
(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】カチオン性脂質およびポリヌクレオチドを含む遺伝子材料を用いた免疫法を提供
する。
【解決手段】非ヒト動物において免疫原に対するポリクローナル抗体を製造する方法であ
って、（ａ）少なくとも１種のカチオン性脂質を免疫原をコードするポリヌクレオチドと
混合してカチオン性脂質－ポリヌクレオチド複合体を形成させ、（ｂ）該脂質－ポリヌク
レオチド複合体を動物に腹腔内または鼻内投与し、ついで（ｃ）該動物からポリクローナ
ル抗体を単離することを特徴とする方法、および；タンパク質分子のエピトープをマッピ
ングする方法の提供。
【選択図】なし 10
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 非 ヒ ト 動 物 に お い て 免 疫 原 に 対 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 製 造 す る 方 法 で あ っ て 、
（ ａ ） 少 な く と も １ 種 の カ チ オ ン 性 脂 質 を 免 疫 原 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 混 合 し
て カ チ オ ン 性 脂 質 － ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 複 合 体 を 形 成 さ せ 、
（ ｂ ） 該 脂 質 － ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 複 合 体 を 動 物 に 腹 腔 内 ま た は 鼻 内 投 与 し 、 つ い で
（ ｃ ） 該 動 物 か ら ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 単 離 す る
こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 （ ａ ） 少 な く と も １ 種 の カ チ オ ン 性 脂 質 を 、 免 疫 原 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 含 む ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド と 混 合 し て 脂 質 － ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 複 合 体 を 形 成 さ せ 、
（ ｂ ） 該 脂 質 － ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 複 合 体 を 少 な く と も １ の マ ウ ス に 投 与 し 、
（ ｃ ） 該 免 疫 し た マ ウ ス か ら Ｂ リ ン パ 球 を 取 り 出 し 、
（ ｄ ） 該 免 疫 し た マ ウ ス か ら の Ｂ リ ン パ 球 を ミ エ ロ ー マ 細 胞 と 融 合 さ せ て ハ イ ブ リ ド ー マ
を 生 成 さ せ 、
（ ｅ ） 該 ハ イ ブ リ ド ー マ を ク ロ ー ニ ン グ し 、
（ ｆ ） 抗 免 疫 原 抗 体 を 産 生 す る 陽 性 ク ロ ー ン を 選 択 し 、
（ ｇ ） 該 抗 免 疫 原 抗 体 を 産 生 す る ク ロ ー ン を 培 養 し 、 つ い で
（ ｈ ） 抗 免 疫 原 抗 体 を 培 養 液 か ら 単 離 す る
こ と を 特 徴 と す る 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 タ ン パ ク 質 分 子 の エ ピ ト ー プ を マ ッ ピ ン グ す る 方 法 で あ っ て 、
（ ａ ） 該 タ ン パ ク 質 分 子 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 分 子 を ラ ン ダ ム に 断 片 化 し 、
（ ｂ ） こ れ ら Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 発 現 ベ ク タ ー 中 に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し 、
（ ｃ ） 少 な く と も 一 つ の カ チ オ ン 性 脂 質 を 各 発 現 ベ ク タ ー サ ブ ク ロ ー ン と 混 合 し て 各 発 現
ベ ク タ ー サ ブ ク ロ ー ン と の カ チ オ ン 性 脂 質 － 発 現 ベ ク タ ー 複 合 体 を 生 成 さ せ 、
（ ｄ ） 該 カ チ オ ン 性 脂 質 － 発 現 ベ ク タ ー 複 合 体 を マ ウ ス に 投 与 し 、 つ い で
（ ｅ ） ど の Ｄ Ｎ Ａ 断 片 が マ ウ ス に お い て 抗 体 を 産 生 さ せ る こ と が で き る か を 決 定 す る
こ と を 特 徴 と す る 方 法 。

