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(57)【要約】
本発明は、特に咬シラミＢｏｖｉｃｏｌａ  ｏｖｉｓ由
来のものと限らないが、シラミ・アレルゲンをコードす
る新規のヌクレオチド配列に関し、さらに、シラミ外寄
生および関連するアレルギー疾患の診断、治療および予
防における該ヌクレオチド配列およびタンパク質アレル
ゲンの使用に関する。



(2) 特表２００３－５３０８４０

【特許請求の範囲】

    【請求項１】  配列番号２のアミノ酸配列を有する実質的に精製されたポリ

ペプチド、もしくは実質的に同等の活性を有する該ポリペプチドの断片または変

異型。

    【請求項２】  動物に寄生するシラミに由来し、シラミが外寄生した動物に

おける体液性および／または細胞性免疫応答を誘発する請求項１に記載のポリペ

プチド、もしくはそれと実質的に同等の活性を有する該ポリペプチドの断片また

は変異型。

    【請求項３】  変異型または断片が前記ポリペプチドのＢ細胞またはＴ細胞

エピトープを組み込んでいる請求項１および２に記載のポリペプチド。

    【請求項４】  前記シラミがハジラミ（Ｍａｌｌｏｐｈａｇａ）亜目に属す

る請求項１に記載のポリペプチド。

    【請求項５】  前記シラミがＢｏｖｉｃｏｌａ  ｏｖｉｓである請求項１に

記載のポリペプチド。

    【請求項６】  動物が、ヒツジ、ウマ、ウシ、イヌ、ネコまたはニワトリを

含む鳥類を含む群から選択される請求項１に記載のポリペプチド。

    【請求項７】  前記動物がヒツジである請求項１に記載のポリペプチド。

    【請求項８】  ポリペプチドがＢ．ｏｖｉｓ由来のＢｏ１と称するアレルゲ

ンである請求項１に記載のポリペプチド。

    【請求項９】  請求項１～８のいずれか一項に記載のポリペプチドをコード

する単離核酸分子。

    【請求項１０】  単離核酸分子であって、

  ａ）配列番号１のヌクレオチド配列を含むか、または

  ｂ）（ａ）の分子の機能性断片または変異型であるか、または

  ｃ）（ａ）の分子とストリンジェントな条件下でハイブリッド形成することが

できるか、または

  ｄ）（ａ）、（ｂ）または（ｃ）で定義した分子の相補的配列であるか、また

は

  ｅ）（ａ）～（ｄ）における配列のいずれかに対応するアンチセンス配列であ
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る、単離核酸分子。

    【請求項１１】  断片または変異型がＢ細胞またはＴ細胞エピトープをコー

ドする請求項９または１０に記載の単離核酸分子。

    【請求項１２】  請求項９～１１のいずれか一項に記載の核酸分子を含むベ

クター。

    【請求項１３】  請求項１２に記載のベクターを用いて形質転換した宿主細

胞。

    【請求項１４】  請求項１～８のいずれか一項に記載のポリペプチドに結合

するリガンド。

    【請求項１５】  リガンドが抗体であるか、もしくは結合ドメインを含む抗

体の断片である請求項１４に記載のリガンド。

    【請求項１６】  リガンドがモノクローナル抗体である請求項１４に記載の

リガンド。

    【請求項１７】  リガンドがファージディスプレイ分子である請求項１４に

記載のリガンド。

    【請求項１８】  宿主から排泄物、分泌物、組織または血液試料を採取する

工程と、その試料を、ＥＬＩＳＡまたは他の適切な検定法により、Ｂｏ１リガン

ド結合剤またはＢｏ１プローブに暴露させる工程と、を含むＢｏ１またはそのセ

グメントに結合するリガンドの存在について試料を検定する方法。

    【請求項１９】  検定される試料が最初に基質溶液の形態で調製される請求

項１８に記載の方法。

    【請求項２０】  請求項１８または１９に記載の検定法において用いるのに

適した試験キットであって、ＥＬＩＳＡまたは他の適切な検定法に組み込まれた

Ｂｏ１リガンド結合剤またはプローブを含むキット。

    【請求項２１】  請求項９～１１のいずれか一項に記載の核酸分子とストリ

ンジェントな条件下でハイブリッド形成することができる単離プローブ。

    【請求項２２】  Ｂｏｖｉｃｏｌａ  ｏｖｉｓまたはＢｏ１ポリペプチドに

対する動物の過敏性について診断する方法であって、

  ｄ）請求項１～８に記載の適量のポリペプチドを、製薬学的または獣医学的に
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適切な担体または希釈剤と共に皮内注射する工程と

  ｅ）その後適切な時点で、本発明のポリペプチドに対する反応の性質を検出す

るために注射部位を検査する工程と

  ｆ）担体または希釈剤単独および他の対照溶液の注射での所見と比較したとき

のそれらの所見に基づいて、本発明のポリペプチドに対する特異的反応が明らか

であったかどうかを判定する工程と、を含む方法。

    【請求項２３】  感受性を有する動物におけるＢｏ１過敏性を予防または低

減するためのワクチンであって、

  ａ）実質的に上述のものと同じ本発明によるポリペプチド、

  ｂ）実質的に上述のものと同じ本発明による核酸分子、

  ｃ）（ａ）のポリペプチドに対するＤＮＡまたはＲＮＡでトランスフェクトさ

れるか、かつ／または、該ＤＮＡまたはＲＮＡを発現する生物、

  ｄ）（ａ）のポリペプチドに結合するリガンドまたはプローブ、

を含む群から選択された作用剤を含むワクチン。

    【請求項２４】  Ｂｏ１ポリペプチドに対するアレルギー性過敏症を示す動

物を治療する方法、もしくは動物がＢｏ１ポリペプチドに対するアレルギー性過

敏症を示すことを予防する方法であって、前記動物に請求項２３に記載の有効量

のワクチンを投与する工程を含む方法。

    【請求項２５】  ｇ）実質的に実質的に上述のものと同じ本発明による核酸

分子、

  ｈ）実質的に上述のものと同じ本発明によるポリペプチド、

  ｉ）（ａ）のポリペプチドに対するＤＮＡまたはＲＮＡでトランスフェクトさ

れるか、かつ／または、該ＤＮＡまたはＲＮＡを発現する生物、

  ｊ）（ｂ）のポリペプチドに結合するリガンドまたはプローブ、

を含む群から選択された有効量の作用剤と、製薬学的または獣医学的に適切な担

体または希釈剤とを含む組成物。

    【請求項２６】  組成物が少なくとも１種のアジュバントまたはサイトカイ

ンも含む請求項２５に記載の組成物。

    【請求項２７】  Ｂｏ１ポリペプチドに対するアレルギー性過敏症を示す動



(5) 特表２００３－５３０８４０

物を治療する方法、もしくは動物がＢｏ１ポリペプチドに対するアレルギー性過

敏症を示すことを予防する方法であって、前記動物に請求項２５または２６に記

載の有効量の組成物を投与する工程を含む方法。

    【請求項２８】  前記動物が哺乳動物または鳥である請求項２４または２７

に記載の方法。

    【請求項２９】  前記動物がヒツジである請求項２４または２７に記載の方

法。

    【請求項３０】  外部寄生生物の外寄生を診断する方法であって、

  ｃ）宿主から排泄物、分泌物、組織または血液試料を採取する工程と、

  ｄ）その試料を、ＥＬＩＳＡまたは他の適切な検定法により、外部寄生生物の

糞中に存在する同定済み抗原に対するリガンドまたはプローブに暴露する工程と

、を含む方法。

    【請求項３１】  外部寄生生物がＢ．ｏｖｉｓである請求項３０に記載の方

法。

    【請求項３２】  同定済み抗原がＢｏ１である請求項３１に記載の方法。

    【請求項３３】  請求項３０に記載の方法による外部寄生生物の外寄生を診

断するための試験キットであって、ＥＬＩＳＡまたは他の適切な検定法に組み込

まれた外部寄生生物の糞中に存在する同定済み抗原に対するリガンドまたはプロ

ーブを含むキット。

    【請求項３４】  外部寄生生物がＢ．ｏｖｉｓであり、試験キットがＥＬＩ

ＳＡまたは他の適切な検定法に組み込まれたＢｏ１に対するリガンドを含む請求

項３３に記載の試験キット。

    【請求項３５】  実質的に精製されたポリペプチドであって、本明細書の任

意の実施例および／または図面を参考して本明細書で説明したのと実質的に同じ

ポリペプチド。

    【請求項３６】  本明細書の任意の実施例および／または図面を参考して本

明細書で説明したのと実質的に同じ単離核酸分子。

    【請求項３７】  本発明の単離核酸分子を組み込んだベクターであって、本

明細書の任意の実施例および／または図面を参考して本明細書で説明したのと実
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質的に同じベクター。

    【請求項３８】  本発明の単離核酸分子を組み込んだベクターで形質転換さ

れた宿主細胞であって、本明細書の任意の実施例および／または図面を参考して

本明細書で説明したのと実質的に同じ宿主細胞。

    【請求項３９】  本発明のポリペプチドに結合するリガンドであって、本明

細書の任意の実施例および／または図面を参考して本明細書で説明したのと実質

的に同じリガンド。

    【請求項４０】  本明細書の任意の実施例および／または図面を参考して本

明細書で説明したのと実質的に同じの、Ｂｏ１またはそのセグメントに結合する

リガンドの存在について試料を検定する方法。

    【請求項４１】  本明細書の任意の実施例および／または図面を参考して本

明細書で説明したのと実質的に同じの、Ｂ．ｏｖｉｓまたはＢｏ１ポリペプチド

に対する動物過敏性について診断する方法。

    【請求項４２】  本明細書の任意の実施例および／または図面を参考して本

明細書で説明したのと実質的に同じワクチン。

    【請求項４３】  本明細書の任意の実施例および／または図面を参考して本

明細書で説明したのと実質的に同じ組成物。

    【請求項４４】  本明細書の任意の実施例および／または図面を参考して本

明細書で説明したのと実質的に同じの、外部寄生生物の外寄生を診断する方法。
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【発明の詳細な説明】

  【０００１】

    （技術分野）

  本発明は、特に咬シラミＢｏｖｉｃｏｌａ  ｏｖｉｓ由来のものだけとは限ら

ないが、シラミ・アレルゲンをコードする新規のヌクレオチド配列に関し、さら

に、シラミ外寄生および関連するアレルギー疾患の診断、治療および予防におけ

る該ヌクレオチド配列およびタンパク質アレルゲンの使用に関する。

  【０００２】

    （発明の背景）

  シラミは、哺乳動物および鳥類の種の一般的な外寄生生物である。家畜におけ

る最も重要なシラミは、宿主の皮膚を刺通することができる口器を有し、組織液

および血液を摂取することができる吸血シラミ（Ｉｎｓｅｃｔａ：Ｐｈｔｈｉｒ

ａｐｔｅｒａ：Ｔｒｉｃｈｏｄｅｃｔｉｄａｅ：Ａｎｏｐｌｕｒａ）ならびに主

として皮膚表面、毛髪、柔皮、羊毛または羽毛から栄養分を摂取する咬シラミ（

Ｉｎｓｅｃｔａ：Ｐｈｔｈｉｒａｐｔｅｒａ：Ｔｒｉｃｈｏｄｅｃｔｉｄａｅ：

Ｍａｌｌｏｐｈａｇａ）である。咬シラミは、特にウシ、ヒツジ、ヤギおよびウ

マにおいて一般的かつ経済上重要であり、イヌ、ネコおよびニワトリを含む鳥に

おいても認められる。

  【０００３】

  咬シラミの１例であるＢｏｖｉｃｏｌａ  ｏｖｉｓは、全世界にわたるヒツジ

の一般的な外部寄生虫である。この寄生虫のヒツジへの外寄生が、皮膚の刺激と

その結果として生ずる羊毛のこすれと損傷の原因であると長年にわたり認められ

ている（ジョンソン、ボレイ、プラントおよびブラント（Ｊｏｎｓｏｎ、Ｂｏｒ

ａｙ、Ｐｌａｎｔ  ａｎｄ  Ｂｌｕｎｔ）、１９９３年；リプソンおよびベーコ

ン－ホール（Ｌｉｐｓｏｎ  ａｎｄ  Ｂａｃｏｎ－Ｈａｌｌ）、１９７６年）。

外寄生されたヒツジの羊毛には、変色、収量の減少および他の望ましくない品質

が発生することがある（ケットルおよびルーキーズ（Ｋｅｔｔｌｅ  ａｎｄ  Ｌ

ｕｋｉｅｓ）、１９８２年；ケットルおよびルーキーズ（Ｋｅｔｔｌｅ  ａｎｄ

  Ｌｕｋｉｅｓ）、１９８４年；クレランド、ドブソンおよびミード（Ｃｌｅｌ
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ａｎｄ、Ｄｏｂｓｏｎ  ａｎｄ  Ｍｅａｄｅ）、１９８９年）。さらに、本願発

明者らによる最近の試験で、１００年間以上にわたって認められている子羊の毛

皮の重大な欠陥である（シーモア－ジョーンズ（Ｓｅｙｍｏｕｒ－Ｊｏｎｅｓ）

、１９１３年）皮のしわも、Ｂ．ｏｖｉｓのヒツジへの外寄生に関連しているこ

とが示された（ヒース、クーパー、コールおよびビショップ（Ｈｅａｔｈ、Ｃｏ

ｏｐｅｒ、Ｃｏｌｅ  ａｎｄ  Ｂｉｓｈｏｐ）、１９９５年；ヒース、コール、

ビショップ、プフェッファー、クーパー、およびリスドン  ピー（Ｈｅａｔｈ、

Ｃｏｌｅ、Ｂｉｓｈｏｐ、Ｐｆｅｆｆｅｒ、Ｃｏｏｐｅｒ  ａｎｄ  Ｒｉｓｄｏ

ｎ  Ｐ）、１９９５年）。発明者らはさらに、皮のしわはアレルギー反応の特徴

を有する表在性血管周囲皮膚炎を特徴とすることを示した（ヒース、コール、ビ

ショップ、プフェッファー、クーパー、およびリスドン  ピー（Ｈｅａｔｈ、Ｃ

ｏｌｅ、Ｂｉｓｈｏｐ、Ｐｆｅｆｆｅｒ、Ｃｏｏｐｅｒ  ａｎｄ  Ｒｉｓｄｏｎ

  Ｐ）、１９９５年）。最近の試験は、ヒツジにおける皮のしわの発生における

シラミ産物に対するアレルギー性免疫応答の役割を支持している（バーニー、プ

フェッファー、フェーガンおよびヒース（Ｂａｎｙ、Ｐｆｅｆｆｅｒ、Ｐｈｅｇ

ａｎ  ａｎｄ  Ｈｅａｔｈ）、１９９５年；バーニー、プフェッファーおよびフ

ェーガン（Ｂａｎｙ、Ｐｆｅｆｆｅｒ  ａｎｄ  Ｐｈｅｇａｎ）、１９９５年；

プフェッファー、フェーガンおよびバーニー（Ｐｆｅｆｆｅｒ、Ｐｈｅｇａｎ  

ａｎｄ  Ｂａｎｙ）、１９９７年；プフェッファー、バーニー、フェーガンおよ

びオズボーン（Ｐｆｅｆｆｅｒ、Ｂａｎｙ、Ｐｈｅｇａｎ  ａｎｄ  Ｏｓｂｏｒ

ｎ）、１９９３年）。シラミに対するアレルギー反応は、外寄生されたヒツジが

羊毛をこすって、損傷する原因となる皮膚刺激を助長し、さらにまた、外寄生さ

れた子羊の毛皮の価値を著しく減じる皮膚病変の原因となると予想することがで

きる。

  【０００４】

  ヒツジへのＢ．ｏｖｉｓの外寄生の経済上の影響の重大性は、羊毛の損傷と外

寄生の予防の費用を十分に考慮すると、かなりなものである（マクレオ（ＭｃＬ

ｅｏｄ）、１９９５年）。皮のしわに起因する子羊の毛皮の品質の低下の実質的

な費用もこれに加えることができる。直接的な経済上の費用は別として、シラミ
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の外寄生を抑制するための従来の処理剤（合成殺虫剤および昆虫成長調整剤）を

