
(57)【要約】
本発明は、特に、 Mycobacterium africanum、 Mycobacterium canetti、 Mycobacterium mi
croti、 Mycobacterium bovis、 Mycobacterium bovis BCGに起因する感染症から Mycobacte
rium tuberculosis株の大部分に起因する感染症を識別することができるヌクレオチド配
列の同定である。本発明の主題はまた、これらの配列の発現産物によって問題の配列を検
出する方法、およびこれらの方法を実施するためのキットである。さらに、本発明の主題
は、新規なワクチンである。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 下 記 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 単 離 ま た は 精 製 し た 核 酸 ：
　 ａ ． 　 配 列 番 号 １ 、
　 ｂ ． 　 配 列 番 号 １ に 完 全 に 相 補 的 な 配 列 を 有 す る 核 酸 、
　 ｃ ． 　 最 適 ア ラ イ メ ン ト 後 に 、 ａ ） ま た は ｂ ） に 記 載 の 配 列 と 少 な く と も ９ ０ ％ の 配 列
同 一 性 を 有 す る 核 酸 、
　 ｄ ． 　 ス ト リ ン ジ ェ ン ト 条 件 下 で 、 ａ ） ま た は ｂ ） に 記 載 の 核 酸 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る
核 酸 。
【 請 求 項 ２ 】
　 請 求 項 １ に 記 載 の 少 な く と も １ 個 の 核 酸 で 構 成 さ れ る 少 な く と も ８ ～ ２ ０ ０ ０ の 連 続 的
ヌ ク レ オ チ ド を 含 ん で な る 、 核 酸 断 片 。
【 請 求 項 ３ 】
　 配 列 番 号 １ に 特 異 的 な プ ロ ー ブ ま た は プ ラ イ マ ー と し て 用 い る こ と が 可 能 な 、 請 求 項 ２
に 記 載 の 核 酸 断 片 。
【 請 求 項 ４ 】
　 配 列 番 号 １ ７ 、 配 列 番 号 １ ８ か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ２ に 記 載 の 核 酸 断 片 。
【 請 求 項 ５ 】
　 プ ラ イ マ ー で あ る 配 列 番 号 １ ７ お よ び 配 列 番 号 １ ８ の 対 を 用 い る 、 配 列 番 号 １ の 特 異 的
増 幅 に よ っ て 得 ら れ る 、 請 求 項 ２ に 記 載 の 核 酸 断 片 。
【 請 求 項 ６ 】
　 核 酸 断 片 が 、
　 遺 伝 子 ｋ ａ ｔ Ｇ の コ ド ン ４ ６ ３ に 配 列 Ｃ Ｔ Ｇ を 有 し 且 つ ゲ ノ ム に は Ｉ Ｓ ６ １ １ ０ 配 列 を
全 く 挿 入 し て い な い か ま た は ご く 僅 か し か 挿 入 し て い な い 株
を 除 く の ゲ ノ ム か ら 特 異 的 に 欠 失 し 、 か つ
　 、 、 、

、 の ゲ ノ ム に 含 ま れ て い る も の で あ る 、
請 求 項 ２ に 記 載 の 核 酸 断 片 。
【 請 求 項 ７ 】
　 ａ ） 　 配 列 番 号 ４ 、
　 ｂ ） 　 配 列 番 号 ４ に 完 全 に 相 補 的 な 配 列 を 有 す る 核 酸 、
　 ｃ ） 　 最 適 ア ラ イ メ ン ト 後 に 、 ａ ） ま た は ｂ ） に 記 載 の 配 列 と 少 な く と も ９ ０ ％ の 配 列
同 一 性 を 有 す る 核 酸 、
　 ｄ ） 　 ス ト リ ン ジ ェ ン ト 条 件 下 で ａ ） ま た は ｂ ） に 記 載 の 核 酸 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核
酸
か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ２ ～ ６ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 核 酸 断 片 。
【 請 求 項 ８ 】
　 請 求 項 ７ に 記 載 の 少 な く と も １ 個 の 核 酸 の 少 な く と も ８ ～ ２ ０ ０ ０ の 連 続 的 ヌ ク レ オ チ
ド を 含 ん で な る 、 核 酸 断 片 。
【 請 求 項 ９ 】
　 配 列 番 号 １ お よ び 配 列 番 号 ４ に 特 異 的 な プ ロ ー ブ ま た は プ ラ イ マ ー と し て 用 い る こ と が
可 能 な 、 請 求 項 ２ ま た は ８ に 記 載 の 核 酸 断 片 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 配 列 番 号 １ ３ 、 配 列 番 号 １ ４ 、 配 列 番 号 １ ５ 、 配 列 番 号 １ ６ か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る
、 請 求 項 ９ に 記 載 の 核 酸 断 片 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 配 列 番 号 １ ３ 、 配 列 番 号 １ ４ 、 配 列 番 号 １ ５ 、 配 列 番 号 １ ６ か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る
１ 対 の プ ラ イ マ ー を 用 い る 、 配 列 番 号 １ ま た は 配 列 番 号 ４ の 特 異 的 増 幅 に よ っ て 得 ら れ る
、 請 求 項 ９ に 記 載 の 核 酸 断 片 。
【 請 求 項 １ ２ 】
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　 プ ラ イ マ ー の 対 で あ る 配 列 番 号 １ ３ お よ び 配 列 番 号 １ ４ を 用 い る 、 配 列 番 号 １ ま た は 配
列 番 号 ４ の 特 異 的 増 幅 に よ っ て 得 ら れ る 、 請 求 項 ９ に 記 載 の 核 酸 断 片 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 プ ラ イ マ ー の 対 で あ る 配 列 番 号 １ ５ お よ び 配 列 番 号 １ ６ を 用 い る 、 配 列 番 号 １ ま た は 配
列 番 号 ４ の 特 異 的 増 幅 に よ っ て 得 ら れ る 、 請 求 項 ９ に 記 載 の 核 酸 断 片 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 核 酸 が 請 求 項 ６ 、 ７ お よ び ８ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 核 酸 断 片 の 少 な く と も １ 個 の 欠 失
を 含 ん で な る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 単 離 ま た は 精 製 し た 核 酸 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 請 求 項 １ 、 ２ 、 ６ 、 ７ 、 ８ お よ び １ ４ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ
る 、 単 離 ま た は 精 製 し た ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 配 列 番 号 ６ 、 配 列 番 号 ８ 、 配 列 番 号 １ ０ 、 配 列 番 号 １ ２ 、 配 列 番 号 ２ ２ 、 お よ び そ れ ら
の 断 片 の 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ ５ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 請 求 項 １ ６ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 、 単 離 ま た は 精 製 し た 核 酸 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 核 酸 が 、
　 配 列 番 号 ６ の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 配 列 番 号 ５ 、
　 配 列 番 号 ８ の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 配 列 番 号 ７ 、
　 配 列 番 号 １ ０ の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 配 列 番 号 ９ 、
　 配 列 番 号 １ ２ の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 配 列 番 号 １ １ 、
　 配 列 番 号 ２ ２ の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 配 列 番 号 ２ １ 、 お よ び
そ れ ら の 断 片 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ ７ に 記 載 の 単 離 ま た は 精 製 し た 核 酸 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 請 求 項 １ 、 ２ 、 ３ 、 ５ 、 ６ 、 ７ 、 ８ 、 ９ 、 １ １ 、 １ ２ 、 １ ３ ま た は １ ４ の い ず れ か 一 項
に 記 載 の 核 酸 か ら 選 択 さ れ る 核 酸 配 列 を 含 ん で な る 、 組 換 え ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 ２ ０ ０ ２ 年 ２ 月 １ ８ 日 に Ｃ Ｎ Ｃ Ｍ に Ｉ － ２ ７ ９ ９ で 寄 託 さ れ た 組 換 え
に 導 入 さ れ た Ｘ ２ ２ ９ と い う 名 称 の ベ ク タ ー か ら な る 、 請 求 項 １ ９ に 記 載 の 組 換 え ベ ク タ
ー 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 １ 、 ２ 、 ３ 、 ５ 、 ６ 、 ７ 、 ８ 、 ９ 、 １ １ 、 １ ２ 、 １ ３ ま た は １ ４ の い ず れ か 一 項 に 記 載
の 核 酸 か ら 選 択 さ れ る 核 酸 配 列 、 ま た は 請 求 項 １ ９ ま た は ２ ０ に 記 載 の ベ ク タ ー を 含 ん で
な る 、 組 換 え 細 胞 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 ２ ０ ０ ２ 年 ２ 月 １ ８ 日 に Ｃ Ｎ Ｃ Ｍ に Ｉ － ２ ７ ９ ９ で 寄 託 さ れ た 組 換 え
か ら な る 、 請 求 項 ２ １ に 記 載 の 組 換 え 細 胞 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 遺 伝 子 ｋ ａ ｔ Ｇ の コ ド ン ４ ６ ３ に 配 列 Ｃ Ｔ Ｇ を 有 し 且 つ ゲ ノ ム に は Ｉ Ｓ ６ １ １ ０ 配 列 を
全 く 挿 入 し て い な い か ま た は ご く 僅 か し か 挿 入 し て い な い 株
を 除 く と 、
　 生 物 学 的 試 料 中 の 、 、

、 、 と
を 区 別 し て 検 出 し 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、
　 ａ ） 　 分 析 を 行 う 生 物 学 的 試 料 か ら Ｄ Ｎ Ａ を 単 離 し 、 ま た は 生 物 学 的 試 料 の Ｒ Ｎ Ａ か ら
の ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 産 生 し 、
　 ｂ ） 　 上 記 生 物 学 的 試 料 に 含 ま れ る マ イ コ バ ク テ リ ウ ム の 核 酸 配 列 を 検 出 し 、
　 ｃ ） 　 請 求 項 ６ 、 ７ ま た は ８ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 核 酸 断 片 の 存 在 ま た は 非 存 在 を 分
析 す る
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工 程 を 含 ん で な る 、 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 マ イ コ バ ク テ リ ウ ム の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 、 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 に 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 用 い て
検 出 す る 、 請 求 項 ２ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 マ イ コ バ ク テ リ ウ ム の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を プ ラ イ マ ー を 用 い て こ れ ら の 配 列 を 増 幅 す る こ と に
よ っ て 検 出 す る 、 請 求 項 ２ ３ ま た は ２ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 プ ラ イ マ ー が 、 配 列 番 号 １ ３ 、 配 列 番 号 １ ４ 、 配 列 番 号 １ ５ 、 配 列 番 号 １ ６ 、 配 列 番 号
１ ７ 、 配 列 番 号 １ ８ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 、 請 求 項 ２ ５ に
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 遺 伝 子 ｋ ａ ｔ Ｇ の コ ド ン ４ ６ ３ に 配 列 Ｃ Ｔ Ｇ を 有 し 且 つ ゲ ノ ム に は Ｉ Ｓ ６ １ １ ０ 配 列 を
全 く 挿 入 し て い な い か ま た は ご く 僅 か し か 挿 入 し て い な い 株
を 除 く と 、
　 生 物 学 的 試 料 中 の 、 、

、 、 と
を 区 別 し て 検 出 し 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、
　 ａ ） 　 分 析 を 行 う 生 物 学 的 試 料 を 請 求 項 ２ ５ ま た は ２ ６ に 記 載 の 少 な く と も １ 対 の プ ラ
イ マ ー と 接 触 さ せ 、 こ の 試 料 に 含 ま れ る Ｄ Ｎ Ａ を 、 適 当 な 場 合 に は 、 予 め ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン に 利 用 で き る よ う に し 、
　 ｂ ） 　 マ イ コ バ ク テ リ ウ ム の Ｄ Ｎ Ａ を 増 幅 し 、
　 ｃ ） 　 Ｄ Ｎ Ａ 断 片 の 増 幅 を 可 視 化 す る
工 程 を 含 ん で な る 、 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 遺 伝 子 ｋ ａ ｔ Ｇ の コ ド ン ４ ６ ３ に 配 列 Ｃ Ｔ Ｇ を 有 し 且 つ ゲ ノ ム に は Ｉ Ｓ ６ １ １ ０ 配 列 を
全 く 挿 入 し て い な い か ま た は ご く 僅 か し か 挿 入 し て い な い 株
を 除 く と 、
　 生 物 学 的 試 料 中 の 、 、

、 、 と
を 区 別 し て 検 出 し 同 定 す る た め の キ ッ ト で あ っ て 、 下 記 の 因 子 ：
　 ａ ） 　 請 求 項 ２ ５ ま た は ２ ６ に 記 載 の 少 な く と も １ 対 の プ ラ イ マ ー 、
　 ｂ ） 　 Ｄ Ｎ Ａ 増 幅 反 応 を 行 う の に 必 要 な 試 薬 、
　 ｃ ） 　 必 要 に 応 じ て 、 増 幅 し た 断 片 の 配 列 お よ び ／ ま た は 大 き さ を 明 ら か に し ま た は 比
較 す る こ と が で き る 必 要 な 成 分
を 含 ん で な る 、 キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 、 、 、

、 ま た は か ら の Ｄ Ｎ
Ａ 配 列 を 増 幅 す る た め の 、 請 求 項 ２ ５ ま た は ２ ６ に 記 載 の 少 な く と も １ 対 の プ ラ イ マ ー の
使 用 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 、 、 、

、 ま た は か ら の Ｄ Ｎ
Ａ 配 列 を 増 幅 す る た め の 、 請 求 項 ２ 、 ３ 、 ４ 、 ５ 、 ６ 、 ７ 、 ８ 、 ９ 、 １ ０ 、 １ １ 、 １ ２ 、
１ ３ ま た は １ ４ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 少 な く と も １ 対 の プ ラ イ マ ー ま た は 少 な く と も １
個 の 核 酸 断 片 の 使 用 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 請 求 項 ６ 、 ７ ま た は ８ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 核 酸 断 片 の 全 部 ま た は 一 部 の 発 現 産 物 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
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　 遺 伝 子 ｋ ａ ｔ Ｇ の コ ド ン ４ ６ ３ に 配 列 Ｃ Ｔ Ｇ を 有 し 且 つ ゲ ノ ム に は Ｉ Ｓ ６ １ １ ０ 配 列 を
全 く 挿 入 し て い な い か ま た は ご く 僅 か し か 挿 入 し て い な い 株
を 除 く に 対 し て 特 異 的 な 抗 体 と 、
生 物 学 的 試 料 中 の 、 、

、 、 に 対 し て 特 異 的 な 抗 体 と
を イ ン ・ ビ ト ロ で 区 別 し て 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、
　 ａ ） 　 生 物 学 的 試 料 を 請 求 項 ３ １ に 記 載 の 少 な く と も １ 個 の 産 物 と 接 触 さ せ 、
　 ｂ ） 　 形 成 し た 抗 原 － 抗 体 複 合 体 を 検 出 す る
工 程 を 含 ん で な る 、 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 を 用 い る 予 防 接 種 、 、 、 、

、 ま た は 遺 伝 子 ｋ ａ ｔ Ｇ の コ ド ン ４ ６ ３ に 配 列 Ｃ Ｔ Ｇ を 有 し 且 つ ゲ ノ ム に は
Ｉ Ｓ ６ １ １ ０ 配 列 を 全 く 挿 入 し て い な い か ま た は ご く 僅 か し か 挿 入 し て い な い

株 に よ る 感 染 症 と 、 哺 乳 類 の 遺 伝 子 ｋ ａ ｔ Ｇ の コ ド ン ４ ６ ３ に 配 列 Ｃ Ｔ Ｇ を 有 し 且
つ ゲ ノ ム に は Ｉ Ｓ ６ １ １ ０ 配 列 を 全 く 挿 入 し て い な い か ま た は ご く 僅 か し か 挿 入 し て い な
い 株 を 除 く に よ る 感 染 症 と を イ
ン ・ ビ ト ロ で 区 別 し て 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、
　 ａ ） 　 細 胞 、 よ り 詳 し く は 上 記 哺 乳 類 の 免 疫 系 の 細 胞 、 更 に 詳 し く は Ｔ 細 胞 を 調 製 し 、
　 ｂ ） 　 工 程 ａ ） の 生 物 学 的 試 料 を 、 請 求 項 ３ １ に 記 載 の 少 な く と も １ 個 の 産 物 と 共 に イ
ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、
　 ｃ ） 　 上 記 産 物 に 対 す る 哺 乳 類 の 予 備 増 感 を 示 す 細 胞 反 応 、 特 に 細 胞 増 殖 お よ び ／ ま た
は γ － イ ン タ ー フ ェ ロ ン の よ う な タ ン パ ク 質 の 合 成 を 検 出 す る
工 程 を 含 ん で な る 、 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 を 用 い る 予 防 接 種 、 、 、 、

と 、 哺 乳 類 に お け る 遺 伝 子 ｋ ａ ｔ Ｇ の コ ド ン ４ ６ ３ に 配 列 Ｃ Ｔ Ｇ を 有 し 且 つ
ゲ ノ ム に は Ｉ Ｓ ６ １ １ ０ 配 列 を 全 く 挿 入 し て い な い か ま た は ご く 僅 か し か 挿 入 し て い な い

株 に よ る 感 染 症 と 、 哺 乳 類 の 遺 伝 子 ｋ ａ ｔ Ｇ の コ ド ン ４ ６ ３ に 配 列 Ｃ Ｔ
Ｇ を 有 し 且 つ ゲ ノ ム に は Ｉ Ｓ ６ １ １ ０ 配 列 を 全 く 挿 入 し て い な い か ま た は ご く 僅 か し か 挿
入 し て い な い 株 を 除 く に よ る 感 染 症 と を イ ン ・ ビ ト ロ で 区 別 し て 診 断 す
る た め の キ ッ ト で あ っ て 、
　 ａ ） 　 請 求 項 ３ １ に 記 載 の 産 物 、
　 ｂ ） 　 適 当 な 場 合 に は 、 免 疫 反 応 に 適 す る 培 地 を 構 成 す る た め の 試 薬 、
　 ｃ ） 　 免 疫 反 応 に よ っ て 産 生 し た 抗 原 － 抗 体 複 合 体 を 検 出 す る こ と が で き る 試 薬 、
　 ｄ ） 　 適 当 な 場 合 に は 、 上 記 産 物 に よ っ て 認 識 さ れ た 抗 体 を 含 ま な い 参 照 用 生 物 学 的 試
料 （ ネ ガ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル ） 、
　 ｅ ） 　 適 当 な 場 合 に は 、 上 記 産 物 に よ っ て 認 識 さ れ た 抗 体 の 予 定 量 を 含 む 参 照 用 生 物 学
的 試 料 （ ポ ジ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル ）
を 含 ん で な る 、 キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 請 求 項 ３ １ に 記 載 の 産 物 を 特 異 的 に 認 識 す る こ と が で き る 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル ま た は ポ リ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 そ の キ メ ラ 断 片 ま た は キ メ ラ 抗 体 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 遺 伝 子 ｋ ａ ｔ Ｇ の コ ド ン ４ ６ ３ に 配 列 Ｃ Ｔ Ｇ を 有 し 且 つ ゲ ノ ム に は Ｉ Ｓ ６ １ １ ０ 配 列 を
全 く 挿 入 し て い な い か ま た は ご く 僅 か し か 挿 入 し て い な い 株 を 除 く

の 抗 原 と 、 生 物 学 的 試 料 中 の 、 、
、 、 ま た は 遺 伝 子

ｋ ａ ｔ Ｇ の コ ド ン ４ ６ ３ に 配 列 Ｃ Ｔ Ｇ を 有 し 且 つ ゲ ノ ム に は Ｉ Ｓ ６ １ １ ０ 配 列 を 全 く 挿 入
し て い な い か ま た は ご く 僅 か し か 挿 入 し て い な い の 抗 原 の 存
在 を 区 別 し て 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、
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　 ａ ） 　 生 物 学 的 試 料 を 請 求 項 ３ ５ に 記 載 の 抗 体 と 接 触 さ せ 、
　 ｂ ） 　 形 成 し た 抗 原 － 抗 体 複 合 体 を 検 出 す る
工 程 を 含 ん で な る 、 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 遺 伝 子 ｋ ａ ｔ Ｇ の コ ド ン ４ ６ ３ に 配 列 Ｃ Ｔ Ｇ を 有 し 且 つ ゲ ノ ム に は Ｉ Ｓ ６ １ １ ０ 配 列 を
全 く 挿 入 し て い な い か ま た は ご く 僅 か し か 挿 入 し て い な い 株 を 除 く

の 抗 原 と 、 生 物 学 的 試 料 中 の 、 、
、 、 ま た は 遺 伝 子

ｋ ａ ｔ Ｇ の コ ド ン ４ ６ ３ に 配 列 Ｃ Ｔ Ｇ を 有 し 且 つ ゲ ノ ム に は Ｉ Ｓ ６ １ １ ０ 配 列 を 全 く 挿 入
し て い な い か ま た は ご く 僅 か し か 挿 入 し て い な い の 抗 原 の 存
在 を 区 別 し て 検 出 す る た め の キ ッ ト で あ っ て 、
　 ａ ） 　 請 求 項 ３ ５ に 記 載 の 抗 体 、
　 ｂ ） 　 免 疫 反 応 に 適 す る 培 地 を 構 成 す る た め の 試 薬 、
　 ｃ ） 　 免 疫 反 応 に よ っ て 産 生 し た 抗 原 － 抗 体 複 合 体 を 検 出 す る こ と が で き る 試 薬
の 工 程 を 含 ん で な る 、 キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 少 な く と も １ 個 の 請 求 項 ３ １ に 記 載 の 産 物 を 含 ん で な る 、 免 疫 原 性 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 少 な く と も １ 個 の 請 求 項 ３ １ に 記 載 の 産 物 を 、 薬 学 上 適 合 性 の ビ ヒ ク ル 、 お よ び 適 当 な
場 合 に は 、 １ 種 類 以 上 の 適 当 な 免 疫 ア ジ ュ バ ン ト と 組 み 合 わ せ て 含 ん で な る 、 ワ ク チ ン 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 生 物 学 的 試 料 中 の 遺 伝 子 ｋ ａ ｔ Ｇ の コ ド ン ４ ６ ３ に 配 列 Ｃ Ｔ Ｇ を 有 し 且 つ ゲ ノ ム に は Ｉ
Ｓ ６ １ １ ０ 配 列 を 全 く 挿 入 し て い な い か ま た は ご く 僅 か し か 挿 入 し て い な い

株 を 除 く を 検 出 し 同 定 す る イ ン ・ ビ ト ロ 法 で
あ っ て 、
　 ａ ） 　 分 析 を 行 う 生 物 学 的 試 料 か ら Ｄ Ｎ Ａ を 単 離 し ま た は 生 物 学 的 試 料 の Ｒ Ｎ Ａ か ら ｃ
Ｄ Ｎ Ａ を 産 生 し 、
　 ｂ ） 　 上 記 生 物 学 的 試 料 に 含 ま れ る マ イ コ バ ク テ リ ウ ム の 核 酸 配 列 を 検 出 し 、
　 ｃ ） 　 請 求 項 ６ 、 ７ ま た は ８ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 核 酸 断 片 の 存 在 ま た は 非 存 在 に つ
い て 分 析 を 行 う
工 程 を 含 ん で な る 、 イ ン ・ ビ ト ロ 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 生 物 学 的 試 料 中 の 遺 伝 子 ｋ ａ ｔ Ｇ の コ ド ン ４ ６ ３ に 配 列 Ｃ Ｔ Ｇ を 有 し 且 つ ゲ ノ ム に は Ｉ
Ｓ ６ １ １ ０ 配 列 を 全 く 挿 入 し て い な い か ま た は ご く 僅 か し か 挿 入 し て い な い

株 を 除 く を 検 出 し 同 定 す る イ ン ・ ビ ト ロ 法 で
あ っ て 、
　 ａ ） 　 分 析 を 行 う 生 物 学 的 試 料 を 、 請 求 項 １ ～ １ ４ 、 １ ７ ま た は １ ８ の い ず れ か 一 項 に
記 載 の 核 酸 か ら 選 択 さ れ る 、 更 に 好 ま し く は 配 列 番 号 １ ３ 、 配 列 番 号 １ ４ 、 配 列 番 号 １ ５
、 配 列 番 号 １ ６ 、 配 列 番 号 １ ７ 、 配 列 番 号 １ ８ を 含 ん で な る 群 か ら 選 択 さ れ る プ ラ イ マ ー
か ら 選 択 さ れ る 、 少 な く と も １ 対 の プ ラ イ マ ー と 接 触 さ せ 、 試 料 に 含 ま れ る Ｄ Ｎ Ａ を 、 適
当 な 場 合 に は 、 予 め ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 う こ と が で き る よ う に し て お き 、
　 ｂ ） 　 マ イ コ バ ク テ リ ウ ム の Ｄ Ｎ Ａ を 増 幅 し 、
　 ｃ ） 　 Ｄ Ｎ Ａ 断 片 の 増 幅 を 可 視 化 す る
工 程 を 含 ん で な る 、 イ ン ・ ビ ト ロ 法 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 生 物 学 的 試 料 に お い て 、 遺 伝 子 ｋ ａ ｔ Ｇ の コ ド ン ４ ６ ３ に 配 列 Ｃ Ｔ Ｇ を 有 し 且 つ ゲ ノ ム
に は Ｉ Ｓ ６ １ １ ０ 配 列 を 全 く 挿 入 し て い な い か ま た は ご く 僅 か し か 挿 入 し て い な い

株 を 除 く を 検 出 し 同 定 す る た め の キ ッ
ト で あ っ て 、 下 記 の 因 子 ：
　 ａ ） 　 請 求 項 １ ～ １ ４ 、 １ ７ ま た は １ ８ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 核 酸 か ら 選 択 さ れ る 、
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更 に 好 ま し く は 配 列 番 号 １ ３ 、 配 列 番 号 １ ４ 、 配 列 番 号 １ ５ 、 配 列 番 号 １ ６ 、 配 列 番 号 １
７ 、 配 列 番 号 １ ８ を 含 ん で な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 少 な く と も １ 対 の プ ラ イ マ ー 、
　 ｂ ） 　 Ｄ Ｎ Ａ 増 幅 反 応 を 行 う の に 要 す る 試 薬 、
　 ｃ ） 　 必 要 に 応 じ て 、 増 幅 し た 断 片 の 配 列 お よ び ／ ま た は 大 き さ を 明 ら か に し ま た は 比
較 す る こ と が で き る 必 要 な 成 分
を 含 ん で な る 、 キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 生 物 学 的 試 料 に お い て 、 遺 伝 子 ｋ ａ ｔ Ｇ の コ ド ン ４ ６ ３ に 配 列 Ｃ Ｔ Ｇ を 有 し 且 つ ゲ ノ ム
に は Ｉ Ｓ ６ １ １ ０ 配 列 を 全 く 挿 入 し て い な い か ま た は ご く 僅 か し か 挿 入 し て い な

