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(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】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、並びに当該遺伝子及び該遺伝子によってコードされるタンパク質のブタ赤痢
の治療及び診断用途への提供。
【解決手段】ブタ赤痢の原因菌であるブラキスピラ・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、当該遺伝子及び該遺伝子によってコードされ
るタンパク質の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。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　配列番号５９の配列を含むポリヌクレオチド。
【請求項２】
　請求項１に記載のポリヌクレオチドを含むプラスミド。
【請求項３】
　発現ベクターである、請求項２に記載のプラスミド。
【請求項４】
　請求項２に記載のプラスミドを含む細胞。
【請求項５】
　請求項３に記載のプラスミドを含む細胞。
【請求項６】
　請求項３に記載のプラスミドを含む免疫原性組成物。
【請求項７】
　請求項３に記載のプラスミドを含む、ブラキスピラ・ヒオディセンテリアの治療又は予
防のためのワクチン組成物。
【請求項８】
　請求項４に記載の細胞を含む、ブラキスピラ・ヒオディセンテリアの治療又は予防のた
めのワクチン組成物。
【請求項９】
　請求項１に記載のポリヌクレオチドと少なくとも７０％同一である配列を含むＤＮＡ分
子。
【請求項１０】
　請求項９に記載のＤＮＡ分子を含むプラスミド。
【請求項１１】
　請求項１に記載のポリヌクレオチドと少なくとも８０％同一である、請求項９に記載の
ＤＮＡ分子。
【請求項１２】
　請求項１１に記載のＤＮＡ分子を含むプラスミド。
【請求項１３】
　請求項１に記載のポリヌクレオチドと少なくとも９０％同一である、請求項９に記載の
ＤＮＡ分子。
【請求項１４】
　請求項１３に記載のＤＮＡ分子を含むプラスミド。
【請求項１５】
　配列番号６０の配列を含むポリペプチド。
【請求項１６】
　請求項１５に記載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。
【請求項１７】
　請求項１６に記載のポリヌクレオチドを含むプラスミド。
【請求項１８】
　発現ベクターである、請求項１７に記載のプラスミド。
【請求項１９】
　請求項１７に記載のプラスミドを含む細胞。
【請求項２０】
　請求項１９に記載の細胞を含む免疫原性組成物。
【請求項２１】
　請求項１５に記載のポリペプチドと少なくとも７０％同一である配列を含むタンパク質
。
【請求項２２】
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　請求項１５に記載のポリペプチドと少なくとも８０％同一である、請求項２１に記載の
タンパク質。
【請求項２３】
　請求項１５に記載のポリペプチドと少なくとも９０％同一である、請求項２２に記載の
タンパク質。
【請求項２４】
　請求項２３に記載のタンパク質を含む免疫原性組成物。
【請求項２５】
　請求項１５に記載のポリペプチドを含む免疫原性組成物。
【請求項２６】
　請求項１５に記載のポリペプチドを含む、ブラキスピラ・ヒオディセンテリアの治療又
は予防のためのワクチン組成物。
【請求項２７】
　請求項１５に記載のポリペプチドと結合するモノクローナル抗体。
【請求項２８】
　請求項２７に記載のモノクローナル抗体を含む、動物におけるブラキスピラ・ヒオディ
センテリアの存在を診断するためのキット。
【請求項２９】
　請求項１５に記載のポリペプチドを含む、動物におけるブラキスピラ・ヒオディセンテ
リアの存在を診断するためのキット。
【請求項３０】
　請求項１に記載のポリヌクレオチドを含む、動物におけるブラキスピラ・ヒオディセン
テリアの存在を診断するためのキット。
【請求項３１】
　動物（ヒトを除く）においてブラキスピラ・ヒオディセンテリアに対する免疫応答を生
じさせる方法であって、請求項２４に記載の免疫原性組成物を前記動物に投与することを
含む方法。
【請求項３２】
　動物（ヒトを除く）においてブラキスピラ・ヒオディセンテリアに対する免疫応答を生
じさせる方法であって、請求項２５に記載の免疫原性組成物を前記動物に投与することを
含む方法。
【請求項３３】
　動物（ヒトを除く）においてブラキスピラ・ヒオディセンテリアに対する免疫応答を生
じさせる方法であって、請求項６に記載の免疫原性組成物を前記動物に投与することを含
む方法。
【請求項３４】
　動物（ヒトを除く）においてブラキスピラ・ヒオディセンテリアに対する免疫応答を生
じさせる方法であって、請求項２０に記載の免疫原性組成物を前記動物に投与することを
含む方法。
【請求項３５】
　ブラキスピラ・ヒオディセンテリアに起因する疾患の治療又は予防を前記治療を必要と
する動物（ヒトを除く）において行う方法であって、請求項７に記載のワクチン組成物の
治療有効量を前記動物に投与することを含む方法。
【請求項３６】
　ブラキスピラ・ヒオディセンテリアに起因する疾患の治療又は予防を前記治療を必要と
する動物（ヒトを除く）において行う方法であって、請求項８に記載のワクチン組成物の
治療有効量を前記動物に投与することを含む方法。
【請求項３７】
　ブラキスピラ・ヒオディセンテリアに起因する疾患の治療又は予防を前記治療を必要と
する動物（ヒトを除く）において行う方法であって、請求項２６に記載のワクチン組成物
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の治療有効量を前記動物に投与することを含む方法。
【請求項３８】
　動物においてブラキスピラ・ヒオディセンテリアに対する免疫応答を生じさせるための
薬剤を調製するための請求項２３に記載のタンパク質の使用。
【請求項３９】
　動物においてブラキスピラ・ヒオディセンテリアに対する免疫応答を生じさせるための
薬剤を調製するための請求項１５に記載のポリペプチドの使用。
【請求項４０】
　動物においてブラキスピラ・ヒオディセンテリアに対する免疫応答を生じさせるための
薬剤を調製するための請求項３に記載のプラスミドの使用。
【請求項４１】
　動物においてブラキスピラ・ヒオディセンテリアに対する免疫応答を生じさせるための
薬剤を調製するための請求項１９に記載の細胞の使用。
【請求項４２】
　ブラキスピラ・ヒオディセンテリアに起因する疾患の治療又は予防を前記治療を必要と
する動物において行うための薬剤を調製するための請求項３に記載のプラスミドの使用。
【請求項４３】
　ブラキスピラ・ヒオディセンテリアに起因する疾患の治療又は予防を前記治療を必要と
する動物において行うための薬剤を調製するための請求項４に記載の細胞の使用。
【請求項４４】
　ブラキスピラ・ヒオディセンテリアに起因する疾患の治療又は予防を前記治療を必要と
する動物において行うための薬剤を調製するための請求項１５に記載のポリペプチドの使
用。
【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．スアナティナ（suanatina）やＢ．インターメディア（intermedia）、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。
【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物質として特定され、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、感染ブタや他のリザーバー宿主（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。
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【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
ブタ赤痢の制御を妨げている。
【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リエントリーを防止す
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
べき場合には、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、効果的な制御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、偏好性の栄養的
要求があることや、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た
めに混乱を招くことが挙げられる。個々の罹患ブタの診断は、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、群れや個々のブタレベ
ルでＢ．ヒオディセンテリア感染を検出することが可能な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
誘導され、ブタ赤痢から回復したブタは再感染から保護される。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が、その理由としては、
群れ基準での保護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保護
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の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、その製品が十分に明確であり（登録目的には必



