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(57)【要約】
本発明は、ＢＡＳＢ０７０ポリペプチドと、ＢＡＳＢ０
７０ポリペプチドをコードするポリヌクレオチドと、組
み換え技術を利用してそのようなポリペプチドを産生す
る方法とを提供する。本発明は、ＢＡＳＢ０７０ポリペ
プチドを用いて抗バクテリア化合物をスクリーニングす
る方法をも提供する。
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【特許請求の範囲】

    【請求項１】  配列番号２又は４のアミノ酸配列に対し又はその免疫原性断

片に対し少なくとも８５％の同一性を有するアミノ酸配列を含み、かつ、医薬と

して許容される担体とともに、上記アミノ酸配列又はその免疫原性断片のミモト

ープを含む、ポリペプチドの有効量を含むワクチン製剤。

    【請求項２】  前記アミノ酸配列が配列番号２又は４のアミノ酸配列に対し

又はその免疫原性断片に対し少なくとも９５％の同一性を有する、請求項１に記

載のワクチン製剤。

    【請求項３】  配列番号１又は３のヌクレオチド配列又はその断片であって

免疫原性ポリペプチドをコードするものに対し少なくとも８５％の同一性を有す

るヌクレオチド配列を、医薬として許容される担体とともに含むポリヌクレオチ

ドの有効量を含むワクチン製剤。

    【請求項４】  前記製剤が少なくとも１の他のヘモフィラス・インフルエン

ザ（Ｈａｅｍｏｐｈｉｌｕｓ  ｉｎｆｌｕｅｎｚａｅ）抗原を含む、請求項１～

３のいずれか１項に記載のワクチン製剤。

    【請求項５】  免疫原性ポリペプチドをコードする配列番号１又は３のアミ

ノ酸配列又はその断片に対し少なくとも８５％の同一性を有するヌクレオチド配

列を含む単離されたポリヌクレオチドを含む発現ベクター又は生きた組換え微生

物。

    【請求項６】  配列番号２又は４のアミノ酸配列又はその免疫原性断片に対

し少なくとも８５％の同一性を有するアミノ酸配列を含む単離ポリペプチドを発

現する、請求項５に記載の発現ベクターを含む宿主細胞又はその宿主細胞の膜。

    【請求項７】  配列番号２又は４のアミノ酸配列又はその免疫原性断片に対

し少なくとも８５％の同一性を有するアミノ酸配列を含むポリペプチドの製法で

あって、上記ポリペプチドの製造のために十分な条件下で請求項６に記載の宿主

細胞を培養し、そしてその培養基から上記ポリペプチドを回収することを含む、

前記製法。

    【請求項８】  免疫原性ポリペプチドをコードする配列番号１又は３のヌク

レオチド配列又はその断片に対して少なくとも８５％の同一性を有するヌクレオ
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チド配列を含むポリヌクレオチドの製法であって、宿主細胞を、上記ポリヌクレ

オチドを含む発現ベクターで形質転換させ、そして上記ポリヌクレオチドの発現

のために十分な条件下で上記宿主細胞を培養することを含む、前記製法。

    【請求項９】  配列番号２又は４のポリペプチドに特異的な抗体又はその抗

体の免疫学的に活性な断片。

    【請求項１０】  ヘモフィラス・インフルエンザ（Ｈａｅｍｏｐｈｉｌｕｓ

  ｉｎｆｌｕｅｎｚａｅ）感染を診断する方法であって、その感染を疑われる動

物からの生物学的サンプル中に存在する。配列番号２又は４のアミノ酸配列又は

その断片に対して少なくとも８５％の同一性を有するアミノ酸配列を含むポリペ

プチド、又はそのポリペプチドに特異的な抗体を同定することを含む、前記方法

。

    【請求項１１】  哺乳動物における免疫応答の生成における使用のための薬

物の製造における、配列番号２又は４のアミノ酸配列又はその免疫学的断片に対

し少なくとも８５％の同一性を有するアミノ酸配列を含み、又は上記アミノ酸配

列又は免疫原性断片のミモトープを含む、ポリペプチドの免疫学的有効量を含む

組成物の使用。

    【請求項１２】  哺乳動物における免疫応答の生成における使用のための薬

物の製造における、免疫原性ポリペプチドをコードする請求項１又は３のヌクレ

オチド又はその断片に対して少なくとも８５％の同一性を有するヌクレオチド配

列を含むポリヌクレオチドの免疫学的有効量を含む組成物の使用。

    【請求項１３】  配列番号２又は４のポリペプチドに対する少なくとも１の

抗体、及び好適な医薬担体を含む、ヘモフィラス・インフルエンザ（Ｈａｅｍｏ

ｐｈｉｌｕｓ  ｉｎｆｌｕｅｎｚａｅ）疾患にかかったヒトの治療において有用

な治療用組成物。

    【請求項１４】  配列番号４のアミノ酸配列又はその断片又はミモトープを

含む単離ポリペプチド。

    【請求項１５】  請求項１４のポリペプチドをコードするヌクレオチド配列

を含む単離ポリヌクレオチド。

    【請求項１６】  配列番号３のヌクレオチド配列又はその断片を含む、請求
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項１５記載のポリヌクレオチド。
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【発明の詳細な説明】

      【０００１】

  本発明の分野

  本発明は、ポリヌクレオチド（本明細書中、“ＢＡＳＢ０７０”ポリヌクレオ

チドという）、それによりコードされたポリペプチド（本明細書中、“ＢＡＳＢ

０７０”又は“ＢＡＳＢ０７０ポリペプチド”という）、及び組換え材料に関す

る。他の局面においては、本発明は、上記ポリペプチド又はポリヌクレオチドの

使用方法でってバクテリア感染に対するワクチンを含むものに関する。さらなる

局面においては、本発明は、特定の病原体の感染を検出するための診断アッセイ

に関する。

      【０００２】

  本発明の背景

  ヘモフィラス・インフルエンザ（Ｈａｅｍｏｐｈｉｌｕｓ  ｉｎｆｌｕｅｎｚ

ａｅ）は、非運動性のグラム陰性バクテリアである。ヒトはその唯一の天然宿主

である。Ｈ．ｉｎｆｌｕｅｎｚａｅ単離物は、通常、それらの多糖莢膜に従って

分類される。ａ～ｆまで指定された６つの異なる莢膜タイプが同定されている。

上記６つの血清型の中の１に対して生じた抗血清により凝集されない単離物は、

非分類として分類され、そして莢膜を発現しない。

      【０００３】

  Ｈ．ｉｎｆｌｕｅｎｚａｅ  ｂ型は、それがバクテリアの髄膜炎及び全身性疾

患の主原因である点で、他のタイプは明らかに異なる。非分類Ｈ．ｉｎｆｌｕｅ

ｎｚａｅ（ＮＴＨｉ）は、全身性疾患をもつ患者の血液からときどき単離される

だけである。

      【０００４】

  ＮＴＨｉは、肺炎、慢性気管支炎、洞炎、及び中耳炎の一般原因である。

      【０００５】

  中耳炎は、ケース数及びその潜在的な後遺症の両者により重要な小児疾患であ

る。３５０万以上のケースが毎年米国内で記録されており、そして子供の８０％

が３歳に達する前に少なくとも１の耳炎の症状の出現を経験していると推定され
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ている（１）。治療されずに、又は慢性になると、この病気は、（中耳内の液の

蓄積の場合）一過性であり又は（聴覚神経が損傷した場合）永久性であることが

できる聴覚損失を導くことができる。幼児においては、このような聴覚損失は、

遅延した会話学習の原因となりうる。

      【０００６】

  ３つのバクテリア種：ストレプトコッカス・ニューモニエ（Ｓｔｒｅｐｔｏｃ

ｏｃｃｕｓ  ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）、ＮＴＨｉ、及びＭ．カタラリス（Ｍ．ｃ

ａｔａｒｒｈａｌｉｓ）が、中耳炎にかかった子供の中耳から主に単離される。

これらのは、ケースの６０～９０％において存在している。最近の試験の論文は

、Ｓ．ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅとＮＴＨｉはともに中耳炎の約３０％を、そしてＭ

．ｃａｔａｒｒｈａｌｉｓは約１５％を占めることを示している（２）。他のバ

クテリアも、中耳から単離されることができるが、（Ｈ．ｉｎｆｌｕｅｎｚａｅ

  Ｂ型、Ｓ．ピオゲネス（Ｓ．ｐｙｏｇｅｎｅｓ）、…）かなり低い頻度である

（ケースの２％以下）。

      【０００７】

  疫学的データは、中耳内に存在する病原体について、気管上部のコロニー形成

が耳炎の発達のための絶対条件であることを示している；しかしながら、他の要

因も、上記疾患を導くために必要とされる（３～９）。これらは、エウスタキー

管を介して中耳内にバクテリアが移動すること、その後の炎症過程の開始を誘発

するために重要である。これらの他の要因は、今日まで知られていない。例えば

、ウイルス感染後の免疫系の一過性の異常が、気管のコロニー形成の制御可能を

引き起こすことができるのであろうと推定されている（５）。他の説明は、環境

因子への暴露がいくらかの子供のより重要なコロニー形成を許容し、その子供が

その後、中耳病原体の持続的な存在のために中耳炎の発達を受け易くなるという

ものである（２）。

      【０００８】

  Ｈ．ｉｎｆｌｕｅｎｚａｅのさまざまなタンパク質が、病気の発生に関係する

ことが示されており、又は動物モデルにおいてワクチン接種の間に保護を提供す

ることが示されている。
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      【０００９】

  ヒト鼻咽頭上皮細胞へのＮＴＨｉの付着が報告されている（１０）。縁毛（ｆ

ｉｍｂｒｉａｅ）及び線毛（ｐｉｌｉ）とは別に（１１～１５）、多くのアドヘ

シンがＮＴＨｉ内で同定されている。これらの中で、ＨＭＷ１とＨＭＷ２と命名

された２つの表面露出高分子量タンパク質が、上皮細胞へのＮＴＨｉの接着を仲

介することが示されている（１６）。高分子量タンパク質の他のファミリーが、

ＨＭＷ１／ＨＭＷ２ファミリーに属するタンパク質を欠くＮＴＨｉ株内で同定さ

れている。このＮＴＨｉ  １１５kDa   Ｈｉａタンパク質（１７）は、Ｈ．ｉｎ

ｆｌｕｅｎｚａｅ  ｂ型株により発現されるＨｓｆアドヘシン（ａｄｈｅｓｉｎ

）（１８）に酷似している。他のタンパク質、Ｈａｐタンパク質もＩｇＡ１セリ

ン・プロテアーゼに対する類似性を示し、そして接着と細胞侵入の両者に関係す

ることが示されている（１９）。

      【００１０】

  ５つの主要な外膜タンパク質（ＯＭＰ）が同定され、そして数字で番号を付け

られている。

      【００１１】

  Ｈ．ｉｎｆｌｕｅｎｚａｅ  ｂ型株を用いた元の試験は、Ｐ１とＰ２に特異的

な抗体がその後の感染から幼ラットを保護することを示した（２０～２１）。Ｐ

２は、この完全ＯＭＰの表面に露出したループ構造中に存在する可変領域に対す

る、殺バクテリア性及びオプソニン作用性の抗体を誘導することができることが

判っている（２２～２３）。リポプロテインＰ４も殺バクテリア性抗体を誘導し

うる（２４）。

      【００１２】

  Ｐ６は、外膜の１～５％までを作る、保存されたペプチドグリカン会合リポタ

ンパク質である（２５）。その後、ほぼ同モル重量のリポタンパク質が認識され

、ＰＣＰ（Ｐ６交差反応性タンパク質）といわれた（２６）。保存されたリポタ

ンパク質Ｐ４、Ｐ６、及びＰＣＰの混合物は、チンチラ中耳炎モデルにおいて計

測されたとき保護を現わさなかった（２７）。Ｐ６は単独で、チンチラ・モデル

において保護を誘導するようである（２８）。
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      【００１３】

  Ｐ５に対してホモロジーをもつ他のフィンブリン（ｆｉｍｂｒｉｎ）が記載さ

れており、これは、その自体、完全大腸菌（Ｅｓｃｈｅ  ｒｉｃｈｉａ  ｃｏｌ

ｉ）ＯｍｐＡに対する配列ホモロジーをもつ（２９～３０）。このパラドックス

は、ピリン（ｐｉｌｉｎ）、ピリン会合タンパク質、ピリン排出タンパク質、及

びＰ５の性質及び役割を明らかにするためのさらなる調査を必要とする。しかし

ながら、ＮＴＨｉは、縁毛により粘液（ｍｕｃｕｓ）に接着することが示されて

いる（２９）。Ｐ５は、ＮＴＨｉによる持続性感染の間に抗原ドリフトを経験す

るようである。（３１）。

      【００１４】

  淋菌（ｇｏｎｏｃｏｃｃｉ）及び髄膜炎菌を用いて行われた観察に沿って、Ｎ

ＴＨｉは、鉄制限下で培養されるとき、ＴｂｐＡとＴｂｐＢから成る２つのヒト

・トランスフェリン・レセプターを発現する。抗－ＴｂｐＢは幼ラットを保護し

た（３２）。ヘモグロビン／ハプトグロビン（ｈａｐｔｏｇｌｏｂｉｎ）レセプ

ターも、ＮＴＨｉに関して記載されてきた（３２）。ヘム（Ｈａｅｍ）：ヘモペ

キシン（Ｈｅｍｏｐｅｘｉｎ）のためのレセプターも同定されている（３４）。

ラクトフェリン・レセプターもＮＴＨｉ中に存在するが、未だ特徴付けされてい

ない（３５）。ナイセリアのＦｒｐＢ－タンパク質に似たタンパク質は、ＮＴＨ

ｉ中には記載されていない。

      【００１５】

  ８０kDa ＯＭＰ、Ｄ１５表面抗原は、マウス感染モデルにおいてＮＴＨｉに対

する保護を提供する（３６）。４２kDa の外膜リポタンパク質、ＬＰＤは、Ｈａ

ｅｍｏｐｈｉｌｕｓ  ｉｎｆｌｕｅｎｚａｅの間で保存されており、そしてバク

テリア抗体を誘導する（３７）。僅かな９８kDa ＯＭＰ（３８）が保護抗原であ

ることが発見され、このＯＭＰは、十分に、Ｆｅ－制限誘導性のＯＭＰの中の１

又はその後特徴付けられた高分子量のアドヘシンでありうる。Ｈ．ｉｎｆｌｕｅ

ｎｚａｅは、ＩｇＡ１－プロテアーゼ活性を作り出す（３９）。ＮＴＨｉのＩｇ

Ａ１－プロテアーゼは、高度の抗原可変性を現す（４０）。ＮＴＨｉの他のＯＭ

Ｐ、ＯＭＰ２６、２６kDa タンパク質は、ラット・モデルにおいて肺クリアラン
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スを高めることが示されている（４１）。ＮＴＨｉ  ＨｔｒＡタンパク質も、保

護抗原であることが示されている。実際、このタンパク質は、中耳炎に対してチ

ンチラを保護し、そしてＨ．ｉｎｆｌｕｅｎｚａｅ  ｂ型バクテリア血症に対し

て幼ラットを保護した（４２）。

      【００１６】

  参考文献

      【００１７】

    【化１】

      【００１８】

    【化２】
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      【００１９】

    【化３】
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      【００２０】

  ＮＴＨｉ感染の頻度は、過去数十年の間劇的に上昇してきた。この現象は、こ

の生物のための新規抗微生物剤、ワクチン、医薬スクリーニング法、及び診断テ

ストの満たされていない医学的要求を作り出している。本発明はこの要求を満た

すことを目的とする。特に本発明は、ＮＴＨｉに対して有効なワクチンの要求を

満たすことを目的とする。

      【００２１】

  本発明の要約

  本発明は、特に治療用又は予防用ワクチン中での使用のための、ＢＡＳＢ０７

０の製造のための組換え材料及び方法、特にＢＡＳＢ０７０ポリペプチド及びＢ

ＡＳＢ０７０ポリヌクレオチドに関する。他の局面においては、本発明は、とり

わけ、微生物疾患の予防及び治療を含む。上記ポリペプチド及びポリヌクレオチ

ドの使用方法に関する。さらなる局面においては、本発明は、微生物感染に関係

する疾患及び上記感染に関係する症状を検出するための診断アッセイ、例えばＢ
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ＡＳＢ０７０ポリヌクレオチド又はポリペプチドの発現又は活性を検出するため

