
(57)【要約】
【課題】　ブタ肺病原体の重要な１つであるアクチノバチルス・プレウロニウモニア（ AP
P ）からブタを保護するためのタンパク質に関する。
【解決手段】　 APP から単離された５種の新規低分子量タンパク質（“ Omp20”  , “ OmpW
” , “ Omp27” , “ OmpA1”、及び“ OmpA2”  ）を共有する新規抗原性タンパク質、それを
コードする DNA 分子、前記タンパク質を含んで成る、 APP に対するワクチンに関する。
【選択図】　　　なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 配 列 番 号 ６ の ア ミ ノ 酸 残 基 ２ ８ ～ ア ミ ノ 酸 残 基 ２ ５ ８ 、 配 列 番 号 ８ の ア ミ ノ 酸 残 基 ２ ０
～ ア ミ ノ 酸 残 基 ３ ６ ４ 、 及 び 配 列 番 号 １ ０ の ア ミ ノ 酸 残 基 ２ ０ ～ ア ミ ノ 酸 残 基 ３ ６ ９ か ら
成 る 群 か ら 選 択 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 実 質 的 に 精 製 さ れ た タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ２ 】
　 配 列 番 号 ６ ， ８ 及 び １ ０ か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 請 求 項 １ 記 載
の タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ３ 】
　 （ １ ） 配 列 番 号 ６ の ア ミ ノ 酸 残 基 ２ ８ ～ ア ミ ノ 酸 残 基 ２ ５ ８ 、 配 列 番 号 ８ の ア ミ ノ 酸 残
基 ２ ０ ～ ア ミ ノ 酸 残 基 ３ ６ ４ 、 及 び 配 列 番 号 １ ０ の ア ミ ノ 酸 残 基 ２ ０ ～ ア ミ ノ 酸 残 基 ３ ６
９ か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 に 対 し て お よ そ ７ ０ ％ 以 上 の 配 列 同 一 性 を 有 し
；
　 （ ２ ） 配 列 番 号 ６ の ア ミ ノ 酸 残 基 ２ ８ ～ ア ミ ノ 酸 残 基 ２ ５ ８ 、 配 列 番 号 ８ の ア ミ ノ 酸 残
基 ２ ０ ～ ア ミ ノ 酸 残 基 ３ ６ ４ 、 又 は 配 列 番 号 １ ０ の ア ミ ノ 酸 残 基 ２ ０ ～ ア ミ ノ 酸 残 基 ３ ６
９ の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら 、 １ ～ 複 数 個 の ア ミ ノ 酸 の 保 存 的 ア ミ ノ 酸 置 換 に よ り 異 り ； そ し て
　 （ ３ ） 動 物 に 投 与 し た 場 合 に Ａ Ｐ Ｐ － 特 異 的 抗 体 を 誘 導 す る の に 使 用 し 得 る ； ア ミ ノ 酸
配 列 を 有 す る 、 実 質 的 に 精 製 さ れ た タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ４ 】
　 （ １ ） 配 列 番 号 ６ ， ８ 及 び １ ０ か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 に 対 し て お よ そ
７ ０ ％ 以 上 の 配 列 同 一 性 を 有 し ；
　 （ ２ ） 配 列 番 号 ： ６ ， ８ 又 は １ ０ の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら 、 １ ～ 複 数 個 の ア ミ ノ 酸 の 保 存 的
ア ミ ノ 酸 置 換 に よ り 異 り ； そ し て
　 （ ３ ） 動 物 に 投 与 し た 場 合 に Ａ Ｐ Ｐ － 特 異 的 抗 体 を 誘 導 す る の に 使 用 し 得 る ； ア ミ ノ 酸
配 列 を 有 す る 、 実 質 的 に 精 製 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ５ 】
　 配 列 番 号 ６ の ア ミ ノ 酸 残 基 ２ ８ ～ ア ミ ノ 酸 残 基 ２ ５ ８ 、 配 列 番 号 ８ の ア ミ ノ 酸 残 基 ２ ０
～ ア ミ ノ 酸 残 基 ３ ６ ４ 、 及 び 配 列 番 号 １ ０ の ア ミ ノ 酸 残 基 ２ ０ ～ ア ミ ノ 酸 残 基 ３ ６ ９ か ら
成 る 群 か ら 選 択 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド の ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト で あ る
実 質 的 に 精 製 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ６ 】
　 配 列 番 号 ６ ， ８ 及 び １ ０ か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド
の ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト で あ る 請 求 項 ５ 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ７ 】
　 配 列 番 号 ６ の ア ミ ノ 酸 残 基 １ ～ ア ミ ノ 酸 残 基 ２ ７ 、 配 列 番 号 ８ の ア ミ ノ 酸 残 基 １ ～ ア ミ
ノ 酸 残 基 １ ９ 、 及 び 配 列 番 号 １ ０ の ア ミ ノ 酸 残 基 １ ～ ア ミ ノ 酸 残 基 １ ９ か ら 成 る 群 か ら 選
択 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 請 求 項 ６ 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ８ 】
　 キ ャ リ ヤ ー 又 は 融 合 パ ー ト ナ ー に 連 結 さ れ た 、 （ ａ ） 配 列 番 号 ６ の ア ミ ノ 酸 残 基 ２ ８ ～
ア ミ ノ 酸 残 基 ２ ５ ８ 、 配 列 番 号 ８ の ア ミ ノ 酸 残 基 ２ ０ ～ ア ミ ノ 酸 残 基 ３ ６ ４ 、 及 び 配 列 番
号 １ ０ の ア ミ ノ 酸 残 基 ２ ０ ～ ア ミ ノ 酸 残 基 ３ ６ ９ か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列
を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド ； 又 は （ ｂ ） 前 記 （ ａ ） の ポ リ ペ プ チ ド の ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト 、
を 有 す る 融 合 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ９ 】
　 前 記 融 合 パ ー ト ナ ー が 、 保 護 ペ プ チ ド 、 β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 、 trpE、 マ ル ト ー ス － 結
合 タ ン パ ク 質 、 グ ル タ チ オ ン － Ｓ － ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 及 び ポ リ ヒ ス チ ジ ン か ら 成 る 群 か
ら 選 択 さ れ る 請 求 項 ８ 記 載 の 融 合 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 前 記 融 合 パ ー ト ナ ー が 、 ア ミ ノ 酸 配 列 Met-Asn-Thr-Thr-Thr-Thr-Thr-Thr-Ser-Arg （ 配
列 番 号 ９ ６ ） を 含 ん で 成 る 保 護 ペ プ チ ド で あ る 請 求 項 ９ 記 載 の 融 合 タ ン パ ク 質 。
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【 請 求 項 １ １ 】
　 （ ａ ） 配 列 番 号 ６ の ア ミ ノ 酸 残 基 ２ ８ ～ ア ミ ノ 酸 残 基 ２ ５ ８ 、 配 列 番 号 ８ の ア ミ ノ 酸 残
基 ２ ０ ～ ア ミ ノ 酸 残 基 ３ ６ ４ 、 及 び 配 列 番 号 １ ０ の ア ミ ノ 酸 残 基 ２ ０ ～ ア ミ ノ 酸 残 基 ３ ６
９ か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド ； （ ｂ ） 前 記 （ ａ ） の ポ
リ ペ プ チ ド の ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト ； あ る い は （ ｃ ） キ ャ リ ヤ ー 又 は 融 合 パ ー ト ナ ー に 連
結 さ れ た 、 前 記 （ ａ ） の ポ リ ペ プ チ ド 又 は （ ｂ ） の ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト を 含 ん で 成 る 融
合 タ ン パ ク 質 、 の 類 似 体 又 は 誘 導 体 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 配 列 番 号 ６ の ア ミ ノ 酸 残 基 ２ ８ ～ ア ミ ノ 酸 残 基 ２ ５ ８ 、 配 列 番 号 ８ の ア ミ ノ 酸 残 基 ２ ０
～ ア ミ ノ 酸 残 基 ３ ６ ４ 、 及 び 配 列 番 号 １ ０ の ア ミ ノ 酸 残 基 ２ ０ ～ ア ミ ノ 酸 残 基 ３ ６ ９ か ら
成 る 群 か ら 選 択 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で 成 る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド
配 列 を 含 ん で 成 る 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 配 列 番 号 ５ の nt２ ３ ８ ～ nt９ ３ ３ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で 成 る 、 配 列 番 号 ６ の ア ミ
ノ 酸 残 基 ２ ８ ～ ア ミ ノ 酸 残 基 ２ ５ ８ の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る 請 求 項 １ ２ 記 載 の 単 離 さ
れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 配 列 番 号 ６ の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る 請 求 項 １ ２ 記 載 の 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
分 子 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 配 列 番 号 ５ の nt１ ５ ７ ～ nt９ ３ ３ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で 成 る 請 求 項 １ ４ 記 載 の 単
離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 配 列 番 号 ５ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で 成 る 請 求 項 １ ５ 記 載 の 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド 分 子 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 配 列 番 号 ７ の nt６ ７ １ ～ nt１ ７ ０ ８ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で 成 る 、 配 列 番 号 ８ の ア
ミ ノ 酸 残 基 ２ ０ ～ ア ミ ノ 酸 残 基 ３ ６ ４ の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る 請 求 項 １ ２ 記 載 の 単 離
さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 配 列 番 号 ８ の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る 請 求 項 １ ２ 記 載 の 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
分 子 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 配 列 番 号 ７ の nt６ １ ４ ～ nt１ ７ ０ ８ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で 成 る 請 求 項 １ ８ 記 載 の
単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 配 列 番 号 ７ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で 成 る 請 求 項 １ ９ 記 載 の 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド 分 子 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 配 列 番 号 ９ の nt２ ５ ４ ～ nt１ ３ ０ ６ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で 成 る 、 配 列 番 号 １ ０ の
ア ミ ノ 酸 残 基 ２ ０ ～ ア ミ ノ 酸 残 基 ３ ６ ９ の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る 請 求 項 １ ２ 記 載 の 単
離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 配 列 番 号 １ ０ の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る 請 求 項 １ ２ 記 載 の 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド 分 子 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 配 列 番 号 ９ の nt１ ９ ７ ～ nt１ ３ ０ ６ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で 成 る 請 求 項 ２ ２ 記 載 の
単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 配 列 番 号 ９ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で 成 る 請 求 項 ２ ３ 記 載 の 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ
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チ ド 分 子 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 配 列 番 号 ６ の ア ミ ノ 酸 残 基 ２ ８ ～ ア ミ ノ 酸 残 基 ２ ５ ８ 、 配 列 番 号 ８ の ア ミ ノ 酸 残 基 ２ ０
～ ア ミ ノ 酸 残 基 ３ ６ ４ 、 及 び 配 列 番 号 １ ０ の ア ミ ノ 酸 残 基 ２ ０ ～ ア ミ ノ 酸 残 基 ３ ６ ９ か ら
成 る 群 か ら 選 択 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列
を 含 ん で 成 る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 の 相 補 体 に 対 し て 高 ス ト リ ン ジ ェ ン ト 条 件 下 で ハ イ ブ
リ ダ イ ズ し ； 且 つ 、 動 物 に 投 与 し た 場 合 に Ａ Ｐ Ｐ － 特 異 的 抗 体 の 生 産 を 誘 導 す る た め に 使
用 す る こ と が で き る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し 、 又 は Ａ Ｐ Ｐ に 感 染 し た ブ タ か ら の 流 体 サ ン
プ ル も し く は 組 織 サ ン プ ル 中 の Ａ Ｐ Ｐ － 特 異 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 の 存 在 を 検 出 す る 診
断 剤 と し て 使 用 す る こ と が で き る 、 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 配 列 番 号 ６ の ア ミ ノ 酸 残 基 ２ ８ ～ ア ミ ノ 酸 残 基 ２ ５ ８ 、 配 列 番 号 ８ の ア ミ ノ 酸 残 基 ２ ０
～ ア ミ ノ 酸 残 基 ３ ６ ４ 、 及 び 配 列 番 号 １ ０ の ア ミ ノ 酸 残 基 ２ ０ ～ ア ミ ノ 酸 残 基 ３ ６ ９ か ら
成 る 群 か ら 選 択 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で 成 る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド
配 列 の 実 質 的 な 部 分 で あ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら 成 る 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 配 列 番 号 ６ の ア ミ ノ 酸 残 基 １ ～ ア ミ ノ 酸 残 基 ２ ７ 、 配 列 番 号 ８ の ア ミ ノ 酸 残 基 １ ～ ア ミ
ノ 酸 残 基 １ ９ 、 及 び 配 列 番 号 １ ０ の ア ミ ノ 酸 残 基 １ ～ ア ミ ノ 酸 残 基 １ ９ か ら 成 る 群 か ら 選
択 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 の 相 補 体
に 対 し て 高 緊 縮 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 の 実 質 的 部 分 で あ り ；
且 つ 、 動 物 に 投 与 し た 場 合 に Ａ Ｐ Ｐ － 特 異 的 抗 体 の 生 産 を 誘 導 す る た め に 使 用 す る こ と が
で き る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し 、 又 は Ａ Ｐ Ｐ に 感 染 し た ブ タ か ら の 流 体 サ ン プ ル も し く は
組 織 サ ン プ ル 中 の Ａ Ｐ Ｐ － 特 異 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 の 存 在 を 検 出 す る 診 断 剤 と し て 使
用 す る こ と が で き る 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら 成 る 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 配 列 番 号 ６ の ア ミ ノ 酸 残 基 １ ～ ア ミ ノ 酸 残 基 ２ ７ 、 配 列 番 号 ８ の ア ミ ノ 酸 残 基 １ ～ ア ミ
ノ 酸 残 基 １ ９ 、 及 び 配 列 番 号 １ ０ の ア ミ ノ 酸 残 基 １ ～ ア ミ ノ 酸 残 基 １ ９ か ら 成 る 群 か ら 選
択 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で 成 る 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド 分 子 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 前 記 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 、 配 列 番 号 ５ の nt１ ５ ７ ～ nt２ ３ ７ 、 配 列 番 号 ７ の nt６ １ ４ ～
nt６ ７ ０ 、 及 び 配 列 番 号 １ の nt１ ９ ７ ～ nt２ ５ ３ か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る 請 求 項 ２ ８ 記
載 の 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 キ ャ リ ヤ ー 又 は 融 合 パ ー ト ナ ー に 連 結 さ れ た 、 （ ａ ） 配 列 番 号 ６ の ア ミ ノ 酸 残 基 ２ ８ ～
ア ミ ノ 酸 残 基 ２ ５ ８ 、 配 列 番 号 ８ の ア ミ ノ 酸 残 基 ２ ０ ～ ア ミ ノ 酸 残 基 ３ ６ ４ 、 及 び 配 列 番
号 １ ０ の ア ミ ノ 酸 残 基 ２ ０ ～ ア ミ ノ 酸 残 基 ３ ６ ９ か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列
を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド ； 又 は 前 記 （ ａ ） の ポ リ ペ プ チ ド の ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト 、 を 含 ん
で 成 る 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で 成 る 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド 分 子 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 前 記 融 合 パ ー ト ナ ー が 、 保 護 ペ プ チ ド 、 β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 、 trpE、 マ ル ト ー ス － 結
合 タ ン パ ク 質 、 グ ル タ チ オ ン － Ｓ － ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 及 び ポ リ ヒ ス チ ジ ン か ら 成 る 群 か
ら 選 択 さ れ る 請 求 項 ３ ０ 記 載 の 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 前 記 融 合 パ ー ト ナ ー が 、 ア ミ ノ 酸 配 列 Met-Asn-Thr-Thr-Thr-Thr-Thr-Thr-Ser-Arg （ 配
列 番 号 ９ ６ ） を 含 ん で 成 る 保 護 ペ プ チ ド で あ る 請 求 項 ３ １ 記 載 の 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド 分 子 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 配 列 番 号 ５ ， ７ も し く は ９ か ら 選 択 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら 成 る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
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分 子 、 又 は 配 列 番 号 ５ ， ７ も し く は 又 は ９ か ら 選 択 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 相 補 体 で あ
る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら 成 る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 、 に 対 し て 高 い 緊 縮 条 件 下 で ハ イ ブ リ
ダ イ ズ す る こ と が で き 、 且 つ 、 Ａ Ｐ Ｐ に 感 染 し た ブ タ か ら の 流 体 サ ン プ ル 又 は 組 織 サ ン プ
ル 中 の Ａ Ｐ Ｐ － 特 異 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 の 存 在 の 検 出 に 使 用 す る こ と が で き る 、 オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 配 列 番 号 １ ５ ～ ４ ７ 及 び ４ ９ ～ ９ ３ か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん
で 成 る 請 求 項 ３ ３ 記 載 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 請 求 項 １ ２ ～ ３ ２ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 を 含 ん で 成 る 組 換 え ベ
ク タ ー 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 配 列 番 号 ５ の nt２ ３ ８ ～ nt９ ３ ３ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で 成 る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分
子 を 含 ん で 成 る 請 求 項 ３ ５ 記 載 の 組 換 え ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 株 Pz417(ATCC 98927） の 宿 主 細 胞 に 存 在 す る プ ラ ス ミ ド pER417と 同 じ で あ る プ ラ ス ミ ド
で あ る 請 求 項 ３ ６ 記 載 の 組 換 え ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 配 列 番 号 ７ の nt６ ７ １ ～ nt１ ７ ０ ８ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で 成 る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
分 子 を 含 ん で 成 る 請 求 項 ３ ５ 記 載 の 組 換 え ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 株 Pz419(ATCC 98929） の 宿 主 細 胞 に 存 在 す る プ ラ ス ミ ド pER419と 同 じ で あ る プ ラ ス ミ ド
で あ る 請 求 項 ３ ８ 記 載 の 組 換 え ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 配 列 番 号 ９ の nt２ ５ ４ ～ nt１ ３ ０ ６ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で 成 る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
分 子 を 含 ん で 成 る 請 求 項 ３ ５ 記 載 の 組 換 え ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 株 Pz420(ATCC 98930） の 宿 主 細 胞 に 存 在 す る プ ラ ス ミ ド pER420と 同 じ で あ る プ ラ ス ミ ド
で あ る 請 求 項 ４ ０ 記 載 の 組 換 え ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 請 求 項 ３ ５ 記 載 の 組 換 え ベ ク タ ー を 含 ん で 成 る 、 形 質 転 換 さ れ た 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 ア ク チ ノ バ チ ル ス ・ プ レ ウ ロ ニ ウ モ ニ ア （ APP ） に 対 す る ワ ク チ ン で あ っ て 、 （ ａ ） 配
列 番 号 ６ の ア ミ ノ 酸 残 基 ２ ８ ～ ア ミ ノ 酸 残 基 ２ ５ ８ 、 配 列 番 号 ８ の ア ミ ノ 酸 残 基 ２ ０ ～ ア
ミ ノ 酸 残 基 ３ ６ ４ 、 及 び 配 列 番 号 １ ０ の ア ミ ノ 酸 残 基 ２ ０ ～ ア ミ ノ 酸 残 基 ３ ６ ９ か ら 成 る
群 か ら 選 択 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で 成 る ポ リ ペ プ チ ド ； （ ｂ ） 前 記 （ ａ ） の ポ リ ペ プ
チ ド の ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト ； （ ｃ ） キ ャ リ ヤ ー 又 は 融 合 パ ー ト ナ ー に 連 結 さ れ た 、 前 記
（ ａ ） の ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は （ ｂ ） の ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト を 含 ん で 成 る 、 融 合 タ ン パ ク
質 ； （ ｄ ） 前 記 （ ａ ） の ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は （ ｂ ） の ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト 又 は （ ｃ ） の
融 合 タ ン パ ク 質 の 類 似 体 又 は 誘 導 体 ； あ る い は （ ｅ ） 前 記 （ ａ ） の ポ リ ペ プ チ ド 、 （ ｂ ）
の ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト 、 （ ｃ ） の 融 合 タ ン パ ク 質 、 又 は （ ｄ ） の 類 似 体 も し く は 誘 導 体
を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ た 、 ブ タ に お け る APP に 対 し
て の 保 護 応 答 を 誘 発 し 、 又 は そ の 誘 発 に 寄 与 す る こ と が で き る 、 免 疫 学 的 有 効 量 の 抗 原 ；
及 び 獣 医 学 的 に 許 容 で き る キ ャ リ ヤ ー 又 は 希 釈 剤 を 含 ん で 成 る ワ ク チ ン 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 免 疫 調 節 成 分 を さ ら に 含 ん で 成 る 請 求 項 ４ ３ 記 載 の ワ ク チ ン 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 前 記 免 疫 調 節 成 分 が ア ジ ュ バ ン ト で あ る 請 求 項 ４ ４ 記 載 の ワ ク チ ン 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 ブ タ を 苦 し め る 疾 病 又 は 病 理 学 的 状 態 に 対 す る 保 護 応 答 を 誘 発 し 、 又 は そ の 誘 発 に 寄 与
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す る こ と が で き る 、 第 一 の 抗 原 と し て の 前 記 の 抗 原 と は 異 る 第 二 の 抗 原 の 免 疫 学 的 有 効 量
を 含 ん で 成 る 、 請 求 項 ４ ３ に 記 載 の ワ ク チ ン 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 APP に 対 し て ブ タ を 保 護 す る こ と が で き る ワ ク チ ン の 調 製 方 法 で あ っ て 、 （ ａ ） 配 列 番
号 ６ の ア ミ ノ 酸 残 基 ２ ８ ～ ア ミ ノ 酸 残 基 ２ ５ ８ 、 配 列 番 号 ８ の ア ミ ノ 酸 残 基 ２ ０ ～ ア ミ ノ
酸 残 基 ３ ６ ４ 、 及 び 配 列 番 号 １ ０ の ア ミ ノ 酸 残 基 ２ ０ ～ ア ミ ノ 酸 残 基 ３ ６ ９ か ら 成 る 群 か
ら 選 択 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で 成 る ポ リ ペ プ チ ド ； （ ｂ ） 前 記 （ ａ ） の ポ リ ペ プ チ ド
の ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト ； （ ｃ ） キ ャ リ ヤ ー 又 は 融 合 パ ー ト ナ ー に 連 結 さ れ た 、 （ ａ ） の
ポ リ ペ プ チ ド 又 は （ ｂ ） の ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト を 含 ん で 成 る 、 融 合 タ ン パ ク 質 ； （ ｄ ）
前 記 （ ａ ） の ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は （ ｂ ） の ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト 又 は （ ｃ ） の 融 合 タ ン パ
ク 質 の 類 似 体 又 は 誘 導 体 ； あ る い は （ ｅ ） 前 記 （ ａ ） の ポ リ ペ プ チ ド 、 （ ｃ ） の ペ プ チ ド
フ ラ グ メ ン ト 、 （ ｄ ） の 融 合 タ ン パ ク 質 又 は （ ｅ ） の 類 似 体 又 は 誘 導 体 を コ ー ド す る ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド 分 子 か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ た 、 ブ タ に お け る APP に 対 し て の 保 護 応 答 を 誘
発 し 、 又 は そ の 誘 発 に 寄 与 す る こ と が で き る 、 免 疫 学 的 有 効 量 の 本 発 明 の 抗 原 と 、 ブ タ へ
の 投 与 の た め に 適 切 な 形 で 、 獣 医 学 的 に 許 容 で き る キ ャ リ ヤ ー 又 は 希 釈 剤 と を 組 合 す こ と
を 含 ん で 成 る 方 法 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 APP に 対 し て ブ タ を 予 防 接 種 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 請 求 項 ４ ３ 記 載 の ワ ク チ ン を ブ
タ に 投 与 す る こ と を 含 ん で 成 る 方 法 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 APP に 対 し て ブ タ を 予 防 接 種 す る た め の ワ ク チ ン キ ッ ト で あ っ て 、 免 疫 学 的 有 効 量 の 請
求 項 ４ ３ 記 載 の １ 又 は 複 数 の 抗 原 を 含 ん で 成 る 容 器 を 含 ん で 成 る キ ッ ト 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 獣 医 学 的 に 許 容 で き る キ ャ リ ヤ ー 又 は 希 釈 剤 を 含 ん で 成 る 第 ２ 容 器 を さ ら に 含 ん で 成 る
請 求 項 ４ ９ 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ５ １ 】
　 配 列 番 号 ６ の ア ミ ノ 酸 残 基 ２ ８ ～ ア ミ ノ 酸 残 基 ２ ５ ８ 、 配 列 番 号 ８ の ア ミ ノ 酸 残 基 ２ ０
～ ア ミ ノ 酸 残 基 ３ ６ ４ 、 及 び 配 列 番 号 １ ０ の ア ミ ノ 酸 残 基 ２ ０ ～ ア ミ ノ 酸 残 基 ３ ６ ９ か ら
成 る 群 か ら 選 択 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で 成 る ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 す る 単 離 さ
れ た 抗 体 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
　 診 断 用 キ ッ ト で あ っ て 、 APP 抗 原 に 対 し て 向 け ら れ た ブ タ 抗 体 に 特 異 的 に 結 合 す る で あ
ろ う 、 （ ａ ） 配 列 番 号 ６ の ア ミ ノ 酸 残 基 ２ ８ ～ ア ミ ノ 酸 残 基 ２ ５ ８ 、 配 列 番 号 ８ の ア ミ ノ
酸 残 基 ２ ０ ～ ア ミ ノ 酸 残 基 ３ ６ ４ 、 及 び 配 列 番 号 １ ０ の ア ミ ノ 酸 残 基 ２ ０ ～ ア ミ ノ 酸 残 基
３ ６ ９ か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で 成 る ポ リ ペ プ チ ド ； （ ｂ ） 前 記 （
ａ ） の ポ リ ペ プ チ ド の ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト ； （ ｃ ） キ ャ リ ヤ ー 又 は 融 合 パ ー ト ナ ー に 連
結 さ れ た 、 （ ａ ） の ポ リ ペ プ チ ド 又 は （ ｃ ） の ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト 、 を 含 ん で 成 る 融 合
タ ン パ ク 質 ； （ ｄ ） 前 記 （ ａ ） の ポ リ ペ プ チ ド 、 （ ｂ ） の ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト 又 は （ ｃ
） の 融 合 タ ン パ ク 質 を 含 ん で 成 る 第 １ 容 器 ； 並 び に ブ タ 抗 体 に 対 し て 向 け ら れ た 第 ２ 抗 体
を 含 ん で 成 る 第 ２ 容 器 、 を 含 ん で 成 る キ ッ ト 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
　 診 断 用 キ ッ ト で あ っ て 、 配 列 番 号 ６ の ア ミ ノ 酸 残 基 ２ ８ ～ ア ミ ノ 酸 残 基 ２ ５ ８ 、 配 列 番
号 ８ の ア ミ ノ 酸 残 基 ２ ０ ～ ア ミ ノ 酸 残 基 ３ ６ ４ 、 及 び 配 列 番 号 １ ０ の ア ミ ノ 酸 残 基 ２ ０ ～
ア ミ ノ 酸 残 基 ３ ６ ９ か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で 成 る APP タ ン パ ク 質
に 結 合 す る 一 次 抗 体 を 含 ん で 成 る 第 １ 容 器 ； 並 び に APP タ ン パ ク 質 上 の 異 な っ た エ ピ ト ー
プ に 結 合 し 、 又 は 前 記 一 次 抗 体 に 対 し て 向 け ら れ る 第 ２ 抗 体 を 含 ん で 成 る 第 ２ 容 器 を 含 ん
で 成 る キ ッ ト 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
　 診 断 用 キ ッ ト で あ っ て 、 APP － 特 異 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 に 対 し て 特 異 的 に ハ イ ブ リ
ダ イ ズ す る か 、 又 は 前 記 分 子 を 増 幅 す る こ と が で き る 請 求 項 １ ２ ～ ３ ４ の い ず れ か １ 項 に
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記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 を 含 ん で 成 る 容 器 を 含 ん で 成 る キ ッ ト 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 動 物 健 康 の 分 野 に 関 し 、 そ し て ア ク チ ノ バ チ ル ス ・ プ レ ウ ロ ニ ウ モ ニ ア (Act
inobacillus pleuropneumoniae） に 対 し て ブ タ を 保 護 す る ワ ク チ ン に 向 け ら れ る 。 よ り 詳
し く は 、 本 発 明 は 、 Ａ ． プ レ ウ ロ ニ ウ モ ニ ア の 複 数 の 血 清 型 に よ り 共 有 さ れ る 新 規 の 抗 原
性 タ ン パ ク 質 、 前 記 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 分 子 、 前 記 タ ン パ ク 質 を 含 ん で 成 る 、
APP に 対 す る ワ ク チ ン 、 及 び 診 断 用 試 薬 に 向 け ら れ る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 Ａ ． プ レ ウ ロ ニ ウ モ ニ ア （ こ の 後 、 “ APP ” と 称 す る ） は 、 最 と も 重 要 な ブ タ 肺 病 原 体
の １ つ と し て 認 識 さ れ て い る グ ラ ム 陰 性 コ コ バ チ ル ス (cocobacillus)で あ る （ Shope, R.E
., 1964, J. Exp. Med. 119 : 357-368 ; Sebunya, T.N.K. 及 び Saunders, J.R., 1983, 
J. Am. Vet. Med. Assoc. 182 : 1331-1337)。 地 理 的 分 布 に お い て 異 な る １ ２ 種 の 異 な っ
た 血 清 型 が 認 識 さ れ て い る （ Sebunya, T.N.K. and Saunders, J.R., 1983、 上 記 ； Nielse
n, R., 1985, Proc. Am. Assoc. Swine Pract. 18-22 ; Nielsen, R., 1986, Acta. Vet.
