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(57)【要約】
　【課題】本発明は、髄膜炎菌感染に対するワクチン及び感染診断アッセイを提供する。
　【解決手段】BASB029ポリペプチドおよびBASB029ポリペプチドをコードするポリヌクレ
オチド、かかるポリペプチドを組換え法により生産する方法、かかるポリペプチドおよび
ポリヌクレオチドの、診断、予防および治療における使用。
【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および配列番号４からなる群より選択されるアミノ酸配列に対して少なくと
も85％の同一性を有するアミノ酸配列を含んでなる、単離されたポリペプチド。
【請求項２】
　アミノ酸配列が配列番号２および配列番号４からなる群より選択されるアミノ酸配列に
対して少なくとも95％の同一性を有する、請求項１に記載の単離されたポリペプチド。
【請求項３】
　配列番号２および配列番号４からなる群より選択されるアミノ酸配列を含んでなる、請
求項１に記載のポリペプチド。
【請求項４】
　配列番号２または配列番号４の単離されたポリペプチド。
【請求項５】
　請求項１～４のいずれか１項に記載のポリペプチドの免疫原性断片であって、該免疫原
性断片の免疫原性活性が配列番号２または配列番号４のポリペプチドのものと実質的に同
一である、上記断片。
【請求項６】
　配列番号２または４のアミノ酸配列に対して、それぞれその配列番号２または４の全長
にわたって少なくとも85％の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
を含んでなる単離されたポリヌクレオチド、またはその単離されたポリヌクレオチドに相
補的なヌクレオチド配列を含んでなる単離されたポリヌクレオチド。
【請求項７】
　配列番号２または４のポリペプチドをコードするヌクレオチド配列に対して、そのコー
ド領域全体にわたって少なくとも85％の同一性を有するヌクレオチド配列を含んでなる単
離されたポリヌクレオチド、またはその単離されたポリヌクレオチドに相補的なヌクレオ
チド配列を含んでなる単離されたポリヌクレオチド。
【請求項８】
　配列番号１または３のヌクレオチド配列に対して、それぞれその配列番号１または３の
全長にわたって少なくとも85％の同一性を有するヌクレオチド配列を含んでなる単離され
たポリヌクレオチド、またはその単離されたポリヌクレオチドに相補的なヌクレオチド配
列を含んでなる単離されたポリヌクレオチド。
【請求項９】
　同一性が配列番号１または３に対して少なくとも95％である、請求項６～８のいずれか
１項に記載の単離されたポリヌクレオチド。
【請求項１０】
　配列番号２または配列番号４のポリペプチドをコードするヌクレオチド配列を含んでな
る単離されたポリヌクレオチド。
【請求項１１】
　配列番号１または配列番号３のポリヌクレオチドを含んでなる単離されたポリヌクレオ
チド。
【請求項１２】
　ストリンジェントなハイブリダイゼーション条件下で、配列番号１もしくは配列番号３
の配列またはその断片を有する標識プローブを用いて適当なライブラリーをスクリーニン
グすることによって得られる配列番号２または配列番号４のポリペプチドをコードするヌ
クレオチド配列を含んでなる、単離されたポリヌクレオチド。
【請求項１３】
　請求項６～１２のいずれか１項に記載の単離されたポリヌクレオチドを含む、発現ベク
ターまたは組換え生存微生物。
【請求項１４】
　請求項１３に記載の発現ベクターを含む宿主細胞、または配列番号２および配列番号４
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からなる群より選択されるアミノ酸配列に対して少なくとも85％の同一性を有するアミノ
酸配列を含んでなる単離されたポリペプチドを発現している該宿主細胞の細胞下画分もし
くは膜。
【請求項１５】
　配列番号２および配列番号４からなる群より選択されるアミノ酸配列に対して少なくと
も85％の同一性を有するアミノ酸配列を含んでなるポリペプチドの生産方法であって、請
求項１４に記載の宿主細胞を該ポリペプチドを産生させるのに十分な条件下で培養し、そ
の培養培地から該ポリペプチドを回収することを含んでなる、上記方法。
【請求項１６】
　請求項６～１２のいずれか１項に記載のポリヌクレオチドの発現方法であって、宿主細
胞を該ポリヌクレオチドの少なくとも１つを含む発現ベクターで形質転換し、該宿主細胞
を該ポリヌクレオチドのいずれか１つを発現させるのに十分な条件下で培養することを含
む、上記発現方法。
【請求項１７】
　有効量の請求項１～５のいずれか１項に記載のポリペプチドおよび製薬上許容される担
体を含むワクチン組成物。
【請求項１８】
　有効量の請求項６～１２のいずれか１項に記載のポリヌクレオチドおよび製薬上有効な
担体を含むワクチン組成物。
【請求項１９】
　少なくとも１種の他のナイセリア・メニンギチジス(Neisseria meningitidis)抗原を含
む、請求項１７または１８に記載のワクチン組成物。
【請求項２０】
　請求項１～５のいずれか１項に記載のポリペプチドまたは免疫学的断片に対して免疫特
異的な抗体。
【請求項２１】
　ナイセリア・メニンギチジス(Neisseria meningitidis)に感染した疑いのある動物由来
の生物学的サンプル中に存在する、請求項１～５のいずれか１項に記載のポリペプチドま
たは該ポリペプチドに対して免疫特異的な抗体を同定することを含む、ナイセリア・メニ
ンギチジス(Neisseria meningitidis)感染の診断方法。
【請求項２２】
　動物において免疫応答を生起させるのに使用する薬剤の調製における、免疫学的に有効
な量の請求項１～５のいずれか１項に記載のポリペプチドを含む組成物の使用。
【請求項２３】
　動物において免疫応答を生起させるのに使用する薬剤の調製における、免疫学的に有効
な量の請求項６～１２のいずれか１項に記載のポリヌクレオチドを含む組成物の使用。
【請求項２４】
　請求項１～５のいずれか１項に記載のポリペプチドに対抗して誘導された少なくとも１
種の抗体および適当な製薬学的担体を含む、ナイセリア・メニンギチジス(Neisseria men
ingitidis)感染症に罹患したヒトの治療に有用な治療用組成物。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
発明の分野
　本発明は、ポリヌクレオチド(本明細書中で「BASB029ポリヌクレオチド」と呼ぶ)、そ
れによりコードされるポリペプチド(本明細書中で「BASB029」または「BASB029ポリペプ
チド」と呼ぶ)、組換え物質およびその生産方法に関する。別の態様において、本発明は
、細菌感染に対するワクチンを含む、前記ポリペプチドおよびポリヌクレオチドの使用方
法に関する。更なる態様では、本発明は特定の病原体の感染を検出するための診断アッセ
イに関する。
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【背景技術】
【０００２】
発明の背景
　ナイセリア・メニンギチジス(Neisseria meningitidis)(髄膜炎菌)はヒト上気道から頻
繁に単離されるグラム陰性細菌である。この細菌は、時折、菌血症や髄膜炎等の侵入性細
菌性疾患を引き起こす。髄膜炎菌性疾患の発生数には、地理的、季節的および年次的な差
異が見られる(Schwartz,B., Moore,P.S., Broome, C.V.;Clin.Microbiol.Rev.2(Suppleme
nt), S18-S24,1989)。温暖な国々で最も多い疾患はＢ血清群株によるものであって、その
発生数は 1～10/100,000/年・総人口の間で変動し、しばしばより高値に達する(Kaczmars
ki,E.B.(1997), Commun.Dis.Rep.Rev.7:R55-9,1995;Scholten,R.J.P.M., Bijlmer, H.A.,
 Poolman,J.T.ら、Clin.Infect.Dis. 16:237-246, 1993;Cruz,C., Pavez,G., Aguilar,E.
,ら、Epidemiol.Infect.105:119-126,1990)。
【０００３】
　Ａ血清群の髄膜炎菌が優位を占める流行は、その大部分が中央アフリカで発生し、しば
しば 1000/100,000/年のレベルにまで達する(Schwartz,B., Moore,P.S., Broome, C.V. C
lin.Microbiol.Rev.2(Supplement), S18-S24,1989)。髄膜炎菌性疾患全体からみて殆ど全
ての症例がＡ、Ｂ、Ｃ、Ｗ-135およびＹの血清群の髄膜炎菌により引き起こされ、４価の
Ａ、Ｃ、Ｗ-135、Ｙ 多糖ワクチンが利用可能である(Armand,J., Arminjon,F., Mynard,M
.C., Lafaix,C., J.Biol.Stand. 10:335-339,1982)。
【０００４】
　前記多糖ワクチンは、それらをキャリアータンパク質に化学的に結合することにより現
在も改良が行われている(Lieberman,J.M., Chiu,S.S., Wong,V.K.ら、JAMA 275:1499-150
3, 1996)。
【０００５】
　Ｂ血清群のワクチンは利用できない。何故なら、おそらくはこのＢの被膜多糖が宿主成
分との構造類似性を有しているために、該多糖が免疫原性をもたないことが見出されたか
らである(Wyle,F.A., Artenstein,M.S., Brandt,M.L.ら、J.Infect.Dis. 126:514-522, 1
972;Finne,J.M., Leinonen,M.,Makela,P.M.Lancet ii.:355-357,1983)。
【０００６】
　長年にわたり、髄膜炎菌の外膜をベースとしたワクチンを開発するための試みが開始さ
れ、行われてきた(de Moraes,J.C., Perkins,B., Camargo,M.C.ら、Lancet 340:1074-107
8,1992;Bjune,G., Hoiby,E.A. Gronnesby,J.K.ら、338:1093-1096,1991)。そのようなワ
クチンは年長の児童(４歳より上)および青年男女で57％～85％の効果を示す。
【０００７】
　多くの細菌の外膜成分(例えば、PorA、PorB、Rmp、Opc、Opa、FrpB)がこれらのワクチ
ン中に存在しており、これらの成分の観察された防御への寄与については依然として更な
る定義付けが必要である。他の細菌の外膜成分は、動物またはヒトの抗体を用いることに
より防御免疫の誘導に潜在的に関連すると定義付けられており、例えばTbpBおよびNspAが
ある(Martin,D., Cadieux,N., Hamel,J., Brodeux,B.R., J.Exp.Med. 185:1173-1183,199
7;Lissolo,L., Maitre-Wilmotte,C., Dumas,p.ら、Inf.Immun. 63:884-890,1995)。防御
免疫機構は、抗体媒介性の殺菌活性およびオプソニン性食菌作用(opsonophagocytosis)と
関係がある。
【０００８】
　菌血症動物モデルを使用することで、全ての抗体媒介性機構が結びつけられた(Saukkon
en,K., Leinonen,M., Abdillahi,H.Poolman,J.T. Vaccine 7:325-328, 1989)。後期補体
成分媒介性の殺菌機構が髄膜炎菌性疾患に対する免疫にとって重要であることは一般に認
められている(Ross,S.C., Rosenthal P.J., Berberic,H.M., Densen,P.J.Infect.Dis. 15
5:1266-1275, 1987)。
【０００９】
　ナイセリア・メニンギチジス(Neisseria meningitidis)の感染頻度は過去数十年の間に
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劇的に上昇している。これは、複数の抗生物質に耐性な株の出現および免疫系が弱められ
た人口数の増大を原因とする。幾つかのまたは全ての標準的な抗生物質に耐性であるナイ
セリア・メニンギチジス(Neisseria meningitidis)株が単離されることは、もはや珍しい
ことではない。この現象は、新たな抗菌剤、ワクチン、薬剤のスクリーニング法、および
これらの生物用の診断試験に対する、今までに経験したことの無い医薬の要求および需要
を生み出した。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【００１０】
【非特許文献１】Schwartz, B., Moore, P.S., Broome, C.V., Clin. Microbiol. Rev.2(
Supplement), S18-S24, 1989
【非特許文献２】Kaczmarski,E.B.(1997), Commun. Dis. Rep. Rev. 7:R55-9, 1995
【非特許文献３】Scholten, R.J.P.M., Bijlmer, H.A., Poolman, J.T., Clin. Infect.D
is. 16:237-246, 1993
【非特許文献４】Cruz, C., Pavez, G., Aguilar, E., Epidemiol. Infect. 105:119-126
, 1990
【非特許文献５】Armand, J., Arminjon, F., Mynard, M.C., Lafaix, C., J. Biol. Sta
nd. 10:335-339, 1982
【非特許文献６】Lieberman, J.M., Chiu, S.S., Wong, V.K., JAMA 275:1499-1503, 199
6
【非特許文献７】Wyle, F.A., Artenstein, M.S., Brandt, M.L., J. Infect. Dis. 126:
514-522, 1972
【非特許文献８】Finne, J.M., Leinonen, M.,Makela, P.M., Lancet ii.:355-357, 1983
【非特許文献９】de Moraes, J.C., Perkins, B., Camargo, M.C., Lancet 340:1074-107
8, 1992
【非特許文献１０】Bjune, G., Hoiby, E.A. Gronnesby, J.K., 338:1093-1096, 1991
【非特許文献１１】Martin,D., Cadieux,N., Hamel,J., Brodeux,B.R., J.Exp.Med. 185:
1173-1183,1997
【非特許文献１２】Lissolo, L., Maitre-Wilmotte, C., Dumas, P., Inf. Immun. 63:88
4-890, 1995
【非特許文献１３】Saukkonen, K., Leinonen, M., Abdillahi, H., Poolman, J.T., Vac
cine 7:325-328, 1989
【非特許文献１４】Ross, S.C., Rosenthal, P.J., Berberic, H.M., Densen, P.J., Inf
ect. Dis. 155:1266-1275, 1987
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【００１１】
発明の概要
　本発明は、BASB029、特にBASB029ポリペプチドおよびBASB029ポリヌクレオチド、組換
え物質およびその生産方法に関する。別の態様において、本発明は、特に微生物性疾患の
予防および治療を含む、前記ポリペプチドおよびポリヌクレオチドの使用方法に関する。
更なる態様では、本発明は、微生物感染に関連する疾患およびかかる感染に関連する症状
を検出するための診断アッセイ、例えば、BASB029ポリヌクレオチドもしくはポリペプチ
ドの発現または活性を検出するためのアッセイに関する。
【００１２】
　開示された発明の精神および範囲内での種々の変更および修飾は、後述の説明を読むこ
とにより、また本開示内容の他の部分を読むことにより、当業者には容易に明らかとなろ
う。
【図面の簡単な説明】
【００１３】
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【図１－１】BASB029ポリヌクレオチド配列のアラインメント。配列番号１と同一のヌク
レオチドはドットで示し、ダッシュ(-)はヌクレオチドが存在しないことを示す。
【図１－２】図１－１の配列の続き。
【図１－３】図１－２の配列の続き。
【図１－４】図１－３の配列の続き。
【図１－５】図１－４の配列の続き。
【図２－１】BASB029ポリペプチド配列のアラインメント。配列番号２と同一のアミノ酸
はドットで示し、ダッシュ(-)はアミノ酸が存在しないことを示す。
【図２－２】図２－１の配列の続き。
【図３】大腸菌における組換えBASB029の発現および精製。実質的に精製されたBASB029タ
ンパク質画分（80％以上）を、タンパク質分子量マーカーと平行して、PAGE-SDS条件下で
4～20％勾配のポリアクリルアミドゲル(NOVEX)上で分離した。ゲルを、クーマシーブルー
R250で染色するか（レーン1）、または抗(His5)モノクローナル抗体を使用してウエスタ
ンブロットにより分析した（レーン2）。
【図４】BASB029免疫感作マウス血清による数種のNmB株におけるBASB029タンパク質の認
識。
【図５】BASB029免疫感作マウス血清による数種のNmB株におけるBASB029タンパク質の認
識。
【図６】回復期血清(パートB)と免疫感作マウス(パートA)中の抗BASB029抗体。
【図７】回復期血清(パートB)と免疫感作マウス(パートA)中の抗BASB029抗体。
【発明を実施するための形態】
【００１４】
発明の説明
　本発明は、以下により詳細に記載するように、BASB029ポリペプチドおよびポリヌクレ
オオチドに関する。特に、本発明は、ナイセリア・メニンギチジス(Neisseria meningiti
dis)のBASB029ポリペプチドおよびポリヌクレオチドに関し、該ポリペプチドはインフル
エンザ菌(Haemophilus influenzae)の表面原線維（HSF）タンパク質とそのアミノ酸配列
相同性により関連付けられる。本発明は特に、それぞれ配列番号１,３および配列番号２,
４に示すヌクレオチド配列およびアミノ酸配列を有するBASB029に関する。後述の配列表
に「DNA」として列挙した配列は、当業者であればかかる配列を一般にリボポリヌクレオ
チドを含むポリヌクレオチドに有効に使用し得ることが理解されることから、本発明の１
実施形態の例示にすぎないことが理解されよう。
【００１５】
ポリペプチド
　本発明の１態様において、本明細書中で「BASB029」および「BASB029ポリペプチド」と
呼ぶナイセリア・メニンギチジス(Neisseria meningitidis)のポリペプチド、そして生物
学上、診断上、予防上、臨床上または治療上有用なその変異体、ならびにそれらを含む組
成物が提供される。
【００１６】
　さらに、本発明は、
　(a) 配列番号２,４のアミノ酸配列に対して少なくとも85％の同一性、より好ましくは
少なくとも90％の同一性、さらにより好ましくは少なくとも95％の同一性、最も好ましく
は少なくとも97～99％の同一性を示すかまたは完全に同一であるアミノ酸配列を含んでな
る単離されたポリペプチド、
　(b) 配列番号１,３の全長にわたる配列番号１,３のポリヌクレオチド配列に対して、そ
れぞれ少なくとも85％の同一性、より好ましくは少なくとも90％の同一性、さらにより好
ましくは少なくとも95％の同一性、より一層好ましくは少なくとも97～99％の同一性を有
するかまたは完全に同一であるポリヌクレオチド配列を含む単離されたポリヌクレオチド
によりコードされるポリペプチド、
　(c) 配列番号２,４のアミノ酸配列に対して少なくとも85％の同一性、より好ましくは
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少なくとも90％の同一性、さらにより好ましくは少なくとも95％の同一性、より一層好ま
しくは少なくとも97～99％の同一性を有するかまたは完全に同一であるポリペプチドをコ
ードするポリヌクレオチド配列を含む単離されたポリヌクレオチドによりコードされるポ
リペプチド、
を提供する。
【００１７】
　配列番号２,４に示すBASB029ポリペプチドは、ナイセリア・メニンギチジス(Neisseria
 meningitidis)のATCC13090株およびH44/76株から得たBASB029ポリペプチドである。