継続的に使用する場合、残留物が環境および食物連鎖に入ることによる有害な影

響があり、また、農業従事者の安全も脅かすことになる。

  【０００５】

  シラミの外寄生の抑制に際してそのような有害な従来の処理剤の使用を低減さ

せようとする消費者の圧力と、一部の合成殺虫剤に対するシラミの耐性の発現と

から、現行の抑制戦略の改善が必要であり、また、新しい抑制方法および抑制剤

が求められている。

  【０００６】

  この要求を満たすのに何らかの方法を行うこと、あるいは、少なくとも有用な

選択肢を公衆に提供することが、本発明の目的である。

  本出願者らは、外寄生されたヒツジにおけるアレルギー反応を誘発するシラミ

抗原（アレルゲン）を同定した。同定したアレルゲン、すなわちＢｏ１と称する

タンパク質を精製し、アミノ酸配列を決定し、コードｃＤＮＡを取得し、細菌、

すなわち大腸菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ  ｃｏｌｉ）において発現させた。本

発明が対象とするものは、広く、これらのアレルゲン、ならびにシラミ外寄生お

よび関連するアレルギー疾患の診断、予防および治療におけるそれらの使用であ

る。

  【０００７】

    （発明の概要）

  本発明は、咬シラミ由来の新規のタンパク質アレルゲンであって、該タンパク

質の少なくとも１つのＢ細胞またはＴ細胞エピトープを含む前記タンパク質の一

部を有するタンパク質アレルゲンの同定、精製、配列決定および組換えまたは合

成の形での生産に関する。

  【０００８】

  したがって、一態様において、本発明は、配列番号２のアミノ酸配列を有する

実質的に精製されたポリペプチド、もしくは実質的に同等の活性を有するその断

片または変異型からなると広く言うことができる。

  【０００９】



(10) 特表２００３－５３０８４０

  さらなる態様によれば、動物に寄生するシラミに由来するポリペプチドが、シ

ラミが外寄生した動物における体液性および／または細胞性免疫応答を誘発する

実質的に上述のポリペプチド、もしくはそれと実質的に同等の活性を有するその

断片または変異型を提供する。

  【００１０】

  変異型または断片がポリペプチドのＢ細胞またはＴ細胞エピトープを組み込ん

でいることがより好ましい。

  したがって、動物へのシラミの外寄生と関連するアレルギー疾患を抑制するの

に用いることができる本発明によるポリペプチドの変異型または断片も、本発明

に含まれることが理解されよう。

  【００１１】

  一般的に、咬シラミが外寄生する可能性のある動物としては、ヒツジ、ウマ、

ウシ、イヌ、ネコまたはニワトリを含む鳥などが挙げられる。

  本発明は、以下を含むが、それだけに限定されないペプチド類似体も含むこと

を明確に理解しなければならない。

  【００１２】

  １．１つまたは複数のアミノ酸がその対応するＤ－アミノ酸によって置換され

ている化合物。当業者であれば、逆－反転（ｒｅｔｒｏ－ｉｎｖｅｒｓｏ）アミ

ノ酸配列を標準法により合成できることがわかる。例えば、コレフおよびグッド

マン（Ｃｈｏｒｅｖ  ａｎｄ  Ｇｏｏｄｍａｎ）、１９９３年を参照のこと。

  ２．ペプチド結合が代謝分解耐性の高い構造によって置換されている擬似ペプ

チド化合物。例えば、オルソンら（Ｏｌｓｏｎ  ｅｔ  ａｌ）、１９９３年を参

照のこと。および

  ３．個々のアミノ酸が、類似構造、例えば、ジェムジアミノアルキル基または

アルキルマロニル基によって置換されていて、電荷を改変するための修飾末端も

しくはアルキル、アシルまたはアミン置換基を伴うか、または伴わない化合物。

  【００１３】

  そのような代替構造を使用した場合、それらは生理的条件下で分解耐性がより

高いため、体内での有意に長い半減期を得ることができる。
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  ペプチド類似体のコンビナトリアル合成ならびにペプチドおよびペプチド類似

体のスクリーニングの方法は、当該技術分野でよく知られている（例えば、ギャ

ロップら（Ｇａｌｌｏｐ  ｅｔ  ａｌ）、１９９４年；ホーガン（Ｈｏｇａｎ）

、１９９７年を参照）。

  【００１４】

  本明細書の目的に沿って、「ペプチドおよびペプチド類似体」という用語は、

１，２、１，３、１，４またはそれより大きい置換パターンで隔てられたアミノ

およびカルボキシ末端を有するユニットから構成されている化合物を含む。該化

合物は、２０種の天然に存在する、すなわち「通常の」、ＬまたはＤ立体配置の

α－アミノ酸；４－ヒドロキシプロリン、５－ヒドロキシリシン、シトルリンお

よびオルニチンのように、通常タンパク質中に認められず、生合成により得られ

るか、すなわち「異常な」アミノ酸；α－メチルアラニン、ノルロイシン、ノル

バリン、Ｃα－およびＮ－アルキル化アミノ酸、ホモシステインおよびホモセリ

ンのような合成により得られるα－アミノ酸；ならびに当該技術分野で知られて

いる他の多くのものを含む。

  【００１５】

  該化合物はまた、β－アラニン、γ－アミノ酪酸、フライジンガーラクタム（

フライジンガーら（Ｆｒｅｉｄｉｎｇｅｒ  ｅｔ  ａｌ）、１９８２年）、二環

式ジペプチド（ＢＴＤ）（フライジンガーら（Ｆｒｅｉｄｉｎｇｅｒ  ｅｔ  ａ

ｌ）、１９８２年；ナガイおよびサトウ（Ｎａｇａｉ  ａｎｄ  Ｓａｔｏ）、１

９８５年）、アミノ－メチル安息香酸（スミゼおよびフォン  イツスタイン（Ｓ

ｍｙｔｈｅ  ａｎｄ  ｖｏｎ  Ｉｔｚｓｔｅｉｎ）、１９９４年）および当該技

術分野でよく知られている他の化合物のような１，３またはそれより大きい置換

パターンで隔てられたアミンおよびカルボキシル官能基を有する化合物も含む。

スタチン様等配電子体、ヒドロキシエチレン等配電子体、還元アミド結合等配電

子体、チオアミド等配電子体、尿素等配電子体、カルバマート等配電子体、チオ

エーテル等配電子体、ビニル等配電子体および当該技術分野で知られている他の

アミド結合等配電子体も、本発明の目的のために有用である。

  【００１６】
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  「通常の」アミノ酸は、グリシン、ロイシン、イソロイシン、バリン、アラニ

ン、フェニルアラニン、チロシン、トリプトファン、アスパラギン酸、アスパラ

ギン、グルタミン酸、グルタミン、システイン、メチオニン、アルギニン、リシ

ン、プロリン、セリン、トレオニンおよびヒスチジンからなる群から選択された

Ｌ－アミノ酸である。本明細書ではこれらを、その通常の３文字または１文字の

略語により表わす。

  【００１７】

  「異常な」アミノ酸には、Ｄ－アミノ酸、ホモアミノ酸、Ｎ－アルキルアミノ

酸、デヒドロアミノ酸、芳香族アミノ酸（フェニルアラニン、チロシンおよびト

リプトファン以外）、オルト、メタまたはパラアミノ安息香酸、オルニチン、シ

トルリン、ノルロイシン、□－グルタミン酸、アミノ酪酸（Ａｂｕ）およびα－

α二置換アミノ酸からなる群から選択されたアミノ酸が含まれるが、これだけに

限定されない。

  【００１８】

  ポリペプチドの起源であるシラミは、ハジラミ（Ｍａｌｌｏｐｈａｇａ）亜目

に属し、好ましくは、ヒツジの咬シラミ寄生虫であるＢｏｖｉｃｏｌａ  ｏｖｉ

ｓ種である。

  【００１９】

  最も好ましくは、ポリペプチドは、Ｂ．ｏｖｉｓ由来のＢｏ１と称されるアレ

ルゲンを含む。

  都合のよいことに、本発明によるアレルゲンポリペプチドは、したがって、宿

主細胞または生物におけるＤＮＡ配列コーディングの発現によって得られるか、

あるいは化学的に合成することもできる。

  【００２０】

  さらなる態様において、本発明は、上述のように実質的にポリペプチドをコー

ドする単離核酸分子を提供する。

  さらなる態様において、本発明は、本発明によるシラミ・アレルゲンポリペプ

チドをコードする単離核酸分子を提供する。好ましくは、単離核酸分子は、

  ａ）配列番号１のヌクレオチド配列を含むか、または
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  ｂ）ａ）の分子の機能性断片または変異型であるか、または

  ｃ）ストリンジェントな条件下でａ）の分子とハイブリッド形成することがで

きるか、または

  ｄ）（ａ）、（ｂ）または（ｃ）で定義された分子の相補的配列であるか、ま

たは

  ｅ）（ａ）～（ｄ）における配列のいずれかに対応するアンチセンス配列であ

る。この核酸分子は、ＤＮＡ、ｃＤＮＡまたはＲＮＡを含んでいてよい。

  【００２１】

  好ましくは、上述の核酸分子の断片または変異型は、Ｂ細胞またはＴ細胞エピ

トープを含むものである。

  また本発明は、本発明によるＤＮＡ分子を含む組換え発現ベクター、および本

発明によるポリペプチドを発現することができる本発明によるベクターにより形

質転換された宿主も提供する。

  【００２２】

  本発明の別の一態様は、本発明のポリペプチドに結合するリガンドを提供する

。通常、リガンドは、抗体または結合ドメインを含む抗体の断片である。最も好

ましくは、リガンドは、本発明のポリペプチドもしくはその機能性断片または変

異型に結合するモノクローナルまたはポリクローナル抗体である。他のいくつか

の実施形態において、リガンドは、ファージディスプレイ分子である。

  【００２３】

  さらなる態様において、本発明は、Ｂｏ１またはそのセグメントに結合するリ

ガンドの存在について試料を検定する方法であって、宿主から排泄物、分泌物、

組織または血液試料を採取する工程と、ＥＬＩＳＡまたは他の適切な検定法によ

り試料をＢｏ１リガンド結合剤またはＢｏ１プローブに暴露する工程とを含む方

法を提供する。リガンドが抗体である場合、そのような検定法により、宿主動物

における外部寄生生物による以前または現在の外寄生の有無がわかる。リガンド

がＩｇＥアイソタイプの抗体である場合、そのような検定法は、外部寄生生物に

対する過敏症の診断に有用である。

  【００２４】
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  本発明はまた、Ｂｏ１またはそのセグメントに結合するリガンドの検定に使用

するのに適した試験キットであって、ＥＬＩＳＡまたは他の適切な検定法に組み

込まれたＢｏ１リガンド結合剤またはプローブを含むキットを提供する。

  【００２５】

  本発明はまた、皮内皮膚試験による宿主におけるシラミに対する過敏性（故に

シラミによる宿主への以前または現在の外寄生）を診断する別法を提供する。こ

の方法では、宿主に皮内注射された本発明のポリペプチドもしくはその断片また

は変異型は、非感作宿主においてはほとんどまたは全く反応がないことと対照的

に、過敏性宿主の皮膚における特有の反応を誘発する。この方法のｉｎ  ｖｉｔ

ｒｏ相関は、上記に定義した本発明によるポリペプチドに宿主の単離組織または

単離細胞を暴露することと、組織または細胞の免疫学的に媒介された刺激、例え

ば、血中好塩基球からのヒスタミンの放出もしくはリンパ球の増殖または形質転

換を測定することを含む。本明細書で定義した本発明のポリペプチドを使用する

ことにより、外部寄生生物が宿主のそのような免疫学的感作を誘発することに関

するそのような方法の特異性は、粗抗原調製試料を使用する公表された方法（プ

フェッファー、フェーガンおよびバーニー（Ｐｆｅｆｆｅｒ、Ｐｈｅｇａｎ、ａ

ｎｄ  Ｂａｎｙ）、１９９７年；バーニー、プフェッファーおよびフェーガン（

Ｂａｎｙ、Ｐｆｅｆｆｅｒ  ａｎｄ  Ｐｈｅｇａｎ）、１９９５年；バーニー、

プフェッファー、フェーガンおよびヒース（Ｂａｎｙ、Ｐｆｅｆｆｅｒ、Ｐｈｅ

ｇａｎ  ａｎｄ  Ｈｅａｔｈ）、１９９５年）と比較して増加するであろう。

  【００２６】

  本発明はまた、感受性を有する動物におけるＢｏ１過敏性を予防または低減す

るためのワクチンであって、

  ａ）実質的に上述のものと同じ本発明によるポリペプチド、

  ｂ）実質的に上述のものと同じ本発明による核酸分子、

  ｃ）（ａ）のポリペプチドに対するＤＮＡまたはＲＮＡでトランスフェクトさ

れるか、かつ／または、該ＤＮＡまたはＲＮＡを発現する生物、

  ｄ）（ａ）のポリペプチドに結合するリガンドまたはプローブ、

を含む群から選択された作用剤を含むワクチンを提供する。
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  【００２７】

