
(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】髄膜炎菌の表面に存在する、高度に保存された、免疫学的に結合可能な抗原、ま
た、髄膜炎病の治療、防止および診断において有用な、免疫療法的、予防的かつ診断的な
組成物および方法の提供。
【解決手段】外見上の分子量が 22 kDaである、プロテイナーゼ K抵抗性の髄膜炎菌表面蛋
白質、それに対応する特定の塩基配列および推定アミノ酸配列、髄膜炎菌の 22 kDa表面蛋
白質を産生するための組換え DNA技術、ならびに髄膜炎菌の 22 kDa表面蛋白質に結合する
抗体。
【選択図】なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
髄 膜 炎 菌 (Neisseria meningitidis)の 既 知 の 菌 株 の 50％ 以 上 に 対 し て 免 疫 学 的 に 結 合 可 能
な 、 単 離 さ れ た 抗 原 ま た は そ の 断 片 。
【 請 求 項 ２ 】
髄 膜 炎 菌 の 既 知 の 菌 株 の 約 99％ に 対 し て 免 疫 学 的 に 結 合 可 能 な 、 請 求 項 １ 記 載 の 単 離 さ れ
た 抗 原 ま た は そ の 断 片 。
【 請 求 項 ３ 】
免 疫 学 的 な 結 合 性 が 、 凝 集 ア ッ セ イ 、 ELISA法 、 RIA法 、 イ ム ノ ブ ロ ッ テ ィ ン グ 解 析 、 ド ッ
ト ・ エ ン ザ イ ム 解 析 、 表 面 結 合 解 析 、 ま た は こ れ ら の 解 析 法 を 組 み 合 わ せ た 方 法 を 用 い て
判 定 さ れ る 、 請 求 項 １ 記 載 の 単 離 さ れ た 抗 原 ま た は そ の 断 片 。
【 請 求 項 ４ 】
蛋 白 質 で あ る 、 請 求 項 １ 記 載 の 単 離 さ れ た 抗 原 ま た は そ の 断 片 。
【 請 求 項 ５ 】
約 22キ ロ ダ ル ト ン の 分 子 量 を 有 す る 、 請 求 項 ４ 記 載 の 蛋 白 質 。
【 請 求 項 ６ 】
約 18キ ロ ダ ル ト ン の 分 子 量 を 有 す る 、 請 求 項 ４ 記 載 の 蛋 白 質 。
【 請 求 項 ７ 】
図 １ （ 配 列 番 号 ： ２ ） 、 図 ８ （ 配 列 番 号 ： ４ ） 、 図 ９ （ 配 列 番 号 ： ６ ） お よ び 、 図 10（ 配
列 番 号 ： ８ ） の 配 列 か ら 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 、 請 求 項 ５ 記 載 の 蛋 白 質 。
【 請 求 項 ８ 】
図 １ （ 配 列 番 号 ： ２ ） の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 、 請 求 項 ５ 記 載 の 蛋 白 質 。
【 請 求 項 ９ 】
実 質 的 に 純 粋 な 形 状 の 、 請 求 項 ５ 記 載 の 蛋 白 質 。
【 請 求 項 １ ０ 】
実 質 的 に 純 粋 な 形 状 が 、
　 ａ ） 髄 膜 炎 菌 バ ク テ リ ア の 培 養 物 を 分 離 し 、
　 ｂ ） バ ク テ リ ア 培 養 物 か ら 外 膜 部 分 を 分 離 し 、 お よ び 、
　 ｃ ） こ の 外 膜 部 分 か ら 該 抗 原 を 分 離 す る こ と 、 と い う 段 階 に よ っ て 得 ら れ る 、 請 求 項 ９
記 載 の 蛋 白 質 。
【 請 求 項 １ １ 】
段 階 （ ｃ ） に 、 外 膜 部 分 を プ ロ テ イ ナ ー ゼ Ｋ で 処 理 し て た 後 蛋 白 質 分 画 を 行 う と い う 段 階
が さ ら に 含 ま れ る 、 請 求 項 １ ０ 記 載 の 蛋 白 質 。
【 請 求 項 １ ２ 】
髄 膜 炎 菌 の 22 kDaの 表 面 蛋 白 質 の 少 な く と も １ つ の 抗 原 の 少 な く と も １ つ の 部 位 を コ ー ド
す る DNA配 列 で 、 該 配 列 が 、
　 ａ ） 図 １ の DNA配 列 （ 配 列 番 号 ： １ ） 、
　 ｂ ） 図 ８ の DNA配 列 （ 配 列 番 号 ： ３ ） 、
　 ｃ ） 図 ９ の DNA配 列 （ 配 列 番 号 ： ５ ） 、
　 ｄ ） 図 10の DNA配 列 （ 配 列 番 号 ： ７ ） 、
　 ｅ ） 上 記 の DNA配 列 の 相 同 配 列 ま た は 誘 導 配 列 、
　 ｆ ） 上 記 の DNA配 列 の い ず れ か と 縮 重 す る DNA配 列 、 お よ び 、
　 ｇ ） 上 記 の DNA配 列 の い ず れ か の 断 片
か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ 、
該 配 列 が 、 髄 膜 炎 菌 22 kDa表 面 蛋 白 質 の 免 疫 活 性 を 示 す 産 物 を コ ー ド し て い る 、 DNA配 列
。
【 請 求 項 １ ３ 】
髄 膜 炎 菌 の 22 kDaの 表 面 蛋 白 質 の 少 な く と も １ つ の 抗 原 の 少 な く と も １ つ の 部 位 を コ ー ド
す る DNA配 列 で 、 該 配 列 が 、
　 ａ ） 図 １ の DNA配 列 （ 配 列 番 号 ： １ ） 、
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　 ｂ ） 上 記 DNA配 列 の 相 同 配 列 ま た は 誘 導 配 列 、
　 ｃ ） 上 記 DNA配 列 の い ず れ か と 縮 重 す る DNA配 列 、 お よ び 、
　 ｅ ） 上 記 DNA配 列 の い ず れ か の 断 片
か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ 、
該 配 列 が 、 髄 膜 炎 菌 22 kDa表 面 蛋 白 質 の 免 疫 活 性 を 示 す 産 物 を コ ー ド し て い る 、 DNA配 列
。
【 請 求 項 １ ４ 】
相 同 配 列 が 、 淋 菌 (Neisseria gonorrhoeae)の DNAか ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ ２ 記 載 の DNA
配 列 。
【 請 求 項 １ ５ 】
相 同 配 列 が 、 ナ イ セ リ ア ・ ラ ク タ ミ カ (Neisseria lactamica)の DNAか ら 選 択 さ れ る 、 請 求
項 １ ２ 記 載 の DNA配 列 。
【 請 求 項 １ ６ 】
図 １ （ 配 列 番 号 ： １ ） の 式 の 143塩 基 目 か ら 667塩 基 目 ま で の DNA配 列 。
【 請 求 項 １ ７ 】
図 １ （ 配 列 番 号 ： １ ） の 式 の 200塩 基 目 か ら 667塩 基 目 ま で の DNA配 列 。
【 請 求 項 １ ８ 】
図 ８ （ 配 列 番 号 ： ３ ） の 式 の 116塩 基 目 か ら 643塩 基 目 ま で の DNA配 列 。
【 請 求 項 １ ９ 】
図 ８ （ 配 列 番 号 ： ３ ） の 式 の 173塩 基 目 か ら 643塩 基 目 ま で の DNA配 列 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
図 ９ （ 配 列 番 号 ： ５ ） の 式 の 208塩 基 目 か ら 732塩 基 目 ま で の DNA配 列 。
【 請 求 項 ２ １ 】
図 ９ （ 配 列 番 号 ： ５ ） の 式 の 265塩 基 目 か ら 732塩 基 目 ま で の DNA配 列 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
図 １ ０ （ 配 列 番 号 ： ７ ） の 式 の 241塩 基 目 か ら 765塩 基 目 ま で の DNA配 列 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
図 １ ０ （ 配 列 番 号 ： ７ ） の 式 の 298塩 基 目 か ら 765塩 基 目 ま で の DNA配 列 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
断 片 が 、 図 １ ５ に 示 さ れ て い る ペ プ チ ド の 一 つ （ 配 列 番 号 ： ９ 、 配 列 番 号 ： １ ０ 、 配 列 番
号 ： １ １ 、 配 列 番 号 ： １ ２ 、 配 列 番 号 ： １ ３ 、 配 列 番 号 ： １ ４ 、 配 列 番 号 ： １ ５ 、 配 列 番
号 ： １ ６ 、 配 列 番 号 ： １ ７ 、 配 列 番 号 ： １ ８ 、 配 列 番 号 ： １ ９ 、 配 列 番 号 ： ２ ０ 、 配 列 番
号 ： ２ １ 、 配 列 番 号 ： ２ ２ 、 配 列 番 号 ： ２ ３ 、 配 列 番 号 ： ２ ４ 、 配 列 番 号 ： ２ ５ 、 お よ び
配 列 番 号 ： ２ ６ ） か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ ３ 記 載 の DNA配 列 の 断 片 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
図 １ （ 配 列 番 号 ： １ ） の ３ １ 番 目 の ア ミ ノ 酸 か ら ５ ５ 番 目 の ア ミ ノ 酸 ま で を 含 む DNA配 列
の 断 片 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
図 １ （ 配 列 番 号 ： １ ） の ５ １ 番 目 の ア ミ ノ 酸 か ら ８ ６ 番 目 の ア ミ ノ 酸 ま で を 含 む DNA配 列
の 断 片 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
図 １ （ 配 列 番 号 ： １ ） の １ １ ０ 番 目 の ア ミ ノ 酸 か ら １ ４ ０ 番 目 の ア ミ ノ 酸 ま で を 含 む DNA
配 列 の 断 片 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
請 求 項 １ ３ 、 １ ６ ま た は １ ７ 記 載 の DNA配 列 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る DNA配 列 と 、 こ の DN
A配 列 に 機 能 的 に 結 合 さ れ た １ 個 以 上 の 発 現 調 節 配 列 と を 含 む 、 組 換 え DNA分 子 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
請 求 項 １ ４ 、 １ ５ 記 載 の DNA配 列 ま た は 請 求 項 １ ８ か ら ２ ７ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の DNA配
列 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る DNA配 列 と 、 こ の DNA配 列 に 機 能 的 に 結 合 さ れ た １ 個 以 上 の 発
現 調 節 配 列 と を 含 む 、 組 換 え DNA分 子 。
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【 請 求 項 ３ ０ 】
発 現 調 節 配 列 が 、 発 現 誘 導 で き る ベ ク タ ー で あ る 、 請 求 項 ２ ８ 記 載 の 組 換 え DNA分 子 。
【 請 求 項 ３ １ 】
発 現 調 節 配 列 が 、 発 現 誘 導 で き る ベ ク タ ー で あ る 、 請 求 項 ２ ９ 記 載 の 組 換 え DNA分 子 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
ベ ク タ ー が 、 熱 、 ラ ク ト ー ス の 存 在 、 お よ び 、 IPTGの 存 在 か ら 選 択 さ れ る 刺 激 に よ っ て 誘
導 さ れ る 、 請 求 項 ３ ０ ま た は ３ １ 記 載 の 組 換 え DNA分 子 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
ベ ク タ ー が 、 λ PL、 λ PR、 TAC、 T7、 T3、 LACお よ び TRPプ ロ モ ー タ ー か ら 選 択 さ れ る 、 請
求 項 ３ ２ 記 載 の 組 換 え DNA分 子 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
pNP2202、 pNP2203お よ び pNP2204か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る プ ラ ス ミ ド 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
請 求 項 ２ ８ 記 載 の 組 換 え DNA分 子 で 形 質 転 換 さ れ た 単 細 胞 宿 主 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
請 求 項 ２ ９ 記 載 の 組 換 え DNA分 子 で 形 質 転 換 さ れ た 単 細 胞 宿 主 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
宿 主 が 、 大 腸 菌 JM109、 大 腸 菌 BL21(DE3)、 大 腸 菌 DH5α F'IQ、 大 腸 菌 W3110、 大 腸 菌 JM105
、 大 腸 菌 BL21、 大 腸 菌 TOPP1、 大 腸 菌 TOPP2、 お よ び 、 大 腸 菌 TOPP3か ら な る 群 よ り 選 択 さ
れ る 、 請 求 項 ３ ５ ま た は ３ ６ 記 載 の 単 細 胞 宿 主 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
宿 主 が 、 大 腸 菌 JM109お よ び 大 腸 菌 BL21(DE3)か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ３ ５ ま た
は ３ ６ 記 載 の 単 細 胞 宿 主 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
請 求 項 ３ ５ ま た は ３ ６ 記 載 の 単 細 胞 宿 主 を 培 養 す る こ と お よ び 該 蛋 白 質 を 単 離 す る こ と に
よ っ て 得 ら れ る 、 実 質 的 に 純 粋 な 形 状 の 髄 膜 炎 菌 の 22 kDa表 面 蛋 白 質 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
請 求 項 １ ３ 、 １ ６ お よ び １ ７ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の DNA配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ
ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ４ １ 】
請 求 項 １ ４ 、 １ ５ お よ び １ ８ か ら ２ ７ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の DNA配 列 に よ っ て コ ー ド さ
れ る ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
請 求 項 ３ ５ ま た は ３ ６ 記 載 の 単 細 胞 宿 主 を 培 養 す る 段 階 と 、 該 DNA配 列 を 単 離 す る 段 階 と
を 含 む 、 DNA配 列 を 作 製 す る た め の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
請 求 項 ３ ５ ま た は ３ ６ 記 載 の 単 細 胞 宿 主 を 培 養 す る 段 階 と 、 該 ポ リ ペ プ チ ド を 単 離 す る 段
階 と を 含 む 、 ポ リ ペ プ チ ド を 作 製 す る た め の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
請 求 項 ４ ３ 記 載 の 方 法 に よ っ て 得 ら れ る 、 実 質 的 に 純 粋 な 形 状 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 　 　 ａ ） 髄 膜 炎 菌 バ ク テ リ ア の 培 養 物 の 分 離 、
　 　 　 ｂ ） バ ク テ リ ア 培 養 物 か ら の 外 膜 部 分 の 分 離 、 お よ び 、
　 　 　 ｃ ） こ の 外 膜 部 分 か ら の 抗 原 の 分 離 、
を 含 む 、 請 求 項 １ 記 載 の 抗 原 を 単 離 す る た め の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
段 階 （ ｃ ） に 、 外 膜 部 分 を プ ロ テ イ ナ ー ゼ Ｋ で 処 理 し た 後 蛋 白 質 分 画 を 行 う と い う 段 階 が
さ ら に 含 ま れ る 、 請 求 項 ４ ５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
請 求 項 １ か ら ５ 、 ８ 、 １ ３ 、 １ ６ お よ び １ ７ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の １ 個 以 上 の 抗 原 ま た
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は そ の 断 片 を 含 む 薬 学 的 成 物 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
請 求 項 ４ ０ 記 載 の １ 個 以 上 の 抗 原 ま た は そ の 断 片 を 含 む 、 薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
請 求 項 ４ １ 記 載 の １ 個 以 上 の 抗 原 ま た は そ の 断 片 を 含 む 、 薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
請 求 項 ６ 、 ７ 、 ９ 、 １ ２ 、 １ ４ 、 １ ５ 、 お よ び １ ８ か ら ２ ７ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の １ 個
以 上 の 抗 原 ま た は そ の 断 片 を 含 む 、 薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 ５ １ 】
ワ ク チ ン で あ る 、 請 求 項 ４ ９ 記 載 の 薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
ワ ク チ ン で あ る 、 請 求 項 ５ ０ 記 載 の 薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
薬 学 的 に 許 容 さ れ る 一 つ 以 上 の 賦 形 剤 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 ４ ９ 記 載 の 薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
薬 学 的 に 許 容 さ れ る 一 つ 以 上 の 賦 形 剤 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 ５ ０ 記 載 の 薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
請 求 項 ５ １ ま た は ５ ２ 記 載 の ワ ク チ ン を 薬 学 的 有 効 量 投 与 す る こ と を 含 む 、 患 者 の 髄 膜 炎
菌 に よ る 感 染 を 予 防 す る た め の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
ヒ ト に お い て 髄 膜 炎 菌 感 染 を 予 防 す る た め の 、 髄 膜 炎 菌 22 kDa表 面 蛋 白 質 ま た は そ の 断 片
、 相 同 体 も し く は 誘 導 体 の 、 薬 学 的 有 効 量 の 使 用 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
ヒ ト に お い て 淋 菌 感 染 を 予 防 す る た め の 、 髄 膜 炎 菌 22 kDa表 面 蛋 白 質 ま た は そ の 断 片 、 相
同 体 も し く は 誘 導 体 の 、 薬 学 的 有 効 量 の 使 用 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
ヒ ト に お い て 髄 膜 炎 菌 感 染 を 予 防 す る た め の ワ ク チ ン の 製 造 を 目 的 と す る 、 髄 膜 炎 菌 22 k
Da表 面 蛋 白 質 ま た は そ の 断 片 、 相 同 体 も し く は 誘 導 体 の 使 用 。
【 請 求 項 ５ ９ 】
ヒ ト に お い て 淋 菌 感 染 を 予 防 す る た め の ワ ク チ ン の 製 造 を 目 的 と す る 、 髄 膜 炎 菌 22 kDa表
面 蛋 白 質 ま た は そ の 断 片 、 相 同 体 も し く は 誘 導 体 の 使 用 。
【 請 求 項 ６ ０ 】
髄 膜 炎 菌 の 既 知 の 菌 株 の 50％ 以 上 に 存 在 す る 約 22 kDaの 分 子 量 を 有 す る 蛋 白 質 に 特 異 的 に
結 合 す る 抗 体 ま た は そ の 断 片 。
【 請 求 項 ６ １ 】
髄 膜 炎 菌 の 既 知 の 菌 株 の 約 99％ に 特 異 的 に 結 合 す る 、 請 求 項 ６ ０ 記 載 の 抗 体 ま た は そ の 断
片 。
【 請 求 項 ６ ２ 】
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は そ の 断 片 で あ る 、 請 求 項 ６ ０ 記 載 の 抗 体 ま た は そ の 断 片 。
【 請 求 項 ６ ３ 】
マ ウ ス 由 来 で あ る 、 請 求 項 ６ ２ 記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は そ の 断 片 。
【 請 求 項 ６ ４ 】
IgGア イ ソ タ イ プ で あ る 、 請 求 項 ６ ３ 記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は そ の 断 片 。
【 請 求 項 ６ ５ 】
Me-1、 Me-2、 Me-3、 Me-5、 Me-6、 ま た は Me-7で あ る 、 請 求 項 ６ ２ 記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 ま た は そ の 断 片 。
【 請 求 項 ６ ６ 】
Me-1ま た は Me-7モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 ６ ２ 記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ６ ７ 】
　 　 　 ａ ） 髄 膜 炎 菌 の 調 製 物 を 哺 乳 動 物 に 導 入 す る こ と 、 お よ び 、
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　 　 　 ｂ ） 抗 体 を 含 む 哺 乳 動 物 か ら 血 清 を 分 離 す る こ と 、
を 含 む 、 請 求 項 ６ ０ 記 載 の 抗 体 を 単 離 す る た め の 方 法 。 　
【 請 求 項 ６ ８ 】
　 　 　 ａ ） 髄 膜 炎 菌 の 調 製 物 を 、 哺 乳 動 物 の 抗 体 産 生 細 胞 に 導 入 す る こ と 、
　 　 　 ｂ ） ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 を 形 成 さ せ る た め に 、 ミ エ ロ ー マ 細 胞 と 抗 体 産 生 細 胞 と を
融 合 さ せ る こ と 、 お よ び 、
　 　 　 ｃ ） 該 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 か ら 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 単 離 す る こ と 、
を 含 む 、 請 求 項 ６ ２ 記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 単 離 す る た め の 方 法 。 　
【 請 求 項 ６ ９ 】
請 求 項 ６ ０ ～ ６ ６ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 抗 体 ま た は そ の 断 片 を １ つ 以 上 含 む 薬 学 的 組 成
物 。
【 請 求 項 ７ ０ 】
ワ ク チ ン で あ る 、 請 求 項 ６ ９ 記 載 の 薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 ７ １ 】
薬 学 的 に 許 容 さ れ る 賦 形 剤 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 ６ ９ 記 載 の 薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 ７ ２ 】
抗 体 が Me-1ま た は Me-7で あ る 、 請 求 項 ６ ９ 記 載 の 薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 ７ ３ 】
請 求 項 ７ ０ 記 載 の ワ ク チ ン を 薬 学 的 有 効 量 投 与 す る こ と を 含 む 、 髄 膜 炎 菌 に 感 染 し て い る
患 者 ま た は 感 染 の 疑 い の あ る 患 者 を 治 療 す る た め の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ４ 】
髄 膜 炎 菌 抗 原 を 含 む 生 物 試 料 ま た は 含 む と 思 わ れ る 生 物 試 料 に お い て 、 髄 膜 炎 菌 抗 原 を 検
出 す る た め の 、 以 下 を 含 む 方 法 ：
　 ａ ） 患 者 か ら 生 物 試 料 を 分 離 す る こ と 、
　 ｂ ） 請 求 項 ６ ０ 記 載 の 抗 体 ま た は そ の 断 片 を 、 混 合 液 を 作 る た め に 生 物 試 料 と と も に イ
ン キ ュ ベ ー ト す る こ と 、 お よ び 、
　 ｃ ） 髄 膜 炎 菌 抗 原 の 存 在 を 示 す 特 異 的 な 結 合 抗 原 ま た は 結 合 断 片 を 、 混 合 液 中 か ら 検 出
す る こ と 。
【 請 求 項 ７ ５ 】
抗 体 が Me-1ま た は Me-7で あ る 、 請 求 項 ７ ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ６ 】
髄 膜 炎 菌 抗 体 を 含 む 生 物 試 料 ま た は 含 む と 思 わ れ る 生 物 試 料 に お い て 、 髄 膜 炎 菌 抗 原 に 特
異 的 な 抗 体 を 検 出 す る た め の 、 以 下 を 含 む 方 法 ：
　 ａ ） 患 者 か ら 生 物 試 料 を 分 離 す る こ と 、
　 ｂ ） 請 求 項 １ 記 載 の 抗 原 ま た は そ の 断 片 を 、 混 合 液 を 作 る た め 生 物 試 料 と と も に イ ン キ
ュ ベ ー ト す る こ と 、 お よ び 、
　 ｃ ） 髄 膜 炎 菌 抗 原 に 特 異 的 な 抗 体 の 存 在 を 示 す 特 異 的 な 結 合 抗 原 ま た は 結 合 断 片 を 、 混
合 液 中 か ら 検 出 す る こ と 。
【 請 求 項 ７ ７ 】
抗 原 が 髄 膜 炎 菌 の 22 kDa表 面 蛋 白 質 で あ る 、 請 求 項 ７ ６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ８ 】
病 原 性 の ナ イ セ リ ア 菌 を 含 む 生 物 試 料 ま た は 含 む と 思 わ れ る 生 物 試 料 に お い て 、 該 菌 を 検
出 す る た め の 、 以 下 を 含 む 方 法 ：
　 ａ ） 患 者 か ら 生 物 試 料 を 分 離 す る こ と 、
　 ｂ ） 請 求 項 １ ３ 記 載 の DNA配 列 を 有 す る DNAプ ロ ー ブ を 、 混 合 液 を 作 る た め 生 物 試 料 と と
も に イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と 、 お よ び 、
　 ｃ ） ナ イ セ リ ア 菌 が 存 在 す る こ と を 示 す 特 異 的 な 結 合 DNAプ ロ ー ブ を 、 混 合 液 中 か ら 検
出 す る こ と 。
【 請 求 項 ７ ９ 】
病 原 性 の ナ イ セ リ ア 菌 を 含 む 生 物 試 料 ま た は 含 む と 思 わ れ る 生 物 試 料 に お い て 、 該 菌 を 検
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出 す る た め の 、 以 下 を 含 む 方 法 ：
　 ａ ） 患 者 か ら 生 物 試 料 を 分 離 す る こ と 、
　 ｂ ） 請 求 項 １ ２ 記 載 の DNA配 列 を 有 す る DNAプ ロ ー ブ を 、 混 合 液 を 作 る た め 生 物 試 料 と と
も に イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と 、 お よ び 、
　 ｃ ） ナ イ セ リ ア 菌 が 存 在 す る こ と を 示 す 特 異 的 な 結 合 DNAプ ロ ー ブ を 、 混 合 液 中 か ら 検
出 す る こ と 。
【 請 求 項 ８ ０ 】
DNAプ ロ ー ブ が 、 図 １ （ 配 列 番 号 ： １ ） の 525塩 基 対 配 列 を 有 す る 、 請 求 項 ７ ８ 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ８ １ 】
DNAプ ロ ー ブ が 、 図 １ （ 配 列 番 号 ： １ ） の 525塩 基 対 配 列 の 部 分 配 列 を 有 す る 、 請 求 項 ７ ８
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ２ 】
DNAプ ロ ー ブ が 、 図 ８ （ 配 列 番 号 ： ３ ） の 528塩 基 対 配 列 の 全 部 ま た は 一 部 を 有 す る 、 請 求
項 ７ ９ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ３ 】
DNAプ ロ ー ブ が 、 図 ９ （ 配 列 番 号 ： ５ ） の 525塩 基 対 配 列 の 全 部 ま た は 一 部 を 有 す る 、 請 求
項 ７ ９ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ４ 】
DNAプ ロ ー ブ が 、 図 １ ０ （ 配 列 番 号 ： ７ ） の 525塩 基 対 配 列 の 一 部 ま た は 全 部 を 有 す る 、 請
求 項 ７ ９ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ５ 】
DNAプ ロ ー ブ が 、 図 １ （ 配 列 番 号 ： １ ） の 髄 膜 炎 菌 の 22 kDa表 面 蛋 白 質 の 、 連 続 し た 少 な
く と も 約 ６ ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的 な 配 列 を 有 す る オ リ ゴ マ ー で あ る 、 請 求 項 ７ ８ 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ８ ６ 】
DNAプ ロ ー ブ が 、 図 ８ （ 配 列 番 号 ： ３ ） 、 図 ９ （ 配 列 番 号 ： ５ ） 、 お よ び 図 １ ０ （ 配 列 番
号 ： ７ ） の 中 か ら 選 択 さ れ る 配 列 を 有 す る 髄 膜 炎 菌 の 22 kDa表 面 蛋 白 質 の 、 連 続 し た 少 な
く と も 約 ６ ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的 な 配 列 を 有 す る オ リ ゴ マ ー で あ る 、 請 求 項 ７ ９ 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ８ ７ 】
　 　 　 ａ ） ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 法 の た め の プ ラ イ マ ー で あ り 、 標 的 領 域 に 隣 接 し た 位 置
に あ る オ リ ゴ マ ー の セ ッ ト を 提 供 す る こ と 、 お よ び 、
　 　 　 ｂ ） ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 法 に よ っ て 、 標 的 領 域 を 増 幅 す る こ と 、 を さ ら に 含 む 、
請 求 項 ８ ５ ま た は ８ ６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ８ 】
以 下 を 含 む 、 患 者 か ら 髄 膜 炎 菌 を 検 出 す る た め の 方 法 ：
　 ａ ） 請 求 項 ６ ０ 記 載 の 抗 体 ま た は そ の 断 片 を 、 検 出 可 能 な 標 識 で 標 識 す る こ と 、
　 ｂ ） 標 識 し た 抗 体 ま た は 標 識 し た 断 片 を 患 者 に 投 与 す る こ と 、 お よ び 、
　 ｃ ） 髄 膜 炎 菌 が 存 在 す る こ と を 示 す 特 異 的 結 合 標 識 抗 体 ま た は 標 識 断 片 を 、 患 者 か ら 検
出 す る こ と 。
【 請 求 項 ８ ９ 】
ヒ ト に お け る 髄 膜 炎 菌 感 染 の 予 防 を 目 的 と す る 、 髄 膜 炎 菌 22 kDa表 面 蛋 白 質 に 特 異 的 な 抗
体 の 薬 学 的 有 効 量 の 使 用 。
【 請 求 項 ９ ０ 】
ヒ ト に お け る 髄 膜 炎 菌 感 染 を 検 出 ま た は 診 断 す る た め の キ ッ ト の 製 造 を 目 的 と す る 、 髄 膜
炎 菌 22 kDa表 面 蛋 白 質 ま た は そ の 断 片 、 相 同 体 も し く は 誘 導 体 の 使 用 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
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　 本 発 明 は 、 髄 膜 炎 菌 の 表 面 に あ る 、 高 度 に 保 存 さ れ た 、 免 疫 学 的 に 結 合 し う る 抗 原 に 関
す る 。 こ の 独 特 な 抗 原 に よ り 、 髄 膜 炎 病 を 治 療 、 防 止 ま た は 診 断 す る 上 で 有 用 な 、 免 疫 療
法 的 、 予 防 的 か つ 診 断 的 な 新 し い 薬 剤 の た め の 基 礎 が 提 供 さ れ る 。 よ り 特 異 的 に は 、 本 発
明 は 、 外 見 上 の 分 子 量 が 22 kDaで あ る 、 プ ロ テ イ ナ ー ゼ K抵 抗 性 の 髄 膜 炎 菌 表 面 蛋 白 質 、
そ れ に 対 応 す る 塩 基 配 列 お よ び 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ： １ か ら 配 列 番 号 ： 26） 、 髄
膜 炎 菌 の 22 kDa表 面 蛋 白 質 を 産 生 す る た め の 組 換 え DNA技 術 、 髄 膜 炎 菌 の 22 kDa表 面 蛋 白
質 に 結 合 す る 抗 体 、 な ら び に 髄 膜 炎 病 を 診 断 、 治 療 ま た は 予 防 す る た め の 方 法 お よ び 組 成
物 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 髄 膜 炎 菌 は 、 全 世 界 で 、 死 亡 お よ び 罹 病 の 主 な 原 因 と な っ て い る 。 髄 膜 炎 菌 は 、 主 に 、
髄 膜 炎 お よ び 髄 膜 炎 血 症 な ど の 、 風 土 病 お よ び 流 行 病 の 原 因 と な る ［ 非 特 許 文 献 １ 、 ２ ］
。 実 際 、 こ の 生 物 は 、 米 国 に お け る 細 菌 性 髄 膜 炎 の 最 も 普 遍 的 な 原 因 菌 の 一 つ で 、 ｂ 型 ヘ
モ フ ィ ル ス ・ イ ン フ ル エ ン ザ 菌 （ Haemophilusinfluenzae） に 次 い で 多 く 、 す べ て の 病 因
の 約 20％ を 占 め る 。 血 清 の 殺 菌 活 性 が 、 髄 膜 炎 菌 に 対 す る 主 要 な 防 御 機 構 で あ る た め 、 細
菌 に よ る 侵 入 か ら の 防 御 は 、 血 清 中 の 抗 髄 膜 炎 菌 抗 体 の 存 在 に 相 関 す る ［ 非 特 許 文 献 ３ 、
４ ］ 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 髄 膜 炎 菌 は 、 莢 膜 抗 原 の 存 在 に よ っ て 、 血 清 グ ル ー プ に 下 位 分 類 さ れ る 。 目 下 、 12の 血
清 グ ル ー プ が 認 知 さ れ て い る が 、 血 清 グ ル ー プ Ａ 、 Ｂ 、 Ｃ 、 Ｙ お よ び W-135が 最 も 普 通 に
見 ら れ る 。 血 清 グ ル ー プ の 中 で 、 血 清 型 、 サ ブ タ イ プ お よ び 免 疫 型 は 、 外 膜 蛋 白 質 と リ ポ
多 糖 に よ っ て 同 定 す る こ と が で き る ［ 非 特 許 文 献 ５  ］ 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 現 在 利 用 で き る 莢 膜 多 糖 ワ ク チ ン は 、 す べ て の 髄 膜 炎 菌 株 に 対 し て 効 果 的 な わ け で は な
く 、 幼 若 な 乳 児 に お い て 、 防 御 抗 体 の 産 生 を 効 果 的 に は 誘 導 し な い ［ 非 特 許 文 献 ６ 、 ７ 、
８ ］ 。 こ の 生 物 に 対 す る ワ ク チ ン に お い て 、 現 在 、 血 清 グ ル ー プ Ａ 、 Ｂ 、 Ｃ 、 Ｙ お よ び W-
135の 莢 膜 多 糖 が 用 い ら れ て い る 。 こ れ ら の 多 糖 ワ ク チ ン は 、 短 期 間 で は 有 効 で あ る が 、
ワ ク チ ン を 投 与 さ れ た 患 者 が 、 免 疫 学 的 記 憶 を 発 達 さ せ る こ と が な い た め 、 抵 抗 性 の 程 度
