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(57)【要約】
　ブラキスピラ・ヒオディセンテリアの新規なポリヌクレオチド及びアミノ酸について記
載する。これらの配列は、動物におけるＢ．ヒオディセンテリア症の診断に有用であると
共に、動物におけるＢ．ヒオディセンテリア症の治療的処置又は予防的処置として有用で
ある。また、これらの配列は、他のブラキスピラ種に起因する動物の疾患の診断的、治療
的及び／又は予防的処置にも有用であり得る。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　単離されたポリヌクレオチドであって、
ａ．配列番号１７、１９、２１及び２３から成る群から選択される、毒素分子をコードす
るヌクレオチド配列、及び／又は
ｂ．配列番号９、１１、１３及び１５から成る群から選択される、リパーゼ及び／又はペ
プチダーゼ分子をコードするヌクレオチド配列、及び／又は
ｃ．配列番号１、３、５及び７から成る群から選択される、プロテアーゼ分子をコードす
るヌクレオチド配列を含む単離されたポリヌクレオチド。
【請求項２】
　更に、
ｄ．配列番号２５、２７、２９及び３１から成る群から選択される、溶血素分子をコード
するヌクレオチド配列を含む、請求項１に記載の単離されたポリヌクレオチド。
【請求項３】
　請求項１又は請求項２に記載のポリヌクレオチドと少なくとも７０％、好ましくは少な
くとも８０％、より好ましくは少なくとも９０％相同である配列を含む、単離されたＤＮ
Ａ分子。
【請求項４】
　単離されたポリペプチドであって、
ａ．配列番号１８、２０、２２及び２４から成る群から選択される、毒素分子をコードす
るアミノ酸配列、及び／又は
ｂ．配列番号１０、１２、１４及び１６から成る群から選択される、リパーゼ及び／又は
ペプチダーゼ分子をコードするアミノ酸配列、及び／又は
ｃ．配列番号２、４、６及び８から成る群から選択される、プロテアーゼ分子をコードす
るアミノ酸配列を含む、前記単離されたポリペプチド。
【請求項５】
　更に、
ｄ．配列番号２６、２８、３０及び３２から成る群から選択される、溶血素分子をコード
するアミノ酸配列を含む、請求項４に記載の単離されたポリペプチド。
【請求項６】
　請求項４又は請求項５に記載のポリペプチド配列をコードするヌクレオチド配列を含む
、単離されたポリヌクレオチド。
【請求項７】
　請求項１、２又は６に記載のポリヌクレオチド、又は請求項２に記載のＤＮＡ分子を含
むプラスミド。
【請求項８】
　発現ベクターである、請求項７に記載のプラスミド。
【請求項９】
　請求項７又は請求項８に記載のプラスミドを含む細胞。
【請求項１０】
　請求項４又は請求項５に記載のポリペプチドと少なくとも７０％、好ましくは少なくと
も８０％、より好ましくは少なくとも９０％相同である配列を含む、単離されたタンパク
質。
【請求項１１】
　請求項７又は請求項８に記載のプラスミド、請求項４又は請求項５に記載のポリペプチ
ド、請求項９に記載の細胞、又は請求項１０に記載のタンパク質を含む免疫原性組成物。
【請求項１２】
　請求項７又は請求項８に記載のプラスミド、請求項４又は請求項５に記載のポリペプチ
ド、請求項９に記載の細胞、又は請求項１０に記載のタンパク質を含む、ブラキスピラ感
染症の予防用ワクチン組成物。
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【請求項１３】
　前記ブラキスピラ感染症がブラキスピラ・ヒオディセンテリアによる感染症である、請
求項１２に記載のワクチン組成物。
【請求項１４】
　ａ．配列番号１８、２０、２２及び２４から成る群から選択される毒素分子、
ｂ．配列番号１０、１２、１４及び１６から成る群から選択されるリパーゼ及び／又はペ
プチダーゼ分子、
ｃ．配列番号２、４、６及び８から成る群から選択されるプロテアーゼ分子、及び
ｄ．配列番号２６、２８、３０及び３２から成る群から選択される溶血素分子、のうちの
少なくとも２つを含む、請求項１２又は請求項１３に記載のワクチン組成物。
【請求項１５】
　ａ．配列番号１８、２０、２２及び２４から成る群から選択される毒素分子、
ｂ．配列番号１０、１２、１４及び１６から成る群から選択されるリパーゼ及び／又はペ
プチダーゼ分子、
ｃ．配列番号２、４、６及び８から成る群から選択されるプロテアーゼ分子、及び
ｄ．配列番号２６、２８、３０及び３２から成る群から選択される溶血素分子、のうちの
少なくとも３つを含む、請求項１２から１４のいずれか１項に記載のワクチン組成物。
【請求項１６】
　ブラキスピラ感染症を診断する方法であって、
ａ．ブラキスピラに感染した疑いのある動物からサンプルを得るステップと、
ｂ．２、４、６、８、１０、１２、１４、１６、１８、２０、２２及び２４から成る群か
ら選択されるアミノ酸配列を含む一以上のポリペプチドにサンプルを接触させるステップ
と、
ｃ．抗体－抗原複合体の形成を可能とする条件下でサンプルとポリペプチドをインキュベ
ートするステップと、
ｄ．一以上のポリペプチドとの抗体－抗原複合体が形成されたかどうか確認するステップ
と、を含み、抗体－抗原複合体の形成が、前記動物がブラキスピラに感染していることの
指標である方法。
【請求項１７】
　前記ブラキスピラ感染症がブラキスピラ・ヒオディセンテリアによる感染症である、請
求項１６に記載の方法。
【請求項１８】
　工程ｂが、配列番号２６、２８、３０及び３２から成る群から選択されるアミノ酸配列
を更に含む、請求項１６又は請求項１７に記載の方法。
【請求項１９】
　配列番号２、４、６、８、１０、１２、１４、１６、１８、２０、２２及び２４から成
る群から選択されるアミノ酸配列を含む一以上のポリペプチドを含む、ブラキスピラ感染
症の診断用キット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、ブラキスピラ・ヒオディセンテリアの新規な遺伝子及びそれによってコード
されるタンパク質に関する。本発明は更に、これらの新規な遺伝子及びタンパク質のＢ．
ヒオディセンテリア症の診断やＢ．ヒオディセンテリアに対するワクチンへの使用、また
、Ｂ．ヒオディセンテリアを死滅させたりＢ．ヒオディセンテリアの病原作用を阻害する
化合物のスクリーニングへの使用にも関する。また、これらの配列は、他のブラキスピラ
種（Ｂ．インターメディア（intermedia）やＢ．アルビニプリ（alvinipulli）、Ｂ．ア
アルボルギ（aalborgi）、Ｂ．イノセンス（innocens）、Ｂ．ムルドキイ（murdochii）
、Ｂ．ピロシコリ（pilosicoli）等）に起因する動物の疾患の診断的、治療的及び／又は
予防的処置にも有用であり得る。
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【背景技術】
【０００２】
　ブタ赤痢は、オーストラリア及び世界中におけるブタの重大な風土病の一種である。ブ
タ赤痢は接触伝染性粘膜出血性下痢疾患であり、大腸上皮表面の広範囲の炎症や壊死によ
って特徴付けられる。ブタ赤痢による経済的損失は、主に発育遅延や治療費用、死亡によ
ってもたらされる。１９７１年、嫌気性スピロヘータ（トレポネーマ・ヒオディセンテリ
ア）が最初にブタ赤痢の原因因子として特定され、最近ではＢ．ヒオディセンテリアとし
てブラキスピラ属に再び帰属された。ブタ赤痢が養豚場で発症した場合、疾患の範囲は、
軽度、一過性又は不明瞭なものから重篤、更には致死的なものにもなり得る。個々の養豚
場における治療戦略によって臨床徴候が隠される場合もあり、また、一部の養豚場では、
ブタ赤痢が気付かれないか又は疑われるに過ぎないこともあり得る。明らかな疾患が発症
しようがしまいが、Ｂ．ヒオディセンテリアは、感染ブタや他の保有宿主（例えば、げっ
歯動物）、或いは環境に存続し得る。これらの感染源は全て、非感染の群れにブタ赤痢を
伝染させる可能性を有する。また、商業用家禽にＢ．ヒオディセンテリアがコロニー形成
することもあるが、これが現場条件で通常どのように生じるかは明らかでない。
【０００３】
　Ｂ．ヒオディセンテリアのコロニー形成は、スピロヘータに対する強い免疫学的応答を
誘発するため、スピロヘータへの曝露の間接的な証拠は、感染動物の循環血中抗体価を測
定することによって得ることができる。この抗体価は、ブタ赤痢から回復した動物におい
ても低レベルで維持されることが報告されている。従って、抗体を検出するための血清学
的試験によって、かなりの可能性で、無症状感染や大腸内に検出不能な数のスピロヘータ
を有する回復したキャリアブタを検出することができる。このような試験は、使い易いキ
ット形態（例えば、酵素結合免疫吸着アッセイ）であれば、特に有益であろう。Ｂ．ヒオ
ディセンテリアに対する循環抗体の存在を示すために種々の技法が開発されているが、そ
の例としては、間接蛍光抗体試験や赤血球凝集試験、マイクロ滴定凝集試験、補体結合試
験、リポ多糖又は全超音波処理スピロヘータを抗原として用いるＥＬＩＳＡが挙げられる
。これらの試験は全て、関連する非病原性腸スピロヘータが交差反応性抗体を誘導し得る
ため、特異性の面で問題を抱えている。これらの試験は、明らかな疾患が存在する群れや
高い循環抗体価を検出するのには有用であるが、無症状感染の群れや個々の感染ブタを特
定する上では問題がある。従って、Ｂ．ヒオディセンテリアに対する抗体を検出するため
の十分に高感度で特異的なアッセイは現在まで得られていない。好適な診断試験の欠如が
ブタ赤痢のコントロールを妨げている。
【０００４】
　ブタ赤痢の制御には数多くの方法が用いられており、抗菌剤を予防的に使用することか
ら、感染した群れの数を十分に減少させたり、感染キャリアブタの再入を防止することま
で様々である。これらの選択肢には全て高い費用がかかり、十分に効果的である必要があ
る場合には、その経過をモニターするのに高度な診断試験を用いることが必要となる。現
在、無症状感染の群れや個々の健常なキャリア動物におけるブタ赤痢の検出は大きな問題
のままであり、効果的なコントロール手段の遂行を妨げている。ブタ赤痢の確定診断には
、伝統的に疾患ブタの糞便や粘膜からのＢ．ヒオディセンテリアの単離や同定が必要であ
る。これに伴う大きな問題としては、このような嫌気性バクテリアは成長が遅く、偏好性
の栄養要求性があることや、ブタの腸の常在菌叢に形態学的に類似したスピロヘータが存
在することによる混同が挙げられる。個々の罹患ブタの診断は、糞便由来のスピロヘータ
を検出するためのポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）アッセイの開発によって大きく改善さ
れた。しかし、残念ながら実際には、ＰＣＲの検出限界によって、無症状感染のキャリア
動物を検出することはできなかった。このような診断上の問題のため、群れや個々のブタ
のレベルでのＢ．ヒオディセンテリア感染の検出を可能にする簡便で有効な診断ツールの
開発が明らかに必要である。
【０００５】
　Ｂ．ヒオディセンテリアのコロニー形成後、スピロヘータに対して強い免疫学的応答が
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誘導され、ブタ赤痢から回復したブタは再感染から防御される。それにもかかわらず、ブ
タ赤痢を制御するワクチンを開発する試みは殆ど成功していない。その理由としては、群
れ単位での防御が十分にできないこと、或いは、費用が掛かり過ぎて商業的に実現可能に
生産することが難しいことが挙げられる。バクテリンワクチンによってある程度は防御さ
れるが、バクテリンワクチンはリポ多糖血清型特異的になる傾向があるため、多価のバク
テリンを用いることが必要となる。更に、スピロヘータの偏好性嫌気性成長要求のため、
大規模での生産は困難で費用が掛かる。
【０００６】
　ブタ赤痢用弱毒化生ワクチンの開発が幾つか試みられている。このアプローチは、弱毒
化株の場合、コロニー形成が低下するため、免疫刺激が低下する点で不利である。また、
ブタ赤痢用生ワクチンの場合、病原性への復帰変異の可能性があるため（特に、Ｂ．ヒオ
ディセンテリアにおける遺伝的な調節や構造については殆ど知られていないため）、生産
者や獣医の側からもその使用をためらっている。
【０００７】
　組換えサブユニットワクチンの使用は、その生成物が十分に明確であり（申請において
必須）、大規模での生産が比較的容易であろうことから、魅力的な選択肢である。現在ま
で、Ｂ．ヒオディセンテリア由来の組換えタンパク質をワクチン候補（３８キロダルトン
の鞭毛タンパク質）として用いる最初の報告では、ブタにおけるコロニー形成を防ぐこと
ができなかった。この失敗は、具体的には、用いた特定の組換えタンパク質に関係すると
共に、薬剤輸送システム及び経路、投与速度、アジュバントの選択等の、より下流側の問
題にも関係していると思われる（非特許文献１）。ワクチン接種に用いられる、部分的に
保護された組換えＢ．ヒオディセンテリアタンパク質として最初に報告されたのは、各種
病原菌のメチオニン結合リポタンパク質と相同性を有する２９．７ｋＤａの外膜リポタン
パク質（Ｂｈｌｐ２９．７、「ＢｍｐＢ」とも「ＢｌｐＡ」とも称する）であった。この
ｈｉｓタグ組換えＢｈｌｐ２９．７タンパク質をブタのワクチン接種に用いた後、Ｂ．ヒ
オディセンテリアで実験的に攻撃した結果、非ワクチン接種の対照ブタでの発症率が５０
～７０％であったのに対し、ワクチン接種のブタでの発症率が１７～４０％であった。Ｂ
ｈｌｐ２９．７ワクチン接種ブタの発症率が対照ブタに比べて有意に（Ｐ＝０．０４７）
低かったため、Ｂｈｌｐ２９．７はブタ赤痢ワクチン成分としての利用可能性があること
が分かった（非特許文献２）。組換えワクチン成分として使用しうるＢ．ヒオディセンテ
リア由来の外被タンパク質を同定する他の多くの試みがなされてきたが、どのワクチンも
未だに成功していない。Ｂ．ヒオディセンテリア由来の潜在的に有用な免疫原性組換えタ
ンパク質を同定するには、よりグローバルなアプローチが必要である。
【０００８】
　現在までに、ワクチン接種にＤＮＡを用いた研究が一例のみ報告されている。この研究
においては、推定フェリチンをコードするＢ．ヒオディセンテリアｆｔｎＡ遺伝子を大腸
菌プラスミドにクローン化し、プラスミドＤＮＡを用いてバリスティックなワクチン接種
（ballistic vaccination）用の金ビーズをコートした。ブタ赤痢のマウスモデルを用い
て、ＤＮＡ及び／又は組換えタンパク質によるワクチン接種の防御特性を確認した。組換
えタンパク質によるワクチン接種の場合、フェリチンに対する良好な全身応答が誘導され
たが、ＤＮＡによるワクチン接種の場合には、検出可能な全身応答が誘導されただけであ
った。ＤＮＡによるワクチン接種後に組換えタンパク質で追加免疫を行った場合、タンパ
ク質で追加免疫した後にのみフェリチンに対する全身免疫応答が誘導された。しかし、試
験したどのワクチン接種レジメンの場合にも、マウスにおいてはＢ．ヒオディセンテリア
のコロニー形成や関連する病変に対する防御は得られなかった。興味深いことに、ＤＮＡ
のみでマウスのワクチン接種を行った結果、疾患がかなり悪化した（非特許文献３）。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００９】
【非特許文献１】ガベ（Gabe），ＪＤ、チャン（Chang），ＲＪ、スロミアニー（Slomian
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y），Ｒ、アンドリュース（Andrews），ＷＨ及びマッカマン（McCaman），ＭＴ（１９９
５）、セルプリナ・ヒオディセンテリアＢ２０４からの細胞質外タンパク質の単離、及び
３８キロダルトンの鞭毛タンパク質をコードするｆｌａＢ１遺伝子の分子クローニング、
Ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ　ａｎｄ　Ｉｍｍｕｎｉｔｙ　６３：１４２～１４８
【非特許文献２】ラ（La），Ｔ、フィリップス（Phillips），ＮＤ、レイチェル（Reiche
l），ＭＰ及びハンプソン（Hampson），ＤＪ（２００４）、組換えＢｍｐＢ（ブラキスピ
ラ・ヒオディセンテリアの２９．７ｋＤａ外膜リポタンパク質）を用いたワクチン接種に
よるブタ赤痢からのブタの防御、Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ　１
０２：９７～１０９
【非特許文献３】デイヴィス（Davis），Ａ．Ｊ．、スミス（Smith），Ｓ．Ｃ．及びムー
ア（Moore），Ｒ．Ｊ．（２００５）、ブラキスピラ・ヒオディセンテリアｆｔｎＡ遺伝
子：疾患マウスモデルにおけるＤＮＡワクチン接種及び細菌のリアルタイムＰＣＲ定量化
、Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ　５０：２８５～２９１
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１０】
　本発明者らは、Ｂ．ヒオディセンテリア由来の新規な遺伝子及び該遺伝子によってコー
ドされるタンパク質を同定した。本発明者らは更に、この新規な遺伝子及びタンパク質を
治療及び診断目的に用いることができることを見出した。また、本発明者らは、Ｂ．ヒオ
ディセンテリアに対するワクチンとして、及び／又はＢ．ヒオディセンテリア感染症の診
断に該遺伝子及び／又は該タンパク質を用いることができることを見出した。
【課題を解決するための手段】
【００１１】
　すなわち、本発明はその一態様において、配列番号１、３、５、７、９、１１、１３、
１５、１７、１９、２１及び２３に含まれるヌクレオチド配列を有する新規なＢ．ヒオデ
ィセンテリアポリヌクレオチドを提供する。また、本発明は、配列番号１、３、５、７、
９、１１、１３、１５、１７、１９、２１及び２３と相同であり、相同性が９５％、９０
％、８５％、８０％、７５％及び７０％であり得るヌクレオチド配列も提供する。また、
本発明は、配列番号１、３、５、７、９、１１、１３、１５、１７、１９、２１及び２３
のヌクレオチド配列と、該配列と９５％、９０％、８５％、８０％、７５％及び７０％相
同である配列とを含むＤＮＡワクチン又はＤＮＡ免疫原性組成物も包含する。本発明は更
に、配列番号１、３、５、７、９、１１、１３、１５、１７、１９、２１及び２３のヌク
レオチド配列と、該配列と９５％、９０％、８５％、８０％、７５％及び７０％相同であ
る配列とを有するＤＮＡを含む診断アッセイを包含する。
【００１２】
　本発明の一態様においては、上記ワクチン組成物は、ブラキスピラ・ヒオディセンテリ
アに関連するブタ赤痢の治療又は予防用の、配列番号１、３、５及び７から成る群から選
択される、プロテアーゼ分子をコードする少なくとも２種のポリヌクレオチドを含むワク
チン組成物である。
【００１３】
　本発明の他の態様においては、上記ワクチン組成物は、ブラキスピラ・ヒオディセンテ
リアに関連するブタ赤痢の治療又は予防用の、配列番号１、３、５及び７から成る群から
選択される、プロテアーゼ分子をコードする少なくとも３種のポリヌクレオチドを含むワ
クチン組成物である。
【００１４】
　本発明の更に他の態様においては、上記ワクチン組成物は、ブラキスピラ・ヒオディセ
ンテリアに関連するブタ赤痢の治療又は予防用の、配列番号１、３、５及び７から成る群
から選択される、プロテアーゼ分子をコードするポリヌクレオチドから成るワクチン組成
物である。
【００１５】
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　本発明の更なる態様においては、上記ワクチン組成物は、ブラキスピラ・ヒオディセン
テリアに関連するブタ赤痢の治療又は予防用の、配列番号９、１１、１３及び１５から成
る群から選択される、リパーゼ及び／又はペプチダーゼ分子をコードする少なくとも２種
のポリヌクレオチドを含むワクチン組成物である。
【００１６】
　本発明の他の態様においては、上記ワクチン組成物は、ブラキスピラ・ヒオディセンテ
リアに関連するブタ赤痢の治療又は予防用の、配列番号９、１１、１３及び１５から成る
群から選択される、リパーゼ及び／又はペプチダーゼ分子をコードする少なくとも３種の
ポリヌクレオチドを含むワクチン組成物である。
【００１７】
　本発明の更に他の態様においては、上記ワクチン組成物は、ブラキスピラ・ヒオディセ
ンテリアに関連するブタ赤痢の治療又は予防用の、配列番号９、１１、１３及び１５から
成る群から選択される、リパーゼ及び／又はペプチダーゼ分子をコードするポリヌクレオ
チドから成るワクチン組成物である。
【００１８】
　本発明の更なる態様においては、上記ワクチン組成物は、ブラキスピラ・ヒオディセン
テリアに関連するブタ赤痢の治療又は予防用の、配列番号１７、１９、２１及び２３から
成る群から選択される、毒素分子をコードする少なくとも２種のポリヌクレオチドを含む
ワクチン組成物である。
【００１９】
　本発明の他の態様においては、上記ワクチン組成物は、ブラキスピラ・ヒオディセンテ
リアに関連するブタ赤痢の治療又は予防用の、配列番号１７、１９、２１及び２３から成
る群から選択される、毒素分子をコードする少なくとも３種のポリヌクレオチドを含むワ
クチン組成物である。
【００２０】
　本発明の更に他の態様においては、上記ワクチン組成物は、ブラキスピラ・ヒオディセ
ンテリアに関連するブタ赤痢の治療又は予防用の、配列番号１７、１９、２１及び２３か
ら成る群から選択される、毒素分子をコードするポリヌクレオチドから成るワクチン組成
物である。
【００２１】
　本発明の他の態様においては、上記ワクチン組成物は、ブラキスピラ・ヒオディセンテ
リアに関連するブタ赤痢の治療又は予防用の、配列番号１、３、５、７、９、１１、１３
、１５、１７、１９、２１及び２３から成る群から選択される少なくとも１種のポリヌク
レオチドと共に、配列番号２５、２７、２９及び３１から成る群から選択される、溶血素
分子をコードする少なくとも１種のポリヌクレオチドを含むワクチン組成物である。
【００２２】
　本発明の他の態様においては、上記ワクチン組成物は、ブラキスピラに関連するブタ赤
痢の治療又は予防用の、
（ｉ）配列番号１、３、５及び７から成る群から選択される、プロテアーゼ分子をコード
する少なくとも１種のポリヌクレオチド及び／又は、
（ｉｉ）配列番号９、１１、１３及び１５から成る群から選択される、リパーゼ及び／又
はペプチダーゼ分子をコードする少なくとも１種のポリヌクレオチド及び／又は、
（ｉｉｉ）配列番号１７、１９、２１及び２３から成る群から選択される、毒素分子をコ
ードする少なくとも１種のポリヌクレオチド及び／又は、
（ｉｖ）配列番号２５、２７、２９及び３１から成る群から選択される、溶血素分子をコ
ードする少なくとも１種のポリヌクレオチドを含むワクチン組成物である。
