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(57)【要約】
本発明はａｒｏＡポリヌクレオチドおよびａｒｏＡポリ
ペプチドをコードするＤＮＡ（ＲＮＡ）ならびに組換え
技法によりかかるポリペプチドを製造するための方法を
提供する。さらに、抗菌化合物をスクリーニングするの
に、ａｒｏＡを利用する方法も提供する。
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【特許請求の範囲】

    【請求項１】

  （ａ）配列番号：２のアミノ酸配列を含むポリペプチドをコードしているポリ

ヌクレオチドに対して少なくとも７０％の同一性を有するポリヌクレオチド；

  （ｂ）寄託株のストレプトコッカス・ニューモニアエ中に含まれるａｒｏＡ遺

伝子により発現されるのと同じ成熟ポリペプチドをコードしているポリヌクレオ

チドに対して少なくとも７０％の同一性を有するポリヌクレオチド；

  （ｃ）配列番号：２のアミノ酸配列に対して少なくとも７０％同一であるアミ

ノ酸配列を含むポリペプチドをコードしているポリヌクレオチド；

  （ｄ）（ａ）、（ｂ）または（ｃ）のポリヌクレオチドに対して相捕的である

ポリヌクレオチド；および

  （ｅ）（ａ）、（ｂ）、（ｃ）または（ｄ）のポリヌクレオチドの少なくとも

１５個の連続した塩基を含むポリヌクレオチド

からなる群より選択されるポリヌクレオチド配列を含む単離ポリヌクレオチド。

    【請求項２】  ポリヌクレオチドがＤＮＡである請求項１記載のポリヌクレ

オチド。

    【請求項３】  ポリヌクレオチドがＲＮＡである請求項１記載のポリヌクレ

オチド。

    【請求項４】  配列番号：１に示す核酸配列を含む請求項２記載のポリヌク

レオチド。

    【請求項５】  配列番号：１に示すヌクレオチド１から１２８１までを含む

請求項２記載のポリヌクレオチド。

    【請求項６】  配列番号：２のアミノ酸配列を含むポリペプチドをコードす

る請求項２記載のポリヌクレオチド。

    【請求項７】  請求項１のポリヌクレオチドを含むベクター。

    【請求項８】  請求項７のベクターを含む宿主細胞。

    【請求項９】  請求項８の宿主細胞から上記ＤＮＡによりコードされている

ポリペプチドを発現させることを含む、ポリペプチドの製造方法。

    【請求項１０】  ａｒｏＡポリペプチドまたはフラグメントの製造方法であ
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って、該ポリペプチドまたはフラグメントの生成に十分な条件下で請求項８の宿

主を培養することを含む方法。

    【請求項１１】  配列番号：２のアミノ酸配列に対して少なくとも７０％同

一であるアミノ酸配列を含むポリペプチド。

    【請求項１２】  配列番号：２に示すアミノ酸配列を含むポリペプチド。

    【請求項１３】  請求項１１のポリペプチドに対する抗体。

    【請求項１４】  請求項１１のポリペプチドの活性または発現を阻害するア

ンタゴニスト。

    【請求項１５】  治療上有効量の請求項１１のポリペプチドを個体に投与す

ることを含む、ａｒｏＡポリペプチドを必要とする個体の治療方法。

    【請求項１６】  治療上有効量の請求項１４のアンタゴニストを個体に投与

することを含む、ａｒｏＡポリペプチドの阻害を必要とする個体の治療方法。

    【請求項１７】  個体における請求項１１のポリペプチドの発現または活性

に関連した疾病の診断方法であって、

  （ａ）該ポリペプチドをコードしている核酸配列を決定すること、および／ま

たは

  （ｂ）個体由来の試料中の該ポリペプチドの存在または量について分析するこ

と

を含む方法。

    【請求項１８】  請求項１１のポリペプチドと相互作用して、その活性を阻

害または活性化する化合物の同定方法であって、

  化合物とポリペプチドとの間の相互作用を可能にする条件下で、ポリペプチド

を含む組成物とスクリーニングすべき化合物とを接触させて化合物の相互作用を

評価し（かかる相互作用はポリペプチドと化合物との相互作用に応答した検出可

能シグナルを提供しうる第２の成分に関連したものである）、

  次いで、化合物とポリペプチドとの相互作用により生じるシグナルの存在また

は不存在を検出することにより、化合物がポリペプチドと相互作用して、その活

性を活性化または阻害するかどうかを決定する

ことを含む方法。
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    【請求項１９】  哺乳動物における免疫学的応答を誘発する方法であって、

抗体および／またはＴ細胞免疫応答を生じさせて動物を疾病から防御するに十分

な請求項１１のａｒｏＡポリペプチドまたはそのフラグメントもしくは変種を哺

乳動物に接種することを含む方法。

    【請求項２０】  哺乳動物における免疫学的応答を誘発する方法であって、

抗体および／またはＴ細胞免疫応答を生じさせる免疫学的応答を誘発して該動物

を疾病から防御するようにａｒｏＡポリペプチドまたはそのフラグメントもしく

は変種をインビボで発現させるために、核酸ベクターを送達し、請求項１１のａ

ｒｏＡポリペプチドまたはそのフラグメントもしくは変種の発現を指令すること

を含む方法。

    【請求項２１】  配列番号：２または４のアミノ酸配列に対して少なくとも

９０％同一であるアミノ酸配列を含むポリペプチド、および配列番号：２または

４に示されるアミノ酸配列を含むポリペプチドからなる群より選択されるポリペ

プチドの活性を阻害するアンタゴニストまたは活性化するアゴニストであって、

ここでその活性が、

  ｐ－アミノベンゾエートの合成、

  ユビキノンの合成、

  ホスホ（エノール）ピルベート（ＰＥＰ）およびシキメート３－ホスフェート

（Ｓ３Ｐ）のＥＰＳＰおよび無機ホスフェート（Ｐｉ）への形質転換、

  ＥＰＳＰおよび無機ホスフェート（Ｐｉ）のホスホ（エノール）ピルベート（

ＰＥＰ）およびシキメート３－ホスフェート（Ｓ３Ｐ）への形質転換、

  ＡｒｏＡとホスホ（エノール）ピルベートの結合、

  ＡｒｏＡのホスホ（エノール）ピルベート－ピルベートキナーゼ複合体への結

合、

  ＡｒｏＡとホスホ（エノール）ピルベート－ラクテートデヒドロゲナーゼ複合

体との結合、

  ＡｒｏＡとシキメート３－ホスフェートとの結合、

  ＡｒｏＡの順方向反応のグリホサート対ホスホ（エノール）ピルベートによる

拮抗阻害、
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  ＡｒｏＡの順方向反応のグリホサート対シキメート３－ホスフェートによる不

拮抗阻害、

  ＡｒｏＡの順方向反応のＥＰＳＰ対ホスホ（エノール）ピルベートによる拮抗

阻害、

  ＡｒｏＡの順方向反応のＥＰＳＰ対シキメート３－ホスフェートによる拮抗阻

害、

  ＡｒｏＡの逆方向反応のグリホサート対ＥＰＳＰによる不拮抗阻害、

  ＡｒｏＡの逆方向反応のグリホサート対Ｐｉによる非拮抗阻害、

  ＡｒｏＡの逆方向反応のシキメート３－ホスフェート対ＥＰＳＰによる拮抗阻

害、および

  ＡｒｏＡの逆方向反応のシキメート３－ホスフェート対Ｐｉによる不拮抗阻害

からなる群より選択される、アンタゴニストまたはアゴニスト。

    【請求項２２】  ＡｒｏＡポリペプチドの阻害または活性化を必要とする個

体の治療方法であって、抗菌的に有効な量の、配列番号：２または４のアミノ酸

配列に対して少なくとも９０％同一であるアミノ酸配列を含むポリペプチド、お

よび配列番号：２または４に示されるアミノ酸配列を含むポリペプチドからなる

群より選択されるポリペプチドの活性を阻害するアンタゴニストまたは活性化す

るアゴニストを該個体に投与することを含む、ここでその活性が、

  ｐ－アミノベンゾエートの合成、

  ユビキノンの合成、

  ホスホ（エノール）ピルベート（ＰＥＰ）およびシキメート３－ホスフェート

（Ｓ３Ｐ）のＥＰＳＰおよび無機ホスフェート（Ｐｉ）への形質転換、

  ＥＰＳＰおよび無機ホスフェート（Ｐｉ）のホスホ（エノール）ピルベート（

ＰＥＰ）およびシキメート３－ホスフェート（Ｓ３Ｐ）への形質転換、

  ＡｒｏＡとホスホ（エノール）ピルベートの結合、

  ＡｒｏＡのホスホ（エノール）ピルベート－ピルベートキナーゼ複合体への結

合、

  ＡｒｏＡとホスホ（エノール）ピルベート－ラクテートデヒドロゲナーゼ複合

体との結合、
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  ＡｒｏＡとシキメート３－ホスフェートとの結合、

  ＡｒｏＡの順方向反応のグリホサート対ホスホ（エノール）ピルベートによる

拮抗阻害、

  ＡｒｏＡの順方向反応のグリホサート対シキメート３－ホスフェートによる不

拮抗阻害、

  ＡｒｏＡの順方向反応のＥＰＳＰ対ホスホ（エノール）ピルベートによる拮抗

阻害、

  ＡｒｏＡの順方向反応のＥＰＳＰ対シキメート３－ホスフェートによる拮抗阻

害、

  ＡｒｏＡの逆方向反応のグリホサート対ＥＰＳＰによる不拮抗阻害、

  ＡｒｏＡの逆方向反応のグリホサート対Ｐｉによる非拮抗阻害、

  ＡｒｏＡの逆方向反応のシキメート３－ホスフェート対ＥＰＳＰによる拮抗阻

害、および

  ＡｒｏＡの逆方向反応のシキメート３－ホスフェート対Ｐｉによる不拮抗阻害

からなる群より選択される、治療方法。

    【請求項２３】  細菌感染した個体の治療方法であって、抗菌的に有効な量

の、配列番号：２または４のアミノ酸配列に対して少なくとも９０％同一である

アミノ酸配列を含むポリペプチド、および配列番号：２または４に示されるアミ

ノ酸配列を含むポリペプチドからなる群より選択されるポリペプチドの活性を阻

害するアンタゴニストまたは活性化するアゴニストを該個体に投与することを含

む、ここでその活性が、

  ｐ－アミノベンゾエートの合成、

  ユビキノンの合成、

  ホスホ（エノール）ピルベート（ＰＥＰ）およびシキメート３－ホスフェート

（Ｓ３Ｐ）のＥＰＳＰおよび無機ホスフェート（Ｐｉ）への形質転換、

  ＥＰＳＰおよび無機ホスフェート（Ｐｉ）のホスホ（エノール）ピルベート（

ＰＥＰ）およびシキメート３－ホスフェート（Ｓ３Ｐ）への形質転換、

  ＡｒｏＡとホスホ（エノール）ピルベートの結合、

  ＡｒｏＡのホスホ（エノール）ピルベート－ピルベートキナーゼ複合体への結
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合、

  ＡｒｏＡとホスホ（エノール）ピルベート－ラクテートデヒドロゲナーゼ複合

体との結合、

  ＡｒｏＡとシキメート３－ホスフェートとの結合、

  ＡｒｏＡの順方向反応のグリホサート対ホスホ（エノール）ピルベートによる

拮抗阻害、

  ＡｒｏＡの順方向反応のグリホサート対シキメート３－ホスフェートによる不

拮抗阻害、

  ＡｒｏＡの順方向反応のＥＰＳＰ対ホスホ（エノール）ピルベートによる拮抗

阻害、

  ＡｒｏＡの順方向反応のＥＰＳＰ対シキメート３－ホスフェートによる拮抗阻

害、

  ＡｒｏＡの逆方向反応のグリホサート対ＥＰＳＰによる不拮抗阻害、

  ＡｒｏＡの逆方向反応のグリホサート対Ｐｉによる非拮抗阻害、

  ＡｒｏＡの逆方向反応のシキメート３－ホスフェート対ＥＰＳＰによる拮抗阻

害、および

  ＡｒｏＡの逆方向反応のシキメート３－ホスフェート対Ｐｉによる不拮抗阻害

からなる群より選択される、治療方法。

    【請求項２４】  細菌がスタフィロコッカス属の細菌、スタフィロコッカス

・アウレウス、ストレプトコッカス属の細菌、およびストレプトコッカス・ニュ

ーモニアエからなる群より選択される、請求項２３記載の方法。

    【請求項２５】  ＡｒｏＡポリペプチドの阻害または活性化を必要とする個

体の治療方法であって、抗菌的に有効な量の、

  ｐ－アミノベンゾエートの合成、

  ユビキノンの合成、

  ホスホ（エノール）ピルベート（ＰＥＰ）およびシキメート３－ホスフェート

（Ｓ３Ｐ）のＥＰＳＰおよび無機ホスフェート（Ｐｉ）への形質転換、

  ＥＰＳＰおよび無機ホスフェート（Ｐｉ）のホスホ（エノール）ピルベート（

ＰＥＰ）およびシキメート３－ホスフェート（Ｓ３Ｐ）への形質転換、



(8) 特表２００２－５４３７７６

  ＡｒｏＡとホスホ（エノール）ピルベートの結合、

  ＡｒｏＡのホスホ（エノール）ピルベート－ピルベートキナーゼ複合体への結

合、

  ＡｒｏＡとホスホ（エノール）ピルベート－ラクテートデヒドロゲナーゼ複合

体との結合、

  ＡｒｏＡとシキメート３－ホスフェートとの結合、

  ＡｒｏＡの順方向反応のグリホサート対ホスホ（エノール）ピルベートによる

拮抗阻害、

  ＡｒｏＡの順方向反応のグリホサート対シキメート３－ホスフェートによる不

拮抗阻害、

  ＡｒｏＡの順方向反応のＥＰＳＰ対ホスホ（エノール）ピルベートによる拮抗

阻害、

  ＡｒｏＡの順方向反応のＥＰＳＰ対シキメート３－ホスフェートによる拮抗阻

害、

  ＡｒｏＡの逆方向反応のグリホサート対ＥＰＳＰによる不拮抗阻害、

  ＡｒｏＡの逆方向反応のグリホサート対Ｐｉによる非拮抗阻害、

  ＡｒｏＡの逆方向反応のシキメート３－ホスフェート対ＥＰＳＰによる拮抗阻

害、および

  ＡｒｏＡの逆方向反応のシキメート３－ホスフェート対Ｐｉによる不拮抗阻害

からなる群より選択される、ＡｒｏＡの活性を阻害するアンタゴニスト、または

その活性を活性化するアゴニストを該個体に投与することを含む、治療方法。

    【請求項２６】  細菌感染した個体の治療方法であって、抗菌的に有効な量

の、

  ｐ－アミノベンゾエートの合成、

  ユビキノンの合成、

  ホスホ（エノール）ピルベート（ＰＥＰ）およびシキメート３－ホスフェート

（Ｓ３Ｐ）のＥＰＳＰおよび無機ホスフェート（Ｐｉ）への形質転換、

  ＥＰＳＰおよび無機ホスフェート（Ｐｉ）のホスホ（エノール）ピルベート（

ＰＥＰ）およびシキメート３－ホスフェート（Ｓ３Ｐ）への形質転換、
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  ＡｒｏＡとホスホ（エノール）ピルベートの結合、

  ＡｒｏＡのホスホ（エノール）ピルベート－ピルベートキナーゼ複合体への結

合、

  ＡｒｏＡとホスホ（エノール）ピルベート－ラクテートデヒドロゲナーゼ複合

体との結合、

  ＡｒｏＡとシキメート３－ホスフェートとの結合、

  ＡｒｏＡの順方向反応のグリホサート対ホスホ（エノール）ピルベートによる

拮抗阻害、

  ＡｒｏＡの順方向反応のグリホサート対シキメート３－ホスフェートによる不

拮抗阻害、

  ＡｒｏＡの順方向反応のＥＰＳＰ対ホスホ（エノール）ピルベートによる拮抗

阻害、

  ＡｒｏＡの順方向反応のＥＰＳＰ対シキメート３－ホスフェートによる拮抗阻

害、

  ＡｒｏＡの逆方向反応のグリホサート対ＥＰＳＰによる不拮抗阻害、

  ＡｒｏＡの逆方向反応のグリホサート対Ｐｉによる非拮抗阻害、

  ＡｒｏＡの逆方向反応のシキメート３－ホスフェート対ＥＰＳＰによる拮抗阻

害、および

  ＡｒｏＡの逆方向反応のシキメート３－ホスフェート対Ｐｉによる不拮抗阻害

からなる群より選択される、ＡｒｏＡの活性を阻害するアンタゴニスト、または

その活性を活性化するアゴニストを該個体に投与することを含む、治療方法。

    【請求項２７】  細菌がスタフィロコッカス属の細菌、スタフィロコッカス

・アウレウス、ストレプトコッカス属の細菌、およびストレプトコッカス・ニュ

ーモニアエからなる群より選択される、請求項２６記載の方法。

    【請求項２８】  細菌感染した個体の治療方法であって、抗菌的に有効な量

の、ＡｒｏＡによるシキメート３－ホスフェート基質利用の拮抗阻害剤である化

合物を該個体に投与することを含む、治療方法。

    【請求項２９】  細菌がスタフィロコッカス属の細菌、スタフィロコッカス

・アウレウス、ストレプトコッカス属の細菌、およびストレプトコッカス・ニュ
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ーモニアエからなる群より選択される、請求項２８記載の方法。