を 維 持 す る た め に は 、 ３ 年 以 内 の 間 隔 で ワ ク チ ン を 再 接 種 し な け れ ば な ら な い 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 さ ら に 、 こ れ ら の 多 糖 ワ ク チ ン は 、 こ の 病 気 の 主 な 犠 牲 者 で あ る 、 ２ 才 未 満 の 幼 児 に お
い て 必 要 と さ れ る 防 御 を 行 う の に 十 分 な 量 の 殺 菌 性 抗 体 を 誘 導 し な い 。 血 清 グ ル ー プ Ｂ の
菌 株 は 、 先 進 国 に お け る 髄 膜 炎 菌 病 の 一 次 的 な 原 因 菌 で あ る が 、 現 在 の と こ ろ 、 こ の 生 物
に 対 し て 効 果 的 な ワ ク チ ン で 利 用 可 能 な も の は な い 。 実 際 、 血 清 グ ル ー プ Ｂ の 多 糖 は 、 防
御 効 果 も な く 特 異 性 の 低 い 、 IgMの 弱 い 応 答 し か 誘 導 し な い た め 、 よ い 免 疫 原 で は な い ［
非 特 許 文 献 ４ 、 ９ 、 １ ０ ］ 。 さ ら に 、 非 常 に よ く 似 た 、 交 差 反 応 性 の 構 造 物 が 、 ヒ ト 新 生
児 の 脳 組 織 の 糖 蛋 白 質 の 中 に 存 在 す る た め ［ 非 特 許 文 献 １ １ ］ 、 血 清 グ ル ー プ Ｂ の 多 糖 類
の 免 疫 原 性 を 増 強 し よ う と い う 試 み は う ま く 行 か な い か も し れ な い 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 よ り 効 果 的 な ワ ク チ ン を 得 る た め に 、 リ ポ 多 糖 な ど の 別 の 髄 膜 炎 菌 表 面 抗 原 、 ピ リ 線 毛
蛋 白 質 、 外 膜 に 存 在 す る 蛋 白 質 が 調 べ ら れ て い る 。 こ れ ら の 蛋 白 質 性 表 面 抗 原 の い く つ か
に 対 す る 、 ヒ ト の 免 疫 応 答 と 殺 菌 性 抗 体 が 、 自 発 的 被 験 者 と 回 復 期 患 者 の 血 清 中 に 存 在 す
る こ と が 明 ら か に さ れ た ［ 非 特 許 文 献 １ ２ 、 １ ３ 、 １ ４ 、 １ ５ 、 １ ６ ］ 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 さ ら に 、 ク ラ ス １ 、 2/3お よ び ５ な ど の 、 外 膜 蛋 白 質 に 対 し て 作 成 さ れ た モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 も 、 殺 菌 性 が あ り 、 動 物 で は 実 験 的 な 感 染 に 対 し て 防 御 効 果 が あ っ た ［ 非 特 許 文 献
１ ７ 、 １ ８ 、 １ ９ 、 ２ ０ ］ 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 髄 膜 炎 菌 の 外 膜 蛋 白 質 に 基 づ く 抗 原 調 製 物 が 、 動 物 と ヒ ト の 体 内 で 免 疫 原 効 果 を 有 す る
こ と が 明 ら か に な り 、 そ れ ら の う ち の い く つ か は 、 臨 床 試 験 で 調 べ ら れ て き た ［ 非 特 許 文
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献 ２ １ 、 ２ ２ 、 ２ ３ 、 ２ ４ 、 ２ ５ 、 ２ ６ 、 ２ ７ 、 ２ ８ 、 ２ ９ 、 １ ５ 、 １ ６ 、 １ ０ 、 ３ ０ ］
。 し か し 、 外 膜 蛋 白 質 に は 、 菌 株 間 で 大 き な 抗 原 多 様 性 が あ る た め 、 こ れ ら を ワ ク チ ン に
用 い る こ と に は 限 界 が あ る ［ 非 特 許 文 献 ６ ］ 。 実 際 、 こ れ ら の 調 製 物 の 殆 ど が 、 抗 原 を 抽
出 し た の と 同 じ か 、 そ れ に 関 連 し た 血 清 型 だ け に 限 定 さ れ る 殺 菌 性 抗 体 を 誘 導 し た ［ 非 特
許 文 献 ８  ］ 。 さ ら に 、 幼 児 に お い て 、 こ れ ら の ワ ク チ ン に よ っ て 付 与 さ れ る 防 御 力 は 、
ま だ 、 明 確 に 立 証 さ れ て は い な い 。 ク ラ ス ４ の よ う に 、 高 度 に 保 存 さ れ て い る 髄 膜 炎 菌 外
膜 蛋 白 質 ［ 非 特 許 文 献 ３ １ ］ と 、 リ ッ プ （ lip） 蛋 白 質 （ H.8と も 呼 ば れ る ） ［ 非 特 許 文 献
３ ２ ］ は 、 有 望 な ワ ク チ ン 候 補 と は い え な い 。 な ぜ な ら 、 こ れ ら の 蛋 白 質 は 、 殺 菌 性 抗 体
の 産 生 を 誘 導 し な い か ら で あ る 。 こ れ ら の ワ ク チ ン 調 製 物 を 改 良 す る た め に は 、 す べ て の
髄 膜 炎 菌 の 菌 株 の 表 面 に 存 在 し 、 広 域 ス ペ ク ト ル を 有 す る ワ ク チ ン を 作 製 す る た め の 殺 菌
性 抗 体 を 誘 導 で き る 、 高 度 に 保 存 さ れ た 蛋 白 質 が 必 要 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 髄 膜 炎 菌 の 最 近 の 検 査 室 診 断 は 、 塗 沫 調 製 物 の グ ラ ム 染 色 、 ラ テ ッ ク ス 凝 集 も し く は 共
同 凝 集 、 ま た は 、 養 分 に 富 ん だ 選 択 培 地 で の 培 養 と 単 離 な ど の 技 術 を 用 い て 行 わ れ る ［ 非
特 許 文 献 ３ ３ ］ 。 髄 膜 炎 菌 の 単 離 株 を 同 定 す る た め に は 、 通 常 、 炭 水 化 物 分 解 試 験 が 行 わ
れ る 。 説 明 さ れ て い る 手 順 の 殆 ど は 、 熟 練 者 を 必 要 と す る 、 時 間 の か か る 処 理 過 程 で あ る
。 髄 膜 炎 菌 の 迅 速 な 同 定 に は 、 有 病 率 が 最 も 高 い 血 清 グ ル ー プ に よ っ て 発 現 さ れ て い る 莢
膜 抗 原 に 対 し て 作 製 さ れ た 多 価 血 清 を 含 む 、 市 販 の 凝 集 キ ッ ト お よ び 共 同 凝 集 キ ッ ト が 用
い ら れ る 。 し か し 、 こ れ ら の 多 価 血 清 は 、 し ば し ば 、 別 種 の 細 菌 と 非 特 異 的 に 交 差 反 応 す
る た め 、 常 に 、 グ ラ ム 染 色 お よ び 培 養 と と も に 用 い ら れ な け れ ば な ら な い 。 し た が っ て 、
こ の よ う な 診 断 解 析 法 に 代 わ る 効 果 的 な 方 法 で 、 診 断 の 迅 速 性 と 信 頼 性 を 向 上 さ せ る 方 法
が 必 要 と さ れ て い る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
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【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 は 、 髄 膜 炎 菌 体 の 表 面 に あ る 、 高 度 に 保 存 さ れ た 、 免 疫 学 的 に 結 合 し う る 抗 原 を
提 供 す る こ と に よ っ て 、 上 記 の 課 題 を 解 決 す る 。 ま た 、 上 記 の 抗 原 を コ ー ド す る 組 換 え DN
A分 子 、 こ れ ら の DNA分 子 で 形 質 転 換 さ れ た 単 細 胞 宿 主 、 お よ び 、 実 質 的 に 純 粋 な 組 換 え 抗
原 を 作 製 す る た め の 処 理 方 法 も 提 供 さ れ る 。 ま た 、 上 記 髄 膜 炎 菌 抗 原 に 特 異 的 な 抗 体 も 提
供 さ れ る 。 本 発 明 に 係 る 抗 原 お よ び 抗 体 は 、 髄 膜 炎 菌 病 の 検 出 、 予 防 お よ び 治 療 の た め の
独 自 の 方 法 と 医 薬 組 成 物 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 好 ま し い 抗 原 は 、 髄 膜 炎 菌 の 22 kDaの 表 面 蛋 白 質 で あ り 、 そ の 断 片 、 相 同 体 お よ び 誘 導
体 も 含 ま れ る 。 好 ま し い 抗 体 は 、 髄 膜 炎 菌 の 22 kDaの 表 面 蛋 白 質 に 特 異 的 な Me-1お よ び Me
-7モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 。 こ れ ら の 抗 体 は 、 髄 膜 炎 菌 に 対 し て 非 常 に 溶 菌 性 が あ り 、
実 験 感 染 に 対 し 、 マ ウ ス を 受 動 的 に 防 御 す る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 は 、 さ ら に 、 新 し い 髄 膜 炎 菌 表 面 抗 原 と 、 そ れ に 対 し 特 異 的 な 抗 体 を 単 離 す る た
め の 方 法 を 提 供 す る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ １ ４ 】
　 髄 膜 炎 菌 の 外 膜 の 超 構 造 を 研 究 す る 過 程 で 、 本 発 明 者 ら は 、 非 常 に 変 わ っ た 性 質 を 有 す
る 、 22 kDaと い う 低 分 子 量 の 新 し い 蛋 白 質 を 同 定 し た 。 こ の 外 膜 蛋 白 質 は 、 糸 状 菌 の ト リ
テ ィ ラ キ ウ ム ・ ア ル バ ム ・ リ ン バ ー （ Tritirachium album limber） に 由 来 す る セ リ ン プ
ロ テ イ ナ ー ゼ の プ ロ テ イ ナ ー ゼ Ｋ な ど の 蛋 白 質 分 解 酵 素 に よ る 広 範 な 処 理 に 対 し て 強 い 抵
抗 性 を 有 す る 。 こ れ は 非 常 に 驚 く べ き こ と で あ る 。 な ぜ な ら 、 プ ロ テ イ ナ ー ゼ Ｋ の 効 力 、
至 適 pH範 囲 の 広 さ 、 お よ び ペ プ チ ド 結 合 特 異 性 の 低 さ の た め に 、 こ の 酵 素 に 対 し て 抵 抗 性
を 有 す る 蛋 白 質 は 、 自 然 界 で は 非 常 に 稀 だ か ら で あ る ［ Barrett, A.J.お よ び N.D. Rawlin
gs, Biochem. Soc. Transactions (1991) 19: 707～ 715］ 。 僅 か な 数 の 報 告 だ け が 、 プ ロ
テ イ ナ ー ゼ Ｋ の 酵 素 的 分 解 に 対 し て 抵 抗 性 を 有 す る 、 原 核 生 物 起 源 の 蛋 白 質 に つ い て 説 明
し て い る 。 レ プ ト ス ピ ラ 属 （ Leptospira） の 種 ［ Nicholson, V.M.お よ び J.F. Prescott, 
Veterinary Microbiol. (1993) 36: 123～ 138］ 、 マ イ コ プ ラ ズ マ 属 （ Mycoplasma） の 種
［ Butler, G.H.ら 、 Infect. Immun. (1991) 59: 1037～ 1042］ 、 ス ピ ロ プ ラ ズ マ ・ ミ ラ ム
（ Spiroplasma mirum） ［ Bastian, F.O.ら 、 J. Clin. Microbiol. (1987) 25: 2430～ 243
1］ 、 な ら び に 、 ウ イ ル ス お よ び プ リ オ ン ［ Onodera,T.ら 、 Microbiol. Immunol. (1993) 
37: 311～ 316; Prusiner, S.B.ら 、 Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: (1993) 2793～ 2797
］ に お い て 、 プ ロ テ イ ナ ー ゼ Ｋ 抵 抗 性 蛋 白 質 が 発 見 さ れ て い る 。 本 明 細 書 に お い て 、 本 発
明 者 ら は 、 髄 膜 炎 菌 感 染 の 予 防 お よ び 治 療 、 診 断 を 改 良 す る た め の 方 法 と し て 、 こ の 蛋 白
質 を 利 用 す る こ と を 説 明 し て い る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 こ の よ う に 、 本 発 明 の 局 面 の 一 つ に よ っ て 、 本 発 明 者 ら は 、 高 度 に 保 存 さ れ た 、 免 疫 学
的 に 結 合 し う る 髄 膜 炎 菌 の 表 面 蛋 白 質 、 お よ び 、 そ の 断 片 、 相 同 蛋 白 質 、 ま た は 誘 導 蛋 白
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質 を 提 供 す る 。 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る と き 、 「 髄 膜 炎 菌 表 面 蛋 白 質 」 と は 、 天 然 に
存 在 す る 髄 膜 炎 菌 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ て い る 、 髄 膜 炎 菌 の 、 い ず れ か の 表 面 蛋 白 質
を 意 味 す る 。 本 発 明 に よ る 髄 膜 炎 菌 蛋 白 質 は 、 天 然 に 生 じ た も の で も よ い し 、 組 換 え 蛋 白
質 、 ま た は 、 そ の 断 片 を 産 生 す る と い う 目 的 を も っ て 、 分 子 生 物 学 を 応 用 し て 得 ら れ た も
の で も よ い 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 明 細 書 で 用 い る と き 、 「 高 度 に 保 存 さ れ た 」 と は 、 髄 膜 炎 菌 表 面 蛋 白 質 の 遺 伝 子 と 、
そ の 蛋 白 質 自 体 が 、 既 知 の 髄 膜 炎 菌 菌 株 の 50％ 以 上 に 存 在 す る こ と を 意 味 す る 。 好 ま し く
は 、 遺 伝 子 と 、 そ の 蛋 白 質 は 、 既 知 の 髄 膜 炎 菌 菌 株 の 99％ 以 上 に 存 在 す る 。 さ ま ざ ま な 髄
膜 炎 菌 の 異 な っ た 表 面 蛋 白 質 が 、 「 高 度 に 保 存 さ れ て い る 」 か 否 か を 判 定 す る た め に 、 当
業 者 が そ れ ら を 試 験 す る こ と が で き る 方 法 を 、 実 施 例 ２ お よ び ４ に 示 す 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 明 細 書 で 用 い る と き 、 「 免 疫 学 的 に 結 合 し う る 」 と は 、 髄 膜 炎 菌 の 表 面 蛋 白 質 が 菌 体
の 表 面 に 存 在 し 、 抗 体 に 結 合 で き る こ と を 意 味 す る 。 実 施 例 ２ に 、 「 免 疫 学 的 に 結 合 し う
る 」 か 否 か を 判 定 す る た め に 、 当 業 者 が 、 さ ま ざ ま に 異 な る 髄 膜 炎 菌 表 面 蛋 白 質 を 検 査 し
う る 方 法 を 示 す 。 免 疫 学 的 な 結 合 可 能 性 は 、 凝 集 ア ッ セ イ や ELISA法 、 RIA法 、 イ ム ノ ブ ロ
ッ テ ィ ン グ 法 、 ド ッ ト ・ エ ン ザ イ ム 法 、 表 面 結 合 ア ッ セ イ 、 電 子 顕 微 鏡 、 ま た は 、 こ れ ら
の ア ッ セ イ 法 を 組 み 合 わ せ た 方 法 を 含 む 、 そ の 他 の 方 法 に よ っ て 判 定 し て も よ い 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 明 細 書 で 用 い る と き 、 髄 膜 炎 菌 の 表 面 蛋 白 質 の 「 断 片 」 に は 、 少 な く と も １ 個 の ペ プ
チ ド ・ エ ピ ト ー プ を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は 、 そ の 相 同 体 お よ び 誘 導 体 が 含 ま れ る 。
こ の 型 の ペ プ チ ド は 、 分 子 生 物 学 の 応 用 に よ っ て 作 製 す る か 、 ま た は 従 来 の 液 相 も し く は
固 相 ペ プ チ ド 合 成 技 術 を 用 い て 合 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 明 細 書 で 用 い る 、 髄 膜 炎 菌 の 表 面 蛋 白 質 の 「 相 同 体 」 に は 、 こ の 蛋 白 質 の 全 体 的 な 機
能 性 と 防 御 的 特 性 が 保 持 さ れ る よ う に 、 天 然 に 存 在 す る 配 列 中 の ア ミ ノ 酸 残 基 の １ 個 以 上
を 別 の ア ミ ノ 酸 残 基 で 置 換 し た 蛋 白 質 、 ま た は 、 そ の 断 片 が 含 ま れ る 。 こ の よ う な 相 同 体
は 、 組 換 え DNA技 術 、 例 え ば 、 天 然 に 存 在 す る 髄 膜 炎 菌 表 面 蛋 白 質 の 突 然 変 異 誘 発 な ど に
よ っ て 、 合 成 さ れ て 作 出 さ れ る 。 こ の よ う な 処 理 手 順 に つ い て は 、 当 業 に お い て よ く 知 ら
れ て い る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 例 え ば 、 こ の よ う な 相 同 体 の 一 つ と し て 、 図 10に 示 し た 髄 膜 炎 菌 株 b2に 由 来 す る 22kDa
の 蛋 白 質 の 遺 伝 子 か ら 作 製 さ れ る 組 換 え 蛋 白 質 が 選 ば れ て い る 。 ナ イ セ リ ア ・ ラ ク タ ミ カ
（ Neisseria lactamica） か ら 採 取 し た 関 連 遺 伝 子 を 単 離 し て 、 さ ら に 別 の 相 同 体 を 得 る
こ と も で き る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 明 細 書 で 用 い る と き 、 髄 膜 炎 菌 の 表 面 蛋 白 質 の 「 誘 導 体 」 と は 、 ヒ ト に 免 疫 原 性 を 付
与 す る た め に 、 例 え ば 、 ジ ニ ト ロ フ ェ ノ ー ル に よ っ て 、 共 有 結 合 的 に 修 飾 し た 蛋 白 質 ま た
は そ の 断 片 を 意 味 す る 。 ま た 、 本 発 明 に 係 る 誘 導 体 に は 、 本 発 明 に 係 る ア ミ ノ 酸 の 相 同 体
の 誘 導 体 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 当 業 者 は 、 本 発 明 の 実 施 例 に 従 い 、 過 度 な 実 験 を せ ず に 、 特 定 の 断 片 、 相 同 体 ま た は 誘
導 体 が 、 髄 膜 炎 菌 病 の 診 断 、 予 防 ま た は 治 療 に 有 効 で あ る か 否 か を 判 定 で き る よ う に な る
こ と は 明 ら か で あ る と 思 わ れ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 ま た 、 本 発 明 に は 、 髄 膜 炎 菌 の 表 面 蛋 白 質 、 断 片 、 相 同 体 ま た は 誘 導 体 を 重 合 さ せ た も
の も 含 ま れ る 。 こ れ ら の 重 合 体 に は 、 例 え ば 、 ア ビ ジ ン /ビ オ チ ン 、 グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド
、 ジ メ チ ル ス ベ ル ミ デ ー ト (dimethylsubermidate)な ど の 架 橋 剤 と ク ロ ス リ ン ク し た １ 個
以 上 の ポ リ ペ プ チ ド が 含 ま れ る 。 ま た 、 こ の よ う な 重 合 体 に は 、 組 換 え DNA技 術 に よ っ て
作 製 さ れ た ポ リ シ ス ト ロ ニ ッ ク な mRNAか ら 産 生 さ れ る 、 髄 膜 炎 菌 の 配 列 で 、 直 列 ま た は 逆
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向 き に 続 く ２ 個 以 上 の 連 続 的 な 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 発 明 は 、 実 質 的 に 純 粋 な 髄 膜 炎 菌 の 表 面 蛋 白 質 を 提 供 す る 。 「 実 質 的 に 純 粋 な 」 と い
う 語 は 、 本 発 明 に 係 る 髄 膜 炎 菌 表 面 蛋 白 質 が 、 髄 膜 炎 菌 に 由 来 す る 他 の 蛋 白 質 か ら 分 離 さ
れ て い る こ と を 意 味 す る 。 例 え ば 、 実 施 例 ３ お よ び 11で 説 明 さ れ て い る 実 験 手 順 な ど 、 さ
ま ざ ま な 常 法 に よ っ て 、 実 質 的 に 純 粋 な 髄 膜 炎 菌 の 表 面 蛋 白 質 の 調 製 物 を 得 る こ と が で き
る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 更 な る 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 特 に 、 図 １ の ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ： ２ ） も し く は
そ の 断 片 、 ま た は そ の 相 同 体 も し く は 誘 導 体 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 髄 膜 炎 菌 の 22kDaの
表 面 蛋 白 質 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 更 な る 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 特 に 、 図 ８ の ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ： ４ ） お よ び 図
９ の ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ： ６ ） も し く は そ の 断 片 、 ま た は そ の 相 同 体 も し く は 誘 導 体
の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 髄 膜 炎 菌 の 22 kDaの 表 面 蛋 白 質 を 提 供 す る 。 こ の よ う な 断 片 は 、
図 15に 列 挙 さ れ て い る ペ プ チ ド （ 配 列 番 号 ： ９ か ら 26） か ら 選 択 し て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 更 な る 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 図 10の ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ： ２ ） も し く は そ の 断
片 、 ま た は そ の 相 同 体 も し く は 誘 導 体 の 配 列 を 有 す る 淋 菌 の 22 kDaの 表 面 蛋 白 質 を 提 供 す
る 。 上 記 し た と こ ろ か ら 明 ら か に な る よ う に 、 髄 膜 炎 菌 の 22 kDaの 蛋 白 質 と い う と き に は
、 例 え ば 、 淋 菌 、 ナ イ セ リ ア ・ ラ ク タ ミ カ な ど の 、 他 の ナ イ セ リ ア 属 の 種 か ら 単 離 し た 遺
伝 子 か ら 単 離 さ れ た ま た は 作 製 さ れ た 22 kDaの 蛋 白 質 も 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 発 明 に 係 る 、 髄 膜 炎 菌 の 22 kDaの 表 面 蛋 白 質 は 、 さ ら に 、 以 下 の 性 質 の １ つ 以 上 に よ
っ て 特 徴 づ け ら れ る 。
　 （ １ ） SDS-PAGEゲ ル で 測 る と 、 約 22 kDaの 分 子 量 を 有 す る 、
　 （ ２ ） 還 元 剤 で 処 理 し て も 、 SDS-PAGEゲ ル 上 で の 電 気 泳 動 度 が 変 化 し な い 、
　 （ ３ ） 等 電 点 （ pI） が 、 約 pI８ か ら pI10の 範 囲 内 に あ る 、
　 （ ４ ） α -キ モ ト リ プ シ ン 、 ト リ プ シ ン 、 プ ロ テ イ ナ ー ゼ Ｋ な ど の 蛋 白 質 分 解 酵 素 に よ
る 分 解 に 対 し て 強 度 の 抵 抗 性 を 有 す る 、
　 （ ５ ） 過 ヨ ウ 素 酸 酸 化 に よ っ て 、 髄 膜 炎 菌 の 22 kDaの 表 面 蛋 白 質 に 対 し て 作 製 さ れ た 抗
体 の 特 異 的 結 合 が 損 な わ れ な い 、
　 （ ６ ） 高 度 に 保 存 さ れ た 抗 原 で あ る 、
　 （ ７ ） 無 処 理 の 髄 膜 炎 菌 体 の 表 面 で 抗 体 と 結 合 で き る 、
　 （ ８ ） 殺 菌 性 抗 体 の 産 生 を 誘 導 で き る 、
　 （ ９ ） 実 験 感 染 に 対 し 防 御 す る こ と が で き る 抗 体 の 産 生 を 誘 導 す る こ と が で き る 、
　 （ 10） 動 物 宿 主 に 注 射 す る と 、 髄 膜 炎 菌 感 染 に 対 し 防 御 で き る よ う な 免 疫 反 応 の 開 始 を
誘 導 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 発 明 は 、 ま た 、 髄 膜 炎 菌 の 22 kDaの 表 面 蛋 白 質 を コ ー ド す る DNA配 列 （ 配 列 番 号 ： １
、 配 列 番 号 ： ３ 、 配 列 番 号 ： ５ お よ び 配 列 番 号 ： ７ ） を 初 め て 提 供 し て い る 。 本 発 明 の 好
ま し い DNA配 列 は 、
　 （ ａ ） 図 １ の DNA配 列 （ 配 列 番 号 ： １ ） 、
　 （ ｂ ） 図 ８ の DNA配 列 （ 配 列 番 号 ： ３ ） 、
　 （ ｃ ） 図 ９ の DNA配 列 （ 配 列 番 号 ： ５ ） 、
　 （ ｄ ） 図 10の DNA配 列 （ 配 列 番 号 ： ７ ） 、
　 （ ｅ ） 上 記 の DNA配 列 の 相 同 配 列 ま た は 誘 導 配 列 、
　 （ ｆ ） 上 記 の DNA配 列 の い ず れ か と 縮 重 す る DNA配 列 、 お よ び 、
　 （ ｇ ） 上 記 の DNA配 列 の い ず れ か の 断 片
か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ た も の で あ る が 、 こ こ で 、 該 配 列 は 、 髄 膜 炎 菌 22 kDa表 面 蛋 白 質
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の 免 疫 活 性 を 示 す 産 物 を コ ー ド し て い る 。
　 こ の よ う な 断 片 は 、 好 ま し く は 、 図 15に 示 さ れ て い る よ う な ペ プ チ ド （ 配 列 番 号 ： ９ か
ら 配 列 番 号 ： 26ま で ） で あ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 ま た 、 好 ま し く は 、 本 発 明 に よ り 、 髄 膜 炎 菌 の 22 kDaの 表 面 蛋 白 質 を コ ー ド す る DNA配
列 が 初 め て 提 供 さ れ る 。 本 発 明 に 係 る 、 よ り 好 ま し い DNA配 列 は 、
　 （ ａ ） 図 １ の DNA配 列 （ 配 列 番 号 ： １ ） 、
　 （ ｂ ） 上 記 の DNA配 列 の 相 同 配 列 ま た は 誘 導 配 列 、
　 （ ｃ ） 上 記 の DNA配 列 の い ず れ か と 縮 重 す る DNA配 列 、 お よ び 、
　 （ ｄ ） 上 記 の DNA配 列 の い ず れ か の 断 片
か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る が 、 こ こ で 、 該 配 列 は 、 髄 膜 炎 菌 22 kDa表 面 蛋 白 質 の 免 疫 活 性
を 示 す 産 物 を コ ー ド し て い る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 髄 膜 炎 菌 22 kDa表 面 蛋 白 質 の 相 同 体 ま た は 誘 導 体 を コ ー ド す る 遺 伝 子 は 、 実 施 例 ４ で 説
明 さ れ て い る 条 件 の 下 で 、 22 kDaの 表 面 蛋 白 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る
。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 本 発 明 の 目 的 に と っ て は 、 髄 膜 炎 菌 の 22 kDa表 面 蛋 白 質 の 断 片 、 相 同 体 お よ び 誘 導 体 が
、 動 物 宿 主 に 注 射 さ れ た と き に 、 髄 膜 炎 菌 感 染 を 防 ぐ こ と が で き る 免 疫 反 応 の 開 始 を 誘 導
す る こ と が で き れ ば 、 こ れ ら は 、 髄 膜 炎 菌 の 22 kDa表 面 蛋 白 質 の 「 免 疫 活 性 」 を 有 す る と
い え る 。 当 業 者 は 、 本 明 細 書 の 実 施 例 ６ に 示 さ れ て い る 手 順 に 従 っ て 、 特 定 の DNA配 列 が
、 髄 膜 炎 菌 の 22 kDa表 面 蛋 白 質 の 免 疫 活 性 を 示 す 産 物 を コ ー ド し て い る か 否 か を 判 定 し て
も よ い 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 発 明 に 係 る 髄 膜 炎 菌 の 22 kDa表 面 蛋 白 質 を 、 以 下 の 段 階 を 含 む 方 法 に よ っ て 単 離 し て
も よ い 。
　 ａ ） 髄 膜 炎 菌 バ ク テ リ ア の 培 養 物 を 分 離 し 、
　 ｂ ） バ ク テ リ ア 培 養 物 か ら 外 膜 部 分 を 分 離 し 、 お よ び 、
　 ｃ ） こ の 外 膜 部 分 か ら 該 抗 原 を 分 離 す る こ と 。
　 特 に 、 上 記 の 段 階 （ ｃ ） は 、 髄 膜 炎 菌 の 外 膜 蛋 白 質 抽 出 物 を プ ロ テ イ ナ ー ゼ Ｋ で 処 理 し
た 後 、 イ オ ン 交 換 、 ゲ ル ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー お よ び 電 気 泳 動 な ど 、 従 来 か ら の 単 離 技 術 を
用 い て 、 蛋 白 質 分 画 を 行 う と い う 付 加 的 な 段 階 を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 こ れ に 代 わ る も の で 、 好 ま し い の は 、 本 明 細 書 に お い て は 実 施 例 ３ に よ り 詳 細 に 説 明 さ
れ て い る よ う に 、 分 子 生 物 学 的 技 術 を 用 い て 、 本 発 明 に 係 る 髄 膜 炎 菌 の 表 面 蛋 白 質 を 産 生
さ せ て も よ い 。 分 子 生 物 学 的 技 術 の 使 用 は 、 実 質 的 に 純 粋 な 、 髄 膜 炎 菌 の 22 kDaの 表 面 蛋
白 質 の 組 換 え 蛋 白 質 を 調 製 す る の に 、 特 に 適 し て い る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 こ の よ う に 、 本 発 明 の 更 な る 局 面 に よ っ て 、 本 発 明 者 ら は 、 髄 膜 炎 菌 の 22 kDa表 面 蛋 白
質 と 、 そ の 断 片 、 相 同 体 お よ び 誘 導 体 を 含 む 組 換 え 蛋 白 質 を 産 生 す る た め の 過 程 で 、 （ １
） 該 蛋 白 質 、 断 片 、 相 同 体 ま た は 誘 導 体 を コ ー ド す る DNA配 列 と 、 こ の DNA配 列 に 機 能 的 に
結 合 し た 、 １ 個 以 上 の 発 現 調 節 配 列 と を 含 む 組 換 え DNA分 子 で 形 質 転 換 さ れ た 単 細 胞 宿 主
生 物 を 培 養 す る こ と と 、 （ ２ ） 実 質 的 に 純 粋 な 蛋 白 質 、 断 片 、 相 同 体 ま た は 誘 導 体 を 回 収
す る 段 階 を 含 む 過 程 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 当 業 に お い て 周 知 の よ う に 、 宿 主 の 中 で の 、 形 質 転 換 遺 伝 子 の 高 い 発 現 レ ベ ル を 得 る た
め に は 、 こ の 遺 伝 子 を 、 選 択 し た 発 現 宿 主 の 中 で 機 能 す る 、 転 写 お よ び 翻 訳 の 発 現 調 節 配
列 に 機 能 的 に 結 合 さ せ な け れ ば な ら な い 。 好 ま し く は 、 配 列 調 節 配 列 と 、 目 的 の 遺 伝 子 と
が 、 さ ら に バ ク テ リ ア 選 抜 マ ー カ ー と 複 製 開 始 点 と を 含 む 配 列 ベ ク タ ー の 中 に 含 ま れ て い
る 。 発 現 宿 主 が 真 核 細 胞 で あ る と き は 、 さ ら に 、 発 現 ベ ク タ ー は 、 発 現 宿 主 で 有 用 な 発 現
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マ ー カ ー を 含 ん で い な け れ ば な ら な い 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 広 い 範 囲 の 多 様 な 発 現 宿 主 ／ ベ ク タ ー の 組 み 合 わ せ が 、 本 発 明 に 係 る DNAを 発 現 さ せ る
上 で 用 い ら れ う る 。 真 核 生 物 宿 主 に と っ て 有 用 な 発 現 ベ ク タ ー に は 、 例 え ば 、 SV40、 ウ シ
パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス 、 ア デ ノ ウ イ ル ス お よ び サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス 由 来 の 発 現 調 節 配 列 を
含 む ベ ク タ ー が 含 ま れ る 。 バ ク テ リ ア 宿 主 に と っ て 有 用 な 発 現 ベ ク タ ー に は 、 col E1, pC
R1, pBR322, pMB9、 お よ び 、 そ れ ら の 誘 導 体 を 含 む 、 大 腸 菌 由 来 の プ ラ ス ミ ド 、 な ら び に
、 RP4な ど 、 よ り 宿 主 範 囲 が 広 い プ ラ ス ミ ド 、 ま た 、 NM989な ど の ラ ム ダ フ ァ ー ジ の 多 く の
誘 導 体 な ど の フ ァ ー ジ DNA、 ま た は 、 M13お よ び 繊 維 状 の 単 鎖 DNAフ ァ ー ジ な ど 、 既 知 の バ
ク テ リ ア の プ ラ ス ミ ド が 含 ま れ る 。 酵 母 細 胞 に と っ て 有 用 な 発 現 ベ ク タ ー に は 、 ２ ミ ュ ー
（ mu） プ ラ ス ミ ド お よ び そ の 誘 導 体 が 含 ま れ る 。 昆 虫 細 胞 に と っ て 有 用 な ベ ク タ ー に は 、
pVL941が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 に 係 る DNA発 現 を 発 現 さ せ る た め に 、 こ れ ら の ベ ク タ ー に お い て 、 広 く
多 様 な 発 現 調 節 配 列 の い ず れ か が 用 い ら れ う る 。 こ の よ う な 、 有 用 な 配 列 調 節 配 列 に は 、
上 記 の 発 現 ベ ク タ ー の 構 造 遺 伝 子 と 結 合 し た 発 現 調 節 配 列 が 含 ま れ る 。 有 用 な 発 現 調 節 配
列 の 実 例 に は 、 例 え ば 、 SV40と ア デ ノ ウ イ ル ス の 初 期 と 後 期 の プ ロ モ ー タ ー 、 lacシ ス テ
ム 、 trpシ ス テ ム 、 TACま た は TRCシ ス テ ム 、 ラ ム ダ フ ァ ー ジ の 主 要 オ ペ レ ー タ ー と プ ロ モ
ー タ ー 領 域 、 fdコ ー ト 蛋 白 質 の 調 節 領 域 、 3-ホ ス ホ グ リ セ リ ン 酸 キ ナ ー ゼ 、 そ の 他 の 糖 分
解 酵 素 の プ ロ モ ー タ ー 、 例 え ば 、 Pho5な ど 、 酸 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ の プ ロ モ ー タ ー 、 酵 母 の
ア ル フ ァ 接 合 シ ス テ ム の プ ロ モ ー タ ー 、 原 核 細 胞 と 真 核 細 胞 ま た は そ の ウ イ ル ス の 遺 伝 子
の 発 現 を 調 節 す る こ と が 知 ら れ て い る そ の 他 の 配 列 、 お よ び 、 こ れ ら の 配 列 の さ ま ざ ま な
組 み 合 わ せ が 含 ま れ る 。 大 腸 菌 の 中 で 、 髄 膜 炎 菌 の 22 kDa表 面 蛋 白 質 を 発 現 さ せ る 上 で は
、 髄 膜 炎 菌 の 22 kDa表 面 蛋 白 質 の 発 現 調 節 配 列 が 特 に 有 用 で あ る （ 実 施 例 ３ ） 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 上 記 の ベ ク タ ー で 形 質 転 換 し た 宿 主 細 胞 が 、 本 発 明 の さ ら な る 局 面 を 形 成 す る 。 さ ま ざ
ま な 単 細 胞 宿 主 が 、 本 発 明 に 係 る DNA配 列 を 発 現 さ せ る 上 で 有 用 で あ る 。 こ れ ら の 宿 主 に
は 、 大 腸 菌 、 シ ュ ー ド モ ナ ス （ Pseudomonas） 、 バ チ ル ス （ Bacillus） 、 ス ト レ プ ト マ イ
セ ス （ Streptomyces） 、 菌 類 、 酵 母 、 ス ポ ド プ テ ラ フ ル ギ ペ ル ダ （ Spodoptera frugiperd
