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(57)【要約】
【課題】  Ｂ群連鎖球菌による核酸およびタンパク質
【解決手段】  Ｂ群連鎖球菌による新規タンパク質抗原
について、それらをコードする核酸配列とともに述べる
。ワクチンおよびスクリーニング方法の使用についても
述べる。
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【特許請求の範囲】

    【請求項１】  図１で記載の配列から選択される配列を有するＢ群連鎖球菌

ポリペプチドもしくはタンパク質、またはその断片もしくは誘導体。

    【請求項２】  請求項１に記載のタンパク質、ポリペプチドおよびペプチド

と少なくとも５０％の同一性を示す、請求項１に記載のタンパク質、ポリペプチ

ドおよびペプチドの誘導体または変種。

    【請求項３】  単離されたもの、または組換え体である、請求項１または２

に記載のＢ群連鎖球菌ポリペプチドまたはタンパク質、またはその誘導体もしく

は変種。

    【請求項４】  以下の配列を含むか、または以下の配列より成る核酸分子：

  （ｉ）本明細書の図１に示したＤＮＡ配列のいずれか、またはそのＲＮＡ均等

物；

  （ｉｉ）（ｉ）の配列のいずれかに相補性である配列；

  （ｉｉｉ）（ｉ）または（ｉｉ）の配列のように、同一のタンパク質またはポ

リペプチドをコードする配列；

  （ｉｖ）（ｉ）、（ｉｉ）および（ｉｉｉ）のいずれかと実質的な同一性を示

す配列；または

  （ｖ）図１に示す核酸分子の誘導体、またはその断片をコードする配列。

    【請求項５】  請求項４に記載の１または複数の核酸分子を含むベクター。

    【請求項６】  以下のいずれか１つ以上をコードする核酸をさらに含む、請

求項４に記載のベクター：プロモータ、エンハンサ、シグナル配列、リーダー配

列、翻訳開始および停止シグナル、ＤＮＡ安定性制御領域または融合パートナー

。

    【請求項７】  原核または真核宿主の形質転換または形質移入における、請

求項５または請求項６に記載のベクターの使用。

    【請求項８】  請求項５または６に記載のベクターによって形質転換した宿

主細胞。

    【請求項９】  請求項１または請求項２に記載のＢ群連鎖球菌ポリペプチド

もしくはタンパク質、またはその誘導体もしくは変種を作成するプロセスであっ
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て、請求項８に記載の宿主細胞中でポリペプチドまたはタンパク質を発現するこ

とを含むプロセス。

    【請求項１０】  請求項１または３のいずれか１項に記載のタンパク質、ポ

リペプチド、ペプチド、その断片もしくは誘導体の１以上に結合する、抗体、親

和性体（affibody）、またはその誘導体。

    【請求項１１】  請求項１または３のいずれか１項に記載のタンパク質、ポ

リペプチド、ペプチド、その断片または誘導体の１以上を含む免疫原性組成物。

    【請求項１２】  タンパク質、ポリペプチド、ペプチド、その断片もしくは

誘導体がＩＤ－６５またはＩＤ－８３、ＩＤ－８９、ＩＤ－９３またはＩＤ－９

６を含む、請求項１１に記載の免疫原性組成物。

    【請求項１３】  ワクチンである、請求項１１または請求項１２に記載の免

疫原性組成物。

    【請求項１４】  請求項４に記載の１以上の核酸配列を含む免疫原性組成物

。

    【請求項１５】  核酸配列がＩＤ－６５またはＩＤ－６６を含む、請求項１

４に記載の免疫原性組成物。

    【請求項１６】  ワクチンである、請求項１４または請求項１５に記載の免

疫原性組成物。

    【請求項１７】  Ｂ群連鎖球菌感染の治療または予防用の医薬品の調製にお

ける、請求項１１から１６のいずれか１項に記載の免疫原性組成物の使用。

    【請求項１８】  試験するサンプルを請求項１０に記載の１以上の抗体、親

和性体（affibody）、またはその誘導体に接触させるステップを含む、Ｂ群連鎖

球菌の検出方法。

    【請求項１９】  試験するサンプルを請求項１から３のいずれか１項に記載

の１以上のタンパク質、ポリペプチド、ペプチド、その断片または誘導体に接触

させるステップを含む、Ｂ群連鎖球菌の検出方法。

    【請求項２０】  試験するサンプルを請求項４に記載の少なくとも１つの核

酸分子に接触させるステップを含む、Ｂ群連鎖球菌の検出方法。

    【請求項２１】  請求項１０に記載の少なくとも１つの抗体、親和性体（af
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fibody）、またはその誘導体を含むＢ群連鎖球菌の検出キット。

    【請求項２２】  請求項１から３のいずれか１項に記載の１以上のＢ群連鎖

球菌タンパク質、ポリペプチド、ペプチド、その断片または誘導体を含むＢ群連

鎖球菌の検出キット。

    【請求項２３】  請求項４に記載の少なくとも１つの核酸分子を含むＢ群連

鎖球菌の検出キット。

    【請求項２４】  請求項１から３のいずれか１項に記載の１以上のタンパク

質、ポリペプチド、ペプチド、その断片または誘導体が、潜在的な抗菌剤の標的

であるかどうかを決定する方法であって、前記タンパク質を不活性化し、Ｂ群連

鎖球菌がなお生存しているかどうかを判定することを含む方法。
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【発明の詳細な説明】

      【０００１】

  本発明は、ストレプトコッカス・アガラクティエ（Streptococcus agalactiae

）に由来するタンパク質、そのようなタンパク質をコードする核酸、抗原および

／または免疫原としての該タンパク質の使用、並びに検出／診断における該タン

パク質の使用に関する。また、関連する細菌細胞エンベロープおよび分泌タンパ

ク質を単離および特徴付けするための、細菌ゲノムの迅速なスクリーニング方法

にも関する。

      【０００２】

  Ｂ群連鎖球菌（ＧＢＲ）（ストレプトコッカス・アガラクティエ）は、新生児

はもちろん成人においても敗血症や髄膜炎を発生する主要なヒト病原菌として、

１９７０年代に出現した被包性の細菌である。生後５日間の初期発症新生児感染

の発生は、１０００出生あたり０．７から３．７の間で変化し、患者の死亡率は

約２０％である。初期発症感染から生き残った新生児の２５から５０％は、頻繁

に神経後遺症に苦しんでいる。後期発症新生児感染は１０００出生あたり約０．

５～１．０の割合で、６日から３ヶ月の間に発生する。

      【０００３】

  出生時のＧＢＳによる母体生殖路のコロニー化と新生児敗血症の危険の間には

、或る関係が確立されている。ヒトの場合、直腸がＧＢＳの貯蔵所として作用す

ることがある。新生児の感受性は、ヒト疾患を引き起こすＧＢＳに見られる莢膜

多糖類に対するＩｇＧ抗体が低濃度であるか、存在しないことと関係している。

血清型Ｖが重要性を増しているが、米国で臨床の患者から単離した菌株は通常、

莢膜血清型Ｉａ、Ｉｂ、ＩＩ、ＩＩＩに属する。日本ではＶＩＩＩ型ＧＢＳが、

新生児敗血症の主な原因である。

      【０００４】

  考えられる予防手段としては、分娩中または分娩後に母親に抗生物質を投与す

ることが挙げられるが、これには耐性生物の出現や、場合によってはアレルギー

反応につながる懸念がある。長期持続性の母性由来免疫を誘起するためには、思

春期の女性へのワクチン接種が新生児のＧＢＳ感染を防止する最も有望な手法の
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１つである。これらの生物の莢膜多糖類抗原は、ワクチン開発に関して多くの関

心を集めてきた。健康な成人ボランティアでの研究は、血清型Ｉａ、ＩＩおよび

ＩＩＩ多糖類はそれぞれ、免疫を持たない成人の約６５％、９５％および７０％

で非毒性および免疫原性であることを示している。莢膜抗体をワクチンとして用

いる場合の問題の１つは、反応率が免疫化前の状態および多糖類抗原によって変

化することと、必ずしもすべてのワクチンが、ヒトボランティアにおけるＧＢＳ

多糖類を用いた免疫化研究で示された十分なレベルのＩｇＧ抗体を生成するわけ

ではないことである。

      【０００５】

  繰り返し刺激を受けても反応しない人々もいる。これらの特性は、多糖類抗原

のＴ依存性性質による。これらのワクチンの免疫原性を高める１つの戦略は、多

糖類をタンパク質に結合することによって、多糖類のＴ細胞依存特性を向上させ

ることである。多糖類結合体の使用は有望であるように思えるが、担体タンパク

質の性質に関係する未解決の問題がなお存在する。ＧＢＳに対する結合体ワクチ

ンは、少なくとも４種類の異なる結合体を調製する必要があるため、ワクチンの

コストが上昇する。

      【０００６】

  莢膜多糖類の使用に依存したＧＢＳ感染に対する免疫化の方法には、反応率が

、免疫化前の状態および使用する特定の種類の多糖類抗原によって著しく変化す

るという欠点を有する。ヒトボランティアでの結合体ワクチンの治験結果は、主

な莢膜抗原の一部では反応率が約６５％に過ぎないことを示した（Ｌａｒｓｓｏ

ｎら、  Ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ  ａｎｄ  Ｉｍｍｕｎｉｔｙ  ６４：３５１８～３

５２３（１９９６））。ワクチンに反応する個人すべてが、胎盤を通過し、新生

児に免疫を付与する、十分なレベルの多糖類特異性ＩｇＧを持つかどうかも明ら

かではない。タンパク質担体を多糖類抗原に結合することによって、それらをＴ

細胞依存性抗原に変換し、その免疫原性を向上させることが可能である。

      【０００７】

  ＧＢＳＩＩＩ型多糖類－破傷風トキソイド結合体の予備研究が奨励されてきた

が（Ｂａｋｅｒら、Ｒｅｖｉｅｗｓ  ｏｆ  Ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ  Ｄｉｓｅａ
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ｓｅｓ  ７：４５８～４６７（１９８５）、  Ｂａｋｅｒら、  Ｔｈｅ  Ｎｅｗ  

Ｅｎｇｌａｎｄ  Ｊｏｕｒｎａｌ  ｏｆ  Ｍｅｄｉｃｉｎｅ  ３１９：１１８０

～１１８５（１９８８）、  Ｐａｏｌｅｔｔｉら、  Ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ  ａｎｄ

  Ｉｍｍｕｎｉｔｙ  ６４：６７７～６７９（１９９６）、  Ｐａｏｌｅｔｔｉ

ら、Ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ  ａｎｄ  Ｉｍｍｕｎｉｔｙ  ６２：３２３６～３２４

３（１９９４））、先進国では、大半の成人が過去５年以内に破傷風に対して免

疫化されているであろうから、破傷風の使用は不利である。破傷風トキソイドを

用いた追加免疫は副作用を引き起こすことがある（Ｂｏｙｅｒ．、  Ｃｕｒｒｅ

ｎｔ  Ｏｐｉｎｉｏｎｓ  ｉｎ  Ｐｅｄｉａｔｒｉｃｓ  ７：１３～１８（１９

９５））。多糖類結合体ワクチンには、他の種類のワクチンと比べて作製および

製造コストが高いという欠点がある。ＧＢＳ多糖類とシアル酸含有ヒト糖タンパ

ク質との間の交叉反応によって問題が生じる危険性もある。

      【０００８】

  最近の証拠は、細菌表面タンパク質も免疫付与に有用であることを示唆してい

る。血清型Ｉａ、ＩｂまたはＩＩには見られないが、大半の血清型ＩＩＩ菌株に

見られるＲｉｂと呼ばれるタンパク質は、動物モデルにおいてＲｉｂ発現ＧＢＳ

による攻撃に対して免疫性を付与する（Ｓｔａｌｈａｍｍａｒ－Ｃａｒｌｅｍａ

ｌｍら、  Ｊｏｕｒｎａｌ  ｏｆ  Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ  Ｍｅｄｉｃｉｎ

ｅ  １７７：１５９３～１６０３（１９９３））。ワクチン成分として興味のあ

る別の表面タンパク質は、ワクチン接種マウスをアルファタンパク質発現菌株に

よる致死感染から保護したＣタンパク質のアルファ抗原である。ＧＢＳ菌株が発

現したこの抗原の量は著しく変化するが、抗原としての多糖類の代わりとなるの

は、ＧＢＳに由来するタンパク質抗原を使用することである。最近の証拠は、Ｇ

ＢＳ表面結合タンパク質ＲｉｂとアルファＣタンパク質を用いると、実験モデル

系でのＧＢＳ感染に対する免疫が付与されることを示唆している（Ｓｔａｌｈａ

ｍｍａｒ－Ｃａｒｌｅｍａｌｍら、（１９９３）［同上］、Ｌａｒｓｓｏｎら、（

１９９６）［同上］）。しかしこれらの２つのタンパク質は、ヒトにおいて疾患

を引き起こすＧＢＳのすべての血清型で保存されない。これらの抗原が免疫原性

であり、ヒトにおける保護レベル反応を誘発することを前提とすると、１０％の
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伝染性Ｂ群連鎖球菌がＲｉｂまたはＣタンパク質アルファを発現しないため、こ

れらはすべての感染に対して保護を与えるわけではない。

      【０００９】

  本発明は、細菌細胞表面結合または分泌タンパク質をコードするこれらのＢ群

連鎖球菌遺伝子を識別するために特別に設計された新規のスクリーニング法を用

いて、ＧＢＳに対するワクチン接種の問題を克服しようとしている。これらの遺

伝子によって発現されるタンパク質は免疫原性であるため、Ｂ群連鎖球菌感染の

予防および治療に有用である。本出願の目的では、免疫原性という語は、これら

のタンパク質が被験者内で保護免疫反応を誘発することを意味する。この新規ス

クリーニング法を使用して、新規のＢ群連鎖球菌タンパク質をコードする多数の

遺伝子が識別されている。

      【００１０】

  それゆえ第１の側面において、本発明は、図１に示す配列から選択された配列

を有するＢ群連鎖球菌、ポリペプチドまたはペプチド、あるいはその断片または

誘導体を提供する。

      【００１１】

  本グループに含まれるタンパク質およびポリペプチドは、細胞表面受容体、接

着分子、輸送タンパク質、膜構造タンパク質および／または信号伝達分子である

ことは、当業者には明らかであろう。

      【００１２】

  タンパク質の機能に影響を及ぼさないタンパク質のアミノ酸配列の変化が起き

る可能性がある。これらはアミノ酸の欠失、挿入および置換を含み、代わりのス

プライシングおよび／または複数の翻訳開始部位および停止部位から生じること

がある。多形性は、不正確な翻訳プロセスの結果として生じる。したがって、タ

ンパク質の機能に影響を及ぼさないアミノ酸配列の変化は、許容される場合があ

る。

      【００１３】

  したがって本発明は、本明細書で述べるタンパク質、ポリペプチドおよびペプ

チドに対して少なくとも５０％の同一性を示す本発明のタンパク質、ポリペプチ
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ドおよびペプチドの誘導体または変種を含む。配列同一性の程度は好ましくは少

なくとも６０％であり、好ましくは７５％を超える。さらに好ましくは、８０％

、９０％またはさらに９５％を超える。

      【００１４】

  同一性という語は、２つのポリペプチド配列間の類似性を説明するのに用いる

ことができる。この手順を実施するための、当業界で周知のソフトウェアパッケ

ージは、ＣＬＵＳＴＡＬプログラムである。これは２つのポリペプチドのアミノ

酸配列を比較し、どちらかの配列に適宜にスペースを挿入して最適なアラインメ

ントを発見する。最適なアラインメントのアミノ酸の同一性または類似性（同一

性プラスアミノ酸型の保存）も、ＢＬＡＳＴｘなどのソフトウェアパッケージを

使用して計算できる。このプログラムは、同様の配列の最大伸展を整列させ、フ

ィットに値を割当てる。ある任意パターンでは、複数の類似性領域が見つかると

、それぞれ異なるスコアを有する。当業者は、異なる長さの２つのポリペプチド

が、長いほうの断片の全長に渡って比較されることを認識するであろう。あるい

は、小さな領域が比較されることもある。有用な比較を行うには、通常、同じ長

さの配列が比較される。

      【００１５】

  タンパク質をコードするＤＮＡの操作は、タンパク質を修飾したり、精製の目

的で大量のタンパク質を生成したりするには、特に有用な技法である。これは、

望ましい核酸配列を増幅するＰＣＲ技法の使用を含むことがある。それゆえ、望

ましい配列を標的化し、次に高度に増幅するために、本明細書に示す配列データ

を用いて、ＰＣＲで使用するプライマーを設計することができる。

      【００１６】

  通常、プライマーは少なくとも５のヌクレオチド長となり、一般に、少なくと

も１０のヌクレオチド長となる（たとえば１５～２５ヌクレオチド長）。一部の

場合では、長さが少なくとも３０ヌクレオチド、あるいは少なくとも３５ヌクレ

オチドのプライマーが使用される。

      【００１７】

  さらなる別の方法として、化学合成を使用してもよい。これは自動化してもよ
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い。比較的短い配列を化学合成し、一緒に結合して長い配列にしてもよい。

