
(57)【要約】
本明細書においては、＜ i＞インビトロの＜ /i＞肉芽腫モデルおよびその使用法が提供さ
れる。被験者における潜伏性結核を検出および／または診断する方法、ならびに、α -ク
リスタリンのような潜伏期特異的な抗原（およびそれに対する抗体）、および、そのよう
な分子を同定および使用する方法もまた提供される。例えば、潜伏性結核感染に対する免
疫応答のような、被験者における免疫応答を引き出す際において使用するための免疫刺激
組成物も提供される。提供される方法を実行するためのキットについても説明される。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
以 下 の 段 階 を 含 む 、 被 験 者 に お け る 潜 伏 性 結 核 を 検 出 す る た め の 免 疫 学 的 ア ッ セ イ 法 ：
被 験 者 に 由 来 す る 第 一 の 潜 伏 期 特 異 的 結 合 パ ー ト ナ ー （ LSBP） を 含 み 得 る 生 物 学 的 サ ン プ
ル を 、 対 応 す る LSBPと 接 触 さ せ る 段 階 、 お よ び
第 一 の LSBPと 対 応 す る LSBPと の 間 の 結 合 を 検 出 す る 段 階 で あ り 、 そ の よ う な 結 合 が 、 被 験
者 に お け る 潜 伏 性 結 核 を 示 唆 す る も の で あ る よ う な 段 階 。
【 請 求 項 ２ 】
第 一 の LSBPが 抗 体 で あ り 、 対 応 す る LSBPが 潜 伏 期 特 異 的 ヒ ト 結 核 菌 抗 原 で あ る 、 請 求 項 1
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
抗 原 が α -ク リ ス タ リ ン （ Acr） ま た は そ の 免 疫 原 性 断 片 で あ る 、 請 求 項 2記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
第 一 の LSBPが 潜 伏 期 特 異 的 ヒ ト 結 核 菌 抗 原 で あ り 、 対 応 す る LSBPが 抗 体 で あ る 、 請 求 項 1
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
抗 原 が Acrま た は そ の 免 疫 原 性 断 片 で あ る 、 請 求 項 4記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
少 な く と も 1つ の LSBP、 お よ び 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 を 実 行 す る た め の 使 用 説 明 書 を 含 む 、
被 験 者 に お け る 潜 伏 性 結 核 を 検 出 す る た め の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ７ 】
免 疫 刺 激 量 の ヒ ト 結 核 菌 潜 伏 期 特 異 的 抗 原 も し く は そ の 免 疫 原 性 断 片 、 ま た は そ の よ う な
抗 原 も し く は 免 疫 原 性 断 片 を コ ー ド す る 核 酸 分 子 を 、 被 験 者 に 導 入 す る 段 階 を 含 む 、 被 験
者 に お け る 免 疫 応 答 を 引 き 出 す 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
被 験 者 に お け る 潜 伏 性 結 核 感 染 を 抑 制 す る 方 法 で あ る 、 請 求 項 7記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
被 験 者 に お け る 潜 伏 性 結 核 感 染 を 治 療 す る 方 法 で あ る 、 請 求 項 7記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
抗 原 が Acrで あ る 、 請 求 項 7記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
引 き 出 さ れ た 免 疫 応 答 が 、 ヒ ト 結 核 菌 に よ る 潜 伏 感 染 に 対 す る 被 験 者 の 感 受 性 の 低 下 を も
た ら す 、 請 求 項 7記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
免 疫 刺 激 量 の ヒ ト 結 核 菌 潜 伏 期 特 異 的 抗 原 も し く は そ の 免 疫 原 性 断 片 、 ま た は 、 そ の よ う
な 抗 原 も し く は 免 疫 原 性 断 片 を コ ー ド す る 核 酸 分 子 、 お よ び 、 請 求 項 7記 載 の 方 法 を 実 行
す る た め の 使 用 説 明 書 を 含 む 、 被 験 者 に お け る 免 疫 応 答 を 引 き 出 す た め の キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ３ 】
潜 伏 性 結 核 感 染 を 有 す る 可 能 性 の あ る 患 者 に 、 キ ッ ト の 成 分 を 投 与 す る た め の 使 用 説 明 書
を さ ら に 含 む 、 請 求 項 12記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ４ 】
末 梢 血 単 核 細 胞 、 自 己 マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 お よ び ミ コ バ ク テ リ ア を 含 む 、 イ ン ビ ト ロ の 肉 芽
腫 。
【 請 求 項 １ ５ 】
末 梢 血 単 核 細 胞 が 、 単 球 、 Bリ ン パ 球 、 Tリ ン パ 球 、 お よ び そ の 組 み 合 わ せ か ら な る 群 よ り
選 択 さ れ る ヒ ト の 末 梢 血 単 核 細 胞 で あ る 、 請 求 項 14記 載 の イ ン ビ ト ロ の 肉 芽 腫 。
【 請 求 項 １ ６ 】
ミ コ バ ク テ リ ア が ヒ ト 結 核 菌 で あ る 、 請 求 項 14記 載 の イ ン ビ ト ロ の 肉 芽 腫 。
【 請 求 項 １ ７ 】
線 維 芽 細 胞 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 14記 載 の イ ン ビ ト ロ の 肉 芽 腫 。
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【 請 求 項 １ ８ 】
低 付 着 性 容 器 に お い て 末 梢 血 単 核 細 胞 、 自 己 マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 お よ び ミ コ バ ク テ リ ア を 組
み 合 わ せ る 段 階 、 な ら び に 、 そ の 組 み 合 わ せ を 十 分 な 長 さ の 期 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 イ ン
ビ ト ロ の 肉 芽 腫 を 形 成 さ せ る 段 階 を 含 む 、 イ ン ビ ト ロ の 肉 芽 腫 を 製 造 す る た め の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
組 み 合 わ せ に 線 維 芽 細 胞 を 加 え る 、 請 求 項 18記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
イ ン ビ ト ロ の 肉 芽 腫 の 製 造 を 増 強 す る た め に 十 分 な 量 の 外 因 性 サ イ ト カ イ ン を 容 器 に 加 え
る 段 階 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 18記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
外 因 性 サ イ ト カ イ ン が 、 IL-2、 IFN-γ 、 TNF-α 、 ま た は そ の 2つ も し く は そ れ 以 上 の 組 み
合 わ せ で あ る 、 請 求 項 20記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
末 梢 血 単 核 細 胞 、 自 己 マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 お よ び ミ コ バ ク テ リ ア を 含 む イ ン ビ ト ロ の 肉 芽 腫
と 薬 剤 を 組 み 合 わ せ る 段 階 、 な ら び に 、 そ の 薬 剤 が ミ コ バ ク テ リ ア の 生 存 能 を 阻 害 す る か
ど う か を 決 定 す る 段 階 を 含 む 、 抗 結 核 治 療 活 性 に つ い て 結 核 薬 候 補 を ス ク リ ー ニ ン グ す る
方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
末 梢 血 単 核 細 胞 が 、 単 球 、 Bリ ン パ 球 、 Tリ ン パ 球 、 お よ び そ の 組 み 合 わ せ か ら な る 群 よ り
選 択 さ れ る ヒ ト の 末 梢 血 単 核 細 胞 で あ る 、 請 求 項 18ま た は 請 求 項 22記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
末 梢 血 単 核 細 胞 、 自 己 マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 お よ び 不 活 性 化 ミ コ バ ク テ リ ア を 含 む イ ン ビ ト ロ
の 肉 芽 腫 と 薬 剤 を 組 み 合 わ せ る 段 階 、 な ら び に 、 そ の 薬 剤 が 肉 芽 腫 に 含 ま れ る ミ コ バ ク テ
リ ア の 再 活 性 化 を 阻 害 す る か ど う か を 決 定 す る 段 階 を 含 む 、 抗 結 核 治 療 活 性 に つ い て 結 核
薬 候 補 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
ミ コ バ ク テ リ ア が ヒ ト 結 核 菌 で あ る 、 請 求 項 18、 請 求 項 22、 ま た は 請 求 項 24記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
末 梢 血 単 核 細 胞 、 自 己 マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 お よ び 突 然 変 異 ミ コ バ ク テ リ ア を 含 む イ ン ビ ト ロ
の 肉 芽 腫 に お い て 、 野 生 型 ミ コ バ ク テ リ ア と 比 較 し た 場 合 、 突 然 変 異 ミ コ バ ク テ リ ア が 、
潜 伏 期 を 誘 導 す る 、 生 き 残 る 、 再 活 性 化 す る 、 ま た は 肉 芽 腫 壊 死 を 誘 導 す る 能 力 を 低 下 さ
せ ら れ て い る か ど う か を 決 定 す る 段 階 を 含 む 、 結 核 ワ ク チ ン 候 補 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方
法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
イ ン ビ ト ロ の 肉 芽 腫 が 線 維 芽 細 胞 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 22、 請 求 項 24、 ま た は 請 求 項 26記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
突 然 変 異 ミ コ バ ク テ リ ア が 、 潜 伏 期 遺 伝 子 に お け る 突 然 変 異 を 有 す る ミ コ バ ク テ リ ア 菌 株
を 含 む 、 請 求 項 26記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
突 然 変 異 ミ コ バ ク テ リ ア が 、 acr、 σ 因 子 遺 伝 子 、 oxyRお よ び aphCか ら な る 群 よ り 選 択 さ
れ る 遺 伝 子 に お け る 突 然 変 異 を 有 す る ヒ ト 結 核 菌 株 で あ る 、 請 求 項 26記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
σ 因 子 遺 伝 子 が 、 sigF、 sigC、 お よ び sigHか ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 29記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
培 養 基 、 お よ び 、 請 求 項 18、 22、 24、 ま た は 26の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 を 実 行 す る た め
の 使 用 説 明 書 を 含 む 、 イ ン ビ ト ロ の 肉 芽 腫 を 製 造 す る た め の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
低 付 着 性 容 器 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 31記 載 の キ ッ ト 。
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【 請 求 項 ３ ３ 】
あ る 量 の サ イ ト カ イ ン を さ ら に 含 む 、 請 求 項 31記 載 の キ ッ ト 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
関 連 出 願 の 参 照
本 出 願 は 、 2001年 1月 8日 に 出 願 さ れ た 、 米 国 特 許 仮 出 願 第 60/260,348号 、 お よ び 、 2001年
8月 9日 に 出 願 さ れ た 、 米 国 特 許 仮 出 願 第 60/311,235号 の 利 権 を 主 張 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
政 府 の 支 援 に つ い て の 声 明
本 発 明 は 、 米 国 政 府 機 関 で あ る 、 連 邦 防 疫 セ ン タ ー （ Centers for Disease Control and 
Prevention） に よ っ て 行 わ れ た 。 し た が っ て 、 米 国 政 府 は 、 本 発 明 に お い て 、 一 定 の 権 利
を 有 す る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
開 示 の 技 術 分 野
本 開 示 は 、 ミ コ バ ク テ リ ア の 潜 伏 期 に つ い て の 技 術 分 野 に 関 連 し 、 特 に 、 ミ コ バ ク テ リ ア
の 研 究 の た め の 、 な ら び に 、 結 核 薬 お よ び ワ ク チ ン 候 補 の 開 発 の た め の 、 イ ン ビ ト ロ の 肉
芽 腫 モ デ ル に 関 連 す る 、 な ら び に 、 免 疫 学 的 検 定 法 を 用 い た 潜 伏 性 ミ コ バ ク テ リ ア 感 染 の
検 出 に 関 連 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ４ 】
背 景
世 界 中 の ど こ か で 、 お よ そ 10秒 毎 に 人 は 結 核 に よ っ て 死 亡 し て い る 。 結 核 は 、 感 染 症 の 中
で は 、 世 界 で 死 亡 例 が 最 も 多 い も の で あ り 、 生 殖 年 齢 に あ る 女 性 で は 最 上 位 の 死 因 と な っ
て い る 。 開 発 途 上 国 が 最 も 多 く 疾 患 を 保 有 し て い る に も 関 わ ら ず 、 米 国 国 民 は 非 常 に 高 い
頻 度 で 結 核 に 罹 患 し て お り 、 2000年 に は 16,377例 が 報 告 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
結 核 の ほ と ん ど 全 て の 症 例 を 引 き 起 こ す 感 染 性 作 用 物 質 は 、 ヒ ト 結 核 菌 （ Mycobacterium 
tuberculosis（ M. tuberculosis） ） で あ る 。 ヒ ト 結 核 菌 は 、 空 気 を 介 し て 個 体 間 で 容 易
に 伝 播 す る 。 感 染 個 体 に よ る 1回 の 咳 に よ っ て 、 3000個 も の 多 く の 感 染 飛 沫 核 が 生 じ 得 る
上 、 10個 未 満 の 細 菌 に よ っ て 、 感 受 性 の 個 体 に お け る 肺 感 染 が 始 ま る 可 能 性 が あ る 。 空 気
で 運 ば れ る 病 原 体 を 単 に 吸 入 す る だ け で 個 体 が 感 染 さ れ る 可 能 性 が あ る た め 、 結 核 の 発 生
を 抑 え る こ と は 困 難 で あ り 、 陰 圧 室 に 感 染 個 体 を 隔 離 す る こ と が 必 要 と さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
1950年 代 に お け る 抗 生 物 質 の 開 発 の 後 、 結 核 は 遂 に は 駆 逐 さ れ る と 信 じ ら れ て い た に も 関
わ ら ず 、 1999年 、 世 界 保 健 機 構 （ World Health Organization） は 、 健 康 に 関 す る 世 界 的
な 緊 急 事 態 と し て 、 結 核 を 分 類 付 け た 。 結 核 が 保 存 さ れ た 主 な 原 因 の 1つ は 、 多 剤 耐 性 菌
株 の 進 化 で あ る 。 多 剤 耐 性 菌 株 は 、 少 な く と も 6ヶ 月 間 続 く 薬 剤 療 法 に つ い て の 感 染 患 者
の 低 い コ ン プ ラ イ ア ン ス に よ っ て 、 あ る 程 度 進 化 し て い る 。 あ る 多 剤 耐 性 菌 株 、 菌 株 Wは
、 全 て の 第 一 線 薬 剤 （ イ ソ ニ ア ジ ド 、 リ フ ァ ン ピ ン 、 エ タ ン ブ ト ー ル 、 お よ び ピ ラ ジ ジ ン
（ pyrazidine） ） 、 な ら び に 1つ の 第 二 線 薬 剤 （ カ ナ マ イ シ ン ） に 対 す る 耐 性 を 進 化 さ せ
た 。 し た が っ て 、 結 核 が 、 世 界 的 に 、 個 体 に と っ て 重 大 な 健 康 脅 威 と な り 続 け る こ と は 明
ら か で あ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
感 染 は 典 型 的 に 、 宿 主 の 免 疫 機 構 に よ っ て 調 節 さ れ る た め 、 ヒ ト 結 核 菌 へ の 一 次 感 染 は 、
ほ ん の ま れ に し か 直 接 の 疾 患 を 導 か な い 。 ヒ ト 結 核 菌 に 感 染 し た ヒ ト の 中 で は 、 お よ そ 5
％ が 感 染 後 数 年 以 内 に 疾 患 の 症 状 発 現 を す る 。 一 次 感 染 の 際 に 、 ミ コ バ ク テ リ ア は 、 不 活
性 化 マ ク ロ フ ァ ー ジ に 侵 襲 し 、 そ こ で 増 殖 す る 。 急 激 な 増 殖 期 に 続 き 、 感 染 マ ク ロ フ ァ ー
ジ お よ び そ の 中 の 細 菌 は 、 新 た に 補 充 さ れ た 活 性 化 マ ク ロ フ ァ ー ジ に よ っ て 囲 ま れ 、 封 じ
込 め ら れ る 。 こ の 、 感 染 マ ク ロ フ ァ ー ジ の 封 じ 込 め に よ っ て 、 特 徴 的 な 肉 芽 腫 が 生 じ る 。
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肉 芽 腫 は 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ の コ ア の 周 り に 凝 集 す る 、 Tリ ン パ 球 に よ っ て 囲 ま れ た 、 お よ
び 後 に は 線 維 芽 細 胞 お よ び コ ラ ー ゲ ン に よ っ て 囲 ま れ る 、 類 上 皮 細 胞 お よ び 多 核 巨 細 胞 を
含 む 、 活 性 化 マ ク ロ フ ァ ー ジ の 密 集 し た 組 織 化 集 塊 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
ミ コ バ ク テ リ ア の 休 眠 に よ っ て 、 潜 伏 性 結 核 と 呼 ば れ る 病 期 が も た ら さ れ る 。 潜 伏 性 結 核
を 有 す る 個 体 は 、 再 活 性 化 結 核 の 症 例 を 後 に 進 行 さ せ る 可 能 性 が あ り 、 実 際 、 米 国 に お い
て 報 告 さ れ た 結 核 症 例 の 多 数 は 、 ミ コ バ ク テ リ ア 感 染 の 再 活 性 化 の 結 果 生 じ た も の で あ り
、 一 次 感 染 か ら の も の で は な い （ Am. Rev. Respir. Dis. 146:1623～ 1633, 1992） 。 ヒ ト
結 核 菌 の 再 活 性 化 は 、 通 常 、 多 数 の 結 核 菌 に よ っ て 肺 の 小 気 管 支 の 壊 死 が 引 き 起 こ さ れ る
、 肺 尖 に お い て 起 こ る 。 結 核 に 特 徴 的 な 血 痰 は 、 こ の 壊 死 過 程 の 間 の 、 小 血 管 の び ら ん に
よ っ て 生 じ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
世 界 の 人 口 の お よ そ 3分 の 1が 、 ヒ ト 結 核 菌 に よ っ て 潜 伏 感 染 さ れ て い る と 見 積 も ら れ た （
Sudreら 、 Bull. W.H.O. 70:149～ 159, 1992） 。 現 在 の と こ ろ 、 ツ ベ ル ク リ ン 皮 膚 試 験 が
、 ヒ ト 結 核 菌 感 染 者 に つ い て 唯 一 利 用 可 能 な 診 断 法 で あ る 。 あ い に く 、 現 在 利 用 可 能 な 試
験 で は 、 潜 伏 感 染 し た 個 体 を 特 異 的 に 同 定 す る こ と は で き な い 。 ツ ベ ル ク リ ン 試 験 で は 、
病 原 体 に 曝 露 さ れ た 、 ま た は 病 原 体 に 対 し て ワ ク チ ン 接 種 を さ れ た 、 全 て の 個 体 の 同 定 の
み が 可 能 で あ る 。 潜 伏 感 染 し た 個 体 の 数 が 多 い こ と に よ り 、 お よ び 、 そ れ ら の 個 体 に お い
て 結 核 が 再 活 性 化 す る リ ス ク が 存 在 す る こ と に よ り 、 潜 伏 性 結 核 を 標 的 と す る 診 断 薬 お よ
び 治 療 薬 の 開 発 が 必 要 と さ れ て い る 。 さ ら に 、 ミ コ バ ク テ リ ア の 研 究 の た め の 、 お よ び 、
結 核 薬 お よ び ワ ク チ ン 候 補 の 開 発 の た め の 、 イ ン ビ ト ロ の 肉 芽 腫 モ デ ル の 開 発 が 望 ま れ て
い る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ １ ０ 】
開 示 の 概 要
結 核 潜 伏 期 に つ い て の イ ン ビ ト ロ の モ デ ル が 、 本 開 示 の あ る 態 様 に お い て 説 明 さ れ る 。 特
に 、 イ ン ビ ト ロ の 肉 芽 腫 モ デ ル お よ び そ の モ デ ル を 使 用 す る た め の 方 法 が 提 供 さ れ る 。 あ
る 態 様 に お い て は 、 イ ン ビ ト ロ の 肉 芽 腫 モ デ ル は 、 ヒ ト の 末 梢 血 単 核 細 胞 、 自 己 マ ク ロ フ
ァ ー ジ お よ び ミ コ バ ク テ リ ア を 含 む 。 あ る 態 様 に お い て は 、 こ れ ら の 成 分 は 、 低 付 着 性 容
器 に お い て 組 み 合 わ せ ら れ る 。 特 定 の 例 に お い て は 、 イ ン ビ ト ロ の 肉 芽 腫 モ デ ル は 、 例 え
ば ヒ ト の 肺 線 維 芽 細 胞 の よ う な 線 維 芽 細 胞 を さ ら に 含 む 。
【 ０ ０ １ １ 】
さ ら な る 態 様 は 、 例 え ば 、 候 補 結 核 薬 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の よ う に 、 肉 芽 腫 に 対 す
る そ れ ら の 影 響 に つ い て 、 新 し い ま た は 既 知 の 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 、 ま た
候 補 結 核 ワ ク チ ン を 同 定 す る た め に 、 な ら び に 肉 芽 腫 形 成 お よ び 肉 芽 腫 壊 死 の 過 程 を 解 析
し 特 徴 付 け る た め に 、 イ ン ビ ト ロ の 肉 芽 腫 モ デ ル を 使 用 す る た め の 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
本 明 細 書 に お い て は 、 潜 伏 性 結 核 感 染 を 検 出 す る た め の 免 疫 学 的 方 法 も 提 供 さ れ る 。 そ の
よ う な 方 法 は 、 潜 伏 感 染 期 に あ る 結 核 を 有 す る 被 験 者 に お い て の み （ ま た は 主 に ） 存 在 す
る 、 特 異 的 な 細 菌 抗 原 （ ま た は こ れ ら の 抗 原 に 対 す る 抗 体 ） を 検 出 す る 段 階 に 基 づ く 。 例
と し て 、 そ の よ う な あ る 潜 伏 期 特 異 的 抗 原 は 、 α -ク リ ス タ リ ン （ Acr） で あ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
さ ら な る 態 様 は 、 （ 潜 伏 期 特 異 的 な 抗 原 ま た は そ れ に 対 す る 抗 体 の よ う な ） 第 一 の 潜 伏 期
特 異 的 結 合 パ ー ト ナ ー （ LSBP） を 含 む と 思 わ れ る 、 被 験 者 に 由 来 す る 生 物 学 的 サ ン プ ル を
、 第 二 の （ 対 応 す る ） LSBPに 接 触 さ せ る 段 階 、 お よ び 、 第 一 の LSBPと 対 応 す る LSBPと の 間
の 結 合 を 検 出 す る 段 階 に 関 与 す る よ う な 、 被 験 者 に お け る 潜 伏 性 結 核 を 検 出 す る た め の 免
疫 学 的 ア ッ セ イ を 含 む 。 第 一 の LSBPと 第 二 の LSBPと の 間 の 結 合 は 、 被 験 者 に お け る 潜 伏 性
結 核 を 示 唆 す る も の で あ る 。 し た が っ て 、 第 一 の LSBPが ヒ ト 結 核 菌 潜 伏 期 特 異 的 抗 原 （ 例
え ば Acrま た は そ の 免 疫 原 性 断 片 ） で あ る よ う な 、 あ る 例 に お い て は 、 対 応 す る LSBPは 、
そ の 抗 原 に 結 合 で き る 抗 体 で あ り 得 る 。 第 一 の LSBPが 抗 体 で あ る 場 合 は 、 （ 特 異 的 結 合 ペ
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ア ー を 形 成 す る ） 対 応 す る LSBPは 抗 原 で あ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
被 験 者 に お け る 潜 伏 性 結 核 を 検 出 す る た め の キ ッ ト で あ り 、 少 な く と も 1つ の LSBP（ 例 え
ば 、 潜 伏 期 特 異 的 抗 原 ま た は そ れ に 対 す る 抗 体 ） 、 お よ び 、 生 物 学 的 サ ン プ ル 中 に お い て
認 め ら れ る コ グ ネ ー ト （ cognate） LSBPに 対 す る LSBPの 結 合 を 検 出 す る た め の 、 免 疫 学 的
ア ッ セ イ を 実 行 す る た め の 使 用 説 明 書 を 含 む キ ッ ト も 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
例 え ば 、 細 胞 培 養 基 、 な ら び に 、 選 択 的 に 、 低 付 着 性 容 器 、 お よ び ／ ま た は 、 イ ン ビ ト ロ
の 肉 芽 腫 を 増 殖 さ せ る た め の 使 用 説 明 書 の よ う な 、 イ ン ビ ト ロ の 肉 芽 腫 モ デ ル の 1つ ま た
は そ れ 以 上 の 構 成 要 素 を 含 む キ ッ ト も 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
さ ら な る 態 様 は 、 免 疫 刺 激 量 の ヒ ト 結 核 菌 潜 伏 期 特 異 的 抗 原 （ 例 え ば Acr） 、 ま た は そ の
免 疫 原 性 断 片 を 被 験 者 に 投 与 す る こ と に よ っ て 、 被 験 者 に お い て 免 疫 応 答 を 引 き 出 す た め
の 方 法 を 提 供 す る 。 そ の よ う な 免 疫 刺 激 分 子 を 含 む 組 成 物 、 お よ び そ れ ら を 投 与 す る た め
の キ ッ ト も 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
前 述 の 特 徴 お よ び 利 益 、 な ら び に 他 の 特 徴 お よ び 利 益 は 、 付 随 す る 図 面 お よ び 配 列 表 を 参
照 し て 行 わ れ る 、 幾 つ か の 態 様 に つ い て の 以 下 の 詳 細 な 説 明 か ら 、 よ り 明 ら か と な る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
配 列 表
付 随 の 配 列 表 に お い て 挙 げ ら れ る 核 酸 配 列 お よ び ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 37 C.F.R. 1.822に お
い て 定 義 さ れ る よ う に 、 ヌ ク レ オ チ ド 塩 基 に つ い て は 標 準 の 文 字 略 語 、 お よ び 、 ア ミ ノ 酸
に つ い て は 3文 字 コ ー ド を 用 い て 示 さ れ る 。 各 核 酸 配 列 の 一 方 の 鎖 の み が 示 さ れ る が 、 そ
の 相 補 鎖 は 、 示 さ れ た 鎖 に つ い て の い か な る 言 及 に よ っ て も 包 含 さ れ る も の と 理 解 さ れ る
。 付 随 の 配 列 表 に お い て は ：
配 列 番 号 ： 1お よ び 配 列 番 号 ： 2は 、 N末 端 FLAG-Acr融 合 物 を 作 製 す る た め に 使 用 さ れ る プ
ラ イ マ ー の 配 列 で あ る 。
配 列 番 号 ： 3お よ び 配 列 番 号 ： 4は 、 C末 端 Acr-FLAG融 合 物 を 作 製 す る た め に 使 用 さ れ る プ
ラ イ マ ー の 配 列 で あ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
詳 細 な 説 明
I． 略 語
Acr　 ア ル フ ァ （ α ） ク リ ス タ リ ン
ELISA　 酵 素 結 合 イ ム ノ ソ ル ベ ン ト ア ッ セ イ
HS　 ヒ ト 血 清
LSA　 潜 伏 期 特 異 的 抗 原
LSBP　 潜 伏 期 特 異 的 結 合 パ ー ト ナ ー
PBMC　 末 梢 血 単 核 細 胞
RPA　 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 保 護 ア ッ セ イ
RT-PCR　 逆 転 写 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応
II． 用 語
特 記 し な い 限 り 、 技 術 的 用 語 は 、 従 来 的 な 語 法 に 従 っ て 使 用 さ れ る 。 分 子 生 物 学 に お け る
一 般 用 語 の 定 義 は 、 Benjamin Lewin, 「 遺 伝 子 V（ Genes V） 」 , Oxford University Pres
s, 1994（ ISBN 0-19-854287-9） ； Kendrewら （ 編 ） , 「 分 子 生 物 学 辞 典 （ The Encycloped
ia of Molecular Biology） 」 , Blackwell Science Ltd., 1994 (ISBN 0-632-02182-9)；
お よ び Robert A. Meyers（ 編 ） , 「 分 子 生 物 学 お よ び バ イ オ テ ク ノ ロ ジ ー ： 包 括 的 な 参 考
書 （ Molecular Biology and Biotechnology: a Comprehensive Desk Reference） 」 , VCH
 Publishers, Inc., 1995 (ISBN 1-56081-569-8)に お い て 見 出 す こ と が で き よ う 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
本 開 示 の 様 々 な 態 様 の 概 観 を 容 易 に す る た め に 、 特 定 の 用 語 に つ い て 以 下 の 説 明 が 提 供 さ
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れ る ：
【 ０ ０ ２ １ 】
本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る よ う な 「 a」 、 「 an」 、 お よ び 「 the」 と い う 用 語 は 、 文 脈 が
不 適 切 で な い 限 り 、 1つ ま た は そ れ 以 上 を 意 味 し 、 複 数 形 を 含 む と 定 義 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
「 抗 体 」 と い う 用 語 は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 断 片 に よ っ て
実 質 的 に コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の 1つ ま た は そ れ 以 上 を 含 む タ ン パ ク 質 （ ま た は タ ン
パ ク 質 複 合 体 ） を 指 す 。 認 め ら れ る 免 疫 グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 は 、 κ 、 λ 、 α 、 γ 、 Δ 、 ε お
よ び μ 定 常 領 域 遺 伝 子 、 お よ び 、 無 数 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 可 変 領 域 遺 伝 子 を 含 む 。 軽 鎖 は 、
κ ま た は λ の い ず れ か と し て 分 類 さ れ る 。 重 鎖 は 、 γ 、 μ 、 α 、 Δ 、 ま た は ε と し て 分 類
さ れ 、 次 に 免 疫 グ ロ ブ リ ン ク ラ ス 、 IgG、 IgM、 IgA、 IgD、 お よ び IgEが 各 々 定 義 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
基 本 的 な 免 疫 グ ロ ブ リ ン （ 抗 体 ） の 構 造 単 位 は 一 般 に 四 量 体 で あ る 。 各 四 量 体 は 、 2つ の
同 一 の ポ リ ペ プ チ ド 鎖 の 組 か ら 構 成 さ れ 、 各 組 は 1つ の 「 軽 い 」 （ 約 25 kD） 鎖 お よ び 1つ
の 「 重 い 」 （ 約 50～ 70 kD） 鎖 を 有 す る 。 各 鎖 の N末 端 に よ り 、 抗 原 認 識 の 主 な 原 因 と な る
、 約 100～ 110個 ま た は そ れ 以 上 の ア ミ ノ 酸 の 可 変 領 域 が 定 義 付 け ら れ る 。 「 可 変 軽 鎖 」 （
V L ） お よ び 「 可 変 重 鎖 」 （ V H ） と い う 用 語 は 、 各 々 、 こ れ ら の 軽 鎖 お よ び 重 鎖 を 指 す 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る よ う に 、 抗 体 と い う 用 語 は 、 完 全 な 免 疫 グ ロ ブ リ ン 、 お よ び
、 様 々 な ペ プ チ ダ ー ゼ を 用 い た 分 解 に よ っ て 作 製 さ れ た 、 十 分 に 特 徴 付 け ら れ た 多 く の 断
片 、 ま た は 遺 伝 子 操 作 さ れ た 「 人 工 の 」 抗 体 を 含 む 。 し た が っ て 、 例 え ば 、 ペ プ シ ン は 、
ヒ ン ジ 部 に お け る ジ ス ル フ ィ ド 結 合 の 下 で 抗 体 を 分 解 し 、 そ れ 自 体 は ジ ス ル フ ィ ド 結 合 に
よ っ て V H － C H 1に 連 結 さ れ た 軽 鎖 で あ る Fabの 二 量 体 で あ る F(ab)’ 2 を 作 製 す る 。 F(ab)’ 2