株 を 除 く に 対 し て 特 異 的 な 抗 体 を イ ン
・ ビ ト ロ で 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、
　 ａ ） 　 生 物 学 的 試 料 を 請 求 項 ３ １ に 記 載 の 少 な く と も １ 個 の 産 物 と 接 触 さ せ 、
　 ｂ ） 　 形 成 し た 抗 原 － 抗 体 複 合 体 を 検 出 す る
工 程 を 含 ん で な る 、 方 法 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 Mycobacterium群 の Mycobacterium株 を 識 別 す る た め の 遺 伝 子 マ ー カ ー と し て の Ｔ ｂ Ｄ １
の 使 用 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 Mycobacterium群 の Mycobacterium株 を 識 別 す る た め の 遺 伝 子 マ ー カ ー と し て の ｍ ｍ ｐ Ｌ
６ ５ ５ １ 多 型 の 使 用 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 Ｒ Ｄ １ 、 Ｒ Ｄ ２ 、 Ｒ Ｄ ３ 、 Ｒ Ｄ ４ 、 Ｒ Ｄ ５ 、 Ｒ Ｄ ６ 、 Ｒ Ｄ ７ 、 Ｒ Ｄ ８ 、 Ｒ Ｄ ９ 、 Ｒ Ｄ １
０ 、 Ｒ Ｄ １ １ 、 Ｒ Ｄ １ ３ 、 Ｒ Ｄ １ ４ 、 Ｒ ｖ Ｄ １ 、 Ｒ ｖ Ｄ ２ 、 Ｒ ｖ Ｄ ３ 、 Ｒ ｖ Ｄ ４ 、 Ｒ ｖ Ｄ
５ 、 ｋ ａ ｔ Ｇ ４ ６ ３ 、 ｇ ｙ ｒ Ａ ９ ５ 、 ｏ ｘ ｙ Ｒ '２ ８ ５ 、 ｐ ｎ ｃ Ａ ５ ７ 、 ｍ ｍ ｐ Ｌ ６ ５ ５ １

、 株 を 群 と 区 別 す る た め の の 特 異 的 挿 入 因 子 か
ら 選 択 さ れ る 少 な く と も １ 個 の 遺 伝 子 マ ー カ ー に 関 連 し た 請 求 項 ４ ４ に 記 載 の 遺 伝 子 マ ー
カ ー の 使 用 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 生 物 学 的 試 料 中 の 群 か ら マ イ コ バ ク テ リ ア を 検 出 し て 同 定 す る た め の イ ン
・ ビ ト ロ 法 で あ っ て 、
　 ｃ ） 　 請 求 項 ６ 、 ７ ま た は ８ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 配 列 の 核 酸 断 片 の 存 在 ま た は 非 存
在 に つ い て 分 析 し 、
　 ｄ ） 　 Ｒ Ｄ １ 、 Ｒ Ｄ ２ 、 Ｒ Ｄ ３ 、 Ｒ Ｄ ４ 、 Ｒ Ｄ ５ 、 Ｒ Ｄ ６ 、 Ｒ Ｄ ７ 、 Ｒ Ｄ ８ 、 Ｒ Ｄ ９ 、
Ｒ Ｄ １ ０ 、 Ｒ Ｄ １ １ 、 Ｒ Ｄ １ ３ 、 Ｒ Ｄ １ ４ 、 Ｒ ｖ Ｄ １ 、 Ｒ ｖ Ｄ ２ 、 Ｒ ｖ Ｄ ３ 、 Ｒ ｖ Ｄ ４ 、
Ｒ ｖ Ｄ ５ 、 ｋ ａ ｔ Ｇ ４ ６ ３ 、 ｇ ｙ ｒ Ａ ９ ５ 、 ｏ ｘ ｙ Ｒ '２ ８ ５ 、 ｐ ｎ ｃ Ａ ５ ７ 、 ｍ ｍ ｐ Ｌ
６ ５ ５ １ 、 の 特 異 的 挿 入 因 子 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も １ 個 の 追 加 遺 伝 子 マ
ー カ ー を 分 析 す る
工 程 を 含 ん で な る 、 イ ン ・ ビ ト ロ 法 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 ２ 個 の 追 加 マ ー カ ー 、 好 ま し く は Ｒ Ｄ ４ お よ び Ｒ Ｄ ９ を 用 い る 、 請 求 項 ４ ７ に 記 載 の イ
ン ・ ビ ト ロ 法 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 ３ 個 の 追 加 マ ー カ ー 、 好 ま し く は Ｒ Ｄ ４ 、 Ｒ Ｄ ９ お よ び Ｒ Ｄ １ ２ を 用 い る 、 請 求 項 ４ ７
に 記 載 の イ ン ・ ビ ト ロ 法 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 分 析 を 配 列 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 核 酸 増 幅 、 抗 原 － 抗 体 複 合 体 か ら 選 択 さ れ る 手 法
に よ っ て 行 う 、 請 求 項 ４ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ １ 】
　 生 物 学 的 試 料 中 の 群 か ら マ イ コ バ ク テ リ ア を 検 出 し 同 定 す る た め の キ ッ
ト で あ っ て 、 下 記 の 因 子 ：
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　 ａ ） 　 請 求 項 １ ～ １ ４ 、 １ ７ ま た は １ ８ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 核 酸 か ら 選 択 さ れ る 、
更 に 好 ま し く は 配 列 番 号 １ ３ 、 配 列 番 号 １ ４ 、 配 列 番 号 １ ５ 、 配 列 番 号 １ ６ 、 配 列 番 号 １
７ 、 配 列 番 号 １ ８ を 含 ん で な る 群 か ら 選 択 さ れ る プ ラ イ マ ー か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も １
対 の プ ラ イ マ ー 、
　 ｂ ） 　 Ｒ Ｄ １ 、 Ｒ Ｄ ２ 、 Ｒ Ｄ ３ 、 Ｒ Ｄ ４ 、 Ｒ Ｄ ５ 、 Ｒ Ｄ ６ 、 Ｒ Ｄ ７ 、 Ｒ Ｄ ８ 、 Ｒ Ｄ ９ 、
Ｒ Ｄ １ ０ 、 Ｒ Ｄ １ １ 、 Ｒ Ｄ １ ３ 、 Ｒ Ｄ １ ４ 、 Ｒ ｖ Ｄ １ 、 Ｒ ｖ Ｄ ２ 、 Ｒ ｖ Ｄ ３ 、 Ｒ ｖ Ｄ ４ 、
Ｒ ｖ Ｄ ５ 、 ｋ ａ ｔ Ｇ ４ ６ ３ 、 ｇ ｙ ｒ Ａ ９ ５ 、 ｏ ｘ ｙ Ｒ '２ ８ ５ 、 ｐ ｎ ｃ Ａ ５ ７ 、 ｍ ｍ ｐ Ｌ
６ ５ ５ １ 、 の 特 異 的 挿 入 因 子 か ら 選 択 さ れ る 遺 伝 子 マ ー カ ー に 特 異 的 な 少 な
く と も １ 対 の プ ラ イ マ ー 、
　 ｃ ） 　 Ｄ Ｎ Ａ 増 幅 反 応 を 行 う の に 要 す る 試 薬 、
　 ｄ ） 　 必 要 に 応 じ て 、 増 幅 し た 断 片 の 配 列 お よ び ／ ま た は 大 き さ を 明 ら か に し ま た は 比
較 す る こ と が で き る 必 要 な 成 分
を 含 ん で な る 、 キ ッ ト 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
　 下 記 の 因 子 を 含 ん で な る 、 請 求 項 ５ １ に 記 載 の キ ッ ト ：
　 ａ ） 　 請 求 項 １ ～ １ ４ 、 １ ７ ま た は １ ８ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 核 酸 か ら 選 択 さ れ る 、
更 に 好 ま し く は 配 列 番 号 １ ３ 、 配 列 番 号 １ ４ 、 配 列 番 号 １ ５ 、 配 列 番 号 １ ６ 、 配 列 番 号 １
７ 、 配 列 番 号 １ ８ を 含 ん で な る 群 か ら 選 択 さ れ る プ ラ イ マ ー か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も １
対 の プ ラ イ マ ー 、
　 ｂ ） 　 遺 伝 子 マ ー カ ー Ｒ Ｄ ４ に 特 異 的 な １ 対 の プ ラ イ マ ー 、
　 ｃ ） 　 遺 伝 子 マ ー カ ー Ｒ Ｄ ９ に 特 異 的 な １ 対 の プ ラ イ マ ー 、
　 ｄ ） 　 Ｄ Ｎ Ａ 増 幅 反 応 を 行 う の に 要 す る 試 薬 、
　 ｅ ） 　 必 要 に 応 じ て 、 増 幅 し た 断 片 の 配 列 お よ び ／ ま た は 大 き さ を 明 ら か に し ま た は 比
較 す る こ と が で き る 必 要 な 成 分 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
　 配 列 番 号 ２ ２ の 配 列 の ポ リ ペ プ チ ド を 含 ん で な る 、 免 疫 原 性 組 成 物 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
　 配 列 番 号 ２ ２ の 配 列 の ポ リ ペ プ チ ド を 、 薬 学 上 適 合 性 の ビ ヒ ク ル と 、 適 当 な 場 合 に は 、
１ 種 類 以 上 の 適 当 な 免 疫 ア ジ ュ バ ン ト と 組 み 合 わ せ て 含 ん で な る 、 ワ ク チ ン 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
　 群 の 株 を 識 別 す る た め の 、 Ｒ Ｄ １ 、 Ｒ Ｄ ２ 、 Ｒ Ｄ ３ 、 Ｒ Ｄ
４ 、 Ｒ Ｄ ５ 、 Ｒ Ｄ ６ 、 Ｒ Ｄ ７ 、 Ｒ Ｄ ８ 、 Ｒ Ｄ ９ 、 Ｒ Ｄ １ ０ 、 Ｒ Ｄ １ １ 、 Ｒ Ｄ １ ３ 、 Ｒ Ｄ １
４ 、 Ｒ ｖ Ｄ １ 、 Ｒ ｖ Ｄ ２ 、 Ｒ ｖ Ｄ ３ 、 Ｒ ｖ Ｄ ４ 、 Ｒ ｖ Ｄ ５ 、 Ｔ ｂ Ｄ １ 、 ｋ ａ ｔ Ｇ ４ ６ ３ 、
ｇ ｙ ｒ Ａ ９ ５ 、 ｏ ｘ ｙ Ｒ '２ ８ ５ 、 ｐ ｎ ｃ Ａ ５ ７ 、 の 特 異 的 挿 入 因 子 か ら 選 択
さ れ る 少 な く と も １ 個 の 遺 伝 子 マ ー カ ー に 関 連 し た 、 請 求 項 ４ ５ に 記 載 の 遺 伝 子 マ ー カ ー
の 使 用 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
　 の 株 に 特 異 的 に 存 在 し 且 つ 群 の 他 の 総 て の 構 成 員 に は 存 在 せ
ず 、 配 列 番 号 １ ９ の ３ ９ ９ 位 ～ ２ ３ ７ ８ 位 の 配 列 を 有 す る 、 核 酸 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
　 群 の 株 を 識 別 す る た め の 遺 伝 子 マ ー カ ー と し て の 、 請 求 項
５ ３ に 記 載 の 核 酸 の 使 用 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
　 ス ト リ ン ジ ェ ン ト 条 件 下 で 、 Ｒ Ｄ １ 、 Ｒ Ｄ ４ 、 Ｒ Ｄ ９ お よ び Ｔ ｂ Ｄ １ 遺 伝 子 マ ー カ ー の
少 な く と も ８ ～ ２ ０ 個 の ヌ ク レ オ チ ド と ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン す る こ と が で き る 少 な く
と も ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で な る 、 マ イ コ バ ク テ リ ア 感 染 症 を 同 定 す る た め の 試 薬
。
【 請 求 項 ５ ９ 】
　 同 一 免 疫 原 性 分 子 ま た は そ の 断 片 に 対 し て 生 じ た 抗 体 ま た は 免 疫 血 清 と 反 応 す る こ と が
で き る Ｒ Ｄ １ 、 Ｒ Ｄ ４ 、 Ｒ Ｄ ９ お よ び Ｔ ｂ Ｄ １ 遺 伝 子 マ ー カ ー の そ れ ぞ れ に よ っ て コ ー ド
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さ れ る 少 な く と も １ 個 の ポ リ ペ プ チ ド を 含 ん で な る 、 マ イ コ バ ク テ リ ア 感 染 症 を 同 定 す る
た め の 試 薬 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 発 明 の 背 景 】
【 ０ ０ ０ １ 】

　 本 発 明 は 、 生 物 学 の 分 野 に 関 し 、 さ ら に 具 体 的 に は 、 本 発 明 の 主 題 は 、
に 起 因 す る 感 染 症 を 、 、 、

、 、 に 起 因 す る 感
染 症 か ら 識 別 す る こ と が で き る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 同 定 で あ る 。 本 発 明 の 主 題 は 、 こ れ ら
の 配 列 の 発 現 産 物 に よ り 問 題 の 配 列 を 検 出 す る 方 法 、 お よ び こ れ ら の 方 法 を 行 う た め の キ
ッ ト で も あ る 。 最 後 に 、 本 発 明 の 主 題 は 、 新 規 な ワ ク チ ン で あ る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】

　 結 核 の 病 原 菌 で あ る の 発 見 以 来 １ 世 紀 以 上 の 研 究 が な さ れ
て い る に も 拘 わ ら ず 、 こ の 疾 患 は ヒ ト の 死 亡 率 の 主 要 な 原 因 の 一 つ の ま ま で あ る 。

に よ り 年 間 ３ 百 万 人 が 死 亡 す る と 予 測 さ れ て お り （ Snider, 1989 Rev. Inf. Dis
.S335） 、 毎 年 新 た な 罹 患 患 者 数 は 増 加 し て お り 、 ８ ． ８ 百 万 人 と 推 定 さ れ て い る 。 こ れ
ら の 大 半 は 発 展 途 上 国 の 人 々 で あ る が 、 こ の 疾 患 は 西 欧 諸 国 に お い て ホ ー ム レ ス 人 口 の 増
加 、 Ａ Ｉ Ｄ Ｓ 流 行 の 影 響 、 世 界 的 な 人 口 移 動 の 変 化 、 お よ び 旅 行 様 式 に よ り 新 た な 重 要 性
を 呈 し つ つ あ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 初 期 の 結 核 は 、 他 の 総 て の 点 で は 健 康 な 人 で は 築 か れ な い ま ま で あ る こ と が 多 い 。 古 典
的 な 初 期 の 診 断 法 と し て は 、 抗 酸 性 の マ イ コ バ ク テ リ ア に つ い て の 顕 微 鏡 下 で の 喀 痰 塗 抹
お よ び 肺 の Ｘ 線 の 検 討 が 挙 げ ら れ る 。 し か し な が ら 、 ほ と ん ど の 場 合 に 、 喀 痰 塗 抹 検 査 は
疾 患 の 初 期 段 階 で は マ イ コ バ ク テ リ ア に 対 し て 陰 性 で あ り 、 感 染 後 数 ヶ 月 ま で は 肺 の 変 化
は Ｘ 線 上 で は 明 ら か に な ら な い こ と が あ る 。 も う 一 つ の 複 雑 に す る 要 因 は 、 喀 痰 塗 抹 中 の
抗 酸 菌 が 他 の 種 の マ イ コ バ ク テ リ ア で あ る こ と が 多 い こ と で あ る 。 結 核 の 治 療 に 用 い ら れ
る 抗 生 物 質 に は 無 視 で き な い 副 作 用 が あ り 、 ３ 剤 以 上 の 併 用 と し て ６ － １ ２ ヶ 月 間 服 用 し
な け れ ば な ら な い 。 更 に 、 薬 剤 耐 性 結 核 の 出 現 を 誘 発 す る 可 能 性 に よ り 、 診 断 を 支 持 す る
し っ か り し た 証 拠 な し に 投 与 す る 治 療 を 行 う こ と が で き な い 。 現 在 、 唯 一 の 絶 対 的 に 信 頼
の 置 け る 診 断 方 法 は 、 臨 床 標 本 か ら を 培 養 し 、 そ れ を 形 態 学 的 お よ び 生 化
学 的 に 同 定 す る こ と に 基 づ い て い る 。 こ れ に は 、 通 常 は 約 ３ － ６ 週 間 ガ リ ウ ム 、 そ の 間 に
患 者 の 病 気 が 悪 化 し た り 、 他 の 人 々 に 感 染 す る 可 能 性 が あ る 。 従 っ て 、 の
存 在 を 確 実 に 検 出 す る こ と が で き る 迅 速 試 験 が 、 早 期 の 検 出 お よ び 治 療 に 極 め て 重 要 で あ
る 。 最 近 に な り 、 幾 つ か の 分 子 的 試 験 、 例 え ば Gen-Probe「 増 幅 し た

直 接 試 験 」 が の 迅 速 検 出 お よ び 同 定 の 目 的 で 開 発 さ れ て お り 、 こ
の 試 験 で は 呼 吸 器 標 本 か ら の  １ ６ Ｓ リ ボ ソ ー ム Ｒ Ｎ Ａ を 増 幅 し 、 化 学 ル
ミ ネ ッ セ ン ス プ ロ ー ブ を 用 い て 約 ９ １ ％ の 報 告 さ れ た 感 度 で 増 幅 産 物 を 検 出 す る 。 Ｉ Ｓ ６
１ １ ０ 挿 入 因 子 の 発 見 （ Cave et al., Eisenach et al., 1990 J. Infectious Diseases 
161:977-981; Thierry et al. 1990 J. Clin. Microbiol. 28:2668-2673)、 お よ び こ の 因
子 が 群 （ 、 、 -BCG、 、

お よ び ） で の み 存 在 す る こ と が で き る と い う 確 信 か ら 、 全 シ リ ー ズ の
迅 速 診 断 法 が 生 ま れ た （ Br
isson-Noel et al., 1991 Lancet 338:364-366; Clarridge et al. 1993, J. Clin. Micr
obiol. 31:2049-2056; Cormican et al. 1992 J. Clin. Pathology 1992, 45:601-604; C
ousins et al., 1992 J. Clin. Microbiol. 30:255-258; Del Portillo et al. 1991 J. 
Clin. Microbiol. 29:2163-2168; Folgueira et al., 1994 Neurology 44:1336-1338; Fo
rbes et al. 1993, J. Clin. Microbiol. 31:1688-1694; Hermans et al. 1990 J. Clin.
 Microbiol. 28:1204-1213; Kaltwasser et al. 1993 Mol. Cell. Probes 7:465-470; Ko
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cagoz et al. 1993 J. Clin. Microbiol. 31:1435-1438; Kolk et al. 1992 J. Clin. Mi
crobiol. 30:2567-2575; Kox et al. 1994 J. Clin. Microbiol. 32:672-678; Liu et al
. 1994 Neurology 44:1161-1164; Miller et al. 1994 J. Clin. Microbiol. 32:393-397
; Reischl et al. 1994 Biotechniques 17:844-845; Schluger et al. 1994 Chest 105:1
116-1121; Shawar et al. 1993 J. Clin. Microbiol. 31:61-65; Wilson et al 1993 J. 
Clin. Microbiol. 28:2668-2673） 。 こ れ ら の 試 験 は 様 々 な 手 法 を 用 い て 、 喀 痰 か ら Ｄ Ｎ
Ａ を 抽 出 し て い る 。 Ｐ Ｃ Ｒ を 用 い て 、 抽 出 し た Ｄ Ｎ Ａ か ら Ｉ Ｓ ６ １ １ ０ 　 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 増
幅 す る 。 こ の Ｄ Ｎ Ａ の 増 幅 の 成 功 は 、 感 染 症 の 存 在 を 示 す も の と 考 え ら れ
て い る 。 米 国 特 許 第 ５ ， １ ６ ８ ， ０ ３ ９ 号 お よ び 第 ５ ， ３ ７ ０ ， ９ ９ ８ 号 が 、 結 核 の 検 出
に 基 づ く Ｉ Ｓ ６ １ １ ０ に 対 し て Crawford et al.に 発 行 さ れ て い る 。 欧 州 特 許 第 ０ ， ４ ６
１ ， ０ ４ ５ 号 明 細 書 は 、 結 核 の 検 出 に 基 づ く Ｉ Ｓ ６ １ １ ０ に 対 し て Guesdonに 発 行 さ れ て
い る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 従 っ て 、 の 検 出 に 用 い ら れ る こ れ ら の 分 子 分 析 法 は 、 Ｉ Ｓ ６ １ １ ０ 挿 入
配 列 （ 約 １ ０ コ ピ ー ） ま た は １ ６ Ｓ リ ボ ソ ー ム Ｒ Ｎ Ａ （ 数 千 コ ピ ー ） に よ っ て 変 化 す る 。
し か し な が ら 、 こ れ ら の 方 法 は 、 マ イ コ バ ク テ リ ア の サ ブ タ イ プ に 関 す る 情 報 は 提 供 し な
い 。 実 際 に 、 数 十 種 の Mycobacteriaが 知 ら れ て お り 、 ほ と ん ど は ヒ ト に 対 し て 非 病 原 性 で
あ る が 、 結 核 は 通 常 は に よ る 感 染 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ 、 若 干 の 症 例 は

、 、 お よ び に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る 。 適 当 な 治 療 法 を 選 択 し
て 疫 学 的 検 討 を 行 う に は 、 単 離 物 を 迅 速 且 つ 正 確 に 同 定 で き る こ と 、 す な わ ち 潜 在 的 結 核
患 者 に 由 来 す る 群 の マ イ コ バ ク テ リ ア の サ ブ タ イ プ を 識 別 で き る こ と が 絶
対 に 必 要 で あ る 。 こ れ が 、 本 発 明 が 解 決 し よ う と す る 問 題 で あ る 。
【 発 明 の 概 要 】
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 本 発 明 は 、 群 か ら 単 離 し ま た は 精 製 し た 核 酸 で あ っ て 、
　 ａ ） 　 Ｔ ｂ Ｄ １ 領 域 と 呼 ば れ る 配 列 番 号 ｌ 、
　 ｂ ） 　 配 列 番 号 １ に 完 全 に 相 補 的 な 配 列 を 有 す る 核 酸 、
　 ｃ ） 　 配 列 番 号 １ の 少 な く と も ８ 、 １ ２ 、 １ ５ 、 ２ ０ 、 ２ ５ 、 ３ ０ 、 ５ ０ 、 １ ０ ０ 、 ２
５ ０ 、 ５ ０ ０ 、 ７ ５ ０ 、 １ ０ ０ ０ 、 １ ５ ０ ０ 、 ２ ０ ０ ０ 、 ２ ５ ０ ０ 、 ３ ０ ０ ０ の 連 続 的 ヌ
ク レ オ チ ド を 含 ん で な る 核 酸 断 片 、
　 ｄ ） 　 最 適 ア ラ イ メ ン ト 後 に 、 ａ ） ま た は ｂ ） に 記 載 の 配 列 と 塗 少 な く と も ９ ０ ％ の 配
列 同 一 性 を 有 す る 核 酸 、
　 ｅ ） 　 ス ト リ ン ジ ェ ン ト 条 件 下 で 、 ａ ） ま た は ｂ ） に 記 載 の 核 酸 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る
核 酸
か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 核 酸 を 提 供 す る 。
【 発 明 の 具 体 的 説 明 】
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 本 明 細 書 で 用 い ら れ る 本 発 明 に よ り 「 単 離 」 お よ び 「 精 製 」 し た と い う 用 語 は 、 最 新 の
手 法 を 用 い て 達 成 す る こ と が で き る 純 度 の レ ベ ル を 表 す 。 本 発 明 の 分 子 は 完 全 に 純 粋 で あ
る （ す な わ ち 、 他 の 細 胞 の 巨 大 分 子 の 分 子 を 絶 対 的 に 含 ま な い ） 必 要 は な い が 、 当 業 者 が
そ れ ら が 本 来 見 出 さ れ る 環 境 （ す な わ ち 、 細 胞 中 間 ） に は 最 早 存 在 し な い こ と を 認 め る ほ
ど に 十 分 に 純 粋 で あ る べ き で あ る 。 従 っ て 、 本 発 明 に よ る 精 製 ま た は 単 離 し た 分 子 は 、 そ
れ が 見 出 さ れ る 自 然 環 境 に 存 在 す る 少 な く と も １ 種 類 の 他 の 巨 大 分 子 か ら 除 去 さ れ て い る
も の で あ る 。 更 に 好 ま し く は 、 本 発 明 の 分 子 は 本 質 的 に 精 製 お よ び ／ ま た は 単 離 さ れ て お
り 、 こ れ は 、 そ れ ら が 存 在 す る 組 成 物 が 、 本 発 明 の 分 子 が 本 来 見 出 さ れ る 環 境 に 見 出 さ れ
る 他 の 巨 大 分 子 を ほ と ん ど 完 全 に ま た は 完 全 に 含 ま な い こ と を 意 味 し て い る 。 従 っ て 、 単
離 お よ び 精 製 は 、 塩 、 溶 媒 ま た は 周 期 律 表 の 元 素 の 添 加 ま た は 除 去 に よ っ て 起 こ ら な い が
、 少 な く と も 幾 つ か の 巨 大 分 子 の 除 去 を 含 ま な け れ ば な ら な い 。 本 発 明 に 包 含 さ れ る 核 酸
は 、 当 業 者 に 知 ら れ て い る 適 当 な 手 法 に よ っ て 精 製 お よ び ／ ま た は 単 離 さ れ る 。 こ の よ う
な 手 法 は 広 く 知 ら れ て お り 、 普 通 に 実 施 さ れ 、 十 分 に 当 業 者 の 技 術 範 囲 内 に あ る も の で あ
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る 。 本 明 細 書 で 用 い ら れ る 　 「 核 酸 」 と い う 用 語 は 、 一 本 鎖 ま た は 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 、 Ｒ
Ｎ Ａ 配 列 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の よ う な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 表 し 、 こ の よ う な ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 は 単 離 、 精 製 ま た は 合 成 さ れ お り 、 且 つ 天 然 ま た は 非 天 然 ヌ ク レ オ チ ド で 構 成 さ
れ て い る こ と が あ る 。 好 ま し い 態 様 で は 、 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ 分 子 は 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 で あ る
。 本 明 細 書 で 用 い ら れ る 「 核 酸 」 、 「 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 」 、 「 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 」 と い
う 用 語 は 同 一 の 意 味 を 有 し 、 区 別 な く 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 本 発 明 で 用 い ら れ る 「 群 」 と い う 用 語 は 、
、 Mycobacteriurn bovis、 、 、