      【００１８】

  したがって別の側面において、本発明は以下の配列を含む、または以下の配列

より成る核酸分子を提供する：

  （ｉ）  本明細書の図１に示すいずれかのＤＮＡ配列またはそのＲＮＡ均等物

；

  （ｉｉ）  （ｉ）の配列のいずれかに相補性である配列；

  （ｉｉｉ）  （ｉ）または（ｉｉ）の配列などと同様の配列またはポリペプチ

ドをコードする配列；

  （ｉｖ）  （ｉ）、（ｉｉ）および（ｉｉｉ）の配列のいずれかと実質的に同

一性を示す配列；

  （ｖ）  図１に示す核酸分子の誘導体または配列をコードする配列。

      【００１９】

  同一性という語は、２つの個別のＤＮＡ配列間の類似性を説明するのに使用す

ることもできる。「ベストフィット」プログラム（Ｓｍｉｔｈ  ａｎｄ  Ｗａｔ

ｅｒｍａｎ、  Ａｄｖａｎｃｅｓ  ｉｎ  ａｐｐｌｉｅｄ  Ｍａｔｈｅｍａｔｉ

ｃｓ、  ４８２～４８９（１９８１））は、最も類似している２つの核酸配列の

セグメントを見つけるために用いられる一種のコンピュータソフトウェアの例で

あるが、ＧＡＰプログラムは、配列をその全長に沿って整列させ、いずれかの配

列に適切にスペースを挿入して、最適なアラインメントを見つける。

      【００２０】

  本発明は、本明細書で述べる核酸配列に対して少なくとも５０％の同一性を示

す核酸配列を含む。配列同一性の程度は好ましくは少なくとも６０％であり、さ

らに好ましくは７５％を超える。さらに好ましくは８０％、９０％またはさらに

９５％を超える。

      【００２１】

  「ＲＮＡ均等物」という語は上で用いた場合、ＲＮＡにおいて遺伝子コードの

’Ｕ’が’Ｔ’に置換するという事実を許容して、所与のＲＮＡ分子が、所与の

ＤＮＡ分子の配列に相補性である配列を有することを示す。核酸分子は、単離さ
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れてもよく、または組換えもしくは化学合成形であってもよい。

      【００２２】

  ＤＮＡ構築物は、当業界で周知の方法を用いてただちに作成できる。これらの

技法はたとえば、Ｊ．Ｓａｍｂｒｏｏｋら、分子クローニング第２版（Ｍｏｌｅ

ｃｕｌａｒ  Ｃｌｏｎｉｎｇ  ２ｎｄ  Ｅｄｉｔｉｏｎ）、コールドスプリング

ハーバープレス（Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ  Ｐｒｅｓｓ）（１９

８９）に開示されている。そして、たとえばプロモータ、エンハンサ、シグナル

配列、リーダー配列、翻訳開始および停止シグナルおよびＤＮＡ安定制御領域の

追加などの、ＤＮＡ構築物および発現されたタンパク質の修飾、または融合パー

トナーの追加は容易である。

      【００２３】

  通常、ＤＮＡ構築物は、プラスミド、ウィルス、バクテリオファージ、トラン

スポン、ミニ染色体、リポソームまたは機械的担体を含む適切なベクターである

ベクター内に挿入される。本発明の発現ベクターは、以下を含む望ましいタンパ

ク質生成物をコードするＤＮＡの発現に適したＤＮＡ構築物である：（ａ）調節

要素（たとえば、プロモータ、オペレータ、アクティベータ、リプレッサおよび

／またはエンハンサ）、（ｂ）ｍＲＮＡ内に転写される構造またはコード配列、

（ｃ）適切な転写、翻訳、開始および停止配列。ベクターはさらに、ベクターを

含む細胞の選択および／または認識を行いやすくするために、たとえば抗生物質

耐性などの選択可能マーカーを含む。

      【００２４】

  タンパク質の発現は、真核または原核由来のベクターを宿主細胞内に形質転換

または形質移入して行われる。組換えタンパク質を生成する場合、発現は誘導性

発現であるか、ある種の細胞のみにおける発現であるか、誘導性と細胞特異性の

両方である。誘導性ベクターの中で特に好ましいのは、温度や栄養添加などの操

作しやすい環境因子による発現を誘導できるベクターである。原核および真核宿

主で使用する構造性および誘発性発現ベクターを含め、各種の適切なベクターは

当業者によって周知であり、日常的に使用される。

      【００２５】
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  広範に渡る発現ベクターを用いて、本発明のＢ群連鎖球菌タンパク質を発現さ

せることができる。そのようなベクターとしては、たとえば細菌プラスミドより

、バクテリオファージより、トランスポンより、酵母要素より、バキュロウィル

ス、ＳＶ４０などのパポバウィルス、ワクシーナウィルス、アデノウィルスおよ

びレトロウィルスなどのウィルスに由来するベクターなどの、特に染色体、エピ

ソームおよびウィルス由来ベクター、コスミドとファージミドなどのプラスミド

とバクテリオファージ遺伝要素に由来するベクターなどの、それらの組合せより

由来するベクターが挙げられ、すべて本発明に従って使用される。一般に、宿主

中でポリペプチドを発現するために核酸を維持、伝播または発現するのに適した

どのベクターでも、この点で発現に使用される。したがって、そのようなベクタ

ーはなお、本発明の別の態様を形成する。

      【００２６】

  適切なＤＮＡ配列は、各種の周知の、日常的技法のいずれかによってベクター

内に挿入されてもよい。

      【００２７】

  発現ベクター内の核酸配列は、たとえばｍＲＮＡ転写を指示するプロモータを

含む、適切な発現制御配列に操作可能に結合される。

      【００２８】

  そのようなプロモータの代表としては、これに限定されるわけではないが、フ

ァージラムダＰＬプロモータ、Ｔ３およびＴ７プロモータ、大腸菌ｌａｃ、ｔｒ

ｐ、ｔａｃおよびλＰＬプロモータ、微生物真核ＧＡＬ、グルコアミラーゼおよ

びセロビオヒドロラーゼプロモータおよび哺乳類メタロチオネイン（マウス）お

よび熱ショック（ヒト）プロモータが含まれる。

      【００２９】

  一般に、発現ベクターは転写開始および停止用の部位を含み、転写された部位

には、翻訳用のリボソーム結合部位を含む。構築物によって発現される成熟転写

産物のコード化部分は一般に、翻訳されるポリペプチドのほぼ終わりに配置され

た開始および停止コドンにある翻訳開始ＡＵＧを含む。

      【００３０】
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  本発明のＢ群連鎖球菌タンパク質の組換え発現用の適切な宿主の代表例として

、連鎖球菌、ブドウ球菌、大腸菌、ストレプトマイセスおよび枯草菌などの細菌

細胞；酵母細胞およびアスペルギルス細胞などの菌類細胞；ショウジョウバエＳ

２およびヨトウガＳｆ９細胞などの昆虫細胞；ＣＨＯ、ＣＯＳ、ＨｅＬａおよび

ボーズ黒色腫などの動物細胞；および植物細胞が挙げられる。そのような宿主細

胞はなお、本発明の別の側面も形成する。

      【００３１】

  タンパク質発現に使用される微生物細胞は、凍結解凍サイクル、超音波処理、

機械的粉砕を含むどの従来方法によっても、または細胞溶解剤の使用によって粉

砕可能であり、そのような方法は当業者に既知である。

      【００３２】

  ポリペプチドは、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、親和性クロマトグラフィー、ヒドロキシ

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む周知の

方法によって組換え細胞培養物から回収および精製できる。

      【００３３】

  ポリペプチドが単離または精製中に変性された場合、再折畳みタンパク質に関

する周知の技法を用いて、活性配座を再生してもよい。

      【００３４】

  本明細書で述べるＢ群連鎖球菌タンパク質は、抗体を生じさせたり、または親

和性体を生成するために、標的抗原としてさらに使用することができる。これら

を用いて、Ｂ群連鎖球菌を検出することができる。

      【００３５】

  それゆえ別の側面において、本発明は、本明細書で述べるいずれか１つまたは

それ以上のタンパク質、ポリペプチド、ペプチド、その断片または誘導体に結合

する抗体、親和性体またはその誘導体を提供する。

      【００３６】

  本発明の範囲内の抗体は、モノクローナルでもポリクローナルでもよい。ポリ
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クローナル抗体は、本明細書で述べるタンパク質またはその相同体、誘導体また

は断片を動物に注射した場合に、適切な動物宿主（たとえばマウス、ラット、モ

ルモット、ウサギ、ヒツジ、ヤギまたはサル）においてその生成を刺激すること

により生じさせることができる。望ましい場合、アジュバントをタンパク質とと

もに投与してもよい。周知のアジュバントとしては、フロイントアジュバント（

完全および不完全）および水酸化アルミニウムが挙げられる。次に抗体は、本明

細書で述べるようにタンパク質へのその結合によって、および当業者に周知の他

の手段によって精製することができる。

      【００３７】

  モノクローナル抗体はハイブリドーマから生成できる。これらは、不死細胞系

を生成するために、ミエローマ細胞および望ましい抗体を生成する脾臓細胞を融

合して生成できる。したがって周知のＫｏｈｌｅｒ＆Ｍｉｌｓｔｅｉｎ技法（Ｎ

ａｔｕｒｅ  ２５６（１９７５））またはこの技法のその後の変形を用いること

ができる。

      【００３８】

  特定のポリペプチド／タンパク質に結合するモノクローナルおよびポリクロー

ナル抗体の生成技法は現在、当業界で十分に開発されている。それらはたとえば

、Ｒｏｉｔｔら、免疫学第２版（Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ  ｓｅｃｏｎｄ  ｅｄｔ

ｉｏｎ）（１９８９）、チャーチルビングストン（Ｃｈｕｒｃｈｉｌｌ  Ｌｉｖ

ｉｎｇｓｔｏｎｅ）、ロンドン（Ｌｏｎｄｏｎ）などの免疫学の標準教科書で述

べられている。

      【００３９】

  抗体全体に加え、本発明は、たとえば本明細書で述べるタンパク質に結合可能

なその誘導体を含む。したがって本発明は、抗体断片および合成構築物を含む。

抗体断片および合成構築物の例は、Ｄｏｕｇａｌｌら、Ｔｉｂｔｅｃｈ  １２  

３７２－３７９（１９９４年９月）で述べられている。

      【００４０】

  抗体断片はたとえば、Ｆａｂ、Ｆ（ａｂ’）２およびＦｖ断片を含む。Ｆｖ断

片は、単鎖Ｆｖ（ｓｃＦｖ）分子として知られる合成構築物を生成するように修
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飾することができる。これには、分子の安定性に寄与する、ＶｈおよびＶｌ領域

を共有結合するペプチドリンカが含まれる。使用可能な他の合成構築物としては

、ＣＤＲペプチドが含まれる。これらは、抗原結合決定因子を含む合成ペプチド

である。ペプチドミメティックも使用される。これらの分子は一般に、ＣＤＲル

ープの構造を模倣し、抗体相互作用側鎖を含む、立体配置的に制限された有機環

である。

      【００４１】

  合成構築物はキメラ分子を含む。したがって、たとえばヒト化（または霊長類

化）抗体またはその誘導体は本発明の範囲内である。ヒト化抗体の例は、ヒトフ

レームワーク領域を有し、げっ歯類超可変性領域を有する抗体である。キメラ抗

体の生成方法は、たとえばＭｏｒｒｉｓｏｎら、ＰＮＡＳ、８１、６８５１～６８

５５（１９８４）およびＴａｋｅｄａら、Ｎａｔｕｒｅ、３１４、４５２～４５４

（１９８５）で述べられている。

      【００４２】

  合成構築物には、抗原結合に加えて、分子にある望ましい特性を与える追加部

分を備えた分子も含まれるむ。たとえば、その部分は標識（たとえば蛍光または

放射活性標識）でもよい。あるいは、製薬活性剤でもよい。

      【００４３】

  親和性体は、低い解離定数で標的タンパク質に結合することがわかっているタ

ンパク質である。これらは興味のある標的タンパク質のセグメントを発現するフ

ァージ表示ライブラリから選択される（Ｎｏｒｄ  Ｋ、  Ｇｕｎｎｅｒｉｕｓｓ

ｏｎ  Ｅ、  Ｒｉｎｇｄａｈｌ  Ｊ、  Ｓｔａｈｌ  Ｓ、  Ｕｈｌｅｎ  Ｍ、  Ｎｙ

ｇｒｅｎ  ＰＡ、  スウェーデン（Ｓｗｅｄｅｎ）、  ストックホルム（Ｓｔｏｃ

ｋｈｏｌｍ）の王立技術研究所（ＫＴＨ）の生化学バイオテクノロジー学部。

      【００４４】

  別の側面において、本発明は、本明細書で述べる１以上のタンパク質、ポリペ

プチド、ペプチド、その断片または誘導体、またはヌクレオチド配列を含む免疫

原性組成物を提供する。免疫原性組成物は、本明細書で述べる核酸配列ＩＤ－６

５および／またはＩＤ－６６を含むことがある。あるいは、免疫原性組成物は、
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本明細書で述べるＩＤ－６５、ＩＤ－８３、ＩＤ－８９、ＩＤ－９３および／ま

たはＩＤ－９６を含むタンパク質／ポリペプチド、またはその断片および誘導体

を含むことがある。この種の組成物は、被験者におけるＢ群連鎖球菌感染の治療

または予防に有用である。本発明の好ましい態様において、免疫原性組成物はワ

クチンである。

      【００４５】

  他の側面において、本発明は以下を提供する：

  ｉ）  Ｂ群連鎖球菌感染の治療または予防用の医薬品の調製における、本明細

書で述べる免疫原性組成物の使用。医薬品がワクチンであることが好ましい。

      【００４６】

  ｉｉ）  試験を行うサンプルを本明細書で述べる少なくとも１つの抗体、親和

性体またはその誘導体に接触させるステップを含む、Ｂ群連鎖球菌の検出方法。

      【００４７】

  ｉｉｉ）  試験を行うサンプルを本明細書で述べる少なくとも１つのタンパク

質、ポリペプチド、ペプチド、断片または誘導体に接触させるステップを含む、

Ｂ群連鎖球菌の検出方法。

      【００４８】

  ｉｖ）  試験を行うサンプルを本明細書で述べる少なくとも１つの核酸分子に

接触させるステップを含む、Ｂ群連鎖球菌の検出方法。

      【００４９】

  ｖ）  本明細書で述べる少なくとも１つの抗体、親和性体またはその誘導体を

含む、Ｂ群連鎖球菌の検出用キット。

      【００５０】

  ｖｉ）  本明細書で述べる少なくとも１つのＢ群連鎖球菌タンパク質、ポリペ

プチド、ペプチド、その断片または誘導体を含む、Ｂ群連鎖球菌の検出用キット

。

      【００５１】

  ｖｉｉ）  本発明の少なくとも１つの核酸を含む、Ｂ群連鎖球菌の検出用キッ

ト。
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      【００５２】

  以前に述べたように、本明細書で述べる新規タンパク質は、細菌細胞エンベロ

ープ関連または分泌タンパク質をコードするこれらのＢ群連鎖球菌遺伝子を特異

的に同定するスクリーニング方法を用いて同定および単離される。

      【００５３】

  発明者らが重要なタンパク質の群を同定したならば、そのようなタンパク質は

抗微生物療法の潜在的標的である。しかし、個々のタンパク質がそれぞれその生

物の生存能力に必要かどうかを判定する必要がある。

      【００５４】

  したがって本発明は、前記タンパク質を不活性化することと、Ｂ群連鎖球菌が

なお生存可能であるかどうかを判定することを含む、本明細書で述べるタンパク

質またはポリペプチドが、潜在的な抗微生物剤の標的を表すかどうかを判定する

方法も提供する。

      【００５５】

  タンパク質を不活性化するのに適した方法は、選択された遺伝子のノックアウ

トを行うこと、すなわちタンパク質の発現を防止し、これが致死的変化を生じる

かどうかを判定することである。このような遺伝子ノックアウトを実施するのに

適した方法は、Ｌｉら、  Ｐ．Ｎ．Ａ．Ｓ．、  ９４：１３２５１－１３２５６（

１９９７）およびＫｏｌｋｍａｎら、  Ｊｏｕｒｎａｌ  ｏｆ  Ｂｉｏｌｏｇｉ

ｃａｌ  Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ  ２７２：１９５０２～１９５０８（１９９７）；

