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(57)【要約】
　【課題】病原性大腸菌により分泌されたEspAポリペプチドを提供する。
　【解決手段】ａ）腸内病原性または腸内出血性大腸菌からの分泌タンパク質であり、ｂ
）SDS-PAGEにより測定して約25キロダルトンの分子量を有することを特徴とする単離され
たEspAポリペプチド、EspAをコードする単離された核酸配列、組換えEspAの製造方法、Es
pAに結合する抗体、EspA生産大腸菌の検出用キット、宿主をEspAで免疫化してEspAに対す
る防御免疫反応を誘発する方法。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　配列番号２に記載の配列と少なくとも８８．５％同一性を有するアミノ酸配列を含むポ
リペプチド、または該ポリペプチドをコードする核酸分子、あるいは少なくとも８アミノ
酸を含みかつ少なくとも１つのＥｓｐＡ特異的活性もしくはエピトープを示す該ポリペプ
チドの断片、の治療有効量の、ＥｓｐＡ生産微生物による感染に感受性を有する宿主を免
疫化するための医薬の製造における使用。
【請求項２】
　前記ＥｓｐＡ生産微生物が大腸菌である、請求項１に記載の使用。
【請求項３】
　前記ＥｓｐＡ生産微生物が腸内病原性大腸菌または腸内出血性大腸菌である、請求項２
に記載の使用。
【請求項４】
　配列番号２に記載の配列と少なくとも８８．５％同一性を有するアミノ酸配列を含むポ
リペプチド、または該ポリペプチドをコードする核酸分子、あるいは少なくとも８アミノ
酸を含みかつ少なくとも１つのＥｓｐＡ特異的活性もしくはエピトープを示す該ポリペプ
チドの断片の、ＥｓｐＡ生産微生物による感染を緩和するための医薬の製造における使用
。
【請求項５】
　前記ＥｓｐＡ生産微生物が大腸菌である、請求項４に記載の使用。
【請求項６】
　前記ＥｓｐＡ生産微生物が腸内病原性大腸菌または腸内出血性大腸菌である、請求項５
に記載の使用。
【請求項７】
　配列番号２に記載の配列と少なくとも８８．５％同一性を有するアミノ酸配列を含むポ
リペプチド、または該ポリペプチドをコードする核酸分子、あるいは少なくとも８アミノ
酸を含みかつ少なくとも１つのＥｓｐＡ特異的活性もしくはエピトープを示す該ポリペプ
チドの断片を含む、ＥｓｐＡ生産微生物による感染に感受性を有する宿主に投与するため
に製剤化された該感染を治療または予防するための組成物。
【請求項８】
　前記ＥｓｐＡ生産微生物が大腸菌である、請求項７に記載の組成物。
【請求項９】
　前記ＥｓｐＡ生産微生物が腸内病原性大腸菌または腸内出血性大腸菌である、請求項８
に記載の組成物。
【請求項１０】
　ＥｓｐＡポリペプチドをコードするポリヌクレオチドを含み、かつ医薬的に許容可能な
担体を含んでも含まなくてもよい、ＥｓｐＡ生産微生物による感染を治療または予防する
ための医薬組成物であって、該ポリヌクレオチドが、
　（ａ）　配列番号２に記載のアミノ酸配列を含むポリペプチドをコードするポリヌクレ
オチド、
　（ｂ）　配列番号１に記載の核酸配列を含むポリヌクレオチド、
　（ｃ）　前記（ａ）または（ｂ）のポリヌクレオチドとハイブリダイズする、かつＥｓ
ｐＡタンパク質をコードする、ポリヌクレオチド、
　（ｄ）　少なくとも２１塩基長である、上記（ａ）または（ｂ）のポリヌクレオチドの
断片、あるいは、
　（ｅ）　配列が、上記（ａ）または（ｂ）のポリヌクレオチドの配列と相補的であるポ
リヌクレオチド、
を含む、前記医薬組成物。
【請求項１１】
　配列番号２に記載の配列と少なくとも８８．５％同一性を有するアミノ酸配列を含むポ
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リペプチドまたは少なくとも８アミノ酸を含みかつ少なくとも１つのＥｓｐＡ特異的活性
もしくはエピトープを示すその断片を含み、かつ医薬的に許容可能な担体を含んでも含ま
なくてもよい、ＥｓｐＡ生産微生物による感染を治療または予防するための医薬組成物。
【請求項１２】
　前記アミノ酸配列が配列番号２の配列または少なくとも８アミノ酸を含みかつ少なくと
も１つのＥｓｐＡ特異的活性もしくはエピトープを示すその断片配列を含む、請求項１１
に記載の医薬組成物。
【請求項１３】
　ＥｓｐＡ生産微生物による感染を緩和するための、請求項７～１２のいずれか１項に記
載の医薬組成物。
【請求項１４】
　ワクチンである、請求項７～１３のいずれか１項に記載の医薬組成物。
【請求項１５】
　ＥｓｐＡ生産微生物に対し防御免疫応答を誘発するための、請求項７～１４のいずれか
１項に記載の医薬組成物。
【請求項１６】
　前記ＥｓｐＡ生産微生物が大腸菌である、請求項１５に記載の医薬組成物。
【請求項１７】
　前記ＥｓｐＡ生産微生物が腸内病原性大腸菌または腸内出血性大腸菌である、請求項１
６に記載の医薬組成物。
【請求項１８】
　ＥｓｐＡ生産微生物によるコロニー形成を低減するための医薬の製造のための、請求項
７～１７のいずれか１項に記載の医薬組成物の使用。
【請求項１９】
　ＥｓｐＡ生産微生物による接着を低減するための医薬の製造のための、請求項７～１７
のいずれか１項に記載の医薬組成物の使用。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
関連出願のクロスレファレンス
　本出願は1996年４月23日出願の米国仮特許出願60/015,999号に基づく優先権を主張する
。
【０００２】
連邦政府により後援された研究についての記載
　本発明は、国立衛生研究所からの公衆衛生局奨励金AI32074のサポートによりなされた
。米国政府は本発明について一定の権利を有し得る。
【０００３】
　本発明は一般的には病原生物の毒性に関し、より具体的には腸内病原性細菌に関連する
毒性因子に関する。
【背景技術】
【０００４】
　抗生物質は多様な細菌感染症の治療に長年成功裏に使用されてきた。しかしこの数年、
抗生物質に対する細菌の耐性の問題が増加している。今では多くの病原体がいくつかの抗
生物質に対して耐性を有し、ある症例においてはそれらが引き起こす疾患は慣用の抗生物
質でもはや治療できなくなっている。過去の抗生物質の成功にもかかわらず、この20年に
開発された新しい種類の抗生物質はあったとしてもわずかである。既存の薬剤についての
新たな改良物が導入されているが、これらの化合物に対する耐性が短い期間内に生成する
のが通常である。
【０００５】
　毒性因子をコードする遺伝子に変異を生じさせると、その遺伝子を含む生物は病原性で
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なくなることが多くの研究により示されている。さらに、宿主に毒性因子に対するワクチ
ンを投与すると疾患が防止できることが多い。しかし、毒性因子を特異的に抑制すること
により疾患を緩和することができることは明らかにされていなかった。
【０００６】
　毒素、粘着、侵入、細胞内寄生の作用のメカニズムが研究されている。しかし、各毒性
因子は異なるメカニズムを使用しており、これは広い抗菌スペクトルを有する阻害剤の開
発を不可能にするものであった。治療の対象と考えられ得る一つの保存された因子は二成
分調節系である。しかしこの系は毒性因子に特異的でなく、いくつかの細菌生存系におい
て使用される。その上、これらの系は真核生物系において確認され、阻害剤を使用すると
これは宿主に対する毒性のリスクを高めることになる。理想的な抗感染剤を開発するため
には、抗生物質が影響を及ぼす細菌性の毒性メカニズムが多くの病原体に普遍的に存在し
、毒性メカニズムに特異的であり、宿主細胞において存在しないものでなければならない
。最近確認されたそのような系の一つとして細菌のIII型分泌系がある。
【０００７】
　グラム陰性の細菌は、特別な機構を利用してその二つの膜とピロプラズマを横切って分
子を排出するが、これは毒性因子をそれが宿主成分と相互に作用することができる細菌表
面に移動させるための必須の過程である。グラム陰性菌の分泌は四つの主要な経路に分け
られる。第一に、Ｉ型分泌は、大腸菌溶血素が典型的なものであるで毒素の小ファミリー
により使用される。第二に、II型分泌系は大部分のグラム陰性菌により、いくつかの毒性
因子を含む多くの分子を排出するために使用される主要な排出経路であり、哺乳類の薬剤
耐性メカニズムに相同性を有する。第三に、IV型分泌系は分泌産物内にコードされ、分泌
メカニズムの一部としてそれ自体が開裂する。この系の典型はNeisseria IgAプロテアー
ゼである。第四に、最も最近発見された分泌経路のIII型経路である。
【０００８】
　III型分泌系は最初にYersiniaの毒性について必須であるYersinia分泌毒性タンパク質
、ＹＯＰの分泌系として記載された。その後、Peudomonas syringae、P. solanacearurn
及びXantharnonas carnpestris等のいくつかの植物病原体において相同の分泌系が確認さ
れた。これらの植物病原体は、この分泌経路を使用して植物において疾患を引き起こすた
めに必要な毒性因子（ハーピン等）を分泌する。分泌系は類似しているが、ハーピンとＹ
ＯＰ（すなわち分泌毒性因子）は相同のポリペプチドではない。より最近になって毒性に
必要ないくつかのその他のIII型分泌系が他の病原体において確認された。これらの系は
、サルモネラ菌及び赤痢菌が細胞に入り疾患を引き起こすために使用する侵入系を含む。
疾患に必須の別のIII型分泌系がサルモネラ菌において確認されているが、この経路の分
泌産物と毒性メカニズムはまだ確認されていない。緑膿菌(Pseudomonas aeruginosa)は、
強力な毒性因子である細胞外酵素Ｓの分泌に必要なIII型分泌系を有する。
【０００９】
　腸内病原性大腸菌（ＥＰＥＣ）は、乳児下痢の主要な原因であって、胃腸炎を引き起こ
すことが示された最初の大腸菌であった。腸内病原性大腸菌は、宿主上皮細胞のシグナル
伝達経路を活性化し、ペデスタル及び付着/展退病変形成とともに細胞骨格再配列を引き
起こす。
【００１０】
　三段階モデルにより腸内病原性大腸菌の病因が説明されている。IV型線毛によってもた
らされる上皮細胞への初期の局所的な接着の後に、宿主上皮細胞シグナル伝達経路の活性
化と宿主上皮細胞への密着が起こる。これらの最後の二つの段階は集合的に付着及び展退
として知られている。宿主上皮細胞中のシグナル伝達は、宿主細胞チロシンキナーゼ活性
を活性化し、90キロダルトンの宿主膜タンパク質、Hp9.0のチロシンリン酸化を起こし、
細胞内イノシトールホスフェート（IP3）及びカルシウムを流動化させる。このシグナル
伝達の後、細菌は上皮細胞の表面に密着し、宿主上皮細胞微小絨毛の損傷と細胞骨格タン
パク質の細菌下への蓄積が伴う。
【００１１】
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　本発明と関連する技術は、非特許文献1～3に記載されている。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【００１２】
【非特許文献１】Proc. Natl. Acd. Sci. USA, 92(17):7991-7995, 1995
【非特許文献２】J. Bacteriol., 175(15):4670-4680, 1993
【非特許文献３】Infect Immun, 58(4):1124-1128, 1990
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【００１３】
　本発明は、病原細菌、例えば腸内病原性大腸菌における毒性と関連するタンパク質の発
見に基づく。
【００１４】
　eaeAとespBとの間の腸内細胞展退の遺伝子座（Locus of Enterocyte Effacement）のＤ
ＮＡ配列解析により、25キロダルトンの腸内病原性大腸菌分泌タンパク質のアミノ末端配
列に適合する遺伝子（espA）が同定された。espAにおける挿入を有する変異体は、このタ
ンパク質を分泌せず、あるいは上皮細胞シグナル伝達を活性化せず、あるいは細胞骨格再
配列を引き起こさない。しかしこれらの機能は、クローン化された野生型espA遺伝子によ
って補充することができた。
【００１５】
　分泌毒性因子、EspA及びEspBをそれぞれコードする二つの腸内病原性大腸菌遺伝子、es
pA及びespBをクローン化し配列決定した。これらのタンパク質は、宿主上皮シグナル伝達
経路と侵入の誘発に関係していることが示された。EspAは分泌タンパク質であるので、対
象のポリペプチドを結合した融合タンパク質に使用するのに理想的なものである。
【００１６】
　III型分泌経路は細菌において同定された毒性因子特異的な保存経路であるので、潜在
的な阻害剤の理想的なターゲットである。本発明は、III型分泌系の阻害剤を同定する方
法を提供する。本発明は、新しい抗菌性治療剤の開発に関する。他の抗生物質と異なり、
本発明の方法により同定された化合物は病原体を死滅させあるいはその増殖を阻害するも
のではない。その代わりにこれらの化合物は疾患を引き起こすのに必須の毒性因子の分泌
をブロックする。III型分泌系は、多様な病原体の間に広く保存されることが示された最
初の毒性メカニズムであるので、本発明の方法によって同定された化合物のあるものは広
域抗菌スペクトル治療剤となる。いくつかのヒト、動物及び植物の疾患の治療に使用し得
る新しい治療薬が同定されるという利点が得られる。
【００１７】
発明の要約
(1)　ａ）腸内病原性または腸内出血性大腸菌からの分泌タンパク質であり、
ｂ）SDS-PAGEにより測定して約25キロダルトンの分子量を有する
ことを特徴とする単離されたEspAポリペプチド。
【００１８】
(2)　ポリペプチドが配列番号２に記載のアミノ酸配列を有する(1)に記載のポリペプチド
。
【００１９】
(3)　ポリペプチドが配列番号４に記載のアミノ酸配列を有する(1)に記載のポリペプチド
。
【００２０】
(4)　(1)に記載のポリペプチドをコードする単離されたポリヌクレオチド。
【００２１】
(5)　配列が配列番号２に記載のアミノ酸配列をコードする(4)に記載のポリヌクレオチド
。
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【００２２】
(6)　配列が
ａ）配列番号１に記載の核酸配列、
ｂ）配列番号１に記載の核酸配列（TがUである）、
ｃ）ａ）に相補的な核酸配列、及び
ｄ）少なくとも15ヌクレオチド塩基長であり、ストリンジェントな条件下で配列番号２に
記載のポリペプチドをコードするゲノムDNAにハイブリダイズするａ）またはｂ）の断片
からなる群から選択される、(5)に記載のポリヌクレオチド。
【００２３】
(7)　配列が配列番号４に記載のアミノ酸配列をコードする(4)に記載のポリヌクレオチド
。
【００２４】
(8)　配列が
ａ）配列番号３に記載の核酸配列、
ｂ）配列番号３に記載の核酸配列（TがUである）、
ｃ）ａ）に相補的な核酸配列、及び
ｄ）少なくとも15ヌクレオチド塩基長であり、ストリンジェントな条件下で配列番号４に
記載のポリペプチドをコードするゲノムDNAにハイブリダイズするａ）またはｂ）の断片
からなる群から選択される、請求項７に記載のポリヌクレオチド。
【００２５】
(9)　(4)～(8)のいずれかに記載のポリヌクレオチドを含むベクター。
【００２６】
(10)　(9)に記載のベクターを含む宿主細胞。
【００２７】
(11)　(1)～(3)のいずれかに記載のポリペプチドに結合する抗EspA抗体。
【００２８】
(12)　抗体がモノクローナルである(11)に記載の抗体。
【００２９】
(13)　抗体がポリクローナルである(11)に記載の抗体。
【００３０】
(14)　ａ）サンプルを(11)に記載の抗体に接触させ、
ｂ）(11)に記載の抗体のEspAポリペプチドに対する結合を検出することを含み、結合がサ
ンプル中のEspAポリペプチドの存在を示すものである、サンプル中のEspAポリペプチドを
検出する方法。
【００３１】
(15)　サンプルが組織である(14)に記載の方法。
【００３２】
(16)　サンプルが体液である(14)に記載の方法。
【００３３】
(17)　サンプル中のEspAポリペプチドの存在が腸内病原性大腸菌による感染を示すもので
ある(14)に記載の方法。
【００３４】
(18)　サンプル中のEspAポリペプチドの存在が腸内出血性大腸菌による感染を示すもので
ある(14)に記載の方法。
【００３５】
(19)　ａ）espAポリヌクレオチドを含むことが疑われるサンプルをespAポリヌクレオチド
とハイブリダイズする核酸プローブと接触させ、
ｂ）プローブのespAポリヌクレオチドとのハイブリダイゼーションを検出すること
を含み、ハイブリダイゼーションの検出がサンプル中のespAポリヌクレオチドを示すもの
である、サンプル中のespAポリヌクレオチドを検出する方法。
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【００３６】
(20)　核酸プローブが(4)～(8)のいずれかに記載のポリヌクレオチドである(19)に記載の
方法。
【００３７】
(21)　(4)～(8)のいずれかに記載のポリヌクレオチドに選択可能なマーカーをコードする
核酸を挿入し、得られるポリヌクレオチドが選択可能なマーカーを含む組換え体EspAポリ
ペプチドをコードするようにすることを含む、espAポリヌクレオチドを生産するための組
換え方法。
【００３８】
(22)　(21)に記載の方法により製造されたポリヌクレオチド。
【００３９】
(23)　(22)に記載のポリヌクレオチドを含む宿主細胞。
【００４０】
(24)　ａ）EspAポリペプチドをコードするポリヌクレオチドを含む宿主細胞をEspAポリペ
プチドの発現と分泌を可能とする条件下で増殖させ、
ｂ）該ポリペプチドを単離すること
を含む、EspAポリペプチドを生産するための組換え方法。
【００４１】
(25)　ａ）(21)に記載のポリヌクレオチドを細菌III型分泌系を有する細菌に導入し、
ｂ）細菌の増殖と前記ポリヌクレオチドによってコードされたポリペプチドの分泌を可能
とする条件下で細菌を増殖させ、
ｃ）細菌III型分泌系を阻害する可能性がある化合物を細菌と接触させ、
ｄ）ポリペプチドの発現を誘発し、
ｅ）ポリペプチドの分泌を検出する
ことを含み、分泌が見られないことが細菌III型分泌系の阻害を示す、細菌III型分泌系を
阻害する化合物を同定する方法。
【００４２】
(26)　ａ）EspAポリペプチドをコードするポリヌクレオチドにおいて変異を生成し、
ｂ）選択可能なマーカーをコードする核酸配列を前記変異の部位に挿入し、
ｃ）段階ｂ）の変異させたespAポリヌクレオチドを生物の染色体espA遺伝子に導入して染
色体espA遺伝子に変異を生成し、
ｄ）前記変異を有する生物を選択すること
を含む、非病原性生物を生産する方法。
【００４３】
(27)　選択可能なマーカーをコードする核酸配列が、カナマイシンに対する耐性をコード
する(26)に記載の方法。
【００４４】
(28)　生物が大腸菌である(26)に記載の方法。
【００４５】
(29)　(26)に記載の方法により生産された、変異された、espA遺伝子を有する生物。
【００４６】
(30)　EspAポリペプチドに結合する抗体を含む容器を含む１以上の容器を密に封入した状
態で受容するための区画化されたキャリアー手段を含む、EspAポリペプチドの検出に有用
なキット。
【００４７】
