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【化１】

　

　

　

　

　

　

　

本発明は抗原、より特にStreptococcus pyogenes（また

グループＡStreptococcus(GASと呼ばれる）細菌性病原

体の抗原であって予防、治療および／または診断のため

のワクチン成分として有用であるものに関する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
（ ａ ） 配 列 番 号 ２ ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト ま た は ア ナ ロ グ か ら 選 択 さ れ る 配 列 を 含 む 第 ２
ポ リ ペ プ チ ド に 少 な く と も ７ ０ ％ 同 一 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド 、
（ ｂ ） 配 列 番 号 ２ ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト ま た は ア ナ ロ グ か ら 選 択 さ れ る 配 列 を 含 む 第 ２
ポ リ ペ プ チ ド に 少 な く と も ９ ５ ％ 同 一 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド 、
（ ｃ ） 配 列 番 号 ２ ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト ま た は ア ナ ロ グ か ら 選 択 さ れ る 配 列 を 含 む ポ リ
ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、
（ ｄ ） 配 列 番 号 ２ ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト ま た は ア ナ ロ グ か ら 選 択 さ れ る 配 列 を 含 む ポ リ
ペ プ チ ド に 結 合 特 異 性 を 有 す る 抗 体 を 生 成 で き る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド 、
（ ｅ ） 配 列 番 号 ２ ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト ま た は ア ナ ロ グ か ら 選 択 さ れ る 配 列 を 含 む ポ リ
ペ プ チ ド の エ ピ ト ー プ を 有 す る 部 分 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、
（ ｆ ） 配 列 番 号 １ ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト ま た は ア ナ ロ グ か ら 選 択 さ れ る 配 列 を 含 む ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド 、
（ ｇ ） （ ａ ） 、 （ ｂ ） 、 （ ｃ ） 、 （ ｄ ） 、 （ ｅ ） ま た は （ ｆ ） の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 相 補
的 で あ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、
か ら 選 択 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 単 離 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ２ 】
（ ａ ） 配 列 番 号 ２ か ら 選 択 さ れ る 配 列 を 含 む 第 ２ ポ リ ペ プ チ ド に 少 な く と も ７ ０ ％ 同 一 性
を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、
（ ｂ ） 配 列 番 号 ２ か ら 選 択 さ れ る 配 列 を 含 む 第 ２ ポ リ ペ プ チ ド に 少 な く と も ９ ５ ％ 同 一 性
を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、
（ ｃ ） 配 列 番 号 ２ か ら 選 択 さ れ る 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
、
（ ｄ ） 配 列 番 号 ２ か ら 選 択 さ れ る 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 特 異 性 を 有 す る 抗 体 を 惹
起 で き る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、
（ ｅ ） 配 列 番 号 ２ か ら 選 択 さ れ る 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド の エ ピ ト ー プ を 有 す る 部 分 を コ
ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、
（ ｆ ） 配 列 番 号 １ か ら 選 択 さ れ る 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、
（ ｇ ） （ ａ ） 、 （ ｂ ） 、 （ ｃ ） 、 （ ｄ ） 、 （ ｅ ） ま た は （ ｆ ） の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 相 補
的 で あ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、
か ら 選 択 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 単 離 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ３ 】
当 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が Ｄ Ｎ Ａ で あ る 請 求 項 １ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ４ 】
当 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が Ｄ Ｎ Ａ で あ る 請 求 項 ２ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ５ 】
当 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が Ｒ Ｎ Ａ で あ る 請 求 項 １ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ６ 】
当 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が Ｒ Ｎ Ａ で あ る 請 求 項 ２ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ７ 】
ス ト リ ン ジ ェ ン ト 条 件 下 で 、
（ ａ ） ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 ま た は
（ ｂ ） ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の 相 補 物
の い ず れ か に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 請 求 項 １ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ っ て 、
こ こ で 当 該 ポ リ ペ プ チ ド が 、 配 列 番 号 ２ ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト ま た は ア ナ ロ グ を 含 む 、
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
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【 請 求 項 ８ 】
ス ト リ ン ジ ェ ン ト 条 件 下 で 、
（ ａ ） ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 ま た は
（ ｂ ） ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の 相 補 物
の い ず れ か に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 請 求 項 ２ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ っ て 、
こ こ で 当 該 ポ リ ペ プ チ ド が 、 配 列 番 号 ２ を 含 む 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ９ 】
ス ト リ ン ジ ェ ン ト 条 件 下 で 、
（ ａ ） ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 ま た は
（ ｂ ） ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の 相 補 物
の い ず れ か に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 請 求 項 １ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ っ て 、
こ こ で 当 該 ポ リ ペ プ チ ド が 、 配 列 番 号 ２ ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト ま た は ア ナ ロ グ を 含 む ポ
リ ペ プ チ ド か ら の 少 な く と も １ ０ 連 続 ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 む 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ ０ 】
ス ト リ ン ジ ェ ン ト 条 件 下 で 、
（ ａ ） ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 ま た は
（ ｂ ） ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の 相 補 物
の い ず れ か に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 請 求 項 ２ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ っ て 、
こ こ で 当 該 ポ リ ペ プ チ ド が 、 配 列 番 号 ２ を 含 む ポ リ ペ プ チ ド か ら の 少 な く と も １ ０ 連 続 ア
ミ ノ 酸 残 基 を 含 む 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ １ 】
当 該 Ｄ Ｎ Ａ が 発 現 制 御 領 域 に 作 動 可 能 に 連 結 さ れ て い る 、 請 求 項 １ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を
含 む ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 １ ２ 】
当 該 Ｄ Ｎ Ａ が 、 発 現 制 御 領 域 に 作 動 可 能 に 連 結 さ れ て い る 請 求 項 ３ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を
含 む ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 １ ３ 】
請 求 項 １ １ の ベ ク タ ー で ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 １ ４ 】
請 求 項 １ ２ の ベ ク タ ー で ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 １ ５ 】
当 該 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 に 好 適 な 条 件 下 で 請 求 項 １ ３ の 宿 主 細 胞 を 培 養 す る こ と を 含 む 、
ポ リ ペ プ チ ド を 生 産 す る た め の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
当 該 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 に 好 適 な 条 件 下 で 請 求 項 １ ４ の 宿 主 細 胞 を 培 養 す る こ と を 含 む 、
ポ リ ペ プ チ ド を 生 産 す る た め の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
（ ａ ） 配 列 番 号 ２ ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト ま た は ア ナ ロ グ を 含 む ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 第
２ ポ リ ペ プ チ ド に 少 な く と も ７ ０ ％ 同 一 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 、
（ ｂ ） 配 列 番 号 ２ ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト ま た は ア ナ ロ グ を 含 む ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 第
２ ポ リ ペ プ チ ド に 少 な く と も ９ ５ ％ 同 一 性 を 有 す る を ポ リ ペ プ チ ド 、
（ ｃ ） 配 列 番 号 ２ ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト ま た は ア ナ ロ グ か ら 選 択 さ れ る 配 列 を 含 む ポ リ
ペ プ チ ド 、
（ ｄ ） 配 列 番 号 ２ ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト ま た は ア ナ ロ グ か ら 選 択 さ れ る 配 列 を 有 す る ポ
リ ペ プ チ ド に 結 合 特 異 性 を 有 す る 抗 体 を 生 成 で き る ポ リ ペ プ チ ド 、
（ ｅ ） 配 列 番 号 ２ ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト ま た は ア ナ ロ グ か ら 選 択 さ れ る 配 列 を 有 す る ポ
リ ペ プ チ ド の エ ピ ト ー プ を 有 す る 部 分 、
（ ｆ ） （ ａ ） 、 （ ｂ ） 、 （ ｃ ） 、 （ ｄ ） 、 ま た は （ ｅ ） の ポ リ ペ プ チ ド 、 こ こ で 該 Ｎ 末 端
Ｍ ｅ ｔ は 欠 失 し て い る 、
（ ｇ ） （ ａ ） 、 （ ｂ ） 、 （ ｃ ） 、 （ ｄ ） 、 （ ｅ ） ま た は （ ｆ ） の ポ リ ペ プ チ ド 、 こ こ で 該
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分 泌 ア ミ ノ 酸 配 列 は 欠 失 し て い る 、
か ら 選 択 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 単 離 ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ８ 】
（ ａ ） 配 列 番 号 ２ を 含 む ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 第 ２ ポ リ ペ プ チ ド に 少 な く と も ７ ０ ％ 同 一
性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 、
（ ｂ ） 配 列 番 号 ２ を 含 む ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 第 ２ ポ リ ペ プ チ ド に 少 な く と も ９ ５ ％ 同 一
性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 、
（ ｃ ） 配 列 番 号 ２ か ら 選 択 さ れ る 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド
（ ｄ ） 配 列 番 号 ２ か ら 選 択 さ れ る 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 特 異 性 を 有 す る 抗 体 を
生 成 で き る ポ リ ペ プ チ ド 、
（ ｅ ） 配 列 番 号 ２ か ら 選 択 さ れ る 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド の エ ピ ト ー プ を 有 す る 部 分 、
（ ｆ ） （ ａ ） 、 （ ｂ ） 、 （ ｃ ） 、 （ ｄ ） 、 ま た は （ ｅ ） の ポ リ ペ プ チ ド 、 こ こ で 該 Ｎ 末 端
Ｍ ｅ ｔ は 欠 失 し て い る 、
（ ｇ ） （ ａ ） 、 （ ｂ ） 、 （ ｃ ） 、 （ ｄ ） 、 （ ｅ ） ま た は （ ｆ ） の ポ リ ペ プ チ ド 、 こ こ で 該
分 泌 ア ミ ノ 酸 配 列 は 欠 失 し て い る 、
か ら 選 択 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 単 離 ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ９ 】
配 列 番 号 ２ ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト ま た は ア ナ ロ グ か ら 選 択 さ れ る 配 列 を 有 す る ２ ま た は
３ 以 上 の ポ リ ペ プ チ ド を 含 む キ メ ラ ポ リ ペ プ チ ド ； た だ し 該 ポ リ ペ プ チ ド は 、 キ メ ラ ポ リ
ペ プ チ ド を 形 成 す る よ う に 連 結 さ れ て い る こ と を 条 件 と す る 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
配 列 番 号 ２ か ら 選 択 さ れ る 配 列 を 有 す る ２ ま た は ３ 以 上 の ポ リ ペ プ チ ド を 含 む キ メ ラ ポ リ
ペ プ チ ド ； た だ し 該 ポ リ ペ プ チ ド は 、 キ メ ラ ポ リ ペ プ チ ド を 形 成 す る よ う に 連 結 さ れ て い
る こ と を 条 件 と す る 。
【 請 求 項 ２ １ 】
請 求 項 １ ７ な い し ２ ０ の い ず れ か の ポ リ ペ プ チ ド 、 お よ び 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 、 希 釈
剤 ま た は ア ジ ュ バ ン ト を 含 む 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
丹 毒 、 咽 頭 炎 お よ び 膿 痂 疹 、 猩 紅 熱 、 お よ び 侵 入 性 疾 患 、 例 え ば 菌 血 症 お よ び 壊 死 性 筋 膜
炎 お よ び ま た 毒 性 シ ョ ッ ク に 感 受 性 の 宿 主 に お け る 、 丹 毒 、 咽 頭 炎 お よ び 膿 痂 疹 、 猩 紅 熱
、 お よ び 侵 入 性 疾 患 、 例 え ば 菌 血 症 お よ び 壊 死 性 筋 膜 炎 の 予 防 的 ま た は 治 療 的 処 置 の た め
の 方 法 で あ っ て 、 当 該 宿 主 に 予 防 ま た は 治 療 的 量 の 請 求 項 ２ １ の 組 成 物 を 投 与 す る こ と を
含 む 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
Streptococcus pyogenes感 染 に 感 受 性 の 宿 主 に お け る 、 Sterptococcus pyogenes細 菌 性 感
性 の 予 防 ま た は 治 療 的 処 置 の た め の 方 法 で あ っ て 、 当 該 宿 主 に 予 防 ま た は 治 療 的 量 の 請 求
項 ２ １ の 組 成 物 を 投 与 す る こ と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
該 宿 主 が 動 物 で あ る 、 請 求 項 ２ ２ の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
該 宿 主 が ヒ ト で あ る 請 求 項 ２ ２ の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
ス ト レ プ ト コ ッ カ ス 性 感 染 に 感 受 性 の 宿 主 に お け る ス ト レ プ ト コ ッ カ ス 性 感 染 の 診 断 の た
め の 方 法 で あ っ て 、
（ ａ ） 宿 主 か ら 生 物 学 的 サ ン プ ル を 取 得 す る こ と 、
（ ｂ ） 請 求 項 １ ７ な い し ２ ０ の い ず れ か の ス ト レ プ ト コ ッ カ ス 性 ポ リ ペ プ チ ド と 反 応 性 の
抗 体 ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト を 、 該 生 物 学 的 サ ン プ ル と イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 混 合 物 を 形 成
す る こ と 、
（ ｃ ） 該 混 合 物 中 の 、 特 異 的 に 結 合 し た 抗 体 ま た は 結 合 し た フ ラ グ メ ン ト を 検 出 し 、 こ れ
が ス ト レ プ ト コ ッ カ ス 性 の 存 在 を 指 摘 す る こ と 、
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を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
生 物 学 的 サ ン プ ル 中 の ス ト レ プ ト コ ッ カ ス 抗 原 に 特 異 的 な 抗 体 の 検 出 の た め の 方 法 で あ っ
て 、
（ ａ ） 宿 主 か ら 生 物 学 的 サ ン プ ル を 取 得 す る こ と 、
（ ｂ ） 請 求 項 １ ７ な い し ２ ０ の い ず れ か の 、 １ ま た は ２ 以 上 の ス ト レ プ ト コ ッ カ ス 性 ポ リ
ペ プ チ ド を 、 生 物 学 的 サ ン プ ル と イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 混 合 物 を 形 成 す る こ と 、
（ ｃ ） 該 混 合 物 中 の 、 特 異 的 に 結 合 し た 抗 体 ま た は 結 合 し た フ ラ グ メ ン ト を 検 出 し 、 こ れ
が ス ト レ プ ト コ ッ カ ス に 特 異 的 な 抗 体 の 存 在 を 指 摘 す る こ と
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
ス ト レ プ ト コ ッ カ ス 感 染 の 予 防 ま た は 治 療 的 処 置 の た め の 医 薬 の 製 造 に お け る 医 薬 組 成 物
の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
ス ト レ プ ト コ ッ カ ス 性 感 染 の 検 出 ま た は 診 断 の た め の 、 請 求 項 １ ７ な い し ２ ０ の い ず れ か
の ポ リ ペ プ チ ド を 含 む キ ッ ト 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 ０ ０ ０ １ 】
発 明 の 分 野
本 発 明 は 、 Streptococcus pyogenes(グ ル ー プ Ａ ス ト レ プ ト コ ッ カ ス ） の ポ リ ペ プ チ ド に
関 し 、 こ れ を 使 用 し 、 ス ト レ プ ト コ ッ カ ス 性 感 染 を 予 防 、 診 断 お よ び ／ ま た は 処 置 し 得 る
。
【 ０ ０ ０ ２ 】
発 明 の 背 景
Streptococciは 、 細 胞 表 面 で 見 出 さ れ る 、 群 特 異 的 炭 水 化 物 抗 原 Ａ な い し Ｏ に よ っ て 分 化
さ れ る グ ラ ム 陽 性 細 菌 で あ る 。 S. pyogenes単 離 株 は さ ら に 、 型 特 異 的 Ｍ タ ン パ ク 質 抗 原
に よ っ て 区 別 さ れ る 。 分 子 量 お よ び 配 列 の 両 方 に お い て 高 度 に 変 化 し 得 る 重 要 な 感 染 性 因
子 で あ る 。 実 際 に 、 ８ ０ よ り 多 い Ｍ タ ン パ ク 質 型 が 、 抗 原 性 差 異 に 基 づ い て 同 定 さ れ た 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
S. pyogenesは 、 咽 頭 炎 、 丹 毒 お よ び 膿 痂 疹 、 猩 紅 熱 お よ び 侵 入 性 疾 患 、 例 え ば 菌 血 症 お
よ び 壊 死 性 筋 膜 炎 を 含 む 、 多 く の 広 範 な 感 染 型 の 原 因 菌 で あ る 。 近 年 の 侵 入 性 疾 患 の 再 帰
が 、 北 ア メ リ カ お よ び ヨ ー ロ ッ パ の 国 を 含 む 多 く の 国 で 報 告 さ れ た 。 該 生 物 は 抗 生 物 質 に
感 受 性 で あ る が 、 高 攻 撃 率 お よ び 腐 敗 症 の 急 速 な 開 始 は 、 高 発 症 お よ び 死 亡 率 と い う 結 果
と な る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
S. pyogenes感 染 か ら 宿 主 を 保 護 す る ワ ク チ ン を 開 発 す る た め 、 努 力 が 感 染 性 因 子 、 例 え
ば 型 特 異 的 Ｍ タ ン パ ク 質 に 焦 点 が あ っ た 。 し か し 、 Ｍ タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 末 端 部 分 が 、 ヒ
ト 心 筋 、 ト ロ ポ ミ オ シ ン 、 ミ オ シ ン 、 お よ び ビ メ ン チ ン と 反 応 し た 交 差 反 応 性 抗 体 を 誘 導
し 、 こ れ が 自 己 免 疫 性 疾 患 に 関 係 し 得 る こ と が 見 出 さ れ た 。 そ の 他 は 、 種 々 の 血 清 型 か ら
の Ｍ タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 末 端 ペ プ チ ド を 含 む 複 合 ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 を 生 産 す る た め
の 組 み 換 え 技 法 を 使 用 し た 。 し か し 、 す べ て の S. pyogenes血 清 型 を 含 む 安 全 な ワ ク チ ン
は 、 生 産 お よ び 標 準 化 す る の に 高 度 に 複 合 的 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
血 清 型 特 異 的 抗 原 に 加 え て 、 他 の S. pyogenesタ ン パ ク 質 が 、 ワ ク チ ン 候 補 と し て の 興 味
を 生 じ た 。 Ｃ ５ ａ ペ プ チ ダ ー ゼ 、 こ れ は 少 な く と も S. pyogenes４ ０ 血 清 型 に よ っ て 発 現
さ れ る も の は 、 マ ウ ス で 免 疫 原 性 で あ る こ と が 示 さ れ た が 、 鼻 咽 腔 転 移 増 殖 （ colonizati
on） の レ ベ ル を 減 少 さ せ る 能 力 は 限 定 的 で あ っ た 。 他 の 研 究 者 は ま た 、 感 染 の 病 原 性 に お
い て 重 要 な 役 割 を 演 ず る よ う で あ る ス ト レ プ ト コ ッ カ ス ピ ロ ゲ ニ ッ ク エ キ ソ ト キ シ ン （ py
rogenic exotoxins） に 焦 点 が 合 っ た 。 こ れ ら の タ ン パ ク 質 で の 免 疫 化 は 、 毒 性 シ ョ ッ ク
の 致 命 的 症 状 を 防 止 し た が 、 定 着 化 （ colonization)を 防 止 し な か っ た 。
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【 ０ ０ ０ ６ 】
オ ク ラ ホ マ 大 学 は 、 S. pyogenes菌 株 Ｍ １ 　 Ｇ Ａ Ｓ の た め の ゲ ノ ム 配 列 決 定 プ ロ ジ ェ ク ト
を 設 け た （ http://dnal/chem.ou.edu/strep.html） 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
し た が っ て 、 S. pyogenes感 染 の 予 防 お よ び ／ ま た は 治 療 の た め 使 用 さ れ る ワ ク チ ン 成 分
で あ り 得 る S. pyogens抗 原 の 満 た さ れ な い 必 要 性 が 残 存 す る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
発 明 の 要 約
１ 側 面 に し た が っ て 、 本 発 明 は 、 配 列 番 号 ２ ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト ま た は ア ナ ロ グ を 含
