
(57)【要約】
　本発明は、ＧＢＳ感染を予防するためのワクチンとしての、ＣｓｐＡと呼ばれるＢ群連
鎖球菌（ＧＢＳ）の新規の細胞表面プロテアーゼタンパク質の使用に関する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
配 列 番 号 ２ を 有 す る Ｂ 群 連 鎖 球 菌 （ Ｓ ｔ ｒ ｅ ｐ ｔ ｏ ｃ ｏ ｃ ｃ ｕ ｓ ） の Ｃ ｓ ｐ Ａ プ ロ テ ア ー
ゼ を コ ー ド す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド 配 列 、 そ の 類 似 体 、 ホ モ ロ グ 、 誘 導 体 、
免 疫 学 的 関 連 ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は 少 な く と も １ つ の 免 疫 原 性 エ ピ ト ー プ を 含 有 す る そ れ
ら の フ ラ グ メ ン ト を 薬 学 的 有 効 量 含 む ワ ク チ ン で あ っ て 、 該 量 は 、 薬 学 的 に 許 容 可 能 な 賦
形 剤 と 組 合 せ た と き に 感 受 性 哺 乳 類 に お け る Ｂ 群 連 鎖 球 菌 ま た は 関 連 細 菌 の 感 染 を 予 防 す
る か 、 ま た は 該 感 染 の 重 篤 度 を 改 善 す る の に 有 効 な 量 で あ る ワ ク チ ン 。
【 請 求 項 ２ 】
ア ジ ュ バ ン ト を さ ら に 含 む 請 求 項 １ 記 載 の ワ ク チ ン 。
【 請 求 項 ３ 】
前 記 哺 乳 類 は ヒ ト で あ る 請 求 項 １ 記 載 の ワ ク チ ン 。
【 請 求 項 ４ 】
前 記 哺 乳 類 は ウ シ で あ る 請 求 項 １ 記 載 の ワ ク チ ン 。
【 請 求 項 ５ 】
配 列 番 号 ２ を 有 す る Ｂ 群 連 鎖 球 菌 の Ｃ ｓ ｐ Ａ プ ロ テ ア ー ゼ 、 そ の 類 似 体 、 ホ モ ロ グ 、 誘 導
体 、 免 疫 学 的 関 連 ポ リ ペ プ チ ド ま た は フ ラ グ メ ン ト が 、 プ レ － プ ロ ド メ イ ン ま た は そ の 類
似 体 、 ホ モ ロ グ 、 誘 導 体 、 フ ラ グ メ ン ト ま た は そ れ ら の 多 量 体 で あ る 、 請 求 項 １ 記 載 の ワ
ク チ ン 。
【 請 求 項 ６ 】
配 列 番 号 ２ を 有 す る Ｂ 群 連 鎖 球 菌 の Ｃ ｓ ｐ Ａ プ ロ テ ア ー ゼ 、 そ の 類 似 体 、 ホ モ ロ グ 、 誘 導
体 、 免 疫 学 的 関 連 ポ リ ペ プ チ ド ま た は フ ラ グ メ ン ト が 、 プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン ま た は そ の
類 似 体 、 ホ モ ロ グ 、 誘 導 体 、 フ ラ グ メ ン ト ま た は そ れ ら の 多 量 体 で あ る 請 求 項 １ 記 載 の ワ
ク チ ン 。
【 請 求 項 ７ 】
配 列 番 号 ２ を 有 す る Ｂ 群 連 鎖 球 菌 の Ｃ ｓ ｐ Ａ プ ロ テ ア ー ゼ 、 そ の 類 似 体 、 ホ モ ロ グ 、 誘 導
体 、 免 疫 学 的 関 連 ポ リ ペ プ チ ド ま た は フ ラ グ メ ン ト が 、 Ａ ド メ イ ン ま た は そ の 類 似 体 、 ホ
モ ロ グ 、 誘 導 体 、 フ ラ グ メ ン ト ま た は そ れ ら の 多 量 体 で あ る 、 請 求 項 １ 記 載 の ワ ク チ ン 。
【 請 求 項 ８ 】
配 列 番 号 ２ を 有 す る Ｂ 群 連 鎖 球 菌 の Ｃ ｓ ｐ Ａ プ ロ テ ア ー ゼ 、 そ の 類 似 体 、 ホ モ ロ グ 、 誘 導
体 、 免 疫 学 的 関 連 ポ リ ペ プ チ ド ま た は フ ラ グ メ ン ト が 、 細 胞 壁 ス ペ ー サ ー ド メ イ ン ま た は
そ の 類 似 体 、 ホ モ ロ グ 、 誘 導 体 、 フ ラ グ メ ン ト ま た は そ れ ら の 多 量 体 で あ る 、 請 求 項 １ 記
載 の ワ ク チ ン 。
【 請 求 項 ９ 】
配 列 番 号 ２ を 有 す る Ｂ 群 連 鎖 球 菌 の Ｃ ｓ ｐ Ａ プ ロ テ ア ー ゼ 、 そ の 類 似 体 、 ホ モ ロ グ 、 誘 導
体 、 免 疫 学 的 関 連 ポ リ ペ プ チ ド ま た は フ ラ グ メ ン ト が 、 細 胞 壁 ア ン カ ー ド メ イ ン ま た は そ
の 類 似 体 、 ホ モ ロ グ 、 誘 導 体 、 フ ラ グ メ ン ト ま た は そ れ ら の 多 量 体 で あ る 、 請 求 項 １ 記 載
の ワ ク チ ン 。
【 請 求 項 １ ０ 】
配 列 番 号 ２ を 有 す る Ｂ 群 連 鎖 球 菌 の Ｃ ｓ ｐ Ａ プ ロ テ ア ー ゼ を コ ー ド す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含
む ポ リ ペ プ チ ド 配 列 、 そ の 類 似 体 、 ホ モ ロ グ 、 誘 導 体 、 免 疫 学 的 関 連 ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た
は 少 な く と も １ つ の 免 疫 原 性 エ ピ ト ー プ を 含 有 す る フ ラ グ メ ン ト を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列
を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 薬 学 的 有 効 量 含 む ワ ク チ ン で あ っ て 、 該 量 は 、 薬 学 的 に 許
容 可 能 な 賦 形 剤 と 組 合 せ た と き に 感 受 性 哺 乳 類 に お け る Ｂ 群 連 鎖 球 菌 ま た は 関 連 細 菌 の 感
染 を 予 防 す る か 、 ま た は 該 感 染 の 重 篤 度 を 改 善 す る の に 有 効 な 量 で あ る ワ ク チ ン 。
【 請 求 項 １ １ 】
前 記 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 は 配 列 番 号 １ か ら 選 択 さ れ る 請 求 項 １ ０ 記 載 の ワ ク チ ン 。
【 請 求 項 １ ２ 】
配 列 番 号 ２ を 有 す る Ｂ 群 連 鎖 球 菌 の Ｃ ｓ ｐ Ａ プ ロ テ ア ー ゼ を コ ー ド す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含
む ポ リ ペ プ チ ド 配 列 、 そ の 類 似 体 、 ホ モ ロ グ 、 誘 導 体 、 免 疫 学 的 関 連 ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た
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は 少 な く と も １ つ の 免 疫 原 性 エ ピ ト ー プ を 含 有 す る フ ラ グ メ ン ト を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列
を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ っ て 、 前 記 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 は 配 列 番 号 １ か ら 選 択 さ れ る ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 。
【 請 求 項 １ ３ 】
配 列 番 号 １ を 有 す る ｃ ｓ ｐ Ａ の 少 な く と も 約 ６ 個 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド と 相 補 的 な 配 列 を
有 す る オ リ ゴ マ ー を 含 む 精 製 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 。
【 請 求 項 １ ４ 】
請 求 項 １ ３ 記 載 の 精 製 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む プ ロ ー ブ 。
【 請 求 項 １ ５ 】
請 求 項 １ ３ 記 載 の 精 製 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む プ ラ イ マ ー 。
【 請 求 項 １ ６ 】
Ｂ 群 連 鎖 球 菌 ま た は 関 連 細 菌 の 感 染 に 対 す る 感 受 性 哺 乳 類 の 防 御 方 法 で あ っ て 、 該 哺 乳 類
に 、 請 求 項 １ ～ １ １ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の ワ ク チ ン を 薬 学 的 有 効 量 投
与 す る こ と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
Ｂ 群 連 鎖 球 菌 ま た は 関 連 細 菌 の 感 染 に 対 す る 感 受 性 哺 乳 類 の 防 御 の た め の 薬 剤 の 調 製 の た
め の 請 求 項 １ ～ １ １ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の ワ ク チ ン の 使 用 。
【 請 求 項 １ ８ 】
Ｃ ｓ ｐ Ａ プ ロ テ ア ー ゼ 、 そ の 免 疫 学 的 関 連 ポ リ ペ プ チ ド お よ び そ れ ら の フ ラ グ メ ン ト の 製
造 方 法 で あ っ て 、
　 （ ａ ） 前 記 ポ リ ペ プ チ ド ま た は フ ラ グ メ ン ト を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 及 び 該 Ｄ Ｎ Ａ 配 列
に 作 動 可 能 に 連 結 さ れ た １ つ ま た は 複 数 の 発 現 制 御 配 列 を 含 有 す る ベ ク タ ー で ト ラ ン ス フ
ェ ク ト さ れ た 単 細 胞 宿 主 生 物 体 を 培 養 す る 工 程 と 、
　 （ ｂ ） 実 質 的 に 純 粋 な ポ リ ペ プ チ ド ま た は フ ラ グ メ ン ト を 回 収 す る 工 程 と
を 包 含 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
請 求 項 １ ８ 記 載 の 精 製 さ れ た ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
請 求 項 １ ８ 記 載 の 単 細 胞 宿 主 生 物 体 。
【 請 求 項 ２ １ 】
Ｃ ｓ ｐ Ａ と 免 疫 学 的 に 反 応 性 で あ る か ま た は Ｃ ｓ ｐ Ａ と 特 異 的 に 結 合 す る 精 製 さ れ た 抗 Ｃ
ｓ ｐ Ａ 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
Ｂ 群 連 鎖 球 菌 ま た は 関 連 細 菌 の 感 染 に 対 す る 感 受 性 哺 乳 類 の 防 御 方 法 で あ っ て 、 薬 学 的 有
効 量 の 精 製 さ れ た 抗 Ｃ ｓ ｐ Ａ 抗 体 を 前 記 哺 乳 類 に 投 与 す る こ と を 含 み 、 該 量 は 感 受 性 哺 乳
類 に お け る Ｂ 群 連 鎖 球 菌 ま た は 関 連 細 菌 の 感 染 を 予 防 す る か 、 ま た は 該 感 染 の 重 篤 度 を 改
善 す る の に 有 効 な 量 で あ る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
Ｂ 群 連 鎖 球 菌 ま た は 関 連 細 菌 の 感 染 に 対 す る 感 受 性 哺 乳 類 の 防 御 の た め の 薬 剤 の 調 製 の た
め の 精 製 さ れ た 抗 Ｃ ｓ ｐ Ａ 抗 体 の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
生 物 学 的 試 料 中 の Ｂ 群 連 鎖 球 菌 ま た は 関 連 細 菌 の 検 出 方 法 で あ っ て 、
　 （ ａ ） 患 者 か ら 前 記 生 物 学 的 試 料 を 単 離 す る 工 程 と 、
　 （ ｂ ） 精 製 さ れ た 抗 Ｃ ｓ ｐ Ａ 抗 体 ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト を 前 記 生 物 学 的 試 料 と と も に
イ ン キ ュ ベ ー ト し て 、 混 合 物 を 形 成 さ せ る 工 程 と 、
　 （ ｃ ） 前 記 混 合 物 中 の 、 Ｂ 群 連 鎖 球 菌 ま た は 関 連 細 菌 の 存 在 を 示 す 特 異 的 に 結 合 し た 抗
体 ま た は フ ラ グ メ ン ト を 検 出 す る 工 程 と
を 包 含 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
生 物 学 的 試 料 中 の Ｂ 群 連 鎖 球 菌 ま た は 関 連 細 菌 に 特 異 的 な 抗 体 の 検 出 方 法 で あ っ て 、
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　 （ ａ ） 患 者 か ら 生 物 学 的 試 料 を 単 離 す る こ と 、
　 （ ｂ ） 配 列 番 号 ２ を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト を 前 記 生 物 学 的 試 料 と
と も に イ ン キ ュ ベ ー ト し て 、 混 合 物 を 形 成 さ せ る こ と 、 お よ び
　 （ ｃ ） 前 記 混 合 物 中 の 、 Ｂ 群 連 鎖 球 菌 ま た は 関 連 細 菌 の 存 在 を 示 す 特 異 的 に 結 合 し た ポ
リ ペ プ チ ド を 検 出 す る こ と
を 包 含 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
生 物 学 的 試 料 中 の Ｂ 群 連 鎖 球 菌 ま た は 関 連 細 菌 の 検 出 方 法 で あ っ て 、
　 （ ａ ） 患 者 か ら 生 物 学 的 試 料 を 単 離 す る 工 程 と 、
　 （ ｂ ） 配 列 番 号 １ を 有 す る Ｄ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト を 前 記 生 物 学 的 試 料
と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト し て 、 混 合 物 を 形 成 さ せ る 工 程 と 、
　 （ ｃ ） 前 記 混 合 物 中 の Ｂ 群 連 鎖 球 菌 ま た は 関 連 細 菌 の 存 在 を 示 す 特 異 的 に 結 合 し た Ｄ Ｎ
Ａ プ ロ ー ブ を 検 出 す る 工 程 と
を 包 含 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
ｃ ｓ ｐ Ａ 遺 伝 子 に Ｃ ｓ ｐ Ａ プ ロ テ ア ー ゼ の 発 現 を 破 壊 す る 突 然 変 異 を 含 む 弱 毒 化 Ｂ 群 連 鎖
球 菌 微 生 物 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
薬 学 的 有 効 量 の 請 求 項 ２ ７ 記 載 の 弱 毒 化 Ｂ 群 連 鎖 球 菌 微 生 物 を 含 む ワ ク チ ン で あ っ て 、 該
量 は 、 薬 学 的 に 許 容 可 能 な 賦 形 剤 と 組 合 せ た と き に 感 受 性 哺 乳 類 に お け る Ｂ 群 連 鎖 球 菌 感
染 を 予 防 す る か 、 ま た は 該 感 染 の 重 篤 度 を 改 善 す る の に 有 効 な 量 で あ る ワ ク チ ン 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
Ｂ 群 連 鎖 球 菌 ま た は 関 連 細 菌 の 感 染 に 対 す る 感 受 性 哺 乳 類 の 防 御 方 法 で あ っ て 、 該 哺 乳 類
に 、 請 求 項 ２ ８ に 記 載 の ワ ク チ ン を 薬 学 的 有 効 量 投 与 す る こ と を 包 含 す
る 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
Ｂ 群 連 鎖 球 菌 感 染 に 対 す る 感 受 性 哺 乳 類 の 防 御 の た め の 薬 剤 の 調 製 の た め の 請 求 項 ２ ８ に
記 載 の ワ ク チ ン の 使 用 。
【 請 求 項 ３ １ 】
Ｃ ｓ ｐ Ａ の 一 部 分 を 免 疫 学 的 に 模 倣 す る ペ プ チ ド の 単 離 方 法 で あ っ て 、
　 （ ａ ） 前 記 Ｃ ｓ ｐ Ａ と 反 応 性 で あ る 防 御 抗 体 を 同 定 す る 工 程 と 、
　 （ ｂ ） フ ァ ー ジ を 有 す る フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ ラ イ ブ ラ リ を 前 記 工 程 （ ａ ） で 同 定 さ れ
た １ つ ま た は 複 数 の 防 御 抗 体 と 接 触 さ せ る 工 程 と 、
　 （ ｃ ） 前 記 １ つ ま た は 複 数 の 防 御 抗 体 と 結 合 す る 提 示 さ れ た ペ プ チ ド を 有 す る １ つ ま た
は 複 数 の フ ァ ー ジ を 単 離 す る 工 程 と 、
　 （ ｄ ） 前 記 工 程 （ ｃ ） で 単 離 さ れ た 全 て の フ ァ ー ジ に 関 し て 、 前 記 抗 体 が 結 合 し た ペ プ
チ ド ま た は ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト を 選 択 す る 工 程 と
を 包 含 す る 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
Ｇ Ｂ Ｓ に 対 す る 免 疫 防 御 的 応 答 を 誘 導 す る 模 倣 ペ プ チ ド で あ っ て 、 Ｃ ｓ ｐ Ａ と 特 異 的 に 結
合 す る 抗 体 と 特 異 的 に 結 合 す る 模 倣 ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
Ｇ Ｂ Ｓ に 対 す る 免 疫 防 御 的 応 答 を 誘 導 す る 模 倣 ペ プ チ ド で あ っ て 、 Ｃ ｓ ｐ Ａ と 特 異 的 に 結
合 す る 抗 体 と 特 異 的 に 結 合 す る ペ プ チ ド と 、 薬 学 的 に 許 容 可 能 な 担 体 と を 含 む ワ ク チ ン 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
Ｇ Ｂ Ｓ に 対 す る 免 疫 防 御 的 応 答 を 誘 導 す る 模 倣 ペ プ チ ド で あ っ て 、 Ｃ ｓ ｐ Ａ と 特 異 的 に 結
合 す る 抗 体 と 特 異 的 に 結 合 す る ペ プ チ ド と 、 薬 学 的 に 許 容 可 能 な 担 体 と を 含 む ワ ク チ ン を
、 患 者 に 免 疫 刺 激 量 投 与 す る こ と を 包 含 す る 患 者 の 治 療 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
Ｇ Ｂ Ｓ に 対 す る 患 者 の 防 御 の た め の 薬 剤 の 調 製 の た め の 、 Ｇ Ｂ Ｓ に 対 す る 免 疫 防 御 的 応 答
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を 誘 導 す る 模 倣 ペ プ チ ド の 使 用 で あ っ て 、 該 ペ プ チ ド は Ｃ ｓ ｐ Ａ と 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体
と 特 異 的 に 結 合 す る こ と を 特 徴 と す る 使 用 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 　 ［ 発 明 の 分 野 ］
　 本 発 明 は 、 Ｇ Ｂ Ｓ 感 染 を 予 防 す る た め の ワ ク チ ン と し て の 、 Ｃ ｓ ｐ Ａ と 呼 ば れ る Ｂ 群 連
鎖 球 菌 の 新 規 の 細 胞 表 面 プ ロ テ ア ー ゼ タ ン パ ク 質 の 使 用 に 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 米 国 合 衆 国 政 府 は 、 本 発 明 に お け る 支 払 済 み ラ イ セ ン ス な ら び に 、 限 ら れ た 状 況 に お い
て 、 合 衆 国 国 立 衛 生 研 究 所 に よ り 授 与 さ れ た 補 助 金 番 号 Ａ Ｉ ３ ０ ０ ６ ８ の 条 件 に よ り 規 定
さ れ る よ う な 妥 当 な 条 件 で 他 者 に ラ イ セ ン ス す る よ う 特 許 権 者 に 求 め る 権 利 を 有 す る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 　 ［ 発 明 の 背 景 ］
　 ス ト レ プ ト コ ッ カ ス ア ガ ラ ク チ エ （ Streptococcus agalactiae） と し て も 知 ら れ て い る
Ｂ 群 連 鎖 球 菌 （ Ｇ Ｂ Ｓ ） は 、 種 々 の 症 状 の 原 因 で あ る 。 特 に Ｇ Ｂ Ｓ は 、 早 発 性 新 生 児 感 染
を 引 き 起 こ す 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 こ の 感 染 は 通 常 は 胎 内 で 開 始 し 、 乳 児 に 重 症 の 敗 血 症 、 肺 炎 お よ び 髄 膜 炎 を 引 き 起 こ し
、 こ れ は 治 療 さ れ な い 場 合 に は 致 死 的 で あ り 、 そ し て 治 療 さ れ た 場 合 で も １ ０ ～ ２ ０ ％ の
死 亡 率 を 伴 う 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 後 発 性 新 生 児 感 染
　 こ の 感 染 は 、 年 齢 約 ３ ヶ 月 ま で の 出 生 後 早 い 時 期 に 起 こ る 。 そ れ は 敗 血 症 を 引 き 起 こ し
、 ９ ０ ％ の 症 例 で 髄 膜 炎 を 併 発 す る 。 そ の 他 の 局 在 性 感 染 、 例 え ば 骨 髄 炎 、 敗 血 症 性 関 節
炎 、 膿 瘍 お よ び 眼 内 炎 な ど も 起 こ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 成 人 感 染
　 こ れ ら は 、 増 加 の 傾 向 が あ り 、 そ し て 出 産 し た ば か り の 女 性 、 高 齢 者 お よ び 免 疫 無 防 備
状 態 者 に 最 も 高 頻 度 で 起 こ る 。 そ れ ら は 、 敗 血 症 、 お よ び 骨 髄 炎 、 敗 血 症 性 関 節 炎 、 膿 瘍
お よ び 眼 内 炎 な ど の 局 在 性 感 染 症 を 特 徴 と す る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 尿 路 感 染
　 Ｇ Ｂ Ｓ は 、 尿 路 感 染 の 一 因 で あ り 、 妊 娠 に 際 し て は 、 全 感 染 の １ ０ ％ を 占 め る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 獣 医 学 的 感 染
　 Ｇ Ｂ Ｓ は 、 ウ シ の 慢 性 乳 腺 炎 を 引 き 起 こ す 。 こ れ は 次 に 、 乳 汁 産 生 低 減 を も た ら し 、 し
た が っ て 経 済 的 に 少 な か ら ぬ 重 要 性 を 有 す る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 Ｇ Ｂ Ｓ 感 染 は 、 抗 生 物 質 で 治 療 さ れ 得 る 。 し か し な が ら 免 疫 感 作 が 好 ま し い 。 し た が っ
て 治 療 的 有 効 ワ ク チ ン と し て 用 い ら れ 得 る 免 疫 原 を 開 発 す る の が 望 ま し い 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 　 ［ 発 明 の 概 要 ］
　 本 発 明 は 、 Ｂ 群 連 鎖 球 菌 （ Ｇ Ｂ Ｓ ） 感 染 を 予 防 す る た め の ワ ク チ ン と し て の 、 Ｃ ｓ ｐ Ａ
と 呼 ば れ る Ｇ Ｂ Ｓ の 新 規 の 細 胞 表 面 プ ロ テ ア ー ゼ タ ン パ ク 質 の 使 用 に 関 す る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 　 ［ 好 ま し い 実 施 形 態 の 詳 細 な 説 明 ］
　 全 て の Ｂ 群 連 鎖 球 菌 血 清 型 に よ り 発 現 さ れ る 新 規 の セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ 様 遺 伝 子 （ ｃ ｓ
ｐ Ａ ） は 連 鎖 球 菌 病 毒 性 と っ て 重 要 で あ る 。
　 Ｂ 群 連 鎖 球 菌 （ Ｇ Ｂ Ｓ ） は 、 重 要 な ヒ ト 病 原 体 で あ る 。 本 試 験 に お い て 、 そ の 莢 膜 （ ca
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psular） 多 糖 の ほ か に 宿 主 防 御 か ら Ｇ Ｂ Ｓ を 保 護 し 得 る メ カ ニ ズ ム を 確 認 し よ う と 試 み た
。 細 胞 表 面 関 連 タ ン パ ク 質 （ ｃ ｓ ｐ Ａ ） を コ ー ド す る 遺 伝 子 （ 図 １ ； 配 列 番 号 １ ） は 、 高
病 毒 性 Ｉ Ｉ Ｉ 型 Ｇ Ｂ Ｓ 単 離 物 Ｃ Ｏ Ｈ １ か ら 特 性 化 さ れ た 。 そ の 配 列 （ 図 ２ ： 配 列 番 号 ２ ）
は 、 そ れ が 乳 酸 菌 の 連 鎖 球 菌 Ｃ ５ ａ ペ プ チ ダ ー ゼ お よ び カ ゼ イ ナ ー ゼ と 相 同 の サ ブ チ リ シ
ン 様 細 胞 外 セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ で あ る 、 と い う こ と を 示 し た 。 野 生 型 株 は 、 ヒ ト フ ィ ブ リ
ノ ー ゲ ン の α 鎖 を 切 断 し た が 、 一 方 、 ｃ ｓ ｐ Ａ 変 異 体 Ｔ Ｏ Ｈ １ ２ １ は 、 フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン
を 切 断 で き な か っ た 。 Ｃ Ｏ Ｈ １ を フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 場 合 、 凝
集 物 が 見 ら れ た が 、 変 異 株 を 同 様 に 処 理 し た 場 合 は そ う な ら か っ た 。 こ れ は 、 フ ィ ブ リ ノ
ー ゲ ン 切 断 の 生 成 物 が 強 力 な 接 着 特 性 を 有 し 、 フ ィ ブ リ ン と 類 似 し 得 る 、 と い う こ と を 示
し た 。 ｃ ｓ ｐ Ａ 遺 伝 子 は 、 サ ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ り 示 さ れ た よ う に 、 ９ つ の 莢 膜 血 清
型 の 全 て か ら の 代 表 的 臨 床 単 離 物 に 存 在 し た 。 Ｌ Ｄ ５ ０ 分 析 に よ り 測 定 し た 場 合 、 ｃ ｓ ｐ
Ａ － 変 異 体 は 、 Ｇ Ｂ Ｓ 感 染 の 新 生 仔 ラ ッ ト 敗 血 症 モ デ ル に お い て １ ０ 分 の １ の 病 毒 性 で あ
っ た 。 さ ら に ｃ ｓ ｐ Ａ － 変 異 体 は 、 ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ で の ヒ ト 好 中 球 に よ る オ プ ソ ニ ン 食
菌 性 死 滅 に 対 し て 、 野 生 型 株 よ り 有 意 に 感 受 性 で あ っ た 。 合 わ せ て 考 え る と 、 Ｃ ｓ ｐ Ａ に
よ る フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン の 切 断 は 、 オ プ ソ ニ ン 食 菌 性 死 滅 か ら 細 菌 を 保 護 す る こ と に よ り Ｇ
Ｂ Ｓ 感 染 の 致 死 率 を 増 大 し 得 る 、 と い う こ と を 結 果 は 示 す 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 序 論
　 Ｂ 群 連 鎖 球 菌 （ Ｇ Ｂ Ｓ ） は 、 重 篤 な 新 生 児 細 菌 感 染 の 主 因 で あ り （ Baker, C.J. Edward
s, M.S. 1995 in: Infectious Diseases of the Fetus and Newborn Infant J.S. Reming
ton & J.O. Klein, eds. Philadelphia: W.B. Saunders 980-1054） 、 新 生 児 に お け る 敗
血 症 お よ び 肺 炎 の 最 も 一 般 的 な 原 因 で あ る 。 Ｇ Ｂ Ｓ は 、 分 娩 後 子 宮 内 膜 炎 の 有 意 の 病 因 で
も あ る 。 さ ら に 、 近 年 の デ ー タ は 、 成 人 、 特 に 免 疫 無 防 備 者 に お け る 侵 襲 性 感 染 の 、 増 加
し て い る 原 因 と し て Ｇ Ｂ Ｓ を 関 連 づ け て い る （ Farley, M.M. et al. 1993 N Engl J Med 
328: 1807-1811） 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 細 菌 病 原 体 は 、 非 免 疫 宿 主 に お け る 細 菌 感 染 に 対 す る 防 御 の 重 要 な 最 前 線 で あ る 先 天 性
免 疫 系 と 闘 う た め の 様 々 な 防 御 機 構 を 進 化 さ せ て き た 。 補 体 な ら び に 食 細 胞 、 例 え ば 多 形
核 白 血 球 （ Ｐ Ｍ Ｎ ） お よ び マ ク ロ フ ァ ー ジ は 、 先 天 性 免 疫 に お い て 主 要 な 役 割 を 演 じ る 。
多 数 の グ ラ ム 陰 性 細 菌 、 例 え ば エ ル シ ニ ア お よ び 緑 膿 菌 (Pseudomonas aeruginosa)の 抗 食
菌 作 用 メ カ ニ ズ ム （ Ernst, J. 2000 Cellular Microbiology 2: 379-386） は 、 十 分 解 析
さ れ て い る 。 し か し な が ら 、 グ ラ ム 陽 性 病 原 体 が ど の よ う に し て 食 菌 メ カ ニ ズ ム を 免 れ る
か に つ い て は 、 多 く が 依 然 と し て 理 解 さ れ て い な い 。 肺 炎 連 鎖 球 菌 (Streptococcus pneum
oniae)株 は 、 型 特 異 的 莢 膜 抗 体 の 非 存 在 下 で 、 こ の 細 菌 を 補 体 沈 着 に 耐 性 に さ せ る 多 糖 莢
膜 を 合 成 す る （ Dillard, J.P. et al. 1995 J Exp Med 181: 973-983） 。 さ ら に 肺 炎 連 鎖
球 菌 株 は 、 補 体 媒 介 性 宿 主 防 御 の 回 避 に お い て 機 能 し 得 る Ｃ ３ 結 合 タ ン パ ク 質 を 産 生 す る
（ Cheng, Q. et al. 2000 Biochemistry 39: 5450-5457） 。 院 内 感 染 の 主 因 で あ る エ ン テ
ロ コ ッ カ ス フ ェ カ リ ス (Enterococcus faecalis)は 、 オ プ ソ ニ ン 食 菌 性 死 滅 に 対 す る 耐 性
を 提 供 す る 莢 膜 多 糖 を 合 成 す る こ と が 近 年 報 告 さ れ た （ Hancock, L.E. & Gilmore, M.S. 