(31)　抗体が検出可能なように標識されている(30)に記載のキット。
【００４８】
(32)　標識が放射性同位元素、生物発光性化合物、化学発光性化合物、螢光性化合物、金
属キレート及び酵素からなる群から選択される(31)に記載のキット。
【００４９】
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(33)　espAポリヌクレオチドにハイブリダイズする核酸プローブを含む容器を含む１以上
の容器を密に封入した状態で受容するための区画化されたキャリアー手段を含む、espAポ
リヌクレオチドの検出に有用なキット。
【００５０】
(34)　プローブが検出可能なように標識されている(33)に記載のキット。
【００５１】
(35)　標識が放射性同位元素、生物発光性化合物、化学発光性化合物、螢光性化合物、金
属キレート及び酵素からなる群から選択される(34)に記載のキット。
【００５２】
(36)　ａ）対象となるポリペプチドまたはペプチドをコードするポリヌクレオチドに機能
可能なように結合したEspAをコードするポリヌクレオチドを含む宿主細胞を、融合タンパ
ク質の発現及び分泌を可能とする条件下に増殖させ、
ｂ）融合タンパク質を単離すること
を含む、EspA融合タンパク質を生産する方法。
【００５３】
(37)　EspA生産生物により引き起こされる疾患に感受性を有する宿主を免疫化する医薬製
造のためのEspAポリペプチドの使用。
【００５４】
(38)　EspA生産生物が大腸菌である(37)に記載の使用。
【００５５】
(39)　EspA生産大腸菌が腸内病原性大腸菌である(38)に記載の使用。
【００５６】
(40)　EspA生産大腸菌が腸内出血性大腸菌である(38)に記載の使用。
【００５７】
(41)　EspAポリペプチドが(1)～(3)のいずれかに記載のポリペプチドである、(37)～(40)
のいずれかに記載の使用。
【００５８】
(42)　EspA生産生物により引き起こされる疾患を緩和する医薬製造のためのEspAポリペプ
チドの使用。
【００５９】
(43)　EspA生産生物が大腸菌である(42)に記載の使用。
【００６０】
(44)　EspA生産大腸菌が腸内病原性大腸菌である(43)に記載の方法。
【００６１】
(45)　EspA生産大腸菌が腸内出血性大腸菌である(43)に記載の方法。
【００６２】
(46)　EspAポリペプチドが(1)～(3)のいずれかに記載のポリペプチドである、(42)～(45)
のいずれかに記載の使用。
【図面の簡単な説明】
【００６３】
【図１】espAのヌクレオチド配列及び推定アミノ酸配列を示す（本明細書においてはそれ
ぞれ配列番号１及び配列番号２という）。可能性のあるリボソーム結合部位に下線を付す
。pLCL121において形成した削除に隣接するプライマーDonne-99及びDonne-100に含まれる
ヌクレオチドに影を付した（枠で囲った）。
【図２Ａ】espAにおける非極性突然変異の構築を示す。プライマーDonne-90及びリバース
プライマーを使用してこの遺伝子の５'部分を含む断片を増幅し、これをpCRscriptにクロ
ーン化してpLCL119を生成した。プライマーDonne-100及びユニバーサルプライマーを使用
して遺伝子の３'部分を含む断片を増幅し、これをpCRscriptにクローン化してpLCL120を
生成した。新しいNrul部位をDonne-99及びDonne-100の両方に導入し、pLCL120のNruI-Sal
I断片をpLCL119にクローン化し、espA遺伝子内に150 bp削除を有するpLCL121を生成でき
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るようにした。aphA-3カナマイシン耐性遺伝子を含むpUC18KからのSmaI断片をpLCL121のN
ruI部位にクローン化してpLCL122を生成した。この挿入により、aphA-3遺伝子の転写融合
及びespA遺伝子の３'末端の翻訳融合が得られ、espAのリーディングフレームが保存され
る。リボソーム結合部位には下線を付す。
【図２Ｂ】espAにおける非極性突然変異の構築を示す。プライマーDonne-90及びリバース
プライマーを使用してこの遺伝子の５'部分を含む断片を増幅し、これをpCRscriptにクロ
ーン化してpLCL119を生成した。プライマーDonne-100及びユニバーサルプライマーを使用
して遺伝子の３'部分を含む断片を増幅し、これをpCRscriptにクローン化してpLCL120を
生成した。新しいNrul部位をDonne-99及びDonne-100の両方に導入し、pLCL120のNruI-Sal
I断片をpLCL119にクローン化し、espA遺伝子内に150 bp削除を有するpLCL121を生成でき
るようにした。aphA-3カナマイシン耐性遺伝子を含むpUC18KからのSmaI断片をpLCL121のN
ruI部位にクローン化してpLCL122を生成した。この挿入により、aphA-3遺伝子の転写融合
及びespA遺伝子の３'末端の翻訳融合が得られ、espAのリーディングフレームが保存され
る。リボソーム結合部位には下線を付す。
【図２Ｃ】espAにおける非極性突然変異の構築を示す。プライマーDonne-90及びリバース
プライマーを使用してこの遺伝子の５'部分を含む断片を増幅し、これをpCRscriptにクロ
ーン化してpLCL119を生成した。プライマーDonne-100及びユニバーサルプライマーを使用
して遺伝子の３'部分を含む断片を増幅し、これをpCRscriptにクローン化してpLCL120を
生成した。新しいNrul部位をDonne-99及びDonne-100の両方に導入し、pLCL120のNruI-Sal
I断片をpLCL119にクローン化し、espA遺伝子内に150 bp削除を有するpLCL121を生成でき
るようにした。aphA-3カナマイシン耐性遺伝子を含むpUC18KからのSmaI断片をpLCL121のN
ruI部位にクローン化してpLCL122を生成した。この挿入により、aphA-3遺伝子の転写融合
及びespA遺伝子の３'末端の翻訳融合が得られ、espAのリーディングフレームが保存され
る。リボソーム結合部位には下線を付す。
【図２Ｄ】espAにおける非極性突然変異の構築を示す。プライマーDonne-90及びリバース
プライマーを使用してこの遺伝子の５'部分を含む断片を増幅し、これをpCRscriptにクロ
ーン化してpLCL119を生成した。プライマーDonne-100及びユニバーサルプライマーを使用
して遺伝子の３'部分を含む断片を増幅し、これをpCRscriptにクローン化してpLCL120を
生成した。新しいNrul部位をDonne-99及びDonne-100の両方に導入し、pLCL120のNruI-Sal
I断片をpLCL119にクローン化し、espA遺伝子内に150 bp削除を有するpLCL121を生成でき
るようにした。aphA-3カナマイシン耐性遺伝子を含むpUC18KからのSmaI断片をpLCL121のN
ruI部位にクローン化してpLCL122を生成した。この挿入により、aphA-3遺伝子の転写融合
及びespA遺伝子の３'末端の翻訳融合が得られ、espAのリーディングフレームが保存され
る。リボソーム結合部位には下線を付す。
【図３Ａ】ＲＤＥＣ-1(Ａ)espA、espD及びespB遺伝子を含むプラスミドの遺伝子マップを
示す。矢印は、espA及びespBにおいて形成された終止コドン挿入(Ａ)の位置を示す。espB
中の250塩基対の削除を//で示す。黒および白の四角はオープンリーディングフレーム及
び予測オープンリーディングフレームを示す。制限酵素は次のように示す：Bam，BamHI;E
c，EcoRI;Bg，BglII；Xb，XbaI；Sa，SalI。
【図３Ｂ】腸内病原性大腸菌(ＥＰＥＣ)(Ｂ)espA、espD及びespB遺伝子を含むプラスミド
の遺伝子マップを示す。矢印は、espDのBglII部位に形成されたフレームシフト変異の位
置を示す。黒および白の四角はオープンリーディングフレーム及び予測オープンリーディ
ングフレームを示す。制限酵素は次のように示す：Bam，BamHI;Ec，EcoRI;Bg，BglII；Xb
，XbaI；Sa，SalI。
【図４Ａ】ＲＤＥＣ-1 espA（本明細書ではそれぞれ配列番号３及び配列番号４という）
のヌクレオチド配列を示す。アスタリスクは終止コドンを示す。可能性のあるリボソーム
結合部位に下線を付す。
【図４Ｂ】ＲＤＥＣ-1 espB（本明細書ではそれぞれ配列番号５及び配列番号６という）
のヌクレオチド配列を示す。アスタリスクは終止コドンを示す。可能性のあるリボソーム
結合部位に下線を付す。
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【図４Ｃ】EspAの予測アミノ酸配列のアラインメントを示す（配列番号7～8）。影を付し
た（枠で囲った）領域は同一性を示す。
【図４Ｄ】EspBの予測アミノ酸配列のアラインメントを示す（配列番号9～14）。影を付
した（枠で囲った）領域は同一性を示す。ヌクレオチド及びアミノ酸配列はEMBL GenBank
に寄託したが、それらの受託番号は以下の通りである：ＲＤＥＣ-1 espA(U80908)、ＲＤ
ＥＣ-1 espB(U80796)、腸内病原性大腸菌株E2348/69 espA（Z54352）、腸内病原性大腸菌
株E2348/69 espB（Z21555）、腸内病原性大腸菌株E2348/69 espD（Y09228）、腸内出血性
大腸菌株EDL933血清型0157 espB（X96953）、腸内出血性大腸菌株413/89-1血清型026 esp
B(X99670)。
【発明を実施するための形態】
【００６４】
　本発明は、病原性大腸菌、例えば腸内病原性大腸菌(ＥＰＥＣ)及び腸内出血性大腸菌(
ＥＨＥＣ)によって分泌されるEspAと称するポリペプチドを提供する。そのような病原性
大腸菌に起因する疾患の診断を、EspAに結合する抗体を使用することに基づき前記タンパ
ク質を検出するためのもの、及びEspAポリペプチドをコードする核酸の検出用の核酸プロ
ーブの使用に基づくもの等の標準的方法により行うことができる。本発明はまた、EspAポ
リペプチドをコードする単離された核酸配列、EspAペプチド、組換えEspAを製造するため
の組換え法、EspAに結合する抗体、及びEspA生産大腸菌を検出するためのキットを提供す
る。本発明はまた、宿主をEspAで免疫化してEspAに対する防御免疫応答を誘発する方法を
提供する。
【００６５】
　本発明の好ましい態様の詳細は添付の図面及び以下の記載に示す。
【００６６】
　本明細書で使用する用語「EspA」(ＥＰＥＣ分泌［またはシグナル発生］タンパク質Ａ
を示す)は、腸内病原性あるいは腸内出血性大腸菌からの分泌タンパク質であり、ＳＤＳ-
ＰＡＧＥにより測定して約25キロダルトンの分子量を有するポリペプチドをいう。EspAは
、疾患に関連するプロセスである上皮細胞シグナル伝達、密接な接触、及び接着及び展退
病変の形成を活性化するために必要な、腸内病原性大腸菌分泌タンパク質である。上皮細
胞の例は細胞である。
【００６７】
　本明細書で使用する用語「ポリペプチド」は、その任意の天然の対立遺伝子変異体、並
びに製造された組換え体形態を包含する。本明細書で使用する、EspAポリペプチドは天然
及び組換え体形態の両方、すなわち該タンパク質の非天然形態及び病原性を引き起こす同
様な機能を有するのに十分な天然のEspAペプチドに対する同一性を有するペプチドを包含
する。このようなポリペプチドの例としては、腸内病原性及び腸内出血性大腸菌からのEs
pAポリペプチドが挙げられるが、それらに限定されるものではない。タンパク質及びポリ
ペプチドは、誘導体、類似体及びペプチド模倣体を含む。あるいはEspAペプチドは、当業
者に知られる合成方法を使用して化学的に合成することができる。好ましくは、自動ペプ
チド合成器を使用し、ポリエチレングリコールーポリスチレン（ＰＥＧＰＳ）グラフト樹
脂上においてNαFmocアミノ酸を用いる。例えば、ペプチドアミドリンカー(ＰＡＬ)のよ
うな適したリンカーを使用して、例えばカルボキサミド末端基を形成することができる。
【００６８】
　本明細書で使用される用語「実質的に純粋な」は、例えば天然に付随するその他のタン
パク質、脂質、炭水化物、核酸、及びその他の生物物質を実質的に含まないポリペプチド
（例えばEspAポリペプチドあるいはその断片）を示す。例えば、ポリペプチド等の実質的
に純粋な分子としては、乾燥重量で少くとも60％が対象の分子であるものとすることがで
きる。当業者であれば、標準的なタンパク質精製法を使用してEspAポリペプチドを精製す
ることができ、ポリペプチドの純度は、例えばポリアクリルアミドゲル電気泳動（例えば
ＳＤＳ-ＰＡＧＥ)、カラムクロマトグラフィー（例えば、高速液体クロマトグラフィー(
ＨＰＬＣ)）、及びアミノ末端アミノ酸配列分析等の標準的方法を使用して決定すること
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ができる。
【００６９】
　本発明に包含されるEspAポリペプチドは、ヒトあるいはウサギ腸内病原性大腸菌からの
EspAのアミノ酸配列、例えば図1または図4のアミノ酸配列の１つを有することができる。
図1及び4に示したもののようなEspAポリペプチドはＳＤＳ-ＰＡＧＥで測定して約25kDで
あることを特徴とし得る。
【００７０】
　また、図1及び4のEspAの1つのようなEspAポリペプチドの配列に「実質的に同一の」配
列を有するポリペプチドも本発明に包含される。「実質的に同一の」アミノ酸配列は、保
存的なアミノ酸置換、例えば1つのアミノ酸の同じ種類の他のものによる置換（例えば、
イソロイシン、バリン、ロイシンあるいはメチオニンのような疎水性アミノ酸の別のもの
による置換、あるいはリシンによるアルギニンの置換、アスパラギン酸によるグルタミン
酸の置換、あるいはアスパラギンによるグルタミンの置換等の一つの極性アミノ酸の別の
ものによる置換）のみにより、あるいは一つ以上の非保存的置換、欠失、あるいは挿入に
より参照配列と異なるが、ただしそのポリペプチドが少くとも1種のEspA-特異的活性ある
いはEspA-特異的エピトープを保持する配列である。例えば、EspAポリペプチドから一つ
以上のアミノ酸を削除してその生物活性を有意に変化させることなくポリペプチドの構造
を修飾することができる。また例えば、EspAの生物学的活性に必要でないアミノまたはカ
ルボキシル末端アミノ酸を除去することができる。そのような修飾により、より小さい活
性なEspAポリペプチドを得ることができる。
【００７１】
　本発明に包含されるその他のEspAポリペプチドは、図1及び4のEspAのいずれかのような
EspAポリペプチドのアミノ酸配列に少くとも50％同一であるアミノ酸配列を有するポリペ
プチドである。アミノ酸配列の相同性を決定する際の比較の長さは、例えば少くとも15の
アミノ酸、例えば少くとも20、25あるいは35のアミノ酸とすることができる。相同性は、
標準の配列分析ソフトウェア（例えば、Sequence Analysis Software Package of the Ge
netics Computer Group，University of Wisconsin Biotechnology Center，1710 Univer
sity Avenue，Madison，WI 53705;Ausubelら、上出も参照）を使用して測定できる。
【００７２】
　本発明はまた、少くとも１種のEspA-特異的活性あるいはエピトープを保持するEspAポ
リペプチドの断片を含む。例えば少くとも8～10のアミノ酸を含むようなEspAポリペプチ
ド断片は、免疫原としてEspA-特異的抗体の生産において使用することができる。断片は
例えば、EspAにおいて保存されるアミノ酸配列を含むことができる。それらのペプチド免
疫原としての使用に加えて、上記のEspA断片はＥＬＩＳＡのようなイムノアッセイにおい
て使用して、サンプル中のEspA-特異的抗体の存在を検出することができる。
【００７３】
　本発明のEspAポリペプチドは、いくつかの標準的方法の任意のものを使用して得ること
ができる。例えば、EspAポリペプチドは、標準の組換え体発現系（下記参照）において生
産することができ、化学的に合成することができ（この方法は小さいEspAペプチド断片に
限定され得る）、あるいはそれらが天然に発現される組織から精製することができる（例
えばAusubelら、上出、を参照）。
【００７４】
　また本発明は、上記のEspAポリペプチドをコードする単離された核酸分子及びその断片
を提供する。例えば、図1及び4のEspAをコードする核酸は本発明に包含される。これらの
核酸は、天然のヌクレオチド配列（図1及び4を参照）、あるいはEspAをコードする天然の
核酸のものと異なるが、遺伝子コードの縮退のために同じアミノ酸をコードする配列を含
むことができる。本発明の核酸は、ＤＮＡまたはＲＮＡヌクレオチド、あるいはその組み
合わせまたは修飾物を含むことができる。
【００７５】
　「単離された核酸」は、例えば、それが由来する生物の天然のゲノム中に存在する場合
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に通常は直接隣接する５'及び３'隣接配列に直接隣接しないＤＮＡあるいはＲＮＡ分子の
ような核酸を意味する。従ってこの用語は、例えば、プラスミドやウイルスベクターのよ
うなベクターに組み込まれた核酸；異種細胞のゲノム（または相同の細胞のゲノムである
が天然のものとは異なる部位）に組み込まれた核酸；及び、例えばＰＣＲ増幅あるいは制
限酵素消化によって生産されたＤＮＡフラグメント、あるいはin vitro転写により生産さ
れたＲＮＡ分子等の、分離した分子として存在する核酸を意味する。またこの用語は、例
えば、融合タンパク質の生産において使用することができる別のポリペプチド配列をコー
ドするハイブリッド遺伝子の部分を形成する組換え体核酸を意味する。
【００７６】
　本発明の核酸分子は、EspA遺伝子産物（例えば、EspAＲＮＡ及びEspAポリペプチド、下
記参照）の生産の標準的方法において鋳型として使用することができる。さらに、EspAポ
リペプチドをコードする核酸分子（及びその断片）及び関連する核酸、例えば(1)EspAポ
リペプチドをコードする核酸に相補的な配列、あるいはそれにハイブリダイズする配列あ
るいはその断片（例えば、少くとも12、15、20あるいは25ヌクレオチドを含む断片）を含
む核酸、及び(2)EspAポリペプチドをコードする核酸に相補的な配列にハイブリダイズす
る配列あるいはその断片（例えば、少くとも12、15、20あるいは25ヌクレオチドを含む断
片）を含む核酸を、それらのハイブリダイゼーション特性に注目した方法に使用できる。
例えば、以下に詳細に記載するように、そのような核酸分子は以下の方法、EspA核酸を合
成するためのＰＣＲ法、サンプル中のEspA核酸の存在を検出するための方法、新しいEspA
ファミリーのメンバーをコードする核酸を同定するためのスクリーニング方法、及び治療
方法において使用することができる。
【００７７】
　本発明はまた、図１及び４に示したEspAに加えて、EspAポリペプチドファミリーのメン
バーをコードする核酸分子を同定する方法を含む。これらの方法においては、例えば、Es
pAポリペプチドをコードする核酸を含むｃＤＮＡライブラリーのような核酸ライブラリー