、 お よ び ワ ク チ ン 株  BCGで あ る 結 核 を 引 き 起 こ す マ
イ コ バ ク テ リ ア の 群 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 本 発 明 は 、 配 列 番 号 １ の 全 配 列 、 そ の 相 補 体 お よ び そ の 二 本 鎖 形 態 だ け で な く 、 こ の 配
列 、 の 任 意 の 断 片 、 そ の 相 補 体 、 お よ び そ の 二 本 鎖 形 態 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 態 様 で は 、 配 列 番 号 １ の 断 片 は 少 な く と も 約 ８ 個 の ヌ ク レ オ チ ド を 含 ん で な る 。 例 え ば
、 こ の 断 片 は 約 ８ ～ ３ ０ 個 の ヌ ク レ オ チ ド で あ る こ と が で き 、 且 つ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 合 成
の プ ラ イ マ ー と し て デ ザ イ ン す る こ と が で き る 。 も う 一 つ の 好 ま し い 態 様 で は 、 配 列 番 号
１ の 断 片 は 約 １ ， ５ ０ ０ ～ 約 ２ ， ５ ０ ０ 個 の ヌ ク レ オ チ ド を 含 ん で な り 、 更 に 好 ま し く は
配 列 番 号 ４ に 対 応 す る ２ ， １ ５ ３ 個 の ヌ ク レ オ チ ド を 含 ん で な る （ 図 ５ 参 照 ） 。 本 明 細 書
で 用 い ら れ る 「 ヌ ク レ オ チ ド 」 と は 、 一 本 鎖 核 酸 に つ い て の ヌ ク レ オ チ ド の 数 に 関 し て 用
い ら れ る 。 し か し な が ら 、 こ の 用 語 は 、 二 本 鎖 分 子 も 包 含 す る 。 従 っ て 、 本 発 明 に よ る ２
， １ ５ ３ 個 の ヌ ク レ オ チ ド を 含 ん で な る 断 片 は ２ ， １ ５ ３ 個 の ヌ ク レ オ チ ド を 含 ん で な る
一 本 鎖 分 子 で あ り 、 ま た ２ １ ５ ３ 個 の 塩 基 対 （ ｂ ｐ ） を 含 ん で な る 二 本 鎖 分 子 で も あ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 好 ま し い 態 様 で は 、 本 発 明 の 核 酸 断 片 は 、 遺 伝 子 ｋ ａ ｔ Ｇ の コ ド ン ４ ６ ３ に 配 列 Ｃ Ｔ Ｇ
を 有 し 且 つ ゲ ノ ム に は Ｉ Ｓ ６ １ １ ０ 配 列 を 全 く 挿 入 し て い な い か ま た は ご く 僅 か し か 挿 入
し て い な い 株 を 除 く の ゲ ノ ム か
ら 特 異 的 に 欠 失 し 、 、 、

、 Mycobacteriurn bovis， Mycobacteriuna bovis BCGの ゲ ノ ム に 含 ま れ て い る 。
「 ゲ ノ ム に 挿 入 さ れ た 僅 か の Ｉ Ｓ ６ １ １ ０ 」 と い う 用 語 は 、
の ゲ ノ ム に お け る １ ０ 未 満 の コ ピ ー 、 更 に 好 ま し く は ５ 未 満 の コ ピ ー 、 例 え ば ２ 未 満 の コ
ピ ー を 意 味 す る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 の 核 酸 断 片 は 、 好 ま し く は
　 ａ ） 　 配 列 番 号 ４ 、
　 ｂ ） 　 配 列 番 号 ４ に 完 全 に 相 補 的 な 配 列 を 有 す る 核 酸 、
　 ｃ ） 　 配 列 番 号 ４ の 少 な く と も ８ 、 １ ２ 、 １ ５ 、 ２ ０ 、 ２ ５ 、 ３ ０ 、 ５ ０ 、 １ ０ ０ 、 ２
５ ０ 、 ５ ０ ０ 、 ７ ５ ０ 、 １ ０ ０ ０ 、 １ ５ ０ ０ 、 ２ ０ ０ ０ 、 ２ ５ ０ ０ 、 ３ ０ ０ ０ の 連 続 的 ヌ
ク レ オ チ ド 含 ん で な る 核 酸 断 片 、
　 ｄ ） 　 最 適 ア ラ イ メ ン ト 後 に 、 ａ ） ま た は ｂ ） に 記 載 の 配 列 と 少 な く と も ９ ０ ％ の 配 列
同 一 性 を 有 す る 核 酸 、
　 ｅ ） 　 ス ト リ ン ジ ェ ン ト 条 件 下 で 、 ａ ） ま た は ｂ ） に 記 載 の 核 酸 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る
核 酸
か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 態 様 で は 、 本 発 明 に よ る 配 列 を 決 定 す る ス ト リ ン ジ ェ ン ト 条 件 は 、 ５ Ｘ 　 Ｓ Ｓ Ｐ Ｅ 、 ２
Ｘ 　 Ｄ ｅ ｎ ｈ ａ ｒ ｄ ｔ 溶 液 、 お よ び ６ ５ ℃ に お け る ０ ． ５ ％ （ 重 量 ／ 容 量 ） ド デ シ ル 硫 酸
ナ ト リ ウ ム と 同 様 に ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 で あ る 。 通 常 の 熟 練 者 で あ れ ば 、 一 層 ス ト リ
ン ジ ェ ン ト な 条 件 を 用 い る こ と が で き 、 所 定 の 分 析 に 適 当 な 条 件 は 不 相 応 な ま た は 過 度 の
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実 験 を 行 う こ と な く 容 易 且 つ 速 や か に 決 定 す る こ と が で き る 。 例 示 態 様 と し て 、 本 発 明 に
よ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 特 異 的 に 検 出 す る の に 用 い ら れ る ス ト リ ン ジ ェ ン ト ハ イ ブ リ ダ イ
ゼ ー シ ョ ン 条 件 は 好 都 合 に は 下 記 の 通 り で あ る ：
　 予 備 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お よ び ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 、
　 － 　 ５ Ｘ 　 Ｓ Ｓ Ｐ Ｅ （ １ Ｘ 　 Ｓ Ｓ Ｐ Ｅ は ３ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ ， ３ ０ ｍ Ｍ ク エ ン 酸 三 ナ ト リ ウ
ム で あ る ） 、
　 － 　 ２ Ｘ 　 Ｄ ｅ ｎ ｈ ａ ｒ ｄ ｔ 溶 液 、
　 － 　 ０ ． ５ ％ （ 重 量 ／ 容 量 ） ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム （ Ｓ Ｄ Ｓ ） 、
　 － 　 １ ０ ０ μ ｇ 　 ｍ ｌ － ｌ サ ケ 精 子 Ｄ Ｎ Ａ 、
を 含 む 混 合 物 中 で ６ ５ ℃ で 行 う 。 洗 浄 は 、
　 － 　 実 験 室 温 度 （ 約 ２ １ ～ ２ ５ ℃ ） で 、 ２ Ｘ 　 Ｓ Ｓ Ｐ Ｅ お よ び ０ ． １ ％ 　 Ｓ Ｄ Ｓ の 存 在
下 に て １ ０ 分 間 ２ 回 洗 浄 、 お よ び
　 － 　 ６ ５ ℃ で １ Ｘ 　 Ｓ Ｓ Ｐ Ｅ お よ び ０ ． １ ％ 　 Ｓ Ｄ Ｓ の 存 在 下 に て １ ５ 分 間
行 う 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 は 、 本 発 明 の 単 離 ま た は 精 製 し た 核 酸 で あ っ て 、 上 記 の 核 酸 断 片 の 少 な く と も １
個 の 欠 失 を 含 ん で な る 核 酸 も 包 含 す る 。 好 ま し く は 、 こ の よ う な 本 発 明 の 単 離 ま た は 精 製
し た 核 酸 は 、 配 列 番 号 ４ が 欠 失 し て い る （ 存 在 し な い ） 配 列 番 号 １ に 対 応 す る 配 列 番 号 ２
１ で あ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 本 明 細 書 に 開 示 さ れ て い る 配 列 を 用 い て そ れ ら が 示 す 同
一 性 の 割 合 に よ っ て 特 徴 決 定 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 特
に 配 列 リ ス ト の 配 列 と ９ ０ ％ の 同 一 性 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 本 発 明 に よ っ て 包 含
さ れ る 。 好 ま し く は 、 こ の 配 列 は 、 配 列 リ ス ト の も の と 少 な く と も ９ ０ ％ の 同 一 性 を 示 す
。 更 に 好 ま し く は 、 そ れ ら は 少 な く と も ９ ２ ％ の 同 一 性 、 例 え ば ９ ５ ％ ま た は ９ ９ ％ の 同
一 性 を 示 す 。 熟 練 技 術 者 で あ れ ば 、 本 発 明 に よ る 配 列 を 配 列 分 析 ソ フ ト ウ ェ ア を 用 い る こ
と に よ っ て 同 定 す る こ と が で き る （ 例 え ば 、 Coffin et al.監 修 ， 「 レ ト ロ ウ イ ル ス （ Ret
roviruses） 」 ， Cold Spring Harbor Laboratory Press, pp. 723- 755を 参 照 さ れ た い ）
。 同 定 率 は 、 Ｎ Ｃ Ｂ Ｉ （ Ｎ Ｉ Ｈ ） か ら 発 売 さ れ て い る Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ 配 列 分 析 プ ロ グ ラ ム セ ッ
ト ， 第 ２ 版 を 用 い て 計 算 さ れ る 。 総 て の デ フ ォ ル ト パ ラ メ ー タ ー が 用 い ら れ る 。 Ｂ Ｌ Ａ Ｓ
Ｔ （ Basic Local Alignment Search Tool） は 、 Ｎ Ｃ Ｂ Ｉ の Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ 分 析 ソ フ ト ウ ェ ア
セ ッ ト を 通 し て 利 用 可 能 な プ ロ グ ラ ム ｂ ｌ ａ ｓ ｔ ｐ 、 ｂ ｌ ａ ｓ ｔ ｎ 、 ｂ ｌ ａ ｓ ｔ ｘ 、 ｔ ｂ
ｌ ａ ｓ ｔ ｎ お よ び ｔ ｂ ｌ ａ ｓ ｔ ｘ に よ っ て 用 い ら れ る 帰 納 的 検 索 ア ル ゴ リ ズ ム で あ る 。 こ
れ ら の プ ロ グ ラ ム は 、 有 意 性 を Karlin and Altschulの 統 計 学 的 方 法 を 用 い る 発 見 に （ １
９ ９ ０ ， １ ９ ９ ３ ） に よ る も の と し て お り 、 若 干 の 向 上 が 見 ら れ る 。 こ の 公 的 に 利 用 可 能
な 配 列 分 析 プ ロ グ ラ ム セ ッ ト を 用 い る と 、 熟 練 技 術 者 で あ れ ば 、 本 発 明 に よ る ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド を 容 易 に 同 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 の 核 酸 配 列 の 領 域 を 同 定 す る こ と は 当 業 者 の 完 全 に 技 術 の 範 囲 内 に あ り 、 こ れ は
プ ロ ー ブ 、 プ ラ イ マ ー 、 ま た は 他 の 実 験 上 、 診 断 上 ま た は 治 療 上 の 補 助 と し て 用 い ら れ る
。 例 え ば 、 当 業 者 で あ れ ば 、 広 く 利 用 可 能 な 配 列 分 析 プ ロ グ ラ ム の い ず れ か を 用 い て 、 サ
ザ ン ブ ロ ッ ト 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 、 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 分 析 、 お よ び ／ ま た は イ ン ・ ビ ト ロ 、 イ ン
・ シ テ ュ ー ま た は イ ン ・ ビ ボ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の よ う な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 分
析 法 に 有 用 な こ れ ら の 配 列 の 領 域 （ 断 片 ） を 選 択 す る こ と が で き る で あ ろ う 。 更 に 、 当 業
者 で あ れ ば 、 本 発 明 の 配 列 を 用 い て 、 広 く 利 用 可 能 な 配 列 分 析 プ ロ グ ラ ム を 用 い て 、 プ ロ
ー ブ お よ び プ ラ イ マ ー と し て 、 並 び に ア ン チ セ ン ス 分 子 の デ ザ イ ン に 用 い る こ と が で き る
領 域 を 同 定 す る こ と が で き る 。 当 業 者 に よ っ て 選 択 さ れ た 断 片 に つ い て の 唯 一 の 実 際 的 制
限 は 、 そ れ を 選 択 す る 目 的 に 対 す る 断 片 の 有 用 性 で あ る 。 例 え ば 、 当 業 者 が ハ イ ブ リ ダ イ
ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ を 選 択 し よ う と す れ ば 、 有 意 な 結 果 を 得 る の に 十 分 な 長 さ お よ び 十 分
な 安 定 性 の 一 つ の 選 択 法 を 知 る で あ ろ う 。 選 択 さ れ る 条 件 は 、 近 似 的 な 選 択 さ れ た 長 さ の
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核 酸 断 片 に つ い て 開 発 さ れ た ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 分 析 法 で 典 型 的 に 用 い ら れ る も の で
あ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 は 、 プ ロ ー ブ お よ び プ ラ イ マ ー と し て 有 用 な 短 い オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を
提 供 す る 。 態 様 で は 、 プ ロ ー ブ お よ び ／ ま た は プ ラ イ マ ー は 、 本 発 明 に よ る ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド ま た は そ れ に 相 補 的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の ８ ～ ３ ０ 個 の 連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド を 含 ん で
な る 。 有 利 に は 、 本 明 細 書 に 記 載 の 断 片 の 長 さ は 少 な く と も ８ ヌ ク レ オ チ ド で あ り 、 こ れ
は 特 異 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 う 目 的 で 決 定 さ れ た ほ ぼ 最 小 限 の 長 さ で あ る 。 好 ま
し く は 、 核 酸 断 片 は 、 長 さ が 少 な く と も １ ２ ヌ ク レ オ チ ド で あ り 、 更 に 好 ま し く は 、 配 列
番 号 １ ま た は 配 列 番 号 ４ の い ず れ か の ２ ０ 個 の 連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド の 配 列 は 、 本 発 明 に よ る 多 数 の 可 能 な 配 列 の い ず れ か で あ る こ と が で き る 。 好 ま し
く は 、 配 列 は 、 配 列 番 号 １ ３ 、 配 列 番 号 １ ４ 、 配 列 番 号 １ ５ 、 配 列 番 号 １ ６ 、 配 列 番 号 １
７ 、 配 列 番 号 １ ８ の 群 か ら 選 択 さ れ る 。 更 に 正 確 に は 、 プ ラ イ マ ー で あ る 配 列 番 号 １ ３ 、
配 列 番 号 １ ４ 、 配 列 番 号 １ ５ お よ び 配 列 番 号 １ ６ が 核 酸 断 片 配 列 番 号 ４ に 含 ま れ る 。 プ ラ
イ マ ー 配 列 番 号 １ ７ お よ び 配 列 番 号 １ ８ は 核 酸 配 列 で あ る 配 列 番 号 １ に 含 ま れ 、 配 列 番 号
４ の 核 酸 断 片 に 隣 接 し て い る （ 図 ５ 参 照 ） 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 従 っ て 、 配 列 番 号 １ お よ び 配 列 番 号 ４ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び そ れ ら の 断 片 を 用 い て
、 特 に 、 更 に 記 載 さ れ る 増 幅 反 応 の よ う な 増 幅 反 応 の ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー を 選 択 す る
こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 Ｐ Ｃ Ｒ は 米 国 特 許 第 ４ ， ６ ８ ３ ， ２ ０ ２ 号 明 細 書 に 記 載 さ れ て お り 、 そ の 内 容 は 、 そ の
開 示 の 一 部 と し て 本 明 細 書 に 引 用 さ れ て い る 。 増 幅 断 片 は 、 ア ガ ロ ー ス ま た は ポ リ ア ク リ
ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 に よ っ て 、 キ ャ ピ ラ リ ー 電 気 泳 動 に よ っ て 、 あ る い は ク ロ マ ト グ ラ
フ ィ ー 法 （ ゲ ル 濾 過 、 疎 水 性 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ま た は イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー
） に よ っ て 同 定 す る こ と が で き る 。 増 幅 の 特 異 性 は 、 核 酸 プ ロ ー ブ と し て 配 列 番 号 １ ま た
は 配 列 番 号 ４ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 お よ び そ れ ら の 断 片 、 こ れ ら の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た
は そ の 断 片 に 相 補 的 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は そ れ ら の 増 幅 産 物 自 身 を 用 い る 分 子 ハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ っ て 、 お よ び ／ ま た は Ｄ Ｎ Ａ シ ー ク エ ン シ ン グ に よ っ て も 確 保
す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 核 酸 増 幅 に 関 す る 下 記 の 他 の 手 法 を 用 い る こ と も で き 、 ま た 一 般 に Ｐ Ｃ Ｒ 法 に 好 ま し い
。 鎖 置 換 増 幅 （ Strand Displacement Amplification (Ｓ Ｄ Ａ )） 法 は 、 制 限 酵 素 が （ ヘ ミ
ホ ス ホ チ オ エ ー ト 形 態 下 に あ る ） 認 識 位 置 に お け る 鎖 の １ 本 を 開 裂 す る こ と が で き る こ と
、 お よ び 制 限 酵 素 に よ っ て 生 成 し た ３ ’ Ｏ Ｈ 末 端 か ら の 新 た な 鎖 の 合 成 を 開 始 す る Ｄ Ｎ Ａ
ポ リ メ ラ ー ゼ の 特 性 、 お よ び 下 流 に 局 在 化 さ れ て い る 以 前 に 合 成 さ れ た 鎖 を 変 位 さ せ る こ
の Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ の 特 性 に 基 づ く 等 温 増 幅 法 で あ る 。 Ｓ Ｄ Ａ 増 幅 法 は Ｐ Ｃ Ｒ （ １ 個 だ
け の 恒 温 水 槽 装 置 が 必 要 ） よ り 容 易 に 行 わ れ 、 他 の 増 幅 法 よ り 速 や か で あ る 。 従 っ て 、 本
発 明 は 、 Ｓ Ｄ Ａ 法 に よ る Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ 増 幅 の 方 法 に お け る 本 発 明 に よ る 核 酸 断 片 （
プ ラ イ マ ー ） の 使 用 も 含 ん で な る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 検 出 を 行 う タ ー ゲ ッ ト ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が Ｒ Ｎ Ａ 、 例 え ば 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ で あ る と き に は 、
逆 転 写 酵 素 を 増 幅 反 応 の 前 に 用 い て 、 生 物 学 的 試 料 に 含 ま れ る Ｒ Ｎ Ａ か ら の ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 得
る 。 次 に 、 生 成 し た ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 、 本 発 明 に よ る 増 幅 工 程 ま た は 検 出 工 程 で 用 い ら れ る プ ラ
イ マ ー ま た は プ ロ ー ブ の 核 酸 タ ー ゲ ッ ト と し て 用 い る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 の 非 標 識 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 プ ロ ー ブ と し て 直 接 用
い る こ と が で き る 。 し か し な が ら 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 一 般 に
放 射 性 元 素 （ ３ ２ Ｐ 、 ３ ５ Ｓ 、 ３ Ｈ 、 １ ２ ５ Ｉ ） ま た は 非 同 位 体 分 子 （ 例 え ば 、 ビ オ チ ン
、 ア セ チ ル ア ミ ノ フ ル オ セ ン 、 ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン 、 ５ － ブ ロ モ デ ソ キ シ ウ リ ジ ン 、 フ ル オ レ
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セ イ ン ） に よ っ て 標 識 さ れ 、 多 く の 用 途 で 有 用 な プ ロ ー ブ を 生 成 す る 。 核 酸 断 片 の 非 放 射
性 標 識 の 例 は 、 仏 国 特 許 第 Ｆ Ｒ 　 ７ ８ 　 １ ０ ９ ７ ５ 号 明 細 書 、 お よ び Urdea et al.(1988,
 Nucleic Acids Research 11:4937-4957)ま た は Sanchez-Pescador et al.(1988, J. Clin
. Microbiol. 26 (10):1934-1938)に 記 載 さ れ て お り 、 上 記 文 献 の 内 容 は 、 そ の 開 示 の 一
部 と し て 本 明 細 書 に 引 用 さ れ て い る 。 仏 国 特 許 第 Ｆ Ｒ  ２  ４ ２ ２  ９ ５ ６ 号 明 細 書 お よ び
Ｆ Ｒ  ２  ５ １ ８  ７ ５ ５ 号 明 細 書 に 記 載 さ れ て い る よ う な 他 の 標 識 法 を 用 い る こ と も で き
る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 段 階 は 、 様 々 な 方 法 で 行 う こ と が で き る 。 例 え ば 、 Matthews
 et al., 1988, Anal. Biochem. 169:1-25を 参 照 さ れ た い 。 一 般 的 方 法 は 、 生 物 学 的 試 料
か ら 抽 出 し た 核 酸 を 基 剤 （ 例 え ば 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 、 ナ イ ロ ン 、 ポ リ ス チ レ ン ） 上 で 固
定 し た 後 、 定 義 さ れ た 条 件 で タ ー ゲ ッ ト 核 酸 を プ ロ ー ブ と 共 に イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る こ
と を 含 ん で な る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 段 階 の 後 に 、 過 剰 量 の 特 異 的 プ ロ ー ブ を 廃 棄 し
て 、 形 成 し た ハ イ ブ リ ッ ド 分 子 を 適 当 な 方 法 （ 放 射 能 、 蛍 光 ま た は 酵 素 活 性 測 定 な ど ） に
よ っ て 検 出 す る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 増 幅 し た ヌ ク レ オ チ ド 断 片 は 、 特 に 本 発 明 に よ る １ 個 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 存 在 を 検 出
し ま た は 突 然 変 異 を 検 出 す る た め の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 反 応 で 用 い ら れ る プ ロ ー ブ と
し て 有 用 で あ る 。 プ ラ イ マ ー を オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ と し て 用 い て 、 本 発 明 に よ る
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 特 異 的 に 検 出 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 発 明 に よ る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ は 、 基 材 上 に 固 定 さ れ た プ ロ ー ブ の マ ト リ ッ
ク ス ラ イ ブ ラ リ ー を 含 ん で な る 検 出 装 置 で 用 い る こ と も で き 、 所 定 の 長 さ の そ れ ぞ れ の プ
ロ ー ブ の 配 列 は １ ま た は 数 個 の 塩 基 の シ フ ト に 局 在 し て お り 、 一 方 、 マ ト リ ッ ク ス ラ イ ブ
ラ リ ー の そ れ ぞ れ の プ ロ ー ブ は こ れ に よ り タ ー ゲ ッ ト 核 酸 の 異 な る 配 列 に 相 補 的 で あ る 。
必 要 に 応 じ て 、 マ ト リ ッ ク ス の 基 剤 は 電 子 供 与 体 と し て 作 用 す る こ と が で き る 材 料 で あ る
こ と が で き 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が 起 こ っ た マ ト リ ッ ク ス 一 の 検 出 が 次 に 電 子 装 置 に
よ っ て 決 定 さ れ る 。 プ ロ ー ブ の こ の よ う な マ ト リ ッ ク ス ラ イ ブ ラ リ ー お よ び タ ー ゲ ッ ト 核
酸 を 特 異 的 に 検 出 す る 方 法 は 、 欧 州 特 許 出 願 第 ０  ７ １ ３  ０ １ ６ 号 明 細 書 （ Affymax tech
nologies） お よ び 米 国 特 許 第 ５ ， ２ ０ ２ ， ２ ３ １ 号 明 細 書 （ Drmanac） に も 記 載 さ れ て い
る 。 マ イ コ バ ク テ リ ア の 染 色 体 の ほ ぼ 全 長 は Ｂ Ａ Ｃ に 基 づ く ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー に
よ っ て 被 覆 さ れ て い る （ す な わ ち 、 染 色 体 の ９ ７ ％ は Ｂ Ａ Ｃ ラ イ ブ ラ リ ー
Ｉ － １ ９ ４ ５ に よ っ て 被 覆 さ れ て い る ） の で 、 こ れ ら の Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー は 、 Ｂ Ａ Ｃ の
規 範 的 セ ッ ト を ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 研 究 の マ ト リ ッ ク ス と し て 用 い る こ と が で き る マ
イ コ バ ク テ リ ア 遺 伝 子 発 現 研 究 の よ う な 多 数 の ゲ ノ ム 後 の 応 用 に お い て 重 要 な 役 割 を 果 た
す 。 従 っ て 、 核 酸 細 片 、 更 に 正 確 に は 本 発 明 の 核 酸 ま た は ポ リ ペ プ チ ド を そ れ ぞ れ 含 ん で
な る Ｄ Ｎ Ａ 細 片 ま た は タ ン パ ク 質 細 片 を 提 供 す る こ と も 本 発 明 の 範 囲 に あ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 発 明 は 、 本 発 明 の 単 離 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 を 含 ん で な る ベ ク タ ー も 提 供 し て い る 。 「 ベ ク タ ー
」 と は 、 別 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド セ グ メ ン ト が 付 着 し て 、 付 着 し た セ グ メ ン ト に 複 製 お よ び
／ ま た は 発 現 を 生 じ さ せ る レ プ リ コ ン で あ る 。 ベ ク タ ー は 、 １ 以 上 の 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア
ー ゼ 認 識 部 位 で あ っ て 、 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を ベ ク タ ー の 本 質 的 な 生 物 学 的 機 能 を 喪 失 す る こ と な
く 確 定 可 能 な や り 方 で 切 断 す る こ と が で き 且 つ Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を ス プ ラ イ シ ン グ し て そ の 複 製
お よ び ク ロ ー ニ ン グ を 生 じ さ せ る こ と が で き る 部 位 を 有 す る こ と が で き る 。 ベ ク タ ー は 、
更 に プ ラ イ マ ー 位 置 （ 例 え ば 、 Ｐ Ｃ Ｒ の た め の ） 、 転 写 お よ び ／ ま た は 翻 訳 開 始 お よ び ／
ま た は 調 節 位 置 、 組 換 え シ グ ナ ル 、 レ プ リ コ ン 、 選 択 可 能 マ ー カ ー な ど を 提 供 す る こ と が
で き る 。 相 同 組 換 え ま た は 制 限 酵 素 を 用 い て 所 望 な Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を ベ ク タ ー に 挿 入 す る こ と
の 他 に 、 Ｐ Ｃ Ｒ 断 片 の Ｕ Ｄ Ｇ ク ロ ー ニ ン グ （ 米 国 特 許 第 ５ ， ３ ３ ４ ， ５ ７ ５ 号 明 細 書 ） 、
Ｔ ： Ａ ク ロ ー ニ ン グ な ど を 応 用 す る こ と も で き る 。 ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー は 、 こ の ク ロ ー
ニ ン グ ベ ク タ ー を 用 い て 形 質 転 換 し た 細 胞 の 同 定 に 用 い る の に 適 当 な 選 択 可 能 マ ー カ ー を
含 む こ と も で き る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
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　 ベ ク タ ー は 当 業 者 に 知 ら れ て い る 任 意 の 有 用 な ベ ク タ ー で あ る こ と が で き 、 ク ロ ー ニ ン
グ ベ ク タ ー 、 挿 入 ベ ク タ ー 、 ま た は 発 現 ベ ク タ ー な ど が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ
な い 。 ベ ク タ ー の 例 と し て は 、 プ ラ ス ミ ド 、 フ ァ ー ジ 、 コ ス ミ ド 、 フ ァ ー ジ ミ ド 、 酵 母 の
人 工 染 色 体 （ Ｙ Ａ Ｃ ） 、 細 菌 の 人 工 染 色 体 （ Ｂ Ａ Ｃ ） 、 ヒ ト の 人 工 染 色 体 （ Ｈ Ａ Ｃ ） 、 ウ
イ ル ス ベ ク タ ー 、 例 え ば 、 ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 お よ び イ
ン ・ ビ ト ロ ま た は 宿 主 細 胞 で 複 製 す る ま た は 複 製 さ せ る こ と が で き ま た は 所 望 な Ｄ Ｎ Ａ セ
グ メ ン ト を 宿 主 細 胞 中 の 所 望 な 位 置 に 送 達 す る こ と が で き る 他 の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 が 挙 げ ら れ る
。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い 態 様 に よ れ ば 、 組 換 え ベ ク タ ー は Ｂ Ａ Ｃ  ｐ Ｂ ｅ ｌ ｏ Ｂ Ａ Ｃ １ １ で あ
っ て 、  H37Rvの ゲ ノ ム の 座 １ ， ７ ６ ０ ， ７ ５ ３ ｂ ｐ ～ １ ， ８ ３ ０ ， ３ ６
４ ｂ ｐ に 対 応 す る 領 域 に わ た る の ゲ ノ ム 領 域 が Ｈ ｉ ｎ ｄ III制 限
部 位 に 挿 入 さ れ て い る も の で あ り 、 こ の 組 換 え ベ ク タ ー は Ｘ ２ ２ ９ と 命 名 さ れ て い る 。 こ
の 領 域 に お い て 、 本 発 明 者 ら は 、 遺 伝 子 ｋ ａ ｔ Ｇ の コ ド ン ４ ６ ３ に 配 列 Ｃ Ｔ Ｇ を 有 し 且 つ
ゲ ノ ム に は Ｉ Ｓ ６ １ １ ０ 配 列 を 全 く 挿 入 し て い な い か ま た は ご く 僅 か し か 挿 入 し て い な い

