
(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】血液、唾液、のどをぬぐったもの、骨髄液、気管溶出物質、あるいは生体組織標
本物質など、種々の生物学的サンプルのいずれかにおけるグループＡ連鎖球菌を識別する
ための方法、および組成物を提供する。
【解決手段】用いられる組成物には化膿連鎖球菌から得ることができ、少なくともひとつ
の保存されたエピトープまたはシステイン・プロテアーゼまたはその断片をコード表現す
る核酸を含んだ細胞外システイン・プロテアーゼ、またはその断片を含んでいる。また、
上記組成物はグループＡ連鎖球菌感染症に対する防御的免疫反応を引き出すために使われ
る。
【選択図】なし 10
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
細 胞 外 プ ロ テ ア ー ゼ ま た は 該 プ ロ テ ア ー ゼ の サ ブ 配 列 に 対 応 す る 少 な く と も 10個 の ア ミ ノ
酸 残 基 で 構 成 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 免 疫 原 性 ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ 】
該 ペ プ チ ド が 細 胞 外 プ ロ テ ア ー ゼ の サ ブ 配 列 に 比 較 さ れ る １ つ ま た は 複 数 の 保 存 ア ミ ノ 酸
置 換 を 含 ん で い る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ の ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ３ 】
該 サ ブ 配 列 が 該 細 胞 外 プ ロ テ ア ー ゼ の 可 変 領 域 を 含 ん で い る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ の
ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ４ 】
該 サ ブ 配 列 が speＢ 遺 伝 子 で コ ー ド 表 現 さ れ る 化 膿 連 鎖 球 菌 細 胞 外 プ ロ テ ア ー ゼ の ア ミ ノ
酸 残 基 308－ 317を 含 ん で い る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ３ の ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ５ 】
該 サ ブ 配 列 が 、
ペ プ チ ド １ ： Ｈ － Ｑ － Ｉ － Ｎ － Ｒ － Ｓ (308)－ Ｄ － Ｆ － Ｓ － Ｋ － Ｑ － Ｄ － Ｗ － Ｅ － Ａ (317)
－ Ｑ － Ｉ － Ｄ － Ｋ － Ｅ ；
ペ プ チ ド ２ ： Ｈ － Ｑ － Ｉ － Ｎ － Ｇ (308)－ Ｄ － Ｆ － Ｓ － Ｋ － Ｑ － Ｄ － Ｗ － Ｅ － Ａ (317)－ Ｑ
－ Ｉ － Ｄ － Ｋ － Ｅ ；
ペ プ チ ド ３ ： Ｈ － Ｑ － Ｉ － Ｎ － Ｓ (308)－ Ｄ － Ｆ － Ｓ － Ｋ － Ｑ － Ｄ － Ｗ － Ｅ － Ａ (317)－ Ｑ
－ Ｉ － Ｄ － Ｋ － Ｅ
で 構 成 さ れ る グ ル ー プ か ら 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ４ の ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ６ 】
該 サ ブ 配 列 が 上 記 細 胞 外 プ ロ テ ア ー ゼ の 保 存 さ れ た 領 域 を 含 ん で い る こ と を 特 徴 と す る 請
求 項 １ の ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ７ 】
該 保 存 さ れ た 領 域 が 免 疫 優 勢 エ ピ ト ー プ を 含 ん で い る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ６ の ペ プ チ
ド 。
【 請 求 項 ８ 】
該 サ ブ 配 列 が 、
ペ プ チ ド ４ ： Ｐ (171)－ Ｖ － Ｉ － Ｅ － Ｋ － Ｖ － Ｋ － Ｐ － Ｇ － Ｅ － Ｑ － Ｓ － Ｆ － Ｖ － Ｇ － Ｑ
；
ペ プ チ ド ５ ： Ｙ (203)－ Ｈ － Ｎ － Ｙ － Ｐ － Ｎ － Ｋ － Ｇ － Ｌ － Ｋ － Ｄ － Ｙ － Ｔ － Ｙ － Ｔ － Ｌ
：
ペ プ チ ド ６ ： Ｐ (247)－ Ｔ － Ｙ － Ｓ － Ｇ － Ｒ － Ｅ － Ｓ － Ｎ － Ｖ － Ｑ － Ｋ － Ｍ － Ａ － Ｉ ； お
よ び
ペ プ チ ド ７ ： Ｉ (344)－ Ｄ － Ｇ － Ａ － Ｄ － Ｇ － Ｒ － Ｎ － Ｆ － Ｙ － Ｈ
で 構 成 さ れ る グ ル ー プ か ら 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ７ の ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ９ 】
細 胞 外 プ ロ テ ア ー ゼ の 保 存 エ ピ ト ー プ を コ ー ド 表 現 す る 少 な く と も 30個 の 核 酸 の 配 列 で 構
成 さ れ る Ｄ Ｎ Ａ 。
【 請 求 項 １ ０ 】
請 求 項 ９ に よ る Ｄ Ｎ Ａ に 操 作 的 に 接 合 さ れ た ホ ス ト 細 胞 内 で 機 能 性 を 発 揮 す る 転 写 、 翻 訳
開 始 お よ び 停 止 規 制 領 域 で 構 成 さ れ る 表 現 カ セ ッ ト 。
【 請 求 項 １ １ 】
請 求 項 １ ０ に よ る 表 現 カ セ ッ ト を 含 む 細 胞 。
【 請 求 項 １ ２ 】
請 求 項 ９ に よ る Ｄ Ｎ Ａ に よ っ て コ ー ド 表 現 さ れ る ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ３ 】
生 理 学 的 に 受 け 入 れ 可 能 な 基 質 に お け る 請 求 項 １ ２ に よ る ペ プ チ ド 。
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【 請 求 項 １ ４ 】
哺 乳 動 物 に お け る 連 鎖 球 菌 種 の 複 製 を 抑 止 す る ワ ク チ ン で 、 生 理 学 的 に 受 け 入 れ 可 能 な 非
毒 性 媒 体 と 、 連 鎖 球 菌 細 胞 外 プ ロ テ ア ー ゼ 遺 伝 子 の 少 な く と も 10個 の ア ミ ノ 酸 か ら 酵 素 前
駆 体 表 現 生 成 物 全 体 に い た る ま で の 配 列 を 含 ん で い る ペ プ チ ド を 含 ん で い る ワ ク チ ン 。
【 請 求 項 １ ５ 】
該 ペ プ チ ド が 合 成 ペ プ チ ド で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ４ の ワ ク チ ン 。
【 請 求 項 １ ６ 】
該 連 鎖 球 菌 の 複 製 が 、 咽 頭 炎 、 扁 桃 腺 炎 、 皮 膚 感 染 症 、 急 性 リ ュ ー マ チ 熱 、 し ょ う こ う 熱
、 連 鎖 球 菌 感 染 後 糸 球 体 腎 炎 、 敗 血 症 、 髄 膜 炎 、 丹 毒 、 蜂 巣 炎 、 筋 膜 炎 お よ び 毒 シ ョ ッ ク
状 症 候 群 で 構 成 さ れ る グ ル ー プ か ら 選 択 さ れ る 条 件 と 関 連 し て い る こ と を 特 徴 と す る 請 求
項 １ ４ の ワ ク チ ン 。
【 請 求 項 １ ７ 】
さ ら に 、 ヒ ト 組 織 抗 原 と ク ロ ス 反 応 す る 抗 体 を 引 き 出 さ な い 連 鎖 球 菌 Ｍ 蛋 白 質 抗 原 を 含 ん
で い る 請 求 項 １ ４ の ワ ク チ ン 。
【 請 求 項 １ ８ 】
哺 乳 動 物 内 で の 化 膿 連 鎖 球 菌 複 製 を 抑 止 す る ワ ク チ ン に お い て 、 突 然 変 異 さ れ た シ ス テ イ
ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ を 含 有 す る 生 理 学 的 に 受 け 入 れ 可 能 な 非 毒 性 媒 体 を 含 ん で お り 、 該 突 然
変 異 さ れ た プ ロ テ ア ー ゼ が １ つ の 、 あ る い は 保 存 さ れ た エ ピ ト ー プ を 含 ん で お り 、 該 プ ロ
テ ア ー ゼ が 蛋 白 質 分 解 活 性 を 基 本 的 に 欠 い て い る こ と を 特 徴 と す る ワ ク チ ン 。
【 請 求 項 １ ９ 】
哺 乳 動 物 に お け る 連 鎖 球 菌 種 の 複 製 を 抑 止 す る ワ ク チ ン に お い て 、 請 求 項 ９ の Ｄ Ｎ Ａ を 含
有 す る 生 理 学 的 に 受 け 入 れ 可 能 な 非 毒 性 媒 体 を 含 ん で い る ワ ク チ ン 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 一 般 的 に は 分 子 生 物 学 お よ び 感 染 症 の 分 野 に 関 す る も の で あ る 。 よ り 具 体 的 に
は 、 本 発 明 は グ ル ー プ Ａ 連 鎖 球 菌 、 特 に 化 膿 連 鎖 球 菌 を 識 別 す る た め の 方 法 お よ び 組 成 物
に 関 す る も の で あ る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 化 膿 連 鎖 球 菌 は 、 咽 頭 炎 お よ び ／ ま た は 扁 桃 腺 炎 、 皮 膚   感 染 症 （ 膿 痂 疹 、 丹 毒 、 お よ
び そ の 他 の 形 態 の 膿 皮 症 ） 、   急 性 リ ュ ー マ チ 熱 （ Ａ Ｒ Ｆ ） 、 猖 紅 熱 （ Ｓ Ｆ ） 、 化 膿 後   
  （ poststreptococcal） 糸 球 体 腎 炎 （ Ｐ Ｓ Ｇ Ｎ ） 、 お よ び 毒 性 シ ョ ッ ク 状 症 候 群 （ Ｔ Ｓ
Ｌ Ｓ ） な ど 、 ヒ ト に お け る い く つ か の 病 気 の 病 原 因 子 で あ る グ ラ ム 陽 性 バ ク テ リ ア で あ る
。 Ａ Ｒ Ｆ は 、 地 球 的 な 規 模 で 、 小 児 心 臓 病 の 最 も あ り ふ れ た 原 因 と な っ て い る 。 た と え ば
、 イ ン ド に お い て は 、 600万 人 以 上 の 学 齢 期 の 児 童 た ち が リ ュ ー マ チ 性 心 臓 病 に か か っ て
い る 。 米 国 で は 、 『 喉 の 痛 み 』 が 医 師 の 診 察 室 に や っ て く る 最 も あ り ふ れ た 理 由 で 、 こ う
し た 訴 え を す る 児 童 の 30％ 程 度 か ら 化 膿 連 鎖 球 菌 が 取 り 出 さ れ て い る 。 米 国 で は 毎 年 2,50
0～ 3,500万 件 程 度 の 連 鎖 球 菌 性 咽 頭 炎 が 発 生 し て お り 、 そ の 治 療 に 使 わ れ る 費 用 は 毎 年 10
～ 20億 ド ル 程 度 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
 近 年 、 連 鎖 球 菌 に よ る 病 気 の 頻 度 お よ び そ の 重 篤 性 が 未 知 の 理 由 か ら 大 陸 を ま た が っ て
増 大 す る 傾 向 が 認 め ら れ 、 そ の 原 因 と し て 二 つ の 変 種 発 熱 性 外 毒 素 Ａ （ Ｓ Ｐ Ｅ Ａ ） 分 子 が
示 唆 さ れ て い る 。 突 然 変 異 体 Ｓ Ｐ Ｅ Ａ 分 子 を 特 徴 と す る こ れ ら ア ミ ノ 酸 残 基 は 、 最 近 発 表
さ れ た 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 か ら の 関 連 腸 内 毒 素 Ｂ の 三 次 元 結 晶 構 造 に よ れ ば 、 Ｔ 細 胞 レ セ プ タ
ー 結 合 溝 を 形 成 す る そ の 毒 素 の 領 域 に 存 在 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
 化 膿 連 鎖 球 菌 は 自 動 触 媒 転 換 に よ っ て 253個 の ア ミ ノ 酸 で 構 成 さ れ る 酵 素 活 性 を 有 す る プ
ロ テ ア ー ゼ （ 27,588kＤ a） に 形 質 転 換 さ れ 得 る 371個 の ア ミ ノ 酸 で 構 成 さ れ る 細 胞 外 酵 素
前 駆 体 を 合 成 す る 。 こ の 酵 素 前 駆 体 は ひ と つ 、 ま た は 複 数 の 、 先 端 を 切 ら れ た 酵 素 と は 結
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び つ い て い な い エ ピ ト ー プ を 含 ん で い る 。 こ の 酵 素 前 駆 体 と 活 性 プ ロ テ ア ー ゼ は 両 方 と も
、 １ 分 子 あ た り ひ と つ の ス ル フ ヒ ド リ ル 抗 剤 に 対 し て 感 作 性 の あ る 半 シ ス テ イ ン を 含 ん で
い る 。 ブ ロ ス 培 養 で 、 バ ク テ リ ア 増 殖 期 間 中 、 不 活 性 の 前 駆 体 が 細 胞 外 に 蓄 積 し 、 指 数 関
数 的 成 長 期 の 終 わ り に は 最 大 の 濃 度 に 達 す る 。 い く つ か の 系 は 最 大 で 150mg/リ ッ ト ル 程 度
の 酵 素 前 駆 体 を 発 生 し 、 そ の 分 子 は 主 要 な 細 胞 外 蛋 白 質 と な る 。 こ の よ う に 、 連 鎖 球 菌 性
シ ス テ イ ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ は 特 殊 な 信 号 ペ プ チ ド と 十 分 に 活 性 を 示 す 酵 素 を 発 生 す る た め
に 自 動 触 媒 的 な 方 法 で 取 り 除 か れ る プ ロ シ ー ケ ン ス を 有 し て い る 点 で 、 多 く の 分 泌 バ ク テ
リ ア 性 細 胞 外 プ ロ テ ア ー ゼ 毒 性 因 子 に 類 似 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
 開 発 途 上 国 に お い て 化 膿 連 鎖 球 菌 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る 継 続 的 で 重 大 な 病 態 状 態 は 死
亡 率 、 米 国 で の グ ル ー プ Ａ 連 鎖 球 菌 に そ の 原 因 が 求 め ら れ る か な り の 医 療 負 担 、 そ し て 、
こ の 病 原 に お け る 抗 生 物 質 へ の 抵 抗 性 レ ベ ル の 増 大 は 連 鎖 球 菌 に よ る 感 染 症 の 分 子 レ ベ ル
で の 発 病 の メ カ ニ ズ ム に つ い て さ ら に 十 分 に 理 解 す る こ と の 必 要 性 を 明 確 に 示 し て い る 。
さ ら に 、 最 近 の 病 気 の 増 大 は 、 そ れ に 対 し て ワ ク チ ン が 必 要 と さ れ て い る ヒ ト の 重 大 な 病
原 の リ ス ト に 化 膿 連 鎖 球 菌 が 繰 り 返 し 入 れ ら れ て い る に も か か わ ら ず 、 有 効 な ワ ク チ ン が
な い こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
 全 身 性 連 鎖 球 菌 感 染 症 が 防 が れ る の は 、 圧 倒 的 に 、 種 固 有 オ プ ソ ニ ン 性 抗 Ｍ 蛋 白 質 Ｉ gＧ
に よ る も の と 考 え ら る 。 そ の 結 果 、 免 疫 予 防 法 研 究 が 、 ほ と ん ど Ｍ 蛋 白 質 ワ ク チ ン の 組 成
に 中 心 を お い て 取 り 組 ま れ て い る 。 し か し な が ら 、 こ う し た ア プ ロ ー チ に 対 し て 、 二 つ の
理 論 的 、 お よ び 実 際 的 な 問 題 が 障 害 と し て た ち は だ か っ て い る 。 第 一 に 、 血 清 学 お よ び 遺
伝 子 配 列 研 究 に 基 づ い て 、 100以 上 も の 異 な っ た Ｍ 蛋 白 質 種 が 発 表 さ れ て い る こ と で あ る
。 血 清 タ イ プ 的 に こ れ 程 多 様 な 変 種 が 発 生 す る と い う こ と は 有 効 な Ｍ 蛋 白 質 が そ の 組 成 に
お い て 雑 多 な も の で あ る に 違 い な い こ と 、 お よ び 保 存 さ れ て い る 防 御 的 Ｍ 蛋 白 質 が 用 い ら
れ ね ば な ら な い こ と を 示 し て い る 。 非 常 に 多 価 の ワ ク チ ン の 形 成 に は あ ま り 関 心 が 集 ま っ
て お ら ず 、 保 存 さ れ て い る 広 い 範 囲 で 防 護 能 力 を 示 す Ｍ 蛋 白 質 の 断 片 は 未 だ 確 認 さ れ て い
な い 。 Ｍ 蛋 白 質 ワ ク チ ン 研 究 を 困 難 に し て い る 第 二 の 問 題 は 、 Ｍ 蛋 白 質 が 心 臓 お よ び 他 の
人 間 の 組 織 と ク ロ ス 反 応 を 行 う エ ピ ト ー プ を 含 ん で い る と い う 観 察 結 果 で あ る 。 こ の 事 実
は 、 い く つ か の 連 鎖 球 菌 性 疾 患 で 推 定 さ れ て い 自 己 免 疫 局 面 と 合 わ さ っ て 、 Ｍ 蛋 白 質 ワ ク
チ ン の 開 発 を さ ら に 遅 ら せ て い る 。 グ ル ー プ Ａ 連 鎖 球 菌 性 感 染 症 の 検 出 は 、 現 在 使 え る ア
ッ セ イ が グ ル ー プ Ａ 連 鎖 球 菌 性 Ｍ 蛋 白 質 抗 原 の 検 出 に 基 づ い て い る と い う 事 実 に 邪 魔 さ れ
て い る 。 し た が っ て 、 Ｍ 蛋 白 質 以 外 に 基 づ く グ ル ー プ Ａ 連 鎖 球 菌 性 感 染 症 の 免 疫 予 防 的 防
護 用 の 有 効 な ワ ク チ ン と 、 グ ル ー プ Ａ 連 鎖 球 菌 性 感 染 症 に 対 し て ヒ ト を 免 疫 化 す る 上 で の
有 効 な 方 法 を 開 発 す る こ と は 有 益 で あ ろ う 。 細 胞 外 プ ロ テ ア ー ゼ 、 お よ び そ れ に 対 し て 発
生 さ れ る 抗 体 は ス ク リ ー ニ ン グ ・ ア ッ セ イ の 基 礎 を 提 供 す る こ と が で き る 。 同 様 に 、 Ｐ Ｃ
Ｒ に 基 づ く ア ッ セ イ 細 胞 外 プ ロ テ ア ー ゼ を コ ー ド 表 現 す る 核 酸 配 列 を 検 出 す る た め に 用 い
る こ と も で き る 。 し た が っ て 、 保 存 さ れ て い る エ ピ ト ー プ 、 特 に グ ル ー プ Ａ 連 鎖 球 菌 生 物
を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 用 い る こ と が で き る 組 成 物 お よ び 方 法 の 開 発 す る 上 で 、 シ ス
テ イ ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ 分 子 内 の 免 疫 優 勢 保 存 エ ピ ト ー プ を 識 別 す る の は 有 益 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　
 Ｍ 蛋 白 質 以 外 の 分 子 に 対 す る 抗 体 が 以 下 の 参 考 文 献 に 示 さ れ て い る よ う に 化 膿 連 鎖 球 菌
感 染 症 か ら 護 っ て く れ る こ と は す で に 報 告 さ れ て い る 。 Chappellと Stuart（ Vaccine（ 199
3） 11： 643－ ８ ） は 、 Ｍ 陰 性 単 離 物 の 水 洗 バ ク テ リ ア 培 養 物 を 腹 膜 内 に 接 種 し た と こ ろ 、
Ｍ ３ ， Ｍ 18あ る い は タ イ プ 28表 皮 分 子 を 表 現 す る 化 膿 連 鎖 球 菌 系 統 を 致 死 量 接 種 し て も マ
ウ ス が 無 事 で あ る こ と を 発 見 し た 。 こ の 非 タ イ プ 固 有 免 疫 は Ｍ 32， 43お よ び 46kＤ aの 蛋 白
質 に 対 す る 抗 体 の 存 在 に 原 因 が 求 め ら れ た 。 Stjernquist-Desatnikら （ Vaccine（ 1990）
８ ： 150－ ２ ） は 、 化 膿 連 鎖 球 菌 の Ｍ 陰 性 系 統 の 熱 殺 菌 単 離 物 に よ る 鼻 腔 内 種 痘 が 血 清 タ
イ プ Ｍ 50を 表 現 す る 単 離 物 を 鼻 腔 内 に 致 死 量 入 れ て も 検 体 を 保 護 す る こ と を 示 し た 。 Rott
aら （ J． Exp． Med． (1965)122： 877－ 90)は 連 鎖 球 菌 の 細 胞 膜 製 剤 あ る い は ペ プ チ ド グ リ
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カ ン 、 グ ル ー プ Ａ 連 鎖 球 菌 細 胞 膜 成 分 を 多 く 含 ん だ 物 質 で 腹 膜 内 経 由 で 免 疫 化 さ れ た マ ウ
ス に お け る い ろ い ろ な 防 護 的 免 疫 性 を 実 証 し た 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
 O'Connorお よ び そ の 同 僚 （ J． Infect． Dis． （ 1991） 163： 109－ 16） は 、 連 鎖 球 菌 細 胞
表 面 酵 素 Ｃ ５ ａ ペ プ チ ダ ー ゼ に 対 す る 抗 体 を 中 性 化 す る と 連 鎖 球 菌 の コ ロ ニ ー 化 を 防 ぐ 可
能 性 が あ る こ と を 示 唆 し て い る が 、 こ の 仮 説 は ま だ 直 接 的 に は テ ス ト さ れ て い な い 。 Dale
ら に よ る 最 近 の 研 究 （ J． Infect． Dis． (1994)169： 319－ 23） は 、 グ ル ー プ Ａ 連 鎖 球 菌 表
面 分 子 リ ポ テ イ オ イ ッ ク 酸 （ Ｌ Ｔ Ａ ） に 対 す る 抗 体 で 予 め 措 置 し た 生 物 は マ ウ ス ・ モ デ ル
の 感 染 症 に か か る 可 能 性 が か な り 低 下 す る こ と を 示 唆 し て い る 。 し か し な が ら 、 こ の 研 究
で は 非 固 有 抗 体 比 較 対 照 を 含 ん で い な い の で 、 こ の 抗 体 に よ る 防 護 効 果 が Ｌ Ｔ Ａ と の 相 互
作 用 に よ る も の か 、 あ る い は 単 に 免 疫 グ ロ ブ リ ン の バ ク テ リ ア 表 面 に 対 す る 非 固 有 結 合 に
よ る も の な の か を 判 定 す る こ と は で き な い 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
 化 膿 連 鎖 球 菌 培 養 物 の 上 澄 液 は 繊 維 素 分 解 活 性 を 有 す る プ ロ テ ア ー ゼ を 含 ん で い る （ Ell
iot（ 1945） J． Exp． Med． 81： 573－ 92） 。 こ の 酵 素 を 精 製 し た と こ ろ 、 シ ス テ イ ン ・ プ
ロ テ ア ー ゼ で あ る こ と が 示 さ れ （ Liuら （ 1963） 238： 251－ ６ ） 、 連 鎖 球 菌 発 熱 性 外 毒 素
Ｂ （ Ｓ Ｐ Ｅ Ｂ ） の 対 立 形 質 変 種 、 あ る い は そ れ と 同 等 の も の で あ る こ と が 分 か っ た （ Gerl
achら (1983)Zbl． Bakt． Hyg． 255： 221－ ３ ； Hauserお よ び Schlievert（ 1990） J． Bacter
iol． 172： 4536－ 42） 。
【 発 明 の 開 示 】
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ １ ０ 】
　
 ホ ス ト 哺 乳 動 物 が こ れ ま で に 病 原 性 生 物 に 暴 露 さ れ た こ と が あ る か ど う か を 判 定 す る た
め の 方 法 お よ び 組 成 物 が 提 供 さ れ る 。 こ の 方 法 に は サ ン プ ル を 固 有 結 合 対 の 第 一 の 構 成 要
素 と 接 触 さ せ る プ ロ セ ス を 含 ん で い る 。 こ の 結 合 対 の 第 一 の 構 成 要 素 は そ の 固 有 結 合 対 と
結 合 す る リ ガ ン ド で あ る 。 こ の 第 二 の 構 成 要 素 は 、 サ ン プ ル 内 に 存 在 し て い て も よ く 、 そ
の 病 原 性 生 物 に よ っ て 表 現 さ れ る 細 胞 外 プ ロ テ ア ー ゼ 、 細 胞 外 プ ロ テ ア ー ゼ を コ ー ド 表 現
す る 核 酸 、 あ る い は 、 特 に 細 胞 外 プ ロ テ ア ー ゼ と 結 合 す る 抗 体 で 構 成 さ れ て い る 。 こ の サ
ン プ ル に 第 二 の 構 成 要 素 が 存 在 し て い る 場 合 、 固 有 の 結 合 対 が 形 成 さ れ 、 こ の こ と は そ の
サ ン プ ル が そ の 病 原 性 生 物 に 以 前 、 あ る い は 現 在 露 出 さ れ て い る こ と を 示 し て い る 。 こ れ
ら の 方 法 で 有 用 な 組 成 物 も 提 供 さ れ る 。 化 膿 連 鎖 球 菌 を 含 む グ ル ー プ Ａ 連 鎖 球 菌 種 な ど の
病 原 に 対 し て ホ ス ト 哺 乳 動 物 が こ れ ま で に 露 出 さ れ た こ と が あ る か ど う か を 判 定 す る た め
の 生 理 学 的 サ ン プ ル の ス ク リ ー ニ ン グ を 目 的 と し て 、 そ し て 、 病 状 を モ ニ タ リ ン グ す る た
め の 手 段 と し て の 方 法 お よ び 組 成 物 が 提 供 さ れ る 。 ま た 、 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス 蛋 白 質 の 切
断 、 あ る い は 劣 化 に お い て 連 鎖 球 菌 細 胞 外 プ ロ テ ア ー ゼ を 使 用 す る た め の 方 法 も 提 供 さ れ
る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 グ ル ー プ Ａ 連 鎖 球 菌 感 染 症 を 防 ぐ た め の ワ ク チ ン お よ び 方 法 も 提 供 さ れ る 。 こ れ ら の ワ
ク チ ン は 連 鎖 球 菌 の 複 製 を 抑 止 し 、 し た が っ て 、 連 鎖 球 菌 感 染 症 に よ る 悪 性 臨 床 作 用 を 防
ぎ 、 あ る い は 緩 和 す る 。 こ れ ら の ワ ク チ ン に は 異 な っ た 連 鎖 球 菌 細 胞 外 プ ロ テ ア ー ゼ 対 立
形 質 間 に 保 存 さ れ て い る 領 域 か 、 あ る い は そ れ ら 対 立 形 質 で そ れ ぞ れ 違 っ て い る 領 域 の い
ず れ か を 含 む 連 鎖 球 菌 細 胞 外 プ ロ テ ア ー ゼ 、 あ る い は ペ プ チ ド が 含 ま れ る 。 こ う し た ワ ク
チ ン 組 成 物 内 の 細 胞 外 プ ロ テ ア ー ゼ は 単 独 か 、 あ る い は 連 鎖 球 菌 Ｍ 蛋 白 質 と 結 合 し た 形 で
存 在 し て い る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ２ 】
　 ホ ス ト 哺 乳 動 物 が こ れ ま で に 病 原 生 物 に 露 出 さ れ た か ど う か を 判 定 す る た め の 方 法 お よ
び 組 成 物 が 提 供 さ れ る 。 こ れ ら の 方 法 と 組 成 物 は 化 膿 連 鎖 球 菌 を 含 む グ ル ー プ Ａ 連 鎖 球 菌
種 な ど の 病 原 に こ れ ま で 露 出 さ れ た ホ ス ト 哺 乳 動 物 の 生 理 学 的 サ ン プ ル の ス ク リ ー ニ ン グ
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の た め 、 お よ び 病 状 モ ニ タ リ ン グ の た め の 手 段 と し て 有 益 で あ る 。 こ の 方 法 に は サ ン プ ル
を 固 有 結 合 対 の 第 一 の 構 成 要 素 と 接 触 さ せ る ス テ ッ プ を 含 ん で い る 。 こ の 結 合 対 の 第 一 の
構 成 要 素 は 固 有 結 合 対 の 第 二 の 構 成 要 素 に 結 合 す る リ ガ ン ド で あ る 。 サ ン プ ル 中 に 存 在 し
て い る 可 能 性 も あ る こ の 第 二 の 構 成 要 素 は 病 原 性 生 物 に よ っ て 表 現 さ れ る 細 胞 外 プ ロ テ ア
ー ゼ 、 細 胞 外 プ ロ テ ア ー ゼ を コ ー ド 表 現 す る 核 酸 、 あ る い は ひ と つ の 細 胞 外 プ ロ テ ア ー ゼ
と 固 有 に 結 合 す る 抗 体 で 構 成 さ れ て い る 。 第 二 の 構 成 要 素 が サ ン プ ル 中 に 存 在 し て い る 場
合 、 固 有 結 合 対 が 形 成 さ れ 、 こ れ は 病 原 性 生 物 に 対 し て そ の サ ン プ ル が 過 去 、 あ る い は 現
在 に お け る 露 出 の 可 能 性 を 示 し て い る 。 こ れ ら の 方 法 に お い て 有 益 な 組 成 物 も 提 供 さ れ る
。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 こ れ ら の 方 法 お よ び 組 成 物 は 血 液 、 血 清 、 お よ び 血 漿 な ど の ホ ス ト の 生 理 学 的 サ ン プ ル
を ス ク リ ー ニ ン グ す る 上 で 有 益 で あ る 。 こ の ホ ス ト は ヒ ト を 含 む 、 化 膿 連 鎖 球 菌 に よ る 感
染 症 に か か り や す い い ず れ か の 動 物 で あ る 。 感 染 症 の 証 拠 と し て は 、 シ ス テ イ ン ・ プ ロ テ
ア ー ゼ を コ ー ド 表 現 す る 化 膿 連 鎖 球 菌 の 検 出 、 シ ス テ イ ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ あ る い は そ の 酵
素 前 駆 体 の 検 出 、 あ る い は ま た シ ス テ イ ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ や そ の 酵 素 前 駆 体 に 対 す る 抗 体
の 検 出 な ど が あ る 。 現 在 利 用 可 能 な ア ッ セ イ は 検 出 に 十 分 な 量 は つ く り だ さ れ な い 可 能 性
が あ る グ ル ー プ Ａ 固 有 コ ン ト ロ ー ル ・ ゲ ー ト の 検 出 に 依 存 し て い る の で 、 特 別 に 鋭 敏 と は
言 え な い 。 本 発 明 に お い て は 、 シ ス テ イ ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ 、 あ る い は Ｓ Ｐ Ｅ Ｂ に 対 す る 抗
体 を コ ー ド 表 現 す る 増 幅 さ れ た 連 鎖 球 菌 核 酸 を 検 出 す る プ ロ ー ブ を 用 い た Ｐ Ｃ Ｒ に 基 づ く
ア ッ セ イ が 行 わ れ 、 上 の 感 度 の 問 題 を 克 服 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 本 発 明 に よ る ペ プ
チ ド 類 の 使 用 は 複 数 の 細 胞 株 の 識 別 を 可 能 に し て く れ る 。 こ れ ら ペ プ チ ド 類 は 連 鎖 球 菌 細
胞 外 プ ロ テ ア ー ゼ の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら 取 り 出 し た 少 な く と も 10個 の ア ミ ノ 酸 残 基 、 最 大 で
そ の 細 胞 外 プ ロ テ ア ー ゼ 前 酵 素 （ preproenzyme） 前 駆 体 の 全 長 を 含 ん で い る 。 こ れ ら ペ プ
チ ド 類 は サ ン プ ル 中 の 抗 プ ロ テ ア ー ゼ 抗 体 の 存 在 を 直 接 検 出 す る た め に 用 い ら れ た り 、 サ
ン プ ル 内 の 細 胞 外 プ ロ テ ア ー ゼ の 存 在 を 検 出 す る た め に 用 い ら れ る 抗 体 の 生 産 を 誘 発 す る