は 、 ヒ ン ジ 部 に お け る ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 断 ち 、 そ れ に よ り F(ab)’ 2  二 量 体 を Fab’ 単 量
体 に 変 換 さ せ る た め に 、 穏 や か な 条 件 下 に お い て 還 元 さ せ る こ と が で き る 。 Fab’ 単 量 体
は 本 質 的 に 、 ヒ ン ジ 部 の 部 分 を 有 す る Fabで あ る （ 「 基 礎 免 疫 学 (Fundamental Immunology
)」 , W.E. Paul編 , Raven Press, N.Y., 1993を 参 照 の こ と ） 。 完 全 な 抗 体 の 分 解 の 観 点
か ら 、 様 々 な 抗 体 断 片 が 定 義 付 け ら れ て い る 一 方 、 化 学 的 に か 、 ま た は 、 組 換 え DNA方 法
論 を 利 用 す る か に よ っ て 、 新 た に Fab’ 断 片 を 合 成 す る こ と が で き る こ と は 理 解 さ れ よ う
。 し た が っ て 、 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る よ う な 抗 体 と い う 用 語 は 、 抗 体 全 体 の 修 飾 に
よ っ て 作 製 さ れ た 、 ま た は 、 組 換 え DNA方 法 論 を 使 用 し て 新 た に 合 成 さ れ た 、 抗 体 断 片 を
も 含 む 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
本 開 示 の 方 法 お よ び 装 置 に お け る 使 用 の た め の 抗 体 は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は ポ リ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る こ と が 可 能 で あ る 。 単 な る 例 と し て 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 Kohler
お よ び Milstein（ Nature 256:495～ 497, 1975） の 古 典 的 な 方 法 、 ま た は 、 そ の 派 生 法 に
従 っ て 、 マ ウ ス の ハ イ ブ リ ド ー マ か ら 調 製 す る こ と が で き る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 生 産
に つ い て の 詳 細 な 手 法 は 、 Harlowお よ び Lane（ 「 抗 体 、 実 験 マ ニ ュ ア ル (Antibodies, A L
aboratory Manual)」 , CSHL, New York, 1988） に お い て 説 明 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
「 抗 原 」 と い う 用 語 は 、 哺 乳 動 物 に お け る 免 疫 応 答 を 誘 導 で き る 分 子 、 ま た は そ の 断 片 を
指 す 。 本 用 語 は 、 免 疫 原 お よ び 抗 原 性 の 原 因 と な る 領 域 、 ま た は 抗 原 決 定 基 を 含 む 。 抗 体
の 形 成 を 誘 導 す る こ と が で き る 、 化 学 的 ま た は 生 化 学 的 な 構 造 、 決 定 基 、 抗 原 ま た は そ の
部 分 は 、 「 抗 原 性 」 で あ る と 呼 ば れ る こ と が 可 能 で あ る 。 「 抗 原 決 定 基 」 は 、 抗 体 に よ っ
て 認 識 さ れ る 特 定 化 さ れ た タ ン パ ク 質 の 領 域 を 指 す 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
マ ク ロ フ ァ ー ジ を 指 す 場 合 、 「 自 己 」 と い う 用 語 は 、 末 梢 血 単 核 細 胞 と 同 じ 個 体 に 由 来 す
る マ ク ロ フ ァ ー ジ を 指 す 。 ま た は 、 限 定 は し な い が 、 THP-1マ ク ロ フ ァ ー ジ 細 胞 系 列 の よ
う な マ ク ロ フ ァ ー ジ 細 胞 系 列 が 、 肉 芽 腫 モ デ ル の マ ク ロ フ ァ ー ジ 成 分 と し て 使 用 さ れ る 。
本 開 示 の あ る 態 様 に お い て は 、 自 己 マ ク ロ フ ァ ー ジ の 開 始 濃 度 は 、 サ ン プ ル 2 ml当 た り お
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よ そ 5× 10 4 ～ 1× 10 6 の 間 で あ り 、 選 択 的 に 、 お よ そ 1× 10 6 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
「 生 物 学 的 サ ン プ ル 」 は 、 実 験 的 な 試 験 ま た は 検 査 の た め に 使 用 さ れ る 、 体 液 ま た は 組 織
の サ ン プ ル で あ る 。 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る よ う に 、 生 物 学 的 サ ン プ ル は 、 被 験 者 に
お け る 微 生 物 感 染 の 検 出 の た め に 有 用 な 全 て の 臨 床 サ ン プ ル を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
組 織 サ ン プ ル は 、 口 腔 咽 頭 道 か ら 、 例 え ば 肺 ま た は 気 管 支 組 織 か ら 採 取 す る こ と が で き る
。 サ ン プ ル は 、 適 切 な よ う に 、 （ 気 管 支 鏡 検 査 法 の 間 に お け る よ う な ） バ イ オ プ シ ー に よ
っ て 、 ま た は 剖 検 検 査 の 間 に 採 取 す る こ と が で き る 。 生 物 学 的 液 体 に は 、 血 液 、 誘 導 体 、
お よ び 、 血 清 の よ う な 血 液 の 分 画 、 尿 、 精 液 お よ び 痰 の よ う な 口 腔 咽 頭 道 の 液 体 が 含 ま れ
る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
潜 伏 性 ヒ ト 結 核 菌 の 検 出 の た め に 、 本 開 示 に つ い て 使 用 す る た め の 検 体 の 例 は 、 従 来 的 な
臨 床 サ ン プ ル 、 例 え ば 、 血 液 ま た は 血 液 の 分 画 （ 例 え ば 血 清 ） 、 尿 、 気 管 支 肺 胞 の 洗 浄 液
（ BAL） 、 痰 、 お よ び 誘 導 喀 痰 サ ン プ ル を 含 む 。 そ の よ う な サ ン プ ル を 得 る た め の 技 術 は
、 当 技 術 分 野 に お い て は よ く 知 ら れ て い る 。 血 液 お よ び 血 液 の 分 画 は 、 従 来 的 な 方 法 に お
い て 調 製 す る こ と が で き る 。 口 腔 咽 頭 道 の 液 体 は 、 喀 痰 誘 導 、 気 管 支 肺 胞 の 洗 浄 （ BAL）
、 お よ び 口 腔 洗 浄 を 含 む 、 従 来 的 な 技 術 を 通 し て 得 る こ と が で き る 。 口 腔 洗 浄 か ら サ ン プ
ル を 得 る 段 階 は 、 被 験 者 に 、 あ る 量 の 通 常 の 食 塩 水 を 用 い て 約 10～ 30秒 間 う が い さ せ 、 そ
の 後 、 洗 浄 液 を サ ン プ ル カ ッ プ に 吐 き 出 さ せ る 段 階 に 関 与 す る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
DNA鎖 が 合 成 さ れ る 「 条 件 」 ま た は 「 （ 複 数 の ） 条 件 」 に は 、 様 々 な 量 の ヌ ク レ オ チ ド 、
カ チ オ ン 、 お よ び 、 適 切 な 緩 衝 物 質 の 存 在 、 な ら び に 、 核 酸 分 子 と DNAプ ラ イ マ ー が ア ニ
ー ル し 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 合 成 DNA鎖 に 取 り 込 ま れ る よ う な 温 度 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る よ う に 、 「 検 出 す る 」 ま た は 「 検 出 」 と い う 用 語 は 、 調 査 中
の 生 体 分 子 の 存 在 を 、 定 量 的 ま た は 定 性 的 に 決 定 す る こ と を 指 す 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
「 エ ピ ト ー プ タ グ 」 は 、 特 異 的 な 抗 体 を そ れ に 対 し て 生 じ さ せ る こ と が で き る 、 短 い 一 連
の ア ミ ノ 酸 で あ り 、 あ る 態 様 に お い て は 、 そ の エ ピ ト ー プ に よ っ て タ グ 標 識 さ れ た タ ン パ
ク 質 を 特 異 的 に 同 定 お よ び 追 跡 さ せ る よ う な 、 短 い 一 連 の ア ミ ノ 酸 で あ る 。 タ グ 標 識 さ れ
た 分 子 の 検 出 は 、 多 く の 異 な る 技 術 を 用 い て 達 成 す る こ と が で き る 。 そ の よ う な 技 術 の 例
は 、 以 下 を 含 む ： 免 疫 組 織 化 学 、 免 疫 沈 降 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 、 免 疫 蛍 光 顕 微 鏡 検 査
法 、 ELISA、 免 疫 ブ ロ ッ ト 法 （ 「 ウ エ ス タ ン 」 ） 、 お よ び ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ
ィ ー 。 エ ピ ト ー プ タ グ の 例 は 、 FLAG、 T7、 HA（ 赤 血 球 凝 集 素 ） お よ び mycを 含 む 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る よ う に 、 「 肉 芽 腫 」 と い う 用 語 は 、 Tリ ン パ 球 、 線 維 芽 細 胞
お よ び コ ラ ー ゲ ン に 囲 ま れ た 、 類 上 皮 細 胞 お よ び 多 核 巨 細 胞 を 含 む 、 活 性 化 マ ク ロ フ ァ ー
ジ の 、 密 集 し た 組 織 化 集 塊 を 指 す 。 し か し 、 「 イ ン ビ ト ロ の 肉 芽 腫 」 と い う 用 語 が 、 上 記
に 説 明 さ れ る よ う な 細 胞 の 集 塊 に 限 定 さ れ な い こ と は 理 解 さ れ る 。 「 イ ン ビ ト ロ の 肉 芽 腫
」 と い う 用 語 は 、 上 記 に 説 明 さ れ る よ う な 肉 芽 腫 を 模 倣 す る よ う な 、 少 な く と も ヒ ト の 末
梢 血 単 核 細 胞 お よ び 自 己 マ ク ロ フ ァ ー ジ を 含 む 細 胞 の 集 塊 ま た は 凝 集 塊 を 指 す 。 イ ン ビ ト
ロ の 肉 芽 腫 が 、 上 記 に 説 明 さ れ る よ う な 、 お よ び イ ン ビ ボ に お い て 認 め ら れ る よ う な 肉 芽
腫 を 模 倣 す る か ど う か は 、 細 胞 凝 集 塊 の 顕 微 鏡 使 用 試 験 、 例 え ば FACS（ 蛍 光 細 胞 分 析 分 離
装 置 ） 解 析 を 介 し た 凝 集 塊 中 の 細 胞 の 表 現 型 解 析 、 お よ び 、 凝 集 塊 中 の 細 胞 に よ る サ イ ト
カ イ ン 産 生 の 解 析 の よ う な 、 当 業 者 に は 既 知 の 方 法 に よ っ て 決 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る よ う に 、 「 ヒ ト 末 梢 血 単 核 細 胞 」 （ PBMC） と い う 用 語 は 、 限
定 は し な い が 、 単 球 、 Bリ ン パ 球 、 お よ び Tリ ン パ 球 を 含 む 。 イ ン ビ ト ロ の 肉 芽 腫 モ デ ル の
例 に 含 ま れ る ヒ ト PBMCは 、 単 球 お よ び Tリ ン パ 球 で あ る こ と が 可 能 で あ る 。 選 択 的 に 、 あ
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る 態 様 に お い て は 、 イ ン ビ ト ロ の 肉 芽 腫 モ デ ル は 、 サ ン プ ル 2 ml当 た り の 開 始 濃 度 約 5× 1
0 4 ～ 1× 10 6 の 間 の 単 球 、 お よ び 、 開 始 濃 度 約 1× 10 5 ～ 1× 10 6 の 間 の Tリ ン パ 球 を 含 む 。 あ
る 態 様 に お い て は 、 イ ン ビ ト ロ の 肉 芽 腫 モ デ ル は 、 開 始 濃 度 約 1× 10 6 の 単 球 、 お よ び 、 開
始 濃 度 約 1× 10 6 の Tリ ン パ 球 を 含 む 。 「 開 始 濃 度 」 と い う 用 語 が 、 低 付 着 性 容 器 に 加 え ら
れ る 際 の 素 材 の 濃 度 を 指 す こ と は 理 解 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
あ る 態 様 に お い て は 、 イ ン ビ ト ロ の 肉 芽 腫 モ デ ル は 、 ヒ ト の 肺 線 維 芽 細 胞 の よ う な 線 維 芽
細 胞 を 含 む 。 選 択 的 に 、 線 維 芽 細 胞 は 、 約 1× 10 5 ～ 1× 10 6 の 間 の 開 始 濃 度 、 例 え ば 、 約 5
× 10 5 の 開 始 濃 度 に て 加 え る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
「 低 付 着 性 容 器 」 は 、 そ の 表 面 が 、 培 養 に お け る 細 胞 の 付 着 を 妨 げ る 、 ま た は 減 少 さ せ る
よ う な 容 器 で あ る 。 あ る 態 様 に お い て は 、 低 付 着 性 容 器 は 、 限 定 は し な い が 、 製 造 業 者 の
推 奨 手 順 に 従 っ て 使 用 さ れ る 、 COSTAR（ 商 標 ） Ultra Low Attachment Surfaceま た は Clus
ters（ Costar Corp., Cambridge, MA） の よ う な 、 低 付 着 性 組 織 培 養 皿 で あ る 。 選 択 的 に
、 低 付 着 性 容 器 は 、 親 水 性 で 中 性 に 帯 電 し て い る 共 有 結 合 ヒ ド ロ ゲ ル 層 か ら 構 成 さ れ る 表
面 を 有 し 得 、 そ れ に よ っ て 、 （ 例 え ば 、 非 被 覆 容 器 と 比 較 し て 5％ 、 10％ 、 20％ 、 40％ 、 5
0％ ま た は そ れ 以 上 ） マ ク ロ フ ァ ー ジ お よ び 好 中 球 の 付 着 お よ び 活 性 化 が 妨 げ ら れ る 。 タ
ン パ ク 質 お よ び 他 の 生 体 分 子 は 、 疎 水 性 相 互 作 用 お よ び イ オ ン 相 互 作 用 に よ っ て 、 表 面 に
受 動 的 に 吸 収 さ れ る た め 、 ヒ ド ロ ゲ ル 表 面 は 、 こ れ ら の 力 を 介 し た 非 特 異 的 な 固 定 を 自 然
に 妨 げ 、 し た が っ て 、 そ れ に 続 く 細 胞 の 付 着 が 妨 げ ら れ る 。 選 択 的 に 、 低 付 着 性 容 器 の 表
面 は 、 上 記 に 説 明 さ れ る 細 胞 の 適 用 ま た は 細 胞 増 殖 必 要 条 件 と 一 致 す る 温 度 に て 再 水 和 さ
れ る こ と 、 お よ び 、 再 水 和 培 地 は 、 細 胞 お よ び 新 し い 培 地 を 添 加 す る 以 前 に 吸 引 ま た は デ
カ ン テ ー シ ョ ン さ れ る こ と が 可 能 で あ る 。 ま た は 、 細 胞 は 、 再 水 和 培 地 に 直 接 加 え る こ と
が で き る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
「 イ ン ビ ト ロ の 増 幅 」 は 、 サ ン プ ル ま た は 検 体 中 に お け る 核 酸 分 子 の コ ピ ー 数 を 増 加 さ せ
る 技 術 を 指 す 。 イ ン ビ ト ロ の 増 幅 の 例 は 、 サ ン プ ル 中 の 核 酸 鋳 型 へ の プ ラ イ マ ー の ハ イ ブ
リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 わ せ る 条 件 下 に て 、 被 験 者 か ら 採 集 さ れ た 生 物 学 的 サ ン プ ル を 一 組
の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー に 接 触 さ せ る 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ PCR） で あ る 。
プ ラ イ マ ー を 、 適 切 な 条 件 下 に お い て 伸 長 し 、 鋳 型 か ら 解 離 し 、 そ の 後 再 ア ニ ー ル し 、 伸
長 し 、 お よ び 、 核 酸 の コ ピ ー を 増 幅 す る た め に 解 離 す る 。 イ ン ビ ト ロ の 増 幅 技 術 の 他 の 例
は 、 鎖 置 換 増 幅 （ 米 国 特 許 第 5,744,311号 を 参 照 の こ と ） ； 転 写 フ リ ー 等 温 増 幅 （ 米 国 特
許 第 6,033,881号 を 参 照 の こ と ） ； 修 復 連 鎖 反 応 増 幅 （ 国 際 公 開 公 報 第 90/01069号 を 参 照
の こ と ） ； リ ガ ー ゼ 連 鎖 反 応 増 幅 （ EP-A-320 308を 参 照 の こ と ） ； ギ ャ ッ プ フ ィ リ ン グ リ
ガ ー ゼ 連 鎖 反 応 増 幅 （ 米 国 特 許 第 5,427,930号 を 参 照 の こ と ） ； 結 合 リ ガ ー ゼ 検 出 お よ び P
CR（ 米 国 特 許 第 6,027,889号 を 参 照 の こ と ） ； お よ び NASBA（ 商 標 ） RNA転 写 フ リ ー 増 幅 （
米 国 特 許 第 6,025,134号 を 参 照 の こ と ） を 含 む 。 イ ン ビ ト ロ の 増 幅 産 物 は 、 標 準 技 術 を 用
い た 、 電 気 泳 動 、 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 切 断 パ タ ー ン 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ハ イ ブ リ ダ
イ ゼ ー シ ョ ン ま た は ラ イ ゲ ー シ ョ ン 、 お よ び ／ ま た は 、 核 酸 配 列 決 定 に よ っ て 特 徴 付 け る
こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
（ 核 酸 分 子 、 タ ン パ ク 質 ま た は 細 胞 小 器 官 の よ う な ） 「 単 離 さ れ た 」 生 物 学 的 成 分 は 、 そ
の 成 分 が 天 然 に 生 じ る 生 物 体 の 細 胞 中 に お け る 他 の 生 物 学 的 成 分 、 即 ち 、 他 の 染 色 体 DNA
お よ び RNA、 な ら び に 染 色 体 外 DNAお よ び RNA、 タ ン パ ク 質 な ら び に ／ ま た は 細 胞 小 器 官 か
ら 実 質 的 に 分 離 さ れ て い る 、 ま た は 精 製 さ れ て い る 。 「 単 離 さ れ た 」 核 酸 お よ び タ ン パ ク
質 は 、 標 準 の 精 製 法 に よ っ て 精 製 さ れ た 核 酸 お よ び タ ン パ ク 質 を 含 む 。 本 用 語 は ま た 、 宿
主 細 胞 に お け る 組 換 え 発 現 に よ っ て 調 製 さ れ た 核 酸 お よ び タ ン パ ク 質 、 お よ び 、 化 学 的 に
合 成 さ れ た 核 酸 を も 包 含 す る 。 精 製 さ れ た と い う 用 語 に 関 す る よ う に 、 単 離 さ れ た 、 は 相
対 的 な 用 語 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
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「 標 識 」 は 、 例 え ば 分 光 学 的 、 光 化 学 的 、 生 化 学 的 、 免 疫 化 学 的 、 電 気 的 、 光 学 的 、 ま た
は 化 学 的 方 法 に よ っ て 検 出 可 能 な 任 意 の 分 子 ま た は 組 成 物 で あ る 。 放 射 性 同 位 体 、 酵 素 基
質 、 補 因 子 、 リ ガ ン ド 、 化 学 発 光 物 質 ま た は 蛍 光 物 質 、 ハ プ テ ン 、 酵 素 、 金 コ ロ イ ド 粒 子
、 着 色 ラ テ ッ ク ス 粒 子 、 お よ び エ ピ ト ー プ タ グ を 含 む 標 識 の 例 は 、 以 前 に 開 示 さ れ て お り
、 当 業 者 に は 知 ら れ て い る （ 例 え ば 、 米 国 特 許 第 4,275,149号 ； 同 第 4,313,734号 ； 同 第 4,
373,932号 ； お よ び 同 第 4,954,452号 を 参 照 の こ と ） 。
【 ０ ０ ４ １ 】
化 合 物 （ 例 え ば 抗 体 ） の 標 識 と の 接 着 は 、 共 有 結 合 、 吸 着 過 程 、 キ レ ー ト お よ び 同 様 の も
の に お け る も の の よ う な 、 疎 水 結 合 お よ び ／ ま た は 静 電 結 合 に よ る も の 、 ま た は 、 こ れ ら
の 結 合 お よ び 相 互 作 用 の 組 み 合 わ せ が 可 能 で あ る 、 な ら び に ／ ま た は 、 結 合 基 に 関 係 し 得
る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
「 潜 伏 性 結 核 」 は 、 細 菌 が 生 存 し た ま ま だ が ゆ っ く り と 複 製 し て い る 、 ま た は 、 複 製 し て
い な い 、 肺 内 の 局 在 病 巣 に 被 包 さ れ て い る 可 能 性 が あ る 、 活 性 な 壊 死 疾 患 を 引 き 起 こ さ な
い 、 ヒ ト 結 核 菌 感 染 に お け る 段 階 を 指 す 。 潜 伏 期 は 、 宿 主 の 残 り の 生 涯 に 渡 っ て 存 在 す る
可 能 性 が あ る 、 ま た は 、 例 え ば 宿 主 の 免 疫 が 低 下 し た 期 間 に 、 ま た は 、 他 の ス ト レ ス 源 に
応 じ て 、 感 染 が 再 活 性 化 す る 可 能 性 が あ る 。 潜 伏 性 ヒ ト 結 核 菌 感 染 は 、 以 前 に は 特 定 的 に
同 定 で き て い な い が 、 そ れ ら は 、 ツ ベ ル ク リ ン 皮 膚 試 験 で 陽 性 と な る に も 関 わ ら ず 活 性 な
疾 患 の 特 徴 的 な 症 状 を 有 さ な い よ う な 個 体 群 内 に 存 在 す る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
「 潜 伏 期 特 異 的 抗 原 」 は 、 ヒ ト 結 核 菌 に よ っ て 、 そ の 活 性 期 ま た は 対 数 増 殖 期 よ り も む し
ろ 、 そ の 休 眠 期 ま た は 定 常 期 に お い て 、 高 レ ベ ル で （ ま た は 独 占 的 に ） 発 現 さ れ る 抗 原 で
あ る 。 潜 伏 期 特 異 的 抗 原 （ LSA） は 、 例 え ば 、 標 準 の 好 気 ／ 対 数 増 殖 条 件 下 に て 増 殖 さ せ
た 、 イ ン ビ ト ロ の 培 養 ヒ ト 結 核 菌 に お い て 認 め ら れ る タ ン パ ク 質 の 発 現 を 、 潜 伏 期 を 模 倣
す る 条 件 下 に て （ 例 え ば 潜 伏 期 モ デ ル に お い て ） 増 殖 さ せ た 細 菌 と 比 較 す る こ と に よ っ て
同 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
「 結 合 基 」 は 、 例 え ば 化 合 物 と 標 識 （ 例 え ば 、 抗 体 と 標 識 ） の よ う な 、 2つ の 化 合 物 の 間
の 化 学 的 ア ー ム で あ る 。 結 合 に お け る 必 要 な 化 学 構 造 を 完 成 す る た め に 、 反 応 物 質 の 各 々
は 反 応 基 を 含 ま ね ば な ら な い 。 そ の よ う な 基 の 代 表 的 な 組 み 合 わ せ は 、 ア ミ ド 結 合 を 形 成
す る ア ミ ノ 基 と カ ル ボ キ シ ル 基 ； エ ス テ ル 結 合 を 形 成 す る カ ル ボ キ シ 基 と ヒ ド ロ キ シ 基 ；
ア ル キ ル ア ミ ノ 結 合 を 形 成 す る ア ミ ノ 基 と ハ ロ ゲ ン 化 ア ル キ ル ； ジ ス ル フ ィ ド を 形 成 す る
チ オ ー ル と チ オ ー ル ； ま た は 、 チ オ エ ー テ ル を 形 成 す る チ オ ー ル と マ レ イ ミ ド も し く は ハ
ロ ゲ ン 化 ア ル キ ル で あ る 。 天 然 の 化 合 物 に お い て は 存 在 し な い 場 合 、 ヒ ド ロ キ シ ル 基 、 カ
ル ボ キ シ ル 基 、 ア ミ ノ 基 お よ び 他 の 官 能 基 を 、 既 知 の 方 法 に よ っ て 導 入 す る こ と が で き る
。
【 ０ ０ ４ ５ 】
同 様 に 、 広 範 な 種 類 の 結 合 基 を 使 用 す る こ と が で き る 。 結 合 の 構 造 は 、 2つ の 化 合 物 （ 例
え ば 抗 体 に 対 し て 標 識 ） を 互 い に 接 着 す る た め に 形 成 さ れ た 安 定 し た 共 有 結 合 で あ る べ き
で あ る 。 あ る 例 に お い て は 、 結 合 基 は 、 例 え ば 修 飾 リ ガ ン ド と そ の コ グ ネ ー ト 受 容 体 と の
結 合 特 性 の よ う な 望 ま し い 特 性 を 増 強 す る た め に 、 親 水 性 ま た は 疎 水 性 の い ず れ か で 設 計
す る こ と が で き る 。 共 有 結 合 は 、 結 合 さ れ た 化 合 物 が 曝 さ れ る 溶 液 条 件 に 関 し て 安 定 し て
い る べ き で あ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
結 合 基 の 例 は 、 1～ 20個 の 炭 素 お よ び 0～ 10個 の ヘ テ ロ 原 子 （ NH、 O、 S） の も の で あ り 、 分
岐 鎖 ま た は 直 鎖 で あ る こ と が 可 能 で あ る 。 前 述 の も の を 限 定 せ ず に 、 化 学 的 に 適 合 性 の 原
子 の 組 み 合 わ せ の み が 結 合 基 を 含 む こ と は 明 ら か な は ず で あ る 。 例 え ば 、 炭 素 -炭 素 結 合
と 組 み 合 わ せ た 、 ア ミ ド 基 、 エ ス テ ル 基 、 チ オ エ ー テ ル 基 、 チ オ ー ル エ ス テ ル 基 、 ケ ト 基
、 ヒ ド ロ キ シ ル 基 、 カ ル ボ キ シ ル 基 、 お よ び エ ー テ ル 基 は 、 化 学 的 に 適 合 性 の 結 合 基 の 特
定 の 例 で あ る 。
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【 ０ ０ ４ ７ 】
本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る よ う な 「 ミ コ バ ク テ リ ア 」 と い う 用 語 は 、 限 定 は し な い が 、
ヒ ト 結 核 菌 を 含 む 。 肉 芽 腫 を 形 成 す る 任 意 の ミ コ バ ク テ リ ア は 、 本 明 細 書 に お い て 提 供 さ
れ る 組 成 物 お よ び 方 法 に お い て 使 用 す る こ と が で き る 。 典 型 的 な ミ コ バ ク テ リ ア は 、 M. a
vium（ 鳥 型 結 核 菌 ） 、 M. bovis（ ウ シ 型 結 核 菌 ） 、 M. marinum、 M. ulcerans、 M. smegma
tis（ ス メ グ マ 菌 ） 、 お よ び M. haemophilumを 含 む 。 選 択 的 に 、 イ ン ビ ト ロ の 肉 芽 腫 モ デ
ル に お け る ミ コ バ ク テ リ ア の 開 始 濃 度 は 、 サ ン プ ル 2 ml当 た り お よ そ 1× 10 1 ～ 1× 10 5  cfu
の 間 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
第 一 核 酸 配 列 が 第 二 核 酸 配 列 と 機 能 的 な 関 係 に な る よ う に 配 置 さ れ る 場 合 、 第 一 核 酸 配 列
は 第 二 核 酸 配 列 と 「 使 用 可 能 な よ う に 連 結 さ れ て い る 」 。 例 え ば 、 プ ロ モ ー タ ー が コ ー ド
配 列 の 転 写 ま た は 発 現 に 影 響 を 与 え る 場 合 、 プ ロ モ ー タ ー は 、 コ ー ド 配 列 に 使 用 可 能 な よ
う に 連 結 さ れ て い る 。 一 般 に 、 使 用 可 能 な よ う に 連 結 さ れ た DNA配 列 は 隣 接 し て お り 、 2つ
の タ ン パ ク 質 コ ー ド 領 域 を 連 結 す る 必 要 が あ る 場 合 は 、 同 じ 読 み 枠 内 に あ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
「 ペ プ チ ド 」 、 「 ポ リ ペ プ チ ド 」 、 お よ び 「 オ リ ゴ ペ プ チ ド 」 は 、 そ の α 炭 素 が 一 方 の ア
ミ ノ 酸 の α 炭 素 の カ ル ボ キ シ ル 基 と 、 他 方 の ア ミ ノ 酸 の α 炭 素 の ア ミ ノ 基 の 間 の 縮 合 反 応
に よ っ て 形 成 さ れ た ペ プ チ ド 結 合 を 通 し て 連 結 さ れ た 、 ア ミ ノ 酸 （ 典 型 的 に は L-ア ミ ノ 酸
） の 鎖 で あ る 。 鎖 の 一 方 の 末 端 に お け る 末 端 ア ミ ノ 酸 （ 即 ち ア ミ ノ 末 端 ） は フ リ ー の ア ミ
ノ 基 を 有 す る 一 方 、 鎖 の 他 方 の 末 端 に お け る 末 端 ア ミ ノ 酸 （ 即 ち カ ル ボ キ シ 末 端 ） は 、 フ
リ ー の カ ル ボ キ シ ル 基 を 有 す る 。 そ の よ う に 、 「 ア ミ ノ 末 端 」 （ N-末 端 と 略 さ れ る ） と い
う 用 語 は 、 ペ プ チ ド の ア ミ ノ 末 端 に お け る ア ミ ノ 酸 上 の フ リ ー の α -ア ミ ノ 基 、 ま た は 、
ペ プ チ ド 内 の 任 意 の 他 の 位 置 に お け る ア ミ ノ 酸 の α -ア ミ ノ 基 （ ペ プ チ ド 結 合 に 関 与 す る
場 合 は イ ミ ノ 基 ） を 指 す 。 「 カ ル ボ キ シ 末 端 」 （ C-末 端 と 略 さ れ る ） と い う 用 語 は 、 ペ プ
チ ド の カ ル ボ キ シ 末 端 に お け る ア ミ ノ 酸 上 の フ リ ー の カ ル ボ キ シ ル 基 、 ま た は 、 ペ プ チ ド
内 の 任 意 の 他 の 位 置 に お け る ア ミ ノ 酸 の カ ル ボ キ シ ル 基 を 指 す 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
典 型 的 に 、 ペ プ チ ド を 構 成 す る ア ミ ノ 酸 は 、 ペ プ チ ド の ア ミ ノ 末 端 に お い て 開 始 し 、 カ ル
ボ キ シ 末 端 に 向 か う 方 向 に 増 加 す る よ う に 、 順 番 に 番 号 付 け ら れ る 。 し た が っ て 、 一 方 の
ア ミ ノ 酸 が も う 一 方 の ア ミ ノ 酸 に 「 続 く 」 と 言 わ れ る 場 合 、 そ の ア ミ ノ 酸 は 、 前 の ア ミ ノ
酸 よ り も 、 ペ プ チ ド の カ ル ボ キ シ 末 端 の 近 く に 位 置 付 け ら れ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る よ う に 、 「 プ ラ イ マ ー 」 ま た は 「 DNAプ ラ イ マ ー 」 と い う 用
語 は 、 核 酸 分 子 に 特 定 の 方 向 で ア ニ ー ル し 、 新 生 DNA鎖 を 合 成 さ せ る よ う な オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る よ う に 、 「 プ ラ イ マ ー ペ ア ー 」 と い う 表 現 は 、 一 方 は 正 の 向