株 を 除 く の ほ と ん ど に お い て 配
列 番 号 ４ に 対 応 す る ２ １ ５ ３ ｂ ｐ の 断 片 の 欠 失 を 示 し た 。 そ れ が 、 本 発 明 者 ら が こ の 欠 失
を ２ １ ５ ３ ｂ ｐ 　 Ｔ ｂ Ｄ １ （ 「 特 異 的 欠 失 １ 」 ） と 命 名 し た 理 由 で あ る 。
Ｔ ｂ Ｄ １ に は 、 配 列 GGC CTG GTC AAA CGC GGC TGG ATG CTGお よ び AGA TCC GTC TTT GAC A
CG ATC GAC Gが 隣 接 し て い る 。 Ｔ ｂ Ｄ １ の 外 側 の こ の よ う な 配 列 ま た は そ れ に 相 補 的 な 配
列 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 外 部 プ ラ イ マ ー を Ｔ ｂ Ｄ １ の 増 幅 に 用 い て 、 Ｔ ｂ Ｄ １ の 欠 失 の 存
在 ま た は 非 存 在 を チ ェ ッ ク す る こ と が で き る 。 本 発 明 者 ら は 、 例 え ば 、 下 記 の プ ラ イ マ ー
：
　 　 5'-CTA CCT CAT CTT CCG GTC CA-3' （ 配 列 番 号 １ ７ ）
　 　 5'-CAT AGA TCC CGG ACA TGG TG-3' （ 配 列 番 号 １ ８ ）
を デ ザ イ し て い る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 実 験 用 の 特 異 的 な ５ ０ ０ ｐ ｂ の プ ロ ー ブ を 得
る た め に 、 Ｔ ｂ Ｄ １ に 含 ま れ る 断 片 の Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 を プ ラ ス ミ ド Ｘ ２ ２ ９ を マ ト リ ッ ク ス と
し て 用 い て 実 現 す る こ と が で き る 。 Ｔ ｂ Ｄ １ に 含 ま れ る 約 ５ ０ ０ ｂ ｐ の 断 片 の 増 幅 は 、 下
記 の プ ラ イ マ ー ：
　 　 5'-CGT TCA ACC CCA AAC AGG TA-3' （ 配 列 番 号 １ ３ ）
　 　 5'-AAT CGA ACT CGT GGA ACA CC-3' （ 配 列 番 号 １ ４ ）
を 用 い て 行 う こ と が で き る 。 Ｔ ｂ Ｄ １ に 含 ま れ る 約 ２ ０ ０ ０ ｂ ｐ の 断 片 の 増 幅 は 、 下 記 の
プ ラ イ マ ー
　 　 5'-ATT CAG CGT CTA TCG GTT GC-3' （ 配 列 番 号 １ ５ ）
　 　 5'-AGC AGC TCG GGA TAT CGT AG-3' （ 配 列 番 号 １ ６ ）
を 用 い て 行 う こ と が で き る 。 Ｐ Ｃ Ｒ 条 件 は 下 記 の 通 り で あ る ： ９ ５ ℃ で １ 分 間 変 性 し た 後
、 ３ ５ サ イ ク ル の 増 幅 ［ ９ ５ ℃ で ３ ０ 秒 間 、 ５ ８ ℃ で １ 分 間 ］ 、 次 い で ７ ２ ℃ で ４ 分 間 伸
長 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 は 、 本 発 明 に よ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 組 換 え ベ ク タ ー を 含 む 組 換 え
細 胞 宿 主 に も 関 す る 。 細 胞 宿 主 を ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 組 換 え ベ ク タ ー で 形 質 転 換 ま た
は ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し て 、 所 望 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 一 過 的 、 安 定 的 ま た は 制 御 し て
発 現 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 目 的 と す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を プ ラ ス ミ ド 中 の プ ロ モ ー
タ ー か ら 下 流 の ク ロ ー ニ ン グ 位 置 に お け る 発 現 プ ラ ス ミ ド に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ す る こ と が
で き 、 プ ラ ス ミ ド を 発 現 が 起 こ り 得 る 宿 主 細 胞 に 導 入 す る こ と が で き る 。 組 換 え 宿 主 細 胞
は 、 真 核 細 胞 ま た は 微 生 物 の よ う な 当 業 者 に 知 ら れ て い る 任 意 の 適 当 な 宿 主 で あ る こ と が
で き る 。 例 え ば 、 宿 主 は 、 Escherichia coli、 Bacillzrs subtilis、 昆 虫 細 胞 、 お よ び 酵
母 か ら 選 択 さ れ る 細 胞 で あ る こ と が で き る 。 本 発 明 の 好 ま し い 態 様 に よ れ ば 、 組 換 え 細 胞
宿 主 は 、 以 前 に 記 載 さ れ た Ｘ ２ ２ ９ と 命 名 し た Ｂ Ａ Ｃ を 含 む 市 販 の  DH1
0B (Gibco)で あ る 。 こ の Ｘ ２ ２ ９ と 命 名 し た Ｂ Ａ Ｃ を 含 む Escherichia coli DH10B (Gibc
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o)は 、 ２ ０ ０ ２ 年 ２ 月 １ ８ 日 に Collection Nationale de Cultures de Microorganismes 
(CNCM), Institut Pasteur， パ リ ， フ ラ ン ス に Ｃ Ｎ Ｃ Ｍ Ｉ － ２ ７ ９ ９ の 番 号 で 寄 託 さ れ て
い る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 発 明 の も う 一 つ の 態 様 は 、 遺 伝 子 ｋ ａ ｔ Ｇ の コ ド ン ４ ６ ３ に 配 列 Ｃ Ｔ Ｇ を 有 し 且 つ 上
記 の よ う に ゲ ノ ム に は Ｉ Ｓ ６ １ １ ０ 配 列 を 全 く 挿 入 し て い な い か ま た は ご く 僅 か し か 挿 入
し て い な い 株 を 除 く の ゲ ノ ム か
ら 特 異 的 に 欠 失 し た 核 酸 断 片 な ど の 本 発 明 に よ る 核 酸 の 全 部 ま た は 一 部 の 発 現 の 産 物 で あ
る 。 「 発 現 の 産 物 」 と い う 表 現 は 、 上 記 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 全 部 ま た は 一 部 の 発 現 か ら 生
じ る 任 意 の 単 離 ま た は 精 製 し た タ ン パ ク 質 、 ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド 断 片 を 意 味
す る も の と 理 解 さ れ る 。 そ れ ら の 発 現 の 産 物 の 中 で は 、 配 列 番 号 ６ に 対 応 す る 膜 タ ン パ ク
質 ｍ ｍ ｐ Ｌ ６ 、 配 列 番 号 ３ ま た は 配 列 番 号 １ ０ に 対 応 す る 膜 タ ン パ ク 質 ｍ ｍ ｐ Ｓ ６ （ ２ つ
の 配 列 番 号 ３ お よ び 配 列 番 号 １ ０ は 同 一 で あ る ） 、 お よ び 本 発 明 に よ る 核 酸 断 片 の 欠 失 に
よ る そ れ ら の 切 り 詰 め ま た は 再 編 成 形 態 を 挙 げ る こ と が で き る 。 例 え ば 、 配 列 番 号 ８ は ｍ
ｍ ｐ Ｌ ６ タ ン パ ク 質 の 切 り 詰 め 形 態 で あ り 、 配 列 番 号 １ ２ は ｍ ｍ ｐ Ｓ ６ タ ン パ ク 質 の 切 り
詰 め 形 態 で あ り 、 配 列 番 号 ２ ２ は い ず れ も 再 編 成 し た ｍ ｍ ｐ Ｌ ６ お よ び ｍ ｍ ｐ Ｓ ６ タ ン パ
ク 質 の 融 合 産 物 ［ ｍ ｍ ｐ Ｓ ６ － ｍ ｍ ｐ Ｌ ６ ］ で あ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 従 っ て 、 プ ラ ス ミ ド 、 フ ァ ー ジ お よ び フ ァ ー ジ ミ ド の よ う な 発 現 ベ ク タ ー を 用 い る 遺 伝
子 工 学 の 手 法 に よ っ て タ ン パ ク 質 を 多 量 に 産 生 す る こ と が 容 易 で あ る 。 本 発 明 の ポ リ ペ プ
チ ド は 適 当 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を ベ ク タ ー 中 の 適 当 な 位 置 の 適 当 な 発 現 ベ ク タ ー に 挿 入 す
る こ と に よ っ て 産 生 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 操 作 は 周 知 で あ り
、 当 業 者 に よ っ て 広 く 実 施 さ れ て い る 。 ポ リ ペ プ チ ド は 、 こ れ ら の 組 換 え ベ ク タ ー か ら イ
ン ・ ビ ト ロ ま た は イ ン ・ ビ ボ で 産 生 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す
る 総 て の 単 離 ま た は 精 製 し た 核 酸 は 、 本 発 明 の 範 囲 に あ る 。 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 本
明 細 書 に 記 載 の ス ト リ ン ジ ェ ン ト 条 件 下 で 配 列 番 号 １ ま た は ４ の い ず れ か に ハ イ ブ リ ダ イ
ズ す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 更 に 好 ま し く は 、 本 発 明 に よ る 上 記 の 単 離 ま た は 精 製 し た 核 酸 は 、
　 － 　 配 列 番 号 １ に 含 ま れ 且 つ 配 列 番 号 ６ の タ ン パ ク 質 ｍ ｍ ｐ Ｌ ６ を コ ー ド す る 、 配 列 番
号 ５ の 配 列 の ｍ ｍ ｐ Ｌ ６ 遺 伝 子 、
　 － 　 配 列 番 号 ４ の Ｔ ｂ Ｄ １ に 含 ま れ 且 つ 配 列 番 号 ８ の 配 列 の ｍ ｍ ｐ Ｌ ６ タ ン パ ク 質 の 切
り 詰 め 形 態 を コ ー ド す る 配 列 番 号 ７ の 配 列 の ｍ ｍ ｐ Ｌ ６ 遺 伝 子 の 切 り 詰 め 形 態 、
　 － 　 配 列 番 号 １ に 含 ま れ 且 つ 配 列 番 号 １ ０ の 配 列 の ｍ ｍ ｐ Ｓ ６ 遺 伝 子 を コ ー ド す る 、 配
列 番 号 ９ の ｍ ｍ ｐ Ｓ ６ 遺 伝 子 、
　 － 　 配 列 番 号 ４ の 配 列 の Ｔ ｂ Ｄ １ に 含 ま れ 且 つ 配 列 番 号 １ ２ の ｍ ｍ ｐ Ｓ ６ タ ン パ ク 質 の
切 り 詰 め 形 態 を コ ー ド す る 、 配 列 番 号 １ １ の 配 列 の ｍ ｍ ｐ Ｓ ６ 遺 伝 子 の 切 り 詰 め 形 態 、
　 － 　 遺 伝 子 ｋ ａ ｔ Ｇ の コ ド ン ４ ６ ３ に 配 列 Ｃ Ｔ Ｇ を 有 し 且 つ ゲ ノ ム に は Ｉ Ｓ ６ １ １ ０ 配
列 を 全 く 挿 入 し て い な い か ま た は ご く 僅 か し か 挿 入 し て い な い 株 を 除 く

の ゲ ノ ム か ら Ｔ ｂ Ｄ １ の 欠 失 に よ る 切 り 詰 め ｍ ｍ ｐ Ｓ ６ お よ び ｍ ｍ ｐ Ｌ ６
遺 伝 子 の 融 合 に よ っ て 生 じ た 配 列 番 号 ２ １ の キ メ ラ 遺 伝 子 、
か ら 選 択 さ れ る 。 こ の キ メ ラ 遺 伝 子 は 、 配 列 番 号 ２ ２ の 配 列 の 融 合 ポ リ ペ プ チ ド ［ ｍ ｍ ｐ
Ｓ ６ － ｍ ｍ ｐ Ｌ ６ ］ を コ ー ド す る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 発 明 は 、
　 遺 伝 子 ｋ ａ ｔ Ｇ の コ ド ン ４ ６ ３ に 配 列 Ｃ Ｔ Ｇ を 有 し 且 つ ゲ ノ ム に は Ｉ Ｓ ６ １ １ ０ 配 列 を
全 く 挿 入 し て い な い か ま た は ご く 僅 か し か 挿 入 し て い な い 株
を 除 く を
　 生 物 学 的 試 料 中 の 、 、
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と 区 別 し て 検 出 し 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、
　 ａ ） 　 分 析 を 行 う 生 物 学 的 試 料 か ら Ｄ Ｎ Ａ を 単 離 し 、 ま た は 生 物 学 的 試 料 の Ｒ Ｎ Ａ か ら
の ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 産 生 し 、
　 ｂ ） 　 生 物 学 的 試 料 に 含 ま れ る マ イ コ バ ク テ リ ウ ム の 核 酸 配 列 を 検 出 し 、
　 ｃ ） 　 前 記 し た よ う に 、 遺 伝 子 ｋ ａ ｔ Ｇ の コ ド ン ４ ６ ３ に 配 列 Ｃ Ｔ Ｇ を 有 し 且 つ ゲ ノ ム
に は Ｉ Ｓ ６ １ １ ０ 配 列 を 全 く 挿 入 し て い な い か ま た は ご く 僅 か し か 挿 入 し て い な い

株 を 除 く を ゲ ノ ム か ら 特 異 的 に 欠 失 し
た 核 酸 断 片 の 存 在 ま た は 非 存 在 を 分 析 す る
工 程 を 含 ん で な る 、 方 法 も 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 本 発 明 に よ る 生 物 学 的 試 料 と は 、 特 に 喀 痰 、 唾 液 、 血 漿 、 尿 ま た は 精 液 の よ う な 生 物 学
的 流 体 、 ま た は 生 験 材 料 の よ う な 組 織 を 表 す 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 所 望 な 配 列 の 分 析 は 、 例 え ば 、 ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 に よ っ て 行 う こ と が で き る 。 予
想 し た 位 置 に 移 動 す る Ｄ Ｎ Ａ 断 片 の 存 在 が 見 ら れ る 場 合 に は 、 分 析 し た 試 料 は マ イ コ バ ク
テ リ ア Ｄ Ｎ Ａ を 含 ん で い た と 結 論 す る こ と が で き る 。 こ の 分 析 は 、 核 酸 プ ロ ー ブ を 用 い る
分 子 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法 に よ っ て 行 う こ と も で き る 。 こ の プ ロ ー ブ は 、 非 放 射 性 （
コ ー ル ド プ ロ ー ブ ） ま た は 放 射 性 元 素 で 標 識 さ れ て い る の が 有 利 で あ る 。 マ イ コ バ ク テ リ
ア Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の 検 出 は 、 上 記 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 に 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 用 い て 行 う の が 有
利 で あ る 。 例 え ば 、 そ れ ら は 標 識 ま た は 未 標 識 ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 包 含 す る こ と が で
き 、 増 幅 用 プ ラ イ マ ー を 包 含 す る こ と も で き る 。 用 い ら れ る 増 幅 法 は Ｐ Ｃ Ｒ で よ い が 、 Ｓ
Ｄ Ａ 鎖 置 換 増 幅 （ Strand Displacement Amplification） 法 、 Ｔ Ａ Ｓ 法 （ 転 写 に 基 づ く 増
幅 シ ス テ ム ） 、 Ｎ Ａ Ｓ Ｂ Ａ （ 核 酸 配 列 に 基 づ く 増 幅 ） 法 、 ま た は Ｔ Ｍ Ａ （ 転 写 依 存 性 増 幅
） 法 の よ う な 他 の 代 替 手 法 を 用 い る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 本 発 明 に よ る プ ラ イ マ ー は 、 配 列 番 号 １ ３ 、 配 列 番 号 １ ４ 、 配 列 番 号 １ ５ 、 配 列 番 号 １
６ 、 配 列 番 号 １ ７ 、 配 列 番 号 １ ８ を 含 ん で な る 群 か ら 選 択 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す
る 。 プ ラ イ マ ー 配 列 番 号 １ ３ 、 配 列 番 号 １ ４ 、 配 列 番 号 １ ５ お よ び 配 列 番 号 １ ６ は 配 列 番
号 ４ の 核 酸 断 片 に 含 ま れ 、 プ ラ イ マ ー 配 列 番 号 １ ７ お よ び 配 列 番 号 １ ８ は 配 列 番 号 １ の 核
酸 に 含 ま れ る が 配 列 番 号 ４ の 核 酸 断 片 に は 含 ま れ な い 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 異 な る 態 様 で は 、 本 発 明 の 主 題 は 、
　 遺 伝 子 ｋ ａ ｔ Ｇ の コ ド ン ４ ６ ３ に 配 列 Ｃ Ｔ Ｇ を 有 し 且 つ ゲ ノ ム に は Ｉ Ｓ ６ １ １ ０ 配 列 を
全 く 挿 入 し て い な い か ま た は ご く 僅 か し か 挿 入 し て い な い 株
を 除 く を 、
　 生 物 学 的 試 料 中 の 、 、

、 、 と
区 別 し て 検 出 し 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、
　 ａ ） 　 分 析 を 行 う 生 物 学 的 試 料 を 上 記 で 定 義 し た 少 な く と も １ 対 の プ ラ イ マ ー と 接 触 さ
せ 、 こ の 試 料 に 含 ま れ る Ｄ Ｎ Ａ を 、 適 当 な 場 合 に は 、 予 め ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 利 用
で き る よ う に し 、
　 ｂ ） 　 マ イ コ バ ク テ リ ウ ム の Ｄ Ｎ Ａ を 増 幅 し 、
　 ｃ ） 　 Ｄ Ｎ Ａ 断 片 の 増 幅 を 可 視 化 す る
工 程 を 含 ん で な る 方 法 で も あ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 増 幅 断 片 は 、 ア ガ ロ ー ス ま た は ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド 原 子 電 気 泳 動 に よ っ て 、 キ ャ ピ ラ リ
ー 電 気 泳 動 に よ っ て 、 ま た は ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 的 手 法 （ ゲ ル 濾 過 、 疎 水 性 ク ロ マ ト グ ラ
フ ィ ー ま た は イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ） に よ っ て 同 定 す る こ と が で き る 。 増 幅 の 仕
様 は 、 プ ロ ー ブ 、 こ れ ら の 配 列 を 含 む プ ラ ス ミ ド 、 ま た は 増 幅 の そ れ ら の 産 物 を 用 い る 分
子 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ っ て 制 御 す る こ と が で き る 。 増 幅 し た ヌ ク レ オ チ ド 断 片 を
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ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 反 応 に お け る 試 薬 と し て 用 い て 、 生 物 学 的 試 料 に お け る 上 記 増 幅
ヌ ク レ オ チ ド 断 片 の 配 列 に 相 補 的 な 配 列 を 有 す る タ ー ゲ ッ ト 核 酸 の 存 在 を 検 出 す る こ と が
で き る 。 こ れ ら の プ ロ ー ブ お よ び ア ン プ リ コ ン は 、 放 射 性 元 素 、 ま た は 酵 素 ま た は 蛍 光 成
分 の よ う な 非 放 射 性 分 子 で 標 識 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 本 発 明 の 主 題 は 、
　 遺 伝 子 ｋ ａ ｔ Ｇ の コ ド ン ４ ６ ３ に 配 列 Ｃ Ｔ Ｇ を 有 し 且 つ ゲ ノ ム に は Ｉ Ｓ ６ １ １ ０ 配 列 を
全 く 挿 入 し て い な い か ま た は ご く 僅 か し か 挿 入 し て い な い 株
を 除 く を 、
　 生 物 学 的 試 料 中 の 、 、

、 、 と
区 別 し て 検 出 し 同 定 す る た め の キ ッ ト で あ っ て 、 下 記 の 因 子
　 ａ ） 　 上 記 で 定 義 し た 少 な く と も １ 対 の プ ラ イ マ ー 、
　 ｂ ） 　 Ｄ Ｎ Ａ 増 幅 反 応 を 行 う の に 必 要 な 試 薬 、
　 ｃ ） 　 必 要 に 応 じ て 、 増 幅 し た 断 片 の 配 列 お よ び ／ ま た は 大 き さ を 明 ら か に し ま た は 比
較 す る こ と が で き る 必 要 な 成 分
を 含 ん で な る 、 キ ッ ト で も あ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 実 際 に 、 本 発 明 に 関 連 し て 、 用 い る プ ラ イ マ ー の 対 に よ っ て は 、 非 常 に 異 な る 結 果 を 得
る こ と が で き る 。 例 え ば 、 配 列 番 号 １ ３ 、 配 列 番 号 １ ４ 、 配 列 番 号 １ ５ 、 配 列 番 号 １ ６ の
よ う な Ｔ ｂ Ｄ １ 欠 失 に 含 ま れ る プ ラ イ マ ー を 用 い て 、 増 幅 産 物 が 遺 伝 子 ｋ ａ ｔ Ｇ の コ ド ン
４ ６ ３ に 配 列 Ｃ Ｔ Ｇ を 有 し 且 つ ゲ ノ ム に は Ｉ Ｓ ６ １ １ ０ 配 列 を 全 く 挿 入 し て い な い か ま た
は ご く 僅 か し か 挿 入 し て い な い 株 を 除 く で 検 出 さ れ ず 、 且 つ 増 幅 産 物 が

、 、 、
、 、 遺 伝 子 ｋ ａ ｔ Ｇ の コ ド ン ４ ６ ３ に 配 列 Ｃ Ｔ Ｇ を

有 し 且 つ ゲ ノ ム に は Ｉ Ｓ ６ １ １ ０ 配 列 を 全 く 挿 入 し て い な い か ま た は ご く 僅 か し か 挿 入 し
て い な い で 検 出 可 能 で あ る よ う に す る 。 配 列 番 号 １ ７ お よ び
配 列 番 号 １ ８ の よ う な Ｔ ｂ Ｄ １ 欠 失 の 外 側 で １ 対 の プ ラ イ マ ー を 用 い る と 、 同 様 に

、 、 、
、 、 遺 伝 子 ｋ ａ ｔ Ｇ の コ ド ン ４ ６ ３ に 配 列 Ｃ Ｔ Ｇ を 有 し 且

つ ゲ ノ ム に は Ｉ Ｓ ６ １ １ ０ 配 列 を 全 く 挿 入 し て い な い か ま た は ご く 僅 か し か 挿 入 し て い な
い に 約 ２ １ ０ ０ ｂ ｐ の ア ン プ リ コ ン を 生 じ 、 一 方 Ｔ ｂ Ｄ １ 欠
失 の 外 側 で １ 対 の プ ラ イ マ ー を 用 い る と 、 遺 伝 子 ｋ ａ ｔ Ｇ の コ ド ン ４ ６ ３ に 配 列 Ｃ Ｔ Ｇ を
有 し 且 つ ゲ ノ ム に は Ｉ Ｓ ６ １ １ ０ 配 列 を 全 く 挿 入 し て い な い か ま た は ご く 僅 か し か 挿 入 し
て い な い 株 を 除 く で 約 数 ｂ ｐ の ア ン プ リ コ ン を 生 じ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 更 に 一 般 的 に は 、 本 発 明 は 、 、 ま た は

、 、 、 、
 BCGで あ っ て 、 が 遺 伝 子 ｋ ａ ｔ Ｇ の コ ド ン ４

６ ３ に 配 列 Ｃ Ｔ Ｇ を 有 し 且 つ ゲ ノ ム に は Ｉ Ｓ ６ １ １ ０ 配 列 を 全 く 挿 入 し て い な い か ま た は
ご く 僅 か し か 挿 入 し て い な い も の か ら の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の 増 幅 の 目 的 で 上 記 で 定 義 し た 通 り の
少 な く と も １ 対 の プ ラ イ マ ー の 使 用 に 関 す る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 実 際 に 、 本 発 明 の 主 題 は 、 遺 伝 子 ｋ ａ ｔ Ｇ の コ ド ン ４ ６ ３ に 配 列 Ｃ Ｔ Ｇ を 有 し 且 つ ゲ ノ
ム に は Ｉ Ｓ ６ １ １ ０ 配 列 を 全 く 挿 入 し て い な い か ま た は ご く 僅 か し か 挿 入 し て い な い