  本発明はさらに、

  ａ）実質的に上述のものと同じ本発明による核酸分子、

  ｂ）実質的に上述のものと同じ本発明によるポリペプチド、

  ｃ）（ｂ）のポリペプチドに対するＤＮＡまたはＲＮＡでトランスフェクトさ

れるか、かつ／または、該ＤＮＡまたはＲＮＡを発現する生物、

  ｄ）（ｂ）のポリペプチドに結合するリガンドまたはプローブ、

を含む群から選択された有効量の作用剤と、製薬学的または獣医学的に適切な担

体または希釈剤とを含む組成物を提供する。

  【００２８】

  本発明のさらなる一態様によれば、外部寄生生物の外寄生を診断する方法であ

って、

  ａ）宿主から排泄物、分泌物、組織または血液試料を採取する工程と、

  ｂ）その試料を、ＥＬＩＳＡまたは他の適切な検定法により、外部寄生生物の

糞中に存在する同定済み抗原に対するリガンドまたはプローブに暴露する工程と

、

を含む方法を提供する。

  【００２９】

  本発明は、外部寄生生物を診断するための試験キットを提供する。一態様にお

いて、この試験キットは、ＥＬＩＳＡまたは他の適切な検定法に組み込まれた体

外寄生生物の糞中に存在する同定済み抗原に対するリガンドまたはプローブを含

んでよい。

  【００３０】

  好ましい実施形態において、外部寄生生物はＢ．ｏｖｉｓであり、同定済みア

レルゲンはＢｏ１である。それらは好ましい実施形態であるが、広範囲の外部寄

生生物に対して用いることができる本発明のこの態様の適用範囲を限定するとみ

なすべきではない。

  【００３１】

  本発明はまた、Ｂｏ１ポリペプチドに対するアレルギー性過敏症を示す動物を
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治療する方法、もしくは動物がアレルギー性過敏症を示すことを予防する方法で

あって、実質的に上述のものと同じ有効量のワクチンまたは組成物を投与する工

程を含む方法を含む。

  【００３２】

  本発明のさらなる一態様によれば、Ｂｏｖｉｃｏｌａ  ｏｖｉｓまたはＢｏ１

ポリペプチドに対する動物の過敏性について診断する方法であって、

  ａ）請求項１～８に記載の適量のポリペプチドを、製薬学的または獣医学的に

適切な担体または希釈剤と共に皮内注射する工程と、

  ｂ）その後適切な時点で、本発明によるポリペプチドに対する反応の性質を検

出するために注射部位を検査する工程と、

  ｃ）担体または希釈剤単独および他の対照溶液の注射での所見と比較したとき

のそれらの所見に基づいて、本発明によるポリペプチドに対する特異的反応が明

らかであったかどうかを判定する工程と、を含む方法を提供する。

  【００３３】

  本発明は以上に定義したように広いが、当業者には、本発明がそれに限定され

ず、また、実施例を示す以下の記述の実施形態も含むことが理解できるであろう

。

  【００３４】

  医薬組成物の調製に用いられる方法および薬剤担体は、レミントン（Ｒｅｍｉ

ｎｇｔｏｎ）著のＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ  Ｓｃｉｅｎｃｅｓ、第１９版

、マック・パブリッシング社（Ｍａｃｋ  Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ  Ｃｏｍｐａｎ

ｙ）［米国ペンシルヴェニア州イーストン（Ｅａｓｔｏｎ）所在］のような教科

書に述べられているように、当該技術分野でよく知られている。

  【００３５】

  本発明による化合物、ワクチンおよび組成物は、適切な経路により投与するこ

とができるものであり、当業者であれば治療する症状に最も適した経路と用量を

容易に決定することができるであろう。用量は、主治医または獣医の自由裁量と

し、また、治療する症状の性質および状態、治療対象の年齢および一般健康状態

、投与経路ならびに投与された以前の治療薬に依って決まるだろう。
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  【００３６】

  担体または希釈剤および他の賦形剤は、投与経路によって決まるものであり、

これについても、当業者であれば個別の事例ごとに最も適切な製剤を容易に決定

することができるであろう。

  【００３７】

  本明細書の目的に沿って、「含む（有する）」という語は「含むが、それだけ

に限定されない」ことを意味し、その活用形も同じ意味をもっていることが明確

に理解されるであろう。

  特に、本発明の好ましい態様を、添付図面に関して記述することとする。

  【００３８】

    （配列の簡単な説明）

  配列番号１は、完全なＢｏ１タンパク質のコーディングＤＮＡのヌクレオチド

配列である。

  配列番号２は、完全なＢｏ１タンパク質のアミノ酸配列である。

  【００３９】

    （発明の詳細な説明）

  本出願者は、Ｂｏｖｉｃｏｌａ  ｏｖｉｓが外寄生したヒツジが外寄生性シラ

ミに対して免疫応答を示すことを初めて示した。その応答の証拠は、シラミ全体

およびシラミ糞調製試料から単離した本発明による可溶性アレルゲンの粗調製試

料を用いて確認された。

  本発明は、配列番号２のアミノ酸配列を有する実質的に精製されたシラミポリ

ペプチドアレルゲン、もしくはそれと実質的に同等の活性を有するその断片また

は変異型を提供する。好ましくは、該ポリペプチドは、シラミが外寄生した動物

における体液性および／または細胞性免疫応答を誘発するか、あるいは、それと

実質的に同等の活性を有するその断片または変異型である。

  【００４０】

  「実質的に精製された」という用語は、ポリペプチドが、天然に存在する細胞

または生物における汚染タンパク質またはペプチドもしくは他の物質から実質的

に単離または分離されたことを意味し、標準精製技術により精製されたポリペプ
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チド、ならびに組換え技術により調製されたポリペプチドおよび化学合成された

ポリペプチドを含む。ポリペプチドは、シラミ全体（丸ごと）またはシラミ糞調

製試料から精製されることが好ましい。

  【００４１】

  本明細書で用いる「変異型」という用語は、ヌクレオチドまたはアミノ酸配列

が、ＧＡＰまたはＢＥＳＴＦＩＴ（ヌクレオチドおよびペプチド）またはＢＬＡ

ＳＴＰ（ペプチド）またはＢＬＡＳＴＸ（ヌクレオチド）により評価して、図面

のヌクレオチドまたはアミノ酸配列と実質的に６０％またはそれ以上の相同性を

、また、本発明による配列と好ましくは７５％の相同性を、最も好ましくは９０

～９５％の相同性を示すヌクレオチドおよびポリペプチドを指す。変異型は、１

つまたは複数のヌクレオチドまたはアミノ酸の挿入、置換または欠失のような修

飾による天然ヌクレオチドまたはアミノ酸配列の修飾の結果として生ずるか、あ

るいは天然に存在する変異型であってよい。「変異型」という用語はまた、２×

ＳＳＣ、６５℃と定義される標準ハイブリッド形成条件下、または好ましくは６

×ＳＣＣ、５５℃と定義されるストリンジェントな条件下で、本発明による配列

とハイブリッド形成する相同配列も含む。そのような変異型が望ましい場合、天

然ＤＮＡのヌクレオチド配列は適宜改変される。この改変は、ＤＮＡの合成によ

って、あるいは例えば、部位特異的突然変異誘発やカセット突然変異誘発による

天然ＤＮＡの修飾によって行うことができる。好ましくは、ｃＤＮＡまたはゲノ

ムＤＮＡの一部について配列の修飾を必要とする場合、当該技術分野における標

準的技術により、部位特異的プライマーを用いた突然変異誘発を行う。

  【００４２】

  「リガンド」という用語は、ポリペプチドまたはペプチドのような他の分子と

結合することができる分子を指し、抗体またはファージディスプレイ分子を含む

が、それだけに限定されないと解釈すべきである。

  【００４３】

  「組織」という用語は、特殊化した細胞の凝集性集合を指し、皮膚、毛皮、毛

髪、羊毛および羽毛を含むが、それだけに限定されないと解釈すべきである。

  読者は、本発明によるポリペプチドと実質的に同じ機能を有する本発明による
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ポリペプチドの擬似体（ｍｉｍｅｔｉｃｓ）も本発明の適用範囲内に含まれるこ

とを認識するであろう。そのような擬似体の生産は、当業者の能力の範囲内にあ

る。

  【００４４】

  本発明によるポリペプチドは、様々な方法により調製することができる。例え

ば、それらは、天然供給源からの単離により、または適切な既知の技術（メリー

フィールド（Ｍｅｒｒｙｆｉｅｌｄ）（１９６３年）、Ｊ．Ａｍｅｒ．Ｃｈｅｍ

．Ｓｏｃ．第８５巻２１４９～２１５９頁によって記載された段階的固相合成な

ど）を用いた合成により、あるいは好ましくはＤＮＡ技術を用いて、生産するこ

とができる。

  【００４５】

  これらのポリペプチドの変異型は、当該技術分野で知られているいずれかの技

術により同様に調製することができる。例えば、変異型は、アデルマンら（Ａｄ

ｅｌｍａｎ  ｅｔ  ａｌ．）ＤＮＡ第２巻１８３頁（１９８３年）に記載のよう

に天然アミノ酸配列をコードするＤＮＡの部位特異的突然変異誘発によって調製

することができる。

  【００４６】

  さらに、本発明によるアミノ酸配列と実質的な同一性を有するポリペプチドも

好ましい実施形態において用いることができる。ここで、「実質的な同一性」は

、デフォルト・ギャップ・ウエイトを用いたプログラムＧＡＰまたはＢＥＳＴＦ

ＩＴなどにより最適に配列させたとき、２つの配列が少なくとも６０％、好まし

くは７５％、最も好ましくは９０～９５％の配列同一性を共有することを意味す

る。同一でない残基位置は、同類アミノ酸置換によって異なっていることが好ま

しい。例えば、電荷や極性などの類似の化学的性質を有するアミノ酸の置換は、

タンパク質の性質に影響を及ぼす可能性が低い。例として、アスパラギンをグル

タミンに、アスパラギン酸をグルタミン酸に置換することが挙げられる。

  【００４７】

  好ましい場合、最初の工程が望ましい産物をコードするＤＮＡを得ることであ

る組換え技術を用いて、本発明によるポリペプチドを生成してもよい。そのよう
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なＤＮＡは、本発明のさらなる一態様である。本発明によるＤＮＡは、本発明に

よる天然または修飾ポリペプチド、もしくはその活性断片または変異型をコード

してよい。

  【００４８】

  好ましくは、そのＤＮＡは、本発明によるシラミ・アレルゲン性ポリペプチド

をコードする単離核酸分子を含み、より好ましくは、核酸分子が配列番号１のヌ

クレオチド配列もしくはその機能断片または変異型を含む。

  【００４９】

  「単離された」という用語は、核酸が天然に存在する細胞または生物における

汚染配列から、実質的に分離または精製されたことを意味する。核酸には、標準

精製技術により精製された核酸、ならびにＰＣＲ技術を含む組換え技術により調

製された核酸、および化学合成された核酸が含まれる。好ましくは、核酸分子は

Ｂｏｖｉｃｏｌａ  ｏｖｉｓ咬シラミのゲノムＤＮＡまたはｍＲＮＡから得られ

る。

  【００５０】

  ＤＮＡは、適切な天然供給源から単離することができるか、あるいは通常の技

術を用いてイントロンを含まないｃＤＮＡとして調製することができる。ＤＮＡ

はまた、調製される活性断片のサイズが許容される場合、合成オリゴヌクレオチ

ドの形態で調製することもできる。例として、マテウシら（Ｍａｔｔｅｕｃｃｉ

  ｅｔ  ａｌ）Ｊ．Ａｍ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．第１０３巻３１８５～３１９１頁

（１９８１年）のトリエステル法を用いることができる。

  【００５１】

  望ましい場合、本発明によるＤＮＡは、本発明によるポリペプチドと担体タン

パク質を含む融合タンパク質もコードすることもできる。担体タンパク質は、制

御された条件下で、ポリペプチド、その断片または変異型から一般に開裂される

。一般的に用いられる担体タンパク質の例は、βガラクトシダーゼおよびグルタ

チオン－Ｓ－トランスフェラーゼである。

  【００５２】

  上記したように、１つまたは複数のアミノ酸の挿入、置換または欠失だけ天然
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アミノ酸配列と異なっているポリペプチドの変異型も可能である。そのような変

異型が望まれる場合、天然ＤＮＡのヌクレオチド配列は適宜改変される。この改

変は、ＤＮＡの選択的合成によって、あるいは例えば、部位特異的突然変異誘発

またはカセット突然変異誘発による天然ＤＮＡの修飾によって、行うことができ

る。好ましくは、ｃＤＮＡまたはゲノムＤＮＡの一部に配列の修飾を必要とする

場合、当該技術分野における標準的技術により、部位特異的プライマーを用いた

突然変異誘発を行う。

  【００５３】

  最も好ましくは、本発明は、ヒツジに外寄生する咬シラミＢｏｖｉｃｏｌａ  

ｏｖｉｓからのタンパク質アレルゲンに関する。ヌクレオチド多形がコーディン

グＤＮＡ中に発生し、アミノ酸多形がタンパク質中に発生することがあることが

当業者によって認識されるであろう。さらに、同じかまたは実質的に同様なタン

パク質が他の咬シラミ（Ｍａｌｌｏｐｈａｇａ亜目）に存在すると予想できるこ

とが当業者によって認識されるであろう。そのようなタンパク質は、有利にはＢ

．ｏｖｉｓからのタンパク質について示したような適用例に用いることができる

。そのタンパク質のコーディングＤＮＡおよびアミノ酸におけるそのような配列

変異型またはその一部は、本発明の適用範囲内にある。

  【００５４】

  さらなる一態様において、本発明は、本発明によるポリペプチドまたはペプチ

ドの調製用として適切な複製可能な転移ベクターにある。これらのベクターは、

当該技術分野でよく知られている技術に従って構築してもよく、あるいは、当該

技術分野で入手可能なクローニング・ベクターから選択してもよい。

  【００５５】

  クローニング・ベクターは、用いる宿主または宿主細胞に従って選択すること

ができる。有用なベクターは、一般的に以下の特性を有するであろう。

  （ａ）自己複製する能力

  （ｂ）特定の制限ヌクレアーゼの単一標的の保有

  （ｃ）望ましくは、抗生物質耐性のような容易に選択可能なマーカーの遺伝子

の保有
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  【００５６】

  これらの特性を有するベクターの２つの主な種類は、プラスミドおよび細菌ウ

イルス（バクテリオファージまたはファージ）である。現在のところ、好ましい

ベクターとして、バクテリオファージλ  Ｕｎｉ－ＺＡＰ（商標）ＸＲおよび修

飾プラスミドｐＢＡＤ１８ベクター、ＡＹ２－４などがある（図３ならびにグズ

マン  エル、ベリン  ディー、カルソン  エムジェーおよびベックウイズ  ジェ

ー（Ｇｕｚｍａｎ，Ｌ．、Ｂｅｌｉｎ，Ｄ．、Ｃａｒｓｏｎ，Ｍ．Ｊ、ａｎｄ  

Ｂｅｃｋｗｉｔｈ，Ｊ．）（１９９５年）Ｔｉｇｈｔ  ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ，

ｍｏｄｕｌａｔｉｏｎ，ａｎｄ  ｈｉｇｈ－ｌｅｖｅｌ  ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