た め に 用 い ら れ る 。 好 ま し く は 、 こ れ ら ペ プ チ ド 類 は 上 記 細 胞 外 プ ロ テ ア ー ゼ の 保 存 エ ピ
ト ー プ 、 最 も 好 ま し く は 免 疫 優 勢 保 存 エ ピ ト ー プ に 対 応 す る も の で あ る 。 保 存 エ ピ ト ー プ
の 例 と し て は 、 例 え ば 、 Ｐ (171)－ Ｖ － Ｉ － Ｅ － Ｋ － Ｖ － Ｋ － Ｐ － Ｇ － Ｅ － Ｑ － Ｓ － Ｆ －
Ｖ － Ｇ － Ｑ ， Ｙ (203)－ Ｈ － Ｎ － Ｙ － Ｐ － Ｎ － Ｋ － Ｇ － Ｌ － Ｋ － Ｄ － Ｙ － Ｔ － Ｙ － Ｔ － Ｌ
， Ｐ （ 247） － Ｔ － Ｙ － Ｓ － Ｇ － Ｒ － Ｅ － Ｓ － Ｎ － Ｖ － Ｑ － Ｋ － Ｍ － Ａ － Ｌ お よ び Ｉ （ 344
） － Ｄ － Ｇ － Ａ － Ｄ － Ｇ － Ｒ － Ｎ － Ｆ － Ｙ － Ｈ （ 数 字 は 以 下 に 示 さ れ る Ｓ Ｐ Ｅ  Ｂ 蛋 白 質
に 対 す る ア ミ ノ 酸 の 位 置 を 示 し て い る ） 。 ま た 、 Ｓ Ｐ Ｅ Ｂ プ ロ テ ア ー ゼ の ア ミ ノ 酸 308－ 3
17の 近 く の い ろ い ろ な 場 所 、 特 に 残 基 308の す ぐ 左 側 、 あ る い は 残 基 317の す ぐ 右 側 に 対 応
す る ペ プ チ ド 類 も 役 に 立 つ 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 ワ ク チ ン と し て 用 い ら れ る 場 合 、 ペ プ チ ド は シ ス テ イ ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ あ る い は 免 疫 応
答 を 引 き 起 こ す プ ロ テ ア ー ゼ の い ず れ か の 部 分 か ら 取 り 出 さ れ 、 そ の 結 果 、 グ ル ー プ Ａ 連
鎖 球 菌 感 染 症 に 対 す る 免 疫 性 を 有 し て い る 。 一 般 的 に 、 シ ス テ イ ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ は spe
Ｂ 遺 伝 子 の 翻 訳 さ れ た 部 分 、 あ る い は 、 そ の 派 生 物 の 断 片 と し て 得 ら れ 、 免 疫 応 答 を 誘 発
す る 。 シ ス テ イ ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ は 自 然 発 生 的 な 場 合 も あ る し 、 あ る い は 部 分 的 、 あ る い
は 全 体 的 に 合 成 さ れ た も の で あ っ て も よ い 。 動 物 は 、 そ の 動 物 に 対 し て ワ ク チ ン を グ ル ー
プ Ａ 連 鎖 球 菌 感 染 症 に 対 す る 免 疫 性 を も た ら す の に 必 要 な 量 だ け 投 与 す る こ と に よ っ て 、
グ ル ー プ Ａ 連 鎖 球 菌 感 染 症 に 対 し て 免 疫 化 さ せ る こ と が で き る 。 こ の 免 疫 化 法 は そ の 動 物
内 に お け る 連 鎖 球 菌 種 の 複 製 を 抑 止 し 、 咽 頭 炎 、 扁 桃 腺 炎 、 皮 膚 感 染 症 、 猖 紅 熱 、 敗 血 症
、 丹 毒 、 筋 膜 炎 、 肺 炎 、 急 性 リ ュ ー マ チ 熱 、 化 膿 後 糸 球 体 腎 炎 、 蜂 巣 織 炎 、 菌 血 症 、 お よ
び 髄 膜 炎 な ど の 病 気 に 関 連 し た 低 下 症 状 を 抑 止 す る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 speＢ 遺 伝 子 生 成 物 に 基 づ く ワ ク チ ン は 、 Ｍ 蛋 白 質 に 基 づ く ワ ク チ ン よ り い く つ か の 利
点 を 持 っ て い る 。 例 え ば 、 Ｍ 蛋 白 質 に 対 す る 抗 体 は 種 々 の ホ ス ト 組 織 と ク ロ ス 反 応 す る こ
と が 知 ら れ て お り 、 Ｍ 蛋 白 質 ワ ク チ ン が こ の エ ピ ト ー プ の 共 有 を 原 因 と す る ヒ ト 自 己 免 疫
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を 仲 介 と す る 病 気 を 発 生 さ せ る 可 能 性 が あ る 。 100種 以 上 の 識 別 さ れ て い る Ｍ 蛋 白 質 が 圧
倒 的 に タ イ プ 固 有 の 免 疫 を 引 き 出 す 。 し た が っ て 、 有 効 な Ｍ 蛋 白 質 に 基 づ く ワ ク チ ン は 、
非 常 に 多 価 で あ る か 、 あ る い は ま だ 識 別 さ れ て い な い 保 存 さ れ た 、 広 い 範 囲 で 防 護 機 能 を
発 揮 す る （ pan-protective） Ｍ 蛋 白 質 エ ピ ト ー プ に 向 け ら れ た も の な ら ざ る を 得 な い で あ
ろ う 。 本 発 明 の ワ ク チ ン は タ イ プ 固 有 で は な く 、 し た が っ て 、 い ず れ の グ ル ー プ Ａ 連 鎖 球
菌 感 染 症 の 予 防 に お い て も 有 益 で あ る 。 シ ス テ イ ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ あ る い は そ の 酵 素 前 駆
体 に 対 す る 抗 体 は ホ ス ト の 組 織 と ク ロ ス 反 応 す る こ と は 知 ら れ て い な い 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 化 膿 連 鎖 球 菌 は β － 溶 血 性 で あ り 、 グ ル ー プ Ａ 抗 原 を 表 現 し 、 そ し て バ シ ト ラ シ ン に 対
し て 感 作 性 を 示 す グ ラ ム 陰 性 球 菌 で あ る 。 本 開 示 の 目 的 に 即 し て 言 え ば 、 そ の ゲ ノ ム 内 に
微 生 物 の 発 病 に 関 与 す る 細 胞 外 プ ロ テ ア ー ゼ に 対 す る コ ー デ イ ン グ 配 列 が 存 在 し て い れ ば
、 そ の 微 生 物 は 化 膿 連 鎖 球 菌 と 同 じ 、 あ る い は 同 等 の も の と み な さ れ る 。 し た が っ て 、 免
疫 学 的 に 化 膿 連 鎖 球 菌 バ ク テ リ ア 、 特 に バ ク テ リ ア ・ ゲ ノ ム の speＢ 領 域 の 表 現 生 成 物 か
ら 引 き 出 さ れ る 蛋 白 質 に よ っ て コ ー ド 表 現 さ れ る 細 胞 外 プ ロ テ ア ー ゼ を 模 倣 す る ペ プ チ ド
が 提 供 さ れ る 。 異 な っ た 単 離 物 間 の 系 統 毎 の 変 差 に 対 応 す る た め に 、 保 存 用 代 替 物 お よ び
非 保 存 用 代 替 物 が 関 与 し て い る 場 合 の 代 替 物 間 で の 選 択 を 可 能 に す る た め に 、 調 整 を 行 っ
て も よ い 。 こ れ ら の ペ プ チ ド 類 は バ ク テ リ ア の 検 出 、 あ る い は 生 理 学 的 サ ン プ ル 内 で の そ
の バ ク テ リ ア に 対 す る 抗 体 の 検 出 の た め に 単 独 で 、 あ る い は 組 み 合 わ せ て 用 い る こ と が で
き る 。 テ ス ト 手 順 の 性 質 に 基 づ い て 、 巨 大 分 子 を 標 識 化 し て も よ し 、 標 識 化 し な く て も よ
く 、 固 体 表 面 に 結 合 し た り 、 他 の 化 合 物 な ど の 基 質 に 接 合 し て も よ い 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 酵 素 前 駆 体 お よ び ヒ ト ・ イ ン タ ー ロ イ キ ン １ β 前 駆 体 を 切 断 し て 生 物 学 的 に 活 性 を 有 す
る １ Ｌ － １ β 、 炎 症 お よ び シ ョ ッ ク を 仲 介 す る 重 要 な サ イ ト カ イ ン を 形 成 す る 細 胞 外 シ ス
テ イ ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ で コ ー ド 表 現 さ れ る 蛋 白 質 か ら 引 き 出 さ れ る ペ プ チ ド 類 が 特 に 興 味
深 い 。 精 製 さ れ た プ ロ テ ア ー ゼ は 繊 維 素 分 解 酵 素 を 切 断 し 、 フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン を 急 速 に 劣
化 さ せ る 。 こ の 蛋 白 質 は ラ ミ ニ ン に 対 し て か な り の 活 性 を 示 す 。 シ ス テ イ ン ・ プ ロ テ ア ー
ゼ は ま た 、 イ ン ビ ト ロ で 成 長 さ れ た へ そ 血 管 内 皮 細 胞 か ら の フ ィ ブ ロ テ ク チ ン を 切 断 す る
。 ホ ス ト 生 物 の 発 病 に 関 与 す る 細 胞 外 プ ロ テ ア ー ゼ を つ く り だ す 他 の 生 物 も 酵 素 、 あ る い
は そ の 断 片 の 供 給 源 、 お よ び 本 発 明 で 用 い る た め の 遺 伝 子 材 料 と し て 用 い る こ と こ と が で
き る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 い く つ か の ヒ ト 病 原 性 バ ク テ リ ア は Ｅ Ｃ Ｍ 蛋 白 質 を 劣 化 さ せ る こ と が で き る 細 胞 外 プ ロ
テ ア ー ゼ を 表 現 す る 。 こ れ ら の 生 物 に は 緑 膿 菌 （ Morihara Kamp Homma， In： Holder IA，
ed． Bacterial enzymesand virulence， FL CRC Press， 1985； 41－ 71） 、 お よ び ポ ル フ ィ
ロ モ ナ ス （ Porphyromonas） （ Bacteriodes） 歯 肉 菌 、 （ Lantzら 、 J． Bacteriol 1991； 17
3： 495－ 504； お よ び Otogotoお よ び Kuramitsu， Infect Immum 1993； 61： 117－ 23） な ど
が あ り 、 こ れ ら ２ つ の バ ク テ リ ア 種 は コ ラ ー ゲ ン お よ び フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン を そ れ ぞ れ 劣 化
さ せ る こ と に よ っ て ホ ス ト の 組 織 の 破 壊 を も た ら す 。 ア メ リ カ ね む り 病 （ チ ャ ガ ス 病 ） を
お こ す 寄 生 鞭 毛 虫 で あ る ト リ パ ノ ソ ー マ ・ ク ル ジ が ヒ ト に お け る 重 要 な 抗 原 で あ り   （ Ga
zzinelliら 、 Infect Immum 1990； 58： 1437－ 44； お よ び Murta ACMら 、 Molec Biochem Pa
rasitol1990； 43： 27－ 38） 、 重 要 な 毒 性 因 子 で あ る と 考 え ら れ る （ Eakin AEら 、 J． Biol
 Chem 1992； 267： 7411－ 20） 細 胞 表 面 シ ス テ イ ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ を 表 現 す る こ と も 注 目
に 値 す る 。 こ の 酵 素 （ ク ル ジ ペ イ ン ） は 免 疫 グ ロ ブ リ ン Ｇ 分 子 を 切 断 し 、 Ｆ c断 片 を 加 水
分 解 さ せ 、 （ Murta ACMら 、 Molec Biochem Parasitol； 43： 27－ 38） 、 そ れ に よ っ て そ の
生 物 が 抗 体 結 合 の 免 疫 学 的 結 果 を 回 避 す る こ と に 役 立 っ て い る 。 ア メ ー バ 症 の 原 因 で あ る
エ ン タ モ エ バ ・ ヒ ス ト リ リ カ も 主 要 な 毒 性 因 子 で あ る と 広 く 考 え ら れ て い る 細 胞 外 シ ス テ
イ ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ を つ く り だ す （ Keene WEら 、 J Exp Med 1986； 163： 536－ 49） 。 連 鎖
球 菌 シ ス テ イ ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ の 場 合 と 同 様 、 E． ヒ ス ト リ リ カ 酵 素 は タ イ プ Ｉ コ ラ ー ゲ
ン 、 繊 維 素 分 解 酵 素 、 お よ び ラ ミ ニ ン な ど い く つ か の Ｅ Ｃ Ｍ 蛋 白 質 を 劣 化 さ せ る （ Keene 
WEら 、 J Exp Med 1986； 163： 536－ 49） 。 こ の プ ロ テ ア ー ゼ は ま た 細 胞 培 養 単 層 に 対 し て
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細 胞 病 理 的 作 用 を 及 ぼ し （ Keene WEら 、 Exp Parasitol 1990； 71： 199－ 206） 、 急 性 ア メ
ー バ 症 の ラ ッ ト ・ モ デ ル に お い て 組 織 の 壊 死 を つ く り だ す こ と に 関 与 し て い る （ Becker I
ら 、 Exp Parasitol 1988； 67： 268－ 80） 。 ペ プ チ ド は 少 な く と も ５ つ 、 場 合 に よ っ て は
、 ６ つ 、 あ る い は ８ つ 、 さ ら に 場 合 に よ っ て は 22個 程 度 の ア ミ ノ 酸 、 し か し 通 常 は 50個 の
ア ミ ノ 酸 、 好 ま し く は 約 25個 以 下 の ア ミ ノ 酸 を 含 ん で お り 、 こ れ ら の ア ミ ノ 酸 は シ ス テ イ
ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ 遺 伝 子 の コ ー デ ィ ン グ 領 域 で コ ー ド 化 さ れ る 蛋 白 質 の 配 列 を 含 ん で い る
。 こ の ペ プ チ ド は 、 そ の 配 列 全 体 を Ｓ Ｅ Ｑ  Ｉ Ｄ  Ｎ Ｏ ： ５ と し て 以 下 に 示 す 前 酵 素 （ prep
roenzyme） に 対 応 す る ア ミ ノ 酸 配 列 内 に 少 な く と も ひ と つ の 線 形 エ ピ ト ー プ を 含 ん で い る
。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 ペ プ チ ド は 大 型 の ペ プ チ ド の 感 作 性 の す べ て を 保 持 し て い る 限 り で き る だ け 小 さ な も の
の 方 が よ く 、 そ の 配 列 を Ｓ Ｅ Ｑ  Ｉ Ｄ  Ｎ Ｏ ： ５ と し て 以 下 に 示 す 。 い く つ か の 場 合 、 そ う
ご に 重 な り 合 っ て お ら ず 、 そ れ ぞ れ 親 ペ プ チ ド 内 部 に 含 ま れ て お り 、 個 別 あ る い は 集 団 で
親 ペ プ チ ド と 同 等 の 感 作 性 を 提 供 す る ２ つ 、 あ る い は そ れ 以 上 の 小 型 の ペ プ チ ド が 存 在 し
て い る 場 合 も あ る 。 ペ プ チ ド 配 列 は 端 末 Ｎ Ｈ ２ ア ク リ ル 化 、 端 末 カ ル ボ キ シ ・ ア ミ ド 化 、
例 え ば 、 ア ン モ ニ ア ・ メ チ ル ア ミ ン な ど に よ っ て 修 正 し て も よ い 。 さ ら に 、 適 切 な エ ピ ト
ー プ が 基 本 的 に 保 持 さ れ て い れ ば 、 上 に 示 し た 配 列 の す べ て の 部 分 と 必 ず し も 正 確 に 対 応
し て い な く て も よ い 。 ま た 、 上 記 ペ プ チ ド 配 列 が 対 応 す る 塩 基 対 が そ れ ぞ れ の 株 で 多 少 の
違 い を 見 せ て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 Ｓ Ｅ Ｑ  Ｉ Ｄ  Ｎ Ｏ ： ５
【 ０ ０ ２ １ 】
【 化 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 な お 、 問 題 の 化 合 物 が 少 な く と も ひ と つ の 化 膿 連 鎖 球 菌 株 か ら 得 ら れ る シ ス テ イ ン ・ プ
ロ テ ア ー ゼ と の 免 疫 反 応 を も た ら す こ と が で き る 限 り 、 化 膿 連 鎖 球 菌 か ら 得 ら れ る シ ス テ
イ ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ と 必 ず し も ま っ た く 同 じ で な く て も よ い 。 し た が っ て 、 対 象 と な る ポ
リ ペ プ チ ド は 挿 入 、 消 去 、 お よ び そ の 他 の 保 存 的 、 あ る い は 非 保 存 的 な 置 換 な ど 、 種 々 の
変 化 を 受 け て も 、 そ う し た 変 化 が そ の 使 用 に お い て 何 ら か の 利 点 を も た ら す 限 り 、 差 し 支
え な い 。 こ こ で 保 存 的 置 換 と は 、 gly， ala； val， ile， leu； asp， glu； asn， gln； ses，
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thr； lys， arg； お よ び phe tyrな ど の 組 み 合 わ せ を 意 味 し て い る 。 通 常 、 こ う し た 配 列 は
、 そ れ に よ っ て 本 発 明 の ペ プ チ ド 類 が 都 合 よ く 不 動 態 化 さ れ る 『 ア ー ム 』 を 提 供 す る 目 的
で い ず れ か の 端 末 に 追 加 ア ミ ノ 酸 を 付 加 し て も よ い こ と を 除 け ば 、 少 な く と も ひ と つ の 化
膿 連 鎖 球 菌 株 の 配 列 か ら 20％ 以 上 変 わ ら な い 。 こ の ア ー ム は 少 な く と も ５ つ の ア ミ ノ 酸 で
構 成 さ れ て お り 、 50個 あ る い は そ れ 以 上 の ア ミ ノ 酸 で 構 成 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 以 下 の も の の ひ と つ 、 あ る い は 複 数 （ 番 号 は Ｓ Ｅ Ｑ  Ｉ Ｄ  Ｎ Ｏ ： ５ に 対 応 す る ） 含 ん だ
少 な く と も 10個 の ア ミ ノ 酸 で 構 成 さ れ る ペ プ チ ド 類 は 免 疫 源 と し て 特 に 興 味 深 い ： ア ミ ノ
酸 308－ 317； 残 基 308の 左 側 に 隣 接 し て い る ア ミ ノ 酸 、 そ し て 、 化 膿 連 鎖 球 菌 シ ス テ イ ン
・ プ ロ テ ア ー ゼ の 残 基 317の す ぐ 右 側 に 隣 接 し て い る ア ミ ノ 酸 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 こ れ ら ペ プ チ ド 類 は い ろ い ろ な 方 法 で 調 製 す る こ と が で き る 。 シ ス テ イ ン ・ プ ロ テ ア ー
ゼ を 、 例 え ば 、 Ｒ ed Ａ に 結 合 す る こ と に よ っ て 、 あ る い は 蛋 白 質 に 対 す る 抗 体 を 用 い る
親 和 性 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー な ど 、 蛋 白 質 精 製 の 分 野 の 当 業 者 に 公 知 の 他 の 手 段 に よ っ て 、
天 然 の 供 給 源 か ら 精 製 す る こ と が 可 能 で あ る 。 そ れ ら は 比 較 的 短 い サ イ ズ を 有 し て い る の
で 、 通 常 の 技 術 で 溶 液 ま た は 固 体 基 質 内 で 合 成 す る こ と も で き る 。 種 々 の 自 動 合 成 剤 が 市
販 さ れ て お り 、 公 知 の プ ロ ト コ ル に 従 っ て 用 い る こ と が で き る 。 こ れ ら ペ プ チ ド 類 は 対 立
形 質 の 変 化 お よ び 保 存 の 位 置 、 お よ び Jameson-Wolfプ ロ ッ ト に よ っ て 発 生 さ れ る シ ス テ イ
ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ 抗 原 性 指 数 に も と づ い て 選 択 さ れ る 。 例 え ば 、 成 長 し た 連 鎖 球 菌 シ ス テ
イ ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ の 可 変 領 域 （ ア ミ ノ 酸 308－ 317） に 対 応 す る ペ プ チ ド 類 を 調 製 す る こ
と が で き る 。 そ の 後 、 シ ス テ イ ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ の 変 化 し な い 、 計 算 さ れ た 抗 原 ピ ー ク に
対 応 す る ペ プ チ ド が 免 疫 化 の た め に 用 い ら れ る 。 こ う し た 配 列 の 例 と し て は 、 た と え ば 、
Ｐ (171)－ Ｖ － Ｉ － Ｅ － Ｋ － Ｖ － Ｋ － Ｐ － Ｇ － Ｅ － Ｑ － Ｓ － Ｆ － Ｖ － Ｇ － Ｑ （ Ｓ Ｅ Ｑ   Ｉ
Ｄ   Ｎ Ｏ ： １ ） ， Ｙ (203)－ Ｈ － Ｎ － Ｙ － Ｐ － Ｎ － Ｋ － Ｇ － Ｌ － Ｋ － Ｄ － Ｙ － Ｔ － Ｙ － Ｔ
－ Ｌ （ Ｓ Ｅ Ｑ  Ｉ Ｄ  Ｎ Ｏ ： ２ ） ， Ｐ (247)－ Ｔ － Ｙ － Ｓ － Ｇ － Ｒ － Ｅ － Ｓ － Ｎ － Ｖ － Ｑ －
Ｋ － Ｍ － Ａ － Ｉ （ Ｓ Ｅ Ｑ  Ｉ Ｄ  Ｎ Ｏ ： ３ ） ， Ｉ (344)－ Ｄ － Ｇ － Ａ － Ｄ － Ｇ － Ｒ － Ｎ － Ｆ
－ Ｙ － Ｈ （ Ｓ Ｅ Ｑ  Ｉ Ｄ  Ｎ Ｏ ： ４ ） な ど が あ る 。 シ ス テ イ ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ の 自 然 発 生 的
な 変 種 で あ る 酵 素 前 駆 体 そ れ 自 体 が ユ ニ ー ク は 線 形 Ｂ － エ ピ ト ー プ を 表 示 す る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 合 成 ペ プ チ ド を 調 製 す る た め に は 、 成 熟 シ ス テ イ ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ 酵 素 前 駆 体 （ 翻 訳 生
成 物 か ら 先 頭 の 配 列 を 除 い た も の ） の 371ア ミ ノ 酸 に 対 応 す る 連 続 的 な 主 要 配 列 の 前 10-me
rで ２ つ の ア ミ ノ 酸 残 基 と 重 複 す る 重 複 10-merペ プ チ ド が 用 い ら れ る 。 各 変 種 ア ミ ノ 酸 残
基 に 対 応 す る 合 成 10-merも 使 わ れ る 。 こ の 変 種 ア ミ ノ 酸 は 10-merの 中 央 に 位 置 し て い る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 10-merの ペ プ チ ド が 合 成 さ れ る と 、 精 製 シ ス テ イ ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ に 対 し て つ く ら れ た
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 お よ び 、 化 膿 連 鎖 球 菌 感 染 症 の 症 状 を 有 す る 患 者 か ら 得 ら れ る 血 清
の パ ネ ル を 使 っ て 、 各 ペ プ チ ド の 反 応 性 に つ い て 調 べ る た め に Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ が 用 い ら れ る 。
次 に 、 線 形 Ｂ 細 胞 エ ピ ト ー プ が 調 べ ら れ ； 同 じ 線 形 Ｂ 細 胞 エ ピ ト ー プ は 化 膿 連 鎖 球 菌 感 染
症 の 症 状 を 有 す る 患 者 の ほ と ん ど す べ て の 血 清 に よ っ て 識 別 さ れ る 可 能 性 が 最 も 高 い 。 シ
ス テ イ ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ 機 能 お よ び 酵 素 前 駆 体 処 理 を 中 断 さ せ る 残 基 を 識 別 し 、 そ し て 、
蛋 白 質 の 抗 原 性 領 域 を 構 成 す る 蛋 白 質 を マ ッ プ す る た め に 、 箇 所 指 向 突 然 変 異 誘 発 お よ び
ラ ン ダ ム 突 然 変 異 誘 発 の 両 方 を 用 い る こ と が で き る 。 図 ８ は 、 処 理 箇 所 、 speＢ ２ お よ び s
peＢ ４ 対 立 形 質 に よ っ て つ く ら れ る 蛋 白 質 中 に 見 い だ さ れ る ア ミ ノ 酸 変 異 の 場 所 、 お よ び
突 然 変 異 の 標 的 で あ る と こ ろ の ア ミ ノ 酸 を 示 し て い る 。 機 能 的 ア ミ ノ 酸 置 換 の 標 的 は シ ス
テ イ ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ の 生 化 学 的 分 析 と （ Taiら 、 J． Biol Chem． (1976)251： 1955－ 91）
お よ び 真 核 シ ス テ イ ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ の 同 様 の 残 基 と の 類 似 性 に 基 づ い て 決 め ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 結 晶 学 的 研 究 を し 易 く す る と 同 時 に 、 構 造 － 機 能 的 研 究 用 の 酵 素 的 に 欠 陥 を 有 す る 、 あ
る い は 不 活 性 な プ ロ テ ア ー ゼ を つ く る た め の 安 定 し た 酵 素 前 駆 体 を つ く り だ す た め に は 、
突 然 変 異 体 形 態 の シ ス テ イ ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ 蛋 白 質 を 作 成 し て 、 そ の 特 徴 付 け が 行 わ れ る
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。 目 標 と さ れ る 突 然 変 異 誘 発 計 画 は 、 （ i） プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 を 妨 害 し 、 （ ii） 酵 素 前 駆
体 処 理 を 防 ぎ 、 （ iii） 基 質 の 結 合 を 妨 げ 、 そ し て 、 （ iv） 免 疫 反 応 性 を 変 え て し ま う よ
う な 変 化 を つ く り だ す 。 ア ミ ノ 酸 は 構 造 的 に 中 性 の ア ラ ニ ン に 変 え ら れ る 。 ひ と つ の 例 と
し て 、 プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 は 欠 い て い る が 、 抗 原 性 は 保 持 し て い る 蛋 白 質 を そ の 分 子 の 触 媒
部 位 で 単 一 の シ ス テ イ ン 残 基 （ Ｃ ys－ 192－ ＞ Ａ la－ 192） を 突 然 変 異 さ せ る こ と に よ っ て
発 生 さ せ る こ と が で き る 。 ま た 、 Ｈ is－ 340お よ び Ｇ ln－ 185お よ び Ａ sn－ 356も 突 然 変 異
さ れ る 。 こ れ ら の 三 つ の 変 化 は Ｃ ys－ 192突 然 変 異 に 対 し て は 皮 膚 刺 激 性 で あ る が 、 単 独
で も 変 化 し た 活 性 を 示 す 場 合 が あ る 。 基 質 結 合 に 関 与 し て お り 、 パ パ イ ン 内 で 同 様 に 位 置
し て い る と 考 え ら れ る Ｔ rp－ 357も 標 的 と さ れ る 。 安 定 し た 酵 素 前 駆 体 も Ｌ ys－ 145で プ ロ
テ ア ー ゼ 切 断 部 位 を 取 り 囲 ん で い る 残 基 を 突 然 変 異 さ せ る こ と に よ っ て つ く り だ す こ と が
で き る 。 さ ら に 、 Ｃ ys－ 192の 突 然 変 異 精 製 に よ っ て 、 プ ロ ト タ イ プ ・ シ ス テ イ ン ・ プ ロ
テ ア ー ゼ で あ る パ パ イ ン の Ｃ ys－ ＞ Ｓ er突 然 変 異 体 に 対 し て 起 き た の と 同 様 に 自 動 蛋 白 質
分 解 を 防 ぐ 場 合 が あ る 。 突 然 変 異 精 製 の そ の 他 の 標 的 と し て は 、 推 定 ヌ ク レ オ チ ド 結 合 領
域 （ Ｇ Ｖ Ｇ Ｋ Ｖ Ｇ ） （ Ｓ Ｅ Ｑ  Ｉ Ｄ  Ｎ Ｏ ： ６ ） 、 お よ び そ の 蛋 白 質 の カ ル ボ キ シ 端 末 内 部
の コ ラ ー ゲ ン ・ ド ッ キ ン グ 可 能 領 域 ［ (Ｇ Ｘ Ｘ )３ ］ な ど が あ る 。 正 ま た は 負 に 荷 電 さ れ た
ア ミ ノ 酸 （ 認 識 お よ び 活 性 に 関 与 し て い る 場 合 が 多 い ） を ア ラ ニ ン で 置 換 す る た め に 、 荷
電 対 ア ラ ニ ン 走 査 法 に よ っ て 部 位 指 向 突 然 変 異 生 成 が 行 わ れ る 。 荷 電 残 基 の 多 く （ 成 熟 し
た ペ プ チ ド 内 の 14リ シ ン 、 ７ ア ル ギ ニ ン 、 12ア ス パ ル テ ー ト 、 お よ び ７ グ ル タ メ ー ト 残 基
） は シ ス テ イ ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ 構 造 の 表 面 に 広 が っ て い る と 考 え ら れ 、 そ の 一 部 は そ の 分
子 の エ ピ ト ー プ を 形 成 し て い る と 考 え ら れ る 。 特 に 、 荷 電 ア ミ ノ 酸 の 307～ 321の 領 域 （ ８
/15が 荷 電 し て い る ） が 調 べ ら れ 、 こ の 領 域 に は speＢ ２ お よ び speＢ ４ ア ミ ノ 酸 置 換 の 場
所 も 含 ま れ て い る 。 エ ピ ト ー プ ・ マ ッ ピ ン グ 研 究 で 識 別 さ れ る 抗 原 性 領 域 の 残 基 も 突 然 変
異 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 例 え ば 、 突 然 変 異 体 speＢ 蛋 白 質 を つ く る 場 合 、 先 ず 、 speＢ 遺 伝 子 を 化 膿 連 鎖 球 菌 か ら
Ｐ Ｃ Ｒ で 増 幅 し て 、 そ の 生 成 物 を ブ ル ・ ス ク リ プ ト （ Stratagene， La Jolla， CA） な ど の
マ ル チ コ ピ ー ・ フ ィ ル ア ミ ド ・ ベ ク タ ー 内 で ク ロ ー ン す る 。 こ の ベ ク タ ー が 選 ば れ る の は
、 そ れ が 規 制 さ れ た lacプ ロ モ ー タ ー を 有 し て お り 、 箇 所 指 向 突 然 変 異 生 成 の た め に 単 一
鎖 分 子 と し て 複 製 す る こ と が で き る か ら で あ る 。 ク ロ ー ニ ン グ は プ ロ モ ー タ ー 、 リ ボ ゾ ー
ム 結 合 感 染 症 、 お よ び speＢ 解 読 フ レ ー ム ３ ’ を ベ ク タ ー 上 の lacプ ロ モ ー タ ー な ど 誘 発 可
能 な プ ロ モ ー タ ー に 配 置 し て 、 そ の 蛋 白 質 が 上 記 誘 発 可 能 な プ ロ モ ー タ ー の 誘 発 因 子 な ど
の バ ク テ リ ア 性 ホ ス ト 内 に 一 定 の 条 件 下 で 過 剰 表 現 さ れ る よ う に 工 夫 さ れ て い る 。 例 え ば
、 lacプ ロ モ ー タ ー を 用 い た 場 合 、 lac誘 発 因 子 Ｉ Ｐ Ｔ Ｇ に は 、 大 腸 菌 を 加 え る こ と が で き
る 。 化 膿 連 鎖 球 菌 内 で 表 現 を 必 要 と す る Ｓ Ｐ Ｅ bプ ロ モ ー タ ー も 含 ま れ る 。 こ の 主 要 speＢ