【００２３】
　本発明は更に、配列番号１、３、５、７、９、１１、１３、１５、１７、１９、２１、
２３、２５、２７、２９及び３１の配列を有するＤＮＡを含むプラスミドと、配列番号１
、３、５、７、９、１１、１３、１５、１７、１９、２１、２３、２５、２７、２９及び
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３１の配列を有するＤＮＡを含む原核及び／又は真核発現ベクターと、配列番号１、３、
５、７、９、１１、１３、１５、１７、１９、２１、２３、２５、２７、２９及び３１の
配列を有するＤＮＡを含むプラスミドを含む細胞とを提供する。
【００２４】
　また、本発明は、配列番号２、４、６、８、１０、１２、１４、１６、１８、２０、２
２、２４、２６、２８、３０及び３２に含まれるアミノ酸配列を有する新規なＢ．ヒオデ
ィセンテリアタンパク質も提供する。また、本発明は、配列番号２、４、６、８、１０、
１２、１４、１６、１８、２０、２２、２４、２６、２８、３０及び３２に含まれる配列
と９５％、９０％、８５％、８０％、７５％及び７０％相同であるタンパク質も提供する
。また、本発明は、配列番号２、４、６、８、１０、１２、１４、１６、１８、２０、２
２、２４、２６、２８、３０及び３２に含まれるアミノ酸配列、又は配列番号２、４、６
、８、１０、１２、１４、１６、１８、２０、２２、２４、２６、２８、３０及び３２に
含まれる配列と９５％、９０％、８５％、８０％、７５％及び７０％相同であるアミノ酸
配列を有するタンパク質を含むワクチン又は免疫原性組成物も提供する。
【００２５】
　本発明の一態様においては、上記ワクチン組成物は、ブラキスピラ・ヒオディセンテリ
アに関連するブタ赤痢の治療又は予防用の、配列番号２、４、６及び８から成る群から選
択される少なくとも２種のプロテアーゼポリペプチドを含むワクチン組成物である。
【００２６】
　本発明の他の態様においては、上記ワクチン組成物は、ブラキスピラ・ヒオディセンテ
リアに関連するブタ赤痢の治療又は予防用の、配列番号２、４、６及び８から成る群から
選択される少なくとも３種のプロテアーゼポリペプチドを含むワクチン組成物である。
【００２７】
　本発明の更に他の態様においては、上記ワクチン組成物は、ブラキスピラ・ヒオディセ
ンテリアに関連するブタ赤痢の治療又は予防用の、配列番号２、４、６及び８のプロテア
ーゼポリペプチドから成るワクチン組成物である。
【００２８】
　本発明の一態様においては、上記ワクチン組成物は、ブラキスピラ・ヒオディセンテリ
アに関連するブタ赤痢の治療又は予防用の、配列番号１０、１２、１４及び１６から成る
群から選択される少なくとも２種のリパーゼ及び／又はペプチダーゼポリペプチドを含む
ワクチン組成物である。
【００２９】
　本発明の他の態様においては、上記ワクチン組成物は、ブラキスピラ・ヒオディセンテ
リアに関連するブタ赤痢の治療又は予防用の、配列番号１０、１２、１４及び１６から成
る群から選択される少なくとも３種のリパーゼ及び／又はペプチダーゼポリペプチドを含
むワクチン組成物である。
【００３０】
　本発明の更に他の態様においては、上記ワクチン組成物は、ブラキスピラ・ヒオディセ
ンテリアに関連するブタ赤痢の治療又は予防用の、配列番号１０、１２、１４及び１６か
ら成る群から選択されるリパーゼ及び／又はペプチダーゼポリペプチドから成るワクチン
組成物である。
【００３１】
　本発明の一態様においては、上記ワクチン組成物は、ブラキスピラ・ヒオディセンテリ
アに関連するブタ赤痢の治療又は予防用の、配列番号１８、２０、２２及び２４から成る
群から選択される少なくとも２種の毒素ポリペプチドを含むワクチン組成物である。
【００３２】
　本発明の他の態様においては、上記ワクチン組成物は、ブラキスピラ・ヒオディセンテ
リアに関連するブタ赤痢の治療又は予防用の、配列番号１８、２０、２２及び２４から成
る群から選択される少なくとも３種の毒素ポリペプチドを含むワクチン組成物である。
【００３３】
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　本発明の更に他の態様においては、上記ワクチン組成物は、ブラキスピラ・ヒオディセ
ンテリアに関連するブタ赤痢の治療又は予防用の、配列番号１８、２０、２２及び２４か
ら成る群から選択される毒素ポリペプチドから成るワクチン組成物である。
【００３４】
　本発明の更なる態様においては、上記ワクチン組成物は、ブラキスピラ・ヒオディセン
テリアに関連するブタ赤痢の治療又は予防用の、
（ｉ）配列番号２、４、６又は８から成る群から選択される少なくとも１種のプロテアー
ゼポリペプチド及び／又は、
（ｉｉ）配列番号１０、１２、１４又は１６から成る群から選択される少なくとも１種の
リパーゼ及び／又はペプチダーゼポリペプチド及び／又は、
（ｉｉｉ）配列番号１８、２０、２２又は２４から成る群から選択される少なくとも１種
の毒素及び／又は、
（ｉｖ）配列番号２６、２８、３０又は３２から成る群から選択される少なくとも１種の
溶血素を含むワクチン組成物である。
【００３５】
　本発明の更なる態様は、配列番号２、４、６、８、１０、１２、１４、１６、１８、２
０、２２、２４、２６、２８、３０及び３２に含まれる配列、又は配列番号２、４、６、
８、１０、１２、１４、１６、１８、２０、２２、２４、２６、２８、３０及び３２に含
まれる配列と９５％、９０％、８５％、８０％、７５％及び７０％相同である配列を有す
る一以上のタンパク質を含む診断キットを提供することである。
【００３６】
　本発明の他の態様は、配列番号２、４、６、８、１０、１２、１４、１６、１８、２０
、２２、２４、２６、２８、３０及び３２に含まれるアミノ酸配列を有するタンパク質を
コードするヌクレオチド配列を提供することである。また、本発明は、配列番号２、４、
６、８、１０、１２、１４、１６、１８、２０、２２、２４、２６、２８、３０及び３２
に含まれるアミノ酸配列を有するタンパク質をコードする配列を有するＤＮＡを含むプラ
スミド、真核及び原核発現ベクター、及びＤＮＡワクチンも包含する。このようなプラス
ミド及び発現ベクターを含む細胞も本発明に包含される。
【００３７】
　本発明は、配列番号２、４、６、８、１０、１２、１４、１６、１８、２０、２２、２
４、２６、２８、３０及び３２に含まれるアミノ酸配列を有するタンパク質と結合するか
、又は配列番号２、４、６、８、１０、１２、１４、１６、１８、２０、２２、２４、２
６、２８、３０及び３２に含まれる配列と９５％、９０％、８５％、８０％、７５％及び
７０％相同であるタンパク質と結合するモノクローナル抗体を包含する。配列番号２、４
、６、８、１０、１２、１４、１６、１８、２０、２２、２４、２６、２８、３０及び３
２に含まれるアミノ酸配列を有するタンパク質と結合するか、又は配列番号２、４、６、
８、１０、１２、１４、１６、１８、２０、２２、２４、２６、２８、３０及び３２に含
まれる配列と９５％、９０％、８５％、８０％、７５％及び７０％相同であるタンパク質
と結合するモノクローナル抗体を含む診断キットも本発明に包含される。このような診断
キットによって、動物におけるＢ．ヒオディセンテリアの存在を検出することができる。
動物としては哺乳動物や鳥が好ましく、ニワトリ、ガチョウ、アヒル、シチメンチョウ、
インコ、イヌ、ネコ、ハムスター、スナネズミ、ウサギ、フェレット、ウマ、雌ウシ、ヒ
ツジ、ブタ、サル及びヒトがより好ましい。
【００３８】
　また、本発明は、配列番号１、３、５、７、９、１１、１３、１５、１７、１９、２１
、２３、２５、２７、２９及び３１に記載の一以上のヌクレオチド配列、又は該配列と９
５％、９０％、８５％、８０％、７５％及び７０％相同である配列を含むＤＮＡワクチン
を動物に投与することによって動物におけるＢ．ヒオディセンテリア感染症を予防又は治
療する方法も意図する。また、本発明は、配列番号２、４、６、８、１０、１２、１４、
１６、１８、２０、２２、２４、２６、２８、３０及び３２に含まれるアミノ酸配列、又
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は該配列と９５％、９０％、８５％、８０％、７５％及び７０％相同である配列を有する
一以上のタンパク質を含むワクチンを動物に投与することによって動物におけるＢ．ヒオ
ディセンテリア感染症を予防又は治療する方法も包含する。
【００３９】
　また、本発明は、配列番号１、３、５、７、９、１１、１３、１５、１７、１９、２１
、２３、２５、２７、２９及び３１に記載の一以上のヌクレオチド配列、又は該配列と９
５％、９０％、８５％、８０％、７５％及び７０％相同である配列を含む免疫原性組成物
を動物に投与することによって動物において免疫応答を発生させる方法も意図する。また
、本発明は、配列番号２、４、６、８、１０、１２、１４、１６、１８、２０、２２、２
４、２６、２８、３０及び３２に含まれるアミノ酸配列、又は該配列と９５％、９０％、
８５％、８０％、７５％及び７０％相同である配列を有する一以上のタンパク質を含む免
疫原性組成物を動物に投与することによって動物において免疫応答を発生させる方法も包
含する。
【発明を実施するための形態】
【００４０】
　本発明について詳細に説明する前に、本発明は特定の例示された方法に限定されるもの
ではなく、当然のことながら本発明に変更を加えうることを理解されたい。また、本明細
書における専門用語は本発明の特定の実施形態を説明する目的のみに用いており、何ら本
発明に対する限定を意図するものではなく、本発明は添付した特許請求の範囲によっての
み限定されるものであることも理解されたい。
【００４１】
　本明細書で引用した全ての刊行物、特許及び特許出願は、上述のものであろうと後述の
ものであろうと、その全内容を本明細書の一部を構成するものとしてここに援用する。し
かし、これら刊行物を援用記載する目的は、該刊行物で報告され、且つ本発明に関連して
用い得るプロトコルや試薬、ベクターを説明し開示しようとするものである。本明細書に
記載のいずれも、それが先行発明であるという理由をもってその開示に本発明が先行して
いないことを自認したものと解釈すべきでない。
【００４２】
　また、本発明の実施においては、特に明記しない限り、当該技術分野の技術範囲内の従
来の免疫学的、分子生物学的技法や薬理学を用いる。このような技法は当業者に周知であ
り、多くの文献に記載されている。例えば、コリガン（Coligan）、ダン（Dunn）、プロ
ー（Ploegh）、シュパイヒャー（Speicher）及びウィングフィールド（Wingfield）、「
タンパク質科学における現在のプロトコル」（１９９９）、Ｉ及びＩＩ巻（Ｊｏｈｎ　Ｗ
ｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ　Ｉｎｃ.）；サンブルック（Sambrook）ら、「分子クローニン
グ：実験室マニュアル」（１９８９）、第２版（Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ
　ｐｒｅｓｓ）；及びプレスコット（Prescott）、ハーレー（Harley）及びクライン（Kl
ein）、「微生物学」（１９９９）、第４版（ＷＢＣ　ＭｃＧｒａｗ－Ｈｉｌｌ）を参照
のこと。
【００４３】
　特に文脈にて明確に定められない限り、本明細書及び添付の特許請求の範囲で用いる単
数形「a」、「an」及び「the」は、複数形の言及も包含することに留意する必要がある。
従って、例えば「a gene」の場合は複数の遺伝子を包含することを意味し、また、「an a
nimal」は一以上の動物を意味する等である。特に明記しない限り、本明細書で用いる技
術用語及び科学用語は全て、本発明が属する当該技術分野の当業者が通常理解するものと
同じ意味を有する。本明細書に記載のものと類似又は等価な材料や方法のいずれを用いて
も本発明を実施又は試験することができるが、好ましい材料及び方法については以下に記
載する。
【００４４】
　本発明はその最も広い態様において、配列番号１、３、５、７、９、１１、１３、１５
、１７、１９、２１及び２３に含まれるヌクレオチド配列を有する新規なＢ．ヒオディセ
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ンテリアポリヌクレオチド、又は該ポリヌクレオチドによってコードされるアミノ酸配列
（ポリペプチド）を提供する。
【００４５】
　「アミノ酸」とは、天然にせよ合成にせよ、アミノ官能性及び酸官能性の両方を有し、
天然に存在するアミノ酸のポリマーに含まれ得る全ての分子を包含することを意味する。
アミノ酸の例としては、天然に存在するアミノ酸、その類縁体や誘導体、同類物、種々の
側鎖を有するアミノ酸類縁体、また、上述のいずれかの全ての立体異性体が挙げられる。
【００４６】
　動物は、プラキスピラ（特にＢ．ヒオディセンテリア）に感染し得る哺乳動物又は鳥で
あり得る。哺乳動物の例としては、イヌやネコ、ハムスター、スナネズミ、ウサギ、フェ
レット、ウマ、雌ウシ、ヒツジ、ブタ、サル、ヒトが挙げられる。鳥の例としては、ニワ
トリやガチョウ、アヒル、シチメンチョウ、インコが挙げられる。あるブラキスピラ種が
種々の宿主に感染し得ることは当業者には理解されよう（例えば、ハンプソン（Hampson
）ら、２００６、新興感染症、１２巻（５）、８６９～８７０頁参照。尚、その全内容を
本明細書の一部を構成するものとしてここに援用する）。従って、本明細書における「動
物」は種々の動物を包含するが、特にブタ及び家禽を包含する。
【００４７】
　「保存的残基」とは、ある共通の特性を有するアミノ酸のグループのメンバーであるア
ミノ酸を意味する。「保存的アミノ酸置換」とは、そのような一グループのアミノ酸の同
グループの別のアミノ酸による（概念的又は別の意味の）置換を意味する。個々のアミノ
酸間の共通特性を定義する実用的な方法は、同種生物の対応するタンパク質間における正
規化したアミノ酸変化頻度を解析することである（シュルツ（Schulz），Ｇ．Ｅ．及びＲ
．Ｈ．シンナー（Schinner）、タンパク質構造の原理、Ｓｐｒｉｎｇｅｒ－Ｖｅｒｌａｇ
）。このような解析によると、ある一群のアミノ酸が互いに優先的に置換され、それによ
る全体的なタンパク質構造に対する影響が互いに殆ど見られない場合に、アミノ酸グルー
プとして定義することができる（シュルツ（Schulz），Ｇ．Ｅ．及びＲ．Ｈ．シンナー（
Schinner）、タンパク質構造の原理、Ｓｐｒｉｎｇｅｒ－Ｖｅｒｌａｇ）。こうして定義
されたアミノ酸グループの例としては、（ｉ）Ｌｙｓ、Ａｒｇ及びＨｉｓを含む陽性荷電
グループ、（ｉｉ）Ｇｌｕ及びＡｓｐを含む陰性荷電グループ、（ｉｉｉ）Ｐｈｅ、Ｔｙ
ｒ及びＴｒｐを含む芳香族グループ、（ｉｖ）Ｈｉｓ及びＴｒｐを含む含窒素環グループ
、（ｖ）Ｖａｌ、Ｌｅｕ及びＤｅを含む大型脂肪族非極性グループ、（ｖｉ）Ｍｅｔ及び
Ｃｙｓを含む弱極性グループ、（ｖｉｉ）Ｓｅｒ、Ｔｈｒ、Ａｓｐ、Ａｓｎ、Ｇｌｙ、Ａ
ｌａ、Ｇｌｕ、Ｇｌｎ及びＰｒｏを含む小型残基グループ、（ｖｉｉｉ）Ｖａｌ、Ｌｅｕ
、Ｉｌｅ、Ｍｅｔ及びＣｙｓを含む脂肪族グループ、及び（ｉｘ）Ｓｅｒ及びＴｈｒを含
む小型水酸基グループが挙げられる。
【００４８】
　「融合タンパク質」又は「融合ポリペプチド」とは、当該技術分野で公知のようにキメ
ラタンパク質を意味するが、当該技術分野で公知の方法を用いて構築することができる。
融合タンパク質の多くの例においては、２種類の異なるポリペプチド配列が存在するが、
ある場合には、更に多くのポリペプチド配列が存在し得る。融合タンパク質をコードする
ポリヌクレオチド配列は、融合タンパク質を正しく翻訳できるようにインフレームで作動
可能に（operably）連結させることができる。融合タンパク質は、同一種又は異種由来の
ポリペプチド配列を含み得る。種々の実施形態においては、融合ポリペプチドは、第１の
ポリペプチドに連結した一以上のアミノ酸配列を含有し得る。一を超えるアミノ酸配列が
第１のポリペプチドに融合する場合、融合配列は、同一配列の複数のコピーであってもよ
く、或いは、異なるアミノ酸配列であってもよい。融合ポリペプチドは、第１のポリペプ
チドのＮ末端、Ｃ末端、又はＮ及びＣ末端に融合させることができる。融合タンパク質の
例としては、グルタチオンＳ－トランスフェラーゼタグ（ＧＳＴ－タグ）、ヒスチジンタ
グ（Ｈｉｓ－タグ）、免疫グロブリンドメイン又は免疫グロブリン結合ドメインを含有す
るポリペプチドが挙げられる。
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【００４９】
　「単離ポリペプチド」とは、ある実施形態においては、組換えＤＮＡ又はＲＮＡから調
製されるポリペプチド、合成由来又は天然由来のポリペプチド、或いはそれらの組合せで
あって、（１）天然において通常一緒に見出されるタンパク質と関係していないか、（２
）それが通常存在している細胞から分離されているか、（３）同一細胞源由来の他のタン
パク質を含まないか、（４）異なる種由来の細胞によって発現されるか、又は（５）天然
には存在しないものを意味する。当該単離ポリペプチドは、精製ポリペプチド（修飾され
たものを除く）として存在してもよい。
【００５０】
　「単離核酸」及び「単離ポリヌクレオチド」とは、ゲノムＤＮＡ、ｃＤＮＡ、ｍＲＮＡ
、ｔＲＮＡ、ｒＲＮＡ、ｉＲＮＡ又は細胞オルガネラ（例えば、ミトコンドリアや葉緑体
）から得られるポリヌクレオチドであるか、合成由来のものであって、（１）当該「単離
核酸」が天然において存在している細胞と関係がないか、又は（２）天然においては作動
可能に連結していないポリヌクレオチドと作動可能に連結されているポリヌクレオチドを
意味する。当該単離ポリヌクレオチドは、精製ポリヌクレオチド（修飾されたものを除く
）として存在してもよい。
【００５１】
　「核酸」及び「ポリヌクレオチド」とは、ポリマー形態のヌクレオチドであって、リボ
ヌクレオチド、デオキシリボヌクレオチド、又はそれらのいずれかのヌクレオチド種の修
飾された形態のことを指す。これらの用語は、同等物として、ヌクレオチド類縁体から得
られるＲＮＡ又はＤＮＡの類縁体を包含し、また、本明細書に記載の実施形態に適用し得
るものとして、一本鎖（例えば、センスやアンチセンス）ポリヌクレオチドや二本鎖ポリ
ヌクレオチドを包含すると理解すべきである。
【００５２】
　「本発明の核酸」及び「本発明のポリヌクレオチド」とは、本発明のポリペプチドをコ
ードする核酸を意味する。本発明のポリヌクレオチドは、本発明の核酸配列；本発明の核
酸配列と少なくとも６０％、７０％、８０％、９０％、９５％、９６％、９７％、９８％
、９９％同一であるヌクレオチド配列；ストリンジェントな条件下で本発明の核酸配列と
ハイブリダイズするヌクレオチド配列；本発明のポリペプチドと機能的に同等なポリペプ
チドをコードするヌクレオチド配列；本発明アミノ酸配列と少なくとも約６０％、７０％
、８０％、８５％、９０％、９５％、９８％、９９％相同であるか又は同一であるポリペ
プチドをコードするヌクレオチド配列；本発明のポリペプチドの活性を有し、本発明アミ
ノ酸配列に対して少なくとも約６０％、７０％、８０％、８５％、９０％、９５％、９８
％、９９％以上の相同性又は同一性を有するポリペプチドをコードするヌクレオチド配列
；１～約２、３、５、７、１０、１５、２０、３０、５０、７５以上のヌクレオチド置換
、付加又は欠失によって本発明の核酸配列と異なるヌクレオチド配列（例えば、対立遺伝
子バリアント）；本発明の核酸配列に由来すると共に進化的に関連する核酸；並びに、本
発明の上述の及び他の核酸の全てに関する、遺伝コードの縮重に起因するヌクレオチド配
列及びそれらの相補的な核酸配列の全部又は一部を含み得る。また、本発明の核酸は、本
発明の核酸配列の相同体（例えば、オルソログやパラログ）も包含し、また、特定の生体
（例えば、宿主細胞）での発現に対してコドン最適化された変異型の本発明の核酸配列も
包含する。
【００５３】
　２種の核酸領域間の関係について記載する際の「作動可能に連結」とは、該領域が意図
するとおりに機能し得る関係で隣接していることを意味する。コーディング配列と制御配
列とを「作動可能に連結」させる場合には、制御配列に適合し得る条件下（例えば、適切
な分子（誘導剤やポリメラーゼなど）が当該制御配列に結合した場合）においてコード配
列が発現されるように制御（又は調節）配列に連結させる。
【００５４】
　「ポリペプチド」、「タンパク質」及び「ペプチド」は本明細書においては交換可能に
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用い、アミノ酸のポリマーを意味する。ポリペプチドの例としては、遺伝子産物や天然に
存在するタンパク質、上述のものの相同体、オルソログ、パラログ、断片、その他の同等
物、変異体及び類縁体が挙げられる。
【００５５】
　あるポリペプチドの「ポリペプチド断片」又は「断片」とは、対象となるポリペプチド
自体と比べてアミノ酸残基が欠失しているが、残ったアミノ酸配列が通常、対象ポリペプ
チドの対応する位置と同一であるポリペプチドを意味する。このような欠失は、対象ポリ
ペプチドのアミノ末端又はカルボキシ末端、或いはその両方で起こり得る。断片は通常、
少なくとも５、６、８又は１０アミノ酸長、少なくとも１４アミノ酸長、少なくとも２０
、３０、４０又は５０アミノ酸長、少なくとも７５アミノ酸長、又は少なくとも１００、
１５０、２００、３００、５００以上アミノ酸長である。断片は対象ポリペプチドの生物
学的活性の一以上を保持し得る。ある実施形態においては、断片は所望の生物学的活性を
有するドメインを含み得るが、必要に応じて該ドメインの一側又は両側に付加的アミノ酸
を含み、この付加的アミノ酸の数は、５、１０、１５、２０、３０、４０、５０又は最大
で１００以上の残基となり得る。更に、断片は特定領域の細断片を含み得るが、この細断
片は、その由来領域の機能を保持する。他の実施形態においては、断片は免疫原性を有し
得る。
【００５６】
　「本発明のポリペプチド」とは、本発明アミノ酸配列又はその同等物や断片を含有する
ポリペプチドを意味する。本発明のポリペプチドとしては、本発明アミノ酸配列；１～約
２、３、５、７、１０、１５、２０、３０、５０、７５以上の保存的アミノ酸置換を有す
る本発明アミノ酸配列；本発明アミノ酸配列と少なくとも６０％、７０％、８０％、９０
％、９５％、９６％、９７％、９８％、９９％同一であるアミノ酸配列；及びそれらの機
能的断片の全部又は一部を含むポリペプチドが挙げられる。また、本発明のポリペプチド
は、本発明アミノ酸配列の相同体（例えば、オルソログやパラログ）も包含する。
【００５７】
　また、治療又は予防における有効性や安定性（例えば、エクスビボでの有効期間やイン
ビボでのタンパク質分解耐性等）を高める目的で、本発明のポリペプチドの構造を修飾す
