
(57)【要約】
対応の野生型 FrpBタンパク質と比較して１個以上の非保存アミノ酸が欠失している FrpBタ
ンパク質、および FrpBタンパク質のリフォールディング方法。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 対 応 す る 野 生 型 FrpBタ ン パ ク 質 と 比 較 し て １ 個 以 上 の 非 保 存 ア ミ ノ 酸 の 欠 失 を 有 す る Fr
pBタ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ２ 】
　 そ の ル ー プ の 少 な く と も １ つ の １ 個 以 上 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 し て い る FrpBタ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ３ 】
　 交 差 防 御 性 で あ る 、 請 求 項 １ ま た は ２ に 記 載 の タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ４ 】
　 少 な く と も ２ つ の ル ー プ の １ 個 以 上 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 し て い る 、 請 求 項 １ ～ ３ の い ず れ
か 一 項 に 記 載 の タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ５ 】
　 ル ー プ ７ お よ び ／ ま た は ５ の １ 個 以 上 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 し て い る 、 請 求 項 １ ～ ４ の い ず
れ か 一 項 に 記 載 の タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ６ 】
　 ル ー プ １ 、 ２ 、 ３ 、 ４ 、 ６ 、 ８ 、 ９ 、 10、 11、 12お よ び 13の い ず れ か １ つ 以 上 の １ 個 以
上 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 し て い る 、 請 求 項 １ ～ ５ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ７ 】
　 ル ー プ ７ か ら 11～ 33個 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 し て い る 、 請 求 項 １ ～ ６ の い ず れ か 一 項 に 記 載
の タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ８ 】
　 ル ー プ ７ か ら 23～ 33個 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 し て い る 、 請 求 項 １ ～ ７ の い ず れ か 一 項 に 記 載
の タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ９ 】
　 ル ー プ ７ か ら 約 28個 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 し て い る 、 請 求 項 １ ～ ８ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の
タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 ル ー プ ５ か ら 18～ 29個 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 し て い る 、 請 求 項 １ ～ ９ の い ず れ か 一 項 に 記 載
の タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 ル ー プ ５ か ら 19～ 29個 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 し て い る 、 請 求 項 １ ～ 10の い ず れ か 一 項 に 記 載
の タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 ル ー プ ５ か ら 24個 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 し て い る 、 請 求 項 １ ～ 11の い ず れ か 一 項 に 記 載 の タ
ン パ ク 質 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 H44/76株 FrpBに つ い て 、 ル ー プ ７ か ら 、 ア ミ ノ 酸 376～ 413の 範 囲 で ア ミ ノ 酸 欠 失 が 行 わ
れ て い る か 、 あ る い は 対 応 す る 欠 失 が 行 わ れ て い る 、 請 求 項 １ ～ 12の い ず れ か 一 項 に 記 載
の タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 H44/76株 FrpBに つ い て 、 ル ー プ ７ か ら 、 ア ミ ノ 酸 381～ 408の 範 囲 で ア ミ ノ 酸 欠 失 が 行 わ
れ て い る か 、 あ る い は 対 応 す る 欠 失 が 行 わ れ て い る 、 請 求 項 １ ～ 13の い ず れ か 一 項 に 記 載
の タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 H44/76株 FrpBに つ い て 、 ル ー プ ７ か ら 、 TTEEKNGQKVDKPMEQQMKDRADEDTVHを 含 む ア ミ ノ 酸
配 列 が 欠 失 し て い る か 、 あ る い は 対 応 す る 欠 失 が 行 わ れ て い る 、 請 求 項 １ ～ 14の い ず れ か
一 項 に 記 載 の タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 H44/76株 FrpBに つ い て 、 ル ー プ ５ か ら 、 ア ミ ノ 酸 247～ 280の 範 囲 で ア ミ ノ 酸 欠 失 が 行 わ
れ て い る か 、 あ る い は 対 応 す る 欠 失 が 行 わ れ て い る 、 請 求 項 １ ～ 15の い ず れ か 一 項 に 記 載
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の タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 H44/76株 FrpBに つ い て 、 ア ミ ノ 酸 欠 失 が 、 ル ー プ ５ か ら 、 ア ミ ノ 酸 252～ 275の 範 囲 で 行
わ れ て い る か 、 あ る い は 対 応 す る 欠 失 が 行 わ れ て い る 、 請 求 項 １ ～ 16の い ず れ か 一 項 に 記
載 の タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 H44/76株 FrpBに つ い て 、 ル ー プ ５ か ら 、 QHRGIRTVREEFTVGDKSSRINIDを 含 む ア ミ ノ 酸 配 列
が 欠 失 し て い る か 、 あ る い は 対 応 す る 欠 失 が 行 わ れ て い る 、 請 求 項 １ ～ 17の い ず れ か 一 項
に 記 載 の タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 欠 失 し て い る 配 列 が 別 の ア ミ ノ 酸 配 列 で 置 き 換 え ら れ て い る 、 請 求 項 １ ～ 18の い ず れ か
一 項 に 記 載 の タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 配 列 が 突 然 変 異 誘 発 に よ り 欠 失 し て い る 、 請 求 項 19に 記 載 の タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 請 求 項 １ ～ 20の い ず れ か 一 項 に 記 載 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 請 求 項 21に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 発 現 ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 請 求 項 22に 記 載 の 発 現 ベ ク タ ー を 含 む 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 請 求 項 23に 記 載 の 宿 主 細 胞 を 培 養 し 、 発 現 さ れ た タ ン パ ク 質 を 回 収 す る こ と を 含 む 、 請
求 項 １ ～ 20の い ず れ か 一 項 に 記 載 の タ ン パ ク 質 の 生 成 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 FrpBタ ン パ ク 質 を 、 3-ジ メ チ ル ド デ シ ル ア ン モ ニ オ プ ロ パ ン ス ル ホ ネ ー ト （ ツ ィ タ ー ジ
ェ ン ト （ Zwittergent） 3-12ま た は SB-12） を 含 む ア ル カ リ 性 リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ 緩 衝 液 と
接 触 さ せ る こ と を 含 む 、 FrpBタ ン パ ク 質 の リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 タ ン パ ク 質 が 請 求 項 １ ～ 20の い ず れ か 一 項 に 記 載 の タ ン パ ク 質 で あ る 、 請 求 項 25に 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ 緩 衝 液 が エ タ ノ ー ル ア ミ ン お よ び SB-12を 含 む 、 請 求 項 25ま た は 26
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 エ タ ノ ー ル ア ミ ン が 約 20mMの エ タ ノ ー ル ア ミ ン で あ る 、 請 求 項 27に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ 緩 衝 液 が pH11で あ る 、 請 求 項 25～ 28の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 SB-12が 0.2％ SB-12で あ る 、 請 求 項 25～ 29の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 SB-12が 0.5％ SB-12で あ る 、 請 求 項 25～ 29の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ 緩 衝 液 が 塩 化 グ ア ニ ジ ン 、 NaClお よ び ／ ま た は 尿 素 を さ ら に 含 む 、
請 求 項 25～ 31の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ 緩 衝 液 が 塩 化 グ ア ニ ジ ン を さ ら に 含 む 、 請 求 項 32に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ 緩 衝 液 が 0.4M塩 化 グ ア ニ ジ ン を さ ら に 含 む 、 請 求 項 33に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ３ ５ 】
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　 次 の ス テ ッ プ ：
　 （ a） 場 合 に よ り 宿 主 細 胞 内 で FrpBタ ン パ ク 質 を 発 現 さ せ 、 場 合 に よ り そ の 宿 主 細 胞 を
破 壊 し て 、 FrpBタ ン パ ク 質 を 含 む 封 入 体 を 得 、 場 合 に よ り そ の 封 入 体 を 洗 浄 す る ス テ ッ プ
；
　 （ b） 場 合 に よ り 、 そ の 封 入 体 お よ び FrpBタ ン パ ク 質 の 少 な く と も 一 部 を （ 好 ま し く は
塩 酸 グ ア ニ ジ ン で ） 可 溶 化 す る ス テ ッ プ ；
　 （ c） 可 溶 化 し た FrpBタ ン パ ク 質 を リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ 緩 衝 液 と 接 触 さ せ る ス テ ッ プ ；
　 （ d） 場 合 に よ り 、 そ の FrpBタ ン パ ク 質 か ら リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ 緩 衝 液 を 除 去 （ ま た は
交 換 ） す る ス テ ッ プ
を 含 む 、 請 求 項 25～ 34の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 請 求 項 25～ 35の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 に お い て 使 用 す る た め の 、 エ タ ノ ー ル ア ミ ン
、 SB-12、 お よ び 場 合 に よ り 塩 化 グ ア ニ ジ ン を 含 む リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ 緩 衝 液 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 請 求 項 25～ 35の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 に よ り 得 ら れ る 、 ま た は 得 る こ と が で き る 、
単 離 さ れ た リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ FrpBタ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 請 求 項 １ ～ 20お よ び 37の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 少 な く と も １ 種 の FrpBタ ン パ ク 質 と 、 薬
学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 と を 含 む 、 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 組 成 物 中 に 存 在 す る FrpBタ ン パ ク 質 の 少 な く と も 30％ 、 50％ 、 70％ ま た は 90％ が リ フ ォ
ー ル デ ィ ン グ さ れ て い る 、 請 求 項 38に 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 ワ ク チ ン の 形 態 で あ る 、 請 求 項 38ま た は 39に 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 ナ イ セ リ ア ・ メ ニ ン ギ チ ジ ス に 由 来 す る FrpBタ ン パ ク 質 を 含 む 、 請 求 項 38～ 40の い ず れ
か 一 項 に 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 ナ イ セ リ ア ・ ゴ ノ ロ ー エ に 由 来 す る FrpBタ ン パ ク 質 を 含 む 、 請 求 項 38～ 41の い ず れ か 一
項 に 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 少 な く と も １ 種 の 他 の ナ イ セ リ ア 属 抗 原 を 含 む 、 請 求 項 38～ 42の い ず れ か 一 項 に 記 載 の
医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 ナ イ セ リ ア ・ ゴ ノ ロ ー エ に 由 来 す る 少 な く と も １ 種 の 他 の ナ イ セ リ ア 属 抗 原 を 含 む 、 請
求 項 43に 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 ナ イ セ リ ア ・ メ ニ ン ギ チ ジ ス に 由 来 す る 少 な く と も １ 種 の 他 の ナ イ セ リ ア 属 抗 原 を 含 む
、 請 求 項 43ま た は 44に 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 サ ブ ユ ニ ッ ト 組 成 物 の 形 態 で あ る 、 請 求 項 38～ 45の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 外 膜 小 胞 調 製 物 の 形 態 、 ま た は サ ブ ユ ニ ッ ト と 他 の 外 膜 小 胞 の 混 合 調 製 物 の 形 態 で あ る
、 請 求 項 38～ 45の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 次 の ク ラ ス ：
　 （ a） FhaB、 NspA、 Hsf、 NadA、 PilC、 Hap、 MafA、 MafB、 Omp26、 NMB0315、 NMB0995お よ
び NMB1119か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も １ 種 の ナ イ セ リ ア 属 付 着 因 子 ；
　 （ b） Hsf、 Hap、 IgAプ ロ テ ア ー ゼ 、 AspAお よ び NadAか ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と
も １ 種 の ナ イ セ リ ア 属 自 己 輸 送 因 子 ；
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　 （ c） FrpA、 FrpC、 FrpA/C、 VapD、 NM-ADPRT、 な ら び に L2免 疫 タ イ プ の LPSと L3免 疫 タ イ
プ の LPSの 一 方 ま た は 両 者 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も １ 種 の ナ イ セ リ ア 属 毒 素
；
　 （ d） 高 分 子 量 TbpA、 低 分 子 量 TbpA、 高 分 子 量 TbpB、 低 分 子 量 TbpB、 LbpA、 LbpB、 P2086
、 HpuA、 HpuB、 Lipo28、 Sibp、 FbpA、 BfrA、 BfrB、 Bcp、 NMB0964お よ び NMB0293か ら な る
群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も １ 種 の ナ イ セ リ ア 属 Fe獲 得 タ ン パ ク 質 ； な ら び に
　 （ e） PldA、 NspA、 TspA、 FhaC、 NspA、 TbpA（ 高 分 子 量 ） 、 TbpA（ 低 分 子 量 ） 、 LbpA、 H
puB、 TdfH、 PorB、 HimD、 HisD、 GNA1870、 OstA、 HlpA、 MltA、 NMB 1124、 NMB 1162、 NMB 
1220、 NMB 1313、 NMB 1953、 HtrA、 TspB、 PilQお よ び OMP85か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 少
な く と も １ 種 の ナ イ セ リ ア 属 膜 結 合 タ ン パ ク 質 、 好 ま し く は 外 膜 タ ン パ ク 質 、
の １ 種 以 上 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も １ 種 の 他 の ナ イ セ リ ア 属 抗 原 を さ ら に 含 む 、 請 求 項
38～ 47の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 １ 種 以 上 の 細 菌 莢 膜 多 糖 ま た は オ リ ゴ 糖 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 38～ 48の い ず れ か 一 項 に
記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 １ 種 以 上 の 莢 膜 多 糖 ま た は オ リ ゴ 糖 が 、 ナ イ セ リ ア ・ メ ニ ン ギ チ ジ ス の 血 清 群 A、 C、 Y
お よ び ／ も し く は W-135、 ヘ モ フ ィ リ ス ・ イ ン フ ル エ ン ザ b型 、 ス ト レ プ ト コ ッ カ ス ・ ニ ュ
ー モ ニ エ 、 A群 連 鎖 球 菌 、 B群 連 鎖 球 菌 、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス 、 お よ び ス タ フ
ィ ロ コ ッ カ ス ・ エ ピ デ ル ミ ジ ス か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 細 菌 に 由 来 す る も の で あ り 、 好
ま し く は T-ヘ ル パ ー エ ピ ト ー プ の 供 給 源 に コ ン ジ ュ ゲ ー ト さ れ て い る 、 請 求 項 49に 記 載 の
医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ５ １ 】
　 動 物 に お い て 免 疫 応 答 を 引 き 起 こ す の に 使 用 す る た め の 医 薬 の 製 造 に お け る 請 求 項 １ ～
20お よ び 37の い ず れ か 一 項 に 記 載 の FrpBタ ン パ ク 質 （ ま た は 請 求 項 38～ 50の い ず れ か 一 項
に 記 載 の 医 薬 組 成 物 ） の 使 用 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
　 ナ イ セ リ ア 属 感 染 症 を 治 療 ま た は 予 防 す る た め の 医 薬 の 製 造 に お け る 請 求 項 １ ～ 20お よ
び 37の い ず れ か 一 項 に 記 載 の FrpBタ ン パ ク 質 （ ま た は 請 求 項 38～ 50の い ず れ か 一 項 に 記 載
の 医 薬 組 成 物 ） の 使 用 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
　 請 求 項 １ ～ 20お よ び 37の い ず れ か 一 項 に 記 載 の FrpBタ ン パ ク 質 （ ま た は 請 求 項 38～ 50の
い ず れ か 一 項 に 記 載 の 医 薬 組 成 物 ） を 、 ナ イ セ リ ア 属 感 染 の 予 防 ま た は 治 療 が 必 要 な 患 者
に 投 与 す る こ と を 含 む 、 ナ イ セ リ ア 属 感 染 の 予 防 方 法 ま た は 治 療 方 法 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
　 ナ イ セ リ ア ・ メ ニ ン ギ チ ジ ス 感 染 を 予 防 ま た は 治 療 す る 、 請 求 項 52ま た は 53に 記 載 の 使
用 ま た は 方 法 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
　 ナ イ セ リ ア ・ ゴ ノ ロ ー エ 感 染 を 予 防 ま た は 治 療 す る 、 請 求 項 52～ 54の い ず れ か 一 項 に 記
載 の 使 用 ま た は 方 法 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
　 請 求 項 １ ～ 20お よ び 37の い ず れ か 一 項 に 記 載 の FrpBタ ン パ ク 質 に 対 し 免 疫 特 異 的 な 抗 体
。
【 請 求 項 ５ ７ 】
　 請 求 項 56に 記 載 の 少 な く と も １ 種 の 抗 体 と 適 切 な 製 剤 担 体 と を 含 む 、 ナ イ セ リ ア 属 疾 患
に 罹 患 し て い る ヒ ト の 治 療 に 有 用 な 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
　 ナ イ セ リ ア 属 疾 患 を 治 療 ま た は 予 防 す る た め の 医 薬 の 製 造 に お け る 請 求 項 56に 記 載 の 抗
体 （ ま た は 請 求 項 57に 記 載 の 組 成 物 ） の 使 用 。
【 請 求 項 ５ ９ 】
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　 ナ イ セ リ ア ・ メ ニ ン ギ チ ジ ス 感 染 を 予 防 ま た は 治 療 す る 、 請 求 項 58に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ６ ０ 】
　 ナ イ セ リ ア ・ ゴ ノ ロ ー エ 感 染 を 予 防 ま た は 治 療 す る 、 請 求 項 58ま た は 59に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ６ １ 】
　 ナ イ セ リ ア 属 感 染 の 診 断 方 法 で あ っ て 、 請 求 項 １ ～ 20お よ び 37の い ず れ か 一 項 に 記 載 の
FrpBタ ン パ ク 質 ま た は 請 求 項 56に 記 載 の 抗 体 を 用 い て 、 ナ イ セ リ ア 属 感 染 に 罹 患 し て い る
と 疑 わ れ る 動 物 か ら の 生 物 学 的 サ ン プ ル 中 の FrpBタ ン パ ク 質 ま た は そ れ に 対 す る 抗 体 を 同
定 す る ス テ ッ プ を 含 む 、 上 記 方 法 。
【 請 求 項 ６ ２ 】
　 ナ イ セ リ ア ・ メ ニ ン ギ チ ジ ス 感 染 を 診 断 す る 、 請 求 項 61に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ３ 】
　 ナ イ セ リ ア ・ ゴ ノ ロ ー エ 感 染 を 診 断 す る 、 請 求 項 61ま た は 62に 記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 ナ イ セ リ ア ・ メ ニ ン ギ チ ジ ス （ Neisseria meningitidis） 生 物 の FrpB（ 外 膜
タ ン パ ク 質 ） の 変 異 体 、 FrpBタ ン パ ク 質 を リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ す る 方 法 、 か か る リ フ ォ ー
ル デ ィ ン グ タ ン パ ク 質 、 FrpBタ ン パ ク 質 を 含 む 医 薬 組 成 物 、 な ら び に 細 菌 感 染 症 （ 例 え ば
ナ イ セ リ ア 属 感 染 症 、 特 に 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 ナ イ セ リ ア ・ メ ニ ン ギ チ ジ ス お よ
び ／ ま た は ナ イ セ リ ア ・ ゴ ノ ロ ー エ ） の 治 療 、 予 防 お よ び 診 断 に お け る そ れ ら の 使 用 に 関
す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 ナ イ セ リ ア 細 菌 株 は ヒ ト に お け る 多 数 の 病 理 の 原 因 因 子 で あ り 、 そ れ に 対 す る 有 効 な ワ
ク チ ン の 開 発 が 必 要 と さ れ て い る 。 特 に 、 ナ イ セ リ ア ・ ゴ ノ ロ ー エ （ 淋 菌 ） （ Neisseria 
gonorrhoeae） お よ び ナ イ セ リ ア ・ メ ニ ン ギ チ ジ ス （ Neisseria meningitidis） は 、 ワ ク
チ ン 接 種 に よ り 治 療 さ れ う る 病 理 を 引 き 起 こ す 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 ナ イ セ リ ア ・ ゴ ノ ロ ー エ は 淋 病 の 病 原 体 で あ る 。 淋 病 は 、 世 界 中 で 最 も 頻 繁 に 報 告 さ れ
て い る 性 感 染 症 の 1つ で あ り 、 そ の 推 定 年 間 発 生 数 は 6200万 件 で あ る （ Gerbaseら  1998 La
ncet 351; (Suppl 3) 2-4） 。 淋 病 の 臨 床 症 状 に は 、 尿 路 、 咽 喉 ま た は 直 腸 の 粘 膜 の 炎 症
、 お よ び 新 生 児 の 眼 の 感 染 症 が 含 ま れ る 。 女 性 に お け る 上 行 性 淋 菌 感 染 は 不 妊 、 子 宮 外 妊
娠 、 慢 性 骨 盤 炎 症 性 疾 患 お よ び 卵 管 卵 巣 膿 瘍 形 成 を 引 き 起 こ し う る 。 敗 血 症 、 関 節 炎 、 心
内 膜 炎 お よ び 髄 膜 炎 は 淋 病 の 合 併 症 に 関 連 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 抗 生 物 質 耐 性 を 有 す る 多 数 の 淋 菌 株 が 、 罹 患 率 の 増 加 お よ び 淋 病 に 伴 う 合 併 症 の 一 因 と
な っ て い る 。 抗 生 物 質 で の 淋 病 の 治 療 に 代 わ る 魅 力 的 な 方 法 は ワ ク チ ン 接 種 に よ る そ の 予
防 で あ ろ う 。 現 在 の と こ ろ 、 ナ イ セ リ ア ・ ゴ ノ ロ ー エ 感 染 に 対 す る ワ ク チ ン は 存 在 し な い
。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 ナ イ セ リ ア ・ メ ニ ン ギ チ ジ ス （ 髄 膜 炎 菌 ） は 、 ヒ ト の 上 部 気 道 か ら 高 頻 度 で 単 離 さ れ る
グ ラ ム 陽 性 細 菌 で あ る 。 こ れ は し ば し ば 侵 襲 性 の 細 菌 感 染 症 、 例 え ば 菌 血 症 お よ び 髄 膜 炎
な ど を 引 き 起 こ す 。 疾 患 の 大 部 分 の ケ ー ス は 幼 児 ま た は 児 童 に お け る も の で あ る 。 髄 膜 炎
疾 患 の 発 生 は 、 地 理 的 、 季 節 的 お よ び 年 度 で 差 異 を 示 す （ Schwartz, B., Moore, P.S., B
roome, C.V.; Clin. Microbiol. Rev. 2 (Supplement), S18-S24, 1989） 。 温 暖 気 候 の 国
に お け る 大 部 分 の 疾 患 は 血 清 群 Ｂ の 株 に よ る も の で あ り 、 こ れ は 発 生 頻 度 と し て １ 年 当 た
り １ ～ 10／ 100,000総 人 口 で 変 動 し 、 そ れ よ り 高 い 値 と な る 場 合 も あ る （ Kaczmarski, E.B
. (1997), Commun. Dis. Rep. Rev. 7: R55-9, 1995； Scholten, R.J.P.M., Bijlmer, H.
A., Poolman, J.T. et al. Clin. Infect. Dis. 16: 237-246, 1993； Cruz, C., Pavez, 
G., Aguilar, E., et al. Epidemiol. Infect. 105: 119-126, 1990） 。
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【 ０ ０ ０ ６ 】
　 血 清 群 Ａ の 髄 膜 炎 菌 が 大 部 分 を 示 す 流 行 病 は 、 多 く の 場 合 中 央 ア フ リ カ で 起 こ り 、 １ 年
当 た り 1000／ 100,000の レ ベ ル に ま で 達 す る こ と も あ る （ Schwartz, B., Moore, P.S., Br
oome, C.V. Clin. Microbiol. Rev. 2 (Supplement), S18-S24, 1989） 。 髄 膜 炎 疾 患 の 全
体 と し て ほ ぼ 全 て の ケ ー ス は 血 清 群 Ａ 、 Ｂ 、 Ｃ 、 W-135お よ び Ｙ 髄 膜 炎 菌 に よ り 引 き 起 こ
さ れ 、 四 価 の Ａ 、 Ｃ 、 W-135、 Ｙ 多 糖 ワ ク チ ン が 利 用 可 能 で あ る （ Armand,　 J., Arminjon
, F., Mynard, M.C., Lafaix, C., J. Biol. Stand. 10: 335-339, 1982） 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 ナ イ セ リ ア ・ メ ニ ン ギ チ ジ ス 感 染 の 頻 度 は 、 過 去 数 十 年 に お い て 顕 著 に 上 昇 し て い る 。
こ れ は 、 多 剤 抗 生 物 質 耐 性 株 の 出 現 と 免 疫 系 の 弱 い 人 口 が 増 大 し て い る こ と に 起 因 す る 。
標 準 的 な 抗 生 物 質 の 全 て ま た は 一 部 に 耐 性 を 示 す ナ イ セ リ ア ・ メ ニ ン ギ チ ジ ス 株 を 単 離 す
る こ と は も は や 珍 し い こ と で は な い 。 こ の 現 象 は 、 ま だ 満 た さ れ て い な い 医 学 的 ニ ー ズ を
生 み 出 し 、 新 規 な 抗 菌 薬 、 ワ ク チ ン 、 薬 剤 ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 、 お よ び こ の 生 物 の 診 断 試
験 の 要 望 が あ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 Van der Ley et al (1996) Microbiology 142:3269-3274は 、 現 在 の と こ ろ 髄 膜 炎 疾 患
の 主 要 因 で あ る B群 生 物 に 対 し て 利 用 可 能 な ワ ク チ ン は な い と 報 告 し て い る 。 B群 莢 膜 多 糖
の ワ ク チ ン と し て の 使 用 は 、 ヒ ト 宿 主 に お け る 神 経 細 胞 付 着 分 子 上 に 同 一 構 造 物 が 存 在 す
る た め に 不 可 能 で あ り 、 そ の よ う な ワ ク チ ン に よ っ て 自 己 免 疫 病 理 を 誘 導 す る 可 能 性 が あ
る 。 髄 膜 炎 菌 外 膜 タ ン パ ク 質 に 基 づ く ワ ク チ ン を 使 用 す る こ と が 提 唱 さ れ て い る 。 し か し
な が ら 、 防 御 性 抗 体 の 大 部 分 は 株 特 異 的 で あ る こ と が 見 出 さ れ て い る 。 さ ら に 、 全 て の 外
膜 成 分 が 殺 菌 性 抗 体 の 誘 導 に 寄 与 す る も の で は な い 。 ナ イ セ リ ア 属 由 来 の FrpBタ ン パ ク 質
は 、 TonB依 存 的 外 膜 受 容 体 の 特 徴 を 示 す 鉄 調 節 型 外 膜 タ ン パ ク 質 で あ る 。 分 子 量 は 約 77kD
aで あ る が 、 種 々 の 株 に お い て 異 な り う る 。 FrpBタ ン パ ク 質 は 殺 菌 性 抗 体 の 製 造 の た め の
良 好 な 候 補 で あ る と 考 え ら れ て い る 。 し か し な が ら 、 Ala'Aldeen et al (1994) Vaccine 
12:535は 、 野 生 型 FrpBに 対 し て 単 離 さ れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ mAb） は 株 特 異 的 で あ る
こ と を 見 出 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 細 胞 に お い て 発 現 さ れ る 組 換 え FrpBは 、 そ の よ う な 新 規 抗 菌 薬 、 ワ ク チ ン 、 薬 剤 ス ク リ
ー ニ ン グ 方 法 お よ び 診 断 試 験 に お け る 用 途 の た め に 製 造 さ れ う る こ と が 予 測 さ れ て い る 。
し か し な が ら 、 タ ン パ ク 質 の 発 現 に つ い て の 主 要 な 制 限 の １ つ は 、 多 く の 組 換 え タ ン パ ク
質 が そ の 生 物 学 的 に 活 性 な 立 体 構 造 に フ ォ ー ル デ ィ ン グ さ れ な い こ と で あ る 。 組 換 え タ ン
パ ク 質 は ア ン フ ォ ー ル デ ィ ン グ さ れ た 種 の 凝 集 と ミ ス フ ォ ー ル デ ィ ン グ の た め に わ ず か な
低 収 率 で し か 得 ら れ な い こ と も あ る 。 実 際 、 タ ン パ ク 質 の リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ 、 す な わ ち
タ ン パ ク 質 が 天 然 形 態 お よ び 活 性 構 造 を 獲 得 す る こ と は 、 分 子 生 物 学 に お い て 最 も 大 き な
課 題 の １ つ で あ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 有 効 な 免 疫 応 答 （ 好 ま し く は 交 差 防 御 性 応 答 ） を 誘 発 す る の に 好 適 な リ フ ォ ー ル デ ィ ン
グ さ れ た 立 体 構 造 の 精 製 防 御 性 外 膜 タ ン パ ク 質 （ 突 然 変 異 タ ン パ ク 質 な ど ） を 含 む ナ イ セ
リ ア 属 疾 患 に 対 す る ワ ク チ ン を 提 供 す る 必 要 性 が 残 っ て い る こ と は 明 ら か で あ る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ １ １ 】

　 本 発 明 は 、 広 範 な ス ペ ク ト ル の 殺 菌 性 抗 体 を 誘 導 し う る 、 突 然 変 異 型 FrpBタ ン パ ク 質 、
よ り 具 体 的 に は 、 ル ー プ 欠 失 突 然 変 異 体 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 は ま た 、 FrpBタ ン パ ク 質 （ 突 然 変 異 体 お よ び 野 生 型 の 両 方 を 含 む ） の リ フ ォ ー ル
デ ィ ン グ 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 ま た 本 発 明 は 、 か か る リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ FrpBタ ン パ ク 質 に 関 す る 。
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【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 は ま た 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 使 用 方 法 、 例 え ば 、 細 菌 疾 患 の 予 防 お よ び 治 療 に
お け る そ れ ら の 使 用 、 特 に 、 例 え ば サ ブ ユ ニ ッ ト お よ び 外 膜 小 胞 ワ ク チ ン に お け る 使 用 を
提 供 す る 。 さ ら な る 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 細 菌 感 染 症 に 関 連 す る 疾 患 お よ び か か る 感
染 症 に 関 連 す る 症 状 を 検 出 す る た め の 診 断 ア ッ セ イ に 関 す る 。
【 ０ ０ １ ５ 】

　 本 発 明 の 一 態 様 に よ り 、 対 応 す る 野 生 型 FrpBタ ン パ ク 質 と 比 較 し て １ 個 以 上 の 非 保 存 ア
ミ ノ 酸 の 欠 失 を 有 す る FrpBタ ン パ ク 質 が 提 供 さ れ る 。 本 発 明 の こ れ ら の タ ン パ ク 質 は 、 「
突 然 変 異 （ 型 ） 」 タ ン パ ク 質 と い う 。 本 明 細 書 に お い て 使 用 す る 「 欠 失 」 と い う 用 語 に は
、 １ 個 以 上 の 非 保 存 ア ミ ノ 酸 の 置 換 、 置 き 換 え ま た は 突 然 変 異 が 含 ま れ る 。 置 換 さ れ る 配
列 は 、 そ れ と 置 換 す る 配 列 と 同 じ 大 き さ で あ っ て も よ い し ま た は そ う で な く て も よ い 。 「
非 保 存 」 ア ミ ノ 酸 に は 、 第 １ 株 に 由 来 す る 野 生 型 FrpBタ ン パ ク 質 に 存 在 す る ア ミ ノ 酸 で あ
る が 、 第 ２ 株 に 由 来 す る 野 生 型 FrpBタ ン パ ク 質 に は 存 在 し な い こ と の あ る ア ミ ノ 酸 が 含 ま
れ る 。 本 発 明 の タ ン パ ク 質 は 単 離 さ れ た タ ン パ ク 質 で あ る 。 「 単 離 さ れ た 」 に は 、 そ れ ら
の 天 然 状 態 か ら 取 り 出 さ れ て い る ま た は ヒ ト の 介 入 を 経 て い る タ ン パ ク 質 が 含 ま れ る 。 好
ま し く は 、 タ ン パ ク 質 は 40、 50、 60、 70、 80、 90、 95ま た は 99％ よ り 高 い レ ベ ル で 精 製 さ
れ て い て も よ い 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 従 っ て 本 発 明 は 、 広 範 に は 、 FrpBタ ン パ ク 質 の 保 存 ア ミ ノ 酸 を 有 す る タ ン パ ク 質 に 関 す
る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 好 ま し く は 、 FrpBタ ン パ ク 質 は そ の ル ー プ の 少 な く と も １ つ の １ 個 以 上 の ア ミ ノ 酸 が 欠
失 し て い る も の で あ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 好 ま し く は 、 本 発 明 に 係 る 突 然 変 異 タ ン パ ク 質 は 、 株 に 非 特 異 的 で あ り 、 交 差 反 応 性 で
あ り 、 か つ ／ ま た は 交 差 防 御 性 で あ る 。 「 株 特 異 的 」 に は 、 自 系 （ 相 同 ） Ｎ ． メ ニ ン ギ チ
ジ ス 株 に 対 し て 誘 起 さ れ た ま た は 少 な く と も 大 部 分 が そ れ に 対 し て 誘 起 さ れ た 免 疫 応 答 の
発 生 が 含 ま れ る 。 「 交 差 反 応 性 」 に は 、 １ 種 以 上 の 異 種 ナ イ セ リ ア 属 細 菌 株 、 好 ま し く は
Ｎ ． メ ニ ン ギ チ ジ ス 株 に 対 す る 免 疫 応 答 の 発 生 が 含 ま れ る 。 「 交 差 防 御 性 」 に は 、 １ 種 以
上 の 異 種 ナ イ セ リ ア 属 細 菌 株 、 好 ま し く は Ｎ ． メ ニ ン ギ チ ジ ス 株 に よ る 感 染 に 対 す る 防 御
を も た ら す 免 疫 応 答 の 発 生 が 含 ま れ る 。 好 ま し く は 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 は 立 体 構 造 上 安
定 な も の で あ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 タ ン パ ク 質 は 、 少 な く と も ２ つ の ル ー プ の １ 個 以 上 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 し て い る も の で あ
る こ と が 好 ま し い 。 ル ー プ は 、 配 列 比 較 に よ り 決 定 す る こ と が で き る 。 好 ま し く は 、 ル ー
プ ７ お よ び ／ ま た は ル ー プ ５ の １ 個 以 上 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 し て い る も の で あ る 。 特 定 の 好
ま し い 実 施 形 態 に お い て 、 ル ー プ ７ か ら の 欠 失 が 好 ま し い 。 別 の 好 ま し い 実 施 形 態 に お い
て 、 欠 失 は ル ー プ ７ お よ び ル ー プ ５ か ら で あ る 。 ル ー プ ５ お よ び ７ は 、 FrpBタ ン パ ク 質 の
比 較 的 高 頻 度 に 非 保 存 ア ミ ノ 酸 を 有 す る 領 域 で あ る こ と が 同 定 さ れ て い る 。 FrpB表 面 ル ー
プ の 番 号 付 け は 、 Pettersson et al (1995) Infect. Immunology 63:4181-4184 (図 ６ )に
よ り 使 用 さ れ て い る 番 号 体 系 に し た が っ て い る が 、 対 応 す る 欠 失 は 、 利 用 可 能 と な っ て い
る ま た は 利 用 可 能 と な る 他 の モ デ ル に 従 っ て 行 う こ と も で き る （ 例 え ば 、 図 ９ の も の は 「
新 モ デ ル 」 で あ り 、 ル ー プ ３ と ５ は 、 大 体 図 ６ の 旧 モ デ ル の ル ー プ ５ と ７ に そ れ ぞ れ 対 応
し て い る ） 。 対 応 す る 欠 失 は 、 配 列 比 較 法 を 用 い て 決 定 す る こ と が で き る こ と を 理 解 さ れ
た い 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 ま た 、 タ ン パ ク 質 は 、 ル ー プ １ 、 ２ 、 ３ 、 ４ 、 ６ 、 ８ 、 ９ 、 10、 11、 12お よ び 13の い ず
れ か １ つ 以 上 の １ 個 以 上 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 し て い て も よ い （ ま た は 、 他 の 位 相 的 モ デ ル （
例 え ば 新 モ デ ル ） の い ず れ か の 対 応 す る ル ー プ ） 。 し か し 、 本 発 明 は 、 FrpBタ ン パ ク 質 の
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よ り 定 常 な 領 域 の １ つ 以 上 を 含 む こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 一 実 施 形 態 に お い て 、 タ ン パ ク 質 は 、 ル ー プ ７ か ら 11～ 33個 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 し て い る
も の 、 よ り 好 ま し く は ル ー プ ７ か ら 23～ 33個 、 よ り さ ら に 好 ま し く は 28個 の ア ミ ノ 酸 が 欠
失 し て い る も の で あ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 別 の 実 施 形 態 に お い て 、 タ ン パ ク 質 は 、 ル ー プ ５ か ら 18～ 29個 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 し て い
る も の 、 よ り 好 ま し く は ル ー プ ５ か ら 19～ 29個 、 よ り さ ら に 好 ま し く は 24個 の ア ミ ノ 酸 が
欠 失 し て い る も の で あ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 一 実 施 形 態 に お い て 、 H44/76株 FrpBに つ い て 、 ル ー プ ７ か ら 、 ア ミ ノ 酸 376～ 413、 よ り
好 ま し く は 381～ 408の 範 囲 の ア ミ ノ 酸 欠 失 が 行 わ れ て い る か 、 あ る い は 対 応 す る 欠 失 が 行
わ れ て い る タ ン パ ク 質 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て 、 H44/76株 FrpBに つ い て 、 ル ー プ ７ か ら 、 TTEEKNGQKVDKPMEQ
QMKDRADEDTVHを 含 む ア ミ ノ 酸 配 列 が 欠 失 し て い る か 、 あ る い は 対 応 す る 欠 失 が 行 わ れ て い
る タ ン パ ク 質 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て 、 H44/76株 FrpBに つ い て 、 ル ー プ ５ か ら 、 ア ミ ノ 酸 247～ 280
、 よ り 好 ま し く は 252～ 275の 範 囲 の ア ミ ノ 酸 欠 失 が 行 わ れ て い る か 、 あ る い は 対 応 す る 欠
失 が 行 わ れ て い る タ ン パ ク 質 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 さ ら に 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て 、 H44/76株 FrpBに つ い て 、 ル ー プ ５ か ら 、 QHRGIRTVRE
EFTVGDKSSRINIDを 含 む ア ミ ノ 酸 配 列 が 欠 失 し て い る か 、 あ る い は 対 応 す る 欠 失 が 行 わ れ て
い る タ ン パ ク 質 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 発 明 は ま た 、 本 発 明 の 突 然 変 異 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 提 供 す る
。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 に お い て は 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 発 現 ベ ク タ ー を 提 供 す
る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 宿 主 細 胞 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 宿 主 細 胞 を 培 養 し 、 発 現 さ れ た タ ン パ ク 質 を 回 収
す る こ と を 含 む 、 本 発 明 の 突 然 変 異 タ ン パ ク 質 の 生 成 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 に お い て は 、 FrpBタ ン パ ク 質 を 、 3-ジ メ チ ル ド デ シ ル ア ン モ ニ オ プ ロ
パ ン ス ル ホ ネ ー ト （ ツ ィ タ ー ジ ェ ン ト （ Zwittergent） 3-12ま た は SB-12） を 含 む ア ル カ リ
性 リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ 緩 衝 液 と 接 触 さ せ る こ と を 含 む 、 FrpBタ ン パ ク 質 （ 突 然 変 異 型 お よ
び 野 生 型 の 両 方 を 含 む ） の リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 一 実 施 形 態 に お い て 、 リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ 緩 衝 液 は エ タ ノ ー ル ア ミ ン お よ び SB-12を 含
む 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 好 ま し く は 、 エ タ ノ ー ル ア ミ ン が 、 約 15～ 30mM、 好 ま し く は 約 20mMの エ タ ノ ー ル ア ミ ン
で あ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 好 ま し く は リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ 緩 衝 液 が pH11で あ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
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　 SB-12は 、 好 ま し く は 0.1～ 0.2％ SB-12、 よ り 好 ま し く は 0.3～ 0.8％ SB-12、 よ り さ ら に
好 ま し く は 0.5％ SB-12で あ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て 、 リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ 緩 衝 液 は 、 尿 素 、 NaCl（ 0.4M NaClな
ど ） お よ び ／ ま た は 塩 化 グ ア ニ ジ ン 、 よ り 好 ま し く は 塩 化 グ ア ニ ジ ン 、 最 も 好 ま し く は 0.
4M塩 化 グ ア ニ ジ ン を さ ら に 含 む 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 に お い て 、 以 下 の ス テ ッ プ ：
　 場 合 に よ り 宿 主 細 胞 内 で FrpBタ ン パ ク 質 を 発 現 さ せ る ス テ ッ プ 、
　 場 合 に よ り そ の 宿 主 細 胞 を 破 壊 し て 、 FrpBタ ン パ ク 質 を 含 む 封 入 体 を 得 る ス テ ッ プ 、
　 場 合 に よ り そ の 封 入 体 を 洗 浄 す る ス テ ッ プ 、
　 場 合 に よ り 、 そ の 封 入 体 お よ び FrpBタ ン パ ク 質 の 少 な く と も 一 部 を （ 好 ま し く は 塩 酸 グ
ア ニ ジ ン で ） 可 溶 化 す る ス テ ッ プ 、
　 可 溶 化 し た FrpBタ ン パ ク 質 を リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ 緩 衝 液 と 接 触 さ せ る ス テ ッ プ ； な ら び
に
　 場 合 に よ り 、 そ の FrpBタ ン パ ク 質 か ら リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ 緩 衝 液 を 除 去 す る ス テ ッ プ 、
を 含 む （ 好 ま し く は こ れ ら の ス テ ッ プ の 全 て を 含 む ） 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 に お い て は 、 本 発 明 の 方 法 に お い て 使 用 す る た め の 、 エ タ ノ ー ル ア ミ
ン 、 SB-12、 お よ び 場 合 に よ り 塩 化 グ ア ニ ジ ン （ 上 述 し た 濃 度 の も の ） を 含 む リ フ ォ ー ル
デ ィ ン グ 緩 衝 液 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 に お い て は 、 本 発 明 の 方 法 に よ り 得 ら れ る 、 ま た は 得 る こ と が で き る
、 単 離 さ れ た リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ FrpBタ ン パ ク 質 （ 突 然 変 異 タ ン パ ク 質 を 含 む ） を 提 供 す
る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 少 な く と も １ 種 の FrpBタ ン パ ク 質 と 、 薬 学 的 に 許
容 さ れ る 担 体 と を 含 む 医 薬 組 成 物 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 組 成 物 中 に 存 在 す る FrpBタ ン パ ク 質 の 少 な く と も 30％ 、 50％ 、 70％ ま た は 90％ が リ フ ォ
ー ル デ ィ ン グ さ れ て い る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 ま た 組 成 物 は 、 ワ ク チ ン の 形 態 で あ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 一 実 施 形 態 に お い て 、 医 薬 組 成 物 は 、 ナ イ セ リ ア ・ メ ニ ン ギ チ ジ ス に 由 来 す る FrpBタ ン
パ ク 質 を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 別 の 態 様 に お い て 、 医 薬 組 成 物 は 、 ナ イ セ リ ア ・ ゴ ノ ロ ー エ に 由 来 す る FrpBタ ン パ ク 質
を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 医 薬 組 成 物 は 、 好 ま し く は 少 な く と も １ 種 の 他 の ナ イ セ リ ア 属 抗 原 を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 一 実 施 形 態 に お い て 、 医 薬 組 成 物 は 、 ナ イ セ リ ア ・ ゴ ノ ロ ー エ に 由 来 す る 少 な く と も １
種 の 他 の ナ イ セ リ ア 属 抗 原 を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 別 の 実 施 形 態 に お い て 、 医 薬 組 成 物 は 、 ナ イ セ リ ア ・ メ ニ ン ギ チ ジ ス に 由 来 す る 少 な く
と も １ 種 の 他 の ナ イ セ リ ア 属 抗 原 を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 一 実 施 形 態 に お い て 、 医 薬 組 成 物 は 、 サ ブ ユ ニ ッ ト 組 成 物 の 形 態 で あ る が 、 外 膜 小 胞 調
製 物 と 混 合 し て も よ い 。
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【 ０ ０ ４ ９ 】
　 別 の 実 施 形 態 に お い て 、 医 薬 組 成 物 は 、 外 膜 小 胞 調 製 物 の 形 態 で あ る が 、 サ ブ ユ ニ ッ ト
組 成 物 と 混 合 し て も よ い 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 好 ま し く は 、 上 記 組 成 物 は 、 少 な く と も １ 種 の ナ イ セ リ ア 属 付 着 因 子 、 ま た は 少 な く と
も １ 種 の 他 の ナ イ セ リ ア 属 外 膜 タ ン パ ク 質 、 ま た は 少 な く と も １ 種 の ナ イ セ リ ア 属 自 己 輸
送 因 子 、 ま た は 少 な く と も １ 種 の ナ イ セ リ ア 属 毒 素 、 ま た は 少 な く と も １ 種 の ナ イ セ リ ア
属 Fe獲 得 タ ン パ ク 質 を さ ら に 含 む 。 最 も 好 ま し く は 、 本 発 明 の 単 離 さ れ た FrpBに 加 え て 、
少 な く と も １ 種 の ナ イ セ リ ア 属 自 己 輸 送 因 子 お よ び 少 な く と も １ 種 の ナ イ セ リ ア 属 毒 素 が
存 在 す る か 、 ま た は 少 な く と も １ 種 の ナ イ セ リ ア 属 自 己 輸 送 因 子 お よ び 少 な く と も １ 種 の
ナ イ セ リ ア 属 Fe獲 得 タ ン パ ク 質 が 存 在 す る か 、 ま た は 少 な く と も １ 種 の ナ イ セ リ ア 属 毒 素
お よ び 少 な く と も １ 種 の ナ イ セ リ ア 属 Fe獲 得 タ ン パ ク 質 が 存 在 す る か 、 ま た は 少 な く と も
１ 種 の ナ イ セ リ ア 属 自 己 輸 送 因 子 お よ び 少 な く と も １ 種 の ナ イ セ リ ア 属 Fe獲 得 タ ン パ ク 質
お よ び 少 な く と も １ 種 の ナ イ セ リ ア 属 毒 素 が 存 在 す る か 、 あ る い は そ れ ら の 免 疫 原 性 フ ラ
グ メ ン ト を 含 む 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 よ り 好 ま し く は 、 医 薬 組 成 物 は 、 次 の ク ラ ス ：
　 FhaB、 NspA、 Hsf、 NadA、 PilC、 Hap、 MafA、 MafB、 Omp26、 NMB0315、 NMB0995お よ び NMB
1119か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も １ 種 の ナ イ セ リ ア 属 付 着 因 子 ；
　 Hsf、 Hap、 IgAプ ロ テ ア ー ゼ 、 AspAお よ び NadAか ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も １
種 の ナ イ セ リ ア 属 自 己 輸 送 因 子 ；
　 FrpA、 FrpC、 FrpA/C、 VapD、 NM-ADPRT、 な ら び に L2免 疫 タ イ プ の LPSと L3免 疫 タ イ プ の L
PSの 一 方 ま た は 両 者 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も １ 種 の ナ イ セ リ ア 属 毒 素 ；
　 高 分 子 量 TbpA、 低 分 子 量 TbpA、 高 分 子 量 TbpB、 低 分 子 量 TbpB、 LbpA、 LbpB、 P2086、 Hpu
A、 HpuB、 Lipo28、 Sibp、 FbpA、 BfrA、 BfrB、 Bcp、 NMB0964お よ び NMB0293か ら な る 群 か ら
選 択 さ れ る 少 な く と も １ 種 の ナ イ セ リ ア 属 Fe獲 得 タ ン パ ク 質 ； な ら び に
　 PldA、 NspA、 TspA、 FhaC、 NspA、 TbpA（ 高 ） 、 TbpA（ 低 ） 、 LbpA、 HpuB、 TdfH、 PorB、
HimD、 HisD、 GNA1870、 OstA、 HlpA、 MltA、 NMB 1124、 NMB 1162、 NMB 1220、 NMB 1313、 N
MB 1953、 HtrA、 TspB、 PilQお よ び OMP85か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も １ 種 の ナ イ
セ リ ア 属 膜 結 合 タ ン パ ク 質 、 好 ま し く は 外 膜 タ ン パ ク 質 、
の １ 種 以 上 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も １ 種 の 追 加 抗 原 （ ま た は そ の 断 片 ） を さ ら に 含 む 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 よ り 好 ま し く は 、 医 薬 組 成 物 は 、 次 の ク ラ ス ：
　 （ a） FhaB、 Hsfお よ び NadAか ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も １ 種 の ナ イ セ リ ア 属 付
着 因 子 ；
　 （ b） Hsfお よ び Hapか ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も １ 種 の ナ イ セ リ ア 属 自 己 輸 送
因 子 ；
　 （ c） FrpA、 FrpC、 な ら び に L2免 疫 タ イ プ の LPSと L3免 疫 タ イ プ の LPSの 一 方 ま た は 両 者
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も １ 種 の ナ イ セ リ ア 属 毒 素 ；
　 （ d） TbpA、 TbpB、 LbpAお よ び LbpBか ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も １ 種 の ナ イ セ
リ ア 属 Fe獲 得 タ ン パ ク 質 ； な ら び に
　 （ e） PldA、 NspA、 TspA、 TspB、 PilQお よ び OMP85か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も
１ 種 の ナ イ セ リ ア 属 外 膜 タ ン パ ク 質 、
の １ 種 以 上 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も １ 種 の 他 の ナ イ セ リ ア 属 抗 原 （ ま た は そ の 断 片 ） を
さ ら に 含 む 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 こ こ で 追 加 抗 原 は 、 例 え ば WO01/09350号 に 記 載 の よ う に 、 好 ま し く は （ 野 生 型 の 発 現 レ
ベ ル と 比 較 し て ） 発 現 が ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ て ブ レ ブ （ OMV） 上 に 存 在 す る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 好 ま し く は 、 医 薬 組 成 物 は 細 菌 莢 膜 多 糖 ま た は オ リ ゴ 糖 を さ ら に 含 む 。 莢 膜 多 糖 ま た は
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オ リ ゴ 糖 は 、 ナ イ セ リ ア ・ メ ニ ン ギ チ ジ ス の 血 清 群 A、 C、 Yお よ び ／ も し く は W-135、 ヘ モ
フ ィ リ ス ・ イ ン フ ル エ ン ザ b型 、 ス ト レ プ ト コ ッ カ ス ・ ニ ュ ー モ ニ エ 、 A群 連 鎖 球 菌 、 B群
連 鎖 球 菌 、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス 、 お よ び ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ エ ピ デ ル ミ ジ
ス か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 細 菌 に 由 来 す る も の で あ り 、 好 ま し く は T-ヘ ル パ ー エ ピ ト ー
プ の 供 給 源 に コ ン ジ ュ ゲ ー ト さ れ て い る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 に よ れ ば 、 動 物 に お い て 免 疫 応 答 を 引 き 起 こ す の に 使 用 す る た め の 医
薬 の 製 造 に お け る 本 発 明 の FrpBタ ン パ ク 質 （ ま た は 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 ） の 使 用 が 提 供 さ
れ る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 好 ま し く は 、 こ の 使 用 は 、 ナ イ セ リ ア 属 感 染 症 を 治 療 ま た は 予 防 す る た め の 医 薬 の 製 造
に お け る も の で あ る 。 １ つ の 実 施 形 態 で は 、 ナ イ セ リ ア ・ メ ニ ン ギ チ ジ ス 感 染 を 予 防 ま た
は 治 療 す る 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 ナ イ セ リ ア ・ ゴ ノ ロ ー エ 感 染 を 予 防 ま た は 治 療 す る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 に よ れ ば 、 本 発 明 の FrpBタ ン パ ク 質 に 対 し て 免 疫 特 異 的 な 抗 体 が 提 供
さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 に よ れ ば 、 少 な く と も １ 種 の 本 発 明 の 抗 体 と 適 切 な 製 薬 担 体 と を 含 む
、 ナ イ セ リ ア 属 疾 患 に 罹 患 し て い る ヒ ト の 治 療 に 有 用 な 医 薬 組 成 物 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 本 発 明 の さ ら に 別 の 態 様 に よ れ ば 、 ナ イ セ リ ア 属 疾 患 を 治 療 ま た は 防 御 す る た め の 医 薬
の 製 造 に お け る 本 発 明 の 抗 体 （ ま た は そ れ を 含 む 組 成 物 ） の 使 用 が 提 供 さ れ る 。 １ つ の 実
施 形 態 で は 、 ナ イ セ リ ア ・ メ ニ ン ギ チ ジ ス 感 染 を 予 防 ま た は 治 療 す る 。 別 の 実 施 形 態 で は
、 ナ イ セ リ ア ・ ゴ ノ ロ ー エ 感 染 を 予 防 ま た は 治 療 す る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 態 様 に よ れ ば 、 ナ イ セ リ ア 属 感 染 を 有 す る と 疑 わ れ る 動 物 か ら の 生 物
学 的 サ ン プ ル 中 に 存 在 す る 本 発 明 の FrpBタ ン パ ク 質 も し く は 抗 体 を 同 定 す る こ と を 含 む か
、 ま た は 、 本 発 明 の FrpBタ ン パ ク 質 も し く は 抗 体 を 用 い て 、 動 物 か ら の 生 物 学 的 サ ン プ ル
中 に FrpBも し く は FrpBに 対 す る 抗 体 が 存 在 す る か 否 か を 検 出 す る こ と に よ る 、 ナ イ セ リ ア
属 感 染 の 診 断 方 法 が 提 供 さ れ る 。 １ つ の 実 施 形 態 で は 、 ナ イ セ リ ア ・ メ ニ ン ギ チ ジ ス 感 染
を 診 断 す る 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 ナ イ セ リ ア ・ ゴ ノ ロ ー エ 感 染 を 診 断 す る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ６ １ 】