のアッセイに関する。

      【００２２】

  ＢＡＳＢ０７０が、免疫系により認識されることができる表面露出分子の特徴

をもつポリペプチドをコードすることが発見されている。例えば、ＢＡＳＢ０７

０によりコードされるポリペプチドは、シグナル・ペプチドを含み、これは、そ

れがバクテリアの内膜と外膜間の周辺腔に少なくとも輸送されるということを示

している。さらに、本ポリペプチドは、他の知られた表面露出タンパク質に対し

て類似性をもち、そして他の知られた免疫原性及び免疫保護性ペプチドに対して

潜在的な類似性をもつ。

      【００２３】

  ＢＡＳＢ０７０は、８１７アミノ酸の重複において、セラチア・マルセセンス

（Ｓｅｒｒａｔｉａ  ｍａｒｃｅｓｃｅｎｓ）のＨａｓＲタンパク質に同一であ

る。Ｓ．ｍａｒｃｅｓｃｅｎｓ  ＨａｓＲはＨａｓＡヘモフォア（ｈｅｍｏｐｈ

ｏｒｅ）タンパク質のためのレセプターである。それは、ＴｏｎＢ依存性タンパ

ク質である。それは、β－バレル３Ｄ構造をもつ完全外膜タンパク質の特徴をも

つ。この完全外膜タンパク質により形成されたβ－バレル（β－ｂａｒｒｅｌｓ

）は、逆平行の、両親媒性のβ－ストランドから成る。それらの外側ループは、

しばしば免疫優性なＢ－細胞エピトープを含む。ＢＡＳＢ０７０は、Ｓｅｒｒａ

ｔｉａ  ｍａｒｃｅｓｃｅｎｓのＨａｓＲタンパク質に十分に密接に関連してお

り、ＢＡＳＢ０７０もβ－バレル・コンフォメーションをもつ完全外膜タンパク

質であるということができる。ＢＡＳＢ０７０又はその断片は、それ故、潜在的

なワクチン抗原を提供する。

      【００２４】

  当業者であれば、この明細書の以下の記述やそれ以外の箇所を読むことにより

、この明細書に開示された本発明の本質および範囲におけるさまざまな変更や修

正を容易に思いつくであろう。

      【００２５】

  本発明の説明
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  本発明は、ＢＡＳＢ０７０ポリペプチドとポリヌクレオチドに関するものであ

り、それについて以下に詳細に説明する。本発明は、Ｓｅｒｒａｔｉａ  ｍａｒ

ｃｅｓｃｅｎｓ  ＨａｓＲヘモフォア・レセプター・ポリペプチドに対するアミ

ノ酸配列のホモロジーにより関係付けられた、Ｈａｅｍｏｐｈｉｌｕｓ  ｉｎｆ

ｌｕｅｎｚａｅのＢＡＳＢ０７０のポリペプチド及びポリヌクレオチドの使用に

関する。本発明は、特に、配列番号１又は３で与えられるヌクレオチド配列と配

列番号２又は４で与えられるアミノ酸配列をそれぞれ有するＢＡＳＢ０７０の使

用に関する。

      【００２６】

  本発明は、さらに、配列番号１又は３、及び配列番号２又は４に示す配列に対

して、少なくとも８５％の同一性、好ましくは少なくとも９０％の同一性、より

好ましくは少なくとも９５％の同一性、最も好ましくは少なくとも９７～９９％

の同一性又は完全同一性を有するポリヌクレオチド及びポリペプチドの使用に関

する。

      【００２７】

  本発明は、本明細書中に開示する新規ＮＴＨｉポリヌクレオチド及びポリペプ

チド配列にも関する。

      【００２８】

  ポリペプチド

  本発明の一側面によれば、本明細書中“ＢＡＳＢ０７０”、及び“ＢＡＳＢ０

７０ポリペプチド”というＨａｅｍｏｐｈｉｌｕｓ  ｉｎｆｌｕｅｎｚａｅのポ

リペプチドのほか、生物学的、診断上、予防上、臨床上、または治療上有効なこ

れらポリペプチドの変異体と、これらを含む組成物とが提供される。

      【００２９】

  本発明によれば、以下のものがさらに提供される：

（ａ）配列番号２又は４と少なくとも８５％が一致、好ましくは少なくとも９０

％が一致、さらに好ましくは少なくとも９５％が一致、最も好ましくは少なくと

も９７～９９％が一致または完全に一致したアミノ酸配列を含む、単離されたポ

リペプチド；
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（ｂ）配列番号１又は３それぞれの全長にわたって配列番号１又は３と少なくと

も８５％が一致、好ましくは少なくとも９０％が一致、さらに好ましくは少なく

とも９５％が一致、それ以上に好ましくは少なくとも９７～９９％が一致または

完全に一致したポリヌクレオチド配列を含む単離されたポリヌクレオチドにより

コードされたポリペプチド；又は

（ｃ）配列番号２又は４のアミノ酸配列と少なくとも８５％が一致、好ましくは

少なくとも９０％が一致、さらに好ましくは少なくとも９５％が一致、それ以上

に好ましくは少なくとも９７～９９％が一致または完全に一致したポリペプチド

をコードするポリヌクレオチド配列を含む単離されたポリヌクレオチドによって

コードされたポリペプチド。

      【００３０】

  配列番号２又は４で与えられるＢＡＳＢ０７０ポリペプチドは、Ｈａｅｍｏｐ

ｈｉｌｕｓ  ｉｎｆｌｕｅｎｚａｅ株Ｒｄ  ＫＷ２０及びｎｔＨｉ３２２４に由

来するＢＡＳＢ０７０ポリペプチドである。

      【００３１】

  本発明により、ＢＡＳＢ０７０ポリペプチドの免疫原性断片も提供される。す

なわち、配列番号２又は４のアミノ酸配列を含むポリペプチドと同じか実質的に

同じ免疫活性を有するＢＡＳＢ０７０ポリペプチドの連続部分が提供される。要

するに、この断片（必要であれば担体と結合したときの断片）は、ＢＡＳＢ０７

０ポリペプチドを認識する免疫応答を向上させることができる。この免疫原性断

片は、例えば、Ｎ末端のリーダー配列、および／または膜貫通領域、および／ま

たはＣ末端のアンカー領域を欠いたＢＡＳＢ０７０ポリペプチドを含んでいても

よい。好ましい一実施態様では、本発明によるＢＡＳＢ０７０の免疫原性断片は

、配列番号２又は４の全長にわたって配列番号２又は４と少なくとも８５％が一

致、好ましくは少なくとも９０％が一致、さらに好ましくは少なくとも９５％が

一致、最も好ましくは少なくとも９７～９９％が一致したポリペプチドの細胞外

領域の実質的にすべてを含んでいる。

      【００３２】

  断片とは、本発明の任意のポリペプチドの任意のアミノ酸配列の全部ではなく
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一部と完全に一致したアミノ酸配列を有するポリペプチドのことである。ＢＡＳ

Ｂ０７０の場合にように、断片は、“独立して”いてもよい。すなわち、より大

きなポリペプチドに含まれていてその一部または一領域を形成していてもよい。

最も好ましいのは、より大きな単一のポリペプチドの中の単一の連続領域を形成

していることである。

      【００３３】

  好ましい断片としては、例えば、配列番号２又は４のアミノ酸配列またはその

変異体の一部を含む先の切れたポリペプチドが挙げられる。具体例としては、ア

ミノ末端および／またはカルボキシル末端のアミノ酸配列を含む連続残基列があ

る。宿主細胞によって、または宿主細胞内で産生された本発明のポリペプチドが

分解された形態も好ましい。さらに好ましいのは、構造上または機能上の特性を

有する断片、例えば、α螺旋とα螺旋形成領域、βシートとβシート形成領域、

ターンとターン形成領域、コイルとコイル形成領域、親水性領域、疎水性領域、

α両親媒性領域、β両親媒性領域、柔軟領域、表面形成領域、基質結合領域、抗

体高指示領域を含む断片などである。

      【００３４】

  好ましい断片としては、さらに、配列番号２又は４のアミノ酸配列からの連続

したアミノ酸を少なくとも１５、２０、３０、４０、５０、または１００個有す

るアミノ酸配列を含む単離されたポリペプチド、あるいは、配列番号２又は４の

アミノ酸配列から切断または除去した少なくとも１５、２０、３０、４０、５０

、または１００個の連続したアミノ酸を有するアミノ酸配列を含む単離されたポ

リペプチドが挙げられる。

      【００３５】

  特に好ましいのは、いくつかのアミノ酸、例えば５～１０個、１～５個、１～

３個、１～２個、または１個のアミノ酸の置換、欠失、または付加が任意に組み

合わされた変異体である。

      【００３６】

  本発明のポリペプチドまたは免疫原性断片は、“成熟”タンパク質の形態でも

よいし、前駆体または融合タンパク質などのより大きなタンパク質の一部でもよ
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い。分泌配列またはリーダー配列、プロ配列、複数のヒスチジン残基など精製に

役立つ配列を含む付加アミノ酸配列、組み換え体産生の間の安定性を維持するた

めの付加配列が含まれていると望ましいことがしばしばある。さらに、最終的に

得られる分子の免疫性を向上させるため、外来性ポリペプチド、脂質テイル、ま

たはポリヌクレオチド配列を付加することも考えられる。

      【００３７】

  一側面によれば、本発明は、本発明のポリペプチドまたはその断片と、さまざ

まなサブクラスの免疫グロブリン（ＩｇＧ、ＩｇＭ、ＩｇＡ、ＩｇＥ）のＨ鎖ま

たはＬ鎖の定常領域のさまざまな部分とを含む、遺伝子工学による可溶性融合タ

ンパク質に関する。免疫グロブリンとして好ましいのは、ヒトＩｇＧ、特にＩｇ

Ｇ１のＨ鎖の定常部分であり、そのヒンジ領域で融合が起こる。特別な実施態様

では、血液凝固第Ｘａ因子でもって切断することのできる切断配列を組み込むだ

けでＦｃ部分を除去することができる。

      【００３８】

  融合タンパク質の技術に関する例は、国際特許出願番号ＷＯ９４／２９４５８

とＷＯ９４／２２９１４中に見ることができる。

      【００３９】

  このタンパク質は、化学的に結合させたり組み換え融合タンパク質として発現

させたりすることにより、非融合タンパク質と比べて発現系内での発現レベルを

向上させることができる。融合パートナーは、Ｔヘルパー・エピトープ（免疫性

融合パートナー）、好ましくはヒトによって認識されるＴヘルパー・エピトープ

を提供するのに役立ったり、もとの組み換えタンパク質よりも高い効率でタンパ

ク質を発現させる（発現エンハンサー）のに役立ったりする可能性がある。融合

パートナーは、免疫性融合パートナーであると同時に発現エンハンサー・パート

ナーにもなっていることが好ましかろう。

      【００４０】

  融合パートナーは、インフルエンザ菌に由来するプロテインＤと、インフルエ

ンザ・ウイルスに由来する非構造タンパク質ＮＳ１（ヘマグルチニン）を含んで

いる。別の融合パートナーは、ＬｙｔＡとして知られるタンパク質である。この
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タンパク質のＣ末端部を用いることが好ましい。ＬｙｔＡは、Ｎ－アセチル－Ｌ

－アラニン・アミダーゼと、アミダーゼＬｙｔＡ（ＬｙｔＡ遺伝子によってコー

ドされている（Gene、第43巻、265～272ページ、1986年））と、ペプチドグリカ

ン骨格における所定の結合を特異的に分解するオートリシンを合成する肺炎球菌

に由来する。ＬｙｔＡタンパク質のＣ末端領域は、コリンや、ＤＥＡＥなどのコ

リンのアナログに対する親和性に関与している。この特性を利用して、融合タン

パク質の発現に役立つ、大腸菌のＣ－ＬｙｔＡを発現するプラスミドが開発され

ている。Ｃ－ＬｙｔＡ断片をアミノ末端に有するハイブリッド・タンパク質の精

製については、Biotechenology、第10巻、795～798ページ、1992年に記載されて

いる。ＬｙｔＡタンパク質のＣ末端にあって残基番号１７８から始まる繰り返し

部分、例えば残基番号１８８～３０５を用いることが可能である。

      【００４１】

  本発明には、上記のポリペプチドの変異体も含まれる。すなわち、参照基準と

比べて保存されたアミノ酸置換だけが異なるポリペプチドも含まれる。なお保存

されたアミノ酸置換とは、１つの残基が特性の似た別の残基で置換されることで

ある。そうした置換の典型例は、アラニン、バリン、ロイシン、イソロイシン相

互の置換；セリンとトレオニンの置換；酸性残基であるアスパラギン酸とグルタ

ミン酸の置換；アスパラギンとグルタミンの置換；塩基性残基であるリジンとア

ルギニンの置換；芳香性残基であるフェニルアラニンとチロシンの置換である。

      【００４２】

  本発明のポリペプチドは、適切な任意の方法で調製することができる。そうし

たポリペプチドとしては、単離した天然のポリペプチド、組み換えによるポリペ

プチド、合成したポリペプチド、これらの方法を組み合わせて作ったポリペプチ

ドが挙げられる。このようなポリペプチドを調製する方法は従来技術で周知であ

る。

      【００４３】

  本発明において使用されるポリペプチドはＨａｅｍｏｐｈｉｌｕｓ  ｉｎｆｌ

ｕｅｎｚａｅから由来したものであることが最も好ましいが、分類学上同じ属の

他の生物から得られたものも好ましい。本発明のポリペプチドは、例えば、分類
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学上同じ科または目の生物から得られたものでもよい。

      【００４４】

  ポリヌクレオチド

  本発明の１つの目的は、本明細書中に記載するワクチン製剤中での使用又はそ

の製造における、ＢＡＳＢ０７０ポリペプチドをコードするポリヌクレオチド、

特に本明細書でＢＡＳＢ０７０と表記するポリペプチドをコードするポリヌクレ

オチドのための使用を提供することである。

      【００４５】

  本発明の特に好ましい実施態様では、このポリヌクレオチドは、完全長の遺伝

子を含んでいて配列番号１又は３で与えられる配列を有するＢＡＳＢ０７０ポリ

ペプチドをコードする領域、またはその変異体をコードする領域を含む。

      【００４６】

  配列番号１又は３で与えられるＢＡＳＢ０７０ポリヌクレオチドは、Ｈａｅｍ

ｏｐｈｉｌｕｓ  ｉｎｆｌｕｅｎｚａｅ株Ｒｄ  ＫＷ２０とｎｔＨｉ３２２４に

由来するＢＡＳＢ０７０ポリヌクレオチドである。

      【００４７】

  配列番号１又は３で与えられるポリヌクレオチド配列など、この明細書の情報

を用いると、標準的なクローニング法およびスクリーニング法を利用し、次に完

全長のクローンを得ることによって、ＢＡＳＢ０７０ポリペプチドをコードする

本発明のポリヌクレオチドを得ることができる。例えば配列番号１又は３で与え

られるポリヌクレオチド配列などの本発明のポリヌクレオチド配列を得るために

は、大腸菌またはそれ以外の適切な宿主の中で、Ｈａｅｍｏｐｈｉｌｕｓ  ｉｎ

ｆｌｕｅｎｚａｅの染色体ＤＮＡのクローンのライブラリーを、部分配列から由

来し、好ましくは１７マーまたはそれよりも長い放射線標識したオリゴヌクレオ

チドでプローブするのが一般的である。次に、ストリンジェント・ハイブリダイ

ゼーションを行なうと、プローブのＤＮＡと同じＤＮＡを有するクローンを識別

することができる。もとのポリペプチド配列またはポリヌクレオチド配列から設

計したシークエンシング用プライマーを用いたハイブリダイゼーションを通じて

このように同定された個々のクローンをシークエンシングすることにより、ポリ
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ヌクレオチド配列を両方の方向に伸長させ、完全長遺伝子の配列を決定すること