2002 PNAS USA 99: 1574-1579） 。 Ａ 群 連 鎖 球 菌 （ Ｇ Ａ Ｓ ） 株 は 、 こ の 免 疫 経 路 を 回 避 す
る た め に 多 数 の メ カ ニ ズ ム 、 例 え ば Ｍ タ ン パ ク 質 （ Ashbaugh, C. et al. 1998 J Clin In
vest 102: 550-560） お よ び ヒ ア ル ロ ン 酸 莢 膜 （ Wessels, M.R. et al. 1991 PNAS USA 88
: 8317-8321） を 利 用 す る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 Ｇ Ｂ Ｓ 莢 膜 は 、 Ｇ Ｂ Ｓ の 最 も 明 確 に 定 義 さ れ た 病 毒 因 子 で あ る 。 莢 膜 （ capsule） は 、
型 特 異 的 莢 膜 抗 体 の 非 存 在 下 で 代 替 的 補 体 経 路 の 抑 制 を 介 し て 、 Ｃ ３ に よ る オ プ ソ ニ ン 作
用 か ら Ｇ Ｂ Ｓ を 保 護 す る （ Rubens, C.E. et al. 1987 PNAS USA 84: 7208-7212） 。 し か
し な が ら Ｇ Ｂ Ｓ は 、 そ れ を オ プ ソ ニ ン 食 菌 作 用 に 対 し て 耐 性 に さ せ る 付 加 的 因 子 を 発 現 し
得 る 。 表 面 局 在 性 連 鎖 球 菌 タ ン パ ク 質 は ヒ ト 補 体 Ｈ 因 子 を 結 合 し 、 そ し て Ｇ Ｂ Ｓ － Ｈ 因 子
複 合 体 は 補 体 活 性 を ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト す る 能 力 を 保 有 す る 、 と い う こ と を 近 年 の 報 告 は
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示 し た （ Areschoug, T. et al. 2002 J Biol Chem 277: 12642-12648） 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 は 、 オ プ ソ ニ ン 食 菌 性 作 用 の 回 避 に よ り Ｇ Ｂ Ｓ 生 存 を 促 す 新 規 の 表 面 局 在 性 セ リ
ン プ ロ テ ア ー ゼ 様 遺 伝 子 （ ｃ ｓ ｐ Ａ ） で あ る ｃ ｓ ｐ Ａ の 同 定 を 記 載 す る 。 Ｃ ｓ ｐ Ａ は 、 病
原 性 連 鎖 球 菌 の Ｃ ５ ａ プ ロ テ ア ー ゼ （ Bohnsack, J.F. et al. 1991 Biochim Biophys Act
a 1079: 222-228） な ら び に 非 病 原 性 グ ラ ム 陽 性 球 菌 に よ り 発 現 さ れ る カ ゼ イ ナ ー ゼ （ Fer
nandez-Espla, M.D. et al. 2000 Appl Environ Microbiol 66: 4772-4778） を 含 む プ ロ
テ ア ー ゼ の 一 フ ァ ミ リ ー と の 相 同 性 を 示 す 。 驚 く べ き こ と に 、 Ｃ ｓ ｐ Ａ は ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｔ ｒ
ｏ で Ｃ ５ ａ に 対 す る 酵 素 活 性 を 有 さ ず 、 ｃ ｓ ｐ Ａ 遺 伝 子 の 存 在 は カ ゼ イ ン 分 解 に 必 要 で な
い 、 と い う こ と を 本 発 明 者 ら は 観 察 し た 。 し か し な が ら ｃ ｓ ｐ Ａ 遺 伝 子 は ヒ ト フ ィ ブ リ ノ
ー ゲ ン の Ｇ Ｂ Ｓ に よ る 切 断 に 必 要 で あ り 、 こ の こ と は 、 Ｃ ｓ ｐ Ａ が プ ロ テ ア ー ゼ と し て 活
性 で あ る こ と を 示 す 。 ｃ ｓ ｐ Ａ を 発 現 で き な か っ た 変 異 体 は 、 感 染 の 新 生 仔 ラ ッ ト モ デ ル
に お け る Ｇ Ｂ Ｓ 病 毒 性 を 有 意 に 低 減 し 、 オ プ ソ ニ ン 食 菌 作 用 に 対 す る 感 受 性 増 大 を 示 し た
。 Ｃ ｓ ｐ Ａ は 、 抗 食 菌 性 表 面 因 子 と し て Ｇ Ｂ Ｓ 病 原 に お い て 重 要 な 役 割 を 演 じ る 新 規 の 表
面 局 在 性 プ ロ テ ア ー ゼ で あ る 、 と い う 証 拠 を 本 発 明 者 ら の 知 見 は 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 細 菌 株
　 Ｃ Ｏ Ｈ １ は 、 元 々 は 敗 血 症 新 生 児 の 血 液 か ら 単 離 さ れ た 高 被 包 性 （ encapsulated） Ｉ Ｉ
Ｉ 型 Ｇ Ｂ Ｓ で あ る （ Martin, T.R. et al. 1988 J Infect Dis 157: 91-100） 。 こ の 研 究
に 用 い ら れ た そ の 他 の Ｇ Ｂ Ｓ 臨 床 株 は 、 以 下 の も の を 包 含 し た ： １ ａ 型 Ｂ ５ ２ ３ 株 （ Tamu
ra, G.S. & Rubens, C.E. 1995 Mol Microbiol 15: 581-589） 、 Ａ ９ ０ ９ 株 （ Tamura, G.
S. & Rubens, C.E. 1995 Mol Microbiol 15: 581-589） 、 Ｃ ｈ ａ ｎ Ｓ ５ ； Ｉ ｂ 型 Ｄ Ｋ １ ４
株 、 Ｄ Ｋ １ ５ 株 、 ８ ０ － ４ ８ １ 株 ； Ｉ Ｉ 型 ７ ８ － ４ ７ １ 株 （ Chmouryguina, I. et al. 19
96 Infect Immun 64: 2387-2390） お よ び Ｄ Ｋ ２ ３ 株 （ Tamura, G.S. & Rubens, C.E. 199
5 Mol Microbiol 15: 581-589） ； Ｉ Ｉ Ｉ 型 Ｃ Ｏ Ｈ ３ １ 株 （ Rubens, C.E. et al. 1987 PN
AS USA 84: 7208-7212） 、 Ｄ １ ３ ６ Ｃ 株 （ Tamura, G.S. & Rubens, C.E. 1995 Mol Micro
biol 15: 581-589） 、 Ｍ ７ ８ １ 株 （ Tamura, G.S. & Rubens, C.E. 1995 Mol Microbiol 1
5: 581-589） ； Ｉ Ｖ 型 Ｃ Ｎ Ｃ Ｔ Ｃ １ ／ ８ ２ 株 （ Tamura, G.S. & Rubens, C.E. 1995 Mol M
icrobiol 15: 581-589） 、 Ｖ 型 Ｂ ２ ０ １ 株 お よ び Ｃ Ｎ Ｃ Ｔ Ｃ 　 １ ０ ／ ８ ４ 株 （ Tamura, G.
S. & Rubens, C.E. 1995 Mol Microbiol 15: 581-589） ； Ｖ Ｉ 型 Ｎ Ｔ ６ 株 （ Tamura, G.S.
 & Rubens, C.E. 1995 Mol Microbiol 15: 581-589） ； Ｖ Ｉ Ｉ 型 ８ ７ － ６ ０ ３ 株 ； Ｖ Ｉ Ｉ
Ｉ 型 Ｊ Ｍ ９ 株 （ ミ ネ ソ タ 大 学 の Pat Ferrieri氏 の 御 好 意 に よ り 提 供 さ れ た ） 。 Ｃ Ｏ Ｈ １ －
１ ３ は 、 Ｃ Ｏ Ｈ １ の 非 莢 膜 性 Ｔ ｎ ９ １ ６ Δ Ｅ 変 異 体 で あ る （ Rubens, C.E. et al. 1993 M
ol Microbiol 8: 843-855） 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 培 地 、 化 学 物 質 お よ び 細 菌 株 の 培 養
　 ル リ ア ブ ロ ス お よ び ト ッ ド － ヒ ュ ー イ ッ ト ブ ロ ス （ Ｔ Ｈ Ｂ ） 中 で 、 そ れ ぞ れ 大 腸 菌 （ Ｅ
． 　 ｃ ｏ ｌ ｉ ） お よ び Ｇ Ｂ Ｓ を 増 殖 さ せ た 。 選 択 の た め の 抗 生 物 質 の 濃 度 を 以 下 に 示 す ：
ア ン ピ シ リ ン （ Ａ ｍ ｐ ； ７ ５ μ ｇ ／ ｍ ｌ ） 、 エ リ ス ロ マ イ シ ン （ Ｅ ｒ ｍ ； 大 腸 菌 用 ４ ０ ０
μ ｇ ／ ｍ ｌ お よ び Ｇ Ｂ Ｓ 用 １ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ ） ま た は ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル （ Ｃ ａ ｍ ； １ ０
μ ｇ ／ ｍ ｌ ） 。 ヒ ト 血 漿 中 で の Ｇ Ｂ Ｓ の 培 養 の た め に 、 同 意 後 の 健 常 ヒ ト ド ナ ー か ら 、 血
漿 を 採 取 し た 。 Ｇ Ｂ Ｓ を Ｔ Ｈ Ｂ 中 で ０ ． ６ の Ｏ Ｄ ６ ０ ０ に 増 殖 さ せ 、 等 容 積 の Ｐ Ｂ Ｓ で ２
回 洗 浄 し 、 約 １ ０ ０ ０ Ｃ Ｆ Ｕ ／ ｍ ｌ の 濃 度 で 血 漿 中 に 再 懸 濁 し た 。 次 に ６ 時 間 以 上 、 増 殖
を モ ニ タ リ ン グ し 、 二 重 反 復 で 希 釈 液 を プ レ ー ト 化 し て 、 倍 加 時 間 を 算 定 し た 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 Ｄ Ｎ Ａ お よ び Ｒ Ｎ Ａ 法
　 ク ロ ー ニ ン グ 、 シ ー ケ ン シ ン グ 、 サ ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ お よ
び Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 に 関 す る 標 準 手 法 を 利 用 し た （ Sambrook J.E. et al. 1989 Molecular Clon
ing: a Laboratory Manual Cold Spring Harbor , N.Y. Cold Spring HarborLaboratory
） 。 Yimの 方 法 （ Yim, H.H. & Rubens, C.E. 1997 Biotechniques 23: 229-231） に よ り 、
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Ｒ Ｎ Ａ を 単 離 し た 。 メ ー カ ー の 推 奨 （ Roche Molecular Bichemicals, Indianapolis, Ind
iana, USA） 通 り に 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 手 法 の た め に ア ン チ セ ン ス Ｄ Ｉ Ｇ 標 識 プ ロ ー ブ を
利 用 し た 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 ｃ ｓ ｐ Ａ 遺 伝 子 座 の 同 定 お よ び ク ロ ー ニ ン グ
　 ま ず 、 ｃ ｓ ｐ Ａ オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム の 一 部 分 を 、 Ｃ Ｏ Ｈ １ 株 の Ｔ ｎ ９ １ ６ Δ
Ｅ 変 異 体 か ら の ト ラ ン ス ポ ゾ ン 挿 入 部 位 の 分 析 に よ り 単 離 し 、 そ れ を 全 ｃ ｓ ｐ Ａ 遺 伝 子 を
ク ロ ー ン 化 す る た め の プ ロ ー ブ と し て 用 い た 。 Ｃ Ｏ Ｈ １ ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の サ ザ ン 分 析 を 用 い
て 、 ｃ ｓ ｐ Ａ を 保 有 す る 互 い に 重 複 す る Ｃ ｌ ａ Ｉ お よ び Ｘ ｂ ａ Ｉ 制 限 フ ラ グ メ ン ト （ 図 ３
） を 同 定 し 、 標 準 技 法 を 用 い て ｐ Ｂ Ｓ Ｋ Ｓ － （ Stratagene; La Jolla, California, USA
） 中 に ク ロ ー ン 化 し た 。 上 記 の プ ロ ー ブ を 用 い て コ ロ ニ ー ブ ロ ッ ト に よ り 、 所 望 の Ｇ Ｂ Ｓ
挿 入 物 を 保 持 す る 大 腸 菌 Ｄ Ｈ ５ α ク ロ ー ン を 同 定 し た 。 Ｃ ｌ ａ Ｉ フ ラ グ メ ン ト （ プ ラ ス ミ
ド ｐ Ｔ Ｈ ２ を 含 有 す る Ｔ Ｏ Ｈ ３ ７ ） ま た は Ｘ ｂ ａ Ｉ フ ラ グ メ ン ト （ プ ラ ス ミ ド ｐ Ｔ Ｈ ５ を
含 有 す る Ｔ Ｏ Ｈ ５ ０ ） を 含 有 す る ク ロ ー ン を さ ら に 分 析 し た 。 プ ラ ス ミ ド ｐ Ｔ Ｈ ５ 上 に 存
在 す る ク ロ ー ン 化 ｃ ｓ ｐ Ａ 遺 伝 子 は 、 野 生 型 同 質 遺 伝 子 型 株 Ｃ Ｏ Ｈ １ の 染 色 体 ｃ ｓ ｐ Ａ 配
列 と 比 較 し て 、 自 発 性 突 然 変 異 を 含 有 す る 。 こ の 突 然 変 異 は 、 Ｌ ｅ ｕ － １ １ ２ １ で 翻 訳 を
成 熟 前 に 終 結 す る と 予 測 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 Ｇ Ｂ Ｓ に お け る ｃ ｓ ｐ Ａ ： ： ｅ ｒ ｍ 突 然 変 異 の 構 築
　 ｃ ｓ ｐ Ａ の 対 立 遺 伝 子 置 換 突 然 変 異 誘 発 を 実 施 す る た め に 、 本 発 明 者 ら は 、 ２ ８ ℃ で 複
製 す る が 、 ３ ７ ℃ で は 複 製 し な い 広 域 宿 主 範 囲 プ ラ ス ミ ド で あ る ｐ Ｖ Ｅ ６ ０ ０ ７ に ｃ ｓ ｐ
Ａ を サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し た （ Maguin, E. et al. 1992 J. Bacteriol 174: 5633-5638） 。
ｃ ｓ ｐ Ａ の ５ ． ４ ｋ ｂ Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 を Ｃ Ｏ Ｈ １ ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ か ら 増 幅 し て 、 Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ お よ
び Ｘ ｂ ａ Ｉ で 消 化 し 、 Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ ／ Ｘ ｂ ａ Ｉ 消 化 ｐ Ｖ Ｅ ６ ０ ０ ７ 中 に ク ロ ー ン 化 し て 、 中
間 プ ラ ス ミ ド ｐ Ｔ Ｈ １ ９ を 生 じ た 。 Ｈ ｉ ｎ ｄ Ｉ Ｉ Ｉ 部 位 に 隣 接 さ れ る 約 ３ ． ６ ｋ ｂ の ｃ ｓ
ｐ Ａ （ Ｃ ｓ ｐ Ａ ペ プ チ ド 残 基 ３ ２ ３ ～ １ ５ ３ ６ に 対 応 す る ） 配 列 を 、 そ の 後 、 ｐ Ｃ Ｅ Ｒ １
０ ０ ０ か ら の ｅ ｒ ｍ ｒ 遺 伝 子 （ Rubens, C.E. & Heggen, L.M. 1988 Plasmid 20: 137-142
） で 置 換 し た 。 最 終 構 築 物 ｐ Ｔ Ｈ ２ １ を 既 報 （ Framson, P.E. et al. 1997 Appl Environ
 Microbiol 63: 3539-3547） に 記 載 の と お り に Ｃ Ｏ Ｈ １ 中 に 形 質 転 換 さ せ た 。 ｅ ｒ ｍ ｒ エ
レ メ ン ト に よ る ｃ ｓ ｐ Ａ の 置 換 を 保 有 す る 菌 株 を 、 （ Yim, H.H. & Rubens, C.E. 1998 Me
thods in Cell Science 20: 13-20） に 記 載 さ れ た よ う に 、 プ ラ ス ミ ド を 救 済 す る こ と に
よ り 得 て 、 Ｔ Ｏ Ｈ １ ２ １ と 名 づ け た 。 サ ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ り 、 染 色 体 Ｔ Ｏ Ｈ １ ２ １
上 の 所 望 の 突 然 変 異 の 存 在 を 確 認 し た 。
【 ０ ０ ２ １ 】
表 現 型 お よ び Ｌ Ｄ ５ ０ 病 毒 性 検 定
　 細 胞 関 連 Ｉ Ｉ Ｉ 型 Ｇ Ｂ Ｓ 莢 膜 （ Chaffin, D.O. et al. 2000 J Bacteriol 182: 4466-44
77） 、 β － ヘ モ リ シ ン 、 Ｃ Ａ Ｍ 因 子 （ Nizet, V. et al. 1996 Infect Immun 64: 3818-38
26） 、 ヒ ア ル ロ ニ ダ ー ゼ （ Richman, P.G. & Baer, H. 1980 Aanl Biochem 109: 376-381
） お よ び ヒ プ リ カ ー ゼ 発 現 の 分 析 を 、 （ Ferrieri, P. et al. 1973 Infect Immun 7: 747
-752） の 記 載 ど お り に 実 施 し た 。 カ ゼ イ ン ザ イ モ グ ラ ム ゲ ル （ Bio-Rad Laboratories, He
rcules, California, USA、 Ｇ Ｂ Ｓ 培 養 上 清 ま た は ム タ ノ リ シ ン 抽 出 物 を 使 用 ） 中 で Ｔ Ｈ
Ｂ ＋ ５ ％ ミ ル ク 寒 天 プ レ ー ト 上 で 一 晩 Ｇ Ｂ Ｓ を 増 殖 さ せ る こ と に よ る か 、 ま た は 静 止 期 全
細 胞 Ｇ Ｂ Ｓ を 精 製 プ ロ テ ア ー ゼ 検 定 等 級 カ ゼ イ ン （ Sigma, St. Louis, MO） と と も に イ ン
キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ り 、 カ ゼ イ ナ ー ゼ 活 性 を 検 定 し た 。 Ａ ５ ４ ９ 細 胞 単 一 層 （ Ｉ Ｉ 型
肺 上 皮 細 胞 ） の 接 着 お よ び 侵 襲 検 定 を 、 （ Winram, S.B. et al. 1998 Methods in Cell S
cience 20: 191-201） の 記 載 ど お り に 実 施 し た 。 個 々 の 菌 株 の Ｃ ５ ａ プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 を
、 ゼ ラ チ ン 被 覆 組 織 培 養 ウ エ ル へ の ヒ ト Ｐ Ｍ Ｓ の Ｃ ５ ａ 刺 激 性 接 着 を 抑 制 す る Ｇ Ｂ Ｓ の 能
力 に よ り 、 （ Bohnsack, J.F. et al. 1991 Biochem J 273: 635-640） の 記 載 ど お り に 決
定 し た 。 同 質 遺 伝 子 型 ｃ ｓ ｐ Ａ ＋ ／ － 株 の 病 毒 性 を 、 前 に 記 載 さ れ た （ Jones, A.L. et a
l. 2000 Molecular Microbiology 37: 1444-1455） よ う に Ｌ Ｄ ５ ０ 分 析 に よ り 、 致 死 Ｇ Ｂ
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Ｓ 感 染 の 新 生 仔 ラ ッ ト モ デ ル を 用 い て 比 較 し た ； ウ ィ ル コ ク ソ ン 符 号 順 位 和 検 定 を 用 い て
、 Ｌ Ｄ ５ ０ デ ー タ に 関 す る 統 計 学 的 分 析 を 実 施 し た 。 州 、 政 府 お よ び 中 央 政 府 の 指 針 に 従
っ て 、 全 動 物 を 保 持 し た 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
組 換 え Ｃ ｓ ｐ Ａ － Ｇ Ｓ Ｔ 融 合 タ ン パ ク 質 産 生 お よ び Ｃ ｓ ｐ Ａ 抗 体 の 生 成
　 免 疫 原 と し て 用 い る た め に 、 Ｃ ｓ ｐ Ａ － Ｇ Ｓ Ｔ 融 合 タ ン パ ク 質 を 構 築 し た 。 ク ロ ー ニ ン
グ の た め に Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ お よ び Ｓ ａ ｌ Ｉ 部 位 を 組 入 れ る 以 下 の プ ラ イ マ ー Ｔ Ｃ Ｇ Ｇ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ
Ｇ Ｃ Ｔ Ａ Ｃ Ｔ Ｇ Ｃ Ｔ Ｃ Ｔ Ａ Ｇ Ｔ Ｔ （ 配 列 番 号 ３ ） 、 Ｔ Ｔ Ａ Ａ Ｇ Ｔ Ｃ Ｇ Ａ Ｃ Ｇ Ｔ Ａ Ａ Ｔ Ｇ Ａ
Ｔ Ｇ Ｃ Ｃ Ｔ Ｔ Ｇ Ｃ Ｔ Ｃ Ｔ Ａ （ 配 列 番 号 ４ ） を 用 い て 、 Ｃ Ｏ Ｈ １ 染 色 体 Ｄ Ｎ Ａ か ら 、 推 定 触
媒 ド メ イ ン を 欠 く Ｃ ｓ ｐ Ａ の Ｃ 末 端 部 分 を 増 幅 し た 。 プ ラ ス ミ ド ｐ Ｇ Ｅ Ｘ － ４ Ｔ － ３ （ Am
ersham-Pharmacia Biosciences, Piscataway, NJ） を Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ お よ び Ｓ ａ ｌ Ｉ で 消 化 し
、 同 じ く Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ お よ び Ｓ ａ Ｉ Ｉ で 消 化 さ れ た Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 と 結 合 さ せ た 。 Ｃ ｓ ｐ Ａ － Ｇ
Ｓ Ｔ 融 合 タ ン パ ク 質 は 封 入 体 （ inclusion body） を 形 成 し た 。 可 溶 化 、 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ
後 、 Ｃ ｓ ｐ Ａ を ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル か ら 切 り 出 し て 、 （ Harlow, E. & Lane, D. 1988
. Antibodies, a Laboratory Manual Cold Spring Harbor , N.Y. Cold Spring HarborLa
boratory Press p. 68） の 記 載 ど お り に フ ラ グ メ ン ト 化 し た 。 こ の 調 製 物 を 用 い て 、 融 合
タ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 体 （ Ａ ｂ ） を 欠 く こ と が 前 に 示 さ れ て い る ニ ュ ー ジ ー ラ ン ド シ ロ ウ
サ ギ を 免 疫 感 作 し た 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
Ｃ ｓ ｐ Ａ の ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析
　 浸 透 圧 シ ョ ッ ク 手 法 （ Tanaka, T. & Weisblum, B. 1975 J Bacteriol 121: 354-362）
に よ り Ｔ Ｏ Ｈ ５ ０ （ プ ラ ス ミ ド ｐ Ｔ Ｈ ５ を 保 有 す る 大 腸 菌 Ｄ Ｈ ５ α ； 上 記 参 照 ） の ペ リ プ
ラ ズ ム か ら Ｃ ｓ ｐ Ａ を 放 出 さ せ た 。 ム タ ノ リ シ ン に よ る 処 理 に よ り Ｇ Ｂ Ｓ 細 胞 表 面 関 連 タ
ン パ ク 質 を 抽 出 し 、 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ に 供 し た （ Bohnsack, J.F. et al. 2000 Infect Im
mun 68: 5018-5025） 。 タ ン パ ク 質 を イ モ ビ ロ ン (Immobilon)－ Ｐ （ Millipore Inc., Bedf
ord, Massachusetts, USA） に 移 行 さ せ た 。 第 一 抗 体 お よ び 第 二 ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル
オ キ シ ダ ー ゼ 結 合 抗 体 を 、 そ れ ぞ れ １ ： ５ ０ ０ お よ び １ ： １ ０ ０ ０ の 希 釈 液 で 用 い た 。 ス
ー パ ー シ グ ナ ル (SuperSignal)試 薬 （ Pierce Biotechnology, Inc., Rockford, Illinois,
 USA） を 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト の 化 学 発 光 検 出 の た め に 利 用 し た 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 分 解 検 定
　 フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン お よ び プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン を 欠 失 さ せ た 精 製 ヒ ト フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン を 、
Enzyme Research Laboratories（ South Bend, IN） か ら 購 入 し た 。 フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 分 解
を 検 定 す る た め に 、 Ｇ Ｂ Ｓ 菌 株 Ｃ Ｏ Ｈ １ お よ び Ｔ Ｏ Ｈ １ ２ １ を 増 殖 さ せ て 静 止 期 に し て 、
リ ン 酸 塩 緩 衝 化 生 理 食 塩 水 で １ 回 洗 浄 し 、 ２ ０ 倍 に 濃 縮 し て 、 Ｐ Ｂ Ｓ 中 に 再 懸 濁 し た 。 次
に フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン を 、 ０ ． ６ ３ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ の 濃 度 で 添 加 し た 。 フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン ／ 細 胞
懸 濁 液 を 、 ゆ っ く り 回 転 さ せ な が ら ３ ７ ℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 １ ６ 時 間 後 、 Ｇ Ｂ Ｓ 細
胞 を 遠 心 分 離 に よ り 除 去 し た 。 大 型 フ ォ ー マ ッ ト （ １ ８ ． ５ × ２ ０ ｃ ｍ ） の １ ０ ％ ア ク リ
ル ア ミ ド ゲ ル を 用 い た Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ に よ り 、 上 清 を 分 析 し 、 フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン α 鎖 の
種 を 解 析 し た 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン α 種 の Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ － Ｔ Ｏ Ｆ 　 Ｍ Ｓ
　 Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ － Ｔ Ｏ Ｆ 　 Ｍ Ｓ （ マ ト リ ッ ク ス 支 援 レ ー ザ ー 脱 離 ／ イ オ ン 化 飛 行 時 間 型 質 量
分 析 計 ） に よ り 、 ２ つ の α 鎖 種 の 同 一 性 を 確 認 し た 。 上 記 と 同 様 に フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン α 鎖
を Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ に よ り 分 離 し 、 上 部 お よ び 下 部 移 動 種 を ク ー マ シ ー 染 色 ゲ ル か ら 切 り
出 し た 。 ゲ ル 薄 片 を 、 ５ ０ ％ メ タ ノ ー ル 中 で 一 晩 脱 染 色 し た 。 メ タ ノ ー ル を 除 去 し 、 ア セ
ト ニ ト リ ル を 添 加 し て ゲ ル 薄 片 を 覆 い 、 混 合 物 を １ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ア セ ト ニ
ト リ ル を 真 空 下 で 蒸 発 さ せ た 。 ト リ プ シ ン （ シ ー ケ ン シ ン グ 等 級 、 Promega, Madison, WI
か ら ） を 脱 水 ゲ ル フ ラ グ メ ン ト に 添 加 し 、 ４ ℃ で ４ ５ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 次 に ３ ７ ℃
で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 ト リ プ シ ン 溶 液 を 除 去 し 、 ゲ ル
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薄 片 を ２ ０ ０ μ ｌ の ５ ％ 蟻 酸 、 ５ ０ ％ ア セ ト ニ ト リ ル で ２ 回 抽 出 し た 。 ト リ プ シ ン 溶 液 を
抽 出 溶 液 と と も に プ ー ル し 、 真 空 下 で 蒸 発 さ せ た 。 １ ０ μ ｌ の ５ ％ ア セ ト ニ ト リ ル 、 ０ ．
５ ％ 酢 酸 を 添 加 し 、 ０ ． ６ μ ｌ を 標 的 上 に ス ポ ッ ト し た 。 こ の 後 、 Ｂ Ｉ Ｆ Ｌ Ｅ Ｘ 　 Ｉ Ｉ Ｉ
質 量 分 析 計 （ Bruker, Billerica, MA） を 用 い て 、 質 量 ス ペ ク ト ル を 得 た 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
オ プ ソ ニ ン 食 作 用 検 定
　 前 に 記 載 さ れ た （ Baltimore, R.S. et al. 1977 J Immunol 118: 673-678） よ う に 、 非
免 疫 ヒ ト か ら 同 意 後 に 得 ら れ た 血 清 お よ び 好 中 球 を 用 い て 、 オ プ ソ ニ ン 食 作 用 検 定 を 実 施
し た 。 全 試 料 を 三 重 反 復 で 試 験 し 、 対 照 は 熱 不 活 性 化 血 清 （ ５ ６ ℃ 、 ３ ０ 分 間 ） を 有 す る
試 料 、 お よ び Ｐ Ｍ Ｎ を 有 さ な い 試 料 を 包 含 し た 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
ｃ ｓ ｐ Ａ の 同 定
　 多 数 の 因 子 が Ｇ Ｂ Ｓ の 病 毒 性 に 関 与 す る と 思 わ れ る （ Jones, A.L. et al. 2000 Molecu
lar Microbiology 37: 1444-1455） 。 新 規 の 病 毒 性 因 子 を 同 定 す る た め に 、 Ｇ Ｂ Ｓ に お け
る 病 毒 性 低 減 を 示 す ト ラ ン ス ポ ゾ ン 変 異 体 を 同 定 す る た め の ス ク リ ー ニ ン グ を 実 施 し た 。
高 病 毒 性 Ｉ Ｉ Ｉ 型 Ｇ Ｂ Ｓ 単 離 物 Ｃ Ｏ Ｈ １ の Ｔ ｎ ９ １ ６ Δ Ｅ 変 異 体 の ス ク リ ー ニ ン グ に お い
て 、 細 胞 表 面 関 連 プ ロ テ ア ー ゼ と 相 同 性 を 有 す る 遺 伝 子 を 、 本 発 明 者 ら は 同 定 し た 。 本 発
明 者 ら が ｃ ｓ ｐ Ａ と 呼 ぶ Ｏ Ｒ Ｆ （ 図 ３ ） は 、 １ ， ５ ７ １ ア ミ ノ 酸 タ ン パ ク 質 を コ ー ド し 、