【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 免 疫 学 の 技 術 分 野 に 関 す る 。 さ ら に 詳 し く は 、 本 発 明 は 、 カ チ オ ン 性 脂 質 お
よ び 免 疫 原 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 か ら な る 組 成 物 を 用 い た 免 疫 方 法 に 関 す る
。 本 発 明 は ま た 、 遺 伝 子 で 免 疫 し た 動 物 か ら ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 お よ び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 を 製 造 す る 方 法 に も 関 す る 。 本 発 明 は さ ら に 、 タ ン パ ク 質 エ ピ ト ー プ の マ ッ ピ ン グ の た
め の 遺 伝 子 免 疫 の 使 用 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 従 来 の 免 疫 法 は 、 侵 入 し て き た 病 原 体 と 免 疫 反 応 す る 抗 体 の 混 合 物 を 注 射 す る か （ す な
わ ち 受 動 免 疫 ） 、 免 疫 系 を 刺 激 し て 病 原 体 特 異 的 な 抗 体 を 産 生 さ せ る ワ ク チ ン に よ っ て 行
わ れ て い る 。 外 来 性 の 抗 体 は 受 容 者 に よ っ て 排 除 さ れ る の で 、 受 動 免 疫 は 一 時 的 な 防 御 を
提 供 す る に す ぎ な い 。 ワ ク チ ン は 一 層 長 期 間 持 続 す る 能 動 免 疫 を 与 え る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 ワ ク チ ン が 有 効 で あ る た め に は 、 ワ ク チ ン に よ っ て 体 液 性 お よ び ／ ま た は 細 胞 媒 体 性 の
免 疫 が 生 起 さ れ 、 そ の 後 の 対 応 病 原 体 へ の 暴 露 に よ る 疾 患 の 発 症 を 防 ぐ こ と が で き な け れ
ば な ら な い 。 関 連 抗 原 決 定 基 が 天 然 の 感 染 を 擬 態 す る よ う な 仕 方 で 免 疫 系 に 呈 示 さ れ る 必
要 が あ る 。 従 来 の ウ イ ル ス ワ ク チ ン は 、 不 活 化 ビ ル レ ン ト 株 か ま た は 生 き た 弱 毒 化 株 か ら
な る （ 非 特 許 文 献 １ ） 。 ウ イ ル ス を 含 む ワ ク チ ン を 用 い る こ と の 一 般 的 問 題 点 は 、 多 く の
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ウ イ ル ス （ Ｂ 型 肝 炎 ウ イ ル ス な ど ） は 組 織 培 養 液 中 で 高 力 価 ま で 増 殖 す る よ う に 適 合 す る
こ と が で き ず 、 そ の た め 充 分 な 量 で 産 生 す る こ と が で き な い こ と で あ る （ 非 特 許 文 献 １ ）
。 加 え て 、 不 活 化 ウ イ ル ス の 使 用 は 、 増 殖 の 結 果 と し て の ワ ク チ ン 関 連 疾 患 の 潜 在 的 可 能
性 を 提 起 す る 、 す な わ ち コ ン ピ ー テ ン ト な ウ イ ル ス が 接 種 物 中 に 残 存 し て い る か も し れ な
い 。 ヨ ー ロ ッ パ に お け る 口 蹄 疫 の 発 症 は 、 こ の こ と が 原 因 で あ る （ 非 特 許 文 献 １ ） 。 一 方
、 弱 毒 化 ウ イ ル ス 株 は 、 ワ ク チ ン 中 で 複 製 す る 間 に ビ ル レ ン ト な 表 現 型 に 逆 戻 り す る 可 能
性 が あ る 。 こ の 問 題 は 、 生 ポ リ オ ワ ク チ ン を 受 け た １ ０ ０ 万 人 当 た り お よ そ １ 回 ま た は ２
回 生 じ て い る こ と が 報 告 さ れ て い る （ 非 特 許 文 献 １ ） 。 さ ら に 、 弱 毒 化 ウ イ ル ス に よ る 麻
疹 免 疫 の 後 に 脳 炎 が 発 症 す る こ と が あ る （ 非 特 許 文 献 ２ ） 。 弱 毒 化 株 を 用 い る こ と の 他 の
欠 点 は 、 適 当 な 冷 貯 蔵 装 置 を 維 持 す る の が 困 難 で 費 用 が か か る こ と で あ る （ 非 特 許 文 献 ２
） 。 生 ウ イ ル ス ワ ク チ ン を 使 用 す る こ と に 伴 う 主 要 な 欠 点 は 、 先 天 的 ま た は 後 天 的 な 免 疫
不 全 を 有 す る 個 体 が 重 篤 な 感 染 症 へ の 危 険 に さ ら さ れ る こ と で あ る 。 そ の よ う な 個 体 に は
、 栄 養 不 良 お よ び ／ ま た は ウ イ ル ス も し く は 寄 生 虫 感 染 の た め に し ば し ば 免 疫 不 全 で あ る
開 発 途 上 国 の 子 供 が 含 ま れ る （ 非 特 許 文 献 １ 、 非 特 許 文 献 ２ ） 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 分 子 生 物 学 お よ び ペ プ チ ド 合 成 に お け る 近 年 の 進 歩 の 結 果 、 免 疫 予 防 に 使 用 す る た め に
精 製 ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 ま た は 合 成 ペ プ チ ド を 製 造 す る こ と が 可 能 で あ る （ 非 特 許 文 献 ３
） 。 精 製 抗 原 の 製 造 は 、 当 該 病 原 体 の 表 面 抗 原 の 免 疫 学 的 に 重 要 な ド メ イ ン を 呈 示 す る ペ
プ チ ド を 合 成 す る こ と に よ り 行 う こ と が で き る 。 合 成 ペ プ チ ド 法 は 、 上 記 口 蹄 疫 ウ イ ル ス
の 抗 原 決 定 基 に 用 い ら れ て 成 功 し て い る （ 非 特 許 文 献 ３ ） 。 こ の 方 法 の 一 つ の 問 題 は 、 合
成 ペ プ チ ド の 抗 原 性 が 不 充 分 で あ る た め 、 実 験 動 物 に お い て 免 疫 応 答 を 促 進 す る た め に フ
ロ イ ン ト の ア ジ ュ バ ン ト を 使 用 す る 必 要 が あ る こ と で あ る （ 非 特 許 文 献 ３ ） 。 フ ロ イ ン ト
の ア ジ ュ バ ン ト は ヒ ト に は 使 用 で き な い た め 、 ヒ ト へ の 使 用 に も 有 効 な ア ジ ュ バ ン ト を 開
発 す る 必 要 が あ る （ 非 特 許 文 献 ３ ） 。 加 え て 、 単 一 の 抗 原 性 部 位 は 耐 性 を 誘 発 す る に は 充
分 で は な い 。 と い う の は 、 大 き な 表 面 の 抗 原 は 、 通 常 、 体 液 性 お よ び ／ ま た は 細 胞 媒 体 性
応 答 を 引 き 起 こ す 幾 つ か の 異 な る 免 疫 学 的 ド メ イ ン を 含 む か ら で あ る （ 非 特 許 文 献 ４ 、 非
特 許 文 献 ５ ） 。 線 状 タ ン パ ク 質 分 子 の 隣 接 し な い 部 分 に よ っ て 形 成 さ れ る エ ピ ト ー プ に 対
す る 免 疫 応 答 を 刺 激 す る こ と も ま た 困 難 で あ る （ 非 特 許 文 献 ３ ） 。 タ ン パ ク 質 決 定 基 の 大
部 分 は 不 連 続 で あ っ て 一 次 ア ミ ノ 酸 配 列 で は 遠 隔 の 位 置 に あ る ア ミ ノ 酸 残 基 が 関 与 す る が
、 ペ プ チ ド の 折 り 畳 み に よ っ て 隣 接 し て 併 置 さ れ る よ う に な る と い う 証 拠 が 存 在 す る （ 非
特 許 文 献 ２ ） 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 ワ ク チ ン 用 タ ン パ ク 質 の 製 造 の 別 法 に は 、 適 当 な ベ ク タ ー 中 に 挿 入 し た ク ロ ー ニ ン グ ウ
イ ル ス Ｄ Ｎ Ａ を 使 用 す る こ と に よ っ て 原 核 ま た は 真 核 細 胞 中 で ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 を 産 生
さ せ る こ と が 含 ま れ る （ 非 特 許 文 献 ６ ） 。 こ の 方 法 も ま た 幾 つ か の 制 限 を 有 す る 。 た と え
ば 、 組 換 え 宿 主 細 胞 に よ っ て 目 的 組 換 え タ ン パ ク 質 を 最 適 に 産 生 さ せ る た め の 適 当 な 条 件
を 考 案 す る 必 要 が あ る 。 産 生 さ れ た タ ン パ ク 質 は 培 養 系 か ら 単 離 お よ び 精 製 す る 必 要 が あ
り 、 ワ ク チ ン と し て 使 用 す る た め に 充 分 な 量 で 得 る 必 要 が あ る 。 最 後 に 、 精 製 タ ン パ ク 質
の 翻 訳 後 修 飾 （ グ リ コ シ ル 化 お よ び ／ ま た は 融 合 タ ン パ ク 質 の 開 裂 な ど ） を 行 う 必 要 が あ
る か も し れ な い 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 イ ン ビ ト ロ で 組 換 え 抗 原 を 製 造 す る た め の 別 法 は 、 抗 原 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 を ワ ク チ
ン の 細 胞 中 に 導 入 す る こ と で あ る 。 こ の 方 法 で は 、 抗 原 は ワ ク チ ン の 細 胞 に よ っ て イ ン ビ
ボ で 産 生 さ れ 、 免 疫 応 答 を 引 き 起 こ す 。 タ ン グ （ Tang） ら は 、 ヒ ト 成 長 ホ ル モ ン の ゲ ノ ム
配 列 を 含 有 す る プ ラ ス ミ ド を コ ー テ ィ ン グ し た 金 の マ イ ク ロ 投 射 物 （ microprojectiles）
を 投 射 す る （ propelling） こ と に よ り 、 ヒ ト 成 長 ホ ル モ ン に 対 す る 免 疫 応 答 を マ ウ ス で 起
こ さ せ る こ と が 可 能 で あ る こ と を 示 し て い る （ 非 特 許 文 献 ７ ） 。 そ の 結 果 得 ら れ る 抗 体 産
生 の 変 動 性 は 、 マ イ ク ロ 投 射 装 置 の 操 作 ま た は マ イ ク ロ 投 射 物 へ の Ｄ Ｎ Ａ の コ ー テ ィ ン グ
に よ る も の で あ る と 仮 定 さ れ た 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
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　 さ ら に 最 近 で は 、 ウ ル マ ー （ Ulmer） ら は 、 イ ン フ ル エ ン ザ Ａ 核 タ ン パ ク 質 の 遺 伝 子 を
有 す る プ ラ ス ミ ド を マ ウ ス の 四 頭 筋 中 に 注 射 し た （ 非 特 許 文 献 ８ ） 。 こ の マ ウ ス は 核 タ ン
パ ク 質 抗 体 を 産 生 し た の で 該 遺 伝 子 が マ ウ ス 細 胞 中 で 発 現 さ れ た こ と が 示 さ れ た 。 こ の マ
ウ ス は ま た 核 タ ン パ ク 質 に 特 異 的 な 細 胞 毒 性 の Ｔ リ ン パ 球 を も 産 生 し た が 、 該 リ ン パ 球 は
イ ン フ ル エ ン ザ Ａ ウ イ ル ス の 異 種 株 に よ る そ の 後 の 攻 撃 か ら マ ウ ス を 防 御 す る の に 有 効 な
も の で あ っ た 。 同 様 に 、 ワ ン グ （ Wang） ら は 、 ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス （ Ｈ Ｉ Ｖ ） １ 型 の エ
ン ベ ロ ー プ Ｄ Ｎ Ａ 構 築 物 の マ ウ ス へ の 筋 肉 内 注 射 が 抗 原 特 異 的 な 細 胞 性 お よ び 体 液 性 の 免
疫 応 答 を 生 じ さ せ る こ と を 観 察 し た （ 非 特 許 文 献 ９ ） 。 加 え て 、 接 種 し た マ ウ ス か ら の 脾
臓 リ ン パ 球 は Ｈ Ｉ Ｖ － エ ン ベ ロ ー プ － 特 異 的 な 増 殖 性 の 応 答 を 示 し た 。 そ れ ゆ え 、 病 原 体
抗 原 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ の 直 接 接 種 は 、 ウ イ ル ス 、 タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド の 使 用 に と
っ て 代 わ る こ と が で き る も の で あ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 接 種 の た め に 裸 の Ｄ Ｎ Ａ を 使 用 す る こ と の 一 つ の 問 題 点 は 、 細 胞 に よ る 取 り 込 み の 効 率
が 低 い こ と で あ る 。 た と え ば 、 上 記 ワ ン グ ら の プ ロ ト コ ー ル に よ れ ば 、 １ ０ ０ μ ｇ の Ｄ Ｎ
Ａ 構 築 物 の ２ 週 間 毎 の 注 射 を 全 部 で ４ 回 接 種 す る 必 要 が あ る 。 本 明 細 書 に 記 載 す る よ う に
、 Ｄ Ｎ Ａ 構 築 物 の 担 体 と し て の カ チ オ ン 性 脂 質 の 使 用 は 遺 伝 子 免 疫 の 一 層 効 率 的 な 手 段 を
提 供 す る 。 本 発 明 に よ れ ば 、 遺 伝 子 免 疫 は わ ず か に ５ μ ｇ の Ｄ Ｎ Ａ 構 築 物 （ カ チ オ ン 性 脂
質 と 複 合 体 を 形 成 ） を 用 い て 達 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 リ ポ ソ ー ム は 、 組 織 培 養 細 胞 の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に お い て 遺 伝 情 報 の 担 体 と し て 用
い ら れ て い る 。 中 性 ま た は ア ニ オ ン 性 の 脂 質 を 含 む リ ポ ソ ー ム を 用 い た リ ポ ソ ー ム 媒 体 ト
ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 基 本 的 な 問 題 点 は 、 そ の よ う な リ ポ ソ ー ム が 一 般 に 標 的 細 胞 表 面 と
融 合 し な い と い う こ と で あ る 。 融 合 す る 代 わ り に リ ポ ソ ー ム は 食 作 用 に よ っ て 取 り 込 ま れ
、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は そ の 後 リ ソ ゾ ー ム 画 分 の 分 解 酵 素 の 作 用 に 供 さ れ る （ 非 特 許 文 献 １
０ 、 非 特 許 文 献 １ １ ） 。 従 来 の リ ポ ソ ー ム 法 の 他 の 問 題 点 は 、 Ｄ Ｎ Ａ や Ｒ Ｎ Ａ の よ う な 大
き な 巨 大 分 子 を 収 容 す る に は 通 常 の リ ポ ソ ー ム の 水 性 空 間 で は 小 さ 過 ぎ る こ と で あ る 。 そ
の 結 果 、 通 常 の リ ポ ソ ー ム は 捕 捉 効 率 が 低 い （ 非 特 許 文 献 １ ２ ） 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 カ チ オ ン 性 脂 質 を 含 む リ ポ ソ ー ム は Ｄ Ｎ Ａ や Ｒ Ｎ Ａ な ど の ポ リ ア ニ オ ン と 自 発 的 か つ 迅
速 に 相 互 作 用 し 、 そ の 結 果 、 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を １ ０ ０ ％ 取 り 込 ん だ リ ポ ソ ー ム ／ 核 酸
複 合 体 を 生 成 す る （ 非 特 許 文 献 １ ３ 、 非 特 許 文 献 １ ４ ） 。 さ ら に 、 生 成 し た ポ リ カ チ オ ン
性 複 合 体 は 、 負 に 荷 電 し た ま た は 中 性 の リ ポ ソ ー ム に 比 べ て 約 １ ０ 倍 か ら １ ０ ０ 倍 の 効 率
で 組 織 培 養 細 胞 の ア ニ オ ン 性 表 面 に よ っ て 取 り 込 ま れ る （ 非 特 許 文 献 １ ２ ） 。 加 え て 、 こ
の ポ リ カ チ オ ン 性 複 合 体 は 細 胞 表 面 と 融 合 し 、 そ の 結 果 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 細 胞 内 に 送
達 さ れ 、 リ ソ ゾ ー ム 画 分 の 分 解 酵 素 を 回 避 す る こ と が で き る （ 非 特 許 文 献 １ ５ 、 非 特 許 文
献 １ ６ ） 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 イ ン ビ ト ロ で 細 胞 を ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン す る た め に カ チ オ ン 性 脂 質 の 種 々 の 調 合 物 が
用 い ら れ て い る （ 特 許 文 献 １ 、 特 許 文 献 ２ 、 特 許 文 献 ３ 、 特 許 文 献 ４ 、 特 許 文 献 ５ お よ び
特 許 文 献 ６ ） 。 カ チ オ ン 性 脂 質 は ま た 、 外 来 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を カ エ ル ま た は ラ ッ ト 細 胞
中 に イ ン ビ ボ で 導 入 す る の に も 用 い ら れ て い る （ 非 特 許 文 献 １ ７ 、 非 特 許 文 献 １ ８ ） 。 そ
れ ゆ え 、 カ チ オ ン 性 脂 質 は 一 般 に 生 物 学 的 活 性 物 質 を 送 達 す る た め の 医 薬 担 体 と し て 用 い
る こ と が で き る （ た と え ば 、 特 許 文 献 １ 、 特 許 文 献 ２ お よ び 特 許 文 献 ７ 参 照 ） 。 そ れ ゆ え
、 カ チ オ ン 性 リ ポ ソ ー ム は 、 遺 伝 子 免 疫 の た め に 宿 主 細 胞 中 に 外 来 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 導
入 す る た め の 効 率 的 な 担 体 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 種 々 の カ チ オ ン 性 脂 質 が 当 該 技 術 分 野 で よ く 知 ら れ て い る 。 よ く 知 ら れ た カ チ オ ン 性 脂
質 の 一 つ は Ｎ － ［ １ － （ ２ ,３ － ジ オ レ オ イ ル オ キ シ ） プ ロ ピ ル ］ － Ｎ ,Ｎ ,Ｎ － ト リ メ チ
ル ア ン モ ニ ウ ム ク ロ ラ イ ド （ Ｄ Ｏ Ｔ Ｍ Ａ ） で あ る 。 Ｄ Ｏ Ｔ Ｍ Ａ の 構 造 は 、 下 記 の 通 り で あ
る 。
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【 ０ ０ １ ３ 】
【 化 １ 】
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ １ ４ 】
　 Ｄ Ｏ Ｔ Ｍ Ａ は 、 単 独 ま た は ジ オ レ オ イ ル ホ ス フ ァ チ ジ ル エ タ ノ ー ル ア ミ ン （ Ｄ Ｏ Ｐ Ｅ ）
と １ ： １ で 組 み 合 わ せ て 標 準 法 に よ り リ ポ ソ ー ム に 調 合 す る こ と が で き る 。 フ ェ ル グ ナ ー
ら は 、 か か る リ ポ ソ ー ム が 培 養 細 胞 へ の 核 酸 の 効 率 的 な 送 達 を 可 能 と す る こ と を 示 し て い
る （ 非 特 許 文 献 １ ３ ） 。 Ｄ Ｏ Ｔ Ｍ Ａ ： Ｄ Ｏ Ｐ Ｅ （ １ ： １ ） 調 合 物 は リ ポ フ ェ ク チ ン Ｔ Ｍ （
Ｌ Ｉ Ｐ Ｏ Ｆ Ｅ Ｃ Ｔ Ｉ Ｎ Ｔ Ｍ ） （ Ｇ Ｉ Ｂ Ｃ Ｏ ／ Ｂ Ｒ Ｌ ： ラ イ フ ・ テ ク ノ ロ ジ ー ズ ・ イ ン コ ー
ポ レ イ テ ッ ド 、 ゲ イ サ ー バ ー グ 、 メ リ ー ラ ン ド 州 ） の 商 品 名 で 販 売 さ れ て い る 。 他 の 市 販
の カ チ オ ン 性 脂 質 は １ ,２ － ビ ス （ オ レ オ イ ル オ キ シ ） － ３ － ３ － （ ト リ メ チ ル ア ン モ ニ
ア ） プ ロ パ ン （ Ｄ Ｏ Ｔ Ａ Ｐ ） で あ り 、 こ れ は オ レ オ イ ル 残 基 が プ ロ ピ ル ア ミ ン に エ ー テ ル
結 合 で は な く エ ス テ ル 結 合 で 結 合 し て い る 点 が Ｄ Ｏ Ｔ Ｍ Ａ と 異 な っ て い る 。 Ｄ Ｏ Ｔ Ａ Ｐ は
標 的 細 胞 に よ っ て 一 層 容 易 に 分 解 さ れ る と 思 わ れ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 関 連 す る 公 知 化 合 物 群 は 、 ト リ メ チ ル ア ン モ ニ ウ ム 基 の メ チ ル 基 の 一 つ が ヒ ド ロ キ シ エ
チ ル 基 で 置 換 さ れ て い る 点 が Ｄ Ｏ Ｔ Ｍ Ａ お よ び Ｄ Ｏ Ｔ Ａ Ｐ と 異 な っ て い る 。 こ の タ イ プ の
化 合 物 は 、 プ ロ ピ ル ア ミ ン 核 に ス テ ア ロ イ ル エ ス テ ル が 結 合 し た ホ ス ホ リ パ ー ゼ Ａ の ロ ー
ゼ ン タ ー ル イ ン ヒ ビ タ ー （ 非 特 許 文 献 １ ９ ） と 類 似 し て い る 。 ロ ー ゼ ン タ ー ル イ ン ヒ ビ タ
ー （ Ｒ Ｉ ） の ジ オ レ オ イ ル 類 似 体 は 一 般 に 、 プ ロ ピ ル ア ミ ン 核 へ の 脂 肪 酸 残 基 の 結 合 に 応
じ て Ｄ Ｏ Ｒ Ｉ － エ ー テ ル お よ び Ｄ Ｏ Ｒ Ｉ － エ ス テ ル と 略 す る 。 ヒ ド ロ キ シ 基 は 、 た と え ば
カ ル ボ キ シ ス ペ ル ミ ン へ の エ ス テ ル 結 合 に よ る 官 能 化 な ど の よ う な 、 さ ら な る 官 能 化 の た
め の 部 位 と し て 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 他 の ク ラ ス の 公 知 化 合 物 は 、 ベ ー ル （ Ｂ ehr） ら に よ っ て 記 載 さ れ て お り （ 非 特 許 文 献
２ ０ 、 特 許 文 献 ８ ） 、 こ れ は カ ル ボ キ シ ス ペ ル ミ ン が ２ つ の タ イ プ の 脂 質 に 結 合 し た も の
で あ る 。 ５ － カ ル ボ キ シ ル ス ペ ル ミ ル グ リ シ ン ジ オ ク タ デ シ ル ア ミ ド （ Ｄ Ｏ Ｇ Ｓ ） の 構 造
は 下 記 の 通 り で あ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
【 化 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ １ ８ 】
　 ジ パ ル ミ ト イ ル ホ ス フ ァ チ ジ ル エ タ ノ ー ル ア ミ ン ５ － カ ル ボ キ シ ス ペ ル ミ ル ア ミ ド （ Ｄ
Ｄ Ｐ Ｅ Ｓ ） の 構 造 は 下 記 の 通 り で あ る 。
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【 化 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ １ ９ 】
　 Ｄ Ｏ Ｇ Ｓ お よ び Ｄ Ｄ Ｐ Ｅ Ｓ の 両 者 と も 、 プ ラ ス ミ ド を コ ー テ ィ ン グ し 、 効 率 的 な ト ラ ン
ス フ ェ ク シ ョ ン を 提 供 す る 脂 質 凝 集 複 合 体 を 形 成 さ せ る の に 用 い ら れ て い る 。 こ れ ら 化 合
物 は 、 あ る 種 の 細 胞 株 を ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン す る の に Ｄ Ｏ Ｔ Ｍ Ａ よ り 効 率 的 で あ り 、 毒
性 も 低 い と さ れ て い る 。 Ｄ Ｏ Ｇ Ｓ は ト ラ ン ス フ ェ ク タ ム Ｔ Ｍ （ Ｔ Ｒ Ａ Ｎ Ｓ Ｆ Ｅ Ｃ Ｔ Ａ Ｍ Ｔ