【００１８】
　また本発明は、BASB029ポリペプチドの免疫原性断片、すなわち配列番号２,４のアミノ
酸配列を含むBASB029ポリペプチドと同一または実質的に同一の免疫原活性を有する該ポ
リペプチドの連続した部分、を提供する。すなわち、前記断片(必要であれば、担体に結
合されている)は、BASB029ポリペプチドを認識する免疫応答を引き出すことができる。こ
うした免疫原性断片には、例えば、Ｎ末端のリーダー配列、および／または膜貫通ドメイ
ンおよび／またはＣ末端のアンカードメインを欠くBASB029ポリペプチドが含まれる。好
ましい態様において、本発明のBASB029の免疫原性断片は、配列番号２の全長にわたる配
列番号２,４のポリペプチド配列に対して少なくとも85％の同一性、より好ましくは少な
くとも90％の同一性、さらにより好ましくは少なくとも95％の同一性、最も好ましくは少
なくとも97～99％の同一性を有するポリペプチドの実質的に全ての細胞外ドメインを含む
。
【００１９】
　断片は、本発明の任意のポリペプチドの任意のアミノ酸配列と部分的には完全に同一で
あるが全てが同一ではないアミノ酸配列を有するポリペプチドである。BASB029ポリペプ
チドに関して言えば、断片は「フリースタンディング」であっても、または該断片がその
部分または領域を形成するより大きなポリペプチド中に、最も好ましくは単一のより大き
なポリペプチド中の単一の連続した領域として含まれていてもよい。
【００２０】
　好ましい断片は、例えば、配列番号２,４のアミノ酸配列またはその変異体の部分(例え
ば、アミノ末端および／もしくはカルボキシ末端アミノ酸配列を含む連続した一連の残基
)を有するトランケーションポリペプチドを含む。宿主細胞により、または宿主細胞内で
生産される本発明のポリペプチドの分解形態も好ましい。さらに好ましいのは、αヘリッ
クスおよびαヘリックス形成領域、βシートおよびβシート形成領域、ターンおよびター
ン形成領域、コイルおよびコイル形成領域、親水性領域、疎水性領域、α両親媒性領域、
β両親媒性領域、フレキシブル領域、表面形成領域、基質結合領域、および高抗原性指数
(high antigenic index)領域を含む断片などの、構造的および機能的特性により特徴付け
られる断片である。
【００２１】
　さらに好ましい断片には、配列番号２,４のアミノ酸配列に由来する少なくとも１５、
２０、３０、４０、５０もしくは１００個の連続したアミノ酸を有するアミノ酸配列を含
む単離されたポリペプチド、または配列番号２,４のアミノ酸配列から末端切断された(tr
uncated)もしくは欠失した少なくとも１５、２０、３０、４０、５０もしくは１００個の
連続したアミノ酸のアミノ酸配列を含む単離されたポリペプチド、を含む。
【００２２】
　本発明のポリペプチドの断片を使用して、ペプチド合成により対応する全長ポリペプチ
ドを生産することができる。従って、これらの断片を中間体として使用して、本発明の全
長ポリペプチドを生産することができる。
【００２３】
　特に、数個、５～１０個、１～５個、１～３個、１～２個または１個のアミノ酸が任意
の組合せで置換、欠失または付加されている変異体が好ましい。
【００２４】
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　本発明のポリペプチドまたは免疫原性断片は「成熟」タンパク質の形であっても、前駆
体または融合タンパク質等のより大きいタンパク質の一部であってもよい。しばしば、追
加のアミノ酸配列を含めることが有利であり、このようなアミノ酸配列には、分泌または
リーダー配列、プロ配列、多重ヒスチジン残基のような精製に役立つ配列、または組換え
体生産の間の安定性を確保する付加的配列が含有される。さらに、外来ポリペプチドまた
は脂質テイル(lipid tail)またはポリヌクレオチド配列の追加により最終的な分子の免疫
原としての可能性を高めることも考慮される。
【００２５】
　１つの態様において、本発明は、本発明のポリペプチドまたはその断片と、各種サブク
ラス（IgG、IgM、IgA、IgE）の免疫グロブリンのＨ鎖またはＬ鎖の定常領域の様々な部分
と、を含んでなる遺伝子工学的に作製された可溶性融合タンパク質に関する。免疫グロブ
リンとしてはヒトIgG、特にIgG1のＨ鎖の定常部が好ましく、その場合は融合がヒンジ領
域で起こる。特定例では、血液凝固Ｘａ因子で切断され得る切断配列を組み込むことで、
Fc部分を簡単に除去できる。
【００２６】
　さらに、本発明は、これら融合タンパク質の遺伝子工学的作製方法、ならびに薬物スク
リーニング、診断および治療におけるそれらの使用に関する。また、本発明の更なる態様
はこのような融合タンパク質をコードするポリヌクレオチドに関する。融合タンパク質技
術の例は国際特許出願 WO94/29458 およびWO94/22914に見いだせる。
【００２７】
　前記タンパク質を化学的に結合するかまたは組換え融合タンパク質として発現させるこ
とにより、発現系において該タンパク質が非融合タンパク質に比べて増大されたレベルで
産生される。融合パートナーはＴへルパーエピトープ、好ましくはヒトにより認識される
Ｔヘルパーエピトープの提供を助ける(免疫学的融合パートナー)か、または前記タンパク
質の、元の組換えタンパク質より高い産生量での発現を助ける(発現エンハンサー)ことが
できる。好ましくは、前記融合パートナーは免疫学的融合パートナーおよび発現エンハン
サーパートナーの両方である。
【００２８】
　融合パートナーには、ヘモフィルス・インフルエンザ(Haemophilus influenzae)由来の
プロテインＤおよびインフルエンザウイルス由来の非構造タンパク質NS1(赤血球凝集素)
が含まれる。別の融合パートナーはLytAとして知られるタンパク質である。好ましくは、
該分子のＣ末端部分を使用する。LytAは、N-アセチル-L-アラニンアミダーゼであるアミ
ダーゼLytA(lytA遺伝子によりコードされる[Gene. 43(1986) page 265-272])、すなわち
ペプチドグリカン骨格内の特定の結合を特異的に分解する自己分解酵素を合成するストレ
プトコッカス・ニューモーニア(Streptococcus pneumoniae)から得られる。前記LytAタン
パク質のＣ末端ドメインは、コリン、またはDEAE等の数種のコリン類似体に対する親和性
に関与している。この性質を融合タンパク質の発現に有用な大腸菌(E.coli)C-LytA発現プ
ラスミドの開発に利用した。そのアミノ末端に前記C-LytA断片を含有するハイブリッドタ
ンパク質の精製については、Biotechnology:10. (1992) page 795-798に記載されている
。前記LytA分子のＣ末端に見出され、残基178から始まる反復部分(例えば残基188～305)
を使用することができる。
【００２９】
　また、前記ポリペプチドの変異体、すなわち保存的アミノ酸置換（ある残基が性質の似
ている他の残基により置換される）により基準ポリペプチドと相違しているポリペプチド
も本発明に含まれる。典型的なこうした置換は、Ala, Val, Leu および Ileの間；Ser と
Thr の間；酸性残基 AspとGlu の間；Asn とGln の間；塩基性残基 LysとArg の間；また
は芳香族残基 PheとTyr の間で起こる。
【００３０】
　本発明のポリペプチドは任意の適当な方法で生産することができる。このようなポリペ
プチドには、単離された天然のポリペプチド、組換え的に生産されたポリペプチド、合成
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的に生産されたポリペプチド、またはこれらの方法の組合せにより生産されたポリペプチ
ドが含まれる。こうしたポリペプチドを生産するための手段は当技術分野でよく理解され
ている。
【００３１】
　本発明のポリペプチドはナイセリア・メニンギチジス(Neisseria meningitidis)由来で
あることが最も好ましいが、好ましくは同じ分類学上の属に含まれるその他の生物から得
ることができる。また、本発明のポリペプチドは、例えば同じ分類学上の科または綱の生
物から得ることもできる。
【００３２】
ポリヌクレオチド
　本発明の目的は、BASB029ポリペプチドをコードするポリヌクレオチド、特に本明細書
中でBASB029と呼ぶポリペプチドをコードするポリヌクレオチドを提供することにある。
【００３３】
　本発明の特に好ましい実施形態では、前記ポリヌクレオチドは、配列番号１,３に示し
た配列を含むBASB029ポリペプチドをコードする領域を含み、これには全長遺伝子または
その変異体が含まれる。
【００３４】
　配列番号１,３で示されるBASB029ポリヌクレオチドは、ナイセリア・メニンギチジス(N
eisseria meningitidis)のATCC13090株およびH44/76株に由来するBASB029ポリヌクレオチ
ドである。
【００３５】
　本発明の更なる態様では、BASB029ポリペプチドおよびポリヌクレオチド、特にナイセ
リア・メニンギチジス(Neisseria meningitidis)のBASB029ポリペプチドおよびポリヌク
レオチドをコードする、ならびに／または発現する単離された核酸分子が提供され、これ
には例えば、プロセシングされていないRNA、リボザイムRNA、mRNA、cDNA、ゲノムDNA、B
－およびZ－DNAが含まれる。本発明の更なる実施形態には、生物学上、診断上、予防上、
臨床上または治療上有用なポリヌクレオチドおよびポリペプチド、およびその変異体、な
らびにそれらを含む組成物が含まれる。
【００３６】
　本発明の別の態様は、配列番号２,４の推定アミノ酸配列を有するBASB029ポリペプチド
をコードする、少なくとも１つの全長遺伝子を含む単離されたポリヌクレオチド、および
該ポリヌクレオチドと密接に関連するポリヌクレオチドならびにその変異体に関する。
【００３７】
　本発明の別の特に好ましい実施形態としては、配列番号２,４のアミノ酸配列を含むか
もしくは該配列からなるナイセリア・メニンギチジス(Neisseria meningitidis)由来のBA
SB029ポリペプチド、またはその変異体がある。
【００３８】
　本明細書中で提供される情報を用いると、配列番号１,３に示すポリヌクレオチド配列
等の、BASB029ポリペプチドをコードする本発明のポリヌクレオチドは、標準的なクロー
ニング法およびスクリーニング法、例えばナイセリア・メニンギチジス(Neisseria menin
gitidis)細胞を出発物質として用いて細菌から染色体DNA断片をクローニングおよび配列
決定し、次いで全長クローンを得る方法等により得ることができる。例えば、配列番号１
,３に示すポリヌクレオチド配列等の本発明のポリヌクレオチド配列を得るためには、典
型的には大腸菌またはある他の適当な宿主内のナイセリア・メニンギチジス(Neisseria m
eningitidis)の染色体DNAクローンのライブラリーを、放射性標識したオリゴヌクレオチ
ド、好ましくは部分配列由来の17マー以上の長さのものでプローブする。その後、該プロ
ーブのDNAと同一のDNAを担持するクローンを、ストリンジェントなハイブリダイゼーショ
ン条件を用いて識別することができる。従って、ハイブリダイゼーションにより同定され
た個々のクローンを、元のポリペプチドまたはポリヌクレオチド配列から設計した配列決
定用プライマーを用いて配列決定することにより、その後ポリヌクレオチド配列を両方向
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に伸長して全長遺伝子配列を決定することが可能である。そうした配列決定は、例えばプ
ラスミドクローンから調製した変性二本鎖DNAを用いて都合よく実施する。適当な技術はM
aniatis,T., Fritsch,E.F.およびSambrookら、MOLECULAR CLONING, A LABORATORY MANUAL
,第２版；Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York(1989)
に記載されている(特にScreening By Hybridization 1.90 およびSequencing Denatured 
Double-Stranded DNA Templates 13.70を参照されたい)。また、直接ゲノムDNA配列決定
を行って全長遺伝子配列を得ることもできる。本発明の具体例である配列番号１,３に示
した各ポリヌクレオチドは、ナイセリア・メニンギチジス(Neisseria meningitidis)由来
のＤＮＡライブラリー中に見出された。
【００３９】
　さらに、配列番号１,３に示す各ＤＮＡ配列は、当業者に周知のアミノ酸残基の分子量
値を用いて算出しうる推定分子量を有する、配列番号２,４に示すおおよその数のアミノ
酸残基を有するタンパク質をコードするオープンリーディングフレームを含有する。
【００４０】
　配列番号１のポリヌクレオチド(配列番号１のヌクレオチド番号1の開始コドンとヌクレ
オチド番号1783で始まる終結コドンとの間)は、配列番号２のポリペプチドをコードする
。配列番号３のポリヌクレオチド(配列番号３のヌクレオチド番号1の開始コドンとヌクレ
オチド番号1774で始まる終結コドンとの間)は、配列番号４のポリペプチドをコードする
。
【００４１】
　更なる態様において、本発明は、下記(a)または(b)のポリヌクレオチド配列を含む、ま
たは下記(a)または(b)のポリヌクレオチド配列からなる、単離されたポリヌクレオチドを
提供する；
　(a) 配列番号１,３のポリヌクレオチド配列に対して、それぞれその配列番号１,３の全
長にわたって少なくとも85％の同一性、より好ましくは少なくとも90％の同一性、さらに
より好ましくは少なくとも95％の同一性、より一層好ましくは少なくとも97～99％の同一
性を有するかもしくは完全に同一であるポリヌクレオチド配列、または
　(b) 配列番号２,４のアミノ酸配列に対して、それぞれその配列番号２,４の全長にわた
って少なくとも85％の同一性、より好ましくは少なくとも90％の同一性、さらにより好ま
しくは少なくとも95％の同一性、より一層好ましくは少なくとも97～99％の同一性もしく
は100％きっかりの同一性を有するポリペプチドをコードするポリヌクレオチド配列。
【００４２】
　ナイセリア・メニンギチジス(Neisseria meningitidis)以外の種に由来する相同体およ
びオーソログ体を含む本発明のポリペプチドをコードするポリヌクレオチドは、配列番号
１,３の配列もしくはその断片からなるもしくはそれらを含む標識されたプローブまたは
検出可能なプローブを用いて、ストリンジェントな条件下で(例えば、45～65℃の範囲の
温度および0.1～1％のSDS濃度を用いて)適当なライブラリーをスクリーニングし、該ポリ
ヌクレオチド配列を含む全長遺伝子および／またはゲノムクローンを単離する各工程を含
んでなる方法により得られる。
【００４３】
　本発明は、配列番号１,３中のコード配列(オープンリーディングフレーム)に対して、
その全長にわたり同一であるポリヌクレオチド配列を提供する。また、本発明により、成
熟ポリペプチドもしくはその断片のコード配列単独、ならびに別のコード配列（例えば、
リーダーまたは分泌配列、プレ－またはプロ－またはプレプロ－タンパク質配列をコード
する配列）をそのリーディングフレーム内に有する成熟ポリペプチドもしくはその断片の
コード配列が提供される。また、本発明のポリヌクレオチドは、例えば、限定するもので
はないが、少なくとも１つの5'および3'非コード配列、例えば、転写されるが翻訳されな
い配列、終結シグナル(例えば、rho依存性およびrho非依存性終結シグナル)、リボソーム
結合部位、コザック(Kozak)配列、mRNA安定化配列、イントロン、ならびにポリアデニル
化シグナル、を含む少なくとも１つの非コード領域を含有していてもよい。
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【００４４】
　また、このポリヌクレオチド配列は、追加のアミノ酸をコードする追加のコード配列を
含んでいてもよい。例えば、融合ポリペプチドの精製を容易にするマーカー配列がコード
され得る。本発明の特定の実施形態では、マーカー配列は、pQEベクター(Qiagen, Inc.)
により提供されかつ Gentzら, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:821-824(1989)に記載さ
れるような、ヘキサ－ヒスチジンペプチド、またはHAペプチドタグ(Wilsonら、Cell 37:7
67(1984))であり、いずれもそれらに融合させたポリペプチド配列を精製する際に有用で
ありうる。また、本発明のポリヌクレオチドは、限定するものではないが、構造遺伝子お
よび該遺伝子がその自然状態において関連する遺伝子発現制御配列を含むポリヌクレオチ
ドを含む。
【００４５】
　配列番号２,４のBASB029ポリペプチドをコードするヌクレオチド配列は、それぞれ配列
番号１のヌクレオチド番号1～1782中に含まれるポリペプチドコード配列、または配列番
号３のヌクレオチド番号1～1773中に含まれるポリペプチドコード配列と同一であっても
よい。あるいは、遺伝子コードの重複性（縮重）のため、やはり配列番号２,４のポリペ
プチドをコードする配列であってもよい。
【００４６】
　本明細書中で使用する用語「ポリペプチドをコードするポリヌクレオチド」は、本発明
のポリペプチド、特に細菌のポリペプチド、より特定的には配列番号２,４に示すアミノ
酸配列を有するナイセリア・メニンギチジス(Neisseria meningitidis)BASB029のポリペ
プチド、をコードする配列を含むポリヌクレオチドを包含する。また、この用語は、前記
ポリペプチドをコードする単一の連続領域または不連続領域(例えば、組み込まれたファ
ージ、組み込まれた挿入配列、組み込まれたベクター配列、組み込まれたトランスポゾン
配列により、またはRNAエディティングもしくはゲノムDNA再構成により分断されたポリヌ
クレオチド)を、やはりコード配列および／または非コード配列を含有しうる追加の領域
と共に含むポリヌクレオチドを包含する。
【００４７】
　本発明はさらに、配列番号２,４の推定アミノ酸配列を有するポリペプチドの変異体を
コードする、本明細書中に記載されたポリヌクレオチドの変異体に関する。本発明のポリ
ヌクレオチドの断片を使用して、例えば、本発明の全長ポリヌクレオチドを合成すること
ができる。
【００４８】
　更にとりわけ好ましい実施形態としては、配列番号２,４のBASB029ポリペプチドのアミ
ノ酸配列を有するBASB029変異体をコードするポリヌクレオチドであって、数個、少数個
、5～10個、1～5個、1～3個、2個、1個、または0個のアミノ酸残基が任意の組合せで置換
、修飾、欠失および／または付加されているポリヌクレオチドがある。これらのうち特に
好ましいのは、BASB029ポリペプチドの特性および活性を変更しないサイレント置換、付
加および欠失である。
【００４９】
　本発明の更に好ましい実施形態としては、配列番号２,４に示すアミノ酸配列を有するB
SAB029ポリペプチドをコードするポリヌクレオチドに対して、その全長にわたり、少なく
とも85％の同一性を有するポリヌクレオチド、ならびにかかるポリヌクレオチドに相補的
なポリヌクレオチドがある。これに関して、配列番号２,４に示すアミノ酸配列を有するB
SAB029ポリペプチドをコードするポリヌクレオチドに対して、その全長にわたり、少なく
とも90％の同一性を有するポリヌクレオチドが特に好ましく、これらの特に好ましいポリ
ヌクレオチドのうち少なくとも95％の同一性を有するものがとりわけ好ましい。更に、少
なくとも95％の同一性を有するポリヌクレオチドのうち少なくとも97％の同一性を有する
ものが一層好ましく、これらのうち少なくとも98％および少なくとも99％の同一性を有す
るものが特に一層好ましく、少なくとも99％の同一性を有するものが最も好ましいもので
ある。
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【００５０】
　好ましい実施形態としては、配列番号１,３のDNAによりコードされる成熟ポリペプチド
と実質的に同一の生物学的機能または活性を保持しているポリペプチドをコードしている
ポリヌクレオチドがある。
【００５１】
　本発明の特定の好ましい実施形態に従って、特にストリンジェントな条件下で、配列番
号１,３のポリヌクレオチド等のBASB029ポリヌクレオチド配列にハイブリダイズするポリ
ヌクレオチドが提供される。
【００５２】
　更に、本発明は、本明細書中で提供されるポリヌクレオチド配列にハイブリダイズする