a（ SF9） )な ど の 昆 虫 細 胞 、 CHOお よ び マ ウ ス 細 胞 な ど の 動 物 細 胞 、 COS1、 COS7、 BSC1、 BS
C40お よ び BMT10な ど の ア フ リ カ ミ ド リ ザ ル の 細 胞 、 ま た 、 組 織 培 養 し た ヒ ト 細 胞 お よ び 植
物 細 胞 が 含 ま れ る 。 好 ま し い 宿 主 生 物 に は 、 大 腸 菌 も し く は 枯 草 菌 （ Bacillus subtilis
） な ど の バ ク テ リ ア 、 お よ び 組 織 培 養 し た 哺 乳 動 物 細 胞 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 す べ て の ベ ク タ ー と 発 現 調 節 配 列 の す べ て が 、 本 発 明 の DNA配 列 を 発 現 さ せ る た め に 、
同 じ よ う に 充 分 に 機 能 す る わ け で は な い こ と は 、 当 然 な が ら 、 理 解 さ れ る と 思 わ れ る 。 ま
た 、 す べ て の 宿 主 が 、 同 じ 発 現 シ ス テ ム で 、 同 じ よ う に う ま く 機 能 す る わ け で は な い 。 し
か し 、 当 業 者 は 、 過 度 な 実 験 を 行 う こ と な く 、 ま た 、 本 発 明 の 範 囲 か ら 逸 脱 す る こ と な く
、 こ れ ら の ベ ク タ ー 、 発 現 調 節 配 列 、 お よ び 宿 主 を 選 択 す る こ と が で き る と 考 え ら れ る 。
例 え ば 、 ベ ク タ ー の 選 択 に お い て は 、 ベ ク タ ー を 複 製 さ せ な け れ ば な ら な い た め 、 宿 主 を
考 慮 す る 必 要 が あ る 。 ベ ク タ ー の コ ピ ー 数 、 こ の コ ピ ー 数 を 調 節 す る 能 力 、 ま た は 、 抗 生
物 質 耐 性 マ ー カ ー な ど 、 ベ ク タ ー に よ っ て コ ー ド さ れ て い る そ の 他 の 蛋 白 質 の 発 現 に つ い
て も 考 慮 す べ き で あ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 発 現 調 節 配 列 の 選 択 に お い て も 、 さ ま ざ ま な 要 素 を 考 慮 す べ き で あ る 。 こ れ ら の 要 素 に
は 、 例 え ば 、 配 列 の 相 対 的 な 強 度 、 調 節 可 能 性 、 ま た 、 本 発 明 に 係 る DNA配 列 と の 親 和 性
、 特 に 、 二 次 構 造 を 形 成 す る 可 能 性 が 含 ま れ る 。 単 細 胞 宿 主 は 、 選 択 し た ベ ク タ ー と の 親
和 性 、 本 発 明 に 係 る DNA配 列 が コ ー ド す る 産 物 の 毒 性 、 分 泌 特 性 、 蛋 白 質 を 正 確 に 組 み 立
て る 能 力 、 発 酵 ま た は 培 養 要 求 性 、 お よ び 、 本 発 明 に 係 る DNA配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ る
産 物 の 精 製 の 容 易 さ な ど を 考 慮 し て 選 択 す べ き で あ る 。
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　 こ れ ら の パ ラ メ ー タ の 中 で 、 当 業 者 は 、 本 発 明 に 係 る DNA配 列 を 、 発 酵 に よ っ て 、 ま た
は 、 動 物 細 胞 の 大 規 模 培 養 に よ っ て 発 現 さ せ る 、 さ ま ざ ま な ベ ク タ ー ／ 発 現 調 節 配 列 ／ 宿
主 の 組 み 合 わ せ を 選 択 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 本 発 明 に 係 る DNA配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を 、 さ ま ざ ま な 常 法 を 用 い て
、 発 酵 物 ま た は 細 胞 培 養 液 か ら 単 離 し て 精 製 す る こ と が で き る 。 当 業 者 は 、 本 発 明 の 範 囲
か ら 逸 脱 す る こ と な く 、 最 も 適 切 な 単 離 精 製 技 術 を 選 択 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 本 発 明 に 係 る 、 髄 膜 炎 菌 の 表 面 蛋 白 質 は 、 髄 膜 炎 菌 感 染 に よ っ て 起 こ る 病 気 を 予 防 、 治
療 お よ び 診 断 す る た め の 予 防 薬 、 治 療 薬 、 ま た は 、 診 断 薬 組 成 物 に お い て 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 本 発 明 に 係 る 、 髄 膜 炎 菌 の 表 面 蛋 白 質 は 、 淋 菌 ま た は ナ イ セ リ ア ・ ラ ク タ ミ カ の 感 染 に
よ っ て 起 こ る 病 気 を 予 防 、 治 療 お よ び 診 断 す る た め の 予 防 薬 、 治 療 薬 、 ま た は 、 診 断 薬 組
成 物 に お い て 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 髄 膜 炎 菌 病 に 対 す る 抗 体 を 作 製 し た り 、 防 御 反 応 を 発 生 さ せ る た め に は 、 本 発 明 に よ る
髄 膜 炎 菌 の 表 面 蛋 白 質 が 特 に 適 し て い る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 淋 病 ま た は ナ イ セ リ ア ・ ラ ク タ ミ カ 病 に 対 す る 抗 体 を 作 製 し た り 、 防 御 反 応 を 発 生 さ せ
る た め に は 、 本 発 明 に よ る 髄 膜 炎 菌 の 表 面 蛋 白 質 が 特 に 適 し て い る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 特 に 、 本 発 明 者 ら は 、 免 疫 原 ま た は ワ ク チ ン と し て 使 用 す る た め に 、 図 １ の ア ミ ノ 酸 配
列 （ 配 列 番 号 ： ２ ） 、 そ の 断 片 、 相 同 体 ま た は 誘 導 体 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 髄 膜 炎 菌 の
22 kDa表 面 蛋 白 質 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 特 に 、 本 発 明 者 ら は 、 免 疫 原 ま た は ワ ク チ ン と し て 使 用 す る た め に 、 図 １ の ア ミ ノ 酸 配
列 （ 配 列 番 号 ： ２ ） 、 図 ８ の ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ： ４ ） 、 図 ９ の ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列
番 号 ： ６ ） 、 ま た は 、 図 10の ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ： ８ ） 、 ま た は 、 そ の 断 片 、 相 同 体
も し く は 誘 導 体 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 髄 膜 炎 菌 の 22 kDa表 面 蛋 白 質 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 標 準 的 な 免 疫 学 的 技 術 に お い て 、 免 疫 原 ま た は ワ ク チ ン と し て 使 用 す る た め に 、 髄 膜 炎
菌 の 表 面 蛋 白 質 が 用 い ら れ る 。 特 に 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 お よ び 多 価 抗 髄 膜 炎 菌 抗 体 を 作
製 し た り 、 髄 膜 炎 菌 病 に 対 す る 防 御 的 な 免 疫 反 応 の 発 生 を 誘 導 す る た め に 、 適 当 な 宿 主 に
、 薬 学 的 有 効 量 の 髄 膜 炎 菌 22 kDa表 面 蛋 白 質 を 注 射 す る こ と が で き る 。 宿 主 に 注 射 す る 前
に 、 髄 膜 炎 菌 の 表 面 蛋 白 質 を 適 当 な 賦 形 剤 の 中 に 処 方 す る こ と が で き る た め 、 本 発 明 者 ら
は 、 １ 個 以 上 の 髄 膜 炎 菌 の 表 面 抗 原 ま た は 、 そ の 断 片 を 含 む 薬 学 的 組 成 物 を 提 供 す る 。 好
ま し く は 、 こ の 抗 原 は 、 １ 種 以 上 の 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 補 形 薬 を 一 緒 に 入 れ た 、 髄 膜 炎 菌
の 22 kDa表 面 蛋 白 質 か 、 そ の 断 片 ま た は 、 そ の 相 同 体 も し く は 誘 導 体 で あ る 。 本 明 細 書 で
用 い ら れ る と き 、 「 薬 学 的 有 効 量 」 と は 、 髄 膜 炎 菌 感 染 を 治 療 ま た は 予 防 す る の に 充 分 な
力 価 を 誘 導 す る 、 髄 膜 炎 菌 の 、 １ 種 類 以 上 の 表 面 抗 原 ま た は 、 そ の 断 片 の 用 量 を 意 味 す る
。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 本 発 明 に 係 る 髄 膜 炎 菌 の 表 面 蛋 白 質 は 、 ま た 、 髄 膜 炎 菌 感 染 に 関 す る 診 断 試 験 の 基 礎 を
構 成 す る 。 い く つ か の 診 断 方 法 が 可 能 で あ る 。 例 え ば 、 本 発 明 は 、 髄 膜 炎 菌 抗 原 を 含 む か
ま た は 含 む と 思 わ れ る 生 物 試 料 に お い て 、 髄 膜 炎 菌 抗 原 を 検 出 す る た め の 方 法 で 、
　 ａ ） 患 者 か ら 生 物 試 料 を 分 離 す る こ と 、
　 ｂ ） 抗 髄 膜 炎 菌 22 kDa表 面 蛋 白 質 抗 体 、 ま た は 、 そ の 断 片 を 、 生 物 試 料 と と も に イ ン キ
ュ ベ ー ト し て 、 混 合 液 を 作 る こ と 、 お よ び 、
　 ｃ ） 髄 膜 炎 菌 抗 原 の 存 在 を 示 唆 す る 、 特 異 的 な 結 合 抗 体 ま た は 結 合 断 片 を 、 混 合 液 の 中
で 検 出 す る こ と を 含 む 方 法 を 提 供 す る 。
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　 上 記 の 診 断 法 に お い て 好 ま し い 抗 体 は 、 Me-1お よ び Me-7で あ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 ま た は 、 本 発 明 は 、 髄 膜 炎 菌 抗 原 に 特 異 的 な 抗 体 を 含 む か ま た は 含 む と 思 わ れ る 生 物 試
料 に お い て 、 該 抗 体 を 検 出 す る た め の 方 法 に お い て 、
　 ａ ） 患 者 か ら 生 物 試 料 を 分 離 す る こ と 、
　 ｂ ） 本 発 明 に 係 る 抗 髄 膜 炎 菌 表 面 蛋 白 質 抗 体 、 ま た は 、 そ の 断 片 を 、 生 物 試 料 と と も に
イ ン キ ュ ベ ー ト し て 、 混 合 液 を 作 る こ と 、 お よ び 、
　 ｃ ） 髄 膜 炎 菌 抗 原 に 特 異 的 な 抗 体 の 存 在 を 示 唆 す る 、 特 異 的 な 結 合 抗 原 ま た は 結 合 断 片
を 、 混 合 液 の 中 で 検 出 す る こ と を 含 む 方 法 を 提 供 す る 。 当 業 者 は 、 蛋 白 質 に 特 異 的 な 抗 体
が 生 物 の 中 に 存 在 し て い る か 否 か を 、 主 に 判 定 す る た め に 、 こ の 診 断 試 験 が 、 固 相 酵 素 免
疫 測 定 法 （ ELISA） 、 放 射 性 免 疫 測 定 法 、 ま た は ラ テ ッ ク ス 凝 集 測 定 法 な ど の 免 疫 学 的 試
験 を 含 む 、 い く つ か の 形 を 取 り う る こ と が 分 か る と 思 わ れ る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 ま た 、 本 発 明 に 係 る DNA配 列 を 、 病 原 性 の ナ イ セ リ ア 菌 を 有 す る と 思 わ れ る 生 物 試 料 の
中 に 、 こ の 菌 が 存 在 す る こ と を 検 出 す る の に 使 用 す る DNAプ ロ ー ブ を 設 計 す る た め に 用 い
て も よ い 。 本 発 明 に 係 る 検 出 方 法 は 、
　 ａ ） 患 者 か ら 生 物 試 料 を 分 離 す る 段 階 、
　 ｂ ） 本 発 明 に 係 る DNA配 列 を 有 す る DNAプ ロ ー ブ を 、 生 物 試 料 と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト し
て 混 合 液 を 作 る 段 階 、 お よ び 、
　 ｃ ） ナ イ セ リ ア 菌 が 存 在 す る こ と を 示 唆 す る 、 特 異 的 な 結 合 DNAプ ロ ー ブ を 、 混 合 液 の
中 で 検 出 す る 段 階 を 含 む 。
　 好 ま し い DNAプ ロ ー ブ は 、 図 １ （ 配 列 番 号 ： １ ） 、 図 ８ （ 配 列 番 号 ： ３ ） 、 図 ９ （ 配 列
番 号 ： ５ ） 、 も し く は 図 10（ 配 列 番 号 ： ７ ） の 塩 基 対 配 列 、 ま た は 、 図 11の 保 存 配 列 （ 配
列 番 号 ： ２ ９ ） を 有 す る 。
　 よ り 好 ま し い DNAプ ロ ー ブ に は 、 図 １ （ 配 列 番 号 ： １ ） の 525塩 基 対 の 配 列 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 本 発 明 に 係 る DNAプ ロ ー ブ は 、 髄 膜 炎 菌 感 染 を 診 断 す る 方 法 と し て 、 例 え ば 、 ポ リ メ ラ
ー ゼ 連 鎖 反 応 を 用 い て 、 試 料 中 に 髄 膜 炎 菌 の 核 酸 が 広 が っ て い る こ と を 検 出 す る た め に も
用 い る こ と が で き る 。 プ ロ ー ブ は 、 従 来 の 技 術 を 用 い て 合 成 さ れ 、 固 相 に 固 定 し た り 、 検
出 可 能 な 標 識 で 標 識 付 け し て も よ い 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 こ の よ う な 応 用 に お い て 好 ま し い DNAプ ロ ー ブ は 、 髄 膜 炎 菌 22 kDa表 面 蛋 白 質 遺 伝 子 の
、 図 １ （ 配 列 番 号 ： １ ） 、 図 ８ （ 配 列 番 号 ： ３ ） 、 図 ９ （ 配 列 番 号 ： ５ ） 、 も し く は 図 10
（ 配 列 番 号 ： ７ ） の 塩 基 対 配 列 、 ま た は 、 図 11の 保 存 配 列 （ 配 列 番 号 ： ２ ９ ） の 少 な く と
も 約 ６ 個 以 上 連 続 し た 塩 基 に 相 補 的 な 配 列 を 有 す る オ リ ゴ マ ー で あ る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 こ の よ う な 応 用 に お い て 、 よ り 好 ま し い DNAプ ロ ー ブ は 、 図 １ （ 配 列 番 号 ： １ ） の 、 髄
膜 炎 菌 22 kDa表 面 蛋 白 質 遺 伝 子 の 、 少 な く と も 約 ６ 個 以 上 連 続 し た 塩 基 に 相 補 的 な 配 列 を
有 す る オ リ ゴ マ ー で あ る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 患 者 の 中 で 、 髄 膜 炎 菌 を 検 出 す る た め の 、 別 の 診 断 方 法 は 、
　 ａ ） 本 発 明 に 係 る 抗 体 ま た は そ の 断 片 を 、 検 出 可 能 な 標 識 で 標 識 付 け す る 段 階 、
　 ｂ ） 標 識 し た 抗 体 ま た は 標 識 し た 断 片 を 患 者 に 投 与 す る 段 階 、 お よ び 、
　 ｃ ） ナ イ セ リ ア 菌 が 存 在 す る こ と を 示 唆 す る 、 特 異 的 に 結 合 す る 標 識 抗 体 ま た は 標 識 断
片 を 、 患 者 の 体 内 で 検 出 す る 段 階 を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 抗 髄 膜 炎 菌 表 面 蛋 白 質 抗 体 の い ず れ を 精 製 す る た め に も 、 親 和 性 媒 体 に 、 固 定 化 し た 髄
膜 炎 菌 の 表 面 蛋 白 質 を 用 い た ア フ ィ ニ テ ィ ー ・ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 行 な っ て も よ い 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 こ の よ う に 、 本 発 明 の 別 の 局 面 に よ り 、 本 発 明 者 ら は 、 図 １ （ 配 列 番 号 ： ２ ） 、 図 ８ （
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配 列 番 号 ： ４ ） 、 図 ９ （ 配 列 番 号 ： ６ ） 、 も し く は 図 10（ 配 列 番 号 ： ８ ） の 配 列 を 含 む ア
ミ ノ 酸 配 列 も し く は そ の 一 部 、 ま た は そ の 相 同 配 列 を 有 す る 不 溶 性 の 支 持 体 に 共 有 結 合 し
た 髄 膜 炎 菌 の 22 kDaの 表 面 蛋 白 質 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 こ の よ う に 、 本 発 明 の 別 の 局 面 に よ り 、 本 発 明 者 ら は 、 図 １ （ 配 列 番 号 ： ２ ） の 配 列 を
含 む ア ミ ノ 酸 配 列 、 ま た は そ の 一 部 も し く は そ の 相 同 配 列 を 有 す る 不 溶 性 の 支 持 体 に 共 有
結 合 し た 髄 膜 炎 菌 の 22 kDaの 表 面 蛋 白 質 を 提 供 す る 。 　
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 本 発 明 の さ ら に 別 の 特 徴 は 、 本 発 明 に 係 る 髄 膜 炎 菌 の 表 面 蛋 白 質 を 、 髄 膜 炎 菌 感 染 の 診
断 と 、 特 に 治 療 の た め の 特 異 的 な 抗 体 を 産 生 す る た め の 免 疫 原 と し て 用 い る こ と で あ る 。
適 当 な ス ク リ ー ニ ン グ 法 を 用 い て 、 例 え ば 、 試 験 モ デ ル に お け る 髄 膜 炎 菌 感 染 に 対 す る 、
特 定 の 抗 体 の 受 動 的 な 防 御 能 力 を 測 定 す る こ と に よ っ て 、 適 切 な 抗 体 が 決 定 さ れ う る 。 動
物 モ デ ル の 実 例 の 一 つ が 、 本 明 細 書 の 実 施 例 に お い て 説 明 さ れ て い る 。 抗 体 は 、 全 抗 体 で
あ っ て も よ い し 、 抗 原 に 結 合 す る 抗 体 の 断 片 で あ っ て も よ く 、 一 般 的 に は 、 免 疫 グ ロ ブ リ
ン の い ず れ か の ク ラ ス に 属 す る 。 抗 体 ま た は 断 片 は 、 動 物 に 由 来 す る も の で 、 特 異 的 に は
、 哺 乳 動 物 由 来 で 、 よ り 特 異 的 に は 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ま た は 、 ヒ ト に 由 来 す る も の で あ
る 。 そ れ は 、 天 然 の 抗 体 ま た は そ の 断 片 で あ り 、 必 要 に 応 じ て 、 組 換 え 抗 体 ま た は 抗 体 断
片 で あ っ て も よ い 。 組 換 え 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 と い う 語 は 、 分 子 生 物 学 的 な 技 術 を 用 い て
産 生 さ れ た 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 を 意 味 す る 。 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 は 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体
で あ っ て も よ い が 、 選 択 す べ き は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に 由 来 す る も の で あ る 。 そ れ は 、
髄 膜 炎 菌 の 表 面 蛋 白 質 に 関 連 し た 、 い く つ か の エ ピ ト ー プ に 特 異 的 で あ る が 、 好 ま し く は
、 一 つ の エ ピ ト ー プ に 特 異 的 な も の で あ る 。 好 ま し く は 、 抗 体 お よ び そ の 断 片 は 、 髄 膜 炎
菌 の 22 kDa表 面 蛋 白 質 に 関 す る 、 １ 個 以 上 の エ ピ ト ー プ に 特 異 的 な も の で あ る 。 本 明 細 書
に お い て 説 明 さ れ て い る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Me-1お よ び Me-7も 好 ま し い 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ６ １ 】
　 本 発 明 を よ り よ く 理 解 す る た め に 、 以 下 の 実 施 例 を 示 す 。 こ れ ら の 実 施 例 は 、 例 示 の た
め だ け の も の で あ り 、 い か な る 態 様 に お い て も 、 本 発 明 の 範 囲 を 制 限 す る も の と 解 釈 さ れ
る べ き で は な い 。
　 実 施 例 １ は 、 髄 膜 炎 菌 の 外 膜 調 製 物 を 、 蛋 白 質 分 解 酵 素 で 処 理 し 、 そ の 後 、 髄 膜 炎 菌 の
22 kDaの 表 面 蛋 白 質 を 同 定 す る こ と を 説 明 し て い る 。
　 実 施 例 ２ は 、 髄 膜 炎 菌 の 22 kDaの 表 面 蛋 白 質 に 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 調 製 物 の 説
明 を し て い る 。
　 実 施 例 ３ は 、 髄 膜 炎 菌 の 組 換 え 22 kDa表 面 蛋 白 質 の 調 製 物 の 説 明 を し て い る 。
　 実 施 例 ４ は 、 髄 膜 炎 菌 の 22 kDa表 面 蛋 白 質 を 発 現 し て い る 生 物 を 同 定 す る た め の DNAプ
ロ ー ブ の 使 用 に つ い て 説 明 し て い る 。
　 実 施 例 ５ は 、 髄 膜 炎 菌 感 染 か ら マ ウ ス を 守 る た め の 抗 髄 膜 炎 菌 22 kDa表 面 蛋 白 質 の モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 使 用 に つ い て 説 明 し て い る 。
　 実 施 例 ６ は 、 髄 膜 炎 菌 感 染 に 対 す る 防 御 反 応 を 誘 導 す る た め に 、 精 製 さ れ た 組 換 え 22kD
a表 面 蛋 白 質 を 使 用 す る こ と を 説 明 し て い る 。
　 実 施 例 ７ は 、 22 kDaの 蛋 白 質 の 配 列 を 同 定 す る こ と と 、 髄 膜 炎 菌 の 別 の 菌 株 （ MCH88と z
4063） お よ び 淋 菌 の 一 つ の 菌 株 で 、 こ の 蛋 白 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 同 定 す る こ と と を 説
明 し て い る 。
　 実 施 例 ８ は 、 22 kDaの 、 髄 膜 炎 菌 の 表 面 蛋 白 質 に 対 す る 、 ウ サ ギ と サ ル の 免 疫 反 応 に つ
い て 説 明 し て い る 。
　 実 施 例 ９ は 、 22 kDaの 髄 膜 炎 菌 表 面 蛋 白 質 の 、 異 な る 免 疫 エ ピ ト ー プ を マ ッ プ す る た め
に 用 い た 処 理 法 に つ い て 説 明 し て い る 。
　 実 施 例 10は 、 22 kDaの 表 面 蛋 白 質 を 大 規 模 に 生 産 す る た め 、 熱 に よ っ て 、 発 現 ベ ク タ ー
を 誘 導 す る こ と を 説 明 し て い る 。
　 実 施 例 11は 、 組 換 え 技 術 に よ っ て 産 生 さ れ た と き 、 22 kDaの 表 面 蛋 白 質 の 精 製 方 法 に つ
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い て 説 明 し て い る 。
　 実 施 例 12は 、 22 kDaの 表 面 蛋 白 質 を 、 ヒ ト の ワ ク チ ン と し て 利 用 す る こ と を 説 明 し て い
る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 実 施 例 １ 　 蛋 白 質 分 解 酵 素 に よ る 髄 膜 炎 菌 の 外 膜 調 製 物 処 理 、 及 び そ の 後 の 酵 素 抵 抗 性
の 髄 膜 炎 菌 22 kDa表 面 蛋 白 質 の 同 定
　 全 細 胞 、 塩 化 リ チ ウ ム 抽 出 物 、 ま た は 、 サ ル コ シ ル 抽 出 物 由 来 の 、 い く つ か の 抗 原 調 製
物 が 、 髄 膜 炎 菌 の 外 膜 の 超 構 造 を 調 べ る た め に 用 い ら れ た 。 グ ラ ム 陰 性 菌 の 外 膜 は 、 外 部
環 境 と 細 胞 内 部 と の 間 に あ る 中 間 面 で あ り 、 宿 主 の 免 疫 防 御 に 自 由 に 曝 さ れ る 抗 原 の 殆 ど
を 含 む 。 本 研 究 の 主 要 目 的 は 、 髄 膜 炎 菌 に 対 す る 防 御 反 応 を 誘 導 す る こ と が で き る 新 し い
抗 原 を 同 定 す る こ と で あ っ た 。 こ の よ う な 抗 原 を 同 定 す る た め に 、 本 発 明 者 ら に よ っ て 用
い ら れ た 研 究 方 法 は 、 上 記 の 抗 原 調 製 物 を 、 蛋 白 質 分 解 酵 素 で 部 分 的 に 分 解 す る こ と で あ
っ た 。 そ し て 、 酵 素 処 理 に よ っ て 生 じ た 抗 原 決 定 基 を 、 そ の 後 、 こ れ ら の 処 理 済 み 抗 原 調
製 物 の 免 疫 学 的 な 防 御 特 性 を 解 析 す る こ と に よ っ て 同 定 す る こ と が で き た 。 驚 い た こ と に
、 本 発 明 者 ら は 、 髄 膜 炎 菌 の 外 膜 の リ チ ウ ム 抽 出 物 を 電 気 泳 動 で 分 離 し た 後 、 ク マ シ ー ブ
リ リ ア ン ト ブ ル ー R-250で 染 色 さ れ た 低 分 子 量 の バ ン ド を １ 本 観 察 し た 。 ク マ シ ー ブ ル ー
は 、 蛋 白 質 お よ び ペ プ チ ド を 染 色 す る た め に 用 い ら れ 、 こ れ も 外 膜 の 主 要 構 成 物 で あ る 多
糖 類 ま た は 脂 質 に 対 し て は 全 く 親 和 性 が な い か 、 僅 か な 親 和 性 し か な い 。 こ の 低 分 子 量 抗
原 が ク マ シ ー ブ ル ー で 染 色 さ れ た と い う 事 実 は 、 少 な く と も そ の 一 部 が 、 蛋 白 質 分 解 酵 素
で は 分 解 さ れ な い ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は 、 別 の 表 面 構 造 に よ っ て 、 酵 素 の 作 用 か ら 守 ら れ
て い る ポ リ ペ プ チ ド か ら 出 来 て い る こ と を 示 唆 し て い る 。 さ ら に 、 後 述 さ れ る よ う に 、 非
常 に 強 力 な 酵 素 で あ る プ ロ テ イ ナ ー ゼ Ｋ は 、 大 量 の 酵 素 で 処 理 し て も 、 こ の 低 分 子 量 抗 原
を 分 解 し な か っ た 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 髄 膜 炎 菌 の 異 な っ た 菌 株 か ら 外 膜 調 製 物 を 得 る た め に 、 塩 化 リ チ ウ ム 抽 出 物 が 用 い ら れ
、 本 発 明 者 ら が 以 前 説 明 し て い た ［ Brodeurら 、 Infect. Immun., 50, p. 510 (1985)］ よ
う に し て 塩 化 リ チ ウ ム 抽 出 を 行 な っ た 。 膜 分 画 に 適 合 さ せ た ロ ー リ ー 法 ［ Lowryら 、 J. Bi
ol. Chem. 193, p.265 (1951)］ に よ っ て 、 こ れ ら の 調 製 物 の 蛋 白 質 含 有 量 を 判 定 し た 。
髄 膜 炎 菌 菌 株 608B（ B:2a:P1.2） に 由 来 す る 外 膜 調 製 物 を 、 ウ シ 膵 臓 由 来 の α -キ モ ト リ プ
シ ン （ E.C. 3.4.21.1） （ Sigma社 ） か 、 ウ シ 膵 臓 由 来 の １ 型 ト リ プ シ ン （ E.C. 3.4.21.4
） （ Sigma社 ） で 、 連 続 的 に 振 と う し な が ら 、 37℃ で 24時 間 処 理 し た 。 酵 素 の 濃 度 は 、 処
理 さ れ る 蛋 白 質 1 mg当 た り 2 mgと な る よ う に 調 整 し た 。 ま た 、 同 じ 外 膜 調 製 物 を 、 ト リ テ
ィ ラ キ ウ ム ・ ア ル バ ム ・ リ ン バ ー （ Tritirachium album limber） に 由 来 す る プ ロ テ イ ナ
ー ゼ Ｋ （ Sigma社 ま た は ベ ー リ ン ガ ー ・ マ ン ハ イ ム 社 、 カ ナ ダ 国 ラ ヴ ァ ル ） （ E.C. 3.4.21
.14） で 、 酵 素 の 濃 度 を 変 え て 処 理 し た 。 プ ロ テ イ ナ ー ゼ Ｋ に よ る 蛋 白 質 の 分 解 を 促 進 さ
せ る た め 、 異 な っ た 実 験 条 件 を 用 い た 。 試 料 は 、 １ 時 間 、 ２ 時 間 、 24時 間 ま た は 48時 間 、
37℃ ま た は 56℃ で 、 振 と う す る か 、 し な い か に し て イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 混 合 試 料 の pHは
、 pH 7.2ま た は pH 9.0に 調 整 し た 。 一 定 の 試 料 に は 、 １ ％ （ 容 量 ／ 容 量 ） の ド デ シ ル 硫 酸
ナ ト リ ウ ム （ SDS） も 加 え た 。 処 理 直 後 に 、 ミ ニ プ ロ テ ー ン II（ MiniProteanII） （ バ イ オ
ラ ド 社 、 カ ナ ダ 国 オ ン タ リ オ 州 ミ シ ソ ー ガ ） を 、 製 造 業 者 の 指 示 に 従 っ て 用 い て 、 14％ （
重 量 ／ 容 量 ） ゲ ル で SDS-PAGE電 気 泳 動 し て 、 試 料 を 解 析 し た 。 蛋 白 質 は 、 2-メ ル カ プ ト エ
タ ノ ー ル と SDSと と も に 、 ５ 分 間 、 100℃ に 加 熱 し 、 14％ SDSゲ ル で 分 離 し て 、 ク マ シ ー ・
ブ リ リ ア ン ト ・ ブ ル ー R-250で 染 色 し た 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 図 ２ は 、 髄 膜 炎 菌 株 608B（ B:2a:P1.2） に 由 来 す る 外 膜 調 製 物 中 に 存 在 す る 蛋 白 質 を 、
α -キ モ ト リ プ シ ン お よ び ト リ プ シ ン で 24時 間 、 37℃ で 処 理 し た も の の 、 14％ SDS-PAGEゲ
ル に お け る 電 気 泳 動 プ ロ フ ィ ー ル を 示 し て い る 。 無 処 理 の 対 照 （ 図 ２ 、 レ ー ン ２ ） と 比 較
す る と 、 処 理 し た 試 料 （ 図 ２ 、 レ ー ン ３ と ４ ） で は 、 高 分 子 量 蛋 白 質 と 主 要 な 外 膜 蛋 白 質
の 広 範 な 蛋 白 質 分 解 を 見 る こ と が で き る 。 こ れ に 対 し て 、 外 見 上 22 kDaの 分 子 量 を 有 す る
蛋 白 質 の バ ン ド は 、 ２ つ の 酵 素 の い ず れ で 24時 間 処 理 し て も 、 変 化 し な か っ た 。
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【 ０ ０ ６ ５ 】
　 プ ロ テ イ ナ ー ゼ Ｋ に よ る 、 よ り 強 力 な 分 解 処 理 を 用 い て 、 こ の 珍 し い 蛋 白 質 に つ い て 、
さ ら に 調 査 し た （ 図 ３ ） 。 プ ロ テ イ ナ ー ゼ Ｋ は 、 ペ プ チ ド 結 合 特 異 性 が 低 く 、 至 適 pH範 囲
が 広 い た め 、 最 も 強 力 な 蛋 白 質 分 解 酵 素 一 つ で あ る 。 驚 い た こ と に 、 こ の 22 kDaの 蛋 白 質
は 、 ２ 国 際 単 位 （ IU） の プ ロ テ イ ナ ー ゼ Ｋ に よ る 、 24時 間 56℃ の 消 化 に 対 し て も 抵 抗 性 で
あ っ た （ 図 ３ 、 レ ー ン ２ ） 。 こ の 処 理 は 、 本 発 明 者 ら の 実 験 室 で 、 蛋 白 質 を 殆 ど 含 ま な い
リ ポ 多 糖 ま た は DNAを 作 製 す る と き に 、 し ば し ば 用 い ら れ る 。 実 際 、 こ の よ う に 強 力 な 蛋
白 質 分 解 処 理 を 外 膜 調 製 物 に 行 う と 、 小 さ な ポ リ ペ プ チ ド だ け が 見 ら れ よ う に な る 。 さ ら
に 、 処 理 時 間 を 48時 間 ま で 延 ば し 、 酵 素 濃 度 を 上 げ て （ 24IUま で ） も 、 22kDaの 蛋 白 質 の
量 は 変 化 し な か っ た 。 反 応 混 合 液 の pHを pH 9.0ま で 上 昇 さ せ て も 、 強 力 な 蛋 白 質 変 性 剤 で
あ る 1％ SDSを 加 え て も 、 SDS-PAGEゲ ル 上 で の 22 kDaの 蛋 白 質 の 量 と 移 動 度 は 変 化 し な か っ
た （ 図 ３ 、 レ ー ン ３ 、 レ ー ン ４ 、 ６ 、 ８ ） 。 こ れ ら ２ つ の 変 性 条 件 を 組 み 合 わ せ て 用 い る
と 、 通 常 は 、 外 膜 調 製 物 中 に 存 在 す る 蛋 白 質 は 完 全 に 分 解 さ れ て 、 ア ミ ノ 酸 残 基 だ け に な
る は ず で あ る 。 分 解 物 中 に は 、 低 分 子 量 の ポ リ ペ プ チ ド が し ば し ば 観 察 さ れ た が 、 こ れ ら
は 、 酵 素 処 理 の 過 程 で 充 分 に 分 解 さ れ な か っ た 感 受 性 蛋 白 質 の 断 片 で あ る と 考 え ら れ た 。
こ れ ら の 断 片 は 、 外 膜 に 存 在 す る 糖 と 脂 質 に よ っ て 、 さ ら に 分 解 さ れ る こ と か ら 保 護 さ れ
た 可 能 性 が 最 も 高 い 。 処 理 し た 試 料 に 現 れ る 、 外 見 上 28 kDaと 34 kDaの 分 子 量 を 有 す る 蛋
白 質 の バ ン ド は 、 そ れ ぞ れ 、 残 存 酵 素 と 調 べ た 酵 素 調 製 物 の す べ て に 混 入 し て い た 蛋 白 質
で あ る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 興 味 深 い こ と に 、 プ ロ テ イ ナ ー ゼ に 対 す る 22 kDaの 蛋 白 質 の 抵 抗 性 に 関 す る こ の 研 究 に
よ っ て 、 外 見 上 18 kDaの 分 子 量 の も の も 、 酵 素 分 解 に 対 し て 抵 抗 性 に 見 え る （ 図 ３ ａ ） 。
ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 し た 組 換 え 22 kDa蛋 白 質 を 、 SDS-PAGEゲ ル で の 電 気 泳 動 プ ロ フ ィ ー ル
解 析 し た と き （ 図 ３ ｂ ） に 、 こ の 18 kDaの 蛋 白 質 の バ ン ド に 関 す る 糸 口 が 得 ら れ た 。 18 k
Daの バ ン ド は 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 し た 組 換 え 22 kDa蛋 白 質 を 、 ゲ ル に の せ る 前 に 、 界 面
活 性 剤 SDSを 含 む サ ン プ ル バ ッ フ ァ ー に 入 れ て 、 時 間 を 延 長 し て 加 熱 し た と き に だ け 現 れ
た 。 エ ド マ ン （ Edman） 分 解 を 用 い た ア ミ ノ 酸 の Ｎ 末 端 解 析 （ 実 施 例 ３ ） に よ っ て 、 18 kD
aの バ ン ド で 同 定 さ れ た ア ミ ノ 酸 残 基 （ E-G-A-S-G-F-Y-V-Q） が 、 ア ミ ノ 酸 1-9（ 配 列 番 号
： １ ） に 対 応 す る こ と が 明 ら か に 示 さ れ た 。 こ の 結 果 は 、 SDS-PAGEゲ ル に 現 れ る 18 kDaと
22 kDaの バ ン ド は 、 実 は 、 同 じ 蛋 白 質 に 由 来 す る こ と を 示 し て い る 。 こ の 最 後 の 結 果 は 、
ま た 、 18 kDaの 成 熟 蛋 白 質 か ら リ ー ダ ー 配 列 が 切 り 出 さ れ る こ と を 示 し て い る 。 こ の 外 見
上 の 分 子 量 の 変 化 を 説 明 す る 分 子 修 飾 を 確 認 し 、 こ の 蛋 白 質 の 抗 原 性 と 防 御 特 性 に 与 え る
