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(57)【要約】
【課題】Ｅｈｒｌｉｃｈｉａ　ｃｈａｆｆｅｅｎｓｉｓ
にのためのワクチンおよび診断の提供。
【解決手段】Ｅｈｒｌｉｃｈｉａ　ｃｈａｆｆｅｅｎｓ
ｉｓは、ヒトにおける新たに発見された命にかかわる疾
病であるヒト単球性エールリヒア症（ＨＭＥ）の原因と
なるマダニ媒介性偏性細胞内寄生細菌であり、そして野
犬および飼い犬における軽度から重度の疾患の原因にも
なる。本発明は、Ｅ．ｃｈａｆｆｅｅｎｓｉｓについて
のＶＬＰＴ免疫反応性組成物、ならびにワクチン、抗体
、ポリペプチド、ペプチドおよびポリヌクレオチドをは
じめとするそれらに関連した組成物に関する。詳細には
、Ｅ．ｃｈａｆｆｅｅｎｓｉｓ　ＶＬＰＴについてのエ
ピトープを開示する。
【選択図】図１
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
本願明細書に記載された発明。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本願は、２００８年１月１０日に出願された米国仮特許出願第６１／０２０，３７９号
に対する優先権を主張する。米国仮特許出願第６１／０２０，３７９号は、その全体が本
明細書中に参考により援用される。
【０００２】
　本願は、国立衛生研究所の補助金第Ｒ０１　ＡＩ　０７１１４５－０１号からの資金に
より少なくともある程度がなされた。米国政府は、本発明における特定の権利を有する。
【０００３】
　本発明は、分子生物学、細胞生物学、病理学、および医学（獣医学を含む）の分野に少
なくとも関する。特定の態様において、本発明は、Ｅ．ｃｈａｆｆｅｅｎｓｉｓに関する
免疫反応性ＶＬＰＴ組成物に関する。
【背景技術】
【０００４】
　Ｅｈｒｌｉｃｈｉａ　ｃｈａｆｆｅｅｎｓｉｓは、ヒトにおける新たに発見された命に
かかわる疾病であるヒト単球性エールリヒア症（ＨＭＥ）の原因となるマダニ媒介性偏性
細胞内寄生細菌であり、そして野犬および飼い犬における軽度から重度の疾患の原因にも
なる。（非特許文献１）。Ｅ．ｃａｎｉｓおよびこの属の他の生物（Ｅ．ｃｈａｆｆｅｅ
ｎｓｉｓおよびＥ．ｒｕｍｉｎａｎｔｉｕｍを含む）のゲノムは、高いゲノムシンテニー
度、パラロガスタンパク質ファミリー、膜貫通ヘリックスおよび／またはシグナル配列を
有するタンパク質の大きな比率、ならびにＯ－グリコシル化およびリン酸化の可能性に関
連したユニークなセリン－トレオニンの偏り、ならびに宿主－病原体相互作用に関連した
タンパク質内の縦列反復配列およびアンキリンドメインを示す（Ｃｏｌｌｉｎｓら，２０
０５；Ｄｕｎｎｉｎｇ　Ｈｏｔｏｐｐら，２００６；Ｆｒｕｔｏｓら，２００６；Ｍａｖ
ｒｏｍａｔｉｓら，２００６）。これらのゲノムのそれぞれによってコードされている９
００を超えるタンパク質の小さなサブセットが抗体によって認識される（Ｄｏｙｌｅら，
２００６；ＭｃＢｒｉｄｅら，２００３；ＭｃＢｒｉｄｅら，２０００）。同定されてお
り分子的に特性づけされている幾つかの主要免疫反応性タンパク質は、分泌される高セリ
ン糖タンパク質である。これらの糖タンパク質の多くは、縦列反復配列を有するが、ある
ものは、多数の真核細胞様アンキリンドメインを有する（Ｄｏｙｌｅら，２００６；Ｍｃ
Ｂｒｉｄｅら，２００３；ＭｃＢｒｉｄｅら，２０００；Ｎｅｔｈｅｒｙら，２００５；
Ｓｉｎｇｕら，２００５；Ｙｕら，２０００）。
【０００５】
　Ｅ．ｃｈａｆｆｅｅｎｓｉｓにおいて縦列反復配列を有する３つの免疫反応性タンパク
質（ｇｐ１２０、ｇｐ４７、およびＶＬＰＴ）が、ならびにＥ．ｃａｎｉｓにおいて２つ
のオルソログ（それぞれ、ｇｐ１４０およびｇｐ３６）が、同定され、分子的に特性づけ
されている。Ｅ．ｃｈａｆｆｅｅｎｓｉｓ　ｇｐ１２０およびｇｐ４７は、表面デンスコ
ア（ｄｅｎｓｅ－ｃｏｒｅｄ）エールリヒア上で特異的に発現され、分泌される、主要免
疫反応性タンパク質である（Ｄｏｙｌｅら，２００６；Ｐｏｐｏｖら，２０００）。Ｅ．
ｃｈａｆｆｅｅｎｓｉｓ免疫反応性タンパク質（ｇｐ１２０、ｐｇ４７およびＶＬＰＴ）
ならびにＥ．ｃａｎｉｓ　ｇｐ３６における縦列反復配列の数および／または配列の甚だ
しい可変性は、十分に文献に記載されている（Ｃｈｅｎら，１９９７；Ｄｏｙｌｅら，２
００６；Ｓｕｍｎｅｒら，１９９９）。ｇｐ１２０は、それぞれが８０のアミノ酸を有す
る２から５のほぼ同一の高セリンＴＲを含有し、ｇｐ４７は、それぞれの種の異なる単離
物の間で数およびアミノ酸配列が異なるカルボキシ末端高セリンＴＲを有する。ｇｐ１２
０とｇｐ４７の両方の主要抗体エピトープが、これらの高セリン酸性ＴＲにマッピングさ
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れている。（Ｄｏｙｌｅら，２００６；Ｙｕら，１９９６；Ｙｕら，１９９７）。類似し
て、ＶＬＰＴは、３から６の非同一高セリンＴＲ（３０アミノ酸）を有するが、Ｅ．ｃａ
ｎｉｓオルソログ（ｇｐ１９）には、多数のＴＲがない。そのゲノムのコーディング配列
と非コーディング配列の両方における縦列反復配列の存在は、エールリヒアゲノムの拡大
および縮小の活性プロセスに結びつけられており（Ｆｒｕｔｏｓら，２００６）、ゲノム
の変化および不安定性の主な原因と考えられている（ＢｚｙｍｅｋおよびＬｏｖｅｔｔ，
２００１）。Ｅ．ｃｈａｆｆｅｅｎｓｉｓ　ｖｌｐｔ遺伝子も、９０ｂｐ縦列反復配列の
数（２から６）の変動を示し、ならびに分子診断ターゲットとしておよび単離物の区別に
も利用されている（Ｓｕｍｎｅｒら，１９９９；Ｙａｂｓｌｅｙら，２００３）。
【０００６】
　最近、Ｅ．ｃｈａｆｆｅｅｎｓｉｓにおけるＶＬＰＴタンパク質について以前に報告さ
れているものと同じ相対染色体位置および実質的な相同性をＣ末端高システイン－チロシ
ンドメインに有する、Ｅ．ｃａｎｉｓの強酸性１９ｋＤａ主要免疫反応性タンパク質が同
定された（ｇｐ１９）。しかし、Ｅ．ｃｈａｆｆｅｅｎｓｉｓ　ＶＬＰＴは、免疫反応性
であるが、その細胞の位置、機能および防御免疫発現における役割は、殆どわかっていな
い。天然ＶＬＰＴの分子量も不明である。Ｅ．ｃｈａｆｆｅｅｎｓｉｓ　Ａｒｋａｎｓａ
ｓ株は、４４ｋＤａであることは示唆されているが、その質量と一致する免疫反応性タン
パク質は、報告されていない（Ｓｕｍｎｅｒら，１９９９）。Ｅ．ｃｈａｆｆｅｅｎｓｉ
ｓ　ＡｒｋａｎｓａｓのＶＬＰＴは、１９８アミノ酸タンパク質であり、これは、４つの
反復配列（３０アミノ酸）を有し、およびそのアミノ酸配列によって予測されたものの約
２倍の分子量を有する（Ｓｕｍｎｅｒら，１９９９）。Ｅ．ｃｈａｆｆｅｅｎｓｉｓ　Ｖ
ＬＰＴタンパク質は、他の記載されているエールリヒア糖タンパク質と一致する翻訳後修
飾を有するようだが、ＶＬＰＴ上の炭水化物の存在は、立証されていない。
【０００７】
　感染中の体液免疫の惹起に関与するエールリヒア免疫決定因子の分子特性の定義づけは
、Ｅｈｒｌｉｃｈｉａ種の免疫の基礎の理解に重要である。本発明は、哺乳動物における
エールリヒア（ｅｒｈｌｉｃｈｉａｌ）感染症に関する新規方法および組成物を提供する
ことによって当該技術分野における要求を満たすものであり、詳細には、Ｅ．ｃｈａｆｆ
ｅｅｎｓｉｓ　ＶＬＰＴを利用する方法および組成物を提供する。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００８】
【非特許文献１】Paddock, C. D. and J. E. Childs. 2003.Ehrlichia chaffeensis:a pr
ototypical emerging pathogen. Clin. Microbiol. Rev.16:37-64..
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【０００９】
　ヒト単球性エールリヒア症（ＨＭＥ）は、偏性細胞内寄生細菌Ｅｈｒｌｉｃｈｉａ　ｃ
ｈａｆｆｅｅｎｓｉｓによって引き起こされるマダニ媒介疾患である。一般に、本発明は
、エールリヒア組成物およびそれらを製造および使用する方法に関する。特定の実施形態
において、本発明は、例えば、エールリヒア症のためのワクチン、例えばサブユニットワ
クチンなど、のような免疫防御抗原を含む、免疫原性組成物に関する。前記免疫原性組成
物は、例えばヒト、イヌ、ネコ、ウマ、ブタ、ヤギまたはヒツジをはじめとする、任意の
哺乳動物に利用することができる。
【００１０】
　Ｅｈｒｌｉｃｈｉａ　ｃｈａｆｆｅｅｎｓｉｓおよびＥ．ｃａｎｉｓは、縦列反復配列
（ＴＲ）含有タンパク質の小さなサブセットを有し、これらのタンパク質は、強い宿主免
疫応答を惹起し、および宿主－病原体相互作用に関係する。以前、Ｅ．ｃａｎｉｓの高保
存１９ｋＤａ主要免疫反応性タンパク質（ｇｐ１９）が、特性づけされ、Ｅ．ｃｈａｆｆ
ｅｅｎｓｉｓにおける対応するＴＲ含有オルソログ可変長ＰＣＲターゲット（ＶＬＰＴ）



(4) JP 2014-1240 A 2014.1.9

10

20

30

40

50

タンパク質が同定された。本発明の実施形態では、天然３２ｋＤａ　ＶＬＰＴタンパク質
を同定し、その免疫決定因子を定義して、Ｅ．ｃｈａｆｆｅｅｎｓｉｓへの宿主免疫応答
の分子的基礎をさらに定義する。ＶＬＰＴの様々な領域に対応する合成および／または組
換えポリペプチドを使用して、主要抗体エピトープをＴＲ含有領域に局在定位した。Ｅ．
ｃｈａｆｆｅｅｎｓｉｓに感染したイヌおよびＨＭＥ患者からの血清中の抗体と強く反応
する主要抗体エピトープを３つの非同一反復配列（Ｒ２、Ｒ３およびＲ４）において同定
した。ＶＬＰＴ－Ｒ３およびＶＬＰＴ－Ｒ２は、抗体と最も強く反応し、ならびにそのエ
ピトープは、種特異的である、これらの反復配列間に共通するほぼ同一の隣接１７アミノ
酸領域に局在した。Ｒ４におけるエピトープは、Ｒ２およびＲ３のものとは異なり、配座
的依存性を有することが判明した。感染細胞からの上清においてＶＬＰＴが検出された。
これは、そのタンパク質が分泌されたことを示している。ＶＬＰＴは、網状細胞とデンス
コア細胞の両方に局在し、ならびに細胞外では桑実胚原線維基質において見つかり、桑実
胚膜と会合していた。
【００１１】
　本発明の一定の態様には、Ｅ．ｃｈａｆｆｅｅｎｓｉｓにおける主要免疫反応性糖タン
パク質ＶＬＰＴ、Ｅ．ｃａｎｉｓ　ｇｐ１９のオルソログの同定および特性づけがある。
Ｅ．ｃａｎｉｓ　ｇｐ１９には、Ｅ．ｃｈａｆｆｅｅｎｓｉｓのＶＬＰＴ中に存在する縦
列反復配列がないが、これら２つのタンパク質は、高システイン／チロシン・カルボキシ
ル末端領域において実質的なアミノ酸類似性（５９％）を示し、両方の遺伝子が、同じ相
対染色体位置を有する。組換えエールリヒアＴＲ含有タンパク質上の炭水化物が、それら
の天然対応物に類似して予測質量より大きな質量を示すことが判明した。ＶＬＰＴは、ゲ
ル電気泳動による予測質量より大きい質量を示し、この発見は、天然および組換え、両方
のＶＬＰＴタンパク質で観察される。セリンおよびトレオニン残基は、Ｏ－グリカンのた
めの連結部位であり、これらのアミノ酸の一部は、ＶＬＰＴ上のグリカン結合部位である
と予測された。しかし、他のエールリヒアタンパク質とは異なり、ＶＬＰＴ上で炭水化物
は見つけられず、組換え２反復配列含有フラグメント（ＶＬＰＴ－Ｒ３２；反復配列Ｒ３
とＲ２の組み合わせ）の（ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦによって判定した場合の）質量は、その予
測質量と一致し、これは、その異常な移動がＶＬＰＴ縦列反復配列の翻訳後修飾に起因し
ないことを裏付けた。しかし、代替実施形態において、ＶＬＰＴは、翻訳後修飾される。
ＶＬＰＴは、高酸性タンパク質であり、これは、一定の実施形態では、電気泳動の移動性
の増加に関係する。特定の実施形態において、ＶＬＰＴの高い酸性アミノ酸含有率および
低い総ｐＩ（３．８）は、その電気泳動挙動に関係し、特別な場合、他の高酸性ＴＲ含有
エールリヒアタンパク質の異常挙動の一因となる。
【００１２】
　本発明の特定の態様には、以下の特性の１つ以上を有するエールリヒアＶＬＰＴポリペ
プチド組成物（またはそれらのすべてもしくは一部をコードするポリヌクレオチド組成物
）がある：１）特定の実施形態では、エピトープ決定因子の一部を含む、１つ以上の部分
を含む；２）免疫原的に種特異的である１つ以上の部分、例えばエピトープ、を含む；３
）細胞外的に、例えば分泌により、放出される；４）主要Ｂ細胞エピトープを含む；５）
表面が露出されている；６）例えばその表面などで、感染性デンスコア形態のエールリヒ
アと会合している；および７）桑実胚原線維（多数の個々のエールリヒアを保有する細胞
空胞（桑実胚）内部の微小コロニーからのエールリヒア）と会合している。さらなる態様
では、本発明の組換えポリペプチド組成物を、例えばワクチンをはじめとする、免疫原性
組成物として利用することができる。
【００１３】
　本発明の特定の実施形態には、免疫原性であるアミノ酸配列を含むＥ．ｃｈａｆｆｅｅ
ｎｓｉｓ　ＶＬＰＴ免疫原性組成物があり、およびさらなる特定の実施形態において、こ
の免疫原性は、エピトープの少なくとも一部であることを特徴とする。さらなる実施形態
において、前記アミノ酸配列は、エールリヒア属生物、例えばＥ．ｃｈａｆｆｅｅｎｓｉ
ｓ、に対するワクチン組成物の少なくとも一つを構成する。特定の実施形態において、前
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記アミノ酸配列は、セリン、トレオニン、および／または場合によってはアラニン、プロ
リン、バリン、および／またはグルタミン酸を含む。
【００１４】
　さらなる特定の実施形態において、本発明のアミノ酸配列、例えば、免疫原性アミノ酸
配列は、以下の
【００１５】
【化１】

の一部またはすべてを含む。追加の実施形態において、前記アミノ酸配列は、医薬的に許
容される賦形剤の中に含まれており、前記賦形剤は、本発明の一部の態様ではアジュバン
トを含む。本発明の一定の態様には、配列番号１のペプチド配列
【００１６】

【化３】

をコードする配列番号１６
【００１７】
【化２】

を含むポリヌクレオチドがある。
【００１８】
　本発明の一定の実施形態には、免疫原性ＶＬＰＴ　Ｅ．ｃｈａｆｆｅｅｎｓｉｓ組成物
があり、このＶＬＰＴ組成物の特定の配列が、その免疫原性を付与することができ、例え
ば、このＶＬＰＴ組成物の一領域は、エピトープを含むことがある。
【００１９】
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　本発明の一部の態様において、多数の異なるＥ．ｃｈａｆｆｅｅｎｓｉｓ株が、免疫原
性ＶＬＰＴ組成物を含み、およびエピトープを含むＶＬＰＴ組成物の領域には株間で（例
えば、約８０％、８５％、９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、
９７％、９８％または９９％を超えるような）有意な配列同一性がある。しかし、一部の
実施形態では、エピトープを含まないＶＬＰＴ組成物の領域に株間での有意な配列同一性
が存在する場合もある。本発明の特定の態様には、１つより多くのＥ．ｃｈａｆｆｅｅｎ
ｓｉｓ株に対して免疫原性であるＶＬＰＴ組成物があり、特定の態様において、それらの
株のうちの１つのエピトープは、配列番号３、配列番号４、配列番号５、配列番号８、配
列番号９、配列番号１０または配列番号１１、である、またはを含む、またはから本質的
に成る、またはから成るが、他のエピトープも同定されることがある。代替ＶＬＰＴ　Ｅ
．ｃｈａｆｆｅｅｎｓｉｓエピトープが同定される実施形態では、例えば、配列番号３；
配列番号４；配列番号５；配列番号８；配列番号９；配列番号１０；または配列番号１１
を含む混合物などの、ＶＬＰＴ　Ｅ．ｃｈａｆｆｅｅｎｓｉｓエピトープの混合物を含む
免疫原性組成物を提供することができる。
【００２０】
　本発明の実施形態には、免疫原性ＶＬＰＴ　Ｅ．ｃｈａｆｆｅｅｎｓｉｓ糖タンパク質
がある。本発明の追加の実施形態には、配列番号３、配列番号４、配列番号５、配列番号
８、配列番号９、配列番号１０；または配列番号１１を含むＥ．ｃｈａｆｆｅｅｎｓｉｓ
組成物がある。本発明の特定の態様において、前記組成物は、医薬的に許容される賦形剤
をさらに含む。前記組成物は、１つ以上の炭水化物部分を含むと、エピトープの一部もし
くはすべてを含むと、および／またはサブユニットワクチンなどのワクチンとして、さら
に定義することができる。
【００２１】
　本発明のもう１つの実施形態には、配列番号１６のポリヌクレオチドの少なくとも一部
によってコードされたポリペプチドを含むＥ．ｃｈａｆｆｅｎｉｓｉｓ組成物および／ま
たは配列番号１のポリペプチドを含むＥ．ｃｈａｆｆｅｅｎｓｉｓ組成物がある。本発明
の１つの実施形態には、（ａ）配列番号３；配列番号４；配列番号５；配列番号８；配列
番号９；配列番号１０；もしくは配列番号１１から成る群より選択される配列；または（
ｂ）（ａ）における１つ以上の配列と少なくとも約７０％同一である配列を含む、Ｅｈｒ
ｌｉｃｈｉａ　ＶＬＰＴ糖タンパク質を含む単離された組成物がある。前記組成物は、（
ａ）における１つ以上の配列と少なくとも約７５％、約８０％、約８５％、約９０％また
は約９５％同一である配列と、さらに定義することができる。前記組成物は、医薬的に許
容される賦形剤に含まれていると、１つ以上の炭水化物部分を含むと、および／またはワ
クチンとして適する医薬組成物に含まれていると、さらに定義することもできる。
【００２２】
　特定の実施形態には、ＳＥＱ配列番号３；配列番号４；配列番号５；配列番号８；配列
番号９；配列番号１０；もしくは配列番号１１、またはそれらの混合物をコードする、単
離されたポリヌクレオチドがある。
【００２３】
　特定の実施形態には、ａ）配列番号３；配列番号４；配列番号５；配列番号８；配列番
号９；配列番号１０；もしくは配列番号１１をコードするポリヌクレオチド；またはｂ）
ａ）のポリヌクレオチドと少なくとも約９０％同一であり、および免疫反応性Ｅ．ｃｈａ
ｆｆｅｅｎｓｉｓ　ＶＬＰＴポリペプチドをコードするポリヌクレオチドを含む、単離さ
れたポリヌクレオチドがある。
【００２４】
　本発明の追加の実施形態には、ａ）配列番号３；配列番号４；配列番号５；配列番号８
；配列番号９；配列番号１０；もしくは配列番号１１、またはｂ）配列番号３；配列番号
４；配列番号５；配列番号８；配列番号９；配列番号１０；もしくは配列番号１１と少な
くとも約７０％同一であり、および免疫原活性を含むＶＬＰＴポリペプチドを含む、単離
されたポリペプチドがある。特定の実施形態において、前記ポリペプチドは、医薬的に許
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容される賦形剤に含まれており、および／または、ワクチンとして適する医薬組成物に含
まれていると、さらに定義することができる。
【００２５】
　本発明の一定の態様には、配列番号１７、配列番号１８、配列番号１９、配列番号２０
、配列番号２１、または配列番号２２の例示的プライマーのうちの１つ以上によって増幅
することができるポリヌクレオチドがある（表４）。
【００２６】
　本発明のもう１つの態様には、本発明の１つ以上のポリペプチドを結合する、単離され
た抗体がある。抗体は、例えば、モノクローナルである場合もあり、ポリクローナルであ
る場合もあり、または抗体フラグメントである場合もある。特定の実施形態において、前
記抗体は、ＶＬＰＴ、例えば配列番号３；配列番号４；配列番号５；配列番号８；配列番
号９；配列番号１０；もしくは配列番号１１を含むもの、のエピトープに選択的に結合す
る。特定の実施形態において、前記抗体は、本発明の１つ以上のポリペプチドと免疫学的
に反応すると言われることがある。
【００２７】
　本発明の追加の実施形態には、Ｅ．ｃｈａｆｆｅｅｎｓｉｓ感染症に対する耐性をもた
らす方法があり、この方法は、本発明の組成物、例えばＶＬＰＴ抗体、ポリペプチドおよ
び／またはポリヌクレオチド、の治療有効量を個体に送達する工程を含む。
【００２８】
　もう１つの実施形態には、個体において免疫応答を誘導する方法があり、この方法は、
治療有効量の本発明のＶＬＰＴポリペプチドをその個体に送達する工程を含む。本発明の
追加の実施形態には、被験体におけるＥ．ｃｈａｆｆｅｅｎｓｉｓ感染症を抑制または予
防する方法があり、この方法は、Ｅ．ｃｈａｆｆｅｅｎｓｉｓに曝露する前のまたは曝露
若しくは感染している疑いがある被験体を同定する工程、ならびに本発明のポリペプチド
、抗体および／またはポリヌクレオチドをＥ．ｃｈａｆｆｅｅｎｓｉｓ感染症の抑制に有
効な量で投与する工程を含む。
【００２９】
　本発明のポリヌクレオチドは、ウイルスベクターまたは非ウイルスベクターなどのベク
ターに含まれていることがあり、この場合、前記ウイルスベクターは、アデノウイルスベ
クター、レトロウイルスベクター、レンチウイルスベクター、アデノ関連ベクター、ヘル
ペスウイルスベクター、またはワクシニアウイルスベクターであり得、および前記非ウイ
ルスベクターは、プラスミドであり得る。本発明のさらなる態様において、前記ベクター
は、前記ポリヌクレオチドに作動可能に連結されたプロモーターを含み、この場合、前記
プロモーターは、原核細胞、真核細胞、または両方において作動可能である。本発明のポ
リヌクレオチドは、リポソームに含まれていることがあり、および／または医薬的に許容
される賦形剤に含まれていることがある。
【００３０】
　本発明の一定の態様には、本発明のポリペプチドと免疫反応する、単離された抗体があ
り、前記抗体は、例えば、モノクローナル抗体である場合があり、ポリクローナル抗血清
に含まれている場合があり、または抗体フラグメントである場合がある。
【００３１】
　本発明の他の実施形態には、個体において免疫応答を誘導する方法があり、この方法は
、本発明の組成物、例えばポリペプチド、抗体および／またはポリヌクレオチド、の治療
有効量をその個体に送達する工程を含む。
【００３２】
　本発明の追加の実施形態には、被験体におけるＥ．ｃｈａｆｆｅｅｎｓｉｓ感染症を抑
制する方法があり、この方法は、Ｅ．ｃｈａｆｆｅｅｎｓｉｓに曝露する前のまたは曝露
若しくは感染している疑いがある被験体を同定する工程；ならびに本発明のポリペプチド
をＥ．ｃｈａｆｆｅｅｎｓｉｓ感染症の抑制に有効な量で投与する工程を含む。本発明の
さらなる実施形態には、個体におけるＥ．ｃｈａｆｆｅｅｎｓｉｓ感染症を同定する方法
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があり、この方法は、その個体からのサンプルを本発明の抗体、ポリペプチド、および／
またはポリヌクレオチドについてアッセイする工程を含む。
【００３３】
　本発明の特定の態様において、ポリペプチドは、長さが１０から１１アミノ酸である、
長さが１０から１２アミノ酸である、長さが１０から１３アミノ酸である、長さが１０か
ら１４アミノ酸である、長さが１０から１５アミノ酸である、長さが１０から１７アミノ
酸である、長さが１０から２０アミノ酸である、長さが１０から２５アミノ酸である、長
さが１４から２０アミノ酸である、長さが１４から２５アミノ酸である、長さが１４から
２７アミノ酸である、長さが１４から３０アミノ酸である、長さが１５から３０アミノ酸
である、長さが１６から２０アミノ酸である、長さが１６から２５アミノ酸である、長さ
が１６から３０アミノ酸である、長さが１７から２０アミノ酸である、長さが１７から２
５アミノ酸である、長さが１７から３０アミノ酸である、長さが２０から２５アミノ酸で
ある、長さが２０から２７アミノ酸である、長さが２０から３０アミノ酸である、長さが
２４から３０アミノ酸である、長さが２４から３５アミノ酸である、長さが２４から４０
アミノ酸である、長さが２４から４５アミノ酸である、長さが２４から５０アミノ酸であ
る、長さが２４から５５アミノ酸である、長さが２４から６０アミノ酸である、長さが２
４から６５アミノ酸である、長さが２４から７０アミノ酸である、長さが２４から７５ア
ミノ酸である、長さが２４から８０アミノ酸である、長さが２４から８５アミノ酸である
、長さが２４から９０アミノ酸である、長さが２４から９５アミノ酸である、長さが２４
から１００アミノ酸である、長さが３０から５０アミノ酸である、長さが３０から４５ア
ミノ酸である、または長さが３０から５５アミノ酸である、とさらに定義される。
【００３４】
　特定の実施形態において、本発明のポリペプチドは、長さが少なくとも１０、１１、１
２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０、２１、２２、２３、２４、２５
、２６、２７、２８、２９、３０、３５、４０、４５、５０、５５、６０、６５、７０、
または７５アミノ酸以上である。本発明の一定の態様において、本発明のポリペプチドは
、長さが１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０、２１、２２、
２３、２４、２５、２６、２７、２８、２９、３０、３５、４０、４５、５０、５５、６
０、６５、７０、または７５アミノ酸以下である。
【００３５】
　配列番号３；配列番号４；配列番号５；配列番号８；配列番号９；配列番号１０；また
は配列番号１１を含むポリペプチドの変異体は、配列番号３；配列番号４；配列番号５；
配列番号８；配列番号９；配列番号１０；もしくは配列番号１１と少なくとも８０％同一
であると；配列番号３；配列番号４；配列番号５；配列番号８；配列番号９；配列番号１
０；もしくは配列番号１１と少なくとも８５％同一であると；配列番号３；配列番号４；
配列番号５；配列番号８；配列番号９；配列番号１０；もしくは配列番号１１と少なくと
も９０％（もしくは９１％、もしくは９２％、もしくは９３％、もしくは９４％）同一で
あると；配列番号３；配列番号４；配列番号５；配列番号８；配列番号９；配列番号１０
；もしくは配列番号１１と少なくとも９５％（もしくは９６％、もしくは９７％、もしく
は９８％、もしくは９９％）同一であると定義することができる。
【００３６】
　追加の実施形態には、（ａ）配列番号３；配列番号４；配列番号５；配列番号８；配列
番号９；配列番号１０；もしくは配列番号１１を有するペプチド；または（ｂ）（ａ）の
ペプチドの変異体を含む組成物があり、この場合、前記変異体は、配列番号３；配列番号
４；配列番号５；配列番号８；配列番号９；配列番号１０；または配列番号１１と少なく
とも７５％同一であり、前記組成物は、個体の免疫応答を惹起することができる。特定の
実施形態には、長さが１４から３０アミノ酸であるペプチドがある。特定の実施形態には
、配列番号３；配列番号４；配列番号５；配列番号８；配列番号９；配列番号１０；また
は配列番号１１と少なくとも８０％、少なくとも８５％、少なくとも９０％、または少な
くとも９５％同一であると、さらに定義される変異体がある。