ることも可能である。このような修飾ポリペプチドは、タンパク質の天然に存在する形態
の少なくとも一つの活性を保持するように設計される場合には、本明細書で更に詳細に記
載するポリペプチドの「機能同等物」と考えられる。このような修飾ポリペプチドは、例
えば、アミノ酸置換、欠失又は付加によって作製することができるが、この置換は全部又
は一部において、保存的アミノ酸置換で構成してもよい。
【００５８】
　例えば、単発的な保存的アミノ酸置換（例えば、イソロイシンやバリンによるロイシン
の置換、グルタミン酸によるアスパラギン酸の置換、セリンによるスレオニンの置換）は
、得られる分子の生物学的活性に大きな影響を及ぼさないことが合理的に予想できる。ポ
リペプチドのアミノ酸配列が変化して機能的相同体が得られるかどうかは、変異ポリペプ
チドが野生型タンパク質同様の応答を示せるか否かを評価することによって容易に確認す
ることができる。２つ以上の置換が行われたポリペプチドは、同様にして容易に試験する
ことができる。
【００５９】
　「精製された」とは、目的の種が主に存在する種である（即ち、組成物において他のい
ずれの種に比べても豊富に（モル基準で）存在する種である）ことを意味する。「精製画
分」とは、存在する全種の内、目的種が少なくとも約５０パーセント（モル基準で）を占
める組成物である。溶液や分散液において純度や種を確認する際には、その種が溶解又は
分散している溶媒やマトリックスは通常そのような確認においては対象とされず、溶解又
は分散している種のみ（対象物を含む）が考慮される。一般に、精製組成物は、該組成物
に存在する全種の約８０％超であるか、存在する全種の約８５％超、９０％、９５％、９
９％以上を占める一種を有する。目的種を実質的に均質になる（即ち、混入物種が従来の
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検出方法では組成物中から検出され得ない）まで精製することができるが、この際、組成
物は本質的に単一種となる。当業者であれば、本明細書の教示に鑑みて、タンパク質精製
のための標準的な技法を用いて本発明のポリペプチドを精製することができる。ポリペプ
チドの純度は当業者に公知の数多くの方法によって測定できるが、その方法としては例え
ば、アミノ末端アミノ酸配列解析やゲル電気泳動、質量分析、本明細書に記載の方法が挙
げられる。
【００６０】
　「組換えタンパク質」又は「組換えポリペプチド」とは、組換えＤＮＡ技法によって調
製されるポリペプチドを意味する。このような技法の一例としては、発現タンパク質をコ
ードするＤＮＡを好適な発現ベクターに挿入し、それを用いて宿主細胞を形質転換して該
ＤＮＡによってコードされるタンパク質又はポリペプチドを調製する場合が挙げられる。
【００６１】
　「制御配列」とは、本明細書全体を通じて用いる一般的な用語であり、開始シグナルや
エンハンサー、レギュレーター、プロモーター等のポリヌクレオチド配列を意味し、それ
らが作動可能に連結するコード配列や非コード配列の発現に影響を及ぼす上で必要又は所
望とされる。制御配列の例は、ゲッデル（Goeddel）；遺伝子発現技術：酵素学における
方法、Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ、カリフォルニア州サンディエゴ（１９９０）に記
載されており、例えば、ＳＶ４０の初期プロモーター及び後期プロモーターや、アデノウ
イルス又はサイトメガロウイルスの最初期プロモーター、ｌａｃ系、ｔｒｐ系、ＴＡＣ又
はＴＲＣ系、Ｔ７ＲＮＡポリメラーゼによって発現が指示されるＴ７プロモーター、ファ
ージλの主要オペレーター及びプロモーター領域、ｆｄコートタンパク質のための制御領
域、３－ホスホグリセリン酸キナーゼ又は他の糖分解酵素のためのプロモーター、酸ホス
ファターゼ（例えば、Ｐｈｏ５）のプロモーター、酵母α接合因子のプロモーター、原核
細胞又は真核細胞又はそのウイルスの遺伝子の発現を制御することが知られているバキュ
ロウイルス系や他の配列の多角体プロモーター、及びそれらの種々の組合せが挙げられる
。このような制御配列の性質や使用については宿主生物に応じて変化し得る。原核生物に
おいては、このような制御配列は一般に、プロモーター、リボソーム結合部位及び転写終
結配列を含む。「制御配列」とは、少なくとも、その存在が発現に影響を及ぼし得る成分
を含むことを意味し、また、その存在が有利な付加的成分（例えば、リーダー配列や融合
パートナー配列）も含み得る。ある実施形態においては、ポリヌクレオチド配列の転写は
、それを発現させようとしている細胞型におけるポリヌクレオチドの発現を制御するプロ
モーター配列（又は他の制御配列）の制御下にある。また、該ポリヌクレオチドが、天然
において当該ポリヌクレオチドの発現を制御する制御配列と同一又は異なる制御配列の制
御下にあり得ることも理解できるであろう。
【００６２】
　「配列相同性」とは、２種の核酸配列間の塩基の一致の割合、又は２種のアミノ酸配列
間のアミノ酸の一致の割合を意味する。配列相同性がパーセンテージで表される場合（例
えば、５０％）、当該パーセンテージは、他の配列と比較された目的の配列全体における
当該一致の割合を示す。一致を最大にするためのギャップ（２種の配列の一方における）
があってもよく、通常は１５塩基以下のギャップ長が用いられ、より頻繁には６塩基以下
のギャップ長が用いられ、更に頻繁には２塩基以下のギャップ長が用いられる。「配列同
一性」とは、配列が比較のウィンドウに亘って同一である（即ち、核酸の場合にはヌクレ
オチド－ヌクレオチド基準、又はポリペプチドの場合にはアミノ酸－アミノ酸基準）こと
を意味する。「配列同一性のパーセンテージ」は、２種の最適に整列された配列を比較の
ウィンドウに亘って比較し、両配列中に同一のアミノ酸又はヌクレオチドが存在する位置
の数を確認して一致した位置の数を得て、一致した位置の数を比較ウィンドウ中の位置の
全数で割り、得られた結果に１００を掛けて算出する。配列同一性を算出する方法は当業
者には公知であるが、更に詳細に後述する。
【００６３】
　本明細書において本発明のポリペプチド又は他のタンパク質について用いる「可溶性」
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とは、細胞培養での発現の際に、発現したポリペプチド又はタンパク質の少なくとも一部
が細胞の細胞質画分に残り、ライセートの溶解や遠心分離の際に細胞残渣と共に分画され
ないことを意味する。ポリペプチドの溶解度は、当該技術分野で公知の種々の方法、例え
ば、異種アミノ酸配列との融合や、アミノ酸残基の欠失、アミノ酸置換（例えば、配列中
の親水性側鎖を有するアミノ酸残基の増加）、化学的修飾（例えば、親水性基の付加）に
よって向上させることができる。
【００６４】
　ポリペプチドの溶解度は、当該技術分野で公知の種々の技法、例えば、凝集状態を確認
するための動的光散乱や、ＵＶ吸収、非凝集物から凝集物を分離するための遠心分離、Ｓ
ＤＳゲル電気泳動（例えば、可溶性画分中のタンパク質量を可溶性画分と不溶性画分の混
合物中のタンパク質量と比較する）によって測定することができる。宿主細胞中で発現し
た場合、本発明のポリペプチドは、少なくとも約１％、２％、５％、１０％、２０％、３
０％、４０％、５０％、６０％、７０％、８０％、９０％以上が可溶である（例えば、細
胞内で発現したタンパク質全量の少なくとも約１％、２％、５％、１０％、２０％、３０
％、４０％、５０％、６０％、７０％、８０％、９０％以上が細胞質画分で見出される）
。ある実施形態においては、本発明のポリペプチドを発現する細胞の１Ｌ培養によって、
少なくとも約０．１、０．２、０．５、１、２、５、１０、２０、３０、４０、５０ミリ
グラム以上の可溶性タンパク質が産生する。例示的実施形態においては、本発明のポリペ
プチドは少なくとも約１０％可溶であり、１Ｌの細胞培養から少なくとも約１ミリグラム
のタンパク質が産生する。
【００６５】
　「特異的にハイブリダイズする」とは、検出可能で特異的な核酸の結合を意味する。本
発明のポリヌクレオチド、オリゴヌクレオチド及び核酸は、非特異的核酸に対する相当量
の検出可能な結合を最小限に抑えるハイブリダイゼーション条件及び洗浄条件下で、核酸
鎖と選択的にハイブリダイズする。ストリンジェントな条件を用いて、当該技術分野で公
知であり本明細書に記載の選択的ハイブリダイゼーション条件を得ることができる。一般
に、本発明のポリヌクレオチド、オリゴヌクレオチド及び核酸と対象とする核酸配列との
間の核酸配列相同性は、少なくとも３０％、４０％、５０％、６０％、７０％、８０％、
８５％、９０％、９５％、９８％、９９％又はそれ以上である。ある例においては、ハイ
ブリダイゼーション及び洗浄条件は、従来のハイブリダイゼーション操作及び本明細書に
おける更なる記載に従ったストリンジェントな条件下で行う。
【００６６】
　「ストリンジェントな条件」又は「ストリンジェントなハイブリダイゼーション条件」
とは、二本鎖を形成するように２種の相補的なポリヌクレオチド鎖間で行う特異的なハイ
ブリダイゼーションを促進する条件を意味する。ストリンジェントな条件は、所定のイオ
ン強度及びｐＨで、所定のポリヌクレオチド二本鎖の融点（Ｔｍ）より約５℃低くなるよ
うに選択することができる。相補的なポリヌクレオチド鎖の長さ及びそのＧＣ量によって
二本鎖のＴｍが決定され、ひいては、所望のハイブリダイゼーション特異性を得るのに必
要なハイブリダイゼーション条件が決まる。Ｔｍとは、ポリヌクレオチド配列の５０％が
完全にマッチする相補鎖とハイブリダイズする温度（所定のイオン強度及びｐＨ下）であ
る。ある場合には、特定の二本鎖のＴｍとほぼ等しくなるようにハイブリダイゼーション
条件のストリンジェンシーを上げることが望ましいこともある。
【００６７】
　Ｔｍを推定するために種々の技法を用いることができる。通常、理論的最高値である約
８０～１００℃まで、二本鎖内のＧ－Ｃ塩基対がＴｍに対して約３℃寄与すると推定され
る一方、Ａ－Ｔ塩基対が約２℃寄与すると推定される。
【００６８】
　しかし、Ｇ－Ｃスタッキング相互作用、溶媒効果、所望のアッセイ温度等を考慮に入れ
たより高度なＴｍモデルを用いることができる。例えば、次式：Ｔｄ＝（（（３×＃ＧＣ
）＋（２×＃ＡＴ））×３７）－５６２）＃ｂｐ）－５（式中、＃ＧＣ、＃ＡＴ及び＃ｂ
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ｐはそれぞれ、二本鎖の形成に関与するグアニン－シトシン塩基対の数、アデニン－チミ
ン塩基対の数及び全塩基対の数である）を用いて、解離温度（Ｔｄ）が約６０℃となるよ
うにプローブを設計することができる。
【００６９】
　ハイブリダイゼーションは、５×ＳＳＣ、４×ＳＳＣ、３×ＳＳＣ、２×ＳＳＣ、１×
ＳＳＣ又は０．２×ＳＳＣ中で、少なくとも約１時間、２時間、５時間、１２時間又は２
４時間行うことができる。ハイブリダイゼーションの温度を例えば、約２５℃（室温）か
ら約４５℃、５０℃、５５℃、６０℃又は６５℃まで上げて反応のストリンジェンシーを
調整することができる。また、ハイブリダイゼーション反応にはストリンジェンシーに影
響を及ぼす他の試薬を含めてもよく、例えば、５０％ホルムアミドの存在下でハイブリダ
イゼーションを行うと、所定温度でのハイブリダイゼーションのストリンジェンシーが上
昇する。
【００７０】
　ハイブリダイゼーション反応に引き続き、単一の洗浄工程、又は二以上の洗浄工程を行
ってもよいが、これは同一又は異なる塩濃度や温度で行うことができる。例えば、洗浄の
温度を約２５℃（室温）から約４５℃、５０℃、５５℃、６０℃、６５℃又はそれ以上ま
で上げてストリンジェンシーを調整することができる。洗浄工程は洗浄剤（例えば、０．
１又は０．２％ＳＤＳ）の存在下で行うことができる。例えば、ハイブリダイゼーション
に引き続き、洗浄の２工程（各工程は２×ＳＳＣ、０．１％ＳＤＳ中で約２０分間）を６
５℃で行うことができ、必要に応じて、更に洗浄の２工程（各工程は０．２×ＳＳＣ、０
．１％ＳＤＳ中で約２０分間）を６５℃で行うことができる。
【００７１】
　ストリンジェントなハイブリダイゼーション条件の例としては、５０％ホルムアミド、
１０×デンハート液（０．２％フィコール、０．２％ポリビニルピロリドン、０．２％ウ
シ血清アルブミン）及び２００μｇ／ｍＬの変性担体ＤＮＡ（例えば、剪断サケ精子ＤＮ
Ａ）を含有する溶液中でハイブリダイゼーションを６５℃で一晩行った後、洗浄の２工程
（各工程は２×ＳＳＣ、０．１％ＳＤＳ中で約２０分間）を６５℃で行い、更に洗浄の２
工程（各工程は０．２×ＳＳＣ、０．１％ＳＤＳ中で約２０分間）を６５℃で行うことが
挙げられる。
【００７２】
　ハイブリダイゼーションにおいては、溶液中の２種の核酸をハイブリダイズさせてもよ
く、溶液中の核酸を固体支持体（例えば、フィルター）に付着させた核酸とハイブリダイ
ズさせてもよい。固体支持体上に１種の核酸がある場合には、ハイブリダイゼーションの
前にプレハイブリダイゼーション工程を行うことができる。プレハイブリダイゼーション
は、ハイブリダイゼーション溶液（相補的なポリヌクレオチド鎖の非存在下）と同一の溶
液及び同一温度で少なくとも約１時間、３時間又は１０時間行うことができる。
【００７３】
　適切なストリンジェンシー条件は当業者には公知であるか、又は当業者によって実験的
に決めることができる。例えば、分子生物学における現在のプロトコル、Ｊｏｈｎ　Ｗｉ
ｌｅｙ＆Ｓｏｎｓ、Ｎ．Ｙ．（１９８９）、６．３．１－１２．３．６；サンブルック（
Sambrook）ら、１９８９、分子クローニング、実験室マニュアル、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎ
ｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｐｒｅｓｓ、Ｎ．Ｙ．；Ｓ．アグラワル（Agrawal）編、分子生物学
における方法、２０巻；ティーセン（Tijssen）（１９９３）、生化学及び分子生物学に
おける実験室技法－核酸プローブを用いたハイブリダイゼーション（例えば、パートＩ第
２章「ハイブリダイゼーションの原理の概要及び核酸プローブアッセイの戦略」、Ｅｌｓ
ｅｖｉｅｒ、ニューヨーク；ティバニェンダ（Tibanyenda），Ｎ．ら、Ｅｕｒ．Ｊ．Ｂｉ
ｏｃｈｅｍ．１３９：１９（１９８４）及びエベル（Ebel），Ｓ．ら、Ｂｉｏｃｈｅｍ．
３１：１２０８３（１９９２）を参照のこと。
【００７４】
　「ベクター」とは、連結された核酸を輸送することが可能な核酸を意味する。本発明で
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用いることのできるベクターの１種はエピソーム（即ち、染色体外複製を可能とする核酸
）である。他のベクターとしては、連結された核酸の自己複製や発現を可能とするベクタ
ーが挙げられる。作動可能に連結された（operatively linked）遺伝子の発現を指示する
ことが可能なベクターを本明細書では「発現ベクター」と称する。一般に、組換えＤＮＡ
技法で有用な発現ベクターは、プラスミドの形態であることが多いが、「プラスミド」と
は、ベクター形態では染色体に結合していない環状二本鎖ＤＮＡ分子を意味する。プラス
ミドはベクターの最も一般に用いられる形態であるため、本明細書においては「プラスミ
ド」と「ベクター」は交換可能に用いる。しかしながら、本発明は、同等の機能を有し、
今後当該技術分野で知られるようになる他の形態の発現ベクターも包含されることを意図
している。
【００７５】
　本発明の核酸を診断試薬として用いて、該核酸が特異的に結合する標的ＤＮＡ又はＲＮ
Ａ配列の有無を検出し、例えば、本発明の核酸の発現レベルを求めることができる。一態
様においては、本発明は、サンプル中に本発明の核酸又はその一部が存在することを検出
するための方法であって、（ａ）本発明の核酸の一部と相補的で少なくとも８ヌクレオチ
ド長のオリゴヌクレオチドを用意する工程と、（ｂ）該オリゴヌクレオチドと本発明の核
酸又はその一部とのハイブリダイゼーションを可能にする条件下で該オリゴヌクレオチド
を少なくとも１種の核酸を含有するサンプルに接触させる工程と、（ｃ）該オリゴヌクレ
オチドとサンプル中の核酸とのハイブリダイゼーションを検出して、該サンプル中に本発
明の核酸又はその一部が存在することを検出する工程とを含む方法を意図する。他の態様
においては、本発明は、サンプル中に本発明の核酸又はその一部が存在することを検出す
るための方法であって、（ａ）各々が本発明の核酸の配列と相補的で少なくとも８ヌクレ
オチド長のオリゴヌクレオチドであって、該オリゴヌクレオチドと相補的な配列どうしが
、少なくとも１０ヌクレオチド離れている、一対の一本鎖オリゴヌクレオチドを用意する
ことと、（ｂ）ハイブリダイゼーション条件下で該オリゴヌクレオチドを少なくとも１種
の核酸を含有するサンプルに接触させることと、（ｃ）２種のオリゴヌクレオチドプライ
マー間のヌクレオチド配列を増幅することと、（ｄ）増幅した配列の存在を検出して、該
サンプル中に本発明の核酸又はその一部が存在することを検出することによって行う方法
を意図する。
【００７６】
　本発明の他の態様においては、本発明のポリペプチドをコードし、少なくとも１種の制
御配列に作動可能に連結するヌクレオチド配列を含む発現ベクターに本発明のポリヌクレ
オチドを挿入する。当然のことながら、発現ベクターの設計は、形質転換する宿主細胞の
選択及び／又は発現が所望されるタンパク質の種類等の要因によって決まり得る。ベクタ
ーのコピー数、該コピー数を制御する能力、及びベクターによってコードされる任意の他
のタンパク質（例えば、抗菌マーカー）の発現を考慮する必要がある。
【００７７】
　本発明のポリヌクレオチドを含有する発現ベクターを薬剤として用いてＢ．ヒオディセ
ンテリアに感染した動物を治療することができ、又はワクチンとして（更には薬剤として
も）用いて動物をＢ．ヒオディセンテリアの感染から防ぐことができ、また、動物が感染
した場合には疾患の症状や進行を抑制することができる。発現ベクターを薬剤として用い
る一方法は、核酸ワクチンを感染の危機にある動物又は感染した動物に投与することであ
る。核酸ワクチン技術については当該技術分野で十分に説明されている。説明の一部は、
米国特許第６，５６２，３７６号（フーパー（Hooper）ら）、米国特許第５，５８９，４
６６号（フェルグナー（Felgner）ら）、米国特許第６，６７３，７７６号（フェルグナ
ー（Felgner）ら）、及び米国特許第６，７１０，０３５号（フェルグナー（Felgner）ら
）に見出すことができる。核酸ワクチンは筋肉内注射又は皮内注射することができ、動物
へのエレクトロポレーション（ＷＯ０１／２３５３７（キング（King）ら）、及びＷＯ０
１／６８８８９（マローネ（Malone）ら）参照）は、脂質組成物を介して（米国特許第５
，７０３，０５５号（フェルグナー（Felgner）ら）参照）又は当該技術分野で公知の他
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のメカニズムによって行うことができる。
【００７８】
　また、発現ベクターを細菌にトランスフェクトし、その細菌を標的動物に投与して、発
現ベクターに含まれる本発明のヌクレオチドによってコードされるタンパク質に対する免
疫応答を誘導することもできる。発現ベクターには、本発明のヌクレオチドが宿主動物内
で転写及び翻訳されるように真核発現配列を含有させることができる。或いは、発現ベク
ターを細菌内で転写した後、宿主動物内で翻訳することもできる。発現ベクターの担体と
して用いる細菌は、弱毒化されてもなお侵襲的である必要がある。数例を挙げると、弱毒
化されてもなお侵襲的である赤痢菌種、サルモネラ菌種、大腸菌種及びエロモナス菌種を
用いることができる。このような方法の例は、米国特許第５，８２４，５３８号（ブラン
ストロム（Branstrom）ら）、米国特許第５，８７７，１５９号（パウエル（Powell）ら
）、米国特許第６，１５０，１７０号（パウエル（Powell）ら）、米国特許第６，５００
，４１９号（ホーン（Hone）ら）、及び米国特許第６，６８２，７２９号（パウエル（Po
well）ら）に見出すことができる。
【００７９】
　或いは、ベクターとして作用するある種のウイルスに本発明のポリヌクレオチドを挿入
することもできる。ウイルスベクターは、本発明のタンパク質をウイルスの表面上で発現
するか、又は、本発明のポリヌクレオチドがタンパク質に転写、翻訳される動物細胞に該
ポリヌクレオチドを輸送されてもよい。ウイルスベクターに感染した動物は、本発明のポ
リヌクレオチドによってコードされるタンパク質に対する免疫応答を示し得る。これによ
って、ウイルスベクターに感染した動物においては、Ｂ．ヒオディセンテリアによる感染
症を軽減又は予防することができる。ウイルスベクターの例は、米国特許第５，２８３，
１９１号（モーガン（Morgan）ら）、米国特許第５，５５４，５２５号（ゾンダーマイヤ
ー（Sondermeijer）ら）、及び米国特許第５，７１２，１１８（マーフィー（Murphy））
に見出すことができる。
【００８０】
　本発明のポリヌクレオチドを用いて、培養液中で増殖した細胞内で本発明のポリペプチ
ドの発現及び過剰発現を生じさせることができる（例えば、融合タンパク質やポリペプチ
ド等のタンパク質やポリペプチドを産生させることができる）。
【００８１】
　本発明は、本発明のポリペプチドを発現させるために組換え遺伝子をトランスフェクト
した宿主細胞に関する。宿主細胞はいずれの原核細胞又は真核細胞でもよい。例えば、本
発明のポリペプチドは、細菌細胞（例えば、大腸菌）、昆虫細胞（バキュロウイルス）、
酵母菌、植物細胞又は哺乳類細胞で発現させることができる。このような例において、宿
主細胞がヒト細胞の場合、生被験者内に存在してもしなくてもよい。他の好適な宿主細胞
は当業者には公知である。更に、宿主には通常見出されないｔＲＮＡ分子を宿主細胞に追
加して、ポリペプチドの発現を最適化することができる。或いは、ヌクレオチド配列を変
化させて宿主細胞内での発現を最適化することもできるが、それでも、産生するタンパク
質は元来コードされるタンパク質に対して高い相同性を有するであろう。ポリペプチドの
発現を最大限にするのに適した他の方法は当業者には公知であろう。
【００８２】
　本発明は更に、本発明のポリペプチドを調製する方法に関する。例えば、本発明のポリ
ペプチドをコードする発現ベクターをトランスフェクトした宿主細胞を適切な条件下で培
養し、該ポリペプチドの発現を生じさせることができる。該ポリペプチドを含有する培地
と細胞の混合物からポリペプチドを分泌、単離することができる。或いは、ポリペプチド
