
(57)【要約】
結核に対して有効な治療法と治療薬の開発に使用するための新規標的の同定方法であって
：
（１）プラスミドｐＪＴ５３．３４の約３，３ kbのＥｃｏＲＩ－Ｈｉｎｄ III挿入部に存
在するｄｅｖＲ遺伝子を破壊し、
（２）該破壊されたｄｅｖＲ遺伝子からｐＪＱ２００ＳｋｄｅｖＲ ::ｋａｎを構築し、
（３）該プラスミドを結核菌（ M. tuberculosis）Ｈ３７Ｒｖに導入し、
（４）カナマイシンを含有するミドルブルック７Ｈ１０寒天プレート上で、プラスミドの
組み込みを示す単一の交差形質転換体を選択し、
（５）該交差形質転換を、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）により、ｄｅｖＲ、Ｋｍ Rお
よびショ糖耐性（ＳａｃＢ）遺伝子配列の存在について解析し、
（６）該遺伝子配列を、ｄｅｖＲプローブ、ｄｅｖＳプローブ、カナマイシン耐性遺伝子
プローブを用いてサザン解析の工程に付して、野生型及びｄｅｖＲ遺伝子座の破壊された
コピーを含む結核菌（ M. tuberculosis）Ｄｕｐ　ｄｅｖＲを特定し、
（７）カナマイシンとショ糖を含有するミドルブルック７Ｈ９培地中で結核菌（ M. tuber
culosis）Ｄｕｐ　ｄｅｖＲを増殖させ、
（８）該増殖した結核菌（ M. tuberculosis）Ｄｕｐ　ｄｅｖＲ株を、カナマイシンとシ
ョ糖を含有する７Ｈ１０培地を有する複数のプレートに入れて、カナマイシン耐性形質転
換体を得、
（９）該増殖した結核菌（ M. tuberculosis）ｄｅｖＲを、サザンハイブリダイゼーショ
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
結 核 に 対 し て 有 効 な 治 療 法 と 治 療 薬 の 開 発 に 使 用 す る た め の 新 規 標 的 の 同 定 方 法 で あ っ て
、
（ １ ） プ ラ ス ミ ド ｐ Ｊ Ｔ ５ ３ ． ３ ４ の 約 ３ ， ３ kbの Ｅ ｃ ｏ Ｒ Ｉ － Ｈ ｉ ｎ ｄ Ｉ Ｉ Ｉ 挿 入 部 に
存 在 す る ｄ ｅ ｖ Ｒ 遺 伝 子 （ Ｒ ｖ ３ １ ３ ３ ｃ ） を 破 壊 し 、
（ ２ ） 該 破 壊 さ れ た ｄ ｅ ｖ Ｒ 遺 伝 子 か ら ｐ Ｊ Ｑ ２ ０ ０ Ｓ ｋ ｄ ｅ ｖ Ｒ ::ｋ ａ ｎ を 構 築 し 、
（ ３ ） 該 プ ラ ス ミ ド を 、 結 核 菌 （ M. tuberculosis） Ｈ ３ ７ Ｒ ｖ に 導 入 し 、
（ ４ ） カ ナ マ イ シ ン を 含 有 す る ミ ド ル ブ ル ッ ク ７ Ｈ １ ０ 寒 天 プ レ ー ト 上 で 、 プ ラ ス ミ ド の
組 み 込 み を 示 す 単 一 の 交 差 形 質 転 換 体 を 選 択 し 、
（ ５ ） 該 交 差 形 質 転 換 体 を 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ Ｐ Ｃ Ｒ ） に よ り 、 ｄ ｅ ｖ Ｒ 、 Ｋ ｍ R

お よ び シ ョ 糖 耐 性 （ Ｓ ａ ｃ Ｂ ） 遺 伝 子 配 列 の 存 在 に つ い て 解 析 し 、
（ ６ ） 該 遺 伝 子 配 列 を 、 ｄ ｅ ｖ Ｒ プ ロ ー ブ 、 ｄ ｅ ｖ Ｓ プ ロ ー ブ 、 カ ナ マ イ シ ン 耐 性 遺 伝 子
プ ロ ー ブ を 用 い て 、 サ ザ ン 解 析 の 工 程 に 付 し て 、 野 生 型 及 び ｄ ｅ ｖ Ｒ 遺 伝 子 座 の 破 壊 さ れ
た コ ピ ー を 含 む 結 核 菌 （ M. tuberculosis） Ｄ ｕ ｐ 　 ｄ ｅ ｖ Ｒ を 特 定 し 、
（ ７ ） カ ナ マ イ シ ン と シ ョ 糖 を 含 有 す る ミ ド ル ブ ル ッ ク ７ Ｈ ９ 培 地 中 で 、 結 核 菌 （ M. tub
erculosis） Ｄ ｕ ｐ 　 ｄ ｅ ｖ Ｒ を 増 殖 さ せ 、
（ ８ ） 該 増 殖 し た 結 核 菌 （ M. tuberculosis） Ｄ ｕ ｐ 　 ｄ ｅ ｖ Ｒ 株 を 、 カ ナ マ イ シ ン と シ
ョ 糖 を 含 有 す る ７ Ｈ １ ０ 培 地 を 有 す る 複 数 の プ レ ー ト に 付 し て 、 カ ナ マ イ シ ン 耐 性 形 質 転
換 体 を 得 る こ と に よ り 、 結 核 菌 （ M. tuberculosis） の ｄ ｅ ｖ Ｒ 変 異 株 を 得 、
（ ９ ） 該 増 殖 し た 結 核 菌 （ M. tuberculosis） ｄ ｅ ｖ Ｒ を 、 サ ザ ン ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
ン に 付 し 、 次 い で ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 法 に よ り 、 該 対 立 遺 伝 子 交 換 を 確 認 し 、
（ １ ０ ） 該 形 質 転 換 体 を 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 工 程 に 付 し て 、 ｄ ｅ ｖ Ｒ 　 ｋ ａ ｎ 破 壊 遺
伝 子 を 解 析 し 、
（ １ １ ） 該 ｄ ｅ ｖ Ｒ 　 ｋ ａ ｎ 破 壊 遺 伝 子 を 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 法 と 免 疫 電 子 顕 微
鏡 法 の 工 程 に 付 し て 、 該 遺 伝 子 の 機 能 破 壊 を 確 認 し 、
（ １ ２ ） ｄ ｅ ｖ Ｒ と ｄ ｅ ｖ Ｓ 遺 伝 子 発 現 に 関 し て 、 酸 素 制 限 条 件 下 で 結 核 菌 （ M. tubercu
losis） ｄ ｅ ｖ Ｒ 変 異 株 の 生 存 力 を 評 価 し 、
（ １ ３ ） ｄ ｅ ｖ Ｒ と ｄ ｅ ｖ Ｓ 遺 伝 子 発 現 に 関 し て 、 好 気 的 な 酸 素 制 限 条 件 下 で 該 結 核 菌 （
M. tuberculosis） 株 ｄ ｅ ｖ Ｒ の 生 存 力 を 評 価 し 、
（ １ ４ ） 該 増 殖 し た 株 を 逆 転 写 Ｐ Ｃ Ｒ 解 析 の 工 程 に 付 し て 、 Ｒ ｖ ３ １ ３ ４ ｃ － ｄ ｅ ｖ Ｒ －
ｄ ｅ Ｓ オ ペ ロ ン か ら 転 写 体 を 得 、
（ １ ５ ） 該 転 写 体 を 、 ウ ル ト ラ バ イ オ レ ッ ト （ Ultra-Violet） 社 製 ゲ ル 記 録 シ ス テ ム を 使
用 し て ス キ ャ ン し 、 更 に 、 こ れ を 、 コ ン ピ ュ ー タ ー ソ フ ト ウ ェ ア を 使 用 し て デ ン シ ト メ ー
タ ー 解 析 の 工 程 に 付 し 、
（ １ ６ ） （ ａ ） 結 核 菌 （ M. tuberculosis） の ｄ ｅ ｖ Ｒ 変 異 株 と 野 生 型 株 で 感 染 し た モ ル
モ ッ ト か ら の 、 感 染 臓 器 （ 肺 と 肝 臓 ） の 組 織 病 理 的 解 析 、 お よ び （ ｂ ） 感 染 し た 動 物 の 脾
臓 か ら の 結 核 菌 （ M. tuberculosis） の 回 収 と 細 菌 量 の 定 量 を 含 む 試 験 に よ り 、 モ ル モ ッ
ト で の 病 原 性 に つ い て 結 核 菌 （ M. tuberculosis） ｄ ｅ ｖ Ｒ 変 異 株 を 試 験 す る 、 こ と を 含
ん で な る 上 記 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
前 記 ｄ ｅ ｖ Ｒ 対 立 遺 伝 子 が 、 唯 一 の Ｐ ｐ ｕ Ｍ Ｉ 部 位 で カ ナ マ イ シ ン 耐 性 遺 伝 子 で 破 壊 さ れ
