
(57)【要約】
　生ワクチン、弱毒生ワクチン、死ワクチン、ワクチンに用いられるタンパク質調製物、
およびワクチンに用いられるＯＭＶは、 CEACAM1結合 Opaを含まず、抗原性ではあるが CEAC
AM1に結合しない Opa改変体を最大限に含む。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 グ ラ ム 陰 性 細 菌 に よ り 引 き 起 こ さ れ る 疾 患 の 治 療 ま た は 予 防 に 用 い ら れ る 、 微 生 物 、 組
成 物 、 ワ ク チ ン 、 も し く は ワ ク チ ン 成 分 を 選 択 す る 方 法 で あ っ て 、 該 微 生 物 、 組 成 物 、 ワ
ク チ ン 、 も し く は ワ ク チ ン 成 分 が 、 CEACAM1を 結 合 す る Opaを 実 質 的 に 含 ま な い か 否 か を 決
定 す る 工 程 を 含 む 、 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 微 生 物 、 組 成 物 、 ワ ク チ ン 、 も し く は ワ ク チ ン 成 分 が 、 CEACAM1を 結 合 す る Opaを 実
質 的 に 含 ま な い よ う に 選 択 さ れ て い る か 、 ま た は CEACAM1を 結 合 す る Opaを 実 質 的 に 含 ま な
い よ う に 改 変 さ れ て い る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 グ ラ ム 陰 性 細 菌 が 、 ナ イ セ リ ア （ Neisseria） 、 モ ラ ク セ ラ （ Moraxella） 、 キ ン ゲ
ラ （ Kingella） 、 ア シ ネ ト バ ク タ ー （ Acinetobacter） 、 ブ ル セ ラ （ Brucella） 、 ボ ル デ
テ ラ （ Bordetella） 、 ポ ル フ ィ ロ モ ナ ス （ Porphyromonas） 、 ア ク チ ノ バ シ ラ ス （ Actinob
acillus） 、 ボ レ リ ア （ Borelia） 、 セ ラ チ ア （ Serratia） 、 カ ン ピ ロ バ ク タ ー （ Campylob
acter） 、 ヘ リ コ バ ク タ ー （ Helicobacter） 、 ヘ モ フ ィ ル ス （ Haemophilus） 、 エ シ ェ リ キ
ア （ Escherichia） 、 レ ジ オ ネ ラ （ Legionella） 、 サ ル モ ネ ラ （ Salmonella） 、 シ ュ ー ド
モ ナ ス （ Pseudomonas） 、 お よ び エ ル シ ニ ア （ Yersinia） か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ ま た
は ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 微 生 物 が 、 ナ イ セ リ ア で あ る 、 請 求 項 ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 髄 膜 炎 菌 性 疾 患 ま た は 淋 菌 性 疾 患 の 治 療 ま た は 予 防 に 用 い ら れ る 、 微 生 物 、 組 成 物 、 ワ
ク チ ン 、 も し く は ワ ク チ ン 成 分 を 選 択 す る 方 法 で あ っ て 、 該 微 生 物 、 組 成 物 、 ワ ク チ ン 、
も し く は ワ ク チ ン 成 分 が 、 CD4+ Ｔ 細 胞 の 活 性 化 ま た は 増 殖 を 抑 制 す る タ ン パ ク 質 を 実 質
的 に 含 ま な い か 否 か を 決 定 す る 工 程 を 含 む 、 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 前 記 微 生 物 、 組 成 物 、 ワ ク チ ン 、 も し く は ワ ク チ ン 成 分 が 、 CEACAM1を 結 合 す る Opaを 実
質 的 に 含 ま な い よ う に 選 択 さ れ て い る か 、 ま た は CEACAM1を 結 合 す る Opaを 実 質 的 に 含 ま な
い よ う に 改 変 さ れ て い る 、 請 求 項 ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 前 記 微 生 物 、 組 成 物 、 ワ ク チ ン 、 も し く は ワ ク チ ン 成 分 が 、 CEACAM1を 結 合 す る Opaを 実
質 的 に 含 ま な い 、 請 求 項 ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 前 記 微 生 物 が 、 ナ イ セ リ ア で あ る 、 請 求 項 ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 前 記 ナ イ セ リ ア が 、 CEACAM1を 結 合 す る Opaを 実 質 的 に 含 ま な い よ う に 選 択 さ れ て い る か
、 ま た は CEACAM1を 結 合 す る Opaを 実 質 的 に 含 ま な い よ う に 改 変 さ れ て い る 、 請 求 項 ４ ま た
は ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 前 記 ナ イ セ リ ア が 変 異 に よ り 改 変 さ れ て い る 、 請 求 項 ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 請 求 項 １ か ら １ ０ の い ず れ か の 項 の 記 載 に 従 っ て 得 ら れ る 微 生 物 、 組 成 物 、 ワ ク チ ン 、
も し く は ワ ク チ ン 成 分 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 1,000以 上 の 数 で あ り 、 CEACAM1を 結 合 す る Opaを 発 現 す る 細 菌 を 実 質 的 に 含 ま な い 、 グ
ラ ム 陰 性 細 菌 の 集 団 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 ナ イ セ リ ア 外 膜 小 胞 を 含 む 組 成 物 で あ っ て 、 該 小 胞 が 、 Opaを 実 質 的 に 含 ま な い 、 組 成
物 。
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【 請 求 項 １ ４ 】
　 前 記 小 胞 の Opa含 有 量 が 、 正 常 ナ イ セ リ ア か ら 得 ら れ る Ｏ Ｍ Ｖ の Opa含 有 量 と 比 較 し て 少
な く と も 10倍 減 少 し て い る 、 請 求 項 １ ３ に 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 Opaが Ｏ Ｍ Ｖ の 総 タ ン パ ク 質 含 有 量 の １ 質 量 ％ 以 下 で あ る 、 請 求 項 １ ３ ま た は １ ４ に 記
載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 薬 学 的 に 受 容 可 能 な キ ャ リ ア を さ ら に 含 む 、 請 求 項 １ ３ か ら １ ５ の い ず れ か の 項 に 記 載
の 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 ワ ク チ ン 接 種 の た め の 、 請 求 項 １ ３ か ら １ ６ の い ず れ か の 項 に 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 ナ イ セ リ ア 外 膜 小 胞 を 含 む 組 成 物 で あ っ て 、 該 小 胞 が 、 CEACAM1に 結 合 し な い Opaタ ン パ
ク 質 を 含 む 、 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 CEACAM1を 結 合 す る Opaを 実 質 的 に 含 ま な い 、 請 求 項 １ ８ に 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 ナ イ セ リ ア 外 膜 小 胞 を 含 む 組 成 物 で あ っ て 、 該 小 胞 が 、
　 抗 原 性 で あ り 、
　 Opaに 結 合 す る 抗 体 の 産 生 を 惹 起 し 、 そ し て
　 CEACAM1に 結 合 し な い
タ ン パ ク 質 を 含 む 、 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 前 記 タ ン パ ク 質 が Opaの 変 異 体 も し く は フ ラ グ メ ン ト も し く は 改 変 体 も し く は 誘 導 体 も
し く は 模 倣 物 で あ る 、 請 求 項 ２ ０ に 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 ナ イ セ リ ア 外 膜 小 胞 を 含 む 組 成 物 で あ っ て 、 該 小 胞 が 、 CEACAM1へ の Opaの 結 合 を 阻 害 す
る ア ン タ ゴ ニ ス ト を 含 む 、 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 ワ ク チ ン と し て 使 用 す る 組 成 物 ま た は ワ ク チ ン の 製 造 に 使 用 す る 組 成 物 を 調 製 す る 方 法
で あ っ て 、
　 （ ａ ） グ ラ ム 陰 性 細 菌 を 得 る 工 程 ；
　 （ ｂ ） 該 細 菌 が CEACAM1に 結 合 す る Opaタ ン パ ク 質 を 発 現 す る か 否 か を 決 定 す る 工 程 ；
　 （ ｃ ） 該 細 菌 が 該 Opaタ ン パ ク 質 を 発 現 す る 場 合 、 該 細 菌 を 廃 棄 す る 工 程 、 お よ び 工 程
（ ａ ） か ら （ ｃ ） を 繰 り 返 す 工 程 ；
　 （ ｄ ） 該 細 菌 が 該 Opaタ ン パ ク 質 を 発 現 し な い 場 合 、 該 細 菌 を 保 持 す る 工 程 ； お よ び
　 （ ｅ ） 工 程 （ ｄ ） の 該 保 持 さ れ た 細 菌 を 含 む 組 成 物 を 調 製 す る 工 程
を 含 む 、 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 前 記 細 菌 が 、 ナ イ セ リ ア で あ る 、 請 求 項 ２ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 Opaの 変 異 体 も し く は 改 変 体 も し く は フ ラ グ メ ン ト も し く は 誘 導 体 を 発 現 す る 細 菌 を 保
持 す る 工 程 を 含 み 、 こ こ で 該 変 異 体 も し く は 改 変 体 も し く は フ ラ グ メ ン ト も し く は 誘 導 体
が CEACAM1に 結 合 し な い 、 請 求 項 ２ ３ ま た は ２ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 前 記 保 持 さ れ た 細 菌 か ら 外 膜 小 胞 を 調 製 す る 工 程 を 含 む 、 請 求 項 ２ ３ か ら ２ ５ の い ず れ
か の 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 Opaの 変 異 体 も し く は 改 変 体 も し く は フ ラ グ メ ン ト も し く は 誘 導 体 も し く は 模 倣 物 を 得
る 方 法 で あ っ て 、
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　 （ ａ ） グ ラ ム 陰 性 細 菌 を 得 る 工 程 ;
　 （ ｂ ） 該 細 菌 で 変 異 誘 発 を 行 う 工 程 ；
　 （ ｃ ） 該 細 菌 が 、 CEACAM1に 結 合 し な い Opaタ ン パ ク 質 の 変 異 体 も し く は フ ラ グ メ ン ト も
し く は 改 変 体 も し く は 誘 導 体 も し く は 模 倣 物 を 発 現 す る か 否 か を 決 定 す る 工 程 ；
　 （ ｄ ） 該 変 異 体 も し く は 改 変 体 も し く は フ ラ グ メ ン ト も し く は 誘 導 体 も し く は 模 倣 物 を
単 離 す る 工 程 ；
を 含 む 、 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 前 記 細 菌 が 、 ナ イ セ リ ア で あ る 、 請 求 項 ２ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 請 求 項 ２ ７ ま た は ２ ８ に 記 載 の 方 法 で あ っ て 、 さ ら に
　 （ ｅ ） 前 記 変 異 体 も し く は フ ラ グ メ ン ト も し く は 改 変 体 も し く は 誘 導 体 も し く は 模 倣 物
に 対 す る 抗 体 を 惹 起 さ せ る 工 程 ； お よ び
　 （ ｆ ） 該 抗 体 が 、 CEACAM1に 結 合 す る Opaタ ン パ ク 質 に も 結 合 す る か 否 か を 決 定 す る 工 程
を 含 む 、 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 Opaの 変 異 体 も し く は 改 変 体 も し く は フ ラ グ メ ン ト も し く は 誘 導 体 で あ っ て 、 CEACAM1に
結 合 し な い 、 変 異 体 も し く は 改 変 体 も し く は フ ラ グ メ ン ト も し く は 誘 導 体 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 疾 患 の 治 療 ま た は 予 防 の 方 法 で あ っ て 、 請 求 項 １ １ に 記 載 の 微 生 物 、 組 成 物 、 ワ ク チ ン
、 も し く は ワ ク チ ン 成 分 、 ま た は 請 求 項 １ ２ に 記 載 の グ ラ ム 陰 性 細 菌 の 集 団 、 ま た は 請 求
項 １ ３ か ら ２ ２ の い ず れ か の 項 に 記 載 の 組 成 物 を 投 与 す る 工 程 を 含 む 、 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 請 求 項 １ １ に 記 載 の 微 生 物 、 組 成 物 、 ワ ク チ ン 、 も し く は ワ ク チ ン 成 分 、 ま た は 請 求 項
１ ２ に 記 載 の グ ラ ム 陰 性 細 菌 の 集 団 、 ま た は 請 求 項 １ ３ か ら ２ ２ の い ず れ か の 項 に 記 載 の
組 成 物 を 含 む 、 ワ ク チ ン 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 ワ ク チ ン の 製 造 ま た は 試 験 の 方 法 で あ っ て 、
　 （ ａ ） グ ラ ム 陰 性 細 菌 に 対 す る ワ ク チ ン サ ン プ ル も し く は 提 案 さ れ た ワ ク チ ン の 成 分 の
サ ン プ ル を 得 る 工 程 ； お よ び
　 （ ｂ ） 該 サ ン プ ル が 、 CEACAM1に 結 合 す る Opaタ ン パ ク 質 を 含 む か 否 か を 決 定 す る 工 程
を 含 む 、 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 請 求 項 ３ ３ に 記 載 の 方 法 で あ っ て 、 さ ら に
　 （ ｃ ） 存 在 す る 場 合 、 前 記 Opaタ ン パ ク 質 の 質 量 ％ を 、 前 記 ワ ク チ ン ま た は 前 記 サ ン プ
ル 中 の 総 タ ン パ ク 質 含 有 量 の 質 量 ％ に よ り 決 定 す る 工 程
を 含 む 、 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 請 求 項 ３ ３ ま た は ３ ４ に 記 載 の 方 法 で あ っ て 、
　 （ ｄ ） 前 記 サ ン プ ル が 前 記 Opaタ ン パ ク 質 を 含 む 場 合 、 ま た は 前 記 Opaタ ン パ ク 質 の 質 量
％ が 所 定 レ ベ ル を 上 回 る 場 合 、 前 記 ワ ク チ ン ま た は 前 記 成 分 を 排 除 す る 工 程
を 含 む 、 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 免 疫 記 憶 の 刺 激 を 改 善 し ま た は Ｔ 細 胞 機 能 の 阻 害 を 減 少 さ せ る こ と に よ り 髄 膜 炎 菌 性 疾
患 を 治 療 ま た は 予 防 す る た め の 医 薬 の 製 造 に お け る ナ イ セ リ ア 外 膜 小 胞 の 使 用 で あ っ て 、
該 小 胞 が 、 （ ｉ ） Opaを 実 質 的 に 含 ま な い か 、 （ ii） CEACAM1に 結 合 し な い Opaタ ン パ ク 質
を 含 む か 、 （ iii） CEACAM1に 結 合 し な い Opaの 変 異 体 も し く は フ ラ グ メ ン ト も し く は 誘 導
体 を 含 む か 、 ま た は （ iv） CEACAM1へ の Opaの 結 合 を 阻 害 す る ア ン タ ゴ ニ ス ト を 含 む 、 使 用
。
【 請 求 項 ３ ７ 】
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　 変 異 誘 発 し た Opa遺 伝 子 を 得 る 方 法 で あ っ て 、 （ ａ ） Opa遺 伝 子 を ク ロ ー ニ ン グ す る 工 程
、 （ ｂ ） 該 ク ロ ー ニ ン グ し た 遺 伝 子 を 発 現 ベ ク タ ー に 挿 入 す る 工 程 、 お よ び （ ｃ ） 該 ク ロ
ー ニ ン グ し た 遺 伝 子 を 変 異 誘 発 す る 工 程 を 含 む 、 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 （ ｃ ） か ら 得 ら れ る 前 記 遺 伝 子 か ら タ ン パ ク 質 を 発 現 さ せ る 工 程 、 該 タ ン パ ク 質 を 単 離
す る 工 程 、 な ら び に （ ｉ ） CEACAM1へ の 結 合 お よ び ／ ま た は （ ii） 天 然 型 Opaに 結 合 す る 抗
体 の 生 成 に つ い て 該 タ ン パ ク 質 を 試 験 す る 工 程 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 ３ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 請 求 項 ３ ７ ま た は ３ ８ に 記 載 の 方 法 に 従 っ て 得 ら れ る タ ン パ ク 質 を 含 む 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 で あ っ て 、 （ ａ ） 該 タ ン パ ク 質 が CEACAM1に 結 合 せ ず 、
そ し て （ ｂ ） 該 タ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 体 が 天 然 型 Opaを 結 合 す る 、 遺 伝 子 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 請 求 項 ３ ７ の 記 載 に 従 っ て 得 ら れ た 遺 伝 子 ま た は 請 求 項 ３ ８ の 記 載 に 従 っ て 得 ら れ た タ
ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 請 求 項 ４ ０ ま た は ４ １ に 記 載 の 遺 伝 子 を 含 む ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 請 求 項 ４ ０ ま た は ４ １ に 記 載 の 遺 伝 子 を 含 む 細 胞 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 グ ラ ム 陰 性 細 菌 に よ る 疾 患 、 特 に 、 ナ イ セ リ ア （ Neisseria） に よ っ て 引 き
起 こ さ れ る 疾 患 の 治 療 ま た は 予 防 の た め の 、 改 変 さ れ た 細 胞 、 細 胞 抽 出 物 、 な ら び に Ｏ Ｍ
Ｖ ベ ー ス の 組 成 物 お よ び そ の 成 分 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 顕 著 な 数 の ヒ ト お よ び 動 物 病 原 体 が 、 グ ラ ム 陰 性 に 分 類 さ れ る 細 菌 内 に 含 ま れ る 。 こ れ
ら に は 、 ナ イ セ リ ア 、 モ ラ ク セ ラ （ Moraxella） 、 キ ン ゲ ラ （ Kingella） 、 ア シ ネ ト バ ク
タ ー （ Acinetobacter） 、 ブ ル セ ラ （ Brucella） 、 ボ ル デ テ ラ （ Bordetella） 、 ヘ モ フ ィ
ル ス （ Haemophilus） 、 エ シ ェ リ キ ア （ Escherichia） 、 ク ラ ミ ジ ア （ Chlamydia） 、 レ ジ
オ ネ ラ （ Legionella） 、 シ ュ ー ド モ ナ ス （ Pseudomonas） 、 プ ロ テ ウ ス （ Proteus） 、 お よ
び エ ル シ ニ ア （ Yersinia） の 属 の メ ン バ ー が 含 ま れ る 。 Neisseria meningitidis（ 髄 膜 炎
菌 ） は 、 髄 膜 炎 菌 性 髄 膜 炎 を 引 き 起 こ す 生 物 で あ り 、 そ し て 世 界 的 な 健 康 問 題 で 特 に 重 要
で あ る 。 多 く の 国 に お い て 、 こ の 疾 患 の 発 生 は 増 大 中 で あ る 。 N. meningitidisは ま た 、
髄 膜 炎 菌 敗 血 症 の 原 因 と も な り 、 こ れ は 、 症 状 の 発 症 が 迅 速 で 、 高 死 亡 率 で あ り 、 症 例 の
お よ そ 22％ が 致 命 的 で あ る 。 他 の グ ラ ム 陰 性 細 菌 は 、 髄 膜 炎 （ H. influenzae(イ ン フ ル エ
ン ザ 菌 )） 、 ペ ス ト （ Y. pestis(ペ ス ト 菌 )） 、 胃 腸 炎 （ E. coli(大 腸 菌 )） 、 性 病 （ N. go
norrhoeae(淋 菌 )） 、 お よ び 院 内 感 染 （ P. aeruginosa(緑 膿 菌 )） を 含 む 種 々 の ヒ ト 感 染 症