Ｋｏｌｋｍａｎら、  Ｊｏｕｒｎａｌ  ｏｆ  Ｂａｃｔｅｒｉｏｌｏｇｙ  １７

８：３７３６～３７４１（１９９６）で述べられている。

      【００５６】

  最後の側面において、本発明は、Ｂ群連鎖球菌感染の治療または予防に使用す

るための医薬品の製造における、本発明のタンパク質またはポリペプチドの機能

または発現を拮抗、阻害、またはそうでなければ干渉することのできる薬剤の使

用を提供する。

      【００５７】

  次に、図面を参照して実施例により本発明を説明するが、これらの実施例は如
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何なる意味でも制限的なものと解釈されるべきではない。

      【００５８】

  実施例１

  ストレプトコッカス・アガラクティエの搬出されるタンパク質をコードする遺

伝子／部分遺伝子の推定配列は、別途明示しない限り、ＬＥＥＰ（搬出されるタ

ンパク質のラクトコッカス発現）系などの、本明細書で述べるヌクレアーゼスク

リーニング系を用いて同定されている。これらをさらに分析して、アーティファ

クトを除去した。スクリーニング系を用いて同定された遺伝子のヌクレオチド配

列は、以下で述べる多くのパラメータを用いて特徴付けられた。

      【００５９】

  １．  すべての推定表面タンパク質は、リーダー／シグナルペプチド配列につ

いて分析される。細菌シグナルペプチド配列は、共通設計を共有する。それらは

開裂部位（ｃ－領域）を含む極性Ｃ－末端部分が続く、疎水性残基の伸展（中央

部分－ｈ領域）直前の正に荷電した短いＮ－末端（Ｎ領域）によって特徴付けら

れている。コンピュータソフトウェアを用いて、リーダーペプチド配列に見られ

る特有の疎水性部分（ｈ－領域）を識別するために用いられる推定タンパク質の

ハイドロパシープロファイリングを行う（Ｍａｒｃｋｓ、  Ｎｕｃ．  Ａｃｉｄ

．  Ｒｅｓ．、  １６：１８２９～１８３６（１９８８））。加えて、潜在的結

合部位の存在／不在（翻訳に必要なＳｈｉｎｅ－Ｄａｌｇａｒｎｏ配列）も知ら

れている。

      【００６０】

  ２．  すべての推定表面タンパク質を用いて、ＧＥＮＢＡＮＫおよびＳＷＩＳ

ＳＰＲＯＴデータベースの翻訳を含むＯＷＬ配列データベースを検索する。これ

により、配列レベルだけではなく、機能レベルでも以前に特徴付けられた同様の

配列の同定が行える。これらのタンパク質が確かに表面結合であり、アーティフ

ァクトでないことを示す情報も提供することもある。

      【００６１】

  ３．  推定ストレプトコッカス・アガラクティエ表面タンパク質は、その新規

性についても評価される。同定されたタンパク質には、代表的なリーダーペプチ
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ドを有するものと、有しないものがあり、データベース内のどのＤＮＡ／タンパ

ク質配列とも相同性を示さない。確かにこれらのタンパク質は、我々のスクリー

ニング方法の主要な利点、すなわち以前の全てのスクリーニングプロトコルでは

見つかっていない非定型表面関連タンパク質の単離を示している。

      【００６２】

  分泌または表面結合タンパク質をコードする病原性細菌からゲノムＤＮＡ断片

を同定および単離するための、３個のレポーター遺伝子の作成および乳酸球菌に

おけるその利用についてここで述べる。

      【００６３】

  レポーターベクターのｐＴＲＥＰ１－ｎｕｃシリーズの作成

  （ａ）発現プラスミドｐＴＲＥＰ１の作成

  ｐＴＲＥＰ１プラスミドは複製数の多い（細胞当たり４０－８０）シータ複製

グラム陽性プラスミドであり、それ自体は以前公表したｐＩＬ２５３プラスミド

の誘導体であるｐＴＲＥＸプラスミドの誘導体である。ｐＩＬ２５３はｐＡＭβ

１の広範なグラム陽性宿主範囲レプリコン（Ｓｉｍｏｎ  ａｎｄ  Ｃｈｏｐｉｎ

、  Ｂｉｏｃｈｅｍｉｅ  ７０：５５９～５６６（１９８８））乳酸球菌性因子

を含む。ｐＩＬ２５３は、ｐＩＬ５０１に代表される結合性親プラスミドによる

伝達または効率的な動員に必要なｔｒａ機能も欠いている。エンテロコッカスの

ｐＡＭβ１レプリコンは以前に、アセトンブタノール菌と同様に、ストレプトコ

ッカス、ラクトバチルスおよびバチルス種を含む様々な種に伝達されていて（Ｌ

ｅＢｌａｎｃら、  全米科学アカデミー会報（Ｐｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓ  ｏｆ  

Ｎａｔｉｏｎａｌ  Ａｃａｄｅｍｙ  ｏｆ  Ｓｃｉｅｎｃｅ  ＵＳＡ  ７５：３

４８４～３４８７（１９７８））、潜在的な広い宿主範囲有用性を示している。

ｐＴＲＥＰ１プラスミドは、構造性転写ベクターとなる。

      【００６４】

  ｐＴＲＥＸベクターは以下のように作成した。推定上のＲＮＡ安定化配列、翻

訳開始領域（ＴＩＲ）、標的遺伝子挿入のための複数クローニング部位および転

写ターミネータを含む人工ＤＮＡ断片は、２個の相補性オリゴヌクレオチドをア

ニーリングし、Ｔｆ１ＤＮＡポリメラーゼを拡張して作成した。センスおよびア



(20) 特表２００３－５２７１００

ンチセンスオリゴヌクレオチドは、クローニングを促進するＮｈｅＩおよびＢａ

ｍＨＩの認識部位をそれぞれの５’末端に含んでいた。この断片は、ＥｃｏＲＩ

およびＨｉｎｄＩＩＩ部位の間でクローン化されたｐＬＥＴ１によるＴ７発現カ

セットを含むｐＵＣ１９の誘導体である（Ｗｅｌｌｓら、  Ｊ．  Ａｐｐｌ．  

Ｂａｃｔｅｒｉｏｌ．  ７４：６２９－６３６（１９９３））、ｐＵＣ１９ＮＴ

７のＸｂａｌおよびＢａｍＨＩ部位の間でクローニングされた。生じた構築物は

ｐＵＣＬＥＸと名付けた。次に、ベクターｐＴＲＥＸを生成させるために、ｐＩ

Ｌ２５３のＥｃｏＲＩおよびＳａｃＩ（平滑末端化）部位にクローニングする前

に、ＨｉｎｄＩＩＩによる切断、平滑末端化、それに続くＥｃｏＲＩによる切断

によって、ｐＵＣＬＥＸの完全発現カセットを除去した（ＷｅｌｌｓおよびＳｃ

ｈｏｆｉｅｌｄ、代謝、遺伝学および応用における最近の進歩－ＮＡＴＯ  ＡＳ

Ｉシリーズ（Ｃｕｒｒｅｎｔ  ａｄｖａｎｃｅｓ  ｉｎ  ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ

、  ｇｅｎｅｔｉｃｓ  ａｎｄ  ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ－ＮＡＴＯ  ＡＳＩ

  Ｓｅｒｉｅｓ）Ｈ９８：３７～６２（１９９６））。推定上のＲＮＡ安定化配

列およびＴＩＲは大腸菌Ｔ７バクテリオファージより由来し、乳酸球菌のリボソ

ーム１６ｓＲＮＡに対するＳｈｉｎｅ  Ｄａｌｇａｒｎｏ（ＳＤ）モチーフの相

補性を向上させるために１個のヌクレオチド位置で修飾される（Ｓｃｈｏｆｉｅ

ｌｄら、個人的通信文、ケンブリッジ大学病理学科）。

      【００６５】

  以前にｐ７と名付けられたプロモータ活性を示す乳酸球菌ＭＧ１３６３染色体

ＤＮＡ断片は、ｐＴＲＥＸ７を生成する発現カセット内に存在するＥｃｏＲＩお

よびＢｇｌＩＩ部位の間でクローン化された。この活性プロモータ領域は、プロ

モータプローブベクターｐＳＢ２９２を用いて以前に単離された（Ｗａｔｅｒｆ

ｉｅｌｄら、Ｇｅｎｅ  １６５：９～１５（１９９５））。プロモータ断片は、

ベントＤＮＡポリメラーゼを製造者に従って用いて、ＰＣＲによって増幅した。

      【００６６】

  次にｐＴＲＥＰ１ベクターを以下のように作成した。転写ターミネータ、フォ

ワードｐＵＣ配列決定プライマー、プロモータ複数クローンニング部位領域およ

び汎用翻訳停止配列を含む人工ＤＮＡ断片は、２個の重複部分相補性合成オリゴ
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ヌクレオチドをともにアニーリングし、シークエナーゼにより、製造者の指示に

したがって伸展させることによって作成した。センスおよびアンチセンス（ｐＴ

ＲＥＰＦおよびｐＴＲＥＰＲ）オリゴヌクレオチドは、ｐＴＲＥＸ７へのクロー

ニングを促進するＥｃｏＲＶおよびＢａｍＨＩの認識部位をそれぞれの５’末端

に含んでいた。転写ターミネータは、ラクトコッカスで有効であることが示され

ている、バチルスペニシリナーゼのものである（Ｊｏｓら、  Ａｐｐｌｉｅｄ  

ａｎｄ  Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ  Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ  ５０：５４

０～５４２（１９８５））。ｐＴＲＥＸベクター内での標的遺伝子の発現が漏出

性である（ｌｅａｋｙ）ことが観測され、元の領域における潜在性プロモータ活

性の結果と考えられるため、このことは必要であると見なされた（Ｓｃｈｏｆｉ

ｅｌｄら、  個人的通信文ケンブリッジ大学病理学科）。クローン化ＤＮＡ断片

の直接配列決定を可能にするために、フォワードｐＵＣプライマー配列決定が含

まれていた。３個の異なる枠内で停止コドンをコードする翻訳停止配列は、ベク

ター遺伝子とクローン化ＤＮＡ断片の翻訳融合を防ぐために含まれていた。ｐＴ

ＲＥＸ７ベクターは最初にＥｃｏＲＩによって消化し、製造者の指示に従ってＴ

４  ＤＮＡポリメラーゼ（ＮＥＢ）の５’－３’ポリメラーゼ活性を用いて平滑

末端化した。ＥｃｏＲＩで消化し、平滑末端化したｐＴＲＥＸ７ベクターは次に

Ｂｇｌ  ＩＩによって消化し、それゆえＰ７プロモータを除去した。アニーリン

グした合成オリゴヌクレオチドに由来する人工ＤＮＡ断片は次にＥｃｏＲＶおよ

びＢａｍ  ＨＩによって消化し、ｐＴＲＥＰを生成するためにＥｃｏＲＩ（平滑

末端化）－Ｂｇｌ  ＩＩ消化ｐＴＲＥＸ７ベクター内にクローニングした。Ｐ１

と名付けられたラクトコッカスラクチスＭＧ１３６３染色体プロモータは次に、

ｐＴＲＥＰ１を形成するｐＴＲＥＰ発現カセット内に存在するＥｃｏＲＩおよび

Ｂｇｌ  ＩＩ部位間にクローニングした。このプロモータも、プロモータプロー

ブベクターｐＳＢ２９２を用いて単離され、Ｗａｔｅｒｆｉｅｌｄら（１９９５

）［同上］によって特徴付けられた。Ｐ１プロモータ断片は初めは製造者の指示

に従ってベントＤＮＡポリメラーゼを用いてＰＣＲによって増幅し、ｐＴＲＥＸ

内にＥｃｏＲＩ－ＢｇｌＩＩ  ＤＮＡ断片としてクローニングした。

      【００６７】
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  断片を含むＥｃｏＲＩ－ＢｇｌＩＩ  Ｐ１プロモータは、制限酵素消化によっ

てｐＴＲＥＸ１から除去し、ｐＴＲＥＰ内へのクローニングに用いた（Ｓｃｈｏ

ｆｉｅｌｄら、個人的通信文、ケンブリッジ大学病理学科）。

      【００６８】

  （ｂ）黄色ブドウ球菌ｎｕｃ遺伝子のＰＣＲ増幅

  黄色ブドウ球菌ｎｕｃ遺伝子の核酸配列（ＥＭＢＬデータベース受入番号Ｖ０

１２８１）を用いて、ＰＣＲ増幅用の合成オリゴヌクレオチドプライマーを設計

した。プライマーは、Ｓｎａｓｅ  Ｂと名付けられた分泌ポリペプチドのＮ－末

端１９－２１アミノ酸のタンパク質分解開裂によって生成される、ｎｕｃＡと名

付けられたｎｕｃ遺伝子の成熟形を増幅するように設計した（Ｓｈｏｒｔｌｅ、

  １９８３［同上］）。ｎｕｃ遺伝子に関して異なる読取枠内にＥｃｏＲＶまた

はＳｍａＩの平滑末端制限エンドヌクレアーゼ開裂部位をそれぞれ有するように

、３種類のセンスプライマー（ｎｕｃＳ１、ｎｕｃＳ２およびｎｕｃＳ３、図３

に示す）を設計した。さらに、ＢｇｌＩＩおよびＢａｍＨＩは、ＢａｍＨＩおよ

びＢｇｌＩＩカットｐＴＲＥＰ１へのクローニングを促進するために、センスお

よびアンチセンスプライマーそれぞれの５’末端に含まれていた。すべてのプラ

イマーの配列を図３に示す。エンドヌクレアーゼ遺伝子の成熟形（ＮｕｃＡ）を

コードする３種類のｎｕｃ遺伝子ＤＮＡ断片は、アンチセンスプライマーと結合

した各センスプライマーを用いたＰＣＲによって増幅する。ｎｕｃ遺伝子断片は

、黄色ブドウ球菌ゲノムＤＮＡテンプレート、ベントＤＮＡポリメラーゼ（ＮＥ

Ｂ）および製造者が推奨する条件を用いたＰＣＲによって増幅する。９３℃にお

ける２分間の初期変性ステップに続いて、９３℃にて４５秒間の変性、５０℃に

て４５秒間のアニーリングおよび７３℃にて１分間の伸長を３０サイクル行い、

最後に７３℃にて５分間の伸長ステップを行った。ＰＣＲ増幅生成物は、組込ま

れなかったヌクレオチドおよびプライマーを除去するために、ウィザードクリー

ンアップカラム（プロメガ）を用いて精製した。

      【００６９】

  （ｃ）ｐＴＲＥＰ１－ｎｕｃベクターの作成

  ｂ節で述べた精製ｎｕｃ遺伝子断片は、レポータベクターのｐＴＲＥＰ１－ｎ
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ｕｃ１、ｐＴＲＥＰ１－ｎｕｃ２およびｐＴＲＥＰ１－ｎｕｃ３シリーズを生成

するために、標準条件を用いてＢｇｌ  ＩＩおよびＢａｍＨＩによって消化し、

ＢａｍＨＩならびにＢｇｌＩＩカットおよび脱リン酸化ｐＴＲＥＰ１に連結した

。これらのベクターを図４に示す。製造者によって供給された試薬および緩衝液

を用いて、または標準技法を用いて、一般的な分子生物学技法を実施した（Ｓａ

ｍｂｒｏｏｋおよびＭａｎｉａｔｉｓ、分子クローニング：実験室マニュアル（

Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ  ｌａｂｏｒａｔｏｙ  ｍａｎｕａｌ

）．  コールドスプリングハーバーラボラトリプレス（Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ

  Ｈａｒｂｏｒ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｐｒｅｓｓ（１９８９））。各ｐＴＲ

ＥＰ１－ｎｕｃベクターにおいて、発現カセットは転写ターミネータ、ラクトコ

ッカスプロモータＰ１、ｎｕｃ遺伝子の成熟形が続く独自のクローニング部位（

Ｂｇｌ  ＩＩ、ＥｃｏＲＶまたはＳｍａＩ）、第２転写ターミネータを含む。ｎ

ｕｃ遺伝子の翻訳および分泌に必要な配列がこの構造から周到に除外されている

ことに注意する。そのような要素は、ｎｕｃ遺伝子のすぐ上流に存在する独自の

制限部位内にクローニング可能な、適切に消化された異質ＤＮＡ断片（標的細菌

を表す）によってのみ提供することができる。

      【００７０】

  （ｄ）Ｂ群連鎖球菌における分泌タンパク質のスクリーニング

  Ｂ群連鎖球菌（ストレプトコッカス・アガラクティエ）から単離されたゲノム

ＤＮＡは、制限酵素Ｔｒｕ９Ｉで消化した。配列５’－ＴＴＡＡ－３’を認識す

るこの酵素は、Ａ／Ｔが豊富なゲノムを効率的に切断し、好ましいサイズ範囲内

（通常、平均０．５～１．０ｋｂ）のランダムゲノムＤＮＡ断片を生成可能なた

めに用いられた。新規遺伝子配列を転写するためにＰ１プロモータが利用される

可能性が上昇しているため、このサイズ範囲は好ましい。しかし、多くのストレ

プトコッカスプロモータは乳酸球菌において認識されることが可能であるため、

Ｐ１プロモータはすべての場合で必要なわけではない。異なるサイズ範囲のＤＮ

Ａ断片は、ストレプトコッカス・アガラクティエのゲノムＤＮＡの部分Ｔｒｕ９

Ｉ消化物から精製した。

      【００７１】
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  Ｔｒｕ  ９Ｉ制限酵素が突出末端を生成するため、ＤＮＡ断片は、ＥｃｏＲＶ

