙ ｓ Ｓ タ ン パ ク 質 は 、 配 列 番 号 ： １ ０ ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 。 更 に 好 ま し
い 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 の Ｌ ｙ ｓ Ｓ を コ ー ド し て い る 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分
子 は 、 ｌ ｙ ｓ Ｓ 遺 伝 子 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 約 ｎ ｔ １ ６ ５ ～ 約 ｎ ｔ １ ７ ４ ５ の 配 列 番 号 ：
１ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 お よ び プ ラ ス ミ ド ｐ Ｔ ０ ６ ８ （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 受 託 番 号 Ｐ Ｔ Ａ － ２ ２ ３
２ ） の Ｌ ｙ ｓ Ｓ を コ ー ド し て い る Ｏ Ｒ Ｆ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 本 発 明 は 、 相 同 と い う 用 語 が Ｈ ｔ ｒ Ａ 関 連 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 に 関 し て 上 に 相 応 し て
定 義 さ れ て い る よ う に 、 本 発 明 の Ｌ ｙ ｓ Ｓ を コ ー ド し て い る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 の ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 に “ 相 同 ” で あ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分
子 を 更 に 提 供 す る 。 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 そ の 相 同 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 は 、 Ｌ ．
イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス Ｌ ｙ ｓ Ｓ タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド し て い る ヌ ク レ オ チ ド 配
列 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 の 補 体 に 、 高 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 に お い て ハ イ ブ
リ ッ ド 形 成 す る 。 よ り 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 そ の 相 同 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 は 、 高
ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 に お い て 、 約 ｎ ｔ １ ６ ５ ～ 約 ｎ ｔ １ ７ ４ ５ の 配 列 番 号 ： １ の ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 か ら 成 る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 の 補 体 に ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 本 発 明 の 分 子 の 相 同 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 好 ま し く は 、 約 ｎ ｔ １ ６ ５ ～ 約 ｎ ｔ １ ７ ４ ５
の 配 列 番 号 ： １ の 分 子 と の ５ ０ ％ を 越 え る 、 よ り 好 ま し く は 、 約 ９ ０ ％ を 越 え る 、 な お よ
り 好 ま し く は 、 約 ９ ５ ％ を 越 え る 、 そ し て 最 も 好 ま し く は 、 約 ９ ９ ％ を 越 え る 配 列 同 一 性
を 有 す る 配 列 を 含 み 、 そ の 配 列 同 一 性 は 、 Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ Ｎ ア ル ゴ リ ズ ム （ GenBank, Nationa
l Center for Biotechnology Information） の 使 用 に よ っ て 決 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 も う 一 つ の 実 施 態 様 に お い て 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス Ｌ ｙ ｓ Ｓ
タ ン パ ク 質 を コ ー ド し て い る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 長 さ の 約 ５ ０ ％ を 越 え る 相 同 配 列 を 有 す
る 。 も う 一 つ の 実 施 態 様 に お い て 、 そ の 配 列 は 、 Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス Ｌ ｙ ｓ Ｓ タ ン パ
ク 質 を コ ー ド し て い る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 長 さ の ９ ０ ％ を 越 え 、 も う 一 つ の 実 施 態 様 に お
い て は 約 ９ ８ ％ を 越 え る 。 な お も う 一 つ の 実 施 態 様 に お い て 、 相 同 配 列 を 有 す る 単 離 さ れ
た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス Ｌ ｙ ｓ Ｓ タ ン パ ク 質 を コ ー ド し て い る 配
列 と 長 さ が 等 し い 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 な お も う 一 つ の 実 施 態 様 に お い て 、 Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス Ｌ ｙ ｓ Ｓ タ ン パ ク 質 を コ ー
ド し て い る 配 列 と 相 同 で あ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 配 列 番 号 ： １ の 配 列 に 関 し て 、 挿 入 さ
れ た 、 欠 失 し た ま た は 置 換 さ れ た １ ～ ５ ０ 個 、 よ り 好 ま し く は 、 １ ～ ２ ５ 個 、 そ し て 最 も
好 ま し く は 、 １ ～ ５ 個 の ヌ ク レ オ チ ド を 有 す る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 本 発 明 は 、 更 に 、 相 同 と い う 用 語 が Ｈ ｔ ｒ Ａ タ ン パ ク に 関 し て 上 に 相 応 し て 記 載 さ れ て
い る よ う に 、 Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス Ｌ ｙ ｓ Ｓ タ ン パ ク 質 と “ 相 同 ” で あ る ポ リ ペ プ チ ド
を コ ー ド し て い る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 を 提 供 す る 。
好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 相 同 ポ リ ペ プ チ ド は 、 配 列 番 号 ： １ ０ ２ と 少 な く と も 約 ５ ０
％ 、 よ り 好 ま し く は 、 少 な く と も 約 ７ ０ ％ 、 そ し て な お よ り 好 ま し く は 、 少 な く と も 約 ９
０ ％ の 配 列 同 一 性 、 そ し て 最 も 好 ま し く は 、 少 な く と も ９ ５ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 も う 一 つ の 実 施 態 様 に お い て 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 挿 入 さ れ た 、 欠 失 し た ま た は 置 換
さ れ た 、 そ れ ら の 組 合 せ を 含 め た １ ～ １ ０ 個 、 よ り 好 ま し く は 、 １ ～ ５ 個 の ア ミ ノ 酸 を 有
す る Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス Ｌ ｙ ｓ Ｓ タ ン パ ク 質 か ら 成 る 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を コ ー
ド し て い る 。 こ の 実 施 態 様 の よ り 具 体 的 な 例 に お い て 、 そ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 配 列 番
号 ： １ ０ ２ の Ｌ ｙ ｓ Ｓ 配 列 の 代 わ り に 保 存 的 に 置 換 さ れ た １ ～ ５ 個 の ア ミ ノ 酸 を 有 す る 単
離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し て い る 。
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【 ０ ０ ６ ２ 】
　 本 発 明 は 、 更 に 、 実 質 的 な 部 分 と い う 用 語 が Ｈ ｔ ｒ Ａ タ ン パ ク に 関 し て 上 に 相 応 し て 記
載 さ れ て い る よ う に 、 本 発 明 の 前 述 の ロ ー ソ ニ ア ｌ ｙ ｓ Ｓ 関 連 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 の い
ず れ か の “ 実 質 的 な 部 分 ”  か ら 成 る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 前 述 の ｌ ｙ ｓ Ｓ 関 連 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 の い ず れ か の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 加 え て 、 本
発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 は 、 自 然 に ｌ ｙ ｓ Ｓ 　 Ｏ Ｒ Ｆ に 隣 接 す る も の ま た は Ｌ ． イ ン
ト ラ セ ル ラ リ ス の 現 場 の 遺 伝 子 よ り 選 択 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 更 に 含 む こ と が で き る
、 或 い は 、 か ら 成 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　
　 本 発 明 は 、 Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス 由 来 の Ｙ ｃ ｆ Ｗ タ ン パ ク 質 を コ ー ド し て い る ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 を 含 む 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 を 提 供 す る 。 好 ま し い 実 施 態 様 に お い
て 、 そ の Ｙ ｃ ｆ Ｗ タ ン パ ク 質 は 、 配 列 番 号 ： ３ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 。 更 に 好 ま し い 実
施 態 様 に お い て 、 本 発 明 の Ｙ ｃ ｆ Ｗ を コ ー ド し て い る 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 は
、 Ｙ ｃ ｆ Ｗ 遺 伝 子 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 約 ｎ ｔ １ ７ ４ ５ ～ 約 ｎ ｔ ３ ０ ２ ８ の 配 列 番 号 ： １
の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 お よ び プ ラ ス ミ ド ｐ Ｅ Ｒ ４ ３ ８ （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 受 託 番 号 Ｐ Ｔ Ａ － ６ ３ ８
） と ｐ Ｔ ０ ６ ８ （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 受 託 番 号 Ｐ Ｔ Ａ － ２ ２ ３ ２ ） の Ｙ ｃ ｆ Ｗ を コ ー ド し て い る Ｏ Ｒ
Ｆ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 本 発 明 は 、 相 同 と い う 用 語 が Ｈ ｔ ｒ Ａ 関 連 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 に 関 し て 上 に 相 応 し て
定 義 さ れ て い る よ う に 、 本 発 明 の Ｙ ｃ ｆ Ｗ を コ ー ド し て い る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 の ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 に “ 相 同 ” で あ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分
子 を 更 に 提 供 す る 。 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 そ の 相 同 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 は 、 Ｌ ．
イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス Ｙ ｃ ｆ Ｗ タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド し て い る ヌ ク レ オ チ ド 配
列 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 の 補 体 に 、 高 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 に お い て ハ イ ブ
リ ッ ド 形 成 す る 。 よ り 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 そ の 相 同 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 は 、 高
ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 に お い て 、 約 ｎ ｔ １ ７ ４ ５ ～ 約 ｎ ｔ ３ ０ ２ ８ の 配 列 番 号 ： １ の
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら 成 る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 の 補 体 に ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 本 発 明 の 分 子 の 相 同 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 好 ま し く は 、 約 ｎ ｔ １ ７ ４ ５ ～ 約 ｎ ｔ ３ ０ ２
８ の 配 列 番 号 ： １ の 分 子 と の ５ ０ ％ を 越 え る 、 よ り 好 ま し く は 、 約 ９ ０ ％ を 越 え る 、 な お
よ り 好 ま し く は 、 約 ９ ５ ％ を 越 え る 、 そ し て 最 も 好 ま し く は 、 約 ９ ９ ％ を 越 え る 配 列 同 一
性 を 有 す る 配 列 を 含 み 、 そ の 配 列 同 一 性 は 、 Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ Ｎ ア ル ゴ リ ズ ム （ GenBank, Natio
nal Center for Biotechnology Information） の 使 用 に よ っ て 決 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 も う 一 つ の 実 施 態 様 に お い て 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス Ｙ ｃ ｆ Ｗ
タ ン パ ク 質 を コ ー ド し て い る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 長 さ の 約 ５ ０ ％ を 越 え る 相 同 配 列 を 有 す
る 。 も う 一 つ の 実 施 態 様 に お い て 、 そ の 配 列 は 、 Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス Ｙ ｃ ｆ Ｗ タ ン パ
ク 質 を コ ー ド し て い る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 長 さ の ９ ０ ％ を 越 え 、 も う 一 つ の 実 施 態 様 に お
い て は 約 ９ ８ ％ を 越 え る 。 な お も う 一 つ の 実 施 態 様 に お い て 、 相 同 配 列 を 有 す る 単 離 さ れ
た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス Ｙ ｃ ｆ Ｗ タ ン パ ク 質 を コ ー ド し て い る 配
列 と 長 さ が 等 し い 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 な お も う 一 つ の 実 施 態 様 に お い て 、 Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス Ｙ ｃ ｆ Ｗ タ ン パ ク 質 を コ ー
ド し て い る 配 列 と 相 同 で あ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 配 列 番 号 ： １ の 配 列 に 関 し て 、 挿 入 さ
れ た 、 欠 失 し た ま た は 置 換 さ れ た １ ～ ５ ０ 個 、 よ り 好 ま し く は 、 １ ～ ２ ５ 個 、 そ し て 最 も
好 ま し く は 、 １ ～ ５ 個 の ヌ ク レ オ チ ド を 有 す る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 本 発 明 は 、 更 に 、 相 同 と い う 用 語 が Ｈ ｔ ｒ Ａ タ ン パ ク に 関 し て 上 に 相 応 し て 記 載 さ れ て
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い る よ う に 、 Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス Ｙ ｃ ｆ Ｗ タ ン パ ク 質 と “ 相 同 ” で あ る ポ リ ペ プ チ ド
を コ ー ド し て い る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 を 提 供 す る 。
好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 相 同 ポ リ ペ プ チ ド は 、 配 列 番 号 ： ３ と 少 な く と も 約 ５ ０ ％ 、
よ り 好 ま し く は 、 少 な く と も 約 ７ ０ ％ 、 そ し て な お よ り 好 ま し く は 、 少 な く と も 約 ９ ０ ％
の 配 列 同 一 性 、 そ し て 最 も 好 ま し く は 、 少 な く と も ９ ５ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 も う 一 つ の 実 施 態 様 に お い て 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 挿 入 さ れ た 、 欠 失 し た ま た は 置 換
さ れ た 、 そ れ ら の 組 合 せ を 含 め た １ ～ １ ０ 個 、 よ り 好 ま し く は 、 １ ～ ５ 個 の ア ミ ノ 酸 を 有
す る Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス Ｙ ｃ ｆ Ｗ タ ン パ ク 質 か ら 成 る 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を コ ー
ド し て い る 。 こ の 実 施 態 様 の よ り 具 体 的 な 例 に お い て 、 そ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 配 列 番
号 ： ３ の Ｙ ｃ ｆ Ｗ 配 列 の 代 わ り に 保 存 的 に 置 換 さ れ た １ ～ ５ 個 の ア ミ ノ 酸 を 有 す る 単 離 さ
れ た ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し て い る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 本 発 明 は 、 更 に 、 実 質 的 な 部 分 と い う 用 語 が Ｈ ｔ ｒ Ａ タ ン パ ク に 関 し て 上 に 相 応 し て 記
載 さ れ て い る よ う に 、 本 発 明 の 前 述 の ロ ー ソ ニ ア Ｙ ｃ ｆ Ｗ 関 連 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 の い
ず れ か の “ 実 質 的 な 部 分 ”  か ら 成 る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 前 述 の Ｙ ｃ ｆ Ｗ 関 連 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 の い ず れ か の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 加 え て 、 本
発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 は 、 自 然 に ｙ ｃ ｆ Ｗ 　 Ｏ Ｒ Ｆ に 隣 接 す る も の ま た は Ｌ ． イ ン
ト ラ セ ル ラ リ ス の そ の 場 （ ｉ ｎ 　 ｓ ｉ ｔ ｕ ） の 遺 伝 子 よ り 選 択 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を
更 に 含 む こ と が で き る 、 或 い は 、 か ら 成 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　
　 本 発 明 は 、 Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス 由 来 の Ａ Ｂ Ｃ １ タ ン パ ク 質 を コ ー ド し て い る ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 を 含 む 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 を 提 供 す る 。 好 ま し い 実 施 態 様 に お い
て 、 そ の Ａ Ｂ Ｃ １ タ ン パ ク 質 は 、 配 列 番 号 ： ４ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 。 更 に 好 ま し い 実
施 態 様 に お い て 、 本 発 明 の Ａ Ｂ Ｃ １ を コ ー ド し て い る 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 は
、 約 ｎ ｔ ３ ０ ３ １ ～ 約 ｎ ｔ ３ ７ ３ ８ の 配 列 番 号 ： １ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ Ａ Ｂ Ｃ １ 遺 伝 子
の 読 み 取 り 枠 （ Ｏ Ｒ Ｆ ） の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ） 、 お よ び プ ラ ス ミ ド ｐ Ｅ Ｒ ４ ３ ８ （ Ａ Ｔ Ｃ
Ｃ 受 託 番 号 Ｐ Ｔ Ａ － ６ ３ ８ ） の Ａ Ｂ Ｃ １ を コ ー ド し て い る Ｏ Ｒ Ｆ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら
成 る 群 よ り 選 択 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 本 発 明 は 、 相 同 と い う 用 語 が Ｈ ｔ ｒ Ａ 関 連 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 に 関 し て 上 に 相 応 し て
定 義 さ れ て い る よ う に 、 本 発 明 の Ａ Ｂ Ｃ １ を コ ー ド し て い る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 の ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 に “ 相 同 ” で あ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分
子 を 更 に 提 供 す る 。 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 そ の 相 同 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 は 、 Ｌ ．
イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス Ａ Ｂ Ｃ １ タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド し て い る ヌ ク レ オ チ ド 配
列 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 の 補 体 に 、 高 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 に お い て ハ イ ブ
リ ッ ド 形 成 す る 。 よ り 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 そ の 相 同 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 は 、 高
ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 に お い て 、 約 ｎ ｔ ３ ０ ３ １ ～ 約 ｎ ｔ ３ ７ ３ ８ で あ る 配 列 番 号 ：
１ の Ｏ Ｒ Ｆ か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら 成 る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 の
補 体 に ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 本 発 明 の Ａ Ｂ Ｃ １ を コ ー ド し て い る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 相 同 で
あ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 に は 、 ナ イ セ リ ア ・ フ ラ ベ
セ ン ス 、 淋 菌 お よ び 髄 膜 炎 菌 の Ａ Ｂ Ｃ １ タ ン パ ク 質 を コ ー ド し て い る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分
子 が 含 ま れ な い 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 本 発 明 の 分 子 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 好 ま し く は 、 約 ｎ ｔ ３ ０ ３ １ ～ 約 ｎ ｔ ３ ７ ３ ８ の
配 列 番 号 ： １ の 分 子 と の ５ ０ ％ を 越 え る 、 よ り 好 ま し く は 、 約 ９ ０ ％ を 越 え る 、 な お よ り
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好 ま し く は 、 約 ９ ５ ％ を 越 え る 、 そ し て 最 も 好 ま し く は 、 約 ９ ９ ％ を 越 え る 配 列 同 一 性 を
有 す る 配 列 を 含 み 、 そ の 配 列 同 一 性 は 、 Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ Ｎ ア ル ゴ リ ズ ム （ GenBank, National 
Center for Biotechnology Information） の 使 用 に よ っ て 決 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 も う 一 つ の 実 施 態 様 に お い て 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス Ａ Ｂ Ｃ １
タ ン パ ク 質 を コ ー ド し て い る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 長 さ の 約 ５ ０ ％ を 越 え る 相 同 配 列 を 有 す
る 。 も う 一 つ の 実 施 態 様 に お い て 、 そ の 配 列 は 、 Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス Ａ Ｂ Ｃ １ タ ン パ
ク 質 を コ ー ド し て い る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 長 さ の ９ ０ ％ を 越 え 、 も う 一 つ の 実 施 態 様 に お
い て は 約 ９ ８ ％ を 越 え る 。 な お も う 一 つ の 実 施 態 様 に お い て 、 相 同 配 列 を 有 す る 単 離 さ れ
た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス Ａ Ｂ Ｃ １ タ ン パ ク 質 を コ ー ド し て い る 配
列 と 長 さ が 等 し い 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 な お も う 一 つ の 実 施 態 様 に お い て 、 Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス Ａ Ｂ Ｃ １ タ ン パ ク 質 を コ ー
ド し て い る 配 列 と 相 同 で あ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 配 列 番 号 ： １ の 配 列 に 関 し て 、 挿 入 さ
れ た 、 欠 失 し た ま た は 置 換 さ れ た １ ～ ５ ０ 個 、 よ り 好 ま し く は 、 １ ～ ２ ５ 個 、 そ し て 最 も
好 ま し く は 、 １ ～ ５ 個 の ヌ ク レ オ チ ド を 有 す る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 本 発 明 は 、 更 に 、 相 同 と い う 用 語 が Ｈ ｔ ｒ Ａ タ ン パ ク に 関 し て 上 に 相 応 し て 記 載 さ れ て
い る よ う に 、 Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス Ａ Ｂ Ｃ １ タ ン パ ク 質 と “ 相 同 ” で あ る ポ リ ペ プ チ ド
を コ ー ド し て い る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 を 提 供 す る 。
好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 相 同 ポ リ ペ プ チ ド は 、 配 列 番 号 ： １ と 少 な く と も 約 ５ ０ ％ 、
よ り 好 ま し く は 、 少 な く と も 約 ７ ０ ％ 、 そ し て な お よ り 好 ま し く は 、 少 な く と も 約 ９ ０ ％
の 配 列 同 一 性 、 そ し て 最 も 好 ま し く は 、 少 な く と も ９ ５ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 も う 一 つ の 実 施 態 様 に お い て 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 挿 入 さ れ た 、 欠 失 し た ま た は 置 換
さ れ た 、 そ れ ら の 組 合 せ を 含 め た １ ～ １ ０ 個 、 よ り 好 ま し く は 、 １ ～ ５ 個 の ア ミ ノ 酸 を 有
す る Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス Ａ Ｂ Ｃ １ タ ン パ ク 質 か ら 成 る 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を コ ー
ド し て い る 。 こ の 実 施 態 様 の よ り 具 体 的 な 例 に お い て 、 そ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 配 列 番
号 ： ４ の Ａ Ｂ Ｃ １ 配 列 の 代 わ り に 保 存 的 に 置 換 さ れ た １ ～ ５ 個 の ア ミ ノ 酸 を 有 す る 単 離 さ
れ た ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し て い る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 本 発 明 は 、 更 に 、 実 質 的 な 部 分 と い う 用 語 が Ｈ ｔ ｒ Ａ タ ン パ ク に 関 し て 上 に 相 応 し て 記
載 さ れ て い る よ う に 、 本 発 明 の 前 述 の ロ ー ソ ニ ア Ａ Ｂ Ｃ １ 関 連 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 の い
ず れ か の “ 実 質 的 な 部 分 ”  か ら 成 る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 前 述 の Ａ Ｂ Ｃ １ 関 連 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 の い ず れ か の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 加 え て 、 本
発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 は 、 自 然 に ａ ｂ ｃ １ 　 Ｏ Ｒ Ｆ に 隣 接 す る も の ま た は Ｌ ． イ ン
ト ラ セ ル ラ リ ス の そ の 場 （ ｉ ｎ 　 ｓ ｉ ｔ ｕ ） の 遺 伝 子 よ り 選 択 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を
更 に 含 む こ と が で き る 、 或 い は 、 か ら 成 る こ と が で き 、 配 列 番 号 ： １ に 示 さ れ る 隣 接 す る
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　
　 本 発 明 は 、 Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス 由 来 の Ｏ ｍ ｐ １ ０ ０ タ ン パ ク 質 を コ ー ド し て い る ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 を 提 供 す る 。 好 ま し い 実 施 態 様 に
お い て 、 そ の Ｏ ｍ ｐ １ ０ ０ タ ン パ ク 質 は 、 配 列 番 号 ： ５ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 。 更 に 好
ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 の Ｏ ｍ ｐ １ ０ ０ を コ ー ド し て い る 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド 分 子 は 、 約 ｎ ｔ ３ ６ ９ ５ ～ 約 ｎ ｔ ６ ３ ８ ５ の 配 列 番 号 ： １ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ Ｏ
ｍ ｐ １ ０ ０ 遺 伝 子 の 読 み 取 り 枠 （ Ｏ Ｒ Ｆ ） の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ） 、 お よ び プ ラ ス ミ ド ｐ Ｅ
Ｒ ４ ４ ０ （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 受 託 番 号 Ｐ Ｔ Ａ － ６ ３ ９ ） の Ｏ ｍ ｐ １ ０ ０ を コ ー ド し て い る Ｏ Ｒ Ｆ の
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 。
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【 ０ ０ ８ ４ 】
　 本 発 明 は 、 相 同 と い う 用 語 が Ｈ ｔ ｒ Ａ 関 連 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 に 関 し て 上 に 相 応 し て
定 義 さ れ て い る よ う に 、 本 発 明 の Ｏ ｍ ｐ １ ０ ０ を コ ー ド し て い る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 の
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に “ 相 同 ” で あ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド 分 子 を 更 に 提 供 す る 。 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 そ の 相 同 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 は 、
Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス Ｏ ｍ ｐ １ ０ ０ タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド し て い る ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 の 補 体 に 、 高 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 に お い
て ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る 。 よ り 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 そ の 相 同 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分
子 は 、 高 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 に お い て 、 約 ｎ ｔ ３ ６ ９ ５ ～ 約 ｎ ｔ ６ ３ ８ ５ で あ る 配
列 番 号 ： １ の Ｏ Ｒ Ｆ か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら 成 る ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド 分 子 の 補 体 に ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 本 発 明 の Ｏ ｍ ｐ １ ０ ０ を コ ー ド し て い る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 相
同 で あ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 に は 、 GenBank デ ー タ
ベ ー ス に 挙 げ ら れ る 次 の タ ン パ ク 質 、 大 腸 菌 の Ｙ ａ ｅ Ｔ （ Ａ ｃ ｃ ｎ ． Ｕ ７ ０ ２ １ ４ ま た は
Ａ Ｅ ０ ０ ０ １ ２ ７ ） ； フ レ ク ス ナ ー 赤 痢 菌 （ Shigella flexneri） の Ｏ ｍ ａ ９ ０ （ Ａ ｃ ｃ
ｎ ． Ａ Ｆ １ ２ ０ ９ ２ ７ ） ； 髄 膜 炎 菌 の Ｏ ｍ ｐ ８ ５ （ Ａ ｃ ｃ ｎ ． Ａ Ｆ ０ ２ １ ２ ４ ５ ） ； イ ン
フ ル エ ン ザ 菌 （ Ｄ １ ５ ） の Ｄ １ ５ （ Ａ ｃ ｃ ｎ ． Ｕ ６ ０ ８ ３ ４ ） ； パ ス ツ レ ラ ・ マ ル ト シ ダ
（ Pasteurella multocida） の Ｏ ｍ ａ ８ ７ （ Ａ ｃ ｃ ｎ ． Ｕ ６ ０ ４ ３ ９ ） の い ず れ か を コ ー
ド し て い る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 が 含 ま れ な い 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 本 発 明 の 分 子 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 好 ま し く は 、 約 ｎ ｔ ３ ６ ９ ５ ～ 約 ｎ ｔ ６ ３ ８ ５ の
配 列 番 号 ： １ の 分 子 と の ５ ０ ％ を 越 え る 、 よ り 好 ま し く は 、 約 ９ ０ ％ を 越 え る 、 な お よ り
好 ま し く は 、 約 ９ ５ ％ を 越 え る 、 そ し て 最 も 好 ま し く は 、 約 ９ ９ ％ を 越 え る 配 列 同 一 性 を
有 す る 相 同 配 列 を 含 み 、 そ の 配 列 同 一 性 は 、 Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ Ｎ ア ル ゴ リ ズ ム （ GenBank, Natio
nal Center for Biotechnology Information） の 使 用 に よ っ て 決 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 も う 一 つ の 実 施 態 様 に お い て 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス Ｏ ｍ ｐ １
０ ０ タ ン パ ク 質 を コ ー ド し て い る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 長 さ の 約 ５ ０ ％ を 越 え る 相 同 配 列 を
有 す る 。 も う 一 つ の 実 施 態 様 に お い て 、 そ の 配 列 は 、 Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス Ｏ ｍ ｐ １ ０
０ タ ン パ ク 質 を コ ー ド し て い る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 長 さ の ９ ０ ％ を 越 え 、 も う 一 つ の 実 施
態 様 に お い て は 約 ９ ８ ％ を 越 え る 。 な お も う 一 つ の 実 施 態 様 に お い て 、 相 同 配 列 を 有 す る
単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス Ｏ ｍ ｐ １ ０ ０ タ ン パ ク 質 を コ ー
ド し て い る 配 列 と 長 さ が 等 し い 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 な お も う 一 つ の 実 施 態 様 に お い て 、 Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス Ｏ ｍ ｐ １ ０ ０ タ ン パ ク 質 を
コ ー ド し て い る 配 列 と 相 同 で あ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 配 列 番 号 ： ５ の 配 列 に 関 し て 、 挿
入 さ れ た 、 欠 失 し た ま た は 置 換 さ れ た １ ～ ５ ０ 個 、 よ り 好 ま し く は 、 １ ～ ２ ５ 個 、 そ し て
最 も 好 ま し く は 、 １ ～ ５ 個 の ヌ ク レ オ チ ド を 有 す る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 本 発 明 は 、 更 に 、 相 同 と い う 用 語 が Ｈ ｔ ｒ Ａ タ ン パ ク に 関 し て 上 に 相 応 し て 記 載 さ れ て
い る よ う に 、 Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス Ｏ ｍ ｐ １ ０ ０ タ ン パ ク 質 と “ 相 同 ” で あ る ポ リ ペ プ
チ ド を コ ー ド し て い る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 を 提 供 す
る 。 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 相 同 ポ リ ペ プ チ ド は 、 配 列 番 号 ： ５ と 少 な く と も 約 ５ ０
％ 、 よ り 好 ま し く は 、 少 な く と も 約 ７ ０ ％ 、 そ し て な お よ り 好 ま し く は 、 少 な く と も 約 ９
０ ％ の 配 列 同 一 性 、 そ し て 最 も 好 ま し く は 、 少 な く と も ９ ５ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 も う 一 つ の 実 施 態 様 に お い て 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 挿 入 さ れ た 、 欠 失 し た ま た は 置 換
さ れ た 、 そ れ ら の 組 合 せ を 含 め た １ ～ １ ０ 個 、 よ り 好 ま し く は 、 １ ～ ５ 個 の ア ミ ノ 酸 を 有
す る Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス Ｏ ｍ ｐ １ ０ ０ タ ン パ ク 質 か ら 成 る 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を
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コ ー ド し て い る 。 こ の 実 施 態 様 の よ り 具 体 的 な 例 に お い て 、 そ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 配
列 番 号 ： ５ の Ｏ ｍ ｐ １ ０ ０ 配 列 の 代 わ り に 保 存 的 に 置 換 さ れ た １ ～ ５ 個 の ア ミ ノ 酸 を 有 す
る 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し て い る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 本 発 明 は 、 更 に 、 実 質 的 な 部 分 と い う 用 語 が Ｈ ｔ ｒ Ａ タ ン パ ク に 関 し て 上 に 相 応 し て 記
載 さ れ て い る よ う に 、 本 発 明 の 前 述 の ロ ー ソ ニ ア Ｏ ｍ ｐ １ ０ ０ 関 連 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子
の い ず れ か の “ 実 質 的 な 部 分 ”  か ら 成 る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 前 述 の Ｏ ｍ ｐ １ ０ ０ 関 連 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 の い ず れ か の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 加 え て
、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 は 、 自 然 に ｏ ｍ ｐ １ ０ ０ 　 Ｏ Ｒ Ｆ に 隣 接 す る も の ま た は
Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス の 現 場 の 遺 伝 子 よ り 選 択 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 更 に 含 む こ と
が で き る 、 或 い は 、 か ら 成 る こ と が で き 、 配 列 番 号 ： １ に 示 さ れ る 隣 接 す る ヌ ク レ オ チ ド
配 列 を 含 む 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　
　 本 発 明 は 、 プ ロ モ ー タ ー 活 性 を 有 す る 且 つ 約 ｎ ｔ ２ ６ ９ １ ～ 約 ｎ ｔ ２ ８ ９ ０ の 配 列 番 号
： ２ 内 で 見 出 さ れ る ２ ０ ヌ ク レ オ チ ド を 越 え る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
分 子 ま た は そ の 補 体 に も 関 す る 。 下 記 の 実 施 例 で 更 に 論 じ ら れ る よ う に 、 ロ ー ソ ニ ア 配 列
の こ の 領 域 は 、 ｈ ｔ ｒ Ａ 遺 伝 子 の 温 度 反 応 性 プ ロ モ ー タ ー を 含 有 す る こ と が 確 認 さ れ て い
る 。 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 そ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 約 ｎ ｔ ２ ７ ９ ７ ～ ｎ ｔ ２ ８ ２
９ の 配 列 を 含 む 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 本 発 明 は 、 約 ｎ ｔ ２ ６ ９ １ ～ 約 ｎ ｔ ２ ８ ９ ０ の 配 列 番 号 ： ２ 内 で 見 出 さ れ る ２ ０ ヌ ク レ
オ チ ド を 越 え る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 補 体 に 、 中 程 度 の ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 お よ び 、
よ り 好 ま し く は 、 高 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 に お い て ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る 、 プ ロ モ ー
タ ー 活 性 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に も 関 す る 。 好 ま し く は 、 プ ロ モ ー タ ー 活 性 を 有 す
る そ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 中 程 度 の ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 ま た は 高 ス ト リ ン ジ ェ
ン ト な 条 件 下 に お い て 、 約 ｎ ｔ ２ ７ ９ ７ ～ ｎ ｔ ２ ８ ２ ９ の 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の
補 体 に ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る 。 も う 一 つ の 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 約 ｎ ｔ ２ ６ ９ １
～ 約 ｎ ｔ ２ ８ ９ ０ で あ る 配 列 番 号 ： ２ の 配 列 に 関 し て 、 挿 入 さ れ た 、 欠 失 し た ま た は 置 換
さ れ た １ ～ ２ ５ 個 、 最 も 好 ま し く は 、 １ ～ ５ 個 の ヌ ク レ オ チ ド を 有 す る 、 プ ロ モ ー タ ー 活
性 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 本 発 明 の プ ロ モ ー タ ー 活 性 を 有 す る 機 能 的 配 列 は 、 Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス の 宿 主 細 胞
中 若 し く は 任 意 の 他 の ロ ー ソ ニ ア 種 の 宿 主 細 胞 中 に お け る ま た は 任 意 の 他 の 適 当 な 宿 主 細
胞 中 に お け る 本 発 明 の 遺 伝 子 の い ず れ か ま た は 他 の 遺 伝 子 若 し く は コ ー デ ィ ン グ 配 列 の 組
換 え 体 発 現 の 制 御 を 含 め た 種 々 の 目 的 に 有 用 で あ る 。 こ の よ う な 他 の 遺 伝 子 ま た は コ ー デ
ィ ン グ 配 列 は 、 天 然 で あ り う る か ま た は 組 換 え 体 宿 主 細 胞 に 異 種 で あ り う る 。 そ の プ ロ モ
ー タ ー 配 列 は 、 当 該 技 術 分 野 に お い て 知 ら れ て い る よ う な 標 準 的 な 組 換 え 技 術 を 用 い て 特
定 の 遺 伝 子 ま た は コ ー デ ィ ン グ 配 列 に 融 合 さ せ る こ と が で き る の で 、 そ の プ ロ モ ー タ ー 配
列 は 、 “ 機 能 的 結 合 ” が 下 記 に 定 義 さ れ て い る よ う に 、 そ れ ら と 機 能 的 に 結 合 し て い る 。
プ ロ モ ー タ ー を 用 い る こ と に よ り 、 組 換 え 体 発 現 系 は 、 例 え ば 、 ロ ー ソ ニ ア ま た は 他 の 細
菌 の 遺 伝 子 の 発 現 を 調 節 す る こ と が で き る 化 合 物 お よ び 転 写 因 子 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ
す る よ う に 構 築 し 且 つ 用 い る こ と が で き る 。 更 に 、 こ の よ う な プ ロ モ ー タ ー 構 築 物 は 、 ロ
ー ソ ニ ア 、 大 腸 菌 ま た は 他 の 適 当 な 宿 主 細 胞 に お い て 異 種 ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 さ せ る の に
用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　
　 本 発 明 は 、 更 に 、 本 発 明 の 前 述 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 の い ず れ か 一 つ に ハ イ ブ リ ッ ド
形 成 す る 、 ま た は 本 発 明 の 前 述 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 の い ず れ か 一 つ の 補 体 で あ る ヌ ク
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レ オ チ ド 配 列 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 に ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
分 子 を 提 供 す る 。 こ の よ う な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 は 、 好 ま し く は 、 少 な く と も 約 １ ０
ヌ ク レ オ チ ド 長 さ 、 よ り 好 ま し く は 、 約 １ ５ ～ 約 ３ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 さ で あ り 、 そ し て 高
ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 に お い て 、 す な わ ち 、 ６ ｘ Ｓ Ｓ Ｃ ／ ０ ． ５ ％ ピ ロ リ ン 酸 ナ ト リ
ウ ム 中 に お い て 、 約 １ ４ 塩 基 オ リ ゴ に つ い て は 約 ３ ７ ℃ で 、 約 １ ７ 塩 基 オ リ ゴ に つ い て は
約 ４ ８ ℃ で 、 約 ２ ０ 塩 基 オ リ ゴ に つ い て は 約 ５ ５ ℃ で 、 そ し て 約 ２ ３ 塩 基 オ リ ゴ に つ い て
は 約 ６ ０ ℃ で 洗 浄 す る こ と に お い て 前 述 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 の 一 つ ま た は そ れ 以 上 に
ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る 。 本 発 明 の よ り 長 い オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 の た め の 他 の ハ イ ブ リ
ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 は 、 標 準 的 な 技 法 を 用 い て 当 業 者 が 決 定 す る こ と が で き る 。 好 ま し い
実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 は 、 本 発 明 の 前 述 の ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド 分 子 の 少 な く と も 一 つ の 一 部 分 に 相 補 的 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 本 発 明 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 は 、 例 え ば 、 鑑 別 疾 病 診 断 に お い て 用 い る た め の ロ ー
ソ ニ ア 特 異 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 の 増 幅 に お け る プ ラ イ マ ー と し て 、 ま た は 遺 伝 子 調 節
に お い て 有 用 な ア ン チ セ ン ス 分 子 と し て 作 用 さ せ る こ と を 含 め た 種 々 の 目 的 に 有 用 で あ る
。 適 当 に 設 計 さ れ た プ ラ イ マ ー は 、 脳 組 織 、 肺 組 織 、 腸 組 織 、 胎 盤 組 織 、 血 液 、 脳 脊 髄 液
、 糞 便 、 粘 液 、 尿 、 羊 水 等 を 含 め た 動 物 の 組 織 ま た は 体 液 の 試 料 中 の ロ ー ソ ニ ア 特 異 的 ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 の 存 在 を 検 出 す る の に 用 い る こ と も で き る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 分 子
は 、 ロ ー ソ ニ ア 微 生 物 と 特 異 的 に 反 応 す る が 、 こ れ は 、 概 し て 、 充 分 な 長 さ の 配 列 を 用 い
る こ と に よ っ て 達 成 さ れ る 。 特 異 的 増 幅 産 物 の 生 産 は 、 ロ ー ソ ニ ア 感 染 の 診 断 を 支 持 し う
る が 、 増 幅 産 物 の 欠 如 は 、 感 染 し て い な い こ と を 示 す こ と が で き る 。 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反
応 （ Ｐ Ｃ Ｒ ） の よ う な 増 幅 を 行 う 方 法 は 、 特 に 、 Innis ら （ 監 修 ） ， 1995， 上 記 ； お よ び
 Erlich（ 監 修 ） ， 1992， 上 記 に 記 載 さ れ て い る 。 当 該 技 術 分 野 に お い て 知 ら れ て い る 他
の 増 幅 技 術 、 例 え ば 、 リ ガ ー ゼ 連 鎖 反 応 は 、 代 わ り に 用 い る こ と が で き る 。 本 明 細 書 中 に
開 示 さ れ て い る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 の 配 列 は 、 ロ ー ソ ニ ア の 他 の 種 若 し く は 菌 株 ま た は
他 の 細 菌 細 胞 か ら 相 同 遺 伝 子 を 単 離 す る 場 合 に 用 い る た め の プ ラ イ マ ー を 設 計 す る の に 用
い る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 具 体 的 で は あ る が 、 本 発 明 を 実 施 す る の に 有 用 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 の 非 制 限 実 施
態 様 に は 、 配 列 番 号 ： １ ０ ～ １ ０ １ か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 お
よ び そ れ ら の 補 体 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　
　
　 本 発 明 は 、 更 に 、 ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー 、 発 現 ベ ク タ ー 、 そ れ ら ベ ク タ ー の い ず れ か を
含 む 形 質 転 換 さ れ た 宿 主 細 胞 、 お よ び 新 規 菌 株 ま た は そ れ ら に 由 来 す る 細 胞 系 を 含 め た 、
本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 の い ず れ か を ク ロ ー ニ ン グ す る お よ び 発 現 さ せ る 方 法 お よ
び 組 成 物 を 包 含 す る 。 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 の
Ｈ ｔ ｒ Ａ 、 Ｐ ｏ ｎ Ａ 、 Ｈ ｙ ｐ Ｃ 、 Ｌ ｙ ｓ Ｓ 、 Ｙ ｃ ｆ Ｗ 、 Ａ Ｂ Ｃ １ ま た は Ｏ ｍ ｐ １ ０ ０ タ ン
パ ク 質 を コ ー ド し て い る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 を 含 む 組 換 え 体
ベ ク タ ー を 提 供 す る 。 具 体 的 な 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 ｐ ｏ ｎ Ａ 遺 伝 子 を 含 有 す る
プ ラ ス ミ ド ｐ Ｅ Ｒ ４ ３ ２ （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 受 託 番 号 Ｐ Ｔ Ａ － ６ ３ ５ ） 、 ｈ ｔ ｒ Ａ 遺 伝 子 を 含 有 す
る プ ラ ス ミ ド ｐ Ｅ Ｒ ４ ３ ４ （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 受 託 番 号 Ｐ Ｔ Ａ － ６ ３ ６ ） 、 ｈ ｙ ｐ Ｃ 遺 伝 子 を 含 有
す る プ ラ ス ミ ド ｐ Ｅ Ｒ ４ ３ ６ （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 受 託 番 号 Ｐ Ｔ Ａ － ６ ３ ７ ） 、 ｌ ｙ ｓ Ｓ お よ び ｙ ｃ
ｆ Ｗ 遺 伝 子 を 含 有 す る プ ラ ス ミ ド ｐ Ｔ ０ ６ ８ （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 受 託 番 号 Ｐ Ｔ Ａ － ２ ２ ３ ２ ） 、 ｙ
ｃ ｆ Ｗ お よ び ａ ｂ ｃ １ 遺 伝 子 を 含 有 す る プ ラ ス ミ ド ｐ Ｅ Ｒ ４ ３ ８ （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 受 託 番 号 Ｐ Ｔ
Ａ － ６ ３ ８ ） 、 お よ び Ｏ ｍ ｐ １ ０ ０ 遺 伝 子 を 含 有 す る プ ラ ス ミ ド ｐ Ｅ Ｒ ４ ４ ０ （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ
受 託 番 号 Ｐ Ｔ Ａ － ６ ３ ９ ） を 提 供 す る 。 本 発 明 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 得 る の に 用 い
ら れ る 組 換 え 体 ベ ク タ ー お よ び 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 も 包 含 す る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
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組 換 え 体 発 現 系
ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー お よ び 発 現 ベ ク タ ー