(9) JP 2014-1240 A 2014.1.9

10

20

30

40

50

【００３７】
　本発明の組成物は、個体にＥｈｒｌｉｃｈｉａ　ｃｈａｆｆｅｅｎｓｉｓに対する免疫
を備えさせる活性を有すると定義することができる。本発明の組成物は、個体についての
Ｅｈｒｌｉｃｈｉａ　ｃｈａｆｆｅｅｎｓｉｓに対する免疫反応を誘導する活性を有する
と定義することができる。本発明の組成物は、本明細書において提供する任意のポリペプ
チド、ペプチド、ポリヌクレオチド、および／または抗体を含む。
【００３８】
　ウイルスベクターまたは非ウイルスベクターなどのベクターに含まれていると核酸分子
をさらに定義することができ、この場合、前記ウイルスベクターは、アデノウイルスベク
ター、レトロウイルスベクター、またはアデノ関連ウイルスベクターを含み得る。前記核
酸は、リポソームに含まれていることがある。
【００３９】
　特定の実施形態には、配列番号３；配列番号４；配列番号５；配列番号８；配列番号９
；配列番号１０；および配列番号１１から成る群より選択されるアミノ酸配列のうちの１
つ以上と免疫反応する、単離された抗体がある。さらなる特定の実施形態において、前記
抗体は、モノクローナル抗体であり、ポリクローナル抗血清に含まれており、または抗体
フラグメントである。
【００４０】
　追加の実施形態には、ポリペプチドを生産する方法があり、この方法は、本発明のポリ
ヌクレオチドを含む宿主細胞を提供すること、その宿主細胞がそのポリヌクレオチドを発
現するために適する条件下でその細胞を培養して、コードされたポリペプチドを生産する
ことを含む。前記方法は、前記ポリペプチドの単離を含むことがある。
【００４１】
　本発明の追加の実施形態には、個体において免疫応答を誘導する方法があり、この方法
は、治療有効量の本発明の組成物をその個体に送達する工程を含む。
【００４２】
　本発明のさらなる実施形態には、被験体におけるＥ．ｃｈａｆｆｅｅｎｓｉｓ感染症を
抑制する方法があり、この方法は、Ｅ．ｃｈａｆｆｅｅｎｓｉｓに曝露する前のまたは曝
露若しくは感染している疑いがある被験体に有効量の本発明の組成物を投与する工程を含
む。
【００４３】
　本発明の追加の実施形態には、個体におけるＥ．ｃｈａｆｆｅｅｎｓｉｓ感染症を同定
する方法があり、この方法は、その個体からのサンプルを次のものの一方または両方につ
いてアッセイする工程を含む：（ａ）配列番号３；配列番号４；配列番号５；配列番号８
；配列番号９；配列番号１０；もしくは配列番号１１のポリペプチド、またはその混合物
；あるいは（ｂ）配列番号３；配列番号４；配列番号５；配列番号８；配列番号９；配列
番号１０；もしくは配列番号１１から成る群より選択されるアミノ酸配列と免疫反応する
抗体。特定の実施形態において、前記（ｂ）の抗体は、配列番号３；配列番号４；配列番
号５；配列番号８；配列番号９；配列番号１０；または配列番号１１のアミノ酸配列と免
疫反応する。特定の態様において、サンプルの抗体についてのアッセイは、ＥＬＩＳＡに
よる、例えば前記（ｂ）の抗体以外の１つ以上のＥ．ｃｈａｆｆｅｅｎｓｉｓ抗体につい
てのアッセイを可能にするものによる、抗体についてのアッセイと、さらに定義される。
【００４４】
　本発明の実施形態には、次の組成物の１つ以上を含むキットがある：（ａ）配列番号３
；配列番号４；配列番号５；配列番号８；配列番号９；配列番号１０；または配列番号１
１を含む単離されたポリペプチド；（ｂ）（ａ）のポリペプチドと少なくとも７０％同一
である単離されたポリペプチド；（ｃ）配列番号３；配列番号４；配列番号５；配列番号
８；配列番号９；配列番号１０；または配列番号１１を含む単離されたポリペプチド；（
ｄ）配列番号３；配列番号４；配列番号５；配列番号８；配列番号９；配列番号１０；ま
たは配列番号１１と少なくとも７０％同一である単離されたポリペプチド；（ｅ）配列番
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号３；配列番号４；配列番号５；配列番号８；配列番号９；配列番号１０；または配列番
号１１から成る群より選択されるアミノ酸配列のうちの１つ以上と免疫反応する単離され
た抗体。特定の実施形態において、前記キットは、前記組成物のうちの２つ以上を含むと
、さらに定義される。
【００４５】
　本発明の１つの実施形態には、次のものの１つ以上を含むポリペプチド組成物がある：
（ａ）配列番号３；配列番号４；配列番号５；配列番号８；配列番号９；配列番号１０；
および配列番号１１から成る群より選択される１つ以上のアミノ酸配列を含む単離された
ポリペプチド；または（ｂ）（ａ）のポリペプチドと少なくとも９５％同一である単離さ
れたポリペプチド。特定の実施形態において、前記単離されたポリペプチドは、医薬的に
許容される希釈剤に分散している。もう１つの特定の実施形態において、前記（ａ）のポ
リペプチドは、配列番号３、配列番号４、および配列番号５から成る群より選択されるア
ミノ酸配列を含む。追加の特定の実施形態において、前記（ａ）のポリペプチドは、配列
番号８；配列番号９；配列番号１０；または配列番号１１から成る群より選択されるアミ
ノ酸配列を含む。
【００４６】
　本発明の追加の実施形態には、配列番号３；配列番号４；配列番号５；配列番号８；配
列番号９；配列番号１０；および配列番号１１から成る群より選択されるアミノ酸配列の
１つ以上と免疫反応する単離された抗体がある。特定の実施形態において、前記抗体は、
モノクローナル抗体またはポリクローナル抗体である。
【００４７】
　本発明のもう１つの実施形態には、個体において免疫応答を誘導する方法があり、この
方法は、治療有効量の本発明の組成物をその個体に送達する工程を含む。本発明の１つの
実施形態には、被験体におけるＥ．ｃｈａｆｆｅｅｎｓｉｓ感染症を抑制する方法があり
、この方法は、有効量の本発明の組成物をその被験体に投与する工程を含む。
【００４８】
　本発明の一定の態様には、個体におけるＥ．ｃｈａｆｆｅｅｎｓｉｓ感染症を同定する
方法があり、この方法は、その個体からのサンプルを、次のものの１つ以上についてアッ
セイする工程を含む：（ａ）配列番号３；配列番号４；配列番号５；配列番号８；配列番
号９；配列番号１０；および配列番号１１から成る群より選択される１つ以上のアミノ酸
配列を含む単離されたポリペプチド；または（ｂ）（ａ）のポリペプチドから成る群より
選択されるアミノ酸配列と免疫反応する抗体。本発明の１つの実施形態では、前記サンプ
ルを、配列番号１７および配列番号１９のアミノ酸配列を有するポリペプチドについてア
ッセイする。特定の実施形態において、前記アッセイは、前記（ｂ）の抗体についてのＥ
ＬＩＳＡによるアッセイである。本発明のもう１つの実施形態において、前記方法は、前
記個体からのサンプルを得ることをさらに含む。
【００４９】
　本発明の追加の実施形態には、本発明のポリペプチド組成物を含む、適する容器に収容
された、キットがある。一部の実施形態において、前記キットは、本発明の２つ以上のポ
リペプチド組成物を含む。特定の実施形態において、前記ポリペプチドは、配列番号８、
配列番号９、配列番号１０、配列番号１１、配列番号３、配列番号４、および／または配
列番号５のアミノ酸配列を含む。
　本発明の好ましい実施形態では、例えば以下が提供される：
（項目１）
以下の１つ以上を含むポリペプチド組成物：
（ａ）配列番号３；配列番号４；配列番号５；配列番号８；配列番号９；配列番号１０；
および配列番号１１から成る群より選択される１つ以上のアミノ酸配列を含む単離された
ポリペプチド；または
（ｂ）（ａ）のポリペプチドと少なくとも９５％同一である単離されたポリペプチド。
（項目２）
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前記単離されたポリペプチドが、医薬的に許容される希釈剤に分散している、項目１に記
載のポリペプチド組成物。
（項目３）
前記（ａ）のポリペプチドが、配列番号３、配列番号４、および配列番号５から成る群よ
り選択されるアミノ酸配列を含む、項目１に記載の組成物。
（項目４）
前記（ａ）のポリペプチドが、配列番号８；配列番号９；配列番号１０；または配列番号
１１から成る群より選択されるアミノ酸配列を含む、項目１に記載の組成物。
（項目５）
前記（ａ）のポリペプチドが、アミノ酸配列配列番号８を含む、項目１に記載の組成物。
（項目６）
前記（ａ）のポリペプチドが、アミノ酸配列配列番号９を含む、項目１に記載の組成物。
（項目７）
前記（ａ）のポリペプチドが、アミノ酸配列配列番号１０を含む、項目１に記載の組成物
。
（項目８）
前記（ａ）のポリペプチドが、アミノ酸配列配列番号１１を含む、項目１に記載の組成物
。
（項目９）
前記（ａ）のポリペプチドが、アミノ酸配列配列番号３を含む、項目１に記載の組成物。
（項目１０）
前記（ａ）のポリペプチドが、アミノ酸配列配列番号４を含む、項目１に記載の組成物。
（項目１１）
前記（ａ）のポリペプチドが、アミノ酸配列配列番号５を含む、項目１に記載の組成物。
（項目１２）
配列番号３；配列番号４；配列番号５；配列番号８；配列番号９；配列番号１０；および
配列番号１１から成る群より選択されるアミノ酸配列のうちの１つ以上と免疫反応する単
離された抗体。
（項目１３）
アミノ酸配列配列番号３と免疫反応する単離された抗体。
（項目１４）
アミノ酸配列配列番号４と免疫反応する単離された抗体。
（項目１５）
アミノ酸配列配列番号５と免疫反応する単離された抗体。
（項目１６）
アミノ酸配列配列番号８と免疫反応する単離された抗体。
（項目１７）
アミノ酸配列配列番号９と免疫反応する単離された抗体。
（項目１８）
アミノ酸配列配列番号１０と免疫反応する単離された抗体。
（項目１９）
アミノ酸配列配列番号１１と免疫反応する単離された抗体。
（項目２０）
モノクローナル抗体である、項目１２に記載の抗体。
（項目２１）
ポリクローナル抗体である、項目１２に記載の抗体。
（項目２２）
個体における免疫応答を誘導する方法であって、治療有効量の項目１に記載の組成物を該
個体に送達する工程を含む方法。
（項目２３）
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被験体におけるＥ．ｃｈａｆｆｅｅｎｓｉｓ感染症を抑制する方法であって、有効量の項
目１に記載の組成物を被験体に送達する工程を含む方法。
（項目２４）
個体におけるＥ．ｃｈａｆｆｅｅｎｓｉｓ感染症を同定する方法であって、該個体からの
サンプルを以下の１つについてアッセイする工程を含む方法：
（ａ）配列番号３；配列番号４；配列番号５；配列番号８；配列番号９；配列番号１０；
および配列番号１１から成る群より選択される１つ以上のアミノ酸配列を含む単離された
ポリペプチド；または
（ｂ）（ａ）のポリペプチドから成る群より選択されるアミノ酸配列と免疫反応する抗体
。
（項目２５）
前記（ａ）のポリペプチドが、アミノ酸配列配列番号３を有する、項目２４に記載の方法
。
（項目２６）
前記（ａ）のポリペプチドが、アミノ酸配列配列番号４を有する、項目２４に記載の方法
。
（項目２７）
前記（ａ）のポリペプチドが、アミノ酸配列配列番号５を有する、項目２４に記載の方法
。
（項目２８）
前記（ａ）のポリペプチドが、アミノ酸配列配列番号８を有する、項目２４に記載の方法
。
（項目２９）
前記（ａ）のポリペプチドが、アミノ酸配列配列番号９を有する、項目２４に記載の方法
。
（項目３０）
前記（ａ）のポリペプチドが、アミノ酸配列配列番号１０を有する、項目２４に記載の方
法。
（項目３１）
前記（ａ）のポリペプチドが、アミノ酸配列配列番号１１を有する、項目２４に記載の方
法。
（項目３２）
前記サンプルが、配列番号１７および配列番号１９のアミノ酸配列を有するポリペプチド
についてアッセイされる、項目２４に記載の方法。
（項目３３）
前記アッセイが、（ｂ）の抗体についてのＥＬＩＳＡによるものである、項目２４に記載
の方法。
（項目３４）
前記個体からサンプルを得ることをさらに含む、項目２４に記載の方法。
（項目３５）
項目１に記載のポリペプチド組成物を含む、適切な容器に収容された、キット。
（項目３６）
項目１に記載の２つ以上のポリペプチド組成物を含む、適切な容器に収容された、キット
。
（項目３７）
前記（ａ）のポリペプチドが、アミノ酸配列配列番号８を含む、項目１に記載の組成物を
含む、適切な容器に収容された、キット。
（項目３８）
前記（ａ）のポリペプチドが、アミノ酸配列配列番号９を含む、項目１に記載の組成物を
含む、適切な容器に収容された、キット。
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（項目３９）
前記（ａ）のポリペプチドが、アミノ酸配列配列番号１０を含む、項目１に記載の組成物
を含む、適切な容器に収容された、キット。
（項目４０）
前記（ａ）のポリペプチドが、アミノ酸配列配列番号１１を含む、項目１に記載の組成物
を含む、適切な容器に収容された、キット。
（項目４１）
前記（ａ）のポリペプチドが、アミノ酸配列配列番号３を含む、項目１に記載の組成物を
含む、適切な容器に収容された、キット。
（項目４２）
前記（ａ）のポリペプチドが、アミノ酸配列配列番号４を含む、項目１に記載の組成物を
含む、適切な容器に収容された、キット。
（項目４３）
前記（ａ）のポリペプチドが、アミノ酸配列配列番号５を含む、項目１に記載の組成物を
含む、適切な容器に収容された、キット。
（項目４４）
項目１２に記載の１つ以上の抗体を含む、適切な容器に収容された、キット。
【００５０】
　上述の事項は、後続の発明を実施するための形態をよりよく理解するために、本発明の
特徴および技術的利点をどちらかといえば広く概説したものである。本発明のクレームの
主題を構成する本発明の追加の特徴および利点を下で説明することとする。開示する概念
および特定の実施形態を、本発明の同目的を実施するために他の構造を修飾または設計す
るための基礎として容易に利用できることは、当業者には理解されるはずである。そのよ
うな等価の構築が、添付のクレームに示すような本発明の精神および範囲を逸脱しないこ
とも、当業者にはわかるはずである。さらなる目的および利点と共に、本発明に特有であ
ると考えられる新規の特徴は、その構成に関しても、操作方法に関しても、添付の図面と
共に考えると以下の説明からよりよく理解されるであろう。しかし、これらの図面のそれ
ぞれが、例証および説明のみを目的として提供するものであり、本発明の範囲の定義と解
釈されないことを、明確に理解しなければならない。
【図面の簡単な説明】
【００５１】
　本発明のより完全な理解のために、添付の図面と合わせて以下の説明を参照する。
【図１】図１Ａは、４つのＴＲのすべてのドメインおよび位置を示すＶＬＰＴタンパク質
のアミノ酸配列（括弧内にアミノ酸の数；Ｒ＝反復配列）を提供する。図１Ｂは、４つの
Ｅ．ｃｈａｆｆｅｅｎｓｉｓ　ＶＬＰＴ反復配列の関係を示す系統発生樹を提供する。目
盛は、アミノ酸同一率を表す。
【図２】図２Ａは、抗ＶＬＰＴ－Ｒ３ペプチド抗体と反応した、Ｅ．ｃｈａｆｆｅｅｎｓ
ｉｓ全細胞溶解産物中の天然ＶＬＰＴ（レーン１）、Ｅ．ｃｈａｆｆｅｅｎｓｉｓ感染細
胞から採取した上清中の天然ＶＬＰＴ（レーン２）、およびＥ．ｃａｎｉｓ全細胞溶解産
物中の天然ＶＬＰＴ（レーン３）の同定を示す。図２Ｂは、同じだが、抗Ｅ．ｃｈａｆｆ
ｅｅｎｓｉｓイヌ血清と反応したものを示す。予備免疫ウサギ血清またはイヌ血清対照は
、Ｅ．ｃｈａｆｆｅｅｎｓｉｓ全細胞溶解産物または上清を認識しなかった（データは示
さない）。
【図３】図３は、ＶＬＰＴエピトープをマッピングするために使用した合成および組換え
ペプチドの略図を提供する。
【図４】図４Ａは、Ｅ．ｃｈａｆｆｅｅｎｓｉｓ　ＶＬＰＴの合成および組換えペプチド
と抗Ｅ．ｃｈａｆｆｅｅｎｓｉｓイヌ（番号２２５１）血清との免疫反応性を示す。精製
された組換えペプチドのＳＤＳ－ＰＡＧＥおよび全タンパク質染色（上）ならびに抗Ｅ．
ｃｈａｆｆｅｅｎｓｉｓイヌ血清でプローブした対応する免疫ブロット（下）。Ｍ、精度
タンパク質標準物質（Ｂｉｏ－Ｒａｄ）；Ｃｔｒｌ、精製された組換えチオレドキシン。
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図４Ｂは、小さな組換えおよび対応する合成ＶＬＰＴポリペプチド（Ｎ［合成のみ］、Ｒ
１、Ｒ２、Ｒ３、およびＲ４）ならびに大きなＶＬＰＴタンパク質フラグメント（組換え
のみ；Ｃ、Ｒ４３２１－Ｃ、およびＲ３２）のＥＬＩＳＡによる免疫反応性を提供する。
ＯＤ読み取り値は、バッファのみのウエルのＯＤを引いた、３つのウエルについての平均
値（±標準偏差）を表す。
【図５】図５Ａは、ＶＬＰＴ－Ｒ３を代表するオーバーラッピングペプチド（７ペプチド
）の配列および配向を提供する。図５Ｂは、ＥＬＩＳＡによるＶＬＰＴ－Ｒ３オーバーラ
ッピングペプチドと抗Ｅ．ｃｈａｆｆｅｅｎｓｉｓイヌ血清との免疫反応性を示す。
【図６】図６は、ＥＬＩＳＡによる合成および組換えＥ．ｃｈａｆｆｅｅｎｓｉｓ　ＶＬ
ＰＴ反復配列（Ｒ２、Ｒ３、およびＲ４）と３つのＨＭＥ患者血清との免疫反応性を示す
（図６Ａ、６Ｂ、６Ｃ；Ｃｔｒｌ、精製組換えチオレドキシン）。合成Ｅ．ｃｈａｆｆｅ
ｅｎｓｉｓ　ＶＬＰＴ－Ｒ３は、ＥＬＩＳＡにより、１４のＨＭＥ患者血清（レーン１～
１４）、抗Ｅ．ｃｈａｆｆｅｅｎｓｉｓイヌ血清（レーン１５）および正常ヒト血清（レ
ーン１６）と反応した（図６Ｄ）。正常ヒト血清は、他のペプチドおよびまたタンパク質
を認識しなかった（データは示さない）。
【図７】図７は、抗ＶＬＰＴ－Ｒ３ペプチド抗体でプローブしたＥ．ｃｈａｆｆｅｅｎｓ
ｉｓのＤＨ８２細胞培養上清のウエスタン免疫ブロット（感染後０から６日、それぞれレ
ーン１から７）。Ｍ、精度タンパク質標準物質（Ｂｉｏ－Ｒａｄ）。
【図８】図８Ａは、網状およびデンスコア・エールリヒアにおけるＥ．ｃｈａｆｆｅｅｎ
ｓｉｓ　ＶＬＰＴの局在を明示する、Ｅ．ｃｈａｆｆｅｅｎｓｉｓ感染ＤＨ８２の超薄切
片の電子顕微鏡写真を提供する。図８Ｂは、未感染ＤＨ８２細胞を含有する対応する超薄
切片（陰性対照）を提供する。両方のパネルにおける細胞をウサギ抗ＶＬＰＴ－Ｒ３ペプ
チド抗体と反応させた（１：１０，０００）。バー＝１μｍ
【発明を実施するための形態】
【００５２】
　本出願は、２００７年８月７日出願のＰＣＴ／ＵＳ２００７／７５３４３、および２０
０６年８月３１日出願の米国特許仮出願第６０／８４１，４６５号、それら全体を、参照
により援用している。
【００５３】
　Ｉ．定義
　長年の特許法慣習に従って、語「１つ（ａ）」および「１つ（ａｎ）」は、クレームを
含めて、本明細書においてこの語が構成するものと一緒に用いるとき、「１つ以上」を示
す。本発明の一部の実施形態は、本発明の１つ以上の要素、方法工程、および／または方
法から成り得る、または本質的に成り得る。本明細書に記載する任意の方法または組成物
を、本明細書に記載する任意の他の方法または組成物について実施することができると考
えられる。
【００５４】
　本明細書において用いる場合の用語「炭水化物」は、炭素、水素および酸素から、特に
２Ｈ：１Ｃ：１Ｏの比で、成る組成物を指す。この用語は、例えば、糖、デンプン、およ
びセルロースを含む。
【００５５】
　本明細書において用いる場合の用語「エピトープ」は、特定の抗体が結合する組成物の
部位を指す。
【００５６】
　本明細書において用いる場合、「多糖類」と呼ばれることもある、用語「グリカン」は
、加水分解によって２つ以上の単糖類に分解され得る炭水化物を指す。言い換えると、そ
れを単純糖鎖（多価アルコールのアルデヒドまたはケトン誘導体）と呼ぶことができる。
【００５７】
　用語「同一性」は、当該技術分野において公知であるように、配列を比較することによ
って決定されるような２つ以上のポリペプチド分子または２つ以上の核酸分子の配列間の
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関係を指す。当該技術分野において、「同一性」は、場合によっては、二つ以上のヌクレ
オチド残基または二つ以上のアミノ酸残基間のマッチ数によって決定されるような、核酸
分子間またはポリペプチド分子間の配列関連度も意味する。「同一性」は、特定の数理モ
デルまたはコンピュータプログラム（すなわち、「アルゴリズム」）によって取り組まれ
る、ギャップアラインメント（もしあれば）を伴う、２つ以上の配列のより小さいものの
間の同一マッチ率の尺度となる。
【００５８】
　本明細書において用いる場合の用語「免疫原性」は、それに対して免疫応答を誘発する
ことができる組成物を指す。
【００５９】
　本明細書において用いる場合の用語「免疫応答」は、抗原に対する抗体を作ることによ
る、抗原の存在に対する免疫系の反応を指す。さらなる特定の実施形態では、抗原に対す
る免疫が全身によって細胞レベルで発現されることがあり、抗原に対する過敏症が発現さ
れることがあり、および／または耐性が、例えばその後の攻撃から、発現されることがあ
る。特定の実施形態において、免疫応答は、抗原分子を異物として識別し、抗原の形成を
誘導するリンパ球、およびそれと反応し、それをあまり有害でなくすることができるリン
パ球を含意する。
【００６０】
　本明細書において用いる場合の用語「免疫反応性」は、個体の血清からの抗体と反応性
である組成物を指す。特定の実施形態において、組成物は、抗体が、例えば、それに結合
することおよび／またはそれと免疫反応することによって、それを認識する場合、免疫反
応性である。
【００６１】
　本明細書において用いる場合の用語「ムチン」は、Ｎ－アセチルガラクトサミン（Ｇａ
ｌＮＡｃ）を伴う１つ以上の高グリコシル化糖タンパク質を指す。
【００６２】
　本明細書において用いる場合の用語「オルソログ」は、ある種からの、別の種における
ポリヌクレオチドに対応する、ポリヌクレオチドを指し、これら２つのポリヌクレオチド
は、共通祖先種（相同ポリヌクレオチド）によって関連している。しかし、そのある種か
らのポリヌクレオチドは、進化して、その他の種のポリヌクレオチドとは違うものになっ
ている。
【００６３】
　用語「類似性」は、関連概念であるが、「同一性」とは対照的に、同一マッチと保存的
置換マッチの両方を含む配列関係を指す。２つのポリペプチド配列が、例えば、｛分数（
１０／２０）｝同一のアミノ酸を有し、残りが、すべて非保存的置換である場合には、同
一率および類似率は、両方とも５０％であろう。同じ例で、保存的置換がある位置が５箇
所以上ある場合には、その同一率は、５０％のままであるが、類似率は、７５％（｛分数
（１５／２０）｝）になるであろう。従って、保存的置換がある場合、２つのポリペプチ
ド間の類似度は、それら２つのポリペプチド間の同一率より高くなるであろう。
【００６４】
　本明細書において用いる場合の用語「サブユニットワクチン」は、生物全体とは対照的
に、ポリペプチドまたはそのフラグメントを利用するワクチンを指す。
【００６５】
　本明細書において用いる場合の用語「ワクチン」は、攻撃により個体に免疫をもたらす
組成物を指す。
【００６６】
　本明細書において用いる場合の用語「ビルレンス因子」は、特定の宿主種上または内で
微生物がそれ自体を樹立できるようにする、従って、その病原性を増強することができる
、１つ以上の遺伝子産物を指す。例示的ビルレンス因子としては、例えば、細菌付着を媒
介する細胞表面タンパク質、細菌を保護する細胞表面炭水化物およびタンパク質、細菌毒
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素、ならびに細菌の病原性の一因となり得る加水分解酵素が挙げられる。
【００６７】
　本発明の実施は、別の指示がない限り、分子生物学、微生物学、組換えＤＮＡ、および
当業者の範囲内であるその他のものについての従来の技術を利用するであろう。そのよう
な技術は、文献において十分に説明されている。例えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋ，Ｆｒｉｔｓ
ｃｈ，ａｎｄ　Ｍａｎｉａｔｉｓ，ＭＯＬＥＣＵＬＡＲ　ＣＬＯＮＩＮＧ：Ａ　ＬＡＢＯ
ＲＡＴＯＲＹＭＡＮＵＡＬ，Ｓｅｃｏｎｄ　Ｅｄｉｔｉｏｎ（１９８９），ＯＬＩＧＯＮ
ＵＣＬＥＯＴＩＤＥ　ＳＹＮＴＨＥＳＩＳ（Ｍ．Ｊ．Ｇａｉｔ　Ｅｄ．，１９８４），Ａ
ＮＩＭＡＬ　ＣＥＬＬ　ＣＵＬＴＵＲＥ（Ｒ．Ｉ．Ｆｒｅｓｈｎｅｙ，Ｅｄ．，１９８７
），ｔｈｅ　ｓｅｒｉｅｓ　ＭＥＴＨＯＤＳ　ＩＮ　ＥＮＺＹＭＯＬＯＧＹ（Ａｃａｄｅ
ｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，Ｉｎｃ．）；ＧＥＮＥ　ＴＲＡＮＳＦＥＲ　ＶＥＣＴＯＲＳ　ＦＯ
Ｒ　ＭＡＭＭＡＬＩＡＮ　ＣＥＬＬＳ（Ｊ．Ｍ．Ｍｉｌｌｅｒ　ａｎｄ　Ｍ．Ｐ．Ｃａｌ
ｏｓ　ｅｄｓ．１９８７），ＨＡＮＤＢＯＯＫ　ＯＦ　ＥＸＰＥＲＩＭＥＮＴＡＬ　ＩＭ
ＭＵＮＯＬＯＧＹ，（Ｄ．Ｍ．Ｗｅｉｒ　ａｎｄ　Ｃ．　Ｃ．　Ｂｌａｃｋｗｅｌｌ，Ｅ
ｄｓ．），ＣＵＲＲＥＮＴ　ＰＲＯＴＯＣＯＬＳ　ＩＮ　ＭＯＬＥＣＵＬＡＲ　ＢＩＯＬ
ＯＧＹ（Ｆ．Ｍ．Ａｕｓｕｂｅｌ，Ｒ．Ｂｒｅｎｔ，Ｒ．Ｅ．Ｋｉｎｇｓｔｏｎ，Ｄ．Ｄ
．Ｍｏｏｒｅ，Ｊ．Ｇ．Ｓｉｅｄｍａｎ，Ｊ．Ａ．Ｓｍｉｔｈ，ａｎｄ　Ｋ．Ｓｔｒｕｈ
ｌ，ｅｄｓ．，１９８７），ＣＵＲＲＥＮＴ　ＰＲＯＴＯＣＯＬＳ　ＩＮ　ＩＭＭＵＮＯ
ＬＯＧＹ（Ｊ．Ｅ．ｃｏｌｉｇａｎ，Ａ．Ｍ．Ｋｒｕｉｓｂｅｅｋ，Ｄ．Ｈ．Ｍａｒｇｕ
ｌｉｅｓ，Ｅ．Ｍ．Ｓｈｅｖａｃｈ　ａｎｄ　Ｗ．Ｓｔｒｏｂｅｒ，ｅｄｓ．，１９９１
）；ＡＮＮＵＡＬ　ＲＥＶＩＥＷ　ＯＦ　ＩＭＭＵＮＯＬＯＧＹ；ならびにＡＤＶＡＮＣ
ＥＳ　ＩＮ　ＩＭＭＵＮＯＬＯＧＹなどのジャーナルにおけるモノグラフを参照のこと。
本明細書において上で言及したおよび下で言及するすべての特許、特許出願、および出版
物は、参照により本明細書に援用されている。
【００６８】
　ＩＩ．本発明の実施形態
　本発明は、Ｅｈｒｌｉｃｈｉａ種タンパク質、それらをコードするポリヌクレオチドな
らびにそれらのフラグメントおよび関連分子に関連した組成物および方法に関する。本発
明の特定の態様には、グリコシル化縦列反復配列上のエピトープへの初期抗体応答を惹起
するＥ．ｃａｎｉｓおよびＥ．ｃｈａｆｆｅｅｎｓｉｓの特異的に発現されるおよび分泌
される主要免疫反応性タンパク質オルソログがある。具体的には、特定の実施形態におい
て、本発明は、Ｅｈｒｌｉｃｈｉａ種からの１つ以上の糖タンパク質に関する。さらなる
実施形態において、本発明は、ＶＬＰＴタンパク質である、Ｅｈｒｌｉｃｈｉａ種からの
糖タンパク質に関する。追加の実施形態において、前記ＶＬＰＴタンパク質は、Ｅ．ｃｈ
ａｆｆｅｅｎｓｉｓからのものである。
【００６９】
　Ｅｈｒｌｉｃｈｉａ　ｃｈａｆｆｅｅｎｓｉｓは、感染したイヌにおいて初期エールリ
ヒア特異的抗体応答を惹起する１９ｋＤａタンパク質を含む、主要免疫反応性タンパク質
の小さなサブセットを有する。本発明は、Ｅ．ｃｈａｆｆｅｅｎｓｉｓ可変長ＰＣＲター
ゲット（ＶＬＰＴ）タンパク質の同定および分子的特性づけに関する。
【００７０】
　本発明の一部の実施形態は、被験体におけるＥ．ｃｈａｆｆｅｅｎｓｉｓ感染症を抑制
する方法に関し、この方法は、Ｅ．ｃｈａｆｆｅｅｎｓｉｓに曝露する前のまたは曝露若
しくは感染している疑いがある被験体を同定する工程、およびＥ．ｃｈａｆｆｅｅｎｓｉ
ｓの抗原を含む組成物を、Ｅ．ｃｈａｆｆｅｅｎｓｉｓ感染症を抑制するために有効な量
で投与する工程を含む。前記抑制は、任意の手段、例えば被験体の体液もしくは細胞免疫
応答の刺激などによって、または他の手段によって、例えば、抗原の正常機能を阻害する
ことによって、もしくはその被験体の体内の何らかの物質との相互作用について抗原と競
合させることによっても、または例えばこれらの組み合わせによって、行うことができる
。
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【００７１】
　本発明は、個体に化合物を投与する工程を含む、個体へのターゲット療法の方法にも関
し、この場合、前記化合物は、ターゲッティング部分および治療部分を有し、そのターゲ
ッティング部分は、ＶＬＰＴタンパク質に特異的である。一定の態様において、前記ター
ゲッティング部分は、ＶＬＰＴにまたはリガンドにまたはＶＬＰＴを結合するリガンド結
合ドメインに特異的な抗体である。同様に、前記治療部分は、例えば、放射性同位元素、
毒素、化学療法薬、免疫刺激剤、細胞傷害剤、または抗体を含むことがある。
【００７２】
　本発明の他の実施形態は、哺乳動物におけるエールリヒア感染症の診断に関し、この診
断は、例えば血液または血清などの哺乳動物からのサンプルを、（Ｅ．ｃｈａｆｆｅｅｎ
ｓｉｓについての）ＶＬＰＴ組成物に対する抗体についてアッセイすることによる。
【００７３】
　ＩＩＩ．Ｅ．ｃｈａｆｆｅｅｎｓｉｓ　ＶＬＰＴアミノ酸組成物
　本発明は、Ｅ．ｃｈａｆｆｅｅｎｓｉｓ　ＶＬＰＴを含むポリペプチドまたはペプチド
に関する。簡素のために、以下のセクションは、ポリペプチドおよびペプチドをはじめと
する、本発明の任意のＥ．ｃｈａｆｆｅｅｎｓｉｓ　ＶＬＰＴアミノ酸組成物について述
べることにする。
【００７４】
　特定の実施形態において、ポリペプチドは、組換えポリペプチドである場合もあり、ま
たは例えば、自然から単離および／もしくは精製されたものである場合もある。特定の態
様において、前記アミノ酸配列は、核酸配列によってコードされる。特定の実施形態にお
いて、前記ポリペプチドは、抗原として有用である。他の特定の実施形態において、ペプ
チドは、例えば、合成的に生成される場合もあり、またはオリゴヌクレオチドによってコ
ードされる場合もある。特定の実施形態において、前記ペプチドは、抗原として有用であ
る。
【００７５】
　本発明は、組換えポリペプチドを産生する方法にも関し、この方法は、プロモーターに
機能するように連結されたアミノ酸配列をコードする配列を含む発現構築物を含むベクタ
ーを得る工程；そのベクターを細胞に移入する工程；およびその発現構築物の発現に有効
な条件下でその細胞を培養する工程を含む。代替実施形態では、前記アミノ酸配列を合成
的に生成することができる。
【００７６】
　「実質的に純粋なタンパク質」とは、自然にそれを伴う成分の少なくとも一部から分離
されたタンパク質を意味する。実質的に純粋な免疫反応性組成物は、例えば、天然源から
の抽出によって；免疫反応性組成物をコードする組換え核酸の発現によって；またはその
タンパク質を化学合成することによって、例えば得ることができる。従って、実質的に純
粋なタンパク質は、Ｅ．ｃｏｌｉ、他の原核生物、または任意の他の生物において合成さ
れた、天然に存在しないタンパク質を含む。
【００７７】
　従って、一定の実施形態において、本発明は、少なくとも１つのタンパク質様分子を含
む新規組成物に関する。本明細書において用いる場合「タンパク質様分子」、「タンパク
質様組成物」、「タンパク質様化合物」、「タンパク質様鎖」または「タンパク質様材料
」は、約１３０アミノ酸より大きいタンパク質もしくは遺伝子から翻訳された完全長内因
性配列；約１００アミノ酸より大きいポリペプチド；および／または約３から約１００ア
ミノ酸のペプチドを一般には指すが、これらに限定されない。上に記載したすべての「タ
ンパク質様」用語は、本明細書では、交換可能に用いることができる。
【００７８】
　一定の実施形態において、前記少なくとも１つのタンパク質様分子のサイズは、約１、
約２、約３、約４、約５、約６、約７、約８、約９、約１０、約１１、約１２、約１３、
約１４、約１５、約１６、約１７、約１８、約１９、約２０、約２１、約２２、約２３、
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約２４、約２５、約２６、約２７、約２８、約２９、約３０、約３１、約３２、約３３、
約３４、約３５、約３６、約３７、約３８、約３９、約４０、約４１、約４２、約４３、
約４４、約４５、約４６、約４７、約４８、約４９、約５０、約５１、約５２、約５３、
約５４、約５５、約５６、約５７、約５８、約５９、約６０、約６１、約６２、約６３、
約６４、約６５、約６６、約６７、約６８、約６９、約７０、約７１、約７２、約７３、
約７４、約７５、約７６、約７７、約７８、約７９、約８０、約８１、約８２、約８３、
約８４、約８５、約８６、約８７、約８８、約８９、約９０、約９１、約９２、約９３、
約９４、約９５、約９６、約９７、約９８、約９９、約１００、約１１０、約１２０、約
１３０、またはより多い数のアミノ酸残基、およびこれらから導出可能な任意の範囲を含
むことができるが、それらに限定されない。
【００７９】
　本明細書において用いる場合、「アミノ酸分子」は、通常の当業者に公知であろうよう
な任意のポリペプチド、ポリペプチド誘導体、またはポリペプチドミメティックを指す。
一定の実施形態において、タンパク質様分子の残基は、連続的であり、そのアミノ酸分子
残基の配列に割り込んでいる非アミノ酸分子が一切ない。他の実施形態において、前記配
列は、１つ以上の非アミノ分子部分を含むことがある。特定の実施形態において、前記タ
ンパク質様分子の残基の配列には１つ以上の非アミノ分子部分が割り込んでいることがあ
る。
【００８０】
　従って、用語「タンパク質様組成物」は、天然合成タンパク質中の２０の共通アミノ酸
の少なくとも１個、または下の表１に示すものをはじめとする（しかしこれらに限定され
ない）少なくとも１つの修飾または非通常アミノ酸を含む、アミノ分子配列を包含する。
【００８１】
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【表１】