る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
前 記 培 地 は 、 カ ナ マ イ シ ン と シ ョ 糖 と を 含 む 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
前 記 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 法 と 前 記 免 疫 電 子 顕 微 鏡 法 の 工 程 は 、 従 来 法 で 行 わ れ る 、
請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
前 記 ｄ ｅ ｖ Ｒ 対 立 遺 伝 子 は 、 Ａ ｐ ａ Ｉ 　 Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ 断 片 と し て 切 り 取 ら れ 、 プ ラ ス ミ ド ｐ
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Ｊ Ｑ ２ ０ ０ Ｓ ｋ の 対 応 す る 部 位 に ク ロ ー ン 化 さ れ て 、 ｐ Ｊ Ｑ ２ ０ ０ Ｓ ｋ ｄ ｅ ｖ Ｒ ::ｋ ａ ｎ
を 構 築 す る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
前 記 プ ラ ス ミ ド は 、 電 気 穿 孔 法 に よ り 結 核 菌 （ M. tuberculosis） Ｈ ３ ７ Ｒ ｖ に 導 入 さ れ
る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 ０ ０ ０ １ 】
本 発 明 は 、 結 核 に 対 し て 有 効 な 治 療 法 と 治 療 薬 の 開 発 に 使 用 す る た め の 新 規 標 的 の 同 定 方
法 に 関 す る 。 特 に 本 発 明 は 、 低 酸 素 に お け る マ イ コ バ ク テ リ ウ ム の 持 続 的 生 在 と の 特 定 の
関 連 に お い て 、 抗 結 核 薬 を 含 む 治 療 法 を 開 発 す る た め の 新 し い 新 規 標 的 の 同 定 方 法 に 関 す
る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
結 核 は 、 世 界 中 で 毎 年 ３ 百 万 人 以 上 の 死 亡 を 引 き 起 こ し て い る 単 一 の 感 染 性 病 原 体 に よ る
主 要 な 死 亡 原 因 で あ る 。 １ ９ ９ ８ 年 、 イ ン ド で の 結 核 菌 の 症 例 に よ る 推 定 患 者 数 は ２ ， ０
７ ８ ， ０ ７ ６ で あ り 、 そ の う ち ９ ３ ５ ， １ ３ ５ 症 例 は 、 感 染 に よ る と 見 込 ま れ て い る 。 感
染 の 経 過 は 、 病 原 体 と 宿 主 免 疫 防 御 の 間 の 連 続 的 な 相 互 作 用 の 結 果 と し て 明 確 に 表 わ れ る
。 多 く の 例 に お い て 、 感 染 し た 個 体 は 、 有 効 な 免 疫 応 答 を 開 始 し 、 つ い に は 感 染 巣 の 周 り
に 肉 芽 腫 を 形 成 し 、 疾 患 の 進 行 を 停 止 す る 。 肉 芽 腫 内 の 環 境 は 、 低 酸 素 で あ る と 予 測 さ れ
る 。 臨 床 試 験 は 、 こ れ ら の 肉 芽 腫 内 で 結 核 菌 が 死 滅 せ ず 、 休 止 状 態 に あ る こ と を 示 唆 し て
い る 。 こ れ は 、 潜 伏 感 染 と 呼 ば れ て い る 。 潜 伏 感 染 の 約 １ ０ ％ は 、 再 び 活 動 性 と な り 、 感
染 開 始 の 数 ヶ 月 ～ 数 年 後 に 活 動 性 の 感 染 症 に 至 る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
潜 伏 感 染 者 の 数 の 多 さ は 、 結 核 の 発 生 数 の 減 少 と 結 核 菌 （ M. tuberculosis） 伝 染 率 の 低
下 に 対 す る 主 な 障 害 と な っ て い る 。 潜 伏 感 染 と 疾 病 の 間 に お け る 結 核 菌 （ M. tuberculosi
s） の 適 応 は 、 お そ ら く 宿 主 組 織 内 の 特 定 の 生 理 学 的 お よ び 環 境 的 条 件 に よ り 調 節 さ れ る
正 確 な 遺 伝 経 路 に よ り 行 わ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
結 核 の 予 防 、 抑 制 お よ び 治 療 の た め の 新 規 か つ よ り 指 向 性 の 方 法 を 工 夫 す る た め 、 こ れ ら
の 経 路 を 理 解 す る 必 要 に 迫 ら れ て い る 。 従 来 の 薬 剤 は 、 細 菌 の 増 殖 と 分 裂 （ 例 え ば 、 細 胞
壁 生 合 成 と Ｄ Ｎ Ａ 複 製 ） に 必 要 な 経 路 を 標 的 と し て い る 。 増 殖 が 遅 い か ま た は 増 殖 し て い
な い 細 菌 に 対 し て 、 従 来 の 薬 剤 の 活 性 が 低 い こ と が 、 現 在 の 治 療 法 が 感 染 を 撲 滅 す る の に
長 期 間 を 要 す る 重 要 な 理 由 で あ る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
註 釈 の 結 核 菌 （ M. tuberculosis） ゲ ノ ム で 、 そ れ ぞ れ 、 Ｒ ｖ ３ １ ３ ３ ｃ と Ｒ ｖ ３ １ ３ ２
ｃ と し て 示 さ れ て い る よ う な ｄ ｅ ｖ Ｒ － ｄ ｅ ｖ Ｓ 遺 伝 子 は 、 そ れ ぞ れ 、 応 答 レ ギ ュ レ ー タ
ー Ｄ ｅ ｖ Ｒ 及 び ヒ ス チ ジ ン キ ナ ー ゼ セ ン サ ー Ｄ ｅ ｖ Ｓ を コ ー ド す る と 予 測 さ れ る 。 こ の 遺
伝 子 系 は 、 結 核 菌 （ M. tuberculosis） の 病 原 性 株 と 非 病 原 性 株 の Ｒ Ｎ Ａ を 使 用 し て 、 差
し 引 き ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ り 我 々 の 実 験 室 で す で に 同 定 さ れ た も の で あ る （ 参 照
文 献 １ ） 。 本 明 細 書 に お い て 我 々 は 、 低 酸 素 に お け る マ イ コ バ ク テ リ ウ ム の 持 続 的 生 存 と
の 特 定 の 関 連 に お い て 、 抗 結 核 薬 を 含 む 治 療 法 を 開 発 す る た め に 、 新 し い 新 規 標 的 と し て
こ の 系 を 同 定 す る 方 法 を 記 載 す る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
従 っ て 、 本 発 明 の 目 的 は 、 患 者 の 疾 病 の 再 発 ／ 再 活 性 化 の 原 因 で あ る 標 的 、 即 ち 、 微 生 物
が 低 酸 素 に 適 応 す る こ と を 可 能 に す る 標 的 を 、 同 定 す る こ と に あ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
本 発 明 の 他 の 目 的 は 、 疾 病 の 再 発 ／ 再 活 性 化 の 原 因 で あ る 標 的 、 即 ち 、 微 生 物 が 低 酸 素 に
