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(54)【発明の名称】 抗菌組成物

(57)【要約】
【課題】
【解決手段】  本発明は抗菌組成物、特にＢｕｒｋｈｏ
ｌｄｅｒｉａ  ｃｅｐａｃｉａに作用を及ぼす組成物、
ならびにかかる組成物のための診断試験とかかる組成物
の使用に関する。
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【特許請求の範囲】

    【請求項１】  配列番号２の配列を有する多剤排出ポンプ又はそれと少なく

とも８５％の相同性を有する多剤排出ポンプ。

    【請求項２】  配列番号２の配列と少なくとも９０、９５又は９９％の相同

性を有する請求項１に記載の多剤排出ポンプ。

    【請求項３】  Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａ又はシュードモナス（Ｐｓｅｕｄ

ｏｍｏｎａｓ）属の生物によって発現される、上記請求項のいずれか１項に記載

の多剤排出ポンプ。

    【請求項４】  クレブシエラ（Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ）、エンテロバクター

（Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ）、セラチア（Ｓｅｒｒａｔｉａ）、サルモネラ（

Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ）又は赤痢菌（Ｓｈｉｇｅｌｌａ）属の生物によって発現

される、請求項１又は２のいずれか１項に記載の多剤排出ポンプ。

    【請求項５】  上記請求項のいずれか１項に記載の多剤排出ポンプをコード

するヌクレオチド配列。

    【請求項６】  配列番号１の配列を有する請求項５に記載のヌクレオチド配

列。

    【請求項７】  中又は高ストリンジェンシー条件下で請求項５又は６のいず

れか１項のヌクレオチド配列の補体にハイブリダイズする核酸分子。

    【請求項８】  ヒト又は動物の身体の治療又は診断の方法において使用する

ための、請求項１又は２のいずれか１項に記載の多剤排出ポンプ。

    【請求項９】  当該多剤排出ポンプを発現する生物による感染の治療のため

の薬剤の製造における、請求項１又は２のいずれか１項に記載の多剤排出ポンプ

又はその免疫原性断片の使用。

    【請求項１０】  配列番号１１から２０のいずれか１つの配列を有する請求

項９に記載の多剤排出ポンプの免疫原性断片の使用。

    【請求項１１】  薬剤がワクチンである、請求項９又は１０のいずれか１項

に記載の多剤排出ポンプ又はその免疫原性断片の使用。

    【請求項１２】  当該多剤排出ポンプを発現する生物による感染の治療のた

めの薬剤の製造における、請求項１又は２のいずれか１項に記載の多剤排出ポン
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プの阻害因子の使用。

    【請求項１３】  テトラサイクリン及びキノロンから成る群から選択される

抗生物質と組み合わせた、請求項１２に記載の多剤排出ポンプの阻害因子の使用

。

    【請求項１４】  キノロンがナリジクス酸である、請求項１３に記載の多剤

排出ポンプの阻害因子の使用。

    【請求項１５】  当該多剤排出ポンプを発現する生物による感染の治療にお

いて同時に、別途に又は連続的に使用するための、請求項１又は２のいずれか１

項に記載の多剤排出ポンプの阻害因子と少なくとも１つの抗生物質の混合製剤。

    【請求項１６】  当該多剤排出ポンプを発現する生物に対する消毒薬の製造

における、請求項１又は２のいずれか１項に記載の多剤排出ポンプの阻害因子の

使用。

    【請求項１７】  第四アンモニウム消毒薬を含む少なくとも１つの消毒薬と

組み合わせた、請求項１６に記載の多剤排出ポンプの阻害因子の使用。

    【請求項１８】  請求項１又は２のいずれか１項に記載の多剤排出ポンプの

阻害因子と少なくとも１つの抗生物質を含む抗菌組成物。

    【請求項１９】  抗生物質（単数又は複数）がテトラサイクリン及びキノロ

ンから成る群のいずれかから選択される、請求項１８に記載の抗菌組成物。

    【請求項２０】  キノロンがナリジクス酸である請求項１９に記載の抗菌組

成物。

    【請求項２１】  請求項１又は２のいずれか１項に記載の多剤排出ポンプの

阻害因子と少なくとも１つの消毒薬を含む抗菌組成物。

    【請求項２２】  消毒薬（単数又は複数）が第四アンモニウム消毒薬を含む

請求項２１に記載の抗菌組成物。

    【請求項２３】  請求項１又は２のいずれか１項に記載の多剤排出ポンプの

阻害因子が、抗体又はその抗原結合断片を含む、請求項１２から２２のいずれか

１項に記載の抗菌組成物の使用。

    【請求項２４】  抗体又はその抗原結合断片が、配列番号１１から２０のい

ずれか１つの配列を持つポリペプチドに対して特異的である、請求項２３に記載



(4) 特表２００３－５１１０７４

の抗菌組成物の使用。

    【請求項２５】  消毒する表面に、請求項２１から２４のいずれか１項に記

載の抗菌組成物を適用することを含む消毒の方法。

    【請求項２６】  細菌における多剤耐性を検出する方法であって、

  （ｉ）細菌において請求項１、２、５、６又は７のいずれかに記載の多剤排出

ポンプ又はそれをコードするヌクレオチド配列の存在を測定する段階と、

  （ｉｉ）段階（ｉ）の結果を細菌における多剤耐性の存在又は不在と相関づけ

る段階とを含む方法。

    【請求項２７】  多剤排出ポンプの存在を、多剤排出ポンプに特異的な結合

物質に細菌を接触させ、結合物質－多剤排出ポンプ結合反応を検出することによ

って測定する、請求項２６に記載の方法。

    【請求項２８】  結合物質が多剤排出ポンプに対して特異的な抗体又はその

抗原結合断片を含む、請求項２６に記載の方法。

    【請求項２９】  抗体又はその抗原結合断片が、配列番号１１から２０のい

ずれか１つの配列を有するポリペプチドに対して特異的である、請求項２８に記

載の方法。

    【請求項３０】  多剤排出ポンプをコードするヌクレオチド配列の存在を、

多剤排出ポンプをコードするヌクレオチド配列にハイブリダイズするヌクレオチ

ド配列又はその転写産物に細菌を接触させ、ヌクレオチド配列－ヌクレオチド配

列ハイブリダイゼーション反応を検出することによって測定する、請求項２６に

記載の方法。

    【請求項３１】  多剤排出ポンプをコードするヌクレオチド配列の存在を、

多剤排出ポンプをコードするヌクレオチド配列に相補的なヌクレオチド配列又は

その転写産物に細菌を接触させ、ヌクレオチド配列－ヌクレオチド配列結合反応

を検出することによって測定する、請求項２６に記載の方法。

    【請求項３２】  請求項１又は２のいずれか１項に記載の多剤排出ポンプの

存在によって与えられる多剤耐性を持つ細菌の存在を検出する方法であって、

  （ｉ）患者からサンプルを採取する段階と、

  （ｉｉ）サンプルにおいて請求項１、２、５、６又は７のいずれか１項に記載
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の多剤排出ポンプ又はそれをコードするヌクレオチド配列の存在を測定する段階

と、

  （ｉｉｉ）段階（ｉｉ）の結果を多剤耐性を持つ細菌の存在又は不在と相関づ

ける段階とを含む方法。

    【請求項３３】  多剤排出ポンプの存在を、多剤排出ポンプに特異的な結合

物質にサンプルを接触させ、結合物質－多剤排出ポンプ結合反応を検出すること

によって測定する、請求項３２に記載の方法。

    【請求項３４】  結合物質が多剤排出ポンプに対して特異的な抗体又はその

抗原結合断片を含む、請求項３３に記載の方法。

    【請求項３５】  抗体又はその抗原結合断片が、配列番号１１から２０のい

ずれか１つの配列を持つポリペプチドに対して特異的である、請求項３４に記載

の方法。

    【請求項３６】  多剤排出ポンプをコードするヌクレオチド配列の存在を、

多剤排出ポンプをコードするヌクレオチド配列にハイブリダイズするヌクレオチ

ド配列又はその転写産物に細菌を接触させ、ヌクレオチド配列－ヌクレオチド配

列ハイブリダイゼーション反応を検出することによって測定する、請求項３２に

記載の方法。

    【請求項３７】  多剤排出ポンプをコードするヌクレオチド配列の存在を、

多剤排出ポンプをコードするヌクレオチド配列に相補的なヌクレオチド配列又は

その転写産物に細菌を接触させ、ヌクレオチド配列－ヌクレオチド配列結合反応

を検出することによって測定する、請求項３２に記載の方法。

    【請求項３８】  サンプルが血液、血清、気管支吸引液又は痰を含む、請求

項３２から３７のいずれか１項に記載の方法。

    【請求項３９】  請求項１８、１９、２０、２３又は２４に記載の抗菌組成

物を患者に投与することを含む、請求項１又は２のいずれか１項に記載の多剤排

出ポンプを発現する生物による患者の感染の治療方法。

    【請求項４０】  患者が嚢胞性線維症患者である請求項３６に記載の感染の

治療方法。

    【請求項４１】  配列番号１１から２０のいずれか１つの配列を有し、エピ
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トープを表示するポリペプチド。

    【請求項４２】  請求項１又は２のいずれか１項に記載の多剤排出ポンプを

当該生物に導入することを含む、生物に抗生物質耐性を与えるための方法。

    【請求項４３】  請求項１又は２のいずれか１項に記載の多剤排出ポンプを

導入した生物。

    【請求項４４】  配列番号１から４、７から２２のいずれか１つに従った分

子の配列を含むデータ担体。

    【請求項４５】  配列番号１から４、７から２２のいずれか１つに従った配

列を分析する方法であって、次の１つ又はそれ以上を含む方法：当該配列ともう

１つ別の配列の配列同一性又は相同性の度合を調べる、配列の二次構造を調べる

、構造の分子量を調べる、及び配列の免疫学的及び化学的特徴を調べる。
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【発明の詳細な説明】

      【０００１】

    【発明の属する技術分野】

  本発明は、抗菌組成物、特にＢｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａ  ｃｅｐａｃｉａに影

響を及ぼす組成物、ならびにその診断試験とその使用に関する。

      【０００２】

    【技術分野】

  Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａ  ｃｅｐａｃｉａはタマネギの軟腐病の主要原因で

ある。まれに健常者においても病原性であるが、過去１５年以上にわたって、嚢

胞性線維症（ＣＦ）及び慢性肉芽腫症を有する個人での肺感染により一般的に結

びつく重要な日和見病原体とみなされてきた（Ｊａｒｖｉｓ，Ｗ．Ｒ．ら、１９

８７、Ｅｕｒ．Ｊ．Ｅｐｉｄｅｒｍｉｏｌ．，３：２３３－３６）。ＣＦ患者は

環境からこの細菌によってコロニー形成され、最近のデータでヒトからヒトへの

伝播の証拠が明らかにされた（Ｓａｊｊａｎ，Ｕ．Ｓ．ら、１９９２、Ｊ．Ｃｌ

ｉｎ．Ｉｎｖｅｓｔ．，８９：６４８－５６；Ｇｏｖａｎ，Ｊ．Ｒ．Ｗ．ら、１

９９３、ｌａｎｃｅｔ，３４２：１５－１９）。これは、病院及び社会環境の両

方においてコロニー形成個人を非コロニー形成個人から隔離するための厳しい措

置をもたらすことになった。

      【０００３】

  Ｂ．ｃｅｐａｃｉａによる気道のコロニー形成は臨床的予後の悪化に結びつく

：コロニー形成個人の２０％までが「Ｂ．ｃｅｐａｃｉａ症候群」、すなわち迅

速で致死的な予後の悪化をもたらす発熱を伴った肺炎に罹患する（Ｉｓｌｅｓ，

Ａ．ら、１９８４、Ｊ．Ｐｅｄｉａｔｒ．，１０４：２０６－２１０；ＬｉＰｕ

ｍａ，Ｊ．Ｊ．ら、１９９０、Ｌａｎｃｅｔ，３３６：５２７－５３２）。

      【０００４】

  Ｂ．ｃｅｐａｃｉａは環境中に存続することが示されており、クロルヘキシジ

ンのような消毒薬に耐性である（Ｓｏｂｅｌ，Ｊ．Ｄ．ら、１９８２、Ａｍｅｒ

ｉｃａｎ  Ｊ．Ｍｅｄ．，７３：１８３－１８６）。この微生物にコロニー形成

された患者の治療は、臨床的に最も広く使用可能な抗生物質に対して内因性耐性
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があるため、厄介である（Ｐｉｔｔ，Ｔ．Ｌ．ら、１９９６、Ｊ．Ｍｅｄ．Ｍｉ

