
(57)【要約】
2つの免疫反応性糖タンパク質をコードする配列を、エールリヒア・カニス（ p153遺伝子
）およびエールリヒア・シャフェエンシス（ p156遺伝子）からクローニングした。これら
2つの糖タンパク質は、サブユニットワクチンとしてならびに E. カニスおよび E. シャフ
ェエンシスの血清学的および分子診断に有用である、種特異的免疫反応性オーソログであ
る。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 以 下 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 エ ー ル リ ヒ ア ・ カ ニ ス (Ehrlichia canis)免 疫 反 応 性
表 面 タ ン パ ク 質 p153を コ ー ド す る DNA：
　 (a) SEQ ID NO: 2の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る p153タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 単 離 さ れ た DNA
； お よ び
　 (b) 該 DNAの 配 列 が 遺 伝 暗 号 の 縮 重 に よ り (a)に 記 載 の 単 離 さ れ た DNAと は コ ド ン 配 列 が
異 な る 、 該 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 単 離 さ れ た DNA。
【 請 求 項 ２ 】
　 請 求 項 1記 載 の DNAお よ び 細 胞 に お け る DNA発 現 の た め に 必 要 な 制 御 要 素 を 含 む ベ ク タ ー
。
【 請 求 項 ３ 】
　 DNAが SEQ ID NO: 2に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る p153タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 、 請
求 項 2記 載 の ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ４ 】
　 SEQ ID NO: 2に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る p153タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 、 請 求 項 2
記 載 の ベ ク タ ー で 形 質 転 換 し た 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 ５ 】
　 細 菌 細 胞 、 哺 乳 動 物 細 胞 、 植 物 細 胞 、 お よ び 昆 虫 細 胞 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求
項 4記 載 の 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 ６ 】
　 以 下 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る DNAに よ っ て コ ー ド さ れ る 、 単 離 お よ び 精 製 さ れ た エ ー
ル リ ヒ ア ・ カ ニ ス 免 疫 反 応 性 表 面 タ ン パ ク 質 p153：
　 (a) SEQ ID NO: 2に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る p153タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 単 離 さ
れ た DNA； お よ び
　 (b) 遺 伝 暗 号 の 縮 重 に よ り (a)に 記 載 の 単 離 さ れ た DNAと は コ ド ン 配 列 が 異 な る 、 単 離 さ
れ た DNA。
【 請 求 項 ７ 】
　 以 下 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 エ ー ル リ ヒ ア ・ シ ャ フ ェ エ ン シ ス (Ehrlichia chaffee
nsis)免 疫 反 応 性 表 面 タ ン パ ク 質 p156を コ ー ド す る DNA：
　 (a) SEQ ID NO: 1の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る p156タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 単 離 さ れ た DNA
； お よ び
　 (b) 該 DNAの 配 列 が 遺 伝 暗 号 の 縮 重 に よ り (a)に 記 載 の 単 離 さ れ た DNAと は コ ド ン 配 列 が
異 な る 、 該 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 単 離 さ れ た DNA。
【 請 求 項 ８ 】
　 請 求 項 7記 載 の DNAお よ び 細 胞 に お け る DNA発 現 の た め に 必 要 な 制 御 要 素 を 含 む ベ ク タ ー
。
【 請 求 項 ９ 】
　 DNAが SEQ ID NO: 1に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る p156タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 、 請
求 項 8記 載 の ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 SEQ ID NO: 1に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る p156タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 、 請 求 項 8
記 載 の ベ ク タ ー で 形 質 転 換 し た 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 細 菌 細 胞 、 哺 乳 動 物 細 胞 、 植 物 細 胞 、 お よ び 昆 虫 細 胞 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求
項 10記 載 の 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 以 下 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る DNAに よ っ て コ ー ド さ れ る 、 単 離 お よ び 精 製 さ れ た エ ー
ル リ ヒ ア ・ シ ャ フ ェ エ ン シ ス 免 疫 反 応 性 表 面 タ ン パ ク 質 p156：
　 (a) SEQ ID NO: 1に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る p156タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 単 離 さ
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れ た DNA； お よ び
　 (b) 遺 伝 暗 号 の 縮 重 に よ り (a)に 記 載 の 単 離 さ れ た DNAと は コ ド ン 配 列 が 異 な る 、 単 離 さ
れ た DNA。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 請 求 項 6記 載 の p153タ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 体 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 請 求 項 12記 載 の p156タ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 体 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 請 求 項 6記 載 の p153タ ン パ ク 質 を 含 む 、 イ ヌ エ ー ル リ ヒ ア 症 に 対 す る ワ ク チ ン 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 請 求 項 12記 載 の p156タ ン パ ク 質 を 含 む 、 イ ヌ エ ー ル リ ヒ ア 症 に 対 す る ワ ク チ ン 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 イ ヌ が エ ー ル リ ヒ ア 種 に 感 染 し て い る か ど う か を 判 定 す る 方 法 ：
　 該 イ ヌ の 血 清 が E. カ ニ ス p153タ ン パ ク 質 ま た は E. シ ャ フ ェ エ ン シ ス p156タ ン パ ク 質 と
反 応 す る か ど う か を 判 定 す る 段 階 で あ っ て 、 p153タ ン パ ク 質 ま た は p156タ ン パ ク 質 と の 反
応 に よ り 該 イ ヌ が そ れ ぞ れ エ ー ル リ ヒ ア ・ カ ニ ス お よ び エ ー ル リ ヒ ア ・ シ ャ フ ェ エ ン シ ス
に 感 染 し て い る こ と が 示 さ れ る 段 階 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 タ ン パ ク 質 が 組 換 え タ ン パ ク 質 で あ る 、 請 求 項 17記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 解 析 を 用 い て イ ヌ の 血 清 が タ ン パ ク 質 と 反 応 す る か ど う か を 判 定 す
る 、 請 求 項 17記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 イ ヌ の 血 清 が E. カ ニ ス p28タ ン パ ク 質 と 反 応 す る か ど う か を 判 定 す る 段 階 で あ っ て 、 p1
53タ ン パ ク 質 お よ び p28タ ン パ ク 質 の 両 方 へ の 免 疫 反 応 性 に よ り イ ヌ が エ ー ル リ ヒ ア ・ カ
ニ ス に 感 染 し て い る こ と が 示 さ れ る 段 階 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 17記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 以 下 を 含 む 、 イ ヌ が エ ー ル リ ヒ ア 種 に 感 染 し て い る か ど う か を 判 定 す る た め の 血 清 診 断
キ ッ ト ：
　 (a) p153、 p43、 p156、 お よ び p28か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 1つ ま た は 複 数 の 固 定 化
エ ー ル リ ヒ ア 抗 原 ；
　 (b) イ ヌ 血 清 用 の 適 切 な 希 釈 緩 衝 液 ；
　 (c) レ ポ ー タ ー 分 子 に 結 合 さ せ た 抗 イ ヌ 血 清 二 次 抗 体 ； お よ び
　 (d) 該 レ ポ ー タ ー 分 子 を 検 出 す る た め の 適 切 な 試 薬 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 エ ー ル リ ヒ ア 抗 原 が 膜 ま た は マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト に 固 定 化 さ れ て い る 、 請 求 項 21
記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 レ ポ ー タ ー 分 子 が 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 、 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 β -ガ ラ ク ト シ ダ
ー ゼ 、 お よ び 蛍 光 標 識 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 21記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 イ ヌ が エ ー ル リ ヒ ア 種 に 感 染 し て い る か ど う か を 判 定 す る 方 法 ：
　 該 イ ヌ の 血 液 か ら DNAを 抽 出 す る 段 階 ； お よ び
　 E. カ ニ ス p153遺 伝 子 ま た は E. シ ャ フ ェ エ ン シ ス p156遺 伝 子 に 特 異 的 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド プ ラ イ マ ー を 用 い て 、 該 DNAに お い て PCR増 幅 を 行 う 段 階 ；
　 得 ら れ た PCR産 物 を 大 き さ に よ り 分 離 し 、 適 切 な 大 き さ の 増 幅 産 物 の 陽 性 検 出 に よ り E.
