
(57)【要約】

本発明は、予防、診断、及び／又は治療に有用である、

モラクセラ（ブランハメラ）カタラーリスのポリペプチ

ドに関する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
（ ａ ） 配 列 番 号 ２ 、 ４ 、 ６ 、 ８ 、 １ ０ 、 １ ２ 、 １ ４ に 示 す 配 列 か 、 又 は そ れ ら の 断 片 か 若
し く は 類 似 体 か ら 選 択 さ れ た 配 列 か ら な る ２ 次 ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 、 少 な く と も ７ ０ ％
の 同 一 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、
（ ｂ ） 配 列 番 号 ２ 、 ４ 、 ６ 、 ８ 、 １ ０ 、 １ ２ 、 １ ４ に 示 す 配 列 か 、 又 は そ れ ら の 断 片 か 若
し く は 類 似 体 か ら 選 択 さ れ た 配 列 か ら な る ２ 次 ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 、 少 な く と も ８ ０ ％
の 同 一 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、
（ ｃ ） 配 列 番 号 ２ 、 ４ 、 ６ 、 ８ 、 １ ０ 、 １ ２ 、 １ ４ に 示 す 配 列 か 、 又 は そ れ ら の 断 片 か 若
し く は 類 似 体 か ら 選 択 さ れ た 配 列 か ら な る ２ 次 ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 、 少 な く と も ９ ５ ％
の 同 一 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、
（ ｄ ） 配 列 番 号 ２ 、 ４ 、 ６ 、 ８ 、 １ ０ 、 １ ２ 、 １ ４ に 示 す 配 列 か 、 又 は そ れ ら の 断 片 か 若
し く は 類 似 体 か ら 選 択 さ れ た 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、
（ ｅ ） 配 列 番 号 ２ 、 ４ 、 ６ 、 ８ 、 １ ０ 、 １ ２ 、 １ ４ に 示 す 配 列 か 、 又 は そ れ ら の 断 片 か 若
し く は 類 似 体 か ら 選 択 さ れ た 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 、 結 合 特 異 性 を 有 す る 抗
体 を 生 成 す る こ と が 可 能 な ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、
（ ｆ ） 配 列 番 号 ２ 、 ４ 、 ６ 、 ８ 、 １ ０ 、 １ ２ 、 １ ４ に 示 す 配 列 か 、 又 は そ れ ら の 断 片 か 若
し く は 類 似 体 か ら 選 択 さ れ た 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド の 一 部 を 有 す る エ ピ ト ー プ を コ ー
ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、
（ ｇ ） 配 列 番 号 １ 、 ３ 、 ５ 、 ７ 、 ９ 、 １ １ 、 １ ３ に 示 す 配 列 か 、 又 は そ れ ら の 断 片 か 若 し
く は 類 似 体 か ら 選 択 さ れ た 配 列 か ら な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 及 び
（ ｈ ） （ ａ ） 、 （ ｂ ） 、 （ ｃ ） 、 （ ｄ ） 、 （ ｅ ） 、 （ ｆ ） 又 は （ ｇ ） の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
に 相 補 的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
か ら 選 択 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら な る 、 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ２ 】
（ ａ ） 配 列 番 号 ２ 、 ４ 、 ６ 、 ８ 、 １ ０ 、 １ ２ 、 １ ４ か ら 選 択 さ れ た 配 列 か ら な る ２ 次 ポ リ
ペ プ チ ド に 対 し て 、 少 な く と も ７ ０ ％ の 同 一 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド 、
（ ｂ ） 配 列 番 号 ２ 、 ４ 、 ６ 、 ８ 、 １ ０ 、 １ ２ 、 １ ４ か ら 選 択 さ れ た 配 列 か ら な る ２ 次 ポ リ
ペ プ チ ド に 対 し て 、 少 な く と も ８ ０ ％ の 同 一 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド 、
（ ｃ ） 配 列 番 号 ２ 、 ４ 、 ６ 、 ８ 、 １ ０ 、 １ ２ 、 １ ４ か ら 選 択 さ れ た 配 列 か ら な る ２ 次 ポ リ
ペ プ チ ド に 対 し て 、 少 な く と も ９ ５ ％ の 同 一 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド 、
（ ｄ ） 配 列 番 号 ２ 、 ４ 、 ６ 、 ８ 、 １ ０ 、 １ ２ 、 １ ４ か ら 選 択 さ れ た 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ
チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、
（ ｅ ） 配 列 番 号 ２ 、 ４ 、 ６ 、 ８ 、 １ ０ 、 １ ２ 、 １ ４ か ら 選 択 さ れ た 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ
チ ド に 対 し て 、 結 合 特 異 性 を 有 す る 抗 体 を 生 成 す る こ と が 可 能 な ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す
る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、
（ ｆ ） 配 列 番 号 ２ 、 ４ 、 ６ 、 ８ 、 １ ０ 、 １ ２ 、 １ ４ か ら 選 択 さ れ た 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ
チ ド の 一 部 を 有 す る エ ピ ト ー プ を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、
（ ｇ ） 配 列 番 号 １ 、 ３ 、 ５ 、 ７ 、 ９ 、 １ １ 、 １ ３ か ら 選 択 さ れ た 配 列 か ら な る ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド 、 及 び
（ ｈ ） （ ａ ） 、 （ ｂ ） 、 （ ｃ ） 、 （ ｄ ） 、 （ ｅ ） 、 （ ｆ ） 又 は （ ｇ ） の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
に 相 補 的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
か ら 選 択 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら な る 、 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ３ 】
前 記 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が Ｄ Ｎ Ａ で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ４ 】
前 記 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が Ｄ Ｎ Ａ で あ る 、 請 求 項 ２ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
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【 請 求 項 ５ 】
前 記 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が Ｒ Ｎ Ａ で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ６ 】
前 記 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が Ｒ Ｎ Ａ で あ る 、 請 求 項 ２ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ７ 】
厳 し い 条 件 下 に お い て 、
（ ａ ） ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 、 又 は
（ ｂ ） ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の 相 補 鎖
（ こ こ で 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は 、 配 列 番 号 第 ２ 、 ４ 、 ６ 、 ８ 、 １ ０ 、 １ ２ 、 １ ４ に 示 す 配
列 か 、 又 は そ れ ら の 断 片 か 若 し く は 類 似 体 か ら 選 択 さ れ た 配 列 か ら な る も の で あ る ） の い
ず れ か に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 、 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ８ 】
厳 し い 条 件 下 に お い て 、
（ ａ ） ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 、 又 は
（ ｂ ） ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の 相 補 鎖
（ こ こ で 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は 、 配 列 番 号 第 ２ 、 ４ 、 ６ 、 ８ 、 １ ０ 、 １ ２ 、 １ ４ に 示 す 配
列 か 、 又 は そ れ ら の 断 片 か 若 し く は 類 似 体 か ら 選 択 さ れ た 配 列 か ら な る も の で あ る ） の い
ず れ か に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ９ 】
厳 し い 条 件 下 に お い て 、
（ ａ ） ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 、 又 は
（ ｂ ） ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の 相 補 鎖
（ こ こ で 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は 、 配 列 番 号 ２ 、 ４ 、 ６ 、 ８ 、 １ ０ 、 １ ２ 、 １ ４ か ら 選 択 さ
れ た 配 列 か ら な る も の で あ る ） の い ず れ か に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 、 請 求 項 ２ に 記 載 の 単 離
さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ ０ 】
厳 し い 条 件 下 に お い て 、
（ ａ ） ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 、 又 は
（ ｂ ） ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の 相 補 鎖
（ こ こ で 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は 、 配 列 番 号 ２ 、 ４ 、 ６ 、 ８ 、 １ ０ 、 １ ２ 、 １ ４ に 示 す 配 列
か 、 又 は そ れ ら の 断 片 か 若 し く は 類 似 体 か ら 選 択 さ れ た 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド か ら の
、 少 な く と も １ ０ の 連 続 す る ア ミ ノ 酸 残 基 か ら な る も の で あ る ） の い ず れ か に ハ イ ブ リ ダ
イ ズ す る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ １ 】
厳 し い 条 件 下 に お い て 、
（ ａ ） ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 、 又 は
（ ｂ ） ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の 相 補 鎖
（ こ こ で 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は 、 配 列 番 号 ２ 、 ４ 、 ６ 、 ８ 、 １ ０ 、 １ ２ 、 １ ４ か ら 選 択 さ
れ た 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド か ら の 、 少 な く と も １ ０ の 連 続 す る ア ミ ノ 酸 残 基 か ら な る
も の で あ る ） の い ず れ か に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 、 請 求 項 ２ に 記 載 の 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド 。
【 請 求 項 １ ２ 】
前 記 Ｄ Ｎ Ａ を 発 現 制 御 部 位 と 機 能 が 発 現 す る よ う に 連 結 さ れ た 、 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド を 含 む ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 １ ３ 】
前 記 Ｄ Ｎ Ａ を 発 現 制 御 部 位 と 機 能 が 発 現 す る よ う に 連 結 さ れ た 、 請 求 項 ２ に 記 載 の ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド を 含 む ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 １ ４ 】
請 求 項 １ ２ に 記 載 の ベ ク タ ー を 用 い て 核 酸 注 入 さ れ た 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 １ ５ 】
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請 求 項 １ ３ に 記 載 の ベ ク タ ー を 用 い て 核 酸 注 入 さ れ た 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 １ ６ 】
前 記 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 に 適 し た 条 件 下 で 、 請 求 項 １ ４ に 記 載 の 宿 主 細 胞 を 培 養 す る 工 程
を 含 む 、 ポ リ ペ プ チ ド の 生 成 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
前 記 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 に 適 し た 条 件 下 で 、 請 求 項 １ ５ に 記 載 の 宿 主 細 胞 を 培 養 す る 工 程
を 含 む 、 ポ リ ペ プ チ ド の 生 成 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
（ ａ ） 配 列 番 号 ２ 、 ４ 、 ６ 、 ８ 、 １ ０ 、 １ ２ 、 １ ４ に 示 す 配 列 か 、 又 は そ れ ら の 断 片 か 若
し く は 類 似 体 か ら 選 択 さ れ た 配 列 か ら な る ２ 次 ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 、 少 な く と も ７ ０ ％
の 同 一 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド
（ ｂ ） 配 列 番 号 ２ 、 ４ 、 ６ 、 ８ 、 １ ０ 、 １ ２ 、 １ ４ に 示 す 配 列 か 、 又 は そ れ ら の 断 片 か 若
し く は 類 似 体 か ら 選 択 さ れ た 配 列 か ら な る ２ 次 ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 、 少 な く と も ８ ０ ％
の 同 一 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド
（ ｃ ） 配 列 番 号 ２ 、 ４ 、 ６ 、 ８ 、 １ ０ 、 １ ２ 、 １ ４ に 示 す 配 列 か 、 又 は そ れ ら の 断 片 か 若
し く は 類 似 体 か ら 選 択 さ れ た 配 列 か ら な る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ２ 次 ポ リ ペ プ チ ド に 対 し
て 、 少 な く と も ９ ５ ％ の 同 一 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 、
（ ｄ ） 配 列 番 号 ２ 、 ４ 、 ６ 、 ８ 、 １ ０ 、 １ ２ 、 １ ４ に 示 す 配 列 か 、 又 は そ れ ら の 断 片 か 若
し く は 類 似 体 か ら 選 択 さ れ た 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド 、
（ ｅ ） 配 列 番 号 ２ 、 ４ 、 ６ 、 ８ 、 １ ０ 、 １ ２ 、 １ ４ に 示 す 配 列 か 、 又 は そ れ ら の 断 片 か 若
し く は 類 似 体 か ら 選 択 さ れ た 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 、 結 合 特 異 性 を 有 す る 抗
原 を 生 成 す る こ と が 可 能 な ポ リ ペ プ チ ド 、
（ ｆ ） 配 列 番 号 ２ 、 ４ 、 ６ 、 ８ 、 １ ０ 、 １ ２ 、 １ ４ に 示 す 配 列 か 、 又 は そ れ ら の 断 片 か 若
し く は 類 似 体 か ら 選 択 さ れ た 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド の 一 部 を 有 す る エ ピ ト ー プ 、
（ ｇ ） Ｎ 末 端 の メ チ オ ニ ン 残 基 が 欠 失 し た （ ａ ） 、 （ ｂ ） 、 （ ｃ ） 、 （ ｄ ） 、 （ ｅ ） 又 は
（ ｆ ） に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 、 及 び
（ ｈ ） 分 泌 ア ミ ノ 酸 配 列 が 欠 失 し た （ ａ ） 、 （ ｂ ） 、 （ ｃ ） 、 （ ｄ ） 、 （ ｅ ） 又 は （ ｆ ）
に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド
か ら 選 択 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド か ら な る 、 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ９ 】
（ ａ ） 配 列 番 号 ２ 、 ４ 、 ６ 、 ８ 、 １ ０ 、 １ ２ 、 １ ４ か ら 選 択 さ れ た 配 列 か ら な る ア ミ ノ 酸
配 列 を 有 す る ２ 次 ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 、 少 な く と も ７ ０ ％ の 同 一 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ
ド 、
（ ｂ ） 配 列 番 号 ２ 、 ４ 、 ６ 、 ８ 、 １ ０ 、 １ ２ 、 １ ４ か ら 選 択 さ れ た 配 列 か ら な る ア ミ ノ 酸
配 列 を 有 す る ２ 次 ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 、 少 な く と も ８ ０ ％ の 同 一 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ
ド 、
（ ｃ ） 配 列 番 号 ２ 、 ４ 、 ６ 、 ８ 、 １ ０ 、 １ ２ 、 １ ４ か ら 選 択 さ れ た 配 列 か ら な る ア ミ ノ 酸
配 列 を 有 す る ２ 次 ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 、 少 な く と も ９ ５ ％ の 同 一 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ
ド 、
（ ｄ ） 配 列 番 号 ２ 、 ４ 、 ６ 、 ８ 、 １ ０ 、 １ ２ 、 １ ４ か ら 選 択 さ れ た 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ
チ ド 、
（ ｅ ） 配 列 番 号 ２ 、 ４ 、 ６ 、 ８ 、 １ ０ 、 １ ２ 、 １ ４ か ら 選 択 さ れ た 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ
チ ド に 対 し て 、 結 合 特 異 性 を 有 す る 抗 原 を 生 成 す る こ と が 可 能 な ポ リ ペ プ チ ド 、
（ ｆ ） 配 列 番 号 ２ 、 ４ 、 ６ 、 ８ 、 １ ０ 、 １ ２ 、 １ ４ か ら 選 択 さ れ た 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ
チ ド の 一 部 を 有 す る エ ピ ト ー プ 、
（ ｇ ） Ｎ 末 端 の メ チ オ ニ ン 残 基 が 欠 失 し た （ ａ ） 、 （ ｂ ） 、 （ ｃ ） 、 （ ｄ ） 、 （ ｅ ） 又 は
（ ｆ ） に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 、 及 び
（ ｈ ） 分 泌 ア ミ ノ 酸 配 列 が 欠 失 し た （ ａ ） 、 （ ｂ ） 、 （ ｃ ） 、 （ ｄ ） 、 （ ｅ ） 又 は （ ｆ ）
に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド
か ら 選 択 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド か ら な る 、 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 。
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【 請 求 項 ２ ０ 】
配 列 番 号 ２ 、 ４ 、 ６ 、 ８ 、 １ ０ 、 １ ２ 、 １ ４ に 示 す 配 列 、 又 は そ れ ら の 断 片 か 若 し く は 類
似 体 か ら 選 択 さ れ た 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を ２ 又 は そ れ 以 上 含 み 、 キ メ ラ ポ リ ペ プ チ
ド を 形 成 す る よ う に 該 ポ リ ペ プ チ ド を 連 結 し て 提 供 さ れ た 、 キ メ ラ ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ １ 】
配 列 番 号 ２ 、 ４ 、 ６ 、 ８ 、 １ ０ 、 １ ２ 、 １ ４ に 示 す 配 列 か ら 選 択 さ れ た 配 列 を 有 す る ポ リ
ペ プ チ ド を ２ 又 は そ れ 以 上 含 み 、 キ メ ラ ポ リ ペ プ チ ド を 形 成 す る よ う に 該 ポ リ ペ プ チ ド を
連 結 し て 提 供 さ れ た 、 キ メ ラ ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
請 求 項 １ ８ か ら ２ １ の い ず れ か １ つ の 請 求 項 に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド と 、
薬 学 的 に 受 容 可 能 な 担 体 、 希 釈 液 、 又 は ア ジ ュ バ ン ト を 含 む 薬 剤 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ３ 】

（ ） 感 染 を 受 け や す い 宿 主 に 、 請 求 項 ２ ２ に 記 載 の 組 成 物 を 予 防 又
は 治 療 量 投 薬 す る 工 程 を 含 む 、 感 染 の 予 防 又 は 治 療 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
前 記 宿 主 が 新 生 児 、 幼 児 、 又 は 子 供 で あ る 、 請 求 項 ２ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
前 記 宿 主 が 免 疫 不 全 宿 主 で あ る 、 請 求 項 ２ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
前 記 宿 主 が 成 人 で あ る 、 請 求 項 ２ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
前 記 宿 主 に 請 求 項 ２ ２ に 記 載 の 組 成 物 を 予 防 又 は 治 療 量 投 薬 す る 工 程 を 含 む 、 中 耳 炎 、 副
鼻 腔 炎 、 慢 性 咳 、 急 性 喉 頭 炎 、 化 膿 性 角 膜 炎 、 新 生 児 （ neonatorum） の 結 膜 炎 、 侵 入 性 疾
病 の 予 防 又 は 治 療 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
（ ａ ） 宿 主 か ら 生 体 サ ン プ ル を 得 る 工 程 、
（ ｂ ） 請 求 項 １ ８ か ら ２ １ の い ず れ か １ つ の 請 求 項 に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド に 反 応 性 を 示 す
抗 体 又 は そ の 断 片 を 、 生 体 サ ン プ ル と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し て 、 混 合 物 を 生 成 す る 工 程 、
及 び
（ ｃ ） の 存 在 を 示 す 混 合 物 中 で 、 特 異 的 に 結 合 し た 抗 体 又 は 結 合 し た 断 片 を 検
出 す る 工 程
を 含 む 、 感 染 を 受 け や す い 宿 主 に お け る 、 感 染 診 断 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
（ ａ ） 宿 主 か ら 生 体 サ ン プ ル を 得 る 工 程 、
（ ｂ ） 請 求 項 １ ８ か ら ２ １ の い ず れ か １ つ の 請 求 項 に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド に 反 応 性 を 示 す
抗 体 又 は そ の 断 片 を 、 生 体 サ ン プ ル と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し て 、 混 合 物 を 生 成 す る 工 程 、
及 び
（ ｃ ） の 存 在 を 示 す 混 合 物 中 で 、 特 異 的 に 結 合 し た 抗 体 又 は 結 合 し た 断 片 を 検
出 す る 工 程
を 含 む 、 前 記 抗 体 を 含 む か 又 は 含 む と 思 わ れ る 生 体 サ ン プ ル に お け る 、 抗 原 に
特 異 的 な 抗 体 の 検 出 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】

感 染 の 予 防 又 は 治 療 処 理 用 の 薬 剤 を 製 造 に お い て 、 請 求 項 ２ ２ に 記 載 の 薬 剤 組
成 物 を 使 用 す る 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
請 求 項 １ ８ か ら ２ １ の い ず れ か １ つ の 請 求 項 に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 、 感
染 の 検 出 又 は 診 断 用 の キ ッ ト 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
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本 発 明 は 、 ポ リ ペ プ チ ド に 関 し 、 よ り 詳 細 に は （ ）
（  ( ) ） 感 染 の 予 防 、 診 断 及 び ／ 又 は 治 療 に 利 用 可 能
で あ る （ ） ポ リ ペ プ チ ド に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】

（ ） は 、 グ ラ ム 陰 性 双 球 菌 で あ り 、 ヒ ト の 呼 吸 器 感
染 症 の 起 炎 菌 で あ る 。 は 現 在 、 幼 児 や 子 供 の 中 耳 炎 の 起 炎 菌 と し て 、

（ ） 及 び （ ）
に 次 ぐ 第 ３ の 最 も 代 表 的 な 起 炎 菌 と 認 め ら れ て い る 。 は ま た 、 副 鼻 腔 炎
、 慢 性 咳 、 成 人 の 急 性 喉 頭 炎 、 化 膿 性 角 膜 炎 、 新 生 児 （ neonatorum） の 結 膜 炎 、 及 び 免 疫
不 全 宿 主 の 侵 入 性 疾 病 を 含 む 、 他 の 何 種 類 か の 感 染 症 に も 関 連 が あ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】