適 応 す る こ と を 可 能 に す る 標 的 を 同 定 し 、 治 療 法 と 抗 結 核 薬 を 開 発 す る こ と に あ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
本 発 明 に よ れ ば 、 結 核 に 対 し て 有 効 な 治 療 法 と 治 療 薬 の 開 発 に 使 用 す る た め の 新 規 標 的 の
同 定 方 法 で あ っ て 、
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（ １ ） プ ラ ス ミ ド ｐ Ｊ Ｔ ５ ３ ． ３ ４ の 約 ３ ， ３ kbの Ｅ ｃ ｏ Ｒ Ｉ － Ｈ ｉ ｎ ｄ Ｉ Ｉ Ｉ 挿 入 部 に
存 在 す る ｄ ｅ ｖ Ｒ 遺 伝 子 （ Ｒ ｖ ３ １ ３ ３ ｃ ） を 、 カ ナ マ イ シ ン 耐 性 （ Ｋ ｍ Ｒ ） カ セ ッ ト で
破 壊 し 、
（ ２ ） 該 破 壊 さ れ た ｄ ｅ ｖ Ｒ 遺 伝 子 か ら ｐ Ｊ Ｑ ２ ０ ０ Ｓ ｋ ｄ ｅ ｖ Ｒ ::ｋ ａ ｎ を 構 築 し 、
（ ３ ） 電 気 穿 孔 法 に よ り 、 該 プ ラ ス ミ ド を 結 核 菌 （ M. tuberculosis） Ｈ ３ ７ Ｒ ｖ に 導 入
し 、
（ ４ ） ２ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の カ ナ マ イ シ ン を 含 有 す る ミ ド ル ブ ル ッ ク ７ Ｈ １ ０ 寒 天 プ レ ー ト 上
で 、 プ ラ ス ミ ド の 組 み 込 み を 示 す 単 一 の 交 差 形 質 転 換 体 を 選 択 し 、
（ ５ ） 該 交 差 形 質 転 換 体 を 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ Ｐ Ｃ Ｒ ） に よ り 、 ｄ ｅ ｖ Ｒ 、 Ｋ ｍ R

お よ び シ ョ 糖 耐 性 （ Ｓ ａ ｃ Ｂ ） 遺 伝 子 配 列 の 存 在 に つ い て 解 析 し 、
（ ６ ） 該 遺 伝 子 配 列 を 、 ｄ ｅ ｖ Ｒ プ ロ ー ブ 、 ｄ ｅ ｖ Ｓ プ ロ ー ブ 、 カ ナ マ イ シ ン 耐 性 遺 伝 子
プ ロ ー ブ を 用 い て サ ザ ン 解 析 の 工 程 に 付 し て 、 野 生 型 、 及 び ｄ ｅ ｖ Ｒ 遺 伝 子 座 の 破 壊 さ れ
た コ ピ ー を 含 む 結 核 菌 （ M. tuberculosis） Ｄ ｕ ｐ 　 ｄ ｅ ｖ Ｒ を 特 定 し 、
（ ７ ） ２ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の カ ナ マ イ シ ン と ２ ％ シ ョ 糖 を 含 有 す る ミ ド ル ブ ル ッ ク ７ Ｈ ９ 培 地
中 で 結 核 菌 （ M. tuberculosis） Ｄ ｕ ｐ 　 ｄ ｅ ｖ Ｒ を 増 殖 さ せ 、
（ ８ ） 該 増 殖 し た 結 核 菌 （ M. tuberculosis） Ｄ ｕ ｐ 　 ｄ ｅ ｖ Ｒ 株 を 、 ２ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の
カ ナ マ イ シ ン と ２ ％ シ ョ 糖 を 含 有 す る ミ ド ル ブ ル ッ ク ７ Ｈ １ ０ 培 地 を 有 す る 複 数 の プ レ ー
ト に 付 し て 、 カ ナ マ イ シ ン 耐 性 形 質 転 換 体 を 得 、
（ ９ ） 該 増 殖 し た 結 核 菌 （ M. tuberculosis） ｄ ｅ ｖ Ｒ を 、 サ ザ ン ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
ン に 付 し 、 次 い で ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 法 に よ り 、 該 対 立 遺 伝 子 交 換 を 確 認 し 、
（ １ ０ ） 該 形 質 転 換 体 を 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 工 程 に 付 し て 、 ｄ ｅ ｖ Ｒ 　 ｋ ａ ｎ 破 壊 遺
伝 子 を 解 析 し 、
（ １ １ ） 該 ｄ ｅ ｖ Ｒ 　 ｋ ａ ｎ 破 壊 遺 伝 子 を 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 法 と 免 疫 電 子 顕 微
鏡 法 の 工 程 に 付 し て 、 該 遺 伝 子 の 機 能 破 壊 を 確 認 し 、
（ １ ２ ） ｄ ｅ ｖ Ｒ と ｄ ｅ ｖ Ｓ 遺 伝 子 発 現 に 関 し 、 酸 素 制 限 条 件 下 で 結 核 菌 （ M. tuberculo
sis） ｄ ｅ ｖ Ｒ 変 異 株 の 生 存 力 を 評 価 し 、
（ １ ３ ） ｄ ｅ ｖ Ｒ と ｄ ｅ ｖ Ｓ 遺 伝 子 発 現 に 関 し 、 好 気 的 な 酸 素 制 限 条 件 下 で 、 該 結 核 菌 （
M. tuberculosis） 株 ｄ ｅ ｖ Ｒ 変 異 株 の 生 存 力 を 評 価 し 、
（ １ ４ ） 該 増 殖 し た 株 を 逆 転 写 Ｐ Ｃ Ｒ 解 析 の 工 程 に 付 し て 、 Ｒ ｖ ３ １ ３ ４ ｃ － ｄ ｅ ｖ Ｒ －
ｄ ｅ Ｓ オ ペ ロ ン か ら 、 転 写 体 を 得 、
（ １ ５ ） 該 転 写 体 を 、 ウ ル ト ラ バ イ オ レ ッ ト （ Ultra-Violet） 製 品 ゲ ル 記 録 シ ス テ ム を 使
用 し て ス キ ャ ン し 、 更 に 、 こ れ を 、 コ ン ピ ュ ー タ ー ソ フ ト ウ ェ ア を 使 用 し て デ ン シ ト メ ー
タ ー 解 析 の 工 程 に 付 し 、
（ １ ６ ） モ ル モ ッ ト で の 病 原 性 に つ い て 結 核 菌 （ M. tuberculosis） ｄ ｅ ｖ Ｒ 変 異 株 を 試
験 す る 、 こ と を 含 ん で な る 上 記 方 法 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
結 核 に 対 し て 有 効 な 治 療 法 と 治 療 薬 の 開 発 に 使 用 す る た め の 新 規 標 的 の 同 定 方 法 を 、 添 付
の 図 面 を 参 照 し て 詳 細 に 説 明 す る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
図 １ は 、 結 核 菌 （ M. tuberculosis） の ｄ ｅ ｖ Ｒ 変 異 株 の コ ン ス ト ラ ク シ ョ ン を 示 し 、 ａ
） は 、 組 換 え 結 核 菌 （ M. tuberculosis） 株 の サ ザ ン ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 解 析 結 果 を
示 し 、 ｂ ） は 、 典 型 的 ｄ ｅ ｖ Ｒ 変 異 体 ク ロ ー ン の Ｐ Ｃ Ｒ 解 析 結 果 を 示 す 。
【 ０ ０ １ １ 】
図 ２ ａ ） は 、 ｄ ｅ ｖ Ｒ 変 異 体 結 核 菌 （ M. tuberculosis） の ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 解 析 結 果
を 示 し 、 図 ２ ｂ ） は 、 ｄ ｅ ｖ Ｒ 変 異 体 結 核 菌 （ M. tuberculosis） の 免 疫 電 子 顕 微 鏡 の 解