　 本 発 明 の 組 換 え 体 ベ ク タ ー 、 特 に 、 発 現 ベ ク タ ー は 、 好 ま し く は 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド 分 子 の コ ー デ ィ ン グ 配 列 が 、 ポ リ ペ プ チ ド を 生 産 す る た め の そ の コ ー デ ィ ン グ 配 列
の 転 写 お よ び 翻 訳 に 必 要 な 一 つ ま た は そ れ 以 上 の 調 節 因 子 と 機 能 的 に 結 合 し て い る よ う に
構 築 さ れ る 。 本 明 細 書 中 で 用 い ら れ る よ う に 、 “ 調 節 因 子 ” と い う 用 語 に は 、 誘 導 性 お よ
び 非 誘 導 性 プ ロ モ ー タ ー 、 エ ン ハ ン サ ー 、 オ ペ レ ー タ ー 、 リ ボ ソ ー ム 結 合 部 位 、 お よ び ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド コ ー デ ィ ン グ 配 列 の 発 現 を 誘 導 す る お よ び ／ ま た は 調 節 す る の に 役 立 つ 当
該 技 術 分 野 に お い て 知 ら れ て い る 他 の 因 子 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 含 ま れ る が 、
そ れ ら に 制 限 さ れ る わ け で は な い 。 更 に 、 本 明 細 書 中 で 用 い ら れ る よ う に 、 そ の コ ー デ ィ
ン グ 配 列 は 、 一 つ ま た は そ れ 以 上 の 調 節 因 子 と “ 機 能 的 に 結 合 ” し て い て 、 そ の 場 合 、 そ
れ ら 調 節 因 子 は 、 コ ー デ ィ ン グ 配 列 の 転 写 ま た は そ の ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 翻 訳 を 効 果 的 に 調 節 し 且
つ 可 能 に す る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 適 当 な 調 節 因 子 と 機 能 的 に 結 合 し て い る 特 定 の コ ー デ ィ ン グ 配 列 を 含 有 す る 組 換 え 体 ベ
ク タ ー を 構 築 す る 方 法 は 当 該 技 術 分 野 に お い て 周 知 で あ り 、 こ れ ら を 用 い て 本 発 明 を 実 施
す る こ と が で き る 。 こ れ ら 方 法 に は 、 in vitro 組 換 え 技 術 、 合 成 技 術 お よ び  in vivo 遺
伝 子 組 換 え が 含 ま れ る 。 例 え ば 、 Maniatis ら ， 1989, 上 記 ； Ausubel ら ， 1989, 上 記 ； S
ambrook ら ， 1989, 上 記 ； Innis ら ， 1995, 上 記 ； お よ び  Erlich， 1992, 上 記 に 記 載 さ
れ た 技 術 を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 特 定 の コ ー デ ィ ン グ 配 列 を 含 有 す る 組 換 え 体 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ Ｄ Ｎ Ａ 、 プ ラ ス ミ ド Ｄ
Ｎ Ａ お よ び コ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ 発 現 ベ ク タ ー を 含 め た 、 本 発 明 の Ｈ ｔ ｒ Ａ 、 Ｐ ｏ ｎ Ａ 、 Ｈ ｙ ｐ
Ｃ 、 Ｌ ｙ ｓ Ｓ 、 Ｙ ｃ ｆ Ｗ 、 Ａ Ｂ Ｃ １ ま た は Ｏ ｍ ｐ １ ０ ０ コ ー デ ィ ン グ 配 列 を 発 現 す る の に
用 い る こ と が で き る 種 々 の 発 現 ベ ク タ ー は 、 当 該 技 術 分 野 に お い て 知 ら れ て い る 。 本 発 明
の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 を 含 有 す る よ う に 遺 伝 子 操 作 す る こ と が で き る 典 型 的 な 原 核 性 発
現 ベ ク タ ー プ ラ ス ミ ド に は 、 特 に 、 ｐ Ｕ Ｃ ８ 、 ｐ Ｕ Ｃ ９ 、 ｐ Ｂ Ｒ ３ ２ ２ お よ び ｐ Ｂ Ｒ ３ ２
９ （ Biorad Laboratories, リ ッ チ モ ン ド ， Ｃ Ａ ） 、 ｐ Ｐ Ｌ お よ び ｐ Ｋ Ｋ ２ ２ ３ （ Pharmac
ia, ピ ス カ タ ウ ェ イ ， Ｎ Ｊ ） 、 ｐ Ｑ Ｅ ５ ０ （ Qiagen, チ ャ ツ ワ ー ス ， Ｃ Ａ ） 、 お よ び ｐ Ｇ
Ｅ Ｍ － Ｔ 　 Ｅ Ａ Ｓ Ｙ （ Promega, マ デ ィ ソ ン ， Ｗ Ｉ ） が 含 ま れ る 。 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド 分 子 を 含 有 す る よ う に 遺 伝 子 操 作 す る こ と が で き る 典 型 的 な 真 核 性 発 現 ベ ク タ ー に は
、 特 に 、 エ ク ジ ソ ン 誘 導 性 哺 乳 動 物 発 現 系 （ Invitrogen, カ ー ル ズ バ ッ ト ， Ｃ Ａ ） 、 サ イ
ト メ ガ ロ ウ イ ル ス プ ロ モ ー タ ー － エ ン ハ ン サ ー に 基 づ く 系 （ Promega, マ デ ィ ソ ン ， Ｗ Ｉ
； Stratagene, ラ ・ ホ ヤ ， Ｃ Ａ ； Invitrogen） お よ び バ キ ュ ロ ウ イ ル ス に 基 づ く 発 現 系 （
Promega） が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 こ れ ら お よ び 他 の ベ ク タ ー の 調 節 因 子 は 、 強 度 お よ び 特 異 性 が 異 な る こ と が あ り う る 。
用 い ら れ る 宿 主 ／ ベ ク タ ー 系 に 依 存 し て 、 多 数 の 適 当 な 転 写 因 子 お よ び 翻 訳 因 子 の い ず れ
か を 用 い る こ と が で き る 。 例 え ば 、 哺 乳 動 物 細 胞 系 に お い て ク ロ ー ニ ン グ す る 場 合 、 哺 乳
動 物 細 胞 の ゲ ノ ム か ら 単 離 さ れ る プ ロ モ ー タ ー 、 例 え ば 、 マ ウ ス メ タ ロ チ オ ネ イ ン プ ロ モ
ー タ ー 、 ま た は こ れ ら 細 胞 中 で 成 長 す る ウ イ ル ス か ら の 、 例 え ば 、 ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス ７
． ５ Ｋ プ ロ モ ー タ ー ま た は モ ロ ニ ー マ ウ ス 肉 腫 ウ イ ル ス 長 末 端 反 復 配 列 を 用 い る こ と が で
き る 。 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 技 術 ま た は 合 成 技 術 に よ っ て 得 ら れ る プ ロ モ ー タ ー は 、 挿 入 さ れ る 配
列 を 転 写 さ せ る の に 用 い る こ と も で き る 。 更 に 、 あ る 種 の プ ロ モ ー タ ー か ら の 発 現 は 、 メ
タ ロ チ オ ネ イ ン プ ロ モ ー タ ー の 特 定 の 誘 導 物 質 、 例 え ば 、 亜 鉛 イ オ ン お よ び カ ド ミ ウ ム イ
オ ン の 存 在 下 に お い て 増 加 す る こ と が あ り う る 。 転 写 調 節 領 域 す な わ ち プ ロ モ ー タ ー の 非
制 限 例 に は 、 特 に 、 細 菌 に つ い て は 、 β － ｇ ａ ｌ プ ロ モ ー タ ー 、 Ｔ ７ プ ロ モ ー タ ー 、 Ｔ Ａ
Ｃ プ ロ モ ー タ ー 、 λ 左 右 プ ロ モ ー タ ー 、 ｔ ｒ ｐ お よ び ｌ ａ ｃ プ ロ モ ー タ ー 、 ｔ ｒ ｐ － ｌ ａ
ｃ 融 合 プ ロ モ ー タ ー 等 ； 酵 母 に つ い て は 、 Ａ Ｄ Ｈ － Ｉ お よ び － IIプ ロ モ ー タ ー 、 Ｇ Ｐ Ｋ プ
ロ モ ー タ ー 、 Ｐ Ｇ Ｉ プ ロ モ ー タ ー 、 Ｔ Ｒ Ｐ プ ロ モ ー タ ー 等 の よ う な 解 糖 酵 素 プ ロ モ ー タ ー
； そ し て 哺 乳 動 物 細 胞 に つ い て は 、 Ｓ Ｖ ４ ０ 初 期 お よ び 後 期 プ ロ モ ー タ ー 、 ア デ ノ ウ イ ル
ス 主 要 後 期 プ ロ モ ー タ ー が 含 ま れ る 。 本 発 明 は 、 更 に 、 ロ ー ソ ニ ア 、 大 腸 菌 ま た は 他 の 適
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当 な 宿 主 に お い て 本 発 明 の コ ー デ ィ ン グ 配 列 の い ず れ か を 発 現 さ せ る の に 用 い る こ と が で
き る 、 Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス の ｈ ｔ ｒ Ａ 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含
む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 特 異 的 開 始 シ グ ナ ル は 、 挿 入 さ れ る コ ー デ ィ ン グ 配 列 の 充 分 な 翻 訳 に も 必 要 で あ る 。 こ
れ ら シ グ ナ ル に は 、 典 型 的 に 、 Ａ Ｔ Ｇ 開 始 コ ド ン お よ び 隣 接 し た 配 列 が 含 ま れ る 。 そ れ 自
体 の 開 始 コ ド ン お よ び 隣 接 し た 配 列 を 含 め た 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 を 適 当 な 発 現
ベ ク タ ー 中 に 挿 入 す る 場 合 、 追 加 の 翻 訳 調 節 シ グ ナ ル は 必 要 で な い こ と が あ り う る 。 し か
し な が ら 、 コ ー デ ィ ン グ 配 列 の 一 部 分 だ け を 挿 入 す る 場 合 、 Ａ Ｔ Ｇ 開 始 コ ド ン を 含 め た 外
因 性 翻 訳 調 節 シ グ ナ ル を 必 要 と す る こ と が あ り う る 。 こ れ ら 外 因 性 翻 訳 調 節 シ グ ナ ル お よ
び 開 始 コ ド ン は 、 天 然 お よ び 合 成 両 方 の 様 々 な 源 か ら 入 手 す る こ と が で き る 。 更 に 、 開 始
コ ド ン は 、 イ ン サ ー ト 全 体 の イ ン フ レ ー ム 翻 訳 を 確 実 に す る た め に 、 コ ー デ ィ ン グ 領 域 の
読 み 枠 と 同 相 で な け れ ば な ら な い 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 本 発 明 の タ ン パ ク 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 融 合 タ ン パ ク 質 を 発 現 す る で あ ろ う 発 現
ベ ク タ ー も 構 築 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 例 え ば 、 ロ ー ソ ニ ア タ
ン パ ク 質 に 対 す る 抗 血 清 を 生 じ さ せ る た め に 、 ロ ー ソ ニ ア タ ン パ ク 質 の 生 化 学 的 性 状 を 研
究 す る た め に 、 異 な っ た 免 疫 学 的 ま た は 機 能 的 性 状 を 示 す ロ ー ソ ニ ア タ ン パ ク 質 を 遺 伝 子
操 作 す る た め に 、 ま た は 組 換 え に よ っ て 発 現 さ れ る ロ ー ソ ニ ア タ ン パ ク 質 の 識 別 若 し く は
精 製 を 助 け る た め に ま た は 安 定 性 を 向 上 さ せ た め に 用 い る こ と が で き る 。 可 能 な 融 合 タ ン
パ ク 質 発 現 ベ ク タ ー に は 、 β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ お よ び ｔ ｒ ｐ Ｅ 融 合 、 マ ル ト ー ス 結 合 タ
ン パ ク 質 融 合 （ ｐ Ｍ ａ ｌ 系 列 ； New England Biolabs） 、 グ ル タ チ オ ン － Ｓ － ト ラ ン ス フ
ェ ラ ー ゼ 融 合 （ ｐ Ｇ Ｅ Ｘ 系 列 ； Pharmacia） 、 ポ リ ヒ ス チ ジ ン 融 合 （ ｐ Ｅ Ｔ 系 列 ； Novagen
 Inc., マ デ ィ ソ ン ， Ｗ Ｉ ） 、 お よ び チ オ レ ド キ シ ン 融 合 （ ｐ Ｔ ｒ ｘ Ｆ ｕ ｓ ； Invitrogen,
 カ ー ル ズ バ ッ ト ， Ｃ Ａ ） を コ ー ド す る 配 列 を 包 含 す る ベ ク タ ー が 含 ま れ る が 、 そ れ ら に
制 限 さ れ る わ け で は な い 。 こ れ ら お よ び 他 の 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド し て い る 発 現 ベ ク タ
ー を 構 築 す る 方 法 は 、 当 該 技 術 分 野 に お い て 周 知 で あ る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 発 現 さ れ る タ ン パ ク 質 の 精 製 を 助 け る の に 有 用 で あ り う る 。 非 制 限
実 施 態 様 に お い て 、 例 え ば 、 Ｈ ｔ ｒ Ａ 、 Ｐ ｏ ｎ Ａ 、 Ｈ ｙ ｐ Ｃ 、 Ｌ ｙ ｓ Ｓ 、 Ｙ ｃ ｆ Ｗ 、 Ａ Ｂ
Ｃ １ ま た は Ｏ ｍ ｐ １ ０ ０ － マ ル ト ー ス 結 合 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 ア ミ ロ ー ス 樹 脂 を 用 い て 精
製 す る こ と が で き ； Ｈ ｔ ｒ Ａ 、 Ｐ ｏ ｎ Ａ 、 Ｈ ｙ ｐ Ｃ 、 Ｌ ｙ ｓ Ｓ 、 Ｙ ｃ ｆ Ｗ 、 Ａ Ｂ Ｃ １ ま た
は Ｏ ｍ ｐ １ ０ ０ － グ ル タ チ オ ン － Ｓ － ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 グ ル タ チ オ
ン － ア ガ ロ ー ス ビ ー ズ を 用 い て 精 製 す る こ と が で き ； そ し て Ｈ ｔ ｒ Ａ 、 Ｐ ｏ ｎ Ａ 、 Ｈ ｙ ｐ
Ｃ 、 Ｌ ｙ ｓ Ｓ 、 Ｙ ｃ ｆ Ｗ 、 Ａ Ｂ Ｃ １ ま た は Ｏ ｍ ｐ １ ０ ０ － ポ リ ヒ ス チ ジ ン 融 合 タ ン パ ク 質
は 、 二 価 の ニ ッ ケ ル 樹 脂 を 用 い て 精 製 す る こ と が で き る 。 或 い は 、 担 体 タ ン パ ク 質 ま た は
ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 を 、 融 合 タ ン パ ク 質 の ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 精 製 に 用
い る こ と が で き る 。 例 え ば 、 単 ク ロ ー ン 性 抗 体 の 標 的 エ ピ ト ー プ を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 は 、 発 現 さ れ る エ ピ ト ー プ が 本 発 明 の ロ ー ソ ニ ア タ ン パ ク 質 に 融 合 さ れ る よ う に 、
調 節 因 子 と 機 能 的 に 結 合 し て い る 発 現 ベ ク タ ー 中 に 遺 伝 子 操 作 し 且 つ 配 置 す る こ と が で き
る 。 非 制 限 実 施 態 様 に お い て 、 親 水 性 マ ー カ ー ペ プ チ ド で あ る Ｆ Ｌ Ａ Ｇ Ｔ Ｍ エ ピ ト ー プ 標
識 （ International Biotechnologies Inc.） を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 Ｈ ｔ ｒ Ａ
、 Ｐ ｏ ｎ Ａ 、 Ｈ ｙ ｐ Ｃ 、 Ｌ ｙ ｓ Ｓ 、 Ｙ ｃ ｆ Ｗ 、 Ａ Ｂ Ｃ １ ま た は Ｏ ｍ ｐ １ ０ ０ タ ン パ ク 質 の
ア ミ ノ 末 端 ま た は カ ル ボ キ シ ル 末 端 に 相 当 す る 地 点 の 発 現 ベ ク タ ー 中 に 、 標 準 的 な 技 法 に
よ っ て 挿 入 す る こ と が で き る 。 次 に 、 発 現 さ れ る Ｈ ｔ ｒ Ａ 、 Ｐ ｏ ｎ Ａ 、 Ｈ ｙ ｐ Ｃ 、 Ｌ ｙ ｓ
Ｓ 、 Ｙ ｃ ｆ Ｗ 、 Ａ Ｂ Ｃ １ ま た は Ｏ ｍ ｐ １ ０ ０ タ ン パ ク 質 － Ｆ Ｌ Ａ Ｇ Ｔ Ｍ エ ピ ト ー プ 融 合 産
物 を 、 商 業 的 に 入 手 可 能 な 抗 Ｆ Ｌ Ａ Ｇ Ｔ Ｍ 抗 体 を 用 い て 検 出 し 且 つ ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 す
る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 発 現 ベ ク タ ー は 、 特 異 的 プ ロ テ ア ー ゼ 切 断 部 位 を コ ー ド す る ポ リ リ ン カ ー 配 列 を 含 有 す
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る よ う に 遺 伝 子 操 作 す る こ と も で き る の で 、 発 現 さ れ る ロ ー ソ ニ ア タ ン パ ク 質 は 、 特 異 的
プ ロ テ ア ー ゼ を 用 い た 処 理 に よ っ て 担 体 領 域 ま た は 融 合 パ ー ト ナ ー か ら 解 放 さ れ う る 。 例
え ば 、 融 合 タ ン パ ク 質 ベ ク タ ー は 、 特 に 、 ト ロ ン ビ ン す な わ ち Ｘ ａ 因 子 切 断 部 位 を コ ー ド
し て い る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 ロ ー ソ ニ ア コ ー デ ィ ン グ 配 列 と 同 じ 読 み 枠 か ら 上 流 の お よ び 中 の シ グ ナ ル 配 列 は 、 発 現
さ れ る タ ン パ ク 質 の 輸 送 お よ び 分 泌 を 支 配 す る よ う に 、 既 知 の 方 法 に よ っ て 発 現 ベ ク タ ー
中 に 遺 伝 子 操 作 す る こ と が で き る 。 シ グ ナ ル 配 列 の 非 制 限 例 に は 、 特 に 、 α 因 子 、 免 疫 グ
ロ ブ リ ン 、 外 膜 タ ン パ ク 質 、 ペ ニ シ リ ナ ー ゼ お よ び Ｔ 細 胞 受 容 体 か ら の も の が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 本 発 明 の 組 換 え 体 ベ ク タ ー を 用 い て 形 質 転 換 さ れ る ま た は ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ る
宿 主 細 胞 の 選 択 を 助 け る た め に 、 そ の ベ ク タ ー は 、 受 容 体 遺 伝 子 産 物 ま た は 他 の 選 択 可 能
マ ー カ ー の コ ー デ ィ ン グ 配 列 を 更 に 含 む よ う に 遺 伝 子 操 作 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な
コ ー デ ィ ン グ 配 列 は 、 好 ま し く は 、 上 記 の よ う に 調 節 因 子 と 機 能 的 に 結 合 し て い る 。 本 発
明 を 実 施 す る 場 合 に 有 用 で あ る 受 容 体 遺 伝 子 は 、 当 該 技 術 分 野 に お い て 周 知 で あ り 、 特 に
、 ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル ア セ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ Ｃ Ａ Ｔ ） 、 グ リ ー ン 蛍 光 タ ン パ ク
質 、 ホ タ ル ル シ フ ェ ラ ー ゼ お よ び ヒ ト 成 長 ホ ル モ ン を コ ー ド し て い る も の を 含 む 。 選 択 可
能 マ ー カ ー を コ ー ド し て い る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 当 該 技 術 分 野 に お い て 周 知 で あ り 、 抗
生 物 質 ま た は 抗 代 謝 産 物 へ の 耐 性 を 与 え る 遺 伝 子 産 物 を コ ー ド す る も の 、 ま た は 栄 養 要 求
性 を 与 え る も の が 含 ま れ る 。 こ の よ う な 配 列 の 例 に は 、 特 に 、 チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ 活 性 、 ま
た は メ ト ト レ キ セ ー ト 、 ア ン ピ シ リ ン 、 カ ナ マ イ シ ン 、 ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル 、 ゼ オ シ ン
（ zeocin） 、 ピ リ メ タ ミ ン 、 ア ミ ノ グ リ コ シ ド ま た は ハ イ グ ロ マ イ シ ン へ の 耐 性 を コ ー ド
す る も の が 含 ま れ る 。
【 ０ １ １ ０ 】
　
　 本 発 明 は 、 更 に 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 ま た は 組 換 え 体 ベ ク タ ー を 含 む 形 質 転
換 さ れ た 宿 主 細 胞 、 お よ び そ れ ら に 由 来 す る 細 胞 株 を 提 供 す る 。 本 発 明 の 実 施 に お い て 有
用 な 宿 主 細 胞 は 、 真 核 性 細 胞 ま た は 原 核 性 細 胞 で あ り う る 。 こ の よ う な 形 質 転 換 さ れ た 宿
主 細 胞 に は 、 特 に 、 組 換 え 体 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ Ｄ Ｎ Ａ 、 プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ ま た は コ ス ミ
ド Ｄ Ｎ Ａ ベ ク タ ー を 用 い て 形 質 転 換 さ れ た 細 菌 、 ま た は 組 換 え 体 ベ ク タ ー を 用 い て 形 質 転
換 さ れ た 酵 母 の よ う な 微 生 物 、 ま た は 組 換 え 体 ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 例 え ば 、 バ キ ュ ロ ウ イ
ル ス に 感 染 し た 昆 虫 細 胞 の よ う な 動 物 細 胞 、 ま た は 組 換 え 体 ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 例 え ば 、
ア デ ノ ウ イ ル ス ま た は ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス に 感 染 し た 哺 乳 動 物 細 胞 が 含 ま れ る が 、 そ れ ら
に 制 限 さ れ る わ け で は な い 。 例 え ば 、 大 腸 菌 の 菌 株 、 例 え ば 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ ， ロ ッ ク ビ ル ， Ｍ
Ｄ ， 米 国 か ら （ 受 託 番 号 ３ １ ３ ４ ３ ） ま た は Ｇ Ｉ Ｂ Ｃ Ｏ 　 Ｂ Ｒ Ｌ ， ゲ イ サ ー ズ バ ー グ ， Ｍ
Ｄ か ら 入 手 可 能 な Ｄ Ｈ ５ α 菌 株 な ど を 用 い る こ と が で き る 。 真 核 性 宿 主 細 胞 に は 、 酵 母 細
胞 が 含 ま れ る が 、 哺 乳 動 物 、 例 え ば 、 特 に 、 マ ウ ス 、 ハ ム ス タ ー 、 乳 牛 、 サ ル ま た は ヒ ト
の 細 胞 株 か ら の 細 胞 も 有 効 に 用 い る こ と が で き る 。 本 発 明 の 組 換 え 体 タ ン パ ク 質 を 発 現 さ
せ る の に 用 い る こ と が で き る 真 核 性 宿 主 細 胞 の 例 に は 、 チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 卵 巣 （ Ｃ
Ｈ Ｏ ） 細 胞 （ 例 え ば 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 受 託 番 号 Ｃ Ｃ Ｌ － ６ １ ） 、 Ｎ Ｉ Ｈ ス イ ス マ ウ ス 胚 細 胞 Ｎ Ｉ
Ｈ ／ ３ Ｔ ３ （ 例 え ば 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 受 託 番 号 Ｃ Ｒ Ｌ － １ ６ ５ ８ ） お よ び  Madin-Darby ウ シ 腎
（ Ｍ Ｄ Ｂ Ｋ ） 細 胞 （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 受 託 番 号 Ｃ Ｃ Ｌ － ２ ２ ） が 含 ま れ る 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン
さ れ た 細 胞 は 、 染 色 体 組 込 み に よ っ て ま た は エ ピ ソ ー ム に よ っ て 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド を 発 現 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 本 発 明 の 組 換 え 体 ベ ク タ ー は 、 好 ま し く は 、 細 胞 の 実 質 的 に 均 一 な 培 養 の １ 種 類 ま た は
そ れ 以 上 の 宿 主 細 胞 中 に 形 質 転 換 さ れ る ま た は ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ る 。 そ の ベ ク タ
ー は 、 概 し て 、 既 知 の 技 法 に よ っ て 、 例 え ば 、 特 に 、 プ ロ ト プ ラ ス ト 形 質 転 換 、 リ ン 酸 カ
ル シ ウ ム 沈 降 、 塩 化 カ ル シ ウ ム 処 理 、 マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ
ン 、 組 換 え ら れ た ウ イ ル ス と の 接 触 に よ る ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 リ ポ ソ ー ム に 媒 介 さ れ
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る ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 Ｄ Ｅ Ａ Ｅ － デ キ ス ト ラ ン ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 形 質 導 入 、 接
合 ま た は 微 量 発 射 衝 撃 （ microprojectile bombardment） な ど に よ っ て 宿 主 細 胞 中 に 導 入
さ れ る 。 形 質 転 換 細 胞 の 選 択 は 、 組 換 え 体 発 現 ベ ク タ ー と 結 合 し た 選 択 可 能 マ ー カ ー 、 例
え ば 、 抗 生 物 質 耐 性 を 発 現 す る 細 胞 に つ い て 選 択 す る こ と に よ る な ど の 標 準 法 に よ っ て 行
う こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 発 現 ベ ク タ ー が 宿 主 細 胞 中 に 導 入 さ れ た ら 、 宿 主 細 胞 ゲ ノ ム 中 か ま た は エ ピ ソ ー ム に よ
る 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 の 組 込 み お よ び 保 持 は 、 標 準 的 な 技 法 に よ っ て 、 例 え ば
、 サ ザ ン ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 分 析 、 制 限 酵 素 分 析 、 逆 転 写 酵 素 Ｐ Ｃ Ｒ （ ｒ ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ
） を 含 め た Ｐ Ｃ Ｒ 分 析 、 ま た は 予 想 さ れ る タ ン パ ク 質 産 物 を 検 出 す る 免 疫 学 的 検 定 に よ っ
て 確 認 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 を 含 有 す る お よ び ／ ま た は 発 現
す る 宿 主 細 胞 は 、 （ ｉ ） Ｄ Ｎ Ａ － Ｄ Ｎ Ａ 、 Ｄ Ｎ Ａ － Ｒ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ － ア ン チ セ ン ス Ｒ
Ｎ Ａ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ； （ ii） “ マ ー カ ー ” 遺 伝 子 機 能 の 存 在 を 検 出 す る こ と ； （
iii） 宿 主 細 胞 中 の 特 異 的 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 転 写 物 の 発 現 に よ っ て 測 定 さ れ る 転 写 レ ベ ル を 評 価 す
る こ と ； ま た は （ iv） 当 該 技 術 分 野 に お い て 知 ら れ て い る よ う に 、 例 え ば 、 免 疫 検 定 に よ
っ て 成 熟 ポ リ ペ プ チ ド 産 物 の 存 在 を 検 出 す る こ と を 含 め た 当 該 技 術 分 野 に お い て 周 知 で あ
る 少 な く と も 四 つ の 一 般 的 な ア プ ロ ー チ の い ず れ か に よ っ て 識 別 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　
　 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 が 適 当 な 宿 主 細 胞 中 に 安 定 し て 導 入 さ れ た ら 、 そ の 形 質
転 換 さ れ た 宿 主 細 胞 を ク ロ ー ン 増 殖 さ せ 、 そ し て 得 ら れ た 細 胞 を 、 コ ー ド さ れ て い る ポ リ
ペ プ チ ド の 最 大 生 産 を も た ら す 条 件 下 で 成 長 さ せ る 。 こ の よ う な 条 件 に は 、 典 型 的 に 、 形
質 転 換 さ れ た 細 胞 を 高 密 度 ま で 成 長 さ せ る こ と が 含 ま れ る 。 発 現 ベ ク タ ー が 誘 導 性 プ ロ モ
ー タ ー を 含 む 場 合 、 適 当 な 誘 導 条 件 、 例 え ば 、 温 度 シ フ ト 、 栄 養 素 の 消 耗 、 無 償 性 誘 導 物
質 （ 例 え ば 、 イ ソ プ ロ ピ ル － β － Ｄ － チ オ ガ ラ ク ト ピ ラ ノ シ ド （ Ｉ Ｐ Ｔ Ｇ ） な ど の 炭 水 化
物 の 類 似 体 ） の 添 加 、 過 剰 の 代 謝 副 産 物 の 蓄 積 等 の よ う な 条 件 を 必 要 に 応 じ て 用 い て 発 現
を 誘 導 す る 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド が 宿 主 細 胞 内 に 保 持 さ れ て い る 場 合 、 そ れ ら 細 胞 を 採 取 し 、 溶 解 さ せ 、 そ
し て そ の 産 物 を 、 タ ン パ ク 質 分 解 を 最 小 限 に す る 当 該 技 術 分 野 に お い て 知 ら れ て い る 抽 出
条 件 下 に お い て 、 例 え ば 、 ４ ℃ で ま た は プ ロ テ ア ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー の 存 在 下 で ま た は そ の
両 方 な ど に お い て そ の 溶 解 物 か ら 実 質 的 に 精 製 す る ま た は 単 離 す る 。 ポ リ ペ プ チ ド が 宿 主
細 胞 か ら 分 泌 さ れ る 場 合 、 消 耗 し た 栄 養 培 地 を 簡 単 に 集 め 、 そ こ か ら ポ リ ペ プ チ ド を 実 質
的 に 精 製 す る ま た は 単 離 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド は 、 細 胞 溶 解 物 ま た は 培 地 か ら 、 必 要 に 応 じ て 次 の 方 法 、 す な わ ち 、 硫 酸
ア ン モ ニ ウ ム 沈 降 、 サ イ ズ 分 画 、 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ 、 密 度 遠 心 分
離 お よ び ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー の 一 つ ま た は そ れ 以 上 が 含 ま れ る が そ れ ら に
制 限 さ れ る わ け で は な い 標 準 法 を 用 い て 実 質 的 に 精 製 す る ま た は 単 離 す る こ と が で き る 。
そ の ポ リ ペ プ チ ド が 生 物 学 的 活 性 を 欠 い て い る 場 合 、 そ れ は 、 例 え ば 、 サ イ ズ 、 ま た は ポ
リ ペ プ チ ド 特 異 的 抗 体 と の 反 応 性 に 基 づ い て 、 ま た は 融 合 標 識 の 存 在 に よ っ て 検 出 す る こ
と が で き る 。 本 発 明 の 実 施 に お い て 用 い る た め に は 、 そ の ポ リ ペ プ チ ド は 、 培 養 液 中 に 分
泌 さ れ て い る よ う に ま た は 細 胞 溶 解 物 中 に 存 在 す る よ う に 未 精 製 の 状 態 で あ り う る が 、 好
ま し く は 、 そ こ か ら 実 質 的 に 精 製 さ れ ま た は 単 離 さ れ る 。 本 明 細 書 中 で 用 い ら れ る よ う に
、 ポ リ ペ プ チ ド は 、 そ の ポ リ ペ プ チ ド が 特 定 の 標 品 中 の 少 な く と も 約 ２ ０ ｗ ｔ ％ の タ ン パ
ク 質 を 構 成 し て い る 場 合 、 “ 実 質 的 に 精 製 ” さ れ て い る 。 更 に 、 本 明 細 書 中 で 用 い ら れ る
よ う に 、 ポ リ ペ プ チ ド は 、 そ の ポ リ ペ プ チ ド が 特 定 の 標 品 中 の 少 な く と も 約 ８ ０ ｗ ｔ ％ の
タ ン パ ク 質 を 構 成 し て い る 場 合 、 “ 単 離 ” さ れ て い る 。 本 発 明 の も う 一 つ の 実 施 態 様 に お
い て 、 そ の タ ン パ ク 質 は 、 そ の 天 然 の 対 応 物 が Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス 細 胞 溶 解 物 の 標 品
中 で 通 常 見 出 さ れ る よ り も 少 な く と も 約 １ ０ ０ ０ ｘ 高 い 濃 度 で 標 品 中 に 存 在 す る 。
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【 ０ １ １ ６ 】
　
　 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て コ ー ド さ れ る 実 質 的 に 精 製
さ れ た ま た は 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を 包 含 す る 。 非 制 限 実 施 態 様 に お い て 、 そ の ポ リ ペ
プ チ ド は 、 Ｈ ｔ ｒ Ａ 、 Ｐ ｏ ｎ Ａ 、 Ｈ ｙ ｐ Ｃ 、 Ｌ ｙ ｓ Ｓ 、 Ｙ ｃ ｆ Ｗ 、 Ａ Ｂ Ｃ １ ま た は Ｏ ｍ ｐ
１ ０ ０ の Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス タ ン パ ク 質 で あ る 。 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 Ｌ ． イ
ン ト ラ セ ル ラ リ ス Ｈ ｔ ｒ Ａ 、 Ｐ ｏ ｎ Ａ 、 Ｈ ｙ ｐ Ｃ 、 Ｌ ｙ ｓ Ｓ 、 Ｙ ｃ ｆ Ｗ 、 Ａ Ｂ Ｃ １ ま た は
Ｏ ｍ ｐ １ ０ ０ タ ン パ ク 質 は 、 配 列 番 号 ： ３ ～ ８ ま た は 配 列 番 号 ： １ ０ ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 を
有 す る 。 も う 一 つ の 実 施 態 様 に お い て 、 そ れ ら ポ リ ペ プ チ ド は 、 他 の ロ ー ソ ニ ア タ ン パ ク
質 を 実 質 的 に 含 ま な い 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 本 発 明 は 、 更 に 、 “ 相 同 ” と い う 用 語 が ポ リ ペ プ チ ド に 関 し て 上 に 定 義 さ れ て い る よ う
に 、 前 述 の Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス タ ン パ ク 質 の い ず れ か に 相 同 で あ る ポ リ ペ プ チ ド を 提
供 す る 。 本 発 明 の タ ン パ ク 質 に 相 同 で あ る 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に は 、 本 明 細 書 中 に 記 載
の 非 ロ ー ソ ニ ア タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド が 含 ま れ な い 。 本 発 明 の
ポ リ ペ プ チ ド は 、 一 つ の 実 施 態 様 に お い て 、 ロ ー ソ ニ ア タ ン パ ク 質 と の ７ ０ ％ を 越 え る 、
よ り 好 ま し く は 、 約 ９ ０ ％ を 越 え る 、 そ し て 最 も 好 ま し く は 、 約 ９ ５ ％ を 越 え る ア ミ ノ 酸
配 列 同 一 性 を 有 し 、 そ の 配 列 同 一 性 は 、 Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ Ｐ ア ル ゴ リ ズ ム （ GenBank, Ｎ Ｃ Ｂ Ｉ
） の 使 用 に よ っ て 決 定 さ れ る 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 も う 一 つ の 実 施 態 様 に お い て 、 そ の ポ リ ペ プ チ ド は 、 挿 入 さ れ た 、 欠 失 し た ま た は 置 換
さ れ た 、 そ れ ら の 組 合 せ を 含 め た １ ～ １ ０ 個 、 よ り 好 ま し く は 、 １ ～ ５ 個 の ア ミ ノ 酸 を 有
す る Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス Ｈ ｔ ｒ Ａ 、 Ｐ ｏ ｎ Ａ 、 Ｈ ｙ ｐ Ｃ 、 Ｌ ｙ ｓ Ｓ 、 Ｙ ｃ ｆ Ｗ 、 Ａ Ｂ
Ｃ １ ま た は Ｏ ｍ ｐ １ ０ ０ タ ン パ ク 質 か ら 成 る 。 こ の 実 施 態 様 の よ り 具 体 的 な 例 に お い て 、
単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド は 、 Ｈ ｔ ｒ Ａ 、 Ｐ ｏ ｎ Ａ 、 Ｈ ｙ ｐ Ｃ 、 Ｌ ｙ ｓ Ｓ 、 Ｙ ｃ ｆ Ｗ 、 Ａ Ｂ
Ｃ １ ま た は Ｏ ｍ ｐ １ ０ ０ タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 中 に 保 存 的 に 置 換 さ れ た １ ～ ５ 個 の ア
ミ ノ 酸 を 有 す る 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 本 発 明 は 、 更 に 、 本 発 明 の 前 述 の ポ リ ペ プ チ ド の い ず れ か 一 つ の 実 質 的 な 部 分 か ら 成 る
ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。 本 明 細 書 中 で 用 い ら れ る よ う に 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の “ 実
質 的 な 部 分 ” ま た は “ ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト ” と は 、 対 応 す る 完 全 長 さ ポ リ ペ プ チ ド の 完
全 な ア ミ ノ 酸 配 列 よ り 少 な い ア ミ ノ 酸 配 列 か ら 成 る が 、 そ の ア ミ ノ 酸 配 列 の 少 な く と も 約
５ ％ 、 よ り 好 ま し く は 、 少 な く と も 約 ２ ０ ％ 、 な お よ り 好 ま し く は 、 少 な く と も 約 ５ ０ ％
、 そ し て 最 も 好 ま し く は 、 少 な く と も 約 ９ ５ ％ を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を 意 味 し 、 そ れ は 本 発
明 の 実 施 に お い て 有 用 で あ る 。 特 に 好 ま し い の は 、 免 疫 原 性 で あ る 、 す な わ ち 、 対 応 す る
完 全 長 の ロ ー ソ ニ ア ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 特 異 的 に 反 応 す る 抗 体 の 生 産 を も た ら す 免 疫 応
答 を 引 き 起 こ す こ と が で き る ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト で あ る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 も う 一 つ の 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 抗 ロ ー ソ ニ ア 抗 体 と 特 異 的 に
反 応 性 で あ る Ｈ ｔ ｒ Ａ 、 Ｐ ｏ ｎ Ａ 、 Ｈ ｙ ｐ Ｃ 、 Ｌ ｙ ｓ Ｓ 、 Ｙ ｃ ｆ Ｗ 、 Ａ Ｂ Ｃ １ ま た は Ｏ ｍ
ｐ １ ０ ０ タ ン パ ク 質 の エ ピ ト ー プ を 含 む 。 そ の エ ピ ト ー プ は 、 好 ま し く は 、 そ の タ ン パ ク
配 列 の ８ 個 を 越 え る 、 よ り 好 ま し く は 、 １ ２ 個 を 越 え る 、 そ し て 最 も 好 ま し く は 、 ２ ０ 個
を 越 え る ア ミ ノ 酸 で あ る 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 本 発 明 は 、 更 に 、 当 該 技 術 分 野 に お い て 知 ら れ て い る 担 体 ま た は 融 合 パ ー ト ナ ー に 融 合
し た 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の い ず れ か を 含 む 融 合 タ ン パ ク 質 を 提 供 す る 。
　 本 発 明 は 、 更 に 、 上 記 の ポ リ ペ プ チ ド の い ず れ か を 製 造 す る 方 法 で あ っ て 、 組 換 え 体 発
現 ベ ク タ ー を 用 い て 形 質 転 換 さ れ た 宿 主 細 胞 を 培 養 し 、 そ の 組 換 え 体 発 現 ベ ク タ ー は 、 特
定 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し て い る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 を 含 み
、 そ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 は 、 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を も た ら す 条 件 下 に お い て 一 つ ま た
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は そ れ 以 上 の 調 節 因 子 と 機 能 的 に 結 合 し て い て 、 そ し て 発 現 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を 細 胞 培
養 物 か ら 回 収 す る こ と を 含 む 上 記 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　
　 充 分 な 純 度 の 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド が 得 ら れ た ら 、 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ 、 サ イ ズ 排 除 ク ロ
マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ア ミ ノ 酸 配 列 分 析 、 免 疫 学 的 活 性 、 生 物 学 的 活 性 等 を 含 め た 標 準 法 に よ
っ て そ れ を 特 性 決 定 す る こ と が で き る 。 そ の ポ リ ペ プ チ ド を 、 親 水 性 分 析 （ 例 え ば 、 Hopp
 お よ び  Woods, 1981, Proc.Natl.Acad.Sci.USA 78:3824 を 参 照 さ れ た い ） ま た は 類 似 の
ソ フ ト ウ ェ ア ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い て 更 に 特 性 決 定 し て 、 疎 水 性 お よ び 親 水 性 領 域 を 決 定 す
る こ と が で き る 。 構 造 分 析 は 、 特 異 的 二 次 構 造 を と る ポ リ ペ プ チ ド の 領 域 を 決 定 す る よ う
に 行 う こ と が で き る 。 Ｘ 線 結 晶 学 （ Engstrom, 1974, Biochem.Exp.Biol. 11:7-13） 、 計
算 機 モ デ ル 化 （ Fletterick お よ び  Zoller（ 監 修 ） ， 1986， Current Communications in 
Molecular Biology, Cold Spring Harbor Laboratory, コ ー ル ド ・ ス プ リ ン グ ・ ハ ー バ ー
， Ｎ Ｙ 中 ） お よ び 核 磁 気 共 鳴 （ Ｎ Ｍ Ｒ ） な ど の 生 物 物 理 学 的 方 法 は 、 ポ リ ペ プ チ ド と 他 の
推 定 上 の 相 互 作 用 性 タ ン パ ク 質 ／ 受 容 体 ／ 分 子 と の 可 能 な 相 互 作 用 部 位 を 地 図 に 示 し 且 つ
研 究 す る の に 用 い る こ と が で き る 。 こ れ ら 研 究 か ら 得 ら れ る 情 報 を 用 い て 、 欠 失 突 然 変 異
体 お よ び ワ ク チ ン 組 成 物 を 設 計 す る こ と が で き る し 、 そ し て そ の ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 学 的
機 能 を  in vivo で 特 異 的 に 阻 止 し う る 治 療 的 ま た は 薬 理 学 的 化 合 物 を 設 計 す る ま た は 選
択 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 Ｐ Ｐ Ｅ 感 受 性 動 物 を Ｐ Ｐ Ｅ か ら 保 護 す る ワ ク チ ン 組 成 物 の 成
分 と し て ； ま た は 例 え ば 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 検 定 な ど の 標 準 的 な 技 法 を 用 い て 、 動 物 か ら の 血 液
ま た は 血 清 試 料 中 の ロ ー ソ ニ ア 特 異 的 抗 体 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の 診 断 用 試 薬
と し て ； ま た は 例 え ば 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 検 定 の よ う な 標 準 的 な 技 法 を 用 い て 、 動 物 か
ら の 細 胞 、 組 織 ま た は 体 液 試 料 中 の ロ ー ソ ニ ア 特 異 的 タ ン パ ク 質 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ
す る た め の 診 断 用 試 薬 と し て 有 用 で あ る 多 ク ロ ー ン 性 ま た は 単 ク ロ ー ン 性 抗 体 を 下 記 の よ
う に 生 じ さ せ る 抗 原 と し て を 含 め た 種 々 目 的 に 有 用 で あ る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 そ の 生 物 学 的 ま た は 免 疫 学 的 特 性 を 向 上 さ せ る よ う に ま た は
他 の 点 で は 変 化 さ せ る よ う に タ ン パ ク 質 レ ベ ル で 修 飾 す る こ と が で き る 。 ポ リ ペ プ チ ド の
一 つ ま た は そ れ 以 上 の 化 学 修 飾 は 、 次 の い ず れ か 、 す な わ ち 、 ポ リ ペ プ チ ド の １ 個 ま た は
そ れ 以 上 の ア ミ ノ 酸 を 、 例 え ば 、 カ ル バ ゼ ー ト ま た は 第 三 中 心 を 生 じ る よ う に 、 該 当 す る
Ｄ － ア ミ ノ 酸 、 ア ミ ノ 酸 類 似 体 ま た は ア ミ ノ 酸 模 擬 体 で 置 換 す る こ と ； ま た は 、 例 え ば 、
ト リ プ シ ン 、 キ モ ト リ プ シ ン 、 パ パ イ ン ま た は Ｖ ８ プ ロ テ ア ー ゼ を 用 い た タ ン パ ク 質 分 解
切 断 、 ま た は Ｎ ａ Ｂ Ｈ ４ ま た は 臭 化 シ ア ン を 用 い た 処 理 、 ま た は ア セ チ ル 化 、 ホ ル ミ ル 化
、 酸 化 ま た は 還 元 等 の よ う な 特 異 的 化 学 修 飾 が 含 ま れ る が そ れ ら に 制 限 さ れ る わ け で は な
い 既 知 の 技 法 を 用 い て 行 っ て 、 そ こ か ら 類 似 体 を 製 造 す る こ と が で き る 。 或 い は 、 ま た は
更 に 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 遺 伝 子 組 換 え 技 術 に よ っ て 修 飾 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 ア セ チ ル 基 、 硫 黄 橋 架 け 基 、 グ リ コ シ ル 基 、 脂 質 お よ び リ ン
酸 塩 が 含 ま れ る が そ れ ら に 制 限 さ れ る わ け で は な い １ 個 ま た は そ れ 以 上 の 化 学 基 の そ れ へ
の 結 合 に よ っ て 、 お よ び ／ ま た は 本 発 明 の 別 の ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は 別 の タ ン パ ク 質 、 例
え ば 、 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 ス カ シ ガ イ の ヘ モ シ ア ニ ン ま た は 商 業 的 に 活 性 化 さ れ た Ｂ Ｓ Ａ な
ど 、 ま た は ポ リ ア ミ ノ 酸 （ 例 え ば 、 ポ リ リ シ ン ） 、 ま た は 多 糖 （ 例 え ば 、 セ フ ァ ロ ー ス 、
ア ガ ロ ー ス 、 ま た は 修 飾 ま た は 非 修 飾 セ ル ロ ー ス ） へ の 結 合 に よ っ て 誘 導 体 化 す る こ と が
で き る 。 こ の よ う な 結 合 は 、 好 ま し く は 、 そ の ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 側 鎖 お よ び ／ ま た
は Ｎ 末 端 若 し く は Ｃ 末 端 に お け る 共 有 結 合 に よ る 。 こ の よ う な 結 合 反 応 を 行 う 方 法 は 、 当
該 タ ン パ ク 質 化 学 分 野 に お い て 周 知 で あ る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
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ポ リ ペ プ チ ド の 使 用