(6) JP 2014-87340 A 2014.5.15

10

20

30

40

50

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、送達系及び経路や投与速度、アジュバントの選択等の他のより下流の問題にも関係し
ていると思われる（非特許文献１）。ワクチン接種に用いた部分保護的組換え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Ｂｈｌｐ２
９．７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
チャレンジした結果、非ワクチン接種の対照ブタの内で発症したのは５０～７０％であっ
たのに対し、ワクチン接種のブタの内で発症したのは１７～４０％であった。Ｂｈｌｐ２
９．７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できるであろう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を用いて弾道的ワクチン接種（ballisti
c 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保護的特性を確認した。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、Ｄ
ＮＡ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。Ｄ
ＮＡ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保護は得られなかった。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
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保護、Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ １０
２：９７～１０９
【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】
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【００１０】
　本発明の目的は、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提供することである。本発明の更なる目的は、この新規遺伝子及
び該遺伝子によってコードされるタンパク質を治療及び診断的目的に用いることができる
ことである。Ｂ．ヒオディセンテリアに対するワクチンにおいて、更には、Ｂ．ヒオディ
センテリア感染症の診断において該遺伝子及び／又は該タンパク質を用いることができる
。
【課題を解決するための手段】
【００１１】
　本発明の目的は、配列番号１、３、５、７、９、１１、１３、１５、１７、１９、２１
、２３、２５、２７、２９、３１、３３、３５、３７、３９、４１、４３、４５、４７、
４９、５１、５３、５５、５７、５９、６１、６３及び６５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遺伝子を提供することである。また、本発明の目
的は、配列番号１、３、５、７、９、１１、１３、１５、１７、１９、２１、２３、２５
、２７、２９、３１、３３、３５、３７、３９、４１、４３、４５、４７、４９、５１、
５３、５５、５７、５９、６１、６３及び６５と同一であり、％同一性が少なくとも９５
％、９０％、８５％、８０％、７５％及び７０％（即ち、１００～７０のあらゆる整数）
であり得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１、３、
５、７、９、１１、１３、１５、１７、１９、２１、２３、２５、２７、２９、３１、３
３、３５、３７、３９、４１、４３、４５、４７、４９、５１、５３、５５、５７、５９
、６１、６３及び６５のヌクレオチド配列と、該配列と少なくとも９５％、９０％、８５
％、８０％、７５％及び７０％（即ち、１００～７０のあらゆる整数）同一である配列と
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、２３、２５、２７、２９、３
１、３３、３５、３７、３９、４１、４３、４５、４７、４９、５１、５３、５５、５７
、５９、６１、６３及び６５のヌクレオチド配列と、該配列と少なくとも９５％、９０％
、８５％、８０％、７５％及び７０％（即ち、１００～７０のあらゆる整数）同一である
配列とを有するＤＮＡを含む診断アッセイを包含する。
【００１２】
　また、本発明の目的は、配列番号１、３、５、７、９、１１、１３、１５、１７、１９
、２１、２３、２５、２７、２９、３１、３３、３５、３７、３９、４１、４３、４５、
４７、４９、５１、５３、５５、５７、５９、６１、６３及び６５の配列を有するＤＮＡ
を含むプラスミドを提供することと、配列番号１、３、５、７、９、１１、１３、１５、
１７、１９、２１、２３、２５、２７、２９、３１、３３、３５、３７、３９、４１、４
３、４５、４７、４９、５１、５３、５５、５７、５９、６１、６３及び６５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を提供することと、配列番号１、３、
５、７、９、１１、１３、１５、１７、１９、２１、２３、２５、２７、２９、３１、３
３、３５、３７、３９、４１、４３、４５、４７、４９、５１、５３、５５、５７、５９
、６１、６３及び６５の配列を有するＤＮＡを含むプラスミドを含む細胞を提供すること
である。
【００１３】
　本発明の目的は、配列番号２、４、６、８、１０、１２、１４、１６、１８、２０、２
２、２４、２６、２８、３０、３２、３４、３６、３８、４０、４２、４４、４６、４８
、５０、５２、５４、５６、５８、６０、６２、６４及び６６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を提供することである。本発明の他の目
的は、配列番号２、４、６、８、１０、１２、１４、１６、１８、２０、２２、２４、２
６、２８、３０、３２、３４、３６、３８、４０、４２、４４、４６、４８、５０、５２
、５４、５６、５８、６０、６２、６４及び６６に含まれる配列と少なくとも９５％、９
０％、８５％、８０％、７５％及び７０％（即ち、１００～７０のあらゆる整数）相同で
あるタンパク質を提供することである。また、本発明の目的は、配列番号２、４、６、８
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、１０、１２、１４、１６、１８、２０、２２、２４、２６、２８、３０、３２、３４、
３６、３８、４０、４２、４４、４６、４８、５０、５２、５４、５６、５８、６０、６
２、６４及び６６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、３２、３４、３６、３８、４
０、４２、４４、４６、４８、５０、５２、５４、５６、５８、６０、６２、６４及び６
６に含まれる配列と少なくとも９５％、９０％、８５％、８０％、７５％及び７０％（即
ち、１００～７０のあらゆる整数）相同であるアミノ酸配列を有するタンパク質をワクチ
ン又は免疫原性組成物が含むことである。本発明の更なる態様は、配列番号２、４、６、
８、１０、１２、１４、１６、１８、２０、２２、２４、２６、２８、３０、３２、３４
、３６、３８、４０、４２、４４、４６、４８、５０、５２、５４、５６、５８、６０、
６２、６４及び６６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、３２、３４、３６、３８、４０、４
２、４４、４６、４８、５０、５２、５４、５６、５８、６０、６２、６４及び６６に含
まれる配列と少なくとも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。
【００１４】
　本発明の他の様相は、配列番号２、４、６、８、１０、１２、１４、１６、１８、２０
、２２、２４、２６、２８、３０、３２、３４、３６、３８、４０、４２、４４、４６、
４８、５０、５２、５４、５６、５８、６０、６２、６４及び６６に含まれるアミノ酸配
列を有するタンパク質をコードし、更に、配列番号２、４、６、８、１０、１２、１４、
１６、１８、２０、２２、２４、２６、２８、３０、３２、３４、３６、３８、４０、４
２、４４、４６、４８、５０、５２、５４、５６、５８、６０、６２、６４及び６６に含
まれる配列と少なくとも９５％、９０％、８５％、８０％、７５％及び７０％（即ち、１
００～７０のあらゆる整数）相同であるアミノ酸配列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、３２、３４、３６、３８、４０、４２、
４４、４６、４８、５０、５２、５４、５６、５８、６０、６２、６４及び６６に含まれ
るアミノ酸配列を有するタンパク質をコードし、更に、配列番号２、４、６、８、１０、
１２、１４、１６、１８、２０、２２、２４、２６、２８、３０、３２、３４、３６、３
８、４０、４２、４４、４６、４８、５０、５２、５４、５６、５８、６０、６２、６４
及び６６に含まれる配列と少なくとも９５％、９０％、８５％、８０％、７５％及び７０
％（即ち、１００～７０のあらゆる整数）相同であるアミノ酸配列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。
【００１５】
　本発明は、配列番号２、４、６、８、１０、１２、１４、１６、１８、２０、２２、２
４、２６、２８、３０、３２、３４、３６、３８、４０、４２、４４、４６、４８、５０
、５２、５４、５６、５８、６０、６２、６４及び６６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、３２、３４、３６、３８、４０、４２、４４、
４６、４８、５０、５２、５４、５６、５８、６０、６２、６４及び６６に含まれる配列
と少なくとも９５％、９０％、８５％、８０％、７５％及び７０％（即ち、１００～７０
のあらゆる整数）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、３２、３４、３６、３８、４０、４２、４４、４６、４８、５０、５２、５４、５
６、５８、６０、６２、６４及び６６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、２
４、２６、２８、３０、３２、３４、３６、３８、４０、４２、４４、４６、４８、５０
、５２、５４、５６、５８、６０、６２、６４及び６６に含まれる配列と少なくとも９５
％、９０％、８５％、８０％、７５％及び７０％（即ち、１００～７０のあらゆる整数）
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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。動物としてはいずれの哺乳動物や鳥も好ましく、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。
【００１６】
　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、３１、３３、３５、３７、３９、４１、４３、４５、４７、
４９、５１、５３、５５、５７、５９、６１、６３及び６５に記載の一以上のヌクレオチ
ド配列、又は該配列と少なくとも９５％、９０％、８５％、８０％、７５％及び７０％（
即ち、１００～７０のあらゆる整数）同一である配列を含む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、３２、３４、３６、３８、４０、４２、４４、４
６、４８、５０、５２、５４、５６、５８、６０、６２、６４及び６６に含まれるアミノ
酸配列、又は該配列と少なくとも９５％、９０％、８５％、８０％、７５％及び７０％（
即ち、１００～７０のあらゆる整数）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。動物としてはいずれの哺乳動物や鳥も好ましく、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。
【００１７】
　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、３１、３３、３５、３７、３９、４１、４３、４５、４７、
４９、５１、５３、５５、５７、５９、６１、６３及び６５に記載の一以上のヌクレオチ
ド配列、又は該配列と少なくとも９５％、９０％、８５％、８０％、７５％及び７０％（
即ち、１００～７０のあらゆる整数）同一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、２４、２６、２
８、３０、３２、３４、３６、３８、４０、４２、４４、４６、４８、５０、５２、５４
、５６、５８、６０、６２、６４及び６６に含まれるアミノ酸配列、又は該配列と少なく
とも９５％、９０％、８５％、８０％、７５％及び７０％（即ち、１００～７０のあらゆ
る整数）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。動物としてはいず
れの哺乳動物や鳥も好ましく、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。
【発明を実施するための形態】
【００１８】
　本明細書においては、冠詞「一の（a又はan）」は、該冠詞の文法上の目的語が１個又
は１個より多い（即ち、少なくとも１個である）ことを意味する。例を挙げると、「an e
lement」とは１個の要素又は１個を超える要素を意味する。
【００１９】
　「アミノ酸」とは、天然にせよ合成にせよ、アミノ機能性及び酸機能性の両方を有し、
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、その類似体や誘導体、同類物、種々の
側鎖を有するアミノ酸類似体、また、上述のいずれかの全ての立体異性体が挙げられる。
【００２０】
　動物はいずれの哺乳動物でも鳥でもよい。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
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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。
【００２１】
　「保存残基」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、あるグループ内のアミノ酸が互いに優先的に交換され、従っ
て、全体的なタンパク質構造に対する影響において互いに最も類似する場合に、アミノ酸
のグループを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、
Ｔｙｒ及びＴｒｐを含む芳香族グループ、（ｉｖ）Ｈｉｓ及びＴｒｐを含む窒素環グルー
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、
Ａｌａ、Ｇｌｕ、Ｇｌｎ及びＰｒｏを含む小型残基グループ、（ｖｉｉｉ）Ｖａｌ、Ｌｅ
ｕ、Ｄｅ、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。
【００２２】
　「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用
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。
【００２３】
　「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、或いは該ポリペプチドの
ある組合せを意味するが、単離ポリペプチドは、（１）天然で通常見出されるタンパク質
とは無関係であるか、（２）それが通常存在する細胞から分離されるか、（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。単離ポリペプチドが存在することは可能であるが、精
製ポリペプチドとしては見なされない。
【００２４】
　「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ろうと、合成由来のものであろうと、（１）「単離
核酸」が天然において見出されない細胞とは無関係であるか、又は（２）天然において連
結していないポリヌクレオチドと作用可能に連結されるポリヌクレオチドを意味する。単
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離ポリヌクレオチドが存在することは可能であるが、精製ポリヌクレオチドとしては見な
されない。
【００２５】
　「核酸」及び「ポリヌクレオチド」とは、ヌクレオチドのポリマー形態を意味し、リボ
ヌクレオチド、デオキシリボヌクレオチド、又はいずれかのヌクレオチド種の修飾形態を
指す。これらの用語は、等価物として、ヌクレオチド類似体から得られるＲＮＡ又はＤＮ
Ａの類似体を包含し、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
るとも理解されたい。
【００２６】
　「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、本発明核酸配列；本発明核酸配
列と少なくとも６０％、７０％、８０％、９０％、９５％、９６％、９７％、９８％、９
９％（即ち、６０～１００のあらゆる整数）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
プチドと機能的に等価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％（
即ち、６０～１００のあらゆる整数）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
（即ち、６０～１００のあらゆる整数）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）；本発明核酸配列に由来すると共に進化的に関連す
る核酸；及び本発明の上述の及び他の核酸の全てについて、遺伝コードの縮重に起因する
ヌクレオチド配列やその補体の全部又は一部を含み得る。また、本発明の核酸は、本発明
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本発明核酸配列のバリアントも包含
する。
【００２７】
　２種の核酸領域間の関係について記載する際の「作用可能に連結」とは、該領域が所期
の通りに機能し得る関係にある並置を意味する。例えば、適切な分子（例えば、誘導剤や
ポリメラーゼ）をコード配列と「作用可能に連結」された制御配列に結合させる場合には
、制御配列に適合し得る条件下で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。
【００２８】
　「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
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、他の等価物、
バリアント及び類似体が挙げられる。
【００２９】
　「ポリペプチド断片」又は「断片」とは、参照ポリペプチドについて用いる場合には、
参照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、参照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、参照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。断片は参照ポ
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
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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、４
０、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
は免疫原性特性を有し得る。
【００３０】
　「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等価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は、本発明のアミノ酸配列の全て又は一
部を含むポリペプチドを含む；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％（即ち６０～１００のあらゆる整数）
相同であるアミノ酸配列；及びそれらの機能的断片が挙げられる。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。
【００３１】
　また、治療又は予防有効性や安定性（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「機能等価物」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製造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することができる。
【００３２】
　例えば、単離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）が得ら
れる分子の生物学的活性に大きな影響を及ぼさないであろうと予想することは理にかなっ
