
(57)【要約】
【課題】結核を予防、処置、および検出するための改善されたワクチンおよび方法の提供
。
【解決手段】Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ感染の検出、処置
、および予防であって、より詳細には、Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｔｕｂｅｒｃｕｌ
ｏｓｉｓ抗原、またはその部分もしくは他の変異体を含むポリペプチド、およびＭｙｃｏ
ｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ感染に対する診断およびワクチン接種の
ためのこのようなポリペプチドの使用。
【選択図】なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て 、
（ ｉ ） 配 列 番 号 １ ０ ７ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 ；
（ ｉ ｉ ） １ 個 ま た は 数 個 の ア ミ ノ 酸 の 欠 失 、 置 換 、 お よ び ／ ま た は 付 加 を 有 す る 、 配 列 番
号 １ ０ ７ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 ； ま た は
（ ｉ ｉ ｉ ） 配 列 番 号 １ ０ ７ に 記 載 の 免 疫 原 部 分
を 含 む 、 ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ 】
配 列 番 号 ９ １ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 、 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ３ 】
配 列 番 号 １ ０ ７ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 、 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ４ 】
配 列 番 号 １ ０ ７ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る 、 請 求 項 １ ま た は ３ の い ず れ か に 記 載 の ポ
リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ５ 】
配 列 番 号 １ ０ ７ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 ま た は そ の 免 疫 原 性 部 分 含 む ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド
す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 、 組 換 え デ オ キ シ リ ボ 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 ６ 】
配 列 番 号 １ ０ ７ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列
を 含 む 、 請 求 項 ５ に 記 載 の 組 換 え デ オ キ シ 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 ７ 】
配 列 番 号 １ ０ ６ に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 、 請 求 項 ５ ～ ７ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の
組 換 え デ オ キ シ リ ボ 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 ８ 】
請 求 項 ５ ～ ７ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の デ オ キ シ リ ボ 核 酸 を 含 む 、 発 現 ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ９ 】
請 求 項 ８ に 記 載 の 発 現 ベ ク タ ー で 形 質 転 換 さ れ た 、 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 １ ０ 】
配 列 番 号 １ ０ ７ の ア ミ ノ 酸 配 列 、 １ 個 ま た は 数 個 の ア ミ ノ 酸 の 欠 失 、 置 換 、 お よ び ／ ま た
は 付 加 を 有 す る 、 配 列 番 号 １ ０ ７ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 、 ま た は 配 列 番 号 １ ０ ７ に 記 載 の
免 疫 原 部 分 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 、 融 合 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 １ １ 】
配 列 番 号 １ ０ ７ の ア ミ ノ 酸 配 列 、 １ 個 ま た は 数 個 の ア ミ ノ 酸 の 欠 失 、 置 換 、 お よ び ／ ま た
は 付 加 を 有 す る 、 配 列 番 号 １ ０ ７ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 、 ま た は 配 列 番 号 １ ０ ７ に 記 載 の
免 疫 原 部 分 、 な ら び に 、 ペ プ チ ド 結 合 を 介 し て 結 合 さ れ て い る 、 １ 以 上 の さ ら な る 免 疫 原
性 Ｍ ． ｔ ｕ ｂ ｅ ｒ ｃ ｕ ｌ ｏ ｓ ｉ ｓ 配 列 を 含 む 、 組 合 せ ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ２ 】
請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 、 お よ び 生 理 学 的 に 受 容 可 能 な キ ャ リ ア を 含 む 、 薬 学 的 組
成 物 。
【 請 求 項 １ ３ 】
請 求 項 ５ ～ ７ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の デ オ キ シ リ ボ 核 酸 分 子 、 請 求 項 １ ０ に 記 載 の 融 合 タ
ン パ ク 質 ま た は 請 求 項 １ １ に 記 載 の 組 合 せ ポ リ ペ プ チ ド 、 お よ び 生 理 学 的 に 受 容 可 能 な キ
ャ リ ア を 含 む 、 薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ４ 】
請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 、 な ら び に 非 特 異 的 免 疫 応 答 エ ン ハ ン サ ー を 含 む 、 ワ ク チ
ン 。
【 請 求 項 １ ５ 】
請 求 項 ５ ～ ７ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の デ オ キ シ リ ボ 核 酸 分 子 、 請 求 項 １ ０ に 記 載 の 融 合 タ
ン パ ク 質 ま た は 請 求 項 １ １ に 記 載 の 組 合 せ ポ リ ペ プ チ ド 、 お よ び 非 特 異 的 免 疫 応 答 エ ン ハ
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ン サ ー を 含 む 、 ワ ク チ ン 。
【 請 求 項 １ ６ 】
前 記 非 特 異 的 免 疫 応 答 エ ン ハ ン サ ー が 、 ア ジ ュ バ ン ト で あ る 、 請 求 項 １ ４ ま た は １ ５ の い
ず れ か に 記 載 の ワ ク チ ン 。
【 請 求 項 １ ７ 】
患 者 に お け る 防 御 免 疫 を 誘 導 す る た め の ワ ク チ ン の 製 造 に お い て 、 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ
ペ プ チ ド を 使 用 す る た め の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
患 者 に お け る 防 御 免 疫 を 誘 導 す る た め の ワ ク チ ン の 製 造 に お い て 、 請 求 項 ５ ～ ７ の い ず れ
か １ 項 に 記 載 の 組 換 え デ オ キ シ リ ボ 核 酸 、 請 求 項 １ ０ に 記 載 の 融 合 タ ン パ ク 質 、 請 求 項 １
１ に 記 載 の 組 合 せ ポ リ ペ プ チ ド 、 あ る い は 、 請 求 項 １ ２ ま た は １ ３ の い ず れ か に 記 載 の 薬
学 的 組 成 物 を 使 用 す る た め の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
患 者 に お け る 結 核 を 検 出 す る た め の 診 断 剤 の 製 造 に お い て 、 請 求 項 １ に 記 載 さ れ る ポ リ ペ
プ チ ド を 含 む 組 成 物 を 使 用 す る た め の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
診 断 キ ッ ト で あ っ て 、
（ ａ ） 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド ； お よ び
（ ｂ ） 患 者 の 皮 膚 細 胞 を 該 ポ リ ペ プ チ ド に 接 触 さ せ る の に 十 分 な 装 置
を 備 え る 、 キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ １ 】
請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を 産 生 す る た め の プ ロ セ ス で あ っ て 、 該 プ ロ セ ス は 、 以 下
：
　 （ ａ ） 該 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 発 現 ベ ク タ ー に 挿 入 す る 工 程 ；
　 （ ｂ ） 該 発 現 ベ ク タ ー で 適 切 な 宿 主 細 胞 を 、 形 質 転 換 ま た は ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン を す
る 工 程 ； お よ び
　 （ ｃ ） 該 宿 主 細 胞 に お い て 該 ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る 工 程
を 包 含 す る 、 プ ロ セ ス 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 一 般 に 、 Mycobacterium tuberculosis感 染 の 検 出 、 処 置 、 お よ び 予 防 に 関 す
る 。 本 発 明 は 、 よ り 詳 細 に は 、 Mycobacterium tuberculosis抗 原 、 ま た は そ の 部 分 も し く
は 他 の 変 異 体 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド 、 お よ び Mycobacterium tuberculosis感 染 に 対 す る 診 断
お よ び ワ ク チ ン 接 種 の た め の こ の よ う な ポ リ ペ プ チ ド の 使 用 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 発 明 の 背 景
　 結 核 は 、 慢 性 の 、 感 染 性 疾 患 で あ り 、 一 般 に Mycobacterium tuberculosisの 感 染 に よ り
生 じ る 。 結 核 は 発 展 途 上 国 で 主 要 な 疾 患 で あ り 、 そ し て 世 界 中 の 先 進 地 域 で 問 題 が 増 大 し
て お り 、 毎 年 約 ８ 百 万 人 が 新 た に 発 病 し 、 そ し て ３ 百 万 人 が 死 亡 す る 。 感 染 は か な り の 期
間 無 症 候 性 で あ り 得 る が 、 こ の 疾 患 は 、 最 も 一 般 的 に は 、 発 熱 お よ び 空 咳 を 生 じ る 肺 の 急
性 炎 症 と し て 発 現 す る 。 処 置 し な い で お く と 、 典 型 的 に は 、 重 篤 な 合 併 症 お よ び 死 を も た
ら す 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 結 核 は 一 般 に は 広 範 な 抗 生 物 質 治 療 を 用 い て 制 御 さ れ 得 る が 、 こ の よ う な 処 置 は こ の 疾
患 の 蔓 延 を 妨 げ る に は 十 分 で な い 。 感 染 し た 個 体 は 無 症 候 性 で あ り 得 る が 、 か な り 長 い 間
、 伝 染 性 で あ る 。 さ ら に 、 処 置 レ ジ メ に 従 う こ と が 重 要 で あ る が 、 患 者 の 行 動 を 監 視 す る
こ と は 困 難 で あ る 。 何 人 か の 患 者 は 処 置 過 程 を 完 了 せ ず 、 こ れ は 効 果 の な い 処 置 お よ び 薬
物 耐 性 の 発 達 に 通 じ 得 る 。
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【 ０ ０ ０ ４ 】
　 結 核 の 蔓 延 を 阻 害 す る た め に は 、 有 効 な ワ ク チ ン 接 種 お よ び 疾 患 の 正 確 な 初 期 診 断 が 必
要 で あ る 。 現 在 、 生 細 菌 を 用 い る ワ ク チ ン 接 種 は 、 防 御 免 疫 を 誘 導 す る た め に 最 も 有 効 な
方 法 で あ る 。 こ の 目 的 の た め に 用 い ら れ る 最 も 一 般 的 な Mycobacteriumは 、 Mycobacterium
 bovisの 無 発 病 性 株 で あ る 、 Bacillus Calmette-Guerin（ BCG） で あ る 。 し か し 、 BCGの 安
全 性 お よ び 効 力 は 論 争 の 源 で あ り 、 そ し て ア メ リ カ 合 衆 国 の よ う な い く つ か の 国 は 、 一 般
大 衆 に ワ ク チ ン 接 種 を お こ な わ な い 。 診 断 は 、 一 般 に 、 皮 膚 テ ス ト を 用 い て 達 成 さ れ る 。
皮 膚 テ ス ト は 、 ツ ベ ル ク リ ン PPD（ 精 製 さ れ た タ ン パ ク 質 の 誘 導 体 ） に 対 す る 皮 内 曝 露 に
関 与 す る 。 抗 原 特 異 的 Ｔ 細 胞 応 答 は 、 注 射 後 48～ 72時 間 で 注 射 部 位 に 測 定 可 能 な 潜 伏 を 生
じ 、 こ れ は マ イ コ バ ク テ リ ア の 抗 原 へ の 曝 露 を 示 す 。 し か し 、 感 度 お よ び 特 異 性 に つ い て
は こ の テ ス ト で は 問 題 が あ り 、 そ し て BCGを ワ ク チ ン 接 種 さ れ た 個 体 は 感 染 し た 個 体 と 区
別 さ れ 得 な い 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 マ ク ロ フ ァ ー ジ は M. tuberculosis免 疫 性 の 主 要 な エ フ ェ ク タ ー と し て 作 用 す る こ と が
示 さ れ た と は い え 、 Ｔ 細 胞 は こ の よ う な 免 疫 性 の 優 勢 な イ ン デ ュ ー サ ー で あ る 。 M.tuberc
ulosis感 染 に 対 す る 防 御 に お け る Ｔ 細 胞 の 本 質 的 な 役 割 は 、 ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス （ HIV
） の 感 染 に 関 連 す る CD4 Ｔ 細 胞 の 涸 渇 に 起 因 す る 、 AIDS患 者 に お け る M.tuberculosisの 頻
繁 な 発 生 に よ り 例 示 さ れ る 。 マ イ ク バ ク テ リ ア 応 答 性 CD4 Ｔ 細 胞 は γ -イ ン タ ー フ ェ ロ ン
（ IFN-γ ） の 強 力 な プ ロ デ ュ ー サ ー で あ る こ と が 示 さ れ て お り 、 こ れ は 、 次 に 、 マ ウ ス に
お い て マ ク ロ フ ァ ー ジ の 抗 マ イ コ バ ク テ リ ア 効 果 を 誘 発 す る こ と も 示 さ れ た 。 ヒ ト に お け
る IFN-γ の 役 割 は そ れ ほ ど 明 ら か で な い が 、 研 究 に よ り 、 1,25-ジ ヒ ド ロ キ シ -ビ タ ミ ン D3
単 独 ま た は こ れ と IFN-γ ま た は 腫 瘍 壊 死 因 子 -α と の 組 み 合 わ せ の い ず れ か が 、 ヒ ト マ ク
ロ フ ァ ー ジ を 活 性 化 し て M.tuberculosis感 染 を 阻 害 す る こ と が 示 さ れ た 。 さ ら に 、 IFN-γ
が ヒ ト マ ク ロ フ ァ ー ジ を 刺 激 し て 1,25-ジ ヒ ド ロ キ シ -ビ タ ミ ン D3を 生 じ る こ と が 知 ら れ る
。 同 様 に 、 IL-12は M.tuberculosis感 染 に 対 す る 耐 性 を 刺 激 す る の に 役 割 を 果 た す こ と が
示 さ れ た 。 M. tuberculosis感 染 の 免 疫 学 の 総 説 に つ い て は 、 非 特 許 文 献 １ を 参 照 の こ と
。
【 非 特 許 文 献 １ 】 Chanお よ び Kaufmann、 Tuberculosis： Pathogenesis、 Protection and C
ontrol,Bloom（ 編 ） 、 ASM Press、 Washington, DC、 1994
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 従 っ て 、 当 該 分 野 に お い て 結 核 を 予 防 、 処 置 、 お よ び 検 出 す る た め の 改 善 さ れ た ワ ク チ
ン お よ び 方 法 に つ い て の 要 求 が 存 在 す る 。 本 発 明 は 、 こ れ ら の 要 求 を 満 た し 、 そ し て さ ら
に 他 の 関 連 す る 利 点 を 提 供 す る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ７ 】
発 明 の 要 旨
本 発 明 に よ っ て 、 以 下 が 提 供 さ れ る ：
（ １ ） 可 溶 性 M.tuberculosis抗 原 の 免 疫 原 性 部 分 、 ま た は 保 存 的 置 換 お よ び ／ ま た は 改 変
で の み 異 な る 該 抗 原 の 変 異 体 を 含 有 す る ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て 、 該 抗 原 は 、 以 下 か ら な る
群 か ら 選 択 さ れ る Ｎ 末 端 配 列 を 有 す る 、 ポ リ ペ プ チ ド ：
　 （ a） 　 Asp-Pro-Val-Asp-Ala-Val-Ile-Asn-Thr-Thr-Cys-Asn-Tyr-Gly-Gln-Val-
　 　 　  Val-Ala-Ala-Leu（ 配 列 番 号 120） ；
　 （ b） 　 Ala-Val-Glu-Ser-Gly-Met-Leu-Ala-Leu-Gly-Thr-Pro-Ala-Pro-Ser（ 配 列
　 　 　 番 号 121） ；
　 （ c） 　 Ala-Ala-Met-Lys-Pro-Arg-Thr-Gly-Asp-Gly-Pro-Leu-Glu-Ala-Ala-Lys-
　 　 　  Glu-Gly-Arg（ 配 列 番 号 122） ；
　 （ d） 　 Tyr-Tyr-Trp-Cys-Pro-Gly-Gln-Pro-Phe-Asp-Pro-Ala-Trp-Gly-Pro（ 配 列
　 　 　 番 号 123） ；
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　 （ e） 　 Asp-Ile-Gly-Ser-Glu-Ser-Thr-Glu-Asp-Gln-Gln-Xaa-Ala-Val（ 配 列 番 号
　 　 　 　 124） ；
　 （ f） 　 Ala-Glu-Glu-Ser-Ile-Ser-Thr-Xaa-Glu-Xaa-Ile-Val-Pro（ 配 列 番 号
　 　 　  125） ；
　 （ g） 　 Asp-Pro-Glu-Pro-Ala-Pro-Pro-Val-Pro-Thr-Thr-Ala-Ala-Ser-Pro-Pro-
　 　 　  Ser（ 配 列 番 号 126） ；
　 （ h） 　 Ala-Pro-Lys-Thr-Tyr-Xaa-Glu-Glu-Leu-Lys-Gly-Thr-Asp-Thr-Gly（ 配 列
　 　 　 番 号 127） ；
　 （ i） 　 Asp-Pro-Ala-Ser-Ala-Pro-Asp-Val-Pro-Thr-Ala-Ala-Gln-Leu-Thr-Ser-
　 　 　  Leu-Leu-Asn-Ser-Leu-Ala-Asp-Pro-Asn-Val-Ser-Phe-Ala-Asn（ 配 列 番 号
　 　 　 128） ； お よ び
　 （ j） 　 Ala-Pro-Glu-Ser-Gly-Ala-Gly-Leu-Gly-Gly-Thr-Val-Gln-Ala-Gly（ 配 列
　 　 　 番 号 136）
こ こ で Xaaは 任 意 の ア ミ ノ 酸 で あ り 得 る 。
（ ２ ） M.tuberculosis抗 原 の 免 疫 原 性 部 分 、 ま た は 保 存 的 置 換 お よ び ／ ま た は 改 変 で の み
異 な る 該 抗 原 の 変 異 体 を 含 有 す る ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て 、 該 抗 原 は 、 以 下 か ら な る 群 か ら
選 択 さ れ る Ｎ 末 端 配 列 を 有 す る 、 ポ リ ペ プ チ ド ：
　 （ a） 　 Asp-Pro-Pro-Asp-Pro-His-Gln-Xaa-Asp-Met-Thr-Lys-Gly-Tyr-Tyr-Pro-
　 　  　 Gly-Gly-Arg-Arg-Xaa-Phe（ 配 列 番 号 129） ； お よ び
　 （ b） 　  Xaa-Tyr-Ile-Ala-Tyr-Xaa-Thr-Thr-Ala-Gly-Ile-Val-Pro-Gly-Lys-Ile-
　 　 　 　 Asn-Val-His-Leu-Val（ 配 列 番 号 137） 、
こ こ で 、 Ｘ aaは 、 任 意 の ア ミ ノ 酸 で あ り 得 る 。
（ ３ ） 可 溶 性 M.tuberculosis抗 原 の 免 疫 原 性 部 分 、 ま た は 保 存 的 置 換 お よ び ／ ま た は 改 変
で の み 異 な る 該 抗 原 の 変 異 体 を 含 有 す る ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て 、 該 抗 原 は 、 配 列 番 号 １ 、
２ 、 ４ － １ ０ 、 １ ３ － ２ ５ 、 ５ ２ 、 ９ ９ お よ び １ ０ １ に 記 載 の 配 列 、 該 配 列 の 相 補 体 、 お
よ び 適 度 に ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で 、 配 列 番 号 １ 、 ２ 、 ４ － １ ０ 、 １ ３ － ２ ５ 、 ５ ２
、 ９ ９ お よ び １ ０ １ に 記 載 の 配 列 ま た は そ の 相 補 体 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る DNA配 列 か ら な
る 群 か ら 選 択 さ れ る DNA配 列 に よ り コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 有 す る 、 ポ リ ペ プ チ ド
。
（ ４ ） M.tuberculosis抗 原 の 免 疫 原 性 部 分 、 ま た は 保 存 的 置 換 お よ び ／ ま た は 改 変 で の み