影 響 を 評 価 す る た め の 実 験 を さ ら に 行 な う つ も り で あ る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 結 論 と し て 、 蛋 白 質 分 解 消 化 に 対 し 抵 抗 性 を 示 す と い う 非 常 に 珍 し い 性 質 を 有 す る 、 髄
膜 炎 菌 の 外 膜 蛋 白 質 を 発 見 し た こ と に よ っ て 、 こ の 蛋 白 質 の 分 子 的 性 質 と 免 疫 学 的 性 質 を
さ ら に 調 べ る 必 要 が 出 て き た 。 実 施 例 ３ で 、 大 腸 菌 に よ っ て 産 生 さ れ た 精 製 組 換 え 22 kDa
表 面 蛋 白 質 も 、 プ ロ テ イ ナ ー ゼ Ｋ に よ る 分 解 に 対 し て 高 度 に 抵 抗 性 で あ る 。 本 発 明 者 ら は
、 現 在 、 こ の 蛋 白 質 分 解 酵 素 に 対 す る 並 外 れ た 抵 抗 性 を 髄 膜 炎 菌 の 22 kDa表 面 蛋 白 質 に 付
与 し て い る メ カ ニ ズ ム を 解 明 し よ う と し て い る と こ ろ で あ る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 実 施 例 ２ 　 22 kDaの 髄 膜 炎 菌 表 面 蛋 白 質 に 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 作 製
　 本 明 細 書 で 説 明 さ れ て い る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 、 ３ 回 の 独 立 し た 融 合 実 験 か ら 得 た 。
そ れ ぞ れ 血 清 グ ル ー プ Ａ 、 Ｂ お よ び Ｃ に 属 す る 髄 膜 炎 菌 菌 株 604A、 606Bお よ び 2241Cか ら
採 取 し た 外 膜 調 製 物 で 、 メ ス の Balb/cマ ウ ス （ チ ャ ー ル ス リ バ ー 研 究 所 、 カ ナ ダ 国 ケ ベ ッ
ク 州 サ ン コ ン ス タ ン ） を 免 疫 し た 。 こ れ ら の 外 膜 調 製 物 を 得 る た め に 、 本 発 明 者 ら が 以 前
説 明 し た と こ ろ ［ Brodeurら 、 Infect. Immun. 50, p.510 (1985)］ に 従 っ て 、 塩 化 リ チ ウ
ム 抽 出 を 行 な っ た 。 膜 画 分 に 適 合 さ せ た ロ ー リ ー 法 ［ Lowryら 、 J. Biol. Chem. 193, p. 
265 (1951)］ に よ っ て 、 こ れ ら の 調 製 物 の 蛋 白 質 含 量 を 判 定 し た 。 マ ウ ス の グ ル ー プ に 、
３ 週 間 の 間 隔 で 、 上 記 の 外 膜 調 製 物 を 異 な っ た 組 み 合 わ せ で 10 mgず つ 、 腹 腔 内 ま た は 皮
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下 か ら ２ 回 注 射 し た 。 マ ウ ス グ ル ー プ に よ っ て 、 免 疫 す る の に 用 い ら れ た ア ジ ュ バ ン ト は
、 フ ロ イ ン ト の 完 全 ア ジ ュ バ ン ト か 不 完 全 ア ジ ュ バ ン ト （ Gibco Laboratories, Grand Is
land, N.Y.） 、 ま た は 、 QuilA（ Dedarlane Laboratories, Hornby, Ont., Canada） で あ
っ た 。 融 合 処 理 を 行 う ３ 日 前 に 、 免 疫 さ れ た マ ウ ス に 、 上 記 の 外 膜 調 製 物 の 一 つ を 最 後 に
10 mg静 脈 注 射 し た 。 望 ま し い モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 分 泌 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 系 を 作
製 す る た め に 用 い ら れ た 融 合 プ ロ ト コ ー ル は 、 以 前 、 本 発 明 者 ら が 説 明 し て い る ［ Hamel
ら 、 J. Med. Microbiol., 25, p.2434 (1987)］ 。 以 前 、 報 告 さ れ た ELISA法 ［ Martinら 、
J. Clin. Microbiol., 28, p. 1720 (1990)］ に よ っ て 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Me-1、 Me-2
、 Me-3、 Me-5、 Me-6お よ び Me-7の 分 類 、 下 位 分 類 お よ び 軽 鎖 型 を 判 定 し 、 結 果 を 表 １ に 示
す 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 本 発 明 者 ら が 以 前 説 明 し た 方 法 ［ Martinら 、 Eur. J. Immunol. 18, p.601 (1988)］ に
次 の 修 正 を 加 え た ウ ェ ス タ ン ・ 免 疫 ブ ロ ッ テ ィ ン グ を 用 い て 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 特 異
性 を 明 ら か に し た 。 髄 膜 炎 菌 の 異 な る 菌 株 か ら 得 た 外 膜 調 製 物 を 、 14％ SDS-PAGEゲ ル で 解
析 し た 。 蛋 白 質 は 、 セ ミ ド ラ イ 装 置 （ Biorad社 ） を 用 い て 、 ゲ ル か ら ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜
に 移 し た 。 25 mMの ト リ ス 塩 酸 、 192 mMの グ リ シ ン と 20％ （ 容 量 ／ 容 量 ） メ タ ノ ー ル 、 pH 
8.3を 成 分 と す る 電 気 ブ ロ ッ ト バ ッ フ ァ ー に 入 れ て 、 ゲ ル １ 枚 （ 6X10 cm） 当 た り 60 mAの
電 流 を 10分 間 流 し た 。 ウ ェ ス タ ン 免 疫 ブ ロ ッ テ ィ ン グ 実 験 に よ っ て 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
Me-1、 Me-2、 Me-3、 Me-5、 Me-6お よ び Me-7が 、 髄 膜 炎 菌 の 22 kDaの 蛋 白 質 の 特 異 的 な エ ピ
ト ー プ を 認 識 し た こ と が 明 ら か に な っ た （ 図 ４ Ａ ） 。 SDS-PAGEゲ ル と 、 こ れ に 対 応 す る ウ
ェ ス タ ン 免 疫 ブ ロ ッ テ ィ ン グ の 解 析 に よ っ て も 、 こ の 蛋 白 質 の 外 見 上 の 分 子 量 は 、 菌 株 の
違 い に よ っ て 変 化 し な い こ と が 示 さ れ た 。 し か し 、 外 膜 調 製 物 中 に 存 在 す る 蛋 白 質 の 量 は
菌 株 毎 に 異 な り 、 菌 株 の 血 清 グ ル ー プ と の 関 連 は な か っ た 。 し か も 、 蛋 白 質 1 mgあ た り 2 
IUの プ ロ テ イ ナ ー ゼ Ｋ で 外 膜 調 製 物 を 処 理 し た 後 で も 、 こ れ ら の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、
髄 膜 炎 菌 の 22 kDa表 面 蛋 白 質 上 の エ ピ ト ー プ を 認 識 し た （ 実 施 例 １ で 説 明 さ れ た 処 理 、 前
掲 ） （ 図 ４ Ｂ ） 。 興 味 深 い こ と に 、 酵 素 消 化 し た 後 も エ ピ ト ー プ は 無 傷 の ま ま で あ っ た こ
と か ら 、 こ れ ら が 膜 調 製 物 中 で 、 抗 体 と 結 合 可 能 で あ っ て も 、 酵 素 処 理 に よ っ て 分 解 さ な
い こ と が 確 認 さ れ た 。 こ の 後 者 の 結 果 は 、 観 察 さ れ た プ ロ テ イ ナ ー ゼ Ｋ 抵 抗 性 が 、 酵 素 の
蛋 白 質 へ の 結 合 を 妨 害 す る よ う な 表 面 構 造 ま た は 、 膜 の 中 に 蛋 白 質 を 深 く 包 埋 し て 保 護 す
る こ と に は 関 係 し て い る 可 能 性 が な い こ と を 示 し て い る 。 図 ４ に は 示 さ な か っ た が 、 Me-1
に 関 す る 免 疫 ブ ロ ッ ト の 結 果 も 、 他 の ５ つ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に つ い て の 結 果 と 一 致 し
て い た 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 髄 膜 炎 菌 の 22 kDaの 表 面 蛋 白 質 の 部 分 的 な 特 徴 を 調 べ 、 そ の 他 の 既 知 の 髄 膜 炎 菌 の 表 面
蛋 白 質 と 区 別 す る た め に 、 一 連 の 実 験 を 行 な っ た 。 外 膜 調 製 物 を 電 気 泳 動 用 サ ン プ ル ・ バ
ッ フ ァ ー 中 で 、 2-メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル を 入 れ た り 、 入 れ な か っ た り し て 、 100℃ で ５ 分
間 加 熱 す る か 、 37℃ も し く は 56℃ で 30分 間 加 熱 し て も 、 髄 膜 炎 菌 の 22 kDaの 表 面 蛋 白 質 の
SDS-PAGEゲ ル で の 外 見 上 の 分 子 量 に 変 化 が な い こ と が 分 か っ た 。 こ れ は 、 外 膜 に 存 在 す る
と き 、 22 kDa表 面 蛋 白 質 の 移 動 度 は 、 熱 ま た は 2-メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル で は 変 更 さ れ な い
こ と を 示 し て い た 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 過 ヨ ウ 素 酸 ナ ト リ ウ ム 酸 化 を 用 い て 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 、 髄 膜 炎 菌 か ら 抽 出 し た 外
膜 調 製 物 に 存 在 す る 糖 エ ピ ト ー プ と 反 応 す る か 否 か を 判 定 し た 。 こ の 実 験 を 行 う た め に 用
い ら れ た 方 法 は 、 以 前 、 本 発 明 者 ら が 説 明 し て い る ［ Martinら 、 Infect. Immun., 60, pp
. 2718～ 2725 (1992)］ 。 外 膜 調 製 物 を 100 mMの 過 ヨ ウ 素 酸 ナ ト リ ウ ム で 、 室 温 で １ 時 間
処 理 し て も 、 髄 膜 炎 菌 の 22 kDaの 表 面 蛋 白 質 に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 反 応 性 に 変 化
は な か っ た 。 こ の 処 理 に よ っ て 、 通 常 、 糖 特 異 的 な 抗 体 の 結 合 は 失 わ れ る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 2-1-CA2（ ワ シ ン ト ン D.C.に あ る ウ ォ ル タ ー リ ー ド 陸 軍 研 究 所 の Bha
ttacharjee博 士 に よ っ て 提 供 さ れ た ） は 、 す べ て の 病 原 性 髄 膜 炎 菌 種 に 共 通 の 表 面 抗 原 で
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あ る lip蛋 白 質 （ H.8と も 呼 ば れ る ） に 特 異 的 で あ る 。 こ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 、 外 膜 調
製 物 と の 反 応 性 を 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Me-5の 反 応 性 と 比 較 し た 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Me
-5は 、 22 kDaの 蛋 白 質 バ ン ド と 反 応 し た の に 対 し 、 lip特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、
外 見 上 30 kDaの 分 子 量 を 有 す る 蛋 白 質 バ ン ド と 反 応 し た 。 こ の 結 果 は 、 髄 膜 炎 菌 の 22 kDa
の 表 面 蛋 白 質 と 、 も う 一 つ の 高 度 に 保 存 さ れ た 蛋 白 質 で あ る lip蛋 白 質 と の 間 に は 、 何 の
関 係 も な い こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 本 来 の 髄 膜 炎 菌 の 細 菌 細 胞 の 表 面 に お け る 22 kDa蛋 白 質 の 露 出 を 明 ら か に す る た め に 、
本 発 明 者 ら が 以 前 説 明 し た と こ ろ ［ Proulxら 、 Infect. Immun.. 59, p.963 (1991)］ に し
た が っ て 、 放 射 性 免 疫 測 定 法 を 行 な っ た 。 こ の 測 定 を 行 う た め に 、 ６ 時 間 お よ び 18時 間 培
養 し た 菌 液 を 用 い た 。 ６ 種 類 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 、 ９ 種 の 髄 膜 炎 菌 株 （ 菌 株 の 血 清 グ
ル ー プ を 、 図 ５ の 括 弧 の 中 に 示 す ） 、 ２ 種 の 淋 菌 株 （ 「 NG」 ） 、 ２ 種 の モ ラ ク セ ラ ・ カ タ
リ ス （ Moraxella catarrhalis） 菌 株 （ 「 MC」 ） 、 お よ び 、 ２ 種 の ナ イ セ リ ア ・ ラ ク タ ミ
カ 菌 株 （ 「 NL」 ） と 反 応 し た 。 放 射 性 免 疫 測 定 法 に よ っ て 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に よ っ て
認 識 さ れ る エ ピ ト ー プ は 、 異 な っ た 血 清 型 お よ び 血 清 グ ル ー プ の 髄 膜 炎 菌 で 無 処 理 の 単 離
菌 株 の 表 面 に 露 出 し て い て 、 蛋 白 質 分 解 酵 素 と も 接 触 可 能 で あ る こ と が 確 認 さ れ た （ 図 ５
） 。 こ れ ら の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 調 査 し た す べ て の 髄 膜 炎 菌 株 の 表 面 に あ る エ ピ ト ー
プ に 強 く 結 合 し た 。 記 録 さ れ た 結 合 値 は （ 3,000CPMか ら 35,000 CPM） は 、 菌 株 に よ っ て 異
な り 、 ま た 、 バ ク テ リ ア の 生 理 学 的 状 態 に よ っ て も 異 な っ て い た 。 ヘ モ フ ィ ル ス ・ イ ン フ
ル エ ン ザ 菌 の ポ ー リ ン 特 異 的 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 、 陰 性 対 照 と し て 用 い た 。 500 CPMよ
り 低 い カ ウ ン ト が 得 ら れ た の で 、 そ の 後 、 各 結 合 値 か ら 引 き 算 し た 。 図 ５ に 示 さ れ た Me-5
と Me-7に つ い て の 結 果 は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Me-1、 Me-2、 Me-3お よ び Me-6で 得 ら れ た 結
果 を 代 表 す る も の で あ る 。 調 査 し た 他 の 細 菌 の 菌 株 に 関 し て 、 Me-7に つ い て 示 さ れ た 結 合
活 性 は 、 同 じ 細 菌 株 を 認 識 し た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に 関 し て 得 ら れ た 結 合 活 性 を 代 表 す る
も の で あ る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に よ っ て 認 識 さ れ る 、 エ ピ ト ー プ の 抗 原 保 存 性 も 評 価 さ れ た 。 多 数
の バ ク テ リ ア 菌 株 に 対 し て 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 迅 速 に ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 、 ド
ッ ト 酵 素 免 疫 測 定 法 を 用 い た 。 本 発 明 者 ら が 以 前 説 明 し た と こ ろ ［ Lussierら 、 J. Immuno
assay, 10, p.373 (1989)］ に し た が っ て 、 こ の 測 定 法 を 行 な っ た 。 こ の 研 究 に は 、 71の
髄 膜 炎 菌 が 用 い ら れ た 。 サ ン プ ル に は 、 血 清 グ ル ー プ Ａ の 菌 株 が 19菌 株 、 血 清 グ ル ー プ Ｂ
の 菌 株 が 23菌 株 、 血 清 グ ル ー プ Ｃ の 菌 株 が 13菌 株 、 血 清 グ ル ー プ 29Eの 菌 株 が １ 菌 株 、 血
清 グ ル ー プ W-135の 菌 株 が ６ 菌 株 、 血 清 グ ル ー プ Ｘ の 菌 株 が １ 菌 株 、 血 清 グ ル ー プ Ｙ の 菌
株 が ２ 菌 株 、 血 清 グ ル ー プ Ｚ の 菌 株 が ２ 菌 株 、 そ し て 、 血 清 グ ル ー プ に 分 け ら れ な い 菌 株
（ 「 NS」 ） が ４ 菌 株 含 ま れ て い た 。 こ れ ら の 菌 株 は 、 ト リ ニ ダ ー ド の ポ ー ト オ ブ ス ペ イ ン
に あ る カ リ ブ 疫 学 セ ン タ ー （ Caribbean Epidemiology） ； カ ナ ダ 、 オ タ ワ に あ る 東 オ ン タ
リ オ 子 供 病 院 （ Children's Hospital of Eastern Ontario） ； カ ナ ダ 、 レ ジ ナ に あ る サ ス
カ チ ェ ワ ン 厚 生 部 （ Department of Saskatchewan Health） ； カ ナ ダ 、 モ ン ト リ オ ー ル に
あ る セ ン ト パ ブ リ ッ ク ラ ボ ラ ト リ ー （ Laboratoire de Sante Publique du Quebec） ； ド
イ ツ 連 邦 、 ベ ル リ ン に あ る マ ッ ク ス プ ラ ン ク 分 子 遺 伝 学 研 究 所 （ Max-Planck Institute f
ur Molekulare Genetik） ； カ ナ ダ 、 モ ン ト リ オ ー ル に あ る モ ン ト リ オ ー ル 子 供 病 院 （ Mon
treal ChildrenHospital） ； カ ナ ダ 、 ハ リ フ ァ ッ ク ス に あ る ビ ク ト リ ア 総 合 病 院 （ Victor
ia GeneralHospital） ； お よ び 、 本 発 明 者 ら 自 身 が 収 集 し た 菌 株 か ら 入 手 し た 。 次 の 細 菌
種 も 調 べ た 。 淋 菌 16菌 株 、 ナ イ セ リ ア ・ シ ネ レ ア （ Neisseria cinerea） ４ 菌 株 、 ナ イ セ
リ ア ・ ラ ク タ ミ カ ５ 菌 株 、 ナ イ セ リ ア ・ フ ラ バ （ Neisseria flava） １ 菌 株 、 ナ イ セ リ ア
・ フ ラ バ セ ン ス （ Neisseria flavescens） １ 菌 株 、 ナ イ セ リ ア ・ ム コ サ （ Neisseria mico
sa） ３ 菌 株 、 ナ イ セ リ ア ・ パ ー フ ラ バ ／ シ ッ カ （ Neisseria perflava/sicca） ４ 菌 株 、 ナ
イ セ リ ア ・ パ ー フ ラ バ （ Neisseria perflava） ４ 菌 株 、 ナ イ セ リ ア ・ シ ッ カ （ Neisseria 
sicca） １ 菌 株 、 ナ イ セ リ ア ・ サ ブ フ ラ バ （ Neisseria subflava） １ 菌 株 、 お よ び 、 モ ラ
ク セ ラ ・ カ タ リ ス ５ 菌 株 、 ア ル カ リ ゲ ネ ス ・ フ ェ カ リ ス （ Alcaligenes feacalis） （ ATCC
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 8750） １ 菌 株 、 シ ト ロ バ ク タ ー ・ フ ロ イ ン デ ィ （ Citrobacter freundii） （ ATCC 2080）
１ 菌 株 、 エ ド ワ ー ド シ エ ラ ・ タ ル ダ （ Edwardsiella tarda） （ ATCC 15947） １ 菌 株 、 エ ン
テ ロ バ ク タ ー ・ ク ロ ア セ ア （ Enterobacter cloacea） （ ATCC 23355） １ 菌 株 、 エ ン テ ロ バ
ク タ ー ・ ア エ ロ ゲ ネ ス （ Enterobacter aerogenes） （ ATCC 13048） １ 菌 株 、 大 腸 菌 １ 菌 株
、 フ ラ ボ バ ク テ リ ウ ム ・ オ ド ラ タ ム （ Flavobacterium odoratum） １ 菌 株 、 ｂ 型 ヘ モ フ ィ
ル ス ・ イ ン フ ル エ ン ザ （ イ ー ガ ン （ Eagan） 株 ） １ 菌 株 、 肺 炎 杆 菌 （ Klebsiella pneumoni
ae ） （ ATCC 13883） １ 菌 株 、 プ ロ テ ウ ス ・ レ ッ ト ゲ リ （ Proteus rettgeri） （ ATCC 2593
2） １ 菌 株 、 プ ロ テ ウ ス ・ ブ ル ガ リ ス （ Proteus vulgaris） （ ATCC 13315） １ 菌 株 、 シ ュ
ー ド モ ナ ス ・ ア エ ル ギ ノ ー サ （ Pseudomonas aeruginosa） （ ATCC 9027） １ 菌 株 、 ネ ズ ミ
チ フ ス 菌 （ Salmonellatyphimurium） （ ATCC 14028） １ 菌 株 、 霊 菌 （ Serratia marcescens
） （ ATCC 8100） １ 菌 株 、 フ レ ク ス ナ ー 赤 痢 菌 （ Shigella flexneri） （ ATCC 12022） １ 菌
株 、 ソ ネ 赤 痢 菌 （ Shigella sonnei） （ ATCC 9290） １ 菌 株 。 こ れ ら は 、 米 国 培 養 細 胞 コ レ
ク シ ョ ン （ American Type Culture Collection） か ら 、 ま た は カ ナ ダ 、 オ タ ワ に あ る 疾 病
防 御 研 究 セ ン タ ー （ Laboratory Center for Disease Control） が 保 存 し て い る コ レ ク シ
ョ ン か ら 入 手 し た 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 、 最 も 関 連 の あ る ナ イ セ リ ア 菌 株 と の 反 応 を 表
１ に 示 す 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 一 つ 、 Me-7は 、 調 査 し た 髄 膜 炎 菌 の 71菌 株 の 100％ で 、
そ れ に 特 異 的 な エ ピ ト ー プ を 認 識 し た 。 こ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 Me-2、 Me-3、 Me-5、
お よ び Me-6と 同 様 に 、 他 の ナ イ セ リ ア 属 の 種 に 属 す る 一 定 の 菌 株 と も 反 応 し た が 、 こ れ は
、 こ れ ら の 特 異 的 な エ ピ ト ー プ が 、 近 縁 の ナ イ セ リ ア 属 に よ っ て も 発 現 さ れ て い る こ と を
示 し て い る 。 ナ イ セ リ ア ・ ラ ク タ ミ カ の １ 菌 株 と 僅 か に 反 応 し た こ と を 除 い け ば 、 モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 Me-1は 、 髄 膜 炎 菌 の 菌 株 と し か 反 応 し な か っ た 。 さ ら に 、 別 の サ ン プ ル で あ
る 髄 膜 炎 菌 の 単 離 株 177株 を 用 い て 、 Me-1を 試 験 し た と こ ろ 、 試 験 に 用 い た 全 髄 膜 炎 菌 株
の 99％ 以 上 を 正 確 に 認 識 す る こ と が で き た 。 表 １ に 示 し た ナ イ セ リ ア 菌 株 の 他 は 、 別 の バ
ク テ リ ア 種 で 上 記 し た い ず れ の 菌 株 と も 反 応 し な か っ た 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 結 論 と し て 、 髄 膜 炎 菌 の 22 kDaの 表 面 蛋 白 質 と 、 特 異 的 に 反 応 し た ６ 種 類 の 抗 体 が 本 発
明 者 ら に よ っ て 作 製 さ れ た 。 こ れ ら の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い て 、 本 発 明 者 ら は 、 そ れ
ら の 特 異 的 な エ ピ ト ー プ が 、 １ ） 髄 膜 炎 菌 の 外 膜 に 存 在 す る 、 プ ロ テ イ ナ ー ゼ Ｋ に 抵 抗 性
の 22 kDaの 蛋 白 質 に 局 在 し 、 ２ ） 髄 膜 炎 菌 の 単 離 株 間 で 保 存 さ れ て お り 、 ３ ） 本 来 の 髄 膜
炎 菌 の 表 面 に 露 出 し て い て 、 抗 体 と 結 合 す る こ と が で き 、 さ ら に 、 ４ ） こ れ ら の 抗 体 の 、
髄 膜 炎 菌 の 22 kDaの 表 面 蛋 白 質 と の 反 応 性 は 、 過 ヨ ウ 素 酸 ナ ト リ ウ ム で 処 理 し て も 変 化 し
な か っ た が 、 こ の こ と は 、 こ れ ら の 特 異 的 エ ピ ト ー プ が 、 糖 の 上 に は 局 在 し て い な い こ と
を 示 唆 し て い る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 髄 膜 炎 菌 の 22 kDa蛋 白 質 の 移 動 度 は 、 厳 密 度 の 高 い 条 件 下 で 加 熱 す る と
、 外 見 上 約 18 kDaの 分 子 量 の と こ ろ に 動 く こ と を 発 見 し た が 、 2-メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル 処
理 に よ っ て は 、 移 動 度 に 変 化 が な い こ と を 観 察 し た 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 髄 膜 炎 菌 の 22 kDaの 表 面 蛋 白 質 が 、 髄 膜 炎 菌 の 外 膜 に 存 在 す る 別 の 低 分
子 量 蛋 白 質 で 、 高 度 に 保 存 さ れ た 蛋 白 質 で あ る lip蛋 白 質 と は 、 抗 原 類 似 性 を も っ て い な
い こ と も 明 ら か に し た 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 実 施 例 ３ で 示 す よ う に 、 こ れ ら の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 髄 膜 炎 菌 の 22 kDaの 表 面 蛋 白
質 を コ ー ド し て い る 遺 伝 子 を 有 す る プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー pNP2202で 、 大 腸 菌 株 BL21（ DE3）
を 形 質 転 換 し て 産 生 さ れ た 、 組 換 え 22 kDa表 面 蛋 白 質 を 精 製 し た も の と も 反 応 し た 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
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【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
- 血 清 グ ル ー プ に 属 さ な い 菌 株
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 実 施 例 ３ 　 髄 膜 炎 菌 の 22 kDaの 表 面 蛋 白 質 の 分 子 ク ロ ー ニ ン グ 、 遺 伝 子 の 配 列 決 定 、 高
発 現 お よ び 精 製
Ａ ． 分 子 ク ロ ー ニ ン グ
　 製 造 業 者 （ プ ロ メ ガ 社 、 ウ ィ ス コ ン シ ン 州 マ デ ィ ソ ン ） の 推 奨 す る と こ ろ に 従 っ て 、 髄
膜 炎 菌 株 608B（ B:2a:P1.2） に 由 来 す る LambdaGEM-11ゲ ノ ミ ッ ク ラ イ ブ ラ リ ー を 構 築 し た
。 簡 単 に い う と 、 608B菌 株 の ゲ ノ ム DNAを Sau3Aで 部 分 消 化 し 、 LambdaGEM-11の ア ー ム の Ba
mHI部 位 に ラ イ ゲ ー シ ョ ン す る 前 に 、 9 Kbか ら 23 Kbの 大 き さ の 断 片 を ア ガ ロ ー ス ゲ ル で 精
製 し た 。 こ の 結 果 で き た 組 換 え フ ァ ー ジ を 用 い て 、 大 腸 菌 の 菌 株 LE392（ プ ロ メ ガ 社 ） を
形 質 転 換 し て 、 次 に 、 LB寒 天 培 地 で 培 養 し た 。 髄 膜 炎 菌 の 22 kDa表 面 蛋 白 質 に 特 異 的 な 、
実 施 例 ２ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に よ っ て 、 以 下 の プ ロ ト コ ー ル を 用 い て 、 ラ イ ブ ラ リ ー の
免 疫 ス ク リ ー ニ ン グ を し て 、 19個 の 陽 性 プ ラ ー ク を 同 定 し た 。 ト ッ プ ア ガ ー を 固 ま ら せ る
た め に 、 -20℃ で 15分 間 プ レ ー ト を イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 組 換 え ウ イ ル ス ク ロ ー ン に よ っ
て 産 生 さ れ た 蛋 白 質 を 吸 着 さ せ る た め に 、 プ レ ー ト の 表 面 に ニ ト ロ セ ル ロ ー ス フ ィ ル タ ー
を ゆ っ く り と 載 せ て 、 ４ ℃ に 30分 間 置 い た 。 そ し て 、 PBS-Tween 0.02%（ 容 量 ／ 容 量 ） で
洗 浄 し 、 以 前 に 説 明 し た と こ ろ ［ Lussierら 、 J. Immunoassay, 10, p.373 (1989)］ に し
た が っ て 免 疫 ブ ロ ッ ト を 行 な っ た 。 増 幅 し て DNA精 製 し た 後 、 サ ブ ク ロ ー ニ ン グ 実 験 の た
め に 、 ク ロ ー ン ８ と 名 付 け た 、 13 Kbの 挿 入 配 列 を 有 す る ウ イ ル ス ク ロ ー ン を １ 個 選 ん だ
。 こ の ク ロ ー ン を SacIで 消 化 し た と こ ろ 、 5 Kbと 8 Kbの 断 片 が 得 ら れ た 。 こ れ ら の 断 片 を
ア ガ ロ ー ス ゲ ル で 精 製 し て 、 低 コ ピ ー 数 プ ラ ス ミ ド pWKS30の SacI制 限 酵 素 部 位 の 中 に ラ イ
ゲ イ シ ョ ン し た ［ Wangお よ び Kusher, Gene, 100, p. 195 (1991)］ 。 組 換 え プ ラ ス ミ ド を
用 い 、 製 造 業 者 の 推 奨 す る と こ ろ に し た が っ て 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン （ バ イ オ ラ ド 社
、 カ ナ ダ 、 オ ン タ リ オ 州 ミ シ ソ ー ガ ） に よ っ て 、 大 腸 菌 株 JM109（ プ ロ メ ガ 社 ） を 形 質 転
換 し た 。 そ し て 、 こ の 結 果 で き た コ ロ ニ ー を 、 髄 膜 炎 菌 の 22 kDa表 面 蛋 白 質 特 異 的 な 、 実
施 例 ２ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い て ス ク リ ー ニ ン グ し た 。 8 Kbの 挿 入 配 列 を 有 す る プ ラ
ス ミ ド で バ ク テ リ ア を 形 質 転 換 し た と き だ け 、 陽 性 の コ ロ ニ ー が 観 察 さ れ た 。 陽 性 コ ロ ニ
ー の ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 解 析 （ 方 法 は 実 施 例 ２ で 説 明 さ れ て い る ） に よ っ て 、 大 腸 菌 に よ
っ て 発 現 さ れ る 蛋 白 質 は 、 完 全 で 、 SDS-PAGEゲ ル 上 で も 髄 膜 炎 菌 の 22 kDaの 表 面 蛋 白 質 と
同 じ よ う に 移 動 し た 。 挿 入 配 列 の 長 さ を さ ら に 短 く す る た め に 、 8 Kbの 断 片 を 有 す る ク ロ
ー ン を ClaIで 制 限 酵 素 消 化 し て 、 2.75 Kbの 断 片 を pWKS30プ ラ ス ミ ド の ClaI部 位 に ラ イ ゲ
ー シ ョ ン し た 。 こ の 結 果 で き た ク ロ ー ン の ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 解 析 に よ っ て 、 大 腸 菌 に よ
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っ て 発 現 さ れ る 蛋 白 質 が 、 完 全 で あ り 、 SDS-PAGEゲ ル で も 本 来 の 髄 膜 炎 菌 の 22 kDaの 表 面
蛋 白 質 と 同 じ よ う に 移 動 す る こ と が 再 び 明 ら か に な っ た 。
　 制 限 酵 素 解 析 の 後 、 pNP2202と pNP2203と 名 付 け ら れ た 、 ２ つ の ク ロ ー ン が 、 2.75 Kbの
挿 入 配 列 を 逆 向 き に 有 す る こ と が 分 か り 、 髄 膜 炎 菌 の 22 kDa表 面 蛋 白 質 を コ ー ド し て い る
遺 伝 子 の 配 列 決 定 に 続 け る た め に こ れ ら を 選 ん だ 。 フ ァ ル マ シ ア ・ バ イ オ テ ク 社 （ ニ ュ ー
ジ ャ ー ジ ー 州 ピ ス カ タ ウ エ イ ） の 「 二 本 鎖 ネ ス テ ィ ド ・ デ リ ー シ ョ ン キ ッ ト 」 を 、 製 造 業
者 の 指 示 に 従 っ て 用 い て 、 ２ つ の ク ロ ー ン か ら 連 続 的 な ネ ス テ ィ ド ・ デ リ ー シ ョ ン を 作 製
し た 。 そ し て 、 こ の 結 果 で き た 欠 削 挿 入 配 列 を 、 製 造 業 者 の 推 奨 す る と こ ろ に し た が っ て
、 ア プ ラ イ ド ・ バ イ オ シ ス テ ム ズ 社 （ カ リ フ ォ ル ニ ア 州 フ ォ ス タ ー シ テ ィ ） の 自 動 シ ー ク
エ ン サ ー モ デ ル 373Aを 用 い て 、 「 タ ッ ク （ Taq） ダ イ ・ デ オ キ シ タ ー ミ ネ ー タ ー ・ サ イ ク
ル シ ー ク エ ン シ ン グ キ ッ ト 」 に よ っ て 、 pWKS30ベ ク タ ー 上 に あ る M13前 向 き プ ラ イ マ ー か
ら 配 列 決 定 を 行 な っ た 。
【 ０ ０ ８ １ 】
Ｂ ． 配 列 解 析
　 挿 入 配 列 を 両 方 向 に 配 列 決 定 す る と 、 こ の 塩 基 配 列 に は 、 推 定 分 子 量 18,000ダ ル ト ン で
、 pI 9.93の 蛋 白 質 で 、 174ア ミ ノ 酸 を 含 む 蛋 白 質 を コ ー ド す る 、 525塩 基 の （ 終 止 コ ド ン
を 含 む ） 読 み 枠 が あ る こ と が 明 ら か に な っ た 。 塩 基 配 列 と 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 を 図 １ に 示 す
（ 配 列 番 号 ： １ ； 配 列 番 号 ： ２ ） 。
　 ク ロ ー ン 化 し た 遺 伝 子 の 正 確 な 発 現 を 確 認 す る た め 、 塩 基 配 列 デ ー タ か ら 推 定 し た ア ミ
ノ 酸 配 列 と 比 較 す る た め に 、 髄 膜 炎 菌 株 608Bに 由 来 す る 本 来 の 22 kDa表 面 蛋 白 質 の Ｎ 末 側
の ア ミ ノ 酸 配 列 を 決 定 し た 。 髄 膜 炎 菌 株 608Bに 由 来 す る 外 膜 調 製 物 を 、 14％ SDS-PAGEゲ ル
で 電 気 泳 動 し て 解 析 し 、 以 前 説 明 さ れ た 方 法 ［ Shambrookら 、 「 分 子 ク ロ ー ニ ン グ ； 実 験
マ ニ ュ ア ル (Molecular Cloning; A Laboratory Mannual)」 、 コ ー ル ド ス プ リ ン グ ハ ー バ
ー 研 究 所 出 版 （ 1989） ］ に し た が っ て 、 ポ リ ビ ニ ル イ ジ ン ・ ジ フ ル オ リ ド （ polyvinylidi
ne difluoride） 膜 （ ミ リ ポ ア ・ プ ロ ダ ク ツ 社 、 マ サ チ ュ ー セ ッ ツ 州 ベ ド フ ォ ー ド ） の 上
に 移 し た 。 ゲ ル か ら 22 kDaの 蛋 白 質 の バ ン ド を 切 り 出 し て 、 製 造 業 者 の 推 奨 す る と こ ろ に
し た が っ て 、 ア プ ラ イ ド ・ バ イ オ シ ス テ ム ズ 社 （ カ リ フ ォ ル ニ ア 州 フ ォ ス タ ー シ テ ィ ） の
自 動 蛋 白 質 シ ー ク エ ン サ ー モ デ ル 473Aを 用 い て 、 エ ド マ ン 分 解 を 行 な っ た 。 ア ミ ノ 酸 配 列
、 E-G-A-S-G-F-Y-V-Qは 、 読 み 枠 の ア ミ ノ 酸 1～ 10（ 配 列 番 号 ： ２ ） に 対 応 し て い て 、 髄 膜
炎 菌 株 608Bの 22 kDa表 面 蛋 白 質 に は 、 19ア ミ ノ 酸 の リ ー ダ ー ペ プ チ ド （ 配 列 番 号 ： ２ の -1