ている。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生じさせ得ることを評価することによっ
て容易に確認することができる。一を超える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。
【００３３】
　「精製する」とは、主に存在する種である目的種（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）を得ることを意味する。「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は用いず、溶解又は分散している種の
み（対象物を含む）を考慮に入れる。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％、９９％以上を占める
一種を有する。目的種を本質的に均質になる（即ち、混入物種が従来の検出方法では組成
物中で検出され得ない）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求めることができるが、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。
【００３４】
　「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技法によって製
造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製造する場合が挙げられる。
【００３５】
　「調節配列」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
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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
らが作用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。調節配列の例は、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わり得る。原核生物に
おいては、このような調節配列は一般に、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。「調節配列」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
、発現が意図された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
（又は他の調節配列）の制御下にある。また、該ポリヌクレオチドが、天然に存在するポ
リヌクレオチド形態の発現を制御する調節配列と同一又は異なる調節配列の制御下にあり
得ることも理解できるであろう。
【００３６】
　「配列相同性」とは、２種の核酸配列間の塩基マッチの割合、又は２種のアミノ酸配列
間のアミノ酸マッチの割合を意味する。配列相同性がパーセンテージで表される場合（例
えば、５０％）、パーセンテージは、所望の配列を他の配列と比較して得られる配列長さ
に亘るマッチの割合を示す。ギャップ（２種の配列の一方における）は、マッチングを最
大にするよう許容され、通常は１５塩基以下のギャップ長さが用いられ、より頻繁には６
塩基以下のギャップ長さが用いられ、更に頻繁には２塩基以下のギャップ長さが用いられ
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マッチした位置の数を得て、マッチ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を掛けて配列同一性のパーセンテー
ジを得ることによって算出する。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。
【００３７】
　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」
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細片と共に分画しな
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、親水性側
鎖を有するアミノ酸残基を配列において増やす）、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。
【００３８】
　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
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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。
【００３９】
　「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
酸配列同一性は、少なくとも３０％、４０％、５０％、６０％、７０％、８０％、８５％
、９０％、９５％、９８％、９９％又はそれ以上（即ち、３０～１００のあらゆる整数）
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
イゼーション手続き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。
【００４０】
　「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が決まり、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。
【００４１】
　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。
【００４２】
　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
ることより高度な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＃ｂｐ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。
【００４３】
　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
響を及ぼす他の剤を含めることもでき、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
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上昇する。
【００４４】
　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
うことができるが、これは同一又は異なる塩分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
６５℃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。
【００４５】
　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。
【００４６】
　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。
【００４７】
　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」、Ｅｌｓｅ
ｖｉｅｒ、ニューヨーク；ティバニェンダ（Tibanyenda），Ｎ．ら、Ｅｕｒ．Ｊ．Ｂｉｏ
ｃｈｅｍ．１３９：１９（１９８４）及びエベル（Ebel），Ｓ．ら、Ｂｉｏｃｈｅｍ．３
１：１２０８３（１９９２）を参照のこと。
【００４８】
　「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
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。作用的に連結された（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、本発明は、等価な機能を有し、この後当
該技術分野で知られるようになる発現ベクターの他の形態を包含することを意図する。
【００４９】
　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
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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は互いに
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。
【００５０】
　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種の調
節配列に作用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因子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。
【００５１】
　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
のメカニズムによって行うことができる。
【００５２】
　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
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，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。
【００５３】
　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することができる。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５，２８
３，１９１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。
【００５４】
　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）。
【００５５】
　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、それは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。
【００５６】
　本発明は更に、本発明のポリペプチドを製造する方法に関する。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。
【００５７】
　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
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。
【００５８】
　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タンパク質の組換え体を製造することがで
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））にトラン
スフォーム又はトランスフェクトすることは標準的な手続きである。類似の手続き又はそ
の変形を用い、微生物手段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。
【００５９】
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　本発明のポリペプチドの発現に適したベクターとしては、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はよく知られてい
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 Ｈａｒｂ
ｏｒ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ Ｐｒｅｓｓ、１９８９）第１６章及び１７章を参照のこと。
【００６０】
　対象となる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ｍ
ｙｃ、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、ＦＬＡ
Ｇ、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。
【００６１】
　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
スを製造することができる。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製造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）。
【００６２】
　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
ンパク質として製造することができる。このようなＧＳＴ融合タンパク質を用い、例えば
、グルタチオン誘導体化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は、Ｎ
ｉ2+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り、発現融合タンパク質の精
製を可能とさせ得る。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、（１９８
７）Ｊ．Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ ４１１：１７７；及びジャンクネヒト（Janknec
ht）ら、ＰＮＡＳ ＵＳＡ８８：８９７２参照）。
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【００６３】
　融合遺伝子を製造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、連結用平滑末端又はねじれ型末端、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製造することができ
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、Ｊｏ
ｈｎ Ｗｉｌｅｙ＆Ｓｏｎｓ：１９９２参照）。
【００６４】
　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
。
【００６５】
　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。
【００６６】
　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。野生型に対する類似体、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。
【００６７】
　ポリペプチド（類似体、断片及び誘導体を含む）は、合成によって（例えば、固相又は
液相ペプチド合成のよく知られた技法を用いて）調製することができる。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、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
フィニティー精製によって）することができる。動物はいずれの哺乳動物でも鳥でもよい
。
【００６８】
　Ｂ．ヒオディセンテリアポリペプチド類似体としては、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。
【００６９】
　本発明によると、組換え又は化学的合成によって製造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似体（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製造することができる。
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【００７０】
　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。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製造するために用いる
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。
【００７１】
　「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。
【００７２】
　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。
【００７３】
　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。
【００７４】
　「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。
【００７５】
　「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
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
、抗原のみで一次チャレンジを行っても、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
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許容し得るのが好ましい。
【００７６】
　当該技術分野で公知の種々の手続きを用いて本発明のポリペプチドに対するポリクロー
ナル抗体を製造することができる。抗体の製造の際には、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。
【００７７】
　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製造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製造するための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
）によって製造することができる。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。
【００７８】
　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
抗体を製造することができる。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」を製造するために開発
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
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）の治療に用いるのは好ましい。
【００７９】
　本発明によると、一本鎖抗体製造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製造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。
【００８０】
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　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製造することがで
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Ｆａｂ
断片が挙げられるが、これらに限定されない。
【００８１】
　抗体の製造においては、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、製造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。
【００８２】
　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。
【００８３】
　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。
【００８４】
　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。
【００８５】
　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
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。
【００８６】
　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。
【００８７】
　このような手続きの内で特に有用な３手続きでは、検出可能ラベルで標識された本発明
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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。このような手続き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