む 第 ２ ポ リ ペ プ チ ド に 少 な く と も ７ ０ ％ 同 一 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 単 離 ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
１ 側 面 に し た が っ て 、 本 発 明 は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 配 列 番 号 ２ ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト ま た は
ア ナ ロ グ を 含 む ポ リ ペ プ チ ド に 関 す る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
他 の 側 面 で は 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 、 医 薬 組 成
物 、 発 現 制 御 領 域 に 作 動 可 能 に 連 結 さ れ る 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ベ ク タ ー 、 並
び に 当 該 ベ ク タ ー で ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 宿 主 細 胞 お よ び 当 該 宿 主 細 胞 を 、 発 現 に 好 適
な 条 件 下 で 培 養 す る こ と を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を 生 産 す る た め の 方 法 を 提 供 す る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ １ １ 】
【 図 １ 】 図 １ は 、 血 清 型 Ｍ １ S. pyoegenes菌 株 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ ７ ０ ０ ２ ９ ４ 由 来 の Ｂ Ｖ Ｈ － Ｐ ７
遺 伝 子 の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 示 す ； 配 列 番 号 １ 。 配 列 の 下 線 部 分 は 、 リ ー ダ ー ペ プ チ ド を コ ー ド
す る 領 域 を 示 す 。
【 図 ２ 】 図 ２ は 、 血 清 型 Ｍ １ S. pyogenes菌 株 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ ７ ０ ０ ２ ９ ４ 由 来 の ア ミ ノ 酸 配 列
Ｂ Ｖ Ｈ － Ｐ ７ タ ン パ ク 質 を 示 す ； 配 列 番 号 ２ 。 下 線 の 配 列 は 、 ２ １ ア ミ ノ 酸 残 基 の リ ー ダ
ー ペ プ チ ド を 示 す 。
【 図 ３ － １ 】 図 ３ － １ は 、 Ｓ ｐ ｙ ７ ４ 、 Ｓ ｐ ｙ ７ ０ 、 Ｓ ｐ ｙ ６ ９ 、 Ｓ ｐ ｙ ６ ８ 、 Ｓ ｐ ｙ ６
０ 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ １ ２ ３ ５ ７ 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ ７ ０ ０ ２ ９ ４ S. pyogenes菌 株 由 来 の Ｂ Ｖ Ｈ － Ｐ ７ オ
ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム の 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 の 、 MacVector配 列 分 析 ソ フ ト ウ ェ ア （
バ ー ジ ョ ン ６ ． ５ ） か ら の プ ロ グ ラ ム Clustal Wを 使 用 す る こ と に よ る 比 較 を 示 す 。 ア ラ
イ ン メ ン ト の 下 で 、 ＊ お よ び .文 字 が そ れ ぞ れ 同 一 お よ び 類 似 の ア ミ ノ 酸 残 基 を 示 す コ ン
セ ン サ ス ラ イ ン が あ る 。
【 図 ３ － ２ 】 図 － ２ ３ は 、 Ｓ ｐ ｙ ７ ４ 、 Ｓ ｐ ｙ ７ ０ 、 Ｓ ｐ ｙ ６ ９ 、 Ｓ ｐ ｙ ６ ８ 、 Ｓ ｐ ｙ ６
０ 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ １ ２ ３ ５ ７ 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ ７ ０ ０ ２ ９ ４ S. pyogenes菌 株 由 来 の Ｂ Ｖ Ｈ － Ｐ ７ オ
ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム の 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 の 、 MacVector配 列 分 析 ソ フ ト ウ ェ ア （
バ ー ジ ョ ン ６ ． ５ ） か ら の プ ロ グ ラ ム Clustal Wを 使 用 す る こ と に よ る 比 較 を 示 す 。 ア ラ
イ ン メ ン ト の 下 で 、 ＊ お よ び .文 字 が そ れ ぞ れ 同 一 お よ び 類 似 の ア ミ ノ 酸 残 基 を 示 す コ ン
セ ン サ ス ラ イ ン が あ る 。
【 図 ３ － ３ 】 図 ３ － ３ は 、 Ｓ ｐ ｙ ７ ４ 、 Ｓ ｐ ｙ ７ ０ 、 Ｓ ｐ ｙ ６ ９ 、 Ｓ ｐ ｙ ６ ８ 、 Ｓ ｐ ｙ ６
０ 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ １ ２ ３ ５ ７ 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ ７ ０ ０ ２ ９ ４ S. pyogenes菌 株 由 来 の Ｂ Ｖ Ｈ － Ｐ ７ オ
ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム の 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 の 、 MacVector配 列 分 析 ソ フ ト ウ ェ ア （
バ ー ジ ョ ン ６ ． ５ ） か ら の プ ロ グ ラ ム Clustal Wを 使 用 す る こ と に よ る 比 較 を 示 す 。 ア ラ
イ ン メ ン ト の 下 で 、 ＊ お よ び .文 字 が そ れ ぞ れ 同 一 お よ び 類 似 の ア ミ ノ 酸 残 基 を 示 す コ ン
セ ン サ ス ラ イ ン が あ る 。
【 図 ３ － ４ 】 図 ３ － ４ は 、 Ｓ ｐ ｙ ７ ４ 、 Ｓ ｐ ｙ ７ ０ 、 Ｓ ｐ ｙ ６ ９ 、 Ｓ ｐ ｙ ６ ８ 、 Ｓ ｐ ｙ ６
０ 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ １ ２ ３ ５ ７ 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ ７ ０ ０ ２ ９ ４ S. pyogenes菌 株 由 来 の Ｂ Ｖ Ｈ － Ｐ ７ オ
ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム の 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 の 、 MacVector配 列 分 析 ソ フ ト ウ ェ ア （
バ ー ジ ョ ン ６ ． ５ ） か ら の プ ロ グ ラ ム Clustal Wを 使 用 す る こ と に よ る 比 較 を 示 す 。 ア ラ
イ ン メ ン ト の 下 で 、 ＊ お よ び .文 字 が そ れ ぞ れ 同 一 お よ び 類 似 の ア ミ ノ 酸 残 基 を 示 す コ ン
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セ ン サ ス ラ イ ン が あ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
発 明 の 詳 細 な 記 載
本 発 明 は 、 ス ト レ プ ト コ ッ カ ス 性 感 染 を 診 断 、 予 防 、 お よ び ／ ま た は 処 置 す る た め に 使 用
し 得 る ス ト レ プ ト コ ッ カ ス 性 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 精 製 さ れ 、 か つ 単 離 さ れ た ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
１ 側 面 に し た が っ て 、 本 発 明 は 、 配 列 番 号 ２ ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト ま た は ア ナ ロ グ を 含
む 第 ２ ポ リ ペ プ チ ド に 少 な く と も ７ ０ ％ 同 一 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 単 離 ポ
頴 ヌ ク レ オ チ ド を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
１ 側 面 に し た が っ て 、 本 発 明 は 、 配 列 番 号 ２ ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト ま た は ア ナ ロ グ を 含
む 第 ２ ポ リ ペ プ チ ド に 少 な く と も ８ ０ ％ 同 一 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 単 離 ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
１ 側 面 に し た が っ て 、 本 発 明 は 、 配 列 番 号 ２ ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト ま た は ア ナ ロ グ を 含
む 第 ２ ポ リ ペ プ チ ド に 少 な く と も ９ ０ ％ 同 一 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 単 離 ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
１ 側 面 に し た が っ て 、 本 発 明 は 、 配 列 番 号 ２ ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト ま た は ア ナ ロ グ を 含
む 第 ２ ポ リ ペ プ チ ド に 少 な く と も ９ ５ ％ 同 一 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 単 離 ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
１ 側 面 に し た が っ て 、 本 発 明 は 、 配 列 番 号 ２ ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト ま た は ア ナ ロ グ を 含
む ア ミ ノ 酸 配 列 に よ っ て 特 徴 付 け ら れ る ポ リ ペ プ チ ド に 関 す る 。
１ 側 面 に し た が っ て 、 本 発 明 は 、 配 列 番 号 ２ ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト ま た は ア ナ ロ グ を 含
む ポ リ ペ プ チ ド の エ ピ ト ー プ を 有 す る 部 分 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
１ 側 面 に し た が っ て 、 本 発 明 は 、 配 列 番 号 ２ ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト ま た は ア ナ ロ グ を 含
む ポ リ ペ プ チ ド の エ ピ ト ー プ を 有 す る 部 分 に 関 す る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
１ 側 面 に し た が っ て 、 本 発 明 は 、 配 列 番 号 ２ を 含 む 第 ２ ポ リ ペ プ チ ド に 少 な く と も ７ ０ ％
同 一 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 単 離 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
１ 側 面 に し た が っ て 、 本 発 明 は 、 配 列 番 号 ２ を 含 む 第 ２ ポ リ ペ プ チ ド に 少 な く と も ８ ０ ％
同 一 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 単 離 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
１ 側 面 に し た が っ て 、 本 発 明 は 、 配 列 番 号 ２ を 含 む 第 ２ ポ リ ペ プ チ ド に 少 な く と も ９ ０ ％
同 一 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 単 離 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
１ 側 面 に し た が っ て 、 本 発 明 は 、 配 列 番 号 ２ を 含 む 第 ２ ポ リ ペ プ チ ド に 少 な く と も ９ ５ ％
同 一 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 単 離 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
１ 側 面 に し た が っ て 、 本 発 明 は 、 配 列 番 号 ２ を 含 む ア ミ ノ 酸 配 列 に よ っ て 特 徴 付 け ら れ る
ポ リ ペ プ チ ド に 関 す る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
１ 側 面 に し た が っ て 、 本 発 明 は 、 配 列 番 号 ２ を 含 む ポ リ ペ プ チ ド の エ ピ ト ー プ を 有 す る 部
分 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
１ 側 面 に し た が っ て 、 本 発 明 は 、 配 列 番 号 ２ を 含 む ポ リ ペ プ チ ド の エ ピ ト ー プ を 有 す る 部
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分 に 関 す る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
１ 側 面 に し た が っ て 、 本 発 明 は 、
（ ａ ） 配 列 番 号 ２ ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト ま た は ア ナ ロ グ か ら 選 択 さ れ る 配 列 を 含 む 第 ２
ポ リ ペ プ チ ド に 少 な く と も ７ ０ ％ 同 一 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド 、
（ ｂ ） 配 列 番 号 ２ ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト ま た は ア ナ ロ グ か ら 選 択 さ れ る 配 列 を 含 む 第 ２
ポ リ ペ プ チ ド に 少 な く と も ９ ５ ％ 同 一 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド 、
（ ｃ ） 配 列 番 号 ２ ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト ま た は ア ナ ロ グ か ら 選 択 さ れ る 配 列 を 含 む ポ リ
ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、
（ ｄ ） 配 列 番 号 ２ ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト ま た は ア ナ ロ グ か ら 選 択 さ れ る 配 列 を 含 む ポ リ
ペ プ チ ド に 結 合 特 異 性 を 有 す る 抗 体 を 生 成 す る こ と の で き る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド
（ ｅ ） 配 列 番 号 ２ ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト ま た は ア ナ ロ グ か ら 選 択 さ れ る 配 列 を 含 む ポ リ
ペ プ チ ド の エ ピ ト ー プ を 有 す る 部 分 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、
（ ｆ ） 配 列 番 号 １ ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト ま た は ア ナ ロ グ か ら 選 択 さ れ る 配 列 を 含 む ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド
（ ｇ ） （ ａ ） 、 （ ｂ ） 、 （ ｃ ） 、 （ ｄ ） 、 （ ｅ ） ま た は （ ｆ ） の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 相 補
的 で あ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
か ら 選 択 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 単 離 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
１ 側 面 に し た が っ て 、 本 発 明 は 、
（ ａ ） 配 列 番 号 ２ か ら 選 択 さ れ る 配 列 を 含 む 第 ２ ポ リ ペ プ チ ド に 少 な く と も ７ ０ ％ 同 一 性
を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
（ ｂ ） 配 列 番 号 ２ か ら 選 択 さ れ る 配 列 を 含 む 第 ２ ポ リ ペ プ チ ド に 少 な く と も ９ ５ ％ 同 一 性
を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
（ ｃ ） 配 列 番 号 ２ か ら 選 択 さ れ る 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
（ ｄ ） 配 列 番 号 ２ か ら 選 択 さ れ る 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド に つ い て 結 合 特 異 性 を 有 す る 抗
体 を 惹 起 す る （ raise） こ と の で き る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド
（ ｅ ） 配 列 番 号 ２ か ら 選 択 さ れ る 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド の エ ピ ト ー プ を 有 す る 部 分 を コ
ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
（ ｆ ） 配 列 番 号 １ か ら 選 択 さ れ る 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
（ ｇ ） （ ａ ） 、 （ ｂ ） 、 （ ｃ ） 、 （ ｄ ） 、 （ ｅ ） ま た は （ ｆ ） の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 相 補
的 で あ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
か ら 選 択 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 単 離 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
１ 側 面 に し た が っ て 、 本 発 明 は 、
（ ａ ） 配 列 番 号 ２ ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト ま た は ア ナ ロ グ を 含 む 第 ２ ポ リ ペ プ チ ド に 少 な
く と も ７ ０ ％ 同 一 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド
（ ｂ ） 配 列 番 号 ２ ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト ま た は ア ナ ロ グ を 含 む 第 ２ ポ リ ペ プ チ ド に 少 な
く と も ９ ５ ％ 同 一 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 、
（ ｃ ） 配 列 番 号 ２ ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト ま た は ア ナ ロ グ を 含 む ポ リ ペ プ チ ド
（ ｄ ） 配 列 番 号 ２ ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト ま た は ア ナ ロ グ を 含 む ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 特 異
性 を 有 す る 抗 体 を 惹 起 す る こ と の で き る ポ リ ペ プ チ ド
（ ｅ ） 配 列 番 号 ２ ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト ま た は ア ナ ロ グ を 含 む ポ リ ペ プ チ ド の エ ピ ト ー
プ を 有 す る 部 分
（ ｆ ） （ ａ ） 、 （ ｂ ） 、 （ ｃ ） 、 （ ｄ ） 、 （ ｅ ） ま た は （ ｆ ） の ポ リ ペ プ チ ド 、 こ こ で 該
Ｎ 末 端 メ チ オ ニ ン 残 基 は 欠 失 し て い る 、
（ ｇ ） （ ａ ） 、 （ ｂ ） 、 （ ｃ ） 、 （ ｄ ） 、 （ ｅ ） ま た は （ ｆ ） の ポ リ ペ プ チ ド 、 こ こ で 該
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分 泌 ア ミ ノ 酸 配 列 は 欠 失 し て い る 、
か ら 選 択 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 単 離 ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
１ 側 面 に し た が っ て 、 本 発 明 は 、
（ ａ ） 配 列 番 号 ２ を 含 む 第 ２ ポ リ ペ プ チ ド に 少 な く と も ７ ０ ％ 同 一 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ
ド 、
（ ｂ ） 配 列 番 号 ２ を 含 む 第 ２ ポ リ ペ プ チ ド に 少 な く と も ９ ５ ％ 同 一 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ
ド
（ ｃ ） 配 列 場 号 ２ を 含 む ポ リ ペ プ チ ド
（ ｄ ） 配 列 番 号 ２ を 含 む ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 特 異 性 を 有 す る 抗 体 を 惹 起 す る こ と の で き る
ポ リ ペ プ チ ド
（ ｅ ） 配 列 番 号 ２ を 含 む ポ リ ペ プ チ ド の エ ピ ト ー プ を 有 す る 部 分
（ ｆ ） （ ａ ） 、 （ ｂ ） 、 （ ｃ ） 、 （ ｄ ） 、 （ ｅ ） ま た は （ ｆ ） の ポ リ ペ プ チ ド 、 こ こ で 該
Ｎ 末 端 メ チ オ ニ ン は 、 欠 失 し て い る 、
（ ｇ ） （ ａ ） 、 （ ｂ ） 、 （ ｃ ） 、 （ ｄ ） 、 （ ｅ ） ま た は （ ｆ ） の ポ リ ペ プ チ ド 、 こ こ で 該
分 泌 ア ミ ノ 酸 配 列 は 欠 失 し て い る 、
か ら 選 択 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 単 離 ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
当 業 者 は 、 本 発 明 が 、 本 特 許 出 願 に こ こ に 記 載 さ れ る よ う に 、 本 発 明 が Ｄ Ｎ Ａ 分 子 、 す な
わ ち ア ナ ロ グ 、 例 え ば そ の よ う な ポ リ ペ プ チ ド の 突 然 変 異 体 、 変 異 体 、 ホ モ ロ グ 、 お よ び
誘 導 体 を コ ー ド す る 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び そ れ ら の 相 補 的 配 列 を 含 む こ と を 認 識 す る
。 本 発 明 は ま た 、 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ 分 子 に 対 応 す る Ｒ Ｎ Ａ 分 子 を 含 む 。 Ｄ Ｎ Ａ お よ び Ｒ Ｎ Ａ
分 子 に 加 え て 、 本 発 明 は 、 対 応 す る ポ リ ペ プ チ ド お よ び そ の よ う な ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的
に 結 合 す る モ ノ 特 異 的 抗 体 を 含 む 。
【 ０ ０ ３ １ 】
さ ら な る 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 に し た が う ポ リ ペ プ チ ド は 、 抗 原 性 で あ る 。
さ ら な る 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 に し た が う ポ リ ペ プ チ ド は 、 免 疫 原 性 で あ る 。
さ ら な る 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 に し た が う ポ リ ペ プ チ ド は 、 宿 主 の 免 疫 応 答 性 を 誘 起 で き
る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
さ ら な る 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は ま た 、 前 定 義 の よ う な 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 特 異
性 を 有 す る 抗 体 を 惹 起 す る こ と の で き る ポ リ ペ プ チ ド に 関 す る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
「 結 合 特 異 性 を 有 す る 」 抗 体 は 、 選 択 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を 認 識 し 結 合 す る が 、 サ ン プ ル
、 例 え ば 生 物 学 的 サ ン プ ル 中 の 他 の 分 子 を 実 質 的 に 認 識 し 結 合 し な い 抗 体 で あ る 。 特 異 的
結 合 は 、 選 択 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド が 抗 原 と し て 使 用 さ れ る Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ア ッ セ イ を 使 用 し て
測 定 で き る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
本 発 明 に し た が っ て 、 生 物 学 的 研 究 に お け る 「 保 護 」 は 、 生 存 曲 線 、 速 度 ま た は 期 間 の 有
意 な 増 加 に よ っ て 定 義 さ れ る 。 そ れ ぞ れ 生 存 曲 線 を 比 較 す る た め Ｌ ｏ ｇ 順 位 試 験 を 使 用 す
る 、 お よ び 生 存 率 お よ び 死 亡 ヘ の 日 数 を 比 較 す る た め フ ィ ッ シ ャ ー の 直 接 法 を 使 用 す る 統
計 学 的 分 析 は 、 Ｐ 値 を 計 算 し 、 そ し て ２ 群 の 間 の 相 違 が 統 計 定 に 有 意 で あ る か 決 定 し り た
め に 有 用 で あ り 得 る 。 ０ ． ０ ５ の Ｐ 値 は 有 意 で な い と み な さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
本 発 明 の 追 加 的 側 面 で は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 、 ま た は そ の ア ナ ロ グ の 抗 原 性 ／ 免 疫
原 性 フ ラ グ メ ン ト を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
本 発 明 の フ ラ グ メ ン ト は 、 １ ま た は ２ 以 上 の そ の よ う な エ ピ ト ー プ 性 領 域 を 含 み 、 ま た は
そ れ ら の 抗 原 性 ／ 免 疫 原 性 特 性 を 保 持 す る そ の よ う な 領 域 に 十 分 に 類 似 す る べ き で あ る 。
こ う し て 、 本 発 明 に 従 う フ ラ グ メ ン ト に つ い て 、 同 一 性 の 程 度 は 恐 ら く 無 関 係 で あ り 、 な