9か ら -1の ア ミ ノ 酸 残 基 ） が あ る こ と を 示 し て い た 。
　 確 立 し た デ ー タ ベ ー ス を 検 索 し た と こ ろ 、 髄 膜 炎 菌 株 608Bの 22 kDa表 面 蛋 白 質 （ 配 列 番
号 ： ２ ） と そ の 遺 伝 子 （ 配 列 番 号 ： １ ） は 、 既 に 記 述 さ れ て い る こ と が 確 認 さ れ た 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
Ｃ ． 髄 膜 炎 菌 の 組 換 え 22 kDa表 面 蛋 白 質 の 高 収 量 発 現 と 精 製
　 大 腸 菌 で 発 現 さ れ る 、 髄 膜 炎 菌 の 組 換 え 22 kDa表 面 蛋 白 質 の 産 生 と 精 製 を 最 大 に す る た
め に 、 以 下 の 処 理 方 法 を 開 発 し た 。 こ の 処 理 方 法 は 、 プ ラ ス ミ ド pNP2202を 有 す る 大 腸 菌
株 BL21（ DE3） ［ Studierお よ び Moffat, J. Mol. Biol., 189, p.113 (1986)］ に よ っ て 産
生 さ れ る 組 換 え 22 kDa表 面 蛋 白 質 は 、 外 膜 に 大 量 に 見 ら れ る が 、 培 養 上 清 か ら も 得 る こ と
が で き 、 培 養 上 清 の 中 で は 、 こ れ が 最 も 豊 富 な 蛋 白 質 で あ る と い う 観 察 に 基 づ い て い る 。
こ の た め 、 培 養 上 清 を 材 料 に し て 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー ・ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 用 い て 組 換 え
22 kDa蛋 白 質 の 精 製 を 行 な っ た （ 図 ６ Ａ ） 。
　 ア フ ィ ニ テ ィ ー ・ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー の 基 質 を 作 製 す る た め に 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Me
-2、 Me-3お よ び Me-5（ 実 施 例 ２ で 説 明 し た ） を 、 製 造 業 者 の 指 示 に 従 っ て 、 CNBrで 活 性 化
し た セ フ ァ ロ ー ス 4B（ フ ァ ル マ シ ア ・ バ イ オ テ ク 社 、 ニ ュ ー ジ ャ ー ジ ー 州 ピ ス カ タ ウ エ イ
） に 固 定 し た 。
　 培 養 上 清 を 調 製 す る た め に 、 プ ラ ス ミ ド pNP2202を 有 す る 大 腸 菌 株 BL21（ DE3） を 一 晩 培
養 し た も の を 、 25 mg/mlの ア ン ピ シ リ ン （ シ グ マ 社 ） を 含 む LB培 地 （ ギ ブ コ 研 究 所 、 ニ ュ
ー ヨ ー ク 、 グ ラ ン ド ア イ ラ ン ド ） に 接 種 し 、 振 と う し な が ら 、 37℃ で ４ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー
ト し た 。 ４ ℃ で 10分 間 、 10,000 X gで ２ 回 遠 心 分 離 し て 、 培 養 培 地 か ら バ ク テ リ ア の 細 胞
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を 取 り 除 い た 。 培 養 上 清 は 、 0.22 mmの メ ン ブ レ ン （ ミ リ ポ ア ・ プ ロ ダ ク ツ 社 、 マ サ チ ュ
ー セ ッ ツ 州 ベ ド フ ォ ー ド ） で 濾 過 し 、 次 に 、 10,000ダ ル ト ン 以 下 の 分 子 を 切 り 捨 て る 限 外
濾 過 膜 （ ア ミ コ ン 社 、 マ サ チ ュ ー セ ッ ツ 州 ビ バ リ ー ） を 用 い て 、 約 100倍 に 濃 縮 し た 。 膜
小 胞 体 を 完 全 に 可 溶 化 す る た め に 、 最 終 濃 度 が １ ％ （ 容 量 ／ 容 量 ） と な る よ う に 、 濃 縮 さ
れ た 培 養 上 清 に エ ン ピ ジ ェ ン BB（ Empigen BB） （ カ ル バ イ オ ケ ム 社 、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 ラ
ホ ヤ ） を 加 え た 。 こ の 懸 濁 液 を 室 温 で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 0.05％ エ ン ピ ジ ェ ン BB（
容 量 ／ 容 量 ） を 含 む 、 数 リ ッ ト ル の 10 mMの ト リ ス 塩 酸 バ ッ フ ァ ー 、 pH 7.3に 対 し て 透 析
を 行 な っ て か ら 、 ４ ℃ で 20分 間 、 10,000 X gで 遠 心 分 離 し た 。 ア フ ィ ニ テ ィ ー 基 質 に 抗 原
調 製 物 を 加 え て 、 定 常 的 に 振 と う し な が ら 、 ４ ℃ で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ゲ ル の 懸 濁
液 を ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー カ ラ ム に 注 ぎ 込 ん で 、 0.05％ エ ン ピ ジ ェ ン BB（ 容 量 ／ 容 量 ） を 含
む 10 mMの ト リ ス 塩 酸 バ ッ フ ァ ー 、 pH 7.3で 念 入 り に 洗 浄 し た 。 そ し て 、 1 Mの 塩 酸 リ チ ウ
ム 入 り の 10 mMト リ ス 塩 酸 バ ッ フ ァ ー 、 pH 7.3に よ っ て 、 カ ラ ム か ら 組 換 え 22 kDa蛋 白 質
を 溶 出 し た 。 溶 出 し た 蛋 白 質 を 含 む 溶 液 を 、 0.05％ エ ン ピ ジ ェ ン BBを 含 む 数 リ ッ ト ル の 10
 mMト リ ス 塩 酸 バ ッ フ ァ ー 、 pH 7.3に 対 し て 何 回 も 透 析 し た 。 ク マ シ ー ブ ル ー と 銀 で 染 色
し た SDS-PAGEゲ ル ［ Tsaiお よ び Frasch, Analytical Biochem., 119, pp. 19 (1982)］ を
用 い て 、 精 製 処 理 の 各 段 階 で 、 組 換 え 22 kDa蛋 白 質 の 精 製 度 を 評 価 し た 。 代 表 的 な 結 果 が
、 図 ６ Ａ に 示 さ れ て い る 。 精 製 処 理 に よ っ て 、 大 腸 菌 の リ ポ 多 糖 を 少 量 含 む だ け の 、 か な
り 純 粋 な 組 換 え 22 kDa蛋 白 質 が 作 製 さ れ た こ と が 、 ゲ ル の 銀 染 色 に よ っ て 明 ら か に 示 さ れ
た 。
　 精 製 さ れ た 組 換 え 22 kDa表 面 蛋 白 質 の 、 蛋 白 質 分 解 性 切 断 に 対 す る 抵 抗 性 も 明 ら か に な
り 、 こ の 結 果 は 、 図 ６ Ｂ に 示 さ れ て い る 。 精 製 さ れ た 組 換 え 22 kDa表 面 蛋 白 質 を 、 実 施 例
１ で 説 明 し た よ う に 、 蛋 白 質 1 mg当 た り 2 mgの α -キ モ ト リ プ シ ン と ト リ プ シ ン 、 お よ び
、 蛋 白 質 1 mg当 た り 2 IUの プ ロ テ イ ナ ー ゼ Ｋ で 処 理 し て 、 37℃ で １ 時 間 、 定 常 的 に 振 と う
し な が ら イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 こ れ ら の 処 理 の 何 れ の 後 に も 、 蛋 白 質 の 量 の 減 少 は 見 ら れ
な か っ た 。 比 較 す る と 、 選 択 し た 酵 素 に 依 存 し た 部 分 消 化 ま た は 完 全 消 化 が 、 対 照 蛋 白 質
で は 観 察 さ れ た 。 こ こ で 、 こ の 場 合 に は 、 対 照 蛋 白 質 は ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン （ BSA、 シ グ
マ 社 ） で あ っ た 。 さ ら に 、 処 理 時 間 を 長 く し て も 、 蛋 白 質 に 変 化 を も た ら さ な か っ た 。 こ
れ ら 後 者 の 結 果 は 、 形 質 転 換 さ れ た 大 腸 菌 が 、 完 全 な 組 換 え 22 kDa表 面 蛋 白 質 を 発 現 で き
る こ と を 示 し て お り 、 こ の 蛋 白 質 は ま た 、 髄 膜 炎 菌 の 中 に 見 ら れ る 本 来 の 蛋 白 質 と 同 じ よ
う に 、 こ れ ら ３ つ の 蛋 白 質 分 解 酵 素 の 作 用 に 対 し て 、 強 い 抵 抗 性 を 有 す る こ と も 示 し て い
る 。 さ ら に 、 大 腸 菌 の 外 膜 に 包 埋 さ れ な い 、 精 製 し た 組 換 え 22 kDa表 面 蛋 白 質 も 、 や は り
、 蛋 白 質 分 解 酵 素 の 作 用 に 対 し て 強 い 抵 抗 性 を 示 す 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 ま た 、 組 換 え 22 kDa蛋 白 質 の 抗 原 特 性 に 対 す る 、 酵 素 処 理 の 効 果 を 明 ら
か に し た 。 ELISAと ウ ェ ス タ ン 免 疫 ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ っ て 判 定 さ れ た と こ ろ に よ る と 、
実 施 例 ２ で 説 明 さ れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 上 記 の 処 理 方 法 に し た が っ て 精 製 さ れ た 組
換 え 22 kDa表 面 蛋 白 質 を 容 易 に 認 識 し た （ 図 ６ Ｃ ） 。 そ の 上 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Me-5の
、 精 製 さ れ た 組 換 え 22 kDa表 面 蛋 白 質 と の 反 応 性 は 、 そ の 他 の 22 kDa蛋 白 質 特 異 的 な モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 反 応 性 も 同 様 で あ る が 、 い ず れ の 酵 素 に よ っ て も 変 わ ら な か っ た た め 、
組 換 え 22 kDa蛋 白 質 の 抗 原 特 性 は 、 も と の 蛋 白 質 に つ い て 説 明 さ れ た 特 性 と 同 じ だ と 考 え
ら れ る こ と が 確 認 さ れ た 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 実 施 例 ３ で は 、 重 要 な デ ー タ が 示 さ れ た が 、 次 の よ う に 要 約 さ れ る 、 す な わ ち 、
　 １ ） 髄 膜 炎 菌 の 22 kDaの 表 面 蛋 白 質 の 完 全 な 塩 基 配 列 と ア ミ ノ 酸 配 列 が 得 ら れ （ 配 列 番
号 ： １ ； 配 列 番 号 ： ２ ） 、
　 ２ ） も と の 蛋 白 質 の Ｎ 末 の 配 列 決 定 に よ っ て 、 髄 膜 炎 菌 の 22 kDa遺 伝 子 が 本 当 に ク ロ ー
ン 化 さ れ た こ と が 確 認 さ れ 、
　 ３ ） こ の 蛋 白 質 は 、 以 前 に 説 明 さ れ て お ら ず 、
　 ４ ） 大 腸 菌 な ど の 宿 主 を 形 質 転 換 し て 、 髄 膜 炎 菌 の 組 換 え 22 kDa表 面 蛋 白 質 を 高 収 率 で
発 現 さ せ る こ と が で き 、
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　 ５ ） 髄 膜 炎 菌 の 別 の 分 子 を 含 ま ず 、 大 腸 菌 が 産 生 す る 成 分 を ほ と ん ど 含 ま な い 組 換 え 蛋
白 質 を 得 る こ と が で き 、
　 ６ ） 精 製 さ れ た 組 換 え 22 kDa表 面 蛋 白 質 は 、 α -キ モ ト リ プ シ ン 、 ト リ プ シ ン 、 お よ び
プ ロ テ イ ナ ー ゼ Ｋ な ど の 蛋 白 質 分 解 酵 素 の 作 用 に 対 し て 、 依 然 と し て 強 い 抵 抗 性 を も ち 、
ま た 、
　 ７ ） 組 換 え 22 kDa蛋 白 質 の 抗 原 特 性 は 、 も と の 髄 膜 炎 菌 22 kDa蛋 白 質 に つ い て 説 明 さ れ
た 特 性 に 匹 敵 す る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 実 施 例 ４ 　 髄 膜 炎 菌 の 22 kDaの 表 面 蛋 白 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 分 子 的 な 保 存 性
　 髄 膜 炎 菌 の 22 kDaの 表 面 蛋 白 質 を コ ー ド し て い る 遺 伝 子 の 、 髄 膜 炎 菌 の 単 離 株 間 に お け
る 分 子 的 な 保 存 性 を 明 ら か に す る た め に 、 DNAド ッ ト ブ ロ ッ ト ・ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
・ ア ッ セ イ 法 を 用 い て 、 異 な っ た 髄 膜 炎 菌 種 と 、 そ の 他 の バ ク テ リ ア 種 を 調 べ た 。 ま ず 、
髄 膜 炎 菌 の 22 kDaの 表 面 蛋 白 質 を コ ー ド す る 525塩 基 対 の 遺 伝 子 を 、 PCRに よ っ て 増 幅 し 、
ア ガ ロ ー ス ゲ ル で 精 製 し て 、 製 造 業 者 の 指 示 に し た が っ て 、 非 放 射 性 の DIG DNA標 識 お よ
び 検 出 シ ス テ ム （ ベ ー リ ン ガ ー ・ マ ン ハ イ ム 社 、 カ ナ ダ 、 ラ バ ル ） を 用 い た ラ ン ダ ム プ ラ
イ ミ ン グ に よ っ て 標 識 し た 。
　 DNAド ッ ト ブ ロ ッ ト ア ッ セ イ 法 は 、 製 造 業 者 （ ベ ー リ ン ガ ー ・ マ ン ハ イ ム 社 ） の 指 示 に
し た が っ て 行 わ れ た 。 簡 単 に 説 明 す る と 、 調 べ よ う と し て い る バ ク テ リ ア の 菌 株 を 、 正 に
荷 電 し た ナ イ ロ ン 膜 （ ベ ー リ ン ガ ー ・ マ ン ハ イ ム 社 ） の 上 に ド ッ ト し 、 乾 燥 さ せ て か ら 、
DIGシ ス テ ム の 使 用 手 引 き の 中 で コ ロ ニ ー の つ り 上 げ に つ い て 説 明 さ れ て い る と こ ろ に し
た が っ て 処 理 し た 。 プ レ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン と ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 50％ ホ ル
ム ア ミ ド （ シ グ マ 社 ） を 含 む 溶 液 を 用 い て 、 42℃ で 行 な っ た 。 ま た 、 プ レ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン 溶 液 に は 、 DNAプ ロ ー ブ が 非 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン す る の を 防 止 す る
た め の 付 加 的 な 遮 断 剤 と し て 、 100 mg/mlの 変 性 ニ シ ン 精 子 DNA（ ベ ー リ ン ガ ー ・ マ ン ハ イ
ム 社 ） が 含 ま れ て い た 。 DIGシ ス テ ム の 使 用 手 引 き の 中 で 説 明 さ れ て い る と こ ろ に し た が
っ て 、 厳 密 な 洗 滌 と 、 化 学 発 光 す る ル ミ ゲ ン PPD基 質 を 用 い て 検 出 段 階 も 行 な っ た 。
　 試 験 し た 71種 の 髄 膜 炎 菌 株 に つ い て 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Me-7と 525塩 基 対 の DNAプ ロ ー
ブ を 用 い て 得 ら れ た 結 果 は 、 完 全 に 一 致 し て い た 。 こ の 結 果 に よ れ ば 、 調 べ た 髄 膜 炎 菌 株
の す べ て は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に よ っ て 認 識 さ れ る た め 、 そ れ ら は す べ て 、 髄 膜 炎 菌 の
22 kDa表 面 蛋 白 質 遺 伝 子 を も ち 、 そ の 蛋 白 質 を 発 現 し て い る 。 つ ま り 、 髄 膜 炎 菌 の 単 離 株
の 間 で 、 こ の 蛋 白 質 が 高 度 に 保 存 さ れ て い る こ と が 確 認 さ れ た こ と に な る （ 表 ２ ） 。
　 試 験 し た 淋 菌 株 の す べ て で も 、 DNAプ ロ ー ブ に よ っ て 、 髄 膜 炎 菌 の 22 kDaの 表 面 蛋 白 質
を コ ー ド し て い る 遺 伝 子 が 検 出 さ れ た 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 こ れ に 対 し て 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Me-7は 、 淋 菌 の 16菌 株 の う ち ２ 菌 株 と だ け 反 応 し た
が 、 こ れ は 、 ど う い う わ け か 、 淋 菌 株 で は 、 特 異 的 な エ ピ ト ー プ が 存 在 し な い か 、 結 合 不
可 能 か 変 化 し て い る こ と を 示 し て い る 。 ま た は 、 淋 病 菌 株 の ほ と ん ど は 、 ゲ ノ ム の 中 に コ
ー デ ィ ン グ 配 列 を 有 す る に も 拘 わ ら ず 、 こ の 蛋 白 質 を 発 現 さ せ な い こ と を 示 し て い る （ 表
２ ） 。
　 ナ イ セ リ ア ・ ラ ク タ ミ カ の １ 菌 株 だ け が 蛋 白 質 を 発 現 さ せ な い 遺 伝 子 を 有 す る こ と が 分
か っ た た め 、 ２ つ の 検 出 方 法 の 間 に よ い 相 関 関 係 が あ る こ と が 、 ナ イ セ リ ア ・ ラ ク タ ミ カ
に つ い て も 観 察 さ れ た （ 表 ２ ） 。 こ の 結 果 は 、 最 後 の 段 落 で 提 示 さ れ て い る の と 同 じ 理 由
で 説 明 す る こ と が で き る と 考 え ら れ る 。
　 こ れ は 、 淋 菌 株 の 表 面 で は 22 kDaは 発 現 さ れ な い か 、 結 合 不 可 能 で あ る が 、 淋 病 菌 株 と
ナ イ セ リ ア ・ ラ ク タ ミ カ 菌 株 の 22 kDa蛋 白 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 は 、 22 kDa表 面 蛋 白 質 ま
た は 、 そ の 相 同 体 を 産 生 す る た め に 用 い ら れ る 組 換 え プ ラ ス ミ ド を 構 築 す る た め に 用 い る
こ と が で き る こ と を 示 し て い る か も し れ な い 。 こ の よ う な 蛋 白 質 ま た は 相 同 体 は 、 す べ て
、 ナ イ セ リ ア 菌 感 染 を 予 防 、 検 出 ま た は 診 断 す る た め に 用 い る こ と が で き る 。 よ り 特 定 す
れ ば 、 こ の 感 染 は 、 髄 膜 炎 菌 、 淋 菌 、 お よ び ナ イ セ リ ア ・ ラ ク タ ミ カ に よ る 感 染 か ら 選 択
さ れ る も の で あ る 。 し た が っ て 、 22 kDa表 面 蛋 白 質 、 ま た は 、 そ の 相 同 体 は 、 こ の よ う な
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感 染 に 対 す る ワ ク チ ン を 製 造 す る た め に 用 い て も よ い 。 さ ら に 、 22 kDa表 面 蛋 白 質 、 ま た
は 、 そ の 相 同 体 は 、 こ の よ う な 感 染 を 検 出 ま た は 診 断 す る た め の キ ッ ト を 製 造 す る た め に
用 い て も よ い 。
　 モ ラ ク セ ラ ・ カ タ リ ス の 菌 株 で 得 ら れ た 結 果 は 、 調 査 し た ５ 菌 株 の う ち 、 ３ つ が モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 Me-7と は 反 応 し た が 、 DNAプ ロ ー ブ と 反 応 し た 株 は な い こ と を 明 ら か に し た
。 こ の こ と は 、 髄 膜 炎 菌 の 22 kDaの 表 面 蛋 白 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 が 、 こ れ ら の 菌 株 の ゲ
ノ ム に は 存 在 し な い こ と を 示 し て い る （ 表 ２ ） 。
　 い く つ か の 他 の ナ イ セ リ ア 種 と 、 そ の 他 の バ ク テ リ ア 種 （ 表 ２ の 脚 注 を 参 照 の こ と ） を
調 べ た が 、 ２ つ の 試 験 の い ず れ に よ っ て も 陽 性 の も の は 見 つ か ら な か っ た 。 こ の 後 者 の 結
果 は 、 22 kDaの 表 面 蛋 白 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 は 、 ナ イ セ リ ア 属 の 近 縁 種 だ け に 共 通 し て
い る こ と を 示 し て い る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 以 下 の ナ イ セ リ ア 菌 種 と 、 そ の 他 の バ ク テ リ ア 種 も 、 ２ つ の ア ッ セ イ 法 で 調 べ ら れ た が
、 ネ ガ テ ィ ブ な 結 果 と な っ た 。 ナ イ セ リ ア ・ シ ネ レ ア （ Neisseria cinerea） １ 菌 株 、 ナ
イ セ リ ア ・ フ ラ バ （ Neisseria flava） １ 菌 株 、 ナ イ セ リ ア ・ フ ラ バ セ ン ス （ Neisseria f
lavescens） １ 菌 株 、 ナ イ セ リ ア ・ ム コ サ （ Neisseria micosa） ２ 菌 株 、 ナ イ セ リ ア ・ パ
ー フ ラ バ ／ シ ッ カ （ Neisseria perflava/sicca） ４ 菌 株 、 ナ イ セ リ ア ・ パ ー フ ラ バ （ Neis
seria perflava） １ 菌 株 、 ナ イ セ リ ア ・ シ ッ カ （ Neisseria sicca） １ 菌 株 、 ナ イ セ リ ア
・ サ ブ フ ラ バ （ Neisseria subflava） １ 菌 株 、 ア ル カ リ ゲ ネ ス ・ フ ェ カ リ ス （ Alcaligene
s feacalis） （ ATCC 8750） １ 菌 株 、 百 日 咳 菌 （ Bordetella pertussis） （ 9340） １ 菌 株
、 気 管 支 肺 血 症 （ Bordetella bronchiseptica） １ 菌 株 、 シ ト ロ バ ク タ ー ・ フ ロ イ ン デ ィ
（ Citrobacter freundii） （ ATCC 2080） １ 菌 株 、 エ ド ワ ー ド シ エ ラ ・ タ ル ダ （ Edwardsie
lla tarda） （ ATCC 15947） １ 菌 株 、 エ ン テ ロ バ ク タ ー ・ ク ロ ア セ ア （ Enterobacter cloa
cea） （ ATCC 23355） １ 菌 株 、 エ ン テ ロ バ ク タ ー ・ ア エ ロ ゲ ネ ス （ Enterobacter aerogene
s） （ ATCC 13048） １ 菌 株 、 大 腸 菌 １ 菌 株 、 フ ラ ボ バ ク テ リ ウ ム ・ オ ド ラ タ ム （ Flavobact
erium odoratum） １ 菌 株 、 ｂ 型 ヘ モ フ ィ ル ス ・ イ ン フ ル エ ン ザ （ イ ー ガ ン （ Eagan） 株 ）
１ 菌 株 、 肺 炎 杆 菌 （ Klebsiella pneumoniae ） （ ATCC 13883） １ 菌 株 、 プ ロ テ ウ ス ・ レ ッ
ト ゲ リ （ Proteus rettgeri） （ ATCC 25932） １ 菌 株 、 プ ロ テ ウ ス ・ ブ ル ガ リ ス （ Proteus 
vulgaris） （ ATCC 13315） １ 菌 株 、 シ ュ ー ド モ ナ ス ・ ア エ ル ギ ノ ー サ （ Pseudomonas aeru
ginosa） （ ATCC 9027） １ 菌 株 、 ネ ズ ミ チ フ ス 菌 （ Salmonella typhimurium） （ ATCC 1402
8） １ 菌 株 、 霊 菌 （ Serratia marcescens） （ ATCC 8100） １ 菌 株 、 フ レ ク ス ナ ー 赤 痢 菌 （ S
higella flexneri） （ ATCC 12022） １ 菌 株 、 ソ ネ 赤 痢 菌 （ Shigella sonnei） （ ATCC 9290
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） １ 菌 株 、 お よ び 、 ザ ン ソ モ ナ ス ・ マ ル ト フ ィ ラ （ Xanthomonas maltophile） １ 菌 株 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 結 論 と し て 、 DNAハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ア ッ セ イ 法 は 、 髄 膜 炎 菌 の 22 kDaの 表 面 蛋 白
質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 が 、 病 原 性 ナ イ セ リ ア 菌 の 間 で 高 度 に 保 存 さ れ て い る こ と を 明 確 に
示 し た 。 さ ら に 、 得 ら れ た 結 果 は 、 こ の DNAプ ロ ー ブ が 、 臨 床 試 料 の 中 の 病 原 性 ナ イ セ リ
ア 菌 を 迅 速 に 、 ま た 、 直 接 的 に 検 出 す る た め の 貴 重 な ツ ー ル と な り う る こ と を 明 確 に 示 し
た 。 こ の プ ロ ー ブ は 、 髄 膜 炎 菌 と 淋 菌 を 区 別 で き る よ う に 、 さ ら に 工 夫 す る こ と も で き る
。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 実 施 例 ５ 　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の バ ク テ リ ア 分 解 特 性 と 防 御 特 性
　 精 製 さ れ た 、 髄 膜 炎 菌 の 22 kDaの 表 面 蛋 白 質 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の バ ク テ リ ア
分 解 活 性 を 、 以 前 か ら 説 明 さ れ て い る 方 法 ［ Broederら 、 Infect. Immun. 50, p.510 (198
5); Martinら 、 Infect. Immun. 60, p.2718 (1992)］ に し た が っ て 、 イ ン ビ ト ロ で 評 価 し
た 。 モ ル モ ッ ト の 血 清 補 体 存 在 下 で 、 精 製 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Me-1お よ び Me-7は 、 髄 膜 炎
菌 株 608Bを 効 率 的 に 殺 菌 し た 。 こ れ ら の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の い ず れ も 、 比 較 的 低 い 濃 度
で 、 バ ク テ リ ア の 生 存 数 を 50以 上 減 少 さ せ る 。 精 製 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Me-1お よ び Me-7を
高 い 濃 度 で 利 用 す る と 、 バ ク テ リ ア の コ ロ ニ ー 形 成 単 位 数 を 急 激 に 低 下 さ せ る （ 99％ ま で
） 結 果 と な っ た 。 モ ル モ ッ ト の 血 清 を 30分 間 、 56℃ で 加 熱 し て 不 活 性 化 す る と 、 殺 菌 活 性
が な く な る こ と か ら 、 重 要 な の は 、 こ れ ら の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の バ ク テ リ ア 分 解 活 性 は
、 補 体 依 存 的 だ と い う こ と で あ る 。 こ れ 以 外 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 こ れ と 同 じ 菌 株 に
対 し て 有 意 な バ ク テ リ ア 分 解 活 性 を 示 さ な か っ た 。 い く つ か の 実 験 を 組 み 合 わ せ た 代 表 的
な 結 果 が 図 ７ に 示 さ れ て い る が 、 こ こ で 、 Me-7に つ い て 示 さ れ た 結 果 は 、 代 表 的 な も の で
あ り 、 Me-1に つ い て 得 ら れ た 結 果 と 一 致 し て い る 。 Me-2に 関 す る 結 果 も 代 表 的 な も の で あ
り 、 他 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Me-3、 Me-5お よ び Me-6に つ い て 得 ら れ た 結 果 と 一 致 し て い る
。
　 本 発 明 者 ら の 一 人 に よ っ て 既 に 説 明 さ れ て い る ［ Brodeurら 、 Infect. Immun., 50, p.5
10 (1985); Brodeurら 、 Can. J. Microbiol., 32, p.33 (1986)］ 、 マ ウ ス の 感 染 モ デ ル
を 用 い て 、 各 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 防 御 活 性 を 測 定 し た 。 簡 単 に 説 明 す る と 、 Balb/cマ ウ
ス に 、 バ ク テ リ ア 抗 原 投 与 を 行 う 18時 間 前 に 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 含 む 腹 水 液 600 mlを
腹 腔 内 か ら 注 射 し た 。 そ し て 、 1000コ ロ ニ ー 形 成 単 位 の 髄 膜 炎 菌 株 608Bと ４ ％ ム チ ン （ シ
グ マ 社 ） お よ び 1.6％ ヘ モ グ ロ ビ ン （ シ グ マ 社 ） を 含 む 懸 濁 液 １ mlを 、 こ れ ら の マ ウ ス に
抗 原 投 与 し た 。 い く つ か の 実 験 を 組 み 合 わ せ た 結 果 が 、 表 ３ に 示 さ れ て い る 。 バ ク テ リ ア
分 解 性 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Me-1お よ び Me-7だ け が 、 髄 膜 炎 菌 の 実 験 感 染 か ら マ ウ ス を 防 御
し た こ と に 留 意 す る こ と が 重 要 で あ る 。 実 際 、 バ ク テ リ ア を 抗 原 投 与 す る 前 に 、 こ れ ら ２
つ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 含 む 腹 水 液 注 射 す る と 、 Balb/cマ ウ ス の 生 存 率 が 70％ 以 上 に 上
昇 し た 。 こ れ に 対 し 、 Sp2/0に 誘 導 さ れ た 腹 水 液 600 mlを 注 射 す る か 、 無 関 係 の モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 を 含 む 腹 水 液 を 600 ml注 射 し た グ ル ー プ で は 、 生 存 率 は ９ ％ で あ っ た 。 こ れ ら
の 結 果 は 、 ま た 、 バ ク テ リ ア 抗 原 投 与 を 行 う 18時 間 前 に 、 プ ロ テ イ ン Ａ で 精 製 し た Me-7を
400μ g、 予 め 注 射 し て お け ば 、 80％ の マ ウ ス が 感 染 を 生 き 延 び る こ と も 示 し た 。 50％ の マ
ウ ス を 防 御 す る の に 必 要 な 抗 体 最 低 濃 度 を 決 定 す る た め に 、 こ れ に 続 く 実 験 が 現 在 行 わ れ
て い る と こ ろ で あ る 。 20％ か ら 40％ と い う 低 い 生 存 率 は 、 髄 膜 炎 菌 22 kDa表 面 蛋 白 質 特 異
的 な 、 他 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で も 観 察 さ れ た 。
【 ０ ０ ９ １ 】
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【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 結 論 と し て 、 こ れ ら の 結 果 は 、 髄 膜 炎 菌 の 22 kDaの 表 面 蛋 白 質 に 対 し て 特 異 的 な 抗 体 は
、 実 験 的 な 致 死 的 抗 原 投 与 か ら 、 マ ウ ス を 有 効 に 防 御 し た 。 抗 原 に よ る 防 御 抗 体 の 誘 導 は
、 ワ ク チ ン 候 補 と な り う る も の を さ ら に 研 究 す る 上 で 、 最 も 重 要 な 基 準 の 一 つ で あ る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 実 施 例 ６ 　 精 製 組 換 え 22 kDa表 面 蛋 白 質 を 用 い た 免 疫 化 に よ る 、 そ の 後 の バ ク テ リ ア 抗
原 投 与 に 対 す る 防 御 力 付 与
　 実 施 例 ３ に 示 さ れ て い る プ ロ ト コ ー ル に し た が っ て 、 精 製 さ れ た 組 換 え 22 kDa表 面 蛋 白
質 を 調 製 し 、 こ れ を 用 い て 、 致 死 的 用 量 の 髄 膜 炎 菌 株 608B（ B:2a:P1.2） 抗 原 投 与 に 対 す
る 防 御 効 果 を 測 定 す る た め に 、 Balb/cマ ウ ス を 免 疫 し た 。 こ れ ら の 実 験 過 程 で 用 い る ワ ク
チ ン 調 製 物 の 中 に 、 別 の 髄 膜 炎 菌 抗 原 が 確 実 に 存 在 し な い よ う に す る た め に 、 本 来 の 髄 膜
炎 菌 蛋 白 質 の 代 わ り に 精 製 さ れ た 組 換 え 蛋 白 質 を 用 い る こ と に し た 。 こ れ ら の 実 験 で 用 い
た マ ウ ス の 感 染 モ デ ル は 、 本 発 明 者 ら の 一 人 に よ っ て 既 に 説 明 さ れ て い る ［ Brodeurら 、 I
nfect. Immun., 50, p.510 (1985); Brodeurら 、 Can. J. Microbiol., 32, p.33 (1986)
］ 。 ３ 週 間 間 隔 で ３ 回 、 マ ウ ス １ 頭 に つ き 、 10μ gま た は 20μ gの 精 製 さ れ た 組 換 え 22 kDa
表 面 蛋 白 質 を 含 む 抗 原 調 製 物 を 100 mg、 各 マ ウ ス に 皮 下 注 射 し た 。 こ れ ら の 実 験 に お い て
、 QuilAを 、 注 射 １ 回 あ た り 25μ gの 濃 度 で 、 ア ジ ュ バ ン ト と し て 用 い た 。 対 照 グ ル ー プ の
マ ウ ス に は 、 同 じ 処 理 手 順 に し た が っ て 、 10μ gま た は 20μ gの BSAか 、 実 施 例 ３ で 説 明 さ
れ て い る よ う に し て 調 製 し た 、 髄 膜 炎 菌 蛋 白 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 挿 入 し て い な い プ ラ
ス ミ ド pWKS30を 有 す る 大 腸 菌 株 BL21(DE3)の 濃 縮 培 養 上 清 ま た は リ ン 酸 緩 衝 食 塩 水 を 20μ g
注 射 し た 。 組 換 え 蛋 白 質 に 対 す る 免 疫 応 答 の 発 生 を 解 析 す る た め に 、 注 射 を 打 つ 前 毎 に 、
各 マ ウ ス か ら 血 清 サ ン プ ル を 採 取 し た 。 ３ 回 目 の 免 疫 の ２ 週 間 後 に 、 す べ て の グ ル ー プ の
マ ウ ス へ 、 ４ ％ ム チ ン （ シ グ マ 社 ） お よ び 1.6％ ヘ モ グ ロ ビ ン （ シ グ マ 社 ） の 中 に 1000コ
ロ ニ ー 形 成 単 位 の 髄 膜 炎 菌 株 608Bを 含 む 懸 濁 液 １ mlを 、 腹 腔 内 注 射 し た 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 こ れ ら の 実 験 の 結 果 は 、 表 ４ に 示 さ れ て い る 。 精 製 さ れ た 組 換 え 22 kDa表 面 蛋 白 質 で 免
疫 し た マ ウ ス の 80％ は 、 バ ク テ リ ア 抗 原 を 投 与 し て も 死 な な か っ た が 、 こ れ に 対 し て 、 対
照 グ ル ー プ で の 生 存 率 は 、 ０ ～ 42％ で あ っ た 。 重 要 な の は 、 大 腸 菌 の 濃 縮 培 養 上 清 を 注 射
し た 対 照 グ ル ー プ の マ ウ ス は 、 バ ク テ リ ア 抗 原 投 与 か ら 防 御 さ れ な か っ た と い う こ と で あ
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る 。 こ の 最 後 の 結 果 に よ っ て 、 培 養 基 の 中 に 存 在 し て い る 成 分 も 、 精 製 後 も 僅 か な 量 存 在
し て い る と 思 わ れ る 大 腸 菌 抗 原 も 、 髄 膜 炎 菌 に 対 し て 観 察 さ れ た 防 御 に は 全 く 寄 与 し て い
な い こ と が 明 確 に 示 さ れ た 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ９ ６ 】