 Scand. 27 : 453-455) 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 APP に 対 す る ワ ク チ ン 接 種 に 対 す る 免 疫 応 答 は 、 主 に 血 清 型 － 特 異 的 で あ り 、 こ の こ と
は 、 ワ ク チ ン － 誘 発 さ れ た 免 疫 性 が 血 清 型 － 特 異 的 莢 膜 (capsular)抗 原 に 向 け ら れ て い る
こ と を 示 す （ Moclnnes, J.I. and Rosendal, S., 1988, Can. Vet. J. 29 : 572-574 ; F
edorka-Cray, P.J.,な ど ., 1994, Comp. Cont. Educ. Pract. Vet. 16 : 117-125 ; Niel
sen, R., 1979, Nord. Vet. Med. 31 : 407-413 ; Rosendal, S., な ど ., 1986, Vet. Mi
crobiol. 12 : 229-240)。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 対 照 的 に 、 い づ れ か １ 種 の 血 清 型 に 対 す る 天 然 の 免 疫 性 は 、 他 の 血 清 型 に よ り 引 き 起 こ
さ れ る 疾 病 か ら の 有 意 な 保 護 を 付 与 す る と 思 わ れ 、 こ の こ と は 、 天 然 の 暴 露 が 共 有 さ れ る
抗 原 に 対 し て 交 差 反 応 免 疫 性 を 誘 発 す る こ と を 示 し て い る （ Sebunya, T.N.K. and Saunde
rs, J.R., 1983、 上 記 ； Maclnnes, J.I. and Rosendal, S., 1988, above ; Fedorka-Cra
y, P.J.,な ど ., 1994 、 上 記 ； Nielsen, R., 1979 、 上 記 ； 及 び Rosendal, S., な ど ., 1
986 、 上 記 ） 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 交 差 反 応 性 に 寄 与 す る 次 の よ う な ビ ル レ ン ス 因 子 が 、 可 能 な ワ ク チ ン 候 補 体 と し て 提 案
さ れ て 来 た ： 外 毒 素 (Apx)(Nakai, T.,な ど ., 1983, Am. J. Vet. Res. 44 : 344-347 ; F
rey, J. な ど ., 1993, J. Gen. Microbiol. 139 : 1723-1728 ; Fedorka-Cray, P.J., な
ど ., 1993, Vet. Microbiol. 37 : 85-100) ; 莢 膜 抗 原 （ Rosendal, S., な ど ., 1986, a
bove) ; 外 膜 タ ン パ ク 質 (OMP)(Denee, H. and Potter, A., 1989, Infect. Immune 57 : 
798-804 ; Niven, D.F.,な ど ., 1989, Mol. Microbiol. 3 : 1083-1089 ; Gonalez, G., 
な ど ., 1990, Mol. Microbiol. 4 : 1173-1179 ; Geriach, G.F., な ど ., 1992, Infect.
 Immun. 60 : 3253-3261) ; 及 び リ ポ ポ リ サ ッ カ ラ イ ド (LPS)(Fenwick, B.W. and Osborn
, B., 1986, Infect. Immun. 54 : 575-582)。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 し か し な が ら 、 そ の よ う な 化 合 物 に よ り 誘 発 さ れ る 交 差 － 反 応 性 ／ 交 差 － 保 護 の パ タ ー
ン は 、 す べ て の １ ２ 種 の APP 血 清 型 を 満 た し て い な い 。 さ ら に 、 APP か ら の 単 離 さ れ た 個
々 の 成 分 、 又 は 個 々 の 成 分 の 組 合 せ に よ る 免 疫 化 は 、 い く つ か の 異 種 血 清 型 に よ る 攻 撃 か
ら の 保 護 を 付 与 す る の に 、 こ れ ま で は 失 敗 し て い る （ 未 公 開 の 観 察 ） 。 従 っ て 、 天 然 の 感
染 に よ り 誘 発 さ れ る 交 差 － 保 護 応 答 は 特 定 の 血 清 型 群 に 制 限 さ れ る こ と が 推 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 あ る い は 、 天 然 の 感 染 の 後 に 観 察 さ れ る 交 差 － 保 護 を 担 当 す る 抗 原 の い く つ か は ま だ 同
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定 さ れ て い な い 。 APP 抗 原 に 関 す る ほ と ん ど の 研 究 は 、 抗 体 を 用 い て の 回 復 期 (convalesc
ent)血 清 中 に 検 出 さ れ る 免 疫 優 性 抗 原 の 特 徴 化 に 集 中 し て 来 た 。 そ の よ う な ア プ ロ ー チ は
、 一 次 応 答 対 二 次 応 答 を 示 す 抗 体 特 異 性 間 の 可 能 な 差 異 の 同 定 も 、 又 は 病 原 体 と の 二 次 遭
遇 に 対 す る 保 護 を 担 当 す る か も 知 れ な い 感 染 で の 優 性 特 異 性 の 同 定 も 可 能 に し て い な い 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 病 原 体 へ の 二 次 暴 露 が 存 在 す る 場 合 に 宿 主 が 疾 病 か ら う ま く の が れ る こ と が で き よ う に
、 一 次 感 染 の 間 、 リ ン パ 球 は 教 育 さ れ る (educated)こ と が 一 般 的 に 許 容 さ れ る （ Mackay, 
C.R., 1993, Adv. Immunol. 53 : 217-240) 。 こ の 活 性 を 担 当 す る 記 憶 細 胞 （ 抗 原 を 経 験
し た Ｔ 及 び Ｂ リ ン パ 球 ） は 、 長 時 間 持 続 し 、 そ し て 抗 原 と の 適 切 な 続 く 遭 遇 に 従 っ て 、 再
活 性 可 能 に あ る 。 未 経 験 の 細 胞 に 比 較 し て 、 そ れ ら は 一 般 的 に よ り 早 い 応 答 時 間 、 特 殊 化
さ れ た 組 織 局 在 化 、 及 び よ り 効 果 的 な 抗 原 認 識 及 び エ フ ェ ク タ ー 機 能 を 示 す （ Mackay, C.
R., 1993, above ; Linton, P. and Klinman, N.R., 1992, Sem. Immun. 4 : 3-9 ; Meeu
sen, E.N.T.,な ど ., 1991, Eur. J. Immunol. 21 : 2269-2272) 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 二 次 応 答 の 生 成 の 間 、 特 定 の 抗 原 に 応 答 す る こ と が で き る 前 駆 体 細 胞 の 頻 度 は 、 一 次 応
答 の 間 に 示 さ れ る 頻 度 よ り も 高 い 。 二 次 応 答 に 続 く 記 憶 細 胞 サ ブ セ ッ ト の 密 集 パ タ ー ン は
ま た 、 未 経 験 細 胞 の パ タ ー ン と は 異 な っ て い る 。 未 経 験 細 胞 は 二 次 リ ン パ 細 胞 の パ タ ー ン
と は 異 な っ て い る 。 未 経 験 細 胞 は 二 次 リ ン パ 組 織 に 対 し て 比 較 的 均 質 に 移 動 す る が 、 し か
し そ れ ら は 非 リ ン パ 組 織 に 対 し て は 良 好 に 進 行 し な か っ た 。 こ れ に 対 し て 、 記 憶 細 胞 は 異
種 密 集 性 (hetero geneous trafficking)を 示 し 、 そ し て 多 く の 場 合 、 移 動 は 一 定 の 二 次 リ
ン パ 組 織 及 び 非 リ ン パ 部 位 に 制 限 さ れ る こ と が 示 さ れ て い る （ Mackay, C.R., 1993、 上 記
； Gray, D., 1993, Ann. Rev. Immunol. 11 : 49-77 ; Picker, L.S., な ど ., 1993, J. 
Immunol. 150 : 1122-1136) 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 げ っ 歯 動 物 及 び 羊 の 両 者 に お け る 研 究 は 、 腸 か ら の リ ン パ 球 が 腸 と は 反 対 方 向 に 選 択 的
に 移 動 し 、 そ し て 皮 膚 又 は リ ン パ 節 か ら の 細 胞 は そ の 皮 膚 又 は リ ン パ 節 と は 反 対 方 向 に 選
択 的 に 移 動 す る こ と を 示 し た （ Gray, D., 1993、 上 記 ； Picker, L.S., な ど ., 1993 、 上
記 ） 。 従 っ て 、 病 原 体 と の 二 次 遭 遇 に 基 づ い て 、 細 胞 － 介 在 性 免 疫 性 及 び 抗 体 分 泌 の た め
の 特 定 の エ フ ェ ク タ ー 細 胞 が 感 染 部 位 及 び リ ン パ 節 の 方 に よ り 効 果 的 に 進 む こ と が で き る
（ Meeusen, E.N.T.,な ど ., 1991 、 上 記 ） 。 結 果 的 に 、 浸 潤 性 リ ン パ 球 は 、 急 速 に 増 殖 し
、 そ し て そ れ ら の 特 異 性 は 再 感 染 の 初 期 段 階 の 間 、 卓 越 し て い る で あ ろ う 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 再 感 染 の 後 、 初 期 の 組 織 及 び 排 出 す る リ ン パ 節 か ら の 局 部 Ｂ 細 胞 の 回 収 は 、 よ り 狭 い 特
異 性 範 囲 を 有 す る 抗 体 を 獲 得 す る い く つ か の 研 究 を 可 能 に し た （ Meeusen, E.N.T. and Br
andon, M., 1994, J. Immunol. Meth. 172 : 71-76) 。 そ の よ う な 抗 体 は 、 い く つ か の 病
原 体 に 対 し て の 可 能 性 あ る 保 護 抗 原 を 同 定 す る た め に 都 合 良 く 使 用 さ れ て 来 た （ Meeusen,
 E.N.T. and Brandon, M., 1994 、 上 記 ； Meeusen, E.N.T. and Brandon, M., 1994, Eur
. J. Immunol. 24 : 469-474 ; Bowies, V.M.,な ど ., 1995, Immunol. 84 : 669-674) 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 明 細 書 に 開 示 さ れ る 発 明 は 、 こ の ア プ ロ ー チ の 変 法 に 基 づ い て お り 、 こ こ で は 、 同 種
及 び 異 種 APP 攻 撃 の 後 に 誘 発 さ れ る 局 部 記 憶 応 答 に 関 連 す る 抗 体 － 分 泌 性 細 胞 (ASC） プ ロ
ー ブ が 回 収 さ れ た 。 異 種 攻 撃 の 後 、 気 管 支 リ ン パ 節 (BLN） 培 養 物 か ら 得 ら れ た 抗 体 は 、 す
べ て の １ ２ 種 の APP 血 清 型 に 存 在 す る ま だ 認 識 さ れ て い な い ４ 種 の タ ン パ ク 質 を 認 識 し た
。 個 々 の タ ン パ ク 質 に つ い て の 部 分 ア ミ ノ 酸 配 列 が 得 ら れ て お り 、 そ し て そ れ ら を コ ー ド
す る ５ 種 の 新 規 の APP タ ン パ ク 質 及 び ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 の 同 定 を 可 能 に す る PCR プ ラ
イ マ ー を 生 成 す る た め に 使 用 さ れ た 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 は 、 APP か ら 単 離 さ れ た ５ 種 の 新 規 の 低 分 子 量 タ ン パ ク 質 を 提 供 し 、 そ れ ら は 、
本 明 細 書 に お い て は 、 “ Omp20 ” ， “ OmpW” ， “ Omp27 ” ， “ OmpA1 ” 、 及 び “ OmpA2 ”
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と 称 す 。 そ れ ら の “ APP タ ン パ ク 質 ” 及 び そ れ ら を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 は 、
APP に 対 し て ブ タ を 保 護 す る た め の ワ ク チ ン に お け る 抗 原 性 成 分 と し て 、 又 は APP に よ り
感 染 さ れ る 又 は 感 染 さ れ て い る か 、 又 は 本 発 明 の ワ ク チ ン に よ り ワ ク チ ン 接 種 さ れ て い る
ブ タ に 同 定 す る た め の 診 断 試 薬 と し て も 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 Omp20 の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 株 Pz416(ATCC 98926） の 宿 主 細 胞 に 存 在 す る プ ラ ス ミ ド pER4
16の Omp20 － コ ー ド ORF に よ り コ ー ド さ れ 、 そ し て そ の 推 定 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 ア ミ
ノ 酸 残 基 １ ～ １ ９ の シ グ ナ ル 配 列 を 含 ん で 成 る 配 列 番 号 ２ と し て 表 わ さ れ る 。 OmpWの ア ミ
ノ 酸 配 列 は 、 株 Pz418(ATCC 98928） の 宿 主 細 胞 に 存 在 す る プ ラ ス ミ ド pER418の OmpW－ コ ー
ド ORF に よ り コ ー ド さ れ 、 そ し て そ の 推 定 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 ア ミ ノ 酸 残 基 １ ～ ２ １
の シ グ ナ ル 配 列 を 含 ん で 成 る 配 列 番 号 ４ と し て 表 わ さ れ る 。 Omp27 の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 株
Pz417(ATCC 98927） の 宿 主 細 胞 に 存 在 す る プ ラ ス ミ ド pER417の Omp27 － コ ー ド ORF に よ り
コ ー ド さ れ 、 そ し て そ の 推 定 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 ア ミ ノ 酸 残 基 １ ～ ７ の シ グ ナ ル 配 列
を 含 ん で 成 る 配 列 番 号 ６ と し て 表 わ さ れ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 OmpA1 の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 株 Pz419(ATCC 98929） の 宿 主 細 胞 に 存 在 す る プ ラ ス ミ ド pER4
19の OmpA1 － コ ー ド ORF に よ り コ ー ド さ れ 、 そ し て そ の 推 定 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 ア ミ
ノ 酸 残 基 １ ～ １ ９ の シ グ ナ ル 配 列 を 含 ん で 成 る 配 列 番 号 ８ と し て 表 わ さ れ る 。 OmpA2 の ア
ミ ノ 酸 配 列 は 、 株 Pz420(ATCC 98930） の 宿 主 細 胞 に 存 在 す る プ ラ ス ミ ド pER420の OmpA2 －
コ ー ド ORF に よ り コ ー ド さ れ 、 そ し て そ の 推 定 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 ア ミ ノ 酸 残 基 １ ～
１ ９ の シ グ ナ ル 配 列 を 含 ん で 成 る 配 列 番 号 １ ０ と し て 表 わ さ れ る 。 実 質 的 に 純 粋 な 形 で の
そ れ ら の APP タ ン パ ク 質 の 個 々 が 、 本 発 明 に よ り 供 給 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 本 発 明 の 前 記 APP タ ン パ ク 質 の い づ れ か に 対 し て 相 同 で あ る 実 質 的 に
精 製 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を 供 給 す る 。 本 発 明 は さ ら に 、 本 発 明 の APP タ ン パ ク 質 又 は 相 同
ポ リ ペ プ チ ド の い づ れ か の ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト を 供 給 す る 。 本 発 明 は さ ら に 、 キ ャ リ ヤ
ー 又 は 融 合 パ ー ト ナ ー に 連 結 さ れ た 、 本 発 明 の APP タ ン パ ク 質 、 相 同 ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は
ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト を 含 ん で 成 る 融 合 タ ン パ ク 質 を 供 給 す る 。 本 発 明 は さ ら に 、 本 発 明
の APP タ ン パ ク 質 、 相 同 ポ リ ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト 又 は 融 合 タ ン パ ク 質 の 類 似
体 及 び 誘 導 体 を 供 給 す る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 シ グ ナ ル 配 列 と 共 に 又 は そ れ を 伴 わ な い で 、 APP タ ン パ ク 質 、 す な わ
ち Omp20 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で 成 る 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 を
供 給 す る 。 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 本 発 明 の 単 離 さ れ た Omp20 － コ ー ド ポ リ ペ プ チ ド 分
子 は 、 約 nt３ ２ ９ ～ 約 nt７ ９ ０ の 配 列 番 号 １ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で 成 る 。 よ り 好 ま
し い 態 様 に お て は 、 本 発 明 の 単 離 さ れ た Omp20 － コ ー ド ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 は 、 約 nt２
７ ２ ～ 約 nt７ ９ ０ の 配 列 番 号 １ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で 成 る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 シ グ ナ ル 配 列 と 共 に 又 は そ れ を 伴 わ な い で 、 APP タ ン パ ク 質 、 す な わ
ち OmpWを コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で 成 る 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 を 供
給 す る 。 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 本 発 明 の 単 離 さ れ た OmpW－ コ ー ド ポ リ ペ プ チ ド 分 子 は
、 約 nt４ ３ ９ ～ 約 nt１ ０ ２ ３ の 配 列 番 号 ３ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で 成 る 。 よ り 好 ま し
い 態 様 に お い て は 、 本 発 明 の 単 離 さ れ た OmpW－ コ ー ド ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 は 、 約 nt３ ７
６ ～ 約 nt１ ０ ２ ３ の 配 列 番 号 ３ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で 成 る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 シ グ ナ ル 配 列 と 共 に 又 は そ れ を 伴 わ な い で 、 APP タ ン パ ク 質 、 す な わ
ち Omp27 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で 成 る 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 を
供 給 す る 。 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 本 発 明 の 単 離 さ れ た Omp27 － コ ー ド ポ リ ペ プ チ ド 分
子 は 、 約 nt２ ３ ８ ～ 約 nt９ ３ ３ の 配 列 番 号 ５ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で 成 る 。 よ り 好 ま
し い 態 様 に お い て は 、 本 発 明 の 単 離 さ れ た Omp27 － コ ー ド ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 は 、 約 nt
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１ ５ ７ ～ 約 nt９ ３ ３ の 配 列 番 号 ５ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で 成 る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 シ グ ナ ル 配 列 と 共 に 又 は そ れ を 伴 わ な い で 、 APP タ ン パ ク 質 、 す な わ
ち OmpA1 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で 成 る 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 を
供 給 す る 。 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 本 発 明 の 単 離 さ れ た OmpA1 － コ ー ド ポ リ ペ プ チ ド 分
子 は 、 約 nt６ ７ １ ～ 約 nt１ ７ ０ ８ の 配 列 番 号 １ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で 成 る 。 よ り 好
ま し い 態 様 に お い て は 、 本 発 明 の 単 離 さ れ た OmpA1 － コ ー ド ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 は 、 約
nt６ １ ４ ～ 約 nt１ ７ ０ ８ の 配 列 番 号 １ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で 成 る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 シ グ ナ ル 配 列 と 共 に 又 は そ れ を 伴 わ な い で 、 APP タ ン パ ク 質 、 す な わ
ち OmpA2 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で 成 る 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 を
供 給 す る 。 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 本 発 明 の 単 離 さ れ た OmpA2 － コ ー ド ポ リ ペ プ チ ド 分
子 は 、 約 nt２ ５ ４ ～ 約 nt１ ３ ０ ６ の 配 列 番 号 ９ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で 成 る 。 よ り 好
ま し い 態 様 に お い て は 、 本 発 明 の 単 離 さ れ た OmpA2 － コ ー ド ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 は 、 約
nt１ ９ ７ ～ 約 nt１ ３ ０ ６ の 配 列 番 号 ９ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で 成 る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 本 発 明 の 前 記 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 の い づ れ か に 対 し て 相 同 で あ る 単
離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 を 供 給 す る 。 本 発 明 は さ ら に 、 本 発 明 の APP タ ン パ ク 質 の
い づ れ か に 対 し て 相 同 で あ る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で 成 る 単
離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 を 供 給 す る 。 本 発 明 は さ ら に 、 本 発 明 の 前 記 ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド 分 子 の い づ れ か の 実 質 的 部 分 で あ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら 成 る 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド 分 子 を 供 給 す る 。 非 制 限 的 態 様 に お い て 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 の 実 質 的
部 分 は 、 本 発 明 の APP タ ン パ ク 質 又 は 相 同 ポ リ ペ プ チ ド の ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト を コ ー ド
す る 。 本 発 明 は さ ら に 、 キ ャ リ ヤ ー 又 は 融 合 パ ー ト ナ ー に 連 結 さ れ る 、 本 発 明 の APP タ ン
パ ク 質 、 相 同 ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト を 含 ん で 成 る 融 合 タ ン パ ク 質 を コ
ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で 成 る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 を 供 給 す る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 の い づ れ か を 増 幅 す る た め の プ ラ イ マ
ー と し て 、 又 は 診 断 用 試 薬 と し て 有 用 で あ る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 を 供 給 す る 。 そ の よ
う な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 の 特 定 の 非 制 限 的 態 様 は 、 配 列 番 号 １ ５ ～ ４ ７ 及 び ４ ９ ～ ９
３ の い づ れ か か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 分
子 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 の い づ れ か を ク ロ ー ニ ン グ し 、 そ し て
発 現 す る た め の 組 成 物 及 び 方 法 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 を 含 ん で 成 る 組 換 え ク ロ
ー ニ ン グ ベ ク タ ー 及 び 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー 、 前 記 ベ ク タ ー の い づ れ か に よ り 形 質 転 換 さ れ
た 宿 主 細 胞 、 及 び そ れ ら に 由 来 す る 細 胞 系 を 提 供 す る 。
　 本 発 明 は さ ら に 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 に よ り コ ー ド さ れ る 、 組 換 え 的 に 発 現
さ れ た APP タ ン パ ク 質 、 相 同 ポ リ ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト 、 又 は 融 合 タ ン パ ク 質
を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 ブ タ に お い て APP に 対 し て の 保 護 応 答 を 誘 発 し 、 又 は そ の 誘 発 に 寄 与
す る こ と が で き る 本 発 明 の APP タ ン パ ク 質 、 相 同 ポ リ ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト 、
融 合 タ ン パ ク 質 、 類 似 体 、 誘 導 体 、 又 は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ た
、 免 疫 学 的 有 効 量 の 本 発 明 の １ 又 は 複 数 の 抗 原 ； 及 び 獣 医 学 的 に 許 容 で き る キ ャ リ ヤ ー 又
は 希 釈 剤 を 含 ん で 成 る 、 APP に 対 し て ブ タ を 保 護 す る た め の ワ ク チ ン を 提 供 す る 。 本 発 明
の ワ ク チ ン は さ ら に 、 ア ジ ュ バ ン ト 又 は 他 の 免 疫 調 節 成 分 を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 非 制 限 的 態 様 に お い て は 、 本 発 明 の ワ ク チ ン は 、 APP 及 び 任 意 に は 、 １ 又 は 複 数 の 他 の
疾 病 又 は 病 理 学 的 状 態 に 対 し て ブ タ を 保 護 す る た め の 組 合 せ ワ ク チ ン で あ り 得 、 こ の 組 合
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せ ワ ク チ ン は 、 ブ タ に お い て APP に 対 し て の 保 護 応 答 を 誘 発 し 、 又 は そ の 誘 発 に 寄 与 す る
こ と が で き る 本 発 明 の APP タ ン パ ク 質 、 相 同 ポ リ ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト 、 融 合
タ ン パ ク 質 、 類 似 体 、 誘 導 体 、 又 は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ た 、 免
疫 学 的 有 効 量 の 本 発 明 の １ 又 は 複 数 の 抗 原 を 含 ん で 成 る 第 １ 成 分 ； ブ タ を 苦 し め る 疾 病 又
は 病 理 学 的 状 態 に 対 す る 保 護 応 答 を 誘 発 し 、 又 は そ の 誘 発 に 寄 与 す る こ と が で き る 、 免 疫
学 的 有 効 量 の 異 な っ た 抗 原 を 含 ん で 成 る 第 ２ 成 分 ； 及 び 獣 医 学 的 に 許 容 で き る キ ャ リ ヤ ー
又 は 希 釈 剤 を 有 す る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 発 明 の 方 法 は さ ら に 、 APP に 対 し て ブ タ を 保 護 す る こ と が で き る ワ ク チ ン を 調 製 す る
た め の 方 法 を 提 供 し 、 こ こ で 前 記 方 法 は 、 ブ タ に お い て APP に 対 し て の 保 護 応 答 を 誘 発 し
、 又 は そ の 誘 発 に 寄 与 す る こ と が で き る 本 発 明 の APP タ ン パ ク 質 、 相 同 ポ リ ペ プ チ ド 、 ペ
プ チ ド フ ラ グ メ ン ト 、 融 合 タ ン パ ク 質 、 類 似 体 、 誘 導 体 、 又 は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 か ら
成 る 群 か ら 選 択 さ れ た 、 免 疫 学 的 有 効 量 の 本 発 明 の １ 又 は 複 数 の 抗 原 と の 獣 医 学 的 に 許 容
で き る キ ャ リ ヤ ー 又 は 希 釈 剤 と を 、 ブ タ へ の 投 与 の た め に 適 切 な 形 で 、 組 合 す こ と を 含 ん
で 成 る 。
　 本 発 明 は さ ら に 、 ブ タ に 本 発 明 の ワ ク チ ン を 投 与 す る こ と を 含 ん で 成 る 、 APP に 対 し て
ブ タ を 予 防 接 種 す る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 APP に 対 し て ブ タ を 予 防 接 種 す る た め の ワ ク チ ン 用 キ ッ ト を 提 供 し 、
こ こ で 前 記 キ ッ ト は 、 ブ タ に お い て APP に 対 し て の 保 護 応 答 を 誘 発 し 、 又 は そ の 誘 発 に 寄
与 す る こ と が で き る 本 発 明 の APP タ ン パ ク 質 、 相 同 ポ リ ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト
、 融 合 タ ン パ ク 質 、 類 似 体 、 誘 導 体 、 又 は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ
た 、 免 疫 学 的 有 効 量 の 本 発 明 の １ 又 は 複 数 の 抗 原 を 含 ん で 成 る 容 器 を 含 ん で 成 る 。 前 記 キ
ッ ト は さ ら に 、 獣 医 学 的 に 許 容 で き る キ ャ リ ヤ ー 又 は 希 釈 剤 を 含 ん で 成 る 第 ２ 容 器 を 含 む
こ と が で き る 。
　 本 発 明 は さ ら に 、 本 発 明 の APP タ ン パ ク 質 に 対 し て 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 診 断 用 キ ッ ト も 提 供 す る 。 非 制 限 的 態 様 に お い て は 、 そ の 診 断 用 キ ッ
ト は 、 APP タ ン パ ク 質 に 対 し て 向 け ら れ た 、 ブ タ 用 抗 体 に 対 し て 特 異 的 に 結 合 す る で あ ろ
う 本 発 明 の APP タ ン パ ク 質 、 相 同 ポ リ ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト 、 融 合 タ ン パ ク 質
、 類 似 体 又 は 誘 導 体 を 含 ん で 成 る 第 １ 容 器 ； 及 び ブ タ 用 抗 － APP 抗 体 に 対 し て 向 け ら れ た
第 ２ 抗 体 を 含 ん で 成 る 第 ２ 容 器 を 含 ん で 成 る 。 前 記 第 ２ 抗 体 は 好 ま し く は 、 検 出 で き る ラ
ベ ル を 含 ん で 成 る 。 そ の よ う な 診 断 用 キ ッ ト は 、 APP に よ り 現 在 感 染 さ れ て い る か 、 又 は
前 に 感 染 さ れ た こ と が あ り 、 又 は 本 発 明 の ワ ク チ ン に よ る 予 防 接 種 の 結 果 と し て 血 清 転 換