10

20

30

40

50

(9) JP 2004-531235 A 2004.10.14



ぜ な ら こ れ ら が こ こ に 記 載 の よ う な 、 ポ リ ペ プ チ ド の 特 定 部 分 ま た は そ の ア ナ ロ グ に １ ０
０ ％ 同 一 で あ り 得 る か ら で あ る 。 本 発 明 は さ ら に 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 に 由 来 す る
少 な く と も １ ０ 連 続 ア ミ ノ 酸 残 基 を 有 す る フ ラ グ メ ン ト を 提 供 す る 。 １ 実 施 態 様 で は 、 少
な く と も １ ５ 連 続 ア ミ ノ 酸 残 基 。 １ 実 施 態 様 で は 、 少 な く と も ２ ０ 連 続 ア ミ ノ 酸 残 基 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
主 要 な 問 題 は 、 再 び 、 フ ラ グ メ ン ト が 抗 原 性 ／ 免 疫 原 性 特 性 を 保 持 す る こ と で あ る 。
当 業 者 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の ア ナ ロ グ が ま た 、 本 発 明 の 文 脈 で 用 途 、 す な わ ち 抗 原
性 ／ 免 疫 原 性 材 料 と し て の 用 途 を 見 出 す こ と を 認 識 す る 。 こ う し て 、 例 え ば １ ま た は ２ 以
上 の 付 加 、 欠 失 、 置 換 ま た は そ の 他 を 含 む タ ン パ ク 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド は 、 本 発 明 に 含
ま れ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
こ こ で 使 用 す る よ う に 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 「 フ ラ グ メ ン ト 」 、 「 ア ナ ロ グ 」 ま た は
「 誘 導 体 」 は 、 天 然 ま た は 非 天 然 で あ り 得 る 、 １ ま た は ２ 以 上 の ア ミ ノ 酸 残 基 が 保 存 （ 同
類 ） ま た は 非 保 存 ア ミ ノ 酸 残 基 （ 好 ま し く は 保 存 ） で 置 換 さ れ て い る 、 こ れ ら の ポ リ ペ プ
チ ド を 含 む 。 １ 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 の ペ プ チ ド の 誘 導 体 お よ び ア ナ ロ グ は 、 図 に 示 さ れ
る こ れ ら の 配 列 ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト と 約 ７ ０ ％ 同 一 性 を 有 す る 。 す な わ ち 、 残 基 の ７
０ ％ は 同 じ で あ る 。 さ ら な る 実 施 態 様 で は 、 ポ リ ペ プ チ ド は ８ ０ ％ よ り 大 き い 同 一 性 を 有
す る 。 さ ら な る 実 施 態 様 で は 、 ポ リ ペ プ チ ド は ８ ５ ％ よ り 大 き い 同 一 性 を 有 す る 。 さ ら な
る 実 施 態 様 で は 、 ポ リ ペ プ チ ド は 、 ９ ０ ％ よ り 大 き い 同 一 性 を 有 す る 。 さ ら な る 実 施 態 様
で は 、 ポ リ ペ プ チ ド は 、 ９ ５ ％ よ り 大 き い 同 一 性 を 有 す る 。 さ ら な る 実 施 態 様 で は 、 ポ リ
ペ プ チ ド は ９ ９ ％ よ り 大 き い 同 一 性 を 有 す る 。 さ ら な る 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ
チ ド の ア ナ ロ グ は 、 約 ２ ０ よ り 少 な い ア ミ ノ 酸 残 基 置 換 、 修 飾 ま た は 欠 失 を 有 し 、 そ し て
よ り 好 ま し く は １ ０ よ り 少 な い 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
こ れ ら の 置 換 は 、 ポ リ ペ プ チ ド の ２ 次 構 造 お よ び 水 治 療 的 (hydropathic)性 質 へ の 最 小 影
響 を 有 す る も の で あ る 。 好 ま し い 置 換 は 、 保 存 と し て 当 業 界 で 知 ら れ る も の で あ り 、 す な
わ ち 置 換 さ れ た 残 基 は 、 物 理 的 ま た は 化 学 的 特 性 、 例 え ば 疎 水 性 、 大 き さ 、 荷 電 ま た は 官
能 基 を と も に 持 つ 。 こ れ ら は 、 置 換 、 例 え ば Atlas of Protein Sequence and Structure 
5, 1978中 Dayhoff, Mに よ っ て お よ び EMBO J. 8, 779-785, 1989中 Argos, P.に よ っ て 記 載
さ れ る も の を 含 む 。 例 え ば 、 以 下 の 群 の い ず れ か に 属 す る 、 天 然 ま た は 非 天 然 で あ る ア ミ
ノ 酸 は 、 保 存 的 変 化 を 表 す ：
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
好 ま し い 置 換 は ま た 、 対 応 す る Ｌ － ア ミ ノ 酸 に つ い て の Ｄ － エ ナ ン チ オ マ ー の 置 換 を 含 む
。
【 ０ ０ ４ ０ 】
代 替 的 ア プ ロ ー チ で は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の ア ナ ロ グ は 、 図 ３ に 開 示 の 置 換 を 含 む 。
代 替 的 ア プ ロ ー チ で は 、 ア ナ ロ グ は 、 例 え ば 、 望 ま れ る ポ リ ペ プ チ ド に 効 率 的 に タ グ を 付
加 す る こ と に よ る 、 精 製 を よ り 容 易 に さ せ る 部 分 を 含 む 、 融 合 タ ン パ ク 質 で あ り 得 る 。 そ
れ は 「 タ グ 」 を 除 去 す る こ と が 必 要 で あ り 得 、 ま た は そ れ は 融 合 ポ リ ペ プ チ ド が 有 用 で あ
る の に 十 分 な 抗 原 性 を そ れ 自 体 保 持 す る 場 合 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
相 同 性 の パ ー セ ン テ ー ジ は 、 ア ミ ノ 酸 型 の 、 同 一 性 の パ ー セ ン テ ー ジ 加 え て 類 似 性 ま た は
保 存 の パ ー セ ン テ ー ジ と し て 定 義 さ れ る 。
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【 ０ ０ ４ ２ 】
あ る 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 の ア ナ ロ グ ま た は ポ リ ペ プ チ ド は 、 図 に 示 さ れ る こ れ ら の 配 列
ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト と 約 ７ ０ ％ 同 一 性 を 有 す る 。 す な わ ち 、 残 基 の ７ ０ ％ は 同 じ で あ
る 。 さ ら な る 実 施 態 様 で は 、 ポ リ ペ プ チ ド は 、 ７ ５ ％ よ り 大 き い 相 同 性 を 有 す る 。 さ ら な
る 実 施 態 様 で は 、 ポ リ ペ プ チ ド は ８ ０ ％ よ り 大 き い 相 同 性 を 有 す る 。 さ ら な る 実 施 態 様 で
は 、 ポ リ ペ プ チ ド は 、 ８ ５ ％ よ り 大 き い 相 同 性 を 有 す る 。 さ ら な る 実 施 態 様 で は 、 ポ リ ペ
プ チ ド は 、 ９ ０ ％ よ り 大 き い 相 同 性 を 有 す る 。 さ ら な る 実 施 態 様 で は 、 ポ リ ペ プ チ ド は 、
９ ５ ％ よ り 大 き い 相 同 性 を 有 す る 。 さ ら な る 実 施 態 様 で は 、 ポ リ ペ プ チ ド は 、 ９ ９ ％ よ り
大 き い 相 同 性 を 有 す る 。 さ ら な る 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の ア ナ ロ グ は 、 約
２ ０ よ り 少 な い ア ミ ノ 酸 残 基 置 換 、 修 飾 ま た は 欠 失 を 有 し 、 そ し て よ り 好 ま し く は １ ０ よ
り 少 な い 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
プ ロ グ ラ ム 、 例 え ば Ｃ Ｌ Ｕ Ｓ Ｔ Ａ Ｌ プ ロ グ ラ ム を 使 用 し 、 ア ミ ノ 酸 配 列 を 比 較 す る こ と が
で き る 。 こ の プ ロ グ ラ ム は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 を 比 較 し 、 そ し て 適 当 な よ う に い ず れ か の 配 列
中 に ス ペ ー ス を 挿 入 す る こ と に よ っ て 至 適 ア ラ イ ン メ ン ト を 見 出 す 。 至 適 ア ラ イ ン メ ン ト
の た め に ア ミ ノ 酸 同 一 性 ま た は 類 似 性 (ア ミ ノ 酸 型 の 、 同 一 性 加 え て 保 存 ） を 計 算 す る こ
と が 可 能 で あ る 。 Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ ｘ の よ う な プ ロ グ ラ ム は 、 類 似 配 列 の 最 長 の ス ト レ ッ チ を ア
ラ イ ン メ ン ト し 、 そ し て フ ィ ッ ト に 値 を 割 り 当 て る 。 こ う し て 、 類 似 性 の い く つ か の 領 域
が 見 出 さ れ る 比 較 で あ っ て 、 そ れ ぞ れ が 異 な る ス コ ア を 有 す る も の を 取 得 す る こ と が 可 能
で あ る 。 同 一 性 分 析 の 両 方 の 型 を 本 発 明 で 企 図 す る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
代 替 的 ア プ ロ ー チ で は 、 ア ナ ロ グ ま た は 誘 導 体 は 、 例 え ば 望 ま れ る タ ン パ ク 質 ま た は ポ リ
ペ プ チ ド に 効 率 的 に タ グ 付 加 す る こ と に よ っ て 、 精 製 を よ り 容 易 に さ せ る 部 分 を 取 り こ ま
せ る 融 合 ポ リ ペ プ チ ド で あ り 得 、 「 タ グ 」 を 除 去 す る こ と が 必 要 で あ り 得 、 ま た は そ れ は
融 合 ポ リ ペ プ チ ド そ れ 自 体 が 有 用 で あ る の に 十 分 な 抗 原 性 を 保 持 す る 場 合 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
抗 原 性 ポ リ ペ プ チ ド を ス ク リ ー ニ ン グ し 、 エ ピ ト ー プ 性 領 域 、 す な わ ち ポ リ ペ プ チ ド の 抗
原 性 ま た は 免 疫 原 性 の 原 因 と な る こ れ ら の 領 域 を 同 定 す る こ と が 可 能 で あ る こ と が 周 知 で
あ る 。 そ の よ う な ス ク リ ー ニ ン グ を 実 施 す る た め の 方 法 が 、 当 業 界 で 周 知 で あ る 。 こ う し
て 、 本 発 明 の フ ラ グ メ ン ト は 、 １ ま た は ２ 以 上 の そ の よ う な エ ピ ト ー プ 性 領 域 を 含 む べ き
で あ り 、 ま た は そ れ ら の 抗 原 性 ／ 免 疫 原 性 特 性 を 保 持 す る そ の よ う な 領 域 に 十 分 に 類 似 で
あ る べ き で あ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
こ う し て 、 本 発 明 の フ ラ グ メ ン ト の た め に 、 同 一 性 の 程 度 は 恐 ら く 重 要 で な く 、 な ぜ な ら
、 こ れ ら は こ こ に 記 載 の よ う な ポ リ ペ プ チ ド 、 ア ナ ロ グ の 特 定 の 部 分 に １ ０ ０ ％ 同 一 で あ
り 得 る か ら で あ る 。
こ う し て 、 ア ナ ロ グ 、 誘 導 体 お よ び フ ラ グ メ ン ト と に 重 要 で あ る の は 、 こ れ ら が 、 こ れ ら
が 誘 導 さ れ る タ ン パ ク 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド の 抗 原 性 ／ 免 疫 原 性 の 少 な く と も あ る 程 度 を
保 有 す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
ま た ポ リ ペ プ チ ド は 、 そ れ に 混 合 さ れ た 、 ポ リ ペ プ チ ド 生 物 学 的 ま た は 薬 理 学 的 特 性 を 変
化 さ せ る 他 の 化 合 物 、 す な わ ち 半 減 期 を 増 加 さ せ る た め ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル （ Ｐ Ｅ Ｇ
） ； 精 製 の 容 易 さ の た め リ ー ダ ー ま た は 分 泌 ア ミ ノ 酸 配 列 ； ｐ ｒ ｅ ｐ ｒ ｏ － ま た は ｐ ｒ ｏ
－ 配 列 ； お よ び （ 多 ） 糖 類 を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
さ ら に 、 ア ミ ノ 酸 領 域 が 多 型 性 で あ る と 見 出 さ れ る 場 合 の こ れ ら の 状 況 で は 、 こ と な る ス
ト レ プ ト カ ッ カ ス 菌 株 の 異 な る エ ピ ト ー プ を よ り 効 率 的 に 模 倣 す る １ ま た は ２ 以 上 の 特 定
の ア ミ ノ 酸 を 変 化 す る こ と が 望 ま し く あ り 得 る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
さ ら に 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 末 端 、 － Ｎ Ｈ ２ ア シ ル 化 （ 例 え ば ア セ チ ル 化 、 ま た は
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チ オ グ リ コ ー ル 酸 ア ミ ド 化 、 末 端 カ ル ボ キ シ ア ミ ド 化 、 例 え ば ア ン モ ニ ア ま た は メ チ ル ア
ミ ン に よ る ） に よ っ て 修 飾 し 、 支 持 体 ま た は 他 の 分 子 ヘ の 連 結 ま た は 結 合 の た め の 、 安 定
性 、 増 加 さ れ た 疎 水 性 を 提 供 で き る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
ま た ポ リ ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト お よ び ア ナ ロ グ の へ テ ロ お よ び ホ モ ポ リ ペ プ チ ド マ ル チ マ
ー を 企 図 す る 。 こ れ ら の ポ リ マ ー 性 形 態 は 、 例 え ば 架 橋 剤 、 例 え ば ア ビ ジ ン ／ ビ オ チ ン 、
グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド （ gluteraldehyde） ま た は ジ メ チ ル ス ー パ ー イ ミ デ ー ト で 架 橋 さ れ た
１ ま た は ２ 以 上 の ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 。 そ の よ う な ポ リ マ ー 性 形 態 は ま た 、 組 み 換 え Ｄ Ｎ
Ａ 技 法 に よ っ て 生 成 さ れ た マ ル チ シ ス ト ロ ン 性 ｍ Ｒ Ｎ Ａ か ら 生 産 さ れ た 、 ２ ま た は ３ 以 上
の タ ン デ ム ま た は 逆 連 続 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 。 さ ら な る 実 施 態 様 で は 、 本 発 明
は ま た 、 本 出 願 の 図 に 定 義 の よ う な １ ま た は ２ 以 上 の ポ リ ペ プ チ ド そ の フ ラ グ メ ン ト ま た
は ア ナ ロ グ を 含 む を 含 む キ メ ラ ポ リ ペ プ チ ド に 関 す る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
さ ら な る 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は ま た 、 配 列 番 号 ２ 、 ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト ま た は ア ナ
ロ グ か ら 選 択 さ れ る 配 列 を 有 す る 、 ２ ま た は ３ 以 上 の ポ リ ペ プ チ ド を 含 む キ メ ラ ポ リ ペ プ
チ ド に 関 す る 。 た だ し 、 該 ポ リ ペ プ チ ド が キ メ ラ ポ リ ペ プ チ ド を 形 成 す る よ う に 連 結 さ れ
る こ と を 条 件 と す る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
さ ら な る 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は ま た 、 配 列 番 号 ２ か ら 選 択 さ れ た 配 列 を 有 す る ２ ま た は
３ 以 上 の ポ リ ペ プ チ ド を 含 む キ メ ラ ポ リ ペ プ チ ド に 関 す る 。 た だ し 、 ポ リ ペ プ チ ド が キ メ
ラ ポ リ ペ プ チ ド を 形 成 す る よ う に 連 結 さ れ る こ と を 条 件 と す る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
好 ま し く は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の フ ラ グ メ ン ト 、 ア ナ ロ グ ま た は 誘 導 体 は 、 少 な く と
も １ つ の 抗 原 性 領 域 、 す な わ ち 少 な く と も １ つ の エ ピ ト ー プ を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
抗 原 性 ポ リ マ ー （ す な わ ち 合 成 マ ル チ マ ー ） の 形 成 を 達 成 す る た め に 、 ビ ス ハ ロ ア セ チ ル
基 、 ニ ト ロ ア リ ー ル ハ ラ イ ド な ど を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を 利 用 し 得 、 こ こ で 該 試 薬 は 、 チ
オ 基 に 特 異 的 で あ る 。 し た が っ て 、 異 な る ポ リ ペ プ チ ド の ２ つ の メ ル カ プ ト 基 の 間 の 連 結
は 、 一 重 結 合 で あ り 得 、 ま た は 少 な く と も ２ 、 典 型 的 に は 少 な く と も ４ 、 か つ １ ６ を 超 え
な い が 、 通 常 は 約 １ ４ を 超 え な い の 炭 素 原 子 連 結 基 か ら な り 得 る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
特 定 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト お よ び ア ナ ロ グ は 、 メ チ オ ニ ン
（ Ｍ ｅ ｔ ） 出 発 残 基 を 含 ま な い 。 好 ま し く は 、 ポ リ ペ プ チ ド は 、 リ ー ダ ー ま た は 分 泌 配 列
（ シ グ ナ ル 配 列 ） を 取 り こ ま な い 。 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の シ グ ナ ル 部 分 は 、 確 立 さ れ た
分 子 生 物 学 的 技 法 に し た が っ て 決 定 し 得 る 。 一 般 に 、 目 的 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 ス ト レ プ ト
コ ッ カ ス 性 培 養 物 か ら 単 離 さ れ 、 そ し て そ の 後 に 配 列 決 定 さ れ 、 成 熟 タ ン パ ク 質 の 当 初 残
基 そ し て し た が っ て 成 熟 ポ リ ペ プ チ ド の 配 列 を 決 定 し 得 る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
ポ リ ペ プ チ ド は 、 そ れ ら の 開 始 コ ド ン （ メ チ オ ニ ン ま た は バ リ ン ） な く お よ び ／ ま た は 組
み 換 え 体 ポ リ ペ プ チ ド の 生 産 お よ び 精 製 に 資 す る た め の こ れ ら の リ ー ダ ー ペ プ チ ド な く 生
産 お よ び ／ ま た は 使 用 す る こ と が で き る こ と が 理 解 さ れ る 。 リ ー ダ ー ペ プ チ ド を コ ー ド す
る 配 列 な く 遺 伝 子 を ク ロ ー ニ ン グ す る こ と は 、 E. coliの 細 胞 質 へ ポ リ ペ プ チ ド を 制 限 し
、 そ し て こ れ ら の 回 収 を 容 易 化 す る こ と が 知 ら れ る （ Glick, B.R. and Pasternak, J.J.(
1998)Manipulation of gene expression in prokaryotes. In''Molecular biotechnology
: Principles and applications of recombinant DNA'' 2nd edition, ASM Press, Washi
ngton DC, p.109-143） 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
本 発 明 の 別 の 側 面 で は 、 ま た （ ｉ ） 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 、 担 体 、 希 釈 剤 ま た は ア ジ ュ
バ ン ト と と も に 含 む 事 項 の 組 成 物 、 （ ｉ ｉ ） 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド お よ び 担 体 、 希 釈 剤 ま
た は ア ジ ュ バ ン ト を 含 む 医 薬 組 成 物 、 （ ｉ ｉ ｉ ） 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド お よ び 担 体 、 希 釈
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剤 ま た は ア ジ ュ バ ン ト を 含 む ワ ク チ ン 、 （ ｉ ｖ ） 宿 主 に お い て 、 ス ト レ プ ト コ ッ カ ス に 対
す る 免 疫 応 答 を 誘 導 す る 方 法 で あ っ て 、 免 疫 応 答 、 例 え ば ス ト レ プ ト コ ッ カ ス へ の 保 護 的
免 疫 応 答 を 誘 起 す る の に 免 疫 原 的 に 有 効 量 の 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 投 与 す る こ と に よ る
方 法 、 お よ び （ ｖ ） ス ト レ プ ト コ ッ カ ス 感 染 を 予 防 お よ び ／ ま た は 処 置 す る た め の 方 法 で
あ っ て 、 必 要 の あ る 宿 主 に 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 予 防 ま た は 治 療 的 量 を 投 与 す る こ と に
よ る 方 法 、 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
本 発 明 の さ ら な る 側 面 に し た が っ て ま た 、 （ ｉ ） 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 、 担 体 、 希
釈 剤 ま た は ア ジ ュ バ ン ト と い っ し ょ に 含 む 事 項 の 組 成 物 、 （ ｉ ｉ ） 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド
お よ び 担 体 、 希 釈 剤 ま た は ア ジ ュ バ ン ト を 含 む 医 薬 組 成 物 、 （ ｉ ｉ ｉ ） 宿 主 の 、 ス ト レ プ
ト コ ッ カ ス に 対 す る 免 疫 応 答 を 誘 導 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 宿 主 に 、 免 疫 応 答 、 例 え ば
ス ト レ プ ト コ ッ カ ス へ の 保 護 的 免 疫 応 答 を 誘 起 す る た め の 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 免
疫 原 性 有 効 量 を 投 与 す る こ と に よ る 方 法 、 お よ び 特 に 、 （ ｉ ｖ ） ス ト レ プ ト コ ッ カ ス 感 染
を 予 防 お よ び ／ ま た は 処 置 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 必 要 の あ る 宿 主 に 本 発 明 の ポ リ ペ プ
チ ド の 予 防 ま た は 治 療 的 量 を 投 与 す る こ と に よ る 方 法 、 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
免 疫 化 の 前 に 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を ま た 、 担 体 タ ン パ ク 質 、 例 え ば 破 傷 風 毒 素 、 ジ フ
テ リ ア 毒 素 、 Ｂ 型 肝 炎 ウ イ ル ス 表 面 抗 原 、 小 児 麻 痺 ウ イ ル ス Ｖ Ｐ １ 抗 原 ま た は 任 意 の 他 の
ウ イ ル ス ま た は 細 菌 性 毒 素 ま た は 抗 原 ま た は よ り 強 い 免 疫 応 答 の 発 生 を 刺 激 す る た め の 任
意 の 好 適 な タ ン パ ク 質 へ カ ッ プ リ ン グ ま た は コ ン ジ ュ ゲ ー ト で き る 。 こ の カ ッ プ リ ン グ ま
た は コ ン ジ ュ ゲ ー シ ョ ン を 、 化 学 的 ま た は 遺 伝 子 的 に 実 施 で き る 。 ペ プ チ ド － 担 体 コ ン ジ
ュ ゲ ー シ ョ ン の よ り 詳 細 な 記 載 は 、 Van Regenmortel, M.H.V.,Briand J.P., Muller S., 
Plaue S.. ＜ ＜ Synthetic Plypeptides as antigens＞ ＞  in Laboratory Techniques in 
Biochemistry and Molecular Biology, Vol. 19(ed.) Burdou, R. H. & Van Knippenberg
 P.H.(1988), Elsevier New Yorkに 利 用 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
さ ら な る 側 面 に し た が っ て 、 １ ま た は ２ 以 上 の 本 発 明 の ス ト レ プ ト コ ッ カ ス 性 ポ リ ペ プ チ
ド を 、 薬 学 的 に 許 容 さ れ る ア ジ ュ バ ン ト と の 混 合 物 と し て 含 む 医 薬 組 成 物 を 提 供 す る 。 好
適 な ア ジ ュ バ ン ト は 、 （ １ ） 水 中 油 型 エ マ ル ジ ョ ン 製 剤 、 例 え ば Ｍ Ｆ ５ ９ （ 登 録 商 標 ） 、
Ｓ Ａ Ｆ （ 登 録 商 標 ） 、 Ｒ ｉ ｂ ｉ （ 登 録 商 標 ） ； （ ２ ） フ ロ イ ン ト の 完 全 ま た は 不 完 全 ア ジ
ュ バ ン ト ； （ ３ ） 塩 、 す な わ ち Ａ ｌ Ｋ （ Ｓ Ｏ ４ ） ２ 、 Ａ ｌ Ｎ ａ （ Ｓ Ｏ ４ ） ２ 、 Ａ ｌ Ｎ Ｈ ４