ポ リ ペ プ チ ド の 類 似 体 お よ び 誘 導 体



　 請 求 の 範 囲 に 記 載 の 発 明 を 実 施 す る 場 合 に 有 用 な 誘 導 体 に は 、 例 え ば 、 ポ リ エ チ レ ン グ
リ コ ー ル の よ う な 水 溶 性 ポ リ マ ー が 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 類 似 体 若 し く は 誘 導
体 に 結 合 す る こ と に よ っ て 、 そ の ポ リ ペ プ チ ド の 免 疫 原 性 を 少 な く と も 一 部 分 は 維 持 し な
が ら 、 追 加 の 望 ま し い 性 状 を 与 え て い る も の も 含 ま れ る 。 こ れ ら 追 加 の 望 ま し い 性 状 に は
、 例 え ば 、 水 溶 液 中 で の 増 加 し た 溶 解 性 、 増 加 し た 貯 蔵 安 定 性 、 タ ン パ ク 質 分 解 脱 水 へ の
増 加 し た 耐 性 お よ び 増 加 し た  in vivo 半 減 期 が 含 ま れ る 。 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド へ の 結
合 に 適 し た 水 溶 性 ポ リ マ ー に は 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル ホ モ ポ リ マ ー 、 ポ リ プ ロ ピ レ ン
グ リ コ ー ル ホ モ ポ リ マ ー 、 エ チ レ ン グ リ コ ー ル と プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル と の コ ポ リ マ ー が
含 ま れ る が そ れ ら に 制 限 さ れ る わ け で は な く 、 こ こ に お い て 、 そ れ ら ホ モ ポ リ マ ー お よ び
コ ポ リ マ ー は 、 非 置 換 で あ る か ま た は 、 ア ル キ ル 基 、 ポ リ オ キ シ エ チ ル 化 ポ リ オ ー ル 、 ポ
リ ビ ニ ル ア ル コ ー ル 、 多 糖 、 ポ リ ビ ニ ル エ チ ル エ ー テ ル お よ び α ， β － ポ リ ［ ２ － ヒ ド ロ
キ シ エ チ ル ］ － Ｄ Ｌ － ア ス パ ル ト ア ミ ド で 一 方 の 末 端 に 置 換 さ れ て い る 。 ポ リ エ チ レ ン グ
リ コ ー ル が 特 に 好 ま し い 。 ポ リ ペ プ チ ド の 水 溶 性 ポ リ マ ー 結 合 体 を 製 造 す る 方 法 は 、 当 該
技 術 分 野 に お い て 周 知 で あ り 、 特 に 、 米 国 特 許 第 ３ ， ７ ８ ８ ， ９ ４ ８ 号 ； 米 国 特 許 第 ３ ，
９ ６ ０ ， ８ ３ ０ 号 ； 米 国 特 許 第 ４ ， ０ ０ ２ ， ５ ３ １ 号 ； 米 国 特 許 第 ４ ， ０ ５ ５ ， ６ ３ ５ 号
； 米 国 特 許 第 ４ ， １ ７ ９ ， ３ ３ ７ 号 ； 米 国 特 許 第 ４ ， ２ ６ １ ， ９ ７ ３ 号 ； 米 国 特 許 第 ４ ，
４ １ ２ ， ９ ８ ９ 号 ； 米 国 特 許 第 ４ ， ４ １ ４ ， １ ４ ７ 号 ； 米 国 特 許 第 ４ ， ４ １ ５ ， ６ ６ ５ 号
； 米 国 特 許 第 ４ ， ６ ０ ９ ， ５ ４ ６ 号 ； 米 国 特 許 第 ４ ， ７ ３ ２ ， ８ ６ ３ 号 ； 米 国 特 許 第 ４ ，
７ ４ ５ ， １ ８ ０ 号 ； 欧 州 特 許 （ Ｅ Ｐ ） 第 １ ５ ２ ， ８ ４ ７ 号 ； Ｅ Ｐ ９ ８ ， １ １ ０ 号 ； お よ び
日 本 国 特 許 第 ５ ， ７ ９ ２ ， ４ ３ ５ 号 に 記 載 さ れ て お り 、 そ れ ら 特 許 は 本 明 細 書 中 に 援 用 さ
れ る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　
　 本 発 明 は 、 更 に 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 向 け ら れ る 単 離 さ れ た 抗 体 を 提 供 す る
。 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 抗 体 は 、 既 知 の 方 法 を 用 い て 、 Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス か
ら の Ｈ ｔ ｒ Ａ 、 Ｐ ｏ ｎ Ａ 、 Ｈ ｙ ｐ Ｃ 、 Ｌ ｙ ｓ Ｓ 、 Ｙ ｃ ｆ Ｗ 、 Ａ Ｂ Ｃ １ ま た は Ｏ ｍ ｐ １ ０ ０
タ ン パ ク 質 に 対 し て 生 じ さ せ る こ と が で き る 。 ブ タ 、 乳 牛 、 ウ マ 、 ウ サ ギ 、 ヤ ギ 、 ヒ ツ ジ
ま た は マ ウ ス よ り 選 択 さ れ る 種 々 の 宿 主 動 物 は 、 部 分 的 に 若 し く は 実 質 的 に 精 製 さ れ た ま
た は 単 離 さ れ た Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス タ ン パ ク 質 を 用 い て 、 ま た は 上 に 記 載 さ れ て い る
よ う な そ の 同 族 体 、 融 合 タ ン パ ク 質 、 実 質 的 な 部 分 、 類 似 体 ま た は 誘 導 体 を 用 い て 免 疫 感
作 す る こ と が で き る 。 下 記 の よ う な ア ジ ュ バ ン ト は 、 抗 体 産 生 を 促 進 す る の に 用 い る こ と
が で き る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 多 ク ロ ー ン 性 抗 体 は 、 免 疫 感 作 さ れ た 動 物 の 血 清 か ら 得 ら れ 且 つ 単 離 さ れ 、 抗 原 に 対 す
る 特 異 性 に つ い て 標 準 的 な 技 法 を 用 い て 調 べ る こ と が で き る 。 或 い は 、 単 ク ロ ー ン 性 抗 体
は 、 培 養 中 の 連 続 的 継 代 細 胞 系 に よ っ て 抗 体 分 子 を 産 生 さ せ る 任 意 の 技 法 を 用 い て 製 造 し
且 つ 単 離 す る こ と が で き る 。 こ れ ら に は 、 Kohler お よ び  Milstein（ Nature, 1975,256:4
95-497） に よ っ て 最 初 に 記 載 さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 ； ヒ ト Ｂ 細 胞 ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術
（ Kosbor ら ， 1983, Immunology Today 4:72； Cote ら ， 1983, Proc.Natl.Acad.Sci.USA 
80:2026-2030） ； お よ び Ｅ Ｂ Ｖ － ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 （ Cole ら ， 1985, Monoclonal Anti
bodies and Cancer Therapy, Alan R.Liss,Inc., 77-96頁 ） が 含 ま れ る が そ れ ら に 制 限 さ
れ る わ け で は な い 。 或 い は 、 単 鎖 抗 体 の 産 生 に つ い て 記 載 さ れ た 技 法 （ 例 え ば 、 米 国 特 許
第 ４ ， ９ ４ ６ ， ７ ７ ８ 号 を 参 照 さ れ た い ） を 、 Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス 抗 原 特 異 的 単 鎖 抗
体 を 生 じ る よ う に 適 応 す る こ と が で き る 。 こ れ ら 公 報 は 、 本 明 細 書 中 に 援 用 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 な 結 合 部 位 を 含 有 す る 抗 体 フ ラ グ メ ン ト は 、 本 発 明 の 範
囲 内 に も 包 含 さ れ 、 既 知 の 技 法 に よ っ て 生 じ さ せ る こ と が で き る 。 こ の よ う な フ ラ グ メ ン
ト に は 、 自 然 の ま ま の 抗 体 分 子 の ペ プ シ ン 消 化 に よ っ て 生 じ る こ と が で き る Ｆ （ ａ ｂ ’ ）

２ フ ラ グ メ ン ト 、 お よ び そ の Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ２ フ ラ グ メ ン ト の ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 を 還 元 す る
こ と に よ っ て 生 じ る こ と が で き る Ｆ ａ ｂ フ ラ グ メ ン ト が 含 ま れ る が そ れ ら に 制 限 さ れ る わ
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抗 体