ができる。便利には、このようなシークエンシングは、例えばプラスミド・クロ

ーンから調製した変性した二本鎖ＤＮＡを用いて実施することができる。適切な

方法は、マニアティス，Ｔ、フリッチ，E.F.、サムブルック他、『分子クローニ

ング：実験室マニュアル』第２版（コールド・スプリング・ハーバー・ラボラト

リー・プレス、コールド・スプリング・ハーバー、ニューヨーク州、1989年）に

記載されている（特に「ハイブリダイゼーションによるスクリーニング」１．９

０と、「変性した二本鎖ＤＮＡ鋳型のシークエンシング」１３．７０を参照のこ

と）。直接的にゲノムＤＮＡのシークエンシングを行なって完全長遺伝子の配列

を得ることもできる。

      【００４８】

  さらに、配列番号１又は３で与えられる各ＤＮＡ配列は、配列番号２又は４で

与えられるアミノ酸残基とほぼ同数のアミノ酸残基を有するタンパク質をコード

するオープン・リーディング・フレームを含んでいる。このタンパク質の推定分

子量は、当業者には周知のアミノ酸残基の分子量の値を用いて計算することがで

きる。

      【００４９】

  配列番号１のポリヌクレオチドは、配列番号１のヌクレオチド番号１の開始コ

ドンとヌクレオチド番号２７４０から始まる終止コドンの間で、配列番号２のポ

リペプチドをコードしている。

      【００５０】

  配列番号３のポリヌクレオチドは、配列番号３のヌクレオチド番号１の開始コ

ドンとヌクレオチド番号２７５５から始まる終止コドンの間で、配列番号４のポ

リペプチドをコードしている。

      【００５１】

  本発明のさらに別の側面によれば、以下のものを含む単離されたポリヌクレオ

チド、または以下のものからなる単離されたポリヌクレオチドが提供される。

（ａ）配列番号１又は３それぞれの全長にわたって配列番号１又は３と少なくと

も８５％が一致、好ましくは少なくとも９０％が一致、さらに好ましくは少なく
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とも９５％が一致、それ以上に好ましくは少なくとも９７～９９％が一致または

完全に一致したポリヌクレオチド配列；または

（ｂ）配列番号２又は４それぞれの全長にわたって配列番号２又は３と少なくと

も８５％が一致、好ましくは少なくとも９０％が一致、さらに好ましくは少なく

とも９５％が一致、それ以上に好ましくは少なくとも９７～９９％が一致または

１００％正確に一致したポリペプチドをコードするポリヌクレオチド配列。

      【００５２】

  本発明において使用されるポリペプチドをコードするポリヌクレオチドは、Ｈ

ａｅｍｏｐｈｉｌｕｓ  ｉｎｆｌｕｅｎｚａｅ以外の種からのホモログやオーソ

ログも含め、配列番号１又は３の配列またはその断片からなる標識したプローブ

または検出可能なプローブ、あるいはこれらの配列またはその断片を含む標識し

たプローブまたは検出可能なプローブを用いてストリンジェント・ハイブリダイ

ゼーション条件（例えば、温度が４５～６５℃、ＳＤＳの濃度が０．１～１％）

のもとで適切なライブラリーをスクリーニングし、完全長遺伝子および／または

そのポリヌクレオチド配列を含むゲノム・クローンを単離するステップを含む方

法によって得ることができる。

      【００５３】

  本発明により、配列番号１又は３の中のコード配列（オープン・リーディング

・フレーム）と全長にわたって一致するポリヌクレオチド配列が提供される。さ

らに本発明により、成熟ポリペプチドのためのコード配列またはその断片のほか

、成熟ポリペプチドのためのコード配列またはリーディング・フレーム中にあっ

て別のコード配列を有する断片が提供される。別のコード配列とは、例えば、リ

ーダー配列または分泌配列、プレタンパク質配列、プロタンパク質配列、プレプ

ロタンパク質配列をコードする配列である。本発明のポリヌクレオチドは、少な

くとも１つの非コード配列も含んでいてよい。例示するならば、少なくとも１つ

の非コード５’配列や３’配列、例えば転写はされるが翻訳はされない配列や、

終結シグナル（ρ依存性終結シグナルやρ非依存性終結シグナルなど）、リボソ

ーム結合部位、コザック配列、ｍＲＮＡを安定化させる配列、イントロン、ポリ

アデニル化シグナルなどが挙げられるが、これだけに限定されるわけではない。
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ポリヌクレオチド配列は、付加アミノ酸をコードする付加コード配列も含んでい

てよい。例えば、融合したポリペプチドの精製を容易にするマーカー配列をコー

ドすることができる。本発明のいくつかの実施態様では、マーカー配列は、ｐＱ

Ｅベクター（ギアジェン社）の中に与えられるヘキサヒスチジン・ペプチド（ゲ

ンツ他、Proc. Natl. Acad. Sci. USA、第86巻、821～824ページ、1989年）、ま

たはＨＡペプチド・タグ（ウイルソン他、Cell、第37巻、767 ページ、1984年）

である。そのどちらも、融合することになるポリペプチド配列を精製するのに役

立てることができる。本発明のポリヌクレオチドは、構造遺伝子と、それにもと

もと付随していて遺伝子の発現を制御する配列とを有するポリヌクレオチドも含

んでいる。ただし、本発明のポリヌクレオチドに含まれているのがそれだけとは

限らない。

      【００５４】

  配列番号２又は４のＢＡＳＢ０７０ポリペプチドをコードするヌクレオチド配

列は、それぞれ配列番号１のヌクレオチド番号１～２７３９に含まれるポリペプ

チド・コード配列と同じ、配列番号３のヌクレオチド番号１～２７５４に含まれ

るポリペプチド・コード配列と同じであってよい。あるいは、遺伝暗号の冗長性

（縮重）の結果として、配列番号２又は４のポリペプチドをコードする配列であ

ってもよい。

      【００５５】

  “ポリペプチドをコードするポリヌクレオチド”という表現は、この明細書で

は、本発明のポリペプチド、特に細菌のポリペプチド、さらに特定するならば、

配列番号２又は４で与えられるアミノ酸配列を有するＨａｅｍｏｐｈｉｌｕｓ  

ｉｎｆｌｕｅｎｚａｅのＢＡＳＢ０７０ポリペプチドをコードする配列を含むポ

リヌクレオチドのことを意味する。この表現は、ポリペプチドをコードする単一

の連続領域または不連続領域（例えば、組み込まれたファージ、組み込まれた挿

入配列、組み込まれたベクター配列、組み込まれたトランスポゾン配列によって

中断されたポリヌクレオチド、またはＲＮＡの編集、ゲノムＤＮＡの再構成のた

めに中断されたポリヌクレオチド）に加え、やはりコード配列および／または非

コード配列を含んでいる可能性のある付加領域を含むポリヌクレオチドのことも
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意味する。

      【００５６】

  本発明はさらに、配列番号２又は４の推定アミノ酸配列を有するポリペプチド

の変異体をコードする、この明細書に記載したポリヌクレオチドの変異体にも関

する。本発明のポリヌクレオチドの断片は、例えば、本発明の完全長ポリヌクレ

オチドを合成するのに用いることができる。

      【００５７】

  さらに、特に好ましい実施態様によれば、配列番号２又は４で与えられるＢＡ

ＳＢ０７０ポリペプチドのアミノ酸配列のうち、いくつかのアミノ酸残基、例え

ば５～１０個、１～５個、１～３個、２個、１個、０個のアミノ酸残基が置換、

変更、欠失、および／または、付加された状態が任意に組み合わされたＢＡＳＢ

０７０変異体をコードするポリヌクレオチドが提供される。その中でも特に好ま

しいのは、ＢＡＳＢ０７０ポリペプチドの特性および活性を変化させないサイレ

ントな置換、付加、欠失である。

      【００５８】

  さらに、本発明の好ましい実施態様によれば、全長にわたって少なくとも８５

％が配列番号２又は４で与えられるアミノ酸配列を有するＢＡＳＢ０７０ポリペ

プチドをコードするポリヌクレオチドと一致するポリヌクレオチドと、そのポリ

ヌクレオチドと相補的なポリヌクレオチドが提供される。この点に関し、全長に

わたって少なくとも９０％が一致するポリヌクレオチドが特に好ましく、そうし

た特に好ましいポリヌクレオチドの中でも、少なくとも９５％が一致するポリヌ

クレオチドが特に好ましい。さらに、少なくとも９５％が一致するポリヌクレオ

チドの中でも少なくとも９７％が一致するポリヌクレオチドがさらに好ましく、

その中でも少なくとも９８％一致するもの、少なくとも９９％一致するものがそ

れ以上に好ましく、少なくとも９９％一致するものがより一層好ましい。

      【００５９】

  好ましい実施態様によれば、配列番号１又は３のＤＮＡによってコードされる

成熟ポリペプチドと実質的に同じ生物学的な機能または活性を保持しているポリ

ペプチドをコードするポリヌクレオチドが提供される。
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      【００６０】

  本発明の好ましいいくつかの実施態様によれば、ＢＡＳＢ０７０ポリヌクレオ

チド配列、例えば配列番号１又は３のポリヌクレオチドと特に厳しい条件下にお

いてハイブリダイズするポリヌクレオチドが提供される。

      【００６１】

  本発明はさらに、この明細書に記載したポリヌクレオチド配列とハイブリダイ

ズするポリヌクレオチドに関する。この点に関し、本発明は、特に、この明細書

に記載したポリヌクレオチドとストリンジェント条件下においてハイブリダイズ

するポリヌクレオチドに関する。この明細書で用いる“ストリンジェント（ｓｔ

ｒｉｎｇｅｎｔ）条件”、“ストリンジェント・ハイブリダイゼーション条件”

という表現は、配列間で少なくとも９５％、好ましくは少なくとも９７％が一致

した場合にのみ起こるハイブリダイゼーションのことを意味する。厳しいハイブ

リダイゼーション条件の具体例は、５０％ホルムアミド、５×ＳＳＣ（１５０mM

のＮａＣｌ、１５mMのクエン酸三ナトリウム）、５０mMのリン酸ナトリウム（pH

７．６）、５×デンハルト溶液、１０％硫酸デキストラン、２０μｇ／mlの変性

、切断したサケ精子ＤＮＡを含む溶液中で４２℃にて一晩培養し、次に、ハイブ

リダイゼーション用支持体を約６５℃にて０．１×ＳＳＣの中で洗浄するという

ものである。ハイブリダイゼーションと洗浄の条件は周知であり、例えばサムブ

ルック他、『分子クローニング：実験室マニュアル』第２版（コールド・スプリ

ング・ハーバー・ラボラトリー・プレス、コールド・スプリング・ハーバー、ニ

ューヨーク州、1989年）の特に第１１章に記載されている。本発明のポリヌクレ

オチド配列には溶液ハイブリダイゼーションを行なうこともできる。

      【００６２】

  ＢＡＳＢ０７０遺伝子のコード領域は、配列番号１又は３で与えられるＤＮＡ

配列を用いてオリゴヌクレオチド・プローブを合成し、このプローブを用いてス

クリーニングを行なうことによって単離できる。そこで、本発明の遺伝子と相補

的な配列を有する標識したオリゴヌクレオチドを用いてｃＤＮＡ、ゲノムＤＮＡ

、またはｍＲＮＡのライブラリーをスクリーニングし、ライブラリーのどのメン

バーにプローブがハイブリダイズするかを確認する。
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      【００６３】

  完全長ＤＮＡを得るため、または短いＤＮＡを伸長させるためには、当業者が

利用している周知の方法がいくつかある。例えば、ｃＤＮＡ末端高速増幅（ＲＡ

ＣＥ）法に基づいた方法である（例えば、フローマン他、ＰＮＡＳ  ＵＳＡ、第

85巻、8998～9002ページ、1988年を参照のこと）。最近この技術が改良されて例

えばＭａｒａｔｈｏｎ（登録商標）法（クロンテック・ラボラトリーズ社）とな

り、従来よりも長いｃＤＮＡの探索が非常に簡単になった。このＭａｒａｔｈｏ

ｎ（登録商標）法では、ｃＤＮＡは選択した組織から抽出したｍＲＮＡから調製

され、“アダプター”配列が各末端部に連結される。次に、遺伝子特異的なオリ

ゴヌクレオチド・プライマーとアダプター特異的なオリゴヌクレオチド・プライ

マーを組み合わせて核酸の増幅（ＰＣＲ）を行ない、ＤＮＡの“欠けている”５

’末端を増幅する。次に、“入れ子になった”プライマー、すなわち増幅された

産物の中でアニールするよう設計されたプライマー（代表例は、アダプター配列

において３’末端をさらにアニールするアダプター特異的なプライマーや、選択

した遺伝子配列において５’末端をさらにアニールする遺伝子特異的なプライマ

ー）を用いてＰＣＲ反応を繰り返す。次に、この反応の産物をＤＮＡシークエン

シングにより解析し、存在しているＤＮＡに直接この産物を結合させることによ

って、あるいは５’プライマーを設計するための新しい配列情報を用いて独立し

た完全長ＰＣＲを行なうことによって完全長ＤＮＡを構成し、完全に配列を得る

ことができる。

      【００６４】

  本発明により、成熟タンパク質に対してアミノ末端またはカルボキシル末端に

アミノ酸が付加されたポリペプチド、または成熟ポリペプチド内のアミノ酸から

なるポリペプチド（成熟した形態が例えばポリペプチド鎖を２本以上持っている

場合）をコードするポリヌクレオチドも提供される。このような配列はいろいろ

な機能を有するが、中でも、タンパク質を前駆体から成熟した形態へと処理する

際にある役割を演じていたり、タンパク質の輸送を可能にしたり、タンパク質の

半減期を長くしたり短くしたり、アッセイまたは産生のためにタンパク質の取り

扱いを容易にしたりできる可能性がある。生体内では一般的なことだが、付加さ
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れたアミノ酸は細胞の酵素によって成熟タンパク質から除去される可能性がある

。

      【００６５】

  前駆体タンパク質は、成熟タンパク質に１つまたはそれ以上のプロ配列が融合

した形態であるため、不活性になっている可能性がある。プロ配列を除去すると

、そうした不活性な前駆体は一般に活性化される。プロ配列のいくつかまたはす

べてを除去すると活性化させることができる。一般に、このような前駆体をプロ

タンパク質と呼ぶ。

      【００６６】

  本発明の１つの側面によれば、本発明のポリヌクレオチドを疾病の治療または

予防、特に遺伝子免疫法に利用する方法が提供される。これを、以下より詳しく

、“ワクチン”の章で説明する。

      【００６７】

  本発明のポリヌクレオチドを遺伝子免疫法に利用する際には、適切なデリバリ

ー方法を用いることが好ましかろう。例えば、プラスミドＤＮＡを筋肉に直接注

射する方法（ウォルフ他、Hum. Mol. Genet.、第１巻、363 ページ、1992年；マ

ンソープ他、Hum. Gene. Ther.、第４巻、419 ページ、1983年）、特定のタンパ

ク質担体と複合体を形成したＤＮＡのデリバリー（ウー他、J. Biol. Chem.、第

264巻、16985ページ、1989年）、ＤＮＡ－リン酸カルシウム沈殿法（ベンヴェニ

スティとリシェフ、PNAS USA、第83巻、9551ページ、1986年）、さまざまな形態

のリポソーム内にＤＮＡを包み込む方法（カネダ他、Science、第243巻、375 ペ

ージ、1989年）、粒子衝撃（タン他、Nature、第356巻、152ページ、1992年；ア

イゼンブラウン他、DNA Cell Biol.、第12巻、791 ページ、1993年）、クローニ

ングしたレトロウイルス・ベクターを用いたインビボ感染（シーガー他、PNAS U

SA、第81巻、5849ページ、1984年）といった方法がある。

ベクター、宿主細胞、発現系

  本発明は、本発明の１つまたは複数のポリヌクレオチドを含むベクターと、本

発明のベクターを用いて遺伝子改変した宿主細胞と、組み換え技術による本発明

のポリペプチドの産生とに関する。本発明のＤＮＡ構造体に由来するＲＮＡを用
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いてそのようなタンパク質を産生させるには、無細胞な翻訳系も用いることがで