　 精 製 さ れ た 組 換 え 22 kDa表 面 蛋 白 質 の 注 射 に よ り 、 免 疫 さ れ た マ ウ ス は 、 髄 膜 炎 菌 の 致
死 的 な 感 染 の 進 行 か ら 、 非 常 に 強 く 防 御 さ れ た 。
　 本 発 明 に よ る 抗 体 の 例 は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Me-1お よ び Me-7を 産 生 す る マ ウ ス ハ イ ブ
リ ド ー マ 細 胞 株 で あ る が 、 こ れ ら は 、 1995年 ７ 月 21日 に 、 米 国 メ リ ー ラ ン ド 州 ロ ッ ク ビ ル
に あ る 米 国 基 準 培 養 株 コ レ ク シ ョ ン （ American Type Culture Collection ） に 寄 託 さ れ
た 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 実 施 例 ７ 　 髄 膜 炎 菌 の 他 の 菌 株 と 淋 菌 の 配 列 解 析
　 実 施 例 ３ で 説 明 し た よ う に し て 、 髄 膜 炎 菌 の 異 な っ た 菌 株 と 淋 菌 の ゲ ノ ム DNAか ら 、 22 
kDaの 表 面 蛋 白 質 を コ ー ド し て い る 遺 伝 子 を 含 む 2.75 Kbの ClaI消 化 し た DNA断 片 を 単 離 し
た 。
ａ ） MCH88菌 株 ： 菌 株 MCH88（ 臨 床 単 離 株 ） の 塩 基 配 列 が 、 図 ８ に 示 さ れ て い る （ 配 列 番 号
： ３ ） 。 菌 株 608Bか ら 得 ら れ た 実 験 的 な 証 拠 （ 実 施 例 ３ ） か ら 、 ア ミ ノ 酸 配 列 の -19か ら -
1に 相 当 す る 推 定 リ ー ダ ー 配 列 （ M-K-K-A-L-A-A-L-I-A-L-A-L-P-A-A-A-L-A） を 導 き 出 し た
。 確 立 し た デ ー タ ベ ー ス を 検 索 し た と こ ろ 、 髄 膜 炎 菌 株 MCH88に 由 来 す る 22 kDaの 表 面 蛋
白 質 （ 配 列 番 号 ： ４ ） も 、 そ の 遺 伝 子 （ 配 列 番 号 ： ３ ） も 、 以 前 に は 報 告 さ れ て い な い こ
と が 確 認 さ れ た 。
ｂ ） Z4063菌 株 ： 菌 株 Z4063（ Wang J.-F.ら 、 Infect. Immun., 60, p.5267 (1992)） の 塩
基 配 列 は 、 図 ９ に 示 さ れ て い る （ 配 列 番 号 ： ５ ） 。 菌 株 608Bか ら 得 ら れ た 実 験 的 な 証 拠 （
実 施 例 ３ ） か ら 、 ア ミ ノ 酸 配 列 の -19か ら -1に 相 当 す る 推 定 リ ー ダ ー 配 列 （ M-K-K-A-L-A-T
-L-I-A-L-A-L-P-A-A-A-L-A） を 導 き 出 し た 。 確 立 し た デ ー タ ベ ー ス を 検 索 し た と こ ろ 、 髄
膜 炎 菌 株 Z4063に 由 来 す る 22 kDaの 表 面 蛋 白 質 （ 配 列 番 号 ： ６ ） も 、 そ の 遺 伝 子 （ 配 列 番
号 ： ５ ） も 、 以 前 に は 報 告 さ れ て い な い こ と が 確 認 さ れ た 。
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ｃ ） 淋 菌 株 b2： 淋 菌 株 b2（ 血 清 型 １ 、 Nat. Ref. Center for Neisseria, LCDC, Ottawa, 
Canada） の 塩 基 配 列 は 、 図 10に 示 さ れ て い る （ 配 列 番 号 ： ７ ） 。 菌 株 608Bか ら 得 ら れ た 実
験 的 な 証 拠 （ 実 施 例 ３ ） か ら 、 ア ミ ノ 酸 配 列 の -19か ら -1に 相 当 す る 推 定 リ ー ダ ー 配 列 （ M
-K-K-A-L-A-A-L-I-A-L-A-L-P-A-A-A-L-A） を 導 き 出 し た 。 確 立 し た デ ー タ ベ ー ス を 検 索 し
た と こ ろ 、 淋 菌 株 b2に 由 来 す る 22 kDaの 表 面 蛋 白 質 （ 配 列 番 号 ： ８ ） も 、 そ の 遺 伝 子 （ 配
列 番 号 ： ７ ） も 、 以 前 に は 報 告 さ れ て い な い こ と が 確 認 さ れ た 。
　 図 11は 、 調 べ ら れ た ４ つ の 菌 株 す べ て の DNA配 列 で 確 認 さ れ た 保 存 配 列 を 示 し て い る 。 M
CH88菌 株 で は 、 217番 目 の 塩 基 の と こ ろ に 、 １ コ ド ン （ TCA） の 挿 入 が あ る こ と が 分 か っ た
が 、 一 般 的 に 、 こ れ ら ４ つ の 菌 株 は 著 し い 相 同 性 を 示 し て い た 。
　 図 12は 、 ４ つ の 菌 株 か ら 得 た 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 の 間 に 見 ら れ る 相 同 性 を 示 し た も の で あ
る 。 ４ つ の 菌 株 す べ て の 間 で 、 90％ 以 上 の 一 致 が 見 ら れ る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 実 施 例 ８ 　 22 kDaの 髄 膜 炎 菌 表 面 蛋 白 質 に 対 す る ウ サ ギ お よ び サ ル の 免 疫 応 答
　 マ ウ ス 以 外 の 生 物 種 で の 抗 体 の 応 答 を 測 定 す る た め に 、 組 換 え 22 kDa蛋 白 質 で 、 ウ サ ギ
お よ び サ ル を 免 疫 し た 。
ａ ） ウ サ ギ
　 プ ラ ス ミ ド pN2202ま た は 対 照 用 プ ラ ス ミ ド pWKS30を 有 す る 大 腸 菌 株 JM109か ら 得 た 外 膜
調 製 物 （ 菌 株 お よ び プ ラ ス ミ ド は 、 実 施 例 ３ で 説 明 さ れ て い る ） で 、 オ ス の ニ ュ ー ジ ー ラ
ン ド ・ ラ ビ ッ ト （ New Zealand rabbit） を 免 疫 し た 。 本 発 明 者 ら が 以 前 述 べ た ［ Brodeur
ら 、 Infect. Immun., 50, p.510 (1985)］ よ う に し て 、 こ れ ら の 外 膜 調 製 物 を 得 る た め に
用 い た 塩 化 リ チ ウ ム 抽 出 を 行 っ た 。 こ れ ら の 調 製 物 の 蛋 白 質 含 有 量 を 、 膜 画 分 に 適 合 さ せ
た ロ ー リ ー 法 ［ Lowryら 、 J. Biol. Chem.193, 265 (1951)］ に よ っ て 測 定 し た 。 ウ サ ギ に
は 、 上 記 の 外 膜 調 製 物 の 一 つ を 150μ g、 ３ 週 間 の 間 隔 で ２ 回 、 い く つ か の 部 位 に 皮 下 注 射
ま た は 筋 肉 内 注 射 を し た 。 QuilAを 、 最 終 濃 度 20％ （ 用 量 ／ 用 量 ） （ シ ー ダ ー レ ー ン 研 究
所 、 カ ナ ダ 、 オ ン タ リ オ 州 ホ ー ン バ イ ） で 、 ア ジ ュ バ ン ト と し て 、 こ れ ら の 免 疫 に 用 い た
。 髄 膜 炎 菌 株 608B（ B:2a:P1.2） か ら 抽 出 し た 外 膜 調 製 物 を 、 被 覆 抗 原 と し て 用 い た ELISA
と 、 本 発 明 者 ら に よ っ て 既 に 説 明 さ れ た 方 法 ［ Broederら 、 Infect. Immun. 50, p.510 (1
985); Martinら 、 Eur. J. Immunol. 18, p.601 (1988)］ に 従 う ウ ェ ス タ ン 免 疫 ブ ロ ッ テ
ィ ン グ に よ っ て 、 特 異 的 な 液 性 応 答 の 発 生 を 解 析 し た 。 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ ま た は パ
ー オ キ シ ダ ー ゼ で 標 識 し た ロ バ 抗 ウ サ ギ 免 疫 グ ロ ブ リ ン （ ジ ャ ク ソ ン 免 疫 研 究 所 （ Jackso
n ImmunoResearch Laboratories） 、 ペ ン シ ル バ ニ ア 州 グ ロ ー ブ ） を こ れ ら の 測 定 法 で 用
い た 。
　 22 kDaの 組 換 え 蛋 白 質 を 含 む 大 腸 菌 の 外 膜 調 製 物 を 、 QuilAア ジ ュ バ ン ト と 組 み 合 わ せ
て 注 射 す る と 、 ELISAで 測 定 し た と こ ろ 、 1/32,000の 特 異 的 な 強 い 液 性 応 答 が ウ サ ギ で 誘
導 さ れ た （ 図 13） 。 組 換 え 22 kDa蛋 白 質 を 注 射 し て 誘 導 さ れ た 抗 体 は 、 精 製 さ れ た 組 換 え
22 kDa蛋 白 質 と 反 応 し た が 、 さ ら に 重 要 な こ と に 、 そ れ ら は 、 髄 膜 炎 菌 の 外 膜 の 中 で 発 現
し 、 折 り 畳 ま れ 、 包 埋 し て い る 本 来 の 蛋 白 質 を 認 識 し た 。 ウ ェ ス タ ン 免 疫 ブ ロ ッ テ ィ ン グ
実 験 に よ っ て 、 第 二 回 目 の 注 射 の 後 で 現 れ た 抗 体 が 、 22 kDa蛋 白 質 に 特 異 的 な Mab Me-2（
実 施 例 ２ で 説 明 さ れ て い る ） に よ っ て 明 ら か に さ れ た バ ン ド と 同 じ 蛋 白 質 バ ン ド を 、 ニ ト
ロ セ ル ロ ー ス 膜 上 で 認 識 し た こ と が 明 確 に 示 さ れ た 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
ｂ ） サ ル
　 ２ 頭 の マ カ カ ・ フ ァ シ キ ュ ラ リ ス （ Macaca fascicularis） （ カ ニ ク イ ザ ル ） に 、 １ 回
の 注 射 に つ き 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 し た 組 換 え 22 kDa蛋 白 質 を 、 そ れ ぞ れ 、 100μ g（ K28
） お よ び 200μ g（ I276） ず つ 、 ２ 回 注 射 し て 免 疫 し た 。 大 腸 菌 株 BL21(DE3)に 蛋 白 質 を 産
生 さ せ 、 そ れ か ら 蛋 白 質 を 精 製 す る た め に 用 い た 方 法 は 、 実 施 例 ３ に お い て 説 明 し た 。 最
終 濃 度 20％ （ 用 量 ／ 用 量 ） （ シ ー ダ ー レ ー ン 研 究 所 、 カ ナ ダ 、 オ ン タ リ オ 州 ホ ー ン バ イ ）
の ア ル ヒ ド ロ ゲ ル （ Alhydrogel） を ア ジ ュ バ ン ト と し て 、 こ れ ら の 免 疫 に 用 い た 。 こ の サ
ル た ち に 、 ３ 週 間 間 隔 で 筋 肉 内 注 射 を 行 な っ た 。 同 じ 処 理 手 順 に 従 っ て 、 無 関 係 な 組 換 え
蛋 白 質 調 製 物 で 、 対 照 用 の サ ル （ K65） を 免 疫 し た 。 上 述 し た と こ ろ に し た が っ て 、 血 清
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を 解 析 し た 。 こ れ ら の 測 定 法 で は 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ ま た は パ ー オ キ シ ダ ー ゼ 標 識
し た ヤ ギ 抗 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン （ ジ ャ ク ソ ン 免 疫 研 究 所 （ Jackson ImmunoResearch Labor
atories） 、 ペ ン シ ル バ ニ ア 州 グ ロ ー ブ ） を 用 い た 。
　 １ 回 の 注 射 に つ き 100μ gの 精 製 蛋 白 質 で 免 疫 し た サ ル に お い て 、 K28の 特 異 的 な 抗 体 反
応 は 、 200μ gの 蛋 白 質 を 注 射 し た サ ル 、 I276で 観 察 さ れ た 免 疫 反 応 よ り も 急 速 で 強 力 で あ
る よ う に 示 さ れ た （ 図 14） 。 ウ ェ ス タ ン 免 疫 ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ っ て 検 出 さ れ た と こ ろ に
よ る と 、 天 然 の 22 kDa蛋 白 質 に 特 異 的 な 抗 体 は 、 最 初 の 注 射 の 後 21日 目 の 、 免 疫 し た サ ル
の 血 清 の 中 に 既 に 現 れ て い た が 、 対 照 用 の 抗 原 を ２ 回 注 射 し た 後 の 対 照 用 の サ ル の 中 に は
な か っ た 。
【 ０ １ ０ ０ 】