を 除 く に 対 し て 特 異 的 な 抗 体 と 、 生
物 学 的 試 料 中 の 、 、

、 、  BCG、 遺 伝 子 ｋ ａ ｔ Ｇ の コ ド ン ４ ６ ３
に 配 列 Ｃ Ｔ Ｇ を 有 し 且 つ ゲ ノ ム に は Ｉ Ｓ ６ １ １ ０ 配 列 を 全 く 挿 入 し て い な い か ま た は ご く
僅 か し か 挿 入 し て い な い に 対 し て 特 異 的 な 抗 体 と を イ ン ・ ビ
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ト ロ で 区 別 し て 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、 下 記 の
　 ａ ） 　 生 物 学 的 試 料 を 、 上 記 で 定 義 し た 通 り に 遺 伝 子 ｋ ａ ｔ Ｇ の コ ド ン ４ ６ ３ に 配 列 Ｃ
Ｔ Ｇ を 有 し 且 つ ゲ ノ ム に は Ｉ Ｓ ６ １ １ ０ 配 列 を 全 く 挿 入 し て い な い か ま た は ご く 僅 か し か
挿 入 し て い な い の 株 を 除 く で 特 異 的 に 欠 失 し た 核 酸 断 片
の 全 部 ま た は 一 部 の 少 な く と も １ 個 の 発 現 産 物 と 接 触 さ せ 、
　 ｂ ） 　 生 成 し た 抗 原 － 抗 体 複 合 体 を 検 出 す る
工 程 を 含 ん で な る 方 法 で も あ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 本 発 明 の 主 題 は 、  BCGを 用 い る 予 防 接 種 、 遺 伝 子 ｋ ａ ｔ Ｇ の コ ド
ン ４ ６ ３ に 配 列 Ｃ Ｔ Ｇ を 有 し 且 つ ゲ ノ ム に は Ｉ Ｓ ６ １ １ ０ 配 列 を 全 く 挿 入 し て い な い か ま
た は ご く 僅 か し か 挿 入 し て い な い 、 、 、 、
ま た は 株 に よ る 感 染 症 と 、 哺 乳 類 の 遺 伝 子 ｋ ａ ｔ Ｇ の コ ド ン ４ ６ ３ に 配
列 Ｃ Ｔ Ｇ を 有 し 且 つ ゲ ノ ム に は Ｉ Ｓ ６ １ １ ０ 配 列 を 全 く 挿 入 し て い な い か ま た は ご く 僅 か
し か 挿 入 し て い な い 株 を 除 く に
よ る 感 染 症 を イ ン ・ ビ ト ロ で 区 別 し て 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、 下 記 の
　 ａ ） 　 細 胞 、 更 に 具 体 的 に は 上 記 哺 乳 類 の 免 疫 系 の 細 胞 、 更 に 具 体 的 に は Ｔ 細 胞 を 調 製
し 、
　 ｂ ） 　 工 程 ａ ） の 生 物 学 的 試 料 を 、 上 記 で 定 義 し た 通 り 遺 伝 子 ｋ ａ ｔ Ｇ の コ ド ン ４ ６ ３
に 配 列 Ｃ Ｔ Ｇ を 有 し 且 つ ゲ ノ ム に は Ｉ Ｓ ６ １ １ ０ 配 列 を 全 く 挿 入 し て い な い か ま た は ご く
僅 か し か 挿 入 し て い な い の 株 を 除 く に お い て 特 異 的 に 欠
失 し た 核 酸 断 片 の 全 部 ま た は 一 部 の 少 な く と も １ 個 の 発 現 産 物 と 共 に イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン
し 、
　 ｃ ） 　 上 記 産 物 に 対 す る 哺 乳 類 の 予 備 増 感 を 示 す 細 胞 反 応 、 特 に 細 胞 増 殖 お よ び ／ ま た
は γ － イ ン タ ー フ ェ ロ ン の よ う な タ ン パ ク 質 の 合 成 を 検 出 す る
工 程 を 含 ん で な る 、 方 法 で も あ る 。 細 胞 増 殖 は 、 例 え ば 、 ３ Ｈ － チ ミ ジ ン を 組 込 む こ と に
よ っ て 測 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 本 発 明 は 、  BCGを 用 い る 予 防 接 種 、 、 M. caraettii、 、

に よ る 感 染 症 と 、 哺 乳 類 に お け る 遺 伝 子 ｋ ａ ｔ Ｇ の コ ド ン ４ ６ ３ に 配 列 Ｃ Ｔ Ｇ
を 有 し 且 つ ゲ ノ ム に は Ｉ Ｓ ６ １ １ ０ 配 列 を 全 く 挿 入 し て い な い か ま た は ご く 僅 か し か 挿 入
し て い な い 株 を 除 く に よ る 感 染 症 と を イ ン ・ ビ ト ロ で 区 別 し て 診 断 す る
た め の キ ッ ト で あ っ て 、
　 ａ ） 　 上 記 で 定 義 し た 通 り の 遺 伝 子 ｋ ａ ｔ Ｇ の コ ド ン ４ ６ ３ に 配 列 Ｃ Ｔ Ｇ を 有 し 且 つ ゲ
ノ ム に は Ｉ Ｓ ６ １ １ ０ 配 列 を 全 く 挿 入 し て い な い か ま た は ご く 僅 か し か 挿 入 し て い な い

の 株 を 除 く で 特 異 的 に 欠 失 し た 核 酸 断 片 の 全 部 ま た は 一 部
の 発 現 の 産 物 、
　 ｂ ） 　 適 当 な 場 合 に は 、 免 疫 反 応 に 適 す る 培 地 を 構 成 す る た め の 試 薬 、
　 ｃ ） 　 免 疫 反 応 に よ っ て 産 生 し た 抗 原 － 抗 体 複 合 体 を 検 出 す る こ と が で き る 試 薬 、
　 ｄ ） 　 適 当 な 場 合 に は 、 上 記 産 物 に よ っ て 認 識 さ れ た 抗 体 を 含 ま な い 参 照 用 生 物 学 的 試
料 （ ネ ガ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル ） 、
　 ｅ ） 　 適 当 な 場 合 に は 、 上 記 産 物 に よ っ て 認 識 さ れ た 抗 体 の 予 定 量 を 含 む 参 照 用 生 物 学
的 試 料 （ ポ ジ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル ）
を 含 ん で な る 、 キ ッ ト に も 関 す る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 抗 原 － 抗 体 複 合 体 を 検 出 す る こ と が で き る 試 薬 は マ ー カ ー を 有 し て い る こ と が あ り 、 ま
た は 次 に 更 に 具 体 的 に は 用 い ら れ る 抗 体 が 標 識 さ れ て い な い 場 合 に は 、 標 識 試 薬 に よ っ て
認 識 さ れ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 本 発 明 の 主 題 は 、 本 発 明 に よ る 発 現 の 産 物 を 特 異 的 に 認 識 す る こ と が で き る モ ノ ま た は
ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 そ れ ら の キ メ ラ 断 片 ま た は 抗 体 で も あ る 。
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【 ０ ０ ４ ５ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 は 、 遺 伝 子 ｋ ａ ｔ Ｇ の コ ド ン ４ ６ ３ に 配 列 Ｃ Ｔ Ｇ を 有 し 且 つ ゲ ノ ム に は
Ｉ Ｓ ６ １ １ ０ 配 列 を 全 く 挿 入 し て い な い か ま た は ご く 僅 か し か 挿 入 し て い な い 株 を 除 く

の 抗 原 と 、 生 物 学 的 試 料 中 の 、
、 、 、

-BCG、 お よ び 遺 伝 子 ｋ ａ ｔ Ｇ の コ ド ン ４ ６ ３ に 配 列 Ｃ Ｔ Ｇ を 有 し 且 つ ゲ ノ ム に は Ｉ Ｓ ６
１ １ ０ 配 列 を 全 く 挿 入 し て い な い か ま た は ご く 僅 か し か 挿 入 し て い な い

の 抗 原 の 存 在 を 区 別 し て 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、 下 記 の
　 ａ ） 　 生 物 学 的 試 料 を 本 発 明 の 抗 体 と 接 触 さ せ 、
　 ｂ ） 　 形 成 し た 抗 原 － 抗 体 複 合 体 を 検 出 す る
工 程 を 含 ん で な る 、 方 法 に も 関 す る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 本 発 明 は 、 遺 伝 子 ｋ ａ ｔ Ｇ の コ ド ン ４ ６ ３ に 配 列 Ｃ Ｔ Ｇ を 有 し 且 つ ゲ ノ ム に は Ｉ Ｓ ６ １
１ ０ 配 列 を 全 く 挿 入 し て い な い か ま た は ご く 僅 か し か 挿 入 し て い な い の
株 を 除 く の 抗 原 の 存 在 と 、 生 物 学 的 試 料 中 の

、 、 、 、
 BCGま た は 遺 伝 子 ｋ ａ ｔ Ｇ の コ ド ン ４ ６ ３ に 配 列 Ｃ Ｔ Ｇ を 有 し 且 つ ゲ

ノ ム に は Ｉ Ｓ ６ １ １ ０ 配 列 を 全 く 挿 入 し て い な い か ま た は ご く 僅 か し か 挿 入 し て い な い
の 抗 原 の 存 在 を 区 別 し て 検 出 す る た め の キ ッ ト で あ っ て 、 下 記

の
　 ａ ） 　 上 記 の 通 り の 抗 体 、
　 ｂ ） 　 免 疫 反 応 に 適 す る 培 地 を 構 成 す る た め の 試 薬 、
　 ｃ ） 　 免 疫 反 応 に よ っ て 産 生 し た 抗 原 － 抗 体 複 合 体 を 検 出 す る こ と が で き る 試 薬
の 段 階 を 含 ん で な る 、 キ ッ ト に も 関 す る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 上 記 の 試 薬 は 当 業 者 に は 周 知 で あ り 、 彼 ら は 本 発 明 の 状 況 に 容 易 に 適 合 さ せ る こ と が で
き る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 本 発 明 の 主 題 は 、 本 発 明 に よ る 少 な く と も １ 個 の 発 現 産 物 を 含 ん で な る 免 疫 原 性 組 成 物
で も あ る 。 こ の よ う な 免 疫 原 性 組 成 物 を 用 い て 、 動 物 お よ び ヒ ト を 、

、 、 お よ び に よ る 感 染 症 か ら 保 護 す る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 特 定 の 態 様 で は 、 こ の よ う な 免 疫 原 性 組 成 物 は 、 遺 伝 子 ｋ ａ ｔ Ｇ の コ ド ン ４ ６ ３ に 配 列
Ｃ Ｔ Ｇ を 有 し 且 つ ゲ ノ ム に は Ｉ Ｓ ６ １ １ ０ 配 列 を 全 く 挿 入 し て い な い か ま た は ご く 僅 か し
か 挿 入 し て い な い 株 を 除 く の ゲ
ノ ム で 特 異 的 に 欠 失 し た 核 酸 断 片 の 全 部 ま た は 一 部 の 発 現 産 物 を 含 ん で な る 。 ま た 、 好 ま
し い 態 様 で は 、 こ の よ う な 免 疫 原 性 組 成 物 は Ｔ ｂ Ｄ １ の 全 部 ま た は 一 部 の 発 現 産 物 を 含 ん
で な る 。 こ の 場 合 に 、 こ の よ う な 免 疫 原 性 組 成 物 を 用 い て 、 動 物 お よ び ヒ ト を

、 、 、 お よ び 遺 伝 子 ｋ ａ ｔ Ｇ の コ ド ン ４ ６ ３ に 配 列 Ｃ
Ｔ Ｇ を 有 し 且 つ ゲ ノ ム に は Ｉ Ｓ ６ １ １ ０ 配 列 を 全 く 挿 入 し て い な い か ま た は ご く 僅 か し か
挿 入 し て い な い に よ る 感 染 症 か ら 保 護 す る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 他 の 特 定 の 態 様 で は 、 こ の よ う な 免 疫 原 性 組 成 物 は 配 列 番 号 ２ ２ の 融 合 産 物 ［ ｍ ｍ ｐ Ｓ
６ － ｍ ｍ ｐ Ｌ ６ ］ を 含 ん で な る 。 こ の 融 合 産 物 は 、 遺 伝 子 ｋ ａ ｔ Ｇ の コ ド ン ４ ６ ３ に 配 列
Ｃ Ｔ Ｇ を 有 し 且 つ ゲ ノ ム に は Ｉ Ｓ ６ １ １ ０ 配 列 を 全 く 挿 入 し て い な い か ま た は ご く 僅 か し
か 挿 入 し て い な い 株 を 除 く に お い て Ｔ ｂ Ｄ １ が 含 ま れ て い な い こ と に よ
る 。 こ の 融 合 産 物 を 含 ん で な る 免 疫 原 性 組 成 物 を 用 い て 、 特 に 、 遺 伝 子 ｋ ａ ｔ Ｇ の コ ド ン
４ ６ ３ に 配 列 Ｃ Ｔ Ｇ を 有 し 且 つ ゲ ノ ム に は Ｉ Ｓ ６ １ １ ０ 配 列 を 全 く 挿 入 し て い な い か ま た
は ご く 僅 か し か 挿 入 し て い な い 株 を 除 く の ほ と ん ど に よ る 感 染 症 か ら 動
物 お よ び ヒ ト を 保 護 す る 。
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【 ０ ０ ５ １ 】
　 本 発 明 に よ る 免 疫 原 性 組 成 物 は 、 薬 学 上 許 容 可 能 な ビ ヒ ク ル と 、 必 要 に 応 じ て ミ ョ ウ バ
ン ま た は ム ラ ミ ル ペ プ チ ド の フ ァ ミ リ ー の 代 表 的 な モ ノ ま た は 不 完 全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ
ン ト の よ う な １ 種 類 以 上 の 免 疫 ア ジ ュ バ ン ト と 組 み 合 わ せ て 提 供 さ れ る と き に は 、 ワ ク チ
ン の 組 成 を 扱 う の が 好 都 合 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 本 発 明 は 、 少 な く と も １ 個 の 本 発 明 の 発 現 産 物 を 、 薬 学 上 適 合 性 の ビ ヒ ク ル 、 お よ び 適
当 な 場 合 に は 、 １ 種 類 以 上 の 適 当 な 免 疫 ア ジ ュ バ ン ト と 組 み 合 わ せ て 含 ん で な る 、 ワ ク チ
ン に も 関 す る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 本 発 明 は 、 生 物 学 的 試 料 中 の 遺 伝 子 ｋ ａ ｔ Ｇ の コ ド ン ４ ６ ３ に 配 列 Ｃ Ｔ Ｇ を 有 し 且 つ ゲ
ノ ム に は Ｉ Ｓ ６ １ １ ０ 配 列 を 全 く 挿 入 し て い な い か ま た は ご く 僅 か し か 挿 入 し て い な い

株 を 除 く を 検 出 し 同 定 す る イ ン ・
ビ ト ロ 法 で あ っ て 、 下 記 の
　 ａ ） 　 分 析 を 行 う 生 物 学 的 試 料 か ら Ｄ Ｎ Ａ を 単 離 し ま た は 生 物 学 的 試 料 の Ｒ Ｎ Ａ か ら ｃ
Ｄ Ｎ Ａ を 産 生 し 、
　 ｂ ） 　 上 記 生 物 学 的 試 料 に 含 ま れ る マ イ コ バ ク テ リ ウ ム の 核 酸 配 列 を 検 出 し 、
　 ｃ ） 　 本 発 明 の 核 酸 断 片 の 存 在 ま た は 非 存 在 に つ い て 分 析 を 行 う
工 程 を 含 ん で な る 、 イ ン ・ ビ ト ロ 法 も 提 供 す る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 も う 一 つ の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 生 物 学 的 試 料 中 の 遺 伝 子 ｋ ａ ｔ Ｇ の コ ド ン ４ ６ ３ に 配
列 Ｃ Ｔ Ｇ を 有 し 且 つ ゲ ノ ム に は Ｉ Ｓ ６ １ １ ０ 配 列 を 全 く 挿 入 し て い な い か ま た は ご く 僅 か
し か 挿 入 し て い な い 株 を 除 く を
検 出 し 同 定 す る イ ン ・ ビ ト ロ 法 で あ っ て 、 下 記 の
　 ａ ） 　 分 析 を 行 う 生 物 学 的 試 料 を 、 本 発 明 の 核 酸 断 片 か ら 選 択 さ れ た 、 更 に 好 ま し く は
配 列 番 号 １ ３ 、 配 列 番 号 １ ４ 、 配 列 番 号 １ ５ 、 配 列 番 号 １ ６ 、 配 列 番 号 １ ７ 、 配 列 番 号 １
８ を 含 ん で な る 群 か ら 選 択 さ れ る プ ラ イ マ ー か ら 選 択 さ れ た 少 な く と も １ 対 の プ ラ イ マ ー
と 接 触 さ せ 、 試 料 に 含 ま れ る Ｄ Ｎ Ａ を 、 適 当 な 場 合 に は 、 予 め ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を
行 う こ と が で き る よ う に し て お き 、
　 ｂ ） 　 マ イ コ バ ク テ リ ウ ム の Ｄ Ｎ Ａ を 増 幅 し 、
　 ｃ ） 　 Ｄ Ｎ Ａ 断 片 の 増 幅 を 可 視 化 す る
工 程 を 含 ん で な る 、 イ ン ・ ビ ト ロ 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 本 発 明 は 、 生 物 学 的 試 料 に お い て 、 遺 伝 子 ｋ ａ ｔ Ｇ の コ ド ン ４ ６ ３ に 配 列 Ｃ Ｔ Ｇ を 有 し
且 つ ゲ ノ ム に は Ｉ Ｓ ６ １ １ ０ 配 列 を 全 く 挿 入 し て い な い か ま た は ご く 僅 か し か 挿 入 し て い
な い 株 を 除 く を 検 出 し 同 定 す る
た め の キ ッ ト で あ っ て 、 下 記 の 因 子 ：
　 ａ ） 　 本 発 明 の 核 酸 断 片 か ら 選 択 さ れ た 、 更 に 好 ま し く は 配 列 番 号 １ ３ 、 配 列 番 号 １ ４
、 配 列 番 号 １ ５ 、 配 列 番 号 １ ６ 、 配 列 番 号 １ ７ 、 配 列 番 号 １ ８ を 含 ん で な る 群 か ら 選 択 さ
れ た プ ラ イ マ ー か ら 選 択 さ れ た 少 な く と も １ 対 の プ ラ イ マ ー 、
　 ｂ ） 　 Ｄ Ｎ Ａ 増 幅 反 応 を 行 う の に 要 す る 試 薬 、
　 ｃ ） 　 必 要 に 応 じ て 、 増 幅 し た 断 片 の 配 列 お よ び ／ ま た は 大 き さ を 明 ら か に し ま た は 比
較 す る こ と が で き る 必 要 な 成 分
を 含 ん で な る 、 キ ッ ト も 提 供 す る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 本 発 明 は 、 生 物 学 的 試 料 に お い て 、 遺 伝 子 ｋ ａ ｔ Ｇ の コ ド ン ４ ６ ３ に 配 列 Ｃ Ｔ Ｇ を 有 し
且 つ ゲ ノ ム に は Ｉ Ｓ ６ １ １ ０ 配 列 を 全 く 挿 入 し て い な い か ま た は ご く 僅 か し か 挿 入 し て い
な い 株 を 除 く に 対 し て 特 異 的 な
抗 体 を イ ン ・ ビ ト ロ で 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、
　 ａ ） 　 生 物 学 的 試 料 を 遺 伝 子 ｋ ａ ｔ Ｇ の コ ド ン ４ ６ ３ に 配 列 Ｃ Ｔ Ｇ を 有 し 且 つ ゲ ノ ム に
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は Ｉ Ｓ ６ １ １ ０ 配 列 を 全 く 挿 入 し て い な い か ま た は ご く 僅 か し か 挿 入 し て い な い
株 を 除 く で 特 異 的 に 欠 失 し た 核 酸 断 片 の 全 部 ま た は 一 部 の 少 な く

と も １ 個 の 発 現 産 物 と 接 触 さ せ 、
　 ｂ ） 　 形 成 し た 抗 原 － 抗 体 複 合 体 を 検 出 す る
工 程 を 含 ん で な る 、 方 法 に も 関 す る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 群 の 株 を 識 別 す る た め の 遺 伝 子 マ ー カ ー と し て の Ｔ ｂ Ｄ １
欠 失 の 使 用 も 、 本 発 明 の 目 的 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 群 の 株 を 識 別 す る た め の 遺 伝 子 マ ー カ ー し て の ｍ ｍ ｐ Ｌ ６
５ ５ １ 多 型 の 使 用 も 、 本 発 明 の 目 的 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 Ｒ Ｄ １ 、 Ｒ Ｄ ２ 、 Ｒ Ｄ ３ 、 Ｒ Ｄ ４ 、 Ｒ Ｄ ５ 、 Ｒ Ｄ ６ 、 Ｒ Ｄ ７ 、 Ｒ Ｄ ８ 、 Ｒ Ｄ ９ 、 Ｒ Ｄ １
０ 、 Ｒ Ｄ １ １ 、 Ｒ Ｄ １ ３ 、 Ｒ Ｄ １ ４ 、 Ｒ ｖ Ｄ １ 、 Ｒ ｖ Ｄ ２ 、 Ｒ ｖ Ｄ ３ 、 Ｒ ｖ Ｄ ４ 、 Ｒ ｖ Ｄ
５ 、 ｋ ａ ｔ Ｇ ４ ６ ３ 、 ｇ ｙ ｒ Ａ ９ ５ 、 ｏ ｘ ｙ Ｒ '２ ８ ５ 、 ｐ ｎ ｃ Ａ ５ ７ 、 お よ び
 (IS canettii)の 特 異 的 挿 入 因 子 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も １ 個 の 遺 伝 子 マ ー カ ー に 関

連 し た （ 複 数 の ） 遺 伝 子 マ ー カ ー を 使 用 す る こ と に よ っ て 、 株 を
群 と 区 別 す る こ と が で き る （ 例 ４ 参 照 ） 。

【 ０ ０ ６ ０ 】
　 本 発 明 は 、 生 物 学 的 試 料 中 の Mycobacteria群 か ら マ イ コ バ ク テ リ ア を 検 出 し て 同 定 す る
た め の イ ン ・ ビ ト ロ 法 で あ っ て 、
　 ａ ） 　 生 物 学 的 試 料 を 遺 伝 子 ｋ ａ ｔ Ｇ の コ ド ン ４ ６ ３ に 配 列 Ｃ Ｔ Ｇ を 有 し 且 つ ゲ ノ ム に
は Ｉ Ｓ ６ １ １ ０ 配 列 を 全 く 挿 入 し て い な い か ま た は ご く 僅 か し か 挿 入 し て い な い

株 を 除 く で 特 異 的 に 欠 失 し た 核 酸 断 片 の 存 在 ま た は 非 存 在 に つ い
て 分 析 し 、
　 ｄ ） 　 Ｒ Ｄ １ 、 Ｒ Ｄ ２ 、 Ｒ Ｄ ３ 、 Ｒ Ｄ ４ 、 Ｒ Ｄ ５ 、 Ｒ Ｄ ６ 、 Ｒ Ｄ ７ 、 Ｒ Ｄ ８ 、 Ｒ Ｄ ９ 、
Ｒ Ｄ １ ０ 、 Ｒ Ｄ １ １ 、 Ｒ Ｄ １ ３ 、 Ｒ Ｄ １ ４ 、 Ｒ ｖ Ｄ １ 、 Ｒ ｖ Ｄ ２ 、 Ｒ ｖ Ｄ ３ 、 Ｒ ｖ Ｄ ４ 、
Ｒ ｖ Ｄ ５ 、 ｋ ａ ｔ Ｇ ４ ６ ３ 、 ｇ ｙ ｒ Ａ ９ ５ 、 ｏ ｘ ｙ Ｒ '２ ８ ５ 、 ｐ ｎ ｃ Ａ ５ ７ 、

の 特 異 的 挿 入 因 子 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も １ 個 の 追 加 遺 伝 子 マ ー カ ー を 分 析 す る
工 程 を 含 ん で な る 、 イ ン ・ ビ ト ロ 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 好 ま し い 態 様 で は 、 ２ 種 類 の 追 加 マ ー カ ー 、 好 ま し く は Ｒ Ｄ ４ お よ び Ｒ Ｄ ９ を 用 い る 。
分 析 は 、 配 列 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 核 酸 増 幅 、 抗 原 － 抗 体 群 か ら 選 択 し た 手 法 に よ っ
て 行 う 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 本 発 明 の 目 的 は 、 生 物 学 的 試 料 中 の Mycobacteriun群 か ら マ イ コ バ ク テ リ ア を 検 出 し 同
定 す る た め の キ ッ ト で あ っ て 、 下 記 の 因 子 ：
　 ａ ） 　 本 発 明 の 核 酸 断 片 か ら 選 択 さ れ る 、 更 に 好 ま し く は 配 列 番 号 １ ３ 、 配 列 番 号 １ ４
、 配 列 番 号 １ ５ 、 配 列 番 号 １ ６ 、 配 列 番 号 １ ７ 、 配 列 番 号 １ ８ を 含 ん で な る 群 か ら 選 択 さ
れ る プ ラ イ マ ー か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も １ 対 の プ ラ イ マ ー 、
　 ｂ ） 　 Ｒ Ｄ １ 、 Ｒ Ｄ ２ 、 Ｒ Ｄ ３ 、 Ｒ Ｄ ４ 、 Ｒ Ｄ ５ 、 Ｒ Ｄ ６ 、 Ｒ Ｄ ７ 、 Ｒ Ｄ ８ 、 Ｒ Ｄ ９ 、
Ｒ Ｄ １ ０ 、 Ｒ Ｄ １ １ 、 Ｒ Ｄ １ ３ 、 Ｒ Ｄ １ ４ 、 Ｒ ｖ Ｄ １ 、 Ｒ ｖ Ｄ ２ 、 Ｒ ｖ Ｄ ３ 、 Ｒ ｖ Ｄ ４ 、
Ｒ ｖ Ｄ ５ 、 ｋ ａ ｔ Ｇ ４ ６ ３ 、 ｇ ｙ ｒ Ａ ９ ５ 、 ｏ ｘ ｙ Ｒ '２ ８ ５ 、 ｐ ｎ ｃ Ａ ５ ７ 、

の 特 異 的 挿 入 因 子 か ら 選 択 さ れ る 遺 伝 子 マ ー カ ー に 特 異 的 な 少 な く と も １ 対 の プ ラ イ マ
ー 、
　 ｃ ） 　 Ｄ Ｎ Ａ 増 幅 反 応 を 行 う の に 要 す る 試 薬 、
　 ｄ ） 　 必 要 に 応 じ て 、 増 幅 し た 断 片 の 配 列 お よ び ／ ま た は 大 き さ を 明 ら か に し ま た は 比
較 す る こ と が で き る 必 要 な 成 分
を 含 ん で な る 、 キ ッ ト を 提 供 す る こ と で も あ る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
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　 好 ま し い 態 様 で は 、 こ の キ ッ ト は 、 下 記 の 因 子 ：
　 ａ ） 　 本 発 明 の 核 酸 断 片 か ら 選 択 さ れ る 、 更 に 好 ま し く は 配 列 番 号 １ ３ 、 配 列 番 号 １ ４
、 配 列 番 号 １ ５ 、 配 列 番 号 １ ６ 、 配 列 番 号 １ ７ 、 配 列 番 号 １ ８ を 含 ん で な る 群 か ら 選 択 さ
れ る プ ラ イ マ ー か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も １ 対 の プ ラ イ マ ー 、
　 ｂ ） 　 遺 伝 子 マ ー カ ー Ｒ Ｄ ４ に 特 異 的 な １ 対 の プ ラ イ マ ー 、
　 ｃ ） 　 遺 伝 子 マ ー カ ー Ｒ Ｄ ９ に 特 異 的 な １ 対 の プ ラ イ マ ー 、
　 ｄ ） 　 Ｄ Ｎ Ａ 増 幅 反 応 を 行 う の に 要 す る 試 薬 、
　 ｅ ） 　 必 要 に 応 じ て 、 増 幅 し た 断 片 の 配 列 お よ び ／ ま た は 大 き さ を 明 ら か に し ま た は 比
較 す る こ と が で き る 必 要 な 成 分
を 含 ん で な る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 下 記 の 図 お よ び 例 は 、 当 業 者 に 対 す る 更 に 別 の 指 針 と し て 提 供 さ れ る も の で あ り 、 本 発
明 を 制 限 す る も の と 解 釈 す べ き で は な い 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ６ ５ 】