ポリヌクレオチドに関する。これに関して、本発明は特に、ストリンジェントな条件下で
本明細書中に記載のポリヌクレオチドにハイブリダイズするポリヌクレオチドに関する。
本明細書中で使用する場合、用語「ストリンジェントな条件」および「ストリンジェント
なハイブリダイゼーション条件」とは、配列間に少なくとも95％の同一性、および好まし
くは少なくとも97％の同一性がある場合にのみハイブリダイゼーションが生じることを意
味する。ストリンジェントなハイブリダイゼーション条件の特定の具体例は、50% ホルム
アミド、５×SSC (150mM NaCl, 15mM クエン酸三ナトリウム) 、50mMリン酸ナトリウム (
pH7.6)、５×Denhardt溶液、10% デキストラン硫酸および20μg/mlの変性し剪断したサケ
精子DNAを含有する溶液中42℃で一夜インキュベートし、次いでハイブリダイゼーション
支持体を 0.1×SSC 中約65℃で洗浄することである。ハイブリダイーゼションおよび洗浄
条件は周知であり、Sambrookら、Molecular Cloning:A Laboratory Manual, 第２版, Col
d Spring Harbor, N.Y.,(1989)中、特に第１１章に例示されている。また、溶液ハイブリ
ダイゼーションを、本発明により提供されるポリヌクレオチド配列と共に使用することが
できる。
【００５３】
　また、本発明は、配列番号１,３に示すポリヌクレオチド配列またはその断片の配列を
有するプローブを用いて、ストリンジェントなハイブリダイゼーション条件下で完全な前
記遺伝子を含有する適当なライブラリーを配列番号１,３に示すポリヌクレオチド配列に
ついてスクリーニングし、前記ポリヌクレオチド配列を単離することにより得られるポリ
ヌクレオチド配列からなる、または該ポリヌクレオチド配列を含むポリヌクレオチドを提
供する。かかるポリヌクレオチドを得るために有用な断片には、例えば、本明細書中の他
の箇所において十分に記載したプローブおよびプライマーが含まれる。
【００５４】
　本発明のポリヌクレオチドアッセイに関して本明細書中の他の箇所において論じたよう
に、例えば、本発明のポリヌクレオチドをRNA、cDNAおよびゲノムDNAに対するハイブリダ
イゼーションプローブとして使用して、BASB029をコードする完全長cDNAおよびゲノムク
ローンを単離したり、BASB029遺伝子に対して高い同一性、特に高い配列同一性を有する
別の遺伝子のcDNAおよびゲノムクローンを単離することができる。このようなプローブは
たいてい少なくとも15個のヌクレオチド残基または塩基対を含む。好ましくは、このよう
なプローブは少なくとも30個のヌクレオチド残基または塩基対を有し、少なくとも50個の
ヌクレオチド残基または塩基対を有していてもよい。特に好ましいプローブは少なくとも
20個のヌクレオチド残基または塩基対を有し、かつ30個未満のヌクレオチド残基または塩
基対を有するものである。
【００５５】
　BASB029遺伝子のコード領域を配列番号１,３に示すDNA配列を用いてスクリーニングす
ることにより単離し、オリゴヌクレオチドプローブを合成することができる。次いで、本
発明の遺伝子の配列に相補的な配列を有する標識オリゴヌクレオチドを使用してcDNA、ゲ
ノムDNAまたはmRNAのライブラリーをスクリーニングし、該ライブラリーのどのメンバー
に前記プローブがハイブリダイズするかを決定することができる。
【００５６】
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　完全長DNAを得るための、または短鎖DNAを伸長させるための、当業者に周知で利用可能
な方法がいくつかあり、例えば、cDNA末端高速増幅法（RACE）に基づいた方法がある（例
えば、Frohmanら, PNAS USA 85, 8998-9002, 1988を参照のこと）。例えばMarathonTM技
術(Clontech Laboratories Inc.)により例示されるような、上記技法の最近の改良により
、より長いcDNAの検索が大いに簡便化された。MarathonTM技術では、所定の組織より抽出
されたmRNAからcDNAを作製し、各末端に「アダプター」配列を連結する。続いて、遺伝子
特異的およびアダプター特異的なオリゴヌクレオチドプライマーの組合せを用いて核酸増
幅（PCR）を行い、前記DNAの「欠失」5'末端を増幅する。次に、「ネステッド(nested)」
プライマー、すなわち増幅産物の内部にアニーリングするように設計されたプライマー（
典型的には、アダプター配列のさらに3'側にアニーリングするアダプター特異的プライマ
ーおよび選択された遺伝子配列のさらに5'側にアニーリングする遺伝子特異的プライマー
）を用いてPCR反応を繰り返す。その後、この反応の産物をDNA塩基配列決定により解析し
、この産物を既存のDNAに直接結合して完全な配列とするか、または5'プライマー設計用
の新たな配列情報を用いて別の全長PCRを行うことにより、全長DNAを構築することができ
る。
【００５７】
　本発明のポリヌクレオチドおよびポリペプチドを、本明細書中でポリヌクレオチドアッ
セイについて更に論じたように、例えば、疾患(特にヒトの疾患)用の治療薬および診断薬
を発見するための、研究試薬ならびに材料として使用することができる。
【００５８】
　配列番号１～４の配列に由来するオリゴヌクレオチドである本発明のポリヌクレオチド
を本明細書中に記載した方法、好ましくはPCRにおいて使用して、本発明で同定されたポ
リヌクレオチドの全体または一部分が感染組織中の細菌にて転写されるか否かを確認する
ことができる。また、病原体が到達した感染段階および感染型を診断する際にそのような
配列が有用であることは理解されよう。
【００５９】
　また、本発明は、成熟タンパク質に追加のアミノもしくはカルボキシ末端アミノ酸を、
または(例えば、成熟形態が２以上のポリペプチド鎖を有する場合は)該成熟タンパク質内
部に追加のアミノ酸を付け加えたポリペプチドをコードするポリヌクレオチドを提供する
。そのような配列は、タンパク質を前駆体から成熟形態にプロセシングする際に何らかの
役割を果たし、タンパク質の輸送を可能とし、タンパク質の半減期を延長するかまたは短
縮し、あるいは特にアッセイまたは生産のためのタンパク質の操作を容易にすることがで
きる。in vivoの場合は一般に、前記の追加のアミノ酸を細胞内酵素により前記成熟タン
パク質から除去することができる。
【００６０】
　本発明の各々どのポリヌクレオチドについても、それに相補的なポリヌクレオチドが提
供される。これらの相補的なポリヌクレオチドは、それらが相補性を示す各ポリヌクレオ
チドに対して十分に相補的であることが好ましい。
【００６１】
　前駆体タンパク質は、そのポリペプチドの成熟形態が１以上のプロ配列に融合されてい
る場合、該ポリペプチドの不活性形態であってもよい。プロ配列が除去されると、通常そ
のような不活性前駆体は活性化される。前記プロ配列のいくつかまたは全ては、活性化の
前に除去され得る。一般に、そのような前駆体はプロタンパク質と呼ばれる。
【００６２】
　ヌクレオチドを示す標準的な記号Ａ、Ｇ、Ｃ、Ｔ／Ｕに加えて、用語「Ｎ」を本発明の
特定のポリヌクレオチドを記載する際に使用することもできる。「Ｎ」は４種のＤＮＡま
たはＲＮＡヌクレオチドのうちの任意のものが、DNAまたはRNA配列中のその示された位置
にみられることを意味する。ただし、隣接するヌクレオチド位置と組み合わせて用いられ
る場合や正しいリーディングフレームで読まれる場合には、Ｎはそのようなリーディング
フレーム内に早期終結コドンを生じる効果を有する核酸ではないことが好ましい。
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【００６３】
　まとめると、本発明のポリヌクレオチドは成熟タンパク質、成熟タンパク質にリーダー
配列を付け加えたもの(プレタンパク質とも呼ばれる)、プレタンパク質のリーダー配列で
はない１以上のプロ配列を有する成熟タンパク質の前駆体、またはプレプロタンパク質(
通常はポリペプチドの活性形態および成熟形態を生産するプロセシング工程の間に除去さ
れる１以上のプロ配列、およびリーダー配列を有する、プロタンパク質の前駆体)をコー
ドするものであってよい。
【００６４】
　本発明の態様に従うと、本発明のポリヌクレオチドの治療または予防目的での使用、特
に遺伝子的免疫感作(genetic immunization)における使用が提供される。
【００６５】
　遺伝子的免疫感作における本発明のポリヌクレオチドの使用では、好ましくは、プラス
ミドDNAの筋内への直接注射(Wolffら、Hum Mol Genet(1992)1:363, Manthorpeら、Hum. G
ene Ther.(1983)4:419)、特定のタンパク質担体と複合体化させたDNAの送達(Wuら、J Bio
l Chem.(1989)264:16985)、DNAとリン酸カルシウムとの共沈殿(BenvenistyおよびReshef,
 PNAS USA, (1986)83:9551)、DNAの種々の形態のリポソームへの封入(Kanedaら、Science
(1989)243:375)、粒子撃ち込み(particle bombardment)(Tangら、Nature(1992)356:152, 
Eisenbraunら、DNA Cell Biol(1993)12:791)ならびにクローン化レトロウイルスベクター
を用いたin vivo感染(Seegerら、PNAS USA(1984)81:5849)等の適切な送達方法を使用する
。
【００６６】
ベクター、宿主細胞、発現系
　本発明は、本発明のポリヌクレオチドを含むベクター、本発明の該ベクターにより遺伝
子操作された宿主細胞ならびに組換え法による本発明のポリペプチドの生産に関する。本
発明のDNA構築物から誘導されたRNAを用いてこの種のタンパク質を生産するために、無細
胞翻訳系を使用することもできる。
【００６７】
　本発明の組換えポリペプチドは、当業者に周知の手法により、発現系を含む遺伝子操作
された宿主細胞から調製することができる。従って、更なる態様において、本発明は、本
発明のポリヌクレオチドを含む発現系、かかる発現系を用いて遺伝子操作された宿主細胞
、ならびに組換え法による本発明のポリペプチドの生産に関する。
【００６８】
　本発明のポリペプチドの組換え生産のために、宿主細胞を遺伝子操作して発現系もしく
はその部分または本発明のポリヌクレオチドを組み込むことができる。ポリヌクレオチド
の宿主細胞への導入は、例えば、Davisら, BASIC METHODS IN MOLECULAR BIOLOGY (1986)
 および Sambrookら, MOLECULAR CLONING: A LABORATORY MANUAL, 2nd Ed., Cold Spring
 Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y. (1989) などの多くの標準的な実
験室マニュアルに記載された方法、例えば、リン酸カルシウムトランスフェクション、DE
AE－デキストラン媒介トランスフェクション、トランスベクション(transvection)、マイ
クロインジェクション、カチオン性脂質媒介トランスフェクション、エレクトロポレーシ
ョン、形質導入、スクレープローディング(scrape loading)、弾丸導入(ballistic intro
duction)および感染などによって行うことができる。
【００６９】
　適当な宿主の代表的な例として、細菌細胞（例：ストレプトコッカス、スタフィロコッ
カス、エンテロコッカス、大腸菌、ストレプトミセス、シアノバクテリア、枯草菌、モラ
クセラ・カタラリス(Moraxella catarrhalis)、ヘモフィルス・インフルエンザ(Haemophi
lus influenzae)およびナイセリア・マニンギチジス(Neisseria maningitidis)）、真菌
細胞（例：酵母であるクルベロミセス(Kluveromyces)、サッカロミセス、また担子菌、カ
ンジダ・アルビカンス(Candida albicans)およびアスペルギルス）、昆虫細胞（例：ショ
ウジョウバエS2、スポドプテラSf9）、動物細胞（例：CHO、COS、HeLa、Ｃ127、3T3、BHK
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、293、CV－1およびBowes メラノーマ細胞）および植物細胞(例：裸子植物または被子植
物の細胞)が挙げられる。
【００７０】
　多種多様な発現系を使用して、本発明のポリぺプチドを生産することができる。そのよ
うなベクターとして、特に、染色体、エピソームおよびウイルス由来のベクター、例えば
、細菌プラスミド由来、バクテリオファージ由来、トランスポゾン由来、酵母エピソーム
由来、挿入因子由来、酵母染色体エレメント由来、ウイルス（例：バキュロウイルス、SV
40のようなパポバウイルス、ワクシニアウイルス、アデノウイルス、鶏痘ウイルス、仮性
狂犬病ウイルス、ピコルナウイルス、レトロウイルスおよびアルファウイルス）由来のベ
クター、ならびにこれらの組合せに由来するベクター、例えば、コスミドやファージミド
のようなプラスミドとバクテリオファージの遺伝的要素に由来するものがある。発現系構
築物は発現を調節するだけでなく発現を起こさせる制御領域を含んでいてもよい。一般的
に、宿主内でポリヌクレオチドを維持し、増やすかもしくは発現するのに適した系もしく
はベクター、および／またはポリペプチドを発現するのに適した系もしくはベクターはど
れもこの点に関して発現のために使用しうる。例えば、Sambrookら, MOLECULAR CLONING:
 A LABORATORY MANUAL (前掲) に記載されるような、周知で日常的に用いられる種々の技
法のいずれかにより、適当なＤＮＡ配列を発現系に挿入することができる。
【００７１】
　真核細胞における組み換え発現系の場合、翻訳されたタンパク質を小胞体の内腔に、細
胞周辺腔に、または細胞外の環境に分泌させるために、適当な分泌シグナルを発現される
ポリペプチドに組み込むことができる。これらのシグナルは該ポリペプチドに対して内因
性であっても、異種シグナルであってもよい。
【００７２】
　組換え細胞培養物から本発明のポリペプチドを回収し精製するには、硫酸アンモニウム
またはエタノール沈殿、酸抽出、アニオンまたはカチオン交換クロマトグラフィー、ホス
ホセルロースクロマトグラフィー、疎水性相互作用クロマトグラフィー、アフィニティー
クロマトグラフィー、ヒドロキシルアパタイトクロマトグラフィーおよびレクチンクロマ
トグラフィーを含めた周知の方法を用いることができる。最も好ましくは、イオン金属ア
フィニティークロマトグラフィー(ion metal affinity chromatography:IMAC)が精製に用
いられる。ポリペプチドが細胞内合成、単離および／または精製中に変性されるときは、
タンパク質を再生させるための周知の技法を用いて、活性のあるコンフォメーションを復
元することが可能である。
【００７３】
　また、前記発現系はウイルスまたは細菌等の組換え生存微生物であってもよい。目的と
する遺伝子を組換え生存ウイルスまたは細菌のゲノム内に挿入することができる。この生
存ベクターを用いての接種またはin vivo感染により、抗原のin vivo発現および免疫応答
の誘導がもたらされる。この目的のために使用するウイルスおよび細菌としては、例えば
、ポックスウイルス(例えば、ワクシニアウイルス、鶏痘ウイルス、カナリア痘ウイルス)
、アルファウイルス(シンドビスウイルス、セムリキ森林ウイルス、ヴェネズエラウマ脳
炎ウイルス)、アデノウイルス、アデノ随伴ウイルス、ピコルナウイルス(ポリオウイルス
、ライノウイルス)、ヘルペスウイルス(水痘-帯状ヘルペスウイルス等)、リステリア、サ
ルモネラ、シゲラ、ナイセリア、BCG、がある。これらのウイルスおよび細菌は有毒であ
っても、または生ワクチンを得るために種々の方法により弱毒化されていてもよい。その
ような生ワクチンもまた、本発明の一部を成すものである。
【００７４】
診断アッセイ、予後判定アッセイ、血清型判別(serotyping)アッセイおよび変異アッセイ
　また、本発明は、本発明のBASB029ポリヌクレオチドおよびポリペプチドの診断用試薬
としての使用に関する。真核生物(特に哺乳動物、とりわけヒト)におけるBASB029ポリヌ
クレオチドおよび／またはポリペプチドの検出により、疾患、疾患の段階または薬剤に対
する感染生物の応答を診断するための診断方法が提供される。真核生物(特に哺乳動物、
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とりわけヒト、特にBASB029遺伝子もしくはタンパク質を含む生物に感染した、または感
染した可能性のあるヒト)を、種々の周知の技法および本明細書中で示す方法により核酸
レベルまたはアミノ酸レベルで検出することができる。
【００７５】
　予後、診断または他の分析用のポリペプチドおよびポリヌクレオチドは、感染したと思
われる個体および／または感染した個体の生体材料から得ることができる。これらのいず
れかの供給源に由来するポリヌクレオチド、特にDNAまたはRNAを検出のために直接使用し
てもよいし、分析前にPCRまたは他の増幅法を使って酵素的に増幅してもよい。また、RNA
(特にmRNA)、cDNAおよびゲノムDNAを同様の方法で使用することもできる。増幅を用いて
、個体に存在する感染生物または常在生物の種および系統を、該生物の選択したポリヌク
レオチドの遺伝子型の分析により特徴付けることができる。欠失および挿入は、近縁の生
物(好ましくは同じ属で異なる種の生物または同じ種で異なる系統の生物)から選択された
基準配列の遺伝子型と比較したときの増幅産物のサイズの変化により検出できる。点突然
変異は増幅ＤＮＡを標識したBASB029ポリヌクレオチド配列とハイブリダイズさせること
で同定できる。完全にもしくは有意にマッチした配列と、不完全にもしくはより有意にミ
スマッチである二重鎖とは、DNAまたはRNAそれぞれについて、DNアーゼまたはRNアーゼ消
化により、または融解温度もしくは再生キネティクスの差を検出することにより区別でき
る。また、ポリヌクレオチド配列の差異は、基準配列と比較した場合のゲルでのポリヌク
レオチド断片の電気泳動の移動度の変化により検出できる。これは変性剤を用いても用い
なくても実施できる。また、ポリヌクレオチドの差異は、直接DNAまたはRNA塩基配列決定
によっても検出できる（例えば、Myersら, Science　230:1242(1985) を参照のこと）。
特定位置での配列変化はヌクレアーゼプロテクションアッセイ（例えば、RNアーゼ、V1お
よびS1プロテクションアッセイ）または化学的開裂法によっても確認できる（Cottonら, 
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:4397-4401(1985)を参照のこと）。
【００７６】
　別の実施形態において、BASB029ヌクレオチド配列またはその断片を含むオリゴヌクレ
オチドプローブのアレイを構築して、例えば、遺伝的突然変異、血清型、分類学的な分類
または同定の効率的なスクリーニングを実施することができる。アレイ技法は周知であっ
て一般に適用可能であり、これを使用して遺伝子発現、遺伝的連鎖、および遺伝的多様性
を含む分子遺伝学における様々な疑問に取り組むことができる（例えば、Cheeら, Scienc
e, 274:610 (1996)を参照のこと）。
かくして、別の態様において、本発明は、
　(a) 本発明のポリヌクレオチド（好ましくは、配列番号１、３のヌクレオチド配列）も
しくはその断片、
　(b) (a) のヌクレオチド配列に相補的なヌクレオチド配列、
　(c) 本発明のポリペプチド（好ましくは、配列番号２、４のポリペプチド）もしくはそ
の断片、または
　(d) 本発明のポリペプチド（好ましくは、配列番号２、４のポリペプチド）に対する抗
体、
を含む、診断用キットに関する。
【００７７】
　このようなキットにおいて、(a)、(b)、(c)または(d)が実質的な構成成分であることが
理解されよう。このようなキットは疾患または疾患への罹りやすさなどを診断するうえで
有用である。
【００７８】
　本発明はまた、診断薬としての本発明のポリヌクレオチドの使用に関する。疾病または
病原性と関連した、本発明のポリヌクレオチド、好ましくは配列番号１、３の変異型の検
出は、該ポリヌクレオチドの過少発現、過剰発現または改変した発現により生ずる疾病、
疾病の進行の予後、疾病のステージの決定、またはその疾病への罹りやすさの診断に追加
しうる、またはその診断を下しうる診断用ツールを提供するだろう。該ポリヌクレオチド