等のサンプルを、EspA-特異的プローブ、例えば、EspA-特異的核酸プローブでスクリーニ
ングする。EspA-特異的核酸プローブは、EspAポリペプチドをコードする核酸に特異的に
ハイブリダイズするか、あるいはそれらの相補的な核酸分子（例えば、ＤＮＡあるいはＲ
ＮＡヌクレオチドを含む分子、あるいはそれらの組合せもしくは修飾物）である。本発明
の方法の意味においては、用語「EspA-特異的プローブ」は、EspAポリペプチドをコード
する核酸またはそれに相補的な配列に、その他のポリペプチドをコードする核酸またはそ
れに相補的な核酸よりも検出可能な程度により強く結合するプローブをいう。従って用語
「EspA-特異的プローブ」は、EspAポリペプチドをコードする核酸（またはそれに相補的
な配列）に結合することができるプローブを包含する。
【００７８】
　本発明は、EspA-特異的核酸プローブの生産を容易にする。そのようなプローブを得る
ための方法は、図1～3に示したアミノ酸配列のアラインメントに基づいて設計することが
できる。このプローブは、少くとも12、例えば少なくとも15、25、35、50、100あるいは1
50のヌクレオチドを含むことができ、いくつかの標準的方法の任意のものにより製造する
ことができる（例えばAusubelら、上出、を参照）。例えば、プローブは好ましくはＰＣ
Ｒ増幅法を使用して生成される。これらの方法においては、EspA-特異的アミノ酸を含む
ことができるEspA-保存配列に対応するプライマーを設計し、得られたＰＣＲ生成物をプ
ローブとして使用してｃＤＮＡライブラリーのような核酸ライブラリーをスクリーニング
する。EspAをコードするヌクレオチド配列は図1及び4のEspAの配列の分析に基づいて一般
的にこの方法に従って同定された。
【００７９】
　当分野で知られるように、ＰＣＲプライマーは典型的には少なくとも15ヌクレオチド、
例えば15～30ヌクレオチドを含むように設計される。７アミノ酸を含むEspAペプチドをコ
ードする21のヌクレオチドを含むEspA-特異的なプライマーの設計について以下に記載す
る。好ましくは、そのようなプローブにおける殆どまたは全てのヌクレオチドは、EspA-
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特異的アミノ酸を含むEspA-保存アミノ酸をコードする。例えば、少くとも40％のEspA-保
存アミノ酸を含むペプチドをコードする配列を含むプライマーを使用することができる。
そのような21のヌクレオチドを含むプライマーは、少くとも３つのEspA-保存アミノ酸を
コードする配列を含むことができる。このように、プライマーは少くとも１つのEspA-特
異的アミノ酸、例えば最高７つのEspA-特異的アミノ酸をコードする配列を含むことがで
きる。プライマー配列が設計される鋳型としてEspA-特異的アミノ酸配列が選択されたら
、例えば標準的な化学的方法を使用してプライマーを合成することができる。上記したよ
うに、遺伝子コードの縮退のために、そのようなプライマーは適当な縮退配列を含むよう
に設計され、これは当業者により容易に決定することができる。
【００８０】
　本明細書で使用する、用語「espA」はEspAポリペプチドをコードするポリヌクレオチド
をいう。これらのポリヌクレオチドは、EspAをコードするＤＮＡ、ｃＤＮＡ及びＲＮＡ配
列を含む。また、EspAの全体または部分をコードする全てのポリヌクレオチドは本発明に
包含される。そのようなポリヌクレオチドは、天然、合成、及び意図的に操作されたポリ
ヌクレオチドを含む。例えば、espAポリヌクレオチドは部位指向突然変異誘発にかけるこ
とができる。またespAポリヌクレオチド配列はアンチセンス配列を含む。ヌクレオチド配
列によってコードされたEspAペプチドのアミノ酸配列が機能的に変化しない限り、全ての
縮退ヌクレオチド配列は本発明に包含される。
【００８１】
　本発明は、本発明のポリヌクレオチドにハイブリダイズする核酸分子を包含する。本明
細書で使用する用語「核酸」はＲＮＡ並びに一本鎖及び二本鎖ＤＮＡ及びｃＤＮＡを包含
する。EspAをコードするポリヌクレオチドは、図1及び4のヌクレオチド配列及びその配列
に相補的な核酸配列を含む。相補的な配列はアンチセンスヌクレオチドを含んでもよい。
配列がＲＮＡである場合、図1及び4のデオキシヌクレオチドＡ、Ｇ、Ｃ及びＴはそれぞれ
リボヌクレオチドＡ、Ｇ、Ｃ及びＵに置換される。また、少くとも15塩基長の上記核酸配
列の断片も本発明に包含され、これは断片が生理学的条件下で図1または4のタンパク質を
コードするＤＮＡに選択的にハイブリダイズすることを可能とするのに十分な長さである
。
【００８２】
　核酸ハイブリダイゼーション反応においては、ストリンジェンシーの特定のレベルを得
るために使用される条件はハイブリダイズされる核酸の種類により変化する。ハイブリダ
イゼーション条件の選択においては、例えば、核酸のハイブリダイゼーション領域の長さ
、相補性の程度、ヌクレオチド配列組成（例えば、ＧＣ対ＡＴ含量）、及び核酸種（例え
ば、ＲＮＡあるいはＤＮＡ）を考慮することができる。また、核酸の1種が例えばフィル
ター上に固定されているかどうかも考慮することができる。
【００８３】
　次第に高くなるストリンジェンシー条件の例は以下の通りである。室温で2 x SSC/0.1
％ＳＤＳ（ハイブリダイゼーション条件）；室温で0.2 ｘ SSC/O.1％ ＳＤＳ（低ストリ
ンジェンシー条件）;約42℃で0.2 ｘ SSC/O.1％ＳＤＳ（中程度のストリンジェンシー条
件):及び約68℃での0.1 ｘ ＳＳＣ（高ストリンジェンシー条件）。洗浄はこれらの条件
の1つのみ、例えば高ストリンジェンシー条件を使用して行うことができ、あるいはこれ
らの条件のそれぞれ、例えばそれぞれ10～15分ずつ上に挙げた順で挙げた段階の任意のも
のあるいは全てを繰り返すことにより行うことができる。しかし上記したように、最適の
条件は使用する特定のハイブリダイゼーション反応により変化し、経験的に決定すること
ができる。
【００８４】
　本発明のＤＮＡ配列は、いくつかの方法によって得ることができる。例えば、ＤＮＡは
当分野においては周知のハイブリダイゼーション法を使用して単離することができる。こ
れには、限定するものではないが、(1)ライブラリーをプローブとハイブリダイゼーショ
ンさせて相同のヌクレオチド配列を検出すること、(2)対象のＤＮＡ配列にアニーリング
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できるプライマーを使用した、ＤＮＡ上でのポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）、及び(3)
発現ライブラリーの抗体スクリーニングにより共通の構造上の特徴を有するクローン化さ
れたＤＮＡ断片を検出することが含まれる。
【００８５】
　核酸ハイブリダイゼーションによるスクリーニング法によれば、適当なプローブが利用
できるならば任意の遺伝子配列を任意の生物から分離することが可能となる。問題とする
タンパク質をコードする配列の部分に対応するオリゴヌクレオチドプローブは化学的に合
成することができ、あるいは天然の配列を断片化することにより製造することができる。
化学合成は、既知のアミノ酸配列の短いオリゴペプチド配列を必要とする。タンパク質を
コードするＤＮＡ配列は遺伝子コードから推定することができるが、コードの縮退を考慮
に入れなければならない。配列が縮退している場合、混合付加反応を行うことが可能であ
る。これは変性二本鎖ＤＮＡの不均質な混合物を使用する。そのようなスクリーニングの
ためには、ハイブリダイゼーションは好ましくは一重鎖ＤＮＡまたは変性二本鎖ＤＮＡに
ついて行う。ポリメラーゼ連鎖反応技術と組合せて使用すれば、わずかな発現産物でもク
ローン化することができる。
【００８６】
　本発明は、EspAポリペプチドをコードする核酸配列、それらを含むベクター及び宿主細
胞、及び発現方法を提供する。EspAのペプチドを単離した後、ペプチドをコードする核酸
は当分野で周知の方法によって単離することができる。これらの単離された核酸はベクタ
ーに結合することができ、発現のために適した宿主細胞に導入することができる。結合及
び核酸の細胞内での発現方法は当分野において周知である（Sambrookら、Molecular Clon
ing: Ａ Laboratory Manual,Cold Spring Harbor Laboratory，Cold Spring Harbor，New
 York，1989を参照、これは引用により本明細書の一部とする）。
【００８７】
　本明細書で使用する用語「espB」及び「eaeA」は、腸内病原性大腸菌分泌タンパク質を
コードするespA以外の遺伝子をいう。本明細書で使用するように、用語「EspB」及び「Ea
eA」は、espB及びeaeA遺伝子によってそれぞれコードされたタンパク質をいう。
【００８８】
　本発明は、EspAポリペプチドをコードするポリヌクレオチドを含むベクターを提供する
。例えば、天然のespAを有するプラスミド(pMSD2)は、espA欠損株においてEspAタンパク
質の分泌を回復させることができる。本明細書で使用する「ベクター」は、プラスミド、
ＤＮＡ及びＲＮＡウイルスベクター、バキュロウイルスベクター、酵母で使用するための
ベクター、及びその他の当業者に周知のベクターを含む。いくつかの種類のベクターは市
販されており、本発明を実施するために使用することができる。本発明の実施に有用なベ
クターの例としては、低コピーベクタ－pMW118、陽性選択自殺ベクターpCVD442、及び市
販のpBluescript II SK(+)(Stragene，La Jolla，CA)等が挙げられ広範囲なものから選択
できる。
【００８９】
　ベクターがプラスミドである場合、これは一般的にはプロモーター、シグナル配列、表
現型選択遺伝子、複製起点、及びその他の必要な成分等の当業者に知られた種々の成分を
含む。原核生物ベクターにおいて最も一般的に使用されるプロモーターとしては、lacZプ
ロモーター系、アルカリホスファターゼpho Ａプロモーター、バクテリオファージλＰＬ
プロモーター（温度感受性プロモータ一）、tacプロモーター(lacレプレッサーにより制
御されるハイブリッドtrp-lacプロモーター）、トリプトファンプロモーター、バクテリ
オファージT7プロモーター等が挙げられる。例えば、lacZプロモーターの制御下にある低
コピーベクターpMW118である。
【００９０】
　シグナル配列は典型的にはペプチドをコードする核酸の５'に直接隣接し、従って融合
タンパク質のアミノ末端において転写される。
【００９１】
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　典型的な表現型選択遺伝子は、抗生物質抵抗性を宿主細胞に与えるタンパク質をコード
するものである。例えば、アンピシリン耐性遺伝子(amp)及びテトラサイクリン耐性遺伝
子(tet)はこの目的のために容易に使用される。異なる例としては、カナマイシン耐性の
遺伝子(kan)をコードするaphA-3カセットを、カナマイシンプレート上での選択のためにE
spAポリペプチドをコードするポリヌクレオチドを含むベクターの領域にクローン化する
ことができる。
【００９２】
　EspAポリペプチドをコードするポリヌクレオチドを含む適当なベクターの構築物は、当
業者に周知の標準的な組換えＤＮＡ法を使用して製造される。結合されてベクターを生成
する、EspAポリペプチドをコードする単離されたポリヌクレオチドを開裂し、特定の順序
及び方向で結合して所望のベクターを生成する。
【００９３】
　本発明は、EspAポリペプチドをコードするポリヌクレオチドを有するベクターを含む宿
主細胞を提供する。本発明のポリヌクレオチドを使用して、発現EspAの増強された生産の
ための、形質転換またはトランスフェクトされた細胞を生産することができる。EspAは、
当業者に周知の標準的な方法によって形質転換細胞から単離することができる。タンパク
質は、例えば免疫アフィニティ精製を使用して単離することができる。
【００９４】
　EspAをコードするＤＮＡ配列は、適当な宿主細胞へのＤＮＡ導入によりin vitroで発現
することができる。「宿主細胞」は、ベクターが増殖することができ、そのＤＮＡが発現
し得る細胞である。この用語は、被検宿主細胞の任意の子孫も含む。複製の間に突然変異
が起こり得ることから、全ての子孫が親細胞に同一でない可能性があると考えられる。し
かし用語「宿主細胞」を使用する場合、そのような子孫を含むものとする。安定な導入と
は外来性ＤＮＡが宿主において連続的に維持されることを意味するが、その方法は当分野
において知られている。
【００９５】
　本発明においては、EspAポリヌクレオチド配列を組換え体発現ベクターに挿入すること
ができる。用語「組換え体発現ベクター」は、EspA遺伝子配列の挿入あるいは導入により
操作された当分野において知られたプラスミド、ウイルスまたはその他のビヒクルをいう
。そのような発現ベクターは、宿主の挿入された遺伝子配列の効率的な転写を促進するプ
ロモーター配列を含む。発現ベクターは、典型的には、複製起点、プロモーター、及び形
質転換細胞の表現型選択を可能とする特異的な遺伝子を含む。
【００９６】
　EspAをコードするポリヌクレオチド配列は、原核生物あるいは真核生物いずれにおいて
も発現させることができる。宿主としては、微生物、酵母、昆虫、哺乳動物生物等を挙げ
ることができる。真核生物あるいはウイルス配列を有するＤＮＡ配列を原核生物において
は発現させる方法は当分野において周知である。宿主中での発現及び複製が可能な生物学
的に機能的なウイルス及びプラスミドＤＮＡベクターは当分野で知られている。そのよう
なベクターを使用して本発明のＤＮＡ配列を導入する。
【００９７】
　組換えＤＮＡによる宿主細胞の形質転換は当業者に周知の慣用の方法により実施するこ
とができる。宿主が大腸菌のような原核生物の場合は、ＤＮＡを取込むことができるコン
ピテント細胞は指数増殖期の後に回収された細胞から調製することができ、その後当分野
において周知の方法を使用してCaCl2法により処理することができる。あるいは、MgCl2ま
たはRbClを使用することができる。また所望の場合、形質転換は宿主細胞のプロトプラス
トを形成した後に行うことができる。その他の例としては、三親結合を使用して、ベクタ
ーを、大腸菌、特に腸内病原性大腸菌、あるいはウサギ腸内病原性大腸菌に遺伝学的に導
入することができる。形質転換細胞は抗生物質、一般的にはテトラサイクリン(tet)また
はアンピシリン(amp)であり、ベクターにおける耐性遺伝子tetまたはampの存在によりそ
れに対して細胞が耐性にされている抗生物質上の増殖で選択される。特定の態様において
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は、細胞はカナマイシン及びスクロースに対する耐性に基づいて選択される。
【００９８】
　宿主が真核生物である場合は、リン酸カルシウム共沈、慣用の物理的手段、例えばマイ
クロインジェクション、エレクトロポレーション、リポソームに封入されたプラスミドの
挿入、あるいはウイルスベクター等のようなＤＮＡのトランスフェクション方法を使用す
ることができる。また真核細胞は、本発明のEspAをコードするＤＮＡ配列と、選択可能な
表現型をコードする第二の外来ＤＮＡ分子、例えば単純ヘルペスチミジンキナーゼ遺伝子
とで同時形質転換することもできる。また別の方法としては、真核生物ウイルスベクター
、例えばシミアンウイルス40（SV40）あるいはウシ乳頭腫ウイルスを使用して真核細胞を
一時的に感染させあるいは形質転換し、タンパク質を発現させる（例えば、Eukaryotic V
iral Vectors，Cold Spring Harbor Laboratory，Gluzman ed.，1982を参照）。
【００９９】
　本発明により得られる微生物で発現されたポリペプチドあるいはその断片の単離及び精
製は、分取クロマトグラフィー、モノクローナルまたはポリクローナル抗体を使用する免
疫学的な分離等の通常の手段により行うことができる。
【０１００】
　宿主細胞として使用し得る原核生物としては、大腸菌株ＪＭ101大腸菌Ｋ12株294（ＡＴ
ＣＣ番号31,446）、大腸菌株Ｗ3110（ＡＴＣＣ番号27,325）、大腸菌Ｘ1776（ＡＴＣＣ番
号31,537）、大腸菌ＸＬ-1Blue（Stratagene）、及び大腸菌Ｂが挙げられるが、その他の
多くの大腸菌株、例えばＨＢ101、ＮＭ522、ＮＭ538、ＮＭ539、及びその他の多くの原核
生物の種及び属も同様に使用することができる。上に挙げた大腸菌株の他に、Bacillus s
btillisのような桿菌、Salmonella trphimuniumあるいはSerratima marcesansのような他
の腸内細菌、及び種々のPseudomonas種はいずれも宿主として使用することができる。あ
る特定の態様においては、原核生物宿主細胞は腸内病原性大腸菌である。別の特定の態様
においては、原核生物宿主細胞はウサギ腸内病原性大腸菌である。
【０１０１】
　宿主細胞として使用し得る真核生物としては、ＰＳ23-6A、Ｗ301-18A、ＬＬ20、Ｄ234-
3、ＩＮＶＳＣ1、ＩＮＶＳＣ2、ＹＪＪ337のような酵母株がある。gal 1及びpEFT-1のよ
うなプロモーター及びエンハンサー配列が有用である。Vra-4も適当なエンハンサー配列
を提供する。機能的な複製起点として有用な配列としては、ars1及び2μ環状プラスミド
が挙げられる。
【０１０２】
　グラム陰性の細菌は生物の多様な群であり、トレポネーマ(Treponema)及びボレリア(Bo
rrelia)のようなスピロヘータ、シュードモナス科(Pseudomonadaceae)、レジオネラ科(Le
gionellaceae)、腸内細菌科(Enterobacteriaceae)、ビブリオ科(Vibrionaceae)、パスツ
レラ科(Pasteurellaceae)を含むグラム陰性の桿菌、ナイセリア科(Neisseriaceae)のよう
なグラム陰性球菌、嫌気性バクテロイド(Bacteroides)、及びリケッチア(Rickettsia)、
クラミジア(Chlamydia)及びマイコプラズマ(Mycoplasma)等の他のグラム陰性細菌を含む
。
【０１０３】
　グラム陰性の桿菌（棒状杆菌）は臨床医学において重要である。それらは、(1)多くの
重要な病原性の属を含む科である腸内細菌科、(2)ビブリオ、カンピロバクター(Campylob
acter)及びヘリコバクター(Helicobacter)属、(3)日和見感染生物（例えばシュードモナ
ス、フラボバクテリア(Flavobacterium)等）、及び(4)ヘモフィリス(Haemophilus)及びボ
ルデテラ(Bordetella)属を含む。グラム陰性の桿菌は、腹部臓器、腹膜及び泌尿器の感染
症、並びに気道、火傷、あるいは外傷を与えられた皮膚の二次侵入物及び宿主耐性の低下
した部位において見られる主要な生物である。現在それらは生命に危険を及ぼす菌血症の
最も多く見られる原因である。病原性グラム陰性桿菌の例としては、大腸菌（下痢、泌尿
器感染症、新生児の髄膜炎）、赤痢菌種(Shigella)（赤痢）、腸チフス菌(Salmonella ty
phi)（腸チフス熱）、ネズミチフス菌(Salmonella typhimurium)（胃腸炎）、Yersinia e