ズ ブ チ ラ ー ゼ フ ァ ミ リ ー の い く つ か の 細 胞 外 セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ と 相 同 性 を 有 す る 。 Ｃ ｓ
ｐ Ａ の 最 大 類 似 性 （ ５ １ ． ２ ％ 同 一 性 お よ び ５ ８ ． ３ ％ 類 似 性 ） は Ｐ ｒ ｔ Ｓ に 対 し て で あ
っ た が 、 こ れ は 、 ス ト レ プ ト コ ッ カ ス サ ー モ フ ィ ラ ス に よ り 産 生 さ れ る 細 胞 外 カ ゼ イ ナ ー
ゼ で あ る 。 次 に 高 い 類 似 性 は 、 Ａ 群 連 鎖 球 菌 ゲ ノ ム 配 列 （ Ferretti, J.J. et al. 2001 P
NAS USA 98: 4658-4663） か ら の 推 定 細 胞 外 プ ロ テ ア ー ゼ （ ３ ９ ％ 同 一 性 お よ び ５ ５ ％ 類
似 性 ） に 対 し て で あ っ た 。 第 三 に 高 い 類 似 性 （ ４ ５ ％ 類 似 性 お よ び ３ ６ ％ 同 一 性 ） は 、 Ｓ
ｃ ｐ Ａ （ Chen, C.C. & Cleary, P.P. 1989 Infect Immun 57: 1740-1745） お よ び Ｓ ｃ ｐ
Ｂ （ Bohnsack, J.F. et al. 1991 Biochem J 273: 635-640） に 対 し て で あ っ た が 、 こ れ
ら は そ れ ぞ れ Ａ 群 連 鎖 球 菌 お よ び Ｂ 群 連 鎖 球 菌 に お け る 走 化 性 因 子 Ｃ ５ ａ の タ ン パ ク 質 分
解 性 不 活 性 化 に 関 与 す る 。 さ ら に Ｃ ｓ ｐ Ａ は 、 ｐ ｒ ｔ Ｂ 、 ｐ ｒ ｔ Ｈ お よ び ｐ ｒ ｔ Ｐ 遺 伝 子
に よ り コ ー ド さ れ る 乳 酸 菌 の い く つ か の カ ゼ イ ナ ー ゼ と 類 似 で あ っ た （ ３ ６ ％ 類 似 性 お よ
び ２ ７ ％ 同 一 性 ） （ Siezen, R.J. 1999 Antonie Van Leeuwenhoek 76: 139-155） 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 Ｃ ｓ ｐ Ａ の 配 列 は 、 そ れ が 細 胞 外 被 関 連 プ ロ テ ア ー ゼ （ Ｃ Ｅ Ｐ ） フ ァ ミ リ ー の 機 能 お よ
び 構 造 ド メ イ ン を 共 有 す る 、 と い う こ と を 示 す （ Siezen, R.J. 1999 Antonie Van Leeuwe
nhoek 76: 139-155） 。 Ｃ Ｅ Ｐ プ ロ テ ア ー ゼ は 、 広 範 な 細 菌 に 見 出 さ れ る ズ ブ チ リ シ ン 様
セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ の 一 サ ブ フ ァ ミ リ ー で あ る 。 Ｃ Ｅ Ｐ タ ン パ ク 質 フ ァ ミ リ ー の 特 性 の 優
れ た 包 括 的 レ ビ ュ ー は 、 （ Siezen, R.J. 1999 Antonie Van Leeuwenhoek 76: 139-155）
に 見 出 さ れ る 。 セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ の こ の フ ァ ミ リ ー の 触 媒 性 機 能 に 必 要 な モ チ ー フ は 、
Ｃ ｓ ｐ Ａ 中 の 配 列 番 号 ２ の 残 基 １ ６ ８ ～ １ ７ ９ （ ア ス パ ラ ギ ン 酸 モ チ ー フ ； Ｖ Ａ Ｉ Ｉ Ｄ Ｓ
Ｇ Ｌ Ｄ Ｔ Ｎ Ｈ ） 、 配 列 番 号 ２ の ２ ３ ８ ～ ２ ４ ８ （ ヒ ス チ ジ ン モ チ ー フ ； Ｈ Ｇ Ｍ Ｈ Ｖ Ｔ Ｓ Ｉ
Ａ Ｔ Ａ ） お よ び 配 列 番 号 ２ の ５ ６ ５ ～ ５ ７ ５ （ セ リ ン モ チ ー フ ； Ｇ Ｔ Ｓ Ｍ Ａ Ｓ Ｐ Ｈ Ｖ Ａ Ｇ
） に 存 在 す る 。 こ れ は 、 Ｃ ｓ ｐ Ａ が プ ロ テ ア ー ゼ と し て 機 能 す る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 カ ゼ イ ナ ー ゼ の 一 般 的 特 徴 は 、 そ れ ら が プ レ － プ ロ 酵 素 と し て 合 成 さ れ 、 そ し て 細 胞 膜
を 通 っ て 移 動 後 、 プ ロ － ペ プ チ ド 配 列 の 自 己 触 媒 的 切 断 に よ り 活 性 化 さ れ る 、 と い う 点 で
あ る （ Siezen, R.J. 1999 Antonie Van Leeuwenhoek 76: 139-155） 。 残 基 １ ～ １ ４ ３ に
及 ぶ 推 定 プ レ － プ ロ ド メ イ ン が Ｃ ｓ ｐ Ａ 中 に 同 定 さ れ （ Siezen, R.J. 1999 Antonie Van 
Leeuwenhoek 76: 139-155） 、 こ の こ と は 、 Ｃ ｓ ｐ Ａ が プ レ － プ ロ 酵 素 と し て も 合 成 さ れ
得 る し 、 同 様 に 自 己 触 媒 的 成 熟 を 受 け 得 る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 ｃ ｓ ｐ Ａ お よ び ｓ ｃ ｐ Ｂ の 不 活 性 化
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　 Ｃ ｓ ｐ Ａ の 機 能 分 析 を 促 す た め に 、 ｃ ｓ ｐ Ａ の 対 立 遺 伝 子 置 換 突 然 変 異 誘 発 を 実 施 し た
。 ｃ ｓ ｐ Ａ の 一 部 分 を 欠 失 さ せ 、 そ れ を エ リ ス ロ マ イ シ ン 耐 性 遺 伝 子 で 置 き 換 え る こ と に
よ り 、 ｃ ｓ ｐ Ａ ： ： ｅ ｒ ｍ 対 立 遺 伝 子 を 保 有 す る プ ラ ス ミ ド を 作 製 し た （ 上 記 参 照 ） 。 こ
の 構 築 物 を 用 い て 、 上 で 詳 述 し た よ う に 、 Ｃ Ｏ Ｈ １ （ 高 病 毒 性 、 Ｉ Ｉ Ｉ 型 Ｇ Ｂ Ｓ 臨 床 単 離
体 ） の 野 生 型 ｃ ｓ ｐ Ａ 対 立 遺 伝 子 を 置 き 換 え た 。 単 一 ク ロ ー ン Ｔ Ｏ Ｈ １ ２ １ を さ ら な る 試
験 の た め に 選 択 し 、 こ の 菌 株 の 染 色 体 上 の ｃ ｓ ｐ Ａ ： ： ｅ ｒ ｍ 突 然 変 異 の 存 在 を サ ザ ン ブ
ロ ッ テ ィ ン グ に よ り 立 証 し た 。 Ｇ Ｂ Ｓ 　 Ｃ ５ ａ プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 を 評 価 す る た め の 対 照 を
提 供 す る た め に （ 下 記 参 照 ） 、 Ｇ Ｂ Ｓ 　 Ｃ ５ ａ ペ プ チ ダ ー ゼ 遺 伝 子 で あ る ｓ ｃ ｐ Ｂ 中 に カ
ナ マ イ シ ン 耐 性 因 子 挿 入 を 保 有 す る 変 異 体 を Ｃ Ｏ Ｈ １ 遺 伝 子 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 中 に 導 入 し
、 こ れ を Ｔ Ｏ Ｈ ９ ７ と 呼 ん だ 。 ｃ ｓ ｐ Ａ ： ： ｅ ｒ ｍ お よ び ｓ ｃ ｐ Ｂ ： ： ｋ ａ ｎ 突 然 変 異 の
両 方 を 保 有 す る 二 重 変 異 体 を 構 築 し 、 こ れ を Ｔ Ｏ Ｈ １ ４ ４ と 呼 ん だ 。 サ ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン
グ は 、 ２ つ の ｓ ｃ ｐ Ｂ ： ： ｋ ａ ｎ 変 異 体 に 関 す る 所 望 の 突 然 変 異 の 存 在 を 確 証 す る た め に
も 用 い た 。
【 ０ ０ ３ １ 】
ｃ ｓ ｐ Ａ 遺 伝 子 は 単 シ ス ト ロ ン 性 オ ペ ロ ン と し て 転 写 さ れ る
　 ｃ ｓ ｐ Ａ の 近 位 の 領 域 の 転 写 機 構 を 本 発 明 者 ら は 解 析 し た 。 ｃ ｓ ｐ Ａ の 隣 の Ｄ Ｎ Ａ 領 域
の 解 析 は 、 ｃ ｓ ｐ Ａ の ５ ’ お よ び ３ ’ の 両 方 に 存 在 す る Ｏ Ｒ Ｆ を 明 示 し た （ 図 ３ ） 。 ｓ ｂ
ｌ Ａ （ Ｂ 群 連 鎖 球 菌 球 面 リ ポ タ ン パ ク 質 ） と 呼 ば れ る 遺 伝 子 は 、 ｃ ｓ ｐ Ａ の ５ ’ に 存 在 し
、 ｃ ｓ ｐ Ａ と 逆 転 写 方 向 に 配 向 さ れ た 。 予 測 産 物 は 、 デ ィ ノ コ ッ カ ス ラ ジ オ デ ュ ラ ン ス (D
einococcus radiodurans)か ら の Ａ ｚ ｌ Ｃ と ３ ３ ％ の 同 一 性 を 共 有 す る （ White, O. et al
. 1999 Science 286: 1571-1577） 。 Ａ ｚ ｌ Ｃ タ ン パ ク 質 の 正 確 な 生 物 学 的 機 能 は 、 一 般
に 不 明 で あ る （ Belitsky, B.R. et al. 1997 J Bacteriol 179: 5448-5457） 。 ｃ ｓ ｐ Ａ
に 隣 接 し 、 同 一 方 向 に 配 向 さ れ る の は 、 ２ 構 成 成 分 調 節 系 の 応 答 レ ギ ュ レ ー タ ー お よ び セ
ン サ ー タ ン パ ク 質 と 相 同 性 を 有 す る 産 物 を コ ー ド す る ２ つ の 推 定 遺 伝 子 （ ｓ ｂ ｒ Ａ お よ び
ｓ ｂ ｓ Ａ と 呼 ば れ る ） で あ る （ Stock, J.B. et al. 1989 Microbiol Rev 53: 450-490）
。 考 え 得 る プ ロ モ ー タ ー 配 列 は 、 ｃ ｓ ｐ Ａ お よ び ｓ ｂ ｒ Ａ 間 の 非 コ ー ド 配 列 の ２ ３ ３ ｂ ｐ
に 位 置 し 、 こ の こ と は 、 ｓ ｂ ｒ Ａ お よ び ｓ ｂ ｓ Ａ が ｃ ｓ ｐ Ａ の も の と は 異 な る プ ロ モ ー タ
ー か ら 転 写 さ れ る こ と を 示 唆 す る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 ｃ ｓ ｐ Ａ 領 域 の 転 写 機 構 を 解 析 す る た め に 、 異 な る 増 殖 段 階 （ 初 期 対 数 期 、 中 期 対 数 期
お よ び 静 止 期 ） で の Ｔ Ｈ Ｂ 増 殖 Ｃ Ｏ Ｈ １ か ら Ｒ Ｎ Ａ を 単 離 し 、 ｃ ｓ ｐ Ａ コ ー ド 領 域 に 対 し
て 内 部 の プ ロ ー ブ を 用 い て 、 ノ ー ザ ン 分 析 を 実 施 し た （ 図 ４ Ａ ） 。 ４ ． ７ ｋ ｂ の 転 写 物 サ
イ ズ に 対 応 す る 独 立 し た バ ン ド が 、 異 な る 増 殖 段 階 で 細 胞 中 に 存 在 し た （ 図 ４ Ａ ： レ ー ン
１ 、 ２ お よ び ３ ） 。 プ ロ ー ブ 特 異 性 に 関 す る 対 照 を 、 Ｔ Ｏ Ｈ １ ２ １ 菌 株 を 用 い て 実 施 し た
。 こ の 菌 株 に 関 し て は 、 予 測 ど お り 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ 産 物 は 観 察 さ れ な か っ た 。 最 大 発 現
は 、 初 期 対 数 期 に 観 察 さ れ た （ Ｏ ． Ｄ ． ６ ０ ０ ＝ ０ ． ３ ； レ ー ン １ ） 。 ｃ ｓ ｐ Ａ の コ ー ド
領 域 が 約 ４ ． ７ ｋ ｂ で あ る た め 、 こ れ ら の 観 察 は 、 ｃ ｓ ｐ Ａ が 単 シ ス ト ロ ン 性 転 写 体 上 に
発 現 さ れ る こ と を 示 唆 す る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 ｃ ｓ ｐ Ａ 転 写 体 が 単 シ ス ト ロ ン 性 で あ る 、 と い う 本 発 明 者 ら の 仮 説 を 確 証 す る た め に 、
ｃ ｓ ｐ Ａ に 対 し て ３ ’ に 位 置 す る 遺 伝 子 に 関 す る ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 を 実 施 し た 。 ｃ ｓ
ｐ Ａ 変 異 体 Ｔ Ｏ Ｈ １ ２ １ の 表 現 型 （ 下 記 参 照 ） は 、 ｃ ｓ ｐ Ａ 突 然 変 異 の 、 隣 接 ｓ ｂ ｒ Ａ お
よ び ｓ ｂ ｓ Ａ 遺 伝 子 へ の 極 性 作 用 に 起 因 す る も の で は な い 、 と い う こ と を 立 証 す る こ と は
重 要 で あ っ た （ 図 ３ ） 。 Ｒ Ｎ Ａ を 中 期 対 数 期 に お け る Ｃ Ｏ Ｈ １ お よ び Ｔ Ｏ Ｈ １ ２ １ か ら 単
離 し 、 ｓ ｂ ｒ Ａ の コ ー ド 領 域 の 内 部 の プ ロ ー ブ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ た （ 図 ３ 参 照 ） 。 ｓ
ｂ ｒ Ａ － ハ イ ブ リ ダ イ ズ 産 物 は 、 ２ ． ４ ｋ ｂ 未 満 に 対 応 す る 分 子 量 で ス ミ ア と し て 移 動 し
た 。 同 様 の 量 の ハ イ ブ リ ダ イ ズ 物 質 が 、 Ｃ Ｏ Ｈ １ お よ び Ｔ Ｏ Ｈ １ ２ １ の 両 方 に お い て 観 察
さ れ た （ 図 ４ Ｂ ） 。 ｃ ｓ ｐ Ａ お よ び ｓ ｂ ｒ Ａ プ ロ ー ブ は 別 個 の 転 写 体 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ し
た が 、 こ れ は 、 ｃ ｓ ｐ Ａ が 隣 接 遺 伝 子 と は 独 立 し て 転 写 さ れ 、 そ し て ｃ ｓ ｐ Ａ が 単 シ ス ト
ロ ン と し て 転 写 さ れ る こ と を 示 唆 す る 。 さ ら に 類 似 量 の 各 転 写 体 が Ｃ Ｏ Ｈ １ お よ び Ｔ Ｏ Ｈ
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１ ２ １ に お い て 観 察 さ れ た が 、 こ れ は 、 Ｔ Ｏ Ｈ １ ２ １ に お け る ｃ ｓ ｐ Ａ 突 然 変 異 が 隣 接 ｓ
ｂ ｒ Ａ 遺 伝 子 の 発 現 に 及 ぼ す 極 性 作 用 を 発 揮 し な い 、 と い う こ と を 確 証 す る （ 図 ４ Ｂ ） 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
Ｃ ｓ ｐ Ａ は 表 面 結 合 性 、 細 胞 壁 固 定 タ ン パ ク 質 で あ る
　 Ｃ ｓ ｐ Ａ が プ ロ テ ア ー ゼ と し て 機 能 す る こ と を 予 測 す る ほ か に 、 Ｃ ｓ ｐ Ａ の 配 列 は 、 そ
れ が 分 泌 さ れ 、 そ の 後 細 胞 表 面 に 固 定 さ れ る 、 と い う こ と を 示 唆 す る 。 Ｃ ｓ ｐ Ａ の ア ミ ノ
末 端 内 の ３ ５ 残 基 シ グ ナ ル ペ プ チ ド を 、 Ｓ Ｉ Ｇ Ｓ Ｅ Ｑ を 用 い て 同 定 し た （ von Heijne, G.
 1986 Nucleic Acid Research 14: 4683-4690； 図 ３ ） 。 グ ラ ム 陽 性 表 面 関 連 タ ン パ ク 質
（ Navarre, W.W. & Schneewind, O. 1994 Mol Microbiol 14: 115-121） に 特 徴 的 な 古 典
的 Ｃ 末 端 細 胞 壁 付 着 部 位 配 列 （ Ｌ Ｐ Ｋ Ｔ Ｇ 、 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 １ ５ ３ ６ ～ １ ５ ４ ０ ）
が 、 ア ミ ノ 酸 １ ５ ３ ６ ～ １ ５ ４ ０ に 配 置 さ れ て い た （ 図 ３ お よ び 配 列 番 号 ２ ） 。 Ｃ ｓ ｐ Ａ
が 表 面 付 着 タ ン パ ク 質 で あ る と い う 仮 説 を 調 べ る た め に 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 に よ り
Ｃ ｓ ｐ Ａ の 細 胞 内 局 在 化 を 本 発 明 者 ら は 決 定 し た 。 大 腸 菌 か ら 発 現 さ れ る Ｇ Ｓ Ｔ － Ｃ ｓ ｐ
Ａ 融 合 タ ン パ ク 質 （ 上 記 参 照 ） に 対 し て 抗 体 を 産 生 し 、 抗 体 を 用 い て Ｃ ｓ ｐ Ａ の 存 在 に 関
し て Ｇ Ｂ Ｓ の 異 な る 細 胞 分 画 を 試 験 し た 。 大 腸 菌 Ｔ Ｏ Ｈ ５ ０ 株 （ プ ラ ス ミ ド ｐ Ｔ Ｈ ５ を 保
有 す る ； 上 記 参 照 ） の ペ リ プ ラ ズ ム 抽 出 物 （ 上 記 参 照 ） は 、 Ｇ Ｓ Ｔ － Ｃ ｓ ｐ Ａ に 対 し て 産
生 さ れ た 抗 体 と 強 く 反 応 し た 。 プ ラ ス ミ ド ｐ Ｔ Ｈ ５ は 、 （ 野 生 型 同 質 遺 伝 子 型 株 の ｃ ｓ ｐ
Ａ 遺 伝 子 と 比 較 し て ） Ｌ ｅ ｕ － １ １ ２ １ で 翻 訳 を 成 熟 前 に 終 結 す る Ｃ ｓ ｐ Ａ コ ー ド 領 域 中
の 突 然 変 異 を 含 有 す る 。 こ れ は 、 野 生 型 Ｃ ｓ ｐ Ａ と 比 較 し て 、 Ｔ Ｏ Ｈ ５ ０ 抽 出 物 に 関 し て
観 察 さ れ た 、 よ り 低 い 分 子 量 を 説 明 す る 。 Ｃ Ｏ Ｈ １ の 培 養 上 清 か ら の タ ン パ ク 質 は 、 １ ０
倍 に 濃 縮 し た 場 合 で も 、 抗 体 と 反 応 し な か っ た 。 こ れ に 対 比 し て 、 Ｃ Ｏ Ｈ １ お よ び Ｔ Ｏ Ｈ
９ ７ （ ｃ ｓ ｐ Ａ ＋ 、 ｓ ｃ ｐ Ｂ － ） の 両 方 か ら の ム タ ノ リ シ ン 抽 出 表 面 タ ン パ ク 質 の ウ エ ス
タ ン ブ ロ ッ ト は 、 分 子 量 １ ４ ２ お よ び ８ ０ ｋ Ｄ ａ の ２ つ の タ ン パ ク 質 バ ン ド を 明 示 し た （
図 ５ ） 。 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ 上 の Ｃ Ｏ Ｈ １ 由 来 Ｃ ｓ ｐ Ａ の 移 動 は 、 そ れ が 成 熟 Ｃ ｓ ｐ Ａ （ １
５ ３ ｋ Ｄ ａ ） に 関 す る 配 列 分 析 に よ り 予 測 さ れ た よ り も 低 分 子 量 （ １ ４ ２ ｋ Ｄ ａ ） に 対 応
し た の で 、 変 則 的 で あ っ た 。 交 差 反 応 バ ン ド は 、 ｃ ｓ ｐ Ａ 変 異 体 （ Ｔ Ｏ Ｈ １ ２ １ お よ び Ｔ
Ｏ Ｈ １ ４ ４ ） に 関 し て は １ ４ ２ ｋ Ｄ ａ 位 置 で 観 察 さ れ な か っ た が 、 こ の こ と は 、 抗 体 が Ｇ
Ｂ Ｓ か ら の 野 生 型 Ｃ ｓ ｐ Ａ と 反 応 す る こ と を 確 証 す る 。 Ｃ ｓ ｐ Ａ の 配 列 分 析 の 結 果 を ウ エ
ス タ ン ブ ロ ッ ト デ ー タ と 合 わ せ て 考 察 す る と 、 Ｃ ｓ ｐ Ａ が 表 面 局 在 性 タ ン パ ク 質 で あ る こ
と が 示 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
Ｃ ｓ ｐ Ａ は Ｃ ５ ａ プ ロ テ ア ー ゼ と し て 機 能 し な い
　 Ｃ ｓ ｐ Ａ が Ｇ Ｂ Ｓ の Ｃ ５ ａ ペ プ チ ダ ー ゼ で あ る Ｓ ｃ ｐ Ｂ と 強 い 類 似 性 を 有 す る と し た 場
合 、 Ｃ ｓ ｐ Ａ は Ｃ ５ ａ プ ロ テ ア ー ゼ と し て も 活 性 で あ り 得 る 、 と 本 発 明 者 ら は 仮 定 し た 。
前 に 記 載 さ れ た （ Bohnsack, J.F. et al. 1991 Biochim Biophys Acta 1079: 222-228）
機 能 検 定 を 用 い て 、 Ｃ ５ ａ ア ー ゼ 活 性 を 本 発 明 者 ら は 測 定 し た （ 図 ６ ） 。 要 す る に 、 Ｇ Ｂ
Ｓ を 組 換 え ヒ ト Ｃ ５ ａ と と も に 予 備 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 精 製 ヒ ト Ｐ Ｍ Ｎ を 添 加 し 、 そ し て
ゼ ラ チ ン 被 覆 プ ラ ス チ ッ ク へ の Ｃ ５ ａ 刺 激 性 Ｐ Ｍ Ｎ 接 着 を 測 定 し た 。 Ｃ Ｏ Ｈ １ （ ｗ ｔ 、 ｓ
ｃ ｐ Ｂ ＋ ） は 陽 性 対 照 と し て 役 立 ち 、 そ し て Ｔ Ｏ Ｈ ９ ７ （ ｓ ｃ ｐ Ｂ － ） お よ び 別 の ｓ ｃ ｐ
Ｂ － 株 Ｇ Ｗ （ Bohnsack, J.F. et al. 2000 Infect Immun 68: 5018-5025） は 陰 性 対 照 と
し て 役 立 っ た 。 Ｔ Ｏ Ｈ １ ２ １ （ ｓ ｃ ｐ Ｂ ＋ 、 ｃ ｓ ｐ Ａ － ） お よ び Ｔ Ｏ Ｈ １ ４ ４ （ ｓ ｃ ｐ Ｂ
－ 、 ｃ ｓ ｐ Ａ － ） を 対 照 と 比 較 す る こ と に よ り 、 Ｇ Ｂ Ｓ 　 Ｃ ５ ａ プ ロ テ ア ー ゼ （ Ｓ ｃ ｐ Ｂ
） の 存 在 下 お よ び 非 存 在 下 で 、 ｃ ｓ ｐ Ａ 突 然 変 異 の 作 用 を 測 定 し た 。 Ｃ Ｏ Ｈ １ ま た は Ｔ Ｏ
Ｈ １ ２ １ を 伴 う Ｃ ５ ａ の 予 備 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン は Ｃ ５ ａ 活 性 を 無 効 に し 、 そ し て そ れ ら
の 菌 株 の Ｃ ５ ａ プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 は 類 似 し た （ 図 ６ ） 。 こ れ に 対 比 し て 、 菌 株 Ｇ Ｗ 、 Ｔ Ｏ
Ｈ ９ ７ お よ び Ｔ Ｏ Ｈ １ ４ ４ の Ｃ ５ ａ プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 は 低 く 、 互 い に 著 し い 違 い は な か っ
た 。 よ っ て 、 こ の Ｃ ｓ ｐ Ａ の 不 活 性 化 は 、 こ の 機 能 検 定 で 評 価 し た 場 合 、 Ｃ ５ ａ 活 性 に 及
ぼ す 検 出 可 能 な 作 用 を 有 す る と は 思 わ れ な か っ た 。 Ｃ ５ ａ プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 は 、 機 能 性 Ｓ
ｃ ｐ Ｂ の 存 在 と 相 関 し た だ け で あ っ た 。 上 記 の 結 果 を 合 わ せ て 考 え る と 、 Ｃ ｓ ｐ Ａ が Ｃ ５
ａ プ ロ テ ア ー ゼ と し て 機 能 し な い と い う 結 論 と 一 致 す る 。
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【 ０ ０ ３ ６ 】
　 Ｇ Ｂ Ｓ 表 現 型 特 性 の 評 価
　 そ の い く つ か が Ｇ Ｂ Ｓ 病 毒 性 決 定 因 子 で あ る こ と が 既 知 で あ る い く つ か の Ｇ Ｂ Ｓ 表 現 型
特 性 の 発 現 を 、 本 発 明 者 ら は 評 価 し た 。 ｃ ｓ ｐ Ａ 変 異 体 は 、 β ヘ モ リ シ ン 、 Ｃ Ａ Ｍ Ｐ 因 子
、 ヒ ッ プ リ カ ー ゼ お よ び ヒ ア ル ロ ニ ダ ー ゼ を 野 生 型 Ｇ Ｂ Ｓ と 同 様 に 発 現 し た 。 こ れ ら の 菌
株 は 、 競 合 的 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に よ り 測 定 し た 場 合 と 等 し い 量 の Ｉ Ｉ Ｉ 型 莢 膜 も 発 現 し た （ Ｃ Ｏ
Ｈ １ に 関 し て は ７ ２ ． ７ ± １ ５ ． ８ お よ び Ｔ Ｏ Ｈ １ ２ １ に 関 し て は ８ ２ ． ９ ± ２ ６ ． ３ μ
ｇ ／ ｍ ｇ 乾 燥 重 量 ） 。 Ａ ５ ４ ９ 上 皮 細 胞 単 一 層 の 侵 襲 は 、 Ａ ５ ４ ９ 細 胞 を 侵 襲 す る 総 入 力
細 菌 の パ ー セ ン テ ー ジ と し て 表 し た 場 合 、 Ｃ Ｏ Ｈ １ に 関 し て は １ ． ２ ％ ± ０ ． ３ ％ お よ び
Ｔ Ｏ Ｈ １ ２ １ に 関 し て は １ ． ３ ％ ± ０ ． ２ ％ で あ っ た 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 Ｃ ｓ ｐ Ａ と 相 同 で あ る プ ロ テ ア ー ゼ の 多 く は 、 細 菌 増 殖 に 重 要 で あ る 。 例 え ば 乳 酸 菌 か
ら の カ ゼ イ ナ ー ゼ は 、 栄 養 源 と し て の カ ゼ イ ン ペ プ チ ド の 利 用 前 に 、 細 胞 外 カ ゼ イ ン の 分
解 に 関 与 す る 。 Ｇ Ｂ Ｓ は 多 数 の ア ミ ノ 酸 に 関 し て 栄 養 要 求 性 で あ る た め 、 そ れ は 外 因 性 ア
ミ ノ 酸 に 頼 ら ね ば な ら な い 。 し た が っ て 本 発 明 者 ら は 、 ｃ ｐ ｓ Ａ 変 異 体 の 増 殖 特 徴 を 、 異
な る 増 殖 培 地 中 の 野 生 型 株 と 比 較 し た 。 菌 株 の 増 殖 は 、 試 験 し た 全 て の 培 地 、 例 え ば Ｒ Ｐ
Ｍ Ｉ ＋ ５ ％ カ ザ ミ ノ 酸 お よ び Ｔ Ｈ Ｂ 中 で 比 較 可 能 で あ っ た 。 ヒ ト 血 漿 中 の 増 殖 を 比 較 し た
と こ ろ 、 ２ つ の 菌 株 は 、 Ｃ Ｏ Ｈ １ お よ び Ｔ Ｏ Ｈ １ ２ １ に 関 し て そ れ ぞ れ ０ ． ５ ２ ２ 時 間 お
よ び ０ ． ５ ９ ８ 時 間 の ２ 倍 化 時 間 を 示 し た 。 こ れ は 、 Ｃ ｓ ｐ Ａ が 、 少 な く と も 試 験 し た 実
験 条 件 下 で は 栄 養 排 除 に お い て 一 役 を 果 た さ な い 、 と い う こ と を 示 し た 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
Ｇ Ｂ Ｓ の カ ゼ イ ナ ー ゼ 活 性
　 カ ゼ イ ナ ー ゼ と し て 機 能 す る Ｐ ｒ ｔ Ｓ に 対 す る Ｃ ｓ ｐ Ａ の 高 い 類 似 性 の た め に 、 カ ゼ イ
ン 分 解 に 関 し て Ｃ Ｏ Ｈ １ お よ び Ｔ Ｏ Ｈ １ ２ １ の 全 細 胞 を 、 本 発 明 者 ら は 試 験 し た 。 全 Ｇ Ｂ
Ｓ 細 胞 を カ ゼ イ ン と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 混 合 物 を 遠 心 分 離 し て 、 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ
を 上 清 に 関 し て 実 施 し 、 ク ー マ シ ー 染 色 ゲ ル の 定 量 に よ り イ ン タ ク ト な カ ゼ イ ン の 量 を 測
定 し た 。 用 い た 実 験 条 件 下 で は 非 常 に 少 な い カ ゼ イ ン 分 解 し か 観 察 さ れ ず 、 ２ つ の 菌 株 を
用 い た 実 験 は 同 様 の 結 果 を 生 じ た （ 図 ７ ） 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
ｃ ｓ ｐ Ａ 遺 伝 子 は ヒ ト フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン の 切 断 に 必 要 で あ る
　 Ｃ ｓ ｐ Ａ は 、 推 定 表 面 局 在 化 タ ン パ ク 質 と し て 、 宿 主 因 子 を タ ン パ ク 質 分 解 す る 、 と 本
発 明 者 ら は 仮 定 し た 。 し た が っ て プ ロ テ ア ー ゼ と し て 機 能 す る Ｃ ｓ ｐ Ａ の 能 力 を 試 験 す る
た め に 、 種 々 の 宿 主 タ ン パ ク 質 を 分 解 す る ｃ ｓ ｐ Ａ 変 異 体 お よ び 野 生 型 株 の 能 力 を 、 本 発
明 者 ら は 比 較 し た 。 精 製 ヒ ト フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン 、 精 製 補 体 構 成 成 分 Ｃ ３ お よ び 精 製 ヒ ト フ
ィ ブ リ ノ ー ゲ ン を 本 発 明 者 ら は 試 験 し た 。 分 解 を 評 価 す る た め に 、 Ｃ Ｏ Ｈ １ お よ び Ｔ Ｏ Ｈ
１ ２ １ の 全 細 菌 お よ び ／ ま た は ム タ ノ リ シ ン 抽 出 表 面 タ ン パ ク 質 を 試 験 基 質 と と も に イ ン
キ ュ ベ ー ト し 、 そ し て ク ー マ シ ー 染 色 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ ゲ ル を 評 価 す る こ と に よ る か 、 ま
た は ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ り 、 分 解 を 評 価 し た 。 試 験 基 質 の 切 断 に お け る 差 異 は
、 変 異 体 お よ び 野 生 型 株 を 比 較 し た 場 合 、 フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン を 除 く 基 質 に 関 し て は 観 察 さ
れ な か っ た 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 ヒ ト フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン は 野 生 型 株 に よ り 切 断 さ れ た が 、 ｃ ｓ ｐ Ａ 変 異 体 Ｔ Ｏ Ｈ １ ２ １ に
よ っ て は 切 断 さ れ な か っ た 。 フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン は 、 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 に よ り 一 緒 に 共 有 結
合 さ れ る 非 同 一 サ ブ ユ ニ ッ ト α 、 β お よ び γ の 二 量 体 で あ る （ Doolittle, R.F. 1987 In:
 Haemostasis and Thrombosis A.L.a.T. Bloom, D.P. ed. London, England, Churchill 
Livingstone Co.） 。 新 鮮 な ヒ ト 血 漿 か ら 単 離 さ れ た フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン に 関 し て 、 Ｓ Ｄ Ｓ
－ Ｐ Ａ Ｇ Ｅ は 、 二 本 の バ ン ド に フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン の α サ ブ ユ ニ ッ ト を 分 離 す る 、 と い う こ
と を 本 発 明 者 ら は 見 出 し た 。 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ ゲ ル か ら 両 方 の 推 定 α バ ン ド を 切 り 出 し て