　 こ こ で 、 本 発 明 の 種 々 の 好 ま し い 特 徴 お よ び 実 施 形 態 を 、 添 付 の 図 面 を 参 照 し な が ら 、
非 限 定 的 な 実 施 例 に よ り 説 明 す る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 一 般 に 、 本 明 細 書 中 で 述 べ る 技 法 は 当 業 界 で は 周 知 で あ る が 、 特 に 、 Sambrookら , Mole
cular Cloning, A Laboratory Manual (1989)お よ び Ausubelら , Short Protocols in Mol
ecular Biology (1999) 第 ４ 版 , John Wiley & Sons, Inc （ な ら び に 、 完 全 バ ー ジ ョ ン
で あ る Current Protocols in Molecular Biology） を 参 照 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 本 明 細 書 中 の 「 含 む （ comprising、 ） 」 、 「 含 む （ comprise） 」 お よ び 「 含 む （ compri
ses） 」 と い う 用 語 は 、 本 発 明 者 ら に よ れ ば 、 あ ら ゆ る 場 合 に お い て 、 そ れ ぞ れ 、 「 か ら
な る （ consisting of） 」 、 「 か ら な る （ consist of） 」 お よ び 「 か ら な る （ consists of
） 」 と い う 用 語 と 場 合 に よ り 置 き 換 え 可 能 で あ る も の と す る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】

　 FrpBは 、 髄 膜 炎 菌 （ ナ イ セ リ ア ・ メ ニ ン ギ チ ジ ス ） （ Neisseria meningitidis） の 最 も
多 量 に 存 在 す る 鉄 制 限 誘 導 型 外 膜 タ ン パ ク 質 で あ る 。 し た が っ て 、 本 明 細 書 中 で 用 い ら れ

10

20

30

40

50

(12) JP 2006-516183 A 2006.6.29

詳 細 な 説 明

FrpBタ ン パ ク 質



る 「 FrpB」 と い う 用 語 は 、 Fe調 節 型 タ ン パ ク 質 Bを 含 み 、 一 般 に は 、 野 生 型 （ ま た 天 然 に
存 在 す る と し て も 知 ら れ る ） FrpBの ア ミ ノ 酸 配 列 と 同 一 ま た は 実 質 的 に 同 一 の ア ミ ノ 酸 配
列 を 有 す る 任 意 の タ ン パ ク 質 を 包 含 す る 。 FrpBに 関 す る さ ら な る 詳 細 は 、 米 国 特 許 第 6,26
5,567号 に 見 る こ と が で き る 。 ま た 、 本 明 細 書 中 で は 、 「 FrpB」 と 「 FrpBタ ン パ ク 質 」 は
、 交 換 可 能 に 用 い ら れ る 。 FrpBは ま た 、 FetAと し て も 知 ら れ て い る 。 本 明 細 書 中 で 用 い ら
れ る 「 タ ン パ ク 質 」 と い う 用 語 は 、 「 ポ リ ペ プ チ ド 」 と い う 用 語 を 含 む 。 本 発 明 は 、 FrpB
タ ン パ ク 質 の 突 然 変 異 形 態 、 な ら び に リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ FrpBタ ン パ ク 質 に 関 す る も の で
あ り 、 そ の リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ タ ン パ ク 質 は 、 突 然 変 異 形 態 で あ っ て も そ う で な く て も よ
い 。 リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ タ ン パ ク 質 が 野 生 型 タ ン パ ク 質 か ら 誘 導 さ れ る 場 合 、 そ れ は 、 好
ま し く は 単 離 さ れ た リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ FrpBタ ン パ ク 質 で あ る 。 「 単 離 さ れ た （ さ れ て い
る ） 」 と は 、 FrpBタ ン パ ク 質 が 、 通 常 は そ れ が 結 合 し て い る 他 の タ ン パ ク 質 か ら 遊 離 し て
い る こ と を 意 味 す る 。 リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ FrpBタ ン パ ク 質 は 、 好 ま し く は 組 換 え タ ン パ ク
質 で あ る 。 「 組 換 え 」 と は 、 そ の タ ン パ ク 質 が 分 子 生 物 学 の 適 用 を 用 い て 得 ら れ た こ と を
意 味 す る 。 し か し 、 リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ 方 法 は 、 リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ ま た は ア ン フ ォ ー ル
デ ィ ン グ と リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ に よ る 精 製 を 必 要 と す る 天 然 ま た は 合 成 の タ ン パ ク 質 に も
適 用 可 能 で あ る 。 好 ま し く は 、 本 発 明 の 単 離 さ れ た FrpBは 、 そ れ が 40、 50、 60、 70、 80、
90、 95ま た は 99％ を 上 回 る 純 度 で あ る 、 と い う 点 で 精 製 さ れ て い る も の で あ る 。 最 も 好 ま
し く は 、 本 発 明 の FrpBは 、 そ れ が 他 の ナ イ セ リ ア 属 タ ン パ ク 質 お よ び ／ ま た は そ れ を 生 成
し た 宿 主 細 胞 の 他 の タ ン パ ク 質 を 40、 50、 60、 70、 80、 90、 95ま た は 99％ を 超 え て 含 ん で
い な い 、 と い う 点 で 、 生 物 学 的 に 純 粋 な も の で あ る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 本 発 明 は 、 突 然 変 異 型 FrpBタ ン パ ク 質 を 提 供 す る 。 本 発 明 の ア ミ ノ 酸 配 列 に 関 連 す る 「
突 然 変 異 （ 型 ） 」 と い う 用 語 は 、 FrpB配 列 の １ 個 （ ま た は そ れ 以 上 ） の ア ミ ノ 酸 の 任 意 の
置 換 、 改 変 、 修 飾 、 置 換 え 、 欠 失 、 ま た は 付 加 を 含 み 、 但 し 、 そ う し て 得 ら れ る ア ミ ノ 酸
配 列 は 、 好 ま し く は 、 （ 必 要 で あ れ ば 、 担 体 に 結 合 さ せ た 場 合 に ） FrpBタ ン パ ク 質 を 認 識
す る 抗 体 を 生 起 さ せ る こ と が で き る も の で あ る 。 記 載 を 簡 単 に す る た め に 、 こ れ は 、 １ 個
（ ま た は そ れ 以 上 ） の ア ミ ノ 酸 の 欠 失 と 呼 ぶ 。 こ の タ ン パ ク 質 は 、 対 応 す る 野 生 型 FrpB配
列 か ら 異 な る 、 と い う 意 味 で 、 突 然 変 異 し て い る も の で あ り 、 好 ま し く は 、 免 疫 応 答 は 非
改 変 表 面 ル ー プ に 対 す る も の に な っ て い る 。 し た が っ て 、 こ の 配 列 は ま た 、 そ れ が 非 天 然
（ 別 の ナ イ セ リ ア 属 タ ン パ ク 質 ま た は 全 く 別 の 種 、 好 ま し く は ク ラ ミ ジ ア 属 ペ プ チ ド に 由
来 す る ペ プ チ ド ） の 配 列 で 置 き 換 え ら れ て お り 、 好 ま し く は 、 免 疫 応 答 が 非 改 変 表 面 ル ー
プ に 対 す る も の に な っ て い る 、 と い う 意 味 で 、 欠 失 し て い て も よ い 。 １ つ の 実 施 形 態 で は
、 こ の 配 列 は 、 他 の 生 物 （ 例 え ば ク ラ ミ ジ ア ・ ト リ コ マ チ ス （ Chlamydia trachomatis）
） に 由 来 す る 保 存 配 列 で 置 き 換 え ら れ て い る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 本 発 明 の １ つ の 好 ま し い 実 施 形 態 に よ れ ば 、 FrpBタ ン パ ク 質 の 表 面 露 出 ル ー プ の １ つ の
少 な く と も 一 部 が 欠 失 し て い る 。 １ つ の 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 ル ー プ ７ お よ び ／ ま た は
ル ー プ ５ が 欠 失 し て お り 、 好 ま し く は ル ー プ ７ が 欠 失 し て お り 、 さ ら に 好 ま し く は 二 重 突
然 変 異 体 が 作 製 さ れ る 。 こ こ で 、 こ れ ら の 好 ま し い 欠 失 は 、 記 載 を 簡 単 に す る た め に 、 ナ
イ セ リ ア ・ メ ニ ン ギ チ ジ ス H44/76株 と 呼 ぶ 。 し か し 、 こ れ に 対 応 す る 欠 失 は 、 い ず れ の ナ
イ セ リ ア 属 細 菌 株 に お い て も 起 こ す こ と が で き 、 事 実 、 例 え ば 淋 菌 （ ナ イ セ リ ア ・ ゴ ノ ロ
ー エ ） （ Neisseria gonorrhoeae） な ど の あ ら ゆ る ナ イ セ リ ア 属 生 物 ま た は 株 で も 起 こ す
こ と が で き る 。 そ の よ う な 対 応 す る 欠 失 は 、 図 ５ お よ び ７ に 例 示 す る よ う な 配 列 比 較 を 用
い て 調 べ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 進 め 易 く す る た め に 、 本 明 細 書 で は 、 Petterssonの ト ポ ロ ジ ー モ デ ル を 参 照 す る 。 し か
し 、 他 の モ デ ル （ 例 え ば 、 図 ９ の 新 規 モ デ ル － こ れ は 、 本 明 細 書 の 文 脈 に お い て 用 い よ う
と す る 場 合 に 特 に 参 照 さ れ る ） も 同 様 に 十 分 に 参 照 し 得 る こ と が 理 解 さ れ よ う 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 上 記 で 述 べ た よ う に 、 １ つ の 好 ま し い 実 施 形 態 に よ れ ば 、 突 然 変 異 体 は 、 ル ー プ ７ に 欠
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失 を 含 む 。 こ の 実 施 形 態 （ H44/76株 FrpBに 関 す る )に よ れ ば 、 10～ 35個 の 範 囲 の ア ミ ノ 酸
が ル ー プ ７ か ら 欠 失 し て お り 、 好 ま し く は 15～ 33個 ま た は 20～ 33個 、 最 も 好 ま し く は 24～
33個 の ア ミ ノ 酸 が ル ー プ ７ か ら 欠 失 し て い る 。 好 ま し く は 、 こ の 欠 失 は 、 ア ミ ノ 酸 376～ 4
13の 範 囲 内 で 起 こ っ て い る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 １ つ の 特 に 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 約 28個 の ア ミ ノ 酸 が ル ー プ ７ か ら 欠 失 し て い る 。 こ
の ア ミ ノ 酸 欠 失 は 、 好 ま し く は 、 ア ミ ノ 酸 381～ 408の 範 囲 内 で 起 こ っ て い る 。 し た が っ て
、 好 ま し く は 、 配 列 TTEEKNGQKVDKPMEQQMKDRADEDTVHを 含 む ア ミ ノ 酸 配 列 が ル ー プ ７ か ら 欠
失 し て い る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 ル ー プ ５ に 関 す る 欠 失 に つ い て は 、 （ H44/76株 FrpBに 関 し て ） ７ ～ 30個 の 範 囲 の ア ミ ノ
酸 が ル ー プ ５ か ら 欠 失 し て お り 、 好 ま し く は 10～ 29個 ま た は 15～ 29個 、 最 も 好 ま し く は 19
～ 29個 の ア ミ ノ 酸 が ル ー プ ５ か ら 欠 失 し て い る 。 好 ま し く は 、 こ れ ら の 欠 失 は 、 ア ミ ノ 酸
247～ 280の 範 囲 内 で 起 こ っ て い る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 １ つ の 特 に 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 約 24個 の ア ミ ノ 酸 が ル ー プ ５ か ら 欠 失 し て い る 。 好
ま し く は 、 こ の ア ミ ノ 酸 欠 失 は 、 ア ミ ノ 酸 252～ 275の 範 囲 内 で 起 こ っ て い る 。 し た が っ て
、 好 ま し く は 、 配 列 QHRGIRTVREEFTVGDKSSRINIDを 含 む ア ミ ノ 酸 配 列 が ル ー プ ５ か ら 欠 失 し
て い る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 上 記 で 述 べ た よ う に 、 対 応 す る 欠 失 は 、 容 易 に 調 べ る こ と が で き る 。 こ こ で 、 例 と し て
、 そ の よ う な 対 応 す る 欠 失 を 、 ナ イ セ リ ア ・ ゴ ノ ロ ー エ FA19株 お よ び ナ イ セ リ ア ・ メ ニ ン
ギ チ ジ ス 892257株 お よ び 2996株 に つ い て 述 べ る 。 し か し 、 本 発 明 は 、 入 手 可 能 で あ る か 入
手 可 能 と な る あ ら ゆ る FrpBタ ン パ ク 質 に 適 用 可 能 で あ り う る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 FA19株 FrpBに つ い て は 、 好 ま し く は 、 11～ 21個 の 範 囲 の ア ミ ノ 酸 が ル ー プ ７ か ら 欠 失 し
て い る 。 こ の ア ミ ノ 酸 欠 失 は 、 ア ミ ノ 酸 381～ 406の 範 囲 内 で 起 こ す こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 好 ま し く は 、 FA19株 FrpBに つ い て は 、 約 16個 の ア ミ ノ 酸 が ル ー プ ７ か ら 欠 失 し て い る 。
こ の ア ミ ノ 酸 欠 失 は 、 好 ま し く は 、 ア ミ ノ 酸 386～ 401の 範 囲 内 で 起 こ っ て い る 。 し た が っ
て 、 配 列 TNEEKKKNRENEKIAKを 含 む ア ミ ノ 酸 配 列 を ル ー プ ７ か ら 欠 失 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 FA19株 FrpBに つ い て は 、 好 ま し く は 、 19～ 29個 の ア ミ ノ 酸 が ル ー プ ５ か ら 欠 失 し て い る
。 こ の ア ミ ノ 酸 欠 失 は 、 好 ま し く は ア ミ ノ 酸 247～ 280の 範 囲 内 で 起 こ っ て い る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 好 ま し く は 、 FA19株 FrpBに つ い て は 、 約 24個 の ア ミ ノ 酸 が ル ー プ ５ か ら 欠 失 し て い る 。
こ の ア ミ ノ 酸 欠 失 は 、 好 ま し く は ア ミ ノ 酸 252～ 275の 範 囲 内 で 起 こ っ て い る 。 し た が っ て
、 配 列 QHRGIRTVREEFAVSEKNSRITIKを 含 む ア ミ ノ 酸 配 列 を ル ー プ ５ か ら 欠 失 さ せ る こ と が で
き る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 好 ま し く は 、 2996株 FrpBに つ い て は 、 18～ 28個 の 範 囲 の ア ミ ノ 酸 が ル ー プ ７ か ら 欠 失 し
て い る 。 こ の ア ミ ノ 酸 欠 失 は 、 ア ミ ノ 酸 358～ 390の 範 囲 内 で 起 こ す こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 好 ま し く は 、 23個 の ア ミ ノ 酸 が ル ー プ ７ か ら 欠 失 し て い る 。 こ の ア ミ ノ 酸 欠 失 は 、 ア ミ
ノ 酸 363～ 385の 範 囲 内 で 起 こ す こ と が で き る 。 し た が っ て 、 配 列 NGQDVAKPADQQAKDRKDEALV
Hを 含 む ア ミ ノ 酸 配 列 を ル ー プ ７ か ら 欠 失 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 2996株 FrpBに 関 し て は 、 好 ま し く は 、 18～ 28個 の 範 囲 の ア ミ ノ 酸 が ル ー プ ５ か ら 欠 失 し
て い る 。 こ の ア ミ ノ 酸 欠 失 は 、 ア ミ ノ 酸 225～ 257の 範 囲 内 で 起 こ す こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
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　 好 ま し く は 、 約 23個 の ア ミ ノ 酸 が ル ー プ ５ か ら 欠 失 し て い る 。 こ の ア ミ ノ 酸 欠 失 は 、 ア
ミ ノ 酸 230～ 252の 範 囲 内 で 起 こ す こ と が で き る 。 し た が っ て 、 配 列 QHRGIRTVGEEFTVTNNSRL
DLDを 含 む ア ミ ノ 酸 配 列 を ル ー プ ５ か ら 欠 失 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 892257株 FrpBに 関 し て は 、 好 ま し く は 11～ 21個 の 範 囲 の ア ミ ノ 酸 を ル ー プ ７ か ら 欠 失 さ
せ る 。 こ の ア ミ ノ 酸 欠 失 は 、 ア ミ ノ 酸 360～ 385の 範 囲 内 で 起 こ っ て い る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 好 ま し く は 、 約 16個 の ア ミ ノ 酸 が ル ー プ ７ か ら 欠 失 し て い る 。 こ の ア ミ ノ 酸 欠 失 は 、 ア
ミ ノ 酸 365～ 380の 範 囲 内 で 起 こ す こ と が で き る 。 し た が っ て 、 配 列 TDEEKNKNRENEKIAKを 含
む ア ミ ノ 酸 配 列 を ル ー プ ７ か ら 欠 失 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 892257株 FrpBに 関 し て は 、 好 ま し く は 、 19～ 29個 の 範 囲 の ア ミ ノ 酸 が ル ー プ ５ か ら 欠 失
し て い る 。 こ の ア ミ ノ 酸 欠 失 は 、 ア ミ ノ 酸 226～ 259の 範 囲 内 で 起 こ す こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 好 ま し く は 、 24個 の ア ミ ノ 酸 が ル ー プ ５ か ら 欠 失 し て い る 。 こ の ア ミ ノ 酸 欠 失 は 、 ア ミ
ノ 酸 231～ 259の 範 囲 内 で 起 こ す こ と が で き る 。 し た が っ て 、 配 列 QHRGIRTVREEFTVGAKDSRIN
IKを 含 む ア ミ ノ 酸 配 列 を ル ー プ ５ か ら 欠 失 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 上 記 で 示 し た よ う に 、 FrpBタ ン パ ク 質 の 表 面 ル ー プ の 少 な く と も １ つ （ 好 ま し く は 、 ル
ー プ ７ お よ び ／ ま た は ル ー プ ５ ） か ら の 少 な く と も 数 個 の ア ミ ノ 酸 が 、 非 天 然 、 す な わ ち
異 種 の 配 列 で 置 き 換 え る こ と が で き る 。 ま た 、 異 な る ナ イ セ リ ア 属 株 の FrpBタ ン パ ク 質 間
で 領 域 の シ ャ ッ フ リ ン グ が 可 能 で あ る こ と も 理 解 さ れ よ う 。 好 ま し く は 、 そ の よ う な 置 換
配 列 は 、 別 の 細 菌 の 外 膜 タ ン パ ク 質 に 由 来 す る も の で あ る 。 そ の よ う な 置 換 配 列 は 、 保 存
さ れ て い る こ と 、 す な わ ち 、 細 菌 生 物 の ２ 種 以 上 の 株 に 対 し て 免 疫 応 答 を 生 じ る こ と が で
き る こ と が 好 ま し い 。 １ つ の 実 施 形 態 で は 、 置 換 配 列 は ま た 、 ナ イ セ リ ア ・ ゴ ノ ロ ー エ ま
た は ナ イ セ リ ア ・ メ ニ ン ギ チ ジ ス な ど の ナ イ セ リ ア 属 外 膜 タ ン パ ク 質 に 由 来 す る 。 そ の よ
う な 適 切 な 外 膜 タ ン パ ク 質 の 一 例 は 、 米 国 特 許 第 5,912,336号 に 示 さ れ て お り 、 そ こ で は
、 TbpAと 命 名 さ れ た 別 の ナ イ セ リ ア 属 鉄 調 節 型 タ ン パ ク 質 が 記 載 さ れ て い る 。 置 換 配 列 は
、 好 都 合 に は 、 TbpAの ル ー プ ２ 、 ３ 、 ４ 、 ５ お よ び ８ の 中 の 任 意 の １ つ 以 上 か ら 誘 導 す る
こ と が で き た 。 こ れ ら の ル ー プ は 、 一 般 に は 、 そ れ ぞ れ 、 TbpAの ア ミ ノ 酸 226～ 309； 348
～ 395； 438～ 471； 512～ 576お よ び 707～ 723に 相 当 す る 。 好 ま し く は 、 ル ー プ ４ 、 ５ お よ
び ８ の う ち の １ つ 以 上 が 取 り 込 ま れ て い る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 そ の よ う な 適 切 な 外 膜 タ ン パ ク 質 の 別 の 例 は 、 WO01/55182に 示 さ れ て お り 、 そ こ で は 、
ナ イ セ リ ア ・ メ ニ ン ギ チ ジ ス に 由 来 す る NhhA（ ま た は Hsf） 表 面 抗 原 が 記 載 さ れ て い る 。
置 換 配 列 は 、 好 都 合 に は 、 一 般 に C1、 C2、 C3、 C4お よ び C5と 命 名 さ れ て い る NhhAタ ン パ ク
質 の １ つ 以 上 の 定 常 領 域 か ら 誘 導 す る こ と が で き た 。 本 発 明 で 使 用 可 能 な 別 の 置 換 配 列 の
一 例 は 、 欧 州 特 許 第 0 586 266号 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 FrpBの ル ー プ （ 特 に ル ー プ ５ お よ び ／ ま た は ７ ） と 置 換 可 能 な 別 の ナ イ セ リ ア 属 OMPル
ー プ は 、 PorAの ル ー プ ４ ［ ま た は 可 変 領 域 ２ ］ （ http//neisseria.org/nm/typing/porA/
を 参 照 ） ； PorAの ル ー プ ５ （ "Topology of outer membrane porins in pathogenic Neiss
eria spp", van der Ley, Poolman, 等 , Infect Immun 1991, 59, 2963-71に 記 載 さ れ て
い る ； PorA P1.7,16 (H44/76)ル ー プ ５ 中 で の そ の 配 列 は RHANVGRNAFELFLIGSGSDQAKGTDPLK
NH） ； そ れ ぞ れ ア ミ ノ 酸 210～ 342、 366～ 441、 542～ 600、 726～ 766お よ び 844～ 871に 対 応
し て い る LbpA表 面 露 出 ル ー プ ４ 、 ５ 、 ７ 、 10お よ び 12［ 但 し 、 12が 好 ま し い （ 配 列 KGKNPD
ELAYLAGDQKRYSTKRASSSWST） ］ ［ LbpA表 面 ル ー プ に つ い て の さ ら な る 詳 細 は 、 参 照 に よ り
本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ る Prinzら , 1999 J Bacter. 181:4417を 参 照 さ れ た い ］ ； そ れ ぞ れ
ア ミ ノ 酸 配 列 25～ 54、 61～ 87, 103～ 129お よ び 149～ 164に 対 応 し て い る NspA表 面 露 出 ル ー
プ １ 、 ２ 、 ３ ま た は ４ ［ 但 し 、 好 ま し く は ル ー プ ２ （ 例 え ば FAVDYTRYKNYKAPSTDFKLYSIGAS
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A） お よ び ／ ま た は ル ー プ ３ （ 例 え ば ARLSLNRASVDLGGSDSFSQTSIGLGVL） が 挿 入 さ れ て い る
も の （ こ れ ら の ル ー プ は 極 め て 小 さ い の で 、 こ れ ら の ル ー プ を 導 入 す る た め に は 、 FrpBの
ル ー プ ５ お よ び ／ ま た は ７ の 全 て が 理 想 的 に は 除 去 さ れ ず 、 両 者 を 導 入 し よ う と す る 場 合
に は 、 そ れ ら が 順 に ル ー プ ５ ま た は ７ に （ ま た は そ の 逆 で ） 導 入 さ れ て 、 NspAの ル ー プ ２
と ３ と の 間 に 存 在 す る 立 体 構 造 型 エ ピ ト ー プ を 保 存 し よ う と 試 み る こ と が 好 ま し い ） ］ ［
NspAの ル ー プ に つ い て の さ ら な る 詳 細 は 、 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ る Vandeputte
-Ruttenら , 2003 JBC 278:24825を 参 照 さ れ た い ］ ； Omp85の 表 面 露 出 ル ー プ の い ず れ か （
参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ る Science 2003 299:262-5お よ び そ れ を 支 持 す る オ ン ラ
イ ン 資 料 の 図 S4を 参 照 さ れ た い ） で あ る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 あ る い は ま た 、 細 菌 性 炭 水 化 物 抗 原 の ペ プ チ ド ミ モ ト ー プ は 、 上 記 の よ う に し て FrpBに
組 み 込 む こ と が で き る 。 好 ま し く は 、 ナ イ セ リ ア 属 LOSの ミ モ ト ー プ が ル ー プ ５ お よ び ／
ま た は ７ に 組 み 込 ま れ て 、 ワ ク チ ン 中 で そ の 有 害 な 作 用 を 示 す こ と な く 、 こ の 重 要 な 抗 原
に 対 す る 免 疫 応 答 を 有 利 に 刺 激 す る 。 LOSミ モ ト ー プ は 、 当 業 界 で 周 知 で あ る （ 参 照 に よ
り 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ る WO 02/28888お よ び そ こ で 引 用 さ れ て い る 文 献 を 参 照 さ れ た い
） 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 本 発 明 の 突 然 変 異 型 タ ン パ ク 質 は 、 慣 用 の タ ン パ ク 質 工 学 技 法 を 用 い て 調 製 可 能 で あ る
こ と が 理 解 さ れ よ う 。 例 え ば 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 野 生 型 FrpBを コ ー ド す る
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 ラ ン ダ ム 突 然 変 異 誘 発 （ 例 え ば ト ラ ン ス ポ ゾ ン 突 然 変 異 誘 発 ） ま た
は 部 位 指 定 突 然 変 異 誘 発 を 用 い て 突 然 変 異 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 ナ イ セ リ ア 属 に よ る 感 染 を 予 防 す る た め の FrpBタ ン パ ク 質 は 、 次 の 要 素 ： ナ イ セ リ ア 属
の 補 体 媒 介 死 滅 を 促 進 す る た め 、 か つ ／ ま た は 白 血 球 （ 例 え ば 多 形 核 白 血 球 ） に よ る 食 作
用 お よ び 微 生 物 殺 傷 を 促 進 す る た め 、 か つ ／ ま た は 、 宿 主 組 織 へ の ナ イ セ リ ア 属 の 結 合 を
防 止 す る た め の 血 清 お よ び ／ も し く は 粘 膜 抗 体 の 生 成 、 の う ち ２ つ 以 上 を 必 要 と す る 場 合
が あ り 、 細 胞 媒 介 免 疫 応 答 の 誘 導 も 防 御 に 関 与 し 得 る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 他 者 に よ り 記 載 さ れ て い る よ う に （ McChesney Dら , Infect. Immun. 36: 1006, 1982；
Boslego Jら : Efficacy trial of a purified gonococcl pilus vaccine, in Program an
d Abstracts of the 24th Interscience Conference on Antimicrobial Agents and Chem
otherapy, Washington, American Society for Microbiology, 1984； Siegel Mら , J. In
fect. Dis 145: 300, 1982； de la Pas, Microbiology, 141 (Pt4): 913-20, 1995） 、 本
発 明 の FrpB突 然 変 異 体 の 効 力 の 向 上 は 、 付 着 防 止 （ antiadherence） お よ び ／ ま た は オ プ
ソ ニ ン 化 特 性 お よ び ／ ま た は 殺 菌 活 性 を 有 す る 血 清 お よ び ／ ま た は 粘 膜 抗 体 に つ い て の 誘
導 さ れ た 免 疫 応 答 を 分 析 す る こ と に よ り 評 価 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 本 発 明 の 、 ま た は 本 発 明 に お い て 使 用 す る た め の タ ン パ ク 質 配 列 は 、 基 準 と し て 提 供 さ
れ て い る も の で あ り 、 本 発 明 は 本 明 細 書 中 に 示 す 特 定 の 配 列 ま た は そ れ ら の 断 片 に 限 定 さ
れ ず 、 例 え ば 関 連 す る 細 菌 性 タ ン パ ク 質 な ど の 任 意 の 供 給 源 か ら 得 ら れ る そ れ ら の 相 同 配
列 、 合 成 ペ プ チ ド 、 な ら び に 変 形 体 （ 特 に 天 然 の 変 形 体 ） ま た は 誘 導 体 も 含 む こ と が 理 解
さ れ よ う 。 提 示 す る ル ー プ 配 列 は 、 基 準 と し て で あ っ て 、 上 記 で 記 載 し た ル ー プ 内 に 存 在
す る エ ピ ト ー プ を 含 む い ず れ の ル ー プ 配 列 も 利 用 で き る こ と が 想 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の ま た は 本 発 明 に お い て 使 用 す る た め の ア ミ ノ 酸 配 列 の
変 形 体 、 相 同 体 も し く は 誘 導 体 、 な ら び に 、 そ れ ら の ア ミ ノ 酸 配 列 の 変 形 体 、 相 同 体 も し
く は 誘 導 体 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 本 発 明 の 文 脈 に お い て 、 相 同 配 列 と は 、 ア ミ ノ 酸 レ ベ ル で 少 な く と も 60、 70、 80ま た は
90％ 同 一 で あ り 、 好 ま し く は 少 な く と も 95ま た は 98％ 同 一 で あ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む も の
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と す る 。 本 発 明 の 文 脈 で は 、 相 同 性 は 類 似 性 （ す な わ ち 、 同 様 の 化 学 的 特 性 ／ 機 能 を 有 す
る ア ミ ノ 酸 残 基 ） と い う 観 点 か ら も 考 え る こ と が で き る が 、 相 同 性 は 配 列 同 一 性 と し て 表
わ す こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 相 同 性 比 較 は 、 目 視 で 行 う こ と が で き る が 、 よ り 一 般 的 に は 、 容 易 に 利 用 可 能 な 配 列 比
較 プ ロ グ ラ ム を 用 い て 行 う こ と が で き る 。 こ れ ら の 市 販 の コ ン ピ ュ ー タ ー プ ロ グ ラ ム は 、
２ つ 以 上 の 配 列 間 の ％ 相 同 性 を 算 出 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 ％ 相 同 性 は 、 連 続 し た 配 列 全 体 に わ た っ て 算 出 す る こ と が で き る 。 す な わ ち 、 一 方 の 配
列 を 他 方 の 配 列 と ア ラ イ メ ン ト を と り 、 １ 回 に １ 残 基 づ つ 、 一 方 の 配 列 の 各 ア ミ ノ 酸 を 、
他 方 の 配 列 の 対 応 す る ア ミ ノ 酸 と 直 接 比 較 す る 。 こ れ は 「 ギ ャ ッ プ な し 」 ア ラ イ メ ン ト と
呼 ば れ る 。 典 型 的 に は 、 そ の よ う な ギ ャ ッ プ な し ア ラ イ メ ン ト は 、 比 較 的 少 数 の 残 基 （ 例
え ば 50個 未 満 の 連 続 ア ミ ノ 酸 ） に お い て の み 行 わ れ る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 こ れ は 非 常 に 簡 単 で バ ラ ツ キ の な い 方 法 で あ る が 、 例 え ば 他 の 点 で は 同 一 で あ る ２ つ の
配 列 に お い て 、 １ つ の 挿 入 ま た は 欠 失 が 、 そ れ に 続 く ア ミ ノ 酸 残 基 を ア ラ イ メ ン ト か ら は
み 出 さ せ て し ま い 、 し た が っ て 、 広 域 ア ラ イ メ ン ト （ global alignment） を 行 っ た 場 合 に
、 ％ 相 同 性 を 大 き く 下 げ て し ま う 可 能 性 が あ る こ と を 考 慮 に 入 れ て い な い 。 し た が っ て 、
多 く の 配 列 比 較 方 法 は 、 全 体 の 相 同 性 ス コ ア に 過 度 に ペ ナ ル テ ィ ー を 課 す こ と な く 、 可 能
性 の あ る 挿 入 お よ び 欠 失 を 考 慮 し た 、 最 適 な ア ラ イ メ ン ト を 得 る よ う に 設 計 さ れ て い る 。
こ れ は 、 配 列 ア ラ イ メ ン ト に 「 ギ ャ ッ プ 」 を 挿 入 し て 、 局 所 的 相 同 性 を 最 大 限 に し よ う と
試 み る こ と に よ り 達 成 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 し か し 、 こ れ ら の よ り 煩 雑 な 方 法 で は 、 ア ラ イ メ ン ト 中 に 存 在 す る 各 ギ ャ ッ プ に 「 ギ ャ
ッ プ ペ ナ ル テ ィ ー 」 が 割 り 当 て ら れ て 、 同 数 の 同 一 の ア ミ ノ 酸 で は 、 で き る だ け ギ ャ ッ プ
が 少 な い 配 列 ア ラ イ メ ン ト （ ２ つ の 比 較 配 列 間 が よ り 高 度 に 関 連 し て い る こ と を 反 映 ） が
多 数 の ギ ャ ッ プ を 含 ん だ 場 合 よ り も 高 い ス コ ア を 達 成 す る よ う に な っ て い る 。 典 型 的 に は
、 １ つ の ギ ャ ッ プ の 存 在 に つ い て 比 較 的 高 い コ ス ト を 課 し 、 そ の ギ ャ ッ プ 内 の 後 続 す る 各
残 基 に つ い て ペ ナ ル テ ィ ー が 小 さ い 、 「 ア フ ィ ン （ Affine） ギ ャ ッ プ コ ス ト 」 が 用 い ら れ
る 。 こ れ は 、 最 も 一 般 的 に 用 い ら れ る ギ ャ ッ プ ス コ ア リ ン グ シ ス テ ム で あ る 。 勿 論 、 ギ ャ
ッ プ ペ ナ ル テ ィ が 高 け れ ば 、 ギ ャ ッ プ が よ り 少 な い 最 適 化 さ れ た ア ラ イ メ ン ト が 得 ら れ る
。 多 く の ア ラ イ メ ン ト プ ロ グ ラ ム で は 、 ギ ャ ッ プ ペ ナ ル テ ィ を 変 え る こ と が で き る 。 し か
し 、 配 列 の 比 較 に そ の よ う な ソ フ ト ウ ェ ア を 使 用 す る 場 合 に は 、 デ フ ォ ル ト 値 を 用 い る こ
と が 好 ま し い 。 例 え ば 、 GCG Wisconsin Bestfitパ ッ ケ ー ジ （ 後 記 を 参 照 ） を 用 い る 場 合
、 ア ミ ノ 酸 配 列 に つ い て の デ フ ォ ル ト ギ ャ ッ プ ペ ナ ル テ ィ は １ つ の ギ ャ ッ プ に つ い て は －
12で あ り 、 各 伸 張 に つ い て は － ４ で あ る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 し た が っ て 、 最 大 ％ 相 同 性 を 算 出 す る に は 、 ま ず 、 ギ ャ ッ プ ペ ナ ル テ ィ を 考 慮 に 入 れ て
、 最 適 な ア ラ イ メ ン ト を 得 る こ と が 必 要 で あ る 。 そ の よ う な ア ラ イ メ ン ト を 実 行 す る た め
の 好 適 な コ ン ピ ュ ー タ ー プ ロ グ ラ ム は 、 GCG Wisconsin Bestfitパ ッ ケ ー ジ （ University 
of Wisconsin, U.S.A.; Devereuxら , 1984, Nucleic Acids Research 12:387） で あ る 。
配 列 比 較 を 実 行 で き る そ の 他 の ソ フ ト ウ ェ ア の 例 と し て は 、 BLASTパ ッ ケ ー ジ （ Ausubelら
, 1999 同 上 -Chapter 18を 参 照 ） 、 FASTA（ Atschulら , 1990, J. Mol. Biol., 403-410）
お よ び GENEWORKS比 較 ツ ー ル セ ッ ト が 挙 げ ら れ る が 、 そ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 BLASTお よ び
FASTAは 共 に 、 オ フ ラ イ ン 検 索 お よ び オ ン ラ イ ン 検 索 の 場 合 に 利 用 で き る （ Ausubelら , 19
99 同 上 , p.7-58～ 7-60を 参 照 ） 。 し か し 、 GCG Bestfitプ ロ グ ラ ム を 使 用 す る こ と が 好 ま
し い 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 最 終 的 な ％ 相 同 性 は 同 一 性 と し て 測 定 で き る が 、 ア ラ イ メ ン ト プ ロ セ ス 自 体 は 、 典 型 的
に は オ ー ル オ ア ナ ッ シ ン グ の 対 比 較 に 基 づ く も の で は な い 。 そ の 代 わ り 、 一 般 に は 、 化 学
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的 類 似 性 ま た は 進 化 距 離 に 基 づ い て 各 対 比 較 に ス コ ア を 割 り 当 て る 換 算 相 同 性 ス コ ア マ ト
リ ッ ク ス を 用 い る 。 一 般 に 用 い ら れ る そ の よ う な マ ト リ ッ ク ス の 一 例 は 、 BLOSUM62マ ト リ
ッ ク ス （ BLASTプ ロ グ ラ ム セ ッ ト の デ フ ォ ル ト マ ト リ ッ ク ス ） で あ る 。 GCG Wisconsinプ ロ
グ ラ ム は 、 一 般 に 、 公 の デ フ ォ ル ト 値 か （ そ れ が 提 供 さ れ て い る 場 合 は ） 顧 客 向 け 特 注 の
シ ン ボ ル 比 較 表 を 用 い る （ さ ら な る 詳 細 は ユ ー ザ ー マ ニ ュ ア ル を 参 照 ） 。 GCGパ ッ ケ ー ジ
で は 、 公 の デ フ ォ ル ト 値 を 用 い る か 、 そ れ 以 外 の ソ フ ト ウ ェ ア で は 、 BLOSUM62な ど の デ フ
ォ ル ト マ ト リ ッ ク ス を 用 い る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 ソ フ ト ウ ェ ア に よ り 最 適 な ア ラ イ メ ン ト が 得 ら れ た ら 、 ％ 相 同 性 、 好 ま し く は ％ 配 列 同
一 性 を 算 出 す る こ と が で き る 。 ソ フ ト ウ ェ ア は 、 典 型 的 に は 、 こ れ を 、 配 列 比 較 の 一 部 と
し て 行 い 、 結 果 を 数 値 で 出 す 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 本 明 細 書 中 で タ ン パ ク 質 が 具 体 的 に 述 べ ら れ て い る 場 合 、 そ れ は 好 ま し く は 全 長 タ ン パ
ク 質 に つ い て 言 及 す る も の で あ る が 、 （ 特 に サ ブ ユ ニ ッ ト ワ ク チ ン の 文 脈 に お い て は ） そ
れ ら の 抗 原 性 断 片 も 包 含 し 得 る 。 好 ま し い 断 片 と し て は 、 エ ピ ト ー プ を 含 む も の が 挙 げ ら
れ る 。 特 に 好 ま し い 断 片 と し て は 、 少 な く と も １ つ の 表 面 ル ー プ を 有 す る も の が 挙 げ ら れ
る 。 本 発 明 の 突 然 変 異 体 に 関 し て は 、 こ の ル ー プ は 、 好 ま し く は ル ー プ ７ お よ び ／ ま た は
５ 以 外 の も の で あ る 。 こ れ ら の 断 片 は 、 こ の タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 か ら 連 続 し て 採 ら れ る
少 な く と も 10個 の ア ミ ノ 酸 、 好 ま し く は 20個 の ア ミ ノ 酸 、 さ ら に 好 ま し く は 30個 の ア ミ ノ
酸 、 さ ら に 好 ま し く は 40個 の ア ミ ノ 酸 、 最 も 好 ま し く は 50個 の ア ミ ノ 酸 を 含 む か 、 ま た は
そ れ ら か ら 構 成 さ れ 得 る 。 さ ら に 、 抗 原 性 断 片 と は 、 ナ イ セ リ ア 属 タ ン パ ク 質 に 対 し て 生
じ る 抗 体 ま た は 哺 乳 動 物 宿 主 が ナ イ セ リ ア 属 に 感 染 す る こ と に よ り 生 じ る 抗 体 と 免 疫 学 的
に 反 応 性 で あ る 断 片 を い う 。 ま た 、 抗 原 性 断 片 は 、 有 効 量 を 投 与 し た 場 合 に 、 ナ イ セ リ ア
属 感 染 に 対 し て 防 御 性 免 疫 応 答 を 惹 起 さ せ る 断 片 を 含 み 、 さ ら に 好 ま し く は 、 そ れ は ナ イ
セ リ ア ・ メ ニ ン ギ チ ジ ス お よ び ／ ま た は ナ イ セ リ ア ・ ゴ ノ ロ ー エ の 感 染 に 対 し て 防 御 性 で
あ り 、 最 も 好 ま し く は 、 そ れ は ナ イ セ リ ア ・ メ ニ ン ギ チ ジ ス の 血 清 群 Bの 感 染 に 対 し て 防
御 性 で あ る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 ま た 、 本 発 明 は 、 本 明 細 書 中 で 述 べ る タ ン パ ク 質 の 変 形 体 も 含 む も の で あ り 、 そ の 変 形
体 は 、 同 族 ア ミ ノ 酸 置 換 に よ り 、 １ つ の 残 基 が 同 様 の 特 性 を 有 す る 別 の も の で 置 換 さ れ て
、 基 準 物 と は 異 な っ て い る タ ン パ ク 質 で あ る 。 典 型 的 な そ の よ う な 置 換 は 、 Alaと Valと Le
uと Ileと の 間 ； Serと Thrと の 間 ； 酸 性 残 基 Aspと Gluと の 間 ； Asnと Glnと の 間 ； お よ び 塩 基
性 残 基 Lysと Argと の 間 ； ま た は 芳 香 族 性 残 基 Pheと Tyrと の 間 で あ る 。 特 に 好 ま し い も の は
、 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
合 せ で 置 換 、 欠 失 ま た は 付 加 さ れ て い る 変 形 体 で あ る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 FrpBタ ン パ ク 質 は ま た 、 ナ イ セ リ ア ・ ゴ ノ ロ ー エ に お い て も 同 定 さ れ て い る （ 米 国 特 許
第 6,265,567号 ） 。 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 他 の ナ イ セ リ ア 属 に 由 来 す る FrpBタ ン パ ク 質
に も 適 用 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 本 発 明 に よ り 生 成 さ れ る FrpBま た は そ の 突 然 変 異 型 FrpB、 断 片 ま た は 変 形 体 は 、 好 ま し
く は 、 野 生 型 FrpBタ ン パ ク 質 の 免 疫 学 的 活 性 の 少 な く と も あ る 程 度 を 示 す 生 成 物 で あ る 。
好 ま し く は 、 そ れ は 、 次 の う ち の 少 な く と も １ つ を 示 す 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 （ 必 要 で あ れ ば 、 本 発 明 の FrpBタ ン パ ク 質 を 担 体 に 結 合 さ せ た 場 合 に ） 野 生 型 FrpBを 認
識 す る 抗 体 の 産 生 を 誘 導 す る 能 力 ；
　 実 験 的 感 染 に 対 し て 防 御 す る こ と が で き る 抗 体 の 産 生 を 誘 導 す る 能 力 ； お よ び
　 動 物 に 投 与 し た 場 合 に 、 ナ イ セ リ ア ・ メ ニ ン ギ チ ジ ス や ナ イ セ リ ア ・ ゴ ノ ロ ー エ の 感 染
な ど の ナ イ セ リ ア 属 感 染 に 対 し て 防 御 す る こ と が で き る 免 疫 学 的 応 答 の 発 現 を 誘 導 す る 能
力 。
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【 ０ １ ０ ７ 】
　 好 ま し く は 、 本 発 明 の 突 然 変 異 型 タ ン パ ク 質 は 、 交 差 反 応 性 で あ り 、 さ ら に 好 ま し く は
、 交 差 防 御 性 （ cross-protective） で あ る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 本 発 明 の FrpBタ ン パ ク 質 は 、 ナ イ セ リ ア 属 、 特 に ナ イ セ リ ア ・ メ ニ ン ギ チ ジ ス に よ り 引
き 起 こ さ れ る 疾 患 を 予 防 、 治 療 お よ び 診 断 す る た め の 予 防 用 、 治 療 用 ま た は 診 断 用 組 成 物
に お い て 有 用 で あ る 。 し か し 、 そ れ は 、 例 え ば ナ イ セ リ ア ・ ゴ ノ ロ ー エ ま た は ナ イ セ リ ア
・ ラ ク タ ミ カ （ Neisseria lactamica） な ど に 関 し て も 同 様 の 用 途 が あ り 得 る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 本 発 明 の FrpBタ ン パ ク 質 で は 、 そ れ を 免 疫 原 お よ び ワ ク チ ン と し て 使 用 す る た め に 、 標
準 的 な 免 疫 学 的 技 法 を 用 い る こ と が で き る 。 特 に 、 任 意 の 適 切 な 宿 主 に 、 薬 学 上 有 効 な 量
の FrpBタ ン パ ク 質 を 注 射 し て 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 FrpB抗 体 を 作 製 し
た り 、 あ る い は 、 ナ イ セ リ ア 属 疾 患 に 対 す る 防 御 性 免 疫 応 答 の 発 現 を 誘 導 す る こ と が で き
る 。 FrpBタ ン パ ク 質 は 、 投 与 の 前 に 、 適 切 な ビ ヒ ク ル 中 で 製 剤 化 す る こ と が で き 、 し た が
っ て 、 薬 学 的 に 有 効 な 量 の 本 発 明 の １ 種 以 上 の タ ン パ ク 質 を 含 む 医 薬 組 成 物 が 提 供 さ れ る
。 本 明 細 書 中 で 用 い ら れ る 「 薬 学 的 に 有 効 な 量 」 と は 、 十 分 な 力 価 の 抗 体 を 生 起 さ せ て 、
感 染 を 治 療 ま た は 予 防 す る 、 FrpBタ ン パ ク 質 （ ま た は 他 の 本 発 明 の タ ン パ ク 質 ） の 量 を い
う 。 ま た 、 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 は 、 疾 患 の 治 療 ま た は 予 防 に 有 用 な 他 の 抗 原 を 含 む こ と も
可 能 で あ る 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 本 発 明 の FrpBタ ン パ ク 質 は ま た 、 感 染 に つ い て の 診 断 検 査 の ベ ー ス を 形 成 す る こ と も で
き る 。 例 え ば 、 本 発 明 は 、 ナ イ セ リ ア 属 抗 原 を 含 む ま た は 含 ん で い る と 疑 わ れ る 生 物 学 的
サ ン プ ル 中 の ナ イ セ リ ア 属 抗 原 の 検 出 方 法 で あ っ て 、
　 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を 用 い て 、 抗 FrpB抗 体 を 作 製 す る ス テ ッ プ ；
　 患 者 か ら 生 物 学 的 サ ン プ ル を 単 離 す る ス テ ッ プ ；
　 抗 FrpB抗 体 ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト を そ の 生 物 学 的 サ ン プ ル と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト す る
ス テ ッ プ ；
　 結 合 し て い る 抗 体 ま た は 結 合 し て い る フ ラ グ メ ン ト を 検 出 す る ス テ ッ プ 、
を 含 む 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 本 発 明 は ま た 、 FrpBタ ン パ ク 質 に 特 異 的 な 抗 体 を 含 む ま た は 含 ん で い る と 疑 わ れ る 生 物
学 的 サ ン プ ル 中 の そ の 抗 体 の 検 出 方 法 で あ っ て 、
　 患 者 か ら 生 物 学 的 サ ン プ ル を 単 離 す る ス テ ッ プ ；
　 本 発 明 の FrpBタ ン パ ク 質 を そ の 生 物 学 的 サ ン プ ル と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト す る ス テ ッ プ ；
　 結 合 し て い る 抗 原 を 検 出 す る ス テ ッ プ 、
を 含 む 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 こ の 診 断 検 査 は 、 ELISAお よ び ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ を 含 む 幾 つ か の 形 態 を 採 る こ と が
で き る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 そ の よ う な 適 用 に つ い て の さ ら な る 詳 細 を 、 以 下 に 示 す 。
【 ０ １ １ ４ 】