さ れ て い る ブ タ を 検 出 す る た め に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 異 な っ た 非 制 限 的 態 様 に お い て は 、 診 断 用 キ ッ ト は 、 本 発 明 の APP タ ン パ ク 質 に 結 合 す
る 第 １ 抗 体 を 含 ん で 成 る 第 １ 容 器 ； 及 び APP タ ン パ ク 質 上 の 異 な っ た エ ピ ト ー プ に 結 合 す
る か 、 又 は 前 記 第 １ 抗 体 に 結 合 す る 第 ２ 抗 体 を 含 ん で 成 る 第 ２ 容 器 を 含 ん で 成 る 。 前 記 第
２ 抗 体 は 好 ま し く は 、 検 出 で き る ラ ベ ル を 含 ん で 成 る 。 異 な っ た 非 制 限 的 態 様 に お い て は
、 診 断 用 キ ッ ト は 、 本 発 明 の APP 特 異 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 を 特 異 的 に 増 幅 す る た め に
有 用 で あ る 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 分 子 又 は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 を 含 ん で 成 る 容 器 を 含
ん で 成 る 。 そ れ ら の 後 者 の ２ 種 の 診 断 用 キ ッ ト は 、 APP に よ り 現 在 、 感 染 さ れ て い る ブ タ
を 検 出 す る た め に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 図 面 の 説 明
　 図 １ ： APP 血 清 型 － ５ に よ り 攻 撃 さ れ 、 そ し て APP 血 清 型 － ７ に よ り 異 種 的 に 再 攻 撃 さ
れ た ブ タ No． 803 か ら の （ ａ ） 血 清 、 及 び （ ｂ ） 気 管 支 リ ン パ 節 （ BLN ） 組 織 外 植 体 上 清
液 に 存 在 す る 抗 体 の ウ ェ ス タ ー ン ブ ロ ッ ト 分 析 。 ２ ４ 又 は ４ ８ 時 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン
の 後 に 集 め ら れ た す べ て の BLN 組 織 外 植 体 上 清 液 は 、 APP タ ン パ ク 質 を 特 異 的 に 認 識 し た
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抗 体 を 含 ん だ 、 BLN 組 織 外 植 体 上 清 液 か ら の 抗 体 は 、 APP 血 清 型 － １ ， ５ 及 び ７ に 存 在 す
る い く つ か の 低 分 子 量 タ ン パ ク 質 を 強 調 し た 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 図 ２ ： １ ２ 種 の 異 な っ た APP 血 清 型 の 個 々 か ら の 完 全 な 細 菌 細 胞 抗 原 に 対 す る ブ タ No．
803 か ら の BLN 組 織 外 植 体 上 清 液 に 存 在 す る 抗 体 の 交 差 － 反 応 性 の ウ ェ ス タ ー ン ブ ロ ッ ト
分 析 で あ っ て 、 こ れ は 、 異 種 再 攻 撃 に よ り 誘 発 さ れ た 抗 体 に よ り 認 識 さ れ る 少 な く と も ３
種 の 低 分 子 量 タ ン パ ク 質 が す べ て の １ ２ 種 の APP 血 清 型 に 存 在 し た こ と を 示 す 。 こ の 特 定
の BLN 上 清 液 に 存 在 す る 抗 体 は ま た 、 他 の タ ン パ ク 質 バ ン ド に よ っ て も 認 識 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 図 ３ ： 低 分 子 量 タ ン パ ク 質 に 対 す る ブ タ No． 803 か ら の BLN 組 織 外 植 体 上 清 液 に お け る
抗 体 の 反 応 性 が 細 菌 細 胞 上 清 液 （ Sups） よ り も む し ろ 、 細 胞 ペ レ ッ ト （ 細 胞 ） に 存 在 す る
タ ン パ ク 質 に 対 し て 制 限 さ れ る こ と を 示 す ウ ェ ス タ ー ン ブ ロ ッ ト 分 析 。
　 図 ４ ： APP 血 清 型 － ７ か ら 精 製 さ れ た タ ン パ ク 質 に 対 す る ブ タ No． 803 か ら の （ ａ ） BL
N 組 織 外 植 体 上 清 液 及 び （ ｂ ） 血 清 の 反 応 性 の 、 連 続 流 動 電 気 泳 動 に よ る ウ ェ ス タ ー ン ブ
ロ ッ ト 分 析 。 そ れ ぞ れ 、 約 １ ９ ～ ２ ０ 、 約 ２ ３ 、 約 ２ ７ 及 び 約 ２ ９ kDa の 分 子 量 を 有 す る
４ 種 の タ ン パ ク 質 バ ン ド が 、 こ の 方 法 を 用 い て 同 定 さ れ た 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 図 ５ ： APP OmpA1 及 び APP OmpA2 タ ン パ ク 質 の 推 定 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の 列 挙 。 そ れ ら
の ２ 種 の タ ン パ ク 質 は 、 ７ ３ ． １ ％ の ア ミ ノ 酸 同 一 性 を 共 有 す る 。
　 図 ６ ： ビ ブ リ オ ・ コ レ ラ エ （ Vibrio cholerae)か ら の OmpWタ ン パ ク 質 及 び APP か ら の Om
pWタ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 の 列 挙 。 そ れ ら の ２ 種 の タ ン パ ク 質 は 、 ４ ４ ． ９ ％ の ア ミ ノ
酸 同 一 性 を 共 有 す る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 ５ ． １ ． 複 数 の APP 血 清 型 に よ り 共 有 さ れ る 新 規 タ ン パ ク 質
　 Omp20 の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 株 Pz416(ATCC 98926） の 宿 主 細 胞 に 存 在 す る プ ラ ス ミ ド pER4
16の Omp20 － コ ー ド ORF に よ り コ ー ド さ れ る 。 Omp20 の 推 定 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 配 列
番 号 ２ と し て 示 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 配 列 番 号 ２ で 示 さ れ る タ ン パ ク 質 の 最 初 の １ ９ 個 の ア ミ ノ 酸 は シ グ ナ ル 配 列 を 示 し 、 そ
し て 本 発 明 は 、 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 残 基 ２ ０ ～ １ ７ ２ （ す な わ ち 、 シ グ ナ ル 配 列 を 欠 い
て い る ） の み を 有 す る Omp20 タ ン パ ク 質 、 及 び 配 列 番 号 ２ の 配 列 （ す な わ ち 、 シ グ ナ ル 配
列 を 含 む ） を 有 す る Omp20 タ ン パ ク 質 を 包 含 す る 。 従 っ て 、 本 発 明 は 、 配 列 番 号 ２ の お よ
そ ア ミ ノ 酸 残 基 ２ ０ ～ お よ そ ア ミ ノ 酸 残 基 １ ７ ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で 成 る 実 質 的 に 精
製 さ れ た タ ン パ ク 質 を 提 供 す る 。 本 発 明 は さ ら に 、 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で 成
る 実 質 的 に 精 製 さ れ た タ ン パ ク 質 も 供 給 す る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 OmpWの ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 株 Pz418(ATCC 98928） の 宿 主 細 胞 に 存 在 す る プ ラ ス ミ ド pER418
の OmpW－ コ ー ド ORF に よ り コ ー ド さ れ る 。 OmpWの 推 定 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 配 列 番 号 ４
と し て 示 さ れ る 。 配 列 番 号 ４ で 示 さ れ る タ ン パ ク 質 の 最 初 の ２ １ 個 の ア ミ ノ 酸 は シ グ ナ ル
配 列 を 示 し 、 そ し て 本 発 明 は 、 配 列 番 号 ４ の ア ミ ノ 酸 残 基 ２ ２ ～ ２ １ ５ （ す な わ ち 、 シ グ
ナ ル 配 列 を 欠 い て い る ） の み を 有 す る OmpWタ ン パ ク 質 、 及 び 配 列 番 号 ４ の 配 列 （ す な わ ち
、 シ グ ナ ル 配 列 を 含 む ） を 有 す る OmpWタ ン パ ク 質 を 包 含 す る 。 従 っ て 、 本 発 明 は 、 配 列 番
号 ４ の お よ そ ア ミ ノ 酸 残 基 ２ ２ ～ お よ そ ア ミ ノ 酸 残 基 ２ １ ５ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で 成 る
実 質 的 に 精 製 さ れ た タ ン パ ク 質 を 供 給 す る 。 本 発 明 は さ ら に 、 配 列 番 号 ４ の ア ミ ノ 酸 配 列
を 含 ん で 成 る 実 質 的 に 精 製 さ れ た タ ン パ ク 質 も 供 給 す る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 Omp27 の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 株 Pz417(ATCC 98927） の 宿 主 細 胞 に 存 在 す る プ ラ ス ミ ド pER4
17の Omp27 － コ ー ド ORF に よ り コ ー ド さ れ る 。 Omp27 の 推 定 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 配 列
番 号 ６ と し て 示 さ れ る 。 配 列 番 号 ６ で 示 さ れ る タ ン パ ク 質 の 最 初 の ２ ７ 個 の ア ミ ノ 酸 は シ
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グ ナ ル 配 列 を 示 し 、 そ し て 本 発 明 は 、 配 列 番 号 ６ の ア ミ ノ 酸 残 基 ２ ８ ～ ２ ５ ８ （ す な わ ち
、 シ グ ナ ル 配 列 を 欠 い て い る ） の み を 有 す る Omp27 タ ン パ ク 質 、 及 び 配 列 番 号 ６ の 配 列 （
す な わ ち 、 シ グ ナ ル 配 列 を 含 む ） を 有 す る Omp27 タ ン パ ク 質 を 包 含 す る 。 従 っ て 、 本 発 明
は 、 配 列 番 号 ６ の お よ そ ア ミ ノ 酸 残 基 ２ ８ ～ お よ そ ア ミ ノ 酸 残 基 ２ ５ ８ の ア ミ ノ 酸 配 列 を
含 ん で 成 る 実 質 的 に 精 製 さ れ た タ ン パ ク 質 を 供 給 す る 。 本 発 明 は さ ら に 、 配 列 番 号 ６ の ア
ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で 成 る 実 質 的 に 精 製 さ れ た タ ン パ ク 質 も 供 給 す る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 OmpA1 の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 株 Pz419(ATCC 98929） の 宿 主 細 胞 に 存 在 す る プ ラ ス ミ ド pER4
16の OmpA1 － コ ー ド ORF に よ り コ ー ド さ れ る 。 OmpA1 の 推 定 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 配 列
番 号 ８ と し て 示 さ れ る 。 配 列 番 号 ８ で 示 さ れ る タ ン パ ク 質 の 最 初 の １ ９ 個 の ア ミ ノ 酸 は シ
グ ナ ル 配 列 を 示 し 、 そ し て 本 発 明 は 、 配 列 番 号 ８ の ア ミ ノ 酸 残 基 ２ ０ ～ ３ ６ ４ （ す な わ ち
、 シ グ ナ ル 配 列 を 欠 い て い る ） の み を 有 す る OmpA1 タ ン パ ク 質 、 及 び 配 列 番 号 ８ の 配 列 （
す な わ ち 、 シ グ ナ ル 配 列 を 含 む ） を 有 す る OmpA1 タ ン パ ク 質 を 包 含 す る 。 従 っ て 、 本 発 明
は 、 配 列 番 号 ８ の お よ そ ア ミ ノ 酸 残 基 ２ ０ ～ お よ そ ア ミ ノ 酸 残 基 ３ ６ ４ の ア ミ ノ 酸 配 列 を
含 ん で 成 る 実 質 的 に 精 製 さ れ た タ ン パ ク 質 を 供 給 す る 。 本 発 明 は さ ら に 、 配 列 番 号 ８ の ア
ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で 成 る 実 質 的 に 精 製 さ れ た タ ン パ ク 質 も 供 給 す る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 OmpA2 の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 株 Pz420(ATCC 98930） の 宿 主 細 胞 に 存 在 す る プ ラ ス ミ ド pER4
16の OmpA2 － コ ー ド ORF に よ り コ ー ド さ れ る 。 OmpA2 の 推 定 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 配 列
番 号 １ ０ と し て 示 さ れ る 。 配 列 番 号 １ ０ で 示 さ れ る タ ン パ ク 質 の 最 初 の １ ９ 個 の ア ミ ノ 酸
は シ グ ナ ル 配 列 を 示 し 、 そ し て 本 発 明 は 、 配 列 番 号 １ ０ の ア ミ ノ 酸 残 基 ２ ０ ～ ３ ６ ９ （ す
な わ ち 、 シ グ ナ ル 配 列 を 欠 い て い る ） の み を 有 す る OmpA2 タ ン パ ク 質 、 及 び 配 列 番 号 １ ０
の 配 列 （ す な わ ち 、 シ グ ナ ル 配 列 を 含 む ） を 有 す る OmpA2 タ ン パ ク 質 を 包 含 す る 。 従 っ て
、 本 発 明 は 、 配 列 番 号 １ ０ の お よ そ ア ミ ノ 酸 残 基 ２ ０ ～ お よ そ ア ミ ノ 酸 残 基 ３ ６ ９ の ア ミ
ノ 酸 配 列 を 含 ん で 成 る 実 質 的 に 精 製 さ れ た タ ン パ ク 質 を 供 給 す る 。 本 発 明 は さ ら に 、 配 列
番 号 １ ０ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で 成 る 実 質 的 に 精 製 さ れ た タ ン パ ク 質 も 供 給 す る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 本 発 明 の APP タ ン パ ク 質 、 す な わ ち Omp20, OmpW, Omp27, OmpA1 、 及 び OmpA2 は 、 そ れ
ら の 電 気 泳 動 移 動 度 に 基 づ い て 、 そ れ ぞ れ 約 １ ９ ～ ２ ０ 、 約 ２ ３ 、 約 ２ ７ 、 約 ２ ９ 、 及 び
約 ２ ９ kDa の 分 子 量 ； 及 び シ グ ナ ル 配 列 を 有 さ な い そ れ ら の 推 定 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に 基
づ い て 、 そ れ ぞ れ 約 ２ ０ 、 約 ２ ３ 、 約 ２ ７ 、 約 ３ ５ 及 び 約 ３ ５ kDa の 分 子 量 を 有 す る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 本 発 明 は 、 本 発 明 の APP タ ン パ ク 質 に 対 し て 相 同 で あ る ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。 ポ リ
ペ プ チ ド を 言 及 す る た め に 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 場 合 、 用 語 “ 相 同 ” と は 、 配 列 番
号 ２ ， ４ ， ６ ， ８ 及 び １ ０ か ら 成 る ア ミ ノ 酸 配 列 の 群 か ら 選 択 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 、 又 は
１ 又 は 複 数 の ア ミ ノ 酸 残 基 が 異 な っ た ア ミ ノ 酸 残 基 に よ り 保 存 的 に 置 換 さ れ て い る 、 そ れ
ら の 天 然 の シ グ ナ ル 配 列 を 有 さ な い 前 記 群 の ア ミ ノ 酸 配 列 と 同 じ ア ミ ノ 酸 を 有 す る ポ リ ペ
プ チ ド を 言 及 し 、 こ こ で 前 記 相 同 ポ リ ペ プ チ ド は 、 い づ れ か 標 準 の ア ミ ノ 酸 分 析 ア ル ゴ リ
ズ ム （ た と え ば 、 GENBANK の BlastPア ル ゴ リ ズ ム の １ つ ） に よ り 決 定 さ れ る 場 合 、 配 列 番
号 ２ ， ４ ， ６ ， ８ 及 び １ ０ か ら 成 る ア ミ ノ 酸 配 列 の 群 か ら 選 択 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す
る ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 、 約 ７ ０ ％ 、 よ り 好 ま し く は 約 ８ ０ ％ 、 及 び 最 と も 好 ま し く は 約
９ ０ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 し 、 そ し て そ の 得 ら れ る 相 同 ポ リ ペ プ チ ド
は 、 本 発 明 の 実 施 に お い て 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 保 存 性 ア ミ ノ 酸 置 換 は 当 業 界 に お い て 良 く 知 ら れ て い る 。 そ の よ う な 置 換 を 行 な う た め
の 規 則 は 、 中 で も 、 Dayhof, M.D., 1978, Nat. Biomed. Res. Found., Washington, D.C.
, Vol. 5, Sup. 3に よ り 記 載 さ れ る 規 則 を 包 含 す る 。 よ り 特 定 に は 、 保 存 性 ア ミ ノ 酸 置 換
は 、 そ れ ら の 側 鎖 の 酸 度 、 極 性 又 は 嵩 高 性 に 関 係 し て い る ア ミ ノ 酸 フ ァ ミ リ ー 内 で 一 般 的
に 起 こ る 置 換 で あ る 。 遺 伝 子 的 に コ ー ド さ れ た ア ミ ノ 酸 は 一 般 的 に 次 の ４ 種 の グ ル ー プ に
分 け ら れ る ： （ １ ） 酸 性 ＝ ア ス パ ラ ギ ン 酸 、 グ ル タ ミ ン 酸 ； （ ２ ） 塩 基 性 ＝ リ シ ン 、 ア ル

10

20

30

40

50

(13) JP 2004-41219 A 2004.2.12



ギ ニ ン 、 ヒ ス チ ジ ン ； （ ３ ） 非 極 性 ＝ ア ラ ニ ン 、 バ リ ン 、 ロ イ シ ン 、 イ ソ ロ イ シ ン 、 プ ロ
リ ン 、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 メ チ オ ニ ン 、 ト リ プ ト フ ァ ン ； 及 び （ ４ ） 荷 電 さ れ て い な い 極
性 ＝ グ リ シ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン 、 グ ル タ ミ ン 、 シ ス テ イ ン 、 セ リ ン 、 ト レ オ ニ ン 、 チ ロ シ ン
。 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 ト リ プ ト フ ァ ン 、 及 び チ ロ シ ン は ま た 、 芳 香 族 ア ミ ノ 酸 と し て 分 類
さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 い づ れ か の 特 定 の グ ル ー プ 内 で の １ 又 は 複 数 の 置 換 、 た と え ば イ ソ ロ イ シ ン 又 は バ リ ン
に よ る ロ イ シ ン の 、 グ ル タ ミ ン 酸 に よ る ア ス パ ラ ギ ン 酸 の 、 セ リ ン に よ る ト レ オ ニ ン の 、
又 は 構 造 的 に 関 係 す る ア ミ ノ 酸 残 基 、 た と え ば 側 鎖 の 類 似 す る 酸 度 、 極 性 、 嵩 高 度 、 又 は
そ の い く つ か の 組 合 せ で の 類 似 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 残 基 に よ る い づ れ か 他 の ア ミ ノ 酸 残 基
の 置 換 は 一 般 的 に 、 ポ リ ペ プ チ ド の 機 能 又 は 免 疫 原 性 に 対 し て 有 意 な 効 果 を 有 さ な い で あ
ろ う 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 場 合 、 ポ リ ペ プ チ ド は 、 “ 本 発 明 の 実 施 に お い て 有 用 で あ
り ” 、 こ こ で 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は 、 （ ａ ） 免 疫 原 性 で あ り 、 す な わ ち 、 APP に 対 し て ブ タ
に お け る 保 護 応 答 を 誘 発 す る の に 単 独 で 、 又 は APP に 対 し て ブ タ に お け る 保 護 応 答 の 誘 発
に 寄 与 す る 本 発 明 の 他 の 抗 原 と 組 合 し て 、 ワ ク チ ン 組 成 物 に 使 用 さ れ 得 ； 又 は （ ｂ ） 哺 乳
類 種 の メ ン バ ー に 投 与 さ れ る 場 合 、 診 断 試 薬 と し て 有 用 で あ る APP － 特 異 的 抗 体 の 生 成 を
誘 発 す る た め に 使 用 さ れ 得 ； 又 は （ ｃ ） APP に よ る 感 染 又 は 本 発 明 の ワ ク チ ン に よ る 予 防
接 種 の い づ れ か に 起 因 す る ブ タ か ら の 血 液 又 は 血 清 サ ン プ ル に お け る 抗 － APP 抗 体 の 存 在
を 検 出 す る た め に 診 断 試 薬 と し て 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 本 発 明 の APP タ ン パ ク 質 又 は 相 同 ポ リ ペ プ チ ド の ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン
ト を 供 給 す る 。 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 場 合 、 “ ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト ” と は 、 シ グ
ナ ル 配 列 を 有 す る か 又 は 有 さ な い 、 そ の 対 応 す る 十 分 な 長 さ の APP タ ン パ ク 質 の 完 全 な ア
ミ ノ 酸 配 列 よ り も 少 な い ア ミ ノ 酸 配 列 か ら 成 る ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は そ の ア ミ ノ 酸 配 列 の 少
な く と も 約 １ ０ 個 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ２ ０ 個 及 び 最 と も 好 ま し く は 少 な く と も
約 ３ ０ 個 の ア ミ ノ 酸 残 基 の 副 配 列 を 含 ん で 成 る 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の 相 同 ポ リ ペ プ チ ド を 意
味 し 、 そ し て ポ リ ペ プ チ ド に つ い て の 有 用 性 が 上 記 に 定 義 さ れ る よ う に 、 本 発 明 の 実 施 に
お い て 有 用 な 前 記 ポ リ ペ プ チ ド 及 び そ の 相 同 体 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 本 発 明 の ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト は 、 本 発 明 の 十 分 な 長 さ の タ ン パ ク 質 又 は 相 同 ポ リ ペ プ
チ ド の １ 以 上 の 副 配 列 を 含 む こ と が で き る 。 た と え ば 、 十 分 な 長 さ の APP タ ン パ ク 質 又 は
相 同 ポ リ ペ プ チ ド か ら の 複 数 の 異 な っ た 副 配 列 は 、 そ れ ら が APP タ ン パ ク 質 又 は 相 同 ポ リ
ペ プ チ ド に お い て 非 連 続 性 で あ る 場 合 、 一 緒 に さ れ 、 そ し て ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト に お い
て お 互 い 接 触 せ し め ら れ 得 る 。 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 本 発 明 の ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト
は 、 抗 体 が 生 ぜ し め ら れ 得 る 、 APP タ ン パ ク 質 又 は 相 同 ポ リ ペ プ チ ド の １ 又 は 複 数 の エ ピ
ト ー プ 、 又 は エ ピ ト ー プ の 複 数 の コ ピ ー を 表 わ す １ 又 は 複 数 の 副 配 列 を 含 ん で 成 る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 非 制 限 的 な 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 APP タ ン パ ク 質 の 天 然 の シ グ ナ ル 配 列 を 含 ん で 成
る 、 本 発 明 の APP タ ン パ ク 質 の ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト を 供 給 す る 。 好 ま し い 態 様 に お い て
、 ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト は 、 配 列 番 号 ２ の お よ そ ア ミ ノ 酸 残 基 １ ～ お よ そ ア ミ ノ 酸 残 基 １
９ (Omp20） 、 配 列 番 号 ４ の お よ そ ア ミ ノ 酸 残 基 １ ～ お よ そ ア ミ ノ 酸 残 基 ２ １ （ OmpW） 、 配
列 番 号 ６ の お よ そ ア ミ ノ 酸 残 基 １ ～ お よ そ ア ミ ノ 酸 残 基 ２ ７ （ Omp27)、 配 列 番 号 ８ の お よ
そ ア ミ ノ 酸 残 基 １ ～ お よ そ ア ミ ノ 酸 残 基 １ ９ (Omp1)、 及 び 配 列 番 号 １ ０ の お よ そ ア ミ ノ 酸
残 基 １ ～ お よ そ ア ミ ノ 酸 残 基 １ ９ （ OmpA1 ） か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 か ら
成 る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 そ の よ う な シ グ ナ ル 配 列 、 及 び そ れ ら を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 は 、 種 々 の 目
的 の た め に 、 た と え ば 、 APP 又 は 他 の 細 菌 宿 主 細 胞 に お い て 発 現 さ れ る 組 換 え タ ン パ ク 質
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の 細 胞 密 集 を 方 向 づ け る た め に 、 又 は 感 染 さ れ た 動 物 か ら の 流 体 又 は 組 織 サ ン プ ル に お け
る APP － 特 異 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 を 検 出 す る た め の 診 断 用 プ ロ ー ブ と し て 有 用 で あ る
。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 十 分 な 長 さ の APP タ ン パ ク 質 又 は 相 同 ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 し 、 こ こ で
そ の 副 配 列 は 、 ポ リ ペ プ チ ド の 抗 原 性 を 高 め 、 変 更 し 、 又 は 他 方 で は 、 改 良 す る た め に 、
天 然 の 分 子 に 見 出 さ れ る 副 配 列 に 比 較 し て 、 お 互 い に 対 し て 異 な っ た 相 対 的 順 序 で 配 置 さ
れ て い る 。
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 場 合 、 用 語 “ 抗 原 ” 、 “ 抗 原 性 ” 及 び 同 様 の も の は 、 体 液
性 及 び ／ 又 は 細 胞 性 抗 原 － 特 異 的 応 答 を 生 成 す る た め に 宿 主 の 免 疫 シ ス テ ム を 刺 激 す る １
又 は 複 数 の エ ピ ト ー プ を 含 む 分 子 を 意 味 す る 。 こ の 用 語 は ま た 、 “ 免 疫 原 ” と も 互 換 的 に
使 用 さ れ 得 る 。 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 場 合 、 用 語 “ エ ピ ト ー プ ” 又 は “ エ ピ ト ー プ
領 域 ” と は 、 特 定 の 抗 体 分 子 が 結 合 す る 抗 原 又 は ハ プ テ ン 上 の 部 位 を 意 味 す る 。 こ の 用 語
は ま た 、 “ 抗 原 決 定 基 ” と も 互 換 的 に 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 ポ リ ペ プ チ ド に つ い て の 有 用 性 が 上 記 で 定 義 さ れ た よ う に 、 本 発 明 の
実 施 に お い て 有 用 で あ る 、 キ ャ リ ヤ ー 又 は 融 合 パ ー ト ナ ー に 連 結 さ れ た 、 本 発 明 の APP タ
ン パ ク 質 パ ー ト ナ ー （ 天 然 の シ グ ナ ル 配 列 を 有 す る か 、 又 は 有 さ な い ） 、 そ の 相 同 ポ リ ペ
プ チ ド 、 又 は ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト を 含 ん で 成 る 融 合 タ ン パ ク 質 を 提 供 す る 。 融 合 パ ー ト
ナ ー の 例 に つ い て は 下 記 セ ク シ ョ ン ５ ． ４ ． １ を 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 種 々 の 理 由 の た め に 、 た と え ば 組 換 え 的 に 発 現 さ れ た APP タ ン パ ク
質 の 安 定 性 を 高 め る た め に 、 APP ワ ク チ ン に お け る 抗 原 性 成 分 と し て 、 特 定 の APP タ ン パ
ク 質 パ ー ト ナ ー に 対 し て の 抗 血 清 を 高 め る た め に 、 APP タ ン パ ク 質 パ ー ト ナ ー の 生 化 学 的
性 質 を 研 究 す る た め に 、 異 な っ た 又 は 増 強 さ れ た 抗 原 性 質 を 有 す る APP タ ン パ ク 質 を 構 築
す る た め に 、 診 断 用 試 薬 と し て 作 用 せ し め る た め に 、 又 は た と え ば 、 下 記 セ ク シ ョ ン ５ ．
４ ． １ に 記 載 さ れ る よ う に 、 発 現 さ れ た APP タ ン パ ク 質 の 同 定 又 は 精 製 に お い て 助 け に な
る た め に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 本 発 明 の 融 合 タ ン パ ク 質 は さ ら に 、 特 定 の プ ロ テ ア ー ゼ 切 断 部 位 を 含 む よ う 、 標 準 的 技
法 を 用 い て 構 築 さ れ 得 、 そ の 結 果 、 特 定 の APP タ ン パ ク 質 パ ー ト ナ ー が 特 定 の プ ロ テ ア ー
ゼ に よ る 処 理 に よ り 、 キ ャ リ ヤ ー 又 は 融 合 パ ー ト ナ ー か ら 放 た れ 得 る 。 た と え ば 、 本 発 明
の 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 中 で も 、 ト ロ ン ビ ン 又 は 第 Ｘ ａ 因 子 切 断 部 位 を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 本 発 明 の APP タ ン パ ク 質 、 相 同 ポ リ ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト
又 は 融 合 タ ン パ ク 質 の 類 似 体 及 び 誘 導 体 を 提 供 し 、 こ こ で そ の よ う な 類 似 体 及 び 誘 導 体 は
、 ポ リ ペ プ チ ド に つ い て の 有 用 性 が 上 記 で 定 義 さ れ た よ う に 、 本 発 明 の 実 施 に お い て 有 用
で あ る 。 類 似 体 の 生 成 を も た ら す 操 作 は 、 類 似 体 が 調 製 さ れ る 特 定 の ポ リ ペ プ チ ド の 生 物
学 的 又 は 免 疫 学 的 特 徴 を 改 良 し 、 又 は 他 方 で は 変 え る た め に 、 遺 伝 子 レ ベ ル で 又 は タ ン パ
ク 質 レ ベ ル で 、 又 は 両 レ ベ ル で 実 施 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 た と え ば 、 遺 伝 子 レ ベ ル で は 、 本 発 明 の APP タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ク ロ ー ン 化 さ れ た
Ｄ Ｎ Ａ 分 子 が 、 そ の タ ン パ ク 質 の 類 似 体 を コ ー ド す る よ う 、 １ 又 は 複 数 の 既 知 の 方 法 に よ
り 修 飾 さ れ 得 る 。 そ の よ う な 修 飾 は 、 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 消 化 、 及 び 翻 訳 、 開 始 、 又 は 終
結 配 列 を 創 造 し 、 又 は 破 壊 し 、 又 は コ ー ド 領 域 に お け る 変 動 を 創 造 す る 突 然 変 異 、 又 は そ
の 組 合 せ を 包 含 す る が 、 但 し そ れ ら だ け に は 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 そ の よ う な 技 法 は 、 中 で も 次 の 文 献 に 記 載 さ れ る ： Maniatisな ど ., 1989, Molecualr C
loning, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Ha
rbor, NY ; Ausubelな ど ., 1989, Current Protocols in Molecular Biology, Geene Pub
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lishing Associates & Wiley Interscience, NY ; Sambrookな ど ., 1989, Molecular Clo
ning : A Laboratory Manual, 2d ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Sp
ring Harbor, NY ; Innis な ど ., (eds), 1995, PCR Strategies, Academic Press, Inc.