*

【００８８】
　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」手続きである手続きＡは米国特許第３，６５４，０９０号及び第３，８
５０，７５２号に記載されている。手続きＢはよく知られた競合アッセイ技法の典型であ
る。手続きＣは「サンドイッチ」手続きであり、米国特許ＲＥ３１，００６及び第４，０
１６，０４３号に記載されている。「二重抗体」手続きや「ＤＡＳＰ」手続き等の更に他
の手続きも知られている。
【００８９】
　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。
【００９０】
　上述のことから、Ａｂ2の特性がＡｂ1と反応することであるというのは理解されよう。
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
Ａｂ1抗体と称する。
【００９１】
　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，
８５０，７５２号及び第４，０１６，０４３号を挙げることができる。
【００９２】
　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。
【００９３】
　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
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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。
【００９４】
　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。
【００９５】
　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。
【００９６】
　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。
【００９７】
　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。
【００９８】
　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。
【００９９】
　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
しい。
【０１００】
　得られた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
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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。
【０１０１】
　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。
【０１０２】
　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。
【０１０３】
　ＤＮＡ分子の固定ライブラリーを製造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、多くの先行技術方法では、例えば、固体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
ＤＮＡライブラリーを製造するのに用い得る技術である。また、米国特許第５，８３７，
８３２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。
【０１０４】
　或いは、固体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体基板
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
。
【０１０５】
　ライブラリー配列は通常、固体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。固体基板はポリペプ
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
体基板の例としては、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。
【０１０６】
　固体基板は、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
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て物理的に分離するのが望ましいこともあり得る。また、固体基板が通常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。
【０１０７】
　固体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。
【０１０８】
　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。
【０１０９】
　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、固体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体基板に結合しにくい場合があるた
め、固体基板（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
を用いて固体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）。
【０１１０】
　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。
【０１１１】
　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）が固定化された固体基板を提供する。
【０１１２】
　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．スアナティナ、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保護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誘導する。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保護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能性を有する。
【０１１３】
　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。
【０１１４】
　本明細書における「治療有効量」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
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。或いは、治療有効量とは、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。
【０１１５】
　「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 Ｓｃｉｅｎｃｅ
ｓ、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。
【０１１６】
　本発明のより具体的な形態においては、治療有効量の本明細書に記載のアミノ酸配列又
はその類似体、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、Ｔｗ
ｅｅｎ８０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、Ｍａｃｋ 
Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ Ｃｏ．、ペンシルバニア州イーストン１８０４２）、１４３５～
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。
【０１１７】
　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。
【０１１８】
　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。
【０１１９】
　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
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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。
【０１２０】
　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
覆核酸構築物の摂取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。このような剤の例としては、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製造する。
【０１２１】
　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製造することができる。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。
【０１２２】
　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．スアナティナ、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．スアナティナ、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。
【０１２３】
　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．スアナティナ、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）の存在を実証するための
検査キットには、次の要素を含有させ得る。
（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；
（ｂ）他の試薬類；
（ｃ）前記キットの使用指示書
【０１２４】
　より具体的には、診断用検査キットには、次のものを含有させ得る。
（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
（ｂ）必要に応じて他の試薬類
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（ｃ）前記検査キットの使用指示書
【０１２５】
　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
（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。
【０１２６】
　ゲノムライブラリーの調製
オーストラリアのＢ．ヒオディセンテリア（ＷＡ１株）のブタ隔離集団を用いてゲノムラ
イブラリーを調製する。この株は十分に特徴付けされており、ブタの実験的チャレンジ後
に病原性になることが分かっている。臭化セチルトリメチルアンモニウム（ＣＴＡＢ）法
を用いてゲノムＤＮＡライブラリーの調製に適した高品質の染色体ＤＮＡを調製する。Ｂ
．ヒオディセンテリアを１００ｍＬの嫌気性トリプチケースソイブロス培地中で生育させ
、細胞密度を１０9個（細胞）／ｍＬとする。細胞を４０００×ｇで１０分間回収し、細
胞ペレットを９．５ｍＬのＴＥバッファー中で再懸濁させる。ＳＤＳを最終濃度が０．５
％（ｗ／ｖ）となるまで添加し、１００μｇのプロテイナーゼＫを用いて細胞を３７℃で
１時間溶解させる。ＮａＣｌを最終濃度が０．７Ｍとなるまで添加し、１．５ｍＬのＣＴ
ＡＢ／ＮａＣｌ溶液（１０％ｗ／ｖ ＣＴＡＢ、０．７Ｍ ＮａＣｌ）を添加した後、溶液
を６５℃で２０分間インキュベートする。ライセートを等体積のクロロホルム／イソアミ
ルアルコールで抽出し、チューブを６０００×ｇで１０分間遠心分離して相分離を行う。
水相を新しいチューブに移し、０．６体積のイソプロパノールを添加して高分子量ＤＮＡ
を沈殿させる。沈殿したＤＮＡを鉤状ガラス棒を用いて回収し、１ｍＬの７０％（ｖ／ｖ
）エタノールを含有するチューブに移す。該チューブを１００００×ｇで遠心分離し、ペ
レット状ＤＮＡを４ｍＬのＴＥバッファー中で一晩再溶解させる。再溶解ＤＮＡ溶液を用
いて１．０５ｇ／ｍＬのＣｓＣｌと０．５ｍｇ／ｍＬの臭化エチジウムを含有する塩化セ
シウム勾配を調製する。該勾配を４ｍＬのシール可能な遠心チューブに移し、７００００
×ｇで一晩、１５℃で遠心分離する。分離したＤＮＡを紫外光下で可視化し、高分子量Ｄ
ＮＡを１５ｇ針を用いて勾配から回収する。ＣｓＣｌ飽和イソプロパノールを用いた逐次
抽出によって臭化エチジウムをＤＮＡから除去する。精製した染色体ＤＮＡを２ＬのＴＥ
バッファーに対して透析し、イソプロパノールで沈殿させる。ＧｅｎｅＭａｃｈｉｎｅｓ
 Ｈｙｄｒｏｓｈｅａｒ（ゲノミック・ソリューションズ、ミシガン州アンアーバー）を
用いて再懸濁ゲノムＤＮＡを剪断し、クレノウＤＮＡポリメラーゼを用いて剪断ＤＮＡを
埋めて、平滑末端断片を製造する。ＣｌｏｎｅＳｍａｒｔＤＮＡリガーゼを用いて、１０
０ｎｇの平滑末端ＤＮＡ断片を２５ｎｇのｐＳＭＡＲＴ ＶＣベクター（ルシジェン、ウ
ィスコンシン州ミドルトン）に連結させる。次いで、連結したＤＮＡを大腸菌エレクトロ
コンピテント細胞に電気穿孔する。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 ＶＣベクターとする
。
【０１２７】
　ゲノム配列決定
ゲノムライブラリーを得た後、ｐＳＭＡＲＴ ＶＣベクターを含有する個々の大腸菌クロ
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ーンを選択する。プラスミドＤＮＡを精製し、配列決定を行う。ｐＳＭＡＲＴ ＶＣベク
ターに特異的な順方向プライマーと逆方向プライマーを用いて、精製プラスミドをｐＳＭ
ＡＲＴ ＶＣベクターの自動化直接配列決定に付す。２００ｎｇのプラスミドＤＮＡ、２
ｐｍｏｌのプライマー及び４μＬのＡＢＩ ＰＲＩＳＭTM ＢｉｇＤｙｅ Ｔｅｒｍｉｎａ
ｔｏｒ Ｃｙｃｌｅ Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ Ｒｅａｄｙ Ｒｅａｃｔｉｏｎ Ｍｉｘ（ＰＥ
アプライド・バイオシステム社、カリフォルニア州フォスターシティ）から成る体積１０
μＬで各配列決定反応を行う。サイクリング条件は、９６℃で２分間の変性工程、次いで
９６℃で１０秒間の変性を２５サイクル、及び６０℃で４分間のプライマーアニーリング
と伸長の組合せ工程とする。８５ｍＭの酢酸ナトリウム（ｐＨ５．２）及び３ｍＭのＥＤ
ＴＡ（ｐＨ８）を含有する９５％（ｖ／ｖ）エタノールで沈殿させることによって配列決
定産物から残留ダイターミネーターを除去し、真空乾燥する。各プライマーを用いてプラ
スミドの配列決定を二重で行う。配列決定産物をＡＢＩ ３７３Ａ ＤＮＡシークエンサー
（ＰＥアプライド・バイオシステムズ）を用いて解析する。
【０１２８】
　アノテーション
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、データ解析上の品質保証手続きの一部として該配列を
解析及び再解析する。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
用いて予測する。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）について調べる。ＰＳＩ－ＢＬＡＳＴ
やＦＡＳＴＡ、ＭＯＴＩＦＳ、ＦＩＮＤＰＡＴＴＥＲＮＳ、ＰＨＤ、ＳＩＧＮＡＬＰ、Ｐ
ＳＯＲＴ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
認する。Ｉｎｔｅｒｐｒｏ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する。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、機能の割り当てを補助する。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
れる。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を調べ
て、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／又は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する。
【０１２９】
　バイオインフォマティクス結果
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９４．６％
（予測される３２００ｋｂの内３０２８．６ｋｂ）の配列が決定する。Ｂ．ヒオディセン
テリア配列は２９４個のコンティグ（平均コンティグサイズは１０．３ｋｂ）から成る。
Ｂ．ヒオディセンテリアの場合、２９４個のコンティグから２５９３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ＯＲＦ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、約７０％のＯＲＦが公的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る。予測ＯＲＦの残りの３０％は公知の同一性を
有しない。
【０１３０】
　ワクチン候補
ワクチン候補として試験されるであろうＯＲＦの数を削減するため、外表面タンパク質に
対して妥当な相同性（ｅ-15未満のＥ値）を示すＯＲＦ、分泌タンパク質、及び公的デー
タベースに存在する可能な病原性因子を潜在的なワクチン候補として選択する。ゲノムシ
ョットガン配列決定によって得られる２５９３個のＯＲＦの内の多くはこの試験をパスす
るが、その内の３３個の遺伝子の結果を本明細書に示す。表１－１、表１－２には、潜在
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－ＰＲＯＴデータベースから得た他の公知のアミノ酸配列との類似度を示す。注目される
のは、アミノ酸の％同一性が５８％を超えないのに対し、アミノ酸の％類似性（％相同性
）が７１％未満のままであり、このことからこれらのＯＲＦは独特であることが分かる。
【０１３１】
【表１－１】
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【表１－２】