(17) JP 2010-166921 A 2010.8.5

10

20

30

40

50

に突然変異がある生物、特に感染症の生物を、本明細書の他に記載されているさまざまな
技法によりポリヌクレオチドレベルで検出することができる。
【００７９】
　また本発明のポリヌクレオチドおよび／またはポリペプチドにおいて突然変異または多
型性（対立遺伝子変異）を有する生物由来の細胞を、種々の技法によってポリヌクレオチ
ドレベルまたはポリペプチドレベルで検出することができ、それにより例えば血清型を判
別することができる。例えば、RT－PCRを使用して、RNAにおける突然変異を検出すること
ができる。特に好ましくは、RT－PCRを、例えばGeneScanなどの自動検出システムと組み
合わせて使用する。RNA、cDNAまたはゲノムDNAもまた同じ目的でPCRに使用することがで
きる。例えば、BASB029ポリペプチドをコードするポリヌクレオチドに相補的なPCRプライ
マーを使用して、突然変異を同定し、解析することができる。
【００８０】
　更に本発明は、5’末端および／または3’末端から取り出した1、2、3または4個のヌク
レオチドを有するプライマーを提供する。これらのプライマーは特に、生体材料などの個
体由来のサンプルから単離したBASB029 DNAおよび／またはRNAを増幅するのに使用しうる
。該プライマーを使用して感染した個体から単離されたポリヌクレオチドを増幅すること
ができ、次いでそのポリヌクレオチドは、ポリヌクレオチド配列の解明のための種々の技
法に付すことができる。このようにして、ポリヌクレオチド配列における突然変異を検出
し、かつ使用して、感染症または該感染症のステージもしくは進行を診断および／または
予後判定するか、あるいは該感染因子を血清を判別する、および／または分類することが
できる。
【００８１】
　本発明は更に、疾患、好ましくは細菌感染症、より好ましくはナイセリア・メニンギチ
ジス（Neisseria meningitidis）により引き起こされる感染症を診断する方法を提供する
。該方法には、生体材料などの個体由来のサンプルから、配列番号１、３の配列を有する
ポリヌクレオチドの発現レベルの上昇を測定することが含まれる。BASB029ポリヌクレオ
チドの発現の増加または低下は、当業界で公知のポリヌクレオチドの定量法、例えば増幅
、PCR、RT－PCR、RNaseプロテクション、ノーザンブロッティング、分光測定法、その他
のハイブリダイゼーション法などの方法のいずれか1つにより測定することができる。
【００８２】
　更に、正常な対照組織サンプルと比較した場合のBASB029ポリペプチドの過剰発現を検
出するための本発明の診断アッセイを使用して、例えば感染症の有無を検出しうる。宿主
から得られたサンプル中（生体材料など）のBASB029ポリペプチドのレベルを測定するの
に使用しうるアッセイ法は当業者によく知られている。こうしたアッセイ法として、ラジ
オイムノアッセイ、競合結合アッセイ、ウエスタンブロット分析、抗体サンドイッチアッ
セイ、抗体検出、ELISAアッセイなどがある。
【００８３】
　本発明のポリヌクレオチドは、ポリヌクレオチドアレイ、好ましくは高密度アレイまた
はグリッドの構成成分として使用することができる。これらの高密度アレイは、診断用途
および予後判定の用途に特に有用である。例えば、それぞれが異なる遺伝子を含み、更に
本発明のポリヌクレオチドを含むスポットの1セットを、生体サンプルから得たまたは生
体サンプルから誘導したプローブを利用して、ハイブリダイゼーションまたは核酸増幅な
どにより、プロービングすることに使用することができ、それによって個体中の特定のポ
リヌクレオチド配列または関連配列の存在を決定することができる。そのような配列の存
在は、病原体の存在、特にナイセリア・メニンギチジス（Neisseria meningitidis）の存
在を示し得るものであり、疾患もしくは疾患の進行を診断および／または予後判定するの
に有用でありうる。配列番号１、３のポリヌクレオチド配列のいくつかの変異体を含むグ
リッドが好ましい。また、配列番号２、４のポリペプチド配列をコードするポリヌクレオ
チド配列のいくつかの変異体を含むグリッドが好ましい。
【００８４】