き と さ れ 、 も う 一 方 は 逆 の 向 き と さ れ る （ セ ン ス 配 列 お よ び ア ン チ セ ン ス 配 列 か ら な る 二
重 鎖 DNA分 子 に ア ニ ー ル さ れ た 場 合 に 、 そ れ ら 各 々 の 方 向 に 関 し て ） よ う な 、 2つ の プ ラ イ
マ ー を 指 す 。 イ ン ビ ト ロ の 増 幅 条 件 下 に お い て は 、 フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー は セ ン ス 配 列 に
ア ニ ー ル し 、 セ ン ス 配 列 の 増 幅 の プ ラ イ マ ー と し て 機 能 し 、 リ バ ー ス プ ラ イ マ ー は 、 ア ン
チ セ ン ス 配 列 に ア ニ ー ル し 、 ア ン チ セ ン ス 配 列 の 増 幅 の プ ラ イ マ ー と し て 機 能 す る 。 プ ラ
イ マ ー は 、 例 え ば 、 （ プ ラ イ マ ー 二 量 体 の 形 成 を 最 小 限 に す る た め ） 反 応 に お け る 他 の プ
ラ イ マ ー と 最 小 限 の 相 補 性 を 有 す る こ と 、 お よ び 、 PCRの よ う な 増 幅 法 の た め に 適 切 な 反
応 温 度 範 囲 の T m 値 を 有 す る こ と に 基 づ き 、 増 幅 反 応 に お け る 使 用 の た め に 選 択 す る こ と が
で き る 。 さ ら に 、 プ ラ イ マ ー は 、 結 果 的 に 生 じ る DNA増 幅 産 物 が 、 例 え ば お よ そ 300塩 基 対
長 ま た は そ れ 以 上 の よ う に 、 例 え ば 100～ 5000塩 基 対 長 の よ う な 特 定 の サ イ ズ と な る よ う
に 、 DNAま た は RNAの 鋳 型 の 特 定 の 領 域 に ア ニ ー ル さ せ る た め に 選 択 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
「 プ ロ ー ブ 」 は 、 相 補 的 な 核 酸 配 列 を 検 出 す る た め の 、 そ の 核 酸 配 列 と の 選 択 的 ハ イ ブ リ
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ダ イ ゼ ー シ ョ ン の た め に 使 用 す る こ と が で き る 核 酸 配 列 を 意 味 す る 。 プ ロ ー ブ は 、 例 え ば
、 約 5～ 100ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は 約 10～ 50ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は 約 18～ 24ヌ ク レ オ チ ド の
よ う に 、 長 さ が 異 な る 。 「 標 識 プ ロ ー ブ 」 は 、 検 出 可 能 な 標 識 ま た は 他 の レ ポ ー タ ー 分 子
に 接 着 さ れ た 単 離 核 酸 プ ロ ー ブ を 含 む 。 標 識 す る た め の 方 法 、 お よ び 、 様 々 な 目 的 の た め
に 適 切 な 標 識 の 選 択 に お け る 手 引 き は 、 例 え ば 、 Sambrookら （ 「 分 子 ク ロ ー ニ ン グ ： 実 験
マ ニ ュ ア ル (Molecular Cloning: A Laboratory Manual)」 , CSHL, New York, 1989） 、 お
よ び 、 Ausubelら （ 「 分 子 生 物 学 に お け る 最 新 プ ロ ト コ ー ル (Current Protocols in Molec
ular Biology), John Wiley & Sons, New York, 1998） に お い て 議 論 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
「 プ ロ モ ー タ ー 」 は 、 核 酸 の 転 写 を 司 る 、 1つ ま た は そ れ 以 上 の 核 酸 配 列 を 含 む 。 プ ロ モ
ー タ ー は 、 ポ リ メ ラ ー ゼ II型 プ ロ モ ー タ ー の 場 合 は TATA配 列 の よ う な 、 転 写 開 始 部 位 近 く
の 核 酸 配 列 を 含 む 。 プ ロ モ ー タ ー は ま た 、 転 写 開 始 部 位 か ら 数 千 塩 基 対 も 離 れ て 位 置 し 得
る 、 遠 位 エ ン ハ ン サ ー ま た は リ プ レ ッ サ ー 因 子 を も 含 み 得 る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る よ う な 「 精 製 さ れ た 」 と い う 用 語 は 、 絶 対 純 度 を 必 要 と は し
な い ； む し ろ 、 相 対 的 な 用 語 と し て 意 図 さ れ る 。 し た が っ て 、 例 え ば 、 精 製 さ れ た 核 酸 （
ま た は タ ン パ ク 質 も し く は 他 の 化 合 物 ） 調 製 物 は 、 特 定 化 さ れ た 分 子 （ ま た は 分 子 タ イ プ
） が 、 例 え ば 細 胞 内 ま た は 生 化 学 的 反 応 チ ェ ン バ ー 内 （ 適 切 な よ う に ） の よ う な 、 そ の 発
生 環 境 に お け る も の よ り も さ ら に 増 加 さ れ た も の で あ る 。 例 え ば 実 質 的 に 純 粋 な 核 酸 の よ
う な 、 「 実 質 的 に 純 粋 な 」 物 質 の 調 製 物 は 、 望 ま し い 核 酸 が そ の 調 製 物 の 核 酸 の 総 含 量 の
少 な く と も 50％ に 相 当 す る よ う に 精 製 す る こ と が で き る 。 あ る 態 様 に お い て は 、 実 質 的 に
純 粋 な 調 製 物 で は 、 調 製 物 中 に お け る 望 ま し い 分 子 が 少 な く と も 60％ 、 少 な く と も 70％ 、
少 な く と も 80％ 、 少 な く と も 85％ 、 少 な く と も 90％ 、 ま た は 少 な く と も 95％ も し く は そ れ
以 上 に 相 当 す る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
「 組 換 え 」 核 酸 は 、 天 然 に は 生 じ な い 配 列 を 有 す る も の 、 ま た は 、 さ も な け れ ば 分 離 さ れ
て い る よ う な 2つ の 配 列 セ グ メ ン ト の 人 工 的 な 組 み 合 わ せ に よ っ て 作 製 さ れ た 配 列 を 有 す
る も の で あ る 。 こ の 人 工 的 な 組 み 合 わ せ は 、 化 学 合 成 に よ っ て 、 ま た は 、 よ り 一 般 的 に は
、 例 え ば 遺 伝 子 工 学 技 術 に よ る よ う な 、 単 離 核 酸 セ グ メ ン ト の 人 工 的 な 操 作 に よ っ て 達 成
す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
本 明 細 書 に お い て は 、 「 残 基 」 と い う 用 語 は 、 ア ミ ド 結 合 に よ っ て ペ プ チ ド に 組 み 入 れ ら
れ た 、 ア ミ ノ 酸 （ D型 ま た は L型 ） ま た は ア ミ ノ 酸 模 倣 物 を 指 す よ う に 使 用 さ れ る 。 ア ミ ノ
酸 は そ れ 自 体 、 天 然 に 生 じ る ア ミ ノ 酸 で あ る こ と が 可 能 で あ る 、 ま た は 他 に 限 定 さ れ な い
限 り 、 天 然 に 生 じ る ア ミ ノ 酸 と 同 様 の 仕 方 で 機 能 す る 、 天 然 の ア ミ ノ 酸 の 類 似 体 （ 即 ち ア
ミ ノ 酸 模 倣 物 ） を 包 含 す る こ と が 可 能 で あ る 。 さ ら に 、 ア ミ ド 結 合 模 倣 物 は 、 当 業 者 に は
よ く 知 ら れ た ペ プ チ ド 骨 格 修 飾 を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
「 配 列 同 一 性 」 と い う 表 現 は 、 2つ の 核 酸 配 列 ま た は 2つ の ア ミ ノ 酸 配 列 の 間 の 類 似 性 を 指
し 、 配 列 間 の 類 似 性 に 換 算 し て 表 さ れ る 。 配 列 同 一 性 は 、 し ば し ば 、 同 一 性 パ ー セ ン ト （
ま た は 類 似 性 パ ー セ ン ト も し く は 相 同 性 パ ー セ ン ト ） に 換 算 し て 測 定 さ れ る ； よ り 高 い パ
ー セ ン ト で あ れ ば 、 2つ の 配 列 は よ り 類 似 し て い る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
比 較 の た め の 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト の 方 法 は 、 当 技 術 分 野 に お い て は よ く 知 ら れ て い る 。 以
下 に お い て 、 様 々 な プ ロ グ ラ ム お よ び ア ラ イ ン メ ン ト ア ル ゴ リ ズ ム が 説 明 さ れ て い る ：  S
mithお よ び Waterman, Adv. Appl. Math. 2:482, 1981； Needlemanお よ び Wunsch, J. Mol.
 Biol. 48:443, 1970； Pearsonお よ び Lipman, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:2444, 19
88；  Higginsお よ び Sharp, Gene, 73:237～ 244, 1988；  Higginsお よ び Sharp, CABIOS 5:
151～ 153, 1989；  Corpetら , Nuc. Acids Res. 16, 10881～ 90, 1988；  Huangら , Comput
er Appls. in the Biosciences 8, 155～ 65, 1992； な ら び に Pearsonら , Meth. Mol. Bio
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. 24, 307～ 31, 1994。 Altschulら （ J. Mol. Biol. 215:403～ 410, 1990） は 、 配 列 ア ラ
イ ン メ ン ト 法 お よ び 相 同 性 の 計 算 に つ い て 詳 細 な 考 察 を 与 え て い る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
NCBI Basic Local Alignment Search Tool（ BLAST） （ Altschulら , J. Mol. Biol. 215:4
03～ 410, 1990） は 、 配 列 解 析 プ ロ グ ラ ム blastp、 blastn、 blastx、 tblastnお よ び tblast
xに 関 連 し た 使 用 に つ い て 、 国 立 バ イ オ テ ク ノ ロ ジ ー 情 報 セ ン タ ー （ National Center for
 Biotechnology Information, NCBI, Bethesda, MD） を 含 む 、 幾 つ か の 供 給 源 か ら 、 お よ
び 、 イ ン タ ー ネ ッ ト 上 に て 入 手 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
2つ の 核 酸 分 子 が 密 接 に 関 連 し て い る こ と を 代 わ り に 示 す の は 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件
下 に お い て そ の 2つ の 分 子 が 互 い に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と で あ る 。 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な
条 件 は 配 列 に 依 存 し 、 異 な る 環 境 パ ラ メ ー タ 下 に お い て 異 な る 。 一 般 に 、 ス ト リ ン ジ ェ ン
ト な 条 件 は 、 定 義 付 け ら れ た イ オ ン 強 度 お よ び pHに お い て 、 特 定 の 配 列 に つ い て の 熱 融 点
（ T m ） よ り 約 5～ 20℃ 低 く 選 択 さ れ る 。 T m は 、 標 的 配 列 の 50％ が 、 完 全 に マ ッ チ す る プ ロ
ー ブ ま た は 相 補 鎖 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た ま ま で あ る よ う な 、 （ 定 義 付 け ら れ た イ オ ン 強 度
お よ び pH下 に お け る ） 温 度 で あ る 。 核 酸 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に つ い て の 条 件 お よ び ス
ト リ ン ジ ェ ン シ ー の 計 算 は 、 Sambrookら （ 「 分 子 ク ロ ー ニ ン グ ： 実 験 マ ニ ュ ア ル (Molecul
ar Cloning: A Laboratory Manual)」 , CSHL, New York, 1989） お よ び Tijssen（ 「 生 化
学 お よ び 分 子 生 物 学 に お け る 実 験 技 術 － 核 酸 プ ロ ー ブ を 用 い た ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン  
パ ー ト I(Laboratory Techniques in Biochemistry and Molecular Biology－ Hybridizati
on with Nucleic Acid Probes Part I)」 , 第 2章 , Elsevier, New York, 1993） に お い て
見 出 す こ と が で き る 。 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 に て 標 的 配 列 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸
分 子 は 、 典 型 的 に 、 50℃ 、 2× SSCの 洗 浄 条 件 下 に お い て 、 標 的 タ ン パ ク 質 の 完 全 コ ー ド 配
列 、 ま た は 、 コ ー ド 配 列 の 選 択 さ れ た 部 分 の い ず れ か に 基 づ い て 、 プ ロ ー ブ に ハ イ ブ リ ダ
イ ズ す る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
程 度 の 高 い 同 一 性 を 示 さ な い 核 酸 配 列 は 、 そ れ に も 関 わ ら ず 、 遺 伝 暗 号 の 縮 重 に よ っ て 類
似 し た ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る 可 能 性 が あ る 。 全 て が 実 質 的 に 同 じ タ ン パ ク 質 ま た は 同
一 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る よ う な 、 複 数 の 核 酸 分 子 を 作 製 す る た め に 、 こ の 縮 重 を 用 い
て 核 酸 配 列 に お け る 変 化 を 生 じ さ せ 得 る こ と は 理 解 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
さ ら に 、 結 果 と し て 生 じ る 変 異 体 が 、 基 本 の タ ン パ ク 質 の 免 疫 刺 激 特 性 （ 例 え ば 、 被 験 者
に お け る 防 御 的 免 疫 応 答 ） の よ う な 特 性 ま た は 活 性 の 実 質 的 な あ る 比 率 を な お も 維 持 す る
限 り 、 タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 に お け る 個 々 の 置 換 、 欠 失 も し く は 付 加 、 ま た は 、 コ ー
ド さ れ る 配 列 に お い て 1つ の ア ミ ノ 酸 も し く は 低 い パ ー セ ン ト （ あ る 例 に お い て は 5％ 未 満
、 ま た は そ れ ど こ ろ か 1％ 未 満 ） の ア ミ ノ 酸 を 変 化 さ せ る 、 付 加 す る も し く は 欠 失 さ せ る
よ う な 、 そ の タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に お け る 個 々 の 置 換 、
欠 失 も し く は 付 加 が 、 そ の 変 化 に よ っ て 、 あ る ア ミ ノ 酸 の 、 化 学 的 に 類 似 し た ア ミ ノ 酸 と
の 置 換 が も た ら さ れ る よ う な 、 保 存 的 に 修 飾 さ れ た 変 異 で あ る こ と が 、 当 業 者 に は 認 識 さ
れ る 。 特 定 の 態 様 に お い て は 、 結 果 的 に 生 じ る 変 異 体 が 、 基 本 の タ ン パ ク 質 の 免 疫 刺 激 特
性 ま た は 他 の 特 性 の 、 実 質 的 な あ る 比 率 （ 例 え ば 、 少 な く と も 20％ 、 少 な く と も 30％ 、 少
な く と も 50％ 、 少 な く と も 75％ 、 少 な く と も 80％ 、 少 な く と も 90％ 、 少 な く と も 95％ 、 少
な く と も 98％ 、 ま た は そ れ 以 上 ） を 維 持 す る 限 り 、 わ ず か に 1つ の ア ミ ノ 酸 の 置 換 、 わ ず
か に 約 3つ の 置 換 、 ま た は 、 約 5、 10、 も し く は 20も の 置 換 が あ る よ う な 分 子 が 予 想 さ れ る
。 あ る 変 異 態 様 は 、 そ れ ら が 由 来 す る 元 の タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド よ り も 強 い 免 疫 刺 激
特 性 を 有 す る こ と が 予 測 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
機 能 的 に 類 似 し た ア ミ ノ 酸 を 提 供 す る 保 存 的 ア ミ ノ 酸 置 換 表 は 、 当 業 者 に は よ く 知 ら れ て
い る 。 以 下 の 6つ の 群 は 、 互 い に 保 存 的 な 置 換 と 考 え ら れ る ア ミ ノ 酸 の 例 で あ る ：
1） ア ラ ニ ン （ A） 、 セ リ ン （ S） 、 ス レ オ ニ ン （ T） ；
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2） ア ス パ ラ ギ ン 酸 （ D） 、 グ ル タ ミ ン 酸 （ E） ；
3） ア ス パ ラ ギ ン （ N） 、 グ ル タ ミ ン （ Q） ；
4） ア ル ギ ニ ン （ R） 、 リ シ ン （ K） ；
5） イ ソ ロ イ シ ン （ I） 、 ロ イ シ ン （ L） 、 メ チ オ ニ ン （ M） 、 バ リ ン （ V） ； お よ び
6） フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン （ F） 、 チ ロ シ ン （ Y） 、 ト リ プ ト フ ァ ン （ W） 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る よ う な 「 特 異 的 結 合 作 用 物 質 」 と い う 用 語 は 、 実 質 的 に 、 定
義 付 け ら れ た 標 的 の み に 結 合 す る 作 用 物 質 を 指 す 。 し た が っ て 、 タ ン パ ク 質 特 異 的 な 結 合
作 用 物 質 は 、 実 質 的 に 、 特 定 化 さ れ た タ ン パ ク 質 の み に 結 合 す る 。 「 タ ン パ ク 質 特 異 的 な
結 合 作 用 物 質 」 と い う 用 語 は 、 抗 タ ン パ ク 質 抗 体 （ お よ び そ の 機 能 的 な 断 片 ） 、 お よ び 、
実 質 的 に 特 定 化 さ れ た タ ン パ ク 質 の み に 結 合 す る 、 （ 可 溶 性 受 容 体 の よ う な ） 他 の 作 用 物
質 を 含 む 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
（ 抗 Acr抗 体 の よ う な ） 抗 タ ン パ ク 質 抗 体 は 、 Harlowお よ び Lane（ 「 抗 体 、 実 験 マ ニ ュ ア
ル (Antibodies, A Laboratory Manual)」 , CSHL, New York, 1988） を 含 む 多 く の 教 材 に
お い て 説 明 さ れ る 標 準 の 手 法 を 用 い て 作 製 す る こ と が で き る 。 特 定 の 作 用 物 質 が 実 質 的 に
、 特 定 化 さ れ た タ ン パ ク 質 、 ま た は そ の 成 分 の エ ピ ト ー プ の み に 結 合 す る こ と は 、 常 用 の
手 法 を 用 い て 、 ま た は 適 応 さ せ て 、 容 易 に 決 定 す る こ と が で き る 。 あ る 適 切 な イ ン ビ ト ロ
の ア ッ セ イ は 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 （ Harlowお よ び Lane(「 抗 体 、 実 験 マ ニ ュ ア ル (Anti
bodies, A Laboratory Manual)」 , CSHL, New York, 1988)を 含 む 、 多 く の 標 準 教 材 に お
い て 説 明 さ れ る ） を 利 用 す る 。 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 は 、 抗 Acrモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の よ
う な 、 所 定 の タ ン パ ク 質 結 合 作 用 物 質 が 、 実 質 的 に 、 特 定 化 さ れ た タ ン パ ク 質 の み に 結 合
す る こ と を 決 定 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
抗 体 の よ り 短 い 断 片 も ま た 、 特 異 的 結 合 作 用 物 質 と し て の 役 割 を 果 た す こ と が 可 能 で あ る
。 例 え ば 、 Acrに 結 合 す る 、 Fabs、 Fvs、 お よ び 単 鎖 Fvs（ SCFvs） は 、 Acr特 異 的 結 合 作 用
物 質 と な る 。 こ れ ら の 抗 体 断 片 は 、 以 下 の よ う に 定 義 付 け ら れ る ： （ 1） Fab、 抗 体 全 体 を
酵 素 パ パ イ ン を 用 い て 分 解 し 、 1つ の 完 全 な 軽 鎖 お よ び 1つ の 重 鎖 の 部 分 を 生 じ さ せ る こ と
に よ っ て 作 製 さ れ る 、 抗 体 分 子 の 一 価 の 抗 原 結 合 断 片 を 含 む 断 片 ； （ 2） Fab’ 、 抗 体 全 体
を ペ プ シ ン で 処 理 し 、 続 い て 還 元 し 、 1つ の 完 全 な 軽 鎖 お よ び 1つ の 重 鎖 の 部 分 を 生 じ さ せ
る こ と に よ っ て 得 ら れ る 抗 体 分 子 の 断 片 ； 2つ の Fab’ 断 片 が 抗 体 分 子 ご と に 得 ら れ る ； （
3） (Fab’ ) 2 、 後 に 還 元 せ ず に 、 抗 体 全 体 を 酵 素 ペ プ シ ン で 処 理 す る こ と に よ っ て 得 ら れ
る 抗 体 の 断 片 ； （ 4） F(ab’ )  2 、 2つ の ジ ス ル フ ィ ド 結 合 に よ っ て 共 に 保 持 さ れ た 2つ の Fa
b’ 断 片 の 二 量 体 ； （ 5） Fv、 2つ の 鎖 と し て 発 現 さ れ る 軽 鎖 の 可 変 領 域 お よ び 重 鎖 の 可 変
領 域 を 含 む 、 遺 伝 子 操 作 断 片 ； な ら び に （ 6） 単 鎖 抗 体 （ 「 SCA」 ） 、 遺 伝 的 に 融 合 さ れ た
単 鎖 分 子 と し て 、 適 切 な ポ リ ペ プ チ ド リ ン カ ー に よ っ て 連 結 さ れ た 、 軽 鎖 の 可 変 領 域 、 重
鎖 の 可 変 領 域 を 含 む 遺 伝 子 操 作 分 子 。 こ れ ら の 断 片 を 作 製 す る 方 法 は 常 套 手 段 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
「 特 異 的 結 合 パ ー ト ナ ー 」 は 、 関 与 す る 分 子 の 三 次 元 構 造 に 依 存 す る 、 特 異 的 な 、 非 共 有
相 互 作 用 に よ っ て 、 別 の 分 子 の 構 造 的 な 局 面 を 認 識 お よ び 結 合 す る こ と が で き る 、 一 組 の
分 子 （ 「 特 異 的 結 合 ペ ア ー 」 ） の 構 成 要 員 で あ る 。 特 異 的 結 合 パ ー ト ナ ー の 典 型 的 な 組 は
、 抗 原 ／ 抗 体 、 ハ プ テ ン ／ 抗 体 、 ホ ル モ ン ／ 受 容 体 、 核 酸 鎖 ／ 相 補 核 酸 鎖 、 基 質 ／ 酵 素 、
阻 害 剤 ／ 酵 素 、 ア ポ タ ン パ ク 質 ／ 補 因 子 、 糖 質 ／ レ ク チ ン 、 ビ オ チ ン ／ （ ス ト レ プ ト ） ア
ビ ジ ン 、 お よ び 、 ウ イ ル ス ／ 細 胞 受 容 体 を 含 む 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
（ 抗 体 ま た は 抗 原 の よ う な ） 少 な く と も 1つ の 免 疫 学 的 分 子 を 含 む 特 異 的 結 合 ペ ア ー は 、
特 異 的 免 疫 学 的 結 合 ペ ア ー と 呼 ぶ こ と が で き 、 そ の 免 疫 学 的 分 子 を 特 異 的 免 疫 学 的 結 合 パ
ー ト ナ ー と 呼 ぶ こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
特 異 的 結 合 ペ ア ー の 例 は 、 （ 潜 伏 期 特 異 的 抗 原 の よ う な ） 潜 伏 期 特 異 的 分 子 で あ る 分 子 、
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お よ び 、 そ の 潜 伏 期 特 異 的 分 子 に つ い て の 特 異 的 結 合 パ ー ト ナ ー で あ る 分 子 を 含 む 、 潜 伏
期 特 異 的 結 合 ペ ア ー で あ る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
抗 体 に 言 及 す る 場 合 、 「 分 析 対 象 物 に 特 異 的 に 結 合 す る 」 ま た は 「 に 対 し て 特 異 的 に 免 疫
反 応 性 で あ る 」 と い う 表 現 は 、 タ ン パ ク 質 お よ び 他 の 生 物 学 的 分 子 の よ う な 不 均 質 な 分 子
集 団 に お け る 分 析 対 象 物 ま た は エ ピ ト ー プ の 存 在 の 決 定 因 と な る 、 結 合 反 応 ま た は 相 互 作
用 を 指 す 。 し た が っ て 、 指 定 さ れ た 免 疫 学 的 検 定 法 の 条 件 下 に お い て は 、 特 定 化 さ れ た 抗
体 は 特 定 の 分 析 対 象 物 ま た は エ ピ ト ー プ に 結 合 し 、 サ ン プ ル 中 に 存 在 す る 他 の 分 析 対 象 物
ま た は エ ピ ト ー プ に は 有 意 な 量 で 結 合 し な い 。 特 定 の 分 析 対 象 物 ま た は エ ピ ト ー プ に 対 し
て 特 異 的 に 免 疫 反 応 性 で あ る 抗 体 を 選 択 す る た め に 、 様 々 な 免 疫 学 的 検 定 法 の フ ォ ー マ ッ
ト を 使 用 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 固 相 ELISA免 疫 学 的 検 定 法 は 、 あ る タ ン パ ク 質 に 対
し て 特 異 的 に 免 疫 反 応 性 で あ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 選 択 す る た め に 、 常 用 さ れ る 。 特 異
的 な 免 疫 反 応 性 を 決 定 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 免 疫 学 的 検 定 法 の フ ォ ー マ ッ ト お
よ び 条 件 の 説 明 に つ い て は 、 Harlowお よ び Lane「 抗 体 、 実 験 マ ニ ュ ア ル （ Antibodies, A 
Laboratory Manual） 」 , CSHP, New York, 1988を 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る よ う な 「 被 験 者 」 と い う 用 語 は 、 ヒ ト お よ び 非 ヒ ト 哺 乳 動 物
の 両 方 を 含 む 範 疇 で あ る 、 生 き た 多 細 胞 脊 椎 動 物 の 生 物 体 を 指 す 。 「 被 験 者 」 と い う 用 語
は 、 ヒ ト の 被 験 者 お よ び 獣 医 学 的 被 験 者 の 両 方 を 含 む 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
サ イ ト カ イ ン ま た は 他 の 生 物 学 的 素 材 を 指 す 場 合 、 「 定 常 状 態 レ ベ ル 」 と い う 用 語 は 、 非
感 染 細 胞 に お い て 産 生 さ れ る サ イ ト カ イ ン ま た は 他 の 生 物 学 的 素 材 の レ ベ ル を 指 す 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
「 合 成 ポ リ ペ プ チ ド 」 と い う 用 語 は 、 ペ プ チ ド 結 合 を 形 成 さ せ る た め の 有 機 化 学 の 手 段 を
用 い て 、 ア ミ ノ 酸 を 特 定 の 順 序 で 連 結 さ せ る こ と に よ っ て 、 イ ン ビ ト ロ に お い て 形 成 さ れ
る ポ リ ペ プ チ ド を 指 す 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
「 形 質 転 換 さ れ た 」 細 胞 は 、 分 子 生 物 学 的 技 術 に よ っ て 核 酸 分 子 が 導 入 さ れ た 細 胞 で あ る
。 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る よ う に 、 形 質 転 換 と い う 用 語 は 、 ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 用 い
た ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー を 用 い た 形 質 転 換 、 お よ び 、 エ レ ク ト ロ ポ
レ ー シ ョ ン 、 リ ポ フ ェ ク シ ョ ン お よ び パ ー テ ィ ク ル ガ ン 加 速 法 に よ る 、 裸 の DNAの 導 入 を
含 む 、 そ の よ う な 細 胞 に 核 酸 分 子 を 導 入 す る こ と の で き る 全 て の 技 術 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
「 ワ ク チ ン 」 と い う 用 語 は 、 本 明 細 書 に お い て は 、 脊 椎 動 物 に お け る 特 定 の 免 疫 応 答 を 刺
激 す る た め に 有 用 な 組 成 物 を 意 味 す る よ う に 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る よ う な 「 ベ ク タ ー 」 と い う 用 語 は 、 宿 主 細 胞 に 導 入 さ れ る と
、 そ れ に よ っ て 形 質 転 換 さ れ た 宿 主 細 胞 を 生 じ る よ う な 核 酸 分 子 を 指 す 。 ベ ク タ ー は 、 複
製 起 点 の よ う な 、 宿 主 細 胞 に お い て そ れ を 複 製 さ せ る 核 酸 配 列 を 含 み 得 る 。 ベ ク タ ー は ま
た 、 1つ ま た は そ れ 以 上 の 選 択 可 能 な マ ー カ ー 遺 伝 子 、 お よ び 、 当 技 術 分 野 に お い て 既 知
の 他 の 遺 伝 的 要 素 を も 含 み 得 る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