　 実 施 例 ２ お よ び ５ に 示 さ れ た デ ー タ は 、 組 換 え 22 kDa蛋 白 質 の 注 射 に よ っ て 、 髄 膜 炎 菌
株 に 対 す る 防 御 液 性 反 応 を マ ウ ス で 誘 導 す る こ と が で き る こ と を 明 確 に 示 し た 。 さ ら に 重
要 な こ と は 、 本 実 施 例 で 示 さ れ て い る 結 果 か ら 、 こ の 免 疫 学 的 応 答 が 、 一 つ の 生 物 種 の み
に 限 ら れ る こ と な く 、 こ の 組 換 え 表 面 蛋 白 質 が 、 ウ サ ギ お よ び サ ル な ど の 別 の 生 物 種 の 免
疫 シ ス テ ム を 刺 激 す る こ と も で き る こ と が 明 ら か に さ れ た こ と で あ る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 実 施 例 ９ 　 22 kDaの 髄 膜 炎 菌 蛋 白 質 の エ ピ ト ー プ マ ッ ピ ン グ
　 本 発 明 者 ら の 一 人 に よ っ て 説 明 さ れ た 方 法 ［ Martinら 、 Infect. Immun. (1992): 59: 1
457～ 1464］ を 用 い て 、 髄 膜 炎 菌 の 22 kDa表 面 蛋 白 質 を エ ピ ト ー プ マ ッ ピ ン グ し た 。 菌 株 6
08Bに 由 来 す る 髄 膜 炎 菌 の 22 kDa蛋 白 質 の 全 長 配 列 を カ バ ー ず る 18個 の 重 複 し た 合 成 ペ プ
チ ド を 用 い て 、 直 線 的 に 位 置 す る エ ピ ト ー プ 同 定 を 行 な い （ 図 15） 、 こ の 蛋 白 質 で 免 疫 す
る こ と に よ り 過 免 疫 血 清 を 得 た 。 22 kDa蛋 白 質 上 の 免 疫 優 性 な 部 位 の 同 定 は 、 新 し い 有 効
ワ ク チ ン の 設 計 を 行 な う 上 で 有 用 で あ る と 考 え ら れ る 。 さ ら に 、 こ れ ら の Ｂ 細 胞 エ ピ ト ー
プ の 位 置 づ け に よ り 、 髄 膜 炎 菌 の 外 膜 に お け る 、 こ の 蛋 白 質 の 構 造 的 配 置 に 関 す る 貴 重 な
情 報 も 提 供 さ れ る 。
　 す べ て の ペ プ チ ド は 、 ア プ ラ イ ド ・ バ イ オ シ ス テ ム ズ （ カ リ フ ォ ル ニ ア 州 フ ォ ス タ ー シ
テ ィ ） を 用 い て 、 バ イ オ ケ ム ・ イ ム ノ シ ス テ ム ズ 社 （ カ ナ ダ 、 モ ン ト リ オ ー ル ） に よ っ て
合 成 さ れ た 。 合 成 ペ プ チ ド は 、 逆 相 高 圧 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ っ て 精 製 し た 。 ペ プ
チ ド CS-845、 CS-847、 CS-848、 CS-851、 CS-852お よ び CS-856（ 図 15） を 、 少 量 の 6Mグ ア ニ
ジ ン 塩 酸 （ J. T. Baker, Ontario, Canada） ま た は ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド （ J. T. Baker
） の 中 で 可 溶 化 し た 。 そ し て 、 こ れ ら の ペ プ チ ド を 蒸 留 水 で 1 mg/mlに 調 整 し た 。 こ の 他
の ペ プ チ ド は す べ て 、 蒸 留 水 中 で そ の ま ま で 可 溶 性 で あ っ た の で 、 こ れ ら も 1 mg/mlに 調
整 し た 。
　 50 mMの 炭 酸 バ ッ フ ァ ー 、 pH 9.6の 中 に 50μ g/mlの 濃 度 で 、 合 成 ペ プ チ ド で 微 量 滴 定 用
プ レ ー ト （ Immulon 4, Dynatech Laboratories Inc., Chantilly, VA） を 覆 っ て 、 ペ プ チ
ド の 固 相 酵 素 免 疫 測 定 法 （ ELISA） を 行 な っ た 。 室 温 で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 0.05
％ （ 重 量 ／ 容 量 ） Tween 20（ Sigma Chemichal Co., St.-Louis, MO） 入 り の リ ン 酸 緩 衝 食
塩 水 （ PBS） で プ レ ー ト を 洗 浄 し て 、 0.5％ （ 重 量 ／ 容 量 ） ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン （ シ グ マ 社
） 入 り の PBSで ブ ロ ッ ク し た 。 ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 し た 組 換 え 22 kDa表 面 蛋 白 質 で 免 疫 し
た マ ウ ス お よ び サ ル か ら 採 取 し た 血 清 を 希 釈 し て 、 こ の 希 釈 液 を ウ ェ ル １ 個 に 100μ lず つ
ELISAプ レ ー ト に 加 え て 、 37℃ で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 こ の プ レ ー ト を ３ 回 洗 浄 し
、 製 造 業 者 が 推 奨 す る と こ ろ に し た が っ て 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ を 結 合 し た ヤ ギ 抗 マ
ウ ス ま た は 抗 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン （ ジ ャ ク ソ ン 免 疫 研 究 所 （ Jackson ImmunoResearch Lab
oratories） 、 ペ ン シ ル バ ニ ア 州 グ ロ ー ブ ） 100μ lを 希 釈 し た 。 37℃ で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ
ー ト し た 後 、 プ レ ー ト を 洗 浄 し 、 1 mg/mlの リ ン 酸 p-ニ ト ロ フ ェ ニ ル （ シ グ マ 社 ） を 含 む
ジ エ タ ノ ー ル ア ミ ン を 100μ l（ 10％ （ 容 量 ／ 容 量 ） ） 加 え た 。 60分 後 に 、 微 量 プ レ ー ト 読
み 取 り 器 を 用 い て 、 反 応 を 分 光 光 度 計 で 読 み 取 っ た （ λ ＝ 410 nm） 。
　 ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 し た 組 換 え 22 kDa表 面 蛋 白 質 で 免 疫 し て 得 た 、 マ ウ ス お よ び サ ル の
抗 血 清 （ 実 施 例 ８ ） を 、 18個 の 重 複 し た 合 成 ペ プ チ ド と う ま く 組 み 合 わ せ て 用 い 、 蛋 白 質
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上 の Ｂ 細 胞 の エ ピ ト ー プ の 位 置 を 決 定 し た 。 こ れ ら の エ ピ ト ー プ は 、 蛋 白 質 の ３ つ の 抗 原
ド メ イ ン に 集 中 し て い た 。
　 第 一 の 領 域 は 、 51番 目 か ら 86番 目 の ア ミ ノ 酸 残 基 の 間 に 位 置 し て い る 。 異 な る ア ル ゴ リ
ズ ム を 用 い た コ ン ピ ュ ー タ 解 析 に よ り 、 こ の 領 域 は 疎 水 的 で 表 面 に 露 出 し て い る た め 、 こ
の 領 域 が 免 疫 学 的 に 重 要 で あ る 可 能 性 が 最 も 高 い こ と が 示 唆 さ れ た 。 さ ら に 、 図 12に 示 さ
れ て い る ４ つ の 蛋 白 質 配 列 を 比 較 す る こ と に よ り 、 73番 目 の ア ミ ノ 酸 に １ ア ミ ノ 酸 残 基 の
挿 入 が あ る と い う 大 き な 変 異 も 、 こ の 領 域 に あ る こ と が 示 さ れ る 。
　 110番 目 か ら 140番 目 の ア ミ ノ 酸 残 基 の 間 に あ る 第 二 の 抗 原 ド メ イ ン が 、 抗 血 清 を 用 い て
同 定 さ れ た 。 興 味 深 い こ と に 、 配 列 解 析 に よ っ て 、 ４ つ の 蛋 白 質 の 配 列 の 間 で 保 存 さ れ て
い な い 14の ア ミ ノ 酸 残 基 の う ち ７ 個 が 、 蛋 白 質 の こ の 領 域 に 集 中 し て い る こ と が 明 ら か に
な っ た 。
　 31番 目 か ら 55番 目 の ア ミ ノ 酸 残 基 の 間 の 、 高 度 に 保 存 さ れ た 部 位 に 位 置 す る 第 三 の 抗 原
ド メ イ ン は 、 サ ル の 血 清 に よ っ て の み 認 識 さ れ た 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 実 施 例 10　 22 kDaの 表 面 蛋 白 質 を 大 量 に 生 産 す る た め の 熱 誘 導 発 現 ベ ク タ ー
　 髄 膜 炎 菌 の 22 kDa表 面 蛋 白 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 、 プ ラ ス ミ ド p629に 挿 入 し た ［ Geor
geら 、 Bio/technology 5: 600～ 603 (1987)］ 。 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ λ の cI857温 度 感 受 性
リ プ レ ッ サ ー 遺 伝 子 の カ セ ッ ト を 用 い て 機 能 的 な Prプ ロ モ ー タ ー を 削 除 し た も の が 、 22 k
Daの 表 面 蛋 白 質 の 合 成 を 調 節 す る た め に PLプ ロ モ ー タ ー を 用 い る プ ラ ス ミ ド p629に 含 ま れ
て い る 。 温 度 を 30℃ か ら 38℃ 以 上 に 変 化 さ せ て 、 cI857リ プ レ ッ サ ー を 不 活 性 化 す る こ と
に よ り 、 プ ラ ス ミ ド に コ ー ド さ れ た 蛋 白 質 が 産 生 さ れ る 。 大 腸 菌 細 胞 に お け る 遺 伝 子 発 現
を 温 度 変 化 に よ っ て 誘 導 す る こ と は 、 近 代 的 な 発 酵 装 置 を 用 い て 簡 単 に 行 え る と い う 点 で
、 大 量 の 発 酵 を 行 う 上 で は 利 点 が あ る 。 別 の 誘 導 発 現 ベ ク タ ー で は 、 望 ま し い 遺 伝 子 の 発
現 を 誘 導 す る た め に は 、 通 常 、 ラ ク ト ー ス ま た は イ ソ プ ロ ピ ル チ オ -β -D-ガ ラ ク ト シ ド （
IPTG） の よ う な 特 異 的 な 分 子 を 、 培 養 培 地 の 中 に 添 加 す る 必 要 が あ る 。
２ つ の ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー （ 配 列 番 号 ： ２ ７ お よ び ２ ８ ） （ OCRR8： 5'-TAATAGATCTAT
GAAAAAAGCACTTGCCAC-3'お よ び OCRR9： 3'-CACGCGCAGTTTAAGACTTCTAGATTA-5'） を 用 い て 、
髄 膜 炎 菌 株 608Bの ゲ ノ ム DNAか ら 、 PCRに よ っ て 、 540の 塩 基 断 片 を 増 幅 し た 。 こ れ ら の プ
ラ イ マ ー は 、 22kDa遺 伝 子 の 両 末 端 に 見 ら れ る 塩 基 配 列 に 相 当 し て い る 。 PCR産 物 の ク ロ ー
ニ ン グ を 簡 単 に す る た め に 、 こ れ ら の プ ラ イ マ ー の 塩 基 配 列 中 に Bgl II（ AGATCT） 制 限 酵
素 部 位 を 取 り 込 ま せ た 。 PCR産 物 は 、 Bgl IIで 制 限 酵 素 消 化 す る 前 に 、 ア ガ ロ ー ス ゲ ル で
精 製 し た 。 次 に 、 こ の 約 525塩 基 対 の Bgl II断 片 を 、 プ ラ ス ミ ド p629の Bgl IIと Bam HI部
位 に 挿 入 し た 。 こ の PCR産 物 を 含 む 、 pNP2204と 名 付 け ら れ た プ ラ ス ミ ド を 用 い て 、 大 腸 菌
株 DH5α F'IQを 形 質 転 換 し た 。 pNP2204の 部 分 的 な マ ッ プ を 図 16に 示 す 。 実 施 例 ２ で 説 明 し
て い る 、 髄 膜 炎 菌 の 22 kDa表 面 蛋 白 質 に 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い て 、 こ の 結 果
生 じ た コ ロ ニ ー を ス ク リ ー ニ ン グ し た 。 こ の 結 果 選 択 さ れ た ク ロ ー ン の ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ
ト 解 析 に よ っ て 、 大 腸 菌 に よ っ て 合 成 さ れ る 蛋 白 質 は 、 完 全 な も の で 、 天 然 の 髄 膜 炎 菌 の
22 kDa表 面 蛋 白 質 と 同 じ よ う に 、 SDS-PAGEゲ ル を 移 動 す る こ と が 明 ら か に さ れ た 。 選 択 さ
れ た ク ロ ー ン か ら プ ラ ス ミ ド DNAを 精 製 し 配 列 決 定 し た 。 プ ラ ス ミ ド の 中 に あ る 挿 入 配 列
の 塩 基 配 列 は 、 図 １ に 示 さ れ て い る 髄 膜 炎 菌 の 22kDa蛋 白 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 塩 基 配
列 と 完 全 に 一 致 し た 。
　 22 kDaの 表 面 蛋 白 質 の 合 成 レ ベ ル を 調 べ る た め に 、 温 度 誘 導 プ ラ ス ミ ド pNP2204を 用 い
て 、 次 の 大 腸 菌 株 を 形 質 転 換 し た 。 す な わ ち 、 W3110、 JM105、 BL21、 TOPP1、 TOPP2、 お よ
び 、 TOPP3で あ る 。 22 kDaの 表 面 蛋 白 質 の 合 成 レ ベ ル と 、 こ の 蛋 白 質 の 異 な る 細 胞 分 画 中
で の 局 在 を 、 各 菌 株 毎 に 判 定 し た 。 LB培 地 （ Gibco BRL, Life Technologies, Grand Isla
nd, NY） の フ ラ ス コ 振 と う 培 養 に よ り 、 温 度 を 30℃ か ら 39℃ に 変 化 さ せ る と 、 遺 伝 子 の 発
現 が 効 率 的 に 誘 導 さ れ る こ と が 示 さ れ た 。 合 成 レ ベ ル の 時 間 的 な 経 過 を 調 べ る と 、 SDS-PA
GEゲ ル で 判 定 す る こ と に よ り 、 誘 導 後 30分 で 早 く も 蛋 白 質 が 出 現 す る こ と が 分 か り 、 ま た
、 誘 導 し て い る 間 中 、 蛋 白 質 量 は 定 常 的 に 増 加 す る こ と が 分 か っ た 。 大 腸 菌 株 W3110お よ
び TOPP1に つ い て 、 １ リ ッ ト ル 当 た り 8 mgか ら 10 mgの 22 kDa蛋 白 質 の 発 現 レ ベ ル が 測 定 さ