け で は な い 。 或 い は 、 Ｆ ａ ｂ 発 現 ラ イ ブ ラ リ ー を 構 築 し て （ Huse ら ， 1989, Science 246
:1275-1281） 、 Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス タ ン パ ク 質 へ の 所 望 の 特 異 性 を 有 す る Ｆ ａ ｂ フ ラ
グ メ ン ト の 迅 速 な 識 別 を 可 能 に す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 単 ク ロ ー ン 性 抗 体 お よ び 抗 体 フ ラ グ メ ン ト の 産 生 お よ び 単 離 の 技 術 は 、 当 該 技 術 分 野 に
お い て 周 知 で あ り 、 特 に 、 Harlow お よ び  Lane, 1988, Antibodies: A Laboratory Manua
l, Cold Spring Harbor Laboratory に 、 お よ び  J.W.Goding, 1986, Monoclonal Antibod
ies: Principles and Practice, Academic Press, ロ ン ド ン に 更 に 記 載 さ れ て お り 、 そ れ
ら は 本 明 細 書 中 に 援 用 さ れ る 。
【 ０ １ ３ １ 】
　
　 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 の 開 示 に 基 づ い て 、 ロ ー ソ ニ ア ｈ ｔ ｒ Ａ 、 ｐ ｏ ｎ Ａ 、 ｌ
ｙ ｓ Ｓ 、 ｙ ｃ ｆ Ｗ 、 ｈ ｙ ｐ Ｃ 、 ａ ｂ ｃ １ ま た は ｏ ｍ ｐ １ ０ ０ 遺 伝 子 （ そ の 遺 伝 子 を 、 以 下
、 “ ロ ー ソ ニ ア 遺 伝 子 ” と 称 す る ） を 無 能 力 に す る ま た は そ れ 以 外 の 場 合 は 突 然 変 異 さ せ
る 場 合 に 用 い る た め の 遺 伝 子 構 築 物 を 製 造 す る こ と が で き る 。 そ の ロ ー ソ ニ ア 遺 伝 子 は 、
適 当 に 設 計 さ れ る 遺 伝 子 構 築 物 を 用 い て 突 然 変 異 さ せ る こ と が で き る 。 例 え ば 、 ロ ー ソ ニ
ア 遺 伝 子 は 、 （ ａ ） ロ ー ソ ニ ア 遺 伝 子 の コ ー デ ィ ン グ 配 列 ま た は 調 節 配 列 の 全 部 ま た は 一
部 分 を 欠 失 す る ； ま た は （ ｂ ） ロ ー ソ ニ ア 遺 伝 子 の コ ー デ ィ ン グ 配 列 ま た は 調 節 配 列 の 全
部 ま た は 一 部 分 を 別 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で 置 き 換 え る ； ま た は （ ｃ ） ロ ー ソ ニ ア 遺 伝 子 の
コ ー デ ィ ン グ 配 列 ま た は 調 節 配 列 中 に 、 ロ ー ソ ニ ア か ら の ま た は 異 種 源 か ら の ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 を 含 む こ と が で き る １ 個 ま た は そ れ 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド 分 子 、 ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 を 挿 入 す る ； ま た は （ ｄ ） （ ａ ） 、 （ ｂ ） お よ び （
ｃ ） の い く つ か の 組 合 せ を 行 う よ う に 機 能 す る 本 発 明 の 遺 伝 子 構 築 物 を 用 い て 突 然 変 異 さ
せ る こ と が で き る 。 或 い は 、 構 築 物 を 用 い て 、 ロ ー ソ ニ ア 遺 伝 子 の 発 現 ま た は そ の コ ー ド
さ れ て い る タ ン パ ク 質 の 安 定 性 を 変 化 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 ロ ー ソ ニ ア 遺 伝 子 が 突 然 変 異 し て い る ロ ー ソ ニ ア 細 胞 は 、 例 え ば 、 そ の 遺 伝 子 の 突 然 変
異 が 、 突 然 変 異 し た 遺 伝 子 を 有 す る ロ ー ソ ニ ア 細 胞 の 病 原 性 を 、 そ の よ う に 遺 伝 子 が 突 然
変 異 し て い な い 同 じ ロ ー ソ ニ ア 菌 株 の 細 胞 と 比 較 し て 減 少 さ せ る 場 合 、 お よ び 無 能 力 に さ
れ た 遺 伝 子 を 有 す る こ の よ う な ロ ー ソ ニ ア 細 胞 を ワ ク チ ン 組 成 物 中 で 、 特 に 、 修 飾 生 ワ ク
チ ン 中 で 用 い て 、 Ｐ Ｐ Ｅ に 対 す る 動 物 の 防 御 応 答 を 誘 導 す る ま た は そ の 誘 導 に 寄 与 す る こ
と が で き る 場 合 、 本 発 明 の 実 施 に お い て 有 用 で あ る 。 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 そ の 突
然 変 異 は 、 ロ ー ソ ニ ア 遺 伝 子 を 部 分 的 に ま た は 完 全 に 無 能 力 に す る 、 ま た は ロ ー ソ ニ ア 遺
伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 を 部 分 的 に ま た は 完 全 に 無 能 力 に す る の に 役 立 つ 。
こ の 場 合 、 ロ ー ソ ニ ア 遺 伝 子 ま た は タ ン パ ク 質 は 、 タ ン パ ク 質 産 物 が 生 産 さ れ て い な い （
例 え ば 、 遺 伝 子 が 欠 失 し て い る ） か ま た は 、 そ の 通 常 の 生 物 学 的 機 能 を も は や 有 す る こ と
が で き な い 若 し く は そ の 通 常 の 細 胞 の 場 所 に も は や 輸 送 さ れ 得 な い タ ン パ ク 質 産 物 が 生 産
さ れ る 、 ま た は そ の 通 常 の 生 物 学 的 機 能 は 有 す る が 、 有 意 に 低 下 し た 速 度 で 生 産 物 が 生 産
さ れ る 場 合 、 部 分 的 に ま た は 完 全 に 無 能 力 に さ れ て い る と 考 え ら れ る 。 ロ ー ソ ニ ア 遺 伝 子
が 突 然 変 異 し て い る ロ ー ソ ニ ア 細 胞 は 、 そ の 遺 伝 子 の 発 現 ま た は そ の コ ー ド さ れ る タ ン パ
ク 質 の 安 定 性 を 増 加 さ せ る の に も 有 用 で あ る 。 病 原 性 ロ ー ソ ニ ア 菌 株 の 細 胞 の 病 原 性 を 検
出 可 能 に 減 少 さ せ る 突 然 変 異 は 、 特 に 有 用 で あ る 。 本 発 明 は 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 お よ び
ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る 細 胞 が 構 成 的 突 然 変 異 体 で あ る 場 合 、 こ の よ う な 細 胞 も 包 含 す る
。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 非 制 限 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 遺 伝 子 構 築 物 は 、 野 生 型 遺 伝 子 の コ ー デ ィ ン グ 配 列
ま た は そ の プ ロ モ ー タ ー 若 し く は 他 の 調 節 領 域 、 ま た は そ の 一 部 分 を 、 例 え ば 、 突 然 変 異
し た コ ー デ ィ ン グ 配 列 若 し く は 突 然 変 異 し た 調 節 領 域 ま た は そ の 一 部 分 の よ う な 別 の ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 で 置 き 換 え る こ と に よ っ て 、 野 生 型 ロ ー ソ ニ ア 遺 伝 子 を 突 然 変 異 さ せ る の に
用 い ら れ る 。 こ の よ う な 遺 伝 子 構 築 物 中 で 用 い る た め の 突 然 変 異 し た ロ ー ソ ニ ア 遺 伝 子 配
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列 は 、 誤 り が ち の （ error-prone） Ｐ Ｃ Ｒ の 使 用 ま た は カ セ ッ ト 突 然 変 異 誘 発 を 含 め た 種
々 の 既 知 の 方 法 の い ず れ か に よ っ て 生 じ る こ と が で き る 。 例 え ば 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に
支 配 さ れ た 突 然 変 異 誘 発 は 、 野 生 型 ロ ー ソ ニ ア 遺 伝 子 の コ ー デ ィ ン グ 配 列 ま た は プ ロ モ ー
タ ー 配 列 を 一 定 方 法 で 変 化 さ せ る の に 、 例 え ば 、 そ の 配 列 内 の 特 定 の 地 点 に フ レ ー ム シ フ
ト ま た は 終 止 コ ド ン を 導 入 す る の に 用 い る こ と が で き る 。 或 い は 、 ま た は 更 に 、 本 発 明 の
遺 伝 子 構 築 物 中 で 用 い る た め の 突 然 変 異 し た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 そ の コ ー デ ィ ン グ 配 列
ま た は プ ロ モ ー タ ー 配 列 の １ 個 ま た は そ れ 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 分 子
ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 の 挿 入 ま た は 欠 失 に よ っ て 、 ま た は そ の コ ー デ ィ ン グ 配 列 ま
た は プ ロ モ ー タ ー 配 列 の 一 部 分 の 、 １ 個 ま た は そ れ 以 上 の 別 の ヌ ク レ オ チ ド 、 オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド 分 子 ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 を 用 い た 置 換 に よ っ て 製 造 す る こ と が で き る 。
こ の よ う な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 は 、 任 意 の 天 然 に 存 在 す
る 源 か ら 得 る こ と が で き る し ま た は 合 成 で あ り う る 。 挿 入 さ れ る ま た は 欠 失 す る 配 列 は 、
ロ ー ソ ニ ア 遺 伝 子 の 読 み 枠 を 簡 単 に 破 壊 す る の に 役 立 ち う る し 、 ま た は 選 択 可 能 マ ー カ ー
の よ う な 異 種 遺 伝 子 産 物 を 更 に コ ー ド す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 或 い は 、 ま た は 更 に 、 ラ ン ダ ム 突 然 変 異 誘 発 を 用 い て 、 本 発 明 の 遺 伝 子 構 築 物 中 で 用 い
る た め の 突 然 変 異 し た ロ ー ソ ニ ア 遺 伝 子 配 列 を 生 じ る こ と が で き る 。 ラ ン ダ ム 突 然 変 異 誘
発 は 、 任 意 の 適 当 な 技 法 に よ っ て 、 例 え ば 、 ロ ー ソ ニ ア 遺 伝 子 を 有 す る 細 胞 を 紫 外 線 ま た
は ｘ 線 に 、 ま た は Ｎ － メ チ ル － Ｎ ’ － ニ ト ロ ソ グ ア ニ ジ ン 、 ス ル ホ ン 酸 エ チ ル メ タ ン 、 亜
硝 酸 ま た は ナ イ ト ロ ジ ェ ン マ ス タ ー ド の よ う な 化 学 的 突 然 変 異 誘 発 物 質 に 暴 露 し た 後 、 特
定 の 遺 伝 子 に 突 然 変 異 を 有 す る 細 胞 に つ い て 選 択 す る こ と な ど に よ っ て 行 う こ と が で き る
。 突 然 変 異 誘 発 技 術 の 概 説 に つ い て は 、 例 え ば 、 Ausubel, 1989, 上 記 を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 本 発 明 の 実 施 に お い て 有 用 で あ る 修 飾 さ れ た ロ ー ソ ニ ア 細 胞 を 生 じ る 突 然 変 異 は 、 Ｏ Ｒ
Ｆ 中 、 プ ロ モ ー タ ー 配 列 ま た は 他 の 調 節 領 域 中 、 ま た は 遺 伝 子 若 し く は Ｏ Ｒ Ｆ を 天 然 に 含
む ま た は 遺 伝 子 の 発 現 若 し く は そ の コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 の 安 定 性 を 変 化 さ せ る 任 意 の
他 の 配 列 中 を 含 め た ロ ー ソ ニ ア 遺 伝 子 中 の ど こ で も 起 こ り う る 。 こ の よ う な ロ ー ソ ニ ア 細
胞 に は 、 ロ ー ソ ニ ア 遺 伝 子 に よ っ て 通 常 コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 の 修 飾 型 が 生 産 さ れ る 、
ま た は ロ ー ソ ニ ア 遺 伝 子 に よ っ て 通 常 コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 が 生 産 さ れ な い 突 然 変 異 体
が 含 ま れ 、 ヌ ル （ ｎ ｕ ｌ ｌ ） 、 条 件 的 、 構 成 的 ま た は 漏 出 性 の 突 然 変 異 体 で あ り う る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 或 い は 、 本 発 明 の 遺 伝 子 構 築 物 は 、 ロ ー ソ ニ ア 遺 伝 子 ま た は Ｏ Ｒ Ｆ に そ の 場 （ ｉ ｎ 　 ｓ
ｉ ｔ ｕ ） で 自 然 に 隣 接 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む こ と が で き 、 遺 伝 子 そ れ 自 体 の コ ー デ
ィ ン グ 領 域 か ら の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 一 部 分 だ け 含 む ま た は 全 く 含 ま な い 。 こ の よ う な 遺
伝 子 構 築 物 は 、 例 え ば 、 ロ ー ソ ニ ア 遺 伝 子 全 体 ま た は Ｏ Ｒ Ｆ を 欠 失 す る の に 有 用 で あ る と
考 え ら れ る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 一 つ の 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 遺 伝 子 構 築 物 は 、 ロ ー ソ ニ ア 遺 伝 子 を 無 能 力 に す る
の に 用 い る こ と が で き る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 で あ っ て 、 （ ａ ） Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス
か ら の Ｈ ｔ ｒ Ａ 、 Ｐ ｏ ｎ Ａ 、 Ｈ ｙ ｐ Ｃ 、 Ｌ ｙ ｓ Ｓ 、 Ｙ ｃ ｆ Ｗ 、 Ａ Ｂ Ｃ １ ま た は Ｏ ｍ ｐ １ ０
０ タ ン パ ク 質 を コ ー ド し て い る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 他 の 点 で は 同 様 で あ る ヌ ク レ オ チ ド 配
列 を 有 す る が 、 そ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 、 一 つ ま た は そ れ 以 上 の 無 能 力 に す る 突 然 変 異 を
更 に 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 ； ま た は （ ｂ ） ロ ー ソ ニ ア 遺 伝 子 の Ｏ Ｒ Ｆ に 現 場 で 自 然 に
隣 接 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 を 含 む も の を 含 む 。 ロ ー ソ ニ ア 菌
株 の 細 胞 中 に い っ た ん 形 質 転 換 さ れ た ら 、 そ の 遺 伝 子 構 築 物 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 は 、
相 同 的 組 換 え に よ っ て 特 定 の ロ ー ソ ニ ア 遺 伝 子 に 特 異 的 に 集 中 し 、 そ れ に よ っ て 、 そ の 遺
伝 子 若 し く は そ の 一 部 分 を 置 換 す る か ま た は そ の 遺 伝 子 中 に 挿 入 さ れ る 。 こ の 組 換 え 現 象
の 結 果 と し て 、 そ の 特 定 の ロ ー ソ ニ ア 菌 株 に と っ て 他 の 点 で は 本 来 の ロ ー ソ ニ ア 遺 伝 子 が
無 能 力 に さ れ る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
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　 も う 一 つ の 実 施 態 様 に お い て 、 遺 伝 子 構 築 物 は 、 例 え ば 、 Ｈ ｔ ｒ Ａ 、 Ｐ ｏ ｎ Ａ 、 Ｈ ｙ ｐ
Ｃ 、 Ｌ ｙ ｓ Ｓ 、 Ｙ ｃ ｆ Ｗ 、 Ａ Ｂ Ｃ １ ま た は Ｏ ｍ ｐ １ ０ ０ タ ン パ ク 質 を 構 成 的 に 発 現 す る こ
と ま た は 過 発 現 す る こ と に よ っ て 発 現 を 変 化 さ せ る 突 然 変 異 に 用 い ら れ る 。 こ の よ う な 突
然 変 異 は 、 例 え ば 、 宿 主 細 胞 を 衰 弱 さ せ る の に 有 用 で あ り う る 。 そ の 構 築 物 は 、 タ ン パ ク
質 の 安 定 性 を 増 加 さ せ る 突 然 変 異 を 用 い て 、 例 え ば 、 宿 主 細 胞 を 弱 毒 化 す る こ と も で き る
。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 相 同 的 組 換 え に よ る 標 的 遺 伝 子 突 然 変 異 に 関 し て 、 そ の 遺 伝 子 構 築 物 は 、 好 ま し く は 、
上 記 の よ う な 突 然 変 異 し た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 環 状 か ま た は 線 状 の プ ラ ス ミ ド で あ る
。 非 制 限 実 施 態 様 に お い て 、 突 然 変 異 し た 配 列 の 少 な く と も 約 ２ ０ ０ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い
て 、 相 同 的 組 換 え の た め の 特 定 の 標 的 ロ ー ソ ニ ア 遺 伝 子 に 本 発 明 の 遺 伝 子 構 築 物 を 特 異 的
に 向 け る が 、 よ り 短 い ヌ ク レ オ チ ド 長 さ も 有 効 で あ り う る 。 更 に 、 そ の プ ラ ス ミ ド は 、 好
ま し く は 、 破 壊 さ れ る 天 然 の ロ ー ソ ニ ア 遺 伝 子 の 調 節 因 子 配 列 と 機 能 的 に 結 合 し て い る ロ
ー ソ ニ ア ゲ ノ ム 中 に 挿 入 さ れ る よ う に 構 築 さ れ る 、 リ ポ ー タ ー 遺 伝 子 産 物 ま た は 他 の 選 択
可 能 マ ー カ ー を コ ー ド し て い る 追 加 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 。 本 発 明 の 実 施 に お い て 用
い る こ と が で き る リ ポ ー タ ー 遺 伝 子 は 、 当 該 技 術 分 野 に お い て 周 知 で あ り 、 特 に 、 Ｃ Ａ Ｔ
、 グ リ ー ン 蛍 光 タ ン パ ク 質 お よ び β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ を コ ー ド し て い る も の が 含 ま れ る
。 選 択 可 能 マ ー カ ー を コ ー ド し て い る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 も 、 当 該 技 術 分 野 に お い て 周 知 で
あ り 、 抗 生 物 質 ま た は 抗 代 謝 産 物 へ の 耐 性 を 与 え る 遺 伝 子 産 物 を コ ー ド す る も の 、 ま た は
栄 養 要 求 性 を 与 え る も の が 含 ま れ る 。 こ の よ う な 配 列 の 例 に は 、 ピ リ メ タ ミ ン 耐 性 、 ま た
は ネ オ マ イ シ ン ホ ス ホ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ ア ミ ノ グ リ コ シ ド へ の 耐 性 を 与 え る ） 、 ま た
は ハ イ グ ロ マ イ シ ン ホ ス ホ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ ハ イ グ ロ マ イ シ ン へ の 耐 性 を 与 え る ） を
コ ー ド す る も の が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 本 発 明 の 遺 伝 子 構 築 物 を 生 じ る の に 用 い る こ と が で き る 方 法 は 、 当 該 技 術 分 野 に お い て
周 知 で あ り 、 特 に 、 Maniatis ら ， 1989, 上 記 ； Ausubel ら ， 1989, 上 記 ； Sambrook ら ，
1989, 上 記 ； Innis ら ， 1995, 上 記 ； お よ び  Erlich， 1992, 上 記 に 記 載 の よ う な 、 in vi
tro 組 換 え 技 術 、 合 成 技 術 お よ び  in vivo 遺 伝 子 組 換 え が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 ロ ー ソ ニ ア 細 胞 は 、 既 知 の 技 法 に し た が っ て 、 例 え ば 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン な ど に
よ っ て 本 発 明 の 遺 伝 子 構 築 物 を 用 い て 形 質 転 換 す る こ と が で き る し ま た は ト ラ ン ス フ ェ ク
シ ョ ン す る こ と が で き る 。 形 質 転 換 細 胞 の 選 択 は 、 そ の 構 築 物 と 結 合 し た 選 択 可 能 マ ー カ
ー を 発 現 す る 細 胞 に つ い て 選 択 す る こ と な ど に よ る 標 準 的 な 技 法 を 用 い て 行 う こ と が で き
る 。 満 足 す べ き 組 換 え 現 象 が 起 こ っ て い る お よ び 特 定 の 標 的 遺 伝 子 が 変 更 さ れ て い る 形 質
転 換 細 胞 の 識 別 は 、 サ ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 、 ま た は 特 定 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド し て い る ｍ Ｒ
Ｎ Ａ 転 写 物 が 無 い こ と を 検 出 す る ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 な ど に よ る 遺 伝 分 析 に よ っ て 、 ま
た は 例 え ば 、 免 疫 学 的 分 析 、 減 少 し た 病 原 性 の よ う な 新 規 表 現 型 の 出 現 、 Ｐ Ｃ Ｒ 検 定 ま た
は そ れ ら の い く つ か の 組 合 せ で 確 認 さ れ る よ う な 特 定 の タ ン パ ク 質 を 欠 い て い る 細 胞 に よ
っ て 行 う こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 更 に 別 の 非 制 限 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 遺 伝 子 構 築 物 は 、 ロ ー ソ ニ ア か ら の ま た は
動 物 に 感 染 す る 別 の 病 原 体 か ら の 別 の 遺 伝 子 ま た は コ ー デ ィ ン グ 領 域 を 更 に 含 む こ と が で
き 、 そ の 遺 伝 子 ま た は コ ー デ ィ ン グ 領 域 は 、 本 発 明 の 修 飾 さ れ た ロ ー ソ ニ ア 生 細 胞 を 用 い
た ワ ク チ ン 接 種 に よ っ て 動 物 に お い て 別 々 の 且 つ 異 な っ た 防 御 免 疫 応 答 を 誘 導 す る ま た は
そ の 誘 導 に 寄 与 す る の に 有 用 な 抗 原 を コ ー ド し て い る 。 こ の 追 加 の 遺 伝 子 ま た は コ ー デ ィ
ン グ 領 域 は 、 修 飾 さ れ た ロ ー ソ ニ ア 生 細 胞 か ら の コ ー ド さ れ る 抗 原 の 分 泌 を も た ら し 、 そ
れ に よ っ て 、 ワ ク チ ン 接 種 さ れ た 動 物 の 免 疫 系 に 抗 原 を 提 示 さ せ る シ グ ナ ル 配 列 を 含 有 す
る よ う に 更 に 遺 伝 子 操 作 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 本 発 明 は 、 し た が っ て 、 ｈ ｔ ｒ Ａ 、 ｐ ｏ ｎ Ａ 、 ｈ ｙ ｐ Ｃ 、 ｌ ｙ ｓ Ｓ 、 ｙ ｃ ｆ Ｗ 、 ａ ｂ ｃ
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１ ま た は ｏ ｍ ｐ １ ０ ０ 遺 伝 子 が 突 然 変 異 し て い る 修 飾 さ れ た ロ ー ソ ニ ア 生 細 胞 を 提 供 す る
。 更 に 、 本 発 明 は 、 修 飾 さ れ た ロ ー ソ ニ ア 生 細 胞 を 製 造 す る 方 法 で あ っ て 、 （ ａ ） 本 発 明
の 遺 伝 子 構 築 物 を 用 い て ロ ー ソ ニ ア 細 胞 を 形 質 転 換 し ； （ ｂ ） そ の 遺 伝 子 構 築 物 に よ っ て
ｈ ｔ ｒ Ａ 、 ｐ ｏ ｎ Ａ 、 ｈ ｙ ｐ Ｃ 、 ｌ ｙ ｓ Ｓ 、 ｙ ｃ ｆ Ｗ 、 ａ ｂ ｃ １ ま た は ｏ ｍ ｐ １ ０ ０ 遺 伝
子 が 突 然 変 異 し て い る 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 を 選 択 し ； そ し て （ ｃ ） 工 程 （ ｂ ） の 細 胞 の 中
か ら 、 Ｐ Ｐ Ｅ 感 受 性 動 物 を Ｐ Ｐ Ｅ か ら 防 御 す る ワ ク チ ン 中 で 用 い る こ と が で き る 細 胞 を 選
択 す る こ と を 含 む 上 記 方 法 を 提 供 す る 。 本 発 明 は 、 こ の よ う な 修 飾 さ れ た ロ ー ソ ニ ア 細 胞
か ら 製 造 さ れ る 死 滅 細 胞 組 成 物 も 包 含 す る 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　
　 本 発 明 に お い て 用 い る た め の ロ ー ソ ニ ア 細 菌 は 、 例 え ば 、 Joens ら ， 1997, Am.J.Vet.R
es. 58:1125-1131; Lawson ら ， 1993, Journal of Clinical Microbiology 31:1136-1142
; お よ び  McOrist ら ， 1995, 上 記 に 記 載 の 方 法 を 用 い て 、 in vitro で 培 養 し 且 つ 維 持 す
る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　
　 本 発 明 は 、 更 に 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド の 免 疫 学 的 有 効 量 お よ び 薬 学
的 に 許 容 し う る 担 体 を 含 む 、 Ｐ Ｐ Ｅ に 対 す る ワ ク チ ン を 提 供 す る 。 好 ま し い 実 施 態 様 に お
い て 、 そ の ワ ク チ ン は 、 Ｈ ｔ ｒ Ａ 、 Ｐ ｏ ｎ Ａ 、 Ｈ ｙ ｐ Ｃ 、 Ｌ ｙ ｓ Ｓ 、 Ｙ ｃ ｆ Ｗ 、 Ａ Ｂ Ｃ １
ま た は Ｏ ｍ ｐ １ ０ ０ の Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス タ ン パ ク 質 を 含 む 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 本 発 明 は 、 更 に 、 本 発 明 の １ 種 類 ま た は そ れ 以 上 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 の 免 疫 学 的 有
効 量 お よ び 薬 学 的 に 許 容 し う る 担 体 を 含 む 、 Ｐ Ｐ Ｅ に 対 す る ワ ク チ ン を 提 供 す る 。 好 ま し
い 実 施 態 様 に お い て 、 そ の ワ ク チ ン は 、 Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス Ｈ ｔ ｒ Ａ 、 Ｐ ｏ ｎ Ａ 、 Ｈ
ｙ ｐ Ｃ 、 Ｌ ｙ ｓ Ｓ 、 Ｙ ｃ ｆ Ｗ 、 Ａ Ｂ Ｃ １ ま た は Ｏ ｍ ｐ １ ０ ０ を コ ー ド し て い る ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 を 含 む 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 本 発 明 は 、 更 に 、 本 発 明 の 修 飾 さ れ た ロ ー ソ ニ ア 細 菌 の 免 疫 学 的 有 効 量 お よ び 薬 学 的 に
許 容 し う る 担 体 を 含 む 、 Ｐ Ｐ Ｅ に 対 す る ワ ク チ ン を 提 供 す る 。 一 つ の 実 施 態 様 に お い て 、
本 発 明 の ワ ク チ ン 中 で 用 い る た め の 修 飾 さ れ た ロ ー ソ ニ ア 細 胞 は 、 Ｈ ｔ ｒ Ａ － 、 Ｐ ｏ ｎ Ａ
－ 、 Ｈ ｙ ｐ Ｃ － 、 Ｌ ｙ ｓ Ｓ － 、 Ｙ ｃ ｆ Ｗ － 、 Ａ Ｂ Ｃ １ － ま た は Ｏ ｍ ｐ １ ０ ０ － 表 現 型 を 発
現 す る Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス 生 細 菌 で あ る 。 或 い は 、 本 発 明 の ワ ク チ ン は 、 失 活 し て い
る 本 発 明 の こ の よ う な 修 飾 さ れ た ロ ー ソ ニ ア 細 胞 の い ず れ か を 含 む こ と が で き る 。 修 飾 さ
れ た ロ ー ソ ニ ア 細 胞 の 失 活 は 、 二 元 エ チ レ ン イ ミ ン （ Ｂ Ｅ Ｉ ） ま た は β － プ ロ ピ オ ラ ク ト
ン ま た は ホ ル ム ア ル デ ヒ ド な ど を 用 い た 化 学 的 処 理 に よ る 、 凍 結 融 解 ま た は 熱 処 理 に よ る
、 ま た は 細 胞 の ホ モ ジ ナ イ ゼ ー シ ョ ン に よ る 、 或 い は こ れ ら 種 類 の 技 法 の 組 合 せ に よ る こ
と を 含 め た 当 該 技 術 分 野 に お い て 知 ら れ て い る い ず れ の 技 法 を 用 い て も 行 う こ と が で き る
。 均 一 化 さ れ 修 飾 さ れ た ロ ー ソ ニ ア 細 胞 か ら 製 造 さ れ る ワ ク チ ン は 、 未 分 画 の 細 胞 ホ モ ジ
ネ ー ト そ の ま ま か ま た は そ の 免 疫 学 的 に 有 効 な 部 分 画 分 か ら 成 り う る 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 本 明 細 書 中 で 用 い ら れ る よ う に 、 “ 免 疫 学 的 有 効 量 ” と い う 用 語 は 、 Ｐ Ｐ Ｅ 感 受 性 動 物
種 の メ ン バ ー に 投 与 さ れ た 場 合 、 １ 回 投 与 後 か ま た は 多 数 投 与 後 に 、 Ｐ Ｐ Ｅ に 対 す る 防 御
応 答 を 誘 導 す る こ と が で き る 抗 原 、 例 え ば 、 タ ン パ ク 質 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド 分 子 ま た は 修 飾 さ れ た 細 胞 の 量 を 意 味 す る 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 “ 防 御 応 答 を 誘 導 す る こ と が で き る ” と い う 句 は 、 ワ ク チ ン 接 種 さ れ た 動 物 を Ｐ Ｐ Ｅ か
ら 防 御 す る の に 役 立 つ 抗 体 か ま た は 細 胞 ま た は 両 方 に 媒 介 さ れ る 免 疫 応 答 を 含 め た ワ ク チ
ン 接 種 に 応 答 し た 動 物 の 任 意 の 免 疫 に 基 づ く 応 答 の 誘 導 ま た は 促 進 を 含 む よ う に 本 明 細 書
中 に お い て 広 義 に 用 い ら れ る 。 本 明 細 書 中 で 用 い ら れ る “ 防 御 応 答 ” お よ び  “ 防 御 す る
” と い う 用 語 は 、 Ｐ Ｐ Ｅ の 完 全 な 予 防 ま た は ロ ー ソ ニ ア に よ る 感 染 の 完 全 な 予 防 の み な ら
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ず 、 こ の よ う な 病 原 体 に よ る 感 染 度 ま た は 率 の 任 意 の 検 出 可 能 な 減 少 、 ま た は 例 え ば 、 ワ
ク チ ン 接 種 さ れ た 動 物 に お い て 同 種 の ワ ク チ ン 接 種 さ れ て い な い 感 染 動 物 と 比 較 さ れ る 、
１ 種 類 ま た は そ れ 以 上 の 組 織 で 形 成 さ れ る 病 変 の 形 成 速 度 若 し く は 絶 対 数 ま た は 他 の 動 物
へ の 伝 染 の 任 意 の 検 出 可 能 な 減 少 を 含 め た 、 そ の 病 原 体 に よ る 感 染 に よ っ て 生 じ る 疾 患 ま
た は 任 意 の 症 状 若 し く は 状 態 の 重 症 度 の 任 意 の 検 出 可 能 な 減 少 も 意 味 す る 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 更 に 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 の ワ ク チ ン は 、 Ｐ Ｐ Ｅ 感 受 性 動 物 を Ｐ Ｐ Ｅ お よ
び 場 合 に よ り 、 そ の 動 物 を 苦 し め る こ と が あ り う る １ 種 類 ま た は そ れ 以 上 の 他 の 疾 患 ま た
は 病 理 学 的 状 態 か ら 防 御 す る 組 合 せ ワ ク チ ン で あ り 、 そ の 組 合 せ ワ ク チ ン は 、 本 発 明 の ポ
リ ペ プ チ ド 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 ま た は 修 飾 さ れ た ロ ー ソ ニ ア 細 胞 を 含 む 第 一 成 分 の 免
疫 学 的 有 効 量 ； そ の 第 一 成 分 と は 異 な り 、 し か も Ｐ Ｐ Ｅ 感 受 性 動 物 を 苦 し め る こ と が あ り
う る 疾 患 ま た は 病 理 学 的 状 態 に 対 す る 防 御 応 答 を 誘 導 す る こ と が で き る ま た は そ の 誘 導 に
寄 与 す る こ と が で き る 第 二 成 分 の 免 疫 学 的 有 効 量 ； お よ び 薬 学 的 に 許 容 し う る 担 体 を 含 む
。
【 ０ １ ５ １ 】
　 組 合 せ ワ ク チ ン の 第 二 成 分 は 、 当 該 技 術 分 野 に お い て 知 ら れ て い る よ う に 、 Ｐ Ｐ Ｅ か ま
た は 適 切 な 種 の メ ン バ ー を 苦 し め る こ と が あ り う る 疾 患 ま た は 病 理 学 的 状 態 に 対 す る 防 御
応 答 を 誘 導 す る ま た は そ の 誘 導 に 寄 与 す る 能 力 に 基 づ い て 選 択 さ れ る 。 特 定 の 種 に お け る
ワ ク チ ン 組 成 物 中 で 有 用 で あ る 抗 原 性 成 分 は 、 組 合 せ ワ ク チ ン の 第 二 成 分 と し て 用 い る こ
と が で き る 。 こ の よ う な 抗 原 性 成 分 に は 、 レ プ ト ス ピ ラ 属 （ Leptospira） 種 、 カ ン ピ ロ バ
ク タ ー 属 （ Campylobacter） 種 、 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 （ Staphylococcus aureus） 、 ス ト レ プ ト
コ ッ カ ス ・ ア ガ ラ ク テ ィ エ （ Streptococcus agalactiae） 、 ス ト レ プ ト コ ッ カ ス ・ ス イ ス
（ Streptococcus suis） 、 マ イ コ プ ラ ズ マ 属 （ Mycoplasma） 種 、 ク レ ブ シ エ ラ 属 （ Klebsi
ella） 種 、 サ ル モ ネ ラ 属 （ Salmonella） 種 、 ロ タ ウ イ ル ス 、 コ ロ ナ ウ イ ル ス 、 狂 犬 病 、 パ
ス ツ レ ラ ・ ヘ モ リ テ ィ カ （ Pasteurella hemolytica） 、 パ ス ツ レ ラ ・ マ ル ト シ ダ （ Pasteu
rella multocida） 、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 属 （ Clostridia） 種 、 破 傷 風 ト キ ソ イ ド 、 大 腸 菌
、 ク リ プ ト ス ポ リ ジ ウ ム 属 （ Cryptosporidium） 種 、 ア イ メ リ ア 属 （ Eimeria） 種 、 ト リ コ
モ ナ ス 属 （ Trichomonas） 種 、 セ ル プ リ ナ （ ブ ラ キ ス ピ ラ ） ・ ヒ オ デ ィ セ ン テ リ エ （ Serpu
lina (Brachyspira) hyodysenteriae） 、 ア ク チ ノ バ チ ル ス ・ プ レ ウ ロ ニ ュ ー モ ニ エ （ Act
inobacillus pleuropneumoniae） 、 ア ク チ ノ バ チ ル ス ・ ス イ ス （ Actinobacillus suis）
、 ブ タ コ レ ラ 菌 （ Salmonella cholerasuis） 、 ブ タ 丹 毒 菌 （ Erysipelothrix rhusiopathi
ae） 、 レ プ ト ス ピ ラ 属 （ Leptospira） 種 、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ヒ イ ク ス （ Staphylococc
us hyicus） 、 ヘ モ フ ィ ル ス ・ パ ラ ス イ ス （ Haemophilus parasuis） 、 気 管 支 敗 血 症 菌 （ B
ordetella bronchiseptica） 、 マ イ コ プ ラ ズ マ ・ ヒ オ ニ ュ ー モ ニ エ （ Mycoplasma hyopneu
moniae） 、 ブ タ の 生 殖 お よ び 呼 吸 症 候 群 ウ イ ル ス 、 ブ タ イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 、 ブ タ 免
疫 欠 損 ウ イ ル ス 、 伝 染 性 胃 腸 炎 ウ イ ル ス 、 ブ タ の パ ル ボ ウ イ ル ス 、 脳 心 筋 炎 ウ イ ル ス 、 コ
ロ ナ ウ イ ル ス 、 仮 性 狂 犬 病 ウ イ ル ス 、 シ ル コ ウ イ ル ス お よ び 他 の 真 核 性 寄 生 生 物 か ら 成 る
群 よ り 選 択 さ れ る 病 原 体 に 対 す る 防 御 を 与 え る も の が 含 ま れ る が そ れ ら に 制 限 さ れ る わ け
で は な い 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 一 つ の 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 組 合 せ ワ ク チ ン は 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 ま た は ポ リ
ペ プ チ ド の 免 疫 学 的 有 効 量 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 の 免 疫 学 的 有 効 量 、 お よ び 本
発 明 の 修 飾 さ れ た ロ ー ソ ニ ア 細 胞 の 免 疫 学 的 有 効 量 か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る ２ 種 類 ま た
は そ れ 以 上 の 成 分 の 組 合 せ を 含 む 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 本 発 明 の ワ ク チ ン は 、 例 え ば 、 下 記 の よ う な ア ジ ュ バ ン ト ま た は サ イ ト カ イ ン を 含 め た
１ 種 類 ま た は そ れ 以 上 の 追 加 の 免 疫 調 節 性 成 分 を 更 に 含 む こ と が で き る 。
　 本 発 明 は 、 更 に 、 Ｐ Ｐ Ｅ に 対 す る ワ ク チ ン を 製 造 す る 方 法 で あ っ て 、 免 疫 学 的 有 効 量 の
本 発 明 の Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス タ ン パ ク 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド 分 子 、 ま た は 修 飾 さ れ た ロ ー ソ ニ ア 細 胞 を 、 Ｐ Ｐ Ｅ 感 受 性 動 物 へ の 投 与 に 適 し た 形 で 薬
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学 的 に 許 容 し う る 担 体 と 組 み 合 わ せ る こ と を 含 む 上 記 方 法 を 提 供 す る 。 好 ま し い 実 施 態 様
に お い て 、 そ の タ ン パ ク 質 は 、 Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス の Ｈ ｔ ｒ Ａ 、 Ｐ ｏ ｎ Ａ 、 Ｈ ｙ ｐ Ｃ
、 Ｌ ｙ ｓ Ｓ 、 Ｙ ｃ ｆ Ｗ 、 Ａ Ｂ Ｃ １ ま た は Ｏ ｍ ｐ １ ０ ０ で あ り 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 は 、
好 ま し く は 、 Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス の Ｈ ｔ ｒ Ａ 、 Ｐ ｏ ｎ Ａ 、 Ｈ ｙ ｐ Ｃ 、 Ｌ ｙ ｓ Ｓ 、 Ｙ ｃ
ｆ Ｗ 、 Ａ Ｂ Ｃ １ ま た は Ｏ ｍ ｐ １ ０ ０ タ ン パ ク 質 を コ ー ド し て い る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 み
、 そ し て 修 飾 さ れ た ロ ー ソ ニ ア 細 胞 は 、 Ｈ ｔ ｒ Ａ － 、 Ｐ ｏ ｎ Ａ － 、 Ｈ ｙ ｐ Ｃ － 、 Ｌ ｙ ｓ Ｓ
－ 、 Ｙ ｃ ｆ Ｗ － 、 Ａ Ｂ Ｃ １ － ま た は Ｏ ｍ ｐ １ ０ ０ － 表 現 型 を 有 す る 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 本 発 明 の 修 飾 さ れ た ロ ー ソ ニ ア 生 細 胞 を 含 む ワ ク チ ン は 、 そ の ロ ー ソ ニ ア 細 胞 を 培 地 中
に 遊 離 し た 状 態 か ま た は 哺 乳 動 物 宿 主 細 胞 中 に 残 し た 状 態 で 含 有 す る 培 養 液 の ア リ コ ー ト
を 用 い て 製 造 す る こ と が で き る し 、 Ｐ Ｐ Ｅ 感 受 性 動 物 に 直 接 的 に ま た は 濃 縮 し た 形 で 投 与
す る こ と が で き る 。 或 い は 、 修 飾 さ れ た ロ ー ソ ニ ア 生 細 胞 は 、 当 該 技 術 分 野 に お い て 知 ら
れ て い る も の よ り 選 択 さ れ る 且 つ 選 択 さ れ た 投 与 経 路 に 適 当 な 免 疫 調 節 性 物 質 を 用 い て ま
た は 用 い る こ と な く 、 薬 学 的 に 許 容 し う る 担 体 と 組 み 合 わ せ る こ と が で き 、 好 ま し く は 、
そ こ で 、 ワ ク チ ン 組 成 物 中 の 修 飾 さ れ た ロ ー ソ ニ ア 生 細 胞 の 少 な く と も あ る 程 度 の 生 存 度
が 維 持 さ れ る 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 本 発 明 の ワ ク チ ン 組 成 物 は 、 標 準 的 な 緩 衝 剤 、 安 定 化 剤 、 希 釈 剤 、 保 存 剤 お よ び ／ ま た
は 可 溶 化 剤 の よ う な 薬 学 的 に 許 容 し う る 担 体 を 含 む よ う に 承 認 さ れ た 慣 例 に し た が っ て 製
剤 化 す る こ と が で き る し 、 徐 放 を 容 易 に す る よ う に 製 剤 す る こ と も で き る 。 希 釈 剤 に は 、
水 、 生 理 食 塩 水 、 デ キ ス ト ロ ー ス 、 エ タ ノ ー ル 、 グ リ セ ロ ー ル 等 が 含 ま れ る 。 等 張 性 の た
め の 添 加 剤 に は 、 特 に 、 塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 デ キ ス ト ロ ー ス 、 マ ン ニ ト ー ル 、 ソ ル ビ ト ー ル
お よ び ラ ク ト ー ス が 含 ま れ る 。 安 定 化 剤 に は 、 特 に 、 ア ル ブ ミ ン が 含 ま れ る 。 調 整 生 ワ ク
チ ン を 製 剤 す る 場 合 に 特 に 有 用 で あ る も の を 含 め た 適 当 な 他 の ワ ク チ ン 用 ビ ヒ ク ル お よ び
添 加 剤 は 、 知 ら れ て い る し ま た は 当 業 者 に 明 ら か で あ ろ う 。 例 え ば 、 本 明 細 書 中 に 援 用 さ
れ る  Remington's Pharmaceutical Science, 第 18巻 ， 1990, Mack Publishing を 参 照 さ
れ た い 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 本 発 明 の ワ ク チ ン は 、 更 に 、 例 え ば 、 特 に ア ジ ュ バ ン ト ま た は サ イ ト カ イ ン の よ う な １
種 類 ま た は そ れ 以 上 の 追 加 の 免 疫 調 節 性 成 分 を 含 む こ と が で き る 。 本 発 明 の ワ ク チ ン 中 で
用 い る こ と が で き る ア ジ ュ バ ン ト の 非 制 限 例 に は 、 Ｒ Ｉ Ｂ Ｉ ア ジ ュ バ ン ト 系 （ Ribi Inc.,
 ハ ミ ル ト ン ， Ｍ Ｔ ） 、 ミ ョ ウ バ ン 、 水 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム ゲ ル の よ う な ミ ネ ラ ル ゲ ル 、 水
中 油 エ マ ル ジ ョ ン 、 油 中 水 エ マ ル ジ ョ ン 、 例 え ば 、 フ ロ イ ン ト の 完 全 お よ び 不 完 全 ア ジ ュ
バ ン ト な ど 、 Block コ ポ リ マ ー （ CytRx， ア ト ラ ン タ ， Ｇ Ａ ） 、 Ｑ Ｓ － ２ １ （ Cambridge B
iotech Inc., ケ ン ブ リ ッ ジ ， Ｍ Ａ ） 、 Ｓ Ａ Ｆ － Ｍ （ Chiron, エ メ リ ー ビ ル ， Ｃ Ａ ） 、 Ａ
Ｍ Ｐ Ｈ Ｉ Ｇ Ｅ Ｎ （ 登 録 商 標 ） ア ジ ュ バ ン ト 、 サ ポ ニ ン 、 Quil Ａ ま た は 他 の サ ポ ニ ン 画 分
、 モ ノ ホ ス ホ リ ル リ ピ ド Ａ 、 Avridine リ ピ ド － ア ミ ン ア ジ ュ バ ン ト 、 お よ び コ レ ラ 菌 （ V
ibrio cholera） 毒 素 お よ び 大 腸 菌 不 安 定 毒 素 な ど の タ ン パ ク 質 ア ジ ュ バ ン ト が 含 ま れ る
。 本 発 明 の ワ ク チ ン 中 で 有 用 な 水 中 油 エ マ ル ジ ョ ン の 具 体 的 な 非 制 限 例 に は 、 修 飾 さ れ た
Ｓ Ｅ Ａ Ｍ ６ ２ お よ び Ｓ Ｅ Ａ Ｍ １ ／ ２ 製 剤 が 含 ま れ る 。 修 飾 Ｓ Ｅ Ａ Ｍ ６ ２ は 、 ５ ％ （ ｖ ／ ｖ
） ス ク ア レ ン （ Sigma） 、 １ ％ （ ｖ ／ ｖ ） Ｓ Ｐ Ａ Ｎ （ 登 録 商 標 ） ８ ５ デ タ ー ジ ェ ン ト （ Ｉ
Ｃ Ｉ  Surfactants） 、 ０ ． ７ ％ （ ｖ ／ ｖ ） Ｔ Ｗ Ｅ Ｅ Ｎ （ 登 録 商 標 ） ８ ０ デ タ ー ジ ェ ン ト （
Ｉ Ｃ Ｉ  Surfactants） 、 ２ ． ５ ％ （ ｖ ／ ｖ ） エ タ ノ ー ル 、 ２ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ 　 Quil Ａ 、
１ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ コ レ ス テ ロ ー ル お よ び ０ ． ５ ％ （ ｖ ／ ｖ ） レ シ チ ン を 含 有 す る 水 中 油 で
あ る 。 修 飾 Ｓ Ｅ Ａ Ｍ １ ／ ２ は 、 ５ ％ （ ｖ ／ ｖ ） ス ク ア レ ン 、 １ ％ （ ｖ ／ ｖ ） Ｓ Ｐ Ａ Ｎ （ 登
録 商 標 ） ８ ５ デ タ ー ジ ェ ン ト 、 ０ ． ７ ％ （ ｖ ／ ｖ ） Ｔ Ｗ Ｅ Ｅ Ｎ ８ ０ デ タ ー ジ ェ ン ト 、 ２ ．
５ ％ （ ｖ ／ ｖ ） エ タ ノ ー ル 、 １ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ 　 Quil Ａ お よ び ５ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ コ レ ス テ
ロ ー ル を 含 む 水 中 油 で あ る 。 ワ ク チ ン 中 に 含 ま れ う る 他 の 免 疫 調 節 性 物 質 に は 、 例 え ば 、
１ 種 類 ま た は そ れ 以 上 の イ ン タ ー ロ イ キ ン 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン ま た は 他 の 既 知 の サ イ ト カ
イ ン が 含 ま れ る 。 ワ ク チ ン が 修 飾 さ れ た ロ ー ソ ニ ア 生 細 胞 を 含 む 場 合 、 ア ジ ュ バ ン ト は 、
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好 ま し く は 、 得 ら れ た ワ ク チ ン 製 剤 が そ の 修 飾 さ れ た ロ ー ソ ニ ア 生 細 胞 の 生 存 率 を 少 な く
と も あ る 程 度 維 持 す る そ の 能 力 に 基 づ い て 選 択 さ れ る 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 ワ ク チ ン 組 成 物 が ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 を 含 む 場 合 、 そ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 は 、 Ｄ
Ｎ Ａ か ま た は Ｒ Ｎ Ａ で あ り う る が 、 Ｄ Ｎ Ａ が 好 適 で あ り 、 そ し て 好 ま し く は 、 当 該 技 術 分
野 に お い て 知 ら れ て い る よ う に 、 組 換 え 体 プ ラ ス ミ ド ま た は ウ イ ル ス ベ ク タ ー の よ う な 発
現 ベ ク タ ー 構 築 物 中 で 、 Ｐ Ｐ Ｅ か ら 防 御 さ れ る Ｐ Ｐ Ｅ 感 受 性 動 物 に 投 与 さ れ る 。 組 換 え 体
ウ イ ル ス ベ ク タ ー の 例 に は 、 組 換 え 体 ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー お よ び 組 換 え 体 レ ト ロ ウ イ
ル ス ベ ク タ ー が 含 ま れ る 。 ワ ク チ ン 製 剤 は 、 Ｄ Ｎ Ａ プ ラ ス ミ ド に 基 づ く ベ ク タ ー の よ う な
非 ウ イ ル ス Ｄ Ｎ Ａ ベ ク タ ー も 含 む こ と が で き る 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 は 、 脂 質 と 結 合 し
て 、 例 え ば 、 リ ポ ソ ー ム ま た は コ ク レ イ ト （ cochleates） の よ う な Ｄ Ｎ Ａ － 脂 質 複 合 体 を
形 成 し て よ い 。 例 え ば 、 国 際 特 許 公 開 Ｗ Ｏ ９ ３ ／ ２ ４ ６ ４ ０ 号 を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 Ｄ Ｎ Ａ ワ ク チ ン 中 の ワ ク チ ン 物 質 と し て 有 用 な 発 現 ベ ク タ ー は 、 好 ま し く は 、 当 該 技 術
分 野 に お い て 知 ら れ て い る よ う に 、 例 え ば 、 プ ロ モ ー タ ー 配 列 な ど の 真 核 性 細 胞 中 で の ロ
ー ソ ニ ア コ ー デ ィ ン グ 配 列 の 発 現 に 必 要 な 一 つ ま た は そ れ 以 上 の 転 写 調 節 因 子 と 機 能 的 に
結 合 し て い る １ 種 類 ま た は そ れ 以 上 の 抗 原 性 ロ ー ソ ニ ア タ ン パ ク 質 を コ ー ド し て い る ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 、 ま た は そ の よ う な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 実 質 的 な 部 分 を 含 む 。 好 ま し い 実 施
態 様 に お い て 、 そ の 調 節 因 子 は 、 例 え ば 、 Ｒ Ｓ Ｖ ま た は Ｃ Ｍ Ｖ か ら の ウ イ ル ス プ ロ モ ー タ
ー の よ う な 強 力 な ウ イ ル ス プ ロ モ ー タ ー で あ る 。 こ の よ う な 発 現 ベ ク タ ー に は 、 好 ま し く
は 、 ク ロ ー ニ ン グ の た め の 細 菌 の 複 製 起 点 お よ び 原 核 性 選 択 可 能 マ ー カ ー 遺 伝 子 、 お よ び
発 現 さ れ る ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 適 切 な 終 結 を 確 実 に す る ポ リ ア デ ニ ル 化 配 列 も 含 ま れ る 。 発 現 さ れ
る タ ン パ ク 質 の 細 胞 分 泌 を 支 配 す る よ う に 、 シ グ ナ ル 配 列 も 含 ま れ う る 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 Ｄ Ｎ Ａ ワ ク チ ン 中 の ワ ク チ ン 物 質 と し て 有 用 な 発 現 ベ ク タ ー の 必 要 条 件 は 、 特 に 、 米 国
特 許 第 ５ ， ７ ０ ３ ， ０ ５ ５ 号 、 米 国 特 許 第 ５ ， ５ ８ ０ ， ８ ５ ９ 号 、 米 国 特 許 第 ５ ， ５ ８ ９
， ４ ６ ６ 号 、 国 際 特 許 公 開 Ｗ Ｏ ９ ８ ／ ３ ５ ５ ６ ２ 号 、 お よ び  Ramsay ら ， 1997, Immunol.
Cell Biol. 75:360-363; Davis, 1997, Cur.Opinion Biotech. 8:635-640; Maniackan ら
， 1997, Critical Rev.Immunol. 17:139-154; Robinson, 1997, Vaccine 15(8):785-787;
 Lai お よ び  Bennett, 1998, Critical Rev.Immunol. 18:449-484; お よ び  Vogel お よ び
 Sarver, 1995, Clin.Microbiol.Rev. 8(3):406-410 を 含 め た 種 々 の 科 学 公 報 に 更 に 記 載
さ れ て い る 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 ワ ク チ ン 組 成 物 が 修 飾 さ れ た ロ ー ソ ニ ア 生 細 胞 を 含 む 場 合 、 そ の ワ ク チ ン は 、 冷 却 し て
、 凍 結 さ せ て ま た は 凍 結 乾 燥 さ せ て 貯 蔵 す る こ と が で き る 。 ワ ク チ ン 組 成 物 が 、 本 発 明 の
タ ン パ ク 質 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 ま た は 失 活 し た 修 飾 さ れ た ロ ー ソ ニ ア
細 胞 を 代 わ り に 含 む 場 合 、 そ の ワ ク チ ン は 、 適 当 な 希 釈 剤 を 用 い て 投 与 前 に 再 水 和 さ れ る
冷 却 し た 、 凍 結 し た ま た は 凍 結 乾 燥 し た 状 態 で 貯 蔵 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ １ 】
　 本 発 明 の ワ ク チ ン は 、 場 合 に よ り 、 抗 原 の 徐 放 の た め に 製 剤 化 す る こ と が で き る 。 こ の
よ う な 徐 放 性 製 剤 の 例 に は 、 例 え ば 、 ポ リ （ 乳 酸 ） 、 ポ リ （ 乳 酸 － コ グ リ コ ー ル 酸 ） 、 メ
チ ル セ ル ロ ー ス 、 ヒ ア ル ロ ン 酸 、 コ ラ ー ゲ ン 等 の よ う な 生 体 適 合 性 ポ リ マ ー の 組 成 物 と の
組 合 せ の 抗 原 が 含 ま れ る 。 薬 物 デ リ バ リ ー ビ ヒ ク ル 中 の 分 解 性 ポ リ マ ー の 構 造 、 選 択 お よ
び 使 用 は 、 本 明 細 書 中 に 援 用 さ れ る  A.Domb ら ， 1992, Polymers for Advanced Technolo
gies 3:279-292 を 含 め た い く つ か の 公 報 に 概 説 さ れ て き た 。 医 薬 製 剤 中 の ポ リ マ ー を 選
択 し 且 つ 使 用 す る 場 合 の 更 に 別 の 指 針 は 、 本 明 細 書 中 に も 援 用 さ れ る  M.Chasin お よ び  R
.Langer（ 監 修 ） ， 1990, “ Biodegtadable Polymers as Drug Delivery Systems” ， Drug
s and the Pharmaceutical Science, 45巻 ， M.Dekker, Ｎ Ｙ の 本 文 中 で 見 出 さ れ う る 。 或
い は 、 ま た は 更 に 、 そ の 抗 原 は 、 投 与 お よ び 効 力 を 改 善 す る よ う に マ イ ク ロ カ プ セ ル に 封
入 す る こ と が で き る 。 抗 原 を マ イ ク ロ カ プ セ ル に 封 入 す る 方 法 は 、 当 該 技 術 分 野 に お い て
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周 知 で あ り 、 例 え ば 、 い ず れ も 本 明 細 書 中 に 援 用 さ れ る 米 国 特 許 第 ３ ， １ ３ ７ ， ６ ３ １ 号
； 米 国 特 許 第 ３ ， ９ ５ ９ ， ４ ５ ７ 号 ； 米 国 特 許 第 ４ ， ２ ０ ５ ， ０ ６ ０ 号 ； 米 国 特 許 第 ４ ，
６ ０ ６ ， ９ ４ ０ 号 ； 米 国 特 許 第 ４ ， ７ ４ ４ ， ９ ３ ３ 号 ； 米 国 特 許 第 ５ ， １ ３ ２ ， １ １ ７ 号
； お よ び 国 際 特 許 公 開 Ｗ Ｏ ９ ５ ／ ２ ８ ２ ２ ７ 号 に 記 載 さ れ た 技 法 が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 リ ポ ソ ー ム も 、 抗 原 を 徐 放 さ せ る の に 用 い る こ と が で き る 。 リ ポ ソ ー ム 製 剤 を 製 造 す る
お よ び 使 用 す る 方 法 に 関 す る 詳 細 は 、 特 に 、 い ず れ も 本 明 細 書 中 に 援 用 さ れ る 米 国 特 許 第
４ ， ０ １ ６ ， １ ０ ０ 号 ； 米 国 特 許 第 ４ ， ４ ５ ２ ， ７ ４ ７ 号 ； 米 国 特 許 第 ４ ， ９ ２ １ ， ７ ０
６ 号 ； 米 国 特 許 第 ４ ， ９ ２ ７ ， ６ ３ ７ 号 ； 米 国 特 許 第 ４ ， ９ ４ ４ ， ９ ４ ８ 号 ； 米 国 特 許 第
５ ， ０ ０ ８ ， ０ ５ ０ 号 ； お よ び 米 国 特 許 第 ５ ， ０ ０ ９ ， ９ ５ ６ 号 で 見 出 さ れ う る 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 本 発 明 は 、 更 に 、 Ｐ Ｐ Ｅ に 対 し て Ｐ Ｐ Ｅ 感 受 性 動 物 に ワ ク チ ン 接 種 す る 方 法 で あ っ て 、
本 発 明 の ワ ク チ ン の 免 疫 学 的 有 効 量 を 動 物 に 投 与 す る こ と を 含 む 上 記 方 法 を 提 供 す る 。 好
ま し く は 、 そ の ワ ク チ ン は 、 例 え ば 、 皮 下 か ま た は 筋 肉 内 注 射 に よ っ て 非 経 口 投 与 さ れ る
。 し か し な が ら 、 ワ ク チ ン は ま た 、 腹 腔 内 ま た は 静 脈 内 注 射 に よ っ て 、 ま た は 例 え ば 、 経
口 、 鼻 腔 内 、 直 腸 、 膣 内 、 眼 内 を 含 め た 他 の 経 路 に よ っ て ま た は 経 路 の 組 合 せ に よ っ て も
、 そ し て 当 該 技 術 分 野 に お い て 知 ら れ て い る 遅 延 放 出 装 置 に よ っ て も 投 与 す る こ と が で き
る 。 当 業 者 は 、 最 適 の ワ ク チ ン 投 与 経 路 を 決 定 し 、 そ の 選 択 さ れ た 投 与 経 路 に し た が っ て
ワ ク チ ン 組 成 物 に 許 容 し う る 製 剤 を 確 認 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 有 効 な 用 量 は 、 低 用 量 の 抗 原 を 用 い て 開 始 し た 後 、 そ の 作 用 を 監 視 し な が ら 用 量 を 増 加
さ せ る 慣 用 的 な 手 段 に よ っ て 決 定 す る こ と が で き る 。 動 物 当 た り の 最 適 用 量 を 決 定 す る 場
合 、 多 数 の 因 子 が 考 慮 さ れ う る 。 こ れ ら の 内 の 主 な も の は 、 動 物 の 種 、 体 格 、 齢 お よ び 全
身 状 態 、 そ の 動 物 に お け る 他 の 薬 物 の 存 在 、 動 物 が ワ ク チ ン 接 種 さ れ る 特 定 の ロ ー ソ ニ ア
菌 株 の ビ ル レ ン ス 等 で あ る 。 実 際 用 量 は 、 好 ま し く は 、 他 の 動 物 の 研 究 に よ る 結 果 の 考 察
後 に 選 択 さ れ る 。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 本 発 明 の ワ ク チ ン 中 の 本 発 明 の タ ン パ ク 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド の 投 与 量 は 、 好 ま し く は
、 約 １ μ ｇ ～ 約 １ ０ ｍ ｇ 、 よ り 好 ま し く は 、 約 ５ ０ μ ｇ ～ 約 １ ｍ ｇ 、 そ し て 最 も 好 ま し く
は 、 約 １ ０ ０ μ ｇ ～ 約 ０ ． ５ ｍ ｇ で あ る 。 本 発 明 の ワ ク チ ン 中 の 本 発 明 の ロ ー ソ ニ ア ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド 分 子 の 投 与 量 は 、 好 ま し く は 、 約 ５ ０ μ ｇ ～ 約 １ ｍ ｇ で あ る 。 本 発 明 の ワ ク
チ ン 中 の 本 発 明 の 修 飾 さ れ た ロ ー ソ ニ ア 細 胞 の 投 与 量 は 、 好 ま し く は 、 細 胞 約 １ ｘ １ ０ ３