他 に 説 明 さ れ な い 限 り 、 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 全 て の 技 術 的 用 語 お よ び 科 学 的 用 語
は 、 本 開 示 が 属 す る 技 術 分 野 に お け る 当 業 者 に よ っ て 一 般 に 理 解 さ れ る も の と 同 じ 意 味 を
有 す る 。 核 酸 ま た は ポ リ ペ プ チ ド に つ い て 与 え ら れ る 、 全 て の 塩 基 サ イ ズ ま た は ア ミ ノ 酸
サ イ ズ 、 お よ び 、 全 て の 分 子 量 ま た は 分 子 質 量 値 は お お よ そ の も の で あ り 、 説 明 の た め に
提 供 さ れ る こ と は さ ら に 理 解 さ れ る 。 本 明 細 書 に お い て 説 明 さ れ る も の と 同 様 の 、 ま た は
同 等 の 方 法 お よ び 材 料 を 、 本 開 示 の 実 施 ま た は 試 験 に お い て 使 用 す る こ と は で き る が 、 下
記 に て 、 適 切 な 方 法 お よ び 材 料 が 説 明 さ れ る 。 矛 盾 す る 場 合 は 、 用 語 の 説 明 を 含 め て 本 明
細 書 に 従 っ て 統 制 さ れ る 。 さ ら に 、 材 料 、 方 法 、 お よ び 実 施 例 は 単 に 説 明 的 な も の に す ぎ
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ず 、 限 定 す る こ と を 意 図 し な い 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
III． 幾 つ か の 態 様 の 説 明
本 明 細 書 の 第 一 の 態 様 に お い て は 、 被 験 者 に お け る 潜 伏 性 結 核 を 検 出 す る た め の 免 疫 学 的
ア ッ セ イ 法 が 提 供 さ れ る 。 そ の よ う な 方 法 は 、 被 験 者 に 由 来 す る 、 第 一 の 潜 伏 期 特 異 的 結
合 パ ー ト ナ ー （ LSBP） を 含 み 得 る 生 物 学 的 サ ン プ ル を 、 対 応 す る LSBPと 接 触 さ せ る 段 階 、
お よ び 、 第 一 の LSBPと 対 応 す る LSBPと の 間 の 結 合 を 検 出 す る 段 階 を 含 み 、 そ の よ う な 結 合
は 被 験 者 に お け る 潜 伏 性 結 核 を 示 唆 す る 。 こ れ ら の 方 法 の あ る 特 定 の 例 に お い て は 、 第 一
の LSBPは 抗 体 で あ り 、 対 応 す る LSBPは 潜 伏 期 特 異 的 な ヒ ト 結 核 菌 抗 原 （ 例 え ば 、 α -ク リ
ス タ リ ン (Acr)ま た は そ の 免 疫 原 性 断 片 ） で あ る 。 本 方 法 の 他 の 特 定 の 例 に お い て は 、 第
一 の LSBPは 潜 伏 期 特 異 的 な ヒ ト 結 核 菌 抗 原 で あ り 、 対 応 す る LSBPは 抗 体 で あ る 。 本 方 法 の
あ る 特 定 の 例 に お い て は 、 抗 原 は Acrま た は そ の 免 疫 原 性 断 片 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
そ の 他 の 態 様 は 、 被 験 者 に お け る 潜 伏 性 結 核 の 検 出 の た め の キ ッ ト で あ る 。 そ の よ う な キ
ッ ト は 、 少 な く と も 1つ の LSBP、 お よ び 、 被 験 者 に お け る 潜 伏 性 結 核 の 検 出 の た め の 免 疫
学 的 ア ッ セ イ 法 を 実 行 す る た め の 使 用 説 明 書 を 含 む 。
【 ０ ０ ８ １ 】
本 開 示 は ま た 、 被 験 者 に お け る 免 疫 応 答 を 引 き 出 す 方 法 を も 提 供 す る 。 本 方 法 は 、 免 疫 刺
激 量 の ヒ ト 結 核 菌 潜 伏 期 特 異 的 抗 原 も し く は そ の 免 疫 原 性 断 片 、 ま た は 、 そ の よ う な 抗 原
（ 例 え ば Acr） も し く は そ の 免 疫 原 性 断 片 を コ ー ド す る 核 酸 分 子 を 被 験 者 に 導 入 す る 段 階
を 含 む 。 あ る 特 定 の 例 に お い て は 、 本 方 法 は 、 被 験 者 に お け る 潜 伏 性 結 核 感 染 を 抑 制 ま た
は 治 療 す る 方 法 で あ る 。 本 方 法 の 特 定 の 例 に お い て は 、 引 き 出 さ れ た 免 疫 応 答 は 、 ヒ ト 結
核 菌 に よ る 潜 伏 感 染 に 対 す る 被 験 者 の 感 受 性 の 低 下 を も た ら す 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
本 開 示 は 、 被 験 者 に お け る 免 疫 応 答 を 引 き 出 す た め の キ ッ ト を さ ら に 提 供 す る 。 そ の よ う
な キ ッ ト は 、 免 疫 刺 激 量 の ヒ ト 結 核 菌 潜 伏 期 特 異 的 抗 原 も し く は そ の 免 疫 原 性 断 片 、 ま た
は 、 そ の よ う な 抗 原 も し く は 免 疫 原 性 断 片 を コ ー ド す る 核 酸 分 子 、 お よ び 、 被 験 者 に お け
る 免 疫 応 答 を 引 き 出 す 方 法 を 実 行 す る た め の 使 用 説 明 書 を 含 む 。 キ ッ ト の 特 定 の 例 は 、 潜
伏 性 結 核 感 染 を 有 す る 可 能 性 の あ る 患 者 に キ ッ ト の 成 分 を 投 与 す る た め の 使 用 説 明 書 を 含
む 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
さ ら な る 態 様 で は 、 末 梢 血 単 核 細 胞 、 自 己 マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 お よ び ミ コ バ ク テ リ ア を 含 む
、 イ ン ビ ト ロ の 肉 芽 腫 が 提 供 さ れ る 。 そ の よ う な 肉 芽 腫 に お い て は 、 末 梢 血 単 核 細 胞 は 、
単 球 、 Bリ ン パ 球 、 Tリ ン パ 球 、 お よ び そ の 組 み 合 わ せ か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 ヒ ト の
末 梢 血 単 核 細 胞 で あ る 。 肉 芽 腫 の あ る 例 に お い て は 、 ミ コ バ ク テ リ ア は ヒ ト 結 核 菌 で あ る
。 肉 芽 腫 の あ る 例 は 、 線 維 芽 細 胞 を さ ら に 含 む 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
イ ン ビ ト ロ の 肉 芽 腫 を 作 製 す る た め の 方 法 で あ り 、 低 付 着 性 容 器 に お い て 末 梢 血 単 核 細 胞
、 自 己 マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 お よ び ミ コ バ ク テ リ ア を 組 み 合 わ せ る 段 階 、 お よ び 、 そ の 組 み 合
わ せ を 十 分 な 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 イ ン ビ ト ロ の 肉 芽 腫 を 形 成 さ せ る 段 階 に 関 与 す る 方
法 も 提 供 さ れ る 。 あ る 特 定 の 例 に お い て は 、 線 維 芽 細 胞 を 組 み 合 わ せ に 加 え る 。 あ る 特 定
の 例 に お い て は 、 外 因 性 サ イ ト カ イ ン を 、 イ ン ビ ト ロ の 肉 芽 腫 の 作 製 を 増 強 す る の に 十 分
な 量 に お い て 、 容 器 に 加 え る 。 あ る 例 に お い て は 、 外 因 性 サ イ ト カ イ ン は 、 IL-2、 IFN-γ
、 TNF-α 、 ま た は そ の 2つ も し く は そ れ 以 上 の 組 み 合 わ せ で あ る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
本 明 細 書 に お い て 提 供 さ れ る そ の 他 の 態 様 は 、 抗 結 核 治 療 活 性 に つ い て 、 結 核 薬 候 補 を ス
ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 で あ る 。 そ の よ う な 方 法 は 、 末 梢 血 単 核 細 胞 、 自 己 マ ク ロ フ ァ ー ジ
、 お よ び ミ コ バ ク テ リ ア を 含 む イ ン ビ ト ロ の 肉 芽 腫 と 薬 剤 を 組 み 合 わ せ る 段 階 、 な ら び に
、 そ の 薬 剤 が ミ コ バ ク テ リ ア の 生 存 能 を 阻 害 す る か ど う か を 決 定 す る 段 階 を 含 む 。 あ る 特
定 の 例 に お い て は 、 末 梢 血 単 核 細 胞 は 、 単 球 、 Bリ ン パ 球 、 Tリ ン パ 球 、 お よ び そ の 組 み 合
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わ せ か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 ヒ ト の 末 梢 血 単 核 細 胞 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
本 明 細 書 に お い て 提 供 さ れ る な お も そ の 他 の 態 様 は 、 末 梢 血 単 核 細 胞 、 自 己 マ ク ロ フ ァ ー
ジ 、 お よ び 不 活 性 化 ミ コ バ ク テ リ ア を 含 む イ ン ビ ト ロ の 肉 芽 腫 と 薬 剤 を 組 み 合 わ せ る 段 階
、 な ら び に 、 そ の 薬 剤 が 肉 芽 腫 に 含 ま れ る ミ コ バ ク テ リ ア の 再 活 性 化 を 阻 害 す る か ど う か
を 決 定 す る 段 階 を 含 む 、 抗 結 核 治 療 活 性 に つ い て 、 結 核 薬 候 補 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法
で あ る 。 本 方 法 の あ る 特 定 の 例 に お い て は 、 ミ コ バ ク テ リ ア は ヒ ト 結 核 菌 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
末 梢 血 単 核 細 胞 、 自 己 マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 お よ び 突 然 変 異 ミ コ バ ク テ リ ア を 含 む イ ン ビ ト ロ
の 肉 芽 腫 に お い て 、 野 生 型 ミ コ バ ク テ リ ア と 比 較 し て 、 突 然 変 異 ミ コ バ ク テ リ ア が 、 潜 伏
期 を 誘 導 す る 、 生 き 残 る 、 再 活 性 化 す る 、 ま た は 肉 芽 腫 壊 死 を 誘 導 す る 能 力 を 低 下 さ せ ら
れ て い る か ど う か を 決 定 す る 段 階 を 含 む 、 結 核 ワ ク チ ン 候 補 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 も
提 供 さ れ る 。 本 方 法 の あ る 特 定 の 例 に お い て は 、 イ ン ビ ト ロ の 肉 芽 腫 は 、 線 維 芽 細 胞 を さ
ら に 含 む 。 本 方 法 の あ る 例 に お い て は 、 突 然 変 異 ミ コ バ ク テ リ ア は 、 潜 伏 期 遺 伝 子 に お け
る 突 然 変 異 を 有 す る ミ コ バ ク テ リ ア 菌 株 を 含 む 。 他 の 例 に お い て は 、 突 然 変 異 ミ コ バ ク テ
リ ア は 、 acr、 σ 因 子 遺 伝 子 、 oxyRお よ び aphCか ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 遺 伝 子 に お け る
突 然 変 異 を 有 す る ヒ ト 結 核 菌 株 で あ る 。 特 定 の 例 に お い て は 、 σ 因 子 遺 伝 子 は 、 sigF、 si
gC、 お よ び sigHか ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
付 加 的 な 態 様 は 、 培 養 基 、 な ら び に 、 末 梢 血 単 核 細 胞 、 自 己 マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 お よ び 突 然
変 異 ミ コ バ ク テ リ ア を 含 む イ ン ビ ト ロ の 肉 芽 腫 に お い て 、 野 生 型 ミ コ バ ク テ リ ア と 比 較 し
て 、 突 然 変 異 ミ コ バ ク テ リ ア が 、 潜 伏 期 を 誘 導 す る 、 生 き 残 る 、 再 活 性 化 す る 、 ま た は 肉
芽 腫 壊 死 を 誘 導 す る 能 力 を 低 下 さ せ ら れ て い る か ど う か を 決 定 す る 段 階 を 含 む 、 結 核 ワ ク
チ ン 候 補 の ス ク リ ー ニ ン グ の 方 法 を 実 行 す る た め の 使 用 説 明 書 を 含 む 、 イ ン ビ ト ロ の 肉 芽
腫 を 作 製 す る た め の キ ッ ト で あ る 。 あ る 例 に お い て は 、 本 キ ッ ト は 、 低 付 着 性 容 器 を さ ら
に 含 み 、 あ る 特 定 の 例 に お い て は 、 本 キ ッ ト は 、 あ る 量 の サ イ ト カ イ ン を さ ら に 含 む 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
IV． イ ン ビ ト ロ の 肉 芽 腫 モ デ ル の 作 製 お よ び 使 用
本 開 示 は 、 本 態 様 に お い て 、 一 貫 し た 、 複 製 可 能 な 、 お よ び 確 実 な 実 験 系 を 提 供 す る よ う
な 、 イ ン ビ ト ロ の 肉 芽 腫 モ デ ル を 作 製 お よ び 使 用 す る た め の 方 法 を 提 供 す る 。 イ ン ビ ト ロ
の 肉 芽 腫 は 、 例 え ば 、 肉 芽 腫 の 形 成 お よ び 維 持 に つ い て 研 究 す る た め 、 な ら び に 、 肉 芽 腫
の 形 成 、 維 持 、 ま た は 返 転 （ reversion） に 影 響 を 与 え る 化 合 物 を 、 同 定 お よ び 特 徴 付 け
す る た め 、 な ら び に 、 特 に ミ コ バ ク テ リ ア の 潜 伏 期 を 含 む ミ コ バ ク テ リ ア の 局 面 に つ い て
研 究 す る た め の よ う な 、 多 く の 適 用 に お い て 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
一 般 に 、 イ ン ビ ト ロ の 肉 芽 腫 は 、 末 梢 血 単 核 細 胞 を マ ク ロ フ ァ ー ジ お よ び ミ コ バ ク テ リ ア
と 組 み 合 わ せ る こ と に よ っ て 形 成 さ れ る 。 細 胞 培 養 に お け る 凝 集 塊 の 形 成 を 促 進 す る た め
に 、 細 胞 混 合 物 を 数 日 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 あ る 態 様 に お い て は 、 低 付 着 性 容 器 の 使 用
に よ っ て 、 肉 芽 腫 の 形 成 は さ ら に 促 進 さ れ る 。 細 胞 凝 集 塊 の 形 成 後 、 線 維 芽 細 胞 を 培 養 に
選 択 的 に 加 え る こ と が で き る 。 あ る 態 様 に お い て は 、 例 え ば 、 IL-2、 IFN-γ 、 お よ び ／ ま
た は TNF-α の よ う な 外 因 性 サ イ ト カ イ ン を 、 例 え ば ミ コ バ ク テ リ ア へ の 感 染 以 前 に 、 増 殖
培 地 に 加 え る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
よ り 具 体 的 な 例 と し て 、 自 己 マ ク ロ フ ァ ー ジ お よ び ミ コ バ ク テ リ ア は 、 全 て の 付 着 を 妨 げ
る よ う に 処 理 さ れ た 組 織 培 養 皿 の ウ ェ ル の よ う な 、 低 付 着 性 容 器 の 1つ ま た は そ れ 以 上 の
ウ ェ ル に お い て 組 み 合 わ せ ら れ る 。 （ 10％ ヒ ト 血 清 、 HSを 加 え た RPMI(Lampire Biologica
l Laboratories, Pipersville, PA)の よ う な ） 細 胞 培 養 基 に お け る 末 梢 血 単 核 細 胞 （ PBMC
） 、 選 択 的 に 1× 10 6 細 胞 を 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ お よ び ミ コ バ ク テ リ ア と 組 み 合 わ せ 、 5～ 7日
間 の 間 、 細 胞 が 増 殖 す る 温 度 に お い て イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 凝 集 塊 が 直 径 お よ そ 1 mmに 達
し た 時 点 で 、 線 維 芽 細 胞 （ 選 択 的 に ヒ ト 肺 線 維 芽 細 胞 ） を 加 え る こ と が で き る 。
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【 ０ ０ ９ ２ 】
マ ク ロ フ ァ ー ジ に よ る ヒ ト 結 核 菌 の 貪 食 作 用 に 続 く 、 様 々 な 走 化 性 誘 起 作 用 サ イ ト カ イ ン
の 分 泌 は 、 肉 芽 腫 の 形 成 に の み な ら ず 、 そ の 維 持 に と っ て も 重 要 で あ る 。 こ の た め に 、 サ
イ ト カ イ ン レ ベ ル を 測 定 す る こ と に よ っ て 、 イ ン ビ ト ロ の 肉 芽 腫 の 発 達 を モ ニ タ リ ン グ す
る こ と が で き る 。 サ イ ト カ イ ン 解 析 の た め に は 、 上 清 を 採 集 し 、 ろ 過 滅 菌 し 、 ELISAの よ
う な 既 知 の 技 術 に よ っ て ア ッ セ イ す る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
あ る 態 様 に お い て は 、 例 え ば 、 イ ン ビ ト ロ の 肉 芽 腫 の 形 成 中 に 、 外 因 性 サ イ ト カ イ ン を 培
地 に 加 え る こ と も 有 益 で あ る ； あ る 例 に お い て は 、 サ イ ト カ イ ン の 添 加 に よ っ て 、 凝 集 塊
の 形 成 が 増 強 さ れ る 。 例 と し て 、 IL-2（ 例 え ば 10 単 位 /ml） 、 IFN-γ （ 例 え ば 2 ng/ml）
、 ま た は TNF-α （ 例 え ば 50 ng/ml） （ Endogen, Woburn, MA） ま た は 2つ も し く は 3つ の サ
イ ト カ イ ン の 組 み 合 わ せ を 、 ミ コ バ ク テ リ ア へ の 感 染 以 前 に 、 細 胞 に 加 え る 。 よ り 長 期 間
、 例 え ば 9日 間 、 イ ン ビ ト ロ の 肉 芽 腫 が 維 持 さ れ る 場 合 は 、 サ イ ト カ イ ン は 都 合 よ く 二 回
目 を 加 え ら れ る 可 能 性 が あ る 。 あ る 特 定 の 例 に お い て は 、 培 養 開 始 後 第 5日 目 に 同 じ 量 お
よ び 種 類 の サ イ ト カ イ ン を 加 え た 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
同 様 に 、 イ ン ビ ト ロ の 肉 芽 腫 を 特 徴 付 け る た め に 、 遺 伝 子 発 現 を 使 用 す る こ と が で き る 。
RT-PCRま た は RPA解 析 の た め に 、 凝 集 塊 を 収 集 し 、 洗 浄 し 、 RNAを 抽 出 す る 。 組 織 病 理 学 に
つ い て は 、 10％ の ホ ル マ リ ン の よ う な 固 定 液 に お い て 細 胞 を 固 定 し 、 組 織 の よ う に 処 理 す
る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
本 開 示 の イ ン ビ ト ロ の 肉 芽 腫 モ デ ル は 、 様 々 な 実 用 性 を 有 す る 。 例 え ば 、 イ ン ビ ト ロ の 肉
芽 腫 モ デ ル は 、 肉 芽 腫 形 成 お よ び 肉 芽 腫 壊 死 の 過 程 の 解 析 お よ び 特 徴 付 け を 行 う た め に 使
用 す る こ と が で き る 。 そ れ は ま た 、 ミ コ バ ク テ リ ウ ム 属 が 肉 芽 腫 内 に 局 在 し な い 場 合 に 対
し て 、 ミ コ バ ク テ リ ウ ム 属 が 肉 芽 腫 内 に 局 在 す る 場 合 に 、 示 差 的 に 発 現 さ れ る ヒ ト 結 核 菌
遺 伝 子 を 特 徴 付 け る た め に 使 用 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
本 モ デ ル は 、 例 え ば 外 因 性 サ イ ト カ イ ン を 加 え ず に 使 用 さ れ た 場 合 に 、 肉 芽 腫 を 構 成 す る
細 胞 に よ る 天 然 サ イ ト カ イ ン 産 生 を 特 徴 付 け る た め に 有 用 で あ る 。 あ る 態 様 に お い て は 、
イ ン ビ ト ロ の 肉 芽 腫 モ デ ル に よ っ て 産 生 さ れ る サ イ ト カ イ ン レ ベ ル を 、 定 常 状 態 の サ イ ト
カ イ ン レ ベ ル と 比 較 す る 。 肉 芽 腫 モ デ ル は 、 ミ コ バ ク テ リ ア の 生 存 率 を 解 析 す る た め に も
、 お よ び 、 病 態 生 理 学 的 解 析 の た め に も 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
V． 薬 剤 お よ び 免 疫 刺 激 化 合 物 候 補 の ス ク リ ー ニ ン グ
本 明 細 書 に お い て 説 明 さ れ る イ ン ビ ト ロ の 肉 芽 腫 モ デ ル は 、 例 え ば 結 核 薬 候 補 の よ う な 候
補 化 合 物 を 正 確 に ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 結 核 薬 候 補 を ス ク リ
ー ニ ン グ す る 方 法 は 、 イ ン ビ ト ロ の 肉 芽 腫 モ デ ル に 薬 剤 候 補 を 加 え る 段 階 、 お よ び 、 薬 剤
が 、 肉 芽 腫 に 含 ま れ る ミ コ バ ク テ リ ア を 殺 す か 、 ま た は さ も な く ば 、 肉 芽 腫 中 の 細 菌 も し
く は 他 の 細 胞 の 生 理 学 を 変 化 さ せ る か ど う か を 決 定 す る 段 階 を 含 む 。 本 モ デ ル は 、 選 択 的
に 、 潜 伏 性 ミ コ バ ク テ リ ア 感 染 の 治 療 に お い て 使 用 す る た め の 薬 剤 を ス ク リ ー ニ ン グ す る
た め に 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
イ ン ビ ト ロ の 肉 芽 腫 モ デ ル は ま た 、 例 え ば 結 核 ワ ク チ ン 候 補 の よ う な 、 免 疫 刺 激 化 合 物 を
ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に も 有 用 で あ る 。 例 と し て 、 イ ン ビ ト ロ の 肉 芽 腫 モ デ ル は 、 例 え
ば 、 ヒ ト 結 核 菌 感 染 ま た は 潜 伏 性 ミ コ バ ク テ リ ア 感 染 の 再 活 性 化 を 予 防 す る ま た は 低 減 さ
せ る た め の ワ ク チ ン と し て 使 用 す る こ と が で き る 、 ヒ ト 結 核 菌 の 突 然 変 異 菌 株 を 試 験 す る
た め の よ う な 、 動 物 実 験 へ の 前 段 階 と し て 使 用 さ れ る 。 動 物 実 験 の 前 段 階 は 、 動 物 実 験 に
関 連 す る 費 用 お よ び 負 の 意 味 合 い の 削 減 に 役 立 つ 。 本 明 細 書 に お い て 提 供 さ れ る イ ン ビ ト
ロ の 肉 芽 腫 モ デ ル の 例 は 、 動 物 実 験 か ら 生 み 出 さ れ る デ ー タ に 頼 る 従 来 的 な ワ ク チ ン ス ク
リ ー ニ ン グ 試 験 よ り も 費 用 が 安 く 、 は る か に 迅 速 で あ る 。
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【 ０ ０ ９ ９ 】
突 然 変 異 ヒ ト 結 核 菌 株 は 、 例 え ば 、 限 定 は し な い が 、 acr、 sigF、 sigC、 sigH、 お よ び 他
の σ 因 子 、 oxyRお よ び aphCか ら 選 択 さ れ る 潜 伏 期 遺 伝 子 の 1つ に お け る 突 然 変 異 な ど の 突
然 変 異 の 誘 導 ま た は ス ク リ ー ニ ン グ の よ う な 、 当 業 者 に 既 知 の 方 法 に よ っ て 構 築 す る こ と
が で き る 。 当 業 者 に 既 知 の 方 法 の 例 は 、 イ ン ビ ト ロ の 突 然 変 異 誘 発 お よ び イ ン ビ ボ の 突 然
変 異 誘 発 を 含 む 。 突 然 変 異 は 、 1つ も し く は そ れ 以 上 の こ れ ら の 潜 伏 期 遺 伝 子 の 、 全 て も
し く は 部 分 の 欠 失 、 ま た は 、 1つ も し く は そ れ 以 上 の こ れ ら の 潜 伏 期 遺 伝 子 に お け る 挿 入
も し く は 置 換 で あ る こ と が 可 能 で あ る 。 ミ コ バ ク テ リ ア 菌 株 を 一 般 に 指 す 場 合 、 ま た は 、
特 定 的 に ヒ ト 結 核 菌 株 を 指 す 場 合 、 「 突 然 変 異 し た 」 お よ び 「 突 然 変 異 体 」 と い う 用 語 は
、 菌 株 が 休 眠 状 態 も し く は 潜 伏 状 態 に シ フ ト ダ ウ ン す る こ と を 阻 害 も し く は 予 防 す る 、 ま
た は 、 菌 株 が 休 眠 状 態 も し く は 潜 伏 状 態 に シ フ ト ダ ウ ン し た 後 に 再 活 性 化 す る こ と を 阻 害
も し く は 予 防 す る 、 1つ ま た は そ れ 以 上 の 突 然 変 異 を 有 す る 菌 株 を 指 す 。 休 眠 は 、 細 菌 の
複 製 が 遅 い 、 ま た は 停 止 し て い る が 、 継 続 中 の 代 謝 を 幾 ら か は 行 う 状 態 で あ る 一 方 、 再 活
性 化 は 、 細 菌 の 複 製 お よ び 対 数 増 殖 期 の 生 化 学 に 関 与 す る も の で あ る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
ワ ク チ ン と し て の 役 割 を 担 う こ と が で き る 、 突 然 変 異 し た 菌 株 を 同 定 す る た め の 方 法 の 例
に お い て は 、 本 明 細 書 に お い て 説 明 さ れ る よ う な 突 然 変 異 ミ コ バ ク テ リ ア 菌 株 を 、 野 生 型
ミ コ バ ク テ リ ア 菌 株 の 代 わ り に イ ン ビ ト ロ の 肉 芽 腫 モ デ ル に 加 え る 。 突 然 変 異 ミ コ バ ク テ
リ ア 菌 株 の 有 効 性 は 、 野 生 型 ミ コ バ ク テ リ ア 菌 株 と 比 較 し て 、 突 然 変 異 菌 株 の 、 潜 伏 性 ミ
コ バ ク テ リ ア 感 染 状 態 の 成 立 を 誘 導 す る 、 肉 芽 腫 内 に お い て 生 き 残 る 、 潜 伏 状 態 か ら 活 性
状 態 へ 再 活 性 化 す る 能 力 の 低 下 、 お よ び ／ ま た は 、 突 然 変 異 菌 株 の 、 肉 芽 腫 壊 死 を 誘 導 す
る 能 力 の 低 下 に 基 づ い て 決 定 さ れ る 。 突 然 変 異 ミ コ バ ク テ リ ア 菌 株 を 含 む 、 イ ン ビ ト ロ の
肉 芽 腫 に お け る サ イ ト カ イ ン 産 生 を 解 析 し 、 野 生 型 ミ コ バ ク テ リ ア 菌 株 を 含 む 対 照 イ ン ビ
ト ロ 肉 芽 腫 モ デ ル に お け る サ イ ト カ イ ン 産 生 と 比 較 す る こ と も で き る 。
【 ０ １ ０ １ 】
VI． 潜 伏 期 特 異 的 抗 原 の 同 定
ミ コ バ ク テ リ ア の 休 眠 の 分 子 メ カ ニ ズ ム に つ い て の 洞 察 を 得 る た め に 、 な ら び に 、 休 眠 感
染 を 検 出 お よ び ／ ま た は 追 跡 す る た め の 分 子 を 提 供 す る た め に 、 低 酸 素 へ の 適 応 に 関 与 す
る と 疑 わ れ る 遺 伝 子 お よ び タ ン パ ク 質 を 調 べ た 。 （ 本 明 細 書 に お い て 説 明 さ れ る よ う に ）
逆 転 写 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ RT-PCR） 技 術 を 用 い た 結 果 、 推 定 上 の 様 々 な ス ト レ ス 応 答
遺 伝 子 の 示 差 的 な 発 現 が 確 証 さ れ た 。 嫌 気 性 （ シ フ ト ダ ウ ン ） 肉 芽 腫 モ デ ル に お い て 増 加
し た 活 性 を 示 す 、 こ れ ら の 遺 伝 子 の う ち 2つ は 、 酸 化 ス ト レ ス 応 答 に 関 与 す る 、 oxyRお よ
び aphCで あ る （ Dhadayauthapaniら , J. Bacteriol. 178:3641～ 3649, 1996） 。 第 三 の 遺
伝 子 は 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 内 に お け る 細 菌 の 増 殖 に 必 要 と さ れ る こ と が 報 告 さ れ た （ Yuanら
, Microbiol. 95, 16:9578～ 9583, 1998） 、 α -ク リ ス タ リ ン 、 即 ち 、 ATP非 依 存 性 の シ ャ
ペ ロ ン を コ ー ド す る （ Henriquesら , J. Bacter. 179:1887～ 1897, 1997； Horwitz, Proc.
 Nat’ l. Acad. Sci. USA 89:10449～ 10453, 1992） 。
【 ０ １ ０ ２ 】
本 明 細 書 に お い て 開 示 さ れ る 特 定 の 態 様 に お い て 議 論 さ れ た も の に 加 え 、 潜 伏 期 特 異 的 な
抗 原 は 、 潜 伏 期 に な い ミ コ バ ク テ リ ア と 比 較 し た 、 潜 伏 性 ミ コ バ ク テ リ ア 、 特 に ヒ ト 結 核
菌 に よ る 、 そ れ ら の 優 先 的 な 発 現 に 基 づ い て 同 定 す る こ と が で き る 。 例 と し て 、 示 差 的 な
発 現 は 、 潜 伏 性 ミ コ バ ク テ リ ア お よ び 非 潜 伏 性 ミ コ バ ク テ リ ア （ 例 え ば 、 低 酸 素 条 件 下 お
よ び 好 気 条 件 下 に お い て 培 養 さ れ た 細 菌 ） か ら 抽 出 さ れ た タ ン パ ク 質 の 二 次 元 ゲ ル 電 気 泳
動 を 用 い て 検 出 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
ま た は 、 ミ コ バ ク テ リ ア の 潜 伏 性 （ 例 え ば 、 イ ン ビ ト ロ の 肉 芽 腫 ） 培 養 対 非 潜 伏 性 （ 即 ち
好 気 ） 培 養 に お け る 、 優 先 的 な mRNA発 現 を 検 出 す る た め に 、 遺 伝 子 チ ッ プ （ ま た は cDNAマ
イ ク ロ ア レ イ ） 解 析 を 行 う こ と が で き る 。 例 え ば 、 一 方 の 培 養 ま た は 他 方 の 培 養 に お い て
発 現 さ れ る 転 写 産 物 の 全 て を ス ポ ッ テ ィ ン グ す る こ と に よ っ て 、 サ ブ ト ラ ク テ ィ ブ ハ イ ブ
リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 実 行 す る こ と が で き る 。 チ ッ プ を そ の 後 、 （ 例 え ば シ ア ニ ン 色 素 を 用

