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(57)【要約】
【課題】  Mycoplasma hyopneumoniae Mhp3遺伝子の核
酸及びそれによりコードされるタンパク質の提供。
【解決手段】  本発明は、Mycoplasma hyopneumoniaeに
よる感染により引き起こされる疾患の予防及び治療する
ためのワクチンにおいて使用されるmhp3によりコードさ
れる新規のアポプロテイン抗原に関する。さらに；本発
明は、上記抗原の組換えによる製造方法に関する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】  配列番号４の少なくとも30の連続したア
ミノ酸を含むアミノ酸配列を有するタンパク質であっ
て、アミノ酸配列Trp Asp Lys Gluがその後に続く脂肪
酸でアシル化されたシステインをもたず、かつ、Ｃ－末
端ホモセリン・ラクトンをもたない、前記タンパク質。
【請求項２】  配列番号４の少なくとも50の連続したア
ミノ酸を含むアミノ酸配列を有する、請求項１に記載の
タンパク質。
【請求項３】  配列番号４の少なくともアミノ酸1-30を
含むアミノ酸配列を有するタンパク質。
【請求項４】  配列番号４を含むアミノ酸配列を有す
る、請求項３に記載のタンパク質。
【請求項５】  単離されたタンパク質である、請求項
１，２，３又は４に記載のタンパク質。
【請求項６】  融合タンパク質である、請求項１に記載
のタンパク質。
【請求項７】  前記融合タンパク質がチオレドキシン
（thioredoxin)融合タンパク質である、請求項６に記載
のタンパク質。
【請求項８】  請求項１，２，３又は４に記載のタンパ
ク質、及び医薬として許容される担体を含む組成物。
【請求項９】  アジュバントをさらに含む、請求項８に
記載の組成物。
【請求項１０】  マイコプラズマ・ヒオニューモンエ
（Mycoplasma hyopneumoniae)P46, P65, P97、及びP102
から成る群から選ばれる少なくとも１のポリペプチドを
さらに含む、請求項８に記載の組成物。
【請求項１１】  その免疫原性タンパク質が、アミノ酸
配列Trp Asp Lys Glu がその後に続く脂肪酸でアシル化
されたシステインをもたず、かつ、Ｃ－末端ホモセリン
・ラクトンをもたない、配列番号２に記載のアミノ酸配
列を有する免疫原性タンパク質、又はその断片、変異体
又は誘導体。
【請求項１２】  その免疫原性タンパク質が、アミノ酸
配列Trp Asp Lys Glu がその後に続く脂肪酸でアシル化
されたシステインをもたず、かつ、Ｃ－末端ホモセリン
・ラクトンをもたない、配列番号４に記載のアミノ酸配
列を有する免疫原性タンパク質、又はその断片、変異体
又は誘導体。
【請求項１３】  マイコプラズマ・ヒオニューモニエに
よる感染により引き起こされる動物における病気又は失
調を治療又は予防する方法であって、マイコプラズマ・
ヒオニューモニエに特異的な細胞性又は体液性応答の上
昇を顕出するために十分な量で、（ｉ）配列番号４の少
なくとも30の連続したアミノ酸を含むアミノ酸配列を有
するタンパク質であって、アミノ酸配列Trp Asp Lys Gl
u がその後に続く脂肪酸でアシル化されたシステインを
もたないもの、及び（ii）医薬として許容される担体、
を含むワクチン製剤を上記動物に投与することを含む、
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前記方法。
【請求項１４】  前記タンパク質が、配列番号４の少な
くとも50の連続したアミノ酸を含むアミノ酸配列を有す
る、請求項13に記載の方法。
【請求項１５】  マイコプラズマ・ヒオニューモニエに
よる感染により引き起こされる動物における病気又は失
調を治療又は予防する方法であって、マイコプラズマ・
ヒオニューモニエに特異的な細胞性又は体液性応答の上
昇を顕出するために十分な量で、（ｉ）配列番号４の少
なくともアミノ酸1-30を含むアミノ酸配列を有する抗原
性又は免疫原性タンパク質、及び（ii）医薬として許容
される担体を含むワクチン製剤を、上記動物に投与する
ことを含む、前記方法。
【請求項１６】  前記タンパク質が、配列番号４を含む
アミノ酸配列を有する、請求項15に記載の方法。
【請求項１７】  前記動物がブタである、請求項13，1
4，15又は16に記載の方法。
【請求項１８】  配列番号２の少なくとも30の連続した
アミノ酸を含むアミノ酸配列を有するタンパク質を、マ
イコプラズマ遺伝子コード内にコードする単離又は精製
DNA 又はその相補物。
【請求項１９】  前記タンパク質が、配列番号２の少な
くとも50の連続したアミノ酸を含む配列を有する、請求
項18に記載のDNA 。
【請求項２０】  前記DNA が、配列番号１の少なくとも
90の連続したヌクレオチドを含む配列を有する、請求項
18に記載のDNA 。
【請求項２１】  配列番号４の少なくとも30の連続した
アミノ酸を含むアミノ酸配列を有するタンパク質をユニ
バーサル遺伝子コード内にコードするDNA 又はその相補
物。
【請求項２２】  前記タンパク質が、配列番号４の少な
くとも50の連続したアミノ酸を含む配列を有する、請求
項21に記載のDNA 。
【請求項２３】  前記DNA が、配列番号３の少なくとも
90の連続したヌクレオチドを有する、請求項21に記載の
DNA 。
【請求項２４】  異種プロモーターに作用可能な状態で
連結された、請求項22に記載のDNA 。
【請求項２５】  原核細胞内で活性な複製起点をさらに
含む、請求項24に記載のDNA。
【請求項２６】  真核細胞内で活性な複製起点をさらに
含む、請求項24に記載のDNA 。
【請求項２７】  請求項24に記載の単離DNA を含む宿主
細胞。
【請求項２８】  前記細胞が大腸菌（E.coli）BL21であ
り、そして前記DNAが、発現ベクターpBAD/Thio-TOPOで
ある、請求項27に記載の宿主細胞。
【請求項２９】  apo-Mhp3又はその断片の製造方法であ
って、apo-Mhp3が発現される条件下で請求項27に記載の
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細胞を培養し、そして（ii）上記タンパク質を回収す
る、を含む、前記方法。
【請求項３０】  前記タンパク質が、可溶性形態で回収
される、請求項29に記載の方法。
【請求項３１】  前記タンパク質が、不溶性の形態で回
収される、請求項29に記載の方法。
【請求項３２】  マイコプラズマ・ヒオニューモニエに
よる感染により引き起こされる動物における病気又は失
調を治療又は予防する方法であって、マイコプラズマ・
ヒオニューモニエに特異的な細胞性又は体液性応答の上
昇を顕出させるために十分な量で、（ｉ）請求項20に記
載のDNA 、及び（ii）医薬として許容される担体を含む
ワクチン製剤を、上記動物に投与することを含む、前記
方法。
【請求項３３】  前記動物がブタである、請求項32に記
載の方法。
【請求項３４】  配列番号２の少なくとも５の連続した
アミノ酸の配列を有するタンパク質をマイコプラズマ遺
伝子コード内にコードするDNA 又はその相補物に、PCR 
のためのストリージェント条件下で、ハイブリダイズす
る、15-40 ヌクレオチドの断片を含む単離DNA 。
【請求項３５】  前記ハイブリダイゼーションが、M. h
yopneumoniaeに特異的である、請求項34に記載の単離DN
A 。
【請求項３６】  配列番号２の少なくとも30の連続した
アミノ酸の配列を有するタンパク質を、マイコプラズマ
遺伝子コード内にコードするDNA 又はその相補物に、フ
ィルター・ハイブリダイゼーションのための高ストリン
ジェンシー条件下で、ハイブリダイズする、少なくとも
90ヌクレオチドの断片を含む単離DNA。
【請求項３７】  配列番号２の少なくとも５の連続した
アミノ酸の配列を有するタンパク質を、マイコプラズマ
遺伝子コード内にコードするDNA に、PCR のためのスト
リンジェント条件下でハイブリダイズする、少なくとも
15ヌクレオチドの断片を含む第１の単離DNA 、並びに配
列番号２の少なくとも５の連続したアミノ酸の配列を有
するタンパク質をマイコプラズマ遺伝子コード内に、コ
ードするDNA に相補的なDNA に、PCR のためのストリン
ジェント条件下でハイブリダイズする、少なくとも15ヌ
クレオチドの断片を含む第２の単離DNA を、少なくとも
１の容器内に含むキットであって、上記キットがM. hyo
pneumoniae感染の診断に有用であることを示す宣言文を
含む、前記キット。
【請求項３８】  前記ハイブリダイゼーションがM. hyo
pneumoniaeに特異的である、請求項37に記載のキット。
【請求項３９】  前記ハイブリダイゼーションがM. hyo
pneumoniaeに特異的であり、かつ、前記キットが、M. h
yopneumoniae感染の診断に有用であることを示す宣言文
を含む、請求項34に記載の単離DNA を、少なくとも１の
容器内に含むキット。
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【請求項４０】  配列番号４の少なくとも30の連続した
アミノ酸を含むアミノ酸配列を有するタンパク質、及び
前記キットがM. hyopneumoniae感染の診断に有用である
ことを示す宣言文を、少なくとも１の容器内に含むキッ
ト。
【請求項４１】  抗－ブタ第２抗体をさらに含む、請求
項40に記載のキット。
【請求項４２】  前記第２抗体が、比色計測反応を触媒
する酵素にコンジュゲートされる、請求項41に記載のキ
ット。
【請求項４３】  前記酵素が、アルカリ・ホスファター
ゼと西洋ワサビ・ペルオキシダーゼから成る群から選ば
れる、請求項42に記載のキット。
【請求項４４】  比色計測アッセイのための試薬をさら
に含む、請求項42に記載のキット。
【発明の詳細な説明】
【０００１】［技術分野］mhp3は、マイコプラズマ属の
マイコプラズマ・ヒオニューモニエ（Mycoplasmahyopne
umoniae）のタンパク質をコードする。本発明は、mhp3
のヌクレオチドおよびタンパク質に関する。本発明はさ
らに、マイコプラズマ属のMycoplasma hyopneumoniaeに
よる感染によって引き起こされる疾患を防止し、治療す
るためにワクチンに用いるためのmhp3によりコードされ
る新規のアポタンパク質抗原に、そしてこのような抗原
の組換え的産生のための方法に関する。
【０００２】［発明の背景］マイコプラズマ属のMycopl
asma hyopneumoniae（M. hyopneumoniae）は、ブタの動
物地方病マイコプラズマ肺炎を引き起こす細菌病原であ
る。動物地方病マイコプラズマ肺炎は、貧飼料要求率、
発育停止、ならびに二次肺感染に対する素因を生じる慢
性疾患である。M. hyopneumoniaeは、気道を通って、そ
して雌ブタ－子ブタ伝播により容易に伝播され、養豚場
で大いに流行する。米国のブタ群の約99％が感染し、19
91年の概算によれば年間約3億ドルをブタ産業は失って
いる。
【０００３】M. hyopneumoniaeを検出するための簡単な
検査はなく、感染に対する有効な手段もない。M. hyopn
eumoniaeの検出のための検査は、M. hyopneumoniaeに対
して向けられる抗体の他のブタマイコプラズマ種との交
差反応性により妨害されてきた。ワクチン分野はほとん
どの部分に関して、M. hyopneumoniaeの補助膜または全
細胞調製物によっており、これらは有意の免疫応答を引
き出していない。さらに、M. hyopneumoniaeのクローニ
ングおよび組換え発現は、ワクチン中の商業的使用のた
めの十分に防御的であるタンパク質の生成に失敗してい
る。
【０００４】適切なワクチンがないために、動物地方病
マイコプラズマ肺炎は、感染動物の早期検出および隔離
によって大いに阻止されてきた。抗生物質によるM. hyo
pneumoniae感染動物の治療は、感染経路の縮小にかなっ
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ており、限定的成功を収めている。したがって、感染の
防止または治癒によるこの疾患の蔓延防止手段を見出す
ことは大いに必要である。防止のための一アプローチ
は、免疫感作である。したがって、ワクチン処方物中に
用いるためにin vitroで多量の抗原性M. hyopneumoniae
タンパク質またはペプチドを産生する能力は、予防的ワ
クチンの開発を大きく前進させる。
【０００５】国際特許出願WO96/28472は、分子量46～4
8、52～54、60～64、72～75、90～94および110～114キ
ロダルトンのM. hyopneumoniaeの６つのタンパク質抗原
種を同定し、52～54、60～64および72～75キロダルトン
抗原の部分タンパク質配列、ならびに46～48キロダルト
ン抗原の全長ヌクレオチドおよびアミノ酸配列を開示す
る。本明細書中で以後P46 と呼ばれる46～48キロダルト
ン抗原は、部分ペプチド配列についてのFauldsおよびLe
eの開示に基づいて確定した場合、米国特許第5,252,328
号（Faulds）の44キロダルトン抗原およびLee（Lee et 
al., 1996, J. Chromatogr. A. 737:273-279）に記載さ
れた48キロダルトン抗原に対応する。P46をコードする
遺伝子、即ちp46は、Futo等（1995; J. Bacteriol. 17
7:1915-1917）によりクローン化された。後に、同一グ
ループは、in vitro発現遺伝子生成物が、他のマイコプ
ラズマ種との交差反応性を伴わないM. hyopneumoniae感
染の抗体応答を診断するのに有用であることを示した