異 な る 該 抗 原 の 変 異 体 を 含 有 す る ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て 、 該 抗 原 は 、 配 列 番 号 ２ ６ － ５ １
に 記 載 の 配 列 、 該 配 列 の 相 補 体 、 お よ び 適 度 に ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で 、 配 列 番 号 ２
６ － ５ １ に 記 載 の 配 列 ま た は そ の 相 補 体 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る DNA配 列 か ら な る 群 か ら 選
択 さ れ る DNA配 列 に よ り コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 有 す る 、 ポ リ ペ プ チ ド 。
（ ５ ） 項 目 １ か ら ４ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列
を 含 有 す る DNA分 子 。
（ ６ ） 項 目 ５ に 記 載 の DNA分 子 を 含 有 す る 発 現 ベ ク タ ー 。
（ ７ ） 項 目 ６ に 記 載 の 発 現 ベ ク タ ー で 形 質 転 換 さ れ た 宿 主 細 胞 。
８ ） 前 記 宿 主 細 胞 が 、 E.coli、 酵 母 、 お よ び 哺 乳 動 物 細 胞 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 項
目 ７ に 記 載 の 宿 主 細 胞 。
（ ９ ） 項 目 １ か ら ４ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の １ つ ま た は そ れ 以 上 の ポ リ ペ プ チ ド 、 お よ び
生 理 学 的 に 受 容 可 能 な キ ャ リ ア を 含 有 す る 薬 学 的 組 成 物 。
（ １ ０ ） 項 目 ５ に 記 載 の １ つ ま た は そ れ 以 上 の DNA分 子 、 お よ び 生 理 学 的 に 受 容 可 能 な キ
ャ リ ア を 含 有 す る 薬 学 的 組 成 物 。
（ １ １ ） 配 列 番 号 ３ 、 １ １ お よ び １ ２ に 記 載 の １ つ ま た は そ れ 以 上 の DNA配 列 、 お よ び 生
理 学 的 に 受 容 可 能 な キ ャ リ ア を 含 有 す る 薬 学 的 組 成 物 。
（ １ ２ ） 項 目 １ か ら ４ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の １ つ ま た は そ れ 以 上 の ポ リ ペ プ チ ド 、 お よ
び 非 特 異 的 免 疫 応 答 エ ン ハ ン サ ー を 含 有 す る ワ ク チ ン 。
（ １ ３ ） 配 列 番 号 １ ３ ４ お よ び １ ３ ５ に 記 載 の 配 列 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る Ｎ 末 端 配 列
を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 、 お よ び 非 特 異 的 免 疫 応 答 エ ン ハ ン サ ー を 含 有 す る ワ ク チ ン 。
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（ １ ４ ） 配 列 番 号 ３ 、 １ １ お よ び １ ２ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る DNA配 列 、 該 配 列 の 相 補
体 、 お よ び 配 列 番 号 ３ 、 １ １ お よ び １ ２ に 記 載 の 配 列 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る DNA配 列 か ら
な る 群 か ら 選 択 さ れ る DNA配 列 に よ り コ ー ド さ れ る １ つ ま た は そ れ 以 上 の ポ リ ペ プ チ ド ；
お よ び 非 特 異 的 免 疫 応 答 エ ン ハ ン サ ー を 含 有 す る ワ ク チ ン 。
（ １ ５ ） 前 記 非 特 異 的 免 疫 応 答 エ ン ハ ン サ ー が ア ジ ュ バ ン ト で あ る 、 項 目 １ ２ ～ １ ４ に 記
載 の ワ ク チ ン 。
（ １ ６ ） 項 目 ５ に 記 載 の １ つ ま た は そ れ 以 上 の DNA分 子 お よ び 非 特 異 的 免 疫 応 答 エ ン ハ ン
サ ー を 含 有 す る ワ ク チ ン 。
（ １ ７ ） 配 列 番 号 ３ 、 １ １ お よ び １ ２ に 記 載 の １ つ ま た は そ れ 以 上 の DNA配 列 お よ び 非 特
異 的 免 疫 応 答 エ ン ハ ン サ ー を 含 有 す る ワ ク チ ン 。
（ １ ８ ） 前 記 非 特 異 的 免 疫 応 答 エ ン ハ ン サ ー が ア ジ ュ バ ン ト で あ る 、 項 目 １ ６ ま た は １ ７
に 記 載 の ワ ク チ ン 。
（ １ ９ ） 項 目 ９ か ら １ １ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 薬 学 的 組 成 物 を 患 者 に 投 与 す る 工 程 を 包
含 す る 、 患 者 の 防 御 免 疫 を 誘 導 す る た め の 方 法 。
（ ２ ０ ） 項 目 １ ２ か ら １ ８ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の ワ ク チ ン を 患 者 に 投 与 す る 工 程 を 包 含
す る 、 患 者 の 防 御 免 疫 を 誘 導 す る た め の 方 法 。
（ ２ １ ） 項 目 １ か ら ４ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の １ つ ま た は そ れ 以 上 の ポ リ ペ プ チ ド を 含 有
す る 融 合 タ ン パ ク 質 。
（ ２ ２ ） 項 目 １ か ら ４ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の １ つ ま た は そ れ 以 上 の ポ リ ペ プ チ ド 、 お よ
び ESAT-6を 含 有 す る 融 合 タ ン パ ク 質 。
（ ２ ３ ） 項 目 ２ １ ま た は ２ ２ に 記 載 の 融 合 タ ン パ ク 質 、 お よ び 生 理 学 的 に 受 容 可 能 な キ ャ
リ ア を 含 有 す る 薬 学 的 組 成 物 。
（ ２ ４ ） 項 目 ２ １ ま た は ２ ２ に 記 載 の 融 合 タ ン パ ク 質 、 お よ び 非 特 異 的 免 疫 応 答 エ ン ハ ン
サ ー を 含 有 す る ワ ク チ ン 。
（ ２ ５ ） 前 記 非 特 異 的 免 疫 応 答 エ ン ハ ン サ ー が ア ジ ュ バ ン ト で あ る 、 項 目 ２ ４ に 記 載 の ワ
ク チ ン 。
（ ２ ６ ） 項 目 ２ ３ に 記 載 の 薬 学 的 組 成 物 を 患 者 に 投 与 す る 工 程 を 包 含 す る 、 患 者 の 防 御 免
疫 を 誘 導 す る た め の 方 法 。
（ ２ ７ ） 項 目 ２ ４ ま た は ２ ５ に 記 載 の ワ ク チ ン を 患 者 に 投 与 す る 工 程 を 包 含 す る 、 患 者 の
防 御 免 疫 を 誘 導 す る た め の 方 法 。
（ ２ ８ ） 患 者 の 結 核 を 検 出 す る た め の 方 法 で あ っ て 、
（ a） 項 目 １ ～ ４ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の １ つ ま た は そ れ 以 上 の ポ リ ペ プ チ ド と 、 患 者 の
皮 膚 細 胞 を 接 触 さ せ る 工 程 ； お よ び
（ b） 該 患 者 の 皮 膚 上 で の 免 疫 応 答 を 検 出 し 、 そ れ か ら 該 患 者 の 結 核 を 検 出 す る 工 程
を 包 含 す る 、 方 法 。
（ ２ ９ ） 患 者 の 結 核 を 検 出 す る た め の 方 法 で あ っ て 、
（ a） 配 列 番 号 １ ３ ４ お よ び １ ３ ５ に 記 載 の 配 列 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る Ｎ 末 端 配 列 を
有 す る ポ リ ペ プ チ ド と 、 患 者 の 皮 膚 細 胞 を 接 触 さ せ る 工 程 ； お よ び
（ b） 該 患 者 の 皮 膚 上 で の 免 疫 応 答 を 検 出 し 、 そ れ か ら 該 患 者 の 結 核 を 検 出 す る 工 程
を 包 含 す る 、 方 法 。
（ ３ ０ ） 患 者 の 結 核 を 検 出 す る た め の 方 法 で あ っ て 、
（ a） 配 列 番 号 ３ 、 １ １ お よ び １ ２ 、 該 配 列 の 相 補 体 、 お よ び 配 列 番 号 ３ 、 １ １ お よ び １
２ に 記 載 の 配 列 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る DNA配 列 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る DNA配 列 に よ り コ
ー ド さ れ る １ つ ま た は そ れ 以 上 の ポ リ ペ プ チ ド と 、 患 者 の 皮 膚 細 胞 を 接 触 さ せ る 工 程 ； お
よ び
（ b） 該 患 者 の 皮 膚 上 で の 免 疫 応 答 を 検 出 し 、 そ れ か ら 該 患 者 の 結 核 を 検 出 す る 工 程
を 包 含 す る 、 方 法 。
（ ３ １ ） 前 記 免 疫 応 答 が 硬 化 で あ る 、 項 目 ２ ８ か ら ３ ０ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
（ ３ ２ ） 以 下 を 含 む 診 断 キ ッ ト ：
（ a） 項 目 １ ～ ４ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド ； お よ び
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（ b） 該 ポ リ ペ プ チ ド を 患 者 の 皮 膚 細 胞 と 接 触 さ せ る に 十 分 な 器 具 。
（ ３ ３ ） 以 下 を 含 む 診 断 キ ッ ト ：
（ a） 配 列 番 号 １ ３ ４ お よ び １ ３ ５ に 記 載 の 配 列 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る Ｎ 末 端 配 列 を
有 す る ポ リ ペ プ チ ド ； お よ び
（ b） 該 ポ リ ペ プ チ ド を 患 者 の 皮 膚 細 胞 と 接 触 さ せ る に 十 分 な 器 具 。
（ ３ ４ ） 以 下 を 含 む 診 断 キ ッ ト ：
（ a） 配 列 番 号 ３ 、 １ １ お よ び １ ２ 、 該 配 列 の 相 補 体 、 お よ び 配 列 番 号 ３ 、 １ １ お よ び １
２ に 記 載 の 配 列 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る DNA配 列 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る DNA配 列 に よ り コ
ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド ； お よ び
（ b） 該 ポ リ ペ プ チ ド を 患 者 の 皮 膚 細 胞 と 接 触 さ せ る に 十 分 な 器 具 。
簡 潔 に 述 べ る と 、 本 発 明 は 結 核 を 予 防 お よ び 診 断 す る た め の 化 合 物 お よ び 方 法 を 提 供 す る
。 １ つ の 局 面 に お い て 、 可 溶 性 M. tuberculosis抗 原 の 抗 原 性 部 分 、 ま た は 保 存 的 置 換 お
よ び ／ も し く は 改 変 の み が 異 な る こ の よ う な 抗 原 の 変 異 体 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド が 提 供 さ れ
る 。 こ の 局 面 の １ つ の 実 施 態 様 に お い て 、 可 溶 性 抗 原 は 以 下 の Ｎ 末 端 配 列 の １ つ を 有 す る
：
　 （ a） 　 Asp-Pro-Val-Asp-Ala-Val-Ile-Asn-Thr-Thr-Cys-Asn-Tyr-Gly-Gln-Val-
　 　 　 　 Val-Ala-Ala-Leu（ 配 列 番 号 120） ；
　 （ b） 　 Ala-Val-Glu-Ser-Gly-Met-Leu-Ala-Leu-Gly-Thr-Pro-Ala-Pro-Ser（ 配 列
　 　 　 番 号 121） ；
　 （ c） 　 Ala-Ala-Met-Lys-Pro-Arg-Thr-Gly-Asp-Gly-Pro-Leu-Glu-Ala-Ala-Lys-
　 　 　  Glu-Gly-Arg（ 配 列 番 号 122） ；
　 （ d） 　 Tyr-Tyr-Trp-Cys-Pro-Gly-Gln-Pro-Phe-Asp-Pro-Ala-Trp-Gly-Pro（ 配 列
　 　 　 番 号 123） ；
　 （ e） 　 Asp-Ile-Gly-Ser-Glu-Ser-Thr-Glu-Asp-Gln-Gln-Xaa-Ala-Val（ 配 列 番 号
　 　 　  124） ；
　 （ f） 　 Ala-Glu-Glu-Ser-Ile-Ser-Thr-Xaa-Glu-Xaa-Ile-Val-Pro（ 配 列 番 号
　 　 　  125） ；
　 （ g） 　 Asp-Pro-Glu-Pro-Ala-Pro-Pro-Val-Pro-Thr-Thr-Ala-Ala-Ser-Pro-Pro-
　 　 　  Ser（ 配 列 番 号 126） ；
　 （ h） 　 Ala-Pro-Lys-Thr-Tyr-Xaa-Glu-Glu-Leu-Lys-Gly-Thr-Asp-Thr-Gly（ 配 列
　 　 　 番 号 127） ；
　 （ i） 　 Asp-Pro-Ala-Ser-Ala-Pro-Asp-Val-Pro-Thr-Ala-Ala-Gln-Leu-Thr-Ser-
　 　 　 Leu-Leu-Asn-Ser-Leu-Ala-Asp-Pro-Asn-Val-Ser-Phe-Ala-Asn（ 配 列 番 号
　 　 　 128） ；
　 （ j） 　 Xaa-Asp-Ser-Glu-Lys-Ser-Ala-Thr-Ile-Lys-Val-Thr-Asp-Ala-Ser（ 配 列
　 　 　 番 号 134） ；
　 （ k） 　 Ala-Gly-Asp-Thr-Xaa-Ile-Tyr-Ile-Val-Gly-Asn-Leu-Thr-Ala-Asp（ 配 列
　 　 　 番 号 135） ； ま た は
　 （ l） 　 Ala-Pro-Glu-Ser-Gly-Ala-Gly-Leu-Gly-Gly-Thr-Val-Gln-Ala-Gly（ 配 列
　 　 　 番 号 136） 、
こ こ で 、 Xaaは 任 意 の ア ミ ノ 酸 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 関 連 す る 局 面 で は 、 M. tuberculosis抗 原 の 免 疫 原 性 部 分 ま た は 保 存 的 置 換 お よ び ／ も
し く は 改 変 の み が 異 な る こ の よ う な 抗 原 の 変 異 体 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド が 提 供 さ れ 、 こ の 抗
原 は 以 下 の Ｎ 末 端 配 列 の １ つ を 有 す る ：
　 （ m） 　 Xaa-Tyr-Ile-Ala-Tyr-Xaa-Thr-Thr-Ala-Gly-Ile-Val-Pro-Gly-Lys-Ile-
　 　 　  Asn-Val-His-Leu-Val（ 配 列 番 号 137） ； ま た は
　 （ n） 　 Asp-Pro-Pro-Asp-Pro-His-Gln-Xaa-Asp-Met-Thr-Lys-Gly-Tyr-Tyr-Pro-
　 　 　  Gly-Gly-Arg-Arg-Xaa-Phe（ 配 列 番 号 129） 、
こ こ で 、 Xaaは 任 意 の ア ミ ノ 酸 で あ り 得 る 。
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【 ０ ０ ０ ９ 】
　 別 の 実 施 態 様 で は 、 抗 原 は 、 配 列 番 号 １ 、 ２ 、 ４ ～ 10、 13～ 25、 52、 99お よ び 101に 列
挙 さ れ る 配 列 か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る DNA配 列 、 こ の 配 列 の 相 補 体 、 な ら び に 配 列 番 号
１ 、 ２ 、 ４ ～ 10、 13～ 25、 52、 99お よ び 101に 列 挙 さ れ る 配 列 ま た は そ れ ら の 相 補 体 に 中
程 度 に ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る DNA配 列 に よ り コ ー ド さ れ る ア ミ
ノ 酸 配 列 を 含 む 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 関 連 す る 局 面 で は 、 ポ リ ペ プ チ ド は 、 M. tuberculosis抗 原 の 抗 原 性 部 分 ま た は 保 存 的
置 換 お よ び ／ も し く は 改 変 の み が 異 な る こ の よ う な 抗 原 の 変 異 体 を 含 む 。 こ こ で 、 抗 原 は
配 列 番 号 26～ 51に 列 挙 さ れ る 配 列 か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る DNA配 列 、 こ れ ら の 配 列 の 相
補 体 、 お よ び 配 列 番 号 26～ 51に 列 挙 さ れ る 配 列 ま た は そ れ ら の 相 補 体 に 中 程 度 に ス ト リ ン
ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る DNA配 列 に よ り コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む
。
【 ０ ０ １ １ 】
　 関 連 す る 局 面 で は 、 上 記 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る DNA配 列 、 こ れ ら の DNA配 列 を 含 む
発 現 ベ ク タ ー 、 お よ び こ の よ う な 発 現 ベ ク タ ー で 形 質 転 換 ま た は ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た
宿 主 細 胞 も ま た 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 別 の 局 面 で は 、 本 発 明 は 第 １ お よ び 第 ２ の 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は あ る い は 、 本
発 明 の ポ リ ペ プ チ ド お よ び 公 知 の M. tuberculosis抗 原 を 含 む 融 合 タ ン パ ク 質 を 提 供 す る
。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 他 の 局 面 で は 、 本 発 明 は 、 上 記 の １ つ 以 上 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は こ の よ う な ポ リ ペ プ チ
ド を コ ー ド す る DNA分 子 、 お よ び 生 理 学 的 に 受 容 可 能 な キ ャ リ ア を 含 有 す る 薬 学 的 組 成 物
を 提 供 す る 。 本 発 明 は ま た 、 上 記 の １ つ 以 上 の ポ リ ペ プ チ ド お よ び 非 特 異 的 免 疫 応 答 エ ン
ハ ン サ ー を 含 有 す る ワ ク チ ン を 、 １ つ 以 上 の こ の よ う な ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る DNA配
列 お よ び 非 特 異 的 免 疫 応 答 エ ン ハ ン サ ー を 含 有 す る ワ ク チ ン と と も に 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 な お 別 の 局 面 で は 、 患 者 で の 防 御 免 疫 を 誘 導 す る た め の 方 法 が 提 供 さ れ る 。 こ の 方 法 は
、 １ つ 以 上 の 上 記 ポ リ ペ プ チ ド の 有 効 量 を 、 患 者 に 投 与 す る 工 程 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 局 面 で は 、 患 者 に お け る 結 核 を 検 出 す る た め の 方 法 お よ び 診 断 キ ッ ト
が 提 供 さ れ る 。 こ の 方 法 は 、 患 者 の 表 皮 細 胞 と 上 記 の １ つ 以 上 の ポ リ ペ プ チ ド と を 接 触 さ
せ る 工 程 、 お よ び 患 者 の 皮 膚 上 の 免 疫 応 答 を 検 出 す る 工 程 を 包 含 す る 。 診 断 キ ッ ト は 、 患
者 の 表 皮 細 胞 と ポ リ ペ プ チ ド を 接 触 さ せ る に 充 分 な 装 置 と 組 み 合 わ せ た 上 記 の １ つ 以 上 の
ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 の こ れ ら お よ び 他 の 局 面 は 、 以 下 の 詳 細 な 説 明 お よ び 添 付 の 図 面 を 参 照 す れ ば 明
ら か に な る 。 本 明 細 書 中 に 開 示 さ れ る す べ て の 文 献 は 、 こ の 結 果 、 各 々 が 個 々 に 組 み 込 ま
れ た か の よ う に 、 そ の 全 体 が 本 明 細 書 中 に 参 考 と し て 援 用 さ れ る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ７ 】
発 明 の 詳 細 な 説 明
　 上 記 の よ う に 、 本 発 明 は 、 一 般 に 、 結 核 を 予 防 、 処 置 、 お よ び 診 断 す る た め の 組 成 物 お
よ び 方 法 に 関 す る 。 本 発 明 の 組 成 物 は 、 M. tuberculosis抗 原 、 ま た は 保 存 的 置 換 お よ び
／ ま た は 改 変 で の み 異 な る こ の よ う な 抗 原 の 変 異 体 の 、 少 な く と も １ つ の 免 疫 原 性 部 分 を
含 む ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 。 本 発 明 の 範 囲 内 の ポ リ ペ プ チ ド と し て は 、 免 疫 原 性 の 可 溶 性 M.
tuberculosis抗 原 が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 「 可 溶 性 M. tuberculosis抗
原 」 は 、 M. tuberculosis培 養 濾 液 中 に 存 在 す る M.tuberculosis起 源 の タ ン パ ク 質 で あ る
。 本 明 細 書 で 使 用 す る 用 語 「 ポ リ ペ プ チ ド 」 は 、 全 長 タ ン パ ク 質 （ す な わ ち 、 抗 原 ） を 含
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む 、 任 意 の 長 さ の ア ミ ノ 酸 鎖 を 包 含 し 、 こ こ で 、 ア ミ ノ 酸 残 基 は 共 有 ペ プ チ ド 結 合 に よ っ