（ Ｓ Ｏ ４ ） ２ 、 Ａ ｌ （ Ｏ Ｈ ） ３ 、 Ａ ｌ Ｐ Ｏ ４ 、 シ リ カ 、 カ オ リ ン ； （ ４ ） サ ポ ニ ン 誘 導 体
、 例 え ば Ｓ ｔ ｉ ｍ ｕ ｌ ｏ ｎ （ 登 録 商 標 ） ま た は そ れ か ら 生 成 さ れ た 粒 子 例 え ば Ｉ Ｓ Ｃ Ｏ Ｍ
（ 免 疫 刺 激 複 合 体 ） ； （ ５ ） サ イ ト カ イ ン 、 例 え ば イ ン タ ー ロ イ キ ン 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン
、 マ ク ロ フ ァ ー ジ コ ロ ニ ー 刺 激 因 子 （ Ｍ － Ｃ Ｓ Ｆ ） 、 腫 瘍 壊 死 因 子 （ Ｔ Ｎ Ｆ ） ； （ ６ ） 他
の 物 質 例 え ば カ ー ボ ン ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 す な わ ち ポ リ Ｉ Ｃ お よ び ポ リ Ａ Ｕ 、 解 毒 化 コ レ
ラ 毒 素 （ Ｃ Ｔ Ｂ ） お よ び 粘 膜 性 免 疫 の 誘 導 の た め の E.coli熱 不 安 定 性 毒 素 を 含 む 。 ア ジ ュ
バ ン ト の よ り 詳 細 な 記 載 は 、 M.Z.I Khan et al.に よ る Pharmaceutical Research, vol. 1
1, No. 1 (1994). pp2-11中 の レ ビ ュ ー お よ び ま た  Gupta et al., に よ る Vaccine, vol. 
13, No. 14, pp1263-1276(1995)の 別 の レ ビ ュ ー お よ び 引 用 に よ り こ こ に 全 体 を 含 め る Ｗ
Ｏ ９ ９ ／ ２ ４ ５ ７ ８ に 利 用 可 能 で あ る 。 好 ま し い ア ジ ュ バ ン ト は 、 Ｑ Ｕ Ｉ Ｌ Ａ （ 登 録 商 標
） 、 Ｑ Ｓ ２ １ （ 登 録 商 標 ） 、 Ａ ｌ ｈ ｙ ｄ ｒ ｏ ｇ ｅ ｌ （ 登 録 商 標 ） お よ び Ａ ｄ ｊ ｕ ｐ ｈ ｏ ｓ
（ 登 録 商 標 ） を 含 む 。
【 ０ ０ ６ １ 】
本 発 明 の 医 薬 組 成 物 を 、 注 射 、 急 速 点 滴 、 鼻 咽 喉 吸 収 、 皮 膚 吸 収 に よ っ て 非 経 腸 に ま た は
口 内 ま た は 経 口 投 与 し 得 る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
本 発 明 の 医 薬 組 成 物 を 、 ス ト レ プ ト コ ッ カ ス 性 感 染 お よ び ／ ま た は ス ト レ プ ト コ ッ カ ス 性
感 染 に よ っ て 仲 介 さ れ る 疾 患 ま た は 症 状 の 処 置 ま た は 予 防 の た め に 使 用 し 、 引 用 に よ り こ
こ に 含 め る 、 P.R. Murray(Ed, in chef), E.J. Baron, M.A.Phaller, F.C.Tenover and R
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.H. Yolken. Manual of Clinical Microbiology, ASM Press, Washington, D.C. sixthe 
edition, 1995, 1482に 記 載 さ れ る 通 り で あ る 。 １ 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 を
、 咽 頭 炎 、 丹 毒 お よ び 膿 痂 疹 、 し ょ う 紅 熱 、 お よ び 侵 入 性 疾 患 、 例 え ば 菌 血 症 お よ び 壊 死
性 筋 膜 炎 お よ び ま た 毒 性 シ ョ ッ ク の 予 防 ま た は 処 置 の た め に 使 用 す る 。 １ 実 施 態 様 で は 、
本 発 明 の 医 薬 組 成 物 を 、 ス ト レ プ ト コ ッ カ ス 感 染 お よ び ／ ま た は ス ト レ プ ト コ ッ カ ス 感 染
、 特 に グ ル ー プ Ａ ス ト レ プ ト コ ッ カ ス （ Streptococcus pyogenes)、 グ ル ー プ Ｂ ス ト レ プ
ト コ ッ カ ス （ Ｇ Ｂ Ｓ ま た は S. agalactinae)、 S. pneumoniae、 S. dysgalactinae、 S. ube
ris、 S. nocardia並 び に Staphylococcus aureusに よ っ て 仲 介 さ れ る 疾 患 ま た は 症 状 の 処
置 ま た は 予 防 の た め に 使 用 す る 。 さ ら な る 実 施 態 様 で は 、 該 ス ト レ プ ト コ ッ カ ス 感 染 は 、
S. pyogenesで あ る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
さ ら な る 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は ス ト レ プ ト コ ッ カ ス 感 染 に 感 受 性 の 宿 主 に お い て ス ト レ
プ ト コ ッ カ ス 感 染 の 予 防 ま た は 処 置 の た め の 方 法 で あ っ て 、 当 該 宿 主 に 本 発 明 の 組 成 物 の
治 療 ま た は 予 防 的 量 を 投 与 す る こ と を 含 む 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
本 出 願 で 使 用 す る よ う に 、 用 語 「 宿 主 」 は 、 哺 乳 動 物 を 含 む 。 さ ら な る 実 施 態 様 で は 、 該
動 物 は ヒ ト で あ る 。
特 定 の 実 施 態 様 で は 、 医 薬 組 成 物 を ス ト レ プ ト 感 染 の リ ス ク の あ る こ れ ら の 宿 主 、 例 え ば
幼 児 、 年 輩 お よ び 免 疫 妥 協 宿 主 に 投 与 す る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
医 薬 組 成 物 は 好 ま し く は 、 約 ０ ． ０ ０ １ な い し １ ０ ０ μ ｇ ／ ｋ ｇ （ 抗 原 ／ 体 重 ） お よ び よ
り 好 ま し く は 、 ０ ． ０ １ な い し １ ０ μ ｇ ／ ｋ ｇ お よ び 最 も 好 ま し く は ０ ． １ な い し １ μ ｇ
／ ｋ ｇ の 単 位 用 量 形 態 で 、 免 疫 化 の 間 約 １ な い し ６ 週 間 間 隔 の 間 隔 で １ な い し ３ 回 で あ る
。
【 ０ ０ ６ ６ 】
医 薬 組 成 物 は 好 ま し く は 、 約 ０ ． １ μ ｇ な い し １ ０ ｍ ｇ 、 そ し て よ り 好 ま し く は １ な い し
１ ｍ ｇ そ し て 最 も 好 ま し く は １ ０ な い し １ ０ ０ μ ｇ の 単 位 用 量 形 態 で 、 免 疫 化 の 間 約 １ な
い し ６ 週 間 間 隔 の 間 隔 で １ な い し ３ 回 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
さ ら な る 側 面 に し た が っ て 、 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト ま た は ア
ナ ロ グ に よ っ て 特 徴 付 け ら れ る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
１ 実 施 態 様 で は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る オ ー プ ン リ ー
デ ィ ン グ フ レ ー ム （ Ｏ Ｒ Ｆ ） を 含 み 得 る 、 配 列 番 号 １ に 示 さ れ る も の で あ る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
図 に 示 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を な お も コ ー ド す る 縮 重 コ ド
ン で 変 化 さ せ 得 る こ と が 認 識 さ れ る 。 よ っ て 、 本 発 明 は さ ら に 、 配 列 間 の ５ ０ ％ 同 一 性 、
１ 実 施 態 様 で は 配 列 間 の 少 な く と も ７ ０ ％ 同 一 性 、 １ 実 施 態 様 で は 配 列 間 の 少 な く と も ７
５ ％ 同 一 性 、 １ 実 施 態 様 で は 配 列 間 の 少 な く と も ８ ０ ％ 同 一 性 、 １ 実 施 態 様 で は 配 列 間 の
少 な く と も ８ ５ ％ 同 一 性 、 １ 実 施 態 様 で は 配 列 間 の 少 な く と も ９ ０ ％ 同 一 性 を 有 す る 、 前
記 の こ こ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ ま た は そ の 相 補 的 配 列 ） に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド を 提 供 す る 。 さ ら な る 実 施 態 様 で は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト
条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ 可 能 、 す な わ ち 少 な く と も ９ ５ ％ 同 一 性 を 有 す る も の で あ る 。 更
な る 実 施 態 様 で は 、 ９ ７ ％ 同 一 性 よ り 高 い 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の た め の 好 適 な ス ト リ ン ジ ェ ン ト 条 件 は 、 当 業 者 に よ っ て 容 易 に
決 定 で き る （ 例 え ば 、 Sambrook et al., (1989)Molecular cloning: A Laboratory Manua
l, 2nd Ed, Cold Spring Harbor, N.Y.; Current Protocols in Molecular Biology, (19
99) Editea by Ausbel F.M. te al.,john Wiley & Sons, Inc., N.Y.） 。
【 ０ ０ ７ １ 】
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さ ら な る 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、
（ ａ ） ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 ま た は
（ ｂ ） ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の 相 補 物
に ス ト リ ン ジ ェ ン ト 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 提 供 し 、 こ こ で 当 該
ポ リ ペ プ チ ド は 、 配 列 番 号 ２ ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト ま た は ア ナ ロ グ を 含 む 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
さ ら な る 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、
（ ａ ） ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 ま た は
（ ｂ ） ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の 相 補 物
に ス ト リ ン ジ ェ ン ト 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 提 供 し 、 こ こ で 当 該
ポ リ ペ プ チ ド は 配 列 番 号 ２ を 含 む 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
さ ら な る 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、
（ ａ ） ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 ま た は
（ ｂ ） ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の 相 補 物
に ス ト リ ン ジ ェ ン ト 条 件 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 提 供 し 、 こ こ で 当 該 ポ
リ ペ プ チ ド は 、 配 列 番 号 ２ ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト ま た は ア ナ ロ グ を 含 む ポ リ ペ プ チ ド か
ら の 少 な く と も １ ０ 連 続 ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 む 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
さ ら な る 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、
（ ａ ） ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 ま た は
（ ｂ ） ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の 相 補 物
に ス ト リ ン ジ ェ ン ト 条 件 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 提 供 し 、 こ こ で 当 該 ポ
リ ペ プ チ ド は 、 配 列 番 号 ２ を 含 む ポ リ ペ プ チ ド か ら の 少 な く と も １ ０ 連 続 ア ミ ノ 酸 残 基 を
含 む 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
さ ら な る 実 施 態 様 で は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 配 列 番 号 ２ ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト ま た は
ア ナ ロ グ に 示 さ れ る 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
さ ら な る 実 施 態 様 で は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 配 列 番
号 １ に 示 さ れ る も の ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト ま た は ア ナ ロ グ で あ る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
さ ら な る 実 施 態 様 で は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 配 列 番 号 ２ に 示 さ れ る 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ
ド を コ ー ド す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
さ ら な る 実 施 態 様 で は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 配 列 番 号
１ に 示 さ れ る も の で あ る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
当 業 者 に よ っ て 容 易 に 認 識 さ れ る よ う に 、 ポ リ ヌ ク レ チ ド は Ｄ Ｎ Ａ お よ び Ｒ Ｎ Ａ の 両 方 を
含 む 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
本 発 明 は ま た 、 本 出 願 に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的 な ポ リ ヌ ク レ チ ド を 含 む 。
【 ０ ０ ８ １ 】
さ ら な る 側 面 で は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト 、 ア ナ ロ グ ま た は 誘 導
体 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 、 Ｄ Ｎ Ａ 免 疫 化 方 法 で 使 用 し 得 る 。 す な わ ち 、 こ れ ら
を 、 注 射 す る と 複 製 可 能 お よ び 発 現 可 能 で あ る ベ ク タ ー に 取 り こ ま せ 、 そ れ に よ っ て イ ン
ビ ボ で 抗 原 性 ポ リ ペ プ チ ド を 生 産 し 得 る 。 例 え ば ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 、 真 核 細 胞 で 機 能 的
で あ る Ｃ Ｍ Ｖ プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 で プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー に 取 り 込 ま せ 得 る 。 好 ま し く は
ベ ク タ ー を 筋 肉 内 に 注 射 す る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
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さ ら な る 側 面 に し た が っ て 、 組 み 換 え 技 法 に よ る 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 生 産 す る た め の
方 法 を 提 供 し 、 こ こ で 当 該 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 宿 主 細 胞 へ 発 現
さ せ る こ と 、 お よ び 発 現 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 産 物 を 回 収 す る こ と に よ る 。 代 替 的 に ポ リ ペ
プ チ ド を 、 確 立 さ れ た 合 成 的 化 学 技 法 、 す な わ ち 完 全 ポ リ ペ プ チ ド を 生 産 す る た め に ラ イ
ゲ ー ト さ れ る 、 オ リ ゴ ペ プ チ ド の 溶 液 相 ま た は 固 相 合 成 に し た が っ て 生 産 す る こ と が で き
る （ ブ ロ ッ ク ラ イ ゲ ー シ ョ ン ） 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び ポ リ ペ プ チ ド の 取 得 お よ び 評 価 の た め の 一 般 方 法 は 、 以 下 の 引 用
文 献 に 記 載 さ れ る ： 引 用 に よ り こ こ に 含 め る Sambrook et al., Molecular Cloning: A La
boratory Manual 2nd ed, Cold Spring Harbor, N.Y., 1989; Current Protocols in Mol
ecular Biology, Edited by Ausubel F. M. et al., Johon Wiley and Sons, Inc. New Y
ork; PCR Cloning Protocols, from Molecular Cloning to Genetic Engineering, Edite
d by White B.A., Humana Press, Totowa, New Jersey, 1997, 490 pages ;Protein Puri
fication, Principles and Practices, Scopes R. K., Springer-Verlag, New York, 3rd
 Edition, 1993, 380 pages; Current Protocols in Immunology, Edited by Coligan J.
E. et al., John Wiley & Sons Inc., New York。
【 ０ ０ ８ ４ 】
組 み 換 え 体 生 産 の た め に 、 宿 主 細 胞 を 、 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ベ ク タ ー で ト ラ ン ス フ
ェ ク ト し 、 そ れ か ら プ ロ モ ー タ ー を 活 性 化 す る 、 形 質 転 換 体 を 選 択 す る ま た は 遺 伝 子 を 増
幅 す る た め に 適 当 に 修 飾 さ れ た 栄 養 培 地 で 培 養 す る 。 好 適 な ベ ク タ ー は 、 選 択 さ れ た 宿 主
で 生 存 可 能 お よ び 複 製 可 能 で あ る も の で あ り 、 そ し て 染 色 体 的 、 非 染 色 体 的 お よ び 合 成 Ｄ
Ｎ Ａ 配 列 、 例 え ば 細 菌 性 プ ラ ス ミ ド 、 フ ァ ー ジ Ｄ Ｎ Ａ 、 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 、 コ ウ ボ プ ラ ス
ミ ド 、 プ ラ ス ミ ド お よ び フ ァ ー ジ Ｄ Ｎ Ａ の 組 み 合 わ せ に 由 来 す る ベ ク タ ー を 含 む 。 ポ リ ペ
プ チ ド 配 列 を 、 制 限 酵 素 を 使 用 し て 適 当 な 部 位 え ベ ク タ ー に 取 り こ ま せ 得 、 そ の 結 果 そ れ
は プ ロ モ ー タ ー 、 リ ボ ゾ ー ム 結 合 部 位 （ コ ン セ ン サ ス 領 域 ま た は シ ャ イ ン ダ ル ガ ノ 配 列 ）
、 お よ び 所 望 に よ り オ ペ レ ー タ ー （ 制 御 エ レ メ ン ト ） に 作 動 可 能 に 連 結 さ れ て い る 。 所 定
の 宿 主 お よ び ベ ク タ ー に 適 当 で あ る 発 現 制 御 領 域 の 個 々 の 構 成 要 素 を 、 確 立 さ れ た 分 子 生
物 学 原 理 に し た が っ て 選 択 で き る （ 引 用 に よ り こ こ に 含 め る Sambrook et al., Molecular
 Cloning: A Laboratory Manual 2nd ed, Cold Spring Harbor, N.Y., 1989; Current Pr
otocols in Molecular Biology, Edited by Ausubel F.M. et al., Johon Wiley and Son
s, Inc. New York） 。 好 適 な プ ロ モ ー タ ー は 限 定 し な い が 、 Ｌ Ｔ Ｒ ま た は Ｓ Ｖ ４ ０ プ ロ モ
ー タ ー 、 E. coli lac、 ｔ ａ ｃ ま た は ｔ ｒ ｐ プ ロ モ ー タ ー お よ び フ ァ ー ジ ラ ム ダ Ｐ Ｌ プ ロ
モ ー タ ー を 含 む 。 ベ ク タ ー は 好 ま し く は 複 製 開 始 点 並 び に 選 択 マ ー カ ー 、 す な わ ち ア ン プ
リ コ ン 抵 抗 性 遺 伝 子 を 取 り こ む 。 好 適 な 細 菌 性 ベ ク タ ー は 、 ｐ Ｅ Ｔ 、 ｐ Ｑ Ｅ ７ ０ 、 ｐ Ｑ Ｅ
６ ０ 、 ｐ Ｑ Ｅ － ９ 、 ｐ Ｄ １ ０  phargescript、 ｐ ｓ ｉ Ｘ １ ７ ４ 、 pbluescript SK、 ｐ ｂ ｓ
ｋ ｓ 、 ｐ Ｎ Ｈ ８ Ａ 、 ｐ Ｎ Ｈ １ ６ ａ 、 ｐ Ｎ Ｈ １ ８ Ａ 、 ｐ Ｎ Ｈ ４ ６ Ａ 、 ptrc99a、 pkk223-3、 p
kka233-3、 ｐ Ｄ Ｒ ５ ４ ０ 、 ｐ Ｒ Ｉ Ｔ ５ 、 お よ び 真 核 ベ ク タ ー pBlueBacIII、 ｐ Ｗ Ｌ Ｎ Ｅ Ｏ
、 ｐ Ｓ Ｖ ２ Ｃ Ａ Ｔ 、 ｐ Ｏ Ｇ ４ ４ 、 Ｐ Ｘ Ｔ １ 、 ｐ Ｓ Ｇ 、 ｐ Ｓ Ｖ Ｋ ３ 、 ｐ Ｂ Ｐ Ｖ 、 ｐ Ｍ Ｓ Ｇ お
よ び ｐ Ｓ Ｖ Ｌ を 含 む 。 宿 主 細 胞 は 、 細 菌 性 、 す な わ ち E. coli、 Bacillus subtilis、 Stre
ptomyces； 真 菌 性 す な わ ち Aspergillus niger、 Aspergillus nidulins； コ ウ ボ す な わ ち S
accharomycesま た は 真 核 性 す な わ ち Ｃ Ｈ Ｏ 、 Ｃ Ｏ Ｓ で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
培 養 で ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る と 、 細 胞 を 典 型 的 に は 、 遠 心 分 離 に よ っ て 収 集 し 、 次 い で
物 理 学 的 ま た は 化 学 的 手 段 に よ っ て 分 解 し （ も し 発 現 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド が 、 培 地 中 に 分
泌 さ れ て い な い な ら ば ） 、 そ し て 得 ら れ た 粗 抽 出 物 が 保 持 さ れ 、 所 望 の ポ リ ペ プ チ ド を 単
離 す る 。 粗 培 地 ま た は 細 胞 溶 解 物 か ら の ポ リ ペ プ チ ド の 精 製 を 、 ポ リ ペ プ チ ド の 特 性 に 依
存 し て 確 立 さ れ た 技 法 に よ っ て 達 成 し 得 、 す な わ ち 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム ま た は エ タ ノ ー ル 沈
降 、 酸 抽 出 、 ア ニ オ ン ま た は カ チ オ ン 荷 電 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 、 ヒ ド ロ キ シ ル ア パ タ イ ト ク ロ マ ト グ
ラ フ ィ ー お よ び レ ク チ ン ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 使 用 す る 。 最 終 精 製 を 、 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ を 使 用 し
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て 達 成 し 得 る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
ポ リ ペ プ チ ド を 、 リ ー ダ ー ま た は 分 泌 配 列 を 有 し て ま た は 有 し な い で 発 現 さ せ 得 る 。 前 者
の 場 合 、 リ ー ダ ー を 、 翻 訳 後 プ ロ セ シ ン グ を 使 用 し て 除 去 し （ 引 用 に よ り こ こ に 含 め る US
4431739;US4425437お よ び US4338397参 照 ） ま た は 発 現 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を 精 製 す る に 続
い て 化 学 的 に 除 去 し 得 る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
さ ら な る 側 面 に し た が っ て 、 本 発 明 の ス ト レ プ ト コ ッ カ ス 性 ポ リ ペ プ チ ド を 、 ス ト レ プ ト
コ ッ カ ス 感 染 、 特 に S. pyogenes感 染 に つ い て の 診 断 試 験 に お い て 使 用 し 得 る 。 い く つ か
の 診 断 方 法 、 例 え ば 生 物 学 的 サ ン プ ル 中 の ス ト レ プ ト コ ッ カ ス 生 物 を 検 出 す る こ と が 可 能
で あ り 、 以 下 の 手 法 に 従 う ：
ａ ） 宿 主 か ら 生 物 学 的 サ ン プ ル を 取 得 す る
ｂ ） 抗 体 ま た は 本 発 明 の ス ト レ プ ト コ ッ カ ス ポ リ ペ プ チ ド と 反 応 性 の そ の フ ラ グ メ ン ト と
、 生 物 学 的 サ ン プ ル を イ ン キ ュ ベ ー ト し 混 合 物 を 形 成 す る 、 お よ び
ｃ ） 混 合 物 中 の 特 異 的 に 結 合 し た 抗 体 ま た は 結 合 フ ラ グ メ ン ト を 検 出 し 、 そ れ は ス ト レ プ
ト コ ッ カ ス の 存 在 を 指 摘 す る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
代 替 的 に 、 当 該 抗 体 を 含 む ま た は 含 む と 疑 わ れ る 生 物 学 的 サ ン プ ル 中 の ス ト レ プ ト コ ッ カ
ス 抗 原 に 特 異 的 な 抗 体 の 検 出 方 法 は 、 以 下 の よ う に 実 施 さ れ 得 る ：
ａ ） 宿 主 か ら 生 物 学 的 サ ン プ ル を 取 得 す る 、