ク ロ ー ン を 持 っ て い る 大 腸 菌 の す べ て の 細 胞 抽 出 物 と 原 形 質 シ ョ ッ ケ ー ト （ shockate） に
つ い て は Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ お よ び 抗 シ ス テ イ ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ 抗 体 に よ る ウ ェ ス タ ー ン ・
ブ ロ ッ テ ィ ン グ で シ ス テ イ ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ 蛋 白 質 が 存 在 し て い る か ど う か に つ い て 調 べ
ら れ て い る 。 結 果 と し て 得 ら れ る プ ラ ス ミ ド が 突 然 変 異 誘 発 の 対 象 と な る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 置 換 、 消 去 、 あ る い は 小 部 分 挿 入 な ど の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 指 向 し た 突 然 変 異 は Kunk
elの 方 法 で ウ ラ シ ル 含 有 単 一 鎖 テ ン プ レ ー ト 上 で つ く り だ さ れ る （ Kunkel， 1985） 。 可 能
で あ れ ば 、 突 然 変 異 誘 発 性 プ ラ イ マ ー は マ ッ ピ ン グ お よ び 突 然 変 異 体 選 択 を 目 的 と し て 、
speＢ 遺 伝 子 に 独 特 な 制 限 サ イ ト を 組 み 込 む よ う に 設 計 さ れ て い る 。 単 一 お よ び 複 数 ア ラ
ニ ン 置 換 の 両 方 と も 上 に 示 し た 残 基 上 で 行 わ れ る 。 機 能 に と っ て 決 定 的 に 重 要 な 残 基 が 確
認 さ れ る と 、 そ の 領 域 の 特 徴 付 け を さ ら に 行 う と 同 時 に 、 逆 転 の 可 能 性 を 排 除 す る た め に
、 そ れ ら の 取 り 囲 ん で い る 小 さ な 領 域 を 同 じ 方 法 で 消 去 、 あ る い は 置 換 す る 。 結 晶 学 的 デ
ー タ を 使 う こ と が で き る 場 合 、 追 加 ア ミ ノ 酸 の 突 然 変 異 が 行 わ れ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 ラ ン ダ ム 突 然 変 異 生 成 方 式 を 用 い る こ と も で き る 。 こ の 方 法 で つ く ら れ た 変 種 蛋 白 質 は
エ ピ ト ー プ ・ ス ク リ ー ニ ン グ に と っ て は 最 も 有 益 で あ る が 、 別 の 動 力 学 的 特 性 や 基 質 認 識
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と 有 す る 分 子 も 回 収 さ れ る 可 能 性 が あ る 。 speＢ 配 列 の 領 域 が プ ラ イ ム （ primed） 突 然 変
異 誘 発 手 順 で 混 合 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 類 を 用 い て ラ ン ダ ム 化 さ れ る か 、 あ る い は 、 Palzki
llお よ び Bosteinの デ オ キ シ リ ポ ヌ ク レ ア ー ゼ I－ リ ン カ ー 挿 入 ／ 消 去 手 順 を 修 正 し た 手 順
で 、 遺 伝 子 内 で の 短 い 、 フ レ ー ム 内 消 去 が 行 わ れ る （ Palzkillお よ び Bostein， 1991） 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 プ ロ テ ア ー ゼ ・ マ イ ナ ス 突 然 変 異 を 確 認 す る た め に は 、 ポ テ ン シ ャ ル 突 然 変 異 体 蛋 白 質
を つ く り だ す バ ク テ リ ア 性 ホ ス ト 細 胞 が 、 カ ゼ イ ン 寒 天 プ レ ー ト 上 で 、 最 初 に プ ロ テ ア ー
ゼ 活 性 に 関 し て ス ク リ ー ニ ン グ さ れ る 。 核 外 膜 （ periplasm） へ の シ ス テ イ ン ・ プ ロ テ ア
ー ゼ の 分 泌 が 予 想 さ れ る の で 、 プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 を プ レ ー ト 上 で 観 察 す る こ と が で き る 。
こ う し た ス ク リ ー ニ ン グ 戦 略 が う ま く 行 け ば 、 シ ス テ イ ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ に お け る 機 能 的
突 然 変 異 に 関 し て 数 千 の コ ロ ニ ー を 短 時 間 で 調 べ る こ と が で き る 。 活 性 を 示 す た め に シ ス
テ イ ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ が 大 腸 菌 か ら 完 全 に 分 泌 さ れ る こ と が 必 要 な 場 合 は 、 推 定 さ れ る 各
突 然 変 異 体 系 統 の 浸 透 性 シ ョ ッ ケ ー ト （ shockate） に つ い て 、 そ の プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 に 関
す る 評 価 が 行 わ れ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 ま た 、 別 の 方 法 と し て 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 あ る い は そ の 基 本 的 に 相 補 的 系 統 を コ ー ド 表 現
す る 単 一 鎖 系 統 を 用 い て 合 成 遺 伝 子 を つ く っ て よ い 場 合 、 そ れ ら 単 一 鎖 が 重 複 し て お り 、
交 雑 の た め に ア ニ ー リ ン グ 媒 体 中 に 一 緒 に 移 す こ と が で き る 場 合 は 、 ハ イ ブ リ ッ ド Ｄ Ｎ Ａ
技 術 を 用 い て も よ い 。 こ の 交 雑 さ れ た 株 を 結 合 さ せ て 完 全 な 遺 伝 子 を 形 成 し 、 そ の 後 、 適
切 な 末 端 を 選 ん で 、 遺 伝 子 を 表 現 ベ ク タ ー に 挿 入 し て も よ い 。 さ ら に 別 の 方 法 と し て 、 ペ
プ チ ド を コ ー ド 表 現 す る バ ク テ リ ア 性 ゲ ノ ム を 領 域 を 通 常 の 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 技 術 で ク ロ ー ン
し て 、 表 現 し て も よ い 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 シ ス テ イ ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ を 表 現 す る た め に 用 い る こ と が で き る Ｄ Ｎ Ａ コ ー デ ィ ン グ 配
列 の 一 例 は 以 下 の 通 り で あ る （ Ｓ Ｅ Ｑ  Ｉ Ｄ  Ｎ Ｏ ： ７ ） 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
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【 化 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 こ の 配 列 の 断 片 を ペ プ チ ド 断 片 の 表 現 に 用 い る こ と が で き 、 同 様 の 塩 基 変 化 を つ く り だ
す こ と が 可 能 で 、 こ の 場 合 、 コ ー デ ィ ン グ 配 列 で の 同 じ ア ミ ノ 酸 、 あ る い は 非 同 義 変 化 を
起 こ さ せ る た め の 修 正 コ ド ン が つ く ら れ 、 そ の 結 果 つ く り だ さ れ る ア ミ ノ 酸 は 保 存 的 、 あ
る い は 非 保 存 的 変 化 で あ る 。 こ の コ ー デ ィ ン グ 配 列 は 、 エ ピ ト ー プ 性 の 箇 所 を 保 存 し つ つ
エ ピ ト ー プ を 延 長 さ せ る た め に 、 ５ ’ ま た は ３ ’ 末 端 の い ず れ か 、 あ る い は そ の 両 方 で 延
長 さ せ ら れ る 。 こ の 延 長 に よ っ て 同 じ 鎖 内 の 二 つ 、 あ る い は す べ て の ペ プ チ ド を 結 合 さ せ
て 、 抗 原 性 活 性 な ど を も た ら す た め の 、 例 え ば 酵 素 な ど 、 ラ ベ ル と し て の 結 合 ア ー ム を 提
供 し て く れ る 場 合 が あ る 。 表 現 の た め に 、 コ ー デ ィ ン グ 配 列 に は ス タ ー ト お よ び ス ト ッ プ
・ コ ド ン 、 プ ロ モ ー タ お よ び タ ー ミ ネ ー タ 領 域 、 そ し て 、 通 常 は 、 例 え ば 、 原 核 ま た は 真
核 性 、 バ ク テ リ ア 性 、 イ ー ス ト 菌 、 あ る い は 哺 乳 動 物 の 細 胞 ホ ス ト に お け る 表 現 の た め の
表 現 ベ ク タ ー を 提 供 す る た め の 複 製 シ ス テ ム が 提 供 さ れ る 。 バ ク テ リ ア 性 Ｄ Ｎ Ａ の 検 出 用
の プ ロ ー ブ と し て は 、 そ れ ら 配 列 自 体 、 そ の 断 片 、 あ る い は そ れ よ り 大 型 の 配 列 、 通 常 少
な く と も 15個 の 塩 基 、 好 ま し く は 少 な く と も 18個 の 塩 基 で 構 成 さ れ る 配 列 を 用 い る こ と が
で き る 。 サ ザ ー ン 手 法 、 ノ ー ザ ン 手 法 、 そ し て そ れ ら の 改 良 さ れ た 手 法 、 そ の 他 の 技 術 な
ど 多 数 の 手 法 が 発 表 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 通 常 、 ポ リ ペ プ チ ド が 融 合 蛋 白 質 と し て つ く ら れ て も よ く 、 そ の 場 合 ポ リ ペ プ チ ド は そ
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の 融 合 ポ リ ペ プ チ ド の Ｎ ま た は Ｃ 末 端 で あ っ て も よ い 。 そ の 結 果 も た ら さ れ る 融 合 蛋 白 質
は 、 そ れ 自 体 試 薬 と し て 直 接 用 い る こ と も で き る し 、 あ る い は 、 対 象 と な る ペ プ チ ド を 融
合 蛋 白 質 の 残 り の 配 列 の す べ て 、 あ る い は そ の 一 部 か ら 切 り 離 し て も よ い 。 内 部 メ チ オ ニ
ン が 存 在 し な い ポ リ ペ プ チ ド の 場 合 、 融 合 箇 所 に メ チ オ ニ ン を 導 入 す る こ と に よ っ て 、 そ
の ポ リ ペ プ チ ド は 臭 化 シ ア ノ ゲ ン を 用 い て 切 断 す る こ と が で き る 。 内 部 メ チ オ ニ ン が 存 在
し て い る 場 合 は 、 例 え ば 、 ポ リ リ シ ン 、 あ る い は ア ル ギ ニ ン 、 ま た は そ れ ら の 組 み 合 わ せ
な ど 、 蛋 白 質 分 解 切 断 箇 所 を 設 け る 必 要 が あ る で あ ろ う 。 ジ ペ プ チ ダ ー ゼ な ど を 含 む 広 範
な プ ロ テ ア ー ゼ も 知 ら れ て お り 、 適 切 な 処 理 信 号 を 適 切 な 箇 所 に 導 入 す る こ と が で き る 。
ひ と つ 、 あ る い は 複 数 の 外 来 性 ア ミ ノ 酸 の 存 在 は 対 象 と な る ポ リ ペ プ チ ド の 利 用 可 能 性 に
は 影 響 を 及 ぼ さ な い の で 、 切 断 を 確 実 に 行 わ せ る た め に 、 縦 一 列 並 び で の 反 復 部 を 有 し て
い て も よ い 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 主 題 の ペ プ チ ド を 用 い て 、 可 溶 性 巨 大 分 子 （ ≧ 20kd） 基 質 に 結 合 す る こ と が で き る 。 都
合 が 良 い こ と に 、 ヒ ト 血 清 に お い て は そ れ に 対 す る 抗 体 が 出 会 う 可 能 性 は な い 自 然 発 生 的
、 あ る い は 合 成 の ポ リ （ ア ミ ノ 酸 ） で あ っ て も よ い 。 ポ リ ペ プ チ ド の 実 例 に は 、 ポ リ － Ｌ
－ リ シ ン 、 仔 ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 キ ー ホ ー ル ・ リ ン ペ ッ ト ・ ヘ モ シ ア ニ ン 、 仔 ウ シ ・ ガ
ン マ グ ロ ブ リ ン な ど が 含 ま れ る 。 い ず れ を 選 ぶ か は 、 便 利 さ と 利 用 可 能 性 の 問 題 で あ る 。
こ う し た 接 合 体 の 場 合 、 巨 大 分 子 １ 個 あ た り 、 0.5kdあ た り １ 個 程 度 以 下 、 そ し て ２ kdあ
た り １ 個 以 下 の 、 少 な く と も ひ と つ の 対 象 ペ プ チ ド の 少 な く と も １ つ の 分 子 が 存 在 す る で
あ ろ う 。 同 じ 巨 大 分 子 に ひ と つ あ る い は 複 数 の 異 な っ た ペ プ チ ド を 結 合 す る こ と も で き る
。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 結 合 方 法 は 従 来 の も の で あ っ て よ く 、 ｐ － マ レ イ ミ ド ベ ン ゾ イ ッ ク 酸 、 ｐ － メ チ ル ジ チ
オ ベ ン ゾ イ ッ ク 酸 、 マ レ イ ン 酸 無 水 物 、 こ は く 酸 、 無 水 物 、 グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド な ど を 用
い る 。 結 合 は Ｎ 末 端 、 Ｃ 末 端 、 あ る い は そ の 分 子 の 末 端 近 く の 箇 所 で 発 生 す る 。 対 象 と な
る ペ プ チ ド は 結 合 の た め 誘 導 さ れ た も の で あ っ て も よ い し 、 基 質 な ど に 結 び つ き つ つ 、 結
合 さ れ て も よ い 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 化 合 物 は ラ ベ ル さ れ た 化 合 物 と し て も 、 ラ ベ ル さ れ て い な い 化 合 物 と し て 用 い ら れ て も
良 く 、 そ の ど ち ら を 選 ぶ か は 使 用 目 的 に よ る 。 ラ ベ ル と は 、 直 接 的 、 あ る い は 間 接 的 に 検
出 可 能 な 信 号 を 提 供 し て く れ る 分 子 を 意 味 す る 。 放 射 性 核 酸 、 酵 素 、 蛍 光 物 質 、 化 学 発 光
物 質 、 酵 素 基 質 、 コ フ ァ ク タ ー あ る い は 抑 制 因 子 、 粒 子 な ど 、 磁 性 粒 子 な ど を 用 い る こ と
が で き る 。 加 え て 、 ポ リ ペ プ チ ド は 、 例 え ば 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー ・ プ レ ー ト 、 ガ ラ ス ・ ビ
ー ズ 、 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 面 、 あ る い は 紙 、 セ ル ロ ー ス 、 シ リ カ ・ ゲ ル な ど の 表 面 に 結 合
さ せ る た め に 、 種 々 の 方 法 を 修 正 を 加 え て も よ い 。 こ れ ら ポ リ ペ プ チ ド 類 が 別 の 化 合 物 あ
る い は 表 面 に 結 び つ け ら れ る 具 体 的 な 方 法 は 通 常 の も の で あ っ て 、 文 献 に そ の 実 例 や 図 面
に 示 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 シ ス テ イ ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ に 対 す る 抗 体 あ る い は シ ス テ イ ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ そ れ 自 体 、
酵 素 前 駆 体 、 お よ び 酵 素 前 駆 体 に 対 す る 抗 体 の 存 在 を 検 出 す る た め に 、 種 々 の ア ッ セ イ 手
順 を 用 い る こ と が で き る 。 ラ ベ ル さ れ た 試 薬 と し て ペ プ チ ド を 用 い る の は 特 に 興 味 深 く 、
こ の 場 合 、 検 出 可 能 な 信 号 の 発 生 、 表 面 に 対 す る ペ プ チ ド の 直 接 的 、 あ る い は 間 接 的 結 合
を 可 能 に し て く れ 、 こ の 場 合 、 サ ン プ ル 中 の ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 が 表 面 上 の ペ プ チ ド に
結 び つ く 。 す る と 、 ペ プ チ ド に 結 合 し た ヒ ト の 抗 体 の 存 在 は ヒ ト の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 、 通 常
は Ｉ gＭ と Ｉ gＧ の 両 方 に 固 有 の 自 然 発 生 的 抗 体 か 、 あ る い は 、 免 疫 錯 体 、 例 え ば 、 Ｒ fフ
ァ ク タ ー 、 あ る い は Ｓ ア ウ レ リ ス 蛋 白 質 Ａ な ど に 固 有 の ラ ベ ル さ れ た 蛋 白 質 を 用 い て 検 出
す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 競 合 的 で あ れ 、 非 競 合 的 で あ れ 、 種 々 の 違 っ た 手 順 を 用 い る こ と が で き る 。 ペ プ チ ド は
表 面 と 基 質 の い ず れ に 結 合 し て も よ く 、 ラ ベ ル さ れ た 抗 体 は 、 サ ン プ ル 内 で 限 定 さ れ た 量
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の 結 合 ペ プ チ ド に 関 し て 抗 体 と 競 合 し て も よ い 。 基 質 に 結 合 し た ラ ベ ル の 量 は サ ン プ ル 内
の 競 合 的 抗 体 に 関 連 づ け ら れ る で あ ろ う 。 抗 体 は ラ ベ ル さ れ た ペ プ チ ド と 組 み 合 わ さ れ た
サ ン プ ル 内 の 基 質 に 結 合 す る こ と が で き る 。 反 応 混 合 物 を 結 合 さ れ た 抗 体 と 接 触 さ せ た 後
、 そ の 基 質 に 結 合 し た ラ ベ ル の 量 は そ の サ ン プ ル 内 の 同 族 抗 体 の 量 と 関 係 す る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 例 え ば 、 Ｉ gＧ お よ び Ｉ gＭ 免 疫 グ ル ブ リ ン の 領 域 に 対 す る 抗 体 な ど 、 自 然 発 生 的 な 抗 ヒ
ト 抗 体 を 基 質 に 結 び つ け る こ と が で き る 。 サ ン プ ル を 免 疫 グ ロ ブ リ ン お よ び ラ ベ ル さ れ た
ペ プ チ ド と 接 触 さ せ て 、 そ れ に よ っ て 、 そ の 基 質 に 結 合 し た ラ ベ ル さ れ た ペ プ チ ド の 量 は
同 族 抗 体 の 存 在 を 示 す 。 そ れ と は 別 に 、 均 一 ア ッ セ イ を 用 い る こ と も で き 、 こ の 場 合 、 ペ
プ チ ド は 酵 素 、 蛍 光 物 質 と 結 合 さ れ 、 抗 体 の ペ プ チ ド に 対 す る 結 合 は 特 定 の 結 合 対 錯 体 に
関 与 す る ラ ベ ル と 、 そ の 錯 体 に 関 与 し て い な い ラ ベ ル と の 区 別 を 可 能 に し て く れ る 。 そ う
し た 手 法 を 伴 う ア ッ セ イ は 文 献 に 述 べ ら れ て い る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 本 発 明 を 示 す た め に 、 本 ペ プ チ ド を 蛍 光 物 質 、 ロ ー ダ ミ ン 、 あ る い は ア ン ベ リ フ ェ ロ ン
な ど の 蛍 光 分 子 と 接 合 さ せ る こ と が で き る 。 抗 体 と の 複 雑 な 組 成 、 例 え ば 、 蛍 光 極 性 化 な
ど を 検 出 す る た め に 、 種 々 の 手 法 を 用 い る こ と が で き る 。 こ の ア ッ セ イ に お い て は 、 複 合
化 ペ プ チ ド 接 合 体 を 未 複 合 化 ペ プ チ ド 複 合 体 と の 間 で 蛍 光 極 性 化 が 異 な っ て い る 。 蛍 光 極
性 化 に お け る 変 化 を 測 定 す る た め の 装 置 を 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 ア ッ セ イ 手 法 の 一 例 は サ ン プ ル ・ コ ン テ ナ ー 、 例 え ば 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー ・ プ レ ー ト ・
ウ ェ ル で 、 こ の 場 合 、 本 発 明 に よ る ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 接 合 体 は 共 有 結 合 、 あ る い は
非 共 有 結 合 に よ っ て コ ン テ ナ ー の 底 お よ び ／ ま た は 壁 面 に 接 着 す る 。 通 常 、 適 切 に 緩 衝 化
さ れ た 媒 体 内 で 希 釈 さ れ た ヒ ト の 血 液 あ る い は 結 成 が コ ン テ ナ ー に 加 え ら れ 、 特 定 の 結 合
対 の 第 一 と 第 二 の 構 成 要 素 間 の 錯 体 形 成 を 行 わ せ る た め に 十 分 な 時 間 が つ か わ れ る 。 上 澄
液 を 取 り 出 し て 、 コ ン テ ナ ー を 洗 浄 し て 、 非 固 定 的 に 結 合 し た リ ガ ン ド を 取 り 除 く 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 検 出 の た め に は 、 そ の 錯 体 に 固 有 に 結 合 す る ラ ベ ル 化 さ れ た 特 定 の 結 合 蛋 白 質 が 用 い ら
れ る 。 コ ン テ ナ ー に は 、 適 切 に 緩 衝 さ れ た 媒 体 内 に 解 か し た ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン に 対 す る
自 然 発 生 的 な 抗 血 清 、 特 に 抗 （ ヒ ト Ｉ gＭ お よ び Ｉ gＧ ） が 加 え ら れ る 。 こ の 自 然 発 生 的 抗
血 清 は 検 出 可 能 な ラ ベ ル 、 例 え ば 、 放 射 性 核 酸 か 酵 素 に よ り ラ ベ ル さ れ る 。 抗 血 清 の 代 わ
り に 、 S． aureas蛋 白 質 Ａ な ど の 免 疫 錯 体 に 対 し て 固 有 の 蛋 白 質 を 用 い る こ と が で き る 。
そ う す れ ば 、 ラ ベ ル を 検 出 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 酵 素 を 用 い た 場 合 、 非 固 有 に 結 合
し た 酵 素 ラ ベ ル を 取 り 除 い た 後 、 現 像 液 を 加 え る 。 こ の 現 像 液 は 酵 素 気 質 お よ び ク ロ モ ゲ
ン な ど の 可 能 な 酵 素 コ フ ァ ク タ ー を 含 ん で お り 、 こ れ は 反 応 す る と 色 彩 計 や 蛍 光 計 で そ れ
ぞ れ 検 出 す る こ と が で き る 彩 色 、 あ る い は 蛍 光 生 成 物 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 本 発 明 に よ る ペ プ チ ド 類 に 対 す る 抗 体 は 従 来 の 方 法 で つ く る こ と が で き る 。 使 用 目 的 に
よ っ て 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 両 方 を つ く る こ と が で き 、 シ ス テ イ
ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ 、 そ の 派 生 物 、 突 然 変 異 体 な ど 上 で 特 定 の エ ピ ト ー プ に 結 合 す る モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 の 調 製 と 単 離 の た め に ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 を 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 ア ッ セ イ の 性 質 に 応 じ て 、 生 理 学 的 サ ン プ ル 、 例 え ば 、 唾 液 、 血 液 、 血 漿 、 骨 髄 液 、 ス
ロ ー ト ・ ス ワ ブ （ throat swab)、 気 管 支 肺 胞 洗 浄 物 質 、 生 体 組 織 検 査 物 質 、 あ る い は 血 清
な ど を 、 通 常 は リ ン 酸 、 ト リ ス な ど の 種 々 の 緩 衝 液 の ひ と つ を 用 い た 水 性 緩 衝 液 で あ る ア
ッ セ イ 培 養 液 内 に 希 釈 す る こ と に よ っ て つ く る こ と が で き る 。 生 物 の 存 在 の ア ッ セ イ と 、
そ し て ／ ま た は そ の 生 物 の 識 別 の た め に バ ク テ リ ア 性 培 養 液 、 あ る い は そ の 他 の 培 養 液 を
用 い る こ と が で き る 。 通 常 、 pHは ６ ～ ８ の 範 囲 内 で あ る 。 次 に 、 サ ン プ ル を 適 切 な 手 順 に
従 っ て 試 薬 と 組 み 合 わ せ 、 十 分 な 時 間 を か け て 結 合 さ せ る 。 不 均 一 系 シ ス テ ム が 用 い ら れ
た 場 合 に は 、 通 常 ス テ ー ジ 毎 に 洗 浄 を 行 な い 、 非 固 有 結 合 を で き る だ け 少 な く す る 。 そ の
手 順 の 終 わ り に 、 通 常 の 方 法 で ラ ベ ル が 検 出 さ れ る 。
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【 ０ ０ ４ ６ 】
　 生 理 学 的 サ ン プ ル は 通 常 ヒ ト の も の で あ る が 、 獣 医 学 応 用 、 特 に マ ウ ス や ミ ン ク 、 お よ
び グ ル ー プ Ａ 連 鎖 球 菌 に 対 し て 感 作 性 の あ る 他 の 動 物 へ の 応 用 も お も し ろ い 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 本 発 明 に よ る 巨 大 分 子 お よ び そ れ ら の 類 似 物 の ア ッ セ イ に お け る 使 用 に 加 え て 、 本 発 明
に よ る ペ プ チ ド は ま た 、 単 独 、 あ る い は 組 み 合 わ せ で 防 御 的 免 疫 反 応 を 発 生 さ せ た り 、 ヒ
ト の ワ ク チ ン 、 ま た グ ル ー プ Ａ 連 鎖 球 菌 感 染 症 に 感 作 性 の あ る ミ ン ク な ど の 商 業 的 に 高 価
な 動 物 や 、 マ ウ ス な ど の 他 の 動 物 に も 用 い る こ と が で き る 。 こ れ ら ペ プ チ ド が 通 常 の 方 法
で 、 一 般 に は 、 １ μ gか ら 20mg－ kgの 範 囲 の 濃 度 で つ く ら れ る 。 滅 菌 水 、 食 塩 、 リ ン 酸 緩
衝 食 塩 水 な ど 、 生 理 学 的 に 受 け 入 れ 可 能 な 培 養 液 を 基 質 と し て 用 い る こ と が で き る 。 水 酸
化 ア ル ミ ニ ウ ム ・ ゲ ル な ど の ア ジ ュ バ ン ド を 用 い る こ と も で き る 。 投 与 方 法 は 、 例 え ば 、
筋 肉 内 、 腹 膜 内 、 皮 下 、 あ る い は 静 脈 な ど の 注 射 に よ っ て 行 な わ れ て も 差 し 支 え な い 。 ま
た 投 与 は 、 １ 回 、 あ る い は 複 数 回 行 な わ れ て も よ い が 、 通 常 は ４ 週 間 毎 に 行 な わ れ る 。 加
え て 、 連 鎖 球 菌 Ｍ 蛋 白 質 抗 原 を 加 え る こ と に よ っ て 、 ワ ク チ ン の 効 力 を 強 化 す る こ と も で
き る 。 こ の ワ ク チ ン で 、 連 鎖 球 菌 Ｍ 蛋 白 質 の 保 存 さ れ て い る 領 域 は シ ス テ イ ン ・ プ ロ テ ア
ー ゼ と 組 み 合 わ せ ら れ る 。 好 ま し く は 、 用 い ら れ る Ｍ 蛋 白 質 は ホ ス ト の 組 織 と 免 疫 学 的 に
ク ロ ス 反 応 し な い 。 グ ル ー プ Ａ 連 鎖 球 菌 に 対 す る 防 御 と し て 、 抗 体 の 生 産 を 用 い て も よ く
、 こ の 場 合 、 防 衛 機 能 に よ っ て 、 死 を 遅 ら せ た り 、 感 染 に よ る 致 死 を 防 い で く れ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 精 製 シ ス テ イ ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ は 、 単 離 さ れ た 細 胞 、 蛋 白 質 マ ト リ ッ ク ス 、 例 え ば 特 に
生 体 組 織 検 査 標 本 な ど コ ラ ー ゲ ン ・ マ ト リ ッ ク ス 内 に あ る 、 あ る い は 、 組 織 培 養 皿 あ る い
は ペ ト リ 皿 に 接 着 し て い る か 、 あ る い は 蛋 白 質 の ア ー ム を 介 し て 親 和 性 カ ラ ム に 結 合 し た
も の を 得 る 際 に 、 ト リ プ シ ン ま た は そ の 他 の プ ロ テ ア ー ゼ と の 置 換 と し て の 使 用 な ど 、 い
く つ か の 使 用 法 が あ る 。 プ ロ テ ア ー ゼ は ま た 、 過 剰 瘢 痕 組 織 の 除 去 お よ び 骨 な ど の 生 物 学
的 基 質 か ら の 組 織 の 除 去 に も 使 え る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 本 発 明 に よ る ペ プ チ ド を コ ー ド 表 現 す る Ｄ Ｎ Ａ は シ ス テ イ ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ の 他 の 供 給
源 を 識 別 す る た め 、 お よ び 、 生 理 学 的 サ ン プ ル 内 の グ ル ー プ Ａ 連 鎖 球 菌 、 特 に 化 膿 連 鎖 球
菌 の 存 在 の 識 別 の た め の Ｐ Ｃ Ｒ に 基 づ く ア ッ セ イ な ど で 使 用 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 以 下 の 実 施 例 は 本 発 明 に よ る 方 法 の い く つ か の 実 施 の 形 態 を 示 す た め の も の で あ っ て 、
い か な る 意 味 で も 本 発 明 を 限 定 す る こ と は 意 図 し て い な い 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 実 施 例 １
　 バ ク テ リ ア 性 単 離 物
　 表 １ は 調 査 さ れ た 化 膿 連 鎖 球 菌 の 68種 の 株 を 示 し て い る 。 Ｍ Ｇ Ａ Ｓ 1791は 、 R． Lancefi
eld博 士 が 5797株 に 与 え た Ｂ 220株 と 同 じ で あ る 。 こ の 株 は タ イ プ ８ Ｔ 抗 原 を 表 現 す る が 、
血 清 学 的 に は Ｍ 蛋 白 質 に 分 類 す る こ と は で き な い 。
【 ０ ０ ５ ２ 】