【０１３２】
　ＮＡＶ－Ｈ５４のＤＮＡ及びアミノ酸配列はそれぞれ配列番号１及び２に見られる。Ｎ
ＡＶ－Ｈ５５のＤＮＡ及びアミノ酸配列はそれぞれ配列番号３及び４に見られる。ＮＡＶ
－Ｈ５６のＤＮＡ及びアミノ酸配列はそれぞれ配列番号５及び６に見られる。ＮＡＶ－Ｈ
５７のＤＮＡ及びアミノ酸配列はそれぞれ配列番号７及び８に見られる。ＮＡＶ－Ｈ５８
のＤＮＡ及びアミノ酸配列はそれぞれ配列番号９及び１０に見られる。ＮＡＶ－Ｈ５９の
ＤＮＡ及びアミノ酸配列はそれぞれ配列番号１１及び１２に見られる。ＮＡＶ－Ｈ６０の
ＤＮＡ及びアミノ酸配列はそれぞれ配列番号１３及び１４に見られる。ＮＡＶ－Ｈ６１の
ＤＮＡ及びアミノ酸配列はそれぞれ配列番号１５及び１６に見られる。ＮＡＶ－Ｈ６２の
ＤＮＡ及びアミノ酸配列はそれぞれ配列番号１７及び１８に見られる。ＮＡＶ－Ｈ６３の
ＤＮＡ及びアミノ酸配列はそれぞれ配列番号１９及び２０に見られる。ＮＡＶ－Ｈ６４の
ＤＮＡ及びアミノ酸配列はそれぞれ配列番号２１及び２２に見られる。ＮＡＶ－Ｈ６５の
ＤＮＡ及びアミノ酸配列はそれぞれ配列番号２３及び２４に見られる。ＮＡＶ－Ｈ６６の
ＤＮＡ及びアミノ酸配列はそれぞれ配列番号２５及び２６に見られる。ＮＡＶ－Ｈ６７の
ＤＮＡ及びアミノ酸配列はそれぞれ配列番号２７及び２８に見られる。ＮＡＶ－Ｈ６８の
ＤＮＡ及びアミノ酸配列はそれぞれ配列番号２９及び３０に見られる。ＮＡＶ－Ｈ６９の
ＤＮＡ及びアミノ酸配列はそれぞれ配列番号３１及び３２に見られる。ＮＡＶ－Ｈ７０の
ＤＮＡ及びアミノ酸配列はそれぞれ配列番号３３及び３４に見られる。ＮＡＶ－Ｈ７１の
ＤＮＡ及びアミノ酸配列はそれぞれ配列番号３５及び３６に見られる。ＮＡＶ－Ｈ７２の
ＤＮＡ及びアミノ酸配列はそれぞれ配列番号３７及び３８に見られる。ＮＡＶ－Ｈ７３の
ＤＮＡ及びアミノ酸配列はそれぞれ配列番号３９及び４０に見られる。ＮＡＶ－Ｈ７４の
ＤＮＡ及びアミノ酸配列はそれぞれ配列番号４１及び４２に見られる。
【０１３３】
　ＮＡＶ－Ｈ２２のＤＮＡ及びアミノ酸配列はそれぞれ配列番号４３及び４４に見られる
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。ＮＡＶ－Ｈ２３のＤＮＡ及びアミノ酸配列はそれぞれ配列番号４５及び４６に見られる
。ＮＡＶ－Ｈ２４のＤＮＡ及びアミノ酸配列はそれぞれ配列番号４７及び４８に見られる
。ＮＡＶ－Ｈ３０のＤＮＡ及びアミノ酸配列はそれぞれ配列番号４９及び５０に見られる
。ＮＡＶ－Ｈ３２のＤＮＡ及びアミノ酸配列はそれぞれ配列番号５１及び５２に見られる
。ＮＡＶ－Ｈ３３のＤＮＡ及びアミノ酸配列はそれぞれ配列番号５３及び５４に見られる
。ＮＡＶ－Ｈ３７のＤＮＡ及びアミノ酸配列はそれぞれ配列番号５５及び５６に見られる
。ＮＡＶ－Ｈ４０のＤＮＡ及びアミノ酸配列はそれぞれ配列番号５７及び５８に見られる
。ＮＡＶ－Ｈ４１のＤＮＡ及びアミノ酸配列はそれぞれ配列番号５９及び６０に見られる
。ＮＡＶ－Ｈ４３のＤＮＡ及びアミノ酸配列はそれぞれ配列番号６１及び６２に見られる
。ＮＡＶ－Ｈ４４のＤＮＡ及びアミノ酸配列はそれぞれ配列番号６３及び６４に見られる
。ＮＡＶ－Ｈ４５のＤＮＡ及びアミノ酸配列はそれぞれ配列番号６５及び６６に見られる
。
【０１３４】
　ワクチン候補として試験されるであろうＯＲＦの数を更に削減するため、インシリコ解
析によってスピロヘータの細胞質や内膜に局在すると予測される遺伝子産物を放棄する。
結果として、表１に示す３３個の遺伝子の内２１個を更に解析する。この２１個の遺伝子
としては、ＮＡＶ－Ｈ５８、ＮＡＶ－Ｈ６０、ＮＡＶ－Ｈ６２、ＮＡＶ－Ｈ６４、ＮＡＶ
－Ｈ６６、ＮＡＶ－Ｈ６７、ＮＡＶ－Ｈ６９、ＮＡＶ－Ｈ７１、ＮＡＶ－Ｈ７３、ＮＡＶ
－Ｈ２２、ＮＡＶ－Ｈ２３、ＮＡＶ－Ｈ２４、ＮＡＶ－Ｈ３０、ＮＡＶ－Ｈ３２、ＮＡＶ
－Ｈ３３、ＮＡＶ－Ｈ３７、ＮＡＶ－Ｈ４０、ＮＡＶ－Ｈ４１、ＮＡＶ－Ｈ４３、ＮＡＶ
－Ｈ４４及びＮＡＶ－Ｈ４５が挙げられる。
【０１３５】
　ポリメラーゼ連鎖反応（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する。Ｏｌｉｇｏ Ｅｘｐｌｏｒｅｒ １．２を用いて個々の
プライマーを設計し、融解温度が約５５～６０℃と推定されるプライマーセットを選択す
る。また、これらのプライマーセットの選択は、２００ｂｐを超えるＰＣＲ産物を製造す
るためにも行われる。中程度ストリンジェンシーのプライマーアニーリング温度（５０℃
）を選択して分布解析ＰＣＲを行う。この中程度ストリンジェンシー条件によって、プラ
イマー結合部位で生じる潜在的な少数のミスマッチ配列（株の差異に起因）がプライマー
結合に影響を及ぼすことはないであろう。２１個の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）に対して行う。ＰＣＲ解析は、Ｔａｑ ＤＮＡポリメラーゼ（バイオテック・イ
ンターナショナル、メリーランド州サーモント）を用いて全量２５μＬにて行う。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（アマシャム・ファルマシア・バイオテク、ニュー
ジャージー州ピスカタウェイ）、０．５μＭのプライマー対、及び１μＬの精製染色体鋳
型ＤＮＡから成る。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３５サイクル、５０℃で１５秒間のアニーリング、及び６８℃
で４分間のプライマー伸長とする。ＰＣＲ産物は、１×ＴＡＥバッファー（４０ｍＭのＴ
ｒｉｓ－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、ＵＶ光を用いて観察する。
【０１３６】
　（２１個の内の）１８個の遺伝子に用いたプライマーを表２に示す。これらの１８個の
遺伝子の内、３個（ＮＡＶ－Ｈ２３、ＮＡＶ－Ｈ４１及びＮＡＶ－Ｈ７１）は試験したＢ
．ヒオディセンテリア株の８３％に存在し、３個（ＮＡＶ－Ｈ２４、ＮＡＶ－Ｈ３０及び
ＮＡＶ－Ｈ７３）は試験した株の８７％に存在し、７個（ＮＡＶ－Ｈ２２、ＮＡＶ－Ｈ３
２、ＮＡＶ－Ｈ３３、ＮＡＶ－Ｈ３７、ＮＡＶ－Ｈ４３、ＮＡＶ－Ｈ６４及びＮＡＶ－Ｈ
６９）は試験した株の９１％に存在し、３個（ＮＡＶ－Ｈ４０、ＮＡＶ－Ｈ４４及びＮＡ
Ｖ－Ｈ４５）は試験した株の１００％に存在する。残りの３個の遺伝子は試験したＢ．ヒ