を細胞質保持させて、細胞を回収、溶解し、タンパク質を単離することができる。
【００８３】
　細胞培養液には宿主細胞、培地及び他の副生物が含まれる。細胞培養に適した培地は当
該技術分野ではよく知られている。当該技術分野で公知のタンパク質精製技法（例えば、
イオン交換クロマトグラフィーやゲル濾過クロマトグラフィー、限外濾過、電気泳動、本
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発明のポリペプチドの特定のエピトープに特異的な抗体を用いたイムノアフィニティー精
製等）を用いて細胞培地又は宿主細胞から、或いはその両方からポリペプチドを単離する
ことができる。
【００８４】
　このように、本発明のポリペプチドの全て又は選択部分をコードするヌクレオチド配列
を用い、微生物又は真核細胞プロセスによって組換えタンパク質のを調製することができ
る。ポリヌクレオチド構築物（例えば、発現ベクター）内に配列を連結させることと、宿
主（真核生物（酵母菌、鳥、昆虫又は哺乳動物）又は原核生物（細菌細胞））を形質転換
又はトランスフェクトすることは標準的な操作である。類似の操作又はその変法を用い、
微生物学的方法又は組織培養技術によって本発明の組換えポリペプチドを調製することが
できる。
【００８５】
　本発明のポリペプチドの発現に適するベクターとしては、次の種類のプラスミド、即ち
、原核細胞（例えば、大腸菌）における発現のためのｐＴｒｃＨｉｓ由来プラスミド、ｐ
ＥＴ由来プラスミド、ｐＢＲ３２２由来プラスミド、ｐＥＭＢＬ由来プラスミド、ｐＥＸ
由来プラスミド、ｐＢＴａｃ由来プラスミド、ｐＵＣ由来プラスミドが挙げられる。プラ
スミドの調製や宿主生物の形質転換に用いる各種方法は当該技術分野で周知である。原核
細胞及び真核細胞の両方に適した他の発現系、及び一般的な組換え手続きについては、分
子クローニング、実験室マニュアル、第２版、サンブルック（Sambrook）、フリッチュ（
Fritsch）及びマニアティス（Maniatis）編（Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　
Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ、１９８９）第１６章及び１７章を参照のこと。
【００８６】
　目的のポリペプチドのコード配列は、それと異なるポリペプチドをコードするヌクレオ
チド配列を含む融合遺伝子の一部として組み込むことができる。本発明は、本発明の核酸
と、異種ポリペプチドを含む融合タンパク質をコードするように本発明の核酸のヌクレオ
チド配列とインフレームで連結させた異種ペプチドをコードする少なくとも１種の異種配
列とを含有する単離ポリヌクレオチドを意図する。異種ポリペプチドは、（ａ）本発明の
ポリペプチドのＣ末端、（ｂ）本発明のポリペプチドのＮ末端、又は（ｃ）本発明のポリ
ペプチドのＣ末端及びＮ末端に融合させることができる。ある例においては、異種配列は
、融合対象のポリペプチドの検出、単離、可溶化及び／又は安定化を可能にするポリペプ
チドをコードする。更に他の実施形態においては、異種配列は、ポリＨｉｓタグやｍｙｃ
、ＨＡ、ＧＳＴ、プロテインＡ、プロテインＧ、カルモジュリン結合ペプチド、チオレド
キシン、マルトース結合タンパク質、ポリアルギニン、ポリＨｉｓ－Ａｓｐ、ＦＬＡＧ、
免疫グロブリンタンパク質の一部、経細胞輸送ペプチド等のポリペプチドをコードする。
【００８７】
　融合発現系は、本発明のポリペプチドの免疫原性断片の産生が望ましい場合には有用と
なり得る。例えば、ロタウイルスのＶＰ６カプシドタンパク質は、モノマー形態又はウイ
ルス粒子の形態で、ポリペプチド部分用免疫学的担体タンパク質として用いることができ
る。抗体の産生をもたらす本発明のポリペプチド部分に対応する核酸配列を、後期ワクシ
ニアウイルス構造タンパク質のコード配列を含む融合遺伝子構築物に組み込んで、ビリオ
ンの一部としてのタンパク質の一部を含む融合タンパク質を発現する１組の組換えウイル
スを作製することができる。Ｂ型肝炎表面抗原をこの役割に用いることもできる。同様に
、本発明のポリペプチドの一部及びポリオウイルスカプシドタンパク質を含む融合タンパ
ク質をコードするキメラ構築物を作製して免疫原性を高めることができる（例えば、ＥＰ
公報Ｎｏ：０２５９１４９；エヴァンズ（Evans）ら、（１９８９）Ｎａｔｕｒｅ３３９
：３８５；フアン（Huang）ら、（１９８８）Ｊ．Ｖｉｒｏｌ．６２：３８５５；及びシ
ュリエンガー（Schlienger）ら、（１９９２）Ｊ．Ｖｉｒｏｌ．６６：２参照）。
【００８８】
　融合タンパク質によってタンパク質の発現及び／又は精製を容易にすることができる。
例えば、本発明のポリペプチドをグルタチオンＳ－トランスフェラーゼ（ＧＳＴ）融合タ
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ンパク質として作製することができる。このようなＧＳＴ融合タンパク質を用い、例えば
、グルタチオンコートマトリックスを使用することによって本発明のポリペプチドの精製
を単純化することができる（例えば、分子生物学における現在のプロトコル、アウスベル
（Ausubel）ら編（Ｎ．Ｙ．：Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ＆Ｓｏｎｓ、１９９１）参照）。他
の実施形態においては、精製リーダー配列、例えば組換えタンパク質の所望の部分のＮ末
端でのポリ（Ｈｉｓ）／エンテロキナーゼ切断部位配列等をコードする融合遺伝子の使用
により、Ｎｉ2+金属樹脂を用いたアフィニティクロマトグラフィーによる発現融合タンパ
ク質の精製が可能となる。次いで、精製リーダー配列をエンテロキナーゼでの処理によっ
て除去し、精製タンパク質を得ることができる（例えば、ホチュリ（Hochuli）ら、（１
９８７）Ｊ．Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ　４１１：１７７；及びジャンクネヒト（Ja
nknecht）ら、ＰＮＡＳ　ＵＳＡ８８：８９７２参照）。
【００８９】
　融合遺伝子を作製する技法はよく知られている。本質的に、種々のポリペプチド配列を
コードする各種ＤＮＡ断片の連結は、ライゲーション用のブラント末端又は粘着末端の作
製、適切な末端を提供する制限酵素消化、必要に応じた付着末端の充填（filling-in）、
望ましくない連結を回避するためのアルカリホスファターゼ処理、及び酵素的連結を用い
て、従来の技法によって行う。他の実施形態においては、融合遺伝子は、自動ＤＮＡ合成
機を含む従来の技法によって合成することができる。或いは、遺伝子断片のＰＣＲ増幅は
、２種の連続遺伝子断片間の相補的オーバーハングを引き起こすアンカープライマーを用
いて実施することができ、続いて該連続遺伝子断片をアニールして、キメラ遺伝子配列を
作製することができる（例えば、分子生物学における現在のプロトコル、アウスベル（Au
subel）ら編、Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ＆Ｓｏｎｓ：１９９２参照）。
【００９０】
　他の実施形態においては、本発明は、固体表面（例えば、プレート、マイクロタイター
プレート、スライド、ビーズ、粒子、球体、フィルム、ストランド、沈殿物、ゲル、シー
ト、チューブ、容器、毛管、パッド、スライス等）上に固定化した本発明の核酸を提供す
る。本発明の核酸は、アレイの一部としてのチップ上に固定化することができる。アレイ
には、本明細書に記載の本発明のポリヌクレオチドの一以上を含有させることができる。
一実施形態においては、チップには、本発明のポリヌクレオチドと同じ病原性種由来のポ
リヌクレオチド配列のアレイの一部として本発明のポリヌクレオチドの一以上が含まれる
。
【００９１】
　本発明の好ましい形態においては、本明細書に記載の単離Ｂ．ヒオディセンテリアポリ
ペプチドを提供すると共に、該ポリペプチドをコードするポリヌクレオチド配列も提供す
る。Ｂ．ヒオディセンテリアポリペプチドは、実質的に精製された形態で提供するのがよ
り望ましい。
【００９２】
　本発明の好ましいポリペプチドは、天然の全長ポリペプチドの一以上の生物学的特性（
例えば、インビボ、インビトロ又は免疫学的特性）を有する。また、非機能性ポリペプチ
ドも、例えば、機能性ポリペプチドのアンタゴニストとして有用となり得るため、本発明
の範囲内に包含される。野生型に対する類縁体、断片又は誘導体の生物学的特性は、例え
ば、生物学的アッセイによって確認することができる。
【００９３】
　ポリペプチド（類縁体、断片及び誘導体を含む）は、合成によって（例えば、固相又は
液相ペプチド合成等の周知の技法を用いて）調製することができる。特に固相合成技法を
用いるのが好ましい。或いは、本発明のポリペプチドは、後述するよく知られた遺伝子工
学技法を用いて調製することができる。更に他の実施形態においては、ポリペプチドは、
生体液（例えば、動物由来の血漿や糞便、血清、尿が挙げられるが、これらに限定されな
い。また、動物の例としては、ブタやニワトリ、ガチョウ、アヒル、シチメンチョウ、イ
ンコ、ヒト、サル、イヌ、ネコ、ウマ、ハムスター、スナネズミ、ウサギ、フェレット、
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ウマ、ウシ、ヒツジが挙げられるが、これらに限定されない）から精製（例えば、イムノ
アフィニティー精製）することができる。
【００９４】
　Ｂ．ヒオディセンテリアポリペプチド類縁体としては、一以上のアミノ酸が他のアミノ
酸に置換されているが、その置換によって分子の生物学的活性が実質的に変化しないよう
なアミノ酸配列を有するポリペプチドが挙げられる。
【００９５】
　本発明によると、組換え又は化学的合成によって調製した本発明のポリペプチド、及び
その断片や他の誘導体又は類縁体（融合タンパク質等）を免疫原として用いて、該ポリペ
プチドを認識する抗体を調製することができる。
【００９６】
　ある分子が免疫系の抗原認識分子（例えば、免疫グロブリン（抗体）又はＴ細胞抗原受
容体）と特異的に相互作用し得る場合、該分子は「抗原性」であるという。抗原アミノ酸
配列には、少なくとも約５個、好ましくは、少なくとも約１０個のアミノ酸が含まれてい
る。分子の抗原部分は、抗体又はＴ細胞受容体認識に対して免疫優性な部分であり得るか
、又は、免疫用担体分子に該抗原部分を接合させて該分子に対する抗体を作製するために
用いる部分であり得る。抗原性の分子はそれ自体が免疫原性である（即ち、担体なしで免
疫応答を誘発可能である）必要はない。
【００９７】
　「抗体」とは、特定のエピトープに結合するいずれの免疫グロブリン（抗体及びその断
片を含む）をも意味する。「抗体」は、ポリクローナル抗体やモノクローナル抗体、キメ
ラ抗体、米国特許第４，８１６，３９７号及び第４，８１６，５６７号に更に詳述された
もの、また、抗体の抗原結合部分（例えば、ＦａｂやＦ（ａｂ’）2、Ｆ（ｖ）（単一鎖
抗体を含む））を包含する。従って、本明細書において種々の文法形態で用いる「抗体分
子」とは、無傷の免疫グロブリン分子を意図すると共に、抗体結合部位を含む免疫グロブ
リン分子の免疫学的に活性な部分も意図する。「抗体結合部位」とは、抗原と特異的に結
合し、重鎖可変領域、軽鎖可変領域及び超可変領域から成る抗体分子の構造部分である。
【００９８】
　抗体分子の例としては、無傷の免疫グロブリン分子や、実質的に無傷の免疫グロブリン
分子、パラトープを含有する免疫グロブリン分子の部分（例えば、ＦａｂやＦａｂ’、Ｆ
（ａｂ’）2、Ｆ（ｖ）として当該技術分野で公知の部分）が挙げられるが、このような
部分は、本明細書に記載の治療方法に用いるのが好ましい。
【００９９】
　抗体分子のＦａｂ部分及びＦ（ａｂ’）2部分はそれぞれ、よく知られた方法により実
質的に無傷の抗体分子上でのパパイン及びペプシンのタンパク質分解反応によって調製さ
れる。例えば、米国特許第４，３４２，５６６号（テオフィロポロス（Theofilopolous）
ら）を参照のこと。Ｆａｂ’抗体分子もよく知られており、Ｆ（ａｂ’）2部分から産生
させた後、２種の重鎖部分を連結しているジスルフィド結合をメルカプトエタノールで還
元し、その後、得られるタンパク質メルカプタンをヨードアセトアミド等の試薬でアルキ
ル化する。本発明においては、無傷の抗体分子を含む抗体が好ましい。
【０１００】
　「モノクローナル抗体」は、文法上別の表現形態で記載されることもあるが、特定の抗
原との免疫反応が可能な唯一種の抗体結合部位を有する抗体を意味する。よって、モノク
ローナル抗体は通常、それが免疫反応するいずれの抗原に対しても単一の結合親和性を示
す。従って、モノクローナル抗体は、複数の抗体結合部位（各々は異なる抗原に対して免
疫特異的である）を有する抗体分子（例えば、二重特異性（キメラ）モノクローナル抗体
）を含有し得る。
【０１０１】
　「アジュバント」とは、抗原に対する免疫応答を向上させる化合物又は混合物を意味す
る。アジュバントは、抗原を徐々に放出する組織デポーとして機能し得ると共に、免疫応
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答を非特異的に向上させるリンパ系アクチベーターとしても機能し得る［フッド（Hood）
ら、Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ、３８４頁、第２版、Ｂｅｎｊａｍｉｎ／Ｃｕｍｍｉｎｇｓ、
カリフォルニア州メンローパーク（１９８４）］。多くの場合、アジュバントの非存在下
、抗原のみで一次免疫を行っても、体液性免疫応答や細胞性免疫応答を誘発することはで
きないであろう。アジュバントとしては、完全フロイントアジュバントや不完全フロイン
トアジュバント、サポニン、水酸化アルミニウム等の鉱物ゲル、リゾレシチン等の界面活
性物質、プルロニックポリオール類、ポリアニオン類、ペプチド類、油エマルジョン又は
炭化水素エマルジョン、キーホールリンペットヘモニアニン、ジニトロフェノール、潜在
的に有用なヒトアジュバント（ＢＣＧ（カルメット・ゲラン桿菌）やコリネバクテリウム
・パルバム等）が挙げられるが、これらに限定されない。アジュバントは薬学的に許容し
得るのが好ましい。
【０１０２】
　当該技術分野で公知の種々の操作を用いて本発明のポリペプチドに対するポリクローナ
ル抗体を作製することができる。抗体の調製の際には、種々の宿主動物を注射によって本
発明のポリペプチドで免疫することができる。宿主動物としては、ウサギやマウス、ラッ
ト、ヒツジ、ヤギ等が挙げられるが、これらに限定されない。一実施形態においては、本
発明のポリペプチドを免疫原性担体（例えば、ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）やキーホー
ルリンペットヘモニアニン（ＫＬＨ））に結合させることができる。宿主種に応じ、種々
のアジュバントを用いて免疫学的応答を向上させることができる。アジュバントとしては
、フロイントアジュバント（完全アジュバントや不完全アジュバント）、水酸化アルミニ
ウム等の鉱物ゲル、リゾレシチン等の界面活性物質、プルロニックポリオール類、ポリア
ニオン類、ペプチド類、油エマルジョン、キーホールリンペットヘモニアニン、ジニトロ
フェノール、潜在的に有用なヒトアジュバント（ＢＣＧ（カルメット・ゲラン桿菌）やコ
リネバクテリウム・パルバム等）が挙げられるが、これらに限定されない。
【０１０３】
　本発明のポリペプチドに対するモノクローナル抗体の調製の際には、培養における連続
細胞系によって抗体分子を作製させるいずれの技法をも用いることができる。このような
技法としては、ケーラー（Kohler）らによって当初開発されたハイブリドーマ技法（ケー
ラー（Kohler）ら、（１９７５）Ｎａｔｕｒｅ、２５６：４９５－４９７）、トリオーマ
技法、ヒトＢ細胞ハイブリドーマ技法［コズバー（Kozbor）ら、（１９８３）Ｉｍｍｕｎ
ｏｌｏｇｙ　Ｔｏｄａｙ、４：７２］、及びヒトモノクローナル抗体を作製するためのＥ
ＢＶ－ハイブリドーマ技法［コール（Cole）ら、（１９８５）、モノクローナル抗体及び
癌治療、７７～９６頁、Ａｌａｎ　Ｒ．Ｌｉｓｓ，Ｉｎｃ．］が挙げられるが、これらに
限定されない。不死の抗体産生細胞系は、融合以外の技法（例えば、発癌性ＤＮＡによる
Ｂリンパ球の直接形質転換や、エプスタイン・バーウイルスによるトランスフェクション
）によって作製することができる。例えば、米国特許第４，３４１，７６１号、第４，３
９９，１２１号、第４，４２７，７８３号、第４，４４４，８８７号、第４，４５１，５
７０号、第４，４６６，９１７号、第４，４７２，５００号、第４，４９１，６３２号及
び第４，４９３，８９０号を参照のこと。
【０１０４】
　本発明の更なる実施形態においては、最近の技術を用いて無菌動物内でモノクローナル
抗体を作製することができる。本発明によると、ニワトリ又はブタ抗体を用いることがで
き、該抗体は、ニワトリ又はブタハイブリドーマを用いるか、又はインビトロでＢ細胞を
ＥＢＶウイルスで形質転換することによって得ることができる。実際、本発明によると、
本発明のポリペプチドに特異的なマウス抗体分子由来の遺伝子を、適切な生物学的活性の
抗体分子由来の遺伝子と共にスプライシングさせて「キメラ抗体」を作製するために開発
された技法［モリソン（Morrison）ら、（１９８４）Ｊ．Ｂａｃｔｅｒｉｏｌ．、１５９
－８７０；ノイバーガー（Neuberger）ら、（１９８４）Ｎａｔｕｒｅ、３１２：６０４
－６０８；タケダら、（１９８５）Ｎａｔｕｒｅ、３１４：４５２－４５４］を用いるこ
とができるが、このような抗体は本発明の範囲内である。このようなキメラ抗体は、それ
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自体の免疫応答（特にアレルギー性応答）を誘導することが異種間抗体に比べて遥かに少
ないため、該抗体を腸の疾患や障害（後述する）の治療に用いるのに好ましい。
【０１０５】
　本発明によると、一本鎖抗体調製用に記載された技法（米国特許第４，９４６，７７８
号）を本発明のポリペプチドに特異的な一本鎖抗体の調製に適応させることができる。本
発明の更なる実施形態では、Ｆａｂ発現ライブラリー構築用に記載された技法［フセ（Hu
se）ら，（１９８９）Ｓｃｉｅｎｃｅ、２４６：１２７５－１２８１］を用いて、本発明
のポリペプチドに対して所望の特異性を有しているモノクローナルＦａｂ断片を迅速且つ
容易に同定することができる。
【０１０６】
　抗体分子のイディオタイプを含有する抗体断片は公知の技法によって調製することがで
きる。このような断片としては、例えば、抗体分子のペプシン消化によって産生し得るＦ
（ａｂ’）2断片や、Ｆ（ａｂ’）2断片のジスルフィド架橋を還元することによって生じ
得るＦａｂ’断片、抗体分子をパパイン及び還元剤で処理することによって生じ得るＦａ
ｂ断片が挙げられるが、これらに限定されない。
【０１０７】
　抗体の作製においては、所望の抗体のスクリーニングは、当該技術分野で公知の技法、
例えば、ラジオイムノアッセイ、ＥＬＩＳＡ、「サンドイッチ」イムノアッセイ、イムノ
ラジオメトリックアッセイ、ゲル拡散沈降反応、免疫拡散アッセイ、ｉｎ　ｓｉｔｕイム
ノアッセイ（例えば、コロイド金、酵素又は放射性同位体ラベルを用いる）、ウェスタン
ブロット、沈降反応、凝集アッセイ（例えば、ゲル凝集アッセイや血球凝集アッセイ）、
補体固定アッセイ、免疫蛍光アッセイ、プロテインＡアッセイ、免疫電気泳動アッセイ等
によって行うことができる。一実施形態においては、一次抗体上のラベルを検出すること
によって抗体結合を検出する。他の実施形態においては、一次抗体への二次抗体又は試薬
の結合を検出することによって一次抗体を検出する。更なる実施形態においては、二次抗
体を標識する。イムノアッセイにおける結合を検出するための多くの手段が当該技術分野
で公知であり、このような手段は本発明の範囲内である。例えば、本発明のポリペプチド
の特異的エピトープを認識する抗体を選択するためには、調製したハイブリドーマをアッ
セイして、該エピトープを含有する本発明のポリペプチドの断片に結合する産物の有無を
確認することができる。
【０１０８】
　また、本発明は、本発明のポリペプチド及び／又は本発明のポリペプチドに結合する抗
体を用いてＢ．ヒオディセンテリアの存在を検出する診断及び予後観察方法を包含すると
共に、Ｂ．ヒオディセンテリア感染症の診断及び予後観察に有用なキットも包含する。
【０１０９】
　診断及び予後観察方法は一般に、ニワトリやブタ等の動物から得た生物学的サンプルを
用いて行う。「サンプル」とは、ブラキスピラ種（例えば、Ｂ．ヒオディセンテリア）又
はそのポリヌクレオチドやポリペプチドを含有する疑いのある動物組織や流体のサンプル
を意味する。そのような組織や流体の例としては、血漿や血清、糞便物、尿、肺、心臓、
骨格筋、胃、腸、インビトロ細胞培養成分が挙げられるが、これらに限定されない。
【０１１０】
　本発明は、サンプル中の本発明のポリペプチドの存在を検出するための方法であって、
次の工程、即ち、（ａ）本発明のポリペプチドに特異的に結合する抗体（好ましくは固体
支持体に結合されている）と本発明のポリペプチドを含む反応複合体が形成可能な条件下
で、本発明のポリペプチドを含有する疑いのあるサンプルを該抗体に接触させる工程と、
（ｂ）該サンプル中の該抗体と本発明のポリペプチドを含む反応複合体の形成を検出する
工程とを含み、反応複合体の形成の検出が該サンプル中の本発明のポリペプチドの存在を
示す方法を提供する。
【０１１１】
　この方法に用いる抗体は、アフィニティ精製ポリクローナル抗体に由来するのが好まし
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く、モノクローナル抗体に由来するのがより好ましい。更に、本発明で用いる抗体分子は
Ｆａｂ、Ｆａｂ’、Ｆ（ａｂ’）2又はＦ（ｖ）部分又は完全抗体分子の形態であるのが
好ましい。
【０１１２】
　上述の方法に基づくＢ．ヒオディセンテリアを検出するための特に好ましい方法として
は、酵素結合免疫吸着アッセイやラジオイムノアッセイ、イムノラジオメトリックアッセ
イ、免疫酵素アッセイ（モノクローナル抗体及び／又はポリクローナル抗体を用いたサン
ドイッチアッセイ等）が挙げられる。
【０１１３】
　かかる方法の内で特に有用な３つの方法では、検出可能ラベルで標識された本発明のポ
リペプチド（又はその断片）、検出可能ラベルで標識された抗体Ａｂ1、又は検出可能ラ
ベルで標識された抗体Ａｂ2を用いる。このような方法を以下の式によって要約する（式
中、星印は粒子が標識されていることを示し、「ＡＡ」は本発明のポリペプチドを表す）
。
　Ａ．ＡＡ*＋Ａｂ1＝ＡＡ* Ａｂ1