  ｂｙ  ｖｅｃｔｏｒｓ  ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ  ｔｈｅ  ａｒａｂｉｎｏｓｅ

  ＰＢＡＤ  ｐｒｏｍｏｔｅｒ，Ｊ．Ｂａｃｔｅｒｉｏｌ．第１７７巻４１２１

～４１３０頁を参照）。

  【００５７】

  本発明によるＤＮＡ分子は、複製可能な発現ベクターにおける適切な制御配列

との操作可能なリンケージに入れることによって発現させることができる。制御

配列は、とりわけ、複製起点、プロモーター、エンハンサーおよび転写ターミネ

ーター配列を含み得る。発現ベクターに含まれる制御配列の選択は、ＤＮＡの発

現に用いることを意図した宿主または宿主細胞の種類によって決まる。

  【００５８】

  一般的に、真核生物、酵母、昆虫または哺乳動物の細胞は有用な宿主である。

プラスミドベクターも宿主という用語中に含まれる。適切な原核宿主として、大

腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）、バチルス（Ｂａｃｉｌｌｕｓ）種およびシュードモナス

（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ）の様々な種などがある。β－ラクタマーゼ（ペニシ

リナーゼ）およびラクトース（ｌａｃ）プロモーター系のような一般的に用いら

れているプロモーターはすべて、当該技術分野でよく知られている。選択した宿

主に適合するあらゆる利用可能なプロモーター系を用いることができる。酵母に

用いられるベクターも利用可能であり、よく知られている。適切な例は、２ミク

ロン複製起点プラスミドである。

  【００５９】
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  同様に、哺乳類細胞に用いられるベクターもよく知られている。そのようなベ

クターは、ＳＶ－４０のよく知られている派生物、アデノウイルス、レトロウイ

ルス由来のＤＮＡ配列、単純ヘルペスウイルスおよびプラスミドとファージＤＮ

Ａとの組合せから得られたベクターなどである。

  【００６０】

  さらなる真核発現ベクターが、当該技術分野で知られている（例えば、ピージ

ェー  サザンおよびピー  ベルク（Ｐ．Ｊ．Ｓｏｕｔｈｅｒｎ  ａｎｄ  Ｐ．Ｂ

ｅｒｇ）、Ｊ．Ｍｏｌ．Ａｐｐｌ．Ｇｅｎｅｔ．第１巻、３２７～３４１頁（１

９８２年）；エス  スブラマニら（Ｓ．Ｓｕｂｒａｍａｎｉ  ｅｔ  ａｌ．）、

Ｍｏｌ．Ｃｅｌｌ．Ｂｉｏｌ．第１巻、８５４～８６４ページ（１９８１年）；

アールジェー  カウフマンおよびピーエー  シャープ（Ｒ．Ｊ．Ｋａｕｆｍａｎ

ｎ  ａｎｄ  Ｐ．Ａ．Ｓｈａｒｐ）、Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ  ａｎｄ  Ｅ

ｘｐｒｅｓｓｉｏｎ  ｏｆ  Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ  Ｃｏｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ

  ｗｉｔｈ  ａ  Ｍｏｄｕｌａｒ  Ｄｉｈｙｄｒｏｆｏｌａｔｅ  Ｒｅｄｕｃａ

ｓｅ  Ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｒｙ  ＤＮＡ  Ｇｅｎｅ、Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ

．第１５９巻、６０１～６２１ページ（１９８２年）；アールジェー  カウフマ

ンおよびピーエー  シャープ（Ｒ．Ｊ．Ｋａｕｆｍａｎｎ  ａｎｄ  Ｐ．Ａ．Ｓ

ｈａｒｐ）、Ｍｏｌ．Ｃｅｌｌ．Ｂｉｏｌ．第１５９巻、６０１～６６４ページ

（１９８２年）；エスアイ  シャヒルら（Ｓ．Ｉ．Ｓｃａｈｉｌｌ  ｅｔ  ａｌ

．）、Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ  Ａｎｄ  Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ  Ｏ

ｆ  Ｔｈｅ  Ｐｒｏｄｕｃｔ  Ｏｆ  Ａ  Ｈｕｍａｎ  Ｉｍｍｕｎｅ  Ｉｎｔｅ

ｒｆｅｒｏｎ  ＤＮＡ  Ｇｅｎｅ  Ｉｎ  Ｃｈｉｎｅｓｅ  Ｈａｍｓｔｅｒ  Ｏ

ｖａｒｙ  Ｃｅｌｌｓ、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ．第８

０巻、４６５４～４６５９ページ（１９８３年）；ジー  ウルラウプおよびエル

エー  チャシン（Ｇ．Ｕｒｌａｕｂ  ａｎｄ  Ｌ．Ａ．Ｃｈａｓｉｎ）、Ｐｒｏ

ｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ．第７７巻、４２１６～４２２０ペー

ジ（１９８０年）。

  【００６１】

  本発明において有用な発現ベクターは、発現すべきＤＮＡ配列または断片に機
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能的に連結された少なくとも１つの発現制御配列を含んでいる。制御配列は、ク

ローニングされたＤＮＡ配列の発現を制御し調節するためにベクターに挿入され

る。有用な発現制御配列の例は、ｌａｃ系、ｔｒｐ系、ｔａｃ系、ｔｒｃ系、フ

ァージλの主要オペレーターおよびプロモーター領域、酵母酸ホスファターゼの

解糖プロモーター（例えばＰｈｏ５）、酵母交配因子のプロモーター、およびポ

リオーマ、アデノウイルス、レトロウイルスおよびシミアンウイルス由来のプロ

モーター、（例えばＳＶ４０の初期および後期プロモーター）、ならびに原核お

よび真核細胞およびそれらのウイルスまたはそれらの組合せの遺伝子の発現を制

御することが知られている他の配列である。

  【００６２】

  本明細書で用いる好ましいプロモーターは、アラビノースプロモーター（グズ

マン  エル、ベリン  ディー、カーソン  エムジェーおよびベックウイズ  ジェ

ー（Ｇｕｚｍａｎ，Ｌ．、Ｂｅｌｉｎ，Ｄ．、Ｃａｒｓｏｎ，Ｍ．Ｊ．ａｎｄ  

Ｂｅｃｋｗｉｔｈ，Ｊ．）、１９９５年）であるが、当該分野の研究者によって

認識されていると思われるように、あらゆる適切なプロモーターが本発明の適用

範囲内に含められる。

  【００６３】

  ベクターの構築に際して、便利かつ迅速な検定法により非修飾ベクターから外

来ＤＮＡを組み込んでいるベクターを区別できることも有利である。そのような

検定法における有用なレポーター系として、レポーター遺伝子、測定可能な変色

を生ずる他の検出可能な標識、抗生物質耐性などがある。１つの好ましいベクタ

ーでは、β－ガラクトシダーゼレポーター遺伝子が用いられている。その遺伝子

はＸ－ｇａｌプレート上で青色の表現型を示すクローンによって検出可能である

。これは選択を容易にする。一実施形態において、β－ガラクトシダーゼ遺伝子

は、ポリヘドリンをコードする遺伝子で置換してもよい。この遺伝子は、Ｘ－ｇ

ａｌで染色したとき、白色の表現型を示すクローンによって検出可能である。こ

の青色－白色の色の選択は、組換えベクターを検出する有用なマーカーとして役

立つ。

  【００６４】
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  選択されたならば、ベクターは、凍結解凍抽出とそれに続く精製のような通常

の手順を用いて、培養物から単離することができる。

  発現については、発現すべき本発明のＤＮＡと制御シグナルとを含むベクター

を、宿主または宿主細胞への挿入または形質変換させる。いくつかの有用な発現

宿主細胞として、よく知られている原核および真核細胞がある。いくつかの適切

な原核宿主は、例えば、Ｅ．ｃｏｌｉ  ＳＧ－９３６、Ｅ．ｃｏｌｉ  ＨＢ１０

１、Ｅ．ｃｏｌｉＷ３１１０、Ｅ．ｃｏｌｉＸ１７７６、Ｅ．ｃｏｌｉＸ２２８

２、Ｅ．ｃｏｌｉＤＨＴおよびＥ．ｃｏｌｉ、ＭＲ０１のようなＥ．ｃｏｌｉ、

Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ、Ｂａｃｉｌｌｕｓ  ｓｕｂｔｉｌｉｓのようなＢａｃ

ｉｌｌｕｓおよびＳｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓなどである。適切な真核細胞は、酵

母および他の菌類、昆虫、ＣＯＳ細胞およびＣＨＯ細胞のような動物細胞、組織

培養中のヒト細胞および植物細胞などである。

  【００６５】

  用いる宿主によって、そのような細胞に適切な標準技術により形質転換が実施

される。本質的な細胞壁を含む原核または他の細胞の場合、カルシウム処理方法

（コーエン  エスエヌ（Ｃｏｈｅｎ，ＳＮ）、Ｐｒｏｃ  Ｎａｔ  Ａｃａｄ  Ｓ

ｃｉ，ＵＳＡ、第６９巻、２１１０ページ（１９７２年））を用いることができ

る。そのような細胞壁を含まない哺乳動物細胞の場合、グレームおよびヴァン  

デル  エブ（Ｇｒａｅｍｅ  ａｎｄ  Ｖａｎ  Ｄｅｒ  Ｅｂ）、Ｖｉｒｏｌｏｇ

ｙ、第５２巻、５４６ページ（１９７８年）のリン酸カルシウム沈殿法が好まし

い。植物への形質転換は、Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ  ｔｕｍｅｆａｃｉｅｎ

ｓ（シャウら（Ｓｈａｗ  ｅｔ  ａｌ．）、Ｇｅｎｅ、第２３巻、３１５ページ

（１９８３年））を用いて、あるいは酵母への形質転換は、ヴァン  ソリンゲン

ら（Ｖａｎ  Ｓｏｌｉｎｇｅｎ  ｅｔ  ａｌ．）、Ｊ．Ｂａｃｔ．第１３０巻、

９４６ページ（１９７７年）およびシアノら（Ｈｓｉａｎｏ  ｅｔ  ａｌ．）、

Ｐｒｏｃ  Ｎａｔ  Ａｃａｄ  Ｓｃｉ，ＵＳＡ、第７６巻、３８２９ページ（１

９７９年）の方法により実施することができる。

  【００６６】

  適切なベクターで選択宿主を形質転換し、宿主細胞を培養することによって、
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コードされたポリペプチドを、多くは融合タンパク質の形態で、調製することが

できる。本発明のポリペプチドは、上述したように、迅速検定法により検出する

ことができる。次いで、ポリペプチドを回収し、必要に応じて精製する。回収お

よび精製は、当該技術分野で知られている手順のいずれかを用いて、例えば、ア

ニオン交換樹脂への吸着と、それからの溶離により達成することができる。本発

明のポリペプチドを生成するこの方法は、本発明のさらなる一態様を構成する。

  【００６７】

  本発明のベクターによる宿主細胞の形質転換も、本発明のさらなる一態様をな

している。

  さらなる一態様において、本発明は、本発明のポリペプチドと結合するリガン

ドを提供する。

  【００６８】

  一実施形態において、そのリガンドは、本発明のポリペプチドに対して作製さ

れた抗体または抗体断片であってよい。そのような抗体はポリクローナルであっ

てよいが、好ましくはモノクローナルである。

  【００６９】

  ポリクローナル抗体は、引用により本明細書に組み込んだコエーレら（Ｋｏｅ

ｌｌｅ  ｅｔ  ａｌ．）、Ｃｅｌｌ、第６７巻、５９～７７ページ、１９９１年

によって用いられた方法に従って調製することができる。有用な抗体生産プロト

コールは、引用により本明細書に組み込まれた米国特許第５，５１４，５７８号

に概説されている。モノクローナル抗体は、当該技術分野で知られている方法に

よって生産することができる。これらの方法として、Ｎａｔｕｒｅ  第２５６巻

、４９５～４９７ページ（１９７５年）にコーラーおよびミルスタイン（Ｋｏｈ

ｌｅｒ  ａｎｄ  Ｍｉｌｓｔｅｉｎ）によって記載された免疫学的方法ならびに

Ｓｃｉｅｎｃｅ  第２４６巻、１２７５～１２８１ページ（１９８９年）にヒュ

ーズら（Ｈｕｓｅ  ｅｔ  ａｌ．）によって記載された組換えＤＮＡ法などがあ

る。米国特許第５，５１４，５７８号に詳述されているいずれの検定法も、本明

細書で使用するために引用により本明細書に組み込まれる。

  【００７０】
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  Ｂｏ１アレルゲン（特にリガンド結合ドメイン）とそのリガンドの三次構造お

よびその間の空間的相互作用の理解は、天然受容体のリガンド結合ドメインの修

飾によってのみ結合され得る高度に特異的なリガンドを選択する方法を得る手が

かりとなるであろう。また、この知識は、Ｂｏ１アレルゲンとリガンドとの組合

せを用いる新しい設計の方向、ならびにファージディファレンシャルディスプレ

イのような技術により、高い特異性を有するリガンドのペプチド疑似体を設計し

、選択する方法を提供するであろう。

  【００７１】

  他の実施形態において、リガンドは、植物、動物および昆虫を含む天然供給源

から得られる本発明のポリペプチドに結合する分子を含む。Ｂｏ１アレルゲンの

疑似体を生成する昆虫抽出物は、特に興味深い。

  【００７２】

  したがって、さらなる一態様において、本発明は、リガンドの存在について試

料を検定する方法を提供する。リガンド結合剤またはプローブとしてポリペプチ

ドを用いる検定法は、当該分野の研究者の能力の十分に範囲内にある。プローブ

として用いるセグメントを選択することにより、機能的に関連した特定のセグメ

ントを単離することができる。例えば、本発明によるポリペプチド結合ドメイン

のセグメントをプローブとして用いるならば、同じかまたは類似したポリペプチ

ド結合ドメインを同定し、単離し、コーディングＤＮＡを決定することができる

。

  【００７３】

  Ｂｏｖｉｃｏｌａ  ｏｖｉｓに対して高度に特異的なプローブを選択すること

により、Ｂｏｖｉｃｏｌａ  ｏｖｉｓの存在を検出する迅速かつ高度に特異的な

方法で試料を検定する機会が得られることも認識されるであろう。

  【００７４】

  スクリーニングする物質を含む試料は、最初に基質溶液の形態で調製し、次い

で、リガンド結合剤またはプローブに暴露させてよい。リガンド結合剤／リガン

ド複合体の存在は、当該技術分野においても知られている方法に従って検出する

ことができる。そのような方法の例として、凝集法、ラジオイムノアッセイ、蛍
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光法または酵素免疫検定法などがある。適切なスクリーニング試験は、ＥＬＩＳ