、 Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ － Ｔ Ｏ Ｆ 質 量 分 析 に よ り そ れ ら を 同 定 し た 。 ヒ ト フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン の α フ ラ
グ メ ン ト の 配 列 と 整 合 す る ペ プ チ ド を 、 両 推 定 α バ ン ド か ら 得 た 。 フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 配 列
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の ２ ８ ％ が 、 得 ら れ た ト リ プ シ ン 分 解 ペ プ チ ド に カ バ ー さ れ た 。 α 二 本 バ ン ド の 低 バ ン ド
は 、 Ｃ 末 端 ２ ７ ア ミ ノ 酸 が 除 去 さ れ た ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｖ ｏ 切 断 産 物 で あ る （ Cottrell, B.A. &
 Doolittle, R.F. 1976 Biochem Biophys Res Commun 71: 754-761） 。 野 生 型 お よ び Ｃ ｓ
ｐ Ａ 変 異 体 を フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 切 断 に 関 し て 比 較 し た 場 合 、 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ は 、 Ｃ Ｏ Ｈ
１ が α サ ブ ユ ニ ッ ト の 小 さ い 種 （ 二 本 の う ち の 低 バ ン ド に 対 応 す る ） を 切 断 す る が 、 一 方
、 変 異 体 は 用 い た 条 件 下 で は フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン を 切 断 し な い 、 と い う こ と を 明 示 し た （ 図
８ ） 。 変 異 体 お よ び 野 生 型 を 一 緒 に 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 場 合 、 野 生 型 株 は 、 変 異 株 と
比 較 し て 非 常 に 顕 著 な 可 視 集 合 体 を 形 成 す る 、 と い う こ と に も 本 発 明 者 ら は 留 意 し た 。 こ
れ ら の 集 合 体 は 、 野 生 型 株 を Ｐ Ｂ Ｓ 単 独 中 で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 対 照 に お い て は 観 察 さ れ
な か っ た 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 Ｃ ｓ ｐ Ａ は 新 生 仔 ラ ッ ト モ デ ル に お け る 病 毒 性 に 不 可 欠 で あ る
　 細 胞 外 プ ロ テ ア ー ゼ は 、 グ ラ ム 陰 性 お よ び グ ラ ム 陽 性 細 菌 の 両 方 に お け る 病 毒 性 に 関 連
づ け ら れ て き た 。 Ｃ ｓ ｐ Ａ が 病 毒 性 に 関 与 す る か 否 か を 確 定 す る た め に 、 Ｔ Ｏ Ｈ １ ２ １ （
ｃ ｓ ｐ Ａ － ） と 同 質 遺 伝 子 型 野 生 型 株 Ｃ Ｏ Ｈ １ の Ｌ Ｄ ５ ０ を 、 本 発 明 者 ら は 比 較 し た 。 各
株 の １ ０ 倍 希 釈 系 列 の 液 を 、 腹 腔 内 注 射 に よ り ２ ４ ～ ４ ８ 時 間 新 生 仔 ラ ッ ト 中 に 導 入 し た
。 ５ つ の 別 個 の 致 死 性 実 験 を 実 施 し た 。 平 均 Ｌ Ｄ ５ ０ 値 は 、 Ｃ Ｏ Ｈ １ お よ び Ｔ Ｏ Ｈ １ ２ １
に 関 し て そ れ ぞ れ 、 ２ ． ９ × １ ０ ３ お よ び ２ ． ９ × １ ０ ４ ｃ ｆ ｕ ／ 動 物 で あ っ た （ Ｐ ≦ ０
． ０ ４ ３ １ 、 ウ ィ ル コ ク ソ ン 符 号 順 位 和 検 定 に よ る ） 。 こ れ ら の 結 果 は 、 ｃ ｓ ｐ Ａ 遺 伝 子
の 突 然 変 異 は 新 生 児 敗 血 症 モ デ ル に お け る Ｇ Ｂ Ｓ の 病 毒 性 を 有 意 に 減 弱 す る と い う こ と を
示 し た 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
Ｃ ｓ ｐ Ａ は オ プ ソ ニ ン 食 作 用 の 回 避 を 促 す
　 莢 膜 多 糖 の 発 現 は ｃ ｓ ｐ Ａ 突 然 変 異 に よ り 影 響 を 受 け な か っ た た め （ 上 記 参 照 ） 、 Ｃ ｓ
ｐ Ａ は 、 お そ ら く は 新 規 の メ カ ニ ズ ム に よ り 、 非 免 疫 宿 主 に お け る 先 天 性 免 疫 ク リ ア ラ ン
ス を Ｇ Ｂ Ｓ に 回 避 さ せ 得 る 、 と 本 発 明 者 ら は 仮 定 し た 。 オ プ ソ ニ ン 食 作 用 は 細 菌 ク リ ア ラ
ン ス の た め の 重 要 な メ カ ニ ズ ム で あ り 、 好 中 球 が 血 流 か ら の Ｇ Ｂ Ｓ の 排 除 に お い て 主 要 な
役 割 を 果 た す （ Nizet, V. et al. 2000 In: Streptococcal Infections: Clinical Aspec
ts, Microbiology, and Molecular Pathogenesis New York: Oxford University Press 1
80-221） 。 Ｔ Ｏ Ｈ １ ２ １ の 弱 毒 化 さ れ た 病 毒 性 は 、 Ｃ Ｏ Ｈ １ と 比 較 し た 場 合 、 食 作 用 性 ク
リ ア ラ ン ス に 対 す る 感 受 性 増 大 の 結 果 で あ る 可 能 性 が あ る 、 と 本 発 明 者 ら は 仮 定 し た 。 新
鮮 な Ｐ Ｍ Ｎ を ヒ ト ド ナ ー か ら 単 離 し 、 プ ー ル 化 ヒ ト 血 清 を 補 体 の 供 給 源 と し て 用 い て 、 Ｃ
Ｏ Ｈ １ に 予 備 吸 収 さ せ て 、 細 菌 に 対 し て 向 け ら れ る 抗 体 を 除 去 し た 。 検 定 を ４ 回 反 復 し 、
代 表 的 実 験 の 結 果 を 図 ７ に 示 す 。 Ｐ Ｍ Ｎ 死 滅 に 対 し て 非 常 に 感 受 性 で あ る こ と が 既 知 で あ
る Ｃ Ｏ Ｈ １ の 非 被 包 性 変 異 体 で あ る Ｃ Ｏ Ｈ １ － １ ３ （ Rubens, C.E. et al. 1993 Mol Mic
robiol 8: 843-855） を 、 対 照 と し て 包 含 し た 。 各 菌 株 の 増 殖 指 数 （ Ｇ Ｉ ） を 、 出 力 ｃ ｆ
ｕ ／ ｍ ｌ を 入 力 ｃ ｆ ｕ ／ ｍ ｌ で 割 る こ と で 算 定 し た 。 検 定 中 の Ｃ Ｏ Ｈ １ 増 殖 は 、 １ 回 以 上
の 二 倍 化 に 対 応 し た （ Ｇ Ｉ ＝ ２ ． ２ ； 図 ９ ） 。 こ れ に 対 比 し て 、 陰 性 対 照 株 Ｃ Ｏ Ｈ １ － １
３ は 、 １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 中 に ヒ ト Ｐ Ｍ Ｎ に よ り 顕 著 に 死 滅 し た （ Ｇ Ｉ ＝ ０ ． ０ ４
） 。 Ｔ Ｏ Ｈ １ ２ １ は 、 Ｃ Ｏ Ｈ １ お よ び Ｃ Ｏ Ｈ １ － １ ３ 間 の 中 間 で あ る 感 受 性 を 示 し た （ Ｇ
Ｉ ＝ ０ ． ８ １ ） 。 ３ つ の 菌 株 は 全 て 、 熱 不 活 性 化 血 清 の 存 在 下 で 、 そ し て Ｐ Ｍ Ｎ の 非 存 在
下 で 増 殖 し て 、 ２ ～ ４ の 増 殖 指 数 を 生 じ た （ 図 ９ ） 。 本 発 明 者 ら は ま た 、 ４ つ の 実 験 の 結
果 を 平 均 し て 、 野 生 型 の 増 殖 指 数 に 対 す る 変 異 体 の 増 殖 指 数 の 比 と し て 結 果 を 表 し た が 、
こ れ は ０ ． ４ ６ （ Ｐ ＜ ０ ． ０ ０ １ 、 ス チ ュ ー デ ン ト ｔ 検 定 に よ る ） で あ っ た 。 こ れ ら の 知
見 は 、 莢 膜 多 糖 に 関 し て 観 察 さ れ た の と 同 程 度 で は な い も の の 、 Ｃ ｓ ｐ Ａ が 非 免 疫 オ プ ソ
ニ ン 化 お よ び Ｐ Ｍ Ｎ に よ る 死 滅 へ の 耐 性 を 促 す と い う こ と を 示 す （ Rubens, C.E. et al. 
1993 Mol Microbiol 8: 843-855） 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
ｃ ｓ ｐ Ａ 遺 伝 子 は Ｇ Ｂ Ｓ 血 清 型 中 に 広 く 分 布 す る
　 Ｃ ｓ ｐ Ａ は 病 毒 性 に 関 与 す る た め 、 他 の Ｇ Ｂ Ｓ 血 清 型 に お け る ｃ ｓ ｐ Ａ の 出 現 を 本 発 明
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者 ら は 調 べ た 。 ９ つ の 血 清 型 の 各 々 か ら の 代 表 的 菌 株 か ら 単 離 さ れ た Ｇ Ｂ Ｓ ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ
を 用 い て 、 サ ザ ン ブ ロ ッ ト を 実 施 し た 。 １ ６ ～ １ ８ 菌 株 か ら の 一 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ フ ラ グ メ ン ト
は ｃ ｓ ｐ Ａ プ ロ ー ブ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 各 血 清 型 の 少 な く と も １ つ の 代 表 か ら の Ｄ Ｎ Ａ
は プ ロ ー ブ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た 。 し た が っ て ｃ ｓ ｐ Ａ 遺 伝 子 は 、 今 日 ま で に 発 見 さ れ た
ほ と ん ど の そ の 他 の 防 御 Ｇ Ｂ Ｓ 抗 原 と 異 な り 、 実 験 し た 全 て の 血 清 型 の 間 で 出 現 す る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 要 約 す る と 、 Ｇ Ａ Ｓ お よ び Ｇ Ｂ Ｓ の Ｃ ５ ａ ア ー ゼ 、 な ら び に セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ の ズ ブ
チ ラ ー ゼ フ ァ ミ リ ー の 他 の 成 員 と の 広 範 な 相 同 性 を 有 す る 新 規 の Ｇ Ｂ Ｓ プ ロ テ ア ー ゼ を 、
本 発 明 者 ら は 同 定 し た 。 検 査 し た 全 Ｇ Ｂ Ｓ 血 清 型 が 、 ｃ ｓ ｐ Ａ 遺 伝 子 を 保 有 し た 。 ｃ ｓ ｐ
Ａ の 突 然 変 異 は 、 新 生 仔 ラ ッ ト 敗 血 症 モ デ ル に お け る Ｇ Ｂ Ｓ 病 毒 性 を 弱 毒 化 し 、 食 作 用 に
対 す る 耐 性 を 低 減 し た 。 プ ロ テ ア ー ゼ は 、 ヒ ト フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 切 断 に 必 要 で あ る 。 Ｇ Ｂ
Ｓ 疾 患 の 病 態 へ の こ の 新 規 の セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ 様 遺 伝 子 の 関 与 を 防 止 す る こ と は 、 新 生
児 お よ び そ の 他 の 免 疫 無 防 備 個 体 の 重 症 感 染 を 引 き 起 こ す こ の 有 意 の 病 原 体 を 防 御 す る た
め の ワ ク チ ン の 基 礎 で あ る と 意 図 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 Ｇ Ｂ Ｓ 感 染 を 予 防 す る た め の ワ ク チ ン と し て の Ｃ ｓ ｐ Ａ と 呼 ば れ る Ｂ 群 連 鎖 球 菌 （ Ｇ Ｂ
Ｓ ） の 新 規 の 細 胞 表 面 プ ロ テ ア ー ゼ タ ン パ ク 質 の 使 用
　 本 発 明 の 一 態 様 に よ れ ば 、 Ｂ 群 連 鎖 球 菌 の Ｃ ｓ ｐ Ａ プ ロ テ ア ー ゼ 、 な ら び に そ の 類 似 体
、 ホ モ ロ グ 、 誘 導 体 お よ び 少 な く と も １ つ の 免 疫 原 性 エ ピ ト ー プ を 含 有 す る フ ラ グ メ ン ト
を 本 発 明 者 ら は 提 供 す る 。 本 明 細 書 中 で は 、 「 Ｃ ｓ ｐ Ａ プ ロ テ ア ー ゼ 」 と は 、 配 列 番 号 ２
の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 天 然 に 生 じ る タ ン パ ク 質 で あ る 。 本 発 明 の Ｃ ｓ ｐ Ａ プ ロ テ ア ー ゼ
は 天 然 由 来 の も の で あ っ て も よ く 、 あ る い は 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 技 術 ま た は 慣 用 的 化 学 合 成 技 術
に よ り 得 ら れ る も の で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 本 明 細 書 中 で は 、 「 免 疫 原 性 」 と は 、 免 疫 応 答 を 誘 発 す る 能 力 を 有 す る こ と を 意 味 す る
。 本 発 明 の 新 規 の Ｃ ｓ ｐ Ａ プ ロ テ ア ー ゼ は 、 Ｂ 群 連 鎖 球 菌 感 染 に 対 す る 防 御 的 免 疫 応 答 を
誘 発 す る 能 力 に よ り 特 性 化 さ れ る 。
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【 ０ ０ ４ ８ 】
　 本 発 明 は 特 に 、 配 列 番 号 ２ の 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 、 な ら び に そ の 類 似 体 、 ホ モ ロ グ 、 誘 導
体 お よ び 少 な く と も １ つ の 免 疫 原 性 エ ピ ト ー プ を 含 有 す る フ ラ グ メ ン ト を 有 す る 約 １ ７ ２
ｋ Ｄ ａ の Ｂ 群 連 鎖 球 菌 の Ｃ ｓ ｐ Ａ プ ロ テ ア ー ゼ を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 本 明 細 書 中 で は 、 Ｃ ｓ ｐ Ａ プ ロ テ ア ー ゼ の 「 類 似 体 」 と は 、 該 類 似 体 タ ン パ ク 質 の 全 体
的 機 能 お よ び 免 疫 特 性 が 保 存 さ れ る 限 り に お い て 、 Ｃ ｓ ｐ Ａ プ ロ テ ア ー ゼ ア ミ ノ 酸 配 列 （
配 列 番 号 ２ ） 中 の １ つ ま た は 複 数 の ア ミ ノ 酸 残 基 が 別 の ア ミ ノ 酸 残 基 に よ り 置 換 さ れ た Ｂ
群 連 鎖 球 菌 タ ン パ ク 質 で あ る 。 こ の よ う な 類 似 体 は 天 然 物 で あ っ て も よ く 、 あ る い は 合 成
に よ り ま た は 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 技 術 に よ り 、 例 え ば ｃ ｓ ｐ Ａ プ ロ テ ア ー ゼ 配 列 の 突 然 変 異 誘 発
に よ り 産 生 さ れ る も の で あ っ て も よ い 。 Ｃ ｓ ｐ Ａ プ ロ テ ア ー ゼ の 類 似 体 は 、 Ｃ ｓ ｐ Ａ プ ロ
テ ア ー ゼ と 反 応 す る 抗 体 を 誘 導 し 得 る 少 な く と も １ つ の 抗 原 を 保 有 す る 。 こ の よ う な 類 似
体 は 、 Ｃ ｓ ｐ Ａ タ ン パ ク 質 と 少 な く と も ８ ０ ％ の 全 体 的 相 同 性 （ す な わ ち 類 似 性 ） ま た は
同 一 性 、 例 え ば ８ ０ ～ ９ ９ ％ の 相 同 性 （ す な わ ち 類 似 性 ） ま た は 同 一 性 、 あ る い は そ の 中
の 任 意 の 範 囲 の 相 同 性 ま た は 同 一 性 を 有 し 得 る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 相 同 性 ％ は 、 例 え ば Ｇ Ａ Ｐ コ ン ピ ュ ー タ ー プ ロ グ ラ ム 、 バ ー ジ ョ ン ６ ． ０ （ University
 of Wisconsin Genetics Computer Group（ Ｕ Ｗ Ｇ Ｃ Ｇ ） か ら 入 手 可 能 ） を 用 い て 配 列 情
報 を 比 較 す る こ と に よ り 、 決 定 す る こ と が で き る 。 Ｇ Ａ Ｐ プ ロ グ ラ ム は 、 ス ミ ス と ウ ォ ー
タ ー マ ン (Smith and Waterman)（ Adv Appl Math 1981 2: 482） に よ り 修 正 さ れ た よ う な
、 ニ ー ド ル マ ン と ブ ン シ ュ (Needleman and Wunsch)（ J Mol Biol 1970 48: 443） の ア ラ
イ ン メ ン ト 法 を 利 用 す る 。 要 す る に Ｇ Ａ Ｐ プ ロ グ ラ ム は 、 類 似 す る 並 べ ら れ た 記 号 （ 即 ち
ヌ ク レ オ チ ド ま た は ア ミ ノ 酸 ） の 数 を ２ つ の 配 列 の う ち 短 い 方 の 中 の 記 号 の 総 数 で 割 っ た
も の と し て 類 似 性 を 定 義 す る 。 Ｇ Ａ Ｐ プ ロ グ ラ ム に 関 す る 好 ま し い デ フ ォ ル ト パ ラ メ ー タ
ー と し て は 以 下 の も の が 挙 げ ら れ る ： （ １ ） ユ ニ タ リ 比 較 行 列 （ 同 一 性 に 関 し て １ の 値 お
よ び 非 同 一 性 に 関 し て ０ を 含 有 ） お よ び グ リ ブ ス コ フ と バ ー ゲ ス (Gribskov and Burgess)
（ Nucl Acids Res 1986 14: 6745） の 計 量 比 較 行 列 （ Schwartz and Dayhoff eds. (Atlas
 of Protein Sequence and Structure, National Biomedical Research Foundation, Was
hington, D.C. 1979, pp. 353-358)に よ り 記 載 さ れ て い る ） ； （ ２ ） 各 ギ ャ ッ プ に 関 す る
３ ． ０ の ペ ナ ル テ ィ ー お よ び 各 ギ ャ ッ プ に お け る 各 記 号 に 関 す る 付 加 的 な ０ ． １ ０ の ペ ナ
ル テ ィ ー ； な ら び に （ ３ ） 末 端 ギ ャ ッ プ に 関 す る ペ ナ ル テ ィ ー な し 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 本 明 細 書 中 で は 、 Ｃ ｓ ｐ Ａ プ ロ テ ア ー ゼ の 「 ホ モ ロ グ 」 と は 、 ア ガ ラ ク チ エ 以 外 の 連 鎖
球 菌 種 ま た は 連 鎖 球 菌 以 外 の 属 か ら の タ ン パ ク 質 で あ っ て 、 該 ホ モ ロ グ タ ン パ ク 質 の 全 体
的 機 能 お よ び 免 疫 特 性 が 保 存 さ れ る 限 り に お い て 、 Ｃ ｓ ｐ Ａ プ ロ テ ア ー ゼ ア ミ ノ 酸 配 列 （
配 列 番 号 ２ ） 中 の １ つ ま た は 複 数 の ア ミ ノ 酸 残 基 が 別 の ア ミ ノ 酸 残 基 に よ り 置 換 さ れ た タ
ン パ ク 質 で あ る 。 こ の よ う な ホ モ ロ グ は 天 然 物 で あ っ て も よ い し 、 あ る い は 合 成 的 に ま た
は 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 技 術 に よ り 産 生 さ れ た も の で あ っ て も よ い 。 Ｃ ｓ ｐ Ａ プ ロ テ ア ー ゼ の ホ モ
ロ グ は 、 Ｃ ｓ ｐ Ａ プ ロ テ ア ー ゼ と 反 応 す る 抗 体 を 誘 導 し 得 る 少 な く と も １ つ の 抗 原 を 保 有
す る 。 こ の よ う な ホ モ ロ グ は 、 Ｃ ｓ ｐ Ａ タ ン パ ク 質 と 少 な く と も ８ ０ ％ の 全 体 的 相 同 性 （
す な わ ち 類 似 性 ） ま た は 同 一 性 、 例 え ば ８ ０ ～ ９ ９ ％ の 相 同 性 （ す な わ ち 類 似 性 ） ま た は
同 一 性 、 あ る い は そ の 中 の 任 意 の 範 囲 の 類 似 性 ま た は 同 一 性 を 有 し 得 る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 さ ら に ま た 、 相 同 性 ％ は 、 例 え ば Ｇ Ａ Ｐ コ ン ピ ュ ー タ ー プ ロ グ ラ ム 、 バ ー ジ ョ ン ６ ． ０
（ University of Wisconsin Genetics Computer Group（ Ｕ Ｗ Ｇ Ｃ Ｇ ） か ら 利 用 可 能 ） を
用 い て 配 列 情 報 を 比 較 す る こ と に よ り 、 決 定 す る こ と が で き る 。 Ｇ Ａ Ｐ プ ロ グ ラ ム は 、 ス
ミ ス と ウ ォ ー タ ー マ ン (Smith and Waterman)（ Adv Appl Math 1981 2: 482） に よ り 修 正
さ れ た よ う な 、 ニ ー ド ル マ ン と ブ ン シ ュ (Needleman and Wunsch)（ J Mol Biol 1970 48: 
443） の ア ラ イ ン メ ン ト 法 を 利 用 す る 。 要 す る に Ｇ Ａ Ｐ プ ロ グ ラ ム は 、 類 似 す る 並 べ ら れ
た 記 号 （ 即 ち ヌ ク レ オ チ ド ま た は ア ミ ノ 酸 ） の 数 を ２ つ の 配 列 の う ち 短 い 方 の 中 の 記 号 の
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総 数 で 割 っ た も の と し て 類 似 性 を 定 義 す る 。 Ｇ Ａ Ｐ プ ロ グ ラ ム に 関 す る 好 ま し い デ フ ォ ル
ト パ ラ メ ー タ ー と し て は 以 下 の も の が 挙 げ ら れ る ： （ １ ） ユ ニ タ リ 比 較 行 列 （ 同 一 性 に 関
し て １ の 値 お よ び 非 同 一 性 に 関 し て ０ を 含 有 ） お よ び グ リ ブ ス コ フ と バ ー ゲ ス (Gribskov 
and Burgess)（ Nucl Acids Res 1986 14: 6745） の 計 量 比 較 行 列 （ Schwartz and Dayhoff
 eds. (Atlas of Protein Sequence and Structure, National Biomedical Research Fou
ndation, Washington, D.C. 1979, pp. 353-358)に 記 載 さ れ て い る ） ； （ ２ ） 各 ギ ャ ッ プ
に 関 す る ３ ． ０ の ペ ナ ル テ ィ ー お よ び 各 ギ ャ ッ プ に お け る 各 記 号 に 関 す る 付 加 的 な ０ ． １
０ の ペ ナ ル テ ィ ー ； な ら び に （ ３ ） 末 端 ギ ャ ッ プ に 関 す る ペ ナ ル テ ィ ー な し 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 本 明 細 書 中 で は 、 「 誘 導 体 」 と は 、 １ つ ま た は 複 数 の 物 理 的 、 化 学 的 ま た は 生 物 学 的 特
性 が 変 更 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。 こ の よ う な 変 更 と し て は 、 ア ミ ノ 酸 置 換 、 修 飾 、 付
加 ま た は 欠 失 ； 脂 質 化 、 グ リ コ シ ル 化 ま た は リ ン 酸 化 の パ タ ー ン に お け る 変 更 ； ポ リ ペ プ
チ ド 中 に 存 在 す る ア ミ ノ 酸 残 基 の フ リ ー の ア ミ ノ 、 カ ル ボ キ シ ル ま た は ヒ ド ロ キ シ ル 側 鎖
と 他 の 有 機 お よ び 非 有 機 分 子 と の 反 応 ； な ら び に 一 次 、 二 次 ま た は 三 次 構 造 の 変 化 を 生 じ
得 る そ の 他 の 変 更 が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 本 発 明 の 「 フ ラ グ メ ン ト 」 は 、 少 な く と も １ つ の 免 疫 原 性 エ ピ ト ー プ を 有 す る 。 「 免 疫
原 性 エ ピ ト ー プ 」 は 、 免 疫 応 答 を 惹 起 す る に 際 し て 助 け と な る エ ピ ト ー プ で あ る 。 本 発 明
の 好 ま し い フ ラ グ メ ン ト は 、 感 染 を 予 防 す る か 、 ま た は 感 染 の 重 症 度 を 改 善 す る の に 十 分
な 免 疫 応 答 を 惹 起 す る 。 図 １ ０ お よ び 図 １ １ を 参 照 す る と 、 多 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト 、 二 次
構 造 予 測 お よ び デ ー タ ベ ー ス 相 同 性 検 索 法 を 用 い て 、 ス ト レ プ ト コ ッ カ ス ア ガ ラ ク チ エ の
遺 伝 子 ｃ ｓ ｐ Ａ に よ り コ ー ド さ れ る 多 ド メ イ ン 、 細 胞 － エ ン ベ ロ ー プ プ ロ テ イ ナ ー ゼ が 、
他 の 配 列 と 比 較 さ れ て い る 。 こ の 比 較 分 析 は 、 こ の 細 胞 － エ ン ベ ロ ー プ プ ロ テ イ ナ ー ゼ 中
の 多 数 の 異 な る ド メ イ ン の 予 測 を も た ら し た 。 こ れ ら の ド メ イ ン と し て は 、 Ｎ 末 端 か ら 出
発 し て 、 分 泌 お よ び 活 性 化 に 関 す る プ レ － プ ロ ド メ イ ン 、 セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン （
よ り 小 さ な 挿 入 ド メ イ ン を 伴 う ） 、 未 知 で あ る が 調 節 機 能 を 有 す る と 思 わ れ る 大 型 中 間 ド
メ イ ン Ａ 、 螺 旋 ス ペ ー サ ー ド メ イ ン 、 親 水 性 細 胞 壁 ス ペ ー サ ー ま た は 接 着 ド メ イ ン 、 な ら
び に 細 胞 壁 ア ン カ ー ド メ イ ン が 挙 げ ら れ る 。 Ｃ ｓ ｐ Ａ プ ロ テ ア ー ゼ の 好 ま し い フ ラ グ メ ン
ト は 、 プ レ － プ ロ ド メ イ ン （ 残 基 １ ～ １ ４ ３ ） 、 プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン （ １ ４ ４ ～ ６ ３ ８
） 、 Ａ ド メ イ ン （ ６ ３ ９ ～ １ ０ ７ ６ ） 、 細 胞 壁 ス ペ ー サ ー ド メ イ ン （ １ ０ ７ ７ ～ １ ５ ３ ５
） お よ び 細 胞 壁 ア ン カ ー ド メ イ ン （ １ ５ ３ ６ ～ １ ５ ７ １ ） 、 そ し て 上 記 の ド メ イ ン の う ち
の い ず れ か の 内 部 の ペ プ チ ド エ ピ ト ー プ か ら 成 る よ り 小 型 の フ ラ グ メ ン ト を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 上 記 の Ｇ Ｓ Ｔ － Ｃ ｓ ｐ Ａ 融 合 物 を 作 製 す る た め の タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 末 端 の 主 要 部 分 の
除 去 は 、 エ ピ ト ー プ 提 示 を 最 大 限 に し な が ら 、 プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 を 排 除 す る よ う に 計 画 さ
れ た 。 Ｃ ｓ ｐ Ａ セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ に 関 す る 触 媒 ド メ イ ン は 、 お そ ら く は ａ ａ １ ６ ８ ～ ５
７ ５ 間 に 位 置 し 、 他 の 既 知 の セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ と 共 通 の ３ つ の モ チ ー フ を 含 有 す る （ 上
記 参 照 ） 。 理 論 的 に は 、 ３ つ の モ チ ー フ の う ち の １ つ ま た は 複 数 に お け る 突 然 変 異 ま た は
お そ ら く こ の 領 域 内 の 他 の 場 所 に お け る 突 然 変 異 は 、 プ ロ テ ア ー ゼ 機 能 を 無 効 に す る か ま
た は 活 性 触 媒 部 位 の 立 体 配 置 を 変 更 し て 、 プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 に 影 響 を 与 え る こ と が で き る
。 あ る い は 他 の セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ と 同 様 に 、 こ れ ら の 酵 素 も ａ ａ １ ～ １ ４ ３ か ら の 「 プ
レ － プ ロ 」 ド メ イ ン を 含 有 し 、 そ の 「 活 性 」 型 へ の タ ン パ ク 質 の 成 熟 を 妨 げ る 突 然 変 異 が
、 プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 を 排 除 し 得 る 。 当 該 タ ン パ ク 質 の 置 換 突 然 変 異 ま た は よ り 大 き な 欠 失
も 可 能 性 が あ る 。 実 施 例 に 記 載 さ れ る よ う に 、 Ｇ Ｓ Ｔ － Ｃ ｓ ｐ Ａ 融 合 タ ン パ ク 質 に 対 し て
産 生 さ れ た 抗 体 は 防 御 的 で あ る 。 し た が っ て こ の デ ー タ は 、 タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 末 端 の 主
要 部 分 の 除 去 な ら び に お そ ら く は プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 の 排 除 が 、 抗 原 性 に 制 限 的 な 影 響 を 及
ぼ す と い う こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 態 様 に お い て 、 Ｃ ｓ ｐ Ａ プ ロ テ ア ー ゼ と 免 疫 学 的 に 関 連 し た ポ リ ペ プ
チ ド を 本 発 明 者 ら は 提 供 す る 。 本 明 細 書 中 で 用 い る 場 合 、 「 免 疫 学 的 に 関 連 し た 」 ポ リ ペ