　一定の実施形態において、前記タンパク質様組成物は、少なくとも１つのタンパク質、
ポリペプチドまたはペプチドを含む。さらなる実施形態において、前記タンパク質様組成
物は、生体適合性タンパク質、ポリペプチドまたはペプチドを含む。本明細書において用
いる場合、用語「生体適合性」は、本明細書に記載する方法および量に従って所与の生物
に適用されたとき、または投与されたとき、有意に不適当な作用を生じさせない物質を指
す。そのような不適当なまたは望ましくない効果は、例えば、有意な毒性または有害免疫
反応である。
【００８２】
　タンパク質様組成物は、例えば、標準的な分子生物学技術によるタンパク質、ポリペプ
チドもしくはペプチドの発現、天然源からのタンパク質様化合物の単離、またはタンパク
質様材料の化学合成をはじめとする、当業者に公知の任意の技術によって作ることができ
る。様々な遺伝子についてのヌクレオチドおよびタンパク質、ポリペプチドおよびペプチ
ド配列は、以前に記載されており、通常の当業者に公知のコンピュータデータベースにお
いて見つけることができる。２つのそのようなデータベースは、例えば、米国国立生物工
学情報センター（Ｔｈｅ　Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｃｅｎｔｅｒ　ｆｏｒ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎ
ｏｌｏｇｙ　Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ）のＧｅｎＢａｎｋ（登録商標）およびＧｅｎＰｅ
ｐｔデータベースである。これらの公知遺伝子についてのコーディング領域を、本明細書
に開示する技術または通常の当業者に公知であろうような技術を用いて、増幅および／ま
たは発現させることができる。あるいは、タンパク質、ポリペプチドおよびペプチドの様
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々な市販調製品が当業者に公知である。
【００８３】
　一定の実施形態において、タンパク質様化合物を精製することができる。一般に、「精
製された」は、分画に付して様々な他のタンパク質、ポリペプチドもしくはペプチドを除
去した特定のまたはタンパク質、ポリペプチドもしくはペプチド組成物を指し、この組成
物は、その活性を実質的に保持しており、例えば、その特定のまたは所望のタンパク質、
ポリペプチドまたはペプチドについて通常の当業者に公知であろうようなタンパク質アッ
セイにより評価することができる。精製されたタンパク質様組成物における保持について
評価することができる例示的活性は、鉄結合活性および免疫反応性である。
【００８４】
　本発明の特定の実施形態では、ポリペプチドは標識され、そして任意の検出可能な標識
が本発明において適する。前記標識は、例えば、ポリペプチドのＮ末端、Ｃ末端、または
アミノ酸残基の側鎖に連結することができる。１つ以上の標識を利用することもできる。
例示的標識としては、放射性標識、蛍光標識、比色標識などが挙げられた。特定の実施形
態では、前記標識をポリペプチドに共有結合で連結する。
【００８５】
　ＩＶ．Ｅ．ｃｈａｆｆｅｅｎｓｉｓ　ＶＬＰＴ核酸組成物
　本発明の一定の実施形態は、Ｅ．ｃａｎｉｓ　ｇｐ１９核酸に関する。簡素のために、
以下のセクションは、本発明の任意のＥ．ｃａｎｉｓ　ｇｐ１９核酸組成物に付いて述べ
ることにする。
【００８６】
　一定の態様において、核酸は、野生型または突然変異核酸を含む。特定の態様において
、核酸は、転写核酸をコードする、または含む。他の態様において、核酸は、核酸セグメ
ント、またはその生体機能的等価物を含む。特定の態様において、核酸は、タンパク質、
ポリペプチド、ペプチドをコードする。
【００８７】
　用語「核酸」は、当該技術分野において公知であり、本明細書では、「ポリヌクレオチ
ド」と交換可能に用いることができる。本明細書において用いる場合の「核酸」は、核酸
塩基を含む、ＤＮＡ、ＲＮＡまたはそれらの類似体もしくは誘導体の分子（すなわち、鎖
）を一般に指すものとする。核酸塩基としては、例えば、ＤＮＡ中で見つけられる天然に
存在するプリンもしくはピリミジン塩基（例えば、アデニン「Ａ」、グアニン「Ｇ」、チ
ミン「Ｔ」もしくはシトシン「Ｃ」）またはＲＮＡ中で見つけられる天然に存在するプリ
ンもしくはピリミジン塩基（例えば、Ａ、Ｇ、ウラシル「Ｕ」もしくはＣ）が挙げられる
。用語「核酸」は、用語「オリゴヌクレオチド」および「ポリヌクレオチド」を、それぞ
れ用語「核酸」の亜属として包含する。用語「オリゴヌクレオチド」は、長さが約３核酸
塩基と約１００核酸塩基の間の分子を指す。用語「ポリヌクレオチド」は、長さが約１０
０核酸塩基より長い少なくとも１つの分子を指す。
【００８８】
　これらの定義は、一般に、１本鎖分子を指すが、特定の実施形態では、その１本鎖分子
に、部分的に、実質的にまたは完全に相補的である追加の鎖も含むであろう。したがって
、核酸は、分子を含む特定の配列の１つ以上の相補鎖（単数もしくは複数）または「補体
」（単数もしくは複数）を含む、２本鎖分子または３本鎖分子を包含し得る。本明細書に
おいて用いる場合、１本鎖核酸を接頭語「ｓｓ」によって、２本鎖核酸を接頭語「ｄｓ」
によって、および３本鎖核酸を接頭語「ｔｓ」によって示すことがある。
Ａ．核酸塩基
　本明細書において用いる場合、「核酸塩基」は、複素環式塩基、例えば、少なくとも１
つの天然に存在する核酸（すなわち、ＤＮＡおよびＲＮＡ）において見つけられる天然に
存在する核酸塩基（すなわち、Ａ、Ｔ、Ｇ、ＣもしくはＵ）、ならびにそのような核酸塩
基の天然に存在するまたは天然に存在しない誘導体（単数または複数）および類似体など
を指す。核酸塩基は、天然に存在する核酸塩基対合（例えば、ＡとＴ、ＧとＣ、およびＡ
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とＵの間の水素結合）と置き換わり得る様式で、少なくとも１つの天然に存在する核酸塩
基と１つ以上の水素結合を形成する（「アニールする」または「ハイブリダイズする」）
ことが一般にできる。
【００８９】
　「プリン」および／または「ピリミジン」核酸塩基（単数または複数）は、天然に存在
するプリンおよび／またはピリミジン核酸塩基を包含し、ならびにアルキル、カルボキシ
アルキル、アミノ、ヒドロキシル、ハロゲン（すなわち、フルオロ、クロロ、ブロモもし
くはヨード）、チオールまたはアルキルチオ部分のうちの１つ以上によって置換されてい
るプリンまたはピリミジンをはじめとする（しかしこれらに限定されない）、それらの誘
導体（単数もしくは複数）および類似体（単数もしくは複数）も包含する。好ましいアル
キル（例えば、アルキル、カルボキシアルキルなど）部分は、約１、約２、約３、約４、
約５から、約６の炭素原子から成る。プリンまたはピリミジンの他の非限定的な例として
は、デアザプリン、２，６－ジアミノプリン、５－フルオロウラシル、キサンチン、ヒポ
キサンチン、８－ブロモグアニン、８－クロログアニン、ブロモチミン、８－アミノグア
ニン、８－ヒドロキシグアニン、８－メチルグアニン、８－チオグアニン、アザグアニン
、２－アミノプリン、５－エチルシトシン、５－メチルシトシン、５－ブロモウラシル、
５－エチルウラシル、５－ヨードウラシル、５－クロロウラシル、５－プロピルウラシル
、チオウラシル、２－メチルアデニン、メチルチオアデニン、Ｎ，Ｎ－ジメチルアデニン
（Ｎ，Ｎ－ｄｉｅｍｅｔｈｙｌａｄｅｎｉｎｅ）、アザアデニン、８－ブロモアデニン、
８－ヒドロキシアデニン、６－ヒドロキシアミノプリン、６－チオプリン、４－（６－ア
ミノヘキシル／シトシン）、およびこれらに類するものが挙げられる。
【００９０】
　本明細書に記載するまたは通常の当業者に公知の任意の化学合成または天然合成法を用
いて、ヌクレオシドまたはヌクレオチドに核酸塩基を含めることができる。
Ｂ．ヌクレオシド
　本明細書において用いる場合、「ヌクレオシド」は、核酸塩基リンカー部分に共有結合
で連結された核酸塩基を含む個々の化学単位を指す。「核酸塩基リンカー部分」の非限定
的な例は、デオキシリボース、リボース、アラビノース、または５炭素糖の誘導体もしく
は類似体をはじめとする（しかしこれらに限定されない）、５個の炭素原子を含む糖（す
なわち、「５炭素糖」）である。５炭素糖の誘導体または類似体の非限定的な例としては
、２’－フルオロ－２’－デオキシリボース、または糖環内の酸素が炭素で置換されてい
る炭素環式の糖が挙げられる。
【００９１】
　核酸塩基リンカーへの核酸塩基の共有結合での連結の種々のタイプが当該技術分野にお
いて公知である。非限定的な例として、プリン（すなわち、ＡもしくはＧ）または７－デ
アザプリン核酸塩基を含むヌクレオシドは、概して、プリンまたは７－デアザプリン９位
を５炭素糖の１’位に共有結合で連結する。もう１つの非限定的な例において、ピリミジ
ン核酸塩基（すなわち、Ｃ、ＴまたはＵ）を含むヌクレオシドは、概して、ピリミジンの
１位を５炭素糖の１’位に共有結合で連結する（Ｋｏｒｎｂｅｒｇ　ａｎｄ　Ｂａｋｅｒ
，１９９２）。
Ｃ．ヌクレオチド
　本明細書において用いる場合、「ヌクレオチド」は、「骨格部分」をさらに含むヌクレ
オシドを指す。骨格部分は、一般に、ヌクレオチドを、ヌクレオチドを含む別の分子に共
有結合で連結する、またはヌクレオチドを別のヌクレオチドに共有結合で連結して核酸を
形成する。天然に存在するヌクレオチドにおける「骨格部分」は、５炭素糖に共有結合で
連結されているリン部分を概して含む。骨格部分の連結は、５炭素糖の３’または５’位
のいずれかで生じる。しかし、特に、ヌクレオチドが天然に存在する５炭素糖またはリン
部分の誘導体または変異体を含むとき、他のタイプの連結が当該技術分野において公知で
ある。
Ｄ．核酸類似体
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　核酸は、天然に存在する核酸中に存在し得る、核酸塩基の誘導体もしくは類似体、核酸
塩基リンカー部分および／または骨格部分、を含むことがある、またはからもっぱら成る
ことがある。本明細書において用いる場合、「誘導体」は、天然に存在する分子の化学的
修飾もしくは改変形態を指し、一方、用語「ミミック」または「類似体」は、天然に存在
する分子または部分に構造的に似ていることもあり、似ていないこともあるが、同様の機
能を有する分子を指す。本明細書において用いる場合、「部分」は、より大きな化学また
は分子構造のより小さな化学または分子成分を一般に指す。核酸塩基、ヌクレオシドおよ
びヌクレオチド類似体または誘導体は、当該技術分野において周知であり、記載されてい
る（例えば、参照により本明細書に援用されている、Ｓｃｈｅｉｔ，１９８０を参照のこ
と）。
【００９２】
　５炭素糖を含むヌクレオシド、ヌクレオチドもしくは核酸および／または骨格部分誘導
体もしくは類似体のさらなる非限定的な例としては、ｄｓＤＮＡと三重ヘリックスを形成
するおよび／またはｄｓＤＮＡの発現を防止するプリン誘導体を含むオリゴヌクレオチド
を記載している米国特許第５，６８１，９４７号；ＤＮＡまたはＲＮＡにおいて見つけら
れるヌクレオシドの蛍光類似体を組み込んだ核酸、特に、蛍光核酸プローブとして使用す
るためのものを記載している米国特許第５，６５２，０９９号および同第５，７６３，１
６７号；向上されたヌクレアーゼ安定性を有する、ピリミジン環上に置換を伴うオリゴヌ
クレオチド類似体を記載している米国特許第５，６１４，６１７号；核酸検出において使
用される修飾５炭素糖（すなわち、修飾２’－デオキシフラノシル部分）を有するオリゴ
ヌクレオチドを記載している米国特許第５，６７０，６６３号、同第５，８７２，２３２
号および同第５，８５９，２２１号；ハイブリダイゼーションアッセイにおいて使用する
ことができる水素以外の置換基で４’位が置換されている少なくとも１つの５炭素糖部分
を含むオリゴヌクレオチドを記載している米国特許第５，４４６，１３７号；３’－５’
ヌクレオチド間結合を有するデオキシリボヌクレオチドと２’－５’ヌクレオチド間結合
を有するリボヌクレオチドの両方を有するオリゴヌクレオチドを記載している米国特許第
５，８８６，１６５号；ヌクレオチド間結合の３’位酸素を炭素によって置換して核酸の
ヌクレアーゼ耐性を向上させる、修飾ヌクレオチド間結合を記載している米国特許第５，
７１４，６０６号；ヌクレアーゼ耐性を向上させる１つ以上の５’メチレンリン酸ヌクレ
オチド間結合を含有するオリゴヌクレオチドを記載している米国特許第５，６７２，６９
７号；向上されたヌクレアーゼ安定性および薬物または検出部分を送達する能力をもたら
すための、薬物または標識を含み得る置換基部分のオリゴヌクレオチドの２’炭素への結
合を記載している米国特許第５，４６６，７８６号および同第５，７９２，８４７号；細
胞取り込み、ヌクレアーゼに対する耐性およびターゲットＲＮＡへのハイブリダイゼーシ
ョンを向上させるために隣接５炭素糖骨格の４’位および３’位を連結する２または３炭
素骨格結合を有するオリゴヌクレオチドを記載している米国特許第５，２２３，６１８号
；核酸ハイブリダイゼーションプローブとして有用である少なくとも１つのスルファマー
トまたはスルファミドヌクレオチド間結合を含むオリゴヌクレオチドを記載している米国
特許５，４７０，９６７号；向上したヌクレアーゼ耐性、細胞取り込みおよびＲＮＡ調節
のために用いられるホスホジエステル骨格部分を置換する３または４原子リンカー部分を
有するオリゴヌクレオチドを記載している米国特許第５，３７８，８２５号、同第５，７
７７，０９２号、同第５，６２３，０７０号、同第５，６１０，２８９号および同第５，
６０２，２４０号；オリゴヌクレオチドの２’－Ｏ位に、それらの膜透過性または安定性
を向上させるために、連結される疎水性担体物質を記載している米国特許第５，８５８，
９８８号；ＤＮＡまたはＲＮＡへの向上されたハイブリダイゼーション；ヌクレアーゼに
対する向上された安定性を有する、５’末端のアントラキノンにコンジュゲートしたオリ
ゴヌクレオチドを記載している米国特許第５，２１４，１３６号；ＤＮＡが、向上された
ヌクレアーゼ耐性、結合親和性、およびＲＮアーゼＨを活性化する能力のために２’－デ
オキシ－エリスロ－ペントフラノシルヌクレオチドを含む、ＰＮＡ－ＤＮＡ－ＰＮＡキメ
ラを記載している米国特許第５，７００，９２２号；ならびにＤＮＡ－ＲＮＡハイブリッ
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ドを形成するためにＤＮＡに連結されたＲＮＡを記載している米国特許第５，７０８，１
５４号におけるものが挙げられる。
Ｅ．ポリエーテルおよびペプチド核酸
　一定の実施形態では、ヌクレオシドまたはヌクレオチドの誘導体または類似体を含む核
酸を、本発明の方法および組成物において使用することができると考えられる。非限定的
な例は、参照により本明細書に援用されている、米国特許第５，９０８，８４５号に記載
されている「ポリエーテル核酸」である。ポリエーテル核酸では、１つ以上の核酸塩基が
、ポリエーテル骨格内のキラル炭素原子に連結している。
【００９３】
　もう１つの非限定的な例は、「ペプチド核酸」であり、これは、「ＰＮＡ」、「ペプチ
ド系核酸類似体」または「ＰＥＮＡＭ」としても公知であり、米国特許第５，７８６，４
６１号、同第５８９１，６２５号、同第５，７７３，５７１号、同第５，７６６，８５５
号、同第５，７３６，３３６号、同第５，７１９，２６２号、同第５，７１４，３３１号
、同第５，５３９，０８２号、およびＷＯ　９２／２０７０２に記載されており、これら
のそれぞれが、参照により本明細書に援用されている。ペプチド核酸は、一般に、ＤＮＡ
およびＲＮＡなどの分子と比較して向上された配列特異性、結合特性、および酵素的分解
に対する耐性を有する（Ｅｇｈｏｌｍら，１９９３；ＰＣＴ／ＥＰ／０１２１９）。ペプ
チド核酸は、核酸塩基部分、５炭素糖でない核酸塩基リンカー部分、および／またはリン
酸骨格部分でない骨格部分を含む、１つ以上のヌクレオチドまたはヌクレオシドを一般に
含む。ＰＮＡについて記載されている核酸塩基リンカー部分の例としては、アザ窒素原子
、アミドおよび／またはウレイドテーサーが挙げられる（例えば、米国特許第５，５３９
，０８２号を参照のこと）。ＰＮＡについて記載されている骨格部分の例としては、アミ
ノエチルグリシン、ポリアミド、ポリエチル、ポリチオアミド、ポリスルフィンアミドま
たはポリスルホンアミド骨格部分が挙げられる。
【００９４】
　一定の実施形態において、ペプチド核酸などの核酸類似体は、米国特許番号５８９１，
６２５に記載されているように、ＰＣＲにおけるものなどの核酸増幅を抑制するために、
偽陽性を減少させるために、単一塩基突然変異体間の識別のために、使用することができ
る。核酸類似体の他の修飾および使用は、当該技術分野において公知であり、およびｇｐ
３６ポリヌクレオチドに包含される。非限定的な例では、米国特許第５，７８６，４６１
号には、アミノ酸側鎖をＰＮＡ骨格に連結させてその分子の溶解度を向上させたＰＮＡが
記載されている。もう１つの例では、ＰＮＡの細胞取り込み特性が、親油性基の連結によ
って増大される。米国特許出願番号１１７，３６３には、ＰＮＡの細胞取り込みを向上さ
せるために用いられる幾つかのアルキルアミノ部分が記載されている。もう１つの例は、
米国特許第５，７６６，８５５号、同第５，７１９，２６２号、同第５，７１４，３３１
号および同第５，７３６，３３６号に記載されており、これらには、天然に存在する核酸
に比べて配列特異性、溶解度および／または結合親和性の向上をもたらす、天然に存在す
るおよび天然に存在しない核酸塩基とアルキルアミン側鎖とを含むＰＮＡが記載されてい
る。
Ｆ．核酸の調製
　核酸は、例えば化学合成、酵素的生産または生物学的生産などの、通常の当業者に公知
の任意の技術によって作ることができる。合成核酸（例えば、合成オリゴヌクレオチド）
の非限定的な例としては、ＥＰ　２６６，０３２（参照により本明細書に援用されている
）に記載されているものなどの、ホスホトリエステル、ホスファイトもしくはホスホルア
ミド化学および固相技術を使用するインビトロ化学合成によって作られる核酸、またはＦ
ｒｏｅｈｌｅｒら，１９８６および米国特許番号５，７０５，６２９（それぞれ、参照に
より本明細書に援用されている）によって記載されているようなデオキシヌクレオシドＨ
－ホスホン酸中間体経由で作られる核酸が挙げられる。本発明の方法において、１つ以上
のオリゴヌクレオチドを使用することがある。様々な異なるオリゴヌクレオチド合成メカ
ニズムが、例えば、米国特許第４，６５９，７７４号、同第４，８１６，５７１号、同第
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５，１４１，８１３号、同第５，２６４，５６６号、同第４，９５９，４６３号、同第５
，４２８，１４８号、同第５，５５４，７４４号、同第５，５７４，１４６号、同第５，
６０２，２４４号に開示されており、これらのそれぞれが参照により本明細書に援用され
ている。
【００９５】
　酵素的に生産される核酸の非限定的な例としては、ＰＣＲ（商標）などの増幅反応にお
いて酵素によって生産されるもの（例えば、米国特許第４，６８３，２０２号および米国
特許第４，６８２，１９５号（それぞれ、参照により本明細書に援用されている）を参照
のこと）または米国特許第５，６４５，８９７号（参照により本明細書に援用されている
）に記載されているオリゴヌクレオチドの合成において酵素によって生産されるものが挙
げられる。生物学的に生産される核酸の非限定的な例としては、細菌において複製された
組換えＤＮＡベクターなどの、生細胞において生産された（すなわち複製された）組換え
核酸が挙げられる（例えば、参照により本明細書に援用されている、Ｓａｍｂｒｏｏｋら
，１９８９を参照のこと）。
【００９６】
　Ｇ．核酸の精製
　ポリアクリルアミドゲル、塩化セシウム遠心分離勾配を用いて、または通常の当業者に
公知の任意の他の手段（例えば、参照により本明細書に援用されている、Ｓａｍｂｒｏｏ
ｋら，１９８９を参照のこと）によって、核酸を精製することができる。
【００９７】
　一定の態様において、本発明は、単離された核酸である核酸に関する。本明細書におい
て用いる場合、用語「単離された核酸」は、１つ以上の細胞の全ゲノムおよび転写核酸の
大部分がない単離された、またはそれらが別様にない、核酸分子（例えば、ＲＮＡまたは
ＤＮＡ分子）を指す。一定の実施形態において、「単離された核酸」は、細胞成分または
インビトロ反応成分、例えば脂質またはタンパク質などの高分子、小さな生体分子、およ
びこれらに類するもの、の大部分がない単離された、またはそれらが別様にない、核酸を
指す。
【００９８】
　Ｈ．核酸セグメント
　一定の実施形態において、前記核酸は、核酸セグメントである。本明細書において用い
る場合、用語「核酸セグメント」は、核酸のより小さなフラグメント、例えば非限定的な
例として、ペプチドまたはポリペプチド配列の一部分のみをコードするものである。従っ
て、「核酸セグメント」は、ペプチドまたはポリペプチドコーディング領域の２ヌクレオ
チドから完全長の、遺伝子配列の任意の部分を含むことができる。
【００９９】
　様々な核酸セグメントを特定の核酸配列に基づいて設計することができ、それらは、い
ずれの長さのものであってもよい。例えば、第一残基は１である、第二残基は２であるな
どと、配列に数値を割り当てることにより、すべての核酸セグメントを定義するアルゴリ
ズムを生成することができた：
ｎからｎ＋ｙ
　この式中、ｎは、１からその配列の最後の数までの整数であり、ｙは、その核酸セグメ
ントの長さマイナス１であり、この場合、ｎ＋ｙはその配列の最後の数を超えない。従っ
て、１０量体の場合、核酸セグメントは、塩基１から１０、２から１１、３から１２．．
．などに対応する。１５量体の場合、核酸セグメントは、塩基１から１５、２から１６、
３から１７．．．などに対応する。２０量体の場合、核セグメント（ｎｕｃｌｅｉｃ　ｓ
ｅｇｕｍｅｎｔｓ）は、塩基１から２０、２から２１、３から２２．．．などに対応する
。一定の実施形態において、前記核酸セグメントは、プローブまたはプライマーであり得
る。本明細書において用いる場合、「プローブ」は、検出方法または組成の中で用いられ
る核酸を一般に指す。本明細書において用いる場合、「プライマー」は、伸長もしくは増
幅法または組成の中で用いられる核酸を指す。
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【０１００】
　Ｉ．核酸補体
　本発明は、１つ以上の他の核酸に相補的である核酸も包含する。特定の実施形態におい
て、例えば、核酸は、アンチセンスまたはｓｉＲＮＡのために、例えば、ポリヌクレオチ
ドの少なくとも部分的な発現を阻害するために、利用される。
【０１０１】
　特定の実施形態において、本発明は、例えば、本明細書において述べる配列に相補的な
、核酸または核酸セグメントを包含する。核酸は、標準的なＷａｔｓｏｎ－Ｃｒｉｃｋ型
、Ｈｏｏｇｓｔｅｅｎ型または逆Ｈｏｏｇｓｔｅｅｎ型結合相補則に従って別の核酸と塩
基対合することができるとき、別の核酸に対する「補体（単数もしくは複数）」である、
または別の核酸に「相補的」である。本明細書において用いる場合、「別の核酸」は、異
なる分子を指すこともあり、または同じ分子の空間的に離れた配列を指すこともある。
本明細書において用いる場合、用語「相補的な」または「補体（単数もしくは複数）」は
、すべてに満たない核酸塩基が、対応する核酸塩基と塩基対合しない場合であっても、別
の核酸または２本鎖にハイブリダイズすることができる、連続核酸塩基または半連続核酸
塩基（例えば、１つ以上の核酸塩基がその分子中に存在しない）の配列を含む核酸も指す
。一定の実施形態において、「相補的」核酸は、核酸塩基の約７０％、約７１％、約７２
％、約７３％、約７４％、約７５％、約７６％、約７７％、約７７％、約７８％、約７９
％、約８０％、約８１％、約８２％、約８３％、約８４％、約８５％、約８６％、約８７
％、約８８％、約８９％、約９０％、約９１％、約９２％、約９３％、約９４％、約９５
％、約９６％、約９７％、約９８％、約９９％から約１００％、およびこれらから導出可
能な任意の範囲が、ハイブリダイゼーション中に１本鎖または２本鎖核酸分子と塩基対合
することができる配列を含む。一定の実施形態において、用語「相補的」は、通常の当業
者によって理解されているであろうような、ストリンジェントな条件で別の核酸鎖または
２本鎖にハイブリダイズすることができる核酸を指す。
【０１０２】
　一定の実施形態において、「部分的に相補的な」核酸は、低ストリンジェント条件下で
１本もしくは２本鎖核酸にハイブリダイズすることができる配列を含む、または核酸塩基
配列の約７０％未満がハイブリダイゼーション中に１本もしくは２本鎖核酸分子と塩基対
合することができる配列を含有する。
【０１０３】
　Ｊ．ハイブリダイゼーション
　本明細書において用いる場合、「ハイブリダイゼーション」、「ハイブリダイズする」
または「ハイブリダイズすることができる」は、２本もしくは３本鎖分子、部分的２本も
しくは３本鎖特性を有する分子を形成することを意味すると解釈される。本明細書におい
て用いる場合の用語「アニールする」は、「ハイブリダイズする」と同義である。用語「
ハイブリダイゼーション」、「ハイブリダイズする（一人称、二人称、三人称現在形）」
または「ハイブリダイズすることができる」は、用語「ストリンジェントな条件（単数も
しくは複数）」または「高ストリンジェンシー」および用語「低ストリンジェンシー」ま
たは「低ストリンジェントな条件（単数もしくは複数）」を包含する。
【０１０４】
　本明細書において用いる場合、「ストリンジェントな条件（単数もしくは複数）」また
は「高ストリンジェンシー」は、相補的配列（単数または複数）を含有する１つ以上の核
酸鎖（単数または複数）間または内でのハイブリダイゼーションを可能にするが、ランダ
ム配列のハイブリダイゼーションを妨げる条件である。ストリンジェントな条件は、核酸
とターゲット鎖の間のミスマッチを、あったとしても、ほとんど許容しない。そのような
条件は、当業者に周知であり、および高い選択性を必要とする用途に好まれる。非限定的
な用途としては、核酸、例えば遺伝子もしくはその核酸セグメントの単離、または少なく
とも１つの特定のｍＲＮＡ転写産物もしくはその核酸セグメントの検出、およびこれらに
類するものが挙げられる。
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【０１０５】
　ストリンジェントな条件は、約５０℃から約７０℃の温度で例えば約０．０２Ｍから約
０．１５Ｍ　ＮａＣｌによって既定されるもの、または例えば、前記ストリンジェントな
条件が、５０～６５℃、５Ｘ　ＳＳＰＣ、５０％ホルムアミドでのハイブリダイゼーショ
ン；５０～６５℃、５Ｘ　ＳＳＰＣでの洗浄；もしくは６０℃、０．５Ｘ　ＳＳＣ、０．
１％ＳＤＳでの洗浄であるものなどの、低塩および／または高温条件を含み得る。望まし
いストリンジェンシーの温度およびイオン強度が、一部は、特定の核酸（単数または複数
）の長さ、ターゲット配列（単数または複数）の長さおよび核酸塩基含有量、核酸（単数
または複数）の電荷組成、ならびにハイブリダイゼーション混合物中のホルムアミド、塩
化テトラメチルアンモニウムまたは他の溶媒（単数もしくは複数）の存在または濃度によ
って決まることは理解される。
【０１０６】
　ハイブリダイゼーションについてのこれらの範囲、組成および条件を単に非限定的な例
として述べていること、および特定のハイブリダイゼーション反応についての望ましいス
トリンジェンシーが、多くの場合、１つ以上の陽性または陰性対照との比較によって経験
的に決定されることも理解される。考えられる用途に依存して、ターゲット配列に対する
核酸の様々な選択度を達成するために様々なハイブリダイゼーション条件を用いることが
好ましい。非限定的な例では、ストリンジェントな条件下で核酸にハイブリダイズしない
関連ターゲット核酸の同定または単離を、低温および／または高イオン強度でのハイブリ
ダイゼーションによって達成することができる。そのような条件は、「低ストリンジェン
シー」または「低ストリンジェンシー条件」と呼ばれ、低ストリンジェンシーの非限定的
な例としては、約０．１５Ｍから約０．９Ｍ　ＮａＣｌで、約２０℃から約５０℃の温度
範囲で行われるハイブリダイゼーションが挙げられる。勿論、特定の用途に合うように前
記低または高ストリンジェンシーをさらに変更することは、当業者の範囲内である。
【０１０７】
　Ｖ．核酸に基づく発現系
　特定の実施形態において、本発明は、免疫反応性エールリヒアポリペプチドをコードす
るポリヌクレオチドに関し、ならびにその必要がある個体、例えばＥｒｈｌｉｃｈｉａに
感染している個体および／またはＥｒｈｌｉｃｈｉａに感染しやすい個体、に前記ポリペ
プチドをコードするポリヌクレオチド、またはそのコードされた産物を送達することも含
む。簡素のために、以下のセクションでは、本発明の任意のＥ．ｃｈａｆｆｅｅｎｓｉｓ
　ＶＬＰＴ核酸組成物および／または核酸に基づく発現系について述べることにする。
【０１０８】
　本発明は、免疫反応性Ｅｈｒｌｉｃｈｉａ組成物をコードする実質的に純粋なおよび／
または単離されたＤＮＡ配列に関する。一般に、前記コードされたタンパク質は、成熟タ
ンパク質を生産する結果となる翻訳後修飾後に切断することができるＮ末端配列を含む。
【０１０９】
　遺伝子コードの縮重（すなわち、大部分のアミノ酸に関して、単一のアミノ酸について
の１つより多くのヌクレオチドトリプレット（コドン）コード）のため、異なるヌクレオ
チド配列が、ある特定のアミノ酸をコードする場合があることは、当該技術分野において
周知である。従って、本発明のポリヌクレオチド配列は、例えば、提供する例示的配列ま
たはそのような配列の縮重変異体のいずれかを含む。本発明の特定の態様において、縮重
変異体は、本発明の配列と同一でないが、本発明の配列の１つ以上の特性を尚保持する配
列を含む。
【０１１０】
　本明細書において用いる場合、「実質的に純粋なＤＮＡ」は、その環境の分子の一部も
しくは全部の分離（部分的もしくは完全精製）のため、または主張するＤＮＡに隣接する
配列の変更のため、そのＤＮＡが天然に存在する環境の一部ではないＤＮＡを意味する。
従って、この用語は、例えば、ベクターに、自律複製プラスミドもしくはウイルスに、ま
たは原核生物もしくは真核生物のゲノムＤＮＡに組み込まれている；あるいは他の配列か
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ら独立して別個の分子（例えば、ｃＤＮＡ、またはポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）もし
くは制限エンドヌクレアーゼ消化によって生産されたゲノムもしくはｃＤＮＡフラグメン
ト）として存在する、組換えＤＮＡを含む。追加のポリペプチド配列、例えば融合タンパ
ク質、をコードするハイブリッド遺伝子の一部である、組換えＤＮＡも含む。
【０１１１】
　本発明は、免疫反応性Ｅｈｒｌｉｃｈｉａ組成物をコードするポリヌクレオチドを含む
発現ベクターであって、そのベクターが細胞に導入されるとそのポリヌクレオチドを発現
することができる該発現ベクターにさらに関する。特定の実施形態において、前記ベクタ
ーは、作動可能な連結で、次のものを含む：ａ）複製起点；ｂ）プロモーター；およびｃ
）前記タンパク質をコードするＤＮＡ配列。
【０１１２】
　本明細書において用いる場合、「ベクター」は、複製可能な核酸構築物、例えばプラス
ミドまたはウイルス核酸、と定義することができる。ベクターは、Ｅｈｒｌｉｃｈｉａの
免疫反応性組成物をコードする核酸を増幅するおよび／または発現させるために使用する
ことができる。発現ベクターは、ポリペプチドをコードする核酸配列が、細胞においてそ
のポリペプチドの発現を果たすことができる適する制御配列に作動可能に連結されている
、複製可能な構築物である。そのような制御配列の必要性は、選択される細胞および選択
される形質転換方法に依存して変わるであろう。一般に、制御配列としては、例えば、転
写プロモーターおよび／またはエンハンサー、適するｍＲＮＡリボソーム結合部位、なら
びに転写および翻訳の終結を制御する配列が挙げられる。当業者に周知である方法を用い
て、適切な転写および翻訳制御シグナルを含む発現ベクターを構築することができる。例
えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋら，１９８９，Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａ
ｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ（２ｎｄ　Ｅｄ．），Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒ
ｂｏｒ　Ｐｒｅｓｓ，Ｎ．Ｙ．に記載されている技術を参照のこと。発現されるポリヌク
レオチド配列およびその転写制御配列は、その転写制御配列が、そのポリヌクレオチド配
列の転写を有効に制御する場合、「作動可能に連結されている」と定義される。本発明の
ベクターとしては、プラスミドベクターおよびウイルスベクターが挙げられるが、これら
に限定されない。本発明の好ましいウイルスベクターは、例えば、レトロウイルス、アデ
ノウイルス、アデノ関連ウイルス、ＳＶ４０ウイルス、またはヘルペスウイルスから誘導
されたものである。
【０１１３】
　一般に、発現ベクターは、発現されるポリヌクレオチドの効率的な転写を助長する、宿
主細胞と共に用いられる、プロモーター配列を含む。本明細書において用いる場合、用語
「宿主」は、原核細胞ばかりでなく、真核細胞、例えば酵母、植物および動物細胞を含む
ものとする。本発明のＥｈｒｌｉｃｈｉａの免疫反応性組成物をコードする組換えポリヌ
クレオチドは、通常の当業者に一般に知られている技術のいずれかを用いて宿主を形質転
換させるために使用することができる。原核宿主としては、Ｅ．ｃｏｌｉ、Ｓ．ｔｙｍｐ
ｈｉｍｕｒｉｕｍ、Ｓｅｒｒａｔｉａ　ｍａｒｃｅｓｃｅｎｓおよびＢａｃｉｌｌｕｓ　
ｓｕｂｔｉｌｉｓが挙げられる。原核宿主としては、酵母、例えばＰｉｃｈｉａ　ｐａｓ
ｔｏｒｉｓ、哺乳動物細胞および昆虫細胞が挙げられる。
【０１１４】
　以下の説明は、例示的要素、試薬、ならびにＥｈｒｌｉｃｈｉａポリヌクレオチドのポ
リヌクレオチドおよび核酸送達方法に関する。
【０１１５】
　Ａ．ベクター
　用語「ベクター」は、核酸配列を、それを複製することができる細胞への導入のために
、挿入することができる担体核酸分子を指すために用いる。核酸配列は、「外因性」であ
り得、これは、ベクターが導入されることとなる細胞にとって異物であること、または当
該配列が、前記細胞内の配列だが、この配列が本来見つからないその宿主細胞の核酸内の
位置にある配列と相同性であることを意味する。ベクターとしては、プラスミド、コスミ
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ド、ウイルス（バキュロウイルス、動物ウイルス、および植物ウイルス）、および人工染
色体（例えば、ＹＡＣ）が挙げられる。当業者には、標準的な組換え技術によってベクタ
ーを構築する素養が十分にあるであろう（例えば、Ｍａｎｉａｔｉｓら，１９８８および
Ａｕｓｕｂｅｌら，１９９４を参照のこと。両方とも参照により本明細書に援用されてい
る）。
【０１１６】
　用語「発現ベクター」は、転写され得るＲＮＡをコードする核酸を含む任意のタイプの
遺伝子構築物を指す。ある場合、その後、ＲＮＡ分子は、タンパク質、ポリペプチド、ま