を 引 き 起 こ す 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 グ ラ ム 陰 性 細 菌 感 染 に 対 し て 、 動 物 （ 特 に ヒ ト ） に お い て 防 御 免 疫 を 提 供 す る 広 い ス ペ
ク ト ル の ワ ク チ ン を 提 供 す る こ と が 望 ま し い 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 ヒ ト 病 原 体 Neisseria meningitidisに 由 来 す る 外 膜 小 胞 （ Ｏ Ｍ Ｖ ） は 、 近 年 、 防 御 髄 膜
炎 菌 ワ ク チ ン の た め の 抗 原 の 供 給 源 と し て 利 用 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 広 い ス ペ ク ト ル の 防 御 の 達 成 に 伴 う 困 難 性 に 取 り 組 む た め に 、 研 究 者 ら は 、 Ｏ Ｍ Ｖ の 免
疫 原 能 を 増 強 し 得 る 特 定 の 抗 原 で Ｏ Ｍ Ｖ を 「 富 化 」 す る こ と を 試 み た 。 WO-A-00/25811で
は 、 N. meningitidisか ら 単 離 し た Ｏ Ｍ Ｖ を 異 種 抗 原 、 例 え ば 、 ト ラ ン ス フ ェ リ ン 結 合 タ
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ン パ ク 質 （ Tbp） と 組 み 合 わ せ て い る か 、 ま た は 遺 伝 子 改 変 N. meningitidisが そ の よ う な
抗 原 を 組 換 え 発 現 し 、 そ し て 抗 原 を 富 化 し た Ｏ Ｍ Ｖ を そ こ か ら 誘 導 し て い る 。 同 様 の ア プ
ロ ー チ が WO-A-01/09350で 採 用 さ れ 、 こ の 文 献 に は 、 N. meningitidis、 M. catarrhalis、
お よ び H. influenzae由 来 の Ｏ Ｍ Ｖ を 含 む ワ ク チ ン 組 成 物 が 記 載 さ れ る 。 あ る 実 施 形 態 で
は 、 こ れ ら の 生 物 は 、 特 定 の 免 疫 原 部 分 を 過 剰 発 現 す る よ う に 遺 伝 子 改 変 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 こ の よ う な Ｏ Ｍ Ｖ ベ ー ス の ワ ク チ ン に 伴 う 困 難 性 は 、 十 分 な 防 御 を 達 成 す る た め に 、 ワ
ク チ ン が 頻 繁 な 間 隔 で 投 与 さ れ な け れ ば な ら な い か 、 ま た は 防 御 免 疫 応 答 を 維 持 す る よ う
に 追 加 免 疫 が 与 え ら れ な け れ ば な ら な い こ と で あ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 感 染 症 と 戦 う 有 効 な 抗 生 物 質 療 法 が 利 用 で き る に も か か わ ら ず 、 淋 菌 （ Neisseria gono
rrhoeae） は 、 世 界 的 に 毎 年 約 7,800万 の 感 染 を 引 き 起 こ す 。 淋 病 は 、 激 し い 炎 症 性 応 答 に
よ り 特 徴 付 け ら れ 、 こ れ は 、 大 量 の 尿 道 ま た は 頚 部 の 膿 （ 主 に 細 胞 外 お よ び 細 胞 内 結 合 N.
 gonorrhoeaeと 好 中 球 と か ら な る ） の 遊 離 に 至 る 。 感 染 し た 男 性 の 15％ お よ び 感 染 し た 女
性 の 80％ ま で が 、 無 症 状 で あ る 。 こ の よ う な 状 況 で は 、 感 染 は 広 が る 傾 向 に あ り 、 そ し て
垂 直 （ 感 染 母 体 か ら 新 生 児 へ ） お よ び 水 平 （ 性 的 パ ー ト ナ ー へ ） の 両 方 で 絶 え ず 伝 染 し 続
け る 。 検 出 さ れ な い 場 合 、 こ の よ う な 感 染 は 、 重 大 な 病 的 状 態 の 供 給 源 で あ り 、 新 生 児 に
お け る 重 度 の 結 膜 炎 、 汎 発 性 淋 菌 感 染 、 骨 盤 内 炎 症 性 疾 患 、 お よ び 卵 管 瘢 痕 化 に よ る 不 妊
症 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 集 団 内 の N. gonorrhoeaeの 存 続 は 、 淋 病 が 繰 り 返 し 罹 患 さ れ 得 る と い う 事 実 に よ り 、 そ
し て こ の 生 物 へ の 曝 露 ま た は 定 着 が 、 続 い て 起 こ る 感 染 に 対 す る 個 体 の 感 受 性 を 減 少 さ せ
る と い う 証 拠 は ほ と ん ど な い 。 こ れ は 、 少 な く と も 部 分 的 に は 、 淋 菌 表 面 エ ピ ト ー プ の 抗
原 性 の 変 動 に 起 因 し 得 る 。 し か し 、 個 体 は 、 同 じ 血 清 型 の N. gonorrhoeaeに 再 感 染 さ れ 得
る 。 こ の こ と は 、 免 疫 の 回 避 が 、 こ の 病 原 体 に よ り 使 用 さ れ る 単 な る 生 存 ス ト ラ テ ジ ー で
は な い こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 し た が っ て 、 初 回 ま た は 反 復 す る 淋 菌 感 染 に 対 す る 改 善 さ れ た ワ ク チ ン 接 種 を 提 供 す る
こ と が 望 ま れ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 ナ イ セ リ ア 種 に よ り 発 現 さ れ る コ ロ ニ ー 混 濁 （ Opacity） （ Opa） タ ン パ ク 質 は 、 重 要 な
ビ ル レ ン ス 決 定 基 で あ る 。 Boultonら : Nat Immunol. 2002 Mar; 3(3): 229-36は 、 イ ン ビ
ト ロ で 、 Opaタ ン パ ク 質 が Ｔ リ ン パ 球 活 性 化 お よ び 増 殖 を ど の よ う に 抑 制 し た か を 記 載 す
る 。 Opaタ ン パ ク 質 が 、 理 想 の ワ ク チ ン 標 的 と し て 文 献 中 に 記 載 さ れ て い る 。 Wiertzら （ I
nfect Immun. 1996 Jan; 64(1): 298-304） お よ び De Jongeら （ Infect Immun. 2003 May;
 71(5): 2331-40） は 、 淋 菌 感 染 に 対 す る 防 御 に お い て 重 要 と し て 、 Opa抗 体 を 同 定 し て い
る 。 De Jongeら は 、 Opa抗 体 が ど の よ う に し て ナ イ セ リ ア 接 着 を 減 少 し た か に 留 意 し 、 そ
し て ワ ク チ ン 接 種 に お い て Opaを 含 む こ と を 提 唱 し て い る 。 Schneiderら （ J Infect Dis. 
1995 Ju1; 172(1): 180-5） は 、 淋 病 に 対 す る Opaベ ー ス の ワ ク チ ン の 使 用 を 提 唱 し て い る
。 Plummerら （ J. Clin. Invest. 1994; 93: 1748-1755） は 、 Opaに 対 す る 抗 体 と 淋 菌 性 卵
管 炎 の 減 少 し た 危 険 性 と を 相 関 付 け 、 そ し て Opaベ ー ス の ワ ク チ ン を 促 進 し て い る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 の 目 的 は 、 グ ラ ム 陰 性 細 菌 に よ る 疾 患 の 治 療 ま た は 予 防 に 用 い ら れ る 微 生 物 、 組
成 物 、 お よ び ワ ク チ ン （ Ｏ Ｍ Ｖ ベ ー ス の ワ ク チ ン を 含 む ） を 提 供 す る こ と で あ る 。 本 発 明
の 特 定 の 目 的 の う ち の １ つ の 目 的 は 、 髄 膜 炎 菌 性 疾 患 お よ び 淋 病 に 対 す る 現 行 の ワ ク チ ン
接 種 に 伴 う 問 題 を 解 決 す る か 、 ま た は 少 な く と も 軽 減 す る こ の よ う な ワ ク チ ン を 提 供 す る
こ と で あ る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
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【 ０ ０ １ ２ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 CEACAM1を 結 合 す る Opaを 実 質 的 に 含 ま な い 微 生 物 、 組 成 物 、 ワ
ク チ ン 、 ワ ク チ ン 成 分 、 上 記 を 得 る 方 法 、 お よ び 上 記 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 提 供 す る 。 こ
れ ら は 、 グ ラ ム 陰 性 細 菌 に よ り 引 き 起 こ さ れ る 疾 患 の 治 療 ま た は 予 防 で の 使 用 に 適 す る 。
本 発 明 は ま た 、 髄 膜 炎 菌 性 疾 患 ま た は 淋 菌 性 疾 患 の 治 療 ま た は 予 防 に 適 し 、 そ し て CD4+ 
Ｔ 細 胞 の 活 性 化 ま た は 増 殖 を 抑 制 す る タ ン パ ク 質 を 実 質 的 に 含 ま な い 微 生 物 、 組 成 物 、 ワ
ク チ ン 、 ワ ク チ ン 成 分 、 上 記 を 得 る 方 法 、 お よ び 上 記 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 微 生 物 は 、 代 表 的 に は 、 CEACAM1を 結 合 す る Opaを 実 質 的 に 含 ま な い よ う に 選 択 さ れ て い
る か 、 ま た は CEACAM1を 結 合 す る Opaを 実 質 的 に 含 ま な い よ う に 改 変 さ れ て い る グ ラ ム 陰 性
細 菌 （ 格 別 に は 、 ナ イ セ リ ア ） で あ る 。 そ れ ら は 、 Opaを 含 ま な い よ う に 、 ま た は CEACAM1
を 結 合 し な い Opaを 発 現 す る よ う に 、 変 異 に よ り 改 変 さ れ 得 る 。 本 発 明 の 組 成 物 は 、 そ の
よ う な 細 菌 ま た は そ れ ら の 免 疫 原 性 抽 出 物 、 例 え ば 、 そ れ ら の タ ン パ ク 質 調 製 物 を 含 む 。
微 生 物 ま た は そ れ ら の 抽 出 物 を 含 む ワ ク チ ン は 、 生 細 菌 、 弱 毒 生 細 菌 、 ま た は 死 細 菌 を 含
み 得 る 。 本 明 細 書 中 の 以 降 で は 、 一 般 に 、 本 発 明 の 組 成 物 と は 、 他 に 示 さ な い 限 り 、 微 生
物 、 組 成 物 、 ワ ク チ ン 、 お よ び ワ ク チ ン 成 分 の 全 て を い う こ と と す る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 さ ら に 、 グ ラ ム 陰 性 細 菌 に よ り 引 き 起 こ さ れ る 疾 患 の 治 療 ま た は 予 防 に 用 い ら れ る 、 微
生 物 、 組 成 物 、 ワ ク チ ン 、 も し く は ワ ク チ ン 成 分 を 選 択 す る 方 法 が 、 本 明 細 書 中 に 提 供 さ
れ る 。 こ の 方 法 は 、 該 微 生 物 、 組 成 物 、 ワ ク チ ン 、 も し く は ワ ク チ ン 成 分 が 、 CEACAM1を
結 合 す る Opaを 実 質 的 に 含 ま な い か 否 か を 決 定 す る 工 程 を 含 む 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 方 法 は 、 髄 膜 炎 菌 性 疾 患 ま た は 淋 菌 性 疾 患 の 治 療 ま た は 予 防 に 用 い ら
れ る 、 微 生 物 、 組 成 物 、 ワ ク チ ン 、 も し く は ワ ク チ ン 成 分 を 選 択 す る た め の 方 法 で あ り 、
こ れ は 、 該 微 生 物 、 組 成 物 、 ワ ク チ ン 、 も し く は ワ ク チ ン 成 分 が 、 CD4+ Ｔ 細 胞 の 活 性 化
ま た は 増 殖 を 抑 制 す る タ ン パ ク 質 を 実 質 的 に 含 ま な い か 否 か を 決 定 す る 工 程 を 含 む 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 該 微 生 物 、 組 成 物 、 ワ ク チ ン 、 も し く は ワ ク チ ン 成 分 は 、 好 ま し く は 、 CEACAM1を 結 合
す る Opaを 実 質 的 に 含 ま な い か 、 ま た は CEACAM1を 結 合 す る Opaを 実 質 的 に 含 ま な い よ う に
改 変 さ れ て い る 。 好 ま し い 方 法 で は 、 ナ イ セ リ ア が 、 CEACAM1を 結 合 す る Opaを 実 質 的 に 含
ま な い よ う に 選 択 さ れ て い る か 、 ま た は 例 え ば 、 以 下 に 詳 述 す る よ う な 変 異 に よ り 、 CEAC
AM1を 結 合 す る Opaを 実 質 的 に 含 ま な い よ う に 改 変 さ れ て い る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 の グ ラ ム 陰 性 細 菌 の 集 団 は 、 1,000以 上 の 細 菌 数 で あ り 、 CEACAM1を 結 合 す る Opa
を 発 現 す る 細 菌 を 実 質 的 に 含 ま な い 。 同 様 に 、 CEACAM1を 結 合 す る Opaを 実 質 的 に 含 ま な い
組 成 物 が 、 そ れ か ら 得 ら れ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 は 、 グ ラ ム 陰 性 細 菌 外 膜 小 胞 、 好 ま し く は 、 ナ イ セ リ ア 外 膜
小 胞 を 含 む 組 成 物 を 提 供 し 、 該 小 胞 は 、 Opaを 実 質 的 に 含 ま な い 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 小 胞 の Opa含 有 量 は 、 好 ま し く は 、 正 常 ナ イ セ リ ア か ら 得 ら れ る Ｏ Ｍ Ｖ の Opa含 有 量 と 比
較 し て 少 な く と も 10倍 減 少 さ れ る 。 正 常 ナ イ セ リ ア の 基 準 は 、 N. meningitidis K454株 か
ら 得 ら れ る Ｏ Ｍ Ｖ の Opa含 有 量 で あ る 。 よ り 格 別 に は 、 Opaは 、 Ｏ Ｍ Ｖ の 総 タ ン パ ク 質 含 有
量 の 0.5質 量 ％ 以 下 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 組 成 物 は 、 外 膜 小 胞 を 含 み 、 こ こ で 小 胞 は 、 CEACAM1に 結 合 し な い Opa
タ ン パ ク 質 を 含 む 。 こ れ ら の 小 胞 は 、 加 え て 、 CEACAM1を 結 合 す る Opaを 実 質 的 に 含 ま な い
も の で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 の な お さ ら な る 組 成 物 は 、 外 膜 小 胞 を 含 み 、 こ こ で 小 胞 は 、 抗 原 性 で あ り 、 Opa
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に 結 合 す る 抗 体 の 産 生 を 惹 起 し 、 そ し て CEACAM1に 結 合 し な い タ ン パ ク 質 を 含 む 。 タ ン パ
ク 質 は 、 Opaの 変 異 体 も し く は 改 変 体 も し く は フ ラ グ メ ン ト も し く は 誘 導 体 も し く は 模 倣
物 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 の な お さ ら な る 組 成 物 は 、 外 膜 小 胞 を 含 み 、 こ こ で 小 胞 は 、 CEACAM1へ の Opaの 結
合 を 阻 害 す る ア ン タ ゴ ニ ス ト を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 用 語 「 Opa」 と は 、 グ ラ ム 陰 性 菌 （ 特 に 、 ナ イ セ リ ア ） の コ ロ ニ ー 混 濁 関 連 タ ン パ ク 質
を い い 、 こ れ は 、 免 疫 応 答 を 調 整 も し く は 抑 制 し 得 る か 、 ま た は 腫 瘍 増 殖 を 阻 害 し 得 る 。
好 ま し く は 、 Opaタ ン パ ク 質 は 、 CEACAM1に 結 合 し 得 、 そ し て CEACAM1の 連 結 反 応 を 引 き 起
こ し 、 結 果 と し て 免 疫 抑 制 ま た は 免 疫 細 胞 の 阻 害 を 伴 う 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 特 定 の Opaタ ン パ ク 質 に は 、 Opa 5 2 お よ び Opa 5 7 が 含 ま れ る 。 ナ イ セ リ ア Opaタ ン パ ク 質 は
高 度 に 抗 原 可 変 性 で あ る か ら 、 Opaタ ン パ ク 質 は 、 種 々 の ナ イ セ リ ア 種 に よ っ て 発 現 さ れ
得 、 か つ CEACAM1レ セ プ タ ー ま た は 相 同 な 非 ヒ ト レ セ プ タ ー に も 結 合 す る Opaタ ン パ ク 質 の
い ず れ か で あ り 得 る 。 Opaタ ン パ ク 質 と し て は 、 そ れ ら の Opaタ ン パ ク 質 が CEACAM1を 結 合
す る こ と が 示 さ れ て い る 任 意 の ナ イ セ リ ア 種 （ 病 原 性 の Neisseria gonorrhoeaeお よ び Nei
sseria meningitidis、 な ら び に Neisseria lactamicaお よ び Neisseria subflavaの よ う な
共 生 種 が 含 ま れ る ） に よ り コ ー ド さ れ る Opaタ ン パ ク 質 な ら び に Opaタ ン パ ク 質 も 発 現 す る
他 の 共 生 物 に よ り コ ー ド さ れ る Opaタ ン パ ク 質 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 用 語 「 Opaタ ン パ ク 質 」 は ま た 、 他 の 細 菌 種 由 来 の 類 似 タ ン パ ク 質 も い う 。 こ れ は 、 Hae
mophilus influenzae（ イ ン フ ル エ ン ザ 菌 ） の CEACAM1結 合 タ ン パ ク 質 を 含 む が 、 こ れ に 限
定 さ れ な い 。 ナ イ セ リ ア の Opaタ ン パ ク 質 と 同 様 に 、 H. influenzaeの P5タ ン パ ク 質 は 、 ８
つ の 膜 貫 通 領 域 お よ び ４ つ の 細 胞 外 ル ー プ を 伴 う β － バ レ ル 構 造 を 形 成 す る と 推 定 さ れ る
抗 原 可 変 性 の 外 膜 タ ン パ ク 質 で あ る 。 Opaタ ン パ ク 質 と 同 様 に 、 P5の 膜 貫 通 領 域 お よ び ４
番 目 の 表 面 露 出 ル ー プ は 十 分 に 保 存 さ れ て い る が 、 他 の 表 面 露 出 ル ー プ 内 の 配 列 は 可 変 で
あ る 。 ま た 、 種 々 の ナ イ セ リ ア Opaタ ン パ ク 質 と 同 様 に 、 H. influenzae P5タ ン パ ク 質 は
、 CEACAMレ セ プ タ ー （ CEACAM1を 含 む ） へ の 結 合 を 介 し て 、 宿 主 細 胞 へ の 付 着 の 際 に 機 能
す る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 発 明 で は 、 本 発 明 者 ら は 、 CEACAM1反 応 性 Opa含 有 量 を 目 的 に か な っ て 喪 失 し て い る か
、 ま た は 少 な く と も 減 少 す る 組 成 物 を 提 供 す る 。 本 発 明 者 ら は ま た 、 Opaの 変 異 体 も し く
は 改 変 体 も し く は フ ラ グ メ ン ト も し く は 誘 導 体 も し く は 模 倣 物 を 含 む 組 成 物 を 提 供 し 、 該
変 異 体 、 改 変 体 、 フ ラ グ メ ン ト 、 模 倣 物 、 お よ び 誘 導 体 は CEACAM1を 活 性 化 し な い 。 し た
が っ て 、 こ れ ら の 組 成 物 は 、 疾 患 、 格 別 に は ナ イ セ リ ア 疾 患 、 よ り 格 別 に は 髄 膜 炎 菌 性 疾
患 お よ び 淋 菌 性 疾 患 に 対 す る ワ ク チ ン の 基 礎 を 与 え 、 患 者 に お い て 免 疫 応 答 お よ び 免 疫 記
憶 の 発 達 が 改 善 さ れ る 。 変 異 体 、 改 変 体 、 フ ラ グ メ ン ト 、 お よ び 誘 導 体 は 、 CEACAM1の 活
性 化 の 不 利 益 を 生 じ る こ と な く 、 例 え ば 、 免 疫 抑 制 お よ び ／ ま た は 免 疫 記 憶 の 減 少 を 生 じ
る こ と な く 、 抗 Opa抗 体 お よ び 他 の 免 疫 応 答 が イ ン ビ ボ で 生 成 す る こ と を 可 能 に す る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 発 明 の 組 成 物 は 、 患 者 、 代 表 的 に は 、 ヒ ト 患 者 の 治 療 に お い て 用 い る た め の も の で あ
り 、 そ し て 本 発 明 は 、 本 発 明 の 組 成 物 を 投 与 す る 工 程 を 含 む 、 個 体 の 治 療 方 法 を 提 供 す る
。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 発 明 は ま た 、 ワ ク チ ン 接 種 の た め の 組 成 物 の 製 造 、 お よ び ワ ク チ ン 成 分 に 関 す る 。 し
た が っ て 、 ワ ク チ ン と し て 使 用 さ れ る 組 成 物 の 調 製 の た め 、 ま た は ワ ク チ ン の 製 造 に お け