10

20

30

40

50

(33) JP 2007-159583 A 2007.6.28



れ た 。 両 菌 株 に お い て 、 22 kDa蛋 白 質 の 大 部 分 は 、 バ ク テ リ ア の 外 膜 に 取 り 込 ま れ て い た
。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 実 施 例 11　 髄 膜 炎 菌 の 22 kDa蛋 白 質 の 精 製
　 22 kDa蛋 白 質 の 大 部 分 が 大 腸 菌 株 の 外 膜 に 埋 ま っ て い る こ と が 示 さ れ た た め 、 こ の 実 施
例 で 示 す 精 製 プ ロ ト コ ー ル は 、 大 部 分 の 蛋 白 質 が 培 養 上 清 に 放 出 さ れ る 実 施 例 ３ で 説 明 さ
れ て い る プ ロ ト コ ー ル と は 異 な る 。 プ ラ ス ミ ド pNP2204を 有 す る 大 腸 菌 株 の W3110ま た は TO
PP1の い ず れ か を 30℃ で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 培 養 液 を 、 50μ g/mlの ア ン ピ シ リ ン （ シ
グ マ 社 ） を 含 む LB培 地 に 接 種 し 、 細 胞 密 度 が 0.6（ λ ＝ 600nm） に 達 す る ま で 、 振 と う さ せ
な が ら 30℃ で 増 殖 さ せ 、 こ の 時 点 で 培 養 温 度 を 39℃ に 変 化 さ せ 、 蛋 白 質 の 産 生 を 誘 導 す る
た め に 、 ３ 時 間 か ら ５ 時 間 培 養 し た 。 ４ ℃ 、 8,000 X gで 15分 間 遠 心 分 離 し て 、 バ ク テ リ
ア の 細 胞 を 回 収 し 、 リ ン 酸 緩 衝 食 塩 水 （ PBS） 、 pH7.3で ２ 回 洗 浄 し た 。 バ ク テ リ ア の 細 胞
を 超 音 波 で 破 砕 し た （ 衝 撃 に よ る 破 砕 、 ま た は フ レ ン チ プ レ ス に よ る 機 械 的 な 破 砕 を 用 い
て も よ い ） 。 破 砕 さ れ な か っ た 細 胞 は 、 5,000 X gで 5分 間 遠 心 分 離 し て 採 集 し 除 去 し た 。
10℃ 、 100,000 X gで 10分 間 遠 心 分 離 し て 、 外 膜 を 細 胞 質 成 分 か ら 分 離 し た 。 膜 を 含 む 沈
殿 物 を 、 少 量 の PBS、 pH7.3で 再 懸 濁 し た 。 膜 か ら 採 取 し た 22 kDa表 面 蛋 白 質 を 可 溶 化 す る
た め に 、 エ ン ピ ジ ェ ン BB（ Calbiochem Co., LaJolla, CA） 、 ツ ウ ィ ッ タ ー ジ ェ ン ト -3,14
（ Zwittergent-3,14） （ Calbiochem Co.） 、 ベ ー タ -オ ク チ ル グ リ コ シ ド （ β -octylglyco
side） （ シ グ マ 社 ） な ど の 界 面 活 性 剤 を 用 い た 。 界 面 活 性 剤 を 、 最 終 濃 度 ３ ％ で 膜 画 分 に
加 え 、 こ の 混 合 液 を 、 20℃ で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 10℃ 、 100,000 X gで 10分 間 遠
心 分 離 し て 、 不 溶 物 質 を 取 り 除 い た 。
　 こ れ ら の ３ つ の 界 面 活 性 剤 の い ず れ か に よ っ て 、 22 kDa蛋 白 質 が 効 果 的 に 可 溶 化 さ れ た
が 、 ベ ー タ -オ ク チ ル グ リ コ シ ド に は 、 不 必 要 な 膜 蛋 白 質 の い く つ か を 容 易 に 取 り 除 く こ
と が で き る と い う 利 点 が あ る 。 こ れ ら の 蛋 白 質 は 可 溶 化 し な い た め 、 遠 心 分 離 に よ っ て 上
清 か ら 分 離 す る こ と が で き る か ら で あ る 。 界 面 活 性 剤 を 取 り 除 く た め に 、 22 kDaを 含 む 上
清 を 、 PBS緩 衝 液 を 何 回 か 取 り 替 え て 念 入 り に 透 析 し た 。 22 kDaの 表 面 蛋 白 質 調 製 物 か ら
不 要 な 蛋 白 質 を 、 さ ら に 取 り 除 く た め に 、 プ ロ テ イ ナ ー ゼ Ｋ 処 理 （ 実 施 例 １ と 同 じ ） を 用
い る こ と も で き る 。 ゲ ル 浸 透 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ま た は イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を
用 い て 、 効 率 的 に 精 製 さ れ た 22 kDa蛋 白 質 を 採 集 す る 前 に 、 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム ま た は 有 機
溶 剤 を 用 い た 分 画 沈 澱 ま た は 限 外 濾 過 と い う 付 加 的 な ２ つ の 段 階 を 用 い て 、 不 要 な 核 酸 お
よ び リ ポ 多 糖 の 混 入 物 を 蛋 白 質 か ら 取 り 除 く こ と も で き る 。 実 施 例 ３ で 説 明 さ れ て い る よ
う に 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー ・ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 用 い て 、 22 kDa蛋 白 質 を 精 製 し て も よ い 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 実 施 例 12　 ヒ ト 用 ワ ク チ ン と し て の 22 kDaの 表 面 蛋 白 質 の 使 用
　 ヒ ト に 使 用 す る た め の ワ ク チ ン を 処 方 す る た め に 、 適 当 な 22 kDa表 面 蛋 白 質 抗 原 を 、 本
明 細 書 で 説 明 さ れ て い る ポ リ ペ プ チ ド か ら 選 択 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 当 業 者 は 、 免
疫 原 エ ピ ト ー プ を 含 む 22 kDaの ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 断 片 に つ い て 、 ワ ク チ ン を 設 計 す
る こ と が で き る 。 実 質 的 に 純 粋 な 組 換 え 抗 原 を 調 製 す る た め に は 、 分 子 生 物 学 的 手 法 を 使
用 す る の が 、 特 に 適 切 で あ る 。
　 ワ ク チ ン 組 成 物 は 、 さ ま ざ ま な 形 状 を と り う る 。 こ れ ら に は 、 例 え ば 、 固 形 状 、 半 固 形
状 、 お よ び 、 粉 末 な ど の 、 流 動 投 薬 形 態 、 液 状 溶 液 ま た は 懸 濁 液 、 お よ び 、 リ ポ ソ ー ム な
ど が 含 ま れ る 。 本 発 明 に 係 る 22 kDa表 面 蛋 白 質 抗 原 を ヒ ト に 投 与 し た 場 合 、 防 御 的 な 免 疫
反 応 が 誘 導 さ れ る と 考 え ら れ る 本 発 明 者 ら の 考 察 に よ り 、 本 発 明 に 係 る 組 成 物 は 、 例 え ば
、 破 傷 風 ま た は ジ フ テ リ ア な ど 、 他 の 蛋 白 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド に よ っ て ヒ ト を 免 疫 す る
た め に 用 い ら れ る 組 成 物 に 類 似 し て い る は ず で あ る 。 こ の た め 、 本 発 明 に 係 る 組 成 物 に は
、 好 ま し く は 、 フ ロ イ ン ト の 不 完 全 ア ジ ュ バ ン ト 、 水 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム 、 ム ラ ミ ル ペ プ チ
ド 、 水 中 油 型 乳 剤 、 リ ポ ソ ー ム 、 ISCOMも し く は CTB、 ま た は 無 毒 Ｂ サ ブ ユ ニ ッ ト 型 コ レ ラ
毒 素 な ど 、 薬 学 的 に 許 容 さ れ る ア ジ ュ バ ン ト が 含 ま れ る 。 最 も 好 ま し く は 、 本 組 成 物 に は
、 ア ジ ュ バ ン ト と し て 、 水 中 油 型 乳 剤 ま た は 水 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム が 含 ま れ る 。
　 本 組 成 物 は 、 筋 肉 内 、 皮 内 、 皮 下 ま た は 局 所 か ら の 投 与 を 含 む 、 数 多 く あ る 薬 学 的 に 許
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容 さ れ る 形 態 の い ず れ か に よ っ て 、 患 者 に 投 与 さ れ る 。 好 ま し く は 、 本 ワ ク チ ン は 、 筋 肉
内 か ら 投 与 さ れ る 。
　 一 般 的 に 、 投 薬 は 、 各 患 者 に つ い て 、 通 常 ア ジ ュ バ ン ト と 共 に 約 0.01 mgか ら 10 mgの 、
好 ま し く は 0.1 mgか ら 10 mgの 22 kDa表 面 蛋 白 質 抗 原 の 初 回 注 射 を 行 な い 、 そ の 後 、 通 常
１ 回 以 上 の 追 加 免 疫 を 行 な う こ と か ら 構 成 さ れ る 。 好 ま し く は 、 追 加 免 疫 は 、 初 回 注 射 の
約 １ ヶ 月 か ら ６ ヶ 月 後 に 行 わ れ る 。
　 ワ ク チ ン 開 発 に つ い て 考 慮 し な け れ ば な ら な い こ と は 、 粘 膜 免 疫 の 問 題 で あ る 。 理 想 的
な 粘 膜 ワ ク チ ン は 、 １ 回 ま た は 数 回 分 の 投 与 量 を 口 腔 ま た は 鼻 腔 か ら 安 全 に 摂 取 さ れ て 、
全 身 性 免 疫 と と も に 適 正 な 表 面 の 上 へ 防 御 的 抗 体 を 誘 導 す る 。 粘 膜 ワ ク チ ン 組 成 物 に は 、
ア ジ ュ バ ン ト 、 不 活 性 粒 子 担 体 、 ま た は 、 組 換 え 生 ベ ク タ ー が 含 ま れ う る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 本 発 明 に 係 る 抗 22 kDa表 面 蛋 白 質 抗 体 は 、 髄 膜 炎 菌 、 ま た は 淋 菌 も し く は ナ イ セ リ ア ・
ラ ク タ ミ カ な ど の 関 連 バ ク テ リ ア に 感 染 し た ヒ ト の 受 動 免 疫 療 法 お よ び 免 疫 防 御 を 行 な う
の に 有 用 で あ る 。 こ の よ う な 受 動 免 疫 に つ い て の 投 薬 形 態 お よ び 養 生 法 は 、 他 の 受 動 免 疫
療 法 の 投 薬 形 態 お よ び 養 生 法 と 同 じ で あ る と 思 わ れ る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 本 発 明 に よ る 抗 体 の 実 例 は 、 1995年 ７ 月 21日 に 、 米 国 メ リ ー ラ ン ド 州 ロ ッ ク ビ ル に あ る
米 国 基 準 培 養 株 コ レ ク シ ョ ン （ American Type Culture Collection ） に 寄 託 さ れ た 、 モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Me-1ま た は Me-7を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ で 、 そ れ ぞ れ 、 マ ウ ス ハ イ ブ
リ ド ー マ 細 胞 株 、 Me-1お よ び Me-7と し て 確 認 さ れ て い る 。 こ れ ら の 寄 託 株 に は 、 寄 託 番 号
HB 11959（ Me-1） お よ び HB 11958（ Me-7） が 付 与 さ れ て い る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 本 明 細 書 に お い て 、 数 多 く の 本 発 明 の 態 様 を 説 明 し て き た が 、 基 本 的 な
態 様 を 、 本 発 明 に 係 る 組 成 物 お よ び 処 理 方 法 を 利 用 す る 別 の 態 様 を 提 供 す る た め に 変 更 す
る こ と が で き る 。 し た が っ て 、 上 記 の 明 細 書 お よ び 添 付 の 請 求 の 範 囲 に よ っ て 定 義 さ れ る
代 替 的 な 態 様 お よ び 変 更 の す べ て が 、 本 発 明 の 範 囲 に 含 ま れ る こ と が 認 識 さ れ る と 思 わ れ
る 。 そ し て 、 本 発 明 は 、 本 明 細 書 に お い て 実 施 例 の た め に 提 示 し た 特 異 的 な 態 様 に よ っ て
制 限 さ れ る も の で は な い 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ０ ８ 】
【 図 １ 】 図 １ は 、 髄 膜 炎 菌 株 608Bの 22 kDaの 表 面 蛋 白 質 の 塩 基 配 列 と ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 し
た も の で あ る （ 配 列 番 号 ： １ ； 配 列 番 号 ： ２ ） 。 ア ミ ノ 酸 残 基 は 従 来 か ら の ３ 文 字 表 記 法
を 用 い て 示 さ れ て い る 。 オ ー プ ン ・ リ ー デ ィ ン グ ・ フ レ ー ム （ 読 み 枠 ） は 、 143塩 基 目 の
開 始 コ ド ン か ら 667塩 基 目 の 終 止 コ ド ン ま で 続 い て い る 。 リ ボ ソ ー ム 結 合 部 位 と 推 定 さ れ
る 部 位 を 四 角 で 囲 み 、 -10プ ロ モ ー タ ー 配 列 と 推 定 さ れ る 部 位 を 下 線 で 示 し た 。 19ア ミ ノ
酸 を 含 む シ グ ナ ル ペ プ チ ド も 下 線 で 示 し た 。
【 図 ２ 】 図 ２ は 、 α -キ モ ト リ プ シ ン と ト リ プ シ ン で 分 解 し た 、 髄 膜 炎 菌 株 608B（ B:2a:P1
.2） の 外 膜 調 製 物 を 示 す 、 ク マ シ ー ブ ル ー 染 色 し た 14％ SDS-PAGEゲ ル の 写 真 で あ る 。 レ ー
ン １ は 、 次 の 分 子 量 マ ー カ ー を 含 む 。 ホ ス ホ リ ラ ー ゼ ｂ （ 97,400） ； ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン
（ 66,200） ； オ ボ ア ル ブ ミ ン （ 45,000） ； カ ル ボ ニ ッ ク ア ン ヒ ド ラ ー ゼ （ 31,000） ； ダ イ
ズ ・ ト リ プ シ ン イ ン ヒ ビ タ ー （ 21,500） ； リ ゾ チ ー ム （ 14,400） 。 レ ー ン ２ は 、 未 分 解 の
対 照 用 外 膜 調 製 物 で あ る 。 レ ー ン ３ は 、 α -キ モ ト リ プ シ ン 処 理 し た 調 製 物 （ 蛋 白 質 1 mg
当 た り 2 mgの 酵 素 ） ； レ ー ン ４ は 、 ト リ プ シ ン 処 理 し た 調 製 物 で あ る 。
【 図 ３ 】 図 ３ ａ は 、 プ ロ テ イ ナ ー ゼ Ｋ で 分 解 し た 、 髄 膜 炎 菌 株 608B（ B:2a:P1.2） の 外 膜
調 製 物 を 示 す 、 ク マ シ ー ブ ル ー 染 色 し た 14％ SDS-PAGEゲ ル の 写 真 で あ る 。 レ ー ン １ 、 ３ 、
５ 、 ７ は 、 未 分 解 の 対 照 で あ る 。 レ ー ン ２ 、 ４ 、 ６ 、 ８ は 、 プ ロ テ イ ナ ー ゼ Ｋ で 分 解 し た
外 膜 調 製 物 （ 蛋 白 質 1 mg当 た り 2 IU） ； レ ー ン １ か ら ４ は 、 pH 7.2で 処 理 し た 調 製 物 で あ
る 。 レ ー ン ５ か ら ８ は 、 pH 9.0で 処 理 し た 調 製 物 で あ る 。 レ ー ン １ 、 ２ 、 ５ 、 ６ は 、 SDS
な し で 処 理 し た 調 製 物 で あ る 。 レ ー ン ３ 、 ４ 、 ７ 、 ８ は 、 SDS存 在 下 で 処 理 し た 調 製 物 で
あ る 。 分 子 量 マ ー カ ー を 左 側 に （ キ ロ ダ ル ト ン で ） 示 す 。 　 図 ３ ｂ は 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー 精
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製 し た 22 kDaの 組 換 え 蛋 白 質 の 電 気 泳 動 プ ロ フ ィ ー ル を 示 す 、 ク マ シ ー ブ ル ー 染 色 し た 14
％ SDS-PAGEゲ ル の 写 真 で あ る 。 レ ー ン １ は 、 次 の 分 子 量 マ ー カ ー を 含 む 。 ホ ス ホ リ ラ ー ゼ
ｂ （ 97,400） ； ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン （ 66,200） ； オ ボ ア ル ブ ミ ン （ 45,000） ； カ ル ボ ニ ッ
ク ア ン ヒ ド ラ ー ゼ （ 31,000） ； ダ イ ズ ・ ト リ プ シ ン イ ン ヒ ビ タ ー （ 21,500） ； リ ゾ チ ー ム
（ 14,400） 。 レ ー ン ２ は 、 対 照 用 の 、 5μ gの ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 し た 22 kDaの 組 換 え 蛋 白
質 で あ る 。 レ ー ン ３ は 、 100℃ で 5分 間 加 熱 し た 、 5μ gの ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 し た 22 kDaの
組 換 え 蛋 白 質 で あ る 。 レ ー ン ４ は 、 100℃ で 10分 間 加 熱 し た 、 5μ gの ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製
し た 22 kDaの 組 換 え 蛋 白 質 で あ る 。 レ ー ン ５ は 、 100℃ で 15分 間 加 熱 し た 、 5μ gの ア フ ィ
ニ テ ィ ー 精 製 し た 22 kDaの 組 換 え 蛋 白 質 で あ る 。
【 図 ４ 】 図 ４ は 、 髄 膜 炎 菌 の 22 kDaの 表 面 蛋 白 質 に 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 反 応 性
を 示 す 、 ク マ シ ー ブ ル ー 染 色 し た 14％ SDS-PAGEゲ ル と 、 そ れ に 対 応 す る ウ ェ ス タ ン ・ イ ム
ノ ブ ロ ッ テ ィ ン グ の 写 真 で あ る 。 髄 膜 炎 菌 株 608B（ B:2a:P1.2） の 外 膜 調 製 物 の 、 （ A） は
、 無 処 理 の 調 製 物 、 （ B） は 、 プ ロ テ イ ナ ー ゼ Ｋ で 処 理 し た 調 製 物 （ 蛋 白 質 1 mg当 た り 2 I
U） で あ る 。 レ ー ン １ は 、 分 子 量 マ ー カ ー と 、 外 膜 調 製 物 の 14％ SDS-PAGEゲ ル で の 特 徴 的
な 電 気 泳 動 プ ロ フ ィ ー ル を 示 す 。 レ ー ン ２ は Me-2； レ ー ン ３ は Me-3； レ ー ン ４ は Me-5； レ
ー ン ５ は Me-7； レ ー ン ６ は 、 無 関 係 の 、 対 照 用 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 。 分 子 量 マ ー カ
ー は 、 ホ ス ホ リ ラ ー ゼ ｂ （ 97,400） 、 ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン （ 66,200） 、 オ ボ ア ル ブ ミ ン （
45,000） 、 カ ル ボ ニ ッ ク ア ン ヒ ド ラ ー ゼ （ 31,000） 、 ダ イ ズ ・ ト リ プ シ ン イ ン ヒ ビ タ ー （
21,500） 、 お よ び 、 リ ゾ チ ー ム （ 14,400） で あ る 。 図 ４ に 示 し た イ ム ノ ブ ロ ッ ト の 結 果 の
う ち 、 Me-2、 Me-3、 Me-5、 Me-6、 Me-7に つ い て は 、 Me-1で 得 ら れ た イ ム ノ ブ ロ ッ ト の 結 果
と 一 致 し て い る 。
【 図 ５ 】 図 ５ は 、 無 処 理 の バ ク テ リ ア 菌 株 に 対 す る 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 結 合 活 性 を 図
示 し た も の で あ る 。 典 型 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る Me-5と Me-7に 関 す る 結 果 が 、 縦 軸
の カ ウ ン ト 数 ／ 分 （ 「 CPM」 ） で 示 さ れ て い る 。 こ の ア ッ セ イ に 用 い ら れ た バ ク テ リ ア 菌
株 が 横 軸 に 示 さ れ て い る 。 陰 性 対 照 に は 、 ヘ モ フ ィ ル ス ・ イ ン フ ル エ ン ザ 菌 の ポ ー リ ン 特
異 的 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 用 い ら れ た 。 500 CPM以 下 の 、 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド の カ ウ ン ト 数
を 記 録 し て 、 こ れ を 結 合 値 か ら 減 じ た 。
【 図 ６ 】 図 ６ は 、 大 腸 菌 （ E. coli） 株 BL21（ DE3） の 濃 縮 培 養 上 清 か ら 精 製 し た 髄 膜 炎 菌
の 22 kDaの 組 換 え 表 面 蛋 白 質 を 示 す 、 ク マ シ ー ブ ル ー 染 色 し た 14％ SDS-PAGEゲ ル と 、 そ れ
に 対 応 す る ウ ェ ス タ ン ・ イ ム ノ ブ ロ ッ テ ィ ン グ の 写 真 で あ る 。 図 ６ （ A） は 、 ク マ シ ー ブ
ル ー と 銀 で 染 色 し た 14％ SDS-PAGEゲ ル の 写 真 で あ る 。 レ ー ン １ に は 、 次 の 分 子 量 マ ー カ ー
が 含 ま れ て い る 。 ホ ス ホ リ ラ ー ゼ ｂ （ 97,400） ； ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン （ 66,200） ； オ ボ ア
ル ブ ミ ン （ 45,000） ； カ ル ボ ニ ッ ク ア ン ヒ ド ラ ー ゼ （ 31,000） ； ダ イ ズ ・ ト リ プ シ ン イ ン
ヒ ビ タ ー （ 21,500） ； リ ゾ チ ー ム （ 14,400） 。 レ ー ン ２ は 、 髄 膜 炎 菌 株 608B（ 血 清 型 B:2a
:P1.2） か ら 精 製 し た 外 膜 蛋 白 質 調 製 物 （ 10 mg） で あ る 。 レ ー ン ３ は 、 大 腸 菌 株 BL21（ DE
3） の 濃 縮 培 養 上 清 （ 10 mg） で あ る 。 レ ー ン ４ は 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 し た 、 22 kDaの 組
換 え 髄 膜 炎 菌 表 面 蛋 白 質 （ 1 mg） で あ る 。 図 ６ （ B） は 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 し た 22 kDa
の 組 換 え 髄 膜 炎 菌 表 面 蛋 白 質 を α -キ モ ト リ プ シ ン 、 ト リ プ シ ン 、 ま た は 、 プ ロ テ イ ナ ー
ゼ Ｋ で 分 解 し た も の を ク マ シ ー ブ ル ー で 染 色 し た 、 14％ SDS-PAGEゲ ル の 写 真 で あ る 。 レ ー
ン １ に は 、 次 の 分 子 量 マ ー カ ー が 含 ま れ て い る 。 ホ ス ホ リ ラ ー ゼ ｂ （ 97,400） ； ウ シ 血 清
ア ル ブ ミ ン （ 66,200） ； オ ボ ア ル ブ ミ ン （ 45,000） ； カ ル ボ ニ ッ ク ア ン ヒ ド ラ ー ゼ （ 31,0
00） ； ダ イ ズ ・ ト リ プ シ ン イ ン ヒ ビ タ ー （ 21,500） ； リ ゾ チ ー ム （ 14,400） 。 レ ー ン ２ か
ら ５ は 、 精 製 し た 22 kDaの 組 換 え 髄 膜 炎 菌 表 面 蛋 白 質 （ 2 mg） で あ る 。 レ ー ン ７ か ら 10は
、 ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン （ 2 mg） で あ る 。 レ ー ン ２ と ７ は 、 未 分 解 蛋 白 質 （ 「 NT」 ） で あ る
。 レ ー ン ３ と ８ は 、 α -キ モ ト リ プ シ ン （ 「 C」 ） で 処 理 し た 蛋 白 質 （ 蛋 白 質 1 mg当 た り 2 
mgの 酵 素 ） 。 レ ー ン ４ と ９ は 、 ト リ プ シ ン （ 「 T」 ） で 処 理 し た 蛋 白 質 （ 蛋 白 質 1 mg当 た
り 2 mgの 酵 素 ） 。 レ ー ン ５ と 10は 、 プ ロ テ イ ナ ー ゼ Ｋ （ 「 K」 ） で 処 理 し た 蛋 白 質 （ 蛋 白
質 1 mg当 た り 2 IU） 。 図 ６ （ C） は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Me-5を 用 い た 、 複 製 ゲ ル の ウ ェ
ス タ ン ・ イ ム ノ ブ ロ ッ テ ィ ン グ の 写 真 で あ る 。
【 図 ７ 】 図 ７ は 、 髄 膜 炎 菌 株 608B（ B:2a:P1.2） に 対 す る 、 プ ロ テ イ ン A精 製 し た 抗 髄 膜 炎

10

20

30

40

50

(36) JP 2007-159583 A 2007.6.28



菌 22 kDa表 面 蛋 白 質 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 殺 菌 活 性 を グ ラ フ で 示 し た も の で あ る 。 グ ラ フ
の 縦 軸 は 、 さ ま ざ ま な 濃 度 （ グ ラ フ の 横 軸 に 示 さ れ て い る ） の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に 接 触
さ せ た 後 の 、 髄 膜 炎 菌 バ ク テ リ ア の 生 存 率 を 示 し て い る 。
【 図 ８ 】 図 ８ は 、 髄 膜 炎 菌 株 MCH88の 22 kDaの 表 面 蛋 白 質 の 塩 基 配 列 と ア ミ ノ 酸 配 列 を 示
し た も の で あ る （ 配 列 番 号 ： ３ ； 配 列 番 号 ： ４ ） 。 ア ミ ノ 酸 残 基 は 従 来 か ら の ３ 文 字 表 記
法 を 用 い て 示 さ れ て い る 。 オ ー プ ン ・ リ ー デ ィ ン グ ・ フ レ ー ム （ 読 み 枠 ） は 、 116塩 基 目
の 開 始 コ ド ン か ら 643塩 基 目 の 終 止 コ ド ン に ま で 続 い て い る 。
【 図 ９ 】 図 ９ は 、 髄 膜 炎 菌 株 Z4063の 22 kDaの 表 面 蛋 白 質 の 塩 基 配 列 と ア ミ ノ 酸 配 列 を 示
し た も の で あ る （ 配 列 番 号 ： ５ ； 配 列 番 号 ： ６ ） 。 ア ミ ノ 酸 残 基 は 従 来 か ら の ３ 文 字 表 記
法 を 用 い て 示 さ れ て い る 。 オ ー プ ン ・ リ ー デ ィ ン グ ・ フ レ ー ム （ 読 み 枠 ） は 、 208塩 基 目
の 開 始 コ ド ン か ら 732塩 基 目 の 終 止 コ ド ン に ま で 続 い て い る 。
【 図 １ ０ 】 図 10は 、 淋 病 菌 （ Neisseria gonorrhoeae） 株 b2の 22 kDaの 表 面 蛋 白 質 の 塩 基
配 列 と ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 し た も の で あ る （ 配 列 番 号 ： ７ ； 配 列 番 号 ： ８ ） 。 ア ミ ノ 酸 残 基
は 従 来 か ら の ３ 文 字 表 記 法 を 用 い て 示 さ れ て い る 。 オ ー プ ン ・ リ ー デ ィ ン グ ・ フ レ ー ム （
読 み 枠 ） は 、 241塩 基 目 の 開 始 コ ド ン か ら 765塩 基 目 の 終 止 コ ド ン に ま で 続 い て い る 。
【 図 １ １ 】 図 11は 、 ナ イ セ リ ア 属 の ４ つ の 菌 株 の DNA配 列 （ 配 列 番 号 ： ２ ９ ） か ら 確 定 さ
れ た 保 存 配 列 を 表 し 、 各 菌 株 に 特 異 的 な ヌ ク レ オ チ ド の 置 換 ま た は 挿 入 を 示 し て い る 。
【 図 １ ２ 】 図 12は 、 ナ イ セ リ ア 属 の ４ つ の 菌 株 の 蛋 白 質 配 列 （ 配 列 番 号 ： ３ ０ ） か ら 確 定
さ れ た 保 存 配 列 を 表 し 、 各 菌 株 に 特 異 的 な ア ミ ノ 酸 残 基 の 置 換 ま た は 挿 入 を 示 し て い る 。
【 図 １ ３ 】 図 13は 、 ウ サ ギ に お け る 、 組 換 え 22 kDa蛋 白 質 に 対 す る 免 疫 反 応 の 時 間 的 な 変
化 を 、 交 互 ELISA力 価 で 表 し た も の で あ る 。 ウ サ ギ に は 、 プ ラ ス ミ ド pN2202ま た は 対 照 用
プ ラ ス ミ ド pWKS30を 有 す る 大 腸 菌 株 JM109か ら 調 製 し た 外 膜 を 注 射 し た 。 髄 膜 炎 菌 株 608B
（ B:2a:P1.2） か ら 採 取 し た 外 膜 調 製 物 を 被 覆 抗 体 と し て 用 い た ELISAに よ っ て 、 特 異 的 な
液 性 反 応 の 進 行 を 解 析 し た 。
【 図 １ ４ 】 図 14は 、 カ ニ ク イ ザ ル （ Macaca fascicularis） に お け る 、 組 換 え 22 kDa蛋 白
質 に 対 す る 免 疫 反 応 の 時 間 的 な 変 化 を 、 交 互 ELISA力 価 で 表 し た も の で あ る 。 ２ 匹 の サ ル
を 、 そ れ ぞ れ 、 一 回 の 注 射 に つ き 、 100μ g（ R28） と 200μ g（ I276） の 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー
精 製 し た 22 kDa蛋 白 質 で 免 疫 し た 。 対 照 に 用 い た サ ル （ R65） は 、 同 じ 処 理 方 法 に 従 っ て
得 た 、 150μ gの 無 関 係 な 組 換 え 蛋 白 質 で 免 疫 し た 。 髄 膜 炎 菌 株 608B（ B:2a:P1.2） か ら 採
取 し た 外 膜 調 製 物 を 被 覆 抗 体 と し て 用 い た ELISAに よ っ て 、 特 異 的 な 液 性 反 応 の 進 行 を 解
析 し た 。
【 図 １ ５ 】 図 15は 、 本 発 明 に 係 る 合 成 ペ プ チ ド （ 配 列 番 号 ： ２ ） と 、 髄 膜 炎 菌 株 608B（ B:
2a:P1.2） の 全 長 22 kDa蛋 白 質 に お け る 、 そ れ ぞ れ の 合 成 ペ プ チ ド の 位 置 を 図 示 し た も の
で あ る 。
【 図 １ ６ 】 図 16は 、 髄 膜 炎 菌 の 22 kDaの 表 面 蛋 白 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 有 す る プ ラ ス ミ
ド pNP2204の マ ッ プ で あ る 。 22 kDa、 髄 膜 炎 菌 の 22 kDa表 面 蛋 白 質 遺 伝 子 ； AmpiR、 ア ン ピ
シ リ ン 抵 抗 性 を コ ー ド す る 領 域 ； ColE1、 複 製 開 始 点 ； cI857、 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ λ cI85
7温 度 感 受 性 リ プ レ ッ サ ー 遺 伝 子 ； λ PL、 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ λ 転 写 プ ロ モ ー タ ー ； T1、
転 写 終 結 因 子 。 転 写 の 方 向 を 矢 印 で 示 す 。 BglIIと BamHIが 、 22 kDa遺 伝 子 を p629プ ラ ス ミ
ド に 挿 入 す る た め に 用 い ら れ た 制 限 酵 素 部 位 で あ る 。

10

20

30

40

(37) JP 2007-159583 A 2007.6.28



【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】 【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】 【 図 ６ 】

【 図 ７ 】 【 図 ８ 】
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【 図 ９ 】 【 図 １ ０ 】

【 図 １ １ 】 【 図 １ ２ 】

【 図 １ ３ 】
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【 図 １ ４ 】 【 図 １ ５ 】

【 図 １ ６ 】
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【 配 列 表 】

【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 19年 1月 9日 (2007.1.9)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 特 許 請 求 の 範 囲
【 補 正 対 象 項 目 名 】 全 文
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 配 列 番 号 :2の ア ミ ノ 酸 配 列 に 対 し て 少 な く と も 90％ 同 一 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 、 単 離 さ
れ た ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ 】
　 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド で あ る 、 請 求 項 1の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ３ 】
　 実 質 的 に 純 粋 な 形 状 の 、 請 求 項 1の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ４ 】
　 配 列 番 号 :2、 配 列 番 号 :4、 配 列 番 号 :6ま た は 配 列 番 号 :8の ア ミ ノ 酸 配 列 の ポ リ ペ プ チ ド
断 片 を 含 む 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て 、 該 ポ リ ペ プ チ ド 断 片 が 配 列 番 号 :2、 配 列 番
号 :4、 配 列 番 号 :6ま た は 配 列 番 号 :8の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 特 異 的
に 結 合 す る 抗 体 の 産 生 を 誘 導 す る 能 力 を 有 し 、 且 つ ナ イ セ リ ア 属 ( )に 対 す る 免
疫 応 答 を 誘 導 す る 能 力 を 有 す る も の で あ る 、 ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ５ 】
　 該 ポ リ ペ プ チ ド 断 片 が 配 列 番 号 :2の 31番 目 か ら 55番 目 ま で の ア ミ ノ 酸 残 基 の ア ミ ノ 酸 配
列 を 含 み 、 該 ポ リ ペ プ チ ド 断 片 が 配 列 番 号 :2の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド に 対 し
て 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 の 産 生 を 誘 導 す る 能 力 を 有 し 、 且 つ 髄 膜 炎 菌 (  

)に 対 す る 免 疫 応 答 を 誘 導 す る 能 力 を 有 す る も の で あ る 、 請 求 項 4の 単 離 さ れ た ポ リ
ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ６ 】
　 該 ポ リ ペ プ チ ド 断 片 が 配 列 番 号 :2の 51番 目 か ら 86番 目 ま で の ア ミ ノ 酸 残 基 の ア ミ ノ 酸 配
列 を 含 み 、 該 ポ リ ペ プ チ ド 断 片 が 配 列 番 号 :2の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド に 対 し
て 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 の 産 生 を 誘 導 す る 能 力 を 有 し 、 且 つ 髄 膜 炎 菌 (  

)に 対 す る 免 疫 応 答 を 誘 導 す る 能 力 を 有 す る も の で あ る 、 請 求 項 4の 単 離 さ れ た ポ リ
ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ７ 】
　 該 ポ リ ペ プ チ ド 断 片 が 配 列 番 号 :2の 110番 目 か ら 140番 目 ま で の ア ミ ノ 酸 残 基 の ア ミ ノ 酸
配 列 を 含 み 、 該 ポ リ ペ プ チ ド 断 片 が 配 列 番 号 :2の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド に 対
し て 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 の 産 生 を 誘 導 す る 能 力 を 有 し 、 且 つ 髄 膜 炎 菌 (  

)に 対 す る 免 疫 応 答 を 誘 導 す る 能 力 を 有 す る も の で あ る 、 請 求 項 4の 単 離 さ れ た ポ
リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ８ 】
　 請 求 項 1～ 4の い ず れ か 一 項 に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ９ 】
　 配 列 番 号 :1、 配 列 番 号 :3、 配 列 番 号 :5及 び 配 列 番 号 :7の い ず れ か に 示 さ れ る DNA配 列 の
相 補 配 列 に 対 し て 50％ ホ ル ム ア ミ ド を 含 有 す る 溶 液 中 、 42℃ で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る DNA配
列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ っ て 、 該 DNA配 列 は 、
(a)配 列 番 号 :2、 配 列 番 号 :4、 配 列 番 号 6及 び 配 列 番 号 :8の い ず れ か に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配
列 か ら な る 蛋 白 質 に 対 し て 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 の 産 生 を 誘 導 す る 能 力 、 及 び
(b)髄 膜 炎 菌 に 対 す る 免 疫 応 答 を 誘 導 す る 能 力
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を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る も の で あ る 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 請 求 項 9記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ り コ ー ド さ れ る 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 請 求 項 8ま た は 請 求 項 9記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ベ ク タ ー で あ っ て 、 該 ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド が 1ま た は 複 数 の 発 現 制 御 配 列 に 機 能 的 に 結 合 さ れ て い る 、 ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 少 な く と も 1つ の 発 現 制 御 配 列 が プ ロ モ ー タ ー で あ る 、 請 求 項 11の ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 1ま た は 複 数 の 発 現 制 御 配 列 が 異 種 性 で あ る 、 請 求 項 11の ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 請 求 項 11～ 13の い ず れ か 一 項 に 記 載 の ベ ク タ ー に よ り 形 質 転 換 さ れ て い る 、 単 細 胞 宿 主
細 胞 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 真 核 細 胞 で あ る 、 請 求 項 14の 単 細 胞 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 細 菌 細 胞 で あ る 、 請 求 項 14の 単 細 胞 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 細 菌 細 胞 が 大 腸 菌 ( )、 シ ュ ー ド モ ナ ス 属 ( )、 枯 草 菌 (  
)ま た は 髄 膜 炎 菌 で あ る 、 請 求 項 16の 単 細 胞 宿 主 細 胞 。

【 請 求 項 １ ８ 】
　 請 求 項 8ま た は 請 求 項 9の い ず れ か に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ り コ ー ド さ れ る 組 換 え
ポ リ ペ プ チ ド を 製 造 す る 方 法 で あ っ て 、
(a)請 求 項 14～ 17の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 単 細 胞 宿 主 細 胞 を 培 養 す る 工 程 、 及 び
(b)宿 主 細 胞 培 養 物 よ り 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド を 単 離 す る 工 程
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 該 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド が 、 宿 主 細 胞 汚 染 物 質 か ら 実 質 的 に 精 製 さ れ て い る 、 請 求 項 18の
方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 補 形 薬 、 並 び に 、 薬 学 的 有 効 量 の 請 求 項 1～ 7及 び 10の い ず れ か 一 項
記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 、 ナ イ セ リ ア 属 感 染 を 処 置 ま た は 予 防 す る た め の 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 ワ ク チ ン で あ る 、 請 求 項 20の 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 該 ワ ク チ ン が 好 ま し い 賦 形 剤 の 中 に 調 製 さ れ る 、 請 求 項 21の 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 さ ら に 微 粒 子 担 体 を 含 む 、 請 求 項 21の 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 さ ら に ア ジ ュ バ ン ト を 含 む 、 請 求 項 21の 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 ナ イ セ リ ア 感 染 が 髄 膜 炎 菌 に よ り 引 き 起 こ さ れ る も の で あ る 、 請 求 項 21の 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 ナ イ セ リ ア 感 染 が 淋 菌 (  )ま た は ナ イ セ リ ア ・ ラ ク タ ミ カ (
 )に よ り 引 き 起 こ さ れ る も の で あ る 、 請 求 項 21の 組 成 物 。

【 請 求 項 ２ ７ 】
　 請 求 項 1～ 7及 び 10の い ず れ か 一 項 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド の 、 ヒ ト に お け る ナ イ セ リ ア 感 染
の 予 防 ま た は 処 置 の た め の ワ ク チ ン 製 造 に お け る 使 用 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 ナ イ セ リ ア 感 染 が 髄 膜 炎 菌 に よ り 引 き 起 こ さ れ る も の で あ る 、 請 求 項 27の 使 用 。

(43) JP 2007-159583 A 2007.6.28

E.coli Pseudomonas Bacillus subti
lis

Neisseria gonorrhoeae Neisse
ria lactamica



【 請 求 項 ２ ９ 】
　 ナ イ セ リ ア 感 染 が 淋 菌 ま た は ナ イ セ リ ア ・ ラ ク タ ミ カ に よ り 引 き 起 こ さ れ る も の で あ る
、 請 求 項 27の 使 用 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 (a)請 求 項 18ま た は 19の い ず れ か に 記 載 の 方 法 に よ り ポ リ ペ プ チ ド を 製 造 す る 工 程 、 及
び (b)薬 学 的 許 容 さ れ る 補 形 薬 と 共 に ポ リ ペ プ チ ド を 調 製 す る 工 程 を 含 む ワ ク チ ン を 製 造
す る 方 法 。
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摘要(译)

脑膜炎奈瑟氏球菌表面上存在的高度保守的，可免疫结合的抗原以及可用于治疗，预防和诊断脑膜炎疾病的免疫治疗和预防剂。 以
及诊断成分和方法。 解决方案：制备具有表观分子量为22 kDa的蛋白酶K抗性脑膜炎球菌表面蛋白，一个特定的碱基序列和与其对
应的推导氨基酸序列，以及一个脑膜炎球菌22 kDa表面蛋白。 重组DNA技术以及与脑膜炎奈瑟氏球菌22 kDa表面蛋白结合的抗
体。 [选择图]无
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