たはペプチドに翻訳される。他の場合、例えば、アンチセンス分子またはリボザイムの生
産の際、これらの配列は、翻訳されない。発現ベクターは、様々な「制御配列」を含有す
ることがあり、この制御配列は、特定の宿主細胞における動作可能に連結されたコーディ
ング配列の転写およびことによると翻訳に必要な核酸配列を指す。転写および翻訳を支配
する制御配列に加えて、ベクターおよび発現ベクターは、他の機能にも役立つ、下で説明
する核酸配列を含有することがある。
【０１１７】
　１．プロモーターおよびエンハンサー
　「プロモーター」は、核酸配列の一領域である制御配列であり、そこで転写の開始およ
び速度が制御される。それは、核酸配列の特定の転写を開始させるために調節タンパク質
および分子、例えばＲＮＡポリメラーゼおよび他の転写因子、が結合する遺伝子要素を含
有することもある。「機能するように配置された」、「機能するように連結された」、「
制御下」、および「転写制御下」というフレーズは、プロモーターが、核酸配列の開始お
よび／または発現を制御するためにその核酸配列に対して正しい機能を果たせる位置およ
び／または配向にあることを意味する。
【０１１８】
　プロモーターは、一般に、ＲＮＡ合成の開始部位の位置を定めるように機能する配列を
含む。これについての最もよく知られている例は、ＴＡＴＡボックスであるが、例えば哺
乳動物末端デオキシヌクレオチジルトランスフェラーゼ遺伝子についてのプロモーターお
よびＳＶ４０後期遺伝子についてのプロモーターなどの一部のプロモーターにはＴＡＴＡ
ボックスがなく、その開始部位の上にある別の要素、それ自体が、開始位置の固定に役立
つ。追加のプロモーター要素は、転写開始の頻度を調節する。概して、これらは、開始位
置の上流３０　１１０ｂｐ領域に位置するが、多数のプロモーターが、開始位置の下流に
も機能性要素を含有することが証明されている。プロモーター「の制御下」にコーディン
グ配列を置くために、転写リーディングフレームの転写開始部位の５’末端を、選択され
たプロモーター「の下流」（すなわち、の３’）に配置する。「上流の」プロモーターが
、ＤＮＡの転写を刺激し、コードされたＲＮＡの発現を促進する。
【０１１９】
　プロモーター要素間の間隔は、多くの場合、順応性があり、そのため、要素を互いに対
して逆転または移動してもプロモーター機能は保存される。ｔｋプロモーターの場合、活
性が低下し始める前に５０ｂｐ離れるようにプロモーター要素間の間隔を増加させること
ができる。プロモーターに依存して、個々のプロモーターが協力して機能して転写を活性
化する場合もあり、または独立して機能して転写を活性化する場合もあるようである。プ
ロモーターは、「エンハンサー」と併用されることもあり、またはされないこともあり、
このエンハンサーは、核酸配列の転写活性に関与するシス作用性調節配列を指す。
【０１２０】
　プロモーターは、コーディングセグメントおよび／またはエキソンの上流に位置する５
’非コーディング配列を単離することによって得ることができるような、核酸配列と自然
に会合しているものである場合がある。そのようなプロモーターを「内因性」と呼ぶこと
ができる。同様に、エンハンサーは、その配列の下流または上流のいずれかに位置する核
酸配列と自然に会合しているものである場合がある。あるいは、組換えまたは異種プロモ
ーター（これは、その天然の環境で核酸配列と通常は会合していないプロモーターを指す
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）の制御下にコーディング核酸セグメントを置くことによって、一定の利点が得られるで
あろう。組換えまたは異種エンハンサーは、同様に、その天然の環境では核酸配列と通常
は会合していないエンハンサーを指す。そのようなプロモーターまたはエンハンサーとし
ては、他の遺伝子のプロモーターまたはエンハンサー、ならびに任意の他のウイルスまた
は原核もしくは真核細胞から単離されたプロモーターまたはエンハンサー、ならびに「天
然に存在する」のではない、すなわち、異なる転写調節領域の異なる要素、および／また
は発現を改変する突然変異を含有する、プロモーターまたはエンハンサーを挙げることが
できる。例えば、組換えＤＮＡ構築に最も一般的に使用されるプロモーターとしては、ベ
ータラクタマーゼ（ペニシリナーゼ）、ラクトースおよびトリプトファン（ｔｒｐ）プロ
モーター系が挙げられる。プロモーターおよびエンハンサーの核酸配列の合成的生産に加
えて、本明細書に開示する組成物と共に組換えクローニングおよび／または核酸増幅技術
（ＰＣＲ（商標）を含む）を用いて配列を生産することができる（例えば、米国特許第４
，６８３，２０２号および同第５，９２８，９０６号を参照のこと。これらは、それぞれ
、参照により本明細書に援用されている）。さらに、ミトコンドリア、葉緑体、およびこ
れらに類するものなどの無核細胞小器官内での配列転写および／または発現を指図する制
御配列も利用することができると考えられる。
【０１２１】
　当然、例えば選択された細胞、細胞小器官、細胞タイプ、組織、器官、または生物にお
いてＤＮＡセグメントの発現を有効に指図するプロモーターおよび／またはエンハンサー
を利用することは重量であろう。分子生物学技術分野の技術者には、タンパク質発現のた
めのプロモーター、エンハンサーおよび細胞タイプの組み合わせの使用は公知である（例
えば、参照により本明細書に援用されている、Ｓａｍｂｒｏｏｋら，１９８９を参照のこ
と）。利用されるプロモーターは、構成的である場合もあり、組織特異的である場合もあ
り、誘導性である場合もあり、および／または適切な条件下、導入されたＤＮＡセグメン
トの高レベル発現の指図に有用である場合もあり、例えば、組換えタンパク質および／ま
たはペプチドの大規模生産の際に有利である。前記プロモーターは、異種である場合もあ
り、または内因性である場合もある。
【０１２２】
　前記プロモーターは、原核細胞、真核細胞、または両方での使用に適するものであり得
る。加えて、（例えば、ｔｈｅ　Ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃ　Ｐｒｏｍｏｔｅｒ　Ｄａｔａ　
Ｂａｓｅ　ＥＰＤＢに従って）任意のプロモーター／エンハンサーの組み合わせを用いて
発現を誘導することもできよう。Ｔ３、Ｔ７またはＳＰ６細胞質発現系の使用は、１つの
可能な実施形態である。
【０１２３】
　２．開始シグナルおよび内部リボソーム結合部位
　特定の開始シグナルが、コーディング配列の効率的な翻訳に必要とされることもある。
これらのシグナルとしては、ＡＴＧ開始コドンまたは隣接配列が挙げられる。ＡＴＧ開始
コドンをはじめとする外因性翻訳制御シグナルを与える必要がある場合がある。通常の当
業者は、これを決定することおよび必要シグナルを容易に与えることができるであろう。
所望のコーディング配列のリーディングフレームが、確実に挿入物全体を転写するために
、開始コドンが「インフレーム」にあらねばならないことは、周知である。前記外因性翻
訳制御シグナルおよび開始コドンは、天然のものである場合もあり、合成のものである場
合もある。発現効率は、適切な転写エンハンサー要素を含めることによって向上させるこ
とができる。
【０１２４】
　本発明の一定の実施形態では、内部リボソーム進入部位（ＩＲＥＳ）要素の使用を用い
て、多重遺伝子、すなわちポリシストロン、メッセージを作る。ＩＲＥＳ要素は、５’メ
チル化Ｃａｐ依存性転写のリボソーム走査モデルを迂回することおよび内部位置で転写を
開始することができる（Ｐｅｌｌｅｔｉｅｒ　ａｎｄ　Ｓｏｎｅｎｂｅｒｇ，１９８８）
。ピコルナウイルスファミリーの２つのメンバー（ポリオおよび脳心筋炎ウイルス）から
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のＩＲＥＳ要素が記載されており（Ｐｅｌｌｅｔｉｅｒ　ａｎｄ　Ｓｏｎｅｎｂｅｒｇ，
１９８８）、哺乳動物メッセージからのＩＲＥＳも記載されている（Ｍａｃｅｊａｋ　ａ
ｎｄ　Ｓａｒｎｏｗ，１９９１）。ＩＲＥＳ要素を異種オープンリーディングフレームに
連結させることができる。ＩＲＥＳによって互いに隔てられた多数のオープンリーディン
グフレームを一緒に転写して、ポリシストロンメッセージを作ることができる。ＩＲＥＳ
要素によって、リボソームは効率的な転写のためにそれぞれのオープンリーディングフレ
ームに接近することができる。単一メッセージを転写するために単一のプロモーター／エ
ンハンサーを使用して、多数の遺伝子効率的に発現させることができる（例えば、米国特
許第５，９２５，５６５号および同第５，９３５，８１９号を参照のこと。それぞれが、
参照により本明細書に援用されている）。
【０１２５】
　３．マルチクローニング部位
　ベクターは、マルチクローニング部位（ＭＣＳ）を含む場合があり、このマルチクロー
ニング部位は、多数の制限酵素部位を含有する核酸領域であり、それらの制限酵素部位の
いずれかを標準的な組換え技術と併用してそのベクターを消化することができる（例えば
、参照により本明細書に援用されている、Ｃａｒｂｏｎｅｌｌｉら，１９９９、Ｌｅｖｅ
ｎｓｏｎら，１９９８、およびＣｏｃｅａ，１９９７を参照のこと）。「制限酵素消化」
は、核酸分子内の特定の位置でのみ機能する酵素での核酸分子の酵素的分解開裂を指す。
これらの制限酵素の多くが市販されている。そのような酵素の使用は、当業者に広く理解
されている。多くの場合、ＭＣＳ内で切断する制限酵素を使用してベクターを線形化また
はフラグメント化して、外因性配列をそのベクターにライゲートすることができる。「ラ
イゲーション」は、互いに連続していることもあり、していないこともある２つの核酸フ
ラグメント間でのホスホジエステル結合の形成プロセスを指す。制限酵素およびライゲー
ション反応を含む技術は、組換え技術の技術分野における技術者には周知である。
【０１２６】
　４．スプライシング部位
　大部分の転写真核性ＲＮＡ分子は、一次転写産物からイントロンを除去するためにＲＮ
Ａスプライシングを受ける。真核生物ゲノム配列を含有するベクターは、タンパク質発現
のために転写産物の正確なプロセッシングを確実なものにするために、ドナーおよび／ま
たはアクセプタースプライシング部位を必要とし得る（例えば、参照により本明細書に援
用されている、Ｃｈａｎｄｌｅｒら，１９９７を参照のこと）。
【０１２７】
　５．終結シグナル
　本発明のベクターまたは構築物は、一般に、少なくとも１つの終結シグナルを含むであ
ろう。「終結シグナル」または「ターミネーター」は、ＲＮＡポリメラーゼによるＲＮＡ
転写産物の特定の終結に関与するＤＮＡ配列から成る。従って、一定の実施形態では、Ｒ
ＮＡ転写産物の生産を終わらせる終結シグナルが考えられる。望ましいメッセージレベル
を達成するためにインビボでターミネーターが必要である。
【０１２８】
　真核細胞系の場合、ターミネーター領域は、ポリアデニル化部位を露出させるために新
たな転写産物の部位特異的開裂を可能にする特異的ＤＮＡ配列を含むこともある。これが
、特化された内因性ポリメラーゼに、その転写産物の３’末端に約２００のＡ残基（ポリ
Ａ）の伸長部を付加するようにシグナルを送る。このポリＡテールで修飾されたＲＮＡ分
子は、より安定しているようであり、より効率的に翻訳される。従って、真核細胞を含む
他の実施形態おいて、そのターミネーターが、ＲＮＡの開裂のためのシグナルを含むこと
は好ましく、およびそのターミネーターが、メッセージのポリアデニル化を促進すること
はさらに好ましい。ターミネーターおよび／またはポリアデニル化部位要素は、メッセー
ジレベルの向上、およびそのカセットから他の配列への通読の最小化に役立ち得る。
【０１２９】
　本発明での使用が考えられるターミネーターとしては、本明細書に記載するまたは通常
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の当業者に公知である任意の公知転写ターミネーターが挙げられ、それらとしては、例え
ば、遺伝子の終結配列、例えばウシ成長ホルモンターミネーターなど、またはウイルス終
結配列、例えばＳＶ４０ターミネーターなど、が挙げられるが、これらに限定されない。
一定の実施形態において、前記終結シグナルは、配列トランケーションなどのため、転写
可能または翻訳可能配列を欠くことがある。
【０１３０】
　６．ポリアデニル化シグナル
　発現、特に、真核細胞系発現では、概して、転写産物の正しいポリアデニル化を果たす
ためにポリアデニル化シグナルを含むであろう。ポリアデニル化シグナルの性質は、本発
明の実施の成功に重要であるとは考えられず、いずれのそのような配列を利用してもよい
。好ましい実施形態は、適便であり、様々なターゲット細胞においてよく機能することが
知られている、ＳＶ４０ポリアデニル化シグナルまたはウシ成長ホルモンポリアデニル化
シグナルを含む。ポリアデニル化は、転写産物の安定性を増すことができ、または細胞質
輸送を助長することができる。
【０１３１】
　７．複製起点
　宿主細胞においてベクターを増殖させるために、宿主細胞は、複製が開始される特異的
核酸配列である１つ以上の複製起点部位（多くの場合、「ｏｒｉ」と呼ばれる）を含有す
ることがある。あるいは、宿主細胞が酵母である場合には、自律複製配列（ＡＲＳ）が利
用されることがある。
【０１３２】
　８．選択可能およびスクリーニング可能マーカー
　本発明の一定の実施形態では、発現ベクターにマーカーを含めることによって、本発明
の核酸構築物を含有する細胞をインビトロまたはインビボで同定することができる。その
ようなマーカーは、同定可能な変化を細胞にもたらし、それによって、発現ベクターを含
有する細胞を容易に同定できるであろう。一般に、選択可能マーカーは、選択が可能にな
る特性を付与するものである。陽性選択可能マーカーは、マーカーの存在によってその選
択が可能になるものであり、一方、陰性選択可能マーカーは、その存在がその選択を妨げ
るものである。陽性選択可能マーカーの例は、薬物耐性マーカーである。
【０１３３】
　通常、薬物選択マーカーは、形質転換体のクローニングおよび同定を助長し、例えば、
ネオマイシン、ピューロマイシン、ヒグロマイシン、ＤＨＦＲ、ＧＰＴ、ゼオシンおよび
ヒスチジノールに対する耐性を付与する遺伝子は、有用な選択可能マーカーである。条件
を満たすことに基づいて形質転換体を区別することができる表現型を付与するマーカーに
加えて、その基礎が比色分析である他のタイプのスクリーニング可能マーカー、例えばＧ
ＦＰ、も考えられる。あるいは、スクリーニング可能酵素、例えば、単純疱疹ウイルスチ
ミジンキナーゼ（ｔｋ）またはクロラムフェニコールアセチルトランスフェラーゼ（ＣＡ
Ｔ）を利用することができる。免疫学的マーカーを、ことによるとＦＡＣＳ分析と共に、
用いる方法も当業者には公知であろう。使用するマーカーは、それが遺伝子産物をコード
する核酸と同時に発現され得る限り、重要であると考えられない。選択可能およびスクリ
ーニング可能マーカーのさらなる例は、当業者に周知である。
【０１３４】
　９．プラスミドベクター
　一定の実施形態において、宿主細胞を形質転換するためにプラスミドベクターの使用が
考えられる。一般に、宿主細胞と適合性の種に由来するレプリコンおよび制御配列を含有
するプラスミドベクターが、これらの宿主と一緒に使用される。前記ベクターは、複製部
位、ならびに形質転換細胞において表現型選択を生じさせることができるマーキング配列
を、通常、保有する。非限定的な例では、ｐＢＲ３２２（Ｅ．ｃｏｌｉ種に由来するプラ
スミド）の誘導体を使用して、Ｅ．ｃｏｌｉを形質転換させることが多い。ｐＢＲ３２２
は、アンピシリンおよびテトラサイクリン耐性のための遺伝子を含有し、従って、形質転
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換細胞を同定するための容易な手段を提供する。ｐＢＲプラスミド、または他の微生物プ
ラスミドもしくはファージは、例えば、その微生物によるそれ自体のタンパク質の発現に
用いることができるプロモーターも含有しなければならず、または含有するように修飾さ
れなければならない。
【０１３５】
　加えて、宿主微生物と適合性であるレプリコンおよび制御配列を含有するファージベク
ターを形質転換ベクターとしてこれらの宿主と共に使用することができる。例えば、ファ
ージラムダＧＥＭＴＭ　１１を、例えばＥ．ｃｏｌｉ　ＬＥ３９２などの宿主細胞を形質
転換するために使用することができる組換えファージベクターを作る際に、利用すること
ができる。
【０１３６】
　さらなる有用なプラスミドベクターとしては、ｐＩＮベクター（Ｉｎｏｕｙｅら，１９
８５）；ならびに後の精製および分離または開裂のためにグルタチオンＳトランスフェラ
ーゼ（ＧＳＴ）可溶性融合タンパク質を精製する際に使用するための、ｐＧＥＸベクター
が挙げられる。他の適する融合タンパク質は、ベータガラクトシダーゼ、ユビキチン、お
よびこれらに類するものを伴うものである。
【０１３７】
　発現ベクターを含む細菌細胞宿主、例えばＥ．ｃｏｌｉを、多数の適する培地のうちの
いずれか、例えばＬＢにおいて成長させる。一定のベクターにおける組換えタンパク質の
発現は、一定のプロモーターに特異的な薬剤と宿主細胞を接触させることにより、当業者
に理解されるように、例えば、ＩＰＴＧを培地に加えることによって、またはインキュベ
ーションをより高温に切り替えることによって、誘導することができる。さならる期間、
一般には２時間と２４時間の間の期間、にわたってその細菌を培養した後、遠心分離によ
って細胞を回収し、洗浄して残留培地を除去する。
【０１３８】
　１０．ウイルスベクター
　一定のウイルスの、受容体媒介エンドサイトーシスにより細胞を感染させるもしくは細
胞に進入する能力、および宿主細胞ゲノムに組み込まれ、ウイルス遺伝子を安定的且つ効
率的に発現する能力が、それらを、細胞（例えば、哺乳動物細胞）への異種核酸の移入の
ための魅力的な候補にした。本発明の組成物は、１つ以上の組成物または他の成分、例え
ば免疫修飾物質もしくはアジュバントなど、をコードするウイルスベクターを含むことが
ある。本発明の核酸を送達するために使用することができるウイルスベクターの非限定的
な例を下で説明する。
【０１３９】
　ａ．アデノウイルスベクター
　核酸の送達のための特定の方法は、アデノウイルス発現ベクターの使用を伴う。アデノ
ウイルスベクターが、ゲノムＤＮＡへの低い組み込み能力を有することは公知であるが、
この特徴は、これらのベクターによってもたらされる高い遺伝子伝達効率によって相殺さ
れる。「アデノウイルス発現ベクター」は、（ａ）その構築物のパッケージングを支持す
るためにおよび（ｂ）組織または細胞内でクローニングされた組織または細胞特異的構築
物を最終的に発現するために十分なアデノウイルス配列を含有する構築物を含むものとす
る。アデノウイルスの遺伝子構成、３６ｋｂ、線形、２本鎖ＤＮＡウイルス、の知識によ
り、アデノウイルスＤＮＡの大きな断片を７ｋｂまでの異種配列で置換することができる
（Ｇｒｕｎｈａｕｓ　ａｎｄ　Ｈｏｒｗｉｔｚ，１９９２）。
【０１４０】
　ｂ．ＡＡＶベクター
　アデノウイルス支援トランスフェクションを用いて、核酸を細胞に導入することができ
る。アデノウイルス連結系を用いることによる、細胞系におけるトランスフェクション効
率上昇が報告されている（Ｋｅｌｌｅｈｅｒ　ａｎｄ　Ｖｏｓ，１９９４；Ｃｏｔｔｅｎ
ら，１９９２；Ｃｕｒｉｅｌ，１９９４）。アデノ関連ウイルス（ＡＡＶ）は、本発明の
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組成物において使用するために魅力的なベクター系である。それは、高い組み込み頻度を
有し、および非分裂細胞を感染させることができるので、組織培養（Ｍｕｚｙｃｚｋａ，
１９９２）またはインビトロでの例えば哺乳動物細胞への遺伝子の送達に有用なものにな
るからである。ＡＡＶは、感染力が広い宿主範囲を有する（Ｔｒａｔｓｃｈｉｎら，１９
８４；Ｌａｕｇｈｌｉｎら，１９８６；Ｌｅｂｋｏｗｓｋｉら，１９８８；ＭｃＬａｕｇ
ｈｌｉｎら，１９８８）。ｒＡＡＶベクターの生成および使用に関する詳細は、米国特許
第５，１３９，９４１号および同第４，７９７，３６８号に記載されており、これらのそ
れぞれが参照により本明細書に援用されている。
ｃ．レトロウイルスベクター
　レトロウイルスは、それらの遺伝子を宿主ゲノムに組み込んで、大量の異種遺伝物質を
輸送する、広いスペクトルの種および細胞タイプを感染させるならびに特別な細胞系にパ
ッケージされるそれらの能力のため、送達ベクターとして有用である（Ｍｉｌｌｅｒ，１
９９２）。
【０１４１】
　レトロウイルスベクターを構築するために、核酸（例えば、対象となる組成物をコード
するもの）を、ウイルスゲノム内の一定のウイルス配列の位置に挿入して、複製欠陥のあ
るウイルスを生産する。ウイルス粒子を生産するために、ｇａｇ、ｐｏｌおよびｅｎｖ遺
伝子を含有するがＬＴＲおよびパッケージング成分を伴わないパッケージング細胞系を構
築する（Ｍａｎｎら，１９８３）。レトロウイルスＬＴＲおよびパッケージング配列と共
にｃＤＮＡを含有する組換えプラスミドを特別な細胞系に（例えば、例えばリン酸カルシ
ウム沈降法によって）導入すると、そのパッケージング配列によって、組換えプラスミド
のＲＮＡ転写産物をウイルス粒子にパッケージすることができ、その後、それが培養基に
分泌される（Ｎｉｃｏｌａｓ　ａｎｄ　Ｒｕｂｅｎｓｔｅｉｎ，１９８８；Ｔｅｍｉｎ，
１９８６；Ｍａｎｎら，１９８３）。その後、組換えレトロウイルスを含有する培地を回
収し、場合によっては濃縮し、遺伝子伝達に使用する。レトロウイルスベクターは、多種
多様な細胞タイプを感染させることができる。しかし、組み込みおよび安定な発現には、
宿主細胞の分裂が必要である（Ｐａｓｋｉｎｄら，１９７５）。
【０１４２】
　レンチウイルスは、一般的なレトロウイルス遺伝子ｇａｇ、ｐｏｌおよびｅｎｖに加え
て、調節または構造機能を有する他の遺伝子を含有する、複雑なレトロウイルスである。
レンチウイルスベクターは、当該技術分野において周知である（例えば、Ｎａｌｄｉｎｉ
ら，１９９６；Ｚｕｆｆｅｒｅｙら，１９９７；Ｂｌｏｍｅｒら，１９９７；米国特許第
６，０１３，５１６号および同第５，９９４，１３６号を参照のこと）。レンチウイルス
の一部の例としては、ヒト免疫不全ウイルス：ＨＩＶ－１、ＨＩＶ－２およびサル免疫不
全ウイルス：ＳＩＶが挙げられる。レレンチウイルスベクターは、ＨＩＶビルレンス遺伝
子の多重弱毒化によって生成されており、例えば、そのベクターを生物学的に安全なもの
にするために遺伝子、ｅｎｖ、ｖｉｆ、ｖｐｒ、ｖｐｕおよびｎｅｆを欠失させる。
【０１４３】
　組換えレンチウイルスベクターは、非分裂細胞を感染させることができ、ならびにイン
ビボおよびインビトロ両方の遺伝子伝達および核酸配列発現に使用することができる。例
えば、パッケージング機能を有する２つ以上のベクター、すなわちｇａｇ、ｐｏｌおよび
ｅｎｖ、ならびにｒｅｖおよびｔａｔ、で適する宿主細胞がトランスフェクトされる、非
分裂細胞を感染させることができる組換えレンチウイルスは、参照により本明細書に援用
されている米国特許第５，９９４，１３６号に記載されている。エンベロープタンパク質
と抗体との、または特定の細胞タイプの受容体にターゲッティングするための特定のリガ
ンドとの連結によって、組換えウイルスをターゲッティングすることができる。例えば特
定のターゲット細胞上の受容体についてのリガンドをコードする別の遺伝子と共に、対象
となる配列（調節領域を含む）をウイルスベクターに挿入することによって、そのベクタ
ーは、今やターゲット特異的である。
【０１４４】
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　ｄ．他のウイルスベクター
　他のウイルスベクターを本発明におけるワクチン構築物として利用することができる。
ワクシニアウイルス（Ｒｉｄｇｅｗａｙ，１９８８；Ｂａｉｃｈｗａｌ　ａｎｄ　Ｓｕｇ
ｄｅｎ，１９８６；Ｃｏｕｐａｒら，１９８８）、シンドビスウイルス、サイトメガロウ
イルスおよび単純疱疹ウイルスなどのウイルスに由来するベクターを利用することができ
る。それらは、様々な哺乳動物細胞に幾つかの魅力的な特徴をもたらす（Ｆｒｉｅｄｍａ
ｎｎ，１９８９；Ｒｉｄｇｅｗａｙ，１９８８；Ｂａｉｃｈｗａｌ　ａｎｄ　Ｓｕｇｄｅ
ｎ，１９８６；Ｃｏｕｐａｒら，１９８８；Ｈｏｒｗｉｃｈら，１９９０）。
【０１４５】
　ｅ．修飾ウイルスを使用する送達
　特定の結合リガンドを発現するように遺伝子操作された感染性ウイルスの中に送達すべ
き核酸を収容することができる。このウイルス粒子は、例えば、ターゲット細胞のコグネ
イト受容体に特異的に結合し、その細胞に内容物を送達するであろう。レトロウイルスベ
クターの特異的ターゲッティングを可能にするように設計された新規アプローチが、ウイ
ルスエンベロープへのラクトース残基の化学的付加によるレトロウイルスの化学的修飾に
基づいて開発された。この修飾は、シアロ糖タンパク質受容体により肝細胞を特異的に感
染させることができる。
【０１４６】
　レトロウイルス・エンベロープ・タンパク質に対するおよび特異的細胞受容体に対する
ビオチニル化抗体を使用する、組換えレトロウイルスのもう１つのターゲッティング方法
が設計された。これらの抗体は、ストレプタビジンを使用することによりビオチン成分に
よってカップリングされた（Ｒｏｕｘら，１９８９）。主要組織適合遺伝子複合体クラス
ＩおよびクラスＩＩ抗原に対する抗体を使用して、彼らは、それらの表面抗原を担持する
様々なヒト細胞のインビトロでのエコトロピックウイルスでの感染を立証した（Ｒｏｕｘ
ら，１９８９）。
【０１４７】
　１１．ベクター送達および細胞形質転換
　本発明と共に使用するための細胞小器官、細胞、組織または生物の形質転換のための適
するエールリヒア核酸送達方法は、本明細書に記載するような、または通常の当業者に公
知であろうような、核酸（例えば、ＤＮＡ）を細胞小器官、細胞、組織または生物に導入
することができる実質的に任意の方法を含むと考えられる。そのような方法としては、Ｄ
ＮＡの直接送達、例えば、エクスビボトランスフェクションによるもの（Ｗｉｌｓｏｎら
，１９８９、Ｎａｂｅｌら，１９８９）、マイクロイジェクション（Ｈａｒｌａｎ　ａｎ
ｄ　Ｗｅｉｎｔｒａｕｂ，１９８５；参照により本明細書に援用されている米国特許第５
，７８９，２１５号）を含めて、注射によるもの（米国特許第５，９９４，６２４号、同
第５，９８１，２７４号、同第５，９４５，１００号、同第５，７８０，４４８号、同第
５，７３６，５２４号、同第５，７０２，９３２号、同第５，６５６，６１０号、同第５
，５８９，４６６号および同第５，５８０，８５９号（それぞれが参照により本明細書に
援用されている））；エレクトロポレーションによるもの（米国特許第５，３８４，２５
３号（参照により本明細書に援用されている）；Ｔｕｒ－Ｋａｓｐａら，１９８６；Ｐｏ
ｔｔｅｒら，１９８４）；リン酸カルシウム沈殿法によるもの（Ｇｒａｈａｍ　ａｎｄ　
Ｖａｎ　Ｄｅｒ　Ｅｂ，１９７３；Ｃｈｅｎ　ａｎｄ　Ｏｋａｙａｍａ，１９８７；Ｒｉ
ｐｐｅら，１９９０）；ＤＥＡＥデキストラン、その後、ポリエチレングリコールを使用
することによるもの（Ｇｏｐａｌ，１９８５）；ダイレクト・ソニック・ローディングに
よるもの（Ｆｅｃｈｈｅｉｍｅｒら，１９８７）；リポソーム媒介トランスフェクション
によるもの（Ｎｉｃｏｌａｕ　ａｎｄ　Ｓｅｎｅ，１９８２；Ｆｒａｌｅｙら，１９７９
；Ｎｉｃｏｌａｕら，１９８７；Ｗｏｎｇら，１９８０；Ｋａｎｅｄａら，１９８９；Ｋ
ａｔｏら，１９９１）および受容体媒介トランスフェクションによるもの（Ｗｕ　ａｎｄ
　Ｗｕ，１９８７；Ｗｕ　ａｎｄ　Ｗｕ，１９８８）；マイクロプロジェクタイル・ボン
バードメントによるもの（ＰＣＴ出願番号ＷＯ　９４／０９６９９および９５／０６１２
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８；米国特許第５，６１０，０４２号、同第５，３２２，７８３号、同第５，５６３，０
５５号、同第５，５５０，３１８号、同第５，５３８，８７７号および同第５，５３８，
８８０号、ならびにそれぞれが参照により本明細書に援用されている）；シリコンカーバ
イド線維との攪拌によるもの（Ｋａｅｐｐｌｅｒら，１９９０；米国特許第５，３０２，
５２３号および同第５，４６４，７６５号（それぞれが参照により本明細書に援用されて
いる））；アグロバクテリウム媒介形質転換によるもの（米国特許第５，５９１，６１６
号および同第５，５６３，０５５号（それぞれが参照により本明細書に援用されている）
；プロトプラストのＰＥＧ媒介形質転換によるもの（Ｏｍｉｒｕｌｌｅｈら，１９９３；
米国特許第４，６８４，６１１号および同第４，９５２，５００号（それぞれが参照によ
り本明細書に援用されている）；乾燥／阻害媒介ＤＮＡ取り込みによるもの（Ｐｏｔｒｙ
ｋｕｓら，１９８５）、ならびにこのような方法の任意の組み合わせが挙げられるが、そ
れらに限定されない。これらなどの技術の適用により、細胞小器官（単数もしくは複数）
、細胞（単数もしくは複数）、組織（単数もしくは複数）または生物（単数もしくは複数
）を安定的にまたは一過的に形質転換させることができる。
ａ．エクスビボ形質転換
　生物から除去した血管細胞および組織のエクスビボ設定でのトランスフェクション方法
は、当業者に公知である。例えば、イヌ内皮細胞が、インビトロでのレトロウイルス遺伝
子移入によって遺伝子改変され、イヌに移植された（Ｗｉｌｓｏｎら，１９８９）。もう
１つの例では、ユカタンミニブタ内皮細胞が、インビトロでレトロウイルスによりトラン
スフェクトされ、ダブルバルーン（ｄｏｕｂｌｅ－ｂａｌｌｏｎｗ）カテーテルを使用し
て動脈に移植された（Ｎａｂｅｌら，１９８９）。それ故、細胞および組織を除去し、本
発明の核酸を使用してエクスビボでトランスフェクトすることができると考えられる。特
定の態様では、移植細胞および組織を生物に配置することができる。好ましい面では、移
植細胞または組織において核酸を発現させる。
【０１４８】
　ｂ．注射
　一定の実施形態では、核酸を細胞小器官、細胞、組織または生物に１回以上の注射（す
なわち、針注入）により（例えば、例えば皮下的に、経皮的に、筋肉内に、静脈間に、腹
腔内的になど）送達することができる。ワクチンの注射方法は、通常の当業者に周知であ
る（例えば、食塩溶液を含む組成物の注射）。本発明のさらなる実施形態は、直接マイク
ロインジェクションによる核酸の導入を含む。直接マイクロインジェクションは、核酸構
築物をアフリカツメガエル卵母細胞に導入するために使用された（Ｈａｒｌａｎｄ　ａｎ
ｄ　Ｗｅｉｎｔｒａｕｂ，１９８５）。使用される組成物の量は、使用される細胞小器官
、細胞、組織または生物ばかりでなく抗原の性質によって変わり得る。
【０１４９】
　ｃ．エレクトロポレーション
　一定の実施形態では、核酸をエレクトロポレーションによって細胞小器官、細胞、組織
または生物に導入する。エレクトロポレーションは、高圧電気放電への細胞およびＤＮＡ
の懸濁液の曝露を伴う。この方法の幾つかの変形では、一定の細胞壁分解酵素、例えばペ
クチン分解酵素、を利用して、ターゲットレシピエント細胞を未処理細胞よりエレクトロ
ポレーションによる形質転換を受けやすくする（参照により本明細書に援用されている、
米国特許第５，３８４，２５３号を参照のこと）。あるいは、レシピエント細胞を、機械
的傷害によって、形質転換をより受けやすくすることができる。
【０１５０】
　エレクトロポレーションを用いる真核細胞のトランスフェクションは、相当成功を収め
ている。この方法で、マウスプレＢリンパ球が、ヒトカッパ免疫グロブリン遺伝子でトラ
ンスフェクトされ（Ｐｏｔｔｅｒら，１９８４）、およびラット肝細胞が、クロラムフェ
ニコールアセチルトランスフェラーゼ遺伝子でトランスフェクトされた（Ｔｕｒ　Ｋａｓ
ｐａら，１９８６）。
【０１５１】
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　例えば植物細胞などの細胞においてエレクトロポレーションによって形質転換を果たす
ために、もろい組織、例えば細胞もしくは胚形成カルスの懸濁培養物、を利用することが
でき、または代替的に、未成熟胚もしくは他の器質化組織を直接形質転換することができ
る。この技術では、選択した細胞の細胞壁を、制御された様式でのペクチン分解酵素（ペ
クトリアーゼ）または機械的傷害に曝露することよって、部分的に分解することができる
だろう。無損傷細胞のエレクトロポレーションによって形質転換された幾つかの種の例と
しては、トウモロコシ（米国特許第５，３８４，２５３号；Ｒｈｏｄｅｓら，１９９５；
Ｄ’Ｈａｌｌｕｉｎら，１９９２）、小麦（Ｚｈｏｕら，１９９３）、トマト（Ｈｏｕ　
ａｎｄ　Ｌｉｎ，１９９６）、大豆（Ｃｈｒｉｓｔｏｕら，１９８７）およびタバコ（Ｌ
ｅｅら，１９８９）が挙げられる。
【０１５２】
　植物細胞のエレクトロポレーション形質転換にプロトプラストを利用することもできる
（Ｂａｔｅｓ，１９９４；Ｌａｚｚｅｒｉ，１９９５）。例えば、子葉から採取したプロ
トプラストのエレクトロポレーションによるトランスジェニック大豆植物の産生が、Ｄｈ
ｉｒおよびＷｉｄｈｏｌｍによって国際特許出願番号ＷＯ　９２１７５９８（参照により
本明細書に援用されている）に記載されている。プロトプラスト形質転換が記載されてい
る種の他の例としては、大麦（Ｌａｚｅｒｒｉ，１９９５）、モロコシ属（Ｂａｔｔｒａ
ｗら，１９９１）、トウモロコシ（Ｂｈａｔｔａｃｈａｒｊｅｅら，１９９７）、小麦（
Ｈｅら，１９９４）およびトマト（Ｔｓｕｋａｄａ，１９８９）が挙げられる。
ｄ．リン酸カルシウム
　本発明の他の実施形態では、リン酸カルシウム沈殿法を用いて核酸を細胞に導入する。
この技術を用いて、ヒトＫＢ細胞がアデノウイルス５ＤＮＡでトランスフェクトされた（
Ｇｒａｈａｍ　ａｎｄ　Ｖａｎ　Ｄｅｒ　Ｅｂ，１９７３）。同様に、この仕方で、マウ
スＬ（Ａ９）、マウスＣ１２７、ＣＨＯ、ＣＶ　１、ＢＨＫ、ＮＩＨ３Ｔ３およびＨｅＬ
ａ細胞が、ネオマイシンマーカー遺伝子でトランスフェクトされ（Ｃｈｅｎ　ａｎｄ　Ｏ
ｋａｙａｍａ，１９８７）、ならびにラット肝細胞が、様々なマーカー遺伝子でトランス
フェクトされた（Ｒｉｐｐｅら，１９９０）。
【０１５３】
　ｅ．ＤＥＡＥデキストラン
　もう１つの実施形態では、ＤＥＡＥデキストラン、続いてポリエチレングリコールを使
用して、核酸を細胞に送達する。この方法で、レポータープラスミドが、マウス骨髄腫お
よび赤白血病細胞に導入された（Ｇｏｐａｌ，１９８５）。
【０１５４】
　ｆ．ソニフィケーション・ローディング
　本発明の追加の実施形態は、ダイレクト・ソニック・ローディングによる核酸の導入を
含む。ソニフィケーション・ローディングにより、ＬＴＫ線維芽細胞が、チミジンキナー
ゼでトランスフェクトされた（Ｆｅｃｈｈｅｉｍｅｒら，１９８７）。
【０１５５】
　ｇ．リポソーム媒介トランスフェクション
　本発明のさらなる実施形態では、エールリヒア核酸を脂質複合体と共に含む、例えば、
リポソームの中に含むことなどがある。リポソームは、リン脂質二重層の膜と内部の水性
媒質とを特徴とする小胞構造である。多層リポソームは、水性媒質によって隔てられた多
数の脂質を有する。それらは、リン脂質を過剰の水溶液に懸濁させると、自発的に形成す
る。脂質成分は、閉鎖構造形成前に自己再構成を経験し、脂質二重層間に水および溶解し
た溶質を閉じ込める（Ｇｈｏｓｈ　ａｎｄ　Ｂａｃｈｈａｗａｔ，１９９１）。Ｌｉｐｏ
ｆｅｃｔａｍｉｎｅ（Ｇｉｂｃｏ　ＢＲＬ）またはＳｕｐｅｒｆｅｃｔ（Ｑａｉｇｅｎ）
と複合した核酸も考えられる。
【０１５６】
　インビトロでの異種ＤＮＡのリポソーム媒介核酸送達および発現は、非常に成功を収め
ている（Ｎｉｃｏｌａｕ　ａｎｄ　Ｓｅｎｅ，１９８２；Ｆｒａｌｅｙら，１９７９；Ｎ