またはＳｍａＩカットｐＴＲＥＰ１－ｎｕｃベクターへの連結前に平滑末端化す

る必要がある。これは、Ｋｌｅｎｏｗ酵素の５’－３’ポリメラーゼ活性を用い

た部分フィルイン酵素反応によって行われる。手短に言えば、Ｔｒｕ９Ｉ消化Ｄ

ＮＡを、Ｔ４  ＤＮＡリガーゼ緩衝液（ニューイングランドバイオラブズ（Ｎｅ

ｗ  Ｅｎｇｌａｎｄ  Ｂｉｏｌａｂｓ；ＮＥＢ）（１Ｘ）および３３μＭずつの

必要なｄＮＴＰ、この場合はｄＡＴＰおよびｄＴＴＰを補足した溶液（通常、全

量１０～２０μｌ）に溶解させた。Ｋｌｅｎｏｗ酵素を加え（ＤＮＡ１μｇ当た

り１単位のＫｌｅｎｏｗ酵素（ＮＥＢ））、反応物を２５℃にて１５分間インキ

ュベートした。反応は混合物を７５℃にて２０分間インキュベートして停止させ

た。次にＥｃｏＲＶまたはＳｍａＩ消化ｐＴＲＥＰ－ｎｕｃプラスミドＤＮＡを

加えた（通常２００～４００ｎｇ）。混合物は次いで４００単位のＴ４  ＤＮＡ

リガーゼ（ＮＥＢ）およびＴ４  ＤＮＡリガーゼ緩衝液（１Ｘ）を加え、１６℃

にて一晩インキュベートした。連結混合物を１００％エタノールと１／１０量の

３Ｍ酢酸ナトリウム（ｐＨ５．２）中で直接沈殿させ、乳酸球菌ＭＧ１３６３の

形質転換に使用した（Ｇａｓｓｏｎ、  Ｊ．  Ｂａｃｔｅｒｉｏｌ．  １５４：

１－９（１９８３））。あるいは、ｐＴＲＥＰ－ｎｕｃベクターの遺伝子クロー

ニング部位は、たとえばＳａｕ３ＡＩ消化ゲノムＤＮＡ断片のクローニングに使

用するＢｇｌＩＩ部位も含んでいる。

      【００７２】

  乳酸球菌形質転換体コロニーはブレインハートインフュージョン寒天上で培養

し、ヌクレアーゼ分泌（Ｎｕｃ＋）クローンは、実質的にＳｈｏｒｔｌｅ、  １

９８３［同上］およびＬｅ  Ｌｏｉｒら、  １９９４［同上］と同様に、トルイ

ジンブルーＤＮＡ寒天オーバーレイ（０．０５Ｍ  Ｔｒｉｓ  ｐＨ９．０、１リ

ットル当たり１０ｇの寒天、１リットル当たり１０ｇのＮａＣｌ、０．１ｍＭ  

ＣａＣｌ２、０．０３％重量／体積。サケ精子ＤＮＡおよび９０ｍｇのトルイジ

ンブルーＯ染料）によって検出した。次にプレートを３７℃にて最長２時間イン

キュベートした。ヌクレアーゼ分泌クローンは、簡単に識別可能なピンクハロを

展開する。プラスミドＤＮＡはＮｕｃ＋組換え乳酸球菌クローンから単離し、Ｄ
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ＮＡ挿入物は、ＤＮＡ挿入物によって直接配列決定を行う、図３に示したＮｕｃ

Ｓｅｑ配列決定プライマーを用いて１本鎖上で配列決定した。

      【００７３】

  実施例２

  ストレプトコッカス・アガラクティエ標準接種原の調製

  菌株の確証

  ストレプトコッカス・アガラクティエ血清型ＩＩＩ（菌株９７／００９９）は

、髄膜炎に罹患した新生児の脳髄液に由来する最近の臨床単離物である。このＢ

群連鎖球菌の溶血性菌株は、ロンドン（Ｌｏｎｄｏｎ）  ＮＷ９  ５ＨＴ、コリ

ンデールアベニュー（Ｃｏｌｉｎｄａｌｅ  Ａｖｅｎｕｅ）６１のＰＨＬＳ中央

公衆衛生研究所の呼吸器および全身感染研究所にて、疫学的に試験および確証さ

れた。菌株は研究所到着前に、２回だけ継代培養された。寒天スロープ（ａｇａ

ｒ  ｓｌｏｐｅ）に載って到着した際に、４５個のコロニーの範囲を用いてＴｏ

ｄｄ  Ｈｅｗｉｔｔ／５％ウマ血液培養液に接種し、これをまた１晩３７℃でイ

ンキュベートした。この一晩インキュベートした培養物の０．５ｍｌの分割量は

、－７０℃での長期保存のために、細菌のグリセロールストックを２０％とされ

た。グリセロースストックには、生存能力を確認するために、Ｔｏｄｄ  Ｈｅｗ

ｉｔｔ／５％ウマ血液寒天プレート上に線がつけられた。

      【００７４】

  Ｂ群ストレプトコッカスのｉｎ  ｖｉｖｏ継代

  ストレプトコッカス・アガラクティエ血清型ＩＩＩ（菌株９７／００９９凍結

培養物（菌株の確証の下に述べられている）は、３７℃で一晩インキュベートし

たＴｏｄｄ  Ｈｅｗｉｔｔ／５％ウマ血液寒天プレート上に、１個のコロニーへ

線が付けられた。４、５個のコロニーの範囲を用いて、Ｔｏｄｄ  Ｈｅｗｉｔｔ

／５％ウマ血液培養液インキュベートし、さらに一晩インキュベートした。この

一晩インキュベートした培養物の０．５ｍｌの分割量を用いて、３７℃でインキ

ュベートした５０ｍｌのＴｏｄｄ  Ｈｅｗｉｔｔ培養液（１：１００希釈）に接

種した。一晩インキュベートした培養物の１０倍連続希釈を作成し（この菌株の

病原性が不明であったため）、それぞれをＣＢＡ／ｃａマウス２匹ずつに腹腔内
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接種した。接種培養で用いた各種の接種原に対して、生菌計数を行った。マウス

のグループには、１０８－１０４のコロニー形成単位（ｃｆｕ）の範囲の各種濃

度の病原体を用いて抗原投与した。症状が出現したマウスには終末麻酔を行い、

心臓穿刺を実施した（最高投与量、すなわち１  Ｘ  １０８ｃｆｕ、によって抗

原投与し、症状が出現したマウスのみ）。収集した凝固していない血液を用いて

、５０ｍｌの血清培養液（Ｔｏｄｄ  Ｈｅｗｉｔｔ／２０％不活性化ウシ胎仔血

清）に直接接種した。培養物は絶えず監視し、後期対数相まで増殖させた。培地

中の血液の存在は、細菌増殖が増すにつれてさらに溶解し、ＯＤ６００ｎｍの測

定値を妨害するため、培養物を絶えず監視する必要があった。後期対数相／初期

静止相に達すると、試験管の底に沈殿した死細菌細胞と残りの血液細胞を除去す

るために、培養物を新しい５０ｍｌの試験管に移した。次に０．５ｍｌの分割量

を滅菌クリオバイアルに移し、液体窒素中で凍結させて、－７０℃で保存した。

細菌数を決定するために、単一の標準接種原分割量に対して生菌計数を実施した

。これは１ｍｌ当たり約５  Ｘ  １０８ｃｆｕと決定された。

      【００７５】

  Ｂ群ストレプトコッカス標準接種原の腹腔内抗原投与および病原性試験

  標準接種原がワクチン治験で使用するために適した病原性であるかどうかを判

定するために、ある投与範囲を用いて抗原投与を実施した。凍結標準接種原菌株

の分割量を室温で解凍させた。生菌計数データより、標準接種源の１ｍｌ当たり

のｃｆｕの数はすでに既知であった。最初に、Ｔｏｄｄ  Ｈｅｗｉｔｔ培養液中

で標準接種原の連続希釈を作成し、Ｔｏｄｄ  Ｈｅｗｉｔｔ培養液５００μｌ当

たり１  Ｘ  １０８－１  Ｘ  １０４ｃｆｕの範囲の投与量を用いて、マウスに

腹腔内に抗原投与した。異なる投与量の細菌を注射したマウスグループの生存時

間を比較した。標準接種原は、適切な病原性であると判定され、１  Ｘ  １０  

６ｃｆｕの投与量がワクチン治験でさらに使用するために、最適に近いと見なさ

れた。続く最適化は、５  Ｘ  １０５－５  Ｘ  １０６ｃｆｕの範囲の投与量を

用いて抗原投与した。最適投与量は約２．５  Ｘ  １０６ｃｆｕと概算された。

これは１００％致死量を表し、狭い時間範囲内に密集した生存時間によって決定

された終点と繰り返して一致した。すべての実験を通じて、抗原投与されたマウ
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スは、生存時間を計算することはもちろん、症状、症状進行の段階を明らかにす

るために絶えず監視した。

      【００７６】

  ＤＮＡワクチン接種実験におけるＢ群連鎖球菌ＬＥＥＰ由来遺伝子のスクリー

ニング

  ＤＮＡワクチンベクターとしてのｃＤＮＡ３．１＋

  別途記載しない限り、ＬＥＥＰ系を用いて誘導した遺伝子標的を含むすべての

ＤＮＡ免疫化実験では、以下ではｐｃＤＮＡ３．１と呼ぶ、市販のｐｃＤＮＡ３

．１＋プラスミド（インビトロゲン）をベクターとして用いた。ｐｃＤＮＡ３．

１は、哺乳類細胞における高レベルに安定した、過渡的発現のために設計されて

おり、ＤＮＡワクチン接種実験における各種病原体からの候補遺伝子を試験する

ために、宿主ベクターとして幅広く、うまく使用されている（Ｚｈａｎｇら、  

Ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ  ａｎｄ  Ｉｍｍｕｎｉｔｙ  １７６：１０３５－４０（１

９９７）；Ｋｕｒａｒ  ａｎｄ  Ｓｐｌｉｔｔｅｒ、  Ｖａｃｃｉｎｅ  １５：

１８５１－５７（１９９７）；Ａｎｄｅｒｓｏｎら、  Ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ  ａ

ｎｄ  Ｉｍｍｕｎｉｔｙ  ６４：３１６８－３１７３（１９９６））。

      【００７７】

  ベクターは、広範に渡る哺乳類細胞および筋肉および免疫細胞の両方を含む細

胞型において標的遺伝子の効率的で高レベルの発現を可能にするヒトサイトメガ

ロウィルス（ＣＭＶ）前初期プロモータ／エンハンサ下流にある、複数の遺伝子

標的のクローニングを促進する複数のクローニング部位を保持している。生体内

での保護反応の生成に最も重要な細胞型がいまだに不明であるため、これは最適

な免疫反応には重要である。プラスミドは、都合のよい高コピー数複製および大

腸菌における増殖を可能にするＣｏｌＥ１複製起点と、大腸菌での選択するため

のアンピシリン耐性遺伝子（Ｂ－ラクタマーゼ）も含む。

      【００７８】

  さらにｐｃＤＮＡ  ３．１は、センス方向でのクローン化遺伝子の生体外転写

を可能にするＴ７プロモータ／プライミング部位をＭＣＳの上流に保持する。

      【００７９】



(28) 特表２００３－５２７１００

  ＤＮＡワクチンの調製

  オリゴヌクレオチドプライマーは別途記載しない限り、ＬＥＥＰ系を用いて誘

導した興味のある遺伝子それぞれについて設計した。各遺伝子は完全に検査し、

可能な場合はタンパク質の成熟部分のみをコードすると考えられる遺伝子の部分

を標的とするようにプライマーを設計した（付録Ｉ）；目的は、哺乳類細胞で発

現される場合に正しい折畳みを促進するために、標的遺伝子タンパク質の成熟部

分のみをコードする配列を発現させることであった。たとえば大半の場合、推定

的Ｎ－末端シグナルペプチド配列がｐｃＤＮＡ３．１内にクローニングされる最

終増幅生成物中に含まれないようにプライマーを設計した。シグナルペプチドは

ポリペプチド前駆体を、通常シグナルペプチダーゼＩ（またはリポタンパク質の

場合はシグナルペプチダーゼＩＩ）によってそれが開裂されるタンパク質搬出経

路を通じて細胞膜まで誘導する。それゆえシグナルペプチドは、成熟タンパク質

が細菌表面に提示されるか、分泌されるかにかかわらず、該成熟タンパク質のい

かなる部分をも構成しない。Ｎ－末端リーダーペプチド配列がただちに明らかに

ならない場合は、ｐｃＤＮＡ３．１でのクローニング、そして最終的には発現の

ために、遺伝子配列全体を標的とするようにプライマーを設計した。

      【００８０】

  すべてのフォワードおよびリバースオリゴヌクレオチドは、ｐｃＤＮＡ３．１

  ＭＣＳ領域へのクローニングを促進するための適切な制限酵素部位を含んでい

た。すべてのフォワードプライマーも、標的遺伝子挿入物を備えた枠内の「ａｔ

ｇ」翻訳開始コドンのすぐ上流の保存Ｋｏｚａｋヌクレオチド配列５’－ｇｃｃ

ａｃｃ－３’を含むように設計した。Ｋｏｚａｋ配列は、真核リボソームによる

開始配列の認識を促進する。通常、ＢａｍＨ１制限酵素部位を含むフォワードプ

ライマーは、配列５’－ｃｇｇｇａｔｃｃｇｃｃａｃｃａｔｇ－３’で開始し、

増幅される遺伝子のその部分の５’末端に相同性の配列が続く。すべてのリバー

スプライマーは、ＮｏｔＩ制限酵素部位配列５’－ｔｔｇｃｇｇｃｃｇｃ－３’

を含んでいた。すべての遺伝子特異性フォワードおよびリバースプライマーは、

増幅を促進するよう、適合性の融点を持つように設計した。

      【００８１】
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  すべての遺伝子標的は、製造者が推奨する条件を用いてベントＤＮＡポリメラ

ーゼ（ＮＥＢ）またはｒＴｔｈ  ＤＮＡポリメラーゼ（ＰＥアプライドバイオシ

ステムズ（ＰＥ  Ａｐｐｉｅｄ  Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ））を使用して、ストレ

プトコッカス・アガラクティエゲノムＤＮＡテンプレートからＰＣＲによって増

幅した。代表的な増幅反応には、９５℃での２分間の初期変性ステップ、それに

続く３５サイクルの９５℃での３０秒間の変性、適切な融点における３０秒間の

アニーリングおよび７２℃での１分間の伸長（増幅されるＤＮＡの１ｋｂ当たり

１分）が含まれていた。この後、７２℃にて１０分間、最終伸長時間が続いた。

すべてのＰＣＲ増幅生成物は、フェノールクロロホルム（２：１：１）で１回、

クロロホルム（１：１）で１回抽出し、エタノール沈殿させた。特異性ＤＮＡ断

片は、ＱＩＡクイックゲル抽出キット（キアゲン）を用いてアガロースゲルから

単離した。精製された増幅遺伝子ＤＮＡ断片は、適切な制限酵素で消化し、大腸

菌を宿主として用いてｐｃＤＮＡ３．１プラスミドベクター内にクローニングし

た。遺伝子の正しいクローニングおよび維持は、制限マッピングとＤＮＡ配列決

定によって確認した。組換えプラスミドＤＮＡは、プラスミドメガキット（Ｐｌ

ａｓｍｉｄ  Ｍｅｇａ  Ｋｉｔｓ）（キアゲン）を用いて大規模に（＞１．５ｍ

ｇ）単離した。

      【００８２】

  ＤＮＡワクチン接種治験

  マウスでのＤＮＡワクチン接種は、ＤＮＡを６週齢ＣＢＡ／ｃａマウス（ハー

ラン、  英国（Ｈａｒｌａｎ、  ＵＫ））に投与して行った。ワクチン接種するマ

ウスは６グループに分け、各グループは別途記載しない限り、ＬＥＥＰ系を用い

て誘導した特異性標的遺伝子配列を含む組換えｐｃＤＮＡ３．１プラスミドＤＮ

Ａによって免疫化した。ダルベッコのＰＢＳ（シグマ（Ｓｉｇｍａ））中のＤＮ

Ａの全量１００μｌを、両後脚の前脛骨筋に筋肉内注射した。

      【００８３】

  ４週間後、同量のＤＮＡを用いてこの手順を繰り返した。比較のために、対照

マウスグループをすべてのワクチン治験に含められた。これらの対照グループは

上述の同じ期間を用いて、ＤＮＡワクチン接種も行わないか、非組換えｐｃＤＮ
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Ａ３．１プラスミドＤＮＡのみで免疫化した。２回目の免疫化の４週間後、すべ