る 本 発 明 の 方 法 は 、
　 （ ａ ） グ ラ ム 陰 性 細 菌 を 得 る 工 程 ;
　 （ ｂ ） 細 菌 が CEACAM1に 結 合 す る Opaタ ン パ ク 質 を 発 現 す る か 否 か を 決 定 す る 工 程 ；
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　 （ ｃ ） 細 菌 が Opaタ ン パ ク 質 を 発 現 す る 場 合 、 細 菌 を 廃 棄 す る 工 程 、 お よ び 工 程 （ ａ ）
か ら （ ｃ ） を 繰 り 返 す 工 程 ；
　 （ ｄ ） 細 菌 が Opaタ ン パ ク 質 を 発 現 し な い 場 合 、 細 菌 を 保 持 す る 工 程 ； お よ び
　 （ ｅ ） 工 程 （ ｄ ） の 保 持 さ れ た 細 菌 を 含 む 組 成 物 を 調 製 す る 工 程
を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 細 菌 は 、 好 ま し く は 、 ナ イ セ リ ア で あ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 細 菌 は 、 CEACAM1反 応 性 Opaを 発 現 し な い が 、 非 機 能 的 Opaを 生 成 す る も の で あ り 得 、 そ
し て 方 法 は 、 Opaの 変 異 体 も し く は 改 変 体 も し く は フ ラ グ メ ン ト も し く は 誘 導 体 も し く は
模 倣 物 を 発 現 す る 細 菌 を 保 持 す る 工 程 を さ ら に 含 み 得 、 こ こ で 変 異 体 も し く は 改 変 体 も し
く は フ ラ グ メ ン ト も し く は 誘 導 体 も し く は 模 倣 物 は 、 CEACAM1に 結 合 し な い 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 Opaの こ の よ う な 変 異 体 も し く は 改 変 体 も し く は フ ラ グ メ ン ト も し く は 誘 導 体 も し く は
模 倣 物 は 、 細 菌 集 団 で 天 然 に 生 じ 得 る 。 し か し 、 本 発 明 の 好 ま し い 方 法 は 、 こ の よ う な タ
ン パ ク 質 の 生 成 を 誘 導 す る も の で あ り 、 そ し て 、
　 （ ａ ） グ ラ ム 陰 性 細 菌 を 得 る 工 程 ;
　 （ ｂ ） 細 菌 で 変 異 誘 発 を 行 う 工 程 ；
　 （ ｃ ） 細 菌 が 、 CEACAM1に 結 合 し な い Opaタ ン パ ク 質 の 変 異 体 も し く は フ ラ グ メ ン ト も し
く は 改 変 体 も し く は 誘 導 体 も し く は 模 倣 物 を 発 現 す る か 否 か を 決 定 す る 工 程 ；
　 （ ｄ ） 変 異 体 も し く は 改 変 体 も し く は フ ラ グ メ ン ト も し く は 誘 導 体 も し く は 模 倣 物 を 単
離 す る 工 程 ；
を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 ナ イ セ リ ア 種 が 、 相 同 DNA配 列 間 の 組 換 え を 介 す る 変 異 誘 発 に 対 し て 天 然 に コ ン ピ テ ン
ト で あ り 、 か つ 扱 い や す く 、 そ し て さ ら に は 髄 膜 炎 菌 お よ び 淋 菌 の ゲ ノ ム 配 列 全 体 が 利 用
で き る こ と に よ り 、 変 異 誘 発 に 対 す る 適 切 な 部 位 の 正 確 な 決 定 が 可 能 に な る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 発 明 の 細 菌 を 作 出 す る か 、 ま た は 得 る １ つ の 方 法 は 、 Opa遺 伝 子 を ク ロ ー ニ ン グ し 、
ク ロ ー ニ ン グ し た 遺 伝 子 を 発 現 ベ ク タ ー に 挿 入 し そ し て ク ロ ー ニ ン グ し た 遺 伝 子 を 変 異 誘
発 す る こ と で あ る 。 次 い で 、 ク ロ ー ニ ン グ し た 遺 伝 子 を 発 現 し 得 、 そ し て そ の 産 物 を （ ｉ
） CEACAM1へ の 結 合 お よ び （ ii） 天 然 型 Opaに 結 合 す る 抗 体 の 生 成 に つ い て 試 験 し 得 る 。 次
い で 、 所 望 の 特 性 を 有 す る 産 物 を 生 成 す る 変 異 遺 伝 子 を イ ン ビ ト ロ で 発 現 さ せ て 、 本 発 明
の 変 異 タ ン パ ク 質 を 獲 得 し 得 る 。 こ の タ ン パ ク 質 を 、 組 成 物 、 格 別 に は ワ ク チ ン に 組 み 込
み 得 る 。 こ の 技 術 は ま た 、 Opaの フ ラ グ メ ン ト の 生 成 に 適 し て い る 。 こ れ は 、 同 様 に 、 所
望 の 特 性 に つ い て 試 験 さ れ 得 る 。 変 異 遺 伝 子 は 、 宿 主 細 菌 、 好 ま し く は 、 ナ イ セ リ ア に 挿
入 さ れ て 、 天 然 型 CEACAM1結 合 Opaを 置 換 し 得 る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 ト ラ ン ス ポ ゾ ン （ Tn） は 、 利 用 可 能 で あ る 場 合 、 変 異 誘 発 の た め に 広 範 に 用 い ら れ る 。
こ れ は 、 以 下 の 理 由 に よ る ： １ ） ト ラ ン ス ポ ゾ ン の 両 端 か ら 配 列 決 定 す る こ と に よ り 変 異
部 位 （ ト ラ ン ス ポ ゾ ン の 挿 入 ） を マ ッ ピ ン グ す る こ と が 容 易 で あ る ； ２ ） 染 色 体 に 一 度 の
み 挿 入 す る ト ラ ン ス ポ ゾ ン が 使 用 さ れ 得 、 こ の こ と に よ り 、 単 一 挿 入 変 異 か ら 生 じ る 変 異
体 表 現 型 の 分 析 が 可 能 に な る ； ３ ） 既 存 の 手 順 に よ り 、 多 数 の 潜 在 的 に 興 味 深 い 変 異 体 の
同 時 ス ク リ ー ニ ン グ が 可 能 に な る 。 他 の 古 典 的 な 変 異 誘 発 法 は 、 紫 外 光 の 使 用 、 お よ び よ
り 頻 繁 に は 、 変 異 剤 の 使 用 を 含 み 、 Ｄ Ｎ Ａ に 物 理 的 な 変 更 を 導 入 し て 遺 伝 子 の 変 異 を 生 じ
る 。 こ の よ う な 方 法 に よ っ て 導 入 さ れ た 変 異 は 、 個 々 の 塩 基 対 が 標 的 （ 代 表 的 に は 、 G:C
→ A:T塩 基 転 位 ） で あ る か ら 、 Tnに よ っ て 生 成 さ れ た 変 異 よ り も ず っ と ラ ン ダ ム で あ る 。
こ れ ら の ア プ ロ ー チ を 用 い る と 、 Tn変 異 誘 発 と 同 様 に 、 複 雑 な 遺 伝 シ ス テ ム を 直 接 使 用 す
る 必 要 性 が な い 。 し か し 、 相 補 性 に よ っ て 変 異 部 位 を 同 定 す る た め に ベ ク タ ー が 必 要 で あ
り 得 る 。 代 表 的 に は 、 薬 剤 の 用 量 対 生 存 曲 線 を 確 立 し 、 次 い で 集 団 の お よ そ 90％ を 殺 傷 す
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る 用 量 を 用 い て 、 変 異 が 導 入 さ れ て い る こ と を 確 実 に す る 。 よ り 詳 細 な プ ロ ト コ ル は 、 Ｅ
Ｍ Ｓ お よ び Ｎ Ｔ Ｇ 変 異 誘 発 に 関 す る 実 施 例 に 示 す 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 本 発 明 の 組 成 物 （ Ｏ Ｍ Ｖ ベ ー ス の ワ ク チ ン を 含 む ） は 、 イ ン ビ ボ で Opaに 結 合 す る 防 御
抗 体 を 誘 導 す る 抗 原 を 含 む こ と が 望 ま し い 。 し た が っ て 、 こ の よ う な 抗 原 を 生 成 お よ び 同
定 す る た め の 本 発 明 の 方 法 は 、 代 表 的 に は 、
　 （ ｅ ） 変 異 体 も し く は フ ラ グ メ ン ト も し く は 改 変 体 も し く は 誘 導 体 に 対 す る 抗 体 を 惹 起
さ せ る 工 程 ； お よ び
　 （ ｆ ） 抗 体 が 、 CEACAM1に 結 合 す る Opaタ ン パ ク 質 に も 結 合 す る か 否 か を 決 定 す る 工 程
も ま た 含 む 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 ま た 、 本 発 明 に よ っ て 、 Opaの 単 離 さ れ た 変 異 体 も し く は 改 変 体 も し く は フ ラ グ メ ン ト
も し く は 誘 導 体 も し く は 模 倣 物 が 提 供 さ れ 、 こ こ で 変 異 体 も し く は 改 変 体 も し く は フ ラ グ
メ ン ト も し く は 誘 導 体 も し く は 模 倣 物 は 、 CEACAM1に 結 合 せ ず 、 好 ま し く は 、 本 明 細 書 に
記 載 の 方 法 に し た が っ て 得 ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 Ｏ Ｍ Ｖ ベ ー ス の ワ ク チ ン は 、 現 在 、 種 々 の ナ イ セ リ ア 種 由 来 の Ｏ Ｍ Ｖ を 用 い る こ と に よ
り 、 存 在 す る 。 こ の よ う な ワ ク チ ン は 、 CEACAM1に 結 合 す る Opaタ ン パ ク 質 を 含 み 得 る が 、
こ の ワ ク チ ン の 結 果 は 、 こ れ ま で 認 識 さ れ て い な か っ た 。 本 発 明 の さ ら な る 実 施 形 態 で は
、 ワ ク チ ン の 製 造 ま た は 試 験 の 方 法 が 提 供 さ れ 、 こ の 方 法 は 、
　 （ ａ ） グ ラ ム 陰 性 細 菌 に 対 す る ワ ク チ ン も し く は 提 案 さ れ た ワ ク チ ン の 成 分 の サ ン プ ル
を 得 る 工 程 ； お よ び
　 （ ｂ ） サ ン プ ル が 、 CEACAM1に 結 合 す る Opaタ ン パ ク 質 を 含 む か 否 か を 決 定 す る 工 程
を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 し た が っ て 、 新 規 お よ び 現 存 の ワ ク チ ン を ス ク リ ー ニ ン グ し て 、 Opa含 有 量 に よ り 、 そ
れ ら の ワ ク チ ン が 治 療 上 の 使 用 に 適 切 と な る か ま た は 不 適 切 と な る か を 決 定 す る こ と が 今
や 可 能 で あ る 。 こ の 情 報 は ま た 、 試 験 お よ び 商 業 上 の 使 用 に お い て 、 そ れ ぞ れ の ワ ク チ ン
の 異 な る 効 力 を 説 明 す る こ と を 補 助 し 得 る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 Opaの 最 大 レ ベ ル が 受 容 可 能 で あ り 得 、 そ し て こ の た め 、 必 要 に 応 じ て 、 Opaタ ン パ ク 質
存 在 す る 場 合 、 そ の 質 量 ％ を 、 ワ ク チ ン ま た は サ ン プ ル 中 の 総 タ ン パ ク 質 含 有 量 の 質 量 ％
に よ っ て 決 定 す る 。 ワ ク チ ン ま た は 成 分 は 、 サ ン プ ル が Opaタ ン パ ク 質 を 含 む 場 合 、 ま た
は Opaタ ン パ ク 質 の 質 量 ％ が 所 定 レ ベ ル （ 例 え ば 、 0.5％ ） を 上 回 る 場 合 、 排 除 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 本 発 明 は ま た 、 免 疫 記 憶 の 刺 激 を 改 善 し ま た は Ｔ 細 胞 機 能 （ 例 え ば 、 活 性 化 お よ び ／ ま
た は 増 殖 ） の 阻 害 を 減 少 さ せ る 、 髄 膜 炎 菌 性 ま た は 淋 菌 性 疾 患 の 治 療 ま た は 予 防 の た め の
医 薬 の 製 造 に お け る （ ａ ） ナ イ セ リ ア ま た は （ ｂ ） ナ イ セ リ ア 外 膜 小 胞 の 使 用 を 提 供 し 、
小 胞 は 、 （ ｉ ） Opaを 実 質 的 に 含 ま な い か 、 （ ii） CEACAM1に 結 合 し な い Opaタ ン パ ク 質 を
含 む か 、 （ iii） CEACAM1に 結 合 し な い Opaの 変 異 体 も し く は 改 変 体 も し く は フ ラ グ メ ン ト
も し く は 誘 導 体 を 含 む か 、 ま た は （ iv） CEACAM1へ の Opaの 結 合 を 阻 害 す る ア ン タ ゴ ニ ス ト
を 含 む 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 本 発 明 は 、 特 に 、 グ ラ ム 陰 性 細 菌 由 来 の Ｏ Ｍ Ｖ に 適 用 さ れ る 。 こ れ ら の 細 菌 は 、 公 知 の
グ ラ ム 染 色 法 に お い て 脱 色 に 耐 え 得 な い 細 菌 で あ る 。 グ ラ ム 陰 性 細 菌 は 、 複 雑 な 多 層 細 胞
壁 に よ っ て 特 徴 付 け ら れ 、 そ し て し ば し ば 外 層 多 糖 莢 膜 を 保 有 す る が （ 例 え ば 、 N. menin
gitidis） 、 い く つ か の 種 で は 、 こ の 莢 膜 は 存 在 し な い （ 例 え ば 、 N. lactamica） 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 外 膜 小 胞 （ Ｏ Ｍ Ｖ ） （ 細 胞 表 面 突 起 と も 呼 ば れ る ） は 、 グ ラ ム 陰 性 細 菌 の 外 膜 の 断 片 か
ら 形 成 さ れ る か 、 ま た は 由 来 す る 小 胞 で あ る 。 Ｏ Ｍ Ｖ は 、 代 表 的 に は 、 外 膜 タ ン パ ク 質 （
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Ｏ Ｍ Ｐ ） 、 脂 質 、 リ ン 脂 質 、 ペ リ プ ラ ズ ム 物 質 、 お よ び リ ポ 多 糖 （ Ｌ Ｐ Ｓ ） を 含 む 。 グ ラ
ム 陰 性 細 菌 、 格 別 に は 、 N. meningitidisの よ う な 病 原 体 は し ば し ば 、 突 起 形 成 と し て 知
ら れ る プ ロ セ ス で 、 ビ ル レ ン ト 感 染 の 間 に Ｏ Ｍ Ｖ が 脱 落 す る 。 Ｏ Ｍ Ｖ は ま た 、 多 数 の 公 知
の 化 学 変 性 プ ロ セ ス を 介 し て グ ラ ム 陰 性 細 菌 か ら 得 ら れ 得 る 。 脂 質 二 重 層 を 含 み 、 そ し て
代 表 的 に は 水 性 の コ ア を 内 包 す る リ ポ ソ ー ム が 、 本 発 明 の 目 的 の た め に 、 Ｏ Ｍ Ｖ に 等 価 な
合 成 物 を 構 成 す る と み な さ れ 得 、 そ し て Ｏ Ｍ Ｖ に 関 し て 記 載 の 本 発 明 の 実 施 形 態 は 、 小 さ
な 違 い を 考 慮 に 入 れ て 、 リ ポ ソ ー ム を 用 い て 実 施 さ れ る 実 施 形 態 お よ び リ ポ ソ ー ム に 関 す
る 実 施 形 態 に 適 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 本 明 細 書 中 で 「 ワ ク チ ン 」 と は 、 生 物 （ 代 表 的 に は 、 病 原 性 生 物 ） に よ る 感 染 に 対 し て
動 物 を 免 疫 す る た め に 動 物 へ の 接 種 に 使 用 さ れ る 薬 学 的 も し く は 治 療 用 組 成 物 と 定 義 さ れ
る 。 代 表 的 に は 、 ワ ク チ ン は 、 動 物 へ の 投 与 の 際 に 活 性 免 疫 を 刺 激 し 、 そ し て こ れ ら ま た
は 関 連 の 病 原 性 生 物 に よ る 感 染 に 対 し て そ の 動 物 を 防 御 す る 、 １ つ 以 上 の 生 物 由 来 の １ つ
以 上 の 抗 原 を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 薬 剤 と し て 処 方 さ れ る ワ ク チ ン 組 成 物 は 、 代 表 的 に は 、 キ ャ リ ア を 含 む 。 溶 液 中 ま た は
液 体 エ ア ロ ゾ ル 懸 濁 液 中 に あ る 場 合 、 適 切 な キ ャ リ ア と し て は 、 生 理 食 塩 水 、 ス ク ロ ー ス
溶 液 、 ま た は 他 の 薬 学 的 に 受 容 可 能 な 緩 衝 溶 液 が 挙 げ ら れ 得 る 。 エ ア ロ ゾ ル 処 方 物 は 、 代
表 的 に は 、 さ ら に 界 面 活 性 剤 を 含 む 。 あ る い は 、 ワ ク チ ン 組 成 物 と し て は 、 マ イ ク ロ カ プ
セ ル 化 Ｏ Ｍ Ｖ 組 成 物 が 挙 げ ら れ る 。 こ の よ う な マ イ ク ロ カ プ セ ル は 、 一 般 に 、 例 え ば 、 ポ
リ ラ ク チ ド － コ － グ リ コ リ ド （ Ｐ Ｌ Ｇ ） か ら 製 造 さ れ る 、 生 体 適 合 性 ポ リ マ ー の シ ェ ル ま
た は コ ア を 含 む 。 ワ ク チ ン 組 成 物 は 、 例 え ば 、 投 与 が 非 経 口 経 路 を 介 す る 場 合 、 さ ら に ア
ジ ュ バ ン ト を 含 み 得 る 。 適 切 な ア ジ ュ バ ン ト と し て は 、 水 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム が 挙 げ ら れ る
。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 ワ ク チ ン は 、 多 数 の 経 路 を 介 し て 動 物 に 適 切 に 投 与 さ れ る 。 例 え ば 、 非 経 口 （ 例 え ば 、
筋 肉 内 、 経 皮 ） 、 ま た は 他 の 経 路 を 介 し て （ 例 え ば 、 鼻 内 、 経 口 、 局 所 ） 、 ま た は 任 意 の
他 の 公 知 の 投 与 経 路 を 介 す る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 あ る 種 の タ ン パ ク 質 は 、 グ ラ ム 陰 性 細 菌 で 組 換 え 発 現 さ れ 得 、 そ し て そ れ に よ り 、 細 菌
外 膜 の 抗 原 プ ロ フ ィ ー ル の 富 化 ま た は 改 変 を 可 能 に し 得 る 。 細 菌 供 給 源 生 物 の 遺 伝 子 改 変
は 、 そ れ に よ り 、 こ れ ら の 生 物 か ら 得 ら れ る Ｏ Ｍ Ｖ の 抗 原 プ ロ フ ィ ー ル の 操 作 を 可 能 に す
る 。 正 常 に は 細 菌 外 膜 に 存 在 せ ず 、 そ し て こ の た め そ れ に 由 来 す る Ｏ Ｍ Ｖ に 存 在 し な い タ
ン パ ク 質 が 組 換 え 発 現 技 術 を 介 し て 導 入 さ れ る 場 合 、 こ れ ら の 「 非 天 然 型 」 タ ン パ ク 質 お
よ び ポ リ ペ プ チ ド は 、 異 種 抗 原 と し て 記 載 さ れ る 。 WO-A-00/25811お よ び WO-A-01/09350の
内 容 を 、 本 明 細 書 中 に 援 用 す る 。 し た が っ て 、 ワ ク チ ン が 、 感 染 ま た は 悪 性 反 応 に 対 し て
よ り 大 き な 危 険 性 を 提 示 し 得 る 弱 毒 生 病 原 性 生 物 ま た は 死 病 原 性 生 物 で は な く 、 む し ろ Ｏ
Ｍ Ｖ を 含 む こ と は 、 本 発 明 の 実 施 形 態 の 利 点 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 一 般 に 、 全 て の こ の よ う な 細 菌 は 適 切 で あ る と 考 え ら れ る が 、 本 発 明 に お い て 用 い ら れ
る の に 格 別 に 適 し た グ ラ ム 陰 性 種 と し て は 、 以 下 か ら 選 択 さ れ る も の が 挙 げ ら れ る ： ナ イ
セ リ ア （ Neisseria） 、 モ ラ ク セ ラ （ Moraxella） 、 キ ン ゲ ラ （ Kingella） 、 ア シ ネ ト バ ク
タ ー （ Acinetobacter） 、 ブ ル セ ラ （ Brucella） 、 ボ ル デ テ ラ （ Bordetella） 、 ポ ル フ ィ
ロ モ ナ ス （ Porphyromonas） 、 ア ク チ ノ バ シ ラ ス （ Actinobacillus） 、 ボ レ リ ア （ Borelia
） 、 セ ラ チ ア （ Serratia） 、 カ ン ピ ロ バ ク タ ー （ Campylobacter） 、 ヘ リ コ バ ク タ ー （ Hel
icobacter） 、 ヘ モ フ ィ ル ス （ Haemophilus） 、 エ シ ェ リ キ ア （ Escherichia） 、 レ ジ オ ネ
ラ （ Legionella） 、 サ ル モ ネ ラ （ Salmonella） 、 シ ュ ー ド モ ナ ス （ Pseudomonas） 、 お よ
び エ ル シ ニ ア （ Yersinia） 。 本 発 明 の 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 組 成 物 は 、 ナ イ セ リ ア の 株 由
来 の Ｏ Ｍ Ｖ を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
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　 細 菌 供 給 源 か ら Ｏ Ｍ Ｖ を 抽 出 す る た め の 適 切 な 方 法 と し て は 、 デ オ キ シ コ ー ル 酸 抽 出 、
Tris/HCl/EDTA抽 出 、 お よ び 酢 酸 リ チ ウ ム 抽 出 が 挙 げ ら れ る 。 こ の よ う な 抽 出 を 実 施 す る
た め の プ ロ ト コ ル は 、 文 献 中 に よ り 詳 細 に 記 載 さ れ て い る 。 し か し 、 精 製 お よ び 単 離 の た