きる。

      【００６８】

  本発明の組み換えポリペプチドは、発現系を含む遺伝子改変した宿主細胞をも

とにして当業者に周知の方法で調製することができる。したがって、さらに別の

側面として、本発明は、本発明の１つまたは複数のポリヌクレオチドを含む発現

系と、その発現系を用いて遺伝子改変した宿主細胞と、組み換え技術による本発

明のポリペプチドの産生とに関する。

      【００６９】

  本発明のポリペプチドを遺伝子組み換えにより産生させるには、遺伝子工学に

より宿主細胞に発現系またはその一部、あるいは本発明のポリヌクレオチドを組

み込む。ポリヌクレオチドを宿主細胞に導入するには、標準的な実験の手引書に

記載されている方法を用いる。実験の手引書としては、例えば、デイヴィス他、

『分子生物学における基本的な方法』（1986年）、サムブルック他、『分子クロ

ーニング：実験室マニュアル』第２版（コールド・スプリング・ハーバー・ラボ

ラトリー・プレス、コールド・スプリング・ハーバー、ニューヨーク州、1989年

）がある。方法としては、例えば、リン酸カルシウム・トランスフェクション、

ＤＥＡＥ－デキストランを媒介としたトランスフェクション、トランスベクショ

ン、微量注入、陽イオン性脂質を媒介としたトランスフェクション、電気穿孔、

形質導入、スクレープ・ローディング、バリスティック導入、感染がある。

      【００７０】

  適切な宿主細胞の代表例としては、細菌細胞である連鎖球菌、ブドウ球菌、腸

球菌、大腸菌、放射菌、シアノバクテリア、枯草菌、モラクセラ・カタラーリス

（Ｍｏｒａｘｅｌｌａ  ｃａｔａｒｒｈａｌｉｓ）、インフルエンザ菌、髄膜炎

菌の細胞；菌類の細胞である酵母、クルイヴェロミセス（Ｋｌｕｙｖｅｒｏｍｙ

ｃｅｓ）、サッカロミセス、担子菌、カンジダ・アルビカンス（Ｃａｎｄｉｄａ

  ａｌｂｉｃａｎｓ）、コウジカビの細胞；昆虫の細胞であるショウジョウバエ

Ｓ２、スポドプテラ（Ｓｐｏｄｏｐｔｅｒａ）Ｓｆ９の細胞；動物の細胞である

ＣＨＯ、ＣＯＳ、ＨｅＬａ、Ｃ１２７、３Ｔ３、ＢＨＫ、２９３、ＣＶ－１、バ
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ウエス黒腫の細胞；植物の細胞である裸子植物、被子植物の細胞が挙げられる。

      【００７１】

  本発明のポリペプチドを産生させるのに多彩な発現系を用いることができる。

そのようなベクターとしては、特に、染色体由来のベクター、エピソーム由来の

ベクター、ウイルス由来のベクターが挙げられる。具体的には、細菌プラスミド

由来のベクター、バクテリオファージ由来のベクター、トランスポゾン由来のベ

クター、酵母エピソーム由来のベクター、挿入要素由来のベクター、酵母染色体

要素由来のベクターや、バキュロウイルス、ＳＶ４０などのパポーバウイルス、

ワクシニアウイルス、アデノウイルス、鶏痘ウイルス、仮性狂犬病ウイルス、ピ

コルナウイルス、レトロウイルス、アルファウイルスなどのウイルスに由来する

ベクターのほか、これらの組み合わせに由来するベクター、例えばプラスミドと

バクテリオファージの遺伝子要素であるコスミドとファージミドの組み合わせに

由来するベクターが挙げられる。発現系構造体は、発現の調節と発生を制御する

領域を含んでいてよい。一般に、宿主内でポリヌクレオチドの維持、伝播、発現

および／またはポリペプチドの発現をさせるのに適した任意の系またはベクター

を用いて発現させることができる。周知のさまざまな一般的な方法のうちの任意

の方法を用いて適切なＤＮＡ配列を発現系に挿入することができる。そうした方

法は、例えば、サムブルック他、『分子クローニング：実験室マニュアル』（前

掲）に記載されている。

      【００７２】

  本発明のポリペプチドは、周知の方法によって組み換え細胞培養物から回収し

、精製することができる。周知の方法としては、例えば、硫酸アンモニウムまた

はエタノールによる沈殿、酸抽出、陰イオンまたは陽イオン交換クロマトグラフ

ィ、ホスホセルロース・クロマトグラフィ、疎水性相互作用クロマトグラフィ、

アフィニティ・クロマトグラフィ、ヒドロキシルアパタイト・クロマトグラフィ

、レクチン・クロマトグラフィが挙げられる。精製には高性能液体クロマトグラ

フィを利用するのが最も好ましい。ポリペプチドが細胞内合成、単離、精製の間

に変性した場合には、周知の方法を用いてタンパク質を再度折り畳み、活性な立

体配座を再現することができる。
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      【００７３】

  発現系は、ウイルスや細菌などの生きた組み換え微生物であってもよい。対象

とする遺伝子を生きた組み換えウイルスや細菌のゲノムに挿入することができる

。この生きたベクターを接種して生体に感染させると、抗原が生体内で発現し、

免疫応答が誘導されることになる。この目的で使用されるウイルスや細菌として

は、例えば、ポックスウイルス（例えばワクシニア、禽痘、カナリア痘）、アル

ファウイルス（シンドビスウイルス、セムリキ森林ウイルス、ベネズエラ馬脳炎

ウイルス）、アデノウイルス、アデノ随伴ウイルス、ピコルナウイルス（ポリオ

ウイルス、ライノウイルス）、ヘルペスウイルス（水痘帯状ヘルペスウイルスな

ど）、リステリア菌、サルモネラ菌、ナイセリア菌、ＢＣＧが挙げられる。これ

らのウイルスや細菌は毒性を持っている可能性があり、生ワクチンを得るために

さまざまな方法で毒性を弱めることができる。このような生ワクチンも本発明の

一部である。

診断法、予後予測法、血清型分類法、突然変異検出法

  本発明は、本発明のＢＡＳＢ０７０というポリヌクレオチドとポリペプチドを

診断用試験として用いることにも関する。真核生物、特に哺乳類、その中でもヒ

トにおけるＢＡＳＢ０７０ポリヌクレオチドおよび／またはポリペプチドを検出

することにより、疾病の診断、疾病の段階分類、感染した生体の薬剤に対する反

応を診断する方法が提供されることになる。真核生物、特に哺乳類、その中でも

ヒト、その中でもＢＡＳＢ０７０という遺伝子またはタンパク質を含む生物に感

染したヒト、またはその生物の感染が疑われるヒトは、周知のさまざまな方法な

らびにこの明細書に記載した方法によって、核酸またはアミノ酸レベルで検出す

ることが可能である。

      【００７４】

  予後、診断、またはそれ以外の解析のためのポリペプチドとポリヌクレオチド

は、感染が推定される個体および／または感染した個体の体内物質から得ること

ができる。他の任意の供給源、特にＤＮＡまたはＲＮＡに由来するポリヌクレオ

チドは、直接検出に用いること、あるいは解析を行なう前にＰＣＲまたはその他

の任意の方法で酵素による増幅を行なうことができる。ＲＮＡ、特にｍＲＮＡや
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、ｃＤＮＡ、ゲノムＤＮＡも同様にして用いることができる。増幅を行なうこと

により、個人に感染した生物またはその個人の体内に住み着いている生物の種や

菌株のキャラクテリゼーションを、その生物から選択したポリヌクレオチドの血

清型を分析することにより実現できる。増幅された産物を、関連した生物、好ま

しくは同じ属の異なる種、または同じ種の異なる株から選択した参照配列の血清

型と比較した場合のサイズ変化により、欠失および挿入を検出することができる

。点突然変異は、増幅したＤＮＡを、標識したＢＡＳＢ０７０ポリヌクレオチド

配列とハイブリダイズさせることにより同定できる。完全に一致した配列、また

はかなりの割合が一致した配列は、ＤＮＡとＲＮＡのそれぞれについてＤＡアー

ゼまたはＲＮアーゼによる消化によって、あるいは溶解温度または再生キネティ

ックスの差を検出することによって、不完全にした一致していない複製、または

かなりの割合が一致していない複製と区別することができる。ポリヌクレオチド

配列の差は、参照配列と比較した場合のゲル中におけるポリヌクレオチド断片の

電気泳動における移動度の変化としても検出することができる。その場合に変性

剤は用いても用いなくてもよい。ポリヌクレオチドの差は、ＤＮＡまたはＲＮＡ

を直接シークエンシングすることによっても検出することができる。例えば、マ

イヤーズ他、Science、第230巻、1242ページ、1985年を参照のこと。特定の位置

における配列の変化は、ＲＮアーゼ、Ｖ１、Ｓ１保護アッセイなどのヌクレアー

ゼ保護アッセイや、化学的切断法によっても明らかにすることができる。例えば

、コットン他、Proc. Natl. Acad. Sci. USA、第85巻、4397～4401ページ、1985

年を参照のこと。

      【００７５】

  別の実施態様では、ＢＡＳＢ０７０ヌクレオチド配列またはその断片を含むオ

リゴヌクレオチド・プローブをアレイに構成して、例えば遺伝子突然変異、血清

型、分類、同定のスクリーニングを効果的に行なうことができる。アレイ技術は

周知で一般性があるため、遺伝子発現、遺伝子連鎖、遺伝子可変性などの分子遺

伝学のさまざまな問題に適用することができる（例えば、チー他、Science、第2

74巻、610ペーシ、1996年を参照のこと）。

      【００７６】
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  そこで別の側面として、本発明は、以下のものを含む診断キットに関する。

（ａ）本発明のポリヌクレオチド、好ましくは配列番号１又は３のヌクレオチド

配列、またはその断片；

（ｂ）（ａ）の配列と相補的なヌクレオチド配列；

（ｃ）本発明のポリペプチド、好ましくは配列番号２又は４のポリペプチド、ま

たはその断片；又は

（ｄ）本発明のポリペプチドに対する抗体、好ましくは配列番号２又は４のポリ

ペプチドに対する抗体。

      【００７７】

  このようなキット（ａ）、（ｂ）、（ｃ）又は（ｄ）のいずれもが実質的な成

分を含んでいることが理解されよう。このようなキットは、特に、疾病の診断ま

たは疾病に対する感受性の診断に用いられる。

      【００７８】

  本発明は、診断用試薬としての本発明のポリヌクレオチドの利用法にも関する

。本発明のポリヌクレオチド、好ましくは配列番号１又は３のポリヌクレオチド

が突然変異して過少発現、過剰発現、または変化した発現を起こすと疾病や病原

性と関係してくるので、そうした突然変異を検出することは診断の手段となり、

疾病の診断、疾病の予後予測、疾病段階の決定、疾病に対する感受性の確認の参

考にしたり、そうしたことを明確にしたりすることができる。このようなポリヌ

クレオチドに突然変異を起こした生物、特にそのような状態の感染生物は、さま

ざまな方法、例えばこの明細書の別の箇所に記載した方法によってポリヌクレオ

チド・レベルで検出することができる。

      【００７９】

  本発明のヌクレオチド配列は、生物の染色体の同定のためにも有益である。こ

の配列は、生物の染色体上の特定の位置を、特にＨａｅｍｏｐｈｉｌｕｓ  ｉｎ

ｆｌｕｅｎｚａｅ染色体を、特別に標的とし、そしてこれとハイブリダイズする

ことができる。本発明に従って染色体に関連配列をマッピングすることは、これ

らの配列を、ある生物の病因の潜在的及び／又は生態学的なニッチ、及び／又は

ある生物の薬剤耐性、並びにその遺伝子のその生物に対する不可欠性と相関させ
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ることによって重要なステップであることができる。一旦、配列が正確な染色体

位置にマッピングされれば、その染色体上の配列の物理的な位置が、遺伝子マッ

プ・データと相関されることができる。このようなデータは、配列データベース

中にオンラインで見られることができる。遺伝子と、同一の染色体領域にマッピ

ングされている病気との間の関係を次に、知られた遺伝子方法、例えば、関連分

析（物理的に隣接する遺伝子の同時遺伝）又は接合試験、例えばコンジュゲーシ

ョンによるものを通して、同定される。

      【００８０】

  第１の表現型を有する生物と、異なる第２の表現型を有する生物の間の、ポリ

ヌクレオチド及び／又はポリペプチド配列における差も決定することができる。

突然変異が第１の表現型を有する生物のいくつか又は全部において観察されるが

、第２の表現型を有する生物においては観察されない場合、その突然変異は、第

１の表現型の原因作用物質であろう。

      【００８１】

  本発明のポリヌクレオチドおよび／またはポリペプチドに突然変異または多型

（対立遺伝子の変異）を有する生物からの細胞は、さまざまな方法によってポリ

ヌクレオチドまたはポリペプチドのレベルで検出し、例えば血清型を決めること

もできる。例えば、ＲＴ－ＰＣＲを利用してＲＮＡにおける突然変異を検出する

ことができる。ＲＴ－ＰＣＲを自動化した検出システム、例えばジーンスキャン

と組み合わせることが特に好ましい。ＲＮＡ、ｃＤＮＡ、ゲノムＤＮＡに対して

もＰＣＲを行なうことができる。一例として、ＢＡＳＢ０７０ポリペプチドをコ

ードするポリヌクレオチドと相補的なＰＣＲプライマーを用いて突然変異を同定

したり解析したりすることができる。

      【００８２】

  本発明はさらに、とりわけ、個体に由来するサンプル、例えば体を構成してい

る物質に由来するサンプルから単離したＢＡＳＢ０７０  ＤＮＡおよび／または

ＲＮＡを増幅するためのプライマーを提供する。感染した個体から単離したポリ

ヌクレオチドをこのプライマーを用いて増幅すると、次にさまざまな方法により

そのポリヌクレオチドの配列を明らかにすることができる。このようにして、ポ
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リヌクレオチド配列における突然変異を検出し、その突然変異をもとにして、感

染状態またはその段階や進行状況の診断および／または予後予測、感染体の血清

型決定および／または分類を行なうことができる。

      【００８３】

  本発明によればさらに、疾病の診断、好ましくは細菌感染の診断、さらに好ま

しくはＨａｅｍｏｐｈｉｌｕｓ  ｉｎｆｌｕｅｎｚａｅによって起こる感染を診

断する方法も提供される。この方法には、個体に由来するサンプル、例えば体を

構成している物質に由来するサンプルから、表１の配列〔配列番号１又は３〕を

有するポリヌクレオチドの発現レベルの上昇を測定する操作が含まれる。ＢＡＳ

Ｂ０７０ポリヌクレオチドの発現の上昇または減少は、ポリヌクレオチドの定量

法として当業者には周知の方法のうちの任意の方法を用いて測定することができ

る。そうした方法としては、例えば、増幅法、ＰＣＲ法、ＲＴ－ＰＣＲ法、ＲＮ

アーゼ保護法、ノーザン・ブロット法、分光法、その他のハイブリダイゼーショ

ン法がある。

      【００８４】

  さらに、対照用の正常組織サンプルと比べることによってＢＡＳＢ０７０ポリ

ペプチドの過剰発現を検出するという本発明の診断法を利用し、例えば感染の存

在を検出することができる。宿主に由来するサンプル、例えば体を構成している

物質に由来するサンプル中のＢＡＳＢ０７０ポリペプチドのレベルを測定するの

に用いることができるアッセイ法は当業者には周知である。そうしたアッセイ法

としては、放射線免疫検出法、競合結合アッセイ、ウエスタン・ブロット解析法

、抗体サンドイッチ・アッセイ、抗体検出法、ＥＬＩＳＡ法などがある。

      【００８５】

  本発明のポリヌクレオチドは、ポリヌクレオチド・アレイの成分、好ましくは

高密度アレイまたはグリッドの成分として用いることができる。この高密度アレ

イは、診断および予後予測に特に有効である。例えば、それぞれが、異なる遺伝

子に加えて本発明の１つまたは複数のポリヌクレオチドを含むスポットの集合を

用い、体を構成している物質から得られた、またはそうした物資に由来するプロ

ーブを用い、ハイブリダイゼーションまたは核酸増幅などを利用してプロービン
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グを行ない、個体の体内に特定のポリヌクレオチド配列または関連した配列が存

在しているかどうかを決定することができる。そのようなものが存在していると

いうことは、病原体、特にＨａｅｍｏｐｈｉｌｕｓ  ｉｎｆｌｕｅｎｚａｅが存

在していることを示唆している可能性があり、疾病または疾病進行の診断および

／または予後予測を明確にするのに役立つ可能性がある。配列番号１のポリヌク

レオチド配列の多数の変異体を含むグリッドが好ましい。配列番号２のポリペプ

チド配列をコードするポリヌクレオチド配列の多数の変異体を含むグリッドも好

ましい。

抗体

  本発明のポリペプチドとポリヌクレオチド、またはその変異体、またはそれを

発現する細胞を免疫原として用い、そのようなポリペプチドまたはポリヌクレオ

チドに対して免疫特異的な抗体を産生させることができる。

      【００８６】

  本発明の好ましいいくつかの実施態様によれば、ＢＡＳＢ０７０ポリペプチド

またはポリヌクレオチドに対する抗体が提供される。

      【００８７】

  本発明のポリペプチドまたはポリヌクレオチドに対する抗体は、本発明のポリ

ペプチドおよび／またはポリヌクレオチド、あるいはエピトープを有するその一

方または両方の断片、あるいはその一方または両方のアナログ、あるいはその一

方または両方の発現する細胞を、動物、好ましくはヒトでない動物に一般的なプ

ロトコルに従って投与することにより得ることができる。モノクローナル抗体を

調製するためには、連続的細胞系培養によって産生される抗体を提供する任意の

従来法を用いることができる。さまざまな方法があり、例えば、ケーラー，Ｇ、

ミルシュタイン，Ｃ．、Nature、第256巻、495～497ページ、1975年；コズボー

他、Immunology Today、第４巻、72ページ、1983年；コール他、『モノクローナ

ル抗体とガン治療』（アラン  Ｒ．リス社、1985年）の77～96ページが挙げられ

る。

      【００８８】

  一本鎖の抗体の産生法（アメリカ合衆国特許第４，９４６，７７８号）を利用
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して本発明のポリペプチドまたはポリヌクレオチドに対する一本鎖の抗体を産生