(18) JP 2010-166921 A 2010.8.5

10

20

30

40

50

抗体
　本発明のポリペプチドおよびポリヌクレオチド、もしくはそれらの変異体、またはそれ
らを発現する細胞は、該ポリペプチドまたはポリヌクレオチドにそれぞれ免疫特異的な抗
体を製造するための免疫原として使用することができる。
【００８５】
　本発明の特定の好ましい実施形態において、BASB029ポリペプチドまたはポリヌクオチ
ドに対する抗体が提供される。
【００８６】
　本発明のポリペプチドまたはポリヌクレオチドに対して生成された抗体は、慣用のプロ
トコルを用いて、動物（好ましくはヒト以外）に本発明のポリペプチドおよび／もしくは
ポリヌクレオチド、またはそのどちらかもしくは両方のエピトープ含有断片、どちらかも
しくは両方の類似体、あるいはどちらかもしくは両方を発現する細胞を投与することによ
り得ることができる。モノクローナル抗体の調製には、連続細胞系の培養物により抗体を
産生させる当技術分野で公知の任意の技法を用いることができる。例を挙げると、Kohler
, G.およびMilstein, C.の方法（Nature 256:495-497(1975))、Kozborらの方法（Immunol
ogy Today 4:72(1983))およびColeらの方法（Monoclonal Antibodies and Cancer Therap
y, pg77-96, Alan R. Liss, Inc.(1985))など種々の方法がある。
【００８７】
　本発明のポリペプチドまたはポリヌクレオチドに対する一本鎖抗体を産生するために、
一本鎖抗体の調製法（米国特許第4,946,778号）も適用することができる。また、本発明
のポリペプチドまたはポリヌクレオチドに免疫特異的なヒト化抗体を発現させるために、
トランスジェニックマウスまたは他の生物もしくは他の哺乳動物などの動物を利用するこ
とができる。
【００８８】
　あるいは、ファージディスプレイ法を利用して、抗BASB029の保持についてスクリーニ
ングしたヒト由来のリンパ球のPCR増幅したv遺伝子のレパートリー、あるいは天然ライブ
ラリー（McCaffertyら、(1990)Nature 348, 552-554；Marksら、(1992)Biotechnology 10
, 779-783）のいずれかから、本発明のポリペプチドに対し結合活性を有する抗体遺伝子
を選択することができる。これらの抗体の親和性を、例えば、チェーンシャフリング（ch
ain shuffling：Clacksonら、(1991)Nature 352:628）により改良することもできる。
【００８９】
　前述の抗体を用いて、本発明のポリペプチドまたはポリヌクレオチドを発現するクロー
ンを単離または同定したり、例えばアフィニティークロマトグラフィーでそのポリペプチ
ドまたはポリヌクレオチドを精製することもできる。
【００９０】
　従ってその中でも、BASB029ポリペプチドまたはBASB029ポリヌクレオチドに対する抗体
を使用して、感染症、特に細菌感染症を治療しうる。
【００９１】
　ポリペプチド変異体には、抗原的に、エピトープ的にまたは免疫学的に本発明の特定の
態様を形作る等価変異体が含まれる。
【００９２】
　好ましくは、前記抗体またはその変異体を改変し、個体におけるその免疫原性がより低
くなるようにする。例えば、該個体がヒトである場合、該抗体は「ヒト化」されているの
が最も好ましく、その際、ハイブリドーマ化された抗体の相補性決定領域は、例えばJone
sら(1986)Nature 321, 522-525、またはTempestら(1991)Biotechnology 9, 266-273に記
載のようにヒトモノクローナル抗体中に導入される。
【００９３】
アンタゴニストおよびアゴニスト－アッセイおよび分子
　また本発明のポリペプチドおよびポリヌクレオチドを用いて、例えば、細胞、無細胞調
製物、化学ライブラリーおよび天然産物混合物中の、小分子基質とリガンドとの結合を評
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価することができる。これらの基質およびリガンドは、天然基質およびリガンドであって
もよいし、または構造的もしくは機能的にミメティックであってもよい。例えば、Coliga
nら、Current Protocols in Immunology 1(2):５章(1991)を参照のこと。
【００９４】
　スクリーニング法では、本発明のポリペプチドもしくはポリヌクレオチド、または該ポ
リペプチドもしくはポリヌクレオチドを担持する細胞もしくは膜、または該ポリペプチド
の融合タンパク質、への候補化合物の結合を、該候補化合物に直接または間接的に結合さ
れる標識を用いて簡単に測定できる。あるいは、スクリーニング法では標識した競合物質
との競合を用いることもある。さらに、こうしたスクリーニング法では、該候補化合物が
該ポリペプチドもしくはポリヌクレオチドの活性化または抑制により生ずるシグナルを結
果的にもたらすか否かを、該ポリペプチドもしくはポリヌクレオチドを含有する細胞に適
した検出系を用いて試験することができる。一般的には、既知のアゴニストの存在下で活
性化のインヒビターをアッセイして、アゴニストによる活性化に該候補化合物の存在が与
える影響を観察する。アゴニストまたはインヒビターの不在下で、該候補化合物が該ポリ
ペプチドもしくはポリヌクレオチドの活性化を抑制するか否かを調べることによる反アゴ
ニストまたはインヒビターのスクリーニング法では、場合によっては、構成的に活性のあ
るポリペプチドならびに／または構成的に発現されるポリペプチドおよびポリヌクレオチ
ドが用いられる。さらに、これらのスクリーニング法は、候補化合物と本発明のポリペプ
チドもしくはポリヌクレオチドを含む溶液とを混ぜ合わせて混合物をつくり、この混合物
中のBASB029ポリペプチドおよび／もしくはポリヌクレオチド活性を測定し、そしてこの
混合物のBASB029ポリペプチドおよび／もしくはポリヌクレオチド活性をスタンダードと
比較する各ステップを単に含みうる。本発明のポリペプチド、ならびに系統学的におよび
／または機能的に関連するポリペプチドのアンタゴニストを同定するためのハイスループ
ットスクリーニングアッセイでは、上記のようなFc部分とBASB029ポリペプチドから作製
されるような融合タンパク質も使用することができる(D. Bennettら, J. Mol. Recogniti
on, 852-58 (1995) およびK. Johansonら, J. Biol. Chem., 270(16):94599471 (1995)を
参照のこと）。
【００９５】
　また、本発明のポリペプチドに結合するおよび／または該ポリペプチドと相互作用する
ポリヌクレオチド、ポリペプチドおよび抗体を用いて、細胞内でのmRNAおよび／またはポ
リペプチドの産生に及ぼす添加化合物の作用を検出するためのスクリーニング法を組み立
てることができる。例えば、当業界で公知の標準方法によりモノクローナル抗体またはポ
リクローナル抗体を用いて、ポリペプチドの分泌レベルまたは細胞結合レベルを測定する
ためのELISAアッセイを構築することができ、これは適切に操作された細胞または組織か
らのポリペプチドの産生を抑制または増強する物質（それぞれアンタゴニストまたはアゴ
ニストともいう）の探索に用いることができる。
【００９６】
　本発明はまた、BASB029ポリペプチドもしくはポリヌクレオチドの作用を増強する（ア
ゴニスト）もしくはブロックする（アンタゴニスト）化合物、特に静細菌性および／もし
くは殺菌性の化合物を同定するための、該化合物のスクリーニング法を提供する。該スク
リーニング法は、ハイスループット技術を伴いうる。例えば、アゴニストまたはアンタゴ
ニストについてスクリーニングするために、BASB029ポリペプチドおよび該ポリペプチド
の標識基質もしくはリガンドを含有する、合成反応混合物、細胞構成成分（膜、細胞エン
ベロープ、もしくは細胞壁）またはそれらの任意の調製物を、BASB029のアゴニストもし
くはアンタゴニストでありうる候補分子の不在下または存在下でインキュベートする。該
候補分子の、BASB029ポリペプチドを作動させるまたは拮抗阻害する能力は、標識リガン
ドの結合が減少すること、または該基質からの産物の生成が減少することに反映される。
むやみに結合する、すなわちBASB029ポリペプチドの作用を誘導することなく結合する分
子は、最も有望な、有効なアンタゴニストである。十分に結合する分子、および場合によ
り基質からの産物の生成速度を上昇させる分子、シグナル伝達を増強する分子、または化
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学チャネル活性を増加させる分子は、アゴニストである。場合により、基質からの産物の
生成、シグナル伝達、または化学チャネル活性の速度もしくはレベルの検出を、レポータ
ー系を用いて強化させることができる。この点において有効でありうるレポーター系には
、限定するものではないが、産物に変換される比色用標識基質、BASB029ポリヌクレオチ
ドもしくはポリペプチド活性の変化に反応するレポーター遺伝子、および当技術分野で公
知の結合アッセイが含まれる。
【００９７】
　BASB029アゴニストについてのアッセイの他の例は、競合阻害アッセイに適切な条件下
で、BASB029と、BASB029結合分子、組換えBASB029結合分子、天然基質もしくはリガンド
、または基質もしくはリガンドミメティックを有する潜在的なアゴニストとを結合させる
、競合アッセイである。BASB029を、放射性または比色用化合物などで標識することがで
き、それにより結合分子に結合したまたは生成物に変換されたBASB029分子数を正確に決
定して、潜在的なアンタゴニストの有効性を評価しうる。
【００９８】
　潜在的なアンタゴニストには他に、本発明のポリヌクレオチドおよび／もしくはポリペ
プチドに結合し、それによりその活性または発現を抑制または無効にする、有機小分子、
ペプチド、ポリペプチドおよび抗体が含まれる。潜在的なアンタゴニストはまた、BASB02
9誘導性活性を誘導することなく、結合分子などの結合分子の同じ部位に結合し、それに
よりBASB029ポリペプチドおよび／もしくはポリヌクレオチドが結合するのを排除してBAS
B029ポリペプチドおよび／もしくはポリヌクレオチドの作用または発現を妨害する、有機
小分子、ペプチド、非常に近縁なタンパク質または抗体などのポリペプチドでありうる。
【００９９】
　潜在的なアンタゴニストには、前記ポリペプチドの結合部位に結合しかつその部位を占
有して、それにより細胞性結合分子に結合するのを妨害することにより正常な生物学的活
性を妨げる小分子が含まれる。小分子の例としては、限定するものではないが、有機小分
子、ペプチドまたはペプチド様分子が含まれる。他の潜在的なアゴニストには、アンチセ
ンス分子（これらの分子についての記載は、Okano, J. Neurochem. 56: 560(1991)；Olig
odeoxynucleotides as Antisense Inhibitors of Gene Expression, CRC Press, Boca Ra
ton, FL(1988)を参照のこと）が含まれる。好ましい潜在的なアンタゴニストには、BASB0
29に関連した化合物およびBASB029の変異体が含まれる。
【０１００】
　更なる態様において、本発明は、本発明のポリペプチドまたはその断片と、各種サブク
ラス（IgG、IgM、IgA、IgE）の免疫グロブリンのH鎖またはL鎖の定常領域の様々な部分と
、を含む遺伝子工学的に作製された可溶性融合タンパク質に関する。免疫グロブリンとし
てはヒトIgG、特にIgG1のH鎖の定常部が好ましく、その場合は融合がヒンジ領域で起こる
。特定の実施形態では、血液凝固Xa因子で切断され得る切断配列を組み込むことで、Fc部
分を簡単に除去できる。さらに、本発明は、これら融合タンパク質の遺伝子工学的作製方
法、ならびに薬物スクリーニング、診断および治療におけるそれらの使用に関する。また
本発明の更なる態様は、このような融合タンパク質をコードするポリヌクレオチドに関す
る。融合タンパク質技術の例は、国際特許出願 WO94/29458 およびWO94/22914に記載され
ている。
【０１０１】
　本明細書に示したポリヌクレオチド配列のそれぞれは、抗菌性化合物の発見および開発
に使用することができる。コード化タンパク質は発現の際に、抗菌薬のスクリーニングの
標的として使用されうる。それに加えて、それぞれのmRNAのコード化タンパク質またはシ
ャイン・ダルガルノもしくはその他の翻訳促進配列のアミノ末端領域をコードするポリヌ
クレオチド配列を使用して、アンチセンス配列を構築し、目的のコード化配列の発現を制
御することができる。
【０１０２】
　また本発明は、病原体（１種または複数種）と、感染の続発症の原因となる真核生物（
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好ましくは哺乳動物）宿主との間の最初の物理的相互作用を妨害するための、本発明のポ
リペプチド、ポリヌクレオチド、アゴニストまたはアンタゴニストの使用を提供する。特
に、本発明の分子を使用して、細菌（特にグラム陽性菌および／またはグラム陰性菌）の
、留置デバイス上の真核生物（好ましくは哺乳動物）細胞外マトリックスタンパク質また
は創傷内の細胞外マトリックスタンパク質への付着を妨害すること、真核生物（好ましく
は哺乳動物）の細胞外マトリックスタンパク質と組織損傷を媒介する細菌性BASB029タン
パク質との間の細菌性付着をブロックすること、および／または、留置デバイスの移植ま
たはその他の外科的手法以外により開始される感染症の病理発生の正常進行をブロックす
ること、ができる。
【０１０３】
　更に本発明の他の態様により、BASB029アゴニストおよびアンタゴニスト、好ましくは
静菌性または殺菌性のアゴニストおよびアンタゴニストが提供される。
【０１０４】
　本発明のアンタゴニストおよびアゴニストを使用して、例えば、疾病を防ぎ、阻害し、
および／または治療しうる。
【０１０５】
　更なる態様において本発明は、本発明のポリペプチドのミモトープ（mimotope）に関す
る。ミモトープは、天然ペプチドと（配列的または構造的に）十分に類似しているペプチ
ド配列であり、該天然ペプチドを認識する抗体により認識され得るか、あるいは適切な担
体に結合した場合に該天然ペプチドを認識する抗体を生じさせることができる。
【０１０６】
　ペプチドミモトープは、特定の目的のために、選択されたアミノ酸の付加、欠失または
置換によって設計することができる。従って、該ペプチドは、タンパク質担体への結合を
容易にするために改変しても良い。例えば、いくつかの化学結合法については、末端シス
テインを含有させることが好ましい。更に、タンパク質担体に結合させたペプチドについ
ては、該ペプチドの結合末端から遠い位置に疎水性末端を含有させて、該ペプチドの非結
合末端が担体タンパク質の表面に結合したままにすることが好ましい。それにより、無傷
の天然分子の場合にみられるようなペプチドのコンホメーションと最も近似しているコン
ホメーションで該ペプチドを提示する。例えば、該ペプチドは、N末端システインおよびC
末端疎水性アミド化テールを含有するように改変しうる。あるいは、1以上のアミノ酸のD
立体異性体の付加または置換を行うことにより、例えば該ペプチドの安定性を向上させる
、有益な誘導体を作製しうる。
【０１０７】
　あるいは、ファージディスプレイ法（EP 0 552 267 B1）などの技法を利用して、それ
自体が本発明のポリペプチドに結合する能力のある抗体を用いてペプチドミモトープを同
定することができる。この方法により、天然ペプチドの構造を模擬した多数のペプチド配
列が生成され、またそれゆえ該配列は、抗天然ペプチド抗体に結合する能力を有するが、
該配列自体が該天然ポリペプチドと有意な配列相同性を共有する必要はない。
【０１０８】
ワクチン
　本発明の別の態様は、個体、特に哺乳動物、好ましくはヒトにおいて免疫学的応答を誘
導する方法に関するものであり、この方法は、抗体および／またはT細胞免疫応答を生じ
させて該個体を感染、具体的には細菌感染、最も具体的にはナイセリア・メニンギチジス
(Neisseria meningitidis)感染から防御するのに十分なBASB029ポリヌクレオチドおよび
／またはポリペプチドまたはその断片もしくは変異体を該個体に接種することを含んでな
る。また、そのような免疫学的応答によって細菌複製を遅延させる方法も提供する。本発
明のさらに別の態様は、個体において免疫学的応答を誘導する方法であって、BASB029ポ
リヌクレオチドおよび／またはポリペプチド、またはその断片もしくは変異体をin vivo
発現させるためにBASB029ポリヌクレオチドおよび／またはポリペプチドまたはその断片
もしくは変異体の発現を指令する核酸ベクター、配列またはリボザイムを該個体に送達す
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ることにより、免疫学的応答を誘導して(例えば、抗体および／またはT細胞免疫応答(例
えばサイトカイン産生T細胞または細胞傷害性T細胞を含む)を生じさせて)該個体、好まし
くはヒトを疾病から防御する(この疾病がすでに該個体において確立されていようがいま
いが防御する)ことを含んでなる方法に関する。遺伝子投与は、例えば、遺伝子を粒子ま
たはその他のものにコーティングしてそれを所望の細胞に高速で射入することにより行わ
れる。そのような核酸ベクターは、DNA、RNA、リボザイム、改変型核酸、DNA/RNAハイブ
リッド、DNA-タンパク質複合体またはRNA-タンパク質複合体を含み得る。
【０１０９】
　本発明のさらなる態様は、免疫学的応答を誘導する能力を有している個体、好ましくは
ヒトに導入した場合に、そのような個体においてBASB029ポリヌクレオチドおよび／また
は該ポリヌクレオチドによりコードされるポリペプチドに対して免疫学的応答を誘導する
免疫学的組成物に関するものであり、該組成物は、組換えBASB029ポリヌクレオチドおよ
び／または該ポリヌクレオチドによりコードされるポリペプチドを含むか、および／また
は本発明の該BASB029ポリヌクレオチド、該ポリヌクレオチドによりコードされるポリペ
プチド、またはその他のポリペプチドの抗原をコードし、発現するDNAおよび／またはRNA
を含む。この免疫学的応答は、治療または予防に使用し得るものであり、抗体免疫および
／または細胞性免疫、例えばCTLもしくはCD4+T細胞から生ずる細胞性免疫のような形態を
とり得る。
【０１１０】
　BASB029ポリペプチドまたはその断片は、協同タンパク質(co-protein)または化学成分(
それ自体抗体を産生してもしなくてもよいが、第1のタンパク質を安定化させ、抗原性お
よび／または免疫原性、好ましくは防御特性を有する融合タンパク質または改変タンパク
質を産生させ得る)と融合してもよい。したがって、融合組換えタンパク質は、好ましく
は、抗原性協同タンパク質(例えば、インフルエンザ菌(Haemophilus influenzae)由来の
リポタンパク質D、グルタチオン-S-トランスフェラーゼ(GST)もしくはβ-ガラクトシダー
ゼ)、またはタンパク質を可溶化して、その産生および精製を容易にする任意のその他の
比較的大きい協同タンパク質をさらに含む。さらに、協同タンパク質は、該タンパク質を
投与される生物の免疫系に全身性刺激(generalized stimulation)をもたらすという意味
でアジュバントとして作用し得る。協同タンパク質は、第1のタンパク質のアミノ末端ま
たはカルボキシ末端に結合され得る。
【０１１１】
　本発明は、本発明のポリペプチドおよび／またはポリヌクレオチドならびに免疫刺激性
DNA配列(例えば、Sato, Yら, Science 273:352(1996)に記載されているものなど)を含む
組成物、特にワクチン組成物、ならびに方法を提供する。
【０１１２】
　また、本発明は、細菌細胞表面タンパク質の非可変領域をコードすることが分かってい
る既知のポリヌクレオチドまたはその特定の断片を、ナイセリア・メニンギチジス(Neiss
eria meningitidis)に感染した動物モデルでのそのような遺伝子による免疫感作実験に用
いられるポリヌクレオチド構築物において使用する方法も提供する。そのような実験は、
予防または治療的免疫応答を生起させ得るタンパク質エピトープを同定するのに特に有用
である。この手法により、その後、哺乳動物、特にヒトにおける細菌感染、特にナイセリ
ア・メニンギチジス(Neisseria meningitidis)感染の予防剤または治療的処置の開発のた
めに、感染しないことまたは感染を除去することに成功している動物の必須の器官に由来
する特定価のモノクローナル抗体の調製が可能になると考えられる。
【０１１３】
　また本発明は、本発明の免疫原性組換えポリペプチドおよび／またはポリヌクレオチド
ならびに製薬上許容される担体などの適当な担体を含むワクチン製剤も提供する。このポ
リペプチドおよびポリヌクレオチドは胃の中で分解される可能性があるので、どちらも非
経口的に（例えば、皮下、筋肉内、静脈内または皮内注射により）投与することが好まし
い。非経口投与に適した製剤としては、酸化防止剤、緩衝剤、静菌性化合物およびこの製
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剤を受容者の体液、好ましくは血液と等張にする溶質を含みうる水性および非水性の無菌