(37) JP 2014-1240 A 2014.1.9

10

20

30

40

50

ｉｃｏｌａｕら，１９８７）。培養ニワトリ胚、ＨｅＬａおよびヘパトーム細胞における
異種ＤＮＡのリポソーム媒介送達および発現の実現可能性も実証された（Ｗｏｎｇら，１
９８０）。
【０１５７】
　本発明の一定の実施形態では、リポソームを血球凝集ウイルス（ＨＶＪ）と複合させる
ことがある。これが、細胞膜との融合を助長し、リポソーム封入ＤＮＡの細胞進入を促進
することは証明されている（Ｋａｎｄｅｄａら，１９８９）。他の実施形態では、リポソ
ームを核非ヒストン染色体タンパク質（ＨＭＧ１）（Ｋａｔｏら，１９９１）と複合させ
るまたは併用することがある。尚さらなる実施形態では、リポソームをＨＶＪとＨＭＧ　
１の両方と複合させるまたは併用することがある。他の実施形態においては、送達ビヒク
ルは、リガンドおよびリポソームを含むことがある。
【０１５８】
　ｈ．レポーター媒介トランスフェクション
　尚、さらに、核酸は、受容体媒介送達ビヒクルによってターゲット細胞に送達すること
ができる。これらは、ターゲット細胞で発生するであろう受容体媒介エンドサイトーシス
による高分子の選択的取り込みを利用する。様々な受容体の細胞タイプ特異的分布から考
えて、この送達方法は、本発明に特異性というもう１つの地位を加える。
【０１５９】
　一定の受容体媒介遺伝子ターゲッティングビヒクルは、細胞受容体特異的リガンドおよ
び核酸結合剤を含む。他のものは、送達すべき核酸が機能するように連結されている細胞
受容体特異的リガンドを含む。幾つかのリガンドが、受容体媒介遺伝子伝達に使用されて
おり（Ｗｕ　ａｎｄ　Ｗｕ，１９８７；Ｗａｇｎｅｒら，１９９０；Ｐｅｒａｌｅｓら，
１９９４；Ｍｙｅｒｓ，ＥＰＯ　０２７３０８５）、これによってこの技術の実行可能性
が確証される。別の哺乳動物細胞タイプに関連して特異的送達が記載されている（Ｗｕ　
ａｎｄ　Ｗｕ，１９９３；参照により本明細書に援用されている）。本発明の一定の態様
において、リガンドは、ターゲット細胞集団上で特異的に発現される受容体に対応するよ
うに選択されるであろう。
【０１６０】
　他の実施形態において、細胞特異的核酸ターゲッティングビヒクルの核酸送達ビヒクル
成分は、特異的結合リガンドをリポソームとの組み合わせで含むことがある。送達すべき
核酸（単数または複数）は、リポソームの中に収容され、特異的リガンドは、リポソーム
膜に機能的に組み込まれる。従って、リポソームは、ターゲット細胞の受容体（単数また
は複数）に特異的に結合し、内容物を細胞に送達することなる。そのようなシステムは、
例えば、上皮増殖因子（ＥＧＦ）がそのＥＧＦ受容体のアップレギュレーションを示す細
胞への核酸の受容体媒介送達の際に使用されるシステムを用いて、機能的であることが証
明されている。
【０１６１】
　尚さらなる実施形態において、ターゲット送達ビヒクルの核酸送達ビヒクル成分は、リ
ポソームそれ自体であることがあり、このリポソームは、好ましくは、細胞特異的結合を
指図する１つ以上の脂質または糖タンパク質を含む。例えば、ラクトシルセラミド、ガラ
クトース末端アシアロガングリオシド（ａｓｉａｌｇａｎｇｌｉｏｓｉｄｅ）、がリポソ
ームに組み込まれ、肝細胞によるインスリン遺伝子の取り込みの増加を維持した（Ｎｉｃ
ｏｌａｕら，１９８７）。類似した仕方で、本発明の組織特異的形質転換構築物をターゲ
ット細胞に特異的に送達することができると考えられる。
【０１６２】
　ｉ．マイクロプロジェクタイル・ボンバードメント
　マイクロプロジェクタイル・ボンバードメント技術を用いて、核酸を少なくとも１つの
、細胞小器官、細胞、組織または生物に導入することができる（米国特許第５，５５０，
３１８号；米国特許第５，５３８，８８０号；米国特許第５，６１０，０４２号；および
ＰＣＴ出願ＷＯ　９４／０９６９９；これらのそれぞれが参照により本明細書に援用され
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ている）。この方法は、ＤＮＡをコーティングしたマイクロプロジェクタイルを、高速に
加速して細胞膜を貫通させ、細胞を死滅させることなく細胞に進入させる能力に依存する
（Ｋｌｅｉｎら，１９８７）。当該技術分野において公知の多種多様なマイクロプロジェ
クタイル・ボンバードメント技術があり、それらの多くを本発明に利用することができる
。
【０１６３】
　マイクロプロジェクタイル・ボンバードメントは、様々な細胞（単数もしくは複数）、
組織（単数もしくは複数）または生物（単数もしくは複数）、例えば任意の植物種、を形
質転換するために用いることができる。マイクロプロジェクタイル・ボンバードメントに
よって形質転換された種の例としては、単子葉植物種、例えば、トウモロコシ（ＰＣＴ出
願ＷＯ　９５／０６１２８）、大麦（Ｒｉｔａｌａら，１９９４；Ｈｅｎｓｇｅｎｓら，
１９９３）、小麦（参照により本明細書に援用されている、米国特許第５，５６３，０５
５号）、米（Ｈｅｎｓｇｅｎｓら，１９９３）、オート麦（Ｔｏｒｂｅｔら，１９９５；
Ｔｏｒｂｅｔら，１９９８）、ライ麦（Ｈｅｎｓｇｅｎｓら，１９９３）、サトウキビ（
Ｂｏｗｅｒら，１９９２）、およびモロコシ属（Ｃａｓａｓら，１９９３；Ｈａｇｉｏら
，１９９１）；ならびにタバコ（Ｔｏｍｅｓら，１９９０；Ｂｕｉｓｉｎｇ　ａｎｄ　Ｂ
ｅｎｂｏｗ，１９９４）、大豆（参照により本明細書に援用されている、米国特許第米国
特許第５，３２２，７８３号）、ヒマワリ（Ｋｎｉｔｔｅｌら，１９９４）、落花生（Ｓ
ｉｎｇｓｉｔら，１９９７）、綿（ＭｃＣａｂｅ　ａｎｄ　Ｍａｒｔｉｎｅｌｌ，１９９
３）、トマト（ＶａｎＥｃｋら，１９９５）、および一般にマメ科植物（参照により本明
細書に援用されている、米国特許第５，５６３，０５５号）をはじめとする多数の双子葉
植物が挙げられる。
【０１６４】
　このマイクロプロジェクタイル・ボンバードメントでは、１つ以上の粒子を少なくとも
１つの核酸でコーティングし、推進力によって細胞に送達することができる。小粒子を加
速するための幾つかの装置が開発された。１つのそのような装置は、電流を発生させる（
その結果として動力をもたらす）ための高圧放電に基づく（Ｙａｎｇら，１９９０）。使
用されたマイクロプロジェクタイルは、タングステンまたは金粒子またはビーズなどの生
物学的に不活性な物質から成った。例示的粒子としては、タングステン、白金および好ま
しくは金から成るものが挙げられる。場合によっては、金属粒子上へのＤＮＡ沈殿は、マ
イクロプロジェクタイル・ボンバードメントを用いるレシピエント細胞へのＤＮＡ送達に
必要ないであろうと考えられる。しかし、粒子は、ＤＮＡでコーティングされるのではな
くＤＮＡを含有することができると考えられる。ＤＮＡでコーティングした粒子は、それ
自体ではおよびだけでは必要ないが、粒子ボンバードメントによってＤＮＡ送達レベルを
増加させることができる。
【０１６５】
　ボンバードメントのために、懸濁状態の細胞をフィルターまたは固体培養基で濃縮する
。あるいは、未成熟胚または他のターゲット細胞を固体培養基上に配列してもよい。ボン
バードメントを受ける細胞を、マクロプロジェクタイル停止プレートの下の適切な距離に
配置する。
【０１６６】
　加速によって細胞（例えば、植物細胞）にＤＮＡを送達するための方法の例示的実施形
態は、Ｂｉｏｌｉｓｔｉｃｓ　Ｐａｒｔｉｃｌｅ　Ｄｅｌｉｖｅｒｙ　Ｓｙｓｔｅｍであ
り、これは、ＤＮＡまたは細胞でコーティングした粒子を、例えば懸濁状態で培養した単
子葉植物細胞などの細胞で覆われたフィルター表面の上の網、例えばステンレス鋼または
Ｎｙｔｅｘの網に通すために、使用することができる。その網が、粒子を分散させるので
、それらは、大きな凝集体でレシピエント細胞に送達されない。発射装置と衝突させる細
胞との間に介在する網が、凝集する発射物のサイズを低下させ、および大きすぎる発射物
によりレシピエント細胞に負わせる傷害を減少させることでより高い形質転換頻度の一因
になり得ると考えられる。
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【０１６７】
　１２．宿主動物
　本明細書において用いる場合、用語「細胞」、「細胞系」および「細胞培養物」は、交
換可能に用いることができる。これらの用語のすべてが、任意のおよびすべての後続世代
である、それらの後代も含む。すべての後代は、意図的または偶発的突然変異のため、同
一でない場合があることは、理解される。異種核酸配列の発現に関連して、「宿主細胞」
は、原核または真核細胞を指し、ならびにベクターを複製することができるおよび／また
はベクターによってコードされた異種遺伝子を発現することができる任意の形質転換可能
な生物を含む。宿主細胞は、ベクターのためのレシピエントとして用いることができ、用
いられてきた。宿主細胞を「トランスフェクトする」または「形質転換する」ことができ
、これは、外因性核酸を宿主細胞に移入または導入するプロセスを指す。形質転換細胞は
、初代対象細胞およびその後代を含む。本明細書において用いる場合、用語「遺伝子操作
された」および「組換え」細胞または宿主細胞は、例えばベクターなどの外因性核酸配列
が導入された細胞を指すと解釈する。従って、組換え細胞は、組換え導入核酸を含有しな
い天然に存在する細胞とは区別することができる。
【０１６８】
　一定の実施形態では、ＲＮＡまたはタンパク質様配列を、同じ宿主細胞において他の選
択されたＲＮＡまたはタンパク質様配列と共発現させることができると考えられる。共発
現は、宿主細胞を２つ以上の異なる組換えベクターでコ・トランスフェクトすることによ
って達成することができる。あるいは、ＲＮＡについての多数の異なるコーディング領域
を含むように単一の組換えベクターを構築することができ、後にそれらの領域が、その単
一ベクターでトランスフェクトされた宿主細胞において発現され得る。
【０１６９】
　組織が、本発明の組成物で形質転換される宿主細胞（単数または複数）を含むことがあ
る。前記組織は、生物から分割または分離することができる。一定の実施形態において、
組織は、脂肪細胞、肺胞のもの、エナメル芽細胞、軸索、基底細胞、血液（例えば、リン
パ球）、血管、骨、骨髄、脳、胸部、軟膏、子宮頚、結腸、角膜、胚のもの、子宮内膜、
内皮のもの、上皮のもの、食道、筋膜（ｆａｃｉａ）、線維芽細胞、濾胞状のもの、神経
節細胞、グリア細胞、杯細胞、腎臓、肝臓、肺、リンパ節、筋肉、ニューロン、卵巣、膵
臓、末梢血、前立腺、皮膚、皮膚、小腸、脾臓、幹細胞、胃、精巣、葯、腹水組織、（ト
ウモロコシの）穂軸、（トウモロコシの）穂、花、殻、仁、葉、分裂組織細胞、花粉、根
尖、根、（トウモロコシの）毛、柄、およびこれらのすべての癌を含み得るが、それらに
限定されない。
【０１７０】
　一定の実施形態において、前記宿主細胞または組織は、少なくとも１つの生物に含まれ
るものであり得る。一定の実施形態において、前記生物は、通常の当業者によって理解さ
れているような、原核生物（例えば、真性細菌、古細菌）または真核細胞であり得る（例
えば、ウェブページｈｔｔｐ：／／ｐｈｙｌｏｇｅｎｙ．ａｒｉｚｏｎａ．ｅｄｕ／ｔｒ
ｅｅ／ｐｈｙｌｏｇｅｎｙ．ｈｔｍｌを参照のこと）。
【０１７１】
　非常に多数の細胞系および培養物を宿主細胞としての使用に利用することができ、それ
らは、生存培養物および遺伝物質についてのアーカイブとしての役割を果たす機構である
、米国微生物系統保存機関（Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｔｙｐｅ　Ｃｕｌｔｕｒｅ　Ｃｏｌｌｅ
ｃｔｉｏｎ：ＡＴＣＣ）を通して入手することができる（ｗｗｗ．ａｔｃｃ．ｏｒｇ）。
当業者は、ベクター骨格および所望の結果に基づいて、適切な宿主を決めることができる
。例えば、プラスミドまたはコスミドを、多数のベクターの複製のために原核生物宿主細
胞に導入することができる。ベクター複製および／または発現に利用できる細胞タイプと
しては、細菌、例えば、Ｅ．ｃｏｌｉ（例えば、Ｅ．ｃｏｌｉ株ＲＲ１、Ｅ．ｃｏｌｉ　
ＬＥ３９２、Ｅ．ｃｏｌｉ　Ｂ、Ｅ．ｃｏｌｉ　Ｘ　１７７６（ＡＴＣＣ番号３１５３７
）ならびにＥ．　ｃｏｌｉ　Ｗ３１１０（Ｆ、ラムダ、原栄養菌のもの、ＡＴＣＣ番号２
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７３３２５）、ＤＨ５α、ＪＭ１０９、およびＫＣ８；杆菌、例えば、Ｂａｃｉｌｌｕｓ
　ｓｕｂｔｉｌｉｓ；ならびに多の腸内細菌、例えば、Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ　ｔｙｐｈ
ｉｍｕｒｉｕｍ、Ｓｅｒｒａｔｉａ　ｍａｒｃｅｓｃｅｎｓ、様々なＰｓｅｕｄｏｍｏｎ
ａｓ種、ならびに多数の市販細菌宿主、例えば、ＳＵＲＥ（登録商標）Ｃｏｍｐｅｔｅｎ
ｔ　ＣｅｌｌｓおよびＳＯＬＯＰＡＣＫ　Ｇｏｌｄ　Ｃｅｌｌｓ（ＳＴＲＡＴＡＧＥＮＥ
（登録商標），Ｌａ　Ｊｏｌｌａ）が挙げられるが、これらに限定されない。一定の実施
形態において、Ｅ．ｃｏｌｉ　ＬＥ３９２などの細菌細胞は、ファージウイルスのための
宿主細胞として、特に考えられる。
【０１７２】
　ベクターの複製および／または発現のための真核生物宿主細胞の例としては、ＨｅＬａ
、ＮＩＨ３Ｔ３、Ｊｕｒｋａｔ、２９３、Ｃｏｓ、ＣＨＯ、Ｓａｏｓ、およびＰＣ１２が
挙げられるが、これらに限定されない。様々な細胞タイプおよび生物からの多数の宿主細
胞を利用することができ、それらは当業者に公知であろう。類似して、ウイルスベクター
を、真核生物または原核生物宿主細胞、特に、ベクターの複製または発現を許容するもの
、と併用することができる。
【０１７３】
　一部のベクターは、原核生物細胞と真核生物細胞の両方においてそれを複製および／ま
たは発現させることができる制御配列を利用することがある。当業者は、上に記載した宿
主細胞のすべてを、それらを維持するようにおよびベクターの複製を可能にするようにイ
ンキュベートする条件をさらに了解していることであろう。ベクターの大規模生産、なら
びにベクターによってコードされている核酸およびそれらのコグネイトポリペプチド、タ
ンパク質またはペプチドの生産を可能にするであろう技術および条件も了解されており、
知られている。
【０１７４】
　１３．発現系
　上で論じた組成物の少なくとも一部またはすべてを含む、非常に多数の発現系が存在す
る。核酸配列またはそれらのコグネイトポリペプチド、タンパク質およびペプチドを生産
するために本発明と共に用いるために、原核生物および／または真核生物に基づく系を利
用することができる。多くのそのような系を商業的におよび広範に入手することができる
。
【０１７５】
　昆虫細胞／バキュロウイルス系、例えば、米国特許第５，８７１，９８６号、同第４，
８７９，２３６号（両方とも、参照により本明細書に援用されている）に記載されている
もの、ならびに例えば、ＩＮＶＩＴＲＯＧＥＮ（登録商標）からＭＡＸＢＡＣ（登録商標
）２．０の名でおよびＣＬＯＮＴＥＣＨ（登録商標）からＢＡＣＰＡＣＫ（商標）ＢＡＣ
ＵＬＯＶＩＲＵＳ　ＥＸＰＲＥＳＳＩＯＮ　ＳＹＳＴＥＭの名で購入することができるも
のは、異種核酸セグメントの高いタンパク質発現レベルを生じさせることができる。
【０１７６】
　発現系の多の例としては、合成エクジソン誘導性受容体を含むＳＴＲＡＴＡＧＥＮＥ（
登録商標）のＣＯＭＰＬＥＴＥ　ＣＯＮＴＲＯＬ　Ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ　Ｍａｍｍａｌｉ
ａｎ　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　Ｓｙｓｔｅｍ、またはそのｐＥＴ　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
　Ｓｙｓｔｅｍ、Ｅ．ｃｏｌｉ発現系が挙げられる。誘導性発現系のもう１つの例は、Ｉ
ＮＶＩＴＲＯＧＥＮ（登録商標）から入手することができ、これは、Ｔ－ＲＥＸ（商標）
（テトラサイクリン調節発現系）Ｓｙｓｔｅｍ、完全長ＣＭＶプロモーターを使用する誘
導性哺乳動物発現系、を有する。ＩＮＶＩＴＲＯＧＥＮ（登録商標）は、Ｐｉｃｈｉａ　
ｍｅｔｈａｎｏｌｉｃａ　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　Ｓｙｓｔｅｍと呼ばれる酵母発現系も
提供しており、これは、メチロトローフ酵母Ｐｉｃｈｉａ　ｍｅｔａｎｏｌｉｃａにおけ
る組換えタンパク質の高レベル生産用に設計されている。当業者は、ベクター、例えば発
現構築物、を発現させて、核酸配列またはそのコグネイトポリペプチド、タンパク質もし
くはペプチドを生産する方法を知っているであろう。
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【０１７７】
　本発明の方法によって生産されるタンパク質、ポリペプチドまたはペプチドは、「過発
現させる」ことができる、すなわち、細胞におけるその自然発現と比較して増されたレベ
ルで発現させることができると考えられる。そのような過発現は、放射標識および／また
はタンパク質精製をはじめとする様々な方法によって評価することができる。しかし、単
純で直接的な方法、例えば、ＳＤＳ／ＰＡＧＥおよびタンパク質染色またはウエスタンブ
ロッティング、その後の定量分析、例えば結果として得られたゲルまたはブロットの比重
走査、を含む方法、が好ましい。天然細胞におけるレベルと比較して組換えタンパク質、
ポリペプチドまたはペプチドのレベルの特異的増加は過発現を示し、宿主細胞、および例
えばゲル上の小胞によって生産された他のタンパク質と比較してのその特定のタンパク質
、ポリペプチドまたはペプチドの相対的過多も同様である。
【０１７８】
　一部の実施形態において、発現されたタンパク質様配列は、宿主細胞内への封入体を形
成し、それらの宿主細胞を、例えば細胞ホモジナイザーでの破壊によって、溶解し、洗浄
および／または遠心分離して濃密封入体および細胞膜を可溶性細胞成分から分離する。こ
の遠心分離は、ラクトースなどの糖の緩衝液への添合および選択速度での遠心分離により
前記濃密封入体を選択的に濃縮する条件下で行うことができる。通常の当業者に公知であ
ろうように、高濃度の尿素（例えば、８Ｍ）またはカオトロピック剤、例えばベータメル
カプトエタノールもしくはＤＴＴ（ジチオトレイトール）などの還元剤の存在下、塩酸グ
アニジン、を含有する溶液に封入体を可溶化し、より望ましい配座にリフォールディング
することができる。
【０１７９】
　ＶＩ．生体機能的等価物
　本発明に従ってポリヌクレオチドおよび／またはタンパク質の構造の修飾および／また
は変更を行っても同様のまたは改善された特性を有する分子を得ることができる場合、そ
のような生体機能的等価物も本発明に包含される。
【０１８０】
　Ａ．修飾ポリヌクレオチドおよびポリペプチド
　前記生体機能的等価物は、異なる配列を含有するように遺伝子操作されていると同時に
「野生型」または標準タンパク質をコードする能力も保持するポリヌクレオチドを含むこ
とができる。これは、遺伝子コードの縮重、すなわち同じアミノ酸をコードする多数のコ
ドンの存在によって果たすことができる。１つの例では、当業者は、制限酵素認識配列を
ポリヌクレオチドに、タンパク質をコードするそのポリヌクレオチドの能力を妨げずに、
導入することを望むことができる。
【０１８１】
　もう１つの例では、ポリヌクレオチドは、より有意な変更を伴う生体機能的等価物であ
る（および該等価物をコードする）ことがある。例えば抗体の抗原結合領域、基質分子上
の結合部位、受容体およびそのようなものなどの構造との相互作用性結合能力を測定可能
できるほどに喪失することなく、一定のアミノ酸でタンパク質構造内の他のアミノ酸を置
換することができる。いわゆる「保存的」変更は、タンパク質の生体活性を壊さない。こ
の構造の変更は、タンパク質のその予定された作用を実施する能力を侵害するものではな
いからである。従って、本発明者らは、本明細書に開示する遺伝子およびタンパク質の配
列に様々な変更を施すことができるが、それでも尚、本発明の目的を果たすことができる
と考えている。
【０１８２】
　機能的等価物という用語に関して、「生体機能的等価の」タンパク質および／またはポ
リヌクレオチドの定義には、許容される等価の生体活性レベルで分子を保持しながらその
分子の被定義部分の中で行うことができる変更の数には制限があるという概念が内在する
ことは、当業者には十分に理解されるであろう。従って、本明細書では、生体機能的等価
物を、代用することができる選択れたアミノ酸（またはコドン）の中のタンパク質（およ
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びポリヌクレオチド）と定義する。機能的活性。
【０１８３】
　一般に、分子の長さが短いほど、機能を保持しながらその分子に行うことができる変更
の数は少ない。より長いドメインは、中等度の数の変更を有することができる。完全長タ
ンパク質は、より多数の変更に対して最も大きな許容度を有するであろう。しかし、それ
らの構造に高度に依存する一定の分子またはドメインは、殆どまたは全く修飾を許容でき
ないことを理解しなければならない。
【０１８４】
　アミノ酸置換は、アミノ酸側鎖置換基の相対的類似性、例えば、それらの疎水性、親水
性、電荷、サイズ、および／またはこれらに類するもの、に一般に基づく。アミノ鎖側鎖
置換基のサイズ、形状および／またはタイプの分析は、アルギニン、リシンおよび／もし
くはヒスチジンが、すべて正電荷を有する残基であること；アラニン、グリシンおよび／
もしくはセリンが、すべて同様のサイズを有すること；ならびに／またはフェニルアラニ
ン、トリプトファンおよび／もしくはチロシンが、すべて一般に類似した形状を有するこ
とを示す。従って、これらの考慮に基づいて、アルギニン、リシンおよび／もしくはヒス
チジン；アラニン、グリシンおよび／もしくはセリン；ならびに／またはフェニルアラニ
ン、トリプトファンおよび／もしくはチロシンを、本明細書では生体機能的等価物と定義
する。
【０１８５】
　より定量的な変更を果たすために、アミノ酸のハイドロパシー指数（ｈｙｄｒｏｐａｔ
ｈｉｃ　ｉｎｄｅｘ）を考慮することができる。それぞれのアミノ酸は、それらの疎水性
および／または荷電特性に基づいてハイドロパシー指数が割り当てられており、これらは
：イソロイシン（＋４．５）；バリン（＋４．２）；ロイシン（＋３．８）；フェニルア
ラニン（＋２．８）；システイン／シスチン（＋２．５）；メチオニン（＋１．９）；ア
ラニン（＋１．８）；グリシン（０．４）；トレオニン（０．７）；セリン（０．８）；
トリプトファン（０．９）；チロシン（１．３）；プロリン（１．６）；ヒスチジン（３
．２）；グルタミン酸塩（３．５）；グルタミン（３．５）；アスパラギン酸塩（３．５
）；アスパラギン（３．５）；リシン（３．９）；および／またはアルギニン（４．５）
である。
【０１８６】
　タンパク質に相互作用性生体機能を付与する前記ハイドロパシーアミノ酸指数の重要性
は、当該技術分野において一般に理解されている（参照により本明細書に援用されている
、Ｋｙｔｅ　＆　Ｄｏｏｌｉｔｔｌｅ，１９８２）。一定のアミノ酸が、類似のハイドロ
パシー指数および／もしくはスコアを有する他のアミノ酸を置換し、尚、類似した生体活
性を保持することができることは、公知である。ハイドロパシー指数に基づいて変更を行
う場合、ハイドロパシー指数が±２の範囲内であるアミノ酸置換が好ましく、±１の範囲
内であるものが特に好ましく、および／または±０．５の範囲内であるものがさらにいっ
そう特に好ましい。
【０１８７】
　同様のアミノ酸の置換を、特に、それによって作られる生体機能的等価のタンパク質お
よび／またはペプチドが、本発明の一定の実施形態におけるような免疫学的実施形態にお
ける使用のためのものである場合、親水性に基づいて有効に行うことができることも当該
技術分野において理解されている。参照により本明細書に援用されている米国特許第４，
５５４，１０１号は、その隣接アミノ酸の親水性によって支配されるような、タンパク質
の最大局所平均疎水性が、免疫原性および／または抗原性と、すなわちそのタンパク質の
生物学的特性と相関すると述べている。
【０１８８】
　米国特許第４，５５４，１０１号に詳述されているように、以下の親水性値がアミノ酸
残基に割り当てられている：アルギニン（＋３．０）；リシン（＋３．０）；アスパラギ
ン酸塩（＋３．０±１）；グルタミン酸塩（＋３．０±１）；セリン（＋０．３）；アス
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パラギン（＋０．２）；グルタミン（＋０．２）；グリシン（０）；トレオニン（０．４
）；プロリン（－０．５±１）；アラニン（０．５）；ヒスチジン（０．５）；システイ
ン（１．０）；メチオニン（１．３）；バリン（１．５）；ロイシン（１．８）；イソロ
イシン（１．８）；チロシン（２．３）；フェニルアラニン（２．５）；トリプトファン
（３．４）。類似した親水性値に基づいて変更を行う場合、親水性値が±２の範囲内であ
るアミノ酸置換が好ましく、±１の範囲内であるものが特に好ましく、および／または±
０．５の範囲内であるものがさらにいっそう特に好ましい。
【０１８９】
　Ｂ．改変アミノ酸
　多くの態様において、本発明は、適切なポリヌクレオチドの転写および翻訳による細胞
内でのペプチドおよびポリペプチドの合成に基づく。これらのペプチドおよびポリペプチ
ドは、２０の「天然」アミノ酸、およびそれらの翻訳後修飾体を含むであろう。しかし、
インビトロペプチド合成では、修飾および／または非通常アミノ酸を使用することができ
る。表１は、例示的であるが限定的でない、修飾および／または非通常アミノ酸を提供す
るものである。
【０１９０】
　Ｃ．ミメティック
　上で論じた生体機能的等価物に加えて、本発明者らは、構造的に類似した化合物を本発
明のペプチドまたはポリペプチドの重要な部分を模倣して調合することができるというこ
とも考えている。ペプチドミメティックと呼ぶことができる、そのような化合物は、本発
明のペプチドと同じように使用することができ、従って、それらも機能的等価物である。
【０１９１】
　タンパク質二次および三次構造の要素を模倣する一定のミメティックがＪｏｈｎｓｏｎ
ら（１９９３）に記載されている。ペプチドミメティックの使用の背後の基本的な理論的
根拠は、タンパク質のペプチド骨格が、抗体および／または抗原のものなどの分子の相互
作用を助長するような方向でアミノ酸側鎖を配向させるように主として存在するというこ
とである。従って、ペプチドミメティックは、天然分子に類似した分子間相互作用を可能
にするように設計される。
【０１９２】
　ペプチドミメティックの概念の幾つかの成功した応用は、高抗原性であることがわかっ
ているタンパク質内のβターンのミメティックに焦点をあてている。同様に、ポリペプチ
ド内のβターンは、本明細書において論じるようなコンピュータベースのアルゴリズムに
よって予想することができる。前記ターンの成分アミノ酸が決定されたら、アミノ酸側鎖
の必須要素の類似した空間的配向を達成するようにミメティックを構築することができる
。
【０１９３】
　他のアプローチは、大きなタンパク質の結合部位を模倣する生体活性配座を生じさせる
ための魅力的な構造テンプレートとして多くのジスルフィドを含有する小さなタンパク質
の使用に焦点をあてている。Ｖｉｔａら（１９９８）。一定の毒素の中に進化的に保存さ
れるようである構造モチーフは、小さく（３０～４０アミノ酸）、安定しており、および
突然変異を大いに許容する。このモチーフは、３つのジスルフィド結合によって内部コア
内で架橋しているベータシートとアルファヘリックスから成る。
【０１９４】
　ベータＩＩターンは、環状Ｌ－ペンタペプチドとＤ－アミノ酸を有するものとを使用し
てうまく模倣されている。Ｗｅｉｓｓｈｏｆｆら（１９９９）。また、Ｊｏｈａｎｎｅｓ
ｓｏｎら（１９９９）は、逆ターン誘導特性を有する二環式トリペプチドについて報告し
ている。
【０１９５】
　特定の構造を生じさせる方法が、当該技術分野において開示されている。例えば、アル
ファ－ヘリックスミメティックは、米国特許第５，４４６，１２８号；同第５，７１０，
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２４５号；同第５，８４０，８３３号；および同第５，８５９，１８４号に開示されてい
る。これらの構造は、ペプチドまたはタンパク質をより熱安定性にし、タンパク質溶解性
分解に対する耐性も増大させる。６、７、１１、１２、１３および１４員環構造が開示さ
れている。
【０１９６】
　配座的に拘束されたベータ・ターンおよびベータバルジを生じさせる方法は、例えば、
米国特許第５，４４０，０１３号；同第５，６１８，９１４号；および同第５，６７０，
１５５号に記載されている。ベータ・ターンは、対応する骨格配座の変化を有することな
く側鎖置換基変更を可能にし、および標準的な合成手順によってペプチドに組み込むため
の適切な末端を有する。ミメティックターンの他のタイプとしては、逆およびガンマター
ンが挙げられる。逆ターンミメティックは、米国特許第５，４７５，０８５号および同第
５，９２９，２３７号に開示されており、ならびにガンマターンミメティックは、米国特
許第５，６７２，６８１号および同第５，６７４，９７６号に記載されている。
【０１９７】
　ＶＩＩ．免疫学的組成物
　本発明の特定の実施形態では、免疫学的組成物を利用する。簡素のために、以下のセク
ションは、本明細書の他の箇所に単なる例示的実施形態として記載するものなどの、本発
明の任意のＥ．ｃｈａｆｆｅｅｎｓｉｓ　ＶＬＰＴ免疫学的組成物について述べることに
する。例えば、前記組成物は、例えば、Ｅ．ｃｈａｆｆｅｅｎｓｉｓ　ＶＬＰＴポリペプ
チド、例えば配列番号１、配列番号２、配列番号３、配列番号４、配列番号５、配列番号
６、配列番号７、配列番号８、配列番号９、配列番号１０、配列番号１１、配列番号１２
、配列番号１３、配列番号１４もしくは配列番号１５の一部もしくはすべてを含むもの、
ＶＬＰＴポリヌクレオチド、例えば配列番号１６の一部もしくはすべてを含むもの、本発
明のポリペプチドもしくはペプチドに対する抗体、またはそれらの混合物、のすべてまた
は一部を含むことがある。抗体を利用して抗原に結合することができ、それによって、例
えば、その分子をその活性について少なくとも部分的無効にすることができる。他の実施
形態では、抗原に対する抗体を、本発明の診断的態様において、例えば、サンプルからの
抗原の存在を検出するために利用する。例示的サンプルは、Ｅ．ｃａｎｉｓもしくはＥ．
ｃｈａｆｆｅｅｎｓｉｓ感染症を有する疑いがある動物からのもの、Ｅ．ｃａｎｉｓもし
くはＥ．ｃｈａｆｆｅｅｎｓｉｓ感染症に罹患しやすい動物からのもの、またはＥ．ｃａ
ｎｉｓもしくはＥ．ｃｈａｆｆｅｅｎｓｉｓ感染症を有する動物からのものであり得る。