Ｍ ） （ プ ロ メ ガ 、 マ ジ ソ ン 、 ウ イ ス コ ン シ ン 州 ） の 商 品 名 で 市 販 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 カ チ オ ン 性 コ レ ス テ ロ ー ル 誘 導 体 （ Ｄ Ｃ － Ｃ ｈ ｏ ｌ ） が 合 成 さ れ 、 Ｄ Ｏ Ｐ Ｅ と 組 み 合 わ
せ て リ ポ ソ ー ム に 調 合 さ れ て い る （ 非 特 許 文 献 ２ １ ） 。 こ の 化 合 物 の 構 造 は 下 記 の 通 り で
あ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
【 化 ４ 】
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 Ｄ Ｃ － Ｃ ｈ ｏ ｌ を 用 い て 調 合 し た リ ポ ソ ー ム は 、 Ｄ Ｏ Ｔ Ｍ Ａ 含 有 リ ポ ソ ー ム に 比 べ 、 あ
る 種 の 細 胞 株 に お い て 一 層 効 率 的 な ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン が 可 能 で あ り 、 毒 性 も 低 い 。
　 リ ポ ポ リ リ シ ン は 、 ポ リ リ シ ン を Ｄ Ｏ Ｐ Ｅ に 結 合 さ せ る こ と に よ っ て 生 成 さ れ る 。 こ の
化 合 物 は 、 血 清 の 存 在 下 で の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に 特 に 有 効 で あ る と 報 告 さ れ て い る （
非 特 許 文 献 ２ ２ ） 。 そ れ ゆ え 、 リ ポ ポ リ リ シ ン は 免 疫 の た め の 有 効 な 担 体 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 加 え て 、 ゲ ベ イ フ （ Ｇ ebeyhu） ら は 、 下 記 一 般 式 で 示 さ れ る 新 規 カ チ オ ン 性 脂 質 を 開 発
し た （ 特 許 文 献 ９ ） ：
【 化 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
（ 式 中 、 Ｒ １ お よ び Ｒ ２ は 、 そ れ ぞ れ 、 ま た は 両 者 と も 、 Ｃ １ ～ ２ ３ ア ル キ ル ま た は － Ｃ
Ｏ － Ｃ １ ～ ２ ３ ア ル キ ル ま た は ア ル ケ ニ ル 、 ｑ は １ ～ ６ 、
Ｚ １ お よ び Ｚ ２ は 、 そ れ ぞ れ 、 ま た は 両 者 と も 、 Ｈ ま た は 非 分 枝 鎖 ア ル キ ル Ｃ １ ～ ６ 、 Ｘ

１ は － （ Ｃ Ｈ ２ ） ｎ Ｂ ｒ 、 Ｃ ｌ 、 Ｆ ま た は Ｉ 、 ｎ ＝ ０ ～ ６ ま た は
Ｘ ２ は － （ Ｃ Ｈ ２ ） ｎ － Ｎ Ｈ ２ 、 ｎ ＝ ０ ～ ６ ま た は
Ｘ ３ は － Ｎ Ｈ － （ Ｃ Ｈ ２ ） ｍ － Ｎ Ｈ ２ 、 ｍ ＝ ２ ～ ６ ま た は
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Ｘ ４ は － Ｎ Ｈ － （ Ｃ Ｈ ２ ） ３ － Ｎ Ｈ － （ Ｃ Ｈ ２ ） ４ － Ｎ Ｈ ２ ま た は
Ｘ ５ は － Ｎ Ｈ － （ Ｃ Ｈ ２ ） ３ － Ｎ Ｈ － （ Ｃ Ｈ ２ ） ４ － Ｎ Ｈ － （ Ｃ Ｈ ２ ） ３ － Ｎ Ｈ ２ ま た は
Ｘ ６ は
【 化 ６ 】
　
　
　
　
　
ま た は Ｘ ７ は
【 化 ７ 】
　
　
　
　
　
ま た は Ｘ ８ は
【 化 ８ 】
　
　
　
　
　
（ 式 中 、 ｐ は ２ ～ ５ 、 Ｙ は Ｈ 、 ま た は ア ミ ド も し く は ア ル キ ル ア ミ ノ 基 に よ り 結 合 し た 他
の 基 ） ま た は
Ｘ ９ は ポ リ ア ミ ン 、 た と え ば 、 ポ リ リ シ ン 、 ポ リ ア ル ギ ニ ン 、 ポ リ ブ レ ン 、 ヒ ス ト ン ま た
は プ ロ タ ミ ン 、 ま た は
Ｘ １ ０ は リ ポ ー タ ー 分 子 、 た と え ば 、 － Ｎ Ｈ Ｃ Ｏ － フ ル オ レ セ イ ン 、 ビ オ チ ン 、 葉 酸 ま た
は Ｐ Ｐ Ｄ 、 ま た は
Ｘ １ １ は 多 糖 ま た は 置 換 多 糖 、 ま た は
Ｘ １ ２ は タ ン パ ク 質 、 ま た は
Ｘ １ ３ は 抗 体 、 ま た は
Ｘ １ ４ は ア ミ ン ま た は ハ ラ イ ド 反 応 性 基 、 ま た は
Ｘ １ ５ は － （ Ｃ Ｈ ２ ） ｒ － Ｓ Ｈ （ 式 中 、 ｒ は ０ ～ ６ ） ， ま た は
Ｘ １ ６ は － （ Ｃ Ｈ ２ ） － Ｓ － Ｓ － （ Ｃ Ｈ ２ ） ｔ － Ｎ Ｈ ２ （ 式 中 、 ｓ は ０ ～ ６ 、 ｔ は ２ ～ ６
） ） 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 こ れ ら 化 合 物 は 、 単 独 ま た は 他 の 脂 質 凝 集 体 形 成 成 分 （ Ｄ Ｏ Ｐ Ｅ ま た は コ レ ス テ ロ ー ル
な ど ） と 組 み 合 わ せ て リ ポ ソ ー ム ま た は 他 の 脂 質 凝 集 体 に 調 合 す る の に 有 用 で あ る 。 そ の
よ う な 凝 集 体 は カ チ オ ン 性 で あ り 、 Ｄ Ｎ Ａ や Ｒ Ｎ Ａ な ど の ア ニ オ ン 性 巨 大 分 子 と 複 合 体 を
形 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
【 特 許 文 献 １ 】 Ｗ Ｏ ９ １ ／ １ ７ ４ ２ ４
【 特 許 文 献 ２ 】 Ｗ Ｏ ９ １ ／ １ ６ ０ ２ ４
【 特 許 文 献 ３ 】 米 国 特 許 第 ４ ,８ ９ ７ ,３ ５ ５ 号
【 特 許 文 献 ４ 】 米 国 特 許 第 ４ ,９ ４ ６ ,７ ８ ７ 号
【 特 許 文 献 ５ 】 米 国 特 許 第 ５ ,０ ４ ９ ,３ ８ ６ 号
【 特 許 文 献 ６ 】 米 国 特 許 第 ５ ,２ ０ ８ ,０ ３ ６ 号
【 特 許 文 献 ７ 】 Ｗ Ｏ ９ ３ ／ ０ ３ ７ ０ ９
【 特 許 文 献 ８ 】 Ｅ Ｐ Ｏ 公 開 第 ０ ３ ９ ４ １ １ １ 号
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【 特 許 文 献 ９ 】 継 続 中 の 米 国 特 許 出 願 第 ０ ７ ／ ９ ３ ７ ,５ ０ ８ 号 ； １ ９ ９ ２ 年 ８ 月 ２ ８ 日
出 願
【 非 特 許 文 献 １ 】 オ ー ル ド （ Old） ら 、 「 遺 伝 子 操 作 の 原 理 ： 遺 伝 子 工 学 入 門 （ Principle
s of Gene Manipulation： An Introduction to Genetic Engineering） 、 ブ ラ ッ ク ウ エ ル
・ サ イ エ ン テ ィ フ ィ ッ ク ・ パ ブ リ ケ ー シ ョ ン ズ 」 第 ４ 版 、 １ ９ ８ ９
【 非 特 許 文 献 ２ 】 ロ ワ （ Roit, I. M.） 、 免 疫 学 概 論 （ Essential Immunology） 、 ブ ラ ッ
ク ウ エ ル ・ サ イ エ ン テ ィ フ ィ ッ ク ・ パ ブ リ ケ ー シ ョ ン ズ 、 第 ６ 版 、 １ ９ ８ ８
【 非 特 許 文 献 ３ 】 マ ー フ ィ ー （ Murphy） ら 、 ウ イ ル ス 学 （ Virology） 、 フ ィ ー ル ズ （ Fiel
ds） ら 編 、 レ ー ブ ン ・ プ レ ス 、 ニ ュ ー ヨ ー ク 、 ３ ４ ９ ～ ３ ７ ０ 頁 （ １ ９ ８ ５ ） 中 、 「 ウ イ
ル ス に 対 す る 免 疫 （ Immunization against Viruses） 」
【 非 特 許 文 献 ４ 】 ブ ラ シ ア ル （ Braciale） ら 、 1981, J. Exp. Med. 153: p.910-923
【 非 特 許 文 献 ５ 】 ウ イ リ ー （ Wiley） ら 、 1981, Nature、 289: p.373-378
【 非 特 許 文 献 ６ 】 ア ル ド ビ ニ （ Aldovini） ら 、 1992, Jan. The New Vaccines, Technolog
y Review, p.24-31
【 非 特 許 文 献 ７ 】 タ ン グ （ Tang） ら 、 1992, Nature, 356: p.152-154
【 非 特 許 文 献 ８ 】 ウ ル マ ー （ Ulmer） ら 、 1993, Science, 259: p.1745-1749
【 非 特 許 文 献 ９ 】 ワ ン グ （ Wang） ら 、 1993, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90: p.4156-4
160
【 非 特 許 文 献 １ ０ 】 ス ト ラ ウ ビ ン ガ ー （ Straubinger） ら 、 1983, Methods Enzymol., 101
: p.512-527
【 非 特 許 文 献 １ １ 】 マ ニ ー ノ （ Mannino） ら 、 1988, Biotechniques, 6: p.682-690
【 非 特 許 文 献 １ ２ 】 フ ェ ル グ ナ ー （ Felgner） 、 「 リ ポ フ ェ ク チ ン Ｔ Ｍ 試 薬 を 用 い た カ チ
オ ン 性 リ ポ ソ ー ム 媒 体 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン （ Cationic Liposome－ Mediated Transfecti
on with LipofectinＴ Ｍ  Reagent） 」 、 Gene Transfer and Expression Protocols Vｏ ｌ
., 7, マ レ イ （ Murray, E. J.） 編 、 ヒ ュ ー マ ナ ・ プ レ ス 、 ニ ュ ー ジ ャ ー ジ ー 、 ８ １ ～ ８
９ 頁 （ １ ９ ９ １ ）
【 非 特 許 文 献 １ ３ 】 フ ェ ル グ ナ ー ら 、 1987, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 84: p.7413-7
417
【 非 特 許 文 献 １ ４ 】 フ ェ ル グ ナ ー ら 、 1989, Focus, 11: p.21-25
【 非 特 許 文 献 １ ５ 】 デ ュ ツ ギ ュ ネ ス （ Duzgunes） ら 、 1989, Biochemistry, 28: p.9179-9
184
【 非 特 許 文 献 １ ６ 】 フ ェ ル グ ナ ー ら 、 1989, Nature, 337: p.387-388
【 非 特 許 文 献 １ ７ 】 ホ ル ト （ Holt） ら 、 1990, Neuron, 4: p.203-214
【 非 特 許 文 献 １ ８ 】 ハ ジ ン ス キ ー （ Hazinski） ら 、 1991, Am. J. Respr. Cell. Mol. Bio
l., 4: p.206-209
【 非 特 許 文 献 １ ９ 】 ロ ー ゼ ン タ ー ル （ Rosenthal） ら 、 1960, J. Biol. Chem. 235: p.220
2-2206
【 非 特 許 文 献 ２ ０ 】 ベ ー ル （ Behr） ら 、 1989, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 86: p.6982
-6986
【 非 特 許 文 献 ２ １ 】 ガ オ （ Gao） ら 、 1991, Biochim. Biophys. Res. Comm., 179: p.280-
285
【 非 特 許 文 献 ２ ２ 】 ゾ ウ （ Zhou） ら 、 1991, Biochim. Biophys. Res. Comm., 165: p.8-1
4
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 お よ び 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 発 明 は 、 （ ａ ） 少 な く と も １ 種 の カ チ オ ン 性 脂 質 を 抗 原 決 定 基 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド と 混 合 し て カ チ オ ン 性 脂 質 － ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 複 合 体 を 形 成 さ せ 、 つ い で （ ｂ ）
該 脂 質 － ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 複 合 体 を 動 物 に 投 与 す る こ と を 特 徴 と す る 、 動 物 に お い て 免 疫
応 答 を 引 き 起 こ さ せ る 方 法 に 関 す る 。
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【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 発 明 は ま た 、 （ ａ ） 少 な く と も １ 種 の カ チ オ ン 性 脂 質 を 、 感 染 性 疾 患 の 病 原 体 で あ る
微 生 物 の 抗 原 決 定 基 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 混 合 し て カ チ オ ン 性 脂 質 － ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド 複 合 体 を 形 成 さ せ 、 つ い で （ ｂ ） 該 脂 質 － ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 複 合 体 を 動 物 に 投 与
し て 該 感 染 性 疾 患 に 対 す る 能 動 免 疫 を 生 じ さ せ る こ と を 特 徴 と す る 、 動 物 に お け る 感 染 性
疾 患 に 対 す る 能 動 免 疫 を 生 じ さ せ る 方 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 発 明 は ま た 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 免 疫 原 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 含 む 発 現 ベ ク タ ー
で あ り 、 該 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の 転 写 が プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 に あ る 、 遺 伝 子 免 疫 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 発 明 は ま た 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 免 疫 原 を コ ー ド す る Ｒ Ｎ Ａ 分 子 で あ る 遺 伝 子 免 疫 法
に 関 す る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 発 明 は ま た 、 上 記 遺 伝 子 免 疫 法 を 使 用 し 、 免 疫 し た 動 物 か ら ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 単
離 す る こ と を 特 徴 と す る 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 製 造 方 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 発 明 は ま た 、
（ ａ ） 少 な く と も １ 種 の カ チ オ ン 性 脂 質 を 、 免 疫 原 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 含 む ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド と 混 合 し て 脂 質 － ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 複 合 体 を 形 成 さ せ 、
（ ｂ ） 該 脂 質 － ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 複 合 体 を 少 な く と も １ の マ ウ ス に 投 与 し 、
（ ｃ ） 該 免 疫 し た マ ウ ス か ら Ｂ リ ン パ 球 を 取 り 出 し 、
（ ｄ ） 該 免 疫 し た マ ウ ス か ら の Ｂ リ ン パ 球 を ミ エ ロ ー マ 細 胞 と 融 合 さ せ て ハ イ ブ リ ド ー マ
を 生 成 さ せ 、
（ ｅ ） こ れ ら ハ イ ブ リ ド ー マ を ク ロ ー ニ ン グ し 、
（ ｆ ） 抗 免 疫 原 抗 体 を 産 生 す る 陽 性 ク ロ ー ン を 選 択 し 、
（ ｇ ） 該 抗 免 疫 原 抗 体 を 産 生 す る ク ロ ー ン を 培 養 し 、 つ い で
（ ｈ ） 抗 免 疫 原 抗 体 を 培 養 液 か ら 単 離 す る
こ と を 特 徴 と す る 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 製 造 方 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 本 発 明 は ま た 、 タ ン パ ク 質 分 子 の エ ピ ト ー プ を マ ッ ピ ン グ す る 方 法 で あ っ て 、 （ ａ ） 該
タ ン パ ク 質 分 子 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 分 子 を ラ ン ダ ム に 断 片 化 し 、
（ ｂ ） こ れ ら Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 発 現 ベ ク タ ー 中 に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し 、
（ ｃ ） 少 な く と も 一 つ の カ チ オ ン 性 脂 質 を 各 発 現 ベ ク タ ー サ ブ ク ロ ー ン と 混 合 し て 各 発 現
ベ ク タ ー サ ブ ク ロ ー ン と の カ チ オ ン 性 脂 質 － 発 現 ベ ク タ ー 複 合 体 を 生 成 さ せ 、
（ ｄ ） 該 カ チ オ ン 性 脂 質 － 発 現 ベ ク タ ー 複 合 体 を マ ウ ス に 投 与 し 、 つ い で
（ ｄ ） ど の Ｄ Ｎ Ａ 断 片 が マ ウ ス に お い て 抗 体 を 産 生 さ せ る こ と が で き る か を 決 定 す る
こ と を 特 徴 と す る 方 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】