析 結 果 を 示 し 、 図 ２ ｃ ） は 、 結 核 菌 （ M. tuberculosis） の ｄ ｅ ｖ Ｒ 変 異 体 と Ｈ ３ ７ Ｒ ｖ
株 の イ ン ビ ト ロ 形 態 解 析 結 果 を 示 す 。
【 ０ ０ １ ２ 】
図 ３ は 、 結 核 菌 （ M. tuberculosis） の 野 生 型 株 と 変 異 株 の Ｒ ｖ ３ １ ３ ４ ｃ － ｄ ｅ ｖ Ｒ －
ｄ ｅ ｖ Ｓ オ ペ ロ ン の 発 現 解 析 結 果 を 示 す 。
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【 ０ ０ １ ３ 】
図 ４ は 、 結 核 菌 （ M. tuberculosis） の ｄ ｅ ｖ Ｒ 変 異 体 と Ｈ ３ ７ Ｒ ｖ 株 で 感 染 し た モ ル モ
ッ ト の 肝 臓 お よ び 肺 肉 芽 腫 の 特 徴 を 示 す 。
【 ０ ０ １ ４ 】
本 発 明 の 方 法 に よ り 、 結 核 菌 （ M. tuberculosis） の ｄ ｅ ｖ Ｒ 遺 伝 子 は 、 標 準 的 方 法 を 使
用 す る 対 立 遺 伝 子 交 換 に よ り 破 壊 さ れ る 。 簡 単 に 説 明 す る と 、 プ ラ ス ミ ド ｐ Ｊ Ｔ ５ ３ ． ３
４ の 約 ３ ． ３ kbの Ｅ ｃ ｏ Ｒ Ｉ － Ｈ ｉ ｎ ｄ III挿 入 体 中 に 位 置 す る ｄ ｅ ｖ Ｒ 遺 伝 子 を 、 唯 一
の Ｐ ｐ ｕ Ｍ Ｉ 部 位 で カ ナ マ イ シ ン 耐 性 （ Ｋ ｍ R ） 遺 伝 子 で 破 壊 す る 。 破 壊 し た ｄ ｅ ｖ Ｒ 対
立 遺 伝 子 を 、 Ａ ｐ ａ Ｉ － Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ 断 片 と し て 切 り 取 り 、 プ ラ ス ミ ド ｐ Ｊ Ｑ ２ ０ ０ Ｓ Ｋ の
対 応 す る 部 位 に ク ロ ー ン 化 し 、 ｐ Ｊ Ｑ ２ ０ ０ Ｓ ｋ ｄ ｅ ｖ Ｒ ::ｋ ａ ｎ を 構 築 す る 。 こ の プ ラ
ス ミ ド を 、 電 気 穿 孔 法 に よ り 結 核 菌 （ M. tuberculosis） Ｈ ３ ７ Ｒ ｖ 中 に 導 入 す る 。 プ ラ
ス ミ ド の 組 み 込 み を 示 す 単 一 の 交 差 形 質 転 換 体 を 、 ２ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の カ ナ マ イ シ ン を 含 有
す る ミ ド ル ブ ル ッ ク ７ Ｈ １ ０ 寒 天 プ レ ー ト 上 で 選 択 し 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ Ｐ Ｃ Ｒ ）
に よ り 、 ｄ ｅ ｖ Ｒ 、 Ｋ ｍ R お よ び シ ョ 糖 （ Ｓ ａ ｃ Ｂ ） 遺 伝 子 配 列 の 存 在 に つ い て 解 析 す る
。 ２ ５ 個 の Ｋ ｍ R コ ロ ニ ー を 解 析 し 、 ６ 個 の み が Ｋ ｍ R に つ い て Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 陽 性 で あ り 、
高 頻 度 で 自 然 発 生 に よ る Ｋ ｍ R （ ～ ７ ５ ％ ） を 示 し て い る 。 す べ て の ６ 個 の コ ロ ニ ー は 、
ｓ ａ ｃ Ｂ 　 Ｐ Ｃ Ｒ に つ い て 陽 性 で あ り 、 Ｋ ｍ R コ ロ ニ ー の 生 成 に 単 一 の 交 差 が 関 与 し て い
る こ と を 示 し て い る 。 （ ６ 個 の う ち ） ３ 個 は 、 Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 野 生 型 ｄ ｅ ｖ Ｒ （ ５ １ ３ bp）
と ｄ ｅ ｖ Ｒ ::ｋ ａ ｎ 生 成 物 （ １ ． ８ kb） に つ い て 陽 性 で あ り 、 プ ラ ス ミ ド 由 来 の ｄ ｅ ｖ Ｒ
::ｋ ａ ｎ コ ピ ー の 結 核 菌 （ M. tuberculosis） の 染 色 体 へ の 組 み 込 み が 起 き た こ と を 示 唆
し て い る 。 Ｋ ｍ R 遺 伝 子 特 異 的 プ ラ イ マ ー と と も に 染 色 体 隣 接 部 プ ラ イ マ ー を 使 用 す る Ｐ
Ｃ Ｒ に よ り 、 １ つ の ク ロ ー ン 中 の ｄ ｅ ｖ Ｒ ま た は ｄ ｅ ｖ Ｓ 遺 伝 子 座 の 近 く で 、 プ ラ ス ミ ド
組 み 込 み の 起 き た こ と が 示 唆 さ れ た 。 親 株 で 得 ら れ た ３ ． ８ kbの 単 一 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン シ グ ナ ル と は 対 照 的 に 、 ｄ ｅ ｖ Ｒ プ ロ ー ブ を 用 い る サ ザ ン ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
に よ り 、 ３ ． ８ kbと 約 ９ ． ５ kbの ２ つ の シ グ ナ ル が 得 ら れ る 。 ｄ ｅ ｖ Ｓ 遺 伝 子 を プ ロ ー ブ
と し て 使 用 し て 、 同 一 の 結 果 が 得 ら れ る （ 図 １ Ａ ） 。 Ｋ ｍ R 遺 伝 子 プ ロ ー ブ を 用 い る ハ イ
ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 ｄ ｅ ｖ Ｒ ま た は ｄ ｅ ｖ Ｓ 遺 伝 子 座 に お い て 、 Ｋ ｍ R 遺 伝 子 の 左 へ
の 、 単 一 の 交 差 組 換 え に よ り 生 じ る 約 ９ ． ５ kbの ベ ク タ ー 骨 格 含 有 断 片 を 際 立 た せ た 。 ｄ
ｅ ｖ Ｒ 遺 伝 子 座 の 野 生 型 と 破 壊 さ れ た コ ピ ー を 含 有 す る 部 分 ２ 倍 体 株 を 、 結 核 菌 （ M. tub
erculosis） Ｄ ｕ ｐ 　 ｄ ｅ ｖ Ｒ と 呼 ぶ （ 図 １ Ａ ） 。
【 ０ ０ １ ５ 】
カ ナ マ イ シ ン （ ２ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ ） と ２ ％ シ ョ 糖 を 含 有 す る ミ ド ル ブ ル ッ ク ７ Ｈ ９ 培 地 中 で
７ 日 間 、 結 核 菌 （ M. tuberculosis） Ｄ ｕ ｐ 　 ｄ ｅ ｖ Ｒ を 増 殖 さ せ る こ と に よ り 、 第 ２ の
工 程 に お い て 、 対 立 遺 伝 子 交 換 が 選 択 さ れ る 。 一 連 の 希 釈 液 は 、 カ ナ マ イ シ ン （ ２ ０ μ ｇ
／ ｍ ｌ ） と ２ ％ シ ョ 糖 を 含 有 す る ミ ド ル ブ ル ッ ク ７ Ｈ １ ０ 倍 地 上 で 培 養 さ れ る 。 全 部 で ８
７ の Ｋ ｍ R と シ ョ 糖 耐 性 （ Ｓ ｕ ｃ R ） 形 質 転 換 体 が 得 ら れ 、 こ れ ら の う ち ３ １ は 、 Ｐ Ｃ Ｒ で
野 生 型 ｄ ｅ ｖ Ｒ 遺 伝 子 に つ い て 陰 性 で あ り 、 １ ８ は 、 Ｐ Ｃ Ｒ で ｄ ｅ ｖ Ｒ ::ｋ ａ ｎ 破 壊 遺 伝
子 に つ い て 陽 性 で あ る 。 シ ョ 糖 耐 性 は 、 ｓ ａ ｃ Ｂ 遺 伝 子 が 、 分 離 の 結 果 と し て 失 わ れ る （
６ ４ ％ ） か 、 或 い は 変 異 が 蓄 積 し て 機 能 が 失 わ れ る （ ３ ６ ％ ） と い う ２ つ の 事 象 の う ち の