ｃｒｏｂｉｏｌ．，４４（３）：２０３－２１０）。Ｂ．ｃｅｐａｃｉａの耐性

の機序は四重構造である。第一に、リポ多糖類と孔を形成する外膜蛋白質の変化

によると考えられる、細胞外壁の選択的透過性が起こる（Ｎｅｌｓｏｎ，Ｊ．Ｗ

．ら、１９９４、ＦＥＭＳ  Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｍｅｄ．Ｍｉｃｒｏ．，８：８９

－９８）。Ｂ．ｃｅｐａｃｉａにおけるこのタイプの機序がクロラムフェニコー

ル耐性を与えることが明らかにされた（Ｂｕｒｎｓ，Ｊ．Ｌ．ら、１９８９、Ａ

ｎｔｉｍｉｃｒｏｂ．Ａｇｅｎｔｓ  ａｎｄ  Ｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙ，３３

：１３６－１４１）。第二に、薬剤の細胞内標的が薬剤に対してもはや感受性で

ないように変化しうる、例えば蛋白質標的の変化やリボソーム感受性の低下であ

る。第三には、抗生物質の不活性化、例えば最も強力で広域スペクトルの抗生物

質を加水分解することができるカルベペナーゼを含めたβ－ラクタマーゼの産生

がある（Ｓｉｍｐｓｏｎ，Ｉ．Ｎ．ら、１９９５、Ｊ．Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂ．

Ｃｈｅｍｏｔｈｅｒ．，３２：３３９－３４１）。Ｂ．ｃｅｐａｃｉａにおける

耐性の主な機序の１つは、薬剤排除ポンプを通しての能動排出であると考えられ

ている（Ｂｕｒｎｓ，Ｊ．Ｌ．ら、１９９６、Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂ．Ａｇｅｎ

ｔｓ  ａｎｄ  Ｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙ，４０（２）：３０７－３１３）。し

かし、これはまだ証明されておらず、薬剤排出ポンプは同定されていない。ｈｄ

ｒＡＢと称されるＡＢＣ輸送体の存在が以前に示唆されたが（Ｊｏｕｒｎａｌ  

ｏｆ  Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ  Ｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙ  Ｖｏｌｕｍｅ

  ４４，補遺Ａ、１９９９年７月）、配列又はその同一性の指示は与えられなか

った。

      【０００５】

  Ｂ．ｃｅｐａｃｉａにおいて、重要な促進因子スーパーファミリーの成員であ

る、すなわちＡＢＣ輸送体蛋白質ではなく（Ｈｉｇｇｉｎｓ，Ｃ．Ｆ．，１９９

２，Ａｎｎｕ．Ｒｅｖ．Ｃｅｌｌ  Ｂｉｏｌ．，８：６７－１１３）、また重金

属耐性／細胞分裂ファミリーの成員でもない（Ｓａｉｅｒ，Ｍ．Ｈ．Ｊｒ．ら、

１９９４、Ｍｏｌ．Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．，１１：１８４１－１８４７）、新規

多剤排出ポンプが同定された（Ｄｉｎｈ，Ｔ．ら、１９９４、Ｊ．Ｂａｃｔｅｒ
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ｉｏｌ．，１７６：３８２５－３８３１；Ｍａｒｇｅｒ，Ｍ．Ｄ．とＳａｉｅｒ

，Ｍ．Ｈ．，１９９３，Ｔｒｅｎｄｓ  Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｓｃｉ．，１８：１３

－２０）。これは、抗生物質や他の分子を排出するように働き、それ故生物に薬

剤耐性を与えるのを助ける。ポンプを阻害することは、例えば抗生物質の排出を

妨げ、抗生物質が生物に作用を及ぼす（例えば死滅させる）ことを可能にする。

従って、ポンプとその阻害はＢ．ｃｅｐａｃｉａを制御するための新しい方法を

提供する。特に、新しいクラスの抗菌組成物ならびに消毒薬の創造を可能にする

。

      【０００６】

  Ｂｕｒｎｉｅら（１９９５、ＦＥＭＳ  Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ  ａｎｄ  Ｍｅ

ｄｉｃａｌ  Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，１０：１５７－１６４）は、Ｂ．ｃｅ

ｐａｃｉａにおける２８ｋＤａのポーリンを開示している。これは本発明の多剤

排出ポンプとは別個のものであり、本発明の多剤排出ポンプは異なる種類の蛋白

質であって、４９ｋＤａの予想分子量を持つ。

      【０００７】

  本発明によれば、配列番号２の配列を持つ多剤排出ポンプ（本文中以下ではｂ

ｃｒＡと称する）又はそれと少なくとも８５％の相同性を持つ多剤排出ポンプが

提供される。

      【０００８】

  ２つのアミノ酸又は核酸配列の間でのパーセント同一性又は相同性を決定する

には、至適比較のために配列を整列する。それ故、例えば、２つの配列の一方又

は両方にギャップを導入することができ、比較のためには非相同（異なる）配列

は無視することができる。好ましい実施形態では、比較のために整列される第一

配列の長さは、整列した領域内の、第二配列の長さの少なくとも３０％、好まし

くは少なくとも４０％、より好ましくは少なくとも５０％、さらに好ましくは６

０％、そしてさらに一層好ましくは少なくとも７０％、８０％又は９０％である

。次に、対応するアミノ酸位置又はヌクレオチド位置のアミノ酸残基又はヌクレ

オチドを比較する。第一配列内の位置が、第二配列内の対応する位置と同じアミ

ノ酸残基又はヌクレオチド残基で占められているときには、分子はその位置にお
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いて同一である。２つの配列間のパーセント同一性は、配列が共有する同一位置

数の関数である（適宜に、整列を至適化するために導入したギャップの数と長さ

を考慮に入れて）。ポリペプチド配列については、ポリペプチドの構造又は機能

には影響を及ぼさずに、１個のアミノ酸を同様の特徴を持つもう１つ別のアミノ

酸に置換することができる。そのような保存的置換は表現型の上ではサイレント

である可能性が高い。保存的置換として典型的に認められるのは、脂肪族アミノ

酸Ａｌａ、Ｖａｌ、Ｌｅｕ及びＩｌｅの間での相互の置換、ヒドロキシル残基Ｓ

ｅｒとＴｈｒの交換、酸性残基ＡｓｐとＧｌｕの交換、アミノ酸残基ＡｓｎとＧ

ｌｎの間での置換、塩基性残基ＬｙｓとＡｒｇの交換、及び芳香族残基Ｐｈｅ、

Ｔｙｒ間での置換である。表現型上はサイレントである可能性が高い保存的アミ

ノ酸置換は、Ｂｏｗｉｅら、１９９０、Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２４７：１３０６－１

３１０に述べられている。アミノ酸配列を整列するとき、配列間の相同性のスコ

ア（「類似性」とも称される）を与えるために保存的アミノ酸置換を考慮に入れ

ることができる。

      【０００９】

  好ましい実施形態では、配列の比較とパーセント同一性及び／又はパーセント

相同性の決定は数学的アルゴリズムを用いて行うことができる（例えば、Ｌｅｓ

ｋ，Ａ．Ｍ．（編集）、１９８８、コンピュータ分子生物学（Ｃｏｍｐｕｔａｔ

ｉｏｎａｌ  Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｂｉｏｌｏｇｙ）、Ｏｘｆｏｒｄ  Ｕｎｉｖ

ｅｒｓｉｔｙ  Ｐｒｅｓｓ，Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ；Ｇｒｉｆｆｉｎ，Ａ．Ｍ．＆  

Ｇｒｉｆｆｉｎ，Ｈ．Ｇ．（編集）、１９９４、配列ＤＡＴＡのコンピュータ解

析（Ｃｏｍｐｕｔｅｒ  Ａｎａｌｙｓｉｓ  ｏｆ  Ｓｅｑｕｅｎｃｅ  ＤＡＴＡ

）、Ｈｕｍａｎ  Ｐｒｅｓｓ，Ｎｅｗ  Ｊｅｒｓｅｙ；ｖｏｎ  Ｈｅｉｎｊｅ，

Ｇ．，１９８７、分子生物学における配列分析（Ｓｅｑｕｅｎｃｅ  Ａｎａｌｙ

ｓｉｓ  ｉｎ  Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｂｉｏｌｏｇｙ）、Ａｃａｄｅｍｉｃ  Ｐ

ｒｅｓｓ，Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ；及びＧｒｉｂｓｋｏｖ，Ｍ．＆  Ｄｅｖｅｒｅａ

ｕｘ，Ｊ．（編集）、１９９１、配列分析プライマー（Ｓｅｑｕｅｎｃｅ  Ａｎ

ａｌｙｓｉｓ  Ｐｒｉｍｅｒ）、Ｍ．Ｓｔｏｃｋｔｏｎ  Ｐｒｅｓｓ，Ｎｅｗ  

Ｙｏｒｋ参照）。配列整列のための適当なアルゴリズムはＧＣＧソフトウエアパ
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ッケージに組み込まれている（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｇｃｇ．ｃｏｍで入手可