　 以 下 の 記 載 に お い て 、 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 法 に お い て 使 用 さ れ る 多 数 の 術 語 が 広 範 に 利 用 さ れ
て い る 。 そ の よ う な 術 語 に よ っ て 与 え ら れ る べ き 範 囲 を 含 め 、 明 細 書 お よ び 請 求 の 範 囲 の
明 確 か つ 一 貫 し た 理 解 が 得 ら れ る よ う 、 下 記 に 定 義 を 記 載 す る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー ：
　 宿 主 細 胞 中 で 自 律 複 製 す る こ と が で き 、 ベ ク タ ー の 本 質 的 な 生 物 学 的 機 能 を 損 な う こ と
な く 決 定 し う る 仕 方 で Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 切 断 し う る よ う な １ ま た は 少 数 の 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア
ー ゼ 認 識 部 位 を 有 す る こ と を 特 徴 と し 、 Ｄ Ｎ Ａ 断 片 の 複 製 お よ び ク ロ ー ニ ン グ の た め に Ｄ
Ｎ Ａ 断 片 を ス プ ラ イ ス し う る 、 プ ラ ス ミ ド ま た は フ ァ ー ジ Ｄ Ｎ Ａ ま た は 他 の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 。
ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー は ま た 、 ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー で 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 の 同 定 に 使 用
す る の に 適 し た マ ー カ ー を 含 ん で い て も よ い 。 マ ー カ ー は 、 た と え ば 、 テ ト ラ サ イ ク リ ン
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耐 性 ま た は ア ン ピ シ リ ン 耐 性 を も た ら す 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 発 現 ベ ク タ ー ：
　 ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー と 類 似 の ベ ク タ ー で あ る が 、 ク ロ ー ニ ン グ さ れ た 遺 伝 子 の 発 現 を
宿 主 中 に 形 質 転 換 し た 後 に 促 進 し う る ベ ク タ ー 。 ク ロ ー ニ ン グ さ れ た 遺 伝 子 は 、 通 常 、 プ
ロ モ ー タ ー 配 列 な ど の あ る 種 の 制 御 配 列 の 制 御 下 に 置 か れ る （ す な わ ち 、 機 能 的 に 連 結 し
て い る ） 。 プ ロ モ ー タ ー 配 列 は 、 構 成 的 ま た は 誘 導 的 で あ っ て よ い 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 組 換 え 宿 主 ：
　 一 般 に 、 組 換 え 宿 主 と は 、 発 現 ベ ク タ ー ま た は ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー 上 の 所 望 の ク ロ ー
ニ ン グ 遺 伝 子 を 含 む 原 核 ま た は 真 核 微 生 物 ま た は 細 胞 を い う 。 こ の 術 語 は ま た 、 染 色 体 ま
た は ゲ ノ ム 中 に 所 望 の 遺 伝 子 を 含 む よ う に 遺 伝 子 操 作 し た 微 生 物 を も 包 含 す る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 組 換 え ベ ク タ ー ：
　 所 望 の ク ロ ー ニ ン グ 遺 伝 子 を 含 む ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー ま た は 発 現 ベ ク タ ー 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 宿 主 ：
　 複 製 可 能 な 発 現 ベ ク タ ー ま た は ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー の 受 容 者 で あ る 原 核 ま た は 真 核 微
生 物 ま た は 細 胞 。 本 明 細 書 に お い て 使 用 す る 「 宿 主 」 な る 語 は ま た 、 染 色 体 ま た は ゲ ノ ム
上 に 所 望 の 遺 伝 子 を 含 む よ う に 、 よ く 知 ら れ た 方 法 に よ っ て 遺 伝 子 操 作 さ れ う る 原 核 ま た
は 真 核 微 生 物 ま た は 細 胞 を も 包 含 す る 。 そ の よ う な 宿 主 の 例 と し て は 、 マ ニ ア チ ス （ Ｍ an
iatis） ら の モ レ キ ュ ラ ー ・ ク ロ ー ニ ン グ ： ア ・ ラ ボ ラ ト リ ー ・ マ ニ ュ ア ル （ Ｍ olecular 
Ｃ loning： Ａ  Ｌ aboratory Ｍ anual） 、 コ ー ル ド ス プ リ ン グ ハ ー バ ー ラ ボ ラ ト リ ー 、 コ ー
ル ド ス プ リ ン グ ハ ー バ ー 、 ニ ュ ー ヨ ー ク （ １ ９ ８ ２ ） を 参 照 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 プ ロ モ ー タ ー ：
　 開 始 コ ド ン に 近 接 し て 位 置 す る 、 遺 伝 子 の ５ ’ 領 域 と し て 一 般 に 記 載 さ れ る Ｄ Ｎ Ａ 配 列
。 隣 接 す る 遺 伝 子 の 転 写 は プ ロ モ ー タ ー 領 域 で 開 始 さ れ る 。 プ ロ モ ー タ ー が 誘 導 性 プ ロ モ
ー タ ー で あ る 場 合 に は 、 転 写 速 度 は 誘 導 因 子 に 応 答 し て 増 加 す る 。 対 照 的 に 、 プ ロ モ ー タ
ー が 構 成 的 プ ロ モ ー タ ー で あ る 場 合 に は 、 転 写 速 度 は 誘 導 因 子 に よ っ て 制 御 さ れ な い 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 遺 伝 子 ：
　 ポ リ ペ プ チ ド ま た は タ ン パ ク 質 を 発 現 す る の に 必 要 な 情 報 を 含 有 す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 構 造 遺 伝 子 ：
　 メ ッ セ ン ジ ャ ー Ｒ Ｎ Ａ （ ｍ Ｒ Ｎ Ａ ） に 転 写 さ れ 、 つ い で 特 定 の ポ リ ペ プ チ ド に 特 徴 的 な
ア ミ ノ 酸 の 配 列 に 翻 訳 さ れ る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 発 現 ：
　 発 現 と は 、 ポ リ ペ プ チ ド が 構 造 遺 伝 子 か ら 製 造 さ れ る プ ロ セ ス で あ る 。 こ の プ ロ セ ス に
は 、 該 遺 伝 子 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ へ の 転 写 、 お よ び 該 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の ポ リ ペ プ チ ド へ の 翻 訳 が 含 ま れ る
。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン ：
　 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン と は 、 Ｄ Ｎ Ａ に よ る 宿 主 細 胞 の 形 質 転 換 を い う 。 組 換 え 宿 主 細 胞
は 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た Ｄ Ｎ Ａ に よ っ て コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 を 発 現 す る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 エ ピ ト ー プ ：
　 非 免 疫 グ ロ ブ リ ン 抗 原 の う ち 抗 体 の 可 変 領 域 が 結 合 す る 部 分 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
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　 抗 原 決 定 基 ：
　 １ ま た は ２ 以 上 の エ ピ ト ー プ を 含 む タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 免 疫 原 ：
　 １ ま た は ２ 以 上 の エ ピ ト ー プ の 存 在 の た め に 免 疫 応 答 を 引 き 起 こ し う る タ ン パ ク 質 ま た
は ペ プ チ ド 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 本 発 明 は 、 カ チ オ ン 性 脂 質 － ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 複 合 体 （ 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 抗 原 決 定
基 を コ ー ド す る ） を 投 与 す る こ と に よ る 、 動 物 に お い て 免 疫 応 答 を 引 き 起 こ さ せ る 方 法 に
関 す る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 本 発 明 は ま た 、 カ チ オ ン 性 脂 質 － ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 複 合 体 （ 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 感 染
性 疾 患 の 病 原 体 で あ る 微 生 物 の 抗 原 決 定 基 を コ ー ド す る ） を 投 与 す る こ と に よ る 、 動 物 に
お け る 感 染 性 疾 患 に 対 す る 能 動 免 疫 を 生 じ さ せ る 方 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 本 発 明 は ま た 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 免 疫 原 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 含 む 発 現 ベ ク タ ー
で あ り 、 該 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の 転 写 が プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 に あ る 、 遺 伝 子 免 疫 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 本 発 明 は ま た 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 免 疫 原 を コ ー ド す る Ｒ Ｎ Ａ 分 子 で あ る 遺 伝 子 免 疫 法
に 関 す る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 本 発 明 は ま た 、 上 記 遺 伝 子 免 疫 法 を 使 用 し 、 免 疫 し た 動 物 か ら ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 単
離 す る こ と を 特 徴 と す る 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 製 造 方 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 本 発 明 は ま た 、 遺 伝 子 免 疫 後 の マ ウ ス か ら の Ｂ リ ン パ 球 を 用 い た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の
製 造 方 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 本 発 明 は ま た 、 遺 伝 子 免 疫 を 用 い た エ ピ ト ー プ の マ ッ ピ ン グ 方 法 に 関 す る 。