株 の 約 90％ は 抗 生 物 質 に 耐 性 が あ り （ β ‐ ラ ク ト ー ス 陽 性 ） 、 ま た 再 発
性 中 耳 炎 は 高 死 亡 率 に 結 び つ く た め 、 宿 主 へ の 感 染 予 防 ワ ク チ ン の 開 発
が 必 要 と さ れ て い る 。 感 染 は 、 細 菌 細 胞 表 面 の 抗 原 に 対 す る 免 疫 反 応 を
促 す 。 し か し な が ら 、 こ れ ら 表 面 蛋 白 の 多 く は 未 だ 特 徴 づ け ら れ て お ら ず 、 他 の 菌 か ら の
感 染 予 防 効 果 に つ な が る よ う な 免 疫 反 応 も 確 認 さ れ て い な い 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
宿 主 へ の 感 染 予 防 ワ ク チ ン の 開 発 に は 、 主 に 、 偏 在 性 表 面 タ ン パ ク 質 Ａ
（ Ｕ ｓ ｐ Ａ ） と い う 名 の 高 分 子 ・ 質 量 タ ン パ ク の よ う な 外 膜 タ ン パ ク 質 に 集 中 し た 努 力 が
な さ れ て き た 。 こ の タ ン パ ク 質 は 、 マ ウ ス の 肺 -ク リ ア ラ ン ス モ デ ル に お い て 、 モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 と ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 両 方 が 殺 菌 及 び 防 御 作 用 を 示 し た た め 、 ワ ク チ ン と し
て 有 望 視 さ れ た も の で あ る 。 し か し な が ら 、 こ の タ ン パ ク 質 は 、 他 の の
株 と の 間 で は 非 常 に 変 動 性 が 高 か っ た 。 こ の タ ン パ ク 質 の 他 に も 、 別 の
タ ン パ ク 質 も ワ ク チ ン の 候 補 と し て 関 心 を 集 め て お り 、 保 存 エ ピ ト ー プ を 有 す る ト ラ ン ス
フ ェ リ ン 結 合 タ ン パ ク は 、 細 菌 表 面 に 表 れ た も の で あ っ た 。 し か し な が ら 、 あ る 株 か ら 他
の 株 へ の 、 同 タ ン パ ク 質 に よ る 抗 体 交 叉 反 応 の 程 度 に は 開 き が あ っ た 。 ま た 他 の 研 究 者 も
、 45KDaの タ ン パ ク 質 CD（ OMP CD） に 焦 点 を 当 て て い た 。 こ の タ ン パ ク 質 は 、