Ａ検定法である。本発明によるこの方法では、Ｂｏ１結合ドメインをリガンド結

合剤として用いることが現在のところ好ましい。

  【００７５】

  さらなる一態様において、本発明は、そのような検定法に用いるのに適した試

験キットを提供する。そのような試験キットの例は、本発明によるリガンド結合

剤を含むＥＬＩＳＡ検定試験キットなどである。

  【００７６】

  さらなる一態様において、本発明は、外寄生生物の個々の種または関連する群

に対して特異的である外寄生生物の糞中に排泄された、ポリペプチドもしくはそ

の断片または変異型あるいは他の抗原分子の存在について、試料を検定する方法

を提供する。そのような方法の例として、凝集法、ラジオイムノアッセイ、蛍光

法または酵素免疫検定法などがある。適切なスクリーニング試験は、外寄生生物

の糞中の同定済みの抗原分子に結合するリガンド（または複数のリガンド）を含

むＥＬＩＳＡ検定法である。そのような検定法は、外寄生生物による宿主への外

寄生の検出のための宿主から得られた複数の試料の便利かつ迅速なスクリーニン

グを可能にするであろう。

  【００７７】

  本発明によるこの方法では、モノクローナル抗体を外寄生生物の外寄生を検出

するためのリガンドとして用いることが現在のところ好ましい。

  さらなる一態様において、本発明は、そのような検定法に用いるのに適した試

験キットを提供する。そのような試験キットの例は、本発明によるリガンドを含

むＥＬＩＳＡ検定試験キットである。

  【００７８】

  本発明のさらなる態様は、皮内皮膚試験により宿主におけるシラミに対する過

敏症（およびしたがってシラミによる宿主への以前または現在の外寄生）を診断

する方法を提供する。この方法では、本発明のポリペプチドもしくはその断片ま

たは変異型を宿主に皮内注射すると、過敏性宿主の皮膚に特徴的な特異的反応が

誘発されるのに対して、非過敏性宿主ではほとんどまたは全く反応は誘発されな
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い。過敏性宿主における反応は、注射部位における次の少なくとも１つの反応を

含むであろう。すなわち、膨疹、発赤、硬結。アレルゲン調製物の注射と、隣接

皮膚部位への陰性対照およびヒスタミンの注射とを用いた皮内皮膚試験を使用す

ることは、当業者によく知られている。この方法のｉｎ  ｖｉｔｒｏ相関も当業

者によって認識されるであろう。そしてこれは、上で定義されているように、宿

主の単離組織または単離細胞を本発明によるポリペプチドに暴露させ、該組織ま

たは細胞の免疫学的に媒介される刺激、例えば、血中好塩基細胞からのヒスタミ

ンの放出、もしくはリンパ球の増殖または形質転換、を測定することを含む。本

明細書で定義されている本発明によるポリペプチドの使用により、粗抗体調製物

を使用する公表された方法（プフェッファー、フェーガンおよびバーニー（Ｐｆ

ｅｆｆｅｒ、Ｐｈｅｇａｎ  ａｎｄ  Ｂａｎｙ）、１９９７年；バーニー、プフ

ェッファーおよびフェーガン（Ｂａｎｙ、Ｐｆｅｆｆｅｒ  ａｎｄ  Ｐｈｅｇａ

ｎ）、１９９５年；バーニー、プフェッファー、フェーガンおよびヒース（Ｂａ

ｎｙ、Ｐｆｅｆｆｅｒ、Ｐｈｅｇａｎ  ａｎｄ  Ｈｅａｔｈ）、１９９５年）と

比較して、Ｂｏｖｉｃｏｌａ  ｏｖｉｓによる宿主の免疫学的感作のそのような

方法の特異性が高くなると思われる。

  【００７９】

  タンパク質、ペプチドおよび／または特異的抗体もしくはこれらの実施形態を

模擬する合成分子を用いた診断検定または試験は、本発明の一部であるとみなさ

れ、第１に、動物における咬シラミの外寄生を特定するのに有用であり、第２に

、ｉｎ  ｖｉｖｏまたはｉｎ  ｖｉｔｒｏでの外寄生された動物における過敏性

を特定するのに有用であると思われる。

  【００８０】

  さらに、主題のポリペプチド、ペプチドおよび抗体、もしくは特異的に結合す

るまたは主題のタンパク質、ペプチドおよび抗体を模擬する他の分子は、咬シラ

ミによる外寄生を防除するか、もしくはそのような外寄生の結果として生ずる免

疫学的過敏性を予防または抑制する新規の薬剤として用いることができ、それ自

体、本発明の適用範囲に含まれることが当業者には明らかであろう。第１に、天

然の形態または修飾された形態のタンパク質またはペプチド、タンパク質または
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その一部の全コーディングＤＮＡ、タンパク質のすべてまたは一部を組み込んだ

組換え体、タンパク質またはペプチドのコーディングＤＮＡまたはＲＮＡでトラ

ンスフェクトした、かつ／または該ＤＮＡまたはＲＮＡを発現する生物、ならび

にタンパク質またはペプチドをコピーまたは模擬した合成分子は、咬シラミに対

する宿主における保護免疫を誘発するためのワクチンに調剤することができる。

さらに、本発明によるタンパク質またはペプチドのエピトープに特異的な抗体も

しくはこれらの抗体を模擬した合成分子は、宿主がシラミによる外寄生から部分

的または完全に保護されるように受動的に免疫化するのに用いることができる。

第２に、天然の形態または修飾された形態のタンパク質またはペプチド、タンパ

ク質またはペプチドのコーディングＤＮＡまたはＲＮＡでトランスフェクトした

、かつ／または該ＤＮＡまたはＲＮＡを発現する生物、もしくは特異的モノクロ

ーナルまたはポリクローナル抗体または特異的抗体を模擬した合成分子は、咬シ

ラミを損傷するため、もしくは咬シラミの生理学的過程を妨害するために用いる

ことができる。第３に、天然の形態または修飾された形態のタンパク質またはペ

プチド、タンパク質またはその一部の全コーディングＤＮＡ、およびタンパク質

またはペプチドを組み込んだ組換え体、タンパク質またはペプチドのコーディン

グＤＮＡまたはＲＮＡでトランスフェクトした、かつ／または該ＤＮＡまたはＲ

ＮＡを発現する生物、ならびにタンパク質、ペプチドまたは特異的抗体を模擬し

た合成分子は、咬シラミによる外寄生に応答して宿主動物で発現するアレルギー

性過敏症を予防、改善または逆転させるための治療薬に製剤化することができる

。これらの適用例をこの特許に含めることも意図されている。

  【００８１】

  本発明によるタンパク質またはペプチドは、動物に投与したときにシラミに対

する保護反応を引き起こすことができるワクチンに製剤化することができる。あ

るいは、本発明によるポリヌクレオチド分子は、ベクターまたはプラスミドに組

み込むか、あるいは宿主に形質転換してもよく、これは動物に投与したときにシ

ラミに対する保護反応を引き起こすことができる。また、抗体、抗体の断片、フ

ァージディスプレイ分子、もしくはそのような分子を含むかまたは分泌する形質

転換宿主を動物に全身投与し、それにより、受動的保護を提供することも可能で
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ある。Ｂｏ１タンパク質は、シラミの生活能力や生殖能力における重要な機能を

担うものとして必要なものであり、したがって、本発明はこの機能を妨害し、そ

れによりシラミによる外寄生を予防または防除するのに用いることができる。シ

ラミにおけるタンパク質の機能を阻害するかあるいはタンパク質の産生の調節を

阻害する合成または組換え分子は、本発明による配列の知識から設計し、合成し

、動物に有利に投与することができる。シラミの外寄生によって引き起こされる

過敏症は、本発明によるタンパク質、ペプチド、ポリヌクレオチド分子または形

質転換宿主を、過敏性疾患をもたらす免疫応答の発生を防止またはダウンレギュ

レートする投与方法で、感受性動物に投与することによって、予防または低減す

ることができる。そのような投与方法の例には、投与経路の変形形態や、様々な

アジュバント、サイトカインまたは生物との併用投与が含まれる。本発明はまた

、宿主動物で誘発された過敏症において重要なＢｏ１タンパク質のＢおよびＴ細

胞エピトープを定義するのにも用いることができる。これは、オーバーラップ・

ペプチドを合成し、過敏性宿主の抗体またはＴ細胞による個々のペプチドの認識

を測定することによって行うことができる。そのような定義されたエピトープは

、過敏性を予防または制御するのに使用できる。例えば、本発明によるタンパク

質のエピトープを含むペプチドは、マスト細胞上の架橋ＩｇＥとそれによるアナ

フィラキシーの誘発の危険を伴うことなく、動物宿主の脱感作に用いることがで

きる。本明細書に記載する使用目的は、本発明による包含を意図したものである

。

  本発明を例示する非限定的な実施例を以下に与える。

  上記の説明はあくまで例として提供されていること、また当業者に知られてい

る材料および技術の変形形態が想定されることが認識されるであろう。

  【００８２】

  プロトコール

  実施例１

  シラミ全体（丸ごと）およびシラミ糞から可溶性抗原を調製する。

  生きている若虫および成虫Ｂｏｖｉｃｏｌａ  ｏｖｉｓを外寄生されたヒツジ

から採集し、ペトリ皿の片側を持ち上げて、シラミを低い側に移動させることに
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より、羊毛および他のくずから分離してガラス製ペトリ皿に入れた。次いで、シ

ラミをセラミック製乳鉢に入れ、液体窒素を加えて急速凍結した。乳鉢を液体窒

素上に保持しながら、シラミを乳棒で破砕して微粉末とした。粉末を簡単に解凍

し、１ｍＭ  Ｐｅｆａｂｌｏｃ（登録商標）（Ｂｏｅｈｒｉｎｇｅｒ  Ｍａｎｎ

ｈｅｉｍ）を含む冷リン酸緩衝生理食塩水をシラミ１グラム当たり１０ｍｌの割

合で加えた。調製物を、氷上に保持したガラス製ホモジナイザーに移し、ホモジ

ナイズした。調製物を超遠心分離（１００００ｇ、２０分間、４℃）して、粒状

物質を除去した。可溶性抗原を含む上清を無菌の０．２μｍフィルターでろ過し

た。短期間の保存の場合、上清を４℃に保持した。長期間の保存の場合、上清を

グリセロール（ＡｎａｌａＲ（登録商標）、ＢＤＨ）と１：１の容積比で混合し

、－２０℃で保存した。一般的に、グリセロールと混合した後の上清のタンパク

質濃度は、５％トリクロロ酢酸で沈殿させた後にＢＣＡ  Ｐｒｏｔｅｉｎ  Ａｓ

ｓａｙ（Ｐｉｅｒｃｅ）を用いて測定したとき、２～３ｍｇ／ｍｌであった。シ

ラミ全体から調製した粗可溶性抗原の複合的な性質を図１に示す。

  【００８３】

  シラミ糞を得るために、羊毛およびくずから分離したシラミを、ホプキンス（

Ｈｏｐｋｉｎｓ）（１９７０年）、Ｉｎ  ｖｉｔｒｏ  ｃｏｌｏｎｉｚａｔｉｏ

ｎ  ｏｆ  ｔｈｅ  ｓｈｅｅｐ  ｂｉｔｉｎｇ  ｌｏｕｓｅ，Ｂｏｖｉｃｏｌａ

  ｏｖｉｓ．（Ａｎｎａｌｓ  ｏｆ  ｔｈｅ  Ｅｎｔｏｍｏｌｏｇｉｃａｌ  Ｓ

ｏｃｉｅｔｙ  ｏｆ  Ａｍｅｒｉｃａ、第６３巻、１１９６～１１９７ページ）

の方法に従って制御した温度および相対湿度の条件下で清浄なガラス製ペトリ皿

中に一夜保持した。次いで、シラミをプレート上に移し、プレートの表面に付着

した死亡したシラミ、シラミの身体の部分または他の残骸を除去した。ガラスプ

レートに付着した糞ペレットを１ｍＭ  Ｐｅｆａｂｌｏｃ（登録商標）を含む１

０ｍｌのリン酸緩衝生理食塩水に懸濁し、氷上に保持したガラス製ホモジナイザ

ーに移し、ホモジナイズした。次いで、この調製物を上記のように超遠心分離し

て、ろ過し、４℃で保存した。可溶性シラミ糞抗原調製物中のタンパク質濃度は

、２８０ｎｍにおける吸光度により、またはＢＣＡ  Ｐｒｏｔｅｉｎ  Ａｓｓａ

ｙ（Ｐｉｅｒｃｅ）により測定した。
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  【００８４】

  実施例２

  ヒツジＩｇＥの単離およびアフィニティーカラムへの結合

  Ｂ．ｏｖｉｓを外寄生させたヒツジから採取した血清をＥＬＩＳＡによりスク

リーニングし、シラミ全体の可溶性抗原と結合するより高いレベルのＩｇＥを含

む血清を同定した。選択した血清を洗浄緩衝液（５０ｍＭリン酸緩衝液、５００

ｍＭ  ＮａＣｌ緩衝液、ｐＨ  ７．０）と１：５の容積比で希釈し、０．２μｍ

フィルターでろ過した。希釈した血清中のＩｇＥを、ショー  アールジェー、グ

リメット  ディージェー、ドナヒー  エムジェー、ゲイトハウス  ティーケー、

シャイヤー  シーエルおよびドウフ  ピージーシー（Ｓｈａｗ，Ｒ．Ｊ．、Ｇｒ

ｉｍｍｅｔｔ，Ｄ．Ｊ．、Ｄｏｎａｇｈｙ，Ｍ．Ｊ．、Ｇａｔｅｈｏｕｓｅ，Ｔ

．Ｋ．、Ｓｈｉｒｅｒ，Ｃ．Ｌ．ａｎｄ  Ｄｏｕｃｈ，Ｐ．Ｇ．Ｃ．）１９９６

年、Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ  ａｎｄ  ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓａｔｉｏｎ  ｏｆ

  ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ  ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ  ｒｅｃｏｇｎｉｓｉｎｇ  ｏ

ｖｉｎｅ  ＩｇＥ．Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ  Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ  ａｎｄ  Ｉ

ｍｍｕｎｏｐａｔｈｏｌｏｇｙ、第５１巻、２３５～２５１ページに記載されて

いるように、ヒツジＩｇＥに対する特異的なモノクローナル抗体をＨｉＴａｐ  

ＮＨＳ活性化カラム（Ｐｈａｒｍａｃｉａ  Ｂｉｏｔｅｃｈ）に結合させて作製

したイムノアフィニティーカラムを用いて分離した。ＩｇＥ特異アフィニティー

カラムからの溶出物を洗浄緩衝液に対して透析し、非関連モノクローナル抗体ま

たはプロテインＧを結合させたアフィニティーカラム上に調製物を通してさらに

精製した。得られた調製物を還元条件下でＳＤＳ  ＰＡＧＥにより分析したとこ

ろ、ＩｇＥ重鎖および軽鎖を代表するバンドが高い純度（９０％以上）で得られ

た。製造業者の推奨により、約１０ｍｇのヒツジＩｇＥを１ｍｌのＨｉＴｒａｐ

  ＮＨＳ活性化カラム（Ｐｈａｒｍａｃｉａ  Ｂｉｏｔｅｃｈ）に結合させた。

  【００８５】

  実施例３

  ヒツジＩｇＥイムノアフィニティー・クロマトグラフィーを用いたＢｏｖｉｃ

ｏｌａ  ｏｖｉｓからの天然アレルゲンの分離
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  粗可溶性Ｂ．ｏｖｉｓおよびＢ．ｏｖｉｓ糞抗原調製物を、希釈を洗浄緩衝液

（５０ｍＭリン酸緩衝液、５００ｍＭ  ＮａＣｌ緩衝液、ｐＨ  ７．０）を用い

て行った以外は、実施１と同様に調製した。希釈した抗原調製物を、実施例２の

ように作製したヒツジＩｇＥイムノアフィニティーカラム上に載せた。次いで、

カラムを洗浄緩衝液で洗浄し、天然アレルゲンをｐＨ  ３．０の１００ｍＭグリ

シンで溶離させた。溶出物を、１Ｍトリス、１．５Ｍ  ＮａＣｌ、ｐＨ  ８．０

を１：１０（ｖ／ｖ）の比率で加えて中性ｐＨに戻した。アレルゲン溶出物を限

外ろ過（ＭｉｃｒｏｓｅｐＴＭ  Ｃｅｎｔｒｉｆｕｇａｌ  Ｃｏｎｃｅｎｔｒａ

ｔｏｒｓ、Ｐａｌｌ  Ｆｉｌｔｒｏｎ  Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ、カットオフ３

０００ｋＤ）により濃縮し、ＳＤＳ－ＰＡＧＥにより還元条件下で検査した。皮

内皮膚試験から、シラミ全体およびシラミ糞抗原調製物からの溶出物はアレルゲ

ンを含んでいることが確認された。

  【００８６】

  実施例４

  モノクローナル抗体の調製

  ＢＡＬＢ／ｃマウスに、フロイントの完全アジュバントと１：１の比率で混合

したシラミ糞抗原調合物（総タンパク質最高１ｍｇ）を皮下注射し、同様の量の

シラミ糞抗原をフロイントの不完全アジュバントとともに２回腹腔内注射して追

加免疫した。マウスの血清試料をシラミ糞抗原との反応性についてＥＬＩＳＡで

検定して、強い抗体反応を示したマウスを特定した。選択したマウスの脾臓リン

パ球を標準的技術によりＮＳ－１ミエローマ細胞と融合させた。得られたハイブ

リドーマを、ＢＡＬＢ／ｃ胸腺細胞でならした選択培地を用い、５枚の２４ウェ

ル・プレート上で１ｍｌ培養で培養した。その後、ウェル中の培地を、マウスＩ

ｇＧ抗体認識可溶性糞抗原についてＥＬＩＳＡでスクリーニングした。陽性ウェ

ルからのハイブリドーマを、９６ウェル培養プレートで、ウェル当たり細胞０．

５、１および２個の平均濃度で限界希釈培養に供した。これらのハイブリドーマ

を、再び抗体認識粗可溶性シラミ糞抗原についてスクリーニングした。抗体と実

施例３に記載したように調製した分離天然アレルゲンとの反応性を確認するため

に、糞アレルゲンに対する抗体を産生したクローンもＥＬＩＳＡによりスクリー
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ニングした。天然アレルゲンに対する抗体を産生すると確認された単一ハイブリ

ドーマを限界希釈により第２回目としてクローニングした。第２クローニングか

らのハイブリドーマを増殖させ、低温保存した。将来の使用のために選択したモ

ノクローナル抗体は、マウスＩｇＧ－１アイソタイプであった。モノクローナル

抗体の産生のために、クローンしたハイブリドーマを標準培養法により、増殖さ

せ、発育過多にし、上清を採集した。

  【００８７】

  ハイブリドーマによって産生されたモノクローナル抗体は、粗シラミまたはシ

ラミ糞抗原のウエスタン・ブロットで２８．５ｋＤａ  ｒＭＷの主要部分を有す

る免疫優性分子を認識した（図２）。これは、シラミ全体およびシラミ糞抗原調

製物のＩｇＥアフィニティー・クロマトグラフィーによって得られた推定上の天

然アレルゲンのＳＤＳ  ＰＡＧＥ上で認められた主要バンドの１つに対応してい

た。微量バンドも約１４，４２，８３ｋＤａ  ｒＭＷに認められた。より高いｒ

ＭＷ部分は１４ｋＤａバンドの多重バンド、すなわち、２×１４＝２８（～２８

．５）、３×１４＝４２および６×１４＝８４（～８３）であると思われる。

  モノクローナル抗体によって同定されたタンパク質を、Ｂｏ１と称した。

  【００８８】

  実施例５

  Ｂｏ１アレルゲンの精製

  実施例４で述べたように調製したモノクローナル抗体をプロテインＧアフィニ

ティー・クロマトグラフィーで精製し、実施例２に記載したのと同様の方法でＨ

ｉＴａｐ  ＮＨＳ活性化カラム（Ｐｈａｒｍａｃｉａ  Ｂｉｏｔｅｃｈ）に結合

させた。このカラムは、実施例１で述べたように調製した可溶性のシラミ全体の

抗原から溶出物を得るのに用いた。

  【００８９】

  モノクローナル抗体アフィニティーカラムからの溶出物は、高純度で、ＳＤＳ

  ＰＡＧＥ（図１）およびモノクローナル抗体でプローブしたウエスタン・ブロ

ットによって粗シラミ抗原中に認められたタンパク質と一致した特性を有するタ

ンパク質を含んでいた。さらに、精製された抗原は、ウエスタン・ブロットおよ
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びＥＬＩＳＡにおいて、シラミが外寄生したヒツジからのＩｇＥによって認識さ

れた（図８）。皮内皮膚試験で、シラミが外寄生していない子羊と比較して、シ

ラミが外寄生した子羊におけるＢｏ１に対する特異的応答性が確認された（図７

）。

  【００９０】

  実施例６

  Ｂｏ１アレルゲンのアミノ酸配列

  モノクローナル抗体アフィニティーカラムを用いて精製した天然Ｂｏ１を還元

条件下でＳＤＳ  ＰＡＧＥに供し、配列決定用のタンパク質を調製する標準的手

法を用いてＰＶＤＦ膜（Ｐｒｏｂｌｏｔｔ（商標）、Ａｐｐｌｉｅｄ  Ｂｉｏｓ

ｙｓｔｅｍｓ）にエレクトロブロッティングした。ＰＶＤＦ膜を０．１％  Ｐｏ

ｎｃｅａｕ  Ｓで染色したところ、２８．５ｋＤａバンドが同定され、切り出し

た。膜断片を０．１％トリエチルアミンを含むメチルアルコールで簡単に洗浄し

た後、メチルアルコールのみで２回洗浄した。自動ミクロシークエンシングを気

相機器（４７０ＡＲ／１２０Ａ／９２０Ａ／６１０Ａ、Ａｐｐｌｉｅｄ  Ｂｉｏ

ｓｙｓｔｅｍｓ）で行った。得られたＮ末端アミノ酸配列は、

  （ａ）ＳＰＴＥＬＤＬＲＬＬＶＥＴＡＲＤＩＳＶＩＬＦＫＮＬＨＡＧＹＮであ

った。

  【００９１】

  ゲル中トリプシン消化物のための還元条件下でのＳＤＳ  ＰＡＧＥ後に、ゲル

からＢｏ１の２８．５ｋＤａも切り出した。ゲル中トリプシン消化物は、ロゼン

フェルド  ジェー、カプデビレ  ジェー、グレモ  ジェーシーおよびフェララ  

ピー（Ｒｏｓｅｎｆｅｌｄ，Ｊ．、Ｃａｐｄｅｖｉｅｌｌｅ，Ｊ．、Ｇｕｉｌｌ

ｅｍｏｔ，Ｊ．Ｃ．ａｎｄ  Ｆｅｒｒａｒａ，Ｐ．（１９９２年）、Ｉｎ－ｇｅ

ｌ  ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ  ｏｆ  ｐｒｏｔｅｉｎｓ  ｆｏｒ  ｉｎｔｅｒｎａｌ

  ｓｅｑｕｅｎｃｅ  ａｎａｌｙｓｉｓ  ａｆｔｅｒ  ｏｎｅ－  ｏｒ  ｔｗｏ

－ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ  ｇｅｌ  ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ、Ａｎａ

ｌｙｔｉｃａｌ  Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ、第２０３巻、１７３～１７９ペー

ジのプロトコールに従った。ゲルから溶出したペプチドを、ミクロボアＨＰＬＣ
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（ＰＥ  Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ、１４０Ａデリバリ・系および１０００Ｓダイオ

ード・アレイ検出器）に装着したＰｈｅｎｏｍｅｎｅｘ  Ｊｕｐｉｔｅｒ  Ｃ１

８カラム（３００オングストローム、５ミクロン、２×２５０ｍｍ）で分離した

。選択したペプチドを、製造業者によって供給された化学薬品および方法を用い

てＰＥ  Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ  Ｐｒｏｃｉｓｅタンパク質シークエンサー（ｍ

ｏｄｅｌ  ４９２）での配列決定に供した。以下の配列が得られた。

  【００９２】

  （ｂ）ＤＩＳＶＩＬＦＫ

  （ｃ）ＮＬＨＡＧＹＮＥＶＮＰＫ

  （ｄ）ＶＦＴＮＩＫ

  （ｅ）ＩＧＥＱＶＬＫ

  （ｇ）（Ｉ）ＮＶＩＦＫ

  （ｇ）ＫＬＦＤＴＥＶＰＥＶＶＫ

  （ｈ）ＤＩＳＶＩＬＦＫ

  （ｉ）ＩＥＩＬＬＮＥＬＡＰＥＡＫ

  （ｊ）ＴＬＩＧＡＬＤＱ（Ｌ）Ｋ

  【００９３】

  実施例７

  ＲＮＡ単離およびｃＤＮＡライブラリー構築

  フレンケル  エムジェー、サビン  ケーダブリュー、ベッカー  アールイーお

よびワード  シーダブリュー（Ｆｒｅｎｋｅｌ  Ｍ．Ｊ．、Ｓａｖｉｎ  Ｋ．Ｗ

．、Ｂａｋｋｅｒ  Ｒ．Ｅ．ａｎｄ  Ｗａｒｄ  Ｃ．Ｗ．（１９８９年）、Ｃｈ

ａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ  ｏｆ  ｃＤＮＡ  ｃｌｏｎｅｓ  ｃｏｄｉｎｇ

  ｆｏｒ  ｍｕｓｃｌｅ  ｔｒｏｐｏｍｙｏｓｉｎ  ｏｆ  ｔｈｅ  ｎｅｍａｔ

ｏｄｅ  Ｔｒｉｃｈｏｓｔｒｏｎｇｌｕｓ  ｃｏｌｕｂｒｉｆｏｒｍｉｓ、Ｍｏ

ｌｅｃｕｌａｒ  ａｎｄ  Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ  Ｐａｒａｓｉｔｏｌｏｇｙ

、第３７巻、１９１～２００ページによって記載されたのと実質的に同様に、Ｂ

．ｏｖｉｓからＲＮＡを分離した。液体窒素で急速凍結したＢ．ｏｖｉｓ（１０

０ｍｇ）を乳棒と乳鉢で液体窒素上で粉砕した。１ｍｌの６Ｍグアニジン－ＨＣ
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ｌ、０．２Ｍ酢酸ナトリウム（ｐＨ５．２）および１０ｍＭ  β－メルカプトエ

タノールを加え、Ｂ．ｏｖｉｓと共に粉砕し、粉末をエッペンドルフ・チューブ

に入れた。２００μｌの９５％エタノールを加え、混合物をドライ・アイス／エ

タノール上に５分間置いた。混合物を４℃で５分間遠心分離し、次いで、ペレッ

トを５００μｌの６Ｍグアニジン－ＨＣｌ、０．２Ｍ酢酸ナトリウム（ｐＨ  ５

．２）および１０ｍＭ  ＥＤＴＡ中に懸濁した。エタノール沈殿と遠心分離を繰

り返し、ペレットを２５０μｌの尿素緩衝液（７Ｍ尿素、１００ｍＭトリス－Ｈ

Ｃｌ（ｐＨ７．５）、０．１ｍＭ  ＥＤＴＡ、０．１％（ｗ／ｖ）ＳＤＳ）に懸

濁し、５００μｌの水飽和フェノール：クロロホルム（１：１）を加えた。４℃

で１０分間遠心分離した後、水層を新しいチューブに移し、ＲＮＡをエタノール

で沈殿させ、乾燥し、５０μｌの２回蒸留水に再懸濁した。

  【００９４】

  Ｂ．ｏｖｉｓ  ｍＲＮＡからＺＡＰ－ｃＤＮＡ（登録商標）Ｓｙｎｔｈｅｓｉ

ｓ  Ｋｉｔ（Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ）を用いてｃＤＮＡライブラリーを合成した

。ｃＤＮＡは、Ｔ４  ＤＮＡリガーゼでバクテリオファージλ  Ｕｎｉ－ＺＡＰ

ＴＭ  ＸＲベクター・アームに結合させ、ＧＩＧＡＰＡＣＫ（登録商標）ＩＩ  

Ｐａｃｋａｇｉｎｇ  Ｅｘｔｒａｃｔでパッケージした。

  【００９５】

  実施例８

  Ｂｏ１の完全コーディングＤＮＡのクローニングおよびキャラクタリゼーショ

ン

  Ｂｏ１アミノ酸配列に基づいて、オリゴヌクレオチドプライマー（ＢｏＰ１４

－Ａ）を、アミノ末端領域（実施例６におけるアミノ酸配列（ａ）、（ｂ）、（

ｃ）および（ｈ））をコードするＢｏ１  ｃＤＮＡとハイブリッド形成するよう

に設計し、第２のオリゴヌクレオチド（ＢｏＰ１４－Ｂ）を、内部ペプチド（実

施例６におけるアミノ酸配列（ｇ））をコードするＢｏ１  ｃＤＮＡとハイブリ

ッド形成するように設計した。このオリゴヌクレオチドは、Ｂ．ｏｖｉｓ  ｍＲ

ＮＡから誘導されたｃＤＮＡを用いるポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）における

プライマーとして用いるとき、それらが介入ｃＤＮＡを増幅するようにｃＤＮＡ
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の対側鎖とハイブリッド形成するように設計した。