させることができる。また、トランスジェニック・マウス、またはそれ以外の生

物や動物、例えば哺乳類を利用して、本発明のポリペプチドまたはポリヌクレオ

チドに対する免疫特異的なヒト化した抗体を発現させることができる。

      【００８９】

  別の方法として、ファージ提示法を利用して、抗ＢＡＳＢ０７０を処理するた

めにスクリーニングされたヒト由来リンパ球のＰＣＲ増幅されたｖ－遺伝子のレ

パートリーから、あるいは実験されたことのないライブラリーから、本発明のポ

リペプチドに対する結合活性を有する抗体遺伝子を選択することができる（マッ

カファーティ他、Nature、第348巻、552～554ページ、1990年；マークス他、Bio

technology、第10巻、779～783ページ、1992年）。これら抗体の親和性は、例え

ばチェーン・シャッフリングによって向上させることもできる（クラクソン他、

Nature、第352巻、628ページ、1991年）。

      【００９０】

  上記の抗体を用いて本発明のポリペプチドまたはポリヌクレオチドを発現する

クローンを単離または同定し、例えばアフィニティ・クロマトグラフィによって

そのポリペプチドまたはポリヌクレオチドを精製することができる。

      【００９１】

  したがって、特にＢＡＳＢ０７０ポリペプチドまたはＢＡＳＢ０７０ポリヌク

レオチドに対する抗体を用いて感染、特に細菌感染を治療することができる。

      【００９２】

  ポリペプチドの変異体として、抗原、エピトープ、または免疫に関して等価な

変異体は、本発明の特別な一側面を構成する。

      【００９３】

  抗体またはその変異体を修飾して個体の中で免疫性を低下させることが好まし

い。例えば、個体がヒトである場合、抗体が“ヒト化され”ていて、ハイブリド

ーマに由来する抗体の相補性決定領域がヒトのモノクローナル抗体に移植されて

いることが最も好ましい。これについては、例えば、ジョーンズ他、Nature、第

321巻、522～525ページ、1986年、またはテンペスト他、Biotechnology、第９巻
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、266～273ページ、1991年に記載されている。

      【００９４】

  さらに別の側面として、本発明は、本発明のポリペプチドまたはその断片と、

さまざまなサブクラスの免疫グロブリン（ＩｇＧ、ＩｇＭ、ＩｇＡ、ＩｇＥ）の

Ｈ鎖またはＬ鎖の定常領域のさまざまな部分を含む遺伝子組み換え可溶性融合タ

ンパク質に関する。免疫グロブリンとして好ましいのは、ヒトＩｇＧ、特にＩｇ

Ｇ１のＨ鎖の定常部分であり、そのヒンジ領域において融合が起こる。特別な実

施態様によると、Ｆｃ部は、血液凝固第Ｘａ因子を用いて切断することのできる

切断配列を組み込むことによって簡単に除去することができる。本発明はさらに

、遺伝子工学によるこの融合タンパク質の調製方法と、この融合タンパク質を利

用して行なう薬剤のスクリーニング、診断、治療にも関する。本発明のさらに別

の側面は、そのような融合タンパク質をコードするポリヌクレオチドにも関する

。融合タンパク質に関する技術の実例は、国際特許出願ＷＯ９４／２９４５８、

ＷＯ９４／２２９１４に見ることができる。

ミモトープ

  さらに別の側面として、本発明は、本発明のポリペプチドのミモトープに関す

る。ミモトープは、天然のペプチドと（配列または構造が）非常によく似たペプ

チド配列であり、天然のペプチドを認識する抗体によって認識される。従って、

抗体結合性ミモトープに関する限り、ミモトープは、天然のペプチドを認識する

抗体により認識されることができ；又は場合により好適な担体に結合されるとき

天然のペプチドを認識する抗体を作り出すことができる。Ｔ細胞認識の場合、ミ

モトープは、天然のペプチドを認識する同一Ｔ細胞により認識されることができ

；又は天然ペプチドを認識するＴ細胞応答を生成することができる。

      【００９５】

  ペプチド・ミモトープは、選択したアミノ酸を付加したり、欠失させたり、置

換したりすることによって特定の目的用に設計することができる。したがってペ

プチドは、タンパク質担体と容易に結合できるように修飾することができる。例

えば、いくつかの化学的結合法にとっては末端にシステインを含むようにするこ

とが望ましかろう。それに加え、タンパク質担体と結合したペプチドにおいて、
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そのペプチドの結合した末端とは反対側に疎水性末端を含むようにして、そのペ

プチドの結合していないこの自由な末端がタンパク質担体の表面と会合したまま

になっているようにすることが望ましかろう。そうすることにより、このペプチ

ドが、もとの分子全体の文脈にあるときのペプチドの配座と非常によく似た配座

になる。例えばペプチドは、Ｎ末端のシステインとＣ末端の疎水性のアミド化さ

れた尾部を持つように変えることができる。また、１つまたはそれ以上のアミノ

酸についてＤ－立体異性体を付加または置換して、例えばペプチドの安定性を向

上させるという好ましい誘導体を作ることができる。

      【００９６】

  ミモトープは、その配列方向が逆である点で、天然のペプチド配列のレトロ配

列であることもできる；あるいは、その配列は全体的に又は少なくとも部分的に

Ｄ－立体異性体アミノ酸から構成されることもできる（インバーソ（ｉｎｖｅｒ

ｓｏ）配列）。また、上記ペプチド配列は、その配列方向が逆であり、かつ、そ

のアミノ酸配列がＤ－立体異性体形をもつ点で、記号としてレトロ－インバーソ

（ｒｅｔｒｏ－ｉｎｖｅｒｓｏ）であることができる。レトロ、インバーソ、及

びレトロ－インバーソ・ペプチドは、ＷＯ９５／２４９１６、及びＷＯ９４／０

５３１１中に記載されている。

      【００９７】

  また、ペプチド・ミモトープは、ファージ提示法などの方法を利用し、本発明

のポリペプチドと結合することのできる抗体を用いて同定することができる（Ｅ

Ｐ  ０  ５５２  ２６７  Ｂ１）。この方法により、天然のペプチドと構造が似

ており、したがってアンチ天然のペプチド抗体に結合できるが、必ずしも天然の

ポリペプチドとは配列がそれほど似てはいない多数のペプチド配列が生まれる。

ワクチン

  本発明の別の側面は、個体、特に哺乳類、好ましくはヒトにおいて免疫応答を

誘起する方法に関する。この方法は、その個体を、感染、特に細菌感染、中でも

Ｈａｅｍｏｐｈｉｌｕｓ  ｉｎｆｌｕｅｎｚａｅの感染から保護するため、抗体

および／またはＴ細胞免疫応答を発生させるのに十分なＢＡＳＢ０７０ポリヌク

レオチドおよび／またはポリペプチド、あるいはその断片または変異体をこの個
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体に接種する操作を含んでいる。

      【００９８】

  本発明により、そのような免疫応答によって細菌の複製速度が遅くなる方法も

提供される。

      【００９９】

  本発明のさらに別の側面は、個体において免疫応答を誘起する別の方法に関す

る。この方法は、その個体に核酸ベクター、配列、またはリボザイムを供給して

ＢＡＳＢ０７０ポリヌクレオチドおよび／またはポリペプチド、あるいはその断

片または変異体の発現を指示し、ＢＡＳＢ０７０ポリヌクレオチドおよび／また

はポリペプチド、あるいはその断片または変異体を生体内で発現させて、疾病が

すでにその個体、好ましくはヒトの体内で発生しているかどうかに関係なく、そ

の個体をその疾病から保護するために、抗体および／またはＴ細胞（例えばサイ

トカイン産生Ｔ細胞または細胞障害性Ｔ細胞を含む）の免疫応答の発生などの免

疫応答を誘起する操作を含んでいる。遺伝子投与の一例は、その遺伝子を、粒子

のコーティングなどとして望む細胞の中に急いで入れるというものである。この

ような核酸ベクターは、ＤＮＡ、ＲＮＡ、リボザイム、修飾された核酸、ＤＮＡ

／ＲＮＡハイブリッド、ＤＮＡ－タンパク質複合体、またはＲＮＡ－タンパク質

複合体を含むことができる。

      【０１００】

  本発明のさらに別の側面は、個体、好ましくはヒトに導入されたときにその個

体の体内で免疫応答を誘起することができて、その個体にＢＡＳＢ０７０ポリヌ

クレオチドおよび／またはそれによってコードされたポリペプチドに対する免疫

応答を誘起する免疫性組成物に関する。この免疫性組成物は、組み換えＢＡＳＢ

０７０ポリヌクレオチドおよび／またはそれによってコードされたポリペプチド

、および／または、このＢＡＳＢ０７０ポリヌクレオチド、それによってコード

されたポリペプチド、または本発明の他のポリペプチドの抗体をコードし発現す

るＤＮＡおよび／またはＲＮＡを含んでいる。この免疫応答を治療または予防に

利用することが可能である。また、この免疫応答は、抗体免疫の形態および／ま

たは細胞免疫の形態、例えばＣＴＬまたはＣＤ４＋Ｔ細胞から生まれる細胞免疫
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の形態を取ることができる。

      【０１０１】

  ＢＡＳＢ０７０ポリペプチドまたはその断片を、補タンパク質または化合物断

片と融合させることが可能である。補タンパク質または化合物断片は、それ自体

は抗体を産生させても産生させなくてもよいが、第１のタンパク質を安定化させ

て、抗原特性および／または免疫特性、好ましくは保護特性を有する融合タンパ

ク質または修飾タンパク質を産生させることができるものである。したがって、

組み換え融合タンパク質は、例えばインフルエンザ菌、グルタチオン－Ｓ－トラ

ンスフェラーゼ（ＧＳＴ）、β－ガラクトシダーゼなどの抗原性補タンパク質、

またはそのタンパク質を可溶化しその産生と精製を容易にする任意の他の比較的

大きな補タンパク質からのリポタンパク質をさらに含んでいることが好ましい。

さらに、補タンパク質は、そのタンパク質を受け入れる生物の免疫系を一般的に

刺激するという意味のアジュバントとして作用することができる。補タンパク質

は、第１のタンパク質のアミノ末端またはカルボキシル末端のいずれにか付着す

ることができる。

      【０１０２】

  本発明のワクチン組成物では、ＢＡＳＢ０７０ポリペプチドおよび／またはポ

リヌクレオチド、その断片、そのミモトープ、その変異体が、上記の生きた組み

換えベクター、例えば生きた細菌ベクターなどのベクター内に存在していてもよ

い。

      【０１０３】

  ＢＡＳＢ０７０ポリペプチドにとっては、生きていないベクター、例えば細菌

の外膜小胞、すなわち“泡状突起（ｂｌｅｂｓ）”も適している。ＯＭ泡状突起

はグラム陰性菌の２層膜の外膜に由来するものであり、クラミジア・トラコマテ

ィス（Ｃ．ｔｒａｃｈｏｍａｔｉｓ）やオウム病クラミジア（Ｃ．ｐｓｉｔｔａ

ｃｉ）を始めとする多数のグラム陰性菌において記録されている（ツー，Ｌ．他

、FEMS Microbiol. Lett.、第163巻、223～228ページ、1998年）。泡状突起を発

生させると報告されている細菌性病原体としては、ボルデテラ・ペルトゥシス（

Ｂｏｒｄｅｔｅｌｌａ  ｐｅｒｔｕｓｓｉｓ）、ボレリア・ブルグドルフェリ（
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Ｂｏｒｒｅｌｉａ  ｂｕｒｇｄｏｒｆｅｒｉ）、ブルセラ・メリテンシス（Ｂｒ

ｕｃｅｌｌａ  ｍｅｌｉｔｅｎｓｉｓ）、ブルセラ・オヴィス（Ｂｒｕｃｅｌｌ

ａ  ｏｖｉｓ）、大腸菌、インフルエンザ菌、レジオネラ・プヌーモフィラ（Ｌ

ｅｇｉｏｎｅｌｌａ  ｐｎｅｕｍｏｐｈｉｌａ）、ナイセリア・ゴノロエア（Ｎ

ｅｉｓｓｅｒｉａ  ｇｏｎｏｒｒｈｏｅａｅ）、ナイセリア・メニンギティディ

ス、スードモナス・アエルギノサ（Ｐｓｅｕｄｏｎｏｎａｓ  ａｅｒｕｇｉｎｏ

ｓａ）、イェルシニア・エンテロコリティカ（Ｙｅｒｓｉｎｉａ  ｅｎｔｅｒｏ

ｃｏｌｉｔｉｃａ）などがあるが、これだけに限定されるわけではない。

      【０１０４】

  泡状突起（Ｂｌｅｂｓ）は、もともとの配座において外膜タンパク質を提供で

きるという利点があり、したがってワクチンに特に有効である。泡状突起は、外

膜にある１つまたはそれ以上の分子の発現が変化するように細菌を遺伝子改変す

ることにより、ワクチン用に改良することもできる。そこで、例えば外膜の所望

の免疫タンパク質の発現、例えばＢＡＳＢ０７０ポリペプチドの発現を（例えば

プロモーターを変化させることによって）導入したり上方調節したりすることが

できる。その代わりに、あるいはそれに加えて、関係のない外膜分子（例えば、

非保護抗原、または免疫優勢であるが可変性のあるタンパク質）または、有害な

外膜分子（例えば、ＬＰＳなどの毒性分子、または自己免疫応答を誘起する可能

性のある分子）の発現を下方調節することができる。これらの方法について以下

に詳しく説明する。

      【０１０５】

  ＢＡＳＢ０７０遺伝子の非コード・フランキング領域は、その遺伝子の発現に

とって重要な調節領域を含んでいる。この調節は、転写レベルと翻訳レベルの両

方で起こる。遺伝子のオープン・リーディング・フレームの上流または下流に位

置しているこれら領域の配列は、ＤＮＡシークエンシングによって得ることがで

きる。この配列情報により、潜在的な調節モチーフを決定すること、例えばさま

ざまなプロモーター要素、ターミネーター配列、誘起可能な配列要素、リプレッ

サー、相変異の原因となる要素、シャイン・ダルガルノ配列、潜在的な二次構造

を有する調節関与領域のほか、これ以外のタイプの調節モチーフや調節配列を決
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定することができる。

      【０１０６】

  この配列情報により、ＢＡＳＢ０７０遺伝子の自然な発現を変化させることが

できる。遺伝子発現の上方調節は、プロモーター、シャイン・ダルガルノ配列、

潜在的なリプレッサー、オペレータ要素、または関係のある他の要素を変えるこ

とによって実現できる。同様に、発現の下方調節は、似たような変更によって実

現することができる。また、相変異配列を変化させることにより、遺伝子の発現

を相変異の制御下に置いたり、この調節から独立させたりすることができる。別

の方法では、遺伝子を１つまたはそれ以上の誘起要素の制御下に置いて、発現を

制御できるようにすることができる。そうした制御の具体例としては、温度シフ

トによる誘起や、誘起性基質の付加、例えば選択した炭水化物またはその誘導体

、微少元素、ビタミン、補因子、金属イオンなどの付加が挙げられるが、これだ

けに限定されるわけではない。

      【０１０７】

  上記のような変更は、いくつかの異なったやり方で導入することができる。遺

伝子の発現に関係する配列の変更は、生体内でランダムな突然変異を起こした後

に望む表現型を選択することによって実現できる。別の方法は、興味の対象とな

る領域を分離した後、その領域をランダムに突然変異させること、または部位特

異的突然変異による置換、挿入、または欠失を起こさせることにより変化させる

ことからなる。次に、このように変化した領域を相同的組み換えによって細菌の

遺伝子に再導入して、遺伝子の発現に及ぼす効果を評価することができる。別の

方法では、対象となる領域の配列に関する知識を利用して、天然の調節配列の全

部または一部を置換または除去する。この場合、ターゲットとなる調節領域を分

離・変更して、別の遺伝子からの調節要素、さまざまな遺伝子からの調節要素の

組み合わせ、合成した調節要素、またはそれ以外の任意の調節要素が含まれるよ

うに、あるいは野生型の調節配列の特定の部分が除去されるようにする。すると

これらの変更された配列は、相同的組み換えを通じて細菌の遺伝子に再導入する

ことができる。遺伝子発現の上方調節に利用できる可能性のある好ましいプロモ

ーターとしては、ナイセリア・メニンギティディスまたはナイセリア・ゴノロエ
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アに由来するプロモーターであるｐｏｒＡ、ｐｏｒＢ、ｌｂｐＢ、ｔｂｐＢ、ｐ