　Ｂ．ＡＡ＋Ａｂ1
*＝ＡＡ Ａｂ1

*

　Ｃ．ＡＡ＋Ａｂ1＋Ａｂ2
*＝Ａｂ1 ＡＡ Ａｂ2

*

【０１１４】
　当業者はこのような手続き及びその応用に精通しており、従って、本発明の範囲内で用
い得る。「競合」法Ａは米国特許第３，６５４，０９０号及び第３，８５０，７５２号に
記載されている。方法Ｂは周知の競合アッセイ技法の典型である。操作Ｃは「サンドイッ
チ」法であり、米国特許ＲＥ３１，００６及び第４，０１６，０４３号に記載されている
。「二重抗体」法や「ＤＡＳＰ」法等の更に他の手続きも知られている。
【０１１５】
　どの例においても、本発明のポリペプチドは一以上の抗体又は結合パートナーと共に複
合体を形成し、複合体の一方の構成要素は検出可能ラベルで標識されている。複合体が形
成されたという事実、また、必要に応じて複合体の量は、ラベルの検出に適用し得る公知
の方法によって確認することができる。
【０１１６】
　上述のことから理解できるように、Ａｂ2はＡｂ1と反応する特性を有するといえる。そ
の理由は、ある哺乳動物種で生じたＡｂ1が他の種で抗体Ａｂ2を生じさせる抗原として用
いられるからである。例えば、抗原としてウサギ抗体を用い、ヤギの体内でＡｂ2を生じ
させることができる。従って、Ａｂ2はヤギで生じた抗ウサギ抗体となるであろう。本明
細書及び特許請求の範囲においては、Ａｂ1を一次抗体と称し、Ａｂ2を二次抗体又は抗Ａ
ｂ1抗体と称する。
【０１１７】
　このような研究で最も一般に用いられるラベルは放射性元素や酵素、紫外光に曝露され
ると蛍光を発する化学物質等である。ラベルとして用いることのできる蛍光物質の例とし
ては、フルオレセインやローダミン、オーラミンが挙げられる。特定の検出物質としては
、ヤギの体内で調製し、イソチオシアネートによってフルオレセインと結合させた抗ウサ
ギ抗体が挙げられる。好ましい同位体の例としては、3Ｈや14Ｃ、32Ｐ、35Ｓ、36Ｃｌ、5