て 連 結 さ れ て い る 。 従 っ て 、 上 記 の 抗 原 の １ つ の 免 疫 原 性 部 分 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド は 、 全
体 が 免 疫 原 性 部 分 か ら な り 得 る か 、 ま た は さ ら な る 配 列 を 含 み 得 る 。 さ ら な る 配 列 は 、 天
然 の M.tuberculosis抗 原 に 由 来 し 得 る か 、 ま た は 異 種 の も の で あ り 得 、 そ し て こ の よ う な
配 列 は 、 免 疫 原 性 で あ り 得 る （ そ う で あ る 必 要 は な い ） 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 す る 「 免 疫 原 性 」 は 、 患 者 （ 例 え ば ヒ ト ） お よ び ／ ま た は 生 物 学 的 サ ン
プ ル に お い て 免 疫 応 答 （ 例 え ば 、 細 胞 性 ） を 誘 発 す る 能 力 を い う 。 特 に 、 免 疫 原 性 で あ る
抗 原 （ お よ び 免 疫 原 性 部 分 ま た は こ の よ う な 抗 原 の 他 の 変 異 体 ） は 、 Ｔ 細 胞 、 NK細 胞 、 Ｂ
細 胞 、 お よ び マ ク ロ フ ァ ー ジ （ こ こ で 、 細 胞 は M. tuberculosis免 疫 個 体 由 来 で あ る ） か
ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る １ つ 以 上 の 細 胞 を 含 む 生 物 学 的 サ ン プ ル に お い て 、 細 胞 増 殖 、 イ
ン タ ー ロ イ キ ン 12産 生 、 お よ び ／ ま た は イ ン タ ー フ ェ ロ ン γ 産 生 を 刺 激 し 得 る 。 １ つ 以 上
の M.tuberculosis抗 原 の 少 な く と も 免 疫 原 性 部 分 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド が 、 一 般 に 、 結 核 を
検 出 す る た め 、 ま た は 患 者 に お い て 結 核 に 対 し て 防 御 免 疫 を 誘 導 す る た め に 使 用 さ れ 得 る
。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 の 組 成 物 お よ び 方 法 は ま た 、 上 記 の ポ リ ペ プ チ ド の 変 異 体 を 包 含 す る 。 本 明 細 書
で 使 用 す る 「 変 異 体 」 は 、 保 存 的 置 換 お よ び ／ ま た は 改 変 の み が 天 然 の 抗 原 と 異 な り 、 そ
の 結 果 、 ポ リ ペ プ チ ド の 免 疫 応 答 を 誘 導 す る 能 力 が 保 持 さ れ て い る ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。
こ の よ う な 変 異 体 は 、 一 般 に 、 例 え ば 本 明 細 書 中 に 記 載 す る 代 表 的 な 手 順 を 使 用 し て 、 上
記 の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 の １ つ を 改 変 し 、 そ し て 改 変 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド の 免 疫 原 性 特 性 を
評 価 す る こ と に よ っ て 、 同 定 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 「 保 存 的 置 換 」 は 、 ペ プ チ ド 化 学 の 当 業 者 が こ の ポ リ ペ プ チ ド の ２ 次 構 造 お よ び の ヒ ド
ロ パ シ ー 性 質 が 実 質 的 に 変 化 し て い な い こ と を 予 測 す る よ う に 、 ア ミ ノ 酸 を 類 似 す る 特 性
を 有 す る 別 の ア ミ ノ 酸 で 置 換 す る 置 換 で あ る 。 一 般 に 、 以 下 の 群 の ア ミ ノ 酸 は 、 保 存 的 変
化 を 示 す ： （ 1） ala、 pro、 gly、 glu、 asp、 gln、 asn、 ser、 thr； （ 2） cys、 ser、 tyr、
thr； （ 3） val、 ile、 leu、 met、 ala、 phe； （ 4） lys、 arg、 his； お よ び （ 5） phe、 tyr
、 trp、 his。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 変 異 体 は ま た （ ま た は あ る い は ） 、 例 え ば 、 ポ リ ペ プ チ ド の 免 疫 原 性 特 性 、 ２ 次 構 造 、
お よ び ヒ ド ロ パ シ ー 性 質 に 最 小 の 影 響 し か 及 ぼ さ な い ア ミ ノ 酸 の 欠 失 ま た は 付 加 に よ っ て
改 変 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 ポ リ ペ プ チ ド は 、 翻 訳 と 同 時 に ま た は 翻 訳 後 に タ ン パ ク 質 の 転 移
を 導 く タ ン パ ク 質 の Ｎ 末 端 で シ グ ナ ル （ ま た は リ ー ダ ー ） 配 列 に 結 合 さ れ 得 る 。 こ の ポ リ
ペ プ チ ド は ま た 、 ポ リ ペ プ チ ド （ 例 え ば 、 ポ リ -His） の 合 成 、 精 製 、 ま た は 同 定 を 容 易 に
す る た め に 、 ま た は 固 体 支 持 体 ヘ の こ の ポ リ ペ プ チ ド の 結 合 を 増 強 す る た め に 、 リ ン カ ー
ま た は 他 の 配 列 に 結 合 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 ポ リ ペ プ チ ド は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン Fc領 域 に 結 合
さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 関 連 す る 局 面 に お い て 、 組 合 せ ポ リ ペ プ チ ド が 開 示 さ れ る 。 「 組 合 せ ポ リ ペ プ チ ド 」 は
、 少 な く と も １ つ の 上 記 の 免 疫 原 性 部 分 お よ び １ つ 以 上 の さ ら な る 免 疫 原 性 M. tuberculo
sis配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド で あ り 、 こ れ は 、 ペ プ チ ド 結 合 に よ っ て 単 一 の ア ミ ノ 酸 鎖 に
接 合 さ れ て い る 。 こ の 配 列 は 、 直 接 接 合 さ れ る （ す な わ ち 、 介 入 ア ミ ノ 酸 な し に ） か 、 ま
た は 成 分 ポ リ ペ プ チ ド の 免 疫 原 性 特 性 を 顕 著 に 消 失 さ せ な い リ ン カ ー 配 列 （ 例 え ば 、 Gly-
Cys-Gly） に よ っ て 接 合 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 一 般 に 、 M. tuberculosis抗 原 、 お よ び こ の よ う な 抗 原 を コ ー ド す る DNA配 列 は 、 任 意 の
種 々 の 手 順 を 使 用 し て 調 製 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 可 溶 性 抗 原 を 、 当 業 者 に 公 知 の 手 順 （ 陰 イ
オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー お よ び 逆 相 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 含 む ） に よ っ て M.tubercul
osis培 養 濾 液 か ら 単 離 し 得 る 。 次 い で 、 精 製 さ れ た 抗 原 を 、 例 え ば 、 本 明 細 書 中 に 記 載 す
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る 代 表 的 な 方 法 を 使 用 し て 、 適 切 な 免 疫 応 答 （ 例 え ば 、 細 胞 性 ） を 誘 発 す る 能 力 に つ い て
評 価 し 得 る 。 次 い で 、 免 疫 原 性 抗 原 を 、 例 え ば 伝 統 的 な エ ド マ ン 化 学 の よ う な 技 法 を 使 用
し て 部 分 的 に 配 列 決 定 し 得 る 。 Edmanお よ び Berg,Eur. J. Biochem. 80:116-132, 1967を
参 照 の こ と 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 免 疫 原 性 抗 原 は ま た 、 こ の 抗 原 を コ ー ド す る DNA配 列 を 使 用 し て 組 換 え 的 に 産 生 さ れ 得
る 。 こ の DNA配 列 は 発 現 ベ ク タ ー に 挿 入 さ れ 、 そ し て 適 切 な 宿 主 内 で 発 現 さ れ る 。 可 溶 性
抗 原 を コ ー ド す る DNA分 子 を 、 可 溶 性 M.tuberculosis抗 原 に 対 し て 特 異 的 に 惹 起 さ れ た 抗
血 清 （ 例 え ば 、 ウ サ ギ ） を 用 い て 、 適 切 な M. tuberculosis発 現 ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー
ニ ン グ す る こ と に よ っ て 単 離 し 得 る 。 可 溶 性 で あ る か も し れ な い し そ う で な い か も し れ な
い 抗 原 を コ ー ド す る DNA配 列 を 、 M.tuberculosisに 感 染 し た 患 者 か ら 得 ら れ た 血 清 を 用 い
て 、 適 切 な M. tuberculosisゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リ ー ま た は cDNA発 現 ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー
ニ ン グ す る こ と に よ っ て 同 定 し 得 る 。 こ の よ う な ス ク リ ー ニ ン グ は 、 一 般 に 、 当 業 者 に 周
知 の 技 術 （ 例 え ば 、 Sambrookら 、 Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Sprin
g Harbor Laboratories, Cold Spring Harbor, NY, 1989に 記 載 さ れ る 技 術 ） を 使 用 し て
行 わ れ 得 る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 可 溶 性 抗 原 を コ ー ド す る DNA配 列 は ま た 、 単 離 さ れ た 可 溶 性 抗 原 の 部 分 ア ミ ノ 酸 配 列 に
由 来 す る 縮 重 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る DNA配 列 に つ い て 、 適 切 な M.tuber
culosis cDNAま た は ゲ ノ ム DNAラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ っ て 、 得 ら れ
得 る 。 こ の よ う な ス ク リ ー ニ ン グ で 使 用 す る た め の 縮 重 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 設 計 お
よ び 合 成 し 得 、 そ し て ス ク リ ー ニ ン グ は 、 （ 例 え ば ） Sambrookら 、 Molecular Cloning: A
 Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratories, Cold Spring Harbor, NY 1989
（ お よ び 本 明 細 書 中 で 援 用 さ れ た 参 考 文 献 ） に 記 載 さ れ る よ う に 行 い 得 る 。 ポ リ メ ラ ー ゼ
連 鎖 反 応 （ PCR） も ま た 、 当 該 分 野 で 周 知 の 方 法 に お い て 上 記 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 使
用 し て 、 cDNAま た は ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リ ー か ら 核 酸 プ ロ ー ブ を 単 離 す る た め に 用 い 得 る 。 次
い で 、 ラ イ ブ ラ リ ー ス ク リ ー ニ ン グ を 、 単 離 さ れ た プ ロ ー ブ を 使 用 し て 行 い 得 る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 あ る い は 、 M.tuberculosisに 由 来 す る ゲ ノ ム DNAラ イ ブ ラ リ ー ま た は cDNAラ イ ブ ラ リ ー
は 、 １ つ 以 上 の M.tuberculosisで 免 疫 し た 個 体 に 由 来 す る 末 梢 血 単 核 細 胞 （ PBMS） ま た は
Ｔ 細 胞 株 も し く は ク ロ ー ン を 用 い て 直 接 的 に ス ク リ ー ニ ン グ さ れ 得 る 。 一 般 に 、 こ の よ う
な ス ク リ ー ニ ン グ に お け る 使 用 の た め の PBMSお よ び ／ ま た は Ｔ 細 胞 は 、 以 下 に 記 載 の よ う
に 調 製 さ れ 得 る 。 直 接 的 ラ イ ブ ラ リ ー ス ク リ ー ニ ン グ は 、 一 般 に 、 発 現 さ れ た 組 換 え タ ン
パ ク 質 の プ ー ル を 、 M.tuberculosisで 免 疫 し た 個 体 に 由 来 す る Ｔ 細 胞 に お け る 増 殖 お よ び
／ ま た は イ ン タ ー フ ェ ロ ン -γ 産 生 を 誘 導 す る 能 力 に つ い て ア ッ セ イ す る こ と に よ り 行 わ
れ 得 る 。 あ る い は 、 潜 在 的 な Ｔ 細 胞 抗 原 は 、 第 １ に 、 上 記 の よ う に 、 抗 体 反 応 性 に 基 づ い
て 選 択 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 調 製 の 方 法 に か か わ ら ず 、 本 明 細 書 中 に 記 載 の 抗 原 （ お よ び そ の 免 疫 原 性 部 分 ） （ こ れ
は 、 可 溶 性 で あ っ て も そ う で な く て も よ い ） は 、 免 疫 原 性 応 答 を 誘 導 す る 能 力 を 有 す る 。
よ り 詳 細 に は 、 抗 原 は 、 M.tuberculosisで 免 疫 し た 個 体 に 由 来 す る Ｔ 細 胞 、 NK細 胞 、 Ｂ 細
胞 、 お よ び ／ ま た は マ ク ロ フ ァ ー ジ に お け る 増 殖 お よ び ／ ま た は サ イ ト カ イ ン 産 生 （ す な
わ ち 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン γ お よ び ／ ま た は イ ン タ ー ロ イ キ ン -12産 生 ） を 誘 導 す る 能 力 を
有 す る 。 抗 原 に 対 す る 免 疫 原 性 応 答 を 評 価 す る 際 に 使 用 す る た め の 細 胞 型 の 選 択 は 、 も ち
ろ ん 、 所 望 の 応 答 に 依 存 す る 。 例 え ば 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン -12産 生 は 、 Ｂ 細 胞 お よ び ／ ま
た は マ ク ロ フ ァ ー ジ を 含 有 す る 調 製 物 を 用 い て 最 も 容 易 に 評 価 さ れ る 。 M.tuberculosisで
免 疫 し た 個 体 は 、 M.tuberculosisに 対 す る 有 効 な Ｔ 細 胞 応 答 が 惹 起 さ れ た こ と に よ り 、 結
核 の 進 行 に 耐 性 で あ る （ す な わ ち 、 実 質 的 に 疾 患 の 症 状 が な い ） と 考 え ら れ る 個 体 で あ る
。 こ の よ う な 個 体 は 、 結 核 タ ン パ ク 質 （ PPD） に 対 す る 強 力 に 陽 性 な 皮 内 皮 膚 試 験 応 答 （
す な わ ち 、 約 10mmよ り 大 き な 硬 結 直 径 ） お よ び 結 核 病 の 徴 候 ま た は 症 状 が 無 い こ と に 基 づ
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い て 同 定 さ れ 得 る 。 M.tuberculosisで 免 疫 し た 個 体 に 由 来 す る Ｔ 細 胞 、 NK細 胞 、 Ｂ 細 胞 お
よ び マ ク ロ フ ァ ー ジ は 、 当 業 者 に 公 知 の 方 法 を 用 い て 調 製 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 PBMC（ 例 え
ば 、 末 梢 血 単 核 細 胞 ） の 調 製 は 、 構 成 細 胞 の さ ら な る 調 製 を 伴 わ ず に 行 な わ れ 得 る 。 PBMC
は 、 一 般 に 例 え ば 、 Ficoll T M を 通 し て の 密 度 勾 配 遠 心 分 離 を 用 い て 調 製 さ れ 得 る （ Winthr
op Laboratories, NY） 。 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ る ア ッ セ イ に お け る 使 用 の た め の Ｔ 細 胞
は ま た 、 PBMCか ら 直 接 精 製 さ れ 得 る 。 あ る い は 、 マ イ コ バ ク テ リ ア タ ン パ ク 質 に 対 し て 反
応 性 の 富 化 Ｔ 細 胞 株 、 ま た は 個 々 の マ イ コ バ ク テ リ ア タ ン パ ク 質 に 対 し て 反 応 性 な Ｔ 細 胞
ク ロ ー ン が 用 い ら れ 得 る 。 こ の よ う な Ｔ 細 胞 ク ロ ー ン は 、 例 え ば 、 マ イ コ バ ク テ リ ア タ ン
パ ク 質 を 有 す る 、 M.tuberculosisで 免 疫 し た 個 体 由 来 の PBMCを ２ ～ ４ 週 間 の 期 間 培 養 す る
こ と に よ り 作 製 さ れ 得 る 。 こ れ は 、 マ イ コ バ ク テ リ ア タ ン パ ク 質 特 異 的 Ｔ 細 胞 の み の 拡 大
を 可 能 に し 、 こ の よ う な 細 胞 の み で な る 株 を も た ら す 。 次 い で 、 こ れ ら の 細 胞 は 、 個 々 の
Ｔ 細 胞 特 異 性 を よ り 正 確 に 規 定 す る た め に 、 当 業 者 に 周 知 の 方 法 を 用 い て ク ロ ー ン 化 お よ
び 個 々 の タ ン パ ク 質 で 試 験 さ れ 得 る 。 一 般 に 、 M.tuberculosisで 免 疫 し た 個 体 に 由 来 す る
Ｔ 細 胞 、 NK細 胞 、 Ｂ 細 胞 、 お よ び ／ ま た は マ ク ロ フ ァ ー ジ を 用 い て 行 わ れ た 、 増 殖 お よ び
／ ま た は サ イ ト カ イ ン 産 生 （ す な わ ち 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン -γ お よ び ／ ま た は イ ン タ ー ロ
イ キ ン -12産 生 ） に つ い て の ア ッ セ イ で 陽 性 で あ る 抗 原 は 、 免 疫 原 性 で あ る と 考 え ら れ る
。 こ の よ う な ア ッ セ イ は 、 例 え ば 、 下 記 の 代 表 的 な 手 順 を 用 い て 行 わ れ 得 る 。 こ の よ う な
抗 原 の 免 疫 原 性 部 分 は 、 同 様 の ア ッ セ イ を 用 い て 同 定 さ れ 得 、 そ し て 本 明 細 書 中 に 記 載 の
ポ リ ペ プ チ ド 内 に 存 在 し 得 る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド （ 例 え ば 、 免 疫 原 性 抗 原 、 ま た は そ の 部 分 も し く は 他 の 変 異 体 ） が 細 胞 増
殖 を 誘 導 す る 能 力 は 、 細 胞 （ 例 え ば 、 Ｔ 細 胞 お よ び ／ ま た は NK細 胞 ） を 、 ポ リ ペ プ チ ド と
接 触 さ せ 、 そ し て 細 胞 の 増 殖 を 測 定 す る こ と に よ り 評 価 さ れ る 。 一 般 に 、 約 10５ 個 の 細 胞
を 評 価 す る た め に 充 分 で あ る ポ リ ペ プ チ ド の 量 は 、 約 10ng/mL～ 約 100μ g/mLの 範 囲 で あ り
、 そ し て 好 ま し く は 約 10μ g/mLで あ る 。 ポ リ ペ プ チ ド と 細 胞 と の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン は 、
代 表 的 に は 37℃ で 約 ６ 日 間 行 わ れ る 。 ポ リ ペ プ チ ド と の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 細 胞 を 増
殖 応 答 に つ い て ア ッ セ イ す る 。 増 殖 応 答 は 、 当 業 者 に 公 知 の 方 法 （ 例 え ば 、 放 射 標 識 し た
チ ミ ジ ン の パ ル ス に 細 胞 を 曝 露 し 、 そ し て 細 胞 DNAへ の 標 識 の 取 り 込 み を 測 定 す る こ と ）
に よ り 評 価 さ れ 得 る 。 一 般 に 、 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド を 超 え て 少 な く と も ３ 倍 の 増 殖 増 加 （ す
な わ ち 、 ポ リ ペ プ チ ド な し で 培 養 し た 細 胞 に つ い て 観 察 さ れ た 増 殖 ） を も た ら す ポ リ ペ プ
チ ド は 、 増 殖 を 誘 導 し 得 る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド が 、 細 胞 に お け る イ ン タ ー フ ェ ロ ン -γ お よ び ／ ま た は イ ン タ ー フ ェ ロ ン
ー 12の 産 生 を 刺 激 す る 能 力 は 、 細 胞 を ポ リ ペ プ チ ド と 接 触 さ せ 、 そ し て 細 胞 に よ り 産 生 さ
れ る イ ン タ ー フ ェ ロ ン -γ ま た は イ ン タ ー ロ イ キ ン -12の レ ベ ル を 測 定 す る こ と に よ り 評 価
さ れ 得 る 。 一 般 に 、 約 10５ 個 の 細 胞 の 評 価 に 充 分 で あ る ポ リ ペ プ チ ド の 量 は 、 約 10ng/mL
～ 約 100μ g/mLの 範 囲 で あ り 、 好 ま し く は 約 10μ g/mLで あ る 。 ポ リ ペ プ チ ド は 、 そ の 必 要
は な い が 、 固 体 支 持 体 （ 例 え ば 、 米 国 特 許 第 4,897,268号 お よ び 同 第 5,075,109号 に 記 載 さ
れ る よ う な 、 ビ ー ズ ま た は 生 分 解 性 マ イ ク ロ ス フ ェ ア ） に 固 定 化 さ れ 得 る 。 ポ リ ペ プ チ ド
と 細 胞 と の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン は 、 代 表 的 に は 37℃ で 約 ６ 日 間 行 わ れ る 。 ポ リ ペ プ チ ド と
の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 後 、 細 胞 を 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン -γ お よ び ／ ま た は イ ン タ ー ロ イ