　 カ ニ ス ま た は E. シ ャ フ ェ エ ン シ ス に よ る 感 染 が 示 さ れ る 段 階 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 PCR産 物 が ゲ ル 電 気 泳 動 に よ り 検 出 さ れ る 、 請 求 項 24記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
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　 以 下 を 含 む 、 イ ヌ が エ ー ル リ ヒ ア 種 に 感 染 し て い る か ど う か を 判 定 す る た め の キ ッ ト ：
　 (a) 血 液 か ら DNAを 抽 出 す る た め の 試 薬 ；
　 (b) p153特 異 的 ま た は p156特 異 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ； お よ び
　 (c) PCR増 幅 の た め の 試 薬 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ １ 】

　 本 出 願 は 、 2002年 11月 4日 に 出 願 し 現 在 は 放 棄 し て い る 米 国 仮 特 許 出 願 第 60/423,573号
の 利 益 を 主 張 す る 。

　 本 発 明 は 、 一 部 、 国 立 ア レ ル ギ ー ・ 感 染 症 研 究 所 （ National Institute of Allergy an
d Infectious Diseases） の 助 成 金 第 AI31431号 の も と 、 連 邦 政 府 に よ る 補 助 金 を 用 い て な
さ れ た も の で あ る 。 し た が っ て 、 連 邦 政 府 は 本 発 明 に お い て 一 定 の 権 利 を 有 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
発 明 の 背 景

　 本 発 明 は 一 般 に 、 分 子 お よ び 免 疫 診 断 の 分 野 に 関 す る 。 よ り 具 体 的 に は 、 本 発 明 は 、 イ
ヌ エ ー ル リ ヒ ア 症 お よ び ヒ ト 単 球 性 エ ー ル リ ヒ ア 症 の 種 特 異 的 診 断 に 有 用 で あ る 、 エ ー ル
リ ヒ ア ・ カ ニ ス (Ehrlichia canis)お よ び エ ー ル リ ヒ ア ・ シ ャ フ ェ エ ン シ ス (Ehrlichia ch
affeensis)の 種 特 異 的 免 疫 反 応 性 タ ン パ ク 質 オ ー ソ ロ グ （ 約 200 kDa） に 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】

　 イ ヌ 単 球 性 エ ー ル リ ヒ ア 症 は 、 主 と し て リ ケ ッ チ ア 病 原 体 、 エ ー ル リ ヒ ア ・ カ ニ ス に 起
因 す る 、 世 界 全 域 に 分 布 す る 、 潜 在 的 に 致 死 性 の イ ヌ の ダ ニ 媒 介 疾 患 で あ る （ Huxsoll et
 al., 1970） 。 E. カ ニ ス は 単 核 お よ び マ ク ロ フ ァ ー ジ に 対 す る 向 性 を 示 す 偏 性 細 胞 内 細
菌 で あ り （ Nyindo et al., 1971） 、 脊 椎 動 物 宿 主 に お い て 持 続 的 感 染 を 確 立 す る （ Harru
s et al., 1998） 。 本 疾 患 は 、 3段 階 に よ り 特 徴 づ け ら れ る ： 2～ 4週 間 持 続 す る 急 性 期 ；
イ ヌ は 数 年 間 一 貫 し て 感 染 し た ま ま で あ り 得 る が 、 臨 床 的 徴 候 を 示 さ な い 無 症 状 期 、 そ の
後 の 、 多 く の イ ヌ に お い て 骨 髄 形 成 不 全 お よ び 予 後 不 良 に よ り 疾 患 が 徐 々 に 悪 化 す る 慢 性
期 （ Troy et al., 1990） 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 E. カ ニ ス は 、 イ ヌ 科 に 属 す る 動 物 に 感 染 し 、 エ ー ル リ ヒ ア 症 を 引 き 起 こ す 。 イ ヌ エ ー
ル リ ヒ ア 症 は 、 急 性 期 お よ び 慢 性 期 か ら な る 。 急 性 期 は 、 発 熱 、 鼻 漏 お よ び 眼 性 分 泌 、 食
欲 不 振 、 抑 欝 、 お よ び 体 重 減 少 に よ り 特 徴 づ け ら れ る 。 慢 性 期 は 、 急 性 期 の よ り 重 篤 な 臨
床 的 徴 候 の ほ か に 、 重 篤 な 汎 血 球 減 少 、 鼻 出 血 、 血 尿 、 血 便 に よ り 特 徴 づ け ら れ る 。 疾 患
の 早 い 段 階 で 治 療 し た 場 合 、 イ ヌ は ド キ シ サ イ ク リ ン に 良 好 に 反 応 す る 。 し た が っ て 、 イ
ヌ エ ー ル ヒ ア 症 を 治 療 す る た め の 初 期 診 断 が 非 常 に 重 要 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 最 良 の 予 後 を 得 る た め に は 、 急 性 期 で 疾 患 を 治 療 す る こ と が 重 要 で あ る 。 多 く の 場 合 、
白 血 球 減 少 症 お よ び 血 小 板 減 少 症 等 の 血 液 学 的 異 常 に よ り イ ヌ エ ー ル リ ヒ ア 症 の 有 用 な 証
拠 が 提 供 さ れ る た め 、 こ れ は 初 期 診 断 に お け る 重 要 な 因 子 で あ る （ Troy et al., 1990）
。 し か し 、 イ ヌ エ ー ル リ ヒ ア 症 の 臨 床 所 見 は 非 特 異 的 で あ る た め 、 診 断 は 困 難 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 そ の 簡 便 性 、 信 頼 性 、 お よ び 費 用 効 果 か ら 、 間 接 蛍 光 抗 体 (IFA)試 験 等 の 血 清 学 的 方 法
に よ る イ ヌ エ ー ル リ ヒ ア 症 の 診 断 が 標 準 方 法 と な っ て い る （ Troy et al., 1990） 。 し か
し 、 間 接 蛍 光 抗 体 試 験 の 欠 点 に は 、 イ ヌ に 感 染 す る 他 の 近 縁 エ ー ル リ ヒ ア 種 （ E. シ ャ フ
ェ エ ン シ ス 、 E. エ ウ ィ ン ギ (ewingii)、 ア ナ プ ラ ズ マ ・ フ ァ ゴ サ イ ト フ ィ ラ ム (Anaplasma
 phagocytophilum)、 お よ び A. プ ラ テ ィ ス (platys)） と の 抗 原 性 交 差 反 応 に 起 因 し て 、 種
特 異 的 診 断 が で き な い こ と が 含 ま れ る 。 ま た 、 主 観 的 解 釈 に よ り 、 偽 陰 性 結 果 、 ま た は 交
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差 反 応 性 抗 原 に 起 因 す る 偽 陽 性 が 生 じ 得 る 。 E. カ ニ ス を 特 異 的 に 検 出 す る た め に ポ リ メ
ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 (PCR)等 の 他 の 診 断 法 も 開 発 さ れ 、 細 胞 培 養 単 離 よ り も 感 度 が 高 い こ と が
報 告 さ れ た が 、 こ の 方 法 は 専 門 的 な 研 修 お よ び 高 価 な 装 置 を 必 要 と す る （ McBride et al.