（Futo et al., 1995, J. Clin.Microbiol. 33:680-68
3）。Futo等が記載したp46遺伝子の配列および診断的使
用は、欧州特許公告0 475 185A1にも開示されている。
【０００６】WO96/28472の60～64キロダルトン抗原の部
分ペプチド配列は、P102と呼ばれるタンパク質と有意の
相同性を有する（下記参照）。さらに、本抗原は、Faul
ds（米国特許第5,252,328号）が開示した64キロダルト
ン抗原と有意の相同性を有する。WO96/28472の72～75キ
ロダルトン抗原は、WiseとKim（1987, J. Bacteeiol, 1
69:5546-5555および米国特許第5,788,962号）が開示し
た65キロダルトンタンパク質に対応し、本明細書中では
以後P65と呼ばれる。
【０００７】本明細書中で以後Mhp3と呼ばれる52～54キ
ロダルトン抗原は、 WiseとKim（1987, J. Bacteeiol, 
169:5546-5555）が記載した50キロダルトン内在性膜タ
ンパク質および／またはFaulds（米国特許第5,252,328
号）が開示した52キロダルトンタンパク質種に対応し得
る。52～54キロダルトン抗原は、本明細書中では以後MH
P3と呼ばれる。WO96/28472は、成熟タンパク質の、そし
て内部臭化シアン断片のアミノ末端の配列を開示する。
【０００８】WO96/28472の90～94キロダルトン抗原は、
以下に記載されるHsu等が開示した付着因子p97に対応し
得る。WO96/28472はさらに、60～64キロダルトン抗原、
P46またはP65とMhp3の組合せを用いたワクチン試験の結
果を開示する。予防接種は、M. hyopneumoniae感染から
の有意の防御を引き出した。
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【０００９】科学文献および特許文献中には、M. hyopn
eumoniaeの外膜タンパク質に関する多数の報告がある。
例えば、WiseとKim（1987, J. Bacteeiol, 169:5546-55
55）は、p70,p65（P65、同上）、p50およびp44と命名さ
れたM. hyopneumoniaeには４つの内在性膜タンパク質種
が存在し、そして後者３つは共有脂質結合により修飾さ
れて、強力な体液性免疫応答を誘導するということを報
告する。免疫応答の防御作用は、検査されなかった。P6
5タンパク質をコードする遺伝子がクローン化され、そ
の配列、ならびに、例えばワクチンおよび診断における
それらの使用は米国特許第5,788,962号に記載されてい
る。
【００１０】国際特許公告WO91/15593は、105、90、8
5、70および43キロダルトンという見掛けの分子量のM. 
hyopneumoniaeの５つのタンパク質を開示する。85キロ
ダルトンタンパク質（タンパク質Ｃ）をコードする遺伝
子の全長配列が、他の４つのタンパク質をコードする部
分ヌクレオチド配列と同様に提供された。タンパク質Ｃ
を用いたワクチン試験は、被験動物にM. hyopneumoniae
に対する「有意の」防御をもたらした。
【００１１】米国特許第5,252,328号（Faulds）は、免
疫反応性M. hyopneumoniaeタンパク質のアミノ末端配
列、36、41、44、48、64、68、74.5、79、88.5、96およ
び121キロダルトンである分子量を開示する。電気泳動
移動度に基づいて同定されたが、しかしタンパク質配列
が開示されなかった他のタンパク質は、22.5、34および
52キロダルトンという見掛けの分子量を有した。米国特
許第5,252,328号はワクチン処方物におけるこれらのタ
ンパク質の使用を提案する一方で、ワクチン試験の結果
は報告していない。
【００１２】国際特許公告WO95/09870は、宿主の上気道
上皮の繊毛への付着に関与するマイコプラズマ内在性膜
タンパク質であるM. hyopneumoniae付着因子の精製のた
めの生化学的方法を開示する。WO95/09870は、例えばワ
クチンおよび診断におけるこれらのタンパク質の検定お
よび使用も提案する。しかしながら、付着因子遺伝子の
クローニングは、p97と呼ばれる遺伝子がクローニング
され、本明細書中で以後「P97」と呼ばれるその生成物
がM. hyopneumoniae感染ブタの気道内の繊毛細胞と結合
する生物体の能力にある役割を演じることが示されるま
で、報告されなかった（Hsu et al., 1997, J. Bacteri
ol. 179:1317-1323）。King等（1997; Vaccine 15:25-3
5）による研究論文は、P97の変異株である124キロダル
トン付着因子Mhp1を開示した。しかしながら、GST-Mhp1
融合タンパク質を用いてM. hyopneumoniaeに対してブタ
に予防接種する試みは、動物地方病マイコプラズマ肺炎
に対する統計学的に有意の防御を生じなかった。P97の9
4キロダルトン変異体は、Wilton等（1998, Microbiolog
y 144:1931-1943）により同定された。さらに、p97遺伝
子は、約102キロダルトンの予測分子量を有するP102と
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7
呼ばれる二次タンパク質もコードするオペロンの一部で
あることが示された（Hsu et al., Gene 214:13-23）。
MinionとHsuは、国際特許公告WO99/26664でワクチン中
のP102の使用を示唆しているが、しかしワクチン試験は
報告していない。
【００１３】［発明の要約］本発明は、M. hyopneumoni
ae mhp3遺伝子のヌクレオチドおよびタンパク質を包含
する。本発明は、M. hyopneumoniaeによる感染によって
引き起こされる疾患を防止および治療するためにワクチ
ン中に用いるためのmhp3遺伝子によりコードされる新規
のアポタンパク質抗原も包含する。アポ－Mhp3の組換え
産生のための方法も提供される。
【００１４】本発明は、配列番号２で記述されるような
アミノ酸配列を包含するポリペプチド、または少なくと
も10、少なくとも20、少なくとも30、少なくとも40、少
なくとも50または少なくとも100の連続アミノ酸から成
るそのあらゆる断片、ならびに製薬上許容可能な担体を
含有するワクチン処方物を提供する。ある実施態様で
は、ワクチンはさらに、少なくとも１つのその他の免疫
原性または抗原性ポリペプチドを含有するが、この場
合、その他のポリペプチドはウイルス、細菌または寄生
生物起源であり得る。好ましい実施態様では、ワクチン
はさらに、M. hyopneumoniae P46、P65、P97およびP102
から成る群から選択される少なくとも１つのポリペプチ
ド、ならびにその断片、変異体および誘導体を含有す
る。
【００１５】本発明は、配列番号４に対応するアミノ酸
配列を包含する抗原性または免疫原性ポリペプチド、あ
るいはそのあらゆる誘導体、変異体または断片を含有す
るワクチン処方物を提供する。好ましい実施態様では、
抗原性または免疫原性ポリペプチドは、好ましくは発現
ベクターpBAD/Thio-TOPO中でクローニングすることによ
りチオレドキシン融合タンパク質として発現され、そし
て大腸菌BL21菌株により産生される。非常に好ましい実
施態様では、ワクチンはさらに、M. hyopneumoniae P4
6、P65、P97およびP102から成る群から選択される少な
くとも１つのポリペプチド、ならびにその断片、変異体
および誘導体を含有する。
【００１６】本発明は、M. hyopneumoniaeによる感染に
よって引き起こされる動物における疾患または障害を治
療または防止する方法であって、M. hyopneumoniae特異
的細胞性または体液性応答の増大を引き出すのに十分な
量で、配列番号２に対応するアミノ酸配列を包含する抗
原性または免疫原性ポリペプチド、またはそのあらゆる
アポ誘導体、変異体または断片、ならびに製薬上許容可
能な担体を含有するワクチン処方物を被験者に投与する
ことを包含する方法を提供する。好ましい実施態様で
は、アミノ酸配列は配列番号４で記述されるようなもの
である。別の好ましい実施態様では、動物はブタであ
る。
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【００１７】本発明はさらに、M. hyopneumoniaeの検出
のためのきっとを提供する。一実施態様では、キット
は、M. hyopneumoniae Mhp3タンパク質に対する循環抗
体の検出のための試薬を提供する。別の実施態様では、
キットは、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）による、ま
たはハイブリダイゼーション法によるM. hyopneumoniae
の検出のための試薬を提供する。
【００１８】［略語および定義］種名の前の略字M.は、
マイコプラズマ属を示す。「組換え型mhp3」という用語
は、普遍的遺伝子コードでのMhp3抗原をコードする核酸
を指す。「M. hyopneumoniae mhp3」とは、M. hyopneum
oniae遺伝子コードでのMhp3をコードする核酸を指す。
M. hyopneumoniaeにおいては、コドンＴＧＡは翻訳停止
コドンというよりむしろトリプトファン残基を示す。し
たがって、組換え型mhp3遺伝子は、ＴＧＡコドンの変わ
りにＴＧＧコドンを有することによりM. hyopneumoniae
 mhp3と異なる。
【００１９】「Mhp3」という用語は、mhp3遺伝子により
コードされるタンパク質を指す。アポタンパク質という
用語は、例えば、脂質部分の受容体賭して機能するアミ
ノ酸の欠失または突然変異により前記の脂質部分を欠い
ているタンパク質を示す。「ＯＲＦ」という用語は、
「開放読取り枠」、即ち遺伝子のコード領域を示す。
【００２０】核酸およびポリペプチドに関する「配列同
一性のパーセンテージ」は、比較ウインドウ全体の２つ
の最適整列配列を比較することにより確定されるが、こ
の場合、最適アラインメントは最高序列相手を提供し、
被験配列または参照配列への付加または欠失を導入し得
る。同一性パーセンテージは、所定位置の被験および参
照配列で同一であるアミノ酸のパーセンテージを算出す
ることにより確定される。最適配列アラインメントおよ
び同一性パーセンテージは、筆算で、または好ましくは
コンピューター算法、例えばTBLASTN、BLASTP、FASTA、
TFASTA、GAP、BESTFITおよびCLUSTALWにより確定され得
るが、これらに限定されない（Altschulet al., 1990, 
J. Mol. Biol. 215（3）:403-10; Pearson and Lipman,
 1988,Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85（8）:2444-8; T
hompson, et al., 1994, Nucleic Acids Res. 22（2
2）:4673-80; Devereux et al., 1984, Nuc. Acids. Re
s.12:387-395; Higgins, et al., 1996, Methods Enzym
ol 266:383-402）。
【００２１】好ましくは、デフォルトパラメーターで設
定されたＮＣＢＩBlast Server（http://www.ncbi.nlm.
nih.gov）を用いて、配列同一性のパーセンテージを確
定する。異種という用語は、プロモーターを説明するた
めに本明細書中で用いる場合には、プロモーターが、そ
れが制御する発現の開放読取り枠に対してネイティブで
ないことを示す。
【００２２】「単離タンパク質」という用語は、単離タ
ンパク質が少なくとも50重量％を構成するタンパク質の
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9
組成物を示す。さらに好ましくは、組成物は約95％、最
も好ましくは99重量％の単離タンパク質を包含する。
「可溶性形態で回収される」という用語は、タンパク質
またはポリペプチドが前記のタンパク質またはポリペプ
チドを発現する細胞の細胞質から取り戻されることを示
す。
【００２３】「不溶性形態で回収される」という用語
は、タンパク質またはポリペプチドが前記のタンパク質
またはポリペプチドを発現する細胞中に存在する封入体
から取り戻されることを示す。「機能的に等価」とは、
本明細書中で用いる場合、Mhp3に特異的な抗体により認
識され得るタンパク質、即ち内在性Mhp3タンパク質と実
質的に同様の免疫学的応答を引き出し得るタンパク質を
指す。したがって、機能的に等価のタンパク質に対して
生じる抗体も、Mhp3を認識する。
【００２４】「免疫原性」という用語は、特にタンパク
質またはポリペプチドに対して向けられる免疫応答を引
き出すタンパク質またはポリペプチドの能力を示す。
「抗原性」という用語は、抗体により免疫特異的にタン
パク質またはポリペプチドに結合されるタンパク質また
はポリペプチドの能力を指す。「防御」または「防御す
る」とは、ワクチンに関して本明細書中で用いる場合に
は、ワクチン中に用いられる抗原（単数または複数）が
由来する生物体により引き起こされる疾患の症状をワク
チンが防止または低減することを意味する。
【００２５】「抗体」という用語は、本明細書中で用い
る場合、抗原と結合し得るイムノグロブリン分子を指
す。抗体は、ポリクローナル混合物またはモノクローナ
ルであり得る。抗体は、天然供給源から、または組換え
供給源から得られる無傷イムノグロブリンであり得る
し、無傷イムノグロブリンの免疫反応性部分であり得
る。抗体は、種々の形態で、例えばFv、Fab’、F（a
b'）