１１０、１ｓｔ、ｈｐｕＡＢ；ｏｍｐＣＤ、ｃｏｐＢ、ｌｂｐＢ、ｏｍｐＥ、Ｕ

ｓｐＡ１；ＵｓｐＡ２；モラクセラ・カタラーリス（Ｍ．Ｃａｔａｒｒｈａｌｉ

ｓ）に由来するＴｂｐＢ；インフルエンザ菌に由来するｐ１、ｐ２、ｐ４、ｐ５

、ｐ６、ｌｐＤ、ｔｂｐＢ、Ｄ１５、Ｈｉａ、Ｈｍｗ１、Ｈｍｗ２が挙げられる

が、これだけに限定されるわけではない。

      【０１０８】

  一実施態様によれば、遺伝子の発現は、（この遺伝子の上方配列を分離し、こ

の配列をインビトロで変化させ、相同的組み換えによってゲノムを再導入する操

作を通じて）この遺伝子のプロモーターをより強力なプロモーターと交換するこ

とにより変化させることができる。上方調節された発現は、細菌内と、細菌から

選別した（細菌が作った）外膜小胞の中の両方で実現することができる。

      【０１０９】

  別の実施態様によれば、上記の方法を利用して、ワクチンへの応用特性が改善

された組み換え細菌株を生み出すことができる。そうした株としては、毒性を弱

めた株、特定の抗原の発現が増えた株、免疫応答を妨げる遺伝子がノックアウト

された（またはその遺伝子の発現が低下した）株、免疫優勢なタンパク質の発現

が調節された株、外膜小胞の選別が調節された株が挙げられるが、これだけに限

定されるわけではない。

      【０１１０】

  そこで本発明によれば、ＢＡＳＢ０７０遺伝子の変化した上流領域も提供され

る。この変化した上流領域は、外膜に位置するＢＡＳＢ０７０タンパク質の発現

レベルを変化させる異種性調節要素を含んでいる。本発明のこの側面による上流

領域は、ＢＡＳＢ０７０遺伝子の上流にある配列を含んでいる。上流領域は、Ｂ

ＡＳＢ０７０遺伝子のすぐ上流から始まり、通常は、ＡＴＧ開始コドンからこの

遺伝子の約１０００bp上流を超えない位置まで続いている。ポリシストロン性配

列（オペロン）に位置する遺伝子の場合、上流領域は、対象となる遺伝子の直前

、またはオペロン内の最初の遺伝子の前から始まることがある。本発明のこの側

面による変化した上流領域は、ＡＴＧの５００～７００bp上流の位置に異種性プ
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ロモーターを含んでいることが好ましい。

      【０１１１】

  そこで本発明により、変化した細菌の泡状突起内に、ＢＡＳＢ０７０ポリペプ

チドが提供される。さらに本発明によれば、膜をベースとした生きていない泡状

突起ベクターを生み出すことのできる宿主細胞が提供される。さらに本発明によ

れば、異種性調節要素を含む変化した上流領域を有するＢＡＳＢ０７０遺伝子を

含むベクターが提供される。

      【０１１２】

  さらに本発明によれば、本発明による宿主細胞と細菌の泡状突起を調製する方

法が提供される。

      【０１１３】

  ワクチン抗原は、そのタンパク質の特性に依存して、さまざまな、本分野にお

いて知られた他の形態で提供されうる。例えば、リポタンパク質は、それらのＮ

－末端に付加された脂質の疎水性のために、凝集し、そしてミセルを形成するこ

とができる。これらの構造の粒状性は、そのタンパク質の脂質化されていないバ

ージョンに比較して、そのリポタンパク質の免疫原性を強化することができる。

上記ミセルのサイズも、そのリポタンパク質の免疫原性に対して影響を及ぼすこ

とができ、そしてこれは、例えば、抽出手順を調整することにより修飾されるこ

とができる。

      【０１１４】

  本発明によれば、さらに、組成物、特にワクチン組成物が提供されるほか、本

発明のポリペプチドおよび／またはポリヌクレオチドと免疫促進性ＤＮＡ配列を

含む方法が提供される。免疫促進性ＤＮＡ配列についてはサトウ，Ｙ．他、Scie

nce、第273巻、352ページ、1996年に記載されている。

      【０１１５】

  本発明によれば、さらに、Ｈａｅｍｏｐｈｉｌｕｓ  ｉｎｆｌｕｅｎｚａｅに

感染したモデル動物における遺伝子を使った免疫確立実験で用いられるポリヌク

レオチド構造体中において、上記のポリヌクレオチド、またはその特定の断片で

細菌細胞の表面タンパク質の非可変領域をコードすることが知られている断片を
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用いる方法も提供される。このような実験は、予防または治療のための免疫応答

を起こすことのできるタンパク質エピトープを同定する上で特に役立つであろう

。この方法により、感染に対して抵抗力のある動物、あるいは感染を除去するこ

とのできる動物の必要な器官に由来する特別な価値を有するモノクローナル抗体

を、哺乳類、特にヒトにおける細菌感染、特にＨａｅｍｏｐｈｉｌｕｓ  ｉｎｆ

ｌｕｅｎｚａｅの感染の予防薬または治療方法の開発のためにまもなく調製でき

るようになると考えられている。

      【０１１６】

  本発明には、本発明の免疫性組み換えポリペプチドおよび／またはポリヌクレ

オチドと、適切な基剤、例えば薬理学的に受容可能な基剤とを含むワクチン製剤

も含まれる。ポリペプチドとポリヌクレオチドは胃で分解される可能性があるた

め、それぞれを非経口的に投与することが好ましい。例えば、皮下、筋肉内、静

脈内、皮内に投与する。非経口投与に適した製剤としては、抗酸化剤、緩衝溶液

、細菌発育抑制化合物、製剤を個体の体液、好ましくは血液と等張にする溶質と

を含む可能性のある水性、非水性の無菌注射液や；分散剤または増粘剤を含む可

能性のある水性、非水性の無菌分散液が挙げられる。製剤は、単位用量、または

複数回用量の容器、例えば密封したアンプルやガラス瓶の形態にすることができ

る。製剤は、凍結乾燥状態にして保管し、使用する直前に無菌基剤を添加するだ

けでよいようにすることができる。

      【０１１７】

  本発明のワクチン製剤は、その製剤の免疫性を向上させるためにアジュバント

系をさらに含んでいてもよい。

      【０１１８】

  免疫応答は、大きく２つの典型的なカテゴリーに分けることができる。それは

、体液を媒介とした免疫応答と細胞を媒介とした免疫応答である（伝統的に、抗

体と、防護のための細胞エフェクター機構をそれぞれ特徴とする）。応答のこれ

らカテゴリーは、ＴＨ１タイプの応答（細胞を媒介とした応答）、ＴＨ２タイプ

の応答（体液を媒介とした応答）と呼ばれている。

      【０１１９】
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  典型的なＴＨ１タイプの免疫応答は、抗原特異的でハプロタイプが限定された

細胞毒性のあるＴリンパ球と、ナチュラルキラー細胞の応答とを生み出すことが

特徴であると言えよう、マウスでは、ＴＨ１タイプの応答は、ＩｇＧ２ａサブタ

イプの抗体を産生することを特徴とするのに対し、ヒトでは、この応答はＩｇＧ

１タイプの抗体に対応する。ＴＨ２タイプの免疫応答は、免疫グロブリンのさま

ざまなイソタイプを産生させることを特徴とする。例えばマウスでは、ＩｇＧ１

、ＩｇＡ、ＩｇＭが産生される。

      【０１２０】

  これら２つのタイプの免疫応答が展開するときに裏で操っているのはサイトカ

インであると考えることができる。ＴＨ１タイプのサイトカインがハイレベルだ

と、所定の抗原に対して細胞を媒介とした免疫応答が誘起され、ＴＨ２タイプの

サイトカインがハイレベルだと、その抗原に対して体液を媒介とした免疫応答が

誘起される傾向がある。

      【０１２１】

  ＴＨ１タイプの免疫応答とＴＨ２タイプの免疫応答の区別は厳密ではない。実

際には、個体は、ＴＨ１が優勢である、あるいはＴＨ２が優勢であると記述され

る免疫応答を支持することになる。しかし、ネズミ類のＣＤ４－Ｔ細胞クローン

においてモスマンとコフマンによって記述されているサイトカイン・ファミリー

を考えると便利なことがしばしばある（モスマン，T.R．とコフマン，R.L.、「

ＴＨ１細胞とＴＨ２細胞：さまざまな機能特性へと通じるさまざまなパターンの

リンホカイン分泌」、Annual Review of Immunology、第７巻、145～173ページ

、1989年 ）。一般に、ＴＨ１タイプの応答には、Ｔリンパ球によるＩＦＮ－γ

とＩＬ－２というサイトカインの産生が伴っている。ＴＨ１タイプの免疫応答の

誘起にしばしば直接関係する他のサイトカイン、例えばＩＬ－１２は、Ｔ細胞に

よって産生されない。これとは逆に、ＴＨ２タイプの応答には、ＩＬ－４、ＩＬ

－５、ＩＬ－６、ＩＬ－１３の分泌が伴っている。

      【０１２２】

  ある種のワクチン・アジュバントは、ＴＨ１タイプまたはＴＨ２タイプのサイ

トカイン応答のいずれかを刺激するのに特に適していることが知られている。一
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般に、ワクチン接種後または感染後の免疫応答のＴＨ１：ＴＨ２のバランスを示

す最良の指標としては、抗原で再度刺激した後にインビトロでＴリンパ球による

ＴＨ１タイプまたはＴＨ２タイプのサイトカイン産生を直接測定すること、およ

び／または、（ネズミ系においては）抗原特異的な抗体反応のＩｇＧ１：ＩｇＧ

２ａの比を測定することが挙げられる。

      【０１２３】

  したがってＴＨ１タイプのアジュバントは、インビトロで抗体によって再度刺

激を受けたときに、分離したＴ細胞群を選択的に刺激してＴＨ１タイプのサイト

カインをハイレベルに産生させ、ＣＤ８＋細胞毒性Ｔリンパ球と、ＴＨ１タイプ

のアイソタイプに伴う抗原特異的免疫グロブリン応答の両方の展開を促進するア

ジュバントである。ＴＨ１タイプの細胞応答を選択的に刺激することのできるア

ジュバントは、国際特許出願ＷＯ９４／００１５３、ＷＯ９５／１７２０９に記

載されている。

      【０１２４】

  ３デ－０－アクリル化モノホスホリル脂質Ａ（３Ｄ－ＭＰＬ）は、そうしたア

ジュバントの１つである。これは、ＧＢ２２２０２１１（リビ）により公知であ

る。化学的には、これは、３デ－０－アクリル化モノホスホリル脂質Ａと４、５

、または６アクリル化した鎖の混合物であり、リビ・イムノケム社、モンタナ州

が製造している。３デ－０－アクリル化モノホスホリル脂質Ａの好ましい形態は

、欧州特許第０  ６８９  ４５４  Ｂ１号（スミスクライン・ビーチャム・バイ

オロジカルズ社）に開示されている。

      【０１２５】

  ３Ｄ－ＭＰＬの粒子は十分小さくし、０．２２ミクロンの膜を通過して滅菌濾

過されることが好ましい（欧州特許第０  ６８９  ４５４号）。

      【０１２６】

  ３Ｄ－ＭＰＬは、一用量あたり１０μｇ～１００μｇ、好ましくは２５～５０

μｇ含まれることになろう。そのとき抗原は、典型例では一用量あたり２～５０

μｇ含まれることになろう。

      【０１２７】
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  別の好ましいアジュバントとしてはＱＳ２１がある。これは、キラヤに由来す

るＨｐｌｃ精製された非毒性の分画である。場合によっては、これに３デ－０－

アクリル化モノホスホリル脂質Ａ（３Ｄ－ＭＰＬ）を混合し、さらに基剤を混合

することもできる。

      【０１２８】

  ＱＳ２１の製造方法は、アメリカ合衆国特許第５，０５７，５４０号に開示さ

れている。

      【０１２９】

  ＱＳ２１を含む非反応性アジュバント製剤は、過去の文献に記載されている（

ＷＯ９６／３３７３９）。ＱＳ２１とコレステロールを含むそのような製剤は、

抗原と合わせて処方したときにＴＨ１を刺激するアジュバントとしてうまくいく

ことが知られている。

      【０１３０】

  ＴＨ１タイプの細胞応答を選択的に刺激するさらに別のアジュバントとしては

、免疫調節性オリゴヌクレオチドがある。例えばメチル化されていないＣｐＧ配

列が、ＷＯ９６／０２５５５に開示されている。

      【０１３１】

  ＴＨ１を刺激する上記のようなさまざまなアジュバントの組み合わせも、ＴＨ

１タイプの細胞応答を選択的に刺激するアジュバントとして考えられる。例えば

、ＱＳ２１を３Ｄ－ＭＰＬと合わせて処方することができる。ＱＳ２１：３Ｄ－

ＭＰＬの比は、典型的には１：１０から１０：１であろうが、１：５から５：１

であることが好ましく、実質的に１：１であることもしばしばある。最適な相乗

効果が得られるＱＳ２１：３Ｄ－ＭＰＬの比の好ましい範囲は、２．５：１から

１：１である。

      【０１３２】

  本発明のワクチン組成物には担体も含まれていることが好ましい。担体は、水

中油型乳剤、またはアルミニウム塩、例えばリン酸アルミニウムや水酸化アルミ

ニウムである。

      【０１３３】
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  好ましい水中油型乳剤は、スクワレン、αトコフェロール、トゥイーン８０（

商標）などの代謝可能な油である。特に好ましい側面では、本発明のワクチン組

成物中の抗原は、そのような乳剤中でＱＳ２１および３Ｄ－ＭＰＬと結合してい

る。さらに、水中油型乳剤は、スパン８５および／またはレシチンおよび／また

はトリカプリリンを含んでいてもよい。

      【０１３４】

  ヒトに投与する場合には、典型的には、ＱＳ２１と３Ｄ－ＭＰＬがワクチン中

に、一用量あたり１μｇ～２００μｇ、例えば１０～１００μｇ、好ましくは１

０μｇ～５０μｇ含まれることになろう。水中油型乳剤は、典型的には、２～１

０％のスクワレン、２～１０％のαトコフェロール、０．３％～３％のトゥイー

ン８０を含むことになろう。スクワレン：αトコフェロールの比は、等しいか１

未満であることが好ましい。というのも、このようにすると乳剤がより安定にな

るからである。スパン８５が１％のレベルで存在していてもよい。場合によって

は、本発明のワクチンに安定剤がさらに含まれていることが望ましい。

      【０１３５】

  非毒性の水中油型乳剤は、毒性のない油、例えばスクワランまたはスクワレン

と、乳化剤、例えばトゥイーン８０とを水溶性基剤の中に含んでいることが好ま

しい。水溶性基剤は、例えばリン酸緩衝溶液にすることができる。

      【０１３６】

  水中油型乳剤中にＱＳ２１、３Ｄ－ＭＰＬ、トコフェロールを含む特に強力な

アジュバント製剤は、ＷＯ９５／１７２１０に記載されている。

      【０１３７】

  本発明により、本発明のワクチン製剤に加えて他の抗原、特にガンの治療、自

己免疫疾患や関連した疾患の治療に有効な抗原を含む多価のワクチン組成物が提

供される。そのような多価のワクチン組成物には、上記のＴＨ－１を誘起するア

ジュバントが含まれていてもよい。

      【０１３８】

  本発明を特定のＢＡＳＢ０７０ポリペプチドとポリヌクレオチドに関して記述

してきたが、本発明には、天然に存在するポリペプチドとポリヌクレオチドの断
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片や、ポリペプチドまたはポリヌクレオチドの免疫特性に実質的に影響を与えな