  【００９６】

  ＢｏＰ１４－Ａ  ＣＡＴＧＣＴＧＧＡＴＡＴＡＡＴＧＡＡＧＴ（Ａ／Ｔ）ＡＡ

（Ｃ／Ｔ）ＣＣ

  ＢｏＰ１４－Ｂ  ＴＴＡＡＣＡＡＣＴＴＣＡＧＧＡＡＣＴＴＣ（Ａ／Ｔ）ＧＴ

（Ａ／Ｇ）ＴＣ（Ａ／Ｇ）ＡＡ

  【００９７】

  ＰＣＲ反応の条件は、プライマー０．３μＭ、ｄＮＴＰｓ２００μＭおよび鋳

型２０ｎｇ、３サイクルの９４℃で３０秒間、４５℃で６０秒間および７２℃で

６０秒間；３０サイクルの９４℃で３０秒間、５０℃で６０秒間および７２℃で

６０秒間；ならびに７２℃に１０分間保持。

  【００９８】

  ＰＣＲ後に、アガロース・ゲル電気泳動により、約３９０ｂｐの増幅されたＤ

ＮＡ断片が同定された。この断片をＷｉｚａｒｄ（登録商標）ＰＣＲ  Ｐｒｅｐ

ｓ  ＤＮＡ  Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ  Ｓｙｓｔｅｍ（Ｐｒｏｍｅｇａ）を用

いて精製し、次いで、ＲＴＳ  ＲａｄＰｒｉｍｅ  ＤＮＡ  Ｌａｂｅｌｌｉｎｇ

  Ｓｙｓｔｅｍ（Ｌｉｆｅ  Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）を用いて［α－３２Ｐ

］ｄＣＴＰで放射性標識した。サムブルック  ジェー、フリッツ  イーエフおよ

びマニアティス  ティー（Ｓａｍｂｒｏｏｋ，Ｊ．、Ｆｒｉｔｓｃｈ，Ｅ．Ｆ．

ａｎｄ  Ｍａｎｉａｔｉｓ，Ｔ．）（１９８９年）、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  ｃｌ

ｏｎｉｎｇ：  ａ  ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  ｍａｎｕａｌ、第２版、Ｎｅｗ  Ｙ

ｏｒｋ（Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｕｒ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｐ

ｒｅｓｓ）に記載されているのと実質的に同様に、放射性標識したＢｏ１  ｃＤ

ＮＡプローブを用いて、Ｂ．ｏｖｉｓ  ｃＤＮＡライブラリーをスクリーニング

し、Ｂｏ１  ｃＤＮＡと相同のＤＮＡクローンを同定した。ライブラリーからの

約４５０００のファージ・クローンを、Ｅ．ｃｏｌｉ  ＸＬ１－Ｂｌｕｅ  ＭＲ

Ｆの細胞を含む寒天プレート上にのせ、インキュベートして、ファージ・プラー

クを生成させた。プラークをＨｙｂｏｎｄ－Ｎ＋ナイロン膜（Ａｍｅｒｓｈａｍ

）上に複製し、プローブとのハイブリッド形成のために処理した。陽性ハイブリ
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ッド形成クローンを同定し、クローンになるまでこれらをプラーク精製した。ｃ

ＤＮＡクローニング部位を包囲するＤＮＡとハイブリッド形成したプライマーを

用いてＰＣＲにより、Ｂ．ｏｖｉｓ  ｃＤＮＡ挿入断片を増幅し、そのＰＣＲ産

物の配列を決定した。配列から、Ｂｏ１アレルゲンの完全コーディング配列を識

別することができた（配列番号１）。この配列は、アミノ末端分泌リーダー配列

を有する約３０ｋＤａのタンパク質を予測する。ヌクレオチド配列から、Ｂ．ｏ

ｖｉｓを認識したコドン優先配列（ｃｏｄｏｎ  ｐｒｅｆｅｒｅｎｃｅ）ならび

に実施例６で決定されたＮ末端および内部配列を用いて、アミノ酸配列（配列番

号２）が導かれた。

  【００９９】

  実施例９

  組換えＢｏ１タンパク質の発現

  Ｎ末端アミノ酸配列（実施例６、アミノ酸配列（ａ））から予測された成熟Ｂ

ｏ１タンパク質に対するコーディングｃＤＮＡを、Ｂ．ｏｖｉｓ  ｃＤＮＡ鋳型

からＰＣＲにより増幅した。Ｂｏ１  ｃＤＮＡを増幅するためにＰＣＲ反応で用

いたオリゴヌクレオチド・プライマーは、上で得られたｃＤＮＡ配列（配列番号

１番）から設計した。プライマーは以下の通りであった。

  【０１００】

  Ｂｏ１－Ｘ２  ＣＴＴＧＣＧＧＣＣＧＣＣＡＴＴＴＴＴＧＣＡＡＣＡＣＡＧＴ

ＣＴＧ

  Ｂｏ１－Ｘ３  ＣＧＣＧＧＡＴＣＣＡＴＡＴＧＴＣＣＣＣＡＡＣＡＧＡＡＣＴ

ＣＧＡＴ

  【０１０１】

  プライマーＢｏ１－Ｘ２は、完全な精製Ｂｏ１タンパク質のアミノ酸配列決定

（実施例６におけるアミノ酸配列（ａ））によって同定された成熟タンパク質の

アミノ末端をコードするＢｏ１  ｃＤＮＡと相同となるように設計した。プライ

マーＢｏ１－Ｘ３は、カルボキシル末端Ｂｏ１アミノコーディングＤＮＡ（配列

番号１）と相同となるように設計した。プライマーはまた、増幅したＤＮＡを発

現ベクターに結合させることを可能にする制限酵素切断部位も含んでいた。Ｂｏ
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１－Ｘ２およびＢｏ１－Ｘ３プライマーならびにＢｏ１  ｃＤＮＡ鋳型を用いた

標準ＰＣＲ反応（３５サイクルの９５℃で３０秒間、５０℃で３０秒間および７

２℃で１分間）の後に、約７００ｂｐの生成物がアガロースゲル電気泳動により

分離された。このＰＣＲフラグメントをＮｄｅＩおよびＮｏｔＩエンドヌクレア

ーゼによって消化し、ｐＢＡＤ１８の派生物（グズマン  エル、ベリン  ディー

、カーソン  エムジェーおよびベックウイズ  ジェー（Ｇｕｚｍａｎ，Ｌ．、Ｂ

ｅｌｉｎ，Ｄ．、Ｃａｒｓｏｎ，Ｍ．Ｊ．ａｎｄ  Ｂｅｃｋｗｉｔｈ，Ｊ．）（

１９９５年）Ｔｉｇｈｔ  ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ，ｍｏｄｕｌａｔｉｏｎ，ａｎ

ｄ  ｈｉｇｈ－ｌｅｖｅｌ  ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ  ｂｙ  ｖｅｃｔｏｒｓ  ｃ

ｏｎｔａｉｎｉｎｇ  ｔｈｅ  ａｒａｂｉｎｏｓｅ  ＰＢＡＤ  ｐｒｏｍｏｔｅ

ｒ．Ｊ．Ｂａｃｔｅｒｉｏｌ第１７７巻、４１２１～４１３０ページ）であるＡ

Ｙ２－４ベクター中にクローンしたところ、図３に示すＢｏ１発現ベクターが得

られた。増幅したコーディングＤＮＡを発現ベクターと結合させたところ、完全

成熟Ｂｏ１コーディング配列と発現ベクターの開始メチニオンコドンとのＮｄｅ

１制限酵素切断部位における融合が得られた。Ｂｏ１  ｃＤＮＡのカルボキシル

コーディング末端が、Ｅ標識エピトープ（Ｐｈａｒｍａｃｉａ）および終止コド

ンが続くノナペプチドＡＡＡＨＨＨＨＨＨをコードするＤＮＡを含むフレーム内

でベクターＤＮＡに対してＮｏｔ１部位において結合していた。発現ベクターは

アラビノースＰＢＡＤプロモーターからのライゲートしたコーディングＤＮＡの

発現を駆動し、したがって、Ｅ．ｃｏｌｉ  ＸＬ２にエレクトロポレーティング

するとき、増殖培地中で外因性アラビノースに応答して、組換えＢｏ１が生成す

る（グズマン  エル、ベリン  ディー、カーソン  エムジェーおよびベックウイ

ズ  ジェー（Ｇｕｚｍａｎ，Ｌ．、Ｂｅｌｉｎ，Ｄ．、Ｃａｒｓｏｎ，Ｍ．Ｊ．

ａｎｄ  Ｂｅｃｋｗｉｔｈ，Ｊ．）（１９９５年）。このようにして生成した組

換えＢｏ１は、Ｅ標識エピトープおよびノナペプチドＡＡＡＨＨＨＨＨＨを含む

カルボキシル末端融合部を有する。

  【０１０２】

  培地（Ｌｕｒｉａ－Ｂｅｒｔａｎｉ培地、Ｓｉｇｍａ、１００μｇ／ｍｌのア

ンピシリン（Ｓｉｇｍａ）を含む）に０．２％Ｌ（＋）アラビノースを加えて、
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形質転換したＥ．ｃｏｌｉを誘導して、組換えＢｏ１を発現させた。発現された

組換えタンパク質を細菌細胞ゾル中で生成させ、細菌の音波処理により抽出し、

遠心分離して不溶性物質を除去した。次いで、組換えＢｏ１（ｒＢｏ１）を、固

定化ニッケルに対するカルボキシル末端におけるヘキサヒスチジン標識の親和性

を用いる固定化金属アフィニティー・クロマトグラフィー（ＨｉＴｒａｐＴＭキ

レートカラム、Ａｍｅｒｓｈａｍ  Ｐｈａｒｍａｃｉａ  Ｂｉｏｔｅｃｈ  ＡＢ

）により精製し、漸増濃度のイミダゾール培地で溶離した。ｒＢｏ１の一部の調

製物をＢｏ１  ｍＡｂアフィニティーカラム（実施例５）上でさらに精製した。

組換えタンパク質はカルボキシル末端融合パートナーを有するので、還元条件下

のＳＤＳ  ＰＡＧＥ上の天然タンパク質よりも高いｒＭＷ（約２９．５ｋＤａ）

を有する（図４）。

  【０１０３】

  ｒＢｏ１は、ウエスタン・ブロット（図４）およびＥＬＩＳＡにおいてＢｏ１

  ｍＡｂによって認識された。予備的試験において、ｒＢｏ１は、ＥＬＩＳＡに

おいて、シラミに外寄生されていないヒツジと比較して、シラミに外寄生された

ヒツジのＩｇＥによっても優先的に認識された。

  【０１０４】

  実施例１０

  Ｂ．ｏｖｉｓに対するＢｏ１  ｍＡｂの特異性

  ニュージーランドにおいてヒツジが暴露される可能性のある代表的な様々な昆

虫およびダニから調製した可溶性抗原との反応性を測定することによって、Ｂ．

ｏｖｉｓに対するＢｏ１  ｍＡｂの特異性をＥＬＩＳＡで検討した。抗原は、成

虫チョウバエ、成虫カおよびクロバエの蛆から、ガラス・ホモジナイザーを用い

て１ｍＭ  Ｐｅｆａｂｌｏｃ（登録商標）（ベーリンガー  マンハイム（Ｂｏｅ

ｈｒｉｎｇｅｒ  Ｍａｎｎｈｅｉｍ））を含む冷ＰＢＳ中で昆虫を破砕して調製

した。抗原調製物を遠心分離により清澄化した。Ｂ．ｏｖｉｓ抗原は、実施例１

で述べたように調製した。Ｄ．ｐｔｅｒｏｎｙｓｓｉｎｕｓ抗原は、市販品を入

手した（Ａｌｌｅｒｇｅｎｉｃ  Ｅｘｔｒａｃｔ、Ｓｔａｎｄａｒｄｉｚｅｄ  

Ｍｉｔｅ  ＤＰ、バイエル社（Ｂａｙｅｒ  Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ）。適切な



(43) 特表２００３－５３０８４０

希釈後に、抗原を用いてマイクロタイター・プレートのウェルにコーティングし

、Ｂｏ１  ｍＡＢを第一抗体とし、ヤギ抗マウスＩｇＧ複合体を標準プロトコー

ルを用いた第二抗体として用い、ＥＬＩＳＡを実施した。Ｂｏ１  ｍＡＢは、Ｂ

，ｏｖｉｓから調製した抗原とのみ本質的な反応性を示した（図５）。

  【０１０５】

  実施例１１

  シラミ外寄生を検出するためのｉｎ  ｖｉｔｒｏ診断検定におけるＢ．ｏｖｉ

ｓ特異抗体の使用

  以下の実施例に示すように、抗原捕捉ＥＬＩＳＡを用いて、シラミに外寄生さ

れたヒツジと外寄生されていないヒツジの羊毛におけるＢｏ１の存在の有無につ

いて試験した。

  【０１０６】

  牧草地で飼育されていたシラミに外寄生された２９匹の子羊と外寄生されてい

ない１２匹の子羊について、あらかじめ決定しておいた身体の１２部位における

長さ１０ｃｍの羊毛の分けた部分に認められたシラミの総数を数えることにより

、シラミ外寄生の程度を評価した。これらの子羊の肩の中央部から羊毛試料を皮

膚レベルで切り取って、個別の紙袋に入れ、室温で保存した。各試料から１ｇの

羊毛をガラス容器に入れ、２０ｍｌの緩衝液（ＰＢＳおよび０．５％トゥイーン

２０）と室温で２時間混合した。上清を傾斜し、以下の抗原捕捉ＥＬＩＳＡに用

いた。

  【０１０７】

  Ｂｏ１に対する特異的なモノクローナル抗体（Ｂｏ１  ｍＡｂ）を、ハイブリ

ドーマ上清からプロテインＧアフィニティー・クロマトグラフィーカラム（ファ

ーマシア（Ｐｈａｒｍａｃｉａ））で精製し、３０ｋＤａ  Ｕｌｔｒａｆｒｅｅ

（登録商標）－１５  Ｃｅｎｔｒｉｇｕｇａｌ  Ｆｉｌｔｅｒ  Ｄｅｖｉｃｅ（

ミリポア（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ））を用いて濃縮した。精製Ｂｏ１  ｍＡｂの半