１ つ か ら 起 き た 。 対 立 遺 伝 子 交 換 は 、 サ ザ ン ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ り 確 認 さ れ る 。
簡 単 に 説 明 す る と 、 １ ６ （ １ ８ の う ち ） の Ｋ ｍ R － Ｓ ｕ ｃ R 形 質 転 換 体 を 、 ｄ ｅ ｖ Ｒ お よ び
ｄ ｅ ｖ Ｓ 遺 伝 子 プ ロ ー ブ を 用 い て 探 査 す る 。 １ ５ の コ ロ ニ ー で ２ 重 交 差 が 起 き て 、 野 生 型
ｄ ｅ ｖ Ｒ 遺 伝 子 （ ３ ． ８ kbの シ グ ナ ル ） で は な く 、 ｄ ｅ ｖ Ｒ ::ｋ ａ ｎ コ ピ ー （ ５ ． １ kbの
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン シ グ ナ ル ） の 存 在 が 導 か れ 、 変 異 体 は 、 ｄ ｅ ｖ Ｒ 遺 伝 子 座 中 に 挿
入 さ れ た Ｋ ｍ R カ セ ッ ト に 対 応 し て １ ． ３ ｋ ｂ サ イ ズ が 増 大 し て い た 。 Ｋ ｍ R 遺 伝 子 プ ロ ー
ブ と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 染 色 体 上 の Ｋ ｍ R カ セ ッ ト 破 壊 さ れ た ｄ ｅ ｖ Ｒ 遺 伝 子
コ ピ ー の 保 持 を 確 認 し た 。 ｓ ａ ｃ Ｂ プ ロ ー ブ と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が 無 い こ と は 、
こ の 遺 伝 子 が 、 縦 列 複 製 の 分 離 中 に 失 わ れ る こ と を 立 証 し た （ 示 し て い な い ） 。 典 型 的 ク
ロ ー ン を 図 １ Ａ に 示 す 。 １ つ の ｄ ｅ ｖ Ｒ ノ ッ ク ア ウ ト ク ロ ー ン を 、 さ ら な る 解 析 の た め に
、 ラ ン ダ ム に 選 択 す る 。 遺 伝 子 置 換 も 、 Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 確 認 さ れ る （ 図 １ Ｂ ） 。
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【 ０ ０ １ ６ 】
変 異 体 中 の ｄ ｅ ｖ Ｒ 遺 伝 子 の 機 能 破 壊 は 、 標 準 的 方 法 を 使 用 し て ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン
グ 法 と 免 疫 電 子 顕 微 鏡 に よ り 確 認 さ れ る 。 結 核 菌 （ M. tuberculosis） Ｈ ３ ７ Ｒ ｖ 、 ｄ ｅ
ｖ Ｒ 変 異 体 お よ び 大 腸 菌 （ E. coli） の 対 数 増 殖 期 培 養 物 の 超 音 波 処 理 物 を 、 変 性 ポ リ ア
ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 に か け 、 タ ン パ ク 質 を ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 に 移 し 、 結 核 菌 （ M.
 tuberculosis） の ｄ ｅ ｖ Ｒ タ ン パ ク 質 に 対 し て ウ サ ギ で 作 成 し た １ ； １ ， ０ ０ ０ 希 釈 し
た ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 Ｄ ｅ ｖ Ｒ 抗 体 で 探 査 し た 。 免 疫 活 性 は 、 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ
結 合 性 ロ バ 抗 ウ サ ギ 免 疫 グ ロ ブ リ ン Ｇ と ３ ， ３ ’ － ジ ア ミ ノ ベ ン ジ ジ ン 基 質 を 使 用 し て 、
評 価 す る 。 Ｄ ｅ ｖ Ｒ タ ン パ ク 質 は 、 Ｄ ｅ ｖ Ｒ タ ン パ ク 質 を 過 剰 発 現 し て い る 結 核 菌 （ M. t
uberculosis） Ｈ ３ ７ Ｒ ｖ と 組 換 え 大 腸 菌 （ E. coli） 中 で 視 覚 化 さ れ る が 、 変 異 株 中 で は
見 ら れ な い （ 図 ２ Ａ ） 。 免 疫 電 子 顕 微 鏡 に よ り 、 Ｄ ｅ ｖ Ｒ 標 識 は 、 野 生 型 微 生 物 の 表 面 上
と 細 胞 質 ゾ ル 中 で 起 き た （ 桿 菌 当 た り ２ ５ ± ２ ． ４ の 金 粒 、 図 ２ Ｂ ） が 、 変 異 株 中 で は 起
き な か っ た （ 桿 菌 当 た り ２ ± ０ ． ８ ８ の 金 粒 、 図 ２ Ｂ ） 。
【 ０ ０ １ ７ 】
変 異 体 と 親 菌 の 形 態 は 、 走 査 電 子 顕 微 鏡 に よ り 比 較 さ れ る 。 野 生 型 菌 （ 平 均 ２ ～ ４ μ ｍ 、
図 ２ Ｃ ） と 比 較 し て 、 対 数 増 殖 期 の 変 異 体 （ 平 均 ４ ～ ６ μ ｍ ） は 長 い 。 １ ０ ％ ア ル ブ ミ ン
－ デ キ ス ト ロ ー ス と ０ ． ０ ５ ％ ツ イ ー ン ８ ０ を 含 有 す る ７ Ｈ ９ 中 で 、 好 気 的 条 件 下 で ３ つ
ず つ 培 養 し た ｄ ｅ ｖ Ｒ 変 異 体 と 親 株 の 増 殖 曲 線 を 、 比 較 す る 。 平 均 Ａ 5 9 0 は 、 野 生 型 培 養
物 で は １ 日 目 の ０ ． ０ ５ ４ か ら ２ ８ 日 目 の １ ． ４ １ ま で 上 昇 し 、 変 異 体 培 養 物 で は ０ ． ０
４ ８ か ら １ ． ９ ま で 上 昇 し た 。 各 時 点 で の 変 異 体 と 親 株 と の Ａ 5 9 0 の 差 は 、 統 計 的 に 有 意
な も の で は な く （ ウ ィ ル コ キ ソ ン 順 位 和 検 定 ） 、 ｄ ｅ ｖ Ｒ 変 異 は 、 好 気 的 条 件 下 で の 結 核
菌 （ M. tuberculosis） の 増 殖 に 大 き な 影 響 を 与 え な か っ た こ と を 示 唆 す る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
結 核 菌 （ M. tuberculosis） 中 で 転 写 さ れ る こ と が す で に 証 明 さ れ た 結 核 菌 （ M. tubercul
osis） の ｄ ｅ ｖ Ｒ と ｄ ｅ ｖ Ｓ 遺 伝 子 の 発 現 に 及 ぼ す 酸 素 制 限 の 影 響 を 評 価 し た 。 培 養 物 が
ヅ ボ ス （ Dubos） ツ イ ー ン ア ル ブ ミ ン 中 で 攪 拌 無 し で ゆ っ く り 増 殖 し た 休 止 期 の 結 核 菌 （ M
. tuberculosis） の イ ン ビ ト ロ モ デ ル は 、 低 酸 素 濃 度 が 増 殖 を 制 限 す る 培 養 容 器 の 底 を 用
い て 使 用 し た 。 約 ３ ０ 日 後 、 細 菌 は 静 止 期 ／ 非 複 製 増 殖 期 に 入 っ た 。 こ の 期 間 中 、 野 生 型
微 生 物 は 、 １ ８ 倍 増 殖 し た 。 野 生 型 微 生 物 は 、 生 存 能 力 の 検 出 可 能 な 喪 失 す る こ と な く 、
ゆ る や か に 酸 素 枯 渇 に 適 応 し た 。 変 異 体 細 菌 は 、 ３ ０ 日 間 わ た っ て 、 わ ず か に 約 ５ 倍 増 殖
し た の み で あ る 。 実 験 の 最 後 に 変 異 株 の 生 存 能 力 は 、 親 株 の 約 ２ ５ ％ で あ る 。 結 核 菌 （ M.