　
　 １ ０ ０ 個 の 結 核 菌 群 株 は 、 ３ ０ カ 国 で 単 離 さ れ た ４ ６ 種 の 株 、 １ ４ 種
の 株 、 ５ カ 国 に 由 来 す る ２ ８ 種 の 株 、 ２ 種 の  BCGワ ク チ ン
株 (Pasteurお よ び Japan)、 ５ 種 の 株 、 お よ び ５ 種 の 株 か ら 構 成 さ
れ た 。 こ れ ら の 株 は ヒ ト お よ び 動 物 供 給 源 か ら 単 離 し 、 多 中 心 研 究 （ ８ ） で 用 い た ６ ０ 株
を 包 含 す る 広 い 多 様 性 を 示 す よ う に 選 択 し た 。 株 は Wadsworth Center，  New
 York State Department of Health, Albany, New Yorkの コ レ ク シ ョ ン か ら 得 て 、

単 離 物 の 大 部 分 は University of Zaragoza, ス ペ イ ン の コ レ ク シ ョ ン か ら 入 手 し た 。 ４
種 類 の 株 は 、 Institut Pasteur, Paris, フ ラ ン ス の カ ル チ ャ ー コ レ ク シ ョ ン
か ら の も の で あ る 。 株 は 、 リ フ ァ レ ン ス タ イ ピ ン グ 法 、 す な わ ち Ｉ Ｓ ６ １ １ ０ 制 限 断 片 長
多 型 （ Ｒ Ｆ Ｌ Ｐ ） タ イ ピ ン グ お よ び ス ポ リ ゴ タ イ ピ ン グ に よ っ て 徹 底 的 に 特 性 決 定 し た 。

 H37Rv、  H37Ra、  CDC1551、  
AF2122/97、  OV254、 お よ び  CIPT 140010059が 、 リ フ ァ レ ン ス 株
と し て 包 含 さ れ た 。 Ｄ Ｎ Ａ は 、 上 記 の 方 法 で 調 製 し た （ １ ０ ） 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　
　 と の ゲ ノ ム の 予 備 的 比 較 に は 、 ウ ェ ブ サ イ ト

お よ び 、 並 び に
社 内 デ ー タ ベ ー ス を 用 い た 。 プ ラ イ マ ー デ ザ イ ン に は 、 Ｒ Ｄ お よ び Ｒ ｖ Ｄ 領 域 内 部 ま た は
こ れ に 隣 接 す る 配 列 を 、 同 じ ウ ェ ブ サ イ ト か ら 得 た 。 プ ラ イ マ ー は 、 リ フ ァ レ ン ス 株 に お
け る 約 ５ ０ ０ 塩 基 対 断 片 を 増 幅 す る プ ラ イ マ ー ３ ウ ェ ブ サ イ ト

を 用 い て デ ザ イ ン し た （ 表 １ ） 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　
　 反 応 は ９ ６ 穴 プ レ ー ト で 行 い 、 反 応 当 た り １ ． ２ ５ μ ｌ の １ ０ ｘ Ｐ Ｃ Ｒ 緩 衝 液 （ ６ ０ ０
ｍ Ｍ  Ｔ ｒ ｉ ｓ  Ｈ Ｃ ｌ  ｐ Ｈ ８ ． ８ 、 ２ ０ ｍ Ｍ 　 Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ 、 １ ７ ０ ｍ Ｍ  （ Ｎ Ｈ ４ ） ２ Ｓ
Ｏ ４ 、 １ ０ ０ ｍ Ｍ 　 β － メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル ） 、 １ ． ２ ５ μ ｌ の ２ ０ ｍ Ｍ ヌ ク レ オ チ ド
ミ ッ ク ス 、 ５ ０ ｎ Ｍ の そ れ ぞ れ の プ ラ イ マ ー 、 １ ～ １ ０ ｎ ｇ の 鋳 型 Ｄ Ｎ Ａ 、 １ ０ ％ Ｄ Ｍ Ｓ
Ｏ 、 ０ ． ２ 単 位 の Ｔ ａ ｑ ポ リ メ ラ ー ゼ (Gibco-BRL)を 含 み 、 滅 菌 蒸 留 水 を 加 え て １ ２ ． ５
μ ｌ と し た 。 熱 循 環 を 、 Ｐ Ｔ Ｃ － １ ０ ０ 増 幅 装 置 （ MJ Inc.） で 、 ９ ５ ℃ で ９ ０ 秒 間 の 初
期 変 性 段 階 の 後 、 ９ ５ ℃ で ３ ０ 秒 間 、 ５ ８ 度 で １ 分 間 お よ び ７ ２ ℃ で ４ 分 間 の ３ ５ サ イ ク
ル を 行 っ た 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　

10

20

30

40

50

(23) JP 2005-518203 A 2005.6.23

１ ． 　 材 料 お よ び 方 法 ：
１ ． １ ． 　 細 菌 株 ：

M. tuberculosis
M. africanum M. bovis M. bovis

M. microti M. canettii

M. africanum
M. bov

is
M. canettii

M. tuberculosis M. tuberculosis M. tuberculosis M. bovis
M. microti M. canettii

１ ． ２ ． 　 ゲ ノ ム 比 較 お よ び プ ラ イ マ ー デ ザ イ ン
M. tuberculosis M. bovis http://genolist

.pasteur.fr/TubercuList/ http://www.sanger.ac.uk/Projects/M_bovis/

http://www-genome.wi.mit
.edu/cgi-bin/primer/primer3_www.cgi

１ ． ３ ． 　 Ｒ Ｄ － Ｐ Ｃ Ｒ 分 析

１ ． ４ ． 　 接 合 領 域 （ Ｒ Ｄ ｓ 、 Ｔ ｂ Ｄ １ ） 、 ｋ ａ ｔ Ｇ 、 ｇ ｙ ｒ Ａ 、 ｏ ｒ ｙ Ｒ お よ び ｐ ｎ



　 Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 は 、 上 記 の よ う に 、 表 １ に 挙 げ た プ ラ イ マ ー を 用 い て 得 た 。
　 プ ラ イ マ ー 除 去 に つ い て は 、 ６ μ ｌ の Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 を シ ュ リ ン プ ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ
（ Ｕ Ｓ Ｂ ） 　 １ 単 位 、 エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｉ （ Ｕ Ｓ Ｂ ） １ ０ 単 位 、 お よ び ５ ｘ 緩 衝 液 （ ２
０ ０ ｍ Ｍ  Ｔ ｒ ｉ ｓ  Ｈ Ｃ ｌ  ｐ Ｈ ８ ． ８ 、 ５ ｍ Ｍ 　 Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ ） ２ μ ｌ と 共 に ３ ７ ℃ で １
５ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 後 、 ８ ０ ℃ で １ ５ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 こ の 反 応
混 合 物 に Ｂ ｉ ｇ 　 Ｄ ｙ ｅ シ ー ク エ ン シ ン グ ミ ッ ク ス （ Applied Biosystems） ２ μ ｌ 、 プ ラ
イ マ ー ２ μ ｌ （ ２ μ Ｍ ） 、 お よ び ５ ｘ 緩 衝 液 （ ５ ｍ Ｍ 　 Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ 、 ２ ０ ０ ｍ Ｍ  Ｔ ｒ ｉ
ｓ  Ｈ Ｃ ｌ  ｐ Ｈ ８ ． ８ ） ３ μ ｌ を 加 え 、 ３ ５ サ イ ク ル （ ９ ６ ℃ で ３ ０ 秒 間 ； ５ ６ ℃ で １ ５
秒 間 ； ６ ０ ℃ で ４ 分 間 ） を サ ー モ サ イ ク ラ ー （ MJ- research Inc., Watertown, MA） で 行
っ た 。 Ｄ Ｎ Ａ を ７ ６ ％ エ タ ノ ー ル ８ ０ μ ｌ を 用 い て 沈 澱 さ せ 、 ７ ０ ％ エ タ ノ ー ル で 濯 い で
、 乾 燥 し た 。 反 応 物 を ホ ル ム ア ミ ド ／ Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 緩 衝 液 ２ μ ｌ に 溶 解 し 、 変 性 し て 、 ４ ８ ｃ
ｍ の ４ ％ ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル に 装 填 し 、 電 気 泳 動 を ３ ７ ７ 自 動 化 Ｄ Ｎ Ａ シ ー ク エ ン サ
ー （ Applied Biosystems） で １ ０ ～ １ ２ 時 間 行 っ た 。 あ る い は 、 反 応 物 を ０ ． ３ ｍ Ｍ 　 Ｅ
Ｄ Ｔ Ａ 緩 衝 液 に 溶 解 し 、 ３ ７ ０ ０  Ｄ Ｎ Ａ シ ー ク エ ン サ ー （ Applied Biosystems） で 自 動
化 シ ー ク エ ン シ ン グ を 行 っ た 。 反 応 物 は 、 一 般 に ５ ０ ０ ～ ７ ０ ０ ｂ ｐ の 明 確 な 配 列 を 生 じ
た 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　
　 遺 伝 子 ｍ ｍ ｐ Ｓ ６ お よ び ｍ ｍ ｐ Ｌ ６ を 含 む 祖 先 株 Ｎ ｏ ． ７ ４ （ 参 考 文
献 ８ ） か ら の Ｔ ｂ Ｄ １ 領 域 の 配 列 を 、 Ｅ Ｍ Ｂ Ｌ に 受 領 番 号 Ａ Ｊ ４ ２ ６ ４ ８ ６ で 寄 託 し た 。
Ｂ Ｃ Ｇ に お い て Ｒ Ｄ ４ 、 Ｒ Ｄ ７ 、 Ｒ Ｄ ８ 、 Ｒ Ｄ ９ お よ び Ｒ Ｄ １ ０ に 接 し て い る 配 列 は 、 そ
れ ぞ れ 受 領 番 号 Ａ Ｊ ０ ０ ３ １ ０ ３ 、 Ａ Ｊ ０ ０ ７ ３ ０ １ 、 Ａ Ｊ １ ３ １ ２ １ ０ 、 Ｙ １ ８ ６ ０ ４
、 お よ び Ａ Ｊ １ ３ ２ ５ ５ ９ で 入 手 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】

　 結 核 菌 の ゲ ノ ム に お け る 挿 入 － 欠 失 事 象 か ら 生 じ る ２ ０ 可 変 領 域 の 分 布 を 、 全 部 で １ ０
０ 株 の 、 、 、 、 お よ び

で 評 価 し た 。 こ の 方 法 は 、 こ れ ら の 多 型 の 大 部 分 は 結 核 菌 群 の 異 な る 株 で は 独 立
し て 起 き な い が 、 共 通 の 祖 先 株 に お け る 古 い 不 可 逆 的 遺 伝 事 象 か ら 生 じ る 。

の 特 異 的 欠 失 （ Ｔ ｂ Ｄ １ ） の 有 無 に 基 づ い て 、 株 を 祖 先 お よ び 「 近 代
」 株 に 分 類 し 、 後 者 が Beijing、 Haarlemお よ び African 群 の よ う な 主 要
な 流 行 病 の 代 表 的 な も の を 構 成 す る こ と が で き る 。 更 に 、 Ｆ Ｄ ９ に よ っ て 反 映 さ れ る Ｄ Ｎ
Ａ の 連 続 的 喪 失 と そ れ に 続 く 他 の 欠 失 を 同 定 し て 、 進 化 系 統 を Ｔ ｂ Ｄ １ が 起 こ る 前 に 現 在
の 株 の 祖 先 か ら 分 岐 し た 、 お よ び に よ
っ て 表 わ し た 。 こ れ ら の 知 見 は 、 ヒ ト 結 核 の 病 原 体 で あ る が ウ シ の 疾 患
の 病 原 体 で あ る か ら 進 化 し た と い う し ば し ば 提 出 さ れ る 仮 説 と 矛 盾 す る 。 こ れ ら
の 欠 失 領 域 を 全 く 欠 い て い な い お よ び 先 祖 の 株 は 、

-> 系 統 が 系 統 か ら 分 離 す る 前 に 存 在 し た 結 核 菌 の 直 接 の 子
孫 で あ る と 思 わ れ る 。 こ れ は 、 結 核 菌 の 共 通 の 先 祖 が ま た は
に 似 て お り 、 既 に 十 分 に ヒ ト の 病 原 体 と な っ て い た こ と を 示 唆 し て い る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 結 核 菌 群 に 分 類 さ れ た マ イ コ バ ク テ リ ア は ヌ ク レ オ チ ド レ ベ ル お よ び 同 一 １ ６ Ｓ ｒ Ｒ Ｎ
Ａ 配 列 で ９ ９ ． ９ ％ の 同 一 性 を 有 す る こ と を 特 徴 と す る が （ １ ， ２ ） 、 そ れ ら の 宿 主 親 和
性 、 表 現 型 、 お よ び 病 原 性 に 関 し て は 大 き く 異 な っ て い る 。 そ れ ら が 総 て 共 通 の 祖 先 に 由
来 す る と 仮 定 す る と 、 幾 つ か は も っ ぱ ら ヒ ト （ 、 、

） ま た は 齧 歯 類 の 病 原 体 （ ） で あ る が 、 他 の も の は 広 い 宿 主 ス ペ ク ト ル を
有 す る （ ） こ と は 興 味 深 い こ と で あ る 。 結 核 菌 の 最 後 の 共 通 の 祖 先 の 遺 伝 子 構 成
は ど の よ う な も の で あ り 、 ま た ど の 宿 主 で 生 き ら れ た の か 。 ど の よ う な 遺 伝 学 的 事 象 が 、
宿 主 ス ペ ク ト ル が 非 常 に 異 な っ て お り 且 つ し ば し ば 特 異 的 で あ る と い う 事 実 に 影 響 し た の
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で あ ろ う か 。 ど こ で い つ 、 は 進 化 し た の か 。 こ れ ら の 疑 問 に 対 す る 回 答
は 、 結 核 の 病 原 性 と 包 括 的 疫 学 の よ り 一 層 理 解 す る 上 で 重 要 で あ り 、 こ の 疾 患 の 将 来 の 趨
勢 を 予 測 す る 助 け と な る こ と が あ る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 そ れ ら の ハ ウ ス キ ー ピ ン グ 遺 伝 学 の 保 存 度 が 著 し く 高 い た め 、 結 核 菌 群 の 菌 は 約 １ ５ ，
０ ０ ０ ～ ２ ０ ， ０ ０ ０ 年 前 に 起 き た と 推 定 さ れ る 種 形 成 時 に 進 化 を 妨 げ ら れ た こ と が 示 唆
さ れ て い る （ ２ ） 。 動 物 の 病 原 体 を ヒ ト 宿 主 に 特 異 的 に 適 合 す る こ と に よ っ て 、 ヒ ト 結 核
の 最 も 広 範 囲 に 存 在 す る は ウ シ の 病 原 体 で あ る か ら 進 化 し た と
も 推 定 さ れ て い る （ ３ ） 。 し か し な が ら 、 い ず れ の 仮 説 も 、 の 全 ゲ ノ ム
配 列 （ ４ ） が 利 用 可 能 と な る 前 に 且 つ 比 較 ゲ ノ ム 学 （ comparative genomics） に よ り 結 核
菌 群 の 菌 に お け る 幾 つ か の 可 変 ゲ ノ ム 領 域 が 発 見 さ れ る 前 に 提 案 さ れ た も の で あ っ た 。 示
差 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 配 列 に よ り 、  H37Rvに 関 し て BCG Pasteurに
は 欠 け て い る ２ ～ １ ２ ． ７ ｋ ｂ の 大 き さ の １ ４ の 領 域 （ Ｒ Ｄ １ － １ ４ ） を 同 定 し た （ ５ ，
６ ） 。 同 時 に 、 結 核 菌 群 の 他 の 菌 に 関 し て  H37Rvゲ ノ ム を 欠 い て い る ６
個 の 領 域 、 Ｒ ｖ Ｄ １ － ５ お よ び Ｔ ｂ Ｄ １ が 、 パ ル ス フ ィ ー ル ド ゲ ル 電 気 泳 動 （ Ｐ Ｆ Ｇ Ｅ ）
法 （ ５ ， ７ ） 、 お よ び ほ ぼ 完 全 な  AF2122/97ゲ ノ ム 配 列 と  H37R
v配 列 の イ ン ・ シ リ コ 比 較 を 用 い る 比 較 ゲ ノ ム 法 に よ っ て 明 ら か に さ れ た 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 本 研 究 で は 、 本 発 明 者 ら は 、 結 核 菌 群 に 属 す る １ ０ ０ 株 の 代 表 的 且 つ 様 々 な 組 に お け る
ゲ ノ ム の 周 り に 配 置 さ れ た こ れ ら ２ ０ 個 の 可 変 領 域 （ 表 １ ） の 分 布 を 分 析 し た 。 株 は 、 様
々 な 宿 主 、 広 範 囲 の 地 理 学 的 起 源 か ら 単 離 し 、 Ｉ Ｓ ６ １ １ ０ の よ う な 広 い タ イ ピ ン グ 特 性
の ス ペ ク ト ル と ス ポ リ ゴ タ イ プ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン パ タ ー ン ま た は マ イ コ バ ク テ リ ア
散 在 性 反 復 単 位 の 可 変 数 縦 列 反 復 配 列 （ Ｍ Ｉ Ｒ Ｕ － Ｖ Ｎ Ｔ Ｒ ） を 示 す （ ８ ， ９ ） 。 本 発 明
者 ら は 、 あ る 種 の 可 変 ゲ ノ ム 領 域 の 欠 失 は 、 群 の 様 々 な 株 で 独 立 し て 起 こ
ら な い 顕 著 な 証 拠 を 見 出 し 、 こ の 群 の 様 々 な 系 統 間 の 染 色 体 セ グ メ ン ト に は ほ と ん ど ま た
は 全 く 組 換 え が な い こ と を 仮 定 す れ ば 、 本 発 明 者 ら は 群 の 進 化 お よ び ヒ ト
結 核 の 起 源 に 全 く 新 た な シ ナ リ オ を 提 案 で き る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　
　 ４ ６ の 、 １ ４ の 、 ５ の 、 ５ の 、 ２
８ の お よ び ２ の Ｂ Ｃ Ｇ 株 中 の ２ ０ の 可 変 領 域 （ 表 １ ） に つ い て の Ｐ Ｃ Ｒ ス ク リ ー
ニ ン グ 分 析 で は 、 既 知 の Ｒ Ｄ ｓ お よ び Ｒ ｖ Ｄ ｓ に 対 し て 内 部 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 並 び
に こ れ ら の 領 域 に 隣 接 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ 表 １ ） を 用 い た 。 こ の 方 法 は 、 内 部 プ ラ
イ マ ー を 用 い て 得 た Ｐ Ｃ Ｒ ア ン プ リ コ ン は 隣 接 プ ラ イ マ ー 対 を 有 す る 適 当 な 大 き さ の ア ン
プ リ コ ン の 非 存 在 と 相 関 し 、 逆 も ま た 同 じ で あ る の で 、 上 部 で 信 頼 性 の 高 い 大 き な デ ー タ
セ ッ ト を 生 じ た 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 可 変 領 域 に 隣 接 す る 接 合 配 列 が 保 存 さ れ る こ と に よ り 、 ３ 種 類 の 領 域 で あ っ て そ れ ぞ れ
が 進 化 マ ー カ ー と し て 異 な る 重 要 性 を 有 す る も の が 識 別 さ れ た 。 第 一 の タ イ プ は プ ロ フ ァ
ー ジ ｐ ｈ ｉ Ｒ ｖ １ （ Ｒ Ｄ ３ ） お よ び ｐ ｈ ｉ Ｒ ｖ ２ （ Ｒ Ｄ １ １ ） お よ び 挿 入 配 列 Ｉ Ｓ １ ５ ３
２ （ Ｒ Ｄ ６ ） お よ び Ｉ Ｓ ６ １ １ ０ （ Ｒ Ｄ ５ ） の よ う な 可 動 性 遺 伝 因 子 を 包 含 し 、 結 核 菌 に
お け る そ の 分 布 は 極 め て 多 岐 に わ た っ て い た （ 表 ２ ） 。 第 二 の タ イ プ の 欠 失 は 介 在 Ｄ Ｎ Ａ
セ グ メ ン ト （ Ｒ ｖ Ｄ ２ 、 Ｒ ｖ Ｄ ３ 、 Ｒ ｖ Ｄ ４ お よ び Ｒ ｖ Ｄ ５ （ ７ ） ） の 喪 失 を 生 じ る 隣 接
Ｉ Ｓ ６ １ １ ０ 挿 入 因 子 間 の 相 同 組 換 え に よ っ て 伝 達 さ れ 、 且 つ 株 毎 に 可 変 で あ る （ 表 ２ ）
。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 第 三 の タ イ プ は 、 境 界 を 定 め て い る ゲ ノ ム 領 域 が 典 型 的 に は 反 復 配 列 を 含 ま な い 欠 失 を
包 含 す る 。 こ の タ イ プ の 欠 失 は 、 群 の 他 の 株 に お い て 完 全 な ま ま で あ る
遺 伝 学 の 切 り 詰 め を 生 じ る コ ー ド 領 域 で 起 こ る こ と が 多 か っ た 。 こ の タ イ プ の 欠 失 を 生 じ
る 正 確 な 機 構 は 未 だ よ く 知 ら れ て い な い が 、 Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ の ま れ に 起 こ る 可 能 性 が
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あ る 鎖 の ず れ の 誤 差 が こ の 事 象 に 寄 与 し て い る 可 能 性 が あ る 。 下 記 に 詳 細 に 示 す よ う に 、
Ｒ Ｄ １ 、 Ｒ Ｄ ２ 、 Ｒ Ｄ ４ 、 Ｒ Ｄ ７ 、 Ｒ Ｄ ８ 、 Ｒ Ｄ ９ 、 Ｒ Ｄ １ ０ 、 Ｒ Ｄ １ ２ 、 Ｒ Ｄ １ ３ 、 Ｒ
Ｄ １ ４ お よ び Ｔ ｂ Ｄ １ が こ の 第 三 の 群 の 代 表 的 な も の で あ り 、 １ ０ ０ 株 中 の 分 布 か ら 結 核
菌 群 の 菌 に つ い て の 進 化 の シ ナ リ オ が 提 案 さ れ 、 結 核 菌 の 共 通 の 祖 先 に 極 め て 近 接 し た 関
連 の あ る も の と し て お よ び ／ ま た は が 同 定 さ れ た 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 ：
　 欠 失 分 析 に よ る ４ ６ の 株 の 検 討 に よ っ て 、 ほ と ん ど の Ｒ Ｄ 領 域 が 試 験
を 行 っ た 総 て の 株 に 存 在 す る こ と が 明 ら か に な っ た （ 表 ２ ） 。

 Ｈ ３ ７ Ｒ ｖ の ２ 種 類 の プ ロ フ ァ ー ジ ｐ ｈ ｉ Ｒ ｖ １ お よ び ｐ ｈ ｉ Ｒ ｖ ２ に 対 応 す る
領 域 Ｒ Ｄ ３ お よ び Ｒ Ｄ １ １ （ ４ ） 、 挿 入 配 列 Ｉ Ｓ １ ５ ３ ２ を 含 む Ｒ Ｄ ６ 、 お よ び Ｉ Ｓ ６ １
１ ０ の コ ピ ー が 隣 接 し て い る Ｒ Ｄ ５ （ ５ ） の み が 、 幾 つ か の 株 に 含 ま れ て い な か っ た 。

株 は Ｒ Ｄ １ 、 Ｒ Ｄ ２ 、 Ｒ Ｄ ４ 、 Ｒ Ｄ ７ 、 Ｒ Ｄ ８ 、 Ｒ Ｄ ９ 、 Ｒ Ｄ １ ０ 、 Ｒ Ｄ
１ ２ 、 Ｒ Ｄ １ ３ お よ び Ｒ Ｄ １ ４ に 関 し て 高 度 に 保 存 さ れ 且 つ こ れ ら の Ｒ Ｄ は

株 を そ れ ら の 地 理 学 的 起 源 お よ び そ れ ら の タ イ ピ ン グ 特 性 か ら 独 立 し て 結 核 菌 群 の あ
る 種 の 他 の 菌 か ら 区 別 で き る 領 域 を 表 す こ と を 示 唆 す る の で 、 こ れ は 重 要 な 観 察 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 対 照 的 に 、 株 に お け る Ｒ ｖ Ｄ 領 域 の 有 無 は 可 変 性 で あ っ た 。 試 験 し た
４ ６ の 株 の 中 の １ ８ は Ｒ ｖ Ｄ ２ を 持 た な か っ た の で 、 最 大 の 可 変 性 を 示
す 領 域 は Ｒ ｖ Ｄ ２ 領 域 で あ っ た 。 Ｉ Ｓ ６ １ １ ０ の 高 い コ ピ ー 数 （ ＞ １ ４ ） を 有 す る 株 で は
、 コ ピ ー 数 が 僅 か な 株 よ り も 領 域 Ｒ ｖ Ｄ ２ － Ｒ ｖ Ｄ ５ が な い こ と が 多 い 。 例 え ば 、 Ｂ ｅ ｉ
ｊ ｉ ｎ ｇ 群 に 属 す る ６ 個 総 て の 試 験 し た 株 （ ８ ） は 、 領 域 Ｒ ｖ Ｄ ２ お よ び Ｒ ｖ Ｄ ３ を 欠 い
て い た 。 こ れ は 、 こ の 欠 失 事 象 に お け る Ｉ Ｓ ６ １ １ ０ の ２ つ の 隣 接 コ ピ ー の 組 換 え に つ い
て 提 案 さ れ た 関 連 と 一 致 す る （ ７ ） 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 し か し な が ら 、 Ｒ ｖ Ｄ 領 域 に 関 し て 最 も 意 外 な 知 見 は 、 Haarlem、 Beijingお よ び Africa
群 の よ う な 主 要 な 伝 染 病 由 来 の 代 表 的 株 を 含 む 試 験 を 行 っ た 株 の ４ ０ に
は 含 ま れ な か っ た こ と で あ っ た （ ８ ） 。 こ の 結 果 を 強 調 す る た め 、 本 発 明 者 ら は こ の 領 域
を 「 特 異 的 欠 失 １ 」 （ Ｔ ｂ Ｄ １ ） と 命 名 し た 。  H37Rvと