め に 十 分 な Ｏ Ｍ Ｖ を 放 出 す る た め に 細 菌 の 細 胞 外 膜 の 破 壊 を 可 能 に す る 、 事 実 上 い か な る
化 学 お よ び ／ ま た は 物 理 的 技 術 も 、 本 発 明 の 組 成 物 の 調 製 に 適 し て い る こ と が 、 当 業 者 に
よ り 理 解 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 局 面 は 、 本 発 明 の 組 成 物 を 利 用 す る 、 グ ラ ム 陰 性 細 菌 感 染 に 対 し て 動
物 、 特 に ヒ ト に ワ ク チ ン 接 種 す る 方 法 を 提 供 す る 。 特 に 、 本 発 明 は 、 髄 膜 炎 菌 感 染 に 対 し
て 動 物 に ワ ク チ ン 接 種 す る 方 法 を 提 供 す る 。 ま た 、 グ ラ ム 陰 性 細 菌 感 染 に 対 す る 動 物 （ ヒ
ト を 含 む ） へ の ワ ク チ ン 接 種 に お け る 本 発 明 の 組 成 物 の 使 用 が 提 供 さ れ る 。 さ ら に 、 グ ラ
ム 陰 性 細 菌 感 染 へ の 防 御 免 疫 を 刺 激 す る た め に 、 動 物 に 接 種 す る た め の ワ ク チ ン の 製 造 に
お け る 、 本 発 明 の 組 成 物 の 使 用 が 提 供 さ れ る 。 Ｏ Ｍ Ｖ は 、 粘 膜 投 与 組 成 物 に お い て 有 用 で
あ る 。 こ れ は 、 Ｌ Ｐ Ｓ 毒 性 が よ り 少 な く 、 そ し て Ｌ Ｐ Ｓ が ア ジ ュ バ ン ト と し て 機 能 し 得 る
か ら で あ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 本 発 明 の Ｏ Ｍ Ｖ は 、 Opaタ ン パ ク 質 の 含 有 量 が 減 少 さ れ て い る か 、 ま た は Opaタ ン パ ク 質
を 全 く 含 ま な い 。 こ の Opaタ ン パ ク 質 は 、 癌 胎 児 性 抗 原 関 連 細 胞 接 着 分 子 １ （ CEACAM1） を
認 識 し 、 そ し て イ ン ビ ト ロ で の 種 々 の 刺 激 に 応 じ て Jurkat CD4 +  Ｔ リ ン パ 球 の 活 性 化 お よ
び 増 殖 の 両 方 を 抑 制 し 、 か つ 同 様 の タ イ プ の 一 次 （ 非 悪 性 ） 細 胞 に 対 し て 同 様 の 効 果 を 有
す る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 本 発 明 の 利 点 は 、 本 発 明 者 ら の Ｏ Ｍ Ｖ が 、 CEACAM1反 応 性 Opaの 存 在 を 回 避 し 、 そ し て そ
れ に よ り 、 CEACAM1反 応 性 Opaを 含 む Ｏ Ｍ Ｖ と 比 較 し て 、 刺 激 の 活 性 化 に 対 す る リ ン パ 球 応
答 の 改 善 、 リ ン パ 球 死 の 減 少 、 お よ び 当 然 の 結 果 と し て 、 防 御 免 疫 の 発 達 の 増 大 を 示 す こ
と で あ る 。 こ れ は 、 驚 く べ き こ と で あ る 。 な ぜ な ら 、 レ セ プ タ ー 認 識 に 関 す る ナ イ セ リ ア
Opaタ ン パ ク 質 の 種 特 異 性 を 考 慮 す る と 、 こ れ ら の ヒ ト 免 疫 抑 制 効 果 は 、 動 物 モ デ ル に お
い て 明 ら か で は な い か ら で あ る 。 し た が っ て 、 CEACAM1結 合 活 性 を 欠 損 し て い る ナ イ セ リ
ア 株 が 、 本 発 明 の Ｏ Ｍ Ｖ ベ ー ス の ヒ ト ワ ク チ ン の 開 発 に お い て 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 病 原 性 お よ び 共 生 性 の ナ イ セ リ ア 科 （ Neisseriacae） は 各 々 、 大 部 分 の 例 で は 、 宿 主 CE
ACAM1に よ り 認 識 さ れ る Opaタ ン パ ク 質 を 発 現 し 得 る 。 本 発 明 者 ら は 、 Ｏ Ｍ Ｖ 調 製 物 中 の こ
の よ う な タ ン パ ク 質 の 存 在 を 示 し 、 そ し て さ ら に 、 こ れ ら の 種 が 、 免 疫 抑 制 を 誘 発 す る 様
式 で ヒ ト リ ン パ 球 と 相 互 作 用 し 得 る こ と を 示 し た 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 N. meningitidis（ Nm） 、 N. lactamica（ Nl） 、 お よ び N. gonorrhoeae
（ Ng） 由 来 の Ｏ Ｍ Ｖ に 応 じ た 顕 著 な 差 異 に 着 目 し た 。 例 え ば 、 増 殖 の 分 析 に お い て は 、 Nm
 Ｏ Ｍ Ｖ に よ り 媒 介 さ れ た 阻 害 は 、 先 の リ ン パ 球 活 性 化 に 依 存 性 で あ っ た が 、 CEACAM1反 応
性 Ng Ｏ Ｍ Ｖ に よ る チ ャ レ ン ジ は 、 リ ン パ 球 予 備 刺 激 が な く て も 増 殖 を 阻 害 し た 。 本 発 明
者 ら は ま た 、 Nl Ｏ Ｍ Ｖ （ Opaを 含 ま な い も の と し て 本 発 明 に 従 っ て 選 択 し た ） は リ ン パ 球
増 殖 を 誘 発 し な か っ た が 、 Opa-ve（ ま た は 、 そ う で な け れ ば CEACAM1非 反 応 性 ） の Ng Ｏ Ｍ
Ｖ は 未 攻 撃 リ ン パ 球 に 比 例 し て 増 殖 を 誘 発 し た こ と を 、 注 目 す べ き も の と 考 え る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 本 発 明 は ま た 、 驚 く べ き こ と に 、 以 前 の 研 究 と は 異 な っ て い る 。 以 前 の 研 究 で は 、 イ ン
タ ク ト な 細 菌 （ Opaを 発 現 す る ） に よ る 感 染 は 、 細 胞 死 に 対 し て 認 識 し 得 る 程 度 の 効 果 を
ほ と ん ど 有 さ な か っ た 。 本 発 明 で は 、 こ れ ら の 細 菌 か ら 調 製 し た 組 成 物 （ 例 え ば 、 Ｏ Ｍ Ｖ
） は 細 胞 死 を も た ら し た 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 CEACAM1反 応 性 Opaの 使 用 を 回 避 す る こ と は 、 （ Ｏ Ｍ Ｖ の 面 に お い て ）
随 伴 す る 機 能 を 阻 害 し 、 そ し て 全 て の 髄 膜 炎 菌 ワ ク チ ン の 防 御 効 力 に お い て 顕 著 な 利 点 を
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有 す る 。 市 販 の （ 髄 膜 炎 菌 ） Ｏ Ｍ Ｖ ワ ク チ ン は 、 臨 床 用 単 離 株 か ら 調 製 さ れ 、 そ し て こ の
よ う な も の は 、 圧 倒 的 多 数 の 場 合 で Opa＋ で あ る と 思 わ れ る 。 さ ら に 、 発 現 さ れ た 髄 膜 炎
菌 Opa改 変 体 の 95％ よ り 多 く が CEACAM1に よ り 認 識 さ れ 、 そ し て こ の 結 果 、 現 行 の ワ ク チ ン
調 製 物 は 、 CEACAM1の 連 結 反 応 を 介 し て 免 疫 抑 制 効 果 を 誘 発 す る 可 能 性 が 高 い 。 本 発 明 に
し た が っ て 、 ワ ク チ ン 「 親 株 」 は 、 Opa発 現 に つ い て 、 お よ び 特 に CEACAM1反 応 性 種 に つ い
て 、 ス ク リ ー ニ ン グ さ れ る 。 こ の タ イ プ の 分 析 は 、 Opa(-)ま た は そ う で な け れ ば CEACAM1
非 反 応 性 の 細 菌 単 離 株 の 選 択 、 お よ び こ の 結 果 と し て 、 そ れ ら か ら 得 ら れ る Ｏ Ｍ Ｖ に 対 す
る 免 疫 応 答 に お け る 相 対 的 な 増 強 を 可 能 に す る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 髄 膜 炎 菌 お よ び 淋 菌 は と も に 、 真 正 の ヒ ト 病 原 体 で あ り 、 そ し て こ れ と 一 致 し て 、 Opa
改 変 体 は 、 既 に 言 及 さ れ る よ う に 、 ネ ズ ミ ま た は 他 の CEACAM1を 認 識 し な い 。 こ の 結 果 、 C
EACAM媒 介 免 疫 抑 制 は 、 ワ ク チ ン の 効 果 を 評 価 す る た め に 代 表 的 に 用 い ら れ る 動 物 モ デ ル
に お い て は 明 ら か で な い 。 Opaは 、 重 要 な ナ イ セ リ ア 病 原 性 決 定 基 で あ り 、 そ し て こ の 種
の 排 除 は 、 Ｏ Ｍ Ｖ ベ ー ス の （ ま た は 他 の ） ワ ク チ ン の 潜 在 免 疫 原 性 を 過 度 に 制 限 し 得 る 。
結 果 と し て 、 本 発 明 の 特 定 の 実 施 形 態 に よ れ ば 、 天 然 型 非 免 疫 抑 制 性 Opa、 ま た は こ の 目
的 で 改 変 さ れ た 変 異 体 タ ン パ ク 質 が 、 Ｏ Ｍ Ｖ ベ ー ス の 組 成 物 中 に 含 ま れ る 。 ナ イ セ リ ア 科
（ Neisseriacae） に 代 表 的 な 遺 伝 的 可 変 性 お よ び 完 全 な 髄 膜 炎 菌 ゲ ノ ム 配 列 の 入 手 性 を 考
慮 し て 、 抗 原 性 選 択 お よ び ／ ま た は 遺 伝 子 操 作 が 、 病 原 性 ナ イ セ リ ア 科 （ Neisseriacae）
に 由 来 す る 最 適 化 し た Ｏ Ｍ Ｖ 調 製 物 を 作 出 す る た め に 用 い ら れ 得 る 。 さ ら に 、 共 生 種 N. l
actamicaの 比 較 的 無 害 な 性 質 を 、 こ の 種 に 由 来 す る Ｏ Ｍ Ｖ に よ り 与 え ら れ る 異 種 防 御 の 所
見 、 お よ び お そ ら く は こ の 状 況 に お け る 新 規 異 種 抗 原 の 発 現 の 所 見 と 共 に 考 慮 す る と 、 非
CEACAM1反 応 性 （ ま た は 、 そ う で な け れ ば Ope - v e ） の N. lactamicaも ま た 、 改 善 さ れ た N. 
meningitidisワ ク チ ン に 適 し て い る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 本 発 明 を 、 添 付 の 図 面 を 参 照 し て 、 以 下 の 実 施 例 に 例 示 す る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 よ り 詳 細 に は 、 図 １ は 、 イ ン タ ク ト な 双 球 菌 お よ び 単 離 さ れ た 外 膜 小 胞 （ Ｏ Ｍ Ｖ ） を 例
示 す る 走 査 電 子 顕 微 鏡 写 真 を 示 す 。 N. meningitidis（ Ａ ） お よ び N. lactamica（ Ｂ ） は
各 々 、 密 に 関 連 し た 天 然 に 存 在 す る 膜 「 細 胞 表 面 突 起 」 を 有 す る （ 塗 り つ ぶ し た 矢 印 ） 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 図 ２ は 、 ナ イ セ リ ア Ｏ Ｍ Ｖ の Opa発 現 パ タ ー ン お よ び CEACAM1結 合 特 性 を 示 す 。 （ Ａ ） Op
aタ ン パ ク 質 特 異 的 mAbを 用 い て プ ロ ー ブ し た 免 疫 ブ ロ ッ ト で あ っ て 、 Nm-Ｏ Ｍ Ｖ 中 に 免 疫
反 応 性 Opa改 変 体 が 存 在 す る が 、 比 較 の Nl-Ｏ Ｍ Ｖ に は 存 在 し な い こ と ； お よ び 同 質 遺 伝 子
淋 菌 株 に 由 来 す る Ｏ Ｍ Ｖ に お け る 適 切 な Opa表 現 型 を 示 す 。 （ Ｂ ） ： ELISAア ッ セ イ で あ っ
て 、 ナ イ セ リ ア Ｏ Ｍ Ｖ （ 10μ g総 タ ン パ ク 質 ） と 可 溶 性 CEACAM1-Fcと の 間 の 相 互 作 用 を 定
量 し て い る 。 CEACAM1を 認 識 す る Ｏ Ｍ Ｖ を 、 黒 の バ ー で 示 す 。 各 場 合 に お い て 、 誤 差 バ ー
は 、 +1 SD（ ｎ ＝ ３ ） を 示 す 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 図 ３ は 、 ナ イ セ リ ア Ｏ Ｍ Ｖ に 応 じ た Ｔ リ ン パ 球 の 増 殖 を 示 す 。 Jurkat Ｔ リ ン パ 球 を 10,
000U/IL2お よ び ／ ま た は １ μ g抗 CD3ε Igの 存 在 下 で 培 養 し 、 次 い で （ Ａ ） N. meningitidi
s（ Nm） ま た は N. lactamica（ Nl） の い ず れ か に 由 来 す る Ｏ Ｍ Ｖ ； ま た は （ Ｂ ） 所 定 の Opa
改 変 体 を 発 現 す る N. gonorrhoeaeを 用 い て チ ャ レ ン ジ し た 。 CEACAM1反 応 性 Ｏ Ｍ Ｖ で の チ
ャ レ ン ジ を 黒 の バ ー と し て 示 す 。 各 場 合 に お い て 、 誤 差 バ ー は 、 +1 SD（ ｎ ＝ ６ ） を 示 す
。 こ れ ら の デ ー タ の 統 計 学 的 解 析 は 、 リ ン パ 球 予 備 刺 激 が あ る 場 合 p＜ 0.010の 信 頼 区 間 で
、 お よ び 予 備 刺 激 が な い 場 合 ｐ ＝ 0.06で 、 NLお よ び NMデ ー タ が 異 な る こ と を 示 し て い る 。
淋 菌 Ｏ Ｍ Ｖ デ ー タ の 同 様 の 疑 問 は 、 Opa 5 2 チ ャ レ ン ジ デ ー タ が 、 ｐ ＜ 0.0002の 信 頼 区 間 で
、 比 較 の チ ャ レ ン ジ デ ー タ と は 異 な る こ と を 実 証 し た 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 図 ４ は 、 Jurkat細 胞 に よ る CD69発 現 の FACS分 析 で あ る 。 整 合 さ せ た 細 胞 集 団 を 、 示 し た
よ う に （ 10,000U/IL2お よ び ／ ま た は １ μ g抗 CD3ε Igを 用 い て ） 予 備 刺 激 し 、 そ し て （ Ａ
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） N. meningitidis（ Nm） ま た は N. lactamica（ Nl） に 由 来 す る Ｏ Ｍ Ｖ で 、 ま た は （ Ｂ ）
所 定 の Opa改 変 体 を 発 現 す る N. gonorrhoeaeに 由 来 す る Ｏ Ｍ Ｖ を 用 い て 、 チ ャ レ ン ジ し た
。 各 場 合 に お い て 、 誤 差 バ ー は 、 +1 SDを 示 す （ ｎ ＝ ３ 群 の 1× 10 5 事 象 ） 。 統 計 学 的 解 析
は 、 Nmお よ び Nlデ ー タ が ｐ ＝ 0.01か ら ｐ ＜ 0.0001の 範 囲 の 信 頼 区 間 で 異 な る こ と を 確 立 し
、 最 も 激 し い 差 異 は 、 未 刺 激 の リ ン パ 球 ま た は IL-2お よ び 抗 CD3ε Igで 予 備 刺 激 し た リ ン
パ 球 に お い て 明 ら か で あ っ た 。 Opa 5 2 チ ャ レ ン ジ デ ー タ は 、 ｐ ＝ 0.0037か ら ｐ ＜ 0.0001の
範 囲 の 信 頼 区 間 で 比 較 デ ー タ と は 異 な っ て い た 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 図 ５ は 、 淋 菌 Ｏ Ｍ Ｖ を 用 い た 16時 間 チ ャ レ ン ジ に 応 じ た IL2刺 激 Jurkat細 胞 間 の ア ポ ト
ー シ ス 死 亡 率 を 示 す 。 Ｏ Ｍ Ｖ チ ャ レ ン ジ は ア ポ ト ー シ ス の 用 量 依 存 性 増 大 を 生 じ 、 最 も 大
き な 効 果 は 、 CEACAM1と 反 応 す る Opa52 Ｏ Ｍ Ｖ を 用 い た チ ャ レ ン ジ 時 に 生 じ た 。 Opa50 Ｏ
Ｍ Ｖ を 用 い た チ ャ レ ン ジ は 、 中 間 の 効 果 を 有 し 、 そ し て Opa(-) Ｏ Ｍ Ｖ を 用 い た チ ャ レ ン
ジ は 、 ア ポ ト ー シ ス の レ ベ ル に 対 し て 最 小 の 効 果 を 有 し た 。 各 場 合 に お い て 、 こ れ ら の デ
ー タ は 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ り 調 べ た 1× 10 6 の リ ン パ 球 を 表 す 。 デ ー タ は ３ つ の 実
験 を 表 す 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 （ 実 施 例 １ ）
　 （ 材 料 お よ び 方 法 ）
　 （ 細 胞 株 お よ び 組 織 培 養 技 術 ）
　 Jurkat（ CD4 + ） ヒ ト Ｔ リ ン パ 球 （ ATCC#CRL-10915） は 、 以 前 に 記 載 さ れ て お り ｛ Nagasa
wa, Howatsonら , 1981 ID:2798｝ 、 そ し て 10％ 熱 不 活 性 化 ウ シ 胎 児 血 清 お よ び 4mM GlutaM
AX（ Invitrogen） を 添 加 し た RPMI1640培 地 （ Invitrogen； Burlington, Ontario） （ RPMI-
Gと 称 す る ） 中 で 通 常 通 り に 維 持 し た 。 細 胞 を 5％ CO 2 加 湿 空 気 中 で 37℃ に て 培 養 し た 。 適
切 な 場 合 、 Jurkat細 胞 を 、 示 し た 濃 度 の 組 換 え ヒ ト IL-2（ Pharmingen； Mississauga, Ont
ario） を 用 い て 48時 間 刺 激 し て Ｏ Ｍ Ｖ チ ャ レ ン ジ し た 。 こ の タ イ プ の チ ャ レ ン ジ を 、 5U/m
l benzonaseエ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ （ Sigma； Oakville, Ontario） と 1mM MgCl 2 お よ び 0.5mM 
CaCl 2 を 含 む 5％ （ v/v） リ ン 酸 緩 衝 化 生 理 食 塩 水 （ pH 7.4； Ｐ Ｂ Ｓ ） （ PBS/Mg/Caと 称 す る
） と を 添 加 し た RPMI-Gで 実 施 し た 。 い く つ か の 場 合 、 Ｔ 細 胞 レ セ プ タ ー を 介 す る 刺 激 を ヒ
ト CD3ε 特 異 的 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 UCHT1（ Pharmingen） へ の 曝 露 に よ り 誘 発 し 、 続 い て ヒ
ツ ジ 抗 マ ウ ス IgG（ Sigma； 3μ g/ml） の Fab 2 フ ラ グ メ ン ト を 用 い て 架 橋 し た 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 COS-7ア フ リ カ ミ ド リ ザ ル 腎 臓 細 胞 （ ATCC#CLR-1651） を 、 10％ 熱 不 活 性 化 FBS（ Cansera
； Etobicoke, Ontario） 、 100単 位 ／ mlペ ニ シ リ ン ／ ス ト レ プ ト マ イ シ ン 、 1mm glutamax
、 1mMピ ル ビ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 お よ び 1mM非 必 須 ア ミ ノ 酸 （ Invitrogen） を 添 加 し た DMEM（
Invitrogen） で 、 5％ CO 2 加 湿 空 気 中 で 37℃ に て 維 持 し た 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 （ 細 菌 株 ）
　 Neisseria meningitidis K454単 離 株 お よ び Neisseria lactamica Y92 1009単 離 株 を Men
ingococcal Reference Unit, Manchester, UKか ら 入 手 し た 。 N. gonorrhoeae MS11株 の 特
異 的 Opa改 変 体 を 構 成 的 に 発 現 す る 淋 菌 株 は 、 以 前 に 記 載 さ れ て お り 、 そ し て T. F. Meyer
博 士 （ Max-Planck-Institut fur Infektionsbiologie, Berlin, Germany） の 好 意 に よ り
入 手 し た 。 MS11 N279株 （ こ れ は 、 ピ リ ン を 発 現 せ ず 、 そ し て こ の 株 の 唯 一 の HSPGレ セ プ
タ ー 特 異 的 Opa改 変 体 を コ ー ド す る OpaC 3 0 遺 伝 子 座 に 欠 失 を 有 す る ） の バ ッ ク グ ラ ウ ン ド
で Opa改 変 体 を 発 現 さ せ た 。 N. meningitidisお よ び N. lactamicaを Mueller Hinton Agar
（ Difco Labs; West Molesey, Surrey, UK） 上 で 凍 結 ス ト ッ ク か ら 増 殖 さ せ 、 そ し て N. g
onorrhoeae株 を 1％ （ v/v） IsoVitaleX T M 富 化 （ BBL T M ； Becton Dickinson, Cockeysville,
 MD） を 添 加 し た GC寒 天 （ Difco； Oakville, Ontario） 上 で 凍 結 ス ト ッ ク か ら 増 殖 さ せ た
。 全 て の 細 菌 株 を 5％ CO 2 加 湿 空 気 中 で 37℃ に て 培 養 し 、 そ し て 毎 日 継 代 培 養 し 、 双 眼 顕 微
鏡 を 用 い て Opa表 現 型 を モ ニ タ リ ン グ し た 。 Opa発 現 お よ び 改 変 型 を SDS-PAGE（ 10％ ） に よ
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り 通 常 通 り に 確 認 し 、 解 離 し た タ ン パ ク 質 を ク マ シ ー ブ リ リ ア ン ト ブ ル ー を 用 い て 染 色 す