　 交 差 防 御 性 お よ び 免 疫 応 答 は 、 髄 膜 炎 菌 ワ ク チ ン の 効 力 を 評 価 す る た め の 最 も 一 般 的 に
承 認 さ れ て い る 免 疫 学 的 指 標 で あ る 血 清 殺 菌 性 ア ッ セ イ （ SBA） を 用 い て 測 定 す る こ と が
で き る （ Perkins et al. J Infect Dis. 1998, 177:683-691） 。 例 え ば 、 野 生 型 タ ン パ ク
質 に 対 す る 突 然 変 異 FrpBタ ン パ ク 質 の 改 善 さ れ た 応 答 は 、 突 然 変 異 FrpBに よ り 惹 起 さ れ る
SBAが 、 対 応 す る 野 生 型 タ ン パ ク 質 に よ り 惹 起 さ れ る SBAよ り 少 な く と も 50％ 、 2倍 、 3倍 、
好 ま し く は 4倍 、 5倍 、 6倍 、 7倍 、 8倍 、 9倍 、 最 も 好 ま し く は 10倍 高 い こ と を 特 徴 と し う る
。 好 ま し く は 、 SBAは 、 該 抗 原 が 由 来 す る 同 種 株 に 対 し て 、 好 ま し く は ま た 、 一 群 の 異 種
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株 に 対 し て 測 定 さ れ る 。 従 っ て 、 交 差 防 御 性 は 、 十 分 な 異 種 SBAが 一 群 の 非 関 連 株 （ 例 え
ば ３ つ の 非 関 連 株 ） に 対 し て 得 ら れ る か ど う か を 測 定 す る こ と が で き る 。 任 意 の 公 知 方 法
に よ り 、 十 分 な SBAを 確 認 す る こ と が 可 能 で あ る 。 SBAは 、 動 物 モ デ ル か ら ま た は ヒ ト 被 験
者 か ら 得 た 血 清 を 使 用 し て 行 う こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 ヒ ト 血 清 を 使 用 し て SBAを 行 う た め の 好 ま し い 方 法 は 以 下 の と お り で あ る 。 初 回 ワ ク チ
ン 接 種 の 前 、 2回 目 の ワ ク チ ン 接 種 の 2ヵ 月 後 お よ び 3回 目 の ワ ク チ ン 接 種 の 1ヵ 月 後 に 血 液
サ ン プ ル を 採 取 す る （ 1年 に 3回 の ワ ク チ ン 接 種 が 典 型 的 な ヒ ト 初 回 ワ ク チ ン 接 種 計 画 で あ
り 、 例 え ば 、 0、 2お よ び 4ヶ 月 、 ま た は 0、 1お よ び 6ヶ 月 の 時 点 で 投 与 を 行 う ） 。 そ の よ う
な ヒ ト 初 回 ワ ク チ ン 接 種 計 画 は 、 1歳 未 満 ま た は 2～ 4歳 の 小 児 に 実 施 す る こ と が 可 能 で あ
り （ 例 え ば 、 Hibワ ク チ ン 接 種 と 同 時 に 実 施 す る ） 、 あ る い は 、 そ の よ う な 初 回 ワ ク チ ン
接 種 計 画 に よ る SBAを 試 験 す る た め に 、 青 年 に も ワ ク チ ン 接 種 す る こ と が 可 能 で あ る 。 初
回 ワ ク チ ン 接 種 の 6～ 12ヶ 月 後 、 お よ び 追 加 接 種 が 適 用 可 能 な 場 合 に は 追 加 接 種 の 1ヵ 月 後
に 、 更 な る 血 液 サ ン プ ル を 採 取 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 3回 目 の ワ ク チ ン 接 種 （ 初 回 ワ ク チ ン 接 種 計 画 の 3回 目 の ワ ク チ ン 接 種 ） （ 2～ 4歳 の 小 児
ま た は 青 年 、 好 ま し く は 1歳 以 下 の 小 児 に お け る も の ） の 1ヶ 月 後 、 本 発 明 の 抗 原 が 由 来 す
る 髄 膜 炎 菌 株 に 対 す る SBA（ 抗 体 希 釈 ） 力 価 に お い て （ ワ ク チ ン 接 種 前 の 力 価 と 比 較 し て
） 4倍 の 増 加 を 示 す 被 験 者 の 割 合 が 該 被 験 者 の 30％ 以 上 、 好 ま し く は 40％ 以 上 、 よ り 好 ま
し く は 50％ 以 上 、 最 も 好 ま し く は 60％ 以 上 で あ る 場 合 に は 、 SBAは 、 同 種 殺 菌 活 性 を 有 す
る 抗 原 ま た は ブ レ ブ 調 製 物 に 関 し て 満 足 し う る も の で あ ろ う 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 も ち ろ ん 、 異 種 殺 菌 活 性 を 有 す る 抗 原 ま た は ブ レ ブ 調 製 物 は 、 そ れ が 由 来 す る 髄 膜 炎 菌
株 に 対 し て そ れ が 十 分 な SBAを 惹 起 し う る 場 合 に は 、 同 種 殺 菌 活 性 を 有 す る ブ レ ブ 調 製 物
を 構 成 す る こ と も で き る 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 3回 目 の ワ ク チ ン 接 種 （ 初 回 ワ ク チ ン 接 種 計 画 の 3回 目 の ワ ク チ ン 接 種 ） （ 2～ 4歳 の 小 児
ま た は 青 年 、 好 ま し く は 1歳 以 下 の 小 児 に お け る も の ） の 1ヶ 月 後 、 3つ の 異 種 髄 膜 炎 菌 株
に 対 す る SBA（ 抗 体 希 釈 ） 力 価 に お い て （ ワ ク チ ン 接 種 前 の 力 価 と 比 較 し て ） 4倍 の 増 加 を
示 す 被 験 者 の 割 合 が 該 被 験 者 の 20％ 以 上 、 好 ま し く は 30％ 以 上 、 よ り 好 ま し く は 35％ 以 上
、 最 も 好 ま し く は 40％ 以 上 で あ る 場 合 に は 、 SBAは 、 異 種 殺 菌 活 性 を 有 す る 抗 原 ま た は ブ
レ ブ 調 製 物 に 関 し て 満 足 し う る も の で あ ろ う 。 そ の よ う な 試 験 は 、 異 種 殺 菌 活 性 を 有 す る
抗 原 ま た は ブ レ ブ 調 製 物 が 種 々 の 髄 膜 炎 菌 株 に 対 す る 交 差 殺 菌 性 抗 体 を 誘 導 し う る か ど う
か の 良 好 な 指 標 で あ る 。 好 ま し く は 、 そ の よ う な 3つ の 異 種 株 は 、 互 い に 異 な る 、 お よ び
好 ま し く は 、 異 種 殺 菌 活 性 を 有 す る 抗 原 ま た は ブ レ ブ 調 製 物 の 原 料 と な っ た ま た は そ れ が
由 来 す る 株 と は 異 な る 、 電 気 泳 動 型 （ ET） 複 合 体 ま た は 多 遺 伝 子 座 配 列 タ イ ピ ン グ （ mult
ilocus sequence typing） （ MLST） パ タ ー ン （ Maidenら  PNAS USA 1998, 95:3140-5を 参
照 さ れ た い ） を 有 す る べ き で あ る 。 当 業 者 は 、 髄 膜 炎 菌 、 特 に 、 重 要 な 病 難 の 原 因 で あ る
と 認 め ら れ て お り お よ び ／ ま た は 認 識 さ れ て い る MenB超 ビ ル レ ン ト 系 統 に 相 当 す る 髄 膜 炎
菌 B型 株 に お い て 認 め ら れ る 遺 伝 的 多 様 性 を 表 す 異 な る ET複 合 体 を 有 す る 3つ の 株 を 容 易 に
決 定 し う る で あ ろ う （ Maidenら , 前 掲 を 参 照 さ れ た い ） 。 例 え ば 、 使 用 し う る 3つ の 株 と
し て は 以 下 の も の が 挙 げ ら れ る ： A-4ク ラ ス タ ー に 属 す る BZ10 (B:2b:P1.2)、 ET-37複 合 体
に 属 す る B16B6 (B:2a:P1.2)、 お よ び ET-5複 合 体 に 属 す る H44/76 (B:15:P1.7,16)、 ま た は
同 じ ET/ク ラ ス タ ー に 属 す る 他 の 任 意 の 株 。 例 え ば ET-5複 合 体 に 属 す る 髄 膜 炎 菌 CU385（ B:
4:P1.15） か ら 製 造 さ れ た ま た は そ れ に 由 来 す る 、 異 種 殺 菌 活 性 を 有 す る 抗 原 ま た は ブ レ
ブ 調 製 物 を 試 験 す る た め に 、 そ の よ う な 株 を 使 用 す る こ と が 可 能 で あ る 。 使 用 し う る も う
1つ の サ ン プ ル 株 は 系 統 3流 行 性 (epidemic)ク ロ ー ン （ 例 え ば 、 NZ124 [B:4:P1.7,4]） に 由
来 す る 。 も う 1つ の ET-37株 は NGP165 (B:2a:P1.2)で あ る 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 SBA活 性 の 測 定 方 法 は 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 で あ る 。 例 え ば 、 使 用 し う る 方 法 は WO 99
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/09176に 記 載 さ れ て い る 。 一 般 に は 、 被 験 株 の 培 養 物 を （ 好 ま し く は 、 EDDAの よ う な 鉄 キ
レ ー ト 剤 の 増 殖 培 地 へ の 添 加 に よ る 鉄 枯 渇 条 件 に お い て ） 対 数 増 殖 期 ま で 増 殖 さ せ る 。 約
20000 CFU/mlに 調 節 さ れ た 実 施 細 胞 懸 濁 液 を 得 る た め に 、 こ れ を 、 BSAを 含 有 す る 培 地 （
例 え ば 、 0.3％  BSAを 含 有 す る ハ ン ク ス 培 地 ） に 懸 濁 さ せ る こ と が 可 能 で あ る 。 被 験 血 清
の 2倍 連 続 希 釈 液 （ 好 ま し く は 、 56℃ で 30分 間 熱 不 活 性 化 さ れ た も の ） ［ 例 え ば 、 50μ l/
ウ ェ ル の 容 量 中 ］ と 20000 CFU/ml 被 験 髄 膜 炎 菌 株 懸 濁 液 ［ 例 え ば 、 25μ l/ウ ェ ル の 容 量
中 ］ と を 混 合 す る こ と に よ り 、 一 連 の 反 応 混 合 物 を 調 製 す る こ と が で き る 。 反 応 バ イ ア ル
を イ ン キ ュ ベ ー ト （ 例 え ば 、 37℃ で 15分 間 ） し 、 振 と う （ 例 え ば 、 210rpm） す べ き で あ る
。 最 終 反 応 混 合 物 ［ 例 え ば 、 100μ l容 量 ］ は 更 に 、 補 体 源 ［ 例 え ば 、 25％ 最 終 容 量 の 予 備
試 験 さ れ た 子 ウ サ ギ 血 清 ］ を 含 有 し 、 そ れ を 前 記 の と お り に ［ 例 え ば 、 37℃ で 60分 間 ］ イ
ン キ ュ ベ ー ト す る 。 こ の ア ッ セ イ に は 無 菌 ポ リ ス チ レ ン U底 96ウ ェ ル マ イ ク ロ タ イ タ ー プ
レ ー ト を 使 用 す る こ と が で き る 。 ア リ コ ー ト ［ 例 え ば 、 10μ l］ を 、 マ ル チ チ ャ ン ネ ル ピ
ペ ッ ト を 使 用 し て 各 ウ ェ ル か ら 採 取 し 、 ミ ュ ラ ー ・ ヒ ン ト ン （ Mueller-Hinton） 寒 天 プ レ
ー ト （ 好 ま し く は 、 1％  Isovitalexお よ び 1％  熱 不 活 性 化 ウ マ 血 清 を 含 有 す る ） 上 に 滴 下
し 、 イ ン キ ュ ベ ー ト （ 例 え ば 、 5％  CO 2 中 、 37℃ で 18時 間 ） す る 。 好 ま し く は 、 個 々 の コ
ロ ニ ー は 80 CFU/ア リ コ ー ト ま で 計 数 さ れ う る 。 対 照 と し て 、 以 下 の 3つ の 試 験 サ ン プ ル を
使 用 す る こ と が で き る ： バ ッ フ ァ ー  + 細 菌  + 補 体 ； バ ッ フ ァ ー  + 細 菌  + 不 活 性 化 補 体
； 血 清  + 細 菌  + 不 活 性 化 補 体 。 SBA力 価 は 、 殺 細 胞 の 50％ に 対 応 す る 希 釈 度 の 測 定 値 を
回 帰 計 算 に よ り 与 え る デ ー タ 処 理 プ ロ グ ラ ム を 使 用 し て 、 簡 単 に 算 出 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ０ 】

　 あ る い は 、 相 乗 的 応 答 は 、 動 物 防 御 ア ッ セ イ に お い て 、 抗 原 の 組 合 せ の 有 効 性 を 特 徴 と
し う る 。 例 え ば 、 実 施 例 12ま た は 13に 記 載 の ア ッ セ イ を 用 い る こ と が 可 能 で あ る 。 好 ま し
く は 、 抗 原 の 組 合 せ に よ り 防 御 さ れ る 動 物 の 数 は 、 抗 原 （ 特 に 、 最 適 以 下 の 量 （ suboptim
al） の 抗 原 ） を 単 独 で 使 用 し た 場 合 と 比 較 し て 有 意 に 改 善 さ れ る 。
【 ０ １ ２ １ 】

　 あ る い は 、 免 疫 応 答 は 、 接 着 阻 止 ア ッ セ イ に お い て 、 抗 原 の 組 合 せ の 有 効 性 を 特 徴 と し
う る 。 好 ま し く は 、 突 然 変 異 型 FrpBに 対 し て 産 生 さ れ た 抗 血 清 に よ り 誘 導 さ れ る 阻 止 の 度
合 は 、 野 生 型 FrpBに 対 し て 産 生 さ れ た 抗 血 清 （ 特 に 、 最 適 以 下 の 量 の 抗 体 ） を 使 用 し た 場
合 と 比 較 し て 有 意 に 改 善 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ２ 】

　 本 発 明 は ま た 、 本 発 明 の 突 然 変 異 型 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 併 せ て
、 そ れ ら の 変 形 体 、 誘 導 体 お よ び 相 同 体 も 提 供 す る 。 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 DNA
ま た は RNAを 含 む こ と が で き る 。 そ れ ら は 、 一 本 鎖 で あ っ て も 二 本 鎖 で あ っ て も よ い 。 ま
た 、 そ れ ら は 、 内 部 に 合 成 ま た は 修 飾 ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と す る こ と も
で き る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 多 く の 異 な る タ イ プ の 修 飾 は 、 当 業 界 で は 公 知 で あ る 。 こ
れ ら に は 、 メ チ ル ホ ス ホ ネ ー ト お よ び ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト 骨 格 、 分 子 の ３ ’ お よ び ／ ま た
は ５ ’ 末 端 で の ア ク リ ジ ン ま た は ポ リ リ シ ン 鎖 の 付 加 を 含 む 。 本 発 明 の 目 的 の た め に は 、
本 明 細 書 中 で 記 載 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 当 業 界 で 利 用 可 能 な あ ら ゆ る 方 法 で 修 飾 可
能 で あ る と 理 解 さ れ た い 。 そ の よ う な 修 飾 は 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の in vivo活 性
ま た は 寿 命 を 増 大 さ せ る 目 的 で 行 う こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 １ つ の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の 突 然 変 異 型 タ ン パ ク 質 は 、 次 の 技 法 の い ず れ か を 用 い て
作 製 さ れ る ： カ セ ッ ト 突 然 変 異 誘 発 、 単 一 プ ラ イ マ ー 伸 長 、 部 位 指 定 突 然 変 異 誘 発 の PCR
法 、 例 え ば 、 Higuchiら (1988) Nucleic Acids Res. 16:7351-67の ４ プ ラ イ マ ー 法 、 二 方
向 欠 失 を 含 む 部 位 指 定 突 然 変 異 誘 発 ； ラ ン ダ ム 突 然 変 異 誘 発 ； な ら び に フ ァ ー ジ 提 示 に よ
る 突 然 変 異 型 タ ン パ ク 質 の 選 定 。
【 ０ １ ２ ４ 】

10

20

30

40

50

(21) JP 2006-516183 A 2006.6.29

動 物 防 御 ア ッ セ イ

接 着 阻 止 ア ッ セ イ

ポ リ ヌ ク レ オ チ ド



　 本 発 明 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 関 連 す る 「 変 形 体 」 、 「 相 同 体 」 ま た は 「 誘 導 体 」 と い う
用 語 は 、 そ の 配 列 か ら の 、 ま た は そ の 配 列 へ の １ 個 （ ま た は そ れ 以 上 の ） 核 酸 の 任 意 の 置
換 、 変 形 、 修 飾 、 置 き 換 え 、 欠 失 ま た は 付 加 を 含 み 、 但 し 、 そ の 結 果 と し て 得 ら れ た ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 は 、 突 然 変 異 型 FrpBポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る も の と す る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 上 記 で 示 し た よ う に 、 配 列 相 同 性 に 関 し て は 、 好 ま し く は 、 本 明 細 書 中 の 配 列 表 に 示 す
配 列 に 対 し て 少 な く と も 75％ 、 さ ら に 好 ま し く は 少 な く と も 85％ 、 さ ら に 好 ま し く は 少 な
く と も 90％ の 相 同 性 （ 好 ま し く は 同 一 性 ） が あ る 。 さ ら に 好 ま し く は 、 少 な く と も 95％ 、
さ ら に 好 ま し く は 少 な く と も 98％ の 相 同 性 （ 好 ま し く は 同 一 性 ） が あ る 。 ヌ ク レ オ チ ド の
相 同 性 比 較 は 、 上 記 で 記 載 し た よ う に し て 行 う こ と が で き る 。 好 ま し い 配 列 比 較 プ ロ グ ラ
ム は 、 上 記 で 記 載 し た GCG Wisconsin Bestfitプ ロ グ ラ ム で あ る 。 デ フ ォ ル ト ス コ ア リ ン
グ マ ト リ ッ ク ス は 、 各 同 一 ヌ ク レ オ チ ド に 対 し て は 10の 適 合 値 を 、 そ し て 各 ミ ス マ ッ チ に
対 し て は － ９ を 有 す る 。 各 ヌ ク レ オ チ ド に 対 し て 、 デ フ ォ ル ト ギ ャ ッ プ 作 成 ペ ナ ル テ ィ は
－ 50で あ り 、 デ フ ォ ル ト ギ ャ ッ プ 伸 長 ペ ナ ル テ ィ は － ３ で あ る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 本 発 明 は ま た 、 本 明 細 書 中 に 示 す 配 列 に 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が で き る ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 、 ま た は そ れ ら の 任 意 の 変 形 体 、 断 片 も し く は 誘 導 体 、 ま た は 上 記 の い ず れ
か の 相 補 体 も 包 含 す る 。 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 好 ま し く は 少 な く と も 15ヌ ク レ オ チ ド 長 で
あ り 、 さ ら に 好 ま し く は 少 な く と も 20、 30、 40ま た は 50ヌ ク レ オ チ ド 長 で あ る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 本 明 細 書 中 で 用 い ら れ る 「 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 」 と い う 用 語 は 、 「 核 酸 の 鎖 が 塩 基
対 合 に よ り 相 補 鎖 と 結 合 す る プ ロ セ ス 」 、 な ら び に ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 法 に お い て 行 わ
れ る よ う な 増 幅 プ ロ セ ス を 含 む も の と す る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 本 明 細 書 中 で 示 す ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 ま た は そ れ ら の 相 補 体 に 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ
す る こ と が で き る 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 一 般 に 、 本 明 細 書 中 で 示 す 対 応 す る ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 の 、 少 な く と も 20個 、 好 ま し く は 少 な く と も 25ま た は 30個 、 例 え ば 少 な く と
も 40、 60ま た は 100以 上 の 連 続 ヌ ク レ オ チ ド の 領 域 に わ た っ て 、 少 な く と も 70％ 、 好 ま し
く は 少 な く と も 80ま た は 90％ 、 さ ら に 好 ま し く は 少 な く と も 95％ ま た は 98％ の 相 同 で あ る
。 好 ま し い 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 保 存 さ れ た 領 域 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド に 対
し て 相 同 な 領 域 を 含 み 、 好 ま し く は 、 こ れ ら の 領 域 に 対 し て 少 な く と も 80ま た は 90％ 、 さ
ら に 好 ま し く は 少 な く と も 95％ 相 同 （ 好 ま し く は 同 一 ） で あ る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 「 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ 可 能 な 」 と い う 用 語 は 、 プ ロ ー ブ と し て 用 い る ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド が 、 本 発 明 の 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が バ ッ ク グ ラ ウ ン ド を 有 意 に 上 回 る レ ベ ル で そ の
プ ロ ー ブ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る と 思 わ れ る 条 件 下 で 用 い ら れ る こ と を 意 味 す る 。 バ ッ ク グ
ラ ウ ン ド ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 例 え ば cDNAま た は ゲ ノ ム DNAラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ
ー ニ ン グ す る 際 に 存 在 す る 他 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て 起 こ り 得 る 。 こ の 事 象 に お い て
、 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド と は 、 プ ロ ー ブ と ラ イ ブ ラ リ ー の 非 特 異 的 DNAメ ン バ ー と の 相 互 作 用
に よ り 生 じ る シ グ ナ ル の レ ベ ル を 意 味 し 、 標 的 DNAで 見 ら れ る 特 異 的 相 互 作 用 と 比 較 し て
１ ／ 10未 満 、 好 ま し く は １ ／ 100未 満 の 強 度 で あ る 。 相 互 作 用 の 強 度 は 、 例 え ば 、 プ ロ ー
ブ を 3 2 Ｐ な ど で 放 射 標 識 す る こ と に よ り 測 定 で き る 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 は 、 Bergerお よ び Kimmel（ 1987, Guide to Molecular Clo
ning Techniques, Methods in Enzymology, Vol 152, Academic Press, San Diego CA）
に お い て 教 示 さ れ て い る よ う に 、 核 酸 結 合 複 合 体 の 融 解 温 度 （ Tm） に 基 づ く も の で あ り 、
下 記 で 説 明 す る よ う な 所 定 の 「 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 」 を も た ら す 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 最 大 の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー は 、 典 型 的 に は 、 Tm－ ５ ℃ （ プ ロ ー ブ の Tmよ り も ５ ℃ 低 い も
の ） 付 近 で 起 こ り 、 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー は 、 Tmよ り も 約 ５ ℃ ～ 10℃ 低 い と こ ろ で 起 こ り
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、 中 程 度 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー は Tmよ り も 約 10℃ ～ 20℃ 低 い と こ ろ で 起 こ り 、 低 ス ト リ ン ジ
ェ ン シ ー は Tmよ り も 約 20℃ ～ 25℃ 低 い と こ ろ で 起 こ る 。 当 業 者 で あ れ ば 理 解 さ れ る よ う に
、 最 大 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 同 一 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 同
定 ま た は 検 出 に 用 い る こ と が で き 、 中 程 度 （ ま た は 低 ） ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー ハ イ ブ リ ダ イ
ゼ ー シ ョ ン は 、 ほ ぼ 同 様 の ま た は 関 連 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 同 定 ま た は 検 出 に 用 い
る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 １ つ の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト 条 件 下 (例 え ば 、 65℃ 、 0.1
× SSC{１ × SSC＝ 0.15M NaCl、 0.015Mク エ ン 酸 Na 3 、 pH7.0})で 、 本 発 明 の ヌ ク レ オ チ ド 配
列 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ で き る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 包 含 す る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 二 本 鎖 で あ る 場 合 、 そ の 二 本 鎖 の 両 方 の 鎖 が 、 個 々 に 、 ま
た は 組 み 合 わ せ と し て 、 本 発 明 に 包 含 さ れ る 。 そ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 一 本 鎖 で あ る 場 合
、 そ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 相 補 配 列 も ま た 、 本 発 明 の 範 囲 に 含 ま れ る こ と が 理 解 さ れ よ う
。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 本 発 明 の 配 列 に 対 し て 100％ 相 同 で は な い が 、 本 発 明 の 範 囲 に 含 ま れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド は 、 幾 つ か の 方 法 で 得 る こ と が で き る 。 本 明 細 書 に 記 載 さ れ て い る 配 列 の 他 の 変 形 体 は
、 例 え ば 、 あ る 範 囲 の 個 体 (例 え ば 異 な る 集 団 か ら の 個 体 )か ら 作 製 し た DNAラ イ ブ ラ リ ー
を 調 べ る こ と に よ り 得 る こ と が で き る 。 さ ら に 、 他 の 細 菌 性 相 同 体 を 得 る こ と も 可 能 で あ
り 、 そ の よ う な 相 同 体 お よ び そ れ ら の 断 片 は 、 一 般 に 、 本 明 細 書 の 配 列 表 に 示 す 配 列 に 選
択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 変 形 体 お よ び 株 ／ 種 相 同 体 は ま た 、 縮 重 PCRを 用 い て 得 る こ と が で き る 。 こ の 縮 重 PCRは
、 本 発 明 の 配 列 内 の 保 存 さ れ て い る ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る 変 形 体 お よ び 相 同 体 に 含 ま
れ る 配 列 を 標 的 と す る よ う に 設 計 さ れ た プ ラ イ マ ー を 使 用 す る も の で あ る 。 保 存 さ れ て い
る 配 列 は 、 例 え ば 、 幾 つ か の 変 形 体 ／ 相 同 体 か ら の ア ミ ノ 酸 配 列 の ア ラ イ メ ン ト を と る こ
と に よ り 推 定 で き る 。 配 列 ア ラ イ メ ン ト は 、 当 業 界 で 知 ら れ て い る コ ン ピ ュ ー タ ー ソ フ ト
ウ ェ ア を 用 い て 実 行 で き る 。 例 え ば 、 GCG Wisconsin PileUpプ ロ グ ラ ム が 広 く 用 い ら れ て
い る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 縮 重 PCRに お い て 用 い ら れ る プ ラ イ マ ー は 、 １ つ 以 上 の 縮 重 位 置 を 含 み 、 既 知 の 配 列 に
対 す る 単 一 配 列 プ ラ イ マ ー を 用 い て 配 列 を ク ロ ー ニ ン グ す る の に 用 い ら れ る も の よ り も 低
い ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 で 用 い ら れ る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 プ ラ イ マ ー （ 例 え ば PCRプ ラ イ マ ー 、 別 の 増 幅 反 応 用 の
プ ラ イ マ ー ） 、 プ ロ ー ブ （ 例 え ば 放 射 性 ま た は 非 放 射 性 標 識 を 用 い て 慣 用 の 手 段 に よ る 露
出 し た 標 識 で 標 識 し た も の ） を 作 製 す る の に 使 用 し て も よ い し 、 あ る い は 、 こ の ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド は ベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ し て も よ い 。 そ の よ う な プ ラ イ マ ー 、 プ ロ ー ブ お よ び
他 の 断 片 は 、 長 さ が 少 な く と も 15、 好 ま し く は 少 な く と も 20、 例 え ば 少 な く と も 25、 30ま
た は 40ヌ ク レ オ チ ド で あ り 、 本 明 細 書 中 で 用 い ら れ る 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と い う 用
語 に 包 含 さ れ る 。 好 ま し い 断 片 は 、 長 さ が 5000、 2000、 1000、 500ま た は 200ヌ ク レ オ チ ド
未 満 で あ る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 本 発 明 に 係 る DNAポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び プ ロ ー ブ な ど の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 組 換 え
、 合 成 、 ま た は 当 業 者 に 利 用 可 能 な 任 意 の 手 段 に よ り 作 製 で き る 。 そ れ ら は ま た 、 標 準 的
な 技 法 に よ り ク ロ ー ニ ン グ す る こ と も 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 一 般 に 、 プ ラ イ マ ー は 、 一 回 に １ 個 の ヌ ク レ オ チ ド ず つ 作 製 す る 、 目 的 核 酸 配 列 の 段 階
的 作 製 を 含 む 合 成 手 段 に よ り 作 製 さ れ る 。 自 動 化 方 法 を 用 い て こ れ を 達 成 す る た め の 技 法
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は 、 当 業 界 で は 容 易 に 利 用 で き る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 よ り 長 い ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 一 般 に 、 組 換 え 手 段 を 用 い て 、 例 え ば PCR（ ポ リ メ ラ ー
ゼ 連 鎖 反 応 ） ク ロ ー ン グ 法 を 用 い て 作 製 さ れ る 。 こ れ に は 、 ク ロ ー ニ ン グ し よ う と す る 配
列 の 領 域 を 挟 む 一 対 の プ ラ イ マ ー （ 例 え ば 、 約 15～ 30ヌ ク レ オ チ ド の も の ） を 作 製 し 、 そ
れ ら の プ ラ イ マ ー を 、 動 物 ま た は ヒ ト の 細 胞 か ら 得 た mRNAま た は cDNAと 接 触 さ せ 、 目 的 領
域 の 増 幅 を 起 こ す 条 件 下 で ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 を 行 い 、 増 幅 さ れ た 断 片 を （ 例 え ば 反 応
混 合 物 を ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 で 精 製 す る こ と に よ り ） 単 離 し 、 増 幅 さ れ た DNAを 回 収 す る こ
と が 含 ま れ る 。 こ れ ら の プ ラ イ マ ー は 、 適 切 な 制 限 酵 素 認 識 部 位 を 含 む よ う に 設 計 し て 、
増 幅 さ れ た DNAが 適 切 な ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ で き る よ う に し て も よ い 。
【 ０ １ ４ １ 】