(34) JP 2014-87340 A 2014.5.15

10

20

30

40

50

オディセンテリア株の８０％未満に存在する。これらの遺伝子は分布が低いため、ワクチ
ンサブユニットとしてはあまり有用ではない。このため、これらの遺伝子の更なる解析は
断念した。
【０１３７】
【表２】

【０１３８】
　ｐＴｒｃＨｉｓプラスミドの抽出
ｐＴｒｃＨｉｓプラスミド（インビトロジェン、カリフォルニア州カールズバッド）を有
する大腸菌ＪＭ１０９クローンをグリセロールストックから、１００ｍｇ／Ｌのアンピシ
リンを追加したＬｕｒｉａ－Ｂｅｒｔａｎｉ（ＬＢ）寒天プレート上にストリークし、３
７℃で１６時間インキュベートする。１００ｍｇ／Ｌのアンピシリンを追加した１０ｍＬ
のＬＢブロスに単一コロニーを接種し、振盪させながらブロス培地を３７℃で１２時間イ
ンキュベートする。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 Ｍｉｎｉｐｒｅｐ Ｋｉｔ（キアゲン、ビク
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ッファーＰ１で再懸濁させた後、２５０μＬの細胞溶解バッファーＰ２を添加して溶解さ
せる。溶解した細胞を３５０μＬの中和バッファーＮ３で中和し、沈殿した細胞片を遠心
分離（２００００×ｇ、１０分間）によってペレットにする。上清をスピンカラムに移し
、遠心分離を１００００×ｇで１分間行う。フロースルーを廃棄した後、５００μＬの洗
浄バッファーＰＥをカラムに添加し、上述のように遠心分離を行う。フロースルーを廃棄
し、遠心分離を２００００×ｇで３分間行ってカラムを乾燥する。１００μＬの溶出バッ
ファーＥＢを用いてカラムからプラスミドＤＮＡを溶出させる。Ｄｙｎａｑｕａｎｔ Ｄ
ＮＡ蛍光計（Ｈｏｅｆｅｒ、カリフォルニア州サンフランシスコ）を用いて精製プラスミ
ドを定量し、ＴＥバッファーで希釈してＤＮＡ濃度を１００μｇ／ｍＬに調整する。精製
ｐＴｒｃＨｉｓプラスミドは－２０℃で保存する。
【０１３９】
　ベクターの調製
１００ｍＭのＴｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ７．５）、５０ｍＭのＮａＣｌ、１０ｍＭのＭｇＣ
ｌ2、１ｍＭのＤＴＴ及び１００μｇ／ｍＬのＢＳＡに５Ｕの２種の制限酵素を含有する
全量５０μＬにて２μｇの精製ｐＴｒｃＨｉｓプラスミドを３７℃で１～４時間消化する
。用いる特定の制限酵素対はプライマーの配列及びＯＲＦの配列によって決まる（ＯＲＦ
を切断しないプライマーを用いるのが目的である）。制限ベクターの確認は、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う。電気泳動したＤＮＡを１μｇ／ｍＬの臭化エチジウムで
染色し、紫外（ＵＶ）光を用いて観察する。
【０１４０】
　直線化されたｐＴｒｃＨｉｓベクターをＵｌｔｒａＣｌｅａｎ ＰＣＲ Ｃｌｅａｎ－ｕ
ｐ Ｋｉｔ（Ｍｏ Ｂｉｏ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ、カリフォルニア州カールズバッド
）を用いて精製する。即ち、制限反応物（５０μＬ）を２５０μＬのＳｐｉｎＢｉｎｄバ
ッファーＢ１と混合し、その全量をスピンカラムに添加する。遠心分離を８０００×ｇで
１分間行った後、フロースルーを廃棄し、３００μＬのＳｐｉｎＣｌｅａｎバッファーＢ
２をカラムに添加する。上述のようにカラムを遠心分離し、フロースルーを廃棄した後、
カラムを２００００×ｇで３分間乾燥させる。精製したベクターを５０μＬのＴＥバッフ
ァーを用いてカラムから溶出させる。精製した直線化ベクターを蛍光計を用いて定量し、
ＴＥバッファーで希釈してＤＮＡ濃度を５０μｇ／ｍＬに調整する。精製した制限ベクタ
ーは－２０℃で保存する。
【０１４１】
　インサート調製用プライマー設計
プライマー対の設計は、ゲノムＤＮＡを開始点として用い、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う。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
ｐＴｒｃＨｉｓベクターへの付着末端連結を可能とする末端制限酵素部位を含む。Ａｍｐ
ｌｉｆｙ１．２（ウィスコンシン大学、ウィスコンシン州マディソン）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ｐＴｒｃＨｉｓベクター配列の適切な位置に挿入
する。キメラｐＴｒｃＨｉｓ発現カセットの推定翻訳はＶｅｃｔｏｒ ＮＴＩバージョン
６（インフォーマックス）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する。また、表３には、遺伝子サイズ、タンパク質サイズ、天然
タンパク質の予測分子量（単位：ダルトン）、及びタンパク質の予測ｐＩを示す。注目さ
れるのは、組換えタンパク質のヒスチジン融合によって天然タンパク質の予測分子量に約
４ｋＤａが加わることである。
【０１４２】
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【表３】