10

20

30

(15) JP 2004-187688 A 2004.7.8



【 表 １ － １ 】
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【 ０ ０ ５ ３ 】
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【 表 １ － ２ 】
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【 ０ ０ ５ ４ 】
【 表 １ － ３ 】
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　   ａ Ｅ Ｔ ： 電 気 泳 動 タ イ プ
　   ｂ Ｎ Ｔ ： Ｍ 蛋 白 質 血 清 タ イ プ に 関 し て 分 類 不 可
　   ｃ Ｍ Ｇ Ａ Ｓ ： ム ッ サ ー ・ グ ル ー プ Ａ 連 鎖 球 菌 参 照 番 号 。 株 供 給 源 お よ び 最 初 の 名 称 は
以 下 の 通 り ： J． C． Huang， Laboratory Centre for Disease Control， Ottawa， Canada，
Ｍ Ｇ Ａ Ｓ 579(11111)， 587（ 9378） ， 590（ 11078） ， 2075（ Ｄ Ｃ  11435） ； J． E． Peters
， Wilford Hall Medical Center， San Antonio， Texas， Ｍ Ｇ Ａ Ｓ 1991（ Ｂ Ｂ 6672－ ３ ）
， 1990（ Ｂ Ａ 9812－ ４ ） ， P． M． Schlievert， University of Minnnesota， Minneapolis
， Minnesota， Ｍ Ｇ Ａ Ｓ 1253（ 119/６ ， Ｓ Ｆ 130/13と し て も 知 ら れ て い る ） 、 Ｍ Ｇ Ａ Ｓ 125
1（ Ｃ 203Ｓ ） ， 166(Reineke)， 285（ 195） ， 325（ 89.5.5612） ， 157（ Zinke） ， 315(Sold
ier １ )， 282（ 192） ， 289（ 199） ， 262(Cal 17)， 168（ Reinary） ， 302（ Lambert） ， 32
1（ Weckmuller） ， 156（ Wilson） ， 300（ Kluss） ， 303（ Lundeen） ， 162（ Cygan） ， 165
（ Wicks） ， 317（ Timmers） ；
　 E． L． Kaplan， University of Minnesota， Ｍ Ｇ Ａ Ｓ 480  （ 90－ 441） ； M． A． Kehoe，
University of Newcastle upon Tyne， Newcastle upon Tyne， England， Ｍ Ｇ Ａ Ｓ  1841（
Ｍ 41） ， 1871（ Ｐ Ｔ 5757） ， 1893（ Ｐ Ｔ 4854） ， 1882（ Ｍ 59） ， 1842（ Ｍ 43） ， 1901（ Ｍ
23） ， 1898（ Ｍ 15） ， 1864（ Ｍ 56） ，   1896（ Ｍ 10） ， 1911（ Ｍ 75） ， 1881（ Ｍ 62） ， 18
70（ Ｐ Ｔ 4931） ， 1872（ Ｔ Ｒ 2612） ， 1838（ Ｍ 27） ， 1914Ａ （ Ｔ Ｒ 2233） ； D． LeBlanc，
University of Texas Health Science Center at San Antonio， Texas， Ｍ Ｇ Ａ Ｓ 1222（ C
ole 36Ｘ Ａ 87） ， 1226（ Cole 40Ｘ Ｆ １ ） ， 1233（ Cole 45Ｘ Ａ ９ ） ， K． H． Johnston， Lo
uisiana State University Medical Center， New Orleans， Louisiana， Ｍ Ｇ Ａ Ｓ 1719（
Ｂ 220） ； D． E． Bessen， Yale  University， New Haven， Connecticut， Ｍ Ｇ Ａ Ｓ 1832（
Ｃ   Ｓ 110） ， 1294（ １ Ｒ Ｐ 232） ， 1289（ １ Ｒ Ｐ 144） ；
　 S． K． Hollingshead， Department of Microbiology， University of Alabama School o
f Medicine， Birmingham， Alabama， Ｍ Ｇ Ａ Ｓ 660（ Ｄ 469） ， 789（ １ Ｇ Ｌ 100） ， 807（ Ｄ
323） ， 429（ Ｃ 256/86/３ ） ， 684（ １ Ｒ Ｐ 284） ， 694（ Ｄ 470） ， 427（ Ｊ 137/69/１ ） ， 3
66（ Ａ Ｇ Ｌ 130） ， 719（ Ｄ 938） ， 686（ Ｄ 316） ， 800(Ａ 724） ， 758（ 86－ 809） ， 796（
Ｄ 339） ， 650（ Ｄ 691） ， 659（ Ｄ 474） 。 他 の す べ て の 株 は J． M． Mか ら の も の 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 Ａ d  Ｔ Ｓ Ｌ Ｓ ： 毒 性 シ ョ ッ ク 状 症 候 群 ； Ｓ Ｉ Ｄ ， 重 傷 組 織 侵 食 症 ； Ａ Ｒ Ｆ 、 急 性 リ ュ ー
マ チ 熱 ； Ｎ Ｐ 、 鼻 咽 喉 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 実 施 例 ２
　 シ ス テ イ ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ の 精 製
　 バ ク テ リ ア を ５ ％ Ｃ Ｏ ２ 内 、 ブ レ イ ン ・ ハ ー ト ・ イ ン フ ュ ー ジ ョ ン （ Ｂ Ｈ Ｉ ） 寒 天 上 で
37℃ の 温 度 下 で 一 昼 夜 成 長 さ せ た 。 一 昼 夜 培 養 し た 培 養 物 を 用 い て 200mlの Ｂ Ｈ Ｉ 培 養 液
を 接 種 し 、 そ の 培 養 物 を ５ ％ Ｃ Ｏ ２ 内 で 37℃ の 温 度 下 、 12～ 14時 間 培 養 し た 。 一 昼 夜 成 長
さ れ た も の の 50ml画 分 を 化 学 的 の 定 義 さ れ た 培 養 液 （ Ｊ Ｒ Ｈ Bioscience， Lenexa， KS） 、
pH6.0， ２ リ ッ ト ル を 加 え て 、 そ の 培 養 物 を ５ ％ Ｃ Ｏ ２ 内 で 37℃ の 温 度 下 で 培 養 し た 。 無
菌 炭 酸 ナ ト リ ウ ム （ 10％  ｗ /ｖ ） を 加 え て 、 そ の ブ ロ ス を pH5.5～ 6.0の 範 囲 に 維 持 し た 。
８ ～ ９ 時 間 後 、 遠 心 分 離 で 細 胞 を 取 り 出 し 、 上 澄 液 を 10kＤ aカ ッ ト オ フ ら せ ん 超 ろ 過 カ ー
ト リ ッ ジ (Amicon)を 通 過 さ せ て 250mlに 濃 縮 し た 。 20％ エ タ ノ ー ル － 20mMト リ ス 塩 酸 、 pH7
.0（ バ ッ フ ァ ー Ａ ） 1.5リ ッ ト ル を 用 い て ４ ℃ の 温 度 で 逆 方 向 ろ 過 に よ る バ ッ フ ァ ー 交 換
（ ＞ 99％ ） を 行 な い 、 そ の 物 質 を ４ ℃ の 温 度 下 で 一 昼 夜 保 存 し た 。 逆 ろ 過 さ れ た 溶 液 を バ
ッ フ ァ ー Ａ で 均 衡 さ せ た マ ト リ ッ ク ス ・ ゲ ル ・ レ ッ ド Ａ （ Amicon） カ ラ ム （ 1.5cm× 15cm
） を 通 過 さ せ た 。 吸 着 （ 280nm） が ベ ー ス ラ イ ン に 戻 る ま で カ ラ ム を バ ッ フ ァ ー Ａ で 洗 浄
し て 、 ２ モ ル の Ｎ aＣ ｌ を 含 有 す る バ ッ フ ァ ー Ａ に 蛋 白 質 を 溶 出 さ せ た 。 溶 出 さ れ た 物 質
を ひ と つ の フ ラ ク シ ョ ン と し て 集 め 、 超 ろ 過  （ Centriprep 10， Amicon） に よ っ て ３ mlに
濃 縮 し 、 そ し て 、 ゲ ル ろ 過 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ BioRad） に よ っ て 、 バ ッ フ ァ ー を Ｐ Ｂ Ｓ
， pH7.2と 交 換 し た 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
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　 ダ イ － リ ガ ン ド 親 和 性 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ 図 １ ） か ら 引 き 出 し た 精 製 蛋 白 質 の ア ミ ノ
末 端 配 列 決 定 を 行 う と 、 ア ミ ノ 酸 146～ 156に 対 応 す る － Ｑ Ｐ Ｖ Ｖ Ｋ Ｓ Ｌ Ｌ Ｄ Ｓ Ｋ （ Ｓ Ｅ Ｑ
  Ｉ Ｄ   Ｎ Ｏ ： ８ ） の 配 列 が 明 ら か に な り 、 そ れ に よ っ て 、 精 製 さ れ た 物 質 が 連 鎖 球 菌 性
シ ス テ イ ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ の 先 端 を 切 っ た 成 熟 活 性 形 態 で あ る こ と が 認 識 さ れ る 。 こ の 酵
素 は － 20℃ の 温 度 で 保 存 す る と 少 な く と も 数 か 月 間 安 定 し て い る 。 ３ つ の 異 な っ た speＢ
対 立 形 質 変 種 （ 配 列 決 定 研 究 で 確 認 さ れ た ） が 確 認 さ れ て い る 。 こ の 酵 素 前 駆 体 形 態 は 、
培 養 液 か ら シ ス テ ィ ン が 除 か れ て い る こ と と 、 培 養 物 が 補 充 Ｃ Ｏ ２ が 存 在 し な い 条 件 で 培
養 さ れ る こ と を 除 く と 、 ほ と ん ど 同 様 の 手 順 で 精 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 シ ス テ イ ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ に 関 し て こ れ ま で 発 表 さ れ て い る ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 想 定 さ れ
て い る 活 性 箇 所 の 構 成 も 含 め て 正 し く な い 。 こ の 配 列 に よ っ て コ ー ド 表 現 さ れ る 予 想 ア ミ
ノ 酸 配 列 は 発 表 さ れ て い る シ ス テ イ ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ 配 列 と は 同 族 で は な い 。 そ の 代 わ り
、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 類 似 し て い る が 、 Hauserお よ び Schlievertら に よ っ て 述 べ ら れ て い
る 対 立 形 質 と は 明 確 に 違 っ て い る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 し か し な が ら 、 活 性 シ ス テ イ ン 残 基 を 取 り 巻 く ア ミ ノ 酸 の 構 成 は Ｂ 220株 お よ び こ れ ま
で 特 徴 付 け が 行 わ れ て い る す べ て の 細 胞 株 に お い て ま っ た く 同 じ で あ る 。 し た が っ て 、 彼
ら の Ｍ 12株 86～ 858か ら 精 製 さ れ た Ｓ Ｐ Ｅ Ｂ と 関 連 し た プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 の 欠 如 が Ｃ ys残
基 周 辺 の ア ミ ノ 酸 配 列 に お け る 違 い の 結 果 で あ る と い う Hauserお よ び Schlievert（ 1990）
の 仮 定 は 正 し く な い 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 実 施 例 ３
　 連 鎖 球 菌 シ ス テ イ ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ に よ る npＩ Ｌ － １ β の 切 断
　 ウ サ ギ 網 状 赤 血 球 転 写 － 翻 訳 シ ス テ ム 内 で つ く ら れ た 放 射 性 物 質 で ラ ベ ル し た pＩ Ｌ －
１ β を 使 用 し た ア ッ セ イ を 用 い た 。 シ ス テ イ ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ は 約 18kＤ aの 切 断 生 成 物 を
つ く り だ し 、 こ の サ イ ズ は mＩ Ｌ － １ β （ 図 ２ Ａ ） の 見 か け の 分 子 量 と 類 似 し て い る 。 大
腸 菌 内 で つ く ら れ た 組 換 え pＩ Ｌ － １ β か ら 発 生 さ れ た 切 断 生 成 物 を ウ ェ ス タ ー ン ・ ブ ロ
ッ ト 分 析 も こ の 結 果 を 裏 づ け て い る （ 図 ２ Ｂ ） 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 シ ス テ イ ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ は Ｉ Ｃ Ｅ で 劣 化 さ れ な い ヒ ト pＩ Ｌ － １ β 突 然 変 異 体 （ Ａ sp 
116－ ＞ Ａ la 116， Ａ la 116－ Ａ la 117結 合 を つ く り だ す ） を 切 断 し た 。 野 生 タ イ プ pＩ Ｌ
－ １ β の 場 合 に も 観 察 さ れ た よ う に 、 シ ス テ イ ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ は 突 然 変 異 体 基 質 を 切 断
し 、 見 か け の 分 子 量 が 18kＤ a程 度 の 生 成 物 を 形 成 し た （ 図 ２ Ａ ） 。 こ の よ う に 、 シ ス テ イ
ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ の 主 要 切 断 箇 所 は Ｉ Ｃ Ｅ 原 核 箇 所 で は な か っ た 。 シ ス テ イ ン ・ プ ロ テ ア
ー ゼ が pＩ Ｌ － １ を 切 断 す る 場 所 を 正 確 に 判 定 す る た め に 、 pＩ Ｌ － １ β の 劣 化 に よ っ て つ
く ら れ た 分 子 量 約 18kＤ aの 生 成 物 の ア ミ ノ 末 端 10ア ミ ノ 酸 残 基 の 配 列 決 定 が 行 わ れ た 。 シ
ス テ イ ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ は His 115－ Asp 116の 間 で pＩ Ｌ － １ β を 切 断 し て 、 mＩ Ｌ － １ β
よ り 長 い 分 子 ア ミ ノ 酸 残 基 を つ く り だ し た 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 実 施 例 ４
　 成 熟 Ｉ Ｌ － １ β 切 断 生 成 物 の 正 常 な 生 物 学 的 活 性
　 ヒ ト 抹 消 血 液 単 球 細 胞 で 見 い だ さ れ た メ タ ロ プ ロ テ ア ー ゼ の 特 徴 付 け の 過 程 で ア ミ ノ 末
端 で Ａ sp－ 116を 有 す る mＩ Ｌ － １ β の 非 常 に 高 い 活 性 形 態 が 述 べ ら れ た の で 、 シ ス テ イ ン
・ プ ロ テ ア ー ゼ は 生 物 学 的 に 活 性 の あ る Ｉ Ｌ － １ β に 対 し て 活 性 を 示 さ な い pＩ Ｌ － １ β
で あ る 。 成 熟 し た Ｉ Ｌ － １ β は 血 管 平 滑 筋 細 胞 （ Ｓ Ｍ Ｃ ） 内 の 酸 化 窒 素 合 成 （ Ｎ Ｏ Ｓ ） の
強 力 な 誘 発 因 子 で あ る 。 Ｓ Ｍ Ｃ の 融 合 培 養 物 が 存 在 し て い る 条 件 と 存 在 し て い な い 条 件 の
両 方 で シ ス テ イ ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ が 加 え ら れ 、 24時 間 後 の 培 養 液 内 で 硝 酸 塩 陽 イ オ ン ・ レ
ベ ル を 測 定 す る こ と に よ っ て Ｎ Ｏ Ｓ 活 性 を 調 べ た 。 シ ス テ イ ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ も pＩ Ｌ －
１ β だ け で も 硝 酸 塩 レ ベ ル で の 有 意 な 増 加 は つ く り だ さ れ な か っ た 。 対 照 的 に 、 シ ス テ イ
ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ と pＩ Ｌ － １ β を 一 緒 に 添 加 す る と 、 硝 酸 塩 の 蓄 積 に 約 60倍 も の 増 加 が
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認 め ら れ た （ 図 ３ ） 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 pＩ Ｌ － １ β の シ ス テ イ ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ に よ る 切 断 で 発 生 さ れ る Ｉ Ｌ － １ β は Ａ 375細
胞 系 ア ッ セ イ で も 活 性 で あ る こ と が 認 め ら れ た 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 約 500ng/mlの 本 来 の pＩ Ｌ － １ β が 不 活 性 で あ っ た ひ と つ の ア ッ セ イ で 、 こ の 物 質 を シ
ス テ イ ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ で 消 化 し た と こ ろ 、 6.1× 10４ ユ ニ ッ ト /mlの 活 性 が つ く り だ さ れ
、 こ の ア ッ セ イ で は 500ng/mlの 真 正 Ｉ Ｌ － １ β は 1.1× 10５ ユ ニ ッ ト に 対 応 し た 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 実 施 例 ５
　 変 種 シ ス テ イ ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ 酵 素 の 切 断 活 性
　 さ ら に ２ つ の 自 然 発 生 シ ス テ イ ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ 対 立 形 質 変 種 （ Ｓ Ｐ Ｅ Ｂ ２ お よ び Ｓ Ｐ
Ｅ Ｂ 11） も 見 か け の 分 子 量 が Ｍ Ｇ Ａ Ｓ 1719か ら 精 製 さ れ た Ｓ Ｐ Ｅ  Ｂ ７ に よ っ て つ く ら れ
る も の と 同 じ Ｉ Ｌ － １ β 断 片 を つ く り だ し た （ 図 ４ ） 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 実 施 例 ６
　 speＢ の 配 列 決 定
　 speＢ 遺 伝 子 を 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と の ポ リ メ ラ ー ゼ 鎖 反 応 （ Ｐ Ｃ Ｒ ） で 増 幅 さ せ
た 。 調 査 の 対 象 と な っ た Ｄ Ｎ Ａ 断 片 （ 1,437bp） は コ ー デ ィ ン グ 領 域 全 体 （ 1,197bp） 、 お
よ び 160bpの 上 流 配 列 、 お よ び 80bpの 下 流 配 列 を 示 し て い る 。 細 胞 株 の 約 ３ 分 の １ に 対 し
て 、 ラ ム ダ エ キ ゾ ヌ ク レ ア ー ゼ 法 に よ っ て 単 一 鎖 Ｄ Ｎ Ａ が つ く ら れ 。 シ ー ケ ナ ー ゼ ／ バ ー
ジ ョ ン 2.0で 両 方 の 方 向 で の 配 列 決 定 が 行 わ れ た 。 こ の 場 合 も 、 ヌ ク レ オ チ ド の 変 化 を 確
認 す る た め に 変 種 対 立 形 質 の 配 列 決 定 も 行 わ れ た 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 基 本 的 に 、 シ ス テ イ ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ 構 造 遺 伝 子 の 配 列 決 定 は 以 下 の よ う に 行 わ れ た 。
シ ス テ イ ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ 構 造 遺 伝 子 を 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と の ポ リ メ ラ ー ゼ 鎖 反 応
（ Ｐ Ｃ Ｒ ） で 増 幅 し た 。 speＢ を 増 幅 す る の に 用 い た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ・ プ ラ イ マ ー と
フ ラ ン キ ン グ 領 域 は 以 下 の 通 り で あ っ た 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 Ｓ Ｐ Ｅ Ｂ － Ｘ （ Ｓ Ｅ Ｑ   Ｉ Ｄ   Ｎ Ｏ ： ９ ） ， ５ ’ － Ｇ Ｔ Ｔ Ｇ Ｔ Ｃ Ａ Ｇ Ｔ Ｇ Ｔ Ｃ Ａ Ａ Ｃ Ｔ
Ａ Ａ Ｃ Ｃ Ｇ Ｔ ３ ’ ； お よ び
　 Ｓ Ｐ Ｅ Ｂ － ２ （ Ｓ Ｅ Ｑ   Ｉ Ｄ   Ｎ Ｏ ： 10） ５ ’ ＝ Ａ Ｔ Ｃ Ｔ Ｇ Ｔ Ｇ Ｔ Ｃ Ｔ Ｇ Ａ Ｔ Ｇ Ｇ Ａ Ｔ
Ａ Ｇ Ｃ Ｔ Ｔ － ３ ’
　 内 部 配 列 決 定 プ ラ イ マ ー と し て 以 下 の ４ つ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 用 い ら れ た 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 Ｓ Ｐ Ｅ Ｂ － １ （ Ｓ Ｅ Ｑ   Ｉ Ｄ   Ｎ Ｏ ： 11） ， ５ ’ － Ｃ Ｔ Ｔ Ｔ Ｃ Ｔ Ｇ Ｇ Ｃ Ｔ Ｃ Ｔ Ａ Ａ Ｔ Ａ
Ｔ Ｇ Ｔ Ａ Ｔ Ｇ Ｔ － ３ ’ ；
　 Ｓ Ｐ Ｅ Ｂ － ３ （ Ｓ Ｅ Ｑ   Ｉ Ｄ   Ｎ Ｏ ： 12） ， ５ ’ － Ｇ Ｔ Ｔ Ａ Ｔ Ｔ Ｇ Ａ Ａ Ａ Ａ Ａ Ｇ Ｔ Ａ Ａ
Ａ Ａ Ｃ Ｃ － ３ ’ ；
　 Ｓ Ｐ Ｅ Ｂ － ４ （ Ｓ Ｅ Ｑ   Ｉ Ｄ   Ｎ Ｏ ： 13） ， ５ ’ － Ｔ Ｔ Ｔ Ｔ Ｃ Ａ Ａ Ｔ Ａ Ａ Ｃ Ａ Ｇ Ｇ Ｔ Ｇ
Ｔ Ｃ Ａ Ａ － ３ ’ ； お よ び
　 Ｓ Ｐ Ｅ Ｂ － Ｙ （ Ｓ Ｅ Ｑ   Ｉ Ｄ   Ｎ Ｏ ： 14） ， ５ ’ － Ｔ Ｃ Ｔ Ｃ Ｃ Ｔ Ｇ Ａ Ａ Ａ Ｃ Ｇ Ａ Ｔ Ａ Ａ
Ｃ Ａ Ａ Ａ － ３ ’ 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 50mM Ｋ Ｃ l， 10mM Ｔ ris－ Ｈ Ｃ l， pH8.3， 1.5mM Ｍ gＣ l２ ， 0.001％ ゼ ラ チ ン 、 そ れ に d
Ａ Ｔ Ｐ ， dＣ Ｔ Ｐ ， dＧ Ｔ Ｐ お よ び dＴ Ｔ Ｐ を 各 200μ M、 そ し て Ｓ Ｐ Ｅ Ｂ － Ｘ お よ び Ｓ Ｐ Ｅ
Ｂ － ２ を 各 200nM、 そ し て AmpliTaq Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ を 2.5単 位 含 ん だ 混 合 物 100μ l内
で 、 １ μ lの ク ロ モ ゾ ー ム Ｄ Ｎ Ａ の Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 を 行 っ た 。 熱 サ イ ク ル ・ パ ラ メ ー タ は 変 性
が 94℃ で １ 分 間 、 ア ニ ー リ ン グ が 55℃ で ２ 分 間 、 そ し て 延 長 が 72℃ で 2.5分 間 で 、 全 体 で 3
0サ イ ク ル 行 わ れ た 。 最 後 に 72℃ で 15分 間 の 延 長 が 行 わ れ た 。
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【 ０ ０ ７ １ 】
　 Ｄ Ｎ Ａ 断 片 （ 1,437bp） は コ ー デ ィ ン グ 領 域 （ 1,197bp） 全 体 と 160bpの 上 流 配 列 、 お よ
び 80bpの 下 流 配 列 を 示 し て い る 。 株 の 約 ３ 分 の １ に 対 し て 、 ラ ム ダ ・ エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ
法 で 単 一 鎖 Ｄ Ｎ Ａ が つ く ら れ 、 シ ー ケ ン タ ー ゼ ・ バ ー ジ ョ ン 2.0に よ っ て 両 方 の 方 向 に 配
列 決 定 が 行 わ れ た 。 こ の 場 合 も 、 ヌ ク レ オ チ ド 変 化 を 確 認 す る た め に 変 種 対 立 形 質 の 配 列
決 定 が 行 わ れ た 。 約 ３ 分 の ２ の 株 の プ ロ テ ア ー ゼ 遺 伝 子 に つ い て 、 Applied Biosystems I
nc.， モ デ ル 373Ａ 計 器 を 用 い て 自 動 化 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 決 定 に よ る 特 徴 付 け が 行 わ れ た 。 自 動 化
ア プ ロ ー チ の た め に 、 Ｐ Ｃ Ｒ （ 10mM Ｔ ris－ Ｈ Ｃ l， pH8.3； 50mM Ｋ Ｃ l； 1.5mM Ｍ gＣ l２
； 2.5単 位 の タ ッ ク ・ ポ リ メ ラ ー ゼ ； 20ピ コ モ ル の 各 プ ラ イ マ ー ； １ μ Lの ク ロ モ ゾ ー ム Ｄ
Ｎ Ａ テ ン プ レ ー ト ） で 遺 伝 子 を 増 幅 し た が 、 熱 パ ラ メ ー タ は 以 下 の 通 り で あ っ た 。 変 性 ：
94℃ で ４ 分 間 、 94℃ 、 １ 分 間 の 変 性 30サ イ ク ル 、 55℃ 、 ２ 分 間 で の プ ラ イ マ ー ・ ア ニ ー リ
ン グ 、 72℃ 、 ２ 分 間 で の 延 長 、 そ し て 、 72℃ で ５ 分 間 の 最 終 延 長 。 組 み 込 ま れ て い な い ヌ
ク レ オ チ ド と プ ラ イ マ ー は Microcon100マ イ ク ロ 濃 縮 器 （ Amicon Inc.， MA） を 通 じ て の ろ
過 に よ っ て 取 り 出 さ れ た 。 Taq DyeDeoxyタ ー ミ ネ ー タ ・ サ イ ク ル 配 列 決 定 キ ッ ト （ Applie
d Biosystems,Inc.， CA） を 用 い て の 配 列 決 定 反 応 が テ ン プ レ ー ト と し て の ７ μ Lの Ｐ Ｃ Ｒ
増 幅 Ｄ Ｎ Ａ と 3.2ピ コ モ ル の プ ラ イ マ ー を 用 い て 行 わ れ た 。 組 み 込 ま れ て い な い ダ イ ・ タ
ー ミ ネ ー タ と プ ラ イ マ ー は 回 転 カ ラ ム 精 製 （ Centri-Sep， Princeton Separations， Inc.
， NJ） に よ っ て 延 長 生 成 物 か ら 分 離 さ れ た 。 サ ン プ ル を 真 空 遠 心 分 離 で 乾 燥 し た 。 ゲ ル 負
荷 の 前 に 、 サ ン プ ル を サ ン プ ル 負 荷 バ ッ フ ァ ー （ ５ ： １ 非 イ オ ン 化 フ ォ ル ミ ア ミ ド ； 50mM
 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ ， pH8.0） ４ μ L内 に 再 懸 濁 さ せ て 、 90℃ の 温 度 で ２ 分 間 変 性 さ せ た 。 デ ー タ を
集 め て Ｅ Ｄ Ｉ Ｔ Ｔ Ｓ Ｅ Ｑ ， Ａ Ｌ Ｉ Ｇ Ｎ お よ び Ｓ Ｅ Ｑ Ｍ Ａ Ｎ プ ロ グ ラ ム （ Ｄ Ｎ Ａ Ｓ Ｔ Ａ Ｒ ，
Ｗ Ｉ ） で 編 集 し た 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 実 施 例 ７
　 ク ロ ー ン 間 の 遺 伝 子 関 係 の 推 定
　 マ ル チ ロ ー カ ス 酵 素 電 気 泳 動 に よ る 化 膿 連 鎖 球 菌 ク ロ ー ン 間 の 遺 伝 子 関 係 を 推 定 す る 方
法 は Musserら 、 Proc． Natl．   Acad． Sci． USA 88： 2668－ 72（ 1991） に 述 べ ら れ た の と
同 様 に 行 わ れ た 。 こ れ ま で に 確 認 さ れ て い な い 36の Ｅ Ｔ を 任 意 に Ｅ Ｔ 34－ Ｅ Ｔ 53と 番 号 付
け し た 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 実 施 例 ８
　 Ｂ 220株 （ Elliott 5797） に お け る speＢ 対 立 形 質
　 Ｍ Ｇ Ａ ｓ １ ７ １ ９ 株 内 の speＢ 遺 伝 子 （ speＢ ７ ） は 前 に 示 し た 孔 サ イ ズ を 有 す る 蛋 白 質
を コ ー ド 表 現 し な い 。 Ｂ 220株 の 蛋 白 質 配 列 と 血 清 タ イ プ Ｍ 12株 （ 86－ 858） 内 の speＢ 対
立 形 質 （ こ こ で は speＢ １ と 命 名 ） と の あ い だ に は 違 い が あ る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 実 施 例 ９
　 speＢ 対 立 形 質 と 疾 病 タ イ プ