能）。さらに、本発明の核酸又はポリペプチド配列は、例えば他のファミリーの

成員又は関連配列を同定するためにデータベースを検索する際の質問配列として

使用することができる。例えば、そのような検索はＢＬＡＳＴＩＮ（核酸配列）

又はＢＬＡＳＴＰ（アミノ酸配列）プログラム（バージョン２．０－Ａｌｔｓｃ

ｈｕｌ，Ｓ．Ｆ．ら、１９９０、Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．２１５：４０３－４１

０；バージョン２．１－Ａｌｔｓｃｈｕｌ，Ｓ．Ｆ．ら、１９９７、Ｎｕｃｌｅ

ｉｃ  Ａｃｉｄｓ  Ｒｅｓｅａｒｃｈ  ２５：３３８９－３４０２）を用いて実

施できる。好ましい実施形態では、ＮＣＢＩウエブサイト（ｈｔｔｐ：／／ｗｗ

ｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ＢＬＡＳＴ／）で入手可能な、デフォ

ルト検索とスコアリングパラメータと共に、ギャップ導入したＢａｓｉｃ  ＢＬ

ＡＳＴ検索（バージョン２．１）を使用して、配列を整列し、同一性と相同性の

スコアを得る。

      【００１０】

  配列データベースに関して実施された検索は、最も類似する既知遺伝子は、Ｍ

ＦＳ遺伝子ファミリーに属する多剤耐性排出ポンプをコードするオペロンの一部

である、大腸菌からのｅｍｒＢ遺伝子と黄色ブドウ球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏ

ｃｃｕｓ  ａｕｒｅｕｓ）からのｑａｃＡ遺伝子であることを示した（Ｌｏｍｏ

ｖｓｋａｙａ，Ｏ．とＬｅｗｉｓ，Ｋ．，１９９２，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃ

ａｄ．Ｓｃｉ．，８９：８９３８－８９４２；Ｒｏｕｃｈ，Ｄ．Ａ．ら、１９９

０、Ｍｏｌ．Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．，４（１２）：２０５１－２０６２）。これ

ら２つの遺伝子はそれぞれ４８．８％と２０．１％相同である。さらに本発明の

遺伝子と８４．８％の相同性を持つ命名されていない遺伝子がＢｕｒｋｈｏｌｄ

ｅｒｉａ  ｐｅｓｕｄｏｍａｌｌｅｉにおいて同定された。個の蛋白質（ＡＦ  

１１０１８５）は、ｄｅＳｈａｚｅｒ，Ｄ．ら（１９９９，Ｊ．Ｂａｃｔｅｒｉ

ｏｌｏｇｙ，１８１（１５）：４６６１－４６６４）の中で、プロテアーゼ、リ

パーゼ及びホスホリパーゼＣの分泌に必要なＩＩ型分泌経路のための「一般分泌

経路（ｇｅｎｅｒａｌ  ｓｅｃｒｅｔｏｒｙ  ｐａｔｈｗａｙ）」蛋白質として

開示されている。
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      【００１１】

  配列番号２を持つ蛋白質の相同体は、他の生物中に存在するもの又はｂｃｒＡ

のような既存遺伝子の修飾によって生成されたものであると考えられる。例えば

、相同体は保存された置換を持つことがあり、あるいはアミノ酸の付加又は欠失

を持つ場合もある。特に、相同体は配列番号２の配列と少なくとも９０％、例え

ば少なくとも９５又は９９％の相同性を持ちうる。蛋白質エンジニアリングの分

野は当業者に周知であり、当業者は、多剤排出ポンプとしてのその機能性を保持

しながら、本発明の蛋白質を容易に修飾することができるであろう。相同体は、

配列の相違を生じさせる修飾、又は配列に影響を及ぼさない修飾、又はその両方

によって作製することができる。修飾は、ポリペプチドの化学的誘導体化、例え

ばアセチル化又はカルボキシル化を含みうる。他の修飾は、例えばポリペプチド

の合成、プロセシングの際のグリコシル化、又は例えばグリコシル化に影響を及

ぼす酵素（哺乳類のグリコシル化酵素など）によるさらなるプロセシングの際の

グリコシル化を含む。他の修飾は、アミノ酸、例えばホスホチロシン、ホスホセ

リン及びホスホトレオニンのリン酸化を含む。他の修飾は、天然に生じるＬ－ア

ミノ酸ではなくＤ－アミノ酸の使用、及びβ－又はγ－アミノ酸のような非天然

に生じる又は合成アミノ酸の使用を含む。

      【００１２】

  配列番号２の配列を有する多剤排出ポンプ内のポリペプチド断片配列も本発明

の範囲内である。そのような断片は、多剤排出ポンプの機能にとって不可欠のア

ミノ酸配列を含みうる。同じ機能を持つ断片配列の変異体は、配列番号２の多剤

排出ポンプ内の対応する断片配列と１０％、２０％、５０％又は１００％のアミ

ノ酸相同性を持ちうる。

      【００１３】

  多剤排出ポンプは、Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａ又はシュードモナス（Ｐｓｅｕ

ｄｏｍｏｎａｓ）属の生物によって発現されうる。下記の実験は、当該蛋白質が

Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａ  ｃｅｐａｃｉａにおいて発現されることを示してお

り、当該蛋白質とその相同多剤排出ポンプが一連の密接に関連する生物において

発現されることが予想できる。特にＢｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａ  ｃｅｐａｃｉａ
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は慣例的にＰｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ  ｃｅｐａｃｉａとして分類されており、Ｂ

ｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａとＰｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ属の生物の類似性により、当

該蛋白質とその相同多剤排出ポンプはＰｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ属の生物において

発現されると予想される。当該蛋白質とその相同多剤排出ポンプを発現する他の

属の生物は、クレブシエラ属（Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ）、エンテロバクター属（

Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ）、セラチア属（Ｓｅｒｒａｔｉａ）、サルモネラ属

（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ）及び赤痢菌属（Ｓｈｉｇｅｌｌａ）である。

      【００１４】

  また、本発明によれば多剤排出ポンプをコードするヌクレオチド配列が提供さ

れる。ヌクレオチド配列は配列番号１の配列を持ちうる。本発明はまた、同じ蛋

白質をコードするが異なるコドンを使用するヌクレオチド配列にも及ぶ。

      【００１５】

  また、中又は高ストリンジェンシー条件下で上述したヌクレオチド配列の補体

にハイブリダイズする核酸分子が提供される。ハイブリダイゼーション条件は、

Ｓａｍｂｒｏｏｋら（１９８９、分子クローニング（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｃｌ

ｏｎｉｎｇ）、第２版、Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ  Ｌａｂｏｒａ

ｔｏｒｙ  Ｐｒｅｓｓ）のｐ．１．１０１－１．１１０及び１１．４５－１１．

６１で詳細に論じられている。使用できるハイブリダイゼーション条件の一例は

、５Ｘ  ＳＳＣ、０．５％ＳＤＳ、１．０ｍＭ  ＥＤＴＡ（ｐＨ０．８）の前洗

浄液を使用し、５Ｘ  ＳＳＣを用いて５５℃でひと晩ハイブリダイゼーションさ

せることを含む。本発明の範囲内の核酸配列をハイブリダイズすることは、プロ

ーブ、プライマー又はＤＮＡ断片を含む。

      【００１６】

  また本発明によれば、ヒト又は動物の身体の治療又は診断の方法において使用

するための本発明による多剤排出ポンプが提供される。そのような第一の医学的

用途は、本発明の蛋白質に関してこれまでに示唆又は開示されていない。

      【００１７】

  また、本発明による多剤排出ポンプを発現する生物による感染の治療のための

薬剤の製造における、本発明による多剤排出ポンプ又はその免疫原性断片の使用
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が提供される。

      【００１８】

  本発明の多剤排出ポンプは、それを発現する生物の外部に部分的に露出されて

いるので、免疫原性エピトープを表示するであろう。これらのエピトープはエピ

トープマッピング（Ｇｅｙｓｅｎ，Ｈ．Ｍ．ら、１９８７、Ｊｏｕｒｎａｌ  ｏ

ｆ  Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ  Ｍｅｔｈｏｄｓ，１０２：２５９－２７４；

Ｇｅｙｓｅｎ，Ｈ．Ｍ．ら、１９８８、Ｊ．Ｍｏｌ．Ｒｅｃｏｇｎｉｔ．，１（

１）：３２－４１；Ｊｕｎｇ，Ｇ．とＢｅｃｋ－Ｓｉｃｋｉｎｇｅｒ，Ａ．Ｇ．

，１９９２，Ａｎｇｅｗ．Ｃｈｅｍ．Ｉｎｔ．Ｅｄ．Ｅｎｇ．，３１：３６７－

４８６）を用いて容易に決定しうる。ひとたびエピトープ（すなわち免疫原性断

片）が同定されれば、それを薬剤の製剤に使用することができる。ポンプ表示エ

ピトープの断片を使用する以外に、同じエピトープを表示するが異なる配列を持

つミモトープが使用できる。これらは、例えばエピトープに対して特異的な抗体

を使用して、Ｇｅｙｓｅｎ（前出）が述べたようにして容易に作製しうる。その

代わりに、ＰＣＲを使用して、エピトープマッピングを可能にする免疫原性断片

を合成することもできる（Ｇｕｐｔａ，Ｓ．ら、１９９９、Ｂｉｏｔｅｃｈｎｉ

ｑｕｅｓ，２７（２）：３２８－３３２）。

      【００１９】

  表２からわかるように、１４の膜内外らせんが同定された。それらは膜の外側

に露出されていないので、エピトープを表示することができない。同様に、実験

（下記）は、当該蛋白質の最初の４６個のアミノ酸は全くエピトープを表示しな

いことを示した。それ故、免疫原性断片は当該蛋白質の他の部分からの配列を含

むと考えられる。

      【００２０】

  本発明者は、ＢｃｒＡ蛋白質によって表示される多くのエピトープを同定する

ことに成功した。そしてこれらは本発明のもう１つの局面を形成する。これらの

エピトープは、配列番号１１から２０の配列を持つポリペプチドによって表示さ

れる。それ故本発明により、配列番号１１から２０のいずれかの配列を有し、エ

ピトープを表示するポリペプチドが提供される。ここではＢｃｒＡ蛋白質の「免
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疫原性断片」とは、配列番号１１から２０のポリペプチドを指すとみなされる。

      【００２１】

  例えば、本発明の蛋白質又は免疫原性断片はワクチンの製造において使用しう

る。ワクチンにおいて使用される蛋白質又は免疫原性断片は、配列番号１１から

２０のいずれかの配列に相同な免疫原性配列（すなわち同じ抗体によって認識さ

れる変異体）及びもう１つ別の配列に融合した免疫原性配列（配列番号１１から

２０のいずれか及びそれに相同な免疫原性配列）を含む非相同配列を含む。当該

蛋白質又は免疫原性断片は、特に、嚢胞性線維症患者での、それらを発現する生

物によって引き起こされる感染の治療のためのワクチンの製造において使用しう

る。また、本発明の多剤排出ポンプ又はその免疫原性断片を患者に投与すること

を含む、患者において、特に嚢胞性線維症の患者において本発明の多剤排出ポン

プを発現する生物によって引き起こされる感染を治療する方法が提供される。患

者に投与するためのそのようなワクチンは、製薬上許容される担体、希釈剤又は

賦形剤、又は例えば適切なアジュバントをさらに含む形態で提供されうる。その

ような化合物は当業者には容易に明らかであろう。

      【００２２】

  本発明による薬剤はまた、適当な担体、希釈剤又は賦形剤を含みうる（例えば

レミントンの製薬科学（Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ  Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａ

ｌ  Ｓｃｉｅｎｃｅｓ）及び米国薬局方、１９８４、Ｍａｃｋ  Ｐｕｂｌｉｓｈ

ｉｎｇ  Ｃｏｍｐａｎｙ，Ｅａｓｔｏｎ，ＰＡ，ＵＳＡ参照）。患者に投与され

る薬剤の正確な用量は当業者には容易に明らかであり、簡単な用量－反応実験を

用いて容易に決定できる。

      【００２３】

  また、本発明による多剤排出ポンプを発現する生物による感染を治療するため

の薬剤の製造における、本発明による多剤排出ポンプの阻害因子の使用が提供さ

れる。また、少なくとも１つの抗生物質、例えばテトラサイクリン及び／又はキ

ノロンを一緒に使用することもできる。キノロン抗生物質はナリジクス酸であり

うる。本発明による多剤排出ポンプの阻害因子を含む薬剤と少なくとも１つの抗

生物質の患者への投与は、同時又は連続的でありうる。また、本発明による多剤
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排出ポンプを発現する生物による感染の治療において同時に、別途に又は連続的

に使用するための、本発明による多剤排出ポンプの阻害因子と少なくとも１つの

抗生物質、例えばテトラサイクリン及び／又はキノロンの混合製剤が提供される

。

      【００２４】

  また、本発明による多剤排出ポンプを発現する生物のための消毒薬の製造にお

ける、本発明による多剤排出ポンプの阻害因子の使用が提供される。また、少な

くとも１つの第四アンモニウム消毒薬、例えばクロルヘキシジンを一緒に使用す

ることもできる。上述したように、Ｂ．ｃｅｐａｃｉａ及び本発明による多剤排

出ポンプを発現する他の生物は環境において存続性でありうる。これまでに報告

された実験は、例えばＢｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａとＰｓｅｕｄｏｍｏｎａｓが消

毒薬溶液中で生存することができ、例えば第四アンモニウム化合物に耐性である

ことを示した。それ故本発明は、そのような生物による感染の治療に限定されず

、それらに対して有効な消毒薬にも及ぶ。特に、本発明による多剤排出ポンプを

発現する生物に対して有効なそのような消毒薬は、第四アンモニウム殺菌性化合

物と共に本発明による多剤排出ポンプの阻害因子を含みうる。

      【００２５】

  本発明によって提供される１つの特別な利点は、多剤排出ポンプを阻害するこ

とにより、さもなければ排出ポンプを発現する生物に対して無効であるか又は効

果が限られている既存の抗生物質及び消毒薬を、当該生物に対して有効にする又

は高い効果を持つようにすることができることである。それ故、既存の抗菌及び

殺菌性組成物に比較的簡単な改変を加えることにより、それらを排出ポンプを発

現する生物に対して有効にする又はそれらの効果を高めることができる。

      【００２６】

  従ってまた、本発明によれば、本発明に従った多剤排出ポンプの阻害因子と少

なくとも１つの抗生物質を含む抗菌組成物が提供される。また、そのような抗菌

組成物を患者に投与することを含む、本発明による多剤排出ポンプを発現する生

物による患者の感染を治療する方法が提供される。抗生物質のクラスは広い範囲

のものであるが、本発明の多剤排出ポンプの阻害因子と組み合わせて、前記多剤



(17) 特表２００３－５１１０７４

排出ポンプを発現する微生物を阻害する（すなわち成長又は生殖を妨げる又は死

滅させる）一般的傾向を示す。特に、テトラサイクリンのクラスの成員（例えば

テトラサイクリン）及びキノロンのクラスの成員（例えばナリジクス酸）が特に

有効である。また、本発明に従った多剤排出ポンプの阻害因子と少なくとも１つ

の抗生物質を含むキットが提供される。キットは、本発明による多剤排出ポンプ

を発現する生物による患者の感染の治療において使用できる。

      【００２７】

  また、本発明による多剤排出ポンプの阻害因子と少なくとも１つの消毒薬、例

えば第四アンモニウム消毒薬を含む抗菌組成物が提供される。また、消毒する品

目（例えば表面）にそのような抗菌組成物を適用することを含む、消毒の方法が

提供される。

      【００２８】

  本発明において使用される阻害因子は、本発明の多剤ポンプによる薬剤の排出

を阻害する上で有効なあらゆるものを含みうる。例えば、阻害因子は排出ポンプ

に共有結合して、薬剤の通過を妨げることができる。その代わりに、阻害因子は

、例えば転写、翻訳又は翻訳後のレベルでポンプの合成を妨げる又は下方調節す

るように作用しうる。特に、阻害因子は排出ポンプに対して特異的な抗体及びそ

の抗原結合断片を含む。抗体及びその抗原結合断片の製造、合成及び使用は当業

者には容易に明らかであろう（Ｈａｒｌｏｗ，Ｅ．とＬａｎｅ，Ｄ．「抗体の使

用：実験室マニュアル（Ｕｓｉｎｇ  Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ａ  Ｌａｂｏｒａ

ｔｏｒｙ  Ｍａｎｕａｌ）」、Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ  Ｌａｂ

ｏｒａｔｏｒｙ  Ｐｒｅｓｓ，Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ，１９９８）。抗体又は抗原断