, 1996） 。 生 物 の 単 離 は 時 間 を 要 し 、 わ ず か な 研 究 所 が こ の 方 法 で 堅 実 に 成 功 し て い る に
す ぎ な い 。 さ ら に 、 こ の 方 法 を 用 い て 特 定 の 病 因 を 明 確 に す る に は 、 単 離 体 を 特 徴 づ け る
さ ら な る 試 験 法 が 必 要 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 E. カ ニ ス お よ び E. シ ャ フ ェ エ ン シ ス に 共 有 の 血 清 学 的 交 差 反 応 性 抗 原 が 報 告 さ れ て い
る 。 主 要 な 血 清 学 的 交 差 反 応 性 タ ン パ ク 質 の い く つ か は 分 子 量 28～ 30 kDAを 示 し （ Chen e
t al., 1997； Rikihisa et al., 1994） 、 現 在 で は こ れ ら の タ ン パ ク 質 が 、 相 同 的 な 多 重
遺 伝 子 族 に よ っ て コ ー ド さ れ て い る こ と が 周 知 で あ る （ Ohashi et al., 1998a, b） 。 E. 
シ ャ フ ェ エ ン シ ス お よ び E. カ ニ ス そ れ ぞ れ に お い て 、 同 定 さ れ 配 列 が 決 定 さ れ た 、 相 同
的 で あ る が 同 一 で は な い p28遺 伝 子 が 22個 お よ び 25個 存 在 す る 。 E. カ ニ ス と E. シ ャ フ ェ
エ ン シ ス の P28タ ン パ ク 質 の 間 に は 、 類 似 し た 種 内 お よ び 種 間 株 相 同 性 が 認 め ら れ 、 こ れ
ら の タ ン パ ク 質 の 血 清 学 的 交 差 反 応 性 が 説 明 さ れ る （ Mcbride et al., 1999） 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 最 近 の 報 告 で は 、 E. シ ャ フ ェ エ ン シ ス の rP28タ ン パ ク 質 が 、 ヒ ト 単 球 性 エ ー ル リ ヒ ア
症 (HME)を 診 断 す る 場 合 に 、 感 度 が な い 手 段 で あ る こ と が 実 証 さ れ た （ Yu et al., 1999a
） 。 根 本 的 な 理 由 は 、 E. シ ャ フ ェ エ ン シ ス の 異 な る 株 間 に お け る P28タ ン パ ク 質 の 変 異 性
で あ る よ う で あ る （ Yu et al., 1999b） 。 逆 に 、 E. カ ニ ス で 同 定 さ れ た P28遺 伝 子 は 、 地
理 的 に 分 散 し た 株 間 で 保 存 さ れ て お り 、 E. カ ニ ス rP28は イ ヌ エ ー ル リ ヒ ア 症 の 診 断 に 有
用 で あ る こ と が 判 明 し た （ McBride et al., 1999； Ohashi 1998a） 。 E. カ ニ ス (gp140)お
よ び E. シ ャ フ ェ エ ン シ ス (gp120)の 糖 タ ン パ ク 質 を 含 む 他 の 相 同 的 免 疫 反 応 性 タ ン パ ク 質
が ク ロ ー ニ ン グ さ れ た （ Yu et. al., 1997, 2000） 。 E. シ ャ フ ェ エ ン シ ス の rgp120の 反
応 性 は 、 ヒ ト 単 球 性 エ ー ル リ ヒ ア 症 を 血 清 診 断 す る た め の 間 接 蛍 光 抗 体 と 十 分 に 相 関 し 、
E. カ ニ ス の rgp140を 用 い た 予 備 研 究 か ら は 、 こ れ が 感 度 が 高 く 信 頼 性 の あ る 免 疫 診 断 抗
原 で あ る こ と が 示 唆 さ れ た （ Yu et al., 1999a, 2000） 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 先 行 技 術 は 、 E. カ ニ ス お よ び E. シ ャ フ ェ エ ン シ ス を 血 清 学 的 お よ び 分 子 診 断 す る た め
の 特 異 的 抗 原 、 お よ び そ の よ う な 使 用 の 方 法 の 点 で 不 十 分 で あ る 。 本 発 明 は 、 当 技 術 分 野
に お け る 長 年 の 必 要 性 お よ び 要 望 を 達 成 す る も の で あ る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ １ ０ 】
発 明 の 概 要
　 エ ー ル リ ヒ ア ・ カ ニ ス の 免 疫 反 応 性 の 強 い 43 kDタ ン パ ク 質 (p43)が 同 定 さ れ た （ 米 国 特
許 第 6,355,777号 ） 。 p43は 免 疫 診 断 抗 原 と し て 、 間 接 蛍 光 抗 体 試 験 と 比 較 し て 96%の 精 度
を 有 し 、 こ れ に よ り E. カ ニ ス 感 染 の 種 特 異 的 診 断 が 提 供 さ れ る 。 さ ら な る 研 究 か ら 、 E. 
カ ニ ス p43は 、 エ ー ル リ ヒ ア 種 に お い て 記 載 さ れ て い る 中 で 最 も 大 き な 免 疫 反 応 性 タ ン パ
ク 質 で あ る 、 予 想 分 子 量 153 kDを 有 す る タ ン パ ク 質 の N末 端 部 分 を 表 す こ と が 明 ら か に な
っ た 。 組 換 え 発 現 さ せ た p153断 片 の タ ン パ ク 質 ゲ ル 電 気 泳 動 に よ る 解 析 か ら 、 予 想 よ り も
大 き な 分 子 量 （ 約 10～ 30%） で あ る こ と お よ び N末 端 お よ び C末 端 断 片 に お け る 糖 グ リ カ ン
の 存 在 が 実 証 さ れ 、 p153が 糖 タ ン パ ク 質 で あ る こ と が 示 さ れ た 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 入 手 可 能 な E. シ ャ フ ェ エ ン シ ス ゲ ノ ム 配 列 (95%)に お い て BLASTn検 索 を 行 い 、 E. シ ャ
フ ェ エ ン シ ス に お い て p153オ ー ソ ロ グ を コ ー ド す る 遺 伝 子 が 同 定 さ れ た 。 E. カ ニ ス p153(
4263-bp)お よ び E. シ ャ フ ェ エ ン シ ス p156(4389-BP)は 、 相 同 的 な (約 87%)デ オ キ シ グ ア ノ
シ ン 三 リ ン 酸 三 リ ン 酸 加 水 分 解 酵 素 遺 伝 子 お よ び オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム に 先 行 す
る 相 同 的 な (約 90%)遺 伝 子 間 配 列 の 下 流 と い う 、 同 様 の 染 色 体 位 置 を 有 す る 。 糖 タ ン パ ク
質 の 遺 伝 子 間 に 核 酸 配 列 相 同 性 (50%)が 認 め ら れ 、 こ れ に よ り p43遺 伝 子 断 片 の 遺 伝 子 相 違
に 関 す る 先 の 知 見 が 支 持 さ れ 、 ま た p153タ ン パ ク 質 お よ び p156タ ン パ ク 質 は 32%の ア ミ ノ
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酸 類 似 性 を 有 し た 。 分 子 量 200 kDを 有 す る 天 然 E. カ ニ ス タ ン パ ク 質 は p153の N末 端 領 域 (p
43)に 対 し て 作 製 さ れ た 抗 血 清 と 反 応 し 、 こ れ に よ り こ の 天 然 タ ン パ ク 質 が 翻 訳 後 に 修 飾
さ れ た こ と が 示 唆 さ れ る 。 同 様 に 、 E. シ ャ フ ェ エ ン シ ス p156の N末 端 領 域 を 含 む 組 換 え タ
ン パ ク 質 も 予 想 よ り も 大 き く 移 動 し (約 200 kD)、 組 換 え タ ン パ ク 質 に お い て 糖 が 検 出 さ れ
た 。 主 要 な 免 疫 反 応 性 エ ピ ト ー プ は 、 こ の N末 端 断 片 に お い て 同 定 さ れ た 。 染 色 体 位 置 、