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プ チ ド は 、 以 下 の １ つ ま た は 複 数 の 特 性 を 特 徴 と す る ：
　 （ ａ ） Ｂ 群 連 鎖 球 菌 細 胞 に よ る 哺 乳 類 宿 主 の 感 染 に よ り 生 成 さ れ る 抗 体 と 免 疫 学 的 に 反
応 性 で あ り 、 こ の 抗 体 は Ｃ ｓ ｐ Ａ プ ロ テ ア ー ゼ と 免 疫 学 的 に 反 応 性 で あ る ；
　 （ ｂ ） Ｃ ｓ ｐ Ａ プ ロ テ ア ー ゼ と 免 疫 学 的 に 反 応 性 で あ る 抗 体 を 誘 導 し 得 る ；
　 （ ｃ ） Ｃ ｓ ｐ Ａ プ ロ テ ア ー ゼ を 用 い た 哺 乳 類 の 免 疫 感 作 に よ り 誘 導 さ れ る 抗 体 と 免 疫 学
的 に 反 応 性 で あ る 。 自 明 の こ と と し て 、 Ｃ ｓ ｐ Ａ プ ロ テ ア ー ゼ の 類 似 体 、 ホ モ ロ グ お よ び
誘 導 体 は 、 免 疫 学 的 に 関 連 し た ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。 さ ら に 全 て の 免 疫 学 的 に 関 連 し た ポ
リ ペ プ チ ド は 、 少 な く と も １ つ の Ｃ ｓ ｐ Ａ プ ロ テ ア ー ゼ 抗 原 を 含 有 す る 。 し た が っ て 「 Ｃ
ｓ ｐ Ａ プ ロ テ ア ー ゼ 抗 原 」 は 、 Ｃ ｓ ｐ Ａ プ ロ テ ア ー ゼ そ れ 自 体 の 中 に 、 ま た は 免 疫 学 的 に
関 連 し た ポ リ ペ プ チ ド 中 に 見 出 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 本 明 細 書 中 で は 、 「 関 連 細 菌 」 と は 、 Ｃ ｓ ｐ Ａ プ ロ テ ア ー ゼ と 反 応 す る 抗 体 を 惹 起 し 得
る 抗 原 を 保 有 す る 細 菌 で あ る 。 関 連 細 菌 の 例 と し て は 、 Ａ 群 連 鎖 球 菌 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 当 業 者 に は 、 特 定 の 類 似 体 、 ホ モ ロ グ 、 誘 導 体 、 免 疫 学 的 関 連 ポ リ ペ プ チ ド ま た は フ ラ
グ メ ン ト が 疾 患 の 予 防 ま た は 治 療 に 有 用 で あ る か 否 か を 、 過 度 の 実 験 を す る こ と な く 決 定
し 得 る と 理 解 さ れ る 。 有 用 な ポ リ ペ プ チ ド お よ び フ ラ グ メ ン ト は 、 Ｃ ｓ ｐ Ａ プ ロ テ ア ー ゼ
と 免 疫 反 応 性 で あ る 抗 体 を 惹 起 す る 。 好 ま し く は 有 用 な ポ リ ペ プ チ ド お よ び フ ラ グ メ ン ト
は 、 致 死 的 細 菌 感 染 に 対 す る 防 御 的 免 疫 応 答 を 惹 起 す る 能 力 を 示 す 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 多 量 体 も 含 ま れ る 。 こ れ ら の 多 量 体 と し て は 、 例 え ば 架 橋 剤 、
例 え ば ア ビ ジ ン ／ ビ オ チ ン 、 グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド ま た は ジ メ チ ル ス ベ リ ミ デ ー ト で 架 橋 さ
れ た １ つ ま た は 複 数 の ポ リ ペ プ チ ド が 挙 げ ら れ る 。 こ の よ う な 多 量 体 と し て は 、 組 換 え Ｄ
Ｎ Ａ 技 術 に よ り 生 成 さ れ る 多 シ ス ト ロ ン 性 ｍ Ｒ Ｎ Ａ か ら 産 生 さ れ る ２ つ ま た は そ れ 以 上 の
タ ン デ ム ま た は 逆 連 続 タ ン パ ク 質 配 列 を 含 有 す る ポ リ ペ プ チ ド も 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 本 発 明 は 、 実 質 的 に 純 粋 な Ｃ ｓ ｐ Ａ プ ロ テ ア ー ゼ お よ び 免 疫 学 的 関 連 ポ リ ペ プ チ ド を 提
供 す る 。 「 実 質 的 に 純 粋 な 」 と い う 用 語 は 、 本 発 明 に よ る ポ リ ペ プ チ ド お よ び そ れ ら を コ
ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 が 細 菌 起 源 の 他 の タ ン パ ク 質 を 実 質 的 に 含 有 し な い と い う こ と を 意 味
す る 。 実 質 的 に 純 粋 な タ ン パ ク 質 調 製 物 は 、 種 々 の 慣 用 的 方 法 に よ り 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 配 列 番 号 １ を 有 す る Ｂ 群 連 鎖 球 菌 の Ｃ ｓ ｐ Ａ プ ロ テ ア ー
ゼ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 初 め て 提 供 す る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 と し て は 、 Ｃ ｓ ｐ Ａ プ ロ テ ア ー ゼ の ポ リ ペ プ チ ド 類 似 体 お よ び ホ モ
ロ グ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 、 免 疫 学 的 関 連 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 、 上 記
の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の い ず れ か と 縮 重 性 で あ る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 、 な ら び に 上 記 の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の い ず れ
か の フ ラ グ メ ン ト も 挙 げ ら れ る 。 一 旦 ポ リ ペ プ チ ド が 同 定 さ れ 、 単 離 さ れ れ ば 、 慣 用 的 Ｄ
Ｎ Ａ シ ー ケ ン シ ン グ 技 法 を 用 い て 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の い ず れ か の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 当 業 者
は 決 定 し 得 る と い う こ と は 容 易 に 理 解 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 種 々 の 方 法 、 例 え ば 慣 用 的 分 離 法 、 例 え ば イ オ ン 交 換 お よ び
ゲ ル ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー お よ び 電 気 泳 動 を 用 い て 、 適 切 な 細 胞 抽 出 物 か ら の タ ン パ ク 質 分
画 化 に よ り 、 あ る い は 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 法 の 使 用 に よ り 、 調 製 さ れ 得 る 。 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 法 の 使
用 は 、 本 発 明 に よ る 実 質 的 に 純 粋 な ポ リ ペ プ チ ド の 調 製 に 特 に 適 し て い る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 し た が っ て 本 発 明 の さ ら な る 態 様 に よ れ ば 、 Ｃ ｓ ｐ Ａ プ ロ テ ア ー ゼ 、 免 疫 学 的 関 連 ポ リ
ペ プ チ ド お よ び そ の フ ラ グ メ ン ト の 製 造 方 法 で あ っ て 、 （ １ ） 上 記 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は
そ の フ ラ グ メ ン ト を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 な ら び に Ｄ Ｎ Ａ 配 列 に 作 動 可 能 的 に 連 結 さ れ た
１ つ ま た は 複 数 の 発 現 制 御 配 列 を 含 有 す る ベ ク タ ー で 形 質 転 換 さ れ た 単 細 胞 宿 主 生 物 体 を
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培 養 し 、 そ し て （ ２ ） 実 質 的 に 純 粋 な ポ リ ペ プ チ ド ま た は フ ラ グ メ ン ト を 回 収 す る 工 程 を
包 含 す る 方 法 を 本 発 明 者 ら は 提 供 す る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 当 該 技 術 分 野 で 既 知 で あ る よ う に 、 宿 主 中 で ト ラ ン ス フ ェ ク ト 遺 伝 子 を 好 発 現 さ せ る た
め に は 、 遺 伝 子 は 、 選 定 さ れ た 発 現 宿 主 中 で 機 能 性 で あ る 転 写 お よ び 翻 訳 発 現 制 御 配 列 と
作 動 可 能 的 に 連 結 さ れ ね ば な ら な い 。 好 ま し く は 発 現 制 御 配 列 お よ び 当 該 遺 伝 子 は 、 細 菌
選 択 マ ー カ ー お よ び 複 製 の 起 点 を さ ら に 含 む 発 現 ベ ク タ ー 中 に 組 み 込 ま れ る 。 発 現 宿 主 が
真 核 生 物 細 胞 で あ る 場 合 、 発 現 ベ ク タ ー は 、 真 核 生 物 発 現 宿 主 に お い て 有 用 な 発 現 マ ー カ
ー を さ ら に 含 む べ き で あ る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 は 、 シ グ ナ ル 配 列 を コ ー ド す る も の で あ
っ て も よ い し 、 し な い も の で あ っ て も よ い 。 発 現 宿 主 が 真 核 生 物 宿 主 で あ る 場 合 、 成 熟 タ
ン パ ク 質 が 真 核 生 物 宿 主 か ら 分 泌 さ れ る よ う に シ グ ナ ル 配 列 が コ ー ド さ れ る の が 、 一 般 的
に 好 ま し い 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 ア ミ ノ 末 端 メ チ オ ニ ン は 、 本 発 明 の 発 現 ポ リ ペ プ チ ド 上 に 存 在 し て も よ い し 、 存 在 し な
く て も よ い 。 末 端 メ チ オ ニ ン が 発 現 宿 主 に よ り 切 断 さ れ な い 場 合 、 そ れ は 、 所 望 に よ り 、
標 準 技 法 で 化 学 的 に 除 去 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の 発 現 に 際 し て は 、 広 範 な 種 々 の 発 現 宿 主 ／ ベ ク タ ー の 組 合 せ を 用
い る こ と が で き る 。 真 核 生 物 宿 主 の た め の 有 用 な 発 現 ベ ク タ ー と し て は 、 例 え ば Ｓ Ｖ ４ ０
、 ウ シ 乳 頭 腫 ウ イ ル ス 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 、 ア デ ノ 随 伴 ウ イ ル ス 、 サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス お
よ び レ ト ロ ウ イ ル ス か ら の 発 現 制 御 配 列 を 含 む ベ ク タ ー が 挙 げ ら れ る 。 細 菌 宿 主 の た め の
有 用 な 発 現 ベ ク タ ー と し て は 、 ｐ Ｂ ｌ ｕ ｅ ｓ ｃ ｒ ｉ ｐ ｔ 、 ｐ Ｇ Ｅ Ｘ ２ Ｔ 、 ｐ Ｕ Ｃ ベ ク タ ー
、 ｃ ｏ ｌ 　 Ｅ １ 、 ｐ Ｃ Ｒ １ 、 ｐ Ｂ Ｒ ３ ２ ２ 、 ｐ Ｍ Ｂ ９ お よ び そ れ ら の 誘 導 体 な ど の 大 腸 菌
由 来 の も の を 含 む 細 菌 プ ラ ス ミ ド 、 Ｒ Ｐ ４ な ど の 広 宿 主 域 プ ラ ス ミ ド 、 例 え ば λ Ｇ Ｔ １ ０
お よ び λ Ｇ Ｔ １ １ 、 Ｎ Ｍ ９ ８ ９ な ど の λ フ ァ ー ジ の 多 数 の 誘 導 体 を 含 む フ ァ ー ジ Ｄ Ｎ Ａ 、
な ら び に Ｍ １ ３ お よ び 糸 状 一 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ フ ァ ー ジ な ど の そ の 他 の Ｄ Ｎ Ａ フ ァ ー ジ 、 が 挙 げ
ら れ る 。 酵 母 細 胞 の た め の 有 用 な 発 現 ベ ク タ ー と し て は 、 ２ μ プ ラ ス ミ ド お よ び そ の 誘 導
体 が 挙 げ ら れ る 。 昆 虫 細 胞 の た め の 有 用 な ベ ク タ ー と し て は 、 ｐ Ｖ Ｌ ９ ４ １ が 挙 げ ら れ る
。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 さ ら に 、 広 範 な 種 々 の 発 現 制 御 配 列 の い ず れ か が 、 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 発 現 さ せ る た
め に こ れ ら の ベ ク タ ー 中 に 用 い ら れ 得 る 。 有 用 な 発 現 制 御 配 列 と し て は 、 上 記 の 発 現 ベ ク
タ ー の 構 造 遺 伝 子 に 関 連 し た 発 現 制 御 配 列 が 挙 げ ら れ る 。 有 用 な 発 現 制 御 配 列 の 例 と し て
は 、 例 え ば Ｓ Ｖ ４ ０ ま た は ア デ ノ ウ イ ル ス の 初 期 お よ び 後 期 プ ロ モ ー タ ー 、 ｌ ａ ｃ 系 、 ｔ
ｒ ｐ 系 、 Ｔ Ａ Ｃ ま た は Ｔ Ｒ Ｃ 系 、 Ｔ ３ お よ び Ｔ ７ プ ロ モ ー タ ー 、 λ フ ァ ー ジ の 主 要 オ ペ レ
ー タ ー お よ び プ ロ モ ー タ ー 、 ｆ ｄ コ ー ト タ ン パ ク 質 の 制 御 領 域 、 ３ － ホ ス ホ グ リ セ レ ー ト
キ ナ ー ゼ ま た は そ の 他 の 解 糖 酵 素 の た め の プ ロ モ ー タ ー 、 例 え ば Ｐ ｈ ｏ ５ な ど の 酸 性 ホ ス
フ ァ タ ー ゼ の プ ロ モ ー タ ー 、 酵 母 α 接 合 系 の プ ロ モ ー タ 、 な ら び に 原 核 生 物 ま た は 真 核 生
物 細 胞 ま た は そ れ ら の ウ イ ル ス の 遺 伝 子 の 発 現 を 制 御 す る こ と が 知 ら れ て い る そ の 他 の 構
成 性 お よ び 誘 導 性 プ ロ モ ー タ ー 配 列 、 な ら び に そ れ ら の 種 々 の 組 合 せ が 挙 げ ら れ る 。 Ｔ ７
　 Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー Ф １ ０ は 、 大 腸 菌 に お け る Ｃ ｓ ｐ Ａ プ ロ テ ア ー ゼ の 発
現 に 特 に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 上 記 の ベ ク タ ー で 形 質 転 換 さ れ た 宿 主 細 胞 は 、 本 発 明 の さ ら な る 態 様 を 構 成 す る 。 広 範
な 種 々 の 単 細 胞 宿 主 細 胞 は 、 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 発 現 す る の に 有 用 で あ る 。 こ れ ら の 宿
主 と し て は 、 大 腸 菌 、 シ ュ ー ド モ ナ ス 、 バ チ ル ス 、 ス ト レ プ ト ミ セ ス 、 真 菌 、 酵 母 な ど の
真 核 生 物 お よ び 原 核 生 物 宿 主 、 ス ポ ド プ テ ラ フ ル ギ ペ ル ダ （ Ｓ Ｆ ９ ） な ど の 昆 虫 細 胞 、 Ｃ
Ｈ Ｏ お よ び マ ウ ス 細 胞 な ど の 動 物 細 胞 、 Ｃ Ｏ Ｓ １ 、 Ｃ Ｏ Ｓ ７ 、 Ｂ Ｓ Ｃ １ 、 Ｂ Ｓ Ｃ ４ ０ お よ
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び Ｂ Ｍ Ｔ １ ０ な ど の ア フ リ カ ミ ド リ ザ ル 細 胞 、 ヒ ト 細 胞 、 お よ び 組 織 培 養 さ れ た 植 物 細 胞
が 挙 げ ら れ る 。 好 ま し い 宿 主 生 物 体 と し て は 、 例 え ば 大 腸 菌 お よ び 枯 草 菌 (B. subtilus)
な ど の 細 菌 、 な ら び に 組 織 培 養 さ れ た 哺 乳 類 細 胞 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 も ち ろ ん 、 全 て の ベ ク タ ー お よ び 発 現 制 御 配 列 が 、 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 発 現 す る た め
に 等 し く 良 好 に 機 能 す る と い う わ け で は な い と 理 解 さ れ る べ き で あ る 。 同 一 発 現 系 を 有 す
る 宿 主 が 全 て 、 等 し く 良 好 に 機 能 す る わ け で は な い 。 し か し な が ら 、 こ れ ら の ベ ク タ ー 、
発 現 制 御 配 列 お よ び 宿 主 の 中 か ら 、 当 業 者 は 過 度 の 実 験 な し で 、 か つ 本 発 明 の 範 囲 を 逸 脱
す る こ と な く 、 選 択 し 得 る 。 例 え ば 、 ベ ク タ ー の 選 択 に 際 し て は 、 ベ ク タ ー は そ の 中 で 複
製 し な け れ ば な ら な い た め 、 宿 主 が 考 慮 さ れ ね ば な ら な い 。 ベ ク タ ー の コ ピ ー 数 、 そ の コ
ピ ー 数 を 制 御 す る 能 力 、 な ら び に ベ ク タ ー に よ り コ ー ド さ れ る 任 意 の そ の 他 の タ ン パ ク 質
の 発 現 、 例 え ば 抗 生 物 質 マ ー カ ー の 発 現 も 、 考 慮 さ れ る べ き で あ る 。 発 現 制 御 配 列 の 選 択
に 際 し て は 、 種 々 の 因 子 も 考 慮 さ れ る べ き で あ る 。 例 え ば 、 特 に 考 え 得 る 二 次 構 造 に 関 し
て は 、 例 え ば 配 列 の 相 対 的 強 さ 、 そ の 制 御 可 能 性 、 お よ び 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 と の 適 合 性
が 挙 げ ら れ る 。 単 細 胞 宿 主 は 、 選 択 さ れ る ベ ク タ ー と の 適 合 性 、 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 に よ
り コ ー ド さ れ る 産 物 の 毒 性 、 そ れ ら の 分 泌 特 徴 、 タ ン パ ク 質 を 正 し く フ ォ ー ル デ ィ ン グ す
る 能 力 、 そ れ ら の 発 酵 ま た は 培 養 要 件 、 な ら び に 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 に よ り コ ー ド さ れ る
産 物 の 精 製 の 容 易 性 な ど に つ い て 考 慮 し て 選 択 さ れ る べ き で あ る 。 こ れ ら の パ ラ メ ー タ ー
の 中 で 、 発 酵 時 ま た は 大 規 模 動 物 培 養 に お い て 、 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 発 現 す る 種 々 の ベ
ク タ ー ／ 発 現 制 御 配 列 ／ 宿 主 の 組 合 せ を 当 業 者 は 選 択 し 得 る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 に よ り コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド は 、 発 酵 ま た は 細 胞 培 養 か ら 単 離
さ れ 、 そ し て 慣 用 的 方 法 、 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ 、 Ｆ Ｐ Ｌ Ｃ 等 を 用 い た 順 相 ま た は 逆 相 ク ロ マ ト グ ラ フ
ィ ー な ど の 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ 例 え ば 無 機 リ
ガ ン ド ま た は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い る ） 、 サ イ ズ 排 除 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 免 疫 感 作
金 属 キ レ ー ト ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ゲ ル 電 気 泳 動 等 の い ず れ か を 用 い て 精 製 さ れ 得 る 。 本
発 明 の 範 囲 を 逸 脱 す る こ と な く 、 最 も 適 切 な 単 離 お よ び 精 製 技 法 を 、 当 業 者 は 選 択 し 得 る
。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 さ ら に 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 い く つ か の 化 学 的 方 法 の い ず れ か に よ り 生 成 さ れ る も
の で あ っ て も よ い 。 例 え ば そ れ ら は 、 R.B. Merrifield（ J Am Chem Soc 1963 83: 2149-5
4） に よ り 最 初 に 記 載 さ れ た 固 相 合 成 技 術 を 用 い て 調 製 さ れ る か 、 あ る い は そ れ ら は 溶 液
中 で の 合 成 に よ り 調 製 さ れ る も の で あ っ て も よ い 。 ペ プ チ ド 合 成 技 法 の 要 約 は 、 E. Gross
 & H.J. Meinhofer, 4 The Peptides: Analysis, Synthesis, Biology; Modern Techniqu
es Of Peptide And Amino Acid Analysis, John Wiley & Sons, (1981)； お よ び M. Bodan
szky, Principles Of Peptide Synthesis, Springer-Verlag (1984)に 見 出 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い 組 成 物 お よ び 方 法 は 、 免 疫 原 性 強 化 を 示 す ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 。 こ の
よ う な ポ リ ペ プ チ ド は 、 ネ イ テ ィ ブ 形 態 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト が 、 意 図
さ れ た レ シ ピ エ ン ト に お け る そ の 免 疫 原 性 特 徴 が 強 化 さ れ る よ う に 改 変 ま た は 処 置 さ れ た
場 合 に 、 結 果 的 に 生 じ 得 る 。 本 明 細 書 中 に 開 示 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド の 免 疫 原 性 を 実 質 的 に
増 大 す る た め に 、 多 数 の 技 法 が 利 用 可 能 で あ り 、 当 業 者 に 知 ら れ て お り 、 過 度 の 実 験 な し
で 用 い ら れ る 。 例 え ば ポ リ ペ プ チ ド は 、 ジ ニ ト ロ フ ェ ノ ー ル 基 ま た は ア ル サ ニ ル 酸 と の カ
ッ プ リ ン グ に よ り 、 ま た は 熱 お よ び ／ ま た は Ｓ Ｄ Ｓ を 用 い た 変 性 に よ り 、 修 飾 さ れ て も よ
い 。 特 に ポ リ ペ プ チ ド が 化 学 的 に 合 成 さ れ る 小 型 ポ リ ペ プ チ ド で あ る 場 合 、 そ れ ら を 免 疫
原 性 担 体 と カ ッ プ リ ン グ す る の が 望 ま し い 。 カ ッ プ リ ン グ は 、 も ち ろ ん 、 適 切 に 機 能 す る
ポ リ ペ プ チ ド ま た は 担 体 の 能 力 を 妨 害 す べ き で な い 。 カ ッ プ リ ン グ 戦 略 に お け る い く つ か
の 一 般 的 考 察 の レ ビ ュ ー に 関 し て は 、 Antibodies, A Laboratory Manual, Cold Spring H
arbor Laboratory, ed. E. Harlow and D. Lane (1988)を 参 照 さ れ た い 。 有 用 な 免 疫 原 性
担 体 は 、 当 該 技 術 分 野 で 既 知 で あ る 。 こ の よ う な 担 体 の 例 は 、 カ ギ ア ナ カ サ ガ イ ヘ モ シ ア
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ニ ン （ Ｋ Ｌ Ｈ ） ； ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン （ Ｂ Ｓ Ａ ） お よ び 卵 白 ア ル ブ ミ ン な ど の ア ル ブ ミ ン
、 Ｐ Ｐ Ｄ （ ツ ベ ル ク リ ン の 精 製 タ ン パ ク 質 誘 導 体 ） ； 赤 血 球 ； 破 傷 風 毒 素 ； コ レ ラ 毒 素 ；
ア ガ ロ ー ス ビ ー ズ ； 活 性 炭 ； ま た は ベ ン ト ナ イ ト で あ る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 本 明 細 書 中 に 開 示 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド の 脂 質 化 状 態 を 変 更 す る た め の ア ミ ノ 酸 配 列 の 修
飾 も 、 そ れ ら の 免 疫 原 性 お よ び 生 化 学 的 特 性 を 増 大 す る た め に 用 い ら れ 得 る 一 方 法 で あ る
。 例 え ば ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト は 、 脂 質 部 分 の 付 加 を 指 図 す る シ グ ナ ル 配
列 を 伴 っ て 発 現 さ れ て も よ い し 、 ま た は 伴 わ ず に 発 現 さ れ て も よ い 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 例 え ば ネ イ テ ィ ブ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ の ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｔ ｒ
ｏ 操 作 と そ の 後 の 修 飾 Ｄ Ｎ Ａ の 発 現 、 誘 導 化 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の 化 学 合 成 、 あ る い は 発 現 ア ミ ノ
酸 配 列 の 化 学 的 ま た は 生 物 学 的 操 作 な ど の 種 々 の 方 法 に よ り 、 ポ リ ペ プ チ ド の 誘 導 体 を 調
製 し 得 る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 例 え ば 異 な る 天 然 ア ミ ノ 酸 、 ア ミ ノ 酸 誘 導 体 ま た は 非 ネ イ テ ィ ブ ア ミ ノ 酸 を 用 い た １ つ
ま た は 複 数 の ア ミ ノ 酸 の 置 換 に よ り 、 誘 導 体 を 産 生 し 得 る 。 こ の 場 合 、 保 存 的 置 換 が 好 ま
し い 。 例 え ば ヒ ス チ ジ ン を ３ － メ チ ル ヒ ス チ ジ ン に 置 換 し て も よ い し 、 プ ロ リ ン を ４ － ヒ
ド ロ キ シ プ ロ リ ン に 置 換 し て も よ い し 、 リ シ ン を ５ － ヒ ド ロ キ シ リ シ ン に 置 換 し て も よ い
。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 保 存 性 の 低 い ア ミ ノ 酸 置 換 を 引 き 起 こ す こ と に よ り 、 例 え ば 電 荷 、 配 座 お よ び そ の 他 の
生 物 学 的 特 性 に お け る 変 化 を 引 き 起 こ す こ と に よ り 、 所 望 の 誘 導 体 を 生 じ さ せ る こ と も 可
能 で あ る 。 こ の よ う な 置 換 と し て は 、 例 え ば 疎 水 性 残 基 を 親 水 性 残 基 に す る 置 換 、 別 の 残
基 を シ ス テ イ ン ま た は プ ロ リ ン に す る 置 換 、 か さ 高 い 側 鎖 を 有 す る 残 基 を 小 さ い 側 鎖 を 有
す る 残 基 に す る 置 換 、 あ る い は 陰 性 電 荷 を 有 す る 残 基 を 陽 性 電 荷 を 有 す る 残 基 に す る 置 換
が 挙 げ ら れ る 。 所 定 の 置 換 の 結 果 が 確 実 に 予 測 で き な い 場 合 、 誘 導 体 は 、 本 明 細 書 中 に 開
示 さ れ た 方 法 に 従 っ て 容 易 に 検 定 さ れ て 、 所 望 の 特 徴 の 存 在 ま た は 非 存 在 を 決 定 す る こ と
が で き る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド は ま た 、 安 定 性 の 増 大 、 精 製 の 促 進 ま た は 多 量 体 ワ ク チ ン の 製 造 と い う 目
的 で 調 製 さ れ 得 る 。 こ の よ う な 技 法 の １ つ は 、 そ の 他 の Ｂ 群 連 鎖 球 菌 ま た は 非 Ｂ 群 連 鎖 球
菌 配 列 を 含 む 融 合 タ ン パ ク 質 と し て ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る こ と で あ る 。 好 ま し く は 、 例
え ば 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 分 子 を 構 築 し 、 そ の 分 子 で 宿 主 細 胞 を 形 質 転 換 し 、
融 合 タ ン パ ク 質 を 発 現 す る よ う 細 胞 を 誘 導 し 、 そ し て 細 胞 培 養 か ら 融 合 タ ン パ ク 質 を 回 収
す る こ と に よ り 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 融 合 タ ン パ ク 質 が Ｄ Ｎ Ａ レ ベ ル で 産 生 さ れ