, San Diego ; 及 び Erlich (ed), 1992, PCR Technology, Oxford University Press, Ne
w York (そ れ ら の 開 示 は 引 用 に よ り 本 明 細 書 中 に 組 込 ま れ る ） 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 こ れ に 代 っ て 又 は こ れ に 加 え て 、 本 発 明 の 類 似 体 は 、 タ ン パ ク 質 レ ベ ル で は 、 本 発 明 の
APP タ ン パ ク 質 又 は 他 の ポ リ ペ プ チ ド の 修 飾 に よ り 調 製 さ れ 得 る 。 タ ン パ ク 質 の １ 又 は 複
数 の 化 学 的 修 飾 は 、 既 知 の 技 法 、 た と え ば 次 の 技 法 （ 但 し 、 そ れ ら だ け に は 限 定 さ れ な い
） を 用 い て 実 施 さ れ 得 る ： カ ル バ ゼ ー ト 又 は 三 次 中 心 を 生 成 す る た め に 、 タ ン パ ク 質 の １
又 は 複 数 の Ｌ － ア ミ ノ 酸 の そ の 対 応 す る Ｄ － ア ミ ノ 酸 、 ア ミ ノ 酸 類 似 体 又 は ア ミ ノ 酸 擬 似
物 に よ 置 換 ； 又 は 特 定 の 化 学 的 修 飾 、 た と え ば ト リ プ シ ン 、 キ モ ト リ プ シ ン 、 パ パ イ ン 又
は Ｖ ８ プ ロ テ ア ー ゼ に よ る タ ン パ ク 質 分 解 、 又 は NaBH 4  又 は 臭 化 シ ア ン に よ る 処 理 、 又 は
ア セ チ ル 化 、 ホ ル ミ ル 化 、 酸 化 又 は 還 元 、 等 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 本 発 明 の APP タ ン パ ク 質 又 は 他 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 １ 又 は 複 数 の 次 の 化 学 基 の 接 合 に よ
り 誘 導 体 化 さ れ 得 る ： ア セ チ ル 基 、 硫 黄 架 橋 基 、 グ リ コ シ ル 基 、 脂 質 、 及 び ホ ス フ ェ ー ト
、 及 び ／ 又 は 本 発 明 の 第 ２ の APP タ ン パ ク 質 又 は 他 の ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は 他 の タ ン パ ク 質
、 た と え ば 結 成 ア ル ブ ミ ン 、 キ ー ホ ー ル リ ン ペ ッ ト （ ア カ 貝 ） ヘ モ シ ア ニ ン 、 又 は 市 販 の
活 性 化 さ れ た BSA 、 又 は ポ リ ア ミ ノ 酸 （ た と え ば ポ リ リ シ ン ） 、 又 は ポ リ サ ッ カ ラ イ ド （
た と え ば 、 セ フ ァ ロ ー ス 、 ア ガ ロ ー ス 又 は 変 性 さ れ た 又 は 変 性 さ れ て い な い セ ル ロ ー ス ）
。 そ の よ う な 接 合 は 好 ま し く は 、 APP タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 側 鎖 及 び ／ 又 は Ｎ － 末 端 又 は
Ｃ － 末 端 で 存 在 す る 。 そ の よ う な 接 合 反 応 を 実 施 す る た め の 方 法 は 、 タ ン パ ク 質 化 学 の 分
野 に お い て は 、 良 く 知 ら れ て い る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 本 発 明 の 実 施 に お い て 有 用 な 誘 導 体 は ま た 、 水 溶 性 ポ リ マ ー 、 た と え ば ポ リ エ チ レ ン グ
リ コ ー ル が 本 発 明 の APP タ ン パ ク 質 又 は 他 の ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は そ の 類 似 体 に 接 合 さ れ て
い る 誘 導 体 を 包 含 し 、 そ れ に よ り 、 APP タ ン パ ク 質 の 免 疫 原 性 を 少 な く と も 一 部 、 保 持 し
、 又 は 改 良 す る と 共 に 、 追 加 の 所 望 す る 性 質 を 提 供 す る 。 そ れ ら の 追 加 の 所 望 す る 性 質 は
、 た と え ば 、 水 溶 液 に お け る 高 め ら れ た 溶 解 性 、 貯 蔵 に お け る 高 め ら れ た 安 定 性 、 タ ン パ
ク 質 分 解 性 劣 化 に 対 す る 高 め ら れ た 耐 性 、 及 び 高 め ら れ た イ ン ビ ボ 半 減 期 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 本 発 明 の APP タ ン パ ク 質 又 は 他 の ポ リ ペ プ チ ド へ の 接 合 の た め に 適 切 な 水 溶 性 ポ リ マ ー
は 、 次 の も の を 包 含 す る が 、 但 し そ れ ら だ け に は 限 定 さ れ な い ： ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル
ホ モ ポ リ マ ー 、 ポ リ プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル ホ モ ポ リ マ ー 、 エ チ レ ン グ リ コ ー ル と プ ロ ピ レ
ン グ リ コ ー ル と の コ ポ リ マ ー （ こ こ で 前 記 ホ モ ポ リ マ ー 及 び コ ポ リ マ ー は 未 置 換 で あ り 、
又 は ア ル キ ル 基 に よ り 一 端 で 置 換 さ れ て い る ） 、 ポ リ オ キ シ エ チ ル 化 さ れ た ポ リ オ ー ル 、
ポ リ ビ ニ ル ア ル コ ー ル 、 ポ リ サ ッ カ ラ イ ド 、 ポ リ ビ ニ ル エ チ ル エ ー テ ル 、 及 び β ， β － ポ
リ 〔 ２ － ヒ ド ロ キ シ エ チ ル 〕 － Ｄ Ｌ － ア ス パ ル タ ミ ド 。 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル は 特 に 好
ま し い 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド の 水 溶 性 ポ リ マ ー 接 合 体 を 製 造 す る た め の 方 法 は 、 当 業 界 に お い て 知 ら れ
て お り 、 そ し て 中 で も 、 次 の 特 許 に 記 載 さ れ て い る ： ア メ リ カ 特 許 第 3,788,948 号 ； 第 3,
960,830 号 ； 第 4,002,531 号 ； 第 4,055,635 号 ； 第 4,179,337 号 ； 第 4,261,973 号 ； 第 4,
412,989 号 ； 第 4,414,147 号 ； 第 4,415,665 号 ； 第 4,609,546 号 ； 第 4,732,863 号 ； 第 4,
745,180 号 ； ヨ ー ロ ッ パ 特 許 （ EP） 第 152,847 号 ； EP第 98,110号 ； 及 び 日 本 特 許 （ JP） 第
5,792,435 号 （ そ れ ら は 引 用 に よ り 本 明 細 書 に 組 込 ま れ る ） 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 “ APP タ ン パ ク 質 ” 及 び 同 様 の も の に 関 す る す べ て の 続 く 言 及 は 、 特 に こ と わ ら な い 限
り 、 上 記 で 定 義 さ れ た よ う に 、 本 発 明 の APP タ ン パ ク 質 、 相 同 ポ リ ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド フ
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ラ グ メ ン ト 、 融 合 タ ン パ ク 質 、 類 似 体 及 び 誘 導 体 を 包 含 す る つ も り で あ る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 ５ ． ２ ． 新 規 APP タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子
　 本 発 明 は さ ら に 、 APP タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ヌ ク レ ア ー ゼ 配 列 を 含 ん で 成 る 単 離 さ れ
た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 を 提 供 す る 。 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 場 合 、 用 語 “ ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド 分 子 ” 、 “ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ” 、 “ コ ー ド 配 列 ” 、 “ オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ
フ レ ー ム （ ORF ） ” 、 及 び 同 様 の も の は 、 １ 又 は 複 数 の 原 核 配 列 、 cDNA配 列 、 ゲ ノ ム DNA 
配 列 （ エ キ ソ ン 及 び イ ン ト ロ ン を 包 含 す る ） 、 又 は 化 学 的 に 合 成 さ れ た DNA 及 び RNA 配 列
を 包 含 す る こ と が で き ； そ し て セ ン ス 及 び ア ン チ セ ン ス 鎖 の 両 者 を 含 む こ と が で き る 、 一
本 鎖 又 は 二 本 鎖 の い づ れ か で あ り 得 る DNA 及 び RNA 分 子 の 両 者 を 言 及 す る つ も り で あ る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 場 合 、 用 語 “ ORF ” と は 、 い づ れ の 介 在 性 終 結 コ ド ン も 有
さ な い 本 発 明 の 特 定 の APP タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る こ と を 必 要 と さ れ る 最 小 ヌ ク レ オ チ ド
配 列 を 言 及 す る 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド コ ー ド 配 列 の 境 界 は 一 般 的 に 、 ５ ’ （ ア ミ ノ ） 末 端 で
の 開 始 コ ド ン の 存 在 、 及 び ３ ’ （ カ ル ボ キ シ ） 末 端 で の 翻 訳 停 止 の 存 在 に よ り 決 定 さ れ る
。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 下 記 に 開 示 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 及 び オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 の 生 成 及 び 操 作 は
、 当 業 者 の 範 囲 内 で あ り 、 そ し て 中 で も 、 次 の 文 献 に 記 載 さ れ る 組 換 え 技 法 に 従 っ て 実 施
さ れ 得 る ： Maniatisな ど ., 1989 、 上 記 ； Ausubel な ど ., 1989 、 上 記 ； Sambrookな ど .,
 1989 、 上 記 ； Innis な ど ., 1995 、 上 記 ； 及 び Erlich, 1992、 上 記 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 ５ ． ２ ． １ ． Omp20 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子
　 配 列 番 号 １ か ら の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 及 び そ の 選 択 さ れ 、 且 つ 実 質 的 な 部 分 に つ い て の
下 記 言 及 は ま た 、 特 に こ と わ ら な い 限 り 、 株 Pz416(ATCC 98926） の 宿 主 細 胞 に 存 在 す る プ
ラ ス ミ ド pER416の そ の 対 応 す る Omp20 － 関 連 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 言 及 す る つ も り で あ る 。
さ ら に 、 配 列 番 号 ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 及 び そ の ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト に つ い て の 言
及 は ま た 、 特 に こ と わ ら な い 限 り 、 プ ラ ス ミ ド pER416の Omp20 － 関 連 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に
よ り コ ー ド さ れ る そ の 対 応 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 言 及 す る つ も り で あ る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 本 発 明 は 、 APP タ ン パ ク 質 、 す な わ ち Omp20 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 、 シ グ ナ
ル 配 列 と 共 に 又 は そ れ を 伴 わ な い で 含 ん で 成 る 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 を 提 供 す
る 。 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 本 発 明 の 単 離 さ れ た Omp20 － コ ー ド ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子
は 、 約 nt３ ２ ９ ～ 約 nt７ ９ ０ の 配 列 番 号 １ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で 成 る 。 よ り 好 ま し
い 態 様 に お い て は 、 本 発 明 の 単 離 さ れ た Omp20 － コ ー ド ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 は 、 約 nt２
７ ２ ～ 約 nt７ ９ ０ の 配 列 番 号 １ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で 成 る 。 非 制 限 的 態 様 に お い て
は 、 本 発 明 の 単 離 さ れ た Omp20 － コ ー ド ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 は 、 配 列 番 号 １ の ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 を 含 ん で 成 る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 本 発 明 の APP Omp20 － コ ー ド ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 に 対 し て 相 同 で あ
る 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 を 提 供 す る 。 用 語 “ 相 同 ” と は 、 Omp20 － コ ー ド ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド 分 子 を 言 及 す る た め に 使 用 さ れ る 場 合 、 （ ａ ） nt３ ２ ９ ～ nt７ ９ ０ の 配 列 番
号 １ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 同 じ ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る が 、 し か し 遺 伝 子 コ ー ド の 縮 重
に 従 っ て ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 対 す る １ 又 は 複 数 の サ イ レ ン ト 変 化 を 包 含 し ； 又 は （ ｂ ） 中
位 い の 緊 縮 条 件 、 す な わ ち ６ ５ ℃ で 、 0.5Mの NaHPO 4 ， ７ ％ ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム (SDS）
、 １ mMの EDTAに お い て の フ ィ ル タ ー 結 合 さ れ た DNA へ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 及 び ４
２ ℃ で 、 0.2 × SSC/0.1% SDSに よ る 洗 浄 （ Ausubel な ど . (eds.), 1989, Current Protoc
ols in Molecular Biology, Vol. I, Green Publishing Associates, Inc., and John Wi
ley & Sons, Inc., New York, p 2.10.3を 参 照 の こ と ） 下 で 、 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 残 基
２ ０ ～ １ ７ ２ を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 の 補 体 に ハ イ
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ブ リ ダ イ ズ す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 を 意 味 し 、 そ し て 本 発 明
の 実 施 に お い て 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 相 同 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 は 、 高 い 緊 縮 条 件 、 す な わ ち ６ ５
℃ で 、 0.5Mの NaHPO 4  ,7% SDS， １ mMの EDTAに お い て の フ ィ ル タ ー 結 合 さ れ た DNA へ の ハ イ
ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 及 び ６ ８ ℃ で 0.1 × SSC/0.1% SDSに よ る 洗 浄 （ Ausubel な ど ., 198
9 、 上 記 ） 下 で 、 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 残 基 ２ ０ ～ １ ７ ２ を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列
を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 の 補 体 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 そ し て 本 発 明 の 実 施 に お い て
有 用 で あ る 。 よ り 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 相 同 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 は 、 高 い 緊 縮 条 件
下 で 、 nt３ ２ ９ ～ nt７ ９ ０ の 配 列 番 号 １ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら 成 る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分
子 の 補 体 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 そ し て 本 発 明 の 実 施 に お い て 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 場 合 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 は 、 次 の 場 合 、 “ 本 発 明 の 実
施 に お い て 有 用 で あ る ” ： （ ａ ） ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 が APP に 対 し て ブ タ に お い て 保 護
応 答 を 、 単 独 で 誘 発 す る か 、 又 は そ の 誘 発 に １ 又 は 複 数 の 他 の 抗 原 と 組 合 し て 寄 与 す る よ
う ワ ク チ ン 組 成 物 に 使 用 さ れ 得 る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 場 合 ； 又 は （ ｂ ） ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド 分 子 が APP に 対 し て ブ タ に お い て 保 護 応 答 を 、 単 独 で 誘 発 す る か 、 又 は そ の 誘 発 に
１ 又 は 複 数 の 他 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 又 は １ 又 は 複 数 の 他 の 抗 原 と 組 合 し て 寄 与 す る よ
う DNA ワ ク チ ン 組 成 物 に 直 接 的 に 使 用 さ れ る 場 合 ； 又 は （ ｃ ） ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 が 、
哺 乳 類 種 の メ ン バ ー に 投 与 さ れ る 場 合 、 診 断 試 薬 と し て 有 用 で あ る APP － 特 異 的 抗 体 の 生
成 を 誘 発 す る た め に 使 用 さ れ 得 る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 場 合 ； 又 は （ ｄ ） ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド 分 子 が ブ タ か ら の 血 液 又 は 血 清 サ ン プ ル に お け る APP － 特 異 的 抗 体 の 存 在 を 検 出 す
る た め に 診 断 試 薬 と し て 使 用 さ れ 得 る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 場 合 ； 又 は （ ｅ ） ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド 分 子 が APP － 感 染 さ れ た ブ タ か ら の 流 体 又 は 組 織 サ ン プ ル に お け る APP － 特 異
的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 の 存 在 を 検 出 す る た め に 診 断 試 薬 と し て 使 用 さ れ る 場 合 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 “ 相 同 ポ リ ペ プ チ ド ” に つ い て 上 記 セ ク シ ョ ン ５ ． １ に お い て 定 義 さ
れ る よ う に 、 本 発 明 の Omp20 タ ン パ ク 質 に 対 し て 相 同 で あ る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で 成 る 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 本 発 明 の 前 記 Omp20 － 関 連 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 の い づ れ か の 実 質 的
部 分 で あ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら 成 る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 を 提 供 す る 。 本 明 細 書 に お い
て 使 用 さ れ る 場 合 、 Omp20 － 関 連 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 の “ 実 質 的 部 分 ” と は 、 特 定 の 十
分 な 長 さ の Omp20 － 関 連 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 の 完 全 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 よ り も 少 な い 配
列 か ら 成 る が 、 し か し そ の 特 定 の 十 分 な 長 さ の Omp20 関 連 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 の ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 の 少 な く と も 約 １ ０ ％ 、 そ し て よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ２ ０ ％ を 含 ん で 成
り 、 そ し て ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 に つ い て の “ 有 用 性 ” が 上 記 で 定 義 さ れ て い る よ う に 、
本 発 明 の 実 施 に お い て 有 用 で あ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 を 意 味 す る 。 非 制 限 的 な 態 様 に お
い て は 、 Omp20 － 関 連 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 の 実 質 的 な 部 分 は 、 用 語 “ ペ プ チ ド フ ラ グ メ
ン ト ” と し て 上 記 で 定 義 さ れ た よ う に 、 本 発 明 の 上 記 Omp20 － 関 連 タ ン パ ク 質 又 は ポ リ ペ
プ チ ド の い づ れ か の ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト を コ ー ド す る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 配 列 番 号 ２ の お よ そ ア ミ ノ 酸 残 基 １ ～ お よ そ ア ミ ノ 酸 残 基 １ ９ の 生 来
の Omp20 シ グ ナ ル 配 列 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で 成 る ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す
る 。 好 ま し く は 非 制 限 的 態 様 に お い て は 、 Omp20 シ グ ナ ル 配 列 － コ ー ド ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
分 子 は 配 列 番 号 １ の 約 nt２ ７ ２ ～ 約 nt３ ２ ８ を 含 ん で 成 る 。
　 本 発 明 は さ ら に 、 キ ャ リ ヤ ー 又 は 融 合 パ ー ト ナ ー に 融 合 さ れ る 、 Omp20 タ ン パ ク 質 、 相
同 ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト を 含 ん で 成 る 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で 成 る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
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　 ５ ． ２ ． ２ ． OmpWを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子
　 配 列 番 号 ３ か ら の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 及 び そ の 選 択 さ れ 、 且 つ 実 質 的 な 部 分 に つ い て の
下 記 言 及 は ま た 、 特 に こ と わ ら な い 限 り 、 株 Pz418(ATCC 98928） の 宿 主 細 胞 に 存 在 す る プ
ラ ス ミ ド pER418の そ の 対 応 す る OmpW－ 関 連 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 言 及 す る つ も り で あ る 。 さ
ら に 、 配 列 番 号 ４ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 及 び そ の ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト に つ い て の 言 及
は ま た 、 特 に こ と わ ら な い 限 り 、 プ ラ ス ミ ド pER418の OmpW－ 関 連 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に よ り
コ ー ド さ れ る そ の 対 応 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 言 及 す る つ も り で あ る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 本 発 明 は 、 APP タ ン パ ク 質 、 す な わ ち OmpWを コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 、 シ グ ナ ル
配 列 と 共 に 又 は そ れ を 伴 わ な い で 含 ん で 成 る 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 を 提 供 す る
。 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 本 発 明 の 単 離 さ れ た OmpW－ コ ー ド ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 は 、
約 nt４ ３ ９ ～ 約 nt１ ０ ２ ３ の 配 列 番 号 ３ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で 成 る 。 よ り 好 ま し い
態 様 に お い て は 、 本 発 明 の 単 離 さ れ た OmpW－ コ ー ド ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 は 、 約 nt３ ７ ６
～ 約 nt１ ０ ２ ３ の 配 列 番 号 ３ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で 成 る 。 非 制 限 的 態 様 に お い て は
、 本 発 明 の 単 離 さ れ た OmpW－ コ ー ド ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 は 、 配 列 番 号 ３ の ヌ ク レ オ チ ド
配 列 を 含 ん で 成 る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 本 発 明 の APP OmpW－ コ ー ド ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 に 対 し て 相 同 で あ る
単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 を 提 供 す る 。 用 語 “ 相 同 ” と は 、 OmpW－ コ ー ド ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド 分 子 を 言 及 す る た め に 使 用 さ れ る 場 合 、 （ ａ ） nt４ ３ ９ ～ nt１ ０ ２ ３ の 配 列 番 号
３ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 同 じ ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る が 、 し か し 遺 伝 子 コ ー ド の 縮 重 に
従 っ て ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 対 す る １ 又 は 複 数 の サ イ レ ン ト 変 化 を 包 含 し ； 又 は （ ｂ ） 中 位
い の 緊 縮 条 件 、 す な わ ち ６ ５ ℃ で 、 0.5Mの NaHPO 4 , 7%ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム (SDS） 、 １
mMの EDTAに お い て の フ ィ ル タ ー 結 合 さ れ た DNA へ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 及 び ４ ２ ℃
で 、 0.2 × SSC/0.1% SDSに よ る 洗 浄 （ Ausubel な ど . (eds.)、 上 記 ） 下 で 、 配 列 番 号 ４ の
ア ミ ノ 酸 残 基 ２ ２ ～ ２ １ ５ を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子
の 補 体 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 を 意 味 し 、
そ し て 本 発 明 の 実 施 に お い て 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 相 同 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 は 、 高 い 緊 縮 条 件 、 す な わ ち ６ ５
℃ で 、 0.5Mの NaHPO 4 , 7% SDS， １ mMの EDTAに お い て の フ ィ ル タ ー 結 合 さ れ た DNA へ の ハ イ
ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 及 び ６ ８ ℃ で 0.1 × SSC/0.1% SDSに よ る 洗 浄 （ Ausubel な ど ., 198
9 、 上 記 ） 下 で 、 配 列 番 号 ４ の ア ミ ノ 酸 残 基 ２ ２ ～ ２ １ ５ を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列
を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 の 補 体 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 そ し て 本 発 明 の 実 施 に お い て
有 用 で あ る 。 よ り 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 相 同 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 は 、 高 い 緊 縮 条 件
下 で 、 nt４ ３ ９ ～ nt１ ０ ２ ３ の 配 列 番 号 ３ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら 成 る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