の 株 の 中 で も 非 常 に 保 存 性 が 高 い が 、 慢 性 閉 塞 性 肺 疾 患 の 成 人 の 、 こ の OMP CDに 対 す
る 免 疫 反 応 に は 変 動 性 が 見 ら れ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
そ れ 故 に 、 （ ） 感 染 の 予 防 、 診 断 及 び ／ 又 は 治 療 に
利 用 可 能 で あ る ポ リ ペ プ チ ド の 解 明 が 、 依 然 必 要 と さ れ て い る 。
【 発 明 の 概 要 】
【 ０ ０ ０ ６ 】
一 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 配 列 番 号 ２ 、 ４ 、 ６ 、 ８ 、 １ ０ 、 １ ２ 、 １ ４ に 示 す 配 列 か 、
又 は そ れ ら の 断 片 か 若 し く は 類 似 体 か ら 選 択 さ れ た 配 列 か ら な る ２ 次 ポ リ ペ プ チ ド に 対 し
て 、 少 な く と も ７ ０ ％ の 同 一 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 、 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
一 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 配 列 番 号 ２ 、 ４ 、 ６ 、 ８ 、 １ ０ 、 １ ２ 、 １ ４ に 示 す 配 列 か 、
又 は そ れ ら の 断 片 か 若 し く は 類 似 体 か ら 選 択 さ れ た 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド に 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
他 の 態 様 に お い て は 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に コ ー ド さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 、 薬 剤 組 成
物 、 発 現 制 御 部 位 と 機 能 が 発 現 す る よ う に 連 結 さ れ た 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ベ
ク タ ー 、 及 び 前 記 ベ ク タ ー を 用 い て 核 酸 注 入 さ れ た 宿 主 細 胞 が 提 供 さ れ 、 ま た 、 発 現 に 適
し た 条 件 下 に お い て 、 前 記 宿 主 細 胞 を 培 養 す る 工 程 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド の 作 成 方 法 が 提 供
さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
本 発 明 は 、 精 製 か つ 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に お い て 、 感 染 の 予 防 、 診 断
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及 び ／ 又 は 治 療 に 利 用 可 能 な 、 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
一 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 配 列 番 号 ２ 、 ４ 、 ６ 、 ８ 、 １ ０ 、 １ ２ 、 １ ４ に 示 す 配 列 か 、
又 は そ れ ら の 断 片 か 若 し く は 類 似 体 か ら 選 択 さ れ た 配 列 か ら な る ２ 次 ポ リ ペ プ チ ド に 対 し
て 、 少 な く と も ７ ０ ％ の 同 一 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 、 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ １ 】
一 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 配 列 番 号 ２ 、 ４ 、 ６ 、 ８ 、 １ ０ 、 １ ２ 、 １ ４ に 示 す 配 列 か 、
又 は そ れ ら の 断 片 か 若 し く は 類 似 体 か ら 選 択 さ れ た 配 列 か ら な る ２ 次 ポ リ ペ プ チ ド に 対 し
て 、 少 な く と も ８ ０ ％ の 同 一 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 、 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド を 提 供 し て い る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
一 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 配 列 番 号 ２ 、 ４ 、 ６ 、 ８ 、 １ ０ 、 １ ２ 、 １ ４ に 示 す 配 列 か 、
又 は そ れ ら の 断 片 か 若 し く は 類 似 体 か ら 選 択 さ れ た 配 列 か ら な る ２ 次 ポ リ ペ プ チ ド に 対 し
て 、 少 な く と も ９ ５ ％ の 同 一 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 、 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド を 提 供 し て い る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
一 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 配 列 番 号 ２ 、 ４ 、 ６ 、 ８ 、 １ ０ 、 １ ２ 、 又 は １ ４ か ら 選 択 さ
れ た 配 列 か ら な る ２ 次 ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 、 少 な く と も ７ ０ ％ の 同 一 性 を 有 す る ポ リ ペ
プ チ ド を コ ー ド す る 、 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 提 供 し て い る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
一 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 配 列 番 号 ２ 、 ４ 、 ６ 、 ８ 、 １ ０ 、 １ ２ 、 又 は １ ４ か ら 選 択 さ
れ た 配 列 か ら な る ２ 次 ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 、 少 な く と も ８ ０ ％ の 同 一 性 を 有 す る ポ リ ペ
プ チ ド を コ ー ド す る 、 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 提 供 し て い る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
一 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 配 列 番 号 ２ 、 ４ 、 ６ 、 ８ 、 １ ０ 、 １ ２ 、 又 は １ ４ か ら 選 択 さ
れ た 配 列 か ら な る ２ 次 ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 、 少 な く と も ９ ５ ％ の 同 一 性 を 有 す る ポ リ ペ
プ チ ド を コ ー ド す る 、 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 提 供 し て い る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
一 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 配 列 番 号 ２ 、 ４ 、 ６ 、 ８ 、 １ ０ 、 １ ２ 、 １ ４ に 示 す 配 列 か 、
又 は そ れ ら の 断 片 か 若 し く は 類 似 体 か ら 選 択 さ れ た 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド に 関 す る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
一 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 配 列 番 号 ２ 、 ４ 、 ６ 、 ８ 、 １ ０ 、 １ ２ 、 又 は １ ４ を 含 む ア ミ
ノ 酸 配 列 に よ り 特 徴 付 け ら れ た ポ リ ペ プ チ ド に 関 す る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
一 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 配 列 番 号 ２ 、 ４ 、 ６ 、 ８ 、 １ ０ 、 １ ２ 、 １ ４ 示 す 配 列 か 、 又
は そ れ ら の 断 片 か 若 し く は 類 似 体 か ら 選 択 さ れ た 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド の 一 部 を 有 す
る エ ピ ト ー プ を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
一 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 配 列 番 号 ２ 、 ４ 、 ６ 、 ８ 、 １ ０ 、 １ ２ 、 又 は １ ４ か ら 選 択 さ
れ た 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド の 一 部 を 有 す る エ ピ ト ー プ を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
一 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 配 列 番 号 ２ 、 ４ 、 ６ 、 ８ 、 １ ０ 、 １ ２ 、 １ ４ 示 す 配 列 か 、 又
は そ れ ら の 断 片 か 若 し く は 類 似 体 か ら 選 択 さ れ た 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド の 一 部 を 有 す
る エ ピ ト ー プ に 関 す る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
一 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 配 列 番 号 ２ 、 ４ 、 ６ 、 ８ 、 １ ０ 、 １ ２ 、 又 は １ ４ か ら 選 択 さ
れ た 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド の 一 部 を 有 す る エ ピ ト ー プ に 関 す る 。
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【 ０ ０ ２ ２ 】
一 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 配 列 番 号 ２ 、 ４ 、 ６ 、 ８ 、 １ ０ 、 １ ２ 、 又 は １ ４ か ら 選 択 さ
れ た 配 列 か ら な る ２ 次 ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 、 少 な く と も ７ ０ ％ の 同 一 性 を 有 す る ポ リ ペ
プ チ ド を コ ー ド す る 、 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
一 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 配 列 番 号 ２ 、 ４ 、 ６ 、 ８ 、 １ ０ 、 １ ２ 、 又 は １ ４ か ら 選 択 さ
れ た 配 列 か ら な る ２ 次 ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 、 少 な く と も ８ ０ ％ の 同 一 性 を 有 す る ポ リ ペ
プ チ ド を コ ー ド す る 、 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
一 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 配 列 番 号 ２ 、 ４ 、 ６ 、 ８ 、 １ ０ 、 １ ２ 、 又 は １ ４ か ら 選 択 さ
れ た 配 列 か ら な る ２ 次 ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 、 少 な く と も ９ ０ ％ の 同 一 性 を 有 す る ポ リ ペ
プ チ ド を コ ー ド す る 、 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
一 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 配 列 番 号 ２ 、 ４ 、 ６ 、 ８ 、 １ ０ 、 １ ２ 、 又 は １ ４ か ら 選 択 さ
れ た 配 列 か ら な る ２ 次 ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 、 少 な く と も ９ ５ ％ の 同 一 性 を 有 す る ポ リ ペ
プ チ ド を コ ー ド す る 、 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
一 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 配 列 番 号 ２ 、 ４ 、 ６ 、 ８ 、 １ ０ 、 １ ２ 、 又 は １ ４ か ら 選 択 さ
れ た 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド に 関 す る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
一 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、
（ ａ ） 配 列 番 号 ２ 、 ４ 、 ６ 、 ８ 、 １ ０ 、 １ ２ 、 １ ４ に 示 す 配 列 か 、 又 は そ れ ら の 断 片 か 若
し く は 類 似 体 か ら 選 択 さ れ た 配 列 か ら な る ２ 次 ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 、 少 な く と も ７ ０ ％
の 同 一 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、
（ ｂ ） 配 列 番 号 ２ 、 ４ 、 ６ 、 ８ 、 １ ０ 、 １ ２ 、 １ ４ に 示 す 配 列 か 、 又 は そ れ ら の 断 片 か 若
し く は 類 似 体 か ら 選 択 さ れ た 配 列 か ら な る ２ 次 ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 、 少 な く と も ８ ０ ％
の 同 一 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、
（ ｃ ） 配 列 番 号 ２ 、 ４ 、 ６ 、 ８ 、 １ ０ 、 １ ２ 、 １ ４ に 示 す 配 列 か 、 又 は そ れ ら の 断 片 か 若
し く は 類 似 体 か ら 選 択 さ れ た 配 列 か ら な る ２ 次 ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 、 少 な く と も ９ ５ ％
の 同 一 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、
（ ｄ ） 配 列 番 号 ２ 、 ４ 、 ６ 、 ８ 、 １ ０ 、 １ ２ 、 １ ４ に 示 す 配 列 か 、 又 は そ れ ら の 断 片 か 若
し く は 類 似 体 か ら 選 択 さ れ た 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、
（ ｅ ） 配 列 番 号 ２ 、 ４ 、 ６ 、 ８ 、 １ ０ 、 １ ２ 、 １ ４ に 示 す 配 列 か 、 又 は そ れ ら の 断 片 か 若
し く は 類 似 体 か ら 選 択 さ れ た 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 、 結 合 特 異 性 を 有 す る 抗
体 を 生 成 す る こ と が 可 能 な ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、
（ ｆ ） 配 列 番 号 ２ 、 ４ 、 ６ 、 ８ 、 １ ０ 、 １ ２ 、 １ ４ に 示 す 配 列 か 、 又 は そ れ ら の 断 片 か 若
し く は 類 似 体 か ら 選 択 さ れ た 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド の 一 部 を 有 す る エ ピ ト ー プ を コ ー
ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、
（ ｇ ） 配 列 番 号 １ 、 ３ 、 ５ 、 ７ 、 ９ 、 １ １ 、 １ ３ に 示 す 配 列 か 、 又 は そ れ ら の 断 片 か 若 し
く は 類 似 体 か ら 選 択 さ れ た 配 列 か ら な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 及 び
（ ｈ ） （ ａ ） 、 （ ｂ ） 、 （ ｃ ） 、 （ ｄ ） 、 （ ｅ ） 、 （ ｆ ） 又 は （ ｇ ） の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
に 相 補 的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
か ら 選 択 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら な る 、 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
一 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、
（ ａ ） 配 列 番 号 ２ 、 ４ 、 ６ 、 ８ 、 １ ０ 、 １ ２ 、 １ ４ か ら 選 択 さ れ た 配 列 か ら な る ２ 次 ポ リ
ペ プ チ ド に 対 し て 、 少 な く と も ７ ０ ％ の 同 一 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド 、
（ ｂ ） 配 列 番 号 ２ 、 ４ 、 ６ 、 ８ 、 １ ０ 、 １ ２ 、 １ ４ か ら 選 択 さ れ た 配 列 か ら な る ２ 次 ポ リ
ペ プ チ ド に 対 し て 、 少 な く と も ８ ０ ％ の 同 一 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ
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ク レ オ チ ド 、
（ ｃ ） 配 列 番 号 ２ 、 ４ 、 ６ 、 ８ 、 １ ０ 、 １ ２ 、 １ ４ か ら 選 択 さ れ た 配 列 か ら な る ２ 次 ポ リ
ペ プ チ ド に 対 し て 、 少 な く と も ９ ５ ％ の 同 一 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド 、
（ ｄ ） 配 列 番 号 ２ 、 ４ 、 ６ 、 ８ 、 １ ０ 、 １ ２ 、 １ ４ か ら 選 択 さ れ た 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ
チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、
（ ｅ ） 配 列 番 号 ２ 、 ４ 、 ６ 、 ８ 、 １ ０ 、 １ ２ 、 １ ４ か ら 選 択 さ れ た 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ
チ ド に 対 し て 、 結 合 特 異 性 を 有 す る 抗 体 を 生 成 す る こ と が 可 能 な ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す
る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、
（ ｆ ） 配 列 番 号 ２ 、 ４ 、 ６ 、 ８ 、 １ ０ 、 １ ２ 、 １ ４ か ら 選 択 さ れ た 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ
チ ド の 一 部 を 有 す る エ ピ ト ー プ を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、
（ ｇ ） 配 列 番 号 １ 、 ３ 、 ５ 、 ７ 、 ９ 、 １ １ 、 １ ３ か ら 選 択 さ れ た 配 列 か ら な る ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド 、 及 び
（ ｈ ） （ ａ ） 、 （ ｂ ） 、 （ ｃ ） 、 （ ｄ ） 、 （ ｅ ） 、 （ ｆ ） 又 は （ ｇ ） の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
に 相 補 的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
か ら 選 択 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら な る 、 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
一 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、
（ ａ ） 配 列 番 号 ２ 、 ４ 、 ６ 、 ８ 、 １ ０ 、 １ ２ 、 １ ４ に 示 す 配 列 か 、 又 は そ れ ら の 断 片 か 若
し く は 類 似 体 か ら 選 択 さ れ た 配 列 か ら な る ２ 次 ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 、 少 な く と も ７ ０ ％
の 同 一 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 、
（ ｂ ） 配 列 番 号 ２ 、 ４ 、 ６ 、 ８ 、 １ ０ 、 １ ２ 、 １ ４ に 示 す 配 列 か 、 又 は そ れ ら の 断 片 か 若
し く は 類 似 体 か ら 選 択 さ れ た 配 列 か ら な る ２ 次 ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 、 少 な く と も ８ ０ ％
の 同 一 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 、
（ ｃ ） 配 列 番 号 ２ 、 ４ 、 ６ 、 ８ 、 １ ０ 、 １ ２ 、 １ ４ に 示 す 配 列 か 、 又 は そ れ ら の 断 片 か 若
し く は 類 似 体 か ら 選 択 さ れ た 配 列 か ら な る ２ 次 ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 、 少 な く と も ９ ５ ％
の 同 一 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 、
（ ｄ ） 配 列 番 号 ２ 、 ４ 、 ６ 、 ８ 、 １ ０ 、 １ ２ 、 １ ４ に 示 す 配 列 か 、 又 は そ れ ら の 断 片 か 若
し く は 類 似 体 か ら 選 択 さ れ た 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド 、
（ ｅ ） 配 列 番 号 ２ 、 ４ 、 ６ 、 ８ 、 １ ０ 、 １ ２ 、 １ ４ に 示 す 配 列 か 、 又 は そ れ ら の 断 片 か 若
し く は 類 似 体 か ら 選 択 さ れ た 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 、 結 合 特 異 性 を 有 す る 抗
体 を 生 成 す る こ と が 可 能 な ポ リ ペ プ チ ド 、
（ ｆ ） 配 列 番 号 ２ 、 ４ 、 ６ 、 ８ 、 １ ０ 、 １ ２ 、 １ ４ に 示 す 配 列 か 、 又 は そ れ ら の 断 片 か 若
し く は 類 似 体 か ら 選 択 さ れ た 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド の 一 部 を 有 す る エ ピ ト ー プ 、
（ ｇ ） Ｎ 末 端 の メ チ オ ニ ン 残 基 が 欠 失 し た （ ａ ） 、 （ ｂ ） 、 （ ｃ ） 、 （ ｄ ） 、 （ ｅ ） 又 は
（ ｆ ） に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 、 及 び
（ ｈ ） 分 泌 ア ミ ノ 酸 配 列 が 欠 失 し た （ ａ ） 、 （ ｂ ） 、 （ ｃ ） 、 （ ｄ ） 、 （ ｅ ） 又 は （ ｆ ）
に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド
か ら 選 択 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド か ら な る 、 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
一 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、
（ ａ ） 配 列 番 号 ２ 、 ４ 、 ６ 、 ８ 、 １ ０ 、 １ ２ 、 又 は １ ４ か ら 選 択 さ れ た 配 列 か ら な る ２ 次
ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 、 少 な く と も ７ ０ ％ の 同 一 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 、
（ ｂ ） 配 列 番 号 ２ 、 ４ 、 ６ 、 ８ 、 １ ０ 、 １ ２ 、 又 は １ ４ か ら 選 択 さ れ た 配 列 か ら な る ２ 次
ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 、 少 な く と も ８ ０ ％ の 同 一 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 、
（ ｃ ） 配 列 番 号 ２ 、 ４ 、 ６ 、 ８ 、 １ ０ 、 １ ２ 、 又 は １ ４ か ら 選 択 さ れ た 配 列 か ら な る ２ 次
ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 、 少 な く と も ９ ５ ％ の 同 一 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 、
（ ｄ ） 配 列 番 号 ２ 、 ４ 、 ６ 、 ８ 、 １ ０ 、 １ ２ 、 又 は １ ４ か ら 選 択 さ れ た 配 列 か ら な る ポ リ
ペ プ チ ド 、
（ ｅ ） 配 列 番 号 ２ 、 ４ 、 ６ 、 ８ 、 １ ０ 、 １ ２ 、 又 は １ ４ か ら 選 択 さ れ た 配 列 か ら な る ポ リ
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ペ プ チ ド に 対 し て 、 結 合 特 異 性 を 有 す る 抗 体 を 生 成 す る こ と が 可 能 な ポ リ ペ プ チ ド 、
（ ｆ ） 配 列 番 号 ２ 、 ４ 、 ６ 、 ８ 、 １ ０ 、 １ ２ 、 又 は １ ４ か ら 選 択 さ れ た 配 列 か ら な る ポ リ
ペ プ チ ド の 一 部 を 有 す る エ ピ ト ー プ 、
（ ｇ ） Ｎ 末 端 の メ チ オ ニ ン 残 基 が 欠 失 し た （ ａ ） 、 （ ｂ ） 、 （ ｃ ） 、 （ ｄ ） 、 （ ｅ ） 又 は
（ ｆ ） に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 、 及 び
（ ｈ ） 分 泌 ア ミ ノ 酸 配 列 が 欠 失 し た （ ａ ） 、 （ ｂ ） 、 （ ｃ ） 、 （ ｄ ） 、 （ ｅ ） 又 は （ ｆ ）
に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド
か ら 選 択 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド か ら な る 、 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
当 業 者 で あ れ ば 、 本 発 明 に は 、 本 願 に 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ 分 子 、 す な わ ち 突 然 変 異 体 や 、 変 異 体
や 、 相 同 物 や 、 そ れ ら ポ リ ペ プ チ ド の 誘 導 体 の よ う な 類 似 体 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド や 、 そ れ ら の 相 補 的 配 列 が 含 ま れ る こ と が 理 解 で き よ う 。 ま た 、 本 発 明 に は 、 本 発 明 の
Ｄ Ｎ Ａ 分 子 に 対 応 す る Ｒ Ｎ Ａ 分 子 も 含 ま れ る 。 Ｄ Ｎ Ａ や Ｒ Ｎ Ａ 分 子 以 外 に も 、 本 発 明 に は
、 対 応 す る ポ リ ペ プ チ ド や 、 か か る ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 す る 単 一 特 異 性 抗 体 が 含
ま れ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
さ ら な る 一 実 施 例 お い て 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 抗 原 性 を 示 す 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
さ ら な る 一 実 施 例 に お い て 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 免 疫 原 性 を 示 す 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
さ ら な る 一 実 施 例 に お い て 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 宿 主 内 で 免 疫 反 応 を 引 き 起 こ す こ
と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
さ ら な る 一 実 施 例 に お い て 、 本 発 明 は 、 上 記 の 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 結 合 特 異 性
を 有 す る 抗 体 を 生 成 す る こ と が 可 能 な ポ リ ペ プ チ ド に も 関 連 が あ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
“ 結 合 特 異 性 を 有 す る ” 抗 体 は 、 選 択 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を 認 識 し て 結 合 す る け れ ど も 、
サ ン プ ル 、 例 え ば 生 体 サ ン プ ル 内 の 他 の 分 子 を 明 ら か に 認 識 せ ず 結 合 も し な い 抗 体 で あ り
、 そ の 生 体 サ ン プ ル に は 当 然 に そ の 選 択 さ れ た ペ プ チ ド が 含 ま れ る 。 結 合 特 異 性 は 、 固 相
酵 素 免 疫 検 定 法 を 用 い て 測 定 す る こ と が で き る が 、 そ れ に お い て は 、 選 択 さ れ た ポ リ ペ プ
チ ド を 抗 原 と し て 使 用 す る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
本 発 明 に お い て 、 生 物 学 の 研 究 上 の “ 予 防 ” と は 、 生 存 曲 線 や 、 生 存 率 や 、 生 存 期 間 の 顕
著 な 増 加 に よ っ て 規 定 さ れ る も の で あ る 。 生 存 曲 線 を 比 較 す る た め の ロ グ ラ ン ク 検 定 や 、
生 存 率 及 び 死 亡 ま で の 日 数 を 比 較 す る た め の フ ィ ッ シ ャ ー の 正 確 確 率 検 定 を 用 い た 統 計 分
析 は 、 そ れ ぞ れ 、 Ｐ 値 を 算 出 し て ２ グ ル ー プ 間 に 統 計 上 の 顕 著 な 相 違 が あ る か を 判 断 す る
の に 有 用 で あ ろ う 。 Ｐ 値 の ０ ． ０ ５ は 、 顕 著 で は な い と み な さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
本 発 明 の 他 の 態 様 に お い て は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 抗 原 性 ／ 免 疫 原 性 を 有 す る 断 片 や
、 そ れ ら の 類 似 体 が 提 供 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
本 発 明 の 断 片 は 、 か か る 抗 原 決 定 部 位 を １ 又 は そ れ 以 上 含 む か 、 あ る い は そ れ ら の 抗 原 性
／ 免 疫 原 性 特 性 を 維 持 す る の に 十 分 な 程 、 か か る 部 位 に 類 似 し た も の で な け れ ば な ら な い
。 従 っ て 、 本 発 明 の 断 片 は 、 本 明 細 書 に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド や 類 似 体 の 特 定 部 位 と １ ０ ０
％ の 同 一 性 を 有 す る か も し れ な い の で 、 本 発 明 の 断 片 に 関 し て 、 同 一 性 の 程 度 は お そ ら く
無 関 係 な も の で あ ろ う 。 本 発 明 は さ ら に 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 か ら の 、 少 な く と も
１ ０ の 連 続 す る ア ミ ノ 酸 残 基 を 有 す る 断 片 を 提 供 す る 。 一 態 様 に お い て は 、 少 な く と も １
５ の 連 続 す る ア ミ ノ 酸 残 基 で あ る 。 一 態 様 に お い て は 、 少 な く と も ２ ０ の 連 続 す る ア ミ ノ
酸 残 基 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
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当 業 者 で あ れ ば 、 本 発 明 を 再 検 討 す る 中 で 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 類 似 体 が 利 用 可 能 で あ
る こ と 、 す な わ ち 抗 原 性 ／ 免 疫 原 性 を 有 す る 材 料 と し て 利 用 可 能 で あ る こ と が 理 解 で き よ
う 。 従 っ て 、 本 発 明 に は 、 例 え ば 付 加 、 欠 失 、 又 は 置 換 等 を １ 又 は そ れ 以 上 含 む タ ン パ ク
質 や ポ リ ペ プ チ ド が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
本 明 細 書 で 用 い る 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の “ 断 片 ” 、 “ 類 似 体 ” 、 又 は “ 誘 導 体 ” に は
、
ア ミ ノ 酸 残 基 の １ 又 は そ れ 以 上 が 、 保 存 さ れ る か 又 は 保 存 さ れ て い な い ア ミ ノ 酸 残 基 （ 好
ま し く は 保 存 さ れ た も の ） で 置 換 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド が 含 ま れ 、 そ れ ら は 天 然 の も の か も
し で な い し 又 は そ う で な い か も し れ な い 。 一 態 様 に お い て は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 誘
導 体 や 類 似 体 は 、 図 面 に 表 示 の 配 列 か 又 は そ れ ら の 断 片 に 対 し て 、 約 ８ ０ ％ の 同 一 性 を 有
す る 。 す な わ ち 、 残 基 の ８ ０ ％ が 同 一 で あ る 。 他 の さ ら な る 態 様 で は 、 ポ リ ペ プ チ ド は ８
０ ％ 以 上 の 同 一 性 を 有 す る で あ ろ う 。 他 の さ ら な る 態 様 で は 、 ポ リ ペ プ チ ド は ８ ５ ％ 以 上
の 同 一 性 を 有 す る で あ ろ う 。 他 の さ ら な る 態 様 で は 、 ポ リ ペ プ チ ド は ９ ０ ％ 以 上 の 同 一 性
を 有 す る で あ ろ う 。 他 の さ ら な る 態 様 で は 、 ポ リ ペ プ チ ド は ９ ５ ％ 以 上 の 同 一 性 を 有 す る
で あ ろ う 。 他 の さ ら な る 態 様 で は 、 ポ リ ペ プ チ ド は ９ ９ ％ 以 上 の 同 一 性 を 有 す る で あ ろ う
。 他 の さ ら な る 態 様 に お い て は 、 本 発 明 の ペ プ チ ド 類 似 体 の 、 約 ２ ０ よ り 少 な い ア ミ ノ 酸
残 基 が 置 換 、 修 飾 又 は 欠 失 さ れ て お り 、 好 ま し く は １ ０ よ り 少 な い も の が そ う で あ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
こ れ ら 置 換 基 は 、 ペ プ チ ド の 二 次 構 造 や 疎 水 性 度 （ hydropathic nature） に 最 小 限 の 影 響
し か 与 え な い も の で あ る 。 好 ま し い 置 換 基 は 、 保 存 さ れ て い る と し て 従 来 か ら 知 ら れ て い
る も の 、 す な わ ち 、 疎 水 性 、 大 き さ 、 電 荷 、 又 は 官 能 基 な ど の 物 理 的 又 は 化 学 的 特 性 を 共
有 す る 置 換 残 基 で あ る 。 前 記 置 換 基 に は 、 デ イ ホ フ .Ｍ が “ Atlas of Protein Sequence a
nd Structure 5（ 1989年 ） ” 中 で 記 載 し た 置 換 基 、 又 は ア ル ゴ ス .Ｐ が “ EMBO Ｊ ． （ ８ 、
第 779-785頁 、 1989年 ） ” 中 に 記 載 し た 置 換 基 な ど が 含 ま れ る 。 例 え ば 、 天 然 の も の で あ
ろ う が 又 は そ う で な か ろ う が 、 下 記 グ ル ー プ :
ala、 pro、 gly、 gln、 asn、 ser、 thr、 val;
cys、 ser、 tyr、 thr;
val、 ile、 leu、 met、 ala、 phe;
lys、 arg、 orn、 his; 及 び 、
phe、 tyr、 trp、 his
の １ つ に 属 す る ア ミ ノ 酸 は 、 保 存 的 置 換 を 代 表 す る も の で あ る 。 好 ま し い 置 換 基 は 、 対 応
す る Ｌ -ア ミ ノ 酸 の Ｄ -光 学 異 性 体 の 置 換 基 も 含 む 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
従 来 と は 異 な る ア プ ロ ー チ で は 、 類 似 体 を 、 例 え ば 効 果 的 に 所 望 の ポ リ ペ プ チ ド に タ グ を
付 け る こ と に よ っ て 、 精 製 を よ り 簡 単 に す る た め の 部 分 を 組 み 込 ん だ 融 合 ポ リ ペ プ チ ド と
す る こ と が で き る 。 “ タ グ ” は 、 取 り 除 く 必 要 が あ る か も し れ な い し 、 又 は 融 合 ポ リ ペ プ
チ ド 自 体 が 使 用 に 十 分 な 抗 原 性 を 維 持 す る 場 合 も あ る か も し れ な い 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
相 同 性 の パ ー セ ン テ ー ジ は 、 同 一 性 の パ ー セ ン テ ー ジ と 、 ア ミ ノ 酸 の タ イ プ の 類 似 性 や 、
又 は 保 存 の パ ー セ ン テ ー ジ の 、 合 計 パ ー セ ン テ ー ジ と し て 定 め る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
一 態 様 に お い て 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 類 似 体 は 、 図 面 に 記 載 の 配 列 又 は そ れ ら の 断 片
に 対 し て 、 約 ７ ０ ％ の 同 一 性 を 有 す る 。 す な わ ち 、 残 基 の ７ ０ ％ が 同 一 で あ る 。 さ ら な る
一 態 様 に お い て 、 ポ リ ペ プ チ ド は ８ ０ ％ 以 上 の 同 一 性 を 有 す る 。 さ ら な る 一 態 様 に お い て
、 ポ リ ペ プ チ ド は ８ ５ ％ 以 上 の 同 一 性 を 有 す る 。 さ ら な る 一 態 様 に お い て 、 ポ リ ペ プ チ ド
は ９ ０ ％ 以 上 の 同 一 性 を 有 す る 。 さ ら な る 一 態 様 に お い て 、 ポ リ ペ プ チ ド は ９ ５ ％ 以 上 の
同 一 性 を 有 す る 。 さ ら な る 一 態 様 に お い て 、 ポ リ ペ プ チ ド は ９ ９ ％ 以 上 の 同 一 性 を 有 す る
。 さ ら な る 一 態 様 に お い て 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 類 似 体 は 、 約 ２ ０ よ り 少 な い ア ミ ノ
酸 残 基 、 好 ま し く は １ ０ よ り 少 な い も の が 置 換 、 修 飾 又 は 欠 失 さ れ て い る 。
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【 ０ ０ ４ ６ 】
一 態 様 に お い て 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 類 似 体 は 、 図 面 に 記 載 の 配 列 又 は そ れ ら の 断 片
に 対 し て 、 約 ７ ０ ％ の 相 同 性 を 有 す る 。 さ ら な る 一 態 様 に お い て 、 ポ リ ペ プ チ ド は ８ ０ ％
以 上 の 相 同 性 を 有 す る 。 さ ら な る 一 態 様 に お い て 、 ポ リ ペ プ チ ド は ８ ５ ％ 以 上 の 相 同 性 を
有 す る 。 さ ら な る 一 態 様 に お い て 、 ポ リ ペ プ チ ド は ９ ０ ％ 以 上 の 相 同 性 を 有 す る 。 さ ら な
る 一 態 様 に お い て 、 ポ リ ペ プ チ ド は ９ ５ ％ 以 上 の 相 同 性 を 有 す る 。 さ ら な る 一 態 様 に お い
て 、 ポ リ ペ プ チ ド は ９ ９ ％ 以 上 の 相 同 性 を 有 す る 。 さ ら な る 一 態 様 に お い て 、 本 発 明 の ポ
リ ペ プ チ ド の 類 似 体 は 、 約 ２ ０ よ り 少 な い ア ミ ノ 酸 残 基 、 好 ま し く は １ ０ よ り 少 な い も の
が 置 換 、 修 飾 又 は 欠 失 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
ア ミ ノ 酸 配 列 を 比 較 す る た め に は 、 CLUTALプ ロ グ ラ ム の よ う な プ ロ グ ラ ム を 用 い る こ と が
で き る 。 こ の プ ロ グ ラ ム は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 を 比 較 し て 、 必 要 に 応 じ て ど ち ら か の 配 列 に ス
ペ ー ス を 挿 入 す る こ と に よ り 、 最 適 配 列 を 探 し 出 す と い う も の で あ る 。 最 適 配 列 に つ い て
、 同 一 性 や 相 同 性 を 求 め る こ と も で き る 。 Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ ｘ の よ う な プ ロ グ ラ ム は 、 類 似 配 列
を 最 も 長 く な る よ う に 一 直 線 に 配 列 し 、 適 合 値 を 定 め る 。 従 っ て 、 そ れ ぞ れ 異 な る 値 を 有
す る と し て 見 付 か っ た い く ら か の 類 似 す る 部 位 を 、 比 較 す る こ と が 可 能 と な る 。 本 発 明 で
は 、 両 タ イ プ の 同 一 性 分 析 の 検 討 が な さ れ て い る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
従 来 と は 異 な る ア プ ロ ー チ で は 、 類 似 体 又 は 誘 導 体 は 、 例 え ば 効 果 的 に 所 望 の タ ン パ ク 質
又 は ポ リ ペ プ チ ド に タ グ を 付 け る こ と に よ っ て 、 精 製 を よ り 簡 単 に す る た め の 部 分 を 組 み
込 ん だ 融 合 ポ リ ペ プ チ ド と す る こ と が で き る 。 “ タ グ ” は 、 取 り 除 く 必 要 が あ る か も し れ
な い し 、 又 は 融 合 ポ リ ペ プ チ ド が 使 用 に 十 分 な 抗 原 性 を 維 持 す る 場 合 が あ る か も し れ な い
。
【 ０ ０ ４ ９ 】
抗 原 決 定 部 位 、 す な わ ち ポ リ ペ プ チ ド の 抗 原 性 又 は 免 疫 原 性 を 担 う 抗 原 決 定 部 位 を 特 定 す
る た め の 抗 原 性 ポ リ ペ プ チ ド を 選 別 で き る こ と は 既 知 で あ る 。 か か る 選 別 を 行 な う 方 法 は
、 従 来 か ら 知 ら れ て い る 。 従 っ て 、 本 発 明 の 断 片 は 、 か か る 抗 原 決 定 部 位 を １ 又 は そ れ 以
上 含 む か 、 又 は そ れ ら の 抗 原 性 ／ 免 疫 原 性 特 性 を 維 持 で き る 程 十 分 に か か る 部 位 に 類 似 し
て い な け れ ば な ら な い 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
従 っ て 、 本 発 明 の 断 片 は 、 本 明 細 書 に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド や 類 似 体 の 特 定 部 位 と １ ０ ０ ％
の 同 一 性 を 有 す る か も し れ な い の で 、 本 発 明 の 断 片 に 関 し て 、 同 一 性 の 程 度 は お そ ら く 無
関 係 な も の で あ ろ う 。
【 ０ ０ ５ １ 】
従 っ て 、 類 似 体 、 誘 導 体 、 及 び 断 片 と し て は 、 そ れ ら が 、 少 な く と も そ れ ら の 誘 導 前 の タ
ン パ ク 質 又 は ポ リ ペ プ チ ド 程 度 の 抗 原 性 ／ 免 疫 原 性 特 性 を 有 す る こ と が 重 要 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
ま た 、 ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 学 上 又 は 薬 学 上 の 特 性 を 変 え る 他 の 化 合 物 、 す な わ ち 半 減 期 を
長 期 化 す る ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル （ Ｐ Ｅ Ｇ ） 、 精 製 を 簡 略 化 す る リ ー ダ ー 又 は 分 泌 ア ミ
ノ 酸 配 列 、 プ レ プ ロ 及 び プ ロ 配 列 、 及 び （ ポ リ ） サ ッ カ リ ド と 融 合 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド も
含 ま れ る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
さ ら に 、 ア ミ ノ 酸 部 位 が 多 型 性 で あ る と 分 か っ て い る 場 合 に は 、 特 定 の ア ミ ノ 酸 １ 又 は そ
れ 以 上 を 変 え て 、 異 な る 株 の 異 な る エ ピ ト ー プ に 、 よ り 効 果 的 に 似 せ る よ う に
す る こ と が 望 ま し い 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
さ ら に 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 末 端 の Ｎ Ｈ 2 基 の ア シ ル 化 に よ り （ 例 え ば 、 ア ン モ ニ
ア や メ チ ル ア ミ ン を 用 い た 、 ア セ チ ル 化 、 又 は チ オ グ リ コ ー ル 酸 ア ミ ド 化 、 末 端 カ ル ボ キ
シ ル 基 の ア ミ ド 化 に よ り ） 修 飾 し て 、 安 定 性 を 与 え 、 か つ 、 担 体 や 他 の 分 子 へ の 結 合 又 は
連 結 に 関 す る 疎 水 性 を 高 め る こ と が で き る 。
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【 ０ ０ ５ ５ 】
ま た 、 ポ リ ペ プ チ ド の 断 片 及 び 類 似 体 の 、 ヘ テ ロ 及 び ホ モ ポ リ ペ プ チ ド マ ル チ マ ー に つ い
て も 検 討 す る 。 こ れ ら の ポ リ マ ー 型 の も の に は 、 例 え ば 、 ア ビ ジ ン ／ ビ オ チ ン 、 グ ル タ ル
ア ル デ ヒ ド 、 又 は ジ メ チ ル ス ー パ ー イ ミ デ イ ト な ど の 架 橋 剤 に よ っ て 架 橋 さ れ た 、 １ 又 は
そ れ 以 上 の ポ リ ペ プ チ ド が 含 ま れ る 。 そ れ ら ポ リ マ ー 型 の も の に は 、 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 技 術 に
よ っ て 生 み 出 さ れ た 、 マ ル チ シ ス ト ロ ニ ッ ク （ multicistronic） ｍ Ｒ Ｎ Ａ か ら 生 成 さ れ た
２ つ 又 は そ れ 以 上 の 直 列 又 は 反 転 し た 隣 接 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド も 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
さ ら な る 一 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 本 願 の 図 面 に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は そ れ ら の 断
片 か 若 し く は 類 似 体 を １ 又 は そ れ 以 上 含 む キ メ ラ ポ リ ペ プ チ ド に も 関 連 す る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
さ ら な る 一 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 配 列 番 号 ２ 、 ４ 、 ６ 、 ８ 、 １ ０ 、 １ ２ 、 １ ４ に 示 す
配 列 、 又 は そ れ ら の 断 片 か 若 し く は 類 似 体 か ら 選 択 さ れ た 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を ２
又 は そ れ 以 上 含 み 、 キ メ ラ ポ リ ペ プ チ ド を 形 成 す る よ う に 該 ポ リ ペ プ チ ド を 連 結 し て 提 供
さ れ た 、 キ メ ラ ポ リ ペ プ チ ド に も 関 連 す る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
さ ら な る 一 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 配 列 番 号 ２ 、 ４ 、 ６ 、 ８ 、 １ ０ 、 １ ２ 、 １ ４ に 示 す
配 列 か ら 選 択 さ れ た 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド を ２ 又 は そ れ 以 上 含 み 、 キ メ ラ ポ リ ペ プ チ
ド を 形 成 す る よ う に 該 ポ リ ペ プ チ ド を 連 結 し て 提 供 さ れ た 、 キ メ ラ ポ リ ペ プ チ ド に も 関 連
す る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
好 ま し く は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 断 片 、 類 似 体 、 又 は 誘 導 体 は 、 抗 原 部 位 を 少 な く と
も １ つ 、 す な わ ち 抗 原 決 定 部 位 を 少 な く と も １ つ 含 む も の で あ ろ う 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
抗 原 性 ポ リ マ ー （ す な わ ち 合 成 マ ル チ マ ー ） の 形 成 を 完 成 さ せ る た め に 、 ポ リ ペ プ チ ド に
は 、 ビ ス ハ ロ ア セ チ ル 基 を 有 す る も の か 、 又 は ニ ト ロ ア リ ル ハ ロ ゲ ン 化 物 等 を 用 い る こ と
が で き る が 、 こ こ で 試 薬 は 、 チ オ 基 に 対 し て 特 異 性 を 有 す る も の で あ る 。 従 っ て 、 異 な る
ポ リ ペ プ チ ド の ２ つ の メ ル カ プ ト 基 間 の 連 結 は 、 １ 重 結 合 で あ る か も し れ な い し 、 又 は 炭
素 数 が 少 な く と も ２ 、 典 型 的 に は 炭 素 数 が 少 な く と も ４ 、 そ し て 炭 素 数 が 多 く て も １ ６ の
結 合 基 か ら 成 る も の で あ る か も し れ な い け れ ど も 、 通 常 炭 素 数 は １ ４ 以 下 で あ る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
あ る 特 定 の 態 様 に お い て は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 断 片 及 び 類 似 体 は 、 メ チ オ ニ ン （ Met
） や バ リ ン （ Val） の よ う な 開 始 残 基 を 含 ま な い 。 好 ま し く は 、 ポ リ ペ プ チ ド は 、 リ ー ダ
ー 又 は 分 泌 配 列 （ シ グ ナ ル 配 列 ） を 組 み 込 ま な い も の で あ ろ う 。 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の
シ グ ナ ル 部 分 は 、 確 立 さ れ た 分 子 生 物 学 技 術 に 従 い 、 判 断 す る こ と が で き る 。 通 常 は 、 興
味 の あ る ポ リ ペ プ チ ド を 菌 株 か ら 単 離 し て 、 続 い て 配 列 決 定 を 行 な い 、 成 熟 タ
ン パ ク 質 の 最 初 の 残 基 を 定 め て 、 そ れ に 従 い 成 熟 ポ リ ペ プ チ ド の 配 列 を 定 め る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
ポ リ ペ プ チ ド は 、 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド の 生 成 や 精 製 を 助 け る 開 始 コ ド ン （ メ チ オ ニ ン 又 は
バ リ ン ） や リ ー ダ ー ペ プ チ ド の 両 方 又 は そ の 一 方 を 用 い ず に 、 生 成 及 び ／ 又 は 使 用 で き る
こ と が 分 か っ て い る 。 リ ー ダ ー ペ プ チ ド を コ ー ド す る 配 列 を 有 さ な い ク ロ ー ン 遺 伝 子 は 、
ポ リ ペ プ チ ド を 大 腸 菌 の 細 胞 質 に 限 定 し て 、 そ の 回 復 を 促 す こ と が 分 か っ て い る （ グ リ ッ
ク ， G.R.及 び パ ス タ － ナ ッ ク ， J.J.の “ Manipulation of gene expression in prokaryot
es”  （ 1998年 ） 、 ワ シ ン ト ン DC、 ASMプ レ ス の “ Molecular biotechnology： Principles 
and applications of recombinantDNA” （ 第 2版 、 第 109－ 143頁 ） ） 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
本 発 明 の 他 の 態 様 に お い て は 、 （ ｉ ） 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 担 体 、 希 釈 剤 、 又 は ア ジ ュ
バ ン ト と 共 に 含 む 組 成 物 、 （ ii） 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド と 、 担 体 、 希 釈 剤 、 又 は ア ジ ュ バ
ン ト を 含 む 薬 剤 組 成 物 、 （ iii） 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド と 、 担 体 、 希 釈 剤 、 又 は ア ジ ュ バ
ン ト を 含 む ワ ク チ ン 、 （ iv） 免 疫 反 応 の 誘 引 に 効 果 的 な 免 疫 量 の 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 、
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例 え ば に 対 す る 免 疫 反 応 予 防 剤 を 宿 主 に 投 与 す る こ と に よ り 、 そ の 宿 主 内 で 、
に 対 す る 免 疫 反 応 を 誘 発 さ せ る 方 法 、 及 び 、 特 に は （ V） 予 防 又 は 治 療 量 の 本