1Ｃｒ、57Ｃｏ、58Ｃｏ、59Ｆｅ、90Ｙ、125Ｉ、131Ｉ、186Ｒｅが挙げられる。放射性ラ
ベルは、現在入手可能ないずれの計測手続きによっても検出することができる。多くの酵
素を用いることができるが、好ましい酵素の例としては、ペルオキシダーゼやβ－グルク
ロニダーゼ、β－Ｄ－グルコシダーゼ、β－Ｄ－ガラクトシダーゼ、ウレアーゼ、グルコ
ースオキシダーゼとペルオキシダーゼの組合せ、アルカリホスファターゼが挙げられる。
酵素は、カルボジイミドやジイソシアネート、グルタルアルデヒド等の架橋分子との反応
によって選択粒子に結合させる。酵素ラベルは、現在利用されている比色法、分光光度法
、蛍光分光光度法、電流測定法又はガス測定法のいずれかによって検出することができる
。代替の標識物質及び方法の開示例としては、米国特許第３，６５４，０９０号、第３，
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８５０，７５２号及び第４，０１６，０４３号を挙げることができる。
【０１１８】
　また、本発明は、生物学的サンプル中の本発明のポリペプチドに対する抗体を検出する
方法であって、（ａ）本発明のポリペプチド又はその断片を用意する工程と、（ｂ）生物
学的サンプルを前記本発明のポリペプチドと共に抗体－抗原複合体が形成可能な条件下で
インキュベートする工程と、（ｃ）本発明のポリペプチドを有する抗体－抗原複合体が形
成されたかどうかを確認する工程とを用いる方法も提供する。
【０１１９】
　本発明の他の実施形態においては、生物学的サンプル中の本発明のポリペプチドに対す
る抗体のレベルを評価するためのインビトロ方法であって、（ａ）上述の方法に従って生
物学的サンプル中の反応複合体の形成を検出する工程と、（ｂ）該生物学的サンプル中の
本発明のポリペプチドのレベルに対応する、形成された反応複合体の量を評価する工程と
を用いる方法を提供する。
【０１２０】
　更に、動物宿主におけるＢ．ヒオディセンテリアに関連する疾患の治療的処置をモニタ
ーするためのインビトロ方法であって、該治療的処置を受けている動物宿主から種々の時
点で得た一連の生物学的サンプル中の本発明のポリペプチドに対する抗体のレベルを上述
のように評価してモニターする方法を提供する。
【０１２１】
　本発明は更に、生物学的サンプル中のＢ．ヒオディセンテリアの有無を検出するための
方法であって、（ａ）好適なハイブリダイゼーション条件下で生物学的サンプルを本発明
のポリヌクレオチドのポリヌクレオチドプローブ又はプライマーに接触させ、（ｂ）該プ
ローブ又はプライマーと該サンプル中の核酸との間に形成された二本鎖を検出することに
よってＢ．ヒオディセンテリアの有無を検出する方法を提供する。
【０１２２】
　本発明の一実施形態によると、Ｂ．ヒオディセンテリアの検出は、公知の技法を用いて
生物学的サンプルからポリヌクレオチド配列を直接的に増幅した後、本発明のポリヌクレ
オチド配列の存在を検出することによって行うことができる。
【０１２３】
　本発明の一形態においては、標的核酸配列をＰＣＲによって増幅した後、上述の具体的
方法のいずれかを用いて検出する。ポリヌクレオチド配列の存在を検出するための他の有
用な診断技法としては、１）対立遺伝子特異的ＰＣＲや、２）一本鎖コンフォメーション
解析、３）変性勾配ゲル電気泳動、４）ＲＮアーゼ保護アッセイ、５）大腸菌ｍｕｔＳタ
ンパク質等のヌクレオチドミスマッチを認識するタンパク質の使用、６）対立遺伝子特異
的オリゴヌクレオチド、７）蛍光ｉｎ　ｓｉｔｕハイブリダイゼーションが挙げられるが
、これらに限定されない。
【０１２４】
　上述の方法に加え、従来のプローブ技術によってポリヌクレオチド配列を検出すること
ができる。プローブを用いて所望のポリヌクレオチド配列の存在を検出する場合、分析対
象の生物学的サンプル（血液や血清等）を必要に応じて処理し、核酸を抽出することがで
きる。サンプルのポリヌクレオチド配列を種々の方法（例えば、変性や制限消化、電気泳
動、ドットブロッティング）で調製して標的配列の検出を容易にすることができる。サン
プルのポリヌクレオチド配列の標的領域は通常、プローブの標的配列とハイブリッドを形
成するよう少なくとも部分的に一本鎖である必要がある。配列が天然に一本鎖である場合
には変性は不要である。しかし、配列が二本鎖である場合には、配列を変性することが必
要であろう。変性は当該技術分野で公知の種々の技法によって行うことができる。
【０１２５】
　サンプルポリヌクレオチド配列及びプローブを、プローブ中の標的配列とサンプル中の
所望の推定ポリヌクレオチド配列との安定なハイブリッド形成が促進される条件下でイン
キュベートする。偽陽性を防止するためには高ストリンジェンシー条件を用いるのが好ま
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しい。
【０１２６】
　ハイブリッドが得られた場合、そのハイブリッドの検出は通常、標識プローブを用いて
行う。或いは、プローブを標識せず、標識されているリガンドとの特異的結合によって直
接的又は間接的に検出することができる。好適なラベル及びプローブやリガンドを標識す
るための方法は当該技術分野で公知であり、例えば、公知の方法（例えば、ニックトラン
スレーションやランダムプライミング、キナーゼ処理）によって取込まれ得る放射性ラベ
ルやビオチン、蛍光基、化学発光基（例えば、ジオキセタン、特に誘発されたジオキセタ
ン）、酵素、抗体等が挙げられる。この基礎的スキームの変更は当該技術分野で公知であ
り、その例としては、検出対象のハイブリッドを外来性物質から分離し易くする変更及び
／又は標識部分からシグナルを増幅する変更が挙げられる。
【０１２７】
　また、本発明の所望のポリヌクレオチド配列を検出可能な核酸プローブカクテルを本発
明の核酸プローブアッセイに用い得ることも本発明の範囲内で意図される。従って、一例
においては、細胞サンプル中の本発明のポリヌクレオチド配列の存在を検出するため、ポ
リヌクレオチド配列に相補的な一を超えるプローブを用いるが、特に、異なるプローブの
数は２、３又は５種類の異なる核酸プローブ配列である。
【０１２８】
　また、本明細書に記載のポリヌクレオチド配列（好ましくはプローブの形態）を固相支
持体に固定して、ブラキスピラ種（例えば、Ｂ．ヒオディセンテリアやＢ．インターメデ
ィア、Ｂ．アルビニプリ、Ｂ．アアルボルギ、Ｂ．イノセンス、Ｂ．ムルドキイ、Ｂ．ピ
ロシコリが挙げられるが、これらに限定されない）を検出することもできる。或いは、本
明細書に記載のポリヌクレオチド配列が、Ｂ．ヒオディセンテリア等のブラキスピラ種由
来の複数の異なる遺伝子を同時に検出するのに使用可能なＤＮＡ分子ライブラリーの一部
を構成することもある。本発明の更に他の形態においては、本明細書に記載のポリヌクレ
オチド配列を他のポリヌクレオチド配列（例えば、他の細菌やウイルスに由来）と共に固
体支持体に固定し、固体支持体に結合したＢ．ヒオディセンテリア等のブラキスピラ種及
び／又は他のポリヌクレオチド配列の存在を識別できるようにすることができる。
【０１２９】
　ＤＮＡ分子の固相化ライブラリーを作製する技法は当該技術分野において説明されてい
る。一般に、多くの先行技術では、例えば、固相基板の種々の別個の位置に種々の配列の
順列を形成するマスキング技法を用いた一本鎖核酸分子ライブラリーの合成が記載されて
いる。米国特許第５，８３７，８３２号には、非常に大規模な集積技術に基づいてシリコ
ン基板に固定したＤＮＡアレイを製造する改良方法が記載されている。特に、米国特許第
５，８３７，８３２号には、基板上の空間的に定めされた位置に特定のプローブセットを
合成するための「タイリング」と称される戦略が記載されており、これは本発明の固定Ｄ
ＮＡライブラリーを作製するのに用い得る技術である。また、米国特許第５，８３７，８
３２号には、同じく使用可能な更に初期の技法の参考文献も記載されている。このように
、ポリヌクレオチド配列プローブは基板の表面でｉｎ　ｓｉｔｕで合成することができる
。
【０１３０】
　或いは、固相基板から離して一本鎖分子を合成し、予め形成した配列の各々を固相基板
の別個の位置に付着させることができる。例えば、ピン又は圧電デバイスを備えたロボッ
トデバイスを用いてポリヌクレオチド配列を基板上に直接的にプリントすることができる
。
【０１３１】
　ライブラリー配列は通常、固相基板の別個の領域上、又は該領域内に固定される。基板
は、基板内部への固定を可能とする多孔質でもよく、又は実質的に非多孔質でもよく、そ
の場合には、ライブラリー配列は通常、基板の表面上に固定される。固相基板はポリペプ
チドが直接的又は間接的に結合できる如何なる材料から形成されていてもよい。好適な固
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相基板の例としては、平坦ガラスやシリコンウェハ、マイカ、セラミックス、プラスチッ
ク（例えばポリスチレンやポリメタクリレート）等の有機ポリマーが挙げられる。また、
ニトロセルロース膜やナイロン膜等の広く入手し得る半透膜を用いることも可能である。
半透膜をガラス等のより強固な固体表面に取り付けることができる。必要に応じて、金や
白金、他の遷移金属等の金属層で表面をコートすることができる。
【０１３２】
　固相基板は、一般には剛性又は半剛性の表面を有する物質であるのが好ましい。好まし
い実施形態においては、基板の少なくとも一表面が実質的に平坦であるが、ある実施形態
においては、異なるポリマーの合成領域を例えば、隆起領域やエッチングされた溝によっ
て物理的に分離するのが望ましいこともあり得る。また、固相基板が通常５０～１００μ
ｍの不連続域でＤＮＡ配列を高密度付着させるのに適しているのが好ましく、この場合、
１００００～４００００ドット／ｃｍ-2の密度となる。
【０１３３】
　固相基板をセクションに分割するのが便利である。これは、フォトエッチング等の技法
によって、或いは、疎水性インキ（例えば、テフロン（登録商標）ベースのインキ（Ｃｅ
ｌ－ｌｉｎｅ、ＵＳＡ））を塗布することによって行うことができる。
【０１３４】
　ライブラリーの異なる構成要素の各々が設けられた別個の位置は例えば、円形、長方形
、楕円形、楔形等の如何なる適切な形状をも有し得る。
【０１３５】
　ポリヌクレオチド配列を基板に付着させるには共有結合手段又は非共有結合手段を用い
ることができる。ポリヌクレオチド配列は、ライブラリー配列が結合している分子の層を
介して基板に付着させることができる。例えば、ポリヌクレオチド配列をビオチンで標識
し、基板をアビジン及び／又はストレプトアビジンでコートすることができる。ビオチン
化ポリヌクレオチド配列を用いるのが便利な点は、固相基板への結合効率を容易に確認で
きることである。ポリヌクレオチド配列はある種の固相基板に結合しにくい場合があるた
め、固相基板（例えば、ガラスの場合）と核酸配列との間に化学的界面を設けるのが必要
なことが多い。好適な化学的界面の例としてはヘキサエチレングリコールが挙げられる。
他の例はポリリジンでコートしたガラスの使用であるが、この場合、ポリリジンを標準的
な手続きによって化学的に修飾してアフィニティーリガンドを導入する。カップリング剤
を用いて固相基板の表面に分子を付着させるための他の方法は当該技術分野で公知である
（例えば、ＷＯ９８／４９５５７参照）。
【０１３６】
　相補的ポリヌクレオチド配列が固定核酸ライブラリーに結合したことは、結合したポリ
ヌクレオチド配列の光学特性値の変化（即ち、臭化エチジウムの使用）等の各種手段やフ
ルオロフォアで標識したポリペプチド等の標識核酸の使用によって確認することができる
。ラベルの使用が不要な他の検出技法としては、音響光学法、反射率測定法、偏光解析法
、表面プラズモン共鳴法（ＷＯ９７／４９９８９参照）等の光学的技法が挙げられる。
【０１３７】
　従って、本発明は、少なくとも１種の本発明のポリヌクレオチド（好ましくは、異なる
２種以上の本発明のポリヌクレオチド配列）が固定化された固相基板を提供する。
【０１３８】
　また、本発明は予防薬又は治療薬として用いることもできるが、これは、ニワトリやブ
タ等の動物における体液性応答や細胞介在応答を刺激して、ブラキスピラ種（例えば、Ｂ
．ヒオディセンテリアやＢ．インターメディア、Ｂ．アルビニプリ、Ｂ．アアルボルギ、
Ｂ．イノセンス、Ｂ．ムルドキイ、Ｂ．ピロシコリが挙げられるが、これらに限定されな
い）のコロニー形成に対して防御する目的で用いることができる。Ｂ．ヒオディセンテリ
ア等のブラキスピラ種による自然感染は、本明細書に記載のタンパク質に対する循環抗体
価を高める。従って、本明細書に記載のアミノ酸配列又はその一部は、腸スピロヘータ症
に対する防御のために全身的又は経口的に投与する予防薬や治療薬の主成分を構成する可
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能性を有する。
【０１３９】
　ブラキスピラ種間で配列保存度が高いことは当業者にはよく理解されよう。例えば、後
述のように、Ｂ．ヒオディセンテリア毒素（Ｈ４６）と外膜タンパク質（Ｈ１１４）は多
くのブラキスピラ種間で類似度が高い。
【０１４０】
　　Ｂ．ヒオディセンテリアリパーゼ（Ｈ４６）に対する異種間ヌクレオチド類似度
　　　ブラキスピラ種　　　　　　　　　　　ヌクレオチドレベルでの類似度（％）
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Ｈ４６
　　　ブラキスピラ・ヒオディセンテリア　　　　　　　１００
　　　ブラキスピラ・ピロシコリ　　　　　　　　　　　８１．９
　　　ブラキスピラ・インターメディア　　　　　　　　９５．５
　　　ブラキスピラ・ムルドキイ　　　　　　　　　　　８５．９
　　　ブラキスピラ・アルビニプリ　　　　　　　　　　８４．８
【０１４１】
　　Ｂ．ヒオディセンテリア毒素（Ｈ７２）に対する異種間ヌクレオチド類似度
　　　ブラキスピラ種　　　　　　　　　　　ヌクレオチドレベルでの類似度（％）
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Ｈ７２
　　　ブラキスピラ・ヒオディセンテリア　　　　　　　１００
　　　ブラキスピラ・ピロシコリ　　　　　　　　　　　８３．３
　　　ブラキスピラ・インターメディア　　　　　　　　９５．０
　　　ブラキスピラ・ムルドキイ　　　　　　　　　　　８７．３
　　　ブラキスピラ・アルビニプリ　　　　　　　　　　８５．８
【０１４２】
　また、実施例２２にも示すように、本発明のヌクレオチド配列及びアミノ酸配列は、Ｂ
．ヒオディセンテリアだけでなく、種々のブラキスピラ種に亘って交差反応性をもたらす
ことが可能である。従って、本発明で用いるポリペプチドは、Ｂ．ヒオディセンテリアだ
けでなく、他のブラキスピラ種に対する使用も可能である。
【０１４３】
　従って、一実施形態においては、本発明は、薬学的に許容し得る担体、希釈剤又は賦形
剤と治療的有効量で混合される本明細書に記載のアミノ酸配列又はその断片、該アミノ酸
配列に結合する抗体、又は本明細書に記載のポリヌクレオチド配列を提供する。
【０１４４】
　本明細書における「治療的有効量」とは、動物宿主の活性、機能及び応答における臨床
的に重大な欠陥を少なくとも約１５％、好ましくは少なくとも５０％、より好ましくは少
なくとも９０％抑制し、最も好ましくはこのような欠陥を防止するのに十分な量を意味す
る。或いは、治療的有効量とは、動物宿主の臨床的に重大な状態を改善させるのに十分な
量を意味する。
【０１４５】
　「薬学的に許容し得る」とは、生理学的に許容でき、通常、動物に投与した際にアレル
ギー反応や同様の不都合な反応（例えば、胃の不調等）をもたらさない分子体や組成物を
指すのに用いる。「担体」とは、化合物と共に投与される希釈剤、アジュバント、賦形剤
又は媒体を意味する。このような薬学的担体としては、滅菌液体、例えば、水や、石油由
来、動物由来、植物由来又は合成由来の油を挙げることができ、ピーナツ油や大豆油、鉱
油、ゴマ油等が挙げられる。水や生理食塩水溶液、デキストロース水溶液及びグリセロー
ル水溶液が、特に注射液用担体として好ましく用いられる。好適な薬学的担体は、マーチ
ン（Martin）、Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃ
ｅｓ、第１８版、Ｍａｃｋ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　Ｃｏ．、ペンシルバニア州イースト
ン（１９９０）に記載されている。
【０１４６】
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　本発明のより具体的な形態においては、治療的有効量の本明細書に記載のアミノ酸配列
又はその類縁体、断片又は誘導産物、又はこれらに対する抗体を、薬学的に許容し得る希
釈剤、保存剤、可溶化剤、乳化剤、アジュバント及び／又は担体と共に含む医薬組成物が
提供される。このような組成物は、種々のバッファー（例えば、Ｔｒｉｓ－ＨＣｌやアセ
テート、ホスフェート）、ｐＨ及びイオン強度の希釈剤、洗浄剤や可溶化剤（例えば、Ｔ
ｗｅｅｎ８０やポリソルベート８０）、抗酸化剤（例えば、アスコルビン酸やメタ重亜硫
酸ナトリウム）、保存剤（例えば、チメルソールやベンジルアルコール）等の添加剤や増
量物質（例えば、ラクトースやマンニトール）を含む。材料はポリ乳酸やポリグリコール
酸等のポリマー化合物の粒子状調製物に組み込んでもよく、又はリポソームに組み込んで
もよい。また、ヒアルロン酸を用いることもできる。このような組成物は、本発明のタン
パク質及び誘導体の物理的状態、安定性、インビボでの放出速度、及び、インビボでのク
リアランス速度に影響を及ぼし得る。例えば、マーチン（Martin）、Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ
’ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ、第１８版（１９９０、Ｍａｃ
ｋ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　Ｃｏ．、ペンシルバニア州イーストン１８０４２）、１４３
５～１７１２頁参照（この文献を本明細書の一部を構成するものとしてここに援用する）
。組成物は液体形態に調製してもよく、凍結乾燥形態等の乾燥粉末として調製してもよい
。
【０１４７】
　或いは、本発明のポリヌクレオチドを植物（例えば、トウモロコシ）での発現のために
最適化することができる。最適化されたポリヌクレオチドを含有するプラスミドで植物を
形質転換することができる。次いで、植物を成長させ、本発明のタンパク質を植物内で発
現させるか、又は植物で最適化されたものを発現させる。その後、植物を回収し、本発明
のタンパク質を含有する植物の部分を加工して動物用の飼料にする。この動物飼料を動物
が食べると、Ｂ．ヒオディセンテリアに対する免疫が付与される。このような方法を詳述
した先行技術の例は、米国特許第５，９１４，１２３号（アルンツェン（Arntzen）ら）
、米国特許第６，０３４，２９８号（ラム（Lam）ら）及び米国特許第６，１３６，３２
０号（アルンツェン（Arntzen）ら）に見出すことができる。
【０１４８】
　本発明によって提供される医薬組成物が当該技術分野で公知の如何なる手段によっても
投与し得ることは理解されるであろう。投与用医薬組成物を注射、経口、肺経路又は鼻腔
経路で投与するのが好ましい。本明細書に記載のアミノ酸配列又は該配列由来の抗体は静
脈内、動脈内、腹腔内、筋肉内又は皮下への投与経路によって送達されるのがより好まし
い。或いは、適切に処方された本明細書に記載のアミノ酸配列又は該配列に由来の抗体は
鼻腔又は経口投与によって投与することができる。
【０１４９】
　本発明の具体的な実施形態においては、ワクチン組成物は、類似の機能的役割を有する
本発明の一以上のポリヌクレオチド配列又はポリペプチド配列をワクチンと組み合わせた
「混合ワクチン」であってもよい。例えば、次の４種類の異なる機能グループは、以下の
表に示すように組み合わせることができる。
【０１５０】
グループ：プロテアーゼ
遺伝子　　　　　　　　ポリヌクレオチド配列　　ポリペプチド配列
ＮＡＶ－Ｈ１９７　　　配列番号１　　　　　　　配列番号２
ＮＡＶ－Ｈ１８８　　　配列番号３　　　　　　　配列番号４
ＮＡＶ－Ｈ１８５　　　配列番号５　　　　　　　配列番号６
ＮＡＶ－Ｈ１７９　　　配列番号７　　　　　　　配列番号８
【０１５１】
グループ：リパーゼ／ペプチダーゼ
遺伝子　　　　　　　　ポリヌクレオチド配列　　ポリペプチド配列
ＮＡＶ－Ｈ１９１　　　配列番号９　　　　　　　配列番号１０
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ＮＡＶ－Ｈ１８６　　　配列番号１１　　　　　　配列番号１２
ＮＡＶ－Ｈ１８４　　　配列番号１３　　　　　　配列番号１４
ＮＡＶ－Ｈ４６　　　　配列番号１５　　　　　　配列番号１６
【０１５２】
グループ：毒素
遺伝子　　　　　　　　ポリヌクレオチド配列　　ポリペプチド配列
ＮＡＶ－Ｈ１７７　　　配列番号１７　　　　　　配列番号１８
ＮＡＶ－Ｈ７２　　　　配列番号１９　　　　　　配列番号２０
ＮＡＶ－Ｈ６６　　　　配列番号２１　　　　　　配列番号２２
ＮＡＶ－Ｈ４０　　　　配列番号２３　　　　　　配列番号２４
【０１５３】
グループ：溶血素
遺伝子　　　　　　　　ポリヌクレオチド配列　　ポリペプチド配列
ＮＡＶ－Ｈ６８　　　　配列番号２５　　　　　　配列番号２６
ＮＡＶ－Ｈ４３　　　　配列番号２７　　　　　　配列番号２８
ＮＡＶ－Ｈ３３　　　　配列番号２９　　　　　　配列番号３０
ＮＡＶ－Ｈ３２　　　　配列番号３１　　　　　　配列番号３２
【０１５４】
　混合ワクチンの必要条件は、競合（即ち抗原間での）がないことと、免疫対象の被験体
に対する適合性が高いことである。免疫化に関連して適用される国際基準によると、混合
ワクチンは、別々のワクチン接種で得られるものに匹敵する防御をもたらす必要がある。
しかし、抗原を組み合わせることは複雑なプロセスであり、多くの問題や不確実性を伴う
。
【０１５５】
　混合ワクチンの個々の成分は不活性物質ではないため、種々の成分を組み合わせて単一
混合物とした場合、個々の抗原成分の免疫原性に悪影響を及ぼし得る。例えば、電荷や化
学残基、洗浄剤、ホルムアルデヒド、イオン濃度等の差に起因して、異なる抗原間の相互
作用、又は抗原とこのようなワクチンに通常用いる他の成分との間の相互作用が生じ得る
。このような変化は、異なる抗原を互いに接触させるか、又はその抗原をワクチン製剤に
通常存在する他の物質と接触させた直後に生じ得る。また、このような変化は、混合後、
例えば、貯蔵時や出荷時等に大幅に遅れて生じることもあり得る。しかし、個々の抗原を
混合して単一の組合せにした際、該抗原の免疫原性がどの程度影響を受けるか予測するこ
とはできない。その結果、ワクチンの一以上の抗原が一以上の疾患に対して不十分な血清
防御（seroprotection）をもたらすに過ぎないという状況が生じ、得られる製品が医療業
務に適さないことにもなり得る。
【０１５６】
　有効な混合ワクチンの製造は複雑であり、ワクチンの個々の成分間の多次元の相互作用
に左右され、個々の成分を別々に投与した際に見られる如何なる作用も推定することがで
きない。
【０１５７】
　本発明に係る混合ワクチンは一以上の更なる抗原と組み合わせることができると共に、
有効且つ安定に維持できることを見出した。
【０１５８】
　本発明のコンテクストにおける「安定」とは、混合ワクチン製剤がその個別の抗原化合
物の免疫原性や安定性に関して実質的な損失を伴わずに室温で８日間以上（好ましくは１
４日間）維持され得ることを意味する。安定性を高めるため、サッカロース等の安定剤を
ワクチン組成物に添加することができる。サッカロースに代えて又はサッカロースに加え
て、他の安定剤（例えば、ヒト血清アルブミンやマンノース、トレハロース、マンニット
、ポリゲリン）も安定剤として添加することができる。本発明のワクチンのｐＨ値は５．
０～８．０であるのが好ましく、６．０～７．０であるのがより好ましく、６．８～７．
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８であるのが最も好ましい。
【０１５９】
　本明細書における「有効」とは、本発明の配列を被験体（例えば、哺乳動物）に単回投
与又は反復投与した際に特定の疾患に対する防御がもたらされるという事実を意味する。
【０１６０】
　本明細書における「防御をもたらす」とは、本発明の配列を投与した際に、ワクチン接
種された被験体において免疫応答が誘導され、その応答によって前記被験体をその後の感
染症状から防御することができることを意味する。
【０１６１】
　また、本発明は、Ｂ．ヒオディセンテリアに関連する疾患を調節する医薬を製造するた
めの本発明のポリヌクレオチド配列の使用、及びその製造のための本発明に係るアミノ酸
配列をコードするポリヌクレオチド配列にハイブリダイズ可能なアンチセンス配列及びリ
ボザイムポリヌクレオチド配列の使用も包含する。
【０１６２】
　治療方法に用いるアンチセンス構築物又はリボザイムをコードするポリヌクレオチド配
列は、無被覆の核酸構築物として直接的に投与されるのが望ましい。細菌細胞による無被
覆核酸構築物の取込みは幾つかの公知のトランスフェクション技法、例えば、トランスフ
ェクション剤の使用を含む技法によって増進される。このような試薬の例としては、カチ
オン性剤（例えば、リン酸カルシウムやＤＥＡＥ－デキストラン）及びリポフェクタント
が挙げられる。通常、核酸構築物をトランスフェクション剤と混合して組成物を調製する
。
【０１６３】
　或いは、アンチセンス構築物又はリボザイムを薬学的に許容し得る担体又は希釈剤と混
合して医薬組成物を調製することができる。好適な担体及び希釈剤としては、例えば、リ
ン酸緩衝生理食塩水等の等張性生理食塩水溶液が挙げられる。組成物は、非経口、筋肉内
、静脈内、皮下、眼内、経口又は経皮的に投与するように処方することができる。本明細
書に記載の投与経路は単なる指針に過ぎず、当業者であれば、如何なる特定の動物や病態
に関する最適な投与経路や投与量も容易に決めることができるであろう。
【０１６４】
　また、本発明は、Ｂ．ヒオディセンテリア等のブラキスピラ種に感染した疑いのある動
物をスクリーニングするためのキット、又は動物がＢ．ヒオディセンテリア等のブラキス
ピラ種に感染していることを確認するためのキットも包含する。本発明の更なる実施形態
においては、専門家が用いるのに適したキットを調製し、感染した疑いのある動物内での
ブラキスピラ種（例えば、Ｂ．ヒオディセンテリアやＢ．インターメディア、Ｂ．アルビ
ニプリ、Ｂ．アアルボルギ、Ｂ．イノセンス、Ｂ．ムルドキイ、Ｂ．ピロシコリが挙げら
れるが、これらに限定されない）の有無を確認するか、又は、ブラキスピラ種（例えば、
Ｂ．ヒオディセンテリアやＢ．インターメディア、Ｂ．アルビニプリ、Ｂ．アアルボルギ
、Ｂ．ピロシコリが挙げられるが、これらに限定されない）の感染を定量的に測定するこ
とができる。上述の試験技法によると、このようなキットには、本明細書に記載のアミノ
酸配列の内の１種が標識されたもの又はその結合パートナー（例えば、該アミノ酸配列に
特異的な抗体）を少なくとも含有させ得ると共に、選択された方法（例えば、「競合」や
「サンドイッチ」、「ＤＡＳＰ」等）に応じた指示書を含有させ得る。或いは、このよう
なキットには、本明細書に記載のポリヌクレオチド配列の内の１種の一部と相補的なポリ
ヌクレオチド配列を少なくとも含有させ得ると共に、その使用説明書を含有させ得る。ま
た、このようなキットにはバッファーや安定剤等の周辺試薬も含有させ得る。
【０１６５】
　従って、ブラキスピラ種（例えば、Ｂ．ヒオディセンテリアやＢ．インターメディア、
Ｂ．アルビニプリ、Ｂ．アアルボルギ、Ｂ．イノセンス、Ｂ．ムルドキイ、Ｂ．ピロシコ
リが挙げられるが、これらに限定されない）の存在を検出するための検査キットには、次
の構成要素、すなわち
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（ａ）本明細書に記載のアミノ酸配列の内の１種又はその特異的結合パートナーを検出可
能ラベルに直接的又は間接的に付着させることによって得た所定量の少なくとも１種の標
識された免疫化学反応性成分と、
（ｂ）他の試薬類と、
（ｃ）前記キットの使用指示書とを含有させ得る。
【０１６６】
　より具体的には、診断用検査キットには、
（ａ）一般には固相に結合されて免疫吸着剤を形成するか、或いは好適なタグに結合され
る既知量の本明細書にて上述のアミノ酸配列の１種（又はその結合パートナー）、又は複
数のこのような最終産物等と、
（ｂ）必要に応じて他の試薬類と、
（ｃ）前記検査キットの使用指示書とを含有させ得る。
【０１６７】
　更なる変形例においては、検査キットには、
（ａ）本明細書に記載のアミノ酸配列の１種を検出可能ラベルに結合させることによって
得た標識成分と、
（ｂ）１種以上の追加的免疫化学試薬であって、その内の少なくとも１種が、
　（ｉ）標識成分（ａ）に結合可能なリガンド、
　（ｉｉ）標識成分（ａ）の結合パートナーに結合可能なリガンド、
　（ｉｉｉ）測定対象の成分の少なくとも１種に結合可能なリガンド、及び
　（ｉｖ）測定対象の成分の少なくとも１種の結合パートナーの少なくとも１種に結合可
能なリガンドから成る群から選択されるリガンド又は固定リガンドである追加的免疫化学
試薬と、
（ｃ）本明細書に記載のアミノ酸配列の１種とその特異的結合パートナーとの間の免疫化
学反応の１種以上の成分を検出及び／又は測定するプロトコルを実行するための指示書と
を含有させ得る。
【０１６８】
　一実施形態においては、本発明は、広く使用されている血清試験用キットと同様の原理
を用いた簡単なポイント・オブ・ケアキットを提供して、本発明のポリペプチドに対する
動物内の循環抗体を迅速に検出し、医療従事者や獣医がブラキスピラ感染症を迅速に診断
し、実証済みで有効的な治療対策や予防対策を迅速に行うことができるようにする。該キ
ットの使用によって、ブラキスピラ感染症を発症する危険性のある動物全てに対するケア
の基準が示され得る。
【０１６９】
　また、本発明の方法及びキットによって、ブラキスピラ感染症（状態の変化を含む）を
検出又はモニターするための手段も提供される。これは特に早期ブラキスピラ感染症を検
出するのに有用である。従って、本発明は、医療従事者や獣医が治療中又は治療後のブラ
キスピラ感染症の進行（悪化、改善又は変化なし）をモニターするための手段も提供する
。通常、医療従事者や獣医は、所定の間隔で動物から一定量の生体サンプルを採取し解析
するプロトコルを確立するであろう。通常、サンプルは所定期間中に断続的に得る。断続
的サンプリング間の時間は動物の病態によって決まり得るが、サンプリング間隔の範囲は
、２４時間毎から、数日間、数週間、更には数ヶ月の間隔までとり得る。
【０１７０】
　本発明の方法で用いるポイント・オブ・ケアキットは通常、一以上の捕獲ポリペプチド
（capture polypeptides）が付加された媒体を含んでおり、これによって、サンプルが媒
体に接触すると捕獲ポリペプチドがサンプルに含まれる循環抗体に曝露される。該キット
は取得手段を有しており、この手段は該媒体を含む表面を有する器具（例えば、針やバキ
ュテナー）を含み得る。また、取得手段はサンプルを受け入れるための容器も含むことが
でき、この場合、該容器は該媒体を含む血清接触表面を有する。他の典型的な実施形態に
おいては、循環抗体と捕獲ポリペプチドの複合体を検出するためのアッセイはＥＬＩＳＡ
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でもよく、これを用いてサンプル内の本発明のポリペプチドに対する循環抗体の量を求め
ることができる。他の実施形態においては、取得手段は該媒体を含有するカセットを含む
器具であってもよい。
【０１７１】
　本発明のポリペプチドに対する循環抗体を検出するための本発明の方法及びキットの構
築は、生体サンプル内の他のタンパク質やリガンドを迅速に検出するための当該技術分野
で公知の方法及びキットを適合させて行うことができる。本発明に適合させ得る方法及び
キットの例は、米国特許第５，６５６，５０３号（１９９７年８月１２日、メイ（May）
らに発行）、米国特許第６，５００，６２７号（２００２年１２月３１日、オコンナー（
O'Conner）らに発行）、米国特許第４，８７０，００７号（１９８９年９月２６日、スミ
ス－ルイス（Smith-Lewis）に発行）、米国特許第５，２７３，７４３号（１９９３年１
２月２８日、アーレム（Ahlem）らに発行）及び米国特許第４，６３２，９０１号（１９
８６年１２月３０日、ヴァルカーズ（Valkers）らに発行）に記載されているが、これら
の文献は全て本明細書の一部を構成するものとしてここに援用する。
【０１７２】
　本発明のポリペプチドに対する循環抗体を検出する迅速な一工程方法によって、ブラキ
スピラ感染症の発症を検出するための時間を短縮することができる。典型的な方法は次の
工程、即ち、ブラキスピラ感染症の危険性又は疑いのある動物からサンプルを得る工程と
、循環抗体の１種と特異的に結合する一以上の検出用ポリペプチドとサンプルの一部を混
合して、サンプル内の循環抗体と検出用ポリペプチドとの結合を開始させる工程と、検出
用ポリペプチドとは特異的に結合するが、交差反応しない固定化捕獲抗体（capture anti
body）にサンプルと検出用ポリペプチドの混合物を接触させ、検出用ポリペプチドを循環
抗体に結合させると共に、循環抗体を捕獲抗体に結合させて検出可能な複合体を形成する
工程と、未結合の検出用ポリペプチドと未結合のサンプルを複合体から除去する工程と、
複合体中の検出用ポリペプチドを検出する工程とを含み得る。当該技術分野でよく知られ
ているように、検出可能なポリペプチドは、検出可能なマーカー（例えば、放射性ラベル
や酵素、生物学的色素、磁気ビーズ、ビオチン）で標識することができる。
【実施例】
【０１７３】
　以下の実施例は説明の目的のためであり、これらの実施例によって本発明の範囲が限定
されるものではない。
【０１７４】
実施例１：ゲノム配列決定
　オーストラリアのＢ．ヒオディセンテリア（ＷＡ１株）のブタ隔離集団に対してショッ
トガン配列決定を行った。この株は十分に特徴付けされており、ブタの実験的感染後に病
原性になることが分かっている。このスピロヘータを嫌気性トリプチケースソイブロス培
地中で生育させ、臭化セチルトリメチルアンモニウム（ＣＴＡＢ）法を用いて１００μｇ
のＤＮＡを抽出し、ゲノムＤＮＡライブラリーの調製に適した高品質の染色体ＤＮＡを調
製した。ＧｅｎｅＭａｃｈｉｎｅｓ　Ｈｙｄｒｏｓｈｅａｒを用いてゲノムＤＮＡを剪断
し、得られたＤＮＡ断片をｐＳＭＡＲＴベクターシステム（ルシジェン）の供給元が推奨
するプロトコル通りに処理してクローニングを行った。小型挿入（２～３ｋｂ）ライブラ
リー及び中型挿入（３～１０ｋｂ）ライブラリーを構築し、低コピー型のｐＳＭＡＲＴベ
クターとした。
【０１７５】
実施例２：アノテーション
　オーストラリアゲノム研究施設（ＡＧＲＦ）（クイーンズランド州）及びｔｈｅ　Ｃｅ
ｎｔｒｅ　ｆｏｒ　Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ　ａｎｄ　Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｃ
ｏｍｐｕｔｉｎｇ（ＣＢＢＣ）（マードック大学）によってＢ．ヒオディセンテリアの部
分ゲノム配列を構築及びアノテートした。ＣＢＢＣは主要な国際データベースの最新のミ
ラーを用い、大型ゲノム配列における特徴のアノテーションのために最先端のバイオイン
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フォマティクスソフトウェア及び戦略を開発した。種々の公有のバイオインフォマティク
スツールを用いて、データ解析上の品質保証手続きの一部として該配列を解析及び再解析
した。オープンリーディングフレーム（ＯＲＦ）は、ＧｅｎｅＭａｒｋやＧＬＩＭＭＥＲ
、ＯＲＰＨＥＵＳ、ＳＥＬＦＩＤ、ＧｅｔＯＲＦ等の種々のプログラムを用いて予測した
。推定ＯＲＦは、ＢＬＡＳＴやＦＡＳＴＡ等のサーチを用いて、既存の国際データベース
との相同性（ＤＮＡ及びタンパク質）に基づき解析した。ＰＳＩ－ＢＬＡＳＴやＦＡＳＴ
Ａ、ＭＯＴＩＦＳ、ＦＩＮＤＰＡＴＴＥＲＮＳ、ＰＨＤ、ＳＩＧＮＡＬＰ、ＰＳＯＲＴ等
のプログラムを用いて、予測されたＯＲＦの全てを解析し、その細胞局在を確認した。Ｉ
ｎｔｅｒｐｒｏやＰｒｏｓｉｔｅ、ＰｒｏＤｏｍ、Ｐｆａｍ、Ｂｌｏｃｋｓ等のデータベ
ースを用いて、膜貫通ドメインやリーダーペプチド、公知の表面タンパク質に対する相同
性、リポタンパク質サイン、外膜アンカーモチーフ、宿主細胞結合ドメイン等の表面関連
タンパク質を予測した。系統発生や他の分子進化解析は同定された遺伝子及び他の種を用
いて行い、機能の割り当ての補助とした。両方の部分配列決定ゲノムのインシリコ解析に
よって、入手し得る配列データに存在する予測ＯＲＦ全ての包括的リストが得られた。予
測分子量や等電点、疎水性、細胞内局在等の説明的情報について各ＯＲＦを解析し、天然
遺伝子産物のインビトロ特性を関連付けることができる。他の病原菌において表面局在化
成分及び病原性因子同様のタンパク質をコードする予測遺伝子は、潜在的なワクチン標的
として選択した。
【０１７６】
実施例３：ＰＣＲを用いた遺伝子分布の解析
　標的遺伝子コード領域の異なる領域にアニールする１種又は２種のプライマー対を設計
し、ＰＣＲ検出のために最適化した。Ｂ．ヒオディセンテリア標的遺伝子の分布解析は、
Ｂ．ヒオディセンテリアの２３株（非病原性であることが分かっている２株を含む）に対
して行った。分布解析に用いたプライマーセットを表１に示す。ＰＣＲ解析は、Ｔａｑ　
ＤＮＡポリメラーゼを用いて全量２５μＬにて行った。増幅混合物は、１×ＰＣＲバッフ
ァー（１．５ｍＭのＭｇＣｌ2含有）、１ＵのＴａｑ　ＤＮＡポリメラーゼ、０．２ｍＭ
の各ｄＮＴＰ、０．５μＭのプライマー対、及び１μＬの精製染色体鋳型ＤＮＡで構成し
た。サイクリング条件は、９４℃で５分間の初期鋳型変性工程、次いで、９４℃で３０秒
間の変性を３０サイクル、５０℃で１５秒間のアニーリング、及び７２℃で１分間のプラ
イマー伸長とした。ＰＣＲ産物は、１×ＴＡＥバッファー（４０ｍＭのＴｒｉｓ－アセテ
ート、１ｍＭのＥＤＴＡ）中１％（ｗ／ｖ）アガロースゲルにて電気泳動に付し、１μｇ
／ｍＬの臭化エチジウム溶液で染色し、紫外（ＵＶ）光を用いて観察した。
【０１７７】
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【表１】