例示的サンプルは、血液、血清、脳脊髄液、尿、糞便、頬の擦過標本、乳頭吸引液などか
ら得ることができる。
【０１９８】
　精製された免疫反応性組成物または免疫反応性組成物の抗原性フラグメントは、当業者
に公知の標準的なプロトコルを利用することにより新たな抗体を産生させるためにまたは
既存の抗体を（例えば、診断アッセイにおいて陽性対照として）試験するために用いるこ
とができる。
【０１９９】
　当該技術分野において周知であるように、特定の免疫原に対する免疫原性は、アジュバ
ントとして公知の免疫応答の非特異的刺激物質の使用によって強化することができる。例
示的な好ましいアジュバントとしては、完全ＢＣＧ、Ｄｅｔｏｘ、（ＲＩＢＩ，Ｉｍｍｕ
ｎｏｃｈｅｍ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｉｎｃ．）、ＩＳＣＯＭＳおよび水酸化アルミニウム
アジュバント（Ｓｕｐｅｒｐｈｏｓ，Ｂｉｏｓｅｃｔｏｒ）が挙げられる。
【０２００】
　例えばウサギにおいて、免疫原として前記免疫反応性組成物または前記免疫反応性のフ
ラグメントを使用することによって産生されたポリクローナル抗血清は、本発明に含まれ
る。当業者に公知のモノクローナルおよびポリクローナル抗体生産についての標準的なプ
ロトコルを利用する。この手順によって産生されたモノクローナル抗体を、例えば、組換
えＥｈｒｌｉｃｈｉａ　ｃＤＮＡを識別する能力およびそれらを公知のｃＤＮＡクローン
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と区別する能力について、スクリーニングすることができる。
【０２０１】
　本発明は、無損傷モノクローナル抗体ばかりでなく、免疫学的に活性な抗体フラグメン
ト、例えば、Ｆａｂもしくは（Ｆａｂ）２フラグメント；遺伝子操作された１本鎖ｓｃＦ
ｖ分子；またはキメラ分子、例えば、抗体（例えば、マウス由来のもの）と別の抗体（例
えば、ヒト由来のもの）の残在部分との結合特異性を有する抗体も包含する。
【０２０２】
　１つの実施形態において、前記抗体またはそのフラグメントは、毒素または検出可能な
標識、例えば放射性標識、非放射性同位元素標識、蛍光標識、化学発光標識、常磁性標識
、酵素標識または比色標識に連結させることができる。適する毒素の例としては、ジフテ
リア毒素、ＰｓｅｕｄｏｍｏｎａｓエンドトキシンＡ、リシン、およびコレラ毒素が挙げ
られる。適する酵素標識の例としては、リンゴ酸ヒドロゲナーゼ、ブドウ球菌のヌクレア
ーゼ、デルタ－５－ステロイドイソメラーゼ、アルコールデヒドロゲナーゼ、アルファグ
リセロールリン酸デヒドロゲナーゼ、トリオースリン酸イソメラーゼ、ペルオキシダーゼ
、アルカリホスファターゼ、アスパラギナーゼ、グルコースオキシダーゼ、ベータ－ガラ
クトシダーゼ、リボヌクレアーゼ、ウレアーゼ、カタラーゼ、グルコース－６－リン酸デ
ヒドロゲナーゼ、グルコアミラーゼ、アセチルコリンエステラーゼなどが挙げられる。適
する放射性同位元素標識としては、３Ｈ，１２５Ｉ、１３１Ｉ、３２Ｐ、３５Ｓ、１４Ｃ
などが挙げられる。
【０２０３】
　本発明の方法に従って、インビボ診断のために常磁性同位元素を使用することもできる
。磁気共鳴イメージングにおいて有用である要素の非常に多数の例がある。インビボ核磁
気イメージングに関する論考については、例えば、Ｓｃｈａｅｆｅｒら，（１９８９）Ｊ
ＡＣＣ　１４，４７２－４８０；Ｓｈｒｅｖｅら，（１９８６）Ｍａｇｎ．Ｒｅｓｏｎ．
Ｍｅｄ．３，３３６－３４０；Ｗｏｌｆ，Ｇ．Ｌ．，（１９８４）Ｐｈｙｓｉｏｌ．Ｃｈ
ｅｍ．Ｐｈｙｓ．Ｍｅｄ．ＮＭＲ　１６，９３－９５；Ｗｅｓｂｙら，（１９８４）Ｐｈ
ｙｓｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．Ｐｈｙｓ．Ｍｅｄ．ＮＭＲ　１６，１４５－１５５；Ｒｕｎｇｅ
ら，（１９８４）Ｉｎｖｅｓｔ．Ｒａｄｉｏｌ．１９，４０８－４１５を参照のこと。適
する蛍光標識の例としては、フルオレセイン標識、イソチオシアレート（ｉｓｏｔｈｉｏ
ｃｙａｌａｔｅ）標識、ローダミン標識、フィコエリトリン標識、フィコシアニン標識、
アロフィコシアニン標識、オプタルデヒド（ｏｐｔｈａｌｄｅｈｙｄｅ）、フルオレサミ
ン標識などが挙げられる。化学発光標識の例としては、ルミナル標識、イソルミナル標識
、芳香族アクリジニウムエステル標識、ルシフェリン標識、ルシフェラーゼ標識、エクオ
リン標識などが挙げられる。
【０２０４】
　当業者は、本発明に従って利用することができるこれらのおよび他の適する標識を知っ
ているであろう。これらの標識の抗体またはそのフラグメントへの結合は、通常の当業者
に一般に知られている標準的な技術を用いて遂行することができる。代表的な技術は、Ｋ
ｅｎｎｅｄｙら，（１９７６）Ｃｌｉｎ．Ｃｈｉｍ．Ａｃｔａ　７０，１－３１；および
Ｓｃｈｕｒｓら，（１９７７）Ｃｌｉｎ．Ｃｈｉｍ．Ａｃｔａ　８１，１－４０によって
説明されている。後のものの中で述べられているカップリング技術は、グルタルアルデヒ
ド法、過ヨウ素酸塩法、ジマレイミド法、マレイミドベンジル－Ｎ－ヒドロキシ－スクシ
ンイミドエステル法である。これらの方法のすべてが参照により本明細書に援用されてい
る。
【０２０５】
　Ｄ．抗体
　本発明の一定の態様では、発現されたＶＬＰＴに対する１つ以上の抗体を生産すること
ができる。これらの抗体は、本明細書に記載する様々な診断および／または治療用途にお
いて使用することができる。
【０２０６】
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　本明細書において用いる場合、用語「抗体」は、任意の免疫結合物質、例えば、ＩｇＧ
、ＩｇＭ、ＩｇＡ、ＩｇＤおよびＩｇＥを広く指すと解釈する。一般に、ＩｇＧおよび／
またはＩｇＭは、生理環境において最も一般的な抗体であるため、および実験室設定で最
も容易に作られるため、好ましい。
【０２０７】
　用語「抗体」は、抗原結合領域を有し、且つ、抗体フラグメント、例えばＦａｂ’、Ｆ
ａｂ、Ｆ（ａｂ’）２、単一領域抗体（ＤＡＢ）、Ｆｖ、ｓｃＦｖ（１本鎖Ｆｖ）および
これらに類するもの、を含む、任意の抗体様分子を指すために用いている。様々な抗体系
構築物およびフラグメントを調製および使用するための技術は、当該技術分野において周
知である。抗体を調製および特性づけするための手段も当該技術分野において周知である
（例えば、Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，Ｃｏｌｄ
　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ，１９８８を参照のこと；これは
、参照により本明細書に援用されている）。
【０２０８】
　「ミニ・ボディー」または「ミニボディー」も、本発明と共に使用することが考えられ
る。ミニボディーは、ヒンジ領域によってｓＦｖから隔てられたオリゴマー化ドメインを
それらのＣ末端に含むｓＦｖポリペプチド鎖である。Ｐａｃｋら（１９９２）Ｂｉｏｃｈ
ｅｍ　３１：１５７９－１５８４。前記オリゴマー化ドメインは、追加のジスルフィド結
合によってさらに安定化され得る自己会合α－ヘリックス、例えばロイシンジッパー、を
含む。前記オリゴマードメインは、膜内外にわたる指向性フォールディング（ｖｅｃｔｏ
ｒｉａｌ　ｆｏｌｄｉｎｇ）、ポリペプチドの機能性結合タンパク質へのインビボフォー
ルディングを助長すると考えられるプロセス、と適合性であるように設計される。一般に
、ミニボディーは、当該技術分野において周知の組換え法を用いて生産される。例えば、
Ｐａｃｋら（１９９２）Ｂｉｏｃｈｅｍ　３１：１５７９－１５８４；Ｃｕｍｂｅｒら（
１９９２）Ｊ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ　１４９Ｂ：１２０－１２６を参照のこと。
【０２０９】
　抗体様結合ペプチドミメティックも本発明において考えられる。ＬｉｕらＣｅｌｌ　Ｍ
ｏｌ　Ｂｉｏｌ（Ｎｏｉｓｙ－ｌｅ－ｇｒａｎｄ）．２００３　Ｍａｒ；４９（２）：２
０９－１６は、「抗体様結合ペプチドミメティック」（ＡＢｉＰｓ）を記載しており、こ
れらは、切り詰められた（ｐａｒｅｄ－ｄｏｗｎ）抗体として作用し、ならびにより長い
血清半減期および然程煩わしくない合成方法という一定の利点を有するペプチドである。
【０２１０】
　モノクローナル抗体（Ｍａｂ）は、一定の利点、例えば再生能および大規模生産を有す
るとみなされており、それらの使用は一般に好ましい。従って、本発明は、ヒト、マウス
、サル、ラット、ハムスター、ウサギ、およびニワトリまでもに由来するモノクローナル
抗体を提供する。試薬の調製の簡単さおよび入手しやすさのため、マウスモノクローナル
が好ましいことが多いであろう。
【０２１１】
　しかし、「ヒト化」抗体も考えられ、ヒト定常および／または可変領域ドメイン、二重
特異性抗体、組換えおよび遺伝子操作された抗体ならびにそれらのフラグメントを保有す
る、マウス、ラットまたは他の種からのキメラ抗体も考えられる。本明細書において用い
る場合、用語「ヒト化」免疫グロブリンは、ヒトフレームワーク領域と非ヒト（通常はマ
ウスまたはラット）免疫グロブリンからの１つ以上のＣＤＲとを含む免疫グロブリンを指
す。ＣＤＲを提供する非ヒト免疫グロブリンは「ドナー」と呼ばれ、フレームワークを提
供するヒト免疫グロブリンは「アクセプター」と呼ばれる。「ヒト化抗体」は、ヒト化軽
鎖およびヒト化重鎖免疫グロブリンを含む抗体である。
【０２１２】
　Ｅ．モノクローナル抗体の例示的産生方法
　モノクローナル抗体（ＭＡｂ）の例示的産生方法は、一般に、ポリクローナル抗体を調
製するためのものと同じ線に沿って開始する。簡単に言うと、ポリクローナル抗体は、本
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発明のＬＥＥまたはＣＥＥ抗体で動物を免疫し、その免疫された動物から抗血清を回収す
ることによって調製される。
【０２１３】
　広汎な動物種を抗血清の生産に使用することができる。概して、抗血清の生産に使用さ
れる動物は、ウサギ、マウス、ラット、ハムスター、モルモットまたはヤギである。動物
の選択は、当業者に公知であるように、操作の容易さ、費用または所望される血清量に基
づいて決めることができる。本発明の抗体は、対象となる免疫グロブリン重および軽鎖配
列についてトランスジェニックである哺乳動物または植物の産生、およびそれらから回収
可能な形態での抗体の生産によって、トランスジェニック生産することもできる。哺乳動
物における前記トランスジェニック生産に関連して、抗体をヤギ、ウシまたは他の哺乳動
物のミルクにおいて生産し、それらから回収することができる。例えば、米国特許第５，
８２７，６９０号、同第５，７５６，６８７号、同第５，７５０，１７２号および同第５
，７４１，９５７号を参照のこと。
【０２１４】
　同じく当該技術分野において周知であるように、特定の免疫原組成物の免疫原性は、ア
ジュバントとして公知の、免疫応答の非特異的刺激物質の使用によって強化することがで
きる。適するアジュバントは、すべての許容可能な免疫刺激化合物、例えば、サイトカイ
ン、ケモカイン、補因子、毒素、形質胞体、合成組成物、またはそのようなアジュバント
をコードするＬＥＥもしくはＣＥＥを含む。
【０２１５】
　使用することができるアジュバントとしては、ＩＬ－１、ＩＬ－２、ＩＬ－４、ＩＬ－
７、ＩＬ－１２、γ－インターフェロン、ＧＭＣＳＰ、ＢＣＧ、水酸化アルミニウム、Ｍ
ＤＰ化合物、例えばｔｈｕｒ－ＭＤＰおよびｎｏｒ－ＭＤＰ、ＣＧＰ（ＭＴＰ－ＰＥ）、
脂質Ａ、ならびにモノホスホリル脂質Ａ（ＭＰＬ）が挙げられる。２％スクアレン／Ｔｗ
ｅｅｎ　８０エマルジョン中の、細菌から抽出された３成分、ＭＰＬ、トレハロースジミ
コラート（ＴＤＭ）および細胞壁骨格（ＣＷＳ）、を含有するＲＩＢＩも考えられる。Ｍ
ＨＣ抗原を使用することさえできる。好ましいことが多い例示的アジュバントとしては、
完全フロイントアジュバント（死菌Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓ
ｉｓを含有する免疫応答の非特異的刺激物質）、不完全フロイントアジュバントおよび水
酸化アルミニウムアジュバントが挙げられる。
【０２１６】
　アジュバントに加えて、Ｔ細胞免疫性をアップレギュレートするまたはサプレッサー細
胞活性をダウンレギュレートする、生体応答調節剤（ＢＲＭ）を共同投与することが望ま
しい場合がある。そのようなＢＲＭとしては、シメチジン（ＣＩＭ；１２００ｍｇ／ｄ）
（Ｓｍｉｔｈ／Ｋｌｉｎｅ，ＰＡ）；低用量シクロホスファミド（ＣＹＰ；３００ｍｇ／
ｍ２）（Ｊｏｈｎｓｏｎ／Ｍｅａｄ，ＮＪ）、サイトカイン、例えばγ－インターフェロ
ン、ＩＬ－２もしくはＩＬ－１２、または免疫ヘルパー機能に関与するタンパク質をコー
ドする遺伝子、例えばＢ－７が挙げられるが、これらに限定されない。
【０２１７】
　ポリクローナル抗体の生産において使用される免疫原組成物の量は、その免疫原の性質
ならびに免疫処置に使用される動物によって変わる。皮下、筋肉内、経皮、表皮内、静脈
内および腹腔内経路をはじめとする様々な経路を、免疫原を投与するために使用すること
ができる。ポリクローナル抗体の生産は、免疫した動物の血液をその免疫処置後の様々な
時点で採取することによってモニターすることができる。
【０２１８】
　（例えば、注射で施される）第二のブースター量を与えてもよい。適する力価を獲得す
るまで、追加免疫および力価測定のプロセスを繰り返す。所望の免疫原性レベルが得られ
たら、免疫した動物から採血し、血清を単離して保存する、および／またはその動物を使
用してＭＡｂを産生させる。
【０２１９】
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　ウサギポリクローナル抗体の生産については、耳静脈を通して、または代替として心臓
穿刺によって、その動物から採血することができる。除去した血液を放置して凝血させ、
その後、遠心分離して血清成分を全血および血餅から分離する。その血清を様々な用途に
そのまま使用することができ、でなければ所望の抗体画分を、周知の方法、例えば、別の
抗体、固体マトリックスに結合したペプチドを使用するアフィニティークロマトグラフィ
ーによって、または例えばプロテインＡもしくはプロテインＧクロマトグラフィーを使用
することによって、精製することができる。
【０２２０】
　ＭＡｂは、周知の技術、例えば、参照により本明細書に援用されている米国特許第４，
１９６，２６５号に例示されているものの使用により、容易に調製することができる。概
して、この技術は、野生型または突然変異組成物である、選択された免疫原組成物、例え
ば、精製または軽度精製タンパク質、ポリペプチド、ペプチドまたはドメインでの適する
動物の免疫処置を含む。免疫組成物は、抗体生産細胞を刺激するために有効な様式で投与
する。
【０２２１】
　モノクローナル抗体（ＭＡｂ）の産生方法は、一般に、ポリクローナル抗体を調製する
ためのものと同じ線に沿って開始する。マウスおよびラットなどの齧歯動物が好ましい動
物であるが、ウサギ、ヒツジまたはカエル細胞の使用も可能である。ラットの使用は、一
定の利点をもたらすことができるが（Ｇｏｄｉｎｇ，１９８６，ｐｐ．６０　６１）、マ
ウスが好ましく、ＢＡＬＢ／ｃマウスは最も日常的に使用されているので、および一般に
より高い安定融合百分率を与えるので、最も好ましい。
【０２２２】
　それらの動物に、一般に上で説明したように、抗原を注射する。この抗原をアジュバン
ト、例えばフロイント完全または不完全アジュバントと混合してもよい。同じ抗原または
その抗原をコードするＤＮＡでのブースター投与を約２週間間隔で行うこととなる。
【０２２３】
　免疫処置後、抗体を生産する可能性のある体細胞、特にＢリンパ球（Ｂ細胞）、をＭＡ
ｂ産生プロトコルでの使用のために選択する。これらの細胞は、生検によって得た脾臓、
扁桃もしくはリンパ節から、または末梢血サンプルから得ることができる。脾臓細胞およ
び末梢血細胞が好ましい。前者は分裂形質芽球段階にある抗体生産細胞の豊富な源である
からであり、後者は末梢血を容易に入手できるからである。
【０２２４】
　多くの場合、動物パネルが免疫されており、最高抗体力価を有する動物の脾臓が除去さ
れ、その脾臓を注射器で均質化することによってその脾臓のリンパ球が得られるであろう
。概して、免疫されたマウスからの脾臓は、約５ｘ１０７から２ｘ１０８のリンパ球を含
有する。
【０２２５】
　その後、その免疫された動物からの抗体生産性Ｂ細胞リンパ球を、不死骨髄腫細胞、一
般にその免疫された動物と同じ種のもの、と融合させる。ハイブリドーマ生産性融合手順
での使用に適する骨髄腫細胞系は、非抗体生産性であり、高い融合効率および酵素欠乏を
有し、この酵素欠乏が、所望の融合細胞（ハイブリドーマ）のみの成長を支持する一定の
選択培地においてそれらを成長できなくする。
【０２２６】
　当業者に公知であるように、多数の骨髄腫細胞のうちの任意のものを使用することがで
きる（Ｇｏｄｉｎｇ，ｐｐ．６５　６６，１９８６；Ｃａｍｐｂｅｌｌ，ｐｐ．７５　８
３，１９８４）。特記する）。例えば、免疫された動物がマウスである場合、Ｐ３　Ｘ６
３／Ａｇ８、Ｘ６３　Ａｇ８．６５３、ＮＳ１／１．Ａｇ　４　１、Ｓｐ２１０　Ａｇ１
４、ＦＯ、ＮＳＯ／Ｕ、ＭＰＣ　１１、ＭＰＣ１１　Ｘ４５　ＧＴＧ　１．７およびＳ１
９４／５ＸＸ０　Ｂｕｌを使用することができ；ラットについては、Ｒ２１０．ＲＣＹ３
、Ｙ３　Ａｇ　１．２．３、ＩＲ９８３Ｆおよび４Ｂ２１０を使用することができ；なら
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びに、ヒト細胞融合に関連して、Ｕ　２６６、ＧＭ１５００　ＧＲＧ２、ＬＩＣＲ　ＬＯ
Ｎ　ＨＭｙ２およびＵＣ７２９　６は、すべて有用である。骨髄腫発現系の論考について
は、Ｙｏｏら，Ｊ　Ｉｍｍｕｎｏｌ　Ｍｅｔｈｏｄｓ．２００２　Ｍａｒ　１；２６１（
１－２）：１－２０を参照のこと。
【０２２７】
　１つの好ましいマウス骨髄腫細胞は、ＮＳ－１骨髄腫細胞系（Ｐ３－ＮＳ－１－Ａｇ４
－１とも呼ばれる）であり、これは、細胞系レポジトリ番号ＧＭ３５７３によってＮＩＧ
ＭＳ　Ｈｕｍａｎ　Ｇｅｎｅｔｉｃ　Ｍｕｔａｎｔ　Ｃｅｌｌ　Ｒｅｐｏｓｉｔｏｒｙか
ら容易に入手することができる。使用することができるもう１つのマウス骨髄腫細胞系は
、８アザグアニン耐性マウス・マウス骨髄腫ＳＰ２／０非プロデューサー細胞系である。
【０２２８】
　抗体生産性脾臓またはリンパ節細胞と骨髄腫細胞のハイブリッドの産生方法は、通常、
体細胞と骨髄腫細胞を２：１の割合で混合することを含むが、この割合は、細胞膜の融合
を促進する（化学的または電気的）作用因子（単数または複数）の存在下で、それぞれ約
２０：１から約１：１まで変動し得る。センダイウイルスを使用する融合方法が、Ｋｏｈ
ｌｅｒ　ａｎｄ　Ｍｉｌｓｔｅｉｎ（１９７５；１９７６）によって記載されており、ポ
リエチレングリコール（ＰＥＧ）、例えば３７％（ｖ／ｖ）ＰＥＧ、を使用するものが、
Ｇｅｆｔｅｒら，（１９７７）によって記載されている。融合を電気的に誘導する方法の
使用も適する（Ｇｏｄｉｎｇ　ｐｐ．７１　７４，１９８６））。
【０２２９】
　融合手順は、通常、低頻度、約１ｘ１０－６から１ｘ１０－８、で生存可能ハイブリッ
ドを生産する。しかし、これは、問題を提起しない。それらの生存可能な融合ハイブリッ
ドは、選択培地での培養により、親非融合細胞（特に、通常は無限に分裂し続けるであろ
う非融合骨髄腫細胞）から分化されるからである。前記選択培地は、一般に、組織培養基
におけるヌクレオチドのデノボ合成を阻止する薬剤を含有するものである。例示的な好ま
しい薬剤は、アミノプテリン、メトトレキサート、およびアザセリンである。アミノプテ
リンおよびメトトレキサートは、プリンとピリミジンの両方のデノボ合成を阻止するが、
アザセリンは、プリン合成のみを阻止する。アミノプテリンまたはメトトレキサートを使
用する場合、その培地にヒポキサンチンおよびチミジンをヌクレオチド源として補足する
（ＨＡＴ培地）。アザセリンを使用する場合、その培地にヒポキサンチンを補足する。
【０２３０】
　好ましい選択培地は、ＨＡＴである。ヌクレオチドサルベージ経路を作動させることが
できる細胞のみが、ＨＡＴ培地において生き残ることができる。骨髄腫細胞には、前記サ
ルベージ経路の重要な酵素、例えば、ヒポキサンチン、ホスホリボシルトランスフェラー
ゼ（ＨＰＲＴ）が欠けており、それらは生き残ることができない。Ｂ細胞は、この経路を
作動させることができるが、培養では限られた寿命しか有さず、一般に約２週間以内に死
滅する。従って、前記選択培地において生き残ることができる唯一の細胞は、骨髄腫細胞
とＢ細胞から成るハイブリッドである。
【０２３１】
　この培養は、特定のハイブリドーマが選択されるハイブリドーマ集団を生じさせる。概
して、ハイブリドーマの選択は、マイクロタイタープレートでの単一クローン希釈による
細胞の培養、その後の（約２から３週間後の）個々のクローン上清の所望の活性について
の試験によって行われる。このアッセイは、選択的で、単純で、迅速でなければならず、
例えば、ラジオイムノアッセイ、エンザイムイムノアッセイ、細胞傷害性アッセイ、プラ
ークアッセイ、ドット免疫結合アッセイ、およびこれらに類するものでなければならない
。
【０２３２】
　その後、選択されたハイブリドーマを系列希釈し、個々の抗体生産細胞系にクローニン
グし、その後、それらのクローンを無限増殖させてＭＡｂを得ることができる。前記細胞
系は、２つの基本的な方法でＭＡｂ生産に活用することができる。第一に、前記ハイブリ
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ドーマのサンプルを、原融合のための体細胞および骨髄腫細胞を生じさせるために用いた
タイプの組織適合性動物（例えば、同系マウス）に（多くの場合、腹腔に）注射する。場
合により、それらの動物を、注射前に、炭化水素、特にプリスタン（テトラメチルペンタ
デカン）などの油でプライミングする。注射した動物は腫瘍を発現し、それらの腫瘍が融
合細胞ハイブリッドによって生産された特異的モノクローナル抗体分泌する。その後、前
記動物の体液、例えば血清または腹水液を穿刺して、高濃度のＭＡｂを得ることができる
。第二に、個々の細胞系をインビトロで培養し、この場合、ＭＡｂは培養基に自然に分泌
され、そこからそれらを高濃度で容易に得ることができる。
【０２３３】
　さらに、生産細胞系からの本発明の抗体（またはそれからの他の部分）の発現を、多数
の公知の技術を用いて増進させることができる。例えば、グルタミンシンターゼおよびＤ
ＨＦＲ遺伝子発現系は、一定の条件下で発現を増進するための一般的なアプローチである
。制限希釈クローニングおよびマイクロドロップ技術などの従来の技術を用いて、細胞ク
ローンの高度な発現を同定することができる。ＧＳ系は、欧州特許番号第０　２１６　８
４６号、同第０　２５６　０５５号、および同第０　３２３　９９７号ならびに欧州特許
出願第８９３０３９６４．４号に関連して、全部または一部、論じられている。
【０２３４】
　いずれかの方法によって生産されたＭＡｂを、所望される場合には、濾過、遠心分離お
よび様々なクロマトグラフ法、例えばＨＰＬＣまたはアフィニティークロマトグラフィー
を用いて、さらに精製することができる。本発明のモノクローナル抗体のフラグメントは
、ペプシンもしくはパパインなどの酵素での消化を含む方法によって、および／または化
学的還元によるジスルフィド結合の切断によって、そのように生産されたモノクローナル
抗体から得ることができる。あるいは、本発明に包含されるモノクローナル抗体フラグメ
ントは、自動ペプチド合成装置を使用して合成することができる。
【０２３５】
　分子クローニングアプローチを用いてモノクローナルを産生させることも考えられる。
一つの実施形態では、コンビナトリアル免疫グロブリン・ファージミド・ライブラリを、
免疫された動物の脾臓から単離されたＲＮＡから調製し、抗原を発現する細胞および対照
細胞を使用して、パンニングにより、適切な抗体を発現するファージミドを選択する。従
来のハイブリドーマ技術に勝るこのアプローチの利点は、１ラウンドでおよそ１０４倍の
多さの細胞を生産してスクリーニングすることができる点、ならびに適切な抗体を見つけ
る機会をさらに増す、Ｈ鎖とＬ鎖の組み合わせによって新たな特異性を生じさせる点であ
る。もう１つの例では、ＬＥＥまたはＣＥＥを使用して、無細胞系で抗原をインビトロ生
産することができる。これらは、１本鎖抗体ライブラリをスクリーニングするためのター
ゲットとして使用することができる。これによって、動物を使用せずに多くの異なる抗体
を非常に迅速に同定することができる。
【０２３６】
　本発明の抗体の生産についての本発明のもう１つの実施形態は、米国特許第６，０９１
，００１号において見つけることができ、この特許には、Ｃｒｅ媒介部位特異的組換えを
用いて、修飾免疫グロブリン遺伝子座を含む細胞のゲノム配列から抗体を発現する細胞を
生産する方法が記載され、開示されている。前記方法は、相同ターゲッティングベクター
での抗体生産細胞のトランスフェクションを先ず含み、前記ベクターは、ｌｏｘ部位と、
修飾された領域に変換されることとなるそのゲノム配列の免疫グロブリン遺伝子座の領域
に隣接する第一のＤＮＡ配列に相同なターゲッティング配列とを含み、そのため前記第一
ｌｏｘ部位は、部位特異的相同組換えによって前記ゲノム配列に挿入される。次に、その
細胞を、組み込まれているｌｏｘ部位とのＣｒｅ媒介組換えに適する第二のｌｏｘ部位と
、免疫グロブリン遺伝子座を修飾領域に変換するための修飾配列とを含むｌｏｘターゲッ
ティングベクターでトランスフェクトする。この変換は、インビボでそれらのｌｏｘ部位
とＣｒｅとの相互作用によって行われるので、それらのｌｏｘ部位のＣｒｅ媒介部位特異
的組換えによって前記修飾配列が前記ゲノム配列に挿入される。
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【０２３７】
　あるいは、自動ペプチド合成装置を使用して、またはＥ．ｃｏｌｉにおける完全長遺伝
子のもしくは遺伝子フラグメントの発現によって、本発明に包含されるモノクローナル抗
体フラグメントを合成することができる。
【０２３８】
　Ｆ．抗体コンジュゲート
　本発明は、少なくとも１つの作用因子に連結して抗体コンジュゲートを形成する、一般
にモノクローナルタイプの、ＶＬＰＴタンパク質、ポリペプチドおよびペプチドに対する
抗体を提供する。診断または治療薬としての抗体分子の効力を増加させるために、少なく
とも１つの所望の分子または部分と連結するまたは共有結合するまたは複合体を形成する
ことは通常のことである。そのような分子または部分は、少なくとも１つのエフェクター
またはレポーター分子であり得るが、これらに限定されない。エフェクター分子は、所望
の活性、例えば細胞傷害活性を有する分子を含む。抗体に連結されるエフェクター分子の
非限定的な例としては、毒素、抗腫瘍薬、治療用酵素、放射性標識ヌクレオチド、抗ウイ
ルス薬、キレート剤、サイトカイン、成長因子、およびオリゴ－またはポリ－ヌクレオチ
ドが挙げられる。対照してみると、レポーター分子は、アッセイを用いて検出することが
できる任意の部分と定義される。抗体にコンジュゲートされたレポーター分子の非限定的
な例としては、酵素、放射性標識、ハプテン、蛍光標識、リン光分子、化学発光分子、発
色団、発行分子、フォトアフィニティー分子、着色粒子またはリガンド、例えばビオチン
が挙げられる。
【０２３９】
　十分な選択性、特異性または親和性の任意の抗体を抗体コンジュゲートのための基剤と
して利用することができる。そのような特性を、当業者に公知の従来の免疫学的スクリー
ニング方法論を用いて評価することができる。抗体分子における生体活性分子に結合する
ための部位としては、標準抗原結合部位に加えて、病原体、Ｂ細胞、スーパー抗原、Ｔ細
胞補助受容体ＣＤ４およびＨＩＶ－１エンベロープに結合することができる可変ドメイン
（Ｓａｓｓｏら，１９８９；Ｓｈｏｒｋｉら，１９９１；Ｓｉｌｖｅｒｍａｎｎら，１９
９５；Ｃｌｅａｒｙら，１９９４；Ｌｅｎｅｒｔら，１９９０；Ｂｅｒｂｅｒｉａｎら，
１９９３；Ｋｒｅｉｅｒら，１９９１）が挙げられる。加えて、前記可変ドメインは、抗
体自己結合に関与し（Ｋａｎｇら，１９８８）、および抗体によって認識されるエピトー
プ（イディオトープ）を含有する（Ｋｏｈｌｅｒら，１９８９）。
【０２４０】
　抗体コンジュゲートの一定の例は、検出可能な標識に抗体が連結されているコンジュゲ
ートである。「検出可能な標識」は、それらの特異的機能特性および／または化学的特徴
のため検出することができる化合物および／または元素であり、それらの使用によって、
それが連結している抗体を検出することができ、および／または、所望される場合には、
さらに定量することができる。もう１つのそのような例は、細胞傷害剤または抗細胞剤（
ａｎｔｉ　ｃｅｌｌｕｌａｒ　ａｇｅｎｔ）に連結された抗体を含む、および「免疫毒素
」と呼ばれることがある、コンジュゲートの形成である。
【０２４１】
　抗体コンジュゲートは、一般に、診断薬としての使用に好まれる。抗体診断薬は、一般
に２つのクラス、インビトロ診断において、例えば様々なイムノアッセイにおいて、用い
るためのもの、および／または「抗体特異的イメージング（ａｎｔｉｂｏｄｙ　ｄｉｒｅ
ｃｔｅｄ　ｉｍａｇｉｎｇ）」として一般に公知のインビボ診断プロトコルにおいて用い
るためのもの、に分類される。
【０２４２】
　多くの適切なイメージング剤が当該技術分野において公知であり、抗体にそれらを連結
させる方法も公知である（例えば、米国特許第５，０２１，２３６号、同第４，９３８，
９４８号、および同第４，４７２，５０９号を参照のこと；これらはそれぞれ参照により
本明細書に援用されている）。使用されるイメージング部分は、常磁性イオン；放射性同
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位元素；蛍光色素；ＮＭＲ検出可能物質；Ｘ線イメージング剤であり得る。
【０２４３】
　常磁性イオンの場合、例として、クロム（ＩＩＩ）、マンガン（ＩＩ）、鉄（ＩＩＩ）
、鉄（ＩＩ）、コバルト（ＩＩ）、ニッケル（ＩＩ）、銅（ＩＩ）、ネオジム（ＩＩＩ）
、サマリウム（ＩＩＩ）、イッテルビウム（ＩＩＩ）、ガドリニウム（ＩＩＩ）、バナジ
ウム（ＩＩ）、テルビウム（ＩＩＩ）、ジスプロシウム（ＩＩＩ）、ホルミウム（ＩＩＩ
）および／またはエルビウム（ＩＩＩ）などのイオンを挙げることができ、ガドリニウム
が特に好ましい。Ｘ線イメージングなどの他のものに関連して有用なイオンとしては、ラ
ンタン（ＩＩＩ）、金（ＩＩＩ）、鉛（ＩＩ）、および特にビスマス（ＩＩＩ）が挙げら
れるが、これらに限定されない。
【０２４４】
　治療および／または診断用途のための放射性同位元素の場合、アスタチン２１１、１４