注射液、並びに懸濁化剤または増粘剤を含みうる水性および非水性の無菌懸濁液がある。
こうした製剤は１回量容器または数回量容器（例えば、密閉アンプルおよびバイアル）で
提供することができ、また、使用直前に無菌の液状担体を添加するだけでよい凍結乾燥状
態で保管することもできる。
【０１１４】
　また、本発明のワクチン製剤は該製剤の免疫原性を増強するためのアジュバント系を含
んでいてもよい。好ましくは、前記アジュバント系は優先的にTH1型の応答を生じさせる
。
【０１１５】
　免疫応答は極端な２つのカテゴリー(体液性または細胞媒介性免疫応答[慣例では、それ
ぞれ抗体による、および細胞エフェクターによる防御機構によって特徴付けられている])
に大まかに区別することができる。これらの応答カテゴリーは、TH1型応答(細胞媒介性応
答)およびTH2型免疫応答(体液性応答)と呼ばれている。
【０１１６】
　極端なTH1型免疫応答は、抗原特異的でハプロタイプ拘束性細胞傷害性Ｔリンパ球の生
成およびナチュラルキラー細胞の応答により特徴付けられる。マウスではTH1型応答はIgG
2aサブタイプの抗体の生成により特徴付けられることが多いが、ヒトではこれらはIgG1型
抗体に相当する。TH2型免疫応答はマウスIgG1、IgAおよびIgMを含む広範囲の免疫グロブ
リンアイソタイプの生成により特徴付けられる。
【０１１７】
　これらの２タイプの免疫応答の発生を陰で駆動している力はサイトカインであると考え
られる。高濃度のTH1型サイトカインは所与の抗原に対して細胞媒介性免疫応答を好んで
誘導する傾向があるが、高濃度のTH2型サイトカインは前記抗原に対して体液性免疫応答
を好んで誘導する傾向がある。
【０１１８】
　TH1およびTH2型免疫応答の区別は絶対的なものではない。実際、ある人は、主にTH1で
あるとか、主にTH2であると記載されるような免疫応答を支持している。しかしながら、
多くの場合、MosmannおよびCoffmanによりマウスCD4+veＴ細胞クローンについて記載され
た内容(Mosmann,T.R.およびCoffmann,R.L. (1989) TH1 and TH2 cells:differnt pattern
s of lymphokine secretion lead to different functional properties. Annual Review
 of Immnology, 7, p145-173)から、サイトカインのファミリーを考慮するのが都合がよ
い。慣例上、TH1型応答はＴリンパ球によるINF-γおよびIL-2サイトカイン産生と関連し
ている。TH1型免疫応答の誘導に直接関わることの多い他のサイトカインは、IL-12等のＴ
細胞によっては産生されない。対照的に、TH2型応答はIL-4、IL-5、IL-6およびIL-13の分
泌に関連している。
【０１１９】
　特定のワクチンアジュバントがTH1またはTH2型のいずれかのサイトカイン応答の刺激に
とりわけ適していることが知られている。慣例上、ワクチン接種または感染後の免疫応答
におけるTH1：TH2平衡の最良の指標としては、抗原再刺激後のin vitroでのＴリンパ球に
よるTH1もしくはTH2サイトカイン産生の直接測定、および／または抗原特異的抗体応答の
IgG1：IgG2a比の測定が挙げられる。
【０１２０】
　従って、TH1型アジュバントは、抗原によりin vitroで再刺激された際に優先的に単離
されたＴ細胞集団を刺激して高濃度のTH1型サイトカインを産生し、CD8+細胞傷害性Ｔリ
ンパ球の発生およびTH1型アイソタイプに関連した抗原特異的免疫グロブリン応答を促進
するものである。
【０１２１】
　TH1細胞応答を優先的に刺激し得るアジュバントは、国際特許出願番号WO94/00153およ
びWO95/17209に記載されている。
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【０１２２】
　3De-O-アシル化モノホスホリルリピドA（3D-MPL）はそうしたアジュバントの１つであ
る。これはGB2220211(Ribi)により知られている。化学的には、該アジュバントは3De-O-
アシル化モノホスホリルリピドAと4、5、6本のアシル化された鎖との混合物であり、Ribi
 Immunochem. Montanaにより製造される。3De-O-アシル化モノホスホリルリピドAの好ま
しい形態は、欧州特許第0 689 454 B1号(SmithKline Beecham Biologicals SA)に開示さ
れている。
【０１２３】
　好ましくは、3D-MPLの粒子は、0.22ミクロンの膜を通り抜けて滅菌ろ過されるのに十分
な程度小さい(欧州特許第0 689 454 号)。
【０１２４】
　3D-MPLは投与量あたり10μg～100μg、好ましくは25～50μgの範囲で存在する。この場
合、抗原は通常投与量あたり2～50μgの範囲で存在する。
【０１２５】
　別の好ましいアジュバントは、QS21(Quillaja Saponaria Molinaの樹皮から得た、Hplc
精製した毒性の無い画分)を含む。任意でこれを3De-O-アシル化モノホスホリルリピドA（
3D-MPL）と、場合により担体と共に混合することもできる。
【０１２６】
　QS21の製造方法は米国特許第5,057,540号に開示されている。
【０１２７】
　QS21を含有する反応性の無いアジュバント製剤は以前に記載されている(WO96/33739)。
QS21およびコレステロールを含むそうした製剤は、抗原と共に製剤する場合には良好なTH
1刺激性アジュバントであることが示されている。
【０１２８】
　TH1細胞応答の優先的刺激物質である別のアジュバントとしては、免疫調節性の(immuno
modulatory)オリゴヌクレオチド、例えばWO96/02555に開示されている非メチル化CpG配列
が挙げられる。
【０１２９】
　また、前述したもののような異なるTH1刺激アジュバントの組み合わせも、TH1細胞応答
の優先的な刺激物質であるアジュバントを提供する際に考慮される。例えば、QS21を3D-M
PLと共に製剤化することができる。通常、QS21:3D-MPL比は1:10～10:1であり、好ましく
は1:5～5:1であり、多くの場合は実質的に1:1である。最適な共働作用のために好ましい
範囲は、2.5:1～1:1の3D-MPL:QS21である。
【０１３０】
　好ましくは、本発明のワクチン組成物中に担体も存在する。前記担体は水中油型エマル
ジョンであっても、リン酸アルミニウムまたは水酸化アルミニウム等のアルミニウム塩で
あってもよい。
【０１３１】
　好ましい水中油型エマルジョンは代謝可能な油、例えばスクアレン、α-トコフェロー
ルおよびTween80を含む。特に好ましい態様では本発明のワクチン組成物中の抗原をその
ようなエマルジョン中でQS21および3D-MPLと組み合わせる。更に、前記水中油型エマルジ
ョンはスパン85および／またはレシチンおよび／またはトリカプリリン(tricaprylin)を
含んでいてもよい。
【０１３２】
　通常、ヒトへの投与の場合は、QS21および3D-MPLは投与量あたり1～200μgの範囲内、
例えば10～100μg、好ましくは10～50μgの範囲内でワクチン中に存在する。通常、水中
油型エマルジョンは、2～10％のスクアレン、2～10％のα-トコフェロールおよび0.3～3
％のTween80を含む。好ましくは、スクアレン：α-トコフェロール比は１以下であり、こ
れによってより安定なエマルジョンが提供される。また、スパン85は１％という濃度で存
在しうる。幾つかの場合、本発明のワクチンが更に安定化剤を含むことが有益であろう。
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【０１３３】
　毒性の無い水中油型エマルジョンは、好ましくは、毒性の無い油(例えばスクアランも
しくはスクアレン)、乳化剤(例えばTween80)を水性担体中に含む。前記水性担体は、例え
ば、リン酸緩衝化生理食塩水でありうる。
【０１３４】
　水中油型エマルジョン中にQS21、3D-MPLおよびトコフェロールを含む特に有効なアジュ
バント製剤はWO95/17210に記載されている。
【０１３５】
　また本発明は、本発明のワクチン製剤を他の抗原、特に癌、自己免疫疾患および関連病
態の治療に有用な抗原と組み合わせて含む多価ワクチン組成物を提供する。そのような多
価ワクチン組成物は前記のTH1誘導性アジュバントを含みうる。
【０１３６】
　本発明は、特定のBASB029ポリペプチドおよびポリヌクレオチドに関して記載されてい
るが、本発明はその天然のポリペプチドおよびポリヌクレオチドの断片、ならびに組換え
ポリペプチドまたはポリヌクレオチドの免疫原性に実質的に影響を及ぼさない付加、欠失
または置換をもつ類似のポリペプチドおよびポリヌクレオチドを含むものと理解されるべ
きである。
【０１３７】
　抗原は、全細菌(死んでいても生存していてもよい)の形態でも、細胞下画分としても送
達可能であり、このような可能性にはN.メニンギチジス(N.meningitides自体が含まれる
。
【０１３８】
組成物、キットおよび投与
　本発明のさらなる態様では、細胞または多細胞生物に投与するためのBASB029ポリヌク
レオチドおよび／またはBASB029ポリペプチドを含む組成物が提供される。
【０１３９】
　また本発明は、本明細書で検討したポリヌクレオチドおよび／またはポリペプチドまた
はそのアゴニストまたはアンタゴニストを含む組成物にも関する。本発明のポリペプチド
およびポリヌクレオチドは、細胞、組織または生物に使用するために、非滅菌担体または
滅菌担体(例えば個体への投与に適した製薬用担体など)とともに用いてもよい。そのよう
な組成物は、例えば、培地添加剤または治療有効量の本発明のポリペプチドおよび／また
はポリヌクレオチドならびに製薬上許容される担体または賦形剤を含む。かかる担体とし
ては、限定するものではないが、生理食塩水、緩衝化生理食塩水、デキストロース、水、
グリセロール、エタノールおよびそれらの組み合わせが挙げられ得る。製剤は投与の様式
に適合させるべきである。本発明はさらに、本発明の上記組成物の1種以上の成分を充填
した容器を1以上含んでなる診断用および製剤用のパックおよびキットに関する。
【０１４０】
　本発明のポリペプチド、ポリヌクレオチドおよびその他の化合物は、単独で用いてもよ
く、治療用化合物などのその他の化合物とともに用いてもよい。
【０１４１】
　医薬組成物は、任意の有効で都合のよい様式、例えば、特に局所投与、経口投与、肛門
投与、膣内投与、静脈内投与、腹腔内投与、筋肉内投与、皮下投与、鼻腔内投与、または
経皮経路での投与によって投与し得る。
【０１４２】
　治療または予防において、活性剤は注射可能な組成物として、例えば無菌水性分散液、
好ましくは等張液として、個体に投与し得る。
【０１４３】
　更なる態様においては、本発明は、治療に有効な量のポリペプチドおよび／またはポリ
ヌクレオチド（例えば可溶性形態の本発明のポリペプチドおよび／またはポリヌクレオチ
ド）、アゴニストペプチド/アンタゴニストペプチド、または低分子化合物を、製薬上許
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容し得る担体または賦形剤と組み合わせて含む医薬組成物を提供する。そのような担体に
は、生理食塩水、緩衝化生理食塩水、デキストロース、水、グリセロール、エタノールお
よびそれらの組合せが含まれるが、これらに限定されるものではない。本発明はさらに、
前述の本発明の組成物の1種以上の成分を充填した容器を1以上含んでなる医薬用パックお
よびキットに関するものである。本発明のポリペプチド、ポリヌクレオチドおよび他の化
合物は、単独で用いてもよく、または治療用化合物等の他の化合物と組み合わせて用いて
もよい。
【０１４４】
　医薬組成物は投与経路、例えば全身または経口による投与経路に適合させることができ
る。全身投与に適した形態は、注入（注射）、典型的には静注である。皮下、筋肉内また
は腹腔内のような他の注入経路も使用できる。全身投与の別の手段には、胆汁酸塩、フシ
ジン酸、その他の界面活性剤などの浸透剤を用いた経粘膜および経皮投与がある。さらに
、本発明のポリペプチドまたは他の化合物を腸溶剤またはカプセル剤として製剤化し得る
のであれば、経口投与も可能である。これらの化合物を軟膏、ペースト、ゲル、溶液、粉
末などの剤形で局所に投与しても、かつ／または局在化させてもよい。
【０１４５】
　哺乳動物、特にヒトへの投与の場合、活性剤の日用量は0.01mg/kg～10mg/kg、典型的に
は約1mg/kgであると予想される。医師は、任意の状況において、個体に最も適した実際の
投与量(これは特定の個体の年齢、体重および応答により様々である)を決定するであろう
。上記の投与量は、平均的な場合の代表例である。もちろん、より高いか低い投与量範囲
にメリットがあるような場合もあり得る。そのような場合も本発明の範囲に含まれる。
【０１４６】
　必要な投与量範囲は、ペプチドの選択、投与経路、製剤の性質、患者の状態の性質、そ
して治療する医師の判断に左右される。しかし、適当な投与量は患者の体重１kgあたり0.
1～100μgの範囲である。
【０１４７】
　ワクチン組成物は、注射可能な形態であるのが都合がよい。通常のアジュバントを用い
ることにより免疫応答を高めることができる。ワクチン接種に適した単位投与量は、0.5
～5マイクログラム/kgの抗原であり、そのような投与量を１～３週間間隔で１～３回投与
するのが好ましい。前記の投与量範囲で本発明の化合物を用いた場合、適当な個体への投
与を不可能とするような有害な中毒作用は観察されない。
【０１４８】
　しかしながら、入手可能な化合物が多様であること、投与経路の効率が異なることを考
慮すれば、必要とされる投与量は広範に変動することが予測される。例えば、経口投与は
静注による投与よりも高い投与量を必要とすると予想されよう。こうした投与量レベルの
変動は、当業界でよく理解されているような、標準的経験的な最適化手順を用いて調整す
ることができる。
【０１４９】
配列データベース、有形媒体(tangible medium)における配列、およびアルゴリズム
　ポリヌクレオチドおよびポリペプチドの配列は、その2次元構造および3次元構造を決定
し、類似の相同性をもつ別の配列を同定する際の価値ある情報源を提供する。これらの手
法は、コンピュータ読み取り可能媒体中に配列を保存し、次いで既知の巨大分子構造プロ
グラムにおいて、またはGCGプログラムパッケージなどの公知の検索ツールにより配列デ
ータベースを検索するためにその保存データを用いることで、最大限促進される。
【０１５０】
　また、本発明は、文字配列または列、特に遺伝子配列またはコード化タンパク質配列の
解析方法も提供する。好ましい配列解析方法としては、例えば、同一性および類似性解析
などの配列相同性解析法、DNA、RNAおよびタンパク質構造解析法、配列のアセンブリ方法
、分岐解析法、配列モチーフ解析法、オープンリーディングフレーム決定法、核酸塩基呼
出し(calling)法、コドン使用頻度解析法、核酸塩基トリミング(trimming)法、および配
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列決定クロマトグラムピーク解析法が挙げられる。
【０１５１】
　相同性確認を行うためのコンピュータに基づく方法であって、コンピュータ読み取り可
能媒体中に本発明のポリヌクレオチドの配列を含む第1ポリヌクレオチド配列を提供する
工程、および該第1ポリヌクレオチド配列を少なくとも１つの第2のポリヌクレオチドまた
はポリペプチド配列と比較して相同性を確認する工程を含む上記方法を提供する。
【０１５２】
　相同性確認を行うためのコンピュータに基づく方法であって、コンピュータ読み取り可
能媒体中に本発明のポリペプチドの配列を含む第1ポリペプチド配列を提供する工程およ
び該第1ポリペプチド配列を少なくとも１つの第2のポリヌクレオチドまたはポリペプチド
配列と比較して相同性を確認する工程を含む上記方法も提供される。
【０１５３】
　限定するものではないが、特許および特許出願のような本明細書で引用した刊行物およ
び参考文献は、あたかも各刊行物または参考文献がそれぞれ本明細書に参照により組み込
まれることが具体的にかつ個別に指摘されているように、その全内容が参照により本明細
書に組み込まれる。本出願が優先権を主張している任意の特許出願も、刊行物および参考
文献について上記したように、その全内容が参照により本明細書に組み込まれる。
【０１５４】
定義
　当技術分野で知られた「同一性」とは、場合によっては、ポリペプチド配列またはポリ
ヌクレオチド配列の比較により決定された、２以上のかかる配列間の類縁性のことである
。当技術分野ではまた、「同一性」は、場合によっては、ポリペプチド配列またはポリヌ
クレオチド配列の鎖間の一致度(match)により決定された、このような配列間の配列類縁
性の程度を意味する。「同一性」は公知の方法により難なく算出することができ、こうし
た方法として、例えば Computational Molecular Biology, Lesk, A.M.編, Oxford Unive
rsity Press, New York, 1988; Biocomputing: Informatics and Genome Projects, Smit
h, D.W. 編, Academic Press, New York, 1993; Computer Analysis of Sequence Data, 
Part I, Griffin, A.M. and Griffin, H.G. 編, Humana Press, New Jersey, 1994; Sequ
ence Analysis in Molecular Biology, von Heinje, G., Academic Press, 1987; Sequen
ce Analysis Primer, Gribskov, M. and Devereux, J. 編, M Stockton Press, New York
, 1991; および Carillo, H. and Lipman, D., SIAM J. Applied Math., 48: 1073 (1988
) に記載された方法があるが、これらに限らない。同一性を決定するための方法は、検討
する配列間で最大級のマッチングが得られるように設計される。同一性を決定する方法は
一般に入手可能なコンピュータプログラムに編集されている。２配列間の同一性を決定す
るためのコンピュータプログラム法としては、GCGプログラムパッケージにおけるGAPプロ
グラム(Devereux, J.ら, Nucleic Acids Research 12(1):387 (1984))、BLASTP、BLASTN(
Altschul, S.F.ら, J. Molec. Biol. 215:403-410 (1990)) ならびにFASTA(Pearsonおよ
びLipman Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85; 2444-2448(1988)があるが、これらに限らな
い。BLASTプログラムファミリーはNCBIおよび他のソースから一般に入手可能である (BLA
ST Manual, Altschul, S.ら, NCBI NLM NIH Bethesda, MD 20894; Altschul, S.ら, J. M
ol. Biol. 215: 403-410 (1990))。公知のSmith Watermanアルゴリズムも同一性の決定に
使用することができる。
【０１５５】
　ポリペプチド配列を比較するためのパラメーターは次のものを含む：
　アルゴリズム：Needleman & Wunsch, J. Mol. Biol. 48: 443-453 (1970)
　比較マトリックス：BLOSSUM62 、Hentikoff and Hentikoff, Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA, 89: 10915-10919 (1992)
　ギャップペナルティー：８
　ギャップ長ペナルティー：２
　これらのパラメーターを用いて有効なプログラムは Genetics Computer Group（Madiso
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n WI）から「gap」プログラムとして一般に入手可能である。前記のパラメーターはペプ
チド比較のためのデフォルトパラメーター(default parameter) である（末端ギャップの
ペナルティーは無し）。
【０１５６】
　ポリヌクレオチド配列を比較するためのパラメーターは次のものを含む：
　アルゴリズム：Needleman & Wunsch, J. Mol. Biol. 48: 443-453 (1970)
　比較マトリックス：マッチ＝＋10、ミスマッチ＝０
　ギャップペナルティー：50
　ギャップ長ペナルティー：３
　これらのパラメーターを用いて有用であるプログラムは Genetics Computer Group(Mad
ison WI)から「gap」プログラムとして公に入手可能である。これらは核酸比較のための
デフォルトパラメーターである。
【０１５７】
　ポリヌクレオチドとポリペプチドについての「同一性」の好ましい意味は、場合によっ
ては、下記の(1)および(2)に示される。