2
で、ならびに一本鎖で存在し得る。重鎖および軽

鎖に関する遺伝子が単一コード配列に併合される一本鎖
抗体も、用いられ得る。
【００２６】「有効量」という用語は、それが投与され
る被験者における免疫応答を引き出すのに十分なmhp3ヌ
クレオチドまたはMhp3ポリペプチドの量を指す。免疫応
答は、細胞性および／または体液性免疫の誘導を包含し
得るが、これらに限定されない。「M. hyopneumoniae感
染を治療または防止する」とは、M. hyopneumoniae細菌
の複製を阻害し、M. hyopneumoniae伝播を阻害し、また
はM. hyopneumoniaeがその宿主中にそれ自体を確立する
のを阻止し、そしてM. hyopneumoniae感染により引き起
こされる疾患の症状を軽減することを意味する。処置
は、細菌負荷の低減、肺感染の低減および／または食物
摂取および／または増殖の増大が認められる場合には、
療法的であると考えられる。
【００２７】「医薬として許容できる担体」とは、活性
成分の生物学的活性の有効性を妨げない、化学的不活性
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な、そしてそれが投与される被験者に対して有毒でない
担体媒質を指す。「治療薬」という用語は、細菌感染ま
たはそれにより引き起こされる疾患の治療に手を貸すあ
らゆる分子、化合物または治療物質、好ましくは抗菌剤
を指す。
【００２８】［発明の詳しい説明］本明細書中に記載し
たように、本発明人は、タンパク質と共有結合する脂質
鎖によってM. hyopneumoniaeの形質膜に結合されると考
えられるMhp3をコードするM. hyopneumoniae遺伝子を発
見し、特性化した。本発明は、信号鎖および脂質修飾に
必要な信号を欠くMhp3タンパク質を発現し、したがって
M. hyopneumoniaeによる感染によって引き起こされる疾
患に対するワクチンにそしてそれの治療に用いるための
Mhp3の有効且つ高収率発現を可能にする組換え手段を提
供する。
【００２９】したがって、本発明は、M. hyopneumoniae
 mhp3によりコードされるタンパク質およびそのヌクレ
オチド配列を包含する。本発明はさらに、真正細菌およ
び真核性宿主、例えばそれぞれ大腸菌およびバキュウロ
ウイルスにおけるこのようなタンパク質の発現に適した
普遍的遺伝子コードでこのようなタンパク質をコードす
る核酸を包含する。
【００３０】本発明はさらに、配列番号４の少なくとも
10、少なくとも20、少なくとも30、少なくとも40、少な
くとも50または少なくとも100の連続アミノ酸から成る
配列を有するタンパク質、ならびに普遍的遺伝子コード
でこのようなタンパク質をコードする核酸を包含する。
本発明はさらに、本発明のタンパク質および／または抗
体を用いたM. hyopneumoniaeにより引き起こされる疾患
の治療のための方法を包含する。
【００３１】本発明はさらに、Mhp3タンパク質を含有す
るワクチン処方物を包含する。ある実施態様では、ワク
チン処方物は、P46、P65、P97およびP102から成る群か
ら選択される単離タンパク質、ならびにその断片、変異
体および誘導体を含有する。開示を分かり易くするため
に、本発明の詳細な説明を以下のいくつかの項に分形質
転換、本発明の特徴、実施態様または用途を記載または
説明するが、本発明はこれらに限定されない。
【００３２】mhp3のヌクレオチド配列
本発明は、mhp3遺伝子のヌクレオチド配列を包含する。
それらの例には、他のM. hyopneumoniae種に見出され得
るのと同様のMhp3の種変異体をコードするヌクレオチド
配列が含まれる。本発明の好ましい実施態様は、脂肪酸
鎖の共有的負荷によっては修飾されず、したがって膜局
在化されないアミノ切頭化形態のMhp3タンパク質をコー
ドするヌクレオチド配列を包含する。本発明の好ましい
実施態様の一様式では、Mhp3のアミノ末端に対応するmh
p3の５’欠失は、Mhp3のアミノ酸2～29をコードするヌ
クレオチド配列を包含する。本実施態様の他の様式で
は、mhp3の５’欠失は最初の30、31～32または33～40ア
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ミノ酸に対応する。
【００３３】本発明は、マイコプラズマ遺伝子コードに
おいて、配列番号２の少なくとも10、少なくとも20、少
なくとも30、少なくとも40、少なくとも50または少なく
とも100の連続アミノ酸を包含するアミノ酸配列を有す
るタンパク質をコードする単離または精製ＤＮＡ、また
はその相補体を提供する。本発明は、配列番号１の少な
くとも90連続ヌクレオチドを包含する配列を有するＤＮ
Ａ、またはその相補体も提供する。
【００３４】本発明はさらに、配列番号４の少なくとも
10、少なくとも20、少なくとも30、少なくとも40、少な
くとも50または少なくとも100の連続アミノ酸を包含す
るアミノ酸配列を有するタンパク質を、普遍的遺伝子コ
ードでコードするＤＮＡ、またはその相補体を提供す
る。本発明はさらに、配列番号３の配列を有するＤＮＡ
を提供する。
【００３５】本発明はさらに、15～40ヌクレオチドの断
片を包含する単離ＤＮＡを提供するが、この断片は、Ｐ
ＣＲのための緊縮条件（下記と同様）下で、配列番号２
の少なくとも５連続アミノ酸の配列を有するタンパク質
を、マイコプラズマ遺伝子コードでコードするＤＮＡま
たはその相補体とハイブリダイズする。好ましい実施態
様では、ハイブリダイゼーションはM. hyopneumoniaeに
特異的である。本明細書中で用いる場合、「M. hyopneu
moniaeに特異的なハイブリダイゼーション」とは、M. h
yopneumoniaeゲノムとの、しかし関連するマイコプラズ
マ種、例えばM.hyorhinis、M. flocculare、M. mycoide
sなどからのゲノムとではない選択的ハイブリダイゼー
ションを示す。
【００３６】本発明はさらに、少なくとも90ヌクレオチ
ドの断片を包含する単離ＤＮＡを提供するが、この断片
は、フィルターハイブリダイゼーションのための緊縮条
件（下記と同様）下で、配列番号２の少なくとも30連続
アミノ酸の配列を有するタンパク質を、マイコプラズマ
遺伝子コードでコードするＤＮＡまたはその相補体とハ
イブリダイズする。
【００３７】特定の実施態様では、mhp3核酸（例えば、
配列番号１、配列番号３または配列番号５で記述される
ような配列を有する）と、またはその相補体と、または
mhp3誘導体または類似体をコードする核酸と、またはそ
の相補体と、低緊縮条件下で、ハイブリダイズ可能であ
る核酸が提供される。例として、90ヌクレオチドに及ぶ
ハイブリダイゼーションの領域のための低緊縮の条件を
用いる手法を以下に示す（Shilo and Weinberg, 1981, 
Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 78, 6789-6792も参
照）。ＤＮＡを含有するフィルターを、35％ホルムアミ
ド、5XＳＳＣ、50mMトリスＨＣｌ（ｐＨ7.5）、5 mMＥ
ＤＴＡ、0.1％ＰＶＰ、0.1％フィコール、1％ＢＳＡお
よび500μg/ml変性サケ精子ＤＮＡを含有する溶液中で4
0℃で6時間、前処理する。以下の変更を加えた同一溶液
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中で、ハイブリダイゼーションを実行する：0.02％ＰＶ
Ｐ、0.02％フィコール、0.2％ＢＳＡ、100μg/mlサケ精
子ＤＮＡ、10％（wt/vol）硫酸デキストランおよび5～2
0X106 cpm32Ｐ－標識化プローブを用いる。フィルター
を、ハイブリダイゼーション混合物中で40℃で18～20時
間インキュベートし、次に、2 XＳＳＣ、25 mMトリス－
ＨＣｌ（ｐＨ7.4）、5 mMＥＤＴＡおよび0.1％ＳＤＳを
含有する溶液中で55℃で1.5時間洗浄する。洗浄溶液を
新鮮な溶液と取り換えて、60℃でさらに1.5時間インキ
ュベートする。フィルターを吸取り乾燥して、オートラ
ジオグラフィー処理に曝露する。必要な場合には、フィ
ルターを65～68℃で1/3時間洗浄して、フィルムに再曝
露する。用い得る低緊縮のその他の条件は、当業界で周
知である（例えば、雑種ハイブリダイゼーションに用い
られる）。
【００３８】別の特定の実施態様では、高緊縮条件下
で、mhp3核酸またはその相補体とハイブリダイズ可能な
核酸が提供される。例として、90ヌクレオチドに及ぶハ
イブリダイゼーションの領域のための高緊縮の条件を用
いる手法を以下に示す。ＤＮＡを含有するフィルターの
予備ハイブリダイゼーションを、6XＳＳＣ、50 mMトリ
スＨＣｌ（ｐＨ7.5）、1 mMＥＤＴＡ、0.02％ＰＶＰ、
0.02％フィコール、0.02％ＢＳＡおよび500μg/ml変性
サケ精子ＤＮＡから成る緩衝液中で、65℃で8時間～一
夜、実行する。100μg/ml変性サケ精子ＤＮＡおよび5～
20X106 cpm32Ｐ－標識化プローブを含有する予備ハイブ
リダイゼーション混合液中で、65℃で48時間、フィルタ
ーをハイブリダイズする。フィルターの洗浄は、2XＳＳ
Ｃ、0.01％ＰＶＰ、0.01％フィコールおよび0.01％ＢＳ
Ａを含有する溶液中で37℃で1時間実施する。この後
に、0.1XＳＳＣ中で50℃で45分間洗浄した後、オートラ
ジオグラフィー処理する。
【００３９】用い得るその他の高緊縮条件は、核酸の性
質（例えば、長さ、ＧＣ含量等）およびハイブリダイゼ
ーションの目的（検出、増幅等）によっており、当業界
で周知である。例えば、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣ
Ｒ）における約15～40塩基のオリゴヌクレオチドの相補
配列との緊縮ハイブリダイゼーションは、以下の条件下
で実行される：50 mMＫＣｌの塩濃度、10 mMトリス－Ｈ
Ｃｌの緩衝液濃度、1.5mMのＭｇ2+濃度、7～7.5のｐＨ
および55～60℃のアニーリング温度。
【００４０】別の特定の実施態様では、中等度緊縮条件
下で、mhp3核酸またはその相補体とハイブリダイズ可能
な核酸が提供される。このような緊縮のための適切な条
件の選択は、当業界で周知である（例えば、Sambrook e
t al., 1989, Molecular Cloning, A Laboratory Manua
l, 2d Ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press,Col
d Spring Harbor, New York参照；Ausubel et al., ed
s., in the Current Protocols in Molecular Biology 
series of laboratory technique manuals, (c)1987-19
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97, Current Protocols, (c)1994-1997 John Wiley and
 Sons, Inc.も参照）。
【００４１】mhp3コード化タンパク質の誘導体および類
似体をコードする核酸、ならびにmhp3アンチセンス核酸
が付加的に提供される。容易に明らかであるように、本
明細書中で用いる場合、「mhp3コード化タンパク質の断
片または一部をコードする核酸」は、説明済みのmhp3コ
ード化タンパク質の断片または一部だけをコードし、連
続配列としてのmhp3コード化タンパク質の他の連続部分
をコードしない核酸を参照しながら構築される。
【００４２】好ましい特定の実施態様では、ハイブリダ
イゼーション後、洗浄条件は以下の通りである。各膜
は、40 mMリン酸ナトリウム、ｐＨ7.2、5％ＳＤＳ、1 m
MＥＤＴＡ、0.5％ウシ血清アルブミン中で45℃で２回、
各30分間洗浄され、その後リン酸ナトリウム、ｐＨ7.
2、１％ＳＤＳ、1 mMＥＤＴＡ中で４回、各々30分間洗
浄されて、その後、各膜は、低、中または高緊縮ハイブ
リダイゼーション条件に関して以下に記載するように別
様に処理される。低緊縮ハイブリダイゼーションに関し
ては、膜はそれ以上洗浄されない。中緊縮ハイブリダイ
ゼーションに関しては、膜はさらに、40 mMリン酸ナト
リウム、ｐＨ7.2、1％ＳＤＳ、1 mMＥＤＴＡ中で55℃で
4回、各々30分間の洗浄を施される。高緊縮ハイブリダ
イゼーションに関しては、低緊縮に関する洗浄後、膜は
さらに、40 mMリン酸ナトリウム、ｐＨ7.2、1％ＳＤ
Ｓ、1 mMＥＤＴＡ中で55℃で4回、各々30分間の洗浄を
施された後、リン酸ナトリウム、ｐＨ7.2、1％ＳＤＳ、
1 mMＥＤＴＡ中で65℃で4回、各々30分間の洗浄を施さ
れる。
【００４３】mhp3コード化タンパク質およびポリペプチ
ド
本発明は、組換えMhp3タンパク質を提供する。一実施態
様では、タンパク質は、配列番号４の少なくとも10、少
なくとも20、少なくとも30、少なくとも40、少なくとも
50または少なくとも100の連続アミノ酸から成るアミノ
酸配列を有し、脂肪酸部分と共有結合しない。さらに別
の実施態様では、タンパク質は単離タンパク質である。
本発明は、このようなMhp3タンパク質を含有する組成物
も提供する。ある特定の実施態様では、組成物はMhp3タ
ンパク質および製薬上許容可能な担体、またはMhp3タン
パク質およびアジュバントを含有する。別の特定の実施
態様では、組成物は、M. hyopneumoniaeの少なくとも１
つのその他のタンパク質、例えばP64、P65、P97またはP
102を含有するが、これらに限定されない。その他の実
施態様では、組成物は、Mhp3タンパク質、ならびにM. h
yopneumoniaeポリペプチドでなく、好ましくはウイル
ス、細菌または寄生生物ポリペプチドである少なくとも
１つのその他の免疫原性または抗原性ポリペプチドを含
有する。このような組成物は、混合ワクチンとして有益
である。