(17) JP 2010-132698 A 2010.6.17

10

20

30

40

50

nterocolitica（全腸炎）、ペスト菌(Yersinia pestis)（黒死病）、コレラ菌(Vibrio ch
olerae)（コレラ）、Campyrobacter jejuni（全腸炎）、Helicobocter jejuni（胃炎、消
化性潰瘍）、緑膿菌(Pseudomonas aeruginosa、火傷、泌尿器、気道、創傷感染及び皮膚
、眼及び耳の初感染を含む日和見感染）、インフルエンザ菌(Haemophilus influenzae)（
子供の髄膜炎、喉頭蓋炎、中耳炎、副鼻腔炎及び気管支炎）、百日咳菌(Bordetella pert
ussi)（百日咳）が挙げられる。ビブリオは運動性のグラム陰性杆菌細菌（ビブリオ科）
の属である。コレラ菌はヒトにコレラを引き起こし、ビブリオのその他の種は動物の疾患
を引き起こす。大腸菌はヒト及び温血性動物の腸に生息し、偏共性細菌叢の一部を形成す
るが、ヒト及び動物の腸疾患を引き起こす大腸菌の種類がある。そのようなものとしては
、腸内攻撃性大腸菌（EaggEC）、腸内出血性大腸菌（ＥＨＥＣ）、腸内侵襲性大腸菌（Ｅ
ＩＥＣ）、腸内病原性大腸菌（ＥＰＥＣ）及び腸内毒素産生大腸菌（ＥＰＥＣ）が挙げら
れる。尿路病原性大腸菌（ＵＰＥＣ）は泌尿器感染症を引き起こす。新生児髄膜炎大腸菌
（ＮＭＥＣ）も存在する。ヒトにおけるいくつかのものと同様の感染を動物において起こ
すものの他、動物特有の疾患があり、そのようなものとしては子ウシ敗血症、ウシ乳腺炎
、ブタ水腫疾患、家禽の気嚢疾患等がある。
【０１０４】
　ナイセリア種としては、N. cinerea、N. gonorrhoeae、N. gonorrhoeae subsp. kochii
、N. lactamica、N. meningitidis、N. polysaccharea、N. mucosa、N. sica、N. subfla
va、非糖分解性種のN. flavescens、N. caviae、N. cuniculi及びN. ovisが挙げられる。
また、Moraxella（Branhamella）catarrhalisの株はナイセリアであると考える分類学者
もいる。その他の関連する種としては、キンゲラ(Kingella)、エイケネラ(Eikenella)、
シモンシエラ(Simonsiella)、アリシエラ(Alysiella)、ＣＤＣグループＥＦ-4、ＣＤＣグ
ループＭ-5が挙げられる。ベイヨネラ(Veillonella)は、ナイセリアの嫌気性の対応物で
あるグラム陰性球菌である。これらの非運動性ディプロコッカスは、正常な口腔細菌叢の
一部である。
【０１０５】
　グラム陰性の好気性球菌群の病原性細菌は、ナイセリア、モラクセラ(Moraxella)(ブラ
ンハメラ(Branhamella))及びアシネトバクター(Acinetobacter)を含む。ナイセリア属は
、二種の重要なヒト病原体、淋菌(Neisseria gonorrhoeae（尿道炎、子宮頸部管炎、卵管
炎、直腸炎、咽頭炎、結膜炎、咽頭炎、骨盤内炎症性疾患、関節炎、散在性疾患）、及び
髄膜炎菌(Neisseria meningitides)（髄膜炎、敗血症、肺炎、関節炎、尿道炎）を含む。
以前には無害であると考えられていたその他のグラム陰性の好気性球菌として、モラクセ
ラ（ブランハメラ）カタラーリス(Moraxella(Branhamella catarrhalis)（慢性の肺疾患
を有する患者の気管支炎及び気管支肺炎、副鼻腔炎、中耳炎）があり、これは最近ヒト感
染症によく見られる原因であることが示された。
【０１０６】
　また本発明のEspAポリペプチドは、免疫反応性である、すなわちEspAポリペプチドのエ
ピトープに結合する抗体を生産するために使用することができる。種々のエピトープ特異
性を有するプールされたモノクローナル抗体から実質的になる抗体、及び特定のモノクロ
ーナル抗体調製物が得られる。モノクローナル抗体は、当分野で周知の方法によりタンパ
ク質の断片を含む抗原から製造される(Kohlerら、Nature,256:495，1975;Current Protoc
ols in Molecular Biology,Ausubelら、ed.，1989)。
【０１０７】
　本発明において使用する用語「抗体」は、その天然の無傷の分子及び、Fab、Fab'、F(a
b')2及びFvのようなエピトープに結合することができるその断片を含む。これらの抗体フ
ラグメントは、選択的にその抗原または受容体に結合する何らかの能力を保持し、以下の
ように定義される。
【０１０８】
（１）Fabは、抗体分子の一価の抗原結合断片を含む断片であり、抗体全体を酵素パパイ
ンで消化して無傷の軽鎖と重鎖の一部を得ることにより製造することができる。
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【０１０９】
（２）Fab'は、抗体分子の断片であり、抗体全体をペプシンで消化し、その後還元して無
傷の軽鎖と重鎖の一部を得ることにより製造することができる。抗体分子あたり２つのFa
b'断片が得られる。
【０１１０】
（３）(Fab')2は抗体の断片であり、抗体全体を酵素ペプシンで消化し、その後還元しな
いことにより得られる。F(ab')2は2つのジスルフィド結合により一体に保持されているFa
b'断片のダイマーである。
【０１１１】
（４）Fvは、遺伝子工学により製造され、二本の鎖として発現された、軽鎖の可変領域及
び重鎖の可変領域を含む断片として定義される。
【０１１２】
（５）単鎖抗体は、遺伝子工学により製造され、適当なペプチドリンカーにより遺伝子的
に一本鎖分子に融合された、軽鎖の可変領域及び重鎖の可変領域を含む分子として定義さ
れる。
【０１１３】
　これらの断片を製造する方法は、当分野において知られている(例えば、Harlow及びLan
e，Antibodies: A Laboratory Manual,Cold Spring Harbor Laboratory，New York(最新
版)を参照、これは引用により本明細書の一部とする)。
【０１１４】
　エピトープは、抗体のパラトープが結合する、抗原上の任意の抗原決定基である。エピ
トープは通常アミノ酸あるいは糖側鎖のような分子の化学的に活性な表面での集まりから
なり、通常特異的な三次元構造の特性、及び特異的な電荷特性を有する。
【０１１５】
　必要な場合は、ポリクローナルまたはモノクローナル抗体は、例えば、そのペプチドま
たはその抗体を生成したペプチドが結合されたマトリックスに結合させ、溶出することに
よりさらに精製することができる。当業者であれば、ポリクローナル抗体及びモノクロー
ナル抗体の精製及び／または濃縮のための免疫学の分野における通常の手段を理解するで
あろう（例えばColiganら、Unit 9，Current Protocols in Immunology，Wiley Intersci
ence，最新版を参照、これは引用により本明細書の一部とする）。
【０１１６】
　本発明はまた、espA特異的ヌクレオチドプローブまたは抗EspA抗体を設計する際に使用
するためのペプチドエピトープを提供する。このようなプローブあるいは抗体は、限定す
るものではないが、グラム陰性細菌からのポリペプチドあるいはポリヌクレオチド等のそ
の他の病原体の毒性に関与し得るタンパク質あるいは遺伝子を同定するために使用するこ
とができる。
【０１１７】
　ポリクローナル及びモノクローナル抗体、キメラ抗体、単鎖抗体等を含む本発明の抗体
は、本発明のEspAタンパク質、ペプチドあるいはヌクレオチド配列あるいはその断片に高
い免疫特異性で結合する能力を有する。これらの抗体は、非標識でもよく適当に標識して
もよい。本発明の抗体は、例えばEspAのアフィニティ精製のために使用することができる
。本発明の抗体は、細胞、組織サンプル、サンプル調製物、あるいは液体中のこれらのタ
ンパク質またはペプチドの定性的または定量的な検出のための公知の免疫学的な方法に使
用できる。本発明の抗体は、前記ヌクレオチド配列またはその部分の定性的または定量的
な検出のための公知の免疫学的な方法に使用することができる。
【０１１８】
　本発明は、サンプル中のEspAポリペプチドを検出するための方法を提供し、該方法は、
被検体からのサンプルをEspAポリペプチドに対する抗体と接触させ、EspAポリペプチドに
対する抗体の結合を検出することを含む。結合は、サンプル中のEspAポリペプチドの存在
を示す。本明細書で使用する用語「サンプル」は、哺乳動物またはヒト被験者あるいはそ
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の他の動物に由来する物質を含む。そのようなサンプルは、限定するものではないが毛、
皮膚サンプル、組織サンプル、培養細胞、培養細胞培地、及び体液を含む。例えば、EspA
ポリペプチドは、HeLa細胞（例えば、ヒトの）培養物中で検出することができる。
【０１１９】
　本明細書で使用する用語「組織」は、ヒトまたはその他の動物から得られた結合した細
胞の塊（例えば、ＣＮＳ組織、神経組織あるいは眼組織）をいうものであり、細胞に伴う
結合物質及び液体物質を含む。例えば、ウサギ腸内病原性大腸菌は、ウサギの胃、盲腸及
び結腸において見られる。本明細書で使用する用語「体液」はヒトまたはその他の動物か
ら得た液体物質をいう。そのような体液としては、限定するものではないが、血液、血漿
、血清、血清誘導物、胆汁、粘液、唾液、汗、羊水、腰部または脳室脳脊髄液（ＣＳＦ）
のようなＣＳＦが挙げられる。
【０１２０】
　本明細書で使用する用語「サンプル」は、単離されたポリペプチドを含む溶液、ポリペ
プチドが分泌された媒体、及びEspAポリペプチドを生産する宿主細胞を含む媒体も含む。
例えばサンプルは、ＳＤＳ-ＰＡＧＥによって分離され、ウェスタン免疫ブロット分析の
ためにニトロセルロースへ移されるタンパク質サンプルとすることができる。反応を得る
ために必要なサンプルの量は当業者により標準的な実験技術で決定することができる。サ
ンプルの最適な量は、連続希釈法によって決定することができる。
【０１２１】
　ある態様においては、サンプル中のEspAポリペプチドの存在が、腸内病原性大腸菌によ
る感染を示す。別の態様においては、サンプル中のEspAポリペプチドの存在が、腸内出血
性大腸菌による感染を示す。
【０１２２】
　本発明のタンパク質、タンパク質断片及び合成ペプチドには、予後、治療、診断あるい
はドラッグデザインの用途等の多数の用途が意図されるものである。本発明のタンパク質
、タンパク質断片及び合成ペプチドは、本発明のタンパク質に対する特異的な免疫反応性
を有するモノクローナル及びポリクローナル抗体の調製のための基礎を提供する。ある態
様においては、本発明は、請求項1のポリペプチドを宿主に投与し、宿主においてEspAポ
リペプチドに対する防御免疫応答を誘発することによる、EspA-生産大腸菌により引き起
こされる疾患に感受性を有する宿主を免疫化する方法を提供する。これにより、EspA生産
生物による宿主の感染が防がれる。より特異的な態様においては、EspA生産生物は大腸菌
株である。さらに特異的な態様においては、大腸菌株は腸内病原性あるいは腸内出血性大
腸菌のいずれかである。
【０１２３】
　別の態様においては、本発明は、宿主をEspAポリペプチドで免疫化し、宿主においてEs
pAポリペプチドに対する免疫反応を誘発することによる、EspA生産生物に起因する疾患を
緩和する方法を提供する。より特異的な態様においては、EspA生産生物は大腸菌株である
。さらに特異的な態様においては、大腸菌株は腸内病原性あるいは腸内出血性大腸菌のい
ずれかである。本発明は、espAポリヌクレオチドを含むことが疑われるサンプルをespAポ
リヌクレオチドとハイブリダイズする核酸プローブと接触させ、プローブのespAポリヌク
レオチドとのハイブリダイゼーションを検出することによる、サンプル中のespAポリヌク
レオチドを検出するための方法を提供する。ハイブリダイゼーションの検出は、サンプル
中のespAポリヌクレオチドを示す。
【０１２４】
　別の態様においては、本発明は変異させたespA遺伝子を有する生物を提供する。espA遺
伝子を変異させられていてもよい好ましい生物としては、限定するものではないが細菌が
挙げられる。espA遺伝子を変異させられていてもよい細菌としては大腸菌が挙げられる。
espA遺伝子を変異させられていてもよい大腸菌としては腸内病原性及び腸内出血性大腸菌
が挙げられる。
【０１２５】
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　本発明は、EspAポリペプチドをコードするポリヌクレオチドに選択可能なマーカーをコ
ードする核酸を挿入することを含む、espAポリヌクレオチドを生産するための組換え方法
を提供する。得られるポリヌクレオチドは、選択可能なマーカーを含む組換え体EspAポリ
ペプチドをコードする。例えば、選択可能なマーカーは、単純ヘルペスウイルス（ＨＳＶ
）標識であってもよく、これに対する抗体は市販されている。
【０１２６】
　本発明は、EspAポリペプチドをコードするポリヌクレオチドを含む宿主細胞をEspAポリ
ペプチドの発現と分泌を可能とする条件下で増殖させ、ポリペプチドを単離することによ
る、EspAポリペプチドを生産するための組換え方法を提供する。ポリペプチド及びペプチ
ドを組換えにより生産する方法は本発明の範囲内にあるものである。本明細書で使用する
用語「発現と分泌を可能とする条件」は、核酸が転写され、翻訳され、そのように生産さ
れたポリペプチドを単離するのに適した条件をいう。生産されたポリペプチドは、培地に
分泌されるタンパク質であり得る。培地は、微生物の増殖が起こり得るか、あるいは微生
物が生存し得る液体、物質あるいは生物を含む。そのような環境は、例えば動物組織ある
いは体液、水、及びその他の液体、食品、食品製品あるいは食品抽出物、ある種の無生物
物質とすることができる。例えば、微生物はLuria-Bertani(ＬＢ)培地において増殖し得
る。環境が微生物の増殖を促進することは必要でなく、その生存を可能とするだけでよい
。
【０１２７】
　本発明は、選択可能なマーカーをコードするポリヌクレオチドを細菌III型分泌系を有
する細菌に導入し、細菌の増殖と前記ポリヌクレオチドによってコードされたポリペプチ
ドの分泌を可能とする条件下で細菌を増殖させ、細菌III型分泌系を阻害する可能性があ
る化合物を細菌と接触させ、ポリペプチドの発現を誘発し、ポリペプチドの分泌を検出す
ることによる、細菌III型分泌系を阻害する化合物を同定する方法を提供する。この方法
の実施において、分泌が見られないことは細菌III型分泌系の阻害を示す。本発明におい
て使用する用語「III型分泌」及び「III型分泌」経路は、細胞膜を横切って分子を排出す
る特別な機構をいう。細胞膜を横切って分子を排出することは、毒性因子をそれらが宿主
細胞成分と相互に作用することができる表面に移動させるのに必須の過程である。III型
分泌経路は、エネルギー源としてアデノシン三リン酸（ＡＴＰ）を使用する。III型分泌
経路は、鞭毛及び線状ファージ組立て遺伝子に相同であるが、グラム陰性菌に見られる他
の分泌経路とは異なる。これはいずれの哺乳動物の経路にも似ていない。これは常に疾患
の生成と関連する。III型分泌経路によって分泌される毒性因子は病原体の間で変化する
が、III型分泌機構の成分は少なくともサルモネラ菌、赤痢菌及びエルシニア(Yersinia)
の間で互換性がある。
【０１２８】
　さらに本発明のポリペプチドあるいはヌクレオチド配列は、それらと相互作用し（例え
ば結合する）、それらの生物活性に影響を及ぼす化合物あるいは組成物を同定するために
使用することができる。そのような効果には、EspA活性あるいは分泌の阻害あるいは刺激
作用が含まれる。
【０１２９】
　本発明は、EspAポリペプチドをコードするポリヌクレオチドにおいて変異を生成し、選
択可能なマーカーをコードする核酸配列をその変異の部位に挿入し、変異させたespAポリ
ヌクレオチドを生物の染色体espA遺伝子に導入して染色体espA遺伝子に変異を生成し、変
異を有する生物を選択することによる、非病原性生物を生産するための方法を提供する。
本明細書で使用する用語「変異」は遺伝子のヌクレオチド配列、特にEspAポリペプチドを
コードするポリヌクレオチドにおける変化をいう。変異は、異なるアミノ酸配列を有する
EspAポリペプチドを生成する変異、ミスセンス変異（フレームシフト変異を含む）、ナン
センス変異（ノックアウト変異を含む）、及びEspAポリペプチドの部分を含む融合タンパ
ク質を生成する組換え遺伝子技術を含む。ある態様においては、選択可能なマーカーをコ
ードする核酸配列は、カナマイシンに対する耐性をコードする。例えば、カナマイシン耐
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性遺伝子(kan)をコードするaphA-3カセットを、EspAポリペプチドをコードするポリヌク
レオチドにクローン化し、変異させられたespAポリヌクレオチドをカナマイシンプレート
上で選択してノックアウト変異を生成することができる。
【０１３０】
　本発明を実施するのに好ましい生物としては、限定するものではないが細菌が挙げられ
る。別の態様においては、EspAポリペプチドをコードするポリヌクレオチドにおいて変異
を生成するために使用する生物は大腸菌である。形質転換することができる大腸菌として