てのマウスグループに対して、致死量のストレプトコッカス・アガラクティエ血

清型ＩＩＩ（菌株９７／００９９）を腹腔内に抗原投与した。投与した細菌の実

数は、Ｔｏｄｄ－Ｈｅｗｉｔｔ／５％血液寒天プレート上で接種原の連続希釈を

プレーティングして決定した。すべてのマウスは感染後３または４日目に殺した

。感染プロセスの間、抗原投与されたマウスは、ストレプトコッカス・アガラク

ティエ誘発疾患の開始に関連する症状の発症について監視した。適切な順序の代

表的な症状は、下半身／後脚領域の麻痺の結果であることが多い、明らかな立毛

、だんだん弓なりに曲がっていく姿勢、目からの分泌、嗜眠の増加、運動に対す

る抵抗が含まれていた。後者の症状は通常、瀕死状態の発生と一致し、この段階

でさらなる苦痛を防ぐために、マウスを除去した。これらのマウスは死に非常に

近いものと見なされ、除去した時間を用いて統計分析のための生存時間として使

用した。マウスの死亡が発見された場合、さらに正確な死亡時間を決定するため

に、特定のマウスの生存が最後に観測された時間と、死亡の発見時間を平均して

生存時間を計算した。この治験の結果を表１に示し、図２にグラフで示す。

      【００８４】

  結果の解釈

  陽性結果は、上述のように抗原投与実験でクローニングされ、使用されて、そ

の抗原投与に対して保護を与えた任意のＤＮＡ配列として得られた。以下の場合

に、ＤＮＡ配列は保護的であると判定された；

  －  Ｍａｎｎ－Ｗｈｉｔｎｅｙ  Ｕ試験を用いて決定した９５％信頼レベル（

ｐ＞０．０５）まで、そのＤＮＡ配列が対照マウスに比較して統計的に有意にマ

ウスを保護した場合。

      【００８５】

  －  Ｍａｎｎ－Ｗｈｉｔｎｅｙを用いて、ＤＮＡ配列が限界であるか、有意で

なかったが、多少の保護機能を示した場合。たとえば、１匹以上の範囲外のマウ

スは、対照マウスと比べた場合に著しく長い期間生存することがある。あるいは

、最初の死亡までの時間も、対照グループの対応マウスと比較した場合に長引く

ことがある。一部の結果の明瞭度が、ＤＮＡワクチンの投与に関連する問題に影
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響を受ける可能性がある場合に、限界または有意でない結果を潜在的陽性と見な

すことが許容できる。実際に、生存時間の大きな変化は、所与のグループの異な

るメンバ間の免疫反応の異なるレベルに影響を及ぼすことがある。

      【００８６】

【表１】

  コメント

  ＩＤ－６５（３－６０）

  ’３－６０（ＩＤ－６５）’ＤＮＡワクチンで免疫化されたマウスは、ワクチ

ン接種していない対照グループと比較した場合に、著しく長い生存時間を示した

。

      【００８７】

  ＩＤ－６６（３－５）

  ’３－５（ＩＤ－６６）’ＤＮＡワクチンで免疫化されたマウスは、ワクチン

接種していない対照グループと比較した場合に、著しく長い生存時間を示した。

      【００８８】

  実施例３

  タンパク質ワクチン接種実験におけるＢ群連鎖球菌ＬＥＥＰ由来タンパク質の
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発現およびスクリーニング

  タンパク質の発現

  優先順位指定遺伝子、すなわち（図１で述べたように）配列特性より導出した

予測発現機能に基づいて選択した遺伝子は、大腸菌を宿主として利用したｐＥＴ

系（ノバジェン社（Ｎｏｖａｇｅｎ、  Ｉｎｃ．）、ウィスコンシン州マディソ

ン（Ｍａｄｉｓｏｎ、  ＷＩ））を用いてクローニングし、組換えタンパク質と

して発現させた。標的遺伝子は、ｐＥＴ２８ｂ（＋）プラスミド発現ベクター内

にクローニングした。ｐＥＴ２８ｂ（＋）ベクターは、標的タンパク質の高レベ

ル発現および精製のために設計されている。このベクターは、標的遺伝子の転写

のためのＴ７プロモータを含み、Ｎ－末端登録商標Ｈｉｓ・Ｔａｇ（Ｒ）／トロ

ンビン／登録商標Ｔ７・Ｔａｇ（Ｒ）配置、クローニングのための独自の制限酵

素部位を含むマルチクローニング部位およびオプションのＣ－末端Ｈｉｓ・Ｔａ

ｇ配列が続く。このベクターは、選択のためと、標的遺伝子発現のためにカナマ

イシン耐性遺伝子も含んでいる（ｐＥＴ系マニュアル、第８版（（ノバジェン）

。

      【００８９】

  タンパク質ワクチンの調製

  別途記載しない限りＬＥＥＰ系を用いて誘導した標的遺伝子それぞれについて

、オリゴヌクレオチドプライマーを設計した。各遺伝子は完全に検査した。可能

な場合、プライマーはタンパク質の成熟部分のみをコードすると予測された遺伝

子の部分を標的とするように設計した（付録ＩＩ）。予測された成熟タンパク質

のみに該当する遺伝子を発現することによって、最終的に生体外で発現された場

合に正しい折畳みが促進されることが望ましい。オリゴヌクレオチドプライマー

は、標的配列の推定的Ｎ－末端シグナルペプチドをコードする配列がクローンニ

ングされる最終増幅生成物ｐＥＴ２８（＋）に含まれないように設計した。シグ

ナルペプチドはポリペプチド前駆体を、通常シグナルペプチダーゼＩ（またはリ

ポタンパク質の場合はシグナルペプチダーゼＩＩ）によってそれが開裂されるタ

ンパク質搬出経路を通じて細胞膜まで誘導する。それゆえシグナルペプチドは、

成熟タンパク質が細菌表面に提示されるか、分泌されるかにかかわらず、そのい
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かなる部分も構成しないことが予測される。このため、典型的なシグナルペプチ

ドおよびその開裂部位は、商標ＤＮＡストライダープログラム（ＤＮＡ  Ｓｔｒ

ｉｄｅｒ  ＴＭ  Ｐｒｏｇｒａｍ）（ＣＥＡ、  フランス（ＣＥＡ、  Ｆｒａｎｃ

ｅ））と、各種生物によるアミノ酸配列におけるシグナルペプチド開裂部位の存

在および位置を予測するシグナルＰ（ＳｉｇｎａｌＰ）Ｖ１．１プログラムを用

いて予測した（Ｎｉｅｌｓｅｎら、  Ｐｒｏｔｅｉｎ  Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ

  １０：１－６（１９９７））。Ｎ－末端リーダーペプチド配列が明らかでない

場合は、クローニングおよび発現のための遺伝子配列全体を標的とするようにプ

ライマーを設計した。

      【００９０】

  すべてのオリゴヌクレオチドは、ｐｃＤＮＡ３．１  ＭＣＳ領域へのクローニ

ングを促進するための適切な制限酵素部位を含むように設計した（付録ＩＩ）。

フォワードプライマーは、Ｎｃｏ  Ｉ（５’－ｃｃａｔｇｇ－３’）またはＮｈ

ｅ  Ｉ（５’－ｇｃｔａｇｃ－３’）制限酵素部位および枠内に標的遺伝子読取

枠（ｏｒｆ）を備えた’ＡＴＧ’開始コドンを含んでいた。すべてのリバースプ

ライマーは、Ｎｏｔ  Ｉ制限酵素部位５’－ｇｃｇｇｃｃｇｃ－３’を含み、標

的遺伝子がＣ－末端Ｈｉｓ・Ｔａｇとともに枠内に発現できるように設計した（

すなわち、標的遺伝子の停止コドンが含まれていなかった）。Ｎｃｏ  Ｉおよび

Ｎｏｔ  Ｉを用いると、Ｎ－末端登録商標Ｈｉｓ・Ｔａｇ、トロンビンおよび登

録商標Ｔ７・Ｔａｇ  ＤＮＡ配列が除去された。同時に、Ｔ７  ＲＮＡポリメラ

ーゼによる標的遺伝子の高レベル発現／翻訳と、それに続くＣ－末端Ｈｉｓ・Ｔ

ａｇによる精製を促進するために、標的遺伝子を（ファージＴ７主要カプシドタ

ンパク質による）高度に有効なリボソーム結合部位のすぐ下流にクローニングし

た。すべての標的遺伝子特異性フォワードおよびリバースプライマーは、増幅を

促進するために適合性融点を持つよう設計した。

      【００９１】

  すべての遺伝子標的は、製造者が推奨する条件を用いてベントＤＮＡポリメラ

ーゼ（ＮＥＢ）を使用して、ストレプトコッカス・アガラクティエのゲノムＤＮ

ＡテンプレートによるＰＣＲによって増幅した。代表的な増幅反応には、９５℃
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での２分間の初期変性ステップ、それに続く３５サイクルの９５℃での３０秒間

の変性、適切な融点における３０秒間のアニーリングおよび７２℃での１分間の

伸長（増幅されるＤＮＡの１ｋｂ当たり１分）が含まれていた。この後、７２℃

にて１０分間、最終伸長時間が続いた。すべてのＰＣＲ増幅生成物は、フェノー

ルクロロホルム（２：１：１）で１回、クロロホルム（１：１）で１回抽出し、

エタノール沈殿させた。特異性ＤＮＡ断片は、ＱＩＡクイックゲル抽出キット（

キアゲン）を用いてアガロースゲルから単離した。精製された増幅遺伝子ＤＮＡ

アンプリコンは、Ｎｃｏ  Ｉ（またはＮｈｅ  Ｉ）およびＮｏｔ  Ｉ制限酵素で

消化し、大腸菌ＤＨ５αまたは大腸菌ＢＬ２１（ＤＥ３）を宿主として用いてＮ

ｃｏ  ＩおよびＮｏｔ  Ｉ消化ｐＥＴ２８ｂ（＋）プラスミドベクター内にクロ

ーニングした。遺伝子の正しいクローニングおよび維持は、制限マッピングによ

って確認した。

      【００９２】

  標的タンパク質の発現および溶解度の決定

  組換えタンパク質を発現する大腸菌ＢＬ２１  ＤＥ３  ｐＥＴ２８ｂ（＋）菌

株のグリセロールストックを用いて、カナマイシン（３０μｇ／ｍｌ）を含む１

０ｍｌのルリア培養液を接種し、激しく振盪しながら（３００ｒｐｍ）３７℃に

て一晩増殖させた。

      【００９３】

  カナマイシン（３０μｇ／ｍｌ）を含む２０－４０ｍｌのルリア培養液は、ス

テップ１の一晩の培養物の１：１００希釈物を用いて接種し、激しく振盪しなが

ら（３００ｒｐｍ）３７℃にて増殖させた。培養物が０．６－１．０のＯＤ６０

０に達した場合、ＩＰＴＧを最終濃度が１ｍＭとなるように加えた。通常、培養

物は３時間誘発させた。次に細胞を７０００ｇにて１０分間遠心分離して収集し

た。次いで細胞ペレットを１／１０量の溶解培養液（５０ｍＭ  ＮａＨ２ＰＯ４

、ｐＨ８．０；３００ｍＭ  ＮａＣｌ；１０ｍＭイミダゾール；１０％グリセロ

ール）で再懸濁させた。次にリゾチームを最終濃度が１ｍｇ／ｍｌとなるように

加えて、懸濁液を氷上で３０分間インキュベートした。次いで懸濁液を氷上で超

音波処理し（２００－３００Ｗで６０秒間バースト、１０秒間冷却時間。溶解物
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を次に１０、０００ｇで２０分間遠心分離にかけた。上澄（溶解性タンパク質を

含む）を滅菌２ｍｌエッペンドルフに移した。ペレットは２ｍｌの可溶化緩衝液

（８ｍＭ尿素；５０ｍＭ  ＮａＨ２ＰＯ４、ｐＨ８．０；３００ｍＭ  ＮａＣｌ

；１０％グリセロール）中に再懸濁させた。この懸濁液は不溶性タンパク質画分

を含んでいた。溶解性および不溶性画分両方からの分割量を新たなエッペンドル

フに移した。タンパク質サンプルは、等量の２Ｘ  ＳＤＳ－ＰＡＧＥ緩衝液を加

え、９５℃にて５分間加熱して変性させた。変性抽出サンプルは次に、ＳＤＳ－

ＰＡＧＥによって分析し、標的遺伝子発現および溶解度を決定した。

      【００９４】

  組換え標的タンパク質の大規模発現

  組換えタンパク質を発現する大腸菌ＢＬ２１  ＤＥ３  ｐｅｔ２８ｂ（＋）菌

株のグリセロールストックを用いて、カナマイシン（３０μｇ／ｍｌ）を含む１

０ｍｌのルリア培養液に接種し、激しく振盪しながら（３００ｒｐｍ）３７℃に

て増殖させた。組換え菌株の一晩置いた培養物５ｍｌを用いて、カナマイシン（

３０μｇ／ｍｌ）を含む２５０ｍｌのルリア培養液に接種し、激しく振盪しなが

ら（３００ｒｐｍ）３７℃にて増殖させた。培養物が０．６－１．０のＯＤ６０

０に達したら、最終濃度が１ｍＭとなるようにＩＰＴＧを加えた。通常、培養物

は３時間誘起させた。次に培養物を遠心分離にかけてペレットとし、－２０℃で

凍結保存した。

      【００９５】

  標的抗原の精製

  Ｎｉ－ＮＴＡアガロース（キアゲン社（Ｑｉａｇｅｎ  ＬＴＤ）、英国ウェス

トサセックス、カタログ番号３０１２０）を用いて、Ｈｉｓ－タグ組換えタンパ

ク質を精製した。ｐＥＴ２８ｂ（＋）中の標的タンパク質を持つ枠内で発現され

た６ｘＨｉｓ親和性タグは、Ｎｉ－ＮＴＡへの結合を促進する。Ｎｉ－ＮＴＡは

（最低限の非特異性結合によって）高い親和性をもたらし、樹脂１ｍｌ当たり５

－１０ｍｇの６ｘＨｉｓ－タグタンパク質を結合できる。６ｘＨｉｓ－タグは免

疫原性が低く、ｐＨ８．０ではタグは小型で荷電されていないため、一般にタン

パク質の構造および機能に干渉しない（（Ｔｈｅ  ＱＩＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
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ｉｓｔ）、Ｑｉａｇｅｎ  Ｈａｎｄｂｏｏｋ）、１９９９年３月）。