　 従 来 よ り 知 ら れ て い る い か な る カ チ オ ン 性 脂 質 も 本 発 明 の 実 施 に 用 い る こ と が で き る 。
た と え ば 、 フ ェ ル グ ナ ー ら （ Ｐ roc.Ｎ atl.Ａ cad.Ｓ ci.Ｕ Ｓ Ａ ８ ４ ： ７ ４ １ ３ ～ ７ ４ １ ７
（ １ ９ ８ ７ ） ） ； フ ェ ル グ ナ ー ら （ Ｆ ocus１ １ ： ２ １ ～ ２ ５ （ １ ９ ８ ９ ） ） ； フ ェ ル グ ナ
ー （ 「 リ ポ フ ェ ク チ ン Ｔ Ｍ 試 薬 を 用 い た カ チ オ ン 性 リ ポ ソ ー ム 媒 体 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン
」 、 Ｇ ene Ｔ ransfer and Ｅ xpression Ｐ rotocols Ｖ ｏ ｌ .７ 、 マ レ イ 編 、 ヒ ュ ー マ ナ ・
プ レ ス 、 ニ ュ ー ジ ャ ー ジ ー 、 ８ １ ～ ８ ９ 頁 （ １ ９ ９ １ ） ） ； Ｗ Ｏ  ９ １ ／ １ ７ ４ ２ ４ ； Ｗ
Ｏ  ９ １ ／ １ ６ ０ ２ ４ ； 米 国 特 許 第 ４ ,８ ９ ７ ,３ ５ ５ 号 ； 米 国 特 許 第 ４ ,９ ４ ６ ,７ ８ ７ 号
； 米 国 特 許 第 ５ ,０ ４ ９ ,３ ８ ６ 号 ； 米 国 特 許 第 ５ ,２ ０ ８ ,０ ３ ６ 号 ； ベ ー ル ら （ Ｐ roc.Ｎ
atl.Ａ cad.Ｓ ci.Ｕ Ｓ Ａ ８ ６ ： ６ ９ ８ ２ ～ ６ ９ ８ ６ （ １ ９ ８ ９ ） ； Ｅ Ｐ Ｏ 公 開 ０ ３ ９ ４ １
１ １ 号 ） ； ガ オ ら （ Ｂ iochim.Ｂ iophys.Ｒ es.Ｃ omm.１ ７ ９ ： ２ ８ ０ ～ ２ ８ ５ （ １ ９ ９ １
） ） ； ゾ ウ ら （ Ｂ iochim.Ｂ iophys.Ｒ es.Ｃ omm.１ ６ ５ ： ８ ～ １ ４ （ １ ９ ９ １ ） ） ； お よ
び ゲ ベ イ チ ュ （ Ｇ ebeychu） ら （ 継 続 中 の 米 国 特 許 出 願 第 ０ ７ ／ ９ ３ ７ ,５ ０ ８ 号 ； １ ９ ９
２ 年 ８ 月 ２ ８ 日 出 願 ） （ こ れ ら す べ て の 文 献 を 参 照 の た め 本 明 細 書 中 に 引 用 す る ） を 参 照
。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 好 ま し い カ チ オ ン 性 脂 質 と し て は 、 Ｎ － ［ １ － （ ２ ,３ － ジ オ レ オ イ ル オ キ シ ） プ ロ ピ
ル ］ － Ｎ ,Ｎ ,Ｎ － ト リ メ チ ル ア ン モ ニ ウ ム ク ロ ラ イ ド （ Ｄ Ｏ Ｔ Ｍ Ａ ） が 挙 げ ら れ る 。 Ｄ Ｏ
Ｔ Ｍ Ａ の 構 造 は 、 下 記 の 通 り で あ る 。
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【 化 ９ 】
　
　
　
　
　
　
　 Ｄ Ｏ Ｔ Ｍ Ａ は 、 単 独 ま た は ジ オ レ オ イ ル ホ ス フ ァ チ ジ ル エ タ ノ ー ル ア ミ ン （ Ｄ Ｏ Ｐ Ｅ ）
と １ ： １ で 組 み 合 わ せ て 標 準 法 に よ り リ ポ ソ ー ム に 調 合 す る こ と が で き る 。 Ｄ Ｏ Ｔ Ｍ Ａ ：
Ｄ Ｏ Ｐ Ｅ （ １ ： １ ） 調 合 物 は リ ポ フ ェ ク チ ン Ｔ Ｍ （ Ｌ Ｉ Ｐ Ｏ Ｆ Ｅ Ｃ Ｔ Ｉ Ｎ Ｔ Ｍ ） （ Ｇ Ｉ Ｂ
Ｃ Ｏ ／ Ｂ Ｒ Ｌ ： ラ イ フ ・ テ ク ノ ロ ジ ー ズ ・ イ ン コ ー ポ レ イ テ ッ ド 、 ゲ イ サ ー バ ー グ 、 メ リ
ー ラ ン ド 州 ） の 商 品 名 で 販 売 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 他 の 好 ま し い 市 販 の カ チ オ ン 性 脂 質 は １ ,２ － ビ ス （ オ レ オ イ ル オ キ シ ） － ３ － ３ － （
ト リ メ チ ル ア ン モ ニ ア ） プ ロ パ ン （ Ｄ Ｏ Ｔ Ａ Ｐ ） で あ り 、 こ れ は オ レ オ イ ル 残 基 が プ ロ ピ
ル ア ミ ン に エ ー テ ル 結 合 で は な く エ ス テ ル 結 合 で 結 合 し て い る 点 が Ｄ Ｏ Ｔ Ｍ Ａ と 異 な っ て
い る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 関 連 す る 好 ま し い カ チ オ ン 性 脂 質 群 は 、 ト リ メ チ ル ア ン モ ニ ウ ム 基 の メ チ ル 基 の 一 つ が
ヒ ド ロ キ シ エ チ ル 基 で 置 換 さ れ て い る 点 が Ｄ Ｏ Ｔ Ｍ Ａ お よ び Ｄ Ｏ Ｔ Ａ Ｐ と 異 な っ て い る 。
こ の タ イ プ の 化 合 物 は 、 プ ロ ピ ル ア ミ ン 核 に ス テ ア ロ イ ル エ ス テ ル が 結 合 し た ホ ス ホ リ パ
ー ゼ Ａ の ロ ー ゼ ン タ ー ル イ ン ヒ ビ タ ー （ ロ ー ゼ ン タ ー ル ら 、 上 記 文 献 ） と 類 似 し て い る 。
ロ ー ゼ ン タ ー ル イ ン ヒ ビ タ ー （ Ｒ Ｉ ） の ジ オ レ オ イ ル 類 似 体 は 一 般 に 、 プ ロ ピ ル ア ミ ン 核
へ の 脂 肪 酸 残 基 の 結 合 に 応 じ て Ｄ Ｏ Ｒ Ｉ － エ ー テ ル ま た は Ｄ Ｏ Ｒ Ｉ － エ ス テ ル と 略 す る 。
ヒ ド ロ キ シ 基 は 、 た と え ば カ ル ボ キ シ ス ペ ル ミ ン へ の エ ス テ ル 結 合 に よ る 官 能 化 な ど の よ
う な 、 さ ら な る 官 能 化 の た め の 部 位 と し て 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 他 の ク ラ ス の 好 ま し い カ チ オ ン 性 脂 質 で は 、 カ ル ボ キ シ ス ペ ル ミ ン が ２ つ の タ イ プ の 脂
質 に 結 合 し て い る 。 ５ － カ ル ボ キ シ ル ス ペ ル ミ ル グ リ シ ン ジ オ ク タ デ シ ル ア ミ ド （ Ｄ Ｏ Ｇ
Ｓ ） の 構 造 は 下 記 の 通 り で あ る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
【 化 １ ０ 】
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 ジ パ ル ミ ト イ ル ホ ス フ ァ チ ジ ル エ タ ノ ー ル ア ミ ン ５ － カ ル ボ キ シ ス ペ ル ミ ル ア ミ ド （ Ｄ
Ｄ Ｐ Ｅ Ｓ ） の 構 造 は 下 記 の 通 り で あ る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
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【 化 １ １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ６ １ 】
　 Ｄ Ｏ Ｇ Ｓ は ト ラ ン ス フ ェ ク タ ム Ｔ Ｍ （ Ｔ Ｒ Ａ Ｎ Ｓ Ｆ Ｅ Ｃ Ｔ Ａ Ｍ Ｔ Ｍ ） （ プ ロ メ ガ 、 マ ジ
ソ ン 、 ウ イ ス コ ン シ ン 州 ） の 商 品 名 で 市 販 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 他 の 好 ま し い カ チ オ ン 性 脂 質 は 、 Ｄ Ｏ Ｐ Ｅ と 組 み 合 わ せ て リ ポ ソ ー ム に 調 合 さ れ て い る
コ レ ス テ ロ ー ル 誘 導 体 （ Ｄ Ｃ － Ｃ ｈ ｏ ｌ ） で あ る 。 こ の 化 合 物 の 構 造 は 下 記 の 通 り で あ る
。
【 化 １ ２ 】
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 他 の 好 ま し い カ チ オ ン 性 脂 質 は リ ポ ポ リ リ シ ン で あ り 、 こ れ は ポ リ リ シ ン を Ｄ Ｏ Ｐ Ｅ に
結 合 さ せ る こ と に よ っ て 生 成 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 他 の 好 ま し い カ チ オ ン 性 脂 質 は 、 一 般 式 ：
【 化 １ ３ 】
　
　
　
　
　
　
（ 式 中 、 Ｒ １ お よ び Ｒ ２ は 、 そ れ ぞ れ 、 ま た は 両 者 と も 、 Ｃ １ ～ ２ ３ ア ル キ ル ま た は
－ Ｃ Ｏ － Ｃ １ ～ ２ ３ ア ル キ ル ま た は ア ル ケ ニ ル 、 ｑ は １ ～ ６ 、
Ｚ １ お よ び Ｚ ２ は 、 そ れ ぞ れ 、 ま た は 両 者 と も 、 Ｈ ま た は 非 分 枝 鎖 ア ル キ ル Ｃ １ ～ ６ 、 Ｘ

１ は － （ Ｃ Ｈ ２ ） ｎ Ｂ ｒ 、 Ｃ ｌ 、 Ｆ ま た は Ｉ 、 ｎ ＝ ０ ～ ６ ま た は
Ｘ ２ は － （ Ｃ Ｈ ２ ） ｎ － Ｎ Ｈ ２ 、 ｎ ＝ ０ ～ ６ ま た は
Ｘ ３ は － Ｎ Ｈ － （ Ｃ Ｈ ２ ） ｍ － Ｎ Ｈ ２ 、 ｍ ＝ ２ ～ ６ ま た は
Ｘ ４ は － Ｎ Ｈ － （ Ｃ Ｈ ２ ） ３ － Ｎ Ｈ － （ Ｃ Ｈ ２ ） ４ － Ｎ Ｈ ２ ま た は
Ｘ ５ は － Ｎ Ｈ － （ Ｃ Ｈ ２ ） ３ － Ｎ Ｈ － （ Ｃ Ｈ ２ ） ４ － Ｎ Ｈ － （ Ｃ Ｈ ２ ） ３ － Ｎ Ｈ ２ ま た は
Ｘ ６ は
【 化 １ ４ 】
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ま た は Ｘ ７ は
【 化 １ ５ 】
　
　
　
　
ま た は Ｘ ８ は
【 化 １ ６ 】
　
　
　
　
　
（ 式 中 、 ｐ は ２ ～ ５ 、 Ｙ は Ｈ 、 ま た は ア ミ ド も し く は ア ル キ ル ア ミ ノ 基 に よ り 結 合 し た 他
の 基 ） ま た は
Ｘ ９ は ポ リ ア ミ ン 、 た と え ば 、 ポ リ リ シ ン 、 ポ リ ア ル ギ ニ ン 、 ポ リ ブ レ ン 、 ヒ ス ト ン ま た
は プ ロ タ ミ ン 、 ま た は
Ｘ １ ０ は リ ポ ー タ ー 分 子 、 た と え ば 、 － Ｎ Ｈ Ｃ Ｏ － フ ル オ レ セ イ ン 、 ビ オ チ ン 、 葉 酸 ま た
は Ｐ Ｐ Ｄ 、 ま た は
Ｘ １ １ は 多 糖 ま た は 置 換 多 糖 、 ま た は
Ｘ １ ２ は タ ン パ ク 質 、 ま た は
Ｘ １ ３ は 抗 体 、 ま た は
Ｘ １ ４ は ア ミ ン ま た は ハ ラ イ ド 反 応 性 基 、 ま た は
Ｘ １ ５ は － （ Ｃ Ｈ ２ ） ｒ － Ｓ Ｈ （ 式 中 、 ｒ は ０ ～ ６ ） ， ま た は
Ｘ １ ６ は － （ Ｃ Ｈ ２ ） － Ｓ － Ｓ － （ Ｃ Ｈ ２ ） ｔ － Ｎ Ｈ ２ （ 式 中 、 ｓ は ０ ～ ６ 、 ｔ は ２ ～ ６
） ） 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 こ れ ら 化 合 物 は 、 単 独 ま た は 他 の 脂 質 凝 集 体 形 成 成 分 （ Ｄ Ｏ Ｐ Ｅ ま た は コ レ ス テ ロ ー ル
な ど ） と 組 み 合 わ せ て リ ポ ソ ー ム ま た は 他 の 脂 質 凝 集 体 に 調 合 す る の に 有 用 で あ る 。 そ の
よ う な 凝 集 体 は カ チ オ ン 性 で あ り 、 Ｄ Ｎ Ａ や Ｒ Ｎ Ａ な ど の ア ニ オ ン 性 巨 大 分 子 と 複 合 体 を
形 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】