い付加、欠失、または置換を伴う同様の組み換えたポリペプチドとポリヌクレオ

チドも含まれるものと理解する。

組成物、キット、投与

  本発明のさらに別の側面によれば、１個の細胞または多細胞生物に投与するた

めの、ＢＡＳＢ０７０ポリヌクレオチドおよび／またはＢＡＳＢ０７０ポリペプ

チドを含む組成物が提供される。

      【０１３９】

  本発明は、この明細書に記載したポリヌクレオチドおよび／またはポリペプチ

ド、あるいはそのアゴニストまたはアンタゴニストを含む組成物にも関する。本

発明のポリペプチドとポリヌクレオチドは、細胞、組織、または生物に対して使

用するために、無菌でない、または無菌の１つまたは複数の担体、例えば個体に

投与するのに適した薬理学的な担体と組み合わせて用いることができる。このよ

うな組成物は、例えば、媒体に添加する量、すなわち治療に効果がある量の本発

明のポリペプチドおよび／またはポリヌクレオチドと、薬理学的に受容可能な担

体または賦形剤とを含んでいる。担体としては、生理的食塩水、緩衝生理的食塩

水、デキストロース、水、グリセロール、エタノールのほか、これらの組み合わ

せが挙げられるが、これだけに限定されない。製剤は、投与形態に合致している

必要がある。本発明はさらに、本発明の上記組成物の１つまたはそれ以上の成分

を充填した１つまたはそれ以上の容器を備える診断用、薬理学用のパックまたは

キットにも関する。

      【０１４０】

  本発明のポリペプチド、ポリヌクレオチド、その他の化合物は、単独で、ある

いは他の化合物、例えば治療用化合物と組み合わせて用いることができる。

      【０１４１】

  本発明の薬理学的組成物は、効果的かつ使いやすい任意の方法で投与すること

ができる。具体例としては、特に、局所的、経口、肛門、膣、静脈内、腹腔内、

筋肉内、皮下、鼻孔内、皮内の投与が挙げられる。

      【０１４２】
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  治療において、あるいは予防として、活性な薬剤を注射可能な組成物として、

例えば無菌の好ましくは等張の水性分散液として、個体に投与することができる

。

      【０１４３】

  さらに別の側面では、本発明により、治療に効果的な量のポリペプチドおよび

／またはポリヌクレオチド、例えば本発明のポリペプチドおよび／またはポリヌ

クレオチド、アゴニストまたはアンタゴニストのペプチド、または小分子化合物

を可溶形態にしたものを、薬理学的に受容可能な担体または賦形剤と組み合わせ

て含む薬理学的組成物が提供される。基剤としては、生理的食塩水、緩衝生理的

食塩水、デキストロース、水、グリセロール、エタノール、これらの組み合わせ

が挙げられるが、これだけに限定されない。本発明はさらに、本発明の上記組成

物の１つまたはそれ以上の成分を充填した１つまたはそれ以上の容器を備える薬

理学用のパックまたはキットにも関する。本発明のポリペプチド、ポリヌクレオ

チド、その他の化合物は、単独で、あるいは他の化合物、例えば治療用化合物と

組み合わせて用いることができる。

      【０１４４】

  組成物は、投与経路、例えば全身が経口かに応じて適した形態にされることに

なる。全身投与の好ましい形態としては、注射、典型的には静脈内注射が挙げら

れる。他の注射経路、例えば皮下注射、筋肉内注射、腹腔内注射も可能である。

全身投与の別の手段としては、胆汁塩、フシジン酸、または他の洗浄剤といった

浸透剤を用いた経粘膜投与や経皮投与が挙げられる。さらに、本発明のポリペプ

チドまたはその他の化合物を溶腸性製剤またはカプセル化製剤の形態にすること

ができる場合には、経口投与も可能である。これら化合物の投与は、軟膏、ペー

スト、ゲル、溶液、粉末などの形態で局所的および／または限局的に行なうこと

も可能である。

      【０１４５】

  哺乳類、特にヒトへの投与では、活性のある薬剤の１日の用量が０．０１μｇ

／kg～１０μｇ／kg、典型的には１μｇ／kgとなることが予想される。いずれに

せよ、内科医が、個人にとって最適な実際の用量を決定することになる。用量は
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、個々人の年齢、体重、反応によって異なる。上記の用量は、平均的な場合の例

である。もちろん、用量がより多かったりより少なかったりするほうが好ましい

場合も存在しており、それも本発明の範囲に含まれる。

      【０１４６】

  要求される用量の幅は、選択したペプチド、投与経路、製剤の性質、患者の疾

病の性質、医者の判断に応じて変化する。しかし適切な用量は、患者の体重１kg

につき０．１～１００μｇである。

      【０１４７】

  ワクチン組成物は、注射可能な形態が都合がよい。従来のアジュバントを用い

て免疫応答を増大させることができる。ワクチンの適切な単位用量は、体重１kg

につき抗体が０．５～５μｇであり、このような用量を１～３週間の間隔で１～

３回投与することが好ましい。上記の幅の用量だと、本発明の化合物を用いた場

合に不都合な中毒効果が観察されてその化合物を投与するのに適した個体に投与

できなくなることはなかろう。

      【０１４８】

  しかし、利用可能な化合物が多彩であり、投与経路によって効果が異なること

を考えると、必要とされる用量の幅は広いことが予想される。例えば、経口投与

の場合には、静脈内注射による投与よりも用量を多くする必要があろう。用量レ

ベルの差は、従来技術で周知のように、最適化のための標準的な経験的作業によ

って調節することができる。

      【０１４９】

  配列データベース、有形媒体に記憶させた配列、アルゴリズム

  ポリヌクレオチドとポリペプチドの配列は、２次元構造や３次元構造を決定し

たり、似たホモロジー配列をさらに同定したりするための貴重な情報源となる。

コンピュータで読むことのできる媒体にデータを記憶させ、記憶させたデータを

既知の巨大分子構造プログラムにおいて利用したり、ＧＣＧプログラム・パッケ

ージなどの周知の探索ツールを用いて配列データベースを探索したりすることに

より、こうしたことが非常に容易になる。

      【０１５０】
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  本発明により、特徴的な配列またはストリングの解析法、特に遺伝子配列また

はコードされたタンパク質配列の解析法も提供される。好ましい配列解析法とし

ては、例えば、一致解析や類似性解析などの配列ホモロジー解析法、ＤＮＡ、Ｒ

ＮＡ、タンパク質の構造の解析、配列集合分岐解析、配列モチーフ解析、オープ

ン・リーディング・フレーム決定、核酸塩基コーリング、コドン利用解析、核酸

塩基トリミング、シークエンシング・クロマトグラムのピーク解析が挙げられる

。

      【０１５１】

  ホモロジーを同定するための、コンピュータに基づいた方法が提供される。こ

の方法は、本発明のポリヌクレオチド配列を含む第１のポリヌクレオチド配列を

コンピュータが読むことのできる媒体に与え；この第１のポリヌクレオチド配列

を少なくとも１つの第２のポリヌクレオチド配列またはポリペプチド配列と比較

してホモロジーを同定するステップを含んでいる。

      【０１５２】

  ホモロジーを同定するための、コンピュータに基づいた別の方法も提供される

。この方法は、本発明のポリヌクレオチド配列を含む第１のポリペプチド配列を

コンピュータが読むことのできる媒体に与え；この第１のポリペプチド配列を少

なくとも１つの第２のポリヌクレオチド配列またはポリペプチド配列と比較して

ホモロジーを同定するステップを含んでいる。

      【０１５３】

  この明細書で引用したあらゆる出版物や参考文献は、特許や特許出願なども含

め、個々の出版物や参考文献が十分に説明されたものとして、特別かつ個別に援

用するよう指示されているかのようにして、その全体が本明細書に援用されてい

る。この特許出願のほうに優先権があることをわれわれが主張する他のあらゆる

特許出願も、出版物や参考文献に関して上に説明したのと同様にして、その全体

が本明細書に援用されている。

      【０１５４】

  定義

  従来技術で知られている“一致（ｉｄｅｎｔｉｔｙ）”は、２つまたはそれ以
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上のポリペプチド配列、あるいは場合によっては２つまたはそれ以上のポリヌク

レオチド配列を比較することによって決まる関係である。従来技術では、“一致

”は、複数のポリペプチド配列あるいは場合によっては複数のポリヌクレオチド

配列の間でストリング同士の一致によって決まる配列関連度のことも意味する。

“一致”は、既知の方法を用いて容易に計算することができる。そうした方法は

、例えば以下の文献に記載されているが、これだけに限定されるわけではない。

『計算分子生物学』、レスク，A.M．編、オックスフォード大学出版、ニューヨ

ーク州、1988年；『バイオコンピューティング：情報学とゲノム計画』、スミス

，D.W．編、アカデミック・プレス、ニューヨーク州、1993年；『配列データの

コンピュータ解析』、第１部、グリフィン，A.M．とグリフィン，H.G．編、ヒュ

ーマナ・プレス、ニュージャージー州、1994年；『分子生物学における配列解析

』、フォン・ハイネ，Ｇ．、アカデミック・プレス、1987年；『配列解析プライ

マー、グリブスコフ，Ｍ．とドゥヴルー，Ｊ．編、Ｍストックトン・プレス、ニ

ューヨーク州、1991年；カリージョ，Ｈとリップマン，Ｄ．、SIAM J. Applied 

Math.、第48巻、1073ページ、1988年。一致を確認する方法は、テストする配列

同士の一致が最大になるように設計する。さらに、一致を確認する方法は、誰も

が利用可能なコンピュータ・プログラムにコード化されている。２つの配列の間

の一致を確認するのにコンピュータ・プログラムを用いる方法としては、ＧＣＧ

プログラム・パッケージのＧＡＰプログラム（ドゥヴルー，Ｊ．他、Nucleic Ac

ids Research、第12巻 (1)、387ページ、1984年）、ＢＬＡＳＴＰ、ＢＬＡＳＴ

Ｎ（アルトシュール，S.F．他、J. Mol. Biol.、第215巻、403～410ページ、199

0年）、ＦＡＳＴＡ（ピアーソンとリップマン、Proc. Natl. Acad. Sci. USA、

第85巻、2444～2448ページ、1988年）があるが、それだけに限定されるわけでは

ない。ＢＬＡＳＴファミリーのプログラムは、ＮＣＢＩその他のソースから誰で

も利用することができる（『ＢＬＡＳＴマニュアル』、アルトシュール，Ｓ．他

、NCBI NLM NIHベセスダ、MD 20894；アルトシュール，Ｓ．他、J. Mol. Biol. 

、第215巻、403～410ページ、1990年）。よく知られているスミス・ウォーター

マンのアルゴリズムも一致を確認するのに用いることができる。

      【０１５５】
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  ポリペプチド配列を比較するためのパラメータには以下のものがある。

アルゴリズム：ニードルマンとヴンシュ、J. Mol. Biol.、第48巻、443～453 ペ

ージ、1970年、

比較行列：ヘニコフとヘニコフ、Proc. Natl. Acad. Sci. USA、第89巻、10915

～10919ページ、1992年によるBLOSSUM62、

ギャップ・ペナルティ：８、

ギャップ長ペナルティ：２。

      【０１５６】

  これらパラメータを含む有用なプログラムは、ジェネティックス・コンピュー

タ・グループ（マディソン、ウィスコンシン州）から“ギャップ”プログラムと

して誰でも利用することができる。上記のパラメータは、ペプチドを比較するた

めのデフォルト・パラメータである（端部のギャップに対するペナルティはない

）。

      【０１５７】

  ポリヌクレオチドを比較するためのパラメータには以下のものがある。

アルゴリズム：ニードルマンとヴンシュ、J. Mol. Biol.、第48巻、443～453ペ

ージ、1970年、

比較行列：一致＝＋１０、不一致＝０、

ギャップ・ペナルティ：50、

ギャップ長ペナルティ：３。

ジェネティックス・コンピュータ・グループ（マディソン、ウィスコンシン州）

から“ギャップ”プログラムとして利用できる。これらパラメータは、核酸を比

較するためのデフォルト・パラメータである。

      【０１５８】

  ポリヌクレオチドとポリペプチドに対する“一致”の好ましい意味は、場合に

応じて以下の（１）と（２）で与えられる。

      【０１５９】

  （１）実施態様のポリヌクレオチドがさらに、配列番号１又は３の参照配列と

少なくとも５０、６０、７０、８０、８５、９０、９５、９７、または１００％
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一致したポリヌクレオチド配列を含む単離されたポリヌクレオチドを含んでいる

。このポリヌクレオチド配列は、配列番号１又は３の参照配列と一致していても

よいし、参照配列と比べて所定の数までヌクレオチドが変化していてもよい。こ

の変化は、少なくとも１つのヌクレオチドの欠失、置換（トランジションやトラ

ンスバージョンを含む）、または挿入のいずれかである。またこの変化は、参照

ヌクレオチド配列の５’末端または３’末端の位置に起こってもよいし、これら

末端の間の任意の位置に起こり、参照配列のヌクレオチドの間に個別に点在する

か、または参照配列内の１つまたはそれ以上の連続的なグループの中に点在して

いてもよい。変化するヌクレオチドの数は、配列番号１又は３のヌクレオチドの

総数に、パーセント一致を定義する整数を１００で割った値を掛け、次にその積

を配列番号１又は３のヌクレオチドの総数から差し引くことによって決まる。す

なわち、

        ｎn ≦ｘn －（ｘn ・ｙ）

となる。ここに、ｎn は変化したヌクレオチドの数であり、ｘn は配列番号１又

は３のヌクレオチドの総数であり、ｙは、５０％の場合に０．５０、６０％の場

合に０．６０、７０％の場合に０．７０、８０％の場合に０．８０、８５％の場

合に０．８５、９０％の場合に０．９０、９５％の場合に０．９５、９７％の場

合に０．９７、１００％の場合に１．００であり、・は、積演算の記号であり、

ｘn とｙの積が非整数になった場合には、その値よりも小さな最も近い整数に丸

めた後にｘn から差し引く。配列番号２又は４のポリペプチドをコードしている

ポリヌクレオチド配列の変化により、このコード配列中にナンセンス突然変異、

ミスセンス突然変異、またはフレームシフト突然変異が発生し、そのことによっ

て、そうした変化後のポリヌクレオチドによってコードされたポリペプチドが変

化する可能性がある。

      【０１６０】

  例えば、本発明のポリヌクレオチド配列は、配列番号１又は３の参照配列と一

致していてもよい。すなわち、このポリヌクレオチド配列は、１００％一致して

いてもよいし、参照配列と比べて所定数までの核酸変化が含まれていてパーセン

ト一致が１００％よりも小さくなっていてもよい。この変化は、少なくとも１つ
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のポリヌクレオチドの欠失、置換（トランジションやトランスバージョンを含む

）、または挿入のいずれかである。またこの変化は、参照ポリヌクレオチド配列

の５’末端または３’末端の位置に起こってもよいし、これら末端の間の任意の

位置に起こり、参照配列の核酸の間に個別に点在するか、または参照配列内の１

つまたはそれ以上の連続的なグループの中に点在していてもよい。所定のパーセ

ント一致に対する変化した核酸の数は、配列番号１又は３の核酸の総数に、パー

セント一致を定義する整数を１００で割った値を掛け、次にその積を配列番号１

又は３の核酸の総数から差し引くことによって決まる。すなわち、

        ｎn ≦ｘn －（ｘn ・ｙ）

となる。ここに、ｎn は変化した核酸の数であり、ｘn は配列番号１又は３の核

酸の総数であり、ｙは、例えば７０％の場合に０．７０、８０％の場合に０．８

０、８５％の場合に０．８５などであり、・は、積演算の記号であり、ｘn とｙ

の積が非整数になった場合には、その値よりも小さな最も近い整数に丸めた後に

ｘn から差し引く。

      【０１６１】

  （２）実施態様のポリペプチドがさらに、配列番号２又は４の参照配列と少な

くとも５０、６０、７０、８０、８５、９０、９５、９７、または１００％一致

したポリペプチド配列を含む単離されたポリペプチドを含んでいる。このポリペ

プチド配列は、配列番号２又は４の参照配列と一致していてもよいし、参照配列

と比べて所定の数までアミノ酸が変化していてもよい。この変化は、少なくとも

１つのアミノ酸の欠失、置換（保存された置換や保存されていない置換を含む）

、または挿入のいずれかである。またこの変化は、参照ポリペプチド配列のアミ

ノ酸末端またはカルボキシル末端の位置に起こってもよいし、これら末端の間の

任意の位置に起こり、参照配列のアミノ酸の間に個別に点在するか、または参照

配列内の１つまたはそれ以上の連続的なグループの中に点在していてもよい。変

化するアミノ酸の数は、配列番号２又は４のアミノ酸の総数に、パーセント一致

を定義する整数を１００で割った値を掛け、次にその積を配列ＩＤ番号２のアミ

ノ酸の総数から差し引くことによって決まる。すなわち、

        ｎa ≦ｘa －（ｘa ・ｙ）
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となる。ここに、ｎa は変化したヌクレオチドの数であり、ｘa は配列番号２又