ア ミ ノ 酸 相 同 性 、 お よ び 生 物 物 理 学 的 特 性 か ら 、 p153お よ び p156糖 タ ン パ ク 質 （ gp200と
命 名 ） は 種 特 異 的 免 疫 反 応 性 オ ー ソ ロ グ で あ る と い う 結 論 が 支 持 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 E. カ ニ ス p153の N末 端 (P43)お よ び C末 端 領 域 な ら び に E. シ ャ フ ェ エ ン シ ス p156オ ー ソ
ロ グ の N末 端 領 域 に 、 主 要 な 免 疫 反 応 性 エ ピ ト ー プ が 同 定 さ れ 、 こ れ は 血 清 学 的 診 断 お よ
び ワ ク チ ン に 有 用 と な る と 考 え ら れ る 。 さ ら に 、 こ れ ら の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子
は 種 特 異 的 で あ り 、 分 子 に 基 づ く 診 断 の 開 発 に 有 用 と な る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 の 他 の お よ び さ ら な る 局 面 、 特 徴 、 お よ び 利 点 は 、 本 発 明 の 現 段 階 で 好 ま し い 態
様 の 以 下 の 説 明 か ら 明 ら か に な る と 考 え ら れ る 。 こ れ ら の 態 様 は 、 開 示 の 目 的 で 提 供 す る
も の で あ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
発 明 の 詳 細 な 説 明
　 E. カ ニ ス p43遺 伝 子 配 列 は 以 前 に 1173-bpと し て 報 告 さ れ た が （ 米 国 特 許 第 6,355,777号
） 、 さ ら な る 解 析 か ら 、 DNA配 列 決 定 の 誤 り で 人 工 的 な 終 止 コ ド ン が 生 じ 、 切 断 型 の 遺 伝
子 配 列 が 得 ら れ た こ と が 明 ら か に な っ た 。 プ ラ イ マ ー -ア ダ プ タ ー 遺 伝 子 歩 行 法 に よ り 、
元 の p43ク ロ ー ン の 2.4-kbpの 下 流 に あ る さ ら な る 4.5-kbp配 列 を 決 定 し た 。 不 完 全 な p43遺
伝 子 配 列 を 完 全 に し 、 予 想 分 子 量 153 kDを 有 す る タ ン パ ク 質 （ p153と 命 名 ） を コ ー ド す る
4263-bpの オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム が 明 ら か に な っ た 。 153遺 伝 子 の 上 流 に は 、 E. 
カ ニ ス と E. シ ャ フ ェ エ ン シ ス と の 間 に 高 い 核 酸 相 同 性 （ そ れ ぞ れ 87%お よ び 90%） を 有 す
る 、 デ オ キ シ グ ア ノ シ ン 三 リ ン 酸 三 リ ン 酸 加 水 分 解 酵 素 を コ ー ド す る オ ー プ ン リ ー デ ィ ン
グ フ レ ー ム 、 お よ び p153遺 伝 子 に 先 行 す る 遺 伝 子 間 非 コ ー ド 領 域 が 存 在 す る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 2.4-kbp p43ク ロ ー ン を 用 い て E. シ ャ フ ェ エ ン シ ス ゲ ノ ム の BLASTn検 索 を 行 い 、 相 同 性
の 高 い 核 酸 配 列 が 同 定 さ れ た 。 E. カ ニ ス p153と 大 き さ の ほ ぼ 等 し い 大 き な オ ー プ ン リ ー
デ ィ ン グ フ レ ー ム (4389-bp)が 、 上 流 の 相 同 的 な コ ー ド 核 酸 配 列 お よ び 遺 伝 子 間 核 酸 配 列
に 対 し て 同 じ 染 色 体 位 置 に 認 め ら れ 、 こ れ は 予 想 分 子 量 156 kD(p156)を 有 す る タ ン パ ク 質
を コ ー ド し て い た 。 E. カ ニ ス p153遺 伝 子 と E. シ ャ フ ェ エ ン シ ス p156遺 伝 子 と の 間 に は 核
酸 配 列 相 同 性 (約 50%)が 認 め ら れ た 。 し か し 、 タ ン パ ク 質 は 全 体 で 32%の ア ミ ノ 酸 配 列 類 似
性 を 示 し た （ 図 1） 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 E. シ ャ フ ェ エ ン シ ス p156タ ン パ ク 質 （ nt-125～ 1670； nt-1685～ 3050； nt-2950～ 4315
） お よ び E. カ ニ ス p153の 4つ の 組 換 え 断 片 （ nt-1～ 1107(p43)； nt-1080～ 1990； nt-1950
～ 2950； nt-2940～ 4220） を 表 す 、 大 腸 菌 で 発 現 さ れ る 遺 伝 子 構 築 物 を 、 大 腸 菌 で 発 現 さ
せ た （ 図 2） 。 E. カ ニ ス の N末 端 (nt 1～ 1107)お よ び C末 端 (nt-2940～ 4220)組 換 え 発 現 タ
ン パ ク 質 は 、 強 い 免 疫 反 応 性 を 示 し た （ 図 3A） 。 し か し 、 E. シ ャ フ ェ エ ン シ ス p156の N末
端 断 片 (nt-125～ 1670)の み が 、 免 疫 反 応 性 で あ っ た （ 図 4A） 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 E. カ ニ ス （ nt-1～ 1107お よ び nt-2940～ 4220） お よ び E. シ ャ フ ェ エ ン シ ス p156組 換 え
タ ン パ ク 質 断 片 （ nt-125～ 1670)は 、 SDS-PAGEで 予 想 よ り も 大 き く 移 動 し 、 こ の 断 片 の 翻
訳 後 修 飾 が 起 こ っ た こ と が 示 さ れ た 。 続 い て 、 E. カ ニ ス p153お よ び E. シ ャ フ ェ エ ン シ ス
p156ペ プ チ ド 断 片 に お い て 糖 が 検 出 さ れ た （ 図 3Bお よ び 4B） 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 抗 p43抗 体 は 、 E. カ ニ ス 全 細 胞 溶 解 液 中 の 約 200 kDの 天 然 タ ン パ ク 質 と 反 応 し た 。 さ ら
に 、 こ の 200 kDタ ン パ ク 質 は E. カ ニ ス に 感 染 し た イ ヌ に 由 来 す る 血 清 に よ っ て も 認 識 さ
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れ た （ 図 5） 。 p43（ p153の N末 端 部 分 ） と し て 以 前 に 同 定 さ れ た 部 分 遺 伝 子 配 列 は 、 GenBa
nkア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 AF252298に 指 定 さ れ た 。 p153を コ ー ド す る 修 正 し た 配 列 は 、 GenBan
kア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 AY156950に 指 定 さ れ た 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 染 色 体 の 位 置 、 ア ミ ノ 酸 相 同 性 、 お よ び 生 物 物 理 学 的 特 性 か ら 、 p153お よ び p156糖 タ ン
パ ク 質 （ gp200と 命 名 ） は 種 特 異 的 免 疫 反 応 性 オ ー ソ ロ グ で あ る 、 と い う 結 論 が 支 持 さ れ
る 。 こ れ ら の タ ン パ ク 質 は ワ ク チ ン 開 発 に お い て 潜 在 的 用 途 を 有 し 、 エ ー ル リ ヒ ア 感 染 を
診 断 す る た め の 高 感 度 か つ 信 頼 性 の あ る 血 清 診 断 抗 原 と し て 使 用 し 得 る 。 こ の こ と は 、 E.