キ ン -12（ ま た は そ れ ら の １ つ 以 上 の サ ブ ユ ニ ッ ト ） に つ い て ア ッ セ イ す る 。 イ ン タ ー フ
ェ ロ ン -γ お よ び ／ ま た は イ ン タ ー ロ イ キ ン -12（ ま た は そ れ ら の １ つ 以 上 の サ ブ ユ ニ ッ ト
） は 、 当 業 者 に 公 知 の 方 法 （ 例 え ば 、 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 ア ッ セ イ （ ELISA） ま た は IL-12P7
0サ ブ ユ ニ ッ ト の 場 合 は Ｔ 細 胞 の 増 殖 を 測 定 す る ア ッ セ イ の よ う な バ イ オ ア ッ セ イ ） に よ
り 評 価 さ れ 得 る 。 一 般 に 、 培 養 上 清 １ mL（ １ mLあ た り 10４ ～ 10５ Ｔ 細 胞 を 含 む ） あ た り 少
な く と も 50pgの イ ン タ ー フ ェ ロ ン -γ の 産 生 を も た ら す ポ リ ペ プ チ ド は 、 イ ン タ ー フ ェ ロ
ン -γ の 産 生 を 刺 激 し 得 る と 考 え ら れ る 。 10５ 個 の マ ク ロ フ ァ ー ジ ま た は Ｂ 細 胞 あ た り （
ま た は ３ × 10５ PMBCあ た り ） 、 少 な く と も 10pg/mLの IL-12P70サ ブ ユ ニ ッ ト 、 お よ び ／ ま
た は 少 な く と も 100pg/mLの IL-12 P40サ ブ ユ ニ ッ ト の 産 生 を 刺 激 す る ポ リ ペ プ チ ド は 、 IL-
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12の 産 生 を 刺 激 し 得 る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 一 般 に 、 免 疫 原 性 抗 原 は 、 M.tuberulosisで 免 疫 し た 個 体 の 少 な く と も 約 25％ に 由 来 す
る Ｔ 細 胞 、 NK細 胞 、 Ｂ 細 胞 、 お よ び ／ ま た は マ ク ロ フ ァ ー ジ に お け る 増 殖 お よ び ／ ま た は
サ イ ト カ イ ン 産 生 （ す な わ ち 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン -γ お よ び ／ ま た は イ ン タ ー ロ イ キ ン -12
産 生 ） を 刺 激 す る 抗 原 で あ る 。 こ れ ら の 免 疫 原 性 抗 原 の 中 で も 、 優 れ た 治 療 的 特 性 を 有 す
る ポ リ ペ プ チ ド は 、 上 記 の ア ッ セ イ に お け る 応 答 の 大 き さ に 基 づ い て 、 そ し て 応 答 が 観 察
さ れ た 個 体 の ％ に 基 づ い て 区 別 さ れ 得 る 。 さ ら に 、 優 れ た 治 療 的 特 性 を 有 す る 抗 原 は 、 M.
tuberulosisで 免 疫 し て い な い 個 体 の 約 25％ よ り 多 く に 由 来 す る 細 胞 に お け る イ ン ビ ト ロ
で の 増 殖 お よ び ／ ま た は サ イ ト カ イ ン 産 生 を 刺 激 し な い 。 そ の 結 果 、 M.tuberulosis応 答
性 細 胞 に 特 異 的 に 起 因 し な い 応 答 を 排 除 す る 。 M.tuberulosisで 免 疫 し た 個 体 に 由 来 す る
Ｔ 細 胞 、 NK細 胞 、 Ｂ 細 胞 、 お よ び ／ ま た は マ ク ロ フ ァ ー ジ 調 製 物 の 高 い ％ に お い て 応 答 を
誘 導 す る 抗 原 （ 他 の 個 体 か ら の 細 胞 調 製 物 に お け る 応 答 の 低 出 現 率 を 有 す る ） は 、 優 れ た
治 療 的 特 性 を 有 す る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 優 れ た 治 療 的 特 性 を 有 す る 抗 原 は ま た 、 ワ ク チ ン と し て 投 与 し た 場 合 に 、 実 験 動 物 に お
け る M.tuberulosis感 染 の 重 篤 度 を 減 少 さ せ る 能 力 に 基 づ い て 同 定 さ れ 得 る 。 実 験 動 物 に
お け る 使 用 の た め に 適 切 な ワ ク チ ン 調 製 物 は 、 以 下 に 詳 細 に 記 載 さ れ る 。 効 率 は 、 細 菌 数
の 少 な く と も 約 50％ 減 少 お よ び ／ ま た は 実 験 的 感 染 後 の 死 亡 率 を 少 な く と も 約 40％ 減 少 を
提 供 す る 抗 原 の 能 力 に 基 づ い て 決 定 さ れ 得 る 。 適 切 な 実 験 動 物 は 、 マ ウ ス 、 モ ル モ ッ ト 、
お よ び 霊 長 類 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 優 れ た 診 断 的 特 性 を 有 す る 抗 原 は 、 一 般 に 、 進 行 中 の 結 核 を 有 す る 個 体 で 行 な っ た 皮 内
皮 膚 試 験 に お け る 応 答 を 惹 起 す る が 、 M.tuberulosisに 感 染 し て い な い 個 体 に お い て 行 な
っ た 試 験 に お い て は 惹 起 し な い と い う 能 力 に 基 づ い て 同 定 さ れ 得 る 。 皮 膚 試 験 は 、 一 般 に
、 陽 性 と 考 え ら れ る 少 な く と も ５ mm硬 結 の 応 答 で 、 以 下 に 記 載 の よ う に 行 わ れ 得 る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 明 細 書 中 に 記 載 の 抗 原 の 免 疫 原 性 部 分 は 、 Paul, Fundamental Immunology, 第 ３ 版 , 
Raven Press, 1993, 243-247頁 お よ び そ の 中 に 引 用 さ れ る 文 献 に お い て 要 約 さ れ る よ う な
周 知 の 技 術 を 用 い て 調 製 お よ び 同 定 さ れ 得 る 。 こ の よ う な 技 術 は 、 免 疫 原 性 特 性 に つ い て
の 天 然 抗 原 の ポ リ ペ プ チ ド 部 分 の ス ク リ ー ニ ン グ を 包 含 す る 。 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ る 代
表 的 な 増 殖 お よ び サ イ ト カ イ ン 産 生 ア ッ セ イ は 、 一 般 に 、 こ れ ら の ス ク リ ー ニ ン グ に 用 い
ら れ 得 る 。 ポ リ ペ プ チ ド の 免 疫 原 性 部 分 は 、 こ の よ う な 代 表 的 な ア ッ セ イ に お い て 、 完 全
長 抗 原 に よ り 生 じ る 免 疫 応 答 と 実 質 的 に 同 様 で あ る 免 疫 応 答 （ 例 え ば 、 増 殖 、 イ ン タ ー フ
ェ ロ ン -γ 産 生 お よ び ／ ま た は イ ン タ ー ロ イ キ ン -12産 生 ） を 生 じ る 部 分 で あ る 。 言 い 換 え
れ ば 、 抗 原 の 免 疫 原 性 部 分 は 、 本 明 細 書 中 に 記 載 の モ デ ル 増 殖 ア ッ セ イ に お い て 完 全 長 抗
原 に よ り 誘 導 さ れ る 増 殖 の 少 な く と も 約 20％ 、 そ し て 好 ま し く は 約 100％ を 生 じ 得 る 。 免
疫 原 性 部 分 は ま た 、 あ る い は 、 本 明 細 書 中 に 記 載 の モ デ ル ア ッ セ イ に お い て 完 全 長 抗 原 に
よ り 誘 導 さ れ る イ ン タ ー フ ェ ロ ン ー γ お よ び ／ ま た は イ ン タ ー ロ イ キ ン ー 12の 産 生 の 少 な
く と も 約 20％ 、 そ し て 好 ま し く は 約 100％ を 刺 激 し 得 る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 M. tuberculosis抗 原 の 部 分 お よ び 他 の 変 異 体 は 、 合 成 手 段 ま た は 組 換 え 手 段 に よ り 生
成 さ れ 得 る 。 約 100よ り 少 な い ア ミ ノ 酸 、 お よ び 一 般 に は 約 50よ り 少 な い ア ミ ノ 酸 を 有 す
る 合 成 ポ リ ペ プ チ ド を 、 当 業 者 に 周 知 の 技 術 を 用 い て 生 成 し 得 る 。 例 え ば 、 こ の よ う な ポ
リ ペ プ チ ド を 、 伸 長 す る ア ミ ノ 酸 鎖 に ア ミ ノ 酸 が 連 続 的 に 添 加 さ れ る 、 Merrifield固 相 合
成 法 の よ う な 、 任 意 の 市 販 の 固 相 技 術 を 用 い て 合 成 し 得 る 。 Merrifield、 J.Am. Chem. So
c. 85： 2149-2146、 1963を 参 照 の こ と 。 ポ リ ペ プ チ ド の 自 動 合 成 の た め の 装 置 は 、 Applie
d BioSystems,Inc., Foster City, CAの よ う な 供 給 者 か ら 市 販 さ れ て お り 、 そ し て こ れ を
製 造 者 の 指 示 に 従 っ て 操 作 し 得 る 。 天 然 の 抗 原 の 変 異 体 を 、 一 般 に 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
指 定 部 位 特 異 的 変 異 誘 発 の よ う な 、 標 準 的 な 変 異 誘 発 技 術 を 用 い て 調 製 し 得 る 。 DNA配 列
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の 断 片 も ま た 、 短 縮 型 の ポ リ ペ プ チ ド の 調 製 を 可 能 に す る 標 準 的 な 技 術 を 用 い て 取 り 除 き
得 る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 天 然 の 抗 原 の 部 分 お よ び ／ ま た は 変 異 体 を 含 む 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド を 、 当 業 者 に 周 知 の
種 々 の 技 術 を 用 い て ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る DNA配 列 か ら 容 易 に 調 製 し 得 る 。 例 え ば 、
培 地 に 組 換 え タ ン パ ク 質 を 分 泌 す る 適 切 な 宿 主 ／ ベ ク タ ー 系 か ら の 上 清 を 、 市 販 の フ ィ ル
タ ー を 用 い て 最 初 に 濃 縮 し 得 る 。 濃 縮 の 後 、 濃 縮 物 を 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー マ ト リ ッ ク ス ま た
は イ オ ン 交 換 樹 脂 の よ う な 適 切 な 精 製 マ ト リ ク ス に 適 用 し 得 る 。 最 後 に 、 １ 以 上 の 逆 相 HP
LC工 程 を 用 い て 組 換 え タ ン パ ク 質 を さ ら に 精 製 し 得 る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 当 業 者 に 公 知 の 任 意 の 種 々 の 発 現 ベ ク タ ー を 用 い て 、 本 発 明 の 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド を 発
現 し 得 る 。 発 現 を 、 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る DNA分 子 を 含 む 発 現 ベ ク タ ー で 形 質
転 換 ま た は ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 任 意 の 適 切 な 宿 主 細 胞 で 達 成 し 得 る 。 適 切 な 宿 主 細 胞
は 、 原 核 生 物 、 酵 母 お よ び 高 等 真 核 生 物 の 細 胞 を 含 む 。 好 ま し く は 、 使 用 さ れ る 宿 主 細 胞
は 、 E.coli、 酵 母 も し く は COSま た は CHOの よ う な 哺 乳 動 物 細 胞 株 で あ る 。 こ の 様 式 で 発 現
さ れ る DNA配 列 は 、 天 然 に 存 在 す る 抗 原 、 天 然 に 存 在 す る 抗 原 の 部 分 、 ま た は そ れ ら の 他
の 変 異 体 を コ ー ド し 得 る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 一 般 に 、 調 製 方 法 に よ ら ず 、 本 明 細 書 中 に 開 示 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド は 実 質 的 に 純 粋 な 形
態 で 調 製 さ れ る 。 好 ま し く は 、 ポ リ ペ プ チ ド は 少 な く と も 約 80％ 純 粋 で あ り 、 よ り 好 ま し
く は 少 な く と も 約 90％ 純 粋 で あ り 、 そ し て 最 も 好 ま し く は 少 な く と も 約 99％ 純 粋 で あ る 。
以 下 に 詳 細 に 記 載 さ れ る 特 定 の 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 実 質 的 に 純 粋 な ポ リ ペ プ チ ド は 、
本 明 細 書 中 に 開 示 さ れ る １ 以 上 の 方 法 で の 使 用 の た め に 薬 学 的 組 成 物 ま た は ワ ク チ ン に 組
み 込 ま れ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 あ る 特 定 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 以 下 の Ｎ 末 端 配 列 の １ つ を 有 す る 可 溶 性 M. tuber
culosis抗 原 の 少 な く と も 免 疫 原 性 部 分 、 ま た は 保 存 的 置 換 お よ び ／ ま た は 改 変 の み が 異
な る そ の 変 異 体 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を 開 示 す る ：
　 （ a） 　 Asp-Pro-Val-Asp-Ala-Val-Ile-Asn-Thr-Thr-Cys-Asn-Tyr-Gly-Gln-Val-
　 　 　  Val-Ala-Ala-Leu（ 配 列 番 号 120） ；
　 （ b） 　 Ala-Val-Glu-Ser-Gly-Met-Leu-Ala-Leu-Gly-Thr-Pro-Ala-Pro-Ser（ 配 列
　 　 　 番 号 121） ；
　 （ c） 　 Ala-Ala-Met-Lys-Pro-Arg-Thr-Gly-Asp-Gly-Pro-Leu-Glu-Ala-Ala-Lys-
　 　 　  Glu-Gly-Arg（ 配 列 番 号 122） ；
　 （ d） 　 Tyr-Tyr-Trp-Cys-Pro-Gly-Gln-Pro-Phe-Asp-Pro-Ala-Trp-Gly-Pro（ 配 列
　 　 　 番 号 123） ；
　 （ e） 　 Asp-Ile-Gly-Ser-Glu-Ser-Thr-Glu-Asp-Gln-Gln-Xaa-Ala-Val（ 配 列 番 号
　 　 　  124） ；
　 （ f） 　 Ala-Glu-Glu-Ser-Ile-Ser-Thr-Xaa-Glu-Xaa-Ile-Val-Pro（ 配 列 番 号
　 　  　 125） ；
　 （ g） 　 Asp-Pro-Glu-Pro-Ala-Pro-Pro-Val-Pro-Thr-Ala-Ala-Ser-Pro-Pro-Ser
　 　 　  （ 配 列 番 号 126） ；
　 （ h） 　 Ala-Pro-Lys-Thr-Tyr-Xaa-Glu-Glu-Leu-Lys-Gly-Thr-Asp-Thr-Gly（ 配 列
　 　 　 番 号 127） ；
　 （ i） 　 Asp-Pro-Ala-Ser-Ala-Pro-Asp-Val-Pro-Thr-Ala-Ala-Gln-Leu-Thr-Ser-
　 　 　 Leu-Leu-Asn-Ser-Leu-Ala-Asp-Pro-Asn-Val-Ser-Phe-Ala-Asn（ 配 列 番 号
　 　 　 128） ；
　 （ j） 　 Xaa-Asp-Ser-Glu-Lys-Ser-Ala-Thr-Ile-Lys-Val-Thr-Asp-Ala-Ser（ 配 列
　 　  番 号 134） ；
　 （ k） 　  Ala-Gly-Asp-Thr-Xaa-Ile-Tyr-Ile-Val-Gly-Asn-Leu-Thr-Ala-Asp（ 配 列
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　 　  番 号 135） ； ま た は
　 （ l） 　 Ala-Pro-Glu-Ser-Gly-Ala-Gly-Leu-Gly-Gly-Thr-Val-Gln-Ala-Gly（ 配 列
　 　 　 番 号 136） 、
こ こ で 、 Xaaは 任 意 の ア ミ ノ 酸 で あ り 得 、 好 ま し く は シ ス テ イ ン 残 基 で あ る 。 上 記 の （ g）
と し て 同 定 さ れ た 抗 原 を コ ー ド す る DNA配 列 を 配 列 番 号 52に 提 供 し 、 そ し て 配 列 番 号 52に
よ り コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を 配 列 番 号 53に 提 供 す る 。 上 記 の （ a） と し て 定 義 さ れ た
抗 原 を コ ー ド す る DNA配 列 を 配 列 番 号 101に 提 供 す る ； そ の 推 定 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 配 列 番 号
102に 提 供 す る 。 上 記 の 抗 原 （ d） に 対 応 す る DNA配 列 を 配 列 番 号 24に 提 供 し 、 抗 原 （ c） に
対 応 す る DNA配 列 を 配 列 番 号 25に 提 供 し 、 そ し て 抗 原 （ i） に 対 応 す る DNA配 列 を 配 列 番 号 9
9に 提 供 し ； そ の 推 定 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 配 列 番 号 100に 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 さ ら な る 特 定 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 以 下 の Ｎ 末 端 配 列 の １ つ を 有 す る M. tubercu
losis抗 原 の 少 な く と も １ つ の 免 疫 原 性 部 分 、 ま た は 保 存 的 置 換 お よ び ／ ま た は 改 変 の み
が 異 な る そ の 変 異 体 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を 開 示 す る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 （ m） 　  Xaa-Tyr-Ile-Ala-Tyr-Xaa-Thr-Thr-Ala-Gly-Ile-Val-Pro-Gly-Lys-Ile-
　 　 　  Asn-Val-His-Leu-Val（ 配 列 番 号 137） ； ま た は
　 （ n） 　 Asp-Pro-Pro-Asp-Pro-His-Gln-Xaa-Asp-Met-Thr-Lys-Gly-Tyr-Tyr-Pro-
　 　 　  Gly-Gly-Arg-Arg-Xaa-Phe（ 配 列 番 号 129） 、
こ こ で 、 Xaaは 任 意 の ア ミ ノ 酸 で あ り 得 、 好 ま し く は シ ス テ イ ン 残 基 で あ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 他 の 特 定 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 （ a） 配 列 番 号 １ 、 ２ 、 ４ ～ 10、 13～ 25お よ び 52
の DNA配 列 ； （ b） こ の よ う な DNA配 列 の 相 補 物 、 ま た は （ c） （ a） ま た は （ b） の 配 列 に 実
質 的 に 相 同 な DNA配 列 に よ り コ ー ド さ れ る １ 以 上 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 、 可 溶 性 M.tubercu
losis抗 原 （ ま た は こ の よ う な 抗 原 の 変 異 体 ） の 少 な く と も 免 疫 原 性 部 分 を 含 む ポ リ ペ プ
チ ド を 開 示 す る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 さ ら な る 特 定 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 （ a） 配 列 番 号 26～ 51の DNA配 列 、 （ b） こ の
よ う な DNA配 列 の 相 補 物 、 あ る い は （ c） （ a） ま た は （ b） の 配 列 に 実 質 的 に 相 同 な DNA配
列 に よ り コ ー ド さ れ る １ 以 上 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 、 可 溶 性 で あ り 得 る か ま た は 可 溶 性 で
な く て も よ い 、 M.tuberculosis抗 原 （ ま た は こ の よ う な 抗 原 の 変 異 体 ） の 少 な く と も 免 疫
原 性 部 分 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を 開 示 す る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 上 述 の 特 定 の 実 施 態 様 で は 、 M. tuberculosis抗 原 は 、 特 に 本 明 細 書 中 に 列 挙 さ れ る １
以 上 の DNA配 列 に 実 質 的 に 相 同 な DNA配 列 に よ り コ ー ド さ れ る 変 異 体 を 含 む 。 本 明 細 書 中 で
使 用 さ れ る 「 実 質 的 な 相 同 性 」 は 、 中 程 度 に ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ
し 得 る DNA配 列 を 言 う 。 適 切 な 中 程 度 に ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 は 、 ５ × SSC、 0.5％ SDS、
1.0mM EDTA（ pH 8.0） で の 予 備 洗 浄 ； 50℃ ～ 65℃ で の 、 ５ × SSC、 一 晩 、 ま た は 交 差 -種 相
同 性 の 場 合 、 45℃ 、 0.5× SSCで の ハ イ ブ リ ダ イ ズ ； 続 く 0.1％ SDSを 含 む ２ × 、 0.5× お よ
び 0.2× SSCの 各 々 を 用 い る 65℃ で の 20分 間 の ２ 回 の 洗 浄 を 含 む 。 こ の よ う な ハ イ ブ リ ダ イ
ズ す る DNA配 列 は ま た 本 発 明 の 範 囲 内 で あ り 、 コ ー ド の 縮 重 の た め 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る D
NA配 列 に よ り コ ー ド さ れ る 免 疫 原 性 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 も 同 様 で