分 子 の 補 体 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 そ し て 本 発 明 の 実 施 に お い て 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 “ 相 同 ポ リ ペ プ チ ド ” に つ い て 上 記 に お い て 定 義 さ れ る よ う に 、 本 発
明 の OmpWタ ン パ ク 質 に 対 し て 相 同 で あ る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含
ん で 成 る 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 を 提 供 す る 。
　 本 発 明 は さ ら に 、 本 発 明 の 前 記 OmpW－ 関 連 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 の い づ れ か の 実 質 的 部
分 で あ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら 成 る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 場 合 、 OmpW－ 関 連 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 の “ 実 質 的 部 分 ”
と は 、 特 定 の 十 分 な 長 さ の OmpW－ 関 連 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 の 完 全 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 よ
り も 少 な い 配 列 か ら 成 る が 、 し か し そ の 特 定 の 十 分 な 長 さ の OmpW－ 関 連 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
分 子 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 少 な く と も 約 １ ０ ％ 、 及 び よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ２ ０ ％
を 含 ん で 成 り 、 そ し て ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 に つ い て の “ 有 用 性 ” が 上 記 で 定 義 さ れ て い
る よ う に 、 本 発 明 の 実 施 に お い て 有 用 で あ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 を 意 味 す る 。 非 制 限 的
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な 態 様 に お い て は 、 OmpW－ 関 連 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 の 実 質 的 な 部 分 は 、 用 語 “ ペ プ チ ド
フ ラ グ メ ン ト ” と し て 上 記 で 定 義 さ れ た よ う に 、 本 発 明 の 上 記 OmpW－ 関 連 タ ン パ ク 質 又 は
ポ リ ペ プ チ ド の い づ れ か の ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト を コ ー ド す る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 配 列 番 号 ４ の お よ そ ア ミ ノ 酸 残 基 １ ～ お よ そ ア ミ ノ 酸 残 基 ２ １ の 生 来
の OmpWシ グ ナ ル 配 列 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で 成 る ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る
。 好 ま し く は 非 制 限 的 態 様 に お い て は 、 OmpWシ グ ナ ル 配 列 － コ ー ド ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子
は 配 列 番 号 ３ の 約 nt３ ７ ６ ～ 約 nt４ ３ ８ を 含 ん で 成 る 。
　 本 発 明 は さ ら に 、 キ ャ リ ヤ ー 又 は 融 合 パ ー ト ナ ー に 融 合 さ れ る 、 OmpWタ ン パ ク 質 、 相 同
ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト を 含 ん で 成 る 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で 成 る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 ５ ． ２ ． ３ ． Omp27 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子
　 配 列 番 号 ５ か ら の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 及 び そ の 選 択 さ れ 、 且 つ 実 質 的 な 部 分 に つ い て の
下 記 言 及 は ま た 、 特 に こ と わ ら な い 限 り 、 株 Pz417(ATCC 98927） の 宿 主 細 胞 に 存 在 す る プ
ラ ス ミ ド pER417の そ の 対 応 す る Omp27 － 関 連 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 言 及 す る つ も り で あ る 。
さ ら に 、 配 列 番 号 ６ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 及 び そ の ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト に つ い て の 言
及 は ま た 、 特 に こ と わ ら な い 限 り 、 プ ラ ス ミ ド pER417の Omp27 － 関 連 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に
よ り コ ー ド さ れ る そ の 対 応 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 言 及 す る つ も り で あ る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 本 発 明 は 、 APP タ ン パ ク 質 、 す な わ ち Omp27 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 、 シ グ ナ
ル 配 列 と 共 に 又 は そ れ を 伴 わ な い で 含 ん で 成 る 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 を 提 供 す
る 。 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 本 発 明 の 単 離 さ れ た Omp27 － コ ー ド ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子
は 、 約 nt２ ３ ８ ～ 約 nt９ ３ ３ の 配 列 番 号 ５ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で 成 る 。 よ り 好 ま し
い 態 様 に お い て は 、 本 発 明 の 単 離 さ れ た Omp27 － コ ー ド ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 は 、 約 nt１
５ ７ ～ 約 nt９ ３ ３ の 配 列 番 号 ５ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で 成 る 。 非 制 限 的 態 様 に お い て
は 、 本 発 明 の 単 離 さ れ た Omp27 － コ ー ド ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 は 、 配 列 番 号 ５ の ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 を 含 ん で 成 る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 本 発 明 の APP Omp27 － コ ー ド ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 に 対 し て 相 同 で あ
る 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 を 提 供 す る 。 用 語 “ 相 同 ” と は 、 Omp27 － コ ー ド ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド 分 子 を 言 及 す る た め に 使 用 さ れ る 場 合 、 （ ａ ） nt２ ３ ８ ～ nt９ ３ ３ の 配 列 番
号 ５ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 同 じ ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る が 、 し か し 遺 伝 子 コ ー ド の 縮 重
に 従 っ て ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 対 す る １ 又 は 複 数 の サ イ レ ン ト 変 化 を 包 含 し ； 又 は （ ｂ ） 中
位 い の 緊 縮 条 件 、 す な わ ち ６ ５ ℃ で 、 0.5Mの NaHPO 4 , 7%ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム (SDS） 、
１ mMの EDTAに お い て の フ ィ ル タ ー 結 合 さ れ た DNA へ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 及 び ４ ２
℃ で 、 0.2 × SSC/0.1% SDSに よ る 洗 浄 （ Ausubel な ど . (eds.)、 上 記 ） 下 で 、 配 列 番 号 ６
の ア ミ ノ 酸 残 基 ２ ８ ～ ２ ５ ８ を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分
子 の 補 体 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 を 意 味 し
、 そ し て 本 発 明 の 実 施 に お い て 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 相 同 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 は 、 高 い 緊 縮 条 件 、 す な わ ち ６ ５
℃ で 、 0.5Mの NaHPO 4 , 7% SDS， １ mMの EDTAに お い て の フ ィ ル タ ー 結 合 さ れ た DNA へ の ハ イ
ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 及 び ６ ８ ℃ で 0.1 × SSC/0.1% SDSに よ る 洗 浄 （ Ausubel な ど ., 198
9 、 上 記 ） 下 で 、 配 列 番 号 ６ の ア ミ ノ 　 酸 残 基 ２ ８ ～ ２ ５ ８ を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配
列 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 の 補 体 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 そ し て 本 発 明 の 実 施 に お い
て 有 用 で あ る 。 よ り 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 相 同 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 は 、 高 い 緊 縮 条
件 下 で 、 nt２ ３ ８ ～ nt９ ３ ３ の 配 列 番 号 ５ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら 成 る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
分 子 の 補 体 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 そ し て 本 発 明 の 実 施 に お い て 有 用 で あ る 。
　 本 発 明 は さ ら に 、 “ 相 同 ポ リ ペ プ チ ド ” に つ い て 上 記 に お い て 定 義 さ れ る よ う に 、 本 発
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明 の Omp27 タ ン パ ク 質 に 対 し て 相 同 で あ る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を
含 ん で 成 る 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 本 発 明 の 前 記 Omp27 － 関 連 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 の い づ れ か の 実 質 的
部 分 で あ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら 成 る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 を 提 供 す る 。 本 明 細 書 に お い
て 使 用 さ れ る 場 合 、 Omp27 － 関 連 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 の “ 実 質 的 部 分 ” と は 、 特 定 の 十
分 な 長 さ の Omp27 － 関 連 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 の 完 全 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 よ り も 少 な い 配
列 か ら 成 る が 、 し か し そ の 特 定 の 十 分 な 長 さ の Omp27 － 関 連 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 の ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 の 少 な く と も 約 １ ０ ％ 、 及 び よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ２ ０ ％ を 含 ん で 成
り 、 そ し て ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 に つ い て の “ 有 用 性 ” が 上 記 で 定 義 さ れ て い る よ う に 、
本 発 明 の 実 施 に お い て 有 用 で あ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 を 意 味 す る 。 非 制 限 的 な 態 様 に お
い て は 、 Omp27 － 関 連 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 の 実 質 的 な 部 分 は 、 用 語 “ ペ プ チ ド フ ラ グ メ
ン ト ” と し て 上 記 で 定 義 さ れ た よ う に 、 本 発 明 の 上 記 Omp27 － 関 連 タ ン パ ク 質 又 は ポ リ ペ
プ チ ド の い づ れ か の ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト を コ ー ド す る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 配 列 番 号 ６ の お よ そ ア ミ ノ 酸 残 基 １ ～ お よ そ ア ミ ノ 酸 残 基 ２ ７ の 生 来
の Omp27 シ グ ナ ル 配 列 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で 成 る ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す
る 。 好 ま し く は 非 制 限 的 態 様 に お い て は 、 Omp27 シ グ ナ ル 配 列 － コ ー ド ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
分 子 は 配 列 番 号 ５ の 約 nt１ ５ ７ ～ 約 nt２ ３ ７ を 含 ん で 成 る 。
　 本 発 明 は さ ら に 、 キ ャ リ ヤ ー 又 は 融 合 パ ー ト ナ ー に 融 合 さ れ る 、 Omp27 タ ン パ ク 質 、 相
同 ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト を 含 ん で 成 る 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で 成 る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 ５ ． ２ ． ４ ． OmpA1 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子
　 配 列 番 号 ７ か ら の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 及 び そ の 選 択 さ れ 、 且 つ 実 質 的 な 部 分 に つ い て の
下 記 言 及 は ま た 、 特 に こ と わ ら な い 限 り 、 株 Pz419(ATCC 98929） の 宿 主 細 胞 に 存 在 す る プ
ラ ス ミ ド pER419の そ の 対 応 す る OmpA1 － 関 連 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 言 及 す る つ も り で あ る 。
さ ら に 、 配 列 番 号 ８ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 及 び そ の ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト に つ い て の 言
及 は ま た 、 特 に こ と わ ら な い 限 り 、 プ ラ ス ミ ド pER419の OmpA1 － 関 連 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に
よ り コ ー ド さ れ る そ の 対 応 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 言 及 す る つ も り で あ る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 本 発 明 は 、 APP タ ン パ ク 質 、 す な わ ち OmpA1 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 、 シ グ ナ
ル 配 列 と 共 に 又 は そ れ を 伴 わ な い で 含 ん で 成 る 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 を 提 供 す
る 。 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 本 発 明 の 単 離 さ れ た OmpA1 － コ ー ド ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子
は 、 約 nt６ ７ １ ～ 約 nt１ ７ ０ ８ の 配 列 番 号 ７ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で 成 る 。 よ り 好 ま
し い 態 様 に お い て は 、 本 発 明 の 単 離 さ れ た OmpA1 － コ ー ド ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 は 、 約 nt
６ １ ４ ～ 約 nt１ ７ ０ ８ の 配 列 番 号 ７ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で 成 る 。 非 制 限 的 態 様 に お
い て は 、 本 発 明 の 単 離 さ れ た OmpA1 － コ ー ド ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 は 、 配 列 番 号 ７ の ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で 成 る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 本 発 明 の APP OmpA1 － コ ー ド ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 に 対 し て 相 同 で あ
る 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 を 提 供 す る 。 用 語 “ 相 同 ” と は 、 OmpA1 － コ ー ド ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド 分 子 を 言 及 す る た め に 使 用 さ れ る 場 合 、 （ ａ ） nt６ ７ １ ～ nt１ ７ ０ ８ の 配 列
番 号 ７ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 同 じ ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る が 、 し か し 遺 伝 子 コ ー ド の 縮
重 に 従 っ て ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 対 す る １ 又 は 複 数 の サ イ レ ン ト 変 化 を 包 含 し ； 又 は （ ｂ ）
中 位 い の 緊 縮 条 件 、 す な わ ち ６ ５ ℃ で 、 0.5Mの NaHPO 4 , 7%ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム (SDS）
、 １ mMの EDTAに お い て の フ ィ ル タ ー 結 合 さ れ た DNA へ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 及 び ４
２ ℃ で 、 0.2 × SSC/0.1% SDSに よ る 洗 浄 （ Ausubel な ど . (eds.)、 上 記 ） 下 で 、 配 列 番 号
８ の ア ミ ノ 酸 残 基 ２ ０ ～ ３ ６ ４ を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
分 子 の 補 体 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 を 意 味
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し 、 そ し て 本 発 明 の 実 施 に お い て 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 相 同 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 は 、 高 い 緊 縮 条 件 、 す な わ ち ６ ５
℃ で 、 0.5Mの NaHPO 4 , 7% SDS， １ mMの EDTAに お い て の フ ィ ル タ ー 結 合 さ れ た DNA へ の ハ イ
ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 及 び ６ ８ ℃ で 0.1 × SSC/0.1% SDSに よ る 洗 浄 （ Ausubel な ど ., 198
9 、 上 記 ） 下 で 、 配 列 番 号 ８ の ア ミ ノ 酸 残 基 ２ ０ ～ ３ ６ ４ を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列
を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 の 補 体 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 そ し て 本 発 明 の 実 施 に お い て
有 用 で あ る 。 よ り 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 相 同 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 は 、 高 い 緊 縮 条 件
下 で 、 nt６ ７ １ ～ nt１ ７ ０ ８ の 配 列 番 号 ７ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら 成 る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
分 子 の 補 体 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 そ し て 本 発 明 の 実 施 に お い て 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 “ 相 同 ポ リ ペ プ チ ド ” に つ い て 上 記 に お い て 定 義 さ れ る よ う に 、 本 発
明 の OmpA1 タ ン パ ク 質 に 対 し て 相 同 で あ る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を
含 ん で 成 る 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 を 提 供 す る 。
　 本 発 明 は さ ら に 、 本 発 明 の 前 記 OmpA1 － 関 連 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 の い づ れ か の 実 質 的
部 分 で あ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら 成 る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 を 提 供 す る 。 本 明 細 書 に お い
て 使 用 さ れ る 場 合 、 OmpA1 － 関 連 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 の “ 実 質 的 部 分 ” と は 、 特 定 の 十
分 な 長 さ の OmpA1 － 関 連 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 の 完 全 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 よ り も 少 な い 配
列 か ら 成 る が 、 し か し そ の 特 定 の 十 分 な 長 さ の OmpA1 関 連 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 の ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 の 少 な く と も 約 １ ０ ％ 、 及 び よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ２ ０ ％ を 含 ん で 成 り
、 そ し て ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 に つ い て の “ 有 用 性 ” が 上 記 で 定 義 さ れ て い る よ う に 、 本
発 明 の 実 施 に お い て 有 用 で あ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 を 意 味 す る 。 非 制 限 的 な 態 様 に お い
て は 、 OmpA1 － 関 連 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 の 実 質 的 な 部 分 は 、 用 語 “ ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン
ト ” と し て 上 記 で 定 義 さ れ た よ う に 、 本 発 明 の 上 記 OmpA1 － 関 連 タ ン パ ク 質 又 は ポ リ ペ プ
チ ド の い づ れ か の ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト を コ ー ド す る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 配 列 番 号 ８ の お よ そ ア ミ ノ 酸 残 基 １ ～ お よ そ ア ミ ノ 酸 残 基 １ ９ の 生 来
の OmpA1 シ グ ナ ル 配 列 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で 成 る ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す
る 。 好 ま し く は 非 制 限 的 態 様 に お い て は 、 OmpA1 シ グ ナ ル 配 列 － コ ー ド ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
分 子 は 配 列 番 号 ７ の 約 nt６ １ ４ ～ 約 nt６ ７ ０ を 含 ん で 成 る 。
　 本 発 明 は さ ら に 、 キ ャ リ ヤ ー 又 は 融 合 パ ー ト ナ ー に 融 合 さ れ る 、 OmpA1 タ ン パ ク 質 、 相
同 ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト を 含 ん で 成 る 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で 成 る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 ５ ． ２ ． ５ ． OmpA2 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子
　 配 列 番 号 ９ か ら の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 及 び そ の 選 択 さ れ 、 且 つ 実 質 的 な 部 分 に つ い て の
下 記 言 及 は ま た 、 特 に こ と わ ら な い 限 り 、 株 Pz420(ATCC 98930） の 宿 主 細 胞 に 存 在 す る プ
ラ ス ミ ド pER420の そ の 対 応 す る OmpA2 － 関 連 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 言 及 す る つ も り で あ る 。
さ ら に 、 配 列 番 号 １ ０ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 及 び そ の ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト に つ い て の
言 及 は ま た 、 特 に こ と わ ら な い 限 り 、 プ ラ ス ミ ド pER420の OmpA2 － 関 連 ヌ ク レ オ チ ド 配 列
に よ り コ ー ド さ れ る そ の 対 応 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 言 及 す る つ も り で あ る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 本 発 明 は 、 APP タ ン パ ク 質 、 す な わ ち OmpA2 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 、 シ グ ナ
ル 配 列 と 共 に 又 は そ れ を 伴 わ な い で 含 ん で 成 る 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 を 提 供 す
る 。 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 本 発 明 の 単 離 さ れ た OmpA2 － コ ー ド ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子
は 、 約 nt２ ５ ４ ～ 約 nt１ ３ ０ ６ の 配 列 番 号 ９ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で 成 る 。 よ り 好 ま
し い 態 様 に お い て は 、 本 発 明 の 単 離 さ れ た OmpA2 － コ ー ド ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 は 、 約 nt
１ ９ ７ ～ 約 nt１ ３ ０ ６ の 配 列 番 号 ９ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で 成 る 。 非 制 限 的 態 様 に お
い て は 、 本 発 明 の 単 離 さ れ た OmpA2 － コ ー ド ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 は 、 配 列 番 号 ９ の ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で 成 る 。
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【 ０ ０ ９ ５ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 本 発 明 の APP OmpA2 － コ ー ド ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 に 対 し て 相 同 で あ
る 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 を 提 供 す る 。 用 語 “ 相 同 ” と は 、 OmpA2 － コ ー ド ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド 分 子 を 言 及 す る た め に 使 用 さ れ る 場 合 、 （ ａ ） nt２ ５ ４ ～ nt１ ３ ０ ６ の 配 列
番 号 ９ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 同 じ ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る が 、 し か し 遺 伝 子 コ ー ド の 縮
重 に 従 っ て ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 対 す る １ 又 は 複 数 の サ イ レ ン ト 変 化 を 包 含 し ； 又 は （ ｂ ）
中 位 い の 緊 縮 条 件 、 す な わ ち ６ ５ ℃ で 、 0.5Mの NaHPO 4 , 7%ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム (SDS）
、 １ mMの EDTAに お い て の フ ィ ル タ ー 結 合 さ れ た DNA へ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 及 び ４