カ ニ ス p43の 免 疫 反 応 性 お よ び 血 清 診 断 抗 原 と し て の 潜 在 的 用 途 を 示 し た 以 前 の 知 見 か ら
も 支 持 さ れ る （ 米 国 特 許 第 6,355,777号 ） 。 P43に 対 す る 抗 体 と の 反 応 性 は 、 間 接 蛍 光 抗 体
(IFA)力 価 >40を 有 す る 試 料 と 100%の 相 関 関 係 を 有 し 、 間 接 蛍 光 抗 体 力 価 <40を 有 す る い く
つ か の 試 料 と も 反 応 し た 。 い く つ か の 間 接 蛍 光 抗 体 陰 性 試 料 が p43抗 体 と 弱 く 反 応 す る こ
と か ら 、 p43タ ン パ ク 質 が よ り 感 度 の 高 い 血 清 診 断 抗 原 で あ る こ と が 示 唆 さ れ る 。 本 発 明
に お い て 示 す 結 果 か ら 、 p43が E.カ ニ ス の よ り 大 き な p153タ ン パ ク 質 の 一 部 で あ る こ と が
示 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 発 明 は 、 エ ー ル リ ヒ ア ・ カ ニ ス 免 疫 反 応 性 表 面 タ ン パ ク 質 p153お よ び エ ー ル リ ヒ ア ・
シ ャ フ ェ エ ン シ ス p156タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 関 す る 。 単
離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 SEQ ID No: 1お よ び 2に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る タ ン パ
ク 質 を コ ー ド す る こ と が 好 ま し い 。 あ る い は 、 DNAは 、 遺 伝 子 コ ー ド の 縮 重 に よ り ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 に お い て 異 な り 得 る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 は ま た 、 こ れ ら の 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び 細 胞 に お け る DNA発 現 に 必
要 な 制 御 要 素 を 含 む ベ ク タ ー ； 単 離 お よ び 精 製 さ れ た p153お よ び p156タ ン パ ク 質 ； な ら び
に こ れ ら の タ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 体 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 イ ヌ お よ び ヒ ト エ ー ル リ ヒ ア 症 に 対 す る ワ ク チ ン の 調 製 に お け る p153
お よ び p156タ ン パ ク 質 の 使 用 に 関 す る 。 さ ら に 、 イ ヌ の 血 清 が p153ま た は p156タ ン パ ク 質
と 反 応 す る か ど う か を 判 定 す る こ と に よ る 、 イ ヌ ま た は ヒ ト が エ ー ル リ ヒ ア に 感 染 し て い
る か ど う か を 判 定 す る 方 法 を 提 供 す る 。 用 い る タ ン パ ク 質 は 組 換 え 体 に 由 来 し て よ く 、 ウ
ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 解 析 を 用 い て タ ン パ ク 質 に 対 す る 血 清 の 反 応 を 検 出 し 得 る 。 以 前 に 単 離
さ れ た E.カ ニ ス p28タ ン パ ク 質 と の 反 応 も ま た E.カ ニ ス 感 染 の 信 頼 で き る マ ー カ ー で あ る
た め 、 診 断 は エ ー ル リ ヒ ア ・ カ ニ ス の p153タ ン パ ク 質 、 gp140、 お よ び p28抗 原 と の 免 疫 反
応 性 を 検 出 す る 段 階 か ら な っ て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 発 明 は ま た 、 イ ヌ ま た は ヒ ト が エ ー ル リ ヒ ア 種 に 感 染 し て い る か ど う か を 判 定 す る た
め の 血 清 診 断 キ ッ ト に 関 す る 。 キ ッ ト は 、 本 明 細 書 に お い て 開 示 す る 固 定 化 タ ン パ ク 質 （
p153ま た は p156） 、 イ ヌ 血 清 用 の 適 切 な 希 釈 緩 衝 液 、 レ ポ ー タ ー 分 子 に 結 合 さ せ た 抗 イ ヌ
血 清 二 次 抗 体 、 お よ び レ ポ ー タ ー 分 子 を 検 出 す る た め の 適 切 な 試 薬 を 含 む 。 抗 原 を 固 定 化
し 得 る 方 法 に は 、 膜 ま た は マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト へ の 結 合 が 含 ま れ る 。 レ ポ ー タ ー 分
子 は 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 、 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 、 ま た は 蛍
光 標 識 で あ っ て よ い 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 発 明 は ま た 、 イ ヌ が エ ー ル リ ヒ ア 種 に 感 染 し て い る か ど う か を 判 定 す る PCR増 幅 法 に
関 す る 。 感 染 し て い る 可 能 性 の あ る イ ヌ ま た は ヒ ト の 血 液 か ら DNAを 抽 出 し 、 E. カ ニ ス p1
53遺 伝 子 ま た は E. シ ャ フ ェ エ ン シ ス p156遺 伝 子 に 特 異 的 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ
ー を 用 い た PCR増 幅 に 供 す 。 得 ら れ た PCR増 幅 産 物 を ゲ ル 電 気 泳 動 等 の 方 法 に よ り 大 き さ に
よ っ て 分 離 し 、 適 切 な 大 き さ の 産 物 を 検 出 す る こ と に よ り エ ー ル リ ヒ ア 感 染 が 示 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 発 明 は 、 p153ま た は p156遺 伝 子 を PCR検 出 す る た め の キ ッ ト に 関 す る 。 キ ッ ト は 、 血
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液 か ら DNAを 抽 出 す る た め の 試 薬 、 p153ま た は p156特 異 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 お よ び PCR
増 幅 の た め の 試 薬 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 発 明 に し た が っ て 、 当 技 術 分 野 の 技 術 の 範 囲 内 の 従 来 の 分 子 生 物 学 、 微 生 物 学 、 お よ
び 組 換 え DNA技 法 を 用 い る こ と が で き る 。 そ の よ う な 技 法 は 、 文 献 で 十 分 に 説 明 さ れ て い
る 。 例 え ば 、 Maniatis, Fritsch & Sambrook, “ Molecular Cloning: A Laboratory Manu
al (1982)； “ DNA Cloning: A Practical Approach,”  Volumes I and II (D.N. Glover 
ed. 1985)； “ Oligonucleotide Synthesis”  (M.J. Gait ed. 1984)； “ Nucleic Acid Hy
bridization”  [B.D. Hames & S.J. Higgins eds. (1985)]； “ Transcription and Trans
lation”  [B.D. Hames & S.J. Higgins eds. (1984)]； “ Animal Cell Culture”  [R.I. 
Freshney, ed. (1986)]； “ Immobilized Cells And Enzymes”  [IRL Press, (1986)]； B.