分を製造業者の推奨に従って、ＮＨＳ－ＬＣビオチン（ピース（Ｐｉｅｒｃｅ）

）でビオチン処理した。Ｍａｘｉｓｏｒｐ（商標）マイクロタイター・プレート

（ヌンク（Ｎｕｎｃ））を室温で２時間、ＰＢＳ中非ビオチン処理Ｂｏ１  ｍＡ
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ｂ（２μｇ／ｍｌ）でコーティングし、洗浄緩衝液（１５０ｍＭ  ＮａＣｌ、１

０ｍＭリン酸緩衝液中０．０５％トゥイーン２０、ｐＨ７．２）で３回洗浄し、

ブロット（０．５％トゥイーン２０を含む１０ｍＭリン酸緩衝液、ｐＨ７．２）

および５％ウシ・スキムミルク粉によりブロックした。さらに６回洗浄した後、

羊毛試料の未希釈抽出物、陽性対照（シラミ全体の粗可溶性抗原を含むＰＢＳ）

および陰性対照（ＰＢＳおよび０．５％トゥイーン２０）をプレートに２連にし

て室温で加えて１時間置いた。プレートを再び６回洗浄し、ビオチン処理したＢ

ｏ１  ｍＡｂ（２μｇ／ｍｌ）を室温で加えて１時間置いた。６回洗浄した後、

ストレパビジン－西洋ワサビ・ペルオキシダーゼ複合体（２μｇ／ｍｌ）を室温

で加えて１時間置いた。テトラメチルベンジジン基質を用いて酵素反応を発生さ

せ、１Ｍ硫酸で反応を停止し、ウェルの吸光度を４５０ｎｍの波長で読み取った

。

  【０１０８】

  シラミに外寄生されていなかった１２匹の子羊のすべてがシラミ・スコアが０

であり、ＥＬＩＳＡで陰性であった（図６）。シラミに外寄生された２９匹の子

羊の結果は、シラミ・スコアと有意に相関していた（ｒ＝０．７７、Ｐ＜０．０

０１、図６）。この検定法を用いてヒツジの群におけるシラミの外寄生を検出す

ることができ、それにより、農業家が抗シラミ処理を理にかなって使用するのを

助けることができ、その結果として、ヒツジ製品および環境中の化学物質の残留

が低減される。

  【０１０９】

  実施例１２

  精製Ｂｏ１抗原を用いる皮内皮膚試験によるＢ．ｏｖｉｓに対する免疫学的過

敏性のｉｎ  ｖｉｖｏ診断

  １２カ月齢の、シラミに外寄生されていなかった３匹の子羊と外寄生された３

匹の子羊を用いた。上肩甲部から被毛を短く剪毛して、子羊を皮内皮膚試験に備

えさせた。抗原および対照溶液を０．１ｍｌの容量で皮内注射した。注射０．５

、５、２４および４８時間後に皮膚反応の直径を測定した。Ｂｏ１は、実施例５

で述べたように精製した。中和溶出緩衝液中Ｂｏ１をＰＢＳで約６．０μｇ／ｍ
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ｌ（２８０ｎｍでの吸光度により測定）に希釈した。ＰＢＳで同様に希釈した中

和溶出緩衝液をＢｏ１に対する陰性対照溶液とした。実施例１で述べた、Ｂ．ｏ

ｖｉｓ全体から調製した粗可溶性抗原を１００μｇ／ｍｌに希釈した。粗Ｂ．ｏ

ｖｉｓ抗原に対する陰性対照は、ＰＢＳとグルセロールとの１：１混合物であり

、同様に希釈した。ＰＢＳ中塩酸ヒスタミン（１／２５００００、ｗ／ｖ）をヒ

スタミンに対する反応性を試験するのに用いた。

  【０１１０】

  皮膚試験の結果から、シラミに外寄生された子羊においてのみ粗Ｂ．ｏｖｉｓ

抗原およびＢｏ１に対する実質的反応があったことがわかる（図７）。３０分間

以内の反応は、リアギン（一般的にＩｇＥ）抗体媒介メカニズムに起因した過敏

症に特有のものであったのに対して、５時間以上に及ぶ反応は細胞性メカニズム

を示すものである。

  【０１１１】

  実施例１３

  Ｂ．ｏｖｉｓに対する免疫学的過敏性を検出するためのｉｎ  ｖｉｔｒｏ検定

におけるＢｏ１抗原の使用

  Ｂ．ｏｖｉｓに対する過敏性を診断するための皮内皮膚試験に代わるものとし

て、ヒツジ血清中のＢｏ１に対して特異的なＩｇＥを検出するのにＥＬＩＳＡま

たは同様の検定法を用いることができる。あるいは、寄生生物への宿主の暴露の

証拠を提供するＢｏ１に対する特異性を有する他のヒツジ免疫グロブリン・アイ

ソタイプを検出するのに同様の検定法を用いることができる。

  【０１１２】

  Ｂｏ１特異ＩｇＥを検出するために、ヒツジの個々の血清試料をＳＡＳ（飽和

硫酸アンモニウム溶液）で処理して、競合ＩｇＧのレベルを低下させた。生理食

塩水中７０％ＳＡＳを血清試料に１：１の比率（ｖ／ｖ）で定期的に混合しなが

ら加えて３０分間置いた。沈殿物を遠心分離（１３００ｇ，１０分）し、上清を

０．１％トゥイーン２０を含む蒸留水で１：８に希釈し、最終希釈度を１／１６

とした。標準ＥＬＩＳＡ法に従ったが、これを簡単に述べる。９６ウェル・マイ

クロタイタープレートをアフィニティー精製Ｂｏ１（ＰＢＳ中１／１００）で室
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温で５時間コートした。プレートを０．５％トゥイーン２０を含む１０ｍＭリン

酸緩衝液、ｐＨ７．２および５％ウシ・スキムミルク粉により１時間ブロックし

、次いで、洗浄緩衝液（１５０ｍＭ  ＮａＣｌ、１０ｍＭリン酸緩衝液中０．０

５％トゥイーン２０、ｐＨ７．２）で６回洗浄した。ＳＡＳ処理血清を２連でウ

ェルに加え、室温に１時間、次いで、４℃に一夜保持した。次いで、プレートを

洗浄緩衝液で６回洗浄し、希釈緩衝液中抗ヒツジＩｇＥモノクローナル抗体（５

ｍｇ／ｍｌ  ＢＳＡ、ＰＢＳ中０．１％トゥイーン２０）を室温で加えて４時間

置いた。洗浄した後、ヤギ抗マウスＩｇＧ複合体を西洋ワサビ・ペルオキシダー

ゼ（シグマ（Ｓｉｇｍａ）Ａ３６７３、希釈緩衝液中１／１０００）を３７℃で

加えて１時間置いた。プレートを再び洗浄し、０．１Ｍ酢酸緩衝液ｐＨ６．５＋

０．１％  ＤＭＳＯ中テトラメチルベンジジン（０．１ｍｇ／ｍｌ、シグマ（Ｓ

ｉｇｍａ）Ｔ８７６８）および０．０３％過酸化水素を加えて１５分間置いた。

１Ｍ硫酸で反応を停止し、４５０ｎｍでの吸光度を自動プレート・リーダーで読

み取った。Ｂｏ１を用いたＥＬＩＳＡの結果を、粗Ｂ．ｏｖｉｓ抗原を用いた同

様なＥＬＩＳＡと比較した（図８）。

  【０１１３】

  シラミ全体抗原と精製抗原でコーティングしたプレートとを用いたＥＬＩＳＡ

により、シラミに外寄生されていなかったヒツジよりもシラミに外寄生されたヒ

ツジの血清ＩｇＥの有意に高い反応性が示された（それぞれＰ≦０．０００１お

よび０．００２５、図８）。シラミに外寄生されたヒツジの６３％（１９／３０

）が、シラミに外寄生されていなかったヒツジの血清を用いて得られた吸光度の

平均値＋２標準偏差よりも大きいＢ．ｏｖｉｓ特異的ＩｇＥ吸光度を示した（図

８）。シラミに外寄生されたヒツジの５０％（１５／３０）の血清が、同じ基準

に基づいたとき、精製Ｂｏ１アレルゲンに対するＩｇＥの高い吸光度を示した。

このデータは、精製アレルゲンがＢ．ｏｖｉｓの主要なアレルゲンであることを

示している。これらの血清のうちの１３血清で、両抗原調製物に対する高いＩｇ

Ｅ反応が検出された（図８）。しかし、シラミに外寄生されたヒツジの群内では

、ＩｇＥ反応と両抗原調製物との間の中等度の相関のみが認められた（ｒ＝０．

４９、Ｐ＞０．００６）。このことは、粗シラミ抗原における他の抗原の存在か
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つ／または精製Ｂｏ１アレルゲンを用いたとき非特異的反応性がより低いことを

示唆している。

  【０１１４】

  考察

  本出願者らは、シラミＢ．ｏｖｉｓの抗原に対して特異的な血清抗体反応（Ｉ

ｇＧおよびＩｇＥを含む）と、シラミＢ．ｏｖｉｓ抗原による攻撃に応答しての

、皮膚を排液するリンパ節から得られたリンパ球の特異的増殖とを、初めてｉｎ

  ｖｉｔｒｏで示した。さらに、皮内皮膚試験によりシラミに対する免疫応答が

示され、この場合、１時間以内の反応は主としてレアギン抗体（ＩｇＥおよび他

の同種細胞親和性抗体）の存在を反映しており、２４時間以上に及ぶ反応の持続

は主として細胞性細胞性メカニズムを反映している。これらの種々の免疫応答の

特異性は、同じ条件下に維持したシラミに外寄生されたヒツジにおける応答をシ

ラミに外寄生されていないヒツジにおける応答と比較して判定した。シラミに対

する免疫応答の性質ならびに、シラミに外寄生されたヒツジにおける毛皮の欠陥

をもたらす表在性皮膚炎であるしわ（Ｃｏｃｋｌｅ）という概念を支持する組織

学によって判定されたしわ病変の特性は、シラミに対するアレルギー性（または

過敏性）免疫応答の結果である。本発明による新規のアレルゲンと、それに結合

するリガンドは、Ｂ．ｏｖｉｓ感染と関連するアレルギー疾患の診断、予防およ

び治療に用いることができ、羊毛および毛皮の質の改善、合成殺虫剤の使用量の

低減、ならびに農業家の経済上の利得の改善につながる。

  【０１１５】

  「含む」（またはその文法上の変形形態）という語を用いる場合には、この語

は、限定することを意図するものでなく、また、本発明における他の特徴または

要素の存在を除外するものでないことを本明細書を通じて認識すべきである。し

たがって、「含む」という語は「包含する」という語と同等である。

  【０１１６】

  本発明の態様はあくまで例として説明されており、それに対しては特許請求の

範囲に定義されている適用範囲から逸脱することなく修正および追加を行えるこ

とを認識すべきである。
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  【０１１７】

【表１】
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  【０１１８】

【表２】
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【図面の簡単な説明】

    【図１】  シラミＢｏｖｉｃｏｌａ  ｏｖｉｓから得られ、示した調製試料

に含まれているタンパク質バンドを示す、銀染色した１２％ポリアクリルアミド

ゲルの写真を示す図である。レーンＤの約２８．５、４２、および８３ｋＤａに

おけるバンドに注目すること。

    【図２】  可溶性Ｂｏｖｉｃｏｌａ  ｏｖｉｓ糞抗原で免疫感作したマウス

由来のハイブリドーマからのモノクローナル抗体と反応させた可溶性Ｂｏｖｉｃ

ｏｌａ  ｏｖｉｓ抗原のウエスタン・ブロットの写真を示す図である。約２８．

５ｋＤａにおける主バンドならびに約８３ｋＤａ（レーン３０～３２、Ｃおよび

Ｄ）および約１４ｋＤａ（レーン２７および２８）における小バンドに注目する

こと。

    【図３】  成熟Ｂｏ１タンパク質のコード配列をＡＹ２－４ベクター中でク

ローンするのに用いた戦略を表した図である。
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    【図４】  Ｂｏ１モノクローナル抗体と反応させた精製天然および組換えＢ

ｏ１のウエスタン・ブロットの写真を示す図である。天然Ｂｏ１と比べて、組換

えＢｏ１の分子量が明らかに高いことに注目すること。

    【図５】  Ｂｏ１モノクローナル抗体と選択した昆虫およびダニの可溶性抗

原との交差反応性の測定を示す図である。

    【図６】  Ｂｏ１モノクローナル抗体を用いた抗原捕捉ＥＬＩＳＡを用いて

羊毛試料中で検出されたＢｏ１抗原のレベルを、子羊におけるシラミ・スコアと

比較した図である。

    【図７】  ３匹のシラミ外寄生（Ｌ１，Ｌ２，Ｌ３）および３匹のシラミ非

外寄生（ＬＦ１，ＬＦ２，ＬＦ３）ヒツジにおける抗原および対照溶液の皮内注

射後に得られた皮膚試験結果を示す図である。

    【図８】  粗Ｂｏｖｉｃｏｌａ  ｏｖｉｓ抗原および精製Ｂｏ１タンパク質

に特異的なヒツジＩｇＥを検出するためのＥＬＩＳＡの結果を示す図である。

    【配列表】



(54) 特表２００３－５３０８４０



(55) 特表２００３－５３０８４０



(56) 特表２００３－５３０８４０

【図１】
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【図２】
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【図３】
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【図４】
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【図５】

【図６】
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【図７】

【図８】
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【手続補正書】

【提出日】平成１４年１２月２日（２００２．１２．２）

【手続補正１】

【補正対象書類名】図面

【補正対象項目名】図２

【補正方法】変更

【補正の内容】
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【図２】

【手続補正２】

【補正対象書類名】図面

【補正対象項目名】図３

【補正方法】変更

【補正の内容】
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【図３】

【手続補正３】

【補正対象書類名】図面

【補正対象項目名】図７

【補正方法】変更
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【補正の内容】

【図７】

【手続補正４】

【補正対象書類名】図面

【補正対象項目名】図８

【補正方法】変更

【補正の内容】
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【図８】
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