　 本 発 明 は 、 本 発 明 に 係 る FrpBタ ン パ ク 質 ま た は そ れ ら の 突 然 変 異 体 の 正 し い フ ォ ー ル デ
ィ ン グ ／ リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ を 促 進 す る 方 法 を 提 供 し 、 こ の 方 法 は 、 ア ル カ リ 性 リ フ ォ ー
ル デ ィ ン グ 緩 衝 液 中 で 界 面 活 性 剤 SB-12を 使 用 す る こ と を 含 む 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 典 型 的 に は 、 本 発 明 の 方 法 は 、 組 換 え に よ り 作 製 し た FrpB（ ア ン フ ォ ー ル デ ィ ン グ 形 態
ま た は ミ ス フ ォ ー ル デ ィ ン グ 形 態 で 得 ら れ る ） の リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ を 補 助 す る の に 用 い
ら れ る 。 し た が っ て 、 組 換 え に よ り 作 製 さ れ た タ ン パ ク 質 は 、 リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ 緩 衝 液
と 接 触 さ せ て 、 そ れ ら を 発 現 す る 宿 主 細 胞 か ら の 抽 出 に よ り ミ ス フ ォ ー ル デ ィ ン グ さ れ て
い る か ア ン フ ォ ー ル デ ィ ン グ さ れ て い る 組 換 え タ ン パ ク 質 を ア ン フ ォ ー ル デ ィ ン グ 、 リ フ
ォ ー ル デ ィ ン グ お よ び ／ ま た は 再 活 性 化 す る こ と が で き る 。 そ の よ う な プ ロ セ ス は 「 再 調
整 （ reconditioning） 」 と 呼 ぶ こ と も で き る 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 本 発 明 の 方 法 は 、 FrpBの フ ォ ー ル デ ィ ン グ さ れ た 立 体 構 造 を 、 例 え ば 保 存 の 間 に 維 持 す
る た め に 用 い て 、 貯 蔵 寿 命 を 長 く す る こ と が で き る 。 保 存 条 件 下 で は 、 多 く の タ ン パ ク 質
は 、 正 し い フ ォ ー ル デ ィ ン グ が 破 壊 さ れ る た め 、 自 身 の 活 性 を 喪 失 す る 。 本 発 明 の リ フ ォ
ー ル デ ィ ン グ 緩 衝 液 が 存 在 す る と 、 タ ン パ ク 質 が ア ン フ ォ ー ル デ ィ ン グ さ れ る 傾 向 を 低 減
ま た は 逆 転 さ せ 、 し た が っ て 、 そ の 貯 蔵 寿 命 を 多 大 に 増 大 さ せ る 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 本 発 明 の 方 法 は 、 貯 蔵 、 変 性 条 件 へ の 暴 露 な ど に よ り ミ ス フ ォ ー ル デ ィ ン グ さ れ て い る
FrpBの 正 し い フ ォ ー ル デ ィ ン グ を 促 進 す る の に 使 用 で き る 。 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 FrpB
を 再 調 整 す る の に 使 用 で き る 。 例 え ば 、 再 調 整 が 必 要 な FrpBを 、 本 発 明 に よ る リ フ ォ ー ル
デ ィ ン グ 緩 衝 液 と 接 触 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 ま た 、 本 発 明 は 、 FrpBタ ン パ ク 質 の 構 造 の 改 変 方 法 を 提 供 す る 。 構 造 改 変 に は 、 フ ォ ー
ル デ ィ ン グ 、 ア ン フ ォ ー ル デ ィ ン グ お よ び リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ が 含 ま れ る 。 こ の 改 変 の 効
果 は 、 好 ま し く は 、 収 率 、 特 定 の 活 性 お よ び ／ ま た は 分 子 の 質 を 向 上 さ せ る こ と で あ る 。
こ れ は 、 典 型 的 に は 、 合 成 後 の 正 し く フ ォ ー ル デ ィ ン グ さ れ て い な い 分 子 を 再 可 溶 化 、 再
調 整 お よ び ／ ま た は 再 活 性 化 す る こ と に よ り 達 成 で き る 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 し た が っ て 、 「 再 調 整 」 お よ び 「 再 活 性 化 」 と い う 用 語 は 、 in vitroで の 手 順 を 包 含 す
る 。 in vitro手 順 の 具 体 的 な 例 と し て は 、 尿 素 ま た は 塩 化 グ ア ニ ジ ン な ど の 強 変 性 剤 を 用
い て 細 胞 抽 出 物 （ 封 入 体 な ど ） か ら 可 溶 化 さ れ た タ ン パ ク 質 の 処 理 を 挙 げ る こ と が で き る
。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 「 リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ す る 」 、 「 再 活 性 化 す る 」 お よ び 「 再 調 整 す る 」 と い う 用 語 は 、
互 い に 相 反 す る も の を 意 味 す る も の で は な い 。 例 え ば 、 お そ ら く 尿 素 を 用 い て 変 性 さ れ た
不 活 性 型 タ ン パ ク 質 は 、 ア ン フ ォ ー ル デ ィ ン グ さ れ た 構 造 を 有 す る 可 能 性 が あ る 。 こ の 不
活 性 型 タ ン パ ク 質 は 、 次 い で 、 本 発 明 の リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ 緩 衝 液 で リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ
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さ れ て 、 そ れ を 再 活 性 化 さ せ る こ と が で き る 。 あ る 状 況 下 で は 、 リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ ／ 再
活 性 化 さ れ た タ ン パ ク 質 の 特 定 の 活 性 は 、 不 活 性 ／ 変 性 さ れ る 前 の タ ン パ ク 質 と 比 較 し て
増 大 す る こ と が あ る 。 こ れ が 、 「 再 調 整 す る 」 と い う 用 語 で あ る 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 分 子 は 、 典 型 的 に は 、 リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ が 必 要 な ア ン フ ォ ー ル デ ィ ン グ ま た は ミ ス フ
ォ ー ル デ ィ ン グ タ ン パ ク 質 で あ る 。 し か し 、 あ る い は ま た 、 フ ォ ー ル デ ィ ン グ さ れ て い る
状 態 で 維 持 す る こ と を 目 的 と し た フ ォ ー ル デ ィ ン グ タ ン パ ク 質 で あ っ て も よ い 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 本 発 明 は 、 少 な く と も ２ つ の 状 況 を 想 定 す る 。 第 １ の 状 況 は 、 フ ォ ー ル デ ィ ン グ し よ う
と す る タ ン パ ク 質 が ア ン フ ォ ー ル デ ィ ン グ さ れ て い る 状 態 、 ミ ス フ ォ ー ル デ ィ ン グ さ れ て
い る 状 態 ま た は そ れ ら 両 者 の 状 態 に あ る 場 合 で あ る 。 こ の 場 合 、 そ の 正 し い フ ォ ー ル デ ィ
ン グ は 、 本 発 明 の 方 法 に よ り 促 進 さ れ る 。 第 ２ の 状 況 は 、 タ ン パ ク 質 が 既 に 実 質 的 に 正 し
く フ ォ ー ル デ ィ ン グ さ れ て い る 状 態 に あ る 場 合 、 す な わ ち 、 そ の 全 部 も し く は 大 部 分 が 正
し く 、 ま た は ほ ぼ 正 し く フ ォ ー ル デ ィ ン グ さ れ て い る 場 合 で あ る 。 こ の 場 合 、 本 発 明 の 方
法 は 、 フ ォ ー ル デ ィ ン グ さ れ て い る 状 態 を 補 助 す る よ う に フ ォ ー ル デ ィ ン グ ／ ア ン フ ォ ー
ル デ ィ ン グ 平 衡 に 影 響 を 及 ぼ す こ と に よ っ て 、 そ の タ ン パ ク 質 の フ ォ ー ル デ ィ ン グ さ れ て
い る 状 態 を 維 持 す る の に 役 立 つ 。 こ れ に よ っ て 、 既 に 実 質 的 に 正 し く フ ォ ー ル デ ィ ン グ さ
れ て い る タ ン パ ク 質 が 活 性 を 喪 失 し な い よ う に な る 。 こ れ ら お よ び 他 の 結 果 は 、 タ ン パ ク
質 の リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ を 「 促 進 す る 」 と い う こ と に 包 含 さ れ る 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 本 明 細 書 中 で 用 い ら れ る よ う に 、 タ ン パ ク 質 の 少 な く と も 一 部 が 正 し い 、 ま た は 目 的 と
す る 二 次 も し く は 三 次 構 造 を ま だ 獲 得 し て い な い 場 合 、 そ の タ ン パ ク 質 は ア ン フ ォ ー ル デ
ィ ン グ さ れ て い る 、 と す る こ と が で き る 。 タ ン パ ク 質 が 少 な く と も 部 分 的 に 正 し く な い 、
ま た は 望 ま し く な い 二 次 ま た は 三 次 構 造 を 獲 得 し て い る 場 合 、 そ の タ ン パ ク 質 は ミ ス フ ォ
ー ル デ ィ ン グ さ れ て い る と す る 。 円 二 色 性 な ど の タ ン パ ク 質 構 造 を 評 価 す る た め の 方 法 は
、 当 業 界 で は 公 知 で あ る 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 本 発 明 の リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ 緩 衝 液 は 、 3-ジ メ チ ル ド デ シ ル ア ン モ ニ オ プ ロ パ ン ス ル ホ
ネ ー ト （ N-ド デ シ ル -N,N-ジ メ チ ル -3-ア ン モ ニ オ -1-プ ロ パ ン ス ル ホ ネ ー ト と も 呼 ば れ る
） を 含 み 本 明 細 書 中 で 「 SB-12」 と 呼 ぶ 。 SB-12は ま た 、 ツ ィ タ ー ジ ェ ン ト （ Zwittergent
） 3-12と も 呼 ば れ る 。 SB-12は 、 Fluka AGな ど の 商 業 的 供 給 元 か ら 入 手 可 能 で あ る 。 SB-12
が 非 常 に 好 ま し い が 、 SB12の 他 の 塩 、 な ら び に SB-12の 誘 導 体 ま た は SB-12に 関 連 す る 分 子
の 使 用 も 用 い る こ と が で き る 。 い ず れ の 理 論 に も 拘 束 さ れ る も の で は な い が 、 SB-12の 希
釈 ス テ ッ プ （ ま た は 一 般 に は SB-12の 存 在 ） に よ り 、 こ の タ ン パ ク 質 に と っ て 疎 水 性 の 環
境 （ こ れ は そ の タ ン パ ク 質 の 自 然 で の in vivo環 境 と 類 似 し て い る ） が 作 ら れ る 、 と 考 え
ら れ る 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 SB-12は 界 面 活 性 剤 で あ り 、 SB-12の 濃 度 は 、 少 な く と も 約 0.2％ (w/v)と す べ き で あ る 。
こ の 理 由 は 、 こ れ が 一 般 に ミ セ ル 形 成 に 必 要 と さ れ る 濃 度 で あ る か ら で あ る 。 し た が っ て
、 SB-12の 濃 度 は 、 約 0.2％ ～ 約 5.0％ 、 約 0.3％ ～ 約 4.0％ 、 約 0.4％ ～ 約 3.0％ 、 ま た は 約 0
.5％ ～ 約 2.0％ と す る こ と が で き る 。 好 ま し く は 、 こ の 濃 度 は 、 約 0.2％ 、 0.3％ 、 0.4％ 、
0.5％ 、 0.6％ 、 0.7％ 、 0.8％ 、 0.9％ ま た は 1.0％ で あ る 。 特 に 好 ま し い １ つ の 実 施 形 態 で
は 、 0.5％ の SB-12が 使 用 さ れ る 。 「 約 」 と は 、 好 ま し く は 、 引 用 さ れ る 数 値 の ＋ ／ － 10％
を 意 味 す る が 、 最 も 好 ま し く は 、 正 確 な 数 値 を 挙 げ る 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 １ つ の 実 施 形 態 で は 、 SB-12は 精 製 さ れ る 。 通 常 、 SB-12は 、 使 用 前 に 、 例 え ば メ タ ノ ー
ル ／ ク ロ ロ ホ ル ム （ １ ： １ ） を 用 い て Al 2 O 3 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー カ ラ ム 上 で 濃 縮 SB-12の 溶
液 を 通 過 さ せ る こ と に よ り 精 製 で き る が 、 い ず れ の 適 切 な 方 法 も が 、 SB-12の 精 製 に 使 用
可 能 で あ る 。
【 ０ １ ５ ４ 】
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　 本 発 明 者 ら は 、 変 性 タ ン パ ク 質 の 希 釈 は 、 リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ の 効 率 を 最 大 限 に す る た
め に 、 ア ル カ リ 性 環 境 で 行 わ な け れ ば な ら な い こ と を 見 出 し た 。 好 ま し く は 、 リ フ ォ ー ル
デ ィ ン グ 緩 衝 液 の pHは 約 11.0で あ る 。 好 ま し く は 、 こ の ア ル カ リ 性 環 境 は 、 エ タ ノ ー ル ア
ミ ン の 使 用 に よ り 得 ら れ る 。 こ の 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ 緩 衝 液 は 、
SB-12と エ タ ノ ー ル ア ミ ン と を 含 む 。 通 常 、 20mMの エ タ ノ ー ル ア ミ ン が 用 い ら れ る が 、 10
、 30、 40ま た は 50mMな ど の 他 の 濃 度 も 有 用 な 場 合 も あ る 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 ま た 、 本 発 明 者 ら は 、 好 ま し く は 、 こ の タ ン パ ク 質 の 希 釈 は 、 塩 酸 グ ア ニ ジ ン 、 NaCl（
0.4 NaClな ど ） ま た は 尿 素 （ ８ M尿 素 な ど ） の 存 在 下 で 行 う こ と が で き 、 塩 酸 グ ア ニ ジ ン
が 好 ま し い こ と も 見 出 し た 。 通 常 、 0.4M塩 酸 グ ア ニ ジ ン が 用 い ら れ る が 、 他 の 濃 度 が 有 用
な 場 合 も あ る 。 可 溶 化 の 際 に 上 記 の 成 分 の １ つ が 用 い ら れ る 場 合 、 リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ 段
階 に お い て そ の 成 分 を 再 添 加 す る 必 要 が な い 場 合 も あ る こ と が 理 解 さ れ よ う 。 し か し 、 最
も 好 ま し く は 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 が 封 入 体 を 介 し て 作 製 さ れ る 場 合 、 そ の 封 入 体 を 塩 酸
グ ア ニ ジ ン で 可 溶 化 す る こ と が 好 ま し い 。 そ の よ う な 場 合 、 リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ 緩 衝 液 は
変 性 剤 を 含 む 必 要 は な く 、 次 に リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ さ れ た 溶 液 の 緩 衝 液 を 中 性 pHの 0.3％  
SB-12（ 例 え ば Hepes、 pH7.5） と 交 換 し て 、 フ ォ ー ル デ ィ ン グ さ れ た タ ン パ ク 質 を 安 定 化
さ せ れ ば よ い 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 FrpBが リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ 緩 衝 液 中 で １ ： 10に 希 釈 さ れ て い る こ と が 好
ま し い こ と を 見 出 し た が 、 １ ： 20な ど の 他 の 比 率 も 使 用 可 能 で あ る 。 リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ
を 実 施 す る た め の 任 意 の 適 切 な 希 釈 度 は 、 当 業 者 で あ れ ば 容 易 に 採 用 で き る 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 本 発 明 の 方 法 に よ り 処 理 し よ う と す る FrpBは 、 典 型 的 に は 、 組 換 え FrpBを 発 現 す る 宿 主
細 胞 の 細 胞 抽 出 物 か ら 得 ら れ る 。 宿 主 細 胞 と し て は 、 大 腸 菌 な ど の 原 核 生 物 、 酵 母 お よ び
昆 虫 細 胞 が 挙 げ ら れ る （ バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 系 は 非 常 に 高 レ ベ ル で タ ン パ ク 質 を 発 現 で き る
） 。 宿 主 細 胞 内 で の FrpBの 発 現 は 、 収 率 を で き る だ け 高 く す る た め に 、 高 レ ベ ル と す る 。
組 換 え FrpBの 発 現 に つ い て の さ ら な る 詳 細 を 、 以 下 で 述 べ る 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 本 発 明 が 、 成 熟 FrpBタ ン パ ク 質 ま た は 突 然 変 異 型 の 成 熟 FrpBタ ン パ ク 質
を リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ す る の に 使 用 さ れ た 場 合 に 最 も 有 効 で あ る こ と を 見 出 し た 。 「 成 熟
」 と は 、 リ ー ダ ー 配 列 ま た は 分 泌 配 列 、 プ レ -も し く は プ ロ -も し く は プ レ プ ロ -タ ン パ ク
質 配 列 を 含 ま な い タ ン パ ク 質 を 含 む が 、 本 方 法 は 、 そ の よ う な 配 列 を 含 む タ ン パ ク 質 の リ
フ ォ ー ル デ ィ ン グ に も 使 用 可 能 で あ る 。 慣 用 の 精 製 法 の 際 に 、 pQEベ ク タ ー （ Qiagen, Inc
.） に お い て 提 供 さ れ 、 か つ Gentzら , Proc. Natl. Acad. Sci., USA 86: 821-824 (1989)
に 記 載 さ れ て い る よ う な ヘ キ サ ヒ ス チ ジ ン ペ プ チ ド ま た は HAペ プ チ ド タ グ （ Wilsonら , Ce
ll 37: 767 (1984)） な ど 、 精 製 を 容 易 に す る マ ー カ ー 配 列 を 利 用 す る こ と は 一 般 的 で あ
る 。 本 発 明 の プ ロ セ ス は 、 そ の よ う な マ ー カ ー 配 列 が 存 在 し な い 場 合 に も 使 用 で き る 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 FrpBは そ の 大 部 分 が 不 溶 性 で あ り 、 し た が っ て 、 細 胞 抽 出 物 の 通 常 は 不 溶 性 の 成 分 （ 例
え ば 封 入 体 ） を 可 溶 化 さ せ て 、 FrpBの 抽 出 を 最 大 限 に す る 技 法 が 典 型 的 に 用 い ら れ る 。 封
入 体 か ら FrpBタ ン パ ク 質 を 調 製 お よ び 抽 出 す る た め 、 な ら び に 続 い て そ れ ら を 可 溶 化 す る
た め の 慣 用 の 技 法 を 用 い る こ と が で き る 。 そ の よ う な 技 法 は 、 た と え ば 「 Current Protoc
ols in Protein Science」 （ JA Wiley & Sons.発 行 ） に 記 載 さ れ て い る 。 そ う し た 技 法 は
一 般 に 、 以 下 を 含 む 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 細 胞 溶 解 － 封 入 体 を 遊 離 さ せ る た め に 、 例 え ば フ レ ン チ プ レ ス ま た は 超 音 波 処 理 を 用 い
る 。 典 型 的 に は 、 溶 解 さ せ る 前 に 、 細 胞 を 冷 た い 緩 衝 液 （ 例 え ば TE 緩 衝 液 ） に 入 れ る 。
超 音 波 処 理 は 、 Branson超 音 波 処 理 装 置 を 用 い て 行 う こ と が で き る 。 超 音 波 処 理 は 、 界 面
活 性 剤 （ 例 え ば Brijま た は Triton） の 存 在 下 で 行 う こ と が で き る 。 次 に 、 細 胞 溶 解 物 中 の
封 入 体 を 、 低 速 遠 心 分 離 を 用 い て ペ レ ッ ト 化 で き る 。 細 胞 は 、 溶 解 さ せ る 前 に 、 リ ソ ザ イ
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ム で 前 処 理 し う る 。 こ の 前 処 理 の 目 的 は 、 洗 浄 ス テ ッ プ の 際 の ペ プ チ ド グ リ カ ン や 外 膜 タ
ン パ ク 質 の 混 入 物 の 除 去 を 助 け る た め で あ る 。 溶 解 さ せ た 細 胞 は 、 遠 心 分 離 に よ り 清 澄 化
さ せ 、 上 清 は 捨 て る こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ １ 】
　 封 入 体 の 洗 浄 － 細 胞 溶 解 物 か ら 回 収 し た 封 入 体 か ら 、 細 胞 壁 や 他 の 外 膜 成 分 の 混 入 物 を
除 去 す る た め 。 典 型 的 に は 、 ペ レ ッ ト を 、 緩 衝 液 （ 例 え ば TE緩 衝 液 ） お よ び ／ ま た は 界 面
活 性 剤 （ 例 え ば Triton） を 含 有 す る 洗 浄 用 緩 衝 液 に 再 懸 濁 さ せ る 。 次 に 、 こ の 懸 濁 液 を 再
懸 濁 し 、 上 清 を 捨 て る 。 こ の プ ロ セ ス は 、 上 清 が 清 澄 に な る ま で 繰 り 返 す こ と が で き る 。
そ れ が 必 要 で あ る 場 合 、 洗 浄 し た ペ レ ッ ト は 保 存 の た め に 凍 結 し て も よ い 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 洗 浄 し た ペ レ ッ ト 中 の 組 換 え タ ン パ ク 質 の 量 は 、 次 の 基 準 を 用 い て 評 価 す る こ と が で き
る ： (1)１ ％ の 発 現 レ ベ ル は 、 湿 潤 細 胞 １ ｇ あ た り 約 １ mgの 組 換 え タ ン パ ク 質 が 存 在 す る
こ と に 相 当 す る 。 (2)洗 浄 し た ペ レ ッ ト 中 の 高 度 に 凝 集 し た 組 換 え タ ン パ ク 質 の 回 収 率 は
、 細 胞 中 に 最 初 に 存 在 す る も の の 約 75％ で あ る 。 (3)洗 浄 し た ペ レ ッ ト の タ ン パ ク 質 全 体
の 約 60％ が 組 換 え に よ る も の で あ る 。 組 換 え タ ン パ ク 質 の 全 量 は 、 総 タ ン パ ク 質 濃 度 を 測
定 す る こ と に よ り 、 ま た は 洗 浄 し た ペ レ ッ ト を SDS-PAGEで 分 析 し て タ ン パ ク 質 構 成 成 分 の
割 合 を 求 め る こ と に よ り 、 直 接 的 に 求 め る こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 タ ン パ ク 質 の 可 溶 化 － 次 に 、 抽 出 し た タ ン パ ク 質 を 、 洗 浄 し た ペ レ ッ ト か ら 抽 出 し 、 タ
ン パ ク 質 － タ ン パ ク 質 相 互 作 用 を 解 離 さ せ 、 タ ン パ ク 質 を ア ン フ ォ ー ル デ ィ ン グ さ せ て 、
そ れ が ア ン フ ォ ー ル デ ィ ン グ さ れ た モ ノ マ ー か ら 構 成 さ れ る よ う に す る 変 性 剤 を 用 い て デ
フ ォ ー ル デ ィ ン グ す る 。 変 性 剤 と し て は 、 グ ア ニ ジ ン :HCl(例 え ば 6Mグ ア ニ ジ ン :HCl)お よ
び ／ ま た は 尿 素 （ 例 え ば ８ M尿 素 ） が 挙 げ ら れ る 。 本 発 明 の １ つ の 実 施 形 態 で は 、 可 溶 化
に は ８ M尿 素 が 通 常 用 い ら れ る 。 １ つ の 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 ６ Mグ ア ニ ジ ン :HClが 用 い
ら れ る 。 残 存 す る 不 溶 性 の 物 質 は 、 典 型 的 に は 超 遠 心 分 離 （ 例 え ば 100,000g× １ 時 間 )に
よ り 除 去 で き る 。 ペ レ ッ ト 化 の 後 で 、 抽 出 物 は 凍 結 に よ り 保 存 し て も よ い 。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 可 溶 化 し た 細 胞 抽 出 物 は 、 場 合 に よ り 、 本 発 明 の 方 法 に よ り リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ 緩 衝 液
と 接 触 さ せ る 前 に 、 例 え ば 各 種 の ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 法 に よ り 部 分 精 製 し
て も よ い 。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 次 に 、 可 溶 化 し た 細 胞 抽 出 物 は 、 本 発 明 に 係 る リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ 緩 衝 液 中 に 希 釈 す る
。 典 型 的 に は 、 室 温 で 終 夜 撹 拌 す る が 、 必 ず し も そ う し な く て も よ い 。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 の リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ ／ 再 調 整 方 法 の た め の 出 発 物 質 は 、 典 型 的 に
は 、 尿 素 ／ 塩 化 グ ア ニ ジ ン な ど の 物 質 の 溶 液 中 の 変 性 タ ン パ ク 質 で あ る 。 あ る い は ま た 、
ま た は さ ら に 、 可 溶 性 タ ン パ ク 質 の サ ン プ ル は 、 リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ の 前 に 、 適 切 な 変 性
剤 の 添 加 に よ り 特 に 変 性 さ せ て も よ い 。
【 ０ １ ６ ７ 】
　 ま た 、 本 発 明 の 方 法 は 、 分 子 シ ャ ペ ロ ン の 使 用 も 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ ８ 】
　 シ ャ ペ ロ ニ ン を 含 む シ ャ ペ ロ ン は 、 非 酵 素 的 手 段 に よ り タ ン パ ク 質 の フ ォ ー ル デ ィ ン グ
を 促 進 す る タ ン パ ク 質 で あ り 、 そ の 際 、 そ れ ら は 、 タ ン パ ク 質 の リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ に お
い て ど の よ う な 構 造 の 化 学 的 修 飾 も 触 媒 し な い が 、 そ れ ら の 正 し い 構 造 配 置 を 促 進 す る こ
と に よ っ て タ ン パ ク 質 の 正 し い フ ォ ー ル デ ィ ン グ を 促 進 す る 。 分 子 シ ャ ペ ロ ン は 当 業 界 で
周 知 で あ り 、 そ れ ら の 幾 つ か の フ ァ ミ リ ー が 特 性 決 定 さ れ て い る 。 本 発 明 は 、 ど の よ う な
分 子 シ ャ ペ ロ ン 分 子 も 用 い る こ と が で き 、 そ の 用 語 は 、 例 え ば 、 次 の 非 網 羅 的 な 群 か ら 選
択 さ れ る 分 子 シ ャ ペ ロ ン を 含 む 。
【 ０ １ ６ ９ 】
　 p90カ ル ネ キ シ ン 、 HSPフ ァ ミ リ ー 、 HSP70フ ァ ミ リ ー 、 DNA K、 DNAJ、 HSP60フ ァ ミ リ ー
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（ GroEL） 、 ER-結 合 シ ャ ペ ロ ン 、 HSP90、 Hsc70、 sHsps； SecA； SecB、 ト リ ガ ー 因 子 、 ゼ
ブ ラ フ ィ ッ シ ュ hsp47、 70お よ び 90、 HSP47、 GRP94、 Cpn10、 BiP、 GRP78、 C1p、 FtsH、 Ig
不 変 鎖 、 ミ ト コ ン ド リ ア hsp70、 EBP、 ミ ト コ ン ド リ ア m-AAA、 酵 母 Ydj1、 Hsp104、 ApoE、 S
yc、 Hip、 TriCフ ァ ミ リ ー 、 CCT、 PapDな ら び に カ ル モ ジ ュ リ ン （ 概 説 に つ い て は WO99/051
63号 を 参 照 さ れ た い ） 。
【 ０ １ ７ ０ 】
　 本 発 明 の 方 法 は ま た 、 フ ォ ー ル ダ ー ゼ （ フ ォ ー ル デ ィ ン グ 酵 素 ） を 利 用 す る こ と も 可 能
で あ る 。 一 般 的 に は 、 フ ォ ー ル ダ ー ゼ は 、 そ の 酵 素 活 性 に よ り タ ン パ ク 質 の フ ォ ー ル デ ィ
ン グ の 促 進 に 関 与 し て 、 フ ォ ー ル デ ィ ン グ タ ン パ ク 質 に お け る 結 合 の 再 構 成 ま た は 異 性 化
を 触 媒 す る 酵 素 で あ る 。 し た が っ て 、 そ れ ら は 、 分 子 シ ャ ペ ロ ン と は 異 な り 、 不 安 定 ま た
は 非 天 然 の 構 造 状 態 の タ ン パ ク 質 と 結 合 し 、 結 合 再 構 成 の 酵 素 的 触 媒 が な く て も 正 し い フ
ォ ー ル デ ィ ン グ を 促 進 す る 。 多 く の ク ラ ス の フ ォ ー ル ダ ー ゼ が 知 ら れ て お り 、 そ れ ら は 動
物 、 植 物 お よ び 細 菌 で よ く 見 ら れ る 。 そ れ ら と し て は 、 ペ プ チ ジ ル プ ロ リ ル イ ソ メ ラ ー ゼ
お よ び チ オ ー ル ／ ジ ス ル フ ィ ド オ キ シ ド レ ダ ク タ ー ゼ が 挙 げ ら れ る 。 本 発 明 は 、 共 有 結 合
再 構 成 に よ り タ ン パ ク 質 の フ ォ ー ル デ ィ ン グ を 促 進 で き る フ ォ ル ダ ー ゼ の い ず れ か を 使 用
で き る 。
【 ０ １ ７ １ 】
　 リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ ／ 再 調 整 プ ロ セ ス の 最 後 に 、 適 切 な 保 存 用 緩 衝 液 へ の 透 析 お よ び ／
ま た は 適 切 な 保 存 用 緩 衝 液 へ の 脱 塩 カ ラ ム の 使 用 に よ り 、 リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ さ れ た FrpB
を 脱 塩 す る こ と が で き る 。 好 適 な 緩 衝 液 は 、 25mMリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 150mM NaClお よ び 0.
1％ PEG6000（ pH7.4） を 含 む 。
【 ０ １ ７ ２ 】
　 本 発 明 の １ つ の 実 施 形 態 で は 、 尿 素 お よ び 塩 酸 グ ア ニ ジ ン を 除 去 し た 後 で 、 緩 衝 液 を 、
エ タ ノ ー ル ア ミ ン （ pH11） か ら ツ ィ タ ー ジ ェ ン ト 3-12を 含 有 す る Tris-HCl（ pH7.2） へ と
交 換 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ７ ３ 】

　 本 発 明 は 、 少 な く と も FrpBタ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ベ ク タ ー を
用 い る こ と が で き 、 本 発 明 の 突 然 変 異 型 FrpBタ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド 、 本 発 明 の ベ ク タ ー を 用 い て 遺 伝 子 工 学 的 に 作 製 さ れ た 宿 主 細 胞 、 な ら び に 組 換 え
技 法 に よ る FrpBタ ン パ ク 質 の 作 製 を 含 む こ と が で き る 。 ま た 、 DNA構 築 物 か ら 誘 導 さ れ る R
NAを 用 い て そ の よ う な タ ン パ ク 質 を 作 製 す る の に 、 無 細 胞 翻 訳 系 を 用 い る こ と も 可 能 で あ
る 。
【 ０ １ ７ ４ 】
　 本 発 明 の 組 換 え タ ン パ ク 質 は 、 当 業 者 に 周 知 の 方 法 に よ り 、 発 現 系 を 含 む 遺 伝 子 工 学 的
に 作 製 さ れ た 宿 主 細 胞 か ら 調 製 で き る 。
【 ０ １ ７ ５ 】
　 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 組 換 え 作 製 で は 、 宿 主 細 胞 は 、 本 発 明 の 発 現 系 も し く は そ の 一 部
ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 取 り 込 む よ う に 遺 伝 子 工 学 的 に 作 製 で き る 。 宿 主 細 胞 へ の ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド の 導 入 は 、 Davisら , BASIC METHODS IN MOLECULAR BIOLOGY, (1986)お よ び S
ambrookら , MOLECULAR CLONING: A LABORATORY MANUAL, 2nd Ed., Cold Spring Harbor L
aboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y. (1989)な ど の 多 く の 標 準 的 な 実 験 マ ニ ュ ア
ル に 記 載 さ れ て い る 方 法 、 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 （ transvection） 、 マ イ ク ロ イ ン
ジ ェ ク シ ョ ン 、 カ チ オ ン 脂 質 媒 介 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 、 形 質
導 入 、 ス ク レ ー プ ロ ー デ ィ ン グ 、 弾 丸 導 入 （ ballistic introduction） お よ び 感 染 に よ り
実 施 で き る 。
【 ０ １ ７ ６ 】
　 適 切 な 宿 主 の 代 表 的 な 例 と し て は 、 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） 、 大 腸 菌 （ E. col
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i） 、 ス ト レ プ ト マ イ セ ス 属 （ streptomyces） 、 シ ア ノ バ ク テ リ ア （ cyanobacteria） 、 バ
シ ル ス ・ サ ブ チ リ ス （ Bacillus subtilis） 、 モ ラ ク セ ラ ・ カ タ ラ ー リ ス （ Moraxella cat
arrhalis） 、 ヘ モ フ ィ ル ス ・ イ ン フ ル エ ン ザ お よ び ナ イ セ リ ア ・ メ ニ ン ギ チ ジ ス の 細 胞 な
ど の 細 菌 細 胞 ； 酵 母 、 ク ル イ ベ ロ ミ セ ス （ Kluveromyces） 、 サ ッ カ ロ ミ セ ス （ Saccharomy
ces） 、 バ シ ジ オ ミ セ ト （ basidiomycete） 、 カ ン ジ ダ ・ ア ル ビ カ ン ス （ Candida albicans
） お よ び ア ス ペ ル ギ ル ス （ Aspergillus） の 細 胞 な ど の 真 菌 細 胞 ； シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ （ Dro
sophila） S2お よ び ハ ス モ ン ヨ ト ウ （ Spodoptera） Sf9な ど の 昆 虫 細 胞 ； CHO、 COS、 HeLa、
C127、 3T3、 BHK、 293、 CV-1お よ び Bowesメ ラ ノ ー マ 細 胞 な ど の 動 物 細 胞 ； な ら び に 、 裸 子
植 物 ま た は 被 子 植 物 の 細 胞 な ど の 植 物 細 胞 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ７ ７ 】
　 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 作 製 に は 、 非 常 に 多 種 多 様 な 発 現 系 を 用 い る こ と が で き る 。 そ の
よ う な ベ ク タ ー と し て は 、 特 に 、 染 色 体 由 来 、 エ ピ ソ ー ム 由 来 、 お よ び ウ イ ル ス 由 来 の ベ
ク タ ー ［ 例 え ば 、 細 菌 性 プ ラ ス ミ ド 、 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ 、 ト ラ ン ス ポ ゾ ン 、 酵 母 エ ピ ソ
ー ム 、 挿 入 エ レ メ ン ト 、 酵 母 染 色 体 エ レ メ ン ト 、 ウ イ ル ス （ 例 え ば 、 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 、
パ ポ バ ウ イ ル ス （ SV40な ど ） 、 ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 、 ト リ ポ ッ ク ス ウ イ
ル ス 、 仮 性 狂 犬 病 ウ イ ル ス 、 ピ コ ル ナ ウ イ ル ス 、 レ ト ロ ウ イ ル ス お よ び ア ル フ ァ ウ イ ル ス
） に 由 来 す る ベ ク タ ー ］ 、 な ら び に 、 そ れ ら の 組 合 せ に 由 来 す る ベ ク タ ー ［ 例 え ば 、 プ ラ
ス ミ ド と コ ス ミ ド や フ ァ ジ ミ ド な ど の バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ 遺 伝 子 エ レ メ ン ト に 由 来 す る も
の ］ が 挙 げ ら れ る 。 発 現 系 構 築 物 は 、 発 現 を 調 節 し た り 発 現 を 起 こ さ せ る 調 節 領 域 を 含 む
こ と が で き る 。 一 般 に 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 維 持 、 増 殖 も し く は 発 現 、 な ら び に ／ ま た は
宿 主 内 で の タ ン パ ク 質 の 発 現 に 適 す る い ず れ の 系 ま た は ベ ク タ ー も 、 こ れ に 関 す る 発 現 に
使 用 で き る 。 適 切 な DNA配 列 は 、 例 え ば Sambrookら , MOLECULAR CLONING, A LABORATORY M
ANUAL（ 前 掲 ） で 述 べ ら れ て い る よ う な 種 々 の 周 知 で ル ー チ ン な 技 法 の い ず れ か に よ り 、
こ の 発 現 系 に 挿 入 で き る 。
【 ０ １ ７ ８ 】
　 翻 訳 し た タ ン パ ク 質 を 小 胞 体 の 内 腔 、 ペ リ プ ラ ズ ム 腔 ま た は 細 胞 外 環 境 へ と 分 泌 さ せ る
た め の 真 核 生 物 に お け る 組 換 え 発 現 系 で は 、 適 切 な 分 泌 シ グ ナ ル を そ の 発 現 タ ン パ ク 質 に
取 り 込 む こ と が で き る 。 こ れ ら の シ グ ナ ル は タ ン パ ク 質 に 対 し て 内 因 性 で あ っ て も よ い し
、 あ る い は 、 そ れ ら は 異 種 シ グ ナ ル で あ っ て も よ い 。 本 発 明 の タ ン パ ク 質 は 、 組 換 え 細 胞
培 養 物 か ら 、 本 発 明 の 方 法 に よ り 回 収 お よ び 精 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ７ ９ 】

　 本 発 明 の タ ン パ ク 質 は 、 そ の よ う な タ ン パ ク 質 に 対 し て 免 疫 特 異 的 な 抗 体 を 産 生 さ せ る
た め の 免 疫 原 と し て 使 用 で き る 。
【 ０ １ ８ ０ 】
　 本 発 明 の 特 定 の 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の FrpBタ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 体 が 提 供 さ
れ る 。
【 ０ １ ８ １ 】
　 本 発 明 の タ ン パ ク 質 に 対 し て 作 製 さ れ る 抗 体 は 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 ま た は そ れ ら の エ
ピ ト ー プ 保 有 断 片 、 そ の 一 方 ま た は 両 者 の 類 似 体 を 、 ル ー チ ン な 経 路 を 用 い て 動 物 （ 好 ま
し く は ヒ ト 以 外 ） に 投 与 す る こ と に よ り 得 る こ と が で き る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 調 製 で
は 、 連 続 細 胞 系 培 養 に よ っ て 産 生 さ れ る 抗 体 を 提 供 す る 、 当 業 界 で 公 知 の 任 意 の 技 法 を 用
い る こ と が で き る 。 例 と し て は 、 Kohler, G.お よ び Milstein, C., Nature 256: 495-497 
(1975)； Kozborら , Immunology Today 4: 72 (1983)； Coleら , pg. 77-96 in MONOCLONAL
 ANTIBODIES AND CANCER THERAPY, Alan R. Liss, Inc. (1985)に お け る も の な ど の 各 種
の 技 法 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ８ ２ 】
　 一 本 鎖 抗 体 を 作 製 す る た め の 技 法 （ 米 国 特 許 第 4,946,778号 ） を 用 い て 、 本 発 明 の タ ン
パ ク 質 に 対 す る 一 本 鎖 抗 体 を 作 製 す る こ と が で き る 。 ま た 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス ま
た は 他 の 生 物 も し く は 動 物 （ 例 え ば 他 の 哺 乳 動 物 ） を 用 い て 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 に 対 し
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て 免 疫 特 異 的 な ヒ ト 化 抗 体 を 発 現 さ せ る こ と も 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ８ ３ 】
　 あ る い は ま た 、 フ ァ ー ジ 提 示 法 を 用 い て 、 抗 FrpBを 有 す る こ と に 関 し て ス ク リ ー ニ ン グ
さ れ た ヒ ト か ら 得 た リ ン パ 球 の PCR増 幅 し た v遺 伝 子 の レ パ ー ト リ ー か ら 、 ま た は 天 然 の ラ
イ ブ ラ リ ー （ McCaffertyら , (1990), Nature 348, 552-554； Marksら , (1992) Biotechno
logy 10, 779-783） か ら 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 に 対 す る 結 合 活 性 を 有 す る 抗 体 遺 伝 子 を 選
定 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 抗 体 の 親 和 性 は ま た 、 例 え ば 鎖 シ ャ ッ フ リ ン グ （ Clackson
ら , (1991) Nature 352: 628） に よ り 向 上 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ８ ４ 】
　 上 記 で 記 載 し た 抗 体 は 、 本 発 明 の FrpBタ ン パ ク 質 を 発 現 す る ク ロ ー ン の 単 離 ま た は 同 定
に 用 い て 、 例 え ば ア フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り そ れ ら の タ ン パ ク 質 ま た は ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド を 精 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ８ ５ 】
　 し た が っ て 、 特 に 、 本 発 明 の FrpBタ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 体 は 、 感 染 、 特 に 細 菌 感 染 の 治
療 に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ １ ８ ６ 】
　 好 ま し く は 、 こ の 抗 体 ま た は そ れ ら の 変 形 体 は 、 個 体 に お い て 免 疫 原 性 が 低 く な る よ う
に 修 飾 さ れ る 。 例 え ば 、 個 体 が ヒ ト で あ る 場 合 、 そ の 抗 体 は 、 最 も 好 ま し く は 、 「 ヒ ト 化
」 す る こ と が で き 、 そ の 場 合 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 由 来 抗 体 の 相 補 性 決 定 領 域 は 、 例 え ば Jone
sら  (1986), Nature 321, 522-525ま た は Tempestら , (1991) Biotechnology 9, 266-273
に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に 移 植 さ れ て い る 。
【 ０ １ ８ ７ 】
　 本 発 明 の タ ン パ ク 質 は 、 レ シ ピ エ ン ト に 投 与 で き 、 そ の レ シ ピ エ ン ト は 、 次 い で 、 特 定
の ワ ク チ ン か ら の チ ャ レ ン ジ に 応 答 し て 産 生 さ れ る 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 供 給 源 と な る 。 こ の
よ う に 処 置 さ れ た 被 験 体 は 、 慣 用 の 血 漿 分 画 法 に よ り 高 度 免 疫 グ ロ ブ リ ン が 得 ら れ る 血 漿
を 提 供 す る 。 こ の 高 度 免 疫 グ ロ ブ リ ン は 、 別 の 被 験 体 に 投 与 し て 、 ナ イ セ リ ア 属 感 染 に 対
す る 抵 抗 性 を 付 与 し た り 、 ナ イ セ リ ア 属 感 染 を 治 療 す る 。 本 発 明 の 高 度 免 疫 グ ロ ブ リ ン は
、 乳 児 、 免 疫 不 全 症 の 個 体 に お け る 、 ま た は 治 療 が 必 要 で は あ る が 個 体 が ワ ク チ ン に 応 答
し て 抗 体 を 産 生 さ せ る 時 間 が な い 場 合 の 、 ナ イ セ リ ア 属 疾 患 の 治 療 ま た は 予 防 に 特 に 有 用
で あ る 。
【 ０ １ ８ ８ 】
　 本 発 明 の も う １ つ の 態 様 は 、 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 に 対 し て 反 応 性 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
（ ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト ； 好 ま し く は ヒ ト ま た は ヒ ト 化 フ ラ グ メ ン ト ） を 含 む 医 薬 組 成
物 で あ り 、 こ れ は 、 グ ラ ム 陰 性 細 菌 、 好 ま し く は ナ イ セ リ ア 属 、 さ ら に 好 ま し く は ナ イ セ
リ ア ・ メ ニ ン ギ チ ジ ス も し く は ナ イ セ リ ア ・ ゴ ノ ロ ー エ 、 最 も 好 ま し く は ナ イ セ リ ア ・ メ
ニ ン ギ チ ジ ス の 血 清 群 Ｂ に よ る 感 染 の 治 療 ま た は 予 防 に 使 用 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ８ ９ 】
　 そ の よ う な 医 薬 組 成 物 は 、 本 発 明 の ２ 種 以 上 の 抗 体 に 対 し て 特 異 性 を 有 す る 任 意 の ク ラ
ス の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 全 体 （ 例 え ば IgG、 IgM、 IgA、 IgDも し く は IgE） 、 キ メ ラ 抗 体 ま た は
ハ イ ブ リ ッ ド 抗 体 と す る こ と が で き る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 含 む 。 そ れ ら は ま た 、 ハ イ ブ
リ ッ ド フ ラ グ メ ン ト を 含 む 、 F(ab’ )2、 Fab’ 、 Fab、 Fvな ど の フ ラ グ メ ン ト と し て も よ い
。
【 ０ １ ９ ０ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 作 製 方 法 は 、 当 業 界 で は 周 知 で あ り 、 脾 細 胞 と メ ラ ノ ー マ 細 胞 と
の 融 合 を 含 む こ と が で き る （ Kohlerお よ び Milstein 1975 Nature 256; 495; Antibodies 
- a laboratory manual Harlow and Lane 1988） 。 あ る い は ま た 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル Fvフ ラ
グ メ ン ト は 、 適 切 な フ ァ ー ジ 提 示 ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ り 得 る こ と
が で き る （ Vaughan TJら , 1998 Nature Biotechnology 16; 535） 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
は 、 公 知 の 方 法 に よ り ヒ ト 化 ま た は 部 分 ヒ ト 化 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ９ １ 】
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　 本 発 明 の リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ タ ン パ ク 質 は ま た 、 例 え ば 無 細 胞 調 製 物 、 化 学 的 ラ イ ブ ラ
リ ー お よ び 天 然 生 成 物 混 合 物 中 の 小 分 子 基 質 と リ ガ ン ド と の 結 合 を 評 価 す る の に も 使 用 で
き る 。 こ れ ら の 基 質 お よ び リ ガ ン ド は 、 天 然 の 基 質 お よ び リ ガ ン ド で あ っ て も よ い し 、 あ
る い は 、 構 造 的 も し く は 機 能 的 ミ メ テ ィ ッ ク で あ っ て も よ い 。 例 え ば 、 Coliganら , Curre
nt Protocols in Immunology 1(2): Chapter 5 (1991)を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ １ ９ ２ 】
　 ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 は 、 候 補 化 合 物 と タ ン パ ク 質 と の 結 合 を 単 に 測 定 す る だ け で よ い 。
あ る い は ま た 、 ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 は 、 標 識 し た 競 合 物 質 と の 競 合 を 含 む も の と し て も よ
い 。 ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 は 、 単 に 、 候 補 化 合 物 を 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を 含 む 溶 液 と 混 合
し て 混 合 物 を 形 成 し 、 そ の 混 合 物 中 の FrpBタ ン パ ク 質 の 活 性 を 測 定 し 、 混 合 物 の FrpBタ ン
パ ク 質 の 活 性 を 標 準 物 質 と 比 較 す る ス テ ッ プ を 含 む も の と す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ９ ３ 】
　 本 発 明 の タ ン パ ク 質 と 結 合 お よ び ／ ま た は 相 互 作 用 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 タ ン パ ク 質
お よ び 抗 体 は ま た 、 細 胞 内 で の mRNAお よ び ／ ま た は タ ン パ ク 質 の 産 生 に 対 す る 添 加 化 合 物
の 影 響 を 検 出 す る た め の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 を 構 成 す る の に も 使 用 で き る 。 例 え ば 、 ELIS
Aア ッ セ イ は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 お よ び ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い て 、 当 業 界 で 公 知 の
標 準 的 な 方 法 に よ り 、 タ ン パ ク 質 の 分 泌 レ ベ ル ま た は 細 胞 結 合 レ ベ ル を 測 定 す る 用 に 構 成
で き る 。 こ れ は 、 適 切 に 操 作 さ れ た 細 胞 ま た は 組 織 か ら タ ン パ ク 質 の 産 生 を 抑 制 ま た は 増
大 さ せ る 物 質 （ そ れ ぞ れ 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト ま た は ア ゴ ニ ス ト と 呼 ば れ る ） を 見 出 す の に 使
用 で き る 。
【 ０ １ ９ ４ 】
　 本 発 明 は ま た 、 FrpBタ ン パ ク 質 お よ び ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 作 用 を 増 大 さ せ る か （ ア ゴ ニ
ス ト ） ま た は 阻 止 す る （ ア ン タ ゴ ニ ス ト ） 化 合 物 、 特 に 静 菌 性 か つ ／ ま た は 殺 菌 性 で あ る
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 提 供 す る 。 こ の ス ク リ ー ニ ン グ
方 法 は 、 ハ イ ス ル ー プ ッ ト 技 法 を 含 む こ と が で き 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 、 FrpBタ ン パ ク 質 お よ び そ の よ う な タ ン パ ク 質 の 標 識
し た 基 質 も し く は リ ガ ン ド を 含 む 合 成 反 応 混 合 物 を 、 FrpBの ア ゴ ニ ス ト ま た は ア ン タ ゴ ニ
ス ト で あ る 可 能 性 が あ る 候 補 化 合 物 の 不 在 下 ま た は 存 在 下 で イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 そ の 候
補 化 合 物 の 、 FrpBタ ン パ ク 質 を 作 動 （ ア ゴ ナ イ ズ ） す る ま た は 中 和 （ ア ン タ ゴ ナ イ ズ ） す
る 能 力 は 、 標 識 し た リ ガ ン ド の 結 合 の 低 下 ま た は そ の よ う な 基 質 か ら の 生 成 物 の 生 成 の 低
下 に お い て 反 映 さ れ る 。 無 駄 に 、 す な わ ち 、 FrpBタ ン パ ク 質 の 作 用 を 誘 導 す る こ と な く 結
合 す る 分 子 は 、 良 好 な ア ン タ ゴ ニ ス ト で あ る 可 能 性 が 最 も 高 い 。 こ れ に 関 し て 有 用 と な り
得 る リ ポ ー タ ー 系 と し て は 、 生 成 物 に 変 換 さ れ る 比 色 標 識 基 質 、 FrpBタ ン パ ク 質 の 活 性 の
変 化 に 応 答 性 で あ る リ ポ ー タ ー 遺 伝 子 、 お よ び 当 業 界 で 公 知 の 結 合 ア ッ セ イ が 挙 げ ら れ る
が 、 そ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ １ ９ ５ 】
　 FrpBア ゴ ニ ス ト の ア ッ セ イ の 別 の 例 は 、 競 合 阻 害 ア ッ セ イ に 適 切 な 条 件 下 で 、 FrpBと 可
能 性 の あ る ア ゴ ニ ス ト を FrpB結 合 分 子 、 組 換 え FrpB結 合 分 子 、 天 然 の 基 質 も し く は リ ガ ン
ド 、 ま た は 基 質 も し く は リ ガ ン ド ミ メ テ ィ ッ ク と 組 み 合 わ せ る 競 合 ア ッ セ イ で あ る 。 FrpB
は 、 例 え ば 放 射 性 ま た は 比 色 性 化 合 物 に よ り 標 識 し て 、 結 合 分 子 へ 結 合 し た 、 ま た は 生 成
物 へ と 変 換 さ れ た FrpB分 子 の 数 を 正 確 に 測 定 し て 、 そ の 可 能 性 の あ る ア ン タ ゴ ニ ス ト の 有
効 性 を 評 価 で き る よ う に し て も よ い 。
【 ０ １ ９ ６ 】
　 可 能 性 の あ る ア ン タ ゴ ニ ス ト と し て は 、 特 に 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び ／ ま た
は タ ン パ ク 質 に 結 合 し て 、 そ の 活 性 ま た は 発 現 を 抑 制 ま た は 喪 失 さ せ る 小 有 機 分 子 、 ペ プ
チ ド 、 タ ン パ ク 質 、 お よ び 抗 体 が 挙 げ ら れ る 。 ま た 、 可 能 性 の あ る ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 結
合 分 子 な ど の 結 合 分 子 上 の 同 一 部 位 に 結 合 す る 小 有 機 分 子 、 ペ プ チ ド 、 タ ン パ ク 質 （ 例 え
ば 密 接 に 関 連 し て い る タ ン パ ク 質 ） ま た は 抗 体 と す る こ と も 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ９ ７ 】
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ア ン タ ゴ ニ ス ト お よ び ア ゴ ニ ス ト － ア ッ セ イ お よ び 分 子



　 可 能 性 の あ る ア ン タ ゴ ニ ス ト と し て は 、 タ ン パ ク 質 の 結 合 部 位 に 結 合 し 、 そ の 結 合 部 位
を 占 領 し て 細 胞 性 結 合 分 子 へ の 結 合 を 阻 止 し て 、 正 常 な 生 物 学 的 活 性 が 阻 害 さ れ る よ う に
す る 小 分 子 が 挙 げ ら れ る 。 小 分 子 の 例 と し て は 、 小 有 機 分 子 、 ペ プ チ ド も し く は ペ プ チ ド
様 分 子 が 挙 げ ら れ る が 、 そ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 他 の 可 能 性 の あ る ア ン タ ゴ ニ ス ト と し て
は 、 ア ン チ セ ン ス 分 子 が 挙 げ ら れ る （ こ れ ら の 分 子 の 説 明 に つ い て は 、 Okano, J. Neuroc
hem. 56: 560 (1991); OLIGODEOXYNUCLEOTIDES AS ANTISENSE INHIBITORS OF GENE EXPRE
SSION, CRC Press, Boca Raton, FL (1988)を 参 照 さ れ た い ） 。 好 ま し い 可 能 性 の あ る ア
ン タ ゴ ニ ス ト と し て は 、 FrpBに 関 連 す る 化 合 物 お よ び FrpBの 変 形 体 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ９ ８ 】
　 ま た 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ア ゴ ニ ス ト ま た は ア ン タ ゴ
ニ ス ト の 、 感 染 の 後 遺 症 に 関 与 し 得 る 、 病 原 体 と 真 核 生 物 （ 好 ま し く は 哺 乳 動 物 ） 宿 主 と
の 初 期 の 物 理 的 相 互 作 用 を 干 渉 す る た め の 使 用 を 提 供 す る 。 特 に 、 本 発 明 の 分 子 は 、 細 菌
（ 特 に グ ラ ム 陽 性 お よ び ／ ま た は グ ラ ム 陰 性 細 菌 ） の 、 留 置 装 置 上 の 真 核 生 物 （ 好 ま し く
は 哺 乳 動 物 ） の 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス タ ン パ ク 質 ま た は 創 傷 に お け る 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス タ
ン パ ク 質 へ の 付 着 の 抑 制 に お い て 、 真 核 生 物 （ 好 ま し く は 哺 乳 動 物 ） の 細 胞 外 マ ト リ ッ ク
ス タ ン パ ク 質 と 、 組 織 損 傷 を 仲 介 す る 細 菌 性 FrpBタ ン パ ク 質 と の 細 菌 付 着 を 阻 止 す る た め
、 か つ ／ あ る い は 、 留 置 装 置 の 埋 込 み ま た は 他 の 外 科 的 技 法 以 外 に よ り 開 始 さ れ る 感 染 の
正 常 な 病 原 進 行 を 阻 止 す る た め に 使 用 で き る 。
【 ０ １ ９ ９ 】
　 本 発 明 の さ ら に 別 の 態 様 に よ れ ば 、 FrpBの ア ゴ ニ ス ト お よ び ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 好 ま し く
は 静 菌 性 も し く は 殺 菌 性 の ア ゴ ニ ス ト お よ び ア ン タ ゴ ニ ス ト が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ２ ０ ０ 】
　 本 発 明 の ア ン タ ゴ ニ ス ト お よ び ア ゴ ニ ス ト は 、 例 え ば 、 疾 患 の 予 防 、 阻 止 お よ び ／ ま た
は 治 療 に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ０ １ 】