炭素、５１クロム、３６塩素、５７コバルト、５８コバルト、銅６７、１５２Ｅｕ、ガリ
ウム６７、３水素、ヨウ素１２３、ヨウ素１２５、ヨウ素１３１、インジウム１１１、５

９鉄、３２リン、レニウム１８６、レニウム１８８、７５セレン、３５硫黄、テクネチウ
ム９９ｍ（ｔｅｃｈｎｉｃｉｕｍ９９ｍ）および／またはイットリウム９０を挙げること
ができよう。１２５Ｉは、一定の実施形態では、使用に好ましいことが多く、ならびに長
期検出のためにテクネチウム９９ｍ（ｔｅｃｈｎｉｃｉｕｍ９９ｍ）および／またはイン
ジウム１１１も、それらの低エネルギーおよび安定性ため、好ましいことが多い。本発明
の放射性標識モノクローナル抗体は、当該技術分野において周知の方法に従って生産する
ことができる。例えば、モノクローナル抗体は、ヨウ化ナトリウムおよび／もしくはカリ
ウムならびに次亜塩素酸ナトリウムなどの化学的酸化剤、またはラクトペルオキシダーゼ
などの酵素的酸化剤と接触させることによって、ヨウ素化することができる。本発明のモ
ノクローナル抗体は、配位子交換プロセスによって、例えば、第一スズ溶液で過テクネチ
ウム酸塩を還元し、その還元されたテクネチウムをＳｅｐｈａｄｅｘカラムでキレートさ
せ、このカラムに抗体を適用することによって、標識することができる。あるいは、例え
ば、過テクネチウム酸塩と、ＳＮＣｌ２などの還元剤と、フタル酸ナトリウム－カリウム
溶液などの緩衝溶液と、抗体とをインキュベートすることによる、直接標識技術を用いる
ことができる。金属イオンとして存在する放射性同位元素を抗体に結合させるために使用
されることが多い介在官能基は、ジエチレントリアミン五酢酸（ＤＴＰＡ）またはエチレ
ンジアミン四酢酸（ＥＤＴＡ）である。
【０２４５】
　コンジュゲートとしての使用が考えられる蛍光標識には、Ａｌｅｘａ　３５０、Ａｌｅ
ｘａ　４３０、ＡＭＣＡ、ＢＯＤＩＰＹ　６３０／６５０、ＢＯＤＩＰＹ　６５０／６６
５、ＢＯＤＩＰＹ－ＦＬ、ＢＯＤＩＰＹ－Ｒ６Ｇ、ＢＯＤＩＰＹ－ＴＭＲ、ＢＯＤＩＰＹ
－ＴＲＸ、Ｃａｓｃａｄｅ　Ｂｌｕｅ、Ｃｙ３、Ｃｙ５，６－ＦＡＭ、フルオレセインイ
ソチオシアナート、ＨＥＸ、６－ＪＯＥ、Ｏｒｅｇｏｎ　Ｇｒｅｅｎ　４８８、Ｏｒｅｇ
ｏｎ　Ｇｒｅｅｎ　５００、Ｏｒｅｇｏｎ　Ｇｒｅｅｎ　５１４、Ｐａｃｉｆｉｃ　Ｂｌ
ｕｅ、ＲＥＧ、Ｒｈｏｄａｍｉｎｅ　Ｇｒｅｅｎ、Ｒｈｏｄａｍｉｎｅ　Ｒｅｄ、Ｒｅｎ
ｏｇｒａｐｈｉｎ、ＲＯＸ、ＴＡＭＲＡ、ＴＥＴ、テトラメチルローダミン、および／ま
たはＴｅｘａｓ　Ｒｅｄが挙げられる。
【０２４６】
　本発明において考えられるもう一つのタイプの抗体コンジュゲートは、主としてインビ
トロで使用するためのものであり、この場合、抗体を、第二の結合リガンドに、および／
または色素産生物質と接触させると着色生成物を生成するであろう酵素に連結させる。適
する酵素の例としては、ウレアーゼ、アルカリホスファターゼ、（ホースラディッシュ）
過酸化水素分解酵素またはグルコースオキシダーゼが挙げられる。好ましい第二の結合リ
ガンドは、ビオチンおよび／またはアビジンならびにストレプタビジン化合物である。そ
のような標識の使用は、当業者に周知であり、例えば、米国特許第３，８１７，８３７号
、同第３，８５０，７５２号、同第３，９３９，３５０号、同第３，９９６，３４５号、
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同第４，２７７，４３７号、同第４，２７５，１４９号および同第４，３６６，２４１号
（それぞれが参照により本明細書に援用されている）に記載されている。
【０２４７】
　抗体に分子を部位特異的に連結させるさらにもう１つの公知方法は、抗体とハプテン系
アフィニティー標識との反応を含む。本質的に、ハプテン系アフィニティー標識は、抗原
結合部位内のアミノ酸と反応し、その結果、この部位を破壊し、特異的抗原反応を阻止す
る。しかし、これは抗体コンジュゲートによる抗原結合を失う結果となるので、有利では
ないことがある。
【０２４８】
　アゾ基を含有する分子を使用して、低強度紫外線により生成される反応性ニトレン中間
体によってタンパク質への共有結合を形成することもできる（Ｐｏｔｔｅｒ　＆　Ｈａｌ
ｅｙ，１９８３）。特に、プリンヌクレオチドの２－および８－アゾ類似体は、培養細胞
抽出物中のヌクレオチド結合タンパク質を同定するために部位特異的フォトプローブとし
て使用されている（Ｏｗｅｎｓ　＆　Ｈａｌｅｙ，１９８７；Ａｔｈｅｒｔｏｎら，１９
８５）。２－および８－ヌクレオチドは、精製タンパク質のヌクレオチド結合ドメインの
マッピングにも使用されており（Ｋｈａｔｏｏｎら，１９８９；Ｋｉｎｇら，１９８９；
およびＤｈｏｌａｋｉａら，１９８９）、および抗体結合剤として使用することができる
。
【０２４９】
　抗体のそのコンジュゲート部分への連結またはコンジュゲーションのための幾つかの方
法が当該技術分野において公知である。一部の連結方法は、例えば、抗体に連結させた有
機キレート剤、例えばジエチレントリアミン五酢酸（ＤＴＰＡ）、エチレントリアミン四
酢酸、Ｎ－クロロ－ｐ－トルエンスルホンアミドおよび／またはテトラクロロ－３α－６
α－ジフェニルグリコウリル－３（ｔｅｔｒａｃｈｌｏｒｏ－３α－６α－ｄｉｐｈｅｎ
ｙｌｇｌｙｃｏｕｒｉｌ－３）、を利用する金属キレート錯体の使用を含む（米国特許第
４，４７２，５０９号および同第４，９３８，９４８号。それぞれが参照により本明細書
に援用されている）。グルタルアルデヒドまたは過ヨウ素酸塩などのカップリング剤の存
在下で、モノクローナル抗体を酵素と反応させることもできる。フルオレセインマーカー
とのコンジュゲートは、これらのカップリング剤の存在下で、またはイソチオシアナート
との反応によって調製される。米国特許第４，９３８，９４８号では、モノクローナル抗
体を使用して乳癌のイメージングを達成し、メチル－ｐ－ヒドロキシベンズイミダートま
たはＮ－スクシンイミジル－３－（４－ヒドロキシフェニル）プロピオナートなどのリン
カーを使用して検出可能なイメージング部分を抗体に結合させている。
【０２５０】
　他の実施形態では、抗体結合部位を改変しない反応条件を用いて、免疫グロブリンのＦ
ｃ領域内にスルフヒドリル基の選択的に導入することによる免疫グロブリンの誘導体化が
考えられる。この方法論に従って生産される抗体コンジュゲートが、向上した寿命、特異
性および選択性を示すことは開示されている（参照により本明細書に援用されている、米
国特許第５，１９６，０６６号）。エフェクターまたはレポーター分子（該レポーターま
たはエフェクター分子は、Ｆｃ領域内の炭水化物残基にコンジュゲートしている）の部位
特異的連結も文献に開示されている（Ｏ’Ｓｈａｎｎｅｓｓｙら，１９８７）。このアプ
ローチは、診断および治療に有望な抗体を生産すると報告されており、これらの抗体は、
現在、臨床評価中である。
【０２５１】
　本発明のもう１つの実施形態では、抗ｇｐ３６抗体を半導体ナノ結晶、例えば、米国特
許第６，０４８，６１６号、同第５，９９０，４７９号、同第５，６９０，８０７号、同
第５，５０５，９２８号、同第５，２６２，３５７号（これらのすべては、それら全体が
本明細書に援用されている）；ならびにＰＣＴ公開第９９／２６２９９号（１９９９年５
月２７日発行）に記載されているもの、に連結させる。詳細には、本発明の生物学的およ
び化学的アッセイにおいて半導体ナノ結晶として使用するための例示的材料としては、Ｉ
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Ｉ－ＶＩ族、ＩＩＩ－Ｖ族およびＩＶ族半導体、例えばＺｎＳ、ＺｎＳｅ、ＺｎＴｅ、Ｃ
ｄＳ、ＣｄＳｅ、ＣｄＴｅ、ＭｇＳ、ＭｇＳｅ、ＭｇＴｅ、ＣａＳ、ＣａＳｅ、ＣａＴｅ
、ＳｒＳ、ＳｒＳｅ、ＳｒＴｅ、ＢａＳ、ＢａＳｅ、ＢａＴｅ、ＧａＮ、ＧａＰ、ＧａＡ
ｓ、ＧａＳｂ、ＩｎＰ、ＩｎＡｓ、ＩｎＳｂ、ＡｌＳ、ＡｌＰ、ＡｌＳｂ、ＰｂＳ、Ｐｂ
Ｓｅ、ＧｅおよびＳｉならびにこれらの三元および四元混合物をはじめとする、上で説明
したものが挙げられるが、それらに限定されない。抗体に半導体ナノ結晶を連結させるた
めの方法は、米国特許第６，６３０，３０７号および同第６，２７４，３２３号に記載さ
れている。
【０２５２】
　Ｇ．免疫検出法
　尚、さらなる実施形態において、本発明は、免疫反応性ポリペプチドなどの生体化合物
を結合させる、精製する、除去する、定量するおよび／または別様に一般的に検出するた
めの免疫検出法に関する。本発明に従って調製される抗体は、野生型および／または突然
変異タンパク質、ポリペプチドおよび／またはペプチドを検出するために利用することが
できる。野生型および／または突然変異抗体の使用が考えられる。一部の免疫検出法とし
ては、幾つか挙ると、酵素結合イムノソルベントアッセイ（ＥＬＩＳＡ）、ラジオイムノ
アッセイ（ＲＩＡ）、イムノラジオメトリックアッセイ、フルオロイムノアッセイ、化学
発光アッセイ、生物発光アッセイ、およびウエスタンブロットを挙げられる。様々な有用
な免疫検出法の工程が、例えば、Ｄｏｏｌｉｔｔｌｅ　ＭＨ　ａｎｄ　Ｂｅｎ－Ｚｅｅｖ
　Ｏ，１９９９；Ｇｕｌｂｉｓ　Ｂ　ａｎｄ　Ｇａｌａｎｄ　Ｐ，１９９３；Ｄｅ　Ｊａ
ｇｅｒ　Ｒら，１９９３；およびＮａｋａｍｕｒａら，１９８７（それぞれが参照により
本明細書に援用されている）などの科学文献に記載されている。
【０２５３】
　一般に、免疫結合法は、タンパク質、ポリペプチドおよび／またはペプチドを含む疑い
があるサンプルを得ること、およびそのサンプルを、本発明に従って、場合によっては、
免疫複合体の形成を可能にすることに有効な条件下で、一次抗ｇｐ１９抗体と接触させる
ことを含む。
【０２５４】
　これらの方法は、親サンプルからの野生型および／もしくは突然変異タンパク質、ポリ
ペプチドおよび／もしくはペプチドの精製に利用することができるような野生型および／
もしくは突然変異タンパク質、ポリペプチドおよび／もしくはペプチドの精製方法、なら
びに／または組換え発現された野生型および／もしくは突然変異タンパク質、ポリペプチ
ドおよび／もしくはペプチドの精製方法を含む。これらの場合、抗体が、サンプルから抗
原性野生型および／または突然変異タンパク質、ポリペプチドおよび／またくはペプチド
成分を除去する。前記抗体を、好ましくは、固体支持体、例えばカラムマトリックスの形
態のもの、に連結させることとなり、野生型または突然変異タンパク質抗原性成分を含有
する疑いがあるサンプルを、その固定された抗体に適用することとなる。カラムから望ま
しくない成分を洗い流して、その固定された抗体と免疫複合体を形成している抗原を遊離
させることとなり、その後、そのカラムから野生型または突然変異タンパク質および／ま
たはペプチドを除去することによって、野生型または突然変異タンパク質抗原を回収する
。
【０２５５】
　前記免疫結合法は、サンプル中の成分と反応性である野生型または突然変異タンパク質
の量の検出および定量方法、ならびにその結合プロセス中に形成される任意の免疫複合体
の検出および定量方法も含む。ここでは、Ｅ．ｃａｎｉｓ生物を含む疑いがある野生型ま
たは突然変異タンパク質および／またはペプチドを含むと予測されるサンプルを得、その
サンプルを野生多型または突然変異体に対する抗体と接触させ、その後、特定の条件下で
形成された免疫複合体の量を検出し、定量することとなろう。
【０２５６】
　抗原検出に関して、分析する生体サンプルは、野生型または突然変異タンパク質特異的
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抗原を含有する疑いがある任意のサンプル、例えば、検体、均質化組織抽出物、細胞、上
記いずれかの野生型もしくは突然変異タンパク質含有組成物の分離および／もしくは精製
された形態であり得、または感染するとＥ．ｃａｎｉｓ生物に接触する任意の生体液でさ
えあり得る。
【０２５７】
　抗体と選択されたサンプルとの、免疫複合体（一次免疫複合体）の形成を可能にするた
めに有効な条件下でのおよび十分な期間にわたっての接触は、一般に、単に、抗体組成物
のサンプルへの添加、および抗体が存在する任意のタンパク質抗原と免疫複合体形成を形
成する、すなわち結合する、ために十分な長さの期間にわたってのその混合物のインキュ
ベーションの問題である。この時間の後、サンプル－抗体組成物、例えば、組織切片、Ｅ
ＬＩＳＡプレート、ドットブロットまたはウエスタンブロットを、一般に、洗浄して任意
の非特異的結合抗体種を除去することとなり、それによって、一次免疫複合体中の特異的
に結合した抗体のみを検出することができる。
【０２５８】
　一般に、免疫複合体形成の検出は、当該技術分野において周知であり、および非常に多
くのアプローチの適用によって達成することができる。これらの方法は、標識またはマー
カー、例えばそれらの放射性、蛍光、生物学的および酵素的タグのいずれか、の検出に、
一般に基づく。そのような標識の使用に関する米国特許としては、３，８１７，８３７；
３，８５０，７５２；３，９３９，３５０；３，９９６，３４５；４，２７７，４３７；
４，２７５，１４９および４，３６６，２４１が挙げられ、これらのそれぞれが参照によ
り本明細書に援用されている。勿論、当該技術分野において公知であるように、第二の結
合リガンド、例えば第二の抗体および／またはビオチン／アビジンリガンド結合配列、の
使用によって追加の利点を見出すことができる。
【０２５９】
　検出に利用される抗体は、それ自体、検出可能な標識に連結されていることがあり、こ
の場合には、このラベルを簡単に検出することができ、それによって、その組成物中の一
次免疫複合体の量を検出することができる。あるいは、一次免疫複合体の中の結合するこ
ととなる第一の抗体を、その抗体に対して結合親和性を有する第二の結合リガンドによっ
て検出することができる。これらの場合、前記第二の結合リガンドが、検出可能な標識に
連結されていることがある。前記第二の結合リガンドは、それ自体、抗体であることが多
く、それ故、それらは「二次」抗体を呼ぶことができる。前記一次免疫複合体と標識され
た二次結合リガンド、または抗体、とを、二次免疫複合体の形成を可能にするために有効
な条件下でおよび十分な期間にわたって接触させる。その後、その二次免疫複合体を洗浄
して任意の非特異的に結合した標識二次抗体またはリガンドを除去し、その後、その二次
免疫複合体中の残存標識を検出する。
【０２６０】
　さらなる方法としては、二工程アプローチによる一次免疫複合体の検出が挙げられる。
抗体に対して結合親和性を有する、抗体などの、第二の結合リガンドを使用して、上で説
明したような二次免疫複合体を形成する。洗浄後、その二次免疫複合体と、第二の抗体に
対して結合親和性を有する第三の結合リガンドまたは抗体とを、再び免疫複合体（三次免
疫複合体）の形成を可能にするために有効な条件下で十分な期間にわたって接触させる。
前記第三のリガンドまたは抗体は、検出可能な標識に連結されているので、このようにし
て形成された三次免疫複合体を検出することができる。この系は、シグナル増幅に、これ
が望まれる場合には、備えることができる。
【０２６１】
　１つの免疫検出法は、２つの異なる抗体を使用する。第一工程、ビオチニル化したモノ
クローナルまたはポリクローナル抗体を使用してターゲット抗原（単数または複数）を検
出し、その後、第二工程、その複合体化されたビオチンに連結しているビオチンを、抗体
を使用して検出する。その方法では、試験するサンプルを、先ず、第一工程抗体を含有す
る溶液中でインキュベートする。ターゲット抗原が存在する場合、抗体の一部がその抗原
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に結合して、ビオチニル化抗体／抗原複合体を形成する。その後、その抗体／抗原複合体
を、ストレプタビジン（もしくはアビジン）の溶液、ビオチニル化ＤＮＡの溶液、および
／または相補的ビオチニル化ＤＮＡの溶液中で逐次的にインキュベートすることによって
増幅させ、それぞれの工程が追加のビオチン部位をその抗体／抗原複合体に付加させる。
前記増幅工程を、適する増幅レベルが達成されるまで繰返し、達成された時点で、第二工
程のビオチンに対する抗体を含有する溶液中でそのサンプルをインキュベートする。この
第二工程抗体を、例えばその抗体／抗原複合体の存在下で色原体基質を使用して組織酵素
学により検出するために使用することができる酵素などで、標識する。適する増幅により
、コンジュゲートを生産し、それを肉眼で見ることができる。
【０２６２】
　もう１つの公知の免疫検出法は、イムノーＰＣＲ（ポリメラーゼ連鎖反応）方法論を利
用する。前記ＰＣＲ法は、ビオチニル化ＤＮＡでのインキュベーションまではＣａｎｔｏ
ｒ法に類似しているが、ストレプタビジンとビオチニル化ＤＮＡのインキュベーションの
多数のラウンドを用いるのではなく、抗体を放出させる低ｐＨまたは高塩緩衝液でＤＮＡ
／ビオチン／ストレプタビジン／抗体複合体を洗浄除去する。その後、得られた洗浄溶液
を使用して、適するプライマーと適切な対照でＰＣＲ反応を行う。少なくとも理論的には
、ＰＣＲの莫大な増幅能および特異性を利用して単一の抗原分子を検出することができる
。
【０２６３】
　本発明の免疫検出法は、例えば白血病を含めて癌などの様々な形態の高増殖性疾患など
の状態の診断および予後判定に明らかな有用性を有する。この場合、野生型または突然変
異タンパク質、ポリペプチド、および／またはペプチドを含有する疑いがある生体および
／または臨床サンプルを使用する。しかし、これらの実施形態は、抗原または抗体サンプ
ルの力価測定の際、例えばハイブリドーマの検出の際などの、非臨床サンプルへの用途も
有する。
【０２６４】
　Ｈ．ＥＬＩＳＡ
　上記に詳述したように、イムノアッセイは、それらの最も単純なおよび／または直接的
な意味で、結合アッセイである。一定の好ましいイムノアッセイは、当該技術分野におい
て公知の様々なタイプの酵素結合イムノソルベントアッセイ（ＥＬＩＳＡ）および／また
はラジオイムノアッセイ（ＲＩＡ）である。組織切片を使用する免疫組織化学的検出も、
特に有用である。しかし、検出がそのような技術に限定されないこと、および／またはウ
エスタンブロット法、ドットブロット法、ＦＡＣＳ分析、および／またはこれらに類する
ものも用いることができることは、容易に理解されるであろう。
【０２６５】
　１つの例示的ＥＬＩＳＡでは、本発明の抗体を、タンパク質親和性を示す選択された表
面、例えばポリスチレン・マイクロタイター・プレート内のウエルに固定する。その後、
野生型および／または突然変異タンパク質抗原を含有する疑いがある試験組成物、例えば
臨床サンプルをそれらのウエルに添加する。結合させた後、および／または洗浄して非特
異的に結合した免疫複合体を除去した後、結合した野生型および／または突然変異タンパ
ク質抗原を検出することができる。検出は、一般に、検出可能な標識に連結されている別
の抗体の添加によって達成される。このタイプのＥＬＩＳＡは、単純な「サンドイッチＥ
ＬＩＳＡ」である。第二の抗体の付加、続いて、その第二の抗体に対して結合親和性を有
する第三の抗体であって、検出可能な標識に連結されている該三次抗体の付加によって、
検出を達成することもできる。
【０２６６】
　もう１つの例示的ＥＬＩＳＡでは、野生型および／または突然変異タンパク質抗原を含
有する疑いがあるサンプルをウエル表面に固定する、および／またはその後、本発明の抗
体と接触させる。結合させた後、および／または洗浄して非特異的に結合した免疫複合体
を除去した後、結合した抗体を検出する。最初の抗体を検出可能な標識に連結させる場合
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、その免疫複合体を直接検出することができる。さらにまた、それらの免疫複合体を、第
一の抗体に対する結合親和性を有する第二の抗体であって、検出可能な標識に連結されて
いる該第二抗体を使用して、検出することができる。
【０２６７】
　野生型および／または突然変異タンパク質、ポリペプチドおよび／またはペプチドを固
定するもう１つのＥＬＩＳＡは、検出の際に抗体競合の使用を含む。このＥＬＩＳＡでは
、野生型または突然変異タンパク質に対する標識抗体をウエルに添加し、放置して結合さ
せ、および／またはそれらの標識という手段によって検出する。その後、コーティングさ
れたウエルでのインキュベーション前および／または中に、野生型および／または突然変
異体に対する標識抗体と未知サンプルとを混合することによって、そのサンプル中の野生
型または突然変異タンパク質抗原の量を決定する。サンプル中の野生型および／または突
然変異タンパク質の存在は、ウエルへの結合に利用できる野生型または突然変異タンパク
質に対する抗体の量を減少させる働きをし、従って、最終シグナルを現象させる。これは
、抗原がコーティングされたウエルに非標識抗体が結合する場合の未知サンプルにおける
野生型または突然変異タンパク質に対する抗体の検出にも適切であり、および標識抗体を
結合するために利用できる抗原の量も減少させる。
【０２６８】
　利用する形式に関係なく、ＥＬＩＳＡは、コーティング、インキュベーションおよび結
合、非特異的結合種を除去するための洗浄、ならびに結合した免疫複合体の検出などの一
定の特徴を共通して有する。これらを下記で説明する。
【０２６９】
　抗原または抗体のいずれかでプレートをコーティングする場合、一般に、そのプレート
のウエルと抗原または抗体の溶液とを、一晩または特定の時間にわたってインキュベート
することとなる。その後、そのプレートのウエルを洗浄して、不完全に吸着された物質を
除去することとなる。その後、一切の残存する利用可能なウエル表面を、試験抗血清に対
して抗原的に中性である非特異的タンパク質で「コーティング」する。これらとしては、
ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）、カゼイン、または粉乳の溶液が挙げられる。コーティン
グによって、固定する面上の非特異的吸着部位表面を阻止することができ、従って、その
表面への抗血清の非特異的結合に起因するバックグラウンドが低減される。
【０２７０】
　ＥＬＩＳＡでは、直接手順よりむしろ二次または三次検出手段の使用のほうがおそらく
通例である。従って、タンパク質または抗体をウエルに結合させ、非反応性材料でコーテ
ィングしてバックグラウンドを減少させ、洗浄して未結合物質を除去した後、固定する表
面と試験する生体サンプルとを、免疫複合体（抗原／抗体）形成を可能にするために有効
な条件下で接触させる。その後、その免疫複合体の検出には、標識された二次結合リガン
ドまたは抗体、および標識された三次抗体または第三の結合リガンドと共に二次結合リガ
ンドまたは抗体が必要である。
【０２７１】
　「免疫複合体（抗原／抗体）形成を可能にするために有効な条件下」は、それらの条件
が、ＢＳＡ、ウシガンマグロブリン（ＢＧＧ）またはリン酸緩衝食塩水（ＰＢＳ）／Ｔｗ
ｅｅｎなどの溶液での抗原および／または抗体の希釈を好ましくは含むことを意味する。
これらの添加される薬剤も、非特異的バックグラウンドの低減を助長する傾向がある。
【０２７２】
　「適する」条件は、インキュベーションが、有効な結合を可能にするために十分な温度
でまたは十分な期間にわたってのものであることも意味する。インキュベーション工程は
、概して、約１から２から４時間くらい、好ましくはおよそ２５℃から２７℃の温度での
ものであり、または一晩、約４℃くらいでのものである場合もある。
【０２７３】
　ＥＬＩＳＡにおけるすべてのインキュベーション工程の後、接触面を洗浄して、非複合
体形成材料を除去する。好ましい洗浄手順は、ＰＢＳ／Ｔｗｅｅｎ、またはホウ酸緩衝液
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などの溶液での洗浄を含む。試験サンプルと初めから結合していた物質との間での非特異
的免疫複合体の形成およびその後の洗浄の後、例え微量の免疫複合体の存在であっても判
定することができる。
【０２７４】
　検出手段を提供するために、第二または第三の抗体は、検出を可能にする会合標識を有
するであろう。好ましくは、これは、適切な色素産生基質とインキュベートすると発色を
生じる酵素であろう。従って、例えば、第一および第二の免疫複合体とウレアーゼ、グル
コースオキシダーゼ、アルカリホスファターゼまたは過酸化水素分解酵素とコンジュゲー
トした抗体とを、さらなる免疫複合体形成の発生に好適である期間にわたっておよび条件
下で接触またはインキュベートすること（例えば、ＰＢＳ－ＴｗｅｅｎなどのＰＢＳ含有
溶液中、２時間、室温でのインキュベーション）が望まれることもあるだろう。
【０２７５】
　標識された抗体とのインキュベーション後、そして続いて未結合物質を除去するために
洗浄し、標識の量を例えば、尿素等の色素産生基質、またはブロモクレゾールパープル、
または２，２’－アジノ－ジ－（３－エチル－ベンズチアゾリン－６－スルホン酸（ＡＢ
ＴＳ）、またはペルオキシダーゼの場合は酵素標識としてＨ２Ｏ２とのインキュベーショ
ンによって定量する。その後、生じた色度を、例えば可視スペクトル分光光度計を使用し
て、測定することによって定量を達成する。
【０２７６】
　Ｉ．免疫組織化学
　本発明の抗体は、免疫組織化学（ＩＨＣ）による研究のために調製される新鮮凍結およ
び／またはホルマリン固定、パラフィン包埋組織ブロック両方と併用して使用することが
できる。これらの粒状検体から組織ブロックを調製する方法は、様々な予後因子に関する
以前のＩＨＣ研究での使用に成功しており、および／または当業者に周知である（Ｂｒｏ
ｗｎら，１９９０；Ａｂｂｏｎｄａｎｚｏら，１９９０；Ａｌｌｒｅｄら，１９９０）。
【０２７７】
　簡単に言うと、凍結切片は、５０ｎｇの凍結「微粉砕」組織を小型プラスチックカプセ
ル内でリン酸緩衝食塩水（ＰＢＳ）中、室温でもとに戻すこと；遠心分離によってそれら
の粒子をペレット化すること；粘稠な包埋用媒質（ＯＣＴ）にそれらを再び懸濁させるこ
と；そのカプセルを逆さにすること、および／もしくは遠心分離によって再びペレット化
すること；７０℃イソペンタン中で急速冷凍させること；そのプラスチックカプセルを切
断すること、および／もしくは組織の凍結シリンダーを除去すること；その組織シリンダ
ーをクリオスタット・マイクロトーム・チャック上に留めること；ならびに／または２５
～５０連続切片を切断することによって調製することができる。
【０２７８】
　永久切片は、５０ｍｇサンプルをプラスチック微量遠心管内でもとに戻すこと；ペレッ
ト化すること；４時間固化のために１０％ホルマリンに再び懸濁させること；洗浄するこ
と／ペレット化すること；温かい２．５％寒天に再び懸濁させること；ペレット化するこ
と；氷水中で冷却して寒天を固めること；組織／寒天ブロックを管から除去すること；そ
のブロックをパラフィンに浸透させるおよび／もしくは包埋すること；ならびに／または
５０以下の連続永久切片に切断することを含む、同様の方法によって調製することができ
る。
【０２７９】
　Ｊ．免疫電子顕微鏡検査
　本発明の抗体を電子顕微鏡検査と併用して、細胞内組織成分を同定することもできる。
簡単に言うと、高電子密度の標識を抗体に直接または間接的にコンジュゲートする。本発
明の高電子密度の標識の例は、フェリチンおよび金である。高電子密度の標識は、電子を
吸着し、および電子顕微鏡によって可視化することができる。
【０２８０】
　Ｋ．免疫検出キット
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　尚、さらなる実施形態において、本発明は、上記に説明した免疫検出法と共に使用する
ための免疫検出キットに関する。一般に、抗体を使用して野生型および／または突然変異
タンパク質、ポリペプチドおよび／またはペプチドを検出するので、好ましくは、抗体が
キットに含まれるであろう。しかし、両方のそのような成分を含むキットを提供すること
ができる。従って、前記免疫検出キットは、野生型および／もしくは突然変異タンパク質
、ポリペプチドおよび／もしくはペプチドに結合する第一の抗体、ならびに／または場合
によっては、免疫検出試薬、ならびに／またはさらに場合によっては、野生型および／も
しくは突然変異タンパク質、ポリペプチドおよび／もしくはペプチドを、適する容器手段
の中に、含むであろう。
【０２８１】
　好ましい実施形態では、モノクローナル抗体が、使用されるであろう。一定の実施形態
では、野生型および／または突然変異タンパク質、ポリペプチドおよび／またはペプチド
に結合する第一の抗体を、カラムマトリックスおよび／またはマイクロタイタープレート
のウエルなどの固体支持体に予め結合させることができる。
【０２８２】
　前記キットの免疫検出試薬は、所与の抗体と会合および／または連結している検出可能
な標識をはじめとする様々な形態のうちのいずれか１つの形態をとるものであり得る。二
次結合リガンドと会合および／または連結している検出可能な標識も考えられる。例示的
二次リガンドは、第一の抗体に対して結合親和性を有する二次抗体である。
【０２８３】
　本発明のキットにおいて使用するためのさらに適する免疫検出試薬としては、第一の抗
体に対して結合親和性を有する二次抗体を、その第二の抗体に対して結合親和性を有する
第三の抗体であって、検出可能な標識に連結されている該第三の抗体と共に含む、二成分
試薬が挙げられる。上記に述べたように、多数の例示的標識が、当該技術分野において公
知であり、および／またはそのような標識を本発明に関連して利用することができる。
【０２８４】
　前記キットは、標識されているにせよ、および／または標識されていないにせよ、検出
アッセイのための標準曲線を作成するために使用することができるような、野生型および
／または突然変異タンパク質、ポリペプチドおよび／またはポリペプチドの適切に等分さ
れた組成物をさらに含むことがある。前記キットは、完全コンジュゲート形態で、中間体
形態で、および／またはそのキットの使用者によってコンジュゲートされる別個の部分と
して、のいずれかで抗体－標識コンジュゲートを収容することができる。前記キットの成
分を、水性媒質中で、および／または凍結乾燥形態で、のいずれかで包装することができ
る。
【０２８５】
　前記キットの容器手段は、抗体を配置することができる、および／または好ましくはそ
の抗体を適切に等分することができる、少なくとも１つのバイアル、試験管、フラスコ、
ボトル、注射器および／または他の容器手段を適切に収容し、一般には含むであろう。野
生型および／もしくは突然変異ｇｐ１９タンパク質、ポリペプチドおよび／もしくはペプ
チド、ならびに／または第二のおよび／もしくは第三の結合リガンドおよび／もしくは追
加の成分を備えさせる場合、そのキットは、このリガンドおよび／または成分を配置する
ことができる、第二、第三および／または他の追加の容器も一般に含むであろう。本発明
のキットは、商業販売用に密閉された状態で抗体、抗原および／または任意の他の試薬容
器を収容するための手段も概して含むであろう。そのような容器としては、所望のバイア
ルを保持することができる、射出および／またはブロー成形プラスチック容器を挙げるこ
とができる。
【０２８６】
　ＶＩＩＩ．医薬製剤
　本発明の新規組成物を使用して医薬組成物を調製することも考えられる。そのような場
合、前記医薬組成物は、本発明の新規活性成分と医薬的に許容される担体とを含む。通常
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の当業者は、過度の実験を伴うことなく、本発明の活性成分の適切な投薬量および投与経
路を容易に決定できるであろう。
【０２８７】
　「医薬的に許容される」というフレーズは、被験体に投与したときにアレルギー反応ま
たは類似した不適当な反応を生じさせない、分子単位および組成物を指す。活性成分とし
てタンパク質を含有する水性組成物の調製は、当該技術分野において十分に理解されてい
る。概して、そのような組成物を注射可能薬物として、溶液または懸濁液のいずれかとし
て調製し；注射前に液体に溶解または懸濁することに適する固体形態として調製すること
もできる。前記製剤を乳化することもできる。
【０２８８】
　一般に、本発明の医薬組成物は、Ｅ．ｃｈａｆｆｅｅｎｓｉ　ＶＬＰＴポリペプチド、
ポリヌクレオチド、または抗体および／またはそれらの混合物を含むものであり得る。
【０２８９】
　タンパク質を中性または塩形態の組成物に調合することができる。医薬的に許容される
塩としては、（タンパク質の遊離アミノ基とで形成される）酸付加塩が挙げられ、これら
は、例えば塩酸もしくはリン酸などの無機酸、または酢酸、シュウ酸、酒石酸、マンデル
酸、およびこれらに類するものなどのような有機酸とで形成される。遊離カルボキシル基
とで形成される塩は、例えば水酸化ナトリウム、水酸化カリウム、水酸化アンモニウム、
水酸化カルシウムまたは水酸化第二鉄などの無機塩基、およびイソプロピルアミン、トリ
メチルアミン、ヒスチジン、プロカインおよびこれらに類するものなどの有機塩基から誘
導することもできる。
【０２９０】
　調合し次第、溶液は、その投薬調合物に適合した手法でおよび治療に有効であるような
量で投与されることとなる。前記調合物は、注射用溶液などの様々な剤形で容易に投与さ
れる。
【０２９１】
　例えば、水溶液での非経口投与のために、前記溶液を、必要な場合には、適切に緩衝す
べきであり、およびまず、その液体希釈剤を十分な食塩水またはグルコースで等張性にす
べきである。これらの特別な水溶液は、静脈内、筋肉内、皮下および腹腔内投与に特に適
する。これに関連して、利用することができる滅菌水性媒体は、本開示に鑑みて、当業者
には公知であろう。例えば、１投薬量を１ｍＬの等張ＮａＣｌ溶液に溶解し、１０００ｍ
Ｌの皮下注射液に添加するか、注入推奨部位に注射することができるであろう（例えば、
「Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ」１５ｔ
ｈ　Ｅｄｉｔｉｏｎ，１０３５－１０３８頁および１５７０－１５８０頁を参照のこと）
。治療する被験体の状態に依存して、投薬量の何らかの変化が必然的に発生するであろう
。いずれにしても、投与に責任がある者が個々の被験体に適する用量を決めることとなる
。
【０２９２】
　本発明の医薬組成物は、医薬的に許容される担体に溶解または分散しているポリペプチ
ドもしくはその分泌物をターゲットにする１つ以上の薬剤または追加の薬剤の有効量を含
む。「製薬の」、「医薬的に許容される」、または「薬理学的に許容される」というフレ
ーズは、例えば、適する場合にはヒトなどの動物に投与したとき、副作用、アレルギー反
応または他の不適当な反応を生じさせない分子単位および組成物を指す。前記ポリペプチ
ドもしくはその分泌物をターゲットにする少なくとも１つの薬剤および／または追加の活
性成分を含有する医薬組成物の調製は、参照により本明細書に援用されているＲｅｍｉｎ
ｇｔｏｎ’ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，１８ｔｈ　Ｅｄ．Ｍ
ａｃｋ　Ｐｒｉｎｔｉｎｇ　Ｃｏｍｐａｎｙ，１９９０によって例示されるように、本発
明の開示に鑑みて、当業者に公知であろう。さらに、動物（例えば、ヒト）への投与のた
めに、製剤が、ＦＤＡ　Ｏｆｆｉｃｅ　ｏｆ　Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｓｔａｎｄａｒｓ
によって要求されるような無菌性、発熱性、一般的な安全性および純度基準を満たさなけ
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ればならないことは、理解されるであろう。
【０２９３】
　本明細書において用いる場合、「医薬的に許容される担体」は、任意のおよびすべての
溶媒、分散媒、コーティング剤、界面活性剤、抗酸化物質、保存薬（例えば、抗菌剤、抗
真菌剤）、等張剤、吸収遅延剤、塩、保存薬、薬物、薬物安定剤、ゲル、結合剤、賦形剤
、崩壊剤、滑沢剤、甘味剤、着香剤、色素、通常の当業者に公知であるような物質および
これらの組み合わせを含む（例えば、参照により本明細書に援用されているＲｅｍｉｎｇ
ｔｏｎ’ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，１８ｔｈ　Ｅｄ．Ｍａ
ｃｋ　Ｐｒｉｎｔｉｎｇ　Ｃｏｍｐａｎｙ，１９９０，ｐｐ．１２８９－１３２９を参照
のこと）。任意の従来の担体が活性成分と非相溶性である場合を除き、治療用または予防
用組成物におけるその使用が考えられる。
【０２９４】
　本発明は、それが固体形態で投与されることとなるのか、液体形体で投与されることと
なるのか、またはエーロゾル形態で投与されることとなるのかに依存して、および注射な
どの投与経路のために無菌である必要があるのかに依存して、異なるタイプの担体を含み
得る。本発明は、静脈内に、経皮的に、動脈内に、腹腔内に、病巣内に、頭蓋内に、関節
内に、前立腺内に、胸膜内に、気管内に、鼻腔内に、硝子体内に、膣内に、直腸内に、局
部的に、腫瘍内に、筋肉内に、腹腔内に、皮下に、結膜下に、膀胱内に、粘膜的に、心膜
内に、臍帯内に、眼内に、経口的に、局部的に、局所的に、吸入（例えば、エーロゾル吸
入）、注射、注入、持続注入、ターゲット細胞を直接漬ける局所潅流、カテーテルにより
、潅注により、クリームで、脂質組成物（例えば、リポソーム）で、または通常の当業者
に公知であろうような他の方法もしくは上記のものの組み合わせによって投与することが
できる（例えば、参照により本明細書に援用されているＲｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ　Ｐｈａ
ｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，１８ｔｈ　Ｅｄ．Ｍａｃｋ　Ｐｒｉｎｔｉ
ｎｇ　Ｃｏｍｐａｎｙ，１９９０を参照のこと）。
【０２９５】
　動物患者に投与される本発明の組成物の正確な投薬量は、肉体的および生理的要因、例
えば体重、状態の重症度、治療する疾病のタイプ、以前のまたは併用する治療的介入、患
者のおよび投与途中の特発性疾患によって決めることができる。いずれにしても投与に責
任がある現場の人間が、組成物中の活性成分（単数または複数）の濃度および個々の被験
体に適する用量（単数または複数）を決める。
【０２９６】
　一定の実施形態において、医薬組成物は、少なくとも約０．１％の活性化合物を含むこ
とがある。他の実施形態において、活性化合物は、例えば、その単位の重量の約２％から
約７５％の間、または約２５％から約６０％の間、およびそこから導出可能な任意の範囲
を構成することがある。他の非限定的な例において、１用量は、投与あたり約１マイクロ
グラム／ｋｇ／体重、約５マイクログラム／ｋｇ／体重、約１０マイクログラム／ｋｇ／
体重、約５０マイクログラム／ｋｇ／体重、約１００マイクログラム／ｋｇ／体重、約２
００マイクログラム／ｋｇ／体重、約３５０マイクログラム／ｋｇ／体重、約５００マイ
クログラム／ｋｇ／体重、約１ミリグラム／ｋｇ／体重、約５ミリグラム／ｋｇ／体重、
約１０ミリグラム／ｋｇ／体重、約５０ミリグラム／ｋｇ／体重、約１００ミリグラム／
ｋｇ／体重、約２００ミリグラム／ｋｇ／体重、約３５０ミリグラム／ｋｇ／体重、約５
００ミリグラム／ｋｇ／体重、から約１０００ｍｇ／ｋｇ／体重以上まで、およびそこか
ら導出可能な任意の範囲も含むことがある。本明細書において列挙する数から誘導可能な
範囲の非限定的な例では、上に記載した数に基づき、約５ｍｇ／ｋｇ／体重から約１００
ｍｇ／ｋｇ／体重、約５マイクログラム／ｋｇ／体重から約５００ミリグラム／ｋｇ／体
重などの範囲を投与することができる。
【０２９７】
　いずれの場合も、前記組成物は、１つ以上の成分の酸化を遅らせるために様々な酸化防
止剤を含むことがある。加えて、保存薬、例えば、パラベン（例えば、メチルパラベン、
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プロピルパラベン）、クロロブタノール、フェノール、ソルビン酸、チメロサールまたは
これらの組み合わせをはじめとする（しかしこれらに限定されない）、様々な抗菌剤およ
び抗真菌剤によって、微生物の作用の予防をもたらすことができる。
【０２９８】
　本発明は、遊離塩基、中性または塩形態の組成物に調合することができる。医薬的に許
容される塩としては、酸付加塩、例えば、タンパク質様組成物の遊離アミノ基とで形成さ
れるもの、あるいは例えば塩酸もしくはリン酸などの無機酸、または酢酸、シュウ酸、酒
石酸もしくはマンデル酸などの有機酸とで形成されるものが挙げられる。遊離カルボキシ
ル基とで形成される塩は、例えば水酸化ナトリウム、水酸化カリウム、水酸化アンモニウ
ム、水酸化カルシウムもしくは水酸化第二鉄などの無機塩基；またはイソプロピルアミン
、トリメチルアミン、ヒスチジンもしくはプロカインなどの有機塩基から誘導することも
できる。
【０２９９】
　前記組成物が液体形体である実施形態において、担体は、水、エタノール、ポリオール
（例えば、グリセロール、プロピレングリコール、液体ポリエチレングリコールなど）、
脂質（例えば、トリグリセリド、植物油、リポソーム）およびこれらの組み合わせを含む
がこれに限らない、溶媒または分散媒であり得る。例えば、レシチンなどのコーティング
の使用によって；例えば液体ポリオールもしくは脂質などの担体への分散による必要粒径
の維持によって；例えばヒドロキシプロピルセルロースなどの界面活性剤の使用によって
；またはそのような方法の組み合わせによって、適正な流動性を維持することができる。
多くの場合、例えば糖、塩化ナトリウムまたはこれらの組み合わせなどの等張剤を含める
ことが好ましいであろう。
【０３００】
　他の実施形態では、本発明において点眼剤、鼻用溶液もしくは噴霧剤、エーロゾルまた
は吸入薬を使用することができる。そのような組成物は、一般に、ターゲット組織タイプ
と適合性であるように設計される。非限定的な例において、鼻用溶液は、通常、滴剤また
は噴霧剤で鼻道に投与するように設計された水溶液である。鼻用溶液は、正常な毛様体作
用が維持されるように、多くの点で鼻分泌物に類似しているように調製される。従って、
好ましい実施形態において、前記鼻用水溶液は、通常、等張性であり、または約５．５か
ら約６．５のｐＨを維持するようにわずかに緩衝される。加えて、眼科用製剤において使
用されるものに類似した抗微生物性保存薬、薬物、または薬物安定剤を、所望される場合
には前記調合物に含めることができる。例えば、様々な市販の鼻用製剤が公知であり、そ
れらは抗生物質または抗ヒスタミン薬などの薬物を含む。
【０３０１】
　一定の実施形態において、前記組成物は、経口摂取などの経路によって投与するために
調製される。これらの実施形態において、固体組成物は、例えば、溶液、懸濁液、エマル
ジョン、錠剤、ピル、カプセル（例えば、ハードもしくはソフトシェルのゼラチンカプセ
ル）、徐放性製剤、口腔組成物、トローチ、エリキシル、懸濁液、シロップ、オブラート
、またはこれらの組み合わせを含み得る。経口組成物を食品または食事に直接添合しても
よい。経口投与のための好ましい担体は、不活性希釈剤、同化可能な可食担体またはこれ
らの組み合わせを含む。本発明の他の態様では、前記経口組成物をシロップまたはエリキ
シルとして調製することができる。シロップまたはエリキシルは、例えば、少なくとも１
つの活性剤、甘味剤、保存薬、着香剤、色素、保存薬、またはこれらの組み合わせを含む
ことがある。
【０３０２】
　一定の好ましい実施形態において、経口組成物は、１つ以上の結合剤、賦形剤、崩壊剤
、滑沢剤、着香剤、およびこれらの組み合わせを含むことがある。一定の実施形態におい
て、組成物は、次のもののうちの１つ以上を含むことがある：例えばトラガカントゴム、
アラビアゴム、コーンスターチ、ゼラチンもしくはこれらの組み合わせなどの、結合剤；
例えば、リン酸二カルシウム、マンニトール、ラクトース、デンプン、ステアリン酸マグ
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ネシウム、サッカリンナトリウム、セルロース、炭酸マグネシウムもしくはこれらの組み
合わせなどの、賦形剤；例えばコーンスターチ、馬鈴薯デンプン、アルギン酸もしくはこ
れらの組み合わせなどの、崩壊剤；例えばステアリン酸マグネシウムなどの、滑沢剤；例
えばスクロース、ラクトース、サッカリンもしくはこれらの組み合わせなどの甘味剤；例
えばペパーミント、ウインターグリーン油、チェリー着香剤、オレンジ着香剤などのよう
な、着香剤；またはこれらの上述のものの組み合わせ。投薬単位形が、カプセルであると
き、それは、上のタイプの材料に加えて、液体担体などの担体を含有することがある。様
々な他の材料が、コーティングとして、またはその投薬単位の物理的形態を別様に変える
ために、存在することがある。例えば、錠剤、ピルまたはカプセルは、シェラック、糖ま
たは両方でコーティングされることがある。
【０３０３】
　他の投与形式に適している追加の製剤としては、坐剤が挙げられる。坐剤は、直腸、膣
または尿道への挿入のための、通常投薬される、様々な重量および形状の固体剤形である
。挿入後、坐剤は、腔液中で軟化、溶融または溶解する。一般に、坐剤用の従来の担体と
しては、例えば、ポリアルキレングリコール、トリグリセリドまたはこれらの組み合わせ
を挙げることができる。一定の実施形態において、坐剤は、例えば、活性成分を約０．５
％から約１０％、および好ましくは約１％から約２％の範囲で、含有する混合物から成り
得る。
【０３０４】
　滅菌注射溶液は、適切な溶媒中の必要量の活性化合物を、必要に応じて、上に列挙した
様々な他の成分と配合し、その後、濾過滅菌することによって調製する。一般に、分散液
は、それらの様々な滅菌した活性成分を、塩基性分散媒および／または他の成分を含有す
る滅菌ビヒクルに添合することによって調製する。滅菌注射溶液、懸濁液またはエマルジ
ョンの調製のための滅菌粉末の場合、好ましい調製方法は、事前に滅菌濾過したそれらの
液体媒質から活性成分と任意の追加の所望の成分との粉末を生じさせる、真空乾燥または
冷凍乾燥技術である。前記液体媒質を、必要な場合には適切に緩衝すべきであり、その液
体希釈剤を注射前に先ず十分な食塩水またはグルコースで等張性にすべきである。直接注
射のための高濃度の組成物の調製も考えられ、この場合、溶媒としてのＤＭＳＯの使用は
、結果として、極めて迅速な浸透を生じさ、それによって高濃度の活性薬剤が小領域に送
達されると想像される。
【０３０５】
　前記組成物は、製造および保管条件下で安定していなければならず、細菌および真菌な
どの微生物の汚染作用に対して防御されなければならい。エンドトキシン汚染を最低限安
全レベル、例えばタンパク質０．５ｎｇ／ｍｇ未満、に保つべきであることは理解される
であろう。
【０３０６】
　特定の実施形態において、注射用組成物の持続吸収は、例えばモノステアリン酸アルミ
ニウム、ゼラチンまたはこれらの組み合わせなどの吸収を遅延させる薬剤のその組成物に
おける使用によって、生じさせることができる。
【０３０７】
　ＩＸ．本発明の例示的キット
　本発明の特定の実施形態には、適切な容器内に保持されたキットがある。このキットは
、個体について、診断、治療、および／またはＥｈｒｌｉｃｈｉａ、例えばＥｈｒｌｉｃ
ｈｉａ　ｃｈａｆｆｅｅｎｓｉｓ、からの防御に適し得る。特定の実施形態において、前
記キットは、適する容器の中にＥ．ｃｈａｆｆｅｅｎｓｉｓ　ＶＬＰＴ抗原をターゲット
にする薬剤を含む。前記薬剤は、抗体、小分子、ポリヌクレオチド、ポリペプチド、ペプ
チド、またはこれらの混合物であり得る。前記薬剤は、例えば滅菌形態、凍結乾燥形態ま
たは両方の形態などの、適する形態で前記キットに備えさせることができる。特定の実施
形態において、前記キットは、配列番号１、配列番号２、配列番号３、配列番号４、配列
番号５、配列番号６、配列番号７、配列番号８、配列番号９、配列番号１０、配列番号１
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１、配列番号１２、配列番号１４、もしくは配列番号１５；および／またはこれらの関連
タンパク質のうちの１つ以上に対する抗体を含む。本明細書において特に提示しない他の
Ｅ．ｃｈａｆｆｅｅｎｓｉｓ　ＶＬＰＴ－関連免疫原性－関連組成物（ポリペプチド、ペ
プチド、または抗体を含む）も含むことがある。
【０３０８】
　前記キットは、組成物をその必要がある個体に送達するための１つ以上の装置をさらに
含むことがある。前記装置としては、例えば、注射器、点眼びん、針、生検ツール、スパ
チュラ（ｓｃｏｏｐｕｌａ）、カテーテルなどを含むことがある。
【０３０９】
　前記キットが診断目的で用いられる実施形態の場合、そのキットは、Ｅ．ｃａｎｉｓ　
ｇｐ１９抗原を同定するための１つ以上の検出組成物および／または装置をさらに備えて
いることがある。そのような実施形態は、例えば抗体などについての検出可能な標識を利
用することがあり、この標識は、例えば、蛍光性、放射性、化学発光性、または比色用で
あり得る。
【実施例】
【０３１０】
　本発明の好ましい実施形態を立証するために、以下の実施例含める。以下の実施例にお
いて開示する技術が、本発明の実施の際によく機能することを本発明者ら発見した技術の
代表であること、従って、その実施に好ましい方式を構成するものと見なすことができる
ことは、当業者には理解されるはずである。しかし、開示する特定の実施形態に、本発明
の精神および範囲から逸脱することなく多くの変更を施すことができ、それでも同様のま
たは類似の結果を得ることができることは、本発明の開示に鑑みて当業者には理解される
はずである。
【０３１１】
　（実施例１）
　例示的材料および方法
　Ｅｈｒｌｉｃｈｉａｅの培養および精製。Ｅ．ｃａｎｉｓ（Ｊａｋｅ株）およびＥ．ｃ
ｈａｆｆｅｅｎｓｉｓ（Ａｒｋａｎｓａｓ株）を以前に記載されている（ＭｃＢｒｉｄｅ
ら，２００１）ように増殖させた。Ｅｈｒｌｉｃｈｉａｅを、以前に記載されている（Ｒ
ｉｋｉｈｉｓａら，１９９２）ように、Ｓｅｐｈａｃｒｙｌ　Ｓ－１０００（ニュージャ
ージー州、ピスカタウェイのＡｍｅｒｓｈａｍ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）でのサイズ排
除クロマトグラフィーによって精製した。細菌を含有する画分を凍結し、抗原およびＤＮ
Ａ源として利用した。
【０３１２】
　Ｅ．ｃｈａｆｆｅｅｎｓｉｓゲノムＤＮＡおよび抗原の調製。ゲノムＤＮＡおよび抗原
を、以前に記載されている（ＭｃＢｒｉｄｅら，１９９６）ようにＥ．ｃｈａｆｆｅｅｎ
ｓｉｓ（Ａｒｋａｎｓａｓ株）から精製した。
【０３１３】
　Ｅ．ｃｈａｆｆｅｅｎｓｉｓ　ＶＬＰＴ遺伝子フラグメントのＰＣＲ増幅。Ｅ．ｃｈａ
ｆｆｅｅｎｓｉｓ　ＶＬＰＴ遺伝子フラグメントの増幅のためのオリゴヌクレオチドプラ
イマーを、ＧｅｎＢａｎｋにおける配列（アクセッション番号ＡＦ１２１２３２）に従っ
て手作業でまたはＰｒｉｍｅｒ　Ｓｅｌｅｃｔ（Ｌａｓｅｒｇｅｎｅ　ｖ５．０８、ウィ
スコンシン州、マディソンのＤＮＡＳｔａｒ）を使用することによって設計し、合成した
（テキサス州、ＷｏｏｄｌａｎｄｓのＳｉｇｍａ－Ｇｅｎｏｓｙｓ）（表２）。Ｅ．ｃｈ
ａｆｆｅｅｎｓｉｓ　ＶＬＰＴ遺伝子の４つの単一ＴＲ（ＶＬＰＴ－Ｒ４、ＶＬＰＴ－Ｒ
３、ＶＬＰＴ－Ｒ２およびＶＬＰＴ－Ｒ１）、Ｃ末端（ＶＬＰＴ－Ｃ）、反復配列Ｒ３と
Ｒ２の組み合わせ（ＶＬＰＴ－Ｒ３２）、ならびに多数の反復配列（Ｒ４、Ｒ３、Ｒ２お
よびＲ１）を含有するほぼ完全長のＶＬＰＴ（ＶＬＰＴ－Ｒ４３２１－Ｃ）に対応する７
つの遺伝子フラグメントを、ＰＣＲ　ＨｏｔＭａｓｔｅｒ　Ｍｉｘ（ニューヨーク州、ウ
エストベリーのＥｐｐｅｎｄｏｒｆ）、およびテンプレートとしてＥ．ｃｈａｆｆｅｅｎ
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ｓｉｓ（Ａｒｋａｎｓａｓ株）ゲノムＤＮＡを使用して増幅させた（表２および３）。熱
サイクルプロフィールは、次のとおりであった：４分間、９５℃；３０秒間、９４℃、３
０秒間、アニーリング温度（最低プライマーＴｍより３℃低い）、および適切な伸長時間
（３０秒／５００塩基対）、７２℃、を３５サイクル；その後、７分間、７２℃；そして
４℃で保持。
【０３１４】
　組換えＥ．ｃｈａｆｆｅｅｎｓｉｓ　ＶＬＰＴタンパク質の発現および精製。増幅ＰＣ
Ｒ産物を、ｐＢＡＤ／Ｔｈｉｏ－ＴＯＰＯ（カリフォルニア州、カールズバッドのＩｎｖ
ｉｔｒｏｇｅｎ）またはｐＴｒｉＥｘ－６　３Ｃ／ＬＩＣ発現ベクター（ウィスコンシン
州、マディソンのＮｏｖａｇｅｎ）に直接クローニングした。Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　ｏ
ｆ　Ｔｅｘａｓ　Ｍｅｄｉｃａｌ　Ｂｒａｎｃｈ　Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ
　Ｃｏｒｅ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙにおいて、Ｅ．ｃｈａｆｆｅｅｎｓｉｓ　ＶＬＰＴ遺
伝子フラグメントを含有するプラスミドでＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ細胞（ＴＯ
Ｐ１０；Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）を形質転換し、陽性形質転換体を、ＰＣＲにより挿入物
の存在および適正な配向についてスクリーニングし、ＡＢＩ　Ｐｒｉｓｍ　３７７ＸＬ　
ＤＮＡシーケンサー（カリフォルニア州、フォスター・シティーのＡｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉ
ｏｓｙｓｔｅｍｓ）で配列決定した。０．２％アラビノース（ｐＢＡＤ／Ｔｈｉｏ－ＴＯ
ＰＯ）または０．５ｍＭイソプロピル－β－Ｄ－チオガラクトピラノシド（ＩＰＴＧ；ｐ
ＴｒｉＥｘ－６　３Ｃ／ＬＩＣ）での誘導後、４時間、組換えタンパク質発現を行った。
ＨｉｓＳｅｌｅｃｔ（登録商標）カラム（ｐＢＡＤ／Ｔｈｉｏ－ＴＯＰＯについて；ミズ
ーリ州、セントルイスのＳｉｇｍａ）または　Ｓｔｒｅｐ・Ｔａｃｔｉｎ（登録商標）Ｓ
ｕｐｅｒｆｌｏｗカラム（ｐＴｒｉＥｘ－６　３Ｃ／ＬＩＣについて；Ｎｏｖａｇｅｎ）
を使用して自然条件下で組換えタンパク質を精製し、ＢＣＡタンパク質アッセイ（イリノ
イ州、ロックフォードのＰｉｅｒｃｅ）をその製造業者の説示に従って用いて定量した。
【０３１５】
　Ｅ．ｃｈａｆｆｅｅｎｓｉｓ　ＶＬＰＴ合成ペプチド。Ｅ．ｃｈａｆｆｅｅｎｓｉｓ　
ＶＬＰＴタンパク質のＮ末端フラグメント（ＶＬＰＴ－Ｎ；１７アミノ酸）および４つの
個々のＴＲ単位（Ｒ４、Ｒ３、Ｒ２およびＲ１；それぞれ３０アミノ酸）に対応する５つ
の合成ぺプチド、ならびにＲ３の異なる領域に対応する７つのオーバーラッピングペプチ
ド（Ｒ３－１からＲ３－７）および２０アミノ酸Ｎ末端ペプチドＲ４（Ｒ４－Ｎ）を合成
した（テキサス州、ルイスヴィルのＢｉｏ－Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ）（表３）。凍結乾燥粉
末を分子生物学グレードの水に再懸濁させた（１ｍｇ／ｍＬ）。
【０３１６】
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【表２】