発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 、 必 要 と す る 宿 主 に 投 与 す る こ と に よ り 、 感 染 を 予 防 及
び ／ 又 は 治 療 す る 方 法 も 提 供 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
本 発 明 の 他 の 態 様 に よ れ ば 、 （ ｉ ） 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 担 体 、 希 釈 剤 、 又 は ア ジ
ュ バ ン ト と 共 に 含 む 組 成 物 、 （ ii） 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 、 担 体 、 希 釈 剤 、 又 は ア
ジ ュ バ ン ト を 含 む 薬 剤 組 成 物 、 （ iii） 免 疫 反 応 の 誘 引 に 効 果 的 な 免 疫 量 の 本 発 明 の ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド 、 例 え ば に 対 す る 免 疫 反 応 予 防 剤 を 宿 主 に 投 与 す る こ と に よ り 、
そ の 宿 主 内 で 、 に 対 す る 免 疫 反 応 を 誘 発 さ せ る 方 法 、 及 び 、 特 に は （ iv） 予 防
又 は 治 療 量 の 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 、 必 要 と す る 宿 主 に 投 与 す る こ と に よ り 、

感 染 を 予 防 及 び ／ 又 は 治 療 す る 方 法 も 提 供 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 免 疫 化 の 前 に 、 テ タ ナ ス 毒 素 、 ジ フ テ リ ア 毒 素 、 B型 肝 炎 ウ ィ
ル ス 表 面 抗 原 、 ポ リ オ ウ ィ ル ス VP１ 抗 原 や 、 他 の ウ ィ ル ス 性 か 細 菌 性 の 毒 素 、 抗 原 、 又 は
、 任 意 の 適 当 な タ ン パ ク 質 の よ う な 運 搬 体 タ ン パ ク 質 に 結 合 又 は 共 役 さ せ て 、 よ り 強 い 免
疫 反 応 を 促 す こ と も で き る 。 こ の 結 合 又 は 共 役 は 、 化 学 的 に 又 は 遺 伝 子 学 的 に 行 な う こ と
が で き る 。 ペ プ チ ド -担 体 の 共 役 は 、 ヴ ァ ン ・ レ ゲ ン モ ー テ ル ， Ｍ ． Ｈ ． Ｖ 、 ビ リ ア ン ド  
Ｊ ． Ｐ ． 、 ミ ュ ー ラ ー  Ｓ ． に よ る 生 化 学 及 び 分 子 生 物 学 の 実 験 技 術 の “ Synthetic Polyp
eptides as antigens” 第 １ ９ 巻 （ 1998年 、 ニ ュ ー ヨ ー ク 、 エ ル ゼ ビ ア の バ ー ド ウ  Ｒ ． Ｈ
． 及 び ヴ ァ ン ・ ニ ッ ペ ン ベ ル グ  Ｐ ． Ｈ ． 出 版 ） で よ り 詳 細 な 説 明 を 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
他 の 態 様 で は 、 薬 学 的 に 受 容 可 能 な ア ジ ュ バ ン ト の 混 合 物 中 に 、 本 発 明 の ポ リ
ペ プ チ ド を １ 又 は そ れ 以 上 含 む 薬 剤 組 成 物 が 提 供 さ れ て い る 。 適 当 な ア ジ ュ バ ン ト は 、 （
１ ） Ｍ Ｆ ５ ９ （ 登 録 商 標 ） 、 Ｓ Ａ Ｆ （ 登 録 商 標 ） 、 Ｒ ｉ ｂ ｉ （ 登 録 商 標 ） の よ う な 水 中 油
エ マ ル ジ ョ ン 形 成 物 、 （ ２ ） フ ロ イ ン ド の 完 全 な 又 は 不 完 全 な ア ジ ュ バ ン ト 、 （ ３ ） AlK(
SO 4 ) 2 、 AlNa(SO 4 ) 2 、 AlNH 4 (SO 4 ) 2 、 Al(OH) 3 、 AlPO 4 、 シ リ カ 、 カ オ リ ン 等 の 塩 、 （ ４ ） ス
テ ィ ミ ュ ロ ン （ 登 録 商 標 ） の よ う な サ ポ ニ ン 誘 導 体 、 又 は そ れ ら か ら 生 成 さ れ た Ｉ Ｓ Ｃ Ｏ
Ｍ ｓ の よ う な 粒 子 （ 免 疫 刺 激 性 複 合 体 ） 、 （ ５ ） イ ン タ ー ロ イ キ ン 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン 、
マ ク ロ フ ァ ー ジ コ ロ ニ ー 刺 激 因 子 （ Ｍ － Ｃ Ｓ Ｆ ） 、 腫 瘍 壊 死 因 子 （ Ｔ Ｎ Ｆ ） の よ う な サ イ
ト カ イ ン 、 （ ６ ） カ ー ボ ン ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の よ う な 他 の 物 質 、 す な わ ち ポ リ Ｉ Ｃ や ポ リ
Ａ Ｕ 、 解 毒 コ レ ラ 毒 素 （ Ｃ Ｔ Ｂ ） と 、 の 粘 膜 免 疫 の 誘 発 の た め の 熱 不 安 定 性 毒 素 を
含 む も の で あ る 。 ア ジ ュ バ ン ト の よ り 詳 細 な 説 明 は 、 M.Z.Iカ ー ン 等 に よ る 総 説 “ Pharmac
eutical Research” 第 11巻 、 第 １ 号 （ 1994年 ） の 第 2－ 11頁 や 、 グ プ タ 等 に よ る 他 の 総 説
“ Vaccine” 第 13巻 、 第 14号 の 第 1263－ 1276頁 （ 1995年 ） や 、 WO99／ 24578で 得 る こ と が で
き る 。 好 ま し い ア ジ ュ バ ン ト は 、 QuilA（ 登 録 商 標 ） 、 QS21（ 登 録 商 標 ） 、 Alhydrogel（
登 録 商 標 ） 及 び Adjuphos（ 登 録 商 標 ） を 含 む も の で あ る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
本 発 明 の 薬 剤 組 成 物 は 、 注 射 、 急 速 注 入 、 鼻 咽 吸 込 、 皮 膚 吸 込 に よ り 非 経 口 で 投 与 さ れ る
か 、 又 は 口 腔 内 か 経 口 で 投 与 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
本 発 明 の 薬 剤 組 成 物 は 、 P.R.ム ラ イ （ 編 集 長 ） 、 E.J.バ ロ ン 、 M.A.フ ァ レ ー 、 F.C.テ ノ ヴ
ァ ー 及 び R.H.ヨ ル ケ ン の “ Manual of Clinical Microbiology” （ ASMプ レ ス 、 ワ シ ン ト ン
D.C.） 第 ７ 版 （ 1999年 ） の 第 1773頁 に 記 載 の よ う に 、 感 染 の 予 防 及 び ／ 又 は

感 染 に よ り 生 じ た 疾 病 及 び 症 状 に 対 し て 用 い ら れ る 。 一 態 様 に お い て は 、 本 発 明
の 薬 剤 組 成 物 は 、 中 耳 炎 、 副 鼻 腔 炎 、 慢 性 咳 、 急 性 喉 頭 炎 、 化 膿 性 角 膜 炎 、 新 生 児 の 結 膜
炎 の 治 療 又 は 予 防 に 用 い ら れ る 。 一 態 様 に お い て は 、 本 発 明 の ワ ク チ ン の 組 成 物 は 、

感 染 の 治 療 又 は 予 防 及 び ／ 又 は 感 染 に よ り 生 じ た 疾 病 及 び 症 状 に 対 し て
用 い ら れ る 。 さ ら な る 態 様 に お い て は 、 感 染 は で あ る
。
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【 ０ ０ ６ ９ 】
さ ら な る 一 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 感 染 を 受 け や す い 宿 主 に 、 本 発 明 の 予 防
又 は 治 療 量 の 組 成 物 を 投 薬 す る 工 程 を 含 む 、 前 記 宿 主 の 感 染 の 予 防 又 は 治 療 方
法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
本 願 で 用 い る “ 宿 主 ” に は 、 哺 乳 動 物 が 含 ま れ る 。 さ ら な る 一 態 様 に お い て は 、 哺 乳 動 物
は 人 間 で あ る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
あ る 特 定 の 態 様 に お い て 、 薬 剤 の 組 成 物 は 、 新 生 児 、 幼 児 、 子 供 、 高 齢 者 、 及 び 免 疫 不 全
宿 主 の よ う な 、 感 染 の 危 険 性 の あ る 宿 主 に 投 与 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
あ る 特 定 の 態 様 に お い て 、 薬 剤 の 組 成 物 は 、 成 人 の よ う な 、 感 染 の 危 険 性 の あ
る 宿 主 に 投 与 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
薬 剤 組 成 物 は 、 好 ま し く は 約 ０ ． ０ ０ １ ～ １ ０ ０ μ g／ ｋ ｇ （ 抗 原 ／ 体 重 ） 、 よ り 好 ま し
く は 、 ０ ． ０ １ ～ １ ０ μ g／ ｋ ｇ 、 最 も 好 ま し く は ０ ． １ ～ １ μ ｇ ／ ｋ ｇ の 投 薬 形 態 を 単
位 と し て 、 免 疫 化 の 間 に 約 １ ～ ６ 週 間 の 間 隔 を お い て １ ～ ３ 回 投 与 す る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
薬 剤 組 成 物 は 、 好 ま し く は 約 ０ ． １ μ g～ １ ０ ｍ ｇ 、 よ り 好 ま し く は １ μ ｇ ～ １ ｍ g、 最 も
好 ま し く は １ ０ ～ １ ０ ０ μ ｇ を 投 与 形 態 の 単 位 と し て 、 免 疫 化 の 間 に 約 １ ～ ６ 週 間 の 間 隔
を お い て １ ～ ３ 回 投 与 す る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
別 の 態 様 に お い て は 、 配 列 番 号 ２ 、 ４ 、 ６ 、 ８ 、 １ ０ 、 １ ２ 、 又 は １ ４ 号 に 示 す 配 列 か 、
又 は そ れ ら の 断 片 か 若 し く は 類 似 体 か ら 選 択 さ れ た 配 列 か ら な る ア ミ ノ 酸 配 列 に よ り 特 徴
付 け ら れ た ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 提 供 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
一 態 様 に お い て 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る オ ー プ ン ・ リ
ー デ ィ ン グ ・ フ レ ー ム （ Ｏ Ｒ Ｆ ） を 含 む こ と が で き る 、 配 列 番 号 第 １ 、 ３ 、 ５ 、 ７ 、 ９ 、
１ １ 、 １ ３ に 記 載 の も の で あ る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
図 中 に 示 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 縮 重 コ ド ン で 変 化 を 受 け る か も し れ な い け れ ど
も 、 そ れ で も な お 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 、 と い う こ と が 理 解 で き る で あ ろ
う 。 従 っ て 、 本 発 明 は さ ら に 、 上 記 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 又 は 、 そ れ ら の 相 補 配 列 ）
と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に お い て 、 配 列 間 の 同 一 性 が ７ ０ ％ で あ る も の を
提 供 す る 。 一 態 様 で は 、 配 列 間 の 同 一 性 は 少 な く と も ８ ０ ％ で あ る 。 一 態 様 で は 、 配 列 間
の 同 一 性 は 少 な く と も ８ ５ ％ で あ る 。 一 態 様 で は 、 配 列 間 の 同 一 性 は 少 な く と も ９ ０ ％ で
あ る 。 さ ら な る 一 態 様 で は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 厳 し い 条 件 下 、 す な わ ち 少 な く と も ９
５ ％ の 同 一 性 で 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 。 さ ら な る 一 態 様 で は 、 同 一 性 は ９ ７ ％ 以 上 で あ る
。
【 ０ ０ ７ ８ 】
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に と っ て 最 適 の 厳 し い 条 件 は 、 当 業 者 で あ れ ば 直 ち に 分 か る （ 例
え ば 、 サ ン ブ ロ ー ク 等 （ Sambrook et al.） の “ Molecular cloning” （ 1989年 ） ： ニ ュ ー
ヨ ー ク 、 コ ー ル ド ・ ス プ リ ン グ ・ ハ ー バ ー の “ Laboratory Manual” 第 2版 、 ニ ュ ー ヨ ー ク
、 ジ ョ ン ・ ウ ィ レ イ ＆ ソ ン ズ 、 オ ー ス ベ ル F.M.等 （ Ausubel F.M. et al.,John Wiley & S
ons, Inc. N.Y.） 出 版 の “ Molecular Biology” （ 1999年 ） を 参 照 ） 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
さ ら な る 一 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 厳 し い 条 件 下 に お い て 、
（ ａ ） ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 、 又 は
（ ｂ ） ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の 相 補 鎖
（ こ こ で 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は 、 配 列 番 号 ２ 、 ４ 、 ６ 、 ８ 、 １ ０ 、 １ ２ 、 １ ４ に 示 す 配 列
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、 又 は そ れ ら の 断 片 か 若 し く は 類 似 体 か ら 選 択 さ れ た 配 列 か ら な る も の で あ る ） の い ず れ
か を ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
さ ら な る 一 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 厳 し い 条 件 下 に お い て 、
（ ａ ） ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 、 又 は
（ ｂ ） ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の 相 補 鎖
（ こ こ で 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は 、 配 列 番 号 ２ 、 ４ 、 ６ 、 ８ 、 １ ０ 、 １ ２ 、 又 は １ ４ か ら 選
択 さ れ た 配 列 か ら な る も の で あ る ） の い ず れ か を ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を
提 供 す る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
さ ら な る 一 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 厳 し い 条 件 下 に お い て 、
（ ａ ） ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 、 又 は
（ ｂ ） ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の 相 補 鎖
（ こ こ で 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は 、 配 列 番 号 ２ 、 ４ 、 ６ 、 ８ 、 １ ０ 、 １ ２ 、 １ ４ に 記 載 の 配
列 か 、 又 は そ れ ら の 断 片 か 若 し く は 類 似 体 か ら 選 択 さ れ た 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド か ら
の 、 少 な く と も １ ０ の 連 続 す る ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 む も の で あ る ） の い ず れ か を ハ イ ブ リ ダ
イ ズ す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
さ ら な る 一 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 厳 し い 条 件 下 に お い て 、
（ ａ ） ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 、 又 は
（ ｂ ） ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の 相 補 鎖
（ こ こ で 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は 、 配 列 番 号 ２ 、 ４ 、 ６ 、 ８ 、 １ ０ 、 １ ２ 、 又 は １ ４ か ら 選
択 さ れ た 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド か ら の 、 少 な く と も １ ０ の 連 続 す る ア ミ ノ 酸 残 基 を 含
む も の で あ る ） の い ず れ か を ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
さ ら な る 一 態 様 に お い て 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 、 配
列 番 号 １ 、 ３ 、 ５ 、 ７ 、 ９ 、 １ １ 、 １ ３ に 記 載 の 配 列 、 又 は そ れ ら の 断 片 か 若 し く は 類 似
体 に 記 載 の も の で あ る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
さ ら な る 一 態 様 に お い て 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 、 配
列 番 号 １ 、 ３ 、 ５ 、 ７ 、 ９ 、 １ １ 、 又 は １ ３ に 記 載 の も の で あ る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
当 業 者 で あ れ ば 直 ち に 分 か る よ う に 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に は DNAと RNAの 両 方 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
本 発 明 に は 、 本 願 に 記 載 の ポ リ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド も 含 ま れ る
。
【 ０ ０ ８ ７ 】
さ ら な る 態 様 に お い て は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 又 は そ
れ ら の 断 片 か 、 配 列 か 、 若 し く は 誘 導 体 は 、 Ｄ Ｎ Ａ の 免 疫 化 法 に 用 い る こ と が で き る 。 つ
ま り 、 注 入 す る と 複 製 可 能 か つ 発 現 可 能 と な る ベ ク タ ー に そ れ ら を 組 み 込 ん で 、 イ ン ビ ボ
で 抗 原 性 ポ リ ペ プ チ ド を 生 成 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 真 核 細 胞
内 で 活 性 化 す る Ｃ Ｍ Ｖ プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 に あ る 、 プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー に 組 込 む こ と が
で き る 。 好 ま し く は 、 前 記 ベ ク タ ー は 、 筋 肉 注 射 で 注 入 す る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
他 の 態 様 に お い て は 、 宿 主 内 で ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 発 現 さ せ て
、 そ の 発 現 ポ リ ペ プ チ ド 生 成 物 を 回 収 す る こ と に よ る 、 組 換 え 技 術 を 用 い た 本 発 明 の ポ リ
ペ プ チ ド の 生 成 方 法 が 提 供 さ れ て い る 。 別 の 方 法 と し て は 、 ポ リ ペ プ チ ド は 、 確 立 さ れ た
合 成 化 学 技 術 に 基 づ い て 、 す な わ ち 液 相 合 成 法 又 は 固 相 合 成 法 に よ り 、 連 結 さ せ て 全 ポ リ
ペ プ チ ド を 生 成 す る （ ブ ロ ッ ク ・ ラ イ ゲ ー シ ョ ン ） こ と に よ り 、 生 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
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ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 及 び ポ リ ペ プ チ ド を 入 手 及 び 鑑 定 す る た め の 通 常 の 方 法 は 、 以 下 の 参 考
文 献 ： サ ン ブ ロ ー ク 等 の “ Molecular Cloning”  ： ニ ュ ー ヨ ー ク 、 コ ー ル ド ・ ス プ リ ン グ
・ ハ ー バ ー の “ A Laboratory Manual” 第 2版 （ 1989年 ） ； ニ ュ ー ヨ ー ク 、 ジ ョ ン ・ ウ ィ レ
イ ＆ ソ ン ズ 社 、 オ ー ス ベ ル F.M.等 出 版 の “ Current Protocol in Molecular Biology” ；
ニ ュ ー ジ ョ ー ジ ー 、 ト ト ワ 、 ヒ ュ ー マ ン プ レ ス 、 ホ ワ イ ト  Ｂ ． Ａ ． 出 版 の “ PCR Cloning
 Protocols, from Molecular Cloning to Genetic Engineering” （ 1997年 ） の 490頁 ； ニ
ュ ー ヨ ー ク 、 シ ュ プ リ ン ガ ー 、 ス コ ー プ ス  Ｒ ． Ｋ ． （ Scopes R.K.） 出 版 の “ Protein Pu
rification, Principles and Practices” 第 3版 （ 1993年 ） の 380頁 ； ニ ュ ー ヨ ー ク 、 ジ ョ
ン ・ ウ ィ レ イ ＆ ソ ン ズ 社 出 版 の “ Current Protocol in Immunology” に 記 載 さ れ た と お り
で あ る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
本 発 明 は 、 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 に 適 し た 条 件 下 に お い て 、 本 発 明 の 宿 主 を 培 養 す る 工 程 を
含 む 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の 生 成 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
組 換 え 体 の 生 成 に お い て は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ベ ク タ ー を 用 い て 宿 主 に
核 酸 注 入 し 、 そ の 後 、 プ ロ モ ー タ ー の 活 性 化 か 、 形 質 転 換 細 胞 の 選 択 か 、 又 は 遺 伝 子 の 増
殖 に 適 す る よ う に 加 減 し た 培 養 液 中 で そ れ 培 養 す る 。 適 し た ベ ク タ ー は 、 選 択 さ れ た ベ ク
タ ー 内 で 生 存 か つ 複 製 可 能 で あ り 、 か つ 染 色 体 性 、 非 染 色 体 性 、 及 び 合 成 DNA配 列 か ら な
る も の で あ り 、 例 え ば 、 細 菌 性 プ ラ ス ミ ド 、 フ ァ ー ジ DNA、 バ キ ュ ロ ウ ィ ル ス 、 イ ー ス ト
菌 プ ラ ス ミ ド 、 プ ラ ス ミ ド と フ ァ ー ジ DNAの 組 み 合 わ せ か ら 生 成 し た ベ ク タ ー な ど が あ る
。 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 は 、 発 現 制 限 部 位 に 機 能 が 作 動 す る よ う に 連 結 さ れ た 制 限 酵 素 を 用 い
て 、 プ ロ モ ー タ ー と 、 リ ボ ソ ー ム 結 合 部 位 （ 共 通 部 位 又 は シ ャ イ ン ・ ダ ル ガ ル ノ 配 列 ） と
、 任 意 に オ ペ レ ー タ ー （ 制 御 要 素 ） か ら 成 る ベ ク タ ー の 適 切 な 部 位 に 組 込 む こ と が で き る
。 所 定 の 宿 主 と ベ ク タ ー に 適 す る 発 現 制 御 部 位 の 個 々 の 構 成 部 位 は 、 確 立 さ れ た 分 子 生 物
学 の 原 理 （ サ ン ブ ロ ー ク 等 の “ 分 子 ク ロ ー ニ ン グ ” ： ニ ュ ー ヨ ー ク の コ ー ル ド ・ ス プ リ ン
グ ・ ハ ー バ ー “ 実 験 マ ニ ュ ア ル ” 第 2版 （ 1989年 ） ； ニ ュ ー ヨ ー ク 、 ジ ョ ン ・ ウ ィ レ イ ＆
ソ ン ズ 、 オ ー ス ベ ル F.M.等 出 版 の “ 分 子 生 物 学 ” ） に 従 い 、 選 択 す る こ と が で き る 。 適 し
た プ ロ モ ー タ ー は 、 LTR又 は SV40プ ロ モ ー タ ー と 、 大 腸 菌 ラ ク ト ー ス と 、 tac又 は trpプ ロ
モ ー タ ー と 、 フ ァ ー ジ ラ ム ダ P L プ ロ モ ー タ ー と を 含 む も の で あ る が 、 そ れ ら に 制 限 さ れ な
い 。 ベ ク タ ー は 、 好 ま し く は 選 択 マ ー カ ー 、 す な わ ち ア ン ピ シ リ ン 抵 抗 性 遺 伝 子 だ け で な
く 、 複 製 起 点 も 組 込 ん だ も の で あ る 。 適 し た 細 菌 性 ベ ク タ ー は 、 pET、 pQE70、 pQE60、 pQE
-9、 pD10、 phagescript、 psiX174、 pbluescript SK、 pbsks、 pNH8A、 pNH16a、 pNH18A、 pN
H46A、 ptrc99a、 pKK223-3、 pKK233-3、 pDR540、 pRIT5、 と 真 核 ベ ク タ ー pBlueBacIII、 pWL
NEO、 pSV2CAT、 pOG44、 pXT1、 pSG、 pSVK3、 pBPV、 pMSG、 及 び pSVLを 含 む も の で あ る 。 宿
主 は 細 菌 性 の も の 、 す な わ ち 、 、 ； カ ビ 、 す な わ ち