10

20

30

40

50

(19) JP 2005-506512 A 2005.3.3



い て ） 標 識 し た 潜 伏 性 mRNA（ ま た は cDNA） プ ー ル 、 お よ び 、 標 識 し た 非 潜 伏 性 mRNA（ ま た
は cDNA） プ ー ル を プ ロ ー ブ と し て 解 析 す る こ と が で き 、 示 差 的 な 発 現 を 、 既 知 の 技 術 を 用
い て 検 出 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
基 本 型 の 潜 伏 期 特 異 的 な 抗 原 は 、 α -ク リ ス タ リ ン で あ る ； そ の 同 定 お よ び 特 徴 付 け に つ
い て は 、 本 明 細 書 に お い て よ り 詳 細 に 説 明 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
VII． 潜 伏 性 結 核 の 検 出
潜 伏 性 ヒ ト 結 核 菌 が 、 潜 伏 性 ヒ ト 結 核 菌 感 染 を 有 す る 被 験 者 に お い て 、 そ の 抗 原 、 お よ び
／ ま た は 、 そ れ に 対 し て 反 応 性 の 抗 体 を 検 出 す る こ と が で き る 程 十 分 に 高 い レ ベ ル の 潜 伏
期 特 異 的 抗 原 を 産 生 し 得 る こ と が 意 外 に も 見 出 さ れ た 。
【 ０ １ ０ ６ 】
本 明 細 書 に お い て は 、 潜 伏 性 結 核 生 物 体 が 、 被 験 者 に お け る 免 疫 原 性 反 応 を 引 き 出 す 特 異
的 な 抗 原 を 産 生 す る こ と が 実 証 さ れ 、 潜 伏 期 特 異 的 な 抗 原 、 お よ び ／ ま た は 、 潜 伏 期 特 異
的 な 抗 原 に 対 す る 抗 体 を 検 出 す る た め の 、 な ら び に 、 潜 伏 感 染 を 検 出 お よ び ／ ま た は 診 断
す る た め の 方 法 が こ こ で 可 能 と な る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
潜 伏 期 特 異 的 な 抗 原 、 ま た は 、 （ Acrの よ う な ） ヒ ト 結 核 菌 潜 伏 期 特 異 的 タ ン パ ク 質 の エ
ピ ト ー プ を 認 識 す る 抗 体 は 、 例 え ば 血 清 ま た は 他 の 生 物 学 的 液 体 の よ う な 、 被 験 者 か ら の
サ ン プ ル に お い て 、 既 知 の 免 疫 学 的 技 術 を 用 い て 検 出 す る こ と が で き る 。 そ の よ う な 潜 伏
期 特 異 的 な 抗 原 ま た は 抗 体 （ 例 え ば 、 Acrエ ピ ト ー プ に 対 し て 特 異 的 な 循 環 抗 体 ） の 存 在
は 、 そ の 被 験 者 が 潜 伏 性 結 核 感 染 を 有 す る こ と を 示 唆 す る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
当 技 術 分 野 に お い て は 、 抗 原 の 検 出 お よ び 定 量 の た め の 多 く の 技 術 が 一 般 に 知 ら れ て い る
。 最 も 一 般 的 に は 、 精 製 さ れ た 抗 原 を 基 質 に 結 合 さ せ 、 サ ン プ ル の 抗 体 を 、 こ の 抗 原 に そ
の Fab部 分 を 介 し て 結 合 さ せ 、 基 質 を そ の 後 洗 浄 し 、 ア ッ セ イ の 対 象 で あ る 抗 体 の Fc部 分
に 結 合 す る 二 次 標 識 抗 体 を そ の 後 加 え る 。 二 次 標 識 抗 体 は 、 特 異 的 な 種 の も の と な る 、 即
ち 、 血 清 が ヒ ト 由 来 の 場 合 、 二 次 標 識 抗 体 は 抗 ヒ ト IgG抗 体 と な る 。 基 質 を そ の 後 、 洗 浄
し 、 結 合 さ れ た 二 次 標 識 抗 体 の 量 を 、 標 準 法 に よ っ て 検 出 お よ び 定 量 す る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
デ ィ ッ プ ス ト リ ッ プ ま た は 他 の 固 定 化 ア ッ セ イ 装 置 を 使 用 す る 方 法 を 含 む 、 生 物 学 的 サ ン
プ ル に お け る 抗 体 の 検 出 の た め の 方 法 の 例 は 、 例 え ば 以 下 の 特 許 に お い て 開 示 さ れ て い る
： 米 国 特 許 第 5,965,356号 （ 単 純 疱 疹 ウ イ ル ス タ イ プ 特 異 的 血 清 ア ッ セ イ ） ； 同 第 6,114,1
79号 （ 抗 原 お よ び ／ ま た は 抗 体 の 検 出 の た め の 方 法 お よ び 試 験 キ ッ ト ） ； 同 第 6,077,681
号 （ 抗 体 の 検 出 に よ る 運 動 性 ニ ュ ー ロ パ シ ー の 診 断 ） ； 同 第 6,057,097号 （ 自 己 免 疫 応 答
を 含 む 病 理 学 の た め の 、 お よ び ／ ま た は 、 炎 症 性 疾 患 の た め の マ ー カ ー ） ； な ら び に 同 第
5,552,285号 （ 酸 化 DNA塩 基 に 対 す る 抗 体 に つ い て の 免 疫 学 的 検 定 法 、 組 成 物 お よ び キ ッ ト
） 。
【 ０ １ １ ０ 】
例 と し て 、 （ イ ン ビ ト ロ の 潜 伏 期 モ デ ル か ら の 培 養 上 清 、 ま た は 被 験 者 か ら の 生 物 学 的 サ
ン プ ル の よ う な ） 生 物 学 的 液 体 に お け る Acrタ ン パ ク 質 ま た は そ の 他 の LSAを 検 出 す る た め
に 、 ミ ク ロ ス フ ェ ア ア ッ セ イ （ フ ロ ー ビ ー ズ ア ッ セ イ と も 呼 ば れ る ） も 使 用 す る こ と が で
き る 。 ル ミ ネ ッ ク ス 社 （ Luminex Corporation） に よ っ て 開 発 さ れ た 系 、 お よ び 、 ベ ク ト
ン デ ィ ッ キ ン ソ ン 社 （ Becton Dickinson） に よ っ て 開 発 さ れ た 他 の 系 に 代 表 さ れ る よ う な
本 技 術 で は 、 1つ ま た は 幾 つ か の 分 析 対 象 物 を 検 出 す る た め に 、 非 常 に 少 量 、 典 型 的 に は 2
0μ lの サ ン プ ル を 処 理 す る 。 本 ア ッ セ イ の 原 則 は 、 特 定 の 量 の 赤 色 色 素 お よ び 赤 外 線 色 素
を 含 む ミ ク ロ ス フ ェ ア に 、 「 捕 捉 抗 体 」 を 結 合 さ せ る こ と に 基 づ く 。 こ れ ら の ミ ク ロ ス フ
ェ ア を サ ン プ ル 、 ビ オ チ ン と 結 合 さ せ た 二 次 検 出 抗 体 、 お よ び 、 フ ィ コ エ リ ト リ ン （ PE）
と 結 合 さ せ た ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン と 共 に イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 後 、 フ ロ ー サ イ ト メ ー タ
ー を 用 い て ビ ー ズ を 解 析 す る 。 あ る レ ー ザ ー で は ビ ー ズ が 検 出 さ れ 、 第 二 の レ ー ザ ー で は
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、 そ れ ら の ビ ー ズ に 結 合 し た PEの 強 度 が 検 出 さ れ る 。 こ の 技 術 は 、 複 数 の ア ッ セ イ 、 肺 炎
連 鎖 球 菌 の 血 清 型 決 定 、 ヒ ト 絨 毛 性 ゴ ナ ド ト ロ ピ ン （ hCG） お よ び α -フ ェ ト タ ン パ ク 質 （
AFP） の 同 時 測 定 、 ト キ ソ プ ラ ズ マ 、 風 疹 ウ イ ル ス 、 サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス 、 お よ び 単 純
疱 疹 ウ イ ル ス タ イ プ 1お よ び 2に 対 す る 血 清 IgGの 同 時 検 出 に お い て 、 サ イ ト カ イ ン を 検 出
す る た め に 使 用 さ れ て き た （ 例 え ば 、 そ の ウ ェ ブ サ イ ト に お い て 、 ま た は そ の カ タ ロ グ を
通 じ て 、 ル ミ ネ ッ ク ス 社 (Luminex Corp.)か ら 入 手 で き る 技 術 要 旨 を 参 照 の こ と ） 。
【 ０ １ １ １ 】
あ る 態 様 に お い て は 、 ミ ク ロ ス フ ェ ア 上 の Acrタ ン パ ク 質 を 捕 捉 す る た め に 、 ポ リ ク ロ ー
ナ ル ウ サ ギ 抗 血 清 が 使 用 さ れ る 。 あ る 態 様 に お い て は 、 二 次 検 出 抗 体 は 、 Acrに 対 す る モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 。 そ の よ う な 方 法 に お い て 使 用 さ れ る 二 次 抗 体 は 、 例 え ば 、 ビ オ
チ ン に 結 合 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ２ 】
VIII． 潜 伏 期 特 異 的 な 免 疫 学 的 結 合 パ ー ト ナ ー の 作 製
潜 伏 期 特 異 的 な ヒ ト 結 核 菌 タ ン パ ク 質 が 一 旦 同 定 さ れ れ ば 、 そ の タ ン パ ク 質 、 お よ び ／ ま
た は 、 そ の タ ン パ ク 質 上 の 1つ ま た は そ れ 以 上 の エ ピ ト ー プ を 特 異 的 に 認 識 す る 抗 体 を 、
免 疫 学 的 ア ッ セ イ ま た は 他 の ア ッ セ イ に お い て 使 用 す る た め に 十 分 な 量 で 作 製 す る こ と は
有 益 で あ る 。 タ ン パ ク 質 、 お よ び 、 同 定 さ れ た タ ン パ ク 質 に 対 し て 反 応 性 の 抗 体 を 作 製 す
る た め の 方 法 は 、 当 業 者 に は よ く 知 ら れ て い る 。 以 下 の 方 法 は 、 典 型 的 な 例 と し て 提 供 さ
れ 、 限 定 す る も の と し て 見 な さ れ る べ き で は な い 。
【 ０ １ １ ３ 】
A． タ ン パ ク 質 の 産 生
潜 伏 期 特 異 的 な タ ン パ ク 質 が 一 旦 同 定 さ れ れ ば 、 そ の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 配 列 を 決 定
す る の は 、 よ く 知 ら れ た 技 術 の 問 題 と な る 。 例 え ば 、 ヒ ト 結 核 菌 ゲ ノ ム の 全 コ ー ド 配 列 が
知 ら れ て い る （ Coleら 、 Nature 393:537～ 544, 1998） ； こ れ は 、 単 離 さ れ た あ る 潜 伏 期
特 異 的 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 同 定 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 コ ー ド 配
列 は そ の 後 、 イ ン ビ ト ロ に お い て 多 量 の タ ン パ ク 質 を 作 製 す る た め に 使 用 す る こ と が で き
る 。
【 ０ １ １ ４ 】
当 業 者 に は 、 後 に 精 製 で き る よ う に 組 換 え タ ン パ ク 質 を 発 現 す る た め に は 無 数 の 方 法 が あ
る こ と が 理 解 さ れ る 。 一 般 に は 、 望 ま し い タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 有 す る 発 現
ベ ク タ ー を 用 い 、 発 現 の た め の 微 生 物 を 形 質 転 換 す る 。 そ の よ う な 微 生 物 は 、 原 核 生 物 （
細 菌 ） ま た は 真 核 生 物 （ 例 え ば 酵 母 ） で あ る こ と が 可 能 で あ る 。 あ る 適 切 な 細 菌 種 は 、 実
験 的 試 験 用 発 現 系 と し て 広 く 使 用 さ れ て き た 、 大 腸 菌 （ E. coli） で あ る 。 さ ら に 、 タ ン
パ ク 質 は 、 ウ イ ル ス （ 例 え ば ワ ク シ ニ ア ） に 基 づ く 発 現 系 を 用 い て 発 現 す る こ と が で き る
。 タ ン パ ク 質 は 同 様 に 、 動 物 細 胞 組 織 培 養 に お い て 発 現 す る こ と も で き 、 そ の よ う な 系 は
、 組 換 え タ ン パ ク 質 に お け る 、 ま た は 、 融 合 タ ン パ ク 質 の あ る 部 分 に お け る 、 動 物 特 有 の
タ ン パ ク 質 の 修 飾 が 望 ま し い 、 ま た は 必 要 と さ れ る 場 合 に 、 適 切 な も の と な る 。
【 ０ １ １ ５ 】
培 養 可 能 な 細 胞 の 安 定 し た 形 質 転 換 に 適 し た ベ ク タ ー も 、 よ く 知 ら れ て い る 。 典 型 的 に は
、 そ の よ う な ベ ク タ ー は ク ロ ー ン 化 核 酸 分 子 の 挿 入 の た め に 適 し た マ ル チ ク ロ ー ニ ン グ 部
位 を 含 み 、 そ れ に よ り 、 そ れ は 5’ 制 御 配 列 お よ び 3’ 制 御 配 列 の 転 写 調 節 下 に あ る 。 さ ら
に 、 形 質 転 換 ベ ク タ ー は 、 1つ ま た は そ れ 以 上 の 選 択 可 能 な マ ー カ ー を 含 む ； 細 菌 の 形 質
転 換 に つ い て は 、 こ れ は し ば し ば 抗 生 物 質 耐 性 遺 伝 子 で あ る 。 そ の よ う な 形 質 転 換 ベ ク タ
ー は 、 典 型 的 に 、 マ ル チ ク ロ ー ニ ン グ 部 位 に 関 し て 各 々 機 能 的 に 整 列 さ れ た 、 プ ロ モ ー タ
ー 制 御 領 域 （ 例 え ば 、 誘 導 可 能 な 、 ま た は 、 構 成 的 な 発 現 を 調 節 す る 制 御 領 域 ） 、 転 写 開
始 部 位 、 リ ボ ソ ー ム 結 合 部 位 、 RNAプ ロ セ シ ン グ シ グ ナ ル 、 お よ び 転 写 終 結 部 位 を も 含 む
。 大 量 の 組 換 え タ ン パ ク 質 の 産 生 の た め に は 、 誘 導 可 能 な プ ロ モ ー タ ー が 好 ま し い 。 こ れ
に よ り 、 組 換 え タ ン パ ク 質 の 選 択 的 な 産 生 が 許 容 さ れ 、 お よ び 、 構 成 的 プ ロ モ ー タ ー よ り
高 い レ ベ ル の 産 生 も な さ れ 、 お よ び 、 構 成 的 に 発 現 さ れ た 場 合 に は 発 現 細 胞 に と っ て 毒 性
と な り 得 る 組 換 え タ ン パ ク 質 の 産 生 も 可 能 に な る 。
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【 ０ １ １ ６ 】
こ れ ら の 一 般 的 な 指 標 に 加 え て 、 タ ン パ ク 質 の 発 現 ／ 精 製 キ ッ ト が 商 品 と し て 生 産 さ れ て
い る 。 例 え ば 、 キ ア ゲ ン 社 （ QIAGEN, Chatsworth, CA） か ら の QIAexpress（ 商 標 ） 発 現 系
、 お よ び 、 イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン （ InVitrogen, Carlsbad, CA） に よ っ て 提 供 さ れ る 、 様 々 な
発 現 系 を 参 照 の こ と 。 製 造 業 者 に よ り 提 供 さ れ る 詳 細 に よ っ て 、 そ の よ う な キ ッ ト は 、 潜
伏 期 特 異 的 タ ン パ ク 質 の 生 産 お よ び 精 製 の た め に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ７ 】
当 業 者 に は 、 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド を 精 製 す る た め に は 無 数 の 方 法 が あ り 、 そ の よ う な 、 タ
ン パ ク 質 精 製 の 典 型 的 な 方 法 を 、 潜 伏 期 特 異 的 タ ン パ ク 質 を 精 製 す る た め に 使 用 で き る こ
と が 理 解 さ れ る 。 そ の よ う な 方 法 は 、 例 え ば 、 イ オ ン 交 換 、 ゲ ル ろ 過 、 HPLC、 モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 お よ び 、 大 量 生 成 後 の 不 溶 性 タ ン パ ク 質 封
入 体 の 単 離 を 含 む 、 タ ン パ ク 質 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 法 を 含 む 。 さ ら に 、 例 え ば 、 ヘ キ サ ヒ
ス チ ジ ン 配 列 の よ う な 精 製 親 和 性 タ グ を 、 組 換 え 技 術 に よ っ て タ ン パ ク 質 に 融 合 ま た は 連
結 し 、 ポ リ ペ プ チ ド 精 製 を 容 易 に す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 精 製 後 の タ グ の 除 去
が 望 ま し い 場 合 は 、 そ の よ う な 除 去 を 容 易 に す る た め に 、 例 え ば ト ロ ン ビ ン 特 異 的 な 分 解
部 位 の よ う な 、 特 異 的 な タ ン パ ク 質 分 解 部 位 を 、 タ グ と 融 合 タ ン パ ク 質 の 残 り と の 間 の タ
ン パ ク 質 に 操 作 し て 入 れ る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ８ 】
商 品 と し て 生 産 さ れ る タ ン パ ク 質 の 発 現 ／ 精 製 キ ッ ト に よ っ て 、 各 系 を 用 い て 作 製 さ れ る
タ ン パ ク 質 の 精 製 の た め に あ つ ら え た プ ロ ト コ ー ル が 提 供 さ れ る 。 例 え ば 、 キ ア ゲ ン 社 （
QIAGEN, Chatsworth, CA） か ら の QIAexpress（ 商 標 ） 発 現 系 、 お よ び 、 イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン
（ InVitrogen, Carlsbad, CA） に よ っ て 提 供 さ れ る 様 々 な 発 現 系 を 参 照 の こ と 。 機 能 化 さ
れ た TGF-β 融 合 タ ン パ ク 質 を 作 製 す る た め に 、 商 業 的 な キ ッ ト が 使 用 さ れ る 場 合 、 製 造 業
者 の 精 製 プ ロ ト コ ー ル が 、 そ の タ ン パ ク 質 を 精 製 す る た め の 1つ の 好 ま し い プ ロ ト コ ー ル
と な る 。 例 え ば 、 ア ミ ノ 末 端 ヘ キ サ ヒ ス チ ジ ン タ グ と 共 に 発 現 さ れ た タ ン パ ク 質 は 、 ニ ッ
ケ ル -ニ ト リ ロ 三 酢 酸 （ Ni-NTA） 金 属 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー マ ト リ ッ ク ス （ T
he QIAexpressionist, QIAGEN, 1997） に 結 合 す る こ と に よ っ て 精 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ９ 】
組 換 え 潜 伏 期 特 異 的 タ ン パ ク 質 が 分 泌 形 態 に お い て 産 生 さ れ る 場 合 、 例 え ば 、 ト ラ ン ス ジ
ェ ニ ッ ク 動 物 の 乳 汁 に 分 泌 さ れ る 場 合 、 精 製 は 分 泌 液 か ら 行 う こ と が で き る 。 ま た は 、 例
え ば 被 験 者 に お け る 免 疫 学 的 反 応 を 誘 導 す る た め に 、 潜 伏 期 特 異 的 な タ ン パ ク 質 を 分 泌 液
（ 例 え ば 乳 汁 ） に お い て 、 被 験 者 に 直 接 与 え る こ と が 適 切 な 場 合 は 、 精 製 は 不 要 で あ る 可
能 性 が あ る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
B． 抗 体 の 産 生
ヒ ト 結 核 菌 潜 伏 期 特 異 的 タ ン パ ク 質 、 ま た は そ の よ う な タ ン パ ク 質 内 の 特 異 的 な エ ピ ト ー
プ に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る こ と が で き る 。 最 適
に は 、 潜 伏 期 特 異 的 タ ン パ ク 質 に 対 し て 生 み 出 さ れ た 抗 体 は 、 特 異 的 に そ の タ ン パ ク 質 を
検 出 す る 。 即 ち 、 そ の よ う な 抗 体 は 、 Acrタ ン パ ク 質 を 認 識 お よ び 結 合 し 、 生 物 学 的 サ ン
プ ル 中 に お い て 認 め ら れ る 他 の タ ン パ ク 質 を 実 質 的 に は 認 識 ま た は 結 合 し な い 。 あ る 抗 体
が 特 異 的 に そ の 標 的 潜 伏 期 特 異 的 タ ン パ ク 質 を 検 出 す る こ と は 、 多 く の 標 準 免 疫 学 的 検 定
法 の 任 意 の 1つ に よ っ て 決 定 さ れ る ； 例 え ば 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 技 術 （ Sambrookら , 「
分 子 ク ロ ー ニ ン グ ： 実 験 マ ニ ュ ア ル (Molecular Cloning: A Laboratory Manual)」 , CSHL
, New York, 1989） 。
【 ０ １ ２ １ 】
（ マ ウ ス に お い て 産 生 さ れ た も の の よ う な ） 所 定 の 抗 体 調 製 物 が 、 標 的 タ ン パ ク 質 を 特 異
的 に 検 出 す る こ と を 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 に よ っ て 決 定 す る た め に 、 肉 芽 腫 の よ う な 潜
伏 性 ヒ ト 結 核 菌 調 製 物 の 細 胞 か ら 総 細 胞 タ ン パ ク 質 を 抽 出 し 、 ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム -
ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 上 に お け る 電 気 泳 動 に 供 す る 。 タ ン パ ク 質 を そ の 後 、 ウ エ ス タ ン
ブ ロ ッ ト 法 に よ っ て 膜 （ 例 え ば ニ ト ロ セ ル ロ ー ス ） に 移 行 さ せ 、 膜 と 被 験 抗 体 調 製 物 を イ
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ン キ ュ ベ ー ト す る 。 非 特 異 的 に 結 合 し た 抗 体 を 除 去 す る た め に 膜 を 洗 浄 し た 後 、 ア ル カ リ
ホ ス フ ァ タ ー ゼ の よ う な 酵 素 に 連 結 し た 抗 マ ウ ス 抗 体 の 使 用 に よ っ て 、 特 異 的 に 結 合 し た
抗 体 の 存 在 を 検 出 す る 。 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 基 質 5-ブ ロ モ -4-ク ロ ロ -3-イ ン ド リ ル リ
ン 酸  /ニ ト ロ ブ ル ー テ ト ラ ゾ リ ウ ム の 適 用 に よ っ て 、 免 疫 学 的 局 在 化 さ れ た ア ル カ リ ホ ス
フ ァ タ ー ゼ に よ る 濃 青 色 の 化 合 物 の 生 成 が も た ら さ れ る 。 標 的 潜 伏 期 特 異 的 タ ン パ ク 質 を
特 異 的 に 検 出 す る 抗 体 は 、 本 技 術 に よ っ て 、 （ そ の 分 子 量 に よ っ て 決 定 さ れ る ゲ ル 上 の 所
定 の 位 置 に 局 在 化 さ れ る ） 標 的 潜 伏 期 特 異 的 タ ン パ ク 質 の バ ン ド に 結 合 す る こ と が 示 さ れ
る 。 抗 体 の 他 の タ ン パ ク 質 へ の 非 特 異 的 結 合 が 生 じ る 可 能 性 が あ り 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト
ゲ ル 上 の 弱 い シ グ ナ ル と し て 検 出 可 能 で あ る 。 こ の 結 合 の 非 特 異 的 な 性 質 は 、 ウ エ ス タ ン
ブ ロ ッ ト 上 に て 得 ら れ る 、 特 異 的 抗 体 -潜 伏 期 特 異 的 タ ン パ ク 質 の 結 合 か ら 生 じ る 強 い 第
一 シ グ ナ ル と 比 較 し て 弱 い シ グ ナ ル に よ っ て 、 当 業 者 に は 認 識 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
免 疫 原 と し て の 使 用 に 適 し た 実 質 的 に 純 粋 な 潜 伏 期 特 異 的 タ ン パ ク 質 を 、 上 記 に て 説 明 さ
れ る よ う に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 細 胞 、 ま た は 形 質 転 換 し た 細 胞 か ら 単 離 す る 。 例 え
ば 、 ml当 た り 数 μ gの レ ベ ル に ま で 、 Amiconろ 過 装 置 に お い て 濃 縮 す る こ と に よ っ て 、 最
終 調 製 物 に お け る タ ン パ ク 質 の 濃 度 を 調 整 す る 。 タ ン パ ク 質 に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は そ の 後 、 以 下 の よ う に 調 製 す る こ と が で き る ：
【 ０ １ ２ ３ 】