は４のアミノ酸の総数であり、ｙは、５０％の場合に０．５０、６０％の場合に

０．６０、７０％の場合に０．７０、８０％の場合に０．８０、８５％の場合に

０．８５、９０％の場合に０．９０、９５％の場合に０．９５、９７％の場合に

０．９７、１００％の場合に１．００であり、・は、積演算の記号であり、ｘa 

とｙの積が非整数になった場合には、その値よりも小さな最も近い整数に丸めた

後にｘa から差し引く。

      【０１６２】

  例えば、本発明のポリペプチド配列は、配列番号２又は４の参照配列と一致し

ていてもよい。すなわち、このポリペプチド配列は、１００％一致していてもよ

いし、参照配列と比べて所定数までのアミノ酸変化が含まれていてパーセント一

致が１００％よりも小さくなっていてもよい。この変化は、少なくとも１つのア

ミノ酸の欠失、置換（保存された置換や保存されていない置換を含む）、または

挿入のいずれかである。またこの変化は、参照ポリペプチド配列のアミノ末端ま

たはカルボキシル末端の位置に起こってもよいし、これら末端の間の任意の位置

に起こり、参照配列のアミノ酸の間に個別に点在するか、または参照配列内の１

つまたはそれ以上の連続的なグループの中に点在していてもよい。所定のパーセ

ント一致に対する変化するアミノ酸の数は、配列番号２又は４のアミノ酸の総数

に、パーセント一致を定義する整数を１００で割った値を掛け、次にその積を配

列番号２又は４のアミノ酸の総数から引くことによって決まる。すなわち、

        ｎa ≦ｘa －（ｘa ・ｙ）

となる。ここに、ｎa は変化したアミノ酸の数であり、ｘa は配列番号２又は４

のアミノ酸の総数であり、ｙは、例えば７０％の場合に０．７０、８０％の場合

に０．８０、８５％の場合に０．８５などであり、・は、積演算の記号であり、

ｘa とｙの積が非整数になった場合には、その値よりも小さな最も近い整数に丸

めた後にｘa から差し引く。

      【０１６３】

  この明細書で生物に関して用いる“個体”は、多細胞真核生物のことを意味す

る。その中には後生生物、哺乳類、ヒツジ科動物、ウシ科動物、類人猿、霊長類
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、ヒトが含まれるが、これだけに限定されるわけではない。

      【０１６４】

  “単離された”とは、天然の状態から“人間の手によって”変えられたことを

意味する。すなわち、そうしたことが自然界で起こるならば、もとの環境から変

化しているか、隔離されている、あるいはその両者が起こっている。例えば、生

物の体内に存在するポリヌクレオチドまたはポリペプチドは“単離されて”はい

ないが、その同じポリヌクレオチドまたはポリペプチドが自然の状態で共に存在

している物質から分離されている場合には、この明細書で用いる意味で“単離さ

れて”いる。さらに、形質転換、遺伝子操作、またはそれ以外の組み換え技術に

よって生体内に導入されたポリヌクレオチドまたはポリペプチドは、その生体の

中にまだ存在しているとしても、その生物が生きているか死んでいるかには関係

なく、“単離され”ている。

      【０１６５】

  “ポリヌクレオチド”とは、一般に、任意のポリリボヌクレオチドまたはポリ

デオキシリボヌクレオチドのことである。それは修飾されていないＲＮＡまたは

ＤＮＡでもよいし、修飾されたＲＮＡまたはＤＮＡでもよく、１本鎖の領域と２

本鎖の領域を含んでいる。

      【０１６６】

  “変異体”とは、参照用のポリヌクレオチドまたはポリペプチドとは異なるが

、主要な特性は維持しているポリヌクレオチドまたはポリペプチドのことである

。ポリヌクレオチドの典型的な変異体は、参照ポリヌクレオチドとヌクレオチド

配列が異なっている。変異体のヌクレオチド配列における変化により、参照ポリ

ヌクレオチドによってコードされるポリペプチドのアミノ酸配列が異なることも

あるし、異ならないこともある。ヌクレオチドの変化により、参照配列によって

コードされるポリペプチドにおいてアミノ酸の置換、付加、欠失、融合、切断が

起こることがある。これについては以下の説明する。ポリペプチドの典型的な変

異体は、参照ポリペプチドとはアミノ酸配列が異なっている。一般に、差は、参

照ポリペプチドの配列と変異体が全体として非常に似ており、多くの領域で配列

が一致しているものに限定される。変異体と参照ポリペプチドの違いは、アミノ
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酸配列において１つまたはそれ以上のアミノ酸の置換、付加、欠失が任意に組み

合わさったものである可能性がある。置換または挿入されたアミノ酸残基は、遺

伝暗号によってコードされたアミノ酸でもよいし、遺伝暗号によってコードされ

ていないアミノ酸でもよい。ポリヌクレオチドまたはポリペプチドの変異体は、

対立遺伝子変異体などの自然に起こる変異体でもよいし、自然に起こることが知

られていない変異体でもよい。ポリヌクレオチドまたはポリペプチドの自然には

起こらない変異体は、突然変異技術または直接的合成によって作ることができる

。

      【０１６７】

  “疾患”とは、細菌の感染によって起こるあらゆる疾患、または細胞感染と関

連したあらゆる疾患のことを意味し、例えば、中耳炎、急性中耳炎、再発性中耳

炎、流出性中耳炎、洞炎、結膜炎、鼻咽喉炎、喉頭炎、閉塞性喉頭炎、肺胞炎、

気管支炎、慢性気管支炎、慢性閉塞性肺疾患の強化、嚢胞性線維症の合併症、心

外膜炎、心内臓炎、関節炎、尿生殖器官のコロニー形成、及び新生児感染、バク

テリア血症、敗血症、髄膜炎、などが挙げられる。

      【０１６８】

                                実施例：

  以下の実施例は、当業者には周知かつ当然となっている標準的な方法で実施す

る。ただし、別の方法を詳しく記載した場合は別である。実施例は単なる例示で

あって、本発明がそれだけに限定されることはない。

      【０１６９】

  実施例１：Ｈａｅｍｏｐｈｉｌｕｓ  ｉｎｆｌｕｅｎｚａｅ株Ｒｄ  ＫＷ２０

及び非分類（ｎｏｎ－ｔｙｐｅａｂｌｅ）Ｈａｅｍｏｐｈｉｌｕｓ  ｉｎｆｌｕ

ｅｎｚａｅ（ＮＴＨｉ）株３２２４からのＢＡＳＢ０７０遺伝子

  Ａ：Ｈ：株Ｒｄ中のＢＡＳＢ０７０

  配列番号１のＢＡＳＢ０７０遺伝子は、Ｈａｅｍｏｐｈｉｌｕｓ  ｉｎｆｌｕ

ｅｎｚａｅ株Ｒｄ  ＫＷ２０に由来する。ＢＡＳＢ０７０ポリヌクレオチド配列

の翻訳を配列番号２に示す。

      【０１７０】
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  Ｂ：ＮＴＨｉ株３２２４中のＢＡＳＢ０７０

  ＢＡＳＢ０７０遺伝子の配列は、ＮＴＨｉ株３２２４の配列決定に由来する。

      【０１７１】

  ＤＮＡＳＴＡＲソフトウェア・パッケージからのＭｅｇＡｌｉｇｎプログラム

を用いて、配列番号１と配列番号３のポリヌクレオチド配列のアラインメントを

行い、そして図１に示す；同一性の対毎の比較は、２つのＢＡＳＢ０７０ポリヌ

クレオチド遺伝子配列が９０．３％同一であることを示す。同一のＭｅｇＡｌｉ

ｇｎプログラムを用いて、配列番号２と配列番号４のポリペプチド配列のアライ

ンメントを行い、そして図２に示す；同一性の対毎の比較は、２つのＢＡＳＢ０

７０タンパク質配列が９０．６％同一であることを示す。これらのデータは、２

つの株ＮＴＨｉ３２２４とＨｉＲＤの間でＢＡＳＢ０７０遺伝子が保存されてい

るが、それらの間に可変領域も存在することを示している。

      【０１７２】

  実施例２：組換えＢＡＳＢ０７０を発現させるためのプラスミドの構築

  Ａ：ＢＡＳＢ０７０のクローニング

  ＮｃｏＩ、及びＡｓｐ７１８制限部位  ＣＣ  ＡＴＧ  Ｇ、及びＧＧ  ＴＡＣ

  Ｃを、それぞれ特別に設計した前進及び後退増幅プライマーに遺伝子操作し、

そして商業的に入手可能なＥ．ｃｏｌｉ発現プラスミドｐＢＡＤｇIII （Ａ）（

Invitrogen, USA、アンピシリン耐性）内へのＢＡＳＢ０７０  ＰＣＲ産物のデ

ィレクショナル・クローニングを可能にした。このプラスミドは、成熟ＢＡＳＢ

０７０タンパク質がＥ．ｃｏｌｉの周辺腔を標的にすることができるように、バ

クテリオファージｆｄ  ｐIII タンパク質からのシグナル・ペプチドを提供する

。ＢＡＳＢ０７０  ＰＣＲ産物を、製造者の指示に従って、Ｗｉｚａｒｄ  ＰＣ

Ｒ  ｐｒｅｐ  ＴＭ（Ｐｒｏｍｅｇａ）を用いて、上記増幅反応物から精製した

。クローニングのために必要な要求ＮｃｏＩ、及びＡｓｐ７１８末端を作るため

に、製造者（Ｂｏｅｈｒｉｎｇｅｒ  Ｍａｎｎｈｅｉｍ）により推奨されるよう

に、ＮｃｏＩ、及びＡｓｐ７１８制限酵素で順番に、完全に消化した。消化され

たＢＡＳＢ０７０  ＰＣＲ産物とｐＢＡＤをゲル精製し、そして約５倍モル過剰

の消化断片を用いて共に上記ベクターにライゲートした。本分野において周知の
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方法を用いて標準的な～２０μｌライゲーション反応（～１６℃、～１６時間）

を、Ｔ４  ＤＮＡリガーゼ（～２．０ユニット／反応、Ｂｏｅｈｒｉｎｇｅｒ  

Ｍａｎｎｈｅｉｍ）を用いて行った。上記ライゲーションのアリコートを、本分

野において周知の方法に従って、エレクトロ－コンピテントなＥ．ｃｏｌｉ  Ｔ

ｏｐ１０細胞を形質転換させるために使用した。～１．０mlのＬＢブロス中３７

℃で～２－３時間成長させた後、形質転換された細胞を、アンピシリン（５０μ

ｇ／ml）を含むＬＢ寒天プレート上にプレートした。個々のアンピシリン耐性コ

ロニーを選択し、そして全細胞ベースのＰＣＲにより分析して、形質転換体がＢ

ＡＳＢ０７０ＤＮＡ挿入物を含んでいたかどうかを確認した。予想されたＰＣＲ

産物を生産した形質転換体を、ＢＡＳＢ０７０発現構築物を含む株として同定し

た。次に発現プラスミド含有株を、組換えＢＡＳＢ０７０の誘導性発現について

分析した。

      【０１７３】

  Ｂ：ＰＣＲ－陽性形質転換体の発現分析

  先に同定された各ＰＣＲ－陽性形質転換体について、アンピシリン（５０μｇ

／ml）を含む～５．０mlのＬＢブロスを、上記パッチ・プレートからの細胞で接

種し、そして振とうしながら（～２５０rpm ）３７℃で一夜培養した。この一夜

種培養物のアリコート（～１．０ml）を、～２５mlのＬＢ  ＡＭＰＩＣＩＬＬＩ

ＮＥブロスを含む１２５mlのエーレンマイヤー・フラスコ１内に接種し、そして

、その培養物の濁度が～０．５のＯ．Ｄ．６００、すなわち、対数中期（通常約

１．５～２．０時間）に達するまで、振とうしながら（～２５０rpm ）３７℃で

培養した。このとき、上記培養物の約半分（～１２．５ml）を、第２の１２５ml

フラスコに移し、そして組換えＢＡＳＢ０７０タンパク質の発現を、０．２％（

ｗ／ｖ）の最終濃度までのＬ－アラビノースの添加により誘導した。アラビノー

ス誘導培養物と非誘導培養物の両者のインキュベーションを、振とうしながら３

７℃でさらに～４時間続けた。両誘導及び非誘導培養物のサンプル（～１．０ml

）を、上記誘導期間の後に取り出し、そして細胞を、～３分間の室温におけるマ

イクロ遠心分離機内での遠心分離により集めた。個々の細胞ペレットを、～５０

μｌの滅菌水中に懸濁させ、次に２－メルカプトエタノールを含有する等容量の
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２×Ｌａｅｍｅｌｌｉ  ＳＤＳ－ＰＡＧＥサンプル・バッファーを混合し、そし

て～３分間沸騰水浴内に入れて、タンパク質を変性させた。等容量（～１５μｌ

）の両粗アラビノース誘導及び非誘導細胞溶解産物を、２連の１２％  Ｔｒｉｓ

／グリシン・ポリアクリルアミド・ゲル（１mm厚、Ｍｉｎｉ－ゲル、Ｎｏｖｅｘ

）上にロードした。誘導及び非誘導溶解産物サンプルを、標準的なＳＤＳ／Ｔｒ

ｉｓ／グリシン展開バッファーを用いて慣用条件下、事前に染色された分子量マ

ーカーとともに電気泳動にかけた。電気泳動後、１つのゲルを、ワマシー・ブリ

リアント・ブルーＲ２５０（ＢｉｏＲａｄ）で染色し、そして次に脱色して、新

規のＢＡＳＢ０７０アラビノース・誘導性タンパク質を可視化した。

      【０１７４】

  ＮＴＨｉ株

  以下のＨａｅｍｏｐｈｉｌｕｓ  ｉｎｆｌｕｅｎｚａｅ株を、本発明のための

有用な参照として提供する。本発明に従って利用されるＢＡＳＢ０７０遺伝子は

、上記株に関しては限定されないが、それは、以下の列記する株のいずれか又は

いずれかの関連株内に存在するときのＢＡＳＢ０７０遺伝子に対応することがで

きる。この情報は、単に当業者の便宜のために提供されるものであり、寄託の規

定が実施可能性のために要求されるという自白ではない。

      【０１７５】

      株  ３２１９Ｃ（ＥＴ７）

      株  ３２４１Ａ（ＥＴ３０）

      株  ８４０６４５（ＥＴ５１）

      株  ９０１９０５Ｕ（ＥＴ６０）

      株  Ａ８４０１７７（ＥＴ４０）

      株  Ａ８４０１７７（ＥＴ６９）

  上記株の全てが、van Alphen, L., Caugant, D.A, Duim, B.A., O'Rouke, M.,

 Bowler, L.D. (1997) Differences in genetic diversity of non-encasulated

 H. influenzae from various diseases. Microbiology, 143 : 1423-1431 中に

記載されていた。

      【０１７６】
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  ＨｉＲｄ株

  ＨｉＲｄ株の例は、株名ＫＷ２０をもって、R.D. Fleischmann et al., Scien

ce. Vol 269 : 496-512 (1995) 及び K.W. Wilcox et al., J. Bact. Vol 122 :

 443 (1975) 中に記載されている。この株は、受託番号ＡＴＣＣ  ５１９０７の

下、the American Type Culture Collectionに、著者により寄託された。

      【０１７７】

  配列情報

  ＢＡＳＢ０７０  ポリヌクレオチド及びポリペプチド配列

      【０１７８】

    【化４】
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      【０１７９】

    【化５】
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      【０１８０】

    【化６】
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    【配列表】
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【図１－  １】
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【図１－  ２】
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【図１－  ９】
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【図１－１０】
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【図１－１１】
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【図１－１２】
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【図１－１３】
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【図１－１４】
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【図２－１】
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【図２－２】
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【図２－３】
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【図２－４】
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【図２－５】
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【図２－６】
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【図２－７】
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【国際調査報告】
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