、 ； 、 酵 母 菌 、 す な わ ち ； 又 は
真 核 性 の も の 、 す な わ ち CHO、 COSと す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
培 養 液 中 に ポ リ ペ プ チ ド が 発 現 す れ ば 、 細 胞 を 通 常 遠 心 分 離 で 分 離 し 、 そ の 後 （ 発 現 し た
ポ リ ペ プ チ ド が 媒 体 中 に 分 泌 さ れ て い な け れ ば ） 物 理 的 又 は 化 学 的 手 法 を 用 い て 破 砕 し 、
そ の 結 果 生 じ た 粗 抽 出 物 を 保 持 し て 興 味 の 対 象 で あ る ポ リ ペ プ チ ド を 単 離 す る 。 培 養 液 又
は 溶 解 液 か ら の ポ リ ペ プ チ ド の 精 製 は 、 ポ リ ペ プ チ ド の 特 性 に 応 じ て 確 立 さ れ た 技 術 を 用
い 、 す な わ ち 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 又 は エ タ ノ ー ル 析 出 、 酸 抽 出 、 陰 イ オ ン 又 は 陽 イ オ ン 交 換
ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ホ ス ホ セ ル ロ ー ス ・ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 疎 水 性 相 互 作 用 ク ロ マ ト
グ ラ フ ィ ー 、 ヒ ド ロ キ シ ル ア パ タ イ ト ・ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 及 び レ ク チ ン ・ ク ロ マ ト グ
ラ フ ィ ー を 用 い て 行 な う こ と が で き る 。 最 終 精 製 は 、 HPLCを 用 い て 行 な う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
ポ リ ペ プ チ ド は 、 リ ー ダ ー 又 は 分 泌 配 列 の 有 無 に か か わ ら ず 発 現 す る こ と が で き る 。 過 去
の 方 法 に お い て は 、 リ ー ダ ー は 翻 訳 後 処 理 を 用 い て 取 り 除 く （ 米 国 第 4431739号 、 同 第 442
5437号 、 及 び 同 第 4338397号 ） か 、 又 は 発 現 し た ポ リ ペ プ チ ド の 精 製 後 に 化 学 的 に 取 り 除
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く 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
さ ら な る 観 点 に よ れ ば 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 感 染 、 詳 細 に は

感 染 の 診 断 検 査 に 使 用 す る こ と が で き る 。 い く つ か の 診 断 方 法 が
可 能 で あ る が 、 例 え ば 、 生 体 サ ン プ ル に お け る 菌 の 検 査 に お い て 、 下 記 工 程 :
ａ ） 宿 主 か ら 生 体 サ ン プ ル を 得 る 工 程 、
ｂ ） 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に 反 応 性 を 示 す 抗 体 又 は そ の 断 片 を 、 生 体 サ ン プ ル
と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し て 、 混 合 物 を 生 成 す る 工 程 、 及 び
ｃ ） の 存 在 を 示 す 混 合 物 中 で 、 特 異 的 に 結 合 し た 抗 体 又 は 結 合 し た 断 片 を 検 出
す る 工 程
に 従 っ た 方 法 が あ る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
そ の 他 に は 、 抗 原 に 特 異 的 な 抗 体 を 含 む か 、 又 は 含 む と 思 わ れ る 生 体 サ ン プ ル
内 に お け る 、 前 記 抗 体 の 検 出 方 法 は 、 下 記 工 程 ：
ａ ） 宿 主 か ら 生 体 サ ン プ ル を 得 る 工 程 、
ｂ ） 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の １ 又 は そ れ 以 上 、 あ る い は そ の 断 片 を 、 生 体 サ ン
プ ル と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し て 、 混 合 物 を 生 成 す る 工 程 、 及 び
ｃ ） に 特 異 的 な 抗 体 の 存 在 を 示 す 混 合 物 中 で 、 特 異 的 に 結 合 し た 抗 原 又 は 結 合
し た 断 片 を 検 出 す る 工 程
に 従 い 実 施 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
当 業 者 で あ れ ば 、 こ の 診 断 検 査 に は 、 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 検 定 法 （ ELISA） 、 放 射 免 疫 測 定
法 、 又 は ラ テ ッ ク ス 凝 集 反 応 法 の よ う な 免 疫 検 査 を 含 ん だ 、 原 則 と し て そ の タ ン パ ク 質 に
特 異 的 な 抗 体 が 菌 中 に 存 在 す る か 否 か を 調 べ る た め の 、 様 々 な 方 法 が あ る と 分 か る で あ ろ
う 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る DNA配 列 は 、 を 含 む と 思 わ れ る 生 体 サ ン プ
ル 中 の 、 同 菌 の 存 在 有 無 の 検 出 に 用 い る DNAプ ロ ー ブ の 構 築 に も 用 い る こ と が で き る 。 本
発 明 の 検 出 法 は 、 下 記 工 程 :
ａ ） 宿 主 か ら 生 体 サ ン プ ル を 得 る 工 程 、
ｂ ） 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る DNA配 列 を 有 す る DNAプ ロ ー ブ の １ 又 は そ れ 以 上 、
又 は そ の 断 片 を 、 生 体 サ ン プ ル と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し て 、 混 合 物 を 生 成 す る 工 程 、 及 び
ｃ ） 菌 の 存 在 を 示 す 混 合 物 中 で 、 特 異 的 に 結 合 し た DNAプ ロ ー ブ を 検 出 す る 工
程
を 含 む 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
本 発 明 の DNAプ ロ ー ブ も 、 例 え ば ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 を 用 い た 、 循 環 、 す な
わ ち サ ン プ ル 中 の 核 酸 の 検 出 に 、 感 染 の 診 断 方 法 と し て 用 い る こ と
が で き る 。 そ の プ ロ ー ブ は 、 従 来 技 術 を 用 い て 合 成 す る こ と が で き 、 固 相 に 固 定 す る か 、
又 は 検 出 可 能 な ラ ベ ル を 付 す こ と が で き る 。 本 願 の 好 ま し い DNAプ ロ ー ブ は 、 本 発 明 の

ペ プ チ ド の 少 な く と も 約 ６ の 連 続 す る ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的 な 配 列 か ら な る オ リ
ゴ マ ー で あ る 。 さ ら な る 態 様 で は 、 好 ま し い DNAプ ロ ー ブ は 、 本 発 明 の ペ プ チ
ド の 少 な く と も 約 15の 連 続 す る ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的 な 配 列 か ら な る オ リ ゴ マ ー で あ る 。
さ ら な る 態 様 で は 、 好 ま し い DNAプ ロ ー ブ は 、 本 発 明 の ペ プ チ ド の 少 な く と も
約 30の 連 続 す る ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的 な 配 列 か ら な る オ リ ゴ マ ー で あ る 。 さ ら な る 態 様 で
は 、 好 ま し い DNAプ ロ ー ブ は 、 本 発 明 の ペ プ チ ド の 少 な く と も 約 50の 連 続 す る
ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的 な 配 列 か ら な る オ リ ゴ マ ー で あ る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
宿 主 中 の を 検 出 す る 他 の 診 断 方 法 は 、 下 記 工 程 ：
ａ ） 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に 反 応 性 を 示 す 抗 体 又 は そ の 断 片 に 、 検 出 可 能 な ラ ベ ル を 付 す

10

20

30

40

50

(18) JP 2005-500024 A 2005.1.6

モ ラ ク セ ラ モ ラ ク セ ラ
モ ラ ク セ ラ カ タ ラ ー リ ス

モ ラ ク セ ラ

モ ラ ク セ ラ

モ ラ ク セ ラ

モ ラ ク セ ラ

モ ラ ク セ ラ

モ ラ ク セ ラ

モ ラ ク セ ラ

モ ラ ク セ ラ

モ ラ ク セ ラ
モ ラ ク セ ラ モ ラ ク セ ラ

モ
ラ ク セ ラ

モ ラ ク セ ラ

モ ラ ク セ ラ

モ ラ ク セ ラ

モ ラ ク セ ラ



工 程 、
ｂ ） ラ ベ ル を 付 し た 抗 体 又 は ラ ベ ル を 付 し た 断 片 を 宿 主 に 投 与 す る 工 程 、 及 び
ｃ ） モ ラ ク セ ラ の 存 在 を 示 す 宿 主 中 で 、 特 異 的 に 結 合 し た ラ ベ ル を 付 し た 抗 体 ま た は ラ ベ
ル を 付 し た 断 片 を 検 出 す る 工 程
を 含 む 。
【 ０ １ ０ ０ 】
他 に 、 抗 原 に 特 異 的 な 抗 体 を 含 む か 、 又 は 含 む と 思 わ れ る 生 体 サ ン プ ル 内 で 、
前 記 抗 体 を 検 出 す る 方 法 は 、 下 記 工 程 ：
ａ ） 宿 主 か ら 生 体 サ ン プ ル を 得 る 工 程 、
ｂ ） 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の １ 又 は そ れ 以 上 、 あ る い は そ の 断 片 を 、 生 体 サ ン
プ ル と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し て 、 混 合 物 を 生 成 す る 工 程 、 及 び
ｃ ） に 特 異 的 な 抗 体 の 存 在 を 示 す 混 合 物 中 で 、 特 異 的 に 結 合 し た 抗 原 又 は 結 合
し た 断 片 を 検 出 す る 工 程
に 従 っ て 実 施 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ １ 】
当 業 者 で あ れ ば 、 こ の 診 断 検 査 に は 、 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 検 定 法 （ ELISA） 、 放 射 免 疫 測 定
法 、 又 は ラ テ ッ ク ス 凝 集 反 応 法 の よ う な 免 疫 検 査 を 含 ん だ 、 原 則 と し て そ の タ ン パ ク 質 に
特 異 的 な 抗 体 が 菌 中 に 存 在 す る か 否 か を 調 べ る た め の 、 様 々 な 方 法 が あ る と 分 か る で あ ろ
う 。
【 ０ １ ０ ２ 】
本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る DNA配 列 は 、 を 含 む と 思 わ れ る 生 体 サ ン プ
ル 中 の 、 同 菌 の 存 在 有 無 の 検 出 に 用 い る DNAプ ロ ー ブ の 構 築 に も 用 い る こ と が で き る 。 本
発 明 の 検 出 法 は 、 下 記 工 程 :
ａ ） 宿 主 か ら 生 体 サ ン プ ル を 得 る 工 程 、
ｂ ） 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る DNA配 列 を 有 す る DNAプ ロ ー ブ の １ 又 は そ れ 以 上 、
又 は そ の 断 片 を 、 生 体 サ ン プ ル と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し て 、 混 合 物 を 生 成 す る 工 程 、 及 び
ｃ ） 菌 の 存 在 を 示 す 混 合 物 中 で 、 特 異 的 に 結 合 し た DNAプ ロ ー ブ を 検 出 す る 工
程
を 含 む 。
【 ０ １ ０ ３ 】
一 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 モ ラ ク セ ラ 感 染 の 治 療 及 び ／ 又 は 予 防 に 用 い る 抗 体 の 使 用 方
法 を 提 供 し て い る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
本 発 明 の さ ら な る 態 様 は 、 モ ラ ク セ ラ 感 染 の 診 断 と 、 特 に は そ の 治 療 に 特 有 の 抗 体 の 生 成
に 用 い る イ ム ノ ゲ ン と し て 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 使 用 す る 方 法 で あ る 。 適
当 な 抗 体 は 、 適 切 な ス ク リ ー ニ ン グ 法 を 用 い て 、 例 え ば 試 験 モ デ ル 内 に お い て
感 染 を 受 動 的 に 防 御 す る あ る 特 有 の 抗 体 の 能 力 を 測 る こ と に よ り 、 測 定 す る こ と が で き る
。 動 物 モ デ ル の 一 例 は 、 本 明 細 書 の 実 施 例 に 記 載 の マ ウ ス モ デ ル で あ る 。 前 記 抗 体 は 、 完
全 な 抗 体 で あ る か 、 又 は 抗 原 に 結 合 性 の あ る 断 片 で も よ く 、 か つ 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 任 意 の
部 類 に 属 す る も の と す る こ と が で き る 。 前 記 抗 体 又 は 断 片 は 、 動 物 の も の と す る こ と が で
き 、 詳 細 に は 、 哺 乳 動 物 の も の 、 よ り 詳 細 に は 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 又 は ヒ ト の も の と す る
こ と が で き る 。 天 然 の 抗 体 や そ の 断 片 と す る こ と も で き 、 あ る い は 必 要 に 応 じ て 、 組 換 え
抗 体 や 抗 体 の 断 片 と す る こ と も で き る 。 組 換 え 抗 体 や 抗 体 の 断 片 と い う 用 語 は 、 分 子 生 物
学 の 技 術 を 用 い て 生 成 さ れ た 抗 体 又 は 抗 体 の 断 片 を 意 味 す る 。 前 記 抗 体 又 は 抗 体 の 断 片 は
、 ポ リ ク ロ ー ナ ル か 、 又 は 好 ま し く は モ ノ ク ロ ー ナ ル の も の と す る こ と が で き る 。 そ れ は
、 ポ リ ペ プ チ ド と 結 合 し た エ ピ ト － プ の 数 に 特 有 の も の で も よ い が 、 好 ま し く
は 、 １ つ の も の に 特 有 の も の と す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
一 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 モ ラ ク セ ラ 感 染 の 予 防 及 び ／ 又 は 治 療 に 用 い る 抗 体 の 使 用 方
法 を 提 供 し て い る 。
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【 ０ １ ０ ６ 】
本 発 明 の さ ら な る 態 様 は 、 モ ラ ク セ ラ 感 染 の 診 断 と 、 特 に は そ の 治 療 に 特 有 の 抗 体 の 生 成
に 用 い る イ ム ノ ゲ ン と し て 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 使 用 す る 方 法 で あ る 。 適
当 な 抗 体 は 、 適 切 な ス ク リ ー ニ ン グ 法 を 用 い て 、 例 え ば 試 験 モ デ ル 内 に お い て
感 染 を 受 動 的 に 防 御 す る あ る 特 有 の 抗 体 の 能 力 を 測 る こ と に よ り 、 測 定 す る こ と が で き る
。 動 物 モ デ ル の 一 例 は 、 本 明 細 書 の 実 施 例 に 記 載 の マ ウ ス モ デ ル で あ る 。 前 記 抗 体 は 、 完
全 な 抗 体 で あ る か 、 又 は 抗 原 に 結 合 性 の あ る 断 片 で も よ く 、 か つ 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 任 意 の
部 類 に 属 す る も の と す る こ と が で き る 。 前 記 抗 体 又 は 断 片 は 、 動 物 の も の と す る こ と が で
き 、 詳 細 に は 、 哺 乳 動 物 の も の 、 よ り 詳 細 に は 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 又 は ヒ ト の も の と す る
こ と が で き る 。 天 然 の 抗 体 や そ の 断 片 と す る こ と も で き 、 あ る い は 必 要 に 応 じ て 、 組 換 え
抗 体 や 抗 体 の 断 片 と す る こ と も で き る 。 組 換 え 抗 体 や 抗 体 の 断 片 と い う 用 語 は 、 分 子 生 物
学 の 技 術 を 用 い て 生 成 さ れ た 抗 体 又 は 抗 体 の 断 片 を 意 味 す る 。 前 記 抗 体 又 は 抗 体 の 断 片 は
、 ポ リ ク ロ ー ナ ル か 、 又 は 好 ま し く は モ ノ ク ロ ー ナ ル の も の と す る こ と が で き る 。 そ れ は
、 ポ リ ペ プ チ ド と 結 合 し た エ ピ ト － プ の 数 に 特 有 の も の で も よ い が 、 好 ま し く
は 、 １ つ の も の に 特 有 の も の と す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
本 発 明 の さ ら な る 態 様 は 、 受 動 免 疫 に 用 い る 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 対 象 と し た 抗 体 の
使 用 方 法 で あ る 。 本 願 に 記 載 の 抗 体 を 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
本 発 明 の さ ら な る 態 様 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド か ら 生 成 さ れ た 抗 体 の 、 受 動 免 疫 に 十 分
な 量 を 宿 主 に 投 与 す る こ と に よ る 免 疫 法 で あ る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
さ ら な る 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 感 染 の 予 防 又 は 治 療 用 の 薬 剤 の 製 造 に お け
る 、 本 発 明 の 薬 剤 組 成 物 の 使 用 方 法 を 提 供 し て い る 。
【 ０ １ １ ０ 】
さ ら な る 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 、 感 染 の 検 出
又 は 診 断 用 の キ ッ ト を 提 供 し て い る 。
【 ０ １ １ １ 】
別 段 の 定 義 が な い 限 り 、 本 明 細 書 で 使 用 す る 技 術 又 は 科 学 用 語 の 全 て は 、 本 発 明 の 分 野 に
お け る 当 業 者 に 通 常 理 解 さ れ て い る も の と 同 様 の 意 味 を 有 す る 。 こ こ に 記 載 の 公 報 、 特 許
出 願 、 特 許 、 及 び そ の 他 の こ こ で 言 及 さ れ た 参 考 文 献 の 全 て は 、 参 考 文 献 と し て そ の ま ま
盛 り こ ま れ る 。 論 争 時 に は 、 定 義 も 含 め て 本 明 細 書 が 支 配 を す る 。 さ ら に 、 材 料 や 方 法 や
実 施 例 は 実 例 で あ る が 、 そ れ ら に 制 限 さ れ る こ と は な い 。
【 実 施 例 １ 】
【 ０ １ １ ２ 】