 tuberculosis） 親 株 と 変 異 株 の 好 気 的 攪 拌 培 養 物 は 、 同 時 に 対 数 期 （ Ａ 5 9 0 約 ０ ． ４ ） ま
で 増 殖 さ れ る 。 Rneasyミ ニ キ ッ ト （ Qiagen、 ド イ ツ ） を 使 用 し て 、 対 数 期 の ３ ０ 日 お よ び
４ ０ 日 非 攪 拌 培 養 物 か ら Ｒ Ｎ Ａ を 単 離 し 、 Ｒ ｖ ３ １ ３ ４ ｃ － ｄ ｅ ｖ Ｒ － ｄ ｅ ｖ Ｓ オ ペ ロ ン
（ Ｒ ｖ ３ １ ３ ４ ｃ は こ の オ ペ ロ ン 中 の 最 初 の 遺 伝 子 で あ る ） に 由 来 す る 転 写 体 に つ い て 、
逆 転 写 Ｐ Ｃ Ｒ を 行 う 。 Ｕ Ｖ Ｐ ゲ ル 記 録 シ ス テ ム を 使 用 し て ゲ ル を ス キ ャ ン し 、 Labworks（
登 録 商 標 ） 解 析 ソ フ ト ウ ェ ア Ultra-Violet社 製 、 ア メ リ カ 合 衆 国 ） を 使 用 し て 、 デ ン シ ト
メ ー タ ー 解 析 を 行 う 。 低 酸 素 条 件 下 で は 、 野 生 型 培 養 物 中 の ｄ ｅ ｖ Ｒ 、 ｄ ｅ ｖ Ｓ お よ び Ｒ
ｖ ３ １ ３ ４ ｃ 遺 伝 子 の 発 現 は 、 約 ３ ～ 約 ４ 倍 高 め ら れ る 。 変 異 株 で も 当 該 上 方 調 整 が 観 察
さ れ る が 、 Ｒ ｖ ３ １ ３ ４ ｃ と ｄ ｅ ｖ Ｓ 遺 伝 子 発 現 の 基 礎 レ ベ ル は 、 野 生 型 株 で 観 察 さ れ た
も の よ り 約 ２ ． ５ 倍 低 い 。 予 測 さ れ る よ う に 、 野 生 型 ｄ ｅ ｖ Ｒ 遺 伝 子 か ら の 転 写 は 、 変 異
株 で は 検 出 さ れ な い （ 図 ３ ） 。 Ｋ ｍ R カ セ ッ ト （ ｄ ｅ ｖ Ｒ 遺 伝 子 内 ） の 発 現 も ま た 、 同 様
の 条 件 下 で 上 方 調 整 さ れ る （ デ ー タ は 示 し て い な い ） た め 、 変 異 株 中 の ｄ ｅ ｖ Ｓ 遺 伝 子 の
発 現 と そ の 上 方 調 整 は 、 上 流 に 発 生 す る 転 写 の た め で あ る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
治 療 法 と 抗 結 核 薬 の 開 発 に 使 用 す る た め の 新 規 標 的 の 同 定 方 法 を 、 本 明 細 書 に 詳 細 に 記 載
す る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
モ ル モ ッ ト で の イ ン ビ ボ 増 殖 と 疾 病 を 引 き 起 こ す 能 力 に 関 す る ｄ ｅ ｖ Ｒ 変 異 の 影 響 を 、 以
下 の よ う に 評 価 す る 。 ラ ン ダ ム に 飼 育 し た ア ル ビ ノ の モ ル モ ッ ト （ 各 群 ５ 匹 ） に 、 ０ ． １
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ｍ lの リ ン 酸 緩 衝 化 生 理 食 塩 水 中 の 生 存 活 性 の あ る 菌 （ 結 核 菌 （ M. tuberculosis） Ｈ ３ ７
Ｒ ｖ × １ ０ 6 CFUお よ び ｄ ｅ ｖ Ｒ 変 異 体 ３ ． ２ × １ ０ 7 CFU） を 、 皮 下 注 射 す る 。 感 染 後 ４ ７
日 目 に 、 モ ル モ ッ ト を 屠 殺 す る 。 屠 殺 日 の 前 に 結 核 以 外 で 死 ん だ １ 匹 （ Ｈ ３ ７ Ｒ ｖ 群 ） は
、 解 析 か ら は ず し て い る 。 内 臓 中 の 目 に 見 え る 結 核 の 量 を 、 以 下 の よ う に し て 屠 殺 直 後 に
評 価 し た 。 結 核 菌 （ M. tuberculosis） Ｈ ３ ７ Ｒ ｖ で 感 染 し た モ ル モ ッ ト で 、 肺 、 肝 臓 、
脾 臓 お よ び リ ン パ 節 の 深 い 関 与 が 見 ら れ る 。 視 覚 ス コ ア は 、 親 株 お よ び 変 異 株 で 感 染 し た
モ ル モ ッ ト に つ い て 、 そ れ ぞ れ ４ ３ ～ ９ ３ （ 平 均 ７ ７ ） お よ び ２ ３ ～ ４ ８ （ 平 均 ３ ８ ． ４
） で あ り 、 差 は 有 意 で あ る （ ｐ ＜ ０ ． ０ ５ 、 表 １ ） 。 肝 臓 は 、 最 も 影 響 を 受 け た 臓 器 で あ
り 、 無 数 の 大 き な 結 核 結 節 が 多 く 侵 襲 し て お り 、 親 株 で 感 染 し た モ ル モ ッ ト で は 壊 死 の 領
域 が 見 ら れ る 。 脾 臓 と 肺 は 、 無 数 の 小 さ な 結 核 結 節 の 中 程 度 の 侵 襲 を 示 し た 。 変 異 株 で 感
染 し た モ ル モ ッ ト の 臓 器 で は 、 見 ら れ る 病 変 の 数 は か な り 少 な い （ 表 １ ） 。 脾 臓 を ホ モ ジ
ナ イ ズ し 、 連 続 希 釈 物 を Ｌ Ｊ 斜 面 培 地 に 塗 沫 し た 。 親 株 で 感 染 し た 動 物 の 脾 臓 か ら 全 部 で
７ ． ０ ９ ± ０ ． ８ ３  log10 cfuが 単 離 さ れ 、 変 異 株 で 感 染 し た 動 物 の 脾 臓 か ら ４ ． ４ ± １
． ２ １  log10 cfuが 単 離 さ れ 、 差 は 有 意 で あ る （ ｐ ＜ ０ ． ０ ５ 、 表 １ ） 。
【 ０ ０ ２ １ 】
肝 臓 と 肺 の 剖 検 試 料 か ら 連 続 す る ５ μ ｍ 四 方 の 切 片 に つ い て 、 既 に 記 載 し た よ う に 組 織 学
的 特 徴 （ 臓 器 の 構 造 、 切 片 中 の 肉 芽 腫 に よ り 占 め ら れ た 領 域 の 割 合 、 肉 芽 腫 内 の 主 要 な 細
胞 成 分 の 割 合 ） の 半 定 量 的 評 価 を 行 っ た 。 変 異 株 で 感 染 し た ５ 匹 の モ ル モ ッ ト の う ち ３ 匹
か ら の 肝 臓 切 片 は 、 通 常 の 構 造 を 有 し 、 肉 芽 腫 や 炎 症 性 細 胞 浸 潤 物 の 存 在 は 示 さ な い 。 変
異 株 で 感 染 し た 残 り の ２ 匹 の 動 物 で は 、 小 さ く 、 正 し く 組 織 化 さ れ た 、 非 壊 死 性 の 上 皮 様
細 胞 肉 芽 腫 が 観 察 さ れ る 。 親 株 で 感 染 し た す べ て の ４ 匹 の モ ル モ ッ ト か ら の 肝 臓 切 片 は 、
上 皮 様 細 胞 と リ ン パ 球 と か ら な る 十 分 に 形 成 さ れ た 肉 芽 腫 の 存 在 を 示 し た 。 他 の 型 の 細 胞
は 存 在 し な い 。 あ る 動 物 で は 、 肉 芽 腫 は 広 範 （ ６ ５ ％ ） で あ り 、 臓 器 構 造 の 部 分 的 破 壊 を
伴 う （ 図 ４ ） 。 肝 臓 と 比 較 す る と 、 肺 の 方 が 、 は る か に 広 範 な 破 壊 を 伴 う こ と に 気 付 く 。
変 異 株 で 感 染 し た す べ て の モ ル モ ッ ト の 肺 の 構 造 は 、 正 常 で あ る 。 す べ て の 動 物 は 肉 芽 腫
の 存 在 を 示 し た が 、 こ れ は 非 常 に 小 さ く 、 リ ン パ 球 と マ ク ロ フ ァ ー ジ と か ら な っ て い た 。