　 遺 伝 子 免 疫 の た め に 用 い る こ と の で き る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 一 つ の 形 態 は 、 真 核 細 胞 中
で 免 疫 原 タ ン パ ク 質 を 発 現 さ せ る た め の プ ラ ス ミ ド 発 現 ベ ク タ ー で あ る 。 真 核 発 現 ベ ク タ
ー は ４ つ の 主 要 な 成 分 を 含 む 。 第 一 に 、 プ ラ ス ミ ド は 細 菌 複 製 起 点 お よ び 抗 生 物 質 耐 性 マ
ー カ ー を コ ー ド す る 原 核 細 胞 配 列 を 含 ん で い な け れ ば な ら な い 。 こ れ ら 原 核 細 胞 配 列 は 、
細 菌 宿 主 内 で の プ ラ ス ミ ド の 増 殖 お よ び 選 択 を 可 能 に す る 。 第 二 に 、 プ ラ ス ミ ド は 転 写 の
開 始 を 制 御 す る 真 核 細 胞 要 素 を 含 ん で い な け れ ば な ら な い 。 こ れ ら 要 素 に は プ ロ モ ー タ ー
お よ び お そ ら く エ ン ハ ン サ ー 配 列 が 含 ま れ る 。 第 三 に 、 プ ラ ス ミ ド は ポ リ ア デ ニ ル 化 配 列
な ど の 転 写 物 の プ ロ セ シ ン グ に 関 与 す る 配 列 を 含 ん で い な け れ ば な ら な い 。 第 四 に 、 プ ラ
ス ミ ド は 免 疫 原 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 含 ん で い な け れ ば な ら な い 。 こ れ ら Ｄ Ｎ Ａ は 、
ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 配 列 で あ る か 、 ま た は 相 補 的 Ｄ Ｎ Ａ （ ｃ Ｄ Ｎ Ａ ） 配 列 の い ず れ か で あ っ て よ
い （ 発 現 ベ ク タ ー の 概 説 と し て は 、 オ ー ル ド ら の 上 記 文 献 ； サ ン ブ ル ッ ク ら 、 モ レ キ ュ ラ
ー ・ ク ロ ー ニ ン グ ： ア ・ ラ ボ ラ ト リ ー ・ マ ニ ュ ア ル 、 第 ２ 版 、 コ ー ル ド ス プ リ ン グ ハ ー バ
ー ラ ボ ラ ト リ ー プ レ ス 、 １ ９ ８ ９ ； ゴ ー マ ン （ Ｇ orman） 、 「 哺 乳 動 物 細 胞 中 へ の 高 効 率
遺 伝 子 導 入 （ Ｈ igh Ｅ fficiency Ｇ ene Ｔ ransfer into Ｍ ammalian Ｃ ells） 」 、 Ｄ Ｎ Ａ
 Ｃ loning、 Ｖ olumeII、 グ ロ バ ー （ Ｇ lover,Ｄ .Ｍ .） 編 、 Ｉ Ｒ Ｌ プ レ ス 、 ワ シ ン ト ン Ｄ Ｃ
、 １ ４ ３ ～ １ ９ ０ 頁 （ １ ９ ８ ５ ） ） 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
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II． 発 現 ベ ク タ ー



　 免 疫 原 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ ま た は ｃ Ｄ Ｎ Ａ 分 子 は 発 現 ベ ク タ ー 中 に 機 能 的 に 連 結 さ せ る
こ と が で き る 。 ２ つ の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 （ プ ロ モ ー タ ー 領 域 配 列 と 免 疫 原 コ ー ド 配 列 な ど ） の 間
の 連 結 の 性 質 が 、 （ １ ） フ レ ー ム シ フ ト 変 異 の 導 入 を も た ら さ な い か 、 （ ２ ） 免 疫 原 コ ー
ド 遺 伝 子 配 列 の 転 写 を 指 令 す る プ ロ モ ー タ ー 領 域 配 列 の 能 力 を 妨 げ な い か 、 ま た は （ ３ ）
免 疫 原 遺 伝 子 配 列 が プ ロ モ ー タ ー 領 域 配 列 に よ っ て 転 写 さ れ る 能 力 を 妨 げ な い 場 合 に 、 こ
れ ら ２ つ の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 は 機 能 的 に 連 結 し て い る と い う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 免 疫 原 分 子 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 は 、 通 常 の 技 術 （ ラ イ ゲ ー シ ョ ン の た め の 平 滑 末 端
化 ま た は 粘 着 末 端 化 し た 末 端 、 適 当 な 末 端 を 提 供 す る た め の 制 限 消 化 、 所 望 の 場 合 の 粘 着
末 端 の 充 填 、 望 ま し く な い 結 合 を 回 避 す る た め の ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 処 理 、 お よ び 適
当 な リ ガ ー ゼ に よ る ラ イ ゲ ー シ ョ ン を 含 む ） に 従 っ て ベ ク タ ー Ｄ Ｎ Ａ と 組 み 換 え る こ と が
で き る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 宿 主 の 性 質 に 応 じ て 広 範 囲 の 種 々 の 転 写 お よ び 翻 訳 制 御 配 列 を 用 い る こ と が で き る 。 哺
乳 動 物 宿 主 に 対 し て は 、 転 写 お よ び 翻 訳 制 御 シ グ ナ ル は 、 ウ イ ル ス 源 、 た と え ば ア デ ノ ウ
イ ル ス 、 ウ シ パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス 、 シ ミ ア ン ウ イ ル ス な ど に 由 来 す る も の で あ っ て よ く 、
そ の 際 、 制 御 シ グ ナ ル は 高 発 現 レ ベ ル を 有 す る 特 定 の 遺 伝 子 を 伴 う 。 加 え て 、 ア ク チ ン 、
コ ラ ー ゲ ン 、 ミ オ シ ン な ど の 哺 乳 動 物 発 現 生 成 物 か ら の プ ロ モ ー タ ー を 用 い る こ と が で き
る 。 別 法 と し て 原 核 細 胞 プ ロ モ ー タ ー （ バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ Ｔ ３  Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ プ
ロ モ ー タ ー な ど ） を 用 い る こ と が で き 、 そ の 際 、 原 核 細 胞 プ ロ モ ー タ ー は 真 核 細 胞 プ ロ モ
ー タ ー に よ っ て 制 御 さ れ る （ た と え ば 、 ゾ ウ ら 、 Ｍ ol.Ｃ ell.Ｂ iol.１ ０ ： ４ ５ ２ ９ ～ ４
５ ３ ７ （ １ ９ ９ ０ ） ； カ ウ フ マ ン （ Ｋ aufman） ら 、 Ｎ ucl. Ａ cids Ｒ es.１ ９ ： ４ ４ ８ ５
～ ４ ４ ９ ０ （ １ ９ ９ １ ） 参 照 ） 。 遺 伝 子 の 発 現 を 調 節 す る こ と が で き る よ う に 、 抑 制 ま た
は 活 性 化 を 可 能 と す る 転 写 開 始 制 御 シ グ ナ ル を 選 択 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 動 物 中 で 所 望 の 免 疫 原 分 子 を 発 現 さ せ る た め に は 、 真 核 細 胞 制 御 領 域 を 用 い る 必 要 が あ
る 。 そ の よ う な 領 域 に は 、 一 般 に 、 Ｒ Ｎ Ａ 合 成 の 開 始 を 指 令 す る に 充 分 な プ ロ モ ー タ ー 領
域 が 含 ま れ る で あ ろ う 。 好 ま し い 真 核 細 胞 プ ロ モ ー タ ー と し て は 、 マ ウ ス メ タ ロ チ オ ネ イ
ン Ｉ 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー （ ハ マ ー （ Ｈ amer） ら 、 Ｊ .Ｍ ol.Ａ ppl.Ｇ en.１ ： ２ ７ ３ ～ ２
８ ８ （ １ ９ ８ ２ ） ） ； ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス の Ｔ Ｋ プ ロ モ ー タ ー （ マ ッ ク ナ イ ト （ Ｍ cＫ night
,Ｓ .） 、 Ｃ ell３ １ ： ３ ５ ５ ～ ３ ６ ５ （ １ ９ ８ ２ ） ） ； Ｓ Ｖ ４ ０ 初 期 プ ロ モ ー タ ー （ ベ ノ
イ ス ト （ Ｂ enoist） ら 、 Ｎ ature（ ロ ン ド ン ） ２ ９ ０ ： ３ ０ ４ ～ ３ １ ０ （ １ ９ ８ １ ） ） ；
ラ ウ ス 肉 腫 ウ イ ル ス プ ロ モ ー タ ー （ ゴ ー マ ン ら 、 上 記 文 献 ） ； お よ び サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル
ス プ ロ モ ー タ ー （ フ ェ ッ キ ン グ （ Ｆ oecking） ら 、 Ｇ ene４ ５ ： １ ０ １ （ １ ９ ８ ０ ） ） が 挙
げ ら れ る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 広 く 知 ら れ て い る よ う に 、 真 核 細 胞 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 翻 訳 は 最 初 の メ チ オ ニ ン を コ ー ド す る
コ ド ン か ら 開 始 さ れ る 。 こ の 理 由 か ら 、 真 核 細 胞 プ ロ モ ー タ ー と 所 望 の 免 疫 原 分 子 を コ ー
ド す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 と の 間 の 連 結 部 は い か な る 介 在 配 列 （ メ チ オ ニ ン （ す な わ ち 、 Ａ Ｕ Ｇ ）
を コ ー ド し う る ） も 含 ま な い の が 好 ま し い 。 そ の よ う な コ ド ン が 存 在 す る と 、 融 合 タ ン パ
ク 質 が 生 成 さ れ る か （ も し も 該 Ａ Ｕ Ｇ コ ド ン が 所 望 の レ セ プ タ ー 分 子 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ
配 列 と 同 じ 読 み 取 り 枠 に あ る な ら ） 、 ま た は フ レ ー ム シ フ ト 変 異 （ も し も 該 Ａ Ｕ Ｇ コ ド ン
が 所 望 の レ セ プ タ ー 分 子 を コ ー ド す る 配 列 と 同 じ 読 み 取 り 枠 に な い な ら ） の い ず れ か を き
た す 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 所 望 の 免 疫 原 分 子 を コ ー ド す る 配 列 お よ び 機 能 的 に 連 結 し た プ ロ モ ー タ ー は 、 非 複 製 性
の Ｄ Ｎ Ａ （ ま た は Ｒ Ｎ Ａ ） 分 子 と し て ワ ク チ ン の 細 胞 中 に 導 入 さ れ て よ く 、 該 分 子 は 線 状
分 子 で あ る か 、 ま た は 一 層 好 ま し く は 閉 じ た 共 有 環 状 分 子 の い ず れ か で あ っ て よ い 。 そ の
よ う な 分 子 は 自 律 複 製 す る こ と が で き な い の で 、 所 望 の レ セ プ タ ー 分 子 の 発 現 は 導 入 配 列
の 一 過 性 の 発 現 に よ っ て 起 こ る 。 別 法 と し て 、 導 入 配 列 を 宿 主 染 色 体 中 に 組 み 込 む こ と に
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よ っ て 永 久 的 な 発 現 と す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 導 入 配 列 は 、 受 容 細 胞 中 で 自 律 複 製 し う る プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー ま た は ウ イ ル ス ベ ク タ ー
中 に 組 み 込 む の が 好 ま し い 。 こ の 目 的 の た め に 幾 つ か の 可 能 な ベ ク タ ー 系 が 利 用 で き る 。
か か る ベ ク タ ー の １ ク ラ ス は 、 ウ シ パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス 、 ポ リ オ ー マ ウ イ ル ス 、 ア デ ノ ウ
イ ル ス ま た は Ｓ Ｖ ４ ０ ウ イ ル ス な ど の 動 物 ウ イ ル ス 由 来 の 、 自 律 複 製 し う る 染 色 体 外 プ ラ
ス ミ ド を 提 供 す る Ｄ Ｎ Ａ 要 素 を 利 用 す る 。 第 二 の ク ラ ス の ベ ク タ ー は 、 所 望 の 遺 伝 子 配 列
の 宿 主 染 色 体 中 へ の 組 み 込 み に 基 づ く 。 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 最 適 合 成 の た め に は 別 の 要 素 も 必 要 と
な る か も し れ な い 。 こ れ ら 要 素 に は 、 ス プ ラ イ ス シ グ ナ ル 、 並 び に 転 写 プ ロ モ ー タ ー 、 エ
ン ハ ン サ ー 、 お よ び 終 止 シ グ ナ ル が 含 ま れ る 。 こ れ ら 要 素 を 組 み 込 ん だ ｃ Ｄ Ｎ Ａ 発 現 ベ ク
タ ー に は 、 オ カ ヤ マ （ Ｏ kayama） ら （ Ｍ ol.Ｃ ell.Ｂ iol.３ ： ２ ８ ０ （ １ ９ ８ ３ ） ） そ の
他 に 記 載 さ れ て い る も の が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 別 法 と し て 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 は 所 望 の 免 疫 原 を コ ー ド す る Ｒ Ｎ Ａ 分 子 で あ っ て も
よ い 。 そ の よ う な Ｒ Ｎ Ａ 分 子 は 、 イ ン ビ ト ロ 転 写 の 後 に Ｒ Ｎ Ａ 精 製 を 行 う こ と に よ っ て 充
分 な 量 で 得 る こ と が で き る 。 Ｄ Ｎ Ａ 依 存 性 Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ を 用 い て ク ロ ー ニ ン グ Ｄ Ｎ
Ａ 配 列 を 転 写 す る 技 術 は 当 該 技 術 分 野 で よ く 知 ら れ て い る （ た と え ば 、 サ ン ブ ル ッ ク ら の
上 記 文 献 参 照 ） 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 本 発 明 で は あ ら ゆ る 免 疫 原 コ ー ド 配 列 を 用 い る こ と が で き る 。 た と え ば 、 そ の よ う な 免
疫 原 と し て は 、 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 糖 タ ン パ ク 質 Ｄ 、 Ｂ 型 肝 炎 表 面 抗 原 、 イ ン フ ル エ ン
ザ ウ イ ル ス 赤 血 球 凝 集 素 、 お よ び ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス エ ン ベ ロ ー プ 抗 原 が 挙 げ ら れ る 。
加 え て 本 発 明 は ま た 、 以 下 に 記 載 す る よ う に 、 同 定 さ れ て い な い ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の
タ ン パ ク 質 産 物 を 特 徴 付 け る の に も 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】