【０１７８】
実施例４：バイオインフォマティクス
　Ｂ．ヒオディセンテリアゲノムのショットガン配列決定によって、該ゲノムの７３％（
予測される２３００ｋｂの内２３４７．８ｋｂ）の配列を決定した。これらの配列は１７
１個のコンティグ（平均コンティグサイズは１３．７ｋｂ）から成る。１７１個のコンテ
ィグから１８６０個のオープンリーディングフレーム（ＯＲＦ）が予測される。予測ＯＲ
Ｆを核酸及びタンパク質データベースに存在する遺伝子と比較することによって、各種に
おける約７０％がデータベースに含まれる遺伝子と相同性を有することが分かった。各ゲ
ノムから予測されるＯＲＦの残りの３０％は公知の同一性を有しなかった。
【０１７９】
実施例５：ワクチン候補
　公的データベースに存在する推定病原性関連タンパク質に対して強い相同性を示すＯＲ
Ｆをワクチン標的として選択した。表２には、ワクチン標的として選択した遺伝子を示す
と共に、その遺伝子と他の公知の遺伝子との類似度を示す。
【０１８０】
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【表２】

【０１８１】
実施例６：遺伝子分布
　各ＯＲＦの全体遺伝子分布を表３にまとめる。計２３種のＢ．ヒオディセンテリア株を
解析した。最大２種類のプライマーセットを用いたＰＣＲの累積結果から分布を決定した
。ＯＲＦの全ては、試験したＢ．ヒオディセンテリア株の８７～１００％に存在した。
【０１８２】
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【表３】

【０１８３】
実施例７：プラスミド抽出
　ｐＥＴ－１９ｂプラスミド（ノバジェン）を有する大腸菌ＪＭ１０９クローンをグリセ
ロールストック保存から、１００ｍｇ／Ｌのアンピシリンを追加したＬｕｒｉａ－Ｂｅｒ
ｔａｎｉ（ＬＢ）寒天プレート上にストリークし、３７℃で１６時間インキュベートした
。１００ｍｇ／Ｌのアンピシリンを添加した１０ｍＬのＬＢ培地に単一コロニーを接種し
、振盪させながら培地を３７℃で１２時間インキュベートした。一晩培養液の全量を５０
００×ｇで１０分間遠心分離し、細胞に含まれるプラスミドをＱＩＡｐｒｅｐ　Ｓｐｉｎ
　Ｍｉｎｉｐｒｅｐ　Ｋｉｔ（キアゲン）を用い、製造業者の指示に従って抽出した。蛍
光計を用いて精製プラスミドを定量し、ＴＥ（１０ｍＭのＴｒｉｓ－ＨＣｌ、１ｍＭのＥ
ＤＴＡ、ｐＨ８．０）バッファーで希釈してＤＮＡ濃度を１００μｇ／ｍＬに調整した。
精製ｐＥＴ－１９ｂプラスミドは－２０℃で保存した。
【０１８４】
実施例８：ベクター調製
　５０ｍＭのＴｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ７．５）、１００ｍＭのＮａＣｌ、１０ｍＭのＭｇ
Ｃｌ2、０．１ｍｇ／ｍＬのウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）及び５ＵのＮｄｅＩとＢａｍ
ＨＩ（ファーメンタス）を含有する全量５０μＬにて２μｇの精製ｐＥＴ－１９ｂプラス
ミドを３７℃で１～４時間消化した。直鎖化されたベクターの確認は、１μＬの消化反応
物を１×ＴＡＥバッファー中１％（ｗ／ｖ）アガロースゲルにて９０Ｖで１時間電気泳動
させることによって行った。電気泳動したＤＮＡを１μｇ／ｍＬの臭化エチジウムで染色
し、ＵＶ光を用いて観察した。
【０１８５】
　直線化ｐＥＴ－１９ｂベクターをＵｌｔｒａＣｌｅａｎ　ＰＣＲ　Ｃｌｅａｎ－ｕｐ　
Ｋｉｔ（Ｍｏ　Ｂｉｏ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ）を用い、製造業者の指示に従って精
製した。精製した直鎖化ベクターをＮａｎｏＤｒｏｐ　ＮＤ１０００分光光度計を用いて
定量し、ＴＥバッファーで希釈してＤＮＡ濃度を５０μｇ／ｍＬに調整した。直鎖化ベク
ターは－２０℃で保存した。
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【０１８６】
実施例９：インサート調製－プライマー設計
　プライマー対の設計は、標的遺伝子のコード領域をできる限り増幅するように行った。
全てのプライマー配列は、得られるアンプリコンの直線化ｐＥＴ－１９ｂベクターへの付
着末端連結を可能とする末端制限酵素認識部位を含む。クローニングに用いるプライマー
配列を表４に示す。Ａｍｐｌｉｆｙ　３．０（ウィスコンシン大学）を用いてプライマー
を試験し、理論的アンプリコン配列をｐＥＴ－１９ｂベクター配列の適切な位置に挿入し
た。キメラｐＥＴ－１９ｂ発現カセットの推定翻訳はＶｅｃｔｏｒ　ＮＴＩ　Ａｄｖａｎ
ｃｅバージョン１０（インビトロジェン）を用いて行い、遺伝子インサートが正しいリー
ディングフレーム内にあるかどうか確認した。
【０１８７】
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【表４－１】