２ ℃ で 、 0.2 × SSC/0.1% SDSに よ る 洗 浄 （ Ausubel な ど 、 上 記 ） 下 で 、 配 列 番 号 １ ０ の ア
ミ ノ 酸 残 基 ２ ０ ～ ３ ６ ９ を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 の
補 体 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 を 意 味 し 、 そ
し て 本 発 明 の 実 施 に お い て 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 相 同 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 は 、 高 い 緊 縮 条 件 、 す な わ ち ６ ５
℃ で 、 0.5Mの NaHPO 4 , 7% SDS， １ mMの EDTAに お い て の フ ィ ル タ ー 結 合 さ れ た DNA へ の ハ イ
ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 及 び ６ ８ ℃ で 0.1 × SSC/0.1% SDSに よ る 洗 浄 （ Ausubel な ど ., 198
9 、 上 記 ） 下 で 、 配 列 番 号 １ ０ の ア ミ 　 ノ 酸 残 基 ２ ０ ～ ３ ６ ９ を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド
配 列 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 の 補 体 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 そ し て 本 発 明 の 実 施 に お
い て 有 用 で あ る 。 よ り 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 相 同 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 は 、 高 い 緊 縮
条 件 下 で 、 nt２ ５ ４ ～ nt１ ３ ０ ６ の 配 列 番 号 ９ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら 成 る ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド 分 子 の 補 体 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 そ し て 本 発 明 の 実 施 に お い て 有 用 で あ る 。
　 本 発 明 は さ ら に 、 “ 相 同 ポ リ ペ プ チ ド ” に つ い て 上 記 に お い て 定 義 さ れ る よ う に 、 本 発
明 の OmpA2 タ ン パ ク 質 に 対 し て 相 同 で あ る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を
含 ん で 成 る 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 本 発 明 の 前 記 OmpA2 － 関 連 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 の い づ れ か の 実 質 的
部 分 で あ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら 成 る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 を 提 供 す る 。 本 明 細 書 に お い
て 使 用 さ れ る 場 合 、 OmpA2 － 関 連 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 の “ 実 質 的 部 分 ” と は 、 特 定 の 十
分 な 長 さ の OmpA2 － 関 連 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 の 完 全 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 よ り も 少 な い 配
列 か ら 成 る が 、 し か し そ の 特 定 の 十 分 な 長 さ の OmpA2 関 連 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 の ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 の 少 な く と も 約 １ ０ ％ 、 及 び よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ２ ０ ％ を 含 ん で 成 り
、 そ し て ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 に つ い て の “ 有 用 性 ” が 上 記 で 定 義 さ れ て い る よ う に 、 本
発 明 の 実 施 に お い て 有 用 で あ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 を 意 味 す る 。 非 制 限 的 な 態 様 に お い
て は 、 OmpA2 － 関 連 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 の 実 質 的 な 部 分 は 、 用 語 “ ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン
ト ” と し て 上 記 で 定 義 さ れ た よ う に 、 本 発 明 の 上 記 OmpA2 － 関 連 タ ン パ ク 質 又 は ポ リ ペ プ
チ ド の い づ れ か の ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト を コ ー ド す る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 配 列 番 号 １ ０ の お よ そ ア ミ ノ 酸 残 基 １ ～ お よ そ ア ミ ノ 酸 残 基 １ ９ の 生
来 の OmpA2 シ グ ナ ル 配 列 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で 成 る ポ リ ペ プ チ ド を 提 供
す る 。 好 ま し く は 非 制 限 的 態 様 に お い て は 、 OmpA2 シ グ ナ ル 配 列 － コ ー ド ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド 分 子 は 配 列 番 号 ９ の 約 nt１ ９ ７ ～ 約 nt２ ５ ３ を 含 ん で 成 る 。
　 本 発 明 は さ ら に 、 キ ャ リ ヤ ー 又 は 融 合 パ ー ト ナ ー に 融 合 さ れ る 、 OmpA2 タ ン パ ク 質 、 相
同 ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト を 含 ん で 成 る 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で 成 る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 ５ ． ３ ． オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 分 子
　 本 発 明 は 、 さ ら に 、 本 発 明 の 前 記 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 の い づ れ か に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し
、 又 は 本 発 明 の 前 記 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 の い づ れ か の 相 補 体 で あ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を
有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 を 提 供 す る 。
そ の よ う な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 は 好 ま し く は 、 少 な く と も 約 １ ０ ～ １ ５ 個 の 長 さ の ヌ
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ク レ オ チ ド で あ る が 、 し か し 配 列 番 号 １ ， ３ ， ５ ， ７ 又 は ９ の い づ れ か の 副 配 列 、 又 は そ
の 相 同 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 の 長 さ ま で 及 び 、 そ し て 高 い 緊 縮 条 件 下 で 、 前 記 １ 又 は 複 数
の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 よ り 短 い オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 に 関 し て は 、 高 い 緊 縮 条 件 の 例 は 、 約 １ ４ 個 の 塩 基 の
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 関 し て 、 約 ３ ７ ℃ 、 約 １ ７ 個 の 塩 基 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 関 し て
、 約 ４ ８ ℃ 、 約 ２ ０ 個 の 塩 基 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 関 し て 、 約 ５ ５ ℃ 、 及 び 約 ２ ３ 個 の
塩 基 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 関 し て 約 ６ ０ ℃ の 温 度 で の 6 × SSC/0.5%ピ ロ リ ン 酸 ナ ト リ ウ
ム 溶 液 に よ る 洗 浄 を 包 含 す る 。 よ り 長 い オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 （ す な わ ち 約 １ ０ ０ nt以
上 ） に 関 し て 、 高 い 緊 縮 条 件 の 例 は 、 上 記 セ ク シ ョ ン ５ ． ２ に 提 供 さ れ て い る 。 他 の 適 切
な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 は 、 使 用 さ れ る 特 定 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 及 び ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド 分 子 に 依 存 し て 、 当 業 界 に お い て 知 ら れ て い る よ う に し て 決 定 さ れ 、 そ し て 調 節 さ
れ 得 る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 本 発 明 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 は 、 高 い 緊 縮 条 件 下 で 、 配
列 番 号 １ ， ３ ， ５ ， ７ 、 又 は ９ か ら 選 択 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら 成 る ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド 分 子 に 、 又 は 配 列 番 号 １ ， ３ ， ５ ， ７ 又 は ９ か ら 選 択 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 補 体 で
あ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら 成 る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 。
　 非 制 限 的 態 様 に お い て は 、 本 発 明 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 は 、 配 列 番 号 １ ５ ～ ４ ７ 及
び ４ ９ ～ ９ ３ か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 及 び 前 記 配 列 の 補 体 を 含 ん で
成 る 。 非 制 限 的 態 様 に お い て は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 は 、 配 列 番 号 １ ５ ～ ４ ７ 及 び ４
９ ～ ９ ３ か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 及 び 前 記 配 列 の 補 体 を 含 ん で 成 る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 本 発 明 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 は 、 種 々 の 目 的 の た め に 、 た と え ば 示 差 疾 病 診 断 へ の
使 用 の た め に APP タ ン パ ク 質 － コ ー ド ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 の 増 幅 に お け る プ ラ イ マ ー と
し て 、 又 は 遺 伝 子 調 節 に お い て 有 用 な ア ン チ セ ン ス を コ ー ド す る た め に 又 は ア ン チ セ ン ス
と し て 作 用 す る た め に 有 用 で あ る 。 増 幅 は 、 組 織 又 は 流 体 サ ン プ ル 、 た と え ば 感 染 さ れ た
動 物 の 粘 膜 又 は 気 管 支 に お い て APP タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 の 存 在
を 検 出 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。 特 定 の 増 幅 生 成 物 の 生 成 は APP 細 菌 感 染 の 診 断 の 維 持 を
助 け る と 共 に 、 増 幅 さ れ る 生 成 物 の 欠 失 は そ の よ う な 感 染 の 欠 失 を 示 す こ と が で き る 。 本
明 細 書 に 開 示 さ れ る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 は ま た 、 ア ク チ ノ バ チ ル ス の 他 の 種 又 は 株 、
又 は 他 の 細 菌 か ら 相 同 遺 伝 子 を 単 離 す る た め に も 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 増 幅 は 、 当 業 界 に お い て 知 ら れ て い る 他 の 増 幅 技 法 、 た と え ば リ ガ ー ゼ 鎖 反 応 が 使 用 さ
れ 得 る が 、 標 準 技 法 、 た と え ば “ ポ リ メ ラ ー ゼ 鎖 反 応 (PCR） に よ り 、 適 切 に 企 画 さ れ た オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 を 用 い て 実 施 さ れ 得 る 。 た と え ば 、 Ｐ Ｃ Ｒ に 関 し て は 、 適 切 に 企 画
さ れ た プ ラ イ マ ー 、 増 幅 さ れ る べ き ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 鋳 型 、 及 び 当 業 界 に お い て 知
ら れ て い る 適 切 な Ｐ Ｃ Ｒ 酵 素 及 び 緩 衝 液 を 含 ん で 成 る 混 合 物 が 、 鋳 型 の 特 定 の APP － 関 連
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 増 幅 す る た め に 、 標 準 の プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て 調 製 さ れ 、 そ し て
処 理 さ れ る 。 Ｐ Ｃ Ｒ を 実 施 す る た め の 方 法 は 、 中 で も 、 Innis な ど . (eds), 1995 、 上 記
； 及 び Erlich (ed), 1992 、 上 記 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 ５ ． ４ ． 組 換 え 発 現 シ ス テ ム
　 ５ ． ４ ． １ ． ク ロ ー ニ ン グ 及 び 発 現 ベ ク タ ー
　 本 発 明 は さ ら に 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 の い づ れ か を ク ロ ー ニ ン グ し 、 そ し て
発 現 す る た め の 組 成 物 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 を 含 ん で 成 る 組 換 え ク ロ ー ニ ン グ
ベ ク タ ー 及 び 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー 、 前 記 い づ れ か の ベ ク タ ー に よ り 形 質 転 換 さ れ た 宿 主 細
胞 、 及 び そ れ に 由 来 す る 細 胞 系 を 提 供 す る 。 本 発 明 の 組 換 え ベ ク タ ー 、 特 に 発 現 ベ ク タ ー
は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 の コ ー ド 配 列 （ こ の 後 、 “ APP コ ー ド 配 列 ” と 称 す る ） が 、 ポ
リ ペ プ チ ド を 生 成 す る た め に APP コ ー ド 配 列 の 転 写 及 び 翻 訳 の た め に 必 要 な １ 又 は 複 数 の
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調 節 要 素 と 作 用 可 能 に 関 連 し て 存 在 す る よ う 、 好 ま し く は 構 成 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 場 合 、 用 語 “ 調 節 要 素 ” と は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド コ ー ド 配
列 の 発 現 を 駆 動 し 、 そ し て ／ 又 は 調 節 す る よ う 作 用 す る 当 業 界 に お い て 知 ら れ て い る 、 誘
導 性 及 び 非 誘 導 性 プ ロ モ ー タ ー 、 エ ン ハ ン サ ー 、 オ ペ レ ー タ ー 及 び 他 の 要 素 を コ ー ド す る
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 包 含 す る が 、 但 し 、 そ れ ら だ け に は 限 定 さ れ な い 。 ま た 、 本 明 細 書 に
お い て 使 用 さ れ る 場 合 、 APP コ ー ド 配 列 は 、 １ 又 は 複 数 の 調 節 要 素 と “ 作 用 可 能 に 関 連 し
て ” 存 在 し 、 こ こ で 前 記 調 節 要 素 は コ ー ド 配 列 の 転 写 又 は そ の mRNAの 翻 訳 、 又 は 両 者 を 効
果 的 に 調 節 し 、 そ し て 可 能 に す る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 適 切 な 調 節 要 素 と 作 用 可 能 に 関 連 し て 、 特 定 の コ ー ド 配 列 を 含 む 組 換 え ベ ク タ ー を 構 成
す る た め の 方 法 、 た と え ば イ ン ビ ト ロ 組 換 え 技 法 、 合 成 技 法 、 及 び イ ン ビ ボ 遺 伝 子 組 換 え
法 は 、 当 業 界 に お い て 良 く 知 ら れ て い る 。 た と え ば 、 Maniatisな ど ., 1989 、 上 記 ； Ausu
bel な ど ., 1989 、 上 記 ； Sambrookな ど ., 1989 、 上 記 ； Innis な ど ., 1995 、 上 記 ； 及
び Erlich, 1992、 上 記 を 参 照 の こ と 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 本 発 明 の APP コ ー ド 配 列 の い づ れ か 、 た と え ば APP コ ー ド 配 列 を 含 む 組 換 え バ ク テ リ オ
フ ァ ー ジ DNA 、 プ ラ ス ミ ド DNA 及 び コ ス ミ ド DNA 発 現 ベ ク タ ー を 発 現 す る た め に 使 用 さ れ
得 る 種 々 の 発 現 ベ ク タ ー は 当 業 界 に お い て 知 ら れ て い る 。 本 発 明 の APP コ ー ド 配 列 を 含 む
よ う 構 築 さ れ 得 る 典 型 的 な 原 核 発 現 ベ ク タ ー プ ラ ス ミ ド は 、 中 で も 、 pUC8, pUC9, pBR322
及 び pBR329（ Biorad Laboratories, Richmond, CA)， pPL 及 び pKK223（ Pharmacia, Pisca
taway, NJ)， pQE50(Qiagen, Chatsworth, CA) 、 及 び pGEXシ リ ー ズ の プ ラ ス ミ ド (Pharmac
ia） を 包 含 す る 。 本 発 明 の APP コ ー ド 配 列 を 含 む よ う 構 築 さ れ 得 る 典 型 的 な 真 核 発 現 ベ ク
タ ー は 、 エ ク ジ ソ ン － 誘 発 性 哺 乳 類 発 現 シ ス テ ム (Invitrogen, Carlsbad, CA)、 サ イ ト メ
ガ ロ ウ ィ ル ス プ ロ モ ー タ ー － エ ン ハ ン サ ー に 基 づ く シ ス テ ム （ Promega, Madison, WI ; S
tratagene, La Jolla, CA ; Invitrogen) 、 バ キ ュ ロ ウ ィ ル ス － に 基 づ く 発 現 シ ス テ ム (P
romega） 、 及 び 植 物 － に 基 づ く 発 現 シ ス テ ム を 包 含 す る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 そ れ ら の 及 び 他 の ベ ク タ ー の 調 節 要 素 は 、 そ れ ら の 強 さ 及 び 特 異 性 に お い て 変 化 す る こ
と が で き る 。 使 用 さ れ る 宿 主 ／ ベ ク タ ー シ ス テ ム に 依 存 し て 、 多 く の 適 切 な 転 写 及 び 翻 訳
要 素 の い づ れ か が 使 用 さ れ 得 る 。 た と え ば 、 哺 乳 類 細 胞 系 に お い て ク ロ ー ニ ン グ す る 場 合
、 哺 乳 類 細 胞 の ゲ ノ ム か ら 単 離 さ れ た プ ロ モ ー タ ー 、 た と え ば マ ウ ス メ タ ロ チ オ ネ イ ン プ
ロ モ ー タ ー 、 又 は そ れ ら の 細 胞 に お い て 増 殖 す る ウ ィ ル ス か ら 単 離 さ れ た プ ロ モ ー タ ー 、
た と え ば ワ ク シ ニ ア 　 ウ ィ ル ス ７ ． ５ Ｋ プ ロ モ ー タ ー 又 は Moloney ネ ズ ミ 肉 腫 ウ ィ ル ス の
長 い 末 端 反 復 体 が 使 用 さ れ 得 る 。 組 換 え DNA 又 は 合 成 技 法 に よ り 得 ら れ た プ ロ モ ー タ ー も
ま た 、 挿 入 さ れ た コ ー ド 配 列 の 転 写 を 付 与 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 さ ら に 、 一 定 の プ ロ モ ー タ ー か ら の 発 現 は 、 特 定 の イ ン デ ュ ー サ ー 、 た と え ば メ タ ロ チ
オ ネ イ ン プ ロ モ ー タ ー の た め の 亜 鉛 及 び カ ド ニ ウ ム イ オ ン の 存 在 下 で 高 め ら れ 得 る 。 転 写
調 節 領 域 又 は プ ロ モ ー タ ー の 非 制 限 的 例 は 、 細 菌 に 関 し て は 、 β -galプ ロ モ ー タ ー 、 Ｔ ７
プ ロ モ ー タ ー 、 TAC プ ロ モ ー タ ー 、 λ 左 及 び 右 プ ロ モ ー タ ー 、 ｔ ｒ ｐ 及 び ｌ ａ ｃ プ ロ モ ー
タ ー 、 trp-lac 融 合 プ ロ モ ー タ ー 、 等 ； 酵 母 に 関 し て は 、 解 糖 酵 素 プ ロ モ ー タ ー 、 た と え
ば ADH-I 及 び IIプ ロ モ ー タ ー 、 GPK プ ロ モ ー タ ー 、 PGI プ ロ モ ー タ ー 、 TRP プ ロ モ ー タ ー
、 等 ； 及 び 哺 乳 類 細 胞 に 関 し て は 、 SV40初 期 及 び 後 期 プ ロ モ ー タ ー 、 ア デ ノ ウ ィ ル ス 主 要
後 期 プ ロ モ ー タ ー を 包 含 す る 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 特 定 の 開 始 シ グ ナ ル が ま た 、 挿 入 さ れ た コ ー ド 配 列 の 十 分 な 翻 訳 の た め に 必 要 と さ れ る
。 そ れ ら の シ グ ナ ル は 典 型 的 に は 、 ATG 開 始 コ ド ン 及 び 隣 接 す る 配 列 を 包 含 す る 。 そ れ 自
体 の 開 始 コ ド ン 及 び 隣 接 す る 配 列 を 含 む 本 発 明 の APP コ ー ド 配 列 が 適 切 な 発 現 ベ ク タ ー 中
に 挿 入 さ れ て い る 場 合 、 追 加 の 翻 訳 制 御 シ グ ナ ル は 必 要 と さ れ な い 。 し か し な が ら 、 APP 
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コ ー ド 配 列 の 一 部 の み が 挿 入 さ れ て い る 場 合 、 ATG 開 始 コ ド ン を 包 含 す る 外 因 性 翻 訳 制 御
シ グ ナ ル が 必 要 と さ れ る 。 そ れ ら の 外 因 性 翻 訳 制 御 シ グ ナ ル 及 び 開 始 コ ド ン は 、 天 然 及 び
合 成 の 種 々 の 源 か ら 得 ら れ る 。 さ ら に 、 開 始 コ ド ン は 、 完 全 な 挿 入 体 の イ ン － フ レ ー ム 翻
訳 を 確 保 す る た め に 、 コ ー ド 領 域 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム と 整 合 し て 存 在 す べ き
で あ る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 キ ャ リ ヤ ー 又 は 融 合 パ ー ト ナ ー に 融 合 さ れ る 本 発 明 の APP － 関 連 ポ リ ペ プ チ ド の い づ れ
か を 含 ん で 成 る 融 合 タ ン パ ク 質 を 発 現 す る で あ ろ う 発 現 ベ ク タ ー が ま た 構 成 さ れ 得 る 。 そ
の よ う な 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 種 々 の 目 的 の た め に 、 た と え ば 組 換 え 的 に 発 現 さ れ た APP タ
ン パ ク 質 の 安 定 性 を 高 め る た め に 、 APP タ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 血 清 を 高 め る た め に 、 APP 
タ ン パ ク 質 の 生 化 学 的 性 質 を 研 究 す る た め に 、 変 更 さ れ た 免 疫 学 的 性 質 を 示 す APP タ ン パ
ク 質 を 構 築 す る た め に 、 又 は 組 換 え 的 に 発 現 さ れ た APP タ ン パ ク 質 の 同 定 又 は 精 製 を 助 け
る た め に 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 可 能 な 融 合 タ ン パ ク 質 発 現 ベ ク タ ー は 、 保 護 ペ プ チ ド 、 た と え ば 下 記 セ ク シ ョ ン ８ ． ２
に 記 載 さ れ る も の 、 並 び に β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 及 び ｔ ｒ ｐ Ｅ 融 合 体 、 マ ル ト ー ス － 結 合
タ ン パ ク 質 融 合 体 、 グ ル タ チ オ ン － Ｓ － ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ (GST） 融 合 体 、 及 び ポ リ ヒ ス
チ ジ ン 融 合 体 （ キ ャ リ ヤ ー 領 域 ） を コ ー ド す る 配 　 列 を 組 込 ん で い る ベ ク タ ー を 包 含 す る
が 、 但 し そ れ ら だ け に は 限 定 さ れ な い 。 そ れ ら の 及 び 他 の 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 発
現 ベ ク タ ー を 構 成 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 方 法 は 、 当 業 界 に お い て 良 く 知 ら れ て い る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 発 現 さ れ た タ ン パ ク 質 の 精 製 を 助 け る た め に 有 用 で あ る 。 非 制 限 的
な 態 様 に お い て は 、 た と え ば APP タ ン パ ク 質 － マ ル ト ー ス － 結 合 融 合 タ ン パ ク 質 は ア ミ ロ
ー ス 樹 脂 を 用 い て 精 製 さ れ 得 ； APP タ ン パ ク 質 － GST 融 合 タ ン パ ク 質 は グ ル タ チ オ ン － ア
ガ ロ ー ス ビ ー ズ を 用 い て 精 製 さ れ 得 ； そ し て APP タ ン パ ク 質 － ポ リ ヒ ス チ ジ ン 融 合 タ ン パ
ク 質 は 二 価 の ニ ッ ケ ル 樹 脂 を 用 い て 精 製 さ れ 得 る 。 他 方 で は 、 キ ャ リ ヤ ー タ ン パ ク 質 又 は
ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 は 、 融 合 タ ン パ ク 質 の ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 精 製 の た
め に 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 た と え ば 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 標 的 エ ピ ト ー プ を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 調 節
要 素 と 作 用 可 能 に 関 連 し て 発 現 ベ ク タ ー 中 に 構 築 さ れ 、 そ し て 位 置 決 定 さ れ 、 そ の 結 果 、
発 現 さ れ た エ ピ ト ー プ が 本 発 明 の APP タ ン パ ク 質 に 融 合 さ れ る 。 非 制 限 的 な 例 に お い て は
、 親 水 性 マ ー カ ー ペ プ チ ド で あ る 、 FLAG T M エ ピ ト ー プ 標 識 (International Biotechnologi
es Inc.)を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 APP タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 又 は カ ル ボ キ シ ル 末
端 に 対 応 す る 点 で 発 現 ベ ク タ ー 中 に 標 準 技 法 に よ り 挿 入 さ れ 得 る 。 次 に 、 発 現 さ れ た ポ リ
ペ プ チ ド － FLAG T M エ ピ ト ー プ 融 合 生 成 物 が 検 出 さ れ 、 そ し て 市 販 の 抗 － FLAG T M 抗 体 を 用 い
て ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 さ れ 得 る 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 本 発 明 の 発 現 ベ ク タ ー は ま た 、 特 定 の プ ロ テ ア ー ゼ 切 断 部 位 を コ ー ド す る ポ リ リ ン カ ー
配 列 を 含 む よ う 構 築 さ れ 得 、 そ の 結 果 、 発 現 さ れ た APP タ ン パ ク 質 は 、 特 定 の プ ロ テ ア ー
ゼ に よ る 処 理 に よ り キ ャ リ ヤ ー 領 域 又 は 融 合 パ ー ト ナ ー か ら 開 放 さ れ 得 る 。 た と え ば 、 融
合 タ ン パ ク 質 ベ ク タ ー は 、 中 で も 、 ト ロ ン ビ ン 又 は 第 Ｘ ａ 因 子 切 断 部 位 を コ ー ド す る ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 APP コ ー ド 配 列 か ら 上 流 に 及 び 前 記 配 列 と オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を 整 合 し て 存
在 す る シ グ ナ ル 配 列 は 、 発 現 さ れ た APP ポ リ ペ プ チ ド の 密 集 及 び 分 泌 を 方 向 づ け る た め に
、 既 知 の 方 法 に よ り 発 現 ベ ク タ ー 中 に 構 築 さ れ 得 る 。 シ グ ナ ル 配 列 の 非 制 限 的 例 は 、 本 明
細 書 に 開 示 さ れ る よ う な 本 発 明 の APP タ ン パ ク 質 に 対 し て 生 来 で あ る 配 列 、 並 び に α － 因
子 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 、 外 層 膜 タ ン パ ク 質 、 ペ ニ シ リ ナ ー ゼ 及 び Ｔ － 細 胞 受 容 体 か ら の シ グ
ナ ル 配 列 を 包 含 す る 。

10

20

30

40

50

(26) JP 2004-41219 A 2004.2.12



【 ０ １ １ ７ 】
　 本 発 明 の 組 換 え ベ ク タ ー に よ り 形 質 転 換 さ れ た 又 は ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 宿 主 細 胞 の
選 択 を 助 け る た め に 、 ベ ク タ ー は 、 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 生 成 物 又 は 他 の 選 択 マ ー カ ー の た め
の コ ー ド 配 列 を さ ら に 含 ん で 成 る よ う 構 築 さ れ 得 る 。 そ の よ う な コ ー ド 配 列 は 好 ま し く は
、 上 記 の よ う に 、 調 節 要 素 と 作 用 可 能 に 関 係 し て 存 在 す る 。 本 発 明 の 実 施 に お い て 有 用 で
あ る レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 は 、 当 業 界 に お い て 良 く 知 ら れ て お り 、 そ し て 中 で も 、 ク ロ ラ ム フ
ェ ニ コ ー ル ア セ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ (CAT） 、 緑 色 螢 光 タ ン パ ク 質 、 ホ タ ル 、 ル シ フ ェ