ｂ ） １ ま た は ２ 以 上 の 本 発 明 の ス ト レ プ ト コ ッ カ ス ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト
を 、 生 物 学 的 サ ン プ ル と イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 混 合 物 を 形 成 す る 、 お よ び
ｃ ） 混 合 物 中 の 特 異 的 に 結 合 し た 抗 原 ま た は 結 合 フ ラ グ メ ン ト を 検 出 し 、 そ れ は ス ト レ プ
ト コ ッ カ ス の 存 在 を 指 摘 す る 。
当 業 者 は 、 こ の 診 断 試 験 が 、 免 疫 的 試 験 、 例 え ば エ ラ イ ザ ア ッ セ イ （ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ） 、 放 射
性 免 疫 ア ッ セ イ ま た は ラ テ ッ ク ス 接 合 ア ッ セ イ を 含 む 幾 つ か の 形 態 を と り 、 タ ン パ ク 質 に
特 異 的 な 抗 体 が 生 物 中 に 存 在 す る か 本 質 的 に 決 定 し 得 る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を ま た 使 用 し 、 そ の よ う な 細 菌 を 含 む ま た
と 疑 わ れ る 生 物 学 的 サ ン プ ル 中 の ス ト レ プ ト コ ッ カ ス の 存 在 を 検 出 す る こ と に お け る 使 用
の た め の Ｄ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ を 設 計 し 得 る 。 こ の 発 明 の 検 出 方 法 は
ａ ） 宿 主 か ら 生 物 学 的 サ ン プ ル を 取 得 す る 、
ｂ ） 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 有 す る １ ま
た は ２ 以 上 の Ｄ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ を 、 生 物 学 的 サ ン プ ル と イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 混 合 物 を 形 成 す
る 、 お よ び
ｃ ） 混 合 物 中 の 特 異 的 に 結 合 し た Ｄ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ を 検 出 し 、 そ れ は ス ト レ プ ト コ ッ カ ス の
存 在 を 指 摘 す る 、
を 含 む 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ は ま た 、 例 え ば ス ト レ プ ト コ ッ カ ス 感 染 を 診 断 す る 方 法 と し て 、
ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 を 使 用 し て 、 サ ン プ ル 中 の 循 環 す る ス ト レ プ ト コ ッ カ ス 、 す な わ ち
S. pyogenes核 酸 を 検 出 す る た め に 使 用 し 得 る 。 プ ロ ー ブ を 、 慣 行 技 法 を 使 用 し て 合 成 し
得 、 そ し て 固 相 上 に 固 定 化 し 、 ま た は 検 出 可 能 標 識 で 標 識 し 得 る 。 こ の 適 用 の た め の 好 ま
し い Ｄ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ は 、 本 発 明 の S. pyogenesポ リ ペ プ チ ド の 少 な く と も 約 ６ 連 続 ヌ ク レ
オ チ ド に 相 補 的 な 配 列 を 有 す る オ リ ゴ マ ー で あ る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
宿 主 中 の ス ト レ プ ト コ ッ カ ス の 検 出 の た め の さ ら な る 診 断 方 法 は 、
ａ ） 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト と 反 応 性 の 抗 体 を 、 検 出 可 能 標 識 で 標
識 す る こ と
ｂ ） 該 標 識 し た 抗 体 ま た は 標 識 さ れ た フ ラ グ メ ン ト を 、 宿 主 に 投 与 す る こ と 、 お よ び
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ｃ ） 宿 主 中 の 特 異 的 に 結 合 し た 標 識 さ れ た 抗 体 ま た は 標 識 さ れ た フ ラ グ メ ン ト を 検 出 し 、
そ れ は ス ト レ プ ト コ ッ カ ス の 存 在 を 指 摘 す る 、
を 含 む 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
さ ら な る 側 面 に し た が っ て 、 本 発 明 は 、 ス ト レ プ ト コ ッ カ ス 性 感 染 の 処 置 お よ び ／ ま た は
予 防 の た め の 抗 体 の 使 用 （ 用 途 ） を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
本 発 明 の さ ら な る 側 面 は 、 診 断 の た め 、 お よ び 特 に ス ト レ プ ト コ ッ カ ス 感 染 の 処 置 に お け
る 特 異 的 抗 体 の 生 産 の た め の 免 疫 原 と し て 本 発 明 の ス ト レ プ ト コ ッ カ ス ポ リ ペ プ チ ド の 使
用 で あ る 。 好 適 な 抗 体 は 、 適 当 な ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 を 使 用 し て 、 例 え ば 特 定 の 抗 体 の 、
試 験 モ デ ル で ス ト レ プ ト コ ッ カ ス 感 染 に 対 し て 受 動 的 に 保 護 す る 能 力 を 測 定 す る こ と に よ
っ て 決 定 し 得 る 。 動 物 モ デ ル の １ 例 は 、 こ こ で の 例 で 記 載 す る マ ウ ス モ デ ル で あ る 。 抗 体
は 全 体 抗 体 ま た は 抗 原 に 結 合 す る そ の フ ラ グ メ ン ト で あ り 得 、 そ し て 任 意 の 免 疫 グ ロ ブ リ
ン ク ラ ス に 属 し 得 る 。 該 抗 体 ま た は フ ラ グ メ ン ト は 、 動 物 起 源 の 、 具 体 的 に は 哺 乳 動 物 起
源 の 、 よ り 具 体 的 に は マ ウ ス 、 ラ ッ ト ま た は ヒ ト 起 源 の も の で あ り 得 る 。 そ れ は 天 然 抗 体
ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト 、 ま た は 望 ま れ れ ば 、 組 換 え 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト で あ り
得 る 。 用 語 組 換 え 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト は 、 分 子 生 物 学 的 技 法 を 使 用 し て 生 産 さ れ
た 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト を 意 味 す る 。 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト は 、 ポ リ ク ロ ー
ナ ル ま た は 好 ま し く は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ り 得 る 。 そ れ は 、 S. pyogenesポ リ ペ プ チ
ド に 付 随 す る エ ピ ト ー プ の あ る 数 に 特 異 的 で あ り 得 る が 、 好 ま し く は １ つ に 特 異 的 で あ る
。
【 ０ ０ ９ ４ 】
本 発 明 の さ ら な る 側 面 は 、 受 動 的 免 疫 化 の た め の 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に 指 向 化 さ れ た （
directed） 抗 体 の 使 用 で あ る 。 本 出 願 で 記 載 さ れ た 抗 体 を 使 用 し 得 る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
本 発 明 の さ ら な る 側 面 は 、 免 疫 化 の 方 法 で あ っ て 、 こ こ に 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に よ っ て
惹 起 さ れ た (raised)抗 体 を 、 受 動 的 免 疫 化 を 提 供 す る の に 十 分 量 で 宿 主 に 投 与 す る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
さ ら な る 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 ス ト レ プ ト コ ッ カ ス 性 感 染 の 予 防 ま た は 治 療 的 処 置 の
た め の 医 薬 の 製 造 に お け る 医 薬 組 成 物 の 使 用 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
更 な る 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 ス ト レ プ ト コ ッ カ ス 感 染 の 検 出 ま た は 診 断 の た め の 本 発
明 の ポ リ ペ プ チ ド を 含 む キ ッ ト を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
特 に 定 義 し な い 場 合 、 こ こ の 全 て の 技 術 お よ び 科 学 用 語 は 、 本 発 明 の 属 す る 当 業 者 に よ っ
て 普 通 に 理 解 さ れ る の と 同 じ 意 味 を 有 す る 。 す べ て の 刊 行 物 、 特 許 出 願 、 特 許 お よ び 他 の
こ こ に 述 べ た 引 用 は 、 引 用 に よ り 全 体 を 含 め る 。 抵 触 の 場 合 は 、 定 義 を 含 む 本 明 細 書 が 制
御 す る 。 加 え て 材 料 、 方 法 お よ び 例 は 、 例 示 の み で あ り 、 限 定 を 意 図 し な い 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
実 施 例 １
こ の 例 は 、 Ｂ Ｖ Ｈ － Ｐ ７ 遺 伝 子 お よ び 対 応 す る ポ リ ペ プ チ ド の ク ロ ー ニ ン グ お よ び 分 子 特
徴 を 示 す 。
【 ０ １ ０ ０ 】
S.pyogenes BVH-P7（ 配 列 番 号 １ ） 遺 伝 子 の コ ー ド 領 域 を 、 血 清 型 Ｍ １ 　 S. pyogenes菌 株
Ａ Ｔ Ｃ Ｃ ／ ０ ０ ２ ９ ４ の ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ か ら Ｐ Ｃ Ｒ に よ っ て 増 幅 す る （ Robocycler Gradien
t 96 Temperature cycler, Stratagene, Lajolla, CA） 。 表 １ に 示 す 、 制 限 部 位 Ｎ ｄ ｅ Ｉ
（ Ｃ Ａ Ｔ Ａ Ｔ Ｇ ） お よ び Ｎ ｏ ｔ Ｉ （ Ｇ Ｃ Ｇ Ｇ Ｃ Ｃ Ｇ Ｃ ） の 付 加 の た め の 塩 基 伸 長 物 を 含 ま
せ る 以 下 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー を 使 用 す る ： Ｄ Ｍ Ａ Ｒ ２ ９ ３ お よ び Ｄ Ｍ Ａ Ｒ ２
９ ４ 。 Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 を 、 製 造 者 の 指 示 （ Chatsworth, CA） に し た が っ て 、 QIAgenか ら の QIAq
uickゲ ル 抽 出 キ ッ ト を 使 用 し て ア ガ ロ ー ス ゲ ル か ら 精 製 し 、 そ し て Ｎ ｄ ｅ Ｉ お よ び Ｎ ｏ ｔ
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Ｉ で 消 化 す る （ Amersham Pharmacia Biotech Inc, Baie d'Urfe, Canada） 。 ｐ Ｅ Ｔ － ２
１ （ ＋ ） ベ ク タ ー （ Novagen, Madison, WI)を 、 Ｎ ｄ ｅ Ｉ お よ び Ｎ ｏ ｔ Ｉ で 消 化 し 、 そ し
て QIAgen(Chatsworth, CA)か ら の QIAquickゲ ル 抽 出 キ ッ ト を 使 用 し て ア ガ ロ ー ス ゲ ル か ら
精 製 し た 。 Ｎ ｄ ｅ Ｉ － Ｎ ｏ ｔ Ｉ 　 Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 を 、 Ｎ ｄ ｅ Ｉ － Ｎ ｏ ｔ Ｉ 　 ｐ Ｅ Ｔ － ２ １ ｂ （
＋ ） 発 現 ベ ク タ ー に ラ イ ゲ ー ト さ せ た 。 ラ イ ゲ ー ト さ れ た 産 物 を 、 Simanisの 方 法 （ Hanah
an, D. DNA Cloning, 1085, D.M. Glover(ed), pp.109-135） に し た が っ て
【 化 １ 】
　
　
　
　
　
に 移 入 し た 。 Ｂ Ｖ Ｈ － Ｐ ７ 遺 伝 子 を 含 む 組 み 換 え 体 ｐ Ｅ Ｔ － ２ １ ｂ （ ＋ ） プ ラ ス ミ ド （ ｒ
ｐ Ｅ Ｔ ２ １ ｂ （ ＋ ） ） を QIAgenプ ラ ス ミ ド キ ッ ト （ Chatsworth, CA） を 使 用 し て 精 製 し 、
そ し て Ｄ Ｎ Ａ イ ン サ ー ト を 配 列 決 定 し た （ Taq Dye Deoxy Terminator Cycle Sequencing 
kit, ABI, Foster City, CA） 。
【 ０ １ ０ １ 】
表 １ 　 Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 ま た は S. pyogenes BVE-P7遺 伝 子 の た め に 使 用 さ れ る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド プ ラ イ マ ー
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ０ ２ 】
Ｂ Ｖ Ｈ － Ｐ ７ の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム （ Ｏ Ｒ Ｆ ） 停 止 コ ド ン （ Ｔ Ａ Ａ ） を 含 む ３
０ ２ ７ ｂ ｐ は 、 ６ ． １ ８ の 予 測 さ れ た ｐ Ｉ お よ び １ １ １ ４ ９ ４ ． ４ ４ Ｄ ａ の 予 測 さ れ た 分
子 量 を 有 す る １ ０ ０ ８ ア ミ ノ 酸 残 基 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 。 PSORTIIソ フ ト ウ ェ ア （ R
eal World Computing Partnership(http://psort.nibb.ac.jp)を 使 用 す る 予 測 さ れ た ア ミ
ノ 酸 残 基 配 列 （ 配 列 番 号 ２ ） の 分 析 は 、 ア ス パ ラ ギ ン と グ ル タ ミ ン 残 基 の 間 に 位 置 す る 切
断 部 位 で 終 わ る ２ １ ア ミ ノ 酸 残 基 シ グ ナ ル ペ プ チ ド
【 化 ２ 】
　
　
　
の 存 在 を 示 唆 し た 。 ア ミ ノ 酸 残 基 配 列 の 分 析 は 、 残 基 ９ ７ ４ ６ と ９ ８ １ の 間 に 位 置 す る 細
胞 壁 ア ン カ ー モ チ ー フ （ Ｌ Ｐ Ｘ Ｔ Ｇ Ｘ ） の 存 在 を あ き ら か に し た 。
【 ０ １ ０ ３ 】
Ｂ Ｖ Ｈ － Ｐ ７ （ 配 列 番 号 １ ） 遺 伝 子 の Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 に よ っ て 存 在 を 確 認 す る た め に 、 以 下 の
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４ つ の 血 清 学 的 に 明 瞭 な S. pyogenes菌 株 を 使 用 し た ： 血 清 型 Ｍ １  S. pyogenes菌 株 Ａ Ｔ
Ｃ Ｃ ７ ０ ０ ２ ９ ４ お よ び 血 清 型 M3 S.pyogenes菌 株 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ １ ２ ３ ８ ４ を 、 ア メ リ カ ン タ
イ プ カ ル チ ャ ー コ レ ク シ ョ ン (Rockville, MD)か ら 取 得 し た ； 血 清 型 Ｍ ６ 　 S. pyogenes S
PY67臨 床 的 単 離 株 は 、 Centre de recherche en infectiologie du Centre hospitalier d
e l' universite Laval, Sainte-Foyに よ っ て 提 供 さ れ た ;お よ び マ ウ ス か ら 当 初 単 離 さ れ
た S. pyogenes菌 株 Ｂ ５ １ ４ は 、 University of Alabama, Birminghamか ら Susan Hollings
headに よ っ て 提 供 さ れ た 。 E. coli菌 株 Ｘ Ｌ １ － Ｂ ｌ ｕ ｅ 　 Ｍ Ｒ Ｆ を 、 ネ ガ テ ィ ブ コ ン ト
ロ ー ル と し て こ れ ら の 実 験 で 使 用 し た 。 染 色 体 性 Ｄ Ｎ Ａ を 、 以 前 記 載 さ れ た よ う に そ れ ぞ
れ の S. pyogenes菌 株 か ら 単 離 し た （ Jayarao EM et al., 1991. J. Clin. Microbiol. 29
:2774-2778） 。 Ｂ Ｖ Ｈ － Ｐ ７ （ 配 列 番 号 １ ） 遺 伝 子 を 、 ４ つ の S. pyogenes菌 株 か ら 精 製
さ れ た ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ か ら Ｐ Ｃ Ｒ （ Robocycler Gradient 96 Temperature cycler, Stratag
ene, Lajolla, Ca） に よ っ て 、 そ し て コ ン ト ロ ー ル E. coli菌 株 を オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ
ラ イ マ ー Ｄ Ｍ Ａ Ｒ ２ ９ ３ お よ び Ｄ Ｍ Ａ Ｒ ２ ９ ４ （ 表 １ ） を 使 用 し て 増 幅 し た 。 Ｐ Ｃ Ｒ を 、
４ ５ 秒 間 の ９ ５ ℃ 、 ４ ５ 秒 間 の ５ ０ ℃ お よ び ２ 分 間 の ７ ２ ℃ の ３ ０ サ イ ク ル お よ び ７ 分 間
の ７ ２ ℃ の 最 終 伸 長 期 間 で 実 施 し た 。 Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 を 、 １ ％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル 中 で サ イ ズ 分 画
化 し 、 そ し て 臭 化 エ チ ジ ウ ム 染 色 に よ っ て 可 視 化 し た 。 こ れ ら の Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 の 結 果 を 表 ２
に 表 す 。 増 幅 産 物 の 分 析 は 、 Ｂ Ｖ Ｈ － Ｐ ７ （ 配 列 番 号 １ ） 遺 伝 子 が 試 験 さ れ た ４ つ の S. p
yogenes菌 株 の す べ て の ゲ ノ ム 中 に 存 在 し た 。 そ の よ う な 産 物 を 、 コ ン ト ロ ー ル E. coli　
Ｄ Ｎ Ａ が こ れ ら の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー と 同 一 の Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 に 服 す る と き 検 出 し
た 。
【 ０ １ ０ ４ 】
表 ２ 　 ４ つ の 血 清 学 的 に 明 瞭 な S. pyogenes菌 株 の ゲ ノ ム に お け る 、 Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 に よ る S. 
pyogenes BVH-P7遺 伝 子 の 同 定
【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ０ ５ 】
実 施 例 ２
こ の 例 は 、 Ｃ Ｍ Ｖ プ ラ ス ミ ド ｐ Ｃ Ｍ Ｖ － Ｇ Ｈ に お け る S. pyogenes BVH-P7遺 伝 子 の ク ロ ー
ニ ン グ を 示 す 。
S.pyogenesタ ン パ ク 質 の Ｄ Ｎ Ａ コ ー ド 領 域 を 、 プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー ｐ Ｃ Ｍ Ｖ － Ｇ Ｈ （ Tang
 et al., Nature, 1992, 356:152） の サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス （ Ｃ Ｍ Ｖ ） プ ロ モ ー タ ー の 転
写 制 御 下 に あ る ヒ ト 成 長 ホ ル モ ン （ ｈ Ｇ Ｈ ） 遺 伝 子 の 下 流 の 相 (phase） に 挿 入 し た 。 該 Ｃ
Ｍ Ｖ プ ロ モ ー タ ー は 、 E. coli細 胞 に お い て 非 機 能 性 プ ラ ス ミ ド で あ る が 、 真 核 細 胞 に お
い て プ ラ ス ミ ド を 投 与 す る と 活 性 で あ る 。 該 ベ ク タ ー は ま た 、 ア ン シ ピ リ ン 抵 抗 性 遺 伝 子
を 取 り こ ん だ 。
【 ０ １ ０ ６ 】
リ ー ダ ー ペ プ チ ド 領 域 を 欠 く Ｂ Ｖ Ｈ － Ｐ ７ （ 配 列 番 号 １ ） 遺 伝 子 の コ ー ド 領 域 を 、 表 １ に
記 載 の 、 制 限 部 位 Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ （ Ｇ Ｇ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ ） お よ び Ｓ ａ ｌ Ｉ （ Ｇ Ｔ Ｃ Ｇ Ａ Ｃ ） の 付 加 の
た め の 塩 基 伸 長 物 を 含 ん だ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー Ｄ Ｍ Ａ Ｒ ４ ８ ０ ａ お よ び Ｄ Ｍ Ａ
Ｒ ４ ８ １ ａ を 使 用 し て 、 血 清 型 Ｍ １ 　 S. pyogenes菌 株 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ ７ ０ ０ ２ ９ ４ の ゲ ノ ム Ｄ
Ｎ Ａ か ら Ｐ Ｃ Ｒ （ Robocycler Gradient 96 Temperature cycler, Stratagene, Lajolla, 
CA)に よ っ て 増 幅 し た 。 Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 を 、 QIAgen(chatsworth, CA)か ら の QIAquickゲ ル 抽 出
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キ ッ ト を 使 用 し て ア ガ ロ ー ス ゲ ル か ら 精 製 し 、 制 限 酵 素 （ Amersham Pharmacia Biotech I
nc, Baied'Uefe, Canada） で 消 化 し た 。 ｐ Ｃ Ｍ Ｖ － Ｇ Ｈ ベ ク タ ー （ Laboratory of Dr. St
ephen A. Johnston, Department of Biochemistry, The University of Texas, Dallas, 
Texas)を 、 Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ お よ び Ｓ ａ ｌ Ｉ で 消 化 し 、 そ し て Ｑ Ｉ Ａ ｇ ｅ ｎ （ Chatsworth, CA)
か ら の QIAquickゲ ル 抽 出 キ ッ ト を 使 用 し て ア ガ ロ ー ス ゲ ル か ら 精 製 し た 。 Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ － Ｓ
ａ ｌ Ｉ 　 Ｄ Ｎ Ａ フ ラ グ メ ン ト を 、 Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ － Ｓ ａ ｌ Ｉ － ｐ Ｃ Ｍ Ｖ － Ｇ Ｈ ベ ク タ ー に ラ イ
ゲ ー ト し 、 Ｃ Ｍ Ｖ プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 の ｈ Ｇ Ｈ － Ｂ Ｖ Ｈ － Ｐ ７ 融 合 タ ン パ ク 質 を 創 出 し
た 。 ラ イ ゲ ー ト し た 産 物 を 、 Simanisの 方 法 （ Hanahan, D. DNA Cloning, 1985, D.M. Glo
ver(ed), pp. 109-135） に し た が っ て 、
【 化 ３ 】
　
　
　
　
に 形 質 転 換 し た 。 組 み 換 え 体 ｐ Ｃ Ｍ Ｖ プ ラ ス ミ ド を 、 Ｑ Ｉ Ａ ｇ ｅ ｎ プ ラ ス ミ ド キ ッ ト （ Ch
atsworth, CA） を 使 用 し て 精 製 し そ し て Ｄ Ｎ Ａ イ ン サ ー ト の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 、 Ｄ Ｎ Ａ
配 列 決 定 に よ っ て 確 認 し た 。
【 ０ １ ０ ７ 】
実 施 例 ３
こ の 例 は 、 S. pyogenes BVH-P7タ ン パ ク 質 抗 原 へ の 免 疫 応 答 を 誘 起 す る Ｄ Ｎ Ａ の 使 用 を 記
載 す る 。
８ 匹 の メ ス Ｂ Ａ Ｌ Ｂ ／ ｃ マ ウ ス （ Charles River, St-Constant, Quebec, canada） の 群 を
、 ５ ０ μ ｇ の 顆 粒 球 － マ ク ロ フ ァ ー ジ コ ロ ニ ー 刺 激 因 子 （ Ｇ Ｍ － Ｃ Ｓ Ｆ ） を 発 現 す る プ ラ
ス ミ ド ｐ Ｃ Ｍ Ｖ － Ｇ Ｈ － Ｇ Ｍ － Ｃ Ｓ Ｆ (Laboratory of Dr. Stephen A. Johnston, Depart
ment of Biochemistry, The University of Texas, Dallas, Texas)の 存 在 下 の 、 Ｂ Ｖ Ｈ
－ Ｐ ７ （ 配 列 番 号 １ ） 遺 伝 子 を コ ー ド す る 組 み 換 え 体 ｐ Ｃ Ｍ Ｖ － Ｇ Ｈ の ５ ０ μ ｇ で の ２ ま
た は ３ 週 間 間 隔 で の 、 １ ０ ０ μ ｌ ３ 回 の 筋 肉 内 注 射 に よ っ て 免 疫 化 し た 。 コ ン ト ロ ー ル と
し て 、 マ ウ ス の 群 に 、 ５ ０ μ ｇ の ｐ Ｃ Ｍ Ｖ － Ｇ Ｈ － Ｇ Ｍ － Ｃ Ｓ Ｆ の 存 在 下 の ５ ０ μ ｇ の ｐ
Ｃ Ｍ Ｖ － Ｇ Ｈ を 注 射 し た 。 血 液 サ ン プ ル を 、 そ れ ぞ れ の 免 疫 化 に 先 立 ち お よ び 第 ３ 注 射 の
７ 日 後 に 眼 窩 洞 （ orbital sinus） か ら 収 集 し 、 コ ー ト 抗 原 と し て BVH-P7　 Hisタ グ 付 加 標
識 し た S. pyogenes組 み 換 え 体 タ ン パ ク 質 を 使 用 し て Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に よ っ て 決 定 し た 。 こ の B
VH-P7　 Hisタ グ 付 加 標 識 し た S. pyogenes組 み 換 え 体 タ ン パ ク 質 の 生 産 お よ び 精 製 を 実 施
例 ４ に 提 示 す る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
実 施 例 ４
こ の 例 は 、 S. pyogenes Ｂ Ｖ Ｈ － Ｐ ７ 組 み 換 え 体 タ ン パ ク 質 の 生 産 お よ び 精 製 を 示 す 。
Ｂ Ｖ Ｈ － Ｐ ７ （ 配 列 番 号 １ ） 遺 伝 子 で の 組 換 え 体 ｐ Ｅ Ｔ － ２ １ ｂ （ ＋ ） プ ラ ス ミ ド を 使 用
し 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン （ Gene Pulser II apparratus, BIO-RAD Labs, Mississauga
, Canada） に よ っ て 、 E. coli菌 株 Ｔ ｕ ｎ ｅ ｒ （ Ｄ Ｅ ３ ） (F - ompT hsdS B (r