巨 細 胞 お よ び 他 の 細 胞 ま た は 壊 死 は 、 ど の 肺 で も 見 ら れ な い 。 親 株 で 感 染 し た 動 物 で は 、
１ 匹 の モ ル モ ッ ト か ら の 肺 は 、 完 全 に 破 壊 さ れ 、 残 り の ３ 匹 で は 部 分 的 に 傷 害 さ れ て い る
。 肉 芽 腫 は 、 ４ ０ ％ ～ ８ ５ ％ の 範 囲 で あ り 、 大 部 分 が リ ン パ 球 性 の も の か ら 多 く が 組 織 球
性 の も の ま で あ っ た （ 図 ４ ） 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
感 染 後 ７ 週 目 に 、 親 株 で 感 染 し た モ ル モ ッ ト と 比 較 し て 、 変 異 株 で 感 染 し た モ ル モ ッ ト か
ら は 、 有 意 に 少 な な 臓 器 病 変 が 観 察 さ れ 、 ほ ぼ １ ０ ０ ０ 分 の １ の 少 な い 細 菌 量 が 回 収 さ れ
た 。 肺 と 比 較 し て 肝 臓 で は マ ク ロ フ ァ ー ジ や リ ン パ 球 よ り 上 皮 様 細 胞 が 優 勢 で あ る こ と は
、 肝 臓 で の 良 好 な 免 疫 応 答 と よ り 進 行 し た 肉 芽 腫 の 分 解 を 示 唆 す る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
従 っ て 、 結 核 菌 （ M. tuberculosis） の 病 原 性 に は Ｄ ｅ ｖ Ｒ － Ｄ ｅ ｖ Ｓ ２ 成 分 系 が 関 与 し
、 こ れ ら が 、 酸 素 制 限 と 低 酸 素 へ の 応 答 の 開 始 及 び 維 持 と の 間 の 重 要 な 制 御 上 の リ ン ク で
あ り 得 る こ と が わ か る 。 嫌 気 的 微 環 境 へ の マ イ コ バ ク テ リ ウ ム （ Mycobacterium） の 適 応
は 、 結 核 菌 が 、 炎 症 性 お よ び 壊 死 性 病 変 （ 例 え ば 肉 芽 腫 ） 内 で 、 休 止 ／ 静 止 期 の よ う な 持
続 状 態 で 無 制 限 に 存 在 す る 手 段 を 与 え る と 考 え ら れ る 。 従 っ て 、 こ の 遺 伝 子 系 は 、 結 核 （
特 に 、 持 続 条 件 ） の 治 療 の た め の 新 し い 新 規 な 薬 剤 の 開 発 の た め の 重 要 な 標 的 と な る で あ
ろ う 。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】
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【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 17年 2月 8日 (2005.2.8)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 特 許 請 求 の 範 囲
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 特 許 請 求 の 範 囲 】
　 　 【 請 求 項 １ 】 　 結 核 に 対 し て 有 効 な 治 療 法 と 治 療 薬 の 開 発 に 使 用 す る た め の 新 規 標 的
の 同 定 方 法 で あ っ て 、
（ １ ） プ ラ ス ミ ド ｐ Ｊ Ｔ ５ ３ ． ３ ４ の 約 ３ ， ３ kbの Ｅ ｃ ｏ Ｒ Ｉ － Ｈ ｉ ｎ ｄ Ｉ Ｉ Ｉ 挿 入 部 に
存 在 す る ｄ ｅ ｖ Ｒ 遺 伝 子 （ Ｒ ｖ ３ １ ３ ３ ｃ ） を 破 壊 し 、
（ ２ ） 該 破 壊 さ れ た ｄ ｅ ｖ Ｒ 遺 伝 子 か ら ｐ Ｊ Ｑ ２ ０ ０ Ｓ ｋ ｄ ｅ ｖ Ｒ ::ｋ ａ ｎ を 構 築 し 、
（ ３ ） 該 プ ラ ス ミ ド を 、 結 核 菌 （ M. tuberculosis） Ｈ ３ ７ Ｒ ｖ に 導 入 し 、
（ ４ ） カ ナ マ イ シ ン を 含 有 す る ミ ド ル ブ ル ッ ク ７ Ｈ １ ０ 寒 天 プ レ ー ト 上 で 、 プ ラ ス ミ ド の
組 み 込 み を 示 す 単 一 の 交 差 形 質 転 換 体 を 選 択 し 、
（ ５ ） 該 交 差 形 質 転 換 体 を 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ Ｐ Ｃ Ｒ ） に よ り 、 ｄ ｅ ｖ Ｒ 、 Ｋ ｍ R

お よ び シ ョ 糖 耐 性 （ Ｓ ａ ｃ Ｂ ） 遺 伝 子 配 列 の 存 在 に つ い て 解 析 し 、
（ ６ ） 該 遺 伝 子 配 列 を 、 ｄ ｅ ｖ Ｒ プ ロ ー ブ 、 ｄ ｅ ｖ Ｓ プ ロ ー ブ 、 カ ナ マ イ シ ン 耐 性 遺 伝 子
プ ロ ー ブ を 用 い て 、 サ ザ ン 解 析 の 工 程 に 付 し て 、 野 生 型 及 び ｄ ｅ ｖ Ｒ 遺 伝 子 座 の 破 壊 さ れ
た コ ピ ー を 含 む 結 核 菌 （ M. tuberculosis） Ｄ ｕ ｐ 　 ｄ ｅ ｖ Ｒ を 特 定 し 、
（ ７ ） カ ナ マ イ シ ン と シ ョ 糖 を 含 有 す る ミ ド ル ブ ル ッ ク ７ Ｈ ９ 培 地 中 で 、 結 核 菌 （ M. tub
erculosis） Ｄ ｕ ｐ 　 ｄ ｅ ｖ Ｒ を 増 殖 さ せ 、
（ ８ ） 該 増 殖 し た 結 核 菌 （ M. tuberculosis） Ｄ ｕ ｐ 　 ｄ ｅ ｖ Ｒ 株 を 、 カ ナ マ イ シ ン と シ
ョ 糖 を 含 有 す る ７ Ｈ １ ０ 培 地 を 有 す る 複 数 の プ レ ー ト に 付 し て 、 カ ナ マ イ シ ン 耐 性 形 質 転
換 体 を 得 る こ と に よ り 、 結 核 菌 （ M. tuberculosis） の ｄ ｅ ｖ Ｒ 変 異 株 を 得 、
（ ９ ） 該 増 殖 し た 結 核 菌 （ M. tuberculosis） ｄ ｅ ｖ Ｒ を 、 サ ザ ン ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
ン に 付 し 、 次 い で ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 法 に よ り 、 該 対 立 遺 伝 子 交 換 を 確 認 し 、
（ １ ０ ） 該 形 質 転 換 体 を 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 工 程 に 付 し て 、 ｄ ｅ ｖ Ｒ 　 ｋ ａ ｎ 破 壊 遺
伝 子 を 解 析 し 、
（ １ １ ） 該 ｄ ｅ ｖ Ｒ 　 ｋ ａ ｎ 破 壊 遺 伝 子 を 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 法 と 免 疫 電 子 顕 微
鏡 法 の 工 程 に 付 し て 、 該 遺 伝 子 の 機 能 破 壊 を 確 認 し 、
（ １ ２ ） ｄ ｅ ｖ Ｒ と ｄ ｅ ｖ Ｓ 遺 伝 子 発 現 に 関 し て 、 酸 素 制 限 条 件 下 で 結 核 菌 （ M. tubercu
losis） ｄ ｅ ｖ Ｒ 変 異 株 の 生 存 力 を 評 価 し 、
（ １ ３ ） ｄ ｅ ｖ Ｒ と ｄ ｅ ｖ Ｓ 遺 伝 子 発 現 に 関 し て 、 好 気 的 な 酸 素 制 限 条 件 下 で 該 結 核 菌 （