　 本 発 明 の 別 の 態 様 は 、 個 体 、 特 に 哺 乳 動 物 、 好 ま し く は ヒ ト に お い て 、 免 疫 学 的 応 答 を
誘 導 す る 方 法 で あ っ て 、 そ の 個 体 に 本 発 明 の FrpBタ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 も し く は 変 形
体 を 接 種 し て 、 抗 体 お よ び ／ ま た は Ｔ 細 胞 の 免 疫 応 答 を 適 切 に 引 き 起 こ し て 、 そ の 個 体 を
感 染 、 特 に 細 菌 感 染 、 最 も 特 に は ナ イ セ リ ア ・ メ ニ ン ギ チ ジ ス 感 染 か ら 防 御 （ ま た は 治 療
） す る こ と を 含 む 方 法 に 関 す る 。 ま た 、 そ の よ う な 免 疫 学 的 応 答 が 細 菌 複 製 を 示 す 方 法 も
提 供 さ れ る 。
【 ０ ２ ０ ２ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 態 様 は 、 そ の 体 内 で 免 疫 学 的 応 答 を 誘 導 す る こ と が で き る 個 体 、 好 ま
し く は ヒ ト に 導 入 さ れ る と 、 そ の よ う な 個 体 内 で 本 発 明 の FrpBタ ン パ ク 質 に 対 す る 免 疫 学
的 応 答 を 誘 導 す る 免 疫 学 的 組 成 物 に 関 す る も の で あ り 、 そ こ に お い て 、 こ の 組 成 物 は 、 本
発 明 の 組 換 え FrpBを 含 む 。 こ の 免 疫 学 的 応 答 は 、 治 療 目 的 ま た は 予 防 目 的 で 使 用 す る こ と
が で き 、 抗 体 免 疫 性 お よ び ／ ま た は 細 胞 免 疫 性 （ 例 え ば CTLま た は CD4+ Ｔ 細 胞 か ら 惹 起 さ
せ た 細 胞 免 疫 性 ） の 形 態 を 採 る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
　 FrpBタ ン パ ク 質 、 そ の 変 形 体 ま た は 断 片 は 、 そ れ 自 体 は 抗 体 を 産 生 さ せ て も 産 生 さ せ な
く て よ い が 、 抗 原 性 お よ び ／ ま た は 免 疫 原 性 特 性 （ 好 ま し く は 防 御 特 性 ） を 有 す る 融 合 型
ま た は 修 飾 型 タ ン パ ク 質 を 産 生 す る こ と が で き 、 場 合 に よ っ て は 、 FrpBを 安 定 化 す る か 、
そ れ を 容 易 に 精 製 さ れ る よ う に す る こ と が で き る 補 助 タ ン パ ク 質 （ co-protein） ま た は 化
学 的 部 分 と 融 合 さ せ る こ と が で き る 。 こ の 補 助 タ ン パ ク 質 は 、 タ ン パ ク 質 を 投 与 し た 生 物
の 免 疫 系 の 全 身 刺 激 を も た ら す 、 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 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
　 ま た 、 本 発 明 に よ り 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 と 、 Sato, Y.ら  Science 273: 352 (1996)に
記 載 さ れ て い る よ う な 免 疫 活 性 化 DNA配 列 と を 含 む 組 成 物 、 特 に ワ ク チ ン 組 成 物 、 お よ び
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方 法 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ２ ０ ５ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 は ま た 、 本 発 明 の 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 も し く は 変 形
体 を 、 適 切 な 担 体 （ た と え ば 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 ） と 共 に 含 む ワ ク チ ン 製 剤 を 含 む 。
こ の タ ン パ ク 質 は 、 胃 で 分 解 さ れ る 可 能 性 が あ る の で 、 そ れ ぞ れ は 、 例 え ば 皮 下 、 筋 肉 内
、 静 脈 内 ま た は 皮 内 投 与 を 含 む 非 経 口 投 与 す る こ と が 好 ま し い 。 非 経 口 投 与 に 適 す る 製 剤
は 、 酸 化 防 止 剤 、 緩 衝 剤 、 静 菌 性 化 合 物 、 お よ び 製 剤 を 個 体 の 体 液 （ 好 ま し く は 血 液 ） と
等 張 に す る 溶 質 を 含 ん で い て も よ い 水 性 お よ び 非 水 性 の 無 菌 注 射 用 液 ； な ら び に 懸 濁 剤 ま
た は 増 粘 剤 を 含 ん で い て も よ い 水 性 お よ び 非 水 性 の 無 菌 懸 濁 液 を 含 む 。 製 剤 は 、 単 回 投 与
容 器 ま た は 複 数 回 投 与 容 器 （ 例 え ば 密 閉 し た ア ン プ ル お よ び バ イ ア ル ） に 入 れ て 提 供 す る
こ と が で き 、 使 用 直 前 に 無 菌 の 液 体 担 体 を 添 加 す る だ け で よ い 凍 結 乾 燥 条 件 で 保 存 で き る
。 こ の 製 剤 は 、 粘 膜 （ 例 え ば 鼻 腔 内 ） 投 与 し て も よ い 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
　 本 発 明 の ワ ク チ ン 製 剤 は ま た 、 製 剤 の 免 疫 原 性 を 増 大 さ せ る た め の ア ジ ュ バ ン ト 系 を 含
む こ と が で き る 。 典 型 的 に は 、 リ ン 酸 ア ル ミ ニ ウ ム ま た は 水 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム を 用 い る こ
と が で き る 。 好 ま し く は 、 そ の ア ジ ュ バ ン ト 系 は 、 主 に TH1型 の 応 答 を 引 き 起 こ す 。
【 ０ ２ ０ ７ 】
　 免 疫 応 答 は 、 2つ の 極 端 な カ テ ゴ リ ー 、 つ ま り 体 液 性 免 疫 応 答 ま た は 細 胞 性 免 疫 応 答 （
伝 統 的 に 、 防 御 の た め の 抗 体 に よ る エ フ ェ ク タ ー 機 能 お よ び 細 胞 に よ る エ フ ェ ク タ ー 機 構
に よ り そ れ ぞ れ 特 徴 付 け ら れ る ） に 大 き く 区 別 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 応 答 の カ テ ゴ
リ ー は 、 TH1型 応 答 （ 細 胞 性 応 答 ） お よ び TH2型 免 疫 応 答 （ 体 液 性 応 答 ） と 名 付 け ら れ て い
る 。
【 ０ ２ ０ ８ 】
　 極 端 な TH1型 免 疫 応 答 は 、 抗 原 特 異 的 な ハ プ ロ タ イ プ 拘 束 性 細 胞 傷 害 性 Tリ ン パ 球 の 産 生
お よ び ナ チ ュ ラ ル キ ラ ー 細 胞 応 答 に よ っ て 特 徴 付 け る こ と が で き る 。 マ ウ ス に お い て 、 TH
1型 応 答 は し ば し ば IgG2aサ ブ タ イ プ の 抗 体 の 生 成 に よ り 特 徴 付 け ら れ る が 、 ヒ ト に お い て
は 、 こ れ ら は IgG1型 抗 体 に 相 当 す る 。 TH2型 免 疫 応 答 は 、 マ ウ ス に お け る IgG1、 IgAお よ び
IgMを 含 む 広 範 囲 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン ア イ ソ タ イ プ の 生 成 に よ っ て 特 徴 付 け ら れ る 。
【 ０ ２ ０ ９ 】
　 こ れ ら 2つ の タ イ プ の 免 疫 応 答 の 生 起 の 背 後 に あ る 駆 動 力 は サ イ ト カ イ ン で あ る と 考 え
ら れ る 。 高 レ ベ ル の TH1型 サ イ ト カ イ ン は 、 所 与 の 抗 原 に 対 す る 細 胞 性 免 疫 応 答 の 誘 導 を
促 進 す る 傾 向 が あ る が 、 高 レ ベ ル の TH2型 サ イ ト カ イ ン は 、 抗 原 に 対 す る 体 液 性 免 疫 応 答
の 誘 導 を 促 進 す る 傾 向 が あ る 。
【 ０ ２ １ ０ 】
　 TH1型 お よ び TH2型 免 疫 応 答 の 区 別 は 絶 対 的 な も の で は な い 。 現 実 に は 、 個 人 は 、 TH1型
優 位 ま た は TH2型 優 位 と い わ れ る 免 疫 応 答 を 保 持 す る 。 し か し 、 Mosmannお よ び  Coffman (
Mosmann, T.R. and Coffman, R.L. (1989) TH1 and TH2 cells: different patterns of 
lymphokine secretion lead to different functional properties. Annual Review of I
mmunology, 7, p145-173)に よ り マ ウ ス CD4+ve　 T細 胞 ク ロ ー ン の 場 合 に 記 載 さ れ た 観 点 で
、 サ イ ト カ イ ン の フ ァ ミ リ ー を 考 慮 す る こ と が し ば し ば 便 利 で あ る 。 伝 統 的 に 、 TH1型 応
答 は 、 Tリ ン パ 球 に よ る INF-γ お よ び IL-2サ イ ト カ イ ン の 産 生 と 関 連 付 け ら れ て い る 。 TH1
型 免 疫 応 答 の 誘 導 と し ば し ば 直 接 関 連 付 け ら れ る 他 の サ イ ト カ イ ン は 、 IL-12等 の T細 胞 に
よ っ て 産 生 さ れ な い 。 こ れ に 対 し 、 TH2型 応 答 は 、 IL-4、 IL-5、 IL-6お よ び IL-13の 分 泌 と
関 連 付 け ら れ て い る 。
【 ０ ２ １ １ 】
　 特 定 の ワ ク チ ン ア ジ ュ バ ン ト は TH1型 も し く は TH2型 の い ず れ か の サ イ ト カ イ ン 応 答 の 刺
激 に 特 に 適 し て い る こ と が 分 か っ て い る 。 伝 統 的 に 、 ワ ク チ ン 接 種 後 ま た は 感 染 後 の 免 疫
応 答 の TH1： TH2バ ラ ン ス を 最 も 良 く 示 す 指 標 と し て は 、 抗 原 で 再 刺 激 し た 後 に in vitroで
の Tリ ン パ 球 に よ る TH1も し く は TH2サ イ ト カ イ ン の 産 生 を 直 接 測 定 す る こ と 、 お よ び /ま た
は 抗 原 特 異 的 抗 体 反 応 の IgG1:IgG2a比 を 測 定 す る こ と 、 が 挙 げ ら れ る 。
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【 ０ ２ １ ２ 】
　 こ の よ う に 、 TH1型 ア ジ ュ バ ン ト は 、 単 離 さ れ た T細 胞 集 団 を 、 in vitroに て 抗 原 で 再 刺
激 し た と き に 高 レ ベ ル の TH1型 サ イ ト カ イ ン を 産 生 す る よ う 選 択 的 に 刺 激 し 、 CD8+ 細 胞 傷
害 性 Ｔ リ ン パ 球 と 、 TH1型 ア イ ソ タ イ プ に 関 連 付 け ら れ る 抗 原 特 異 的 免 疫 グ ロ ブ リ ン 反 応
の 両 方 の 発 生 を 促 進 す る も の で あ る 。
【 ０ ２ １ ３ 】
　 TH1細 胞 応 答 を 優 先 的 に 刺 激 す る こ と が で き る ア ジ ュ バ ン ト は 、 国 際 特 許 出 願 公 開 番 号
第 WO94/00153号 お よ び 第 WO95/17209号 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ２ １ ４ 】
　 3-O-脱 ア シ ル 化 モ ノ ホ ス ホ リ ル リ ピ ド A（ 3 De-O-acylated monophosphoryl lipid A; 3
D-MPL） は 、 こ の よ う な ア ジ ュ バ ン ト の １ つ で あ り 、 好 ま し い も の で あ る 。 こ れ は 、 GB222
0211（ Ribi） に よ り 公 知 で あ る 。 化 学 的 に は こ れ は 3-O-脱 ア シ ル 化 モ ノ ホ ス ホ リ ル リ ピ ド
Aと 4-、 5-も し く は 6-ア シ ル 化 鎖 と の 混 合 物 で あ り 、 Ribi Immunochem, Montanaに よ り 製
造 さ れ て い る 。 3-O-脱 ア シ ル 化 モ ノ ホ ス ホ リ ル リ ピ ド Aの 好 適 な 形 態 は 、 欧 州 特 許 第 0 689
 454 B1（ SmithKline Beecham Biologicals SA） に 開 示 さ れ て い る 。 あ る い は 、 MPL等 の
他 の 解 毒 化 （ detoxified） 細 菌 LPS分 子 を 使 用 す る こ と も で き る 。
【 ０ ２ １ ５ 】
　 好 ま し く は 、 3D-MPLの 粒 子 は 、 0.22ミ ク ロ ン の メ ン ブ レ ン を 通 し て 滅 菌 濾 過 す る の に 十
分 な 程 度 小 さ い （ 欧 州 特 許 第 0 689 454号 ） 。 3D-MPLは 、 １ 用 量 あ た り 、 10μ g～ 100μ g、
好 ま し く は 25～ 50μ gの 範 囲 で 存 在 す る （ こ の 場 合 、 抗 原 は 典 型 的 に は １ 用 量 あ た り 2～ 50
μ gの 範 囲 で 存 在 す る ） 。
【 ０ ２ １ ６ 】
　 好 適 な ア ジ ュ バ ン ト は 、 キ ラ ヤ （ Quillaja Saponaria Molina） の 樹 皮 か ら 得 ら れ る HPL
Cで 精 製 し た 非 毒 性 画 分 で あ る QS21を 含 む 。 場 合 に よ り 、 こ れ を 3-O-脱 ア シ ル 化 モ ノ ホ ス
ホ リ ル リ ピ ド A（ 3D-MDL） ま た は 他 の 非 毒 性 LPS誘 導 体 と 混 合 し て も よ く 、 場 合 に よ り 担 体
も 一 緒 に 混 合 し て も よ い 。
【 ０ ２ １ ７ 】
　 QS21の 製 造 方 法 は 米 国 特 許 第 5,057,540号 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ２ １ ８ 】
　 QS21を 含 む 非 反 応 原 性 （ non-reactogenic） ア ジ ュ バ ン ト 製 剤 は 、 過 去 に 記 載 さ れ て い
る （ 国 際 公 開 第 WO96/33739号 ） 。 QS21お よ び コ レ ス テ ロ ー ル を 含 む こ の よ う な 製 剤 は 、 抗
原 と 一 緒 に 製 剤 化 し た と き に 、 優 れ た TH1刺 激 性 ア ジ ュ バ ン ト で あ る こ と が 分 か っ て い る
。
【 ０ ２ １ ９ 】
　 TH1細 胞 応 答 の 優 先 的 な 刺 激 因 子 で あ る 更 な る ア ジ ュ バ ン ト と し て は 、 免 疫 調 節 性 オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ 例 え ば 国 際 公 開 第 WO96/02555号 に 開 示 さ れ た よ う な 非 メ チ ル 化 （ unmeth
ylated） CpG配 列 ） が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ２ ２ ０ 】
　 上 記 に 記 載 し た も の 等 の 異 な る TH1刺 激 性 ア ジ ュ バ ン ト を 組 合 せ た も の も 、 TH1細 胞 応 答
の 優 先 的 な 刺 激 因 子 で あ る ア ジ ュ バ ン ト を 提 供 す る も の と 考 え ら れ る 。 例 え ば 、 QS21は 、
3D-MPLと 一 緒 に 製 剤 化 す る こ と が で き る 。 QS21： 3D-MPLの 比 率 は 、 典 型 的 に は 1： 10～ 10
： 1程 度 、 好 ま し く は 1： 5～ 5： 1程 度 、 お よ び し ば し ば 実 質 的 に 1： 1で あ る 。 最 適 な 相 乗
効 果 の た め に 好 ま し い 範 囲 は 、 2.5： 1～ 1： 1（ 3D-MPL： QS21） で あ る 。
【 ０ ２ ２ １ 】
　 好 ま し く は 、 本 発 明 の ワ ク チ ン 組 成 物 中 に は 担 体 も 存 在 す る 。 担 体 は 水 中 油 滴 型 エ マ ル
シ ョ ン で あ っ て も よ い し 、 ま た は リ ン 酸 ア ル ミ ニ ウ ム や 水 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム 等 の ア ル ミ ニ
ウ ム 塩 で あ っ て も よ い 。
【 ０ ２ ２ ２ 】
　 好 適 な 水 中 油 滴 型 エ マ ル シ ョ ン は 、 ス ク ア レ ン 、 α ト コ フ ェ ロ ー ル お よ び Tween 80等 の
代 謝 可 能 な 油 を 含 む 。 特 に 好 適 な 態 様 に お い て 、 本 発 明 の ワ ク チ ン 組 成 物 中 の 抗 原 は 、 こ
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の よ う な エ マ ル シ ョ ン 中 で QS21お よ び 3D-MPLと 混 合 さ れ る 。 さ ら に 、 水 中 油 滴 型 エ マ ル シ
ョ ン は 、 ス パ ン 85（ span 85） お よ び /ま た は レ シ チ ン お よ び /ま た は ト リ カ プ リ リ ン （ tri
caprylin） を 含 み 得 る 。
【 ０ ２ ２ ３ 】
　 典 型 的 に は 、 ヒ ト 投 与 の 場 合 は 、 QS21お よ び 3D-MPLは ワ ク チ ン 中 に １ 用 量 あ た り 1μ g～
200μ gの 範 囲 （ 例 え ば 、 10～ 100μ g、 好 ま し く は 10μ g～ 50μ g） で 存 在 す る 。 典 型 的 に は
、 こ の 油 滴 含 有 水 は 2～ 10％ の ス ク ア レ ン 、 2～ 10％ の α ト コ フ ェ ロ ー ル 、 お よ び 0.3～ 3％
の Tween 80を 含 む 。 好 ま し く は 、 ス ク ア レ ン ： α ト コ フ ェ ロ ー ル の 比 率 は 、 よ り 安 定 な エ
マ ル シ ョ ン を 提 供 す る よ う に 、 1以 下 で あ る 。 ス パ ン 85（ span 85） も 1％ の レ ベ ル で 存 在
し 得 る 。 幾 つ か の ケ ー ス で は 、 本 発 明 の ワ ク チ ン は 、 安 定 化 剤 を さ ら に 含 む こ と が 有 利 で
あ る 。
【 ０ ２ ２ ４ 】
　 非 毒 性 水 中 油 滴 型 エ マ ル シ ョ ン は 、 好 ま し く は 水 性 担 体 中 に 非 毒 性 油 （ 例 え ば ス ク ワ ラ
ン や ス ク ア レ ン 等 ） 、 乳 化 剤 （ 例 え ば Tween80等 ） を 含 む 。 水 性 担 体 は 例 え ば リ ン 酸 緩 衝
生 理 食 塩 水 で あ っ て も よ い 。
【 ０ ２ ２ ５ 】
　 水 中 油 滴 型 エ マ ル シ ョ ン 中 に QS21、 3D-MPLお よ び ト コ フ ェ ロ ー ル を 含 む 特 に 効 力 の 高 い
ア ジ ュ バ ン ト 製 剤 は 、 国 際 公 開 第 WO95/17210号 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ２ ２ ６ 】
　 本 発 明 は ま た 、 本 発 明 の ワ ク チ ン 製 剤 と 他 の 抗 原 （ 特 に 癌 、 自 己 免 疫 疾 患 お よ び 関 連 す
る 症 状 に 有 用 な 抗 原 ） を 組 み 合 わ せ て 含 む 多 価 ワ ク チ ン 組 成 物 を 提 供 す る 。 そ の よ う な 多
価 ワ ク チ ン 組 成 物 は 、 前 述 し た TH-1誘 導 型 ア ジ ュ バ ン ト を 含 み う る 。
【 ０ ２ ２ ７ 】

　 本 発 明 の 組 成 物 は サ ブ ユ ニ ッ ト 組 成 物 の 形 態 で あ り う る 。 本 発 明 の FrpBタ ン パ ク 質 （ 突
然 変 異 型 で あ っ て も な く て も よ い ） は 、 フ ォ ー ル デ ィ ン グ 立 体 配 置 の も の で あ り 、 好 ま し
く は サ ブ ユ ニ ッ ト ワ ク チ ン の 形 態 で あ る 。 サ ブ ユ ニ ッ ト 組 成 物 は 、 抗 原 性 組 成 物 を 生 成 す
る た め に 成 分 を 混 合 す る 前 に は 、 成 分 が 単 離 さ れ 少 な く と も 50％ 、 好 ま し く は 少 な く と も
60％ 、 70％ 、 80％ 、 90％ の 純 度 ま で 精 製 さ れ て い る 組 成 物 で あ る 。
【 ０ ２ ２ ８ 】
　 サ ブ ユ ニ ッ ト 組 成 物 は 水 溶 性 タ ン パ ク 質 の 水 溶 液 を 含 み う る 。 そ れ ら は 、 該 抗 原 の 疎 水
性 部 分 を 可 溶 化 す る た め に 界 面 活 性 剤 、 好 ま し く は 非 イ オ ン 性 、 両 性 イ オ ン 性 ま た は イ オ
ン 性 界 面 活 性 剤 を 含 み う る 。 脂 質 膜 を 横 断 す る 構 造 を 有 す る 抗 原 の 提 示 を 可 能 に す る リ ポ
ソ ー ム 構 造 が 形 成 さ れ う る よ う 、 そ れ ら は 脂 質 を 含 み う る 。 組 成 物 に つ い て の さ ら な る 詳
細 を 以 下 に 示 す 。
【 ０ ２ ２ ９ 】

　 本 発 明 の 組 成 物 は ま た 、 外 膜 小 胞 調 製 物 の 形 態 （ 特 に 本 発 明 の 突 然 変 異 FrpBタ ン パ ク 質
を 含 む 場 合 ） で あ っ て も よ い 。 ナ イ セ リ ア ・ メ ニ ン ギ チ ジ ス 血 清 群 Ｂ （ menB） は 、 外 膜 ブ
レ ブ を 、 工 業 的 規 模 で の そ の 製 造 を 可 能 に す る の に 十 分 な 量 で 排 出 す る 。 外 膜 小 胞 は 、 細
菌 細 胞 の 界 面 活 性 剤 抽 出 の 方 法 に よ り 調 製 す る こ と が 可 能 で あ る （ 例 え ば 、 EP 11243号 を
参 照 さ れ た い ） 。
【 ０ ２ ３ ０ 】
　 本 発 明 の 免 疫 原 性 組 成 物 は 、 組 換 え に よ り ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン さ れ た 少 な く と も 2
つ の 抗 原 を 有 す る 外 膜 小 胞 調 製 物 を 含 み う る 。 そ の よ う な 外 膜 小 胞 調 製 物 に お い て ア ッ プ
レ ギ ュ レ ー シ ョ ン さ れ る 抗 原 の 具 体 例 に は 、 本 発 明 の FrpBタ ン パ ク 質 に 加 え て 、 NspA、 Hs
f、 Hap、 OMP85、 TbpA(高 )、 TbpA(低 )、 LbpA、 TbpB、 LbpB、 PilQお よ び PldAが 含 ま れ る 。
場 合 に よ り 、 そ の よ う な 調 製 物 は LPS免 疫 型 L2お よ び LPS免 疫 型 L3の う ち の 一 方 ま た は 両 方
を も 含 む で あ ろ う 。
【 ０ ２ ３ １ 】
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サ ブ ユ ニ ッ ト 組 成 物

外 膜 小 胞 調 製 物



　 ナ イ セ リ ア 細 菌 株 か ら の ブ レ ブ 調 製 物 の 製 造 は 、 当 業 者 に よ く 知 ら れ た 方 法 の い ず れ か
に よ り 達 成 さ れ う る 。 好 ま し く は 、 欧 州 特 許 301992号 、 米 国 特 許 第 5,597,572号 、 欧 州 特
許 11243号 ま た は 米 国 特 許 第 4,271,147号 、 Frederiksonら  (NIPH Annals [1991], 14:67-8
0)、 Zollingerら  (J. Clin. Invest. [1979], 63:836-848)、 Saundersら  (Infect. Immun
. [1999], 67:113-119)、 Drabickら  (Vaccine [2000], 18:160-172) ま た は WO 01/09350
号 (実 施 例 8)に 開 示 さ れ て い る 方 法 を 用 い る 。 一 般 に は 、 OMVを 界 面 活 性 剤 、 好 ま し く は デ
オ キ シ コ ラ ー ト に よ り 抽 出 す る 。 所 望 に よ り 、 核 酸 を 酵 素 的 に 除 去 す る こ と が 可 能 で あ る
。 精 製 は 、 超 遠 心 お よ び 場 合 に よ っ て は そ れ に 続 く サ イ ズ 排 除 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り
達 成 さ れ る 。 本 発 明 の 、 2以 上 の 異 な る ブ レ ブ を 含 め る 場 合 に は 、 そ れ ら を 単 一 の 容 器 内
に 一 緒 に し て 本 発 明 の 多 価 調 製 物 を 形 成 さ せ る こ と が 可 能 で あ る （ 但 し 、 本 発 明 の 異 な る
ブ レ ブ が 、 宿 主 に 同 時 に ［ 1回 の 通 院 で ］ 投 与 さ れ る 別 々 の 容 器 内 の 別 々 の 組 成 物 で あ る
場 合 に も 、 そ の 調 製 物 は 多 価 で あ る と み な さ れ る ） 。 OMV調 製 物 は 、 通 常 、 0.2μ mフ ィ ル
タ ー で 濾 過 滅 菌 し 、 好 ま し く は 、 該 ブ レ ブ 調 製 物 を 安 定 化 す る こ と が 知 ら れ て い る シ ョ 糖
溶 液 （ 例 え ば 、 3％ ） 中 で 保 存 す る 。
【 ０ ２ ３ ２ 】
　 外 膜 小 胞 調 製 物 中 の タ ン パ ク 質 の ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン は 、 OMV調 製 物 が 由 来 す る ナ
イ セ リ ア 株 内 へ の 遺 伝 子 の 過 剰 コ ピ ー の 挿 入 に よ り 達 成 さ れ う る 。 あ る い は 、 遺 伝 子 の プ
ロ モ ー タ ー を 、 OMV調 製 物 が 由 来 す る ナ イ セ リ ア 株 に お け る 、 よ り 強 力 な プ ロ モ ー タ ー で
置 換 す る こ と が 可 能 で あ る 。 そ の よ う な 技 術 は WO01/09350号 に 記 載 さ れ て い る 。 遺 伝 子 の
追 加 コ ピ ー を 導 入 す る 場 合 、 過 剰 発 現 の た め に 付 加 さ れ た 非 天 然 強 力 プ ロ モ ー タ ー を 有 し
う る 。 タ ン パ ク 質 の ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン は 、 OMV中 に 存 在 す る タ ン パ ク 質 の レ ベ ル を
、 未 改 変 ナ イ セ リ ア ・ メ ニ ン ギ チ ジ ス （ 例 え ば 、 株 H44/76） に 由 来 す る OMV中 に 存 在 す る
タ ン パ ク 質 の レ ベ ル よ り も 上 昇 さ せ る 。 好 ま し く は 、 該 レ ベ ル は 1.5、 2、 3、 4、 5、 7、 10
ま た は 20倍 高 く な る 。
【 ０ ２ ３ ３ 】
　 LPSが OMV中 の 追 加 的 抗 原 で あ る と 意 図 さ れ る 場 合 に は 、 好 ま し く は 、 結 合 LPSを 高 レ ベ
ル で 維 持 す る が 、 特 に 毒 性 で あ り 不 十 分 に 結 合 し た LPSは 除 去 す る よ う な OMC製 造 方 法 に お
い て 、 低 濃 度 の 抽 出 用 界 面 活 性 剤 （ 例 え ば 、 デ オ キ シ コ ラ ー ト ま た は DOC） を 使 用 す る プ
ロ ト コ ー ル を 用 い る 。 使 用 す る DOCの 濃 度 は 、 好 ま し く は 0～ 0.3％  DOC、 よ り 好 ま し く は 0
.05～ 0.2％  DOC、 最 も 好 ま し く は お よ そ 0.1％  DOCで あ る 。
【 ０ ２ ３ ４ 】
　 「 強 力 な プ ロ モ ー タ ー 配 列 」 は 、 目 的 の 抗 原 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 転 写 を 増 強 す る 調 節
制 御 要 素 を 意 味 す る 。
【 ０ ２ ３ ５ 】
　 「 発 現 の ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン 」 は 、 未 改 変 （ す な わ ち 、 天 然 に 存 在 す る ） ブ レ ブ の
発 現 に 比 べ て 、 目 的 の 抗 原 の 発 現 を 増 強 す る た め の 任 意 の 手 段 を 意 味 す る 。 「 ア ッ プ レ ギ
ュ レ ー シ ョ ン 」 の 量 は 個 々 の 関 心 抗 原 に 応 じ て 様 々 と な る が 、 ブ レ ブ の 膜 の 完 全 性 を 破 壊
す る 量 を 超 え な い と 理 解 さ れ る 。 抗 原 の ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン は 、 未 改 変 ブ レ ブ の 発 現
よ り 少 な く と も 10％ 高 い 発 現 を 意 味 す る 。 好 ま し く は 、 そ れ は 少 な く と も 50％ 高 い 。 よ り
好 ま し く は 、 そ れ は 少 な く と も 100％ （ 2倍 ） 高 い 。 そ の 代 わ り に ま た は そ れ に 加 え て 、 発
現 の ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン は 、 特 に FrpB、 TbpA、 TbpB、 LbpAお よ び LbpBの 場 合 に は 、 代
謝 性 ま た は 栄 養 性 変 化 に 対 し て 発 現 を 非 条 件 付 （ non-conditional） に す る こ と を 意 味 し
う る 。 一 般 的 に 、 FrpBが ブ レ ブ に お い て 過 剰 発 現 さ れ る 場 合 に は 、 こ れ は プ ロ モ ー タ ー 由
来 の 調 節 配 列 を 除 去 す る こ と に よ り 、 ま た は 強 力 な 非 調 節 プ ロ モ ー タ ー （ PorAな ど ） と プ
ロ モ ー タ ー を 置 き 換 え る こ と に よ り 行 い う る 。
【 ０ ２ ３ ６ 】
　 再 び 明 瞭 化 の 目 的 に お い て 、 「 該 抗 原 の 産 生 量 を 減 少 さ せ る た め に 細 菌 株 を 操 作 す る 」
ま た は ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン は 、 未 改 変 （ す な わ ち 、 天 然 に 存 在 す る ブ レ ブ ） の 発 現 と
比 べ て 、 目 的 の 抗 原 の 発 現 （ ま た は 機 能 的 遺 伝 子 産 物 の 発 現 ） を 減 少 さ せ る た め の 任 意 の
手 段 を 意 味 し 、 好 ま し く は 、 発 現 が 未 改 変 ブ レ ブ よ り 少 な く と も 10％ 低 く な る よ う 、 欠 失

10

20

30

40

50

(36) JP 2006-516183 A 2006.6.29



に よ り 行 う 。 好 ま し く は 、 そ れ は 少 な く と も 50％ 低 く 、 最 も 好 ま し く は 全 く 生 じ な い 。 ダ
ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン さ れ る タ ン パ ク 質 が 酵 素 ま た は 機 能 的 タ ン パ ク 質 で あ る 場 合 に は 、
該 ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン は 、 酵 素 活 性 ま た は 機 能 活 性 に お い て 10％ 、 20％ 、 50％ 、 80％
ま た は 好 ま し く は 100％ の 減 少 が 得 ら れ る よ う 1以 上 の 突 然 変 異 を 導 入 す る こ と に よ り 達 成
す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ３ ７ 】
　 ナ イ セ リ ア タ ン パ ク 質 の 発 現 を モ ジ ュ レ ー シ ョ ン す る の に 必 要 な 操 作 工 程 は 、 当 業 者 に
公 知 の 種 々 の 方 法 に よ り 行 う こ と が 可 能 で あ る 。 例 え ば 、 配 列 （ 例 え ば 、 プ ロ モ ー タ ー ま
た は オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム ） を 挿 入 す る こ と が 可 能 で あ り 、 ト ラ ン ス ポ ゾ ン 挿 入
の 技 術 に よ り プ ロ モ ー タ ー ／ 遺 伝 子 を 破 壊 す る こ と が 可 能 で あ る 。 例 え ば 、 遺 伝 子 の 発 現
を ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン す る た め に 、 ト ラ ン ス ポ ゾ ン を 介 し て 、 該 遺 伝 子 の 開 始 コ ド ン
の 上 流 2kbま で （ よ り 好 ま し く は 200～ 600bp上 流 、 最 も 好 ま し く は 約 400bp上 流 ） に 、 強 力
な プ ロ モ ー タ ー を 挿 入 す る こ と が 可 能 で あ ろ う 。 点 突 然 変 異 ま た は 欠 失 を （ 特 に 、 遺 伝 子
の 発 現 を ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン す る た め に ） 利 用 す る こ と も 可 能 で あ る 。
【 ０ ２ ３ ８ 】
　 し か し 、 そ の よ う な 方 法 は 非 常 に 不 安 定 で あ り 不 確 実 で あ り う る た め 、 相 同 組 換 え 事 象
を 介 し て 該 操 作 工 程 を 行 う こ と が 好 ま し い 。 好 ま し く は 、 該 事 象 は 、 細 菌 染 色 体 上 の 少 な
く と も 30ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 （ 組 換 え 発 生 領 域 ） と 、 該 株 内 で 形 質 転 換 さ れ る ベ ク タ ー 上
の 少 な く と も 30ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 （ も う 1つ の 組 換 え 発 生 領 域 ） と の 間 で 生 じ る 。 好 ま
し く は 、 該 領 域 は 40～ 1000ヌ ク レ オ チ ド 、 よ り 好 ま し く は 100～ 800ヌ ク レ オ チ ド 、 最 も 好
ま し く は 500ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。 こ れ ら の 組 換 え 発 生 領 域 は 、 高 度 に ス ト リ ン ジ ェ ン ト
な 条 件 下 で 互 い に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し う る の に 十 分 な 程 度 に 類 似 し て い る べ き で あ る 。
【 ０ ２ ３ ９ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 の 遺 伝 子 改 変 事 象 （ 例 え ば 、 組 換 え 事 象 お よ び ナ イ セ リ ア ゲ ノ ム 内 へ の
更 な る 遺 伝 子 配 列 の 導 入 に よ る 遺 伝 子 の ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン ま た は ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー
シ ョ ン ） を 用 い る た め の 方 法 は WO01/09350に 記 載 さ れ て い る 。 ナ イ セ リ ア 内 に 組 込 ま れ う
る 典 型 的 な 強 力 な プ ロ モ ー タ ー と し て は 、 porA、 porB、 lgtF、 Opa、 p110、 lstお よ び hpuA
Bが 挙 げ ら れ る 。 PorAお よ び PorBは 、 強 力 な 構 成 性 プ ロ モ ー タ ー と し て 好 ま し い 。 PorBプ
ロ モ ー タ ー 活 性 は 、 porBの 開 始 コ ド ン の 上 流 の ヌ ク レ オ チ ド -1～ -250に 対 応 す る 断 片 中 に
含 ま れ る こ と が 確 認 さ れ て い る 。
【 ０ ２ ４ ０ 】

　 多 数 の 表 面 抗 原 は 細 菌 株 間 で 可 変 性 で あ り 、 そ の 結 果 、 密 接 に 関 連 し た 株 の 、 限 ら れ た
組 に 対 し て の み 、 防 御 性 で あ る に 過 ぎ な い 。 本 発 明 の 1つ の 態 様 は 、 他 の タ ン パ ク 質 の 発
現 が 減 少 し た 、 あ る い は 好 ま し く は 、 可 変 性 表 面 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 が 欠 失 し
た 、 本 発 明 の 外 膜 小 胞 を 含 む 。 そ の よ う な 欠 失 に よ り 生 じ る 細 菌 株 が 産 生 す る ブ レ ブ は 、
ワ ク チ ン と し て 投 与 さ れ る と 、 保 存 タ ン パ ク 質 （ 外 膜 上 に 保 持 さ れ て い る ） に よ っ て も た
ら さ れ る ワ ク チ ン 被 接 種 者 の 免 疫 系 へ の 影 響 が よ り 大 き い た め 、 種 々 の 株 に 対 す る 交 差 反
応 性 を よ り 強 く 示 す 。 本 発 明 の ブ レ ブ 免 疫 原 性 組 成 物 に お い て ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン さ
れ う る ナ イ セ リ ア に お け る そ の よ う な 可 変 性 抗 原 の 具 体 例 に は 、 PorA、 PorB、 Opaが 包 含
さ れ る 。
【 ０ ２ ４ １ 】
　 ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン さ れ う る ま た は ス イ ッ チ が 切 ら れ う る 他 の タ イ プ の 遺 伝 子 は 、
in vivoに お い て 、 該 細 菌 に よ り 容 易 に ス イ ッ チ が 入 れ ら れ う る （ 発 現 さ れ う る ） ま た は
切 ら れ う る 遺 伝 子 で あ る 。 そ の よ う な 遺 伝 子 に コ ー ド さ れ る 外 膜 タ ン パ ク 質 は 該 細 菌 上 に
必 ず し も 存 在 す る わ け で は な い た め 、 該 ブ レ ブ 調 製 物 中 の そ の よ う な タ ン パ ク 質 の 存 在 は
、 前 記 の 理 由 に よ り 、 ワ ク チ ン の 有 効 性 に 悪 影 響 を 及 ぼ し う る 。 ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン
ま た は 欠 失 さ せ る べ き 好 ま し い 一 例 は 、 ナ イ セ リ ア Opcタ ン パ ク 質 で あ る 。 感 染 生 物 は 容
易 に Opc - と な り う る た め 、 Opc含 有 ブ レ ブ ワ ク チ ン に よ り 誘 導 さ れ る 抗 Opc免 疫 は 、 限 ら れ
た 防 御 能 し か 有 さ な い で あ ろ う 。
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【 ０ ２ ４ ２ 】
　 例 え ば 、 こ れ ら の 可 変 性 ま た は 非 防 御 性 遺 伝 子 は 発 現 に お い て ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン
さ れ た り 、 ま た は 該 遺 伝 子 の ス イ ッ チ が 一 時 的 に 切 ら れ う る 。 こ れ は 、 ブ レ ブ の 外 表 面 上
に 少 量 で 存 在 す る よ り 良 好 な 抗 原 に 、 免 疫 系 を 集 中 さ せ る と い う 利 点 を 有 す る 。 ダ ウ ン レ
ギ ュ レ ー シ ョ ン は ま た 、 前 記 外 膜 タ ン パ ク 質 の 表 面 露 出 可 変 性 免 疫 優 性 ル ー プ を 改 変 し ま
た は 欠 失 さ せ て 、 生 じ る 外 膜 タ ン パ ク 質 の 免 疫 優 性 の 度 合 を 低 下 さ せ う る こ と も 意 味 す る
。
【 ０ ２ ４ ３ 】
　 発 現 の ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン の た め の 方 法 は WO01/09350に 開 示 さ れ て い る 。 本 発 明 の
ブ レ ブ 免 疫 原 性 組 成 物 に お い て ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン さ れ る べ き タ ン パ ク 質 の 好 ま し い
組 合 せ に は 、 PorAお よ び OpA; PorAお よ び OpC; OpAお よ び OpC; PorAお よ び OpAお よ び OpCが
含 ま れ る 。
【 ０ ２ ４ ４ 】

　 本 発 明 の 免 疫 原 性 組 成 物 中 の ブ レ ブ は 、 WO01/09350に 開 示 さ れ て い る LPSの 解 毒 方 法 に
よ り 解 毒 さ れ う る 。 特 に 、 本 発 明 の LPSの 解 毒 方 法 は 、 WO01/09350に 開 示 さ れ て い る htrB
お よ び ／ ま た は msbB酵 素 の ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン を 含 む 。 そ の よ う な 方 法 は 、 好 ま し く
は 、 低 レ ベ ル の DOC、 好 ま し く は 0～ 0.3％  DOC、 よ り 好 ま し く は 0.05％ ～ 0.2％  DOC、 最 も
好 ま し く は お よ そ 0.1％  DOCを 使 用 す る ブ レ ブ 抽 出 の 方 法 と 組 合 せ る 。
【 ０ ２ ４ ５ 】

　 被 包 性 グ ラ ム 陰 性 細 菌 か ら の 細 菌 外 膜 ブ レ ブ の 単 離 は 、 し ば し ば 、 莢 膜 多 糖 の 同 時 精 製
を も た ら す 。 場 合 に よ っ て は 、 こ の 「 混 入 」 物 質 が 有 用 と な ろ う 。 な ぜ な ら 、 多 糖 は 、 他
の ブ レ ブ 成 分 に よ り も た ら さ れ る 免 疫 応 答 を 増 強 し う る か ら で あ る 。 し か し 、 場 合 に よ っ
て は 、 細 菌 ブ レ ブ 調 製 物 中 の 混 入 多 糖 物 質 の 存 在 は 、 ワ ク チ ン に お け る ブ レ ブ の 使 用 に 有
害 と な ろ う 。 例 え ば 、 少 な く と も ナ イ セ リ ア ・ メ ニ ン ギ チ ジ ス 血 清 群 Ｂ の 場 合 に は 、 莢 膜
多 糖 は 防 御 免 疫 を 付 与 せ ず 、 ヒ ト に お い て は 有 害 な 自 己 免 疫 応 答 を 誘 導 し や す い こ と が 示
さ れ て い る 。 し た が っ て 、 ブ レ ブ の 製 造 の た め に 、 莢 膜 多 糖 を 含 有 し な い よ う に 操 作 さ れ
た 細 菌 株 か ら 本 発 明 の 外 膜 小 胞 を 単 離 す る こ と が 可 能 で あ る 。 し た が っ て 、 該 ブ レ ブ は ヒ
ト に お け る 使 用 に 適 し て い る で あ ろ う 。 そ の よ う な ブ レ ブ 調 製 物 の 特 に 好 ま し い 一 例 は 、
莢 膜 多 糖 を 欠 く ナ イ セ リ ア ・ メ ニ ン ギ チ ジ ス 血 清 群 Ｂ か ら の も の で あ る 。
【 ０ ２ ４ ６ 】
　 こ れ は 、 莢 膜 の 生 合 成 お よ び ／ ま た は 輸 送 に 必 要 な 遺 伝 子 が 損 な わ れ た 改 変 ブ レ ブ 産 生
株 を 使 用 す る こ と に よ り 達 成 さ れ う る 。 莢 膜 多 糖 の 生 合 成 ま た は 輸 送 を コ ー ド す る 遺 伝 子
の 不 活 性 化 は 、 制 御 領 域 お よ び コ ー ド 領 域 の う ち の 一 方 ま た は 両 方 の 突 然 変 異 （ 点 突 然 変
異 、 欠 失 ま た は 挿 入 ） に よ り （ 好 ま し く は 、 前 記 の 相 同 組 換 え 技 術 を 用 い る ） 、 あ る い は
そ の よ う な 遺 伝 子 の 酵 素 機 能 を 低 下 さ せ る 任 意 の 他 の 方 法 に よ り 達 成 さ れ う る 。 さ ら に 、
莢 膜 生 合 成 遺 伝 子 の 不 活 性 化 は 、 ア ン チ セ ン ス 過 剰 発 現 ま た は ト ラ ン ス ポ ゾ ン 突 然 変 異 誘
発 に よ っ て も 達 成 さ れ う る 。 好 ま し い 方 法 は 、 多 糖 の 生 合 成 お よ び 輸 送 に 必 要 な ナ イ セ リ
ア ・ メ ニ ン ギ チ ジ ス （ Neisseria meningitidis） cps遺 伝 子 の 一 部 ま た は 全 部 の 欠 失 で あ
る 。 こ の 目 的 に は 、 cpsCAD (+ galE)遺 伝 子 ク ラ ス タ ー を 欠 失 さ せ る 突 然 変 異 を 挿 入 す る
た め に 、 置 換 プ ラ ス ミ ド pMF121（ Froshら  1990, Mol. Microbiol. 4:1215-1218に 記 載 さ
れ て い る ） を 使 用 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ２ ４ ７ 】
　 好 ま し く は 、 siaD遺 伝 子 の 発 現 が 欠 失 し て い る ま た は ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト さ れ て い る か
、 あ る い は 遺 伝 子 産 物 が 任 意 の ほ か の 手 段 に よ り 酵 素 的 に 不 活 化 さ れ て い る （ 髄 膜 炎 菌 si
aD遺 伝 子 は 、 莢 膜 多 糖 お よ び LOSの 合 成 に 必 要 な 酵 素 で あ る 、 α -2,3-シ ア リ ル ト ラ ン ス フ
ェ ラ ー ゼ を コ ー ド す る ） 。 こ の 突 然 変 異 は 、 好 ま し く は 本 発 明 の 調 製 物 中 に 保 存 さ れ て い
る LPSエ ピ ト ー プ へ の 分 解 が 最 小 に 生 じ る た め に 好 ま し い 。
【 ０ ２ ４ ８ 】
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　 ブ レ ブ 調 製 物 、 特 に 、 低 濃 度 の DOCで 抽 出 し た 調 製 物 に お い て は 、 本 発 明 の 免 疫 原 性 組
成 物 中 の 抗 原 と し て LPSを 使 用 す る こ と が 可 能 で あ る 。 し か し 、 ヒ ト 様 ラ ク ト -N-ネ オ テ ト
ラ オ ー ス 構 造 を 除 去 す る た め に 、 lgtEま た は 好 ま し く は lgtB遺 伝 子 ／ 遺 伝 子 産 物 の 酵 素 機
能 を ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン ／ 欠 失 ／ 不 活 性 化 す る こ と が 有 利 で あ る 。 LPSオ リ ゴ 糖 構 造
の 生 合 成 の た め の lgt遺 伝 子 を 含 む ナ イ セ リ ア 遺 伝 子 座 （ お よ び そ の 配 列 ） は 当 技 術 分 野
に お い て 公 知 で あ る （ Jenningsら  Microbiology 1999 145; 3013-3021） 。 lgtB（ ま た は
機 能 的 遺 伝 子 産 物 ） の ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン ／ 欠 失 が 好 ま し い 。 な ぜ な ら 、 そ れ は LPS
防 御 エ ピ ト ー プ を 無 傷 の ま ま 残 す か ら で あ る 。 本 発 明 の Ｎ ． メ ニ ン ギ チ ジ ス 血 清 群 Ｂ ブ レ
ブ 調 製 物 に お い て 、 siaDお よ び lgtBの 両 方 の ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン ／ 欠 失 が 好 ま し く 、
こ れ は 最 適 な 安 全 性 お よ び LPS防 御 性 エ ピ ト ー プ の 保 持 を 示 す ブ レ ブ 調 製 物 を も た ら す 。
【 ０ ２ ４ ９ 】
　 本 発 明 の 免 疫 原 性 組 成 物 は 、 少 な く と も 1、 2、 3、 4ま た は 5個 の 異 な る 外 膜 小 胞 調 製 物
を 含 み う る 。 2以 上 の OMV調 製 物 が 含 ま れ て い る 場 合 に は 、 各 OMVに お い て 本 発 明 の 少 な く
と も 1つ の 抗 原 を ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン す る 。 そ の よ う な OMV調 製 物 は 、 同 じ 種 お よ び 血
清 群 の ナ イ セ リ ア 株 、 あ る い は 好 ま し く は 、 異 な る 綱 、 血 清 群 、 血 清 群 、 亜 血 清 群 ま た は
免 疫 型 の ナ イ セ リ ア 株 に 由 来 し う る 。 例 え ば 、 免 疫 原 性 組 成 物 は 、 免 疫 型 L2の LPSを 含 有
す る 1以 上 の 外 膜 小 胞 調 製 物 と 、 免 疫 型 L3の LPSを 含 有 す る 1以 上 の 外 膜 小 胞 調 製 物 と を 含
み う る 。 L2ま た は L3 OMV調 製 物 は 、 好 ま し く は 、 LPSオ リ ゴ 糖 合 成 遺 伝 子 座 に お け る 最 小
の 相 可 変 性 を 有 す る 安 定 株 に 由 来 す る 。
【 ０ ２ ５ ０ 】