　 本 発 明 は 同 じ speＢ 対 立 形 質 を 有 す る 連 鎖 球 菌 ク ロ ー ン を 示 し 、 speＢ 対 立 形 質 と Ｍ 蛋 白
質 の 組 み 合 わ せ は い く つ か の 病 気 と 関 連 づ け ら れ て い る 。 例 え ば 、 Ｅ Ｔ １ － Ｍ １ － speＢ
の 株 は 咽 頭 炎 、 猖 紅 熱 、 蜂 巣 織 炎 、 お よ び Ｔ Ｓ Ｌ Ｓ の 患 者 か ら 培 養 さ れ 、 咽 頭 炎 、 猖 紅 熱
、 お よ び Ｔ Ｓ Ｌ Ｓ の 患 者 か ら は Ｅ Ｔ ２ － Ｍ ３ － speＢ ３ 生 物 が 取 り 出 さ れ た 。 同 様 に 、 急
性 リ ュ ー マ チ 熱 の 患 者 か ら 培 養 さ れ た 株 は ６ つ の 異 な っ た speＢ 対 立 形 質 を 有 し て い た 。
し た が っ て 、 speＢ 対 立 形 質 と 疾 病 タ イ プ と の 明 ら か に 有 意 な 組 み 合 わ せ は 認 め ら れ な か
っ た 。 1940年 代 に 回 収 さ れ ， Ｍ １ 蛋 白 質 を 表 現 す る が 、 現 代 の Ｍ １ 株 と 同 様 に Ｅ Ｔ １ で は
な く Ｅ Ｔ 36に 関 係 づ け ら れ た 株 （ Ｍ Ｇ Ａ Ｓ 789） に お い て speＢ 対 立 形 質 が 確 認 さ れ た こ と
は 、 連 鎖 球 菌 性 疾 病 の 頻 度 お よ び 重 度 に お け る 一 過 性 フ ァ ク タ ー に よ っ て お こ な わ れ る sp
eＢ 対 立 形 質 － マ ル チ ロ ー カ ス 酵 素 ジ ェ ノ タ イ プ － Ｍ 蛋 白 質 の 関 連 性 に お け る 変 化 を 示 唆
し て い る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
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　 実 施 例 10
　 speＢ 変 差 、 Ｍ 蛋 白 質 ク ラ ス 、 乳 白 度 フ ァ ク タ ー 表 現 型 、 お よ び virレ ギ ュ ロ ン ・ ア ー キ
テ ク チ ャ
　 本 発 明 で は speＢ 対 立 形 質 変 種 の 類 似 し た 分 化 に 関 し て の 説 得 力 あ る 証 拠 は 見 出 さ れ な
か っ た 。 Ｍ 蛋 白 質 に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の パ ネ ル と の 反 応 性 に 基 づ く ２ つ の 違 っ た
ク ラ ス の い ず れ か に 分 類 さ れ る 株 は 一 貫 し た 配 列 上 の 違 い を 持 っ て お ら ず 、 い く つ か の 例
で 同 じ speＢ 対 立 形 質 が ２ つ の Ｍ 蛋 白 質 ク ラ ス で 見 出 さ れ た 。 例 え ば 、 ク ラ ス Ｉ （ Ｍ ３ お
よ び Ｍ 12） と ク ラ ス II（ Ｍ ２ ） の 両 方 の ク ラ ス の 株 で Ｓ Ｐ Ｅ Ｂ ３ 対 立 形 質 の 発 生 が 認 め ら
れ 、 同 様 に 、 そ れ ぞ れ ク ラ ス Iと ク ラ ス II分 類 さ れ る Ｍ １ と Ｍ ３ を 表 現 す る 株 で speＢ ５ 対
立 形 質 が 認 識 さ れ た （ 表 １ ） 。 同 様 に 、 speＢ 対 立 形 質 と virレ ギ ュ ロ ン ・ ア ー キ テ ク チ ャ
、 あ る い は 乳 白 度 フ ァ ク タ ー 表 現 型 と の 間 に も 単 純 で 一 貫 性 の あ る 関 係 は 認 め ら れ な か っ
た 。 Ｍ ２ ， Ｍ ３ お よ び Ｍ 12は す べ て speＢ 対 立 形 質 を 有 し て い た 場 、 Ｍ ３ と Ｍ 123は 乳 白 度
フ ァ ク タ ー は 持 っ て お ら ず 、 Ｍ ２ は 乳 白 度 フ ァ ク タ ー を 持 っ て い る 。 Ｍ 血 清 タ イ プ と spe
Ｂ 系 統 発 生 と の 間 に 有 意 な 関 係 が な い こ と は 、 emmお よ び speＢ 遺 伝 子 の 一 部 ま た は す べ て
に 関 与 す る 比 較 的 頻 度 の 低 い 横 方 向 転 移 イ ベ ン ト に よ っ て も 起 こ さ れ た 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 実 施 例 11
　 精 製 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス （ Ｅ Ｃ Ｍ ） 蛋 白 質 の 切 断
　 連 鎖 球 菌 シ ス テ イ ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ は 精 製 さ れ た ビ ト ロ ネ ク チ ン （ Ｖ Ｎ ） を 急 速 に 劣 化
さ せ る （ 図 ５ ） 。 Ｖ Ｎ で ５ 分 間 プ ロ テ ア ー ゼ を 培 養 す る と 、 劣 化 に よ っ て 生 じ る 生 成 物 は
  Coomassieブ ル ー 染 色 や ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 Ｖ Ｎ 抗 体 に よ る 免 疫 ブ ロ ッ テ ィ ン グ の い ず れ
に よ っ て も 識 別 で き な か っ た 。 同 様 に 、 連 鎖 球 菌 プ ロ テ ア ー ゼ は 、 低 分 子 量 生 成 物 の 急 速
な 出 現 に よ っ て 示 さ れ る よ う に 、 フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン （ Ｆ Ｎ ） を す み や か に 切 断 し た （ 図 ５
） 。 し か し な が ら 、 Ｖ Ｎ 劣 化 と は 対 照 的 に 、 Ｆ Ｎ 切 断 は 明 ら か に 限 定 さ れ た 数 の 特 定 の 箇
所 で 起 き た （ 図 ５ ） 。 プ ロ テ ア ー ゼ に よ っ て Ｆ Ｎ を 最 大 12時 間 培 養 し て も 、 別 の 劣 化 生 成
物 の 形 成 は 起 き な か っ た 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 調 べ ら れ た 実 験 的 条 件 の 下 （ 図 ５ ） 、 あ る い は 10μ gの プ ロ テ ア ー ゼ お よ び ２ μ gの Ｌ Ｎ
を 用 い た 場 合 に は 、 ヒ ト ・ ラ ミ ニ ン （ Ｌ Ｎ ） の 有 意 な 切 断 は 観 察 さ れ な か っ た 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 実 施 例 12
　 ヒ ト へ そ 血 管 表 皮 細 胞 （ Ｈ Ｕ Ｖ Ｅ Ｃ ） 培 養 物 内 で の 細 胞 病 理 効 果 お よ び フ ィ ブ ロ ネ ク チ
ン 切 断 の 誘 導
　 侵 入 性 化 膿 連 鎖 球 菌 に よ る 症 状 を 有 す る 患 者 は 往 々 に し て 内 皮 細 胞 の 損 壊 を 伴 う バ ク テ
リ ア 性 敗 血 症 を 示 す の で 、 連 鎖 球 菌 シ ス テ イ ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ が 培 養 物 内 で 成 長 さ れ た Ｈ
Ｕ Ｖ Ｅ Ｃ か ら Ｆ Ｎ を 直 接 切 断 す る 能 力 に つ い て 調 べ た 。 プ ロ テ ア ー ゼ が 存 在 し な い 条 件 の
下 で 、 あ る い は 最 大 ８ 時 間 煮 沸 し た プ ロ テ ア ー ゼ で 処 理 し た 細 胞 の ウ ェ ス タ ー ン 免 疫 ブ ロ
ッ ト 分 析 で は 、 検 出 可 能 な Ｆ Ｎ 劣 化 は 認 め ら れ な か っ た （ 図 ６ ） 。 対 照 的 に 、 １ ウ ェ ル あ
た り わ ず か ６ μ g/mlの 連 鎖 球 菌 プ ロ テ ア ー ゼ で ２ 時 間 培 養 し た 細 胞 は 、 元 の ま ま の 天 然 Ｆ
Ｎ を ほ ん の わ ず か し か 保 存 し て い な か っ た 。 し た が っ て 、 連 鎖 球 菌 プ ロ テ ア ー ゼ は Ｆ Ｎ を
、 組 織 培 養 物 内 で 成 長 し て い る 細 胞 の 複 雑 な 条 件 の 下 で 、 投 与 量 と 時 間 に 依 存 し た 方 法 で
切 断 す る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 興 味 深 い こ と に 、 連 鎖 球 菌 プ ロ テ ア ー ゼ に よ る Ｈ Ｕ Ｖ Ｅ Ｃ を 処 理 す る と 、 急 激 な 細 胞 病
理 作 用 が 短 時 間 で 現 れ た 。 プ ロ テ ア ー ゼ を 加 え て か ら ３ 時 間 後 に 、 細 胞 単 層 内 に 透 化 ゾ ー
ン が 現 れ た 。 こ の 効 果 の 後 、 マ ト リ ッ ク ス に 対 す る 細 胞 の 接 着 と 特 徴 的 な 丸 石 形 態 の ア ブ
レ ー シ ョ ン が 認 め ら れ た 。 Ｆ Ｎ 切 断 は 細 胞 病 理 効 果 の 出 現 前 に 免 疫 ブ ロ ッ ト 分 析 に よ っ て
検 出 可 能 で あ っ た 。 可 溶 化 対 照 群 か ウ ェ ス タ ー ン 免 疫 ブ ロ ッ ト 分 析 で 処 理 さ れ た Ｈ Ｕ Ｖ Ｅ
Ｃ 内 で は 天 然 の ヒ ト Ｖ Ｎ に 対 応 す る 帯 は 求 め ら れ な か っ た が 、 そ の 理 由 は 、 こ れ ら の 細 胞
に よ る Ｖ Ｎ 表 現 の レ ベ ル の 低 さ に よ る も の と 思 わ れ る 。
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【 ０ ０ ８ ０ 】
　 実 施 例 13
　 化 膿 連 鎖 球 菌 開 口 部 に よ る シ ス テ イ ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ の 生 成
　 グ ル ー プ Ａ 連 鎖 球 菌 の ほ と ん ど す べ て の 臨 床 単 離 物 は Ｓ Ｐ Ｅ Ｂ ／ シ ス テ イ ン ・ プ ロ テ ア
ー ゼ を つ く り だ し 、 グ ル ー プ Ａ 連 鎖 球 菌 に 感 染 し た 患 者 は 抗 プ ロ テ ア ー ゼ 抗 体 を 形 成 す る
。 培 養 物 上 澄 液 の 免 疫 ブ ロ ッ ト 分 析 に よ っ て 化 膿 連 鎖 球 菌 の 株 に よ る Ｓ Ｐ Ｅ Ｂ ／ 連 鎖 球 菌
プ ロ テ ア ー ゼ の 生 成 を 調 べ た と こ ろ 、 ひ と つ の 自 然 発 生 的 血 清 タ イ プ Ｍ 11単 離 物 （ Ｍ Ｇ Ａ
Ｓ  2075） は speＢ を 欠 い て い る こ と が 報 告 さ れ た 。 ３ つ の 株 を 例 外 と し て 、 64の 調 べ ら れ
た 他 の す べ て の 単 離 物 は シ ス テ イ ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ を 生 成 し 、 こ の 結 果 は ほ と ん ど す べ て
の 化 膿 連 鎖 球 菌 株 が そ の 分 子 を 細 胞 外 で 表 現 す る と い う 考 え 方 と 一 致 す る （ 図 ７ お よ び 表
１ ） 。 上 の ３ つ の 株 は 対 立 形 質   speＢ ３ ， speＢ 13お よ び speＢ 16を 有 し て い た が 、 こ れ
ら と 同 じ 対 立 形 質 を 有 す る 他 の 単 離 物 は プ ロ テ ア ー ゼ を つ く り だ し た 。 し た が っ て 、 39の
speＢ 対 立 形 質 の す べ て が 適 切 な 条 件 の 下 で グ ル ー プ Ａ 連 鎖 球 菌 株 に よ っ て 表 現 で き る 。 s
peＢ 遺 伝 子 の 160bp上 流 非 コ ー デ ィ ン グ 領 域 お よ び 1197bpコ ー デ ィ ン グ 領 域 内 の 39の 対 立
形 質 の 多 形 箇 所 を 図 11に 示 す 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 実 施 例 14
　 活 性 シ ス テ イ ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ に 対 し て つ く ら れ た 特 定 の 抗 血 清
　 Freund完 全 ア ジ ュ バ ン ド と 混 合 さ れ た 精 製 プ ロ テ ア ー ゼ （ 100μ g） を ２ 匹 の ウ サ ギ の 複
数 の 箇 所 に 皮 下 注 射 し た 。 そ の 後 、 Freund完 全 ア ジ ュ バ ン ド と 混 合 さ れ た 精 製 プ ロ テ ア ー
ゼ に よ る 免 疫 化 を 、 一 週 間 ご と に 間 隔 を 置 い て 、 合 計 で ５ 回 注 射 す る こ と に よ っ て 行 っ た
。 血 清 を 集 め て 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 蛋 白 質 Ｇ セ フ ァ ロ ー ス ・ カ ラ ム （ Pharmacia） を 使 っ
た Ｆ Ｐ Ｌ Ｃ で 精 製 し た 。 ウ ェ ス タ ー ン 免 疫 ブ ロ ッ ト 分 析 の 結 果 、 免 疫 後 の サ ン プ ル に は 特
定 な 抗 プ ロ テ ア ー ゼ 反 応 性 が 存 在 し て い る が 、 免 疫 前 の 血 清 で は そ う し た 反 応 性 が 存 在 し
な い こ と が 認 め ら れ た 。 特 定 な 抗 血 清 を 大 量 に 集 め る た め に 、 こ れ ら の ウ サ ギ は 現 在 も 飼
育 さ れ て お り 、 定 期 的 な 間 隔 で 餌 が   与 え ら れ て い る 。 こ の 手 順 は Kapurら 、 Microb． Pat
hog．  (1993） ， 15： 327－ 46に 述 べ ら れ て い る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 実 施 例 15
　 精 製 さ れ た 成 熟 シ ス テ イ ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ に 対 す る マ ウ ス ・ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
　 精 製 さ れ た 成 熟 シ ス テ イ ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を つ く っ た 。 １
回 の 投 与 量 を 10μ gと し て 、 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ 精 製 成 熟 プ ロ テ ア ー ゼ が ５ 匹 の マ ウ ス に 対
し て 合 計 ５ 回 腹 膜 内 に 注 射 し た （ Balb/ｃ バ ッ ク グ ラ ウ ン ド ） 。 ウ ェ ス タ ー ン 免 疫 ブ ロ ッ
ト 分 析 の 結 果 、 す べ て の マ ウ ス で 血 清 転 換 が 起 き て い る こ と が 示 さ れ た 。 脾 臓 を 取 り 出 し
て 、 標 準 的 な 手 順 で 融 合 さ せ た 。 プ ロ テ ア ー ゼ 固 有 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 特 徴 付 け は 標 準
的 な 手 順 で 行 わ れ た 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 実 施 例 16
　 抗 体 レ ベ ル の 測 定
　 シ ス テ イ ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ に 対 す る 抗 体 レ ベ ル を 測 定 す る た め に Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ を 作 成 し た
。 簡 単 に い う と 、 プ ロ テ ア ー ゼ を 炭 酸 塩 － 重 炭 酸 塩 バ ッ フ ァ ー （ pH9.6） に 溶 か し た も の 1
0μ gを 90ウ ェ ル ・ マ イ ク ロ タ イ タ ー ・ プ レ ー ト の 各 ウ ェ ル に 加 え て 、 ４ ℃ の 温 度 下 で 一 昼
夜 培 養 し た 。 こ れ ら の ウ ェ ル を 洗 浄 用 バ ッ フ ァ ー （ Ｐ Ｂ Ｓ （ pH7.4） － ツ イ ー ン （ Tween）
20（ 0.05％ ） ） で ３ 回 洗 浄 し て 、 pH7.4の Ｐ Ｂ Ｓ 内 に 0.5％ Ｂ Ｓ Ａ を 溶 か し た も の 200μ Lを
使 っ て 37℃ の 温 度 で ２ 時 間 ブ ロ ッ ク し た 。 洗 浄 後 、 こ れ ら の ウ ェ ル に テ ス ト 抗 血 清 （ ウ サ
ギ 血 清 １ ： 100か ら １ ： 1600） の シ リ ア ル 希 釈 液 100μ Lを 加 え た 。 プ レ ー ト を 37℃ の 温 度
下 で １ 時 間 培 養 し 、 再 度 洗 浄 し た 後 、 エ ク ス ト ラ ア ビ ジ ン － ア ル カ リ イ 性 フ ォ ス フ ォ タ ー
ゼ を １ ： 5000で 希 釈 し た も の 100μ Lを 各 テ ス ト ・ ウ ェ ル に 加 え て 、 37℃ の 温 度 下 で 30分 間
培 養 し た 。 洗 浄 後 、 ア ル カ リ 性 フ ォ ス フ ォ タ ー ゼ 基 質 （ pＮ Ｐ Ｐ ） 100μ Lを 各 テ ス ト ・ ウ
ェ ル に 加 え て 、 室 温 で １ 時 間 反 応 さ せ た 。 Ｏ ． Ｄ ． (405nm） を マ イ ク ロ タ イ タ ー ・ プ レ ー
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ト ・ リ ー ダ ー で 読 み 取 っ た 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 実 施 例 17
　 シ ス テ イ ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ 表 現 に 関 す る 免 疫 ブ ロ ッ ト ・ ア ッ セ イ
　 わ ず か １ ナ ノ グ ラ ム 程 度 の シ ス テ イ ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ を 検 出 す る ド ッ ト ・ ブ ロ ッ ト ・ ア
ッ セ イ を 開 発 し た 。 簡 単 に い う と 、 テ ス ト 物 質 （ 通 常 、 化 学 定 義 培 養 液 内 で 成 長 さ れ た バ
ク テ リ ア か ら の 培 養 上 澄 液 の 蛋 白 質 沈 殿 物 ） を ナ イ ロ ン 膜 上 に ス ポ ッ ト し て 、 吸 収 さ れ な
か っ た 箇 所 を 0.5％ ブ ロ ッ キ ン グ 剤 （ Amersham） を 用 い て 室 温 で １ 時 間 培 養 す る こ と に よ
っ て ブ ロ ッ ク し た 。 そ の 膜 を Ｐ Ｓ Ｂ （ pH7.4） － ツ イ ー ン （ 0.05％ ） で 洗 浄 し て 、 シ ス テ
イ ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ に 向 け ら れ た 精 製 ポ リ ク ロ ー ナ ル ・ ウ サ ギ 抗 血 清 （ １ ： 500で 希 釈 ）
に よ っ て 30分 間 培 養 し た 。 そ の 後 、 膜 を Ｐ Ｂ Ｓ で 洗 浄 し て か ら 、 第 二 の 抗 体 （ ヤ ギ 抗 ウ サ
ギ Ｈ Ｒ Ｐ 接 合 体 、 １ ： 2000に 希 釈 さ れ た も の ） を 加 え て 、 室 温 で 30分 間 培 養 し た 。 ブ ロ ッ
ト は 化 学 発 光 物 質 （ Ｅ Ｃ Ｌ 現 像 液 、 Amersham） で 視 覚 化 し た 。 こ の 手 法 を 使 っ て 。 こ れ ま
で に よ り 感 度 が 低 い 従 来 の 免 疫 ア ッ セ イ で Ｓ Ｐ Ｅ Ｂ 生 成 が な い と 報 告 さ れ て い る 単 離 物 が
シ ス テ イ ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ を 表 現 す る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 実 施 例 18
　 シ ス テ イ ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ に 対 し て 向 け ら れ た 抗 体
　 シ ス テ イ ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ の 免 疫 予 防 的 防 護 は ２ つ の モ デ ル を 使 っ て 確 認 さ れ る 。 １ つ
は 、 化 膿 連 鎖 球 菌 に よ る 粘 膜 定 着 に 関 す る シ ス テ イ ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ 免 疫 化 の 影 響 を 評 価
す る た め に 、 Bessenお よ び Fischetti（ 1988） が 開 発 し た 鼻 腔 内 免 疫 化 モ デ ル が 用 い ら れ
る 。 第 二 に 、 マ ウ ス 皮 膚 感 染 モ デ ル （ Bunceら 、 1992） が 皮 膚 下 バ ク テ リ ア 刺 激 に 対 し て
用 い ら れ る 。 簡 単 に い う と 、 こ れ ら の 動 物 の わ き 腹 に プ ロ テ ア ー ゼ を 注 射 し 、 体 重 測 定 を
含 む 観 察 が 毎 日 行 わ れ る 。 膿 腫 の 量 と 皮 膚 壊 死 の 面 積 を 計 算 し 、 患 部 サ イ ズ 曲 線 が 決 め ら
れ る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 実 施 例 19
　 シ ス テ イ ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ の 合 成 ペ プ チ ド の 調 製
　 シ ス テ イ ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ に 基 づ く 合 成 ペ プ チ ド も グ ル ー プ Ａ 連 鎖 球 菌 感 染 症 に 対 す る
ワ ク チ ン の 調 製 に お い て 免 疫 グ ロ ブ リ ン と し て 用 い る こ と が で き る 。 い く つ か の 合 成 ペ プ
チ ド 類 が 対 立 形 質 変 差 と 保 存 お よ び Jameson-Wolfプ ロ ッ ト に よ っ て 発 生 さ れ た シ ス テ イ ン
・ プ ロ テ ア ー ゼ 抗 原 性 指 数 に 基 づ い て 選 択 さ れ る 。 先 ず 、 以 下 の ３ つ の ペ プ チ ド が 用 い ら
れ る 。 こ れ ら の ペ プ チ ド は ６ つ の 主 要 な 計 算 さ れ た ピ ー ク の う ち の ２ つ を 含 ん で い る 成 熟
し た 連 鎖 球 菌 シ ス テ イ ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ に お け る 可 変 領 域 （ ア ミ ノ 酸 308－ 317） に 対 応 し
て い る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 ペ プ チ ド １ （ Ｓ Ｅ Ｑ   Ｉ Ｄ   Ｎ Ｏ ： 15） ： Ｈ － Ｑ － Ｉ － Ｎ － Ｒ － Ｓ (308)－ Ｄ － Ｆ － Ｓ
－ Ｋ － Ｑ － Ｄ － Ｗ － Ｅ － Ａ (317)－ Ｑ － Ｉ － Ｄ － Ｋ － Ｅ
　 ペ プ チ ド ２ （ Ｓ Ｅ Ｑ   Ｉ Ｄ   Ｎ Ｏ ： 16） ： Ｈ － Ｑ － Ｉ － Ｎ － Ｇ (308)－ Ｄ － Ｆ － Ｓ － Ｋ
－ Ｑ － Ｄ － Ｗ － Ｅ － Ａ (317)－ Ｑ － Ｉ － Ｄ － Ｋ － Ｅ
　 ペ プ チ ド ３ （ Ｓ Ｅ Ｑ   Ｉ Ｄ   Ｎ Ｏ ： 17） ： Ｈ － Ｑ － Ｉ － Ｎ － Ｓ (308)－ Ｄ － Ｆ － Ｋ － Ｑ
－ Ｄ － Ｗ － Ｅ － Ａ (317)－ Ｑ － Ｉ － Ｄ － Ｋ － Ｅ
　 そ の 後 、 ４ つ の 不 変 計 算 抗 原 性 ピ ー ク に 対 応 す る 、 以 下 の ４ つ の ペ プ チ ド の そ れ ぞ れ を
免 疫 化 の た め に 用 い た 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 ペ プ チ ド ４ （ Ｓ Ｅ Ｑ   Ｉ Ｄ   Ｎ Ｏ ： １ ） ： Ｐ (171)－ Ｖ － Ｉ － Ｅ － Ｋ － Ｖ － Ｋ － Ｐ － Ｇ
－ Ｅ － Ｑ － Ｓ － Ｆ － Ｖ － Ｇ － Ｑ
　 ペ プ チ ド ５ （ Ｓ Ｅ Ｑ   Ｉ Ｄ   Ｎ Ｏ ： ２ ） ： Ｙ (203)－ Ｈ － Ｎ － Ｙ － Ｐ － Ｎ － Ｋ － Ｇ － Ｌ
－ Ｋ － Ｄ － Ｙ － Ｔ － Ｙ － Ｔ － Ｌ
　 ペ プ チ ド ６ （ Ｓ Ｅ Ｑ   Ｉ Ｄ   Ｎ Ｏ ： ３ ） ： Ｐ (247)－ Ｔ － Ｙ － Ｓ － Ｇ － Ｒ － Ｅ － Ｓ － Ｎ
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－ Ｖ － Ｑ － Ｋ － Ｍ － Ａ － Ｉ
　 ペ プ チ ド ７ （ Ｓ Ｅ Ｑ   Ｉ Ｎ   Ｎ Ｏ ： ４ ） ： Ｉ (344)－ Ｄ － Ｇ － Ａ － Ｄ － Ｇ － Ｒ － Ｎ － Ｆ
－ Ｙ － Ｈ
　 自 然 発 生 的 変 種 酵 素 前 駆 体 お よ び シ ス テ イ ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ は 固 有 の 線 形 Ｂ 細 胞 エ ピ ト
ー プ を 示 す 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 ２ つ の ア ミ ノ 酸 残 基 を 成 熟 し た シ ス テ イ ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ 酵 素 前 駆 体 （ 翻 訳 生 成 物 か ら
先 頭 の 配 列 を 除 い た も の ） の   371の ア ミ ノ 酸 に 対 応 す る 連 続 的 な 主 要 配 列 内 の 前 の も の
と 重 複 さ せ る 重 複 10-merペ プ チ ド 類 が 用 い ら れ る 。 10個 の 変 種 ア ミ ノ 酸 残 基 に 対 応 す る 合
成 10-merも 用 い ら れ る 。 こ の 変 種 ア ミ ノ 酸 は 10-merの 中 央 に 位 置 し て い る 。 例 え ば 、 Ｓ Ｐ
Ｅ Ｂ １ の １ つ の 領 域 に 対 応 し て い る 10-merの 配 列 が 位 置 304－ Ｑ Ｉ Ｎ Ｒ Ｄ Ｆ Ｓ Ｋ Ｑ － 313
（ Ｓ Ｅ Ｑ   Ｉ Ｄ   Ｎ Ｏ ： 18） で あ れ ば 、 そ の 場 合 、 304－ Ｑ Ｉ Ｎ Ｒ Ｄ Ｆ Ｓ Ｋ Ｑ － 313（ Ｓ
Ｅ Ｑ   Ｉ Ｄ   Ｎ Ｏ ： 19） も 調 べ ら れ 、 １ つ の 変 種 ア ミ ノ 酸 を 組 み 込 ん だ 10-merの 部 分 も Ｓ
Ｐ Ｅ Ｂ ２ で 見 い だ さ れ て い る 。 こ の 10-merペ プ チ ド が 合 成 さ れ れ ば 、 以 下 の 物 質 を 用 い て
す べ て の ペ プ チ ド の 反 応 性 を 調 べ る た め に Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ が 用 い ら れ る ： （ i） 精 製 シ ス テ イ
ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ に 対 し て つ く ら れ た ウ サ ギ ・ ポ リ ク ロ ー ナ ル 高 度 免 疫 抗 血 清 （ ポ ジ テ ィ
ブ ・ コ ン ト ロ ー ル ） 、 （ ii） ウ サ ギ 免 疫 前 血 清 （ ネ ガ テ ィ ブ ・ コ ン ト ロ ー ル ） 、 （ iii）
精 製 シ ス テ イ ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ に 対 し て つ く ら れ た 28の マ ウ ス ・ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の パ
ネ ル 、 （ iv） カ ナ ダ の 壊 死 性 筋 膜 炎 お よ び ／ ま た は Ｔ Ｓ Ｌ Ｓ の 患 者 20名 （ D． Low， Mount 
Sinai Hospital， Ontario， Canadaか ら 入 手 ） 、 広 範 は 軟 組 織 破 壊 を 特 徴 と す る Ｔ Ｓ Ｌ Ｓ
に 罹 っ て い る 米 国 の 患 者 ５ 名 （ D． Stevens， V． A． Hospital， Boise， Idahoか ら 入 手 ） 、
お よ び Ａ Ｒ Ｆ 患 者 ５ 名 （ A． Bisno， University of Miami Medical Schoolか ら 入 手 ） か ら
入 手 さ れ た 急 性 お よ び 回 復 期 の 血 清 。 合 成 ペ プ チ ド の 大 部 分 は 通 常 各 血 清 と の 反 応 性 を 示
さ ず 、 多 数 の 内 部 重 複 ネ ガ テ ィ ブ ・ コ ン ト ロ ー ル ・ ペ プ チ ド が 存 在 し て い る 。 こ れ ら の ア
ッ セ イ で は 血 清 希 釈 液 が 用 い ら れ る （ 高 度 免 疫 ウ サ ギ 抗 血 清 に 関 し て は １ ： 1000、 ヒ ト 血
清 の 場 合 は １ ： 500お よ び Ｍ Ａ b培 養 物 上 澄 液 の 場 合 は １ ： ５ ～ １ ： 10） 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 テ ス ト さ れ た 各 血 清 お よ び Ｍ Ａ bに 対 す る 線 形 Ｂ 細 胞 エ ピ ト ー プ を 判 定 す る た め に 、 Ｏ
Ｄ ４ ０ ５ を 10-merペ プ チ ド 数 に 対 し て プ ロ ッ ト す る 。 線 形 Ｂ 細 胞 エ ピ ト ー プ は Ｏ Ｄ ４ ０ ５