　 本 発 明 に よ れ ば 、 脂 質 ／ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 複 合 体 を 用 い て イ ン ビ ボ ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ
ン を 行 う 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 細 胞 は 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て コ ー ド さ れ る タ
ン パ ク 質 を 発 現 し 、 細 胞 表 面 上 に 該 外 来 タ ン パ ク 質 を 呈 示 す る 。 そ の 結 果 、 宿 主 動 物 は 該
外 来 タ ン パ ク 質 、 す な わ ち 免 疫 原 に 対 す る 免 疫 応 答 が 増 大 す る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 そ れ ゆ え 、 脂 質 ／ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 複 合 体 は 能 動 免 疫 を 誘 発 す る た め の ワ ク チ ン と し て
用 い る こ と が で き る 。 そ の よ う な 能 動 免 疫 は ヒ ト に お い て 誘 発 す る の が 好 ま し い が 、 本 発
明 は そ の よ う に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 本 発 明 の ワ ク チ ン の 有 利 な 効 果 を 受 け る 動 物 は
す べ て 本 発 明 に 従 っ て 処 置 し う る 動 物 の 範 囲 に 包 含 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 遺 伝 子 免 疫 は 、 カ チ オ ン 性 脂 質 お よ び ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 広 範 囲 の 投 与 量 お よ び 広 範 囲
の 比 率 に て 投 与 す る こ と に よ っ て 行 う こ と が で き る 。 有 効 投 与 量 お よ び 調 合 形 態 は 種 々 の
因 子 （ ワ ク チ ン の 被 接 種 体 の 種 な ど ） に 依 存 す る で あ ろ う が 、 当 業 者 に よ っ て 決 定 す る こ
と が で き る 。 投 与 量 、 調 合 形 態 お よ び 投 与 方 法 の 例 に つ い て は 以 下 に 記 載 す る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 カ チ オ ン 性 脂 質 － ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 複 合 体 の 調 製 は 、 カ チ オ ン 性 脂 質 溶 液 を 等 容 量 の ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド 溶 液 と 混 合 す る こ と に よ っ て 行 う 。 カ チ オ ン 性 脂 質 お よ び ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド は 、 滅 菌 し た 生 理 学 的 に 許 容 し う る 水 性 担 体 中 に 溶 解 す る こ と が で き る 。 カ チ オ ン 性 脂
質 お よ び ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 滅 菌 食 塩 水 （ １ ５ ０ ｍ Ｍ  Ｎ ａ Ｃ ｌ ） 中 に 溶 解 す る の が 好 ま
し い 。 こ れ ら 溶 液 を 周 囲 温 度 に て 混 合 す る 。 こ れ ら 溶 液 は ２ ５ ℃ に て 混 合 す る の が 好 ま し
い 。 混 合 後 、 カ チ オ ン 性 脂 質 － ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 複 合 体 を 室 温 に て 好 ま し く は １ ５ ～ ４ ５
分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 本 発 明 の 脂 質 ／ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 複 合 体 の 投 与 は 、 非 経 口 、 静 脈 内 、 筋 肉 内 、 皮 下 、 鼻
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内 、 ま た は 他 の 適 当 な 手 段 に よ り 行 う こ と が で き る 。 投 与 す る 特 定 の 投 与 量 は 、 年 齢 、 体
重 、 も し あ れ ば 現 在 行 っ て い る 治 療 の 種 類 、 お よ び 発 現 さ れ る で あ ろ う 免 疫 原 の 性 質 に 依
存 す る 。 免 疫 原 応 答 を 促 進 さ せ る た め 、 最 初 の 投 与 か ら 約 ４ 週 間 後 に ブ ー ス タ ー 投 与 を 行
う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 遺 伝 子 免 疫 は ま た ワ ク チ ン の 受 容 者 に お い て 免 疫 原 特 異 的 な 抗 体 の 産 生 を 生 じ さ せ る の
で 、 本 発 明 は ま た 免 疫 原 特 異 的 な 抗 体 の 産 生 方 法 に も 関 す る 。 当 該 技 術 分 野 で よ く 知 ら れ
た 手 順 を 用 い 、 ワ ク チ ン を 施 し た 動 物 か ら ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 単 離 お よ び 精 製 す る こ と
が で き る （ た と え ば 、 ハ ー ロ ウ （ Ｈ arlow） ら 、 ア ン チ ボ デ ィ ー ズ ： ア ・ ラ ボ ラ ト リ ー ・
マ ニ ュ ア ル （ Ａ ntibodies： Ａ  Ｌ aboratory Ｍ annual） 、 コ ー ル ド ス プ リ ン グ ハ ー バ ー ラ
ボ ラ ト リ ー プ レ ス （ １ ９ ８ ８ ） を 参 照 ） 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 本 発 明 は ま た 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 さ せ る た め の 遺 伝 子 免 疫 の 使 用 に も 関 す る 。
こ の 方 法 に よ れ ば 、 マ ウ ス に カ チ オ ン 性 脂 質 ／ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 複 合 体 を 注 射 し 、 該 免 疫
マ ウ ス か ら Ｂ リ ン パ 球 を 単 離 す る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 ケ ー ラ ー （ Ｋ 〓 hler） お よ び
ミ ル シ ュ テ イ ン （ Ｍ ilstein） ら の 手 順 （ Ｎ ature ２ ５ ６ ： ４ ９ ５ ～ ４ ９ ７ （ １ ９ ７ ５ ）
） に 従 っ て 産 生 さ せ る （ た と え ば 、 ハ ー ロ ウ ら の 上 記 文 献 参 照 ） 。 簡 単 に 説 明 す る と 、 マ
ウ ス を カ チ オ ン 性 脂 質 － ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 複 合 体 で 免 疫 し 、 血 清 試 料 を 採 取 す る こ と に よ
っ て 抗 体 産 生 の 存 在 を 確 認 し 、 脾 臓 を 取 り 出 し て Ｂ リ ン パ 球 を 得 、 該 Ｂ リ ン パ 球 を ミ エ ロ
ー マ 細 胞 と 融 合 さ せ て ハ イ ブ リ ド ー マ を 得 、 該 ハ イ ブ リ ド ー マ を ク ロ ー ニ ン グ し 、 抗 免 疫
原 抗 体 を 産 生 す る 陽 性 ク ロ ー ン を 選 択 し 、 該 抗 免 疫 原 抗 体 産 生 ク ロ ー ン を 培 養 し 、 該 ハ イ
ブ リ ド ー マ 培 養 液 か ら 抗 免 疫 原 抗 体 を 単 離 こ と に よ っ て モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 さ せ る
こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 既 知 の 免 疫 原 に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 さ せ る 代 わ り に 、 遺 伝 子 免 疫 は エ ピ ト
ー プ マ ッ ピ ン グ に よ っ て タ ン パ ク 質 中 の 抗 原 決 定 基 を 同 定 す る の に 用 い る こ と が で き る 。
こ の 方 法 に よ れ ば 、 該 脂 質 ／ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 複 合 体 中 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は タ ン パ ク 質
分 子 の 一 部 を コ ー ド す る 。 完 全 な タ ン パ ク 質 分 子 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ の ラ ン ダ ム 断 片 を 超
音 波 処 理 （ デ イ ニ ン ガ ー （ Ｄ eininger） ら 、 Ａ nal.Ｂ iochem.１ ２ ９ ： ２ １ ６ ～ ２ ２ ３ （
１ ９ ８ ３ ） ） ま た は 部 分 Ｄ Ｎ Ａ ア ー ゼ Ｉ 消 化 （ ア ン ダ ー ソ ン （ Ａ nderson） ら 、 Ｎ ucleic 
Ａ cids Ｒ es.９ ： ３ ０ １ ５ ～ ３ ０ ２ ７ （ １ ９ ８ １ ） ） に よ っ て 生 成 さ せ 、 つ い で 発 現 ベ ク
タ ー の 適 当 な 部 位 に 平 滑 末 端 ラ イ ゲ ー シ ョ ン に よ っ て ク ロ ー ニ ン グ す る の が 好 ま し い 。 別
法 と し て 、 エ ピ ト ー プ マ ッ ピ ン グ の た め の Ｄ Ｎ Ａ 断 片 は ま た 、 １ ま た は ２ 以 上 の 制 限 エ ン
ド ヌ ク レ ア ー ゼ で 処 理 す る か 、 ま た は 複 製 連 鎖 反 応 で Ｄ Ｎ Ａ 分 子 を 合 成 す る こ と に よ っ て
得 る こ と が で き る 。 免 疫 し た マ ウ ス か ら の 細 胞 に よ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 生 成 は 、 該 タ
ン パ ク 質 分 子 の ど の 部 分 が 免 疫 原 で あ る か を 示 す で あ ろ う 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 加 え て 、 本 発 明 は 、 同 定 さ れ て い な い Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ 配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ る タ
ン パ ク 質 産 物 を 特 徴 付 け る の に も 用 い る こ と が で き る 。 た と え ば 、 コ ス ミ ド ベ ク タ ー 中 で
ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リ ー を 構 築 す る こ と が で き 、 そ の 際 、 ク ロ ー ニ ン グ さ れ た Ｄ Ｎ Ａ 断 片 の 発
現 は プ ロ モ ー タ ー に よ っ て 制 御 さ れ る 。 つ い で 、 サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し た ゲ ノ ム 断 片 の タ ン
パ ク 質 産 物 の 免 疫 学 的 特 徴 付 け を 遺 伝 子 免 疫 法 を 用 い て 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 上 記 で 記 載 し た よ う に 、 裸 の Ｄ Ｎ Ａ を 投 与 す る 遺 伝 子 免 疫 プ ロ ト コ ー ル で は 接 種 当 た り
１ ０ ０ μ ｇ の Ｄ Ｎ Ａ 構 築 物 が 必 要 で あ る 。 対 照 的 に 、 本 発 明 に 従 っ て カ チ オ ン 性 脂 質 を Ｄ
Ｎ Ａ 担 体 と し て 用 い る と 、 わ ず か ５ μ ｇ の Ｄ Ｎ Ａ 構 築 物 で 遺 伝 子 免 疫 を 行 う こ と が 可 能 と
な る 。 そ れ ゆ え 、 本 発 明 は 遺 伝 子 免 疫 の 一 層 効 率 的 な 手 段 を 提 供 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 以 上 、 本 発 明 を 一 般 的 に 記 載 し た が 、 本 発 明 は 下 記 実 施 例 を 参 照 す る こ と に よ っ て 一 層
容 易 に 理 解 さ れ る で あ ろ う 。 こ れ ら 実 施 例 は 例 示 の た め に 掲 げ た も の で あ り 、 特 に 断 ら な
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い 限 り 本 発 明 を 限 定 す る も の で は な い 。
【 ０ ０ ８ ７ 】

　 こ の 一 連 の 実 験 で は ｐ Ｓ Ｖ ２ Ｃ Ａ Ｔ プ ラ ス ミ ド を 用 い る が 、 該 プ ラ ス ミ ド は シ ミ ア ン ウ
イ ル ス ４ ０ プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 に 細 菌 性 ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル ア セ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ
ー ゼ （ Ｃ Ａ Ｔ ） 遺 伝 子 を 有 す る （ ゴ ー マ ン （ Ｓ Ｖ ； Ｇ orman） 、 「 哺 乳 動 物 細 胞 中 へ の 高
効 率 遺 伝 子 導 入 」 、 Ｄ Ｎ Ａ  Ｃ loning、 Ｖ olumeII、 グ ロ バ ー 編 、 Ｉ Ｒ Ｌ プ レ ス 、 ワ シ ン ト
ン Ｄ Ｃ 、 １ ４ ３ ～ １ ９ ０ 頁 （ １ ９ ８ ５ ） ） 。 プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ を ア ル カ リ 溶 解 法 に よ っ て
細 菌 細 胞 か ら 単 離 し 、 セ シ ウ ム ク ロ ラ イ ド ／ エ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ド 勾 配 中 で の 等 密 度 遠 心
分 離 に よ っ て 精 製 す る （ マ ニ ア チ ス ら 、 上 記 文 献 ） 。 こ れ ら 実 験 で は カ チ オ ン 性 脂 質 と し
て リ ポ フ ェ ク タ ミ ン Ｔ Ｍ （ Ｌ Ｉ Ｐ Ｆ Ｅ Ｃ Ｔ Ａ Ｍ Ｉ Ｎ Ｅ Ｔ Ｍ ） （ Ｂ Ｒ Ｌ ） を 用 い た 。 リ ポ フ
ェ ク タ ミ ン Ｔ Ｍ は ２ ,３ － ジ オ レ イ ル オ キ シ － Ｎ － ［ ２ （ ス ペ ル ミ ン カ ル ボ キ サ ミ ド ） エ
チ ル ］ － Ｎ ,Ｎ － ジ メ チ ル － １ － プ ロ パ ン ア ン モ ニ ウ ム ト リ フ ル オ ロ ア セ テ ー ト （ Ｄ Ｏ Ｓ
Ｐ Ａ ） か ら な り 、 こ れ を ジ オ レ オ イ ル ホ ス フ ァ チ ジ ル エ タ ノ ー ル ア ミ ン （ Ｄ Ｏ Ｐ Ｅ ） と 水
中 で ３ ： １ （ Ｗ ： Ｗ ） の 比 率 で 調 合 す る 。 こ れ ら カ チ オ ン 性 脂 質 お よ び プ ラ ス ミ ド を 滅 菌
食 塩 水 （ １ ５ ０ ｍ Ｍ  Ｎ ａ Ｃ ｌ ） 中 に 溶 解 し た 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 脂 質 ／ Ｄ Ｎ Ａ 複 合 体 を マ ウ ス に 腹 腔 内 （ Ｉ Ｐ ） ま た は 鼻 内 （ Ｉ Ｎ ） 投 与 し た 。 Ｉ Ｎ 投 与
用 に は 、 ２ ５ μ ｌ の Ｄ Ｎ Ａ 溶 液 を ２ ５ μ ｌ の 脂 質 溶 液 と 混 合 す る こ と に よ っ て 脂 質 ／ Ｄ Ｎ
Ａ 混 合 物 を 調 製 し た 。 Ｉ Ｐ 投 与 用 に は 、 ２ ０ ０ μ ｌ の Ｄ Ｎ Ａ 溶 液 を ２ ０ ０ μ ｌ の 脂 質 溶 液
と 混 合 す る こ と に よ っ て 脂 質 ／ Ｄ Ｎ Ａ 混 合 物 を 調 製 し た 。 こ れ ら 実 験 に お い て 、 ５ μ ｇ の
ｐ Ｓ Ｖ ２ Ｃ Ａ Ｔ を ０ μ ｇ 、 １ ５ μ ｇ 、 ３ ０ μ ｇ 、 ４ ５ μ ｇ 、 ま た は ６ ０ μ ｇ の 脂 質 と 混 合
し た 。 混 合 後 、 投 与 前 に 脂 質 ／ Ｄ Ｎ Ａ 複 合 体 を 室 温 に て １ ５ ～ ４ ５ 分 間 静 置 し た 。 コ ン ト
ロ ー ル と し て 、 幾 匹 か の マ ウ ス に 完 全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト 中 の Ｃ Ａ Ｔ タ ン パ ク 質 （ ２
５ μ ｇ ） を 皮 下 （ Ｓ Ｃ ） 注 射 し た 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 マ ウ ス 血 清 試 料 中 の Ｃ Ａ Ｔ 抗 体 の 存 在 を 決 定 す る た め 、 Ｃ Ａ Ｔ 酵 素 結 合 イ ム ノ ア ッ セ イ
（ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ） を 用 い た 。 マ イ ク ロ ウ エ ル タ イ タ ー プ レ ー ト の 各 ウ エ ル を ０ .１ Ｍ 炭 酸 ナ
ト リ ウ ム 緩 衝 液 （ ｐ Ｈ ９ .５ ） 中 の １ μ ｇ ／ ｍ ｌ の Ｃ Ａ Ｔ と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ
と に よ っ て 該 プ レ ー ト を 調 製 し た 。 こ れ ら プ レ ー ト を ４ ℃ に て １ ８ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し
た 。 ０ .１ ％ ト ゥ イ ー ン ２ ０ を 含 有 す る リ ン 酸 緩 衝 食 塩 水 （ Ｐ Ｂ Ｓ ） （ 希 釈 緩 衝 液 ） 中 に
溶 解 し た ０ .２ ％ 卵 ア ル ブ ミ ン で ウ エ ル を ブ ロ ッ ク し た 。 試 料 を 希 釈 緩 衝 液 中 に 希 釈 し 、
そ の ２ ０ ０ μ ｌ を プ レ ー ト 上 の ウ エ ル に 加 え た 。 プ レ ー ト を 密 封 し 、 つ い で ３ ７ ℃ で ６ ０
分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 洗 浄 後 、 プ レ ー ト を ０ .１ μ ｇ ／ ｍ ｌ の ヤ ギ 抗 マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ －
西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ （ Ｈ Ｒ Ｐ ） コ ン ジ ュ ゲ ー ト と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 プ
レ ー ト を 密 封 し 、 つ い で ３ ７ ℃ で ３ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ２ 回 目 の 洗 浄 を 行 っ た 後
、 プ レ ー ト を ３ ,３ ',５ ,５ '－ テ ト ラ メ チ ル ベ ン ジ ジ ン 基 質 で 室 温 に て 発 色 さ せ た 。 ２ Ｎ
硫 酸 を 加 え て 反 応 を 停 止 さ せ た 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 完 全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト 中 の Ｃ Ａ Ｔ タ ン パ ク 質 を 投 与 す る こ と に よ っ て 得 ら れ る 応
答 ほ ど 大 き く は な か っ た が 、 脂 質 ／ Ｃ Ａ Ｔ タ ン パ ク 質 で 免 疫 し た マ ウ ス は 免 疫 応 答 を 発 色
し た 。 脂 質 ／ ｐ Ｓ Ｖ ２ Ｃ Ａ Ｔ を Ｉ Ｐ 注 射 し た 何 匹 か の マ ウ ス は 、 弱 い が バ ッ ク グ ラ ウ ン ド
を 明 ら か に 上 回 る 免 疫 応 答 を 生 じ た 。 鼻 内 投 与 に よ る 免 疫 で 得 ら れ た 結 果 は マ ウ ス に よ っ
て 変 化 し た が 、 応 答 は Ｉ Ｐ 投 与 で 得 ら れ た も の よ り も 大 き か っ た 。
【 ０ ０ ９ １ 】