る か 、 ま た は Opa特 異 的 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 4B12/C11を 用 い た 免 疫 ブ ロ ッ ト 分 析 に 供 し た
。 こ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 全 て の 公 知 の Opa改 変 体 と 反 応 し 、 そ し て M. Achtman博 士
（ Max-Planck-Insitut fur Infektionsbiologie, Berlin, Germany） の 好 意 に よ り 提 供 さ
れ た 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 （ Ｏ Ｍ Ｖ の 調 製 お よ び 物 理 学 的 特 徴 づ け ）
　 N. meningitidis単 離 株 お よ び N. lactamica単 離 株 か ら Ｏ Ｍ Ｖ を 調 製 し た 。 終 夜 液 体 培
養 物 を フ ラ ン ツ 培 地 で 調 製 し 、 そ し て 1000× gで の 遠 心 分 離 に よ り ペ レ ッ ト 化 し た 。 細 菌
を 0.15M NaCl、 0.05M Tris-HCl、 0.01M EDTA（ pH 7.5） を 含 有 す る Ｏ Ｍ Ｖ 緩 衝 液 中 に 再 懸
濁 し た 。 次 い で 、 細 菌 懸 濁 液 を 56℃ に 30分 間 加 熱 し 、 そ し て 次 い で 、 得 ら れ た 抽 出 物 を 25
,000× gに て 20分 間 の 遠 心 分 離 に よ っ て 清 澄 化 し た 。 回 収 し た 上 清 を 約 100,000× gに て ２
時 間 遠 心 分 離 し た 。 最 終 の Ｏ Ｍ Ｖ 含 有 ペ レ ッ ト を ２ 回 洗 浄 し 、 Ｐ Ｂ Ｓ 中 に 再 懸 濁 し 、 そ し
て -80℃ に て 保 存 し た 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 淋 菌 Ｏ Ｍ Ｖ を 、 所 定 の Opa表 現 型 を 有 す る 組 換 え 淋 菌 株 か ら 調 製 し た 。 細 菌 を 固 形 培 地
上 で （ 上 記 の よ う に ） 終 夜 継 代 さ せ 、 そ し て ほ ぼ 定 常 期 の 液 体 培 養 物 を 、 10mM LiCl、 1mM
 MgCl、 2mM CaCl、 50mM Hepes、 1％  D-グ ル コ ー ス （ pH 7.2） を 含 有 す る 改 変 脳 心 臓 浸 出
物 （ Difco） 中 に 調 製 し 、 迅 速 に 振 盪 し な が ら 5％ CO 2 加 湿 空 気 中 で 37℃ に て 培 養 し た 。 そ
の 後 、 迅 速 に 振 盪 し な が ら 40℃ に て さ ら に ２ 時 間 、 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を 続 け た 。 細 菌 を
1000× gに て 20分 間 の 遠 心 分 離 に よ り 取 り 出 し 、 そ し て 0.05％ （ w:v） サ ル コ シ ル （ Biosho
p Canada, Inc； Burlington, Ontario） お よ び 0.05％ デ オ キ シ コ ー ル 酸 ナ ト リ ウ ム （ w:v
） （ Bioshop Canada, Inc） を 含 有 す る Ｐ Ｂ Ｓ 中 で 再 懸 濁 し た 。 再 懸 濁 し た 細 胞 を 、 穏 や
か に 混 合 し な が ら 56℃ に て 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 次 い で 氷 上 で 冷 却 し た 。 次 い で 、 細
菌 懸 濁 液 を Wheatonホ モ ジ ナ イ ザ ー を 用 い る こ と に よ り 抽 出 し 、 次 い で 氷 上 で 超 音 波 処 理
し た （ 5× 10秒 パ ル ス ） 。 抽 出 物 を 25,000× gに て 20分 間 の 遠 心 分 離 に よ り 清 澄 化 し 、 そ し
て 得 ら れ た 上 清 を 100,000× gに て ２ 時 間 遠 心 分 離 し た 。 最 終 ペ レ ッ ト （ こ れ は 、 Ｏ Ｍ Ｖ を
含 む ） を ２ 回 洗 浄 し 、 Ｐ Ｂ Ｓ 中 に 再 懸 濁 し 、 0.22μ mシ リ ン ジ フ ィ ル タ か ら 押 し 出 し 、 そ
し て -80℃ に て 保 存 し た 。 Ｏ Ｍ Ｖ の 殺 菌 性 を 、 GC寒 天 上 に 接 種 し 、 そ し て 上 記 の よ う に イ
ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ り 試 験 し た 。 Ｏ Ｍ Ｖ の サ イ ズ 分 布 を 、 走 査 電 子 顕 微 鏡 （ N. lac
tamicaお よ び N. meningitidisの Ｏ Ｍ Ｖ ） ま た は 比 較 FACS分 析 （ 淋 菌 Ｏ Ｍ Ｖ ） の い ず れ か
に よ り 決 定 し た 。 相 対 表 面 積 の 概 算 値 を 、 Ｓ ＝ ４ π ｒ ２ （ こ こ で Ｓ は 球 体 の 表 面 積 を 表 し
、 そ し て ｒ は そ の 球 体 の 半 径 を 表 す ） の 関 係 式 に 基 づ い て 算 定 し た 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 （ CEACAM1-Fc融 合 タ ン パ ク 質 の 構 築 お よ び 発 現 ）
　 ヒ ト IgG1の Fc部 分 に 融 合 し た CEACAM1ア ミ ノ 末 端 ド メ イ ン を コ ー ド す る 発 現 ベ ク タ ー を
、 O. Mandelboim博 士 お よ び G. Markel博 士 （ Hadassah Medical School, Jerusalem, Isra
el） の 好 意 に よ り 提 供 さ れ た 。 組 換 え CEACAM1-Fcタ ン パ ク 質 を FuGENE6試 薬 （ Roche Molec
ular Biochemicals, Indianapolis, Indiana, USA） を 用 い て 製 造 者 の 仕 様 書 に 従 っ て 一
過 的 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た COS-7細 胞 で 発 現 さ せ た 。 細 胞 培 養 上 清 を ト ラ ン ス フ ェ ク シ
ョ ン の 48～ 72時 間 後 に 回 収 し 、 そ し て 4℃ に て 1000× ｇ で 20分 間 の 遠 心 分 離 に よ り 清 澄 化
し た 。 次 い で 、 清 澄 化 し た 上 清 を 真 空 駆 動 デ ィ ス ポ ー ザ ブ ル 濾 過 シ ス テ ム （ Stericup 0.2
2μ m, Millipore； Nepean, Ontario） を 用 い て 濾 過 し 、 そ し て 10kDaカ ッ ト オ フ ポ リ エ ー
テ ル ス ル ホ ン 限 外 濾 過 濃 縮 器 （ Millipore） を 用 い て 濃 縮 し た 。 次 い で 、 融 合 タ ン パ ク 質
を プ ロ テ イ ン A-セ フ ァ ロ ー ス （ Sigma） を 用 い て 精 製 し た 。 こ の マ ト リ ッ ク ス か ら の 溶 出
を 0.2Mグ リ シ ン /HCl（ pH 2.5） を 用 い て 実 施 し 、 ア リ コ ー ト を 100μ lの 1M Tris（ pH 9.0
） を 含 有 す る 採 集 管 に 直 接 回 収 し 、 サ ン プ ル を 中 和 し た 。 精 製 し た 溶 出 液 を 4℃ に て Ｐ Ｂ
Ｓ に 対 し て 透 析 し 、 次 い で 、 Ultrafree Biomax遠 心 濾 過 器 （ Millipore） を 用 い て 1mL未 満
に ま で 濃 縮 し た 。 CEACAM1-Fc融 合 体 の レ セ プ タ ー 機 能 お よ び 特 異 性 を 、 特 異 的 Opaタ ン パ
ク 質 改 変 体 を 保 有 す る 同 質 遺 伝 子 淋 菌 株 と の 関 連 に よ り 評 価 し た 。
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【 ０ ０ ６ ９ 】
　 （ Opaレ セ プ タ ー 特 異 性 の 決 定 ）
　 Opa改 変 体 と CEACAM1と の 間 の 相 互 作 用 を ELISAに よ り 特 徴 付 け た 。 ま ず 、 各 Ｏ Ｍ Ｖ 調 製
物 の タ ン パ ク 質 含 有 量 を BCAア ッ セ イ 系 （ Pierce Chemical Company, Rockford, Illinois
） を 用 い て 決 定 し 、 そ し て 等 量 の 総 タ ン パ ク 質 を 含 有 す る サ ン プ ル を 96ウ ェ ル マ イ ク ロ タ
イ タ ー プ レ ー ト （ Corning Corporation； Midland Michigan, USA） 上 に 固 定 化 し た 。 各 Ｏ
Ｍ Ｖ を 三 重 系 列 倍 加 希 釈 に 供 し 、 次 い で 、 標 準 濃 度 の CEACAM1-Fc融 合 タ ン パ ク 質 に 曝 露 さ
せ た 。 結 合 し た タ ン パ ク 質 を 、 プ ロ テ イ ン A結 合 セ イ ヨ ウ ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ を 用 い
て 検 出 し 、 そ し て OPD比 色 系 （ Sigma） を 用 い て 可 視 化 し た 。 OPD関 連 シ グ ナ ル を 450nmで の
分 光 光 度 分 析 に よ り 定 量 し た 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 （ 血 球 計 算 分 析 ）
　 Jurkat活 性 化 を 、 十 分 に 特 徴 付 け ら れ た Ｔ 細 胞 活 性 化 マ ー カ ー CD69の 発 現 を 定 量 す る こ
と に よ り 評 価 し た 。 上 記 の よ う に 細 胞 を 感 染 お よ び ／ ま た は チ ャ レ ン ジ し 、 そ し て 16時 間
後 、 サ ン プ ル を 、 ア ロ フ ィ コ シ ア ニ ン （ Pharmacia； Mississauga, Ontario） に 結 合 し た
抗 ヒ ト CD69モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ ク ロ ー ン FN50） を 用 い て プ ロ ー ブ し た 。 次 い で 、 細 胞 を
パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド （ 3.7％ ） 中 で 固 定 し 、 そ し て CD69関 連 蛍 光 を FACScaliburフ ロ ー サ
イ ト メ ー タ ー （ Becton Dickinson, Oakville, Ontario） を 用 い て 評 価 し た 。 Annexin-V-F
LUOS／ ヨ ウ 化 プ ロ ピ ジ ウ ム 染 色 キ ッ ト （ Boehringer Mannheim, Laval, Quebec） を 用 い て
細 胞 死 を 特 徴 付 け お よ び 定 量 し 、 そ れ に よ り 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ る 生 存 集 団 、 ア
ポ ト ー シ ス 集 団 、 お よ び 壊 死 集 団 を 相 対 比 較 し た 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 （ リ ン パ 球 増 殖 の 分 析 ）
　 Jurkat細 胞 の 密 度 を 釣 り 合 わ せ た 並 行 培 養 物 を 、 示 し た 濃 度 で Ｏ Ｍ Ｖ を 用 い て 、 RPMI-G
＋ 5％ PBS/Mg/Ca中 で チ ャ レ ン ジ し た 。 ゲ ン タ マ イ シ ン （ 100μ g/ml； Bioshop） を 感 染 の 開
始 か ら ２ 時 間 後 に 添 加 し 、 そ し て 続 く イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 期 間 を 通 し て 維 持 し 、 細 菌 過 増
殖 を 防 い だ 。 い く つ か の 細 胞 を 10,00U組 換 え ヒ ト IL-2（ Pharmingen） の 存 在 下 で 培 養 し 、
そ し て Ｔ 細 胞 レ セ プ タ ー を 介 す る 刺 激 を 、 1μ g/mlマ ウ ス 抗 ヒ ト CD3ε IgG（ ク ロ ー ン UCHT1
； Pharmingen） へ の 曝 露 に よ り 誘 発 し た 。 Jurkat増 殖 を 、 感 染 72時 間 後 に 、 Levy二 重 血 球
計 数 器 を 用 い て 直 接 計 数 す る こ と に よ り 評 価 し た 。 各 場 合 に お い て 、 標 準 化 し た 計 数 パ タ
ー ン を 用 い て 増 殖 を 評 価 し 、 そ し て 各 サ ン プ ル に つ い て ６ 視 野 程 度 を 計 数 し た 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 （ 結 果 ）
　 ナ イ セ リ ア Ｏ Ｍ Ｖ に よ り 提 示 さ れ る Opaタ ン パ ク 質 。 ナ イ セ リ ア 種 （ Neisseria sp.） は
、 外 膜 小 胞 （ Ｏ Ｍ Ｖ ） ま た は 「 細 胞 表 面 突 起 」 を 天 然 に 過 剰 生 産 し 、 膨 出 し 、 そ し て 放 出
す る （ 図 １ Ａ － Ｂ ） 。 N. meningitidisか ら 得 た Ｏ Ｍ Ｖ （ Nm-Ｏ Ｍ Ｖ ） お よ び N. lactamica
か ら 得 た Ｏ Ｍ Ｖ （ Nl-Ｏ Ｍ Ｖ ） は 、 現 在 、 髄 膜 炎 菌 性 疾 患 に 対 す る 防 御 を 提 供 す る ワ ク チ
ン と し て の 効 力 に つ い て 評 価 中 で あ る 。 十 分 に 規 定 さ れ た Opa改 変 体 を 発 現 す る N. gonorr
hoeaeの 同 質 遺 伝 子 株 か ら も 、 Ｏ Ｍ Ｖ を 調 製 し た 。 こ れ ら の 株 に は 、 透 明 （ Opa－ ） N302株
、 ヘ パ ラ ン 硫 酸 プ ロ テ オ グ リ カ ン （ HSPG） レ セ プ タ ー 特 異 的 Opa 5 0 発 現 N303、 お よ び CEACA
M特 異 的 Opa 5 2 発 現 N309が 含 ま れ る 。 淋 菌 Ｏ Ｍ Ｖ （ Ng-Ｏ Ｍ Ｖ ） は 、 比 較 フ ロ ー サ イ ト メ ト
リ ー 分 析 に よ り 決 定 し た よ う に 、 ワ ク チ ン 調 製 物 中 の も の と 同 様 の 大 き さ で あ っ た （ デ ー
タ は 示 さ ず ） 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 等 価 量 の 各 Ｏ Ｍ Ｖ （ タ ン パ ク 質 含 有 量 に よ り 決 定 ） を 、 SDS-PAGEに よ り 総 体 的 に 特 徴 付
け た （ デ ー タ は 示 さ ず ） 。 ナ イ セ リ ア 外 膜 タ ン パ ク 質 の 相 お よ び 抗 原 可 変 性 ｛ Nassif, Pu
jolら , 1999 ID: 2839｝ と 一 致 し て 、 種 々 の 調 製 物 間 で 相 当 の 変 化 が 見 ら れ た （ デ ー タ は
示 さ ず ） 。 全 て の 公 知 の Opa改 変 体 と 交 差 反 応 す る Opa特 異 的 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ mAb）
を 用 い て プ ロ ー ブ し た 免 疫 ブ ロ ッ ト は 、 Nm-Ｏ Ｍ Ｖ に お い て 単 一 の Opa改 変 体 の 存 在 を 示 し
、 一 方 、 Nl-Ｏ Ｍ Ｖ 調 製 物 に は 何 も 見 ら れ な か っ た （ 図 ２ Ａ ） 。 適 切 な Opa表 現 型 が 、 組 換
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え 淋 菌 株 に 由 来 す る Ｏ Ｍ Ｖ に お い て 確 認 さ れ た （ 図 ２ Ａ ） 。 し た が っ て 、 非 CEACAM1反 応
性 Opaを 含 む Ｏ Ｍ Ｖ お よ び Opa非 含 有 Nl-Ｏ Ｍ Ｖ を 本 発 明 に 適 し て い る と し て 選 択 し 、 そ し
て Opa含 有 Nm-Ｏ Ｍ Ｖ と 比 較 し た 。 発 現 さ れ た と き に 、 Opa改 変 体 が 比 較 可 能 な 濃 度 で 存 在
し た 。 こ れ は 、 単 位 Ｏ Ｍ Ｖ タ ン パ ク 質 あ た り の Opaタ ン パ ク 質 の 密 度 に 関 し て 大 き な 差 異
が な い こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 等 量 の Ｏ Ｍ Ｖ を 、 ELISAア ッ セ イ で 可 溶 性 CEACAM1-Fc融 合 タ ン パ ク 質 に 曝 露 し た 。 こ の
分 析 は 、 Opa +  Nm-Ｏ Ｍ Ｖ お よ び Opa 5 2 発 現 淋 菌 由 来 の Ｏ Ｍ Ｖ が 、 可 溶 性 CEACAM1-Fc融 合 体
を 、 Nl-Ｏ Ｍ Ｖ （ Opaタ ン パ ク 質 を 欠 く ） ま た は 透 明 （ Opa - ） も し く は Opa 5 0 発 現 淋 菌 の い
ず れ か に 由 来 す る Ｏ Ｍ Ｖ の い ず れ よ り も 、 有 意 に （ ｐ ＜ 0.0001） 大 き な レ ベ ル で 結 合 す る
こ と を 示 し た 。 こ れ は 、 淋 菌 Opa 5 2 の CEACAM1特 異 的 結 合 機 能 を Ｏ Ｍ Ｖ 調 製 物 に お い て 維 持
し た こ と を 示 し 、 そ し て Nm-Ｏ Ｍ Ｖ に 存 在 す る Opaタ ン パ ク 質 改 変 体 が CEACAM1を 認 識 す る
こ と を 実 証 し た 。 レ セ プ タ ー 認 識 に お け る 差 異 は 有 意 に 維 持 さ れ 、 Ｏ Ｍ Ｖ タ ン パ ク 質 濃 度
は 0.1μ g/mlか ら 10μ g/mlの 範 囲 で あ っ た （ 図 ３ お よ び デ ー タ は 示 さ ず ） 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 CEACAM特 異 的 Ｏ Ｍ Ｖ は リ ン パ 球 活 性 化 を 阻 害 す る 。 以 前 に 、 本 発 明 者 ら は 、 CEACAM1特
異 的 Opa改 変 体 を 発 現 す る 淋 菌 が 、 刺 激 の 活 性 化 に 応 じ て CD4 +  Ｔ 細 胞 増 殖 を 抑 制 す る こ と
を 観 察 し た 。 Nm-Ｏ Ｍ Ｖ が Opa表 現 型 （ 図 ２ Ａ ） お よ び CEACAM1結 合 （ 図 ２ Ｂ ） に 関 し て Nl-
Ｏ Ｍ Ｖ と は 異 な る 場 合 、 本 発 明 者 ら は 、 こ れ ら の 標 準 の ワ ク チ ン 調 製 物 に 対 す る リ ン パ 球
応 答 に 差 異 が あ る か 否 か を 試 験 し た 。 阻 害 効 果 の 程 度 は 、 CEACAM1結 合 Opa改 変 体 の 存 在 に
よ っ て 決 定 さ れ 、 そ し て さ ら に 、 リ ン パ 球 に 適 用 し た 刺 激 の タ イ プ に よ っ て 影 響 さ れ た 。
Nl-Ｏ Ｍ Ｖ お よ び Nm-Ｏ Ｍ Ｖ を 未 刺 激 の Jurkat CD4 +  Ｔ 細 胞 に 与 え た と き 、 細 胞 培 養 増 殖 に
お け る 小 さ な 差 異 （ ｐ ＜ 0.06） が 見 ら れ た 。 し か し 、 リ ン パ 球 を 、 Ｏ Ｍ Ｖ チ ャ レ ン ジ 前 に
サ イ ト カ イ ン IL-2お よ び ／ ま た は Ｔ 細 胞 レ セ プ タ ー 連 結 を 用 い て 刺 激 し た 場 合 、 Opaに 関
連 し た 差 異 は 有 意 に 増 大 し た （ ｐ ＜ 0.01） （ 図 ３ Ａ ） 。 こ の 阻 害 効 果 を 与 え る の に CEACAM
1結 合 が 十 分 で あ る こ と を 確 認 す る た め に 、 本 発 明 者 ら は 、 所 定 の Opa改 変 体 を 発 現 す る 同
質 遺 伝 子 淋 菌 株 に 由 来 す る Ｏ Ｍ Ｖ の 効 果 を 、 異 な っ た レ セ プ タ ー 特 異 性 と 比 較 し た 。 Nl-
Ｏ Ｍ Ｖ ま た は Nm-Ｏ Ｍ Ｖ を 用 い た チ ャ レ ン ジ 後 に 観 察 さ れ た 効 果 に 対 し て 、 Opa－ ま た は Op
a 5 0 含 有 Ｏ Ｍ Ｖ の い ず れ か を 用 い た チ ャ レ ン ジ は 、 一 次 CD4+ Ｔ リ ン パ 球 の 増 殖 を 刺 激 し た
。 こ れ は 、 チ ャ レ ン ジ 種 と し て （ Ｏ Ｍ Ｖ で は な く ） イ ン タ ク ト な 細 菌 を 用 い て な さ れ た 以
前 の 所 見 と 一 致 し て い る 。 し か し 、 Opa 5 2 発 現 Ｏ Ｍ Ｖ は 、 Jurkat細 胞 増 殖 を 強 力 に 抑 制 し
た （ 図 ３ Ｂ ） 。 こ の こ と は 、 こ の CEACAM1特 異 的 Opa改 変 体 が 、 こ の 背 景 に お い て そ の レ セ
プ タ ー 結 合 機 能 お よ び 共 同 阻 害 機 能 の 両 方 を 保 持 す る こ と を 確 証 す る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 減 少 し た リ ン パ 球 増 殖 が 、 集 団 全 体 の 中 で 細 胞 分 裂 速 度 が 遅 く な る こ と 、 お よ び ／ ま た
は 分 裂 す る よ う に 刺 激 さ れ て い る 細 胞 の 割 合 が 減 少 す る こ と か ら 生 じ 得 た 。 種 々 の Ｏ Ｍ Ｖ
調 製 物 の 存 在 下 で 活 性 化 さ れ る よ う に な る 細 胞 の 割 合 を 決 定 す る た め に 、 本 発 明 者 ら は 、
Jurkat Ｔ 細 胞 に よ る 活 性 化 マ ー カ ー CD69の 発 現 を 定 量 し た 。 密 度 を 釣 り 合 わ せ た 並 行 リ
ン パ 球 集 団 を 予 備 刺 激 し 、 次 い で 、 種 々 の Ｏ Ｍ Ｖ 調 製 物 で チ ャ レ ン ジ し た 。 CEACAM1反 応
性 Ｏ Ｍ Ｖ へ の 曝 露 は 、 CD69を 発 現 す る リ ン パ 球 の 割 合 を 一 貫 し て 減 少 し た （ 図 ４ Ａ お よ び