　 本 発 明 の 免 疫 原 性 組 成 物 は 、 サ ブ ユ ニ ッ ト 形 態 ま た は 外 膜 小 胞 形 態 の い ず れ で も 、 以 下
の 少 な く と も １ 種 以 上 を 含 ん で も よ い ：
（ a） １ 種 以 上 の サ ブ ユ ニ ッ ト ワ ク チ ン ；
（ b） １ 種 以 上 の 抗 原 が ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ て い る １ 種 以 上 の 外 膜 小 胞 ； お よ び
（ c） （ a） と （ b） と の 混 合 物 。
【 ０ ２ ５ １ 】
　 （ a） ～ （ c） の い ず れ か １ 種 以 上 に は 、 本 発 明 の FrpBタ ン パ ク 質 が 含 ま れ 得 る 。
【 ０ ２ ５ ２ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 の 免 疫 原 性 組 成 物 は ま た 、 サ ブ ユ ニ ッ ト 組 成 物 お よ び 外 膜 小 胞 の 両 方 を
含 む 。
【 ０ ２ ５ ３ 】
　 外 膜 小 胞 調 製 物 は 、 外 膜 小 胞 に お い て 組 換 え に よ り ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ て い る 以 下
に 示 す も の か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も １ 種 の 異 な る 抗 原 を 有 し 得 る ： NspA、 Hsf、 Hap、 OM
P85、 TbpA（ 高 ） 、 TbpA（ 低 ） 、 LbpA、 TbpB、 LbpB、 NadA、 TspA、 TspB、 PilQお よ び PldA
。 そ し て 場 合 に よ り 、 免 疫 タ イ プ L2の LPSお よ び 免 疫 タ イ プ L3の LPSの 一 方 ま た は 両 方 を 含
ん で も よ い 。
【 ０ ２ ５ ４ 】
　 そ の 可 溶 性 の た め に サ ブ ユ ニ ッ ト 組 成 物 中 に 含 有 さ せ る の に 特 に 好 適 な 抗 原 が い く つ か
あ る 。 そ の よ う な タ ン パ ク 質 の 例 と し て は 、 FhaB、 NspA、 Hsfの パ ッ セ ン ジ ャ ー ド メ イ ン
、 Hapの パ ッ セ ン ジ ャ ー ド メ イ ン 、 OMP85、 FrpA、 FrpC、 TbpB、 LbpB、 PilQ。
【 ０ ２ ５ ５ 】
　 ナ イ セ リ ア 感 染 は 幾 つ か の 異 な る 段 階 を 経 て 進 行 す る 。 例 え ば 、 髄 膜 炎 菌 の 生 活 環 は 、
鼻 咽 腔 コ ロ ニ ー 形 成 、 粘 膜 付 着 、 血 流 内 へ の 侵 入 、 血 液 中 で の 増 殖 、 毒 素 シ ョ ッ ク の 誘 発
、 血 液 ／ 脳 関 門 の 通 過 、 な ら び に 脳 脊 髄 液 お よ び ／ ま た は 髄 膜 内 で の 増 殖 を 含 む 。 該 細 菌
の 表 面 上 の 異 な る 分 子 が 、 異 な る 感 染 サ イ ク ル 段 階 に 関 与 し て い る 。 異 な る ナ イ セ リ ア 感
染 過 程 に 関 与 す る 特 定 の 抗 原 の 組 合 せ の 有 効 量 に 対 し て 免 疫 応 答 を 標 的 化 す る こ と に よ り
、 驚 く べ き 高 い 有 効 性 を 有 す る ナ イ セ リ ア ワ ク チ ン が 得 ら れ る 。
【 ０ ２ ５ ６ 】
　 特 に 、 異 な る ク ラ ス の 特 定 の ナ イ セ リ ア 属 抗 原 の 組 合 せ が 、 多 段 階 の 感 染 か ら 防 御 す る
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免 疫 応 答 を 惹 起 し う る 。 驚 く べ き こ と に 、 そ の よ う な 抗 原 の 組 合 せ は 、 ナ イ セ リ ア 感 染 に
対 す る ワ ク チ ン 有 効 性 の 相 乗 的 改 善 を も た ら す こ と が 可 能 で あ り 、 こ の 場 合 、 該 細 菌 の 2
以 上 の 機 能 が 該 免 疫 応 答 に よ り 最 適 に 標 的 化 さ れ る 。 含 有 す る こ と が で き る さ ら な る 抗 原
は 、 宿 主 細 胞 へ の 付 着 に 関 与 す る も の で あ っ て も よ い し 、 鉄 獲 得 （ iron acquisition） に
関 与 す る も の で あ っ て も よ い し 、 自 己 輸 送 体 （ autotransporter） や 毒 素 で あ っ て も よ い
。
【 ０ ２ ５ ７ 】
　 ワ ク チ ン の 有 効 性 は 種 々 の ア ッ セ イ に よ り 評 価 す る こ と が で き る 。 動 物 モ デ ル に お け る
防 御 ア ッ セ イ は 当 技 術 分 野 で よ く 知 ら れ て い る 。 さ ら に 、 血 清 殺 菌 ア ッ セ イ （ SBA） は 、
髄 膜 炎 菌 ワ ク チ ン の 有 効 性 を 評 価 す る た め の 最 も 一 般 に 認 め ら れ て い る 免 疫 学 的 指 標 で あ
る （ Perkinsら  J Infect Dis. 1998, 177:683-691） 。
【 ０ ２ ５ ８ 】
　 抗 原 の 組 合 せ に は 、 動 物 モ デ ル ア ッ セ イ に お け る 防 御 の 改 善 、 お よ び ／ ま た は 、 相 乗 的
に 、 よ り 高 い SBA力 価 を も た ら し う る も の が あ る 。 理 論 に 束 縛 さ れ る も の で は な い が 、 抗
原 の そ の よ う な 相 乗 的 組 合 せ は 、 そ の よ う な 抗 原 の 組 合 せ に 対 す る 免 疫 応 答 の 多 数 の 特 性
に よ り 可 能 と な る 。 抗 原 自 体 は 、 通 常 、 ナ イ セ リ ア 細 胞 の 表 面 に 露 出 し て お り 保 存 さ れ て
い る 傾 向 に あ る が 、 同 時 に 、 そ れ は 、 該 抗 原 の み に 対 し て 惹 起 さ れ る 抗 体 に よ り 最 適 な 殺
菌 応 答 が 生 じ る の に 十 分 な 量 で は 表 面 細 胞 上 に 存 在 し な い 傾 向 に あ る 。 本 発 明 の 抗 原 の 組
合 せ は 、 臨 界 的 閾 値 を 超 え て ナ イ セ リ ア 細 胞 と 相 互 作 用 す る 殺 菌 抗 体 の 有 利 な 組 合 せ を 惹
起 す る 製 剤 を 与 え う る 。 こ の 臨 界 値 に お い て 、 十 分 な 量 の 十 分 な 抗 体 が 該 細 菌 の 表 面 に 結
合 し て 、 補 体 に よ る 効 率 的 な 殺 菌 を 可 能 に し 、 そ の 結 果 、 は る か に 高 い 殺 菌 作 用 が 認 め ら
れ る 。 血 清 殺 菌 ア ッ セ イ （ SBA） は ワ ク チ ン 候 補 の 有 効 性 を 厳 密 に 表 す た め 、 抗 原 の 組 合
せ に よ る 良 好 な SBA力 価 の 達 成 は 、 抗 原 の そ の 組 合 せ を 含 有 す る ワ ク チ ン の 防 御 の 有 効 性
の 良 好 な 指 標 と な る 。
【 ０ ２ ５ ９ 】
　 本 発 明 の 更 な る 利 点 は 、 免 疫 原 性 組 成 物 中 の 種 々 の タ ン パ ク 質 フ ァ ミ リ ー か ら の 本 発 明
の 抗 原 の 組 合 せ が 、 よ り 広 範 囲 の 株 に 対 す る 防 御 を 可 能 に し う る こ と で あ る 。
【 ０ ２ ６ ０ 】
　 本 発 明 は 、 ナ イ セ リ ア に お い て 異 な る 機 能 を 果 た す 少 な く と も 2つ の 異 な る カ テ ゴ リ ー
の タ ン パ ク 質 か ら 選 ば れ る 複 数 の タ ン パ ク 質 を 含 む 免 疫 原 性 組 成 物 に 関 す る 。 そ の よ う な
カ テ ゴ リ ー の タ ン パ ク 質 の 具 体 例 と し て は 、 付 着 因 子 、 自 己 輸 送 体 タ ン パ ク 質 、 毒 素 、 お
よ び Fe獲 得 タ ン パ ク 質 が 挙 げ ら れ る 。 本 発 明 の ワ ク チ ン 組 合 せ 物 は 、 同 種 ナ イ セ リ ア 株 （
抗 原 が 由 来 す る 株 ） に 対 す る 、 そ し て ま た 好 ま し く は 異 種 ナ イ セ リ ア 株 に 対 す る ワ ク チ ン
の 有 効 性 に お け る 驚 く べ き 改 善 を 示 す 。
【 ０ ２ ６ １ 】
　 特 に 、 以 下 ：
　 FhaB、 NspA、 Hsf、 NadA、 PilC、 Hap、 MafA、 MafB、 Omp26、 NMB0315、 NMB0995お よ び NMB
1119か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も １ 種 の ナ イ セ リ ア 属 付 着 因 子 ；
　 Hsf、 Hap、 IgAプ ロ テ ア ー ゼ 、 AspAお よ び NadAか ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も １
種 の ナ イ セ リ ア 属 自 己 輸 送 因 子 ；
　 FrpA、 FrpC、 FrpA/C、 VapD、 NM-ADPRT、 な ら び に L2免 疫 タ イ プ の LPSと L3免 疫 タ イ プ の L
PSの 一 方 ま た は 両 者 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も １ 種 の ナ イ セ リ ア 属 毒 素 ；
　 高 分 子 量 TbpA、 低 分 子 量 TbpA、 高 分 子 量 TbpB、 低 分 子 量 TbpB、 LbpA、 LbpB、 P2086、 Hpu
A、 HpuB、 Lipo28、 Sibp、 FbpA、 BfrA、 BfrB、 Bcp、 NMB0964お よ び NMB0293か ら な る 群 か ら
選 択 さ れ る 少 な く と も １ 種 の ナ イ セ リ ア 属 Fe獲 得 タ ン パ ク 質 ； な ら び に
　 PldA、 TspA、 FhaC、 NspA、 TbpA（ 高 ） 、 TbpA（ 低 ） 、 LbpA、 HpuB、 TdfH、 PorB、 HimD、
HisD、 GNA1870、 OstA、 HlpA、 MltA、 NMB 1124、 NMB 1162、 NMB 1220、 NMB 1313、 NMB 195
3、 HtrA、 TspB、 PilQお よ び OMP85か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も １ 種 の ナ イ セ リ ア
属 膜 結 合 タ ン パ ク 質 、 好 ま し く は 外 膜 タ ン パ ク 質 、
好 ま し く は 、
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　 （ a） FhaB、 Hsfお よ び NadAか ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も １ 種 の ナ イ セ リ ア 属 付
着 因 子 ；
　 （ b） Hsfお よ び Hapか ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も １ 種 の ナ イ セ リ ア 属 自 己 輸 送
因 子 ；
　 （ c） FrpA、 FrpC、 な ら び に L2免 疫 タ イ プ の LPSと L3免 疫 タ イ プ の LPSの 一 方 ま た は 両 者
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も １ 種 の ナ イ セ リ ア 属 毒 素 ；
　 （ d） TbpA、 TbpB、 LbpAお よ び LbpBか ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も １ 種 の ナ イ セ
リ ア 属 Fe獲 得 タ ン パ ク 質 ； な ら び に
　 （ e） TspA、 TspB、 NspA、 PilQ、 OMP85お よ び PldAか ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も
１ 種 の ナ イ セ リ ア 属 外 膜 タ ン パ ク 質 、
か ら 選 ば れ る 少 な く と も 1つ 、 2つ 、 3つ 、 4つ ま た は 5つ の タ ン パ ク 質 群 か ら 選 ば れ る 少 な
く と も 1、 2、 3、 4、 5、 6， 7、 8、 9ま た は 10個 の 異 な る 追 加 ナ イ セ リ ア 属 抗 原 （ FrpBに 対
し て ） を 含 む 免 疫 原 性 組 成 物 を 提 供 す る 。
【 ０ ２ ６ ２ 】
　 好 ま し く は 、 最 初 の ４ つ （ 最 も 好 ま し く は ５ つ 全 て ） の 群 の 抗 原 を 本 発 明 の 免 疫 原 性 組
成 物 に 導 入 す る 。
【 ０ ２ ６ ３ 】
　 前 述 し た よ う に 、 本 明 細 書 に お い て タ ン パ ク 質 が 具 体 的 に 挙 げ ら れ て い る 場 合 に は 、 そ
れ は 、 好 ま し く は 、 天 然 の 完 全 長 タ ン パ ク 質 を 意 味 す る が 、 そ れ は （ 特 に サ ブ ユ ニ ッ ト ワ
ク チ ン の 場 合 に は ） そ の 抗 原 性 断 片 を 包 含 し う る 。 こ れ ら は 、 該 タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配
列 か ら 連 続 的 に 選 ば れ る 少 な く と も 10ア ミ ノ 酸 、 好 ま し く は 20ア ミ ノ 酸 、 よ り 好 ま し く は
30ア ミ ノ 酸 、 よ り 好 ま し く は 40ア ミ ノ 酸 、 最 も 好 ま し く は 50ア ミ ノ 酸 を 含 有 す る ま た は 含
む 断 片 で あ る 。 ま た 、 抗 原 性 断 片 は 、 ナ イ セ リ ア タ ン パ ク 質 に 対 し て 産 生 さ れ た 抗 体 ま た
は 哺 乳 類 宿 主 へ の ナ イ セ リ ア 感 染 に よ り 産 生 さ れ た 抗 体 と 免 疫 学 的 に 反 応 性 で あ る 断 片 を
意 味 す る 。 抗 原 性 断 片 は ま た 、 有 効 量 で 投 与 さ れ る と ナ イ セ リ ア 感 染 に 対 し て 防 御 免 疫 応
答 を 惹 起 す る 断 片 を 含 み 、 よ り 好 ま し く は 、 そ れ は ナ イ セ リ ア ・ メ ニ ン ギ チ ジ ス お よ び ／
ま た は ナ イ セ リ ア ・ ゴ ノ ロ ー エ 感 染 に 対 し て 防 御 性 で あ り 、 最 も 好 ま し く は 、 そ れ は ナ イ
セ リ ア ・ メ ニ ン ギ チ ジ ス 血 清 群 Ｂ 感 染 に 対 し て 防 御 性 で あ る 。
【 ０ ２ ６ ４ 】
　 ま た 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の ナ イ セ リ ア タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 の 組 換 え 融 合 タ ン パ ク
質 を 含 む 。 こ れ ら は 、 同 一 ポ リ ペ プ チ ド 中 に 、 異 な る ナ イ セ リ ア タ ン パ ク 質 ま た は そ れ ら
の 断 片 を 組 み 合 わ せ て 有 す る 。 あ る い は 、 本 発 明 は ま た 、 T細 胞 エ ピ ト ー プ の 供 与 体 の よ
う な 異 種 配 列 、 ま た は ウ イ ル ス 表 面 タ ン パ ク 質 、 例 え ば イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 赤 血 球 凝
集 素 、 破 傷 風 ト キ ソ イ ド 、 ジ フ テ リ ア ト キ ソ イ ド 、 CRM197と の 融 合 タ ン パ ク 質 と し て の 、
ナ イ セ リ ア タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 の 個 々 の 融 合 タ ン パ ク 質 を 含 む 。
【 ０ ２ ６ ５ 】

　 NMBに 対 す る 言 及 は 、 www.neisseria.orgか ら ア ク セ ス 可 能 な 配 列 の 参 照 番 号 を 示 す 。
【 ０ ２ ６ ６ 】

　 付 着 因 子 と し て は 、 例 え ば FhaB (WO98/02547)、 NadA (J. Exp.Med (2002) 195:1445; N
MB 1994)、 NhhAと し て も 公 知 の Hsf (NMB 0992) (WO99/31132)、 Hap (NMB 1985)(WO99/558
73)、 NspA (WO96/29412)、 MafA (NMB 0652)お よ び MafB (NMB 0643) (Annu Rev Cell Dev 
Biol. 16; 423-457 (2000); Nature Biotech 20; 914-921 (2002))、 Omp26 (NMB 0181)、
NMB 0315、 NMB 0995、 NMB 1119お よ び PilC (Mol. Microbiol.1997, 23; 879-892)を 包 含
す る 。 こ れ ら は 、 宿 主 細 胞 の 表 面 へ の ナ イ セ リ ア の 結 合 に 関 与 す る タ ン パ ク 質 で あ る 。 Hs
fは 付 着 因 子 の 一 例 で あ り 、 こ れ は 自 己 輸 送 体 タ ン パ ク 質 で も あ る 。 し た が っ て 、 本 発 明
の 免 疫 原 性 組 成 物 は Hsfと 他 の 自 己 輸 送 体 タ ン パ ク 質 と の 組 合 せ を 含 む こ と が 可 能 で あ り
、 こ の 場 合 、 Hsfが 付 着 因 子 と し て そ の 能 力 を 発 揮 す る 。 こ れ ら の 付 着 因 子 は ナ イ セ リ ア
・ メ ニ ン ギ チ ジ ス ま た は ナ イ セ リ ア ・ ゴ ノ ロ ー エ ま た は 他 の ナ イ セ リ ア 株 に 由 来 し う る 。
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本 発 明 は ま た 、 ナ イ セ リ ア 由 来 の 他 の 付 着 因 子 を 包 含 す る 。
【 ０ ２ ６ ７ 】

　 こ の 抗 原 は WO98/02547の 配 列 番 号 38（ ヌ ク レ オ チ ド 3083-9025） に 記 載 さ れ て い る 。 NMB
0497も 参 照 さ れ た い 。 本 発 明 者 ら は 、 FhaBが 、 単 独 で お よ び 特 に 本 発 明 の 他 の 抗 原 と 共 に
、 抗 接 着 抗 体 を 特 に 有 効 に 誘 導 す る こ と を 見 出 し た 。 完 全 長 FhaBを 使 用 す る こ と は 可 能 で
あ る が 、 驚 く べ き こ と に 、 本 発 明 者 ら は 、 特 定 の C末 端 末 端 切 断 型 が 、 交 差 株 作 用 （ cross
-strain effect） の 点 で 、 そ れ と 少 な く と も 同 等 に 有 効 で あ る 、 好 ま し く は 、 そ れ よ り 有
効 で あ る こ と を 見 出 し た 。 ま た 、 好 都 合 に も 、 そ の よ う な 末 端 切 断 型 は 、 ク ロ ー ニ ン グ が
遥 か に 容 易 で あ る こ と が 示 さ れ て い る 。 本 発 明 の FhaB末 端 切 断 型 は 、 典 型 的 に は 、 FhaB分
子 の N末 端 側 の 3分 の 2に 相 当 し 、 好 ま し く は 、 新 た な C末 端 は 1200-1600位 、 よ り 好 ま し く
は 1300-1500位 、 最 も 好 ま し く は 1430-1440位 に 位 置 す る 。 特 定 の 実 施 形 態 は 1433ま た は 14
36位 に C末 端 を 有 す る 。 し た が っ て 、 本 発 明 の そ の よ う な FhaB末 端 切 断 型 、 お よ び そ の よ
う な 末 端 切 断 型 を 含 む ワ ク チ ン は 、 本 発 明 の 組 合 せ 免 疫 原 性 組 成 物 の 好 ま し い 成 分 で あ る
。 該 N末 端 も 、 10、 20、 30、 40ま た は 50個 ま で の ア ミ ノ 酸 が 末 端 切 断 さ れ う る 。
【 ０ ２ ６ ８ 】

　 自 己 輸 送 体 タ ン パ ク 質 に は 、 典 型 的 に は 、 シ グ ナ ル 配 列 、 パ ッ セ ン ジ ャ ー ド メ イ ン 、 お
よ び 外 膜 へ の 結 合 の た め の ア ン カ ー ド メ イ ン か ら 構 成 さ れ る 。 自 己 輸 送 体 タ ン パ ク 質 の 具
体 例 に は 、 Hsf (WO99/31132) (NMB 0992)、 HMW、 Hia (van Ulsenら  Immunol. Med. Micro
biol. 2001 ; 53-64)、 Hap (NMB 1985) (WO99/55873; van Ulsenら  Immunol. Med. Mic
robiol. 2001 ; 53-64)、 UspA、 UspA2、 NadA (NMB 1994) (Comanducciら  J. Exp. Med.
 2002 ; 1445-1454)、 AspA (Infection and Immunity 2002, 70(8); 4447-4461; NMB 
1029)、 Aida-1様 タ ン パ ク 質 、 SSh-2お よ び Tshが 包 含 さ れ る 。 NadA (J. Exp.Med (2002) 1
95:1445)は 、 自 己 輸 送 体 タ ン パ ク 質 の も う 1つ の 例 で あ り 、 か つ 、 付 着 因 子 で も あ る 。 本
発 明 の 免 疫 原 性 組 成 物 は 、 NadAと 付 着 因 子 と の 組 合 せ を 含 む こ と が 可 能 で あ り 、 こ の 場 合
、 NadAが 自 己 輸 送 体 タ ン パ ク 質 と し て そ の 能 力 を 発 揮 す る 。 こ れ ら の タ ン パ ク 質 は ナ イ セ
リ ア ・ メ ニ ン ギ チ ジ ス ま た は ナ イ セ リ ア ・ ゴ ノ ロ ー エ ま た は 他 の ナ イ セ リ ア 株 に 由 来 し う
る 。 本 発 明 は ま た 、 ナ イ セ リ ア 由 来 の 他 の 自 己 輸 送 体 タ ン パ ク 質 を 包 含 す る 。
【 ０ ２ ６ ９ 】

　 Hsfは 、 自 己 輸 送 体 タ ン パ ク 質 に 共 通 の 構 造 を 有 す る 。 例 え ば 、 ナ イ セ リ ア ・ メ ニ ン ギ
チ ジ ス 株 H44/76由 来 の Hsfは 、 ア ミ ノ 酸 1-51か ら 構 成 さ れ る シ グ ナ ル 配 列 、 表 面 に 露 出 し
て お り 可 変 領 域 （ ア ミ ノ 酸 52-106、 121-124、 191-210お よ び 230-234） を 含 有 す る 成 熟 タ
ン パ ク 質 の ア ミ ノ 末 端 の 頭 部 領 域 （ ア ミ ノ 酸 52-479） 、 ネ ッ ク 部 領 域 （ ア ミ ノ 酸 480-509
） 、 疎 水 性 α へ リ ッ ク ス 領 域 （ ア ミ ノ 酸 518-529） 、 お よ び 4個 の 膜 貫 通 ス ト ラ ン ド が 外 膜
に 伸 長 す る ア ン カ ー ド メ イ ン （ ア ミ ノ 酸 539-591） か ら な る 。
【 ０ ２ ７ ０ 】
　 本 発 明 の 免 疫 原 性 組 成 物 中 で は 完 全 長 Hsfを 使 用 す る こ と が 可 能 で あ る が 、 種 々 の Hsf末
端 切 断 型 お よ び 欠 失 体 も 、 ワ ク チ ン の タ イ プ に 応 じ て 有 利 に 使 用 さ れ う る 。
【 ０ ２ ７ １ 】
　 Hsfを サ ブ ユ ニ ッ ト ワ ク チ ン 中 で 使 用 す る 場 合 に は 、 可 溶 性 パ ッ セ ン ジ ャ ー ド メ イ ン の
一 部 、 例 え ば ア ミ ノ 酸 52-479の 完 全 ド メ イ ン 、 最 も 好 ま し く は そ の 保 存 的 部 分 、 例 え ば ア
ミ ノ 酸 134-479の 特 に 好 ま し い 配 列 を 使 用 す る こ と が 好 ま し い 。 Hsfの 好 ま し い 形 態 は 、 WO
01/55182に 開 示 さ れ て い る タ ン パ ク 質 の 可 変 領 域 を 欠 失 す る よ う 末 端 切 断 さ れ て い る も の
で あ り う る 。 好 ま し い 変 異 体 は 、 WO01/55182に 記 載 さ れ て い る 1、 2、 3、 4ま た は 5個 の 可
変 領 域 の 欠 失 を 含 む で あ ろ う 。 前 記 の 配 列 お よ び 後 記 の 配 列 は 、 N末 端 ま た は C末 端 の 一 方
ま た は 両 方 に お い て 1、 3、 5、 7、 10ま た は 15個 ま で の ア ミ ノ 酸 が 伸 長 ま た は 末 端 切 断 し て
い て も よ い 。
【 ０ ２ ７ ２ 】
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　 し た が っ て 、 Hsfの 好 ま し い 断 片 は 、 Hsfの 頭 部 領 域 の 全 体 、 好 ま し く は ア ミ ノ 酸 52-473
を 含 有 す る 該 領 域 を 含 む 。 Hsfの 更 な る 好 ま し い 断 片 は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 52-62、 76-93、 116
-134、 147-157、 157-175、 199-211、 230-252、 252-270、 284-306、 328-338、 362-391、 40
8-418、 430-440お よ び 469-479の う ち 1以 上 を 含 む 該 頭 部 の 表 面 露 出 領 域 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ２ ７ ３ 】
　 Hsfが 外 膜 小 胞 調 製 物 中 に 存 在 す る 場 合 に は 、 そ れ は 完 全 長 タ ン パ ク 質 と し て 、 好 ま し
く は 、 ア ミ ノ 酸 1-51と ア ミ ノ 酸 134-591（ ア ミ ノ 酸 配 列 134か ら C末 端 ま で の 成 熟 外 膜 タ ン
パ ク 質 を も た ら す ） と の 融 合 体 か ら 構 成 さ れ る 好 ま し い 変 異 体 と し て 発 現 さ れ う る 。 Hsf
の 好 ま し い 形 態 は 、 WO01/55182に 開 示 さ れ て い る タ ン パ ク 質 の 可 変 領 域 を 欠 失 す る よ う 末
端 切 断 さ れ て い る こ と が 可 能 で あ る 。 好 ま し い 変 異 体 は 、 WO01/55182に 記 載 さ れ て い る 1
、 2、 3、 4ま た は 5個 の 可 変 領 域 の 欠 失 を 含 む で あ ろ う 。 好 ま し く は 、 第 1お よ び 第 2の 可 変
領 域 が 欠 失 し て い る 。 好 ま し い 変 異 体 は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 52-237ま た は 54-237の 間 の 残 基 、
よ り 好 ま し く は ア ミ ノ 酸 52-133ま た は 55-133の 間 の 残 基 を 欠 失 し て い る で あ ろ う 。 該 成 熟
タ ン パ ク 質 は シ グ ナ ル ペ プ チ ド を 欠 い て い る で あ ろ う 。
【 ０ ２ ７ ４ 】

　 ナ イ セ リ ア ・ メ ニ ン ギ チ ジ ス 由 来 の Hap様 タ ン パ ク 質 の コ ン ピ ュ ー タ ー 解 析 は 少 な く と
も 3つ の 構 造 ド メ イ ン を 示 し て い る 。 株 H44/76由 来 の Hap様 配 列 を 基 準 配 列 と す る と 、 ア ミ
ノ 酸 1-42を 含 む ド メ イ ン 1は 、 自 己 輸 送 体 フ ァ ミ リ ー に 特 徴 的 な sec依 存 性 シ グ ナ ル ペ プ チ
ド を コ ー ド し て お り 、 ア ミ ノ 酸 43-950を 含 む ド メ イ ン 2は 、 表 面 に 露 出 し て お り 免 疫 系 に
接 近 し う る と 考 え ら れ る パ ッ セ ン ジ ャ ー ド メ イ ン を コ ー ド し て お り 、 残 基 951か ら C末 端 ま
で （ 1457） を 含 む ド メ イ ン 3は 、 バ レ ル 様 構 造 に 組 み 立 て ら れ 外 膜 内 に 繋 ぎ 止 め ら れ る ら
し い β ス ト ラ ン ド を コ ー ド し て い る と 推 定 さ れ る 。 ド メ イ ン 2は 表 面 に 露 出 し て い る と 考
え ら れ 、 よ く 保 存 さ れ て お り （ 試 験 し た 全 て の 株 に お い て 80％ を 上 回 る ） 、 大 腸 菌 （ E. c
oli） 内 で サ ブ ユ ニ ッ ト 抗 原 と し て 産 生 さ れ う る た め 、 そ れ は 興 味 深 い ワ ク チ ン 候 補 の 1つ
で あ る 。 ド メ イ ン 2お よ び 3は 表 面 に 露 出 し て い る と 考 え ら れ 、 よ く 保 存 さ れ て い る た め （
Pizzaら  (2000), Science 287: 1816-1820） 、 そ れ ら は 興 味 深 い ワ ク チ ン 候 補 の 1つ で あ
る 。 ド メ イ ン 2は パ ッ セ ン ジ ャ ー ド メ イ ン と し て 公 知 で あ る 。
【 ０ ２ ７ ５ 】
　 本 発 明 の 免 疫 原 性 組 成 物 は 、 好 ま し く は OMV調 製 物 中 に 組 み 入 れ ら れ た 完 全 長 Hapタ ン パ
ク 質 を 含 み う る 。 ま た 、 本 発 明 の 免 疫 原 性 組 成 物 は 、 株 H44/76に お い て は ア ミ ノ 酸 残 基 43
-950か ら 構 成 さ れ る Hapの パ ッ セ ン ジ ャ ー ド メ イ ン を 含 み う る 。 Hapの こ の 断 片 は 本 発 明 の
サ ブ ユ ニ ッ ト 組 成 物 中 で 特 に 有 利 に 使 用 さ れ る で あ ろ う 。 Hapの パ ッ セ ン ジ ャ ー ド メ イ ン
の 前 記 配 列 は 、 N末 端 ま た は C末 端 の 一 方 ま た は 両 方 に お い て 1、 3、 5、 7、 10、 15、 20、 25
ま た は 30個 ま で の ア ミ ノ 酸 が 伸 長 ま た は 末 端 切 断 さ れ た も の で あ り う る 。
【 ０ ２ ７ ６ 】

　 鉄 獲 得 タ ン パ ク 質 に は 、 TbpA (NMB 0461) (WO92/03467, 米 国 特 許 第 5912336号 , WO93/0
6861お よ び EP586266)、 TbpB (NMB 0460) (WO93/06861お よ び EP586266)、 LbpA (NMB 1540)
 (Med Microbiol (1999) 32:1117)、 LbpB (NMB 1541)(WO/99/09176)、 HpuA (U73112.2) (
Mol Microbiol. 1997, 23; 737-749)、 HpuB (NC_003116.1) (Mol Microbiol. 1997, 23; 
737-749)、 XthAと し て も 公 知 の P2086 (NMB 0399) (13t h  International Pathogenic Neis
seria Conference 2002)、 FbpA (NMB 0634)、 FbpB、 BfrA (NMB 1207)、 BfrB (NMB 1206)
、 GNA2132と し て も 公 知 の Lipo28 (NMB 2132)、 Sibp (NMB 1882)、 HmbR、 HemH、 Bcp (NMB 
0750)、 鉄 (III) ABC輸 送 体 パ ー ミ ア ー ゼ タ ン パ ク 質  (Tettelinら  Science 287; 1809-181
5 2000)、 鉄 (III) ABC輸 送 体 -ペ リ プ ラ ズ ム  (Tettelinら  Science 287; 1809-1815 2000)
、 TonB依 存 性 受 容 体  (NMB 0964お よ び NMB 0293)(Tettelinら  Science 287; 1809-1815 20
00)お よ び ト ラ ン ス フ ェ リ ン 結 合 タ ン パ ク 質 関 連 タ ン パ ク 質  (Tettelinら  Science 287; 1
809-1815 2000) が 包 含 さ れ る 。 こ れ ら の タ ン パ ク 質 は ナ イ セ リ ア ・ メ ニ ン ギ チ ジ ス （ Nei
sseria meningitidis） ま た は ナ イ セ リ ア ・ ゴ ノ ロ ー エ （ Neisseria gonorrhoeae） ま た は
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他 の ナ イ セ リ ア 株 に 由 来 し う る 。 本 発 明 は ま た 、 ナ イ セ リ ア 由 来 の 他 の 鉄 獲 得 タ ン パ ク 質
を 包 含 す る 。
【 ０ ２ ７ ７ 】

　 TbpAは TbpBと 相 互 作 用 し て ナ イ セ リ ア の 外 膜 上 に タ ン パ ク 質 複 合 体 を 形 成 し 、 こ れ は ト
ラ ン ス フ ェ リ ン に 結 合 す る 。 構 造 上 は 、 TbpAは 、 短 い 細 胞 内 ル ー プ お よ び よ り 長 い 細 胞 外
ル ー プ に よ り 連 結 さ れ た 複 数 の 膜 貫 通 β ス ト ラ ン ド 、 TonBボ ッ ク ス お よ び プ ラ グ （ plug）
ド メ イ ン と 共 に 、 細 胞 内 N末 端 ド メ イ ン を 含 有 す る 。
【 ０ ２ ７ ８ 】
　 TbpBの 2つ の フ ァ ミ リ ー （ そ れ ぞ れ 、 高 い 分 子 量 を 有 す る も の お よ び 低 い 分 子 量 を 有 す
る も の ） が 特 徴 づ け ら れ て い る 。 TbpBの 高 分 子 量 形 態 お よ び 低 分 子 量 形 態 は 、 相 同 性 に 基
づ い て 区 別 さ れ う る 異 な る フ ァ ミ リ ー の TbpAと 会 合 す る 。 そ れ ら は 、 類 似 し た 分 子 量 で あ
る に も か か わ ら ず 、 高 分 子 量 フ ァ ミ リ ー お よ び 低 分 子 量 フ ァ ミ リ ー と し て 公 知 で あ る 。 な
ぜ な ら 、 そ れ ら は TbpBの 高 分 子 量 形 態 ま た は 低 分 子 量 形 態 に 会 合 す る か ら で あ る （ Rokbi
ら  FEMS Microbiol. Lett. ; 51, 1993） 。 こ れ ら の 2つ の 形 態 の TbpAを 表 す た め に Tbp
A(高 )お よ び TbpA(低 )な る 語 が 用 い ら れ 、 ま た 、 TbpBも 同 様 に 称 さ れ る 。 本 発 明 の 免 疫 原
性 組 成 物 は 、 ナ イ セ リ ア ・ メ ニ ン ギ チ ジ ス 血 清 群 A、 B、 C、 Yお よ び W-135由 来 の TbpAお よ
び TbpB、 な ら び に ナ イ セ リ ア ・ ゴ ノ ロ ー エ を 含 む 他 の 細 菌 に 由 来 す る 鉄 獲 得 タ ン パ ク 質 を
含 み う る 。 ト ラ ン ス フ ェ リ ン 結 合 タ ン パ ク 質 TbpAお よ び TbpBは そ れ ぞ れ Tbp1お よ び Tbp2と
も 称 さ れ る （ Cornelissenら  Infection and Immunity ; 822, 1997） 。
【 ０ ２ ７ ９ 】
　 TbpAは 幾 つ か の 異 な る 領 域 を 含 有 す る 。 例 え ば 、 ナ イ セ リ ア ・ メ ニ ン ギ チ ジ ス 株 H44/76
由 来 の TbpAの 場 合 に は 、 ア ミ ノ 末 端 の 186ア ミ ノ 酸 が 内 部 球 状 ド メ イ ン を 形 成 し 、 22個 の
β ス ト ラ ン ド が 該 膜 を 横 切 っ て β バ レ ル 構 造 を 形 成 し て い る 。 こ れ ら は 、 短 い 細 胞 内 ル ー
プ お よ び よ り 大 き な 細 胞 外 ル ー プ に よ り 連 結 さ れ て い る 。 細 胞 外 ル ー プ 2、 3お よ び 5は 最
高 度 の 配 列 可 変 性 を 有 し 、 ル ー プ 5は 表 面 に 露 出 し て い る 。 ル ー プ 5お よ び 4は リ ガ ン ド の
結 合 に 関 与 す る 。
【 ０ ２ ８ ０ 】
　 TbpAの 好 ま し い 断 片 は TbpAの 細 胞 外 ル ー プ を 含 む 。 ナ イ セ リ ア ・ メ ニ ン ギ チ ジ ス 株 H44/
76由 来 の TbpAの 配 列 を 用 い る と 、 こ れ ら の ル ー プ で は 、 ル ー プ 1は ア ミ ノ 酸 200-202に 対 応
し 、 ル ー プ 2は ア ミ ノ 酸 226-303に 対 応 し 、 ル ー プ 3は ア ミ ノ 酸 348-395に 対 応 し 、 ル ー プ 4
は ア ミ ノ 酸 438-471に 対 応 し 、 ル ー プ 5は ア ミ ノ 酸 512-576に 対 応 し 、 ル ー プ 6は ア ミ ノ 酸 60
9-625に 対 応 し 、 ル ー プ 7は ア ミ ノ 酸 661-671に 対 応 し 、 ル ー プ 8は ア ミ ノ 酸 707-723、 ル ー
プ 9は ア ミ ノ 酸 769-790に 対 応 し 、 ル ー プ 10は ア ミ ノ 酸 814-844に 対 応 し 、 ル ー プ 11は ア ミ
ノ 酸 872-903に 対 応 す る 。 配 列 ア ラ イ メ ン ト の 後 の 他 の Tbpタ ン パ ク 質 に お け る 対 応 配 列 も
、 好 ま し い 断 片 を 構 成 す る で あ ろ う 。 最 も 好 ま し い 断 片 は 、 Tbpの ル ー プ 2、 ル ー プ 3、 ル
ー プ 4ま た は ル ー プ 5を 構 成 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む で あ ろ う 。
【 ０ ２ ８ １ 】
　 本 発 明 の 免 疫 原 性 組 成 物 が TbpAを 含 む 場 合 、 TbpA（ 高 ） お よ び TbpA（ 低 ） の 両 方 を 含 む
の が 好 ま し い 。
【 ０ ２ ８ ２ 】
　 TbpAは 、 好 ま し く は 、 OMVワ ク チ ン 中 に 存 在 す る が 、 そ れ は サ ブ ユ ニ ッ ト ワ ク チ ン の 一
部 で あ る こ と も 可 能 で あ る 。 例 え ば 、 本 発 明 の 免 疫 原 性 組 成 物 中 に 導 入 さ れ う る 単 離 さ れ
た 鉄 獲 得 タ ン パ ク 質 は 当 技 術 分 野 に お い て よ く 知 ら れ て い る （ WO00/25811） 。 そ れ ら を 細
菌 宿 主 内 で 発 現 さ せ 、 界 面 活 性 剤 （ 例 え ば 、 2％  Elugent） を 使 用 し て 抽 出 し 、 ア フ ィ ニ
テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り ま た は 当 技 術 分 野 に お い て よ く 知 ら れ た 標 準 的 な カ ラ ム
ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 技 術 （ Oakhillら  Biochem J. 2002 364; 613-6） を 用 い て 精 製 す る こ
と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ２ ８ ３ 】
　 TbpAが OMVワ ク チ ン 中 に 存 在 す る 場 合 に は 、 そ の 発 現 を 本 明 細 書 ま た は WO01/09350号 に
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記 載 の 遺 伝 子 工 学 的 技 術 に よ り ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン す る こ と が 可 能 で あ り 、 あ る い は
好 ま し く は 、 鉄 制 限 条 件 下 の 親 株 の 増 殖 に よ り ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン す る こ と が 可 能 で
あ る 。 こ の 方 法 は 、 免 疫 優 性 と な り う る 可 変 性 鉄 調 節 タ ン パ ク 質 （ 特 に 野 生 型 FrpB） の ア
ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン を も 引 き 起 こ す 。 し た が っ て 、 広 範 な ナ イ セ リ ア 株 に お い て 存 在 す
る 抗 原 に 対 す る 免 疫 応 答 を 本 発 明 の 免 疫 原 性 組 成 物 が 惹 起 す る の が 保 証 さ れ る よ う 、 WO01
/09350号 に 記 載 の と お り そ の よ う な タ ン パ ク 質 （ 特 に 野 生 型 FrpB） の 発 現 を ダ ウ ン レ ギ ュ
レ ー シ ョ ン す る （ そ の よ う な タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 欠 失 さ せ る ） ま た は 上 述 し
た よ う に 免 疫 優 性 ル ー プ を 除 去 す る の が 有 利 で あ る 。 野 生 型 FrpBを 欠 失 す る 場 合 、 非 免 疫
優 性 FrpB遺 伝 子 の 追 加 コ ピ ー を 細 胞 に 導 入 し う る 。 TbpA（ 高 ） お よ び TbpA（ 低 ） の 両 方 を
該 免 疫 原 性 組 成 物 中 に 存 在 さ せ る の が 好 ま し く 、 こ れ は 、 好 ま し く は 、 そ の よ う な 別 形 態
の TbpAを 発 現 す る 2つ の 株 に 由 来 す る OMVを 一 緒 に す る こ と に よ り 達 成 さ れ る 。
【 ０ ２ ８ ４ 】

　 毒 素 に は 、 FrpA (NMB 0585; NMB 1405)、 FrpA/C (定 義 に つ い て は 後 記 を 参 照 さ れ た い )
、 FrpC (NMB 1415; NMB 1405) (WO92/01460)、 NM-ADPRT (NMB 1343) (13t h  Internationa
l Pathogenic Neisseria Conference 2002 Masignani et al p135)、 VapD (NMB 1753)、
リ ポ 多 糖  (LPS; リ ポ オ リ ゴ 糖 ま た は LOSと も 称 さ れ る ) 免 疫 型 L2お よ び LPS免 疫 型 L3が 包
含 さ れ る 。 FrpAお よ び FrpCは 、 こ れ ら の 2つ の タ ン パ ク 質 間 で 保 存 さ れ た 領 域 を 含 有 し 、
こ れ ら の タ ン パ ク 質 の 好 ま し い 断 片 は 、 こ の 保 存 断 片 を 含 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 、 好 ま し く
は 、 FrpA/Cの 配 列 の ア ミ ノ 酸 227-1004を 含 む ポ リ ペ プ チ ド で あ ろ う 。 こ れ ら の 抗 原 は ナ イ
セ リ ア ・ メ ニ ン ギ チ ジ ス ま た は ナ イ セ リ ア ・ ゴ ノ ロ ー エ ま た は 他 の ナ イ セ リ ア 株 に 由 来 し
う る 。 本 発 明 は ま た 、 ナ イ セ リ ア 由 来 の 他 の 毒 素 を 包 含 す る 。
【 ０ ２ ８ ５ 】
　 も う 1つ の 実 施 形 態 に お い て は 、 毒 素 に は 、 毒 性 の 調 節 に 関 与 す る 抗 原 、 例 え ば 、 リ ポ
多 糖 の 合 成 に お い て 機 能 す る OstAが 含 ま れ う る 。
【 ０ ２ ８ ６ 】

　 ナ イ セ リ ア ・ メ ニ ン ギ チ ジ ス は 、 鉄 が 制 限 さ れ た 際 に 分 泌 さ れ る 、 FrpAお よ び FrpCと 称
さ れ る 2つ の RTXタ ン パ ク 質 を コ ー ド し て い る （ Thompsonら , (1993) J. Bacteriol. 175:8
11-818; Thompsonら , (1993) Infect. Immun.. 61:2906-2911） 。 RTX（ Repeat ToXin） タ
ン パ ク 質 フ ァ ミ リ ー は 共 通 し て 、 そ れ ら の C末 端 付 近 に 、 コ ン セ ン サ ス 配 列 Leu Xaa Gly G
ly Xaa Gly (Asn/Asp) Asp Xaa (LXGGXGN/ D DX)を 有 す る 一 連 の 9ア ミ ノ 酸 の 反 復 配 列 を 有
す る 。 大 腸 菌 （ E. coli） HlyAに お け る 反 復 配 列 は Ca2+の 結 合 部 位 で あ る と 考 え ら れ る 。
図 4に 示 す と お り 、 株 FAM20に お い て 特 徴 づ け ら れ て い る 髄 膜 炎 菌 FrpAお よ び FrpCタ ン パ ク
質 は 、 そ れ ら の 中 央 領 域 お よ び C末 端 領 域 に お い て は か な り の ア ミ ノ 酸 類 似 性 を 共 有 す る
が 、 N末 端 に お い て は （ 有 す る と し て も ） 非 常 に 限 ら れ た 類 似 性 し か 有 さ な い 。 さ ら に 、 F
rpAと FrpCと の 間 で 保 存 さ れ た 領 域 は 、 9ア ミ ノ 酸 モ チ ー フ の 反 復 性 （ FrpAに お い て は 13回
お よ び FrpCに お い て は 43回 ） に よ り 幾 ら か の 多 型 を 示 す 。
【 ０ ２ ８ ７ 】
　 本 発 明 の 免 疫 原 性 組 成 物 は 完 全 長 FrpAお よ び ／ ま た は FrpCを 含 む こ と が 可 能 で あ り 、 好
ま し く は 、 FrpAと FrpCと の 間 で 保 存 さ れ た 配 列 を 含 む 断 片 を 含 む 。 該 保 存 配 列 は 9ア ミ ノ
酸 の 反 復 単 位 か ら 構 成 さ れ る 。 本 発 明 の 免 疫 原 性 組 成 物 は 、 好 ま し く は 、 3個 を 超 え る 反
復 、 10個 を 超 え る 反 復 、 13個 を 超 え る 反 復 、 20個 を 超 え る 反 復 、 ま た は 23個 を 超 え る 反 復
を 含 む 。
【 ０ ２ ８ ８ 】
　 そ の よ う な 末 端 切 断 型 は 完 全 長 分 子 よ り 有 利 な 特 性 を 有 し 、 そ の よ う な 抗 原 を 含 む ワ ク
チ ン は 、 本 発 明 の 免 疫 原 性 組 成 物 に 含 ま れ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ２ ８ ９ 】
　 FrpAと FrpCと の 間 で 保 存 さ れ た 配 列 は FrpA/Cと 称 さ れ 、 FrpAま た は FrpCが 本 発 明 の 免 疫
原 性 組 成 物 の 構 成 成 分 に 相 当 す る 場 合 に は 、 FrpA/Cが 有 利 に 使 用 さ れ う る で あ ろ う 。 FrpA
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配 列 の ア ミ ノ 酸 277-1004は 好 ま し い 保 存 領 域 で あ る 。 前 記 配 列 は N末 端 ま た は C末 端 の 一 方
ま た は 両 方 に お い て 1、 3、 5、 7、 10、 15、 20、 25ま た は 30個 ま で の ア ミ ノ 酸 が 伸 長 ま た は
末 端 切 断 さ れ て い て も よ い 。
【 ０ ２ ９ ０ 】