　抗血清。回復期抗Ｅ．ｃｈａｆｆｅｅｎｓｉｓイヌ血清を、実験的に感染させたイヌ（
番号２２５１）から採取した。 ＨＭＥ患者からの血清は、Ｆｏｃｕｓ　Ｔｅｃｈｎｏｌ
ｏｇｉｅｓ（カリフォルニア州、サイプレス）からの親切な贈与品であった。ウサギ抗Ｖ
ＬＰＴ－Ｒ３抗血清は、商業販売業者（Ｂｉｏ－Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ）が合成Ｅ．ｃｈａ
ｆｆｅｅｎｓｉｓ　ＶＬＰＴ－Ｒ３　ＫＬＨコンジュゲートペプチドに対して産生させた
ものであった。
【０３１７】
　ゲル電気泳動およびウエスタン免疫ブロッティング。精製されたＥ．ｃｈａｆｆｅｅｎ
ｓｉｓまたはＥ．ｃａｎｉｓ全細胞溶解産物または組換えタンパク質を、ドデシル硫酸ナ
トリウム－ポリアクリルアミドゲル電気泳動（ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）によって分離し、ニト
ロセルロースに移し、そしてウエスタン免疫ブロッティングを、一次イヌおよびヒト血清
を１：１００希釈したことおよびウサギ抗ＶＬＰＴ－Ｒ３抗血清を１：２，０００希釈し
たこと以外は以前に記載されている（ＭｃＢｒｉｄｅら，２００３）とおりに行った。
炭水化物検出。組換えタンパク質ＶＬＰＴに関するグリカン検出を、ジゴキシゲニングリ
カン検出キット（イリノイ州、インディアナポリスのＲｏｃｈｅ）で以前に記載されてい
る（ＭｃＢｒｉｄｅら，２０００）ように行った。
【０３１８】
　ＥＬＩＳＡ。酵素結合イムノソルベントアッセイ（ＥＬＩＳＡ）プレート（ＭａｘｉＳ
ｏｒｐ；デンマーク、ロスキレのＮＵＮＣ）を、リン酸緩衝食塩水（ｐＨ７．４）中の組
換えタンパク質または合成ペプチドでコーティングした（０．５μｇ／ウエル；５０μＬ
）。穏かに攪拌しながら４℃でタンパク質およびぺプチドをそのＥＬＩＳＡプレートに吸
着させ、その後、０．２％　Ｔｗｅｅｎ　２０を含有するＴｒｉｓ緩衝食塩水（ＴＢＳＴ
）２００μＬで３回洗浄し、ＴＢＳＴ中３％のウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）１００μＬ
中で１時間、室温で攪拌しながらブロックし、再び洗浄した。３％ＢＳＡ－ＴＢＳＴで希
釈した回復期抗Ｅ．ｃｈａｆｆｅｅｎｓｉｓイヌまたはヒト血清（１：１００）をそれぞ
れのウエルに添加し（５０μＬ）、穏かに攪拌しながら室温で１時間インキュベートした
。それらのプレートを４回洗浄し、３％ＢＳＡ－ＴＢＳＴで希釈（１：５，０００）した
５０μＬのアルカリホスファターゼ標識ヤギ抗イヌまたはヒトＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）二次抗体
（メリーランド州、ゲーサーズバーグのＫｉｒｋｅｇａａｒｄ　＆　Ｐｅｒｒｙ　Ｌａｂ
ｏｒａｔｏｒｉｅｓ）を添加し、１時間、室温でインキュベートした。それらのプレート
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を４回洗浄し、基質（１００μＬ、Ｂｌｕｅ　Ｐｈｏｓ；Ｋｉｒｋｅｇａａｒｄ　＆　Ｐ
ｅｒｒｙ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ）をそれぞれのウエルに添加した。それらのプレー
トを攪拌しながら暗所で３０分間インキュベートし、マイクロプレートリーダー（Ｖｅｒ
ｓａＭａｘ；カリフォルニア州、サニーヴェールのＭｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｄｅｖｉｃｅｓ
）を用いてＡ６５０で発色を読み取り、データをＳｏｆｔｍａｘＰｒｏ　ｖ４．０（Ｍｏ
ｌｅｃｕｌａｒ　Ｄｅｖｉｃｅｓ）によって分析した。光学密度（ＯＤ）読み取り値は、
バッファのみのウエルのＯＤを引いた、３つのウエルについての平均値（±標準偏差）を
表す。
【０３１９】
　免疫電子顕微鏡検査。一次ウサギ抗ＶＬＰＴ－Ｒ３ペプチド血清を１：１０，０００希
釈したこと以外、以前に記載された（ＭｃＢｒｉｄｅら，２００５）とおり、イムノゴー
ルド電子顕微鏡検査をＥ．ｃｈａｆｆｅｅｎｓｉｓ感染ＤＨ８２細胞に対して行った。未
感染ＤＨ８２細胞を陰性対照として使用した。
【０３２０】
　質量分析。質量分析は、Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　ｏｆ　Ｔｅｘａｓ　Ｍｅｄｉｃａｌ　
Ｂｒａｎｃｈ　Ｍａｓｓ　Ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ　Ｃｏｒｅ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ
において、マトリックス支援レーザー脱離イオン化（ＭＡＬＤＩ）飛行時間（ＴＯＦ）型
質量分析計（ＭＳ）（Ｖｏｙａｇｅｒ－ＤＥ　ＳＴＲ；Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔ
ｅｍｓ）を使用して行った。
【０３２１】
　分泌されたＶＬＰＴタンパク質の分析。細胞単相を乱さずに、毎日、Ｅ．ｃｈａｆｆｅ
ｅｎｓｉｓ感染ＤＨ８２細胞培養上清（１ｍＬ）を回収し、高速（５分間、１０，０００
　ｘ　ｇ）で遠心分離して、細胞および細菌をペレット化した。その後、ゲル電気泳動お
よび抗ＶＬＰＴ－Ｒ３特異的ポリクローナル抗体を使用するウエスタン免疫ブロッティン
グのために、上清を１０倍濃縮した（Ｃｅｎｔｒｉｃｏｎ超遠心濾過機、１０－ｋＤａカ
ットオフ；マサチューセッツ州、ビルリカのＭｉｌｌｉｐｏｒｅ）。
【０３２２】
　配列分析。Ｊｕｌｅｎｉｕｓら，２００５によるＹｉｎＯＹａｎｇ　ｖ１．２プログラ
ムのコンピューターアルゴリズムおよびＢｌｏｍら，１９９９によるＮｅｔＰｈｏｓ　ｖ
２．０プログラムのコンピューターアルゴリズムを用いて、Ｅ．ｃｈａｆｆｅｅｎｓｉｓ
　ＶＬＰＴを可能性のあるＯ結合グリコシル化およびリン酸化について評価した。グラム
陰性細菌に向けたＢｅｎｄｔｓｅｎら，２００４によるＳｉｇｎａｌＰ　３．０およびＳ
ｅｃｒｅｔｏｍｅＰ　２．０プログラムのコンピューターアルゴリズムを用いて、可能性
のあるシグナル配列および非古典的分泌を同定した。核酸およびアミノ酸アラインメント
をＭｅｇＡｌｉｇｎ（Ｌａｓｅｒｇｅｎｅ　ｖ５．０８，ＤＮＡＳｔａｒ）で行った。　
タンパク質－タンパク質Ｂａｓｉｃ　Ｌｏｃａｌ　Ａｌｉｇｎｍｅｎｔ　Ｓｅａｒｃｈ　
Ｔｏｏｌ（ＢＬＡＳＴ）を使用して、Ｅ．ｃｈａｆｆｅｅｎｓｉｓ　ＶＬＰＴエピトープ
を他のＥｈｒｌｉｃｈｉａ種タンパク質（ＶＬＰＴオルソログを含む）に対する相同性に
ついて調査した。
【０３２３】
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【表３】

【０３２４】

【表４】

　（実施例２）
　Ｅ．ｃｈａｆｆｅｅｎｓｉｓ　ＶＬＰＴタンパク質の特性づけ
　Ｅ．ｃｈａｆｆｅｅｎｓｉｓ　ＶＬＰＴタンパク質組成物および特性。セリン（３３残
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基；１６．７％）、ロイシン（２２；１１．１％）、グルタマート（２０；１０．１％）
およびアスパルタート（１７；８．６％）は、全アミノ酸含有量の４６．５％を占める、
Ｅ．ｃｈａｆｆｅｅｎｓｉｓ　ＶＬＰＴタンパク質における最も存在頻度の高いアミノ酸
である（図１Ａ）。さらに、ＶＬＰＴタンパク質の反復配列領域において、これら４残基
の存在は、さらに高頻度になり、それぞれ２０％、１２．５％、１３．３％および１０％
の組成で、全反復配列領域アミノ酸含有量の５５．８％を占める。ジスルフィド結合で会
合している４つのシステイン残基が、タンパク質のカルボキシル末端ドメインに存在した
が、このドメインでは、チロシン残基が優位を占めていた（１９．７％）。強酸性残基グ
ルタマートおよびアスパルタートの大きな比率のため、このＶＬＰＴタンパク質は、非常
に酸性である（ｐＩ　３．８）。Ｎ末端領域（１７アミノ酸）および最大ドメイン、ＴＲ
領域（１２０アミノ酸）は、非常に酸性であり（それぞれ、ｐＩ　３．２および３．８）
、カルボキシル末端ドメイン（６１アミノ酸）は、最低の酸性（ｐＩ　４．７）である。
【０３２５】
　ＶＬＰＴの前記ＴＲは、同一でないが、Ｒ３とＲ２は、最も高いアミノ酸同一性（８３
％）を有し、ならびにＲ４およびＲ１は、Ｒ３と、それぞれ５３％および４９％の同一性
を有した（図１Ｂ）。ＶＬＰＴ－Ｒ３およびＶＬＰＴ－Ｒ４からのアミノ酸配列に関する
ＢＬＡＳＴ検索により、これらのＶＬＰＴ反復配列と、エールリヒアのタンパク質または
近縁種属の生物からのタンパク質との間に相同性は見出せなかった。
【０３２６】
　天然ＶＬＰＴタンパク質の同定。ウエスタンブロッティングにより、合成ＶＬＰＴ－Ｒ
３ペプチドに対する単一特異性ウサギ抗血清と反応したＥ．ｃｈａｆｆｅｅｎｓｉｓ感染
細胞からのＥ．ｃｈａｆｆｅｅｎｓｉｓ全細胞溶解産物および上清において、～３２ｋＤ
ａ（２５．８ｋＤａの予測分子量より～６．２ｋＤａ大きい）の分子量および５つのあま
り顕著でないタンパク質（２２～３０ｋＤａ）を同定した（図２Ａ）。さらに、抗ＶＬＰ
Ｔ－Ｒ３抗体は、Ｅ．ｃａｎｉｓ全細胞溶解産物と反応しなかった（図２Ａ）。感染培養
物からのＥ．ｃｈａｆｆｅｅｎｓｉｓ全細胞溶解産物および上清における類似のサイズ（
～３２ｋＤａ）のタンパク質も、抗Ｅ．ｃｈａｆｆｅｅｎｓｉｓイヌ血清と反応した（図
２Ｂ）。予備免疫ウサギ血清またはイヌ血清対照は、Ｅ．ｃｈａｆｆｅｅｎｓｉｓ全細胞
溶解産物または上清を認識しなかった（データは示さない）。
【０３２７】
　ＶＬＰＴのエピトープ含有領域。ＶＬＰＴの主要エピトープ含有領域を決定するために
、異なるＶＬＰＴドメイン（Ｒ４３２１－Ｃ、Ｒ３２、Ｒ１、Ｒ２、Ｒ３　Ｒ４、および
Ｃ；図３）に対応する組換えタンパク質を発現させた。ＶＬＰＴ－Ｒ３およびＶＬＰＴ－
Ｃを除き、ｐＢＡＤ／Ｔｈｉｏ－ＴＯＰＯにおいて発現された組換えＶＬＰＴタンパク質
のすべてが、アミノ酸配列によって予測したものより実質的に大きい分子量をＳＤＳ－Ｐ
ＡＧＥにより示した。実質的により小さいＮ末端融合タンパク質を有する代替ベクターｐ
ＴｒｉＥｘ６　３Ｃ／ＬＩＣにおいて発現されたＶＬＰＴ－Ｒ３２（ｐＢＡＤ／Ｔｈｉｏ
についての１３．１ｋＤａと比較して２．４ｋＤａ）も、分子量増加（予測したものより
３．７ｋＤａ大きい）を示したが、ｐＢＡＤ／Ｔｈｉｏにおいて発現されたＶＬＰＴ－Ｒ
３２のもの（予測したものより５．２ｋＤａ大きい）より小さかった。組換えＶＬＰＴタ
ンパク質によって示されたこの分子量増加は、そのタンパク質が翻訳後修飾されたことを
示しており；さらに、ＶＬＰＴに関する幾つかの予測グリコシル化部位をコンピューター
アルゴリズムによって同定した。しかし、いずれの組換えＥ．ｃｈａｆｆｅｅｎｓｉｓ　
ＶＬＰＴポリペプチドに関しても炭水化物は検出されなかった（データは示さない）。１
つの組換えＶＬＰＴタンパク質の実際の分子量をさらに確認するために、ｐＴｒｉＥｘ６
　３Ｃ／ＬＩＣにおいて発現されたＶＬＰＴ－Ｒ３２を含有する２反復配列の質量をＭＡ
ＬＤＩ－ＴＯＦによって決定した。ＶＬＰＴ－Ｒ３２の質量は、９，２０６Ｄａであり、
アミノ酸配列（２．４ｋＤａ発現タグを除く）から予測した質量（９．３２５Ｄａ）より
わずかに小さかった。これは、翻訳後修飾が存在しなかったことを明示している。
【０３２８】
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　ウエスタン免疫ブロットにより、大きなＴＲ含有タンパク質Ｒ４３２１－ＣおよびＲ３
２ならびに個々の反復単位Ｒ２およびＲ３は、抗Ｅ．ｃｈａｆｆｅｅｎｓｉｓイヌ血清と
強く反応したが、カルボキシ末端ドメイン（Ｃ）ならびに反復単位Ｒ１およびＲ４を代表
する組換えフラグメントは、抗Ｅ．ｃｈａｆｆｅｅｎｓｉｓイヌ血清と反応性でなかった
（図４Ａ）。ＶＬＰＴ（合成ポリペプチドおよび対応する組換えタンパク質）と抗Ｅ．ｃ
ｈａｆｆｅｅｎｓｉｓイヌ血清との反応性をＥＬＩＳＡによっても調査して、可能性のあ
る配座エピトープを同定した（図４Ｂ）。ＶＬＰＴ－Ｎ（合成）、ＶＬＰＴ－Ｃ（組換え
）、またはＶＬＰＴ－Ｒ１（合成および組換え）ポリペプチドは、抗Ｅ．ｃｈａｆｆｅｅ
ｎｓｉｓイヌ血清と反応しなかった。ウエスタン免疫ブロッティングによる結果に類似し
て、ＶＬＰＴ－Ｒ３またはＲ２ペプチド（合成および組換え）は、抗Ｅ．ｃｈａｆｆｅｅ
ｎｓｉｓイヌ血清と強く反応したが、ＶＬＰＴ－Ｒ３（合成）は、ＶＬＰＴ－Ｒ２（合成
）より免疫反応性であった。逆に、ウエスタン免疫ブロットにより免疫反応性でなかった
組換えＶＬＰＴ－Ｒ４は、ＥＬＩＳＡにより抗Ｅ．ｃｈａｆｆｅｅｎｓｉｓイヌ血清と強
く反応した（合成および組換え）。これは、配座エピトープがＶＬＰＴ－Ｒ４中に存在し
たことを示している（図４ＡおよびＢ）。
【０３２９】
　主要ＶＬＰＴ免疫決定因子の同定。Ｅ．ｃｈａｆｆｅｅｎｓｉｓ　ＶＬＰＴタンパク質
の主要エピトープをさらに局在定位するために、ＶＬＰＴ－Ｒ３内の異なる位置に対応す
る７つのオーバーラッピングぺプチド（Ｒ３－１からＲ３－７と呼ぶ）を抗Ｅ．ｃｈａｆ
ｆｅｅｎｓｉｓイヌ血清と反応させた（図３および５Ａ）。ペプチドＲ３－６およびＲ３
－７（Ｃ末端領域）は、免疫反応性でなかったが、Ｎ末端領域に対応するＲ３－２、Ｒ３
－３、Ｒ３－４およびＲ３－５は、抗Ｅ．ｃｈａｆｆｅｅｎｓｉｓイヌ血清と同様に強く
反応することがＥＬＩＳＡにより判明した（図４Ｂ）。これは、ＶＬＰＴ－Ｒ３のＮ末端
領域（２３アミノ酸；ＳＤＬＨＧＳＦＳＶＥＬＦＤＰＦＫＥＡＶＱＬＧＮ）が主要抗体エ
ピトープを含有したことを示している。ペプチドＲ３－３（１４アミノ酸；ＨＧＳＦＳＶ
ＥＬＦＤＰＦＫＥ）は、抗Ｅ．ｃｈａｆｆｅｅｎｓｉｓイヌ血清と強く反応した最も小さ
いペプチドであった（図５ＡおよびＢ）。３つのアミノ酸（Ｃ末端）および５つのアミノ
酸（Ｎ末端）が異なるペプチドＲ３－１とＲ３－６は、それぞれ反応性でなかった（図５
ＡおよびＢ）。
【０３３０】
　ＶＬＰＴ－Ｒ４内の免疫決定因子を調査および比較すると、ＶＬＰＴ－Ｒ３内のＲ３－
５に対応する２０アミノ酸ペプチド（ＨＥＰＳＨＬＥＬＰＳＬＳＥＥＶＩＱＬＥＳ）（図
４Ａ）は、イヌ血清とも患者血清とも免疫反応性でなかった（データは示さない）。これ
は、Ｒ４内のＶＬＰＴの第三エピトープが、分子的に異なったことを示しており、Ｒ３お
よびＲ２と比較してＲ４のアミノ酸配列に関して述べた相違（図１Ｂ）と一致する。
【０３３１】
　ＨＭＥ患者血清とのＶＬＰＴ－Ｒ３ペプチドの免疫反応性。免疫蛍光アッセイ（ＩＦＡ
）により検出可能なＥ．ｃｈａｆｆｅｅｎｓｉｓ抗体を有した３つのＨＭＥ患者血清（番
号１、４および１２）を使用して、ＥＬＩＳＡによりＶＬＰＴ－Ｒ４、Ｒ３、およびＲ２
（合成および組換え）の免疫反応性を調査した。（それぞれ、図６Ａ～Ｃ）。抗Ｅ．ｃｈ
ａｆｆｅｅｎｓｉｓイヌ血清とで示した免疫反応性と一致して、ＶＬＰＴ－Ｒ３およびＲ
２は、ＨＭＥ患者血清との最も強い免疫反応性を示し、２人の患者（番号１および１２）
は、ＶＬＰＴ－Ｒ４への強い抗体応答を示した（図６Ａ～Ｃ）。
【０３３２】
　前記３つのＨＭＥ患者血清とＶＬＰＴ－Ｒ３からの７つのオーバーラッピング合成ペプ
チド（Ｒ３－１からＲ３－７）との免疫反応性をＥＬＩＳＡによって判定した（図６Ａ～
Ｃ）。類似したアミノ酸配列を含有するぺプチドＲ３－４（１７アミノ酸）およびＲ３－
５（２０アミノ酸）（図５Ａ参照）は、試験したすべてのＨＭＥ患者血清と強く一貫して
反応した（図６Ａ～Ｃ）。オーバーラッピングペプチドを比較すると、この免疫決定因子
に必須の最小ペプチド配列は、１７アミノ酸（ペプチドＲ３－５）であった。ＨＭＥ患者
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およびＥ．ｃｈａｆｆｅｅｎｓｉｓで実験的に感染させたイヌからの抗体は、同様にＶＬ
ＰＴ－Ｒ３と反応した（図４Ｂおよび６Ａ～Ｃ）。しかし、ヒト血清における抗体は、主
として、ＶＬＰＴ－Ｒ３内のペプチドＲ３－４およびＲ３－５に対するものであった（図
６Ａ～Ｃ）。正常ヒト血清は、これらのペプチドおよびタンパク質を認識しなかった（デ
ータは示さない）。
【０３３３】
　ＶＬＰＴ－Ｒ３と検出可能なＥ．ｃｈａｆｆｅｅｎｓｉｓ抗体を有したより大きなＨＭ
Ｅ患者パネル（１４人の患者）の血清との反応性を判定した。すべての患者血清は、ＶＬ
ＰＴ－Ｒ３（合成）と反応した（図６Ｄ）。これは、このエピトープがヒトによって一貫
して認識されること、および患者血清における抗体とこのエピトープとの反応性がＩＦＡ
と完全に相関したことを示している。正常ヒト血清は、ＶＬＰＴ－Ｒ３を認識しなかった
（図６Ｄ、レーン１６）。
【０３３４】
　Ｅ．ｃｈａｆｆｅｅｎｓｉｓ　ＶＬＰＴの経時的分泌。感染細胞からの上清において、
感染後１日ほどもの早さでＶＬＰＴが検出され、感染後６日間を通して量が増加した（図
７）。ＶＬＰＴタンパク質は、未感染ＤＨ８２細胞培養上清においては観察されなかった
。
【０３３５】
　ＶＬＰＴの細胞および細胞外局在。幾つかの特性づけしたエールリヒアタンパク質は、
デンスコア・エールリヒア（ｇｐ１２０、ｇｐ３６、およびｇｐ４７）上で特異的に発現
される。しかし、Ｅ．ｃａｎｉｓのそのｇｐ１９オルソログと同様に、Ｅ．ｃｈａｆｆｅ
ｅｎｓｉｓ　ＶＬＰＴタンパク質は、免疫電子顕微鏡検査により、桑実胚の膜上ならびに
網状およびデンスコア両方のエールリヒアの表面で観察されたが、桑実胚線維上でも検出
された（図８Ａ）。抗ＶＬＰＴ－Ｒ３抗体は、未感染ＤＨ８２細胞と反応しなかった（図
８Ｂ）。
【０３３６】
　（実施例３）
　本発明の有意性
　Ｅ．ｃｈａｆｆｅｅｎｓｉｓ　ＶＬＰＴ遺伝子の初期の説明は、分子診断学および疫学
のためのこの遺伝子の用途に集中していた。それ故、ＶＬＰＴ遺伝子は、この遺伝子中に
存在するＴＲ単位の数の違いおよび配列変異に基づいて単離物を区別することに利用され
ることが多かった（Ｓｕｍｎｅｒら，１９９９；Ｙａｂｓｌｅｙら，２００３）。以前の
研究は、組換えＶＬＰＴがＨＭＥ患者血清における抗体と反応することを立証したが、Ｖ
ＬＰＴタンパク質の免疫学的性質は、十分に定義されなかった（Ｐｏｐｏｖら，２０００
）。注目に値することとして、ＶＬＰＴタンパク質は、Ｅ．ｃｈａｆｆｅｅｎｓｉｓ天然
全細胞溶解産物において最終的に同定されたことはいまだかつてなく、４４ｋＤａ（予測
サイズの２倍）というその報告分子量に対応する主要免疫反応性タンパク質は、いまだか
つて同定されていない。それ故、ＶＬＰＴの素性およびそれに対する宿主応答の程度は、
依然として確定されていない。最近、初期抗体応答を惹起するＥ．ｃａｎｉｓにおける保
存された強酸性主要免疫反応性１９ｋＤａタンパク質（ｇｐ１９）の同定および特性づけ
が記載された（ＭｃＢｒｉｄｅら，２００３）。それも、ゲノムおよびタンパク質分析に
基づいてＥ．ｃｈａｆｆｅｅｎｓｉｓ　ＶＬＰＴタンパク質がｇｐ１９のオルソログであ
ると結論づけていた。エールリヒア病理生物学におけるＥ．ｃｈａｆｆｅｅｎｓｉｓ　Ｖ
ＬＰＴタンパク質の役割も不明であり、他の公知細菌タンパク質との関係がそれには無い
ことで、その潜在的機能に関する糸口が得られない。ＶＬＰＴおよびＥ．ｃａｎｉｓ　ｇ
ｐ１９の注目すべき特徴は、チロシンが優位を占める相同カルボキシ末端ドメインであり
、これは、それが機能的に重要な保存ドメインであることを示している。
【０３３７】
　本発明において観察されたＥ．ｃｈａｆｆｅｅｎｓｉｓ　ＶＬＰＴタンパク質（Ａｒｋ
ａｎｓａｓ株）の見かけの分子量（～３２ｋＤａ）と以前に報告された組換えＶＬＰＴの
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もの（～４４ｋＤａ）との相違に注目し、天然ＶＬＰＴが以前の研究において同定された
ことがないことが認められる。それにもかかわらず、抗ＶＬＰＴ－Ｒ３抗体によるエール
リヒア溶解産物から同定された天然ＶＬＰＴタンパク質（～３２ｋＤａ）と組換えＶＬＰ
Ｔタンパク質（融合タグなし）の質量が一致した。それ故、本発明によって生じた証拠は
、ＶＬＰＴ（組換えおよび天然）の質量が、～３２ｋＤａであることを示しており、これ
は、予測質量（２５．７ｋＤａ）より大きいが、以前に報告されたもの（Ｓｍｎｅｒら，
１９９９）より実質的に小さい。
【０３３８】
　Ｅ．ｃｈａｆｆｅｅｎｓｉｓおよびＥ．ｃａｎｉｓにおける主要免疫反応性タンパク質
オルソログの４つのペア（ｇｐ２００ｓ、ｇｐ１２０／ｇｐ１４０、ｇｐ４７／ｇｐ３６
、およびＶＬＰＴ／ｇｐ１９）を同定した。２つのオルソログペアは、ＴＲ含有タンパク
質であり、ＶＬＰＴ／ｇｐ１９も同様であるようである。Ｅ．ｃａｎｉｓ　ｇｐ１９は、
Ｅ．ｃｈａｆｆｅｅｎｓｉｓ　ＶＬＰＴにおいて見つけられる多数の反復配列を欠くが、
ＶＬＰＴの高単一セリン反復配列のものにサイズおよび組成が類似している高Ｓｅｒ／Ｔ
ｈｒ／Ｇｌｕパッチを有し、ｇｐ１９の主免疫決定因子をこの高ＳＴＥパッチにマッピン
グした。類似して、ｇｐ３６／４７およびｇｐ１２０／１４０をはじめとする他の高セリ
ンＴＲ含有エールリヒアタンパク質オルソログにおける抗体エピトープは同定されている
（Ｄｏｙｌｅら，２００６；Ｙｕら，１９９６）。
【０３３９】
　ｐ２８／ｐ３０を除き、特性づけされているＥ．ｃｈａｆｆｅｅｎｓｉｓおよびＥ．ｃ
ａｎｉｓの主要免疫反応性タンパク質は、グルタマートおよびアスパルタートが優勢であ
るため高酸性であるが、それらは、これらのタンパク質において見つけられるＴＲ内によ
り高い頻度で存在する大きな比率の極性タンパク質、例えばセリンも有する。さらに、こ
れらのタンパク質の主要抗体エピトープは、これらの高セリン酸性ＴＲまたは酸性ドメイ
ンにマッピングされている（Ｄｏｙｌｅら、２００６；ＭｃＢｒｉｄｅら、２００３；Ｍ
ｃＢｒｉｄｅら、２０００；Ｙｕら、１９９７；Ｙｕら、２０００；Ｎｅｔｈｅｒｙら、
２００７）。Ｅ．ｃａｎｉｓ　ｇｐ１９のアミノ酸組成は、３つのアミノ酸、セリン、グ
ルタマートおよびアスパルタートから主として成った。ｇｐ１９をはじめとする他の主要
免疫反応性タンパク質と一致して、ＶＬＰＴは、同様のセリン、グルタマートおよびアス
パルタート優勢を有し、これはＴＲ領域においてより顕著である。極性および酸性アミノ
酸の高い頻度は、宿主免疫応答と酸性高セリン反復配列およびドメインとの間の直接的な
関係を示している。
【０３４０】
　以前に、それらの天然対応物に類似した予測質量より大きい質量を示す組換えエールリ
ヒアＴＲ含有タンパク質上の炭水化物の検出が報告された。さらに、ＶＬＰＴは、ゲル電
気泳動により予測質量より大きい質量を示すことが報告されており（Ｓｕｍｎｅｒら，１
９９９）、この発見は、本発明においても、天然と組換えのＶＬＰＴ両方で観察された。
従って、グリコシル化がこの相違の原因である可能性を考えた。セリンおよびトレオニン
残基はＯ－グルカンの連結部位であり、これらのアミノ酸の一部がＶＬＰＴ上のグルカン
連結部位であると予測された。しかし、他のエールリヒアタンパク質とは異なり、ＶＬＰ
Ｔ上で炭水化物は検出されず、組換え２反復配列含有フラグメント（ＶＬＰＴ－Ｒ３２）
の（ＭＡＬＤＩ－ＴＯＰによって決定した場合の）質量は、その予測質量と一致し、これ
により、この異常な移動がＶＬＰＴ縦列反復配列の翻訳後修飾に起因しないことが裏付け
られた。１つの実施形態において、電気泳動移動度の増加は、ＶＬＰＴが高酸性タンパク
質であるからである。他のものは、リボヌクレアーゼＵ２およびカルデスモンなどの高酸
性タンパク質が、中和後に正規化され得る異常電気泳動挙動を示すことを報告している（
Ｇａｒｃｉａ－Ｏｒｔｅｇａら、２００５；Ｇｒａｃｅｆｆａら、１９９２；Ｍｏｕｓｓ
ａら、２００４）。本発明の特定の実施形態では、ＶＬＰＴの高い酸性アミノ酸含有およ
び低い全ｐＩ（３．８）が、その電気泳動挙動の説明となり、および他の高酸性ＴＲ含有
エールリヒアタンパク質の異常挙動の一因となる。
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【０３４１】
　Ｅ．ｃｈａｆｆｅｅｎｓｉｓ　ＶＬＰＴタンパク質において、非同一高セリン反復単位
Ｒ２、Ｒ３およびＲ４それぞれにおける３つの主要エピトープ含有領域を同定した。これ
は、他のエールリヒアＴＲ含有タンパク質におけるエピトープの位置と一致した（Ｄｏｙ
ｌｅら、２００６；ＭｃＢｒｉｄｅら、２００３；ＭｃＢｒｉｄｅら、２０００）。両方
のヒト血清との最も強い抗体反応性を示した、Ｒ３における抗体エピトープを、Ｒ２と高
相同性（２つのアミノ酸変更）である１７アミノ酸Ｎ末端領域に局在定位した。それ故、
Ｒ３に対する抗体は、Ｒ２と交差反応する可能性が高いであろう。従って、Ｒ３エピトー
プは、ヒト抗ＶＬＰＴ抗体とイヌ抗ＶＬＰＴ抗体の両方についての主要免疫決定因子であ
るようである。興味深いことに、Ｒ３免疫決定因子は、ヒト抗体によって検出したときに
はペプチドＲ３－４における３つの末端アミノ酸（ＡＶＱ）に非常に依存するようであっ
たが、イヌ血清にいて反応性の抗体は、直ぐ上流の３つのアミノ酸（ＦＫＥ）により依存
性であるようであった。それ故、Ｒ３－３は、イヌ抗体による認識のための最小エピトー
プ配列（１４アミノ酸）であった。また、３つの追加のＣ末端アミノ酸を含有するＲ３－
４（１７アミノ酸）は、ヒト血清との抗体反応性に必要不可欠である。興味深いことに、
Ｒ４は、最も異なる反復配列であり、ウエスタン免疫ブロッティングにより反応性でなか
ったが、ＥＬＩＳＡでは抗体と反応性であった。これは、異なる配座エピトープがＲ４内
に存在したことを示している。ＥｈｒｌｉｃｈｉａおよびＡｎａｐｌａｓｍａ種における
配座エピトープは、記載されている（Ｃｈｅｎら，１９９６；Ｍｕｎｏｄｚａｎａら，１
９９８）。それ故、Ｒ４は、Ｒ３に関係なくＶＬＰＴの免疫反応性の一因となる。ＶＬＰ
Ｔ－Ｒ３内のＲ３－５に対応する、より小さいＲ４ペプチド（２０アミノ酸）は、免疫反
応性ではなかったが、完全反復配列（３０アミノ酸）は、免疫反応性であった。これは、
このエピトープが、不連続であり、そのエピトープを作るために全反復配列を必要とする
という結論を支持する。
【０３４２】
　ＶＬＰＴ反復単位において同定されたエピトープは、種特異的であるようである。抗Ｖ
ＬＰＴ－Ｒ３抗体が近縁Ｅ．ｃａｎｉｓと交差反応しなかったから、およびＶＬＰＴ－Ｒ
２、Ｒ３およびＲ４と、他のＥｈｒｌｉｃｈｉａ種または近縁病原体のタンパク質との間
で相同性が観察されなかったからである。これは、Ｅ．ｃａｎｉｓ　ｇｐ１９（ＶＬＰＴ
オルソログ）において同定された、同じく種特異的である、以前に報告された抗体エピト
ープ（ＭｃＢｒｉｄｅら，２００６）と一致する。さらに、Ｅ．ｃｈａｆｆｅｅｎｓｉｓ
およびＥ．ｃａｎｉｓタンパク質オルソログにおいてｇｐ１２０／ｇｐ１４０、ｇｐ４７
／ｇｐ３６、ｇｐ２００ｓをはじめとする類似の種特異的エピトープが同定されている（
Ｄｏｙｌｅら、２００６；ＭｃＢｒｉｄｅら、２００３；ＭｃＢｒｉｄｅら、２０００；
Ｙｕら、１９９７；Ｙｕら，２０００）。この発見は、Ｅ．ｃｈａｆｆｅｅｎｓｉｓに対
して産生された抗体が種特異的エピトープに主として対するものである実施形態をさらに
支持する。それ故、１つのＥｈｒｌｉｃｈｉａ種に対して産生された抗体は、近縁病原体
、例えばこの場合はＥ．ｃａｎｉｓに対する防御を殆どまたはまったくすることができな
い。しかし、ＶＬＰＴなどの種特異的抗原は、感度の高い種特異的免疫診断法開発のため
の優れた候補であり、疫学に有用である。
【０３４３】
　エールリヒアＴＲ含有タンパク質、例えばＥ．ｃｈａｆｆｅｅｎｓｉｓ　ｇｐ１２０お
よびｇｐ４７が分泌されるという証拠がある（Ｄｏｙｌｅｒａ，２００６；Ｐｏｐｏｖら
，２０００）。本発明では、ＶＬＰＴタンパク質も分泌されることを立証する。この分泌
メカニズムは、ＶＬＰＴがアミノ末端シグナル配列を有さないので、ｓｅｃ依存性である
ようである。ＶＬＰＴは、ＳｅｃｒｅｔｏｍｅＰ　２．０により、非古典的および無リー
ダー分泌系によって分泌されると予測された。従って、同じくＮ末端シグナル配列を欠く
が、桑実胚においておよび感染細胞培養物上清において細菌外部で見つけられる、Ｅ．ｃ
ｈａｆｆｅｅｎｓｉｓ　ｇｐ１２０およびｇｐ４７を含めて、ＶＬＰＴおよび他のＴＲ含
有タンパク質の分泌は、類似したメカニズムによって起こりうる。タイプＩＶ分泌系成分
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り（Ｄｕｎｎｉｎｇ　Ｈｏｔｏｐｐら，２００６；Ｏｈａｓｈｉら，２００２）、Ａ．ｐ
ｈａｇｏｃｙｔｏｐｈｉｌｕｍのＡｎｋＡは、この系によって分泌されるようである（Ｌ
ｉｎら，２００７）。しかし、ＶＬＰＴは、タイプＩＶエフェクタータンパク質コンセン
サス配列（Ｒ－Ｘ７－Ｒ－Ｘ－Ｒ－Ｘ－Ｒ－Ｘ－Ｘｎ）を含有しないようであり、および
Ｅｈｒｌｉｃｈｉａ種において同定されている（Ｄｕｎｎｉｎｇ　Ｈｏｔｏｐｐら，２０
０６）他の分泌系の（ｓｅｃ依存性および非ｓｅｃ－依存性）基質であり得る。
【０３４４】
　Ｅ．ｃｈａｆｆｅｅｎｓｉｓ　ｇｐ１２０およびｇｐ４７の（デンスコア・エールリヒ
ア上での）特異的発現とは異なり、しかしＥ．ｃａｎｉｓ　ｇｐ１９の局在（Ｄｏｙｌｅ
ら，２００６；Ｐｏｐｏｖら，２０００）と一致して、Ｅ．ｃｈａｆｆｅｅｎｓｉｓ　Ｖ
ＬＰＴタンパク質は、両方の形態学的形態、網状およびデンスコア・エールリヒア、上で
検出されたが、細胞外では桑実胚線維および桑実胚膜と会合した状態で主として見つけら
れた。それ故、ＶＬＰＴタンパク質は、主要表面タンパク質ではないようであり、感染性
形態の（デンスコア）エールリヒアと特異的に会合しない。ＶＬＰＴの桑実胚空間および
膜への分泌は、桑実胚維持にまたはビルレンス因子として潜在的に重要な役割を示してい
る。
【０３４５】
　Ｅｈｒｌｉｃｈｉａ種の特性づけされている主要免疫反応性タンパク質の大部分は、一
般的なアミノ酸使用量を有する、およびＴＲに対する強い体液免疫応答を惹起する、酸性
ＴＲ含有タンパク質である。この宿主免疫応答は、主として、ＴＲ内のエピトープに対す
るもののようであり、これはこれらのタンパク質のすべてが、宿主免疫応答と類似に相互
作用することを示している。本発明の特定の実施形態において、ＴＲタンパク質中の特定
のエピトープに対する抗体は、防御性である。
【０３４６】
　（実施例４）
　本発明のワクチン
　本発明の特定の態様において、本発明の免疫原性組成物は、サブユニットワクチンなど
のワクチンとして適する。本発明の他の態様において、前記免疫原性組成物は、免疫防御
性と呼ばれる。
【０３４７】
　具体的には、例えばＥ．ｃｈａｆｆｅｅｎｓｉｓ　ＶＬＰＴエピトープを含むものなど
の、本発明の１つ以上の組成物を、例えばヒト、イヌ、ウシまたはウマ科の動物などの哺
乳動物に投与する。その哺乳動物からの血清を、例えばその血清中の抗体を検出すること
により、免疫応答についてアッセイすることができる。その後、その哺乳動物を、病原性
生物、例えばＥ．ｃａｎｉｓ生物、または別の適切な組成物での後続の攻撃に付し、免疫
防御を判定する。例えば突然変異エピトープまたは炭水化物部分を含まないエピトープで
の免疫などの対照を利用してもよい。その後続の攻撃に対する完全または部分的防御が、
その組成物の免疫防御性を明示し、その組成物はワクチンである。部分的防御は、感染の
少なくとも１つの症状が発現しないようにするもしくは発現を遅らせること、または少な
くとも１つの症状が悪化しないようにすることと定義することができる。
【０３４８】
　（参考文献）
　本明細書において言及するすべての特許および出版物は、本発明が属する技術分野の技
術者のレベルを示すものである。すべての特許および出版物は、それぞれの個々の出版物
が、参照により援用されていると具体的に個々に示されているのと同程度に、参照により
本明細書に援用されている。
【０３４９】
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【０３５５】



(80) JP 2014-1240 A 2014.1.9

10

20

30

【数７】

　本発明およびその利点を詳細に説明したが、添付のクレームによって定義するとおりの
本発明の精神および範囲を逸脱することなく、様々な変更、置換および改変をここに施す
ことができることを、理解するべきである。さらに、本出願の範囲は、本明細書に記載す
るプロセス、機械、製造、合成物、手段、方法および工程の特定の実施形態に限定される
と解釈されない。通常の当業者が本発明の開示から容易に理解するように、本明細書に記
載する対応する実施形態と実質的に同じ機能を果たすまたは実質的に同じ結果を達成する
、現在存在するまたは後に開発されるプロセス、機械、製造、合成物、手段、方法または
工程を、本発明に従って利用することができる。従って、添付のクレームは、そのような
プロセス、機械、製造、合成物、手段、方法または工程をそれらの範囲内に含むと解釈さ
れる。
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