(1) ポリヌクレオチドの実施形態は、配列番号１の基準配列に対して少なくとも50、60、
70、80、85、90、95、97または100％の同一性を有するポリヌクレオチド配列を含む単離
されたポリヌクレオチドをさらに含む。ここで、該ポリヌクレオチド配列は、配列番号１
の基準配列と同一であるか、または該基準配列に対して、一定の整数個までのヌクレオチ
ド変異を含んでいてもよい。そのような変異は少なくとも１個のヌクレオチドの欠失、置
換（トランジションおよびトランスバージョンを含む）または挿入よりなる群から選択さ
れ、こうした変異は基準ヌクレオチド配列の 5'もしくは 3'末端位置、またはこれらの末
端位置の間のどこに存在してもよく、基準配列中のヌクレオチドの間に個々に、または基
準配列内に１以上の連続するグループとして散在する。そのようなヌクレオチド変異の数
は、配列番号１のヌクレオチドの総数に、同一性％を示す整数を100で割った値を掛け、
次いでその積を配列番号１のヌクレオチドの総数から差し引くことにより、すなわち、次
式：
　　ｎｎ ≦ｘｎ －（ｘｎ・ｙ）
により求めることができる。式中、ｎｎはヌクレオチド変異の数であり、ｘｎは配列番号
１のヌクレオチドの総数であり、ｙは50％については0.50、60％については0.60、70％に
ついては0.70、80％については0.80、85％については0.85、90％については0.90、95％に
ついては0.95、97％については0.97または100％については1.00であり、・は掛算演算子
の記号であり、さらにｘｎとｙの非整数の積は、その積をｘｎから引く前に、最も近似す
る整数に切り下げる。配列番号２のポリペプチドをコードするポリヌクレオチド配列の改
変は、そのコード配列にナンセンス、ミスセンスまたはフレームシフト突然変異を生じさ
せ、それにより、こうした変異後に該ポリヌクレオチドによりコードされたポリペプチド
を改変させることができる。
【０１５８】
　例として、本発明のポリヌクレオチド配列は、配列番号１の基準配列と同一である、す
なわち基準配列に対して100％の同一性を有し得るか、または同一性％が100％未満となる
ように該基準配列に対して一定の整数個までの核酸変異を含んでいてもよい。そのような
変異は少なくとも１個の核酸の欠失、置換（トランジションおよびトランスバージョンを
含む）または挿入よりなる群から選択され、こうした変異は基準ポリヌクレオチド配列の
 5'もしくは 3'末端位置、またはこれらの末端位置の間のどこに存在してもよく、基準配
列中の核酸の間に個々に、または基準配列内に１以上の連続するグループとして散在する
。所定の同一性％についての核酸変異の数は、配列番号１の核酸の総数に、同一性％値を
示す整数を100で割った値を掛け、次いでその積を配列番号１の核酸の総数から差し引く
ことにより、すなわち、次式：
　　ｎｎ ≦ｘｎ －（ｘｎ・ｙ）
により求めることができる。式中、ｎｎは核酸変異の数であり、ｘｎは配列番号１の核酸
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の総数であり、ｙは例えば70％については0.70、80％については0.80、85％については0.
85などであり、・は掛算演算子の記号であり、さらにｘｎとｙの非整数の積は、その積を
ｘｎから引く前に、最も近似する整数に切り下げる。
(2) ポリペプチドの実施形態は、配列番号２のポリペプチド基準配列に対して少なくとも
50、60、70、80、85、90、95、97または100％の同一性を有するポリペプチドを含む単離
されたポリペプチドをさらに含む。ここで、該ポリペプチド配列は、配列番号２の基準配
列と同一であるか、または該基準配列に対して、一定の整数個までのアミノ酸変異を含ん
でいてもよい。そのような変異は少なくとも１個のアミノ酸の欠失、置換（保存的および
非保存的置換を含む）または挿入よりなる群から選択され、こうした変異は基準ポリペプ
チド配列のアミノまたはカルボキシ末端位置、またはこれらの末端位置の間のどこに存在
してもよく、基準配列中のアミノ酸の間に個々に、または基準配列内に１以上の連続する
グループとして散在する。そのようなアミノ酸変異の数は、配列番号２のアミノ酸の総数
に、同一性％を示す整数を100で割った値を掛け、次いでその積を配列番号２のアミノ酸
の総数から差し引くことにより、すなわち、次式：
　　ｎa ≦ｘa －（ｘa・ｙ）
により求めることができる。式中、ｎaはアミノ酸変異の数であり、ｘaは配列番号２のア
ミノ酸の総数であり、ｙは50％については0.50、60％については0.60、70％については0.
70、80％については0.80、85％については0.85、90％については0.90、95％については0.
95、97％については0.97または100％については1.00であり、・は掛算演算子の記号であ
り、さらにｘaとｙの非整数の積は、その積をｘaから引く前に、最も近似する整数に切り
下げる。
【０１５９】
　例として、本発明のポリヌクレオチド配列は、配列番号２の基準配列と同一である、す
なわち基準配列に対して100％の同一性を有し得るか、または同一性％が100％未満となる
ように該基準配列に対して一定の整数個までのアミノ酸変異を含んでいてもよい。そのよ
うな変異は少なくとも１個のアミノ酸の欠失、置換（保存的および非保存的置換を含む）
または挿入よりなる群から選択され、こうした変異は基準ポリペプチド配列のアミノもし
くはカルボキシ末端位置、またはこれらの末端位置の間のどこに存在してもよく、基準配
列中のアミノ酸の間に個々に、または基準配列内に１以上の連続するグループとして散在
する。所定の同一性％についてのアミノ酸変異の数は、配列番号２のアミノ酸の総数に、
同一性％値を示す整数を100で割った値を掛け、次いでその積を配列番号２のアミノ酸の
総数から差し引くことにより、すなわち、次式：
　　ｎa ≦ｘa －（ｘa・ｙ）
により求めることができる。式中、ｎaはアミノ酸変異の数であり、ｘaは配列番号２のア
ミノ酸の総数であり、ｙは例えば70％については0.70、80％については0.80、85％につい
ては0.85などであり、・は掛算演算子の記号であり、さらにｘaとｙの非整数の積は、そ
の積をｘaから引く前に、最も近似する整数に切り下げる。
【０１６０】
　「個体」は、本明細書で生物に関して用いられる場合、多細胞真核生物、例えば限定す
るものではないが、後生動物、哺乳動物、ヒツジ(ovid)、ウシ(bovid)、サル(simian)、
霊長類、ヒトなどを意味する。
【０１６１】
　「単離された」とは、天然の状態から「人間の手によって」改変されたことを意味し、
すなわち「単離された」組成物または物質が天然に存在するのであれば、それはそのもと
の環境から変化しているか分離されており、またはその両方である。例えば、生存してい
る生物の体内に自然界で存在するポリヌクレオチドまたはポリペプチドは「単離された」
ものではないが、その天然状態の共存物質から分離されたポリヌクレオチドまたはポリペ
プチドは、本明細書中で用いられるように、「単離された」ものである。さらに、形質転
換、遺伝子操作または任意のその他の組換え法により生物に導入されるポリヌクレオチド
またはポリペプチドは、該生物（生物は生きていても生きていなくてもよい）中に存在し
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ているとしても「単離された」ものである。
【０１６２】
　「ポリヌクレオチド」とは、一般に任意のポリリボヌクレオチドまたはポリデオキシリ
ボヌクレオチドを指し、これは一本鎖および二本鎖の領域を含む、修飾されていないRNA
もしくはDNA、または修飾されたRNAもしくはDNAであり得る。
【０１６３】
　「変異体」とは、基準のポリヌクレオチドまたはポリペプチドと異なるが、不可欠な性
質を保持しているポリヌクレオチドまたはポリペプチドのことである。典型的なポリヌク
レオチドの変異体は基準ポリヌクレオチドとヌクレオチド配列の点で相違する。この変異
体のヌクレオチド配列の変化は、基準ポリヌクレオチドによってコードされるポリペプチ
ドのアミノ酸配列を変更しても、しなくてもよい。ヌクレオチドの変化は、以下で述べる
ように、基準配列によりコードされるポリペプチドのアミノ酸の置換、欠失、付加、融合
および末端切断（トランケーション）をもたらしうる。典型的なポリペプチドの変異体は
基準ポリペプチドとアミノ酸配列の点で相違する。一般的には、基準ポリペプチドの配列
と変異体の配列が全般的によく類似しており、多くの領域で同一となるような相違に限ら
れる。変異体と基準ポリペプチドは任意に組み合わせた１以上の置換、欠失、付加により
アミノ酸配列が相違していてよい。置換または挿入されるアミノ酸残基は遺伝子コードに
よりコードされるものであっても、なくてもよい。ポリヌクレオチドまたはポリペプチド
の変異体は対立遺伝子変異体のように天然に存在するものでも、天然に存在することが知
られていない変異体であってもよい。ポリヌクレオチドおよびポリペプチドの天然に存在
しない変異体は、突然変異誘発法または直接合成により作製することができる。
【０１６４】
　「疾患」は、細菌による感染によって引き起こされるか、該感染に関連した任意の疾病
を意味する。例えば、上気道感染、菌血症および髄膜炎のような侵入性細菌性疾患が挙げ
られる。
【０１６５】
（実施例）
　下記の実施例は、特に詳細に記載した場合を除き、当業者によく知られた常用の標準的
方法により行った。これらの実施例は説明のためのものであり、本発明を限定するもので
はない。
【実施例１】
【０１６６】
2種のナイセリア・メニンギチジス(Neisseria meningitidis)株由来のBASB029遺伝子の発
見およびDNA配列決定による確認
Ａ：ナイセリア・メニンギチジス(Neisseria meningitidis)B血清群のATCC13090株のBASB
029
　配列番号１のBASB029遺伝子は、ナイセリア・メニンギチジス(Neisseria meningitidis
)株(ATCC13090)の配列決定未終了のゲノムDNA配列を含むIncyte PathoSeqデータベースで
最初に発見した。配列番号２に示した、BASB029ポリヌクレオチド配列の翻訳は、インフ
ルエンザ菌(Haemophilus influenzae)の表面原線維（HSF）タンパク質と有意な類似性(58
2アミノ酸オーバーラップにおいて52％の同一性)を示した。BASB029遺伝子の配列を更に
実験で確認した。この目的のために、QIAGENゲノムDNA抽出キット(Qiagen Gmbh)を用いて
ゲノムDNAを1010個のナイセリア・メニンギチジス(Neisseria meningitidis)細胞(ATCC13
090株)から抽出し、その１μgを内部NdeI部位（下線付き）を含むプライマーHsf1(5'-GGG
 GCA TAT GAA CAA AAT ATA CCG CAT CAT TTG GAA-3')(配列番号５)および内部XhoI部位（
下線付き）を含むHsf2(5'-GGG GCT CGA GCC ACT GAT AAC CGA CAG ATG CGG A-3')(配列番
号６)を用いるポリメラーゼ連鎖反応DNA増幅に供した。このPCR産物をゲル精製し、Big D
ye Cycle配列決定キット(Perkin-Elmer)およびABI 373A/PRISM DNAシーケンサーを用いて
DNA配列決定した。DNA配列決定は両方の鎖に関して２回重複して行い、完全長配列をDNAS
TAR LasergeneソフトウェアパッケージのSeqManプログラムを用いて構築した。得られたD
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NA配列は配列番号１に対して100％の同一性を有していることが分かった。
【０１６７】
Ｂ：ナイセリア・メニンギチジス(Neisseria meningitidis)B血清群のH44/76株のBASB029
　BASB029遺伝子の配列を別のナイセリア・メニンギチジス(Neisseria meningitidis)B血
清群株であるH44/76株でも決定した。この目的のために、実施例１に記載した実験条件を
用いてナイセリア・メニンギチジス(Neisseria meningitidis)H44/76株からゲノムDNAを
抽出した。次いで、その抽出物(1μg)をBASB029遺伝子に特異的なプライマーHsf1およびH
sf2を用いるポリメラーゼ連鎖反応DNA増幅に供した。4389bpのDNA断片を得て、NdeI/XhoI
制限エンドヌクレアーゼで消化し、標準的な分子生物学的方法(Molecular Cloning, a La
boratory Manual, 第2版, Sambrook, FritschおよびManiatis編, Cold Spring Harbor pr
ess 1989)を用いてpET-24bクローニング／発現ベクター(Novagen)の対応部位に挿入した
。次いで、組換えpET-24b/BASB029をBig Dyesキット(Applied biosystems)を用いるDNA配
列決定に供し、製造業者が記載した条件でABI 373/A DNAシーケンサーにて解析した。そ
の結果、ポリヌクレオチド配列とその推定ポリペプチド配列(それぞれ配列番号３、配列
番号４)が得られた。GCGパッケージのPILEUPプログラムを用いて、配列番号１と３のポリ
ヌクレオチド配列のアラインメントを行った。それを図１に示す。それらの同一性のレベ
ルは、GAPプログラムで測定したところ、96.8％に達した。同PILEUPプログラムを用いて
、配列番号２と４のポリペプチド配列のアラインメントを行った。それを図２に示す。そ
れらの同一性のレベルは、GAPプログラムで測定したところ、94.2％に達した。
【０１６８】
　以上の結果をまとめて考えると、これらのデータは、2種のナイセリア・メニンギチジ
ス(Neisseria meningitidis)B血清群（NmB）株間にBASB029遺伝子の強力な配列保存性が
あることを示すものである。
【実施例２】
【０１６９】
大腸菌(Escherichia coli)における組換えBASB029タンパク質の発現および精製
　pET-24b/BASB029クローニング／発現ベクターの構築を実施例1Bに記載した。このベク
ターは、H44/76株から単離されたBASB029遺伝子を、強力なバクテリオファージT7遺伝子1
0プロモーターの制御下に配置された、6個のヒスチジン残基からなるストレッチと融合し
た状態で保有している。発現の研究のために、このベクターを大腸菌Novablue(DE3)株(No
vagen) に導入したが、ここでT7ポリメラーゼの遺伝子はイソプロピル-β-Dチオガラクト
シド(IPTG)-調節性lacプロモーターの制御下に配置されている。Novablue(DE3)[pET-24b/
BASB029]大腸菌組換え株の液体培養物(100ml)を、600nmにおける光学密度(OD600)が0.6に
なるまで、攪拌しながら37℃で増殖させた。OD600が0.6になった時点でIPTGを最終濃度1m
Mで添加し、この培養物をさらに4時間増殖させた。次いで、培養物を10,000rpmで遠心分
離し、ペレットを-20℃で少なくとも10時間凍結させた。解凍後、ペレットをバッファーA
(6M塩酸グアニジン、0.1M NaH2PO4、0.01M Tris、pH8.0)に25℃にて30分間再懸濁し、針
を3回通過させ、遠心分離(20000rpm、15分間)で清澄にした。次いで、サンプルをNi2+を
ロードしたHitrapカラム(Pharmacia Biotech)上に1ml/分の流量でロードした。サンプル
通過後、カラムをバッファーB(８M 尿素、0.1M NaH2PO4、0.01M Tris、pH8.0)40mlおよび
バッファーC(8M 尿素、0.1M NaH2PO4、0.01M Tris、pH6.3)40mlで連続的に洗浄した。次
に、組換えタンパク質BASB029/His6を500mMのイミダゾールを含むバッファーD(8M尿素、0
.1M NaH2PO4、0.01M Tris、pH6.3)30mlを用いてカラムから溶出し、3mlのサイズ画分を回
収した。図３(レーン1)に示したように、かなり濃縮された(純度はクーマシー染色におい
て90％以上であると推定された)、BASB029/His6タンパク質(66kDa(概算相対分子量)に移
動)がカラムから溶離された。このポリペプチドは、5-ヒスチジンモチーフに対して生じ
させたマウスモノクローナル抗体との反応性を有していた（図３、レーン2を参照のこと
）。以上の結果をまとめて考えると、これらのデータは、BASB029遺伝子が大腸菌におい
て組換え形態(BASB029/His6)下で発現し、精製され得るということを示すものである。
【実施例３】
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【０１７０】
組換えBASB029によるマウスの免疫感作
　大腸菌で発現した部分精製組換えBASB029タンパク質をBalb/Cマウスに0日目、14日目お
よび29日目に3回注射した(8匹/群)。抗原約5μgを100μgのAlPO4に吸着させるか、SBAS2
エマルジョン（1回用量当たり、5μgのMPLおよび5μgのQS21を含むSB62エマルジョン）中
に配合した、2つの異なる配合物をマウスに皮下注射した。SBAS2エマルジョンのみで免疫
感作したマウスからなる陰性対照群も本実験に追加した。特異的抗BASB029抗体を検出す
るために、29日目(2回目の15日後)および35日目(3回目の6日後)にマウスから採血した。6
種の異なるNmB株に対するウェスタンブロッティングにより、プールした血清(1群当たり1
0匹のマウスから得たもの)について特異的抗BASB029抗体を測定した(図4および図5)。
【０１７１】
　ウエスタンブロッティングによる、種々のNmB株におけるBASB029エピトープの認識
　本実験においては、免疫感作したマウス血清（プールされたもの）を、6種の異なるナ
イセリア・メニンギチジス(Neisseria meningitidis)B株におけるBASB029エピトープの認
識についてウエスタンブロッティングにより試験した。6種のNmB株は、H44/76(B:15:P1.7
, 16,ET-5系列)、M97 250987(B:4:P1.15)、BZ10(B:2b:P1.2,A4系列)、BZ198(B:NT*:-,3系
列)、EG328(B:NT*,ST-18系列)、およびATCC13090雄B株であり、部分精製された組換えBAS
B029タンパク質についても試験した(*:NT:類別されていないもの)。
【０１７２】
　簡単に述べると、サンプルバッファーで処理した(95℃で10分間)各サンプル10μl(＞10
8細胞/レーン)を、SDS-PAGE勾配ゲル(Tris-グリシン4～20％、Novex、コード番号EC60252
)に加える。電気泳動による移動は、125ボルトにて90分間行う。その後、タンパク質を、
Bio-rad トランスブロットシステム(コード番号170-3930)を用いて100ボルトで1時間かけ
てニトロセルロースシート(0.45μm、Bio-radコード番号162-0114)に移す。フィルターを
室温にて一晩かけてPBS-0.05％Tween20でブロックした後、AlPO4配合物およびSBAS2配合
物の両方から得た抗BASB029抗体を含むマウス血清とともにインキュベートした。これら
の血清をPBS-0.05％Tween20で100倍に希釈し、ニトロセルロースシート上でミニブロッタ
ーシステム(Miniprotean, Bio-radコード番号170-4017)を用いて室温で穏やかに振盪しな
がら2時間インキュベートする。PBS-0.05％Tween20中での5分間の洗浄ステップを3回繰り
返した後、ニトロセルロースシートを、同洗浄バッファーで1/500に希釈した適当なコン
ジュゲート(ヒツジ由来のビオチニル化抗マウスIg抗体、Amershamコード番号RPN1001)と
ともに穏やかに振盪しながら室温で1時間インキュベートする。膜を上記と同様に3回洗浄
し、前記洗浄バッファーで1/1000に希釈したストレプトアビジン-ペルオキシダーゼ複合
体(Amershamコード番号1051)を用いて攪拌しながら30分間インキュベートする。最後の洗
浄ステップを3回繰り返した後、30mgの4-クロロ-1-ナフトール(Sigma)、10mlのメタノー
ル、40mlのPBS、および30μlのH2O2を含む溶液50ml中で20分間インキュベートしている間
に予想外のことが発生する。蒸留水で数回膜を洗浄している間に染色が停止する。
【０１７３】
　図４および５に示した結果から、試験した全ての株が、予想された65～70kDあたりにバ
ンドを示し、そして55kDおよび90kdあたりに他の2つの主要なバンドを示すことがわかる
が、これは明らかにこのBASB029タンパク質（ポリマー、分解産物）に関連している。こ
のことは、BASB029タンパク質がおそらく全てではなくとも大部分のNmB株で発現されてい
るということを意味する。図４において、組換えBASB029タンパク質は4種のタンパク質、
予想された分子量65～70Kdaにおいて2つ、そして他に、非常に高い分子嵩（molecular he
ight）(＞200kDa)において2つ（これらはおそらく組換えBASBタンパク質の凝集物と思わ
れる）、として現れる。
【実施例４】
【０１７４】
回復期患者由来の血清における抗BASB029抗体の存在
　この試験では、回復期血清を精製組換えBASB029タンパク質の認識についてウェスタン