説 明 さ れ る よ う に 同 定 お よ び 単 離 さ れ た 、 潜 伏 期 特 異 的 タ ン パ ク 質 （ 例 え ば Acr） の エ ピ
ト ー プ に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 Kohlerお よ び Milstein（ Nature 256:495, 1975）
の 古 典 的 な 方 法 、 ま た は そ の 派 生 法 に 従 っ て 、 マ ウ ス の ハ イ ブ リ ド ー マ か ら 調 製 す る こ と
が で き る 。 簡 潔 に 言 え ば 、 数 週 間 の 期 間 に 渡 っ て 、 選 択 さ れ た タ ン パ ク 質 の 数 μ gを 用 い
て 、 マ ウ ス に 繰 り 返 し 接 種 す る 。 マ ウ ス を そ の 後 殺 し 、 脾 臓 の 抗 体 産 生 細 胞 を 単 離 す る 。
ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル に よ っ て 、 脾 臓 細 胞 は マ ウ ス 骨 髄 腫 細 胞 と 融 合 さ れ 、 ア ミ ノ プ テ
リ ン を 含 む 選 択 培 地 （ HAT培 地 ） 上 に お け る 系 の 増 殖 に よ っ て 、 過 剰 な 非 融 合 細 胞 は 破 壊
さ れ る 。 首 尾 よ く 融 合 し た 細 胞 を 希 釈 し 、 希 釈 液 の ア リ コ ー ト を 、 培 養 の 増 殖 が 続 け ら れ
る マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の ウ ェ ル 中 に 入 れ る 。 抗 体 産 生 ク ロ ー ン は 、 Engvall（ Enzym
ol. 70:419, 1980） に よ っ て 初 め に 説 明 さ れ た よ う な ELISA、 お よ び そ の 派 生 法 の よ う な
、 免 疫 学 的 検 定 法 に よ る 、 ウ ェ ル の 上 清 液 中 の 抗 体 の 検 出 に よ っ て 同 定 さ れ る 。 選 択 さ れ
た 陽 性 ク ロ ー ン は 増 殖 さ せ る こ と が で き 、 そ れ ら の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 産 物 を 使 用 す る た
め に 収 集 す る こ と が で き る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 産 生 に つ い て の 手 法 の 詳 細 は 、 Harlowお
よ び Lane（ 「 抗 体 、 実 験 マ ニ ュ ア ル (Antibodies, A Laboratory Manual)」 , CSHL, New Y
ork, 1988） に お い て 説 明 さ れ て い る 。
【 ０ １ ２ ４ 】

1つ の タ ン パ ク 質 の 不 均 質 な エ ピ ト ー プ に 対 す る 抗 体 を 含 む ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 血 清 は 、 修
飾 し な い も の 、 ま た は 、 免 疫 原 性 を 増 強 す る た め に 修 飾 し た も の で あ り 得 る 発 現 タ ン パ ク
質 を 用 い て 、 適 切 な 動 物 個 体 を 免 疫 化 す る こ と に よ っ て 調 製 す る こ と が で き る 。 有 効 な ポ
リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 産 生 は 、 抗 原 お よ び 宿 主 種 の 双 方 に 関 連 す る 多 く の 要 因 に よ っ て 影 響 さ
れ る 。 例 え ば 、 小 分 子 は 、 他 の も の よ り 免 疫 原 性 が よ り 弱 い 傾 向 が あ り 、 担 体 お よ び ア ジ
ュ バ ン ト の 使 用 を 必 要 と す る 可 能 性 が あ る 。 さ ら に 、 宿 主 動 物 は 、 接 種 部 位 お よ び 用 量 に
応 じ て 変 化 し 、 不 十 分 ま た は 過 剰 な 抗 原 用 量 の い ず れ か に よ っ て 力 価 の 低 い 抗 血 清 を 生 じ
さ せ る 。 複 数 の 皮 内 部 位 に お い て 投 与 さ れ る 、 低 用 量 （ ngレ ベ ル ） の 抗 原 が 最 も 確 実 で あ
る と 考 え ら れ る 。 ウ サ ギ に つ い て の 有 効 な 免 疫 化 プ ロ ト コ ー ル は 、 Vaitukaitisら （ J. Cl
in. Endocrinol. Metab. 33:988～ 991, 1971） に お い て 見 出 す こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
一 定 の 間 隔 に て ブ ー ス タ ー （ 追 加 抗 原 ） 注 入 を 与 え 、 例 え ば 、 既 知 の 濃 度 の 抗 原 に 対 す る
寒 天 内 二 重 免 疫 拡 散 法 に よ っ て 半 定 量 的 に 決 定 さ れ る よ う に 、 そ の 抗 体 価 が 低 下 し 始 め る
時 点 で 、 抗 血 清 を 採 集 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 Ouchterlonyら （ 「 実 験 免 疫 学 ハ ン ド
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i． ハ イ ブ リ ド ー マ 融 合 に よ る 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 産 生

ii． 免 疫 化 に よ る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 産 生 　



ブ ッ ク (Handbook of Experimental Immunology)」 , Wier, D.(編 ) 第 19章 , Blackwell, 1
973） を 参 照 の こ と 。 抗 体 の プ ラ ト ー 濃 度 は 通 常 、 血 清 中 約 0.1～ 0.2 mg/ml（ 約 12μ M） の
範 囲 に あ る 。 抗 血 清 の 抗 原 に 対 す る 親 和 性 は 、 例 え ば Fisher（ 「 臨 床 免 疫 学 マ ニ ュ ア ル (M
anual of Clinical Immunology)」 , 第 42章 , 1980） に よ っ て 説 明 さ れ る よ う に 、 競 合 結
合 曲 線 を 作 成 す る こ と に よ っ て 決 定 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ６ 】

潜 伏 期 特 異 的 タ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 体 を 生 み 出 す た め の 第 三 の ア プ ロ ー チ は 、 潜 伏 期 特 異
的 タ ン パ ク 質 の 予 測 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に 基 づ き 、 商 品 と し て 入 手 可 能 な ペ プ チ ド シ ン セ
サ イ ザ ー に お い て 合 成 さ れ る 、 合 成 ペ プ チ ド を 使 用 す る も の で あ る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
ほ ん の 一 例 と し て 、 化 学 的 に 合 成 さ れ た ペ プ チ ド を ウ サ ギ に 注 入 す る こ と に よ る 、 よ く 知
ら れ た 技 術 に よ っ て 、 Acr内 の 特 異 的 な ペ プ チ ド に 対 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 作 製 す る
こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ８ 】

抗 体 は 、 潜 伏 期 特 異 的 タ ン パ ク 質 を 発 現 す る DNAベ ク タ ー を 、 マ ウ ス の よ う な 実 験 動 物 に
皮 下 注 射 す る こ と に よ っ て 、 潜 伏 期 特 異 的 タ ン パ ク 質 に 対 し て 生 じ さ せ る こ と が で き る 。
動 物 個 体 へ の 組 換 え ベ ク タ ー の 送 達 は 、 Tangら （ Nature 356:152～ 154, 1992） に よ っ て
説 明 さ れ る よ う に 、 Biolisticシ ス テ ム （ Sanfordら , Particulate Sci. Technol. 5:27～
37, 1987） の ハ ン デ ィ 形 態 を 用 い て 達 成 す る こ と が で き る 。 こ の 目 的 に 適 し た 発 現 ベ ク タ
ー は 、 ヒ ト β -ア ク チ ン プ ロ モ ー タ ー ま た は サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス （ CMV） プ ロ モ ー タ ー の
い ず れ か の 転 写 調 節 下 に お い て Z47コ ー ド 配 列 を 発 現 す る も の を 含 み 得 る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
潜 伏 期 特 異 的 抗 原 ま た は そ の エ ピ ト ー プ に 対 し て 調 製 さ れ た 抗 体 調 製 物 は 、 生 物 学 的 サ ン
プ ル 中 の 抗 原 を 有 す る 物 質 の 濃 度 を 決 定 す る 定 量 的 免 疫 学 的 検 定 法 に お い て 有 用 で あ る ；
そ れ ら は ま た 、 本 明 細 書 に お い て 説 明 さ れ る よ う に 、 生 物 学 的 サ ン プ ル 中 に お け る 抗 原 の
存 在 を 同 定 す る た め に 、 半 定 量 的 ま た は 定 性 的 に 使 用 さ れ る 。
【 ０ １ ３ ０ 】

本 明 細 書 に お け る 、 潜 伏 性 結 核 感 染 に 特 有 の 抗 原 の 提 供 に よ り 、 被 験 者 に お け る そ の よ う
な 抗 原 に 対 す る 免 疫 応 答 を 刺 激 す る た め の 方 法 が こ こ で 可 能 に な る 。 あ る 態 様 に お い て は
、 そ の よ う な 免 疫 応 答 は 、 被 験 者 に お け る 潜 伏 性 結 核 感 染 の 成 立 に 対 し て 防 御 的 な も の と
な る 。 潜 伏 期 特 異 的 な タ ン パ ク 質 （ 例 え ば Acr） は 、 例 え ば 、 潜 伏 性 結 核 の 治 療 、 改 善 、
ま た は 予 防 に お け る 免 疫 原 性 作 用 物 質 と し て 使 用 す る こ と が で き る 。 こ の タ イ プ の 治 療 に
つ い て 選 択 さ れ る 被 験 者 は 、 潜 伏 性 結 核 感 染 を 有 す る こ と が 知 ら れ て い る も の 、 ま た は 有
す る こ と が 疑 わ れ る も の 、 ま た は 感 染 の リ ス ク を 有 す る も の で あ る 。 そ の よ う な ヒ ト の 例
は 、 ツ ベ ル ク リ ン 皮 膚 試 験 で 陽 性 と な る が 、 活 性 な 疾 患 の 根 拠 （ 例 え ば 、 疲 労 、 食 欲 不 振
、 体 重 減 少 、 熱 、 夜 間 発 汗 、 咳 、 喀 血 の よ う な 臨 床 的 症 状 、 ま た は 、 活 性 な 疾 患 を 示 唆 す
る も の と し て 認 識 さ れ る X線 撮 影 、 も し く は 他 の 検 査 に よ る 根 拠 ） が な い 、 ま た は 限 ら れ
た 根 拠 の み を 有 す る よ う な も の で あ る 。
【 ０ １ ３ １ 】
（ Acrの よ う な ） 潜 伏 期 特 異 的 タ ン パ ク 質 に 由 来 す る 、 提 供 さ れ る 免 疫 刺 激 タ ン パ ク 質 ま
た は ペ プ チ ド は 、 ヒ ト 被 験 者 ま た は 動 物 被 験 者 に 免 疫 刺 激 組 成 物 ま た は ワ ク チ ン と し て 投
与 す る た め に 、 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 ま た は 溶 媒 と 組 み 合 わ せ ら れ る 。 あ る 態 様 に お い
て は 、 1つ の 調 製 物 を 形 成 す る た め に 、 1つ よ り 多 い タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド 断 片 を 組 み
合 わ せ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
免 疫 原 性 製 剤 は 、 単 位 用 量 形 態 に て 都 合 よ く 与 え ら れ 、 従 来 的 な 薬 学 的 技 術 を 用 い て 調 製
さ れ る こ と が 可 能 で あ る 。 そ の よ う な 技 術 は 、 活 性 な 成 分 と 薬 学 的 担 体 ま た は 賦 形 剤 と の
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iii． 合 成 ペ プ チ ド に 対 し て 生 じ さ せ る 抗 体

iv． 潜 伏 期 特 異 的 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 配 列 の 注 入 に よ っ て 生 じ さ せ る 抗 体

IX． 潜 伏 性 結 核 に 対 す る 免 疫 学 的 反 応 の 刺 激



会 合 を も た ら す 段 階 を 含 む 。 一 般 に は 、 製 剤 は 、 均 一 お よ び 充 分 に 、 活 性 な 成 分 と 液 体 担
体 と の 会 合 を も た ら す こ と に よ っ て 調 製 さ れ る 。 非 経 口 投 与 に 適 し た 製 剤 は 、 意 図 さ れ る
レ シ ピ エ ン ト の 血 液 と 製 剤 を 等 張 に す る 、 抗 酸 化 剤 、 緩 衝 液 、 静 菌 薬 お よ び 溶 質 を 含 み 得
る 、 水 性 お よ び 非 水 性 の 滅 菌 注 射 溶 液 ； な ら び に 、 懸 濁 剤 お よ び 粘 稠 化 剤 を 含 み 得 る 、 水
性 お よ び 非 水 性 の 滅 菌 懸 濁 液 を 含 む 。 製 剤 は 、 例 え ば 密 閉 ア ン プ ル お よ び 密 閉 バ イ ア ル の
よ う な 、 単 位 用 量 分 を 包 装 し た 容 器 ま た は 複 数 回 の 用 量 分 を 包 装 し た 容 器 に お い て 与 え る
こ と が で き 、 使 用 直 前 に 、 例 え ば 注 射 用 水 の よ う な 滅 菌 液 体 担 体 の 添 加 の み が 必 要 と さ れ
る 、 凍 結 乾 燥 状 態 に お い て 保 存 す る こ と が で き る 。 即 座 に 使 用 で き る 注 射 溶 液 お よ び 懸 濁
液 は 、 当 業 者 に 一 般 に 使 用 さ れ る 滅 菌 粉 末 、 顆 粒 お よ び 錠 剤 か ら 調 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
あ る 態 様 に お い て は 、 単 位 用 量 製 剤 は 、 投 与 さ れ る 成 分 の あ る 用 量 ま た は 単 位 、 ま た は そ
の 適 切 な 画 分 を 含 む も の で あ る 。 上 記 に て 特 に 言 及 さ れ る 成 分 に 加 え 、 本 明 細 書 に 包 含 さ
れ る 製 剤 が 、 当 業 者 に よ っ て 一 般 に 使 用 さ れ る 他 の 作 用 物 質 を 含 み 得 る こ と は 理 解 さ れ る
べ き で あ る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
免 疫 刺 激 作 用 物 質 ま た は ワ ク チ ン と し て の 使 用 の た め の も の を 含 む 、 本 明 細 書 に お い て 提
供 さ れ る 組 成 物 は 、 口 腔 お よ び 舌 下 を 含 む 経 口 、 直 腸 、 非 経 口 、 エ ア ロ ゾ ル 、 点 鼻 、 筋 内
、 皮 下 、 皮 内 、 お よ び 局 所 の よ う な 、 異 な る 経 路 に よ っ て 投 与 す る こ と が で き る 。 そ れ ら
は 、 限 定 は し な い が 、 溶 液 、 エ マ ル ジ ョ ン お よ び 懸 濁 液 、 ミ ク ロ ス フ ェ ア 、 粒 子 、 マ イ ク
ロ 粒 子 、 ナ ノ 粒 子 、 お よ び リ ポ ソ ー ム を 含 む 、 異 な る 形 態 に お い て 投 与 す る こ と が で き る
。
【 ０ １ ３ ５ 】
投 与 容 量 は 投 与 経 路 に よ っ て 変 化 す る 。 例 と し て 、 筋 内 注 射 は 、 約 0.1～ 1.0 mlに 渡 り 得
る 。 当 業 者 に は 、 異 な る 投 与 経 路 に つ い て の 適 切 な 量 が 知 ら れ る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
各 ワ ク チ ン 用 量 に お け る タ ン パ ク 質 の 量 は 、 著 し い 、 有 害 な 副 作 用 を 起 こ さ ず に 、 免 疫 防
御 的 反 応 を 誘 導 す る 量 と し て 選 択 さ れ る 。 そ の よ う な 量 は 、 ど の 特 異 的 な 免 疫 原 が 使 用 さ
れ 、 そ れ が ど の よ う に 与 え ら れ る か に よ っ て 変 化 す る 。 初 回 注 入 は 、 約 1μ g～ 1 mgの 範 囲
に 渡 る こ と が 可 能 で あ り 、 幾 つ か の 態 様 で は 約 10～ 800μ gと な り 、 な お も 他 の 態 様 で は 約
25～ 500μ gの 範 囲 に な り 得 る 。 初 回 ワ ク チ ン 接 種 に 続 い て 、 被 験 者 は 、 1回 ま た は 数 回 の
、 ブ ー ス タ ー に よ る 免 疫 化 を 適 切 な 間 隔 で 受 け る こ と が 可 能 で あ る 。 ブ ー ス タ ー 注 入 は 、
1μ g～ 1 mgの 範 囲 に 渡 り 得 、 他 の 態 様 で は お よ そ 10～ 750μ g、 お よ び な お も 他 の 態 様 で は
約 50～ 500μ gの 範 囲 に な り 得 る 。 例 え ば 3年 間 隔 の よ う な 、 1～ 5年 間 隔 で の 定 期 的 ブ ー ス
タ ー 投 与 は 、 防 御 免 疫 の 望 ま し い レ ベ ル を 維 持 す る の に 望 ま し い 可 能 性 が あ る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
国 際 公 開 公 報 第 95/01441号 に お い て 説 明 さ れ る よ う に 、 免 疫 化 の 過 程 に 続 い て 、 ESAT6ま
た は ST-CFと 共 培 養 さ れ た PBL（ 末 梢 血 リ ン パ 球 ） の イ ン ビ ト ロ の 増 殖 ア ッ セ イ 、 特 に 、 感
作 リ ン パ 球 か ら 放 出 さ れ た IFNレ ベ ル の 測 定 を 行 う こ と が で き る 。 本 ア ッ セ イ は よ く 知 ら
れ て お り 、 米 国 特 許 第 3,791,932号 ； 同 第 4,174,384号 お よ び 同 第 3,949,064号 を 含 む 文 献
に お い て 広 く 説 明 さ れ て い る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
免 疫 刺 激 化 合 物 （ 例 え ば ワ ク チ ン ） の 技 術 分 野 に お い て 最 近 開 発 さ れ た も の は 、 ペ プ チ ド
抗 原 を コ ー ド す る 核 酸 分 子 の 直 接 注 入 で あ る （ Janewayお よ び Travers, 「 免 疫 生 物 学 ： 健
康 お よ び 疾 患 に お け る 免 疫 機 構 （ Immunobiology: The Immune System In Health and Dis
ease） 」 , 13.25, Garland Publishing, Inc., New York, 1997； な ら び に McDonnellお よ
び Askari, N. Engl. J. Med. 334:42～ 45, 1996に お い て 幅 広 く 説 明 さ れ て い る ） 。 本 明
細 書 に お い て 説 明 さ れ る 核 酸 分 子 を 含 む 、 ま た は 、 （ Acrの よ う な ） 潜 伏 期 特 異 的 ポ リ ペ
プ チ ド の 免 疫 原 性 ペ プ チ ド も し く は ペ プ チ ド 断 片 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 含 む 、 ま た は 潜
伏 期 特 異 的 ポ リ ペ プ チ ド に 由 来 す る （ 例 え ば 融 合 タ ン パ ク 質 と し て の ） 免 疫 原 性 ペ プ チ ド
も し く は ペ プ チ ド 断 片 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 含 む プ ラ ス ミ ド は 、 そ の よ う な DNAワ ク チ
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ン 接 種 法 に お い て 利 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
し た が っ て 、 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る よ う な 「 免 疫 刺 激 調 製 物 」 お よ び 「 ワ ク チ ン 」
と い う 用 語 は 、 （ Acrの よ う な ） 潜 伏 期 特 異 的 ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 断 片 を コ ー ド す る
核 酸 分 子 が 被 験 者 に 薬 学 的 組 成 物 の 形 態 に お い て 投 与 さ れ る 、 核 酸 ワ ク チ ン を も 含 む 。 遺
伝 子 免 疫 に つ い て 、 当 業 者 に は 知 ら れ て い る 適 切 な 送 達 法 は 、 プ ラ ス ミ ド DNAの 筋 肉 へ の
直 接 注 入 （ Wolffら , Hum. Mol. Genet. 1:363, 1992） 、 特 定 の タ ン パ ク 質 担 体 と 複 合 体
形 成 さ れ た DNAの 送 達 （ Wuら , J. Biol. Chem. 264:16985, 1989） 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム と D
NAの 共 沈 降 （ Benvenistyお よ び Reshef, Proc. Natl. Acad. Sci. 83:9551, 1986） 、 DNA
の リ ポ ソ ー ム へ の カ プ セ ル 化 （ Kanedaら , Science 243:375, 1989） 、 パ ー テ ィ ク ル ボ ン
バ ー ド メ ン ト （ Tangら , Nature 356:152, 1992） お よ び （ Eisenbraunら , DNA Cell Biol.
 12:791, 1993） 、 お よ び 、 ク ロ ー ン 化 レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 用 い た イ ン ビ ボ に お け
る 感 染 （ Seegerら , Proc. Natl. Acad. Sci. 81:5849, 1984） を 含 む 。
【 ０ １ ４ ０ 】
同 様 に 、 核 酸 ワ ク チ ン 調 製 物 は 、 ウ イ ル ス 担 体 を 介 し て 投 与 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ １ 】
最 初 に 細 胞 を イ ン ビ ト ロ に て 刺 激 し 、 免 疫 応 答 を 引 き 出 す た め に 、 そ の 刺 激 さ れ た 細 胞 を
そ の 後 被 験 者 に 投 与 す る こ と に よ り 、 提 供 さ れ る 免 疫 刺 激 分 子 お よ び 調 製 物 を 被 験 者 に 間
接 的 に 投 与 し 得 る こ と も 考 慮 さ れ る 。
【 ０ １ ４ ２ 】