14
【００４４】さらに、ワクチン調製に用いるための本発
明のMhp3タンパク質は、実質的に純粋であるかまたは均
質である。当業者に周知の方法、例えば標本のポリアク
リルアミドゲル電気泳動とその後の染色ゲル上での単一
ポリペプチドバンドの可視化を用いて、タンパク質純度
または均質性を確定し得る。ＨＰＬＣまたは当業界で周
知のその他の同様の方法を用いて、より高度の分解能が
確定され得る。
【００４５】本発明は、これらのタンパク質をコードす
る組換えヌクレオチド配列を発現する宿主細胞から典型
的には精製されるポリペプチドを包含する。このような
タンパク質精製は、当業界で周知の種々の方法により成
し遂げられ得る。一実施態様では、本発明のMhp3タンパ
ク質は、例えばチオレドキシンとの融合タンパク質とし
て発現される。その結果生じる組換え融合タンパク質
は、アフィニティークロマトグラフィーにより精製され
得る。その実施態様の一様式では、Mhp3タンパク質は異
種部分から切り離されて、実質的に純粋なMhp3タンパク
質標本を生じる。その他の方法も用い得る（例えば、"M
ethods in Enzymology", 1990, AcademicPress, Inc., 
San Diego, "Protein Purification: Principles and p
ractice",1982, Springer-Verlag, New Yorkに記載され
た技法を参照）。
【００４６】発現系
本発明は、mhp3タンパク質の切頭型および全長形態の療
法を発現するために用いられ得る発現系、即ち真核細胞
性および原核細胞性発現ベクターの両方を包含する。本
発明の好ましい実施態様では、核酸は配列番号３の配列
を有し、配列番号２の残基30-444を含有する配列番号４
のタンパク質をコードする。M. hyopneumoniaeのＴＧＡ
コドンは、ＴＧＧコドンに変えられている。
【００４７】種々の宿主発現ベクター計は、本発明の抗
原タンパク質配列を発現するために利用され得る。この
ような宿主発現系は、それにより当該コード配列が産生
され、その後精製されうるビヒクルを表すが、しかし適
切なヌクレオチドコード配列で形質転換またはトランス
フェクトされる場合に、in-situで本発明のmhp3遺伝子
生成物を示す細胞を表す。これらの例としては、微生
物、例えばmhp3コード配列を含有する組換えバクテリオ
ファージＤＮＡ、プラスミドＤＮＡまたはコスミドＤＮ
Ａ発現ベクターで形質転換された細菌（例えば、大腸
菌、枯草菌）；mhp3遺伝子生成物コード配列を含有する
組換え酵母菌発現ベクターで形質転換された酵母菌（例
えば、サッカロミセス属、ピチア属）；mhp3コード配列
を含有する組換えウイルス発現ベクター（例えばバキュ
ウロウイルス）に感染した昆虫細胞系；組換えウイルス
発現ベクター（例えばカリフラワーモザイクウイルス、
ＣａＭＶ、タバコモザイクウイルス、ＴＭＶ）に感染し
た、あるいはmhp3コード配列を含有する組換えプラスミ
ド発現ベクター（例えば、Ｔｉプラスミド）で形質転換
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された植物細胞系；あるいは哺乳類細胞のゲノム由来の
プロモーター（例えば、メタロチオネインプロモータ
ー）、または哺乳類ウイルス由来のプロモーター（例え
ば、アデノウイルス後期プロモーター；ワクシニアウイ
ルス7.5Kプロモーター）を含有する組換え発現構築物を
保有する哺乳類細胞系（例えば、ＣＯＳ、ＣＨＯ、ＢＨ
Ｋ、293，3T3）が挙げられるが、それらに限定されな
い。
【００４８】好ましい実施態様では、発現系は細菌系で
ある。多数の発現ベクターは、有益には、発現されてい
るmhp3生成物に関して意図される使用によって選択され
得る。例えば、多量のこのようなタンパク質が産生され
るものである場合、Mhp3の製剤組成物の精製のために、
またはMhp3に対する抗体を生じるためには、例えば、容
易に精製される高レベルの融合タンパク質生成物の発現
を指図するベクターが望ましい。好ましくは、ベクター
は、誘導可能な遺伝子発現を指図するプロモーターを含
有する。適切なベクターとしては、融合タンパク質が産
生されるように、lac Zコード領域を有する枠内でmhp3
コード配列が別々にベクターに結紮され得る大腸菌発現
ベクターpUR278（Ruther et al., 1983, EMBO J. 2:179
1）；pINベクター（Inouye & Inouye, 1985, Nucleic A
cids Res. 13:3101-3109; Van Heeke & Schuster, 198
9, J. Biol. Chem. 264:5503-5509）；mhp3コード配列
が枠内で多数の（例えば６つの）ヒスチジン残基と融合
され得るpETベクター（Studier and Mofatt, 1986, J. 
Mol. Biol. 189:113; Rosenberg et al., 1987, Gene5
6:125-135; ベクターはNovagen, Madison, Wisconsinか
ら入手可能である）；これを用いてMhp3がアラビノース
誘導性タンパク質の制御下で発現され得るpBADベクター
（Guzman et al., 1995, J. Bact. 177:4121-4130）が
挙げられるが、これらに限定されない。pGEXベクター
（Promega Corporation）も、グルタチオン－Ｓ－トラ
ンスフェラーゼ（ＧＳＴ）を用いて融合タンパク質とし
て外来ポリペプチドを発現するために用いられ得る。概
して、このような融合タンパク質は可溶性であり、そし
てグルタチオン－アガロースビーズへの吸着とその後の
遊離グルタチオンの存在下での溶離により溶解細胞から
容易に精製され得る。pGEXベクターは、クローン化標的
遺伝子生成物がＧＳＴ部分から放出され得るように、ト
ロンビンまたはＸａ因子プロテアーゼ切断部位を含有す
るよう設計される。mhp3配列はλ発現ベクター中にクロ
ーン化され、λ-細菌株中で発現され得る。本実施態様
の好ましい様式では、細菌株は、λベクターからのタン
パク質発現が30℃では抑制されるがしかし42℃では活性
であるよう、温度感受性λレプレッサーを含有するLW14
である。非常に好ましい実施態様では、ベクターMhp3
は、普通は不溶性であるタンパク質の溶解性を促進する
チオレドキシン融合タンパク質として発現される。チオ
レドキシン－Mhp3融合タンパク質は、好ましくは、Mhp3
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コード配列をpBADベクターpBAD/Thio-TOPO（Invtrogen 
Corporation, Carisbad, California）に結紮すること
により発現される。本実施態様の非常に好ましい様式で
は、チオレドキシン－Mhp3融合タンパク質は、大腸菌BL
21菌株中で発現される。その他のベクターが用いられ得
るが、それらは当業者には既知である。
【００４９】Mhp3抗体
本発明によれば、mhp3コード化タンパク質ならびにそれ
らの誘導体および類似体が免疫原として用いられて、こ
のような免疫原を免疫特異的に結合する抗体を生成し得
る。Mhp3に対するポリクローナル抗体の産生のために
は、当業界で既知の種々の手法が用いられ得る。抗体の
産生のために、ネイティブMhp3タンパク質、または合成
バージョン、またはその誘導体の注入により種々の宿主
動物、例えばウサギ、マウス、ラット等（これらに限定
されない）が免疫感作され得る。宿主種によって免疫学
的応答を増大するために、種々のアジュバントが用いら
れ得る（例えば、ワクチンの調製に用いられるもの）。
【００５０】mhp3コード化タンパク質配列またはその類
似体に向けられるモノクローナル抗体の調製のために、
培養中の連続細胞株による抗体分子の産生を提供するあ
らゆる技法が用いられ得る。例えば、KohlerとMilstei
により最初に開発されたハイブリドーマ法（Kohler and
 Milstein 1975, Nature 256:495-497）、ならびにトリ
オマ法、ヒトＢ細胞ハイブリドーマ法（Kozbor et al.,
 1983, Immunology Today 4:72）およびヒトモノクロー
ナル抗体を産生するためのＥＢＶ－ハイブリドーマ法
（Cole et al., 1985, in Monoclonal Antibodies and 
Cancer Therapy,Alan R. Liss, Inc., pp. 77-96）。本
発明のさらに別の実施態様では、モノクローナル抗体
は、最新技法を利用して無菌動物中で産生され得る（例
えば、ＰＣＴ／US90/02545参照）。本発明によれば、ヒ
ト抗体が用いられ、ヒトハイブリドーマを用いることに
より（Cole et al., 1983, Proc. Natl. Acad. Sci. U.
S.A.80:2026-2030）、またはヒトＢ細胞をin vitroでＥ
ＢＶウイルスで形質転換することにより（Cole et al.,
 1985, in Monoclonal Antibodies and Cancer Therap
y, Alan R. Liss, pp. 77-96）得られる。実際、本発明
によれば、mhp3コード化タンパク質に特異的なマウス抗
体分子からの遺伝子を適切な生物学的活性を有するヒト
抗体分子からの遺伝子と一緒にスプライシングすること
による、「キメラ抗体」（Morrison et al., 1984, Pro
c. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 81:6851-6855; Neuberger
 et al., 1984, Nature 312:604-608; Takeda et al., 
1985,Nature 314:452-454）の産生のために開発された
技法が用いられ得る。このような抗体は本発明の範囲内
である。
【００５１】本発明によれば、一本鎖抗体の産生に関し
て記載された技法（米国特許第4,946,778号）は、mhp3
遺伝子生成物特異的一本鎖抗体を産生するために適応さ
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れ得る。本発明のさらに別の実施態様は、Ｆａｂ’発現
ライブラリー（Huse et al.,1989, Science 246:1275-1
281）の構築に関して記載された技法を利用して、mhp3
コード化タンパク質、誘導体または類似体に対する所望
の特異性を有するモノクローナルＦａｂ断片の迅速且つ
容易な同定を可能にする。
【００５２】イディオタイプの分子を含有する抗体断片
は、既知の技法により生成され得る。例えば、このよう
な断片としては、抗体分子のペプチド真消化により産生
され得るＦ（ａｂ’）

2
断片、Ｆ（ａｂ’）

2
断片のジス

ルフィド橋を還元することにより生成され得るＦａｂ’
断片、パパインおよび還元剤で抗体分子を処理すること
により生成されるＦａｂ断片、ならびにＦｖ断片が挙げ
られるが、これらに限定されない。
【００５３】抗体の産生に際しては、当業界で既知の技
法（例えば、酵素結合イムノソルベント検定またはＥＬ
ＩＳＡ）により、所望の抗体に関するスクリーニングが
成し遂げられ得る。例えば、mhp3コード化タンパク質の
特定のドメインを認識する抗体を選択するために、この
ようなドメインを含有するMhp3断片と結合する物質に関
して生成されたハイブリドーマが検定され得る。一次Mh
p3同族体を特異的に結合するがしかし異なるMhp3同族体
は特異的に結合しない抗体の選択のためには、一次Mhp3
同族体との陽性結合および二次Mhp3同族体との結合の欠
乏を基礎にして選択が成され得る。
【００５４】mhp3コード化タンパク質のドメインに特異
的な抗体も提供される。mhp3コード化タンパク質のエピ
トープに特異的な抗体も提供される。前記の抗体は、本
発明のmhp3コード化タンパク質配列の局在化および活性
に関連する当業界で既知の方法、例えば適切な生理学的
標本中、診断方法、免疫療法等におけるそのレベルの測
定に用いられ得る。
【００５５】mhp3キット
本発明はさらに、M. hyopneumoniaeの検出のためのキッ
トを提供する。一実施態様では、、キットは、M. hyopn
eumoniae  Mhp3タンパク質に対する循環抗体の検出のた
めの試薬を提供する。ある実施態様では、キットは、M.
 hyopneumoniae感染の診断にキットが有用であることを
示す一文を包含する。最低限、キットは少なくとも１つ
の容器中に、配列番号４の少なくとも30連続アミノ酸を
包含するアミノ酸を有するタンパク質を含有する。本実
施態様の一様式では、キットはさらに、抗ブタ二次抗体
を包含する。本実施態様の好ましい様式では、二次抗体
は、比色反応を触媒する酵素、例えばアルカリ性ホスフ
ァターゼまたはホースラディッシュペルオキシダーゼに
接合される。本実施態様のさらに別の様式では、キット
はさらに比色検定のための試薬を包含する。
【００５６】別の実施態様では、キットは、M. hyopneu
moniae核酸の検出のための試薬を提供する。本実施態様
の一様式では、キットはM. hyopneumoniae核酸のＰＣＲ
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検出のための試薬を提供し、少なくとも１つの容器中