【０１４３】
　遺伝子インサートの増幅
ゲノムＤＮＡを用い、Ｔａｑ ＤＮＡポリメラーゼ（バイオテック・インターナショナル
）及びＰｆｕ ＤＮＡポリメラーゼ（プロメガ、ウィスコンシン州マディソン）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する。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、０．０１ＵのＰｆｕ ＤＮＡポリメラーゼ、０．２ｍＭの各ｄＮＴＰ（アマ
シャム・ファルマシア・バイオテク）、０．５μＭの適切なプライマー対、及び１μＬの
精製染色体ＤＮＡから成る。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する。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３５サイクル、５０℃で１５秒間のアニーリング
、及び６８℃で４分間のプライマー伸長とする。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に付し、１μｇ／ｍＬの臭化エチジウム溶液
で染色し、ＵＶ光を用いて観察する。正しいサイズのＰＣＲ産物の存在を確認した後、Ｕ
ｌｔｒａＣｌｅａｎ ＰＣＲ Ｃｌｅａｎ－ｕｐ Ｋｉｔ（Ｍｏ Ｂｉｏ Ｌａｂｏｒａｔｏ
ｒｉｅｓ、カリフォルニア州カールズバッド）を用いてＰＣＲ反応物を精製する。ＰＣＲ
反応物（１００μＬ）を５００μＬのＳｐｉｎＢｉｎｄバッファーＢ１と混合し、その全
量をスピンカラムに添加する。遠心分離を８０００×ｇで１分間行った後、フロースルー
を廃棄し、３００μＬのＳｐｉｎＣｌｅａｎバッファーＢ２をカラムに添加する。上述の
ようにカラムを遠心分離し、フロースルーを廃棄した後、カラムを２００００×ｇで３分
間乾燥させる。精製したベクターを１００μＬのＴＥバッファーを用いてカラムから溶出
させる。
【０１４４】
　遺伝子インサートの制限酵素消化
クローニングオリゴヌクレオチドプライマーによって確認される末端制限エンドヌクレア
ーゼ認識部位と適合する各制限酵素（１Ｕ）を用い、３０μＬの精製ＰＣＲ産物を全量５
０μＬにて消化する。制限反応は、１００ｍＭのＴｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ７．５）、５０
ｍＭのＮａＣｌ、１０ｍＭのＭｇＣｌ2、１ｍＭのＤＴＴ及び１００μｇ／ｍＬのＢＳＡ
と１Ｕの各制限酵素を用い、３７℃で１～４時間行う。消化したインサートＤＮＡはＵｌ
ｔｒａＣｌｅａｎ ＰＣＲ Ｃｌｅａｎ－ｕｐ Ｋｉｔ（上述参照）を用いて精製する。精
製した消化インサートＤＮＡを蛍光計によって定量し、ＴＥバッファーで希釈してＤＮＡ
濃度を２０μｇ／ｍＬに調整する。精製した制限インサートＤＮＡは直ちに用いてベクタ
ー連結を行う。
【０１４５】
　ｐＴｒｃＨｉｓベクターへの遺伝子インサートの連結
連結反応は全て全量２０μＬにて行う。１ＵのＴ４ ＤＮＡリガーゼ（プロメガ）を含有
する３０ｍＭのＴｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ７．８）、１０ｍＭのＭｇＣｌ2、１０ｍＭのＤ
ＴＴ及び１ｍＭのＡＴＰにて１００ｎｇの直線化ｐＴｒｃＨｉｓを２０ｎｇの制限インサ
ートと共に１６℃で１６時間インキュベートする。インサートＤＮＡを含まない同一の連
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結反応もベクター再環状化の負の対照として行う。適切な制限酵素を各反応に用いる。
【０１４６】
　ｐＴｒｃＨｉｓ連結物の大腸菌細胞への形質転換
コンピテント大腸菌ＪＭ１０９（プロメガ）細胞を－８０℃保存から氷上で解凍した後、
５μＬの一晩連結反応物（２５ｎｇのｐＴｒｃＨｉｓベクター相当）を含有する氷冷１．
５ｍＬのマイクロチューブ内に５０μＬの該細胞を移す。ベンチ上で各チューブの底を優
しく叩いて混合し、氷上で３０分間放置する。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分間氷に戻す。形質転換細胞は、優
しく混合しながら１ｍＬのＬＢブロスに３７℃で１時間回収する。回収した細胞を２５０
０×ｇで５分間収集し、５０μＬの新しいＬＢブロスにて再懸濁させる。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する。プレートを３７℃で１６時間インキュベートする。
【０１４７】
　ＰＣＲによる大腸菌中の組換えｐＴｒｃＨｉｓ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する。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
煮沸する。２μＬの煮沸した細胞をＰＣＲの鋳型として用いる。増幅混合物は、１×ＰＣ
Ｒ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ｐＴｒｃＨｉｓ－Ｆプライマー（５'－ＣＡＡＴＴＴ
ＡＴＣＡＧＡＣＡＡＴＣＴＧＴＧＴＧ－３'：配列番号１０７）及び０．５μＭのｐＴｒ
ｃＨｉｓ－Ｒプライマー（５'－ＴＧＣＣＴＧＧＣＡＧＴＴＣＣＣＴＡＣＴＣＴＣＧ－３'
：配列番号１０８）から成る。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３５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する。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に付し、１μｇ／ｍＬの臭化エチジウム溶液で
染色し、ＵＶ光を用いて観察する。各種インサートのｐＴｒｃＨｉｓ発現ベクターへのク
ローニングによって種々のサイズの組換え構築物が産生する。
【０１４８】
　組換えＨｉｓタグタンパク質のパイロット発現
大腸菌ＪＭ１０９中の組換えｐＴｒｃＨｉｓ構築物の５～１０個の単離コロニーを、１０
０ｍｇ／Ｌのアンピシリン及び１ｍＭのＩＰＴＧを含有する５ｍＬ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する。遠心分離を
５０００×ｇ、４℃で１０分間行って細胞を回収する。上清を廃棄し、各ペレットを１０
μＬのＮｉ－ＮＴＡ変性用溶解バッファー（１００ｍＭのＮａＨ2ＰＯ4、１０ｍＭのＴｒ
ｉｓ－ＨＣｌ、８Ｍの尿素、ｐＨ８．０）で再懸濁させる。チューブを１分間ボルテック
スした後、細胞片を遠心分離（１００００×ｇ、１０分間、４℃）によってペレットにす
る。上清を新しいチューブに移し、解析を行うまで－２０℃で保存する。
【０１４９】
　ドデシル硫酸ナトリウムポリアクリルアミドゲル電気泳動（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て行
う。３０μＬのタンパク質サンプルを１０μＬの４×サンプル処理バッファー（２５０ｍ
Ｍ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）
と混合する。サンプルを５分間煮沸した直後、１０μＬのサンプルをゲル中のウェルに添
加する。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ＳＤＳ）から成
る。０．１％（ｖ／ｖ）のＴＥＭＥＤと０．０５％（ｗ／ｖ）の新しく調製した硫酸アン
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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、カリフォルニア州ヘラクレス）に流し込む。サンプルを室温（ＲＴ）、１
５０Ｖでブロモフェノールブルー色素がゲルの底部に到達するまで処理する。分子量の推
定値を得るために予め染色した分子量標準物質をサンプルと並行して電気泳動させる。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（バイオ・ラッド）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電気移動させる
。
【０１５０】
　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電気泳動させる。電気泳動後、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分間平衡化させる。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（プロトラン、Ｓｃｈｌｅ
ｉｃｈｅｒ ａｎｄ Ｓｃｈｕｅｌｌ ＢｉｏＳｃｉｅｎｃｅ社、ニューハンプシャー州キ
ーン）に３０Ｖ、４℃で一晩電気移動させる。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）によって室温で１時間ブロックする。膜を０．１％（ｖ／ｖ）Ｔｗｅｅ
ｎ２０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する。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ＲＴで１時間インキュベートする。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る。膜を蒸留水で洗浄することによって発色反応を
停止させる。次いで、膜を乾燥し、プレゼンテーション用にスキャンする。
【０１５１】
　直接配列解析による組換えｐＴｒｃＨｉｓ構築物のリーディングフレームの検証
正しいサイズのＰＣＲ産物を産生した各構築物の２種の形質転換体クローンを１００ｍｇ
／Ｌのアンピシリンを含有する１０ｍＬのＬＢブロスに接種し、振盪させながら３７℃で
１２時間インキュベートする。一晩培養物全量を５０００×ｇで１０分間遠心分離し、細
胞に含まれるプラスミドを上述のようにＱＩＡｐｒｅｐ Ｓｐｉｎ Ｍｉｎｉｐｒｅｐ Ｋ
ｉｔを用いて抽出する。精製したプラスミドは蛍光計で定量する。両方の精製プラスミド
を、ｐＴｒｃＨｉｓ－Ｆプライマー及びｐＴｒｃＨｉｓ－Ｒプライマーを用いるｐＴｒｃ
Ｈｉｓ発現カセットの自動化直接配列決定に付す。配列決定反応の各々は、２００ｎｇの
プラスミドＤＮＡ、２ｐｍｏｌのプライマー及び４μＬのＡＢＩ ＰＲＩＳＭTMＢｉｇＤ
ｙｅ Ｔｅｒｍｉｎａｔｏｒ Ｃｙｃｌｅ Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ Ｒｅａｄｙ Ｒｅａｃｔ
ｉｏｎ Ｍｉｘ（ＰＥアプライド・バイオシステムズ、カリフォルニア州フォスターシテ
ィ）から成る量１０μＬにて行う。サイクリング条件は、９６℃で２分間の変性工程、次
いで９６℃で１０秒間の変性の２５サイクル、６０℃で４分間のプライマーアニーリング
と伸長の組合せ工程とする。残留ダイターミネーターは、８５ｍＭの酢酸ナトリウム（ｐ
Ｈ５．２）及び３ｍＭのＥＤＴＡ（ｐＨ８）を含有する９５％（ｖ／ｖ）エタノールで沈
殿させることによって配列決定産物から除去し、真空乾燥する。各プライマーを用いてプ
ラスミドの配列決定を二重で行う。配列決定産物をＡＢＩ ３７３Ａ ＤＮＡシークエンサ
ー（ＰＥアプライド・バイオシステムズ）を用いて解析する。ｐＴｒｃＨｉｓのヌクレオ
チド配列決定を行って、発現カセットが各構築物の正しいリーディングフレーム内にある
ことを確認する。
【０１５２】
　組換えＨｉｓタグタンパク質の発現及び精製
大腸菌ＪＭ１０９中の組換えｐＴｒｃＨｉｓ構築物の単一コロニーを２５０ｍＬのコニカ
ルフラスコ内の１００ｍｇ／Ｌのアンピシリンを含有する５０ｍＬ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する。１００ｍｇ／Ｌのアンピシリン
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を追加した１Ｌ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
ュベートする。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℃に戻す。５時間の誘導後、培養物を２５０ｍＬの遠心ボト
ルに移し、ボトルを５０００×ｇ、４℃で２０分間遠心分離させる。上清を廃棄し、各ペ
レットを８ｍＬのＮｉ－ＮＴＡ変性用溶解バッファー（１００ｍＭのＮａＨ2ＰＯ4、１０
ｍＭのＴｒｉｓ－ＨＣＩ、８Ｍの尿素、ｐＨ８．０）で再懸濁させる。再懸濁した細胞を
－２０℃で一晩保存する。
【０１５３】
　細胞懸濁液を－２０℃保存から取り出し、氷上で解凍する。次いで、細胞ライセートを
氷上で３回、３０秒間超音波処理し、毎回の超音波処理の間に１分間のインキュベーショ
ンを氷上で行う。遠心分離を２００００×ｇ、４℃で１０分間行うことによって溶解細胞
を清澄化し、上清は、総体積０．５ｍＬのＮｉ－ＮＴＡアガロース樹脂（キアゲン）を含
有する１５ｍＬのカラムに移す。回転混合を行いながら、組換えＨｉｓ6タグタンパク質
を該樹脂に４℃で１時間結合させる。次いで、樹脂を３０ｍＬのＮｉ－ＮＴＡ変性用洗浄
バッファー（１００ｍＭのＮａＨ2ＰＯ4、１０ｍＭのＴｒｉｓ－ＨＣｌ、８Ｍの尿素、ｐ
Ｈ６．３）で洗浄した後、１２ｍＬのＮｉ－ＮＴＡ変性用溶出バッファー（１００ｍＭの
ＮａＨ2ＰＯ4、１０ｍＭのＴｒｉｓ－ＨＣｌ、８Ｍの尿素、ｐＨ４．５）で溶出させる。
溶出液の４画分（３ｍＬ）を回収して４℃で保存する。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分間煮沸する。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（バイオ・ラッド）で染色する。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で一晩乾燥させる
。
【０１５４】
　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製造する（後述参照）。
【０１５５】
　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、分子量カットオフ（ＭＷＣＯ）３５００Ｄａの水和透析
チューブ（スペクトラム・ラボラトリーズ社、カリフォルニア州ロサンゼルス）に移す。
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）を用いて定量する。タンパク質を２Ｌの蒸留水に対して４℃で撹拌しなが
ら透析する。透析バッファーを１２時間間隔で８回交換する。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
℃で一晩置く。チューブをＭＡＸＩ凍結乾燥機（Ｈｅｔｏ－Ｈｏｌｔｅｎ、デンマーク、
アレロッド）に入れ、凍結乾燥して乾固する。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℃で保存する。
続く透析、凍結乾燥、安定な組換え抗原は製造に成功した。
【０１５６】
　１８個の遺伝子の内の８個は大腸菌発現系へのクローン化が成功し、これらのクローン
から組換えタンパク質を安定して発現させることができる。
【０１５７】
　精製組換えタンパク質を用いた血清学
２０μｇの精製した組換えタンパク質を７ｃｍのＩＥＦウェルに添加し、１０％（ｗ／ｖ
）のＳＤＳ－ＰＡＧＥゲルによって電気泳動し、ニトロセルロース膜へ電気移動させる。
膜をＴＢＳ－脱脂乳（５％ｗ／ｖ）でブロックし、マルチスクリーン装置（バイオ・ラッ
ド）に組み込む。ウェルを１００μＬの希釈ブタ血清（１００倍）と共に室温で１時間イ
ンキュベートする。ブタ血清は、高健康状態のブタ（ｎ＝３）、実験的にチャレンジした
臨床ＳＤを示すブタ（ｎ＝５）、自然感染し血清転換したブタ（ｎ＝５）、及び自然感染
から回復したブタ（ｎ＝４）から採取する。次いで、膜を該装置から取り出し、ＴＢＳＴ
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（０．１％ｖ／ｖ）で３回洗浄した後、１０ｍＬのヤギ抗ブタＩｇＧ（全分子）－ＡＰ（
５０００倍）と共にＲＴで１時間インキュベートする。膜をＴＢＳＴで３回洗浄した後、
アルカリホスファターゼ基質キット（バイオ・ラッド）を用いて発色させる。十分な発色
が起こったら膜を水道水で洗浄し、乾燥させ、プレゼンテーション用にスキャンする。
【０１５８】
　健康状態の異なるブタから採取したブタ血清の反応性を後述の表に示す。全てのタンパ
ク質は１００％の血清パネルで認識され、このことから、遺伝子はインビボで発現すると
共に、スピロヘータへの曝露後に全身免疫応答を誘導し得ることが分かる。
【０１５９】
【表４】