【０１８８】
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【表４－２】

【０１８９】
実施例１０：遺伝子インサートの増幅
　Ｔａｑ　ＤＮＡポリメラーゼ及びＰｆｕ　ＤＮＡポリメラーゼを用いた全量１００μＬ
におけるＰＣＲによって、全ての標的遺伝子インサートを増幅した。即ち、増幅混合物は
、１×ＰＣＲバッファー（１．５ｍＭのＭｇＣｌ2含有）、２ＵのＴａｑ　ＤＮＡポリメ
ラーゼ、０．０１ＵのＰｆｕ　ＤＮＡポリメラーゼ、０．２ｍＭの各ｄＮＴＰ、０．５μ
Ｍの適切なプライマー対、及び１μＬの精製染色体ＤＮＡから構成された。染色体ＤＮＡ
は、ゲノム配列決定に用いたのと同じＢ．ヒオディセンテリア株から調製した。サイクリ
ング条件は、９４℃で５分間の初期鋳型変性ステップ、次いで、９４℃で３０秒間の変性
を３０サイクル、５０℃で１５秒間のアニーリング、及び７２℃で１分間のプライマー伸
長とした。ＰＣＲ産物を、１×ＴＡＥバッファー中１％（ｗ／ｖ）アガロースゲルにて電
気泳動し、１μｇ／ｍＬの臭化エチジウム溶液で染色し、ＵＶ光を用いて観察した。正し
いサイズのＰＣＲ産物の存在を確認した後、ＵｌｔｒａＣｌｅａｎ　ＰＣＲ　Ｃｌｅａｎ
－ｕｐ　Ｋｉｔ（Ｍｏ　Ｂｉｏ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ）を用いてＰＣＲ反応物を精
製した。
【０１９０】
実施例１１：遺伝子インサートの制限酵素消化
　３０μＬの精製ＰＣＲ産物の消化は、１ＵのＮｄｅＩ及び１ＵのＢａｍＨＩを用い、全
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量５０μＬにて行った。消化したインサートＤＮＡはＵｌｔｒａＣｌｅａｎ　ＰＣＲ　Ｃ
ｌｅａｎ－ｕｐ　Ｋｉｔ（Ｍｏ　Ｂｉｏ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ）を用いて精製した
。精製した消化インサートＤＮＡをＮａｎｏＤｒｏｐ　ＮＤ１０００分光光度計を用いて
定量し、ＴＥバッファーで希釈してＤＮＡ濃度を１０μｇ／ｍＬに調整した。精製した制
限インサートＤＮＡは直ちに用いてベクターとのライゲーションを行った。
【０１９１】
実施例１２：ｐＥＴ－１９Ｂベクターへの遺伝子インサートのライゲーション
　連結反応は全て全量２０μＬにて行った。１ＵのＴ４　ＤＮＡリガーゼ（ファーメンタ
ス）を含有する３０ｍＭのＴｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ７．８）、１０ｍＭのＭｇＣｌ2、１
０ｍＭのＤＴＴ及び１ｍＭのＡＴＰにて２５ｎｇの直線化ｐＴｒｃＨｉｓを等モル量の制
限インサートと共に１６℃で１６時間インキュベートした。インサートＤＮＡを含まない
同一の連結反応も、ベクター再環状化の陰性対照として行った。
【０１９２】
実施例１３：ｐＥＴ－１９Ｂ連結物の大腸菌ＪＭ１０９細胞への形質転換
　コンピテント大腸菌ＪＭ１０９細胞を－８０℃保存から氷上で解凍した後、５μＬの一
晩ライゲーション反応物を含有する氷冷１．５ｍＬのマイクロチューブ内に５０μＬの該
細胞を移した。ベンチ上で各チューブの底を穏やかに叩いて混合し、氷上で３０分間放置
した。次いで、チューブを４２℃の水浴に４５秒間入れて細胞に熱ショックを与えた後、
チューブを２分間氷に戻した。形質転換細胞を１ｍＬのＬＢブロスに回収し、３７℃で１
時間穏やかに混合した。回収した細胞を２５００×ｇで５分間収集し、５０μＬの新しい
ＬＢブロスにて再懸濁させた。全量５０μＬの再懸濁細胞は、１００ｍｇ／Ｌのアンピシ
リンを含有するＬＢ寒天プレート上に滅菌ガラス棒を用いて均一に塗布した。プレートを
３７℃で１６時間インキュベートした。
【０１９３】
実施例１４：ＰＣＲによる大腸菌中の組換えｐＥＴ－１９ｂ構築物の検出
　１００ｍｇ／Ｌのアンピシリンを含有する新しいＬＢ寒天プレート上に各構築物の１２
個の単一形質転換体コロニーをストリークし、３７℃で１６時間インキュベートした。各
形質転換イベント由来の単一コロニーを５０μＬのＴＥバッファーにて再懸濁させ、１分
間煮沸した。２μＬの煮沸した細胞をＰＣＲの鋳型として用いた。増幅混合物は、１×Ｐ
ＣＲバッファー（１．５ｍＭのＭｇＣｌ2含有）、１ＵのＴａｑ　ＤＮＡポリメラーゼ、
０．２ｍＭの各ｄＮＴＰ、０．５μＭのｐＥＴ－１９ｂ－Ｆプライマー（５’－ＧＧＡＡ
ＴＴＧＴＧＡＧＣＧＧＡＴＡＡＣ－３’）及び０．５μＭのｐＥＴ－１９ｂ－Ｒプライマ
ー（５’－ＧＣＡＡＡＡＡＡＣＣＣＣＴＣＡＡＧＡＣ－３’）の構成とした。サイクリン
グ条件は、９４℃で５分間の初期鋳型変性ステップ、次いで、９４℃で３０秒間の変性を
３０サイクル、６０℃で１５秒間のアニーリング、及び７２℃で１分間のプライマー伸長
とした。ＰＣＲ産物は、１×ＴＡＥバッファー中１％（ｗ／ｖ）アガロースゲルにて電気
泳動し、１μｇ／ｍＬの臭化エチジウム溶液で染色し、ＵＶ光を用いて観察した。
【０１９４】
実施例１５：組換えｐＥＴ－１９ｂプラスミドの精製
　連結を完了させたｐＥＴ－１９ｂプラスミドを有する大腸菌ＪＭ１０９クローンを１０
０ｍｇ／Ｌのアンピシリンを添加した５ｍＬのＬＢブロスに接種し、このブロス培地を振
盪させながら３７℃で１２時間インキュベートした。一晩培養液の全量を５０００×ｇで
１０分間遠心分離し、細胞に含まれるプラスミドをＱＩＡｐｒｅｐ　Ｓｐｉｎ　Ｍｉｎｉ
ｐｒｅｐ　Ｋｉｔ（キアゲン）を用い、製造業者の指示に従って抽出した。精製した組換
えｐＥＴ－１９ｂプラスミドは－２０℃で保存した。
【０１９５】
実施例１６：組換えｐＥＴ－１９ｂプラスミドの大腸菌ＢＬ２１（ＤＥ３）細胞への形質
転換
　コンピテント大腸菌ＢＬ２１（ＤＥ３）細胞を－８０℃保存から氷上で解凍した後、１
μＬの組換え精製ｐＥＴ－１９ｂプラスミドを含有する氷冷１．５ｍＬのマイクロチュー
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ブ内に２０μＬの該細胞を移した。ベンチ上で各チューブの底を穏やかに叩いて混合し、
氷上で３０分間放置した。次いで、チューブを４２℃の水浴に４５秒間入れて細胞に熱シ
ョックを与えた後、チューブを２分間氷に戻した。形質転換細胞を、１ｍＬのＬＢブロス
に回収し、３７℃で１時間穏やかに混合した。５０μＬの回収細胞を、１００ｍｇ／Ｌの
アンピシリンを含有するＬＢ寒天プレート上に滅菌ガラス棒を用いて均一に塗布した。プ
レートを３７℃で１６時間インキュベートした。
【０１９６】
実施例１７：組換えＨｉｓタグタンパク質の発現
　大腸菌ＢＬ２１（ＤＥ３）中の組換えｐＥＴ－１９ｂプラスミドの４個の単離コロニー
を、１００ｍｇ／Ｌのアンピシリン及び１ｍＭのＩＰＴＧを含有する１０ｍＬ遠心チュー
ブ内の３ｍＬのＬＢブロスに接種し、振盪させながら３７℃で１６時間インキュベートし
た。遠心分離を５０００×ｇ、４℃で１０分間行って細胞を回収した。上清を廃棄し、各
ペレットを３００μＬの１×ＳＤＳ－ＰＡＧＥ負荷バッファー（２５０ｍＭのＴｒｉｓ－
ＨＣｌ（ｐＨ６．０）、８％ｗ／ｖのＳＤＳ、２００ｍＭのＤＴＴ、４０％ｖ／ｖのグリ
セロール及び０．０４％ｗ／ｖのブロモフェノールブルー）中に再懸濁した。チューブを
５分間煮沸した後、細胞片を遠心分離（１００００×ｇ、１０分間、４℃）しペレット状
にした。上清を新しいチューブに移し、解析を行うまで－２０℃で保存した。
【０１９７】
実施例１８：ＳＤＳ－ＰＡＧＥ
　タンパク質のＳＤＳ－ＰＡＧＥ解析は不連続Ｔｒｉｓ－グリシンバッファー系を用いた
電気泳動分離で行った。１０μＬの調製細胞ライセートをポリアクリルアミドゲルのウェ
ル内にロードした。ゲルは濃縮用ゲル（１２５ｍＭのＴｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ６．８）、
４％ｗ／ｖのアクリルアミド、０．１５％ｗ／ｖのビスアクリルアミド及び０．１％ｗ／
ｖのＳＤＳ）と分離用ゲル（３７５ｍＭのＴｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ８．８）、１２％ｗ／
ｖのアクリルアミド、０．３１％ｗ／ｖのビスアクリルアミド及び０．１％ｗ／ｖのＳＤ
Ｓ）から構成させた。０．１％（ｖ／ｖ）のＴＥＭＥＤと０．０５％（ｗ／ｖ）の新しく
調製した硫酸アンモニウム溶液を添加してこれらのゲルを重合させ、ミニプロティアン二
重スラブセル（バイオ・ラッド）に流し込んだ。サンプルを室温（ＲＴ）、１５０Ｖでブ
ロモフェノールブルー色素フロントがゲルの底部に到達するまで反応させた。分子量の推
定値を得るため、予め染色した分子量マーカーをサンプルと並行して電気泳動させた。電
気泳動後、直ちにゲルをクーマシーブリリアントブルーＧ２５０を用いて染色するか、又
はウェスタンブロッティング用ニトロセルロース膜にエレクトロブロットした。
【０１９８】
実施例１９：ウェスタンブロット解析
　Ｔｏｗｂｉｎトランスファーバッファー系を用い、ＳＤＳ－ＰＡＧＥゲルから分離した
タンパク質をニトロセルロース膜にエレクトロブロットした。ブロッティング後、トラン
スファーバッファー（２５ｍＭのＴｒｉｓ、１９２ｍＭのグリシン、２０％ｖ／ｖのメタ
ノール，ｐＨ８．３）中でゲルを１５分間平衡化させた。ミニプロティアントランスブロ
ット装置（バイオ・ラッド）を用いてゲル中のタンパク質をニトロセルロース膜に移動さ
せた。製造業者の指示に従ってゲルホルダーを組み立てた後、３０Ｖ、４℃で一晩電気移
動を行った。分離タンパク質を含有する新しく移動したニトロセルロース膜を、５％（ｗ
／ｖ）の脱脂粉乳を含有する１０ｍＬのトリス緩衝生理食塩水（ＴＢＳ；２０ｍＭのＴｒ
ｉｓ－ＨＣｌ、５００ｍＭのＮａＣｌ、ｐＨ７．５）によってＲＴで１時間ブロッッキン
グした。膜を０．１％（ｖ／ｖ）Ｔｗｅｅｎ２０含有ＴＢＳ（ＴＢＳＴ）で洗浄した後、
１０ｍＬのマウス抗ｈｉｓ抗体（ＴＢＳＴで５０００倍希釈）と共に室温で１時間インキ
ュベートした。ＴＢＳＴで３回、５分間洗浄した後、膜をＴＢＳＴで５０００倍希釈した
１０ｍＬのヤギ抗マウスＩｇＧ（全分子）－ＡＰと共に室温で１時間インキュベートした
。アルカリホスファターゼ基質キット（バイオ・ラッド）を用いて膜を発色させた。膜を
蒸留水で洗浄することによって発色反応を停止させた。次いで、膜を乾燥し、プレゼンテ
ーション用にスキャンした。
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【０１９９】
実施例２０：組換えＨｉｓタグタンパク質の発現及び精製
　大腸菌ＢＬ２１（ＤＥ３）中の組換えｐＥＴ－１９ｂプラスミドの単一コロニーを５０
ｍＬの遠心チューブ内の１００ｍｇ／Ｌのアンピシリンを含有する２０ｍＬのＬＢブロス
に接種し、振盪させながら３７℃で１６時間インキュベートした。１００ｍｇ／Ｌのアン
ピシリンを追加した５００ｍＬのＬＢブロスを含む２Ｌコニカルフラスコに１０ｍＬの一
晩培養物を接種し、３７℃で、細胞の光学密度が６００ｎｍで０．５になるまで（約３～
４時間）インキュベートした。次いで、ＩＰＴＧを最終濃度が１ｍＭになるまで添加して
培養物を誘導し、細胞を振盪させながら３７℃に戻した。６時間の誘導後、培養物を２個
の２５０ｍＬの遠心ボトルに移し、ボトルを５０００×ｇ、２５℃で１０分間遠心分離さ
せた。上清を廃棄し、各ペレットを４ｍＬのＮｉ－ＮＴＡ天然溶解バッファー（５０ｍＭ
のＮａＨ2ＰＯ4、３００ｍＭのＮａＣｌ、１０ｍＭのイミダゾール、ｐＨ８．０）で再懸
濁させた。再懸濁した細胞をプールし、－２０℃で一晩保存した。
【０２００】
　細胞浮遊液を－２０℃保存から取り出し、氷上で解凍した。解凍したライセートに５μ
ＬのＤＮＡアーゼＩ（１０ｍｇ／ｍＬ）を添加し、氷上で１時間インキュベートした。ラ
イセートを２００００×ｇ、４℃で１５分間遠心分離した。上清は、総体積１ｍＬのＮｉ
－ＮＴＡアガロース樹脂（キアゲン）を含有する１０ｍＬのカラムに移した。回転混合を
行いながら、組換えｈｉｓタグタンパク質を該樹脂に４℃で１時間結合させた。次いで、
樹脂を３０ｍＬのＮｉ－ＮＴＡネイティブ洗浄バッファー（５０ｍＭのＮａＨ2ＰＯ4、３
００ｍＭのＮａＣｌ、２０ｍＭのイミダゾール、ｐＨ８．０）でネイティブ洗浄した後、
９ｍＬのＮｉ－ＮＴＡネイティブ溶出バッファー（５０ｍＭのＮａＨ2ＰＯ4、３００ｍＭ
のＮａＣｌ、２５０ｍＭのイミダゾール、ｐＨ８．０）で溶出させた。溶出液の３画分（
３ｍＬ）を回収して４℃で保存した。３０μＬの各溶出液を１０μＬの４×サンプル処理
バッファーで処理し、５分間煮沸した。サンプルをＳＤＳ－ＰＡＧＥに付し、クーマシー
ブリリアントブルーＧ２５０で染色した。染色したゲルを蒸留水で１時間平衡化させ、２
枚のセルロースシートに挟みＲＴで一晩乾燥させた。
【０２０１】
実施例２１：精製組換えＨｉｓタグタンパク質の透析及び凍結乾燥
　溶出したタンパク質をプールし、分子量３５００Ｄａカットオフ（ＭＷＣＯ）の水和透
析チューブに移した。プールした溶出液のアリコート（２００μＬ）を採取し、市販のプ
ロテインアッセイ（バイオ・ラッド）を用いて定量した。タンパク質を２Ｌの蒸留水に対
して４℃で撹拌しながら透析した。透析バッファーを１２時間間隔で８回交換した。透析
したタンパク質を透析チューブから５０ｍＬ遠心チューブ（最大容量：４０ｍＬ）に移し
、該チューブを－８０℃で一晩置いた。チューブを凍結乾燥機に入れ、凍結乾燥して乾固
させた。次いで、凍結乾燥したタンパク質をＰＢＳで再水和して推定濃度を２ｍｇ／ｍＬ
とし、－２０℃で保存した。
【０２０２】
実施例２２：組換えタンパク質を用いた血清学的解析
　１０μｇの精製組換えタンパク質を１０ｍＬの炭酸バッファーにて希釈し、９６ウェル
マイクロタイタープレートの各ウェルに１００μＬずつ添加した。４℃で一晩タンパク質
をコートさせた。プレートのブロックの各ウェルにＰＢＳ－ＢＳＡ（１％ｗ／ｖ）を１５
０μＬ添加し、混合しながら室温（ＲＴ）で１時間行った後、１５０μＬのＰＢＳＴ（０
．０５％ｖ／ｖ）で３回洗浄した。ブタ血清を１００μＬのＰＢＳＴ－ＢＳＡ（０．１％
ｗ／ｖ）にて１：８００に希釈し、混合しながらＲＴで２時間インキュベートした。プレ
ートを洗浄した後、ＰＢＳＴにて１：５０００に希釈したヤギ抗ブタＩｇＧ（全分子）－
ＨＲＰ（１００μＬ）を添加した。室温で１時間インキュベートした後、プレートを洗浄
し、１００μＬのＴＭＢ基質を添加した。室温で１０分間発色を生じさせた後、５０μＬ
の１Ｍ硫酸を添加して発色を停止させた。各ウェルの光学密度を４５０ｎｍで読み取った
。給源及び健康状態が異なるブタ由来のプールした血清をこの解析に用いた。健康状態の
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タ（Ｈ１－Ｈ５）、及び異なる群れ由来の回復したブタ（Ｈ６－Ｈ１３）を用いた。
【０２０３】
　表５Ａ及び５Ｂに示すように、全てのタンパク質はＢ．ヒオディセンテリア細菌で過免
疫したブタ由来の血清と強く反応した（Ｍ１：１．５０７７±０．１６３５）一方、Ｂ．
ピロシコリで過免疫したブタ由来の血清（Ｍ２：１．１６４６±０．１２０６）やＢ．イ
ノセンスで過免疫したブタ由来の血清（Ｍ３：１．２７７７±０．１６２６）とはあまり
強く反応しなかったが、これは、他のブラキスピラｓｐｐ．を認識するブタとのある程度
の交差反応性を示す。タンパク質は健康状態良好ブタ由来の血清と最も弱く反応し（Ｎ１
－Ｎ３：０．２０８７～０．４６９５）、実験的に免疫した急性重篤ＳＤ症状を示すブタ
の場合がこれに続き（Ｈ１－Ｈ５：０．４５８６～０．７９９２）、ＳＤから回復したブ
タの場合が最も強く反応した（Ｈ６－Ｈ１３：０．８０４３～１．００６８）。概して、
上述の結果から、これらの毒素タンパク質は全て、自然感染したブタや実験的に感染させ
たブタにおいて免疫原性であることが分かる。
【０２０４】
【表５Ａ】

【０２０５】
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【表５Ｂ】

【０２０６】
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実施例２３：組換えｐＥＴ－１９ｂ構築物の構築
　ｐＥＴ－１９ｂ発現ベクター内へ種々のインサートをクローニングすることによって、
各種サイズの組換え構築物が得られた。ｐＥＴ－１９ｂ構築物のヌクレオチド配列決定に
よって、発現カセットが構築物全ての正しいフレーム内にあることを確認した。ｐＥＴ－
１９ｂ発現カセットの予測翻訳から、全ての組換えｈｉｓタグタンパク質と天然スピロヘ
ータタンパク質の推定アミノ酸配列は同一であることが分かった。
【０２０７】
実施例２４：組換えタンパク質の発現及び精製
　選択した組換え大腸菌クローンの発現を中規模で行い、マウスのワクチン接種に十分な
組換えタンパク質を得た。クローン化した全ての遺伝子から、表４に示す天然タンパク質
の予測分子量と同等の見掛け分子量のヘキサヒスチジン融合物を有する組換えタンパク質
が得られた。組換えタンパク質は全て、抗ｈｉｓ抗体を用いたウェスタンブロッティング
において反応性が高かった。ｈｉｓタグ組換えタンパク質の精製は、変性条件下でアフィ
ニティークロマトグラフィーによって行った。全ての組換えタンパク質のＳＤＳ－ＰＡＧ
Ｅ及びクーマシーブルー染色によって該タンパク質の精製が確認された。
【０２０８】
実施例２５：精製組換えＨｉｓタグタンパク質を用いたブタのワクチン接種
　４種類の精製組換えｈｉｓタグタンパク質（各０．５ｍｇ）を全量１ｍＬ中にプールし
た。調製した４種類のワクチンは次の通りである。
ａ）ＮＡＶ－Ｈ３２、ＮＡＶ－Ｈ３３、ＮＡＶ－Ｈ４３及びＮＡＶ－Ｈ６８から成る溶血
素組換えワクチン
ｂ）ＮＡＶ－Ｈ４０、ＮＡＶ－Ｈ６６、ＮＡＶ－Ｈ７２及びＮＡＶ－Ｈ１７７から成る毒
素組換えワクチン
ｃ）ＮＡＶ－Ｈ４６、ＮＡＶ－Ｈ１８４、ＮＡＶ－Ｈ１８６及びＮＡＶ－Ｈ１９１から成
るリパーゼ／ペプチダーゼ組換えワクチン
ｄ）ＮＡＶ－Ｈ１７９、ＮＡＶ－Ｈ１８５、ＮＡＶ－Ｈ１８８及びＮＡＶ－Ｈ１９７から
成るプロテアーゼ組換えワクチン
【０２０９】
　１０匹の血清陰性ブタ（５週齢）から成る４グループに対し、油中水型アジュバントで
乳化しプールした抗原（２ｍｇ）から成るワクチン（２ｍＬ）を筋肉内注射した。ブタへ
のワクチン接種は５週齢時と８週齢時の２回、後頸部で筋肉内に行った。１回目のワクチ
ン接種直前、２回目のワクチン接種直前、及び２回目のワクチン接種の２週間後に全ての
ブタから採決した。血液から血清を調製し、これを用いてワクチンに含まれるタンパク質
に対する免疫応答性を測定した。各ワクチンにおいては４種類のタンパク質が組合わさっ
ているため、各グループのブタから得た血清は全４種類のタンパク質の個々に対して試験
した。ＥＬＩＳＡは実施例２２に記載したのと同様に行った。
【０２１０】
　表６に示すように、全てのブタはワクチン接種レジメンに対して強く応答し、抗体レベ
ルは有意に上昇した（１回目の筋肉内注射後（１１．６０倍～１７．６９倍上昇：Ｐ＜０
．００１）、２回目の筋肉内注射後（２．４１倍～２．７８倍上昇：Ｐ＜０．００１））
。これらの結果から、ブタにおける上述の毒素タンパク質の免疫原性やブタにおいて高い
抗体レベルを誘導するワクチン接種レジメンの有効性が明らかとなった。
【０２１１】
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【表６】

【０２１２】
実施例２６：精製組換えＨｉｓタグタンパク質を用いたワクチン接種によるブタの防御
　４種類の精製組換えｈｉｓタグタンパク質（各０．５ｍｇ）を全量１ｍＬ中にプールし
た。調製した４種類のワクチンは次の通りである。
ａ）ＮＡＶ－Ｈ３２、ＮＡＶ－Ｈ３３、ＮＡＶ－Ｈ４３及びＮＡＶ－Ｈ６８から成る溶血
素組換えワクチン
ｂ）ＮＡＶ－Ｈ４０、ＮＡＶ－Ｈ６６、ＮＡＶ－Ｈ７２及びＮＡＶ－Ｈ１７７から成る毒
素組換えワクチン
ｃ）ＮＡＶ－Ｈ４６、ＮＡＶ－Ｈ１８４、ＮＡＶ－Ｈ１８６及びＮＡＶ－Ｈ１９１から成
るリパーゼ／ペプチダーゼ組換えワクチン
ｄ）ＮＡＶ－Ｈ１７９、ＮＡＶ－Ｈ１８５、ＮＡＶ－Ｈ１８８及びＮＡＶ－Ｈ１９７から
成るプロテアーゼ組換えワクチン
【０２１３】
　１０匹の血清陰性ブタ（５週齢）から成る４グループに対し、油中水型アジュバントで
乳化しプールした抗原（２ｍｇ）から成るワクチン（２ｍＬ）を筋肉内注射した。１０匹
の血清陰性ブタから成る第５のグループを陰性対照として用い、該アジュバントで乳化し
たＰＢＳで偽ワクチン接種を行った。全てのブタへのワクチン接種は５週齢時と８週齢時
の２回、後頸部で筋肉内に行った。全てのブタに対し、１０週齢時に胃管投与によって１
００ｍＬの活性Ｂ．ヒオディセンテリア培養物（～１０9個（細胞）／ｍＬ）でチャレン
ジし、実験時（チャレンジ後６週間まで）及び死後検査時にブタ赤痢の臨床徴候を毎日観
察した。週に２回、全てのブタに対して直腸スワブを実施し、選択的細菌培養を行った。

【配列表】
2011512803000001.app
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