      【００９６】

  注記：本明細書で述べるすべてのタンパク質（別途記載しない限りＬＥＥＰ由

来）はＩＤ－６５を除き、変性条件下で精製した。ＩＤ－６５は未変性条件下で

調製および精製した。

      【００９７】

  未変性条件下での精製

  凍結ペレットは氷上で１５分間解凍し、次に１０ｍｌの溶解緩衝液（５０ｍＭ

  ＮａＨ２ＰＯ４、  ｐＨ８．０；３００ｍＭ  ＮａＣｌ；１０ｍＭイミダゾー

ル；１０％グリセロール）中で再懸濁させた。

      【００９８】

  次にリゾチームを最終濃度が１ｍｇ／ｍｌとなるように加えて、懸濁液を氷上

で３０分間インキュベートした。懸濁液を次に氷上で超音波処理した（２００－

３００Ｗで６０秒間バースト、１０秒間冷却時間０。Ｄｎａｓｅ  Ｉ（５μｇ／

ｍｌ）を次に溶解物に加えて、さらに氷上で１０－１５分間インキュベートした

。溶解物は次に４℃にて１０、０００ｒｐｍで２０分間遠心分離にかけ、細胞細

片をペレット化した。透明な溶解液上澄は次いで、底キャップを付けたポリプロ

ピレンカラム（キアゲン；カタログ番号３４９６４）に装填した。そこで１．５

ｍｌの５０％Ｎｉ－ＮＴＡを加え、カラムを密封し、回転ホイールを用いて４℃

にて１－２時間、懸濁液を静かに混合した。溶解液／Ｎｉ－ＮＴＡ混合物を含む

カラムは次に蒸留塔スタンドを用いて直立に置き、Ｎｉ－ＮＴＡを沈殿させた。

底キャップを外し、溶解液を流出させた。次にカラムを４ｍｌの洗浄緩衝液（５

０ｍＭ  ＮａＨ２ＰＯ４、  ｐＨ８．０；３００ｍＭ  ＮａＣｌ；２０ｍＭイミ

ダゾール；１０％グリセロール）で３－６回洗浄した。タンパク質を次に、０．

５ｍｌの分割量の溶出緩衝液（５０ｍＭ  ＮａＨ２ＰＯ４、ｐＨ８．０；３００

ｍＭ  ＮａＣｌ；５００ｍＭイミダゾール；１０％グリセロール）中に溶出させ

た。溶出液画分は次に、ＳＤＳ－ＰＡＧＥによって分析し、タンパク質を含む画

分をプールして、ＰＢＳ（ｐＨ７．０）－グリセロール（１０％）溶液で透析し

た。
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      【００９９】

  変性条件下での精製と再折畳み

  凍結ペレットは氷上で１５分間解凍し、次に８Ｍ尿素、３００ｍＭ  ＮａＣｌ

、１０％グリセロール、０．１Ｍ  ＮａＨ２ＰＯ４、ｐＨ８．０および１０ｍＭ

イミダゾールを含む１０ｍｌの緩衝液中で再懸濁させた。次に細胞は室温にて１

時間、静かにボルテックスにかけて溶解させた。溶解物は次に４℃にて１０、０

００ｒｐｍで２０分間遠心分離にかけ、細胞細片をペレット化した。透明な溶解

液上澄は次いで、底キャップを付けたポリプロピレンカラム（キアゲン；カタロ

グ番号３４９６４）に装填した。さらに１．５ｍｌの５０％Ｎｉ－ＮＴＡスラリ

ーを加え、カラムを密封し、回転ホイールを用いて室温にて１－２時間、懸濁液

を静かに混合した。溶解液／Ｎｉ－ＮＴＡ混合物を含むカラムは次に蒸留塔スタ

ンドを用いて直立に置き、Ｎｉ－ＮＴＡを沈殿させた。底キャップを外し、溶解

液を流出させた。次にカラムを、８Ｍ尿素、３００ｍＭ  ＮａＣｌ、１０％グリ

セロール、０．１Ｍ  ＮａＨ２ＰＯ４、ｐＨ８．０および１０ｍＭイミダゾール

を含む４－８ｍｌの緩衝液で洗浄した。次に、尿素をゆっくりと除去させ、標的

タンパク質を徐々に折畳むこことを促進するために、０．１ｍＭ  ＮａＨ２ＰＯ

４、ｐＨ８．０、３００ｍＭ  ＮａＣｌ；および１０％グリセロールを含む緩衝

液の６－０Ｍの勾配を用いて樹脂を洗浄した。次に樹脂は、０．１ｍＭ  ＮａＨ

２ＰＯ４、ｐＨ７．０、５００ｍＭ  ＮａＣｌ；および１０％グリセロールを含

む緩衝液で洗浄した。組換えタンパク質は次に、０．１ｍＭ  ＮａＨ２ＰＯ４中

の５００ｍＭイミダゾール、ｐＨ７．０；５００ｍＭ  ＮａＣｌおよび１０％グ

リセロールの０．５ｍｌの分割量によって溶出させた。画分は次に、ＳＤＳ－Ｐ

ＡＧＥによって分析し、タンパク質を含む画分をプールして、ＰＢＳ（ｐＨ７．

０）－グリセロール（１０％）溶液で透析した。

      【０１００】

  精製したタンパク質はすべて、免疫化およびワクチン接種実験で抗原として使

用する前に、図５、６および７に示したようにＳＤＳ－ＰＡＧＥによって分析し

た。

      【０１０１】
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  タンパク質ワクチン接種

  ワクチンは、リン酸緩衝生理的食塩水／１０％グリセロール中の標的たんぱく

質で構成され、水酸化アルミニウム（ａｌｕｍ）（イリノイ州ロックフォード（

Ｒｏｃｋｆｏｒｄ、  Ｉｌｌ）のピアス（Ｐｉｅｒｃｅ）によって製造された登

録登録商標イムジェクト  Ａｌｕｍ（Ｉｍｊｅｃｔ（Ｒ）Ａｌｕｍ）と混合した

。（別途記載しない限り）ワクチンの各投与量は、５０μｌのａｌｕｍと混合さ

れた、５０μｌのＰＢＳ／１０％グリセロール中に２５μｇの精製タンパク質を

含んでいた。６－８のＣＢＡ／ｃａマウス（英国（ＵＫ）のハーラン（Ｈａｒｌ

ａｎ））のグループは、ワクチンを用いて皮下的に免疫化し、４週間後に再度免

疫化した。対照グループには、ａｌｕｍを含む投与量１００μｌのＰＢＳ／１０

％グリセロールを与えた。すべてのワクチン接種グループはマウス６匹より成っ

ていた。マウスは（別途記載しない限り）７週間後に抗原投与を行った。マウス

には０．５ｍｌ  Ｔｏｄｄ－Ｈｅｗｉｔｔ培養液で希釈した２．５－５  Ｘ  １

０６の細菌を用いて腹腔内（ｉ．ｐ．）注射を行った。死亡は７日間にわたって

毎日記録された。抗原投与マウスは疾病の徴候について毎日観察した。適切な順

序の代表的な症状は、下半身／後脚領域の麻痺の結果であることが多い、明らか

な立毛、だんだん弓なりに曲がっていく姿勢、目からの分泌、嗜眠の増加、運動

に対する抵抗が含まれていた。後者の症状は通常、瀕死状態の発生と一致し、こ

の段階でさらなる苦痛を防ぐために、マウスを除去した。これらのマウスは死に

非常に近いものと見なされ、除去した時間を用いて統計分析のための生存時間と

して使用した。マウスの死亡が発見された場合、さらに正確な死亡時間を決定す

るために、特定のマウスの生存が最後に観測された時間と、死亡の発見時間を平

均して生存時間を計算した。

      【０１０２】

  抗体反応の分析

  マウス（１グループ当たり６匹）に対して４週間の間隔を空けて、ワクチンを

２回投与して免疫化を行った。血清を得るために、最初の免疫化から３週間後と

６週間後にマウスの尾から採血した。血清中のワクチンタンパク質成分に対する

免疫グロブリンＧ（ＩｇＧ）総力価は、最初に精製したタンパク質をコーティン
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グ抗原として用いて、酵素免疫測定法（ＥＬＩＳＡ）によって決定した。

      【０１０３】

  標準ＥＬＩＳＡプロトコル

  ＜溶液＞

  炭酸塩／重炭酸塩緩衝液、ｐＨ９．８

  ０．８０ｇ  Ｎａ２ＣＯ３

  １．４６ｇ  ＮａＨＣＯ３

  ＨＣｌを用いた９．６までのｐＨ

  最終体積が５００ｍｌとなるように蒸留水（ｄＨ２Ｏ）を加える。

      【０１０４】

  ＜ｎ－ニトロフェニルリン酸基質＞

  ジエタノールアミン緩衝液、ｐＨ９．８

  ４８．５ｍｌ  ジエタノールアミン

  １Ｍ  ＨＣｌを用いた９．８までのｐＨ

  最終体積が５００ｍｌとなるようにｄＨ２Ｏを加える。

      【０１０５】

  注記：ＥＬＩＳＡは免疫化に用いた各タンパク質用に最適化した。

      【０１０６】

  ＜プロトコル＞

  １．  炭酸塩／重炭酸塩緩衝液で希釈した（５０μｌ／ウェル）適切な濃度の

組換えタンパク質の入ったＥＬＩＳＡプレート（グライナーｌａｂｏｒｔｅｃｈ

ｎｉｋ  ９６ウェルプレート：カタログ番号６５５０６１）。プレートにプラス

チックまたはホイルをかぶせて、４℃にて一晩放置する。

      【０１０７】

  ２．  ＰＢＳ／０．０５％ツイーン－２０を含むタブ／コンテナで２回プレー

トをすばやく洗浄した後、軽く叩いて乾燥させる。

      【０１０８】

  ３．  室温にて、３％ＢＳＡのＰＢＳ／ツイーン溶液（１００μｌ／ウェル）

を用いてプレートを１時間ブロックする。
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      【０１０９】

  ４．  ＰＢＳ／ツイーンを用いて前と同様にプレートを３回洗浄し、前と同様

に軽く叩いて乾燥させる。

      【０１１０】

  ５．  １／５０から希釈した（一次抗体）タンパク質特異性抗血清（５０μｌ

／ウェル）をＰＢＳ／ツイーン中の２倍希釈系列に加えて、室温にて９０分間イ

ンキュベートする。

      【０１１１】

  ６．  前と同様にプレートを洗浄し（３回、すばやく）、次に３分間ずつ２回

（ＰＢＳ／ツイーン中に）浸漬する。

      【０１１２】

  ７．  希釈した二次抗体アルカリホスファターゼ結合体を加える。抗マウス総

ＩｇＧアルカリホスファターゼ結合体（アラバマ州バーミンガム（Ｂｉｒｍｉｎ

ｇｈａｍ、ＡＬ．）のサザンバイオテクノロジーアソシエーツ（Ｓｏｕｔｈｅｒ

ｎ  Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ  Ａｓｓｏｃｉａｔｅｓ）が製造したヤギ抗マ

ウスＩｇＧ－ＡＰ、カタログ番号１０３０－０４）の場合、ＰＢＳ／ツイーンで

１／３０００に希釈し、ウェル当たり５０μｌを加えて、室温にて９０分間イン

キュベートする。

      【０１１３】

  ８．  ステップ６と同様にプレートを洗浄する。

      【０１１４】

  ９．  基質を加える。ニトロフェニルリン酸の５ｍｇ錠剤１個（シグマ（Ｓｉ

ｍｇａ）：冷凍庫に保存）を５ｍｌのジエタノールアミン緩衝液に溶解させる。

ウェル当たり１００μｌを加える。ホイルで覆い（光感受性反応）、室温で３０

分間放置する。波長４０５ｎｍで光学密度（ＯＤ）を読取る。

      【０１１５】

  １０．  ＯＤと希釈の曲線をプロットする（対数スケール）。免疫前血清の１

／５０希釈を含むウェルから得たＯＤの平均値と同じＯＤを与える希釈として、

終点力価を計算する。
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      【０１１６】

【表Ａ】

  表の要約

  プレ：  終点力価を計算するために、１／５０に希釈したプール済み接種前血

清（ウェル当たり５０μｌ）の複製ウェルが各プレートに含まれる。

      【０１１７】

  ２°：  二次抗体結合体を加えないブランク対照ウェルである。代わりにＰＢ

Ｓ／ツイーンのみを加える。

      【０１１８】

  １°：  一次抗体を加えないブランク対照ウェルである。代わりにＰＢＳ／ツ

イーンのみを加える。

      【０１１９】

  デュプリケート：  各血清を２回ずつ分析する。

      【０１２０】

  使用した希釈系列を示す（表の１行目を参照）。血清は示したように、１／５

０希釈から始めて、２倍希釈系列でＰＢＳ／ツイーンで２倍に希釈する。

      【０１２１】

  タンパク質免疫化データ

  ＩＤ－６５およびＩＤ－８３
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  ＩＤ－６５およびＩＤ－８３ワクチンは、水酸化アルミニウム（ａｌｕｍ）（

イリノイ州ロックフォード（Ｒｏｃｋｆｏｒｄ、  Ｉｌｌ）のピアス（Ｐｉｅｒ

ｃｅ）によって製造された登録商標イムジェクト（Ｒ）  Ａｌｕｍ（Ｉｍｊｅｃ

ｔ（Ｒ）Ａｌｕｍ）と混合したリン酸緩衝食塩水／１０％グリセロール中の標的

タンパク質で構成される。

      【０１２２】

  ワクチンの各投与量は、５０μｌのａｌｕｍと混合された、１００μｌのＰＢ

Ｓ／１０％グリセロール中に２０μｇの精製タンパク質を含んでいた。６－８週

のＣＢＡ／ｃａマウス（英国（ＵＫ）のハーラン（Ｈａｒｌａｎ））のグループ

は、ＩＤ－６５およびＩＤ－８３ワクチンを用いて皮下的に免疫化し、４週間後

に再度免疫化した。対照グループには、ａｌｕｍを含む投与量１５０μｌのＰＢ

Ｓ／１０％グリセロール（２：１）を与えた。すべてのグループはマウス６匹よ

り成っていた。血清を得るために、最初のワクチン接種から５週間後にマウスの

尾から採血した。血清中のＩＤ－６５およびＩＤ－８３タンパク質成分に対する

免疫グロブリンＧ（ＩｇＧ）総力価は、最初に精製したタンパク質をコーティン

グ抗原として用いて、酵素免疫測定法（ＥＬＩＳＡ）によって決定した。ＥＬＩ

ＳＡはまた、ＰＢＳ／１０％グリセロール免疫化対照グループから最初のワクチ

ン接種の６週間後に得た血清を用いて実施した。

      【０１２３】

  注記：ＥＬＩＳＡプレートは、ＩＤ－６５またはＩＤ－８３タンパク質によっ

て１μｇ／ｍｌの濃度でコーティングした。

      【０１２４】

  タンパク質ワクチン接種－ＩＤ－６５およびＩＤ－８３のＥＬＩＳＡ結果

  マウス（１グループ当たり６匹）に対して４週間の間隔を空けて、ＩＤ－６５

およびＩＤ－８３ワクチンを２回投与して免疫化を行った。血清を得るために、

最初の免疫化から５週間後にマウスの尾から採血した。血清中のワクチンタンパ

ク質成分に対する免疫グロブリンＧ（ＩｇＧ）総力価は、精製したＩＤ－６５お

よびＩＤ－８３タンパク質をコーティング抗原として用いて、酵素免疫測定法（

ＥＬＩＳＡ）によって決定した。最適化の後、ＥＬＩＳＡプレートは、精製した
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ＩＤ－６５およびＩＤ－８３タンパク質の両方について、１μｇ／ｍｇの濃度で

コーティングした。総ＩｇＧ力価は免疫前血清（１／５０希釈）に対して測定し

た。結果は表２に、グラフとして図８に示す。

      【０１２５】

【表２】

  タンパク質の免疫化および抗原投与データ（ＩＤ－９３）

  ＩＤ－９３

  ＩＤ－９３ワクチンは、水酸化アルミニウム（ａｌｕｍ）（イリノイ州ロック

フォード（Ｒｏｃｋｆｏｒｄ、  Ｉｌｌ）のピアス（Ｐｉｅｒｃｅ）によって製

造された登録商標イムジェクト  Ａｌｕｍ（Ｉｍｊｅｃｔ（Ｒ）Ａｌｕｍ）と混

合したリン酸緩衝食塩水／１０％グリセロール中の標的ＩＤ－９３タンパク質で

構成される。ワクチンの各投与量は、１００μｌのａｌｕｍと混合された、１０

０μｌのＰＢＳ／１０％グリセロール中に２５μｇの精製タンパク質を含んでい

た。６－８週のＣＢＡ／ｃａマウス（英国（ＵＫ）のハーラン（Ｈａｒｌａｎ）

）のグループは、ＩＤ－９３ワクチンを用いて皮下的に免疫化し、４週間後に再

度免疫化した。対照グループには、ａｌｕｍを含むＰＢＳ／１０％グリセロール

を与えた。どちらのグループもマウス６匹より成っていた。マウスは（別途記載
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しない限り）７週間後に抗原投与を行った。マウスには０．５ｍｌ  Ｔｏｄｄ－