遺 伝 子 と そ れ に 対 応 す る ポ リ ペ プ チ ド の ク ロ ー ニ ン グ 及 び 分 子 特 性 を 、 以
下 実 施 例 で 説 明 す る 。
【 ０ １ １ ３ 】

（ 配 列 番 号 ： １ ） 遺 伝 子 の コ ー ド 領 域 を 、 Ｐ Ｃ Ｒ （ カ リ
フ ォ ル ニ ア 州 サ ン ノ ゼ 、 パ ー キ ン エ ル マ ー 社 の Ｄ Ｎ Ａ 熱 サ イ ク ル 遺 伝 子 増 幅 Ｐ Ｃ Ｒ シ ス テ
ム を 使 用 ） に よ り 、 株 の Ｅ Ｔ Ｓ Ｕ Ｃ － ２ の ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ か ら 増 幅 し 、 そ
の PCRに あ た っ て 、 制 限 部 位 Ｎ ｄ ｅ I（ Ｃ Ａ Ｔ Ａ Ｔ Ｇ ） 及 び Ｘ ｈ ｏ Ｉ （ Ｃ Ｔ Ｃ Ｇ Ａ Ｇ ） の 付
加 に よ っ て 伸 張 し た 塩 基 を 含 む 下 記 オ リ ゴ :Ｄ Ｍ Ａ Ｒ ５ ４ ４ （ ５ ’ -Ｃ Ａ Ｔ Ｃ Ａ Ｇ Ｔ Ｇ Ｃ Ａ
Ｔ Ａ Ｔ Ｇ Ａ Ａ Ｔ Ａ Ｃ Ｇ Ａ Ｃ Ａ Ｃ Ａ Ｃ Ｃ Ａ Ｔ Ｃ Ａ Ｃ Ａ Ｃ Ｇ － ３ ’ ） ;Ｄ Ｍ Ａ Ｒ ５ ４ ５ （ ５ ’ -
Ｇ Ａ Ｇ Ｔ Ｔ Ａ Ｔ Ｔ Ｃ Ｔ Ｃ Ｇ Ａ Ｇ Ｔ Ｔ Ｔ Ｇ Ｔ Ｃ Ｃ Ａ Ａ Ａ Ｔ Ｔ Ｔ Ｇ Ｇ Ｃ Ｔ Ｔ Ａ Ｇ Ｔ Ｔ Ｔ Ｔ Ａ Ｃ
－ ３ ’ ） を 用 い た 。 Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 を 、 QIAgen社 の QIAquickゲ ル 抽 出 キ ッ ト を 用 い て 、 そ の 製
品 使 用 説 明 書 （ カ リ フ ォ ル ニ ア 、 チ ャ ッ ツ ワ ー ス ） に 従 っ て 、 ア ガ ロ ー ス ゲ ル か ら 精 製 し
、 NdeI及 び XhoI（ カ ナ ダ 、 ベ ー ・ ド ゥ ル フ ェ 、 ア マ シ ャ ム  フ ァ ル マ シ ア  バ イ オ テ ク 社 ）
に よ り 消 化 し た 。 pET21b(+)ベ ク タ ー （ ウ ィ ス コ ン シ ン 州 、 マ デ ィ ソ ン 、 ノ ヴ ァ ゲ ン ） を N
deI及 び XhoIに よ り 消 化 し 、 QIAgen社 （ カ リ フ ォ ル ニ ア 、 チ ャ ッ ツ ワ ー ス ） の QIAquickゲ
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ル 抽 出 キ ッ ト を 用 い て 、 ア ガ ロ ー ス ゲ ル か ら 精 製 し た 。 NdeI－ XhoI PCR産 物 を 、 NdeI－ Xh
oI pET21b(+)発 現 ベ ク タ ー に 連 結 さ せ た 。 そ の 連 結 し た 産 物 に よ り 、 シ マ ニ ス （ Simianis
） （ Hanahaに よ る “ D.DNAク ロ ー ニ ン グ ” （ 1985年 ） 、 D.M.グ ロ ー バ ー 出 版 、 第 109－ 135
頁 ） の 方 法 に 従 い 、 DH5α ［ φ 80dlacZΔ M15 Δ (lacZYA-argF)U169 endA1 racA1 hs
dR17 (r K -m K +)deoR thi-1 supE44 λ

- gyrA96 relA1］ （ メ リ ー ラ ン ド 州 、 ゲ ー サ ー ズ バ ー
グ 、 ギ ブ コ BRL） を 形 質 転 換 さ せ た 。 遺 伝 子 を 含 む 組 換 え pET21b(+)プ ラ ス ミ ド （ r
pET21b(+)） か ら QIAgenキ ッ ト （ カ リ フ ォ ル ニ ア 、 チ ャ ッ ツ ワ ー ス ） を 用 い て 精 製 し 、 DNA
挿 入 物 の 配 列 決 定 を 行 な っ た （ カ リ フ ォ ル ニ ア 、 フ ォ ス タ ー  シ テ ィ 、 エ ー ・ ビ ー ・ ア イ
、 タ ッ ク ・ ダ イ ・ デ オ キ シ タ ー ミ ネ － タ ー 配 列 キ ッ ト ） 。
【 ０ １ １ ４ 】
【 表 １ 】
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遺 伝 子 の Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 法 に 用 い た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー
【 ０ １ １ ５ 】

の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る オ ー プ ン ・ リ ー デ ィ ン グ ・ フ レ ー ム （ ORF） は 1467‐
bpを 含 み 、 予 測 pI6.08と 予 測 分 子 量 53754.35Daを 有 す る ア ミ ノ 酸 残 基 488個 の ポ リ ペ プ チ
ド を コ ー ド す る こ と が 分 か っ た 。 ス プ キ ャ ン ・ ソ フ ト ウ ェ ア （ ウ ィ ス コ ン シ ン 配 列 分 析 パ
ッ ケ ー ジ ； ジ ェ ネ テ ィ ッ ク ス ・ コ ン ピ ュ ー タ ー ・ グ ル ー プ ） を 用 い た 予 測 ア ミ ノ 酸 残 基 配
列 （ 配 列 番 号 :２ ） の 分 析 で は 、 30個 の ア ミ ノ 酸 残 基 の シ グ ナ ル ペ プ チ ド （ MDTDMKHLTKHRL
SAAIIGVLLFISPSVQA） の 存 在 が 示 さ れ た が 、 そ れ は 、 ア ラ ニ ン と ア ス パ ラ ギ ン 残 基 と の 間
に あ る 開 裂 部 位 を 末 端 と し て い た 。
【 ０ １ １ ６ 】
Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 法 に よ り （ 配 列 番 号 ： １ ） 遺 伝 子 の 存 在 を 確 認 す る た め に 、 次 の ４ 種
の 別 個 の 株 ： イ ー ス ト ・ テ ネ シ ー 州 立 大 学 提 供 の ETSU C
-2と 、 ETSU T-25と 、 ETSU658の 臨 床 単 離 株 ； ラ バ ル 大 学 病 院 本 部 感 染 病 研 究 セ ン タ ー 提 供
の 株 M-12を 用 い た 。 こ れ ら 実 験 に は 、 負 の コ ン ト ロ ー ル と し て 、 X
L１ － Blue MRF’ を 用 い た 。 PCR（ カ リ フ ォ ル ニ ア 州 サ ン ノ ゼ 、 パ ー キ ン エ ル マ ー 社 の Ｄ Ｎ
Ａ 熱 サ イ ク ル 遺 伝 子 増 幅 Ｐ Ｃ Ｒ シ ス テ ム ） に よ り 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ・ プ ラ イ マ ー Ｄ Ｍ
Ａ Ｒ ５ ４ ４ 及 び Ｄ Ｍ Ａ Ｒ ５ ４ ５ （ 表 １ ） を 用 い て 、 （ 配 列 番 号 ： １ ） 遺 伝 子 を 、
前 記 ４ 種 の 株 の ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ と 、 コ ン ト ロ ー ル の 株 か ら 増 幅 さ せ
た 。 Ｐ Ｃ Ｒ は 、 ９ ４ ℃ で ３ ０ 秒 間 と 、 ５ １ ℃ で ３ ０ 秒 間 と 、 7２ ℃ で 1分 20秒 の サ イ ク ル を
30回 と 、 最 終 伸 長 期 間 ７ 分 を 7２ ℃ で 行 な っ た 。 Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 は 、 １ ％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル 中 で
サ イ ズ 分 別 し 、 エ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ド 染 色 で 視 覚 化 し た 。 こ れ ら Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 の 結 果 は 、 表
２ に 示 す と お り で あ る 。 増 幅 産 物 の 分 析 か ら 、 テ ス ト し た ４ 種 の 株 の 全
て の ゲ ノ ム 中 に 、 （ 配 列 番 号 ： １ ） 遺 伝 子 が 存 在 す る こ と が 明 ら か に な っ
た 。 コ ン ト ロ ー ル で あ る Ｄ Ｎ Ａ に 、 前 記 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ・ プ ラ イ マ ー を 用 い た
同 様 の Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 法 を 行 な っ て も 、 そ の よ う な 産 物 は 検 出 さ れ な か っ た 。
【 ０ １ １ ７ 】
さ ら に 他 の 菌 か ら の 遺 伝 子 を 配 列 決 定 す る こ と に よ り 、 株 中 に お
い て こ の 遺 伝 子 が 高 度 に 分 子 保 護 さ れ て い る こ と が 明 ら か に な っ た 。 菌 ETSU659（ 配 列 番
号 ： ３ ） と 、 ETSU T-25（ 配 列 番 号 ： ５ ） と 、 M-12（ 配 列 番 号 ： ７ ） の 菌 か ら の
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の コ ー ド 部 位 を そ れ ぞ れ 、 上 記 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ・ プ ラ イ マ ー DMA
R544及 び DMAR545を 用 い て 、 PCRに よ り 増 幅 さ せ た 。 PCR産 物 は 、 QIAgen社 の QIAquickゲ ル
抽 出 キ ッ ト を 用 い て 、 製 品 使 用 説 明 書 （ カ リ フ ォ ル ニ ア 、 チ ャ ッ ツ ワ ー ス ） に 従 い 、 ア ガ
ロ ー ス ゲ ル か ら 精 製 し 、 DNA挿 入 物 の 配 列 決 定 を 行 な っ た （ カ リ フ ォ ル ニ ア 、 フ ォ ス タ ー  
シ テ ィ 、 エ ー ・ ビ ー ・ ア イ 、 タ ッ ク ・ ダ イ ・ デ オ キ シ タ ー ミ ネ － タ ー 配 列 キ ッ ト ） 。 実 験
１ と 同 様 の 方 法 で 、 全 配 列 を 得 る こ と が で き た 。 ETSUC-2（ 配 列 番 号 ： 2） と 、 ETSU658（
配 列 番 号 ： 4） と 、 ETSUT-25（ 配 列 番 号 ： 6） と 、 ETSUT-25（ 配 列 番 号 ： 6） と 、 M‐ 12（ 配
列 番 号 ： 8） の 菌 の 予 想 ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 そ れ ぞ れ 、 下 記 表 ２ 、 ４ 、 ６ 及 び ８ に 示 す 通 り
で あ る 。 図 １ ５ 及 び １ ６ は 、 に つ い て 確 立 さ れ た 共 通 ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 と 予 想 ア ミ ノ 酸 配 列 を そ れ ぞ れ 表 し た も の で あ る 。 の 予 想 ポ リ ペ プ チ ド 配
列 を 二 つ 一 組 で 比 較 し た と こ ろ 、 同 一 性 が 100％ で あ る こ と が 分 か っ た 。 こ の 後 者 の 結 果
は 、 の 分 離 株 中 で ポ リ ペ プ チ ド が 高 度 に 分 子 保 存 さ れ て い る こ と
を 明 確 に 示 す も の で あ る 。
【 ０ １ １ ８ 】
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
PCR増 幅 法 に よ る の 同 定
【 実 施 例 ２ 】
【 ０ １ １ ９ 】

遺 伝 子 と そ れ に 対 応 す る ポ リ ペ プ チ ド の ク ロ ー ニ ン グ 及 び 分 子 特 性 を 、 以
下 実 施 例 で 説 明 す る 。
【 ０ １ ２ ０ 】

の （ 配 列 番 号 ： ９ ） 遺 伝 子 の コ ー ド 領 域 を 、 Ｐ Ｃ Ｒ （ カ
リ フ ォ ル ニ ア 州 サ ン ノ ゼ 、 パ ー キ ン エ ル マ ー 社 の Ｄ Ｎ Ａ 熱 サ イ ク ル 遺 伝 子 増 幅 Ｐ Ｃ Ｒ シ ス
テ ム を 使 用 ） に よ り 、 株 の Ｅ Ｔ Ｓ Ｕ Ｃ － ２ の ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ か ら 増 幅 し 、
そ の PCRに あ た っ て 、 制 限 部 位 Ｎ ｄ ｅ I（ Ｃ Ａ Ｔ Ａ Ｔ Ｇ ） 及 び Ｘ ｈ ｏ Ｉ （ Ｃ Ｔ Ｃ Ｇ Ａ Ｇ ） の
付 加 に よ っ て 伸 張 し た 塩 基 を 含 む 下 記 オ リ ゴ : 表 １ に 記 載 の Ｄ Ｍ Ａ Ｒ ５ ９ ２ 及 び Ｄ Ｍ Ａ Ｒ
５ ９ ３ を 用 い た 。 BVH-MC3の 発 現 ベ ク タ ー へ の ク ロ ー ニ ン グ と そ の 解 読 に は 、 実 験 １ に 記
載 の も の と 同 様 の 方 法 を 用 い た 。
【 ０ １ ２ １ 】

の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る オ ー プ ン ・ リ ー デ ィ ン グ ・ フ レ ー ム （ ORF） は 1656‐
bp を 含 み 、 予 想 pI4.68と 予 想 分 子 量 58910.13Daを 有 す る ア ノ 酸 残 基 551個 の ポ リ ペ プ チ ド
を コ ー ド す る こ と が 分 か っ た 。 ス プ キ ャ ン ・ ソ フ ト ウ ェ ア （ ウ ィ ス コ ン シ ン 配 列 分 析 パ ッ
ケ ー ジ ； ジ ェ ネ テ ィ ッ ク ス ・ コ ン ピ ュ ー タ ー ・ グ ル ー プ ） を 用 い た 予 想 ア ミ ノ 酸 残 基 配 列
（ 配 列 番 号 ： 10） の 分 析 で は 、 46個 の ア ミ ノ 酸 残 基 の シ グ ナ ル ペ プ チ ド （ MSLINKLNER ITP
HVLTSIKNQDGDNADKSNLLTAFYTIFAGRLSN） の 存 在 が 示 さ れ た が 、 そ れ は 、 ア ス パ ラ ギ ン と グ
ル タ ミ ン 酸 残 基 と の 間 に あ る 開 裂 部 位 を 末 端 と し て い た 。
【 ０ １ ２ ２ 】
試 験 し た 4種 の 株 （ 表 ２ ） に つ い て 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ・ プ ラ イ マ ー DMA
R592及 び DMAR593を 用 い て PCR増 幅 を 行 な っ た と こ ろ 、 遺 伝 子 の 存 在 が 示 さ れ た 。
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遺 伝 子 の PCR増 幅 に は 、 実 験 １ に 記 載 の 方 法 と 同 様 の 方 法 を 用 い た 。 こ れ ら オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド ・ プ リ マ ー を 用 い た 同 様 の PCR増 幅 を 、 コ ン ト ロ ー ル DNAに つ い て 行 な
っ た が 、 上 記 の よ う な 産 物 は 検 出 さ れ な か っ た 。
【 実 施 例 ３ 】
【 ０ １ ２ ３ 】

遺 伝 子 と そ れ に 対 応 す る ポ リ ペ プ チ ド の ク ロ ー ニ ン グ 及 び 分 子 特 性 を 、 以
下 実 施 例 で 説 明 す る 。
【 ０ １ ２ ４ 】

の （ 配 列 番 号 ： １ １ ） 遺 伝 子 の コ ー ド 領 域 を 、 Ｐ Ｃ Ｒ 法
（ カ リ フ ォ ル ニ ア 州 サ ン ノ ゼ 、 パ ー キ ン エ ル マ ー 社 、 Ｄ Ｎ Ａ 熱 サ イ ク ル 遺 伝 子 増 幅 Ｐ Ｃ Ｒ
シ ス テ ム ） に よ り 、 株 の Ｅ Ｔ Ｓ Ｕ Ｃ － ２ の ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ か ら 増 幅 し 、 そ
の PCRに あ た っ て 、 制 限 部 位 Ｎ ｄ ｅ I（ Ｃ Ａ Ｔ Ａ Ｔ Ｇ ） 及 び Ｘ ｈ ｏ Ｉ （ Ｃ Ｔ Ｃ Ｇ Ａ Ｇ ） の 付
加 に よ っ て 伸 張 し た 塩 基 を 含 む 下 記 オ リ ゴ :表 １ に 記 載 の RIOS71及 び RIOS72を 用 い た 。

の 発 現 ベ ク タ ー へ の ク ロ ー ニ ン グ と そ の 解 読 に は 、 実 験 １ に 記 載 の 方 法 と 同 様 の 方
法 を 用 い た 。
【 ０ １ ２ ５ 】

を コ ー ド す る オ ー プ ン ・ リ ー デ ィ ン グ ・ フ レ ー ム （ ORF） は 1251‐ bpを 含 み 、 予 想
pI4.84と 予 想 分 子 量 46125.11Daを 有 す る ア ミ ノ 酸 残 基 416個 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る
こ と が 分 か っ た 。 ス プ キ ャ ン ・ ソ フ ト ウ ェ ア （ ウ ィ ス コ ン シ ン 配 列 分 析 パ ッ ケ ー ジ ； ジ ェ
ネ テ ィ ッ ク ス ・ コ ン ピ ュ ー タ ー ・ グ ル ー プ ） を 用 い た 予 想 ア ミ ノ 酸 残 基 配 列 （ 配 列 番 号 ：
12） の 分 析 で は 、 42個 の ア ミ ノ 酸 残 基 の シ グ ナ ル ペ プ チ ド （ MDTKHIQQNWLLPDGVADVLFTDAQK
QESLRDALLFVLTAHG） の 存 在 が 示 さ れ た が 、 そ れ は 、 グ リ シ ン と チ ロ シ ン 残 基 と の 間 に あ る
開 裂 部 位 を 末 端 と し て い た 。
【 ０ １ ２ ６ 】
試 験 し た 4種 の 株 （ 表 ２ ） に つ い て 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ・ プ ラ イ マ ー RIO
S71及 び RIOS72を 用 い て PCR増 幅 を 行 な っ た と こ ろ 、 遺 伝 子 の 存 在 が 示 さ れ た 。

遺 伝 子 の PCR増 幅 に は 、 実 験 １ に 記 載 の 方 法 と 同 様 の 方 法 を 用 い た 。 こ れ ら オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド ・ プ リ マ ー を 用 い た 同 様 の PCR増 幅 を 、 コ ン ト ロ ー ル DNAに つ い て 行 な っ
た が 、 上 記 の よ う な 産 物 は 検 出 さ れ な か っ た 。
【 実 施 例 ４ 】
【 ０ １ ２ ７ 】

遺 伝 子 と そ れ に 対 応 す る ポ リ ペ プ チ ド の ク ロ ー ニ ン グ と 分 子 特 性 を 、 以 下
実 施 例 で 説 明 す る 。
【 ０ １ ２ ８ 】

の （ 配 列 番 号 ： １ ３ ） 遺 伝 子 の コ ー ド 領 域 を 、 Ｐ Ｃ Ｒ 法
（ カ リ フ ォ ル ニ ア 州 サ ン ノ ゼ 、 パ ー キ ン エ ル マ ー 社 、 Ｄ Ｎ Ａ 熱 サ イ ク ル 遺 伝 子 増 幅 Ｐ Ｃ Ｒ
シ ス テ ム ） に よ り 、 株 の Ｅ Ｔ Ｓ Ｕ Ｃ － ２ の ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ か ら 増 幅 し 、 そ
の PCRに あ た っ て 、 制 限 部 位 Ｎ ｄ ｅ I（ Ｃ Ａ Ｔ Ａ Ｔ Ｇ ） 及 び Ｘ ｈ ｏ Ｉ （ Ｃ Ｔ Ｃ Ｇ Ａ Ｇ ） の 付
加 に よ っ て 伸 張 し た 塩 基 を 含 む 下 記 オ リ ゴ :表 １ に 記 載 の RIOS59及 び RIOS60を 用 い た 。