免 疫 学 的 エ リ シ タ ー 組 成 物 お よ び ワ ク チ ン を 含 む 免 疫 学 的 組 成 物 、 お よ び 、 潜 伏 期 特 異 的
ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 抗 原 性 断 片 を 含 む 、 他 の 薬 学 的 組 成 物 は 、 ミ コ バ ク テ リ ア 感 染 、
特 に 潜 伏 性 ヒ ト 結 核 菌 感 染 を 低 減 さ せ る 、 改 善 す る 、 治 療 す る 、 ま た は こ と に よ る と 予 防
す る た め に 有 用 で あ る 。 1つ ま た は そ れ 以 上 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 ワ ク チ ン 技 術 分 野 に お け
る 当 業 者 に 知 ら れ る 方 法 お よ び 材 料 を 用 い て 、 単 独 で 、 ま た は ア ジ ュ バ ン ト も し く は 他 の
抗 原 と 組 み 合 わ せ て 、 製 剤 化 お よ び 包 装 さ れ る 。 そ の よ う な 免 疫 学 的 組 成 物 に 対 す る 被 験
者 の 免 疫 学 的 反 応 は 、 治 療 的 に 、 ま た は 予 防 的 に 使 用 す る こ と が で き 、 あ る 態 様 に お い て
は 、 細 胞 傷 害 性 Tリ ン パ 球 ま た は CD4 + Tリ ン パ 球 の よ う な Tリ ン パ 球 に よ っ て 生 み 出 さ れ る
も の の よ う な 、 抗 体 免 疫 お よ び ／ ま た は 細 胞 性 免 疫 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ４ ３ 】
免 疫 原 性 を 増 強 す る た め に 、 1つ ま た は そ れ 以 上 の 免 疫 原 性 ポ リ ペ プ チ ド ま た は 断 片 （ 例
え ば ハ プ テ ン ） を 、 担 体 分 子 と 結 合 す る こ と が で き る 。 免 疫 原 性 担 体 分 子 は 、 ア ル ブ ミ ン
、 ヘ モ シ ア ニ ン 、 サ イ ロ グ ロ ブ リ ン お よ び そ の 誘 導 体 、 特 に ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン （ BSA）
お よ び キ ー ホ ー ル リ ン ペ ッ ト ヘ モ シ ア ニ ン （ KLH） の よ う な タ ン パ ク 質 、 ポ リ ペ プ チ ド ま
た は ペ プ チ ド 、 多 糖 類 、 炭 水 化 物 、 ポ リ マ ー 、 お よ び 固 相 を 含 む 。 他 の タ ン パ ク 質 由 来 の
物 質 、 ま た は 非 タ ン パ ク 質 由 来 の 物 質 が 、 当 業 者 に は 知 ら れ て い る 。 免 疫 原 性 担 体 は 、 典
型 的 に 、 少 な く と も 1,000ダ ル ト ン の 分 子 量 を 有 し 、 あ る 態 様 に お い て は 、 10,000ダ ル ト
ン よ り も 大 き い 分 子 量 を 有 す る 。 担 体 分 子 は し ば し ば 、 ハ プ テ ン へ の 共 有 結 合 を 容 易 に す
る た め の 反 応 基 を 含 む 。 ア ミ ノ 酸 の カ ル ボ ン 酸 基 も し く は ア ミ ン 基 、 ま た は 糖 タ ン パ ク 質
の 糖 基 は し ば し ば 、 こ の 方 法 に お い て 使 用 さ れ る 。 そ の よ う な 基 を 欠 く 担 体 は し ば し ば 、
そ れ ら を 作 製 す る た め に 、 適 切 な 化 学 物 質 と 反 応 さ せ る こ と が で き る 。 ま た は 、 タ ン パ ク
質 も し く は ポ リ ペ プ チ ド の 多 コ ピ ー を 含 む 多 抗 原 性 ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は 、 抗 原 性 に つ い
て 、 も し く は 免 疫 学 的 に 同 等 な ポ リ ペ プ チ ド は 、 担 体 を 使 用 せ ず に 免 疫 原 性 を 高 め る た め
に 十 分 に 抗 原 性 で あ り 得 る 。
【 ０ １ ４ ４ 】
潜 伏 期 特 異 的 ポ リ ペ プ チ ド は 、 結 合 体 に 対 す る 免 疫 原 性 反 応 を 増 強 す る た め に 有 効 な 量 の
ア ジ ュ バ ン ト と 共 に 投 与 す る こ と が で き る 。 今 の と こ ろ 、 ヒ ト に お い て 広 く 使 用 さ れ て い
る 唯 一 の ア ジ ュ バ ン ト は ミ ョ ウ バ ン （ リ ン 酸 ア ル ミ ニ ウ ム ま た は 水 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム ） で
あ る 。 研 究 お よ び 獣 医 学 的 な 適 用 に お い て 用 い ら れ る 、 サ ポ ニ ン お よ び そ の 精 製 成 分 Quil
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 A、 フ ロ イ ン ト 完 全 ア ジ ュ バ ン ト お よ び 他 の ア ジ ュ バ ン ト に は 毒 性 が あ り 、 そ れ に よ っ て
、 ヒ ト の ワ ク チ ン に お け る そ れ ら の 潜 在 的 な 使 用 は 制 限 さ れ る 。 し か し 、 ム ラ ミ ル ジ ペ プ
チ ド 、 モ ノ ホ ス ホ リ ル リ ピ ド Aの よ う な 、 化 学 的 に 定 義 付 け ら れ た 調 製 物 、 Goodman-Snitk
offら （ J. Immunol. 147:410～ 415, 1991） に よ っ て 説 明 さ れ る も の の よ う な リ ン 脂 質 結
合 体 、 Millerら （ J. Exp. Med. 176:1739～ 1744, 1992） に よ っ て 説 明 さ れ る よ う な プ ロ
テ オ リ ポ ソ ー ム 内 へ の 結 合 体 の カ プ セ ル 化 、 お よ び 脂 質 小 胞 内 へ の タ ン パ ク 質 の カ プ セ ル
化 も 有 用 で あ り 得 る 。
【 ０ １ ４ ５ 】
ワ ク チ ン と し て の 役 割 を 果 た す よ う に 製 剤 化 さ れ た も の を 含 む 、 本 明 細 書 に お い て 提 供 さ
れ る 組 成 物 は 、 約 -100～ 4℃ の 温 度 に お い て 保 存 す る こ と が で き る 。 そ れ ら は ま た 、 室 温
の よ う な よ り 高 い 温 度 を 含 む 、 異 な る 温 度 に お い て 、 凍 結 乾 燥 さ れ た 状 態 に て 保 存 す る こ
と が で き る 。 調 製 物 は 、 当 業 者 に は 既 知 の 従 来 的 な 方 法 に よ っ て 滅 菌 す る こ と が で き る 。
そ の よ う な 方 法 は 、 限 定 は し な い が 、 ろ 過 、 放 射 線 お よ び 熱 を 含 む 。 調 製 物 は ま た 、 細 菌
の 増 殖 を 抑 制 す る た め に 、 チ メ ロ サ ー ル の よ う な 静 菌 薬 と 組 み 合 わ せ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ６ 】
当 業 者 に 知 ら れ る 様 々 な ア ジ ュ バ ン ト は 、 提 供 さ れ る ワ ク チ ン 組 成 物 に お い て 、 タ ン パ ク
質 と 共 に 投 与 す る こ と が で き る 。 そ の よ う な ア ジ ュ バ ン ト は 、 限 定 は し な い が 、 以 下 を 含
む ： ポ リ マ ー 、 ブ ロ ッ ク コ ポ リ マ ー を 含 む ポ リ オ キ シ エ チ レ ン -ポ リ オ キ シ プ ロ ピ レ ン コ
ポ リ マ ー の よ う な コ ポ リ マ ー ； ポ リ マ ー P1005； フ ロ イ ン ト 完 全 ア ジ ュ バ ン ト （ 動 物 個 体
に つ い て ） ； フ ロ イ ン ト 不 完 全 ア ジ ュ バ ン ト ； ソ ル ビ タ ン モ ノ オ レ ア ー ト ； ス ク ア レ ン ；
CRL-8300ア ジ ュ バ ン ト ； ミ ョ ウ バ ン ； QS21、 ム ラ ミ ル ジ ペ プ チ ド ； CpGオ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド モ チ ー フ お よ び CpGオ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド モ チ ー フ の 組 み 合 わ せ ； ト レ ハ ロ ー ス ； ミ コ バ
ク テ リ ア 抽 出 物 を 含 む 細 菌 抽 出 物 ； 解 毒 エ ン ド ト キ シ ン ； 膜 脂 質 ； ま た は そ の 組 み 合 わ せ
。
【 ０ １ ４ ７ 】
特 定 の 態 様 に お い て は 、 ワ ク チ ン は 、 非 経 口 （ 即 ち 、 筋 内 、 皮 内 ま た は 皮 下 ） 投 与 ま た は
鼻 咽 頭 の （ 即 ち 、 鼻 内 ） 投 与 に よ る 免 疫 化 の た め の 単 回 投 薬 量 に お い て 包 装 さ れ る 。 あ る
態 様 に お い て は 、 ワ ク チ ン は 三 角 筋 に 筋 内 注 射 さ れ る 。 ワ ク チ ン は 、 投 与 を 容 易 に す る た
め に 、 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 と 組 み 合 わ せ る こ と が で き る 。 担 体 は 、 保 存 剤 を 含 む 、 ま
た は 含 ま な い 、 例 え ば 水 、 ま た は 緩 衝 塩 類 溶 液 で あ る 。 ワ ク チ ン は 、 投 与 時 の 再 懸 濁 の た
め に 凍 結 乾 燥 す る こ と が で き る 、 ま た は 溶 液 中 に あ る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ４ ８ 】
ポ リ ペ プ チ ド を 結 合 す る こ と が で き る 担 体 は 、 重 合 体 の 遅 延 型 放 出 系 で あ る こ と も 可 能 で
あ る 。 ワ ク チ ン の 製 剤 化 に お い て は 、 抗 原 の 制 御 放 出 に 影 響 を 与 え る た め に 、 合 成 ポ リ マ
ー は 特 に 有 用 で あ る 。
【 ０ １ ４ ９ 】
ポ リ ペ プ チ ド の マ イ ク ロ カ プ セ ル 化 も 、 制 御 放 出 を 与 え る も の で あ る 。 多 く の 要 因 が 、 マ
イ ク ロ カ プ セ ル 化 の た め の 特 定 の ポ リ マ ー の 選 択 の 一 因 と な る 。 ポ リ マ ー 合 成 お よ び マ イ
ク ロ カ プ セ ル 化 工 程 の 再 現 性 、 マ イ ク ロ カ プ セ ル 化 の 材 料 お よ び 過 程 に か か る コ ス ト 、 毒
物 学 的 プ ロ フ ィ ー ル 、 可 変 の 放 出 動 態 に つ い て の 必 要 条 件 、 お よ び 、 ポ リ マ ー と 抗 原 の 物
理 化 学 的 適 合 性 は 全 て 、 考 慮 し な け れ ば な ら な い 要 因 で あ る 。 有 用 な ポ リ マ ー の 例 は 、 ポ
リ カ ー ボ ネ ー ト 、 ポ リ エ ス テ ル 、 ポ リ ウ レ タ ン 、 ポ リ オ ル ト エ ス テ ル 、 ポ リ ア ミ ド 、 ポ リ
-(d,1-ラ ク チ ド -コ -グ リ コ リ ド )（ PLGA） お よ び 他 の 生 分 解 性 ポ リ マ ー で あ る 。
【 ０ １ ５ ０ 】
薬 学 的 組 成 物 ま た は ワ ク チ ン の ヒ ト へ の 投 与 の た め の 用 量 は 、 例 え ば お よ そ 1 mg/kgの よ
う に 、 約 0.01～ 10 mg/kgで あ り 得 る 。 こ の 範 囲 に 基 づ き 、 よ り 重 い （ ま た は 軽 い ） 体 重 に
つ い て 同 等 の 投 薬 量 を 決 定 す る こ と が で き る 。 用 量 は 、 組 成 物 が 投 与 さ れ る 個 体 に 適 す る
よ う に 調 整 す る こ と が で き 、 個 体 の 年 齢 、 体 重 お よ び 代 謝 に つ い て 、 な ら び に 被 験 者 の 健
康 に つ い て 変 化 さ せ る こ と が で き る 。 そ の よ う な 決 定 は 、 主 治 医 、 ま た は 被 験 者 お よ び ／
も し く は そ の 特 定 の 状 況 に 熟 知 し た そ の 他 の 者 に 委 ね ら れ る 。 ワ ク チ ン は 付 加 的 に 、 安 定
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剤 、 ま た は 、 チ メ ロ サ ー ル （ エ チ ル (2-メ ル カ プ ト ベ ン ゾ エ ー ト -S) 水 銀 ナ ト リ ウ ム 塩 ）
（ シ グ マ ケ ミ カ ル 社 (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO） の よ う な 、 生 理 学 的 に 許 容 さ
れ る 保 存 剤 を 含 み 得 る 。
【 ０ １ ５ １ 】
XI． キ ッ ト
イ ン ビ ト ロ の 肉 芽 腫 を 増 殖 さ せ る た め に 、 ま た は 、 免 疫 学 的 結 合 反 応 を 用 い て 生 物 学 的 サ
ン プ ル 中 に お け る 潜 伏 期 特 異 的 抗 原 お よ び ／ も し く は 抗 体 の 存 在 （ も し く は 不 在 ） を 決 定
す る た め に 、 必 要 な 試 薬 を 含 む キ ッ ト が 提 供 さ れ る 。 診 断 キ ッ ト に お い て 提 供 さ れ る 使 用
説 明 書 は 、 決 定 さ れ た （ 例 え ば 実 験 的 に 測 定 さ れ た ） 値 ま た は 他 の 結 果 と 比 較 す る た め に
、 検 量 線 、 ダ イ ア グ ラ ム 、 説 明 図 、 ま た は 図 表 も し く は 同 様 の も の を 含 み 得 る 。
【 ０ １ ５ ２ 】
A． イ ン ビ ト ロ の 肉 芽 腫 を 増 殖 さ せ る た め の キ ッ ト
イ ン ビ ト ロ の 肉 芽 腫 を 増 殖 さ せ る た め の キ ッ ト は 、 例 え ば 、 細 胞 培 養 基 （ 例 え ば RPMIに 10
％ の ヒ ト 血 清 、 HSを 加 え た も の ） を 含 み 、 選 択 的 に 、 低 付 着 性 容 器 （ 例 え ば 、 全 て の 付 着
を 妨 げ る よ う に 処 理 し た 組 織 培 養 皿 ） 、 フ ィ ル タ ー 、 お よ び ／ ま た は 固 定 液 を 含 み 得 る 。
そ の よ う な キ ッ ト の 特 定 の 例 は 、 例 え ば IL-2、 IFN-γ 、 お よ び ／ ま た は TNF-α の よ う な 、
あ る 量 の 1つ ま た は そ れ 以 上 の サ イ ト カ イ ン を も 含 む 。 キ ッ ト に お い て 供 給 さ れ る 試 薬 は
、 別 々 の 容 器 に 含 ま れ る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ５ ３ 】
キ ッ ト は 、 例 え ば ELISA試 薬 、 RT-PCRの た め の 試 薬 、 お よ び ／ ま た は RPA試 薬 の よ う な 、 肉
芽 腫 の 解 析 の た め の 方 法 を も 含 み 得 、 そ れ ら は 、 あ る キ ッ ト に お い て は 1つ ま た は そ れ 以
上 の 別 々 の 容 器 に て 同 様 に 提 供 す る こ と が で き る 。 細 胞 培 養 、 ELISA、 RT-PCR、 お よ び RPA
技 術 は 、 当 業 者 に は よ く 知 ら れ て い る 。
【 ０ １ ５ ４ 】
反 応 容 器 お よ び 緩 衝 液 、 酵 素 等 の よ う な 補 助 的 な 試 薬 も 、 キ ッ ト 中 に 含 む こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ５ 】
あ る キ ッ ト に お け る 付 加 的 な 成 分 は 、 細 胞 培 養 お よ び ／ ま た は そ れ に 続 く 解 析 を 実 行 す る
た め の 使 用 説 明 書 を 含 む 。 提 供 さ れ る 場 合 、 使 用 者 は 、 使 用 説 明 書 に よ り 、 イ ン ビ ト ロ の
肉 芽 腫 を 増 殖 さ せ 、 そ れ ら を 使 用 し て 潜 伏 期 特 異 的 抗 原 を 同 定 し 、 ワ ク チ ン の よ う な 免 疫
刺 激 化 合 物 お よ び 薬 剤 を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る で あ ろ う 。
【 ０ １ ５ ６ 】
B． 潜 伏 期 特 異 的 抗 原 の 検 出 の た め の キ ッ ト
潜 伏 期 特 異 的 ヒ ト 結 核 菌 タ ン パ ク 質 発 現 の 検 出 の た め の キ ッ ト は 、 例 え ば 、 少 な く と も 1
つ の 標 的 タ ン パ ク 質 特 異 的 結 合 作 用 物 質 （ 例 え ば 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 ） を 含 み 、 少 な く と も 1つ の 対 照 を 含 み 得 る 。 潜 伏 期 特 異 的 タ ン
パ ク 質 特 異 的 結 合 作 用 物 質 お よ び 対 照 は 、 別 々 の 容 器 に 含 ま れ る こ と が 可 能 で あ る 。 本 キ
ッ ト は ま た 、 例 え ば 作 用 物 質 を 検 出 可 能 な よ う に 標 識 す る こ と が で き る 、 標 的 タ ン パ ク 質
： 作 用 物 質 複 合 体 を 検 出 す る た め の 方 法 を も 含 み 得 る 。 検 出 可 能 な 作 用 物 質 が 標 識 さ れ な
い 場 合 は 、 そ れ は 、 例 え ば あ る キ ッ ト に お い て 1つ ま た は そ れ 以 上 の 別 々 の 容 器 に て 同 様
に 提 供 す る こ と が で き る 、 二 次 抗 体 ま た は プ ロ テ イ ン Aに よ っ て 検 出 す る こ と が で き る 。
そ の よ う な 技 術 は よ く 知 ら れ て い る 。
【 ０ １ ５ ７ 】
あ る キ ッ ト に お け る 付 加 的 な 成 分 は 、 ア ッ セ イ を 実 行 す る た め の 使 用 説 明 書 を 含 む 。 使 用
説 明 書 は 、 使 用 者 に 、 例 え ば 対 照 サ ン プ ル と の 比 較 に お い て 、 潜 伏 期 特 異 的 タ ン パ ク 質 の
発 現 レ ベ ル が 変 化 さ せ ら れ る か ど う か を 決 定 さ せ る よ う な も の で あ る 。 反 応 容 器 お よ び 色
素 原 、 緩 衝 液 、 酵 素 等 の よ う な 補 助 的 な 試 薬 も 、 キ ッ ト に 含 む こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ５ ８ 】
ほ ん の 一 例 と し て 、 酵 素 結 合 イ ム ノ ソ ル ベ ン ト ア ッ セ イ の よ う な 有 効 か つ 便 利 な 免 疫 学 的
検 定 法 の キ ッ ト を 、 ヒ ト 血 清 に お け る 抗 Acr抗 体 を 試 験 す る た め に 構 築 す る こ と が で き る
。 発 現 ベ ク タ ー は 、 （ 上 記 に て 説 明 さ れ る よ う に ） 細 菌 ま た は バ キ ュ ロ ウ イ ル ス の い ず れ
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か に お い て 組 換 え Acrタ ン パ ク 質 を 産 生 す る た め に 、 Acr cDNAを 用 い て 構 築 す る こ と が で
き る 。 ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 に よ っ て 、 制 限 さ れ な い 量 の 純 粋 な 組 換 え 潜 伏 期 特 異 的 タ ン パ
ク 質 （ Acrな ど ） を 生 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ９ 】
C． 潜 伏 期 特 異 的 抗 原 に 対 す る 抗 体 の 検 出 の た め の キ ッ ト
ア ッ セ イ キ ッ ト の 他 の 例 で は 、 抗 原 と し て 組 換 え 潜 伏 期 特 異 的 タ ン パ ク 質 、 二 次 抗 体 と し
て 酵 素 結 合 ヤ ギ 抗 ヒ ト IgGが 提 供 さ れ る 。 そ の よ う な キ ッ ト の 例 は ま た 、 1つ ま た は そ れ 以
上 の 酵 素 の 基 質 を も 含 み 得 る 。 そ の よ う な キ ッ ト は 、 被 験 者 か ら の 生 物 学 的 サ ン プ ル が 潜
伏 期 特 異 的 タ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 体 を 含 む か ど う か を 試 験 す る た め に 使 用 す る こ と が で き
る 。
【 ０ １ ６ ０ 】
本 開 示 は 、 以 下 の 限 定 は し な い 実 施 例 に よ っ て さ ら に 例 証 さ れ る 。
【 ０ １ ６ １ 】
実 施 例
実 施 例 1： イ ン ビ ト ロ の 肉 芽 腫 モ デ ル の 調 製 お よ び 特 徴 付 け
ミ コ バ ク テ リ ア 感 染 に 対 す る ヒ ト 宿 主 の 主 な 防 御 は 、 Tリ ン パ 球 に 囲 ま れ た 、 お よ び 後 に
は マ ク ロ フ ァ ー ジ の コ ア の 周 り に 凝 集 す る 線 維 芽 細 胞 お よ び コ ラ ー ゲ ン に 囲 ま れ る 、 類 上
皮 細 胞 お よ び 多 核 巨 細 胞 を 含 む 、 活 性 化 マ ク ロ フ ァ ー ジ の 密 集 し た 組 織 化 集 塊 で あ る 、 肉
芽 腫 の 形 成 で あ る 。 肉 芽 腫 は 、 侵 襲 す る 生 物 体 を 隔 離 す る こ と に よ っ て 、 活 性 な （ 非 潜 伏
性 の ） 疾 患 を 予 防 し 得 る 。 肉 芽 腫 が 維 持 さ れ る 場 合 、 こ れ ら の 細 菌 は 何 年 間 も 潜 伏 性 の ま
ま で あ る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ １ ６ ２ 】
肉 芽 腫 形 成 の こ の 過 程 に つ い て 、 お よ び 、 宿 主 の 防 御 が 損 な わ れ た 場 合 の 肉 芽 腫 の そ の 後
の 崩 壊 に つ い て 研 究 す る た め に 、 イ ン ビ ト ロ の モ デ ル を 開 発 し た 。 本 実 施 例 は 、 モ デ ル 系
と し て 使 用 す る こ と が で き る イ ン ビ ト ロ の 肉 芽 腫 を 作 製 す る た め の あ る 方 法 、 お よ び 、 本
モ デ ル を 特 徴 付 け る た め に 使 用 さ れ る 幾 つ か の 方 法 に つ い て の 説 明 を 提 供 す る 。 概 観 に お
い て 、 ヒ ト 末 梢 血 単 核 細 胞 、 自 己 マ ク ロ フ ァ ー ジ お よ び ミ コ バ ク テ リ ア を 、 低 付 着 性 組 織
培 養 皿 に お い て 組 み 合 わ せ た 。 結 果 的 に 生 じ る 凝 集 塊 を 、 顕 微 鏡 検 査 法 お よ び 免 疫 組 織 化
学 的 染 色 を 用 い て 特 徴 付 け た 。 ELISA、 お よ び 、 RT-PCRに よ り 検 出 さ れ る 細 菌 の mRNAに よ
っ て 、 サ イ ト カ イ ン 産 生 を 評 価 し た 。
【 ０ １ ６ ３ 】
末 梢 血 単 核 細 胞 （ 1× 10 6 ） 、 自 己 マ ク ロ フ ァ ー ジ （ 1× 10 6 ） お よ び ミ コ バ ク テ リ ア （ 1× 1
0 1 ） を 、 低 付 着 性 組 織 培 養 皿 （ COSTAR(商 標 )Ultra Low Attachment Clusters, Costar Co
rp., Cambridge, MA） に お い て 組 み 合 わ せ 、 5％ CO 2 、 37℃ に お い て イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
ヒ ト 末 梢 血 単 核 細 胞 （ PBMC、 10％ HSを 加 え た RPMI中 に 1× 10 6 細 胞 ） を 24時 間 後 に 加 え 、 混
合 物 を 5～ 7日 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 凝 集 塊 形 成 が 認 め ら れ た 。 凝 集 塊 が 直 径 お よ そ 1 mm
と な っ た 時 点 で 、 ヒ ト の 肺 線 維 芽 細 胞 （ 細 胞 系 列 33Luに 由 来 す る ） を 加 え た 。
【 ０ １ ６ ４ 】
標 準 法 を 用 い た 顕 微 鏡 検 査 法 お よ び 免 疫 組 織 化 学 的 染 色 を 使 用 し て 、 凝 集 塊 を 特 徴 付 け た
。 ヒ ト の 肺 線 維 芽 細 胞 の 添 加 に よ り 、 輪 郭 が よ り は っ き り と な る よ う 発 達 し た 培 養 に お い
て 、 小 さ な 、 円 形 の 凝 集 塊 構 造 物 が 形 成 さ れ た 。 免 疫 染 色 法 を 用 い た 、 こ れ ら の 凝 集 塊 の
顕 微 鏡 使 用 試 験 に よ っ て 、 CD68 + 上 皮 様 マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 お よ び 、 わ ず か な 、 小 さ い 円 形
の CD3 + リ ン パ 球 が 認 め ら れ 、 そ れ は 、 複 合 体 に お い て 、 臨 床 病 理 学 的 検 体 に て 認 め ら れ る
小 肉 芽 腫 に 似 て い た 。 肉 芽 腫 を 構 成 す る 細 胞 内 お よ び 細 胞 間 に は 、 抗 酸 性 染 色 細 菌 が 認 め
ら れ た （ 図 1） 。
【 ０ １ ６ ５ 】
形 態 学 に 加 え 、 サ イ ト カ イ ン 産 生 を ELISAに よ っ て 評 価 し た 。 特 に 、 早 期 の ヒ ト 結 核 菌 感
染 の 間 ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ る こ と が 知 ら れ る サ イ ト カ イ ン に つ い て 解 析 し た 。
【 ０ １ ６ ６ 】
感 染 に 続 く 24時 間 に よ っ て 、 凝 集 塊 は 、 非 感 染 対 照 細 胞 に お い て 認 め ら れ る レ ベ ル を 越 え
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て 十 分 に 上 昇 し た 、 TNF、 IL-8、 お よ び IL-6レ ベ ル を 生 じ る こ と が 認 め ら れ た 。 48時 間 後
に は 、 IFNレ ベ ル が 同 様 に 、 対 照 よ り も 増 加 し た 。 こ の サ イ ト カ イ ン 産 生 の 増 加 は 、 9日 間
の 実 験 期 間 に 渡 っ て 続 い た 。 結 果 は 、 48時 間 を ピ ー ク と す る が 、 実 験 の 過 程 を 通 し て 対 照
の レ ベ ル を 越 え る も の で あ り 続 け る よ う な 、 IL-2お よ び IL-12の レ ベ ル の 増 加 を も 示 す 。
こ れ ら の サ イ ト カ イ ン の 全 て は 、 健 常 な 対 照 と 比 較 し た 場 合 、 結 核 患 者 に お い て は 、 有 意
に よ り 高 い レ ベ ル で 検 出 さ れ る 。
【 ０ １ ６ ７ 】
実 施 例 2： 肉 芽 腫 モ デ ル に お け る Acr mRNAの 示 差 的 な 転 写 の 検 出
低 酸 素 チ ェ ン バ ー に お い て 培 養 さ れ た 細 菌 を 用 い て 、 利 用 可 能 な 酸 素 の 大 部 分 が 利 用 さ れ
た 後 に 示 差 的 に 発 現 さ れ た ヒ ト 結 核 菌 遺 伝 子 を 同 定 し た 。 示 差 的 に 発 現 さ れ た 遺 伝 子 は 、
acr、 sigF、 oxyRお よ び aphCで あ っ た 。 こ れ ら の 4つ の 遺 伝 子 の う ち 、 acrは 、 ミ コ バ ク テ
リ ウ ム 属 に よ っ て 分 泌 さ れ る タ ン パ ク 質 （ α -ク リ ス タ リ ン ） を コ ー ド す る 。
【 ０ １ ６ ８ 】
イ ン ビ ト ロ の 肉 芽 腫 モ デ ル に お い て こ れ ら の 遺 伝 子 が 発 現 さ れ る こ と を 確 証 す る た め に 、
RT-PCRお よ び RNA保 護 ア ッ セ イ を 実 行 し た 。 こ れ ら の ア ッ セ イ か ら 、 ミ コ バ ク テ リ ア 遺 伝
子 acr、 aphC、 お よ び sigFに 由 来 す る mRNAが 転 写 さ れ る こ と が 示 さ れ た 。 こ れ ら の 転 写 産
物 は 、 非 感 染 イ ン ビ ト ロ 肉 芽 腫 対 照 に お い て は 認 め ら れ な か っ た 。
【 ０ １ ６ ９ 】
代 表 的 な 実 験 か ら の 典 型 的 な 結 果 は 、 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 保 護 ア ッ セ イ （ RPA） の ブ ロ ッ ト
で あ る 、 図 2お よ び 図 3に お い て 示 さ れ る 。 図 2に お い て は 、 4つ の 時 点 全 て に お い て acr mR
NAが 認 め ら れ た 一 方 、 RpoB mRNAは 、 好 気 的 に 増 殖 さ せ た 培 養 に お い て の み 認 め ら れ た 。
図 3に お い て は 、 acr mRNAお よ び RpoB mRNAは 、 7日 間 ま た は 12日 間 の 双 方 の イ ン キ ュ ベ ー
シ ョ ン に て 、 イ ン ビ ト ロ の 肉 芽 腫 モ デ ル に お い て 認 め ら れ 、 こ れ は 、 肉 芽 腫 中 に 好 気 性 細
菌 が 存 在 し た こ と を 示 唆 す る と 考 え ら れ る 。
【 ０ １ ７ ０ 】
実 施 例 3： 他 の イ ン ビ ト ロ の 潜 伏 期 モ デ ル
以 下 の 実 施 例 は 、 （ 例 え ば 、 薬 剤 お よ び 免 疫 刺 激 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 、 な
ら び に 、 潜 伏 期 特 異 的 抗 原 を 同 定 す る た め に 、 ） 例 え ば 、 イ ン ビ ト ロ の 肉 芽 腫 モ デ ル に つ
い て 得 ら れ た 結 果 を 確 証 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 、 他 の イ ン ビ ト ロ の 潜 伏 期 モ デ
ル を 提 供 す る 。
【 ０ １ ７ １ 】
モ ル モ ッ ト エ ア ロ ゾ ル 感 染 モ デ ル
少 数 の ヒ ト 結 核 菌 を 用 い て エ ア ロ ゾ ル 接 種 に よ っ て 感 染 さ せ た 場 合 、 細 菌 が 、 深 部 の 肺 胞
に お け る 肺 胞 上 皮 細 胞 と 関 連 し た 肉 芽 腫 の 形 成 を 引 き 起 こ す こ と が 認 め ら れ た 。 こ れ ら の
肉 芽 腫 は 明 ら か に 、 感 染 を 完 全 に 抑 え る こ と が で き ず 、 細 菌 は 結 局 は こ の 動 物 個 体 を 圧 倒
す る が 、 ヒ ト の 肉 芽 腫 と 多 く の 類 似 点 が あ る 。 例 え ば 、 こ れ ら の 肉 芽 腫 は 壊 死 領 域 に 集 中
し 、 類 上 皮 細 胞 お よ び 多 核 巨 細 胞 お よ び Tリ ン パ 球 を 含 む マ ク ロ フ ァ ー ジ を 主 に 含 む 。 こ
れ ら の 肉 芽 腫 に お い て は 、 細 菌 の Acr遺 伝 子 の 示 差 的 な 転 写 が 検 出 さ れ た 。
【 ０ １ ７ ２ 】
イ ン ビ ト ロ の 低 酸 素 チ ェ ン バ ー モ デ ル
Wayneお よ び Hayesは 、 調 節 さ れ た 撹 拌 を 伴 う 、 密 閉 容 器 に お け る イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン に よ
り 、 ヒ ト 結 核 菌 か ら 徐 々 に 酸 素 を 剥 奪 す る 、 イ ン ビ ト ロ の 存 続 モ デ ル を 開 発 し た （ Wayne
お よ び Hayes, Infect. Immun. 64:2062～ 2069, 1996） 。 こ れ ら の 条 件 下 に お け る 増 殖 は
、 操 作 上 、 2つ の 非 複 製 存 続 （ NRP） 状 態 ： グ リ シ ン デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 活 性 の 誘 導 に 関 連 す
る 微 好 気 状 態 （ NRP1） 、 お よ び そ れ に 続 く 、 グ リ シ ン デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 活 性 が 低 下 し 、 薬
剤 感 受 性 に お け る 変 化 が 明 ら か と な る 、 さ ら な る 低 酸 素 状 態 （ NRP2） に 分 け る こ と が で き
る 。 具 体 的 に は 、 多 分 DNA超 ら せ ん 性 お よ び 細 胞 の 透 過 性 の 各 々 に お け る 変 化 に よ っ て 、
細 胞 は 、 シ プ ロ フ ロ キ サ シ ン （ ciprofloxicin） に 対 し て 耐 性 と な り 、 メ ト ロ ニ ダ ゾ ル に
対 し て 感 受 性 と な る （ Wayneお よ び Hayes, Infect. Immun. 64:2062～ 2069, 1996） 。 こ れ