値 に お け る ピ ー ク と し て 示 さ れ る 。 一 般 的 に ピ ー ク は い く つ か の 隣 接 し た 重 複 ペ プ チ ド で
構 成 さ れ て お り 、 最 も 高 い Ｏ Ｄ ４ ０ ５ 値 を 有 す る 10-merペ プ チ ド は 親 ペ プ チ ド と し て 定 義
さ れ る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 pro領 域 は 少 な く と も ひ と つ の 固 有 線 状 Ｂ 細 胞 エ ピ ト ー プ を 有 す る 。 同 じ 線 状 Ｂ 細 胞 エ
ピ ト ー プ は 15の す べ て の ヒ ト 回 復 期 血 清 標 本 に よ っ て 識 別 さ れ る 可 能 性 が 最 も 高 い 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 実 施 例 20
　 突 然 変 異 体 speＢ 蛋 白 質 の 創 出
　 図 ８ は 処 理 部 位 、 speＢ ２ お よ び speＢ ４ 対 立 形 質 に よ っ て つ く ら れ る 蛋 白 質 内 に 見 い だ
さ れ る ア ミ ノ 酸 変 種 の 位 置 、 お よ び 突 然 変 異 の 対 象 と な る ア ミ ノ 酸 を 示 し て い る 。 部 位 指
向 お よ び ラ ン ダ ム 突 然 変 異 生 成 方 式 を 用 い て 、 シ ス テ イ ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ 機 能 お よ び 酵 素
前 駆 体 処 理 を 停 止 す る 残 基 を 確 認 し 、 さ ら に 、 そ の 蛋 白 質 の 抗 原 性 領 域 を 構 成 す る 領 域 を
マ ッ プ す る 。 機 能 性 ア ミ ノ 酸 置 換 の 標 的 は シ ス テ イ ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ の 生 化 学 的 分 析 （ Ta
iら 、 1976） お よ び 真 核 シ ス テ イ ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ に お け る 類 似 残 基 と の 類 似 性 に 基 づ い
て 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 結 晶 学 的 研 究 を 行 い や す く し 、 構 造 － 機 能 研 究 の た め の 酵 素 的 に 欠 陥 を 有 す る 、 あ る い
は 不 活 性 の プ ロ テ ア ー ゼ を 発 生 さ せ る た め に 、 シ ス テ イ ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ 蛋 白 質 の 突 然 変
異 体 形 態 を つ く っ て 、 そ の 特 徴 付 け を 行 う 。 標 的 突 然 変 異 生 成 は 、 （ i） プ ロ テ ア ー ゼ 活
性 を 中 断 し 、 （ ii） 酵 素 前 駆 体 処 理 を 防 ぎ 、 （ iii） 基 質 の 結 合 を 防 ぎ 、 そ し て （ iv） 免
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疫 活 性 を 変 え る 、 変 化 を つ く り だ す 。 ア ミ ノ 酸 は 構 造 的 に 中 性 の ア ラ ニ ン に 変 え ら れ る 。
プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 は 欠 い て い る が 抗 原 性 は 有 し て い る 突 然 変 異 体 蛋 白 質 を そ の 分 子 の 触 媒
性 部 位 で の 単 一 シ ス テ イ ン 残 基 （ Ｃ ys－ 197＞ Ａ la－ 192） の 突 然 変 異 生 成 に よ っ て つ く り
だ さ れ る 。 ま た 、 Ｈ is－ 340と Ｇ in－ 185お よ び Ａ sn－ 356が 突 然 変 異 さ れ た 。 こ れ ら 三 つ
の 変 化 は Ｃ ys－ 192突 然 変 異 に 対 し て は エ ピ ス タ テ ィ ッ ク で あ る が 、 し か し 、 変 わ っ た 活
性 だ け を 示 す 場 合 が あ る 。 基 質 結 合 お よ び パ パ イ ン 内 の 同 様 の 位 置 に 関 与 し て い る と 考 え
ら れ る Ｔ rp－ 357も 標 的 と さ れ る 。 安 定 し た 酵 素 前 駆 体 は Ｌ ys－ 145で プ ロ テ ア ー ゼ 切 断 箇
所 を 取 り 囲 ん で い る 残 基 を 突 然 変 異 さ せ る こ と に よ っ て も つ く り だ さ れ る 。 さ ら に 、 Ｃ ys
－ 192の 突 然 変 異 生 成 は プ ロ ト ラ イ プ ・ シ ス テ イ ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ で あ る パ パ イ ン の Ｃ ys
－ ＞ Ｓ er突 然 変 異 体 に 対 し て も 起 き る よ う に 、 自 動 蛋 白 質 分 解 を 防 ぐ 可 能 性 が あ る 。 突 然
変 異 生 成 の 他 の 標 的 と し て は 推 定 ヌ ク レ オ チ ド 結 合 領 域 （ Ｇ Ｖ Ｇ Ｋ Ｖ Ｇ ） お よ び そ の 蛋 白
質 の カ ル ボ キ シ 端 末 部 分 内 の コ テ ン シ ャ ル ・ コ ラ ー ゲ ン 着 床 領 域 ［ (Ｇ Ｘ Ｘ )３ ］ を 含 ん で
い る 。 正 お よ び 負 の 電 荷 を 有 す る ア ミ ノ 酸 （ 認 識 お よ び 活 性 に 関 与 し て い る 場 合 が 多 い ）
を ア ラ ニ ン と 置 換 さ せ る た め に 、 荷 電 － ア ラ ニ ン 走 査 法 に よ っ て 箇 所 指 向 突 然 変 異 生 成 が
用 い ら れ る 。 荷 電 残 基 の 多 く （ 成 熟 ペ プ チ ド 内 の 14リ シ ン 、 ７ ア ル グ ニ ン 、 12ア ス ア パ ル
テ ー ト 、 お よ び 76グ ル タ メ ー ト 残 基 ） が シ ス テ イ ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ 構 造 の 表 面 上 に 並 ん で
い る と 予 想 さ れ 、 そ の 一 部 は そ の 分 子 上 で エ ピ ト ー プ を 定 義 し て い る と 考 え ら れ る 。 特 に
、 帯 電 ア ミ ノ 酸 の 307－ 321（ ８ /15は 帯 電 し て い る ） 領 域 が 調 べ ら れ 、 こ の 領 域 は speＢ お
よ び speＢ ４ ア ミ ノ 酸 置 換 の 箇 所 を 含 ん で い る 。 エ ピ ト ー プ ・ マ ッ ピ ン グ 研 究 で 確 認 さ れ
た 抗 原 性 領 域 の 残 基 も 突 然 変 異 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 speＢ 遺 伝 子 が Ｐ Ｃ Ｒ に よ っ て Ｅ Ｔ １ ／ Ｍ １ 化 膿 連 鎖 球 菌 株 か ら 増 幅 さ れ 、 そ の 生 成 物
を pBluescript（ Strategene， La Jolla， Ca） な ど の マ ル チ フ ィ ル ア ミ ド ・ ベ ク タ ー 内 に
ク ロ ー ン す る 。 こ の ベ ク タ ー が 選 ば れ る の は 、 そ れ が 規 制 lacプ ロ モ ー タ を 有 し て お り 、
個 所 指 向 突 然 変 異 生 成 の た め の 単 一 鎖 分 子 と し て 複 製 で き る か ら で あ る 。 ク ロ ー ニ ン グ は
プ ロ モ ー タ 、 リ ボ ゾ ー ム 結 合 個 所 お よ び speＢ 読 み 取 り フ レ ー ム ３ ’ を ベ ク タ ー 上 の 誘 発
可 能 lacプ ロ モ ー タ に 配 置 し て 、 lac誘 発 因 子 で あ る Ｉ Ｐ Ｔ Ｇ が 加 え ら れ る と 、 大 腸 菌 内 で
条 件 的 に 過 剰 表 現 さ れ る よ う に す る 。 化 膿 連 鎖 球 菌 内 で の 表 現 を 要 求 す る speＢ プ ロ モ ー
タ も 含 ま れ る 。 す べ て の 細 胞 抽 出 物 と 、 こ の 主 要 speＢ ク ロ ー ン を 有 し て い る 大 腸 菌 細 胞
の 周 辺 血 漿 性 シ ョ ッ ケ ー ト に つ い て 、 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ お よ び 抗 シ ス テ イ ン ・ プ ロ テ ア ー
ゼ 抗 体 に よ っ て シ ス テ イ ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ 蛋 白 質 が 存 在 し て い る か ど う か に つ い て 調 べ る
。 そ の 結 果 得 ら れ た 血 漿 は 突 然 変 異 生 成 の 標 的 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 置 換 、 消 去 、 お よ び 小 部 分 挿 入 な ど の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 指 向 突 然 変 異 が Kunkel法 に よ
て ウ ラ シ ル 含 有 単 一 鎖 テ ン プ レ ー ト 上 に つ く ら れ る （ Kunkel， 1985） 。 可 能 な 場 合 、 抗 原
性 プ ラ イ マ ー は マ ッ ピ ン グ お よ び 突 然 変 異 体 選 択 の た め に speＢ 遺 伝 子 内 に 固 有 の 制 限 個
所 を 組 み 込 む よ う に 設 計 さ れ て い る 。 単 一 ア ラ ニ ン 置 換 と 複 数 ア ラ ニ ン 置 換 の 両 方 が 上 に
示 し た 残 基 上 に つ く り だ さ れ る 。 機 能 に 不 可 欠 な 残 基 が 識 別 さ れ る と 、 そ れ ら を 取 り 囲 む
小 さ な 領 域 を 、 同 じ 方 法 を 用 い て 、 そ の 領 域 を さ ら に 特 徴 付 け 、 逆 転 の 可 能 性 を 排 除 す る
た め に 消 去 、 置 換 さ れ る 。 結 晶 学 的 デ ー タ が 得 ら れ る 場 合 は 、 さ ら に 別 の ア ミ ノ 酸 も 突 然
変 異 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 ラ ン ダ ク 突 然 変 異 生 成 方 式 も 用 い ら れ る 。 こ の 方 法 で つ く ら れ る 変 種 蛋 白 質 は エ ピ ト ー
プ ・ ス ク リ ー ニ ン グ の た め に 最 も 有 益 で あ る が 、 違 っ た 動 力 学 的 特 徴 と 基 質 認 識 を 有 す る
分 子 が 回 収 さ れ る 可 能 性 も あ る 。 speＢ 配 列 の 領 域 が プ ラ イ ム ド 突 然 変 異 生 成 手 順 に お け
る 混 合 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で ラ ン ダ ク 化 さ れ る か 、 あ る い は 、 遺 伝 子 内 で の 短 い 、 イ ン ・
フ レ ー ム 消 去 が Palzkillお よ び Bosteinの デ オ キ シ リ ポ ヌ ク レ ア ー ゼ １ － リ ン カ ー 挿 入 ／
消 去 手 順 に よ っ て つ く り だ さ れ る （ Palzkillお よ び Bostein， 1991） 。 こ こ で 、 合 成 『 イ
ク ジ シ ョ ン ・ リ ン カ ー 』 （ excision linkers） は 先 ず ラ ン ダ ム に 線 形 化 さ れ た 標 的 Ｄ Ｎ Ａ
に 結 紮 さ れ 、 次 に フ ラ ン キ ン グ ・ ヌ ク レ オ チ ド で 切 除 さ れ て 小 さ な 置 換 あ る い は 消 去 を つ
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く り だ す 。 例 え ば 、 酵 素 SapI（ Ｇ Ｃ Ｔ Ｃ Ｔ Ｔ Ｃ ） に 対 す る 認 識 配 列 の 二 つ の コ ピ ー を 有 す
る リ ン カ ー は 、 図 ９ に 示 す よ う に 、 speＢ 遺 伝 子 全 体 で 、 ６ つ の 塩 基 （ リ ン カ ー の 各 末 端
の 三 つ の 塩 基 ） 消 去 、 あ る い は ラ ン ダ ム な 二 つ の ア ミ ノ 酸 の 消 去 を つ く り だ す 。 フ ラ ン キ
ン グ 塩 基 は 、 リ ン カ ー 切 除 後 に 標 的 配 列 の 末 端 を 満 た し 、 次 に 、 Ｎ ｓ の 代 わ り に ラ ン ダ ム
配 列 を 含 む 第 二 の 非 感 作 性 末 端 リ ン カ ー を 挿 入 す る こ と に よ っ て も ラ ン ダ ム 化 さ れ る 。 こ
の 第 二 の リ ン カ ー は 次 に SapIに よ る 消 化 で 取 り 出 さ れ 、 標 的 配 列 が 結 紮 さ れ て 置 換 を つ く
り だ す 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 プ ロ テ ア ー ゼ ・ マ イ ナ ス 突 然 変 異 を 識 別 す る た め に は 、 強 力 な 突 然 変 異 体 蛋 白 質 を つ く
り だ す 大 腸 菌 を 、 先 ず 、 カ ゼ イ ン 寒 天 プ レ ー ト 上 で ス ク リ ー ニ ン グ す る 。 周 辺 血 漿 に 対 す
る シ ス テ イ ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ の 分 泌 が 予 想 さ れ る の で 、 プ レ ー ト 上 で プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 を
観 察 す る こ と が 可 能 で あ る 。 こ の ス ク リ ー ニ ン グ が う ま く い け ば 、 次 に 、 シ ス テ イ ン ・ プ
ロ テ ア ー ゼ に お け る 機 能 的 突 然 変 異 が 起 き た か ど う か 、 数 千 の コ ロ ニ ー を 短 時 間 で 調 べ る
こ と が で き る 。 活 性 を 示 す た め に シ ス テ イ ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ が 大 腸 菌 か ら 完 全 に 分 泌 さ れ
ね ば な ら な い 場 合 は 、 妥 当 と 思 わ れ る 突 然 変 異 体 株 の そ れ ぞ れ の 浸 透 圧 性 シ ョ ッ ケ ー ト に
つ い て 蛋 白 質 分 解 活 性 が あ る か ど う か 調 べ ら れ る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 実 施 例 21
　 マ ウ ス の 受 動 的 免 疫 化
　 精 製 さ れ た 変 性 シ ス テ イ ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ に 向 け ら れ た ウ サ ギ 抗 体 に よ る 受 動 的 免 疫 化
を 行 う と 、 生 き た 化 膿 連 鎖 球 菌 に 対 し て マ ウ ス を 部 分 的 に 防 衛 す る （ 図 10お よ び 12） 。 精
製 さ れ た シ ス テ イ ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ に 対 し て つ く ら れ る ウ サ ギ 抗 体 が 致 死 量 の 化 膿 連 鎖 球
菌 を 腹 膜 に 投 与 さ れ た マ ウ ス を 守 れ る か ど う か に つ い て 調 べ ら れ た 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 用 い ら れ た 方 法 は 以 下 の 通 り で あ る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 化 膿 連 鎖 球 菌 単 離 物 Ｍ Ｇ Ａ Ｓ 1719は Ｂ 220株 と 同 一 で あ る 。 こ の 単 離 物 は Ｔ ８ 血 清 タ イ
プ を 表 現 し 、 speＢ 対 立 形 質 を 有 し て お り 、 シ ス テ イ ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ 精 製 の た め の ソ ー
ス 株 と し て 用 い ら れ た 。 単 離 物 Ｍ Ｇ Ａ Ｓ 315は 1980年 代 に 毒 性 シ ョ ッ ク 状 症 候 群 患 者 か ら
取 り 出 さ れ た 。 こ の 生 物 は 電 気 泳 動 タ イ プ （ Ｅ Ｔ ） ２ で 、 血 清 タ イ プ Ｍ ３ 蛋 白 質 を 表 現 し
、 そ し て 刺 激 株 （ challenge strain） と し て 用 い ら れ た 。 こ の 単 離 物 は ま た 、 Ｓ Ｐ Ｅ Ａ お
よ び Ｓ Ｓ Ａ を 合 成 す る 。 連 鎖 球 菌 シ ス テ イ ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ は 実 施 例 ２ に 述 べ ら れ て い る
よ う な 超 ろ 過 お よ び ダ イ － リ ガ ン ド 親 和 性 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー と の 組 み 合 わ せ を 用 い て Ｍ
Ｇ Ａ Ｓ 1719株 か ら 精 製 さ れ た 。 Ｓ Ｄ Ｓ － ポ リ ア ク ッ ル ア ミ ド ・ ゲ ル 電 気 泳 動 お よ び 結 果 と
し て つ く ら れ る 蛋 白 質 分 解 活 性 を 有 す る 物 質 の coomassieブ ル ー 染 色 を 行 っ た 結 果 、 分 子
量 が 30kＤ a程 度 の 単 一 の 大 型 バ ン ド が 示 さ れ た 。 精 製 さ れ た シ ス テ イ ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ 製
剤 が ウ ェ ス タ ー ン 免 疫 ブ ロ ッ ト ま た は Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ の い ず れ に よ っ て も Ｍ 血 清 タ イ プ １ ま た
は ３ 、 あ る い は タ イ プ Ｔ ８ 化 膿 連 鎖 球 菌 か ら の 酸 抽 出 物 に 対 す る ウ サ ギ 抗 血 清 と は 反 応 し
な い が 、 連 鎖 球 菌 シ ス テ イ ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ に 対 し て つ く ら れ た ウ サ ギ の 抗 体 と は 強 く 反
応 し た （ 図 15） 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 Ｍ Ｇ Ａ Ｓ 315に 対 す る バ ク テ リ ア の 最 低 致 死 量 （ Ｍ Ｌ Ｄ ） を 計 算 し た 。 バ ク テ リ ア を 37
℃ の 温 度 で 12時 間 ブ レ イ ン ・ ヒ ー ト ・ イ ン フ ュ ー ジ ョ ン ・ ブ ロ ス （ Difco． MI） 内 で 培 養
し 、 Ａ ６ ０ ０ を 滅 菌 Ｂ Ｈ Ｉ ブ ロ ス で 0.7（ 約 10３ cfu/mlを 示 す ） に 調 節 し 、 滅 菌 ブ ロ ス 内
で つ く ら れ た バ ク テ リ ア の 10０ － 10７ 希 釈 液 の 0.1mlを ５ 匹 の 雄 、 体 重 が 22～ 24ｇ の Ｃ Ｄ
－ １ 異 系 交 配 マ ウ ス （ Charles River， MA） の そ れ ぞ れ に 腹 膜 注 射 し た 。 バ ク テ リ ア 性 懸
濁 液 の 純 度 に つ い て 接 種 前 お よ び 後 に テ ス ト し 、 マ ウ ス １ 匹 あ た り に 注 射 さ れ た cfuの 数
を コ ロ ニ ー 数 で 確 認 し た 。 マ ウ ス を 接 種 後 ５ 日 間 観 察 し 、 生 き 残 っ た マ ウ ス を メ ト キ シ フ
ル レ ー ン で 安 楽 死 さ せ た 。 死 亡 し た 、 あ る い は 安 楽 死 さ せ た マ ウ ス か ら バ ク テ リ ア を 単 離
さ せ る た め に 心 臓 血 液 を 集 め た 。 そ の グ ル ー プ の ど の マ ウ ス も 生 き 残 ら な か っ た 最 高 希 釈
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度 を Ｍ Ｌ Ｄ と 判 定 し た 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 最 低 致 死 量
　 そ れ 以 下 で は 生 き 残 っ た マ ウ ス が い な か っ た 化 膿 連 鎖 球 菌 株 Ｍ Ｇ Ａ Ｓ 315の 最 高 希 釈 度
で あ る 最 低 致 死 量 （ Ｍ Ｌ Ｄ ） は １ 回 の 接 種 量 あ た り 生 物 個 数 が 約 10個 程 度 で 、 こ の こ と は
Ｍ Ｇ Ａ Ｓ 315株 が 腹 膜 ル ー ト で 投 与 さ れ た 場 合 、 マ ウ ス に 対 し て 異 常 に 毒 性 が 高 い こ と を
示 し て い る 。 グ ル ー プ Ａ 連 鎖 球 菌 の 純 粋 な 培 養 物 は バ ク テ リ ア を 投 与 後 に 死 亡 し た す べ て
の マ ウ ス の 心 臓 血 液 か ら 回 収 さ れ た 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 連 鎖 球 菌 シ ス テ イ ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ に 対 す る ウ サ ギ 抗 血 清 の 調 製 に つ い て は Kapurら 、 M
icrob． Pathlg.， (1993） 15： 327－ 46で 述 べ ら れ て い る 。 雄 で 体 重 が 22～ 24ｇ の Ｃ Ｄ － １
異 系 交 配 マ ウ ス に 、 0.1ml Ｐ Ｂ Ｓ （ ｎ ＝ ６ ） 、 免 疫 ウ サ ギ Ｉ gＧ を Ｐ Ｂ Ｓ に 解 か し た も の
１ mg（ ｎ ＝ ９ ） 、 あ る い は 免 疫 前 ウ サ ギ Ｉ gＧ を Ｐ Ｂ Ｓ に 解 か し た も の １ mg（ ｎ ＝ ９ ） を
腹 膜 内 に 接 種 し て 、 そ の 処 置 か ら 30分 後 に Ｍ Ｌ Ｄ の Ｍ Ｇ Ａ Ｓ 315を 与 え た 。 マ ウ ス は ３ 時
間 の 間 隔 毎 に 観 察 し て 、 死 亡 率 を 記 録 し た 。 死 亡 し た マ ウ ス か ら 心 臓 血 液 を 集 め て 、 Ｂ Ｈ
Ｉ 寒 天 上 に プ レ ー ト し 、 ５ ％ Ｃ Ｏ ２ 内 で 48時 間 培 養 し た 。 Kaplan-Meier生 残 曲 線 を プ ロ ッ
ト し 、 生 残 に お け る 統 計 的 差 を テ ス ト す る た め に ロ グ ラ ン ク ・ テ ス ト を 用 い た 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 結 果 （ 図 12参 照 ） は ゲ ル 精 製 変 性 シ ス テ イ ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ に 向 け ら れ た ウ サ ギ 抗 体 に
よ る 受 動 的 免 疫 化 は 、 リ ン 酸 緩 衝 液 （ Ｐ Ｂ Ｓ ） を 与 え ら れ た 比 較 対 象 群 、 あ る い は 免 疫 前
血 清 の 比 較 対 象 群 と 比 較 し て 、 高 度 に 毒 性 の 高 い 化 膿 連 鎖 球 菌 Ｍ Ｇ Ａ Ｓ 315株 で の 刺 激 に
大 し て か な り の 防 御 力 を 与 え る こ と を 示 し て い る （ ロ グ ・ ラ ン ク ・ テ ス ト ； Ｘ ２ ； Ｐ ＞ 00
.001)。 受 動 的 に 投 与 さ れ た 抗 血 清 に よ っ て 与 え ら れ た 防 衛 能 力 は 、 後 の 時 点 よ り 初 期 の
時 点 （ 65時 間 以 内 ） の 方 が か な り 高 か っ た （ 図 12） 。 こ の 実 験 は 、 （ i） ウ サ ギ 抗 体 が ゲ
ル 精 製 変 性 シ ス テ イ ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ に 対 し て つ く ら れ た も の で あ っ て 、 天 然 の 酵 素 前 駆
体 で も 活 性 プ ロ テ ア ー ゼ 形 態 で も な か っ た 、 （ ii） プ ロ テ ア ー ゼ に 対 し て 、 刺 激 に 使 わ れ
た 開 口 部 は 発 熱 性 外 毒 素 Ａ （ Ｓ Ｐ Ｅ Ａ ） お よ び 最 近 発 表 さ れ た 連 鎖 球 菌 性 強 力 抗 原 、 Ｓ Ｓ
Ａ を 表 現 す る こ と が 知 ら れ て お り 、 そ し て （ iii） 刺 激 に 用 い ら れ た 株 （ Ｓ Ｐ Ｅ Ｂ １ ） に
よ っ て つ く ら れ た シ ス テ イ ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ 前 駆 体 は 、 そ れ に 対 し て 抗 血 清 （ Ｓ Ｐ Ｅ Ｂ ４
） が 二 つ の ア ミ ノ 酸 位 置 （ 位 置 111の Ａ la＜ － ＞ Ｖ alお よ び 位 置 308の Ｓ er＜ － ＞ Ｇ ly； 図
13） で つ く ら れ た プ ロ テ ア ー ゼ 前 駆 体 変 種 と は 違 っ て い る と い う 理 由 で 防 衛 能 力 を 示 す 可
能 性 を 最 小 限 に 押 さ え る よ う に 設 計 さ れ た 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 実 施 例 22
　 マ ウ ス の 免 疫 化 － 鼻 腔 内
　 鼻 腔 内 免 疫 化 実 験 は ， 基 本 的 に は Bessenお よ び Fischetti（ 1988） に よ っ て 述 べ ら れ た
よ う に 行 わ れ る 。 簡 単 に い う と 、 同 じ 性 の 、 免 疫 化 開 始 時 に 生 後 ４ ～ ５ 週 間 の 異 系 交 配 ス
イ ス Ｃ Ｄ １ マ ウ ス が 用 い ら れ る 。 各 24匹 で 構 成 さ れ る 複 数 の グ ル ー プ が ０ ま た は 20～ 100
μ gの 酵 素 前 駆 体 、 成 熟 し た プ ロ テ ア ー ゼ 、 あ る い は 合 成 ペ プ チ ド を 用 い て 鼻 腔 内 で 免 疫
化 さ れ る 。 マ ウ ス を １ ， ３ お よ び ５ 日 目 に 免 疫 化 さ れ 、 ３ 週 間 放 置 し た 後 、 抗 原 （ 20ま た
は 40ｇ ） を 一 回 投 与 し た 。 免 疫 さ れ た 20匹 の マ ウ ス で 構 成 さ れ る 最 初 の グ ル ー プ を 10匹 ず
つ の ２ つ の サ ブ ・ グ ル ー プ に ラ ン ダ ム 化 し た 。 各 サ ブ グ ル ー プ に 対 し て シ ス テ イ ン ・ プ ロ
テ ア ー ゼ ・ ソ ー ス 株 （ 相 同 一 刺 激 ） か 、 あ る い は 異 な っ た シ ス テ イ ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ 変 種
を 表 現 す る 株 （ 非 相 同 一 刺 激 ） の い ず れ か で 刺 激 を 与 え る 。 シ ス テ イ ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ 投
与 か ら 10日 目 に 、 マ ウ ス に 対 し て 鼻 腔 に バ ク テ リ ア 懸 濁 液 10μ lが 与 え ら れ る 。 反 復 デ ィ
ス ペ ン サ ー お よ び 鈍 端 針 を 備 え た モ デ ル 750Hamilton注 射 器 を 通 じ て 、 ワ ク チ ン が 麻 酔 を
か け て い な い マ ウ ス の 鼻 腔 に 投 与 さ れ る （ 鼻 腔 に 10ul） 。 刺 激 を 与 え て か ら 24時 間 後 、 お
よ び そ の 後 11日 目 ま で 、 24時 間 か ら 48時 間 間 隔 で の ど を 綿 棒 で ぬ ぐ う 。 そ し て 、 15日 目 に
さ ら に の ど の 培 養 物 を 取 り 出 す 。 の ど を 拭 っ た も の は Ｃ Ｏ ２ 培 養 器 内 で 血 液 寒 天 プ レ ー ト
上 で 一 昼 夜 培 養 さ れ 、 次 の 日 に ベ ー タ 溶 血 性 コ ロ ニ ー が カ ウ ン ト さ れ る 。
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【 ０ １ ０ ６ 】
　 実 施 例 23
　 バ ク テ リ ア に よ る 刺 激 （ 鼻 腔 内 ）
　 24匹 の 免 疫 化 さ れ た マ ウ ス で 構 成 さ れ た 最 初 の グ ル ー プ を 12匹 ず つ の サ ブ グ ル ー プ に ラ
ン ダ ム 化 す る 。 各 サ ブ グ ル ー プ に Ｓ Ｐ Ｅ Ｂ ソ ー ス 株 （ 均 一 刺 激 ） ま た は 別 の Ｓ Ｐ Ｅ Ｂ 変 種
を 表 現 す る 株 （ 非 均 一 刺 激 ） の い ず れ か で 刺 激 を 与 え る 。 刺 激 に 用 い ら れ る 株 は 、 刺 激 後
の 回 収 を 容 易 に す る た め に 200μ g/mlの ス ト レ プ ト マ イ シ ン に 対 し て 抵 抗 性 が あ る か ど う
か で 選 択 さ れ 、 必 要 で あ れ ば 、 定 着 し マ ウ ス を 感 染 さ せ る 能 力 を 増 大 す る た め に マ ウ ス 内
に 繰 り 返 し 腹 膜 内 注 射 さ せ る 。 Ｓ Ｐ Ｅ Ｂ を 表 現 す る 各 刺 激 生 物 の 単 一 ス ト ッ ク を 一 昼 夜 の
培 養 物 か ら つ く り 、 10倍 に 濃 縮 し て － 80℃ の 温 度 下 で 保 存 す る 。 こ の ス ト ッ ク を １ ： 500
で 希 釈 し 、 Ｂ Ｈ Ｉ ブ ロ ス 内 で 37℃ の 温 度 で 一 昼 夜 培 養 し 、 新 鮮 な 成 長 培 養 液 内 で １ ： 20に
希 釈 し て か ら 、 0.5の Ｏ ． Ｄ ． 650に 培 養 す る 。 遠 心 分 離 で 細 胞 を 取 り 出 し て 、 食 塩 水 内 で
約 2.5× 10５ CFU/ml程 度 の 濃 度 に 懸 濁 さ せ る 。 連 鎖 球 菌 株 は マ ウ ス の 鼻 腔 内 に 定 着 す る 能
力 が そ れ ぞ れ 違 っ て い る の で 、 非 免 疫 マ ウ ス 群 の 25％ 以 上 で 常 時 着 床 す る 刺 激 用 投 与 量 が
用 い ら れ る 。 動 物 は １ つ の ケ ー ジ あ た り ６ 匹 の 集 団 で 収 容 さ れ る 。 マ ウ ス に 対 し て は シ ス
テ イ ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ の 投 与 か ら 10日 目 に 10μ lの バ ク テ リ ア 懸 濁 液 が 鼻 腔 に 与 え ら れ る
。 刺 激 を 与 え て か ら 24時 間 後 、 お よ び 11日 目 ま で 24～ 48時 間 毎 に の ど を 綿 棒 で 拭 う 。 さ ら
に 、 15日 目 に の ど 培 養 物 を 取 り 出 す 。 の ど を ぬ ぐ っ た も の を 200μ g/mlの ス ト レ プ ト マ イ
シ ン と 共 に 血 液 寒 天 プ レ ー ト 上 で 培 養 し 、 Ｃ Ｏ ２ 培 養 器 内 で 37℃ で 一 昼 夜 培 養 し 、 次 の 日
に ベ ー タ 溶 血 性 コ ロ ニ ー を カ ウ ン ト す る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 実 施 例 24
　 マ ウ ス の 免 疫 化 － 皮 下
　 同 じ 性 の 、 生 後 ４ 週 間 か ら ５ 週 間 の 異 系 交 配 の 、 免 疫 能 力 の あ る 、 無 毛 マ ウ ス （ 株 Ｃ rl