の 発 現 ベ ク タ ー へ の ク ロ ー ニ ン グ と そ の 解 読 に は 、 実 験 １ に 記 載 の 方 法 と 同 様 の 方
法 を 用 い た 。
【 ０ １ ２ ９ 】

を コ ー ド す る オ ー プ ン ・ リ ー デ ィ ン グ ・ フ レ ー ム （ ORF） は 639‐ bpを 含 み 、 予 想
PI7.45と 予 想 分 子 量 24020.08Daを 有 す る ア ミ ノ 酸 残 基 212個 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る
こ と が 分 か っ た 。 ス プ キ ャ ン ・ ソ フ ト ウ ェ ア （ ウ ィ ス コ ン シ ン 配 列 分 析 パ ッ ケ ー ジ ； ジ ェ
ネ テ ィ ッ ク ス ・ コ ン ピ ュ ー タ ー ・ グ ル ー プ ） を 用 い た 予 想 ア ミ ノ 酸 残 基 配 列 （ 配 列 番 号 ：
14） の 分 析 で は 、 60個 の ア ミ ノ 酸 残 基 の シ グ ナ ル ペ プ チ ド （ MNNFVYQLQSFWYELNQVNRHTIAQS
PKYIQLTVLGLIVMIIGIFGWLLAILPTIQKLNA） の 存 在 が 示 さ れ た が 、 そ れ は 、 ア ラ ニ ン 残 基 2つ
と の 間 に あ る 開 裂 部 位 を 末 端 と し て い た 。
【 ０ １ ３ ０ 】

10

20

30

40

50

(25) JP 2005-500024 A 2005.1.6

VH-MC3
大 腸 菌

Ｂ Ｖ Ｈ － Ｍ Ｃ ４

M. カ タ ラ ー リ ス Ｂ Ｖ Ｈ － Ｍ Ｃ ４

M. カ タ ラ ー リ ス

BVH
-MC４

BVH-MC4

M.カ タ ラ ー リ ス
BVH-MC4 BVH

-MC4
大 腸 菌

Ｂ Ｖ Ｈ － Ｍ Ｃ ５

M. カ タ ラ ー リ ス Ｂ Ｖ Ｈ － Ｍ Ｃ ５

M. カ タ ラ ー リ ス

BVH
-MC５

BVH-MC５



4種 の 株 （ 表 ２ ） に つ い て 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ・ プ ラ イ マ ー RIOS59及 び R
IOS60を 用 い て PCR増 幅 を 行 な っ た と こ ろ 、 遺 伝 子 の 存 在 が 示 さ れ た 。 遺 伝
子 の PCR増 幅 に は 、 実 験 １ に 記 載 の 方 法 と 同 様 の 方 法 を 用 い た 。 こ れ ら オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド ・ プ ラ イ マ ー を 用 い た 同 様 の PCR増 幅 を 、 コ ン ト ロ ー ル DNAに つ い て 行 な っ た が 、
上 記 の よ う な 産 物 は 検 出 さ れ な か っ た 。
【 実 施 例 ５ 】
【 ０ １ ３ １ 】
CMVプ ラ ス ミ ド pCMV-GHに お け る 遺 伝 子 の ク ロ ー ニ ン グ を 、 以 下 実 施 例 で 説
明 す る 。
【 ０ １ ３ ２ 】

ポ リ ペ プ チ ド の DNAコ ー ド 領 域 を 、 プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー pCMV－ GHの サ イ ト
メ ガ ロ ウ イ ル ス （ CMV） 転 写 調 節 下 に あ る ヒ ト 成 長 ホ ル モ ン （ hGH） 遺 伝 子 の 下 流 相 に 挿 入
し た （ タ ン グ 等 の “ Nature” （ 1992年 ） 356： 152） 。 CMVプ ロ モ ー タ ー は 、 細 胞 内
で は 機 能 し な い プ ラ ス ミ ド で あ る け れ ど も 、 真 核 細 胞 へ の プ ラ ス ミ ド 投 与 に よ り 活 性 化 す
る 。 前 記 ベ ク タ ー は 、 ア ン ピ シ リ ン 耐 性 遺 伝 子 も 組 込 ん だ も の と し た 。
【 ０ １ ３ ３ 】
BVH-MC2(配 列 番 号 :1)、 BVH-MC３ (配 列 番 号 :９ )、 BVH-MC４ (配 列 番 号 :１ １ )及 び BVH-MC５ (
配 列 番 号 :13)遺 伝 子 の 、 リ ー ダ ー ペ プ チ ド 部 位 を 有 さ な い コ ー ド 領 域 を 、 Ｐ Ｃ Ｒ 法 （ カ リ
フ ォ ル ニ ア 州 サ ン ノ ゼ 、 パ ー キ ン エ ル マ ー 社 、 Ｄ Ｎ Ａ 熱 サ イ ク ル 遺 伝 子 増 幅 Ｐ Ｃ Ｒ シ ス テ
ム ） に よ り 株 の Ｅ Ｔ Ｓ Ｕ Ｃ － ２ の ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ か ら 増 幅 し 、 そ の PCRに あ
た っ て 、 表 １ に 記 載 の 制 限 部 位 BamHI（ GGATCC） 及 び BglII（ AGATCT） 、 SalI（ GTCGAC） 、
又 は HindIII（ AAGCTT） の 付 加 に よ っ て 伸 張 し た 塩 基 を 含 む オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ・ プ ラ イ
マ ー を 用 い た 。 PCR産 物 は 、 QIAgen社 の QIAquickゲ ル 抽 出 キ ッ ト （ カ リ フ ォ ル ニ ア 、 チ ャ
ッ ツ ワ ー ス ） を 用 い て ア ガ ロ ー ス ゲ ル か ら 精 製 し 、 制 限 酵 素 （ カ ナ ダ 、 ベ ー ・ ド ゥ ル フ ェ
、 ア マ シ ャ ム  フ ァ ル マ シ ア  バ イ オ テ ク 社 ） に よ り 消 化 し た 。 pCMVベ ク タ ー （ テ キ サ ス 州
、 ダ ラ ス 、 テ キ サ ス 大 学 、 生 化 学 部 、 ス テ フ ァ ン ・ A・ ジ ョ ン ス ト ン 博 士 研 究 室 ） を BamHI
、 BglII、 SalI、 又 は HindIIIに よ り 消 化 し 、 QIAgen社 の QIAquickゲ ル 抽 出 キ ッ ト （ カ リ フ
ォ ル ニ ア 、 チ ャ ッ ツ ワ ー ス ） を 用 い て ア ガ ロ ー ス ゲ ル か ら 精 製 し た 。 消 化 し た DNA断 片 を
、 CMVポ リ モ ー タ ー の 制 御 下 で 、 hGH- 、 hGH- 、 hGH- 、 及 び hGH-

の 融 合 ポ リ ペ プ チ ド を 生 成 で き る よ う に 、 消 化 し た pCMV-GHベ ク タ ー に 連 結 さ せ た
。 そ の 連 結 産 物 を 、 シ マ ニ ス の 方 法 （ ハ ナ ハ ン 、 D． DNAク ロ ー ニ ン グ 、 1985年 、 D.M.グ ロ
ー バ ー 出 版 、 pp.109-135） に 従 っ て 、 株 ［ φ 80dlacZΔ M15Δ (lacZYA-argF)U169 en
dA1racA1 hsdR17 (R K -m K +)deoR thi-1 supE44 λ

- gyrA96 relA1］ （ メ リ ー ラ ン ド 州 、 ゲ
ー サ ー ズ バ ー グ 、 ギ ブ コ BRL） を 形 質 転 換 さ せ た 。 組 換 え pCMVプ ラ ス ミ ド を QIAgenキ ッ ト
（ カ リ フ ォ ル ニ ア 、 チ ャ ッ ツ ワ ー ス ） を 用 い て 精 製 し 、 DNA配 列 決 定 に よ り 、 挿 入 物 の DNA
の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 確 認 し た 。
【 実 施 例 ６ 】
【 ０ １ ３ ４ 】

ポ リ ペ プ チ ド 抗 原 に 対 し て 免 疫 反 応 を 誘 発 す る DNAの 使 用 法 を 、 以 下 実 施
例 で 説 明 す る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
雌 の BALB／ cマ ウ ス 8匹 （ カ ナ ダ 国 ケ ベ ッ ク 州 、 セ ン ト コ ン ス タ ン ト 、 チ ャ ー ル ズ リ バ ー ）
の グ ル ー プ に 、 顆 粒 球 マ ク ロ フ ァ ー ジ コ ロ ニ ー 刺 激 因 子 （ GM-CSF） 発 現 プ ラ ス ミ ド pCMV－
GH－ GM-CSF（ テ キ サ ス 州 、 ダ ラ ス 、 テ キ サ ス 大 学 、 生 化 学 部 、 ス テ フ ァ ン ・ A・ ジ ョ ン ス
ト ン 博 士 研 究 室 ） 50μ gの 存 在 下 に 、 （ 配 列 番 号 ： １ ） 、
（ 配 列 番 号 ： ９ ） 、 （ 配 列 番 号 ： １ １ ） 、 及 び （ 配 列 番 号
： １ ３ ） 遺 伝 子 を コ ー ド す る 組 換 え pCMV-GH50μ gを 、 2～ 3週 間 の 間 隔 を あ け て 100μ l3回
筋 肉 注 射 す る こ と に よ り 、 免 疫 性 を 与 え た 。 コ ン ト ロ ー ル と し て は 、 マ ウ ス の グ ル ー プ に
、 pCMV-GH－ GM-CSF50μ gの 存 在 下 に 、 pCMV-GH50μ gを 注 射 し た 。 各 免 疫 注 射 の 実 施 前 と 三
度 目 の 注 射 の 7日 後 に 、 眼 窩 洞 か ら 血 液 サ ン プ ル を 採 取 し て 、 対 応 す る His標 識 ラ ベ ル を 付
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し た 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド を 皮 膜 抗 原 と し て 用 い て 、 ELISA法 に よ り 、 血 清
の 抗 体 反 応 を 調 べ た 。 こ れ ら His標 識 ラ ベ ル を 付 し た 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド
の 生 成 及 び 精 製 法 に つ い て は 、 実 験 ７ に 示 す 。
【 実 施 例 ７ 】
【 ０ １ ３ ６ 】

組 換 え ポ リ ペ プ チ ド の 生 成 及 び 精 製 法 を 、 以 下 実 施 例 で 説 明 す る 。
【 ０ １ ３ ７ 】

（ 配 列 番 号 ： １ ） 、 （ 配 列 番 号 ： ９ ） 、 （
配 列 番 号 ： １ １ ） 、 及 び （ 配 列 番 号 ： １ ３ ） 遺 伝 子 を 組 込 ん だ 組 換 え pET2
1b（ +） を 用 い て 、 電 気 穿 孔 法 （ カ ナ ダ 国 ミ シ サ ー ガ 、 バ イ オ ラ ッ ド 研 究 室 、 ジ ェ ー ン パ
ル サ ー IIア パ レ イ タ ス ） に よ り 、 株 AD494（ DE3） ［ Δ ara-leu7697Δ lacX74Δ phoA 
PvuII phoRΔ malF3 F’ [lac + (lacI q )pro] trxB::Kan(DE3)］ （ ウ ィ ス コ ン シ ン 州 マ デ ィ ソ
ン 、 ノ ヴ ァ ゲ ン ） を 形 質 転 換 さ せ た 。 の こ の 菌 株 に お い て 、 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド の
発 現 を 制 御 す る T7プ ロ モ ー タ ー は 、 イ ソ プ ロ ピ ル -β -d-チ オ -ガ ラ ク ト ピ ラ ノ シ ド （ IPTG
） に よ っ て 誘 導 が 可 能 で あ る ラ ク ト ー ス ・ プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 に あ る 遺 伝 子 で あ る T7RN
Aポ リ メ ラ ー ゼ （ λ DE３ プ ロ フ ァ ー ジ 上 に 存 在 ） に よ っ て 特 異 的 に 認 識 さ れ る 。 形 質 転 換
細 胞 AD494（ DE3） ／ rpET21b（ +） を 、 1mlに つ き 100μ gの カ ル ベ ニ シ リ ン （ カ ナ ダ 国 オ ー
ク ビ ル 、 シ グ マ -オ ー ル ド リ ッ チ ・ カ ナ ダ 社 ） を 含 む LB培 養 液 （ ペ プ ト ン 10g／ L、 イ ー ス
ト 菌 抽 出 物 5g／ L、 NaCl10g／ L） 中 で 250rpmで 攪 拌 し な が ら 、 A 6 0 0 値 が 0.5に な る ま で 、 37
℃ で 培 養 し た 。 His標 識 を 付 し た 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド の 生 成 を 促 進 す る た
め に 、 最 終 濃 度 1mMの IPTGと 共 に 、 細 胞 を さ ら に 3時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 500ml培 養 液
か ら 誘 導 さ れ た 細 胞 を 遠 心 分 離 で ペ レ ッ ト 化 し て 、 -70℃ で 凍 結 さ せ た 。
【 ０ １ ３ ８ 】
His結 合 金 属 キ レ ー ト 樹 脂 に 固 定 さ れ た 2価 の カ チ オ ン （ Ni 2 + ） へ の His標 識 配 列 （ 連 続 す
る 6個 の ヒ ス チ ジ ン 残 基 ） の 結 合 特 性 に 基 づ い た ア フ ィ ニ テ ィ ー ・ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を
用 い て 、 IPTGに 誘 導 さ れ た AD494（ DE3） ／ rpET21b（ +） の 可 溶 性 細 胞 質 画 分 か ら 、 組 換 え
ポ リ ペ プ チ ド の 精 製 を 行 な っ た 。 大 略 す る と 、 IPTGに よ り 誘 導 さ れ た 500mLの 培 養 液 か ら
得 ら れ た ペ レ ッ ト 化 し た 細 胞 を 、 PMSF1mL を 含 む 溶 解 緩 衝 液 （ 20mLト リ ス 、 500mMNaCl、 1
0mMイ ミ ダ ゾ -ル 、 pH7.9） 中 に 再 び 懸 濁 さ せ 、 超 音 波 処 理 し て 12000Xgで 20分 間 遠 心 分 離 処
理 し て 、 沈 殿 物 を 取 り 除 い た 。 そ の 上 清 を Ni-NTAア ガ ロ ー ス カ ラ ム （ カ ナ ダ 国 オ ン タ リ オ
、 ミ シ サ ー ガ 、 チ ャ ゲ ン ） に か け た 。 His標 識 ラ ベ ル を 付 し た 組 換 え ポ リ
ペ プ チ ド を 、 イ ミ ダ ゾ -ル 250mMと 、 NaCl500mLと 、 pH7.9の ト リ ス 20mLで 溶 出 し た 。 4℃ で P
BSに 対 し て 透 析 し て 、 サ ン プ ル か ら 塩 と イ ミ ダ ゾ -ル を 取 り 除 い た 。 の 可 溶 部 分 か
ら 得 ら れ た 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド 量 は 、 MicroBCA（ イ リ ノ イ 州 、 ロ ッ ク フ ォ ー ド 、 ピ ー ス ）
で 測 定 し た 。
【 実 施 例 ８ 】
【 ０ １ ３ ９ 】
His標 識 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド を 、 ヒ ト 口 蓋 扁 桃 と 、 抗 原
調 整 物 に よ る 免 疫 化 後 の マ ウ ス か ら 採 取 し た 血 清 と 反 応 さ せ た 場 合 の そ の 反 応 性 を 、 以 下
実 施 例 で 説 明 す る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
表 ３ に 示 す よ う に 、 ヒ ト 口 蓋 扁 桃 内 に 存 在 す る 抗 体 を 用 い た 免 疫 ブ ロ ッ ト 法 に お い て 、

、 、 及 び の His標 識 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド の 存 在 が 認 め ら れ た 。 こ
の こ と は 、 ヒ ト は 普 通 に と 接 触 し 、 そ の ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 な 抗 体 を
作 成 す る こ と を 示 し て い る 。 こ れ ら の 特 別 な ヒ ト の 抗 体 は 、 感 染 の 予 防
に 関 与 す る か も し れ な い 。 さ ら に 、 免 疫 ブ ロ ッ ト 法 か ら 、 抗 原 調 整 物 に
よ っ て 免 疫 化 さ れ た マ ウ ス か ら 採 取 さ れ 、 マ ウ ス モ デ ル に お い て 著 し く 肺 の ク リ ア ラ ン ス
を 促 す 膜 ポ リ ペ プ チ ド に 富 ん だ 血 清 も 、 の His標 識 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド を 認 識 す る
抗 体 を 作 成 す る こ と が 明 ら か に な っ た 。 こ れ ら の 結 果 は 、 こ の ポ リ ペ プ チ ド が 、 マ ウ ス を
感 染 か ら 防 御 す べ く 抗 原 の 調 整 物 中 に 存 在 し 、 そ れ に よ り 、 対 応 す る
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の His標 識 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド と 反 応 す る 抗 体 が 誘 発 さ れ た こ と を 示 し て い る 。
【 ０ １ ４ １ 】
【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
ヒ ト 口 蓋 扁 桃 と 、 抗 原 調 整 物 に よ る 免 疫 化 後 の マ ウ ス か ら 採 集 し た 血 清
と の 、 免 疫 ブ ロ ッ ト の 反 応 性
1 免 疫 ブ ロ ッ ト は 、 実 験 例 7に 記 載 の よ う に 生 成 か つ 精 製 さ れ た His標 識 組 換 え ポ リ ペ プ チ
ド を 用 い て 行 な っ た 。
2  His標 識 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド の 分 子 量 は 、 SDS-PAGE後 に 測 定 し た 。
3 免 疫 ブ ロ ッ ト に は 、 ヒ ト 口 蓋 扁 桃 の 原 液 を 用 い た 。
4 膜 ポ リ ペ プ チ ド に 富 む 抗 原 調 整 物 で 免 疫 化 し た 後 に マ ウ ス 血 清 を 採 取 し
、 そ れ を プ ー ル し て 1／ 500に 希 釈 し て 免 疫 ブ ロ ッ ト を 行 な っ た 。 こ れ ら マ ウ ス は 、