 Perbal, “ A Practical Guide To Molecular Cloning”  (1984)を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 明 細 書 で 用 い る 「 宿 主 」 と は 、 原 核 生 物 ば か り で な く 、 酵 母 、 植 物 、 お よ び 動 物 細 胞
等 の 真 核 生 物 も 含 む こ と を 意 図 す る 。 組 換 え DNA分 子 ま た は 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド
す る 遺 伝 子 を 用 い て 、 当 業 者 に 一 般 に 周 知 の 技 法 の い ず れ か に よ り 宿 主 を 形 質 転 換 す る こ
と が で き る 。 原 核 生 物 宿 主 に は 、 大 腸 菌 、 S・ テ ィ ン フ ィ ム リ ウ ム (S. tymphimurium)、 セ
ラ チ ア ・ マ ル セ ッ セ ン ス (Serratia marcescens)、 お よ び 枯 草 菌 が 含 ま れ る 。 真 核 生 物 宿
主 に は 、 ピ キ ア ・ パ ス ト リ ス (Pichia pastoris)等 の 酵 母 、 哺 乳 動 物 細 胞 、 お よ び 昆 虫 細
胞 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 一 般 に 、 宿 主 と と も に 、 挿 入 さ れ た DNA断 片 の 効 率 的 な 転 写 を 促 進 す る プ ロ モ ー タ ー 配
列 を 含 む 発 現 ベ ク タ ー を 使 用 す る 。 発 現 ベ ク タ ー は 典 型 的 に 、 複 製 起 点 、 プ ロ モ ー タ ー 、
タ ー ミ ネ ー タ ー 、 お よ び 形 質 転 換 し た 細 胞 に お い て 表 現 型 選 択 を 提 供 し 得 る 特 定 の 遺 伝 子
を 含 む 。 最 適 な 細 胞 増 殖 を 実 現 す る た め に 、 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 の 手 段 に 従 っ て 形 質
転 換 し た 宿 主 を 発 酵 お よ び 培 養 す る こ と が で き る 。 当 技 術 分 野 に お い て 周 知 の 方 法 を 用 い
て 、 適 切 な 転 写 お よ び 翻 訳 調 節 シ グ ナ ル を 含 む 発 現 ベ ク タ ー を 構 築 す る こ と が で き る 。 例
え ば 、 Sambrook et al., 1989, Molecular Cloning: A Laboratory Manual (2nd Ed.), C
old Spring Harbor Press, N.Y.に 記 載 さ れ て い る 技 法 を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 明 細 書 で 用 い る 「 プ ラ イ マ ー 」 と い う 用 語 は 、 精 製 さ れ た 制 限 消 化 物 に 見 ら れ る よ う
に 天 然 で あ ろ う と ま た は 合 成 で 作 製 さ れ た の で あ ろ う と 、 核 酸 鎖 に 相 補 的 な プ ラ イ マ ー 伸
長 産 物 の 合 成 が 誘 導 さ れ る 条 件 下 に 置 か れ た 場 合 に 、 合 成 の 開 始 部 位 と し て 働 き 得 る オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 指 す 。 条 件 に は 、 ヌ ク レ オ チ ド お よ び DNAポ リ メ ラ ー ゼ 等 の 誘 導 剤 の 存
在 、 な ら び に 適 切 な 温 度 お よ び pHが 含 ま れ る 。 プ ラ イ マ ー は 一 本 鎖 で あ っ て も 二 本 鎖 で あ
っ て も よ く 、 誘 導 剤 の 存 在 下 で 所 望 の 伸 長 産 物 の 合 成 を プ ラ イ ミ ン グ す る の に 必 要 な 長 さ
で な け れ ば な ら な い 。 プ ラ イ マ ー の 正 確 な 長 さ は 、 温 度 、 プ ラ イ マ ー の 起 源 、 お よ び 使 用
す る 方 法 を 含 む 多 く の 要 因 に 依 存 す る こ と に な る 。 例 え ば 診 断 用 途 で は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド プ ラ イ マ ー は 典 型 的 に 、 標 的 配 列 の 複 雑 度 に 応 じ て 15～ 25ま た は そ れ 以 上 の ヌ ク レ オ
チ ド を 含 む 。 よ り 少 な い ヌ ク レ オ チ ド を 有 す る プ ラ イ マ ー を 用 い る こ と も 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 明 細 書 に お け る プ ラ イ マ ー は 、 特 定 の 標 的 DNA配 列 の 異 な る 鎖 に 「 実 質 的 に 」 相 補 的
で あ る よ う に 選 択 さ れ る 。 こ れ は 、 プ ラ イ マ ー は そ れ ぞ れ の 鎖 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る た め
に 十 分 相 補 的 で な け れ ば な ら な い こ と を 意 味 す る 。 し た が っ て 、 プ ラ イ マ ー 配 列 は 鋳 型 の
正 確 な 配 列 を 反 映 す る 必 要 は な い 。 例 え ば 、 プ ラ イ マ ー 配 列 の 残 り の 部 分 が 鎖 に 相 補 的 で
あ る 状 態 で 、 非 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 断 片 を プ ラ イ マ ー の 5'末 端 に 付 加 し て も よ い 。 あ る
い は 、 プ ラ イ マ ー 配 列 が 配 列 と 十 分 に 相 補 的 で あ る か ま た は そ れ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ し て 伸
長 産 物 の 合 成 の た め の 鋳 型 を 形 成 す る の で あ れ ば 、 非 相 補 的 な 塩 基 ま た は 長 い 配 列 を プ ラ
イ マ ー に 分 散 さ せ て も よ い 。
【 ０ ０ ３ １ 】
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　 以 下 の 実 施 例 は 本 発 明 の 種 々 の 実 施 形 態 を 説 明 す る 目 的 で 提 供 す る も の で あ り 、 い ず れ
か の 様 式 で 本 発 明 を 限 定 す る こ と を 意 図 す る も の で は な い 。
【 ０ ０ ３ ２ 】

　 以 前 に 記 載 し た 通 り に （ McBride et al., 2001； 米 国 特 許 第 6,355, 777号 ） 、 λ Zap II
発 現 ラ イ ブ ラ リ ー か ら E. カ ニ ス p43タ ン パ ク 質 遺 伝 子 を 同 定 し た 。 元 の 2.4-kbク ロ ー ン は
、 デ オ キ シ グ ア ノ シ ン 三 リ ン 酸 三 リ ン 酸 加 水 分 解 酵 素 遺 伝 子 を コ ー ド す る オ ー プ ン リ ー デ
ィ ン グ フ レ ー ム (ORF)お よ び 切 断 さ れ た p43遺 伝 子 断 片 に 先 行 す る 下 流 の 229-bp遺 伝 子 間 ス
ペ ー ス か ら な っ た 。 プ ラ イ マ ー -ア ダ プ タ ー PCR法 に よ り 、 鋳 型 と し て E.カ ニ ス ゲ ノ ム DNA
（ Jake, North Carolina株 )を 用 い て 、 p43オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム の 完 全 な 配 列 を
決 定 し た 。 増 幅 に 用 い た プ ラ イ マ ー を 用 い て 単 位 複 製 配 列 を 直 接 配 列 決 定 す る か 、 ま た は
配 列 解 析 の た め に TOPO/TAに ク ロ ー ニ ン グ し た 。 E.カ ニ ス p43ク ロ ー ン (2.4-kb)全 体 を 用 い