　 LPS（ リ ポ 多 糖 ； LOS-リ ポ オ リ ゴ 糖 と し て も 公 知 で あ る ） は ナ イ セ リ ア の 外 膜 上 の 内 毒
素 で あ る 。 LPSの 多 糖 部 分 は 殺 菌 抗 体 を 誘 導 す る こ と が 公 知 で あ る 。
【 ０ ２ ９ １ 】
　 LPSの オ リ ゴ 糖 部 分 に お け る 不 均 一 性 は 種 々 の ナ イ セ リ ア 株 間 で 構 造 お よ び 抗 原 性 の 多
様 性 を も た ら す （ Griffissら  Inf. Immun. 1987; 55: 1792-1800） 。 こ れ は 、 髄 膜 炎 菌 株
を 12個 の 免 疫 型 に 細 分 す る の に 利 用 さ れ て い る （ Scholtanら  J Med Microbiol 1994, 41:
236-243） 。 免 疫 型 L3、 L7お よ び L9は 免 疫 学 的 に 同 一 で あ り 、 構 造 的 に 類 似 し て お り （ あ
る い は 更 に は 同 一 で あ り ） 、 し た が っ て L3,7,9と 称 さ れ る （ あ る い は 、 本 明 細 書 の 目 的 に
お い て は 「 L3」 と 総 称 さ れ る ） 。 髄 膜 炎 菌 LPS L3,7,9 (L3)、 L2お よ び L5は シ ア ル 酸 化 に
よ り ま た は シ チ ジ ン  5'- 一 リ ン 酸 -N-ア セ チ ル ノ イ ラ ミ ン 酸 の 付 加 に よ り 修 飾 さ れ う る 。
L2、 L4お よ び L6 LPSは 免 疫 学 的 に 区 別 さ れ う る が 、 そ れ ら は 構 造 的 に は 類 似 し て お り 、 本
明 細 書 中 で L2に 言 及 す る 場 合 に は 、 所 望 に よ り 、 本 発 明 の 範 囲 内 で 、 L2の 代 わ り に L4ま た
は L6の い ず れ か を 用 い る こ と が 可 能 で あ る 。 LPSの 構 造 お よ び 不 均 一 性 の 更 な る 説 明 は 、 M
. P. Jenningsら , Microbiology 1999, 145, 3013-3021お よ び Mol Microbiol 2002, 43:9
31-43を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ２ ９ ２ 】
　 LPS、 好 ま し く は 髄 膜 炎 菌 LPSが 本 発 明 の ワ ク チ ン 中 に 含 ま れ て い る 場 合 に は 、 好 ま し く
は お よ び 有 利 に は 、 免 疫 型 L2お よ び L3の 一 方 ま た は 両 方 が 存 在 す る 。 LPSは 、 好 ま し く は
、 外 膜 小 胞 中 に 存 在 す る が 、 （ 好 ま し く は 、 低 パ ー セ ン ト の 界 面 活 性 剤 、 よ り 好 ま し く は
0～ 0.5％ 、 0.02～ 0.4％ 、 0.04～ 0.3％ 、 0.06～ 0.2％ 、 0.08～ 0.15％ ま た は 0.1％ の 界 面 活
性 剤 、 最 も 好 ま し く は デ オ キ シ コ ラ ー ト  [DOC]で 該 小 胞 を 抽 出 し た 場 合 ） サ ブ ユ ニ ッ ト ワ
ク チ ン の 一 部 で あ っ て も よ い 。 LPSは 、 熱 水 -フ ェ ノ ー ル 法 （ Wesphalお よ び Jann Meth. Ca
rbo. Chem. 5; 83-91 1965） を 含 む よ く 知 ら れ た 方 法 を 用 い て 単 離 す る こ と が 可 能 で あ る
。 Galanosら  1969, Eur J Biochem 9:245-249お よ び Wuら  1987, Anal Bio Chem 160:281-
289も 参 照 さ れ た い 。 LPSは 、 無 修 飾 （ plain） 形 態 で 、 あ る い は 破 傷 風 ト キ ソ イ ド 、 ジ フ
テ リ ア ト キ ソ イ ド 、 CRM-197ま た は OMV外 膜 タ ン パ ク 質 の よ う な T細 胞 エ ピ ト ー プ 源 に 結 合
さ せ て 使 用 す る こ と が 可 能 で あ る 。 単 離 さ れ た LOSを 結 合 さ せ る た め の 技 術 も 公 知 で あ る
（ 例 え ば 、 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 入 れ る EP 941738を 参 照 さ れ た い ） 。
【 ０ ２ ９ ３ 】
　 LOS（ 特 に 、 本 発 明 の LOS） を ブ レ ブ （ bleb） 製 剤 中 に 存 在 さ せ る 場 合 に は 、 好 ま し く は
、 同 様 に 該 ブ レ ブ 調 製 物 上 に 存 在 す る 1以 上 の 外 膜 タ ン パ ク 質 （ 例 え ば 、 髄 膜 炎 菌 に お け
る PorAま た は PorB） へ の LOSの 結 合 を 可 能 に す る 方 法 に よ り 、 LOSを in situで 結 合 さ せ る
。
【 ０ ２ ９ ４ 】
　 こ の 方 法 は 、 該 ブ レ ブ 製 剤 中 の LOS抗 原 の 安 定 性 お よ び ／ ま た は 免 疫 原 性 （ T細 胞 の 補 助
を も た ら す ） お よ び ／ ま た は 抗 原 性 を 有 利 に 増 強 し 、 す な わ ち 髄 膜 炎 菌 外 膜 の 表 面 上 の 天
然 環 境 中 の LOSと 同 様 に 、 該 T依 存 性 オ リ ゴ 糖 免 疫 原 に T細 胞 の 補 助 を そ の 最 も 防 御 性 の コ
ン ホ メ ー シ ョ ン に お い て 与 え う る 。 ま た 、 該 ブ レ ブ 中 の LOSの 結 合 は LOSの 解 毒 を も た ら し
う る （ リ ピ ド A部 分 が 外 膜 内 に 安 定 に 埋 も れ る こ と に よ り 、 毒 性 の 生 じ る 可 能 性 が 減 少 す
る ） 。 し た が っ て 、 htrB - ま た は msbB - 突 然 変 異 体 か ら ブ レ ブ を 単 離 す る 、 本 明 細 書 に 記 載
の 解 毒 法 、 あ る い は ポ リ ミ キ シ ン B［ リ ピ ド Aに 対 し て 高 い ア フ ィ ニ テ ィ ー を 有 す る 分 子 ］
の 無 毒 性 ペ プ チ ド 機 能 等 価 体 を 該 組 成 物 に 加 え る こ と は 必 ず し も 必 要 な い か も し れ な い （
し か し 、 念 の た め に 、 そ れ を 併 せ て 加 え る こ と は 可 能 で あ る ） （ ポ リ ミ キ シ ン Bの 無 毒 性
ペ プ チ ド 機 能 等 価 体 の 更 な る 詳 細 、 特 に 、 ペ プ チ ド SEAP 2（ こ れ は 配 列 KTKCKFLKKCを 有 し
、 こ こ で 、 2個 の シ ス テ イ ン が ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 を 形 成 し て い る ） の 使 用 に 関 し て は 、 WO 
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93/14115、 WO 95/03327、 Velucchiら  (1997) J Endotoxin Res 4: 1-12お よ び EP 976402
を 参 照 さ れ た い ） 。 し た が っ て 、 本 発 明 者 ら は 、 該 ブ レ ブ 中 に 存 在 す る LOSが ブ レ ブ 内 様
式 で 外 膜 タ ン パ ク 質 に 結 合 し て い る ブ レ ブ 含 有 組 成 物 が 、 該 ブ レ ブ が 由 来 す る 生 物 に よ り
引 き 起 こ さ れ る 疾 患 の 治 療 ま た は 予 防 用 の ワ ク チ ン の 基 礎 を 形 成 す る も の で あ り 、 そ の よ
う な ワ ク チ ン は 実 質 的 に 無 毒 性 で あ り 、 LOSに 対 し て そ の 天 然 環 境 中 で T依 存 性 殺 菌 応 答 を
誘 導 し う る こ と を 見 出 し た 。
【 ０ ２ ９ ５ 】
　 そ の よ う な ブ レ ブ 調 製 物 を 、 目 的 の 細 菌 か ら 単 離 し （ WO 01/09350を 参 照 さ れ た い ） 、
つ い で 公 知 の 結 合 化 学 法 に 付 し て 、 LOSの オ リ ゴ 糖 部 分 上 の 官 能 基 （ 例 え ば 、 NH 2 ま た は CO
OH） を ブ レ ブ 外 膜 タ ン パ ク 質 上 の 官 能 基 （ 例 え ば 、 NH 2 ま た は COOH） に 連 結 す る こ と が 可
能 で あ る 。 グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド 、 ホ ル ム ア ル デ ヒ ド ま た は グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド ／ ホ ル ム ア
ル デ ヒ ド 混 合 物 を 使 用 す る 架 橋 技 術 を 用 い る こ と が 可 能 で あ る が 、 EDACま た は EDAC/NHS（
J.V. Staros, R.W. Wrightお よ び D. M. Swingle. Enhancement by N-hydroxysuccinimide
 of water-soluble carbodiimide-mediated coupling reactions. Analytical chemistry
 156: 220-222 (1986); な ら び に Bioconjugates Techniques. Greg T. Hermanson (1996)
 pp173-176） の よ う な 、 よ り 選 択 的 な 化 学 法 を 用 い る こ と が 好 ま し い 。 使 用 し う る タ ン パ
ク 質 分 子 と LOSと の 間 に 共 有 結 合 を 生 成 さ せ る こ と が で き る 他 の 結 合 化 学 法 ま た は 処 理 は
欧 州 特 許 941738号 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ２ ９ ６ 】
　 好 ま し く は 、 莢 膜 多 糖 の 非 存 在 下 で 該 ブ レ ブ 調 製 物 を 結 合 さ せ る 。 該 ブ レ ブ は 、 （ 天 然
で ま た は 後 記 の 突 然 変 異 に よ り ） 莢 膜 多 糖 を 産 生 し な い 株 か ら 単 離 す る こ と が 可 能 で あ り
、 あ る い は ほ と ん ど 、 好 ま し く は 全 て の 混 入 莢 膜 多 糖 か ら 精 製 す る こ と が 可 能 で あ る 。 こ
の よ う に 、 ブ レ ブ 内 LOS結 合 反 応 は 遥 か に 効 率 的 で あ る 。
【 ０ ２ ９ ７ 】
　 好 ま し く は 、 該 ブ レ ブ 中 に 存 在 す る LOSの 10、 20、 30、 40、 50、 60、 70、 80、 90ま た は 9
5％ 以 上 が 架 橋 ／ 結 合 し て い る 。
【 ０ ２ ９ ８ 】
　 ブ レ ブ 内 結 合 は 、 好 ま し く は 、 以 下 の 処 理 工 程 の 1、 2ま た は 3つ 全 て を 含 む ： 結 合 pHは p
H 7.0よ り 大 き く 、 好 ま し く は pH 7.5以 上 （ 最 も 好 ま し く は pH 9未 満 ） で あ る べ き で あ り
； 1～ 5％ 、 好 ま し く は 2～ 4％ 、 最 も 好 ま し く は 約 3％  ス ク ロ ー ス の 条 件 を 該 反 応 の 間 、 維
持 す べ き で あ り ； NaClは 該 結 合 反 応 の 間 は 最 小 限 に す べ き で あ り 、 好 ま し く は 0.1M未 満 、
0.05M未 満 、 0.01M未 満 、 0.005M未 満 、 0.001M未 満 で 存 在 す べ き で あ り 、 最 も 好 ま し く は 全
く 存 在 し な い よ う に す べ き で あ る 。 こ れ ら の 処 理 上 の 特 徴 の 全 て は 、 ブ レ ブ が 該 結 合 過 程
の 全 体 に わ た っ て 安 定 に 溶 液 中 に 維 持 さ れ る こ と を 保 証 す る も の で あ る 。
【 ０ ２ ９ ９ 】
　 EDAC/NHS結 合 法 は 、 ブ レ ブ 内 結 合 の た め の 好 ま し い 方 法 で あ る 。 EDAC/NHSは 、 過 度 に 架
橋 し て 濾 過 性 に 悪 影 響 を 及 ぼ し う る ホ ル ム ア ル デ ヒ ド の た め に 好 ま し い 。 EDACは カ ル ボ ン
酸 （ 例 え ば 、 LOS中 の KDO） と 反 応 し て 活 性 エ ス テ ル 中 間 体 を 与 え る 。 ア ミ ン 求 核 試 薬 （ 例
え ば 、 PorBの よ う な 外 膜 タ ン パ ク 質 中 の リ シ ン な ど ） の 存 在 下 、 ア ミ ド 結 合 が 生 成 さ れ 、
副 産 物 と し て イ ソ 尿 素 が 放 出 さ れ る 。 し か し 、 EDAC媒 介 反 応 の 効 率 は 、 ス ル ホ -NHSエ ス テ
ル 中 間 体 の 生 成 を 通 じ て 増 加 し う る 。 該 ス ル ホ -NHSエ ス テ ル は 、 EDACの み と カ ル ボ キ シ ラ
ー ト と の 反 応 か ら 生 成 し た 活 性 エ ス テ ル よ り 長 く 、 水 溶 液 中 で 存 続 す る 。 し た が っ て 、 こ
の 2段 階 法 を 用 い る こ と に よ り 、 よ り 高 い 収 率 の ア ミ ド 結 合 形 成 を 達 成 す る こ と が で き る
。 EDAC/NHS結 合 は J.V. Staros, R.W. Wrightお よ び D. M. Swingle，  Enhancement by N-h
ydroxysuccinimide of water-soluble carbodiimide-mediated coupling reactions. Ana
lytical chemistry 156: 220-222 (1986)な ら び に Bioconjugates Techniques. Greg T. H
ermanson (1996) pp173-176に 記 載 さ れ て い る 。 該 反 応 に お い て は 、 好 ま し く は 、 ブ レ ブ 1
mg当 た り 0.01～ 5mgの EDAC、 よ り 好 ま し く は 、 ブ レ ブ 1mg当 た り 0.05～ 1mgの EDACを 使 用 す
る 。 EDACの 使 用 量 は 、 サ ン プ ル 中 に 存 在 す る LOSの 量 に 左 右 さ れ 、 そ し て こ れ は 、 ブ レ ブ
を 抽 出 す る た め に 使 用 す る デ オ キ シ コ ラ ー ト （ DOC） の パ ー セ ン テ ー ジ （ ％ ） に 左 右 さ れ
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る 。 低 い パ ー セ ン テ ー ジ （ 例 え ば 、 0.1％ ） の DOCの 場 合 は 、 大 量 （ 1mg/mg以 上 ） の EDACを
使 用 す る が 、 よ り 高 い パ ー セ ン テ ー ジ （ 例 え ば 、 0.5％ ） の DOCで は 、 過 度 の ブ レ ブ 内 架 橋
を 防 ぐ た め に 、 よ り 少 量 （ 0.025～ 0.1mg/mg） の EDACを 使 用 す る 。
【 ０ ３ ０ ０ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 の 好 ま し い 方 法 は 、 EDAC/NHSの 存 在 下 、 pH 7.0～ pH 9.0（ 好 ま し く
は 、 pH約 7.5） の pHで 、 1～ 5％ （ 好 ま し く は 約 3％ ） ス ク ロ ー ス 中 、 場 合 に よ っ て は NaClを
実 質 的 に 含 有 し な い 条 件 中 （ 前 記 の と お り ） 、 ブ レ ブ を 結 合 さ せ 、 該 反 応 混 合 物 か ら 該 結
合 ブ レ ブ を 単 離 す る 工 程 を 含 む 、 （ 好 ま し く は 髄 膜 炎 菌 の ） ブ レ ブ 内 結 合 LOSの 製 造 方 法
で あ る 。
【 ０ ３ ０ １ 】
　 反 応 時 間 が 経 過 す る に つ れ て 、 ブ レ ブ 中 の LOSの 割 合 が 増 え て LOSの 分 子 量 が 増 加 す る の
を 示 す た め に 、 抗 LOS（ 例 え ば 、 抗 L2ま た は 抗 L3） mAbを 使 用 し て 該 反 応 混 合 物 の ウ エ ス タ
ン 分 離 ゲ ル 上 で 該 反 応 を 追 跡 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ３ ０ ２ 】
　 そ の よ う な 技 術 を 用 い て 、 収 率 99％ で ブ レ ブ を 回 収 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ３ ０ ３ 】
　 EDACは 、 LOSの T依 存 性 免 疫 原 性 の 改 善 に 十 分 な 程 度 に LOSを OMPに 架 橋 す る が 、 乏 し い 濾
過 性 、 凝 集 お よ び ブ レ ブ 間 架 橋 の よ う な 問 題 が 生 じ る ほ ど 過 度 に は そ れ を 架 橋 し な か っ た
た め 、 EDACは 優 れ た ブ レ ブ 内 架 橋 剤 で あ る こ と が 判 明 し た 。 生 成 し た ブ レ ブ の 形 態 学 的 特
徴 は （ 電 子 顕 微 鏡 に よ れ ば ） 未 結 合 ブ レ ブ の も の に 類 似 し て い る 。 ま た 、 前 記 プ ロ ト コ ー
ル は 、 過 度 の 架 橋 （ こ れ は 、 該 ブ レ ブ の 表 面 上 に 天 然 で 存 在 す る 防 御 性 OMP、 例 え ば TbpA
ま た は Hsfの 免 疫 原 性 を 減 少 さ せ う る ） が 生 じ る の を 防 い だ 。
【 ０ ３ ０ ４ 】
　 ブ レ ブ が 由 来 す る 髄 膜 炎 菌 株 は 、 莢 膜 多 糖 を 産 生 し 得 な い 突 然 変 異 株 （ 特 に siaD - ） で
あ る こ と が 好 ま し い 。 ま た 、 髄 膜 炎 菌 疾 患 に 対 し て 有 効 な 免 疫 原 性 組 成 物 は L2お よ び L3の
両 方 の ブ レ ブ を 含 ん で お り 、 こ こ で 、 L2お よ び L3 LOSは 共 に 、 ブ レ ブ 外 膜 タ ン パ ク 質 に 結
合 し て い る こ と が 好 ま し い 。 さ ら に 、 ブ レ ブ 内 結 合 ブ レ ブ 内 の LOS構 造 は 、 lgE - ま た は 好
ま し く は lgtB - 髄 膜 炎 菌 株 に 由 来 す る そ れ と 合 致 す る こ と が 好 ま し い 。 最 も 好 ま し く は 、
免 疫 原 性 組 成 物 は 、 莢 膜 多 糖 を 産 生 し 得 な い 、 lgtB - で あ る 突 然 変 異 髄 膜 炎 菌 株 に 由 来 す
る ブ レ ブ 内 結 合 ブ レ ブ を 含 む か 、 ま た は 莢 膜 多 糖 を 産 生 し 得 な い 突 然 変 異 髄 膜 炎 菌 株 に 由
来 す る L2お よ び L3ブ レ ブ を 含 む か 、 ま た は lgtB - で あ る 突 然 変 異 髄 膜 炎 菌 株 に 由 来 す る L2
お よ び L3ブ レ ブ を 含 む か 、 ま た は 最 も 好 ま し く は 、 莢 膜 多 糖 を 産 生 し 得 な い 、 lgtB - で あ
る 突 然 変 異 髄 膜 炎 菌 株 に 由 来 す る L2お よ び L3ブ レ ブ を 含 む 。
【 ０ ３ ０ ５ 】
　 本 発 明 に 使 用 し う る 典 型 的 な L3髄 膜 炎 菌 株 は H44/76 menB株 で あ る 。 典 型 的 な L2株 は B16
B6 menB株 ま た は 39E髄 膜 炎 菌 C型 株 で あ る 。
【 ０ ３ ０ ６ 】
　 前 記 の と お り 、 本 発 明 の ブ レ ブ は 、 結 合 の 作 用 に よ り 或 る 程 度 解 毒 さ れ て お り 、 そ れ 以
上 解 毒 す る 必 要 は な い が 、 安 全 性 を 高 め る た め に 更 な る 解 毒 法 を 用 い て も よ く 、 例 え ば 、
htrB - ま た は msbB - で あ る 髄 膜 炎 菌 株 に 由 来 す る ブ レ ブ を 使 用 し た り 、 あ る い は ポ リ ミ キ シ
ン B［ リ ピ ド Aに 対 す る 高 い ア フ ィ ニ テ ィ ー を 有 す る 分 子 ］ の 無 毒 性 ペ プ チ ド 機 能 等 価 体 （
好 ま し く は SEAP2） を 該 ブ レ ブ 組 成 物 に 加 え る こ と （ 前 記 の と お り ） が 可 能 で あ る 。
【 ０ ３ ０ ７ 】
　 前 記 の 方 法 に よ り 、 実 質 的 に 無 毒 性 で あ り 自 己 免 疫 の 問 題 を 伴 わ ず T依 存 性 を 有 し そ の
天 然 環 境 中 に 存 在 し （ L2+L3組 成 物 の 場 合 に は ） 髄 膜 炎 菌 株 の 90％ 以 上 に 対 す る 殺 菌 抗 体
応 答 を 誘 導 し う る LOSを 重 要 な 抗 原 と し て 有 す る 髄 膜 炎 菌 ブ レ ブ お よ び ブ レ ブ 含 有 免 疫 原
性 組 成 物 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ３ ０ ８ 】

　 他 の カ テ ゴ リ ー の ナ イ セ リ ア タ ン パ ク 質 も 、 本 発 明 の ナ イ セ リ ア ワ ク チ ン 中 に 含 有 さ せ
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る 候 補 と な る 可 能 性 が あ り 、 驚 く べ き ほ ど 有 効 に 他 の 抗 原 と 組 み 合 わ せ る こ と が で き る 。
膜 結 合 タ ン パ ク 質 、 特 に 内 在 性 膜 タ ン パ ク 質 、 最 も 有 利 に は 外 膜 タ ン パ ク 質 、 特 に 内 在 性
外 膜 タ ン パ ク 質 を 、 本 発 明 の 組 成 物 中 で 使 用 す る こ と が 可 能 で あ る 。 そ の よ う な タ ン パ ク
質 の 一 例 は 、 ナ イ セ リ ア ホ ス ホ リ パ ー ゼ 外 膜 タ ン パ ク 質 で あ る 、 Omp1A (NMB 0464) (WO00
/15801)と し て も 公 知 の PldAで あ る 。 更 な る 具 体 例 と し て は 、 TspA (NMB 0341) (Infect. 
Immun. 1999, 67; 3533-3541) お よ び TspB (T細 胞 刺 激 性 タ ン パ ク 質 ) (WO 00/03003; NMB
 1548, NMB 1628 ま た は NMB 1747)が 挙 げ ら れ る 。 更 な る 具 体 例 に は 、 PilQ (NMB 1812) (
WO99/61620)、 D15と し て も 公 知 の OMP85 (NMB 0182) (WO00/23593)、 NspA (U52066) (WO96
/29412)、 FhaC (NMB 0496ま た は NMB 1780)、 PorB (NMB 2039) (Mol. Biol. Evol. 12; 36
3-370, 1995)、 HpuB (NC_003116.1)、 TdfH (NMB 1497) (Microbiology 2001, 147; 1277-
1290)、 OstA (NMB 0280)、 GNA33お よ び Lipo30と し て も 公 知 の MltA (NMB0033)、 HtrA (NMB
 0532; WO 99/55872)、 HimD (NMB 1302)、 HisD (NMB 1581)、 GNA 1870 (NMB 1870)、 HlpA
 (NMB 1946)、 NMB 1124、 NMB 1162、 NMB 1220、 NMB 1313、 NMB 1953、 HtrA、 TbpA (NMB 0
461) (WO92/03467) (前 記 の 鉄 獲 得 タ ン パ ク 質 の 説 明 も 参 照 さ れ た い ) な ら び に LbpA (NMB
 1541) が 含 ま れ る 。
【 ０ ３ ０ ９ 】

　 OMP85/D15は 、 シ グ ナ ル 配 列 、 Ｎ 末 端 表 面 露 出 ド メ イ ン お よ び 外 膜 に 付 着 す る た め の 内
在 性 膜 ド メ イ ン を 有 す る 外 膜 タ ン パ ク 質 で あ る 。 本 発 明 の 免 疫 原 性 組 成 物 は 完 全 長 OMP85
を 、 好 ま し く は OMV調 製 物 の 一 部 と し て 含 み う る 。 本 発 明 の 免 疫 原 性 組 成 物 に お い て は 、 O
MP85の 断 片 も 使 用 す る こ と が 可 能 で あ り 、 特 に 、 ア ミ ノ 酸 残 基 1-475ま た は 50-475か ら 構
成 さ れ る OMP85の Ｎ 末 端 表 面 露 出 ド メ イ ン を 、 好 ま し く は 、 本 発 明 の 免 疫 原 性 組 成 物 の サ
ブ ユ ニ ッ ト 成 分 中 に 含 有 さ せ る 。 OMP85の 表 面 露 出 ド メ イ ン の 前 記 配 列 は 、 N末 端 ま た は C
末 端 の 一 方 ま た は 両 方 に お い て 1、 3、 5、 7、 10、 15、 20、 25ま た は 30個 ま で の ア ミ ノ 酸 が
伸 長 ま た は 末 端 切 断 さ れ う る 。 シ グ ナ ル 配 列 は OMP85断 片 か ら 除 去 す る の が 好 ま し い 。
【 ０ ３ １ ０ 】

　 OstAは リ ポ 多 糖 の 合 成 に お い て 機 能 し 、 毒 性 の 調 節 因 子 で あ る と み な さ れ う る 。 あ る い
は 、 毒 素 の カ テ ゴ リ ー を 、 毒 素 だ け で な く 毒 性 の 調 節 因 子 を も 含 有 す る よ う に 拡 張 す る と
、 OstAは 毒 素 の カ テ ゴ リ ー に 含 ま れ う る 。
【 ０ ３ １ １ 】
　 好 ま し く は 、 サ ブ ユ ニ ッ ト 組 成 物 は 本 発 明 の FrpBと 以 下 を 一 緒 に 含 む も の で あ る ：
　 i） 以 下 の リ ス ト か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も １ 種 の 追 加 抗 原 ： FhaB、 Hsfの パ ッ セ ン ジ ャ
ー ド メ イ ン 、 Hapの パ ッ セ ン ジ ャ ー ド メ イ ン 、 NadA、 OMP85の Ｎ 末 端 表 面 露 出 ド メ イ ン 、 Fr
pA、 FrpC、 FrpA/C、 TpbA、 TbpB、 LpbA、 LbpB、 PldA、 PilQ、 NspA、 な ら び に L2免 疫 タ イ プ
の LPSと L3免 疫 タ イ プ の LPSの 一 方 ま た は 両 者 ； な ら び に ／ あ る い は
　 ii） 少 な く と も １ 種 の ナ イ セ リ ア 属 （ 好 ま し く は 髄 膜 炎 菌 ） 外 膜 小 胞 （ OMV） 調 製 物 。
好 ま し く は 、 OMV調 製 物 は 、 外 膜 小 胞 に お い て 組 換 え に よ り ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ て い
る 以 下 の リ ス ト か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も １ 種 の 抗 原 （ よ り 好 ま し く は ２ 、 ３ 、 ４ ま た は
５ 種 ） を 有 す る ： NspA、 Hsf、 Hap、 OMP85、 TbpA（ 高 ） 、 TbpA（ 低 ） 、 LbpA、 TbpB、 LbpB
、 PilQお よ び PldA。 そ し て 場 合 に よ り L2免 疫 タ イ プ の LPSと L3免 疫 タ イ プ の LPSの 一 方 ま た
は 両 者 を 含 ん で も よ い 。
【 ０ ３ １ ２ 】
　 i） が 存 在 す る 場 合 に は 、 追 加 の 抗 原 は 上 述 し た タ ン パ ク 質 の １ 以 上 の 群 か ら 選 択 さ れ
る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ３ １ ３ 】
　 別 の 実 施 形 態 に お い て 、 本 発 明 の 外 膜 小 胞 は 、 外 膜 小 胞 に お い て 組 換 え に よ り ア ッ プ レ
ギ ュ レ ー ト さ れ 、 か つ 以 下 の リ ス ト か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も １ 種 の 追 加 抗 原 （ よ り 好 ま
し く は ２ 、 ３ 、 ４ ま た は ５ 種 ） を 有 す る ： NspA、 Hsf、 Hap、 OMP85、 TbpA（ 高 ） 、 TbpA（
低 ） 、 LbpA、 TbpB、 LbpB、 PilQお よ び PldA。 そ し て 場 合 に よ り L2免 疫 タ イ プ の LPSと L3免
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疫 タ イ プ の LPSの 一 方 ま た は 両 者 を 含 ん で も よ い 。 こ の 外 膜 小 胞 は 、 少 な く と も １ 種 の 追
加 抗 原 （ よ り 好 ま し く は ２ 、 ３ 、 ４ ま た は ５ 種 ） が 外 膜 小 胞 に お い て 組 換 え に よ り ア ッ プ
レ ギ ュ レ ー ト さ れ て お り 、 か つ 以 下 の リ ス ト か ら 選 択 さ れ る 、 １ 種 以 上 の 追 加 の 外 膜 小 胞
と 共 に 使 用 さ れ て も よ い ： FrpB、 NspA、 Hsf、 Hap、 MP85、 TbpA（ 高 ） 、 TbpA（ 低 ） 、 LbpA
、 TbpB、 LbpB、 PilQお よ び PldA。 そ し て 場 合 に よ り L2免 疫 タ イ プ の LPSと L3免 疫 タ イ プ の L
PSの 一 方 ま た は 両 者 を 含 ん で も よ い 。
【 ０ ３ １ ４ 】
　 本 発 明 の 免 疫 原 性 組 成 物 は 、 ナ イ セ リ ア ・ メ ニ ン ギ チ ジ ス 血 清 群 A、 B、 C、 Y、 W-135ま
た は ナ イ セ リ ア ・ ゴ ノ ロ ー エ に 由 来 す る 抗 原 （ タ ン パ ク 質 、 LPSお よ び 多 糖 ） を 含 み う る
。
【 ０ ３ １ ５ 】

　 本 発 明 の 免 疫 原 性 組 成 物 は 更 に 、 細 菌 莢 膜 多 糖 ま た は オ リ ゴ 糖 を 含 み う る 。 該 莢 膜 多 糖
ま た は オ リ ゴ 糖 は 、 ナ イ セ リ ア ・ メ ニ ン ギ チ ジ ス 血 清 群 A、 C、 Yお よ び ／ ま た は W-135、 ヘ
モ フ ィ ル ス ・ イ ン フ ル エ ン ザ b、 ス ト レ プ ト コ ッ カ ス ・ ニ ュ ー モ ニ エ 、 A群 連 鎖 球 菌 、 B群
連 鎖 球 菌 、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス お よ び ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ エ ピ デ ル ミ ジ ス
の う ち 1以 上 に 由 来 し う る 。
【 ０ ３ １ ６ 】
　 本 発 明 の も う 1つ の 態 様 は 、 本 発 明 の 抗 原 性 組 成 物 と 、 ウ イ ル ス ま た は グ ラ ム 陽 性 菌 に
関 連 し た 病 態 を 含 む 或 る 病 態 に 対 し て 有 利 に 使 用 さ れ る 他 の 抗 原 と を 含 む ワ ク チ ン の 組 合
せ で あ る 。
【 ０ ３ １ ７ 】
　 1つ の 好 ま し い 組 合 せ に お い て は 、 本 発 明 の 抗 原 性 組 成 物 は 、 無 修 飾 で あ っ て も タ ン パ
ク 質 担 体 に 結 合 し て い て も よ い 髄 膜 炎 菌 莢 膜 多 糖 ま た は オ リ ゴ 糖 A、 C、 Yま た は W-135の う
ち 1、 2、 3ま た は 好 ま し く は 4個 す べ て と と も に 製 剤 化 さ れ る 。 好 ま し く は 、 本 発 明 の 免 疫
原 性 組 成 物 は 、 Aお よ び C； ま た は C； ま た は Cお よ び Yを 使 用 し て 製 剤 化 さ れ る 。 ナ イ セ リ
ア ・ メ ニ ン ギ チ ジ ス 、 好 ま し く は 血 清 群 Ｂ に 由 来 す る タ ン パ ク 質 を 含 有 す る そ の よ う な ワ
ク チ ン は 、 包 括 的 髄 膜 炎 菌 ワ ク チ ン と し て 有 利 に 使 用 さ れ う る 。
【 ０ ３ １ ８ 】
　 も う 1つ の 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 本 発 明 の 抗 原 性 組 成 物 、 好 ま し く は 、 無 修 飾
の ま た は 結 合 さ せ た 髄 膜 炎 菌 莢 膜 多 糖 ま た は オ リ ゴ 糖 A、 C、 Yま た は W-135の 1、 2、 3ま た
は 4個 す べ て と と も に 製 剤 化 さ れ る 抗 原 性 組 成 物 （ 前 記 の と お り ） は 、 結 合 さ せ た ヘ モ フ
ィ ル ス ・ イ ン フ ル エ ン ザ b莢 膜 多 糖 も し く は オ リ ゴ 糖 、 お よ び ／ ま た は 1以 上 の 無 修 飾 の も
し く は 結 合 さ せ た 肺 炎 球 菌 多 糖 も し く は オ リ ゴ 糖 （ 例 え ば 以 下 に 記 載 す る も の ） を 使 用 し
て 製 剤 化 さ れ る 。 所 望 に よ り 、 該 ワ ク チ ン は 、 ス ト レ プ ト コ ッ カ ス ・ ニ ュ ー モ ニ エ 感 染 に
対 し て 宿 主 を 防 御 し う る 1以 上 の タ ン パ ク 質 抗 原 を も 含 み う る 。 そ の よ う な ワ ク チ ン は 包
括 的 な 髄 膜 炎 ワ ク チ ン と し て 有 利 に 使 用 さ れ う る 。
【 ０ ３ １ ９ 】
　 さ ら に も う 1つ の 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 本 発 明 の 免 疫 原 性 組 成 物 は 、 ナ イ セ リ
ア ・ メ ニ ン ギ チ ジ ス 、 ヘ モ フ ィ ル ス ・ イ ン フ ル エ ン ザ b、 ス ト レ プ ト コ ッ カ ス ・ ニ ュ ー モ
ニ エ 、 A群 連 鎖 球 菌 、 G群 連 鎖 球 菌 、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス ま た は ス タ フ ィ ロ コ
ッ カ ス ・ エ ピ デ ル ミ ジ ス の う ち 1以 上 に 由 来 し う る 莢 膜 多 糖 ま た は オ リ ゴ 糖 を 使 用 し て 製
剤 化 さ れ る 。 肺 炎 球 菌 莢 膜 多 糖 ま た は オ リ ゴ 糖 抗 原 は 、 好 ま し く は 、 血 清 群 1、 2、 3、 4、
5、 6B、 7F、 8、 9N、 9V、 10A、 11A、 12F、 14、 15B、 17F、 18C、 19A、 19F、 20、 22F、 23Fお
よ び 33F (最 も 好 ま し く は 、 血 清 群 1、 3、 4、 5、 6B、 7F、 9V、 14、 18C、 19Fお よ び 23F)か
ら 選 ば れ る 。 も う 1つ の 好 ま し い 実 施 形 態 は ヘ モ フ ィ ル ス ・ イ ン フ ル エ ン ザ の PRP莢 膜 多 糖
ま た は オ リ ゴ 糖 を 含 有 す る で あ ろ う 。 も う 1つ の 好 ま し い 実 施 形 態 は ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス
・ ア ウ レ ウ ス の 5型 、 8型 ま た は 336型 莢 膜 多 糖 を 含 有 す る で あ ろ う 。 も う 1つ の 好 ま し い 実
施 形 態 は ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ エ ピ デ ル ミ ジ ス の I型 、 II型 ま た は III型 莢 膜 多 糖 を 含 有 す
る で あ ろ う 。 も う 1つ の 好 ま し い 実 施 形 態 は B群 連 鎖 球 菌 の Ia型 、 Ic型 、 II型 ま た は III型
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莢 膜 多 糖 を 含 有 す る で あ ろ う 。 も う 1つ の 好 ま し い 実 施 形 態 は A群 連 鎖 球 菌 の 莢 膜 多 糖 を 含
有 し 、 好 ま し く は 更 に 、 少 な く と も 1つ の Mタ ン パ ク 質 を 含 み 、 よ り 好 ま し く は 、 複 数 の 型
の Mタ ン パ ク 質 を 含 む 。
【 ０ ３ ２ ０ 】
　 本 発 明 の そ の よ う な 莢 膜 多 糖 ま た は オ リ ゴ 糖 は 非 結 合 形 態 で あ っ て も 、 あ る い は 破 傷 風
ト キ ソ イ ド 、 破 傷 風 ト キ ソ イ ド 断 片 C、 ジ フ テ リ ア ト キ ソ イ ド 、 CRM197、 ニ ュ ー モ リ ジ ン
、 プ ロ テ イ ン D（ 米 国 特 許 第 6342224号 ） の よ う な 担 体 タ ン パ ク 質 に 結 合 し て い て も よ い 。
該 多 糖 ま た は オ リ ゴ 糖 結 合 体 は 任 意 の 公 知 カ ッ プ リ ン グ 技 術 に よ り 製 造 す る こ と が で き る
。 例 え ば 、 該 多 糖 を チ オ エ ー テ ル 結 合 に よ り カ ッ プ リ ン グ す る こ と が で き る 。 こ の 結 合 方
法 は 、 1-シ ア ノ -4-ジ メ チ ル ア ミ ノ ピ リ ジ ミ ウ ム テ ト ラ フ ル オ ロ ボ ラ ー ト （ CDAP） で 多 糖
を 活 性 化 し て シ ア ン 酸 エ ス テ ル を 生 成 す る こ と に 基 づ く 。 し た が っ て 、 該 活 性 化 多 糖 を 、
直 接 的 に ま た は ス ペ ー サ ー 基 を 介 し て 、 担 体 タ ン パ ク 質 上 の ア ミ ノ 基 に カ ッ プ リ ン グ す る
こ と が 可 能 で あ る 。 好 ま し く は 、 該 シ ア ン 酸 エ ス テ ル を ヘ キ サ ン ジ ア ミ ン に カ ッ プ リ ン グ
し 、 該 ア ミ ノ 誘 導 体 化 多 糖 を 、 チ オ エ ー テ ル 結 合 の 形 成 を 含 む ヘ テ ロ 連 結 化 学 法 を 用 い て
担 体 タ ン パ ク 質 に 結 合 さ せ る 。 そ の よ う な 結 合 体 は Uniformed Services Universityの PCT
公 開 出 願 WO93/15760号 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ３ ２ １ 】
　 該 結 合 体 は 、 米 国 特 許 第 4365170 (Jennings)お よ び 米 国 特 許 第 4673574号 (Anderson)に
記 載 の 直 接 的 な 還 元 的 ア ミ ノ 化 法 に よ っ て も 製 造 す る こ と が 可 能 で あ る 。 他 の 方 法 は EP-0
-161-188、 EP-208375お よ び EP-0-477508に 記 載 さ れ て い る 。 も う 1つ の 方 法 は 、 ア ジ ピ ン
酸 ヒ ド ラ ジ ド （ ADH） で 誘 導 体 化 さ れ た 臭 化 シ ア ン 活 性 化 多 糖 の 、 カ ル ボ ジ イ ミ ド 縮 合 （ C
hu C.ら  Infect. Immunity, 1983 245 256） に よ る タ ン パ ク 質 担 体 へ の カ ッ プ リ ン グ を 含
む 。
【 ０ ３ ２ ２ 】
　 好 ま し い 肺 炎 球 菌 タ ン パ ク 質 抗 原 は 、 （ 肺 炎 球 菌 の 生 活 環 の 少 な く と も 一 部 に お い て 宿
主 の 免 疫 系 に よ り 認 識 さ れ う る ） 肺 炎 球 菌 の 外 表 面 上 に 露 出 し た 肺 炎 球 菌 タ ン パ ク 質 、 あ
る い は 肺 炎 球 菌 に よ り 分 泌 ま た は 放 出 さ れ る タ ン パ ク 質 で あ る 。 最 も 好 ま し く は 、 該 タ ン
パ ク 質 は 、 ス ト レ プ ト コ ッ カ ス ・ ニ ュ ー モ ニ エ の 毒 素 、 付 着 因 子 、 2成 分 シ グ ナ ル ト ラ ン
ス デ ュ ー サ ー も し く は リ ポ タ ン パ ク 質 ま た は そ れ ら の 断 片 で あ る 。 特 に 好 ま し い タ ン パ ク
質 に は 、 ニ ュ ー モ リ ジ ン （ 好 ま し く は 、 化 学 処 理 ま た は 突 然 変 異 に よ り 解 毒 さ れ て い る も
の ） [Mitchellら  Nucleic Acids Res. 1990 Jul 11; 18(13): 4010　 "Comparison of pne
umolysin genes and proteins from Streptococcus pneumoniae types 1 and 2.", Mitch
ellら  Biochim Biophys Acta 1989 Jan 23; 1007(1): 67-72　 "Expression of the pneum
olysin gene in Escherichia coli: rapid purification and biological properties.",
 WO 96/05859 (A. Cyanamid), WO 90/06951 (Paton et al), WO 99/03884 (NAVA)]; PspA
お よ び そ の 膜 貫 通 欠 失 変 異 体  (米 国 特 許 第 5804193号 -Brilesら ); PspCお よ び そ の 膜 貫 通
欠 失 変 異 体  (WO 97/09994-Brilesら ); PsaAお よ び そ の 膜 貫 通 欠 失 変 異 体  (Berry & Paton
, Infect Immun 1996 Dec;64(12):5255-62 "Sequence heterogeneity of PsaA, a 37-kil
odalton putative adhesin essential for virulence of Streptococcus pneumoniae"); 
肺 炎 球 菌 コ リ ン 結 合 タ ン パ ク 質 お よ び そ の 膜 貫 通 欠 失 変 異 体 ; CbpAお よ び そ の 膜 貫 通 欠 失
変 異 体  (WO 97/41151; WO 99/51266); グ リ セ ル ア ル デ ヒ ド 3-リ ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ  (I
nfect. Immun. 1996 64:3544); HSP70 (WO 96/40928); PcpA (Sanchez-Beatoら  FEMS Mic
robiol Lett 1998, 164:207-14); M様 タ ン パ ク 質  (EP 0837130)お よ び 付 着 因 子 18627, (E
P 0834568)が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 更 な る 好 ま し い 肺 炎 球 菌 タ
ン パ ク 質 抗 原 と し て は 、 WO 98/18931に 開 示 さ れ て い る も の 、 特 に 、 WO 98/18930お よ び PC
T/US99/30390に お い て 選 ば れ て い る も の が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ３ ２ ３ 】
　 本 発 明 の 免 疫 原 性 組 成 物 ／ ワ ク チ ン は 、 所 望 に よ り 、 他 の グ ラ ム 陰 性 菌 、 例 え ば モ ラ ク
セ ラ ・ カ タ ラ ー リ ス ま た は ヘ モ フ ィ ル ス ・ イ ン フ ル エ ン ザ か ら 製 造 さ れ た 外 膜 小 胞 調 製 物
を 含 み う る 。
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【 ０ ３ ２ ４ 】

　 前 述 し た よ う に 、 本 発 明 は 、 細 胞 ま た は 多 細 胞 器 官 に 投 与 す る た め の FrpBタ ン パ ク 質 を
含 む 組 成 物 を 提 供 す る 。
【 ０ ３ ２ ５ 】
　 免 疫 原 性 組 成 物 は 、 宿 主 に 投 与 し た 場 合 に 免 疫 応 答 を 誘 導 す る こ と が で き る 少 な く と も
１ 種 の 抗 原 を 含 む 。 好 ま し く は 、 そ の よ う な 免 疫 原 性 組 成 物 は 、 ナ イ セ リ ア 属 、 好 ま し く
は ナ イ セ リ ア ・ メ ニ ン ギ チ ジ ス お よ び ／ ま た は ナ イ セ リ ア ・ ゴ ノ ロ ー エ の 感 染 に 対 す る 防
御 性 の 免 疫 応 答 を 誘 導 可 能 で あ る 。
【 ０ ３ ２ ６ 】
　 本 発 明 は ま た 、 本 明 細 書 に 記 載 す る タ ン パ ク 質 、 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 関 す る 。 本 発 明 の タ ン パ ク 質 は 、 細 胞 、 組 織 ま た は 生 物 に 使
用 す る た め の 非 滅 菌 も し く は 滅 菌 担 体 （ １ も し く は 複 数 ） 、 例 え ば 個 体 へ の 投 与 に 適 し た
医 薬 用 担 体 な ど と 組 み 合 わ せ て 用 い る こ と が で き る 。 そ の よ う な 組 成 物 は 、 例 え ば 媒 質 添
加 剤 ま た は 治 療 上 有 効 な 量 の 本 発 明 の タ ン パ ク 質 、 お よ び 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 も し く
は 賦 形 剤 を 含 む 。 そ の よ う な 担 体 と し て は 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 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 こ れ ら の 組 み 合
わ せ が 挙 げ ら れ る 。 製 剤 は 、 投 与 形 式 に 適 合 さ せ る 必 要 が あ る 。 本 発 明 は さ ら に 、 前 述 の
本 発 明 の 組 成 物 の １ 種 以 上 の 有 効 成 分 を 入 れ た １ 以 上 の 容 器 を 含 む 診 断 用 医 薬 パ ッ ク お よ
び キ ッ ト に 関 す る 。
【 ０ ３ ２ ７ 】
　 本 発 明 の タ ン パ ク 質 お よ び 他 の 化 合 物 は 、 単 独 で 、 ま た は 他 の 化 合 物 （ 治 療 用 化 合 物 な
ど ） と 組 み 合 わ せ て 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ３ ２ ８ 】
　 医 薬 組 成 物 は 、 任 意 の 有 効 な 簡 便 な 様 式 で 投 与 す る こ と が で き 、 中 で も 例 え ば 、 局 所 、
経 口 、 肛 門 ， 膣 、 静 脈 内 、 腹 腔 内 、 筋 肉 内 、 皮 下 、 鼻 腔 内 ま た は 皮 内 経 路 に よ り 投 与 す る
こ と が で き る 。
【 ０ ３ ２ ９ 】
　 治 療 ま た は 予 防 と し て 、 注 射 可 能 な 組 成 物 、 例 え ば 滅 菌 水 性 分 散 液 、 好 ま し く は 等 張 液
と し て 有 効 成 分 を 個 体 に 投 与 す る こ と が で き る 。
【 ０ ３ ３ ０ 】
　 組 成 物 は 、 例 え ば 全 身 経 路 ま た は 経 口 経 路 に よ る 投 与 経 路 に 適 合 さ せ る こ と が で き る 。
全 身 投 与 の 好 ま し い 形 態 に は 、 注 射 、 典 型 的 に は 静 脈 注 射 が 含 ま れ る 。 他 の 注 射 経 路 、 例
え ば 皮 下 、 筋 肉 内 ま た は 腹 腔 内 経 路 も 用 い る こ と が で き る 。 全 身 投 与 の た め の 別 の 手 段 と
し て は 、 浸 透 液 （ 胆 汁 塩 も し く は フ シ ジ ン 酸 ま た は 他 の 界 面 活 性 剤 な ど ） を 用 い た 経 粘 膜
お よ び 経 皮 投 与 が 挙 げ ら れ る 。 さ ら に 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 ま た は 他 の 化 合 物 が 腸 溶 製 剤
ま た は 被 胞 製 剤 と し て 製 剤 化 さ れ う る 場 合 に は 、 経 口 投 与 も ま た 可 能 で あ る 。 こ れ ら の 化
合 物 の 投 与 は ま た 、 軟 膏 、 ペ ー ス ト 、 ゲ ル 剤 、 溶 剤 、 粉 剤 な ど の 形 態 で 局 所 お よ び ／ ま た
は 局 所 化 し て 投 与 す る こ と も 可 能 で あ る 。
【 ０ ３ ３ １ 】
　 哺 乳 動 物 、 特 に ヒ ト へ の 投 与 の た め に 、 有 効 成 分 の 日 用 量 は 、 0.01mg/kg～ 10mg/kg、 典
型 的 に は お よ そ １ mg/kgで あ る と 予 想 さ れ る 。 い ず れ の 場 合 で も 医 師 は 、 個 体 に と っ て 最
適 な 実 際 の 投 与 量 を 決 定 す る こ と が で き 、 ま た そ れ は 特 定 の 個 体 の 年 齢 、 体 重 お よ び 反 応
性 に 応 じ て 異 な り う る 。 上 記 の 投 与 量 は 平 均 の 場 合 の 事 例 で あ る 。 当 然 の こ と な が ら 、 個
体 の 中 に は よ り 高 用 量 ま た は 低 用 量 の 範 囲 が 有 効 で あ る 場 合 も あ り 、 そ れ も ま た 本 発 明 の
範 囲 内 で あ る 。
【 ０ ３ ３ ２ 】
　 必 要 な 投 与 量 は 、 ペ プ チ ド の 選 択 、 投 与 経 路 、 製 剤 の 性 質 、 被 験 体 の 症 状 の 性 質 、 お よ
び 実 施 す る 実 施 者 の 判 断 に よ り 異 な る 。 し か し な が ら 好 適 な 投 与 量 は 、 0.1～ 100μ g/kg被
験 体 の 範 囲 で あ る 。
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【 ０ ３ ３ ３ 】
　 ワ ク チ ン 組 成 物 は 簡 便 に は 注 射 可 能 な 形 態 で あ る 。 慣 用 の ア ジ ュ バ ン ト を 用 い て 免 疫 応
答 を 高 め る こ と が で き る 。 ワ ク チ ン 接 種 の 好 適 な 単 位 用 量 は 、 0.5～ ５ μ g/kg抗 原 で あ り
、 そ の 用 量 は 、 好 ま し く は １ ～ ３ 週 間 間 隔 で １ ～ ３ 回 投 与 す る 。 示 さ れ る 容 量 範 囲 に お い
て は 、 好 適 な 個 体 へ の 投 与 を 排 除 す る 必 要 の あ る 本 発 明 の 化 合 物 に よ り 有 害 な 毒 性 作 用 は
全 く 観 察 さ れ な い と 考 え る 。
【 ０ ３ ３ ４ 】
　 利 用 可 能 な 多 種 多 様 の 化 合 物 の 点 か ら 、 ま た 種 々 の 投 与 経 路 の 有 効 性 の 違 い か ら 必 要 と
さ れ る 投 与 量 に は 広 範 な 変 形 が 予 想 さ れ る 。 例 え ば 、 経 口 投 与 は 、 静 脈 内 注 射 に よ る 投 与
よ り も 高 用 量 を 必 要 と す る こ と が 予 想 さ れ る 。 こ れ ら の 投 与 量 レ ベ ル の 変 形 に 関 し て は 、
最 適 化 の た め の 標 準 的 な 経 験 的 作 業 を 用 い て 調 節 す る こ と が で き 、 ま た 当 技 術 分 野 で 周 知
で あ る 。
【 ０ ３ ３ ５ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い 特 徴 お よ び 実 施 形 態 を 、 以 下 の 実 施 例 を 参 照 し て さ ら に 説 明 す る 。
【 実 施 例 １ 】
【 ０ ３ ３ ６ 】

　 FrpBは 、 ナ イ セ リ ア ・ メ ニ ン ギ チ ジ ス の 最 も 多 量 に 存 在 す る 鉄 制 限 誘 導 型 外 膜 タ ン パ ク
質 で あ る 。 株 間 で 配 列 が 相 当 に 保 存 さ れ 、 か つ 殺 菌 性 抗 体 を 誘 導 す る 能 力 を 保 持 し た ま ま
で 、 発 現 レ ベ ル が 高 け れ ば 、 髄 膜 炎 菌 疾 患 を 予 防 す る た め の 興 味 深 い ワ ク チ ン 候 補 と な る
。 し か し 、 こ の タ ン パ ク 質 は 、 幾 つ か の 多 様 性 を 含 ん で お り 、 そ の 大 部 分 は ２ つ の 大 き な
細 胞 外 ル ー プ （ そ れ ぞ れ L5お よ び L7） に 限 ら れ る （ van der Leyら , 1996） 。
【 ０ ３ ３ ７ 】
　 こ の タ ン パ ク 質 の よ り 保 存 さ れ た 部 分 に 対 し て 免 疫 応 答 を 生 起 さ せ る 試 み に お い て 、 ル
ー プ L7に 28個 の ア ミ ン 酸 残 基 の 欠 失 を 作 製 し た 。 ル ー プ L7で の こ の 28個 の ア ミ ノ 酸 欠 失 以
外 に 、 ル ー プ L5に 24個 の ア ミ ノ 酸 の さ ら な る 欠 失 を 含 む 、 第 ２ の 突 然 変 異 体 を 作 製 し た 。
L7に 加 え て L5を 除 去 す る こ と に よ り 、 広 域 ス ペ ク ト ル の 殺 菌 性 抗 体 を 誘 導 す る 可 能 性 が あ
る 、 FrpBの 非 常 に 良 く 保 存 さ れ た ド メ イ ン だ け か ら な る FrpBタ ン パ ク 質 の 構 築 を 目 的 と す
る 。 FrpBお よ び FrpBル ー プ 欠 失 突 然 変 異 体 は 、 大 腸 菌 （ Escherichia coli） の 封 入 体 内 で
作 製 し 、 続 い て 、 in vitroで リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ し た 。 リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ は 成 功 し 、 こ
れ ら の タ ン パ ク 質 に 対 す る 免 疫 応 答 を 分 析 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ３ ３ ８ 】

　 ナ イ セ リ ア ・ メ ニ ン ギ チ ジ ス H44/76の FrpBを コ ー ド す る 遺 伝 子 は 、 pET11a内 で シ グ ナ ル
配 列 を 用 い ず に ク ロ ー ニ ン グ し て 、 プ ラ ス ミ ド pET11a-FrpBを 得 た 。 FrpBル ー プ 欠 失 突 然
変 異 体 は 、 ４ プ ラ イ マ ー PCR法 を 用 い て 調 製 し て 、 細 胞 外 ル ー プ L7に 28個 の ア ミ ノ 酸 の 欠
失 を 作 製 し た 。 こ れ に よ り 、 コ ー ド さ れ た タ ン パ ク 質 は 、 ル ー プ ７ か ら ア ミ ノ 酸 tteekngq
kvdkpmeqqmkdradedtvhが 欠 失 し て い た 。 こ の 遺 伝 子 を 、 シ グ ナ ル 配 列 を 含 ま な い pET11aに
導 入 し て 、 プ ラ ス ミ ド pET11a-FrpBΔ 28を 得 た 。 こ の 構 築 物 を 用 い て 、 プ ラ ス ミ ド pET11a-
FrpBΔ 7Δ 5を 作 製 し た 。 こ の プ ラ ス ミ ド は 、 ル ー プ L7で の 28個 の ア ミ ノ 酸 欠 失 以 外 に 、 ル
ー プ L5か ら の さ ら な る ア ミ ノ 酸 qhrgirtvreeftvgdkssrinidの 欠 失 を 含 む タ ン パ ク 質 を コ ー
ド す る 。 上 記 は 、 図 ６ の 旧 ル ー プ 命 名 モ デ ル を 用 い て い る 。
【 ０ ３ ３ ９ 】