感 染 か ら 防 御 さ れ た も の で あ る 。
【 実 施 例 ９ 】
【 ０ １ ４ ２ 】

株 表 面 上 の 、 、 、 及 び ポ リ ペ プ チ ド
の 抗 体 へ の 接 近 の 可 能 性 を 、 以 下 実 施 例 で 説 明 す る 。
【 ０ １ ４ ３ 】
細 菌 を 、 ３ ７ ℃ 、 ８ ％ 二 酸 化 炭 素 ガ ス 中 で 、 ０ ． ２ ５ ％ デ キ ス ト ロ ー ス を 含 む 脳 心 臓 輸 液
（ BHI） 培 養 液 中 で 培 養 し て 、 OD 4 9 0 n m が ０ ． ６ ５ ０ （ ～ １ ０ ８ CFU／ mｌ ） と な る よ う に し
た 。 そ の 後 、 抗 、 抗 、 抗 、 抗 、 又 は コ ン ト ロ ー ル 血 清
の 希 釈 物 を 添 加 し て 細 胞 に 結 合 さ せ 、 回 転 さ せ な が ら 4℃ で 2時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 サ
ン プ ル を ブ ロ ッ キ ン グ 緩 衝 液 （ 2％ ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン （ BSA） 含 有 リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水
（ PBS） ） で 4回 洗 浄 し 、 そ の 後 、 ブ ロ ッ キ ン グ 緩 衝 液 で 特 異 的 に 希 釈 し た ヤ ギ 標 識 （ FITC
） － 結 合 抗 マ ウ ス IgG Fc（ ガ ン マ ） の 断 片 1mlを 加 え た 。 さ ら に 暗 室 中 で 回 転 さ せ な が ら
、 室 温 で 60分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 サ ン プ ル を ブ ロ ッ キ ン グ 緩 衝 液 で 4回 洗 浄 し 、 4℃
で 18時 間 、 0.25％ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 含 有 PBS緩 衝 液 で 固 定 化 し た 。 細 胞 を PBS緩 衝 液 で 2回
洗 浄 し 、 PBS緩 衝 液 0.5ml中 に 再 懸 濁 さ せ た 。 細 胞 は 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー （ ベ ッ ク マ ン
・ コ ー ル タ ー 社 、 Epics（ 登 録 商 標 ） XL） で 分 析 す る ま で 、 4℃ の 暗 室 に 放 置 し た 。 フ ロ ー
サ イ ト メ ト リ ー 分 析 か ら 、 、 、 、 及 び に 特 異 的 な 抗 体
が 、 試 験 し た 同 質 の （ ETSU C-2） （ 表 4） 株 上 の 、 そ れ ら に 対 応 す る 表 面
エ ピ ト ー プ を 、 効 率 的 に 認 識 す る こ と が 明 ら か に な っ た 。 分 析 さ れ た 細 胞 1000
0の う ち の 70％ 以 上 が 、 特 定 の 血 清 中 に お い て 存 在 す る 抗 体 に よ り ラ ベ ル 化 さ れ て い る こ
と が 示 さ れ た 。 こ れ ら 観 察 で は 、 こ れ ら の ポ リ ペ プ チ ド が 、 抗 体 に 認 識 さ れ 易 い 表 面 に 接
近 可 能 で あ る こ と が 明 確 に 示 さ れ て い る 。 抗 抗 体 は 、 感 染
の 予 防 に 重 要 な 役 割 を 果 す こ と が 明 ら か に な っ た 。
【 ０ １ ４ ４ 】
【 表 ４ 】
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株 ETSU C-2の 無 傷 の 細 胞 表 面 に お け る 、 、 、
、 及 び に 特 異 的 な 抗 体 の 結 合 評 価
1 精 製 し た 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド 20μ gと QuilAア ジ ュ バ ン ト （ カ ナ ダ 国 、 ホ ー ン ビ ー 、 シ ー
ダ ー レ ー ン ・ ラ ボ ラ ト リ ー ズ 社 ） 10μ gの 混 合 物 を 2週 間 毎 に 5回 、 マ ウ ス に 皮 下 注 射 し た
。 血 清 を 1／ 50に 希 釈 し た 。
2 免 疫 血 清 で 細 胞 に ラ ベ ル を 付 け た 後 に 得 ら れ た 蛍 光 値 の 中 央 値 を 、 コ ン ト ロ ー ル の マ ウ
ス 血 清 に つ い て 得 ら れ た 蛍 光 値 で 割 っ て 算 出 し た も の を 、 蛍 光 指 標 と し た 。 蛍 光 値 の 1は
、 無 傷 の 細 胞 の 表 面 に 結 合 さ れ た 抗 体 が 存 在 し な い こ と を 示 し た も の と す る 。
3 分 析 し た 10,000細 胞 の う ち の 、 ラ ベ ル を 付 し た 細 胞 ％ を 示 す 。
4 こ の 検 定 に は 、 免 疫 化 さ れ て い な い マ ウ ス 又 は 見 せ か け 上 免 疫 化 さ れ た マ ウ ス か ら 採 取
し た 血 清 を プ ー ル し て 1／ 50に 希 釈 し た も の を 、 負 の コ ン ト ロ ー ル と し て 用 い た 。
5 検 定 に は 、 精 製 さ れ た 外 膜 ポ リ ペ プ チ ド 20μ gで 免 疫 化 さ れ た マ ウ ス か ら 得 ら れ た 血 清 を
1／ 1000に 希 釈 し て 、 正 の コ ン ト ロ ー ル と し て 用 い た 。
【 実 施 例 １ ０ 】
【 ０ １ ４ ５ 】
抗 マ ウ ス 血 清 の 細 菌 活 性 を 、 以 下 実 施 例 で 説 明 す る 。
【 ０ １ ４ ６ 】
細 菌 を チ ョ コ レ ー ト 寒 天 プ レ ー ト に 載 せ 、 8％ 二 酸 化 炭 素 ガ ス 中 、 37℃ で 18時 間 、 イ ン キ
ュ ベ ー ト し た 。 そ の 後 、 OD 4 9 0 n m が 0.25と な る よ う に 溶 菌 緩 衝 液 （ 10％ ハ ン ク ス 平 衡 塩 類
溶 液 （ HBSS） 及 び １ ％ カ ゼ イ ン 加 水 分 解 物 、 pH7.3） 中 に 細 菌 細 胞 を 再 懸 濁 さ せ 、 8× 10 4 C
FU／ mlに 希 釈 し た 。 細 菌 懸 濁 液 25μ lと 、 熱 で 不 活 化 し た 希 釈 試 験 用 血 清 50μ l及 び HBSS15
μ lと を 混 合 し て 、 攪 拌 （ 200rpm） し な が ら 8％ 二 酸 化 炭 素 中 、 37℃ で 15分 間 イ ン キ ュ ベ ー
ト す る こ と に よ り 、 細 菌 検 定 を 行 な っ た 。 そ の 後 、 ウ サ ギ の 捕 体 成 分 含 有 血 清 を 最 終 濃 度
が 10％ と な る よ う に 添 加 し て 、 そ の 混 合 物 を 攪 拌 （ 200rpm） し な が ら 8％ 二 酸 化 炭 素 中 37
℃ で 、 さ ら に 60分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 イ ン キ ュ ベ ー ト 終 了 時 に 、 チ ョ コ レ ー ト 寒 天 プ
レ ー ト に 検 定 混 合 物 10μ lを の せ 、 生 存 細 菌 数 を 測 定 し た 。 そ の プ レ ー ト を 8％ 二 酸 化 炭 素
中 、 37℃ で 18～ 24時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 コ ン ト ロ ー ル は 、 免 疫 化 前 の マ ウ ス と ウ サ ギ
捕 体 か ら 採 取 し た 熱 不 活 化 血 清 と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 細 菌 を 含 む も の と し た 。
【 ０ １ ４ ７ 】
溶 菌 の ％ は 、 下 記 数 式 を 用 い て 算 出 し た 。
【 ０ １ ４ ８ 】
【 数 １ 】
　
　
　
　
　
　
A:細 菌 を 免 疫 血 清 と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 場 合 の CFU
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B:出 血 前 の 血 清 と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 場 合 の CFU
【 ０ １ ４ ９ 】

Ｅ Ｔ Ｓ Ｕ 658を 用 い て 、 血 清 の 細 菌 活 性 を 検 定 し た 。 精 製 し た 組 換 え
ポ リ ペ プ チ ド (配 列 番 号 :２ )に よ る 免 疫 化 の 後 に 採 取 し た マ ウ ス 血 清 の 溶 菌 の パ ー セ

ン テ ー ジ は 、 71.3で あ っ た （ 表 ５ ） 。
【 ０ １ ５ ０ 】
【 表 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
抗 マ ウ ス 血 清 の 細 菌 活 性 評 価
1 精 製 し た 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド 20μ gと QuilAア ジ ュ バ ン ト （ カ ナ ダ 国 、 ホ ー ン ビ ー 、 シ ー
ダ ー レ ー ン ・ ラ ボ ラ ト リ ー ズ 社 ） 10μ gの 混 合 物 を 、 2週 間 毎 に 5回 、 マ ウ ス に 皮 下 注 射 し
た 。
2 検 定 に は 、 精 製 さ れ た 外 膜 ポ リ ペ プ チ ド 20μ gで 免 疫 化 さ れ た マ ウ ス か ら 得 ら れ た 血 清 を
1／ 35に 希 釈 し て 、 正 の コ ン ト ロ ー ル と し て 用 い た 。
【 実 施 例 １ １ 】
【 ０ １ ５ １ 】
抗 マ ウ ス 血 清 の 細 菌 活 性 を 、 以 下 実 施 例 で 説 明 す る 。
【 ０ １ ５ ２ 】
細 菌 を チ ョ コ レ ー ト 寒 天 プ レ ー ト に 載 せ 、 8％ 二 酸 化 炭 素 ガ ス 中 で 、 37℃ で 18時 間 、 イ ン
キ ュ ベ ー ト し た 。 そ の 後 、 OD 4 9 0 n m が 0.25と な る よ う に 溶 菌 緩 衝 液 （ 10％ ハ ン ク ス 平 衡 塩
類 溶 液 （ HBSS） 及 び １ ％ カ ゼ イ ン 加 水 分 解 物 、 pH7.3） 中 に 細 菌 細 胞 を 再 懸 濁 さ せ 、 8× 10
4 CFU／ mlに 希 釈 し た 。 細 菌 懸 濁 液 25μ lと 、 熱 で 不 活 化 し た 希 釈 試 験 用 血 清 50μ l及 び HBSS
15μ lと を 混 合 し て 、 攪 拌 （ 200rpm） し な が ら 8％ 二 酸 化 炭 素 中 、 37℃ で 15分 間 イ ン キ ュ ベ
ー ト し て 、 細 菌 検 定 法 を 行 な っ た 。 そ の 後 、 ウ サ ギ の 捕 体 成 分 含 有 血 清 を 最 終 濃 度 が 10％
と な る よ う に 添 加 し て 、 そ の 混 合 物 を 攪 拌 （ 200rpm） し な が ら 8％ 二 酸 化 炭 素 中 、 37℃ で
さ ら に 60分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 イ ン キ ュ ベ ー ト の 終 了 時 に 、 チ ョ コ レ ー ト 寒 天 プ レ ー
ト に 検 定 混 合 物 10μ lを の せ 、 生 存 細 菌 数 を 測 定 し た 。 そ の プ レ ー ト を 8％ 二 酸 化 炭 素 中 、
37℃ で 18～ 24時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 コ ン ト ロ ー ル は 、 免 疫 化 前 の マ ウ ス と ウ サ ギ 捕 体
か ら 採 取 し た 熱 不 活 化 血 清 と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 細 菌 を 含 む も の と し た 。

Ｅ Ｔ Ｓ Ｕ 658を 用 い て 、 血 清 の 細 菌 活 性 を 検 定 し た 。 溶 菌 の ％ は 、 下 記 数 式 を 用
い て 算 出 し た 。
【 ０ １ ５ ３ 】
【 数 ２ 】
　
　
　
　
　
　
A:細 菌 を 免 疫 血 清 と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 場 合 の CFU
B:出 血 前 の 血 清 と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 場 合 の CFU
【 ０ １ ５ ４ 】
精 製 し た 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド で 免 疫 化 し た マ ウ ス ７ 匹 か ら 採 取 し た 血 清 中
に は 、 細 菌 性 抗 体 が 存 在 す る こ と が 分 か っ た （ 表 ６ ） 。 コ ン ト ロ ー ル の マ ウ ス か ら 採 取 し

10

20

30

40

50

(30) JP 2005-500024 A 2005.1.6

M. カ タ ラ ー リ ス 株 BV
H-MC2

BVM-MC２

BVH-MC３

M. カ タ ラ
ー リ ス 株

Ｂ Ｖ Ｈ － Ｍ Ｃ ３



た 血 清 中 で は 、 細 菌 活 性 は 示 さ れ な か っ た （ 該 当 デ ー タ な し ） 。
【 ０ １ ５ ５ 】
【 表 ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
抗 マ ウ ス 血 清 の 細 菌 活 性 評 価
1 精 製 し た 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド 20μ gと QuilAア ジ ュ バ ン ト （ カ ナ ダ 国 、 ホ ー ン ビ ー 、 シ ー
ダ ー レ ー ン ・ ラ ボ ラ ト リ ー ズ 社 ） 10μ gの 混 合 物 を 、 2週 間 毎 に 5回 、 マ ウ ス S1～ S7に 皮 下
注 射 し た 。
2 で 免 疫 化 さ れ た マ ウ ス か ら 採 取 し た 各 マ ウ ス 血 清 は 、 1／ 50に 希 釈 し た 。
3 検 定 に は 、 精 製 さ れ た 外 膜 ポ リ ペ プ チ ド 20μ gで 免 疫 化 さ れ た マ ウ ス か ら 得 た 血 清 を 1／ 5
0に 希 釈 し て 、 正 の コ ン ト ロ ー ル と し て 用 い た 。
【 実 施 例 １ ２ 】
【 ０ １ ５ ６ 】
精 製 し た 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド の 免 疫 化 に よ り 誘 発 さ れ た
感 染 に 対 す る マ ウ ス の 予 防 を 、 以 下 実 施 例 で 説 明 す る 。
【 ０ １ ５ ７ 】
雌 の BALB／ cマ ウ ス （ チ ャ ー ル ズ リ バ ー ） の グ ル ー プ に 、 １ ０ ％ の Quilaア ジ ュ バ ン ト （ カ
ナ ダ 国 、 ホ ー ン ビ ー 、 シ ー ダ ー レ ー ン ・ ラ ボ ラ ト リ ー ズ 社 ） の 存 在 下 で 、 ア フ ィ ニ テ ィ 精
製 さ れ た His標 識 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド 20μ gを 、 2週 間 毎 に ５ 回 、
皮 下 に 投 与 し て 免 疫 化 す る か 、 又 は 、 コ ン ト ロ ー ル と し て 、 PBS中 に Quilaア ジ ュ バ ン ト の
み を 投 与 し た 。 血 液 サ ン プ ル は 、 そ れ ぞ れ 免 疫 化 前 の ０ 、 １ ４ 、 ２ ８ 、 ４ ２ 、 ５ ６ 日 目 と
、 ５ 度 目 の 注 射 か ら 14日 後 （ ７ ０ 日 目 ） に 、 眼 窩 洞 か ら 採 取 し た 。 １ 週 間 後 、

株 ETSU658約 1× 10 6 CFUを 用 い て 、 マ ウ ス に 肺 内 疾 患 を 患 わ せ た 。 疾
患 の 接 種 材 料 を チ ョ コ レ ー ト 寒 天 に の せ 、 CFUを 測 定 し て 、 疾 患 の 投 与 量 を 確 認 し た 。 マ
ウ ス は 、 ペ ン ト バ ル ビ タ ー ル ・ ナ ト リ ウ ム （ Euthanyl（ 登 録 商 標 ） ） の 腹 腔 内 投 与 に よ り
、 感 染 後 5時 間 で 死 亡 し た 。 無 傷 の 肺 を 摘 出 し て 、 組 織 ホ モ ゲ ナ イ ザ ー で 均 質 化 し た 。 CFU
測 定 用 の 連 続 希 釈 法 に よ り 、 肺 ホ モ ジ ェ ネ ー ト に つ い て 細 菌 ク リ ア ラ ン ス を 測 定 し た 。 ク
リ ア ラ ン ス ％ は 、 下 記 数 式 を 用 い て 算 出 し た 。
【 ０ １ ５ ８ 】
【 数 ３ 】
　
　
　
　
　
　
A: ポ リ ペ プ チ ド に よ り 免 疫 化 さ れ た マ ウ ス に つ い て 得 ら れ た CFU
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B:コ ン ト ロ ー ル マ ウ ス に つ い て 得 ら れ た CFU
【 ０ １ ５ ９ 】
表 ７ に 示 す よ う に 、 コ ン ト ロ ー ル グ ル ー プ の マ ウ ス と 比 較 し て 、 ポ リ ペ プ チ ド で
免 疫 化 し た マ ウ ス に 関 し て 、 生 存 細 菌 数 に 54％ の 減 少 が 見 ら れ た 。 こ の よ う に 、 組 換 え

ポ リ ペ プ チ ド に よ る 免 疫 化 は 、 マ ウ ス の 肺 か ら 、 の 異 種 菌 の ク リ ア
ラ ン ス を 急 速 に 促 進 し て い た 。
【 ０ １ ６ ０ 】
【 表 ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
精 製 し た 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド に よ り 免 疫 化 さ れ た マ ウ ス に よ る 、

の 肺 ク リ ア ラ ン ス
a マ ウ ス ６ 匹 の 平 均 ± 標 準 偏 差 を 示 し た も の で あ る 。
b マ ウ ス ７ 匹 の 平 均 ± 標 準 偏 差 を 示 し た も の で あ る 。
c マ ウ ス は 細 菌 １ × １ ０ ６ に よ り 肺 内 部 に 疾 患 を 負 わ せ た も の と し 、 生 存 細 菌 は 、 疾 患 の
５ 時 間 後 に 肺 か ら 回 収 し た 。 ク リ ア ラ ン ス ％ は 、 上 記 数 式 を 用 い て 算 出 し た 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ６ １ 】
【 図 １ 】 株 Ｅ Ｔ Ｓ Ｕ  Ｃ -２ の 遺 伝 子 の DNA配 列 を 示 し た も の （ 配
列 番 号 :１ ） で あ り 、 前 記 配 列 の 下 線 部 は 、 リ ー ダ ー ペ プ チ ド の コ ー ド 領 域 を 示 す 。
【 図 ２ 】 株 Ｅ Ｔ Ｓ Ｕ  Ｃ -２ の ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 し
た も の （ 配 列 番 号 :２ ） で あ り 、 下 線 部 の 配 列 は 、 30の ア ミ ノ 酸 残 基 の リ ー ダ ー ペ プ チ ド
を 示 す 。
【 図 ３ 】 株 Ｅ Ｔ Ｓ Ｕ  658の 遺 伝 子 の 部 分 DNA配 列 を 示 し た も の で
あ る （ 配 列 番 号 :３ ） 。
【 図 ４ 】 株 Ｅ Ｔ Ｓ Ｕ  658の ポ リ ペ プ チ ド の 部 分 ア ミ ノ 酸 配 列 を 示
し た も の で あ る （ 配 列 番 号 :４ ） 。
【 図 ５ 】 株 Ｅ Ｔ Ｓ Ｕ  T‐ 25の 遺 伝 子 の 部 分 DNA配 列 を 示 し た も の
で あ る （ 配 列 番 号 :５ ） 。
【 図 ６ 】 株 Ｅ Ｔ Ｓ Ｕ  T‐ 25の ポ リ ペ プ チ ド の 部 分 ア ミ ノ 酸 配 列 の
を 示 し た も の で あ る （ 配 列 番 号 :６ ） 。
【 図 ７ 】 株 Ｅ Ｔ Ｓ Ｕ  M-12の 遺 伝 子 の 部 分 DNA配 列 を 示 し た も の で
あ る （ 配 列 番 号 :７ ） 。
【 図 ８ 】 株 Ｅ Ｔ Ｓ Ｕ  M-12の ポ リ ペ プ チ ド の 部 分 ア ミ ノ 酸 配 列 を
示 し た も の で あ る （ 配 列 番 号 :８ ） 。
【 図 ９ 】 株 Ｅ Ｔ Ｓ Ｕ  Ｃ -２ の 遺 伝 子 の DNA配 列 を 示 し た も の （ 配
列 番 号 :９ ） で あ り 、 前 記 配 列 の 下 線 部 は 、 リ ー ダ ー ペ プ チ ド の コ ー ド 領 域 を 示 す 。
【 図 １ ０ 】 株 Ｅ Ｔ Ｓ Ｕ  Ｃ -２ の ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 を 示
し た も の （ 配 列 番 号 :１ ０ ） で あ り 、 下 線 部 の 配 列 は 、 46の ア ミ ノ 酸 残 基 の リ ー ダ ー ペ プ
チ ド を 示 す 。
【 図 １ １ 】 株 Ｅ Ｔ Ｓ Ｕ  Ｃ -２ の 遺 伝 子 の DNA配 列 を 示 し た も の （
配 列 番 号 :１ １ ） で あ り 、 前 記 配 列 の 下 線 部 は 、 リ ー ダ ー ペ プ チ ド の コ ー ド 領 域 を 示 す 。
【 図 １ ２ 】 株 Ｅ Ｔ Ｓ Ｕ  Ｃ -２ の ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 を 示
し た も の （ 配 列 番 号 :１ ２ ） で あ り 、 下 線 部 の 配 列 は 、 42の ア ミ ノ 酸 残 基 の リ ー ダ ー ペ プ
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チ ド を 示 す 。
【 図 １ ３ 】 株 Ｅ Ｔ Ｓ Ｕ  Ｃ -２ の 遺 伝 子 の DNA配 列 を 示 し た も の （
配 列 番 号 :13） で あ り 、 前 記 配 列 の 下 線 部 は 、 リ ー ダ ー ペ プ チ ド の コ ー ド 領 域 を 示 す 。
【 図 １ ４ 】 株 Ｅ Ｔ Ｓ Ｕ  Ｃ -２ の ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 を 示
し た も の （ 配 列 番 号 :１ ４ ） で あ り 、 下 線 部 の 配 列 は 、 ６ ０ の ア ミ ノ 酸 残 基 の リ ー ダ ー ペ
プ チ ド を 示 す 。
【 図 １ ５ 】 MacVector配 列 決 定 分 析 ソ フ ト ウ エ ア （ バ ー ジ ョ ン 6.5） の プ ロ グ ラ ム Clustal 
Wに よ る 、 株 Ｅ Ｔ Ｓ Ｕ  Ｃ -２ 、 Ｅ Ｔ Ｓ Ｕ 658、 Ｅ Ｔ Ｓ Ｕ  T-25、 及 び M‐ 12
由 来 の 遺 伝 子 の 部 分 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 比 較 し た も の で あ り 、 配 列 の 下 部 に 示 す
共 通 ラ イ ン に お い て 、 ＊ と 空 欄 の ス ペ ー ス は そ れ ぞ れ 、 配 列 間 の ヌ ク レ オ チ ド が 同 一 な 箇
所 と 異 な る 箇 所 を 示 し て い る 。
【 図 １ ６ 】 MacVector配 列 決 定 分 析 ソ フ ト ウ エ ア （ バ ー ジ ョ ン 6.5） の プ ロ グ ラ ム Clustal 
Wに よ る 、 株 Ｅ Ｔ Ｓ Ｕ  Ｃ -２ 、 Ｅ Ｔ Ｓ Ｕ 658、 Ｅ Ｔ Ｓ Ｕ  T-25、 及 び M‐ 12
由 来 の 遺 伝 子 の オ ー プ ン ・ リ ー デ ィ ン グ ・ フ レ ー ム の 一 部 の 予 想 ア ミ ノ 酸 配 列 を
比 較 し た も の で あ り 、 配 列 の 下 部 に 示 す 共 通 ラ イ ン に お い て 、 ＊ の 印 は そ れ ぞ れ 、 ア ミ ノ
酸 が 同 一 で あ る こ と を 示 し て い る 。
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