あ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 関 連 す る 局 面 で は 、 本 発 明 は 、 第 １ と 第 ２ の 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 融 合 タ ン パ ク
質 ま た は 、 あ る い は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド と 上 述 の 38kDの 抗 原 ま た は ESAT-6（ 配 列 番 号
103お よ び 104） の よ う な 公 知 の M. tuberculosis抗 原 と を 含 む 融 合 タ ン パ ク 質 を 、 こ の よ
う な 融 合 タ ン パ ク 質 の 変 異 体 と と も に 提 供 す る 。 本 発 明 の 融 合 タ ン パ ク 質 は ま た 、 第 １ の
ポ リ ペ プ チ ド と 第 ２ の ポ リ ペ プ チ ド と の 間 に リ ン カ ー ペ プ チ ド を 含 み 得 る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
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　 本 発 明 の 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る DNA配 列 を 、 公 知 の 組 換 え DNA技 術 を 用 い て 構 築 し
て 、 第 １ お よ び 第 ２ の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 別 々 の DNA配 列 を 、 適 切 な 発 現 ベ ク タ ー
に 集 め る 。 第 １ の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る DNA配 列 の ３ '末 端 を ペ プ チ ド リ ン カ ー を 用 い
て ま た は 用 い ず に 第 ２ の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る DNA配 列 の ５ '末 端 に 連 結 し 、 そ の 結 果
配 列 の リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム は 、 第 １ お よ び 第 ２ の 両 方 の ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 学 的 活 性 を
保 持 す る 単 一 の 融 合 タ ン パ ク 質 へ ２ つ の DNA配 列 の mRNA翻 訳 を 許 容 す る 相 中 に 存 在 す る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 ペ プ チ ド リ ン カ ー 配 列 を 用 い て 、 各 々 の ポ リ ペ プ チ ド を そ の 二 次 構 造 お よ び 三 次 構 造 に
折 り 畳 む こ と を 確 実 に す る の に 十 分 な 間 隔 を 置 い て 第 １ の ポ リ ペ プ チ ド と 第 ２ の ポ リ ペ プ
チ ド と を 分 離 し 得 る 。 こ の よ う な ペ プ チ ド リ ン カ ー 配 列 を 、 当 該 分 野 で 周 知 の 標 準 的 な 技
術 を 用 い て 融 合 タ ン パ ク 質 に 組 み 込 む 。 適 切 な ペ プ チ ド リ ン カ ー 配 列 を 以 下 の 要 因 に 基 づ
い て 選 択 し 得 る ： （ 1） 可 撓 性 の 伸 長 し た 構 造 を 採 用 す る そ れ ら の 能 力 ； （ 2） 第 １ お よ び
第 ２ の ポ リ ペ プ チ ド 上 の 機 能 的 な エ ピ ト ー プ と 相 互 作 用 し 得 る 二 次 構 造 を 採 用 す る そ れ ら
の 能 力 の な さ ； お よ び （ 3） ポ リ ペ プ チ ド の 機 能 的 な エ ピ ト ー プ と 反 応 し 得 る 疎 水 性 残 基
ま た は 荷 電 残 基 の 欠 失 。 好 ま し い ペ プ チ ド リ ン カ ー 配 列 は 、 Gly、 Asnお よ び Ser残 基 を 含
む 。 Thrお よ び Alaの よ う な 、 他 の 中 性 に 近 い ア ミ ノ 酸 を ま た リ ン カ ー 配 列 で 用 い 得 る 。 リ
ン カ ー と し て 通 常 に 用 い ら れ 得 る ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 Marateaら 、 Gene40： 39-46、 1985； Mu
rphyら 、 Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83： 8258-8262、 1986； 米 国 特 許 第 4,935,233号 お
よ び 米 国 特 許 第 4,751,180号 に 開 示 さ れ る も の を 含 む 。 リ ン カ ー 配 列 は 、 １ ～ 約 50ア ミ ノ
酸 長 で あ り 得 る 。 ペ プ チ ド 配 列 は 、 第 １ お よ び 第 ２ の ポ リ ペ プ チ ド が 、 機 能 的 ド メ イ ン を
分 離 し か つ 立 体 障 害 を 妨 げ る た め に 使 用 さ れ 得 る 非 必 須 Ｎ 末 端 ア ミ ノ 酸 領 域 を 有 す る 場 合
に は 必 要 で な い 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 連 結 さ れ た DNA配 列 は 、 適 切 な 転 写 ま た は 翻 訳 調 節 エ レ メ ン ト に 作 動 可 能 に 結 合 さ れ る
。 DNAの 発 現 を 担 う 調 節 エ レ メ ン ト は 、 第 １ の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る DNA配 列 の 5'末 端
に の み 位 置 す る 。 同 様 に 、 翻 訳 お よ び 転 写 終 止 シ グ ナ ル を 終 止 さ せ る た め に 必 要 と さ れ る
終 止 コ ド ン は 、 第 ２ の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る DNA配 列 の 3'末 端 に の み 存 在 す る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 別 の 局 面 で は 、 本 発 明 は 、 １ つ ま た は そ れ 以 上 の 上 記 ポ リ ペ プ チ ド ま た は 融 合 タ ン パ ク
質 （ あ る い は こ の よ う な ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る DNA分 子 ） を 用 い て 患 者 に お い て 結 核
に 対 し て 防 御 免 疫 を 誘 導 す る た め の 方 法 を 提 供 す る 。 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る よ う に 、 「
患 者 」 と は 、 任 意 の 温 血 動 物 、 好 ま し く は ヒ ト を 意 味 す る 。 患 者 は 、 疾 患 で 苦 し ん で い る
状 態 か も し れ な い し 、 ま た は 検 出 可 能 な 疾 患 お よ び ／ ま た は 感 染 に 罹 っ て い な い 状 態 か も
し れ な い 。 換 言 す れ ば 、 防 御 免 疫 は 、 結 核 を 予 防 ま た は 処 置 す る た め に 誘 導 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 こ の 局 面 に お い て 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 融 合 タ ン パ ク 質 、 ま た は DNA分 子 は 、 一 般 に 薬 学 的
組 成 物 お よ び ／ ま た は ワ ク チ ン 中 に 存 在 す る 。 薬 学 的 組 成 物 は 、 １ つ ま た は そ れ 以 上 の ポ
リ ペ プ チ ド （ こ れ ら の そ れ ぞ れ は 、 １ つ 以 上 の 上 記 配 列 （ ま た は そ の 変 異 体 ） を 含 有 し 得
る ） 、 お よ び 生 理 的 に 受 容 可 能 な キ ャ リ ア を 含 み 得 る 。 ワ ク チ ン は 、 １ つ ま た は そ れ 以 上
の 上 記 ポ リ ペ プ チ ド 、 お よ び ア ジ ュ バ ン ト ま た は リ ポ ソ ー ム の よ う な 非 特 異 的 免 疫 応 答 エ
ン ハ ン サ ー （ そ れ に は 、 ポ リ ペ プ チ ド が 取 り 込 ま れ て い る ） を 含 み 得 る 。 こ の よ う な 薬 学
的 組 成 物 お よ び ワ ク チ ン は ま た 、 組 み 合 わ せ ポ リ ペ プ チ ド に 取 り 込 ま れ て い る か ま た は 別
の ポ リ ペ プ チ ド 中 に 存 在 す る か の い ず れ か の 、 他 の M.tuberculosis抗 原 を 含 有 し 得 る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 あ る い は 、 ワ ク チ ン は 、 １ つ ま た は そ れ 以 上 の 上 記 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る DNAを 含
有 し 得 、 こ れ に よ っ て 、 ポ リ ペ プ チ ド を イ ン サ イ チ ュ で 生 じ さ せ る 。 こ の よ う な ワ ク チ ン
に お い て 、 DNAは 、 核 酸 発 現 系 、 細 菌 お よ び ウ イ ル ス の 発 現 系 を 含 む 、 当 業 者 に 公 知 の 種
々 の 送 達 系 の い ず れ か に 存 在 し 得 る 。 適 切 な 核 酸 発 現 系 に は 、 患 者 で の 発 現 に 必 要 な DNA
配 列 （ 例 え ば 、 適 切 な プ ロ モ ー タ ー お よ び 終 止 シ グ ナ ル ） が 含 ま れ る 。 細 菌 送 達 系 に は 、
ポ リ ペ プ チ ド の 免 疫 原 性 部 分 を そ の 細 胞 表 面 上 で 発 現 す る 細 菌 （ 例 え ば 、 Bacillus-Calme
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tte-Guerrin） の 投 与 が 含 ま れ る 。 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 DNAは 、 ウ イ ル ス 発 現 系 （ 例 え
ば 、 ワ ク シ ニ ア ま た は 他 の ポ ッ ク ス ウ イ ル ス 、 レ ト ロ ウ イ ル ス 、 あ る い は ア デ ノ ウ イ ル ス
） を 用 い て 導 入 さ れ 得 、 こ れ に は 、 非 病 原 性 の （ 欠 損 ） 複 製 コ ン ピ テ ン ト ウ イ ル ス の 使 用
が 含 ま れ 得 る 。 こ の よ う な 発 現 系 に DNAを 取 り 込 む た め の 技 術 は 、 当 業 者 に 周 知 で あ る 。 D
NAは ま た 、 例 え ば 、 Ulmerら ,Science 259:1745-1749, 1993に 記 載 さ れ 、 か つ Cohen, Scie
nce 259:1691-1692, 1993に よ っ て 総 説 さ れ る よ う に 、 「 裸 」 で あ り 得 る 。 裸 の DNAの 取 り
込 み は 、 生 分 解 性 の ビ ー ズ （ こ れ は 、 細 胞 に 効 率 的 に 運 搬 さ れ る ） 上 に DNAを コ ー テ ィ ン
グ す る こ と に よ り 増 大 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 関 連 す る 局 面 で は 、 上 記 の DNAワ ク チ ン は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は 公 知 の M. tube
rculosis抗 原 （ 例 え ば 、 上 記 の 38kD抗 原 ） の い ず れ か と 同 時 に ま た は 連 続 的 に 投 与 さ れ 得
る 。 例 え ば 、 ワ ク チ ン の 防 御 免 疫 効 果 を 高 め る た め に 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す
る DNA（ 「 裸 」 ま た は 上 記 の 送 達 系 中 で の い ず れ か ） の 投 与 に 続 き 、 抗 原 を 投 与 し 得 る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 投 与 の 経 路 お よ び 頻 度 、 な ら び に 用 量 は 、 個 体 に よ っ て 変 化 し 、 そ し て 現 在 BCGを 用 い
る 免 疫 化 に 使 用 さ れ て い る も の と 平 行 し 得 る 。 一 般 に 、 薬 学 的 組 成 物 お よ び ワ ク チ ン は 、
注 射 （ 例 え ば 、 皮 内 、 筋 肉 内 、 静 脈 内 ま た は 皮 下 ） 、 鼻 腔 内 （ 例 え ば 、 吸 入 に よ り ） 、 ま
た は 経 口 に よ っ て 投 与 さ れ 得 る 。 １ 回 と ３ 回 と の 間 の 用 量 は 、 １ ～ 36週 間 で 投 与 さ れ る 。
好 ま し く は 、 ３ 回 の 用 量 を ３ ～ ４ 月 の 間 隔 で 投 与 し 、 そ し て 追 加 ワ ク チ ン 接 種 を そ の 後 周
期 的 に 行 い 得 る 。 別 の プ ロ ト コ ル は 、 個 別 の 患 者 に 適 切 で あ り 得 る 。 適 切 な 用 量 は 、 上 記
の よ う に 投 与 さ れ る 場 合 、 免 疫 化 さ れ た 患 者 に お い て M.tuberculosis感 染 か ら 患 者 を 少 な
く と も １ ～ ２ 年 間 防 御 す る の に 充 分 な 免 疫 応 答 を 生 じ 得 る 量 の 、 ポ リ ペ プ チ ド ま た は DNA
で あ る 。 一 般 に 、 単 回 用 量 中 に 存 在 す る （ ま た は 単 回 用 量 中 の DNAに よ っ て イ ン サ イ チ ュ
で 産 生 さ れ る ） ポ リ ペ プ チ ド の 量 は 、 宿 主 １ kgあ た り 約 １ pg～ 約 100mg、 代 表 的 に は 、 約 1
0pg～ 約 １ mg、 そ し て 好 ま し く は 約 100pg～ 約 １ μ gの 範 囲 で あ る 。 適 切 な 用 量 の 容 積 は 、
患 者 の 体 積 に よ っ て 変 化 す る が 、 代 表 的 に は 、 約 0.1mL～ 約 ５ mLの 範 囲 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 当 業 者 に 公 知 の 任 意 の 適 切 な キ ャ リ ア が 本 発 明 の 薬 学 的 組 成 物 に 使 用 さ れ 得 る が 、 キ ャ
リ ア の タ イ プ は 、 投 与 の 様 式 に 依 存 し て 変 化 す る 。 非 経 口 投 与 （ 例 え ば 、 皮 下 注 射 ） の 場
合 、 キ ャ リ ア は 、 好 ま し く は 、 水 、 生 理 食 塩 水 、 ア ル コ ー ル 、 油 脂 、 ワ ッ ク ス ま た は 緩 衝
液 を 含 む 。 経 口 投 与 の 場 合 、 上 記 の キ ャ リ ア の い ず れ か ま た は 固 形 キ ャ リ ア （ 例 え ば 、 マ
ン ニ ト ー ル 、 ラ ク ト ー ス 、 ス タ ー チ 、 ス テ ア リ ン 酸 マ グ ネ シ ウ ム 、 サ ッ カ リ ン ナ ト リ ウ ム
、 タ ル カ ム 、 セ ル ロ ー ス 、 グ ル コ ー ス 、 ス ク ロ ー ス 、 お よ び 炭 酸 マ グ ネ シ ウ ム ） が 使 用 さ
れ 得 る 。 生 分 解 性 の マ イ ク ロ ス フ ェ ア （ 例 え ば 、 ポ リ 乳 酸 ガ ラ ク チ ド （ polylactic garac
tide） ） も ま た 、 本 発 明 の 薬 学 的 組 成 物 の キ ャ リ ア と し て 使 用 さ れ 得 る 。 適 切 な 生 分 解 性
マ イ ク ロ ス フ ェ ア は 、 例 え ば 、 米 国 特 許 第 4,897,268号 お よ び 同 第 5,075,109号 に 開 示 さ れ
て い る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 任 意 の 種 々 の ア ジ ュ バ ン ト は 、 免 疫 応 答 を 非 特 異 的 に 高 め る た め に 本 発 明 の ワ ク チ ン に
使 用 さ れ 得 る 。 ほ と ん ど の ア ジ ュ バ ン ト は 、 迅 速 な 異 化 作 用 か ら 抗 原 を 保 護 す る た め に 設
計 さ れ た 基 質 （ 例 え ば 、 水 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム ま た は 鉱 油 ） 、 お よ び 非 特 異 的 な 免 疫 応 答 の
刺 激 剤 （ 例 え ば 、 リ ピ ド Ａ 、 Bortadella pertussisま た は Mycobacterium tuberculosis）
を 含 有 す る 。 適 切 な ア ジ ュ バ ン ト が 、 市 販 さ れ て お り 、 例 え ば 、 Freund'sIncomplete Adj
uvantと Freund's Complete Adjuvant（ Difco Laboratories） 、 お よ び MerckAdjuvant 65
（ Merck and Company, Inc., Rahway, NJ） が あ る 。 他 の 適 切 な ア ジ ュ バ ン ト に は 、 ミ ョ
ウ バ ン 、 生 分 解 性 の マ イ ク ロ ス フ ェ ア 、 モ ノ ホ ス ホ リ ル リ ピ ド Ａ お よ び キ ル Ａ （ quilA）
が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 別 の 局 面 で は 、 本 発 明 は 、 １ つ ま た は そ れ 以 上 の 上 記 ポ リ ペ プ チ ド を 用 い て 、 皮 膚 試 験
を 用 い る 結 核 を 診 断 す る た め の 方 法 を 提 供 す る 。 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る よ う に 、 「 皮 膚
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試 験 」 と は 、 １ つ ま た は そ れ 以 上 の 上 記 ポ リ ペ プ チ ド の 皮 内 注 射 の 後 に 遅 延 型 過 敏 症 （ DT
H） 反 応 （ 例 え ば 、 腫 脹 、 発 赤 ま た は 皮 膚 炎 ） が 測 定 さ れ る 、 患 者 で 直 接 行 わ れ る ア ッ セ
イ で あ る 。 こ の よ う な 注 射 は 、 ポ リ ペ プ チ ド を 患 者 の 皮 膚 細 胞 と 接 触 さ せ る の に 充 分 に 適
切 な 任 意 の デ バ イ ス （ 例 え ば 、 ツ ベ ル ク リ ン 注 射 器 ま た は １ mL注 射 器 ） を 用 い て 達 成 さ れ
得 る 。 好 ま し く は 、 反 応 は 、 注 射 後 少 な く と も 48時 間 、 よ り 好 ま し く は 48～ 72時 間 に 測 定
さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 DTH反 応 は 、 細 胞 媒 介 性 免 疫 応 答 で あ り 、 こ れ は 、 先 に 試 験 抗 原 （ す な わ ち 、 使 用 さ れ
た ポ リ ペ プ チ ド の 免 疫 原 性 部 分 、 ま た は そ の 変 異 体 ） に 曝 さ れ た 患 者 で は 、 よ り 大 き く な
る 。 応 答 は 、 定 規 を 用 い て 視 覚 的 に 測 定 さ れ る 。 一 般 に 、 直 径 約 0.5cm以 上 、 好 ま し く は
、 直 径 約 1.0cm以 上 の 応 答 は 、 陽 性 応 答 で あ り 、 結 核 感 染 を 示 す 。 こ れ は 、 進 行 中 の 疾 患
と し て 顕 著 で あ る か も し れ な い し そ う で ば な い か も し れ な い 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 好 ま し く は 、 皮 膚 試 験 で 使 用 す る た め の 、 上 記 の ポ リ ペ プ チ
ド お よ び 生 理 的 に 受 容 可 能 な キ ャ リ ア を 含 有 す る 薬 学 的 組 成 物 と し て 処 方 さ れ る 。 こ の よ
う な 組 成 物 は 、 代 表 的 に は 、 １ つ ま た は そ れ 以 上 の 上 記 ポ リ ペ プ チ ド を 0.1mLの 容 積 中 に
約 １ μ g～ 約 100μ g、 好 ま し く は 約 10μ g～ 約 50μ gの 範 囲 の 量 で 含 有 す る 。 好 ま し く は 、
こ の よ う な 薬 学 的 組 成 物 に 使 用 さ れ る キ ャ リ ア は 、 適 切 な 保 存 剤 （ 例 え ば 、 フ ェ ノ ー ル お
よ び ／ ま た は Tween80 T M ） を 含 む 生 理 食 塩 水 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 皮 膚 試 験 に 使 用 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド は 、 こ れ が 反 応 期 間 中 注 射
の 部 位 に 存 続 す る よ う な 十 分 な 大 き さ で あ る 。 一 般 に 、 長 さ が 少 な く と も ９ ア ミ ノ 酸 の ポ
リ ペ プ チ ド は 充 分 で あ る 。 ポ リ ペ プ チ ド は ま た 、 好 ま し く は 、 注 射 の 数 時 間 内 に マ ク ロ フ
ァ ー ジ に よ っ て 破 壊 さ れ て 、 Ｔ 細 胞 に 提 示 さ れ る 。 こ の よ う な ポ リ ペ プ チ ド は 、 １ つ ま た
は そ れ 以 上 の 上 記 配 列 お よ び ／ ま た は 他 の 免 疫 原 性 ま た は 非 免 疫 原 性 配 列 の 反 複 を 含 み 得
る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 以 下 の 実 施 例 は 、 限 定 の た め で な く 、 例 示 の た め に 提 供 さ れ る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 実 施 例 １
M.tuberculosis培 養 濾 過 物 由 来 の ポ リ ペ プ チ ド の 精 製 お よ び 特 徴 付 け
　 本 実 施 例 は 、 培 養 濾 過 物 か ら の M.tuberculosis可 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド の 調 製 を 例 示 す る 。
他 に 言 及 さ れ な い 限 り 、 以 下 の 実 施 例 に お け る 全 て の パ ー セ ン ト は 、 容 量 あ た り の 重 量 で
あ る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 M.tuberculosis（ H37Ra,ATCC No.25177、 ま た は H37Rv,ATCC No.25618の い ず れ か ） を 、
滅 菌 GAS培 地 で 37℃ で 14日 間 培 養 し た 。 次 い で 、 培 地 を 、 0.45μ フ ィ ル タ ー に 通 し て 吸 引
濾 過 し て （ 大 部 分 の 細 胞 を 残 す ） 滅 菌 2.5Lボ ト ル に 入 れ た 。 次 い で 、 培 地 を 、 0.2μ フ ィ
ル タ ー に 通 し て 濾 過 し て 滅 菌 ４ Lボ ト ル に 入 れ た 。 NaN 3 を 培 養 濾 過 物 に 0.04％ の 濃 度 に 添