(33) JP 2010-166921 A 2010.8.5

10

20

30

40

50

ブロッティングで試験した。
【０１７５】
　大まかに説明すると、部分精製BASB029NmBタンパク質5μgを電気泳動のためにSDS-PAGE
勾配ゲル(4～20％、Novex、コード番号EC60252)に加える。タンパク質を、Bio-rad トラ
ンスブロットシステム(コード番号170-3930)を用いて100ボルトで1時間かけてニトロセル
ロースシート(0.45μm、Bio-radコード番号162-0114)に移す。その後、フィルターを室温
にて一晩かけてPBS-0.05％Tween20でブロックした後、ヒト血清とともにインキュベート
する。これらの血清をPBS-0.05％Tween20で100倍に希釈し、ニトロセルロースシート上で
ミニブロッターシステム(Miniprotean, Bio-radコード番号170-4017)を用いて室温で穏や
かに振盪しながら2時間インキュベートする。PBS-0.05％Tween20中での5分間の洗浄ステ
ップを3回繰り返した後、ニトロセルロースシートを、同洗浄バッファーで1/500に希釈し
た適当なコンジュゲート(ヒツジ由来のビオチニル化抗ヒトIg抗体、Amershamコード番号R
PN1003)とともに穏やかに振盪しながら室温で1時間インキュベートする。膜は上記と同様
に3回洗浄し、前記洗浄バッファーで1/1000に希釈したストレプトアビジン-ペルオキシダ
ーゼ複合体(Amershamコード番号1051)を用いて攪拌しながら30分間インキュベートする。
最後の洗浄ステップを3回繰り返した後、30mgの4-クロロ-1-ナフトール(Sigma)、10mlの
メタノール、40mlの超純水、および30μlのH2O2を含む溶液50ml中で20分間インキュベー
トしている間に予想外のことが発生する。蒸留水で数回膜を洗浄している間に染色が停止
する。
【０１７６】
　図６および７に示した結果から、7個全ての回復期血清が65～70kDa付近のrec.BASB029
タンパク質と反応し、上の方の2つのバンド（＞200kDa）もまたそれらの大部分により認
識される(ただし、それらのいくつかは反応が弱い)。高分子量のタンパク質に対する反応
性により、これらの2つのバンドが明らかにBASB029タンパク質と関連していることが証明
され、該タンパク質はおそらく凝集形態で存在するのだろう。図６および７のパートAで
は、これら4つのバンドに対する同様の反応が免疫感作されたマウス血清で見られる。こ
のことは、これら4つのバンドがすべて組換えBASB029タンパク質に関連していることを明
らかに裏付けている。陰性マウス血清は、図７にも示されるように組換えタンパク質とは
反応しない。
【０１７７】
寄託物
　ナイセリア・メニンギチジス(Neisseria meningitidis)B血清群株を含む寄託物(deposi
t)をAmerican Type Culture Collection(「ATCC」)に1997年6月22日に寄託し、寄託番号1
3090を得た。この寄託物は、ナイセリア・メニンギチジス(Neisseria meningitidis)(Alb
rechtおよびGhon)と記載されており、ナイセリア・メニンギチジス(Neisseria meningiti
dis)分離株から構築した、凍結乾燥した1.5～2.9kbのインサートライブラリーである。こ
の寄託物は、Int. Bull. Bacteriol. Nomencl. Taxon. 8:1-15(1958)に記載されている。
【０１７８】
　ナイセリア・メニンギチジス(Neisseria meningitidis)株の寄託物は、本明細書では「
寄託株」または「寄託株のDNA」と称する。
【０１７９】
　寄託株は、完全長BASB029遺伝子を含む。万一本明細書の配列の記述と矛盾する場合、
寄託株に含まれるポリヌクレオチドの配列、ならびにそれによってコードされる任意のポ
リペプチドのアミノ酸配列が優先される。
【０１８０】
　寄託株の寄託は、特許手続上の微生物の寄託の国際的承認に関するブダペスト条約の条
項に基いてなされたものである。この株は、変更できず、特許発行の際には無制限または
無条件に一般に公開される。寄託株は、単に当業者の便宜のために提供されるものであり
、寄託が米国特許法第112条で要求されるような実施可能要件を満たす上で必要であると
いうことを容認するものではない。
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BASB029ポリヌクレオチドおよびポリペプチド配列
配列番号１
ナイセリア・メニンギチジス(Neisseria meningitidis)BASB029ポリヌクレオチド配列
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【０１８２】
配列番号２
配列番号１のポリヌクレオチド配列から推定されたナイセリア・メニンギチジス(Neisser
ia meningitidis)BASB029ポリペプチド配列

【０１８３】
配列番号３
H44/76株由来のナイセリア・メニンギチジス(Neisseria meningitidis)BASB029ポリヌク
レオチド配列
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【０１８４】
配列番号４
配列番号３のポリヌクレオチド配列から推定されたナイセリア・メニンギチジス(Neisser
ia meningitidis)BASB029ポリペプチド配列

【０１８５】
配列番号５

【０１８６】
配列番号６

【受託番号】
【０１８７】
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　ATCC 13090

【図１－１】 【図１－２】
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【図１－３】 【図１－４】

【図１－５】 【図２－１】
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【図２－２】 【図３】

【図４】 【図５】



(40) JP 2010-166921 A 2010.8.5

【図６】 【図７】

【配列表】
2010166921000001.app
【手続補正書】
【提出日】平成22年3月31日(2010.3.31)
【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
　配列番号２および配列番号４からなる群より選択されるアミノ酸配列に対して、それぞ
れその配列番号２または配列番号４の全長にわたって少なくとも85％の同一性を有するア
ミノ酸配列を含んでなる、単離された免疫原性ポリペプチド。
【請求項２】
　アミノ酸配列が配列番号２および配列番号４からなる群より選択されるアミノ酸配列に
対して、それぞれその配列番号２または配列番号４の全長にわたって少なくとも95％の同
一性を有する、請求項１に記載の単離されたポリペプチド。
【請求項３】
　配列番号２および配列番号４からなる群より選択されるアミノ酸配列を含んでなる、請
求項１に記載のポリペプチド。
【請求項４】
　配列番号２または配列番号４からなる群より選択されるアミノ酸配列を有する単離され
たポリペプチド。
【請求項５】
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　請求項１～４のいずれか１項に記載のポリペプチドの免疫原性断片であって、該免疫原
性断片の免疫原性活性が配列番号２または配列番号４のポリペプチドのものと実質的に同
一である、上記断片。
【請求項６】
　さらに大きな融合タンパク質の一部分である、請求項１～５のいずれか１項に記載のポ
リペプチド。
【請求項７】
　請求項１～６のいずれか１項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。
【請求項８】
　配列番号２または４のアミノ酸配列に対して、それぞれその配列番号２または４の全長
にわたって少なくとも85％の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
を含んでなる単離されたポリヌクレオチド、またはその単離されたポリヌクレオチドに相
補的なヌクレオチド配列を含んでなる単離されたポリヌクレオチド。
【請求項９】
　配列番号２または４のポリペプチドをコードするヌクレオチド配列に対して、そのコー
ド領域全体にわたって少なくとも85％の同一性を有するヌクレオチド配列を含んでなる単
離されたポリヌクレオチド、またはその単離されたポリヌクレオチドに相補的なヌクレオ
チド配列を含んでなる単離されたポリヌクレオチド。
【請求項１０】
　配列番号１または３のヌクレオチド配列に対して、それぞれその配列番号１または３の
全長にわたって少なくとも85％の同一性を有するヌクレオチド配列を含んでなる単離され
たポリヌクレオチド、またはその単離されたポリヌクレオチドに相補的なヌクレオチド配
列を含んでなる単離されたポリヌクレオチド。
【請求項１１】
　同一性が配列番号１または３に対して少なくとも95％である、請求項７～１０のいずれ
か１項に記載の単離されたポリヌクレオチド。
【請求項１２】
　配列番号２または配列番号４のポリペプチドをコードするヌクレオチド配列を含んでな
る単離されたポリヌクレオチド。
【請求項１３】
　配列番号１または配列番号３のポリヌクレオチドを含んでなる単離されたポリヌクレオ
チド。
【請求項１４】
　ストリンジェントなハイブリダイゼーション条件下で、配列番号１もしくは配列番号３
またはその断片の配列を有する標識プローブを用いて適当なライブラリーをスクリーニン
グすることによって得られる配列番号２または配列番号４のポリペプチドをコードするヌ
クレオチド配列を含んでなる、単離されたポリヌクレオチド。
【請求項１５】
　請求項７～１４のいずれか１項に記載の単離されたポリヌクレオチドを含む、発現ベク
ターまたは組換え生存微生物。
【請求項１６】
　請求項１５に記載の発現ベクターを含む宿主細胞、または配列番号２および配列番号４
からなる群より選択されるアミノ酸配列に対して少なくとも85％の同一性を有するアミノ
酸配列を含んでなる単離されたポリペプチドを発現している該宿主細胞の細胞下画分もし
くは膜。
【請求項１７】
　請求項１～６のいずれか１項に記載のポリペプチドの生産方法であって、請求項１６に
記載の宿主細胞を該ポリペプチドを産生させるのに十分な条件下で培養し、その培養培地
から該ポリペプチドを回収することを含んでなる、上記方法。
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【請求項１８】
　請求項７～１４のいずれか１項に記載のポリヌクレオチドの発現方法であって、宿主細
胞を該ポリヌクレオチドの少なくとも１つを含む発現ベクターで形質転換し、該宿主細胞
を該ポリヌクレオチドのいずれか１つを発現させるのに十分な条件下で培養することを含
む、上記発現方法。
【請求項１９】
　有効量の請求項１～６のいずれか１項に記載のポリペプチドおよび製薬上許容される担
体を含むワクチン組成物。
【請求項２０】
　有効量の請求項７～１４のいずれか１項に記載のポリヌクレオチドおよび製薬上有効な
担体を含むワクチン組成物。
【請求項２１】
　少なくとも１種の他のナイセリア・メニンギチジス(Neisseria meningitidis)抗原を含
む、請求項１９または２０に記載のワクチン組成物。
【請求項２２】
　請求項１～６のいずれか１項に記載のポリペプチドまたは免疫学的断片に対して免疫特
異的な抗体。
【請求項２３】
　ナイセリア・メニンギチジス(Neisseria meningitidis)に感染した疑いのある動物由来
の生物学的サンプル中に存在する、請求項１～６のいずれか１項に記載のポリペプチドま
たは該ポリペプチドに対して免疫特異的な抗体を同定することを含む、ナイセリア・メニ
ンギチジス(Neisseria meningitidis)感染の診断方法。
【請求項２４】
　動物において免疫応答を生起させるのに使用する薬剤の調製における、免疫学的に有効
な量の請求項１～６のいずれか１項に記載のポリペプチドを含む組成物の使用。
【請求項２５】
　動物において免疫応答を生起させるのに使用する薬剤の調製における、免疫学的に有効
な量の請求項７～１４のいずれか１項に記載のポリヌクレオチドを含む組成物の使用。
【請求項２６】
　請求項１～６のいずれか１項に記載のポリペプチドに対抗して誘導された少なくとも１
種の抗体および適当な製薬学的担体を含む、ナイセリア・メニンギチジス(Neisseria men
ingitidis)を有するヒトの治療に有用な治療用組成物。
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摘要(译)

要解决的问题：提供针对脑膜炎奈瑟氏球菌感染和感染诊断检测的疫
苗。 解决方案：编码BASB 029多肽和BASB 029多肽的多核苷酸，通过
重组方法产生这种多肽的方法，这种多肽和多核苷酸在诊断，预防和治
疗中的用途。 【选择图】无
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