に、配列番号２の少なくとも５連続アミノ酸の配列を有
するタンパク質を、マイコプラズマ遺伝子コードで、コ
ードするＤＮＡと緊縮条件下でハイブリダイズする少な
くとも15ヌクレオチドの断片を含有する一次単離ＤＮ
Ａ、ならびに配列番号２の少なくとも５連続アミノ酸の
配列を有するタンパク質を、マイコプラズマ遺伝子コー
ドで、コードするＤＮＡと相補的なＤＮＡと緊縮条件下
でハイブリダイズする少なくとも15ヌクレオチドの断片
を含有する二次単離ＤＮＡを包含する。本実施態様の別
の様式では、キットは、M. hyopneumoniaeゲノムの検出
のためのハイブリダイゼーションベースの方法を提供
し、少なくとも１つの容器中に、配列番号２の少なくと
も５連続アミノ酸の配列を有するタンパク質を、マイコ
プラズマ遺伝子コードで、コードするＤＮＡと緊縮条件
下でハイブリダイズする少なくとも15ヌクレオチドの断
片を含有する単離ＤＮＡ、または前記のＤＮＡの相補体
を包含し、この場合、ハイブリダイゼーションはM. hyo
pneumoniaeに特異的である。本明細書中で用いる場合、
「M. hyopneumoniaeに特異的なハイブリダイゼーショ
ン」とは、M. hyopneumoniaeゲノムに対しては選択的ハ
イブリダイゼーションであるが関連マイコプラズマ種、
例えばM. hyorhinis、M. flocculare、M. mycoidea等か
らのゲノムに対してはそうでないハイブリダイゼーショ
ンを示す。
【００５７】ワクチン処方物および投与方法
本発明のMhp3タンパク質抗原は大量に産生され得るた
め、このようにして産生され、精製された抗原は、ワク
チン調製に用途を有する。Mhp3タンパク質は、、例えば
予防接種された、または感染した可能性がある被験動物
からの体液の標本中で、抗原に対する抗体の存在を検出
し、したがって動物の免疫応答をモニタリングするかお
よび／または感染を診断するためのイムノアッセイにお
ける効用を有する。
【００５８】活性成分として免疫原性ポリペプチドを含
有するワクチンの調製は、当業者には既知である。
ワクチン効能の確定
Mhp3抗原の免疫効力は、Mhp3抗原を、単独でまたは少な
くとも１つのその他のポリペプチドと組合せてもちい
て、免疫感作後に被験動物における免疫応答をモニタリ
ングすることにより、または当業界で既知のあらゆるイ
ムノアッセイの使用により、確定され得る。好ましい実
施態様では、前記のその他のポリペプチドは、M. hyopn
eumoniae P46、P65、P97およびP102タンパク質から成る
群から選択される。体液性（抗体）応答および／または
細胞媒介性免疫の生成は、免疫応答の指標と解釈され得
る。
【００５９】ワクチンの導入方法としては、経口、皮
内、筋肉内、腹腔内、静脈内、皮下、鼻腔内または免疫
感作のあらゆるその他の標準経路が挙げられる。被験対
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象の免疫応答は、種々のアプローチ：例えば、既知の技
法、例えばイムノソルベント検定（ＥＬＩＳＡ）、イム
ノブロット、放射性免疫沈降等により検定されるよう
な、Mhp3抗原に対して結果的に生じる免疫血清の反応性
により、あるいはMhp3抗原が抗原性または免疫原性を示
す場合には、M. hyopneumoniaeによる感染からの免疫感
作宿主の防御および／または免疫感作宿主におけるM. h
yopneumoniaeによる感染のための症状の軽減により分析
され得る。
【００６０】ワクチン処方物
本発明のワクチンは、組換えMhp3および／またはその断
片、変異体および誘導体を包含する。ある実施態様で
は、本発明のワクチンはMhp3および少なくとも１つのそ
の他の抗原性M. hyopneumoniaeポリペプチドを包含す
る。Mhp3と組合せて用いるための適切な抗原性ポリペプ
チドとしては、P46、P65、P97およびP102タンパク質お
よび／または前記のポリペプチドの断片、変異体および
誘導体が挙げられるが、これらに限定されない。ワクチ
ンの非Mhp3ポリペプチド、例えばP46、P65、P97およびP
102タンパク質ならびにそれらの断片、変異体および誘
導体は、M. hyopneumoniae培養から精製されるか、また
は組換え的に発現され得る。
【００６１】このようなワクチンの適切な調製物として
はさらに、液体溶液または懸濁液として注射可能なもの
が挙げられる。注射前の液体中の溶液に、または懸濁液
に適した固体形態も調製され得る。調製物は、乳化もさ
れ得る。活性免疫原成分はしばしば、製薬上許容可能で
且つ活性成分と相溶性であるアジュバントと混合され
る。
【００６２】有効アジュバントの例としては以下のもの
が挙げられるが、これらに限定されない：水酸化アルミ
ニウム、Ｎ－アセチル－ムラミル－Ｌ－トレオニル－Ｄ
－イソグルタミン（thr－ＭＤＰ）、Ｎ－アセチル－ノ
ル－ムラミル－Ｌ－アラニル－Ｄ－イソグルタミン、Ｎ
－アセチルムラミル－Ｌ－アラニル－Ｄ－イソグルタミ
ニル－Ｌ－アラニン－２－（１’－２’－ジパルミトイ
ル－sn－グリセロ－３－ヒドロキシホスホリルオキシ）
－エチルアミン。
【００６３】アジュバントの効能は、Mhp3ポリペプチド
エピトープを含有する免疫原性ポリペプチドに対して向
けられる抗体の誘導を測定することにより確定され得る
が、抗体は、種々のアジュバントから成るワクチン中の
このポリペプチドの投与に起因する。ポリペプチドは、
中性または塩形態としてワクチン中に処方され得る。製
薬上許容可能な塩としては、酸付加塩（ペプチドの遊離
アミノ基を用いて生成される）、ならびに無機酸、例え
ば塩酸、リン酸、あるいは有機酸、例えば酢酸、シュウ
酸、酒石酸、マレイン酸等を用いて生成されるものが挙
げられる。遊離カルボキシル基を用いて生成される塩
は、無機塩基、例えば水酸化ナトリウム、カリウム、ア
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ンモニウム、カルシウムまたは鉄、ならびに有機塩基、
例えばイソプロピルアミン、トリメチルアミン、２－エ
チルアミノエタノール、ヒスチジン、プロカイン等から
も得られる。
【００６４】本発明のワクチン処方物を導入するため
に、多数の方法が用いられ得る。これらの例としては、
以下のものが挙げられるが、これらに限定されない：経
口、皮内、筋肉内、腹腔内、皮下、鼻腔内経路、ならび
に乱切による方法（例えば、二分岐針を用いて皮膚の上
層を引っ掻く）。ワクチンが投与される被験者は、好ま
しくは動物、最も好ましくはブタである。
【００６５】本発明のワクチン処方物は、有効免疫感作
量のMhp3タンパク質および製薬上許容可能な担体を包含
する。ワクチン調製物は、有効免疫感作量の１つ又はそ
れ以上の抗原および製薬上許容可能な担体を包含する。
製薬上許容可能な担体は当業界では周知であって、その
例としては以下のものが挙げられるが、これらに限定さ
れない：食塩水、緩衝化食塩水、デキストロース、水、
グリセロール、滅菌等張水性緩衝液およびそれらの組合
せ。このような許容可能な担体の一例は、１つ又はそれ
以上の安定剤、例えば安定化、加水分解化タンパク質、
ラクトース等を含有する生理学的平衡化培地である。担
体は、好ましくは滅菌性である。処方物は、投与様式に
適合すべきである。
【００６６】特定の実施態様では、本発明の凍結乾燥Mh
p3ポリペプチドが一次容器中に提供される。二次容器
は、50％グリセリン、0.25％フェノールおよび防腐剤
（例えば、0.005％ブリリアントグリーン）の水性溶液
から成る稀釈物を包含する。ワクチン調製物としての精
製抗原の使用は、標準方法により実行され得る。例え
ば、精製タンパク質（単数または複数）は適切な濃度に
調整され、あらゆる適切なワクチンアジュバントを用い
て処方され、そして使用のために包装されるべきであ
る。適切なアジュバントとしては、以下のものが挙げら
れるが、これらに限定されない：無機質ゲル、例えば水
酸化アルミニウム；界面活性物質、例えばリゾレシチ
ン；グリコシド、例えばサポニン誘導体、例えばクイル
Ａ；プルロニックポリオール；ポリアニオン；非イオン
性ブロックポリマー、例えばプルロニックＦ－127（B.
A.S.F., USA）；ペプチド、鉱油、例えばモンタニドISA
-50（Seppic, Paris, France）、油乳濁液、例えば鉱
油、例えばBayolF/Arlacel Aおよび水の乳濁液、または
植物油、水および乳化剤、例えばレシチンの乳濁液；ミ
ョウバン、およびＭＤＰ。免疫原は、リポソーム中に混
入され得るし、あるいは多糖および／またはワクチン処
方物中に用いるためのその他のポリマーと接合され得
る。組換え抗原がハプテン、即ちそれがコグネイト抗体
と選択的に反応し得る場合に抗原性であるが、しかし免
疫応答を引き出し得ない場合には免疫原性でない分子で
ある場合には、ハプテンは担体または免疫原性分子と共
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有結合し得る。例えば、血清アルブミンのような大型タ
ンパク質は、それと結合するハプテンに免疫原性を付与
する。ハプテン－担体は、ワクチンとして用いるために
処方され得る。
【００６７】有効用量（免疫感作量）の本発明のワクチ
ンは、モデル被験系から得られる用量－反応曲線から推
定され得る。本発明は、本発明のワクチン処方物の１つ
又はそれ以上の成分を包含する１つ又はそれ以上の容器
から成る製剤パックまたはキットも提供する。したがっ
て本発明は、動物を免疫感作し、あるいは動物における
種々の疾患または障害を治療または防止する方法であっ
て、有効免疫感作量の本発明のワクチンを動物に投与す
ることを包含する方法を提供する。
【００６８】本発明のワクチンにより生成される抗体の
使用
本発明のMhp3タンパク質を用いた免疫感作により抗原に
対して生成される抗体は、診断的イムノアッセイ、受動
免疫療法および抗イディオタイプ抗体の生成に潜在的用
途を有する。生成された抗体は、当業界で既知の標準技
法（例えば、イムノアフィニティークロマトグラフィ
ー、遠心分離、沈降等）により単離され、診断的イムノ
アッセイに用いられ得る。抗体は、治療および／または
診断の進行をモニタリングするためにも用いられ得る。
当業界で既知のあらゆるイムノアッセイ系、例えば上記
で列挙したものは、この目的のために用いられ得る。そ
れらの例としては、ラジオイムノアッセイ、ＥＬＩＳＡ
（酵素結合イムノソルベント検定）、「サンドイッチ」
イムノアッセイ、プレシピチン反応、ゲル拡散プレシピ
チン反応、免疫拡散検定、凝集検定、補体結合検定、免
疫放射定量測定、蛍光イムノアッセイ、タンパク質Ａイ
ムノアッセイおよび免疫電気泳動検定を用いた競合的お
よび非競合的検定系が挙げられるが、これらに限定され
ない。
【００６９】本発明のワクチン処方物は、異種生物体に
対して向けられる予備生成抗体の投与により宿主の短期
防御が成し遂げられる受動免疫療法に用いるための抗体
を生成するためにも用いられ得る。免疫感作手法では、
用いられる免疫減の量および免疫感作スケジュールは、
当業界の医師により確定され、そして被験者の免疫応答
および抗体力価を参照して投与される。
【００７０】包装
組成物は、所望により、活性成分を含有する１つ又はそ
れ以上の単位投与形態を含入し得るパックまたは計量分
配装置中に存在し得る。パックは、例えば金属またはプ
ラスチック箔、例えばブリスターパックを包含し得る。
パックまたは計量分配装置は、投与のための使用説明書
を添付され得る。相溶性製剤担体中に処方される本発明
の化合物を包含する組成物も調整され、適切な容器中に
入れられ、そして指示条件の処置のためにラベルを貼ら
れる。
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【００７１】〔実施例〕M. hyopneumoniae染色体ＤＮＡ
の単離
遠心分離（6000gで4℃で10分間）により細胞を収穫し、
リン酸塩緩衝化食塩水中に懸濁し、そして0.1容積の10
％硫酸ドデシルナトリウムの付加により溶解するDybvig
とAldereteの方法（Plasmid, 20:33-41; 1988）によ
り、M. hyopneumoniaeからのゲノムＤＮＡを単離した。
トリス－ＨＣｌで飽和させたフェノール、クロロホルム
およびイソアミルアルコール（25:24:1）の混合物を用
いて、溶解物を抽出した。クロロホルムで水性相を抽出
し、0.1容積の3 M酢酸ナトリウムと２容積の氷冷エタノ
ールの付加により核酸を沈降させた。-20℃で1時間のイ
ンキュベーション後、微小遠心分離器中での10分間の遠
心分離により、核酸を回収した。20 ugのＲＮアーゼA／
mlを含有する水中に拡散を再懸濁し、標本を-20℃で保
存した。
【００７２】M. hyopneumoniae mhp3の分子クローニン
グ
Mhp3の予め同定された部分アミノ酸配列（配列番号７～
９）（国際特許公告WO96/28472）を基礎にして、変性オ
リゴヌクレオチドプライマーKWK40、KWK41、KWK42、KWK
43、KWK42RCおよびKWK43RC（配列番号１０～１５）を生
かし、合成した（Genosys Biotechnologies, Inc.; The
 Woodlands, TX）。1 XＰＣＲ緩衝液（Perkin Elmer; F
oster City, CA）、2.0 mMＭｇＣｌ