Ｈｅｗｉｔｔ培養液で希釈した５  Ｘ  １０６の細菌を用いて腹腔内（ｉ．ｐ．

）注射を行った。抗原投与マウスは疾病の徴候について毎日観察した。死亡は７

日間にわたって毎日記録された。生存データを表３に、グラフとして図９に示す

。

      【０１２６】

  血清を得るために、最初のワクチン接種から３週間後と６週間後にマウスの尾

から採血した。血清中のＩＤ－９３タンパク質成分に対する免疫グロブリンＧ（

ＩｇＧ）総力価は、最初に精製したタンパク質をコーティング抗原として用いて

、酵素免疫測定法（ＥＬＩＳＡ）によって決定した。ＥＬＩＳＡはまた、ＰＢＳ

／１０％グリセロール免疫化対照グループから最初のワクチン接種の６週間後に

得た血清を用いて実施した。

      【０１２７】

  注記：ＥＬＩＳＡプレートは、ＩＤ－９３タンパク質によって１μｇ／ｍｌの

濃度でコーティングした。

      【０１２８】

【表３】
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  コメント

  ＩＤ－９３（ＲＳ－７０）

  ＩＤ－９３－Ａｌｕｍワクチンで免疫化されたマウスは、ＰＢＳ－Ａｌｕｍ対

照グループと比較した場合に、著しく長い生存時間を示した。

      【０１２９】

  （統計的有意性は、９５％信頼水準（ｐ＞０．０５）を用いて、Ｍａｎｎ－Ｗ

ｈｉｔｅｎｙ  Ｕ試験によって判定した。）

  タンパク質ワクチン接種－ＩＤ－９３のＥＬＩＳＡ結果

  マウス（１グループ当たり６匹）に対して４週間の間隔を空けて、ＩＤ－９３

ワクチンを２回投与して免疫化を行った。血清を得るために、最初の免疫化から

３週間後および６週間後にマウスの尾から採血した。血清中のワクチンタンパク

質成分に対する免疫グロブリンＧ（ＩｇＧ）総力価は、精製したＩＤ－９３タン

パク質をコーティング抗原として用いて、酵素免疫測定法（ＥＬＩＳＡ）によっ

て決定した。最適化の後、ＥＬＩＳＡプレートは、精製したＩＤ－９３タンパク

質の両方について、１μｇ／ｍｇの濃度でコーティングした。総ＩｇＧ力価は免

疫前血清（１／５０希釈）に対して測定した。結果は表４に、グラフとして図１

０に示す。

      【０１３０】

【表４】
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  タンパク質の免疫化データ

  ＩＤ－８９およびＩＤ－９６

  ＩＤ－８９およびＩＤ－９６ワクチンは、タイターマックスゴールドアジュバ

ント（ＴｉｔｒｅＭａｘ  Ｇｏｌｄ  ａｄｊｕｖａｎｔ）（米国ミズーリ州（Ｍ

ｉｓｓｏｕｒｉ、  ＵＳＡ）のシグマ（Ｓｉｇｍａ））と製造者の指示に従って

混合した、リン酸緩衝生理的食塩水／１０％グリセロール中の標的タンパク質で

構成されていた。ＩＤ－８９ワクチンは、５０μｌのタイターマックスゴールド

（ＴｉｔｒｅＭａｘ  Ｇｏｌｄ）と混合した、５０μｌのＰＢＳ／１０％グリセ

ロール中の２５μｌの精製タンパク質を含んでいた。ＩＤ－９６ワクチンは、５

０μｌのタイターマックスゴールド（ＴｉｔｒｅＭａｘ  Ｇｏｌｄ）と混合した

、５０μｌのＰＢＳ／１０％グリセロール中の１２．５μｌの精製タンパク質を

含んでいた。６－８週のＣＢＡ／ｃａマウス（英国（ＵＫ）のハーラン（Ｈａｒ

ｌａｎ））のグループは、ＩＤ－８９およびＩＤ－９６ワクチンを用いて皮下的

に免疫化し、４週間後に再度免疫化した。対照グループには、タイターマックス

ゴールド（ＴｉｔｒｅＭａｘ  Ｇｏｌｄ）を含む投与量１００μｌのＰＢＳ／１

０％グリセロール（１：１）を与えた。どちらのグループもマウス６匹より成っ

ていた。血清を得るために、最初のワクチン接種から３週間後と６週間後にマウ

スの尾から採血した。血清中のＩＤ－８９およびＩＤ－９６タンパク質成分に対
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する免疫グロブリンＧ（ＩｇＧ）総力価は、精製したタンパク質をコーティング

抗原として用いて、酵素免疫測定法（ＥＬＩＳＡ）によって決定した。ＥＬＩＳ

Ａはまた、ＰＢＳ／１０％グリセロール免疫化対照グループから最初のワクチン

接種の３週間後と６週間後に得た血清を用いて実施した。

      【０１３１】

  注記：ＥＬＩＳＡプレートは、ＩＤ－８９およびＩＤ－９６タンパク質によっ

て１μｇ／ｍｌおよび３μｇ／ｍｌの濃度でそれぞれコーティングした。

      【０１３２】

  タンパク質ワクチン接種－ＩＤ－６５およびＩＤ－８３のＥＬＩＳＡ結果

  マウス（１グループ当たり６匹）に対して４週間の間隔を空けて、ＩＤ－８９

およびＩＤ－９６ワクチンを２回投与して免疫化を行った。血清を得るために、

最初の免疫化から３週間後および６週間後にマウスの尾から採血した。血清中の

ワクチンタンパク質成分に対する免疫グロブリンＧ（ＩｇＧ）総力価は、精製し

たＩＤ－６５およびＩＤ－８３タンパク質をコーティング抗原として用いて、酵

素免疫測定法（ＥＬＩＳＡ）によって決定した。最適化の後、ＥＬＩＳＡプレー

トは、精製したＩＤ－６５およびＩＤ－８３タンパク質の両方について、１μｇ

／ｍｇおよび３μｇ／ｍｌの濃度でそれぞれコーティングした。総ＩｇＧ力価は

免疫前血清（１／５０希釈）に対して測定した。ＥＬＩＳＡは、最初のワクチン

接種の３週間後および６週間後にＰＢＳ／１０％グリセロール免疫化対照グルー

プから得た血清を用いて、両方のタンパク質についても実施した。結果は表５ａ

および５ｂに、グラフとして図１１に示す。

      【０１３３】

【表５ａ】
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      【０１３４】

【表５ｂ】

  実施例４

  Ｂ群連鎖球菌の各種単離物中の候補ワクチン抗原遺伝子の保存および可変性

  別途記載しない限り、ＬＥＥＰ系を用いて単離した新規のＢ群連鎖球菌遺伝子

のクロス血清型保存を判定するために、初期サザンブロット分析を実施した。標
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的遺伝子の血清型分布の分析により、ＧＢＳワクチン中の抗原成分としての潜在

的用途も判定される。本研究の一部としてＤＮＡを分析したＢ群連鎖球菌菌株は

、付録ＩＩＩに示す。

      【０１３５】

  サザンブロット分析用ＤＮＡプローブとしての特異性標的遺伝子の増幅および

標識化

  別途記載しない限り、ＬＥＥＰ系を用いて誘導した興味のある遺伝子それぞれ

について、オリゴヌクレオチドプライマーを設計した。付録ＩＩですでに述べて

いる同じプライマーを用いて、対応する遺伝子特異性ＤＮＡプローブを増幅した

。特異性遺伝子標的は、製造者の指示に従ってベントＤＮＡポリメラーゼ（ＮＥ

Ｂ）を用いて、ＰＣＲによって増幅した。代表的反応は、酵素反応緩衝液の１／

１０量である５０ｎｇのＧＢＳテンプレートＤＮＡ、１μＭの各プライマー、２

５０μＭの各ｄＮＴＰおよび２単位のベントＤＮＡポリメラーゼを含む１００μ

ｌの体積中で実施した。ある代表的反応には、９５℃での２分間の初期変性ステ

ップ、それに続く３５サイクルの９５℃での３０秒間の変性、適切な融点におけ

る３０秒間のアニーリングおよび７２℃での１分間の伸長（増幅されるＤＮＡの

１ｋｂ当たり１分）が含まれていた。アニーリング温度は、２種類のオリゴヌク

レオチドのうち低いほうの融点によって決定した。反応は、７２℃にて１０分間

の最終伸長時間によって完了した。すべてのＰＣＲ増幅生成物は、フェノールク

ロロホルム（２：１：１）で１回、クロロホルム（１：１）で１回抽出し、エタ

ノール沈殿させた。特異性ＤＮＡ断片は、ＱＩＡクイックゲル抽出キット（キア

ゲン）を用いてアガロースゲルから単離した。精製増幅ゲルＤＮＡ断片はＤＮＡ

プローブとして使用するために、製造者の指示に従ってＤＩＧ核酸標識化キット

（ベーリンガーマンハイム（Ｂｏｅｈｒｉｎｇｅｒ  Ｍａｎｎｈｅｉｍ））を用

い、ジゴキシゲニンによって標識化した。

      【０１３６】

  Ｂ群連鎖球菌ゲノムＤＮＡのサザンブロットハイブリダイゼーション分析

  ゲノムＤＮＡは、（別途記載しない限り）ＬＥＥＰ由来の保存について検査し

たＢ群連鎖球菌のすべての菌株から以前に単離されていた。適切なＤＮＡ濃縮物
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は、Ｈｉｎ  ＤＩＩＩまたはＥｃｏ  ＲＩ制限酵素（ＮＥＢ）を製造者の指示に

従って使用して消化し、アガロースゲル電気泳動によって分析した。ＤＮＡサン

プルのアガロースゲル電気泳動の後、ゲルは０．２５Ｍ  ＨＣｌ中で２０分間変

性させ、ＤＮＡを一晩かけたキャピラリーブロッティングによって、登録商標ハ

イボンド  Ｎ＋膜（Ｈｙｂｏｎｄ  ＴＭ  Ｎ＋  ｍｅｍｂｒａｎｅ）（アマーシ

ャム上に移動させた。この方法はＳａｍｂｒｏｏｋら（１９８９）で述べられて

いるのと実質的に同様であり、０．４Ｍ  ＮａＯＨのリザーバー上のプラットフ

ォームでホワットマン  ３ＭＭウィック（Ｗｈａｔｍａｎ  ３ＭＭ  ｗｉｃｋ）

を使用した。移動後、フィルターを２ｘ  ＳＳＣで短時間洗って、サランラップ

（ダウケミカル社（Ｄｏｗ  ｃｈｅｍｉｃａｌ  ｃｏｍｐａｎｙ）中で４℃にて

保存した。

      【０１３７】

  フィルターは予備ハイブリダイズし、ジゴキシゲニン標識ＤＮＡプローブを用

いてハイブリダイズし、ベーリンガーマンハイムが同社のＤＩＧ核酸検出キット

を使用する場合に推奨した条件を用いて洗浄した。フィルターはハイブリダイゼ

ーション緩衝液（１％ｗ／ｖの供給された遮断剤、５ｘ  ＳＳＣ、０．１％ｖ／

ｖ  Ｎ－ラウリルサルコシン、０．０２％ｖ／ｖドデシル硫酸ナトリウム［ＳＤ

Ｓ］）中で、６８℃にて１時間予備ハイブリダイズした。ジゴキシゲニン標識Ｄ

ＮＡプローブは９９．９℃にて１０分間変性させてから、ハイブリダイゼーショ

ン緩衝液に加えた。ハイブリダイゼーションは、ハイベイド（Ｈｙｂａｉｄ）の

ミニハイブリダイゼーションオーブン内の回転ハイベイド（Ｈｙｂａｉｄ）管中

で一晩進行させた。未結合プローブは、フィルターを２ｘ  ＳＳＣ－０．１％  

ＳＤＳを用いて室温にて５分間、２回洗浄して除去した。

      【０１３８】

  厳密性の高いフィルターの場合は次に、  ０．１ｘ  ＳＳＣ－０．１％  ＳＤ

Ｓを用いて６８℃にて１５分間洗浄した。ＤＩＧ核酸検出キット（ベーリンガー

マンハイム）を用いて、特異的に結合したジゴキシゲニン標識ＤＮＡプローブを

免疫学的に検出した。

      【０１３９】
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  サザンブロット分析の結果

  別途記載しない限り、すべてのゲノム消化物およびその対応するサザンブロッ

トは、以下の表６に示すのと同じレーン順序に従った。

      【０１４０】

【表６】

  比較するために、既知の保護免疫原ＲｉｂをコードするＧＢＳ  ｒｉｂ遺伝子

の血清型分布を分析することに決定した。Ｒｉｂは以前に、血清型ＩＩＩと、一

部の菌株は血清型ＩＩで存在することが示されているが、血清型ＩａまたはＩｂ

では示されてなかった（Ｓｔａｌｈａｍｍａｒ－Ｃａｒｌｅｍａｌｍら、Ｊ．  

Ｅｘｐ．  Ｍｅｄ．  １７７：１５９３－１６０３（１９９３））。

      【０１４１】

  このパターンが確認されると、続く結果の解釈の信頼性が向上するだけでなく

、本研究で調査中の残りのＧＢＳ血清型におけるｒｉｂ遺伝子相同性の有無も判

定される。サザンブロット分析で遺伝子プローブとして使用するｒｉｂの増幅の

ために設計されたプライマーは、付録ＩＩに示す。

      【０１４２】

【表７】



(52) 特表２００３－５２７１００

  Ｒｉｂ（図１２）のコメント

  図１２に示したサザンブロット分析は、ｒｉｂ遺伝子がすべてのＧＢＳ血清型

で保存されていないことを示している。ｒｉｂはすべての血清型ＩａおよびＩｂ

菌株（レーン２－５）および血清型ＩＩの菌株１１８／１５８および９７／００

５７（レーン８および９）から欠失しているように見える。しかしｒｉｂは、血

清型ＩＩの菌株１８ＲＳ２１および１９５４／９２（レーン６および７）と血清

型ＩＩＩのすべての菌株（レーン１０－１３）に存在するように見えた。これは

以前発表されたデータと一致している（Ｓｔａｌｈａｍｍａｒ－Ｃａｒｌｅｍａ

ｌｍら、１９９３［同上］）。ｒｉｂは血清型ＶＩＩおよびＶＩＩを表す菌株（

レーン１７および１８）にも存在しているように見えたが、対照菌株（レーン１

９および２０）と同様に、血清型ＩＶ、ＶおよびＶを表す菌株（レーン１４－１

６）から欠失していた。ｒｉｂ遺伝子プローブは、血清型Ｉａ、Ｉｂ、ＩＶ、Ｖ

Ｉ、ＶＩＩを表す菌株および血清型ＩＩ菌株１１８／１５８および９７／００５

７によるゲノムＤＮＡ断片により低い強度でハイブリダイズしなかった。このこ

とはこれらの菌株に、ｒｉｂに対してより低レベルの相同性を持つ遺伝子が存在

することを示している。これらのハイブリダイジングＤＮＡ断片は、Ｒｉｂタン

パク質に密接な相同性を示しているＣａタンパク質抗原をコードするＧＢＳ  ｂ

ｃａ遺伝子の相同体を含むことがある（Ｗａｓｔｆｅｌｔら、Ｊ．  Ｂｉｏｌ．
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  Ｃｈｅｍ．  ２７１：１８８９２－１８８９７（１９９６））。この場合、血

清型Ｉａ、Ｉｂ、ＩＩおよびＩＩＩのすべての菌株が１個または２個のタンパク

質に対して陽性であることを示した以前の研究と一致する（Ｓｔａｌｈａｍｍａ

ｒ－Ｃａｒｌｅｍａｌｍら、１９９３［同上］）。しかし、異なるＧＢＳ血清型

の間のｒｉｂ遺伝子の見かけ上の可変分布によって、ｒｉｂは、すべての血清型

に対してクロス保護性であるＧＢＳワクチンでの使用には決して理想的な候補で

はなくなっている。

      【０１４３】

  ＩＤ－６５（図１３）のコメント

  図１３に示したサザンブロット分析は、遺伝子ＩＤ－６５がすべてのＧＢＳ血

清型で保存されていることを示している。遺伝子プローブは、すべての典型的な

ＧＢＳからのＤＮＡ消化物内の約３ｋｂのＨｉｎ  ＤＩＩＩ消化ゲノムＤＮＡ断

片に特異的にハイブリダイズし、対照菌株の両方（レーン１８および１９）から

は欠失していた。これは、遺伝子および遺伝座の両方のレベルで、ＩＤ－６５遺

伝子がすべてのＧＢＳ血清型（および菌株）に渡って保存されていることを示唆

している。ＩＤ－６５ＤＮＡプローブも１．６３６ｂｐ分子量マーカーに弱くハ

イブリダイズされた（ＮＥＢによる１ｋｂ  ＤＮＡラダーは、すべてのサザンブ

ロット分析においてＤＮＡ断片サイズの概算に用いた）。

      【０１４４】

  ＩＤ－８９（図１４）のコメント

  図１４に示したサザンブロット分析は、遺伝子ＩＤ－８９がすべてのＧＢＳ血

清型にわたって保存されないことを示している。１６個のＧＢＳ菌株のうち１２

個による４．０ｋｂ  ＨｉｎＤＩＩＩ消化ゲノムＤＮＡ断片が、ＩＤ－８９遺伝

子プローブに特異的にハイブリダイズした。加えて、ＧＢＳ菌株Ｉｂ（ＳＢ３５

［レーン４］）による３．２５ｋｂ  ＨｉｎＤＩＩＩ消化ゲノムＤＮＡ断片も、

ＩＤ－８９遺伝子プローブと特異的にハイブリダイズした。しかしＩＤ－８９遺

伝子プローブは、菌株Ｉａ（５１５）［レーン２］、ＩＶ（３１３９）［レーン

１３］およびＶ（１１６９－ＮＴ）［レーン１４］からの消化されたゲノムＤＮ

Ａ断片にはハイブリダイズせず、これらの菌株がＩＤ－８９遺伝子相同体を保持
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していないことが示唆された。