片は、本発明のエピトープのいずれか、すなわち配列番号１１から２０のいずれ

かに対して特異的でありうる。

      【００２９】

  また本発明によれば、次の段階を含む、細菌における多剤耐性を検出する方法

が提供される：

  （ｉ）細菌において本発明による多剤排出ポンプ又はそれをコードするヌクレ

オチド配列の存在を測定する段階、
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  （ｉｉ）段階（ｉ）の結果を細菌における多剤耐性の存在又は不在と相関づけ

る段階。

      【００３０】

  多剤排出ポンプの存在は、多剤排出ポンプに特異的な結合物質に細菌を接触さ

せ、結合物質－多剤排出ポンプ結合反応を検出することによって測定できる。結

合物質は、例えば多剤排出ポンプに対して特異的な抗体又はその抗原結合断片を

含みうる。その代わりに、ポンプに特異的に結合することができる他のあらゆる

成分を含みうる。

      【００３１】

  多剤排出ポンプをコードするヌクレオチド配列の存在は、多剤排出ポンプをコ

ードするヌクレオチド配列にハイブリダイズするヌクレオチド配列又はその転写

産物に細菌を接触させ、ヌクレオチド配列－ヌクレオチド配列ハイブリダイゼー

ション反応を検出することによって測定できる。また、多剤排出ポンプをコード

するヌクレオチド配列の存在は、多剤排出ポンプをコードするヌクレオチド配列

に相補的なヌクレオチド配列又はその転写産物に細菌を接触させ、ヌクレオチド

配列－ヌクレオチド配列結合反応を検出することによっても測定できる。従って

、多剤排出ポンプをコードする遺伝子の存在を検出することができる。これは、

しかしながら、検出可能な結果を生じるためには、試験するサンプルが比較的多

量の細菌を含むことを必要とする。その代わりとして、ｍＲＮＡを検出すること

ができるであろう―ポンプをコードする遺伝子が転写されれば（これは細菌にお

いて薬剤耐性を生じさせるために必要である）、ｍＲＮＡが検出可能となるはず

であり、ｍＲＮＡはポンプをコードするヌクレオチド配列よりも多量に存在する

はずである。

      【００３２】

  また、次の段階を含む、本発明による多剤排出ポンプの存在によって与えられ

る多剤耐性を持つ細菌の存在を検出する方法が提供される：

  （ｉ）患者からサンプルを採取する段階、

  （ｉｉ）サンプルにおいて本発明による多剤排出ポンプ又はそれをコードする

ヌクレオチド配列の存在を測定する段階、
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  （ｉｉｉ）段階（ｉｉ）の結果を多剤耐性を持つ細菌の存在又は不在と相関づ

ける段階。

      【００３３】

  多剤排出ポンプの存在は、多剤排出ポンプに特異的な結合物質にサンプルを接

触させ、結合物質－多剤排出ポンプ結合反応を検出することによって測定できる

。結合物質は、例えば多剤排出ポンプに対して特異的な、例えば本発明のエピト

ープのいずれかに対して特異的な抗体又はその抗原結合断片を含みうる。多剤排

出ポンプをコードするヌクレオチド配列の存在は、多剤排出ポンプをコードする

ヌクレオチド配列にハイブリダイズするヌクレオチド配列又はその転写産物に細

菌を接触させ、ヌクレオチド配列－ヌクレオチド配列ハイブリダイゼーション反

応を検出することによって測定できる。また、多剤排出ポンプをコードするヌク

レオチド配列の存在は、多剤排出ポンプをコードするヌクレオチド配列に相補的

なヌクレオチド配列又はその転写産物に細菌を接触させ、ヌクレオチド配列－ヌ

クレオチド配列結合反応を検出することによって測定できる。

      【００３４】

  そのようないずれかの方法において使用する患者サンプルは、例えば血液、血

清、気管支吸引液又は痰を含みうる。

      【００３５】

  また本発明によれば、本発明による抗菌組成物、すなわち本発明による多剤排

出ポンプの阻害因子と少なくとも１つの抗生物質を含む抗菌組成物を患者に投与

することを含む、本発明による多剤排出ポンプを発現する生物による患者の感染

を治療する方法が提供される。

      【００３６】

  そのような治療方法は、多剤耐性菌による感染を特に生じやすい嚢胞性線維症

患者のために特に有用であり、従って患者は嚢胞性線維症患者でありうる。

      【００３７】

  また本発明により、配列番号１１から２０のいずれかの配列を有し、エピトー

プを表示するポリペプチドが提供される。また、エピトープを表示する配列番号

１１から２０のいずれか１つの配列に相同な免疫原性配列（すなわち同じ抗体に
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よって認識される変異体）及びもう１つ別の配列に融合した免疫原性配列（エピ

トープを表示する配列番号１１から２０のいずれか１つ及びそれに相同な免疫原

性配列）を含む非相同配列が提供される。

      【００３８】

  また本発明によれば、本発明による多剤排出ポンプを当該生物に導入すること

を含む、生物に抗生物質耐性を与えるための方法が提供される。また、本発明に

よる多剤排出ポンプを導入された生物が提供される。

      【００３９】

  さらに本発明によれば、配列番号１から４、７から２２のいずれか１つによる

分子の配列を含むデータ担体が提供される。データ担体は、機器による読み取り

が可能な担体、例えばコンピュータディスク又はＣＤでありうる。

      【００４０】

  また、次の１つ又はそれ以上を含む、配列番号１から４、７から２２のいずれ

か１つによる配列を分析する方法が提供される：当該配列ともう１つ別の配列の

配列同一性又は相同性の度合を調べる、配列の二次構造を調べる、構造の分子量

を調べる、及び配列の免疫学的及び化学的特徴を調べる。本発明の核酸及び蛋白

質配列を分析するための方法は、当該技術において既知の方法、例えば、Ｌｅｓ

ｋ，Ａ．Ｍ．（編集）、１９８８（前出）；Ｇｒｉｆｆｉｎ，Ａ．Ｍ．＆  Ｇｒ

ｉｆｆｉｎ，Ｈ．Ｇ．（編集）、１９９４（前出）；ｖｏｎ  Ｈｅｉｎｊｅ，Ｇ

．、１９８７（前出）；及びＧｒｉｂｓｋｏｖ，Ｍ．＆  Ｄｅｖｅｒｅａｕｘ，

Ｊ．（編集）、１９９１（前出）の中で述べられている方法を含む。

      【００４１】

  また、配列番号１から４、７から２２のいずれか１つが組み込まれたデータベ

ースが提供される。さらに、配列番号１から４、７から２２のいずれか１つを分

析するためのコンピュータ装置が提供される。

      【００４２】

  多剤排出ポンプの１つの形態だけを例示として示す下記の説明から、本発明が

さらに明らかになるであろう。

      【００４３】
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    【実験】

  実験材料及び方法

  プラスミドからの細菌株

  Ｂ．ｃｅｐａｃｉａ  Ｊ２３１５  Ｅｄｉｎｂｕｒｇｈを嚢胞性線維症患者か

ら入手した。Ｂ．ｃｅｐａｃｉａに関して痰の反復培養陽性である嚢胞性線維症

を有する感染患者から血清を採取した。同一性を確認するため微生物培養と生化

学的同定を実施した。

      【００４４】

  ＤＮＡの分離及びλＺＡＰＩＩライブラリーの調製

  Ｇｏｌｄｂａｎｇ，Ｎ．ら（１９９６、Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｐａｔｈｏｌ．，４９

：８６１－８６３）に従ってＤＮＡを分離し、制限して、Ｓａｕ  ３ａ酵素によ

る部分消化を生じさせた。Ｃｌｏｎｔｅｃｈ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ  Ｉｎ

ｃ．，Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ，Ｅｎｇｌａｎｄからのプロトコールに従って３－５

ｋｂのインサートサイズ範囲でλＺＡＰＩＩライブラリーを調製した。

      【００４５】

  抗体スクリーニング

  Ｂ．ｃｅｐａｃｉａによる胸部感染の患者から血清を採取し、抗体スクリーニ

ングのために使用した。Ｅｓｃｈｅｌｉｃｈｉａ  ｃｏｌｉ  ＸＬ１－Ｂｌｕｅ

細胞を、ｃ．３０００ｐｆｕ／８５ｍｍプレートの割合でＬ肉汁寒天（バクト－

トリプトン１０ｇ／Ｌ、酵母抽出物５ｇ／Ｌ、ＮａＣｌ  １０ｇ／Ｌ、マルトー

ス２ｇ／Ｌ、バクト－寒天１５ｇ／Ｌ）上でλＺＡＰＩＩファージに感染させた

。これを４２℃で３時間インキュベートした。プラークをニトロセルロースフィ

ルター（０．４５μｍの孔サイズ；Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ  ＡＧ，Ｇｏｅｔｔｉｎ

ｇｅｎ，Ｇｅｒｍａｎｙ）に移し、３７℃で２時間、１０ｍＭイソプロピルβ－

Ｄチオガラクトピラノシド（ＩＰＴＧ）で含浸させた。これらのフィルターを緩

衝食塩水（１５０ｍＭ  ＮａＣｌ、１０ｍＭ  Ｔｒｉｓ）中３％のウシ血清アル

ブミン（ＢＳＡ；Ｓｉｇｍａ）により４℃でひと晩遮断した。ＢＳＡ３％で１０

０倍に希釈した血清をフィルターに加え、室温で２時間インキュベートして、フ

ィルターを洗浄液（１５０ｍＭ  ＮａＣｌ，Ｔｗｅｅｎ  ２０  ０．０５％）中
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で３０分間洗ったあと、ＢＳＡ３％で１０００倍に希釈した第二抗体、アルカリ

ホスファターゼ複合抗ヒトＩｇＧ（Ｓｉｇｍａ）を加えた。室温で１時間後、再

びフィルターを洗って、等量のナフトールＡＳＭＸリン酸（蒸留水中０．４ｍｇ

／ｍｌ、Ｓｉｇｍａ）及びファストレッドＴＲ塩（０．２Ｍ  Ｔｒｉｓ  ｐＨ８

．２中６ｍｇ／ｍｌ）で染色した（ファストレッド染色）。陽性プラークを、Ｓ

Ｍ（１００ｍＭ  ＮａＣｌ、５０ｍＭ  Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ、ｐＨ７．５、１０ｍ

Ｍ  ＭｇＳＯ４、ゼラチン０．００１％）２００μｌ及びクロロホルム２－３滴

が入った１．５ｍｌ試験管に移した。上記を繰り返してプラークを精製した。こ

れは、その後配列となる陽性プラークの同定を導き、当該蛋白質のアミノ酸４６

から始まり、カルボキシ末端まで続くオープンリーディングフレームを生成した

。

      【００４６】

  データベースの検索によりこれは完全配列でないことが明らかになったため、

分子の完全なアミノ酸末端を同定するためにさらなるクローニングが必要となっ

た。このため、ライブラリーを再スクリーニングできるようにポリメラーゼ連鎖

反応によってジゴキシゲニン標識プローブを作製した。このためのプライマーは

、ＥＭＲＣ（配列番号４）アミノ末端とＥＭＲＮ（配列番号３）カルボキシ末端

であった。

      【００４７】

  ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）由来のジゴキシゲニン標識プローブの合成：

  精製ｐＭＫＣプラスミドＤＮＡの２μｌアリコートを、プライマーＥＭＲＣ及

びＥＭＲＮ（表１参照）各々１００ｐｍｏｌ／μｌ、各々のジゴキシゲニン－１

１－ウリジン－５’－ホスフェート標識ｄＮＴＰ（Ｂｏｅｈｒｉｎｇｅｒ  Ｍａ

ｎｎｈｅｉｍ）２００μＭ及び５Ｕ  Ｔａｑポリメラーゼ（Ｐｅｒｋｉｎ  Ｅｌ

ｍｅｒ）を含む、１０ｍＭ  Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ８．８）、５０ｍＭ  ＫＣ

ｌ、１．５ｍＭ  ＭｇＣｌ２（Ｐｅｒｋｉｎ  Ｅｌｍｅｒ）中１００μｌの最終

反応容量で、ＰＣＲのために使用した。反応混合物を９４℃で５分間初期変性に

供し、ＧｅｎｅＡｍｐ  ９６００熱循環器（Ｒｏｃｈｅ  Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃ

  Ｓｙｓｔｅｍｓ）で次のようにＰＣＲを行った：９４℃で１分間、５５℃で３
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０秒間、及び７２℃で１分間。３０サイクル終了後、反応物を７分間７２℃に保

持し、その後４℃に冷却した。鋳型ＤＮＡを含まない対照試験管を包含した。

      【００４８】

  増幅産物を、０．５μｇ／ｍｌのエチジウムブロミドを含む、１Ｘ  Ｔｒｉｓ

－酢酸（ＴＡＥ）緩衝液中１．０％（ｗ／ｖ）アガロースゲル１００ｍｌでのゲ

ル電気泳動によって分離した。分子マーカー（Ｇｏｌｄｂａｎｇ，Ｎ．ら、１９

９６、前出のＥｃｏＲＩ／ＨｉｎｄＩＩＩ消化したＤＮＡ）を含め、８０Ｖで１

時間の電気泳動によってＰＣＲ産物を分離した。

      【００４９】

  培地及び試薬

  ＮＺＹ肉汁（リットル当り）：

  ＮａＣｌ  ５ｇ、ＭｇＳＯ４・７Ｈ２０  ２ｇ、酵母抽出物５ｇ及びＮＺアミ

ン（カゼイン加水分解産物）１０ｇを脱イオン水に加えて最終容量１リットルと

した。ＮａＯＨでｐＨを７．５に調整し、１５ｌｂ．／ｓｑ．ｉｎ．で１５分間

オートクレーブに入れて滅菌した。

      【００５０】

  ＮＺＹ寒天（リットル当り）：

  ＮａＣｌ  ５ｇ、ＭｇＳＯ４・７Ｈ２０  ２ｇ、酵母抽出物５ｇ、ＮＺアミン

（カゼイン加水分解産物）１０ｇ及び寒天１５ｇを脱イオン水に加えて最終容量

１リットルとした。ＮａＯＨでｐＨを７．５に調整し、１５ｌｂ．／ｓｑ．ｉｎ

．で１５分間オートクレーブに入れて滅菌した。寒天を放置して冷却し、その後

ペトリ皿に注ぎ入れた。

      【００５１】

  ＮＺＹ上層寒天（リットル当り）：

  ＮＺＹ肉汁１リットルに０．７％（ｗ／ｖ）アガロースを加え、１５ｌｂ．／

ｓｑ．ｉｎ．で１５分間オートクレーブに入れて滅菌した。使用する前に、上層

寒天を融解し、４８℃に冷却した。

      【００５２】

  ＬＢ－カナマイシン寒天（リットル当り）：
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  ＮａＣｌ  １０ｇ、トリプトン１０ｇ、酵母抽出物５ｇ及び寒天２０ｇを脱イ

オン水に加えて最終容量１リットルとした。ＮａＯＨでｐＨを７．５に調整し、

１５ｌｂ．／ｓｑ．ｉｎ．で１５分間オートクレーブに入れて滅菌した。寒天を

５５℃まで冷却させた後、フィルター滅菌したカナマイシン５０ｍｇを加え、そ

の後ペトリ皿に注ぎ入れた。

      【００５３】

  ２０Ｘ  ＳＳＣ（リットル当り）：

  ＮａＣｌ  １７５．３ｇとクエン酸ナトリウム８８．２ｇを脱イオン水８００

ｍｌに溶解した。ＮａＯＨを用いてｐＨを７．０に調整し、脱イオン水で容量を

１リットルにして、その後１５ｌｂ．／ｓｑ．ｉｎ．で１５分間オートクレーブ

に入れて滅菌した。

      【００５４】

  ５０Ｘ  Ｔｒｉｓ－酢酸緩衝液（ＴＡＥ）：

  ｔｒｉｓ塩基２４２ｇを氷酢酸５７．１ｍｌ及び０．５Ｍ  ＥＤＴＡ（ｐＨ８

．０）１００ｍｌに加え、脱イオン水で容量を１リットルにして、１５ｌｂ．／

ｓｑ．ｉｎ．で１５分間オートクレーブに入れて滅菌した。

      【００５５】

  酢酸ナトリウム－ｐＨ５．２：

  ＮａＣ２Ｈ３Ｏ・３Ｈ２Ｏ  ４．０８ｇを蒸留水８ｍｌに溶解し、希酢酸でｐ

Ｈを５．２に調整して、容量を１０ｍｌとし、溶液を１５ｌｂ．／ｓｑ．ｉｎ．

で１５分間オートクレーブに入れて滅菌した。

      【００５６】

  Ｂ．ｃｅｐａｃｉａゲノムライブラリーのスクリーニング

  平板培養の調製：

  ０．２％（ｗ／ｖ）マルトースと１０ｍＭ  ＭｇＳＯ４を補足したＮＺアミン

及び酵母抽出物（ＮＺＹ）肉汁に１個の大腸菌  ＸＬ１－Ｂｌｕｅ  ＭＲＦコロ

ニーを接種し、３７℃でひと晩増殖させた。４５００ｘｇで１５分間の遠心分離

によって細菌培養を採集し、０．５の光学密度（ＯＤ）（６００ｎｍ）になるよ

うにペレットを氷冷１０ｍＭ  ＭｇＳＯ４に懸濁した。懸濁した細菌培養２００
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μｌを１０－２希釈したバクテリオファージライブラリーに加え、３７℃で１５

分間インキュベートした。ＮＺＹ上層寒天３ｍｌ（４８℃）を加え、感染細胞を

ＮＺＹ寒天平板に注いで、３７℃でひと晩インキュベートした。

      【００５７】

  ナイロン膜のオーバーレイ：

  プラークを含む各々の寒天平板をナイロン膜で２分間おおった。膜を１．５Ｍ

  ＮａＣｌ、０．５Ｍ  ＮａＯＨ中で２分間変性し、次いで１．５Ｍ  ＮａＣｌ

、０．５Ｍ  Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ８．０）で５分間中和したあと、０．２Ｍ

  Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ７．５）２ｘ塩性クエン酸ナトリウム（ＳＳＣ）緩衝

液中で手早く洗った。膜を短時間Ｗｈａｔｍａｎ（ＲＴＭ）３ＭＭ紙にブロット

し、Ｓｔｒａｔａｌｉｎｋｅｒ（ＲＴＭ）ＵＶ架橋剤セットを使用して１２０，

０００μＪのＵＶエネルギーで３０秒間、ＤＮＡを膜に架橋した。転移物の寒天

平板を４℃で保存した。

      【００５８】

  ナイロン膜のハイブリダイゼーション：

  ナイロン膜を、ハイブリダイゼーション緩衝液（５ｘＳＳＣ、１％（ｗ／ｖ）

遮断試薬（１０％滅菌遮断溶液から加える）、０．１％（ｗ／ｖ）Ｎ－ラウロイ

ルサルコシン、０．０２％（ｗ／ｖ）ドデシル硫酸ナトリウム（ＳＤＳ））中６

８℃でプレハイブリダイズした。２時間後、ハイブリダイゼーション緩衝液を、

最終濃度５００ｎｇ／ｍｌのジゴキシゲニン標識プローブを含む新鮮ハイブリダ

イゼーション緩衝液に交換し、６８℃でひと晩インキュベートした。フィルター

を２ｘＳＳＣ、０．１％ＳＤＳ中で２ｘ５分間室温で洗い、その後０．１ｘＳＳ

Ｃ、０．１％ＳＤＳ中で２ｘ１５分間、６８℃で洗った。

      【００５９】

  免疫学的検出：

  ＤＩＧ  ＤＮＡ  Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ  Ｋｉｔ（Ｂｏｅｈｒｉｎｇｅｒ  Ｍａ

ｎｎｈｅｉｍ）を使用して陽性クローンを検出した。膜を、０．３％（ｗ／ｖ）

トゥイーン２０を含む洗浄緩衝液（０．１Ｍマレイン酸、０．１５Ｍ  ＮａＣｌ

（ｐＨ７．５））で手早く洗ったあと、遮断溶液（最終濃度１％（ｗ／ｖ）の遮
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断試薬を含む０．１Ｍマレイン酸、０．１５Ｍ  ＮａＣｌ（ｐＨ７．５））１０

０ｍｌ中で３０分間インキュベートした。膜を遮断溶液２０ｍｌ中で１５０ｍＵ

／ｍｌの抗ジゴキシゲニン－ＡＰ複合体に移し、３０分間インキュベートした。

洗浄緩衝液（０．１Ｍマレイン酸、０．１５Ｍ  ＮａＣｌ（ｐＨ７．５））１０

０ｍｌ中で２ｘ１５分間洗って非結合抗体－複合体を除去した。１００ｍＭ  Ｔ

ｒｉｓ－ＨＣｌ、１００ｍＭ  ＮａＣｌ、５０ｍＭ  ＭｇＣｌ２（ｐＨ９．５）

を含む緩衝液中で２分間膜を平衡させたあと、色基質溶液（１００ｍＭ  Ｔｒｉ

ｓ－ＨＣｌ、１００ｍＭ  ＮａＣｌ、５０ｍＭ  ＭｇＣｌ２（ｐＨ９．５）１０

ｍｌに対してＮＢＴ／ＮＣＩＰ保存溶液（Ｂｏｅｈｒｉｎｇｅｒ  Ｍａｎｈｅｉ

ｍ）２００μｌ）１０ｍｌと共に暗所でインキュベートした。ひと晩インキュベ

ートしたあと、１００ｍＭ  Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ、１ｍＭ  ＥＤＴＡ（ｐＨ８．０

）を含む緩衝液５０ｍｌ中で膜を洗って反応を停止した。呈色反応を除いて、す

べての段階を振とう下で実施した。陽性分離菌を二次及び三次スクリーニングに

よってさらに精製した。

      【００６０】

  ＺＡＰ発現ベクターの単一クローン切り出し：

  （ｉ）切り出したｐＢＫ－ＣＭＶファージミドベクターの調製

  ０．２％（ｗ／ｖ）マルトースを補足した大腸菌  ＸＬ１－Ｂｌｕｅ  ＭＲＦ

、及びＮＺＹ肉汁中の大腸菌  ＸＬＯＬＲの培養を別々に３７℃でひと晩増殖さ

せた。細菌培養を４５００ｘｇで１５分間遠心分離して採集し、１．０のＯＤ（

６００ｎｍ）になるように氷冷１０ｍＭ  ＭｇＳＯ４に懸濁した。Ｆａｌｃｏｎ

  ２０５９ポリプロピレン試験管に、ＯＤ  １．０（６００ｎｍ）の大腸菌  Ｘ

Ｌ１－Ｂｌｕｅ  ＭＲＦ  ２００μｌ、ファージ株２５０μｌ（＞１ｘ１０５フ

ァージ粒子）及びＥｘＡｓｓｉｓｔヘルパーファージ（＞１ｘ１０６ｐｆｕ／ｍ

ｌ）１μｌを加え、３７℃で１５分間インキュベートした。ＮＺＹ肉汁３ｍｌを

加え、反応混合物を振とう下に３７℃で３時間インキュベートした。反応混合物

を６５から７０℃に２０分間加熱したあと、４５００ｘｇで１５分間遠心分離し

た。上清（繊維状ファージ粒子としてパッケージングされた切り出しｐＢＫ－Ｃ

ＭＶファージミドベクターを含む）を新鮮Ｆａｌｃｏｎ  ２０５９ポリプロピレ
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ン試験管中に傾瀉し、４℃で保存した。