る 。 あ る い は 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 既 知 の 方 法 に 従 っ て 遺 伝 子 発 現 後 に 産 生 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 遺 伝 子 組 み 換 え 、 ま た は 化 学 的 合 成 に よ っ て 産 生 さ れ る 、 大
型 多 量 体 分 子 の 一 部 で あ っ て も よ い 。 こ の よ う な 多 量 体 は 、 ア ミ ノ 酸 以 外 の 部 分 、 例 え ば
脂 質 お よ び 炭 化 水 素 に 融 合 ま た は 結 合 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を 含 む も の で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 抗 体 の 産 生 の た め 、 そ し て 疾 患 に 対 す る 防 御 的 応 答 の 誘 導 の
た め に 特 に よ く 適 し て い る 。 し た が っ て 本 発 明 の 別 の 態 様 に お い て 、 Ｃ ｓ ｐ Ａ プ ロ テ ア ー
ゼ と 免 疫 学 的 に 反 応 性 で あ る 抗 体 ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト を 、 本 発 明 者 ら は 提 供 す る 。 本
発 明 の 抗 体 は 、 Ｃ ｓ ｐ Ａ プ ロ テ ア ー ゼ ま た は 免 疫 学 的 関 連 ポ リ ペ プ チ ド を 用 い た 免 疫 感 作
に よ り 誘 導 さ れ る か 、 あ る い は Ｃ ｓ ｐ Ａ プ ロ テ ア ー ゼ ま た は 免 疫 学 的 関 連 ポ リ ペ プ チ ド と
の 反 応 性 に よ り 同 定 さ れ る 。 本 発 明 の 抗 体 は 、 天 然 Ｂ 群 連 鎖 球 菌 の 感 染 時 に 動 物 に お い て
普 通 に 誘 導 さ れ 、 そ し て 誘 導 さ れ た 動 物 か ら 除 去 さ れ て い な い か ま た は 動 物 内 で 変 更 さ れ
て い な い 抗 体 を 含 む こ と は 意 図 さ れ な い と 理 解 さ れ る べ き で あ る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
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　 本 発 明 の 抗 体 は 、 イ ン タ ク ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 、 ま た は Ｆ （ ｖ ） 、 Ｆ ａ ｂ 、 Ｆ ａ ｂ ’
お よ び Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ２ の よ う な 公 知 の フ ラ グ メ ン ト を 含 む イ ン タ ク ト 抗 原 結 合 部 位 を 含 有
す る フ ラ グ メ ン ト で あ り 得 る 。 抗 体 は 、 遺 伝 子 操 作 に よ っ て 作 製 さ れ て も よ い し 、 合 成 的
に 作 製 し て も よ い 。 抗 体 ま た は フ ラ グ メ ン ト は 、 動 物 起 源 の も の 、 特 に 哺 乳 類 起 源 の も の
、 さ ら に ネ ズ ミ 、 ラ ッ ト ま た は ヒ ト 起 源 の も の で あ り 得 る 。 そ れ は 天 然 抗 体 ま た は フ ラ グ
メ ン ト で あ っ て も よ い し 、 あ る い は 所 望 に よ り 、 組 換 え 抗 体 ま た は フ ラ グ メ ン ト で あ っ て
も よ い 。 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト は 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ っ て も よ い が 、 好 ま し
く は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 。 そ れ ら は 、 い く つ か の エ ピ ト ー プ に 特 異 的 で あ っ て も よ
い が 、 好 ま し く は １ つ の も の に 特 異 的 で あ る 。 当 業 者 は 、 ナ イ ー ブ 動 物 を 免 疫 感 作 す る た
め に 用 い た 場 合 に Ｂ 群 連 鎖 球 菌 ま た は Ｂ 群 連 鎖 球 菌 関 連 細 菌 感 染 に 対 す る 防 御 を 付 与 す る
能 力 に 関 し て ス ク リ ー ニ ン グ さ れ 得 る そ の 他 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る た め に 本 発
明 の ポ リ ペ プ チ ド を 用 い て も よ い 。 一 旦 所 定 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 防 御 を 付 与 す る こ と
が 見 出 さ れ れ ば 、 そ の 抗 体 に よ り 認 識 さ れ る 特 定 の エ ピ ト ー プ が 次 に 同 定 さ れ 得 る 。 ポ リ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 お よ び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 産 生 方 法 は 、 当 業 者 に 既 知 で あ る 。 こ の よ う
な 方 法 の レ ビ ュ ー に 関 し て は 、 Antibodies, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor 
Laboratory, ed. E. Harlow and D. Lane (1988)お よ び D.E. Yelton et al. 1981 Ann Re
v Biochem 50: 657-80を 参 照 さ れ た い 。 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド と の 免 疫 反 応 性 の 決 定 は 、
当 該 技 術 分 野 に お い て 既 知 の い く つ か の 方 法 の い ず れ か に よ り 、 例 え ば イ ム ノ ブ ロ ッ ト 検
定 お よ び Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に よ り な さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 本 発 明 の 抗 体 は 、 異 な る 種 （ 例 え ば マ ウ ス と ヒ ト ） の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 配 列 か ら 形 成 さ れ
る ハ イ ブ リ ッ ド 分 子 で あ っ て も よ い し 、 ま た は 同 一 種 か ら の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 軽 鎖 お よ び 重
鎖 配 列 の 一 部 分 か ら 形 成 さ れ る 分 子 で も あ っ て も よ い 。 そ れ は 多 結 合 特 異 性 を 有 す る 分 子
、 例 え ば 、 当 業 者 に 既 知 の 複 数 の 技 法 、 例 え ば ハ イ ブ リ ッ ド ハ イ ブ リ ド ー マ の 生 成 ； ジ ス
ル フ ィ ド 交 換 ； 化 学 的 架 橋 ； ２ つ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 間 の ペ プ チ ド リ ン カ ー の 付 加 ； 特
定 細 胞 株 中 へ の ２ 組 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖 お よ び 軽 鎖 の 導 入 等 の い ず れ か １ つ の 方 法 に よ
り 調 製 さ れ る 二 機 能 性 抗 体 で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 本 発 明 の 抗 体 は ま た 、 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ っ て も よ く 、 例 え ば 、 不 死 化 ヒ ト 細
胞 、 Ｓ Ｃ Ｉ Ｄ － ｈ ｕ マ ウ ス ま た は 「 ヒ ト 」 抗 体 を 産 生 し 得 る そ の 他 の 非 ヒ ト 動 物 、 あ る い
は ク ロ ー ン 化 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 の 発 現 に よ り 産 生 さ れ る も の で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 要 す る に 、 本 発 明 の 教 示 を 提 供 さ れ る 当 業 者 は 、 本 発 明 の 抗 体 の 生 物 学 的 特 性 を 変 更 す
る た め に 用 い ら れ 得 る 種 々 の 方 法 、 例 え ば 所 定 の 抗 体 分 子 の 安 定 性 ま た は 半 減 期 、 免 疫 原
性 、 毒 性 、 親 和 性 ま た は 収 量 を 増 大 ま た は 低 減 さ せ る 方 法 、 あ る い は 特 定 用 途 に よ り 適 し
た も の に さ せ 得 る 任 意 の 他 の 方 法 を 利 用 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 、 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 お よ び 抗 体 は 、 疾 患 を 予 防 、 治 療 、 お よ び 診 断 す る
た め の 予 防 用 、 治 療 用 お よ び 診 断 用 の 組 成 物 中 に お い て 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド お よ び 抗 体 を 免 疫 原 お よ び ワ ク チ ン と し て 用 い る た め に は 、 標 準
免 疫 学 的 技 法 が 用 い ら れ 得 る 。 特 に 、 任 意 の 適 切 な 宿 主 は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は 多
価 抗 体 を 生 成 す る た め に 、 あ る い は 疾 患 に 対 す る 防 御 的 免 疫 学 的 応 答 の 発 現 を 誘 導 す る た
め に 、 薬 学 的 有 効 量 の ポ リ ペ プ チ ド を 注 射 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 本 明 細 書 中 で 用 い る 場 合 、 ポ リ ペ プ チ ド ま た は 抗 体 の 「 薬 学 的 有 効 量 」 と は 、 患 者 に 投
与 し た 場 合 に 、 Ｂ 群 連 鎖 球 菌 ま た は 関 連 細 菌 感 染 を 予 防 す る か 、 ま た は 当 該 感 染 を 改 善 す
る の に 有 効 で あ る 免 疫 応 答 を 引 き 出 す 量 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は 抗 体 の 投 与 は 、 任 意 の 標 準 手 法 に よ り 達 成 さ れ 得 る 。 こ の
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よ う な 技 法 の 詳 細 な 考 察 に 関 し て は 、 Antibodies, A Laboratory Manual, Cold Spring H
arbor Laboratory, ed. E. Harlow and D. Lane (1988)を 参 照 さ れ た い 。 好 ま し く は 、 ポ
リ ペ プ チ ド が 用 い ら れ る 場 合 、 そ れ は 薬 学 的 に 許 容 可 能 な ア ジ ュ バ ン ト 、 例 え ば 完 全 ま た
は 不 完 全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト 、 Ｒ Ｉ Ｂ Ｉ （ ム ラ ミ ル ジ ペ プ チ ド ） ま た は Ｉ Ｓ Ｃ Ｏ Ｍ （
免 疫 刺 激 性 複 合 体 ） と と も に 投 与 さ れ る 。 例 え ば 組 成 物 は 、 油 中 水 型 エ マ ル シ ョ ン ま た は
水 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム を ア ジ ュ バ ン ト と し て 含 み 、 筋 肉 内 投 与 さ れ る 。 ワ ク チ ン 組 成 物 は 、
一 度 に ま た は 一 連 の 治 療 の 間 に 、 患 者 に 投 与 さ れ 得 る 。 投 与 お よ び 投 薬 レ ジ メ ン の 最 も 有
効 な 方 式 は 、 免 疫 原 性 の レ ベ ル 、 治 療 に 用 い ら れ る 特 定 の 組 成 物 お よ び ／ ま た は ア ジ ュ バ
ン ト 、 予 測 さ れ る 感 染 の 重 症 度 お よ び 経 過 、 以 前 の 治 療 、 患 者 の 健 康 状 態 お よ び 免 疫 感 作
に 対 す る 応 答 、 な ら び に 処 置 医 の 判 断 に よ っ て 決 ま る 。 例 え ば 免 疫 適 格 患 者 で は 、 ポ リ ペ
プ チ ド の 免 疫 原 性 が 高 い ほ ど 、 投 薬 量 お よ び 免 疫 感 作 に 必 要 な 回 数 は 少 な い 。 同 様 に 、 投
薬 量 お よ び 必 要 な 治 療 時 間 は 、 ポ リ ペ プ チ ド が ア ジ ュ バ ン ト と と も に 投 与 さ れ る 場 合 に は
、 低 下 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 一 般 に 投 薬 は 、 患 者 あ た り 約 ０ ． ０ １ ～ １ ０ ｍ ｇ 、 好 ま し く は ０ ． １ ～ １ ． ０ ｍ ｇ の Ｃ
ｓ ｐ Ａ 抗 原 の 、 好 ま し く は ア ジ ュ バ ン ト を 伴 う 、 初 回 注 射 と 、 そ の 後 の 、 １ 回 ま た は お そ
ら く は 複 数 回 の 追 加 免 疫 注 射 か ら 成 る 。 好 ま し く は 追 加 免 疫 は 、 初 回 注 射 の 約 １ ヶ 月 後 お
よ び ６ ヵ 月 後 に 投 与 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の い ず れ か は 、 薬 学 的 に 許 容 可 能 な 塩 の 形 態 で 用 い ら れ 得 る 。 本
発 明 の ポ リ ペ プ チ ド と 塩 を 生 成 し 得 る 適 切 な 酸 お よ び 塩 基 は 当 業 者 に 既 知 で あ り 、 例 と し
て は 、 無 機 お よ び 有 機 の 酸 お よ び 塩 基 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 Ｂ 群 連 鎖 球 菌 ま た は 関 連 細 菌 に よ り 引 き 起 こ さ れ る 疾 患 に 対 す る 防 御 を 付 与 す る 能 力 、
あ る い は こ の よ う な 感 染 の 重 症 度 を 改 善 す る 能 力 に 関 し て 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド お よ び
抗 体 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 、 複 数 の 動 物 モ デ ル が 用 い ら れ 得 る と 当 業 者 は 認 識 す る
。 Ｂ 群 連 鎖 球 菌 ま た は 関 連 細 菌 に よ る 感 染 に 感 受 性 で あ る 任 意 の 動 物 が 有 用 で あ る 。 例 え
ば Ｂ ａ ｌ ｂ ／ ｃ マ ウ ス は 、 能 動 的 免 疫 防 御 ス ク リ ー ニ ン グ の た め の 動 物 モ デ ル で あ り 、 そ
し て 重 症 複 合 型 免 疫 不 全 マ ウ ス は 、 受 動 ス ク リ ー ニ ン グ の た め の 動 物 モ デ ル で あ る 。 し た
が っ て こ れ ら の 動 物 モ デ ル に 特 定 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は 抗 体 を 投 与 す る こ と に よ り 、 そ の
ポ リ ペ プ チ ド ま た は 抗 体 が 本 明 細 書 中 に 特 許 請 求 さ れ た 方 法 お よ び 組 成 物 に 有 用 で あ る か
否 か を 、 過 度 の 実 験 な し に 当 業 者 は 決 定 し 得 る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 形 態 に よ れ ば 、 Ｂ 群 連 鎖 球 菌 ま た は 関 連 細 菌 感 染 の 重 症 度 を 予 防 ま た
は 改 善 す る の に 十 分 な 方 法 で 、 薬 学 的 有 効 量 の 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の い ず れ か を 含 む ワ
ク チ ン で 患 者 を あ る 期 間 、 治 療 す る 工 程 を 包 含 す る 方 法 を 本 発 明 者 ら は 記 載 す る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 組 換 え ベ ク タ ー か ら の こ の よ う な 当 該 免 疫 原 ま た は エ ピ ト ー プ を コ ー
ド す る 遺 伝 子 が 、 適 切 に 構 築 さ れ た 哺 乳 類 発 現 系 を 用 い た 免 疫 感 作 を 通 じ て 投 与 さ れ る 「
遺 伝 的 免 疫 感 作 」 を 提 供 す る 。 そ の 例 と し て は 、 ポ ッ ク ス ウ イ ル ス 、 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 、
ア デ ノ ウ イ ル ス 、 ア ル フ ァ ウ イ ル ス を 用 い る ス ト ラ テ ジ ー 、 な ら び に 単 体 ま た は 処 方 さ れ
た Ｄ Ｎ Ａ を 用 い た 免 疫 原 が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 こ の よ う な 組 換 え ベ ク
タ ー を 構 築 す る た め の 技 術 は 、 当 該 技 術 分 野 に お い て は 既 知 で あ る 。 こ れ ら の 免 疫 感 作 媒
体 の た め の 方 法 お よ び こ の 分 野 の 知 識 に 関 し て は 、 特 に Hormaecheお よ び Kahn、 Perkusお
よ び Paoletti、 Shiver et al.(全 て Concepts in Vaccine Development, Kaufman, S.H.E.
, ed., Walter deGruytes, New York, 1996)に 記 載 さ れ て お り 、 そ し て ベ ク タ ー は 、 Viru
ses in Human Gene Therapy, Vos, J.-M.H., ed., Chapman and Hall, Carolina Academi
c Press, New York, 1995に 、 そ し て Recombinant Vector in Vaccine Development, Brow
n, F., ed., Karger, New York, 1994に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
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　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 、 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 お よ び 抗 体 は 、 診 断 方 法 お よ び 病 原 性 生 物 体 の 検 出
の た め の キ ッ ト に 関 す る 基 礎 も 形 成 し 得 る 。 い く つ か の 診 断 方 法 が 可 能 で あ る 。 例 え ば 、
本 発 明 は 、 生 物 学 的 試 料 中 の Ｂ 群 連 鎖 球 菌 ま た は 関 連 細 菌 の 検 出 方 法 で あ っ て 、
　 （ ａ ） 患 者 か ら 生 物 学 的 試 料 を 単 離 す る 工 程 と
　 （ ｂ ） 本 発 明 の 抗 体 ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト を 生 物 学 的 試 料 と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト し
て 混 合 物 を 生 成 さ せ る 工 程 と 、
　 （ ｃ ） Ｂ 群 連 鎖 球 菌 ま た は 関 連 細 菌 の 存 在 を 示 す 混 合 物 中 の 特 異 的 結 合 抗 体 ま た は フ ラ
グ メ ン ト を 検 出 す る 工 程 と
を 包 含 す る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 あ る い は 、 本 発 明 は 、 生 物 学 的 試 料 中 の Ｂ 群 連 鎖 球 菌 ま た は 関 連 細 菌 に 特 異 的 な 抗 体 の
検 出 方 法 で あ っ て 、
　 （ ａ ） 患 者 か ら 生 物 学 的 試 料 を 単 離 す る こ と 、
　 （ ｂ ） 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト を 生 物 学 的 試 料 と と も に イ ン キ ュ
ベ ー ト し て 混 合 物 を 生 成 さ せ る こ と 、 お よ び
　 （ ｃ ） Ｂ 群 連 鎖 球 菌 ま た は 関 連 細 菌 に 特 異 的 な 抗 体 の 存 在 を 示 す 混 合 物 中 の 特 異 的 結 合
ポ リ ペ プ チ ド を 検 出 す る こ と
を 包 含 す る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 こ れ ら の 診 断 試 験 は 、 酵 素 免 疫 測 定 法 （ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ） 、 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ ま た は ラ
テ ッ ク ス 凝 集 試 験 を 含 め た い く つ か の 形 態 を と り 得 る と 当 業 者 は 認 識 す る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 診 断 薬 は 、 使 用 説 明 書 お よ び そ の 他 の 適 切 な 試 薬 、 好 ま し く は ポ リ ペ プ チ ド ま た は 抗 体
が 結 合 さ れ て い る 場 合 の 検 出 手 段 も 含 む キ ッ ト 中 に 含 入 さ れ る 。 例 え ば ポ リ ペ プ チ ド ま た
は 抗 体 は 、 そ れ が 抗 体 に 結 合 さ れ た 場 合 の ポ リ ペ プ チ ド の 検 出 、 あ る い は そ れ が Ｂ 群 連 鎖
球 菌 ま た は 関 連 細 菌 に 結 合 さ れ た 場 合 の 抗 体 の 検 出 を 可 能 に す る 検 出 手 段 で 標 識 さ れ て い
て も よ い 。 検 出 手 段 は 、 例 え ば フ ル オ レ セ イ ン イ ソ シ ア ネ ー ト （ Ｆ Ｉ Ｃ ） 、 フ ル オ レ セ イ
ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト （ Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ ） 等 の 蛍 光 標 識 剤 、 例 え ば ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ
シ ダ ー ゼ （ Ｈ Ｒ Ｐ ） 、 グ ル コ ー ス オ キ シ ダ ー ゼ 等 の 酵 素 、 例 え ば １ ２ ５ Ｉ ま た は ５ １ Ｃ ｒ
等 の ガ ン マ 線 放 射 を 生 じ る 放 射 性 元 素 、 あ る い は 試 験 溶 液 中 に 存 在 す る 電 子 と の 遭 遇 時 に
ガ ン マ 線 を 生 じ る ポ ジ ト ロ ン を 発 す る １ １ Ｃ 、 １ ５ Ｏ ま た は １ ３ Ｎ な ど の 放 射 性 元 素 、 で
あ っ て も よ い 。 結 合 は 、 他 の 方 法 に よ っ て も 、 例 え ば ア ビ ジ ン － ビ オ チ ン 複 合 体 を 介 し て
も 検 出 さ れ 得 る 。 検 出 手 段 の 連 結 は 、 当 該 技 術 分 野 で 既 知 で あ る 。 例 え ば ハ イ ブ リ ド ー マ
に よ り 産 生 さ れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 分 子 は 、 培 地 中 の 放 射 性 同 位 元 素 含 有 ア ミ ノ 酸 の 組
入 れ に よ り 代 謝 標 識 さ れ 得 る か 、 あ る い は ポ リ ペ プ チ ド は 、 活 性 化 官 能 基 を 介 し て 検 出 手
段 と 接 合 さ れ る か ま た は 結 合 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 用 い て 、 生 物 学 的 試 料 中 の Ｂ 群 連 鎖 球 菌 ま た は 関 連 細 菌 の 存 在 を
検 出 す る た め に 用 い る Ｄ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ を 設 計 し 得 る 。 本 発 明 の プ ロ ー ブ に よ る 検 出 方 法 は
、
　 （ ａ ） 患 者 か ら 生 物 学 的 試 料 を 単 離 す る 工 程 と 、
　 （ ｂ ） 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 有 す る Ｄ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ を 生 物 学 的 試 料 と と も に イ ン キ ュ ベ
ー ト し て 、 混 合 物 を 生 成 す る 工 程 と 、
　 （ ｃ ） Ｂ 群 連 鎖 球 菌 ま た は 関 連 細 菌 の 存 在 を 示 す 混 合 物 中 の 特 異 的 結 合 Ｄ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ
を 検 出 す る 工 程 と
を 包 含 す る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ は 、 Ｂ 群 連 鎖 球 菌 ま た は 関 連 細 菌 感 染 の 診 断 方 法 と し て 、 例 え
ば ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 を 用 い て 、 試 料 中 に 循 環 す る 核 酸 を 検 出 す る た め に も 用 い ら れ 得
る 。 プ ロ ー ブ は 慣 用 的 技 法 を 用 い て 合 成 さ れ 、 そ し て 固 相 上 に 固 定 さ れ 得 る か 、 ま た は 検
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出 可 能 標 識 で 標 識 さ れ 得 る 。 本 出 願 の た め の 好 ま し い Ｄ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ は 、 ｃ ｓ ｐ Ａ （ 配 列
番 号 １ ） の 少 な く と も 約 ６ 個 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド と 相 補 的 な 配 列 を 有 す る オ リ ゴ マ ー で
あ る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 例 え ば 抗 原 カ ラ ム 上 で の 抗 体 の イ ム ノ ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 に
よ り 、 タ ン パ ク 質 上 に 存 在 す る エ ピ ト ー プ に 対 す る 抗 体 を 精 製 す る た め に も 用 い ら れ 得 る
。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 本 発 明 の 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト は 、 例 え ば 抗 原 カ ラ ム 上 で の 抗 体 の イ ム ノ ア フ ィ
ニ テ ィ ー 精 製 に よ り 、 本 発 明 の 実 質 的 に 純 粋 な タ ン パ ク 質 を 調 製 す る た め に 用 い ら れ 得 る
。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 ヒ ト に 使 用 す る た め の ワ ク チ ン を 処 方 す る た め に 、 適 切 な Ｃ ｓ ｐ Ａ 抗 原 が 、 本 明 細 書 中
に 記 載 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド か ら 選 択 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 免 疫 原 性 エ ピ ト ー プ を 含 有 す る Ｃ
ｓ ｐ Ａ ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト に 基 づ い て 、 当 業 者 は ワ ク チ ン を 設 計 し 得 る
。 分 子 生 物 学 方 法 の 使 用 は 、 実 質 的 に 純 粋 な 組 換 え 抗 原 の 調 製 に 特 に 適 し て い る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 ワ ク チ ン 組 成 物 は 、 種 々 の 形 態 を と り 得 る 。 こ れ ら の 例 と し て は 、 例 え ば 固 体 、 半 固 体
お よ び 液 体 剤 形 、 例 え ば 粉 末 、 溶 液 ま た は 懸 濁 液 、 な ら び に リ ポ ソ ー ム が 挙 げ ら れ る 。 本
発 明 の Ｃ ｓ ｐ Ａ 抗 原 が 、 ヒ ト に 投 与 さ れ る と 、 防 御 的 免 疫 応 答 を 引 き 出 す と い う 本 発 明 者
ら の 教 示 に 基 づ い て 、 本 発 明 の 組 成 物 は 、 破 傷 風 お よ び ジ フ テ リ ア な ど の 他 の タ ン パ ク 質
お よ び ポ リ ペ プ チ ド で ヒ ト を 免 疫 感 作 す る た め に 用 い ら れ る も の と 類 似 す る 。 し た が っ て
本 発 明 の 組 成 物 は 、 好 ま し く は 薬 学 的 に 許 容 可 能 な ア ジ ュ バ ン ト 、 例 え ば 不 完 全 フ ロ イ ン
ト ア ジ ュ バ ン ト 、 水 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム 、 ム ラ ミ ル ペ プ チ ド 、 油 中 水 型 エ マ ル シ ョ ン 、 リ ポ
ソ ー ム 、 Ｉ Ｓ Ｃ Ｏ Ｍ ま た は Ｃ Ｔ Ｂ 、 あ る い は コ レ ラ 毒 素 か ら の 無 毒 性 Ｂ サ ブ ユ ニ ッ ト を 含