： Ｓ Ｋ Ｈ １ (hrhr)Ｂ r； CharlesRiver） で 免 疫 実 験 を 行 っ た 。 こ れ ら の マ ウ ス を 用 い た の
は 、 患 部 サ イ ズ お よ び 性 質 上 芯 を 取 り 出 す こ と が 容 易 で 、 動 物 は 毛 を 剃 ら な く て も よ い か
ら で あ る 。 24匹 の マ ウ ス で 構 成 さ れ る 複 数 の グ ル ー プ を ０ ， 20， 40μ gの 酵 素 前 駆 体 、 あ
る い は 成 熟 し た 活 性 プ ロ テ ア ー ゼ を 皮 下 注 射 す る こ と に よ っ て 免 疫 化 す る 。 こ れ ら の マ ウ
ス を １ ， ７ ， 14お よ び 21日 目 に １ 回 ず つ 免 疫 化 し て 、 ３ 週 間 放 置 し た 後 、 プ ロ テ ア ー ゼ （
20ま た は 50μ g） を 一 回 与 え る 。 こ れ ら の マ ウ ス に つ い て 、 シ ス テ イ ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ 固
有 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ で 血 清 転 換 が あ る か ど う か に つ い て チ ェ ッ ク す る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 実 施 例 25
　 バ ク テ リ ア に よ る 刺 激 － 皮 下
　 免 疫 化 さ れ た マ ウ ス を 各 12匹 ず つ の ２ つ の グ ル ー プ に ラ ン ダ ム 化 す る 。 次 に 、 各 グ ル ー
プ に シ ス テ イ ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ ・ ソ ー ス 株 （ 均 一 刺 激 ） 、 あ る い は 異 な っ た シ ス テ イ ン ・
プ ロ テ ア ー ゼ 変 種 （ 非 均 一 刺 激 ） の い ず れ か で 刺 激 を 与 え る 。 シ ス テ イ ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ
を 表 現 す る 、 刺 激 に 用 い ら れ る 各 生 物 の 単 一 ス ト ッ ク を 一 昼 夜 培 養 し た 培 養 物 か ら 調 製 し
、 10６ CFU/mlに 調 節 す る 。 マ ウ ス （ １ つ の ケ ー ジ に 集 団 で 収 容 さ れ て い る ） に 等 量 の 滅 菌
デ ト ラ ン ・ ビ ー ズ と 混 合 し た バ ク テ リ ア 性 懸 濁 液 100μ Lが 与 え ら れ た 。 動 物 に 対 し て ツ ベ
ル ク リ ン 注 射 器 で 右 の わ き 腹 に 皮 下 接 種 す る 。 用 い ら れ た Ｃ Ｆ Ｕ の 正 確 な 数 を 判 定 す る た
め に 、 刺 激 を 与 え た 時 点 で バ ク テ リ ア 性 懸 濁 液 を 調 製 し た 。 ネ ガ テ ィ ブ ／ コ ン ト ロ ー ル の
動 物 群 は 同 様 に 免 疫 化 さ れ た 12匹 の マ ウ ス で 構 成 さ れ て い る 。 こ れ ら の マ ウ ス に 対 し て は
滅 菌 培 養 液 ＋ デ キ ス ト ラ ン ・ ビ ー ズ だ け で 『 刺 激 を 』 与 え た 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 実 施 例 26
　 免 疫 ア ッ セ イ
　 す べ て の 免 疫 化 さ れ た マ ウ ス と 比 較 対 象 マ ウ ス か ら 唾 液 お よ び 血 清 を 集 め る 。 す べ て の
唾 液 は ピ ロ カ ル ピ ン （ 920μ g/マ ウ ス 、 皮 下 ） 刺 激 を 行 う こ と に よ っ て 集 め 、 15,000× ｇ
で 20分 間 遠 心 分 離 に か け た 。 こ の 物 質 を 分 割 し 、 ひ と つ の 画 分 に は プ ロ テ ア ー ゼ 抑 制 因 子
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を 加 え た 。 － 80℃ で 保 存 さ れ る 。 尾 の 血 管 か ら 血 清 を 集 め る 。 各 集 団 の 所 属 す る マ ウ ス 、
お よ び 比 較 対 象 の マ ウ ス か ら の 個 別 、 お よ び プ ー ル さ れ た 唾 液 お よ び 血 清 に つ い て 、 Ｅ Ｌ
Ｉ Ｓ Ａ に よ り シ ス テ イ ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ に 対 す る 固 有 の 抗 体 が な い か ど う か 調 べ る 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 実 施 例 27
　 デ ー タ 分 析
　 刺 激 を 与 え る 直 前 と 刺 激 を 与 え て か ら 24時 間 毎 に 動 物 の 体 重 を 測 定 す る 。 膿 腫 の 体 積 お
よ び 皮 膚 壊 死 の 面 積 を 計 算 し て 、 患 部 サ イ ズ 曲 線 を 判 定 す る 。 平 均 患 部 サ イ ズ を 偏 差 分 析
（ Ａ Ｎ Ｏ Ｖ Ａ ） で グ ル ー プ 間 で 統 計 的 に 比 較 す る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 実 施 例 28
　 マ ウ ス の 能 動 的 免 疫 化
　 雄 の ス イ ス Ｃ Ｄ １ 異 系 交 配 マ ウ ス に Ｐ Ｂ Ｓ （ ｎ ＝ 10） ま た は 精 製 連 鎖 球 菌 シ ス テ イ ン ・
プ ロ テ ア ー ゼ を Ｐ Ｂ Ｓ に 解 か し た も の 20μ gの い ず れ か を １ 日 目 に 接 種 し 、 そ の 後 、 ７ ， 1
4， 21， 42， 50， 57， 63お よ び 79日 目 と 合 計 で ９ 回 同 じ 免 疫 化 を 行 っ た 。 29， 71お よ び 84
日 目 に Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ で シ ス テ イ ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ に 対 す る 血 清 抗 体 レ ベ ル を チ ェ ッ ク し 、 そ
れ ら の マ ウ ス に 、 93日 目 、 最 後 の 免 疫 化 か ら ２ 週 間 後 に Ｍ Ｇ Ａ Ｓ 315株 で 刺 激 を 与 え た 。
こ れ ら の マ ウ ス を ３ 時 間 毎 に 監 察 し 、 致 死 率 を 記 録 し 、 Kaplan-Meier生 残 曲 線 を 描 き 、 上
に 述 べ た よ う に 分 析 し た 。 結 果 （ 図 14参 照 ） は 、 精 製 連 鎖 球 菌 シ ス テ イ ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ
を 腹 膜 内 に 投 与 し て 免 疫 化 を 行 っ て も 、 高 度 に 毒 性 の あ る 化 膿 連 鎖 球 菌 単 離 物 Ｍ Ｇ Ａ Ｓ 31
5で 致 死 量 孔 与 え た 場 合 に か な り の 防 衛 能 力 （ ロ グ ・ ラ ン ク ・ テ ス ト ； Ｘ ２ ； Ｐ ＜ 0.01）
が 与 え ら れ る こ と を 示 し て い る 。 シ ス テ イ ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ に よ る 免 疫 化 も マ ウ ス で 早 い
時 期 に 化 膿 連 鎖 球 菌 で 起 こ さ れ る 致 死 に 対 し て は か な り の 防 衛 能 力 を 与 え る こ と は 注 目 に
値 す る 。 例 え ば 、 比 較 対 象 群 の 10匹 の マ ウ ス す べ て は 刺 激 を 与 え て か ら 28時 間 後 に 死 亡 し
た が 、 プ ロ テ ア ー ゼ で 免 疫 化 し た グ ル ー プ で は ４ ～ ９ 匹 の マ ウ ス が 死 亡 し た だ け だ っ た （
比 例 差 ： Ｚ ： ｐ ＜ 0.003） 。 さ ら に 、 120時 間 後 に 実 験 を 終 了 し た 時 点 で 、 プ ロ テ ア ー ゼ で
措 置 し た グ ル ー プ で は ２ ～ ９ 匹 が 生 き の び た の に 対 し て 、 比 較 対 象 群 の 10匹 の マ ウ ス は い
ず れ も 生 き 残 ら な か っ た （ 比 例 差 ； Ｚ ； Ｐ ＜ 0.059） 。 し た が っ て 、 免 疫 ウ サ ギ 血 清 を 与
え た マ ウ ス に お い て 観 察 さ れ る 結 果 と 同 様 、 連 鎖 球 菌 シ ス テ イ ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ に よ る 能
動 的 免 疫 化 は グ ル ー プ Ａ 連 鎖 球 菌 感 染 症 に 対 し て か な り の 防 衛 能 力 を 与 え る こ と が 分 か っ
た 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 実 施 例 29
　 化 膿 連 鎖 球 菌 に 関 す る Ｐ Ｃ Ｒ ア ッ セ イ
　 ブ レ イ ン ・ ハ ー ト ・ イ ン フ ュ ー ジ ョ ン 寒 天 プ レ ー ト 上 で 成 長 さ せ た 単 離 物 か ら ゲ ノ ム Ｄ
Ｎ Ａ を つ く っ た 。 一 般 的 に 、 ひ と つ の プ レ ー ト か ら 細 胞 を 剥 ぎ 取 り 、 10mMト リ ス － 50mM 
Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 混 合 物 （ pH8.0） （ Ｔ Ｅ ） 800μ l内 に 懸 濁 さ せ 、 65℃ の 温 度 で 15分 間 過 熱 し 、 ５
μ gの ミ ュ ー タ ノ リ シ ン を 含 有 す る Ｔ Ｅ 500μ lに 再 懸 濁 さ せ 、 37℃ の 温 度 で ２ 時 間 培 養 し
た 。 10％ ナ ロ リ ウ ム ・ ド デ シ ル ・ ス ル フ ェ ー ト 100μ lを 加 え て 細 胞 を 溶 解 し 、 60℃ の 温 度
で ２ 時 間 培 養 し た 。 10分 間 遠 心 分 離 に か け た 後 、 上 澄 液 を 清 浄 な チ ュ ー ブ に 移 し て 、 100
μ gの Ｒ Ｎ aseお よ び 50μ gの プ ロ テ イ ナ ー ゼ Ｋ を 用 い て 37℃ の 温 度 で 培 養 し た 。 次 に 、 Ｄ
Ｎ Ａ を フ ェ ノ ー ル ・ ク ロ ロ フ ォ ル ム で 抽 出 し て 、 エ タ ノ ー ル で 沈 殿 さ せ 、 100μ lの Ｔ Ｅ 内
に 懸 濁 さ せ た 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 シ ス テ イ ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ 構 造 遺 伝 子 を 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と の ポ リ メ ラ ー ゼ 鎖 反
応 で 増 幅 さ せ た 。 speＢ を 増 幅 す る た め に 用 い ら れ る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ・ プ ラ イ マ ー と
フ ラ ン キ ン グ 領 域 は 以 下 の 通 り で あ っ た 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 Ｓ Ｐ Ｅ Ｂ － Ｘ （ Ｓ Ｅ Ｑ   Ｉ Ｄ   Ｎ Ｏ ： ９ ） ， ５ ’ － Ｇ Ｔ Ｔ Ｇ Ｔ Ｃ Ａ Ｇ Ｔ Ｇ Ｔ Ｃ Ａ Ａ Ｃ Ｔ
Ａ Ａ Ｃ Ｃ Ｇ Ｔ － ３ ’ お よ び
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　 Ｓ Ｐ Ｅ Ｂ － ２ （ Ｓ Ｅ Ｑ   Ｉ Ｄ   Ｎ Ｏ ： 10） ， ５ ’ － Ａ Ｔ Ｃ Ｔ Ｇ Ｃ Ｇ Ｔ Ｔ Ｇ Ｔ Ｃ Ｔ Ｇ Ａ Ａ
Ｔ Ａ Ｇ Ｃ Ｔ Ｔ － ３ ’
　 １ μ Lの ク ロ モ ゾ ー ム Ｄ Ｎ Ａ の Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 は 50mM Ｋ Ｃ l， 10mM Ｔ ris－ Ｈ Ｃ l， pH8.3， 1
.5mM Ｍ gＣ l２ ， 0.001％ ゼ ラ チ ン 、 dＴ Ｔ Ｐ ， dＣ Ｔ Ｐ ， dＧ Ｔ Ｐ お よ び dＴ Ｉ Ｐ 各 200μ M、
そ れ に Ｓ Ｐ Ｅ Ｂ － Ｘ と Ｓ Ｐ Ｅ Ｂ － ２ を そ れ ぞ れ 200nMと 、 そ し て 2.5単 位 の AmpliTaq Ｄ Ｎ
Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ を 含 ん だ 混 合 物 100μ l内 で 行 わ れ た 。 熱 サ イ ク ル ・ パ ラ メ ー タ は 以 下 の 通
り で あ る 。 変 性 ： 94℃ で １ 分 間 、 ア ニ ー リ ン グ ： 55℃ で ２ 分 間 、 お よ び 延 長 ： 72℃ で 2.5
分 間 、 合 計 30サ イ ク ル 。 最 終 延 長 は 72℃ で 15分 間 行 わ れ た 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 上 に 示 し た よ う に 、 ス テ イ ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ お よ び そ れ を コ ー ド 表 現 す る 核 酸 は 連 鎖 球
菌 を 検 出 し 、 抗 体 を つ く り 、 そ し て ホ ス ト 動 物 内 で 防 衛 的 免 疫 を 発 生 さ せ る た め の 方 法 お
よ び 組 成 物 と し て 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 本 明 細 書 に 述 べ ら れ て い る す べ て の 特 許 お よ び 刊 行 物 は 本 発 明 が 関 連 す る 技 術 分 野 の 当
業 者 の レ ベ ル に 則 し た も の で あ る 。 す べ て の 特 許 お よ び 刊 行 物 は 、 個 々 の 刊 行 物 に つ い て
具 体 的 、 か つ 個 別 的 に 引 例 と し て 組 み 込 ま れ る こ と が 言 及 さ れ る 場 合 と 同 じ 程 度 に 本 明 細
書 に 組 み 込 ま れ る 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 本 技 術 分 野 の 当 業 者 で あ れ ば 、 本 発 明 が こ こ に 述 べ ら れ て い る 目 的 を 実 行 し 、 目 標 と 利
点 を 達 成 す る と 同 時 に 、 そ れ ら に 本 質 的 に 付 随 し た 目 標 お よ び 利 点 を 達 成 す る の に よ く 適
合 し て い る こ と は 容 易 に 理 解 し 得 る で あ ろ う 。 こ こ に 示 さ れ て い る 実 施 例 は 、 こ こ に 述 べ
ら れ て い る 方 法 、 手 順 、 処 理 、 分 子 、 お よ び 具 体 的 な 化 合 物 と 同 様 、 現 段 階 で の 好 ま し い
実 施 例 を 示 す 具 体 例 で よ り 、 本 発 明 の 発 明 を 限 定 す る こ と を 意 図 す る も の で は な い 。 本 発
明 の 精 神 の 範 囲 内 に あ り 、 添 付 さ れ る 特 許 請 求 の 範 囲 で 定 義 さ れ て い る 技 術 分 野 の 当 業 者
で あ れ ば 、 修 正 や 他 の 使 用 法 を 容 易 に 想 起 で き る で あ ろ う 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ １ ８ 】
【 図 １ 】 図 １ は 連 鎖 球 菌 シ ス テ イ ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ の 精 製 結 果 を 示 し て い る 。 連 鎖 球 菌 シ
ス テ イ ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ は 実 例 ２ に 述 べ ら れ て い る よ う な 方 法 を 用 い て Ｍ Ｇ Ａ Ｓ 1719株 か
ら 精 製 さ れ 、 硫 化 ド デ シ ル ・ ナ ト リ ウ ム － ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ・ ゲ ル 電 気 泳 動 （ Ｓ Ｄ Ｓ －
Ｐ Ａ Ｇ Ｅ ） で 分 離 し た 。 レ ー ン １ ： 精 製 プ ロ テ ア ー ゼ ２ μ g； レ ー ン ２ ： 分 子 重 量 標 準 。
【 図 ２ 】 図 ２ は 連 鎖 球 菌 シ ス テ イ ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ に よ る ヒ ト ・ イ ン タ ー ロ イ キ ン － １ β
） 前 駆 体 の 切 断 結 果 を 示 し て い る 。 図 ２ Ａ は ウ サ ギ 網 状 赤 血 球 細 胞 溶 解 物 系 で 合 成 さ れ た
［ ３ ５ Ｓ ］ メ チ オ ニ ン 標 識 pＩ Ｌ － １ β （ レ ー ン １ ） 、 精 製 シ ス テ イ ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ 250
ngと 共 に （ レ ー ン ２ ） 、 あ る い は 煮 沸 シ ス テ イ ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ と 共 に （ レ ー ン ３ ） 、 そ
れ ぞ れ １ 時 間 培 養 し た 結 果 を 示 し て い る 。 ヒ ト pＩ Ｌ － １ β  Ａ sp 116－ ＞ Ａ la 116変 異 体
も シ ス テ イ ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ に よ っ て 切 断 さ れ た （ レ ー ン ４ ） 。 図 ２ Ｂ は 成 熟 し た 、 お よ
び 遺 伝 子 組 み 替 え pＩ Ｌ － １ β 切 断 生 成 物 の ウ ェ ス タ ー ン 免 疫 ブ ロ ッ ト 分 析 を 示 し て い る
。 レ ー ン １ ： mＩ Ｌ － １ β の み ； レ ー ン ２ ： mＩ Ｌ － １ β ＋ シ ス テ イ ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ ； レ
ー ン ３ ： pＩ Ｌ － １ β の み ； レ ー ン ４ ： pＩ Ｌ － １ β ＋ シ ス テ イ ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ 。 培 養 は
37℃ の 温 度 下 で 30分 間 行 わ れ た 。 切 断 生 成 物 を Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ で 分 解 し 、 ニ ト ロ セ ル ロ
ー ス に 移 し 、 カ ル ボ キ シ － 末 端 － シ ス テ イ ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ で プ ロ ー ブ し た ； レ ー ン ３ ：
pＩ Ｌ － １ β の み ； レ ー ン ４ ： pＩ Ｌ － １ β ＋ 固 有 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ Ｉ Ｌ － １ β に 対 し
て 固 有 ） 。 さ ら に 培 養 す る と 、 分 子 量 が 18.5kＤ a程 度 の 生 成 物 が 分 子 量 の よ り 小 さ な 形 態
に 変 化 し た 。 レ ー ン ３ の 分 子 量 が 約 33kＤ aの 免 疫 反 応 性 蛋 白 質 が pＩ Ｌ － １ β を つ く る た
め の 発 酵 プ ロ セ ス で つ く り だ さ れ た 。
【 図 ３ 】 図 ３ は ラ ッ ト 大 動 脈 平 滑 筋 細 胞 に お け る シ ス テ イ ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ お よ び pＩ Ｌ
－ １ β に よ る 酸 化 窒 素 （ Ｎ Ｏ ） シ ン タ ー ゼ 活 性 の 刺 激 結 果 を 示 し て い る 。 細 胞 を 血 清 を 含
ま な い 培 養 液 （ Ｓ Ｆ Ｍ ） （ １ ） 、 成 熟 し た pＩ Ｌ － １ β （ ３ ng/ml） （ ２ ） 、 シ ス テ イ ン ・
プ ロ テ ア ー ゼ （ ４ mg/ml） （ ３ ） 、 pＩ Ｌ － １ β （ 約 200ng/ml） （ ４ ） 、 あ る い は シ ス テ イ
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ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ ＋ pＩ Ｌ － １ β （ ５ ） の い ず れ か で 24時 間 処 理 し た 。 処 理 さ れ た 細 胞 か
ら の 調 整 培 養 液 サ ン プ ル に お け る 硝 酸 濃 度 を 硝 酸 ナ ト リ ウ ム 標 準 曲 線 と 比 較 し た 。
【 図 ４ 】 図 ４ は 連 鎖 球 菌 シ ス テ イ ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ の 対 立 形 質 変 種 に よ る pＩ Ｌ － １ β の
切 断 結 果 を 示 し て い る 。 ［ ３ ５ Ｓ ］ メ チ オ ニ ン 標 識 pＩ Ｌ － １ β を 含 ん だ ウ サ ギ の 網 状 赤
血 球 細 胞 溶 解 物 を 、 図 ２ Ａ で 示 す よ う に Ｍ Ｇ Ａ Ｓ 279株 （ レ ー ン ２ ） あ る い は Ｍ Ｇ Ａ Ｓ 289
株 （ レ ー ン ３ ） か ら 精 製 し た シ ス テ イ ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ で 培 養 し た 。
【 図 ５ 】 図 ５ は 、 精 製 さ れ た 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス （ Ｅ Ｃ Ｍ ） 蛋 白 質 の 切 断 結 果 を 示 し て い
る 。
【 図 ６ 】 図 ６ は 、 ヒ ト の へ そ 血 管 内 皮 細 胞 （ Ｈ Ｕ Ｖ Ｅ Ｃ ） 培 養 物 に お け る 細 胞 分 裂 作 用 お
よ び フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン 切 断 の 誘 発 を 示 し て い る 。
【 図 ７ 】 図 ７ は 、 化 膿 連 鎖 球 菌 株 に よ る Ｓ Ｐ Ｅ Ｂ 生 成 を 示 し て い る 。
【 図 ８ 】 図 ８ は 、 処 理 箇 所 、 speＢ ２ お よ び speＢ ４ 対 立 形 質 に よ っ て つ く ら れ る 蛋 白 質 内
に 見 い だ さ れ る ア ミ ノ 酸 変 異 の 場 所 、 お よ び 突 然 変 異 さ せ る た め の 標 的 で あ る ア ミ ノ 酸 を
示 し て い る 。
【 図 ９ 】 図 ９ は speＢ に お け る ラ ン ダ ム 突 然 変 異 の 発 生 を 示 し て い る 。
【 図 １ ０ 】 図 10は マ ウ ス で の ウ サ ギ 抗 シ ス テ イ ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ Ｉ gＧ に よ る 防 護 を 示 し
て い る 。 speＢ ７ 対 立 形 質 を 有 し 、 Ｓ Ｐ Ｅ Ｂ ４ 成 熟 Ｓ Ｐ Ｅ Ｂ 変 種 を つ く り だ す Ｍ Ｇ Ａ Ｓ 171
9か ら 精 製 し て 得 た シ ス テ イ ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ に 対 し て つ く ら れ た Ｐ Ｂ Ｓ （ pH7.4） 内 に １
mgの ウ サ ギ 抗 体 （ Ｉ gＧ ） 0.1mlを 注 射 し た 。 こ の 抗 体 は Ｓ Ｄ Ｓ ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ・ ゲ ル
か ら 取 り 出 し た 精 製 プ ロ テ ア ー ゼ に 対 し て ウ サ ギ の 体 内 で つ く ら れ た 。 比 較 用 の 動 物 に 対
し て は 抗 シ ス テ イ ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ 抗 体 の 供 給 源 と し て 用 い ら れ た の と 同 じ ウ サ ギ か ら の
等 量 の 免 疫 前 抗 体 （ Ｐ Ｂ Ｓ ， pH7.4内 に Ｉ gＧ １ mgを 解 か し た も の 0.1ml） か 、 0.1mlの Ｐ Ｂ
Ｓ が 与 え ら れ た 。 30分 後 、 マ ウ ス に speＢ ３ 対 立 形 質 を 有 し 、 Ｓ Ｐ Ｅ Ｂ Ｉ 成 熟 Ｓ Ｐ Ｅ Ｂ 変
種 を つ く り だ し 、 そ し て （ Musserら 、 1993） に お け る Ｔ Ｓ Ｌ Ｓ の ケ ー ス か ら の Ｅ Ｔ ２ /ｍ
３ 生 物 で あ る Ｍ Ｇ Ａ Ｓ 315株 を 約 100cfuが 接 種 さ れ た 。 こ れ ら マ ウ ス ・ グ ル ー プ が 50％ 致
死 す る の に 必 要 な 時 間 は 以 下 の 通 り で あ る ： Ｐ Ｂ Ｓ ， 26時 間 ； 免 疫 前 、 25時 間 ； 抗 シ ス テ
イ ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ 、 55時 間 。
【 図 １ １ 】 図 11は speＢ の 対 立 形 質 を 示 し て い る 。 こ の speＢ 遺 伝 子 の 160bp上 流 非 コ ー デ
ィ ン グ 領 域 お よ び 1197bpコ ー デ ィ ン グ 領 域 内 部 の い ろ い ろ な 形 の 箇 所 が 示 さ れ て い る 。 Ha
userお よ び Schlievert（ J． Bacteriol（ 1990） 1972： 4536－ 42） ） が 述 べ た 配 列 は speＢ
１ と 任 意 に 命 名 さ れ 、 ヌ ク レ オ チ ド お よ び コ ド ン の 番 号 付 け は こ の 配 列 と 類 似 し て い る 。
speＢ １ と は 異 な っ て い る 他 の 対 立 形 質 内 の ヌ ク レ オ チ ド だ け を 示 す 。 各 非 相 同 一 形 ヌ ク
レ オ チ ド 箇 所 の 位 置 を 39対 立 形 質 上 に 示 し 、 垂 直 方 向 に 番 号 を 付 し て あ る 。 非 同 義 ヌ ク レ
オ チ ド 変 化 に 対 し て は 下 線 を 付 し 、 コ ー デ ィ ン グ 変 化 の 位 置 は コ ー デ ィ ン グ 領 域 非 相 同 一
形 箇 所 上 に ア ス タ リ ス ク で 示 し て あ る 。 上 流 非 コ ー デ ィ ン グ 領 域 内 の ７ つ の 非 相 同 一 形 ヌ
ク レ オ チ ド 箇 所 を 図 の 左 側 に 示 し 、 speＢ ６ 内 の ア ス タ リ ス ク は ア デ ニ ン 残 基 消 去 を 示 し
て い る 。 speＢ ２ － speＢ 39に 関 す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 デ ー タ は Ｅ Ｍ Ｌ /Ｇ enＢ ank/Ｄ Ｄ Ｂ Ｊ か ら
ア ク セ ス 番 号 Ｌ 26125－ Ｌ 26162で 入 手 す る こ と が で き る 。 ま た 、 speＢ １ に 関 す る Ｄ Ｎ Ａ
配 列 デ ー タ は Hauserお よ び Schlievert， J． Bacteriol（ 1990） ， 172： 4536－ 42に 発 表 さ
れ て い る 。
【 図 １ ２ 】 図 12は 非 相 同 一 形 化 膿 連 鎖 球 菌 を 致 死 量 与 え て も マ ウ ス を 護 る 抗 プ ロ テ ア ー ゼ
抗 体 の 受 動 的 投 与 の 結 果 を 示 し て い る 。 連 鎖 球 菌 シ ス テ イ ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ に 対 し て 向 け
ら れ た ウ サ ギ 抗 体 を 腹 膜 内 投 与 す る と 、 Ｐ Ｂ Ｓ あ る い は ウ サ ギ 免 疫 前 血 清 を 与 え た 比 較 対
象 の 動 物 群 と 比 較 し て 、 非 常 に 毒 性 の 高 い 細 胞 連 鎖 球 菌 分 離 物 Ｍ Ｇ Ａ Ｓ 315を 致 死 量 与 え
て も か な り の 防 衛 能 力 が 与 え ら れ る 。
【 図 １ ３ 】 図 13は 、 対 抗 菌 株 （ ● ） と そ れ に 対 し て 抗 血 清 が つ く ら れ た プ ロ テ ア ー ゼ （ □
） に お け る 連 鎖 球 菌 シ ス テ イ ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ お よ び プ ロ テ ア ー ゼ 前 駆 体 で の ア ミ ノ 酸 置
換 を 図 式 的 に 示 し た も の で あ る 。 ア ミ ノ 酸 308を 取 り 囲 ん で い る プ ロ テ ア ー ゼ の 短 い ペ プ
チ ド 断 片 は マ ウ ス ・ ポ リ ク ロ ー ナ ル お よ び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に よ っ て 識 別 さ れ る 免 疫 優
勢 エ ピ ト ー プ を 含 ん で い る 。 単 一 の 文 字 に よ る ア ミ ノ 酸 の 省 略 語 は Ａ は Ａ la、 Ｖ は Ｖ al、
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Ｇ は Ｇ ly、 そ し て Ｓ は Ｓ erの 略 で あ る 。
【 図 １ ４ 】 図 14は 致 死 量 の 異 種 化 膿 連 鎖 球 菌 を 与 え て も 保 護 能 力 を 発 揮 す る 連 鎖 球 菌 シ ス
テ イ ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ に よ る マ ウ ス の 活 性 免 疫 化 の 結 果 を 示 し て い る 。 デ ー タ は 精 製 連 鎖
球 菌 シ ス テ イ ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ で 腹 膜 内 免 疫 化 を 行 っ た 場 合 、 非 常 に 毒 性 の 高 い 化 膿 連 鎖
球 菌 単 離 物 を 致 死 量 与 え て も か な り 防 御 さ れ る （ ロ グ ・ ラ ン ク ・ テ ス ト Ｘ ２ ； Ｐ ＜ 0.01）
こ と を 示 し て い る 。
【 図 １ ５ 】 図 15は 連 鎖 球 菌 Ｍ ３ 蛋 白 質 （ レ ー ン １ ） 、 Ｔ ８ 蛋 白 質 （ レ ー ン ２ ） 、 ま た は 免
疫 前 の ウ サ ギ か ら 取 り 出 し た 精 製 Ｉ gＧ （ レ ー ン ３ ） に 対 し て ウ サ ギ の 血 清 を 与 え て も 連
鎖 球 菌 プ ロ テ ア ー ゼ と は 反 応 し な い こ と を 示 し て い る 。 対 照 的 に 、 プ ロ テ ア ー ゼ で 免 疫 化
し た ウ サ ギ か ら の 精 製 Ｉ gＧ は 特 に 活 性 免 疫 化 実 験 で 用 い ら れ る 分 子 量 が 30kＤ a程 度 の 細
胞 外 シ ス テ イ ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ と 反 応 す る （ レ ー ン ４ ） 。
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【 図 ３ 】