2
、1μMの各プライ

マー、400μMの各デオキシ－ＮＴＰおよび2.5 UのAmpli
Taq金（Perkin Elmer）を含有する50 ulの反応容量物中
のこれらのプライマーの種々の組合せを用いて、ポリメ
ラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）を実行した。増幅のための条
件は、94℃で2分間の変性、その後の25回の変性（94℃
で1分間）、アニーリング（56℃で1分間）および重合
（72℃で1分間）で構成された。プライマーKWK41（配列
番号１１）およびKWK42RC（配列番号１４）を用いて、
長さ約250bpの断片を、410 ngのM. hyopneumoniae232株
染色体ＤＮＡを用いて増幅した（継代数ｎ＝５）。断片
を、CR2.1-TOPO（Invitrogen; Carisbad, CA）のTAクロ
ーニング部位にサブクローニングした。結紮生成物を大
腸菌TOP10細胞（Invitrogen）中で形質転換した。ジデ
オキシヌクレオチド鎖末端シーケンシング（Advanced G
enetic Analysis Center; St. Paul, MN）およびアガロ
ースゲル電気泳動後の制限エンドヌクレアーゼ消化によ
り、クローニングを確証した。
【００７３】ＤＮＡのコア領域と側接する配列を増幅す
るために用いられる方法である逆ＰＣＲ（Ochman, H., 
Medhora, M.M., Garza, D., and Hartl, D.L., 1990, I
n "PCR Protocols: A Guide to Methods and Applicati
ons" Academic Press, San Diego, CA）を用いて、Mhp3
をコードする遺伝子の残りの５‘および３’末端をクロ
ーン化した。以下の制限エンドヌクレアーゼ：AluI、Ba
mHI、EcoRV、EcoRI、HaeIII、HincII、HindII、NdeI、P
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vuII、Sau3AI、SpeI、SspI、XbaIを用いて、未切断ＤＮ
Ａを１回消化することにより、M. hyopneumoniae  232
株（継代数ｎ＝５）染色体ＤＮＡ断片のプールを生成し
た。消化後、結紮により断片を環化し、前記の250 bp断
片からの配列を基礎にして設計されたオリゴヌクレオチ
ドプライマーRAC3（配列番号１６）およびRAC4（配列番
号１７）を用いてＰＣＲ処理を施した。これらのプライ
マーによる増幅は、以下のように実行した：94℃で2分
間変性、その後、40回の変性（94℃で1分間）、アニー
リング（55℃で1分間）および重合（72℃で2分間）。Ss
pI消化染色体ＤＮＡプールは、約600 bpの断片を産生
し、これをpCR2.1-TOPO中でサブクローニングした。ク
ローン化断片の配列分析は、遺伝子の5'末端を同定し
た。mhp3の3'末端に対応するさらに別の配列を得るため
に、この配列を基礎にしてオリゴヌクレオチドRAC7（配
列番号１８）およびRAC8（配列番号１９）を消化した。
これらのプライマーを用いた増幅のための条件は、94℃
で9分間の変性、その後の40回の変性（94℃で30秒
間）、アニーリング（50℃で30秒間）および重合（72℃
で1分間）で構成された。SpeI消化ＤＮＡプールを鋳型
として用いた場合、多数の生成物（250 bp～>1 kb）が
増幅された。断片の混合物をpCR2.1-TOPO中でクローン
化した。クローン化された最大断片（～1.2 kb）の配列
分析は、さらなる３’配列データを提供した。このデー
タから、オリゴヌクレオチドRAC12（配列番号２０）お
よびRAC15（配列番号２３）を消化し、鋳型としてHindI
II－消化ＤＮＡプールを用いたＰＣＲ増幅のために用い
られるよう合成した。パラメーターは、94℃で9分間の
変性、その後の40回の変性（94℃で30秒間）、アニーリ
ング（55℃で30秒間）および重合（72℃で2分間）＋最
終重合工程（72℃で7分間）で構成された。長さ約600 b
pの断片を増幅し、 pCR2.1-TOPO中でクローン化して、
シーケンシングした。得られたデータは、Mhp3をコード
する遺伝子内の付加的３’配列を提供した。鋳型として
HincII－消化ＤＮＡプールを用いて、RAC12（配列番号
２０）およびRAC15（配列番号２３）に関するさらなる
ＰＣＲ増幅を実行した。増幅のための条件は、94℃で9
分間の変性、その後の35回の変性（94℃で1分間）、ア
ニーリング（55℃で１分間）および重合（72℃で3分
間）＋最終重合工程（72℃で7分間）であった。長さ約7
00 bpの断片を増幅し、 pCR2.1-TOPO中でクローン化し
た。クロン化断片のシーケンシングは新規の３’配列デ
ータを生じ、それには、ポリペプチドのカルボキシル末
端をコードするものが含まれた。
【００７４】前記の予備シーケンシングからの結果を用
いて、低継代数（ｎ＝４）M. hyopneumoniae232株染色
体ＤＮＡから直接、mhp3遺伝子の特異的増幅のためのオ
リゴヌクレオチドプライマーを設計した。ＰＣＲ増幅と
その後のクローニング工程で生じる可能性のある突然変
異による配列人工物の導入を避けるために、試験で直
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接、これらの生成物をシーケンシングした。
【００７５】mhp3遺伝子と側接する合成オリゴヌクレオ
チドを用いて、染色体ＤＮＡからの開放読取り枠（ＯＲ
Ｆ）を特定的に増幅した。ＰＣＲ増幅は３通り実行し、
50μlの最終標本用量中に1μMの各プライマーMhp3-U1
（配列番号３１）およびMhp3-D（配列番号３３）、360 
ngの精製染色体ＤＮＡ、1 xＰＣＲ緩衝液（Ab Peptide
s, Inc.; St. Louis, MO）、200μMの各ｄＮＴＰ、7.5U
のKlen Taq1（Ab Peptides, Inc.）および0.15 Uのクロ
ン化Pfu（Stratagene; La Jolla, CA）熱安定性ポリメ
ラーゼを含有した。増幅のための条件は、94℃で5分間
の変性、その後の25回の変性（94℃で30秒間）、アニー
リング（55℃で30秒間）および重合（72℃で3分、45
秒）＋最終重合工程（72℃で7分間）で構成された。増
幅後、３通りの標本をプールし、回転クロマトグラフィ
ー（QIAquik(商標）ＰＣＲ精製キット、Qiagen; Santa 
Clarita, CA）を用いた抽出により、特定の生成物を精
製した。次に、ABI自動ＤＮＡシーケンサー（Lark Tech
nologies Inc., Houston, TX）上でのDyeDeoxy末端反応
を用いて、プールした混合物に直接配列分析を施した。
【００７６】合成オリゴヌクレオチドプライマー（配列
番号１６～２８，３１および３３）を用いて、M. hyopn
eumoniae232株からの増幅生成物の両ＤＮＡ鎖をシーケ
ンシングした。mhp3遺伝子およびこの領域内でコードさ
れるMhp3タンパク質のヌクレオチド配列は、それぞれ配
列番号１および配列番号２中に存在する。mhp3ＯＲＦは
配列番号１のヌクレオチド97-1452から伸びて、49,775
ダルトンという理論的分子量を有する451アミノ酸タン
パク質（配列番号２）をコードする。コード化ポリペプ
チドは、８つのトリプトファン残基を含有し得る。この
うち７つは、多数のマイコプラズマ種におけるこのアミ
ノ酸の付加に関して特定することが知られているＴＧＡ
コドン（ｍＲＮＡではＵＧＡ）によりコード化される
（Dybvig, K., 1990, Ann. Rev. Microbiol. 44:81-10
4; Yamao, F., Muto, A., Kawauchi, Y., 1985, Proc. 
Natl. Acad. Sci. U.S.A. 82:2306-2309）。コード化タ
ンパク質のアミノ末端は、原核生物信号配列に特徴的な
特性を有すると思われる（von Heijne, G., 1985, J. M
ol. Biol. 184;99-105; Nielsen, H., Engelbrecht, 
J., Brunak, S. およびvon Heijne, G., 1997, Protein
 Engineering, 10:1-6）が、しかし切断の正確なサイズ
は目下分からない。コード化タンパク質（配列番号２）
の位置29のシステイン残基は、スルフヒドリル結合脂肪
酸の付加によるプロセッシング後に修飾されて、Mhp3リ
ポタンパク質を作製すると考えられる（Razin, S., Yog
ev, D., and Naot, Y., 1998, Microbiol. Mol. Biol. 
Rev. 62:1094-1156）。
【００７７】Basic Local Alignment Search Tool（BLA
ST）プログラム（Altschul, S.F.,Gish, W., Miller, 
W., Myers, E.W., Lipman, D.J., 1990, J. Mol. Biol.
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 215:403-410）を用いて、mhp3ＯＲＦを既存のヌクレオ
チドおよびタンパク質データベースと比較した場合、そ
れが最大相同を共有するエントリーは、M. arginini（G
enBank寄託番号D16674）からのAg 234-5タンパク質であ
った。これら２つのポリペプチドをCLUSTAL W（Thompso
n, J.D., Higgins, D.G., and Gibson, T.J., 1994, Nu
cl. Acids Res., 22:4673-4680）を用いて整列させる
と、Mhp3およびAg 234-5タンパク質間に36.2％のアミノ
酸同一性が認められる（図１）。 Ag 234-5をコードす
る遺伝子は最初はM. argininiに存在すると同定された
（Ushio, S., Iwaki, K., Taniai, M., Ohta, T., Fuku
da, S., Sugimura, K. and Kurimoto, M., 1995, Micro
biol. Immunol. 39:395-400）が、近年の証拠は、この
遺伝子が実際にはM. hyorhinisから得られることを明示
した（Droesse, M., Wise, K.S., 1998, Abstract E20,
 12th International Organisation of  Mycoplasmolog
y Conference, Sydney, AU）。それらの研究では、Ag 2
34-5は、ＰＣＲ、サザーンブロットハイブリダイゼーシ
ョンおよびウエスタンブロット分析により確定した場
合、他のマイコプラズマ、例えばM. hyopneumoniaeの間
には保存されないと結論された。
【００７８】University of Wisconsin Genetics Compu
ter GroupからのSTEMLOOPプログラム（Devereux, J., H
aeberli, P., and Smithies, O., 1984, Nuc. Acids Re
s.12:387-395）を用いて、mhp3ＯＲＦの、特に配列番号
１のヌクレオチド1519-1550の下流で配列が同定され、
これはおそらくはステムループ構造を形成し得る。ステ
ムは、４つの塩基ループにより分けられる14塩基逆反復
により形成され得る。この構造の実在および考え得る機
能は、目下不明である。
【００７９】付加的ＯＲＦは、配列番号５で示されるＤ
ＮＡ断片によってもコードされる。このＯＲＦは、遺伝
子mhp3からの反対鎖上に存在し、配列番号１のヌクレオ
チド602からヌクレオチド1に延びる。この予測ＯＲＦ
は、22,528ダルトンの理論的分子量を有する、「ＯＲＦ
１」と呼ばれ、配列番号６で表される少なくとも200ア
ミノ酸のタンパク質をコードする。Mhp3および「ＯＲＦ
１」は反対鎖上にコードされるが、しかし各コドンの第
三塩基（「ゆらぎ」位置）は、それらの間で共通であ
る。したがって、「ＯＲＦ１」中のあらゆる特定のアミ
ノ酸コドンのゆらぎ塩基は、Mhp3遺伝子中の特定のアミ
ノ酸をコードする反対鎖に共有される。２つのタンパク
質に関する共有コドン配列のこの独特の整列は、理論で
は、Mhp3および「ＯＲＦ１」に関するコドンゆらぎ位置
での遺伝的浮動の衝撃を最小にし、両コード化タンパク
質の保存を最大にする。
【００８０】プラスミドの調製および寄託物質
アメリカ培養細胞コレクション（ＡＴＣＣ）による保管
のために、mhp3遺伝子断片を調製した。前記と同様に特
異的５‘および３’プライマーMhp3－U1（配列番号３
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１）およびMhp3－D（配列番号３３）を用いた３通りの
ＰＣＲ反応からのプール混合物を、回転クロマトグラフ
ィー（QIAquik(商標)）による抽出によって単離し、pCR
2.1-TOPOTAのクローニング部位に挿入した。ベクター特
異的シーケンシングプライマーを用いた単一配列延長反
応は、増幅化1,692塩基対断片の終点を確証し、Mhp3を
コードする遺伝子がラクトースプロモーターに対して反
対配向であることを明示した。このプラスミド構築物は
pER427と呼ばれ、大腸菌TOP10細胞（Invitrogen, Caris
bad, CA）に導入された。その結果生じた菌株をPz427と
名付けた。
【００８１】mhp3遺伝子の特定部位の突然変異誘発
大腸菌中での発現のためのMhp3をコードするＤＮＡの調
製は、推定リーダーおよび脂肪酸付着部位、システイン
29ならびにＴＧＧコドン反応６つのＴＧＡコドンの変換
をコードする配列の除去によるM. hyopneumoniae  mhp3
遺伝子の修飾を要する。シグナルペプチドをコードする
配列を欠く遺伝子の増幅のために用いられるオリゴヌク
レオチドプライマーを、RAC23（配列番号２９）およびR
AC24（配列番号３０）と名付けた。M. hyopneumoniae23
2株（継代数ｎ＝４）染色体ＤＮＡからの断片の増幅の
ための条件は、94℃で9分間の変性、その後の25回の変
性（94℃で1分間）、アニーリング（50℃で1分間）およ
び重合（72℃で2分間）＋最終重合工程（72℃で7分間）
であった。増幅断片をpCR2.1-TOPO中でクローン化し
た。クローニングの確証は、シーケンシングおよび制限
エンドヌクレアーゼ消化、その後のゲル電気泳動によっ
た。クローン化断片の５’末端の配列は、開始メチオニ
ン残基をコードし、次に、コード化ポリペプチドの位置
29のシステイン残基の後のアミノ酸であるトリプトファ
ン残基をコ―ドする（配列番号２参照）。３’末端で
は、RAC24（配列番号３０）の配列によって、付加的Ｔ
ヌクレオチドが不注意に導入（配列番号１のヌクレオチ
ド1427と1428の間）され、野生型ポリペプチドのカルボ
キシ末端７アミノ酸Ile-Thr-Asp-Ile-Asn-Lys-Asn（配
列番号２）を生じ、配列Asn-Tyr-Arg-Tyrオリゴヌクレ
オチドRAC23（配列番号２９）に取って代わられ、 RAC2
4（配列番号３０）はそれらの５’末端付近にそれぞれ
合成制限部位NdeIおよびXbaIを含入して、種々のプラス
ミドへの遺伝子のクローニングを促した。それぞれの制
限酵素による切断を促すために、付加的ヌクレオチド
（ RAC23（配列番号２９）に関しては６、RAC24（配列
番号３０）に関しては７）も、各ブライ間の５’末端に
付加した。
【００８２】シグナルペプチドをコードする配列が除去
されると、６つの内部ＴＧＡコドンは遺伝子中に残存し
た。大腸菌中での全長ポリペプチドの発現を可能にする
ために、オリゴヌクレオチド部位でのin vitro突然変異
誘発により、これらをＴＧＧコドンに変換した。プラス
ミドpCR2.1-TOPO:mhp3を大腸菌CJ236株（dut-ung-）中
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で形質転換した。プラスミドを含有する細胞へのヘルパ
ーファージR408の付加は、ウラシル含有一本鎖（ｓｓ）
ＤＮＡを有するファージ粒子の産生をもたらした。これ
らの粒子を単離し、抽出および沈降によりｓｓＤＮＡを
精製した。鋳型としてのＤＮＡ、オリゴヌクレオチドMh
p3-2M 、Mhp3-3M、 Mhp3-4M、Mhp3-5M、Mhp3-6M、Mhp3-
7M（配列番号３５～４０）、ならびにMutaGene System
（BioRadLaboratories; Hercules, CA）からの試薬を用
いて、突然変異誘発を実行した。ｓｓＤＮＡ、オリゴヌ
クレオチドおよびアニーリング緩衝液を混合し、70℃に
加熱した後、1時間かけて30℃に冷却させた。T4ＤＮＡ
リガーゼ、T7ＤＮＡポリメラーゼおよび合成緩衝液を付
加することにより、相補鎖の合成を実施した。混合物を
氷上で5分間、次に室温で5分間、その後37℃で30分間イ
ンキュベートした。その結果生じた二本鎖ＤＮＡ分子を
DH5αUltraComp細胞（Gibco BRL; Gaithersburg, MD）
中で形質転換させた。クローンを増殖し、シーケンシン
グにより所望の突然変異に関してスクリーニングした。
この方法で、全突然変異（ＴＧＡ＞ＴＧＧ）を確証し
た。さらに、オリゴヌクレオチドMhp3－2M（配列番号３
５）の配列によって、野生型遺伝子（配列番号１）のヌ
クレオチド388で、不注意に、Ａ＞Ｇ遷移が起きた。こ
れは、野生型Mhp3（配列番号２）のアミノ酸残基98での
セリン（ＡＧＴ）からグリシン（ＧＧＴ）へのコード化
残基の変化を生じた。
【００８３】前記の変化から生じた組換えmhp3遺伝子
（上記の不注意に基づくＡ＞Ｇ遷移を含む化または含ま
ない）は、配列番号３で寄託され、前記組換えmhp3遺伝
子によりコードされる開放読取り枠は配列番号４で寄託
される。
発現ベクターおよび発現宿主株中への組換えmhp3遺伝子
のクローニング
組換えタンパク質発現のために、シグナルペプチドをコ
ードする配列を欠く突然変異化mhp3遺伝子（配列番号
３）をpBAD/Thio-TOPO発現プラスミド（Invitrogen）中
でクローン化した。この構築物を直接、発現宿主大腸菌
BL21中で形質転換させた。適切なプラスミドを含有する
クローンが同定された。
【００８４】組換えMhp3タンパク質の発現
チオレドキシン－Mhp3融合を発現する大腸菌BL21形質転
換体の凍結作業溶液を解氷させて、以下のものを含有す
るRWLDM/D vi限定培地中に1:5000稀釈で植え付けた：Ｋ
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625
が10～20になるまで、５リットル

作業容積BioFlow 3000発酵器（New Brunswick Scientif
ic; Edison, NJ）中で、37℃で供給－バッチ条件（50％
デキストロース）下で培養を増殖させた。
【００８５】５リットル発酵物からの組換えチオレドキ
シン－Mhp3を発現する大腸菌BL21形質転換体の湿潤細胞
を遠心分離により収穫し、リン酸塩緩衝化食塩水中に再
懸濁した。細胞を機械的に溶解した。遠心分離後、ペレ
ットを捨てた。上清をイオン交換カラムに通して、Ｎａ
Ｃｌ勾配を用いて溶出した。上記融合タンパク質を含有
する画分を、プ－ルし、透析してNaClを除去し、そして
0.2 μｍフィルターを用いてフィルター滅菌した。この
調製物を、ワクチン接種試験のために使用する。
【００８６】組換えMhp3の免疫学的特徴付け
先に記載したように調製した組換えチオレドキシン－Mh
p3のタンパク質濃度を、BCA Protein Assay キット（Pi
erce）を使用して測定した。簡単に言えば、各サンプル
を、滅菌、脱イオン、蒸留水（dd H

2
O）中、１／10，１

／20，１／40、と１／80に希釈した。BSA(タンパク質標
準）を、 200～800 μｇ／mlの範囲にわたる濃度に希釈
した。20μｌ容量のサンプル又は標準を、96ウェル・マ
イクロタイター・プレート内に３連で添加し、そして試
薬Ａ中に１／50に希釈した試薬Ｂ200μｌを、各ウェル
に添加した。上記プレートを30分間37℃でインキュベー
トした。サンプルの吸光度を560nm で測定した。各サン
プルについてのタンパク質濃度をBSA 標準曲線を使用し
て外挿により計算した。
【００８７】組換えMhp3のアリコート（タンパク質負荷
は可変であった）と、M. hyopneumoniae、Myoplasma hy
orhinis 、及びMycoplasma mycoides 亜種mycoidesの全
バクテリア細胞溶解産物を、10μｌの最終容量まで再懸
濁させ、そして10μｌの２倍還元サンプル・バッファー
（Owl Scientific）を添加した。サンプルを 100℃で10
分間加熱し、そして全容量を、 100ウェル、1.5mm 厚、
10％ Tris-グリシン・ゲル（Novex)の別個のウェルにロ
ードした。染色されない、広いレンジの分子量マーカー
（Novex)も含まれた。
【００８８】SDS-PAGEにより分離されたタンパク質を、
１時間、100mA の一定電流でPVDF膜（Owl Scientific）
に移した。このブロットを、緩やかに撹拌しながら、室
温で１時間、TBS(TBST）中５％スキム・ミルク粉末及び
 0.5％Tween 20から成るブロッキング・バッファー中で
インキュベートした。このブロッキング・バッファーを
除去し、そして上記膜をTBSTで５分間１回洗浄した。１
次抗体を、M. hyopneumoniae株232 を用いた実験的接種
の後にブタから得た。希釈血清を上記膜に添加し、その
後室温で１時間インキュベートした。アルカリ・ホスフ
ァターゼ・コンジュゲート・プロテインＧ抗体（Pierc
e）を希釈し、上記の洗浄された膜に添加し、そして室
温で１時間インキュベートした。この膜を、TBSTで洗浄
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し、そして基質BCIP／NBT(Kirkegaard and Perry Labor
atories)を上記膜に添加し、そして好適な色反応が顕色
されるまでインキュベートした。次に、この膜を水で濯
いで、上記反応を停止させ、そして室温で乾燥させた。
【００８９】M. hyopneumoniaeで実験的に接種されたブ
タからの血清は、60kDa のバンドが同定されたとき、精
製された組換え発現Mhp3を認識しなかった（図２）。こ
れは、組換えタンパク質が、全細胞M. hyopneumoniae生
物にブタを晒すことに対する応答において生成された抗
体により認識されたエピトープを発現したということを
示唆する。
【００９０】ワクチン候補としての組換えMhp3の効力を
テストするための動物試験
M. hyopneumoniaeにより引き起こされる病気又はM. hyo
pneumoniaeに対する先のワクチン接種の履歴をもたない
健康な雑種ブタ（生後約12～16日）を得た。動物を、担
架（litter）により群にランダムに割り当てた。ブタ
を、試験の開始前最短で５日間、放置して順応させた。
動物を“０”日目の筋中経路（IM；左の首の筋肉）によ
り適当な実験ワクチン１μｌでワクチン接種した。この
とき、ブタは生後約19～23日であった。最初のワクチン
接種後約２～３週間目に、ブタは、上記の適当な実験ワ
クチンの第２の１ml投与量（IM；右の首の筋肉）を受容
する。全てのブタを、接種後の兆候、例えば、嘔吐、抑
うつ、下痢、運動失調－筋肉協調運動失調、呼吸の増
加、又は震えについて(１時間まで又は保証される場
合）、詳しく観察する。
【００９１】第２のワクチン接種後約２～４週間目に、*