～ 約 １ ｘ １ ０ ８ 個 ／ ｍ ｌ 、 よ り 好 ま し く は 、 細 胞 約 １ ｘ １ ０ ５ ～ 約 １ ｘ １ ０ ７ 個 ／ ｍ ｌ で
あ る 。 適 当 な 用 量 寸 法 は 、 約 ０ ． １ ｍ ｌ ～ 約 １ ０ ｍ ｌ 、 よ り 好 ま し く は 、 約 １ ｍ ｌ ～ 約 ５
ｍ ｌ で あ る 。 こ れ ら 抗 原 の 投 与 量 は 、 本 発 明 の 組 合 せ ワ ク チ ン に も 当 て は ま る 。 組 合 せ ワ
ク チ ン の 第 二 成 分 が 、 本 発 明 の ロ ー ソ ニ ア タ ン パ ク 質 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
ま た は 修 飾 さ れ た 細 胞 以 外 の 抗 原 で あ る 場 合 、 組 合 せ ワ ク チ ン 中 で 用 い る た め の 第 二 成 分
の 投 与 量 は 、 当 該 技 術 分 野 に お い て 知 ら れ て い る よ う に 、 そ の 第 二 成 分 の 前 の ワ ク チ ン 使
用 か ら 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 本 発 明 の ワ ク チ ン は 、 動 物 、 特 に 、 ブ タ を Ｐ Ｐ Ｅ か ら 防 御 す る の に 有 用 で あ る 。 そ の ワ
ク チ ン は 、 ハ ム ス タ ー 、 フ ェ レ ッ ト 、 モ ル モ ッ ト 、 シ カ お よ び ウ シ 、 ウ マ お よ び 鳥 類 の 種
が 含 ま れ る が そ れ ら に 制 限 さ れ る わ け で は な い い ず れ か 適 当 な 動 物 に 投 与 す る こ と が で き
る 。 本 発 明 の ワ ク チ ン は 、 例 え ば 、 特 に Ｐ Ｐ Ｅ の 発 生 の タ イ ミ ン グ 等 を 含 め た い く つ か の
因 子 に 依 っ て 、 特 定 の 動 物 の 生 存 中 の い ず れ か の 時 期 に 投 与 す る こ と が で き る 。 ワ ク チ ン
は 、 離 乳 期 の 若 し く は よ り 若 い 動 物 に 、 ま た は よ り 成 熟 し た 動 物 に 投 与 す る こ と が で き る
。 有 効 な タ ン パ ク 質 は 、 一 次 ワ ク チ ン 接 種 だ け を 必 要 と す る こ と が あ り う る し 、 ま た は １
回 ま た は そ れ 以 上 の ブ ー ス タ ー ワ ク チ ン 接 種 も 必 要 で あ る こ と が あ り う る 。 適 切 な 免 疫 防
御 が 得 ら て い る か ど う か を 検 出 す る 一 つ の 方 法 は 、 ワ ク チ ン 接 種 後 の 動 物 に お け る 血 清 交
換 お よ び 抗 体 力 価 を 確 認 す る こ と で あ る 。 ワ ク チ ン 接 種 の タ イ ミ ン グ お よ び ブ ー ス タ ー を
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行 う と す れ ば そ の 回 数 は 、 好 ま し く は 、 全 て の 適 切 な 因 子 の 分 析 に 基 づ い て 獣 医 に よ っ て
決 定 さ れ 、 そ の い く つ か は 上 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ １ ６ ７ 】
　 一 つ の 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド 、 例 え ば 、 Ｈ ｔ ｒ Ａ
、 Ｐ ｏ ｎ Ａ 、 Ｈ ｙ ｐ Ｃ 、 Ｌ ｙ ｓ Ｓ 、 Ｙ ｃ ｆ Ｗ 、 Ａ Ｂ Ｃ １ ま た は Ｏ ｍ ｐ １ ０ ０ の Ｌ ． イ ン ト
ラ セ ル ラ リ ス タ ン パ ク 質 、 ま た は そ れ ら の 組 合 せ は 、 １ ｍ ｌ の 緩 衝 溶 液 中 に １ ０ ０ μ ｇ の
ポ リ ペ プ チ ド 、 お よ び ア ジ ュ バ ン ト と し て ２ ５ μ ｇ の 大 腸 菌 不 安 定 毒 素 を 含 有 す る 製 剤 中
で 投 与 さ れ る 。 そ の 製 剤 は 、 例 え ば 、 ブ タ の 筋 肉 内 に 、 ５ ～ ７ 日 齢 で 投 与 さ れ 、 １ ４ 日 後
に 再 投 与 さ れ る 。
【 ０ １ ６ ８ 】
　 本 発 明 は 、 更 に 、 Ｐ Ｐ Ｅ に 対 し て Ｐ Ｐ Ｅ 感 受 性 動 物 に ワ ク チ ン 接 種 す る た め の キ ッ ト で
あ っ て 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 ま た は 修 飾 さ れ た ロ ー ソ ニ ア 細 胞
、 ま た は そ れ ら の 組 合 せ の 免 疫 学 的 有 効 量 を 有 す る 容 器 を 含 む 上 記 キ ッ ト を 提 供 す る 。 そ
の キ ッ ト は 、 場 合 に よ り 、 薬 学 的 に 許 容 し う る 担 体 ま た は 希 釈 剤 を 有 す る 第 二 容 器 を 含 む
こ と が で き る 。 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 そ の ポ リ ペ プ チ ド は 、 Ｈ ｔ ｒ Ａ 、 Ｐ ｏ ｎ Ａ 、
Ｈ ｙ ｐ Ｃ 、 Ｌ ｙ ｓ Ｓ 、 Ｙ ｃ ｆ Ｗ 、 Ａ Ｂ Ｃ １ ま た は Ｏ ｍ ｐ １ ０ ０ の Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス
タ ン パ ク 質 で あ り ； ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 は 、 好 ま し く は 、 Ｈ ｔ ｒ Ａ 、 Ｐ ｏ ｎ Ａ 、 Ｈ ｙ ｐ
Ｃ 、 Ｌ ｙ ｓ Ｓ 、 Ｙ ｃ ｆ Ｗ 、 Ａ Ｂ Ｃ １ ま た は Ｏ ｍ ｐ １ ０ ０ の Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス タ ン パ
ク 質 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 し 、 そ し て 修 飾 さ れ た ロ ー ソ ニ ア 細 胞 は 、 好 ま し
く は 、 Ｈ ｔ ｒ Ａ － 、 Ｐ ｏ ｎ Ａ － 、 Ｈ ｙ ｐ Ｃ － 、 Ｌ ｙ ｓ Ｓ － 、 Ｙ ｃ ｆ Ｗ － 、 Ａ Ｂ Ｃ １ － ま た
は Ｏ ｍ ｐ １ ０ ０ － 表 現 型 を 発 現 す る 生 細 胞 ま た は 不 活 化 細 胞 で あ る 。
【 ０ １ ６ ９ 】
　 本 発 明 は 、 Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス 、 Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス 特 異 的 ア ミ ノ 酸 ま た は ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 、 ま た は 抗 Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス 抗 体 の 存 在 を 検 出 す る キ ッ ト で あ っ て
、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 抗 体 を 含 有 す る キ ッ ト に
も 関 す る 。 そ の キ ッ ト は 、 例 え ば 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド ま た は 抗 体 に 結 合 し た 、 ま た は そ の タ ン パ ク 質 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た
は 抗 体 に 結 合 す る 残 基 に 結 合 し た 酵 素 、 蛍 光 ま た は 放 射 性 標 識 を 含 め た 本 発 明 の タ ン パ ク
質 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 抗 体 を 検 出 す る 手 段 も 含 有 し う る 。
【 ０ １ ７ ０ 】
　 次 の 実 施 例 は 、 本 発 明 を 単 に 詳 し く 説 明 す る も の で あ り 、 発 明 の 範 囲 を 制 限 す る も の で
は な い 。
【 実 施 例 】
【 ０ １ ７ １ 】
　
　 Ｄ Ｎ Ａ の 単 離 お よ び Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー の 構 築
　 鋳 型 Ｄ Ｎ Ａ を 、 実 験 的 に Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス に 感 染 し た ブ タ の 回 腸 か ら 単 離 さ れ た
ブ タ 腸 粘 膜 か ら 精 製 し た 。 均 一 化 さ れ た 腸 粘 膜 か ら の Ｄ Ｎ Ａ 精 製 は 、 （ １ ） Nollau ら の
方 法 （ Nollau ら ， 1996, Bio Techniques 20:784-788） ま た は （ ２ ） Ｄ Ｎ Ａ の フ ェ ノ ー ル
抽 出 お よ び 酢 酸 ナ ト リ ウ ム － エ タ ノ ー ル 沈 降 に よ っ て 行 わ れ た 。 Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス
遺 伝 子 配 列 の ク ロ ー ニ ン グ を 容 易 に す る た め に 、 い く つ か の ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リ ー を 構 築 し
た 。 こ れ ら ラ イ ブ ラ リ ー を 、 制 限 Ｄ Ｎ Ａ フ ラ グ メ ン ト の ５ ’ お よ び ３ ’ 末 端 へ の 既 知 の 配
列 （ Vectorette IIＴ Ｍ ， Genosys Biotechnologies,Inc., ザ ・ ウ ッ ド ラ ン ズ ， Ｔ Ｘ ） の
連 結 に よ っ て 特 異 的 に 修 飾 し た 。 VectoretteＴ Ｍ ラ イ ブ ラ リ ー は 、 Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ リ
ス に 感 染 し た ブ タ 粘 膜 Ｄ Ｎ Ａ 抽 出 物 の ア リ コ ー ト を 、 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ Ｈ ｉ ｎ ｄ II
I、 Ｅ ｃ ｏ Ｒ Ｉ 、 Ｄ ｒ ａ Ｉ ま た は Ｈ ｐ ａ Ｉ を 用 い て ３ ７ ℃ で 一 晩 別 々 に 消 化 す る こ と に よ
っ て 構 築 さ れ た 。 次 に 、 そ の 反 応 を 、 追 加 の 新 し い 制 限 酵 素 を 用 い て 止 め 、 ２ ｍ Ｍ 　 Ａ Ｔ
Ｐ 、 ２ ｍ Ｍ 　 Ｄ Ｔ Ｔ の 最 終 濃 度 に 調 整 し た 。 VectoretteＴ Ｍ テ ー リ ン グ （ tailing） を 、
３ ピ コ モ ル の 適 当 な 適 合 し た  VectoretteＴ Ｍ リ ン カ ー （ Ｈ ｉ ｎ ｄ III  VectoretteＴ Ｍ ：
Ｈ ｉ ｎ ｄ IIIで 消 化 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ ； Ｅ ｃ ｏ Ｒ Ｉ ； Ｅ ｃ ｏ Ｒ Ｉ で 消 化 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ ； Ｂ ｌ ｕ
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実 施 例 １ ： Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス 染 色 体 領 域 Ａ の 分 子 ク ロ ー ニ ン グ



ｎ ｔ ： Ｄ ｒ ａ Ｉ 、 Ｈ ｐ ａ Ｉ で 消 化 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ ） を 加 え た Ｔ ４ Ｄ Ｎ Ａ リ ガ ー ゼ （ ４ ０ ０ Ｕ
） の 添 加 に よ っ て 行 っ た 。 そ の 混 合 物 を ２ ０ ℃ 、 ６ ０ 分 間 ； お よ び ３ ７ ℃ 、 ３ ０ 分 間 で ３
サ イ ク ル イ ン キ ュ ベ ー ト し て 、 テ ー リ ン グ 反 応 を 完 了 さ せ た 後 、 水 を 用 い て ２ ０ ０ μ ｌ に
調 整 し 、 － ２ ０ ℃ で 貯 蔵 し た 。
【 ０ １ ７ ２ 】
　 Ｌ ｙ ｓ Ｓ 、 Ｙ ｃ ｆ Ｗ 、 Ａ Ｂ Ｃ １ お よ び Ｏ ｍ ｐ １ ０ ０ タ ン パ ク 質 を コ ー ド し て い る ゲ ノ ム
領 域 Ａ の 分 子 ク ロ ー ニ ン グ
　 ゲ ノ ム 領 域 Ａ （ 図 １ に 示 さ れ る ） の 識 別 は 、 ゲ ノ ム ウ ォ ー キ ン グ お よ び フ ァ ー ジ ラ イ ブ
ラ リ ー ス ク リ ー ニ ン グ 処 理 に よ っ て 行 わ れ た 。 Ｈ ｉ ｎ ｄ III、 Ｅ ｃ ｏ Ｒ Ｉ 、 Ｄ ｒ ａ Ｉ お よ
び Ｈ ｐ ａ Ｉ の  VectoretteＴ Ｍ ラ イ ブ ラ リ ー の ス ク リ ー ニ ン グ は 、 細 胞 壁 自 己 消 化 に 関 与
す る 細 菌 Ｎ － ア セ チ ル ム ラ モ イ ル － Ｌ － ア ラ ニ ン ア ミ ダ ー ゼ と 相 同 の Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ
リ ス か ら の 遺 伝 子 （ ａ ｍ ｉ Ｂ ） に 隣 接 し て 位 置 す る Ｄ Ｎ Ａ フ ラ グ メ ン ト を 得 る よ う に 行 わ
れ た 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー Ｅ Ｒ １ ５ ９ （ 配 列 番 号 ： ３ ７ ） 、 Ｅ Ｒ １ ６ １ （ 配 列
番 号 ： ３ ８ ） お よ び Ｅ Ｒ １ ６ ２ （ 配 列 番 号 ： ３ ９ ） は 、 ａ ｍ ｉ Ｂ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 基
づ い て 設 計 さ れ た 。 ３ 種 類 全 部 の プ ラ イ マ ー を 、 こ の 領 域 内 の （ － ） 鎖 を 結 合 す る よ う に
設 計 し て 、 Ａ ｍ ｉ Ｂ を コ ー ド し て い る 遺 伝 子 の 上 流 に 位 置 す る Ｄ Ｎ Ａ の 増 幅 を 可 能 に し た
。
【 ０ １ ７ ３ 】
　 ｏ ｍ ｐ １ ０ ０ 遺 伝 子 の フ ラ グ メ ン ト の ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 増 幅 に は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
Ｅ Ｒ １ ５ ９ （ 配 列 番 号 ： ３ ７ ） 、 Ｅ Ｒ １ ６ １ （ 配 列 番 号 ： ３ ８ ） お よ び Ｅ Ｒ １ ６ ２ （ 配 列
番 号 ： ３ ９ ） を 、 VectoretteＴ Ｍ 特 異 的 プ ラ イ マ ー （ Ｅ Ｒ ７ ０ ） （ 配 列 番 号 ： ３ ３ ） と 組
み 合 わ せ て 、 １ ｘ Ｐ Ｃ Ｒ  Buffer II（ Perkin Elmer） 、 １ ． ５ ｍ Ｍ 　 Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ 、 各 ２ ０
０ μ Ｍ の デ オ キ シ Ｎ Ｔ Ｐ 、 各 ５ ０ ピ コ モ ル の プ ラ イ マ ー お よ び ２ ． ５ Ｕ 　 AmpliTaqＴ Ｍ Go
ld（ Perkin Elmer） 熱 安 定 性 ポ リ メ ラ ー ゼ を 含 有 す る ５ ０ μ ｌ の 反 応 中 に お い て 用 い た 。
多 数 の 単 純 反 応 を 、 Ｄ Ｎ Ａ 鋳 型 と し て ４ μ ｌ の  VectoretteＴ Ｍ ラ イ ブ ラ リ ー を 用 い て 行
っ た 。 増 幅 は 、 次 の よ う に 、 す な わ ち 、 変 性 （ ９ ５ ゜ ９ 分 間 ） ； ４ ０ サ イ ク ル の 変 性 （ ９
５ ゜ ３ ０ 秒 間 ） 、 ア ニ ー リ ン グ （ ６ ５ ゜ ３ ０ 秒 間 ） お よ び 重 合 （ ７ ２ ゜ ２ ． ５ 分 間 ） ； 続
い て ７ ２ ゜ で ７ 分 間 の 最 終 伸 長 で 行 っ た 。
【 ０ １ ７ ４ 】
　 増 幅 さ れ た 産 物 を 、 １ ． ２ ％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル （ Sigma） 上 で の 分 離 に よ っ て 可 視 化 し た
。 Ｅ Ｒ １ ５ ９ か ま た は Ｅ Ｒ １ ６ ２ を  VectoretteＴ Ｍ 特 異 的 プ ラ イ マ ー Ｅ Ｒ ７ ０ と 組 み 合
わ せ て 用 い た 場 合 、 約 ２ ． ５ ｋ ｂ の 産 物 が 、 Ｈ ｐ ａ Ｉ  VectoretteＴ Ｍ ラ イ ブ ラ リ ー の 増
幅 に よ っ て 生 じ た 。 こ の フ ラ グ メ ン ト は 、 Ａ ｍ ｉ Ｂ を コ ー ド し て い る Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ
リ ス 遺 伝 子 の 直 ぐ 上 流 の １ ． ９ ｋ ｂ 領 域 で あ っ た 。 そ の Ｐ Ｃ Ｒ 生 産 物 を 、 Ｊ Ｅ Ｔ sorbＴ Ｍ

キ ッ ト （ Ｇ Ｅ Ｎ Ｏ Ｍ Ｅ Ｄ ， Inc., Research Triangle Park, Ｎ Ｃ ） を 用 い る ア ガ ロ ー ス ゲ
ル 電 気 泳 動 に し た が っ て 精 製 し 、 そ し て ｐ Ｃ Ｒ ２ ． １  Topo（ Invitrogen, カ ー ル ズ バ ッ
ト ， Ｃ Ａ ） 中 に ク ロ ー ン 化 し て プ ラ ス ミ ド ｐ Ｅ Ｒ ３ ９ ３ を 生 じ た 。 そ の イ ン サ ー ト を 、 ベ
ク タ ー 特 異 的 プ ラ イ マ ー を 用 い て 部 分 的 に 配 列 決 定 し た 。 得 ら れ た 配 列 は 、 Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ ｘ
ア ル ゴ リ ズ ム （ Altschul ら ， 1990, J.Mol.Biol. 215:403-10） に よ っ て 分 析 さ れ 、 GenBa
nk デ ー タ ベ ー ス 中 の 約 ８ ５ ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 に 類 似 し た タ ン パ ク 質 を 部 分 的 に コ ー ド す
る こ と が 示 さ れ た 。 髄 膜 炎 菌 、 イ ン フ ル エ ン ザ 菌 お よ び パ ス ツ レ ラ ・ マ ル ト シ ダ か ら の 報
告 さ れ た タ ン パ ク 質 は 、 そ れ ぞ れ 、 Ｏ ｍ ｐ ８ ５ 、 防 御 表 面 抗 原 Ｄ １ ５ お よ び Ｏ ｍ ａ ８ ７ で
あ っ た 。
【 ０ １ ７ ５ 】
　 こ の 部 分 遺 伝 子 フ ラ グ メ ン ト の 新 た に 識 別 さ れ た 配 列 （ Ｏ ｍ ｐ １ ０ ０ タ ン パ ク の Ｃ 末 端
の ２ ／ ３ を ほ ぼ コ ー ド し て い る ） に 基 づ い て 、 特 異 的 プ ラ イ マ ー Ｅ Ｒ １ ７ ４ （ 配 列 番 号 ：
４ ６ ） お よ び Ｅ Ｒ １ ７ ５ （ 配 列 番 号 ： ４ ７ ） を 、 Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 に よ る  VectoretteＴ Ｍ ラ イ
ブ ラ リ ー の ２ 回 目 の ス ク リ ー ニ ン グ に よ っ て 追 加 の ５ ’ フ ラ ン キ ン グ 配 列 を 得 る よ う に 設
計 し た 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド Ｅ Ｒ １ ７ ４ （ 配 列 番 号 ： ４ ６ ） お よ び Ｅ Ｒ １ ７ ５ （ 配 列 番 号
： ４ ７ ） を 、 プ ラ イ マ ー Ｅ Ｒ ７ ０ （ 配 列 番 号 ： ３ ３ ） と 組 み 合 わ せ て 、 １ ｘ Ｐ Ｃ Ｒ  Buffe
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r II（ Perkin Elmer） 、 １ ． ５ ｍ Ｍ 　 Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ 、 各 ２ ０ ０ μ Ｍ の デ オ キ シ Ｎ Ｔ Ｐ 、 各 ５
０ ピ コ モ ル の プ ラ イ マ ー お よ び ２ ． ５ Ｕ 　 AmpliTaqＴ Ｍ Gold（ Perkin Elmer） 熱 安 定 性 ポ
リ メ ラ ー ゼ を 含 有 す る ５ ０ μ ｌ の 反 応 中 に お い て 用 い た 。 多 数 の 単 純 反 応 を 、 Ｄ Ｎ Ａ 鋳 型
と し て ２ μ ｌ の  VectoretteＴ Ｍ Ｅ ｃ ｏ Ｒ Ｉ お よ び Ｄ ｒ ａ Ｉ ラ イ ブ ラ リ ー を 用 い て 行 っ た
。 増 幅 は 、 次 の よ う に 、 す な わ ち 、 変 性 （ ９ ５ ゜ ９ 分 間 ） ； ３ ５ サ イ ク ル の 変 性 （ ９ ５ ゜
３ ０ 秒 間 ） 、 ア ニ ー リ ン グ （ ６ ２ ゜ ３ ０ 秒 間 ） お よ び 重 合 （ ７ ２ ゜ ２ ． ５ 分 間 ） ； 続 い て
７ ２ ゜ で ７ 分 間 の 最 終 伸 長 で 行 っ た 。
【 ０ １ ７ ６ 】
　 Ｐ Ｃ Ｒ に よ る Ｅ ｃ ｏ Ｒ Ｉ お よ び Ｄ ｒ ａ Ｉ の  VectoretteＴ Ｍ ラ イ ブ ラ リ ー の ス ク リ ー ニ
ン グ （ Ｅ Ｒ １ ７ ４ か ま た は Ｅ Ｒ １ ７ ５ を Ｅ Ｒ ７ ０ と 組 み 合 わ せ て 用 い る ） は 、 Ｅ ｃ ｏ Ｒ Ｉ
 VectoretteＴ Ｍ ラ イ ブ ラ リ ー か ら の 約 １ ． ４ ｋ ｂ フ ラ グ メ ン ト の 満 足 す べ き 増 幅 を 生 じ
た 。 そ の Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 を 、 Ｊ Ｅ Ｔ sorbＴ Ｍ キ ッ ト を 用 い る ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 に し た が
っ て 精 製 し 、 そ し て ｐ Ｃ Ｒ ２ ． １  Topo 中 に ク ロ ー ン 化 し て プ ラ ス ミ ド ｐ Ｅ Ｒ ３ ９ ４ を 生
じ た 。 Ｅ Ｒ １ ７ ５ お よ び ベ ク タ ー 特 異 的 プ ラ イ マ ー を 用 い る ｐ Ｅ Ｒ ３ ９ ４ 内 の イ ン サ ー ト
両 末 端 の 配 列 分 析 は 、 こ の フ ラ グ メ ン ト が 、 ｐ Ｅ Ｒ ３ ９ ４ 内 の フ ラ グ メ ン ト イ ン サ ー ト と
隣 接 し て い た （ 例 え ば 、 オ ー バ ー ラ ッ プ し て い た ） こ と を 確 証 し 、 ｏ ｍ ｐ １ ０ ０ 遺 伝 子 の
５ ’ 末 端 の 決 定 を 可 能 に し た 。 こ の 分 析 は 、 輸 送 体 タ ン パ ク 質 の Ａ Ｔ Ｐ 結 合 カ セ ッ ト （ Ａ
Ｂ Ｃ ） ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー と 相 同 の 追 加 の 部 分 Ｏ Ｒ Ｆ の 存 在 も 示 し た 。 し た が っ て 、 コ ー
ド さ れ る 部 分 タ ン パ ク 質 を Ａ Ｂ Ｃ １ と 称 し た 。
【 ０ １ ７ ７ 】
　 こ の 部 分 遺 伝 子 フ ラ グ メ ン ト の 新 た に 識 別 さ れ た 配 列 （ Ａ Ｂ Ｃ １ タ ン パ ク の Ｃ 末 端 の １
／ ２ を ほ ぼ コ ー ド し て い る ） に 基 づ い て 、 特 異 的 プ ラ イ マ ー Ｅ Ｒ １ ８ ８ （ 配 列 番 号 ： ５ ５
） を 、 Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 に よ る  VectoretteＴ Ｍ ラ イ ブ ラ リ ー の ３ 回 目 の ス ク リ ー ニ ン グ に よ っ
て 追 加 の ５ ’ フ ラ ン キ ン グ 配 列 を 得 る よ う に 設 計 し た 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド Ｅ Ｒ １ ８ ８ （
配 列 番 号 ： ５ ５ ） を 、 プ ラ イ マ ー Ｅ Ｒ ７ ０ （ 配 列 番 号 ： ３ ３ ） と 組 み 合 わ せ て 、 １ ｘ Ｐ Ｃ
Ｒ  Buffer II、 １ ． ５ ｍ Ｍ 　 Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ 、 各 ２ ０ ０ μ Ｍ の デ オ キ シ Ｎ Ｔ Ｐ 、 各 ５ ０ ピ コ モ
ル の プ ラ イ マ ー お よ び ２ ． ５ Ｕ 　 AmpliTaqＴ Ｍ Gold 熱 安 定 性 ポ リ メ ラ ー ゼ を 含 有 す る ５
０ μ ｌ の 反 応 中 に お い て 用 い た 。 多 数 の 単 純 反 応 を 、 Ｄ Ｎ Ａ 鋳 型 と し て ４ μ ｌ の  Vectore
tteＴ Ｍ Ｈ ｉ ｎ ｄ III、 Ｄ ｒ ａ Ｉ お よ び Ｈ ｐ ａ Ｉ ラ イ ブ ラ リ ー を 用 い て 行 っ た 。 増 幅 は 、 次
の よ う に 、 す な わ ち 、 変 性 （ ９ ５ ゜ ９ 分 間 ） ； ３ ０ サ イ ク ル の 変 性 （ ９ ５ ゜ ３ ０ 秒 間 ） 、
ア ニ ー リ ン グ （ ６ ０ ゜ ３ ０ 秒 間 ） お よ び 重 合 （ ７ ２ ゜ ２ ． ５ 分 間 ） ； 続 い て ７ ２ ゜ で ７ 分
間 の 最 終 伸 長 で 行 っ た 。
【 ０ １ ７ ８ 】
　 Ｐ Ｃ Ｒ に よ る Ｈ ｉ ｎ ｄ III、 Ｄ ｒ ａ Ｉ お よ び Ｈ ｐ ａ Ｉ の  VectoretteＴ Ｍ ラ イ ブ ラ リ ー の
ス ク リ ー ニ ン グ （ Ｅ Ｒ １ ８ ８ を Ｅ Ｒ ７ ０ と 組 み 合 わ せ て 用 い る ） は 、 Ｈ ｉ ｎ ｄ III Vector
etteＴ Ｍ ラ イ ブ ラ リ ー か ら の 約 ０ ． ８ ｋ ｂ フ ラ グ メ ン ト の 満 足 す べ き 増 幅 を 生 じ た 。 そ の
Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 を 、 Ｊ Ｅ Ｔ sorbＴ Ｍ キ ッ ト を 用 い る ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 に し た が っ て 精 製
し 、 そ し て ｐ Ｃ Ｒ ２ ． １  Topo 中 に ク ロ ー ン 化 し て プ ラ ス ミ ド ｐ Ｅ Ｒ ３ ９ ５ を 生 じ た 。 Ｅ
Ｒ １ ８ ８ お よ び ベ ク タ ー 特 異 的 プ ラ イ マ ー を 用 い る ｐ Ｅ Ｒ ３ ９ ５ 内 の イ ン サ ー ト 両 末 端 の
配 列 分 析 は 、 こ の フ ラ グ メ ン ト が 、 ｐ Ｅ Ｒ ３ ９ ４ 内 の フ ラ グ メ ン ト イ ン サ ー ト と 隣 接 し て
い た （ 例 え ば 、 オ ー バ ー ラ ッ プ し て い た ） こ と を 確 証 し 、 ａ ｂ ｃ １ 遺 伝 子 の ５ ’ 末 端 の 決
定 を 可 能 に し た 。 追 加 の 部 分 Ｏ Ｒ Ｆ は 、 そ の ａ ｂ ｃ １ 遺 伝 子 の 上 流 で 確 認 さ れ た 。 そ の コ
ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 を 、 多 数 の 細 菌 で 見 出 さ れ る 保 存 タ ン パ ク 質 で あ る Ｙ ｃ ｆ Ｗ と の 相
同 性 に 基 づ い て 、 Ｙ ｃ ｆ Ｗ と 称 し た 。
【 ０ １ ７ ９ 】
　 ｙ ｃ ｆ Ｗ 　 Ｏ Ｒ Ｆ の 残 り の 部 分 を コ ー ド し て い る 領 域 は 、 Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス ゲ ノ
ム Ｄ Ｎ Ａ の 部 分 Ｔ ｓ ｐ ５ ０ ９ １ 消 化 に よ っ て 生 じ た  Lambda Ｚ Ａ Ｐ  ExpressＴ Ｍ フ ァ ー ジ
ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ っ て 得 ら れ た 。 そ の フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ ー を
、 １ ０ ｍ Ｍ 　 Ｍ ｇ Ｓ Ｏ ４ 、 Ｉ Ｐ Ｔ Ｇ お よ び Ｘ － Ｇ ａ ｌ の 存 在 下 に お い て Ｘ Ｌ １ － Blue Ｍ
Ｒ Ｆ ’ 大 腸 菌 細 胞 上 に プ レ ー テ ィ ン グ し た 。 透 明 な プ ラ ー ク を 採 取 し 、 フ ァ ー ジ イ ン サ ー
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ト を 、 Expand Long Template Ｐ Ｃ Ｒ  SystemＴ Ｍ を 供 給 者 （ Boehringer Mannheim, イ ン
デ ィ ア ナ ポ リ ス ， Ｉ Ｎ ） に よ っ て 提 示 の よ う に 用 い て 増 幅 さ せ た 。 Ｔ ３ お よ び Ｔ ７ フ ァ ー
ジ 特 異 的 プ ラ イ マ ー を 、 変 性 （ ９ ４ ゜ ２ 分 間 ） ； ２ ５ サ イ ク ル の 変 性 （ ９ ４ ゜ １ ０ 秒 間 ）
、 ア ニ ー リ ン グ （ ５ ０ ゜ ３ ０ 秒 間 ） お よ び 重 合 （ ６ ８ ゜ ６ 分 間 ） ； 続 い て ６ ８ ゜ で ７ 分 間
の 最 終 伸 長 か ら 成 る Ｐ Ｃ Ｒ 条 件 で 用 い た 。 得 ら れ た Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 を 、 Ｔ ３ お よ び Ｔ ７ プ ラ イ
マ ー を 用 い て 最 終 配 列 決 定 し 、 Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ ｘ 分 析 に よ っ て  GenBank デ ー タ ベ ー ス 中 の 遺
伝 子 と 比 較 し た 。 ク ロ ー ン Ａ ２ １ と 称 さ れ る 一 つ の フ ァ ー ジ は 、 前 に 識 別 さ れ た ｙ ｃ ｆ Ｗ
、 Ａ Ｂ Ｃ １ お よ び ｏ ｍ ｐ １ ０ ０ 　 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 に オ ー バ ー ラ ッ プ し た ２ ． ８ ｋ ｂ を 包 含 す る
約 ６ ． １ ｋ ｂ イ ン サ ー ト を 含 有 し た 。 し た が っ て 、 こ の ク ロ ー ン は 、 Ｙ ｃ ｆ Ｗ タ ン パ ク の
Ｎ 末 端 を コ ー ド し て い る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 決 定 す る の に 用 い ら れ た 。 追 加 の Ｏ Ｒ Ｆ は 、 ｙ ｃ ｆ
Ｗ 遺 伝 子 の 上 流 で 確 認 さ れ た 。 こ の 遺 伝 子 は 、 い く つ か の リ シ ル － ｔ Ｒ Ｎ Ａ シ ン テ タ ー ゼ
と の 相 同 性 を 有 し 且 つ ｌ ｙ ｓ Ｓ と 称 さ れ る タ ン パ ク を コ ー ド し て い た 。
【 ０ １ ８ ０ 】
　 ａ ｂ ｃ １ 遺 伝 子 の Ｃ 末 端 部 分 お よ び ｏ ｍ ｐ １ ０ ０ の 予 備 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 ｐ Ｅ Ｒ
３ ９ ３ お よ び ｐ Ｅ Ｒ ３ ９ ４ 内 の イ ン サ ー ト を 配 列 決 定 す る こ と に よ っ て 得 ら れ た 。 Ｙ ｃ ｆ
Ｗ の Ｃ 末 端 の １ ４ １ ア ミ ノ 酸 部 分 お よ び Ａ Ｂ Ｃ １ の ア ミ ノ 末 端 部 分 を コ ー ド し て い る 予 備
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 ｐ Ｅ Ｒ ３ ９ ５ 内 の イ ン サ ー ト を 配 列 決 定 す る こ と に よ っ て 得 ら れ た