    【請求項３０】  化合物がＡｒｏＡの活性部位に結合するかまたは相互作用

し、またはシキメート３－ホスフェートと相互作用するか、あるいはシキメート

３－ホスフェートの結合を妨げる、請求項２８記載の方法。

    【請求項３１】  ストレプトコッカス・ニューモニアエ感染した個体の治療

方法であって、抗菌的に有効な量の、

  ｐ－アミノベンゾエートの合成、

  ユビキノンの合成、

  ホスホ（エノール）ピルベート（ＰＥＰ）およびシキメート３－ホスフェート

（Ｓ３Ｐ）のＥＰＳＰおよび無機ホスフェート（Ｐｉ）への形質転換、

  ＥＰＳＰおよび無機ホスフェート（Ｐｉ）のホスホ（エノール）ピルベート（

ＰＥＰ）およびシキメート３－ホスフェート（Ｓ３Ｐ）への形質転換、

  ＡｒｏＡとホスホ（エノール）ピルベートの結合、

  ＡｒｏＡのホスホ（エノール）ピルベート－ピルベートキナーゼ複合体への結

合、

  ＡｒｏＡとホスホ（エノール）ピルベート－ラクテートデヒドロゲナーゼ複合

体との結合、

  ＡｒｏＡとシキメート３－ホスフェートとの結合、

  ＡｒｏＡの順方向反応のグリホサート対ホスホ（エノール）ピルベートによる

拮抗阻害、

  ＡｒｏＡの順方向反応のグリホサート対シキメート３－ホスフェートによる不

拮抗阻害、

  ＡｒｏＡの順方向反応のＥＰＳＰ対ホスホ（エノール）ピルベートによる拮抗

阻害、

  ＡｒｏＡの順方向反応のＥＰＳＰ対シキメート３－ホスフェートによる拮抗阻

害、

  ＡｒｏＡの逆方向反応のグリホサート対ＥＰＳＰによる不拮抗阻害、

  ＡｒｏＡの逆方向反応のグリホサート対Ｐｉによる非拮抗阻害、

  ＡｒｏＡの逆方向反応のシキメート３－ホスフェート対ＥＰＳＰによる拮抗阻
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害、および

  ＡｒｏＡの逆方向反応のシキメート３－ホスフェート対Ｐｉによる不拮抗阻害

からなる群より選択される、ストレプトコッカス・ニューモニアエＡｒｏＡの活

性を阻害するアンタゴニスト、またはその活性を活性化するアゴニストを該個体

に投与することを含む、治療方法。

    【請求項３２】  配列番号：２または４のアミノ酸配列に対して少なくとも

９０％同一であるアミノ酸配列を含むポリペプチド、および配列番号：２または

４に示されるアミノ酸配列を含むポリペプチドからなる群より選択されるポリペ

プチドの活性を阻害するアンタゴニストであって、ここでその活性が、

  ｐ－アミノベンゾエートの合成、

  ユビキノンの合成、

  ホスホ（エノール）ピルベート（ＰＥＰ）およびシキメート３－ホスフェート

（Ｓ３Ｐ）のＥＰＳＰおよび無機ホスフェート（Ｐｉ）への形質転換、

  ＥＰＳＰおよび無機ホスフェート（Ｐｉ）のホスホ（エノール）ピルベート（

ＰＥＰ）およびシキメート３－ホスフェート（Ｓ３Ｐ）への形質転換、

  ＡｒｏＡとホスホ（エノール）ピルベートの結合、

  ＡｒｏＡのホスホ（エノール）ピルベート－ピルベートキナーゼ複合体への結

合、

  ＡｒｏＡとホスホ（エノール）ピルベート－ラクテートデヒドロゲナーゼ複合

体との結合、

  ＡｒｏＡとシキメート３－ホスフェートとの結合、

  ＡｒｏＡの順方向反応のグリホサート対ホスホ（エノール）ピルベートによる

拮抗阻害、

  ＡｒｏＡの順方向反応のグリホサート対シキメート３－ホスフェートによる不

拮抗阻害、

  ＡｒｏＡの順方向反応のＥＰＳＰ対ホスホ（エノール）ピルベートによる拮抗

阻害、

  ＡｒｏＡの順方向反応のＥＰＳＰ対シキメート３－ホスフェートによる拮抗阻

害、



(12) 特表２００２－５４３７７６

  ＡｒｏＡの逆方向反応のグリホサート対ＥＰＳＰによる不拮抗阻害、

  ＡｒｏＡの逆方向反応のグリホサート対Ｐｉによる非拮抗阻害、

  ＡｒｏＡの逆方向反応のシキメート３－ホスフェート対ＥＰＳＰによる拮抗阻

害、および

  ＡｒｏＡの逆方向反応のシキメート３－ホスフェート対Ｐｉによる不拮抗阻害

からなる群より選択される、アンタゴニスト。

    【請求項３３】  ＡｒｏＡポリペプチドの阻害を必要とする個体の治療方法

であって、抗菌的に有効な量の、配列番号：２または４のアミノ酸配列に対して

少なくとも９０％同一であるアミノ酸配列を含むポリペプチド、および配列番号

：２または４に示されるアミノ酸配列を含むポリペプチドからなる群より選択さ

れるポリペプチドの活性を阻害するアンタゴニストを該個体に投与することを含

む、ここでその活性が、

  ｐ－アミノベンゾエートの合成、

  ユビキノンの合成、

  ホスホ（エノール）ピルベート（ＰＥＰ）およびシキメート３－ホスフェート

（Ｓ３Ｐ）のＥＰＳＰおよび無機ホスフェート（Ｐｉ）への形質転換、

  ＥＰＳＰおよび無機ホスフェート（Ｐｉ）のホスホ（エノール）ピルベート（

ＰＥＰ）およびシキメート３－ホスフェート（Ｓ３Ｐ）への形質転換、

  ＡｒｏＡとホスホ（エノール）ピルベートの結合、

  ＡｒｏＡのホスホ（エノール）ピルベート－ピルベートキナーゼ複合体への結

合、

  ＡｒｏＡとホスホ（エノール）ピルベート－ラクテートデヒドロゲナーゼ複合

体との結合、

  ＡｒｏＡとシキメート３－ホスフェートとの結合、

  ＡｒｏＡの順方向反応のグリホサート対ホスホ（エノール）ピルベートによる

拮抗阻害、

  ＡｒｏＡの順方向反応のグリホサート対シキメート３－ホスフェートによる不

拮抗阻害、

  ＡｒｏＡの順方向反応のＥＰＳＰ対ホスホ（エノール）ピルベートによる拮抗
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阻害、

  ＡｒｏＡの順方向反応のＥＰＳＰ対シキメート３－ホスフェートによる拮抗阻

害、

  ＡｒｏＡの逆方向反応のグリホサート対ＥＰＳＰによる不拮抗阻害、

  ＡｒｏＡの逆方向反応のグリホサート対Ｐｉによる非拮抗阻害、

  ＡｒｏＡの逆方向反応のシキメート３－ホスフェート対ＥＰＳＰによる拮抗阻

害、および

  ＡｒｏＡの逆方向反応のシキメート３－ホスフェート対Ｐｉによる不拮抗阻害

からなる群より選択される、治療方法。

    【請求項３４】  ＡｒｏＡポリペプチドの活性を阻害する方法であって、該

ポリペプチドを含む組成物を、ＡｒｏＡの活性を阻害する有効量のアンタゴニス

トと接触させることを含む、ここでその活性が、

  ｐ－アミノベンゾエートの合成、

  ユビキノンの合成、

  ホスホ（エノール）ピルベート（ＰＥＰ）およびシキメート３－ホスフェート

（Ｓ３Ｐ）のＥＰＳＰおよび無機ホスフェート（Ｐｉ）への形質転換、

  ＥＰＳＰおよび無機ホスフェート（Ｐｉ）のホスホ（エノール）ピルベート（

ＰＥＰ）およびシキメート３－ホスフェート（Ｓ３Ｐ）への形質転換、

  ＡｒｏＡとホスホ（エノール）ピルベートの結合、

  ＡｒｏＡのホスホ（エノール）ピルベート－ピルベートキナーゼ複合体への結

合、

  ＡｒｏＡとホスホ（エノール）ピルベート－ラクテートデヒドロゲナーゼ複合

体との結合、

  ＡｒｏＡとシキメート３－ホスフェートとの結合、

  ＡｒｏＡの順方向反応のグリホサート対ホスホ（エノール）ピルベートによる

拮抗阻害、

  ＡｒｏＡの順方向反応のグリホサート対シキメート３－ホスフェートによる不

拮抗阻害、

  ＡｒｏＡの順方向反応のＥＰＳＰ対ホスホ（エノール）ピルベートによる拮抗
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阻害、

  ＡｒｏＡの順方向反応のＥＰＳＰ対シキメート３－ホスフェートによる拮抗阻

害、

  ＡｒｏＡの逆方向反応のグリホサート対ＥＰＳＰによる不拮抗阻害、

  ＡｒｏＡの逆方向反応のグリホサート対Ｐｉによる非拮抗阻害、

  ＡｒｏＡの逆方向反応のシキメート３－ホスフェート対ＥＰＳＰによる拮抗阻

害、および

  ＡｒｏＡの逆方向反応のシキメート３－ホスフェート対Ｐｉによる不拮抗阻害

からなる群より選択される、阻害方法。

    【請求項３５】  ＡｒｏＡの活性を阻害する方法であって、ここでその活性

が、

  ｐ－アミノベンゾエートの合成、

  ユビキノンの合成、

  ホスホ（エノール）ピルベート（ＰＥＰ）およびシキメート３－ホスフェート

（Ｓ３Ｐ）のＥＰＳＰおよび無機ホスフェート（Ｐｉ）への形質転換、

  ＥＰＳＰおよび無機ホスフェート（Ｐｉ）のホスホ（エノール）ピルベート（

ＰＥＰ）およびシキメート３－ホスフェート（Ｓ３Ｐ）への形質転換、

  ＡｒｏＡとホスホ（エノール）ピルベートの結合、

  ＡｒｏＡのホスホ（エノール）ピルベート－ピルベートキナーゼ複合体への結

合、

  ＡｒｏＡとホスホ（エノール）ピルベート－ラクテートデヒドロゲナーゼ複合

体との結合、

  ＡｒｏＡとシキメート３－ホスフェートとの結合、

  ＡｒｏＡの順方向反応のグリホサート対ホスホ（エノール）ピルベートによる

拮抗阻害、

  ＡｒｏＡの順方向反応のグリホサート対シキメート３－ホスフェートによる不

拮抗阻害、

  ＡｒｏＡの順方向反応のＥＰＳＰ対ホスホ（エノール）ピルベートによる拮抗

阻害、
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  ＡｒｏＡの順方向反応のＥＰＳＰ対シキメート３－ホスフェートによる拮抗阻

害、

  ＡｒｏＡの逆方向反応のグリホサート対ＥＰＳＰによる不拮抗阻害、

  ＡｒｏＡの逆方向反応のグリホサート対Ｐｉによる非拮抗阻害、

  ＡｒｏＡの逆方向反応のシキメート３－ホスフェート対ＥＰＳＰによる拮抗阻

害、および

  ＡｒｏＡの逆方向反応のシキメート３－ホスフェート対Ｐｉによる不拮抗阻害

からなる群より選択される、阻害方法。

    【請求項３６】  細菌がスタフィロコッカス属の細菌、スタフィロコッカス

・アウレウス、ストレプトコッカス属の細菌、およびストレプトコッカス・ニュ

ーモニアエからなる群より選択される、請求項３５記載の方法。

    【請求項３７】  細菌の増殖を阻害する方法であって、細菌を含む組成物を

、ＡｒｏＡの活性を阻害する抗菌的に有効な量のアンタゴニストと接触させるこ

とを含む、ここでその活性が、

  ｐ－アミノベンゾエートの合成、

  ユビキノンの合成、

  ホスホ（エノール）ピルベート（ＰＥＰ）およびシキメート３－ホスフェート

（Ｓ３Ｐ）のＥＰＳＰおよび無機ホスフェート（Ｐｉ）への形質転換、

  ＥＰＳＰおよび無機ホスフェート（Ｐｉ）のホスホ（エノール）ピルベート（

ＰＥＰ）およびシキメート３－ホスフェート（Ｓ３Ｐ）への形質転換、

  ＡｒｏＡとホスホ（エノール）ピルベートの結合、

  ＡｒｏＡのホスホ（エノール）ピルベート－ピルベートキナーゼ複合体への結

合、

  ＡｒｏＡとホスホ（エノール）ピルベート－ラクテートデヒドロゲナーゼ複合

体との結合、

  ＡｒｏＡとシキメート３－ホスフェートとの結合、

  ＡｒｏＡの順方向反応のグリホサート対ホスホ（エノール）ピルベートによる

拮抗阻害、

  ＡｒｏＡの順方向反応のグリホサート対シキメート３－ホスフェートによる不
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拮抗阻害、

  ＡｒｏＡの順方向反応のＥＰＳＰ対ホスホ（エノール）ピルベートによる拮抗

阻害、

  ＡｒｏＡの順方向反応のＥＰＳＰ対シキメート３－ホスフェートによる拮抗阻

害、

  ＡｒｏＡの逆方向反応のグリホサート対ＥＰＳＰによる不拮抗阻害、

  ＡｒｏＡの逆方向反応のグリホサート対Ｐｉによる非拮抗阻害、

  ＡｒｏＡの逆方向反応のシキメート３－ホスフェート対ＥＰＳＰによる拮抗阻

害、および

  ＡｒｏＡの逆方向反応のシキメート３－ホスフェート対Ｐｉによる不拮抗阻害

からなる群より選択される、阻害方法。

    【請求項３８】  細菌がスタフィロコッカス属の細菌、スタフィロコッカス

・アウレウス、ストレプトコッカス属の細菌、およびストレプトコッカス・ニュ

ーモニアエからなる群より選択される、請求項３７記載の方法。

    【請求項３９】  ＡｒｏＡポリペプチドを阻害する方法であって、細菌を含

む組成物を、ＡｒｏＡの活性を阻害する抗菌的に有効な量のアンタゴニストと接

触させることを含む、ここでその活性が、

  ｐ－アミノベンゾエートの合成、

  ユビキノンの合成、

  ホスホ（エノール）ピルベート（ＰＥＰ）およびシキメート３－ホスフェート

（Ｓ３Ｐ）のＥＰＳＰおよび無機ホスフェート（Ｐｉ）への形質転換、

  ＥＰＳＰおよび無機ホスフェート（Ｐｉ）のホスホ（エノール）ピルベート（

ＰＥＰ）およびシキメート３－ホスフェート（Ｓ３Ｐ）への形質転換、

  ＡｒｏＡとホスホ（エノール）ピルベートの結合、

  ＡｒｏＡのホスホ（エノール）ピルベート－ピルベートキナーゼ複合体への結

合、

  ＡｒｏＡとホスホ（エノール）ピルベート－ラクテートデヒドロゲナーゼ複合

体との結合、

  ＡｒｏＡとシキメート３－ホスフェートとの結合、
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  ＡｒｏＡの順方向反応のグリホサート対ホスホ（エノール）ピルベートによる

拮抗阻害、

  ＡｒｏＡの順方向反応のグリホサート対シキメート３－ホスフェートによる不

拮抗阻害、

  ＡｒｏＡの順方向反応のＥＰＳＰ対ホスホ（エノール）ピルベートによる拮抗

阻害、

  ＡｒｏＡの順方向反応のＥＰＳＰ対シキメート３－ホスフェートによる拮抗阻

害、

  ＡｒｏＡの逆方向反応のグリホサート対ＥＰＳＰによる不拮抗阻害、

  ＡｒｏＡの逆方向反応のグリホサート対Ｐｉによる非拮抗阻害、

  ＡｒｏＡの逆方向反応のシキメート３－ホスフェート対ＥＰＳＰによる拮抗阻

害、および

  ＡｒｏＡの逆方向反応のシキメート３－ホスフェート対Ｐｉによる不拮抗阻害

からなる群より選択される、阻害方法。

    【請求項４０】  細菌がスタフィロコッカス属の細菌、スタフィロコッカス

・アウレウス、ストレプトコッカス属の細菌、およびストレプトコッカス・ニュ

ーモニアエからなる群より選択される、請求項３９記載の方法。
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【発明の詳細な説明】

      【０００１】

（技術分野）

  本発明は、新たに同定されたポリヌクレオチドおよびポリペプチド、ならびに

それらの製造および使用、ならびにそれらの変種、アゴニストおよびアンタゴニ

スト、そしてそれらの使用に関する。詳細には、これらの点および他の点に関し

て、本発明は、ａｒｏ（５－エノールピルビルシキメート－３－ホスフェートシ

ンターゼ）ファミリー（以下、「ａｒｏＡ」という）の新規ポリヌクレオチドお

よびポリペプチドに関する。

      【０００２】

（従来技術）

  ストレプトコッカス属（Streptococci）は医学的に重要な微生物属を形成して

おり、ヒトにおいて、例えば中耳炎、結膜炎、肺炎、菌血症、髄膜炎、静脈洞炎

、膿胸および心内膜炎、最も詳細には例えば脳脊髄液の感染のごとき髄膜炎を包

含する、いくつかの型の疾患を引き起こすことが知られている。ストレプトコッ

カス属の単離から１００年以上も経過しているため、ストレプトコッカス・ニュ

ーモニアエ（Streptococcus pneumoniae）は、より詳細な研究がなされた微生物

の一つである。例えば、事実、ＤＮＡが遺伝物質であるという初期の見解の大部

分は、この微生物を用いたグリフィスならびに、アベリー、マクレオドおよびマ

ッカシーの研究において述べられた。ストレプトコッカス・ニューモニアエに関

する研究は膨大であるにも関わらず、この微生物の毒性に関しては多くの疑問が

残されている。抗生物質の開発のための標的としてストレプトコッカス属の遺伝

子および遺伝子産物を用いるのはとりわけ好ましいことである。

  ストレプトコッカス・ニューモニアエ感染の頻度は過去２０年間に劇的に上昇

している。これは多重抗生物質耐性株の出現、および免疫系が低下した人の集団

の増加に起因している。いくつかのまたは全ての標準的な抗生物質に対して耐性

を有するストレプトコッカス・ニューモニアエ株を単離することはもはやめずら

しいことではない。この現象がこの生物に対する新しい抗菌剤、ワクチンおよび

診断試験についての必要性を形成した。
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  明らかに、抗生物質活性について化合物をスクリーニングするのに有用である