30
*約 5.0×108の変色単位／ml(ccu／ml）を含むM. hyopne
umoniae株の生有毒肺ホモジェネート・カルチャーの１m
l／鼻孔を鼻孔内接種した。全ての接種された動物は、
接種後約４週間目に検死解剖した。肺を摘出し、そして
M. hyopneumoniae感染に帰される特徴的な病変について
徹底的に評価した。個々の肺病変等級は、画像分析によ
り決定されるであろう。肺組織のバイアス・サンプル
を、バクテリアの単離(ccu／ｇの組織）、組織病理学、
及びIFA のために、各接種動物から得ることができる。
【００９２】微生物の寄託
以下の微生物株を、American Type Culture Collection
(ATCC)，10801 University Blvd., Manassas, VAに、19
99年９月９日に寄託し、そして以下の受託番号が割り当
てられている：

本発明は、本明細書中に記載した特定の態様により範囲
が限定されてはならない。実際、本明細書に記載したも
のに加えて本発明のさまざまな修正・変更は、以上の説
明及び添付図面から当業者に明らかになるであろう。こ
のような修正・変更は、添付の請求の範囲内にあること
が意図される。
【００９３】特許出願、特許、及び刊行物を含むさまざ
まな引用文献が本明細書中に引用されるか、これらの開
示を、全体としてここに本明細書に援用する。
【００９４】
【配列表】

<110> Pfizer Products Inc.
<120> NUCLEIC ACIDS AND PROTEIN
S OF THE MYCOPLASMA PNEUMONIAE
      mhp3 GENE AND USES THEREOF
<130> B006641
<141> 2000-09-29
<160> 41
<170> PatentIn Ver. 2.1
<210> 1
<211> 1692
<212> DNA
<213> Mycoplasma hyopneumoniae

<400> 1
gtttttgaat ataatagaaa atgtaaaata aaaa
ttaatt tattaaaaaa taattgaaag 60    
tcatcgtaat taaaacaatt aattaggaga acaa
ctatga aaaaaaagat aaaatgaaat 120   
aaatttcttg gcttaggctt agtttttccg cttt
cagcaa tcgcgacaat ctctgccgga 180   
tgttgggata aagaaacaac taaagaagaa aaat
cagccg ataatcaaaa taagcaaatc 240   
actgatgtct caaaaatttc aggactagtt aatg
aacgaa aatccgaaat tatggccgca 300   
aaagctgatg caaacaaaca ttttgggcta aata
tggcaa ttgtaaccgc tggtggaacg 360   
gtaaatgata attcatttaa ccaatcaagt tgag
aggcaa ttcaacaact tggcgctctt 420   
actggaggtg agattacttc agtagatagt tcaa
ctgctg aacttgaagg aaaatatagc 480   
tcacttgcta ataccaacaa aaatgtttga gtac
tttctg gttttcaaca cggtgatgcg 540   
ttcacaagat gattaaaaat ccctgaaaat aagc
aattat ttactgaaaa aaatattatc 600   
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atactcggaa ttgactgaac tgatactgaa aatg
taattc caacaggtcg atatattaat 660   
ttaacctata aaactgaaga agccggatga cttg
caggat atgcgaatgc ttcctttttg 720   
gcaaaaaaat tcccaagtga tccaactaaa agat
cagcaa ttgttatcgg tggtgggatt 780   
tcgccagctg taactgattt tatcgctggt tatc
tagccg gaattaaagc ttgaaatcta 840   
aaaaattctg ataaaaaaac aaagataaca actg
ataaaa tcgagataaa tcttgggttt 900   
gatgttcaag atacttcaac aaaagaaaga cttg
aacaaa ttgcttcaaa agataaacct 960   
tcaacactat tagctgtcgc tggaccactt actg
aaattt tctcggatat aatcgcaaac 1020  
caaaatgatc gttatctcat tggtgttgac accg
accaat cacttgttta tacaaaaact 1080  
aaaaataaat ttttcacctc aattttgaaa aatt
taggtt actccgtttt cagcgttctt 1140  
agtgatttat ataccaaaaa atcaaattca agaa
atttag ccggctttga atttggtaaa 1200  
aaaagtgcaa ccgtttatct tggaattaaa gaca
ggtttg tcgatattgc tgatacttct 1260  
ttagaaggca atgataaaaa actcgcaact gaag
ccattt ctgaagctaa aaaagaattt 1320  
gaagaaaaaa ctaagacaat tcctgccgaa gaag
ttcgta aaactttaga aattccggaa 1380  
atgcctgata aacaacctga taagcaacag gaaa
gcttag acaaactaat taccgatatt 1440  
aataaaaatt aagtaagaaa aaataacaat tttt
taacat tatatctttt tttagagatt 1500  
aattttcttc taatttagtt taatttaata taaa
attata ttaaattaaa aaaataaaaa 1560  
atccggacta tttttgttcc ggatttttta tttt
tgtgtt actatttaat ataatgataa 1620  
atcaggatta tgcaattgaa tttattcaag tctc
gaaaaa atttggcagt ttttatgcca 1680  
attacaaaat ag                                             
        1692  
<210> 2
<211> 451
<212> PRT
<213> Mycoplasma hyopneumoniae

<400> 2
Met Lys Lys Lys Ile Lys Trp Asn Lys Phe 
Leu Gly Leu Gly Leu Val 
  1               5                  10                  15 
Phe Pro Leu Ser Ala Ile Ala Thr Ile Ser 
Ala Gly Cys Trp Asp Lys 
             20                  25                  30 
Glu Thr Thr Lys Glu Glu Lys Ser Ala Asp 
Asn Gln Asn Lys Gln Ile 
         35                  40                  45 
Thr Asp Val Ser Lys Ile Ser Gly Leu Val 
Asn Glu Arg Lys Ser Glu 
     50                  55                  60 
Ile Met Ala Ala Lys Ala Asp Ala Asn Lys 
His Phe Gly Leu Asn Met 
 65                  70                  75                  80

Ala Ile Val Thr Ala Gly Gly Thr Val Asn 
Asp Asn Ser Phe Asn Gln 
                 85                  90                  95 
Ser Ser Trp Glu Ala Ile Gln Gln Leu Gly 
Ala Leu Thr Gly Gly Glu 
            100                 105                 110 
Ile Thr Ser Val Asp Ser Ser Thr Ala Glu 
Leu Glu Gly Lys Tyr Ser 
        115                 120                 125 
Ser Leu Ala Asn Thr Asn Lys Asn Val Trp 
Val Leu Ser Gly Phe Gln 
    130                 135                 140 
His Gly Asp Ala Phe Thr Arg Trp Leu Lys 
Ile Pro Glu Asn Lys Gln 
145                 150                 155                 1
60
Leu Phe Thr Glu Lys Asn Ile Ile Ile Leu 
Gly Ile Asp Trp Thr Asp 
                165                 170                 175 
Thr Glu Asn Val Ile Pro Thr Gly Arg Tyr 
Ile Asn Leu Thr Tyr Lys 
            180                 185                 190 
Thr Glu Glu Ala Gly Trp Leu Ala Gly Tyr 
Ala Asn Ala Ser Phe Leu 
        195                 200                 205 
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Ala Lys Lys Phe Pro Ser Asp Pro Thr Lys 
Arg Ser Ala Ile Val Ile 
    210                 215                 220 
Gly Gly Gly Ile Ser Pro Ala Val Thr Asp 
Phe Ile Ala Gly Tyr Leu 
225                 230                 235                 2
40
Ala Gly Ile Lys Ala Trp Asn Leu Lys Asn 
Ser Asp Lys Lys Thr Lys 
                245                 250                 255 
Ile Thr Thr Asp Lys Ile Glu Ile Asn Leu 
Gly Phe Asp Val Gln Asp 
            260                 265                 270 
Thr Ser Thr Lys Glu Arg Leu Glu Gln Ile 
Ala Ser Lys Asp Lys Pro 
        275                 280                 285 
Ser Thr Leu Leu Ala Val Ala Gly Pro Leu 
Thr Glu Ile Phe Ser Asp 
    290                 295                 300 
Ile Ile Ala Asn Gln Asn Asp Arg Tyr Leu 
Ile Gly Val Asp Thr Asp 
305                 310                 315                 3
20
Gln Ser Leu Val Tyr Thr Lys Thr Lys Asn 
Lys Phe Phe Thr Ser Ile 
                325                 330                 335 
Leu Lys Asn Leu Gly Tyr Ser Val Phe Ser 
Val Leu Ser Asp Leu Tyr 
            340                 345                 350 
Thr Lys Lys Ser Asn Ser Arg Asn Leu Ala 
Gly Phe Glu Phe Gly Lys 
        355                 360                 365 
Lys Ser Ala Thr Val Tyr Leu Gly Ile Lys 
Asp Arg Phe Val Asp Ile 
    370                 375                 380 
Ala Asp Thr Ser Leu Glu Gly Asn Asp Lys 
Lys Leu Ala Thr Glu Ala 
385                 390                 395                 4
00
Ile Ser Glu Ala Lys Lys Glu Phe Glu Glu 
Lys Thr Lys Thr Ile Pro 
                405                 410                 415 
Ala Glu Glu Val Arg Lys Thr Leu Glu Ile 
Pro Glu Met Pro Asp Lys 
            420                 425                 430 
Gln Pro Asp Lys Gln Gln Glu Ser Leu Asp 
Lys Leu Ile Thr Asp Ile 
        435                 440                 445 
Asn Lys Asn 
    450 
<210> 3
<211> 1263
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence: mhp3
      manipulated for in vitro expressio
n
<400> 3
atgtgggata aagaaacaac taaagaagaa aaat
cagccg ataatcaaaa taagcaaatc 60    
actgatgtct caaaaatttc aggactagtt aatg
aacgaa aatccgaaat tatggccgca 120   
aaagctgatg caaacaaaca ttttgggcta aata
tggcaa ttgtaaccgc tggtggaacg 180   
gtaaatgata attcatttaa ccaatcargt tggg
aggcaa ttcaacaact tggcgctctt 240   
actggaggtg agattacttc agtagatagt tcaa
ctgctg aacttgaagg aaaatatagc 300   
tcacttgcta ataccaacaa aaatgtttgg gtac
tttctg gttttcaaca cggtgatgcg 360   
ttcacaagat ggttaaaaat ccctgaaaat aagc
aattat ttactgaaaa aaatattatc 420   
atactcggaa ttgactggac tgatactgaa aatg
taattc caacaggtcg atatattaat 480   
ttaacctata aaactgaaga agccggatgg cttg
caggat atgcgaatgc ttcctttttg 540   
gcaaaaaaat tcccaagtga tccaactaaa agat
cagcaa ttgttatcgg tggtgggatt 600   
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tcgccagctg taactgattt tatcgctggt tatc
tagccg gaattaaagc ttggaatcta 660   
aaaaattctg ataaaaaaac aaagataaca actg
ataaaa tcgagataaa tcttgggttt 720   
gatgttcaag atacttcaac aaaagaaaga cttg
aacaaa ttgcttcaaa agataaacct 780   
tcaacactat tagctgtcgc tggaccactt actg
aaattt tctcggatat aatcgcaaac 840   
caaaatgatc gttatctcat tggtgttgac accg
accaat cacttgttta tacaaaaact 900   
aaaaataaat ttttcacctc aattttgaaa aatt
taggtt actccgtttt cagcgttctt 960   
agtgatttat ataccaaaaa atcaaattca agaa
atttag ccggctttga atttggtaaa 1020  
aaaagtgcaa ccgtttatct tggaattaaa gaca
ggtttg tcgatattgc tgatacttct 1080  
ttagaaggca atgataaaaa actcgcaact gaag
ccattt ctgaagctaa aaaagaattt 1140  
gaagaaaaaa ctaagacaat tcctgccgaa gaag
ttcgta aaactttaga aattccggaa 1200  
atgcctgata aacaacctga taagcaacag gaaa
gcttag acaaacttaa ttaccgatat 1260  
taa                                                               1
263  
<210> 4
<211> 423
<212> PRT
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence: mhp3
      manipulated for in vitro expressio
n
<400> 4
Met Trp Asp Lys Glu Thr Thr Lys Glu Glu 
Lys Ser Ala Asp Asn Gln 
  1               5                  10                  15 
Asn Lys Gln Ile Thr Asp Val Ser Lys Ile 
Ser Gly Leu Val Asn Glu 
             20                  25                  30 
Arg Lys Ser Glu Ile Met Ala Ala Lys Ala 
Asp Ala Asn Lys His Phe 
         35                  40                  45 
Gly Leu Asn Met Ala Ile Val Thr Ala Gly 
Gly Thr Val Asn Asp Asn 
     50                  55                  60 
Ser Phe Asn Gln Ser Gly Trp Glu Ala Ile 
Gln Gln Leu Gly Ala Leu 
 65                  70                  75                  80

Thr Gly Gly Glu Ile Thr Ser Val Asp Ser 
Ser Thr Ala Glu Leu Glu 
                 85                  90                  95 
Gly Lys Tyr Ser Ser Leu Ala Asn Thr Asn 
Lys Asn Val Trp Val Leu 
            100                 105                 110 
Ser Gly Phe Gln His Gly Asp Ala Phe Thr 
Arg Trp Leu Lys Ile Pro 
        115                 120                 125 
Glu Asn Lys Gln Leu Phe Thr Glu Lys Asn 
Ile Ile Ile Leu Gly Ile 
    130                 135                 140 
Asp Trp Thr Asp Thr Glu Asn Val Ile Pro 
Thr Gly Arg Tyr Ile Asn 
145                 150                 155                 1
60
Leu Thr Tyr Lys Thr Glu Glu Ala Gly Trp 
Leu Ala Gly Tyr Ala Asn 
                165                 170                 175 
Ala Ser Phe Leu Ala Lys Lys Phe Pro Ser 
Asp Pro Thr Lys Arg Ser 
            180                 185                 190 
Ala Ile Val Ile Gly Gly Gly Ile Ser Pro 
Ala Val Thr Asp Phe Ile 
        195                 200                 205 
Ala Gly Tyr Leu Ala Gly Ile Lys Ala Trp 
Asn Leu Lys Asn Ser Asp 
    210                 215                 220 
Lys Lys Thr Lys Ile Thr Thr Asp Lys Ile 
Glu Ile Asn Leu Gly Phe 
225                 230                 235                 2
40
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Asp Val Gln Asp Thr Ser Thr Lys Glu Arg 
Leu Glu Gln Ile Ala Ser 
                245                 250                 255 
Lys Asp Lys Pro Ser Thr Leu Leu Ala Val 
Ala Gly Pro Leu Thr Glu 
            260                 265                 270 
Ile Phe Ser Asp Ile Ile Ala Asn Gln Asn 
Asp Arg Tyr Leu Ile Gly 
        275                 280                 285 
Val Asp Thr Asp Gln Ser Leu Val Tyr Thr 
Lys Thr Lys Asn Lys Phe 
    290                 295                 300 
Phe Thr Ser Ile Leu Lys Asn Leu Gly Tyr 
Ser Val Phe Ser Val Leu 
305                 310                 315                 3
20
Ser Asp Leu Tyr Thr Lys Lys Ser Asn Ser 
Arg Asn Leu Ala Gly Phe 
                325                 330                 335 
Glu Phe Gly Lys Lys Ser Ala Thr Val Tyr 
Leu Gly Ile Lys Asp Arg 
            340                 345                 350 
Phe Val Asp Ile Ala Asp Thr Ser Leu Glu 
Gly Asn Asp Lys Lys Leu 
        355                 360                 365 
Ala Thr Glu Ala Ile Ser Glu Ala Lys Lys 
Glu Phe Glu Glu Lys Thr 
    370                 375                 380 
Lys Thr Ile Pro Ala Glu Glu Val Arg Lys 
Thr Leu Glu Ile Pro Glu 
385                 390                 395                 4
00
Met Pro Asp Lys Gln Pro Asp Lys Gln Gln 
Glu Ser Leu Asp Lys Leu 
                405                 410                 415 
Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa 
            420 
<210> 5
<211> 602
<212> DNA
<213> Mycoplasma hyopneumoniae