。 ｙ ｃ ｆ Ｗ 遺 伝 子 の Ｎ 末 端 お よ び ｌ ｙ ｓ Ｓ を コ ー ド し て い る 予 備 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 フ
ァ ー ジ ク ロ ー ン Ａ ２ １ 中 に 含 有 さ れ た イ ン サ ー ト で あ る Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 を 配 列 決 定 す る こ と に
よ っ て 得 ら れ た 。 予 備 配 列 決 定 に 用 い ら れ た プ ラ イ マ ー に は 、 ｐ Ｅ Ｒ ３ ９ ３ に 関 す る Ｅ Ｒ
１ ５ ９ （ 配 列 番 号 ： ３ ７ ） 、 Ｅ Ｒ １ ６ ９ （ 配 列 番 号 ： ４ １ ） 、 Ｅ Ｒ １ ７ ０ （ 配 列 番 号 ： ４
２ ） 、 Ｅ Ｒ １ ７ ６ （ 配 列 番 号 ： ４ ８ ） お よ び Ｅ Ｒ １ ７ ７ （ 配 列 番 号 ： ４ ９ ） ； ｐ Ｅ Ｒ ３ ９
４ に 関 す る Ｅ Ｒ １ ７ ５ （ 配 列 番 号 ： ４ ７ ） 、 Ｅ Ｒ １ ８ ５ （ 配 列 番 号 ： ５ ２ ） 、 Ｅ Ｒ １ ８ ６
（ 配 列 番 号 ： ５ ３ ） お よ び Ｅ Ｒ １ ８ ７ （ 配 列 番 号 ： ５ ４ ） ； ｐ Ｅ Ｒ ３ ９ ５ に 関 す る Ｅ Ｒ １
８ ８ （ 配 列 番 号 ： ５ ５ ） ； お よ び フ ァ ー ジ ク ロ ー ン Ａ ２ １ に 関 す る Ｅ Ｒ ２ ４ ６ （ 配 列 番 号
： ９ ７ ） 、 Ｅ Ｒ ２ ５ ４ （ 配 列 番 号 ： ９ ８ ） 、 Ｅ Ｒ ２ ５ ５ （ 配 列 番 号 ： ９ ９ ） 、 Ｅ Ｒ ２ ５ ６
（ 配 列 番 号 ： １ ０ ０ ） お よ び Ｅ Ｒ ２ ５ ７ （ 配 列 番 号 ： １ ０ １ ） の 他 に 、 ベ ク タ ー 特 異 的 前
進 Ｍ １ ３ 、 逆 Ｍ １ ３ 、 フ ァ ー ジ Ｔ ３ お よ び Ｔ ７ の プ ラ イ マ ー が 含 ま れ た 。
【 ０ １ ８ １ 】
　 Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス 領 域 Ａ を 包 含 す る サ ブ ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ フ ラ グ メ ン ト の 特 異 的 Ｐ Ｃ
Ｒ 増 幅
　 プ ラ ス ミ ド ｐ Ｅ Ｒ ３ ９ ３ 、 ｐ Ｅ Ｒ ３ ９ ４ 、 ｐ Ｅ Ｒ ３ ９ ５ お よ び フ ァ ー ジ ク ロ ー ン Ａ ２ １
中 に 含 有 さ れ る ゲ ノ ム フ ラ グ メ ン ト か ら の ク ロ ー ニ ン グ お よ び 予 備 配 列 決 定 の 結 果 を 用 い
て 、 オ ー バ ー ラ ッ プ サ ブ ゲ ノ ム フ ラ グ メ ン ト の 特 異 的 増 幅 の た め の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ
ラ イ マ ー を 、 Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス に 感 染 し た ブ タ 粘 膜 Ｄ Ｎ Ａ 抽 出 物 か ら 直 接 的 に 設 計
し た 。 Ｄ Ｎ Ａ 抽 出 は 、 上 記 の 方 法 に し た が っ て 行 っ た 。 こ の ア プ ロ ー チ は 、 大 腸 菌 中 で の
遺 伝 子 フ ラ グ メ ン ト の ク ロ ー ニ ン グ 中 に 起 こ る 可 能 性 が あ る 突 然 変 異 の た め に 、 配 列 決 定
用 人 工 産 物 の 導 入 を 省 略 す る 要 求 に 基 づ い て 好 適 で あ る 。 ｌ ｙ ｓ Ｓ と 、 ｙ ｃ ｆ Ｗ の Ｎ 末 端
の ３ ／ ４ に 隣 接 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド Ｅ Ｒ ２ ４ ６ （ 配 列 番 号 ： ９ ７ ） お よ び Ｅ Ｒ ２ ５ ４
（ 配 列 番 号 ： ９ ８ ） ； ａ ｂ ｃ １ 遺 伝 子 に 隣 接 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド Ｅ Ｒ ２ ２ ９ （ 配 列 番
号 ： ７ ３ ） お よ び Ｅ Ｒ ２ ０ ６ （ 配 列 番 号 ： ６ ６ ） ； お よ び ｏ ｍ ｐ １ ０ ０ 遺 伝 子 に 隣 接 す る
Ｅ Ｒ ２ ３ １ （ 配 列 番 号 ： ７ ５ ） お よ び Ｅ Ｒ ２ ３ ２ （ 配 列 番 号 ： ７ ６ ） を 用 い て 、 こ の 領 域
を 粘 膜 Ｄ Ｎ Ａ 抽 出 物 か ら 特 異 的 に 増 幅 さ せ た 。 ｌ ｙ ｓ Ｓ 遺 伝 子 は 、 ５ ０ μ ｌ の 最 終 試 料 容
量 中 に 鋳 型 と し て の ２ μ ｌ の 粘 膜 Ｄ Ｎ Ａ 抽 出 物 、 １ ｘ Ｐ Ｃ ２ 緩 衝 液 （ Ab Peptide,Inc.）
、 各 ２ ０ ０ μ Ｍ の ｄ Ｎ Ｔ Ｐ 、 各 ５ ０ ピ コ モ ル の プ ラ イ マ ー 、 ７ ． ５ Ｕ 　 Klen Taq１ お よ び
０ ． １ ５ Ｕ ク ロ ー ン 化 Ｐ ｆ ｕ 熱 安 定 性 ポ リ メ ラ ー ゼ を 含 有 す る Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 中 で 増 幅 し た 。
増 幅 条 件 は 、 ９ ４ ゜ で ５ 分 間 の 変 性 後 、 ３ ０ サ イ ク ル の 変 性 （ ９ ４ ゜ １ 分 間 ） 、 ア ニ ー リ
ン グ （ ５ ５ ゜ ３ ０ 秒 間 ） お よ び 重 合 （ ７ ２ ゜ ３ 分 間 ） か ら 成 っ た 。 ７ ２ ゜ で ７ 分 間 の 最 終
伸 長 は 、 標 的 の ２ ． ６ ｋ ｂ 領 域 の 増 幅 を 完 全 に し た 。 ａ ｂ ｃ １ 遺 伝 子 は 、 ５ ０ μ ｌ の 最 終
試 料 容 量 中 に 鋳 型 と し て の １ μ ｌ の 粘 膜 Ｄ Ｎ Ａ 抽 出 物 、 １ ｘ Ｐ Ｃ ２ 緩 衝 液 、 各 ２ ０ ０ μ Ｍ
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の ｄ Ｎ Ｔ Ｐ 、 各 ５ ０ ピ コ モ ル の プ ラ イ マ ー 、 ７ ． ５ Ｕ 　 Klen Taq１ お よ び ０ ． １ ５ Ｕ ク ロ
ー ン 化 Ｐ ｆ ｕ 熱 安 定 性 ポ リ メ ラ ー ゼ を 含 有 す る ３ 重 Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 中 で 増 幅 し た 。 増 幅 条 件 は
、 ９ ５ ゜ で ５ 分 間 の 変 性 後 、 ３ ３ サ イ ク ル の 変 性 （ ９ ４ ゜ １ 分 間 ） 、 ア ニ ー リ ン グ （ ５ ８
゜ ３ ０ 秒 間 ） お よ び 重 合 （ ７ ２ ゜ ８ ０ 秒 間 ） か ら 成 っ た 。 ７ ２ ゜ で １ ０ 分 間 の 最 終 伸 長 は
、 標 的 遺 伝 子 領 域 の 増 幅 を 完 全 に し た 。 ｏ ｍ ｐ １ ０ ０ 遺 伝 子 は 、 ５ ０ μ ｌ の 最 終 試 料 容 量
中 に 鋳 型 と し て の ２ μ ｌ の 粘 膜 Ｄ Ｎ Ａ 抽 出 物 、 １ ｘ Ｐ Ｃ ２ 緩 衝 液 、 各 ２ ０ ０ μ Ｍ の ｄ Ｎ Ｔ
Ｐ 、 各 ５ ０ ピ コ モ ル の プ ラ イ マ ー 、 ７ ． ５ Ｕ 　 Klen Taq１ お よ び ０ ． １ ５ Ｕ ク ロ ー ン 化 Ｐ
ｆ ｕ 熱 安 定 性 ポ リ メ ラ ー ゼ を 含 有 す る ４ 重 Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 中 で 増 幅 し た 。 増 幅 条 件 は 、 ９ ４ ゜
で ５ 分 間 の 変 性 後 、 ３ ５ サ イ ク ル の 変 性 （ ９ ４ ゜ ３ ０ 秒 間 ） 、 ア ニ ー リ ン グ （ ６ ０ ゜ ３ ０
秒 間 ） お よ び 重 合 （ ７ ２ ゜ ３ 分 間 ） か ら 成 っ た 。 ７ ２ ゜ で ７ 分 間 の 最 終 伸 長 は 、 標 的 遺 伝
子 領 域 の 増 幅 を 完 全 に し た 。 増 幅 後 、 適 宜 、 試 料 を そ れ ぞ れ プ ー ル し 、 特 定 の 産 物 を ア ガ
ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 に よ っ て 精 製 後 、 Ａ Ｂ Ｉ 自 動 Ｄ Ｎ Ａ シ ー ク エ ン サ ー （ Lark Technolog
ies,Inc., ヒ ュ ー ス ト ン ， Ｔ Ｘ ） に お い て  DyeDeoxyＴ Ｍ 終 結 反 応 を 用 い る 直 接 配 列 分 析
を 行 っ た 。
【 ０ １ ８ ２ 】
　 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー を 用 い て 、 Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス か ら の 増 幅 産 物
の 両 Ｄ Ｎ Ａ 鎖 を 配 列 決 定 し た 。 配 列 分 析 に 用 い ら れ る プ ラ イ マ ー に は 、 Ａ Ｐ ５ ８ ． １ （ 配
列 番 号 ： ２ ６ ） 、 Ａ Ｐ ５ ８ ． ２ （ 配 列 番 号 ： ２ ７ ） 、 Ａ Ｐ ５ ９ ． １ （ 配 列 番 号 ： ２ ８ ） 、
Ａ Ｐ ５ ９ ． ２ （ 配 列 番 号 ： ２ ９ ） 、 Ａ Ｐ ５ ９ ． ３ （ 配 列 番 号 ： ３ ０ ） 、 Ａ Ｐ ５ ９ ． ４ （ 配
列 番 号 ： ３ １ ） 、 Ａ Ｐ ５ ９ ． ５ （ 配 列 番 号 ： ３ ２ ） 、 Ｅ Ｒ １ ５ ９ （ 配 列 番 号 ： ３ ７ ） 、 Ｅ
Ｒ １ ６ ９ （ 配 列 番 号 ： ４ １ ） 、 Ｅ Ｒ １ ７ ０ （ 配 列 番 号 ： ４ ２ ） 、 Ｅ Ｒ １ ７ ５ （ 配 列 番 号 ：
４ ７ ） 、 Ｅ Ｒ １ ７ ６ （ 配 列 番 号 ： ４ ８ ） 、 Ｅ Ｒ １ ７ ７ （ 配 列 番 号 ： ４ ９ ） 、 Ｅ Ｒ １ ８ ５ （
配 列 番 号 ： ５ ２ ） 、 Ｅ Ｒ １ ８ ６ （ 配 列 番 号 ： ５ ３ ） 、 Ｅ Ｒ １ ８ ７ （ 配 列 番 号 ： ５ ４ ） 、 Ｅ
Ｒ １ ８ ８ （ 配 列 番 号 ： ５ ５ ） 、 Ｅ Ｒ ２ ０ ５ （ 配 列 番 号 ： ６ ５ ） 、 Ｅ Ｒ ２ ０ ６ （ 配 列 番 号 ：
６ ６ ） 、 Ｅ Ｒ ２ １ ７ （ 配 列 番 号 ： ７ １ ） 、 Ｅ Ｒ ２ ２ ９ （ 配 列 番 号 ： ７ ３ ） 、 Ｅ Ｒ ２ ３ ０ （
配 列 番 号 ： ７ ４ ） 、 Ｒ Ａ １ ３ ８ （ 配 列 番 号 ： ７ ９ ） 、 Ｒ Ａ １ ３ ９ （ 配 列 番 号 ： ８ ０ ） 、 Ｒ
Ａ １ ４ ０ （ 配 列 番 号 ： ８ １ ） 、 Ａ Ｐ １ ８ ２ ． １ （ 配 列 番 号 ： ８ ３ ） 、 Ａ Ｐ １ ８ ２ ． ２ （ 配
列 番 号 ： ８ ４ ） 、 Ａ Ｐ １ ８ ２ ． ３ （ 配 列 番 号 ： ８ ５ ） 、 Ａ Ｐ １ ８ ２ ． ４ （ 配 列 番 号 ： ８ ６
） 、 Ａ Ｐ １ ８ ２ ． ５ （ 配 列 番 号 ： ８ ７ ） 、 Ａ Ｐ １ ８ ２ ． ６ （ 配 列 番 号 ： ８ ８ ） 、 Ａ Ｐ １ ８
２ ． ７ （ 配 列 番 号 ： ８ ９ ） 、 Ａ Ｐ １ ８ ２ ． ８ （ 配 列 番 号 ： ９ ０ ） 、 Ａ Ｐ １ ８ ２ ． ９ （ 配 列
番 号 ： ９ １ ） 、 Ａ Ｐ １ ８ ２ ． １ ０ （ 配 列 番 号 ： ９ ２ ） 、 Ａ Ｐ １ ８ ２ ． １ １ （ 配 列 番 号 ： ９
３ ） 、 Ａ Ｐ １ ８ ２ ． １ ２ （ 配 列 番 号 ： ９ ４ ） 、 Ａ Ｐ １ ８ ２ ． １ ３ （ 配 列 番 号 ： ９ ５ ） 、 Ａ
Ｐ １ ８ ２ ． １ ４ （ 配 列 番 号 ： ９ ６ ） 、 Ｅ Ｒ ２ ４ ６ （ 配 列 番 号 ： ９ ７ ） 、 Ｅ Ｒ ２ ５ ４ （ 配 列
番 号 ： ９ ８ ） 、 Ｅ Ｒ ２ ５ ５ （ 配 列 番 号 ： ９ ９ ） 、 Ｅ Ｒ ２ ５ ６ （ 配 列 番 号 ： １ ０ ０ ） お よ び
Ｅ Ｒ ２ ５ ７ （ 配 列 番 号 ： １ ０ １ ） が 含 ま れ た 。
【 ０ １ ８ ３ 】
　 Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス ゲ ノ ム 領 域 Ａ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 配 列 番 号 ： １ に 挙 げ る 。 こ
の 領 域 内 に コ ー ド さ れ る Ｌ ｙ ｓ Ｓ 、 Ｙ ｃ ｆ Ｗ 、 Ａ Ｂ Ｃ １ お よ び Ｏ ｍ ｐ １ ０ ０ タ ン パ ク 質 の
推 定 上 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 、 そ れ ぞ れ 配 列 番 号 ： １ ０ ２ 、 配 列 番 号 ： ３ 、 配 列 番 号 ： ４ お よ
び 配 列 番 号 ： ５ に 示 す 。
【 ０ １ ８ ４ 】
　 領 域 Ａ に よ っ て 規 定 さ れ る Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス 遺 伝 子 お よ び 遺 伝 子 産 物 の 分 子 分 析
　 ａ ｍ ｉ Ｂ 遺 伝 子 の 上 流 で 確 認 さ れ た Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス 染 色 体 領 域 Ａ は 、 Ｌ ｙ ｓ Ｓ
、 Ｙ ｃ ｆ Ｗ 、 Ａ Ｂ Ｃ １ お よ び Ｏ ｍ ｐ １ ０ ０ と 称 さ れ る タ ン パ ク 質 を コ ー ド し て い る （ 図 １
） 。 こ れ ら 遺 伝 子 は 、 同 じ Ｄ Ｎ Ａ 鎖 に よ っ て コ ー ド さ れ 、 極 め て 接 近 し て 配 列 し て い る 。
こ の 体 制 は 、 こ れ ら 遺 伝 子 が オ ペ ロ ン の 一 部 分 で あ り う る し 、 Ｌ ｙ ｓ Ｓ ／ Ｙ ｃ ｆ Ｗ お よ び
Ａ Ｂ Ｃ １ ／ Ｏ ｍ ｐ １ ０ ０ の 場 合 に 翻 訳 共 役 し て い る と 考 え ら れ る こ と を 示 唆 し て い る 。 ｌ
ｙ ｓ Ｓ 　 Ｏ Ｒ Ｆ は 、 非 定 型 Ｔ Ｔ Ｇ 開 始 コ ド ン か ら 開 始 す る と 考 え ら れ 、 配 列 番 号 ： １ の ヌ
ク レ オ チ ド １ ６ ５ ～ １ ７ ４ ５ か ら 伸 長 す る と 考 え ら れ る 。 こ の 遺 伝 子 は 、 約 ６ ０ ， ６ ２ ８
ダ ル ト ン の 理 論 分 子 量 を 有 す る Ｌ ｙ ｓ Ｓ （ 配 列 番 号 ： １ ０ ２ ） と 称 さ れ る 推 定 上 の ５ ２ ６
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ア ミ ノ 酸 タ ン パ ク 質 を コ ー ド し て い る 。 ｙ ｃ ｆ Ｗ 　 Ｏ Ｒ Ｆ は 、 報 告 さ れ た 配 列 （ 配 列 番 号
： １ ） の ヌ ク レ オ チ ド １ ７ ４ ５ ～ ３ ０ ２ ８ か ら 伸 長 す る 。 こ の 遺 伝 子 は 、 約 ４ ６ ， ９ ５ ７
ダ ル ト ン の 理 論 分 子 量 を 有 す る Ｙ ｃ ｆ Ｗ （ 配 列 番 号 ： ３ ） と 称 さ れ る 推 定 上 の ４ ２ ７ ア ミ
ノ 酸 タ ン パ ク 質 を コ ー ド し て い る 。 ａ ｂ ｃ １ 　 Ｏ Ｒ Ｆ は 、 配 列 番 号 ： １ の ヌ ク レ オ チ ド ３
０ ３ １ ～ ３ ７ ３ ８ か ら 伸 長 し 、 約 ２ ５ ， ６ １ ８ ダ ル ト ン の 理 論 分 子 量 を 有 す る 推 定 上 の ２
３ ５ ア ミ ノ 酸 タ ン パ ク 質 Ａ Ｂ Ｃ １ （ 配 列 番 号 ： ４ ） を コ ー ド し て い る 。 更 に 下 流 で あ る が
４ ４ ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て こ の Ｏ Ｒ Ｆ に オ ー バ ー ラ ッ プ し て い る の は 、 更 に 別 の 大 き い 読
み 取 り 枠 で あ る 。 こ の Ｏ Ｒ Ｆ は ｏ ｍ ｐ １ ０ ０ と 称 さ れ た が 、 配 列 番 号 ： １ の ヌ ク レ オ チ ド
３ ６ ９ ５ ～ ６ ３ ８ ８ か ら 伸 長 す る 。 そ の ｏ ｍ ｐ １ ０ ０ 遺 伝 子 は 、 Ｏ ｍ ｐ １ ０ ０ （ 配 列 番 号
： ５ ） と 称 さ れ た 推 定 上 の ８ ９ ６ ア ミ ノ 酸 タ ン パ ク 質 を コ ー ド し て い る 。 Ｏ ｍ ｐ １ ０ ０ タ
ン パ ク 質 は 、 約 １ ０ １ ， １ ７ ８ ダ ル ト ン の 理 論 分 子 量 を 有 す る 。
【 ０ １ ８ ５ 】
　 Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス Ｌ ｙ ｓ Ｓ タ ン パ ク 質 の リ シ ル － ｔ Ｒ Ｎ Ａ シ ン テ タ ー ゼ と の 類 似
性
　 Ｌ ｙ ｓ Ｓ タ ン パ ク 質 の 推 定 上 の ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ： １ ０ ２ ） を 、 Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ ｐ ア
ル ゴ リ ズ ム （ Altschul,S.F. ら ， 1997, Nucleic Acids Res. 25:3389-3402） に よ っ て  Ge
nBank に 報 告 さ れ た 他 の タ ン パ ク 質 と 比 較 し 、 Ｃ Ｌ Ｕ Ｓ Ｔ Ａ Ｌ 　 Ｗ ア ル ゴ リ ズ ム （ Thomps
on,J.D. ら ， 1994, Nucleic Acids Res. 22:4673-4680） に よ っ て 整 列 さ せ た 。 図 ９ に 示
さ れ る よ う に 、 こ の 分 析 は 、 Ｌ ｙ ｓ Ｓ が 、 細 胞 質 リ シ ル － ｔ Ｒ Ｎ Ａ シ ン テ タ ー ゼ フ ァ ミ リ
ー の メ ン バ ー と の 類 似 性 を 有 す る と い う こ と を 示 し た 。 Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス Ｌ ｙ ｓ Ｓ
タ ン パ ク 質 は 、 バ チ ル ス ・ ス テ ア ロ サ ー モ フ ィ ル ス （ Bacillus stearothermophilus） か
ら の リ シ ル － ｔ Ｒ Ｎ Ａ シ ン テ タ ー ゼ タ ン パ ク 質 （ Ａ ｃ ｃ ｎ ． Ａ Ｂ ０ １ ２ １ ０ ０ ） と ４ ７ ％
の 同 一 性 を 有 す る 。 そ の 細 胞 質 の 場 所 と 一 致 し て 、 こ の タ ン パ ク 質 の 予 想 さ れ る Ｎ 末 端 付
近 に は 、 分 泌 シ グ ナ ル 配 列 が 確 認 さ れ な か っ た 。
【 ０ １ ８ ６ 】
　 Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス Ｙ ｃ ｆ Ｗ お よ び Ａ Ｂ Ｃ １ タ ン パ ク 質 の 他 の 仮 定 の タ ン パ ク 質 と
の 類 似 性
　 Ｙ ｃ ｆ Ｗ タ ン パ ク 質 は 、 約 ４ ０ ～ ４ ５ ｋ Ｄ ａ の 寸 法 の 保 存 さ れ る 仮 定 の タ ン パ ク 質 の フ
ァ ミ リ ー と 一 定 の 相 同 性 を 有 す る 。 こ の フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー は 、 膜 貫 通 タ ン パ ク 質 ま た
は 膜 内 在 性 タ ン パ ク 質 で あ る こ と が 報 告 さ れ て い る 。 こ の フ ァ ミ リ ー か ら の 典 型 的 な タ ン
パ ク 質 の 構 造 予 想 比 較 は 、 Ｔ Ｍ Ｐ ｒ ｅ ｄ （ Ｅ Ｍ Ｂ ｎ ｅ ｔ － European Molecular Biology N
etwork; http://www.ch.embnet.org/index.html） を 用 い て 行 わ れ た 。 そ の Ｔ Ｍ Ｐ ｒ ｅ ｄ
プ ロ グ ラ ム は 、 膜 に 広 が る 領 域 お よ び そ れ ら の 配 向 の 予 測 を 行 う 。 そ の ア ル ゴ リ ズ ム は 、
天 然 に 存 在 す る 膜 貫 通 タ ン パ ク 質 の デ ー タ ベ ー ス で あ る Ｔ Ｍ ｂ ａ ｓ ｅ の 統 計 分 析 に 基 づ く
。 （ Hofmann & Stoffel, 1993, Biol.Chem. Hoppe-Seyler 347:166） 。 こ の 分 析 は 、 こ の
タ ン パ ク 質 フ ァ ミ リ ー 内 の 相 同 性 が 、 そ の タ ン パ ク 質 の Ｃ 末 端 付 近 に 集 ま っ た 三 つ の 強 力
な 膜 貫 通 ド メ イ ン を 有 す る こ と を 示 し て い る 。 本 発 明 者 は 、 こ の フ ァ ミ リ ー を 代 表 す る も
の の 極 め て カ ル ボ キ シ ル 末 端 に あ る ４ 個 の ア ミ ノ 酸 （ Ｌ Ｒ Ｙ Ｅ ） の と こ ろ に 極 め て 充 分 に
保 存 さ れ た ド メ イ ン に 注 目 し て き た 。 そ の Ｃ 末 端 領 域 は 多 数 の 膜 貫 通 ド メ イ ン を 含 有 す る
が 、 先 端 の Ｃ 末 端 は 高 度 に 保 存 さ れ る と い う 知 見 は 、 相 同 タ ン パ ク 質 の Ｙ ｃ ｆ Ｗ フ ァ ミ リ
ー の こ の 領 域 に 関 係 し た 普 遍 の 機 能 的 必 要 条 件 を 示 唆 し て い る 。 配 列 番 号 ： ３ に 示 さ れ る
Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス Ｙ ｃ ｆ Ｗ タ ン パ ク 質 は 、 先 端 の Ｃ 末 端 ア ミ ノ 酸 （ Ｌ Ｒ Ｙ Ｅ ） の 他
に 、 ３ 個 の Ｃ 末 端 膜 貫 通 ド メ イ ン も 含 有 す る 。 上 の ３ 個 の カ ル ボ キ シ ル ド メ イ ン の 他 に 、
Ｔ Ｍ Ｐ ｒ ｅ ｄ 分 析 は 、 Ｙ ｃ ｆ Ｗ タ ン パ ク 質 の 残 基 １ ９ ～ ４ ４ が 、 膜 貫 通 領 域 を 形 成 し て い
る と 考 え ら れ る こ と を 示 し て い る 。 Ｙ ｃ ｆ Ｗ の ア ミ ノ 末 端 は 、 既 知 の 分 泌 シ グ ナ ル 配 列 上
で 操 作 さ れ る （ trained） ネ ッ ト ワ ー ク を 用 い る Ｐ Ｓ Ｏ Ｒ Ｔ （ ６ ． ４ バ ー ジ ョ ン ） 計 算 機
ア ル ゴ リ ズ ム に よ っ て も 調 べ ら れ る 。 こ の 分 析 は 、 残 基 ２ ９ ～ ４ ５ が 、 切 断 で き な い シ グ
ナ ル 配 列 （ D.J.McGeoch, Virus Research, 3:271,1985 お よ び  G.von Heijne, Nucl.Acid
s Res., 14:4683,1986） と し て 作 用 す る と 考 え ら れ る 膜 貫 通 領 域 （ P.Klein ら ， 1985, Bi
ochim.Biophys.Acta, 815:468） を 形 成 す る と 考 え ら れ る こ と を 示 し て い る 。 図 ２ に 示 さ
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れ る よ う に 、 そ の ４ ２ ７ ア ミ ノ 酸 の Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス Ｙ ｃ ｆ Ｗ タ ン パ ク 質 は 、 発 疹
チ フ ス リ ケ ッ チ ア （ Rickettsia prowazekii） か ら の ４ １ ５ 残 基 の 仮 定 の タ ン パ ク 質 （ Ａ
ｃ ｃ ｎ ． Ａ Ｊ ２ ３ ５ ２ ７ ２ ） と ３ ２ ％ の 同 一 性 を 有 す る 。
【 ０ １ ８ ７ 】
　 Ａ Ｂ Ｃ １ タ ン パ ク 質 の 推 定 上 の ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ： ４ ） を 、 Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ ｐ ア ル ゴ
リ ズ ム に よ っ て  GenBank に 報 告 さ れ た 他 の 既 知 の タ ン パ ク 質 と 比 較 し た 。 特 に 充 分 に 保
存 さ れ る 領 域 （ Ｇ Ａ Ｓ Ｇ Ｓ Ｇ Ｋ Ｓ ） は 、 Ａ Ｂ Ｃ １ の ア ミ ノ 末 端 付 近 で 確 認 さ れ た 。 こ の 領
域 は 、 Ａ Ｂ Ｃ 型 輸 送 体 中 に 存 在 す る ヌ ク レ オ チ ド 結 合 モ チ ー フ Ａ （ Ｐ ル ー プ ） に 相 当 す る
。 そ れ ら Ａ Ｂ Ｃ 型 タ ン パ ク 質 は 、 広 範 囲 の 細 胞 機 能 を 有 す る タ ン パ ク 質 の 極 め て 大 き い ス
ー パ ー フ ァ ミ リ ー か ら 成 る 。 こ れ ら タ ン パ ク 質 の 大 部 分 は 、 ヌ ク レ オ チ ド 結 合 モ チ ー フ 内
の 局 所 相 同 性 に 基 づ い て Ａ Ｂ Ｃ 型 タ ン パ ク 質 と し て 分 類 さ れ 、 概 し て 、 細 胞 輸 送 機 能 に 関
与 し て い る と 考 え ら れ る 。 図 ３ は 、 約 ４ ５ ％ 同 一 の ア ミ ノ 酸 残 基 を 有 す る 大 腸 菌 か ら の Ｙ
ｃ ｆ Ｖ （ Ａ ｃ ｃ ｎ ． Ａ Ｅ ０ ０ ０ ２ １ ２ ） の 列 と 一 緒 に Ａ Ｂ Ｃ １ の 列 を 示 す 。 大 腸 菌 Ｙ ｃ ｆ
Ｖ タ ン パ ク 質 は 、 有 望 な Ａ Ｂ Ｃ 型 輸 送 体 タ ン パ ク 質 で あ る 。
【 ０ １ ８ ８ 】
　 Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス Ｏ ｍ ｐ １ ０ ０ タ ン パ ク 質 の ８ ５ ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 と の 類 似 性
　 Ｏ ｍ ｐ １ ０ ０ の ア ミ ノ 末 端 の 検 討 は 、 ア ミ ノ 酸 １ ～ ２ ５ が 疎 水 性 で あ り 且 つ 正 に 荷 電 し
て い る こ と を 示 し 、 そ れ は シ グ ナ ル 配 列 の 特 徴 を 示 し て い る （ von Heijm, 1985, J.Mol.B
iol. 184:99-105） 。 既 知 の シ グ ナ ル 配 列 上 で 操 作 さ れ る ネ ッ ト ワ ー ク を 用 い る Ｓ ｉ ｇ ｎ
ａ ｌ Ｐ （ １ ． １ バ ー ジ ョ ン ） 計 算 機 ア ル ゴ リ ズ ム （ Nielsen,H. ら ， 1997, Prot.Engineer
ing, 10:1-6; http://www.cbs.dtv.dk/services/signalP/） は 、 ア ミ ノ 酸 ２ ５ と ２ ６ と の
間 の 最 も 可 能 性 の あ る 切 断 部 位 を 予 測 し た 。 し た が っ て 、 ア ミ ノ 酸 １ ～ ２ ５ は 、 外 膜 局 在
化 過 程 中 に Ｏ ｍ ｐ １ ０ ０ か ら 除 去 さ れ る と 考 え ら れ る 。 Ｏ ｍ ｐ １ ０ ０ の Ｃ 末 端 ア ミ ノ 酸 は
、 外 膜 タ ン パ ク 質 の 正 し い 局 在 と 一 致 す る 特 徴 で あ る フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 残 基 で あ る と 考 え
ら れ る （ Struyve,M., 1991, J.Mol.Biol. 218:141-148） 。
【 ０ １ ８ ９ 】
　 Ｏ ｍ ｐ １ ０ ０ タ ン パ ク 質 の 推 定 上 の ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ： ５ ） を 、 Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ ｐ ア
ル ゴ リ ズ ム （ Altschul,S.F. ら ， 1997, Nucleic Acids Res. 25:3389-3402） に よ っ て  Ge
nBank に 報 告 さ れ た 他 の 既 知 の タ ン パ ク 質 と 比 較 し 、 Ｃ Ｌ Ｕ Ｓ Ｔ Ａ Ｌ 　 Ｗ ア ル ゴ リ ズ ム （
Thompson,J.D. ら ， 1994, Nucleic Acids Res. 22:4673-4680） に よ っ て 整 列 さ せ た 。 図
４ に 示 さ れ る よ う に 、 こ の 分 析 は 、 Ｏ ｍ ｐ １ ０ ０ が 、 GenBank デ ー タ ベ ー ス 中 の 約 ８ ５ ｋ
Ｄ ａ タ ン パ ク 質 （ Ｕ ７ ０ ２ １ ４ と 称 さ れ る ） と 一 定 の 類 似 性 を 有 す る こ と を 示 し た 。 大 腸
菌 か ら の Ｏ ｍ ｐ １ ０ ０ お よ び こ の 仮 定 の タ ン パ ク 質 （ Ｙ ａ ｅ Ｔ ， Ａ ｃ ｃ ｎ ． Ｕ ７ ０ ２ １ ４
ま た は Ａ Ｅ ０ ０ ０ １ ２ ７ ） の Ｃ 末 端 の 列 は 、 こ れ ら タ ン パ ク 質 が 約 ２ ３ ％ 同 一 の 残 基 を 有
す る こ と を 示 し て い る 。 他 の 報 告 さ れ た タ ン パ ク 質 に は 、 特 に 、 フ レ ク ス ナ ー 赤 痢 菌 （ Ｏ
ｍ ｐ ９ ０ ） 、 髄 膜 炎 菌 （ Ｏ ｍ ｐ ８ ５ ） 、 イ ン フ ル エ ン ザ 菌 （ Ｄ １ ５ ） お よ び パ ス ツ レ ラ ・
マ ル ト シ ダ （ Ｏ ｍ ｐ ８ ７ ） か ら 識 別 さ れ た も の が 含 ま れ る 。 ア ミ ノ 酸 １ ～ １ ３ ９ を 含 め た
Ｎ Ｈ ２ 末 端 部 分 は 、 い ず れ の 既 知 の タ ン パ ク 質 と も 並 列 し な い 。 コ ー ド さ れ る Ｏ ｍ ｐ １ ０
０ タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 １ ～ ２ ０ ０ を 包 含 す る 領 域 だ け を 用 い る Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ ｐ ア ル ゴ リ ズ
ム を 用 い た  GenBank の 追 加 の 検 索 で は 、 い ず れ の 既 知 の Ｏ ｍ ｐ ８ ５ 様 タ ン パ ク 質 も 検 出
で き な か っ た 。 こ の デ ー タ は 、 Ｏ ｍ ｐ １ ０ ０ の ア ミ ノ 末 端 部 分 が Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス
に 全 く 特 有 で あ る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ １ ９ ０ 】
　
　 Ｐ ｏ ｎ Ａ 、 Ｈ ｔ ｒ Ａ 、 Ｈ ｙ ｐ Ｃ お よ び Ｏ Ｒ Ｆ １ タ ン パ ク 質 を コ ー ド し て い る ゲ ノ ム 領 域
Ｂ の 分 子 ク ロ ー ニ ン グ
　 ゲ ノ ム 領 域 Ｂ （ 図 １ に 示 さ れ る ） の 識 別 は 、 ゲ ノ ム Ａ 領 域 の 識 別 に つ い て 記 載 さ れ た の
と 同 様 の ゲ ノ ム ウ ォ ー キ ン グ 処 理 に よ っ て 行 わ れ た 。 Ｈ ｉ ｎ ｄ III、 Ｅ ｃ ｏ Ｒ Ｉ 、 Ｄ ｒ ａ
Ｉ お よ び Ｈ ｐ ａ Ｉ の  VectoretteＴ Ｍ ラ イ ブ ラ リ ー の ス ク リ ー ニ ン グ は 、 他 の 細 菌 の 鞭 毛
フ ッ ク タ ン パ ク 質 と 相 同 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス か ら の 遺 伝 子
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実 施 例 ２ ： Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス 染 色 体 領 域 Ｂ の 分 子 ク ロ ー ニ ン グ