は、腸内病原性及び腸内出血性大腸菌が挙げられる。
【０１３１】
　本発明は、Eaeポリペプチドを発現するespA-欠損変異体生物及びEspAポリペプチドを発
現するeaeA-欠損変異体生物の両方を宿主細胞に加え、細菌を宿主細胞に結合させ、これ
により細胞中のチロシンキナーゼ活性を活性化することによる、宿主細胞におけるチロシ
ンキナーゼ活性を活性化する方法を提供する。ある態様においては、細胞中の宿主細胞チ
ロシンキナーゼ活性の活性化が90キロダルトン宿主膜タンパク質、Hp90のチロシンリン酸
化を引き起こし、細胞内のイノシトールホスフェート(IP3)及びカルシウムを流動化させ
る。例えば、eaeA変異体とespA変異体の2つの変異体株をHeLa細胞に同時に感染させるの
に使用する場合、侵入のためにeaeA変異体を使用してespA変異体を補完することができる
。このように本発明は、細胞生物学により病原を研究するのに有用な科学的方法を提供す
る。
【０１３２】
　本発明は、本発明の一種以上の抗体を含むキット並びにヌクレオチドをベースとするキ
ットを包含する。ある態様においては、前記キットはEspAポリペプチドの検出に有用であ
り、EspAポリペプチドに結合する抗体を含む容器を密に封入した状態で受容するための区
画化されたキャリアー手段である。本明細書で使用する「容器手段」は、バイアル、管等
を含み、各容器手段は前記方法において使用される別々の要素の一つを含む。ある態様に
おいては、EspAポリペプチドに結合する抗体は検出可能なように標識される。より特異的
な態様においては、標識は放射性同位元素、生物発光性化合物、化学発光性化合物、螢光
性化合物、金属キレート及び酵素からなる群から選択される。
【０１３３】
　別の態様においては、前記キットはespAポリヌクレオチドの検出に有用であり、espAポ
リヌクレオチドにハイブリダイズする核酸プローブを含む容器を密に封入した状態で受容
するための区画化されたキャリアー手段である。ある態様においては、espAポリヌクレオ
チドにハイブリダイズする核酸プローブは検出可能なように標識される。より特異的な態
様においては、標識は放射性同位元素、生物発光性化合物、化学発光性化合物、螢光性化
合物、金属キレート及び酵素からなる群から選択される。
【０１３４】
　EspAは分泌タンパク質であるので、これはその他のペプチド及びタンパク質をクローン
化して発現するための融合相手として有用である。例えば、対象のタンパク質に融合され
たEspAは、例えば大腸菌のような宿主細胞において組換えにより製造され、融合タンパク
質は形質転換された宿主が増殖する培養培地中に分泌される。融合タンパク質を抗EspA抗
体により分離し、その後対象のペプチドまたはタンパク質からEspAを切断することができ
る。ELISAあるいはその他の免疫アフィニティ法をEspA融合タンパク質を同定するのに使
用することができる。本発明は、対象となるポリペプチドまたはペプチドをコードするポ
リヌクレオチドに作動可能なように結合したEspAをコードするポリヌクレオチドを含む宿
主細胞を、融合ポリペプチドの発現及び分泌を可能とする条件下に増殖させ、融合ポリペ
プチドを単離することを含む、EspA融合タンパク質を生産する方法を提供する。用語「作
動可能なように連結又は結合した」は、融合タンパク質の場合、プロモーター配列及びプ
ロモーター核酸配列によって制御された1以上の構造遺伝子の間の機能的な結合をいう。
作動可能なように結合されたプロモーターは、構造遺伝子によりコードされたポリペプチ
ド（例えば融合タンパク質）の発現を調節する。
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【０１３５】
（実施例）
　以下の実施例は、本発明を説明するためのものであり、限定することを意図するもので
はない。これらは典型的に使用され得るものであるが、当業者に周知の別の方法を使用し
てもよい。
【実施例１】
【０１３６】
腸内病原性大腸菌espA遺伝子のＤＮＡ配列分析
　この実施例の目的は、腸内病原性大腸菌の接着及び展退活性を担う遺伝子であるespAを
特性化することである。espA遺伝子は、25キロダルトンの分泌タンパク質をコードし、腸
内病原性大腸菌ゲノム上の、密着に必要な二つの遺伝子座であるeaeAとespBとの間の腸内
細胞展退の遺伝子座に位置している。
【０１３７】
　腸内病原性大腸菌のeaeAとespBとの間の腸内細胞展退の遺伝子座のＤＮＡ配列を決定し
た。ＤＮＡ配列決定は以下のように行った。eaeA内からespBの上流（5'）にわたる腸内細
胞展退の遺伝子座のSalI-BglIIＤＮＡ断片を市販のプラスミドpBluescriptにクローン化
してプラスミドpLCL109を形成した。プラスミドpLCL109のeaeB遺伝子に近い末端から、一
連のネスティッドＤＮＡ欠失を形成した。これらのプラスミドpLCL109のＤＮＡ欠失を鋳
型として用い、必要に応じて合成されたオリゴヌクレオチドプライマー[a-35Ｓ]dATP、及
びSequenase酵素を用いてＤＮＡの両鎖のヌクレオチド配列を決定した。ＤＮＡ配列デー
タは、University of WisconsinのGenetics Computer Groupが開発したソフトウェアパッ
ケージで分析した。
【０１３８】
　ＤＮＡ配列の分析により三つのオープンリーディングフレームが判明した。第二のオー
プンリーディングフレーム（espA）の5'末端におけるＤＮＡ配列により予測されるアミノ
酸配列は、腸内病原性大腸菌により分泌されるＭRが約２５キロダルトンのタンパク質の
アミノ末端配列と同一であった。ＴＦＡＳＴＡを用いたGenBankデータベースの検索では
類似した配列のタンパク質は検出されなかった。従ってespA遺伝子は分泌腸内病原性大腸
菌タンパク質をコードする。
【０１３９】
　espAがコードするタンパク質全体の予測分子量は20,468ダルトンである（図1）。報告
された分泌産物のアミノ末端の前にリーダー配列は存在していない。強いコンセンサスリ
ボゾーム結合部位は、開始コドンの前の7ヌクレオチドで終了している。アミノ末端にお
ける最初の19残基の11の残基は、セリンまたはスレオニンと予測された。
【実施例２】
【０１４０】
プラスミド上及び染色体上のespA遺伝子における変異の形成
　この実施例の目的は、生物の染色体上のespA遺伝子に変異を形成することであった。ま
た、この実施例の目的はプラスミド上のespA遺伝子に変異を形成することであった。その
後このプラスミドを用いて、他の生物のespA遺伝子の変異を生成することができる。espA
遺伝子における非極性変異を含むプラスミドを構築した。さらに、その染色体espA遺伝子
における非極性変異を含む変異体細菌株を生成した。
【０１４１】
　非極性変異を有するespA遺伝子を図２に示す。ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）を用い
て制限部位とともに欠失を生成し、これによりカナマイシンに対する耐性をコードするap
hA-3カセットを、削除した領域にクローン化することができるようにした。このaphA-3カ
セットに先行して（5'）、三つの全てのリーディングフレームに翻訳停止コドンがあり、
その直後に（3'）コンセンサスリボゾーム結合部位及び開始コドンがある。espA遺伝子へ
の挿入は、espAの3'末端のリーディングフレームを保持し、従って下流の（3'）遺伝子の
転写及び翻訳には影響を及ぼさないように形成した。ＤＮＡ配列決定により変異のリーデ
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ィングフレームを確認した。
【０１４２】
　プラスミド上のespA遺伝子における非極性変異の構築は以下のようなポリメラーゼ連鎖
反応により行った。ＰＣＲ鋳型は、pBluescriptにクローン化されたpLCL109のClaI-BglII
断片を含むプラスミドpLCL114とした。Donne-99を有するユニバーサルプライマー及びDon
ne-100を有するリバースプライマーの2対のプライマーを用いた。オリゴヌクレオチドDon
ne-99及びDonne-100はそれぞれ、SalI-BglII断片の4157番目から4140番目のヌクレオチド
、及び4297番目から4324番目のヌクレオチドである。クローニングのためにNruI制限部位
をDonne-99及びDonne-100の双方の5'末端に形成した。オリゴヌクレオチドは、Baltimore
のUniversity of MarylandのBiopolymer Laboratoryで構築した。ＰＣＲは、ミニサイク
ラー（minicyler）内の50μＬのサンプルで行った。ＰＣＲ反応は、94℃で1分間のＤＮＡ
変性、55℃で２分間のプライマーのアニーリング、及び72℃で3分間のポリヌクレオチド
の伸長の30サイクルとした。増幅された二つの得られた増幅断片をそれぞれ市販のプラス
ミドpCRscriptにクローン化してpLCL119及びpLCL120を生成した。次いでpLCL120のインサ
ートを、SalI及びNruIを用いてpLCL119にクローン化し、所望の欠失を含むpLCL121を形成
した。次いで、SmaI部位が隣接する850bpのaphA-3カナマイシン耐性カセットをpLCL121の
NruI部位に挿入した。
【０１４３】
　変異されたespA対立遺伝子を陽性選択自殺ベクターpCVD442にクローン化し、対立遺伝
子交換により野生型腸内病原性大腸菌株E2348/69に導入した。espA変異体細菌株を以下の
ように構築した。中断espA遺伝子を含むaphA-3カナマイシン耐性を有するプラスミドから
のSalI-SacI断片を、三親結合により、または1.8ｋＶに設定された大腸菌パルサーを用い
る0.1ｃｍキュベットでのエレクトロポレーションによりＤＨ5αpir中の陽性選択自殺ベ
クターpCVD442にクローン化してE2348/69に導入した。
【０１４４】
　espA変異体を改変ＬＢカナマイシンプレート上で選択した。得られた腸内病原性大腸菌
変異体株ＵＭＤ872は、スクロース及びカナマイシンに対する耐性を有し、アンピシリン
に対する感受性を有していた。変異に隣接する二つのプライマーDonne-52及びDonne-73を
用いたＰＣＲ増幅によりespA変異が形成されたことを確認した。細菌は50％ＬＢブロス/5
0％グリセロール（v/v）において-70℃で貯蔵し、クロラムフェニコール（20μｇ/ml）、
アンピシリン（200μｇ/ml）、ナリジクス酸（50μｇ/ml）、またはカナマイシン（50μ
ｇ/ml）を必要に応じて添加したＬＢアガープレート上またはＬＢブロスで増殖させた。
【実施例３】
【０１４５】
腸内病原性大腸菌espA遺伝子の破壊によりEspAタンパク質の分泌が消滅する
　この実施例の目的は、espA遺伝子によりコードされるタンパク質を同定することであっ
た。EspAタンパク質のアミノ末端配列データを比較すると、翻訳されたespA遺伝子の配列
と一致していた。この結果を確認するため、espA欠失変異体ＵＭＤ872を放射標識した組
織培養培地中で増殖させた。espA遺伝子の欠失により25キロダルトンの放射標識した分泌
タンパク質が消滅する。この結果を、分泌されたEspAタンパク質と反応する抗ＥＰＥＣ抗
血清を用いた免疫沈降により確認した。抗ＥＰＥＣ抗血清を用いたウェスタン分析により
25キロダルトンの分泌タンパク質がないことが示された。espA欠損株を無傷のespAを含む
プラスミド（pMSD2）で形質転換すると、EspAタンパク質の分泌が回復した。このプラス
ミドがコードするEspAタンパク質の細菌による産生が増加することにより、III型分泌経
路による他のタンパク質の分泌が減少した。
【実施例４】
【０１４６】
腸内病原性大腸菌EspAは培養上皮細胞の侵入に必要である
　この実施例の目的は、腸内病原性大腸菌EspAタンパク質が上皮細胞侵入に関与している
かどうかを調べることであった。EspAタンパク質は、宿主細胞のシグナル伝達経路及び宿
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主の侵入を誘発するのに必要である。
【０１４７】
　上皮癌細胞（HeLa）の単層に、親野生型またはespA変異体腸内病原性大腸菌株を3時間
感染させた。接着性及び細胞内の（即ち、侵入性）腸内病原性大腸菌の数を測定した。He
La細胞に対して接着性の細菌の絶対数は、変異体腸内病原性大腸菌株と親の腸内病原性大
腸菌株との間の増殖速度の相違によって、菌株間で異なっていた。espA変異体株ＵＭＤ87
2は上皮細胞に効率的に接着するが、侵入性は欠いている。しかし、espA遺伝子が無傷のe
spA遺伝子をコードするプラスミドpMSD2によって遺伝子的に補完されると、ＵＭＤ872は
野生型のものに近いレベルでHeLa単層に侵入した。
【０１４８】
　espA、espB、及びeaeAの何れかにおける変異を含む細菌株の侵入を欠く挙動が、トラン
スに相互に遺伝子的に補完し合ってその後の侵入を媒介することができたのかどうかを判
定するために、HeLa単層の同時感染実験を行った。eaeA細菌変異体株はシグナル発生を活
性化させるが、密着を欠いている。eaeA変異体株により媒介されたシグナル発生により、
espB欠損株が上皮細胞に入ることが可能となるが、逆は不可能である。これら二つの変異
体株を用いてHeLa細胞を同時感染させた場合、eaeA変異体はespA変異体の侵入性を補完し
たが、eaeA変異体株の侵入の増加はみられなかった。実際に、より接着性の高いeaeA変異
体によって誘導されたシグナル発生により、espA変異体の取り込みが増加する。espA及び
espB欠失菌株の同時感染では、何れの菌株の侵入も増加せず、espA及びespBが互いに補完
しないことを示している。
【０１４９】
　同時感染実験により、espBのようにespA変異体の挙動はeaeAによって補完されるがその
逆はないことが示された。実際、より接着性の高いeaeA変異体により生成されるシグナル
発生によりインチミン発現espA変異体の取り込みが増加する。これに対して、espA及びes
pB変異体菌株の何れもが相互に補完できず、これは両タンパク質が上皮シグナル発生の誘
発における同じ段階で一緒に作用し得ることを意味している。
【実施例５】
【０１５０】
EspAは上皮細胞でシグナル伝達事象を誘発するのに必須である
　この実施例の目的は、上皮細胞においてシグナル伝達事象を誘発するためにEspAが必須
であるかどうかを判定することであった。腸内病原性大腸菌は、宿主細胞の90キロダルト
ンの膜タンパク質のチロシンリン酸化、及びその後の接着細菌下のリン酸化タンパク質、
アクチン、及びその他の細胞骨格成分の蓄積を誘導する。侵入性を欠いたespA変異体の、
哺乳類細胞におけるこの二つのシグナル発生事象を誘導する能力を調べた。野生型腸内病
原性大腸菌とは異なり、espA変異体株ＵＭＤ872は宿主Hp90のリン酸化を誘導することが
できなかった。このリン酸化事象を誘導する能力は、EspAタンパク質をコードするプラス
ミド（pMSD2）によって回復した。
【０１５１】
　接着及び侵入のアッセイは以下のように行った。ＤＭＥＭ中で増殖させた105のHeLa細
胞に様々な腸内病原性大腸菌株（感染多重度1:100）を3時間感染させた。HeLa細胞は、10
％（v/v）胎児ウシ血清を補充したダルベッコ最小イーグル培地（ＤＭＥＭ）中で、5％Ｃ
Ｏ2とともに37℃で増殖させた。単層をリン酸緩衝食塩水で3回洗浄した後、リン酸緩衝食
塩水中の1％Triron(v/v)に溶解し、ＬＢアガープレート上に連続希釈により塗布した。侵
入アッセイのために、洗浄した単層をゲンタマイシン（100μｇ/ml）と1時間インキュベ
ートして外部の細菌を死滅させ、その後洗浄して溶解し、平板培養した。
【０１５２】
　HeLa細胞単層に野生型または変異体腸内病原性大腸菌株を3時間感染させた。そしてHeL
a細胞の上皮Triron Ｘ-100可溶性及び不溶性タンパク質を単離した。タンパク質のサンプ
ルをＳＤＳ-ＰＡＧＥで分離し、ニトロセルロースに移し、抗ホスホチロシン特異抗体を
プローブとして検索した。
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【０１５３】
　腸内病原性大腸菌の分泌タンパク質及びHeLa細胞のタンパク質の単離は以下のように行
った。組織培養プレートに106のHeLa細胞を一晩播種した。感染の前に、この培地をＤＭ
ＥＭからメチオニン／システイン含有シクロヘキシミド（100μｇ/ml）を除去したものに
置換した。HeLa細胞は10％(v/v)胎児ウシ血清を補充したＤＭＥＭ中で、5％ＣＯ2ととも
に37℃で増殖させた。腸内病原性大腸菌を添加し（感染多重度100:1）、5％ＣＯ2インキ
ュベーター中で37℃で2.5時間インキュベートし、その後30分かけて200μｇ/mlの35Ｓシ
ステイン／メチオニンを添加した。培養上清を除去し、遠心分離（18,000xｇ、10分間）
によって細菌をペレット化した。上清の分泌されたタンパク質を氷冷トリクロロ酢酸（10
％ v/v）を添加することにより沈降させ、氷上で60分間インキュベートした。タンパク質
は、上述のように遠心分離によってペレット化し、Laemelliサンプル緩衝液に再懸濁した
。サンプルを12％ＳＤＳ-ＰＡＧＥによって分離し、タンパク質のプロフィールをオート
ラジオグラフィーによって調べるか、あるいはニトロセルロースに移して抗ＥＰＥＣ抗体
をプローブとして検索した。
【０１５４】
　全ての腸内病原性大腸菌株は、不溶性画分においてチロシンリン酸化85キロダルトンタ