という利益を有する、本発明の新規化合物などの因子に対する要求がある。かか

る因子は、感染、機能不全および疾病の発生におけるそれらの役割を調べるのに

も有用である。感染、機能不全または疾病の予防、改善または修正において役割

を果たしうる、かかる因子ならびにそれらのアンタゴニストおよびアゴニストに

対する要求もある。

  本発明のポリペプチドは、ラクトコッカス・ラクチス（Lactococcus lactis）

の５－エノールピルボイルシキメート－３－ホスフェートシンターゼ（ａｒｏＡ

）蛋白に対するアミノ酸配列相同性を有する。

      【０００３】

（発明の開示）

  表１（配列番号：２）に示すアミノ酸配列および既知アミノ酸配列またはラク

トコッカス・ラクチスの５－エノールピルボイルシキメート－３－ホスフェート

シンターゼ（ａｒｏＡ）蛋白などの他の蛋白の配列の間の相同性により、新規ａ

ｒｏＡポリペプチドであると同定されたポリペプチドを提供することが本発明の

目的である。

  ａｒｏＡポリペプチドをコードしているポリヌクレオチド、詳細には本明細書

でａｒｏＡと命名されたポリペプチドをコードしているポリヌクレオチドを提供

することが本発明のさらなる目的である。

  本発明の特に好ましい具体例において、ポリヌクレオチドは、表１（配列番号

：１）に示す配列を含むａｒｏＡポリペプチドをコードする領域を含み、全長遺

伝子またはその変種が包含される。

  本発明のもう１つの特に好ましい具体例において、表１（配列番号：２）のア

ミノ酸配列を含むストレプトコッカス・ニューモニアエ由来の新規ａｒｏＡ蛋白

、またはその変種がある。

  本発明のもう１つの態様によれば、寄託株に含まれるストレプトコッカス・ニ

ューモニアエ０１００９９３株により発現可能な成熟ポリペプチドをコードして

いる単離核酸分子が提供される。

      【０００４】
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  本発明のさらなる態様は、ａｒｏＡ、詳細にはストレプトコッカス・ニューモ

ニアエのａｒｏＡをコードしている単離核酸分子を提供し、それにはｍＲＮＡ、

ｃＤＮＡ、ゲノムＤＮＡが包含される。本発明のさらなる具体例は、生物学的、

診断学的、予防的、臨床的もしくは治療的に有用なその変種、およびそれらを含

む組成物を包含する。

  本発明のもう１つの態様によれば、治療または予防を目的とした、特に遺伝学

的免疫を目的とした、本発明のポリヌクレオチドの使用が提供される。本発明の

特に好ましい具体例には、ａｒｏＡの天然に存在する対立遺伝子変種およびそれ

によりコードされるポリペプチドがある。

      【０００５】

  本発明のもう１つの態様において、本明細書においてａｒｏＡと称されるスト

レプトコッカス・ニューモニアエの新規ポリペプチド、ならびに生物学的、診断

学的、予防的、臨床的もしくは治療的に有用なそのフラグメント、変種および誘

導体、および前記したフラグメントおよびアナログの変種および誘導体、および

それらを含む組成物が提供される。

  本発明の特に好ましい具体例には、ａｒｏＡ遺伝子の天然に存在する対立遺伝

子によりコードされるａｒｏＡポリペプチドの変種がある。

  本発明の好ましい具体例において、上記のａｒｏＡポリペプチドの製造方法が

ある。

  本発明のさらに別の態様によれば、例えば、抗体を含め、抗菌剤として有用な

かかるポリペプチドの阻害剤が提供される。

      【０００６】

  本発明の特定の好ましい具体例によれば、ａｒｏＡ発現の評価、疾病の治療、

例えば中耳炎、結膜炎、肺炎、菌血症、髄膜炎、静脈洞炎、膿胸および心内膜炎

、最も詳細には例えば脳脊髄液の感染のごとき髄膜炎の治療、遺伝学的変異のア

ッセイ、ならびに細菌、特にストレプトコッカス・ニューモニアエ細菌に対する

免疫学的応答を惹起するための生物へのａｒｏＡポリペプチドまたはポリヌクレ

オチドの投与のための、製品、組成物および方法が提供される。

  本発明のこのおよび他の態様の特定の好ましい具体例によれば、特に、ストリ
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ンジェントな条件下でａｒｏＡポリペプチド配列にハイブリダイズするポリヌク

レオチドが提供される。

  本発明の特定の好ましい具体例において、ａｒｏＡポリペプチドに対する抗体

が提供される。

      【０００７】

  本発明の他の具体例において、本発明のポリペプチドまたはポリヌクレオチド

に結合し、あるいは相互作用して、それらの活性を阻害または活性化する化合物

の同定方法が提供される。該方法は、化合物とポリペプチドまたはポリヌクレオ

チドとの間の結合あるいは他の相互作用を可能にする条件下で、本発明のポリペ

プチドまたはポリヌクレオチドをスクリーニングすべき化合物と接触させて、化

合物との結合あるいは他の相互作用を評価し（かかる結合または相互作用は、ポ

リペプチドまたはポリヌクレオチドと化合物との結合あるいは相互作用に応答し

て検出可能なシグナルを提供することのできる第２の化合物に関連している）、

次いで、化合物とポリペプチドまたはポリヌクレオチドとの結合または相互作用

から生じるシグナルの存在または不存在を検出することにより、化合物がポリペ

プチドまたはポリヌクレオチドと結合し、あるいは相互作用して、それらの活性

を活性化または阻害するかどうかを決定することを含む。

      【０００８】

  本発明のさらにもう１つの態様によれば、ａｒｏＡのアゴニストおよびアンタ

ゴニスト、好ましくは静菌性または殺菌性アゴニストおよびアンタゴニストが提

供される。

  本発明のさらなる態様において、単細胞または多細胞生物に投与するための、

ａｒｏＡポリヌクレオチドまたはａｒｏＡポリペプチドを含む組成物が提供され

る。

  本発明は、配列番号：２または４のアミノ酸配列に対して少なくとも９０％同

一であるアミノ酸配列を含むポリペプチド、および配列番号：２または４に示さ

れるアミノ酸配列を含むポリペプチドからなる群より選択されるポリペプチドの

活性を阻害するアンタゴニストまたは活性化するアゴニストを提供する。

      【０００９】
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  本明細書中、ＡｒｏＡまたは本発明のポリペプチドの活性を用いる、またはそ

の活性に言及する方法において、該活性は、ｐ－アミノベンゾエートの合成、ユ

ビキノンの合成、ホスホ（エノール）ピルベート（ＰＥＰ）およびシキメート３

－ホスフェート（Ｓ３Ｐ）のＥＰＳＰおよび無機ホスフェート（Ｐｉ）への形質

転換、ＥＰＳＰおよび無機ホスフェート（Ｐｉ）のホスホ（エノール）ピルベー

ト（ＰＥＰ）およびシキメート３－ホスフェート（Ｓ３Ｐ）への形質転換、Ａｒ

ｏＡとホスホ（エノール）ピルベートの結合、ＡｒｏＡとホスホ（エノール）ピ

ルベート－ピルベートキナーゼ複合体との結合、ＡｒｏＡとホスホ（エノール）

ピルベート－ラクテートデヒドロゲナーゼ複合体との結合、ＡｒｏＡとシキメー

ト３－ホスフェートとの結合、ＡｒｏＡの順方向反応のグリホサート（「ＧＬＰ

」ともいう）対ホスホ（エノール）ピルベートによる拮抗阻害、ＡｒｏＡの順方

向反応のグリホサート対シキメート３－ホスフェートによる不拮抗阻害、Ａｒｏ

Ａの順方向反応のＥＰＳＰ対ホスホ（エノール）ピルベートによる拮抗阻害、Ａ

ｒｏＡの順方向反応のＥＰＳＰ対シキメート３－ホスフェートによる拮抗阻害、

ＡｒｏＡの逆方向反応のグリホサート対ＥＰＳＰによる不拮抗阻害、ＡｒｏＡの

逆方向反応のグリホサート対Ｐｉによる非拮抗阻害、ＡｒｏＡの逆方向反応のシ

キメート３－ホスフェート対ＥＰＳＰによる拮抗阻害、およびＡｒｏＡの逆方向

反応のシキメート３－ホスフェート対Ｐｉによる不拮抗阻害からなる群より選択

される。

      【００１０】

  さらには、本発明によれば、ＡｒｏＡポリペプチドの阻害または活性化を必要

とする個体の治療方法であって、抗菌的に有効な量の、配列番号：２または４の

アミノ酸配列に対して少なくとも９０％同一であるアミノ酸配列を含むポリペプ

チド、および配列番号：２または４に示されるアミノ酸配列を含むポリペプチド

からなる群より選択されるポリペプチドの活性を阻害するアンタゴニストまたは

活性化するアゴニストを該個体に投与することを含む方法が提供される。

  また、細菌感染した個体の治療方法であって、抗菌的に有効な量の、配列番号

：２または４のアミノ酸配列に対して少なくとも９０％同一であるアミノ酸配列

を含むポリペプチド、および配列番号：２または４に示されるアミノ酸配列を含
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むポリペプチドからなる群より選択されるポリペプチドの活性を阻害するアンタ

ゴニストまたは活性化するアゴニストを該個体に投与することを含む方法が提供

される。

      【００１１】

  本発明のいずれの方法においても、細菌はスタフィロコッカス属の細菌、スタ

フィロコッカス・アウレウス、ストレプトコッカス属の細菌、およびストレプト

コッカス・ニューモニアエからなる群より選択されることが好ましい。

  さらに、本発明によれば、ＡｒｏＡポリペプチドの阻害または活性化を必要と

する個体の治療方法であって、抗菌的に有効な量の、ＡｒｏＡの活性を阻害する

アンタゴニスト、またはその活性を活性化するアゴニストを該個体に投与するこ

とを含む方法が提供される。

  本発明はまた、細菌感染した個体の治療方法であって、抗菌的に有効な量の、

ＡｒｏＡの活性を阻害するアンタゴニスト、またはその活性を活性化するアゴニ

ストを該個体に投与することを含む方法を提供する。

  該方法はまた、細菌感染した個体の治療方法であって、抗菌的に有効な量の、

ＡｒｏＡによるシキメート３－ホスフェート基質利用の拮抗阻害剤である化合物

を該個体に投与することを含む方法を提供する。好ましい具体例において、アン

タゴニストまたはアゴニストなどの本発明の化合物は、ＡｒｏＡの活性部位に結

合するかまたは相互作用し、またはシキメート３－ホスフェートと相互作用する

か、あるいはシキメート３－ホスフェートの結合を妨げる。

      【００１２】

  ストレプトコッカス・ニューモニアエ感染した個体の治療方法であって、抗菌

的に有効な量の、ストレプトコッカス・ニューモニアエのＡｒｏＡの活性を阻害

するアンタゴニスト、またはその活性を活性化するアゴニストを該個体に投与す

ることを含む方法も本発明によって提供される。

  さらには、配列番号：２または４のアミノ酸配列に対して少なくとも９０％同

一であるアミノ酸配列を含むポリペプチド、および配列番号：２または４に示さ

れるアミノ酸配列を含むポリペプチドからなる群より選択されるポリペプチドの

活性を阻害するアンタゴニストも提供される。
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  ＡｒｏＡポリペプチドの阻害を必要とする個体の治療方法であって、抗菌的に

有効な量の、配列番号：２または４のアミノ酸配列に対して少なくとも９０％同

一であるアミノ酸配列を含むポリペプチド、および配列番号：２または４に示さ

れるアミノ酸配列を含むポリペプチドからなる群より選択されるポリペプチドの

活性を阻害するアンタゴニストを該個体に投与することを含む方法もまた、本発

明によって提供される。

      【００１３】

  その上さらに、ＡｒｏＡポリペプチドの活性を阻害する方法であって、該ポリ

ペプチドを含む組成物を、ＡｒｏＡの活性を阻害する有効量のアンタゴニストと

接触させることを含む方法も提供される。

  本発明のもう一つ別の具体例は、細菌の増殖を阻害する方法であって、細菌を

含む組成物を、ＡｒｏＡの活性を阻害する抗菌的に有効な量のアンタゴニストと

接触させることを含む。

  本発明のその上さらなる具体例は、ＡｒｏＡポリペプチドを阻害する方法であ

って、細菌を含む組成物を、ＡｒｏＡの活性を阻害する抗菌的に有効な量のアン

タゴニストと接触させることを含む。

  開示した本発明の精神および範囲内での種々の変更および修飾は、以下の記載

を読むこと、および本明細書のその他の部分を読むことにより、当業者に容易に

明らかとなろう。

      【００１４】

用語

  以下の説明は、本明細書、とりわけ実施例において汎用される特定の用語の理

解を容易にするために示すものである。

  「身体的物質（複数でも可）」とは、個体から由来の、または生物感染、寄生

または宿住個体から由来の、限定されるものではないが、細胞、組織および廃物

、例えば、骨、血液、血清、脳脊髄液、精液、唾液、筋肉、軟骨、器官組織、皮

膚、尿、糞または剖検物質を含む、いずれの物質をも意味する。

  「疾患（複数でも可）」は、上気道感染（例えば、中耳炎、細菌性気管炎、急

性咽頭蓋炎、甲状腺炎）、下気道感染（例えば、蓄膿症、肺膿瘍）、心臓感染（
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例えば、感染性心内膜炎）、胃腸感染（例えば、分泌性下痢、脾臓膿瘍、腹膜後

膿瘍）、ＣＮＳ感染（例えば、大脳膿瘍）、眼感染（例えば、眼瞼炎、結膜炎、

角膜炎、眼内炎、前中隔および眼窩蜂巣炎、涙嚢炎)、腎および尿管感染（例え

ば、副睾丸炎、腎内および腎周囲膿瘍、トキシックショック症候群）、皮膚感染

（例えば、膿痂疹、毛嚢炎、皮膚膿瘍、蜂巣炎、創傷感染、細菌性筋炎）、なら

びに骨および関節感染（例えば、敗血症性関節炎、骨髄炎）などの疾患を含め、

細菌による感染により引き起こされる、または該感染に関連する疾患をも意味す

る。

  「宿主細胞」とは、外来性ポリヌクレオチド配列により、導入された（例えば

、形質転換もしくはトランスフェクションされた）、または導入することのでき

る（例えば、形質転換またはトランスフェクションすることのできる）細胞であ

る。

      【００１５】

  当該分野にて周知であるように「同一性」は、配列を比較して測定されるよう

な、二つまたはそれ以上のポリペプチド配列間または二つまたはそれ以上のポリ

ヌクレオチド配列の間の関係である。当該分野において、「同一性」とはまた、

時には、かかる配列の２つの鎖の間の合致により決定されるような２つのポリペ

プチドまたはポリヌクレオチド配列間の関連性の程度をも意味する。「同一性」

は、以下に記載される既知方法により容易に算出できる（Computational Molecu

lar Biology，Lesk,A.M.編、オックスフォード・ユニバーシティー・プレス、ニ

ューヨーク、１９８８年；Biocomputing：Informatics and Genome Projects，S

mith,D.W.編、アカデミック・プレス、ニューヨーク、1993年；Computer Analys

is of Sequence Data，パートＩ，Griffin,A.M.およびGriffin,H.G.編、ヒュー

マナ・プレス、ニュージャージー、１９９４年；Sequence Analysis in Molecul

ar Biology，von Heinje,G.、アカデミック・プレス、１９８７年；およびSeque

nce Analysis Primer，Gribskov,M.およびDevereux,J.編、Ｍストックトン・プ

レス、ニューヨーク、１９９１年;およびCarillo,H.,およびLipman,D.,SIAM J.,

 Applied Math.，４８：１０７３（１９８８）があるが、これらに限定されない

）。同一性を決定するための好ましい方法は、試験する２つの配列間で最も良く
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適合するように設計される。その上、同一性を測定する方法は、公に利用できる