て E. シ ャ フ ェ エ ン シ ス ゲ ノ ム 配 列 の BLASTn検 索 を 行 う こ と に よ り 、 E. シ ャ フ ェ エ ン シ ス
オ ー ソ ロ グ （ p156遺 伝 子 ）  が 同 定 さ れ た 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 E. カ ニ ス p153遺 伝 子 お よ び E. シ ャ フ ェ エ ン シ ス p156遺 伝 子 を 大 き な 断 片 （ 1～ 1.5-kbp
） に 分 割 し 、 pUni/V5-His-TOPO Echoド ナ ー ベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ し 、 pBAD Thio-Eま た
は PRSET Echoア ク セ プ タ ー 発 現 ベ ク タ ー と 組 換 え た 。 ア ラ ビ ノ ー ス ま た は IPTGで 4時 間 誘
導 し た 後 、 組 換 え タ ン パ ク 質 が 発 現 さ れ た 。 糖 タ ン パ ク 質 検 出 の た め の 免 疫 ブ ロ ッ ト キ ッ
ト （ Bio-Rad） を 用 い て 、 膜 標 識 手 順 に 従 い 、 発 現 し た 組 換 え タ ン パ ク 質 に お い て グ リ カ
ン 検 出 を 行 っ た 。 以 前 に 記 載 し た 通 り に （ McBride et al., 2002） E. シ ャ フ ェ エ ン シ ス
組 換 え Dsbタ ン パ ク 質 を 大 腸 菌 で 発 現 さ せ 、 糖 タ ン パ ク 質 検 出 研 究 の エ ー ル リ ヒ ア の 陰 性
対 照 タ ン パ ク 質 と し て 使 用 し た 。 E.カ ニ ス 全 細 胞 溶 解 液 を 勾 配 ゲ ル （ 4～ 12% Bis-Tris、 N
ovagen） を 用 い て ゲ ル 電 気 泳 動 に よ り 分 離 し 、 セ ミ ド ラ イ 転 写 ユ ニ ッ ト （ Bio-Rad） を 用
い て 純 粋 な ニ ト ロ セ ル ロ ー ス に 転 写 し た 。 以 前 に 記 載 し た 通 り に （ McBride et al., 2001
） 免 疫 ブ ロ ッ テ ィ ン グ を 行 っ た 。
【 ０ ０ ３ ４ 】

　 E. カ ニ ス p153の N末 端 (p43)部 分 を 含 む ク ロ ー ン の 強 い 免 疫 反 応 性 に よ り 、 そ の 最 初 の
同 定 お よ び 特 徴 づ け が 導 か れ た （ McBride et al., 2001） 。 イ ヌ に お け る E. カ ニ ス に 対
す る 抗 体 を 検 出 す る た め の 間 接 蛍 光 抗 体 試 験 の 結 果 と 比 較 し た 場 合 、 p43は 優 れ た 感 度 お
よ び 特 異 性 を 示 し た 。 さ ら に 、 抗 組 換 え p43ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が E. シ ャ フ ェ エ ン シ ス 感
染 DH82細 胞 と 反 応 し な か っ た た め 、 p43に よ り 種 特 異 的 検 出 が 提 供 さ れ る と 考 え ら れ た 。
遺 伝 子 的 に 異 な り 低 い ア ミ ノ 酸 相 同 性 を 有 す る E. シ ャ フ ェ エ ン シ ス の p153オ ー ソ ロ グ (p1
56)が 同 定 さ れ た こ と か ら 、 p43タ ン パ ク 質 が 種 特 異 的 抗 原 で あ り 、 ひ い て は 優 れ た 種 特 異
的 免 疫 診 断 抗 原 と な る と い う 以 前 の 知 見 が 支 持 さ れ る 。 主 要 な 線 状 B細 胞 エ ピ ト ー プ が p15
3タ ン パ ク 質 の N末 端 領 域 (p43)お よ び C末 端 領 域 に 存 在 す る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 p43組 換 え タ ン パ ク 質 は 、 初 期 に は 認 知 さ れ な か っ た 、 予 想 よ り も 大 き な 分 子 量 （ 約 30%
ま た は 約 10 kD） を 示 し た 。 以 前 に 報 告 さ れ た エ ー ル リ ヒ ア の 糖 タ ン パ ク 質 gp120お よ び gp
140は 、 予 想 よ り も 60～ 100%大 き か っ た 。 分 子 量 の 移 行 の 程 度 は そ れ よ り も か な り 低 い が
、 p43タ ン パ ク 質 は 糖 タ ン パ ク 質 で あ り 、 そ れ は 付 着 し た グ リ カ ン の 糖 検 出 か ら 確 認 さ れ
た 。 p43の 知 見 と 一 致 し て 、 発 現 さ れ た E. シ ャ フ ェ エ ン シ ス p156組 換 え 遺 伝 子 断 片 も 予 想
よ り も 大 き な 分 子 量 を 示 し 、 こ れ ら の 断 片 に お い て も 糖 が 検 出 さ れ た 。 さ ら に 、 E. カ ニ
ス p153の C末 端 断 片 も ま た 予 想 よ り も 大 き な 分 子 量 を 示 し た （ 約 10%ま た は 6 kD） 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 p43遺 伝 子 が 同 定 さ れ た 際 に は 、 全 細 胞 溶 解 液 の 対 応 す る 天 然 E. カ ニ ス タ ン パ ク 質 は 抗
p43抗 血 清 と 反 応 し な か っ た 。 本 明 細 書 で 示 す 知 見 に 基 づ く と 、 こ の 矛 盾 は p43遺 伝 子 が 不
完 全 な オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を 表 し 、 43 kDタ ン パ ク 質 を コ ー ド し て い な い と い
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実 施 例 1
E. カ ニ ス p153タ ン パ ク 質 お よ び E. シ ャ フ ェ エ ン シ ス p156タ ン パ ク 質 の 特 徴 づ け

考 察



う 事 実 に 起 因 し 得 る 。 さ ら に 、 大 き な 分 子 量 （ >150 kD） の こ の タ ン パ ク 質 は 、 免 疫 ブ ロ
ッ ト に よ り こ の タ ン パ ク 質 を 一 貫 し て 同 定 す る た め に は 、 ゲ ル 電 気 泳 動 条 件 に 対 し て 特 別
な 注 意 を 必 要 と す る 。 E. カ ニ ス 全 細 胞 溶 解 液 中 の 200 kDタ ン パ ク 質 は 、 抗 p43ポ リ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 と 強 く 免 疫 反 応 し た 。 こ の タ ン パ ク 質 の 分 子 量 は 、 分 子 量 の 増 大 に 寄 与 す る い く
つ か の グ リ カ ン を 加 味 し た p153の 予 想 分 子 量 と 一 致 す る 。 こ の 知 見 は ま た 、 ほ ぼ 完 全 な オ
ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を 表 す E. シ ャ フ ェ エ ン シ ス p156組 換 え 断 片 の 分 子 量 と も 一
致 す る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 エ ー ル リ ヒ ア 種 の 糖 タ ン パ ク 質 は 、 病 原 細 菌 に お い て 特 徴 づ け さ れ た 最 初 の タ ン パ ク 質
の 数 種 で あ る 。 今 日 ま で に 発 見 さ れ て い る エ ー ル リ ヒ ア の 糖 タ ン パ ク 質 は 、 感 染 患 者 お よ
び 動 物 の 抗 体 に よ っ て 一 貫 し て か つ 強 く 認 識 さ れ る 。 こ れ ら の 独 特 な 表 面 露 出 免 疫 反 応 性
タ ン パ ク 質 は ワ ク チ ン 開 発 に お け る 可 能 性 を 有 し 、 こ れ ら の タ ン パ ク 質 は サ ブ ユ ニ ッ ト ワ
ク チ ン の 重 要 な 成 分 と な る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 以 下 の 参 考 文 献 を 本 明 細 書 に お い て 引 用 し た ：