Ｂ ） 。 こ れ ら の ２ つ の ワ ク チ ン 調 製 物 の 場 合 、 Nm-Ｏ Ｍ Ｖ に 応 じ て 活 性 化 し た Jurkat細 胞
の 数 は 、 Nl-Ｏ Ｍ Ｖ で 観 察 さ れ た よ り も 一 貫 し て 低 く 、 そ し て Ｏ Ｍ Ｖ に 曝 露 し て い な い 並
行 サ ン プ ル に 匹 敵 す る （ 未 刺 激 か つ 抗 CD3ε 含 有 サ ン プ ル ） か 、 ま た は 低 か っ た （ 抗 CD3ε
含 有 サ ン プ ル ） （ 図 ４ Ａ ） 。 淋 菌 Ｏ Ｍ Ｖ で の チ ャ レ ン ジ （ 図 ４ Ｂ ） は 、 一 貫 し た 細 胞 活 性
化 パ タ ー ン を 示 し た 。 こ こ で は 、 試 験 し た 全 て の 条 件 に お い て 、 CEACAM特 異 的 Opa 5 2 を 含
有 す る Ｏ Ｍ Ｖ の 存 在 が 、 減 少 し た 細 胞 活 性 化 と 一 致 し た 。 し か し 、 こ の 場 合 、 活 性 化 の レ
ベ ル は 、 （ レ セ プ タ ー 特 異 性 に 関 わ ら ず ） Opa＋  Ｏ Ｍ Ｖ へ の 曝 露 に よ り 最 低 限 に 減 少 し た
が 、 全 て の 場 合 に お い て 、 CEACAM1反 応 性 Ｏ Ｍ Ｖ へ の 曝 露 に よ っ て 、 よ り 有 意 に 阻 害 さ れ
た （ ｐ ＜ 0.001） 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
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　 ナ イ セ リ ア Ｏ Ｍ Ｖ は Jurkat細 胞 に お い て ア ポ ト ー シ ス を 誘 発 す る 。 細 胞 死 に 対 す る Opa
タ ン パ ク 質 発 現 の 影 響 を 定 量 し 、 そ し て 直 接 比 較 す る た め に 、 本 発 明 者 ら は 、 種 々 の 希 釈
の 淋 菌 Ｏ Ｍ Ｖ に 曝 露 し た Jurkat細 胞 培 養 物 に お い て ア ポ ト ー シ ス お よ び 壊 死 を モ ニ タ リ ン
グ し た （ 図 ５ ） 。 細 胞 壊 死 は チ ャ レ ン ジ 条 件 に 関 わ ら ず 一 貫 し て ５ ％ を 下 回 っ た が （ デ ー
タ は 示 さ ず ） 、 本 発 明 者 ら は 、 ３ つ の 全 て の Ｏ Ｍ Ｖ 調 製 物 に 応 じ た ア ポ ト ー シ ス の 用 量 依
存 性 増 大 を 観 察 し た 。 Opaタ ン パ ク 質 を 含 有 す る Ｏ Ｍ Ｖ に 応 じ て 、 ア ポ ト ー シ ス は 明 ら か
に 高 か っ た 。 こ の こ と は 、 細 胞 死 の 大 部 分 が リ ン パ 球 表 面 へ の Ｏ Ｍ Ｖ の 付 着 と 相 関 す る こ
と を 示 唆 す る 。 Opa 5 2 含 有 Ｏ Ｍ Ｖ は 、 Opa 5 0 を 含 有 す る も の よ り も よ り 大 き な ア ポ ト ー シ ス
を 誘 発 し た 。 こ の こ と は 、 こ の 効 果 の い く ら か の 部 分 が 、 レ セ プ タ ー 特 異 的 効 果 に よ っ て
決 定 さ れ た こ と を 示 し て い る 。 こ れ ら の 結 果 は 、 イ ン タ ク ト な 淋 菌 を チ ャ レ ン ジ 種 と し て
使 用 し た 結 果 と は 対 照 的 で あ る 。 な ぜ な ら 、 本 発 明 者 ら は 、 透 明 （ Opa－ ） 、 Opa 5 0 、 ま た
は Opa 5 2 発 現 細 菌 に よ る 感 染 に 応 じ て 、 ア ポ ト ー シ ス ま た は 壊 死 の い ず れ の 有 意 な 誘 発 も
観 察 し な か っ た か ら で あ る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 （ 実 施 例 ２ ）
　 （ Ｅ Ｍ Ｓ 変 異 誘 発 プ ロ ト コ ル ）
　 プ ロ ト コ ル は 以 下 の 通 り で あ る ：
　 N. meningitidisを 、 600nmで の 光 学 密 度 （ OD 6 0 0 ） が 0.7に な る ま で フ ラ ン ツ 培 地 中 で 増
殖 さ せ る 。 6mlを 15mlコ ニ カ ル チ ュ ー ブ に 移 す ； 2,000gで ５ 分 間 遠 沈 さ せ る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 細 胞 を 10mlの エ チ ル メ タ ン ス ル ホ ン 酸 （ Ｅ Ｍ Ｓ ） 変 異 誘 発 緩 衝 液 で ２ 回 洗 浄 す る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 洗 浄 し た 細 胞 ペ レ ッ ト を 12mlの Ｅ Ｍ Ｓ 変 異 誘 発 緩 衝 液 中 に 再 懸 濁 す る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 細 胞 懸 濁 液 を 15mlコ ニ カ ル チ ュ ー ブ 中 に ４ つ の 2.4mlア リ コ ー ト に 分 配 す る 。 換 気 フ ー
ド 内 で 、 62.5μ lの EMS（ Sigmaカ タ ロ グ 番 号 M0880） を 、 調 製 し た 細 胞 懸 濁 液 の 各 ア リ コ ー
ト に 添 加 し 、 そ し て 徹 底 的 に ボ ル テ ッ ク ス す る （ Ｅ Ｍ Ｓ が 溶 液 に 入 り 込 む ま で し ば ら く か
か る ） 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 37℃ に て ０ 、 １ 、 1.25、 お よ び 1.5時 間 サ ン プ ル を イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 こ れ ら は 、 そ
れ ぞ れ 約 100、 80、 50、 お よ び 20％ の 生 存 を 与 え る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 サ ン プ ル を 処 理 す る た め に 、 10mlの Ｅ Ｍ Ｓ 停 止 溶 液 を 添 加 す る ； 細 胞 を 遠 沈 さ せ る ； 10
mlの Ｅ Ｍ Ｓ 停 止 溶 液 で １ 回 洗 浄 す る ； 細 胞 を 10mlの 培 地 で １ 回 洗 浄 す る ； 2.5mlの 培 地 中
に 洗 浄 し た ペ レ ッ ト を 再 懸 濁 さ せ る ； そ し て 細 胞 懸 濁 液 を ４ ℃ に て 保 存 す る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 変 異 誘 発 し た サ ン プ ル の 生 存 細 胞 力 価 を 決 定 す る た め に 、 B070に 設 定 し た Braun Sonic 
U超 音 波 処 理 機 で 各 サ ン プ ル を ５ 回 超 音 波 処 理 す る 。 系 列 希 釈 し 、 そ し て 選 択 培 地 上 に 三
連 に 播 種 す る 。 プ レ ー ト を 37℃ に て イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 単 一 の コ ロ ニ ー に つ い て の 変 異 誘 発 細 胞 を プ レ ー ト か ら 取 り 出 す た め に 、 超 音 波 処 理 し
た 各 サ ン プ ル を 5mm孔 フ ィ ル タ に 通 す 。 こ の 濾 過 工 程 は 、 良 好 な 単 一 細 胞 懸 濁 液 を 得 る た
め に 必 要 で あ る ； し か し 、 総 細 胞 の 約 95％ が 、 細 胞 塊 の 除 去 に よ っ て 、 濾 過 の 間 に 失 わ れ
る 。 濾 過 し た サ ン プ ル を 系 列 希 釈 し 、 そ し て 選 択 培 地 上 に 広 げ る 。 プ レ ー ト を 37℃ に て イ
ン キ ュ ベ ー ト す る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 CEACAM1非 反 応 性 Opaタ ン パ ク 質 を 発 現 す る 細 菌 に つ い て コ ロ ニ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る
。 続 い て 、 天 然 型 の CEACAM1反 応 性 Opaを 結 合 す る 抗 体 を 誘 導 す る こ の よ う な Opaタ ン パ ク
質 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ す る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
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　 （ Ｅ Ｍ Ｓ 変 異 誘 発 緩 衝 液 ）
　 4.23ml　 1M NaH 2 PO 4
　 5.77ml　 1M Na 2 HPO 4
　 0.5ml　 20％  Tween 80
　 H 2 0を 添 加 し て 100mlと す る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 （ Ｅ Ｍ Ｓ 停 止 溶 液 ）
　 ５ ％ チ オ 硫 酸 ナ ト リ ウ ム 、 0.1％  Tween 80、 滅 菌 濾 過 済 み 、 100ml（ 新 鮮 な も の を 作 成
す る ） 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 （ 実 施 例 ３ ）
　 （ Ｎ Ｔ Ｇ 変 異 誘 発 ）
　 プ ロ ト コ ル は 以 下 の 通 り で あ る ：
　 N. meningitidisを 、 600nmで の 光 学 密 度 （ OD 6 0 0 ） が 0.8に な る ま で フ ラ ン ツ 培 地 中 で 増
殖 さ せ る 。 50mlを 50mlコ ニ カ ル チ ュ ー ブ に 移 す ； 2,000gで 15分 間 遠 沈 さ せ る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 上 清 を 捨 て 、 そ し て ペ レ ッ ト を 5mlの 培 地 中 に 再 懸 濁 す る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 1mlの 細 胞 を 個 々 の 15ml丸 底 チ ュ ー ブ （ Falconカ タ ロ グ 番 号 2059） に 分 配 し 、 そ し て ニ
ト ロ ソ グ ア ニ ジ ン （ Ｎ Ｔ Ｇ ） を 0～ 1,000mg/mlの 最 終 濃 度 範 囲 に な る よ う に 添 加 す る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 細 胞 懸 濁 液 を 、 １ 時 間 振 盪 し な が ら 37℃ に て イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 各 ア リ コ ー ト の 細 胞 を 10mlの 培 地 で ２ 回 洗 浄 し 、 そ し て 最 終 的 に 1mlの 培 地 中 に ペ レ ッ
ト を 再 懸 濁 す る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 各 反 応 の 系 列 希 釈 を 行 い 、 そ し て 二 連 で 播 種 し 、 殺 菌 曲 線 の 決 定 の た め の コ ロ ニ ー 計 数
を 得 る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 上 記 条 件 で 90％ 殺 傷 を 生 じ る Ｎ Ｔ Ｇ 濃 度 で 変 異 誘 発 を 繰 り 返 す 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 CEACAM1非 反 応 性 Opaタ ン パ ク 質 を 発 現 す る 細 菌 に つ い て コ ロ ニ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る
。 続 い て 、 天 然 型 の CEACAM1反 応 性 Opaを 結 合 す る 抗 体 を 誘 導 す る こ の よ う な Opaタ ン パ ク
質 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ す る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 （ 実 施 例 ４ ）
　 （ Opaノ ッ ク ア ウ ト 変 異 体 の 生 成 ）
　 N. meningitidisに 存 在 す る ３ つ ま た は ４ つ の Opa対 立 遺 伝 子 （ ま た は 他 の ナ イ セ リ ア お
よ び ／ ま た は 他 の 細 菌 で の 同 様 の 対 立 遺 伝 子 ） か ら の Opaタ ン パ ク 質 改 変 体 の 発 現 を 変 異
さ せ る 多 く の 技 術 が 存 在 す る 。 簡 潔 に は 、 Opaペ プ チ ド 自 体 を コ ー ド す る 領 域 に 隣 接 し た
非 コ ー ド 領 域 中 の 高 度 に 保 存 さ れ た 領 域 に よ っ て 、 Opa対 立 遺 伝 子 を ク ロ ー ニ ン グ す る 。
こ の よ う に し て ク ロ ー ニ ン グ し た 遺 伝 子 を 、 適 切 な プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー に 挿 入 し 、 そ し て
ト ラ ン ス ポ ゾ ン 挿 入 ま た は 他 の 標 準 的 な 分 子 生 物 学 技 術 の い ず れ か を 用 い て 変 異 誘 発 す る
（ 適 切 な 技 術 は 、 Sambrook, Fritschお よ び Maniatis, 1989、 Cornelissenら , 1992； Corn
elissenお よ び Sparling 1996、 お よ び Boultonら , 2000に 記 載 さ れ て い る ） 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 （ 実 施 例 ５ ）
　 （ CEACAM1に 結 合 し な い Opaの フ ラ グ メ ン ト の 生 成 ）
　 Opaを 天 然 生 物 （ す な わ ち 、 ナ イ セ リ ア 種 （ Neisseria sp.） ） の 環 境 で 発 現 さ せ る か 、
ま た は 単 一 の ク ロ ー ニ ン グ し た 組 換 え Opa改 変 体 を 異 種 環 境 で 過 剰 発 現 さ せ る 。 い ず れ の
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場 合 で も 、 イ ン タ ク ト な Opaを 、 標 準 的 な 生 化 学 技 術 お よ び ／ ま た は 生 物 物 理 学 技 術 （ ア
フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー お よ び ／ ま た は 選 択 濾 過 お よ び ／ ま た は ゲ ル 浸 透 ク ロ マ
ト グ ラ フ ィ ー お よ び ／ ま た は イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 含 む ） を 用 い て 、 細 菌 全 細
胞 溶 解 物 か ら 、 精 製 し た 細 菌 膜 か ら 、 ま た は 封 入 体 か ら 精 製 す る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 次 い で 、 精 製 し た Opaを 、 ト リ プ シ ン 、 キ モ ト リ プ シ ン 、 ス ブ チ リ シ ン 、 お よ び ／ ま た
は 他 の タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 を 用 い る タ ン パ ク 質 分 解 消 化 お よ び ／ ま た は 他 の 化 学 処 理 に よ
っ て 分 画 す る 。 こ の よ う に し て 生 成 し た Opaフ ラ グ メ ン ト を 、 本 明 細 書 中 に 記 載 の CEACAM1
 N末 端 -Fc融 合 タ ン パ ク 質 を 用 い て ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ っ て 、 CEACAM1
結 合 が な い こ と に つ い て （ す な わ ち 、 こ の 融 合 タ ン パ ク 質 に 結 合 で き な い タ ン パ ク 質 フ ラ
グ メ ン ト の 選 択 に よ っ て ） 選 択 す る 。 こ の タ イ プ の フ ラ グ メ ン ト を 、 ア ジ ュ バ ン ト 調 製 物
の 存 在 下 で 、 そ し て 必 要 に 応 じ て 適 切 な キ ャ リ ア タ ン パ ク 質 に 結 合 し て 、 適 切 な 動 物 系 で
抗 原 と し て 使 用 す る 。 こ の よ う に し て 調 製 し た 血 清 を 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 、 お よ び
／ ま た は 全 細 胞 ド ッ ト ブ ロ ッ ト 、 お よ び ／ ま た は 血 球 計 算 分 析 、 お よ び ／ ま た は 他 の 反 応
性 ア ッ セ イ に よ り 、 イ ン タ ク ト な Opa改 変 体 に 対 し て 試 験 す る 。 あ る い は 、 オ ー バ ー ラ ッ
プ Opa特 異 的 ペ プ チ ド の ア レ イ を 、 標 準 技 術 （ Gausepohlら , 1992） を 用 い て 新 規 合 成 す る
か 、 そ う で な け れ ば Opaの 特 異 的 領 域 を コ ー ド す る ク ロ ー ニ ン グ し た 組 換 え 核 酸 配 列 か ら
発 現 さ せ る 。 い ず れ の 場 合 で も 、 （ い ず れ か ま た は 両 方 の 技 術 を 用 い て ） 生 成 し た ペ プ チ
ド を 、 本 発 明 者 ら が 以 前 に 規 定 し た 方 法 に 従 っ て 、 CEACAM1結 合 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ
し 、 続 い て 、 記 載 の よ う に 抗 原 と し て 使 用 し 得 る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 （ 実 施 例 ６ ）
　 （ 非 CEACAM1反 応 性 Opa改 変 体 の 生 成 ）
　 い く つ か の 天 然 に 存 在 す る 淋 菌 Opa改 変 体 は 、 CEACAM1結 合 活 性 を 有 さ ず （ Gray-Owenら ,
 1997） 、 そ し て 免 疫 調 整 効 果 の 点 か ら 評 価 さ れ て い る 。 ４ つ の 天 然 に 存 在 す る 髄 膜 炎 菌 O
pa改 変 体 の う ち 少 な く と も １ つ の 改 変 体 は 、 同 様 に 、 CEACAM1結 合 活 性 が な い こ と （ Meutz
nerら , 2000） 、 お よ び さ ら に 、 共 生 性 ナ イ セ リ ア 種 （ Neisseria sp.） は 、 CEACAM1を 認
識 し な い Opa改 変 体 を 発 現 す る こ と （ Toleman, Ahoお よ び Virji, 2001） も 確 立 さ れ て い る
。
【 ０ １ ０ １ 】
　 所 定 の 細 菌 培 養 物 を Opa発 現 お よ び CEACAM1反 応 性 （ ま た は そ の 不 在 ） に つ い て ス ク リ ー
ニ ン グ し 、 そ し て そ の 結 果 を 使 用 し て 、 非 CEACAM1反 応 性 で あ る 表 現 型 を 選 択 す る 。 Opa発
現 は 相 可 変 性 で あ り 、 し た が っ て 、 こ の 選 択 プ ロ セ ス は 、 通 常 通 り に 実 施 さ れ る こ と が 好
ま し い 。 ス ク リ ー ニ ン グ は 、 Ｏ Ｍ Ｖ 精 製 前 に 適 切 に 実 施 さ れ る 。 こ れ は ま た 、 グ ラ ム 陰 性
細 菌 か ら の Ｏ Ｍ Ｖ 調 製 物 に 対 し て も 実 施 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 あ る い は 、 所 定 の 表 現 型 お よ び レ セ プ タ ー 特 異 性 の 単 一 の Opaを 発 現 し 得 る 細 菌 （ 好 ま
し く は ナ イ セ リ ア 株 ） を 構 築 す る 。 こ れ は 、 細 菌 染 色 体 に お い て 、 非 機 能 的 （ す な わ ち 、
変 異 し た ） Opa対 立 遺 伝 子 を 天 然 型 （ す な わ ち 、 変 異 し て い な い ） 配 列 と 置 換 す る こ と に
よ り 達 成 さ れ る 。 あ る い は 、 Opaを 、 い く つ か の 十 分 に 特 徴 付 け ら れ た 細 菌 遺 伝 子 調 節 系
の １ つ と 連 結 し て ク ロ ー ニ ン グ す る ； 次 い で 、 Opa発 現 を 培 養 条 件 の 操 作 に よ っ て 制 御 す
る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 CEACAM1を 結 合 す る Opaを 実 質 的 に 含 ま な い 微 生 物 、 組 成 物 、 ワ
ク チ ン 、 ワ ク チ ン 成 分 、 上 記 を 得 る 方 法 、 お よ び 上 記 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 提 供 す る 。 こ
れ ら は 、 グ ラ ム 陰 性 細 菌 （ 特 に 、 ナ イ セ リ ア ） に よ り 引 き 起 こ さ れ る 疾 患 の 治 療 ま た は 予
防 で の 使 用 に 適 す る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ０ ４ 】
【 図 １ 】 イ ン タ ク ト な 双 球 菌 お よ び 単 離 さ れ た 外 膜 小 胞 （ Ｏ Ｍ Ｖ ） を 示 す 走 査 電 子 顕 微 鏡
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写 真 で あ る 。
【 図 ２ 】 ナ イ セ リ ア Ｏ Ｍ Ｖ の Opa発 現 パ タ ー ン お よ び CEACAM1結 合 特 性 を 示 す 。
【 図 ３ 】 ナ イ セ リ ア Ｏ Ｍ Ｖ に 応 じ た Ｔ リ ン パ 球 の 増 殖 を 示 す 。
【 図 ４ 】 Jurkat細 胞 に よ る CD69発 現 の FACS分 析 で あ る 。
【 図 ５ 】 淋 菌 Ｏ Ｍ Ｖ を 用 い た 16時 間 チ ャ レ ン ジ に 応 じ た IL2刺 激 Jurkat細 胞 間 の ア ポ ト ー
シ ス 死 亡 率 を 示 す 。