ンパク質Ep85を示し、単層上の腸内病原性大腸菌株の存在が確認された。
【０１５５】
　Helaホスホチロシンタンパク質は以下のように分析した。感染されたHeLa単層を氷冷リ
ン酸緩衝食塩水で3回洗浄し、その後タンパク質分解酵素阻害剤の存在下で、1％Triron 
Ｘ-100に溶解した。Triron不溶性及び可溶性画分を単離し、Laemelliサンプル緩衝液に再
懸濁し、抗ホスホチロシン抗体を用いたウェスタンブロット分析によりホスホチロシンタ
ンパク質の存在を分析した。
【０１５６】
　感染されたHeLa細胞を、蛍光性標識した抗ホスホチロシン抗体またはローダミン－ファ
ロジンを用いた免疫蛍光顕微鏡検査で調べると、野生型の親腸内病原性大腸菌とは異なり
、espA変異体はチロシンリン酸化タンパク質あるいは細胞骨格アクチンを接着微小コロニ
ーの下に蓄積しないことがわかった。しかし、ホスホチロシン及びアクチンの蓄積は、プ
ラスミドpMSD2上にespA遺伝子を有する株を用いることにより回復することができた。
【０１５７】
　免疫蛍光顕微鏡検査は以下のように行った。円形のガラスカバースリップ上に播種した
HeLa細胞に腸内病原性大腸菌または変異体株を3時間感染させた。単層を洗浄して2.5％パ
ラホルムアルデヒド中で固定し、次いで糸状アクチンを（ファロジン－ローダミンを用い
て）染色するか、あるいは適当なフルオレセイン結合二次抗体を用いる抗ホスホチロシン
抗体を用いて染色した。
【実施例６】
【０１５８】
ウサギ腸内病原性大腸菌（ＲＤＥＣ-１）が分泌した毒性タンパク質EspA及びEspBの特性
化
　この実施例の目的は、ウサギ腸内病原性大腸菌（ＲＤＥＣ-１）におけるEspA及びEspB
の構造を調べることであった。espA及びespB遺伝子をクローン化し、その配列を腸内病原
性大腸菌（ＥＰＥＣ）のものと比較した。EspAタンパク質は、ある程度の類似性（88.5％
同一）を示した。EspBタンパク質は内部領域において不均質（69.8％同一）であったが、
腸内出血性大腸菌（ＥＨＥＣ）の一つの株と同一であった。
【０１５９】
　espA及びespB遺伝子のクローン化及び配列分析は以下のように行った。ＲＤＥＣ-1 esp
A及びespBをコードするＤＮＡ断片を、刊行物に記載された腸内病原性大腸菌の配列に由
来するプライマーを用いてＲＤＥＣ-1の染色体ＤＮＡからＰＣＲによって得た。Vent Ｄ
ＮＡポリメラーゼをＰＣＲに用いてＲＤＥＣ-1及び腸内病原性大腸菌株に由来する染色体
ＤＮＡを増幅した。ＰＣＲ反応は、94℃で1分間の変性、55℃で1分間のアニーリング、及
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び72℃で２分間の伸長の30サイクルにより行った。得られた4.3kbpの生成物を、市販のプ
ラスミドpBluescriptに結合し、両鎖を配列決定した。ＤＮＡ配列決定は以下のように行
った。espA及びespB遺伝子をコードする4.3kbpのＤＮＡ断片を、プライマーＡＡ01(+)及
びＭＳ11(-)、及びＤＮＡ鋳型としてＲＤＥＣ-1染色体ＤＮＡを用いるＰＣＲによって増
幅した。得られた平滑末端断片を、SalIで消化し、市販のプラスミドpBluescript-II SK(
+)のSalI-SmaI部位にクローン化した。ＲＤＥＣ-1 espAのＤＮＡ配列及び両鎖については
、市販のTaq DyeDeoxyキットを用いて行った（図3）。
【０１６０】
　このクローン化領域において二つのオープンリーディングフレームが見出され、これら
のＤＮＡ配列は腸内病原性大腸菌espA及びespBに類似していた。ＲＤＥＣ-1 EspA（192ア
ミノ酸）の予測分子量は23,533ダルトンであり、ＲＤＥＣ-1 EspB（314アミノ酸）は33,2
19ダルトンであった。ＲＤＥＣ-1 EspAは、腸内病原性大腸菌とある程度類似しており、8
8.5％の同一性を有していた（図4A及び図4B）。
【０１６１】
　予測できなかった結果は、ＲＤＥＣ-1 EspBタンパク質が、子ウシから最初に単離され
、溶血性尿毒症症候群の患者からも単離された、最近報告された腸内出血性大腸菌株413/
89-1血清型026由来のEspBと、位置12（ＴからＣに変化）及び位置729の塩基対（ＧからＴ
）の二つのヌクレオチドの相違があったものの同一であったことである。さらに、ＲＤＥ
Ｃ-1 EspBは、腸内出血性大腸菌血清型0157及び腸内病原性大腸菌株のものとそれぞれ70.
3％及び69.8％の同一性を示した。腸内病原性大腸菌配列と比較すると、ＲＤＥＣ-1と腸
内出血性大腸菌（血清型026及び0157）EspBには同じ位置に小さな配列の欠失が見られた
（図4A～D）。
【０１６２】
　これらの結果は、ＲＤＥＣ-1がespA及びespB遺伝子をコードしていること、予測EspAポ
リペプチドがＲＤＥＣ-1及び腸内病原性大腸菌において高度に保存されていることを示し
ている。しかしEspBは、腸内病原性大腸菌より腸内出血性大腸菌により類似している。es
pAから下流（3'）のオープンリーディングフレームは、EspB分泌を調節し、宿主シグナル
伝達経路を誘発するのに必要な分泌タンパク質である腸内病原性大腸菌EspDに対する類似
性を示した（ＥＭＢＬ GenBankデータ、受託番号Y09228）。これらの結果は、espDがやは
りＲＤＥＣ-1においてespAとespBとの間に位置していることを示している。
【実施例７】
【０１６３】
ＲＤＥC-1 EspA及びEspBの特性化
　この実施例の目的は、ウサギ腸内病原性大腸菌（RDEC-1）におけるEspAとEspBの機能を
調べることであった。ＲＤＥＣ-1 espA及びespBにおける変異により、ＲＤＥＣ-1遺伝子
産物が、宿主シグナル伝達経路及びHeLa細胞への侵入を誘発するのに必須であることが明
らかになった。腸内病原性大腸菌espA及びespBを含むプラスミドをＲＤＥＣ-1変異体株へ
補充することにより、腸内病原性大腸菌タンパク質はより高レベルの侵入を媒介したもの
の、それらが機能的に互換性があることが示された。さらに、ＲＤＥＣ-1及び腸内病原性
大腸菌分泌タンパク質の最大の発現は、それらの各宿主の体温において起こり、これは腸
内病原性大腸菌がウサギへの感染力を欠いていることの一因であり得る。
【０１６４】
　宿主上皮シグナル伝達経路におけるＲＤＥＣ-1 espA及びespBの役割を確認するために
、非極性停止コドン変異をespA及びespBに形成した。二つの自殺ベクターを構築し、戻し
結合よりＲＤＥＣ-1野生型株に導入した。得られた変異体株ＡＡＦ001ΔＡ(EspA-)、ＡＡ
Ｆ001ΔＢ(EspB-)、及び二重変異体株ＡＡＦ001ΔＡＢ(EspA/EspB-)をBglII消化によって
確認した。
【０１６５】
　ＲＤＥＣ-1 espA及びespB遺伝子における非極性停止コドン変異の形成は以下のように
行った。espA及びespB遺伝子をコードする腸内細胞展退の遺伝子座の2.7kbpのDNA断片を
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、プライマーＢＫ25(+)及びＭＳ11(-)、及びＤＮＡ鋳型としてpORF123Bを用いるＰＣＲに
より増幅した。得られた平滑末端断片をEcoRIで消化し、pBluescript II SK(+)ベクター
のEcoRI-SmaI部位にクローン化してpORF23Bを得た。espAを含むpORF23Bからの1.1kbpのEc
oRI-BglII ＤＮＡ断片をpBluescript II SK(+)のEcoRI-BamHI部位にクローン化してpORF2
3を得た。
【０１６６】
　espAに非極性変異を形成するために、BglII制限部位及び停止コドンを含むΔespA(+)及
びΔespA(-)プライマーを用い、またＤＮＡ鋳型として環状pORF23を用いて逆ＰＣＲを行
った。次いでこのＰＣＲの生成物の平滑末端結合によりpORF23Δを得た。得られたプラス
ミドは、停止コドン及びespA開始コドンから235塩基対下流(3'）のBglII部位を含んでお
り、これはＤＮＡ配列決定により確認された。pORF23AからのespA変異を含む1.1kbpのSal
l-SacIＤＮＡ断片を、陽性選択用のsacB遺伝子及びアンピシリン耐性遺伝子を含む自殺ベ
クターpCVD442の同じ部位に挿入し、pAA23Δを得た。得られたプラスミドを大腸菌ＳＭ10
λpirに導入し、pACYC184を含むＲＤＥＣ-1中に戻し結合した。
【０１６７】
　espBにおける非極性変異のため、ΔespB(+)及びΔespB(-)プライマー、及びＤＮＡ鋳型
としてpBxbを用いて逆ＰＣＲを行った。pBxbは、pBluescriptベクターにクローン化され
たespBをコードするpORF23Bからの1.4kbpのXbaI断片を含む。得られたＰＣＲ生成物を自
己結合させ、ΔespB(-)及びΔespB(+)プライマーにより導入されたBglII部位及び停止コ
ドンを含むpBxbΔを得た。得られたpBXbΔのesp遺伝子は、espB開始コドンから154塩基対
下流（3'）から始まる250塩基対だけ除去されていた。pBxbAからのespB変異を含む1.1kbp
のSalI-SacI部位ＤＮＡ断片をpCVD442の同じ部位に挿入してpAABxbΔを得た。得られたプ
ラスミドを大腸菌ＳＭ10λpirに形質転換し、pACYC184を含むＲＤＥＣ-1に戻し結合した
。espA及びespBにおいて二重変異を形成するため、pAABxbΔをＡＡＦ001ΔＡ(EspA-)株に
導入した。3つのＲＤＥＣ-1非極性変異体株を、スクロース及びクロラムフェニコールに
対する耐性、及びアンピシリンに対する感受性を維持するそれらの表現型により確認した
。espA及びespBにおける停止コドン挿入を確認するため、染色体ＤＮＡを各変異体株から
調製し、esp遺伝子を含むプライマーを用いてＰＣＲを行った。得られたＰＣＲ産物をBgl
IIで消化し、この形成された制限部位の存在を確認した。espA及び／またはespBにおける
停止コドンを含む変異体株は、それぞれＡＡＦ001ΔＡ(EspA-)、ＡＡＦ001ΔＢ(EspB-)、
及びＡＡＦ001ΔＡＢ(EspA-/EspB-)と指称することとした。
【０１６８】
　自殺ベクターが、それぞれの隣接領域や他の遺伝子座に影響を及ぼさないことを確認す
るために、野生型に戻す変異（「戻し変異」）を行った。自殺ベクターpAA23及びpAABxb
のＡＡＦ001ΔＡ(EspA-)及びＡＡＦ001ΔＢ(EspB-)株へのbans結合（bans conjugation）
により、二つの戻し変異体株を得た。得られた戻し変異体株ＡＡＦ003及びＡＡＦ004は、
ＰＣＲ及びBglII消化により確認した。EspA及びEspB株における戻し変異の形成は以下の
ように行った。espAを含むpORF23からの1.1kbpのSalI-SacI ＤＮＡ断片をpCVD442のSalI-
SacI部位に挿入してpAA23を得た。1.4kbpのpBxbのSal-SacI断片をpCDD442のSalI-SacI部
位に挿入し、pAAFBxbを得た。pAA23及びpAABxbをＳＭλpirに導入し、ＡＡＦ001ＡＡ及び
ＡＡＦ001ＡＢにbans結合させた。得られた戻し変異体株は上述のように確認し、ＡＡＦ0
02(EspA+)及びＡＡＦ003(EspB+)と指称することとした。
【０１６９】
　腸内病原性大腸菌espA及びespB遺伝子のクローニングは以下のように行った。espA及び
espBをコードする2.8kbpのＤＮＡ断片を、プライマーEespA(+)及びEespB(-)とともに腸内
病原性大腸菌2348/69染色体ＤＮＡを鋳型として用いるＰＣＲにより増幅した。この断片
をBamHI及びSalIで消化し、lacZプロモーターの調節下の低コピーベクターpMW118のBamHI
-SalI部位に導入してpMWespABを得た。espDオープンリーディングフレームに制限部位を
有するpMWespABをBglIIで消化し、Klenow断片で平滑末端化し、次いで自己結合させてpMW
6espDを得た。また、pMW6espABをBglII及びBamHIで消化し、自己結合させてpMWespBを得
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た。このpMWespABをBglII-SalIで消化し、Klenow断片で充填し、自己結合させてpMWespA
を得た。
【０１７０】
　組織培養培地におけるＲＤＥＣ-1及びその変異体株の分泌プロフィールを分析した。腸
内病原性大腸菌は、110キロダルトン（EspC）、40キロダルトン、39キロダルトン、37キ
ロダルトン（EspB）、及び25キロダルトン（EspA）の5種のタンパク質を培養培地に分泌
する。ＲＤＥＣ-1は、EspCと等価なタンパク質を分泌しない点を除いて同様な分泌プロフ
ィールを示した。EspCは、宿主シグナル伝達経路の腸内病原性大腸菌誘導に必要とされな
い。二種の分泌タンパク質（40及び39キロダルトン）の分離は困難であったが、これらの
タンパク質は、ＳＤＳ-ＰＡＧＥの異なる条件を用いて分離することができた。ＲＤＥＣ-
1は、腸内病原性大腸菌EspA及びEspBと同様の移動度を有する二種のタンパク質を分泌し
た。
【０１７１】
　ＲＤＥＣ-1分泌タンパク質を以下のように調製した。一晩培養した細菌の培養物を1:10
0でＤＭＥＭに希釈し、600ｎｍの光学密度（ＯＤ600）が1.0になるまでインキュベートし
た。腸内病原性大腸菌espA及びespB組換えプラスミドを含むRDEC-1変異体株については、
イソプロピルチオガラクトシド（IPTG）をＤＭＥＭに添加して転写を誘導した。細菌を遠
心分離（18,000ｘｇ、10分間）で除去して、上清を10％氷冷トリクロロ酢酸を添加して沈
殿させ、氷上で１時間インキュベートした。遠心分離の後、ペレットをLammeliサンプル
緩衝液に再懸濁して、12％ＳＤＳ-ＰＡＧＥで分析した。
【０１７２】
　EspA及びEspBの両タンパク質は、ウェスタン免疫ブロットにおいて抗腸内病原性大腸菌
EspA及び抗腸内病原性大腸菌EspB血清と交差反応し、これはＲＤＥＣ-1もEspA及びEspBタ
ンパク質を分泌することを示している。ウェスタンブロットでは、腸内病原性大腸菌EspA
及びEspBに対するウサギポリクローナル抗体を用いた。
【０１７３】
　変異体株ＡＡＦ001ΔＡ、ＡＡＦ001ΔＢ、及びＡＡＦ001ΔＡＢは、その分泌プロフィ
ール及びウェスタンブロット分析により判定されたように、それぞれEspA、EspB、及びEs
pA／EspBタンパク質の分泌を欠いている。その遺伝子がespAから下流（3'）に位置してい
るEspBは、変異体株ＡＡＦ00ΔＡ(EspA-)でも分泌され、これは停止コドン挿入変異が下
流の遺伝子発現に影響を及ぼさないことを示している。これらの結果から、ＲＤＥＣ-1 E
spA及びEspBタンパク質が、我々がespA及びespBと指称することとした配列によってコー
ドされていることも確認できる。さらに、ＡＡＦ001ΔＡ(EspA-)及びＡＡＦ001ΔＢ(EspB
-)に由来する二種の戻し変異体株ＡＡＦ002及びＡＡＦ003は親の分泌タンパク質を発現し
、これはＡＡＦ001ΔＡ及びＡＡＦ001ΔＢにおける各非極性変異が、予測されたように下
流の遺伝子及び他の遺伝子座に影響を及ぼさないことを示している。ＲＤＥＣ-1 EspA及
びEspBのＳＤＳ-ＰＡＧＥでの移動度は腸内病原性大腸菌の移動度より僅かに大きいが、
ＲＤＥＣ-1EspA及びEspBの計算上の分子量は腸内病原性大腸菌のものよりも大きかった。
【０１７４】
　他の分泌タンパク質の量は、EspA-、EspB-、EspA-/EspB-株においては野生型ＲＤＥＣ-
1株と比較して低下していた。さらに、EspA-/EspB-株における40キロダルトン及び39キロ
ダルトンのタンパク質の検出可能な分泌の低下は、EspA-及びEspB-株でみられたものより
も大きかった。腸内病原性大腸菌タンパク質の分泌は、EspCを除いて、sepクラスターに
よりコードされるIII型分泌系により媒介される。停止コドンを挿入することによるEspA
またはEspBの切断がこの分泌経路またはこの系のフィードバック調節を干渉し、他のIII
型依存分泌タンパク質の分泌に影響を及ぼす可能性がある。
【０１７５】
　Espタンパク質は、宿主シグナル伝達経路を誘発するのに必要である。腸内病原性大腸
菌EspA及びEspBタンパク質は、宿主シグナル伝達経路を誘発し、チロシンリン酸化タンパ
ク質、細胞骨格アクチン、及びその他の成分の接着細菌下の蓄積をもたらす。ＲＤＥＣ-1
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 EspA及びEspBがHeLa細胞においてこれらの事象を誘発するかどうかを判定するため、細
胞骨格アクチンとチロシンリン酸化タンパク質を、ローダミン－ファロジン及び蛍光標識
した抗ホスホチロシン抗体で染色した。付着したＲＤＥＣ-1の下の細胞骨格アクチン及び
チロシンリン酸化タンパク質の蓄積のレベルは腸内病原性大腸菌の場合より少ないが、こ
れらの挙動は腸内病原性大腸菌のものと区別できない。これに対し、ＲＤＥＣ-1 EspA-、
EspB-、及びEspA-/EspB-株は、付着した細菌下に細胞骨格アクチン及びチロシンリン酸化
タンパク質を蓄積しなかった。しかし、戻し変異体株ＡＡＦ003及びＡＡＦ004は、親株と
同様にこれらのタンパク質を蓄積した。
【０１７６】
　腸内病原性大腸菌espAまたはespBまたはその両方を含むプラスミドをＲＤＥＣ-1 EspA-