加 し た 。 次 い で 、 ボ ト ル を ４ ℃ の 低 温 室 に 置 い た 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 濾 過 物 を オ ー ト ク レ ー ブ し た 12Lリ ザ ー バ ー に 入 れ 、 エ タ ノ ー ル で リ ン ス し 、 10,000kDa
 MWCO膜 を 含 む 400ml Amicon stir cellに 濾 過 物 を 送 り 込 む こ と よ り 、 培 養 濾 過 物 を 濃 縮
し た 。 圧 力 を 、 窒 素 ガ ス を 用 い て 60psiで 維 持 し た 。 こ の 手 順 に よ り 、 12L容 量 を 約 50mlに
減 少 さ せ た 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 培 養 濾 過 物 を 、 重 炭 酸 ア ン モ ニ ウ ム 溶 液 を ２ 回 交 換 し て 、 8,000kDa MWCOセ ル ロ ー ス エ
ス テ ル 膜 を 用 い て 0.1％ 重 炭 酸 ア ン モ ニ ウ ム 中 に 透 析 し た 。 次 い で 、 タ ン パ ク 質 濃 度 を 、
市 販 の BCAア ッ セ イ （ Pierce,Rockford,IL） に よ り 決 定 し た 。
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【 ０ ０ ６ ４ 】
　 次 い で 、 透 析 し た 培 養 濾 過 物 を 凍 結 乾 燥 し 、 そ し て ポ リ ペ プ チ ド を 蒸 留 水 に 再 懸 濁 し た
。 ポ リ ペ プ チ ド を 、 陰 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー の 初 期 条 件 で あ る 、 0.01mM 1,3ビ ス
[ト リ ス （ ヒ ド ロ キ シ メ チ ル ） -メ チ ル ア ミ ノ ]プ ロ パ ン 、 pH7.5（ Bis-Trisプ ロ パ ン 緩 衝 液
） に 対 し て 透 析 し た 。 分 画 を 、 0.01mM Bis-Trisプ ロ パ ン 緩 衝 液 （ pH7.5） で 平 衡 化 し た PO
ROS 146 II Q/M陰 イ オ ン 交 換 カ ラ ム 4.6mm× 100mm（ Perseptive BioSystems, Framingham,
MA） で の ゲ ル プ ロ フ ュ ー ジ ョ ン ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 用 い て 行 っ た 。 ポ リ ペ プ チ ド を 、 上
記 の 緩 衝 液 系 で の 線 形 ０ ～ 0.5MNaClグ ラ ジ エ ン ト で 溶 出 し た 。 カ ラ ム の 溶 出 液 を 220nmの
波 長 で モ ニ タ ー し た 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 イ オ ン 交 換 カ ラ ム か ら 溶 出 し た ポ リ ペ プ チ ド の プ ー ル を 、 蒸 留 水 に 対 し て 透 析 し 、 そ し
て 凍 結 乾 燥 し た 。 得 ら れ た 物 質 を 、 0.1％ ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 （ TFA） pH1.9を 含 む 水 に 溶 解
し 、 そ し て ポ リ ペ プ チ ド を 、 Delta-Pak C18カ ラ ム （ Waters,Milford,MA） 300オ ン グ ス ト
ロ ー ム 孔 サ イ ズ 、 ５ ミ ク ロ ン 粒 子 サ イ ズ （ 3.9× 150mm） で 精 製 し た 。 ポ リ ペ プ チ ド を 、 ０
～ 60％ 希 釈 緩 衝 液 （ ア セ ト ニ ト リ ル 中 の 0.1％ TFA） の 線 形 グ ラ ジ エ ン ト で カ ラ ム か ら 溶 出
し た 。 流 速 は 0.75ml/分 で あ り 、 そ し て HPLC溶 出 液 を 214nmで モ ニ タ ー し た 。 溶 出 さ れ た ポ
リ ペ プ チ ド を 含 む 画 分 を 回 収 し 、 個 々 の サ ン プ ル の 純 度 を 最 大 に し た 。 約 200個 の 精 製 さ
れ た ポ リ ペ プ チ ド を 得 た 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 次 い で 、 精 製 ポ リ ペ プ チ ド を 、 PBMC調 製 物 に お い て Ｔ 細 胞 増 殖 を 誘 導 す る 能 力 に つ い て
ス ク リ ー ニ ン グ し た 。 PPD皮 膚 試 験 ポ ジ テ ィ ブ で あ る こ と が 知 ら れ 、 そ し て そ の Ｔ 細 胞 が P
PDお よ び MTB由 来 の 粗 可 溶 性 タ ン パ ク 質 に 応 答 し て 増 殖 す る こ と が 示 さ れ て い る ド ナ ー 由
来 の PBMCを 、 10％ プ ー ル ヒ ト 血 清 お よ び 50μ g/mlゲ ン タ マ イ シ ン を 補 充 し た RPMI1640を 含
む 培 地 で 培 養 し た 。 精 製 ポ リ ペ プ チ ド を 、 0.5～ 10μ g/mLの 濃 度 で ２ 連 で 添 加 し た 。 200μ
lの 容 量 の 96ウ ェ ル 丸 底 プ レ ー ト 中 で ６ 日 間 培 養 し た 後 、 培 地 の 50μ lを 、 以 下 の 記 載 の よ
う に IFN-γ レ ベ ル の 決 定 の た め に 各 ウ ェ ル か ら 取 り 出 し た 。 次 い で 、 プ レ ー ト を 、 さ ら に
18時 間 ト リ チ ウ ム 化 チ ミ ジ ン の １ μ Ci/ウ ェ ル で パ ル ス し 、 採 集 し 、 そ し て ト リ チ ウ ム の
取 り 込 み を ガ ス シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー を 用 い て 決 定 し た 。 両 方 の レ プ リ カ で 、 培 地
の み で 培 養 さ れ た 細 胞 に お い て 観 察 さ れ た 増 殖 よ り も ３ 倍 大 き な 増 殖 を も た ら す 画 分 を 、
ポ ジ テ ィ ブ と み な し た 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 IFN-γ を 、 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 ア ッ セ イ （ ELISA） を 用 い て 測 定 し た 。 ELISAプ レ ー ト を 、
室 温 で ４ 時 間 、 PBS中 の ヒ ト IFN-γ （ Phar Mingen, SanDiego,CA） に 対 す る マ ウ ス モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 で コ ー ト し た 。 次 い で 、 ウ ェ ル を 、 室 温 で １ 時 間 、 ５ ％ （ W/V） 脱 脂 粉 乳 を
含 む PBSで ブ ロ ッ ク し た 。 次 い で 、 プ レ ー ト を 、 PBS/0.2％ TWEEN-20中 で ６ 回 洗 浄 し 、 そ し
て ELISAプ レ ー ト 中 で 培 養 培 地 で 1:2に 希 釈 し た サ ン プ ル を 、 室 温 で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し
た 。 プ レ ー ト を 再 度 洗 浄 し 、 そ し て PBS/10％ 正 常 ヤ ギ 血 清 で 1:3000に 希 釈 し た ポ リ ク ロ ー
ナ ル ウ サ ギ 抗 ヒ ト IFN-γ 血 清 を 各 ウ ェ ル に 添 加 し た 。 次 い で 、 プ レ ー ト を 室 温 で ２ 時 間 イ
ン キ ュ ベ ー ト し 、 洗 浄 し 、 そ し て 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 結 合 抗 ウ サ ギ IgG（ SigmaCh
emical So.,St Louis,MO） を 、 PBS/５ ％ 脱 脂 粉 乳 中 の 1:2000希 釈 で 添 加 し た 。 さ ら に 室 温
で ２ 時 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 後 、 プ レ ー ト を 洗 浄 し 、 そ し て TMB基 質 を 添 加 し た 。 反
応 を 、 1N硫 酸 で 20分 後 に 停 止 さ せ た 。 光 学 密 度 を 、 参 照 波 長 と し て 570nmを 用 い て 450nmで
測 定 し た 。 両 方 の レ プ リ カ で 、 培 地 の み で 培 養 し た 細 胞 か ら の 平 均 ODよ り も ２ 倍 大 き な OD
＋ ３ 標 準 偏 差 を 示 す 画 分 を 、 ポ ジ テ ィ ブ と み な し た 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 配 列 決 定 の た め に 、 ポ リ ペ プ チ ド を 個 々 に 、 Biobrene T M （ Perkin Elmer/Applied BioSy
stems Division,Foster City,CA） 処 理 し た ガ ラ ス フ ァ イ バ ー フ ィ ル タ ー 上 で 乾 燥 し た 。
ポ リ ペ プ チ ド を 有 す る フ ィ ル タ ー を 、 Perkin Elmer/Applied BioSystems Division Proci
se 492 タ ン パ ク 質 配 列 決 定 機 に ロ ー ド し た 。 ポ リ ペ プ チ ド を ア ミ ノ 末 端 か ら 、 従 来 の Edm
an化 学 を 使 用 し て 配 列 決 定 し た 。 ア ミ ノ 酸 配 列 を 、 適 切 な PTH誘 導 体 標 準 に 対 す る PTHア ミ
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ノ 酸 誘 導 体 の 保 持 時 間 を 比 較 す る こ と よ り 、 各 ポ リ ペ プ チ ド に つ い て 決 定 し た 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 上 記 の 手 順 を 用 い て 、 以 下 の Ｎ 末 端 配 列 を 有 す る 抗 原 が 単 離 さ れ た ：
　 （ a） 　 Asp-Pro-Val-Asp-Ala-Val-Ile-Asn-Thr-Thr-Xaa-Asn-Tyr-Gly-Gln-Val-
　 　 　  Val-Ala-Ala-Leu（ 配 列 番 号 54） ；
　 （ b） 　 Ala-Val-Glu-Ser-Gly-Met-Leu-Ala-Leu-Gly-Thr-Pro-Ala-Pro-Ser（ 配 列
　 　 　 番 号 55） ；
　 （ c） 　 Ala-Ala-Met-Lys-Pro-Arg-Thr-Gly-Asp-Gly-Pro-Leu-Glu-Ala-Ala-Lys-
　 　 　  Glu-Gly-Arg（ 配 列 番 号 56） ；
　 （ d） 　 Tyr-Tyr-Trp-Cys-Pro-Gly-Gln-Pro-Phe-Asp-Pro-Ala-Trp-Gly-Pro（ 配 列
　 　 　 番 号 57） ；
　 （ e） 　 Asp-Ile-Gly-Ser-Glu-Ser-Thr-Glu-Asp-Gln-Gln-Xaa-Ala-Val（ 配 列 番 号
　 　 　  58） ；
　 （ f） 　 Ala-Glu-Glu-Ser-Ile-Ser-Thr-Xaa-Glu-Xaa-Ile-Val-Pro（ 配 列 番 号 59） ；
　 （ g） 　 Asp-Pro-Glu-Pro-Ala-Pro-Pro-Val-Pro-Thr-Ala-Ala-Ala-Ala-Pro-Pro-
　 　 　  Ala（ 配 列 番 号 60） ； お よ び
　 （ h） 　 Ala-Pro-Lys-Thr-Tyr-Xaa-Glu-Glu-Leu-Lys-Gly-Thr-Asp-Thr-Gly（ 配 列
　 　 　 番 号 61） ；
こ こ で Xaaは 任 意 の ア ミ ノ 酸 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 さ ら な る 抗 原 を 、 上 記 の 手 順 に 加 え て 、 微 細 孔 HPLC精 製 工 程 を 用 い て 単 離 し た 。 詳 細 に
は 、 上 記 の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー の 精 製 工 程 に よ る 抗 原 の 混 合 物 を 含 む 20μ lの 画 分 を 、 Per
kin Elmer/Applied Biosystems Division Model 172 HPLCに お い て 、 ７ ミ ク ロ ン の 孔 サ イ
ズ 、 カ ラ ム サ イ ズ １ mm× 100mmを 有 す る Aquapore C18カ ラ ム （ Perkin Elmer/Applied Bios
ystems Division, Foster City, CA） 上 で 精 製 し た 。 画 分 を 、 水 （ 0.05％ TFA） 中 の ア セ
ト ニ ト リ ル （ 0.05％  TFAを 含 む ） の １ ％ ／ 分 の 線 形 グ ラ ジ エ ン ト を 用 い て 、 80μ l／ 分 の
流 速 で カ ラ ム か ら 溶 出 し た 。 溶 出 液 を 250nmで モ ニ タ ー し た 。 元 の 画 分 を 、 ４ つ の 主 要 な
ピ ー ク と 他 の 小 さ な 成 分 と に 分 離 し 、 そ し て 12.054Kdの 分 子 量 （ 質 量 ス ペ ク ト ル 測 定 に よ
る ） お よ び 以 下 の Ｎ 末 端 配 列 を 有 す る こ と が 示 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を 得 た ：
　 （ i） 　 Asp-Pro-Ala-Ser-Ala-Pro-Asp-Val-Pro-Thr-Ala-Ala-Gln-Gln-Thr-Ser-
　 　 　 Leu-Leu-Asn-Asn-Leu-Ala-Asp-Pro-Asp-Val-Ser-Phe-Ala-Asp（ 配 列 番 号
　 　 　  62）
こ の ポ リ ペ プ チ ド は 、 上 記 の ア ッ セ イ を 用 い る PBMC調 製 物 に お い て 増 殖 お よ び IFN-γ 産 生
の 誘 発 を 示 し た 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 さ ら な る 可 溶 性 抗 原 を 、 M. tuberculosis培 養 濾 過 物 か ら 以 下 の よ う に 単 離 し た 。 M. tu
berculosis培 養 濾 過 物 を 上 記 の よ う に 調 製 し た 。 Bis-Trisプ ロ パ ン 緩 衝 液 （ pH5.5） に 対
す る 透 析 後 、 Bis-Trisプ ロ パ ン 緩 衝 液 （ pH5.5） で 平 衡 化 し た PorosQEカ ラ ム 4.6× 100mm（
Perseptive Biosystems） で の 陰 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 用 い て 分 画 を 行 っ た 。
ポ リ ペ プ チ ド を 、 10ml／ 分 の 流 速 で 、 先 の 緩 衝 液 系 中 で の ０ ～ 1.5Mの NaCl線 形 グ ラ ジ エ ン
ト を 用 い て 溶 出 し た 。 カ ラ ム 溶 出 液 を 214nmの 波 長 で モ ニ タ ー し た 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 イ オ ン 交 換 カ ラ ム か ら 溶 出 し た 画 分 を プ ー ル し 、 そ し て Poros R2カ ラ ム 4.6× 100mm（ Pe
rseptive Biosystems） を 用 い る 逆 相 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に 供 し た 。 ポ リ ペ プ チ ド を 、 ５ m
l／ 分 の 流 速 で 、 ０ ～ 100％ の ア セ ト ニ ト リ ル （ 0.1％ TFA） の 線 形 グ ラ ジ エ ン ト を 用 い て 、
カ ラ ム か ら 溶 出 し た 。 溶 出 液 を 214nmで モ ニ タ ー し た 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 溶 出 し た ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 画 分 を 凍 結 乾 燥 し 、 そ し て 80μ lの 水 性 の 0.1％ の TFAに 再
懸 濁 し 、 そ し て さ ら に ２ ml／ 分 の 流 速 で 、 ０ ～ 100％ の ア セ ト ニ ト リ ル （ 0.1％ の TFA） の
線 形 グ ラ ジ エ ン ト を 用 い て 、 VydacC4カ ラ ム 4.6× 150mm（ Western Analytical, Temecula,
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 CA） で の 逆 相 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に 供 し た 。 溶 出 液 を 214nmで モ ニ タ ー し た 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 生 物 学 的 活 性 を 有 す る 画 分 を 、 １ つ の 主 要 な ピ ー ク と 他 の 小 さ な 成 分 に 分 離 し た 。 PVDF
膜 上 で の こ の ピ ー ク の ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト は 、 分 子 量 14Kd、 20Kd、 お よ び 26Kdの ３ つ の 主
要 な バ ン ド を 明 ら か に し た 。 こ れ ら の ポ リ ペ プ チ ド が 、 そ れ ぞ れ 以 下 の Ｎ 末 端 配 列 を 有 す
る こ と を 決 定 し た ：
　 （ j） 　 Xaa-Asp-Ser-Glu-Lys-Ser-Ala-Thr-Ile-Lys-Val-Thr-Asp-Ala-Ser（ 配 列 番 号 13
4） ；
　 （ k） 　 Ala-Gly-Asp-Thr-Xaa-Ile-Tyr-Ile-Val-Gly-Asn-Leu-Thr-Ala-Asp（ 配 列 番 号 13
5） ； お よ び
　 （ l） 　 Ala-Pro-Glu-Ser-Gly-Ala-Gly-Leu-Gly-Gly-Thr-Val-Gln-Ala-Gly（ 配 列 番 号 13
6） 、 こ こ で Xaaは 任 意 の ア ミ ノ 酸 で あ り 得 る 。
上 記 の ア ッ セ イ を 用 い て 、 こ れ ら の ポ リ ペ プ チ ド が PBMC調 製 物 に お い て 増 殖 お よ び IFN-γ
産 生 を 誘 発 す る こ と を 示 し た 。 図 1Aお よ び Ｂ は 、 そ れ ぞ れ 、 最 初 の 、 お よ び ２ 番 目 の ド ナ
ー 由 来 の PBMC調 製 物 を 用 い る こ の よ う な ア ッ セ イ の 結 果 を 示 す 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 上 記 の （ a） 、 （ c） 、 （ d） 、 お よ び （ g） と 称 さ れ る 抗 原 を コ ー ド す る DNA配 列 を 、 Ｎ
末 端 配 列 に 対 応 し 、 そ し て M． tuberculosisコ ド ン 偏 向 を 含 む 3 2 P末 端 標 識 さ れ た 変 性 オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て 、 M． tuberculosisゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ
と に よ っ て 得 た 。 配 列 番 号 101で 提 供 さ れ る 配 列 を 有 す る ク ロ ー ン を 先 に 同 定 し た 抗 原 （ a
） に 対 応 す る プ ロ ー ブ を 用 い て ス ク リ ー ニ ン グ を 行 っ た 。 配 列 番 号 101に よ り コ ー ド さ れ
る ポ リ ペ プ チ ド は 配 列 番 号 102に 提 供 さ れ る 。 配 列 番 号 52で 提 供 さ れ る 配 列 を 有 す る ク ロ
ー ン を 先 に 同 定 し た 抗 原 （ g） に 対 応 す る プ ロ ー ブ を 用 い て ス ク リ ー ニ ン グ を 行 っ た 。 配
列 番 号 52に よ り コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド は 配 列 番 号 53に 提 供 さ れ る 。 配 列 番 号 24に 提 供
さ れ る 配 列 を 有 す る ク ロ ー ン を 先 に 同 定 し た 抗 原 （ d） に 対 応 す る プ ロ ー ブ を 用 い て ス ク
リ ー ニ ン グ を 行 い 、 そ し て 配 列 番 号 25に 提 供 さ れ る 配 列 を 有 す る ク ロ ー ン を 先 に 同 定 し た
抗 原 （ c） に 対 応 す る プ ロ ー ブ を 用 い て ス ク リ ー ニ ン グ を 行 っ た 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 先 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 、 DNA STARシ ス テ ム を 用 い て gen bank中 の 公 知 の ア ミ ノ 酸 配 列 と 比
較 し た 。 検 索 し た デ ー タ ベ ー ス は 約 173,000タ ン パ ク 質 を 含 み 、 そ し て こ れ は 、 翻 訳 さ れ
た タ ン パ ク 質 配 列 と Swiss,PIRデ ー タ ベ ー ス の 組 み 合 わ せ で あ る （ Version 87） 。 抗 原 （ a
） ～ （ h） お よ び （ l） に つ い て の ア ミ ノ 酸 配 列 と の 有 意 な 相 同 性 が な い こ と を 検 出 し た 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 抗 原 （ i） の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 M． leprae由 来 の 配 列 に 相 同 で あ る こ と を 見 出 し た 。 全 長
の M． leprae配 列 を 、 GENBANKか ら 得 ら れ た 配 列 を 用 い て ゲ ノ ム DNAか ら 増 幅 し た 。 次 い で
、 こ の 配 列 を 用 い て 、 以 下 の 実 施 例 ２ に 記 載 の M． tuberculosisラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー
ニ ン グ し 、 そ し て M． tuberculosisホ モ ロ グ の 全 長 の コ ピ ー を 得 た （ 配 列 番 号 99） 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 抗 原 （ j） の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 DNA配 列 か ら 翻 訳 さ れ た 既 知 の M． tuberculosisタ ン パ ク
質 に 対 し て 相 同 で あ る こ と を 見 出 し た 。 本 発 明 者 ら の 知 識 の 限 り で は 、 こ の タ ン パ ク 質 が
Ｔ 細 胞 刺 激 活 性 を 有 す る こ と は 、 こ れ ま で に 示 さ れ て い な か っ た 。 抗 原 （ k） の ア ミ ノ 酸
配 列 が 、 M． leprae由 来 の 配 列 に 関 連 す る こ と を 見 出 し た 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 上 記 の 、 ３ つ の PPDポ ジ テ ィ ブ ド ナ ー を 用 い る 、 増 殖 お よ び IFN-γ ア ッ セ イ に お い て 、
先 に 提 供 さ れ た 代 表 的 な 抗 原 に つ い て の 結 果 を 表 １ に 示 す ：
【 ０ ０ ８ ０ 】