 AF2122/97の 対 応 す る 部 分 と の イ ン ・ シ リ コ 配 列 比 較 に よ っ て 、 で は 、
こ の 座 は 大 き な フ ァ ミ リ ー に 属 す る 膜 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ２ 個 の 遺 伝 子 を 含 ん で な り
、 一 方 、  H37Rvで は 、 こ れ ら の 遺 伝 子 の 一 つ （ ｍ ｍ ｐ Ｓ ６ ） は 含 ま れ て
お ら ず 、 第 二 の も の は 切 り 詰 め ら れ て い た （ ｍ ｍ ｐ Ｌ ６ ） 。 Ｒ ｖ Ｄ ２ － Ｒ ｖ Ｄ ５ 欠 失 と は
異 な り 、 Ｔ ｂ Ｄ １ 領 域 は  H37Rvに お け る Ｉ Ｓ ６ １ １ ０ の コ ピ ー が 隣 接 し
て お ら ず 、 挿 入 因 子 ２ １ ５ ３ ｂ ｐ 断 片 の 欠 失 に は 関 与 し て い な い こ と が 示 唆 さ れ た 。 Ｔ ｂ
Ｄ １ 領 域 を 欠 い て い る ４ ０ の 株 が  H37Rvと 同 じ こ の 座 の
ゲ ノ ム 構 成 を 有 す る か ど う か を 更 に 検 討 す る た め 、 様 々 な 株 の Ｔ ｂ Ｄ １ － 接 合 領 域 を 、 欠
失 領 域 に 隣 接 す る プ ラ イ マ ー を 用 い る Ｐ Ｃ Ｒ に よ っ て 増 幅 し た （ 表 １ ） 。 こ の 方 法 は 、 複
数 の 株 か ら 得 た ア ン プ リ コ ン の 大 き さ が 均 一 で あ る こ と を 示 し （ 図 １ ） 、 次 の Ｐ Ｃ Ｒ 産 物
の 配 列 分 析 に よ り 、 試 験 を 行 っ た 総 て の Ｔ ｂ Ｄ １ 欠 失 株 で は 、 接 合 領 域 の 配 列 は

 H37Rvの 配 列 と 同 一 で あ る こ と が 明 ら か に な っ た （ 図 ２ ） 。 地 理 的 に 極 め て 多 岐
に わ た る Ｔ ｂ Ｄ １ 欠 失 株 の 接 合 配 列 が 完 全 に 保 存 さ れ る こ と は 、 欠 失 を 生 じ た 遺 伝 事 象 が
が 共 通 の 祖 先 で 起 き た こ と を 示 唆 し て い る 。 し か し な が ら 、 ６ 個 の 株 で
あ っ て 、 い ず れ も Ｉ Ｓ ６ １ １ ０ お よ び 互 い に 類 似 し て い る ス ポ リ ゴ タ イ プ の コ ピ ー 数 が 極
め て 少 数 で あ る か ま た は 全 く な い こ と を 特 徴 と す る も の は （ 図 ３ ） 、 未 だ に Ｔ ｂ Ｄ １ 領 域
が 存 在 し て い る 。 興 味 深 い こ と に は 、 こ れ ら の ６ 個 の 株 は 、 Ｍ Ｉ Ｒ Ｕ － Ｖ Ｎ Ｔ Ｒ 分 析 に よ
っ て １ 群 に ま と め ら れ た （ ９ ） 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 異 な る 結 核 菌 間 で 可 変 で あ る と 記 載 さ れ て い る ｏ ｘ ｙ Ｒ 、 ｐ ｎ ｃ Ａ 、 ｋ ａ ｔ Ｇ 、 お よ び
ｇ ｙ ｒ Ａ の 部 分 遺 伝 子 配 列 の 分 析 に よ っ て （ ２ 、 １ １ 、 １ ２ 、 １ ３ ） 、 試 験 を 行 っ た 総 て
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の 株 は に 典 型 的 な ｏ ｘ ｙ Ｒ お よ び ｐ ｎ ｃ Ａ 部 分 配 列 を 示
す こ と が 明 ら か に な っ た （ ｏ ｘ ｙ Ｒ － ヌ ク レ オ チ ド ２ ８ ５ （ ｏ ｘ ｙ Ｒ ２ ８ ５ ） ： Ｇ 、 ｐ ｎ
ｃ Ａ － コ ド ン ５ ７ （ ｐ ｎ ｃ Ａ ５ ７ ： Ｃ Ａ Ｃ ） 。 ｋ ａ ｔ Ｇ コ ド ン ４ ６ ３ （ ｋ ａ ｔ Ｇ ４ ６ ３ ）
お よ び ｇ ｙ ｒ Ａ コ ド ン ９ ５ （ ｇ ｙ ｒ Ａ ９ ５ ） 配 列 多 型 に 基 づ い て 、 Sreevatsanと 共 同 研 究
者 ら （ ２ ） は 、 結 核 菌 か ら の ３ 群 で あ っ て 、 群 １ が ｋ ａ ｔ Ｇ ４ ６ ３  Ｃ Ｔ Ｇ （ Ｌ ｅ ｕ ） 、
ｇ ｙ ｒ Ａ ９ ５  Ａ Ｃ Ｃ 　 Ｔ ｈ ｒ ） を 示 し 、 群 ２ が ｋ ａ ｔ Ｇ ４ ６ ３  Ｃ Ｇ Ｇ （ Ａ ｒ ｇ ） 、 ｇ ｙ
ｒ Ａ ９ ５  Ａ Ｃ Ｃ （ Ｔ ｈ ｒ ） を 示 し 、 群 ３ が ｋ ａ ｔ Ｇ ４ ６ ３  Ｃ Ｇ Ｇ （ Ａ ｒ ｇ ） 、 ｇ ｙ ｒ Ａ
９ ５  Ａ Ｇ Ｃ （ Ｓ ｅ ｒ ） を 示 す も の を 定 義 し た 。 こ の 略 図 に よ れ ば 、 本 発 明 者 ら の 研 究 で
は 、 試 験 を 行 っ た ４ ６ の 株 の １ ６ が 群 １ に 属 し 、 ２ ７ 株 が 群 ２ に 属 し 、
３ 個 の 単 離 株 の み が 群 ３ に 属 し た 。 領 域 Ｔ ｂ Ｄ １ を 欠 失 し た ４ ０ 株 の 中 の ９ 株 が 群 １ の 特
徴 を 示 し 、 Ｂ ｅ ｉ ｊ ｉ ｎ ｇ 群 に 属 す る 株 を 包 含 し 、 群 ２ の ２ ８ が Ｈ ａ ａ ｒ ｌ ｅ ｍ お よ び Ａ
ｆ ｒ ｉ ｃ ａ 群 由 来 の 株 を 包 含 し 、 群 ３ の ３ は Ｈ ３ ７ Ｒ ｖ お よ び Ｈ ３ ７ Ｒ ａ を 包 含 し た 。 最
も 興 味 深 い こ と に は 、 Ｔ ｂ Ｄ １ 領 域 が 欠 失 し て い な い ６ 種 類 総 て の 株 は
ｋ ａ ｔ Ｇ ４ ６ ３ に ロ イ シ ン を 含 み 、 こ れ は 先 祖 の 株 に 特 徴 的 で あ る と 記
載 さ れ た （ 群 １ ） （ ２ ） 。 図 ４ に 示 さ れ る よ う に 、 の 進 化 の 際 に 、 領 域
Ｔ ｂ Ｄ １ を 欠 失 し た 先 祖 株 で コ ド ン ４ ６ ３ で ｋ ａ ｔ Ｇ 突 然 変 異 Ｃ Ｔ Ｇ （ Ｌ ｅ ｕ ） － ＞ Ｃ Ｇ
Ｇ （ Ａ ｒ ｇ ） が 起 き た こ と を 示 唆 し て い る 。 こ の 提 案 は 、 群 １ に 属 す る 株 が 欠 失 領 域 Ｔ ｂ
Ｄ １ を 有 し ま た は 持 た な い こ と が あ り 、 一 方 群 ２ お よ び ３ に 属 す る ３ ０ 総 て の 株 は Ｔ ｂ Ｄ
１ を 欠 い て い た と い う 知 見 に よ っ て 支 持 さ れ る （ 図 ４ ） 。 更 に 、 群 ２ お よ び ３ の 総 て の 株
は 直 接 反 復 （ Ｄ Ｒ ） 領 域 に お い て ス ペ ー サ ー 配 列 ３ ３ ～ ３ ６ を 特 徴 的 に 欠 い て い た （ 図 ３
） 。 こ の よ う な ス ペ ー サ ー は 喪 失 す る が 得 ら れ な い こ と が あ る と 思 わ れ る （ １ ４ ） 。 従 っ
て 、 Ｔ ｂ Ｄ １ 欠 失 株 は 、 以 後 は 「 近 代 」 株 と 表 す 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 ：
　 は 、 通 常 は ア フ リ カ 出 身 ま た は ア フ リ カ に 関 連 し た 患 者 か ら 単 離 さ れ る

の 極 め て ま れ な ス ム ー ズ 変 異 体 で あ る 。 株 は 群 の
他 の 菌 と 同 一 の １ ６ Ｓ 　 ｒ Ｒ Ｎ Ａ 配 列 を 共 有 す る が 、 あ る 種 の ハ ウ ス ・ キ ー ピ ン グ 遺 伝 子
に お け る 多 型 、 Ｉ Ｓ １ ０ ８ １ コ ピ ー 数 、 コ ロ ニ ー 形 態 、 お よ び 細 胞 壁 の 脂 質 含 量 な ど 多 く
の 点 で 異 な っ て い る （ １ ５ ， １ ６ ） 。 従 っ て 、 本 発 明 者 ら は に お い て 、 プ ロ
フ ァ ー ジ （ ｐ ｈ ｉ Ｒ ｖ １ ， ｐ ｈ ｉ Ｒ ｖ ２ ） を 除 く 総 て の Ｒ Ｄ 、 Ｒ ｖ Ｄ 、 お よ び Ｔ ｂ Ｄ １ 領
域 が 存 在 す る こ と を 見 出 し た こ と に 驚 愕 し た 。 対 照 的 に 、 本 発 明 者 ら は 、 Ｒ Ｄ １ ２ と 部 分
的 に 重 複 し た ５ 個 総 て の 株 か ら 本 質 的 に 存 在 し な い 領 域 （ Ｒ Ｄ ｃ ａ ｎ ） を 同
定 し た （ 図 ４ ） 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 多 く の 記 載 お よ び 観 察 さ れ た 差 に 関 し て の ゲ ノ ム に お い て Ｒ Ｄ 、 Ｒ ｖ Ｄ 、
お よ び Ｔ ｂ Ｄ １ 領 域 が 保 存 さ れ る こ と は 、 結 核 菌 の 系 統 に お い て Ｒ Ｄ 、 Ｒ ｖ Ｄ 、 お よ び Ｔ
ｂ Ｄ １ が 起 こ る 前 に が 群 の 共 通 の 先 祖 か ら 分 岐 し た こ と を 示 唆
し て い る （ 図 ４ ） 。 こ の 仮 説 は 、 が 直 接 反 復 配 列 領 域 に ２ ６ の ユ ニ ー ク ス ペ
ー サ ー 配 列 を 有 す る こ と が 示 さ れ 、 こ の 配 列 は 群 の 任 意 の 他 の 菌 に は 最 早
存 在 し な い と い う 知 見 に よ っ て 支 持 さ れ る 。 の 他 の 特 有 の 特 徴 は 、

群 （ 、 、 お よ び な ど ） の 他 の 菌 株
で は 成 功 し な か っ た Ｐ Ｃ Ｒ お よ び ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法 を 用 い る こ と に よ る 配 列 を 探
索 し た 挿 入 因 子 の 存 在 で あ る 。 こ の 挿 入 因 子 は 、 ２ 個 の 逆 方 向 反 復 配 列 に よ っ て 枠 に 嵌 め
ら れ た 推 定 的 ト ラ ン ス ポ ザ ー ゼ を コ ー ド す る Ｏ Ｒ Ｆ を 含 ん で い た 。 こ の 挿 入 因 子 の 配 列 は
図 ６ お よ び 配 列 番 号 １ ９ に 表 さ れ て お り 、 こ れ は ３ ９ ９ 位 で 始 ま り 、 ２ ３ ７ ８ 位 で 終 わ っ
て い る 。 推 定 的 ト ラ ン ス ポ ザ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 、 配 列 番 号 ２ ０ に 示 す 。 こ の 挿 入 因 子
自 体 は 、 同 じ Ｔ ｂ Ｄ １ 、 Ｒ Ｄ ４ お よ び Ｒ Ｄ ９ プ ロ フ ィ ー ル を 示 す こ と が あ る

先 祖 株 と M canettii株 と を 区 別 す る の に 用 い る こ と が で き る 。 従 っ て 、 は
魅 力 的 な 結 核 菌 で あ り 、 そ の 詳 細 な ゲ ノ ム 分 析 に よ り 群 の 進 化 を 更 に 洞 察
す る こ と が で き る 。
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【 ０ ０ ８ ３ 】
　 ：
　 本 明 細 書 で 検 討 し た と 呼 ば れ る 単 離 物 は 西 お よ び 東 ア フ リ カ に 起 源 が あ る
。 １ １ 株 は シ エ ラ レ オ ー ネ 、 ナ イ ジ ェ リ ア お よ び ギ ニ ア で 単 離 さ れ 、 ２ 株 は ウ ガ ン ダ で 単
離 さ れ た 。 １ 株 は 、 オ ラ ン ダ に 由 来 す る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 １ １ 株 の 西 ア フ リ カ 単 離 物 に つ い て 、 Ｒ Ｄ 分 析 し た と こ ろ 、 こ れ ら の 株 は い ず れ も ｃ ｏ
ｂ Ｌ を 含 む Ｒ Ｄ ９ 領 域 を 欠 く こ と を 示 し て い た 。 Ｒ Ｄ ９ 接 合 領 域 の 配 列 分 析 は 、 西 ア フ リ
カ 株 に お け る こ の 座 の 遺 伝 子 構 成 は 、 ｃ ｏ ｂ Ｌ の ５ ’ 部 分 並 び に 遺 伝 子 Ｒ ｖ ２ ０ ７ ３ ｃ お
よ び Ｒ ｖ ２ ０ ７ ４ ｃ が な い 点 に お い て お よ び の モ ノ と 同 一 で あ る こ と
を 示 し た 。 更 に 、 ６ 個 の 株 （ ２ 個 は シ エ ラ レ オ ー ネ 由 来 、 ４ 個 は ギ ニ ア 由 来 ） も Ｒ Ｄ ７ 、
Ｒ Ｄ ８ お よ び Ｒ Ｄ １ ０ を 欠 い て い た （ 表 ２ ） 。 Ｒ Ｄ ９ に つ い て の 接 合 配 列 と 同 様 に 、 Ｒ Ｄ
７ 、 Ｒ Ｄ ８ お よ び Ｒ Ｄ １ ０ と 境 を 接 し て い る 接 合 配 列 は 、 お よ び 株 の
も の と 同 一 で あ っ た 。 ２ 個 の プ ロ フ ァ ー ジ ｐ ｈ ｉ Ｒ ｖ １ お よ び ｐ ｈ ｉ Ｒ ｖ ２ に 関 し て 、 西
ア フ リ カ 株 は い ず れ も ｐ ｈ ｉ Ｒ ｖ ２ を 含 ん で い た が 、 ｓ ｐ ｈ ｉ Ｒ ｖ １ は な か っ た 。 変 動 性
は 、 Ｒ ｖ Ｄ 領 域 に つ い て は 見 ら れ な か っ た 。 Ｒ ｖ Ｄ １ － Ｒ ｖ Ｄ ５ お よ び Ｔ ｂ Ｄ １ は 、 試 験
し た 総 て の 西 ア フ リ カ 株 に 存 在 し た 。 こ れ は 、 西 ア フ リ カ で 流 行 し て い る は
、 領 域 Ｒ Ｄ ９ が 存 在 せ ず 且 つ 領 域 Ｔ ｂ Ｄ １ す る と い う 少 な く と も ２ 個 の 可 変 遺 伝 子 マ ー カ
ー に よ っ て 「 近 代 的 」 (modern) か ら 区 別 す る こ と が で き る こ と を 示 し て
い る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 対 照 的 に 、 東 ア フ リ カ の お よ び オ ラ ン ダ に 由 来 す る 単 離 物 に つ い て は 、 そ
れ ら を 株 と 区 別 す る こ と が で き る 遺 伝 子 マ ー カ ー は 見 出 さ れ な か っ た 。
プ ロ フ ァ ー ジ ｐ ｈ ｉ Ｒ ｖ １ 　 （ Ｒ Ｄ ３ ） を 除 き 、 ウ ガ ン ダ お よ び オ ラ ン ダ に 由 来 す る ３ 株
は 、 Ｒ Ｄ 欠 失 を 全 く 示 さ な か っ た が 、 「 近 代 的 」 株 と 同 様 に Ｔ ｂ Ｄ １ 領
域 を 欠 い て い た 。 Ｔ ｂ Ｄ １ 領 域 が な い こ と は 、 Ｔ ｂ Ｄ １ 接 合 領 域 の 配 列 分 析 に よ っ て も 明
ら か に さ れ 、 こ れ は Ｔ ｂ Ｄ １ 欠 失 株 の も の と 同 一 で あ る こ と が 見 出 さ れ
た 。 こ れ ら の 結 果 は 、 こ れ ら の 株 の に 極 め て 近 接 し た 遺 伝 学 的 関 連 性 を
示 し て お り 、 そ れ ら は よ り は む し ろ と 見 な す べ き で あ る こ
と を 示 唆 し て い る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 ：
　 株 は 、 １ ９ ３ ０ 年 代 に ハ タ ネ ズ ミ か ら 単 離 さ れ （ １ ７ ） 、 更 に 最 近 で は 免 疫
抑 制 患 者 か ら 単 離 さ れ た （ １ ８ ） 。 こ れ ら の 株 は 同 一 の 特 徴 的 な ス ポ リ ゴ タ イ プ を 有 す る
こ と を 特 徴 と す る が 、 そ れ ら の Ｉ Ｓ ６ １ １ ０ プ ロ フ ィ ー ル は 異 な っ て い る 。 ハ タ ネ ズ ミ お
よ び ヒ ト 単 離 物 は い ず れ も 領 域 Ｒ Ｄ ７ 、 Ｒ Ｄ ８ 、 Ｒ Ｄ ９ お よ び Ｒ Ｄ １ ０ 、 並 び に

か ら 特 異 的 に 欠 失 し た 領 域 （ Ｒ Ｄ ｍ ｉ ｃ ） を 欠 い て い た 。 Ｒ Ｄ ｍ ｉ ｃ は 、  B
acterial Artificial Chromosome(BAC)ラ イ ブ ラ リ ー 由 来 の ク ロ ー ン を 用 い る
の 詳 細 な 比 較 ゲ ノ ム 学 的 検 討 に よ っ て 明 ら か に さ れ た （ １ ９ ） 。 Ｒ Ｄ ｍ ｉ ｃ は 、 部 分 的 に
Ｂ Ｃ Ｇ 由 来 の Ｒ Ｄ １ と 重 複 し て い る （ デ ー タ は 示 さ ず ） 。 更 に 、 ハ タ ネ ズ ミ 単 離 物 は Ｒ Ｄ
５ 領 域 の 一 部 を 欠 い て い る が 、 こ の 領 域 は ヒ ト 単 離 物 に は 存 在 す る 。 に お け る
Ｒ Ｄ ５ の 接 合 領 域 は Ｂ Ｃ Ｇ の も の と は 異 な っ て い る の で （ デ ー タ は 示 さ ず ） 、 Ｒ Ｄ ５ は 進
化 マ ー カ ー と し て 用 い な か っ た 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 ：
　 は 、 ヒ ト を 含 む 多 く の 哺 乳 動 物 種 に 感 染 す る 極 め て 大 き な 宿 主 ス ペ ク ト ル を 有
す る 。 Ｒ Ｄ お よ び Ｒ ｖ Ｄ 領 域 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ し た 株 の コ レ ク シ ョ ン は 、
３ 個 の ヤ ギ 単 離 物 、 ３ 個 の ア ザ ラ シ 単 離 物 、 ２ 個 の オ リ ッ ク ス 単 離 物 、 お よ び 一 層 多 数 の
Ｉ Ｓ ６ １ １ ０ の コ ピ ー を 提 供 す る ヒ ト 由 来 の ２ 個 の 株 の 他 に 、 ２ 個 の Ｂ Ｃ Ｇ 株 と
一 般 的 に ウ シ 由 来 の Ｉ Ｓ ６ １ １ ０ の １ ま た は ２ コ ピ ー を 特 徴 と す る １ ８ 個 の 「 古 典 的 」 (c
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lassical) 株 か ら な っ て い た 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 プ ロ フ ァ ー ジ を 除 き 、 Ｒ Ｄ の 分 布 に よ り 、 試 験 を 行 っ た 株 か ら ５ 個 の 主 要 な 群
を 区 別 す る こ と が で き た 。 第 一 の 群 は 、 Ｒ Ｄ ７ 、 Ｒ Ｄ ８ 、 Ｒ Ｄ ９ お よ び Ｒ Ｄ １ ０ を 欠 い て
い る 株 に よ っ て 形 成 さ れ た 。 こ の 群 の 典 型 的 ｎ Ｍ の は ３ 個 の ア ザ ラ シ 単 離 物 、 お よ び Ｉ Ｓ
６ １ １ ０ の コ ピ ー を ３ ～ ５ 個 含 む ２ 個 の ヒ ト 単 離 物 で あ る （ デ ー タ は 示 さ ず ） 。 Ｉ Ｓ ６ １
１ ０ の コ ピ ー を １ ７ ～ ２ ０ 個 含 む ２ 個 の オ リ ッ ク ス 単 離 物 は 、 Ｒ Ｄ ７ － Ｒ Ｄ １ ０ の 他 に Ｒ
Ｄ ５ を 欠 き 、 単 離 物 に 極 め て 類 似 し て い る 第 二 の 群 を 形 成 し た 。 し か し な が ら
、 そ れ ら は 株 に 特 徴 的 な 欠 失 で あ る Ｒ Ｄ ｍ ｉ ｃ を 示 さ な か っ た （ デ ー タ は 示 さ
ず ） 。 群 １ お よ び ２ に 属 す る 株 由 来 の 部 分 ｏ ｘ ｙ Ｒ お よ び ｐ ｎ ｃ Ａ 配 列 の 分 析 で は 、

株 に 特 徴 的 な 配 列 多 型 を 示 し た （ ｏ ｘ ｙ Ｒ ２ ８ ５ ： Ｇ 、 ｐ ｎ ｃ Ａ ５ ７ ： Ｃ Ａ
Ｃ 、 参 考 文 献 １ ２ ， １ ３ ） 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 群 ３ は 、 領 域 Ｒ Ｄ ５ 、 Ｒ Ｄ ７ 、 Ｒ Ｄ ８ 、 Ｒ Ｄ ９ 、 Ｒ Ｄ １ ０ 、 Ｒ Ｄ １ ２ お よ び Ｒ Ｄ １ ３ を
欠 い て い る ヤ ギ 単 離 物 か ら な っ て い る 。 Ａ ｒ ａ ｎ ａ ｚ と 共 同 研 究 者 ら に よ っ て 以 前 に 報 告
さ れ て い る よ う に 、 こ れ ら の 株 は 「 古 典 的 」 株 に 特 異 的 な ｏ ｘ ｙ Ｒ 偽 遺 伝 子 の ２
８ ５ 位 に ア デ ノ シ ン を 示 し た が 、 ｐ ｎ ｃ Ａ ５ ７ 多 型 の 配 列 は の 配 列 と 同
一 で あ っ た （ ２ ０ ） 。 こ れ は 、 配 列 分 析 か ら の 本 発 明 者 ら の 結 果 （ 表 ２ ） 、 お よ び Ｒ Ｄ ４
を 除 い て 、 ヤ ギ 単 離 物 は 「 古 典 的 」 株 と 同 じ 欠 失 を 示 す と い う 知 見 と 良 好 な 一 致
を 示 す 。 ま と め る と 、 こ れ は 、 Ｒ Ｄ ４ が 失 わ れ る 前 に 、 ｏ ｘ ｙ Ｒ ２ ８ ５ 突 然 変 異 （ Ｇ ->Ａ
） が 株 で 起 き た こ と を 示 唆 し て い る 。 興 味 深 い こ と に は 、 ア ル ゼ ン チ ン 、 オ ラ ン
ダ 、 英 国 お よ び ス ペ イ ン 産 の ウ シ 、 並 び に ヒ ト か ら 単 離 し た 最 も 普 通 の 株 （ 「 古
典 的 」 （ ２ １ ） ） （ 例 え ば 、 ス ペ イ ン か ら の 多 剤 耐 性 （ ２ ２ ） ） は 最 大
数 の Ｒ Ｄ 欠 失 を 示 し 、 群 の 他 の 菌 に 関 し て Ｄ Ｎ Ａ の 損 失 が 最 大 に な る と
思 わ れ る 。 こ れ ら は 領 域 Ｒ Ｄ ４ 、 Ｒ Ｄ ５ 、 Ｒ Ｄ ６ 、 Ｒ Ｄ ７ 、 Ｒ Ｄ ８ 、 Ｒ Ｄ ９ 、 Ｒ Ｄ １ ０ 、
Ｒ Ｄ １ ２ お よ び Ｒ Ｄ １ ３ を 欠 き 、 リ フ ァ レ ン ス 株 で 得 た 結 果 が 確 認 さ れ た （ ５ ， ６ ） 。 こ
れ ら の 株 は ２ 個 の Ｂ Ｃ Ｇ 株 と 共 に 、 に 特 徴 的 な ｏ ｘ ｙ Ｒ ２ ８ ５ 突 然 変 異 （ Ｇ ->Ａ
） の 他 に ｐ ｎ ｃ Ａ ５ ７ 多 型 Ｇ Ａ Ｃ （ Ａ ｓ ｐ ） を 示 し た 唯 一 の も の で あ っ た 。 Ｂ Ｃ Ｃ 株 の 分
析 で は 、 明 ら か に 減 衰 過 程 中 ま た は 後 に 起 き た Ｒ Ｄ １ 、 Ｒ Ｄ ２ お よ び Ｒ Ｄ １ ４ の 他 に 「 古
典 的 」 株 と 同 じ Ｒ Ｄ 領 域 を Ｂ Ｃ Ｇ が 欠 い て い た こ と を 示 し て い る （ 図 ４ ） （ ６ ，
２ ３ ） 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 Ｒ Ｄ と は 対 照 的 に 、 Ｒ ｖ Ｄ 領 域 は 株 で は 高 度 に 保 存 さ れ て い た 。 Ｒ ｖ Ｄ ２ 、 Ｒ
ｖ Ｄ ３ お よ び Ｒ ｖ Ｄ ４ を 欠 く ２ 個 の Ｉ Ｓ ６ １ １ ０ リ ッ チ オ リ ッ ク ス 単 離 物 を の ぞ き 、 他 の
総 て の 株 は ５ 個 の Ｒ ｖ Ｄ 領 域 を 有 し た 。 Ｔ ｂ Ｄ １ が 総 て の 株 に 存 在 し た こ と は 特
に 注 目 に 値 す る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 し か し な が ら 、 群 １ か ら の Ｉ Ｓ ６ １ １ ０ の ３ ～ ５ コ ピ ー を 含 む ２ 個 の ヒ ト 単 離 物 を 除 き
、 と 命 名 さ れ た 株 は 、 コ ド ン Ａ Ａ Ｃ を 特 徴 と す る 、 お
よ び 先 祖 に 対 し て 、 ｍ ｍ ｐ Ｌ ６ 遺 伝 子 の コ ド ン ５ ５ １ （ Ａ Ａ Ｇ ） の Ｔ ｂ
Ｄ １ 領 域 に お い て 単 一 の ヌ ク レ オ チ ド 多 型 を 示 し た 。 の よ う な ｏ ｘ ｙ Ｒ
ま た は ｐ ｎ ｃ Ａ 座 を 有 し 且 つ 古 典 的 株 よ り 欠 失 領 域 が 少 な い ア ザ ラ シ お よ び オ リ
ッ ク ス か ら 単 離 し た 株 で あ っ て も 、 株 お よ び に 典 型 的 な ｍ ｍ ｐ Ｌ ６ ５