、EspB-、及びEspA-/EspB-株に導入すると、細胞骨格アクチン及びチロシンリン酸化タン
パク質の蓄積がやはり回復した。しかし、EspBを分泌している腸内病原性大腸菌EspA-株
をＲＤＥＣ-1 EspBに同時感染させても宿主シグナル伝達事象の誘発は回復しなかった。
腸内病原性大腸菌EspBも同時感染実験においてＲＤＥＣ-1 EspAを補完しなかった。従っ
て、EspA及びEspBは、同じ株から分泌される必要はあるが、両タンパク質のＲＤＥＣ-1及
び腸内病原性大腸菌における宿主シグナル伝達経路の活性化に関する機能は類似している
。
【０１７７】
　HeLa細胞に腸内病原性大腸菌を感染させると、チロシンリン酸化Hp90を免疫ブロットに
より検出できた。免疫蛍光法により接着性ＲＤＥＣ-1細菌細胞下でチロシンリン酸化タン
パク質が観察できたが、ＲＤＥＣ-1感染細胞ではチロシンリン酸化Hp90を検出できなかっ
た。
【０１７８】
　腸内出血性大腸菌は、免疫蛍光顕微鏡観察によって判定されたように、HEp-2及びT84細
胞においてはチロシンリン酸化を誘導しない。配列決定の結果により、ＲＤＥＣ-1 EspB
は、腸内病原性大腸菌より腸内出血性大腸菌に対してより類似していることが示されてい
る。本実施例のこれらの結果から、ＲＤＥＣ-1感染の間のチロシンリン酸化タンパク質の
蓄積がより低いことは、接着レベルの違いか、あるいはEspタンパク質の異質性、あるい
はその両方によるＲＤＥＣ-1の接着効率の低下に起因することがわかる。
【０１７９】
　接着及び侵入能力。腸内病原性大腸菌EspA及びEspBは、宿主シグナル伝達経路の誘発に
関与するばかりでなく、in vitroでの侵入にも必要である。接着及び侵入におけるＲＤＥ
Ｃ-1 EspA及びEspBの役割を調べるため、ＲＤＥＣ-1 esp変異体株をＲＤＥＣ-1のものと
比較した。EspA-、EspB-、及びEspA-/EspB-株の接着能力は野生型ＲＤＥＣ-1株のそれと
類似しており、接着がEspA及びEspB発現とは無関係であることを示している。野生型ＲＤ
ＥＣ-1の侵入能力は腸内病原性大腸菌のそれの約90分の1であるが、変異体株EspA-、EspB
-、及びEspA-/EspB-゜では、この能力はさらに低下した。しかし、戻し変異体株ＡＡＦ00
2及びＡＡＦ003により侵入は回復した。この結果から、ＲＤＥＣ-1の侵入能力が、EspA及
びEspBに依存していることがわかる。
【０１８０】
　腸内病原性大腸菌EspA及びEspBのＲＤＥＣ-1変異体を補完する能力を判定するため、腸
内病原性大腸菌espA及びespB遺伝子を含む種々のプラスミドをＲＤＥＣ-1変異体株に導入
し、その侵入効率を野生型ＲＤＥＣ-1株のものと比較した。興味深いことに、ＡＡＦ001
ΔＡＢ株において分泌された腸内病原性大腸菌EspA及びEspBの量はＲＤＥＣ-1において通
常認められる量より少ないにもかかわらず、pMWespAB（ＥＰＥＣ EspA+/EspB+）を含むＡ
ＡＦ001ΔＡＢ（ＲＤＥＣ-1 EspA-/EspB-)の侵入のレベルは野生型ＲＤＥＣ-1の4倍であ
った。従って、HeLa細胞においてＲＤＥＣ-1と腸内病原性大腸菌株との間にみられる侵入
レベルの違いは、Espタンパク質に起因すると考えることができ、腸内病原性大腸菌EspA
及びEspBは、この組織培養モデルにおける侵入の媒介についてより効率的である。相同性
の比較により、EspAはＲＤＥＣ-1及び腸内病原性大腸菌において高度に保存されているが
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、EspBはより異質であることがわかった。このことはＲＤＥＣ-1と腸内病原性大腸菌との
間の侵入能力の差がEspBタンパク質に起因し得ることを示している。興味深いことに、腸
内出血性大腸菌0157は、ヒト回盲部（ＨＣＴ-８）上皮細胞に接着はするが侵入はしない
。ＲＤＥＣ-1 EspBは、腸内病原性大腸菌より腸内出血性大腸菌のそれにより類似してお
り、これはおそらく侵入におけるEspBの役割を強調するものである。これらの知見は、Es
pの不均質性が腸内病原性大腸菌、ＲＤＥＣ-1、及び腸内出血性大腸菌の侵入能力に影響
を及ぼすということを強く支持するものである。
【０１８１】
　EspD変異体はEspA及びEspB分泌に影響を及ぼす。腸内病原性大腸菌はespAとespBとの間
に位置するオープンリーディングフレームespDを含む。分泌におけるespD生成物の役割を
確認するため、腸内病原性大腸菌espA、ΔespD（BglII部位におけるフレームシフト変異
）、及びespDをコードするプラスミドpMWespDを構築し、ＲＤＥＣ-1二重変異体株ＡＡＦ0
01ＡＡＢに導入した。ＡＡＦ001ＡＡＢ[pMWespD]における腸内病原性大腸菌EspA及びEspB
分泌タンパク質の量は、無傷の腸内病原性大腸菌espA、espD、及びespB遺伝子をコードす
る断片を含むＡＡＦ001ＡＡＢ[pMWespAB]におけるものより少なかった。さらに、侵入能
力も低かった。これらの結果から、espDの破壊は腸内病原性大腸菌EspA及びEspBタンパク
質の分泌に影響を及ぼすことがわかる。この実施例では、espA及び／またはespBにおける
変異により、おそらくその生成物が切断されるため、他の分泌タンパク質の量も低下した
ことを示した。espA及びespBの二重変異体では、espAまたはespB変異体と比較して、分泌
レベルはより低下した。従って、切断された腸内病原性大腸菌EspDは、III型分泌系にお
ける干渉のために、ＡＡＦ001ＡＡＢ[pMW6espD]におけるEspA及びEspBの分泌に影響を及
ぼし得る。この分泌系にEspDが直接関与しているかどうかはまだ分かっていない。
【０１８２】
　腸内病原性大腸菌及びＲＤＥＣ-1分泌タンパク質は、関連する宿主の体温に相当する温
度により厳密に調節されている。温度は、腸内病原性大腸菌及び腸内出血性大腸菌413/89
-1分泌タンパク質の発現を調節する。温度が20℃から37℃に上昇すると、EspBの発現は著
しく上昇した。EspA及びEspBタンパク質は適当な宿主の体温により調節されていることか
ら、野生型腸内病原性大腸菌及びＲＤＥＣ-1株をＤＭＥＭに播種し、様々な温度でインキ
ュベートして分泌タンパク質を調製し、ＳＤＳ-ＰＡＧＥで分析した。腸内病原性大腸菌
分泌タンパク質の発現は、33℃から観察されるようになり、36℃で最大分泌レベルに達し
た。39℃になると分泌は低下し、42℃ではタンパク質の分泌はみられなくなった。これに
対し、ＲＤＥＣ-1分泌タンパク質の発現は39℃で最大となり、42℃においてもこのタンパ
ク質の発現が見られた。これらの結果から、腸内病原性大腸菌及びＲＤＥＣ-1におけるEs
pタンパク質の最大発現は、関連する宿主の体温、即ちヒトで37℃、ウサギで39℃で起こ
ることがわかる。
【０１８３】
　結論として、両タンパク質は、宿主シグナル伝達経路及び侵入を誘発するのに必要であ
った。腸内病原性大腸菌esp遺伝子を用いた補完実験の結果、ＲＤＥＣ-1及び腸内病原性
大腸菌によって誘発される宿主のシグナル伝達事象は、同じ分泌タンパク質により媒介さ
れているらしいことがわかった。最後に、ＲＤＥＣ-1及び腸内病原性大腸菌分泌タンパク
質の最適発現は、天然の宿主の体温と相関性を有していた。このことは、その厳格な宿主
特異性及びウサギや他の動物には腸内病原性大腸菌が感染しないことを説明している。Ｒ
ＤＥＣ-1 espA及びespB株を用いた動物での感染の研究は、これらの分泌タンパク質の毒
性における役割に関する情報を与え、またワクチンの研究に役立つであろう。
【実施例８】
【０１８４】
二種のウサギ腸内病原性大腸菌（ＲＤＥＣ-1）分泌タンパク質、EspA及びEspBは毒性因子
である
　この実施例の目的は、EspA及びEspBタンパク質の病因における役割を示すことである。
これらのタンパク質の毒性における役割を調べるため、espA及びespBにおける変異を、ウ