コンピュータープログラムに集成されている。二つの配列間の同一性を測定する

好ましいコンピュータープログラム法は、ＧＣＧプログラムパッケージ（Devere

ux,J.ら、Nucleic Acids Research １２（１）：３８７（１９８４）、BLASTP、

BLASTNおよびFASTA（Atschul,S.F.ら、J.Molec.Biol. ２１５：４０３（１９９

０）））を包含するが、これらに限定されるものではない。BLAST Xプログラム

はNCBIおよび他の源（BLAST Manual，Altshul, S．ら，NCBI NLM NIH Bethesda

，MD20894；Altschul,S．ら，J．Mol．Biol.，２１５：４０３－４１０（１９９

０））から公に入手できる。また、周知のスミス・ウォーターマン（Smith Wate

rman)アルゴリズムを用いて同一性を測定することもできる。

      【００１６】

  ポリペプチド配列を比較するためのパラメータは、以下のパラメータを包含す

る：アルゴリズム：NeedlemanおよびWunsch、J．Mol Biol．４８：４４３－４５

３（１９７０）

比較マトリックス：HentikoffおよびHentikoff、Proc. Natl. Acad. Sci. USA 

８９：１０９１５－１０９１９（１９９２）のBLOSSUM６２

ギャップ・ペナルティ：１２

ギャップ・レングス・ペナルティ：４

これらのパラメータで有用なプログラムは、ウィスコシン州、マジソン、Geneti

cs Computer Groupより「ｇａｐ」プログラムとして公に利用できる。前記した

パラメータはペプチドを比較するための省略時（default）パラメータ（エンド

ギャップにペナルティのない）である。

      【００１７】

  ポリヌクレオチドを比較するためのパラメータは、以下のパラメータを包含す

る：アルゴリズム：NeedlemanおよびWunsch、J．Mol Biol．４８：４４３－４５

３（１９７０）

比較マトリックス：マッチ＝＋１０、ミスマッチ＝０

ギャップ・ペナルティ：５０

ギャップ・レングス・ペナルティ：３
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ウィスコシン州、マジソン、Genetics Computer Groupより「ｇａｐ」プログラ

ムとして利用できる。これらは核酸を比較するための省略時パラメータである。

      【００１８】

  場合によっては、ポリヌクレオチドおよびポリペプチドを「同定」するための

好ましい手段は、以下の（１）および（２）で得られる。

  （１）ポリヌクレオチドの具体例は、さらに、配列番号：１または３の対照配

列と少なくとも９５、９７または１００％の同一性を有するポリヌクレオチド配

列を有してなる単離ポリヌクレオチドを包含する。ここで、該ポリヌクレオチド

配列は配列番号：１または３の対照配列と同一であってもよく、あるいはその対

照配列と比較した場合にある整数までの数のヌクレオチドが変わっていてもよく

、その変形は、少なくとも１つのヌクレオチドの欠失、転位および転換を含む置

換または挿入からなる郡より選択され、かつその変形は、対照ヌクレオチド配列

の５’または３’末端位置で、またはそれら末端位置の間のどこで起こってもよ

く、対照配列中のヌクレオチド間に個々に、または対照配列内の一またはそれ以

上の隣接する基において点在してもよく、そのヌクレオチド変形の数は、配列番

号：１または３のヌクレオチドの総数に同一性のパーセントを１００で割って定

めた数を掛け、ついで配列番号：１または３のヌクレオチドの総数からこの積を

減じることにより、あるいは、式：

      【００１９】

ｎｎ≦Ｘｎ－（Ｘｎ・ｙ）

［式中、ｎｎはヌクレオチド変形の数であり、Ｘｎは配列番号：１または３のヌ

クレオチドの総数であり、ｙは９５％で０.９５、９７％で０．９７または１０

０％で１.００であり、・は乗算オペレーターの記号であり、Ｘｎとｙの積が整

数でない場合、それをＸｎから減ずる前に端数を切り捨て、最も近い整数にする

］

により決定される。配列番号：２または４のポリペプチドをコードするポリヌク

レオチド配列の変形は、このコード配列にてノンセンス、ミスセンスまたはフレ

ームシフト変異を形成し、それによりそのように変形したポリヌクレオチドによ

りコードされるポリペプチドが変化する。
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      【００２０】

  （２）ポリヌクレオチドの具体例は、さらに、配列番号：２または４のポリペ

プチドの対照配列と少なくとも９５、９７または１００％の同一性を有するポリ

ペプチドを有してなる単離ポリペプチドを包含する。ここで、該ポリペプチド配

列は配列番号：２または４の対照配列と同一であってもよく、あるいはその対照

配列と比較した場合にある整数までの数のアミノ酸が変わっていてもよく、その

変形は、少なくとも１つのヌクレオチドの欠失、同類および非同類置換を含む置

換または挿入からなる郡より選択され、かつその変形は、対照ポリペプチド配列

のアミノまたはカルボキシ末端位置で、またはそれら末端位置の間のどこで起こ

ってもよく、対照配列中のアミノ酸間に個々に、または対照配列内の一またはそ

れ以上の隣接する基において点在してもよく、そのアミノ酸変形の数は、配列番

号：２または４のアミノ酸の総数に同一性のパーセントを１００で割って定めた

数を掛け、ついで配列番号２のアミノ酸の総数からこの積を減じることにより、

あるいは、式：

      【００２１】

ｎａ≦Ｘａ－（Ｘａ・ｙ）

［式中、ｎａはアミノ酸変形の数であり、Ｘａは配列番号：２または４のアミノ

酸の総数であり、ｙは９５％で０.９５、９７％で０．９７または１００％で１.

００であり、・は乗算オペレーターの記号であり、Ｘａとｙの積が整数でない場

合、それをＸａから減ずる前に端数を切り捨て、最も近い整数にする］

により決定される。

      【００２２】

  「個体」とは、後生動物、哺乳動物、ウシ、サル、霊長類、ヒトを含むが、こ

れに限定されない、多細胞真核生物を意味する。

  「単離」とは、「人の手によって」天然の状態から変化させられた、すなわち

、天然物の場合、その本来の環境から変化または除去あるいはその両方が行われ

たことを意味する。例えば、天然において生体に存在するポリヌクレオチドまた

はポリペプチドは、「単離」されていないが、その天然状態で共存する物質から

分離された同じポリヌクレオチドまたはポリペプチドは、本明細書に用いる用語
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としての「単離」がなされている。その上、形質転換、遺伝的操作により、ある

いは他の組換え方法により生物中に導入されるポリヌクレオチドまたはポリペプ

チドは、たとえ、それがその生物中にあり、その生物が生存あるいは死亡してい

るとしても、「単離」されている。

      【００２３】

  「生物（複数でも可）」は、（ｉ）Streptococcus、Staphylococcus、Bordete

lla、Corynebacterium、Mycobacterium、Neisseia、Haemophilus、Actinomyces

、Streptomyces、Nocardia、Enterobacter、Yersinia、Fancisella、Pasturella

、Moraxella、Acinetobacter、Erysipelothrix、Branhamella、Actinobacillus

、Streptobacillus、Listeria、Calymmatobacterium、Brucella、Bacillus、Clo

sterdium、Treponema、Escherichia、Salmonella、Kleibsiella、Vibrio、Prote

us、Erwinia、Borrelia、Leptospira、Spirillum、Campylobacter、Shigella、L

egionella、Pseudomonas、Aeromonas、Rickettsia、Chlamydia、Borreliaおよび

Mycoplasmaである属（これらに限らない）のメンバー、ならびにグループＡのSt

reptococcus、グループＢのStreptococcus、グループＣのStreptococcus、グル

ープＤのStreptococcus、グループＧのStreptococcus、Streptococcus pneumoni

ae、Streptococcus pyrogenes、Streptoxoxxus agalactiae、Streptococcus fae

calis、Streptococcus faecium、Streptococcus durans、Neisseria gonorrheae

、Neisseria meningitidis、Staphylococcus aureus、Staphylococcus epidermi

dis、Corynebacterium diptheriae、Garnella vaginalis、Mycobacterium tuber

culosis、Mycobacterium bovis、Mycobacterium ulcerans、Mycobacterium lepr

ae、Actinomyces israelli、Listeria monocytogenes、Bordetella pretusis、B

ordetella parapretusis、Bordetella bronchiseptica、Esherichia coli、Shig

ella dysenteriae、Haemophilus influenzae、Haemophilus aegyptius、Haemoph

ilus parainfluenzae、Haemophilus ducreyi、Bordetella、Salmonella typhi、

Citrobacter freundii、Proteus mirabilis、Proteus vulgaris、Yersinia pest

is、Klebsiella pneumoniae、Serratia marcessens、Serratia liquefaciens、V

ibrio cholera、Shigella dysenterii、Shigella flexneri、Pseudomonas aerug

inosa、Franscisella tularensis、Brucella abortis、Bacillus anthracis、Ba
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cillus cereus、Clostridium perfringens、Clostridium tetani、Clostridium 

butulinum、Treponema pallidum、Rickettsia rickettsiiおよびChlamydia trac

homitisである種またはグループ（これらに限らない）のメンバーを包含する原

核生物、（ｉｉ）Archaebacter（これに限らない）を包含する古細菌、および（

ｉｉｉ）原生動物、真菌類、Saccharomyces、KluveromycesまたはCandida属（こ

れらに限らない）のメンバー、およびSaccharomyces cerevisiae、Kluveromyces

 lactisまたはCandida albicans種のメンバー（これらに限らない）を包含する

単細胞または糸状真核生物を意味する。

      【００２４】

  細菌（複数でも可）」は、（ｉ）Streptococcus、Staphylococcus、Bordetell

a、Corynebacterium、Mycobacterium、Neisseia、Haemophilus、Actinomyces、S

treptomyces、Nocardia、Enterobacter、Yersinia、Fancisella、Pasturella、M

oraxella、Acinetobacter、Erysipelothrix、Branhamella、Actinobacillus、St

reptobacillus、Listeria、Calymmatobacterium、Brucella、Bacillus、Closter

dium、Treponema、Escherichia、Salmonella、Kleibsiella、Vibrio、Proteus、

Erwinia、Borrelia、Leptospira、Spirillum、Campylobacter、Shigella、Legio

nella、Pseudomonas、Aeromonas、Rickettsia、Chlamydia、BorreliaおよびMyco

plasmaである属（これらに限らない）のメンバー、ならびにグループＡのStrept

ococcus、グループＢのStreptococcus、グループＣのStreptococcus、グループ

ＤのStreptococcus、グループＧのStreptococcus、Streptococcus pneumoniae、

Streptococcus pyrogenes、Streptoxoxxus agalactiae、Streptococcus faecali

s、Streptococcus faecium、Streptococcus durans、Neisseria gonorrheae、Ne

isseria meningitidis、Staphylococcus aureus、Staphylococcus epidermidis

、Corynebacterium diptheriae、Garnella vaginalis、Mycobacterium tubercul

osis、Mycobacterium bovis、Mycobacterium ulcerans、Mycobacterium leprae

、Actinomyces israelli、Listeria monocytogenes、Bordetella pretusis、Bor

detella parapretusis、Bordetella bronchiseptica、Esherichia coli、Shigel

la dysenteriae、Haemophilus influenzae、Haemophilus aegyptius、Haemophil

us parainfluenzae、Haemophilus ducreyi、Bordetella、Salmonella typhi、Ci
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trobacter freundii、Proteus mirabilis、Proteus vulgaris、Yersinia pestis

、Klebsiella pneumoniae、Serratia marcessens、Serratia liquefaciens、Vib

rio cholera、Shigella dysenterii、Shigella flexneri、Pseudomonas aerugin

osa、Franscisella tularensis、Brucella abortis、Bacillus anthracis、Baci

llus cereus、Clostridium perfringens、Clostridium tetani、Clostridium bo

tulinum、Treponema pallidum、Rickettsia rickettsiiおよびChlamydia tracho

mitisである種またはグループ（これらに限らない）のメンバーを包含する原核

生物、および（ｉｉ）Archaebacter（これに限らない）を包含する古細菌を意味

する。

      【００２５】

  「ポリヌクレオチド（複数でも可）」は、一般に、修飾されていないＲＮＡも

しくはＤＮＡ、または修飾されたＲＮＡもしくはＤＮＡであってよい、ポリリボ

ヌクレオチドまたはポリデオキシリボヌクレオチドをも意味する。「ポリヌクレ

オチド」は、一本鎖および二本鎖ＤＮＡ、一本鎖および二本鎖領域の混合物また

は一本鎖、二本鎖および三本鎖領域の混合物であるＤＮＡ、一本鎖および二本鎖

ＲＮＡ、ならびに一本鎖および二本鎖領域の混合物であるＲＮＡ、一本鎖もしく

はより典型的には二本鎖もしくは三本鎖、または一本鎖および二本鎖領域の混合

物であってもよいＤＮＡおよびＲＮＡを含むハイブリッド分子を包含するがこれ

らに限らない。加えて、本明細書で用いる「ポリヌクレオチド」は、ＲＮＡもし

くはＤＮＡまたはＲＮＡとＤＮＡの両方を含む三本鎖領域を意味する。かかる領

域における鎖は同一の分子または異なる分子由来のものでよい。この領域はこれ

らの分子の一つまたはそれ以上の全てを含んでいてもよいが、より典型的にはい

くつかの分子の一領域のみを含む。三重らせん領域の分子の一つは、オリゴヌク

レオチドであることが多い。本明細書で用いる場合、「ポリヌクレオチド」なる

語は、一つまたはそれ以上の修飾した塩基を含有する、前記したＤＮＡまたはＲ

ＮＡを包含する。このように、安定性または他の理由で修飾された骨格を有する

ＤＮＡまたはＲＮＡも、本明細書が意図するろところの「ポリヌクレオチド」で

ある。さらに、イノシン等の普通でない塩基、またはトリチル化塩基等の修飾塩

基を含むＤＮＡまたはＲＮＡ（二つの例だけを示す）も、本明細書での用語ポリ
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ペプチドである。当業者に既知の多くの有用な目的を提供するＤＮＡおよびＲＮ

Ａに、非常に多くの修飾がなされていることは、明らかであろう。「ポリヌクレ

オチド」なる語は、本明細書で用いる場合、ポリヌクレオチドのこのような化学

的、酵素的または代謝的に修飾した形態、ならびにウイルス、とりわけ単純型細

胞および複雑型細胞を含む、細胞に特徴的なＤＮＡおよびＲＮＡの化学的形態を

包含する。「ポリヌクレオチド」は、しばしば、オリゴヌクレオチド（複数でも

可）と称される短鎖ポリヌクレオチドを包含する。

      【００２６】

  「ポリペプチド」は、ペプチド結合または修飾ペプチド結合により互いに結合

している２個またはそれ以上のアミノ酸を含むペプチドまたは蛋白をいう。「ポ

リペプチド」は、当該分野で通常例えばペプチド、オリゴペプチドおよびオリゴ

マーとも称される短鎖、および多くの型があり、当該分野で一般的に蛋白と称す

る長鎖の両方を意味する。ポリペプチドは、遺伝子によりコードされる２０種の

アミノ酸以外のアミノ酸を含んでいてもよい。「ポリペプチド」は、プロセッシ

ングおよび他の翻訳後修飾のような自然の工程により、ならびに化学修飾による

ものを包含する。かかる修飾は基礎的なテキストおよびさらに詳細な論文ならび

に多数の研究文献にも詳しく記載されており、これらは当業者に周知である。同

じタイプの修飾が所定のポリペプチドのいくつかの部位に同程度または種々の程

度で存在してもよいことが理解されるであろう。また、所定のポリペプチドが多

くの型の修飾を含んでいてもよい。修飾は、ペプチド骨格、アミノ酸側鎖、およ

びアミノもしくはカルボキシ末端を包含するポリペプチドのいずれの場所にあっ

てもよい。修飾としては、例えば、アセチル化、アシル化、ＡＤＰ－リボシル化

、アミド化、フラビンの共有結合、ヘム部分の共有結合、ヌクレオチドまたはヌ

クレオチド誘導体の共有結合、脂質または脂質誘導体の共有結合、ホスホチジル

イノシトールの共有結合、架橋結合、環化、ジスルフィド結合形成、脱メチル化

、共有結合架橋形成、シスチン形成、ピログルタミン酸塩形成、ホルミル化、ガ

ンマー－カルボキシル化、糖鎖形成、ＧＰＩアンカー形成、ヒドロキシル化、ヨ

ード化、メチル化、ミリストイル化、酸化、蛋白加水分解プロセッシング、リン

酸化、プレニル化、ラセミ化、セレノイル化、硫酸化、アルギニル化などの転移
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ＲＮＡ媒介の蛋白へのアミノ酸付加、およびユビキチネーションがある。例えば

、Proteins-Structure and Molecular Properties、第２版、T.E.Creighton、W.

H.Freeman and Company、ニューヨーク（１９９３）に記載されている。例えば

、Posttranslational Covalent Modification of Proteins、B.C.Johnson編、ア

カデミック・プレス、ニューヨーク（１９８３）のWold,F., Posttranslational

 Protein Modifications：Perspective and Prospects、１～１２頁；Seifterら

、Meth.Enzymol. １８２：６２６－６４６（１９９０）およびRattanら、Protei

n Synthesis：Posttranslational Modifications and Aging，Ann. N. Y. Acad.