【 図 １ 】 【 図 ２ 】
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【 図 ３ 】 【 図 ４ 】

【 図 ５ 】

(22) JP 2007-508537 A 2007.4.5



【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 17年 12月 9日 (2005.12.9)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 特 許 請 求 の 範 囲
【 補 正 対 象 項 目 名 】 全 文
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 グ ラ ム 陰 性 細 菌 に よ り 引 き 起 こ さ れ る 疾 患 の 治 療 ま た は 予 防 に 用 い ら れ る 微 生 物 、 組 成
物 、 ワ ク チ ン 、 も し く は ワ ク チ ン 成 分 を 選 択 す る 方 法 で あ っ て 、 該 微 生 物 、 組 成 物 、 ワ ク
チ ン 、 も し く は ワ ク チ ン 成 分 が 、 CEACAM1を 結 合 す る Opaを 実 質 的 に 含 ま な い か 否 か を 決 定
す る 工 程 を 含 む 、 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 微 生 物 、 組 成 物 、 ワ ク チ ン 、 も し く は ワ ク チ ン 成 分 が 、 CEACAM1を 結 合 す る Opaを 実
質 的 に 含 ま な い よ う に 選 択 さ れ て い る か 、 ま た は CEACAM1を 結 合 す る Opaを 実 質 的 に 含 ま な
い よ う に 改 変 さ れ て い る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　