ｆ ｌ ｇ Ｅ に 隣 接 し て 位 置 す る Ｄ Ｎ Ａ フ ラ グ メ ン ト を 得 る よ う に 行 わ れ た 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド プ ラ イ マ ー Ｅ Ｒ １ ４ ２ （ 配 列 番 号 ： ３ ４ ） 、 Ｅ Ｒ １ ５ ３ （ 配 列 番 号 ： ３ ５ ） お よ び Ｅ
Ｒ １ ５ ８ （ 配 列 番 号 ： ３ ６ ） は 、 ｆ ｌ ｇ Ｅ の ３ ’ の 既 知 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 基 づ い て 設
計 さ れ た 。 ３ 種 類 全 部 の プ ラ イ マ ー を 、 こ の 領 域 内 の （ ＋ ） 鎖 を 結 合 す る よ う に 設 計 し て
、 Ｆ ｌ ｇ Ｅ を コ ー ド し て い る 遺 伝 子 の 下 流 に 位 置 す る Ｄ Ｎ Ａ の 増 幅 を 可 能 に し た 。
【 ０ １ ９ １ 】
　 ｐ ｏ ｎ Ａ 遺 伝 子 の フ ラ グ メ ン ト の ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 増 幅 に は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド Ｅ Ｒ
１ ４ ２ （ 配 列 番 号 ： ３ ４ ） 、 Ｅ Ｒ １ ５ ３ （ 配 列 番 号 ： ３ ５ ） お よ び Ｅ Ｒ １ ５ ８ （ 配 列 番 号
： ３ ６ ） を 、 VectoretteＴ Ｍ 特 異 的 プ ラ イ マ ー （ Ｅ Ｒ ７ ０ ） （ 配 列 番 号 ： ３ ３ ） と 組 み 合
わ せ て 、 １ ｘ Ｐ Ｃ Ｒ  Buffer II、 １ ． ５ ｍ Ｍ 　 Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ 、 各 ２ ０ ０ μ Ｍ の デ オ キ シ Ｎ Ｔ
Ｐ 、 各 ５ ０ ピ コ モ ル の プ ラ イ マ ー お よ び ２ ． ５ Ｕ 　 AmpliTaqＴ Ｍ Gold 熱 安 定 性 ポ リ メ ラ
ー ゼ を 含 有 す る ５ ０ μ ｌ の 反 応 中 に お い て 用 い た 。 多 数 の 単 純 反 応 を 、 Ｄ Ｎ Ａ 鋳 型 と し て
４ μ ｌ の  VectoretteＴ Ｍ ラ イ ブ ラ リ ー を 用 い て 行 っ た 。 増 幅 ア ニ ー リ ン グ 温 度 、 伸 長 時
間 お よ び サ イ ク ル 数 は 、 実 験 間 で 異 な り 、 次 の 範 囲 に わ た っ て 行 わ れ た 。 変 性 （ ９ ５ ゜ ９
分 間 ） ； ３ ５ ～ ４ ０ サ イ ク ル の 変 性 （ ９ ５ ゜ ３ ０ 秒 間 ） 、 ア ニ ー リ ン グ （ ５ ０ ～ ６ ０ ゜ ３
０ 秒 間 ） お よ び 重 合 （ ７ ２ ゜ ２ ． ５ ～ ３ 分 間 ） ； 続 い て ７ ２ ゜ で ７ 分 間 の 最 終 伸 長 。
【 ０ １ ９ ２ 】
　 増 幅 さ れ た 産 物 を 、 １ ． ２ ％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 で の 分 離 に よ っ て 可 視 化 し た 。 Ｅ Ｒ １ ５
８ （ 配 列 番 号 ： ３ ６ ） を  VectoretteＴ Ｍ 特 異 的 プ ラ イ マ ー Ｅ Ｒ ７ ０ と 組 み 合 わ せ て 用 い
た 場 合 、 約 １ ． ２ ｋ ｂ の 産 物 が 、 Ｄ ｒ ａ Ｉ  VectoretteＴ Ｍ ラ イ ブ ラ リ ー の 増 幅 に よ っ て
生 じ た 。 こ の 産 物 の 特 異 的 増 幅 を も た ら す 条 件 に は 、 変 性 （ ９ ５ ゜ ９ 分 間 ） ； ４ ０ サ イ ク
ル の 変 性 （ ９ ５ ゜ ３ ０ 秒 間 ） 、 ア ニ ー リ ン グ （ ６ ０ ゜ ３ ０ 秒 間 ） お よ び 重 合 （ ７ ２ ゜ ２ ．
５ 分 間 ） ； 続 い て ７ ２ ゜ で ７ 分 間 の 最 終 伸 長 が 含 ま れ た 。 こ の フ ラ グ メ ン ト は 、 Ｆ ｌ ｇ Ｅ
を コ ー ド し て い る Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス 遺 伝 子 の 直 ぐ 下 流 の １ ． ４ ｋ ｂ 領 域 で あ っ た 。
そ の Ｐ Ｃ Ｒ 生 産 物 を 、 Ｊ Ｅ Ｔ sorbＴ Ｍ キ ッ ト を 用 い る ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 に し た が っ
て 精 製 し 、 そ し て ｐ Ｃ Ｒ ２ ． １  Topo 中 に ク ロ ー ン 化 し て プ ラ ス ミ ド ｐ Ｅ Ｒ ３ ９ ０ を 生 じ
た 。 そ の イ ン サ ー ト を 、 Ｅ Ｒ ７ ０ お よ び Ｅ Ｒ １ ５ ８ プ ラ イ マ ー を 用 い て 部 分 的 に 配 列 決 定
し た 。 得 ら れ た 配 列 は 、 Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ ｘ ア ル ゴ リ ズ ム （ Altschul,S.F. ら ， 1990） に よ っ て
分 析 さ れ 、 GenBank デ ー タ ベ ー ス 中 の ペ ニ シ リ ン 結 合 タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 末 端 半 分 に 類 似
し た ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る こ と が 示 さ れ た 。
【 ０ １ ９ ３ 】
　 こ の 部 分 遺 伝 子 の 新 た に 識 別 さ れ た 配 列 に 基 づ い て 、 プ ラ イ マ ー Ｅ Ｒ １ ６ ３ （ 配 列 番 号
： ４ ０ ） を 、 VectoretteＴ Ｍ ラ イ ブ ラ リ ー の ２ 回 目 の ス ク リ ー ニ ン グ に よ っ て 追 加 の ３ ’
フ ラ ン キ ン グ 配 列 を 得 る よ う に 設 計 し た 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド Ｅ Ｒ １ ６ ３ （ 配 列 番 号 ： ４
０ ） を 、 プ ラ イ マ ー Ｅ Ｒ ７ ０ （ 配 列 番 号 ： ３ ３ ） と 組 み 合 わ せ て 、 １ ｘ Ｐ Ｃ Ｒ  Buffer II
、 １ ． ５ ｍ Ｍ 　 Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ 、 各 ２ ０ ０ μ Ｍ の デ オ キ シ Ｎ Ｔ Ｐ 、 各 ５ ０ ピ コ モ ル の プ ラ イ マ
ー お よ び ２ ． ５ Ｕ 　 AmpliTaqＴ Ｍ Gold 熱 安 定 性 ポ リ メ ラ ー ゼ を 含 有 す る ５ ０ μ ｌ の 反 応
中 に お い て 用 い た 。 多 数 の 単 純 反 応 を 、 Ｄ Ｎ Ａ 鋳 型 と し て ２ μ ｌ の  VectoretteＴ Ｍ Ｈ ｉ
ｎ ｄ III、 Ｅ ｃ ｏ Ｒ Ｉ お よ び Ｈ ｐ ａ Ｉ ラ イ ブ ラ リ ー を 用 い て 行 っ た 。 増 幅 は 、 次 の よ う に
、 す な わ ち 、 変 性 （ ９ ５ ゜ ９ 分 間 ） ； ３ ０ サ イ ク ル の 変 性 （ ９ ５ ゜ ３ ０ 秒 間 ） 、 ア ニ ー リ
ン グ （ ６ ２ ゜ ３ ０ 秒 間 ） お よ び 重 合 （ ７ ２ ゜ １ ． ５ 分 間 ） ； 続 い て ７ ２ ゜ で ７ 分 間 の 最 終
伸 長 で 行 っ た 。
【 ０ １ ９ ４ 】
　 Ｈ ｉ ｎ ｄ III　 VectoretteＴ Ｍ ラ イ ブ ラ リ ー か ら ２ ． ７ ｋ ｂ フ ラ グ メ ン ト を 増 幅 さ せ た
。 そ の Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 を 、 Ｊ Ｅ Ｔ sorbＴ Ｍ キ ッ ト を 用 い る ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 に し た が っ
て 精 製 し 、 そ し て ｐ Ｃ Ｒ ２ ． １  Topo 中 に ク ロ ー ン 化 し て プ ラ ス ミ ド ｐ Ｅ Ｒ ３ ９ ２ を 生 じ
た 。 ベ ク タ ー 特 異 的 プ ラ イ マ ー を 用 い る ク ロ ー ン 化 さ れ た イ ン サ ー ト 両 末 端 の 配 列 分 析 は
、 こ の フ ラ グ メ ン ト が 、 ｐ Ｅ Ｒ ３ ９ ０ 内 の フ ラ グ メ ン ト イ ン サ ー ト と 隣 接 し て い た こ と を
確 証 し た 。 こ の 分 析 は 、 セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ の Ｈ ｔ ｒ Ａ タ ン パ ク 質 フ ァ ミ リ ー の Ｎ Ｈ ２ 末
端 の ４ ０ ０ 残 基 に ほ ぼ 相 当 す る 追 加 の 部 分 Ｏ Ｒ Ｆ の 存 在 も 示 し た 。 し た が っ て 、 コ ー ド さ
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れ る 部 分 タ ン パ ク 質 を Ｈ ｔ ｒ Ａ と 称 し た 。
【 ０ １ ９ ５ 】
　 ３ 回 目 の ゲ ノ ム ウ ォ ー キ ン グ を 行 っ て 、 ｈ ｔ ｒ Ａ 　 Ｏ Ｒ Ｆ 内 の 更 に 別 の 配 列 を 決 定 し た
。 特 異 的 プ ラ イ マ ー Ｅ Ｒ １ ７ ３ （ 配 列 番 号 ： ４ ５ ） を 、 ｐ Ｅ Ｒ ３ ９ ２ 内 の イ ン サ ー ト の ３
’ 末 端 付 近 の 既 知 の 配 列 に 基 づ い て 設 計 し た 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド Ｅ Ｒ １ ７ ３ （ 配 列 番 号
： ４ ５ ） を 、 プ ラ イ マ ー Ｅ Ｒ ７ ０ （ 配 列 番 号 ： ３ ３ ） と 組 み 合 わ せ て 、 上 記 の よ う な ５ ０
μ ｌ の 反 応 中 に お い て 用 い た 。 多 数 の 単 純 反 応 を 、 Ｄ Ｎ Ａ 鋳 型 と し て ２ μ ｌ の  Vectorett
eＴ Ｍ Ｄ ｒ ａ Ｉ お よ び Ｈ ｐ ａ Ｉ ラ イ ブ ラ リ ー を 用 い て 行 っ た 。 増 幅 （ 変 性 （ ９ ５ ゜ ９ 分 間
） ； ３ ５ サ イ ク ル の 変 性 （ ９ ５ ゜ ３ ０ 秒 間 ） 、 ア ニ ー リ ン グ （ ６ ２ ゜ ３ ０ 秒 間 ） お よ び 重
合 （ ７ ２ ゜ ２ ． ５ 分 間 ） ； 続 い て ７ ２ ゜ で ７ 分 間 の 最 終 伸 長 ） は 、 Ｄ ｒ ａ Ｉ ラ イ ブ ラ リ ー
か ら ０ ． ３ ｋ ｂ フ ラ グ メ ン ト を 生 じ た 。 そ の Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 を 、 Ｊ Ｅ Ｔ sorbＴ Ｍ キ ッ ト を 用 い
る ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 に し た が っ て 精 製 し 、 ｐ Ｃ Ｒ ２ ． １  Topo 中 に ク ロ ー ン 化 し 、
そ し て そ の イ ン サ ー ト の 両 末 端 に つ い て 、 ベ ク タ ー 特 異 的 プ ラ イ マ ー を 用 い て 配 列 決 定 し
た 。 配 列 お よ び Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ ｘ の 分 析 は 、 ｈ ｔ ｒ Ａ 　 Ｏ Ｒ Ｆ が そ の ク ロ ー ン 化 さ れ た フ ラ グ
メ ン ト の ３ ’ 末 端 に よ っ て オ ー プ ン の 状 態 の ま ま で あ る こ と お よ び 追 加 の １ ０ ア ミ ノ 酸 が
、 コ ー ド さ れ る Ｈ ｔ ｒ Ａ タ ン パ ク 質 の 末 端 の 前 に 残 っ て い る と 考 え ら れ る こ と を 示 し た 。
【 ０ １ ９ ６ 】
　 最 終 回 の ゲ ノ ム ウ ォ ー キ ン グ を 行 っ て 、 ｈ ｔ ｒ Ａ 　 Ｏ Ｒ Ｆ お よ び ３ ’ フ ラ ン キ ン グ 領 域
の 残 り 部 分 を 決 定 し た 。 特 異 的 プ ラ イ マ ー Ｅ Ｒ １ ８ ９ （ 配 列 番 号 ： ５ ６ ） を 、 ｈ ｔ ｒ Ａ 　
Ｏ Ｒ Ｆ の ３ ’ 末 端 付 近 の 既 知 の 配 列 に 基 づ い て 設 計 し た 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド Ｅ Ｒ １ ８ ９
（ 配 列 番 号 ： ５ ６ ） を 、 プ ラ イ マ ー Ｅ Ｒ ７ ０ （ 配 列 番 号 ： ３ ３ ） と 組 み 合 わ せ て 、 上 記 の
よ う な ５ ０ μ ｌ の 反 応 中 に お い て 用 い た 。 多 数 の 単 純 反 応 を 、 Ｄ Ｎ Ａ 鋳 型 と し て ４ μ ｌ の
 VectoretteＴ Ｍ Ｈ ｉ ｎ ｄ III、 Ｅ ｃ ｏ Ｒ Ｉ お よ び Ｈ ｐ ａ Ｉ ラ イ ブ ラ リ ー を 用 い て 行 っ た 。
増 幅 は 、 次 の よ う に 、 す な わ ち 、 変 性 （ ９ ５ ゜ ９ 分 間 ） ； ３ ０ サ イ ク ル の 変 性 （ ９ ５ ゜ ３
０ 秒 間 ） 、 ア ニ ー リ ン グ （ ６ ０ ゜ ３ ０ 秒 間 ） お よ び 重 合 （ ７ ２ ゜ ２ ． ５ 分 間 ） ； 続 い て ７
２ ゜ で ７ 分 間 の 最 終 伸 長 で 行 っ た 。 増 幅 は 、 Ｅ ｃ ｏ Ｒ Ｉ ラ イ ブ ラ リ ー か ら 約 １ ｋ ｂ フ ラ グ
メ ン ト を 生 じ た 。 そ の Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 を 、 Ｊ Ｅ Ｔ sorbＴ Ｍ キ ッ ト を 用 い る ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気
泳 動 に し た が っ て 精 製 し 、 ｐ Ｃ Ｒ ２ ． １  Topo 中 に ク ロ ー ン 化 し て ｐ Ｅ Ｒ ３ ９ ６ を 生 じ た
。 ベ ク タ ー 特 異 的 プ ラ イ マ ー を 用 い る ｐ Ｅ Ｒ ３ ９ ６ 内 の イ ン サ ー ト 両 末 端 の 配 列 分 析 は 、
ｈ ｔ ｒ Ａ 遺 伝 子 の ３ ’ 末 端 の 決 定 を 可 能 に し た 。 追 加 の 小 さ い Ｏ Ｒ Ｆ は 、 ｈ ｔ ｒ Ａ 遺 伝 子
の 下 流 で 確 認 さ れ た 。 コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 は 、 他 の 細 菌 で 見 出 さ れ る Ｈ ｙ ｐ Ｃ タ ン パ
ク 質 と の 相 同 性 に 基 づ い て 、 Ｈ ｙ ｐ Ｃ と 称 さ れ た 。 ｈ ｙ ｐ Ｃ か ら 更 に 下 流 は 、 ｏ ｒ ｆ １ と
称 さ れ る 更 に 別 の 部 分 Ｏ Ｒ Ｆ で あ り 、 そ れ は 反 対 の Ｄ Ｎ Ａ 鎖 に よ っ て コ ー ド さ れ る 。 こ の
切 断 さ れ た １ ７ ７ ア ミ ノ 酸 ポ リ ペ プ チ ド を Ｏ Ｒ Ｆ １ と 称 し た 。
【 ０ １ ９ ７ 】
　 ｐ ｏ ｎ Ａ 、 ｈ ｔ ｒ Ａ 、 ｈ ｙ ｐ Ｃ 遺 伝 子 、 お よ び ｏ ｒ ｆ １ 遺 伝 子 の Ｃ 末 端 部 分 の 予 備 ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 は 、 ｐ Ｅ Ｒ ３ ９ ０ 、 ｐ Ｅ Ｒ ３ ９ ２ お よ び ｐ Ｅ Ｒ ３ ９ ６ 内 の イ ン サ ー ト を 配 列
決 定 す る こ と に よ っ て 得 ら れ た 。 予 備 配 列 決 定 に 用 い ら れ た プ ラ イ マ ー に は 、 ｐ Ｅ Ｒ ３ ９
０ に 関 す る Ｅ Ｒ １ ９ ３ （ 配 列 番 号 ： ５ ９ ） お よ び Ｅ Ｒ １ ９ ４ （ 配 列 番 号 ： ６ ０ ） ； ｐ Ｅ Ｒ
３ ９ ２ に 関 す る Ｅ Ｒ １ ７ １ （ 配 列 番 号 ： ４ ３ ） 、 Ｅ Ｒ １ ７ ２ （ 配 列 番 号 ： ４ ４ ） 、 Ｅ Ｒ １
７ ８ （ 配 列 番 号 ： ５ ０ ） 、 Ｅ Ｒ １ ７ ９ （ 配 列 番 号 ： ５ １ ） 、 Ｅ Ｒ １ ９ ０ （ 配 列 番 号 ： ５ ７
） お よ び Ｅ Ｒ １ ９ １ （ 配 列 番 号 ： ５ ８ ） ； お よ び ｐ Ｅ Ｒ ３ ９ ６ に 関 す る Ｅ Ｒ １ ９ ５ （ 配 列
番 号 ： ６ １ ） お よ び Ｅ Ｒ １ ９ ６ （ 配 列 番 号 ： ６ ２ ） の 他 に 、 ベ ク タ ー 特 異 的 前 進 Ｍ １ ３ お
よ び 逆 Ｍ １ ３ プ ラ イ マ ー が 含 ま れ た 。
【 ０ １ ９ ８ 】
　 Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス 領 域 Ｂ を 包 含 す る サ ブ ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ フ ラ グ メ ン ト の 特 異 的 Ｐ Ｃ
Ｒ 増 幅
　 プ ラ ス ミ ド ｐ Ｅ Ｒ ３ ９ ０ 、 ｐ Ｅ Ｒ ３ ９ ２ お よ び ｐ Ｅ Ｒ ３ ９ ６ 中 に 含 有 さ れ る ゲ ノ ム フ ラ
グ メ ン ト か ら の ク ロ ー ニ ン グ お よ び 予 備 配 列 決 定 の 結 果 を 用 い て 、 オ ー バ ー ラ ッ プ サ ブ ゲ
ノ ム フ ラ グ メ ン ト の 特 異 的 増 幅 の た め の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー を 、 Ｌ ． イ ン ト ラ
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セ ル ラ リ ス に 感 染 し た ブ タ 粘 膜 Ｄ Ｎ Ａ 抽 出 物 か ら 直 接 的 に 設 計 し た （ Ｄ Ｎ Ａ 抽 出 に つ い て
は 、 上 記 の 方 法 を 用 い た ） 。 こ の ア プ ロ ー チ は 、 大 腸 菌 中 で の 遺 伝 子 フ ラ グ メ ン ト の ク ロ
ー ニ ン グ 中 に 起 こ る 可 能 性 が あ る 突 然 変 異 の た め に 、 配 列 決 定 用 人 工 産 物 の 導 入 を 省 略 す
る 要 求 に 基 づ い て 好 適 で あ る 。 ｐ ｏ ｎ Ａ 遺 伝 子 に 隣 接 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド Ｅ Ｒ ２ ２ ８
（ 配 列 番 号 ： ７ ２ ） お よ び Ｅ Ｒ １ ９ ０ （ 配 列 番 号 ： ５ ７ ） ； ｈ ｔ ｒ Ａ 遺 伝 子 に 隣 接 す る オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド Ｅ Ｒ ２ ０ ７ （ 配 列 番 号 ： ６ ７ ） お よ び Ｒ Ａ １ ３ ４ （ 配 列 番 号 ： ７ ８ ） ；
お よ び ｈ ｙ ｐ Ｃ 遺 伝 子 に 隣 接 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド Ｅ Ｒ １ ８ ９ （ 配 列 番 号 ： ５ ６ ） お よ
び Ｅ Ｒ １ ９ ６ （ 配 列 番 号 ： ６ ２ ） を 用 い て 、 こ の 領 域 を 粘 膜 Ｄ Ｎ Ａ 抽 出 物 か ら 特 異 的 に 増
幅 さ せ た 。 こ れ ら フ ラ グ メ ン ト の 端 点 は オ ー バ ー ラ ッ プ し 、 そ れ に よ っ て 、 隣 接 し て い る
サ ブ ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ フ ラ グ メ ン ト の 特 異 的 増 幅 後 、 独 特 の オ ー バ ー ラ ッ プ Ｄ Ｎ Ａ フ ラ グ メ ン
ト そ れ ぞ れ に 存 在 す る 末 端 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 比 較 す る こ と に よ る 引 き 続 き の 確 認 を 可 能
に し た 。 し た が っ て 、 最 終 配 列 は 、 完 全 な Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス ゲ ノ ム 領 域 Ｂ で あ る 。
【 ０ １ ９ ９ 】
　 オ ー バ ー ラ ッ プ す る ｐ ｏ ｎ Ａ 、 ｈ ｔ ｒ Ａ お よ び ｈ ｙ ｐ Ｃ 遺 伝 子 領 域 を 、 ５ ０ μ ｌ の 最 終
試 料 容 量 中 に 鋳 型 と し て の １ μ ｌ の 粘 膜 Ｄ Ｎ Ａ 抽 出 物 、 １ ｘ Ｐ Ｃ ２ 緩 衝 液 （ Ab Peptide,I
nc.） 、 各 ２ ０ ０ μ Ｍ の ｄ Ｎ Ｔ Ｐ 、 各 ５ ０ ピ コ モ ル の プ ラ イ マ ー 、 ７ ． ５ Ｕ 　 Klen Taq１
お よ び ０ ． １ ５ Ｕ ク ロ ー ン 化 Ｐ ｆ ｕ 熱 安 定 性 ポ リ メ ラ ー ゼ を そ れ ぞ れ 含 有 す る ３ 重 Ｐ Ｃ Ｒ
反 応 中 で 増 幅 し た 。 ｐ ｏ ｎ Ａ の 増 幅 条 件 は 、 ９ ５ ゜ で ５ 分 間 の 変 性 後 、 ３ ３ サ イ ク ル の 変
性 （ ９ ５ ゜ ３ ０ 秒 間 ） 、 ア ニ ー リ ン グ （ ６ ２ ゜ ３ ０ 秒 間 ） お よ び 重 合 （ ７ ２ ゜ ３ 分 間 ） か
ら 成 っ た 。 ｈ ｔ ｒ Ａ の 増 幅 条 件 は 、 ９ ４ ゜ で ５ 分 間 の 変 性 後 、 ３ ３ サ イ ク ル の 変 性 （ ９ ５
゜ ３ ０ 秒 間 ） 、 ア ニ ー リ ン グ （ ５ ８ ゜ ３ ０ 秒 間 ） お よ び 重 合 （ ７ ２ ゜ ３ 分 間 ） か ら 成 っ た
。 ｈ ｙ ｐ Ｃ の 増 幅 条 件 は 、 ９ ４ ゜ で ５ 分 間 の 変 性 後 、 ３ ３ サ イ ク ル の 変 性 （ ９ ５ ゜ ３ ０ 秒
間 ） 、 ア ニ ー リ ン グ （ ６ ２ ゜ ３ ０ 秒 間 ） お よ び 重 合 （ ７ ２ ゜ ８ ０ 秒 間 ） か ら 成 っ た 。 ７ ２
゜ で ７ 分 間 の 最 終 伸 長 は 、 標 的 の 遺 伝 子 領 域 そ れ ぞ れ の 増 幅 を 完 全 に し た 。 増 幅 後 、 試 料
を そ れ ぞ れ 別 々 に プ ー ル し 、 特 定 の 産 物 を ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 に よ っ て 精 製 後 、 Ａ Ｂ
Ｉ 自 動 Ｄ Ｎ Ａ シ ー ク エ ン サ ー （ Lark Technologies,Inc., ヒ ュ ー ス ト ン ， Ｔ Ｘ ） に お い て
 DyeDeoxyＴ Ｍ 終 結 反 応 を 用 い る 直 接 配 列 分 析 を 行 っ た 。
【 ０ ２ ０ ０ 】
　 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー を 用 い て 、 Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス か ら の 増 幅 産 物
の 両 Ｄ Ｎ Ａ 鎖 を 配 列 決 定 し た 。 配 列 分 析 に 用 い ら れ る プ ラ イ マ ー に は 、 Ａ Ｐ ５ ５ ． １ （ 配
列 番 号 ： １ ０ ） 、 Ａ Ｐ ５ ５ ． ２ （ 配 列 番 号 ： １ １ ） 、 Ａ Ｐ ５ ５ ． ３ （ 配 列 番 号 ： １ ２ ） 、
Ａ Ｐ ５ ５ ． ４ （ 配 列 番 号 ： １ ３ ） 、 Ａ Ｐ ５ ５ ． ５ （ 配 列 番 号 ： １ ４ ） 、 Ａ Ｐ ５ ５ ． ６ （ 配
列 番 号 ： １ ５ ） 、 Ａ Ｐ ５ ５ ． ７ （ 配 列 番 号 ： １ ６ ） 、 Ａ Ｐ ５ ５ ． ８ （ 配 列 番 号 ： １ ７ ） 、
Ａ Ｐ ５ ５ ． ９ （ 配 列 番 号 ： １ ８ ） 、 Ａ Ｐ ５ ５ ． １ ０ （ 配 列 番 号 ： １ ９ ） 、 Ａ Ｐ ５ ５ ． １ １
（ 配 列 番 号 ： ２ ０ ） 、 Ａ Ｐ ５ ６ ． １ （ 配 列 番 号 ： ２ １ ） 、 Ａ Ｐ ５ ６ ． ２ （ 配 列 番 号 ： ２ ２
） 、 Ａ Ｐ ５ ６ ． ３ （ 配 列 番 号 ： ２ ３ ） 、 Ａ Ｐ ５ ７ ． １ （ 配 列 番 号 ： ２ ４ ） 、 Ａ Ｐ ５ ７ ． ２
（ 配 列 番 号 ： ２ ５ ） 、 Ｅ Ｒ １ ５ ８ （ 配 列 番 号 ： ３ ６ ） 、 Ｅ Ｒ １ ６ ３ （ 配 列 番 号 ： ４ ０ ） 、
Ｅ Ｒ １ ７ １ （ 配 列 番 号 ： ４ ３ ） 、 Ｅ Ｒ １ ７ ２ （ 配 列 番 号 ： ４ ４ ） 、 Ｅ Ｒ １ ７ ３ （ 配 列 番 号
： ４ ５ ） 、 Ｅ Ｒ １ ７ ８ （ 配 列 番 号 ： ５ ０ ） 、 Ｅ Ｒ １ ７ ９ （ 配 列 番 号 ： ５ １ ） 、 Ｅ Ｒ １ ８ ９
（ 配 列 番 号 ： ５ ６ ） 、 Ｅ Ｒ １ ９ ０ （ 配 列 番 号 ： ５ ７ ） 、 Ｅ Ｒ １ ９ １ （ 配 列 番 号 ： ５ ８ ） 、
Ｅ Ｒ １ ９ ３ （ 配 列 番 号 ： ５ ９ ） 、 Ｅ Ｒ １ ９ ４ （ 配 列 番 号 ： ６ ０ ） 、 Ｅ Ｒ １ ９ ５ （ 配 列 番 号
： ６ １ ） 、 Ｅ Ｒ １ ９ ６ （ 配 列 番 号 ： ６ ２ ） 、 Ｅ Ｒ ２ ０ ３ （ 配 列 番 号 ： ６ ３ ） 、 Ｅ Ｒ ２ ０ ４
（ 配 列 番 号 ： ６ ４ ） 、 Ｅ Ｒ ２ ０ ７ （ 配 列 番 号 ： ６ ７ ） 、 Ｅ Ｒ ２ ０ ８ （ 配 列 番 号 ： ６ ８ ） 、
Ｅ Ｒ ２ １ ３ （ 配 列 番 号 ： ６ ９ ） 、 Ｅ Ｒ ２ ２ ８ （ 配 列 番 号 ： ７ ２ ） 、 Ｒ Ａ １ ３ ３ （ 配 列 番 号
： ７ ７ ） 、 Ｒ Ａ １ ３ ４ （ 配 列 番 号 ： ７ ８ ） お よ び Ｒ Ａ １ ７ １ （ 配 列 番 号 ： ８ ２ ） が 含 ま れ
た 。
【 ０ ２ ０ １ 】
　 Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス ゲ ノ ム 領 域 Ｂ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 配 列 番 号 ： ２ に 挙 げ る 。 こ
の 領 域 内 に コ ー ド さ れ る Ｐ ｏ ｎ Ａ 、 Ｈ ｔ ｒ Ａ 、 Ｈ ｙ ｐ Ｃ お よ び Ｏ Ｒ Ｆ １ タ ン パ ク 質 の 推 定
上 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 、 そ れ ぞ れ 配 列 番 号 ： ６ 、 配 列 番 号 ： ７ 、 配 列 番 号 ： ８ お よ び 配 列 番
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号 ： ９ に 示 す 。
【 ０ ２ ０ ２ 】
　 領 域 Ｂ に よ っ て 規 定 さ れ る Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス 遺 伝 子 お よ び 遺 伝 子 産 物 の 分 子 分 析
　 ｆ ｌ ｇ Ｅ 遺 伝 子 の 下 流 で 確 認 さ れ た Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス 染 色 体 領 域 Ｂ は 、 Ｐ ｏ ｎ Ａ
、 Ｈ ｔ ｒ Ａ 、 Ｈ ｙ ｐ Ｃ 、 お よ び 部 分 “ Ｏ Ｒ Ｆ １ ” タ ン パ ク 質 と 称 さ れ る タ ン パ ク 質 を コ ー
ド し て い る （ 図 １ ） 。 ｆ ｌ ｇ Ｅ 　 Ｏ Ｒ Ｆ の 一 部 分 は 、 こ こ で 与 え ら れ 、 ヌ ク レ オ チ ド １ ～
１ ２ ５ か ら 伸 長 す る （ 配 列 番 号 ： ２ ） 。 ｐ ｏ ｎ Ａ 　 Ｏ Ｒ Ｆ は 、 配 列 番 号 ： ２ の ヌ ク レ オ チ
ド ２ ５ ２ ～ ２ ６ ９ ０ か ら 伸 長 し 、 約 ９ ０ ， ２ ６ ３ ダ ル ト ン の 理 論 分 子 量 を 有 す る 推 定 上 の
８ １ ２ ア ミ ノ 酸 タ ン パ ク 質 Ｐ ｏ ｎ Ａ （ 配 列 番 号 ： ６ ） を コ ー ド し て い る 。 別 の イ ン フ レ ー
ム 翻 訳 開 始 コ ド ン は 、 ヌ ク レ オ チ ド ２ ７ ６ に 存 在 し 、 そ れ は 、 用 い ら れ る 場 合 、 約 ８ ９ ，
３ １ ３ ダ ル ト ン の 理 論 分 子 量 を 有 す る 僅 か に 小 さ い ８ ０ ４ ア ミ ノ 酸 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す
る と 考 え ら れ る 。 ｈ ｔ ｒ Ａ 　 Ｏ Ｒ Ｆ は 、 配 列 番 号 ： ２ の ヌ ク レ オ チ ド ２ ９ ８ １ ～ ４ ３ １ ５
か ら 伸 長 し 、 約 ５ ０ ， ４ ７ ８ ダ ル ト ン の 理 論 分 子 量 を 有 す る 推 定 上 の ４ ７ ４ ア ミ ノ 酸 タ ン
パ ク 質 Ｈ ｔ ｒ Ａ （ 配 列 番 号 ： ７ ） を コ ー ド し て い る 。 小 さ い ｈ ｙ ｐ Ｃ 　 Ｏ Ｒ Ｆ は 、 配 列 番
号 ： ２ の ヌ ク レ オ チ ド ４ ５ ８ １ ～ ４ ８ ２ ９ か ら 伸 長 し 、 約 ８ ， ８ ８ ８ ダ ル ト ン の 理 論 分 子
量 を 有 す る 推 定 上 の ８ ２ ア ミ ノ 酸 タ ン パ ク 質 Ｈ ｙ ｐ Ｃ （ 配 列 番 号 ： ８ ） を コ ー ド し て い る
。 更 に 下 流 で 且 つ 反 対 の 配 向 で 転 写 さ れ る の は 、 更 に 別 の 読 み 取 り 枠 で あ る 。 こ の Ｏ Ｒ Ｆ
は “ ｏ ｒ ｆ １ ” と 称 さ れ た が 、 配 列 番 号 ： ２ の ３ ’ 末 端 の ヌ ク レ オ チ ド ４ ９ １ ２ ～ ５ ４ ４
５ か ら 伸 長 す る 。 こ の Ｏ Ｒ Ｆ は 、 配 列 番 号 ： ２ の ３ ’ 末 端 に よ っ て オ ー プ ン の 状 態 の ま ま
で あ り 、 し た が っ て 、 約 ２ ０ ， ３ ４ ５ ダ ル ト ン の 理 論 分 子 量 を 有 す る 切 断 さ れ た タ ン パ ク
質 の Ｃ 末 端 の １ ７ ７ ア ミ ノ 酸 を コ ー ド し て い る 。 図 ８ に 示 さ れ る よ う に 、 コ ー ド さ れ る Ｏ
Ｒ Ｆ １ タ ン パ ク 質 （ 配 列 番 号 ： ９ ） は 、 メ タ ノ コ ッ カ ス ・ ヤ ナ シ イ （ Methanococcus jann
aschii） ゲ ノ ム か ら の 遺 伝 子 “ Ｍ Ｊ １ １ ２ ３ ” （ Ａ ｃ ｃ ｎ ． Ｕ ６ ７ ５ ５ ５ ） に よ っ て コ ー
ド さ れ る ２ ０ ５ ア ミ ノ 酸 の 仮 定 の タ ン パ ク 質 と 一 定 の 相 同 性 を 有 す る 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
　 Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス Ｈ ｙ ｐ Ｃ タ ン パ ク 質 の ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 成 熟 タ ン パ ク 質 と の 類 似
性
　 Ｈ ｙ ｐ Ｃ タ ン パ ク 質 は 、 ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 成 熟 タ ン パ ク 質 の ｈ ｙ ｐ ／ ｈ ｕ ｐ フ ァ ミ リ ー と
の 相 同 性 を 有 す る 。 ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ は 、 分 子 水 素 の 可 逆 酸 化 を 触 媒 し 、 水 素 が 酸 化 さ れ る
ま た は 生 じ る 多 数 の 適 切 な 嫌 気 性 過 程 に 関 与 し て い る （ Adams,M.W.W., ら ， 1990, Bioche
m.Biophys.Acta 594:105-176） 。 Ｈ ｙ ｐ Ｃ タ ン パ ク 質 は 、 大 腸 菌 に お け る 触 媒 活 性 な ヒ ド
ロ ゲ ナ ー ゼ イ ソ 酵 素 の 成 熟 に 必 要 で あ る 。 こ の 過 程 に お け る Ｈ ｙ ｐ Ｃ の 正 確 な 役 割 は ま だ
知 ら れ て い な い が 、 ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 成 熟 は 、 ニ ッ ケ ル 挿 入 、 タ ン パ ク 質 折 り た た み 、 Ｃ 末
端 タ ン パ ク 質 分 解 プ ロ セ シ ン グ 、 膜 組 込 み お よ び 還 元 的 活 性 化 を 伴 う （ Lutz,S., ら ， 199
1, Mol.Microbiol. 5:123-135; Przybyla,A.E., ら ， 1992, FEMS Microbiol.Rev. 88:109
-136） 。 Ｈ ｙ ｐ Ｃ タ ン パ ク 質 は 、 デ ス ル フ ォ ビ ブ リ オ ・ ギ ガ ス ８ ２ ア ミ ノ 酸 Ｈ ｙ ｎ Ｄ タ ン
パ ク 質 （ Ａ ｃ ｃ ｎ ． Ａ Ｊ ２ ２ ３ ６ ６ ９ ， 図 ７ に 示 さ れ る ） に ４ １ ％ 一 致 し 、 リ ゾ ビ ウ ム ・
レ グ ミ ノ サ ル ム か ら の ７ ５ ア ミ ノ 酸 Ｈ ｙ ｐ Ｃ タ ン パ ク 質 に ３ ９ ％ 一 致 す る 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
　 Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス Ｐ ｏ ｎ Ａ タ ン パ ク 質 の ペ ニ シ リ ン 結 合 タ ン パ ク 質 と の 類 似 性
　 ｐ ｏ ｎ Ａ 　 Ｏ Ｒ Ｆ は 、 約 ９ ０ ， ２ ６ ３ ダ ル ト ン の 理 論 分 子 量 を 有 す る 推 定 上 の ８ １ ２ ア
ミ ノ 酸 タ ン パ ク 質 を コ ー ド し て い る 。 別 の イ ン フ レ ー ム メ チ オ ニ ン コ ド ン が 存 在 し 、 そ れ
は 、 約 ８ ９ ， ３ １ ３ ダ ル ト ン の 理 論 分 子 量 を 有 す る 僅 か に 小 さ い ８ ０ ４ ア ミ ノ 酸 タ ン パ ク
質 を コ ー ド し て い る 。 類 似 の イ ン フ レ ー ム メ チ オ ニ ン コ ド ン は 、 他 の 特 性 決 定 さ れ た ｐ ｏ
ｎ Ａ 　 Ｏ Ｒ Ｆ 中 で 確 認 さ れ て い る 。 例 え ば 、 ナ イ セ リ ア ・ フ ラ ベ セ ン ス （ Ａ ｃ ｃ ｎ ． Ａ Ｆ
０ ８ ７ ６ ７ ７ ） 、 淋 菌 （ Ａ ｃ ｃ ｎ ． Ｕ ７ ２ ８ ７ ６ ） お よ び 髄 膜 炎 菌 （ Ａ ｃ ｃ ｎ ． Ｕ ８ ０ ９
３ ３ ） か ら の Ｐ ｏ ｎ Ａ 同 族 体 は 、 そ れ ぞ れ ８ 個 、 ６ 個 お よ び ６ 個 の コ ド ン に よ っ て 隔 て ら
れ た ア ミ ノ 末 端 イ ン フ レ ー ム メ チ オ ニ ン コ ド ン を 含 有 す る 。 Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス と 同
様 、 ナ イ セ リ ア 類 の ｐ ｏ ｎ Ａ 遺 伝 子 は 、 認 識 で き な い リ ボ ソ ー ム 結 合 部 位 が 先 行 す る の で
、 真 の 開 始 メ チ オ ニ ン の 予 測 は 更 に 複 雑 で あ る 。 淋 菌 Ｆ Ａ １ ９ 　 Ｐ ｏ ｎ Ａ タ ン パ ク 質 の Ｎ
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末 端 配 列 決 定 は 、 次 の メ チ オ ニ ン が 、 こ の 菌 株 に お け る 好 ま し い 出 発 部 位 で あ る こ と を 示
し た （ Ropp ら ， 1997, J.Bacteriol. 179:2783-2787） 。 上 流 の メ チ オ ニ ン コ ド ン は 、 Ｌ
． イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス か ら の コ ー ド さ れ る Ｐ ｏ ｎ Ａ タ ン パ ク 質 の 推 定 上 の 開 始 部 位 と し て
用 い ら れ た 。
【 ０ ２ ０ ５ 】
　 Ｐ ｏ ｎ Ａ タ ン パ ク 質 の 構 造 予 測 は 、 Ｔ Ｍ Ｐ ｒ ｅ ｄ を 用 い て 行 わ れ た 。 そ の Ｔ Ｍ Ｐ ｒ ｅ ｄ
プ ロ グ ラ ム は 、 膜 に 広 が る 領 域 お よ び そ れ ら の 配 向 の 予 測 を 行 う （ K.Hofmann & W.Stoffe
l, 1993. TMbase- A database of membrane spanning proteins segments. Biol.Chem. H
oppe-Seyler 347:166） 。 こ の 分 析 は 、 Ｐ ｏ ｎ Ａ が 、 そ の タ ン パ ク 質 の Ｎ Ｈ ２ 末 端 に 強 力
な 膜 貫 通 ド メ イ ン を 有 す る こ と を 示 す 。 Ｐ ｏ ｎ Ａ の ア ミ ノ 末 端 は 、 既 知 の シ グ ナ ル 配 列 上
で 操 作 さ れ る ネ ッ ト ワ ー ク を 用 い る Ｐ Ｓ Ｏ Ｒ Ｔ （ ６ ． ４ バ ー ジ ョ ン ） 計 算 機 ア ル ゴ リ ズ ム
に よ っ て も 調 べ ら れ た 。 こ の 分 析 は 、 残 基 １ ６ ～ ３ ２ が 、 切 断 で き な い シ グ ナ ル 配 列 （ D.
J.McGeoch, Virus Research, 3:271,1985 お よ び  G.von Heijne, Nucl.Acids Res., 14:4
683,1986） と し て 作 用 す る と 考 え ら れ る 膜 貫 通 領 域 （ P.Klein ら ， 1985, Biochim.Biophy
s.Acta, 815:468） を 形 成 す る と 考 え ら れ る こ と を 示 し て い る 。 し た が っ て 、 Ｐ ｏ ｎ Ａ の
ア ミ ノ 末 端 は 、 細 菌 の 内 膜 に タ ン パ ク 質 を 固 定 す る と 考 え ら れ 、 そ れ は 、 他 の ペ ニ シ リ ン
結 合 タ ン パ ク 質 の 局 在 化 の 方 法 と 似 て い る 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
　 Ｐ ｏ ｎ Ａ タ ン パ ク 質 は 、 他 の 細 菌 で 識 別 さ れ る ク ラ ス Ａ 高 分 子 質 量 ペ ニ シ リ ン 結 合 タ ン
パ ク 質 （ Ｐ Ｂ Ｐ ） と の 相 同 性 を 有 す る 。 ペ ニ シ リ ン 結 合 タ ン パ ク 質 は 、 ペ プ チ ド グ リ カ ン
合 成 の 最 終 段 階 に 関 与 す る 細 菌 の 細 胞 質 膜 タ ン パ ク 質 で あ る 。 そ れ ら ク ラ ス Ａ タ ン パ ク 質
は 、 概 し て 、 グ リ カ ン 鎖 を 重 合 す る グ リ コ シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ お よ び こ れ ら 鎖 を そ れ
ら の ペ プ チ ド 側 鎖 に よ っ て 架 橋 す る ト ラ ン ス ペ プ チ ダ ー ゼ の ２ 種 類 の 酵 素 活 性 を 示 す 。 こ
れ ら の 反 応 は 、 細 胞 質 膜 の 外 表 面 で か ま た は 更 に 外 側 で 触 媒 さ れ る の で 、 ペ プ チ ド グ リ カ
ン 合 成 に 関 与 す る タ ン パ ク 質 の 主 要 部 分 は 、 ペ リ プ ラ ズ ム 中 に 局 在 し て い る 。 Ｐ ｏ ｎ Ａ タ
ン パ ク 質 の 推 定 上 の ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ： ６ ） を 、 Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ ｐ ア ル ゴ リ ズ ム （ Alts
chul,S.F. ら ， 1997, 上 記 ） に よ っ て  GenBank に 報 告 さ れ た 他 の タ ン パ ク 質 と 比 較 し 、
Ｃ Ｌ Ｕ Ｓ Ｔ Ａ Ｌ 　 Ｗ ア ル ゴ リ ズ ム （ Thompson ら ， 1994, 上 記 ） に よ っ て 整 列 さ せ た 。 図
５ に 示 さ れ る よ う に 、 こ の 分 析 は 、 Ｐ ｏ ｎ Ａ が 、 ナ イ セ リ ア ・ フ ラ ベ セ ン ス （ Ａ ｃ ｃ ｎ ．
Ａ Ｆ ０ ８ ７ ６ ７ ７ ） か ら の ペ ニ シ リ ン 結 合 タ ン パ ク 質 に 最 も 似 て い る こ と を 示 し た 。 Ｐ ｏ
ｎ Ａ は 、 ク ラ ス Ａ 高 分 子 質 量 Ｐ Ｂ Ｐ に 特 有 の 特 徴 を 有 す る 。 ア ミ ノ 酸 １ ２ ４ ～ １ ３ ４ （ Ｒ
Ｑ Ｇ Ｇ Ｓ Ｔ Ｉ Ｔ Ｑ Ｑ Ｖ ） を 含 め た 配 列 は 、 全 て の ク ラ ス Ａ 高 分 子 質 量 Ｐ Ｂ Ｐ 中 で 見 出 さ れ
る Ｑ Ｇ Ａ Ｓ Ｔ ボ ッ ク ス （ Popham ら ， 1994, J.Bacteriol. 176:7197-7205） と し て 知 ら れ
る 高 度 に 保 存 さ れ る 共 通 ア ミ ノ 酸 配 列 に 相 当 す る 。 Ｐ ｏ ｎ Ａ の Ｃ 末 端 側 の 半 分 内 に 、 ペ ニ
シ ロ イ ル セ リ ン ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー の 全 メ ン バ ー 中 に 高 度 に 保 存 さ れ
る 三 つ の 領 域 が 見 出 さ れ う る 。 こ れ ら 領 域 に は 、 残 基 ５ ０ ７ ～ ５ １ ０ の 活 性 部 位 セ リ ン を
含 有 す る Ｓ Ｘ Ｘ Ｋ 四 分 子 （ Ｓ Ａ Ｆ Ｋ ） 、 残 基 ５ ６ ５ ～ ５ ６ ７ の Ｓ Ｘ Ｎ 三 分 子 （ Ｓ Ｒ Ｎ ） お
よ び 残 基 ６ ８ ８ ～ ６ ９ １ の Ｋ Ｔ （ Ｓ ） Ｇ 四 分 子 （ Ｋ Ｔ Ｇ ） が 含 ま れ る 。 こ れ ら モ チ ー フ は
、 折 り た た ま れ た タ ン パ ク 質 中 で 互 い に 近 づ け ら れ て 、 β － ラ ク タ ム 抗 生 物 質 と 相 互 作 用
す る ト ラ ン ス ペ プ チ ダ ー ゼ ド メ イ ン 活 性 部 位 ポ ケ ッ ト を 形 成 す る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ２ ０ ７ 】
　 Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス Ｈ ｔ ｒ Ａ タ ン パ ク 質 の ペ リ プ ラ ズ ム セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ タ ン パ
ク 質 と の 類 似 性
　 Ｈ ｔ ｒ Ａ の ア ミ ノ 末 端 の 検 討 は 、 ア ミ ノ 酸 １ ～ ２ ６ が 疎 水 性 で あ り 且 つ 正 に 荷 電 し て い
る こ と を 示 し 、 そ れ は シ グ ナ ル 配 列 の 特 徴 を 示 し て い る （ von Heijm, 1985, J.Mol.Biol.
 184:99-105） 。 既 知 の シ グ ナ ル 配 列 上 で 操 作 さ れ る ネ ッ ト ワ ー ク を 用 い る Ｐ Ｓ Ｏ Ｒ Ｔ 計
算 機 ア ル ゴ リ ズ ム （ Nakai,K., 1991, PROTEINS: Structure,Function,and Genetics 11:9
5-110） は 、 残 基 １ ～ ２ ６ が 典 型 的 な シ グ ナ ル 配 列 と し て 機 能 す る と 考 え ら れ る こ と を 示
し 、 ア ミ ノ 酸 ２ ６ と ２ ７ と の 間 の 最 も 可 能 性 の あ る 切 断 部 位 を 予 測 す る 。 し た が っ て 、 ア
ミ ノ 酸 １ ～ ２ ６ は 、 成 熟 過 程 中 に Ｈ ｔ ｒ Ａ か ら 除 去 さ れ る と 考 え ら れ る 。