【０１６０】
　精製組換えｈｉｓタグタンパク質を用いたマウスのワクチン接種
精製した組換えｈｉｓタグタンパク質の各々について、１０匹のマウスを全身的又は経口
的に免疫し、組換えタンパク質が免疫原性であるかどうか確認する。組換えタンパク質を
３０％（ｖ／ｖ）油中水型アジュバントで乳化し、１０匹のマウス（Ｂａｌｂ／ｃＪ：５
週齢、雄性）の四頭筋に筋肉内注射する。全てのマウスに１００μｇのタンパク質（全量
１００μＬ中）を投与する。第１のワクチン接種から３週間後、第１のワクチン接種と同
じ第２の筋肉内ワクチン接種を全てのマウスに行う。第２のワクチン接種から２週間後に
マウスを全て殺す。死後に心臓から血清を採取し、ウェスタンブロット解析によりＢ．ヒ
オディセンテリアの細胞抽出物に対する抗体について試験する。
【０１６１】
　ウェスタンブロット解析
２０μｇの精製した組換えタンパク質を７ｃｍのＩＥＦウェルに添加し、１０％（ｗ／ｖ
）のＳＤＳ－ＰＡＧＥゲルによって電気泳動し、ニトロセルロース膜へ電気移動させる。
膜をＴＢＳ－脱脂乳（５％ｗ／ｖ）でブロックし、マルチスクリーン装置（バイオ・ラッ
ド）に組み込む。ウェルを１００μＬの希釈マウス血清（１００倍）と共に室温で１時間
インキュベートする。膜を該装置から取り出し、ＴＢＳＴ（０．１％ｖ／ｖ）で３回洗浄
した後、１０ｍＬのヤギ抗マウスＩｇＧ（全分子）－ＡＰ（５０００倍）と共に室温で１
時間インキュベートする。膜をＴＢＳＴで３回洗浄した後、アルカリホスファターゼ基質
キット（バイオ・ラッド）を用いて発色させる。十分な発色が起こったら膜を水道水で洗
浄し、乾燥させ、プレゼンテーション用にスキャンする。
【０１６２】
　ウェスタンブロット解析から、ワクチン接種後にマウスにおいて組換えワクチン抗原に
対する抗体反応性が有意に増加することが分かる。全てのマウスは、クーマシーブルーで
染色した精製組換えタンパク質と分子量が同等の組換えタンパク質を認識する。これらの
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、用いるワクチン接種プロトコルによって抗原に対する特定の循環抗体価を誘導すること
ができるという証拠が得られる。この結果から、Ｂ．ヒオディセンテリアがコロニー形成
した動物種に対する有効なワクチンにおいて組換えタンパク質が有用であり得ることが分
かる。
【０１６３】
　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
精製した組換えｈｉｓタグタンパク質の各々について、１０匹の血清陰性ブタに対し、１
ｍｇの特定の抗原（ワクチン量１ｍＬ中）を筋肉内注射する。抗原を等体積の油中水型ア
ジュバントで乳化する。ブタへのワクチン接種は３週齢時に行い、６週齢時に再度行う。
１０匹の血清陰性ブタから成る第２のグループを負の対照として用い、ワクチン接種を行
わないままにする。全てのブタに対し、８週齢時に１００ｍＬ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観察する。
【０１６４】
　診断キット
Ｂ．ヒオディセンテリアへの感染が分かっている養豚場のブタ、Ｂ．ヒオディセンテリア
に感染していないことが分かっているブタ、及びＢ．ヒオディセンテリアへの感染が不明
の養豚場のブタから血清を採取する。２０μｇの精製した組換えタンパク質を７ｃｍのＩ
ＥＦウェルに添加し、１０％（ｗ／ｖ）のＳＤＳ－ＰＡＧＥゲルによって電気泳動し、ニ
トロセルロース膜へ電気移動させる。膜をＴＢＳ－脱脂乳（５％ｗ／ｖ）でブロックし、
マルチスクリーン装置（バイオ・ラッド）に組み込む。ウェルを１００μＬの希釈ブタ血
清（１００倍）と共に室温で１時間インキュベートする。次いで、膜を該装置から取り出
し、ＴＢＳＴ（０．１％ｖ／ｖ）で３回洗浄した後、１０ｍＬのヤギ抗ブタＩｇＧ（全分
子）－ＡＰ（５０００倍）と共に室温で１時間インキュベートする。膜をＴＢＳＴで３回
洗浄した後、アルカリホスファターゼ基質キット（バイオ・ラッド）を用いて発色させる
。十分な発色が起こったら膜を水道水で洗浄し、乾燥させ、プレゼンテーション用にスキ
ャンする。得られた結果を正の対照及び負の対照と比較することによって、ブタがＢ．ヒ
オディセンテリアに感染しているかどうか確認することができる。
【０１６５】
　具体的な実施形態を参照しながら本発明について説明してきたが、上述の方法や組成物
の変形を用いることができ、また、本明細書に具体的に記載のものとは別の方法で本発明
が実施し得ることが意図されていることは通常の当業者には明らかであろう。従って、本
発明は、特許請求の範囲で定義された本発明の精神や範囲内に含まれる全ての変更を包含
する。
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