      【００６１】

  （ｉｉ）切り出したファージミドベクターの平板培養

  ＯＤ（６００ｎｍ）１．０の新鮮増殖したＸＬＯＬＲ細胞２００μｌを１０μ

ｌと１００μｌのファージ上清に加え、３７℃で１５分間インキュベートした。

ＮＺＹ肉汁３００μｌを加え、反応混合物をさらに４５分間インキュベートした

。各々の反応混合物からの細胞混合物２００μｌをＬＢ－カナマイシン寒天平板

に植え付け（５０μｇ／ｍｌ）、３７℃でひと晩インキュベートした。平板を４

℃で保存し、単一精製コロニーのグリセロール株を作製して、－８０℃で保存し

た。

      【００６２】

  （ｉｉｉ）Ｗｉｚａｒｄ（ＲＴＭ）  Ｐｌｕｓ  ＳＶ  Ｍｉｄｉｐｒｅｐ  Ｄ

ＮＡ精製

  Ｗｉｚａｒｄ（ＲＴＭ）  Ｐｌｕｓ  ＳＶ  Ｍｉｄｉｐｒｅｐ  ＤＮＡ精製キ

ット（Ｐｒｏｍｅｇａ）を使用して、ＤＮＡインサートを含むプラスミドＤＮＡ

を精製した。１００μｇ／ｍｌのアンピシリンを補足したＮＺＹ肉汁５０ｍｌに

単一大腸菌コロニー（ｐＢＫ－ＣＭＶプラスミドとインサートを含む）を接種し

、３７℃でひと晩増殖させた。細菌培養を４５００ｘｇで１５分間遠心分離して

採集し、ペレットをＷｉｚａｒｄ（ＲＴＭ）  Ｐｌｕｓ  ＳＶミディプレップ細

胞懸濁液３ｍｌに懸濁した。Ｗｉｚａｒｄ（ＲＴＭ）  Ｐｌｕｓ  ＳＶミディプ

レップ細胞溶解液３ｍｌを加えて細胞を溶解した。溶解産物を氷上で３０分間放

置したあと、強く振とうして、１４０００ｘｇで３０分間、４℃で遠心分離した

。清澄化した溶解産物をＷｉｚａｒｄ（ＲＴＭ）  Ｐｌｕｓ  ＳＶミディプレッ

プ３０℃懸濁樹脂１０ｍｌに加え、Ｗｉｚａｒｄ（ＲＴＭ）  Ｐｌｕｓ  ＳＶミ

ディプレップミディカラムに移した。真空を適用して樹脂／ＤＮＡをミディカラ

ム内に吸引し、カラムをＷｉｚａｒｄ（ＲＴＭ）  Ｐｌｕｓ  ＳＶミディプレッ

プミディカラム洗浄液１５ｍｌで２回洗浄して、３０秒間乾燥した。ミディカラ

ムを１．５ｍｌエッペンドルフに移し、マイクロセントリフュージにおいて１０

０００ｘｇで２分間遠心分離して、残留カラム洗浄液を除去した。６５から７０
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℃のヌクレアーゼ不含水３００μｌを用いて１００００ｘｇで２０秒間遠心分離

してプラスミドＤＮＡを溶出した。１００００ｘｇで５分間遠心分離して微細な

樹脂を除去した。

      【００６３】

  Ｇｅｎｅ  Ｑｕａｎｔ（Ｐｈａｒｍａｃｉａ  Ｂｉｏｔｅｃｈ）を用いてＤＮ

Ａ濃度を算定し、０．５μｇ／ｍｌのエチジウムブロミドで染色した１Ｘ  ＴＥ

Ａ中１％（ｗ／ｖ）アガロースゲル上でのゲル電気泳動によって純度を確認した

。

      【００６４】

  ＡＢＩ  ＤＮＡ配列決定：

  最終反応容量１０μｌ中、５０ｎｇ／ｋｂのプラスミドＤＮＡとインサートを

、１．６ｐｍｏｌの適切なプライマー（表１参照）及びｄ－ローダミンビッグ－

ダイターミネーター混合物４μｌ（Ａｐｐｌｉｅｄ  Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇ

ｉｅｓ）に加えた。反応混合物を９６℃で４分間初期変性に供し、その後Ｇｅｎ

ｅＡｍｐ  ９６００熱循環器（Ｒｏｃｈｅ  Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃ  Ｓｙｓｔｅ

ｍｓ）で次のようにして部分的に増幅した：９６℃で３０秒間、５０℃で１５秒

間、６０℃で４分間。２５サイクルの完了後、反応混合物をヌクレアーゼ不含水

で１００μｌにした。２．５容の氷冷９５％エタノールと３Ｍ酢酸ナトリウム３

μｌ（ｐＨ５．２）を加えてＤＮＡを沈殿させ、室温で３０分間インキュベート

した。反応混合物を１８０００ｘｇで１５分間遠心分離し、上清を除去して、氷

冷７０％エタノール２５０μｌをＤＮＡペレットに加え、室温で３０分間インキ

ュベートした。反応混合物を１８０００ｘｇで１５分間遠心分離し、上清を除去

して、ペレットを空気にさらして乾燥させた。ＡＢＩ  ３７７  ＰｒｉｓｍでＤ

ＮＡを配列決定した。

      【００６５】

  ＢｃｒＡ蛋白質のエピトープマッピング

  ＢｃｒＡ蛋白質（配列番号２）の誘導アミノ酸配列をカバーする一連の重複ノ

ナペプチドを、Ｇｅｙｓｅｎら（１９８７、Ｊｏｕｒｎａｌ  ｏｆ  Ｉｍｍｕｎ

ｏｌｏｇｉｃａｌ  Ｍｅｔｈｏｄｓ，１０２：２５９－２７４）が述べたように
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してエピトープスキャニングキット（Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ  Ｒｅｓｅａｒｃｈ  

Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌｓ，Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ，ＵＫ）からの試薬を用いてポ

リエチレンピン上で合成した。次にかかるペプチドをＥＬＩＳＡ（酵素結合イム

ノソルベント検定法）のベースとして使用して、Ｂ．ｃｅｐａｃｉａに感染した

ＣＦ患者からの血清において特異性抗体を検出した。生じたＥＬＩＳＡ吸光度の

値を使用してエピトープが位置する場所を決定する。

      【００６６】

  合成スケジュールの作製：

  Ｂ．ｃｅｐａｃｉａ  ＢｃｒＡ蛋白質（配列番号２）の５１８個のアミノ酸残

基をＣｈｉｒｏｎ  Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔソフトウエアプログラム（Ｃｈｉｒ

ｏｎ  Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）に入力した。これらの配列から、ＢｃｒＡ蛋

白質を各々が９個のアミノ酸の長さを持つ一連の連続する重複ペプチドとして表

わすことができる合成スケジュールを作製した。各ペプチドは１個のアミノ酸だ

けがその前のペプチドと異なった、すなわちペプチド１はアミノ酸１から９、か

ら成り、ペプチド２はアミノ酸２から１０、から成る、等々であった。ｂｃｒＡ

遺伝子の長さ全体をカバーするまでこれを続けた。

      【００６７】

  ペプチドの合成：

  標準的なマイクロタイター形式に配置したポリエチレンピン上にペプチドを合

成した。ペプチドの合成は、Ｃｈｉｒｏｎ  Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓの非開裂

性ペプチド合成マニュアルからの方法に従って実施した。

      【００６８】

  アミノ酸：

  使用したアミノ酸は、９－フルオレオニルメトキシカルボニル（Ｆｍｏｃ）基

（Ｓｉｇｍａ，Ｃａｌｂｉｏｃｈｅｍ）で保護されたアミノ基を持つ活性エステ

ルであった。ペプチドを１個のアミノ酸／ピン／日の割合で合成した。

      【００６９】

  Ｆｍｏｃの脱保護と洗浄：

  Ｆｍｏｃ保護基の除去を次のように実施した：ポリプロピレンピンのブロック
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を、ジメチルホルムアミド（ＤＭＦ）（ＢＤＨ  Ｃｈｅｍｉｃａｌｓ  Ｌｔｄ．

）中２０％ピペリジンを含む浴に室温で２０分間液浸した。ブロックを取り出し

、ＤＭＦ浴中で２分間洗った。過剰のＤＭＦを払い落とし、ピンを２分間メタノ

ール（ＢＤＨ  Ｃｈｅｍｉｃａｌｓ  Ｌｔｄ．）浴に液浸した。この洗浄段階を

３回反復し、毎回新鮮なメタノール浴を使用した。ブロックを酸不含フュームカ

ップボードで３０分間空気乾燥した。

      【００７０】

  カップリングのためのアミノ酸の調製：

  アミノ酸を計量して最終濃度１００ｍＭとし、スケジュールで規定されたよう

にＤＭＦ中定容の１－ヒドロキシベンゾトリアゾール（ＨＯＢＴ）（Ｓｉｇｍａ

  Ｃｈｅｍｉｃａｌ  Ｃｏ．）に溶解した。

      【００７１】

  カップリング反応：

  スケジュールで規定されたように、Ｆｍｏｃアミノ酸エステル１００μｌをポ

リプロピレンマイクロタイタープレートのウエルに分配した。脱保護したピンの

ブロックをウエルに入れ、清潔なプラスチックバッグに密閉して、室温でひと晩

放置した。

      【００７２】

  カップリング後のブロックのプロセシング：

  ピンのブロックをアミノ酸溶液から取り出し、撹拌しながら室温で５分間メタ

ノール浴に入れた。２分間放置して空気乾燥したあと、ブロックを５分間ＤＭＦ

浴に入れた。

      【００７３】

  すべてのアミノ酸が結合し、すべてのペプチドがピン上で合成されるまで、脱

保護、洗浄、カップリング及び洗浄の段階を継続した。

      【００７４】

  側鎖の脱保護：

  ピンのブロックをトリフルオロ酢酸、アニソール及びエタンジチオールの混合

物（Ｓｉｇｍａ  Ｃｈｅｍｉｃａｌ  Ｃｏ．）（１９：１：１  ｖ／ｖ）中に室
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温で３時間入れて、側鎖の機能を保護するためのすべての保護基を除去した。次

にブロックを１０分間メタノールに完全に液浸し、その後メタノール／水（１：

１  ｖ／ｖ）中０．５％氷酢酸（ＢＤＨ  Ｃｈｅｍｉｃａｌｓ  Ｌｔｄ．）に１

時間浸漬した。ブロックをさらに２回メタノール浴に２分間液浸し、その後酸不

含フュームカップボードでひと晩空気乾燥した。

      【００７５】

  ＣＦ患者からの血清の採集：

  １７名のＣＦ患者から各々１つずつ、合計１７の血清をＷｙｔｈｅｎｓｈａｗ

ｅ  Ｈｏｓｐｉｔａｌ，Ｍａｎｃｈｅｓｔｅｒ，ＵＫの嚢胞性線維症ユニットに

おいて採集した。第１群の血清（ｎ＝５）はＰｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ  ａｅｒｕ

ｇｉｎｏｓａ（緑膿菌）及びＢｕｒｋｈｏｄｅｒｉａ  ｃｅｐａｃｉａに感染し

たＣＦ患者から採取し、第２群の血清（ｎ＝４）はＰ．ａｅｒｕｇｉｎｏｓａに

感染したＣＦ患者から採集し、第３群の血清（ｎ＝２）はＰ．ａｅｒｕｇｉｎｏ

ｓａあるいはＢｕｒｋｈｏｄｅｒｉａ  ｃｅｐａｃｉａのいずれの感染徴候もな

いＣＦ患者から採集し、第４Ａ群の血清（ｎ＝４）は、Ｂ．ｃｅｐａｃｉａに感

染しているが良好であるＣＦ患者から採集し、第４Ｂ群の血清（ｎ＝２）は、良

好でなく、入院したＢ．ｃｅｐａｃｉａ感染ＣＦ患者から採集した。

      【００７６】

  ＥＬＩＳＡ試験：

  遮断段階：リン酸緩衝食塩水（ＰＢＳ）中３％ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）

（Ｓｉｇｍａ  Ｃｈｅｍｉｃａｌ  Ｃｏ．）１５０μｌをＦａｌｃｏｎ  ３９１

２  Ｍｉｃｒｏｔｉｔｒｅ  Ｐｌａｔｅの各々のウエルに分配した。ピンのブロ

ックをウエルに入れ、１００ｒｐｍの振とう台上に室温で１時間放置した。

      【００７７】

  被験血清の添加：ＰＢＳ中３％ＢＳＡでの被験血清の１：５００希釈１５０μ

ｌをマイクロタイタープレートに分配した。ピンをウエルに入れ、４℃でひと晩

インキュベートした。

      【００７８】

  洗浄段階：インキュベーション後、０．０１Ｍ  ＰＢＳ（ｐＨ７．２）浴でピ
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ンを４ｘ１０分間洗った。洗浄と洗浄の間にピンを振とうし、ブロットして過剰