ら の 観 察 は 、 1つ の 抗 生 物 質 療 法 に 対 す る 臨 床 的 TBの 難 治 性 と 関 連 付 け ら れ る （ Dickinson
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お よ び Mitchison, Am. Rev. Respir. Dis. 123:367～ 371, 1981） 。
【 ０ １ ７ ３ 】
（ 光 学 密 度 培 養 集 団 、 酸 素 濃 度 、 pHを 含 む ） 幾 つ か の 環 境 的 な 増 殖 条 件 の モ ニ タ リ ン グ を
行 わ せ 、 お よ び 、 低 酸 素 テ ン シ ョ ン に お い て の み 誘 導 さ れ る 酵 素 を ア ッ セ イ さ せ る よ う な
、 な ら び に 、 病 原 体 の 封 入 、 お よ び 、 容 器 の 直 接 遠 心 分 離 に よ る 核 酸 の 容 易 な 収 集 を 提 供
す る よ う な 、 こ の 密 閉 容 器 の 改 変 型 が 開 発 さ れ て い る （ 図 5） 。 こ の 系 を 用 い 、 ヒ ト 結 核
菌 は 複 製 を 停 止 す る が 、 低 酸 素 条 件 下 に お い て 数 ヶ 月 間 、 代 謝 的 に は 活 性 な ま ま で あ る こ
と が 示 さ れ た （ 図 12） 。
【 ０ １ ７ ４ 】
実 施 例 4： Acr-FLAG融 合 タ ン パ ク 質 の 構 築
ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ PCR） の た め の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー を 設 計 し 、 作 製 し
た 。 こ れ ら の プ ラ イ マ ー は 、 ど の プ ラ イ マ ー ペ ア ー が 使 用 さ れ た か に よ っ て 、 Acrの ア ミ
ノ 末 端 ま た は カ ル ボ キ シ 末 端 に 融 合 さ れ る FLAG（ Sigma） エ ピ ト ー プ タ グ を 加 え て 、 ヒ ト
結 核 菌 か ら の hspX遺 伝 子 （ Acrを コ ー ド す る ） を 増 幅 さ せ る よ う 設 計 さ れ た 。 プ ラ イ マ ー
の 設 計 は 、 こ れ ら の 増 幅 配 列 の ク ロ ー ニ ン グ お よ び 発 現 に 関 与 す る 、 後 の 組 換 え DNA法 を
容 易 に す る た め の 、 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 認 識 部 位 の 導 入 を も 含 ん だ 。 N末 端 の FLAG-Ac
r融 合 を 生 み 出 す プ ラ イ マ ー の 配 列 は 、 配 列 番 号 ： 1お よ び 配 列 番 号 ： 2で あ っ た 。 C末 端 の
Acr-FLAG融 合 を 生 み 出 す プ ラ イ マ ー の 配 列 は 、 配 列 番 号 ： 3お よ び 配 列 番 号 ： 4で あ っ た 。
【 ０ １ ７ ５ 】
1μ gの MTB H37Rvゲ ノ ム DNAを 鋳 型 と し て 用 い 、 20 mMの Tris-HCl、 pH 8.4、 50 mM KCl、 1.
5 mM MgCl 2 、 お よ び 2.5単 位 の AmpliTaq（ Gibco BRL） 熱 安 定 DNAポ リ メ ラ ー ゼ を 用 い て 、 P
CR反 応 を 実 行 し た 。 以 下 の サ イ ク ル パ ラ メ ー タ を 用 い て PCRを 実 行 し た ： 94℃ 、 5分 間 （ 1
× ） 、 94℃ 、 1分 間 ； 55℃ 、 30秒 間 ； 72℃ 、 2.5分 間 （ 2× ） 、 94℃ 、 1分 間 ； 60℃ 、 30秒 間
； 72℃ 、 2.5分 間 （ 30× ） 、 72℃ 、 7分 間 （ 1× ） 。 PCR増 幅 に 続 き 、 増 幅 DNA断 片 を 精 製 し
、 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ に よ っ て 分 解 し 、 同 様 に 分 解 さ れ た プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー pMV261
.1と ラ イ ゲ ー シ ョ ン （ 連 結 ） し た 。 ラ イ ゲ ー シ ョ ン に 続 き 、 反 応 液 に よ っ て 大 腸 菌 を 形 質
転 換 し 、 抗 生 物 質 耐 性 に よ っ て 陽 性 コ ロ ニ ー を 選 択 し た 。 選 択 さ れ た コ ロ ニ ー を 、 PCRに
よ っ て 組 換 え イ ン サ ー ト の 存 在 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ し 、 各 陽 性 ク ロ ー ン の DNA配 列 決
定 に よ っ て 配 列 の 確 認 を 行 っ た 。 そ の 後 、 陽 性 の N末 端 Acr-FLAG融 合 プ ラ ス ミ ド お よ び C末
端 Acr-FLAG融 合 プ ラ ス ミ ド に よ っ て ス メ グ マ 菌 お よ び ヒ ト 結 核 菌 の 両 方 を 形 質 転 換 し 、 抗
生 物 質 耐 性 に よ っ て 形 質 転 換 コ ロ ニ ー を 選 択 し た 。
【 ０ １ ７ ６ 】
ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 に よ っ て 、 融 合 タ ン パ ク 質 の 発 現 を 確 認 し た ； 代 表 的 な ブ ロ ッ ト は
、 図 6（ N末 端 融 合 ） お よ び 図 7（ C末 端 融 合 ） に お い て 示 さ れ る 。
【 ０ １ ７ ７ 】
実 施 例 5： Acrの 免 疫 沈 降
Acr-FLAG融 合 タ ン パ ク 質 を 、 製 造 業 者 の 使 用 説 明 書 に 従 い 、 シ グ マ 社 （ Sigma） か ら 得 ら
れ る FLAG免 疫 沈 降 キ ッ ト を 用 い て 免 疫 沈 降 し た 。 製 造 業 者 の 使 用 説 明 書 に 従 っ て 、 Acrに
対 し て 生 じ さ せ た ポ リ ク ロ ー ナ ル ウ サ ギ 抗 体 が 結 合 さ れ た セ フ ァ ロ ー ス CL4Bビ ー ズ （ Phar
macia） を 用 い 、 ミ コ バ ク テ リ ア 溶 解 産 物 に つ い て 、 天 然 Acrの 免 疫 沈 降 を 行 っ た 。 手 短 に
言 え ば 、 溶 解 産 物 か ら 、 セ フ ァ ロ ー ス ビ ー ズ に 非 特 異 的 に 結 合 し 得 る い か な る タ ン パ ク 質
を も 取 り 除 く た め に 、 予 備 除 去 段 階 を 実 行 し た 。 こ れ は 、 1.5 mLの 微 量 遠 心 管 に お い て 、
975μ lの TSA（ 0.01 M Tris-HCl、 pH 8； 0.14 M NaCl； 0.025％  NaN 3 ） お よ び 16μ lの MTB
溶 解 産 物 （ 2.3 mg/mL） に 50μ lの 非 結 合 セ フ ァ ロ ー ス を 加 え る こ と に よ っ て 達 成 さ れ た 。
溶 液 を 、 常 時 揺 り 動 か し な が ら 4℃ に て 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 溶 液 を そ の 後 、 14,000
 rpmに て 5秒 間 、 遠 心 分 離 機 に か け 、 セ フ ァ ロ ー ス を ペ レ ッ ト 化 し 、 上 清 を 取 り 除 き 、 新
し い 微 量 遠 心 管 に 移 し た 。 25μ lの 抗 Acr抗 体 に 結 合 さ せ た セ フ ァ ロ ー ス ビ ー ズ を 上 清 に 加
え 、 常 時 揺 り 動 か し な が ら 4℃ に て 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 溶 液 を そ の 後 、 以 前 に 説 明
さ れ た よ う に 遠 心 分 離 機 に か け 、 上 清 を 除 去 し て 捨 て た 。 セ フ ァ ロ ー ス ペ レ ッ ト を そ の 後
、 1） TSAに 溶 解 し た 0.1％ の Triton X-100、 2） TSAに 溶 解 し た 0.1％ の Triton X-100、 3） T
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SA、 4） pH 6.8の 0.05 M Tris-HClの 各 1 mLを 用 い て 4回 洗 浄 し た 。 各 溶 液 の 添 加 に 続 き 、
セ フ ァ ロ ー ス ペ レ ッ ト を 再 懸 濁 し 、 5秒 間 遠 心 分 離 機 に か け 、 セ フ ァ ロ ー ス を 再 ペ レ ッ ト
化 し 、 洗 浄 上 清 を 除 去 し た 。 最 終 的 に 、 40μ lの 2× ゲ ル 充 填 緩 衝 液 （ Novex） を セ フ ァ ロ
ー ス ペ レ ッ ト に 加 え 、 懸 濁 液 を 56℃ に て 1.5時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 セ フ ァ ロ ー ス を 再
ペ レ ッ ト 化 す る た め に 最 終 遠 心 分 離 を 行 い 、 上 清 （ 免 疫 沈 降 Acrタ ン パ ク 質 を 含 む ） を 取
り 除 き 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 に よ る 解 析 の た め に 残 し て お い た 。
【 ０ １ ７ ８ 】
実 施 例 6： ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法
200ボ ル ト の 定 電 圧 に お け る 、 1時 間 の 、 既 製 の 4～ 12％ bis-Trisポ リ ア ク リ ル ア ミ ド 勾 配
ゲ ル （ Novex） を 用 い た ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 （ SDS-P
AGE） に よ っ て 、 免 疫 沈 降 Acrサ ン プ ル ま た は ミ コ バ ク テ リ ア 溶 解 産 物 を 分 離 し た 。 電 気 泳
動 に 続 き 、 分 離 さ れ た タ ン パ ク 質 を 、 製 造 業 者 の 使 用 説 明 書 に 従 っ て 、 150 ミ リ ア ン ペ ア
定 電 流 に お け る 1時 間 の 電 気 毛 管 移 動 に よ り 、 カ ッ ト 済 み の 0.2ミ ク ロ ン ポ リ ビ ニ リ デ ン ジ
フ ル オ リ ド 膜 （ PVDF, Novex） に 移 行 さ せ た 。 Acrの 検 出 の た め に 、 メ タ ノ ー ル 中 に 浸 す こ
と に よ っ て 乾 燥 膜 を 調 製 し 、 3％ の ゼ ラ チ ン を 含 む TBS Tween20（ BioRad） 中 に お い て 、 常
時 揺 り 動 か し な が ら 膜 を 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ っ て 、 非 結 合 PVDF表 面 を ブ ロ
ッ ク し た 。 膜 を そ の 後 、 Tween20を 加 え た TBSを 用 い て 、 常 時 揺 り 動 か し な が ら 各 々 10分 間
、 3回 洗 浄 し た 。
【 ０ １ ７ ９ 】
1％ の ゼ ラ チ ン を 含 む Tween20を 加 え た TBSに お い て 、 5,000倍 希 釈 の 、 Acrに 対 し て 生 じ さ
せ た ポ リ ク ロ ー ナ ル ウ サ ギ 抗 体 、 ま た は 20,000倍 希 釈 の 抗 -FLAG M2モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （
Sigma） 、 ま た は 250倍 希 釈 の ウ サ ギ 抗 ホ ス ホ チ ロ シ ン 抗 体 （ Zymed） と 膜 を 、 常 時 揺 り 動
か し な が ら 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ っ て Acrの 検 出 を 達 成 し た 。 そ の 後 、 上 記 に
説 明 さ れ る よ う に 膜 を 洗 浄 し た 。 1％ の ゼ ラ チ ン を 含 む Tween20を 加 え た TBS中 に 溶 解 し た
、 10,000倍 希 釈 の ビ オ チ ン 化 ヤ ギ 抗 ウ サ ギ IgGを そ の 後 ブ ロ ッ ト に 適 用 し 、 常 時 揺 り 動 か
し な が ら 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 続 い て 、 上 記 に 説 明 さ れ る よ う に ブ ロ ッ ト を 洗 浄 し
た 。 Tween20を 加 え た TBS中 に お い て 、 10,000倍 希 釈 の ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン -ア ル カ リ ホ ス
フ ァ タ ー ゼ （ AP） 結 合 体 と ブ ロ ッ ト の 最 終 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を 、 常 時 揺 り 動 か し な が ら
30分 間 行 っ た 。 APの 存 在 の 検 出 は 、 NBT+BCIP（ Novex） 溶 液 中 に お け る ブ ロ ッ ト の イ ン キ
ュ ベ ー シ ョ ン に よ っ て 達 成 さ れ た 。 染 色 が 望 ま し い レ ベ ル に 達 し た 時 点 で 、 イ ン キ ュ ベ ー
シ ョ ン を 中 断 し 、 水 中 に お け る ブ ロ ッ ト の さ ら な る 洗 浄 に よ っ て 停 止 さ せ た 。 ブ ロ ッ ト は
記 録 の た め に 乾 燥 さ せ た 。
【 ０ １ ８ ０ 】
図 8は 、 説 明 さ れ る よ う に 調 製 さ れ た 、 全 細 胞 ミ コ バ ク テ リ ア 細 胞 溶 解 産 物 の ウ エ ス タ ン
ブ ロ ッ ト か ら 切 り 出 さ れ た 5つ の ス ト リ ッ プ を 示 す ； 矢 印 は 、 組 換 え Acrタ ン パ ク 質 の 位 置
を 示 す 。 ス ト リ ッ プ は 、 図 に 示 し た 一 次 抗 体 を 用 い て 染 色 バ ン ド を 展 開 し た 。 対 照 抗 体 に
加 え 、 こ の ブ ロ ッ ト は 、 最 終 の ス ト リ ッ プ に お け る チ ロ シ ン リ ン 酸 化 の 存 在 を 示 す 。
【 ０ １ ８ １ 】
図 9は 、 説 明 さ れ る よ う に 調 製 さ れ た 、 図 面 の 簡 単 な 説 明 に お い て 示 さ れ る 条 件 下 に て 増
殖 さ せ た ヒ ト 結 核 菌 の 培 養 上 清 か ら の 2つ の ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト を 示 す 。 図 9Aは 、 ウ サ ギ
抗 Acr抗 体 を プ ロ ー ブ と し て 解 析 し た も の で あ る ； 図 9Bは 、 対 照 ブ ロ ッ ト で あ る 。 Acrタ ン
パ ク 質 は 、 7日 間 お よ び 12ヶ 月 間 の 低 酸 素 培 養 お よ び イ ン ビ ト ロ の 肉 芽 腫 に お い て 検 出 さ
れ る 。 12ヶ 月 間 の 培 養 お よ び イ ン ビ ト ロ の 肉 芽 腫 の 上 清 に お い て は 、 よ り 低 い 分 子 量 の 変
異 体 が 認 め ら れ る 。 比 較 の た め 、 図 11で は 、 図 に 示 し た 条 件 下 に て 培 養 さ れ た ヒ ト 結 核 菌
か ら の 培 養 上 清 の ク ー マ シ ー 染 色 SDS-PAGEゲ ル を 示 す 。
【 ０ １ ８ ２ 】
実 施 例 7： 二 次 元 ゲ ル 電 気 泳 動
Acr-FLAG融 合 プ ラ ス ミ ド を 有 す る ス メ グ マ 菌 お よ び ヒ ト 結 核 菌 の 溶 解 産 物 を 調 製 し た 。 細
菌 の 懸 濁 培 養 を 遠 心 分 離 機 に か け る こ と （ 5,000 rpm、 10分 間 ） に よ っ て ペ レ ッ ト 化 し 、
リ ン 酸 緩 衝 液 （ PBS） で 細 菌 の ペ レ ッ ト を 洗 浄 し た 。 ペ レ ッ ト を そ の 後 、 1 mLの 9 M 尿 素
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中 に て 再 懸 濁 し 、 懸 濁 液 を 、 お よ そ 200μ lの 直 径 0.1 mmガ ラ ス ビ ー ズ （ Biospec products
） を 含 む 2 mLの 微 量 遠 心 管 に 移 し た 。 細 胞 を そ の 後 、 ミ ニ ビ ー ズ ビ ー タ ー （ Minibeadbeat
er） （ Biospec products） に お け る 急 速 な 振 と う （ 3回 、 各 1分 間 ） に よ っ て 溶 解 し た 。 溶
解 に 続 き 、 遠 心 分 離 に よ っ て 細 胞 の 破 砕 物 お よ び ガ ラ ス ビ ー ズ を ペ レ ッ ト 化 し 、 上 清 を 取
り 除 い た 。 比 色 BioRadタ ン パ ク 質 ア ッ セ イ （ BioRad） を 用 い て タ ン パ ク 質 の 定 量 を 行 っ た
。
【 ０ １ ８ ３ 】
一 次 元 目 に お け る タ ン パ ク 質 サ ン プ ル の 分 離 の た め に 、 92.5μ lの 可 溶 化 緩 衝 液 （ 9 M 尿
素 、 140 mM DTT、 4％ Triton X-100） に 150μ gの タ ン パ ク 質 を 加 え 、 9 M 尿 素 に よ っ て 最
終 容 量 185μ Lと し た 。 室 温 に て 常 時 揺 り 動 か し な が ら 、 懸 濁 液 を 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し
た 。 こ の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン に 続 き 、 1μ lの Biolytes電 解 質 溶 液 （ BioRad、 最 終 濃 度 0.2
％ ） 、 お よ び 、 ブ ロ モ フ ェ ノ ー ル ブ ル ー （ Fisher） の 幾 つ か の 結 晶 を 加 え た 。 IPGス ト リ
ッ プ の 水 和 、 お よ び 、 タ ン パ ク 質 溶 液 の ス ト リ ッ プ へ の 適 用 を 、 IPGス ト リ ッ プ 水 和 装 置
（ Pharmacia） に お い て 一 晩 中 行 っ た 。 水 和 に 続 き 、 ス ト リ ッ プ を 、 以 下 の パ ラ メ ー タ を
用 い て Pharmacia EPS 3500 XL電 気 泳 動 装 置 を 使 用 し 、 LKB MultiPhor II装 置 （ Pharmacia
） に お い て 電 気 泳 動 に 供 し た ： 350 V、 30分 間 、 350～ 3500 V（ 1.5時 間 勾 配 ） 、 3500 V、 3
.5時 間 、 最 終 的 に 泳 動 時 間 15,200 ボ ル ト ア ワ ー を 与 え る 。
【 ０ １ ８ ４ 】
二 次 元 目 を 行 う た め に 、 分 離 し た IPGス ト リ ッ プ を 、 2％ w/v DTT（ 10分 間 ） 、 お よ び 、 2.5
％ の ヨ ー ド ア セ ト ア ミ ド （ 10分 間 ） を 含 む 、 平 衡 化 緩 衝 液 中 （ 6 M 尿 素 、 0.375 M Tris、
pH 8.8、 2％ SDS、 お よ び 20％ グ リ セ ロ ー ル ） に お い て 平 衡 化 さ せ た 。 平 衡 化 ス ト リ ッ プ を
、 製 造 業 者 の 使 用 説 明 書 に 従 い 、 Criterion（ BioRad） 8～ 16％ ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 上
に お い て 、 200ボ ル ト 定 電 圧 に お い て 1時 間 分 離 さ せ た 。
【 ０ １ ８ ５ 】
図 10は 、 低 酸 素 条 件 下 に お い て 増 殖 さ せ た ヒ ト 結 核 菌 か ら 採 取 さ れ た サ ン プ ル の 、 代 表 的
な 二 次 元 ゲ ル 電 気 泳 動 解 析 で あ る 。 Acrタ ン パ ク 質 は 、 丸 に よ っ て 示 さ れ る 。
【 ０ １ ８ ６ 】
実 施 例 8： Acrの 検 出
ク ロ ー ン 化 ヒ ト 結 核 菌  Acrタ ン パ ク 質 に 対 し て 生 じ さ せ た ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い 、 低
酸 素 チ ェ ン バ ー お よ び イ ン ビ ト ロ の 肉 芽 腫 モ デ ル か ら の 培 養 上 清 に お い て 、 分 泌 さ れ た 細
菌 の Acrを 検 出 し た （ 図 9） 。 エ ア ロ ゾ ル 感 染 モ ル モ ッ ト 肺 肉 芽 腫 組 織 に お け る ミ コ バ ク テ
リ ア を 検 出 す る た め に も 、 Acrタ ン パ ク 質 に 対 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 血 清 を 使 用 し た （ 図 1
C） 。
【 ０ １ ８ ７ 】
Acrタ ン パ ク 質 は 、 低 酸 素 増 殖 さ せ た ヒ ト 結 核 菌 か ら の 上 清 お よ び 細 胞 溶 解 産 物 に お い て
は 検 出 さ れ た が 、 好 気 増 殖 さ せ た ヒ ト 結 核 菌 か ら の も の で は 検 出 さ れ な か っ た （ 図 9） 。
ヒ ト 結 核 菌 溶 解 産 物 か ら Acrを 免 疫 沈 降 さ せ た 。 低 酸 素 培 養 、 ま た は 、 感 染 さ せ た イ ン ビ
ト ロ の 肉 芽 腫 に お い て は 、 Acrの 分 子 量 の 変 化 が 検 出 さ れ た が 、 好 気 増 殖 培 養 に お い て は
検 出 さ れ な か っ た （ 図 9） 。 ヒ ト 結 核 菌  acr mRNAは 、 低 酸 素 培 養 に お い て は 検 出 さ れ た が
、 好 気 培 養 で は 検 出 さ れ な か っ た 、 な ら び に 、 acr mRNAお よ び 真 核 細 胞 ア ク チ ン mRNAは 、
感 染 モ ル モ ッ ト 肺 に お い て は 検 出 さ れ た が 、 非 感 染 対 照 モ ル モ ッ ト 肺 で は 検 出 さ れ な か っ
た （ 図 4） 。
【 ０ １ ８ ８ 】
本 開 示 は 、 イ ン ビ ト ロ の 肉 芽 腫 モ デ ル お よ び 使 用 方 法 、 な ら び に 、 被 験 者 に お け る 潜 伏 性
結 核 を 検 出 す る た め の 免 疫 学 的 方 法 を 提 供 す る 。 イ ン ビ ト ロ の 肉 芽 腫 モ デ ル は 、 例 え ば 、
潜 伏 期 特 異 的 抗 体 を 同 定 す る た め に 、 な ら び に 、 薬 剤 お よ び 免 疫 刺 激 化 合 物 を ス ク リ ー ニ
ン グ す る た め に 、 使 用 す る こ と が で き る 。 免 疫 学 的 方 法 は 、 例 え ば 、 被 験 者 か ら 対 応 す る
抗 体 を 検 出 す る た め に 、 潜 伏 期 特 異 的 ヒ ト 結 核 菌 抗 原 を 使 用 す る 段 階 、 ま た は 、 潜 伏 期 特
異 的 抗 原 を 検 出 す る た め に 抗 体 を 使 用 す る 段 階 を 含 み 得 る 。 本 開 示 は 、 そ の よ う な 方 法 に
お い て 使 用 す る た め の 、 潜 伏 期 特 異 的 抗 原 （ お よ び そ れ ら の 対 応 す る 抗 体 ） を 同 定 す る た
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め の 方 法 、 な ら び に 、 α -ク リ ス タ リ ン の よ う な 特 定 の 潜 伏 期 特 異 的 抗 原 を さ ら に 提 供 す
る 。 説 明 さ れ る 方 法 の 厳 密 な 詳 細 を 、 説 明 さ れ る 開 示 の 精 神 か ら 逸 脱 せ ず に 、 変 化 ま た は
改 変 し 得 る こ と は 明 ら か と な る 。 本 発 明 者 ら は 、 下 記 の 請 求 項 の 範 囲 内 お よ び 精 神 内 に あ
る 、 全 て の そ の よ う な 改 変 お よ び 変 更 を 主 張 す る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ８ ９ 】
【 図 １ 】 図 1は 、 エ ア ロ ゾ ル 感 染 さ せ た モ ル モ ッ ト の 肺 肉 芽 腫 組 織 の 、 一 連 の 顕 微 鏡 写 真
で あ る 。 図 1Aは 、 ヘ マ ト キ シ リ ン お よ び エ オ シ ン （ H&E） に よ っ て 染 色 さ れ た 組 織 を 示 す
。 図 1Bは 、 抗 酸 性 染 色 に よ っ て 染 色 さ れ た 組 織 を 示 す ； ミ コ バ ク テ リ ウ ム 属 を 表 す 部 分 は
、 矢 印 に よ っ て 示 さ れ る 。 図 1Cは 、 Acrタ ン パ ク 質 に 対 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い た
免 疫 組 織 化 学 的 染 色 を 受 け た 組 織 を 示 す ； 矢 印 は 、 2つ の 染 色 さ れ た ミ コ バ ク テ リ ア を 示
す 。
【 図 ２ 】 図 2は 、 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 保 護 ア ッ セ イ （ RPA） の ブ ロ ッ ト で あ る 。 レ ー ン 1～ 5は
、 示 さ れ る よ う な 、 様 々 な 負 の 対 照 お よ び 正 の 対 照 で あ る 。 レ ー ン 6～ 9は 、 好 気 的 に 、 ま
た は 低 酸 素 チ ェ ン バ ー 中 の い ず れ か に て 5日 間 ま た は 7日 間 増 殖 さ せ た ミ コ バ ク テ リ ア に 由
来 す る mRNAへ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 示 す 。 Acr mRNAは 、 4つ の 時 点 全 て に お い て 認
め ら れ た 一 方 、 rpoB mRNAは 、 好 気 的 に 増 殖 さ せ た 培 養 に お い て の み 認 め ら れ た 。
【 図 ３ 】 図 3は 、 RPAブ ロ ッ ト で あ る 。 レ ー ン 1お よ び 2は 、 イ ン ビ ト ロ の 肉 芽 腫 モ デ ル に お
い て 、 7日 間 ま た は 12日 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 後 に 抽 出 さ れ た ミ コ バ ク テ リ ア に 由 来
す る mRNAへ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 示 す 。 acrお よ び rpoBの 双 方 の mRNAは 、 両 時 点 に
お い て 認 め ら れ 、 肉 芽 腫 に お い て 好 気 性 細 菌 が 存 在 し て い る こ と を 示 す 可 能 性 が 高 い 。 レ
ー ン 3お よ び 4は 正 の 対 照 で あ る ； 各 々 、 acr mRNA、 な ら び に acr DNAお よ び rpoB DNAで あ
る 。
【 図 ４ 】 図 4は 、 RT-PCRの 結 果 を 示 す 一 組 の ア ガ ロ ー ス ゲ ル で あ る 。 Acr転 写 産 物 は 、 イ ン
ビ ボ モ デ ル に お い て 、 よ り 長 い 感 染 に よ り 明 ら か に 誘 導 さ れ （ レ ー ン 2、 3お よ び 4） 、 低
酸 素 培 養 に お い て は さ ら に よ り 強 く 誘 導 さ れ る （ レ ー ン 5） 。 　 注 解 ： レ ー ン 1、 非 感 染 モ
ル モ ッ ト 肺 ； レ ー ン 2、 MTB感 染 モ ル モ ッ ト 肺 － 3週 間 の P.I； レ ー ン 3、 MTB感 染 モ ル モ ッ ト
肺 － 5週 間 の P.I； レ ー ン 4、 MTB感 染 モ ル モ ッ ト 肺 － 10週 間 の P.I； レ ー ン 5、 MTB－ 7日 間 の
低 酸 素 培 養 。
【 図 ５ 】 図 5は 、 低 酸 素 増 殖 容 器 の 例 の 概 要 図 で あ る 。
【 図 ６ 】 図 6は 、 形 質 転 換 体 3に お け る N末 端 構 築 物 Acr-N-FLAGの 生 成 を 示 す 、 一 組 の ウ エ
ス タ ン ブ ロ ッ ト で あ る 。 図 6Aに お け る ブ ロ ッ ト は 、 抗 Acrポ リ ク ロ ー ナ ル 免 疫 グ ロ ブ リ ン
を プ ロ ー ブ と し て 解 析 さ れ た 。 図 6Bに お け る ブ ロ ッ ト は 、 抗 FLAGエ ピ ト ー プ 免 疫 グ ロ ブ リ
ン を プ ロ ー ブ と し て 解 析 さ れ た 。
【 図 ７ 】 図 7は 、 2つ の ス メ グ マ 菌 形 質 転 換 菌 株 に お け る 、 対 し て 、 非 形 質 転 換 ス メ グ マ 菌
お よ び ヒ ト 結 核 菌 対 照 に お け る 、 C末 端 構 築 物 Acr-C-FLAGの 生 成 を 示 す 、 全 細 胞 溶 解 産 物
の 一 組 の ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト で あ る 。 図 7Aに お け る ブ ロ ッ ト は 、 抗 FLAG免 疫 グ ロ ブ リ ン を
プ ロ ー ブ と し て 解 析 し た 。 図 7Bに お け る ブ ロ ッ ト は 、 抗 Acr免 疫 グ ロ ブ リ ン を プ ロ ー ブ と
し て 解 析 し た 。
【 図 ８ 】 図 8は 、 全 細 胞 溶 解 産 物 の ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト か ら 切 り 出 し た 5つ の ス ト リ ッ プ を
示 す ； 矢 印 は 、 組 換 え Acrタ ン パ ク 質 の 位 置 を 示 す 。 ス ト リ ッ プ は 、 図 に 示 し た 一 次 抗 体
を 用 い て 展 開 し た 。 対 照 抗 体 に 加 え 、 こ の ブ ロ ッ ト は 、 最 終 ス ト リ ッ プ に お け る チ ロ シ ン
リ ン 酸 化 の 存 在 を 示 す 。
【 図 ９ 】 図 9は 、 様 々 な 条 件 下 に お い て 増 殖 さ せ た ヒ ト 結 核 菌 の 培 養 上 清 か ら の 2つ の ウ エ
ス タ ン ブ ロ ッ ト を 示 す 。 図 9Aは 、 ウ サ ギ の 抗 Acr抗 体 を プ ロ ー ブ と し て 用 い て 解 析 さ れ た
； 図 9Bは 、 対 照 ブ ロ ッ ト で あ る 。 タ ン パ ク 質 は 、 7日 間 お よ び 12ヶ 月 間 の 低 酸 素 培 養 、 な
ら び に イ ン ビ ト ロ の 肉 芽 腫 に お い て 検 出 さ れ る 。 よ り 低 い 分 子 量 の 変 異 体 が 、 12ヶ 月 の 培
養 お よ び イ ン ビ ト ロ の 肉 芽 腫 の 上 清 に お い て 認 め ら れ る 。 　 注 解 ： レ ー ン 1、 分 子 量 マ ー
カ ー ； レ ー ン 2、 3日 間 の 好 気 増 殖 ； レ ー ン 3、 7日 間 の 好 気 増 殖 ； レ ー ン 4、 7日 間 の 低 酸 素
増 殖 ； レ ー ン 5、 空 レ ー ン ； レ ー ン 6、 7日 間 の 反 応 ； レ ー ン 7、 12ヶ 月 間 の 反 応 ； レ ー ン 8
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、 対 照 細 胞 ； レ ー ン 9、 7日 間 の イ ン ビ ト ロ の 肉 芽 腫 ； レ ー ン 10、 ヒ ト 結 核 菌 溶 解 産 物 。
【 図 １ ０ 】 図 10は 、 低 酸 素 条 件 下 に て 増 殖 さ せ た ヒ ト 結 核 菌 か ら 採 取 さ れ た サ ン プ ル の 二
次 元 ゲ ル 電 気 泳 動 解 析 で あ る 。 Acrタ ン パ ク 質 は 、 丸 に よ っ て 示 さ れ る 。
【 図 １ １ 】 図 11は 、 様 々 な 条 件 下 に お い て 培 養 さ れ た 、 ヒ ト 結 核 菌 か ら の 培 養 上 清 の 、 ク
ー マ シ ー 染 色 し た SDS-PAGEゲ ル で あ る 。 　 注 解 ： レ ー ン 1、 分 子 量 マ ー カ ー ； レ ー ン 2、 5
日 間 の 好 気 増 殖 （ 対 数 増 殖 ） ； レ ー ン 3、 12ヶ 月 間 の 低 酸 素 増 殖 ； レ ー ン 4、 7日 間 の 低 酸
素 増 殖 ； レ ー ン 5、 30時 間 の 好 気 増 殖  再 活 性 化 （ 対 数 増 殖 ） ； レ ー ン 6、 分 子 量 マ ー カ ー
。
【 図 １ ２ 】 図 12は 、 低 酸 素 増 殖 条 件 下 お よ び 好 気 増 殖 条 件 下 に お け る ヒ ト 結 核 菌 の 増 殖 （
580 nmに お け る 光 学 密 度 に よ っ て 測 定 さ れ る ） を 示 す グ ラ フ で あ る 。 10

【 図 １ 】

【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】 【 図 ６ 】

【 図 ７ 】

【 図 ８ 】

【 図 ９ 】

【 図 １ ０ 】
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【 図 １ １ 】 【 図 １ ２ 】

(37) JP 2005-506512 A 2005.3.3



【 国 際 公 開 パ ン フ レ ッ ト 】
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【 国 際 公 開 パ ン フ レ ッ ト （ コ レ ク ト バ ー ジ ョ ン ） 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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