ラ ー ゼ 及 び ヒ ト 成 長 ホ ル モ ン を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 包 含 す る 。 選 択 マ ー カ ー を コ ー ド す る
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 当 業 界 に お い て 良 く 知 ら れ て お り 、 そ し て 抗 生 物 質 又 は 抗 － 代 謝 物
に 対 し て 耐 性 を 付 与 す る 遺 伝 子 生 成 物 を コ ー ド し 、 又 は 栄 養 要 求 必 要 条 件 を 供 給 す る 、 そ
れ ら の 配 列 を 包 含 す る 。 そ の よ う な 配 列 の 例 は 、 中 で も 、 チ ミ ジ ン 　 キ ナ ー ゼ 活 性 、 又 は
メ ト ト レ キ セ ー ト 、 ア ン ピ シ リ ン 、 カ ナ マ イ シ ン 、 ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル 、 ゼ オ シ ン 、 テ
ト ラ サ イ ク リ ン 、 及 び カ ル ベ ニ シ リ ン に 対 す る 耐 性 を コ ー ド す る そ れ ら の 配 列 を 包 含 す る
。
【 ０ １ １ ８ 】
　 特 定 の 非 制 限 的 態 様 に お い て は 、 本 発 明 は 、 American Type Culture Collection(ATCC)
に 寄 託 さ れ て い る 宿 主 に 存 在 す る 、 下 記 セ ク シ ョ ン に 記 載 さ れ る よ う に 構 成 さ れ た 次 の プ
ラ ス ミ ド ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー を 供 給 す る ： 株 Pz416(ATCC 98926) の 宿 主 細 胞 に 存 在 し 、
そ し て Omp20 の ORF を 含 ん で 成 る プ ラ ス ミ ド pER416； 株 Pz418(ATCC 98928) の 宿 主 細 胞 に
存 在 し 、 そ し て OmpWの ORF を 含 ん で 成 る プ ラ ス ミ ド pER418； 株 Pz417(ATCC 98927) の 宿 主
細 胞 に 存 在 し 、 そ し て Omp27 の ORF を 含 ん で 成 る プ ラ ス ミ ド pER417； 株 Pz419(ATCC 98929
) の 宿 主 細 胞 に 存 在 し 、 そ し て OmpA1 の ORF を 含 ん で 成 る プ ラ ス ミ ド pER419； 及 び 株 Pz42
0(ATCC 98930) の 宿 主 細 胞 に 存 在 し 、 そ し て OmpA2 の ORF を 含 ん で 成 る プ ラ ス ミ ド pER420
。
【 ０ １ １ ９ 】
　 ５ ． ４ ． ２ ． 宿 主 細 胞 の 形 質 転 換
　 本 発 明 は さ ら に 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 又 は 組 換 え ベ ク タ ー に よ り 形 質 転 換 さ
れ た 宿 主 細 胞 、 及 び そ れ ら に 由 来 す る 細 胞 系 を 提 供 す る 。 本 発 明 の 実 施 に お い て 有 用 な 宿
主 細 胞 は 、 原 核 細 胞 か 又 は 真 核 細 胞 の い づ れ か で あ り 得 る 。 そ の よ う な 形 質 転 換 さ れ た 宿
主 細 胞 は 、 微 生 物 、 た と え ば 組 換 え バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ DNA 、 プ ラ ス ミ ド DNA 又 は コ ス ミ
ド DNA 発 現 ベ ク タ ー に よ り 形 質 転 換 さ れ た 細 菌 細 胞 ； 又 は 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー に よ り 形 質
転 換 さ れ た 酵 母 細 胞 ； 又 は 動 物 細 胞 、 た と え ば 組 換 え ウ ィ ル ス 発 現 ベ ク タ ー 、 た と え ば バ
キ ュ ロ ウ ィ ル ス に よ り 感 染 さ れ た 昆 虫 細 胞 、 又 は 組 換 え ウ ィ ル ス ベ ク タ ー 、 た と え ば ア デ
ノ ウ ィ ル ス 又 は ワ ク シ ニ ア ウ ィ ル ス に よ り 感 染 さ れ た 哺 乳 類 細 胞 を 包 含 す る が 、 但 し そ れ
ら だ け に は 限 定 さ れ な い 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 細 菌 細 胞 は 一 般 的 に 、 宿 主 細 胞 と し て 好 ま し い 。 Ｅ ． コ リ 株 、 た と え ば GibcoBRL, Life
 Technologies(Gaithersburg, MD) か ら 入 手 で き る 株 DH5 α 、 又 は 下 記 に 記 載 さ れ る よ う
な Ｅ ． コ リ 株 LW14が 典 型 的 に は 使 用 さ れ 得 る 。 真 核 宿 主 細 胞 、 た と え ば 酵 母 細 胞 、 及 び 哺
乳 類 細 胞 、 た と え ば マ ウ ス 、 ハ ム ス タ ー 、 ブ タ 、 牛 、 サ ル 又 は ヒ ト 細 胞 系 か ら の 細 胞 が ま
た 、 効 果 的 に 使 用 さ れ 得 る 。 本 発 明 の 組 換 え タ ン パ ク 質 を 発 現 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 真
核 宿 主 細 胞 の 例 は 、 Chinese ハ ム ス タ ー 卵 巣 (CHO） 細 胞 （ た と え ば 、 ATCC受 託 番 号 (CL61)
及 び NIH Swiss マ ウ ス 胚 細 胞 NIH/3T3(た と え ば ATCC受 託 番 号 CRL1658)を 包 含 す る 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 本 発 明 の 組 換 え ベ ク タ ー は 好 ま し く は 、 実 質 的 に 均 質 な 細 胞 培 養 物 中 の １ 又 は 複 数 の 宿
主 細 胞 中 に 形 質 転 換 さ れ 、 又 は ト ラ ン ス フ ェ ト さ れ る 。 ベ ク タ ー は 一 般 的 に 、 既 知 技 法 、
た と え ば リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 沈 殿 、 塩 化 カ ル シ ウ ム 処 理 、 マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン 、 エ レ
ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 、 組 換 え さ れ た ウ ィ ル ス と の 接 触 に よ る ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 リ ポ
ソ ー ム 介 在 性 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 Ｄ Ｅ Ａ Ｅ － デ キ ス ト ラ ン 　 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、
ト ラ ン ス ダ ク シ ョ ン 、 接 合 、 又 は 微 小 発 射 物 衝 撃 に よ り 、 宿 主 細 胞 中 に 導 入 さ れ る 。 形 質
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転 換 体 の 選 択 は 、 標 準 方 法 に よ り 、 た と え ば 組 換 え ベ ク タ ー に 関 係 す る 選 択 マ ー カ ー 、 た
と え ば 耐 抗 生 物 質 性 を 発 現 す る 細 胞 を 選 択 す る こ と に よ っ て 実 施 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 ベ ク タ ー が 宿 主 細 胞 中 に 導 入 さ れ る と 、 宿 主 細 胞 ゲ ノ ム に お け る 、 又 は エ ピ ソ ー ム 的 に
、 APP コ ー ド 配 列 の 組 込 み 及 び 維 持 が 、 予 測 さ れ る タ ン パ ク 質 生 成 物 を 検 出 す る た め に 、
標 準 の 技 法 、 た と え ば サ ザ ン ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 分 析 、 制 限 酵 素 分 析 、 PCR 分 析 、 た
と え ば 逆 転 写 酵 素 PCR(rt-PCR) 、 又 は 免 疫 学 的 ア ッ セ イ に よ り 確 か め ら れ 得 る 。 APP コ ー
ド 配 列 を 含 み 、 そ し て ／ 又 は 発 現 す る 宿 主 細 胞 は 、 当 業 界 に お い て 良 く 知 ら れ て い る 次 の
少 な く と も ４ 種 の 一 般 的 ア プ ロ ー チ の い づ れ か に よ り 同 定 さ れ 得 る ： （ ｉ ） DNA-DNA ， DN
A-RNA 又 は RNA － ア ン チ セ ン ス RNA ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ； （ ii） “ マ ー カ ー ” 遺 伝 子
機 能 の 存 在 の 検 出 ； （ iii ） 宿 主 細 胞 に お け る APP － 特 異 的 mRNA転 写 体 の 発 現 に よ り 測 定
さ れ る よ う な 転 写 の レ ベ ル の 評 価 ； 及 び （ iv） た と え ば イ ム ノ ア ッ セ イ に よ り 測 定 さ れ る
よ う な 成 熟 APP タ ン パ ク 質 生 成 物 の 存 在 の 検 出 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 ５ ． ４ ． ３ ． 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド の 発 現
　 APP コ ー ド 配 列 が 適 切 な 宿 主 細 胞 中 に 安 定 し て 導 入 さ れ る と 、 形 質 転 換 さ れ た 宿 主 細 胞
は ク ロ ー ン 的 に 増 殖 し 、 そ し て そ の 得 ら れ る 細 胞 が APP タ ン パ ク 質 の 最 大 生 成 の 助 け と な
る 条 件 下 で 増 殖 せ し め ら れ る 。 そ の よ う な 条 件 は 、 典 型 的 に は 、 そ の よ う な 細 胞 を 高 密 度
に 増 殖 す る こ と を 包 含 す る 。 発 現 ベ ク タ ー が 誘 発 性 プ ロ モ ー タ ー を 含 む 場 合 、 適 切 な 誘 発
条 件 、 た と え ば 温 度 シ フ ト 、 栄 養 物 の 消 耗 、 無 償 性 誘 発 物 質 （ た と え ば 炭 水 化 物 の 類 似 体
、 た と え ば イ ソ プ ロ ピ ル － β － Ｄ － チ オ ガ ラ ク ト ピ ラ ノ シ ド (IPTG)） の 添 加 、 過 剰 の 代 謝
副 生 成 物 の 蓄 積 、 又 は 同 様 の こ と が 、 発 現 を 誘 発 す る た め に 、 必 要 に よ り 使 用 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 組 換 え 的 に 発 現 さ れ た APP タ ン パ ク 質 が 宿 主 細 胞 の 内 部 に 保 持 さ れ る 場 合 、 細 胞 は 収 穫
さ れ 、 そ し て 溶 解 さ れ 、 そ し て APP タ ン パ ク 質 が そ の 溶 解 物 か ら 、 タ ン パ ク 質 分 解 を 最 小
に す る た め に 当 業 界 に お い て 知 ら れ て い る 抽 出 条 件 ； た と え ば ４ ℃ で 、 又 は プ ロ テ ア ー ゼ
イ ン ヒ ビ タ ー の 存 在 下 で 、 又 は 両 者 の 存 在 下 で 、 実 質 的 に 精 製 さ れ 、 又 は 単 離 さ れ る 。 組
換 え 的 に 発 現 さ れ た APP タ ン パ ク 質 が 宿 主 細 胞 か ら 分 泌 さ れ る 場 合 、 消 耗 さ れ た 栄 養 培 地
が 単 純 に 集 め ら れ 、 そ し て APP ポ リ ペ プ チ ド が そ れ か ら 実 質 的 に 精 製 さ れ 、 そ し て 単 離 さ
れ る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 組 換 え 的 に 発 現 さ れ た APP タ ン パ ク 質 は 、 標 準 の 方 法 、 た と え ば 次 の 方 法 の い づ れ か の
組 合 せ を 用 い て 、 細 胞 溶 解 物 又 は 培 養 培 地 か ら 部 分 的 又 は 実 質 的 に 精 製 さ れ 又 は 単 離 さ れ
得 る ： 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 沈 殿 、 サ イ ズ 分 別 、 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 HPLC、 密 度
遠 心 分 離 、 及 び ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 。 本 発 明 の APP ポ リ ペ プ チ ド の 高 ま る
純 度 は 、 た と え ば サ イ ズ 、 又 は APP ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 特 異 的 な 抗 体 と の 反 応 性 に 基 づ
い て 、 又 は 融 合 標 識 の 存 在 に よ り 決 定 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 本 発 明 の 実 施 に 、 た と え ば ワ ク チ ン 組 成 物 へ の 使 用 の た め に は 、 APP タ ン パ ク 質 は 、 培
養 流 体 中 に 分 泌 さ れ る よ う な 精 製 さ れ て い な い 状 態 で 、 又 は 宿 主 細 胞 又 は 細 胞 溶 解 物 に 存
在 す る も の と し て 、 又 は 実 質 的 に 精 製 さ れ た 又 は 単 離 さ れ た 形 で 使 用 さ れ 得 る 。 本 明 細 書
に お い て 使 用 さ れ る 場 合 、 APP タ ン パ ク 質 は “ 実 質 的 に 精 製 さ れ ” 、 こ こ で 前 記 タ ン パ ク
質 は 、 特 定 の 調 製 物 に お け る タ ン パ ク 質 の 約 ２ ０ ％ 重 量 ％ 以 上 を 構 成 す る 。 ま た 、 本 明 細
書 に お い て 使 用 さ れ る 場 合 、 APP タ ン パ ク 質 は “ 単 離 さ れ ” 、 こ こ で 前 記 タ ン パ ク 質 は 特
定 の 調 製 物 に お け る タ ン パ ク 質 の 少 な く と も 約 ８ ０ 重 量 ％ を 構 成 す る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の APP タ ン パ ク 質 、 相 同 ポ リ ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン
ト 又 は 融 合 タ ン パ ク 質 の 調 製 方 法 を 提 供 し 、 こ こ で 前 記 方 法 は 、 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー に よ
り 形 質 転 換 さ れ た 宿 主 細 胞 を 培 養 し 、 こ こ で 前 記 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー は 、 次 の も の を コ ー
ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で 成 る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 を 含 ん で 成 り ： （ ａ ） 生 来 の
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シ グ ナ ル 配 列 を 伴 っ て 、 又 は 伴 わ な い で 、 配 列 番 号 ２ ， ４ ， ６ ， ８ 又 は １ ０ の ア ミ ノ 酸 配
列 を 含 ん で 成 る APP タ ン パ ク 質 ； 又 は （ ｂ ） 前 記 （ ａ ） の APP タ ン パ ク 質 に 対 し て 相 同 で
あ る ポ リ ペ プ チ ド ； あ る い は （ ｃ ） 前 記 （ ａ ） の APP タ ン パ ク 質 、 又 は （ ｂ ） の 相 同 ポ リ
ペ プ チ ド の ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト ； あ る い は （ ｄ ） 融 合 パ ー ト ナ ー に 融 合 さ れ た 、 （ ａ ）
の APP タ ン パ ク 質 、 （ ｂ ） の 相 同 ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は （ ｃ ） の ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト 、 を
含 ん で 成 る 融 合 タ ン パ ク 質 ； 前 記 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 は 、 APP タ ン パ ク 質 、 相 同 ポ リ ペ
プ チ ド 、 ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト 又 は 融 合 タ ン パ ク 質 の 生 成 の 助 け と な る 条 件 下 で 、 宿 主 細
胞 に お け る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 の 発 現 を 制 御 す る １ 又 は 複 数 の 調 節 要 素 と 作 用 可 能 に 関
連 し て 存 在 し ； そ し て 前 記 細 胞 培 養 物 か ら APP タ ン パ ク 質 、 相 同 ポ リ ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド
フ ラ グ メ ン ト 又 は 融 合 タ ン パ ク 質 を 回 収 す る こ と を 含 ん で 成 る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 本 発 明 の APP タ ン パ ク 質 が 十 分 な 純 度 で 得 ら れ る と 、 そ れ は 標 準 の 方 法 、 た と え ば SDS-
PAGE、 サ イ ズ 排 除 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ア ミ ノ 酸 配 列 分 析 、 血 清 学 的 反 応 性 、 等 に よ り 特
徴 づ け ら れ 得 る 。 APP タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 標 準 の ペ プ チ ド 配 列 決 定 技 法 を 用 い
て 決 定 さ れ 得 る 。 APP タ ン パ ク 質 は さ ら に 、 親 水 性 分 析 （ た と え ば 、 Hopp and Woods, 19
81, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78 : 3824を 参 照 の こ と ） 、 又 は 類 似 ソ フ ト ウ ェ ア ア ル
ゴ リ ズ ム を 用 い て 、 特 徴 づ け ら れ 、 疏 水 性 及 び 親 水 性 領 域 が 同 定 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 構 造 分 析 は 、 特 定 の 二 次 構 造 を 仮 定 す る APP タ ン パ ク 質 の 領 域 を 同 定 す る た め に 実 施 さ
れ 得 る 。 生 物 物 理 学 的 方 法 、 た と え ば Ｘ － 線 結 晶 学 （ Engstram, 1974, Biochem. Exp. Bi
ol. 11 : 7-13)、 コ ン ピ ュ ー タ ー モ デ リ ン グ （ Fletterick and Zoller (eds.), 1986, Cu
rrent Communications in Molecular Biology, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold S
pring Harbor, NY) 、 核 磁 気 共 鳴 (NMR） 及 び 質 量 分 光 学 が ま た 、 タ ン パ ク 質 を 特 徴 づ け る
た め に 使 用 さ れ 得 る 。 そ れ ら の 研 究 か ら 得 ら れ る 情 報 は 、 た と え ば よ り 効 果 的 な ワ ク チ ン
組 成 物 を 企 画 す る た め に 、 又 は APP タ ン パ ク 質 の 特 定 部 分 の み を 含 ん で 成 る ワ ク チ ン を 選
択 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 本 発 明 の 実 施 に お い て 有 用 で あ る APP タ ン パ ク 質 は 、 （ ａ ） 免 疫 原 性 で あ り 、 す な わ ち
ブ タ に 投 与 さ れ る 場 合 、 APP に 対 す る 保 護 応 答 を 単 独 で 誘 発 す る こ と が で き 、 又 は そ の 誘
発 に 、 他 の APP タ ン パ ク 質 又 は 他 の APP － 関 連 抗 原 と 組 合 し て 寄 与 す る こ と が で き ； あ る
い は （ ｂ ） 哺 乳 類 種 の メ ン バ ー に 投 与 さ れ る 場 合 、 抗 － APP 抗 体 の 生 成 を 誘 発 す る こ と が
で き ； あ る い は （ ｃ ） APP に よ る 感 染 、 又 は 本 発 明 の ワ ク チ ン に よ る 予 防 接 種 に 起 因 す る
ブ タ か ら の 血 液 又 は 血 清 サ ン プ ル に お け る 抗 － APP 抗 体 の 存 在 を 検 出 す る た め に 診 断 用 試
薬 と し て 使 用 さ れ 得 る ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 そ の よ う な タ ン パ ク 質 は 、 調 製 さ れ る と 、 当 業 界 に お い て 知 ら れ て い る 通 常 の ス ク リ ー
ニ ン グ 方 法 を 用 い て 同 定 さ れ 得 る 。 た と え ば 、 APP に 対 す る 係 免 疫 応 答 を 誘 発 し 、 又 は そ
の 誘 発 に 寄 与 す る 能 力 は 、 ブ タ に APP タ ン パ ク 質 を 単 独 で 、 又 は 他 の APP タ ン パ ク 質 又 は
他 の APP － 関 連 抗 原 と 組 合 し て 投 与 し 、 そ し て APP － 中 和 抗 体 の そ の 得 ら れ る 誘 発 に つ い
て 、 又 は 予 防 接 種 さ れ て い な い 対 照 に 比 較 し て 、 APP に よ る 続 く 攻 撃 を 耐 え る 予 防 接 種 さ
れ た 動 物 の そ の 得 ら れ る 能 力 に つ い て 試 験 す る こ と に よ っ て 同 定 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 APP － 特 異 的 抗 体 の 生 成 を 誘 発 す る 能 力 は 、 モ デ ル 動 物 、 た と え ば マ ウ ス 、 ブ タ 、 羊 、
ヤ ギ 、 馬 、 牛 、 等 に APP タ ン パ ク 質 を 投 与 し 、 そ し て 標 準 の 技 法 を 用 い て 、 APP － 特 異 的
抗 体 の 存 在 に つ い て 動 物 の 血 清 を 試 験 す る こ と に よ っ て 同 定 さ れ 得 る 。 診 断 用 試 薬 と し て
APP タ ン パ ク 質 を 使 用 す る 能 力 は 、 APP に よ り 前 に 又 は 現 在 、 感 染 さ れ て い る か 、 又 は 本
発 明 の ワ ク チ ン に よ り 前 も っ て 予 防 接 種 さ れ て い る 動 物 の 血 液 又 は 血 清 サ ン プ ル に APP タ
ン パ ク 質 を 暴 露 し 、 そ し て 前 記 サ ン プ ル か ら の APP タ ン パ ク 質 又 は APP － 特 異 的 抗 体 へ の
結 合 性 を 、 標 準 の 技 法 、 た と え ば ELISA ア ッ セ イ を 用 い て 検 出 す る こ と に よ っ て 、 決 定 さ
れ 得 る 。
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【 ０ １ ３ ３ 】
　 ５ ． ５ ． APP ワ ク チ ン
　 本 発 明 は 、 次 の １ 又 は 複 数 の 成 分 の 免 疫 学 的 有 効 量 ： （ ａ ） そ の 生 来 の シ グ ナ ル 配 列 を
伴 っ て 、 又 は 伴 わ な い で 、 配 列 番 号 ２ ， ４ ， ６ ， ８ 又 は １ ０ か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ た ア
ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で 成 る APP タ ン パ ク 質 ； （ ｂ ） 前 記 （ ａ ） の APP タ ン パ ク 質 に 対 し て 相
同 で あ る ポ リ ペ プ チ ド ； （ ｃ ） 前 記 （ ａ ） の APP タ ン パ ク 質 の 副 配 列 又 は （ ｂ ） の 相 同 ポ
リ ペ プ チ ド か ら 成 る ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト ； （ ｄ ） 融 合 パ ー ト ナ ー に 融 合 さ れ た 、 （ ａ ）
の APP タ ン パ ク 質 、 （ ｂ ） の 相 同 ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は （ ｃ ） の ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト ； （
ｅ ） 前 記 （ ａ ） の APP タ ン パ ク 質 、 （ ｂ ） の 相 同 ポ リ ペ プ チ ド 、 （ ｃ ） の ペ プ チ ド フ ラ グ
メ ン ト 、 又 は （ ｄ ） の 融 合 タ ン パ ク 質 の 類 似 体 又 は 誘 導 体 ； あ る い は （ ｆ ） 前 記 （ ａ ） の
APP タ ン パ ク 質 、 （ ｂ ） の 相 同 ペ プ チ ド 、 （ ｃ ） の ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト 、 （ ｄ ） の 融 合
タ ン パ ク 質 又 は （ ｅ ） の 類 似 体 又 は 誘 導 体 ； こ こ で 前 記 APP タ ン パ ク 質 、 相 同 ポ リ ペ プ チ
ド 、 ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト 、 融 合 タ ン パ ク 質 、 類 似 体 、 誘 導 体 又 は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子
は 、 ブ タ に お い て APP に 対 し て の 保 護 応 答 を 、 単 独 で 、 又 は １ 又 は 複 数 の 他 の そ の よ う な
抗 原 と 組 合 わ せ て 、 誘 発 し 、 又 は そ の 誘 発 に 寄 与 す る こ と が で き ； 及 び 獣 医 学 的 に 許 容 で
き る キ ャ リ ヤ ー を 含 ん で 成 る 、 APP に 対 し て ブ タ を 保 護 す る た め の ワ ク チ ン を 提 供 す る 。
本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 場 合 、 用 語 “ 免 疫 学 的 有 効 量 ” と は 、 １ 回 の 投 与 の 後 又 は 複
数 回 の 投 与 の 後 、 APP の １ 又 は 複 数 の 血 清 型 に 対 し て の ブ タ に お け る 保 護 免 疫 応 答 を 誘 発
す る こ と が で き 、 又 は そ の 誘 発 に 寄 与 す る こ と が で き る そ の 抗 原 の 量 を 意 味 す る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 用 語 “ 保 護 免 疫 応 答 を 誘 発 す る こ と が で き る ” と は 、 APP に 対 し て 予 防 接 種 さ れ た 動 物
を 保 護 す る よ う 作 用 す る 予 防 接 種 に 応 答 し て ブ タ に お け る い づ れ か の 免 疫 に 基 づ く 応 答 、
た と え ば 抗 体 又 は 細 胞 介 在 性 免 疫 応 答 を 誘 発 し 、 又 は 高 め る た め に 本 明 細 書 に お い て 広 く
使 用 さ れ る 。 用 語 “ 保 護 免 疫 応 答 ” 、 “ 保 護 す る ” 、 及 び 同 様 の も の は 、 本 明 細 書 に お い
て 使 用 さ れ る 場 合 、 APP － 関 連 の ブ タ 肺 炎 の 絶 対 的 な 予 防 又 は APP に よ る ブ タ の 感 染 の 絶
対 的 な 予 防 に 限 定 さ れ る も の で は な く 、 し か し 病 原 体 に よ る 感 染 の 程 度 又 は 速 度 の い づ れ
か の 低 下 、 又 は 疾 病 の 重 症 度 又 は 病 原 体 に よ る 感 染 に 起 因 す る い づ れ か の 徴 候 又 は 症 状 の
い づ れ か の 低 下 、 た と え ば 肺 病 理 学 に お け る い づ れ か の 検 出 で き る 低 下 を 、 予 防 接 種 さ れ
て い な い 、 感 染 さ れ た 対 照 動 物 に お い て 生 じ る 症 状 に 比 較 し て 言 及 す る こ と を 意 図 す る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 本 発 明 の ワ ク チ ン 組 成 物 は 、 標 準 の 緩 衝 液 、 キ ャ リ ヤ ー 、 安 定 剤 、 希 釈 剤 、 保 存 剤 及 び
溶 解 剤 を 用 い て 、 許 容 さ れ た 慣 例 に 従 っ て 配 合 さ れ 得 、 そ し て ま た 、 持 効 性 を 促 進 す る た
め に も 配 合 さ れ 得 る 。 希 釈 剤 は 、 水 、 塩 溶 液 、 デ キ ス ト ロ ー ス 、 エ タ ノ ー ル 、 グ リ セ ロ ー
ル 及 び 同 様 の も の を 包 含 す る こ と が で き る 。 等 張 性 の た め の 添 加 剤 は 、 中 で も 塩 化 ナ ト リ
ウ ム 、 デ キ ス ト ロ ー ス 、 マ ン ニ ト ー ル 、 ソ ル ビ ト ー ル 、 及 び ラ ク ト ー ス を 包 含 す る こ と が
で き る 。 安 定 剤 は 、 中 で も 、 ア ル ブ ミ ン を 包 含 す る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 ア ジ ュ バ ン ト は 任 意 に は 、 ワ ク チ ン に 使 用 さ れ 得 る 。 ア ジ ュ バ ン ト の 非 制 限 的 例 は 、 RI
BIア ジ ュ バ ン ト シ ス テ ム (Ribi Inc.） 、 み ょ う ば ん 、 水 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム ゲ ル 、 水 中 油 エ
マ ル ジ ョ ン 、 油 中 水 エ マ ル ジ ョ ン 、 た と え ば フ ロ イ ン ト 完 全 及 び 不 完 全 ア ジ ュ バ ン ト 、 ブ
ロ ッ ク コ ポ リ マ ー (CytRx, Atlanta GA) 、 SFA-M(Chiron, Emeryville CA)、 AMPHIGEN登 録
商 標 ア ジ ュ バ ン ト 、 サ ポ ニ ン 、 QuilA, QS-21(Cambridge Biotech Inc., Cambridge MA)、
又 は 他 の サ ポ ニ ン 画 分 、 SEAM-1、 モ ノ ホ ス ホ リ ル 脂 質 Ａ 、 ア ビ リ ジ ン 脂 質 － ア ミ ン ア ジ ュ
バ ン ト 、 Ｅ ． コ リ （ 組 換 え 体 又 は 他 ） か ら の 熱 不 安 定 性 エ ン テ ロ ト キ シ ン 、 コ レ ラ ト キ シ
ン 、 又 は ム ラ ミ ル ジ ペ プ チ ド を 包 含 す る 。 ワ ク チ ン は さ ら に 、 １ 又 は 複 数 の 免 疫 調 節 剤 、
た と え ば イ ン タ ー ロ イ キ ン 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン 、 又 は 他 の サ イ ト カ イ ン を 含 む こ と が で き
る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 適 切 な 獣 医 学 的 に 許 容 で き る ワ ク チ ン ビ ー ク ル 、 キ ャ リ ヤ ー 、 及 び 添 加 剤 は 、 知 ら れ て
お り 、 又 は 当 業 者 に 明 ら か で あ ろ う 。 た と え ば 、 Remnington's Pharmaceutical Science,
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 18th Ed., 1990, Mack Publishing（ 引 用 に よ り 本 明 細 書 に 組 込 ま れ る ） を 参 照 の こ と 。
ワ ク チ ン は 、 溶 液 で 、 又 は 他 方 で は 、 投 与 の 前 、 無 菌 希 釈 剤 溶 液 に よ り 再 構 成 さ れ 得 る 凍
結 乾 燥 さ れ た 形 で 貯 蔵 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 抗 原 の 持 効 性 開 放 の た め の ワ ク チ ン 配 合 物 を 提 供 す る 。 そ の よ う な 持
効 性 開 放 配 合 物 の 例 は 、 生 物 適 合 性 ポ リ マ ー 、 た と え ば ポ リ （ 乳 酸 ） 、 ポ リ （ 乳 酸 － コ －
グ リ コ ー ル 酸 ） 、 メ チ ル セ ル ロ ー ス 、 ヒ ア ル ロ ン 酸 、 コ ラ ー ゲ ン 及 び 同 様 の も の の 複 合 材
料 と 組 合 し て の 抗 原 を 包 含 す る 。 薬 物 供 給 ビ ー ク ル に お け る 分 解 性 ポ リ マ ー の 構 造 、 選 択
及 び 使 用 は 、 い く つ か の 出 版 物 、 た と え ば A. Domb な ど ., 1992, Polymers for Advanced
 Technologies 3 : 279-292 （ 引 用 に よ り 本 明 細 書 に 組 込 ま れ る ） に 再 考 さ れ て い る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 医 薬 製 剤 に お け る ポ リ マ ー の 選 択 及 び 使 用 に つ い て の 追 加 の 手 引 き は 、 M. Chasin and 
R. Langer (eds.), 1990, “ Biodegradable Polymers as Drug Debivery Systems ” , Dr
ugs and the Pharmaceutical Science, Vol. 45, M. Dekker, NY（ こ れ も ま た 、 引 用 に よ
り 本 明 細 書 に 組 込 ま れ る ） に よ る テ キ ス ト に 見 出 さ れ 得 る 。 他 方 で は 、 又 は さ ら に 、 抗 原
は 、 投 与 性 及 び 効 能 を 改 良 す る た め に マ イ ク ロ カ プ セ ル 封 入 さ れ 得 る 。 抗 原 を マ イ ク ロ カ
プ セ ル 封 入 す る た め の 方 法 は 、 当 業 界 に お い て 良 く 知 ら れ て お り 、 そ し て 中 で も 、 ア メ リ
カ 特 許 第 3,137,631 号 ； 第 3,959,457 号 ； 第 4,205,060 号 ； 第 4,606,940 号 ； 第 4,744,93