　 FrpB、 FrpBΔ 28お よ び FrpBΔ 7Δ 5は 、 大 腸 菌 BL21内 で 調 製 し 、 そ の 後 、 封 入 体 を 単 離 し
た 。 続 い て 、 こ れ ら の 封 入 体 を ８ M尿 素 に 可 溶 化 し た 。 20mMエ タ ノ ー ル ア ミ ン （ pH11） 、 0
.5％ ツ ィ タ ー ジ ェ ン ト 3-12（ SB-12） 、 0.4M塩 酸 グ ア ニ ジ ン 中 の 可 溶 化 物 質 の １ ： 10希 釈
物 を 用 い て 、 リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ を 行 っ た 。 リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ は 、 室 温 で 16時 間 行 っ た
。 尿 素 お よ び 塩 酸 グ ア ニ ジ ン を 除 去 し 、 緩 衝 液 を エ タ ノ ー ル ア ミ ン （ pH11） か ら Tris-HCl
（ pH7.2） に 交 換 し た 。 リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ 形 態 は 、 半 ネ イ テ ィ ブ ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ
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ル 電 気 泳 動 に よ り 検 出 し た 。 電 気 泳 動 は 、 SDSを 含 ま な い ゲ ル を 用 い て 行 っ た 。
【 ０ ３ ４ ０ 】
　 サ ン プ ル 緩 衝 液 で は 、 0.02％ SDS、 お よ び 0.075％ （ 冷 サ ン プ ル ） も し く は ２ ％ SDS（ 煮
沸 サ ン プ ル ） を 含 む 泳 動 用 緩 衝 液 を 用 い た 。 サ ン プ ル を ５ 分 間 冷 た い ま ま 維 持 す る か 煮 沸
し た 後 、 電 気 泳 動 を 、 氷 上 で 10mAの 一 定 電 流 で 行 っ た 。
【 ０ ３ ４ １ 】

　 尿 素 変 性 タ ン パ ク 質 を 、 エ タ ノ ー ル ア ミ ン （ pH11） 、 0.5％ ツ ィ タ ー ジ ェ ン ト 12、 0.4M
塩 酸 グ ア ニ ジ ン 中 に １ ： 10に 希 釈 し た 。 16時 間 後 、 サ ン プ ル を 脱 塩 し 、 緩 衝 液 を Tris-HCl
（ pH7.2） と 交 換 し た 。 サ ン プ ル 緩 衝 液 で は 、 0.02％ SDSお よ び 0.075％ （ 冷 サ ン プ ル ） も
し く は ２ ％ SDS（ 煮 沸 サ ン プ ル ） を 含 む 泳 動 用 緩 衝 液 を 用 い た 。 サ ン プ ル を ５ 分 間 冷 た い
ま ま 維 持 す る か 煮 沸 し た 後 、 電 気 泳 動 を 、 氷 上 で 10mAの 一 定 電 流 で 行 っ た 。
【 ０ ３ ４ ２ 】
　 半 ネ イ テ ィ ブ ゲ ル 電 気 泳 動 か ら 得 ら れ た 結 果 か ら 、 FrpB、 FrpBΔ 28お よ び FrpBΔ 7Δ 5の
フ ォ ー ル デ ィ ン グ さ れ た モ ノ マ ー が 示 さ れ た 。 こ れ ら の フ ォ ー ル デ ィ ン グ 形 態 は 、 変 性 タ
ン パ ク 質 と 比 較 し て 高 い 電 気 泳 動 移 動 度 を 有 す る タ ン パ ク 質 と し て 見 る こ と が で き る 。 ま
た 、 リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ さ れ た FrpBな ら び に FrpBΔ 28が in vitroで オ リ ゴ マ ー 性 複 合 体 へ
と ア セ ン ブ リ さ れ 得 る こ と も 明 ら か で あ り 、 こ の こ と は 、 天 然 の FrpBの 重 要 な 特 性 で あ る
。 FrpBΔ 7Δ 5の オ リ ゴ マ ー 性 複 合 体 形 成 能 は 、 明 ら か に 損 な わ れ て い る が 、 フ ォ ー ル デ ィ
ン グ さ れ た モ ノ マ ー の 存 在 に よ り 、 正 し く フ ォ ー ル デ ィ ン グ さ れ て い る こ と が 示 さ れ る 。
【 ０ ３ ４ ３ 】
　 こ れ ら の 正 し く フ ォ ー ル デ ィ ン グ さ れ た タ ン パ ク 質 を 用 い て 、 こ れ ら の タ ン パ ク 質 の 、
ナ イ セ リ ア ・ メ ニ ン ギ チ ジ ス に 対 す る 防 御 性 抗 体 の 合 成 の 誘 導 能 を 調 べ る こ と が で き る 。
こ れ ら の タ ン パ ク 質 の 正 し い フ ォ ー ル デ ィ ン グ は 、 防 御 性 免 疫 応 答 を 獲 得 す る 上 で 極 め て
重 要 で あ る と 考 え ら れ る 。 こ の 理 由 は 、 生 来 の 立 体 構 造 型 エ ピ ト ー プ が 存 在 す る 可 能 性 が
高 い か ら で あ る 。
【 実 施 例 ２ 】
【 ０ ３ ４ ４ 】

　 封 入 体 を ６ M塩 酸 グ ア ニ ジ ン に 可 溶 化 し 、 続 い て 、 迅 速 に （ ボ ル テ ッ ク ス 処 理 に よ り ） 2
0～ 27mMの エ タ ノ ー ル ア ミ ン （ HClも NaOHも 添 加 さ れ て い な い ） ＋ 0.5％ SB-12（ ツ ィ タ ー ジ
ェ ン ト 3-12） 中 で １ ： 20に 希 釈 し た 。 翌 日 、 緩 衝 液 を Hepes（ pH7.5） ＋ 0.3％ SB-12と 交 換
し て 、 タ ン パ ク 質 を 安 定 化 し た 。
【 ０ ３ ４ ５ 】
　 こ の 改 善 プ ロ ト コ ー ル に よ り 、 リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ の 間 に 凝 集 が 起 こ ら な い よ う に な る
。 図 10Aに は 、 こ の 新 し い プ ロ ト コ ー ル に よ り in vitroで フ ォ ー ル デ ィ ン グ さ れ た FrpBの
図 を 示 し 、 併 せ て 、 Jasco-810ス ペ ク ト ロ ポ ラ リ メ ー タ ー で 記 録 し た 、 そ の 対 応 す る CDス
ペ ク ト ル ［ 30回 の ス キ ャ ン の 平 均 ］ を 共 に 示 す （ 図 10B） 。
【 実 施 例 ３ 】
【 ０ ３ ４ ６ 】

　 in vitroで フ ォ ー ル デ ィ ン グ さ れ た FrpB、 FrpBΔ 28お よ び FrpBΔ 5/Δ 3を 用 い て 、 免 疫
実 験 を 行 っ た （ 新 ル ー プ 命 名 － 図 ９ を 参 照 ） 。 血 清 を 、 抗 原 と し て in vitroフ ォ ー ル デ ィ
ン グ FrpBを 用 い た ELISAで 分 析 し た 。
【 ０ ３ ４ ７ 】
　 こ れ ら の 血 清 は 、 親 株 お よ び 16種 の 異 種 株 に つ い て 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト に よ り 分 析 し
た （ 図 10A） 。 全 て の 株 に お い て FrpBが 検 出 さ れ 、 保 存 さ れ た エ ピ ト ー プ が 認 識 さ れ た こ
と が 示 さ れ た 。 BNCV株 お よ び 2996株 （ *） の 検 出 の 改 善 は 、 FrpBΔ 5/Δ 3に 対 し て 生 起 さ せ
た 抗 血 清 を 用 い た 場 合 に 見 ら れ た 。
【 ０ ３ ４ ８ 】
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III： 結 果

リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ さ れ た FrpBお よ び そ の 突 然 変 異 体 の 改 善 プ ロ ト コ ー ル

in vitroフ ォ ー ル デ ィ ン グ FrpB（ 突 然 変 異 体 ） に 対 す る 免 疫 応 答 の 評 価



結 論 ： ３ つ の 免 疫 化 の 全 て か ら 、 良 好 な 応 答 が 見 ら れ 、 株 間 で 交 差 反 応 性 で あ る 血 清 が 得
ら れ た 。 さ ら に 、 2996株 お よ び BNCV株 の 認 識 が 高 ま っ た こ と か ら 、 欠 失 突 然 変 異 体 に よ る
免 疫 に よ り 、 免 疫 応 答 を こ の タ ン パ ク 質 の 異 な る ド メ イ ン に 対 し て 再 生 起 さ せ る こ と が 可
能 で あ る こ と が 示 唆 さ れ る 。
【 実 施 例 ４ 】
【 ０ ３ ４ ９ 】

　 FrpB（ 突 然 変 異 型 ） タ ン パ ク 質 を 保 有 す る OMVに 対 す る 免 疫 応 答 を 分 析 す る た め に 、 目
的 の タ ン パ ク 質 （ FrpB、 FrpBΔ 28お よ び FrpBΔ 5/Δ 3［ 図 ９ の 新 ル ー プ 命 名 を 用 い る ］ ）
を 、 髄 膜 炎 菌 内 で 過 剰 産 生 さ せ た （ CE2001に お け る pFP10由 来 の 発 現 （ H44/76 PorA(-)）
。 Fredriksenら （ NIPH Ann. 1991 Dec;14(2):67-79; discussion 79-80） に 従 っ て 、 ワ ク
チ ン を 製 造 し た 。 続 い て 、 ブ レ ブ （ bleb ） ワ ク チ ン な ら び に 本 発 明 の リ フ ォ ー ル デ ィ ン
グ 野 生 型 FrpBを 用 い て 免 疫 実 験 を 行 い 、 Nmen H44/76に 対 す る SBA実 験 用 の 血 清 を 得 た 。
【 ０ ３ ５ ０ 】
　 調 製 物 を OF1マ ウ ス モ デ ル で 試 験 し た 。 ０ 日 目 、 21日 目 お よ び 35日 目 に 、 １ 群 あ た り 10
匹 に 、 ３ 種 の 注 射 物 を 、 IM経 路 で 投 与 し た 。 １ 回 の 注 射 当 た り 、 マ ウ ス に は 、 ア ジ ュ バ ン
ト （ Al 3 + 塩 ＋ 3DMPL） 中 に 配 合 し た ５ μ gの 抗 原 を 投 与 し た 。 ２ 回 目 お よ び ３ 回 目 の 注 射 の
７ 日 後 に 、 血 液 サ ン プ ル を 採 取 し た 。
【 ０ ３ ５ １ 】
　 プ ー ル し た Post II血 清 お よ び Post III血 清 な ら び に 個 々 の Post III血 清 を 、 SBAに お い
て 、 同 種 （ H44/76） お よ び 異 種 MenB株 な ら び に H44/76 FrpB KO株 に つ い て 試 験 し た 。
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ３ ５ ２ 】
　 リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ さ れ た ブ レ ブ 中 の WT FrpBな ら び に 突 然 変 異 体 は 、 抗 FrpB抗 体 の 産
生 を 誘 導 し た （ 上 記 の ELISAの 表 を 参 照 ） 。
【 ０ ３ ５ ３ 】
　 ブ レ ブ 中 の 野 生 型 FrpBお よ び 野 生 型 リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ FrpBは 、 H44/76に 対 し て 、 高 い
殺 菌 性 抗 体 力 価 を 示 し た 。 H44/76 FrpB KO株 の 使 用 か ら 、 こ れ ら の 殺 菌 性 抗 体 が FrpBに 対
し て 生 起 さ れ る こ と が 実 証 さ れ た 。 示 さ れ た 。 FrpBΔ 28お よ び FrpBΔ 5/Δ 3を 含 む ブ レ ブ
は 、 低 い 殺 菌 性 抗 体 力 価 を 示 し た 。 FrpB、 FrpBΔ 28お よ び FrpBΔ 5/Δ 3を 含 む ブ レ ブ は 、
異 種 MenB M97250687株 に 対 し て 低 い 殺 菌 性 力 価 を 誘 導 し た が 、 FrpBΔ 28の ブ レ ブ は 、 他 の
２ 種 よ り も 高 い SBAを 誘 導 し た （ １ ／ 100の 希 釈 率 を 上 回 る 力 価 ） 。
【 実 施 例 ５ 】
【 ０ ３ ５ ４ 】

　 先 に 述 べ た よ う に 、 FrpBに お け る 配 列 の 多 様 性 は 、 ほ と ん ど が 、 提 唱 し た 新 モ デ ル （ 図
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過 剰 発 現 FrpB（ 突 然 変 異 体 ） を 保 有 す る OMVま た は リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ 野 生 型 FrpBに よ る
免 疫

FrpBル ー プ 位 置 に お け る エ ピ ト ー プ 提 示



９ ） の ル ー プ L3お よ び ル ー プ L5に 対 応 す る こ の タ ン パ ク 質 の ２ つ の ド メ イ ン に 限 ら れ る 。
こ れ ら ２ つ の ル ー プ の う ち 、 ル ー プ L5は 、 高 度 に 免 疫 原 性 で あ る こ と が 先 に 示 さ れ 、 こ の
タ ン パ ク 質 の こ の 部 分 に 対 し て 殺 菌 性 抗 体 が 生 起 さ れ る 。 こ の ル ー プ の 多 様 性 の 許 容 お よ
び 野 生 型 立 体 構 造 の 殺 菌 性 抗 体 を 誘 導 す る そ の 能 力 を 利 用 す る た め に 、 こ の タ ン パ ク 質 の
こ の 部 分 を 選 ん で 、 外 来 エ ピ ト ー プ の 挿 入 部 位 と し た 。
【 ０ ３ ５ ５ 】
　 原 理 の 証 拠 と し て 、 H44/76由 来 の PorAの 非 常 に 良 く 研 究 さ れ て い る エ ピ ト ー プ を 選 ん で
、 外 来 エ ピ ト ー プ と し て 機 能 さ せ た 。 FrpBの ル ー プ L5（ 新 モ デ ル ） に 対 応 す る 高 可 変 領 域
（ TTEEKNGQKVDKPMEQQMKDRADEDTVH） を 除 去 し 、 ル ー プ ４ 由 来 の PorA 1.7,16断 片 を コ ー ド
す る 短 鎖 配 列 ［ QL ASを 含 む FrpB-C1g（ ル ー プ ４ ま た は PorAに 対 応 す る 配 列 に は 下 線
を 付 し て あ る ） 、 PorA 配 列 に 隣 接 す る QLお よ び ASは 担 体 タ ン パ ク 質 に 取 り 込 ま れ た 制 限
部 位 に よ り コ ー ド さ れ る ］ を 用 い て 、 ２ つ の 制 限 部 位 （ MunIお よ び NheI） か ら な る 短 鎖 配
列 で 置 き 換 え た 。
【 ０ ３ ５ ６ 】
　 続 い て 、 こ れ ら の 隣 接 制 限 部 位 を 用 い て 、 ル ー プ ４ の 大 部 分 を コ ー ド す る オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド ［ FrpB-C2 - QL AS］ を 挿 入 し た 。 続 い て 、 両 者 の 遺 伝 子
を 、 シ グ ナ ル 配 列 を 用 い ず に 、 pET11a（ Novagen） プ ラ ス ミ ド に 導 入 し た 。 タ ン パ ク 質 の
発 現 は 、 大 腸 菌 BL21内 で 行 っ た 。 こ れ ら の 構 築 物 を 発 現 さ せ る こ と に よ り 、 封 入 体 が 得 ら
れ 、 こ れ ら を 単 離 し た 。 続 い て 、 こ れ ら の 封 入 体 を 可 溶 化 し 、 先 に 記 載 し た プ ロ ト コ ー ル
に 従 っ て in vitroで フ ォ ー ル デ ィ ン グ を 行 っ た 。 P1.7,16の 最 短 の エ ピ ト ー プ KDTNNNを 認
識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 MN5C11G（ １ ： 100,000） （ Toropainenら , 2001 Microb Pathog
 30:139） を 用 い て 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト な ら び に ド ッ ト ブ ロ ッ ト ア ッ セ イ （ 図 12） を 行
っ た 。
【 ０ ３ ５ ７ 】
　 両 者 の キ メ ラ タ ン パ ク 質 を 順 次 、 in vitroで リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ し 、 PorA抗 体 を 有 す る
タ ン パ ク 質 を 検 出 し た と こ ろ 、 こ の 外 来 断 片 が 正 し く 挿 入 さ れ て い る こ と が 示 さ れ た 。 重
要 な こ と に 、 こ の キ メ ラ タ ン パ ク 質 の フ ォ ー ル デ ィ ン グ 形 態 は 、 変 性 型 タ ン パ ク 質 と 比 較
し た 場 合 、 よ り 効 率 的 に 反 応 し 、 FrpB内 で こ の 外 来 エ ピ ト ー プ が 正 し く フ ォ ー ル デ ィ ン グ
さ れ て い る こ と が 示 唆 さ れ る 。
【 実 施 例 ６ 】
【 ０ ３ ５ ８ 】

　 FrpBル ー プ は ま た 、 ペ プ チ ド ミ モ ト ー プ （ 例 え ば 髄 膜 炎 菌 LOSの も の ） を 提 示 す る の に
も 理 想 的 で あ る 。 ミ モ ト ー プ を 正 し く フ ォ ー ル デ ィ ン グ さ れ た 状 態 で 提 示 す る こ と に よ り
、 例 え ば ワ ク チ ン 中 に 存 在 す る LOSの 有 害 な 作 用 を 有 す る こ と な く 、 LOSに 対 す る 免 疫 応 答
を 起 こ す こ と が で き る よ う に な る 。
【 ０ ３ ５ ９ 】
　 Mab216は 、 内 部 コ ア LOSの エ ピ ト ー プ を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 。 当 業 界 で
は 、 こ の Mabを 有 す る 環 化 ヘ プ タ マ ー ペ プ チ ド の ラ イ ブ ラ リ ー に つ い て バ イ オ パ ン ニ ン グ
す る こ と に よ り 、 ミ メ テ ィ ッ ク ペ プ チ ド が 同 定 さ れ た （ Ian Feavers） 。
【 ０ ３ ６ ０ 】
　 こ の ペ プ チ ド の ６ 個 の ア ミ ノ 酸 を FrpBの ル ー プ ５ （ 図 ５ の 新 ル ー プ 命 名 ） に 挿 入 し 、 LO
Sネ ガ テ ィ ブ の 状 態 の H44/76ナ イ セ リ ア （ lpxAノ ッ ク ア ウ ト 突 然 変 異 体 ） 内 で キ メ ラ を 過
剰 発 現 さ せ た （ pFP10 プ ラ ス ミ ド ） 。 下 記 の 得 ら れ た タ ン パ ク 質 の 配 列 を 参 照 さ れ た い 。
OMVを 精 製 し 、 マ ウ ス に 注 射 し た （ ６ ～ ８ 週 齢 の 雌 性 OF1、 IM経 路 で の ３ 回 の D0-21-28の 注
射 ；  ALOH/3DMPL中 の ５ μ gの ブ レ ブ を 投 与 し 、 41日 目 に 血 清 を 回 収 し た ） 。 ウ エ ス タ ン ブ
ロ ッ ト に よ り 、 Mab216が FrpB-ミ モ ト ー プ を 認 識 す る こ と が 判 っ た 。
【 ０ ３ ６ １ 】

　 以 下 に 、 FrpBΔ 28お よ び FrpBΔ 5/Δ 3［ 新 ル ー プ 命 名 ］ （ １ 個 の ア ミ ノ 酸 の 変 化 を 起 こ
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FrpBの ル ー プ 位 置 に お け る ミ モ ト ー プ 提 示

配 列



す 点 突 然 変 異 を 含 む ） の 配 列 を 示 す 。 こ こ で 示 す 配 列 は 、 pFP10プ ラ ス ミ ド 内 に 存 在 す る
遺 伝 子 に 相 当 す る 。 し た が っ て 、 シ グ ナ ル 配 列 は 存 在 し た ま ま で あ る 。 大 腸 菌 内 で 封 入 体
中 の タ ン パ ク 質 を 発 現 さ せ る た め に 、 そ れ ら の シ グ ナ ル 配 列 を 含 ま な い 対 応 す る 遺 伝 子 を
用 い た 。 シ グ ナ ル 配 列 を 含 ま な い 構 築 物 （ pET11a） で は 、 110位 の 「 G」 は 、 新 た に 作 製 し
た ATGの 最 後 の ヌ ク レ オ チ ド に 該 当 す る 。
【 ０ ３ ６ ２ 】
FrpBΔ 28： 二 重 突 然 変 異 体 に お い て 欠 失 し て い る ア ミ ノ 酸 を 太 字 下 線 で 示 す
MNTPLFRLSLLSLTLAAGFAHAAENNAKVVLDTVTVKGDRQGSKIRTNIVTLQQKDE
STATDMRELLKEEPSIDFGGGNGTSQFLTLRGMGQNSVDIKVDNAYSDSQILYHQGR
FIVDPALVKVVSVQKGAGSASAGIGATNGAIIAKTVDAQDLLKGLDKNWGVRLNSGF
ASNEGVSYGASVFGKEGNFDGLFSYNRNDEKDYEAGKGFRNVNGGKTVPYSALDKRS
YLAKIGTTFGDDDHRIVLSHMKD RQAPAYRETT
QSNTNLAYTGKNLGFVEKLDANAYVLEKERYSADDSGTGYAGNVKGPNHTRITTRGA
NFNFDSRLAEQTLLKYGINYRHQEIKPQAFLNSKFSIPAYKLSNPTKTDTGVYVEAI
HDIGDFTLTGGLRYDRFKVKTHDGKTVSSSNLNPSFGVIWQPHEHWSFSASHNYASR
SPRLYDALQTHGKRGIISIADGTKAERARNTEIGFNYNDGTFAANGSYFWQTIKDAL
ANPQNRHDSVAVREAVNAGYIKNHGYELGASYRTGGLTAKVGVSHSKPRFYDTHKDK
LLSANPEFGAQVGRTWTASLAYRFQNPNLEIGWRGRYVQKATGSILAAGQKDRKGNL
ENVVRKGFGVNDVFANWKPLGKDTLNVNLSVNNVFNKFYYPHSQRWTNTLPGVGRDV
RLGVNYKF
【 ０ ３ ６ ３ 】
FrpBΔ 5/Δ 3： 点 突 然 変 異 に よ り 、 ル ー プ ６ で Kか ら Rへ の ア ミ ノ 酸 の 変 化 が 起 こ る （ 太 字
下 線 ）
MNTPLFRLSLLSLTLAAGFAHAAENNAKVVLDTVTVKGDRQGSKIRTNIVTLQQKDE
STATDMRELLKEEPSIDFGGGNGTSQFLTLRGMGQNSVDIKVDNAYSDSQILYHQGR
FIVDPALVKVVSVQKGAGSASAGIGATNGAIIAKTVDAQDLLKGLDKNWGVRLNSGF
ASNEGVSYGASVFGKEGNFDGLFSYNRNDEKDYEAGKGFRNVNGGKTVPYSALDKRS
YLAKIGTTFGDDDHRIVLSHMKDRQAPAYRETTQSNTNLAYTGKNLGFVEKLDANAY
VLEKERYSADDSGTGYAGNVKGPNHTRITTRGANFNFDSRLAEQTLLKYGINYRHQE
IKPQAFLNSKFSIPAYKLSNPTKTDTGVYVEAIHDIGDFTLTGGLRYDRFKVKTHDG
TVSSSNLNPSFGVIWQPHEHWSFSASHNYASRSPRLYDALQTHGKRGIISIADGTK
AERARNTEIGFNYNDGTFAANGSYFWQTIKDALANPQNRHDSVAVREAVNAGYIKNH
GYELGASYRTGGLTAKVGVSHSKPRFYDTHKDKLLSANPEFGAQVGRTWTASLAYRF
QNPNLEIGWRGRYVQKATGSILAAGQKDRKGNLENVVRKGFGVNDVFANWKPLGKDT
LNVNLSVNNVFNKFYYPHSQRWTNTLPGVGRDVRLGVNYKF
【 ０ ３ ６ ４ 】
FrpBΔ 28： 起 点 を 太 字 お よ び 下 線 で 示 す
GGCCGCTTGGATTTACTTCCCTTCATACTCAAGAGGACGATTGA AATACCCCAT
TGTTCCGTCTCAGCCTGCTCTCGCTCACACTTGCGGCAGGTTTTGCCCACGCGGCAG
AAAATAATGCCAAGGTCGTACTGGATACCGTTACTGTAAAAGGCGACCGCCAAGGCA
GCAAAATCCGTACCAACATCGTTACGCTGCAACAAAAAGACGAAAGCACCGCAACCG
ATATGCGCGAACTCTTAAAAGAAGAGCCGTCCATCGATTTCGGCGGCGGCAACGGCA
CGTCCCAATTCCTGA
CGCTGCGCGGCATGGGTCAGAACTCTGTCGACATCAAGGTGGACAACGCCTATTCCG
ACAGCCAAATCCTTTACCACCAAGGCAGATTTATTGTCGATCCCGCTTTGGTTAAAG
TCGTTTCCGTACAAAAAGGCGCGGGTTCCGCCTCTGCCGGTATCGGCGCGACCAACG
GCGCGATCATCGCCAAAACCGTCGATGCCCAAGACCTGCTCAAAGGCTTGGATAAAA
ACTGGGGCGTGCGCCTCAACAGCGGCTTTGCCAGCAACGAAGGCGTAAGCTACGGCG
CAAGCGTATTCGGAA
AAGAGGGCAACTTCGACGGCTTGTTCTCTTACAACCGCAACGATGAAAAAGATTACG
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AAGCCGGCAAAGGTTTCCGCAATGTCAACGGCGGCAAAACCGTACCGTACAGCGCGC
TGGACAAACGCAGCTACCTCGCCAAAATCGGAACAACCTTCGGCGACGACGACCACC
GCATCGTGTTGAGCCACATGAAAGACCAACACCGGGGCATCCGCACTGTGCGTGAAG
AATTTACCGTCGGCGACAAAAGTTCACGGATAAATATTGACCGCCAAGCCCCTGCTT
ACCGCGAAACTACCCAATCCAACACCAACTTGGCGTACACGGGTAAAAACCTGGGCT
TTGTCGAAAAACTGGATGCCAACGCCTATGTGTTGGAAAAAGAACGCTATTCCGCCG
ATGACAGCGGCACCGGCTACGCAGGCAATGTAAAAGGCCCCAACCATACCCGAATCA
CCACTCGTGGTGCGAACTTCAACTTCGACAGCCGCCTTGCCGAACAAACCCTGTTGA
AATACGGTATCAACTACCGCCATCAGGAAATCAAACCGCAAGCATTTTTGAACTCGA
AATTCTCCATCCCCGCCTACAAACTTTCCAACCCGACCAAAACCGATACCGGCGTAT
ATGTTGAAGCCATTCACGACATCGGCGATTTCACGCTGACCGGCGGGCTGCGTTACG
ACCGCTTCAAGGTGAAAACCCATGACGGCAAAACCGTTTCAAGCAGCAACCTTAACC
CGAGTTTCGGTGTGATTTGGCAGCCGCACGAACACTGGAGCTTCAGCGCGAGCCACA
ACTACGCCAGCCGCAGCCCGCGCCTGTATGACGCGCTGCAAACCCACGGTAAACGCG
GCATCATCTCGATTGCCGACGGCACAAAAGCCGAACGCGCGCGCAATACCGAAATCG
GCTTCAACTACAACGACGGCACGTTTGCCGCAAACGGCAGCTACTTCTGGCAGACCA
TCAAAGACGCGCTTGCCAATCCGCAAAACCGCCACGACTCTGTCGCCGTCCGTGAAG
CCGTCAATGCCGGTTACATCAAAAACCACGGTTACGAATTGGGCGCGTCCTACCGCA
CCGGCGGCCTGACTGCCAAAGTCGGCGTCAGCCACAGCAAACCGCGCTTTTACGATA
CGCACAAAGACAAGCTGTTGAGCGCGAATCCTGAATTTGGCGCACAAGTCGGCCGCA
CTTGGACGGCCTCCCTTGCCTACCGCTTCCAAAATCCGAATCTGGAAATCGGCTGGC
GCGGCCGTTATGTTCAAAAAGCTACGGGTTCGATATTGGCGGCAGGTCAAAAAGACC
GCAAAGGCAACTTGGAAAACGTTGTACGCAAAGGTTTCGGTGTGAACGATGTCTTCG
CCAACTGGAAACCGCTGGGCAAAGACACGCTCAATGTCAATCTTTCGGTTAACAACG
TGTTCAACAAGTTCTACTATCCGCACAGCCAACGCTGGACCAATACCCTGCCGGGCG
TGGGACGTGATGTACGCT
TGGGCGTGAACTACAAGTTCTAAAACGCACGACGT
【 ０ ３ ６ ５ 】
FrpBΔ 5/Δ 3： 起 点 お よ び 点 突 然 変 異 を 太 字 ＋ 下 線 で 示 す
GGCCGCTTGGATTTACTTCCCTTCATACTCAAGAGGACGATTGA AATACCCCAT
TGTTCCGTCTCAGCCTGCTCTCGCTCACACTTGCGGCAGGTTTTGCCCACGCGGCAG
AAAATAATGCCAAGGTCGTACTGGATACCGTTACTGTAAAAGGCGACCGCCAAGGCA
GCAAAATCCGTACCAACATCGTTACGCTGCAACAAAAAGACGAAAGCACCGCAACCG
ATATGCGCGAACTCTTAAAAGAAGAGCCGTCCATCGATTTCGGCGGCGGCAACGGCA
CGTCCCAATTCCTGA
CGCTGCGCGGCATGGGTCAGAACTCTGTCGACATCAAGGTGGACAACGCCTATTCCG
ACAGCCAAATCCTTTACCACCAAGGCAGATTTATTGTCGATCCCGCTTTGGTTAAAG
TCGTTTCCGTACAAAAAGGCGCGGGTTCCGCCTCTGCCGGTATCGGCGCGACCAACG
GCGCGATCATCGCCAAAACCGTCGATGCCCAAGACCTGCTCAAAGGCTTGGATAAAA
ACTGGGGCGTGCGCCTCAACAGCGGCTTTGCCAGCAACGAAGGCGTAAGCTACGGCG
CAAGCGTATTCGGAA
AAGAGGGCAACTTCGACGGCTTGTTCTCTTACAACCGCAACGATGAAAAAGATTACG
AAGCCGGCAAAGGTTTCCGCAATGTCAACGGCGGCAAAACCGTACCGTACAGCGCGC
TGGACAAACGCAGCTACCTCGCCAAAATCGGAACAACCTTCGGCGACGACGACCACC
GCATCGTGTTGAGCCACATGAAAGACCGCCAAGCCCCTGCTTACCGCGAAACTACCC
AATCCAACACCAACTTGGCGTACACGGGTAAAAACCTGGGCTTTGTCGAAAAACTGG
ATGCCAACGCCTATGTGTTGGAAAAAGAACGCTATTCCGCCGATGACAGCGGCACCG
GCTACGCAGGCAATGTAAAAGGCCCCAACCATACCCGAATCACCACTCGTGGTGCGA
ACTTCAACTTCGACAGCCGCCTTGCCGAACAAACCCTGTTGAAATACGGTATCAACT
ACCGCCATCAGGAAATCAAACCGCAAGCATTTTTGAACTCGAAATTCTCCATCCCCG
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CCTACAAACTTTCCAACCCGACCAAAACCGATACCGGCGTATATGTTGAAGCCATTC
ACGACATCGGCGATTTCACGCTGACCGGCGGGCTGCGTTACGACCGCTTCAAGGTGA
AAACCCATGACGGCA AACCGTTTCAAGCAGCAACCTTAACCCGAGTTTCGGTGTGA
TTTGGCAGCCGCACGAACACTGGAGCTTCAGCGCGAGCCACAACTACGCCAGCCGCA
GCCCGCGCCTGTATGACGCGCTGCAAACCCACGGTAAACGCGGCATCATCTCGATTG
CCGACGGCACAAAAGCCGAACGCGCGCGCAATACCGAAATCGGCTTCAACTACAACG
ACGGCACGTTTGCCGCAAACGGCAGCTACTTCTGGCAGACCATCAAAGACGCGCTTG
CCAATCCGCAAAACCGCCACGACTCTGTCGCCGTCCGTGAAGCCGTCAATGCCGGTT
ACATCAAAAACCACGGTTACGAATTGGGCGCGTCCTACCGCACCGGCGGCCTGACTG
CCAAAGTCGGCGTCAGCCACAGCAAACCGCGCTTTTACGATACGCACAAAGACAAGC
TGTTGAGCGCGAATCCTGAATTTGGCGCACAAGTCGGCCGCACTTGGACGGCCTCCC
TTGCCTACCGCTTCCAAAATCCGAATCTGGAAATCGGCTGGCGCGGCCGTTATGTTC
AAAAAGCTACGGGTTCGATATTGGCGGCAGGTCAAAAAGACCGCAAAGGCAACTTGG
AAAACGTTGTACGCAAAGGTTTCGGTGTGAACGATGTCTTCGCCAACTGGAAACCGC
TGGGCAAAGACACGCTCAATGTCAATCTTTCGGTTAACAACGTGTTCAACAAGTTCT
ACTATCCGCACAGCCAACGCTGGACCAATACCCTGCCGGGCGTGGGACGTGATGTAC
GCTTGGGCGTGAACTACAAGTTCTAAAACGCACGACGT
【 ０ ３ ６ ６ 】
FrpB-ミ モ （ 起 点 お よ び ミ モ ト ー プ を 太 字 下 線 を 引 い た ）
TGTTAATATAAATAAAAATAATTATTAATTATTTTTCTTATCCTGCCAAATCTTAACGGTTTGGATTTA
CTTCCCTTCATACTCAAGAGGACGATTGA AATACCCCATTGTTCCGTCTCAGCCTGCTCTCGCTCA
CACTTGCGGCAGGTTTTGCCCACGCGGCAGAAAATAATGCCAAGGTCGTACTGGATACCGTTACTGTAA
AAGGCGACCGCCAAGGCAGCAAAATCCGTACCAACATCGTTACGCTGCAACAAAAAGACGAAAGCACCG
CAACCGATATGCGCGAACTCTTAAAAGAAGAGCCGTCCATCGATTTCGGCGGCGGCAACGGCACGTCCC
AATTCCTGACGCTGCGCGGCATGGGTCAGAACTCTGTCGACATCAAGGTGGACAACGCCTATTCCGACA
GCCAAATCCTTTACCACCAAGGCAGATTTATTGTCGATCCCGCTTTGGTTAAAGTCGTTTCCGTACAAA
AAGGCGCGGGTTCCGCCTCTGCCGGTATCGGCGCGACCAACGGCGCGATCATCGCCAAAACCGTCGATG
CCCAAGACCTGCTCAAAGGCTTGGATAAAAACTGGGGCGTGCGCCTCAACAGCGGCTTTGCCAGCAACG
AAGGCGTAAGCTACGGCGCAAGCGTATTCGGAAAAGAGGGCAACTTCGACGGCTTGTTCTCTTACAACC
GCAACGATGAAAAAGATTACGAAGCCGGCAAAGGTTTCCGCAATGTCAACGGCGGCAAAACCGTACCGT
ACAGCGCGCTGGACAAACGCAGCTACCTCGCCAAAATCGGAACAACCTTCGGCGACGACGACCACCGCA
TCGTGTTGAGCCACATGAAAGACCAACACCGGGGCATCCGCACTGTGCGTGAAGAATTTACCGTCGGCG
ACAAAAGTTCACGGATAAATATTGACCGCCAAGCCCCTGCTTACCGCGAAACTACCCAATCCAACACCA
ACTTGGCGTACACGGGTAAAAACCTGGGCTTTGTCGAAAAACTGGATGCCAACGCCTATGTGTTGGAAA
AAGAACGCTATTCCGCCGATGACAGCGGCACCGGCTACGCAGGCAATGTAAAAGGCCCCAACCATACCC
GAATCACCACTCGTGGTGCGAACTTCAACTTCGACAGCCGCCTTGCCGAACAAACCCTGTTGAAATACG
GTATCAACTACCGCCATCAGGAAATCAAACCGCAAGCATTTTTGAACTCGAAATTCTCCATCCCGACGA
CAGAAGAGAAAAACGGTCAAAAAGTCGAT AAACCGATGGAACAACAAA
TGAAAGACCGTGCAGATGAAGACACTGTTCACGCCTACAAACTTTCCAACCCGACCAAAACCGATACCG
GCGTATATGTTGAAGCCATTCACGACATCGGCGATTTCACGCTGACCGGCGGGCTGCGTTACGACCGCT
TCAAGGTGAAAACCCATGACGGCAAAACCGTTTCAAGCAGCAACCTTAACCCGAGTTTCGGTGTGATTT
GGCAGCCGCACGAACACTGGAGCTTCAGCGCGAGCCACAACTACGCCAGCCGCAGCCCGCGCCTGTATG
ACGCGCTGCAAACCCACGGTAAACGCGGCATCATCTCGATTGCCGACGGCACAAAAGCCGAACGCGCGC
GCAATACCGAAATCGGCTTCAACTACAACGACGGCACGTTTGCCGCAAACGGCAGCTACTTCTGGCAGA
CCATCAAAGACGCGCTTGCCAATCCGCAAAACCGCCACGACTCTGTCGCCGTCCGTGAAGCCGTCAATG
CCGGTTACATCAAAAACCACGGTTACGAATTGGGCGCGTCCTACCGCACCGGCGGCCTGACTGCCAAAG
TCGGCGTCAGCCACAGCAAACCGCGCTTTTACGATACGCACAAAGACAAGCTGTTGAGCGCGAATCCTG
AATTTGGCGCACAAGTCGGCCGCACTTGGACGGCCTCCCTTGCCTACCGCTTCCAAAATCCGAATCTGG
AAATCGGCTGGCGCGGCCGTTATGTTCAAAAAGCTACGGGTTCGATATTGGCGGCAGGTCAAAAAGACC
GCAAAGGCAACTTGGAAAACGTTGTACGCAAAGGTTTCGGTGTGAACGATGTCTTCGCCAACTGGAAAC
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CGCTGGGCAAAGACACGCTCAATGTCAATCTTTCGGTTAACAACGTGTTCAACAAGTTCTACTATCCGC
ACAGCCAACGCTGGACCAATACCCTGCCGGGCGTGGGACGTGATGTACGCTTGGGCGTGAACTACAAGT
TCTAAAACGCACATCCCGAAAAAATGCCGTCTGAAAGCCTTTCAGACGGCA
【 ０ ３ ６ ７ 】
FrpB-ミ モ ア ミ ノ 酸 配 列 （ 起 点 お よ び ミ モ ト ー プ イ ン サ ー ト は 太 字 下 線 を ひ い た ）
NTPLFRLSLLSLTLAAGFAHAAENNAKVVLDTVTVKGDRQGSKIRTNIVTLQQKDESTATDMRELLKE
EPSIDFGGGNGTSQFLTLRGMGQNSVDIKVDNAYSDSQILYHQGRFIVDPALVKVVSVQKGAGSASAGI
GATNGAIIAKTVDAQDLLKGLDKNWGVRLNSGFASNEGVSYGASVFGKEGNFDGLFSYNRNDEKDYEAG
KGFRNVNGGKTVPYSALDKRSYLAKIGTTFGDDDHRIVLSHMKDQHRGIRTVREEFTVGDKSSRINIDR
QAPAYRETTQSNTNLAYTGKNLGFVEKLDANAYVLEKERYSADDSGTGYAGNVKGPNHTRITTRGANFN
FDSRLAEQTLLKYGI
NYRHQEIKPQAFLNSKFSIPTTEEKNGQKVD KPMEQQMKDRADEDTVHAYKLSNPTKTDTGV
YVEAIHDIGDFTLTGGLRYDRFKVKTHDGKTVSSSNLNPSFGVIWQPHEHWSFSASHNYASRSPRLYDA
LQTHGKRGIISIADGTKAERARNTEIGFNYNDGTFAANGSYFWQTIKDALANPQNRHDSVAVREAVNAG
YIKNHGYELGASYRTGGLTAKVGVSHSKPRFYDTHKDKLLSANPEFGAQVGRTWTASLAYRFQNPNLEI
GWRGRYVQKATGSILAAGQKDRKGNLENVVRKGFGVNDVFANWKPLGKDTLNVNLSVNNVFNKFYYPHS
QRWTNTLPGVGRDVRLGVNYKF
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ３ ６ ８ 】
【 図 １ 】 H44/76株 FrpBの ア ミ ノ 酸 配 列 お よ び ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ２ 】 FA19株 FrpBの ア ミ ノ 酸 配 列 お よ び ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ３ 】 2996株 FrpBの ア ミ ノ 酸 配 列 お よ び ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ４ 】 892257株 FrpBの ア ミ ノ 酸 配 列 お よ び ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ５ 】 ナ イ セ リ ア ・ ゴ ノ ロ ー エ FA19株 お よ び ナ イ セ リ ア ・ メ ニ ン ギ チ ジ ス 菌 892257株 、
2996株 お よ び H44/76株 に 由 来 す る 成 熟 FrpBタ ン パ ク 質 の 配 列 比 較 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ６ 】 Petterssonら (1995) Infect. Immunology 63:4181-4184の モ デ ル に 従 う 、 外 膜 に
お け る H44/76株 FrpBの ト ポ ロ ジ ー を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ７ 】 ８ 種 の 異 な る 髄 膜 炎 菌 株 に 由 来 す る FrpBの ル ー プ ７ 領 域 の 配 列 比 較 を 示 す 図 で あ
る （ H44/76株 が 基 準 と し て 使 用 さ れ て い る ） 。
【 図 ８ 】 尿 素 変 性 FrpB、 FrpBΔ 28お よ び FrpBΔ 7Δ 5の in vitroで の フ ォ ー ル デ ィ ン グ を 実
証 す る ゲ ル を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ９ 】 外 膜 に お け る FrpBの 新 し い ト ポ ロ ジ ー モ デ ル を 示 す 図 で あ り 、 ル ー プ ３ お よ び ５
（ 旧 法 で は 、 そ れ ぞ れ ル ー プ ５ お よ び ７ と 同 等 ） が 示 さ れ て い る 。
【 図 １ ０ Ａ 】 い か に FrpBが 適 切 に リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ さ れ て い る か を 示 す ア ク リ ル ア ミ ド
ゲ ル を 示 す 図 で あ る 。
【 図 １ ０ Ｂ 】 高 度 に フ ォ ー ル デ ィ ン グ さ れ た 生 成 物 が 得 ら れ る こ と を 示 す 、 Jasco-810ス
ペ ク ト ロ ポ ラ リ メ ー タ ー で 記 録 し た CDス ペ ク ト ル ［ 30回 の ス キ ャ ン の 平 均 ］ を 示 す 図 で あ
る 。
【 図 １ １ 】 in vitroで フ ォ ー ル デ ィ ン グ さ れ た FrpB（ 突 然 変 異 体 ） に 対 す る 免 疫 応 答 の 評
価 を 示 す 図 で あ る 。 親 株 お よ び 16種 の 異 種 髄 膜 炎 菌 株 を 用 い て 行 っ た ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト
（ 最 初 の レ ー ン は 親 株 ） 。
【 図 １ ２ 】 in vitroで フ ォ ー ル デ ィ ン グ さ れ た FrpB-C1お よ び FrpB-C2の ド ッ ト ブ ロ ッ ト 分
析 を 示 す 図 で あ る 。 in vitroで フ ォ ー ル デ ィ ン グ さ れ た タ ン パ ク 質 は 、 冷 た い ま ま に 保 つ
か 加 熱 し て 、 タ ン パ ク 質 を ア ン フ ォ ー ル デ ィ ン グ し た 。 マ ウ ス ・ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 MN5C
11G 1:100,000（ α -PorA 1.7, 16） を 用 い て 免 疫 検 出 を 行 っ た 。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】 【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】

【 図 ６ 】

【 図 ７ 】

【 図 ８ 】

【 図 ９ 】 【 図 １ ０ Ａ 】

【 図 １ ０ Ｂ 】
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【 図 １ １ 】

【 図 １ ２ 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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   　　　　                                Ｇ０１Ｎ  33/53    　　　Ｎ          　　　　　

(81)指定国　　　　  AP(GH,GM,KE,LS,MW,MZ,SD,SL,SZ,TZ,UG,ZM,ZW),EA(AM,AZ,BY,KG,KZ,MD,RU,TJ,TM),EP(AT,
BE,BG,CH,CY,CZ,DE,DK,EE,ES,FI,FR,GB,GR,HU,IE,IT,LU,MC,NL,PT,RO,SE,SI,SK,TR),OA(BF,BJ,CF,CG,CI,CM,GA,
GN,GQ,GW,ML,MR,NE,SN,TD,TG),AE,AG,AL,AM,AT,AU,AZ,BA,BB,BG,BR,BY,BZ,CA,CH,CN,CO,CR,CU,CZ,DE,DK,DM,DZ,
EC,EE,ES,FI,GB,GD,GE,GH,GM,HR,HU,ID,IL,IN,IS,JP,KE,KG,KP,KR,KZ,LC,LK,LR,LS,LT,LU,LV,MA,MD,MG,MK,MN,M
W,MX,MZ,NI,NO,NZ,OM,PG,PH,PL,PT,RO,RU,SC,SD,SE,SG,SK,SL,SY,TJ,TM,TN,TR,TT,TZ,UA,UG,US,UZ,VC,VN,YU,ZA
,ZM,ZW

(71)出願人  505070173
            テクノロジー　ファウンデーション　（ステフティング　フール　デ　テクニスケ　ウェテンスハ
            ッペン）
            オランダ国　エヌエル－３５２７　ジェイピー　ユトレヒト，ファン　フォーレンホーヴェンラー
            ン　６６１
(74)代理人  100091096
            弁理士　平木　祐輔
(74)代理人  100096183
            弁理士　石井　貞次
(74)代理人  100118773
            弁理士　藤田　節
(72)発明者  ビーマンズ，ラルフ
            ベルギー国　ビー－１３３０　リキセンザール，リュ　ド　ランスティテュート　８９，グラクソ
            スミスクライン　バイオロジカルズ　ソシエテ　アノニム
(72)発明者  デノエル，フィリップ
            ベルギー国　ビー－１３３０　リキセンザール，リュ　ド　ランスティテュート　８９，グラクソ
            スミスクライン　バイオロジカルズ　ソシエテ　アノニム
(72)発明者  フェロン，クリスティアーヌ
            ベルギー国　ビー－１３３０　リキセンザール，リュ　ド　ランスティテュート　８９，グラクソ
            スミスクライン　バイオロジカルズ　ソシエテ　アノニム
(72)発明者  ゴラジ，カリーヌ
            ベルギー国　ビー－１３３０　リキセンザール，リュ　ド　ランスティテュート　８９，グラクソ
            スミスクライン　バイオロジカルズ　ソシエテ　アノニム
(72)発明者  コルテカーズ，ジェローン
            オランダ国　エヌエル－３５８４　シーエイチ　ユトレヒト，パドゥアラーン　８，ユトレヒト　
            ユニバーシティー
(72)発明者  プールマン，ジャン
            ベルギー国　ビー－１３３０　リキセンザール，リュ　ド　ランスティテュート　８９，グラクソ
            スミスクライン　バイオロジカルズ　ソシエテ　アノニム
(72)発明者  トマセン，ジャン
            オランダ国　エヌエル－３５８４　シーエイチ　ユトレヒト，パドゥアラーン　８，ユトレヒト　
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            ユニバーシティー
(72)発明者  ウェイナンツ，ヴィンセント
            ベルギー国　ビー－１３３０　リキセンザール，リュ　ド　ランスティテュート　８９，グラクソ
            スミスクライン　バイオロジカルズ　ソシエテ　アノニム
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　　　　 　　  4H045 AA10  AA11  AA30  BA10  CA11  DA76  DA86  EA29  EA52  FA74 
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