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【 ０ ０ ３ ９ 】
　 本 明 細 書 で 言 及 し た 特 許 お よ び 出 版 物 は い ず れ も 、 本 発 明 が 関 連 す る 当 業 者 の 技 術 レ ベ
ル を 示 す 。 こ れ ら の 特 許 お よ び 出 版 物 は 、 個 々 の 出 版 物 が 詳 細 に か つ 個 別 に 参 照 と し て 組
み 入 れ ら れ る こ と が 示 さ れ る の と 同 程 度 に 、 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 本 発 明 が 、 目 的 を 達 成 す る た め 、 お よ び 言 及 し た 結 果 お よ び 利 点 な ら び に そ れ 固 有 の も
の を 得 る た め に 十 分 に 適 し て い る こ と を 、 当 業 者 は 容 易 に 理 解 す る で あ ろ う 。 本 実 施 例 は
、 本 明 細 書 に 記 載 し た 方 法 、 手 順 、 処 理 、 分 子 、 お よ び 特 定 の 化 合 物 と と も に 、 現 段 階 で
好 ま し い 態 様 を 代 表 す る も の で あ っ て 、 例 示 的 な も の で あ り 、 本 発 明 の 範 囲 の 限 定 を 意 図
す る も の で は な い 。 特 許 請 求 の 範 囲 に よ っ て 定 義 さ れ る 本 発 明 の 精 神 の 範 囲 内 に 包 含 さ れ
る 、 そ の 中 で の 変 更 お よ び 他 の 使 用 が 、 当 業 者 に 想 起 さ れ る で あ ろ う 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
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【 ０ ０ ４ １ 】
　 本 発 明 の 上 記 の 特 徴 、 利 点 、 お よ び 目 的 、 な ら び に 明 ら か と な る で あ ろ う 他 の も の が 達
成 さ れ 、 詳 細 に 理 解 さ れ 得 る よ う に 、 添 付 の 図 面 に 示 す そ の 特 定 の 態 様 を 参 照 す る こ と に
よ り 、 先 に 概 説 し た 本 発 明 を よ り 詳 細 に 説 明 し 得 る 。 こ れ ら の 図 面 は 本 明 細 書 の 一 部 を 構
成 す る 。 し か し 、 添 付 の 図 面 は 本 発 明 の 好 ま し い 態 様 を 示 す も の で あ っ て 、 そ の 範 囲 へ の
限 定 と み な さ れ る べ き で は な い こ と に 留 意 さ れ た い 。
【 図 １ 】 図 1Aお よ び 図 1Bは 、 E. シ ャ フ ェ エ ン シ ス p156（ 上 列 ） お よ び E. カ ニ ス p153（ 下
列 ） タ ン パ ク 質 オ ー ソ ロ グ の リ ッ プ マ ン -ピ ア ソ ン ア ミ ノ 酸 ア ラ イ ン メ ン ト を 示 す 。 ア ミ
ノ 酸 同 一 性 、 保 存 的 (:)、 お よ び 半 保 存 的 (.)置 換 を 中 央 に 示 す 。
【 図 ２ 】 図 2Aお よ び 図 2Bは 、 E. カ ニ ス p153(A)お よ び E. シ ャ フ ェ エ ン シ ス (B)の 組 換 え タ
ン パ ク 質 断 片 の 発 現 、 お よ び 抗 V5抗 体 に よ る 検 出 を 示 す 。 E. カ ニ ス p153、 レ ー ン 1、 N末
端 断 片 （ 1107-bp、 nt-1～ 1107） 、 レ ー ン 2、 内 部 断 片 （ 910-bp、 nt-1080～ 1990） 、 レ ー
ン 3、 内 部 断 片 （ 1000-bp、 nt-1950～ 2950） 、 お よ び レ ー ン 4、 C末 端 断 片 （ 1280-bp、 nt-2
940～ 4220） 。 E. シ ャ フ ェ エ ン シ ス p156、 レ ー ン 1、 N末 端 断 片 （ 1545-bp、 nt-125～ 1675
） 、 レ ー ン 2、 内 部 断 片 （ 1365-bp、 nt-1685～ 3050） 、 お よ び レ ー ン 3、 C末 端 1365-bp、 nt
-2950～ 4315） 。
【 図 ３ Ａ 】 E. カ ニ ス p153組 換 え 断 片 の ウ ェ ス タ ン 免 疫 ブ ロ ッ ト を 示 す 。 レ ー ン 1、 N末 端
断 片 （ 1107-bp、 nt-1～ 1107） 、 レ ー ン 2、 内 部 断 片 （ 910-bp、 nt-1080～ 1990） 、 レ ー ン 3
、 内 部 断 片 （ 1000-bp、 nt-1950～ 2950） 、 お よ び レ ー ン 4、 C末 端 断 片 （ 1280-bp、 nt-2940
～ 4220） 。
【 図 ３ Ｂ 】 pRSET発 現 ベ ク タ ー を 用 い て 大 腸 菌 で 発 現 さ せ た E. カ ニ ス p153の 対 応 す る 精 製
組 換 え 断 片 に お け る 糖 の 検 出 を 示 す 。 組 換 え タ ン パ ク 質 に 付 着 し て い る グ リ カ ン を 酸 化 し
、 ビ オ チ ン で 標 識 し 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン -ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ で 検 出 し た 。
【 図 ４ Ａ 】 ヒ ト （ 左 パ ネ ル ） お よ び イ ヌ （ 右 パ ネ ル ） 血 清 を 用 い た 、 E. シ ャ フ ェ エ ン シ
ス p156組 換 え 断 片 の ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト を 示 す （ レ ー ン 1～ 3） 。 レ ー ン 1、 E. シ ャ フ ェ エ
ン シ ス p156 N末 端 断 片 （ 1545-bp、 nt-125～ 1675） 、 レ ー ン 2、 内 部 断 片 （ 1365-bp、 nt-16
85～ 3050） 、 お よ び レ ー ン 3、 C末 端 断 片 1365-bp、 nt-2950～ 4315） 。 発 現 さ れ た 組 換 え タ
ン パ ク 質 は 、 E. シ ャ フ ェ エ ン シ ス p156の 約 95%を 示 す 。
【 図 ４ Ｂ 】 3つ の 対 応 す る 組 換 え E. シ ャ フ ェ エ ン シ ス p156タ ン パ ク 質 の 糖 検 出 を 示 す （ レ
ー ン 1～ 3） 。
【 図 ５ 】 E. カ ニ ス に 感 染 し た イ ヌ の ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 血 清 （ レ ー ン 1） 、 お よ び 抗 組 換 え
p43(gp200)（ レ ー ン 2） お よ び 抗 組 換 え gp140（ レ ー ン 3） ポ リ ク ロ ー ナ ル ウ サ ギ 血 清 を 用
い た 、 E. カ ニ ス 全 細 胞 溶 解 液 中 の タ ン パ ク 質 を 実 証 す る ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト を 示 す 。
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【 図 １ Ａ 】 【 図 １ Ｂ 】

【 図 ２ 】 【 図 ３ 】
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【 図 ４ 】

【 図 ５ 】

【 配 列 表 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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摘要(译)

编码两种免疫反应性糖蛋白的序列从犬埃里希氏体（p153基因）和恰菲
埃里希体（p156基因）克隆。这两种糖蛋白是物种特异性免疫反应性直
向同源物，可用作亚单位疫苗，并用于犬埃里希体和恰菲埃里希体的血
清学和分子诊断。
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