の洗浄液を除去した。

      【００７９】

  免疫グロブリンＧ（ＩｇＧ）の添加：洗浄後、ＰＢＳ中３％ＢＳＡで１：２０

００希釈したホースラディシュペルオキシダーゼ複合ヤギ抗ヒト免疫グロブリン

Ｇ（ＩｇＧ）（Ｓｉｇｍａ  Ｃｈｅｍｉｃａｌ  Ｃｏ．）１００μｌを含むマイ

クロタイタープレートにピンを入れた。ピンを１００ｒｐｍの振とう台上で室温

で１時間インキュベートした。

      【００８０】

  洗浄段階：基質反応の前に、０．０１Ｍ  ＰＢＳ（ｐＨ７．２）浴でピンを４

ｘ１０分間洗った。洗浄と洗浄の間にピンを振とうし、ブロットして過剰の洗浄

液を除去した。

      【００８１】

  基質反応：０．５ｍｇ／ｍｌの２，２’－アジノ－ビス（３－エチルベンズチ

アゾリン－６－スルホン酸（ＡＢＴＳ）（Ｓｉｇｍａ  Ｃｈｅｍｉｃａｌ  Ｃｏ

．）をクエン酸緩衝液（ｐＨ４．０）１００ｍｌに溶解した。この緩衝液に０．

０１％（ｖ／ｖ）過酸化水素（Ｓｉｇｍａ  Ｃｈｅｍｉｃａｌ  Ｃｏ．）を加え

た。１５０μｌをマイクロタイタープレートに分配した。ピンをウエルに入れ、

１００ｒｐｍの振とう台上に室温で３０分間放置した。ウエルからピンを取り出

して反応を停止した。Ｔｉｔｅｒｔｅｋ  ＭｕｌｔｉｓｋａｎＲ  Ｐｌｕｓ  Ｍ

ｉｃｒｏｐｌａｔｅ  Ｒｅａｄｅｒを用いて４０５ｎｍの波長

でマイクロタイタープレートを読み取った。

      【００８２】

  ピンからの抗体の除去：

  ０．０１Ｍ  ＰＢＳ／１％（ｗ／ｖ）ＳＤＳ及び０．１％（ｗ／ｖ）尿素（Ｓ

ｉｇｍａ  Ｃｈｅｍｉｃａｌ  Ｃｏ．）の溶液を含むＤｅｃｏｎ  Ｕｌｔｒａｓ

ｏｎｉｃ  Ｂａｔｈ（Ｄｅｃｏｎ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ）において６０℃

で２０分間音波処理して、結合抗体をピンから除去した。音波処理後、６０℃に

加熱した水中で２ｘ３０秒間ピンを洗い、次に水（６０℃）中でさらに１時間洗
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った。煮沸メタノールを含む浴にピンを３０秒間入れ、その後少なくとも３０分

間空気乾燥した。ここでピンは次の血清を試験するための状態となった。

      【００８３】

  吸光度データの収集：

  すべての血清を試験したあと、各ペプチドについて４０５ｎｍでの吸光度の値

を照合し、エピトープのアミノ酸配列を確認した。エピトープは、第３群と第４

群についての値の分析及び他の群との比較によって決定した。ペプチドは、第４

Ａ群と第３群間の吸光度値の差が０．８以上である一連のペプチド（３個又はそ

れ以上のアミノ酸残基の）として定義した。

      【００８４】

  エピトープマッピングの結果（表３）は、配列番号１１から１７を持つ蛋白質

によって表示される７つのエピトープを同定した。蛋白質によって表示される別

の４つの推定エピトープは配列番号７から１０を持つ。

      【００８５】

  ファージ抗体ディスプレイライブラリー及びｓｃＦｖの調製

  ファージ抗体ディスプレイライブラリー及びｓｃＦｖを基本的に以前に述べら

れたようにして（参照してここに組み込まれる、Ｂｕｒｎｉｅら、２０００、Ｉ

ｎｆｅｃｔｉｏｎ  ＆  Ｉｍｍｕｎｉｔｙ  ６８：３２００－３２０９）作製し

た。簡単に述べると、Ｆｉｃｏｌｌでリンパ球を分離し、次いでチオシアン酸グ

アニジニウム抽出して、オリゴ（ｄＴ）－セルロースカラム（Ｑｕｉｃｋ  Ｐｒ

ｅｐ  ｍＲＮＡ；Ｐｈａｒｍａｃｉａ，Ｓｔ  Ａｌｂａｎｓ，Ｕｎｉｔｅｄ  Ｋ

ｉｎｇｄｏｍ）で精製することによって患者の末梢血２０ｍｌからｍＲＮＡを調

製した。鳥類の骨髄芽球細胞症ウイルス逆転写酵素（ＨＴ  Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏ

ｌｏｇｙ，Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ，Ｕｎｉｔｅｄ  Ｋｉｎｇｄｏｍ）を使用してヒ

トＩｇＧ  Ｈ鎖の４つのサブクラスすべてについての定常領域プライマー（Ｈｕ

ｌｇＧ１－－４）で一本鎖ｃＤＮＡ合成を実施した。Ｈ鎖の可変ドメイン遺伝子

をファミリーベースの正（ＨｕＪＨ１－－６）及び逆（ＨｕＶＨ１  １ａ－６ａ

）プライマーでの一次ＰＣＲによって増幅した（上述したすべてのＩｇＧプライ

マー配列は、参照してここに組み込まれる、Ｍａｒｋｓ，Ｊ．Ｄ．ら、１９９１
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、Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．２２２：５８１－５９７の中で提供される）。Ｓｆｉ

１制限部位をＶＨ３ａ逆生成産物の上流に導入したのち、Ｌ鎖可変ドメイン遺伝

子の種々のプールと共に構築した。後者はまたリンカー断片（Ｇｌｙ４Ｓｅｒ３

）及び下流のＮｏｔ１部位も導入した。Ｓｆｉ１及びＮｏｔ１制限酵素部位を使

用することにより、産物を均一方向でファージミドベクターにクローニングした

。ライゲートしたベクターをエレクトロポレーションによって大腸菌  ＴＧ１に

導入し、ヘルパーファージＭ１３Ｋ０７（Ｐｈａｒｍａｃｉａ）でファージを救

援した。

      【００８６】

  パニングのためのペプチド：

  抗原特異的ｓｃＦｖを濃縮するために、エピトープマッピングによって示され

たエピトープの４つを表わす１５ｍｅｒペプチドに対してファージライブラリー

をパンした：エピトープ２（配列番号１２）とエピトープ３（配列番号１３）が

組み込まれているペプチド１：ＡＩＩＳＦＧＦＭＡＦＦＧＳＶＶ（配列番号１８

）；エピトープ４（配列番号１４）が組み込まれているペプチド２：ＳＶＶＩＦ

ＰＬＷＱＴＶＭＧＹＴ（配列番号１９）；及びエピトープ５（配列番号１５）が

組み込まれているペプチド３：ＨＲＬＤＲＭＶＡＳＦＡＦＨＲ（配列番号２０）

。ペプチド（１０ｎｇ／ｍｌ）又は精製トランスポーター（１ｍｇ／ｍｌ）で被

覆した免疫試験管においてパニングを実施した。結合ファージを対数期大腸菌  

ＴＧ１で溶出した。Ｍ１３Ｋ０７で救援したあと、ファージをさらに３回ペプチ

ドに対してパンした。ＢｓｔＮ１（Ｎｅｗ  Ｅｎｇｌａｎｄ  Ｂｉｏｌａｂｓ，

Ｈｉｔｃｈｅｎ，Ｕｎｉｔｅｄ  Ｋｉｎｇｄｏｍ）ＤＮＡフィンガープリンティ

ングを使用して、連続的ラウンドのパニング後の特異的ｓｃＦｖの濃縮を確認し

た。

      【００８７】

  ｐＢＡＤ－ＴＯＰＯへのｂｃｒＡのクローニング

  抗生物質感受性試験を実施する前に、ｐＢＡＤ－ＴＯＰＯ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇ

ｅ）を用いてＴＯＰ１０  大腸菌にｂｃｒＡ遺伝子をクローニングした。

      【００８８】
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  初期増幅：

  １０ｍＭ  Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ８．８）、５０ｍＭ  ＫＣｌ、１．５ｍＭ

  ＭｇＣｌ２中最終反応反応容量２５μｌとして精製ＢｃｒＡプラスミドＤＮＡ

１μｌ（約１μｇ  ＤＮＡ）を含み、また各々のデオキシヌシド三リン酸２００

μＭ、ＢｃｒＡ正プライマー（５’ＣＧＡ  ＣＧＴ  ＣＧＣ  ＧＧＴ  ＧＣＣ  

ＧＡＣ  ＧＡＴ－配列番号２１）及びＢｃｒＡ逆プライマー（５’ＡＴＧ  ＣＣ

Ｃ  ＣＡＴ  ＣＧＣ  ＣＧＧ  ＣＣＣ  ＣＧＣ－配列番号２２）の各々２５ｐｍ

ｏｌ／μｌ、及びＴａｑ  ＤＮＡポリメラーゼ５Ｕ（Ｂｏｅｈｒｉｎｇｅｒ  Ｍ

ａｎｎｈｅｉｍ）を含むＰＣＲ混合物を用いて、ＧｅｎｅＡｍｐ  ９６００  Ｔ

ｈｅｒｍａｌ  Ｃｙｃｌｅｒ（Ｒｏｃｈｅ  Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃ  Ｓｙｓｔｅ

ｍｓ）においてｂｃｒＡ遺伝子の増幅を実施した。熱サイクルの条件は、９４℃

で５分間の初期変性に続いて、９４℃で１分間、５０℃で１分間及び７２℃で１

分間の３０サイクルであった。増幅後、サンプルを７２℃でインキュベートし、

その後４℃に保持した。０．５μｇ／ｍｌのエチジウムブロミドを含む、Ｔｒｉ

ｓ酢酸緩衝液中１％アガロースでのゲル電気泳動によって増幅産物を分割した。

バンドをゲルから切り出し、６５℃に１０分間加熱して融解した。

      【００８９】

  ｐＢＡＤ－ＴＯＰＯへのｂｃｒＡのクローニングとＴＯＰ１０  大腸菌への形

質転換：

  新鮮ＰＣＲ産物３μｌを最終反応容量５μｌ中のＢＡＤ－ＴＯＰＯ１μｌに加

え、室温で５分間インキュベートした。ｐＢＡＤ－ＴＯＰＯクローニング反応物

２μｌをＯｎｅ  Ｓｈｏｔ  Ｃｈｅｍｉｃａｌｌｙ  Ｃｏｍｐｅｔｅｎｔ  ＴＯ

Ｐ１０  大腸菌のバイアルに加えて、３０分間インキュベートした。次に細胞に

４２℃で熱ショックを与えたあと、氷上で２分間インキュベートした。ＳＯＣ培

地２５０μｌを加えた後、細胞を３７℃で１時間水平にインキュベートし、あら

かじめ加温しておいたＬＢアンピシリン（１００μｇ／ｍｌ）プレートに形質転

換株を塗布し、３７℃でひと晩インキュベートした。

      【００９０】

  陽性クローンの分析：
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  陽性クローンをＰＣＲによって分析した。１０ｍＭ  Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ

８．８）、５０ｍＭ  ＫＣｌ、１．５ｍＭ  ＭｇＣｌ２中最終反応反応容量２５

μｌとして、Ｑｉａｇｅｎ  Ｍｉｎｉ  Ｐｒｅｐ  Ｐｒｏｔｏｃｏｌ（Ｑｉａｇ

ｅｎ）を用いて陽性クローンから抽出した精製プラスミドＤＮＡ１μｌを含み、

各々のデオキシヌシド三リン酸２００μＭ、２５ｐｍｏｌ／μｌの内部正及びベ

クター逆プライマー、及びＴａｑ  ＤＮＡポリメラーゼ５Ｕ（Ｂｏｅｈｒｉｎｇ

ｅｒ  Ｍａｎｎｈｅｉｍ）を含むＰＣＲ混合物を用いて、ＧｅｎｅＡｍｐ  ９６

００  Ｔｈｅｒｍａｌ  Ｃｙｃｌｅｒ（Ｒｏｃｈｅ  Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃ  Ｓ