 Sci. ６６３：４８－６２（１９９２）参照。ポリペプチドは分枝状あるいは分

枝ありまたはなしの環状であってもよい。環状、分枝状、および分枝状かつ環状

のポリペプチドは、翻訳後の天然プロセスから生じるものであってもよく、同様

に全く合成的な方法により製造されるものであってもよい。

      【００２７】

  「組み換え発現系（複数でも可）」は、本発明のポリヌクレオチドおよびポリ

ペプチドの製造のために宿主細胞または宿主細胞溶解物中に導入または形質転換

された発現系またはその部分または本発明のポリヌクレオチドをいう。

  本明細書で用いる「変種」なる用語は、対照ポリヌクレオチドまたはポリペプ

チドとは各々異なるポリヌクレオチドまたはポリペプチドであるが、本質的な特

性は保持している。典型的なポリヌクレオチドの変種は、別の対照ポリヌクレオ

チドとはヌクレオチド配列が異なる。変種のヌクレオチド配列の変化は、対照ポ

リヌクレオチドによりコードされるポリペプチドのアミノ酸配列を変化させるも

のであってもよく、変化させないものであってもよい。以下に論じるように、ヌ

クレオチドの変化は結果的に、対照配列によりコードされるポリペプチドにおけ

るアミノ酸置換、付加、欠失、融合および末端切断をもたらす。典型的なポリペ

プチドの変種は、別の対照ポリペプチドとはアミノ酸配列が異なる。一般に、差

異は、対照ポリペプチドおよび変種の配列が、全体的に非常に類似しており、多

くの領域で同一なものに限られる。変種および対照ポリペプチドは、１またはそ

れ以上の置換、付加、欠失が任意の組み合わせで起こることにより、アミノ酸配

列が変化し得る。置換または挿入されたアミノ酸残基は、遺伝学的コードにより
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コードされたものであってもなくてもよい。また本発明は、本発明の各ポリペプ

チドの変種、すなわち保存的アミノ酸置換により対象標準とは異なっており、そ

のことにより残基が同様の特性を有する別の残基に置換されているものを包含す

る。典型的なかかる置換は、Ａｌａ、Ｖａｌ、ＬｅｕおよびＩｌｅ間；Ｓｅｒお

よびＴｈｒ間；酸性残基ＡｓｐおよびＧｌｕ間；ＡｓｎおよびＧｌｎ間；塩基性

残基ＬｙｓおよびＡｒｇ間；あるいは芳香族残基ＰｈｅおよびＴｙｒ間のもので

ある。数個、５～１０個、１～５個、１～３個、１～２個または１個のアミノ酸

がいずれかの組み合わせで置換、欠失、または付加されている変種が特に好まし

い。ポリヌクレオチドまたはポリペプチドの変種は、対立遺伝子変種のような天

然に存在するものであってもよく、または天然に存在することが知られていない

変種であってもよい。ポリヌクレオチドおよびポリペプチドの天然に存在しない

変種は、変異誘発法または直接合成あるいは当業者に公知の他の組換え法によっ

て作られてもよい。

      【００２８】

（発明を実施するための最良の形態）

  本発明は、とりわけ、次に極めて詳細に説明する、新規ａｒｏＡポリペプチド

およびポリヌクレオチドに関する。特に、本発明は、ラクトコッカス・ラクチス

の５－エノールピルボイルシキメート－３－ホスフェートシンターゼ（ａｒｏＡ

）ポリペプチドに対するアミノ酸配列相同性（類似性７９．６７３％、同一性６

８．２２４％）により関連付けられる、ストレプトコッカス・ニューモニアエの

新規ａｒｏＡのポリペプチドおよびポリヌクレオチドに関する。本発明は、特に

、それぞれ表１（配列番号：１）および表１（配列番号：２）に示すヌクレオチ

ド配列およびアミノ酸配列を有するａｒｏＡに関し、寄託株中のＤＮＡのａｒｏ

Ａヌクレオチド配列およびそれによりコードされるアミノ酸配列に関する。

      【００２９】

表１

ａｒｏＡポリヌクレオチドおよびポリペプチド配列

（Ａ）ストレプトコッカス・ニューモニアエのａｒｏＡポリヌクレオチド配列由

来の配列［配列番号：１］



(35) 特表２００２－５４３７７６

      【００３０】

【表１】

（Ｂ）この表中のポリヌクレオチド配列から推定されるａｒｏＡポリペプチド配

列［配列番号：２］

【表２】

      【００３１】

（Ｃ）ポリヌクレオチド配列の具体例［配列番号：１］

【表３】
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      【００３２】

（Ｄ）ポリペプチド配列の具体例［配列番号：２］

【表４】

      【００３３】

（Ｅ）ストレプトコッカス・ニューモニアエのａｒｏＡポリヌクレオチドＯＲＦ

配列由来の配列［配列番号：３］

【表５】
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      【００３４】

（Ｆ）この表中のポリヌクレオチドＯＲＦ配列から推定されるａｒｏＡポリペプ

チド配列［配列番号：４］

【表６】

      【００３５】

寄託材料

  ストレプトコッカス・ニューモニアエ ０１００９９３株を含有する寄託物は
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、ナショナル・コレクション・オブ・インダストリアル・アンド・マリン・バク

テリア・リミテッド（ＮＣＩＭＢという）、２３ストリート、マッカードライブ

、アベルディーンＡＢ２１ＲＹ、スコットランドに１９９６年４月１１日に寄託

され、ＮＣＩＭＢ受託番号４０７９４が付与された。寄託したことにより、寄託

株をストレプトコッカス・ニューモニアエ ０１００９９３株という。１９９６

年４月１７日に、イー・コリ（E.coli）中のストレプトコッカス・ニューモニア

エ０１００９９３ＤＮＡライブラリーをＮＣＩＭＢに同様に寄託し、受託番号４

０８００を得た。ストレプトコッカス・ニューモニアエ株寄託物を、本明細書で

は「寄託株」または「寄託株のＤＮＡ」という。

  寄託株は全長のａｒｏＡ遺伝子を含んでいる。寄託株中に含まれるポリヌクレ

オチド配列ならびにそれによりコードされるポリペプチドのアミノ酸配列は、本

明細書の配列に関する任意の記載に矛盾する事象において支配的である。

  寄託株の寄託は、特許手続き上の微生物寄託の国際承認に関するブダペスト条

約の条件下でなされている。特許が発行されると何の制限または条件もなく、最

終的に株は分譲される。寄託は当業者の便宜のためにのみ提供され、３５Ｕ.Ｓ.

Ｃ.１１２条のもとに要求されるような、寄託が実施可能要件であることを承認

するものではない。

  寄託物を製造、使用または販売するためにはライセンスが必要であるが、その

ようなライセンスはここでは賦与されていない。

      【００３６】

ポリペプチド

  本発明のポリペプチドは表１［配列番号：２］のポリペプチド（詳細には、成

熟ポリペプチド）ならびにポリペプチドおよびフラグメント、特にａｒｏＡの生

物学的活性を有するものを包含し、さらに表１［配列番号：２および４］のポリ

ペプチドまたはその重要部分に対して少なくとも７０％、好ましくは表１［配列

番号：２および４］のポリペプチドに対して少なくとも８０％の同一性を有する

ポリペプチドおよびフラグメント、より好ましくは表１［配列番号：２および４

］のポリペプチドに対して少なくとも９０％の類似性を有し（より好ましくは、

少なくとも９０％の同一性を有し）、さらにより好ましくは表１［配列番号：２
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および４］のポリペプチドに対して少なくとも９５％の類似性を有する（さらに

より好ましくは少なくとも９５％の同一性を有する）ポリペプチドおよびフラグ

メント、さらには、一般に、少なくとも３０個、より好ましくは少なくとも５０

個のアミノ酸を含む、ポリペプチドのかかる部分を包含する。

      【００３７】

  また本発明は表１（Ｄ）（配列番号：２）に示す式のポリペプチドを包含し、

式中のアミノ末端においてＸは水素であり、カルボキシル末端においてＹは水素

または金属であり、Ｒ１およびＲ２はアミノ酸残基、ｎは１ないし１０００の整

数である。いずれかのＲ基（Ｒは１個よりも多い）により示されるアミノ酸残基

の鎖部分はヘテロポリマーであってもホモポリマーであってもよく、好ましくは

ヘテロポリマーである。

  フラグメントは、前述のポリペプチドのアミノ酸配列のすべてではなく一部に

対して全く同一であるアミノ酸配列を有する変種ポリペプチドである。ａｒｏＡ

ポリペプチドについては、フラグメントは「独立して存在（free standing）」

しているか、または一部分もしくは領域を形成することにより、より大きなポリ

ペプチド内に含まれていてもよく、最も好ましくは単一の連続した領域、すなわ

ち大型の単一ポリペプチドとして含まれる。

      【００３８】

  好ましいフラグメントは、表１［配列番号：２および４］のアミノ酸配列の一

部分を有する末端切断されたポリペプチド、またはそれらの変種、例えば、アミ

ノ末端を含む一連の残基を切断、またはカルボキシル末端を含む一連の残基を切

断したものを包含する。宿主、とりわけストレプトコッカス・ニューモニアエに

おける、本発明のポリペプチドの分解形態もまた好ましい。また、構造的または

機能的属性により特徴づけられたフラグメント、例えばアルファーヘリックスお

よびアルファーヘリックス形成領域、ベータシートおよびベータシート形成領域

、ターンおよびターン形成領域、コイルおよびコイル形成領域、親水性領域、疎

水性領域、アルファー両親媒性領域、ベータ両親媒性領域、可変領域、表面形成

領域、基質結合領域、および高抗原性指標領域を含むフラグメントなども好まし

い。
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      【００３９】

  ａｒｏＡ活性を媒介し、あるいは同様の活性を有しまたは活性を改善し、望ま

しくない活性を減じられたフラグメントである生物学的に活性のあるフラグメン

トも好ましい。動物、とりわけヒトにおいて抗原的または免疫原的なフラグメン

トもまた含まれる。個体、特にヒトにおけるストレプトコッカス・ニューモニア

エの生存に必須の機能、あるいは疾病を開始または維持する能力を付与する酵素

の受容体またはドメインを含むフラグメントが特に好ましい。

  本発明の特定のポリペプチドを記載するのに「Ｘ」または「Ｘａａ」を用いる

こともできる。「Ｘ」および「Ｘａａ」は２０種の天然に存在するいずれかのア

ミノ酸をいい、ポリペプチド配列中の所定の位置に配置することができる。

  本発明のポリペプチドのフラグメントである変種を、ペプチド合成による対応

の全長ポリペプチドの製造に使用してもよく、それゆえ、これらの変種を全長の

ポリペプチド製造のための中間体として用いてもよい。

      【００４０】

ポリヌクレオチド

  本発明の別の態様は、表１［配列番号：２および４］の推定アミノ酸配列を有

するａｒｏＡポリペプチドをコードする全長遺伝子およびそれに密接に関連する

ポリヌクレオチドおよびそれらの変種を含む、単離ポリヌクレオチドに関する。

  本明細書に示される表１［配列番号：１および３］に示すポリヌクレオチド配

列のような情報を用い、標準的なクローニングおよびスクリーニング方法、例え

ば、出発物質としてストレプトコッカス・ニューモニアエ０１００９９３細胞を

用いて細菌の染色体ＤＮＡフラグメントをクローニングおよび配列決定する方法

を用いて、ａｒｏＡポリペプチドをコードしている本発明のポリヌクレオチドを

得、ついで、全長のクローンを得てもよい。例えば、本発明のポリヌクレオチド

配列、例えば表１［配列番号：１および３］に示す配列を得るために、イー・コ

リ（E.coli）またはいくつかの他の適切な宿主におけるストレプトコッカス・ニ

ューモニアエ０１００９９３の染色体ＤＮＡのクローンの典型的なライブラリー

を、部分的配列に由来する、好ましくは１７量体またはそれ以上の長さの放射性

標識化オリゴヌクレオチドにてプローブする。プローブのＤＮＡに同一であるＤ
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ＮＡを担持するクローンはストリンジェントな条件を用いて区別できる。原始配

列から設計した配列決定プライマーを用いてこのように同定した個々のクローン

を配列決定することにより、両方向で配列が伸長できるようになり、全遺伝子配

列を決定できる。このような配列決定は便宜的にプラスミドクローンから調製し

た変性二本鎖ＤＮＡを用いて実施する。適切な技法については、Maniatis,T.、F

itsch,F.F.およびSambrookら、Molecular Cloning，A Laboratory Manual、第２

版；コールド・スプリング・ハーバー・ラボラトリー・プレス、コールド・スプ

リング・ハーバー、ニューヨーク（１９８９）に記載されている（Screening By

 Hybridization 1.90およびSequencing Denatured Double-Stranded DNA Templa

tes 13.70を参照のこと）。本発明の典型例である、表１［配列番号：１］に示

すポリヌクレオチドが、ストレプトコッカス・ニューモニアエ０１００９９３由

来のＤＮＡライブラリー中に見いだされた。

      【００４１】

  表１［配列番号：１］に示すＤＮＡ配列は、推定分子量を有する表１［配列番

号：２］に示すアミノ酸残基数とほぼ同数のアミノ酸からなる蛋白をコードして

いる読み枠を含んでおり、その推定分子量は当該分野でよく知られたアミノ酸の

分子量を用いて算出できる。ヌクレオチド番号１から１２８１の間の配列番号：

１のポリヌクレオチドは配列番号：２のポリペプチドをコードする。停止コドン

は配列番号：１（１－１２８１）のヌクレオチド番号１２８４から開始する。

  本発明ａｒｏＡ蛋白は、寄託株のａｒｏＡをコードしているＤＮＡの配列決定

結果により示されるように、ａｒｏ（５－エノールピルビルシキメート－３－ホ

スフェートシンターゼ）ファミリーの他の蛋白に構造的に関連している。当該蛋

白は、既知の蛋白の中でもラクトコッカス・ラクチスの５－エノールピルボイル

シキメート－３－ホスフェートシンターゼ（ａｒｏＡ）蛋白に対して最大の相同

性を示す（類似性７９．７％、同一性６８．２％）。他の関連配列は下記のとお

りである：

      【００４２】

受託番号        種

Ｘ７８４１３        L.Lactis aroA
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Ｍ８０２４５        B.subtilis aroA

Ｚ２９３３９        D.nodosus aroA

Ｉ１９９８２        米国特許第５５１２４６６号の配列１４

Ｌ０５００４        Staphylococcus aureus aroA

Ｘ７５３２５        Synechocystis sp aroA

Ｘ７７０１９        P.pseudomallei aroA

Ｄ９０９１４        Synechocystis sp aroA

Ｘ８９３７１        C.jejuni aroA

Ｌ４６３７２        Yersinia pestis aroA

      【００４３】

  関連配列は、Sharps, Analytical Biochem １４０：１８３－１８９、１９８

４；Majumderら、Eur.J.Biochem. ２２９：９９－１０６、１９９５；O'Connell

ら、J.Gen.Microbiol. １３９：１４４９－１４６０、１９９３；Oystonら、"Im

munization with live recombinant Salmonelle typhimurium aroA producing F

1 antigen protects against plaque" １９９５；およびRogersら、"Amplificat

ion of the aroA gene from Escherichia coli results in tolerance to the h

erbicide glyphosphate" １９８３において説明されている。

      【００４４】

  本発明は、表１［配列番号：１または配列番号：２］のコーディング配列に対

して全長にわたり同一であるポリヌクレオチド配列を提供する。成熟ポリペプチ

ドのコーディング配列またはそれらのフラグメント、ならびにその他のコーディ

ング配列を有する読み枠中の成熟ポリペプチドのコーディング配列またはそのフ

ラグメント、例えばリーダーまたは分泌配列、プレ、プロ、プレプロ蛋白配列を

コードする配列も本発明により提供される。ポリヌクレオチドは、例えば、転写

された非翻訳配列、終止シグナル、リボソーム結合部位、ｍＲＮＡを安定化する

配列、イントロン、ポリアデニル化シグナル等の転写非翻訳配列、および付加ア

ミノ酸をコードする付加コーディング配列等の非コーディング５'および３'配列

等の非コーディング配列をも含有しうるが、これらに限定するのではない。例え

ば、融合ポリペプチドの精製を促すマーカー配列をコードすることもできる。本
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発明の特定の具体例において、マーカー配列は、ｐＱＥベクター（Qiagen,Inc.