５ １ Ａ Ａ Ｇ 多 型 を 示 し た （ 表 ２ 、 図 ４ ） 。 こ の 多 型 そ れ 自 体 は 、 Ｒ Ｄ ７ 、 Ｒ Ｄ ８ 、 Ｒ Ｄ ９
お よ び Ｒ Ｄ １ ０ を 欠 き 且 つ ま た は と し て 分 類 さ れ て い る 株 の 区 別 に
極 め て 有 用 な 遺 伝 子 マ ー カ ー と し て 訳 だ っ た が 、 同 一 分 類 群 の 他 の 株 と は 異 な る こ と が あ
る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
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　 多 年 の 間 、 ヒ ト 結 核 は 動 物 の 病 原 体 を ヒ ト 宿 主 に 適 合 さ せ る こ と に よ っ て ウ シ 疾 患 か ら
進 化 し た と 考 え ら れ て い た （ ３ ） 。 こ の 仮 説 は 、 の 特 性 が ほ ぼ 全 く ヒ ト
病 原 体 の み で あ り 、 一 方 は ず っ と 広 い 宿 主 範 囲 を 有 す る こ と に 基 づ い て い る 。 し
か し な が ら 、 こ の 研 究 か ら の 結 果 は と 比 較 し て が 多 く の 欠 失 を
行 っ て き た こ と を 明 白 に 示 し て い る 。 こ れ は 、 ウ シ か ら 単 離 さ れ た 「 古 典 的 」 株
で あ る  AF2122/97の ほ ぼ 完 全 な ゲ ノ ム 配 列 の 予 備 分 析 に よ っ て 確 か め ら れ 、

に 特 異 的 に 閉 じ 込 め ら れ た 新 た な 遺 伝 子 ク ラ ス タ ー を 示 さ な か っ た 。 こ れ は 、 M. bov
isの ゲ ノ ム が の ゲ ノ ム よ り 小 さ い こ と を 示 し て い る （ ２ ４ ） 。
は 、 単 離 物 の 先 祖 か ら 分 岐 し た （ Ｒ Ｄ ９ ） 、 （
Ｒ Ｄ ７ 、 Ｒ Ｄ ８ 、 Ｒ Ｄ ９ 、 Ｒ Ｄ １ ０ ） お よ び （ Ｒ Ｄ ４ 、 Ｒ Ｄ ５ 、 Ｒ Ｄ ７ 、 Ｒ Ｄ ８
、 Ｒ Ｄ ９ 、 Ｒ Ｄ １ ０ 、 Ｒ Ｄ １ ２ 、 Ｒ Ｄ １ ３ ） （ ２ ５ ） に よ っ て 表 さ れ る 別 系 統 の 最 後 の 菌
で あ る こ と が 妥 当 と 思 わ れ る 。 Ｄ Ｎ Ａ の 連 続 的 喪 失 は 、 ク ロ ー ン 伸 長 お よ び あ る 種 の 新 た
な 宿 主 に お け る 更 に 順 当 な 病 原 体 の 出 現 の 一 員 と な る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 -> 系 統 が 系 統 か ら 分 離 し た と き に は 、 現 存 す る

株 の 先 祖 が 既 に 病 原 体 で あ る か ど う か が 考 察 の 主 題 で あ る 。 し か し な が ら
、 こ れ が そ の 通 り で あ る と 信 ず る に 足 る ２ つ の 理 由 が あ る 。 第 一 は 、 お
よ び の 分 離 前 の 最 後 の 共 通 祖 先 に 類 似 し て い る ６ 個 の 祖 先
株 （ Ｔ ｂ Ｄ １ ＋ ， Ｒ Ｄ ９ ＋ ） （ 図 ３ ） が 総 て ヒ ト 病 原 体 で あ る こ と で あ る 。 第 二 に 、

群 の 任 意 の 他 の 既 知 の 菌 の 前 の 今 日 の 株 の 共 通 祖 先 か ら 分 岐
し た と 思 わ れ る も 、 ヒ ト 病 原 体 で あ る こ と で あ る 。 ま と め て 考 え れ ば 、 こ れ
は 、 の 祖 先 に 極 め て 類 似 し て い る と 考 え ら れ る 結 核 菌 が ヒ ト 病 原 体 で あ
り 且 つ 動 物 病 原 体 で は な い こ と を 意 味 す る 。 ま た 、 興 味 深 い こ と に は 、 こ れ ら の 株 の ほ と
ん ど は ア フ リ カ ま た は イ ン ド 起 源 で あ っ た （ 図 ３ ） 。 こ れ ら の 祖 先 株 は 主 に 固 有 病 巣 に 由
来 し （ １ ５ ， ２ ６ ） 、 一 方 Ｔ ｂ Ｄ １ を 喪 失 し た 「 近 代 的 」 株 は 流 行 性 結
核 の 世 界 的 蔓 延 の 結 果 と し て 更 に 最 近 同 じ 地 理 学 的 地 域 に 導 入 さ れ た 流 行 性

株 で あ る こ と が あ る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　
　 ハ ウ ス キ ー ピ ン グ 遺 伝 子 で 配 列 が 高 度 に 保 存 さ れ る の で 、 Sreevatsan et al.は 、 以 前
に 結 核 菌 が １ ５ ， ０ ０ ０ ～ ２ ０ ， ０ ０ ０ 年 以 前 に 主 要 な 隘 路 に で あ っ た と 仮 定 し た （ ２ ）
。 試 験 を 行 っ た 総 て の Ｔ ｂ Ｄ １ 欠 失 株 で の Ｔ ｂ Ｄ １ 接 合 配 列 の 保 存 が 単 一 ク ロ ー ン に 由 来
す る こ と を 示 唆 し て い る の で 、 Ｔ ｂ Ｄ １ 欠 失 は 、 今 日 の 結 核 症 例 の 大 半 を 説 明 す る 「 近 代
的 」 株 は 確 実 に こ の よ う な 隘 路 を 経 験 し た 後 に 世 界 中 に 広 が っ た こ と を
完 全 に 示 し て い る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 結 果 の 節 で 詳 細 に 説 明 し た よ う に 、 本 発 明 者 ら の 分 析 は 、 Sreevatsanと 共 同 研 究 者 ら が
提 案 し た 結 核 菌 の 進 化 経 路 の 群 ２ お よ び ３ を 命 名 す る の に 用 い た katG 4 6 3 CTG->CGGお よ び
そ れ に 続 く gyrA 9 5 ACC->AGC突 然 変 異 （ ２ ） が 、 既 に Ｔ ｂ Ｄ １ を 喪 失 し て い る

株 の 系 統 で 起 こ っ た こ と を 示 し た （ 図 ４ ） 。 欠 失 は 反 転 を 受 け る こ と が あ る 点 突 然 変
異 よ り 安 定 な マ ー カ ー で あ る が 、 欠 失 と 点 突 然 変 異 の 完 全 な 相 関 を 試 験 株 に つ い て 見 出 し
た 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 こ の 知 見 は 、 １ ８ お よ び １ ９ 世 紀 の 自 然 に ミ イ ラ 化 し た ハ ン ガ リ ー 人 村 民 か ら 増 幅 し た

 DNAが ｋ ａ ｔ Ｇ ４ ６ ３ ／ ｇ ｙ ｒ Ａ ９ ５ 群 ２ お よ び ３ に 属 す る こ と を 示 し
た Ｆ ｌ ｅ ｃ ｈ ｅ ｒ と 共 同 研 究 者 に よ る 最 近 の 研 究 結 果 と 一 緒 に な っ て 、 Ｔ ｂ Ｄ １ 欠 失 が １
８ 世 紀 以 前 に の 系 統 で 起 こ っ た こ と を 示 唆 し て い る 。 こ れ は 、 結 核 の 症
例 が １ ８ 世 紀 以 後 に ヨ ー ロ ッ パ で 劇 的 に 増 加 し た こ と が 主 と し て 「 近 代 的 」

株 が 伴 う こ と を 意 味 す る 可 能 性 が あ っ た 。 更 に 、 結 核 は に よ っ て 引 き
起 こ さ れ 且 つ に よ っ て は 引 き 起 こ さ れ な い こ と を 示 し て お り 、 こ の 事 実 は 田 舎 の
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中 世 的 英 国 で の 場 合 に つ い て も 記 載 さ れ て い る （ ２ ８ ） 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 マ イ コ バ ク テ リ ア 感 染 症 は 数 千 年 前 に ヒ ト で 起 こ っ た と い う 良 好 な 証 拠 が あ る 。 フ ァ ラ
オ の 治 世 中 の エ ジ プ ト で 結 核 が あ っ た こ と が 知 ら れ て お り 、 結 核 に 特 徴 的 な 脊 髄 お よ び 肋
骨 の 病 巣 が そ の 時 代 か ら の ミ イ ラ で 同 定 さ れ て い る か ら で あ る （ ２ ９ ） 。 ペ ル ー の ミ イ ラ
か ら の 抗 酸 性 桿 菌 並 び に Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 の 同 定 （ ３ ０ ） も 、 結 核 が 中 央 お よ び 南 ア メ リ カ の コ
ロ ン ブ ス 以 前 の 社 会 に 存 在 し た こ と を 示 唆 し て い る 。 Ｔ ｂ Ｄ １ 隘 路 が い つ 起 き た か を 推 定
す る 目 的 で 、 エ ジ プ ト お よ び 南 ア メ リ カ の ミ イ ラ の Ｔ ｂ Ｄ １ が 欠 失 し て い る か ま た は ま た
は 欠 失 し て い な い 　 Ｄ Ｎ Ａ を 有 す る か ど う か を 知 る こ と は 極 め て 興 味 深
い こ と で あ ろ う 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 -> -> 系 統 の 菌 に つ い て 起 こ っ た と 思 わ れ る 他 の 主 要 な
隘 路 は 、 Ｒ Ｄ ９ 、 お よ び そ れ に 続 く Ｒ Ｄ ７ 、 Ｒ Ｄ ８ お よ び Ｒ Ｄ １ ０ 欠 失 に よ っ て 示 さ れ る
（ 図 ４ ） 。 こ れ ら の 欠 失 は 、 今 日 で は 、 ア フ リ カ の ヒ ト 、 オ ー ク ニ ー 諸 島 （ 英 国 ） の ハ タ
ネ ズ ミ 、 ア ル ゼ ン チ ン の ア ザ ラ シ 、 ス ペ イ ン の ヤ ギ 、 お よ び 英 国 の ア ナ グ マ と 同 様 に 多 様
な 天 然 宿 主 ス ペ ク ト ル を 示 す 結 核 菌 の 先 祖 で 起 こ っ た と 思 わ れ る 。 こ の た め 、 Ｒ Ｄ ９ 欠 失
菌 の そ れ ら の 特 異 的 宿 主 へ の 蔓 延 お よ び 適 合 は 、 群 の 種 分 化 の 推 定 １ ５
， ０ ０ ０ ～ ２ ０ ， ０ ０ ０ 年 中 に 生 じ た 可 能 性 が あ る と 想 像 す る こ と は 困 難 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 し か し な が ら 、 こ の 問 題 を 更 な る 洞 察 は 、 １ ７ ， ０ ０ ０ 年 前 の 野 牛 の 骨 格 か ら 単 離 し た
古 代 の Ｄ Ｎ Ａ 試 料 、 例 え ば マ イ コ バ ク テ リ ア Ｄ Ｎ Ａ の Ｒ Ｄ 分 析 に よ っ て 行 う こ と が で き た
（ ３ １ ） 。 Ｄ Ｎ Ａ を 増 幅 し た マ イ コ バ ク テ リ ア は 、 の パ タ ー ン に 極 め て 近 接
し た 関 連 を 有 し 且 つ 系 統 -> の 初 期 の 典 型 的 ｎ Ｍ の で あ っ た 可 能 性 が
あ る ス ポ リ ゴ タ イ プ を 示 し た 。 本 発 明 者 ら が 本 明 細 書 で 供 給 す る Ｔ ｂ Ｄ １ お よ び Ｒ Ｄ ９ 接
合 配 列 を 用 い る と 、 古 代 Ｄ Ｎ Ａ の Ｐ Ｃ Ｒ 分 析 を 極 め て 集 中 し て 行 い 、 群
の 菌 が 進 化 し た 期 間 に つ い て 更 に 学 ぶ こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　
　 本 発 明 者 ら の 研 究 は 、 広 汎 な 結 核 菌 の 可 変 領 域 の 多 様 性 お よ び 保 存 の 全 体 像 を 提 供 す る
。 様 々 な 宿 主 お よ び 国 由 来 の １ ０ ０ 株 の 欠 失 分 析 に よ り 、 ほ と ん ど が ア フ リ カ 起 源 の 幾 つ
か の 進 化 的 に 「 古 い 」 (old) 、 お よ び 株 、 並 び
に 「 近 代 的 」 株 で あ っ て 、 北 京 、 ハ ー ル レ ム お よ び ア フ リ カ の よ う な 主
要 な 流 行 ク ラ ス タ ー か ら の 典 型 的 な も の な ど を 同 定 し た 。 特 異 的 突 然 変 異 の 分 子 タ イ ピ ン
グ お よ び 分 析 と 共 同 し た 欠 失 分 析 の 使 用 は 、 結 核 菌 の 進 化 の 研 究 お よ び 進 化 マ ー カ ー の 同
定 の た め の 極 め て 強 力 な 方 法 で あ る こ と が 示 さ れ た 。 更 に 実 際 的 な 観 点 で は 、 こ れ ら の 領
域 、 主 と し て Ｒ Ｄ ９ お よ び Ｔ ｂ Ｄ １ で あ る が 、 Ｒ Ｄ １ 、 Ｒ Ｄ ２ 、 Ｒ Ｄ ４ 、 Ｒ Ｄ ７ 、 Ｒ Ｄ ８
、 Ｒ Ｄ １ ０ 、 Ｒ Ｄ １ ２ 、 お よ び Ｒ Ｄ １ ３ も 、 群 の 菌 を 迅 速 且 つ 明 確 に 同
定 す る た め の 強 力 な 診 断 手 段 の 発 展 の た め の 極 め て 興 味 深 い 候 補 で あ る （ ３ ２ ） 。 こ の 発
生 学 的 な 区 別 の 方 法 を 用 い て 、 群 の 混 乱 す る こ と が 多 い 伝 統 的 な 分 類 を
厳 密 に 確 定 し た 亜 種 と す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 更 に 、 機 能 分 析 に よ り 、 Ｔ ｂ Ｄ １ 欠 失 が 「 近 代 的 」 に 幾 ら か の 選 択 的
利 点 を 付 与 す る か ど う か 、 ま た は 他 の 環 境 が Ｔ ｂ Ｄ １ を 欠 失 し た 株 の 世
界 的 流 行 の 一 員 と な る か ど う か が 示 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ２ 】

　 群 の 菌 は 異 常 な ほ ど 高 い 保 存 度 を 共 有 し て お り 、 市 販 の 核 酸 プ ロ ー ブ
お よ び 増 幅 分 析 で は こ れ ら の 生 物 を 区 別 す る こ と は で き な い 。 そ の 上 、 従 来 の 同 定 法 は 曖
昧 で 、 扱 い 難 く 、 生 物 の 増 殖 が 遅 い た め 時 間 が か か る こ と が 多 い 。
【 ０ １ ０ ３ 】
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　 本 発 明 で は 、 本 発 明 者 ら は 、 群 中 で 分 化 の 目 的 で 臨 床 マ イ コ バ ク テ リ
ア 学 実 験 室 が 直 面 し た 問 題 を 欠 失 分 析 に よ っ て 解 決 す る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 こ の 方 法 は 、 Ｔ ｂ Ｄ １ を 含 む 少 な く と も ３ 個 の マ ー カ ー を 用 い る こ と に よ っ て 生 物 学 的
流 体 に つ い て 診 断 を 行 う こ と が で き る 。 下 表 ３ は 、 マ イ コ バ ク テ リ ア 群 の 菌 を 識 別 す る の
に 十 分 な 組 合 せ を 示 す 。
【 ０ １ ０ ５ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ０ ６ 】
　 そ の 上 、 Ｔ ｂ Ｄ １ マ ー カ ー 、 好 ま し く は 少 な く と も ２ 個 の 他 の マ ー カ ー を 用 い る べ き で
あ る 。 文 献 で 入 手 可 能 な こ の よ う な 追 加 マ ー カ ー を 、 下 表 １ に 示 す 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 の 先 祖 株 は 全 株 の ５ ％ に 過 ぎ
な い が 、 の 先 祖 株 を の 株 か ら 区 別 す
る こ と に 興 味 の あ る 者 は 、 遺 伝 子 マ ー カ ー Ｒ Ｄ １ ２ を 表 ３ に 記 載 の ３ 個 の マ ー カ ー と 組 み
合 わ せ て 用 い る こ と を 考 察 す る こ と が で き る 。 領 域 Ｒ Ｄ ｃ ａ ｎ は
の ゲ ノ ム に お い て Ｒ Ｄ １ ２ と 部 分 的 に 重 複 し て い る の で 、 表 １ に 記 載 の フ ラ ン キ ン グ プ ラ
イ マ ー は の ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ で ハ イ ブ リ ダ イ ズ し な い 。 従 っ て 、 こ れ
ら の フ ラ ン キ ン グ プ ラ イ マ ー を 用 い る Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 に よ り で ２
． ８ ｋ ｂ 　 Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 を 生 じ 、 で は Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 を 生 成 し な い 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 の 先 祖 株 を か ら 識 別 す る 他 の 方 法
は 、 株 に 特 異 的 で あ り 且 つ 配 列 番 号 １ ９ に 対 応 す る 挿 入 因 子 の 検 出 で あ る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
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【 表 ２ 】
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【 ０ １ １ ０ 】
　 こ の 表 で 用 い た Ｒ Ｄ 命 名 法 は Brosch et al. (2000)（ 参 考 文 献 ２ ５ ） が 用 い た 命 名 法 に
基 づ い て お り 、 Behrと 共 同 研 究 者 ら に よ っ て 提 案 さ れ た も の と は 異 な る (1999) （ 参 考 文
献 ６ ） 。 プ ラ イ マ ー 配 列 は 、 ５ ’ ->３ ’ 方 向 で 示 す 。
＊ 　 フ ラ ン キ ン グ 反 復 領 域 お よ び ／ ま た は 可 動 性 遺 伝 因 子 に よ り 、 フ ラ ン キ ン グ プ ラ イ マ
ー よ り も む し ろ 内 部 プ ラ イ マ ー の 第 二 の 対 を 用 い た 領 域 。
【 ０ １ １ １ 】

【 表 ３ 】
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【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ １ ２ 】
【 図 １ 】 存 在 ま た は 欠 失 が 示 さ れ た ゲ ノ ム 領 域 を 有 す る 株 か ら 得 た ア ン プ リ コ ン 。 そ れ ぞ
れ の 群 に お け る ア ン プ リ コ ン の 大 き さ は 均 一 で あ る 。 数 字 は 、 Kremer et al. (1999, J. 
Clin Microbiol. 37:2607-2618)（ 参 考 文 献 ８ ） お よ び Supply et al (2001, J. Clin. Mi
crobiol. 39:3563-3571)（ 参 考 文 献 ９ ） で 用 い た 株 の 名 称 に 対 応 す る 。
【 図 ２ 】 様 々 な 地 理 学 的 地 域 の 株 か ら 得 た Ｔ ｂ Ｄ １ 領 域 の 配 列 。 　 ＊ は 、 Sreevatsanと 共
同 研 究 者 に よ っ て 定 義 さ れ た ｋ ａ ｔ Ｇ ｃ ４ ６ ３ ／ ｇ ｙ ｒ Ａ ｃ ９ ５ 配 列 に 基 づ く 群 を 表 す （
参 考 文 献 ２ ） 。 数 字 は 、 Kremer et al. (1999, J. Clin Microbiol. 37:2607-2618) （ 参
考 文 献 ８ ） お よ び Supply et al (2001, J. Clin. Microbiol. 39:3563-3571)（ 参 考 文 献
９ ） で 用 い た 株 の 名 称 に 対 応 す る 。
【 図 ３ 】 選 択 し た お よ び 株 の ス ポ リ ゴ 型 （ spoligotypes） 。 数
字 は 、 Kremer et al. (1999, J. Clin Microbiol. 37:2607-2618) （ 参 考 文 献 ８ ） お よ び
Supply et al (2001, J. Clin. Microbiol. 39:3563-3571)（ 参 考 文 献 ９ ） で 用 い た 株 の
名 称 に 対 応 す る 。
【 図 ４ 】 所 定 の 系 統 （ 灰 色 ボ ッ ク ス ） に お け る Ｄ Ｎ Ａ の 連 続 的 喪 失 を 示 す 結 核 菌 の 進 化 経
路 を 提 案 し た 略 図 。 こ の 略 図 は 、 保 存 さ れ た 欠 失 領 域 の 有 無 お よ び ５ 個 の 選 択 し た 遺 伝 子
で の 配 列 多 型 に 基 づ い て い る 。 あ る 分 岐 間 の 距 離 は 、 他 の 方 法 で 計 算 し た 実 際 の 系 統 発 生
的 差 に 対 応 し な い こ と が あ る 。 　 黒 塗 り 矢 印 は 、 群 １ に 典 型 的 な ｋ ａ ｔ Ｇ ｃ ４ ６ ３  CTG (
Leu)、 ｇ ｙ ｒ Ａ ｃ ９ ５  ACC (Thr)を 特 徴 と す る 株 を 示 す 。 白 線 を 有 す る 矢 印 は 、 ｋ ａ ｔ Ｇ
ｃ ４ ６ ３  CGG (Arg)、 ｇ ｙ ｒ Ａ ｃ ９ ５  ACC (Thr)を 特 徴 と す る 群 ２ に 属 す る 株 を 示 す 。 白
抜 き ボ ッ ク ス を 有 す る 矢 印 は 、 Sreevatsanと 強 度 研 究 者 (Sreevastan et al., 1997 Proc.
 Natl. Acad. Sci USA 151:9869-9874)（ 参 考 文 献 ２ ） に よ っ て 定 義 さ れ た ｋ ａ ｔ Ｇ ｃ ４ ６
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３  CGG (Arg)、 ｇ ｙ ｒ Ａ ｃ ９ ５  AGC (Ser)を 特 徴 と す る 群 ３ に 属 す る 株 を 示 す 。
【 図 ５ 】 複 合 体 に お け る Ｔ ｂ Ｄ １ 欠 失 お よ び 周 囲 の 領 域 の 略 図 。 　 Ａ ： 　

、  BCG、 、 、 、 お よ び 遺 伝 子 ｋ ａ ｔ
Ｇ の コ ド ン ４ ６ ３ に 配 列 Ｃ Ｔ Ｇ を 有 し 且 つ ゲ ノ ム に は Ｉ Ｓ ６ １ １ ０ 配 列 を 全 く 挿 入 し て い
な い か ま た は ご く 僅 か し か 挿 入 し て い な い の 先 祖 株 の ゲ ノ ム に お け る Ｔ
ｂ Ｄ １ お よ び 周 囲 の 領 域 の 略 図 。 ｍ ｍ ｐ Ｌ ６ 遺 伝 子 、 ｍ ｍ ｐ Ｓ ６ 遺 伝 子 、 異 な る プ ラ イ マ
ー 、 そ れ ら に よ っ て コ ー ド さ れ る 異 な る 核 酸 断 片 お よ び ポ リ ペ プ チ ド は 、 近 似 的 に こ の 領
域 に 配 置 さ れ て い る 。 の 祖 先 株 を 除 く で 特 異 的 に 欠 失 し
た Ｔ ｂ Ｄ １ と 呼 ば れ る ２ １ ５ ３ ｐ ｂ の 欠 失 は 、 そ の ２ 個 の 末 端 点 に よ っ て 明 確 に 設 定 さ れ
て い る 。 　 Ｂ ： 　 の 祖 先 株 を 除 く の ゲ ノ ム に お け る Ｔ ｂ
Ｄ １ お よ び 周 囲 の 領 域 の 略 図 。  H37Rv株 の ゲ ノ ム に お け る Ｔ ｂ Ｄ １ 欠 失
お よ び 配 列 番 号 １ の 配 列 の 位 置 は 、 図 の 下 部 に 印 を 付 け て い る 。 Ｔ ｂ Ｄ １ の 非 存 在 か ら 生
じ る キ メ ラ Ｏ Ｒ Ｆ ［ ｍ ｍ ｐ Ｓ ６ － ｍ ｍ ｐ Ｌ ６ ］ は 引 き 抜 か れ 、 こ の キ メ ラ Ｏ Ｒ Ｆ の 配 列 で
あ る 配 列 番 号 ２ １ お よ び コ ー ド さ れ た ポ リ ペ プ チ ド の 配 列 で あ る 配 列 番 号 ２ ２ は 、 図 の 上
部 に 近 似 的 に 配 置 さ れ て い る 。
【 図 ６ 】 i株 の ゲ ノ ム に お け る 特 異 的 挿 入 因 子 の 配 列 。 こ の 挿 入
因 子 の 開 始 は ３ ９ ９ 位 で あ り 、 こ の 挿 入 因 子 の 終 わ り は ２ ３ ７ ８ 位 で あ る 。 こ の 挿 入 因 子
は 、 の ト ラ ン ス ポ ザ ー ゼ と 有 意 な 相 同 性 を 示 す 推 定 的 ト ラ ン ス
ポ ザ ー ゼ の コ ー ド 配 列 （ ５ １ ７ 位 か ら ２ ３ ０ ７ 位 ま で の 太 文 字 の 配 列 ） を 含 む 。 こ の コ ー
ド 配 列 は ２ 個 の ２ ０ ｂ ｐ 逆 方 向 反 復 配 列 （ ３ ９ ９ － ４ １ ８ 位 お よ び ２ ３ ５ ９ － ２ ３ ７ ８ 位
の 下 線 を 施 し た 配 列 ） の 枠 に 嵌 め ら れ て い る 。

10

20

【 図 １ 】 【 図 ２ 】
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【 図 ３ 】 【 図 ４ 】

【 図 ５ 】 【 図 ６ 】
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【 配 列 表 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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