　 こ れ ら の 実 験 で は 下 記 カ チ オ ン 性 脂 質 を 比 較 し た ： リ ポ フ ェ ク タ ミ ン Ｔ Ｍ 、 リ ポ フ ェ ク
テ ー ス Ｔ Ｍ （ Ｌ Ｉ Ｐ Ｏ Ｆ Ｅ Ｃ Ｔ Ａ Ｃ Ｅ Ｔ Ｍ ） （ Ｂ Ｒ Ｌ ） 、 Ｄ Ｏ Ｒ Ｉ － エ ー テ ル （ バ イ カ ル
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実 施 例 １
免 疫 プ ロ ト コ ー ル の 評 価

実 施 例 ２
Ｄ Ｎ Ａ 複 合 体 形 成 剤 と し て の カ チ オ ン 性 脂 質 の 比 較



（ Ｖ Ｉ Ｃ Ａ Ｌ ,Ｉ nc.） 、 サ ン ジ エ ゴ 、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 ） 、 Ｄ Ｏ Ｒ Ｉ － エ ー テ ル ／ リ ゾ 脂
質 （ バ イ カ ル 、 サ ン ジ エ ゴ 、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 ） 、 お よ び ブ ロ モ 脂 質 （ １ － プ ロ パ ン ア ン
モ ニ ウ ム ,Ｎ － ［ ２ （ ２ － ブ ロ モ ） エ チ ル ］ － Ｎ ,Ｎ － ジ メ チ ル － ２ ,３ － ビ ス （ ９ － オ ク
タ デ セ ニ ル オ キ シ ） ブ ロ マ イ ド ） 。 リ ポ フ ェ ク テ ー ス Ｔ Ｍ は 、 ジ メ チ ル ジ オ ク タ デ シ ル ア
ン モ ニ ウ ム ブ ロ マ イ ド （ Ｄ Ｄ Ａ Ｂ ） お よ び ジ オ レ オ イ ル ホ ス フ ァ チ ジ ル エ タ ノ ー ル ア ミ ン
（ Ｄ Ｏ Ｐ Ｅ ） の １ ： ２ .５ （ Ｗ ／ Ｗ ） リ ポ ソ ー ム 調 合 物 で あ る 。 こ の ブ ロ モ 脂 質 は 、 継 続
中 の 米 国 特 許 出 願 第 ０ ７ ／ ９ ３ ７ ,５ ０ ８ 号 （ １ ９ ９ ２ 年 ８ 月 ２ ８ 日 出 願 ） （ 参 照 の た め
に 本 明 細 書 中 に 引 用 す る ） の 記 載 に 従 っ て 調 製 し た 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 免 疫 は 、 ５ μ ｇ 、 １ ０ μ ｇ 、 ２ ０ μ ｇ 、 ４ ０ μ ｇ ま た は ８ ０ μ ｇ の ｐ Ｓ Ｖ ２ Ｃ Ａ Ｔ を カ
チ オ ン 性 脂 質 と １ ： ４ の 比 （ Ｗ ／ Ｗ ； ｐ Ｓ Ｖ ２ Ｃ Ａ Ｔ ／ カ チ オ ン 性 脂 質 ） で 複 合 体 を 形 成
さ せ て Ｉ Ｐ 投 与 す る こ と に よ っ て 行 っ た 。 １ 匹 の マ ウ ス に は ｐ Ｓ Ｖ ２ Ｃ Ａ Ｔ の み を 与 え 、
１ 匹 の マ ウ ス に は Ｃ Ａ Ｔ タ ン パ ク 質 の み を 与 え 、 さ ら に １ 匹 の マ ウ ス に は 完 全 フ ロ イ ン ト
ア ジ ュ バ ン ト 中 の Ｃ Ａ Ｔ タ ン パ ク 質 の み を 与 え た 。 約 １ ４ 日 の 時 点 で 選 択 し た マ ウ ス に ブ
ー ス タ ー 投 与 を 行 っ た 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 得 ら れ た 結 果 を ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 に よ り 分 析 し た 。 精 製 Ｃ Ａ Ｔ タ ン パ ク 質 を ニ ト
ロ セ ル ロ ー ス に 適 用 す る こ と に よ り （ ０ .１ μ ｇ  Ｃ Ａ Ｔ タ ン パ ク 質 ／ ｃ ｍ ニ ト ロ セ ル ロ ー
ス ） ニ ト ロ セ ル ロ ー ス シ ー ト を 調 製 し た 。 血 清 試 料 を 希 釈 緩 衝 液 中 に 希 釈 し 、 そ の ２ ｍ ｌ
を 各 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス ス ト リ ッ プ に 加 え た 。 こ れ ら ス ト リ ッ プ を 室 温 に て 振 動 さ せ な が ら
９ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 洗 浄 後 、 ス ト リ ッ プ を ０ .１ μ ｇ ／ ｍ ｌ の ヤ ギ 抗 マ ウ ス Ｉ
ｇ Ｇ － ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ コ ン ジ ュ ゲ ー ト と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 つ い で 、 ス
ト リ ッ プ を 室 温 に て ３ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 １ ｍ ｌ の ニ ト ロ ブ ル ー テ ト ラ ゾ リ ウ ム
／ ５ － ブ ロ モ － ４ － ク ロ ロ － ３ － イ ン ド リ ル ホ ス フ ェ ー ト の 安 定 な 混 合 基 質 で ス ト リ ッ プ
を 発 色 さ せ た 。 発 色 後 に ス ト リ ッ プ を 蒸 留 水 で 洗 浄 し 、 乾 燥 さ せ た 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 こ れ ら 結 果 は 、 Ｄ Ｎ Ａ お よ び 脂 質 で 免 疫 し た マ ウ ス が 抗 Ｃ Ａ Ｔ 抗 体 を 産 生 す る こ と を 示
し て い た 。 ブ ー ス タ ー 投 与 は 応 答 を 大 き く 促 進 す る と は 思 え な か っ た 。 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ
ト 分 析 は 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ の 結 果 が 免 疫 応 答 の 強 度 が 異 な る こ と を 示 し は し た が 、 脂 質 － Ｄ Ｎ
Ａ 複 合 体 を 注 射 し た す べ て の 動 物 で 抗 Ｉ ｇ Ｇ が 産 生 さ れ た こ と を 示 し た 。
【 ０ ０ ９ ５ 】

　 こ れ ら 実 験 で は カ チ オ ン 性 脂 質 と し て ブ ロ モ 脂 質 （ 実 施 例 ２ に 記 載 の も の ） ま た は リ ポ
フ ェ ク テ ー ス Ｔ Ｍ を 用 い た 。 Ｃ Ａ Ｔ プ ラ ス ミ ド に は 、 サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス （ Ｃ Ｍ Ｖ ） プ
ロ モ ー タ ー （ フ ェ ッ キ ン グ ら 、 Ｇ ene４ ５ ： １ ０ １ （ １ ９ ８ ０ ） ） 、 ラ ウ ス 肉 腫 ウ イ ル ス
（ Ｒ Ｓ Ｖ ） プ ロ モ ー タ ー （ ゴ ー マ ン 、 「 哺 乳 動 物 細 胞 中 へ の 高 効 率 遺 伝 子 導 入 」 、 Ｄ Ｎ Ａ
 Ｃ loning、 Ｖ olumeII、 グ ロ バ ー 編 、 Ｉ Ｒ Ｌ プ レ ス 、 ワ シ ン ト ン Ｄ Ｃ 、 １ ４ ３ ～ １ ９ ０ 頁
（ １ ９ ８ ５ ） ） 、 ま た は Ｓ Ｖ ４ ０ プ ロ モ ー タ ー （ 上 記 ） の い ず れ か が 含 ま れ て い た 。 マ ウ
ス を 下 記 プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て 上 記 の よ う に Ｉ Ｐ 免 疫 し た 。
　 　 　 　 脂 質 　 　 　 　 　 　 　 　 　 脂 質 の 量 　 　 　 　 　 Ｄ Ｎ Ａ の 量
　 　 ブ ロ モ 脂 質 ま た は 　 　 　 　 　 ２ ０ μ ｇ 　 　 　 　 　 　 　 ５ μ ｇ
　 　 リ ポ フ ェ ク テ ー ス Ｔ Ｍ 　 　 　  ４ ０ μ ｇ 　 　 　 　 　 　 １ ０ μ ｇ
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ８ ０ μ ｇ 　 　 　 　 　 　 ２ ０ μ ｇ
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 １ セ ッ ト （ す な わ ち 、 ２ 匹 の マ ウ ス ） を 用 い て 各 プ ロ モ ー タ ー を 試 験 し た 。 コ ン ト ロ ー
ル と し て 、 マ ウ ス に 脂 質 な し で Ｄ Ｎ Ａ の み を 与 え る か 、 完 全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト 中 の
Ｃ Ａ Ｔ タ ン パ ク 質 を 与 え る か 、 ま た は 接 種 を し な か っ た 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 分 析 の 結 果 に よ る と 、 Ｓ Ｖ ４ ０ プ ロ モ ー タ ー が 最 良 で 、 つ い で Ｃ Ｍ Ｖ プ ロ モ
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実 施 例 ３
免 疫 応 答 に 対 す る 異 な る プ ロ モ ー タ ー の 効 果



ー タ ー 、 つ い で Ｒ Ｓ Ｖ プ ロ モ ー タ ー の 順 で あ っ た 。 ブ ロ モ 脂 質 で は リ ポ フ ェ ク テ ー ス Ｔ Ｍ

に 比 べ て 免 疫 応 答 の 生 成 に お い て 一 層 一 定 し た 結 果 が 得 ら れ た 。 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ で 観 察 さ れ た
陽 性 結 果 を ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 に よ り 確 認 し た 。 両 ア ッ セ イ 形 態 と も 、 Ｄ Ｎ Ａ － 脂 質
免 疫 で 得 ら れ た 結 果 は Ｄ Ｎ Ａ 単 独 で 観 察 さ れ た 結 果 よ り も 良 好 で あ っ た 。
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