-
B m
-
B )gel dcm 

lacYI(DE))(Novagen, Madison, WI)を 形 質 転 換 し た 。 E. coliの こ の 菌 株 に お い て 、 組 み
換 え 体 タ ン パ ク 質 の 発 現 を 制 御 す る Ｔ ７ プ ロ モ ー タ ー は 、 遺 伝 子 が 、 イ ソ プ ロ ピ ル － β －
ｄ － チ オ － ガ ラ ク ト ピ ラ ノ シ ド （ Ｉ Ｐ Ｔ Ｇ ） に よ っ て 誘 導 可 能 で あ る ｌ ａ ｃ プ ロ モ ー タ ー
の 制 御 下 で あ る 、 Ｔ ７ 　 Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ （ λ Ｄ Ｅ ３ プ ロ フ ァ ー ジ 上 に 存 在 す る ） に よ
っ て 特 異 的 に 認 識 さ れ る 。 形 質 転 換 体 Ｔ ｕ ｎ ｅ ｒ （ Ｄ Ｅ ３ ） ／ ｒ ｐ Ｅ Ｔ ２ １ （ ＋ ） を 、 ｍ
ｌ あ た り １ ０ ０ μ ｇ の カ ル ベ ニ シ リ ン （ Sigma-Aldrich Canada Ltd., Oakville, Canada
） を 含 む Ｌ Ｂ 培 地 （ ペ プ ト ン １ ０ ｇ ／ Ｌ 、 コ ウ ボ エ キ ス ５ ｇ ／ Ｌ 、 Ｎ ａ Ｃ ｌ １ ０ ｇ ／ Ｌ ）
中 で ２ ５ ０ ｒ ｐ ｍ で 撹 拌 し つ つ ３ ７ ℃ で 、 Ａ ５ ０ ０ が ０ ． ６ の 値 に 達 す る ま で 成 長 さ せ た
。 Ｂ Ｖ Ｈ － Ｐ ７ 　 Ｈ ｉ ｓ タ グ 付 加 S. pyogenes組 み 換 え 体 タ ン パ ク 質 の 生 産 を 誘 導 す る た
め に 、 細 胞 を ０ ． １ ｍ Ｍ の 最 終 濃 度 の Ｉ Ｐ Ｔ Ｇ の 存 在 下 も う ３ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
５ ０ ０ ｍ ｌ 培 養 物 か ら 誘 導 さ れ た 細 胞 を 、 遠 心 分 離 に よ っ て ペ レ ッ ト 化 し 、 そ し て － ７ ０
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℃ で 凍 結 し た 。
【 ０ １ ０ ９ 】
不 溶 性 分 画 ま た は Ｉ Ｐ Ｔ Ｇ で 誘 導 し た Ｔ ｕ ｎ ｅ ｒ （ Ｄ Ｅ ３ ） ／ ｒ ｐ Ｅ Ｔ ２ １ ｂ （ ＋ ） か ら
の Ｂ Ｖ Ｈ － Ｐ ７ 　 Ｈ ｉ ｓ タ グ 付 加 組 換 え 体 タ ン パ ク 質 の 精 製 を 、 Ｈ ｉ ｓ ・ Ｔ ａ ｇ 配 列 （ ６
連 続 ヒ ス チ ジ ン 残 基 ） の 、 Ｈ ｉ ｓ ・ Ｂ ｉ ｎ ｄ 金 属 キ レ ー ト 化 樹 脂 上 に 固 定 化 さ れ た ２ 価 カ
チ オ ン に 結 合 す る 特 性 に 基 づ い て ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ っ て 実 施 し た 。
簡 単 に は 、 Ｉ Ｐ Ｔ Ｇ で 誘 導 さ れ た ５ ０ ０ ｍ Ｌ 培 養 物 か ら 取 得 さ れ た ペ レ ッ ト 化 細 胞 を 、 ６
Ｍ 　 グ ア ニ ジ ン － Ｈ Ｃ ｌ を 含 む 溶 解 バ ッ フ ァ ー （ ２ ０ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ 、 ５ ０ ０ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ
Ｃ ｌ 、 １ ０ ｍ Ｍ 　 イ ミ ダ ゾ ー ル 、 ｐ Ｈ ７ ． ９ ） 中 に 再 懸 濁 し 、 超 音 波 処 理 し 、 そ し て １ ２
０ ０ ０ Ｘ ｇ で ２ ０ 分 間 遠 心 分 離 し 、 細 胞 残 骸 を 除 去 し た 。 上 清 を 、 Ｎ ｉ － Ｎ Ｔ Ａ ア ガ ロ ー
ス 樹 脂 （ Qiagen, Mississauga, Ontario, Canada） と 45分 間 4℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 B
VH-P7Ｈ ｉ ｓ タ グ 付 加 S. pyogenes組 み 換 え 体 タ ン パ ク 質 を 、 ６ Ｍ 　 グ ア ニ ジ ノ － Ｈ Ｃ ｌ お
よ び ２ ５ ０ ｍ Ｍ 　 イ ミ ダ ゾ ー ル － ５ ０ ０ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ － ２ ０ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ 、 ｐ Ｈ ７ ．
９ を 含 む 溶 液 で 樹 脂 か ら 溶 出 さ せ た 。 サ ン プ ル か ら の 塩 お よ び イ ミ ダ ゾ ー ル の 除 去 を 、 １
０ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ お よ び ０ ． ９ ％ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ｐ Ｈ ７ ． ９ で 終 夜 ４ ℃ に 対 す る 透 析 に よ っ
て な し た 。 組 み 換 え 体 タ ン パ ク 質 の 量 を 、 Ｍ ｉ ｃ ｒ ｏ Ｂ Ｃ Ａ （ Pierce, Rockford, Illino
is） に よ っ て 評 価 し た 。
【 ０ １ １ ０ 】
実 施 例 ５
こ の 例 は 、 ヒ ト 血 清 お よ び 、 S. pyogenes抗 原 性 調 製 品 で の 免 疫 化 後 の マ ウ ス か ら 収 集 し
た 血 清 で の Ｂ Ｖ Ｈ － Ｐ ７ 　 Ｈ ｉ ｓ タ グ 付 加 S. pyogenes組 み 換 え 体 タ ン パ ク 質 の 反 応 性 を
示 す 。
表 ３ に 示 す よ う に 、 精 製 さ れ た Ｈ ｉ ｓ タ グ 付 加 Ｂ Ｖ Ｈ － Ｐ ７ 組 換 え 体 タ ン パ ク 質 を 、 通 常
の 血 清 の 貯 留 物 中 に 存 在 す る 抗 体 に よ る イ ム ノ ブ ロ ッ ト に お い て 認 識 し た 。 こ れ は 重 要 な
結 果 で あ り 、 な ぜ な ら そ れ は S. pyogenesと 通 常 接 触 す る ヒ ト が 、 そ の タ ン パ ク 質 へ 特 異
的 で あ る 抗 体 を 発 生 さ せ る こ と を 明 か に 示 す か ら で あ る 。 こ れ ら の 特 定 の ヒ ト 抗 体 は 、 S.
 pyogenes感 染 に 対 す る 保 護 を 暗 示 し 得 る 。 加 え て 、 イ ム ノ ブ ロ ッ ト は ま た 、 マ ウ ス を 致
死 チ ャ レ ン ジ に 対 し て 保 護 す る 、 膜 タ ン パ ク 質 富 化 さ れ た S. pyogenes抗 原 性 調 製 品 で 、
免 疫 化 さ れ た マ ウ ス か ら 収 集 さ れ た 血 清 が 、 Ｂ Ｖ Ｈ － Ｐ ７ 　 Ｈ ｉ ｓ タ グ 付 加 組 換 え 体 タ ン
パ ク 質 を 認 識 す る 抗 体 を ま た 発 生 さ せ た こ と を 明 か に し た 。 こ の 結 果 は 、 こ の タ ン パ ク 質
が 感 染 に 対 し て マ ウ ス を 保 護 し た S. pyogenes 抗 原 性 調 製 品 中 に 存 在 す る こ と 、 お よ び こ
の ス ト レ プ ト コ ッ カ ス 性 タ ン パ ク 質 が 、 対 応 す る Ｈ ｉ ｓ タ グ 付 加 組 換 え 体 タ ン パ ク 質 と 反
応 す る 抗 体 を 誘 導 し た こ と を 指 摘 す る 。
【 ０ １ １ １ 】
表 ３ 　 ヒ ト 血 清 お よ び 、 Ｂ Ｖ Ｈ － Ｐ ７ 　 Ｈ ｉ ｓ タ グ 付 加 組 換 え 体 タ ン パ ク 質 で S. pyogene
s抗 原 性 調 製 品 で 免 疫 化 後 の 、 マ ウ ス か ら 収 集 さ れ た 血 清 の イ ム ノ ブ ロ ッ ト の 反 応 性
【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
１ 実 施 例 ７ に 記 載 さ れ た よ う に 生 産 お よ び 精 製 さ れ た Ｂ Ｖ Ｈ － Ｐ ７ 　 Ｈ ｉ ｓ タ グ 付 加 組 換
え 体 タ ン パ ク 質 を 使 用 し 、 イ ム ノ ブ ロ ッ ト を 実 施 し た 。
２ Ｂ Ｖ Ｈ － Ｐ ７ 　 Ｈ ｉ ｓ タ グ 付 加 組 換 え 体 タ ン パ ク 質 の 分 子 量 を 、 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ 後 に
評 価 し た 。
３ 健 康 ヒ ト ボ ラ ン テ ィ ア か ら 収 集 さ れ た 血 清 を 一 緒 に 貯 留 し 、 そ し て １ ／ ５ ０ ０ に 希 釈 し
イ ム ノ ブ ロ ッ ト を 実 施 し た 。
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４ 膜 タ ン パ ク 質 富 化 S. pyogenes抗 原 性 調 製 品 で 免 疫 化 後 収 集 さ れ た マ ウ ス 血 清 を 貯 留 し
、 そ し て １ ／ ５ ０ ０ 希 釈 し 、 イ ム ノ ブ ロ ッ ト を 実 施 し た 。 こ れ ら の マ ウ ス は 、 致 死 S. pyo
genesチ ャ レ ン ジ に 対 し て 保 護 さ れ た 。
【 ０ １ １ ２ 】
実 施 例 ６
こ の 例 は 、 イ ン タ ク ト の ス ト レ プ ト コ ッ カ ス 性 細 胞 の 表 面 の S. pyogenes Ｂ Ｖ Ｈ － Ｐ ７ タ
ン パ ク 質 の 抗 体 へ の 接 近 可 能 性 を 示 す 。
細 菌 を 、 ０ ． ５ ％ コ ウ ボ エ キ ス (Difco Laboratories)お よ び ０ ． ５ ％ ペ プ ト ン エ キ ス （ Me
rck, Darmstadt, Germany） を 有 す る Tood Hewitt(TH)培 地 （ Difco Laboratories, Detroi
t, MI） 中 で 、 ３ ７ ℃ で ８ ％ Ｃ Ｏ ２ 雰 囲 気 中 で 成 長 さ せ 、 ０ ． ６ ０ ０ の Ｏ Ｄ ４ ９ ０ ｎ ｍ を
与 え た （ ～ １ ０ ８ Ｃ Ｆ Ｕ ／ ｍ ｌ ） 。 抗 Ｂ Ｖ Ｈ － Ｐ ７ ま た は コ ン ト ロ ー ル 血 清 の 希 釈 品 を 次
い で 添 加 し 、 そ し て 細 胞 に 結 合 さ せ 、 こ れ を ２ 時 間 ４ ℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 サ ン プ ル
を ブ ロ ッ キ ン グ バ ッ フ ァ ー （ ２ ％ ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン （ Ｂ Ｓ Ａ ） を 含 む 燐 酸 バ ッ フ ァ ー 生
食 水 （ Ｐ Ｂ Ｓ ） ） で ４ 回 洗 浄 し 、 そ れ か ら ブ ロ ッ キ ン グ バ ッ フ ァ ー 中 に 希 釈 し た １ ｍ ｌ の
ヤ ギ フ ル オ レ セ イ ン （ Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ ） コ ン ジ ュ ゲ ー ト 抗 マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ ＋ Ｉ ｇ Ｍ を 添 加 し た 。 室
温 で の 追 加 的 ６ ０ 分 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 サ ン プ ル を ブ ロ ッ キ ン グ バ ッ フ ァ ー で ４ 回
洗 浄 し 、 そ し て Ｐ Ｂ Ｓ バ ッ フ ァ ー 中 の ０ ． ２ ５ ％ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド で １ ８ － ２ ４ 時 間 ４ ℃
で 固 定 化 し た 。 細 胞 を Ｐ Ｂ Ｓ バ ッ フ ァ ー で ２ 回 洗 浄 し 、 そ し て Ｐ Ｂ Ｓ バ ッ フ ァ ー の ５ ０ ０
μ ｌ 中 に 再 懸 濁 し た 。 細 胞 を 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー （ Epics(登 録 商 標 )XL; Beckman Cou
lter, Inc.)に よ っ て 分 析 す る ま で 暗 黒 で ４ ℃ で 保 持 し た 。 サ ン プ ル あ た り １ 万 の イ ン タ
ク ト な S. pyogenes細 胞 を 分 析 し 、 そ し て 結 果 を 標 識 さ れ た 細 胞 の 存 在 お よ び 蛍 光 指 数 と
し て 表 現 し た 。 蛍 光 指 数 を 、 コ ン ト ロ ー ル マ ウ ス 血 清 に つ い て 取 得 さ れ た 蛍 光 値 に よ っ て
割 っ た 、 免 疫 血 清 で ス ト レ プ ト コ ッ カ ス 性 細 胞 を 標 識 し た 後 得 ら れ た メ ジ ア ン 蛍 光 値 と し
て 算 出 し た 。 １ の 蛍 光 値 は 、 イ ン タ ク ト の ス ト レ プ ト コ ッ カ ス 性 細 胞 の 表 面 の 抗 体 の 結 合
が な い こ と を 指 摘 し た 。
【 ０ １ １ ３ 】
Ｂ Ｖ Ｈ － Ｐ ７ 　 Ｈ ｉ ｓ タ グ 付 加 組 換 え 体 タ ン パ ク 質 で 免 疫 化 さ れ た ８ 匹 の マ ウ ス か ら 収 集
し た 血 清 を 、 サ イ ト フ ル オ ロ メ ト リ ー に よ っ て 分 析 し 、 そ し て 結 果 を 表 ４ に 表 す 。 精 製 さ
れ た Ｂ Ｖ Ｈ － Ｐ ７ 　 Ｈ ｉ ｓ タ グ 付 加 タ ン パ ク 質 で 免 疫 化 さ れ た マ ウ ス か ら 収 集 さ れ た 血 清
の 全 て は 、 試 験 し た 異 種 性 （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ １ ２ ３ ８ ４ ； 血 清 型 Ｍ ３ ） S. pyogenes菌 株 上 の 、
そ れ ら の 対 応 す る 表 面 曝 露 エ ピ ト ー プ を 効 率 的 に 認 識 す る Ｂ Ｖ Ｈ － Ｐ ７ に 特 異 的 抗 体 を 含
ん だ 。 蛍 光 指 数 は １ ０ か ら １ ８ ま で 変 化 し た 。 分 析 し た １ ０ ０ ０ ０ こ の S. pyogenes細 胞
の う ち ９ ７ ％ よ り 多 く が 、 Ｂ Ｖ Ｈ － Ｐ ７ 特 異 的 抗 血 清 中 に 存 在 す る 抗 体 で 標 識 さ れ た 。 こ
れ ら の 血 清 を ま た 貯 留 し 、 そ し て 以 下 の S. pyogenes菌 株 と 反 応 さ せ た ： 血 清 型 Ｍ １ 　 S. 
pyogenes菌 株 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ ７ ０ ０ ２ ９ ４ 、 血 清 型 Ｍ ３ お よ び 血 清 型 Ｍ １ ８ 　 S. pyogenes 菌 株
Ａ Ｔ Ｃ Ｃ １ ２ ３ ５ ７ を 、 ア メ リ カ ン タ イ プ カ ル チ ャ ー コ レ ク シ ョ ン （ Rockville, MD, USA
） か ら 取 得 し た ； 血 清 型 Ｍ ６  S. pyogenes　 Ｓ Ｐ Ｙ ６ ９ お よ び Ｍ ２  S. pyogenes Ｓ Ｐ Ｙ
６ ８ 臨 床 的 単 離 株 は 、 Centre de recherche en infectiologie du Centre hospitalier d
e 1'universite Laval, Sainte-Foyに よ っ て 提 供 さ れ た 。 精 製 さ れ た Ｈ ｉ ｓ タ グ 付 加 組 換
え 体 Ｂ Ｖ Ｈ － Ｐ ７ タ ン パ ク 質 で 免 疫 化 後 収 集 さ れ た 血 清 の 貯 留 物 中 に 存 在 す る Ｂ Ｖ Ｈ － Ｐ
７ － 特 異 的 抗 体 は 、 ４ か ら ９ ま で の 間 の 蛍 光 指 数 を 有 す る こ れ ら の ス ト レ プ ト コ ッ カ ス 性
菌 株 の そ れ ぞ れ の 細 菌 の 表 面 に 付 着 し た 。 反 対 に 、 非 免 疫 化 ま た は 偽 免 疫 化 （ sham-immun
ized） マ ウ ス か ら 収 集 し た 貯 留 物 ま た は 血 清 を 使 用 し た と き 、 ス ト レ プ ト コ ッ カ ス 性 細 胞
の 標 識 は 認 め ら れ な か っ た 。 こ れ ら の 観 察 は 明 白 に 、 Ｂ Ｖ Ｈ － Ｐ ７ タ ン パ ク 質 が 表 面 に 接
近 可 能 で あ り 、 こ こ に そ れ は 抗 体 に よ っ て 容 易 に 認 識 さ れ る こ と が で き る こ と を 実 証 す る
。 抗 S. pyogenes抗 体 は 、 S. pyogenes感 染 に 対 す る 保 護 に お い て 重 要 な 役 割 を 演 ず る こ と
を 示 し た 。
【 ０ １ １ ４ 】
表 ４ 　 S. pyogenes Ａ Ｔ Ｃ Ｃ １ ２ ３ ８ ４ 菌 株 （ 血 清 型 Ｍ ３ ） の イ ン タ ク ト の 細 胞 の 表 面 の
Ｂ Ｖ Ｈ － Ｐ ７ 特 異 的 抗 体 の 付 着 の 評 価
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【 表 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
１ マ ウ ス Ｓ １ な い し Ｓ ８ を 皮 下 に 、 QuilAア ジ ュ バ ン ト （ Cedarlane Laboratories, Hornb
y, Canada)の １ ０ μ ｇ と 混 合 し た ２ ０ μ ｇ の 精 製 さ れ た Ｂ Ｖ Ｈ － Ｐ ７ 組 換 え 体 タ ン パ ク 質
の ２ ０ μ ｇ で ３ 週 間 間 隔 で ３ 回 注 射 し た 。 血 清 を １ ／ ５ ０ 希 釈 し た 。
２ 蛍 光 指 数 を 、 コ ン ト ロ ー ル マ ウ ス に つ い て 取 得 さ れ た 蛍 光 値 に よ っ て 分 割 さ れ た 免 疫 血
清 で ス ト レ プ ト コ ッ カ ス 性 細 胞 を 標 識 し た 後 取 得 さ れ た メ ジ ア ン 蛍 光 値 と し て 算 出 し た 。
１ の 蛍 光 値 は 、 イ ン タ ク ト な ス ト レ プ ト コ ッ カ ス 性 細 胞 の 表 面 の 抗 体 の 結 合 が な い こ と を
示 し た 。
３ 分 析 し た １ ０ ０ ０ ０ 細 胞 か ら の ス ト レ プ ト コ ッ カ ス 標 識 し た 細 胞 の ％
４ 非 免 疫 化 ま た は 偽 免 疫 化 さ れ た マ ウ ス か ら 収 集 さ れ た 血 清 を 、 貯 留 １ ／ ５ ０ 希 釈 し 、 そ
し て こ の ア ッ セ イ の た め の ネ ガ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル と し て 使 用 し た 。
２ ０ μ ｇ の 精 製 さ れ た ス ト レ プ ト コ ッ カ ス 性 組 換 え Ｍ タ ン パ ク 質 、 す な わ ち 周 知 の 表 面 タ
ン パ ク 質 で 免 疫 化 さ れ た マ ウ ス か ら 取 得 さ れ た 血 清 を 、 １ ／ ２ ０ ０ 希 釈 し 、 そ し て ア ッ セ
イ の た め の ポ ジ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル と し て 使 用 し た 。
【 ０ １ １ ５ 】
実 施 例 ７
こ の 例 は 、 ウ サ ギ ハ イ パ ー 免 疫 血 清 で の マ ウ ス の 受 動 的 免 疫 化 に よ っ て 誘 導 さ れ た 胎 児 S.
 pyogenes 感 染 に 対 す る 保 護 を 示 す 。
ニ ュ ー ジ ー ラ ン ド ウ サ ギ （ Charles River Laboratories, St-Constant, Canada） を 皮 下
に 、 実 施 例 ４ に 記 載 の よ う に 生 産 お よ び 精 製 し 、 そ し て Alhydrogelア ジ ュ バ ン ト （ Superf
os Biosector a/s） に 吸 着 さ せ た た Ｂ Ｖ Ｈ － Ｐ ７ 　 Ｈ ｉ ｓ タ グ 付 加 組 換 え 体 タ ン パ ク 質 の
、 ５ ０ μ ｇ お よ び １ ０ ０ μ ｇ で 多 重 部 位 に 注 射 し た 。 ウ サ ギ を Ｂ Ｖ Ｈ － Ｐ ７ 　 Ｈ ｉ ｓ タ グ
付 加 組 換 え 体 タ ン パ ク 質 で ３ 週 間 間 隔 で ３ 回 免 疫 化 し た 。 血 液 サ ン プ ル を 、 第 ３ 注 射 の ３
週 間 後 に 収 集 し た 。 該 血 清 中 に 存 在 す る 抗 体 を 、 ４ ０ ％ 飽 和 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム を 使 用 す る
沈 降 に よ っ て 精 製 し た 。 １ ０ 匹 の メ ス の Ｃ Ｄ － １ マ ウ ス （ Charles River） の 群 を 静 脈 内
に 、 Ｂ Ｖ Ｈ － Ｐ ７ 　 Ｈ ｉ ｓ タ グ 付 加 組 換 え 体 タ ン パ ク 質 で 免 疫 化 さ れ た ウ サ ギ 、 ま た は 関
連 の な い コ ン ト ロ ー ル 組 み 換 え 体 タ ン パ ク 質 で 免 疫 化 さ れ た ウ サ ギ か ら 収 集 さ れ た 精 製 さ
れ た 血 清 の ５ ０ ０ μ ｌ で 注 射 し た 。 １ ８ 時 間 後 、 マ ウ ス を 近 似 的 に ２ Ｘ １ ０ ７ 　 Ｃ Ｆ Ｕ の
タ イ プ ３ S. pyogenes菌 株 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ １ ２ ３ ８ ４ で チ ャ レ ン ジ し た 。 S. pyogens チ ャ レ ン ジ
接 種 物 の サ ン プ ル を 、 ア ガ ー プ レ ー ト 上 に 置 き 、 Ｃ Ｆ Ｕ を 決 定 し 、 そ し て チ ャ レ ン ジ 用 量
を 確 認 し た 。 死 亡 を 、 ５ 日 の 期 間 に つ い て 記 録 し た 。
【 ０ １ １ ６ 】
実 施 例 ８
こ の 例 は 、 精 製 さ れ た 組 み 換 え 体 Ｂ Ｖ Ｈ － Ｐ ７ タ ン パ ク 質 で の 免 疫 化 に よ っ て 誘 導 さ れ る
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胎 児 S. pyogenes感 染 に 対 す る マ ウ ス の 保 護 を 示 す 。
８ 匹 の メ ス の Ｂ ａ ｌ ｂ ／ ｃ （ Charles River, St-Constant, Quebec, Canada） の 群 を 皮 下
に 、 １ ０ μ ｇ の Ｑ ｕ ｉ ｌ Ａ ア ジ ュ バ ン ト （ Cedarlane Laboratories Ltd, Hornby, Canada
） の 存 在 下 の ア フ ィ ニ テ ィ 精 製 さ れ た Ｂ Ｖ Ｈ － Ｐ ７ 　 Ｈ ｉ ｓ タ グ 付 加 組 換 え 体 タ ン パ ク 質
の ２ ０ μ ｇ 、 ま た は コ ン ト ロ ー ル と し て Ｐ Ｂ Ｓ 中 の Ｑ ｕ ｉ ｌ Ａ ア ジ ュ バ ン ト 単 独 で ２ 週 間
間 隔 で ３ 回 免 疫 化 し た 。 血 液 サ ン プ ル を 、 そ れ ぞ れ の 免 疫 化 の 前 の 第 １ 、 第 １ ４ お よ び ２
８ 日 に 、 第 ３ 注 射 の ２ 週 間 後 （ 第 ４ ２ 日 ） に 、 眼 窩 洞 （ orbital sinus） か ら 収 集 し た 。
１ 週 間 後 、 マ ウ ス を 、 近 似 的 に ２ ｘ １ ０ ６ 　 Ｃ Ｆ Ｕ の タ イ プ ３ S. pyogenes菌 株 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ
１ ２ ３ ８ ４ で チ ャ レ ン ジ し た 。 S. pyogenes チ ャ レ ン ジ 接 種 物 の サ ン プ ル を 、 血 液 ア ガ ー
プ レ ー ト 上 に 置 き 、 Ｃ Ｆ Ｕ を 決 定 し そ し て チ ャ レ ン ジ 用 量 を 確 認 し た 。 精 製 組 換 え 体 Ｂ Ｖ
Ｈ － Ｐ ７ タ ン パ ク 質 で 免 疫 化 さ れ た 、 ８ 匹 の マ ウ ス の う ち ４ 匹 は 、 致 死 チ ャ レ ン ジ に 対 し
て 保 護 さ れ 、 ア ジ ュ バ ン ト 単 独 を 受 容 し た マ ウ ス の わ ず か １ ２ ％ （ １ ／ ８ ） と 対 比 さ れ る
（ 表 １ ） 。
【 ０ １ １ ７ 】
表 ５ 　 組 換 え 体 Ｂ Ｖ Ｈ － Ｐ ７ タ ン パ ク 質 の 、 Ｇ Ａ Ｓ 菌 株 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 　 １ ２ ３ ８ ４ （ タ イ プ ３
） に 対 す る 保 護 を 誘 起 す る 能 力
【 表 ６ 】
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【 図 ３ － １ 】 【 図 ３ － ２ 】