10

20

30

40

(20) JP 2006-149406 A 2006.6.15



【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ８ １ 】
　 表 １ に お い て 、 ２ か ら ４ の 間 の 刺 激 指 標 （ SI） （ 培 地 の み で 培 養 し た 細 胞 と 比 較 し た ）
を 与 え る 応 答 を 、 ＋ で 評 点 を つ け 、 １ μ g以 下 の 濃 度 で ４ ～ ８ ま た は ２ ～ ４ の SIを ＋ ＋ で
評 点 を つ け 、 そ し て ８ よ り 大 き い SIを ＋ ＋ ＋ で 評 点 を つ け た 。 配 列 （ i） の 抗 原 は 、 増 殖
お よ び IFN-γ ア ッ セ イ の 両 方 に お い て 、 １ つ の ド ナ ー に つ い て は 高 い SI（ ＋ ＋ ＋ ） 、 お よ
び ２ つ の 他 の ド ナ ー に つ い て は 低 い SI（ ＋ ＋ お よ び ＋ ） を 有 す る こ と を 見 出 し た 。 こ れ ら
の 結 果 は 、 こ れ ら の 抗 原 が 増 殖 お よ び ／ ま た は イ ン タ ー フ ェ ロ ン -γ 産 生 を 誘 発 し 得 る こ
と を 示 す 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 実 施 例 ２
　 M． tuberculosis抗 原 の 単 離 の た め の 患 者 の 血 清 の 使 用
　 こ の 実 施 例 は 、 M． tuberculosis感 染 個 体 由 来 の 血 清 を 用 い て ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と
に よ り 、 M． tuberculosis溶 解 物 か ら 抗 原 を 単 離 す る こ と を 説 明 す る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 乾 燥 さ せ た M． tuberculosis H37Ra（ Difco Laboratories） を ２ ％  NP40溶 液 に 添 加 し 、
そ し て あ る い は 、 ３ 回 ホ モ ジ ネ ー ト お よ び 超 音 波 処 理 し た 。 得 ら れ た 懸 濁 物 を 微 量 遠 心 チ
ュ ー ブ で 13,000rpmで 遠 心 分 離 し 、 そ し て 上 清 を 0.2ミ ク ロ ン の シ リ ン ジ フ ィ ル タ ー に 通 し
た 。 濾 液 を MacroPrep DEAEビ ー ズ （ BioRad, Hercules, CA） に 結 合 さ せ た 。 ビ ー ズ を 20mM
の Tris（ pH7.5） で 大 規 模 に 洗 浄 し 、 そ し て 結 合 し た タ ン パ ク 質 を １ Mの NaClを 用 い て 溶 出
し た 。 １ M NaCl溶 出 液 を 10mMの Tris（ pH7.5） に 対 し て 一 晩 透 析 し た 。 透 析 し た 溶 液 を 、 D
Naseお よ び RNaseを 用 い て 、 0.05mg/mlで 30分 間 室 温 で 処 理 し 、 つ い で α -D-マ ン ノ シ ダ ー
ゼ 0.5U／ mgを 用 い て pH4.5で ３ ～ ４ 時 間 室 温 で 処 理 し た 。 pH7.5に 戻 し た 後 、 材 料 を FPLCで
、 Bio Scale-Q-20カ ラ ム （ BioRad） を 通 し て 分 画 し た 。 画 分 を ９ つ の プ ー ル と 組 み 合 わ せ
、 Centriprep10（ Amicon, Beverley, MA） で 濃 縮 し 、 次 い で 本 発 明 の 他 の 抗 原 と 免 疫 反 応
性 で な い M． tuberculosis感 染 患 者 由 来 の 血 清 プ ー ル を 用 い て 、 血 清 学 的 活 性 に つ い て ウ
ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト に よ り ス ク リ ー ニ ン グ し た 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 ほ と ん ど の 反 応 性 画 分 を SDS-PAGEで 泳 動 し 、 そ し て PVDFに 転 移 さ せ た 。 以 下 の 配 列 を 生
じ る 約 85Kdの バ ン ド を 切 り 出 し た ：
　 （ m） Xaa-Tyr-Ile-Ala-Tyr-Xaa-Thr-Thr-Ala-Gly-Ile-Val-Pro-Gly-Lys-
　 　  　 Ile-Asn-Val-His-Leu-Val （ 配 列 番 号 137） 、 こ こ で 、 Xaaは 任 意 の ア ミ ノ
　 　  酸 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 上 記 の よ う な こ の 配 列 と 遺 伝 子 バ ン ク の 配 列 と の 比 較 は 、 既 知 の 配 列 に 対 し て 有 意 な 相
同 性 が な い こ と を 明 ら か に し た 。
実 施 例 ３
　 M． tuberculosis抗 原 を コ ー ド す る DNA配 列 の 調 製
　 こ の 実 施 例 は 、 M． tuberculosisで 感 染 さ せ た 患 者 か ら 得 た 血 清 、 ま た は 可 溶 性 M． tube
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rculosis抗 原 に 対 し て 惹 起 し た 抗 血 清 を 用 い て M． tuberculosis発 現 ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク
リ ー ニ ン グ す る こ と に よ る 、 M． tuberculosis抗 原 を コ ー ド す る DNA配 列 の 調 製 を 説 明 す る
。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 Ａ ． ウ サ ギ 抗 血 清 を 用 い る M． tuberculosis可 溶 性 抗 原 の 調 製
　 ゲ ノ ム DNAを M． tuberculosis株 H37Raか ら 単 離 し た 。 DNAを ラ ン ダ ム に 切 断 し 、 そ し て La
mbda ZAP発 現 系 （ Stratagene， LaJolla, CA） を 用 い て 発 現 ラ イ ブ ラ リ ー を 構 築 し た 。 ウ
サ ギ 抗 血 清 を 、 M． tuberculosis培 養 物 の 濃 縮 し た 上 清 で ウ サ ギ を 免 疫 す る こ と に よ り 、 M
． tuberculosis株 H37Ra、 H37Rv、 お よ び Erdmanの 分 泌 タ ン パ ク 質 に 対 し て 生 成 さ せ た 。 詳
細 に は 、 最 初 に ウ サ ギ を 、 10μ gの ム ラ ミ ル ジ ペ プ チ ド （ Calbiochem,La Jolla, CA） お よ
び １ mlの 不 完 全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト を 含 む ２ mlの 全 容 量 中 の 200μ gの タ ン パ ク 質 抗 原
で 皮 下 免 疫 し た 。 ４ 週 間 後 、 ウ サ ギ を 不 完 全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト 中 の 100μ gの 抗 原 で
皮 下 的 に 追 加 免 疫 し た 。 最 後 に 、 ウ サ ギ を 、 ４ 週 間 後 に 50μ gの タ ン パ ク 質 抗 原 で 静 脈 内
免 疫 し た 。 抗 血 清 を 用 い て 、 Sambrookら 、 MolecularCloning: A Laboratory Manual, Col
d Spring Harbor Laboratories, Cold SpringHarbor, NY, 1989に 記 載 の よ う に 発 現 ラ イ
ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ し た 。 免 疫 反 応 性 抗 原 を 発 現 す る バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ プ ラ ー ク
を 精 製 し た 。 プ ラ ー ク 由 来 の フ ァ ー ジ ミ ド を レ ス キ ュ ー し 、 そ し て M． tuberculosisク ロ
ー ン の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 推 定 し た 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 32個 の ク ロ ー ン を 精 製 し た 。 こ れ ら の う ち 25個 が ヒ ト M． tuberculosisに お い て 以 前 に
同 定 さ れ て い な い 配 列 を 示 し た 。 組 換 え 抗 原 を 発 現 さ せ 、 そ し て 精 製 し た 抗 原 を 実 施 例 １
に 記 載 の よ う な 免 疫 学 的 分 析 に 用 い た 。 Skeikyら 、 J.Exp. Med. 181: 1527-1537, 1995に
記 載 の よ う に 、 タ ン パ ク 質 を IPTGに よ り 誘 導 し 、 そ し て ゲ ル 溶 出 に よ り 精 製 し た 。 こ の ス
ク リ ー ニ ン グ で 同 定 さ れ た DNA分 子 の 代 表 的 な 配 列 を 配 列 番 号 １ ～ 25に 提 供 す る 。 対 応 す
る 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 を 、 配 列 番 号 63～ 87に 示 す 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 上 記 の デ ー タ ベ ー ス を 用 い る 遺 伝 子 バ ン ク 中 の 既 知 の 配 列 と こ れ ら の 配 列 と の 比 較 に お
い て 、 TbRA2A、 TbRA16、 TbRA18、 お よ び TbRA29（ 配 列 番 号 76、 68、 70、 75） と し て 本 明 細
書 中 以 下 で 参 照 さ れ る ク ロ ー ン が 、 Mycobacteriumlepraeの 既 に 同 定 さ れ た 配 列 に 対 し て
い く ら か の 相 同 性 を 示 し た が 、 M． tuberculosisに お い て は 示 さ な か っ た こ と を 見 出 し た
。 TbRA11、 TbRA26、 TbRA28、 お よ び TbDPEP（ 配 列 番 号 65、 73、 74、 53） は 、 M． tuberculo
sisに お い て 以 前 に 同 定 さ れ た 配 列 で あ っ た 。 TbRA1、 TbRA3、 TbRA4、 TbRA9、 TbRA10、 TbR
A13、 TbRA17、 TbRA19、 TbRA29、 TbRA32、 TbRA36、 な ら び に オ ー バ ー ラ ッ プ す る ク ロ ー ン T
bRA35お よ び TbRA12（ そ れ ぞ れ 、 配 列 番 号 63、 77、 81、 82、 64、 67、 69、 71、 75、 78、 80
、 79、 66） に 対 し て 有 意 な 相 同 性 が な い こ と を 見 出 し た 。 ク ロ ー ン TbRa24は ク ロ ー ン TbRa
29と オ ー バ ー ラ ッ プ し て い る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 代 表 的 な 組 換 え 抗 原 に つ い て 行 わ れ 、 そ し て い く つ か の 異 な る M. tuberculosis免 疫 患
者 由 来 の Ｔ 細 胞 調 製 物 を 用 い た PBMC増 殖 お よ び イ ン タ ー フ ェ ロ ン -γ ア ッ セ イ の 結 果 を 、
そ れ ぞ れ 表 ２ お よ び ３ に 示 す 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
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【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ９ １ 】
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【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 表 ２ お よ び ３ に お い て 、 1.2～ ２ の 間 の 刺 激 指 標 （ SI） （ 培 地 の み で 培 養 し た 細 胞 と 比
較 し た ） を 与 え る 応 答 を ± で 評 点 を つ け 、 ２ ～ ４ の SIを ＋ で 評 点 を つ け 、 １ μ g以 下 の 濃
度 で ４ ～ ８ ま た は ２ ～ ４ の SIを ＋ ＋ で 評 点 を つ け 、 そ し て ８ よ り 大 き い SIを ＋ ＋ ＋ で 評 点
を つ け し た 。 さ ら に 、 増 殖 お よ び イ FN-γ 産 生 に お け る 濃 縮 の 効 果 を 添 付 の 図 に お い て 先
の 抗 原 の ２ つ に つ い て 示 す 。 増 殖 お よ び イ ン タ ー フ ェ ロ ン -γ 産 生 の 両 方 に つ い て 、 TbRa3
は ++で 評 点 を つ け ら れ 、 そ し て TbRa9は ＋ で 評 点 を つ け ら れ た 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 こ れ ら の 結 果 は 、 こ れ ら の 可 溶 性 抗 原 が M． tuberculosis免 疫 個 体 由 来 の Ｔ 細 胞 に お い
て 増 殖 お よ び ／ ま た は イ ン タ ー フ ェ ロ ン -γ 産 生 を 誘 発 し 得 る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
 