10

20

30

40

50

(46) JP 2004-229667 A 2004.8.19



【 ０ ２ ０ ８ 】
　 Ｈ ｔ ｒ Ａ タ ン パ ク 質 の 推 定 上 の ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ： ７ ） を 、 Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ ｐ ア ル ゴ
リ ズ ム （ Altschul,S.F. ら ， 1997, 上 記 ） に よ っ て  GenBank に 報 告 さ れ た 他 の 既 知 の タ
ン パ ク 質 と 比 較 し 、 Ｃ Ｌ Ｕ Ｓ Ｔ Ａ Ｌ 　 Ｗ ア ル ゴ リ ズ ム （ Thompson,J.D. ら ， 1994, 上 記 ）
に よ っ て 整 列 さ せ た 。 こ の 分 析 は 、 ペ リ プ ラ ズ ム セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ の 大 き い Ｈ ｒ ｔ Ａ ／
Ｄ ｅ ｇ Ｐ フ ァ ミ リ ー に 属 す る Ｈ ｔ ｒ Ａ を 示 し た 。 報 告 さ れ る タ ン パ ク 質 に は 、 特 に 、 大 腸
菌 、 ネ ズ ミ チ フ ス 菌 、 カ ン ピ ロ バ ク タ ー ・ ジ ジ ュ ニ （ Camplylbacter jejuni） 、 イ ン フ ル
エ ン ザ 菌 、 マ ル タ 熱 菌 （ Brucella melitensis） 、 ウ シ 流 産 菌 （ Brucella abortus） 、 ト
ラ コ ー マ ク ラ ミ ジ ア （ Chlamydia trachomatis） 、 エ ル ジ ニ ア ・ エ ン テ ロ コ リ テ ィ カ （ Yer
sinia enterocolitia） 、 ボ レ リ ア ・ ブ ル グ ド ル フ ェ リ （ Borrelia burgdorferi） お よ び
枯 草 菌 （ Bacillus subtilis） か ら 識 別 さ れ る も の が 含 ま れ る 。 あ る 場 合 に は 、 Ｈ ｔ ｒ Ａ
同 族 体 は 、 熱 シ ョ ッ ク タ ン パ ク 質 と 称 さ れ 、 高 温 で の 細 菌 の 生 存 ま た は 細 胞 内 病 原 体 の 生
存 に 必 要 で あ る こ と が 欠 失 分 析 に よ っ て 示 さ れ て き た 。 他 の 場 合 に は 、 Ｈ ｔ ｒ Ａ 同 族 体 は
温 度 に よ っ て 生 じ な い が 、 他 の 生 理 学 的 ス ト レ ス に 応 答 し て 発 現 さ れ る 。 い く つ か の Ｈ ｔ
ｒ Ａ 同 族 体 は 、 セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 を 有 す る こ と が 示 さ れ て お り 、 多 く の 場 合 、 細 菌
ビ ル レ ン ス お よ び ／ ま た は 細 胞 内 生 存 に 、 例 え ば 、 高 温 、 過 酸 化 水 素 、 酸 化 お よ び 浸 透 圧
ス ト レ ス へ の 耐 性 に 重 要 で あ る 。
【 ０ ２ ０ ９ 】
　 Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス Ｈ ｔ ｒ Ａ タ ン パ ク 質 と 緑 膿 菌 （ Pseudomonas aeruginosa） （ Ａ
ｃ ｃ ｎ ． ＃ Ｕ ３ ２ ８ ５ ３ ） か ら の 最 も 類 似 し た 相 対 物 と の 整 列 は 、 そ れ ら 二 つ の タ ン パ ク
質 が 、 ４ ０ ％ 一 致 す る ア ミ ノ 酸 残 基 を 有 す る こ と を 示 す （ 図 ６ に 示 さ れ る ） 。 Ｌ ． イ ン ト
ラ セ ル ラ リ ス Ｈ ｔ ｒ Ａ タ ン パ ク 質 と 他 の セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ と の 整 列 に 基 づ き 、 ヒ ス チ ジ
ン － １ ０ ９ 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 － １ ４ ３ お よ び 活 性 部 位 セ リ ン － ２ １ ７ を 含 め た 特 に 充 分 に
保 存 さ れ る 残 基 は 、 細 菌 お よ び 哺 乳 動 物 の セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ 中 に 高 度 に 保 存 さ れ る 残 基
の 触 媒 性 三 分 子 を 形 成 す る と 考 え ら れ る 。 多 数 の Ｈ ｔ ｒ Ａ 同 族 体 は 、 カ ル ボ キ シ ル 末 端 Ｒ
Ｇ Ｄ モ チ ー フ を 含 有 す る が 、 他 は Ｒ Ｇ Ｎ モ チ ー フ を 含 有 す る こ と が 示 さ れ て い る 。 Ｌ ． イ
ン ト ラ セ ル ラ リ ス Ｈ ｔ ｒ Ａ タ ン パ ク 質 は 、 残 基 ４ ５ ８ ～ ４ ６ ０ に 類 似 の モ チ ー フ を 含 有 す
る （ Ｒ Ｎ Ｇ ） 。 Ｒ Ｇ Ｄ モ チ ー フ は 、 哺 乳 動 物 接 着 性 タ ン パ ク 質 の 細 胞 結 合 部 位 と し て 識 別
さ れ て い る （ Ruoslahti,E. ら ， 1986, Cell 44:517-518） 。 セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ の Ｈ ｔ ｒ
Ａ ／ Ｄ ｅ ｇ Ｐ フ ァ ミ リ ー は 、 一 定 範 囲 の ス ト レ ス 応 答 中 に お よ び Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス
に よ る 感 染 中 に 生 じ 、 Ｈ ｔ ｒ Ａ の 表 面 発 現 は 、 ス ト レ ス 応 答 機 序 の 一 部 分 と し て 起 こ り う
る 。 他 の 細 胞 内 熱 シ ョ ッ ク タ ン パ ク 質 は 、 生 理 学 的 ス ト レ ス 条 件 下 で 表 面 に 発 現 さ れ た 状
態 に な る こ と が 示 さ れ て お り 、 接 着 性 因 子 と し て 関 係 し て い る （ Ensgraber,M. ら ， 1992,
 Infect.Immun. 60:3072-3078 お よ び  Hartmann,E. ら ， Infect.Immun. 65:1729-1733）
。
【 ０ ２ １ ０ 】
　 ｈ ｔ ｒ Ａ プ ロ モ ー タ ー 領 域 の 分 析 お よ び 温 度 に 応 じ た 誘 導
　 Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス 領 域 Ａ お よ び 領 域 Ｂ の 遺 伝 子 配 置 は 、 そ れ ら の コ ー ド さ れ る タ
ン パ ク 質 の 間 の 遺 伝 子 間 ス ペ ー シ ン グ の 程 度 に 関 し て 異 な る 。 領 域 Ａ と は 異 な り 、 領 域 Ｂ
内 の Ｏ Ｒ Ｆ は 、 よ り 遠 く 離 れ て い る 。 例 え ば 、 ｆ ｌ ｇ Ｅ 、 ｐ ｏ ｎ Ａ 、 ｈ ｔ ｒ Ａ お よ び ｈ ｙ
ｐ Ｃ 遺 伝 子 は 、 そ れ ぞ れ の 読 み 取 り 枠 の 間 が 約 １ ２ ５ 、 ２ ０ ０ お よ び ２ ６ ５ ヌ ク レ オ チ ド
に よ っ て 隔 て ら れ て い る 。 ｈ ｔ ｒ Ａ の 直 ぐ 上 流 の ２ ０ ０ ｂ ｐ 領 域 は 、 特 に 、 い く つ か の Ｈ
ｔ ｒ Ａ タ ン パ ク 質 同 族 体 が 、 温 度 、 酸 化 お よ び 浸 透 圧 ス ト レ ス を 含 め た 多 数 の 異 な っ た 環
境 シ グ ナ ル に 応 じ て 生 じ る こ と が 分 か っ て 以 来 、 プ ロ モ ー タ ー 領 域 を 見 つ け る た め に よ り
詳 細 に 検 討 さ れ た 。 ｈ ｔ ｒ Ａ の 上 流 の 配 列 番 号 ： ２ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 検 討 は 、 ヌ ク レ
オ チ ド ２ ７ ９ ７ ～ ２ ８ ０ ２ （ Ｔ Ｔ Ｇ Ａ Ｔ Ａ ； － ３ ５ 領 域 ） お よ び ヌ ク レ オ チ ド ２ ８ ２ ４ ～
２ ８ ２ ９ （ Ｔ Ａ Ｔ Ａ Ａ Ｔ ； － １ ０ 領 域 ） に ほ ぼ 位 置 す る プ ロ モ ー タ ー を 示 し た 。 こ れ ら 二
つ の 六 量 体 は 、 ２ １ ヌ ク レ オ チ ド ス ペ ー ス に よ っ て 隔 て ら れ 、 共 通 の σ ７ ０ 型 プ ロ モ ー タ
ー に ほ ぼ 完 全 な 相 同 性 を 有 す る 。 他 の プ ロ モ ー タ ー 因 子 は こ の 領 域 中 に 存 在 す る こ と が で
き 、 種 々 の 環 境 シ グ ナ ル に 応 じ て ｈ ｔ ｒ Ａ 発 現 を 調 節 す る 。 プ ラ ス ミ ド ｐ Ｅ Ｒ ４ ３ ４ は 、
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ｈ ｔ ｒ Ａ 　 Ｏ Ｒ Ｆ お よ び ｈ ｔ ｒ Ａ プ ロ モ ー タ ー 領 域 を 含 有 し 、 ３ ０ ℃ か ま た は ３ ７ ℃ で 成
長 す る 大 腸 菌 宿 主 細 胞 に 温 度 依 存 性 表 現 型 を 与 え る 。 し た が っ て 、 ｈ ｔ ｒ Ａ の 上 流 の 領 域
は 、 温 度 に 応 じ た 可 能 性 の あ る 機 能 的 プ ロ モ ー タ ー と し て 認 識 さ れ う る 。 し た が っ て 、 ｈ
ｔ ｒ Ａ プ ロ モ ー タ ー を 用 い て 、 温 度 に 応 じ て 大 腸 菌 お よ び 他 の 微 生 物 に お け る 異 種 タ ン パ
ク の 発 現 を 機 能 的 に 調 節 す る こ と は 可 能 な は ず で あ る 。 他 の 環 境 因 子 に 応 じ て 発 現 を 調 節
す る 他 の プ ロ モ ー タ ー 因 子 の 存 在 は 、 そ れ ら 他 の シ グ ナ ル を 用 い て 発 現 を 調 節 す る こ と を
可 能 に す る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ２ １ １ 】
　
　 Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス 領 域 Ａ を 包 含 す る Ｄ Ｎ Ａ フ ラ グ メ ン ト 含 有 プ ラ ス ミ ド
　 ｌ ｙ ｓ Ｓ 、 ｙ ｃ ｆ Ｗ 、 ａ ｂ ｃ １ お よ び ｏ ｍ ｐ １ ０ ０ 遺 伝 子 を 示 す Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ リ
ス ゲ ノ ム 領 域 を 含 有 す る プ ラ ス ミ ド を 製 造 し た 。 ｌ ｙ ｓ Ｓ 遺 伝 子 と ｙ ｃ ｆ Ｗ 遺 伝 子 の 一 部
分 と を 包 含 す る ２ ． ６ ｋ ｂ フ ラ グ メ ン ト を 、 プ ラ イ マ ー Ｅ Ｒ ２ ４ ６ （ 配 列 番 号 ： ９ ７ ） お
よ び Ｅ Ｒ ２ ５ ４ （ 配 列 番 号 ： ９ ８ ） を 用 い て 増 幅 さ せ 、 ｙ ｃ ｆ Ｗ 遺 伝 子 の 一 部 分 お よ び 完
全 な ａ ｂ ｃ １ 遺 伝 子 フ ラ グ メ ン ト を 包 含 す る ０ ． ８ ７ ｋ ｂ フ ラ グ メ ン ト を 、 プ ラ イ マ ー Ｅ
Ｒ ２ ２ ９ （ 配 列 番 号 ： ７ ３ ） お よ び Ｅ Ｒ ２ ０ ６ （ 配 列 番 号 ： ６ ６ ） を 用 い て 増 幅 さ せ た 。
こ れ ら フ ラ グ メ ン ト は 、 実 施 例 １ に 記 載 の よ う に 、 “ Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス 領 域 Ａ を 包
含 す る サ ブ ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ フ ラ グ メ ン ト の 特 異 的 Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 ” の 下 で 増 幅 し た 。 そ れ ら ２ ．
６ ｋ ｂ お よ び ０ ． ８ ７ ｋ ｂ 　 Ｄ Ｎ Ａ フ ラ グ メ ン ト を 、 ス ピ ン ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ Ｑ Ｉ Ａ
ｑ ｕ ｉ ｃ ｋ Ｔ Ｍ ） を 用 い た 抽 出 に よ っ て 単 離 し 、 ｐ Ｃ Ｒ ２ ． １  Topo の Ｔ Ａ ク ロ ー ニ ン グ
部 位 中 に 挿 入 し た 。 ベ ク タ ー 特 異 的 配 列 決 定 用 プ ラ イ マ ー を 用 い た 単 純 配 列 伸 長 反 応 は 、
ク ロ ー ン 化 さ れ た フ ラ グ メ ン ト の 端 点 を 確 認 し 、 そ し て プ ラ ス ミ ド ｐ Ｔ ０ ６ ８ 中 の Ｌ ｙ ｓ
Ｓ お よ び Ｙ ｃ ｆ Ｗ 並 び に プ ラ ス ミ ド ｐ Ｅ Ｒ ４ ３ ８ 中 の Ｙ ｃ ｆ Ｗ お よ び Ａ Ｂ Ｃ １ を コ ー ド し
て い る 遺 伝 子 が 、 ラ ク ト ー ス プ ロ モ ー タ ー に 相 対 し て 反 対 の 配 向 に あ る こ と を 示 し た 。
【 ０ ２ １ ２ 】
　 ｏ ｍ ｐ １ ０ ０ 遺 伝 子 を 含 有 す る ２ ． ９ ７ ｋ ｂ 　 Ｄ Ｎ Ａ フ ラ グ メ ン ト を 、 Ｐ Ｃ Ｒ に よ っ て
特 異 的 ５ ’ お よ び ３ ’ プ ラ イ マ ー Ｅ Ｒ １ ８ ７ （ 配 列 番 号 ： ５ ４ ） お よ び Ｅ Ｒ １ ７ ０ （ 配 列
番 号 ： ４ ２ ） を 用 い て 増 幅 さ せ た 。 Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 は 、 三 重 に 行 わ れ 、 ５ ０ μ ｌ の 最 終 試 料 容
量 中 に 鋳 型 と し て の １ μ ｌ 　 Ｄ Ｎ Ａ 抽 出 物 、 １ ｘ Ｐ Ｃ Ｒ  Buffer II、 １ ． ５ ｍ Ｍ 　 Ｍ ｇ Ｃ
ｌ ２ 、 各 ２ ０ ０ μ Ｍ の デ オ キ シ Ｎ Ｔ Ｐ 、 各 ５ ０ ピ コ モ ル の プ ラ イ マ ー お よ び ２ ． ５ Ｕ 　 Am
pliTaq Gold 熱 安 定 性 ポ リ メ ラ ー ゼ を 含 有 し た 。 増 幅 条 件 は 、 ９ ５ ゜ で ９ 分 間 の 変 性 後 、
３ ３ サ イ ク ル の 変 性 （ ９ ５ ゜ ３ ０ 秒 間 ） 、 ア ニ ー リ ン グ （ ６ ２ ゜ ３ ０ 秒 間 ） お よ び 重 合 （
７ ２ ゜ ３ 分 間 ） か ら 成 っ た 。 ７ ２ ゜ で ７ 分 間 の 最 終 伸 長 は 、 標 的 遺 伝 子 領 域 の 増 幅 を 完 全
に し た 。 増 幅 後 、 三 重 の 試 料 を そ れ ぞ れ プ ー ル し 、 そ の 特 定 の 生 産 物 を 、 ス ピ ン ク ロ マ ト
グ ラ フ ィ ー （ Ｑ Ｉ Ａ ｑ ｕ ｉ ｃ ｋ Ｔ Ｍ ） を 用 い た 抽 出 に よ っ て 単 離 し 、 ｐ Ｃ Ｒ ２ ． １  Topo 
の Ｔ Ａ ク ロ ー ニ ン グ 部 位 中 に 、 ラ ク ト ー ス プ ロ モ ー タ ー に 相 対 し て 反 対 の 配 向 で 挿 入 し た
。 こ の プ ラ ス ミ ド 構 築 物 を ｐ Ｅ Ｒ ４ ４ ０ と 称 し た 。
【 ０ ２ １ ３ 】
　 プ ラ ス ミ ド ｐ Ｅ Ｒ ４ ３ ８ お よ び ｐ Ｅ Ｒ ４ ４ ０ を 、 大 腸 菌 Ｔ Ｏ Ｐ １ ０ 細 胞 （ Invitrogen, 
カ ー ル ズ バ ッ ト ， Ｃ Ａ ） 中 に 導 入 し た 。 得 ら れ た Ｐ ｚ ４ ３ ８ お よ び Ｐ ｚ ４ ４ ０ と 称 さ れ る
菌 株 を 、 １ ９ ９ ９ 年 ９ 月 ９ 日 に Ａ Ｔ Ｃ Ｃ （ １ ０ ８ ０ １ 　 University Blvd, マ ナ ッ サ ス ，
Ｖ Ａ ， ２ ０ １ １ ０ ， 米 国 ） に 寄 託 し 、 受 託 番 号 Ｐ Ｔ Ａ － ６ ３ ８ お よ び Ｐ Ｔ Ａ － ６ ４ ０ を そ
れ ぞ れ 付 与 さ れ た 。 プ ラ ス ミ ド ｐ Ｔ ０ ６ ８ を 大 腸 菌 Ｔ Ｏ Ｐ １ ０ 細 胞 中 に 導 入 し 、 得 ら れ た
菌 株 を ２ ０ ０ ０ 年 ７ 月 １ ４ 日 に Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 し 、 受 託 番 号 Ｐ Ｔ Ａ － ２ ２ ３ ２ を 付 与 さ れ
た 。
【 ０ ２ １ ４ 】
　 Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス 領 域 Ｂ を 包 含 す る Ｄ Ｎ Ａ フ ラ グ メ ン ト 含 有 プ ラ ス ミ ド
　 ｐ ｏ ｎ Ａ 、 ｈ ｔ ｒ Ａ お よ び ｈ ｙ ｐ Ｃ 遺 伝 子 を 示 す Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス ゲ ノ ム 領 域 を
含 有 す る プ ラ ス ミ ド を 製 造 し た 。 そ れ ら ｐ ｏ ｎ Ａ 、 ｈ ｔ ｒ Ａ お よ び ｈ ｙ ｐ Ｃ 遺 伝 子 フ ラ グ
メ ン ト を 、 上 の 実 施 例 ２ の “ Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス 領 域 Ｂ を 包 含 す る サ ブ ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ
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実 施 例 ３ ： プ ラ ス ミ ド の 製 造 お よ び 寄 託 材 料



フ ラ グ メ ン ト の 特 異 的 Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 ” と 題 す る 項 目 に 記 載 の よ う に 、 ｐ ｏ ｎ Ａ 遺 伝 子 に 隣 接
す る プ ラ イ マ ー Ｅ Ｒ ２ ２ ８ （ 配 列 番 号 ： ７ ２ ） お よ び Ｅ Ｒ １ ９ ０ （ 配 列 番 号 ： ５ ７ ） ； ｈ
ｔ ｒ Ａ 遺 伝 子 に 隣 接 す る プ ラ イ マ ー Ｅ Ｒ ２ ０ ７ （ 配 列 番 号 ： ６ ７ ） お よ び Ｒ Ａ １ ３ ４ （ 配
列 番 号 ： ７ ８ ） ； お よ び ｈ ｙ ｐ Ｃ 遺 伝 子 に 隣 接 す る プ ラ イ マ ー Ｅ Ｒ １ ８ ９ （ 配 列 番 号 ： ５
６ ） お よ び Ｅ Ｒ １ ９ ６ （ 配 列 番 号 ： ６ ２ ） を 用 い て 増 幅 さ せ た 。 得 ら れ た ｐ ｏ ｎ Ａ 含 有 ２
． ９ ８ ｋ ｂ フ ラ グ メ ン ト を 、 Ｊ Ｅ Ｔ sorbＴ Ｍ キ ッ ト を 用 い る ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 に し
た が っ て 精 製 し 、 そ し て ｐ Ｃ Ｒ ２ ． １  Topo 中 に ク ロ ー ン 化 し て プ ラ ス ミ ド ｐ Ｅ Ｒ ４ ３ ２
を 生 じ た 。 得 ら れ た ｈ ｔ ｒ Ａ 含 有 １ ． ７ ２ ｋ ｂ フ ラ グ メ ン ト を 、 ス ピ ン ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー （ Ｑ Ｉ Ａ ｑ ｕ ｉ ｃ ｋ Ｔ Ｍ ） を 用 い た 抽 出 に よ っ て 単 離 し 、 ｐ Ｃ Ｒ ２ ． １  Topo の Ｔ Ａ ク
ロ ー ニ ン グ 部 位 中 に 挿 入 し て プ ラ ス ミ ド ｐ Ｅ Ｒ ４ ３ ４ を 生 じ た 。 ｈ ｙ ｐ Ｃ と 、 Ｏ Ｒ Ｆ １ の
Ｃ 末 端 の ９ ４ ア ミ ノ 酸 を コ ー ド し て い る 追 加 の 隣 接 す る ヌ ク レ オ チ ド を 含 有 す る 得 ら れ た
０ ． ９ ８ ｋ ｂ フ ラ グ メ ン ト を 、 ス ピ ン ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ Ｑ Ｉ Ａ ｑ ｕ ｉ ｃ ｋ Ｔ Ｍ ） を 用
い た 抽 出 に よ っ て 単 離 し 、 ｐ Ｃ Ｒ ２ ． １  Topo の Ｔ Ａ ク ロ ー ニ ン グ 部 位 中 に 挿 入 し て プ ラ
ス ミ ド ｐ Ｅ Ｒ ４ ３ ６ を 生 じ た 。 ベ ク タ ー 特 異 的 配 列 決 定 用 プ ラ イ マ ー を 用 い た 単 純 配 列 伸
長 反 応 は 、 ク ロ ー ン 化 さ れ た フ ラ グ メ ン ト の 端 点 を 確 認 し 、 そ し て Ｐ ｏ ｎ Ａ お よ び Ｈ ｙ ｐ
Ｃ を コ ー ド し て い る 遺 伝 子 が 、 ラ ク ト ー ス プ ロ モ ー タ ー に 相 対 し て 反 対 の 配 向 に あ る こ と
を 示 し た 。 Ｈ ｔ ｒ Ａ 遺 伝 子 を 、 ラ ク ト ー ス プ ロ モ ー タ ー に 相 対 し て 同 じ 配 向 で ク ロ ー ン 化
し た が 、 こ の よ う な プ ラ ス ミ ド を 含 有 す る 細 胞 は 、 ３ ７ ℃ で 不 安 定 な 表 現 型 を 示 し 、 そ れ
は 、 ３ ０ ℃ で 成 長 を 維 持 し た 場 合 に 軽 減 さ れ た 。
【 ０ ２ １ ５ 】
　 プ ラ ス ミ ド ｐ Ｅ Ｒ ４ ３ ２ 、 ｐ Ｅ Ｒ ４ ３ ４ お よ び ｐ Ｅ Ｒ ４ ３ ６ を 、 大 腸 菌 Ｔ Ｏ Ｐ １ ０ 細 胞
（ Invitrogen, カ ー ル ズ バ ッ ト ， Ｃ Ａ ） 中 に 導 入 し た 。 得 ら れ た Ｐ ｚ ４ ３ ２ 、 Ｐ ｚ ４ ３ ４
お よ び Ｐ ｚ ４ ３ ６ と 称 さ れ る 菌 株 を 、 １ ９ ９ ９ 年 ９ 月 ９ 日 に Ａ Ｔ Ｃ Ｃ （ １ ０ ８ ０ １ 　 Univ
ersity Blvd, マ ナ ッ サ ス ， Ｖ Ａ ， ２ ０ １ １ ０ ， 米 国 ） に 寄 託 し 、 受 託 番 号 Ｐ Ｔ Ａ － ６ ３
５ 、 Ｐ Ｔ Ａ － ６ ３ ６ お よ び Ｐ Ｔ Ａ － ６ ３ ７ を そ れ ぞ れ 付 与 さ れ た 。
【 ０ ２ １ ６ 】
　
　 プ ラ ス ミ ド 発 現 ベ ク タ ー
　 組 換 え 体 Ｈ ｔ ｒ Ａ お よ び Ｏ ｍ ｐ １ ０ ０ の 製 造 に 用 い ら れ る 発 現 ベ ク タ ー は 、 ｐ Ｅ Ｔ － ２
８ ｂ （ ＋ ） （ Novagen,Inc., マ デ ィ ソ ン ， Ｗ Ｉ ） で あ っ た 。 Ｈ ｔ ｒ Ａ お よ び Ｏ ｍ ｐ １ ０ ０
タ ン パ ク 質 の コ ー デ ィ ン グ 配 列 を 、 Ｌ ． イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス に 感 染 し た ブ タ 粘 膜 Ｄ Ｎ Ａ 抽
出 物 か ら 増 幅 さ せ た 。 そ れ ら Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 を 、 Ｊ Ｅ Ｔ sorbＴ Ｍ キ ッ ト を 用 い る ア ガ ロ ー ス ゲ
ル 電 気 泳 動 に し た が っ て 精 製 し 、 そ し て ｐ Ｃ Ｒ ２ ． １  Topo 中 に ク ロ ー ン 化 し て 、 プ ラ ス
ミ ド ｐ Ｒ Ｌ ０ ０ １ （ Ｈ ｔ ｒ Ａ ） お よ び ｐ Ｅ Ｒ ４ １ ５ （ Ｏ ｍ ｐ １ ０ ０ ） を 生 じ た 。 Ｈ ｔ ｒ Ａ
　 Ｏ Ｒ Ｆ を 増 幅 さ せ る の に 用 い ら れ た 特 異 的 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー に は 、 Ｅ Ｒ ２ ０ ８ （ 配 列 番
号 ： ６ ８ ） お よ び Ｒ Ａ １ ３ ３ （ 配 列 番 号 ： ７ ７ ） が 含 ま れ た 。 プ ラ イ マ ー Ｅ Ｒ ２ ０ ８ は 、
Ｎ ｄ ｅ Ｉ 部 位 （ Ｃ Ａ Ｔ Ａ Ｔ Ｇ ） を 導 入 す る よ う に 設 計 さ れ た が 、 Ｈ ｔ ｒ Ａ シ グ ナ ル 配 列 を
欠 失 し て い た 。 ｐ Ｒ Ｌ ０ ０ １ 中 に 存 在 す る Ｈ ｔ ｒ Ａ イ ン サ ー ト を 、 Ｎ ｄ ｅ Ｉ お よ び Ｅ ｃ ｏ
Ｒ Ｉ を 用 い た 消 化 後 、 ｐ Ｅ Ｔ － ２ ８ ｂ （ ＋ ） 中 に サ ブ ク ロ ー ン 化 し た 。 得 ら れ た ｐ Ｅ Ｒ ４
０ ５ と 称 さ れ る 発 現 プ ラ ス ミ ド を 、 挿 入 さ れ る フ ラ グ メ ン ト の ５ ’ お よ び ３ ’ 両 末 端 に お
い て 配 列 決 定 し 、 ベ ク タ ー に コ ー ド さ れ る ６ ｘ Ｈ ｉ ｓ リ ー ダ ー と の イ ン フ レ ー ム 融 合 を コ
ー ド す る こ と を 確 認 し た 。 し た が っ て 、 コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 の 推 定 の ア ミ ノ 末 端 配 列
は 、 ベ ク タ ー に よ っ て コ ー ド さ れ る 配 列 Ｍ Ｇ Ｓ Ｓ Ｈ Ｈ Ｈ Ｈ Ｈ Ｈ Ｓ Ｓ Ｇ Ｌ Ｖ Ｐ Ｒ Ｇ Ｓ Ｈ Ｍ 、
そ の 直 後 の 、 Ｈ ｔ ｒ Ａ 読 み 取 り 枠 の ア ラ ニ ン － ２ ７ で 開 始 す る 配 列 Ａ Ｌ Ｐ Ｎ Ｆ Ｖ Ｐ か ら 成
っ た 。
【 ０ ２ １ ７ 】
　 Ｏ ｍ ｐ １ ０ ０ 　 Ｏ Ｒ Ｆ を 増 幅 さ せ る の に 用 い ら れ た 特 異 的 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー に は 、 Ｅ Ｒ
２ １ ６ （ 配 列 番 号 ： ７ ０ ） お よ び Ｒ Ａ １ ３ ８ （ 配 列 番 号 ： ７ ９ ） が 含 ま れ た 。 プ ラ イ マ ー
Ｅ Ｒ ２ １ ６ は 、 Ｎ ｃ ｏ Ｉ 部 位 （ Ｃ Ｃ Ａ Ｔ Ｇ Ｇ ） を 導 入 す る よ う に 設 計 さ れ た が 、 Ｏ ｍ ｐ １
０ ０ シ グ ナ ル 配 列 を 欠 失 し て い た 。 更 に 、 Ｅ Ｒ ２ １ ６ は 、 本 明 細 書 中 に 援 用 さ れ る  Sung 
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ら ， 1986, Proc.Natll.Acad.Sci. USA 83:561-565; Sung ら ， 1987, Meth.Enzymol. 153:
385-389; お よ び 米 国 特 許 第 ５ ， ４ ６ ０ ， ９ ５ ４ 号 か ら の 情 報 に 基 づ い て 、 組 換 え 体 タ ン
パ ク 質 を タ ン パ ク 質 分 解 か ら 保 護 す る “ 保 護 ペ プ チ ド ” と 称 さ れ る リ ー ダ ー ペ プ チ ド を 規
定 し た 。 ア ミ ノ 酸 配 列 Ｍ Ｇ Ｔ Ｔ Ｔ Ｔ Ｔ Ｔ Ｓ Ｌ か ら 成 る 保 護 ペ プ チ ド は 、 Ｅ Ｒ ２ １ ６ の ５ ’
近 位 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ た 。 ｐ Ｅ Ｒ ４ １ ５ 中 に 存 在 す る Ｏ ｍ ｐ １ ０ ０ イ
ン サ ー ト を 、 Ｎ ｃ ｏ Ｉ お よ び Ｅ ｃ ｏ Ｒ Ｉ を 用 い た 消 化 後 、 ｐ Ｅ Ｔ － ２ ８ ｂ （ ＋ ） 中 に サ ブ
ク ロ ー ン 化 し た 。 得 ら れ た ｐ Ｒ Ｌ ０ ２ ９ と 称 さ れ る 発 現 プ ラ ス ミ ド を 、 挿 入 さ れ る フ ラ グ
メ ン ト の ５ ’ お よ び ３ ’ 両 末 端 に お い て 配 列 決 定 し 、 保 護 ペ プ チ ド リ ー ダ ー と の イ ン フ レ
ー ム 融 合 を コ ー ド す る こ と を 確 認 し た 。 し た が っ て 、 コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 の 推 定 の ア
ミ ノ 末 端 配 列 は 、 Ｅ Ｒ ２ １ ６ の ５ ’ 近 位 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に よ っ て 規 定 さ れ る 配 列 Ｍ Ｇ Ｔ
Ｔ Ｔ Ｔ Ｔ Ｔ Ｓ Ｌ 、 そ の 直 後 の 、 Ｏ ｍ ｐ １ ０ ０ 読 み 取 り 枠 の ア ラ ニ ン － ２ ６ で 開 始 す る 配 列
Ａ Ｓ Ｋ Ｄ Ｄ Ｐ Ｓ Ｉ Ｖ か ら 成 っ た 。
【 ０ ２ １ ８ 】
　 組 換 え 体 タ ン パ ク 質 の 発 現
　 組 換 え 体 Ｈ ｔ ｒ Ａ お よ び Ｏ ｍ ｐ １ ０ ０ を そ れ ぞ れ コ ー ド し て い る 、 ｐ Ｅ Ｔ － ２ ８ ｂ （ ＋
） に 基 づ く 発 現 ベ ク タ ー ｐ Ｅ Ｒ ４ ０ ５ お よ び ｐ Ｒ Ｌ ０ ２ ９ を 、 発 現 宿 主 大 腸 菌 Ｂ Ｌ ２ １ （
Ｄ Ｅ ３ ） 中 に 導 入 し た 。 こ の 発 現 宿 主 は 、 Ｉ Ｐ Ｔ Ｇ 誘 導 フ ァ ー ジ Ｔ ７ プ ロ モ ー タ ー に よ っ
て 推 進 さ れ る ク ロ ー ン 化 遺 伝 子 の 高 レ ベ ル 転 写 を 可 能 に す る 遺 伝 子 型 Ｆ － ， ｏ ｍ ｐ Ｔ 　 ｈ
ｓ ｄ Ｓ Ｂ （ ｒ Ｂ

－ ｍ Ｂ
－ ） ｇ ａ ｌ 　 ｄ ｃ ｍ （ Ｄ Ｅ ３ ） （ Novagen,Inc.） を 有 す る 。 そ れ ら

大 腸 菌 の 形 質 転 換 細 胞 を 、 ５ Ｌ 　 BioFlowＴ Ｍ ３ ０ ０ ０ 発 酵 槽 （ New Brunswick Scientifi
c, エ デ ィ ソ ン ， Ｎ Ｊ ） 中 の ５ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ 硫 酸 カ ナ マ イ シ ン を 含 有 す る Ｓ Ｂ ＃ ２ 培 地 （
２ ． ４ ％ 酵 母 エ キ ス ， １ ． ２ ％ ト リ プ ト ン ， ０ ． ５ ％ 　 Ｋ ２ Ｈ Ｐ Ｏ ４ ， ０ ． ２ ５ ％ 　 Ｋ Ｈ

２ Ｐ Ｏ ４ ， ０ ． １ ４ ％ 　 Ｍ ｇ Ｓ Ｏ ４ ） 中 に お い て ３ ０ ～ ３ ７ ℃ で 、 Ａ ６ ２ ５ が ２ ． ５ ～ ３
０ ． １ に な る ま で 増 殖 さ せ た 。 組 換 え 体 タ ン パ ク 質 発 現 は 、 １ ｍ Ｍ 　 Ｉ Ｐ Ｔ Ｇ を 用 い た １
～ ４ ． ５ 時 間 の 誘 導 後 に 得 ら れ た 。
【 ０ ２ １ ９ 】
　 組 換 え 体 Ｈ ｔ ｒ Ａ を 発 現 す る 大 腸 菌 の 湿 潤 細 胞 を 、 １ ０ ， ０ ０ ０ ｐ ｓ ｉ （ ２ 工 程 ） で の
ホ モ ジ ナ イ ゼ ー シ ョ ン に よ っ て 溶 解 さ せ た 後 、 遠 心 分 離 し た 。 そ の ペ レ ッ ト は Ｈ ｔ ｒ Ａ を
含 有 し 、 そ れ を 、 ５ ： ４ 比 で あ る ２ ｘ Ｒ Ｉ Ｐ Ａ ／ Ｔ Ｅ Ｔ を 用 い て 洗 浄 し た 。 ２ ｘ Ｒ Ｉ Ｐ Ａ
は 、 ２ ０ ｍ Ｍ ト リ ス （ ｐ Ｈ ７ ． ４ ） 、 ０ ． ３ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ２ ． ０ ％ デ オ キ シ コ ー ル 酸 ナ
ト リ ウ ム お よ び ２ ％ （ ｖ ／ ｖ ） Igepal Ｃ Ａ － ６ ３ ０ Ｔ Ｍ （ Sigma） で あ る 。 Ｔ Ｅ Ｔ は 、 ０
． １ Ｍ ト リ ス （ ｐ Ｈ ８ ． ０ ） 、 ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ お よ び ２ ％ （ ｖ ／ ｖ ） ト リ ト ン Ｘ － １
０ ０ で あ る 。 次 に 、 洗 浄 し た ペ レ ッ ト を 、 ８ Ｍ 尿 素 、 １ ０ ｍ Ｍ ト リ ス 、 ０ ． １ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｈ

２ Ｐ Ｏ ４ 、 ｐ Ｈ ７ ． ０ 中 に 溶 解 さ せ た 。 溶 解 し た タ ン パ ク 質 を 、 ８ Ｍ 尿 素 、 １ ０ ｍ Ｍ ト リ
ス 、 ０ ． １ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｈ ２ Ｐ Ｏ ４ 、 ｐ Ｈ ７ ． ０ 中 で ２ 倍 に 希 釈 し 、 Ｎ ｉ 　 Ｎ Ｔ Ａ カ ラ ム （ Ｑ
Ｉ Ａ Ｇ Ｅ Ｎ ， サ ン タ ・ ク ラ リ タ ， Ｃ Ａ ） 上 に 加 え た 。 所 望 の タ ン パ ク 質 を 、 こ の カ ラ ム か
ら 、 ８ Ｍ 尿 素 、 １ ０ ｍ Ｍ ト リ ス 、 ０ ． １ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｈ ２ Ｐ Ｏ ４ 、 ｐ Ｈ ４ ． ５ へ の ｐ Ｈ の 減 少
に よ っ て 溶 出 さ せ た 。 最 後 に プ ー ル さ れ た 画 分 を 、 ４ Ｍ グ ア ニ ジ ン Ｈ Ｃ ｌ 、 ５ ０ ｍ Ｍ ト リ
ス 、 ｐ Ｈ ６ ． ５ に 対 し て 透 析 し 、 次 の 工 程 で は 、 ２ Ｍ グ ア ニ ジ ン Ｈ Ｃ ｌ 、 ２ ５ ｍ Ｍ ト リ ス
、 ｐ Ｈ ６ ． ５ に 透 析 し た 。 最 終 生 成 物 を 、 ０ ． ２ ２ μ Ｍ 濾 過 に よ っ て 濾 過 し た 。 タ ン パ ク
質 濃 度 は 、 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ に よ る ７ ０ ％ の 推 定 目 視 純 度 で ０ ． ５ ６ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ で あ っ た
。
【 ０ ２ ２ ０ 】
　 組 換 え 体 Ｏ ｍ ｐ １ ０ ０ を 発 現 す る 大 腸 菌 の 湿 潤 細 胞 を 、 Ｄ Ｎ Ａ 分 解 を 容 易 に す る た め に
、 リ ゾ チ ー ム 、 お よ び  BenzonaseＴ Ｍ （ BenzonaseＴ Ｍ （ Ｅ Ｍ  Industries,Inc., ホ ー ソ
ー ン ， ニ ュ ー ヨ ー ク ） ） の 存 在 下 の 音 波 処 理 を 用 い て 溶 解 さ せ た 後 、 遠 心 分 離 し た 。 そ の
ペ レ ッ ト は Ｏ ｍ ｐ １ ０ ０ を 含 有 し 、 そ れ を 、 ２ Ｍ 尿 素 、 ５ ０ ｍ Ｍ ト リ ス 、 １ ０ ｍ Ｍ 　 Ｅ Ｄ
Ｔ Ａ 、 ２ ５ ｍ Ｍ 　 Ｄ Ｔ Ｔ 、 １ ％  Zwittergent ３ － １ ４ を 用 い て ２ 回 洗 浄 し た 。 そ の ペ レ
ッ ト を 、 ６ Ｍ 尿 素 、 ５ ０ ｍ Ｍ ト リ ス （ ｐ Ｈ ８ ． ０ ） を 用 い て 再 懸 濁 さ せ た 後 、 遠 心 分 離 し
た 。 そ の ペ レ ッ ト を 、 ５ ： ４ 比 で あ る ２ ｘ Ｒ Ｉ Ｐ Ａ ／ Ｔ Ｅ Ｔ を 用 い て 洗 浄 し 、 次 に 、 そ の
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洗 浄 さ れ た ペ レ ッ ト を 、 ８ Ｍ 尿 素 、 ５ ０ ｍ Ｍ ト リ ス （ ｐ Ｈ ８ ． ０ ） 中 に 溶 解 さ せ た 。 ２ ５
ｍ Ｍ 　 Ｄ Ｔ Ｔ を そ の 溶 解 し た タ ン パ ク 質 に 加 え 、 ８ Ｍ 尿 素 、 ２ ５ ｍ Ｍ 　 Ｄ Ｔ Ｔ 、 ５ ０ ｍ Ｍ
ト リ ス （ ｐ Ｈ ８ ． ０ ） を 用 い て ２ ： １ に 更 に 希 釈 し た 。 希 釈 さ れ た 溶 解 タ ン パ ク 質 を 、 ８
Ｍ 尿 素 、 ２ ５ ｍ Ｍ 　 Ｄ Ｔ Ｔ 、 ５ ０ ｍ Ｍ ト リ ス （ ｐ Ｈ ８ ． ０ ） を 用 い て 平 衡 さ れ た Ｑ － セ フ
ァ ロ ー ス カ ラ ム 上 に 加 え た 。 組 換 え 体 Ｏ ｍ ｐ １ ０ ０ は 、 ８ Ｍ 尿 素 、 ２ ５ ｍ Ｍ 　 Ｄ Ｔ Ｔ 、 ５
０ ｍ Ｍ ト リ ス （ ｐ Ｈ ８ ． ０ ） 中 の ０ ～ １ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ の 直 線 勾 配 で 溶 離 し た 。 プ ー ル さ れ
た 画 分 を 、 ６ Ｍ グ ア ニ ジ ン Ｈ Ｃ ｌ 、 １ ０ ｍ Ｍ 　 Ｄ Ｔ Ｔ 、 ５ ０ ｍ Ｍ ト リ ス （ ｐ Ｈ ８ ． ０ ） に
対 し て 透 析 し 、 次 の 工 程 で は 、 ４ Ｍ グ ア ニ ジ ン Ｈ Ｃ ｌ 、 ６ ． ７ ｍ Ｍ 　 Ｄ Ｔ Ｔ 、 ３ ３ ． ３ ｍ
Ｍ ト リ ス （ ｐ Ｈ ８ ． ０ ） に 透 析 し た 。 最 終 生 成 物 を 、 ０ ． ２ ２ μ Ｍ 濾 過 に よ っ て 濾 過 し 、
－ ７ ０ ℃ で 凍 結 さ せ た 。 次 に 、 精 製 さ れ た Ｏ ｍ ｐ １ ０ ０ タ ン パ ク 質 を 融 解 さ せ 、 遠 心 分 離
し （ １ ６ ， ０ ０ ０ ｒ ｐ ｍ ， ６ ０ 分 間 ） 、 そ し て そ の 上 澄 み に 再 度 ０ ． ２ ２ μ Ｍ 濾 過 を 施 し
て 、 不 溶 性 粒 子 お よ び 凝 集 物 を 除 去 し た 。 タ ン パ ク 質 濃 度 は 、 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ に よ る ８
０ ％ の 推 定 目 視 純 度 で １ ． ０ ８ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ で あ っ た 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ２ ２ １ 】
【 図 １ 】 図 １ は 、 Ｌ ｙ ｓ Ｓ 、 Ｙ ｃ ｆ Ｗ 、 Ａ Ｂ Ｃ １ お よ び Ｏ ｍ ｐ １ ０ ０ タ ン パ ク 質 を コ ー ド
し て い る 遺 伝 子 を 含 有 す る 遺 伝 子 ク ラ ス タ ー Ａ の 配 列 、 お よ び Ｐ ｏ ｎ Ａ 、 Ｈ ｔ ｒ Ａ お よ び
Ｈ ｙ ｐ Ｃ タ ン パ ク 質 を コ ー ド し て い る 遺 伝 子 ク ラ ス タ ー Ｂ の 配 列 を 示 す 。
【 図 ２ 】 図 ２ は 、 Ｙ ｃ ｆ Ｗ ア ミ ノ 酸 配 列 の 列 を 、 GenBank デ ー タ ベ ー ス の 検 索 で 見 出 さ れ
る 最 も 類 似 し た 配 列 と 一 緒 に 示 す 。
【 図 ３ 】 図 ３ は 、 Ａ Ｂ Ｃ １ ア ミ ノ 酸 配 列 の 列 を 、 GenBank デ ー タ ベ ー ス の 検 索 で 見 出 さ れ
る 最 も 類 似 し た 配 列 と 一 緒 に 示 す 。
【 図 ４ 】 図 ４ は 、 Ｏ ｍ ｐ １ ０ ０ ア ミ ノ 酸 配 列 の 列 を 、 GenBank デ ー タ ベ ー ス の 検 索 で 見 出
さ れ る 最 も 類 似 し た 配 列 と 一 緒 に 示 す 。
【 図 ５ 】 図 ５ は 、 Ｐ ｏ ｎ Ａ ア ミ ノ 酸 配 列 の 列 を 、 GenBank デ ー タ ベ ー ス の 検 索 で 見 出 さ れ
る 最 も 類 似 し た 配 列 と 一 緒 に 示 す 。
【 図 ６ 】 図 ６ は 、 Ｈ ｔ ｒ Ａ ア ミ ノ 酸 配 列 の 列 を 、 GenBank デ ー タ ベ ー ス の 検 索 で 見 出 さ れ
る 最 も 類 似 し た 配 列 と 一 緒 に 示 す 。
【 図 ７ 】 図 ７ は 、 Ｈ ｙ ｐ Ｃ ア ミ ノ 酸 配 列 の 列 を 、 GenBank デ ー タ ベ ー ス の 検 索 で 見 出 さ れ
る 最 も 類 似 し た 配 列 と 一 緒 に 示 す 。
【 図 ８ 】 図 ８ は 、 Ｏ ｒ ｆ １ ア ミ ノ 酸 配 列 の 列 を 、 GenBank デ ー タ ベ ー ス の 検 索 で 見 出 さ れ
る 最 も 類 似 し た 配 列 と 一 緒 に 示 す 。
【 図 ９ 】 図 ９ は 、 Ｌ ｙ ｓ Ｓ ア ミ ノ 酸 配 列 の 列 を 、 GenBank デ ー タ ベ ー ス の 検 索 で 見 出 さ れ
る 最 も 類 似 し た 配 列 と 一 緒 に 示 す 。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】 【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】 【 図 ６ 】

【 図 ７ 】 【 図 ８ 】
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【 図 ９ 】

【 配 列 表 】
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摘要(译)

要解决的问题：提供胞内劳森菌蛋白，以及相关的方法和材料。 分离的
多肽分子是编码胞内劳森氏菌的HtrA，PonA，HypC，LysS，YcfW，
ABC1或Omp100蛋白的核苷酸序列，该序列的主要部分或同源物。 包含
一个数组。 描述了相关的多肽，免疫原性组合物和测定法。 [选型图]图
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