【 図 ４ 】

【 図 ５ 】

【 図 ６ 】 【 図 ７ 】
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【 図 ８ 】 【 図 ９ 】

【 図 １ ０ 】 【 図 １ １ 】
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【 図 １ ２ 】

【 図 １ ３ 】

【 図 １ ４ 】

【 図 １ ５ 】
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【 配 列 表 】

【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 16年 2月 9日 (2004.2.9)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 特 許 請 求 の 範 囲
【 補 正 対 象 項 目 名 】 全 文
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
細 胞 外 プ ロ テ ア ー ゼ ま た は 該 プ ロ テ ア ー ゼ の サ ブ 配 列 に 対 応 す る 少 な く と も 10個 の ア ミ ノ
酸 残 基 で 構 成 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 免 疫 原 性 ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ 】
該 ペ プ チ ド が 細 胞 外 プ ロ テ ア ー ゼ の サ ブ 配 列 に 比 較 さ れ る １ つ ま た は 複 数 の 保 存 ア ミ ノ 酸
置 換 を 含 ん で い る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ の ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ３ 】
該 サ ブ 配 列 が 該 細 胞 外 プ ロ テ ア ー ゼ の 可 変 領 域 を 含 ん で い る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ の
ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ４ 】
該 サ ブ 配 列 が speＢ 遺 伝 子 で コ ー ド 表 現 さ れ る 化 膿 連 鎖 球 菌 細 胞 外 プ ロ テ ア ー ゼ の ア ミ ノ
酸 残 基 308－ 317を 含 ん で い る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ３ の ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ５ 】
該 サ ブ 配 列 が 、
ペ プ チ ド １ ： Ｈ － Ｑ － Ｉ － Ｎ － Ｒ － Ｓ (308)－ Ｄ － Ｆ － Ｓ － Ｋ － Ｑ － Ｄ － Ｗ － Ｅ － Ａ (317)
－ Ｑ － Ｉ － Ｄ － Ｋ － Ｅ ；
ペ プ チ ド ２ ： Ｈ － Ｑ － Ｉ － Ｎ － Ｇ (308)－ Ｄ － Ｆ － Ｓ － Ｋ － Ｑ － Ｄ － Ｗ － Ｅ － Ａ (317)－ Ｑ
－ Ｉ － Ｄ － Ｋ － Ｅ ；
ペ プ チ ド ３ ： Ｈ － Ｑ － Ｉ － Ｎ － Ｓ (308)－ Ｄ － Ｆ － Ｓ － Ｋ － Ｑ － Ｄ － Ｗ － Ｅ － Ａ (317)－ Ｑ
－ Ｉ － Ｄ － Ｋ － Ｅ
で 構 成 さ れ る グ ル ー プ か ら 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ４ の ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ６ 】
該 サ ブ 配 列 が 上 記 細 胞 外 プ ロ テ ア ー ゼ の 保 存 さ れ た 領 域 を 含 ん で い る こ と を 特 徴 と す る 請
求 項 １ の ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ７ 】
該 保 存 さ れ た 領 域 が 免 疫 優 勢 エ ピ ト ー プ を 含 ん で い る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ６ の ペ プ チ
ド 。
【 請 求 項 ８ 】
該 サ ブ 配 列 が 、
ペ プ チ ド ４ ： Ｐ (171)－ Ｖ － Ｉ － Ｅ － Ｋ － Ｖ － Ｋ － Ｐ － Ｇ － Ｅ － Ｑ － Ｓ － Ｆ － Ｖ － Ｇ － Ｑ
；
ペ プ チ ド ５ ： Ｙ (203)－ Ｈ － Ｎ － Ｙ － Ｐ － Ｎ － Ｋ － Ｇ － Ｌ － Ｋ － Ｄ － Ｙ － Ｔ － Ｙ － Ｔ － Ｌ
：
ペ プ チ ド ６ ： Ｐ (247)－ Ｔ － Ｙ － Ｓ － Ｇ － Ｒ － Ｅ － Ｓ － Ｎ － Ｖ － Ｑ － Ｋ － Ｍ － Ａ － Ｉ ； お
よ び
ペ プ チ ド ７ ： Ｉ (344)－ Ｄ － Ｇ － Ａ － Ｄ － Ｇ － Ｒ － Ｎ － Ｆ － Ｙ － Ｈ
で 構 成 さ れ る グ ル ー プ か ら 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ７ の ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ９ 】
細 胞 外 プ ロ テ ア ー ゼ の 保 存 エ ピ ト ー プ を コ ー ド 表 現 す る 少 な く と も 30個 の 核 酸 の 配 列 で 構
成 さ れ る Ｄ Ｎ Ａ 。
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【 請 求 項 １ ０ 】

。
【 請 求 項 １ １ 】

。
【 請 求 項 １ ２ 】

。
【 請 求 項 １ ３ 】
請 求 項 に よ る Ｄ Ｎ Ａ に 操 作 的 に 接 合 さ れ た ホ ス ト 細 胞 内 で 機 能 性 を 発 揮 す る 転 写
、 翻 訳 開 始 お よ び 停 止 規 制 領 域 で 構 成 さ れ る 表 現 カ セ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ４ 】
請 求 項 に よ る 表 現 カ セ ッ ト を 含 む 細 胞 。
【 請 求 項 １ ５ 】
請 求 項 に よ る Ｄ Ｎ Ａ に よ っ て コ ー ド 表 現 さ れ る ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ６ 】
生 理 学 的 に 受 け 入 れ 可 能 な 基 質 に お け る 請 求 項 に よ る ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ７ 】
哺 乳 動 物 に お け る 連 鎖 球 菌 種 の 複 製 を 抑 止 す る ワ ク チ ン で 、 生 理 学 的 に 受 け 入 れ 可 能 な 非
毒 性 媒 体 と 、 連 鎖 球 菌 細 胞 外 プ ロ テ ア ー ゼ 遺 伝 子 の 少 な く と も 10個 の ア ミ ノ 酸 か ら 酵 素 前
駆 体 表 現 生 成 物 全 体 に い た る ま で の 配 列 を 含 ん で い る ペ プ チ ド を 含 ん で い る ワ ク チ ン 。
【 請 求 項 １ ８ 】
該 ペ プ チ ド が 合 成 ペ プ チ ド で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 の ワ ク チ ン 。
【 請 求 項 １ ９ 】
該 連 鎖 球 菌 の 複 製 が 、 咽 頭 炎 、 扁 桃 腺 炎 、 皮 膚 感 染 症 、 急 性 リ ュ ー マ チ 熱 、 し ょ う こ う 熱
、 連 鎖 球 菌 感 染 後 糸 球 体 腎 炎 、 敗 血 症 、 髄 膜 炎 、 丹 毒 、 蜂 巣 炎 、 筋 膜 炎 お よ び 毒 シ ョ ッ ク
状 症 候 群 で 構 成 さ れ る グ ル ー プ か ら 選 択 さ れ る 条 件 と 関 連 し て い る こ と を 特 徴 と す る 請 求
項 の ワ ク チ ン 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
哺 乳 動 物 内 で の 化 膿 連 鎖 球 菌 複 製 を 抑 止 す る ワ ク チ ン に お い て 、 突 然 変 異 さ れ た シ ス テ イ
ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ を 含 有 す る 生 理 学 的 に 受 け 入 れ 可 能 な 非 毒 性 媒 体 を 含 ん で お り 、 該 突 然
変 異 さ れ た プ ロ テ ア ー ゼ が １ つ の 、 あ る い は 保 存 さ れ た エ ピ ト ー プ を 含 ん で お り 、 該 プ ロ
テ ア ー ゼ が 蛋 白 質 分 解 活 性 を 基 本 的 に 欠 い て い る こ と を 特 徴 と す る ワ ク チ ン 。
【 請 求 項 ２ １ 】

【 請 求 項 ２ ２ 】

。
【 請 求 項 ２ ３ 】

【 請 求 項 ２ ４ 】

。
【 請 求 項 ２ ５ 】
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少 な く と も 1 つ の ア ミ ノ 酸 置 換 を 含 有 す る 突 然 変 異 speBタ ン パ ク 質 を エ ン コ ー ド す る Ｄ Ｎ
Ａ で あ っ て 、 該 ア ミ ノ 酸 置 換 が Lys145、 Gln185、 Cys192、 His340、 Asn356お よ び Trp357か
ら な る 群 よ り 選 ば れ た ア ミ ノ 酸 位 置 で 生 じ る Ｄ Ｎ Ａ

該 ア ミ ノ 酸 置 換 が Lys145→ Ala145、 Gln185→ Ala185、 Cys192→ Ala192、 His340→ Ala340、
Asn356→ Ala356お よ び Trp357→ Ala357か ら な る 群 よ り 選 ば れ た も の で あ る 請 求 項 １ ０ の Ｄ
Ｎ Ａ

請 求 項 １ － ８ い ず れ か 記 載 の ペ プ チ ド を エ ン コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ

９ － １ ２

１ ３

９ － １ ２

１ ５

１ ７

１ ７

該 突 然 変 異 さ れ た シ ス テ イ ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ が 突 然 変 異 speBタ ン パ ク 質 で あ る 請 求 項 ２ ０
の ワ ク チ ン 。

突 然 変 異 speBタ ン パ ク 質 が 少 な く と も 1 つ の ア ミ ノ 酸 置 換 を 含 有 し 、 該 ア ミ ノ 酸 置 換 が Ly
s145、 Gln185、 Cys192、 His340、 Asn356お よ び Trp357か ら な る 群 よ り 選 ば れ た ア ミ ノ 酸 位
置 で 生 じ る 請 求 項 ２ １ の ワ ク チ ン

該 ア ミ ノ 酸 置 換 が Lys145→ Ala145、 Gln185→ Ala185、 Cys192→ Ala192、 His340→ Ala340、
Asn356→ Ala356お よ び Trp357→ Ala357か ら な る 群 よ り 選 ば れ た も の で あ る 請 求 項 ２ ２ の ワ
ク チ ン 。

請 求 項 １ － ８ ま た は １ ５ の い ず れ か に 記 載 の ペ プ チ ド と 生 理 学 的 に 受 け 入 れ 可 能 な 非 毒 性
媒 体 と を 含 ん で な る ワ ク チ ン



さ ら に 、 ヒ ト 組 織 抗 原 と ク ロ ス 反 応 す る 抗 体 を 引 き 出 さ な い 連 鎖 球 菌 Ｍ 蛋 白 質 抗 原 を 含 ん
で い る 請 求 項 の ワ ク チ ン 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
哺 乳 動 物 に お け る 連 鎖 球 菌 種 の 複 製 を 抑 止 す る ワ ク チ ン に お い て 、 請 求 項

の Ｄ Ｎ Ａ を 含 有 す る 生 理 学 的 に 受 け 入 れ 可 能 な 非 毒 性 媒 体 を 含 ん で い る ワ ク チ ン
。
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１ ７ － ２ ４ い ず れ か に 記 載

９ － １ ２ い ず れ
か に 記 載
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