【 図 ３ － ３ 】 【 図 ３ － ４ 】
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【 国 際 公 開 パ ン フ レ ッ ト 】
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【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 14年 11月 4日 (2002.11.4)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ １ １
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ １ １ 】
【 図 １ 】 図 １ は 、 血 清 型 Ｍ １ S. pyoegenes菌 株 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ ７ ０ ０ ２ ９ ４ 由 来 の Ｂ Ｖ Ｈ － Ｐ ７
遺 伝 子 の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 示 す ； 配 列 番 号 １ 。 配 列 の 下 線 部 分 は 、 リ ー ダ ー ペ プ チ ド を コ ー ド
す る 領 域 を 示 す 。
【 図 ２ 】 図 ２ は 、 血 清 型 Ｍ １ S. pyogenes菌 株 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ ７ ０ ０ ２ ９ ４ 由 来 の ア ミ ノ 酸 配 列
Ｂ Ｖ Ｈ － Ｐ ７ タ ン パ ク 質 を 示 す ； 配 列 番 号 ２ 。 下 線 の 配 列 は 、 ２ １ ア ミ ノ 酸 残 基 の リ ー ダ
ー ペ プ チ ド を 示 す 。
【 図 ３ － １ 】 図 ３ － １ は 、 Ｓ ｐ ｙ ７ ４ （ 配 列 番 号 ３ ） 、 Ｓ ｐ ｙ ７ ０ （ 配 列 番 号 ４ ） 、 Ｓ ｐ
ｙ ６ ９ （ 配 列 番 号 ５ ） 、 Ｓ ｐ ｙ ６ ８ （ 配 列 番 号 ６ ） 、 Ｓ ｐ ｙ ６ ０ （ 配 列 番 号 ７ ） 、 Ａ Ｔ Ｃ
Ｃ １ ２ ３ ５ ７ （ 配 列 番 号 ８ ） 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ ７ ０ ０ ２ ９ ４ （ 配 列 番 号 ２ ） 、 S. pyogenes菌 株
由 来 の Ｂ Ｖ Ｈ － Ｐ ７ オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム の 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 の 、 MacVector配
列 分 析 ソ フ ト ウ ェ ア （ バ ー ジ ョ ン ６ ． ５ ） か ら の プ ロ グ ラ ム Clustal Wを 使 用 す る こ と に
よ る 比 較 を 示 す 。 ア ラ イ ン メ ン ト の 下 で 、 ＊ お よ び .文 字 が そ れ ぞ れ 同 一 お よ び 類 似 の ア
ミ ノ 酸 残 基 を 示 す コ ン セ ン サ ス ラ イ ン が あ る 。
【 図 ３ － ２ 】 図 ３ － ２ は 、 Ｓ ｐ ｙ ７ ４ （ 配 列 番 号 ３ ） 、 Ｓ ｐ ｙ ７ ０ （ 配 列 番 号 ４ ） 、 Ｓ ｐ
ｙ ６ ９ （ 配 列 番 号 ５ ） 、 Ｓ ｐ ｙ ６ ８ （ 配 列 番 号 ６ ） 、 Ｓ ｐ ｙ ６ ０ （ 配 列 番 号 ７ ） 、 Ａ Ｔ Ｃ
Ｃ １ ２ ３ ５ ７ （ 配 列 番 号 ８ ） 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ ７ ０ ０ ２ ９ ４ （ 配 列 番 号 ２ ） 、 S. pyogenes菌 株
由 来 の Ｂ Ｖ Ｈ － Ｐ ７ オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム の 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 の 、 MacVector配
列 分 析 ソ フ ト ウ ェ ア （ バ ー ジ ョ ン ６ ． ５ ） か ら の プ ロ グ ラ ム Clustal Wを 使 用 す る こ と に
よ る 比 較 を 示 す 。 ア ラ イ ン メ ン ト の 下 で 、 ＊ お よ び .文 字 が そ れ ぞ れ 同 一 お よ び 類 似 の ア
ミ ノ 酸 残 基 を 示 す コ ン セ ン サ ス ラ イ ン が あ る 。
【 図 ３ － ３ 】 図 ３ － ３ は 、 Ｓ ｐ ｙ ７ ４ （ 配 列 番 号 ３ ） 、 Ｓ ｐ ｙ ７ ０ （ 配 列 番 号 ４ ） 、 Ｓ ｐ
ｙ ６ ９ （ 配 列 番 号 ５ ） 、 Ｓ ｐ ｙ ６ ８ （ 配 列 番 号 ６ ） 、 Ｓ ｐ ｙ ６ ０ （ 配 列 番 号 ７ ） 、 Ａ Ｔ Ｃ
Ｃ １ ２ ３ ５ ７ （ 配 列 番 号 ８ ） 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ ７ ０ ０ ２ ９ ４ （ 配 列 番 号 ２ ） 、 S. pyogenes菌 株
由 来 の Ｂ Ｖ Ｈ － Ｐ ７ オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム の 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 の 、 MacVector配
列 分 析 ソ フ ト ウ ェ ア （ バ ー ジ ョ ン ６ ． ５ ） か ら の プ ロ グ ラ ム Clustal Wを 使 用 す る こ と に
よ る 比 較 を 示 す 。 ア ラ イ ン メ ン ト の 下 で 、 ＊ お よ び .文 字 が そ れ ぞ れ 同 一 お よ び 類 似 の ア
ミ ノ 酸 残 基 を 示 す コ ン セ ン サ ス ラ イ ン が あ る 。
【 図 ３ － ４ 】 図 ３ － ４ は 、 Ｓ ｐ ｙ ７ ４ （ 配 列 番 号 ３ ） 、 Ｓ ｐ ｙ ７ ０ （ 配 列 番 号 ４ ） 、 Ｓ ｐ
ｙ ６ ９ （ 配 列 番 号 ５ ） 、 Ｓ ｐ ｙ ６ ８ （ 配 列 番 号 ６ ） 、 Ｓ ｐ ｙ ６ ０ （ 配 列 番 号 ７ ） 、 Ａ Ｔ Ｃ
Ｃ １ ２ ３ ５ ７ （ 配 列 番 号 ８ ） 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ ７ ０ ０ ２ ９ ４ （ 配 列 番 号 ２ ） 、 S. pyogenes菌 株
由 来 の Ｂ Ｖ Ｈ － Ｐ ７ オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム の 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 の 、 MacVector配
列 分 析 ソ フ ト ウ ェ ア （ バ ー ジ ョ ン ６ ． ５ ） か ら の プ ロ グ ラ ム Clustal Wを 使 用 す る こ と に
よ る 比 較 を 示 す 。 ア ラ イ ン メ ン ト の 下 で 、 ＊ お よ び .文 字 が そ れ ぞ れ 同 一 お よ び 類 似 の ア
ミ ノ 酸 残 基 を 示 す コ ン セ ン サ ス ラ イ ン が あ る 。
【 手 続 補 正 ２ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ １ ０ ０
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ １ ０ ０ 】
S.pyogenes BVH-P7（ 配 列 番 号 １ ） 遺 伝 子 の コ ー ド 領 域 を 、 血 清 型 Ｍ １ 　 S. pyogenes菌 株
Ａ Ｔ Ｃ Ｃ ／ ０ ０ ２ ９ ４ の ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ か ら Ｐ Ｃ Ｒ に よ っ て 増 幅 す る （ Robocycler Gradien
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t 96 Temperature cycler, Stratagene, Lajolla, CA） 。 表 １ に 示 す 、 制 限 部 位 Ｎ ｄ ｅ Ｉ
（ Ｃ Ａ Ｔ Ａ Ｔ Ｇ ） お よ び Ｎ ｏ ｔ Ｉ （ Ｇ Ｃ Ｇ Ｇ Ｃ Ｃ Ｇ Ｃ ） の 付 加 の た め の 塩 基 伸 長 物 を 含 ま
せ る 以 下 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー を 使 用 す る ： Ｄ Ｍ Ａ Ｒ ２ ９ ３ （ 配 列 番 号 ９ ） お
よ び Ｄ Ｍ Ａ Ｒ ２ ９ ４ （ 配 列 番 号 １ ０ ） 。 Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 を 、 製 造 者 の 指 示 （ Chatsworth, CA）
に し た が っ て 、 QIAgenか ら の QIAquickゲ ル 抽 出 キ ッ ト を 使 用 し て ア ガ ロ ー ス ゲ ル か ら 精 製
し 、 そ し て Ｎ ｄ ｅ Ｉ お よ び Ｎ ｏ ｔ Ｉ で 消 化 す る （ Amersham Pharmacia Biotech Inc, Baie
 d'Urfe, Canada） 。 ｐ Ｅ Ｔ － ２ １ （ ＋ ） ベ ク タ ー （ Novagen, Madison, WI)を 、 Ｎ ｄ ｅ Ｉ
お よ び Ｎ ｏ ｔ Ｉ で 消 化 し 、 そ し て QIAgen(Chatsworth, CA)か ら の QIAquickゲ ル 抽 出 キ ッ ト
を 使 用 し て ア ガ ロ ー ス ゲ ル か ら 精 製 し た 。 Ｎ ｄ ｅ Ｉ － Ｎ ｏ ｔ Ｉ 　 Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 を 、 Ｎ ｄ ｅ Ｉ
－ Ｎ ｏ ｔ Ｉ 　 ｐ Ｅ Ｔ － ２ １ ｂ （ ＋ ） 発 現 ベ ク タ ー に ラ イ ゲ ー ト さ せ た 。 ラ イ ゲ ー ト さ れ た
産 物 を 、 Simanisの 方 法 （ Hanahan, D. DNA Cloning, 1085, D.M. Glover(ed), pp.109-13
5） に し た が っ て
【 化 １ 】
　
　
　
　
に 移 入 し た 。 Ｂ Ｖ Ｈ － Ｐ ７ 遺 伝 子 を 含 む 組 み 換 え 体 ｐ Ｅ Ｔ － ２ １ ｂ （ ＋ ） プ ラ ス ミ ド （ ｒ
ｐ Ｅ Ｔ ２ １ ｂ （ ＋ ） ） を QIAgenプ ラ ス ミ ド キ ッ ト （ Chatsworth, CA） を 使 用 し て 精 製 し 、
そ し て Ｄ Ｎ Ａ イ ン サ ー ト を 配 列 決 定 し た （ Taq Dye Deoxy Terminator Cycle Sequencing 
kit, ABI, Foster City, CA） 。
【 手 続 補 正 ３ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ １ ０ １
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ １ ０ １ 】
表 １ 　 Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 ま た は S. pyogenes BVE-P7遺 伝 子 の た め に 使 用 さ れ る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド プ ラ イ マ ー
【 表 １ 】
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【 手 続 補 正 ４ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ １ ０ ３
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ １ ０ ３ 】
Ｂ Ｖ Ｈ － Ｐ ７ （ 配 列 番 号 １ ） 遺 伝 子 の Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 に よ っ て 存 在 を 確 認 す る た め に 、 以 下 の
４ つ の 血 清 学 的 に 明 瞭 な S. pyogenes菌 株 を 使 用 し た ： 血 清 型 Ｍ １  S. pyogenes菌 株 Ａ Ｔ
Ｃ Ｃ ７ ０ ０ ２ ９ ４ お よ び 血 清 型 M3 S.pyogenes菌 株 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ １ ２ ３ ８ ４ を 、 ア メ リ カ ン タ
イ プ カ ル チ ャ ー コ レ ク シ ョ ン (Rockville, MD)か ら 取 得 し た ； 血 清 型 Ｍ ６ 　 S. pyogenes S
PY67臨 床 的 単 離 株 は 、 Centre de recherche en infectiologie du Centre hospitalier d
e l' universite Laval, Sainte-Foyに よ っ て 提 供 さ れ た ;お よ び マ ウ ス か ら 当 初 単 離 さ れ
た S. pyogenes菌 株 Ｂ ５ １ ４ は 、 University of Alabama, Birminghamか ら Susan Hollings
headに よ っ て 提 供 さ れ た 。 E. coli菌 株 Ｘ Ｌ １ － Ｂ ｌ ｕ ｅ 　 Ｍ Ｒ Ｆ を 、 ネ ガ テ ィ ブ コ ン ト
ロ ー ル と し て こ れ ら の 実 験 で 使 用 し た 。 染 色 体 性 Ｄ Ｎ Ａ を 、 以 前 記 載 さ れ た よ う に そ れ ぞ
れ の S. pyogenes菌 株 か ら 単 離 し た （ Jayarao EM et al., 1991. J. Clin. Microbiol. 29
:2774-2778） 。 Ｂ Ｖ Ｈ － Ｐ ７ （ 配 列 番 号 １ ） 遺 伝 子 を 、 ４ つ の S. pyogenes菌 株 か ら 精 製
さ れ た ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ か ら Ｐ Ｃ Ｒ （ Robocycler Gradient 96 Temperature cycler, Stratag
ene, Lajolla, Ca） に よ っ て 、 そ し て コ ン ト ロ ー ル E. coli菌 株 を オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ
ラ イ マ ー Ｄ Ｍ Ａ Ｒ ２ ９ ３ （ 配 列 番 号 ９ ） お よ び Ｄ Ｍ Ａ Ｒ ２ ９ ４ （ 配 列 番 号 １ ０ ） （ 表 １ ）
を 使 用 し て 増 幅 し た 。 Ｐ Ｃ Ｒ を 、 ４ ５ 秒 間 の ９ ５ ℃ 、 ４ ５ 秒 間 の ５ ０ ℃ お よ び ２ 分 間 の ７
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２ ℃ の ３ ０ サ イ ク ル お よ び ７ 分 間 の ７ ２ ℃ の 最 終 伸 長 期 間 で 実 施 し た 。 Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 を 、 １
％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル 中 で サ イ ズ 分 画 化 し 、 そ し て 臭 化 エ チ ジ ウ ム 染 色 に よ っ て 可 視 化 し た 。
こ れ ら の Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 の 結 果 を 表 ２ に 表 す 。 増 幅 産 物 の 分 析 は 、 Ｂ Ｖ Ｈ － Ｐ ７ （ 配 列 番 号 １
） 遺 伝 子 が 試 験 さ れ た ４ つ の S. pyogenes菌 株 の す べ て の ゲ ノ ム 中 に 存 在 し た 。 そ の よ う
な 産 物 を 、 コ ン ト ロ ー ル E. coli　 Ｄ Ｎ Ａ が こ れ ら の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー と 同
一 の Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 に 服 す る と き 検 出 し た 。
【 手 続 補 正 ５ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ １ ０ ６
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ １ ０ ６ 】
リ ー ダ ー ペ プ チ ド 領 域 を 欠 く Ｂ Ｖ Ｈ － Ｐ ７ （ 配 列 番 号 １ ） 遺 伝 子 の コ ー ド 領 域 を 、 表 １ に
記 載 の 、 制 限 部 位 Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ （ Ｇ Ｇ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ ） お よ び Ｓ ａ ｌ Ｉ （ Ｇ Ｔ Ｃ Ｇ Ａ Ｃ ） の 付 加 の
た め の 塩 基 伸 長 物 を 含 ん だ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー Ｄ Ｍ Ａ Ｒ ４ ８ ０ ａ （ 配 列 番 号 １
１ ） お よ び Ｄ Ｍ Ａ Ｒ ４ ８ １ ａ （ 配 列 番 号 １ ２ ） を 使 用 し て 、 血 清 型 Ｍ １ 　 S. pyogenes菌
株 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ ７ ０ ０ ２ ９ ４ の ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ か ら Ｐ Ｃ Ｒ （ Robocycler Gradient 96 Temperatu
re cycler, Stratagene, Lajolla, CA)に よ っ て 増 幅 し た 。 Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 を 、 QIAgen(chatsw
orth, CA)か ら の QIAquickゲ ル 抽 出 キ ッ ト を 使 用 し て ア ガ ロ ー ス ゲ ル か ら 精 製 し 、 制 限 酵
素 （ Amersham Pharmacia Biotech Inc, Baied'Uefe, Canada） で 消 化 し た 。 ｐ Ｃ Ｍ Ｖ － Ｇ
Ｈ ベ ク タ ー （ Laboratory of Dr. Stephen A. Johnston, Department of Biochemistry, T
he University of Texas, Dallas, Texas)を 、 Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ お よ び Ｓ ａ ｌ Ｉ で 消 化 し 、 そ し
て Ｑ Ｉ Ａ ｇ ｅ ｎ （ Chatsworth, CA)か ら の QIAquickゲ ル 抽 出 キ ッ ト を 使 用 し て ア ガ ロ ー ス
ゲ ル か ら 精 製 し た 。 Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ － Ｓ ａ ｌ Ｉ 　 Ｄ Ｎ Ａ フ ラ グ メ ン ト を 、 Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ － Ｓ ａ ｌ
Ｉ － ｐ Ｃ Ｍ Ｖ － Ｇ Ｈ ベ ク タ ー に ラ イ ゲ ー ト し 、 Ｃ Ｍ Ｖ プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 の ｈ Ｇ Ｈ － Ｂ
Ｖ Ｈ － Ｐ ７ 融 合 タ ン パ ク 質 を 創 出 し た 。 ラ イ ゲ ー ト し た 産 物 を 、 Simanisの 方 法 （ Hanahan
, D. DNA Cloning, 1985, D.M. Glover(ed), pp. 109-135） に し た が っ て 、
【 化 ２ 】
　
　
　
　
に 形 質 転 換 し た 。 組 み 換 え 体 ｐ Ｃ Ｍ Ｖ プ ラ ス ミ ド を 、 Ｑ Ｉ Ａ ｇ ｅ ｎ プ ラ ス ミ ド キ ッ ト （ Ch
atsworth, CA） を 使 用 し て 精 製 し そ し て Ｄ Ｎ Ａ イ ン サ ー ト の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 、 Ｄ Ｎ Ａ
配 列 決 定 に よ っ て 確 認 し た 。
【 手 続 補 正 ６ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 図 面
【 補 正 対 象 項 目 名 】 図 ３ － ４
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】