む 。 最 も 好 ま し く は 、 組 成 物 は 油 中 水 型 エ マ ル シ ョ ン ま た は 水 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム を ア ジ ュ
バ ン ト と し て 含 む 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 組 成 物 は 、 い く つ か の 薬 学 的 に 許 容 可 能 な 態 様 、 例 え ば 筋 内 、 皮 内 、 皮 下 、 膣 内 ま た は
局 所 投 与 の い ず れ か で 、 患 者 に 投 与 さ れ る 。 好 ま し く は ワ ク チ ン は 筋 内 投 与 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 一 般 に 投 薬 は 、 患 者 あ た り 約 ０ ． ０ １ ～ １ ０ ｍ ｇ の 、 好 ま し く は ０ ． １ ～ １ ． ０ ｍ ｇ の
Ｃ ｓ ｐ Ａ 抗 原 の 、 好 ま し く は ア ジ ュ バ ン ト を 伴 う 初 回 注 射 と 、 そ の 後 の １ 回 ま た は 複 数 回
の 追 加 免 疫 注 射 か ら 成 る 。 好 ま し く は 追 加 免 疫 は 、 初 回 注 射 の 約 １ ヵ 月 後 お よ び ６ ヵ 月 後
に 投 与 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 連 鎖 球 菌 ワ ク チ ン 開 発 に 関 す る 重 要 な 考 察 は 、 粘 膜 免 疫 の 問 題 で あ る 。 理 想 的 粘 膜 ワ ク
チ ン は 、 １ 回 ま た は ２ ～ ３ 回 の 用 量 と し て 、 経 口 的 に ま た は 鼻 腔 内 に 安 全 に 摂 取 さ れ 、 そ
し て 全 身 免 疫 と と も に 適 切 な 表 面 上 に 防 御 的 抗 体 を 誘 導 す る 。 粘 膜 ワ ク チ ン 組 成 物 は 、 ア
ジ ュ バ ン ト 、 不 活 性 粒 状 担 体 ま た は 組 換 え 生 ベ ク タ ー を 含 み 得 る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 本 発 明 の 抗 Ｃ ｓ ｐ Ａ 抗 体 は 、 Ｂ 群 連 鎖 球 菌 ま た は 関 連 細 菌 に 感 染 し た ヒ ト の 受 動 免 疫 療
法 お よ び 免 疫 予 防 の た め に 有 用 で あ る 。 こ の よ う な 受 動 免 疫 感 作 の た め の 剤 形 お よ び レ ジ
メ ン は 、 他 の 受 動 免 疫 療 法 の も の と 同 様 で あ る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 弱 毒 化 微 生 物 体 を 基 礎 に し た ワ ク チ ン の 調 製 は 、 当 業 者 に 既 知 で あ る 。 ワ ク チ ン 組 成 物
は 、 必 要 な 場 合 ま た は 望 ま し い 場 合 に は 、 適 切 な 担 体 ま た は ア ジ ュ バ ン ト 、 例 え ば ミ ョ ウ
バ ン と と も に 処 方 さ れ 、 治 療 に 用 い ら れ て 、 Ｂ 群 連 鎖 球 菌 ま た は そ の 他 の 関 連 微 生 物 体 に
対 す る 有 効 な 免 疫 感 作 を 提 供 す る 。 ワ ク チ ン 処 方 物 の 調 製 は 、 熟 練 者 に は 明 ら か で あ る 。
【 ０ １ １ ０ 】
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　 別 の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 Ｃ ｓ ｐ Ａ の 一 部 分 を 免 疫 学 的 に 模 倣 す る ペ プ チ ド の 単 離 方 法
で あ っ て 、
　 （ １ ） 前 記 Ｃ ｓ ｐ Ａ と 反 応 性 で あ る 防 御 抗 体 を 同 定 す る 工 程 と 、
　 （ ２ ） フ ァ ー ジ を 有 す る フ ァ ー ジ 提 示 ラ イ ブ ラ リ を 工 程 １ で 同 定 さ れ た １ つ ま た は 複 数
の 上 記 防 御 抗 体 と 接 触 さ せ る 工 程 と 、
　 （ ３ ） １ つ ま た は 複 数 の 防 御 抗 体 を 結 合 す る 提 示 ペ プ チ ド を 有 す る １ つ ま た は 複 数 の フ
ァ ー ジ を 単 離 す る 工 程 と 、
　 （ ４ ） 工 程 ３ で 単 離 さ れ た 全 て の 上 記 フ ァ ー ジ に 関 し て 、 抗 体 が 結 合 し た ペ プ チ ド ま た
は ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト を 選 択 す る 工 程 と
を 包 含 す る 方 法 に 関 す る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 Ｃ ｓ ｐ Ａ を 「 免 疫 学 的 に 模 倣 す る 」 ペ プ チ ド は 、 Ｃ ｓ ｐ Ａ に 対 す る 抗 体 応 答 を 惹 起 す る
物 質 で あ る 。 ペ プ チ ド は 、 好 ま し く は ５ ア ミ ノ 酸 よ り 大 き い が 、 任 意 の 長 さ の ペ プ チ ド が
本 発 明 の 範 囲 内 で あ る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 本 発 明 の 範 囲 内 の 防 御 抗 体 は 、 Ｇ Ｂ Ｓ 感 染 に 対 し て 防 御 す る か ま た は Ｇ Ｂ Ｓ 感 染 の 作 用
を 改 善 す る こ と が 示 さ れ た 抗 体 で あ る 。 当 該 技 術 分 野 で 既 知 で あ る 任 意 の 殺 菌 検 定 を 用 い
て 、 本 発 明 の 防 御 抗 体 を 同 定 し 得 る 。 さ ら に 防 御 抗 体 は 、 実 験 室 動 物 、 一 般 的 に マ ウ ス が
致 死 量 の 細 菌 を 注 射 さ れ る 致 死 量 曝 露 検 定 の 使 用 に よ り 、 同 定 さ れ 得 る 。 次 に 抗 体 が 投 与
さ れ 、 マ ウ ス 生 存 が 決 定 さ れ る 。 死 亡 を 防 御 し 得 る 抗 体 は 、 防 御 的 で あ る と み な さ れ る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 「 接 触 さ せ る 」 と は 、 本 明 細 書 中 で 用 い る 場 合 、 当 該 技 術 分 野 に お い て ル ー チ ン の 方 法
に よ り 容 易 に 測 定 さ れ 得 る よ う に 、 抗 体 ／ 抗 原 結 合 を 起 こ さ せ る の に 十 分 な 時 間 の 間 の イ
ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を 指 す 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 「 フ ァ ー ジ 提 示 ラ イ ブ ラ リ 」 と は 、 本 明 細 書 中 で 用 い る 場 合 、 抗 体 に よ り 結 合 さ れ 得 る
位 置 で ７ ～ １ ５ ア ミ ノ 酸 の ラ ン ダ ム ア ミ ノ 酸 配 列 を 発 現 す る 多 重 度 の フ ァ ー ジ を 指 す 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 本 発 明 の 実 施 に 際 し て 特 に 好 ま し い の は 、 Burritt等 （ Burritt, J.B. et al. 1996 Ana
l. Biochem. 238: 1） の 方 法 に よ り 生 成 さ れ る フ ァ ー ジ 提 示 ラ イ ブ ラ リ で あ る 。 フ ァ ー ジ
は 、 当 業 者 に よ り 示 さ れ る 通 常 の 意 味 を 有 す る （ 例 え ば Sambrook, J.E. et al. 1989 Mol
ecular Cloning:a Laboratory Manual,Cold Spring Harbor N.Y. Cold Spring HarborLab
oratory） 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 「 Ｃ ｓ ｐ Ａ に 特 異 的 な 抗 体 」 と い う 語 句 は 、 Ｃ ｓ ｐ Ａ と 構 造 的 に 関 連 し な い 物 質 に 対 し
て こ れ ら の 抗 体 が 示 す 平 均 非 選 択 的 親 和 性 よ り も 高 い 親 和 性 で 物 質 Ｃ ｓ ｐ Ａ を 結 合 す る モ
ノ ク ロ ー ナ ル ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 指 す 。 全 て の ア イ ソ タ イ プ の 抗 体 、 即 ち Ｉ ｇ Ｇ
、 Ｉ ｇ Ａ 、 Ｉ ｇ Ｍ 、 Ｉ ｇ Ｄ お よ び Ｉ ｇ Ｅ が 用 い ら れ 得 る 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 「 １ つ ま た は 複 数 の 抗 体 を 結 合 す る ・ ・ ・ １ つ ま た は 複 数 の フ ァ ー ジ を 単 離 す る 」 と い
う 語 句 は 、 抗 体 と 構 造 的 に 無 関 連 の 抗 原 と の 間 の 親 和 性 よ り 高 い 親 和 性 を 有 す る 抗 体 を 結
合 す る フ ァ ー ジ を フ ァ ー ジ 提 示 ラ イ ブ ラ リ か ら 物 理 的 に 除 去 す る こ と を 意 味 す る 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 単 離 の た め の 任 意 の 方 法 が 本 発 明 の 実 施 に 際 し て 用 い ら れ る が 、 好 ま し い 方 法 は 、 当 該
技 術 分 野 で 既 知 で あ る ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 で あ る 。 フ ァ ー ジ 提 示 ラ イ ブ ラ リ か ら フ ァ ー ジ
を 単 離 す る 特 に 好 ま し い 手 段 は 、 Ｃ ｓ ｐ Ａ と 構 造 的 に 無 関 連 の 抗 原 に 特 異 的 な 抗 体 で 被 覆
さ れ た 臭 化 シ ア ン 活 性 化 セ フ ァ ロ ー ス ４ Ｂ ビ ー ズ を 用 い て 、 反 復 的 に ラ イ ブ ラ リ を 一 次 予
備 吸 収 す る こ と で あ る 。 反 復 予 備 吸 収 後 、 Ｃ ｓ ｐ Ａ に 特 異 的 な １ つ ま た は 複 数 の 抗 体 で 被
覆 さ れ た 臭 化 シ ア ン 活 性 化 セ フ ァ ロ ー ス ４ Ｂ ビ ー ズ と と も に 、 ラ イ ブ ラ リ を 一 晩 イ ン キ ュ
ベ ー ト す る 。 こ の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 こ れ ら の 同 一 ビ ー ズ を 広 範 に 洗 浄 し 、 次 に ２ つ
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の 別 個 の プ ー ル 中 に 溶 離 す る 、 す な わ ち 、 ０ ． １ Ｍ グ リ シ ン 、 ｐ Ｈ ２ ． ２ を 用 い た 溶 離 に
よ り 、 一 次 プ ー ル が 形 成 さ れ 、 ０ ． ５ Ｍ の Ｎ Ｈ ４ Ｏ Ｈ 、 ｐ Ｈ ７ を 用 い た 溶 離 に よ り 二 次 プ
ー ル が 形 成 さ れ る 。 次 に 、 最 も 好 ま し く は 大 腸 菌 株 中 で 、 溶 離 プ ー ル を 増 幅 す る 。 溶 離 後
、 各 プ ー ル を カ ラ ム に 再 適 用 し て 、 同 一 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン お よ び 洗 浄 手 法 を 用 い 、 最
初 の プ ー ル を 生 成 す る た め に 用 い ら れ た 同 一 物 質 で （ 最 後 に ） 溶 離 す る 。 こ の 方 法 を 、 各
プ ー ル に 関 し て 、 最 も 好 ま し く は ３ 回 、 反 復 す る 。 最 後 に 、 プ ラ ー ク の イ ム ノ ブ ロ ッ ト を
用 い て 、 選 択 抗 体 と の 結 合 に 関 し て フ ァ ー ジ を 試 験 す る 。 こ の 最 終 回 を 通 過 し た フ ァ ー ジ
を ク ロ ー ン 化 し 、 高 力 価 に 増 幅 し 、 最 も 好 ま し く は ２ ． ５ ％ ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル を 用
い た 沈 降 に よ り 精 製 す る 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 「 提 示 ペ プ チ ド 」 と は 、 フ ァ ー ジ 提 示 ラ イ ブ ラ リ を 作 り 上 げ る 個 々 の フ ァ ー ジ の 各 々 の
間 で ラ ン ダ ム に 変 わ り う る ７ ～ １ ５ ア ミ ノ 酸 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ペ プ チ ド を 指 す 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 こ の 方 法 に よ り 一 旦 ペ プ チ ド が 単 離 さ れ れ ば 、 そ れ ら は ワ ク チ ン 中 に 用 い ら れ 得 る 。 ワ
ク チ ン は 、 ペ プ チ ド そ れ 自 体 を 含 む も の で も よ い し 、 あ る い は ペ プ チ ド は 担 体 に 接 合 さ れ
た も の で も よ い し 、 そ う で な け れ ば 調 合 さ れ た も の で も よ い 。 担 体 は 、 好 ま し く は Ｔ 細 胞
を 活 性 化 し 、 動 員 し 、 そ れ に よ り Ｔ 細 胞 依 存 性 抗 体 産 生 を 増 大 し 得 る 、 Ｔ 依 存 性 抗 原 を 指
す 。 し か し な が ら 、 強 力 な 免 疫 原 性 担 体 は 、 本 発 明 の 範 囲 内 で あ る も の の 、 担 体 は そ れ 自
体 強 力 な 免 疫 原 性 で あ る 必 要 は な い 。 多 コ ピ ー 担 体 も 、 本 発 明 の 範 囲 内 で あ る 。 多 コ ピ ー
ペ プ チ ド も 本 発 明 の 範 囲 内 で あ り 、 担 体 の １ つ ま た は 複 数 の コ ピ ー と 非 接 合 で あ る か ま た
は 接 合 さ れ る 。 ペ プ チ ド の フ ラ グ メ ン ト お よ び 誘 導 体 も 本 発 明 の 範 囲 内 で あ り 、 必 ず し も
同 一 に 再 生 さ れ な く て も よ く 、 単 独 で も よ く ま た は 組 合 せ て も よ く 、 担 体 の １ つ ま た は 複
数 の コ ピ ー と 非 接 合 で も 接 合 さ れ て い て も よ い 。 ペ プ チ ド ま た は そ の 一 部 の 単 一 ま た は 多
コ ピ ー を 含 有 す る 融 合 タ ン パ ク 質 も 、 本 発 明 の 範 囲 内 で あ る 。 さ ら な る 実 施 形 態 で は 、 融
合 タ ン パ ク 質 の Ｄ Ｎ Ａ を 発 現 す る 微 生 物 体 は 、 本 発 明 の 範 囲 内 で あ る 。 さ ら に 別 の 実 施 形
態 で は 、 任 意 の お よ び 全 て の こ れ ら の 物 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ は 、 本 発 明 の 範 囲 内 で あ る
。
【 ０ １ ２ １ 】
　 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 担 体 は タ ン パ ク 質 、 ペ プ チ ド 、 Ｔ 細 胞 ア ジ ュ バ ン ト ま た は 免 疫
応 答 を 強 化 し 得 る 任 意 の そ の 他 の 化 合 物 で あ る 。 タ ン パ ク 質 は 、 ウ イ ル ス 、 細 菌 、 寄 生 生
物 、 動 物 お よ び 真 菌 タ ン パ ク 質 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ 得 る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
さ ら に 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 担 体 は 、 ア ル ブ ミ ン （ 例 え ば ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン （ Ｂ Ｓ Ａ
） ） 、 カ ギ ア ナ カ サ ガ イ ヘ モ シ ア ニ ン （ Ｋ Ｌ Ｈ ） 、 卵 白 ア ル ブ ミ ン （ Ｏ Ｖ Ａ ） 、 破 傷 風 毒
素 、 ジ フ テ リ ア 毒 素 ま た は 細 菌 外 膜 タ ン パ ク 質 で あ り 、 こ れ ら は 全 て 生 化 学 品 ま た は 薬 品
の 供 給 会 社 か ら 入 手 可 能 で あ る か ま た は 標 準 方 法 に よ り 調 製 さ れ 得 る （ Cruse, J.M. et a
l. 1989 Contrib. Microbiol. Immunol. 10: 1） 。 担 体 と し て 機 能 し 得 る そ の 他 の タ ン パ
ク 質 は 、 免 疫 学 の 分 野 に お け る 熟 練 者 に は 既 知 で あ る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 単 離 さ れ た ペ プ チ ド は 、 さ ら な る 調 合 剤 の あ る な し に よ ら ず 、 免 疫 原 性 で あ っ て も よ い
し 、 あ る い は 免 疫 原 性 が 、 調 合 剤 か ら 生 じ て も よ い 。 免 疫 原 性 の 測 定 方 法 は 、 当 業 者 に 既
知 で あ り 、 主 と し て 、 血 清 抗 体 の 測 定 、 例 え ば 構 築 物 の 注 射 後 の 種 々 の 時 間 で の 量 、 結 合
活 性 お よ び ア イ ソ タ イ プ 分 布 の 測 定 を 包 含 す る 。 よ り 大 き な 免 疫 原 性 は 、 抗 体 の 高 力 価 お
よ び ／ ま た は 寿 命 増 大 に よ り 反 映 さ れ 得 る 。 免 疫 原 性 は 、 有 害 物 質 ま た は 生 物 体 に よ る 曝
露 に 対 す る 防 御 を 誘 発 す る 能 力 に よ っ て も 測 定 さ れ 得 る 。 免 疫 原 性 は 、 ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ
殺 細 菌 検 定 を 用 い て 、 な ら び に 新 生 仔 お よ び ／ ま た は 免 疫 欠 損 マ ウ ス を 免 疫 感 作 す る 能 力
に よ っ て も 測 定 さ れ 得 る 。 免 疫 原 性 は 、 治 療 さ れ る 患 者 集 団 に お い て 、 ま た は 患 者 集 団 の
免 疫 応 答 を 模 倣 す る 集 団 に お い て 測 定 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 所 定 の 物 質 の 免 疫 原 性 を 決 定 す る た め の 特 に 好 ま し い 手 段 は 、 物 質 に よ る 免 疫 感 作 の 前
お よ び 後 に 、 マ ウ ス の 血 清 を ま ず 採 取 す る こ と で あ る 。 こ の 後 、 Ｃ ｓ ｐ Ａ と の 免 疫 感 作 後
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血 清 結 合 の 強 度 は 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ を 用 い て 決 定 さ れ 、 免 疫 感 作 前 血 清 に 関 し て 得 ら れ た Ｅ Ｌ
Ｉ Ｓ Ａ 結 果 に 対 し て 比 較 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 薬 学 的 に 許 容 可 能 な 担 体 は 、 水 お よ び 油 な ど の 滅 菌 液 体 、 例 え ば 、 落 花 生 油 、 大 豆 油 、
鉱 油 、 ゴ マ 油 等 の 石 油 、 動 物 、 植 物 ま た は 合 成 起 源 の も の で あ っ て も よ い 。 水 は 、 薬 学 的
組 成 物 が 静 脈 注 射 さ れ る 場 合 、 好 ま し い 担 体 で あ る 。 生 理 食 塩 溶 液 、 な ら び に デ キ ス ト ロ
ー ス お よ び グ リ セ ロ ー ル 水 溶 液 も 、 液 体 担 体 と し て 、 特 に 注 射 溶 液 の た め 用 い ら れ 得 る 。
適 切 な 薬 学 的 担 体 は 、 Martin, E.W., Remington’ s Pharmaceutical Sciencesに 記 載 さ れ
て い る （ こ の 記 載 内 容 は 、 参 照 に よ り 具 体 的 に 本 明 細 書 中 に 含 ま れ る ） 。 こ れ ら の 担 体 は
、 免 疫 ア ジ ュ バ ン ト も 含 有 し 、 そ の 例 と し て は ミ ョ ウ バ ン 、 ア ル ミ ニ ウ ム 化 合 物 （ リ ン 酸
塩 お よ び 水 酸 化 物 ） お よ び ム ラ ミ ル ジ ペ プ チ ド 誘 導 体 が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ
な い 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 本 発 明 は 、 免 疫 刺 激 量 の ワ ク チ ン の 投 与 に よ る 患 者 の 治 療 に も 関 す る 。 患 者 は 、 治 療 が
有 益 で あ り 得 る 任 意 の 被 験 者 を 指 し 、 例 と し て は 、 哺 乳 類 、 特 に ヒ ト 、 ウ マ 、 ウ シ 、 イ ヌ
お よ び ネ コ 、 な ら び に そ の 他 の 動 物 、 例 え ば ヒ ヨ コ が 挙 げ ら れ る 。 免 疫 刺 激 量 と は 、 疾 患
の 予 防 、 改 善 ま た は 治 療 の た め の 患 者 の 免 疫 応 答 を 刺 激 し 得 る ワ ク チ ン の 量 を 指 す 。 も ち
ろ ん 、 上 記 の よ う に 、 免 疫 刺 激 は 、 抗 体 や そ れ が 調 合 さ れ る ア ジ ュ バ ン ト の 形 態 に 起 因 し
得 る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 本 発 明 の ワ ク チ ン は 任 意 の 経 路 に よ り 投 与 さ れ 得 る が 、 好 ま し く は 局 所 的 に 、 粘 膜 的 に
ま た は 経 口 的 に 投 与 さ れ る 。 そ の 他 の 投 与 方 法 は 当 業 者 に 熟 知 さ れ て お り 、 例 と し て は 、
静 脈 内 、 筋 内 、 腹 腔 内 、 体 内 、 関 節 内 、 鞘 内 、 膣 内 、 鼻 腔 内 、 経 口 の 投 与 お よ び 皮 下 注 射
が 挙 げ ら れ る 。
【 実 施 例 １ 】
【 ０ １ ２ ７ 】
序 論
　 組 換 え Ｃ ｓ ｐ Ａ タ ン パ ク 質 に 対 し て 産 生 さ れ る ウ サ ギ 抗 体 が 、 そ の 後 Ｇ Ｂ Ｓ で 曝 露 さ れ
る 新 生 仔 ラ ッ ト に 受 動 免 疫 を 付 与 し 得 る か 否 か を 決 定 す る た め に 、 実 験 を 実 施 し た 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 方 法
　 上 記 の よ う に 発 現 さ れ 、 精 製 さ れ た 組 換 え Ｃ ｓ ｐ Ａ － グ ル タ チ オ ン Ｓ － ト ラ ン ス フ ェ ラ
ー ゼ 融 合 タ ン パ ク 質 で ニ ュ ー ジ ー ラ ン ド シ ロ ウ サ ギ を 免 疫 感 作 し 、 そ の 後 、 ウ サ ギ を 全 採
血 す る こ と に よ り 、 Ｃ ｓ ｐ Ａ に 対 す る 抗 体 を 作 製 し た 。 腹 腔 内 注 射 に よ っ て ５ ０ μ ｌ の 抗
Ｃ ｓ ｐ Ａ 熱 不 活 性 化 高 度 免 疫 血 清 （ 希 釈 な し 、 Ｐ Ｂ Ｓ 中 に １ ／ ５ 、 １ ／ １ ０ お よ び １ ／ ２
０ に 希 釈 ） を 投 与 す る こ と に よ り 、 ２ ４ ～ ４ ８ 時 齢 の Sprague-Dawleyラ ッ ト 仔 の 受 動 免 疫
感 作 を 実 行 し た 。 対 照 と し て 、 ５ ０ μ ｌ の 正 常 ウ サ ギ 前 免 疫 血 清 を 投 与 し た 。 注 射 後 、 仔
ラ ッ ト を ２ 時 間 の 母 ラ ッ ト に 戻 し て 、 血 清 を ピ ー ク 循 環 さ せ た 。 高 病 毒 性 Ｉ Ｉ Ｉ 型 Ｇ Ｂ Ｓ
単 離 物 Ｃ Ｏ Ｈ １ を 、 曝 露 株 と し て 用 い た 。 Ｃ Ｏ Ｈ １ を Ｏ Ｄ ６ ０ ０ ＝ ０ ． ６ （ 光 学 濃 度 ） に
増 殖 さ せ 、 最 初 の 培 養 容 積 と 等 し い 容 積 の リ ン 酸 塩 緩 衝 化 生 理 食 塩 水 （ Ｐ Ｂ Ｓ ） の 中 で １
回 洗 浄 し 、 回 収 し て 、 次 に 最 終 Ｏ Ｄ ６ ０ ０ ＝ ０ ． ３ ５ （ 約 １ × １ ０ ８ Ｃ Ｆ Ｕ ／ ｍ ｌ ） と な
る よ う に Ｐ Ｂ Ｓ 中 に 再 懸 濁 し た 。 懸 濁 液 を １ ／ １ ０ ０ ０ ま で 希 釈 し 、 ５ ０ μ ｌ （ 約 １ ８ ７
０ 個 の 細 菌 ） の 懸 濁 液 を 用 い て 、 皮 下 注 射 に よ り ラ ッ ト 仔 に 曝 露 し た 。 ラ ッ ト 仔 を 、 ７ ２
時 間 、 死 亡 に 関 し て モ ニ タ リ ン グ し た 。 ３ ６ 時 間 目 に 、 各 試 験 群 の ２ 匹 の 動 物 を 屠 殺 し 、
脾 臓 を 取 り 出 し て 、 Ｐ Ｂ Ｓ 中 で ホ モ ジ ナ イ ズ し た 。 そ の 結 果 生 じ た 懸 濁 液 の 希 釈 液 を ト ッ
ド － ヒ ュ ー イ ッ ト 寒 天 に プ レ ー ト 化 し て 、 Ｇ Ｂ Ｓ の 存 在 に 関 し て 試 験 し 、 夾 雑 物 が 存 在 し
な い こ と を 検 証 し た 。 全 実 験 を ２ 回 実 行 し 、 １ 回 は 高 度 免 疫 血 清 の 希 釈 を 実 施 し 、 か つ １
回 は 希 釈 を 実 施 し な か っ た 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 結 果
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　 第 一 実 験 で は 、 非 希 釈 高 度 免 疫 血 清 を 用 い て 、 抗 Ｃ ｓ ｐ Ａ 血 清 で 予 防 接 種 し た 群 に お い
て 、 ２ ０ 匹 の ラ ッ ト の う ち １ ２ 匹 が 死 亡 し 、 正 常 ウ サ ギ 抗 血 清 （ 同 一 ウ サ ギ か ら の 前 免 疫
血 清 ） で 予 防 接 種 し た 対 照 群 で は 、 ２ ０ 匹 の う ち １ ９ 匹 が 死 亡 し た 。 第 二 実 験 で は 、 高 度
免 疫 血 清 の 希 釈 液 を 調 製 し 、 非 希 釈 抗 血 清 で 処 置 し た 動 物 １ ４ 匹 の う ち ９ 匹 が 死 亡 し 、 抗
血 清 の １ ／ ５ 希 釈 液 で 処 置 し た 動 物 １ ４ 匹 の う ち ７ 匹 が 死 亡 し 、 抗 血 清 の １ ／ １ ０ 希 釈 液
で 処 置 し た 動 物 １ ４ 匹 の う ち ６ 匹 が 死 亡 し 、 抗 血 清 の １ ／ ２ ０ 希 釈 液 で 処 置 し た 動 物 １ ４
匹 の う ち ８ 匹 が 死 亡 し 、 か つ 正 常 ウ サ ギ 抗 血 清 で 処 置 し た 動 物 １ ４ 匹 の う ち １ ２ 匹 が 死 亡
し た 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 結 論
　 両 実 験 に お い て 、 抗 Ｃ ｓ ｐ Ａ 血 清 に よ る 受 動 免 疫 感 作 は 、 Ｇ Ｂ Ｓ 曝 露 に 対 す る 防 御 を 提
供 し た 。 抗 血 清 の 希 釈 液 を 投 与 し た 実 験 で は 、 抗 Ｃ ｓ ｐ Ａ 血 清 の １ ／ ５ 希 釈 液 に よ る 処 置
を 施 さ れ た 動 物 は 、 Ｇ Ｂ Ｓ に よ る 曝 露 か ら の 最 大 防 御 を 示 し た 。 要 約 す る と 、 抗 Ｃ ｓ ｐ Ａ
－ Ｇ Ｓ Ｔ 血 清 は そ の 後 の 致 死 性 Ｇ Ｂ Ｓ 曝 露 に 対 し て 新 生 仔 ラ ッ ト に お い て 防 御 的 で あ っ た
こ と を 、 こ れ ら の 実 験 は 示 す 。
【 実 施 例 ２ 】
【 ０ １ ３ １ 】
　 序 論
　 新 生 仔 に お け る Ｇ Ｂ Ｓ 感 染 に 対 す る 防 御 メ カ ニ ズ ム は 、 母 親 か ら の 防 御 的 Ｉ ｇ Ｇ 免 疫 グ
ロ ブ リ ン の 経 胎 盤 移 入 に 依 存 す る （ Lin, F.C. et al. 2001 J Infect Dis 184: 1022-102
8） 。 し た が っ て 候 補 Ｇ Ｂ Ｓ ワ ク チ ン は 、 Ｉ ｇ Ｇ 応 答 を 引 き 起 こ す こ と の で き る も の で な
け れ ば な ら な い 。 次 に 、 対 応 す る Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 が 、 致 死 用 量 の Ｇ Ｂ Ｓ に よ る 曝 露 に 対 す る 防
御 を 付 与 す る 能 力 に 関 し て 、 動 物 受 動 防 御 モ デ ル で 試 験 さ れ る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 実 施 例 １ に 記 さ れ た よ う に 、 Ｃ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 を 発 現 さ せ 、 精 製 し 、 ウ サ ギ 抗 血 清 を 産
生 す る た め に 用 い た 。 次 に プ ロ テ イ ン Ａ ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 用 い て 、 Ｉ
ｇ Ｇ 抗 体 を 精 製 し た 。 Ｂ 群 連 鎖 球 菌 （ Ｇ Ｂ Ｓ ） タ ン パ ク 質 Ｃ Ｓ Ｐ （ Ｃ Ｓ Ｐ ） に 対 し て 産 生
さ れ た 抗 血 清 か ら の 精 製 Ｉ ｇ Ｇ を 、 ラ ッ ト 仔 防 御 モ デ ル に お け る ２ つ の 場 合 に 関 し て 試 験
し た 。 細 胞 全 体 （ Ｗ Ｃ ） Ｇ Ｂ Ｓ に 対 し て 産 生 さ れ た 抗 血 清 か ら の 精 製 Ｉ ｇ Ｇ を 、 陽 性 対 照
と し て 用 い た 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 方 法
　 細 菌 株
　 こ れ ら の 試 験 に お い て 曝 露 株 と し て 用 い ら れ る Ｇ Ｂ Ｓ 株 （ タ イ プ １ ａ ／ ｃ 　 Ａ ９ ０ ９ ）
を 、 National Collection of Type Culturesら か ら 入 手 し た （ Ｎ Ｃ Ｔ Ｃ 参 照 番 号 １ １ ０ ７