）中に提供されるようなヘキサ－ヒスチジンペプチド（Gentzら、Proc.Natl.Aca

d.Sci., USA、８６：８２１－８２４（１９８９）に記載される）またはＨＡタ

グ（Wilsonら、Cell ３７：７６７（１９８４））である。本発明のポリヌクレ

オチドはまた、構造遺伝子および遺伝子発現を調節する天然の配列をも含むが、

これらに限定するものではない。

      【００４５】

  本発明の好ましい具体例は、ａｒｏＡポリペプチドをコードしている、表１の

配列番号：１に示すヌクレオチド１から１２８１または１２８４までを含むポリ

ヌクレオチドである。

  また本発明は、表１（Ｃ）［配列番号：１］に示す式のポリヌクレオチドを包

含し、式中の５’末端においてＸは水素であり、この分子の３’末端においてＹ

は水素または金属であり、Ｒ１およびＲ２はアミノ酸残基、ｎは１ないし１００

０の整数である。いずれかのＲ基（Ｒは１個よりも多い）により示される核酸残

基の鎖部分はヘテロポリマーまたはホモポリマーのいずれであってもよく、好ま

しくはヘテロポリマーである。

      【００４６】

  本明細書で用いる「ポリペプチドをコードしているポリヌクレオチド」なる語

は、本発明のポリペプチドをコードする配列を含むポリヌクレオチドを包含し、

詳細には、細菌のポリペプチド、より詳細には表１［配列番号：２］に示すアミ

ノ酸配列を有するストレプトコッカス・ニューモニアエのａｒｏＡのポリペプチ

ドを包含する。該用語は、コーディング配列および／または非コーディング配列

を含んでいてもよい、さらなる領域を伴った、ポリペプチドをコードしている単

一の連続領域または不連続領域（例えば、組み込まれたファージまたは配列の挿

入または配列の編集により分断されたもの）を含むポリヌクレオチドを包含する

。

  さらに本発明は、表１［配列番号：２］の推定アミノ酸配列を有するポリペプ

チドの変種をコードする上記ポリヌクレオチドの変種にも関する。本発明のポリ

ヌクレオチドのフラグメントである変種を用いて本発明の全長ポリヌクレオチド
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を合成してもよい。

      【００４７】

  さらに特に好ましい具体例は、表１［配列番号：２］のａｒｏＡポリペプチド

のアミノ酸配列を有する、ａｒｏＡ変種をコードするポリヌクレオチドであり、

その中には、いくつか、少しの、５ないし１０、１ないし５、１ないし３、２、

１または０個のアミノ酸残基を置換、欠失または付加を任意の組み合わせで施し

たアミノ酸配列を有する。中でもとりわけ好ましいものは、ａｒｏＡの特性およ

び活性を変化させないサイレント置換、付加および欠失である。

      【００４８】

  本発明のさらに好ましい具体例は、表１［配列番号：２および４］に示すアミ

ノ酸配列を有するａｒｏＡポリペプチドをコードしているポリヌクレオチドに対

して、その全長にわたり少なくとも７０％の同一性があるポリヌクレオチド、お

よびかかるポリヌクレオチドに対して相補的なポリヌクレオチドである。また、

寄託株のａｒｏＡポリペプチドをコードしているポリヌクレオチドに対してその

全長にわたり少なくとも８０％同一である領域を含むポリヌクレオチド、および

それに対して相補的なポリヌクレオチドが最も極めて好ましい。この点に関して

、全長で少なくとも９０％同一であるポリヌクレオチドがとりわけ好ましく、中

でも少なくとも９５％の同一性を有するものが特に好ましく、さらに少なくとも

９５％の同一性を有するものの中でも少なくとも９７％であるのがより好ましく

、中でも少なくとも９８％および少なくとも９９％であるのが特に好ましく、さ

らに少なくとも９９％であるのがより好ましい。

  好ましい具体例は、表１［配列番号：１］のＤＮＡによりコードされる成熟ポ

リペプチドと実質的に同じ生物学的機能または活性を保持するポリペプチドをコ

ードしているポリヌクレオチドである。

      【００４９】

  本発明はさらに本明細書上述の配列にハイブリダイズするポリヌクレオチドに

関する。この点に関して、本発明は特にストリンジェントな条件で本明細書に示

すポリヌクレオチドとハイブリダイズするポリヌクレオチドに関する。本明細書

で用いる「ストリンジェントな条件」および「ストリンジェントなハイブリダイ
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ゼーション条件」なる語は、配列間の同一性が少なくとも９５％、好ましくは少

なくとも９７％である場合のみに起こるハイブリダイゼーションを意味する。ス

トリンジェントなハイブリダイゼーション条件の一例として、５０％ホルムアミ

ド、５ｘＳＳＣ（１５０ｍＭ ＮａＣｌ、１５ｍＭ クエン酸三ナトリウム）、５

０ｍＭリン酸ナトリウム（ｐＨ７.６）、５ｘデンハーツ溶液、１０％硫酸デキ

ストランおよび２０μｇ／ｍｌの変性し、剪断されたサケ精子ＤＮＡを含有する

溶液中、４２℃で一夜インキュベートし、つづいて約６５℃、０.１ｘＳＳＣ中

でハイブリダイゼーションサポートを洗浄することが挙げられる。ハイブリダイ

ゼーションおよび洗浄条件は周知であり、Sambrookら、Molecular Cloning，A L

aboratory Manual、第２版；コールド・スプリング・ハーバー、ニューヨーク（

１９８９）、とりわけその第１１章に具体的に示されている。

      【００５０】

  本発明はまた、ストリンジェントなハイブリダイゼーション条件で、配列番号

：１または配列番号：３に示すポリヌクレオチド配列に関する完全遺伝子を含む

適当なライブラリーを、配列番号：１に示す上記ポリヌクレオチド配列またはそ

のフラグメントの配列を有するプローブでスクリーニングし、ＤＮＡ配列を単離

することにより得ることのできるポリヌクレオチド配列を本質的に含むポリヌク

レオチドをも提供する。かかるポリヌクレオチドを得るために有用なフラグメン

トには、例えば本明細書の別の箇所において説明するプローブおよびプライマー

等がある。

      【００５１】

  本発明のポリヌクレオチドアッセイに関してここでさらに論じるが、例えば上

述の本発明のポリヌクレオチドを、ａｒｏＡをコードするｃＤＮＡ全長およびゲ

ノムクローンを単離するための、およびａｒｏＡ遺伝子に高度な配列類似性を有

するその他の遺伝子のｃＤＮＡおよびゲノムクローンを単離するための、ＲＮＡ

、ｃＤＮＡおよびゲノムＤＮＡ用のハイブリダイゼーションプローブとして使用

することができる。このようなプローブは、一般に、少なくとも１５塩基を含む

。好ましくはこのようなプローブは少なくとも３０塩基を有し、少なくとも５０

塩基を有していてもよい。とりわけ好ましいプローブは少なくとも３０塩基を有
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し、５０塩基またはそれ以下である。

  例えば、ａｒｏＡ遺伝子のコーディング領域は、配列番号：１に示すＤＮＡ配

列を用いてオリゴヌクレオチドプローブを合成してスクリーニングすることによ

り単離できる。次いで、本発明の遺伝子の配列に相補的な配列を有する標識オリ

ゴヌクレオチドを、ｃＤＮＡ、ゲノムＤＮＡまたはｍＲＮＡのライブラリーのス

クリーニングに用い、プローブがライブラリーのいずれのメンバーにハイブリダ

イゼーションするのかを決定する。

      【００５２】

  本発明のポリヌクレオチドおよびポリペプチドは、例えば、疾病とりわけヒト

の疾病の治療法および診断法の発見のための研究試薬および材料として使用でき

、さらにポリヌクレオチドアッセイに関連して本明細書でさらに論じる。

  配列番号：１および／または２の配列由来のオリゴヌクレオチドである本発明

のポリヌクレオチドを本明細書に記載の方法に使用してもよいが、好ましくはＰ

ＣＲに使用して、本明細書で同定したポリヌクレオチドの全体または一部が細菌

中の感染した組織に転写されるかどうかを決定する。かかる配列が、病原体が達

成した感染段階および感染型の診断にも有用であることが理解される。

      【００５３】

  また本発明は、さらなるアミノもしくはカルボキシル末端アミノ酸、または成

熟ポリペプチドに内在するアミノ酸を加えた成熟蛋白であるポリペプチドをコー

ドできるポリヌクレオチドも提供する（例えば成熟形態が一つ以上のポリペプチ

ド鎖を有する場合）。このような配列は、前駆体から成熟形態への蛋白のプロセ

ッシングに役割を担い、蛋白の輸送を可能にし、蛋白の半減期を延長もしくは短

縮し、またはとりわけアッセイもしくは製造のための蛋白の操作を容易にするこ

とができる。一般的にインビボの場合、付加アミノ酸は、細胞性酵素によりプロ

セッシングされ、成熟蛋白から取り除かれる。

  １またはそれ以上のプロ配列と融合した成熟形態のポリペプチドを有する前駆

蛋白は、ポリペプチドの不活性形態でありうる。プロ配列が除去されると、一般

に、このような不活性前駆体が活性化される。プロ配列のいくつかまたはすべて

を活性化の前に除去できる。一般に、このような前駆体はプロ蛋白と称される。
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      【００５４】

  ヌクレオチドに関する標準記号Ａ、Ｇ、Ｃ、Ｔ／Ｕに加えて、また「Ｎ」なる

語を、本発明の特定のポリヌクレオチドを記載するのに用いることができる。「

Ｎ」は、隣接するヌクレオチド位置と一緒になって作用する場合、正確な読み枠

を読み取る場合で、Ｎがそのような読み枠にて成熟前末端コドンを形成する効果

を有する核酸でないことが好ましい場合を除き、４種のＤＮＡまたはＲＮＡヌク

レオチドのいずれかがそのＤＮＡまたはＲＮＡ配列のかかる指定位置にあること

を意味する。

  要するに、本発明のポリヌクレオチドは成熟蛋白、リーダー配列を加えた成熟

蛋白（プレ蛋白と称することができる）、プレ蛋白のリーダー配列ではない１ま

たはそれ以上のプロ配列を有する成熟蛋白の前駆体、またはリーダー配列および

１またはそれ以上のプロ配列を有するプロ蛋白の前駆体であるプレプロ蛋白をコ

ードしていてもよく、プロ配列は通常ポリペプチドの活性および成熟形態を生成

するプロセッシング段階で除去される。

      【００５５】

ベクター、宿主細胞、発現

  本発明はまた、ポリヌクレオチドまたは本発明のポリヌクレオチドを含むベク

ター、本発明ベクターで遺伝子操作される宿主細胞および組換え技法による本発

明のポリペプチドの製造にも関する。本発明のＤＮＡ構築物に由来するＲＮＡを

用い、無細胞翻訳系を用いてこのような蛋白を製造できる。

  組換え体を製造するために、宿主細胞を遺伝子操作して、発現系もしくはそれ

らの一部、または本発明のポリヌクレオチドを組み込むことができる。ポリヌク

レオチドの宿主細胞への導入は、例えば、Davisら、Basic Methods in Molecula

r Biology（１９８６）；Sambrookら、Molecular Cloning；A Laboratory Manua

l、第２版；コールド・スプリング・ハーバー・ラボラトリー・プレス、コール

ド・スプリング・ハーバー、ニューヨーク（１９８９）のように、多くの標準的

な実験マニュアルに記載される方法により行うことができ、例えばリン酸カルシ

ウムトランスフェクション、ＤＥＡＥ－デキストラン媒介トランスフェクション

、トランスベクション、マイクロインジェクション、陽イオン脂質媒介トランス
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フェクション、エレクトロポレーション、トランスダクション、スクレープ負荷

、バリスティック導入および感染等がある。

      【００５６】

  適当な宿主の代表的なものには、細菌細胞、例えばストレプトコッカス属

（Streptococci）、スタフィロコッカス属（Staphylococci）、エンテロコッカ

ス属（Enterococci）、イー・コリ（E.coli）、ストレプトミセス（Streptomyce

s）およびバチルス・ズブチリス（Bacillus subtiis）細胞；真菌細胞、例えば

酵母細胞およびアスペルギルス属（Aspergillus）細胞；昆虫細胞、例えばドロ

ソフィラＳ２（Drosophila S2）およびスポドプテラＳｆ９（Spodoptera Sf9）

細胞；動物細胞、例えばＣＨＯ、ＣＯＳ、ＨｅＬａ、Ｃ１２７、３Ｔ３、ＢＨＫ

、２９３およびボウズ（Bows）黒色腫細胞；ならびに植物細胞等がある。

      【００５７】

  本発明のポリペプチドを製造するために非常に多くの発現系を使用できる。こ

のようなベクターには、染色体、エピソームおよびウイルス由来のベクター、例

えば細菌プラスミド由来、バクテリオファージ由来、トランスポゾン由来、酵母

エピソーム由来、挿入エレメント由来、酵母染色体エレメント由来、例えばバキ

ュロウイルス、パポバウイルス、例えばＳＶ４０、ワクシニアウイルス、アデノ

ウイルス、鶏痘ウイルス、仮性狂犬病ウイルスおよびレトロウイルス等のウイル

ス由来のベクター、ならびにそれらを組み合わせたものに由来するベクター、例

えばプラスミドおよびバクテリオファージの遺伝学的エレメント由来のベクター

、例えばコスミドおよびファージミド等がある。発現系の構築物は発現を制御お

よび引き起こす調節領域を含有していてもよい。この点に関して、一般に、宿主

中にポリヌクレオチドを保持、伸長または発現するのに、および／またはポリペ

プチドを発現するのに適した任意の系またはベクターを発現に使用できる。周知

のおよび慣用的な種々の任意の技術により、適当なＤＮＡ配列を発現系に挿入し

てもよく、例えばSambrookら、Molecular Cloning，A Laboratory Manual（前掲

）に記載されている。

      【００５８】

  翻訳蛋白を、小胞体内腔、周辺腔または細胞外環境へ分泌させるために、適当
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な分泌シグナルを発現するポリペプチドに組み込むことができる。これらのシグ

ナルはポリペプチドに本来的なものであってもく、あるいは異種性のシグナルで

もよい。

  本発明のポリペプチドは周知の方法により、組換え細胞培養物から回収および

精製でき、その方法には、例えば硫酸アンモニウムまたはエタノール沈殿、酸抽

出、陰イオンまたは陽イオン交換クロマトグラフィー、ホスホセルロースクロマ

トグラフィー、疎水性相互作用クロマトグラフィー、親和性クロマトグラフィー

、ヒドロキシルアパタイトクロマトグラフィーおよびレクチンクロマトグラフィ

ー等がある。高性能液体クロマトグラフィーを精製に用いるのが最も好ましい。

ポリペプチドが単離および／または精製中に変性した場合、再び活性なコンホー

メーションにするために、蛋白再生のための周知の技法を用いることができる。

      【００５９】

診断アッセイ

  本発明はまた診断試薬として使用するための本発明のａｒｏＡポリヌクレオチ

ドの使用にも関する。真核生物とりわけ哺乳動物、特にヒトにおけるａｒｏＡの

検出は、疾患の診断のための診断法を提供する。ａｒｏＡ遺伝子を含む生物に感

染した真核生物（本明細書において「個体」とも称する）とりわけ哺乳動物、特

にヒトを種々の方法により核酸レベルで検出できる。

  診断用の核酸は、感染した個体の細胞および組織、例えば骨、血液、筋肉、軟

骨および皮膚より得ることができる。ゲノムＤＮＡを直接検出に使用してもよく

、あるいは分析の前にＰＣＲもしくはその他の増幅法を用いることにより酵素的

に増幅できる。ＲＮＡまたはｃＤＮＡもまた同じ方法で用いることができる。増

幅法を用いると、真核生物とりわけ哺乳動物、特にヒトに存在する原核生物株を

、原核生物遺伝子の遺伝子型の分析により特徴づけすることができる。対照配列

の遺伝子型と比較した場合の増幅産物の大きさの変化により、欠失および挿入を

検出できる。点突然変異は、増幅ＤＮＡを標識化ａｒｏＡポリヌクレオチド配列

にハイブリダイズさせることにより同定できる。完全に対合した配列はＲＮアー

ゼ消化により、または融解温度の差により、誤対合二重らせんから区別できる。

変性剤含有または不含ゲル中のＤＮＡフラグメントの電気泳動の移動度の変化を
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検出することにより、または直接的なＤＮＡの配列決定により、ＤＮＡ配列の差

を検出してもよい。例えば、Meyersら、Science，２３０：１２４２（１９８５

）を参照のこと。また、特異的な位置での配列の変化を、ヌクレアーゼ保護アッ

セイ、例えばＲＮアーゼおよびＳ１保護または化学的切断法によって明らかにし

てもよい。例えば、Cottonら、Proc. Natl. Acad. Sci., USA，８５：４３９７

－４４０１（１９８５）を参照のこと。

      【００６０】

  本発明の遺伝子の突然変異または多型性を担持する細胞を、種々の技術により

、ＤＮＡレベルで、例えばセロタイピングすることにより検出してもよい。例え

ば、ＲＴ－ＰＣＲを用いて突然変異を検出することができる。ＲＴ－ＰＣＲは自

動検出系、例えばGeneScan等と組み合わせて用いるのがとりわけ好ましい。ＲＮ

ＡまたはｃＤＮＡを同じ目的でＰＣＲまたはＲＴ－ＰＣＲに用いてもよい。一例

として、ａｒｏＡをコードする核酸に相補的なＰＣＲプライマーは、変異を同定

および分析するのに用いることができる。

      【００６１】

  本発明はまた、５'および／または３'末端から１、２、３または４個のヌクレ

オチドを除去したこれらのプライマーを提供する。これらプライマーを用いて、

個体から由来の試料より単離されたａｒｏＡのＤＮＡを増幅してもよい。該プラ

イマーを用いて、感染個体から単離した遺伝子を増幅してもよく、次いで、該遺

伝子をＤＮＡ配列を調べるための種々の技法に供してもよい。このように、ＤＮ

Ａ配列における変異を検出し、感染の診断および感染性物質のセロタイピングお

よび／または分類に使用することができる。

      【００６２】

  本発明はまた、疾患、好ましくは細菌感染、より好ましくはストレプトコッカ

ス・ニューモニアエによる感染、および最も好ましくは、中耳炎、結膜炎、肺炎

、菌血症、髄膜炎、静脈洞炎、膿胸および心内膜炎、最も詳細には例えば脳脊髄

液の感染のごとき髄膜炎のような疾病の診断方法を提供し、該方法は、表１［配

列番号：１］の配列を有するポリヌクレオチドの発現レベルの上昇を個体由来の

試料から検出することを特徴とする。ａｒｏＡポリヌクレオチドの発現の増加ま
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たは低下は、ポリヌクレオチドの定量法として当該分野でよく知られたいずれか

の方法、例えば増幅、ＰＣＲ、ＲＴ－ＰＣＲ、ＲＮアーゼ保護、ノーザンブロッ

ティングおよびその他のハイブリダイゼーション法を用いて測定できる。

      【００６３】

  加えて、正常対照組織試料と比較して、ａｒｏＡ蛋白の過剰発現を検出するた

めの本発明診断アッセイを用いて、例えば感染の存在を検出してもよい。宿主由

来のサンプル中のａｒｏＡ蛋白のレベルを決定するために用いることができるア

ッセイ技法は、当業者に周知である。かかるアッセイ法には、ラジオイムノアッ

セイ、競争結合アッセイ、ウェスタンブロット分析およびＥＬＩＳＡアッセイ等

がある。

      【００６４】

抗体

  本発明のポリペプチドもしくはそれらの変種、またはそれらを発現する細胞を

免疫源として用いて、かかるポリペプチドに免疫特異的な抗体を得ることができ

る。本明細書で用いる「抗体」には、モノクローナルおよびポリクローナル抗体

、キメラ、一本鎖、サル化抗体およびヒト化抗体、ならびにＦａｂフラグメント

が包含され、さらに免疫グロブリン発現ライブラリーの産物等のＦａｂフラグメ

ントも包含される。

  本発明のポリペプチドに対して生じる抗体は、ポリペプチドまたはエピトープ

が付いたフラグメント、アナログまたは細胞を、好ましくはヒト以外の動物に通

常の実験法を用いて投与することにより得ることができる。連続的細胞系培養に

より産生される抗体を提供する、当業者周知の技術を用いて、モノクローナル抗

体を調製することができる。例えば、Kohler,G.およびMilstein,C.，Nature，２

５６：４９５－４９７（１９７５）；Kozborら、Immunology Today，４：７２（

１９８３）；Coleら、Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, Alan R Lis

s, Inc.、７７－９６頁（１９８５）に記載されるような種々の技法がある。

      【００６５】

  一本鎖抗体の産生のために記載された技術（米国特許第４９４６７７８号）を

適用して、本発明ポリペプチドに対する一本鎖抗体を得ることができる。また、
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トランスジェニックマウスまたはその他の生物、例えばその他の哺乳動物を用い