(84) JP 2004-531235 A 2004.10.14



【 図 ３ － ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 15年 5月 13日 (2003.5.13)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 特 許 請 求 の 範 囲
【 補 正 対 象 項 目 名 】 全 文
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 特 許 請 求 の 範 囲 】
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【 請 求 項 １ 】
（ ａ ） 配 列 番 号 ２ を 含 む ポ リ ペ プ チ ド 、
（ ｂ ） （ ａ ） の ポ リ ペ プ チ ド の 少 な く と も １ ０ 連 続 ア ミ ノ 酸 残 基 を 有 す る 抗 原 性 ま た は 免
疫 原 性 フ ラ グ メ ン ト を 含 む ポ リ ペ プ チ ド 、
（ ｃ ） （ ａ ） ま た は （ ｂ ） の ポ リ ペ プ チ ド に 少 な く と も ７ ０ ％ 同 一 性 を 有 す る 抗 原 性 ま た
は 免 疫 原 性 ア ナ ロ グ を 含 む ポ リ ペ プ チ ド 、
（ ｄ ） （ ａ ） ま た は （ ｂ ） の ポ リ ペ プ チ ド に 少 な く と も ９ ５ ％ 同 一 性 を 有 す る 抗 原 性 ま た
は 免 疫 原 性 ア ナ ロ グ を 含 む ポ リ ペ プ チ ド 、
（ ｅ ） （ ａ ） 、 （ ｂ ） 、 （ ｃ ） お よ び （ ｄ ） の い ず れ か の ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 特 異 性 を 有
す る 抗 体 を 生 成 で き る ポ リ ペ プ チ ド 、
（ ｆ ） （ ａ ） 、 （ ｂ ） 、 （ ｃ ） お よ び （ ｄ ） の い ず れ か の ポ リ ペ プ チ ド の エ ピ ト ー プ を 有
す る 部 分 、
（ ｇ ） （ ａ ） 、 （ ｂ ） 、 （ ｃ ） 、 （ ｄ ） 、 （ ｅ ） お よ び （ ｆ ） の い ず れ か の ポ リ ペ プ チ ド
、 こ こ で 該 Ｎ 末 端 Ｍ ｅ ｔ 残 基 は 欠 失 し て い る 、 お よ び
（ ｈ ） （ ａ ） 、 （ ｂ ） 、 （ ｃ ） 、 （ ｄ ） 、 （ ｅ ） 、 （ ｆ ） お よ び （ ｇ ） の い ず れ か の ポ リ
ペ プ チ ド 、 こ こ で 該 分 泌 ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 欠 失 さ れ て い る 、
か ら 選 択 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 単 離 ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ 】
（ ａ ） 配 列 番 号 ２ を 含 む ポ リ ペ プ チ ド 、
（ ｂ ） （ ａ ） の ポ リ ペ プ チ ド に 少 な く と も ７ ０ ％ 同 一 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 、
（ ｃ ） （ ａ ） の ポ リ ペ プ チ ド に 少 な く と も ９ ５ ％ 同 一 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 、
（ ｄ ） （ ａ ） の ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 特 異 性 を 有 す る 抗 体 を 生 成 で き る ポ リ ペ プ チ ド 、
（ ｅ ） （ ａ ） の ポ リ ペ プ チ ド の エ ピ ト ー プ を 有 す る 部 分 、
（ ｆ ） （ ａ ） 、 （ ｂ ） 、 （ ｃ ） 、 （ ｄ ） お よ び （ ｅ ） の い ず れ か の ポ リ ペ プ チ ド 、 こ こ で
該 Ｎ 末 端 Ｍ ｅ ｔ 残 基 は 、 欠 失 さ れ て い る 、
（ ｇ ） （ ａ ） 、 （ ｂ ） 、 （ ｃ ） 、 （ ｄ ） お よ び （ ｆ ） の い ず れ か の ポ リ ペ プ チ ド 、 こ こ で
該 分 泌 ア ミ ノ 酸 配 列 は 欠 失 さ れ て い る 、
か ら 選 択 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 単 離 ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ３ 】
請 求 項 １ ま た は 請 求 項 ２ の ポ リ ペ プ チ ド の ２ ま た は ３ 以 上 を 含 む キ メ ラ ポ リ ペ プ チ ド で あ
っ て 、 該 ポ リ ペ プ チ ド が キ メ ラ ポ リ ペ プ チ ド を 形 成 す る よ う に 連 結 さ れ て い る 、 キ メ ラ ポ
リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ４ 】
（ ａ ） 配 列 番 号 １ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、
（ ｂ ） 配 列 番 号 １ の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 お よ び
（ ｃ ） （ ａ ） ま た は （ ｂ ） の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的 で あ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、
か ら 選 択 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 単 離 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ５ 】
（ ａ ） 配 列 番 号 １ を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、
（ ｂ ） 請 求 項 ２ の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 お よ び
（ ｃ ） （ ａ ） ま た は （ ｂ ） の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的 で あ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、
か ら 選 択 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 単 離 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ６ 】
当 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が Ｄ Ｎ Ａ で あ る 、 請 求 項 ４ ま た は 請 求 項 ５ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ７ 】
当 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が Ｒ Ｎ Ａ で あ る 、 請 求 項 ４ ま た は 請 求 項 ５ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ８ 】
ス ト リ ン ジ ェ ン ト 条 件 下 で 、
（ ａ ） ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 ま た は
（ ｂ ） ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の 相 補 物
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に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 請 求 項 ４ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ っ て 、
こ こ で 当 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 、 配 列 番 号 ２ ま た は そ の 抗 原 性 ま た は 免 疫 原 性 フ ラ グ メ ン
ト ま た は 抗 原 性 ま た は 免 疫 原 性 ア ナ ロ グ を 含 む 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ９ 】
ス ト リ ン ジ ェ ン ト 条 件 下 で 、
（ ａ ） ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 ま た は
（ ｂ ） ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の 相 補 物
に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 請 求 項 ５ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ っ て 、
こ こ で 当 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 配 列 番 号 ２ を 含 む 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ ０ 】
ス ト リ ン ジ ェ ン ト 条 件 下 で 、
（ ａ ） ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 ま た は
（ ｂ ） ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の 相 補 物
に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 請 求 項 ４ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ っ て 、
こ こ で 当 該 ポ リ ペ プ チ ド が 、 配 列 番 号 ２ ま た は そ の 抗 原 性 ま た は 免 疫 原 性 フ ラ グ メ ン ト ま
た は 抗 原 性 ま た は 免 疫 原 性 ア ナ ロ グ を 含 む 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ １ 】
ス ト リ ン ジ ェ ン ト 条 件 下 で 、
（ ａ ） ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 ま た は
（ ｂ ） ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の 相 補 物
に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 請 求 項 ５ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ っ て 、
こ こ で 当 該 ポ リ ペ プ チ ド が 、 配 列 番 号 ２ を 含 む ポ リ ペ プ チ ド か ら の 少 な く と も １ ０ 連 続 ア
ミ ノ 酸 残 基 を 含 む 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ ２ 】
当 該 Ｄ Ｎ Ａ が 発 現 制 御 領 域 に 作 動 可 能 に 連 結 さ れ て い る 、 請 求 項 ４ ま た は 請 求 項 ５ の ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 １ ３ 】
請 求 項 １ ２ の ベ ク タ ー で ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 １ ４ 】
当 該 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 に 好 適 な 条 件 下 で 請 求 項 １ ３ の 宿 主 細 胞 を 培 養 す る こ と を 含 む 、
ポ リ ペ プ チ ド を 生 産 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
請 求 項 １ ま た は 請 求 項 ２ の ポ リ ペ プ チ ド ま た は 請 求 項 ３ の キ メ ラ ポ リ ペ プ チ ド 、 お よ び 薬
学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 、 希 釈 剤 ま た は ア ジ ュ バ ン ト を 含 む 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ６ 】
丹 毒 、 咽 頭 炎 お よ び 膿 痂 疹 、 猩 紅 熱 、 お よ び 侵 入 性 疾 患 、 例 え ば 菌 血 症 お よ び 壊 死 性 筋 膜
炎 お よ び ま た 毒 性 シ ョ ッ ク に 感 受 性 の 宿 主 に お け る 、 丹 毒 、 咽 頭 炎 お よ び 膿 痂 疹 、 猩 紅 熱
、 お よ び 侵 入 性 疾 患 、 例 え ば 菌 血 症 お よ び 壊 死 性 筋 膜 炎 の 予 防 的 ま た は 治 療 的 処 置 の た め
の 方 法 で あ っ て 、 当 該 宿 主 に 予 防 ま た は 治 療 的 量 の 請 求 項 １ ５ の 組 成 物 を 投 与 す る こ と を
含 む 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
Streptococcus pyogenes感 染 に 感 受 性 の 宿 主 に お け る 、 Sterptococcus pyogenes細 菌 性 感
性 の 予 防 ま た は 治 療 的 処 置 の た め の 方 法 で あ っ て 、 当 該 宿 主 に 予 防 ま た は 治 療 的 量 の 請 求
項 １ ５ の 組 成 物 を 投 与 す る こ と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
該 宿 主 が 動 物 で あ る 、 請 求 項 １ ６ ま た は 請 求 項 １ ７ の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
ス ト レ プ ト コ ッ カ ス 性 感 染 に 感 受 性 の 宿 主 に お け る 、 ス ト レ プ ト コ ッ カ ス 性 感 染 の 診 断 方
法 で あ っ て 、
（ ａ ） 該 宿 主 か ら 生 物 学 的 サ ン プ ル を 取 得 す る こ と 、
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（ ｂ ） 抗 体 ま た は 請 求 項 １ な い し ３ の い ず れ か の ポ リ ペ プ チ ド と 反 応 性 で あ る そ の 機 能 性
フ ラ グ メ ン ト を 、 該 生 物 学 的 サ ン プ ル と イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 混 合 物 を 形 成 す る こ と 、 お よ
び
（ ｃ ） 該 混 合 物 中 の 、 特 異 的 に 結 合 し た 抗 体 ま た は 結 合 し た 機 能 性 フ ラ グ メ ン ト を 検 出 し
、 こ れ が ス ト レ プ ト コ ッ カ ス 性 感 染 の 存 在 を 指 摘 す る こ と 、
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
生 物 学 的 サ ン プ ル に お け る 、 ス ト レ プ ト コ ッ カ ス 抗 原 に 特 異 的 な 抗 体 の 検 出 の た め の 方 法
で あ っ て 、
（ ａ ） 宿 主 か ら 生 物 学 的 サ ン プ ル を 取 得 す る こ と 、
（ ｂ ） 請 求 項 １ な い し ３ の い ず れ か の １ ま た は ２ 以 上 の ポ リ ペ プ チ ド を 、 該 生 物 学 的 サ ン
プ ル と イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 混 合 物 を 形 成 す る こ と 、 お よ び
（ ｃ ） 該 混 合 物 中 の 特 異 的 に 結 合 し た 抗 原 を 検 出 し 、 こ れ が ス ト レ プ ト コ ッ カ ス に 特 異 的
で あ る 抗 体 の 存 在 を 指 摘 す る こ と 、
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
請 求 項 １ な い し ３ の い ず れ か の ポ リ ペ プ チ ド の 、 ス ト レ プ ト コ ッ カ ス 性 感 染 の 予 防 ま た は
治 療 的 処 置 の た め の 医 薬 の 製 造 に お け る 使 用 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
請 求 項 １ な い し ３ の い ず れ か の ポ リ ペ プ チ ド の 、 ス ト レ プ ト コ ッ カ ス 性 感 染 の 予 防 ま た は
治 療 的 処 置 の た め の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
請 求 項 １ な い し ３ の い ず れ か の ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 、 ス ト レ プ ト コ ッ カ ス 性 感 染 の 検 出 ま
た は 診 断 の た め の キ ッ ト 。
【 手 続 補 正 ２ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ １ ４
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ １ ４ 】
１ 側 面 に し た が っ て 、 本 発 明 は 、 配 列 番 号 ２ ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト ま た は ア ナ ロ グ を 含
む 第 ２ ポ リ ペ プ チ ド に 少 な く と も ８ ０ ％ 同 一 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 単 離 ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド を 提 供 す る 。
本 発 明 の １ 側 面 に し た が っ て ： （ ａ ） 配 列 番 号 ２ を 含 む ポ リ ペ プ チ ド 、 （ ｂ ） （ ａ ） の ポ
リ ペ プ チ ド の 少 な く と も １ ０ 連 続 ア ミ ノ 酸 残 基 を 有 す る 抗 原 性 ま た は 免 疫 原 性 フ ラ グ メ ン
ト を 含 む ポ リ ペ プ チ ド 、 （ ｃ ） （ ａ ） ま た は （ ｂ ） の ポ リ ペ プ チ ド に 少 な く と も ７ ０ ％ 同
一 性 を 有 す る 抗 原 性 ま た は 免 疫 原 性 ア ナ ロ グ を 含 む ポ リ ペ プ チ ド 、 （ ｄ ） （ ａ ） ま た は （
ｂ ） の ポ リ ペ プ チ ド に 少 な く と も ９ ５ ％ 同 一 性 を 有 す る 抗 原 性 ま た は 免 疫 原 性 ア ナ ロ グ を
含 む ポ リ ペ プ チ ド 、 （ ｅ ） （ ａ ） 、 （ ｂ ） 、 （ ｃ ） お よ び （ ｄ ） の い ず れ か の ポ リ ペ プ チ
ド に 少 な く と も ９ ５ ％ 同 一 性 を 有 す る 抗 原 性 ま た は 免 疫 原 性 ア ナ ロ グ を 含 む ポ リ ペ プ チ ド
、 （ ｆ ） （ ａ ） 、 （ ｂ ） 、 （ ｃ ） お よ び （ ｄ ） の い ず れ か の ポ リ ペ プ チ ド の エ ピ ト ー プ を
有 す る 部 分 、 （ ｇ ） （ ａ ） 、 （ ｂ ） 、 （ ｃ ） 、 （ ｄ ） 、 （ ｅ ） お よ び （ ｆ ） の い ず れ か の
ポ リ ペ プ チ ド 、 こ こ で 該 Ｎ 末 端 Ｍ ｅ ｔ 残 基 は 欠 失 し て い る 、 お よ び （ ｈ ） （ ａ ） 、 （ ｂ ）
、 （ ｃ ） 、 （ ｄ ） 、 （ ｅ ） 、 （ ｆ ） お よ び （ ｇ ） の い ず れ か の ポ リ ペ プ チ ド 、 こ こ で 該 分
泌 ア ミ ノ 酸 配 列 は 欠 失 さ れ て い る 、 か ら 選 択 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 単 離 ポ リ ペ プ チ ド
を 提 供 す る 。
本 発 明 の 更 な る 側 面 に し た が っ て ： （ ａ ） 配 列 番 号 ２ を 含 む ポ リ ペ プ チ ド 、 （ ｂ ） （ ａ ）
に 少 な く と も ７ ０ ％ 同 一 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 、 （ ｃ ） （ ａ ） の ポ リ ペ プ チ ド に 少 な く
と も ９ ５ ％ 同 一 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 、 （ ｄ ） （ ａ ） の ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 特 異 性 を 有
す る 抗 体 を 生 成 で き る ポ リ ペ プ チ ド 、 （ ｅ ） （ ａ ） の ポ リ ペ プ チ ド の エ ピ ト ー プ を 有 す る

(88) JP 2004-531235 A 2004.10.14



部 分 、 （ ｆ ） （ ａ ） 、 （ ｂ ） 、 （ ｃ ） 、 （ ｄ ） お よ び （ ｅ ） の い ず れ か の ポ リ ペ プ チ ド 、
こ こ で 該 Ｎ 末 端 Ｍ ｅ ｔ 残 基 は 、 欠 失 さ れ て い る 、 お よ び （ ｇ ） （ ａ ） 、 （ ｂ ） 、 （ ｃ ） 、
（ ｄ ） 、 （ ｅ ） お よ び （ ｆ ） の い ず れ か の ポ リ ペ プ チ ド 、 こ こ で 該 分 泌 ア ミ ノ 酸 配 列 は 欠
失 さ れ て い る 、 か ら 選 択 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 単 離 ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。
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