ｙｓｔｅｍｓ）において増幅を実施した。熱サイクルの条件は、９４℃で５分間

の初期変性に続いて、９４℃で１分間、５０℃で１分間及び７２℃で１分間の３

０サイクルであった。増幅後、サンプルを７２℃でインキュベートし、その後４

℃に保持した。０．５μｇ／ｍｌのエチジウムブロミドを含む、Ｔｒｉｓ酢酸緩

衝液中１％アガロースでのゲル電気泳動によって増幅産物を分割した。陽性クロ

ーンからグリセロール株を作製した。

      【００９１】

  ＰＣＲ産物の発現：

  各々の形質転換株について、１００μｇ／ｍｌのアンピシリンを含むＬＢ  ２

ｍｌを単一大腸菌コロニーに接種し、振とうしながら３７℃でひと晩インキュベ

ートした。このひと晩の培養０．１ｍｌを１００μｇ／ｍｌのアンピシリンを含

むＬＢ  １０ｍｌに加えた。２０、２、０．２及び０．００２％Ｌ－アラビノー

スを加えて蛋白質発現を誘導し、振とうしながら３７℃で４時間インキュベート

した。５０００ｘＧで１０分間遠心分離して培養をペレット化し、１０％ＳＤＳ

  ４５０μｌ及び１０ｍＭ  ＤＴＴ  ５０μｌ（酸化形）に懸濁した。懸濁した

ペレットをプロセシングのために必要なときまで－２０℃で保存した。

      【００９２】

  ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析：

  細菌サンプルを１００℃で１５分間煮沸した。煮沸したサンプル１２μｌをＳ

ＤＳ－ＰＡＧＥ（ＳＤＳ－ポリアクリルアミドゲル電気泳動）サンプル緩衝液３

μｌに加え、１００℃で５分間煮沸した。１０μｌをＮＯＶＥＸゲル上で泳動し
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、２００Ｖで３５分間移動させて、その後２５Ｖで１時間ＰＶＤＦにブロットし

た。

      【００９３】

  ウエスタンブロット法：

  最初にＴｗｅｅｎ－２０を含むＰＢＳ中２％粉乳（ＭＰＢＳＴ）において３７

℃で１時間ブロットを遮断した。ブロットを洗浄緩衝液（０．９％（ｗ／ｖ）Ｎ

ａＣｌ、０．０１％Ｔｗｅｅｎ－２０）中で２ｘ１０分間洗った。ＭＰＢＳＴ中

抗Ｖ５エピトープ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）の１：５０００希釈において室温で

１時間ブロットをインキュベートし、その後洗浄緩衝液中で３ｘ１０分間洗った

。ＭＰＢＳＴ中抗マウスアルカリホスファターゼ複合体（Ｓｉｇｍａ）の１：５

０００希釈と共に室温で１時間ブロットをインキュベートし、洗浄緩衝液中で３

ｘ１０分間洗った。ＢＣＩＰ／ＮＢＴ（Ｓｉｇｍａ）１錠を水１０ｍｌに＜１０

分間加えて呈色反応を誘導した。

      【００９４】

  マイクロタイター肉汁希釈法によるＭＩＣの測定

  ｂｃｒＡを担う又は担わない（±）ＴＯＰ１０  大腸菌を、ｂｃｒＡ遺伝子の

インデューサーとして０．００２％Ｌ－アラビノースの存在下にＲＰＭＩ培地（

Ｓｉｇｍａ）で２ｘ１０４ｃｆｕ／ｍｌの濃度に増殖させた（ｂｃｒＡ＋はｐＢ

ＡＤ－ＴＯＰＯベクターに関して選択するために１００μｇ／ｍｌのアンピシリ

ンの存在下で増殖させた）。ＴＯＰ１０  大腸菌±ｂｃｒＡ  １００μｌを９６

穴マイクロタイタープレート（Ｓｉｇｍａ）に分配して、最終濃度１ｘ１０４ｃ

ｆｕ／ｍｌとした。抗生物質の２倍階段希釈を５００－０．２４μｇ／ｍｌの濃

度範囲で各々のウエルに加えた。プレートを３７℃で２４時間インキュベートし

、増殖の度合又は増殖なしをスコアリングした。

      【００９５】

  ナリジクス酸に対するファージ活性の実証

  ＴＯＰ１０  大腸菌＋ｂｃｒＡを、ｂｃｒＡ遺伝子のインデューサーとして０

．００２％Ｌ－アラビノースの存在下に１００μｇ／ｍｌのアンピシリン（ｐＢ

ＡＤ－ＴＯＰＯベクターに関して選択するため）ＲＰＭＩ培地（Ｓｉｇｍａ）で
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２ｘ１０４ｃｆｕ／ｍｌの濃度に増殖させた。ＴＯＰ１０  大腸菌＋ｂｃｒＡ  

１００μｌを、１ｘ１０４ｃｆｕ／ｍｌの最終濃度で、希釈しないファージと１

：１０希釈したファージの存在下で（下記の表参照）９６穴マイクロタイタープ

レート（Ｓｉｇｍａ）に分配した。ナリジクス酸の２倍階段希釈を１２８－０．

２５μｇ／ｍｌの濃度範囲で各々のウエルに加えた。培地だけを含む対照を作製

した。プレートを３７℃で２４時間インキュベートした。６つのファージクロー

ンを試験した。

      【００９６】

    【実験結果】

  ｂｃｒＡ遺伝子の配列決定

  ３５００ｂｐ配列のＤＮＡを同定し、配列決定した。クローニングした配列内

に、ｂｃｒＡコード配列（配列番号１）を含む単一のオープンリーディングフレ

ームが存在した。

      【００９７】

  ｂｃｒＡ蛋白質の構造と位置

  ｂｃｒＡ配列は、４９ｋＤの推定分子量を持つ５１８個のアミノ酸残基の、Ｂ

ｃｒＡ（配列番号２）と称される蛋白質をコードする単一のオープンリーディン

グフレームを含んだ。

      【００９８】

  ＢｃｒＡ蛋白質と関連排出ポンプの配列の比較

  ＢｃｒＡアミノ酸配列を大腸菌のｅｍｒＢ遺伝子及びＳ．ａｕｒｅｕｓのｑａ

ｃＡ遺伝子のコード産物と整列した。「アライン（ａｌｉｇｎ）」検索（ｈｔｔ

ｐ：／／ｗｗｗ．ｈｇｓｃ．ｂｃｍ．ｔｍｃ．ｅｄｕ／ｓｅａｒｃｈｌａｕｎｃ

ｈｅｒ）を用いた同一性照合の結果は、ＢｃｒＡがＥｍｒＢ蛋白質と４８．８％

の相同性を持ち、ＱａｃＡ蛋白質と２０．１％の相同性を持つことを示した。ま

た、ＢｒｃＡはＢｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａ  ｐｓｅｕｄｏｍａｌｌｅｉのＡＦ  

１１０１８５蛋白質と８４．８％の相同性を持つことが認められた。実験室デー

タは、ＢｃｒＡが抗生物質ポンプであることを示している。ＢｃｒＡアミノ酸配

列において既知のＡＴＰ結合部位は認められず、従ってｂｃｒＡ遺伝子はＡＴＰ
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結合カセット（ＡＢＣ）トランスポーターファミリーには属さず、排出ポンプの

ＭＦＳファミリーに属することが確認された。

      【００９９】

  ＢｃｒＡ蛋白質のエピトープマッピング

  第３群患者（Ｂ．ｃｅｐａｃｉａあるいはＰｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ  ａｅｒｕ

ｇｉｎｏｓａのいずれの感染徴候もないＣＦ患者）からの血清と比較して、第４

Ａ群患者（Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｌｉａ  ｃｅｐａｃｉａに感染しているが良好な

ＣＦ患者）からの血清と著明な反応性を示すノナマーペプチドを表３に示す。エ

ピトープマッピング実験から７つのエピトープを同定した、すなわち、エピトー

プ１：ＶＩＳＳＹＳ（配列番号１１）、エピトープ２：ＩＳＦＧＦＭＡ（配列番

号１２）、エピトープ３：ＭＡＦＦＧＳ（配列番号１３）、エピトープ４：ＱＴ

ＶＭＧＹＴ（配列番号１４）、エピトープ５：ＬＲＭＶＡＳＦ（配列番号１５）

、エピトープ６：ＦＦＶＰＭＴＴ（配列番号１６）及びエピトープ７：ＬＬＨＬ

ＳＡＩ（配列番号１７）。

      【０１００】

  ファージ抗体ディスプレイライブラリー及びｓｃＦｖ

  ペプチド１から３（配列番号１８から２０）の各々が異なる優性フィンガープ

リントを持つ２つのファージを産生した。これらは標識ファージ１から６（ペプ

チド１に対して反応性のファージ１及び２、ペプチド２に対して反応性のファー

ジ３及び４、ペプチド３に対して反応性のファージ５及び６）であった。ファー

ジは、２から４コピーからの最終パニングでの数が異なっていた。ＴＯＰ１０  

大腸菌にクローニングして、ｂｃｒＡ遺伝子に対するファージ活性を評価した。

      【０１０１】

  ＴＯＰ１０  大腸菌におけるｂｃｒＡ遺伝子の発現

  ウエスタン分析は、ｂｃｒＡ遺伝子がＴＯＰ１０  大腸菌にクローニングされ

、約４６ｋＤａの見かけ分子量で発現されることを確認した（結果は示していな

い）。

      【０１０２】

  ＴＯＰ１０  大腸菌においてｂｃｒＡによって与えられる抗生物質耐性
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  ＴＯＰ１０  大腸菌±ｂｃｒＡに対する抗生物質、テトラサイクリン、クロル

ヘキシジン、ナリジクス酸及びシプロフロキサシンの最小阻止濃度（ＭＩＣ）値

を表４に示す。ＴＯＰ１０  大腸菌におけるｂｃｒＡ遺伝子によってクロルヘキ

シジンとシプロフロキサシンに対する耐性は与えられなかった。これに対し、テ

トラサイクリンについてはＭＩＣの２段階の差、そしてナリジクス酸については

ＭＩＣの３段階の差がＴＯＰ１０  大腸菌±ｂｃｒＡにおいて認められた（表４

）。

      【０１０３】

  ナリジクス酸耐性に対するファージ活性

  パニング実験から得た６つのＴＯＰ１０  大腸菌±ｂｃｒＡファージクローン

（ペプチド１［配列番号１８］に対して反応性のファージ１及び２；ペプチド２

［配列番号１９］に対して反応性のファージ３及び４；ペプチド３［配列番号２

０］に対して反応性のファージ５及び６）を、ナリジクス酸に対する活性に関し

て試験した（表５）。対照ファージのＭＩＣ（１６μｇ／ｍｌ）と比較して、６

つのファージのうちの４つが活性を示した。活性はファージ１（ペプチド１（配

列番号１８）に対して反応性を示した）に関して最も著明であった。

      【０１０４】

    【考察】

  細菌において、多剤耐性（ｍｄｒ）ポンプはＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ  

ａｕｒｅｕｓ（黄色ブドウ球菌）で初めて報告された（Ｌｏｍｏｖｓｋａｙａ，

Ｏ．とＬｅｗｉｓ，Ｋ．，１９９２，前出）。簡単なｍｄｒポンプはＥｓｃｈｅ

ｒｉｃｈｉａ  ｃｏｌｉ（大腸菌）（ｅｍｒＢ）及びＢａｃｉｌｌｕｓ  ｓｕｂ

ｔｉｌｉｓ（枯草菌）（ｂｍｒ）においても報告されている（Ｎｅｙｆａｋｈ，

Ａ．Ａ．，１９９２，Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ  Ａｇｅｎｔｓ．Ｃｈｅｍｏ

ｔｈｅｒ．，３６：４８４－４８５）。Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａ  ｃｅｐａｃ

ｉａのｂｃｒＡ遺伝子はこの膜トランスロカーゼのファミリーに属し、抗生物質

及び他の小分子から細胞を保護しうる。

      【０１０５】

  ｂｃｒＡ遺伝子の翻訳されたアミノ酸配列は大腸菌のＥｍｒＢ蛋白質及びＳ．
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ａｕｒｅｕｓのＱａｃＡ蛋白質と高い相同性を示す。実験室データは、ｂｃｒＡ

遺伝子が膜トランスロカーゼをコードし、多剤排出ポンプのＭＦＳファミリーに

属することを示している。

      【０１０６】

  ＢｃｒＡ蛋白質は、膜にまたがる１０のα－らせんを持つ内在性膜トランスロ

カーゼの典型的構造を有している。ＢｃｒＡ蛋白質は同じファミリーの他の成員

と相同性を示す。かかる蛋白質は治療上及び診断上有用な標的であり、ワクチン

として能動免疫において、それに対して特異的な抗体を含む受動免疫薬剤のソー

スとして、及びそれに対して作用する治療上及び診断上有用な化合物の分離にお

いて使用することができる。

      【０１０７】

【表１】

      【０１０８】

【表２】
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      【０１０９】

【表３】
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【表４】
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      【０１１１】

【表５】

    【配列表】
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