てヒト化抗体等の抗体を発現させてもよい。

  別法として、ファージディスプレイ技法を用いて、抗－ａｒｏＡの所有につい

てスクリーニングされたヒト由来のリンパ球のＰＣＲ増幅されたｖ遺伝子のレパ

ートリーから、あるいは無処理のライブラリーから、ポリペプチドに対する結合

活性を有する抗体遺伝子を選別することもできる（McCafferty,J.ら、Nature ３

４８：５５２－５５４（１９９０）；Marks,J.ら、Biotechnology １０：７７９

－７８３（１９９２））。これらの抗体の親和性はチェインシャフリング（chai

n shuffling）により改善することもできる（Clackson,T.ら、Nature ３５２：

６２４－６２８（１９９１））。

      【００６６】

  二つの抗原結合ドメインがある場合、各ドメインは異なるエピトープに指向し

、「二特異性」抗体と称される。

  上記抗体を用いてポリペプチドを発現するクローンを単離または同定してもよ

く、上記抗体を親和性クロマトグラフィーにより精製することができる。

  従って、とりわけａｒｏＡに対する抗体を、感染、とりわけ細菌感染、特に中

耳炎、結膜炎、肺炎、菌血症、髄膜炎、静脈洞炎、膿胸および心内膜炎、最も詳

細には例えば脳脊髄液の感染のごとき髄膜炎のような疾病の治療に用いてもよい

。

      【００６７】

  ポリペプチド変種には抗原的、エピトープ的または免疫学的に等価な変種等が

あり、本発明の特定の態様である。本明細書で用いる「抗原的に等価な誘導体」

なる語は、本発明により蛋白またはポリペプチドに対して生成した場合、病原お

よび哺乳動物宿主間での即時的な物理的相互作用を妨害する特定の抗体により特

異的に認識されるポリペプチドまたはその同等物を包含する。本明細書で用いる

「免疫学的に等価な誘導体」なる語は、脊椎動物において抗体を産生させるのに

適した処方を用いた場合、抗体が病原および哺乳動物宿主間での即時的な物理的

相互作用を妨害するように作用するペプチドまたはその等価物を包含する。

      【００６８】



(53) 特表２００２－５４３７７６

  ポリペプチド、例えば抗原的、免疫学的に等価な誘導体、またはそれらの融合

蛋白は、マウスまたはその他の動物例えばラットもしくはニワトリを免疫するた

めの抗原として使用できる。融合蛋白はポリペプチドに安定性を付与できる。抗

原は、例えば抱合することにより、免疫原性キャリヤ蛋白、例えばウシ血清アル

ブミン（ＢＳＡ）またはキーホール・リンペット・ヘモシアニン（keyhole limp

et haemocyanin：ＫＬＨ）に結合することができる。別法として、蛋白もしくは

ポリペプチド、またはそれらに抗原的もしくは免疫学的に等価なポリペプチドの

多重コピーを含む多重抗原ペプチドは、免疫原性を改良するための十分な抗原性

を有しているので、キャリヤーを使用しなくてすむ。

      【００６９】

  好ましくは、抗体またはそれらの変種を、個体における免疫原性を減じるため

に修飾する。例えば、個体がヒトである場合、最も好ましくは、抗体は「ヒト化

」されており；この場合、ハイブリドーマ由来の抗体の相補性決定領域がヒト・

モノクローナル抗体に移植されており、例えば、Jones,P.ら、Nature ３２１：

５２２－５２５（１９８６）またはTempestら、Biotechnology ９：２６６－２

７３（１９９１）に記載されている。

  本発明のポリヌクレオチドの遺伝学的免疫における使用は、プラスミドＤＮＡ

の筋肉への直接注射（Wolffら、Hum.Mol.Genet. １：３６３（１９９２）；Mant

horpeら、Hum.Gene Ther. ４：４１９（１９６３））、特異的蛋白キャリヤーと

ＤＮＡとの複合体の送達（Wuら、J.Biol.Chem. ２６４：１６９８５（１９８９

））、リン酸カルシウムとのＤＮＡ共沈（Benvenisty & Reshef、PNAS ８３：９

５５１（１９８６））、種々の形態のリポソーム中へのＤＮＡ封入（Kanedaら、

Science ２４３：３７５（１９８９））、微粒子爆撃（Tangら、Nature ３５６

：１５２（１９９２）；Eisenbraunら、DNA Cell Biol. １２：７９１（１９９

３））およびクローン化レトロウイルスベクターを用いたインビボ感染（Seeger

ら、PNAS ８１：５８４９（１９８４））のような適当な送達方法を用いるのが

好ましい。

      【００７０】

作用機序および使用方法
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  本発明ポリペプチドを用いて、例えば、細胞、無細胞調製物、化学ライブラリ

ー、および天然産物混合物中における小型分子基質およびリガンドの結合を評価

してもよい。これらの基質およびリガンドは天然基質およびリガンドであっても

よく、構造上または機能上の模倣物であってもよい。例えば、Coliganら、Curre

nt Protocols in Immunology １（２）：第５章（１９９１）を参照のこと。

      【００７１】

  また本発明は、ａｒｏＡポリペプチドまたはポリヌクレオチドの作用を増強（

アゴニスト）または遮断（アンタゴニスト）する化合物、詳細には、静菌性およ

び／または殺菌性化合物を同定するための、化合物のスクリーニング方法をも提

供する。該スクリーニング方法はハイスループット方法を包含する。例えば、ア

ゴニストまたはアンタゴニストをスクリーニングするために、ａｒｏＡポリペプ

チドおよびかかるポリペプチドの標識基質もしくはリガンドを含む、合成反応混

合物、膜、細胞エンベロープもしくは細胞壁のごとき細胞コンパートメント、ま

たはそれらの調製物を、ａｒｏＡアゴニストまたはアンタゴニストである可能性

のある候補分子の不存在下または存在下でインキュベーションする。候補分子の

ａｒｏＡポリペプチドにアゴナイズまたはアンタゴナイズする能力は、標識化リ

ガンドの結合の低下またはこのような基質からの生成物の産生の低下に反映され

る。結合しても影響を及ぼさない分子、すなわちａｒｏＡの効果を誘発しない分

子は、良好なアンタゴニストである可能性が高い。結合性が良好で、基質からの

生成物の生成速度を高める分子はアゴニストである。基質からの生成物の生成速

度またはレベルの検出は、リポーターシステムを用いることにより強調できる。

この点に関して有用なリポーターシステムには、生成物に転換される比色測定用

標識化基質、ａｒｏＡポリヌクレオチドまたはポリペプチド活性の変化に応答す

るリポーター遺伝子、および当該分野で周知の結合アッセイ等があるが、これら

に限定するものではない。

      【００７２】

  ａｒｏＡンタゴニストのアッセイのもう１つの例は、競争アッセイであり、競

争阻害アッセイに適した条件下で、ａｒｏＡおよび潜在的アンタゴニストを、ａ

ｒｏＡ結合分子、組換えａｒｏＡ結合分子、天然基質もしくはリガンド、または
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基質もしくはリガンド模倣物と混合する。例えば放射活性または比色測定用化合

物によりａｒｏＡを標識し、結合分子に結合した、または生成物に変換されたａ

ｒｏＡ分子の数を正確に決定して、潜在的なアンタゴニストの効果を評価できる

。

  本発明のアゴニストおよびアンタゴニストは、ホスホ（エノール）ピルベート

（ＰＥＰ）およびシキメート３－ホスフェート（Ｓ３Ｐ）のＥＰＳＰおよび無機

ホスフェート（Ｐｉ）への可逆的形質転換を改変することによって作用すること

が好ましい。

      【００７３】

  潜在的アンタゴニストは、本発明のポリヌクレオチドまたはポリペプチドに結

合し、そのことによりその活性を阻害し消失させる小型有機分子、ペプチド、ポ

リペプチドおよび抗体を包含する。また、潜在的アンタゴニストは、ａｒｏＡ誘

発の活性を誘発せず、それゆえａｒｏＡを結合から排除することによりａｒｏＡ

の作用を妨害する結合分子のような、結合分子と同じ部位に結合する密接に関連

した蛋白または抗体などの小型有機分子、ペプチド、ポリペプチドであってもよ

い。

  本発明の小型有機分子は、２０００ダルトンより小さな分子量を有することが

好ましく、より好ましくは３００と１０００ダルトンの間の分子量、最も好まし

くは４００と７００ダルトンの間の分子量を有する。一の具体例として、本願の

出願日前に公開されていない化合物を挙げる。もう一つ別の具体例として、グリ

ホサート（Ｎ－ホスホノメチルグリシン、ＧＬＰ）および／または遷移状態阻害

剤または遷移状態模倣剤を除く化合物を挙げる。

      【００７４】

  潜在的アンタゴニストには、ポリペプチドの結合部位に結合し、およびそれを

占領し、それにより細胞性結合分子への結合を妨害して、正常の生物学的活性を

妨害する小型分子等がある。小型分子の例としては、小型有機分子、ペプチド、

ペプチド様分子等があるが、これらに限定するものではない。その他の潜在的ア

ンタゴニストにはアンチセンス分子等がある（これらの分子についての記載に関

しては、Okano,J.，Neurochem. ５６：５６０（１９９１）；Oligodeoxy-nucleo
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tides as Antisense Inhibitors of Gene Expression，ＣＲＣプレス、ボッカラ

ートン、フロリダ州（１９８８）を参照のこと）。好ましい潜在的アンタゴニス

トには、ａｒｏＡ関連化合物およびａｒｏＡ変種等がある。

      【００７５】

  本明細書に示す各ＤＮＡ配列を、抗菌化合物の発見および開発に使用してもよ

い。コードされている蛋白は、発現した場合、抗菌剤のスクリーニングのための

標的として使用することができる。また、コードされている蛋白のアミノ末端領

域または各ｍＲＮＡのシャイン－ダルガノ配列または他の翻訳容易化配列をコー

ドしているＤＮＡ配列を用いてアンチセンス配列を構築し、目的とするコーディ

ング配列の発現を制御することもできる。

      【００７６】

  本発明は、感染の続発症に関与する病因および哺乳動物宿主間の最初の物理的

相互作用を妨害するための本発明のポリペプチド、ポリヌクレオチドまたは阻害

物質の使用を提供する。とりわけ本発明の分子を、内在デバイス上の哺乳動物細

胞外マトリックス蛋白または傷における細胞外マトリックス蛋白への細菌の付着

、詳細にはグラム陽性細菌の付着の防止；例えば、哺乳動物チロシンキナーゼの

ホスホリレーションを開始することによる、ａｒｏＡ蛋白により媒介される哺乳

動物細胞への侵入の遮断（Rosenshineら、Infect.Immunol. ６０：２２１１（１

９９２））；哺乳動物細胞外マトリックス蛋白と細菌ａｒｏＡ蛋白との間の、組

織ダメージを媒介する細菌付着の遮断；内在デバイスの移植または他の外科的方

法以外により開始される、感染における通常の病状の進行の遮断に使用すること

ができる。

  本発明アンタゴニストおよびアゴニストを、例えば、中耳炎、結膜炎、肺炎、

菌血症、髄膜炎、静脈洞炎、膿胸および心内膜炎、最も詳細には例えば脳脊髄液

の感染のごとき髄膜炎の阻害および治療に用いてもよい。

      【００７７】

ワクチン

  本発明の別の態様は、個体とりわけ哺乳動物における免疫学的反応を誘発する

方法であって、感染、詳細には細菌感染、最も詳細にはストレプトコッカス・ニ
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ューモニアエ感染から該個体を防御するための抗体および／またはＴ細胞免疫応

答を生じさせるに十分なａｒｏＡまたはそのフラグメントもしくは変種を個体に

接種することからなる方法に関する。かかる免疫学的応答が細菌の複製を遅らせ

る方法も提供される。本発明のさらにもう１つの態様は、個体における免疫学的

応答の誘発方法であって、疾病が個体内で既に確立されているか否かにかかわら

ず、インビボでａｒｏＡ、またはそのフラグメントもしくは変種を発現させるた

めにａｒｏＡまたはそのフラグメントもしくは変種の発現を指令する核酸ベクタ

ーをかかる個体に送達して、例えば、抗体および／またはＴ細胞免疫応答（例え

ば、サイトカイン産生Ｔ細胞または細胞毒性Ｔ細胞を誘発させる）を生じさせる

免疫学的応答を誘導して、該個体を疾病から防御する抗体を産生させることから

なる方法に関する。遺伝子の所望の細胞中への投与を早める方法としては、粒子

上にコーディングすること等がある。

  かかる核酸ベクターはＤＮＡ、ＲＮＡ、修飾核酸、またはＤＮＡ／ＲＮＡハイ

ブリッドを含んでいてもよい。

      【００７８】

  本発明のさらなる態様は、免疫学的反応を個体内に誘発する能力を有する、ま

たは誘発されている個体内に導入された場合、ａｒｏＡまたはそれによりコード

されている蛋白に対する免疫学的反応をかかる個体に誘発する免疫学的組成物で

あって、ａｒｏＡまたはそれによりコードされている蛋白に対する抗原をコード

して発現するＤＮＡを含む組換えａｒｏＡまたはそれによりコードされている蛋

白を含む組成物に関する。免疫学的応答を治療的または予防的に用いてもよく、

また免疫学的応答はＣＴＬまたはＣＤ４＋Ｔ細胞から生じるような抗体免疫また

は細胞性免疫の形態であってもよい。

      【００７９】

  ａｒｏＡポリペプチドまたはそれらのフラグメントを、それ自身は抗体を産生

しないが、第１の蛋白を安定化し、免疫原的および保護特性を有する融合蛋白を

産生する能力のある共存蛋白（co-protein）と融合させてもよい。好ましくは、

かかる融合組換え蛋白は、抗原補蛋白、例えばヘモフィルス・インフルエンザエ

（Hemophilus influenzae）由来のリポ蛋白Ｄ、グルタチオン－Ｓ－トランスフ
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ェラーゼ（ＧＳＴ）またはベーターガラクトシダーゼのごとき共存蛋白、蛋白を

可溶化してそれらの産生および精製を促進する比較的大きな共存蛋白等を含む。

さらに、共存蛋白は免疫系において普遍的な刺激を提供するという意味で、アジ

ュバントとして作用することができる。共存蛋白は第１の蛋白のアミノまたはカ

ルボキシ末端のいずれに結合していてもよい。

  本発明は、本発明のポリペプチドまたはポリヌクレオチドおよび免疫刺激ＤＮ

Ａ配列、例えば、Sato,Y.ら、Science ２７３：３５２（１９６６）に記載され

ている配列を含む組成物、とりわけワクチン組成物、および方法を提供する。

      【００８０】

  また、本発明は、上記したポリヌクレオチドまたはその特定のフラグメントを

用いて、ストレプトコッカス・ニューモニアエに感染した動物モデルにおいて、

かかる遺伝的免疫化実験に用られるＤＮＡ構築物中の細菌細胞表面蛋白の不変領

域をコードすることが明らかにされている方法であって、とりわけ予防的または

治療的免疫反応を刺激することができる蛋白エピトープを同定するのに有用であ

る方法を提供する。この研究は、哺乳動物、とりわけヒトにおける細菌感染とり

わけストレプトコッカス・ニューモニアエ感染の予防薬または治療的処置の開発

のために、感染に抵抗しこれを一掃するのに成功した動物の必須器官から特に価

値あるモノクローナル抗体をうまく調製することを可能にすると思われる。

      【００８１】

  ポリペプチドを宿主接種用抗原として用いて、例えば損傷組織への細菌の付着

を阻害することにより細菌の侵入に対して防御する特異的抗体を得てもよい。組

織損傷の例としては、例えば機械的、化学的もしくは熱的ダメージにより、また

は内在デバイスの埋め込みにより引き起こされた皮膚または結合組織の創傷、ま

たは粘膜、例えば口、乳腺、尿道または膣の創傷等がある。

      【００８２】

  本発明はまた、本発明の免疫原性組換え蛋白と、適当な担体を一緒に含むワク

チン処方を包含する。蛋白は胃で分解されうるので、非経口的に、例えば皮下、

筋肉内、静脈内または皮膚内等に投与するのが好ましい。非経口投与に適した処

方には、抗酸化剤、緩衝液、静細菌剤、および処方を個体の体液（好ましくは血
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液）と等張にする溶質を含有していてもよい水性または非水性滅菌注射液、およ