Ｂ ． M.tuberculosis抗 原 を コ ー ド す る DNA配 列 を 同 定 す る た め の 患 者 血 清 の 使 用
　 上 記 の ゲ ノ ム DNAラ イ ブ ラ リ ー 、 お よ び さ ら な る H37Rvラ イ ブ ラ リ ー を 、 進 行 性 の 結 核 の
患 者 か ら 得 た 血 清 プ ー ル を 用 い て ス ク リ ー ニ ン グ し た 。 H37Rvラ イ ブ ラ リ ー を 調 製 す る た
め に 、 M.tuberculosisH37Rv株 の ゲ ノ ム DNAを 単 離 し 、 部 分 的 な Sau3A消 化 に か け 、 そ し て
こ れ を 用 い て 、 ラ ム ダ Zap発 現 系 （ Stratagene, La Jolla, Ca） を 用 い て 発 現 ラ イ ブ ラ リ
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ー を 構 築 し た 。 ３ つ の 異 な る 血 清 プ ー ル （ そ れ ぞ れ 、 進 行 性 の 肺 疾 患 ま た は 胸 膜 疾 患 の ３
個 体 か ら 得 た 血 清 を 含 有 す る ） を 、 発 現 ス ク リ ー ニ ン グ に お い て 用 い た 。 プ ー ル を TbL、 T
bM、 お よ び TbHと 称 し 、 ELISAお よ び 免 疫 ブ ロ ッ ト フ ォ ー マ ッ ト の 両 方 に お け る H37Ra溶 解
物 と の 相 対 的 反 応 性 （ す な わ ち 、 TbL＝ 低 反 応 性 、 TbM＝ 中 反 応 性 、 お よ び TbH＝ 高 反 応 性
） に 注 目 し た 。 ７ 人 の 進 行 性 肺 結 核 の 患 者 由 来 の 第 ４ の 血 清 プ ー ル も ま た 用 い た 。 ど の 血
清 に も 、 組 換 え 38kDM.tuberculosis H37Raリ ン 酸 結 合 タ ン パ ク 質 と の 増 大 し た 反 応 性 は な
か っ た 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 全 プ ー ル を E.coli溶 解 物 に 予 め 吸 着 さ せ 、 そ し て こ れ を 用 い て 、 Sambrookら 、 Molecula
r Cloning: A LaboratoryManual, Cold Spring Harbor Laboratories, Cold Spring Harb
or, NY, 1989に 記 載 の よ う に H37Raお よ び H37Rv発 現 ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ し た 。
免 疫 反 応 性 抗 原 を 発 現 す る バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ プ ラ ー ク を 精 製 し た 。 プ ラ ー ク 由 来 の フ ァ
ー ジ ミ ド を レ ス キ ュ ー し 、 そ し て M.tuberculosisク ロ ー ン の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 推 定 し た
。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 32個 の ク ロ ー ン を 精 製 し た 。 こ れ ら の う ち 31個 が 、 ヒ ト M.tuberculosisに お い て 以 前 に
同 定 さ れ て い な い 配 列 を 示 し た 。 同 定 し た DNA分 子 の 代 表 的 な 配 列 を 、 配 列 番 号 26～ 51お
よ び 105に 提 供 す る 。 こ れ ら の う ち 、 TbH-8お よ び TbH-8-2（ 配 列 番 号 105） が 、 同 一 の ク ロ
ー ン 由 来 の 連 続 し て い な い DNA配 列 で あ り 、 そ し て TbH-4（ 配 列 番 号 43） お よ び TbH-4-FWD
（ 配 列 番 号 44） が 、 同 一 の ク ロ ー ン 由 来 の 連 続 し て い な い 配 列 で あ る 。 本 明 細 書 中 以 降 で
Tb38-1、 TbH-4、 TbH-8、 TbH-9、 お よ び TbH-12と 同 定 し た 抗 原 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 配 列 番 号 8
8～ 92に 示 す 。 先 に 特 定 し た デ ー タ ベ ー ス を 用 い た 、 こ れ ら の 配 列 と 遺 伝 子 バ ン ク に お け
る 既 知 の 配 列 と の 比 較 は 、 TbH-4、 TbH-8、 TbH-9、 お よ び TbM-3に 対 し て 有 意 な 相 同 性 が な
い こ と を 明 ら か に し た 。 一 方 、 弱 い 相 同 性 を TbH-9に 対 し て 見 出 し た 。 TbH-12が 、 M.parat
uberculosis（ 受 託 番 号 第 S28515号 ） に お い て 以 前 に 同 定 さ れ た 34kD抗 原 性 タ ン パ ク 質 に
対 し て 相 同 で あ る こ と を 見 出 し た 。 Tb38-1が 、 M.bovis（ 受 託 番 号 第 U34848号 ） お よ び M.t
uberculosis（ Sorensenら 、 Infec.Immun. 63:1710-1717, 1995） に お い て 以 前 に 同 定 さ れ
た 抗 原 ESAT-6の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム の 34塩 基 対 上 流 に 位 置 す る こ と を 見 出 し た
。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 Tb38-1お よ び TbH-9（ と も に H37Raラ イ ブ ラ リ ー か ら 単 離 さ れ た ） 由 来 の プ ロ ー ブ を 用 い
て 、 H37Rvラ イ ブ ラ リ ー に お い て ク ロ ー ン を 同 定 し た 。 Tb38-1は 、 Tb38-1-1F2、 Tb38-1F3
、 Tb38-1F5お よ び Tb38-1F6（ 配 列 番 号 112、 113、 116、 118、 お よ び 119） に ハ イ ブ リ ダ イ
ズ し た 。 （ 配 列 番 号 112お よ び 113は 、 ク ロ ー ン Tb38-1F2由 来 の 連 続 し て い な い 配 列 で あ る
） 。 Tb38-1F2に お い て 、 ２ つ の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を 推 定 し た ； １ つ は 、 Tb37
FL（ 配 列 番 号 114） に 相 当 し 、 ２ 番 目 の 配 列 （ 部 分 配 列 ） は 、 Tb38-1の ホ モ ロ グ で あ り 得
、 そ し て Tb38-IN（ 配 列 番 号 115） と 呼 ぶ 。 Tb38-1F3の 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 を 配 列 番 号 117に
示 す 。 TbH-9プ ロ ー ブ は 、 H37Rvラ イ ブ ラ リ ー に お い て ３ つ の ク ロ ー ン を 同 定 し た ： TbH-9-
FL（ 配 列 番 号 106） 、 こ れ は 、 TbH-9（ R37Ra） の ホ モ ロ グ で あ り 得 る 、 TbH-9-1（ 配 列 番 号
108） 、 お よ び TbH-9-4（ 配 列 番 号 110） 、 こ れ ら の 全 て は 、 TbH-9に 対 し て 高 度 に 関 連 し た
配 列 で あ る 。 こ れ ら の ３ つ の ク ロ ー ン の 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 を 配 列 番 号 107、 109、 お よ び 11
1に 示 す 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 Tb38-1、 ESAT-6お よ び 他 の 代 表 的 な 組 換 え 抗 原 で 行 っ た Ｔ 細 胞 ア ッ セ イ の 結 果 を 、 以 下
の 表 ４ Ａ 、 Ｂ お よ び ５ に そ れ ぞ れ 示 す ：
表 ４ Ａ
代 表 的 な 抗 原 に 対 す る PBMC増 殖 の 結 果
【 ０ ０ ９ ９ 】
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【 表 ４ Ａ 】
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ０ ０ 】
表 ４ Ｂ
代 表 的 な 抗 原 に 対 す る PBMCイ ン タ ー フ ェ ロ ン γ 産 生 の 結 果
【 ０ １ ０ １ 】
【 表 ４ Ｂ 】
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ０ ２ 】
表 ５
代 表 的 な 抗 原 に 対 す る Ｔ 細 胞 応 答 の 概 要
【 ０ １ ０ ３ 】
【 表 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ０ ４ 】
　 こ れ ら の 結 果 は 、 本 発 明 の M.tuberculosis抗 原 お よ び ESAT-6は 共 に 、 増 殖 お よ び ／ ま た
は M.tuberculosis免 疫 個 体 由 来 の Ｔ 細 胞 に お け る イ ン タ ー フ ェ ロ ン γ 産 生 を 誘 発 し 得 る こ
と を 示 す 。 発 明 者 が 知 る 限 り で は 、 ESAT-6は 、 ヒ ト 免 疫 応 答 を 刺 激 す る こ と は 以 前 に は 示
さ れ て い な か っ た 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 抗 原 Tb38-1の ア ミ ノ 酸 配 列 を カ バ ー す る ６ 個 の オ ー バ ー ラ ッ プ す る ペ プ チ ド の セ ッ ト を
、 実 施 例 ４ に 記 載 の 方 法 を 用 い て 構 築 し た 。 こ れ ら の ペ プ チ ド の 配 列 （ 本 明 細 書 中 以 降 で
pep1-6と 称 す る ） を そ れ ぞ れ 、 配 列 番 号 93～ 98に 提 供 す る 。 こ れ ら の ペ プ チ ド を 用 い た Ｔ
細 胞 ア ッ セ イ の 結 果 を 表 ６ お よ び ７ に 示 す 。 こ れ ら の 結 果 は 、 増 殖 お よ び M.tuberculosis
免 疫 個 体 由 来 の Ｔ 細 胞 に お け る イ ン タ ー フ ェ ロ ン γ 産 生 を 誘 発 し 得 る Tb38-1内 の Ｔ 細 胞 エ
ピ ト ー プ の 存 在 を 確 認 し 、 そ し て そ の 位 置 決 め を 助 け る 。
表 ６
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Tb38-1ペ プ チ ド に 対 す る PBMC増 殖 の 結 果
【 ０ １ ０ ６ 】
【 表 ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ０ ７ 】
表 ７
Tb38-1ペ プ チ ド に 対 す る PBMCイ ン タ ー フ ェ ロ ン γ 産 生 の 結 果
【 ０ １ ０ ８ 】
【 表 ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ０ ９ 】
実 施 例 ４
ツ ベ ル ク リ ン 精 製 タ ン パ ク 質 誘 導 体 由 来 の ポ リ ペ プ チ ド の 精 製 お よ び 特 徴 付 け
　 M.tuberculosisポ リ ペ プ チ ド を 、 ツ ベ ル ク リ ン 精 製 タ ン パ ク 質 誘 導 体 （ PPD） か ら 以 下
の よ う に 単 離 し た 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 PPDを 、 い く ら か の 改 変 を 加 え て 公 開 さ れ た と お り に 調 製 し た （ Seibert, F.ら 、 Tuberc
ulin purified protein derivative. Preparation and analyses of a large quantity f
or standard.The American Review of Tuberculosis 44:9-25, 1941） 。
【 ０ １ １ １ 】
　 M.tuberculosis Rv株 を ロ ー ラ ー ボ ト ル 中 で 合 成 培 地 に お い て 37℃ で ６ 週 間 増 殖 さ せ た
。 次 い で 、 増 殖 さ せ た 細 菌 を 含 む ボ ト ル を 、 ３ 時 間 、 水 蒸 気 中 で 100℃ ま で 加 熱 し た 。 培
養 物 を 0.22μ フ ィ ル タ ー を 用 い て 滅 菌 濾 過 し 、 そ し て 液 相 を 3kDカ ッ ト オ フ メ ン ブ レ ン を
用 い て 20回 濃 縮 し た 。 タ ン パ ク 質 を 、 50％ 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 溶 液 で １ 回 お よ び 25％ 硫 酸 ア
ン モ ニ ウ ム 溶 液 で ８ 回 、 沈 澱 さ せ た 。 得 ら れ た タ ン パ ク 質 （ PPD） を 、 BiocadHPLCシ ス テ
ム （ Perseptive Biosystems, Framingham, MA） に お い て C18カ ラ ム （ 7.8× 300mM； Waters
,Milford, MA） を 用 い る 逆 相 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ RP-HPLC） に よ り 分 画 し た 。 画 分
を 、 ０ ～ 100％ 緩 衝 液 （ ア セ ト ニ ト リ ル 中 0.1％  TFA） か ら の 線 形 グ ラ ジ エ ン ト を 用 い て カ
ラ ム か ら 溶 出 し た 。 流 速 は 10ml／ 分 で あ り 、 そ し て 溶 出 液 を 214nmお よ び 280nmで モ ニ タ ー
し た 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 ６ つ の 画 分 を 採 集 し 、 乾 燥 し 、 PBS中 に 懸 濁 し 、 そ し て M.tuberculosis感 染 モ ル モ ッ ト
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に お い て 、 遅 延 型 過 敏 （ DTH） 反 応 の 誘 発 に つ い て 個 々 に 試 験 し た 。 １ つ の 画 分 が 、 強 い D
TH反 応 を 誘 発 す る こ と を 見 出 し 、 そ し て こ れ を 、 PerkinElmer/Applied Biosystems Divis
ion Model 172 HPLCの 微 細 孔 Vydac C18カ ラ ム （ カ タ ロ グ 番 号 218TP5115） に お い て さ ら に
RP-HPLCに よ り 続 け て 分 画 し た 。 画 分 を 、 80μ l／ 分 の 流 速 を 有 す る ５ ～ 100％ 緩 衝 液 （ ア
セ ト ニ ト リ ル 中 0.05％ TFA） か ら の 線 形 グ ラ ジ エ ン ト を 用 い て 溶 出 し た 。 溶 出 液 を 215nmで
モ ニ タ ー し た 。 ８ つ の 画 分 を 採 集 し 、 そ し て M.tuberculosis感 染 モ ル モ ッ ト に お い て DTH
の 誘 発 に つ い て 試 験 し た 。 １ つ の 画 分 が 、 約 16mmの 硬 結 の 強 い DTHを 誘 発 す る こ と が 見 出
さ れ た 。 他 の 画 分 は 、 検 出 可 能 な DTHを 誘 導 し な か っ た 。 陽 性 画 分 を SDS-PAGEゲ ル 電 気 泳
動 に か け 、 そ し て 約 12kD分 子 量 の 単 一 の タ ン パ ク 質 バ ン ド を 含 有 す る こ と を 見 出 し た 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 こ の ポ リ ペ プ チ ド （ 本 明 細 書 中 以 降 で DPPDと 称 す る ） を 、 上 記 の よ う に Perkin Elmer/A
pplied Biosystems Division Procise492タ ン パ ク 質 配 列 決 定 装 置 を 用 い て ア ミ ノ 末 端 か
ら 配 列 決 定 し 、 そ し て こ れ が 配 列 番 号 129に 示 す Ｎ 末 端 配 列 を 有 す る こ と を 見 出 し た 。 上
記 の よ う な 、 こ の 配 列 と 遺 伝 子 バ ン ク に お け る 既 知 の 配 列 と の 比 較 は 、 公 知 の ホ モ ロ ジ ー
が な い こ と を 明 ら か に し た 。 DPPDの ４ つ の 臭 化 シ ア ン フ ラ グ メ ン ト を 単 離 し 、 そ し て こ れ
が 配 列 番 号 130～ 133に 示 す 配 列 を 有 す る こ と を 見 出 し た 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 抗 原 DPPDが ヒ ト PBMCを 刺 激 し て 、 増 殖 お よ び IFN-γ を 産 生 す る 能 力 を 実 施 例 １ に 記 載 の
よ う に ア ッ セ イ し た 。 表 ８ に 示 す よ う に 、 DPPDは 増 殖 を 刺 激 し 、 そ し て 大 量 の IFN-γ の 産
生 を 惹 起 す る こ と を 見 出 し た ； 市 販 の PPDに よ り 惹 起 さ れ る よ り も 高 程 度 で あ る 。
表 ８
DPPDに 対 す る 増 殖 お よ び イ ン タ ー フ ェ ロ ン γ ア ッ セ イ の 結 果
【 ０ １ １ ５ 】
【 表 ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ １ ６ 】
　 実 施 例 ５
　 合 成 ポ リ ペ プ チ ド の 合 成
　 ポ リ ペ プ チ ド を 、 HPTU（ O-ベ ン ゾ ト リ ア ゾ ー ル -N,N,N',N'-テ ト ラ メ チ ル ウ ロ ニ ウ ム ヘ
キ サ フ ル オ ロ ホ ス フ ェ ー ト ） 活 性 化 と 共 に FMOC化 学 を 用 い て 、 Millipore9050ペ プ チ ド 合
成 機 で 合 成 し 得 る 。 Gly-Cys-Gly配 列 を ペ プ チ ド の ア ミ ノ 末 端 に 結 合 し て 、 ペ プ チ ド の 結
合 ま た は 標 識 化 の 方 法 を 提 供 し 得 る 。 固 体 支 持 体 か ら の ペ プ チ ド の 開 裂 を 、 以 下 の 開 裂 混
合 物 を 用 い て 実 施 し 得 る ： ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 ： エ タ ン ジ チ オ ー ル ： チ オ ア ニ ソ ー ル ： 水 ：
フ ェ ノ ー ル （ 40： １ ： ２ ： ２ ： ３ ） 。 ２ 時 間 の 開 裂 後 、 ペ プ チ ド を 冷 メ チ ル -t-ブ チ ル -エ
ー テ ル 中 で 沈 殿 さ せ 得 る 。 次 い で 、 ペ プ チ ド ペ レ ッ ト を 、 Ｃ 18逆 相 HPLCに よ る 精 製 の 前 に
、 0.1％ ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 （ TFA） を 含 有 す る 水 中 に 溶 解 し 、 そ し て 凍 結 乾 燥 し 得 る 。 水 （
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0.1％ TFAを 含 有 す る ） 中 の ０ ～ 60％ ア セ ト ニ ト リ ル （ 0.1％ TFAを 含 有 す る ） の グ ラ ジ エ ン
ト を 用 い て 、 ペ プ チ ド を 溶 出 し 得 る 。 純 画 分 の 凍 結 乾 燥 後 、 ペ プ チ ド を エ レ ク ト ロ ス プ レ
ー 質 量 分 析 法 を 用 い て 、 お よ び ア ミ ノ 酸 分 析 に よ り 特 徴 付 け 得 る 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 上 述 か ら 、 本 発 明 の 特 定 の 実 施 態 様 を 説 明 の 目 的 の た め に 本 明 細 書 中 に 記 載 し て き た が
、 種 々 の 改 変 が 、 本 発 明 の 意 図 お よ び 範 囲 か ら 逸 脱 す る こ と な く 行 わ れ 得 る こ と が 理 解 さ
れ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ １ ８ 】
【 図 １ Ａ 】 図 1Aお よ び Ｂ は 、 そ れ ぞ れ 、 実 施 例 １ に 記 載 の 14Kd、 20Kd、 お よ び 26Kdの 抗 原
に よ る 、 第 １ お よ び 第 ２ の M. tuberculosis免 疫 ド ナ ー 由 来 の Ｔ 細 胞 で の 増 殖 お よ び イ ン
タ ー フ ェ ロ ン -γ 産 生 の 刺 激 を 例 示 す る 。
【 図 １ Ｂ 】 図 1Aお よ び Ｂ は 、 そ れ ぞ れ 、 実 施 例 １ に 記 載 の 14Kd、 20Kd、 お よ び 26Kdの 抗 原
に よ る 、 第 １ お よ び 第 ２ の M. tuberculosis免 疫 ド ナ ー 由 来 の Ｔ 細 胞 で の 増 殖 お よ び イ ン
タ ー フ ェ ロ ン -γ 産 生 の 刺 激 を 例 示 す る 。
【 図 ２ 】 図 ２ は 、 ２ つ の 代 表 的 な ポ リ ペ プ チ ド TbRa3お よ び TbRa9に よ る 、 M. tuberculosi
s免 疫 個 体 由 来 の Ｔ 細 胞 で の 増 殖 お よ び イ ン タ ー フ ェ ロ ン -γ の 産 生 の 刺 激 を 例 示 す る 。
【 ０ １ １ ９ 】
（ 配 列 の 識 別 名 ）
　 配 列 番 号 １ は 、 TbRa１ の DNA配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 ２ は 、 TbRa10の DNA配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 ３ は 、 TbRa11の DNA配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 ４ は 、 TbRa12の DNA配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 ５ は 、 TbRa13の DNA配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 ６ は 、 TbRa16の DNA配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 ７ は 、 TbRa17の DNA配 列 で あ る 。 　
　 配 列 番 号 ８ は 、 TbRa18の DNA配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 ９ は 、 TbRa19の DNA配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 １ ０ は 、 TbRa24の DNA配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 １ １ は 、 TbRa26の DNA配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 １ ２ は 、 TbRa28の DNA配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 １ ３ は 、 TbRa29の DNA配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 １ ４ は 、 TbRa2Aの DNA配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 １ ５ は 、 TbRa3の DNA配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 １ ６ は 、 TbRa32の DNA配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 １ ７ は 、 TbRa35の DNA配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 １ ８ は 、 TbRa36の DNA配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 １ ９ は 、 TbRa４ の DNA配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 ２ ０ は 、 TbRa９ の DNA配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 ２ １ は 、 TbRaＢ の DNA配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 ２ ２ は 、 TbRaＣ の DNA配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 ２ ３ は 、 TbRaＤ の DNA配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 ２ ４ は 、 YYWCPGの DNA配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 ２ ５ は 、 AAMKの DNA配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 ２ ６ は 、 TbL-23の DNA配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 ２ ７ は 、 TbL-24の DNA配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 ２ ８ は 、 TbL-25の DNA配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 ２ ９ は 、 TbL-28の DNA配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 ３ ０ は 、 TbL-29の DNA配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 ３ １ は 、 TbH-5の DNA配 列 で あ る 。
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　 配 列 番 号 ３ ２ は 、 TbH-8の DNA配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 ３ ３ は 、 TbH-9の DNA配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 ３ ４ は 、 TbM-1の DNA配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 ３ ５ は 、 TbM-3の DNA配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 ３ ６ は 、 TbM-6の DNA配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 ３ ７ は 、 TbM-7の DNA配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 ３ ８ は 、 TbM-9の DNA配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 ３ ９ は 、 TbM-12の DNA配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 ４ ０ は 、 TbM-13の DNA配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 ４ １ は 、 TbM-14の DNA配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 ４ ２ は 、 TbM-15の DNA配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 ４ ３ は 、 TbH-4の DNA配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 ４ ４ は 、 TbH-4-FWDの DNA配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 ４ ５ は 、 TbH-12の DNA配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 ４ ６ は 、 Tb38-1の DNA配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 ４ ７ は 、 TbH38-4の DNA配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 ４ ８ は 、 TbL-17の DNA配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 ４ ９ は 、 TbL-20の DNA配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 ５ ０ は 、 TbL-21の DNA配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 ５ １ は 、 TbH-16の DNA配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 ５ ２ は 、 DPEPの DNA配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 ５ ３ は 、 DPEPの 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 ５ ４ は 、 DVP Ｎ 末 端 抗 原 の タ ン パ ク 質 配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 ５ ５ は 、 AVGS Ｎ 末 端 抗 原 の タ ン パ ク 質 配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 ５ ６ は 、 AAMK Ｎ 末 端 抗 原 の タ ン パ ク 質 配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 ５ ７ は 、 YYWC Ｎ 末 端 抗 原 の タ ン パ ク 質 配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 ５ ８ は 、 DIGS Ｎ 末 端 抗 原 の タ ン パ ク 質 配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 ５ ９ は 、 AEES Ｎ 末 端 抗 原 の タ ン パ ク 質 配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 ６ ０ は 、 DPEP Ｎ 末 端 抗 原 の タ ン パ ク 質 配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 ６ １ は 、 APKT Ｎ 末 端 抗 原 の タ ン パ ク 質 配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 ６ ２ は 、 DPAS Ｎ 末 端 抗 原 の タ ン パ ク 質 配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 ６ ３ は 、 TbRa１ の 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 ６ ４ は 、 TbRa10の 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 ６ ５ は 、 TbRa11の 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 ６ ６ は 、 TbRa12の 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 ６ ７ は 、 TbRa13の 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 ６ ８ は 、 TbRa16の 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 ６ ９ は 、 TbRa17の 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 ７ ０ は 、 TbRa18の 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 ７ １ は 、 TbRa19の 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 ７ ２ は 、 TbRa24の 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 ７ ３ は 、 TbRa26の 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 ７ ４ は 、 TbRa28の 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 ７ ５ は 、 TbRa29の 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 ７ ６ は 、 TbRa2Aの 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 ７ ７ は 、 TbRa3の 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 ７ ８ は 、 TbRa32の 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 ７ ９ は 、 TbRa35の 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 ８ ０ は 、 TbRa36の 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 ８ １ は 、 TbRa4の 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。
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　 配 列 番 号 ８ ２ は 、 TbRa9の 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 ８ ３ は 、 TbRaＢ の 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 ８ ４ は 、 TbRaＣ の 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 ８ ５ は 、 TbRaＤ の 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 ８ ６ は 、 YYWCPGの 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 ８ ７ は 、 TbAAMKの 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 ８ ８ は 、 Tb38-1の 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 ８ ９ は 、 TbH-4の 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 ９ ０ は 、 TbH-8の 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 ９ １ は 、 TbH-9の 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 ９ ２ は 、 TbH-12の 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 ９ ３ は 、 Tb38-1ペ プ チ ド １ の ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 ９ ４ は 、 Tb38-1ペ プ チ ド ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 ９ ５ は 、 Tb38-1ペ プ チ ド ３ の ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 ９ ６ は 、 Tb38-1ペ プ チ ド ４ の ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 ９ ７ は 、 Tb38-1ペ プ チ ド ５ の ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 ９ ８ は 、 Tb38-1ペ プ チ ド ６ の ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 ９ ９ は 、 DPASの DNA配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 １ ０ ０ は 、 DPASの 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 １ ０ １ は 、 DPVの DNA配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 １ ０ ２ は 、 DPVの 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 １ ０ ３ は 、 ESAT-6の DNA配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 １ ０ ４ は 、 ESAT-6の 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 １ ０ ５ は 、 TbH-8-2の DNA配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 １ ０ ６ は 、 TbH-9FLの DNA配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 １ ０ ７ は 、 TbH-9FLの 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 １ ０ ８ は 、 TbH-9-1の DNA配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 １ ０ ９ は 、 TbH-9-1の 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 １ １ ０ は 、 TbH-9-4の DNA配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 １ １ １ は 、 TbH-9-4の 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 １ １ ２ は 、 Tb38-1F2 INの DNA配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 １ １ ３ は 、 Tb38-2F2 RPの DNA配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 １ １ ４ は 、 Tb37-FLの 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。 　
　 配 列 番 号 １ １ ５ は 、 Tb38-INの 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 １ １ ６ は 、 Tb38-1F3の DNA配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 １ １ ７ は 、 Tb38-1F3の 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 １ １ ８ は 、 Tb38-1F5の DNA配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 １ １ ９ は 、 Tb38-1F6の DNA配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 １ ２ ０ は 、 DVPの 推 定 Ｎ 末 端 ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 １ ２ １ は 、 AVGSの 推 定 Ｎ 末 端 ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 １ ２ ２ は 、 AAMKの 推 定 Ｎ 末 端 ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 １ ２ ３ は 、 YYWCの 推 定 Ｎ 末 端 ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 １ ２ ４ は 、 DIGSの 推 定 Ｎ 末 端 ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 １ ２ ５ は 、 AEESの 推 定 Ｎ 末 端 ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 １ ２ ６ は 、 DPEPの 推 定 Ｎ 末 端 ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 １ ２ ７ は 、 APKTの 推 定 Ｎ 末 端 ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 １ ２ ８ は 、 DPASの 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 １ ２ ９ は 、 DPPD N末 端 抗 原 の タ ン パ ク 質 配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 １ ３ ０ ～ １ ３ ３ は 、 ４ つ の DPPD臭 化 シ ア ン フ ラ グ メ ン ト の タ ン パ ク 質 配 列 で あ
る 。 　

10

20

30

40

50

(31) JP 2006-149406 A 2006.6.15



　 配 列 番 号 １ ３ ４ は 、 XDS抗 原 の Ｎ 末 端 タ ン パ ク 質 配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 １ ３ ５ は 、 AGD抗 原 の Ｎ 末 端 タ ン パ ク 質 配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 １ ３ ６ は 、 APE抗 原 の Ｎ 末 端 タ ン パ ク 質 配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 １ ３ ７ は 、 XYI抗 原 の Ｎ 末 端 タ ン パ ク 質 配 列 で あ る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
（ 配 列 表 ）
【 数 １ － １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

【 ０ １ ２ １ 】
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【 数 １ － ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ２ ２ 】
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【 数 １ － ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ２ ３ 】
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【 数 １ － ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ２ ４ 】
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【 数 １ － ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ２ ５ 】
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【 数 １ － ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ２ ６ 】
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【 数 １ － ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ２ ７ 】
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【 数 １ － ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ２ ８ 】
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【 数 １ － ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ２ ９ 】
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【 数 １ － １ ０ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ３ ０ 】

10

20

30

(41) JP 2006-149406 A 2006.6.15



【 数 １ － １ １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ３ １ 】
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【 数 １ － １ ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ３ ２ 】
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【 数 １ － １ ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ３ ３ 】
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【 数 １ － １ ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ３ ４ 】
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【 数 １ － １ ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ３ ５ 】
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【 数 １ － １ ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ３ ６ 】
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【 数 １ － １ ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ３ ７ 】
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【 数 １ － １ ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ３ ８ 】
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【 数 １ － １ ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ３ ９ 】
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【 数 １ － ２ ０ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ４ ０ 】
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【 数 １ － ２ １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ４ １ 】
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【 数 １ － ２ ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ４ ２ 】
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【 数 １ － ２ ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ４ ３ 】
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【 数 １ － ２ ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ４ ４ 】
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【 数 １ － ２ ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ４ ５ 】
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【 数 １ － ２ ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ４ ６ 】
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【 数 １ － ２ ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ４ ７ 】
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【 数 １ － ２ ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ４ ８ 】
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【 数 １ － ２ ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ４ ９ 】
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【 数 １ － ３ ０ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ５ ０ 】
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【 数 １ － ３ １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ５ １ 】
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【 数 １ － ３ ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ５ ２ 】
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【 数 １ － ３ ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ５ ３ 】
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【 数 １ － ３ ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ５ ４ 】
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【 数 １ － ３ ５ 】
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【 ０ １ ５ ６ 】
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【 数 １ － ３ ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ５ ７ 】

10

20

30

(68) JP 2006-149406 A 2006.6.15



【 数 １ － ３ ７ 】
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【 数 １ － ３ ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ５ ９ 】
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【 数 １ － ３ ９ 】
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【 数 １ － ４ ０ 】
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【 数 １ － ４ １ 】
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【 数 １ － ４ ２ 】
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【 数 １ － ４ ３ 】
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【 数 １ － ４ ４ 】
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【 数 １ － ４ ５ 】
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【 数 １ － ４ ６ 】
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【 数 １ － ４ ６ 】
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【 数 １ － ４ ７ 】
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【 数 １ － ４ ８ 】
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【 数 １ － ４ ９ 】
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摘要(译)

需要解决的问题：提供改进的疫苗和预防，治疗和检测结核病的方法。
解决方案：用于检测，治疗和预防结核分枝杆菌感染的方法，更具体
地，结核分枝杆菌抗原，多肽包含其部分或其他突变体，以及此类多肽
用于诊断和接种抗结核分枝杆菌感染的用途。 Ž
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