M. tuberculosis） 株 ｄ ｅ ｖ Ｒ の 生 存 力 を 評 価 し 、
（ １ ４ ） 該 増 殖 し た 株 を 逆 転 写 Ｐ Ｃ Ｒ 解 析 の 工 程 に 付 し て 、 Ｒ ｖ ３ １ ３ ４ ｃ － ｄ ｅ ｖ Ｒ －
ｄ ｅ Ｓ オ ペ ロ ン か ら 転 写 体 を 得 、
（ １ ５ ） 該 転 写 体 を 、 ウ ル ト ラ バ イ オ レ ッ ト （ Ultra-Violet） 社 製 ゲ ル 記 録 シ ス テ ム を 使
用 し て ス キ ャ ン し 、 更 に 、 こ れ を 、 コ ン ピ ュ ー タ ー ソ フ ト ウ ェ ア を 使 用 し て デ ン シ ト メ ー
タ ー 解 析 の 工 程 に 付 し 、
（ １ ６ ） （ ａ ） 結 核 菌 （ M. tuberculosis） の ｄ ｅ ｖ Ｒ 変 異 株 と 野 生 型 株 で 感 染 し た モ ル
モ ッ ト か ら の 、 感 染 臓 器 （ 肺 と 肝 臓 ） の 組 織 病 理 的 解 析 、 お よ び （ ｂ ） 感 染 し た 動 物 の 脾
臓 か ら の 結 核 菌 （ M. tuberculosis） の 回 収 と 細 菌 量 の 定 量 を 含 む 試 験 に よ り 、 モ ル モ ッ
ト で の 病 原 性 に つ い て 結 核 菌 （ M. tuberculosis） ｄ ｅ ｖ Ｒ 変 異 株 を 試 験 す る 、 こ と を 含
ん で な る 上 記 方 法 。
　 　 【 請 求 項 ２ 】 　 前 記 ｄ ｅ ｖ Ｒ 対 立 遺 伝 子 が 、 唯 一 の Ｐ ｐ ｕ Ｍ Ｉ 部 位 で カ ナ マ イ シ ン 耐
性 遺 伝 子 で 破 壊 さ れ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
　 　 【 請 求 項 ３ 】 　 前 記 培 地 は 、 カ ナ マ イ シ ン と シ ョ 糖 と を 含 む 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法
。
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　 　 【 請 求 項 ４ 】 　 前 記 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 法 と 前 記 免 疫 電 子 顕 微 鏡 法 の 工 程 は 、
従 来 法 で 行 わ れ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
　 　 【 請 求 項 ５ 】 　 前 記 ｄ ｅ ｖ Ｒ 対 立 遺 伝 子 は 、 Ａ ｐ ａ Ｉ 　 Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ 断 片 と し て 切 り 取
ら れ 、 プ ラ ス ミ ド ｐ Ｊ Ｑ ２ ０ ０ Ｓ ｋ の 対 応 す る 部 位 に ク ロ ー ン 化 さ れ て 、 ｐ Ｊ Ｑ ２ ０ ０ Ｓ
ｋ ｄ ｅ ｖ Ｒ ::ｋ ａ ｎ を 構 築 す る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
　 　 【 請 求 項 ６ 】 　 前 記 プ ラ ス ミ ド は 、 電 気 穿 孔 法 に よ り 結 核 菌 （ M. tuberculosis） Ｈ
３ ７ Ｒ ｖ に 導 入 さ れ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
　 　 【 請 求 項 ７ 】 　

(10) JP 2005-516615 A 2005.6.9

結 核 に 対 し て 有 効 な 治 療 法 と 治 療 薬 の 開 発 に 使 用 す る た め の 新 規 ｄ ｅ
ｖ Ｒ タ ー ゲ ッ ト 。
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【要約の続き】
ンに付し、次いで、ポリメラーゼ連鎖反応法により、該対立遺伝子交換を確認し、
（１０）該形質転換体を、ポリメラーゼ連鎖反応解析の工程に付して、ｄｅｖＲ　ｋａｎ破壊遺伝子を解析し、
（１１）ｄｅｖＲ　ｋａｎ破壊遺伝子を、ウェスタンブロッティング法と免疫電子顕微鏡法の工程に付して、該遺伝
子の機能破壊を確認し、
（１２）ｄｅｖＲとｄｅｖＳ遺伝子発現に関し、酸素制限条件下で結核菌（M. tuberculosis）ｄｅｖＲ変異株の生
存力を評価し、
（１３）ｄｅｖＲとｄｅｖＳ遺伝子発現に関し、好気的な酸素制限条件下で該結核菌（M. tuberculosis）株ｄｅｖ
Ｒの生存力を評価し、
（１４）該増殖した株を逆転写ＰＣＲ解析の工程に付して、Ｒｖ３１３４ｃ－ｄｅｖＲ－ｄｅＳオペロンから転写体
を得、
（１５）該転写体を、ウルトラバイオレット（Ultra-Violet）社製ゲル記録システムを使用してスキャンし、更に、
これを、コンピューターソフトウェアを使用してデンシトメーター解析の工程に付し、
（１６）組織（肺と肝臓）の組織病理的解析と微生物学的方法により、ｄｅｖＲ変異株で感染したモルモットの脾臓
中の細菌量の定量することにより、モルモットでの病原性について結核菌（M. tuberculosis）ｄｅｖＲ変異株を試
験する、ことを含んでなる上記方法。
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一种鉴定用于开发结核病有效疗法和治疗剂的新靶标的方法，包括： 
（1）存在于质粒pJT53.34的大约3.3kb EcoRI-HindIII插入物中的devR基
因被破坏， （2）从被破坏的devR基因构建pJQ200SkdevR :: kan， 
（3）将该质粒转化为结核分枝杆菌（M.tuberculosis）（M.结核病）
H37Rv， （4）在含有卡那霉素的Middle Brook 7H10琼脂平板上选择显
示质粒整合的单交叉转化体， （5）通过聚合酶链式反应（PCR）分析
交叉转化的存在devR，KmR和蔗糖抗性（SacB）基因序列， （6）将基
因序列插入devR探针，devS探针，卡那霉素抗性在使用遗传探针的
Southern分析之后，鉴定了含有破坏的野生型和devR基因座拷贝的结核
分枝杆菌Dup devR， （7）结核分枝杆菌Dup devR在含有卡那霉素和蔗
糖的中Brook 7H9培养基中生长， （8）扩大的结核分枝杆菌Dup将devR
菌株置于具有含有卡那霉素和蔗糖的7H10培养基的多个平板中以获得卡
那霉素抗性转化体， （9）对扩增的结核分枝杆菌devR进行Southern杂
交，然后通过聚合酶链反应验证所述等位基因交换， （10）对所述转化
体进行聚合酶链式反应分析以获得devR我们分析了kan破坏基因， （11）将devR kan破坏基因进行蛋白质印迹和免疫电子显微镜
检查，以确认基因的功能性破坏， （12）对于devR和devS基因表达，在氧限制条件下评估结核分枝杆菌devR突变株的活力， 
（13）关于devR和devS基因表达，在有氧限氧条件下，上述细菌（M.结核病）应变devR活力评估， （14）对生长的菌株进行逆
转录PCR分析步骤以获得来自Rv 3134 c-dev R-deS操纵子的转录物， （15）使用Ultra-Violet Co.，Ltd。制造的凝胶记录系统扫描
转印体，并使用计算机软件进一步进行密度计分析， （16）组织（肺和肝）的组织病理学分析在感染了DevR突变体豚鼠的脾脏中
通过生物方法制成，通过测定细菌负荷，检测结核病（结核杆菌）在豚鼠中的毒力devR突变株，包括以上方法。
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