(31) JP 2010-132698 A 2010.6.17

10

20

30

40

50

サギ腸内病原性大腸菌株、ＲＤＥＣ-1において形成した。
【０１８５】
　ＲＤＥＣ-1及びそのespA及びespB変異体株を、経口胃経路により子ウサギに接種した。
殆どのＲＤＥＣ-1は感染後一週間で盲腸及び結腸において認められた。しかし、変異体株
はいずれもこれらの組織においてはその数が親株と比較して著しく減少した。ＲＤＥＣ-1
は球形嚢（胞上皮）に特異的に接着し、細菌コロニー形成は盲腸においても観察された。
これは盲腸における球形嚢がこの病原体にとって重要なコロニー形成部位であることを示
している。EspA-及びEspB-株の球形嚢に対する接着レベルは70で、親株の接着レベルの80
00分の1であった。これらの結果から、ＲＤＥＣ-1の接着能力及び組織向性が二種のEsp分
泌タンパク質に依存していることがわかる。さらにEspBは、細菌のコロニー形成及び病原
性においてEspAより一層重要な役目を果たしているようである。これは、腸内病原性大腸
菌分泌タンパク質、EspA及びEspBは宿主細胞のシグナル伝達経路の誘発に関与しているが
、コロニー形成及び毒性にも必要であるということを最初に示すものである。
【０１８６】
　動物への感染は以下のように行った。一晩培養した細菌培養物を遠心分離によって回収
し、1ｍｌのリン酸緩衝食塩水に再懸濁した。ニュージーランド白ウサギ（体重1.0～1.6k
g）を一晩絶食させ、次いで5mlの2.5％滅菌炭酸水素ナトリウム及び1mlのＲＤＥＣ-1また
はespAまたはespB株（2.5×1010）を経口胃チューブを用いて胃に接種した。翌日同じ投
与量の細菌を各ウサギに接種した。
【０１８７】
　臨床的評価を以下のように行った。各ウサギの体重を毎日計測し、細菌の糞便排出を直
腸スワブによって回収し、また糞便ペレットから回収した。直腸スワブはナリジクス酸を
含むマッコンキー(MacConkey)プレートの表面の半分に転がした。5個の糞便ペレット、ま
たは同量の液体の糞便を各ウサギから回収して3mlのリン酸緩衝食塩水に再懸濁し、0.1ml
の各糞便懸濁液をナリジクス酸を含むマッコンキープレート上に塗布した。ナリジクス酸
耐性コロニーを以下のように評価した。０、増殖せず；１、広い間隔のコロニー；２、狭
い間隔のコロニー；３、コロニーの集密的増殖。
【０１８８】
　組織の標本採取及び調製は以下のように行った。ケタミン及び過剰量のフェノバルビタ
ールナトリウムの静脈内注射によって屠殺した直後に、組織を切除した。
【０１８９】
　腸内組織における細菌コロニー形成の量を以下のようにアッセイした。盲腸を除く腸セ
グメント（10cm）を、その近位及び遠位の末端において二重に結紮し、二つの結紮部分の
間で切断し、10mlの氷冷リン酸緩衝食塩水で洗浄した。盲腸から得られた粘稠な内容物1g
を、9mlのリン酸緩衝食塩水に加えた。得られたリン酸緩衝食塩水懸濁液を希釈し、ナリ
ジクス酸を含むマッコンキープレート上に塗布した。
【０１９０】
　腸内組織への細菌接着の量を以下のようにアッセイした。組織サンプルを9ｍｍ径のコ
ルクパンチを用いて切り取り、リン酸緩衝溶液で三回洗浄し、2mlの氷冷リン酸緩衝食塩
水を加えてホモジナイザーでホモジナイズし、次いでマッコンキープレート上に連続希釈
サンプルを塗布した。各組識の1平方センチメートル当たりの細菌接着の数を以下のよう
に計算した。ＣＦＵ/cm2＝細菌数／プレート×希釈倍率×2ｍl／～0.452。
【実施例９】
【０１９１】
細菌III型分泌の阻害剤をスクリーニングするためのアッセイの開発
　この実施例の目的は、細菌III型分泌の阻害剤をスクリーニングするためのアッセイを
提供することである。
【０１９２】
　EspAポリペプチドをコードするポリヌクレオチドを、ＨＳＶ標識を含むいくつかの周知
の分子に融合する。この遺伝子融合物はやはり腸内病原性大腸菌から分泌される。EspAの
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アミノ末端部分（III型分泌を媒介するために必要）をコードするespAの遺伝子領域を含
むプラスミドを、それに対する市販の抗体が利用できる配列標識をコードする単純ヘルペ
スウイルス（ＨＳＶ）配列に融合する。espA変異を含んでいるが、III型分泌系を使用す
るその他の腸内病原性大腸菌分泌タンパク質も分泌する菌株にこのプラスミドを形質転換
する。これらの融合物を含む生物の上清を回収し、ＥＬＩＳＡプレートに加えて標準的な
ＥＬＩＳＡを行う。熱量測定による読取が融合タンパク質が分泌されたことを示す。
【０１９３】
　このプラスミドをIII型分泌物を欠く菌株にも形質転換する（すなわち陰性対照）。こ
の菌株で融合タンパク質が発現される場合、この融合タンパク質は発現はされるが分泌は
されない。この変異体のＥＬＩＳＡの結果により分泌されないことが確認される。
【０１９４】
　従って、分泌を確認するための簡単なＥＬＩＳＡアッセイが提供される。このアッセイ
は単純で特殊な技術は不要である。高価な試薬は不要なため、経済的でもある。このアッ
セイは自動化され、細菌III型分泌の阻害剤を同定するための試薬をスクリーニングする
ために用いられる。
【０１９５】
　分泌をアッセイするため、試験化合物の存在下、細菌を組織培養液中に一晩静置して増
殖させる。このような条件により腸内病原性大腸菌媒介分泌が得られる。翌日、細菌を遠
心分離で除去し、上清を96ウェルマイクロタイタープレートのウェルに入れる。この上清
に対して標準的なＥＬＩＳＡを行う。試験化合物が殺菌性である場合は、細菌は一晩で増
殖しない。
【０１９６】
　腸内病原性大腸菌が分泌する他のポリペプチドをコードするポリヌクレオチドを、いく
つかの周知の分子に融合する。EspBポリペプチドをコードするポリヌクレオチドを市販の
抗体が利用できるＨＳＶ標識に融合した。この遺伝子融合物はやはり腸内病原性大腸菌か
ら分泌された。このプラスミドを、espA変異を含むが、III型分泌系を使用する他の腸内
病原性大腸菌分泌タンパク質を分泌する菌株に形質転換した。これらの融合物を含む生物
の上清を回収し、ＥＬＩＳＡプレートに加えて、例えば抗ＨＳＶ抗体を用いる標準的ＥＬ
ＩＳＡ法を行う。このスクリーニングを用いて医学的に重要な植物からの植物抽出物をア
ッセイした。1/200～1/1000の希釈度（約250μｇ/ml）が適切である。有望な化合物はＥ
ＬＩＳＡ分泌アッセイで再度スクリーニングして再現性を調べる。
【０１９７】
　現時点での好適な態様を参照して本発明を説明したが、本発明の概念を逸脱することな
く様々な改変が可能であることが理解されなければならない。従って、本発明は以下の請
求の範囲のみにより限定される。
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