び懸濁化剤または増粘剤を含有していてもよい水性または非水性滅菌懸濁液等が

ある。処方は１回投与または複数回投与用容器、例えばシールしたアンプルおよ

びバイアルに入れてよく、使用直前に滅菌液体担体の添加のみを必要とする凍結

乾燥状態として保存してもよい。ワクチン処方は処方の免疫原性を高めるアジュ

バント系を含んでいてもよく、例えば水中油系または当該分野で周知のその他の

系等がある。投与量はワクチンの特異的活性に依存し、通常の実験法により容易

に決定できる。

  本発明を特定のａｒｏＡ蛋白に関して説明したが、本発明は天然に存在する蛋

白および、実質的に組換え蛋白の免疫原特性に影響しない付加、欠失または置換

を施した類似の蛋白のフラグメントを包含することが理解されよう。

      【００８３】

組成物、キットおよび投与

  本発明はまた上述のポリヌクレオチドもしくはポリペプチド、またはそれらの

アゴニストもしくはアンタゴニストを含む組成物にも関する。本発明のポリペプ

チドを、細胞、組織もしくは生物に用いられる未滅菌もしくは滅菌済み担体と組

み合わせて、例えば対象への投与に適した医薬的担体と組み合わせて用いること

ができる。このような組成物は、例えば溶媒添加物または治療上有効量の本発明

のポリペプチド、および医薬上許容される担体または賦形剤を含む。このような

担体には生理食塩水、緩衝化生理食塩水、デキストロース、水、グリセロール、

エタノールおよびそれらの組み合わせ等があるが、これらに限定するものではな

い。処方は投与法に適したものにすべきである。さらに本発明は、１またはそれ

以上の上記した本発明の組成物成分を充填した１またはそれ以上の容器を含む診

断用および医薬用パックおよびキットにも関する。

      【００８４】

  本発明のポリペプチドおよびその他の化合物を、単独で、あるいは治療用化合

物等のその他の化合物と組み合わせて用いてもよい。

  医薬組成物は、いずれかの効果的かつ利便的な方法、例えば、とりわけ局所、

経口、経膣、静脈内、腹膜腔内、筋肉内、皮下、鼻腔内、または皮膚内の経路で
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投与してもよい。

  治療において、または予防薬として、活性物質を注射用組成物として、例えば

好ましくは等張の滅菌水性分散物として個体に投与できる。

  別法として、組成物を局所塗布用、例えば軟膏、クリーム、ローション、眼軟

膏、点眼液、点耳液、洗口剤、含浸包帯および縫合用糸、ならびにエアロゾール

等の形態に処方してもよく、適当な慣用的添加物、例えば保存剤、薬物の浸透を

補助する溶媒、ならびに軟膏およびクリームには軟化剤を含有していてもよい。

かかる局所用処方は、混和性の慣用的な担体、例えばクリームまたは軟膏基剤、

およびローションにはエタノールまたはオレイルアルコールを含有していてもよ

い。このような担体は重量で処方の約１％から約９８％であってよく、より通常

には重量で処方の約８０％までとする。

  哺乳動物とりわけヒトに投与するために、活性物質の１日あたりの投与量は、

０.０１ｍｇ／ｋｇから１０ｍｇ／ｋｇであり、典型的には約１ｍｇ／ｋｇであ

る。医者はあらゆる場合、個体に最も適した実際の投与量を決定し、年齢、体重

および特に個体の反応性に応じて変化させる。上述の投与量は、平均的なケース

の典型例である。もちろん、高用量および低用量の範囲が適合する個々の例もあ

り、かかる例は本発明の範囲内である。

      【００８５】

  内在デバイスには外科的インプラント、補綴物およびカテーテル等があり、即

ち個体の体に導入し、長時間その位置に存在するものである。このようなデバイ

スには、例えば人工関節、心臓弁、ペースメーカー、血管移植片、血管カテーテ

ル、脳脊髄液シャント、尿カテーテル、継続的歩行可能腹膜透析用（continuous

 ambulatory peritoneal dialysis：ＣＡＰＤ）カテーテル等がある。

  本発明の組成物を注射により投与し、内在デバイスの挿入の直前に、関連細菌

に対する全身的な効果を得てもよい。手術後、デバイスが体内に存在する期間中

、処置を続けてもよい。さらに、外科的手技中に広げるカバーに用いて、細菌性

創傷感染、とりわけストレプトコッカス・ニューモニアエの創傷感染を防御する

こともできる。

      【００８６】
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  多くの整形外科医は、補綴関節を有するヒトについては、菌血症を生じうる歯

科的処置の前に抗生物質予防法を考慮すべきであると考えている。遅延性の重篤

な感染は、時に補綴関節を失うに至る深刻な合併症であり、有意な罹病率および

死亡率を伴う。それゆえ、この状況において、予防的な抗生物質に代わるものと

して、活性物質の使用を拡張することも可能である。

  上述の治療に加え、一般的には本発明組成物を創傷の治療薬として使用して、

創傷組織において曝露されたマトリックス蛋白に細菌が付着するのを防いでもよ

く、歯科治療においては抗生物質による予防法に代えて、またはそれと組み合わ

せて予防的に使用してもよい。

      【００８７】

  別法として、本発明の組成物を用いて挿入直前の内在デバイスを浸してもよい

。創傷または内在デバイスを浸すためには、活性物質は１μｇ／ｍｌから１０ｍ

ｇ／ｍｌの濃度であるのが好ましい。

  ワクチン組成物を便宜的に注射可能な形態にする。慣用的なアジュバントを用

いて免疫反応を高めてもよい。ワクチン化に適した単位投与量は、０.５～５μ

ｇ／ｋｇの抗原であり、このような投与量は１～３週間隔で１～３回投与するの

が好ましい。本発明化合物については、指示した投与量範囲では、適当な個体へ

の投与を妨げるような不利な毒性効果は観察されない。

  本明細書に開示した各文献は、出典を明示することでその内容を本明細書の一

部とする。本願が優先権を主張しているいずれの特許出願も、その内容を本明細

書の一部とする。

      【００８８】

（実施例）

  以下の実施例は、詳細に説明したこと以外は、当業者に周知で通常的な標準的

な技法を用いて実施する。実施例は説明のためにのみ示すもので、本発明を限定

するものではない。

      【００８９】

実施例１：菌株の選択、ライブラリーの製造および配列決定

  配列番号：１に示すＤＮＡ配列を有するポリヌクレオチドを、イー・コリ中の
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ストレプトコッカス・ニューモニアエの染色体ＤＮＡのクローンのライブラリー

から得た。重複するストレプトコッカス・ニューモニアエのＤＮＡを含有する２

個またはそれ以上のクローンからの配列決定データを用いて配列番号：１の連続

したＤＮＡ配列を構築した。ライブラリーは、慣用的方法、例えば、以下の方法

１および２により製造できる。

  全細胞ＤＮＡをストレプトコッカス・ニューモニアエ０１００９９３から標準

法に準じて単離し、二つの方法のどちらかによりサイズ分画する。

      【００９０】

  方法１

  標準法に準じてサイズ分画化するために、全細胞ＤＮＡを注射針に通して機械

的に剪断する。１１ｋｂｐまでの大きさのフラグメントを、エクソヌクレアーゼ

およびＤＮＡポリメラーゼで処理することにより、平滑末端化し、ＥｃｏＲＩリ

ンカーを加える。フラグメントを、ＥｃｏＲＩで切断されているベクターラムダ

ＺａｐＩＩにライゲートし、標準法によりライブラリーをパッケージングし、次

いでパッケージングしたライブラリーでイー・コリを感染させる。ライブラリー

は標準法により増幅する。

      【００９１】

  方法２

  全細胞ＤＮＡは、ライブラリーベクター（例えば、ＲｓａＩ、ＰａｌＩ、Ａｌ

ｕＩ、Ｂｓｈｌ２３５Ｉ）にクローニングするための一連のフラグメントを生成

するのに適当な１の制限酵素または制限酵素の組み合わせで部分的加水分解に付

し、かかるフラグメントを標準法に準じてサイズ分画化する。ＥｃｏＲＩリンカ

ーをＤＮＡおよびフラグメントにライゲートし、次いでＥｃｏＲＩで切断されて

いるベクターラムダＺａｐＩＩにライゲートし、標準法によりライブラリーをパ

ッケージングし、次いでパッケージングしたライブラリーでイー・コリを感染さ

せる。ライブラリーを標準法により増幅する。

      【００９２】

実施例２  ａｒｏＡの特徴付け：ストレプトコッカス・ニュモニアエから由来の

５－エノールピルビルシキメート－３－ホスフェートシンターゼの定常速度実験
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  ５－エノールピルビルシキメート－３－ホスフェート（ＥＰＳＰ）シンターゼ

（ＥＣ２．５．１．１９）は芳香族アミノ酸生合成経路（「シキメート経路」）

（１）における重要な酵素である。この酵素はホスホ（エノール）ピルベート（

ＰＥＰ）およびシキメート３－ホスフェート（Ｓ３Ｐ）のＥＰＳＰおよび無機ホ

スフェート（Ｐｉ）への一般的でない可逆的形質転換に触媒作用を及ぼす（スキ

ーム１）。広域スペクトルの発芽後除草薬、グリホサート（Ｎ－ホスホノメチル

グリシン、ＧＬＰ）が、遷移状態阻害剤として機能することで（３）この単一酵

素（２）を阻害する（スキーム２）という知見によりこの酵素に対して強い興味

が生じた。

      【００９３】

  本明細書において、ストレプトコッカス・ニュモニアエにおけるＥＰＳＰシン

ターゼの同定、および該酵素の同質性までの精製を提供する（４）。さらに、本

明細書において、速度論的機構の仮定を目的とする、特に順方向および逆方向反

応の両方における基質結合の次元を仮定することを目的とする、この酵素の包括

的定常状態速度実験の結果を提供する。該酵素のＧＬＰによる阻害のパターンお

よび各酵素反応生成物を記載する。

  ＥＰＳＰシンターゼ反応は自由な可逆的反応であるため、該酵素は順方向およ

び逆方向のいずれにおいてもアッセイすることができる。順方向反応においては

、ヌクレオシドホスホリラーゼおよび７－メチルグアノシンにカップリングさせ

た場合の、Ｐｉの生成を蛍光変化を用いてモニター観察し（５）；逆方向反応に

おいては、ＰＥＰをピルベートキナーゼおよび乳酸デヒドロゲナーゼとカップリ

ングさせて、３４０ｎｍでの吸光度（ＮＡＤＨ）の変化を検出した（６）。

      【００９４】

  順方向反応においては、ＧＬＰはＰＥＰについての拮抗阻害剤であるが、Ｓ３

Ｐに対する不拮抗阻害剤である（図１）。

  ＥＰＳＰによる順方向反応における生成物阻害は、ＥＰＳＰがＰＥＰおよびＳ

３Ｐの両方に対する拮抗阻害剤であることを示す（図２）。

  逆方向反応においては、ＧＬＰはＥＰＳＰに対して不拮抗阻害をもたらすが、

Ｐｉに対して非拮抗阻害をもたらす。
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  Ｓ３Ｐによる逆方向反応における生成物阻害は、Ｓ３ＰがＥＰＳＰに対して酵

素を拮抗的に阻害することを示すが、Ｐｉに対しては不拮抗阻害剤であるのは明

らかである（図４）。

      【００９５】

  エス・ニュモニアエＥＰＳＰシンターゼの阻害のパターンおよび対応する速度

定数を表Ｉに要約する。

  これらの結果に基づいて、本発明者らは、エス・ニュモニアエＥＰＳＰシンタ

ーゼの順方向反応についてのランダムな逐次機構を提案する（スキーム３）；し

かしながら、今回のデータは逆方向反応の機構を正確に指摘できるほど十分では

ない。

  除草剤のグリホサートは、エス・ニュモニアエＥＰＳＰシンターゼの阻害剤で

ある。順および逆方向反応の両方におけるグリホサートによるＥＰＳＰシンター

ゼの阻害は、定常状態の速度により特徴付けられる。

      【００９６】

  両方向における酵素の生成物阻害もまた特徴付けられた。該結果は順方向反応

におけるランダムな逐次機構を支持するが、逆方向反応における機構を仮定する

にはさらなる実験を要する。

  ＥＰＳＰシンターゼに拮抗する多くの化合物をインビトロにてスクリーニング

し、酵素の阻害を比較して示す。エス・ニュモニアエおよびイー・コリに対する

ＭＩＣもまた、これらの化合物が活性な抗菌化合物であることを示した。これら

の化合物の分析は該化合物が部位特異的に活性であり、ある化合物がシキメート

－３－ホスフェート基質と拮抗することが明らかにされた。

      【００９７】

エス・ニュモニアエＥＰＳＰシンターゼの阻害パターンおよび速度定数

反応方向    阻害剤対基質        阻害方法ａ        Ｋｉ（μＭ）

順方向      ＧＬＰ対ＰＥＰ      拮抗阻害      ２．８±０．３

            ＧＬＰ対Ｓ３Ｐ      不拮抗阻害    ６５．６±２．７

            ＥＰＳＰ対ＰＥＰ    拮抗阻害      ３２９±２６

            ＥＰＳＰ対Ｓ３Ｐ    拮抗阻害      ４４．０±２．４
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逆方向      ＧＬＰ対ＥＰＳＰ    不拮抗阻害    ６２５±２３

            ＧＬＰ対Ｐｉ        非拮抗阻害    １１３６±６０

            Ｓ３Ｐ対ＥＰＳＰ    拮抗阻害      １２．８±２．１

            Ｓ３Ｐ対Ｐｉ        不拮抗阻害    ４９３６±１５８

ａ：データをGraFitの式（ｖ４．０６、Erithacus Software Ltd.）に適合させ

て誤差などを修正して阻害方法を決定した。阻害パターンは各モデルについて該

データに最も適合するものを示す。

      【００９８】

実施例２中の文献

１．Haslam, E.（１９９３）Shikimic Acid: Metabolism and Metabolites, Joh

n Wiley, Chickester

２．Amrhein, N. and Steinrucken, H. C.（１９８０）Biochem. Biophys. Resm

.,Commun. ９４、１２０７－１２１２

３．Steinrucken, H. C. and Amrhein, N.（１９８４） Eur. J. Biochem. １４

, ３５１－３５７

４．Du, W., Wallis, N. G., Mazzulla, M. J., Chalker, A. F., Zhang, L., L

iu, W.-S., Kallender, H., and Payne, D. J.（１９９９） manuscript submit

ted

５．Webb, M. R.（１９９２）Proc. Natl. Acad. Sci.USA ８９, ４８８４－４

８８７

６．Boocock, M. R. and Coggins, J. R.（１９８３）FEBS Lett. １５４, １２

７－１３３

    【配列表】
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【図面の簡単な説明】

    【図１】  順方向反応におけるＧＬＰによるＥＰＳＰシンターゼの阻害を示

す。パネルＡ：Ｓ３Ｐ（１ｍＭ）を固定して測定したＰＥＰに対する拮抗阻害；

［ＧＬＰ］＝０（白丸）、０．５μＭ（黒丸）、３μＭ（白四角）および６μＭ

（黒四角）。パネルＢ：ＰＥＰ（１ｍＭ）を固定して測定したＳ３Ｐに対する不

拮抗阻害；［ＧＬＰ］＝０（白丸）、２５μＭ（黒丸）、５０μＭ（白四角）お

よび１００μＭ（黒四角）。

    【図２】  順方向反応におけるＥＰＳＰによるＥＰＳＰシンターゼの阻害を

示す。パネルＡ：Ｓ３Ｐ（１ｍＭ）を固定して測定したＰＥＰに対する拮抗阻害

；［ＥＰＳＰ］＝０（白丸）、５０μＭ（黒丸）、１００μＭ（白四角）、２０

０μＭ（黒四角）および４００μＭ（白三角）。パネルＢ：ＰＥＰ（１ｍＭ）を

固定して測定したＳ３Ｐに対する拮抗阻害；［ＥＰＳＰ］＝０（白丸）、２５μ

Ｍ（黒丸）、５０μＭ（白四角）、７５μＭ（黒四角）および１００μＭ（白三

角）。

    【図３】  逆方向反応におけるＧＬＰによるＥＰＳＰシンターゼの阻害を示

す。パネルＡ：Ｐｉ（１０ｍＭ）を固定して測定したＥＰＳＰに対する混合阻害

；［ＧＬＰ］＝０（白丸）、０．２５ｍＭ（黒丸）、０．５ｍＭ（白四角）、０

．７５ｍＭ（黒四角）および１ｍＭ（白三角）。パネルＢ：ＥＰＳＰ（０．５ｍ
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Ｍ）を固定して測定したＰｉに対する混合阻害；［ＧＬＰ］＝０（白丸）、０．

１ｍＭ（黒丸）、０．５ｍＭ（白四角）および１ｍＭ（黒四角）。

    【図４】  逆方向反応におけるＳ３ＰによるＥＰＳＰシンターゼの阻害を示

す。パネルＡ：Ｐｉ（１０ｍＭ）を固定したＥＰＳＰに対する拮抗阻害；［Ｓ３

Ｐ］＝０（白丸）、０．１ｍＭ（黒丸）、０．２５ｍＭ（白四角）および０．５

ｍＭ（黒四角）。パネルＢ：ＥＰＳＰ（０．５ｍＭ）を固定したＰｉに対する不

拮抗阻害；［Ｓ３Ｐ］＝０（白丸）、０．１ｍＭ（黒丸）、０．２５ｍＭ（白四

角）および０．５ｍＭ（黒四角）。

    【図５】  各スキーム１および２において、ＥＰＳＰシンターゼ触媒作用反

応およびＰＥＰオキソニウムイオンの形成を示す。

    【図６】  スキーム３において、エス・ニューモニアエＥＰＳＰシンターゼ

の順方向反応について提案されている機構を示す。

【図１】
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【図２】

【図３】

【図４】
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【図５】
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【図６】
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