      【０１４５】

  ＩＤ－９３（図１５）のコメント

  図１５に示したサザンブロット分析は、遺伝子ＩＤ－９３がすべてのＧＢＳ血

清型で保存されていることを示している。

      【０１４６】

  遺伝子プローブは、すべての典型的なＧＢＳからのＤＮＡ消化物内の約３．２

５ｋｂのＨｉｎ  ＤＩＩＩ消化ゲノムＤＮＡ断片に特異的にハイブリダイズし、

対照菌株の両方（レーン１８および１９）からは欠失していた。これは、遺伝子

および遺伝座の両方のレベルで、ＩＤ－９３遺伝子がすべてのＧＢＳ血清型（お

よび菌株）に渡って保存されていることを示唆している。

      【０１４７】

  ＩＤ－９６（図１６）のコメント

  図１６に示したサザンブロット分析は、遺伝子ＩＤ－９６がすべてのＧＢＳ血

清型で保存されていることを示している。遺伝子プローブは、すべての典型的な

ＧＢＳからのＤＮＡ消化物内の約１２.０ｋｂのＥｃｏ  ＲＩ消化ゲノムＤＮＡ

断片に特異的にハイブリダイズし、対照菌株の両方（レーン１８および１９）か

らは欠失していた。これは、遺伝子および遺伝座の両方のレベルで、ＩＤ－９６

遺伝子がすべてのＧＢＳ血清型（および菌株）に渡って保存されていることを示

唆している。

      【０１４８】

  ＜付録Ｉ＞

  ＩＤ－６５

フォワードプライマー

    5’-cggatccgccaccatgGCGGATCAAACTACATCGGTTC-3’

リバースプライマー

    5’-ttgcggccgcGTTGGGATAACTAGTCGGTTTAGTCG

長さ（制限部位を含む）＝１５４１ｂｐ

５０５個のアミノ酸の推定的成熟タンパク質をコードする、１５１５ｂｐの遺伝
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子特異性配列を含む。

      【０１４９】

ＰＣＲ増幅のためのアニーリング温度＝６０℃

シグナルペプチドをコードするために予測された配列は、増幅生成物から省略さ

れた。

      【０１５０】

  ＩＤ－６６

フォワードプライマー

    5’-ttgcggccgcAATCTTTATTTCCATAGTACTCCCTTGC-3’

リバースプライマー

    5’-ttgcggccgcAAATGATCAGTTTGAGGGTAAAAGAG-3’

長さ（制限部位を含む）＝７６７ｂｐ

２４７個のアミノ酸の推定的成熟タンパク質をコードする、７４７ｂｐの遺伝子

特異性配列を含む。

      【０１５１】

ＰＣＲ増幅のためのアニーリング温度＝６０℃

シグナルペプチドをコードするために予測された配列は、増幅生成物から省略さ

れた。

      【０１５２】

  ＜付録ＩＩ＞

  ＩＤ－６５

フォワードプライマー

    5’-catgccatgGCGGATCAAACTACATCGGTTC-3’

リバースプライマー

    5’-ttgcggccgcGTTGGGATAACTAGTCGGTTTAGTCG 

長さ（制限部位を含む）＝１５３４ｂｐ

５０５個のアミノ酸の推定的成熟タンパク質をコードする、１５１５ｂｐの遺伝

子特異性配列を含む。

      【０１５３】
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ＰＣＲ増幅のためのアニーリング温度＝６０℃

  ＩＤ－８３

フォワードプライマー

    5’-catgccatggcaAAAATAGTAGTACCAGTAATGCCTC-3’

リバースプライマー

    5’-ttgcggccgcCTCTGAAATAGTAATTTGTCG-3’

長さ（制限部位を含む）＝６２６ｂｐ

２０８個のアミノ酸の推定的成熟タンパク質をコードする、６２４ｂｐの遺伝子

特異性配列を含む。

      【０１５４】

ＰＣＲ増幅のためのアニーリング温度＝５２℃

  ＩＤ－８９

フォワードプライマー

    5’-catgccatgggaAAGAAAGCAAATAATGTCAGTCC-3’

リバースプライマー

    5’-ttgcggccgcATTGGGTGTAAGCATTTTTTC-3’

長さ（制限部位を含む）＝９９０ｂｐ

３２３個のアミノ酸の推定的成熟タンパク質をコードする、９６９ｂｐの遺伝子

特異性配列を含む。

      【０１５５】

ＰＣＲ増幅のためのアニーリング温度＝５４℃

  ＩＤ－９３

フォワードプライマー

    5’-catgccatgggaACTGAGAACTGGTTACATACTAAAG-3’

リバースプライマー

    5’-ttgcggccgcATTAGCTTTTTCAATTTCTC-3’

長さ（制限部位を含む）＝７５９ｂｐ

２４８個のアミノ酸の推定的成熟タンパク質をコードする、７４４ｂｐの遺伝子

特異性配列を含む。
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      【０１５６】

ＰＣＲ増幅のためのアニーリング温度＝５１℃

  ＩＤ－９６

フォワードプライマー

    5’-ctagctagccgATGTTTGCGTGGGAAAG-3’

リバースプライマー

    5’-ttgcggccgcATAAGATTTAACAATACCAAGTAATATAGC-3’

長さ（制限部位を含む）＝９４４ｂｐ

３０７個のアミノ酸の推定的成熟タンパク質をコードする、９２１ｂｐの遺伝子

特異性配列を含む。

      【０１５７】

ＰＣＲ増幅のためのアニーリング温度＝５３℃

  ｒｉｂ（対照）

フォワードプライマー

    5’-ggggtaccggccaccATGGCTGAAGTAATTTCAGGAAGT-3’

リバースプライマー

    5’-cggaattccgTTAATCCTCTTTTTTTCTTAGAAACAGAT

長さ（制限部位を含む）＝３５５９ｂｐ

１１７７個のアミノ酸の推定的成熟タンパク質をコードする、３５３１ｂｐの遺

伝子特異性配列を含む。

      【０１５８】

ＰＣＲ増幅のためのアニーリング温度＝５５℃

  ＜付録ＩＩＩ＞

  遺伝子保存に関してＤＮＡを分析した、Ｂ群連鎖球菌菌株の詳細（血清型およ

び菌株呼称）を以下に示す。

      【０１５９】

【表８】
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  Ａ群連鎖球菌菌株（血清型Ｍ１、菌株ＮＣＴＣ８１９８）および肺炎球菌（血

清型１４）も、対照のために分析に含まれている。

【図面の簡単な説明】

    【図１】

  （Ａ）  抗原Ｂ群連鎖球菌タンパク質をコードする多数の全長ヌクレオチドと

対応するアミノ酸配列を示す。

    【図２】

  タンパク質ＩＤ－６５およびＩＤ－６６を使用したワクチン治験の結果を示す

。

    【図３】

  スクリーニングプロセスで使用される多数のオリゴヌクレオチドプライマーを

示す

  ｎｕｃＳ１  ｎｕｃＡ遺伝子の成熟形を増幅するよう設計されたプライマー

  ｎｕｃＳ２－  ｎｕｃＡ遺伝子の成熟形を増幅するよう設計されたプライマー
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  ｎｕｃＳ３  ｎｕｃＡ遺伝子の成熟形を増幅するよう設計されたプライマー

  ｎｕｃＲ  ｎｕｃＡ遺伝子の成熟形を増幅するよう設計されたプライマー

  ｎｕｃｓｅｑ  ｐＴＲＥＰ－Ｎｕｃベクター内にクローン化されたＤＮＡを配

列決定するよう設計されたプライマー

  ｐＴＲＥＰＦ  ＥＣＯＲＶの認識部位を含む核酸配列。ｐＴＲＥＸ７内への断

片のクローニングに用いられる。

  ｐＴＲＥＰＲ  ＢＡＭＨ１の認識部位を含む核酸配列。ｐＴＲＥＸ７内への断

片のクローニングに用いられる。

  ＰＵＣＦ  順方向配列決定プライマー、クローン化ＤＮＡ断片の直接配列決定

を可能にする。

  ＶＲ  ＤＮＡウォーキングの方法によってさらなる抗原ＤＮＡ配列の獲得に用

いられる遺伝子特異性プライマーの例。

  Ｖ１  ＤＮＡウォーキングの方法によってさらなる抗原ＤＮＡ配列の獲得に用

いられる遺伝子特異性プライマーの例。

  Ｖ２  ＤＮＡウォーキングの方法によってさらなる抗原ＤＮＡ配列の獲得に用

いられる遺伝子特異性プライマーの例。

    【図４】

  （ｉ）  ｐＴＲＥＰ１－ｎｕｃ１、ｐＴＲＥＰ１－ｎｕｃ２およびｐＴＲＥＰ

１－ｎｕｃ３中の成熟ｎｕｃ遺伝子のすぐ上流のユニークな遺伝子クローニング

部位のヌクレオチド配列の略図。ｐＴＲＥＰ－ｎｕｃベクターはそれぞれ、成熟

ｎｕｃ遺伝子に対して異なる３個の枠内においてゲノムＤＮＡ配列のクローニン

グを可能にする、ＥｃｏＲＶ（ｐＴＲＥＰ１－ｎｕｃ２内のＳｍａＩ部位）開裂

部位を含む。

  （ｉｉ）  ｐＴＲＥＰ１－ｎｕｃベクターの物理的および遺伝的概要マップ。

ｎｕｃ、マクロライド、リンコサミド、ストレプトグラミンＢ（ＭＬＳ）耐性決

定因子およびレプリコン（ｒｅｐ）Ｏｒｉ－ｐＡＭβ１を含む発現カセットが示

されている（比例して描かれていない）。

  （ｉｉｉ）  遺伝子発現に関与する各種の配列要素とユニークなエンドヌクレ

アーゼの位置を示す発現カセットの略図（比例して描かれていない）。
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    【図５】

  Ｈｉｓ－タグＩＤ－６５およびＩＤ－８３タンパク質抗原（予想分子量はそれ

ぞれ５７、１４４および２５、０００ダルトン）の精製調製物の、１２％ポリアク

リルアミドゲルでのＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析。レーン：ＭＷ、分子量標準；１、Ｈｉ

ｓ－タグＩＤ－６５タンパク質；２、Ｈｉｓ－タグＩＤ－８３タンパク質

    【図６】

  Ｈｉｓ－タグＩＤ－９３タンパク質抗原（予想分子量は２８、０００ダルトン

）の精製調製物の、１２％ポリアクリルアミドゲルでのＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析。

レーン：ＭＷ、分子量標準；１、Ｈｉｓ－タグＩＤ－９３タンパク質

    【図７】

  Ｈｉｓ－タグＩＤ－８９およびＩＤ－９６タンパク質抗原（予想分子量はそれ

ぞれ３５、０００および３１、０００ダルトン）の精製調製物の、１２％ポリアク

リルアミドゲルでのＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析。レーン：ＭＷ、分子量標準；１、Ｈｉ

ｓ－タグＩＤ－８９タンパク質；２、Ｈｉｓ－タグＩＤ－９６タンパク質

    【図８】

  ＩＤ－６５およびＩＤ－３８タンパク質に対するＩｇＧ力価

  １  ＝  ID-65  ＋  Alumグループ  －  ５週間で採血

  ２  ＝  PBS  ＋  Alum対照グループ  －  ５週間で採血

  （グループ１および２では、精製ＩＤ－６５タンパク質に対してＥＬＩＳＡを

実施した）。

  ３  ＝  ID-83  ＋  Alumグループ  －  ５週間で採血

  ４  ＝  PBS  ＋  Alum対照グループ  －  ５週間で採血

  （グループ３および４では、精製ＩＤ－８３タンパク質に対してＥＬＩＳＡを

実施した）。

    【図９】

  タンパク質ＩＤ－９３を用いたワクチン治験の結果を示す。

    【図１０】

  ＩＤ－９３タンパク質に対するＩｇＧ力価

  １  ＝  ID-93  ＋  Alumグループ  －  ３週間で採血
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  ２  ＝  ID-93  ＋  Alumグループ  －  ６週間で採血

  ３  ＝  PBS  ＋  Alum対照グループ  －  ３週間で採血

  ４  ＝  PBS  ＋  Alum対照グループ  －  ６週間で採血

    【図１１】

  ＩＤ－８９およびＩＤ－９６タンパク質に対するＩｇＧ力価

  １  ＝  ID-89  ＋  TitreMaxゴールドグループ  －  ３週間で採血

  ２  ＝  ID-89  ＋  TitreMaxゴールド  －  ６週間で採血

  ３  ＝  PBS  ＋  TitreMaxゴールド対照グループ  －  ３週間で採血

  ４  ＝  PBS  ＋  TitreMaxゴールド対照グループ  －  ６週間で採血

  ５  ＝  ID-96  ＋  TitreMaxゴールドグループ  －  ３週間で採血

  ６  ＝  ID-96  ＋  TitreMaxゴールドグループ  －  ６週間で採血

  ７  ＝  PBS  ＋  TitreMaxゴールド対照グループ  －  ３週間で採血

  ８  ＝  PBS  ＋  TitreMaxゴールド対照グループ  －  ６週間で採血

  グループ１～４では、精製ＩＤ－８９タンパク質に対してＥＬＩＳＡを実施し

た。

  グループ５～６では、精製ＩＤ－９６タンパク質に対してＥＬＩＳＡを実施し

た。

    【図１２】

  ゲノムＤＮＡのサザンブロット分析。表７に示す各菌株によるゲノムＤＮＡを

、Ｈｉｎ  ＤＩＩＩ（ＮＥＢ）で完全に消化し、０．８％アガロース中にて４０

ボルトで６時間電気泳動を行い、サザンブロットによってハイボンドＮ＋（Ｈｙ

ｂｏｎｄ  Ｎ＋）（アマーシャム膜に移動し、ジゴキシゲニン標識ｒｉｂ遺伝子

プローブを用いてハイブリダイズした。特異結合ＤＮＡプローブは、ＤＩＧ核酸

検出キット（ベーリンガーマンハイム）を用いて同定した。

    【図１３】

  ゲノムＤＮＡのサザンブロット分析。表６に示す各菌株によるゲノムＤＮＡを

、Ｈｉｎ  ＤＩＩＩ（ＮＥＢ）で完全に消化し、０．８％アガロース中にて４０

ボルトで６時間電気泳動を行い、サザンブロットによってハイボンド＋（Ｈｙｂ

ｏｎｄ＋）（アマーシャム膜に移動し、ジゴキシゲニン標識ＩＤ－６５遺伝子プ
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ローブを用いてハイブリダイズした。特異結合ＤＮＡプローブは、ＤＩＧ核酸検

出キット（ベーリンガーマンハイム）を用いて同定した。

    【図１４】

  ゲノムＤＮＡのサザンブロット分析。表６に示す各菌株によるゲノムＤＮＡを

、Ｈｉｎ  ＤＩＩＩ（ＮＥＢ）で完全に消化し、０．８％アガロース中にて４０

ボルトで６時間電気泳動を行い、サザンブロットによってハイボンド＋（Ｈｙｂ

ｏｎｄ＋）（アマーシャム膜に移動し、ジゴキシゲニン標識ＩＤ－８９遺伝子プ

ローブを用いてハイブリダイズした。特異結合ＤＮＡプローブは、ＤＩＧ核酸検

出キット（ベーリンガーマンハイム）を用いて同定した。

    【図１５】

  ゲノムＤＮＡのサザンブロット分析。表６に示す各菌株によるゲノムＤＮＡを

、Ｈｉｎ  ＤＩＩＩ（ＮＥＢ）で完全に消化し、０．８％アガロース中にて４０

ボルトで６時間電気泳動を行い、サザンブロットによってハイボンドＮ＋（Ｈｙ

ｂｏｎｄ  Ｎ＋）（アマーシャム膜に移動し、ジゴキシゲニン標識ＩＤ－９３遺

伝子プローブを用いてハイブリダイズした。特異結合ＤＮＡプローブは、ＤＩＧ

核酸検出キット（ベーリンガーマンハイム）を用いて同定した。

    【図１６】

  ゲノムＤＮＡのサザンブロット分析。表６に示す各菌株によるゲノムＤＮＡを

、Ｅｃｏ  ＲＩ（ＮＥＢ）で完全に消化し、０．８％アガロース中にて４０ボル

トで６時間電気泳動を行い、サザンブロットによってハイボンドＮ＋（Ｈｙｂｏ

ｎｄ  Ｎ＋）（アマーシャム膜に移動し、ジゴキシゲニン標識ＩＤ－９６遺伝子

プローブを用いてハイブリダイズした。特異結合ＤＮＡプローブは、ＤＩＧ核酸

検出キット（ベーリンガーマンハイム）を用いて同定した。
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