【 請 求 項 ４ 】
　

【 請 求 項 ５ 】
　

【 請 求 項 ６ 】
　 前 記 グ ラ ム 陰 性 細 菌 が 、 ナ イ セ リ ア （ Neisseria） 、 モ ラ ク セ ラ （ Moraxella） 、 キ ン ゲ
ラ （ Kingella） 、 ア シ ネ ト バ ク タ ー （ Acinetobacter） 、 ブ ル セ ラ （ Brucella） 、 ボ ル デ
テ ラ （ Bordetella） 、 ポ ル フ ィ ロ モ ナ ス （ Porphyromonas） 、 ア ク テ ィ ノ バ シ ラ ス （ Actin
obacillus） 、 ボ レ リ ア （ Borelia） 、 セ ラ チ ア （ Serratia） 、 カ ン ピ ロ バ ク タ ー （ Campyl
obacter） 、 ヘ リ コ バ ク タ ー （ Helicobacter） 、 ヘ モ フ ィ ル ス （ Haemophilus） 、 エ シ ェ リ
キ ア （ Escherichia） 、 レ ジ オ ネ ラ （ Legionella） 、 サ ル モ ネ ラ （ Salmonella） 、 シ ュ ー
ド モ ナ ス （ Pseudomonas） 、 お よ び エ ル シ ニ ア （ Yersinia） か ら 選 択 さ れ る 、

に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 前 記 微 生 物 が 、 ナ イ セ リ ア で あ る 、 請 求 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　
【 請 求 項 ９ 】
　 前 記 ナ イ セ リ ア が 、 CEACAM1を 結 合 す る Opaを 実 質 的 に 含 ま な い よ う に 選 択 さ れ て い る か
、 ま た は CEACAM1を 結 合 す る Opaを 実 質 的 に 含 ま な い よ う に 改 変 さ れ て い る 、 請 求 項 ま た
は ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 前 記 ナ イ セ リ ア が 変 異 に よ り 改 変 さ れ て い る 、 請 求 項 ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 請 求 項 １ か ら １ ０ の い ず れ か の 項 の 記 載 に 従 っ て 得 ら れ る 微 生 物 、 組 成 物 、 ワ ク チ ン 、
も し く は ワ ク チ ン 成 分 。
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前 記 決 定 す る 工 程 が 、 ELISAア ッ セ イ に お い て CEACAM1-Fc融 合 タ ン パ ク 質 に 前 記 微 生 物
、 組 成 物 、 ワ ク チ ン 、 も し く は ワ ク チ ン 成 分 を 曝 露 す る 工 程 を 含 む 、 請 求 項 １ ま た は ２ に
記 載 の 方 法 。

前 記 決 定 す る 工 程 が 、 前 記 微 生 物 、 組 成 物 、 ワ ク チ ン 、 も し く は ワ ク チ ン 成 分 と Opa特
異 的 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と を 接 触 さ せ る 工 程 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 ３ に 記 載 の 方 法 。

前 記 決 定 す る 工 程 が 、 ELISAに よ り 、 前 記 微 生 物 、 組 成 物 、 ワ ク チ ン 、 も し く は ワ ク チ
ン 成 分 と CEACAM1と の 間 の 相 互 作 用 を 特 徴 付 け る 工 程 を 含 む 、 請 求 項 １ ま た は ２ に 記 載 の
方 法 。

前 記 い ず れ
か の 請 求 項

６

前 記 細 菌 が Neisseria meningitidisで あ る 、 請 求 項 ７ に 記 載 の 方 法 。

７



【 請 求 項 １ ２ 】
　 1,000以 上 の 数 で あ り 、 CEACAM1を 結 合 す る Opaを 発 現 す る 細 菌 を 実 質 的 に 含 ま な い 、 グ
ラ ム 陰 性 細 菌 の 集 団 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 ナ イ セ リ ア 外 膜 小 胞 を 含 む 組 成 物 で あ っ て 、 該 小 胞 が 、 Opaを 実 質 的 に 含 ま な い 、 組 成
物 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 前 記 小 胞 の Opa含 有 量 が 、 正 常 ナ イ セ リ ア か ら 得 ら れ る Ｏ Ｍ Ｖ の Opa含 有 量 と 比 較 し て 少
な く と も 10倍 減 少 し て い る 、 請 求 項 １ ３ に 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 Opaが Ｏ Ｍ Ｖ の 総 タ ン パ ク 質 含 有 量 の １ 質 量 ％ 以 下 で あ る 、 請 求 項 １ ３ ま た は １ ４ に 記
載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 薬 学 的 に 受 容 可 能 な キ ャ リ ア を さ ら に 含 む 、 請 求 項 １ ３ か ら １ ５ の い ず れ か の 項 に 記 載
の 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 ワ ク チ ン 接 種 の た め の 、 請 求 項 １ ３ か ら １ ６ の い ず れ か の 項 に 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 ナ イ セ リ ア 外 膜 小 胞 を 含 む 組 成 物 で あ っ て 、 該 小 胞 が 、
　 抗 原 性 で あ り 、
　 Opaに 結 合 す る 抗 体 の 産 生 を 惹 起 し 、 そ し て
　 CEACAM1に 結 合 し な い
タ ン パ ク 質 を 含
　

、 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 ナ イ セ リ ア 外 膜 小 胞 を 含 む 組 成 物 で あ っ て 、 該 小 胞 が 、 CEACAM1へ の Opaの 結 合 を 阻 害 す
る ア ン タ ゴ ニ ス ト を 含 む 、 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 ワ ク チ ン と し て 使 用 す る 組 成 物 ま た は ワ ク チ ン の 製 造 に 使 用 す る 組 成 物 を 調 製 す る 方 法
で あ っ て 、
　 （ ａ ） グ ラ ム 陰 性 細 菌 を 得 る 工 程 ；
　 （ ｂ ） 該 細 菌 が CEACAM1に 結 合 す る Opaタ ン パ ク 質 を 発 現 す る か 否 か を 決 定 す る 工 程 ；
　 （ ｃ ） 該 細 菌 が 該 Opaタ ン パ ク 質 を 発 現 す る 場 合 、 該 細 菌 を 廃 棄 す る 工 程 、 お よ び 工 程
（ ａ ） か ら （ ｃ ） を 繰 り 返 す 工 程 ；
　 （ ｄ ） 該 細 菌 が 該 Opaタ ン パ ク 質 を 発 現 し な い 場 合 、 該 細 菌 を 保 持 す る 工 程 ； お よ び
　 （ ｅ ） 工 程 （ ｄ ） の 該 保 持 さ れ た 細 菌 を 含 む 組 成 物 を 調 製 す る 工 程
を 含 む 、 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　

【 請 求 項 ２ ２ 】
　

【 請 求 項 ２ ３ 】
　

【 請 求 項 ２ ４ 】
　 前 記 細 菌 が 、 ナ イ セ リ ア で あ る 、 請 求 項 ２ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
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み 、
こ こ で 該 タ ン パ ク 質 が 、 Opaの 変 異 体 も し く は フ ラ グ メ ン ト も し く は 改 変 体 も し く は 誘

導 体 も し く は 模 倣 物 で あ る

前 記 決 定 す る 工 程 が 、 ELISAア ッ セ イ に お い て CEACAM1-Fc融 合 タ ン パ ク 質 に 前 記 Opaタ ン
パ ク 質 を 曝 露 す る 工 程 を 含 む 、 請 求 項 ２ ０ に 記 載 の 方 法 。

前 記 決 定 す る 工 程 が 、 前 記 Opaタ ン パ ク 質 と Opa特 異 的 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と を 接 触 さ せ
る 工 程 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 ２ １ に 記 載 の 方 法 。

前 記 決 定 す る 工 程 が 、 ELISAに よ り 、 前 記 Opaタ ン パ ク 質 と CEACAM1と の 間 の 相 互 作 用 を
特 徴 付 け る 工 程 を 含 む 、 請 求 項 ２ ０ に 記 載 の 方 法 。

２ ０ か ら の い ず れ か の 項



　
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 Opaの 変 異 体 も し く は 改 変 体 も し く は フ ラ グ メ ン ト も し く は 誘 導 体 を 発 現 す る 細 菌 を 保
持 す る 工 程 を 含 み 、 こ こ で 該 変 異 体 も し く は 改 変 体 も し く は フ ラ グ メ ン ト も し く は 誘 導 体
が CEACAM1に 結 合 し な い 、 請 求 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 前 記 保 持 さ れ た 細 菌 か ら 外 膜 小 胞 を 調 製 す る 工 程 を 含 む 、 請 求 項

に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 Opaの 変 異 体 も し く は 改 変 体 も し く は フ ラ グ メ ン ト も し く は 誘 導 体 も し く は 模 倣 物 を 得
る 方 法 で あ っ て 、
　 （ ａ ） グ ラ ム 陰 性 細 菌 を 得 る 工 程 ;
　 （ ｂ ） 該 細 菌 で 変 異 誘 発 を 実 施 す る 工 程 ；
　 （ ｃ ） 該 細 菌 が 、 CEACAM1に 結 合 し な い Opaタ ン パ ク 質 の 変 異 体 も し く は フ ラ グ メ ン ト も
し く は 改 変 体 も し く は 誘 導 体 も し く は 模 倣 物 を 発 現 す る か 否 か を 決 定 す る 工 程 ；
　 （ ｄ ） 該 変 異 体 も し く は 改 変 体 も し く は フ ラ グ メ ン ト も し く は 誘 導 体 も し く は 模 倣 物 を
単 離 す る 工 程

を 含 む 、 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　

【 請 求 項 ３ ０ 】
　

【 請 求 項 ３ １ 】
　

【 請 求 項 ３ ２ 】
　 前 記 細 菌 が 、 ナ イ セ リ ア で あ る 、 請 求 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 請 求 項 に 記 載 の 方 法 で あ っ て 、 さ ら に
　 （ ｅ ） 前 記 変 異 体 も し く は フ ラ グ メ ン ト も し く は 改 変 体 も し く は 誘 導 体 も し く は 模 倣 物
に 対 す る 抗 体 を 惹 起 さ せ る 工 程 ； お よ び
　 （ ｆ ） 該 抗 体 が 、 CEACAM1に 結 合 す る Opaタ ン パ ク 質 に も 結 合 す る か 否 か を 決 定 す る 工 程
を 含 む 、 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 疾 患 の 治 療 ま た は 予 防 の 方 法 で あ っ て 、 請 求 項 １ １ に 記 載 の 微 生 物 、 組 成 物 、 ワ ク チ ン
、 も し く は ワ ク チ ン 成 分 、 ま た は 請 求 項 １ ２ に 記 載 の グ ラ ム 陰 性 細 菌 の 集 団 、 ま た は 請 求
項 １ ３ か ら の い ず れ か の 項 に 記 載 の 組 成 物 を 投 与 す る 工 程 を 含 む 、 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 請 求 項 １ １ に 記 載 の 微 生 物 、 組 成 物 、 ワ ク チ ン 、 も し く は ワ ク チ ン 成 分 、 ま た は 請 求 項
１ ２ に 記 載 の グ ラ ム 陰 性 細 菌 の 集 団 、 ま た は 請 求 項 １ ３ か ら の い ず れ か の 項 に 記 載 の
組 成 物 を 含 む 、 ワ ク チ ン 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 ワ ク チ ン の 製 造 ま た は 試 験 の 方 法 で あ っ て 、
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前 記 細 菌 が Neisseria meningitidisで あ る 、 請 求 項 ２ ４ に 記 載 の 方 法 。

２ ０ か ら ２ ５ の い ず れ か の 項

２ ０ か ら ２ ６ の い ず れ
か の 項

で あ っ て 、 こ こ で 該 変 異 体 も し く は 改 変 体 も し く は フ ラ グ メ ン ト も し く は 誘
導 体 も し く は 模 倣 物 が CEACAM1に 結 合 し な い 、 工 程

前 記 決 定 す る 工 程 が 、 ELISAア ッ セ イ に お い て CEACAM1-Fc融 合 タ ン パ ク 質 に 前 記 Opaの 変
異 体 も し く は 改 変 体 も し く は フ ラ グ メ ン ト も し く は 誘 導 体 も し く は 模 倣 物 を 曝 露 す る 工 程
を 含 む 、 請 求 項 ２ ８ に 記 載 の 方 法 。

前 記 決 定 す る 工 程 が 、 前 記 Opaの 変 異 体 も し く は 改 変 体 も し く は フ ラ グ メ ン ト も し く は
誘 導 体 も し く は 模 倣 物 と Opa特 異 的 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と を 接 触 さ せ る 工 程 を さ ら に 含 む
、 請 求 項 ２ ９ に 記 載 の 方 法 。

前 記 決 定 す る 工 程 が 、 ELISAに よ り 、 前 記 Opaの 変 異 体 も し く は 改 変 体 も し く は フ ラ グ メ
ン ト も し く は 誘 導 体 も し く は 模 倣 物 と CEACAM1と の 間 の 相 互 作 用 を 特 徴 付 け る 工 程 を 含 む
、 請 求 項 ２ ８ に 記 載 の 方 法 。

２ ８ か ら ３ １ の い ず れ か の 項

前 記 細 菌 が Neisseria meningitidisで あ る 、 請 求 項 ３ ２ に 記 載 の 方 法 。

２ ８ か ら ３ ３ の い ず れ か の 項

１ ９

１ ９



　 （ ａ ） グ ラ ム 陰 性 細 菌 に 対 す る ワ ク チ ン サ ン プ ル も し く は 提 案 さ れ た ワ ク チ ン の 成 分 の
サ ン プ ル を 得 る 工 程 ； お よ び
　 （ ｂ ） 該 サ ン プ ル が 、 CEACAM1に 結 合 す る Opaタ ン パ ク 質 を 含 む か 否 か を 決 定 す る 工 程
を 含 む 、 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 請 求 項 に 記 載 の 方 法 で あ っ て 、 さ ら に
　 （ ｃ ） 存 在 す る 場 合 、 前 記 Opaタ ン パ ク 質 の 質 量 ％ を 、 前 記 ワ ク チ ン ま た は 前 記 サ ン プ
ル 中 の 総 タ ン パ ク 質 含 有 量 の 質 量 ％ に よ り 決 定 す る 工 程

を 含 む 、 方 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　

【 請 求 項 ４ ０ 】
　

【 請 求 項 ４ １ 】
　

【 請 求 項 ４ ２ 】
　 免 疫 記 憶 の 刺 激 を 改 善 し ま た は Ｔ 細 胞 機 能 の 阻 害 を 減 少 さ せ る こ と に よ り 髄 膜 炎 菌 性 疾
患 を 治 療 ま た は 予 防 す る た め の 医 薬 の 製 造 に お け る ナ イ セ リ ア 外 膜 小 胞 の 使 用 で あ っ て 、
該 小 胞 が 、 （ ｉ ） Opaを 実 質 的 に 含 ま な い か 、 （ ii） CEACAM1に 結 合 し な い Opaタ ン パ ク 質
を 含 む か 、 （ iii） CEACAM1に 結 合 し な い Opaの 変 異 体 も し く は フ ラ グ メ ン ト も し く は 誘 導
体 を 含 む か 、 ま た は （ iv） CEACAM1へ の Opaの 結 合 を 阻 害 す る ア ン タ ゴ ニ ス ト を 含 む 、 使 用
。
【 請 求 項 ４ ３ 】
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３ ７

； お よ び
　 （ ｄ ） 該 サ ン プ ル が 該 Opaタ ン パ ク 質 を 含 む 場 合 、 ま た は 該 Opaタ ン パ ク 質 の 質 量 ％ が 所
定 レ ベ ル を 上 回 る 場 合 、 該 ワ ク チ ン ま た は 該 成 分 を 排 除 す る 工 程

前 記 決 定 す る 工 程 が 、 ELISAア ッ セ イ に お い て CEACAM1-Fc融 合 物 に 前 記 サ ン プ ル を 曝 露
す る 工 程 を 含 む 、 請 求 項 ３ ７ に 記 載 の 方 法 。

前 記 決 定 す る 工 程 が 、 前 記 サ ン プ ル と Opa特 異 的 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と を 接 触 さ せ る 工
程 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 ３ ９ に 記 載 の 方 法 。

前 記 決 定 す る 工 程 が 、 ELISAに よ り 、 前 記 サ ン プ ル と CEACAM1と の 間 の 相 互 作 用 を 特 徴 付
け る 工 程 を 含 む 、 請 求 項 ３ ７ に 記 載 の 方 法 。

グ ラ ム 陰 性 細 菌 に よ り 引 き 起 こ さ れ る 疾 患 の 治 療 ま た は 予 防 の 方 法 で あ っ て 、 微 生 物 、
組 成 物 、 ワ ク チ ン 、 も し く は ワ ク チ ン 成 分 を 投 与 す る 工 程 を 含 み 、 該 微 生 物 、 組 成 物 、 ワ
ク チ ン 、 も し く は ワ ク チ ン 成 分 が 、 （ ｉ ） Opaを 実 質 的 に 含 ま な い か 、 （ ii） CEACAM1に 結
合 し な い Opaタ ン パ ク 質 を 含 む か 、 （ iii） CEACAM1に 結 合 し な い Opaの 変 異 体 も し く は フ ラ
グ メ ン ト も し く は 誘 導 体 を 含 む か 、 ま た は （ iv） CEACAM1へ の Opaの 結 合 を 阻 害 す る ア ン タ
ゴ ニ ス ト を 含 み 、 そ し て こ こ で 該 治 療 ま た は 予 防 が 、 CD4+ Ｔ リ ン パ 球 の 活 性 化 ま た は 増
殖 の 抑 制 の 除 去 に 関 わ る 、 方 法 。
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摘要(译)

活疫苗，减毒活疫苗，疫苗死亡，蛋白制剂用于疫苗，并在OMV疫苗中
使用，免费CEACAM1结合OPA，是包括最OPA变种不绑定到
CEACAM1与抗原。
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