<400> 5
atgataatat ttttttcagt aaataattgc ttat
tttcag ggatttttaa tcatcttgtg 60    
aacgcatcac cgtgttgaaa accagaaagt actc
aaacat ttttgttggt attagcaagt 120   
gagctatatt ttccttcaag ttcagcagtt gaac
tatcta ctgaagtaat ctcacctcca 180   
gtaagagcgc caagttgttg aattgcctct caac
ttgatt ggttaaatga attatcattt 240   
accgttccac cagcggttac aattgccata ttta
gcccaa aatgtttgtt tgcatcagct 300   
tttgcggcca taatttcgga ttttcgttca ttaa
ctagtc ctgaaatttt tgagacatca 360   
gtgatttgct tattttgatt atcggctgat tttt
cttctt tagttgtttc tttatcccaa 420   
catccggcag agattgtcgc gattgctgaa agcg
gaaaaa ctaagcctaa gccaagaaat 480   
ttatttcatt ttatcttttt tttcatagtt gttc
tcctaa ttaattgttt taattacgat 540   
gactttcaat tattttttaa taaattaatt ttta
ttttac attttctatt atattcaaaa 600   
ac                                                                6
02   
<210> 6
<211> 200
<212> PRT
<213> Mycoplasma hyopneumoniae

<400> 6
Met Ile Ile Phe Phe Ser Val Asn Asn Cys 
Leu Phe Ser Gly Ile Phe 
  1               5                  10                  15 
Asn His Leu Val Asn Ala Ser Pro Cys Trp 
Lys Pro Glu Ser Thr Gln 
             20                  25                  30 
Thr Phe Leu Leu Val Leu Ala Ser Glu Leu 
Tyr Phe Pro Ser Ser Ser 



(21) 特開２００１－１４９０８５

         35                  40                  45 
Ala Val Glu Leu Ser Thr Glu Val Ile Ser 
Pro Pro Val Arg Ala Pro 
     50                  55                  60 
Ser Cys Trp Ile Ala Ser Gln Leu Asp Trp 
Leu Asn Glu Leu Ser Phe 
 65                  70                  75                  80

Thr Val Pro Pro Ala Val Thr Ile Ala Ile 
Phe Ser Pro Lys Cys Leu 
                 85                  90                  95 
Phe Ala Ser Ala Phe Ala Ala Ile Ile Ser 
Asp Phe Arg Ser Leu Thr 
            100                 105                 110 
Ser Pro Glu Ile Phe Glu Thr Ser Val Ile 
Cys Leu Phe Trp Leu Ser 
        115                 120                 125 
Ala Asp Phe Ser Ser Leu Val Val Ser Leu 
Ser Gln His Pro Ala Glu 
    130                 135                 140 
Ile Val Ala Ile Ala Glu Ser Gly Lys Thr 
Lys Pro Lys Pro Arg Asn 
145                 150                 155                 1
60
Leu Phe His Phe Ile Phe Phe Phe Ile Val 
Val Leu Leu Ile Asn Cys 
                165                 170                 175 
Phe Asn Tyr Asp Asp Phe Gln Leu Phe Phe 
Asn Lys Leu Ile Phe Ile 
            180                 185                 190 
Leu His Phe Leu Leu Tyr Ser Lys 
        195                 200
<210> 7
<211> 14
<212> PRT
<213> Mycoplasma hyopneumoniae

<400> 7
Ala Gly Xaa Trp Ala Lys Glu Thr Thr Lys 
Glu Glu Lys Ser 
  1               5                  10 
<210> 8
<211> 10
<212> PRT
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence:
      Oligonucleotide
<400> 8
Ala Trp Val Thr Ala Asp Gly Thr Val Asn 

  1               5                  10
<210> 9
<211> 21
<212> PRT
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence:
      Oligonucleotide
<400> 9
Ala Ile Val Thr Ala Asp Gly Thr Val Asn 
Asp Asn Lys Pro Asn Gln 
  1               5                  10                  15 
Trp Val Arg Lys Tyr 
             20 
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<210> 10
<211> 30
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence:
      Oligonucleotide
<400> 10
tgytgrgcna argaracnac naargargar        
                          30    
<210> 11
<211> 30
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence:
      Oligonucleotide
<400> 11
tgttgagcwa aagaaacwac waaagaagaa        
                          30    
<210> 12
<211> 27
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence:
      Oligonucleotide
<400> 12
tgrgtnacng cngayggnac ngtnaay              
                       27    
<210> 13
<211> 27
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence:
      Oligonucleotide
<400> 13
tgagtwacwg cwgatggwac wgtwaat              
                       27    
<210> 14
<211> 26
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence:
      Oligonucleotide
<400> 14
rttnacngtn ccrtcngcng tnacyc                
                      26    
<210> 15
<211> 26
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
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<223> Description of Artificial
 Sequence:
      Oligonucleotide
<400> 15
attsacsgts ccatcsgcsg tsactc                
                      26    
<210> 16
<211> 21
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence:
      Oligonucleotide
<400> 16
tttgagacat cagtgatttg c                          
                 21    
<210> 17
<211> 22
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence:
      Oligonucleotide
<400> 17
gaacgaaaat ccgaaattat gg                        
                  22    
<210> 18
<211> 22
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence:
      Oligonucleotide
<400> 18
ctatctactg aagaatctca cc                        
                  22    
<210> 19
<211> 20
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence:
      Oligonucleotide
<400> 19
gtgatgccgt tcacaagatg                             
                20    
<210> 20
<211> 21
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence:
      Oligonucleotide
<400> 20
cactaagaac gctgaaaacg g                          
                 21    
<210> 21
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<211> 21
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence:
      Oligonucleotide
<400> 21
gattacaact gtaaaatcga g                          
                 21    
<210> 22
<211> 20
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence:
      Oligonucleotide
<400> 22
ggcttcttca gttttatagg                             
                20    
<210> 23
<211> 18
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence:
      Oligonucleotide
<400> 23
aaactcgcaa ctgaagcc                                 
              18    
<210> 24
<211> 20
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence:
      Oligonucleotide
<400> 24
gaaatgcctg ataaacaacc                             
                20    
<210> 25
<211> 22
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence:
      Oligonucleotide
<400> 25
cttcagaaat ggcttcagtt gc                        
                  22    
<210> 26
<211> 25
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence:
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      Oligonucleotide
<400> 26
gctagataac cagcgataaa atcag                  
                     25    
<210> 27
<211> 19
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence:
      Oligonucleotide
<400> 27
tgcataatcc tgatttatc                               
               19    
<210> 28
<211> 22
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence:
      Oligonucleotide
<400> 28
tgaaagtcat cgtaattaaa ac                        
                  22    
<210> 29
<211> 34
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence:
      Oligonucleotide
<400> 29
aatcggcata tgtgggataa agaaacaact aaag
                             34    
<210> 30
<211> 34
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence:
      Oligonucleotide
<400> 30
ggagtaatct agattattaa tatcggtaat taag
                             34    
<210> 31
<211> 23
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence:
      Oligonucleotide
<400> 31
gtttttgaat ataatagaaa atg                      
                   23    
<210> 32
<211> 28
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<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence:
      Oligonucleotide
<400> 32
tttattaaaa aataattgaa agtcatcg            
                        28    
<210> 33
<211> 28
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence:
      Oligonucleotide
<400> 33
ctattttgta attggcataa aaactgcc            
                        28    
<210> 34
<211> 24
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence:
      Oligonucleotide
<400> 34
gataaaatgg aataaatttc ttgg                    
                    24    
<210> 35
<211> 21
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence:
      Oligonucleotide
<400> 35
caggttggga ggcaattcaa c                          
                 21    
<210> 36
<211> 24
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence:
      Oligonucleotide
<400> 36
caaaaatgtt tgggtacttt ctgg                    
                    24    
<210> 37
<211> 21
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence:
      Oligonucleotide
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<400> 37
cacaagatgg ttaaaaatcc c                          
                 21    
<210> 38
<211> 22
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence:
      Oligonucleotide
<400> 38
ggaattgact ggactgatac tg                        
                  22    
<210> 39
<211> 22
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence:
      Oligonucleotide
<400> 39
gccggatggc ttgcaggata tg                        
                  22    
<210> 40
<211> 24
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence:
      Oligonucleotide
<400> 40
taaagcttgg aatctaaaaa attc                    
                    24    
<210> 41
<211> 457
<212> PRT
<213> Mycoplasma hyorhinis
<400> 41
Met Asn Phe Lys Lys Ser Leu Leu Phe Leu 
Thr Gly Thr Ile Ser Thr 
  1               5                  10                  15 
Val Ala Ser Val Ala Thr Phe Val Ser Cys 
Gly Glu Thr Asp Lys Glu 
             20                  25                  30 
Gly Lys Ile Ile Arg Ile Phe Asp Asn Ser 
Phe Val Lys Asp Arg Gln 
         35                  40                  45 
Ala Glu Ile Glu Lys Ala Lys Asn Phe Asp 
Phe Asn Thr Val Leu Leu 
     50                  55                  60 
Thr Ala Gly Gly Thr Val Gln Asp Lys Ser 
Phe Asn Gln Ser Ile Trp 
 65                  70                  75                  80

Glu Ala Val Leu Glu His Tyr Asp Gln Ile 
Glu Lys Thr Thr Asn Leu 
                 85                  90                  95 
Asp Arg Val Ser Gln Glu Thr Asn Asn Gln 
Ser Glu Leu Ile Gly Lys 
            100                 105                 110 
Tyr Lys Asn Phe Leu Asn Gly Asn Lys Asn 
Val Trp Ile Leu Thr Gly 
        115                 120                 125 
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Phe Gln Gln Gly Gln Glu Phe Pro Lys Phe 
Leu Lys Gln Thr Asp Ser 
    130                 135                 140 
Asn Gly Lys Lys Tyr Ser Asp Leu Leu Ala 
Glu Lys Lys Val Ile Ile 
145                 150                 155                 1
60
Val Ala Val Asp Trp Asp Leu Ser Lys Glu 
Asp Lys Asp Leu Ile Lys 
                165                 170                 175 
Ala Gly His Phe Ile Ser Leu Leu Tyr Lys 
Thr Glu Glu Ala Gly Phe 
            180                 185                 190 
Ile Ala Gly Tyr Ala Ser Ser Lys Phe Leu 
Ala Tyr Lys Phe Pro Asn 
        195                 200                 205 
Asp Glu Ala Lys Arg Thr Ile Ala Pro Phe 
Gly Gly Gly His Gly Ala 
    210                 215                 220 
Gly Val Thr Asp Phe Ile Ala Gly Phe Leu 
Ala Gly Ile Ala Lys Tyr 
225                 230                 235                 2
40
Asn Asn Asp Asn Pro Thr Ala Lys Val Thr 
Ile Ser Asp Asn Asn Ile 
                245                 250                 255 
Asn Ile Asp Thr Gly Phe Ile Ser Asn Asp 
Lys Thr Ala Thr Phe Ile 
            260                 265                 270 
Asn Gly Ile Val Asn Lys Ser Ser Leu Val 
Leu Pro Val Ala Gly Ser 
        275                 280                 285 
Leu Thr Ser Ser Val Val Asp Ala Ile Lys 
Lys Ser Asn Lys Asp Thr 
    290                 295                 300 
Lys Tyr Leu Ile Gly Val Asp Thr Asp Gln 
Ser Lys Ile Phe Ser Pro 
305                 310                 315                 3
20
Ala Thr Val Phe Phe Thr Ser Ile Glu Lys 
His Leu Gly Arg Thr Ile 
                325                 330                 335 
Tyr Gln Val Leu Thr Asp Ile Trp Leu Lys 
Lys Glu Asp Ser Lys Phe 
            340                 345                 350 
Leu Gly Ser Phe Arg Ser Phe Lys Leu Thr 
Asn Pro Ala Asn Ala Thr 
        355                 360                 365 
Val Tyr Lys Gly Ile Ser Asp Asp Phe Val 
Gly Val Ser Asn Ser Thr 
    370                 375                 380 
Val Ala Asp Ala Asp Lys Val Lys Ala Gln 
Glu Phe Leu Asn Glu Ala 
385                 390                 395                 4
00
Thr Ala Asp Phe Lys Lys Gln Ile Gln Ala 
Asn Pro Thr Asn Tyr Lys 
                405                 410                 415 
Ser Val Leu Gly Ile Pro Thr Met Leu Ile 
Asn Asp Asn Asp Ala Lys 
            420                 425                 430 
Asp Asn Glu Lys Ala Ser Leu Phe His Phe 
Asp Asn Trp Gln Thr Tyr 
        435                 440                 445 
Trp Ala Phe His Ser Arg Phe Ile Asn 
    450                 455 
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【図面の簡単な説明】
【図１】M. hyopneumoniaeからのMhp3（配列番号２）お
よび初めはM. argininiから生じると考えられたが、し
かし後にM. hyorhinisから得られることが示されたAg23
4-5（配列番号４）間のClustal W（1.7）配列アライン
メント。アミノ酸配列同一性は、星印（*）で図示さ
れ、高度保存的置換はコロン（：）で示され、そして保
存的置換はピリオド（．）で示されている。全体的に、
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２つのタンパク質は36.2％のアミノ酸同一性を共有す
る。
【図２】M. hyopneumoniae、M. hyorhinisまたはM. myc
oidesからのタンパク質抽出物に対する、あるいは精製
組換えMhp3に対する、M. hyopneumoniaeを用いた実験的
試験ブタからの抗体の反応性を実証するウエスタンブロ
ット。
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【図１】
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【図２】
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