８ 、 バ ッ チ 番 号 ３ ） 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 動 物
　 妊 娠 雌 Sprague Dawleyラ ッ ト （ 約 ７ ０ 日 齢 ） を 、 Charles River (Margate, Kent, UK)
か ら 入 手 し た 。 到 着 時 に 、 Gold Flake木 屑 寝 床 （ Lillico Attlee, Aylesford, Kent） を
敷 き 詰 め た 個 々 の 換 気 ケ ー ジ 中 に 、 １ ２ 時 間 明 ／ 暗 周 期 （ ０ ８ ： ０ ０ に 点 灯 ） 下 で 、 ３ ５
～ ５ ５ ％ の 相 対 湿 度 で ２ １ ± １ ℃ で 、 動 物 を 収 容 し た 。 全 動 物 が 水 道 水 お よ び Ｒ Ｍ ３ Ｐ 餌
（ Special Diet Services Ltd., Witham, Essex, UK） を 自 由 に 摂 取 し た 。 UK Home offic
eに よ り 発 行 さ れ て い る 、 Scientific Proceduresに 用 い ら れ る 動 物 の 収 容 お よ び ケ ア に 関
す る 実 施 コ ー ド （ Code of Practice for the Housing and Care of Animals） に 従 っ て 、
動 物 を 収 容 し 、 保 持 し た 。 Animals (Scientific Procedures) Act 1986下 で 授 与 さ れ た プ
ロ ジ ェ ク ト 認 可 の 権 限 下 で 、 全 実 験 を 実 行 し た 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 候 補 タ ン パ ク 質 に 対 し て 産 生 さ れ る ウ サ ギ 抗 血 清 か ら の Ｉ ｇ Ｇ 精 製
　 実 施 例 １ に 上 記 し た よ う に し て 、 Ｃ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 に 対 す る ウ サ ギ 抗 血 清 を 産 生 し た 。
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全 て の 場 合 に 、 標 準 手 法 を 用 い た プ ロ テ イ ン Ａ ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 用 い
て 、 Ｉ ｇ Ｇ を 精 製 し た 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 純 化 ラ ッ ト 仔 防 御 モ デ ル に お け る Ｇ Ｂ Ｓ に よ る 致 死 的 曝 露 に 対 す る 精 製 Ｉ ｇ Ｇ 抗 血 清 の
防 御 作 用
　 ラ ッ ト 仔 防 御 モ デ ル を 用 い て 、 精 製 Ｉ ｇ Ｇ 試 料 を 試 験 し た 。 精 製 Ｉ ｇ Ｇ 、 ま た は 陰 性 対
照 と し て の Ｐ Ｂ Ｓ ５ ０ μ ｌ に よ る 腹 腔 内 免 疫 感 作 の ５ ～ ７ 時 間 後 、 約 ５ × １ ０ ４ Ｃ Ｆ Ｕ ／
Ｇ Ｂ Ｓ ５ ０ μ ｌ を 、 各 ラ ッ ト 仔 に 皮 下 投 与 し た 。 各 実 験 で 投 与 し た 細 菌 の 実 際 の 量 を 、 生
育 数 の 測 定 に よ り 決 定 し た 。 ラ ッ ト 仔 を Ｇ Ｂ Ｓ 曝 露 後 ６ ３ ～ ６ ８ ． ５ 時 間 モ ニ タ リ ン グ し
、 極 端 な 不 快 を 示 す 動 物 を 屠 殺 し た 。 終 点 の 判 定 基 準 を 下 記 に 示 す 。 以 前 の 実 験 に お い て
、 免 疫 前 対 照 血 清 は ラ ッ ト 仔 の 生 存 に 作 用 を 及 ぼ さ な い こ と が 示 さ れ た た め 、 Ｐ Ｂ Ｓ を 陰
性 対 照 と し て 用 い た 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 屠 殺 し た ラ ッ ト 仔 の 数 お よ び そ れ ら の 死 亡 時 期 を 記 録 し た 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 動 物 モ デ ル 終 点 判 定 基 準
　 一 次 検 査 臨 床 徴 候 ：
　 終 点 を 確 定 す る た め に 用 い た 判 定 基 準 を 以 下 に 示 す が 、 そ れ は プ ロ ジ ェ ク ト 認 可 の 一 部
を 構 成 す る ：
　 　 接 種 部 位 の 発 赤
　 　 全 身 性 紅 斑
　 　 皮 下 出 血
　 　 頭 部 お よ び 四 肢 の 蒼 白
　 　 体 温 低 下 （ 触 る と 冷 た い ）
【 ０ １ ３ ９ 】
　 二 次 検 査 臨 床 徴 候 ：
　 　 筋 緊 張 増 大 ／ 背 側 へ の 凸 屈 曲
　 　 実 質 的 皮 下 出 血 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 一 次 検 査 徴 候 の い ず れ か の 発 症 を 、 健 康 不 良 を 発 症 の 指 標 と 解 釈 し 、 検 査 の 頻 度 を 増 や
し た 。 ２ つ ま た は そ れ 以 上 の 一 次 検 査 徴 候 に 加 え て 二 次 検 査 徴 候 の い ず れ か を 認 め た 場 合
、 終 点 に 到 達 し た と 決 定 し 、 動 物 を 類 別 し て 間 引 い た 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 各 試 験 に お い て ラ ッ ト 仔 に 投 与 さ れ る 実 際 の 曝 露 Ｇ Ｂ Ｓ 用 量 の 定 量
　 各 試 験 に 関 し て 、 ５ ０ μ ｌ 容 積 で ラ ッ ト 仔 に 投 与 さ れ る Ｇ Ｂ Ｓ の 用 量 を 、 血 液 寒 天 プ レ
ー ト 上 に 広 げ た 接 種 物 の 希 釈 液 か ら 算 定 し た 。 ３ ７ ℃ で 一 晩 の プ レ ー ト の イ ン キ ュ ベ ー シ
ョ ン 後 に コ ロ ニ ー 数 を 記 録 し 、 結 果 を ま と め た 。 全 て の 場 合 に 、 投 与 し た Ｇ Ｂ Ｓ の 用 量 は
、 ５ ０ μ Ｌ 容 積 中 の ５ × １ ０ ４ Ｃ Ｆ Ｕ と 定 め た 値 よ り 高 か っ た （ 表 ２ ） 。
【 ０ １ ４ ２ 】
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ４ ３ 】
　 結 果
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　 ５ ０ μ Ｌ 中 約 ５ × １ ０ ４ Ｃ Ｆ Ｕ の 濃 度 の Ｇ Ｂ Ｓ  Ａ ９ ０ ９ 株 に よ る 曝 露 の ラ ッ ト 仔 に 及
ぼ す 作 用 （ 試 験 １ お よ び 試 験 ２ ）
　 こ れ ら の 試 験 に お い て 、 Ｇ Ｂ Ｓ の Ａ ９ ０ ９ 株 に よ り ラ ッ ト 仔 を 曝 露 し た と き の 効 果 を 評
価 し た 。 Ｇ Ｂ Ｓ 用 量 を 各 ラ ッ ト 仔 に 皮 下 投 与 し た 。 Ｇ Ｂ Ｓ 曝 露 後 ６ ８ ． ５ 時 間 ま で の 間 、
仔 を モ ニ タ リ ン グ し 、 極 端 な 苦 痛 を 示 す 動 物 を 、 上 記 と 同 様 に 屠 殺 し た 。
【 ０ １ ４ ４ 】
【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ４ ５ 】
　 こ れ ら の 試 験 か ら の 結 果 は 、 約 ５ × １ ０ ４ Ｃ Ｆ Ｕ の 用 量 で の Ｇ Ｂ Ｓ 　 Ａ ９ ０ ９ に よ る 曝
露 後 に 生 存 し た 仔 の パ ー セ ン テ ー ジ は ４ ％ ～ ２ ３ ％ で あ っ た 、 と い う こ と を 示 す 。 こ れ ら
の 結 果 は 、 同 一 の 場 合 に 同 一 曝 露 量 で 実 行 さ れ た 実 験 に お け る 生 存 率 に つ い て 、 ず れ が あ
る こ と を 示 す 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 Ｇ Ｂ Ｓ 曝 露 に 対 す る 精 製 Ｃ Ｐ Ｓ お よ び Ｗ Ｃ 　 Ｇ Ｂ Ｓ 　 Ｉ ｇ Ｇ の 防 御 作 用 （ 試 験 ５ ）
　 こ の 試 験 で は 、 Ｃ Ｓ Ｐ お よ び 細 胞 全 体 （ Ｗ Ｃ ） Ａ ９ ０ ９ Ｇ Ｂ Ｓ に 対 し て 産 生 さ れ た 抗 血
清 か ら 精 製 し た Ｉ ｇ Ｇ の 、 Ｇ Ｂ Ｓ 　 Ａ ９ ０ ９ 株 に 曝 露 し た ラ ッ ト 仔 に お け る 防 御 効 果 を 、
Ｐ Ｂ Ｓ 溶 液 と 比 較 し た 。 屠 殺 動 物 数 を 、 下 記 の 表 ４ に 示 す よ う に 種 々 の 時 間 間 隔 で 記 録 し
、 各 群 に お け る 仔 の 総 数 の パ ー セ ン テ ー ジ と し て 表 し た 。
【 ０ １ ４ ７ 】
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【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ４ ８ 】
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　 こ の 試 験 か ら の 結 果 は 、 防 御 的 免 疫 感 作 を 施 さ れ な か っ た ラ ッ ト 仔 群 （ Ｐ Ｂ Ｓ 溶 液 陰 性
対 照 群 ） の ３ ７ ％ が 生 存 し た 、 と い う こ と を 示 す 。 抗 Ｇ Ｂ Ｓ 細 胞 全 体 血 清 か ら 精 製 さ れ た
Ｉ ｇ Ｇ を 投 与 さ れ た 群 （ 陽 性 対 照 ） に お け る 生 存 パ ー セ ン テ ー ジ は 、 １ ０ ０ ％ で あ っ た 。
抗 Ｃ ｓ ｐ 血 清 か ら 精 製 さ れ た Ｉ ｇ Ｇ を 投 与 さ れ た 群 に お け る 生 存 パ ー セ ン テ ー ジ は 、 ５ ３
％ で あ っ た 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 Ｇ Ｂ Ｓ 曝 露 に 対 す る 精 製 Ｃ Ｓ Ｐ お よ び Ｗ Ｃ 　 Ｇ Ｂ Ｓ 　 Ｉ ｇ Ｇ の 防 御 作 用 （ 試 験 ６ ）
　 こ の 試 験 で は 、 Ｃ Ｓ Ｐ お よ び 細 胞 全 体 Ａ ９ ０ ９ Ｇ Ｂ Ｓ （ Ｗ Ｃ ） に 対 し て 産 生 さ れ た 抗 血
清 か ら 精 製 し た Ｉ ｇ Ｇ の 防 御 作 用 を Ｐ Ｂ Ｓ と 比 較 し た 。 細 胞 全 体 Ａ ９ ０ ９ に 対 し て 産 生 さ
れ た 抗 血 清 か ら 精 製 し た Ｉ ｇ Ｇ を 、 非 希 釈 Ｉ ｇ Ｇ と 比 較 し た 場 合 の 防 御 の レ ベ ル を 評 価 す
る た め に １ ／ ５ 希 釈 液 で 試 験 し た 。 各 実 験 群 に は ３ ０ 匹 の ラ ッ ト 仔 が 存 在 し 、 Ｇ Ｂ Ｓ 接 種
後 ６ ３ 時 間 の 期 間 中 に 屠 殺 さ れ た ラ ッ ト 仔 の 数 を 記 録 し た 。 表 ５ に 示 し た よ う に 屠 殺 動 物
を 種 々 の 時 間 間 隔 に 分 類 し 、 照 合 し て 、 各 実 験 群 に 用 い た 仔 の 総 数 の パ ー セ ン テ ー ジ と し
て 表 し た 。
【 ０ １ ５ ０ 】
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【 表 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ５ １ 】
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　 こ の 試 験 か ら の 結 果 は 、 Ｐ Ｂ Ｓ を 摂 取 し た ラ ッ ト 仔 に お け る 生 存 パ ー セ ン テ ー ジ は ２ ０
％ で あ り 、 抗 Ｗ Ｃ 　 Ｉ ｇ Ｇ を 摂 取 し た 群 に お け る 生 存 パ ー セ ン テ ー ジ は 、 １ 倍 濃 度 お よ び
Ｐ Ｂ Ｓ で １ ／ ５ に 希 釈 し た 場 合 と も 、 ９ ３ ％ で あ っ た 、 と い う こ と を 示 す 。 抗 Ｃ Ｓ Ｐ に よ
り 生 じ た 生 存 パ ー セ ン テ ー ジ は 、 群 内 の 動 物 の ７ ０ ％ を 防 御 し た 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 Ｃ ｓ ｐ デ ー タ の 統 計 学 的 分 析
　 各 場 合 に 試 験 し た 仔 の 総 数 を ３ ０ 匹 と 仮 定 し て 、 一 般 化 線 形 モ デ ル を 、 各 実 験 に お い て
各 群 で 生 存 す る 仔 の 数 に 適 合 さ せ た 。 二 項 式 誤 差 構 造 お よ び ロ ジ ッ ト リ ン ク を 仮 定 し て 、
Ｇ ｅ ｎ ｓ ｔ ａ ｔ 統 計 学 的 パ ッ ケ ー ジ を 用 い て モ デ ル を 適 合 さ せ た 。 Ｃ ｓ ｐ 処 置 群 お よ び 陰
性 対 照 Ｐ Ｂ Ｓ 処 置 群 間 の 生 存 の 確 率 を 比 較 し た 。 こ の 分 析 の 結 果 は 、 ５ ． ６ と い う 確 率 比
概 算 を 生 じ 、 ９ ５ ％ 信 頼 限 界 は ２ ． ７ ～ １ １ ． ９ で あ っ た が 、 こ れ は ５ ％ 有 意 レ ベ ル で 統
計 学 的 に 有 意 で あ る 。 こ の こ と は 、 Ｃ Ｓ Ｐ 処 置 群 に お け る 生 存 の 確 率 が 陰 性 対 照 群 に お け
る 生 存 の 確 率 の ５ ． ６ 倍 大 き い こ と を 、 そ し て こ の 比 が ９ ５ ％ の 信 頼 度 で ２ ． ７ ～ １ １ ．
９ で あ る 、 と い う こ と を 意 味 す る 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 考 察
　 死 滅 全 細 胞 Ｇ Ｂ Ｓ 調 製 物 は 、 そ れ ら が 惹 起 す る 防 御 免 疫 応 答 の 大 多 数 が 血 清 型 特 異 的 で
あ る の で 、 ワ ク チ ン 候 補 と し て の 有 用 性 が 限 ら れ て い る 。 こ れ に 対 比 し て 、 Ｃ Ｓ Ｐ 抗 原 は
、 今 日 ま で に 試 験 さ れ た 全 て の Ｇ Ｂ Ｓ 株 に よ り コ ー ド さ れ る 。 こ れ ら の 試 験 は 、 Ｃ Ｓ Ｐ タ
ン パ ク 質 に 対 し て 産 生 さ れ る 精 製 Ｉ ｇ Ｇ が 、 Ｇ Ｂ Ｓ 疾 患 の 受 動 防 御 ラ ッ ト 仔 モ デ ル に お い
て 統 計 学 的 に 有 意 の 防 御 作 用 を 有 す る 、 と い う こ と を 示 し た 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 分 か り 易 く 且 つ 理 解 し 易 く す る た め に 、 本 発 明 を 多 少 詳 細 に 記 載 し て き た が 、 本 発 明 の
真 の 範 囲 を 逸 脱 す る こ と な く 、 形 式 お よ び 詳 細 に お け る 種 々 の 変 更 が な さ れ 得 る 、 と 当 業
者 は 理 解 す る で あ ろ う 。 上 記 に 言 及 さ れ た 図 面 、 表 、 付 表 、 特 許 、 特 許 出 願 お よ び 出 版 物
は 全 て 、 そ の 記 載 内 容 が 参 照 に よ り 本 明 細 書 中 に 取 り 込 ま れ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ５ ５ 】
【 図 １ Ａ 】 Ｃ ｓ ｐ Ａ の 全 ヌ ク レ オ チ ド コ ー ド 配 列 で あ る 。
【 図 １ Ｂ 】 Ｃ ｓ ｐ Ａ の 全 ヌ ク レ オ チ ド コ ー ド 配 列 で あ る 。
【 図 １ Ｃ 】 Ｃ ｓ ｐ Ａ の 全 ヌ ク レ オ チ ド コ ー ド 配 列 で あ る 。
【 図 ２ 】 Ｃ ｓ ｐ Ａ の 全 ア ミ ノ 酸 コ ー ド 配 列 で あ る 。
【 図 ３ 】 Ｉ Ｉ Ｉ 型 Ｂ 群 連 鎖 球 菌 （ Ｇ Ｂ Ｓ ） に お け る ｃ ｓ ｐ Ａ 領 域 の 地 図 で あ る 。 矢 印 は 、
同 定 さ れ た オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム （ Ｏ Ｒ Ｆ ） お よ び そ れ ら の 転 写 方 向 を 示 す 。 制
限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 認 識 部 位 の 表 示 は 、 Ｃ 、 Ｃ ｌ ａ Ｉ ； Ｘ 、 Ｘ ｂ ａ Ｉ お よ び Ｈ 、 Ｈ ｉ ｎ
ｄ Ｉ Ｉ Ｉ で あ る 。 遺 伝 子 座 を シ ー ケ ン シ ン グ す る た め に 用 い ら れ た プ ラ ス ミ ド 挿 入 物 は 、
地 図 の 上 に 示 さ れ て い る 。 ２ ３ ４ ２ 位 お よ び ５ ９ ８ ３ 位 の ５ ’ 末 端 お よ び ３ ’ 末 端 の Ｈ ｉ
ｎ ｄ Ｉ Ｉ Ｉ 部 位 は 、 内 部 ｃ ｓ ｐ Ａ コ ー ド 配 列 を ｅ ｒ ｍ ｒ と 入 れ 替 え る た め に 用 い た 。 ｓ ｂ
ｘ Ａ は 、 既 知 タ ン パ ク 質 と 相 同 性 を 有 さ な い ２ ０ ２ ア ミ ノ 酸 の 産 物 を コ ー ド す る 。 ｓ ｂ ｔ
Ａ の ３ ３ ７ ア ミ ノ 酸 産 物 は 、 多 数 の ｔ Ｒ Ｎ Ａ シ ン セ タ ー ゼ の Ｃ 末 端 コ ー ド 領 域 と 有 意 の 相
同 性 を 共 有 す る 。 Ｏ Ｒ Ｆ 地 図 の 下 に 示 さ れ て い る の は 、 Ｃ ｓ ｐ Ａ の 予 測 さ れ る 配 列 中 で 同
定 さ れ た タ ン パ ク 質 モ チ ー フ で あ る （ Siezen, R.J. 1999 Antonie Van Leeuwenhoek 76: 
139-155） ； シ グ ナ ル 配 列 （ Ｓ Ｓ ； 残 基 １ ～ ３ ５ ） 、 プ レ － プ ロ ド メ イ ン （ ３ ６ ～ １ ４ ３
） 、 プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン （ １ ４ ４ ～ ６ ３ ８ ） 、 Ａ ド メ イ ン （ ６ ３ ９ ～ １ ０ ７ ６ ） 、 細 胞
壁 ス ペ ー サ ー ド メ イ ン （ １ ０ ７ ７ ～ １ ５ ３ ５ ） お よ び 細 胞 壁 ア ン カ ー ド メ イ ン （ Ｃ Ｗ Ａ ；
１ ５ ３ ６ ～ １ ５ ７ １ ） 。 Ｒ Ｇ Ｄ モ チ ー フ （ D’ Souza, S.E. et al. 1991 Trends Biochem 
Sci 16: 246-250） は 、 プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン お よ び ４ ４ ６ 位 に 存 在 す る 。 Ａ ド メ イ ン の
機 能 は 未 知 で あ る が 、 そ れ は プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン の 調 節 ま た は 基 質 特 異 性 に 関 与 し て い
る か も し れ な い （ Siezen, R.J. 1999 Antonie Van Leeuwenhoek 76: 139-155） 。
【 図 ４ 】 Ｃ Ｏ Ｈ １ お よ び Ｔ Ｏ Ｈ １ ２ １ に お け る ｃ ｓ ｐ Ａ 発 現 の ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 を 示
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す 。 各 菌 株 か ら の 等 量 の Ｒ Ｎ Ａ （ ５ μ ｇ ） を 用 い て 、 標 準 の ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト を 実 施 し た
。 Ａ ． 　 ｃ ｓ ｐ Ａ プ ロ ー ブ を 用 い て 検 出 さ れ た ブ ロ ッ ト 。 レ ー ン １ 、 Ｔ Ｈ Ｂ 中 で Ｏ Ｄ ６ ０

０ ＝ ０ ． ３ に 増 殖 し た Ｃ Ｏ Ｈ １ ； レ ー ン ２ 、 Ｃ Ｏ Ｈ １ 　 Ｏ Ｄ ＝ ０ ． ６ ； レ ー ン ３ 、 Ｃ Ｏ Ｈ
１ 　 Ｏ Ｄ ＝ １ ． ７ ； レ ー ン ４ 、 Ｔ Ｏ Ｈ １ ２ １ 　 Ｏ Ｄ ＝ ０ ． ３ ； レ ー ン ５ 、 Ｔ Ｏ Ｈ １ ２ １ 　
Ｏ Ｄ ＝ １ ． ７ 。 Ｂ ． 　 ｓ ｂ ｒ Ａ プ ロ ー ブ を 用 い て 検 出 さ れ た ブ ロ ッ ト 。 レ ー ン １ 、 Ｃ Ｏ Ｈ
１ 　 Ｏ Ｄ ＝ ０ ． ６ ； レ ー ン ２ 、 Ｔ Ｏ Ｈ １ ２ １ 　 Ｏ Ｄ ＝ ０ ． ６ 。 Ｒ Ｎ Ａ サ イ ズ 標 準 の 移 動 を
、 右 側 に 示 す （ ｋ ｂ ） 。
【 図 ５ 】 抗 Ｃ ｓ ｐ Ａ 血 清 を 用 い た 大 腸 菌 お よ び Ｇ Ｂ Ｓ 株 に お け る Ｃ ｓ ｐ Ａ 発 現 の ウ エ ス タ
ン ブ ロ ッ ト 分 析 を 示 す 。 レ ー ン １ 、 ｐ Ｂ Ｓ を 含 有 す る 大 腸 菌 Ｄ Ｈ ５ α か ら の ペ リ プ ラ ズ ム
抽 出 物 （ 陰 性 対 照 ） ； レ ー ン ２ 、 ｐ Ｔ Ｈ ５ （ ｐ Ｂ Ｓ Ｋ Ｓ （ Stratagene, La Jolla, CA, US
A） 中 で の ｃ ｓ ｐ Ａ を 含 む Ｘ ｂ ａ Ｉ フ ラ グ メ ン ト ） を 有 す る 大 腸 菌 Ｄ Ｈ ５ α か ら の ペ リ プ
ラ ズ ム 抽 出 物 。 ペ リ プ ラ ズ ム 抽 出 物 中 の Ｃ ｓ ｐ Ａ の 下 方 へ の 移 動 は 、 翻 訳 を 未 成 熟 で 終 結
す る ｐ Ｔ Ｈ ５ に お け る 突 然 変 異 の た め で あ る 、 と い う こ と に 留 意 （ 下 記 参 照 ） ； レ ー ン ３
～ ６ 、 Ｃ Ｏ Ｈ １ （ レ ー ン ３ ） 、 Ｔ Ｏ Ｈ １ ２ １ （ ｃ ｓ ｐ Ａ － ； レ ー ン ４ ） 、 Ｔ Ｏ Ｈ ９ ７ （ ｓ
ｃ ｐ Ｂ － ； レ ー ン ５ ） お よ び Ｔ Ｏ Ｈ １ ４ ４ （ ｃ ｓ ｐ Ａ － ｓ ｃ ｐ Ｂ － ； レ ー ン ６ ） か ら の ム
タ ノ リ シ ン 抽 出 Ｇ Ｂ Ｓ 表 面 タ ン パ ク 質 。 分 子 量 マ ー カ ー を 左 側 に 示 す 。
【 図 ６ 】 Ｃ ５ ａ プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 に 関 す る 機 能 検 定 を 示 す 。 各 Ｇ Ｂ Ｓ 株 を 組 換 え ヒ ト Ｃ ５
ａ と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 の ゼ ラ チ ン 被 覆 組 織 培 養 ウ エ ル へ の ヒ ト 多 形 核 白 血 球 （
Ｐ Ｍ Ｎ ） に よ る 接 着 ％ を 示 す （ Bohnsack, J.F. et al. 1991 Biochem J 273: 635-640）
。 対 照 と し て 、 緩 衝 液 単 独 （ 「 緩 衝 液 」 ） ま た は １ ０ ０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ の 非 処 理 Ｃ ５ ａ （ 「 Ｃ
５ ａ 」 ） を 細 菌 を 伴 わ ず に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 Ｐ Ｍ Ｎ に 曝 露 し た 。 試 験 し た Ｇ Ｂ Ｓ 株
は 、 Ｃ Ｏ Ｈ １ （ 陽 性 対 照 ； ｃ ｓ ｐ Ａ ＋ 、 ｓ ｃ ｐ Ｂ ＋ ） 、 Ｇ Ｗ （ 陰 性 対 照 、 Ｃ ５ ａ ア ー ゼ 活
性 を 欠 く Ｉ Ｉ Ｉ 型 Ｇ Ｂ Ｓ 株 （ Bohnsack, J.F. et al. 2000 Infect Immun 68: 5018-5025
） ） 、 Ｔ Ｏ Ｈ ９ ７ （ 陰 性 対 照 ； ｃ ｓ ｐ Ａ － 、 ｓ ｃ ｐ Ｂ － ） 、 Ｔ Ｏ Ｈ １ ２ １ （ ｃ ｓ ｐ Ａ － 、
ｓ ｃ ｐ Ｂ ＋ ） 、 Ｔ Ｏ Ｈ １ ４ ４ （ ｃ ｓ ｐ Ａ － 、 ｓ ｃ ｐ Ｂ － ） で あ っ た 。
【 図 ７ 】 カ ゼ イ ナ ー ゼ 活 性 検 定 を 示 す 。 Ｇ Ｂ Ｓ 株 Ｃ Ｏ Ｈ １ を ト ッ ド － ヒ ュ ー イ ッ ト ブ ロ ス
（ Ｔ Ｈ Ｂ ） 中 で 増 殖 さ せ て 定 常 期 に し て 、 リ ン 酸 塩 緩 衝 化 生 理 食 塩 水 （ Ｐ Ｂ Ｓ ） 中 で 洗 浄
し 、 ２ ０ 倍 に 濃 縮 し て 、 Ｐ Ｂ Ｓ 中 に 再 懸 濁 し た 。 プ ロ テ ア ー ゼ 検 定 等 級 カ ゼ イ ン （ Sigma,
 St. Louis, MO） の 飽 和 溶 液 を 調 製 し 、 ０ ． ２ ｍ ｌ の 細 菌 を ０ ． ３ ｍ ｌ の カ ゼ イ ン と 混 合
し た 。 Ｐ Ｂ Ｓ を 用 い た 偽 反 応 液 （ 細 菌 な し ） も 調 製 し た 。 混 合 物 を ３ ７ ℃ で ２ ４ 時 間 イ ン
キ ュ ベ ー ト し 、 ア リ コ ー ト を ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 （
Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ ） の た め に 取 り 出 し た 。 分 子 量 マ ー カ ー を 左 側 に 示 す 。 レ ー ン １ 、 Ｐ Ｂ
Ｓ 対 照 ； レ ー ン ２ 、 ０ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 の Ｃ Ｏ Ｈ １ ； レ ー ン ３ 、 ２ ４ 時 間 イ ン キ
ュ ベ ー シ ョ ン 後 の Ｃ Ｏ Ｈ １ 。 分 子 量 マ ー カ ー の 移 動 （ ｋ Ｄ ａ ） を 左 側 に 示 す 。
【 図 ８ 】 フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 分 解 検 定 を 示 す 。 Ｇ Ｂ Ｓ 株 Ｃ Ｏ Ｈ １ （ ｗ ｔ ） お よ び Ｔ Ｏ Ｈ １ ２
１ （ ｃ ｓ ｐ Ａ － ） を Ｔ Ｈ Ｂ 中 で 定 常 期 ま で 増 殖 さ せ た 。 細 胞 を 等 容 積 の Ｐ Ｂ Ｓ 中 で １ 回 洗
浄 し 、 ２ ０ 倍 に 濃 縮 し た 。 次 に フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン を 添 加 し て 、 濃 度 を ０ ． ６ １ ｕ ｇ ／ ｍ ｌ
と し た 。 懸 濁 液 を ３ ７ ℃ で 一 晩 （ １ ６ 時 間 ） 徐 々 に 回 転 し な が ら イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 遠 心
分 離 に よ り 細 菌 を 除 去 し 、 ３ μ ｇ の 総 フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン を 含 有 す る 上 清 を 、 以 下 の よ う に
Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ に よ り 分 析 し た ： レ ー ン １ 、 ０ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 の Ｃ Ｏ Ｈ １ ；
レ ー ン ２ 、 ０ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 の Ｔ Ｏ Ｈ １ ２ １ ； レ ー ン ３ 、 １ ６ 時 間 イ ン キ ュ ベ
ー シ ョ ン 後 の Ｃ Ｏ Ｈ １ ； レ ー ン ４ 、 １ ６ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 の Ｔ Ｏ Ｈ １ ２ １ 。 図 の
左 側 の 矢 印 は 、 Ｃ ｓ ｐ Ａ に よ り タ ン パ ク 質 分 解 さ れ る フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン の α フ ラ グ メ ン ト
の 小 種 の 移 動 位 置 を 意 味 す る 。 分 子 量 マ ー カ ー の 移 動 （ ｋ Ｄ ａ ） を 右 側 に 示 す 。
【 図 ９ 】 Ｐ Ｍ Ｎ に よ る Ｇ Ｂ Ｓ 株 の オ プ ソ ニ ン 食 作 用 を 示 す 。 Ｇ Ｂ Ｓ 株 Ｃ Ｏ Ｈ １ 、 Ｔ Ｏ Ｈ １
２ １ お よ び 非 被 包 性 変 異 体 Ｃ Ｏ Ｈ １ － １ ３ を 、 Ｐ Ｍ Ｎ に よ る オ プ ソ ニ ン 食 作 用 に 対 す る 耐
性 に 関 し て 比 較 し た 。 細 菌 （ １ × １ ０ ６ ） お よ び ヒ ト Ｐ Ｍ Ｎ （ ３ × １ ０ ６ ） を 、 補 体 供 給
源 （ Ｇ Ｂ Ｓ 　 Ａ ｂ を 除 去 す る た め に Ｃ Ｏ Ｈ １ で 予 備 吸 収 さ せ た ） と し て の １ ０ ％ ヒ ト 血 清
中 で ３ ７ ℃ で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 増 殖 指 数 を 、 出 力 コ ロ ニ ー 形 成 単 位 （ Ｃ Ｆ Ｕ ）
／ ｍ ｌ を 入 力 Ｃ Ｆ Ｕ ／ ｍ ｌ で 割 っ て 算 定 し た 。 ４ つ の う ち の 代 表 的 実 験 １ つ を 示 す 。 対 照
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を 試 験 株 Ｔ Ｏ Ｈ １ ２ １ に 対 し て 、 熱 不 活 性 血 清 （ 「 Ｈ Ｉ Ｓ 」 ） を 用 い 、 Ｐ Ｍ Ｎ な し （ 「 －
Ｐ Ｍ Ｎ 」 ） で 実 施 し た 。
【 図 １ ０ 】 Ｃ ｓ ｐ Ａ の ド メ イ ン の 残 基 数 と 番 号 で あ る 。
【 図 １ １ 】 Ｃ ｓ ｐ Ａ プ ロ テ ア ー ゼ 中 の 予 測 さ れ る ド メ イ ン の 模 式 図 で あ る 。 Ｐ Ｐ ＝ プ レ －
プ ロ ド メ イ ン ； Ｐ Ｒ ＝ プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン ； Ｉ ＝ 挿 入 ド メ イ ン ； Ａ ＝ Ａ － ド メ イ ン ； Ｈ
＝ 螺 旋 ド メ イ ン ； Ｗ ＝ 細 胞 壁 ド メ イ ン ； Ａ Ｎ ＝ ア ン カ ー ド メ イ ン （ 黒 色 小 点 は Ｌ Ｐ Ｘ Ｔ Ｇ
モ チ ー フ を 示 す 、 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 １ ５ ３ ６ ～ １ ５ ４ ０ ） 。
【 配 列 表 】
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【 図 １ Ｃ 】

【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】

【 図 ５ 】
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【 図 ７ 】 【 図 ８ 】

【 図 ９ 】 【 図 １ ０ 】
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【 図 １ １ 】
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