3 号 ； 第 5,132,117 号 ； 国 際 特 許 公 開 WO95/28227（ そ れ ら の す べ て は 、 引 用 に よ り 本 明 細
書 に 組 込 ま れ る ） に 記 載 さ れ る 技 法 を 包 含 す る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 リ ポ ソ ー ム 及 び リ ポ ソ ー ム 誘 導 体 （ た と え ば 蝸 牛 状 物 （ cochleate)、 小 胞 (vesicles)が
ま た 、 抗 原 の 持 効 性 を 提 供 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。 リ ポ ソ ー ム 配 合 物 を い か に し て 製 造
し 、 そ し て 使 用 す る か に 関 す る 詳 細 は 、 中 で も 、 ア メ リ カ 特 許 第 4,016,100 号 ； 第 4,452,
747 号 ； 第 4,921,706 号 ； 第 4,927,637 号 ； 第 4,944,948 号 ； 第 5,008,050 号 ； 及 び 第 5,
007,956 号 （ そ れ ら の す べ て は 、 引 用 に よ り 本 明 細 書 に 組 込 ま れ る ） に 見 出 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 非 制 限 的 な 態 様 に お い て は 、 本 発 明 の ワ ク チ ン は 、 APP 、 及 び 任 意 に は 、 ブ タ を 苦 し め
る １ 又 は 複 数 の 他 の 疾 病 又 は 病 理 学 的 状 態 に 対 し て ブ タ を 保 護 す る た め の 組 合 せ ワ ク チ ン
で あ り 得 、 こ こ で 前 記 組 合 せ ワ ク チ ン は 、 ブ タ に お い て APP に 対 し て 保 護 応 答 を 誘 発 す る
こ と が で き 、 又 は そ の 誘 発 に 寄 与 す る こ と が で き る 本 発 明 の APP タ ン パ ク 質 、 相 同 ポ リ ペ
プ チ ド 、 ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト 、 融 合 タ ン パ ク 質 、 類 似 体 、 誘 導 体 又 は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
分 子 か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ た 、 免 疫 学 的 有 効 量 の 本 発 明 の 抗 原 を 含 ん で 成 る 第 １ 成 分 ；
ブ タ を 苦 し め る 疾 病 又 は 病 理 学 的 状 態 に 対 し て の 保 護 応 答 を 誘 発 す る こ と が で き 、 又 は そ
の 誘 発 に 寄 与 す る こ と が で き る 、 第 １ 成 分 に お け る 抗 原 と は 異 な る 、 免 疫 学 的 有 効 量 の 抗
原 を 含 ん で 成 る 第 ２ 成 分 ； 及 び 獣 医 学 的 に 許 容 で き る キ ャ リ ヤ ー 又 は 希 釈 剤 を 含 ん で 成 る
。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 組 合 せ ワ ク チ ン の 第 ２ 成 分 は 、 APP 、 又 は 当 業 界 に お い て 知 ら れ て い る よ う に 、 ブ タ を
苦 し め る 他 の 病 原 体 、 疾 病 、 又 は 病 理 学 的 状 態 に 対 す る 保 護 応 答 を 誘 発 し 、 又 は そ の 誘 発
に 寄 与 す る そ の 能 力 に 基 づ い て 選 択 さ れ る 。 ブ タ の た め の ワ ク チ ン 組 成 物 に お い て 有 用 で
あ る こ と が 現 在 知 ら れ て い る か 、 又 は 未 来 に お い て 決 定 さ れ る べ き い づ れ か の 免 疫 原 性 組
成 物 が そ の 組 合 せ ワ ク チ ン の 第 ２ 成 分 に 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 そ の よ う な 免 疫 原 性 組 成 物 は 、 ア ク チ ノ バ チ ル ス ・ ス イ ス (Actinobacillus suis) 、 パ
ス テ ウ レ ラ ・ ム ル ト シ ダ (Pasteurella multocida) 、 サ ル モ ネ ラ ・ コ レ ラ ス イ ス (Salmone
lla cholerosuis)、 ス ト レ プ ト コ ー カ ス ・ ス イ ス (Streptococcus suis)、 エ リ シ ペ ロ ス リ
ッ ク ス ・ ル シ オ パ チ ア エ (Erysipelothrix rhusipathiae） 、 レ プ ト ス ピ ラ  sp.(Leptospir
a sp.)、 ス タ フ ィ ロ コ ー カ ス ・ ヒ カ ス (Staphylococcus hyicus) 、 ハ エ モ フ ィ ラ ス ・ パ ラ
ス イ ス (Haemophilus parasuis)、 ボ ル デ テ ラ ・ ブ ロ ン キ セ プ チ カ (Bordetella bronchisep
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tica) 、 マ イ コ プ ラ ズ マ ・ ハ イ プ ネ ウ モ ・ ニ ア エ (Mycoplasma hyopneumoniae)、 ラ ウ ソ ニ
ア ・ イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス (Lawsonia intracellularis)、 エ ス シ ュ リ シ ア ・ コ リ (Escherich
ia coli)、 ブ タ 生 殖 及 び 呼 吸 症 候 群 ウ ィ ル ス 、 ブ タ 、 イ ン フ ル エ ン ザ ウ ィ ル ス 、 感 染 性 胃
腸 炎 ウ ィ ル ス 、 脳 心 筋 炎 ウ ィ ル ス 、 コ ロ ナ ウ ィ ル ス 、 仮 性 狂 犬 病 ウ ィ ル ス 、 及 び サ ー コ ウ
ィ ル ス (circovirus)に 対 し て 保 護 性 を 提 供 す る も の を 包 含 す る が 、 但 し そ れ ら だ け に は 限
定 さ れ な い 。 非 制 限 的 な 例 に お い て は 、 そ の 組 合 せ ワ ク チ ン は 、 本 発 明 の １ 又 は 複 数 の AP
P タ ン パ ク 質 を 含 む 成 分 、 及 び １ 又 は 複 数 の 他 APP 細 菌 成 分 、 た と え ば APXI, APXII 及 び
OmlAの 組 合 せ を 含 ん で 成 る 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 第 ２ 成 分 を 含 ん で 成 る 抗 原 は 、 任 意 に は 、 キ メ ラ 分 子 を 生 成 す る た め に 、 第 １ 成 分 の 抗
原 に 共 有 結 合 さ れ 得 る 。 非 制 限 的 態 様 に お い て は 、 第 ２ 成 分 の 抗 原 は 、 ハ プ テ ン を 含 ん で
成 り 、 そ の 免 疫 原 性 は 、 第 １ 成 分 の 抗 原 へ の 接 合 に よ り 検 出 で き る ほ ど に 高 め ら れ る 。 組
合 せ ワ ク チ ン の 第 １ 及 び 第 ２ 成 分 の 共 有 結 合 さ れ る 抗 原 を 含 ん で 成 る キ メ ラ 分 子 は 、 当 業
界 に お い て 知 ら れ て い る １ 又 は 複 数 の 技 法 を 用 い て 合 成 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 た と え ば 、 キ メ ラ 分 子 は 、 標 準 の 化 学 的 合 成 方 法 を 利 用 し て 、 市 販 の ペ プ チ ド 合 成 機 を
用 い て 合 成 的 に 生 成 さ れ 得 る （ た と え ば 、 Merrifield, 1985, Science 232 : 341-347 を
参 照 の こ と ） 。 他 方 で は 、 別 の 抗 原 が 別 々 に 合 成 さ れ 、 そ し て 次 に 、 当 業 界 に お い て 知 ら
れ て い る よ う に 、 化 学 結 合 基 に よ り 一 緒 に 連 結 さ れ 得 る 。 他 方 で は 、 キ メ ラ 分 子 は 組 換 え
DNA 技 法 を 用 い て 生 成 さ れ 得 、 そ れ に よ り 、 た と え ば キ メ ラ 分 子 の 異 な っ た 抗 原 を コ ー ド
す る 配 列 を 有 す る 別 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 が 一 緒 に ス プ ラ イ シ ン グ さ れ 、 そ し て キ メ ラ
融 合 ポ リ ペ プ チ ド の 続 く 単 離 の た め に 、 適 切 な 形 質 転 換 さ れ た 宿 主 細 胞 に お い て 発 現 さ れ
る 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 本 発 明 の ワ ク チ ン が ポ リ ペ プ チ ド よ り も む し ろ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 を 含 む 場 合 、 そ の
ス プ ラ イ シ ン グ さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 は ワ ク チ ン 組 成 物 に そ れ 自 体 使 用 さ れ 得 る 。
そ の よ う な 組 換 え 技 法 を 実 施 す る た め の 十 分 な 手 引 き は 、 中 で も 、 Maniatisな ど ., 1989 
、 上 記 ； Ausubel な ど ., 1989 、 上 記 ； Sambrookな ど ., 1989 、 上 記 ； Innis な ど ., 199
5 、 上 記 ； 及 び Erlich, 1992、 上 記 に 提 供 さ れ る 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 APP に 対 し て ブ タ を 保 護 す る た め の ワ ク チ ン の 調 製 方 法 を 提 供 し 、 こ
こ で 前 記 方 法 は 、 ブ タ に お い て APP に 対 す る 保 護 応 答 を 誘 発 す る こ と が で き 、 又 は そ の 誘
発 に 寄 与 す る こ と が で き る 本 発 明 の APP タ ン パ ク 質 、 相 同 ポ リ ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド フ ラ グ
メ ン ト 、 融 合 タ ン パ ク 質 、 類 似 体 、 誘 導 体 又 は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 か ら 成 る 群 か ら 選 択
さ れ た 、 免 疫 学 的 有 効 量 の 本 発 明 の １ 又 は 複 数 の 抗 原 と 、 獣 医 学 的 に 許 容 で き る キ ャ リ ヤ
ー 又 は 希 釈 剤 と を 、 ブ タ へ の 投 与 の た め に 適 切 な 形 で 組 合 す こ と を 含 ん で 成 る 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 ブ タ へ の 本 発 明 の ワ ク チ ン を 投 与 す る こ と を 含 ん で 成 る 、 APP に 対 し
て ブ タ を 予 防 接 種 す る 方 法 を 提 供 す る 。 投 与 さ れ る 抗 原 の 量 は 、 予 防 接 種 さ れ る 動 物 の 年
齢 、 体 重 、 健 康 及 び 一 般 的 な 物 理 的 特 徴 の よ う な 要 因 、 及 び 投 与 さ れ る 特 定 の ワ ク チ ン 組
成 物 に 依 存 す る 。 個 々 の パ ラ メ ー タ ー の た め の 最 適 な 用 量 の 決 定 は 、 経 験 的 研 究 の 観 点 か
ら 通 常 の 方 法 を 用 い て 行 な わ れ 得 る 。 投 与 さ れ る APP タ ン パ ク 質 の 量 は 、 約 ０ ． １ μ ｇ ～
約 １ ０ mg、 よ り 好 ま し く は 約 １ ０ μ ｇ ～ 約 １ mg、 及 び 最 と も 好 ま し く は 約 ２ ５ μ ｇ ～ 約 ０
． １ mgの ポ リ ペ プ チ ド で あ ろ う 。 DNA ワ ク チ ン に 関 し て は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 の 量 は
、 好 ま し く は 約 ０ ． ０ ５ μ ｇ ～ 約 ５ ０ ０ mg、 よ り 好 ま し く は 約 ０ ． ５ μ ｇ ～ 約 ５ ０ mgの 範
囲 で あ ろ う 。 さ ら に 、 ワ ク チ ン の 典 型 的 な 用 量 は 、 約 ０ ． ５ ml～ 約 ５ ml／ 用 量 ／ 動 物 の 範
囲 で あ ろ う 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 動 物 は い づ れ か 適 切 な 時 期 、 た と え ば 生 後 １ 週 間 以 内 で 、 又 は 乳 離 れ の 時 期 で 、 又 は 交
配 の 直 前 又 は そ の 時 期 で 、 又 は APP 感 染 が 動 物 集 団 の １ 又 は 複 数 の メ ン バ ー に 最 初 に 出 現
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し 始 め る 時 期 で 予 防 接 種 さ れ 得 る 。 補 充 の 投 与 、 又 は 追 加 免 疫 は 、 十 分 な 保 護 を 達 成 す る
た め に 必 要 と さ れ 得 る 。 適 切 な 免 疫 保 護 が 動 物 に お い て 達 成 さ れ て い る か ど う か を 決 定 す
る た め の 方 法 は 、 当 業 界 に お い て 良 く 知 ら れ て お り 、 そ し て た と え ば セ ロ コ ン バ ー ジ ョ ン
の 決 定 を 包 含 す る 。
　 ワ ク チ ン は 、 い づ れ か 適 切 な 経 路 、 た と え ば 経 口 、 鼻 腔 内 、 筋 肉 内 、 リ ン パ 節 内 、 経 皮
内 、 腹 腔 内 、 皮 下 、 直 腸 又 は 膣 内 投 与 に よ り 、 又 は そ れ ら の 経 路 の 組 合 せ に よ り 投 与 さ れ
得 る 。 当 業 者 は 、 選 択 さ れ る 経 路 に 従 っ て ワ ク チ ン 組 成 物 を 容 易 に 配 合 す る こ と が で き る
で あ ろ う 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 APP に よ り 引 き 起 こ さ れ る 感 染 又 は 疾 病 に 対 し て ブ タ を 予 防 接 種 す る
た め の ワ ク チ ン 用 キ ッ ト を 提 供 し 、 こ こ で 前 記 キ ッ ト 、 ブ タ に お い て APP に 対 す る 保 護 応
答 を 誘 発 で き 、 又 は そ の 誘 発 に 寄 与 す る こ と が で き る 本 発 明 の APP タ ン パ ク 質 、 相 同 ポ リ
ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト 、 融 合 タ ン パ ク 質 、 類 似 体 、 誘 導 体 又 は ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド 分 子 か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ た 、 免 疫 学 的 有 効 量 の １ 又 は 複 数 の 本 発 明 の 抗 原 を 含 ん で
成 る 第 １ 容 器 を 含 ん で 成 る 。 前 記 キ ッ ト は 任 意 に は 、 獣 医 学 的 に 許 容 で き る キ ャ リ ヤ ー 又
は 希 釈 剤 を 含 ん で 成 る 第 ２ 容 器 を さ ら に 含 む こ と が で き る 。 ワ ク チ ン 組 成 物 は 、 溶 液 で 、
又 は 第 ２ 容 器 の キ ャ リ ヤ ー 又 は 希 釈 剤 を 用 い て 再 構 成 さ れ る べ き 凍 結 乾 燥 さ れ た 形 で 第 １
容 器 に お い て 貯 蔵 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 ５ ． ６ ． 抗 － APP 抗 体
　 本 発 明 は さ ら に 、 本 発 明 の APP タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 単 離 さ れ た 抗 体 を 提 供 す る 。 そ の
よ う な 抗 体 は 、 種 々 の 目 的 の た め に 、 た と え ば APP タ ン パ ク 質 を 精 製 す る た め の 親 和 性 試
薬 と し て 、 又 は た と え ば ELISA 又 は ウ ェ ス タ ー ン ブ ロ ッ ト ア ッ セ イ の 使 用 に よ り 、 APP －
感 染 さ れ た 動 物 か ら 集 め ら れ た 細 胞 、 組 織 又 は 流 体 サ ン プ ル に お け る APP タ ン パ ク 質 の 存
在 を 検 出 す る た め に 、 又 は APP 感 染 を 予 防 し 、 制 御 し 、 又 は 処 理 す る た め の 治 療 剤 と し て
有 用 で あ る 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 本 発 明 の APP タ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 体 は 、 本 発 明 の 適 切 な 抗 原 を 、 ブ タ 、 牛 、 馬 、 ウ サ
ギ 、 ヤ ギ 、 羊 、 及 び マ ウ ス か ら 選 択 さ れ た 宿 主 動 物 に 投 与 す る こ と に よ っ て 、 既 知 方 法 に
従 っ て 生 ぜ し め ら れ 得 る 。 種 々 の ア ジ ュ バ ン ト 、 た と え ば 上 記 に 記 載 さ れ る ア ジ ュ バ ン ト
が 、 抗 体 生 成 を 増 強 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。 本 発 明 の 抗 体 は 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 又 は モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 の い づ れ か で あ り 得 る 。 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 免 疫 化 さ れ た 動 物 の 血 清
か ら 調 製 さ れ 、 そ し て 単 離 さ れ 、 そ し て 標 準 の 技 法 を 用 い て 、 抗 － APP タ ン パ ク 質 特 異 性
に つ い て 試 験 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 他 方 で は 、 APP タ ン パ ク 質 に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 培 養 に お け る 連 続 し た 細 胞
系 に よ る 抗 体 分 子 の 生 成 を 提 供 す る い づ れ か の 技 法 を 用 い て 、 調 製 さ れ 、 そ し て 単 離 さ れ
得 る 。 そ れ ら は 、 Kohler and Milstein(Nature, 1975, 256 : 495-497)に よ り 最 初 に 記 載
さ れ る ハ イ ブ リ ド ー マ 技 法 ； ヒ ト Ｂ － 細 胞 ハ イ ブ リ ド ー マ 技 法 （ Koskorな ど ., 1983, Imm
unology Today 4 : 72 ; Cote な ど ., 1983, Proc. Natl. Acad. Sci. USA　 80 : 2026-2
030)； 及 び EBV － ハ イ ブ リ ド ー マ 技 法 （ Coleな ど ., 1985, Monoclonal Antibodies and C
ancer Therapy, Alan R. Liss, Inc., pp. 77-96) を 包 含 す る が 、 但 し そ れ ら だ け に は 限
定 さ れ な い 。 他 方 で は 、 一 本 鎖 抗 体 の 生 成 に つ い て 記 載 す る 技 法 （ た と え ば 、 ア メ リ カ 特
許 第 4,946,778 号 を 参 照 の こ と ） が 、 APP タ ン パ ク 質 － 特 異 的 一 本 鎖 抗 体 を 生 成 す る た め
に 適 合 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 本 発 明 の APP タ ン パ ク 質 の た め の 特 異 的 結 合 部 位 を 含 む 抗 体 フ ラ グ メ ン ト も ま た 、 本 発
明 の 範 囲 内 に 包 含 さ れ る 。 そ の よ う な フ ラ グ メ ン ト は 、 損 な わ れ て い な い 抗 体 分 子 の ペ プ
シ ン 消 化 に よ り 生 成 さ れ 得 る F(ab') 2  フ ラ グ メ ン ト 、 及 び F(ab') 2  フ ラ グ メ ン ト の ジ ス ル
フ ィ ド 橋 を 還 元 す る こ と に よ っ て 生 成 さ れ 得 る Fab フ ラ グ メ ン ト を 包 含 す る が 、 但 し 、 そ
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れ ら だ け に は 限 定 さ れ な い 。 他 方 で は 、 Fab 及 び ／ 又 は scFv発 現 ラ イ ブ ラ リ ー が 、 本 発 明
の APP タ ン パ ク 質 に 対 す る 所 望 す る 特 異 性 を 有 す る フ ラ グ メ ン ト の 急 速 な 同 定 を 可 能 に す
る た め に 構 成 さ れ 得 る （ た と え ば 、 Huseな ど ., 1989, Science 246 : 1275-1281を 参 照 の
こ と ） 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 及 び 抗 体 フ ラ グ メ ン ト の 生 成 及 び 単 離 の た め の 技 法 は 、 当 業 界 に お
い て よ く 知 ら れ て お り 、 そ し て 中 で も 次 の 文 献 に さ ら に 記 載 さ れ る ： Harlow and Lane, 1
988, Antibodies : A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory、 及 び  in J.
W. Goding, 1986, Monoclonal Antlbodies : Principies and Practice, Academic Press
, London。 上 記 引 用 さ れ る す べ て の 出 版 物 は 、 引 用 に よ り 本 明 細 書 中 に 組 込 ま れ る 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 ５ ． ７ ． 診 断 用 キ ッ ト
　 本 発 明 は さ ら に 、 診 断 用 キ ッ ト を 提 供 す る 。 非 制 限 的 態 様 に お い て は 、 本 発 明 の 診 断 キ
ッ ト は 、 APP タ ン パ ク 質 に 対 し て 向 け ら れ た 抗 体 に 対 し て 特 異 的 に 結 合 す る こ と が で き る
本 発 明 の APP タ ン パ ク 質 、 相 同 ポ リ ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト 、 融 合 タ ン パ ク 質 、
類 似 体 、 又 は 誘 導 体 を 含 ん で 成 る 第 １ 容 器 ； 及 び ブ タ 抗 体 に 対 し て 向 け ら れ た 第 ２ 抗 体 を
含 ん で 成 る 第 ２ 容 器 を 含 ん で 成 る 。 第 ２ 抗 体 は 好 ま し く は 、 検 出 で き る ラ ベ ル を 含 ん で 成
る 。 そ の よ う な 診 断 キ ッ ト は 、 APP に よ り 現 在 感 染 さ れ て い る か 、 又 は す で に 感 染 さ れ た
こ と が あ る か 、 又 は 本 発 明 の ワ ク チ ン に よ る 予 防 接 種 の 結 果 と し て セ ロ コ ン バ ー ト さ れ て
い る ブ タ を 検 出 す る た め に 有 用 で あ る 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 も う １ つ の 態 様 に お い て は 、 本 発 明 は 、 APP タ ン パ ク 質 に 対 し て 結 合 す る 第 一 抗 体 を 含
ん で 成 る 第 １ 容 器 ； 及 び APP タ ン パ ク 質 上 の 異 な っ た エ ピ ト ー プ に 結 合 し 、 又 は 前 記 一 次
抗 体 に 対 し て 向 け ら れ る 第 二 抗 体 を 含 ん で 成 る 第 ２ 容 器 を 含 ん で 成 る 診 断 用 キ ッ ト を 提 供
す る 。 第 二 抗 体 は 好 ま し く は 、 検 出 で き る ラ ベ ル を 含 ん で 成 る 。 他 の 態 様 に お い て は 、 診
断 用 キ ッ ト は 、 APP － 特 異 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 に 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る か 、 又
は そ れ を 増 幅 す る こ と が で き る 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 又 は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 分
子 を 含 ん で 成 る 容 器 を 含 ん で 成 る 。 そ れ ら の 後 者 の ２ 種 の 診 断 用 キ ッ ト は 、 APP に よ り 現
在 、 感 染 さ れ て い る ブ タ を 検 出 す る た め に 有 用 で あ る 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 ５ ． ８ ． ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 及 び リ ボ ザ イ ム
　 本 発 明 は さ ら に 、 APP タ ン パ ク 質 コ ー ド の mRNAに 結 合 し 、 分 解 し 、 そ し て ／ 又 は 阻 害 す
る 。 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト 、 及 び リ ボ ザ イ ム を 包 含 す る
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 を 提 供 す る 。
　 ア ン チ セ ン ス RNA 分 子 及 び ア ン チ セ ン ス DNA 分 子 を 包 含 す る ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド は 、 標 的 化 さ れ た mRNAに 結 合 す る こ と に よ っ て mRNAの 翻 訳 を 直 接 的 に 阻 止 す る よ う
作 用 し 、 そ し て そ れ に よ り 、 タ ン パ ク 質 翻 訳 を 妨 げ る 。 た と え ば 、 少 な く と も 約 １ ５ 個 の
、 及 び APP タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る mRNA転 写 体 配 列 の ユ ニ ー ク 領 域 に 対 し て 相 補 的 な ア ン
チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 、 た と え ば 従 来 の ホ ス ホ ジ エ ス テ ル 技 法 に よ り 合 成 さ れ 得
る 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 リ ボ ザ イ ム は 、 RNA の 特 定 の 分 解 を 触 媒 す る こ と が で き る 酵 素 性 RNA 分 子 で あ る 。 リ ボ
ザ イ ム 作 用 の 機 構 は 、 相 補 的 標 的 RNA へ の リ ボ ザ イ ム 分 子 の 配 列 特 異 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン 、 続 く エ ン ド ヌ ク レ オ チ ド 分 解 性 切 断 を 包 含 す る 。 APP タ ン パ ク 質 mRNA配 列 の エ ン
ド ヌ ク レ オ チ ド 分 解 性 切 断 を 特 異 的 且 つ 効 果 的 に 触 媒 す る 構 築 さ れ た ハ ン マ ー ヘ ッ ド モ チ
ー フ リ ボ ザ イ ム 分 子 は ま た 、 本 発 明 の 範 囲 内 で あ る 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 い づ れ か の 可 能 性 あ る RNA 標 的 物 内 の 特 定 の リ ボ ザ イ ム 切 断 部 位 は 、 最 初 に 、 次 の 配 列
： GUA, GUU及 び GUC を 包 含 す る リ ボ ザ イ ム 切 断 部 位 の た め の 標 　 　 　 　 的 分 子 を 走 査 す る
こ と に よ っ て 同 定 さ れ る 。 同 定 さ れ る と 、 切 断 部 位 を 含 む 標 的 遺 伝 子 の 領 域 に 対 応 す る 約
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１ ５ ～ ２ ０ 個 の リ ボ ヌ ク レ オ チ ド の 短 い DNA 配 列 が 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 不 適 切 に
す る 予 測 さ れ る 構 造 特 徴 、 た と え ば 二 次 構 造 の た め に 評 価 さ れ 得 る 。 候 補 体 標 的 物 の 適 合
性 が ま た 、 た と え ば リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 保 護 ア ッ セ イ を 用 い て 、 相 補 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン へ の そ れ ら の 接 近 性 を 試 験 す る こ と に よ っ て も 評 価 さ れ 得 る
。
【 ０ １ ６ １ 】
　 本 発 明 の ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 及 び リ ボ ザ イ ム の 両 者 は 、 既 知 の 方 法 に よ り
調 製 さ れ 得 る 。 そ れ ら は 、 化 学 合 成 、 た と え ば 固 相 ホ ス ホ ラ ミ ジ ッ ト 化 合 合 成 の た め の 技
法 を 包 含 す る 。 他 方 で は 、 ア ン チ セ ン ス RNA 分 子 は 、 RNA 分 子 を コ ー ド す る DNA 配 列 の イ
ン ビ ト ロ 又 は イ ン ビ ボ 転 写 に よ り 生 成 さ れ 得 る 。 そ の よ う な DNA 配 列 は 、 適 切 な RNA ポ リ
メ ラ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー 、 た と え ば Ｔ ７ 又 は SP6 ポ リ メ ラ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー を 組 込 む 広 範 囲
の 種 類 の ベ ク タ ー 中 に 組 込 ま れ 得 る 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 本 発 明 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 対 す る 種 々 の 修 飾 が 、 細 胞 内 安 定 性 及 び 半 減 期 を 高 め る
手 段 と し て 導 入 さ れ 得 る 。 可 能 な 修 飾 は 、 分 子 の ５ ’ 及 び ／ 又 は ３ ’ 末 端 へ の フ ラ ン キ ン
グ 配 列 、 又 は リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 又 は デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド の 付 加 、 又 は オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド 主 鎖 内 の ホ ス ホ ジ エ ス テ ラ ー ゼ 連 鎖 よ り も む し ろ ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト 又 は ２ ’ － Ｏ
－ メ チ ル の 使 用 を 包 含 す る が 、 但 し そ れ ら だ け に は 限 定 さ れ な い 。
　 次 の 例 は 、 例 示 的 で あ っ て 、 本 発 明 の 範 囲 を 限 定 す る も の で は な い 。
【 実 施 例 】
【 ０ １ ６ ３ 】
　 ６ ． 例 ： 新 規 APP タ ン パ ク 質 の 同 定
　 次 の 実 験 の 結 果 は 、 APP 血 清 型 － ５ に よ り 前 に 攻 撃 さ れ た ブ タ が APP 血 清 型 － ７ に よ り
異 種 的 に 再 攻 撃 さ れ た 場 合 に 誘 発 さ れ る 局 部 抗 体 応 答 の 特 異 性 を 示 す 。 抗 体 特 異 性 は 、 こ
れ ま で 認 識 さ れ て い な い APP タ ン パ ク 質 を 同 定 す る た め に 使 用 さ れ 、 そ れ ら の タ ン パ ク 質
の う ち ３ 種 （ Omp20, OmpW, Omp27） が 、 す べ て の １ ２ 種 の APP 血 清 型 に 存 在 す る こ と が 、
ウ ェ ス タ ー ン ブ ロ ッ ト 分 析 に よ り 示 さ れ た 。 ２ 種 の 追 加 の 新 規 タ ン パ ク 質 （ OmpA1, OmpA2
） が 、 タ ン パ ク 質 画 分 単 離 及 び 濃 縮 に 従 っ て 同 定 さ れ た （ 下 記 、 セ ク シ ョ ン ６ ． １ ． ６ ．
を 参 照 の こ と ） 。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 ６ ． １ ． 材 料 及 び 方 法
　 ６ ． １ ． １ ． 細 菌 攻 撃
　 ブ タ 攻 撃 材 料 を 調 製 す る た め に 使 用 さ れ る APP 血 清 型 － ５ 培 養 物 （ 株 K-17） を 、 Dr. R.
A. Schulz, Avaca, IA, USA か ら 得 た 。 ブ タ 攻 撃 材 料 を 調 製 す る た め に 使 用 さ れ る APP 血
清 型 － ７ 培 養 物 （ 株 WF-83 ） を 、 Dr. E. Jones, Swedeland, PA, USAか ら 得 た 。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 臨 床 学 的 に 健 康 な 生 後 ７ ～ ８ 週 目 の 接 種 の ブ タ を 、 APP 感 染 の こ れ ま で の 病 歴 を 有 さ な
い ネ バ ラ ス カ 州 の ブ タ か ら 得 、 そ し て IACUC ガ イ ド ラ イ ン に 従 っ て 、 Pfizer Animal Heal
th, Lincoln, NE で の 分 離 用 施 設 に 収 容 し た 。 動 物 は 、 研 究 の 開 始 の 前 、 そ れ ら の 健 康 状
態 を 決 定 す る た め に 獣 医 に よ り 試 験 さ れ た 。 ２ 週 間 の 順 化 に 続 い て 、 約 １ ml／ ５ ０ ポ ン ド
体 重 の 割 合 で 投 与 さ れ る 、 １ ０ ０ mg／ mlの テ ラ ゾ ー ル 、 ５ ０ mg／ mlの キ シ ラ ジ ン 及 び ５ ０
mg／ mlの カ テ ミ ン の 組 合 せ を 用 い て 、 ブ タ に 麻 酔 を し 、 そ し て ２ ． ６ × １ ０ 6  cfu の APP 
血 清 型 － ５ を 鼻 腔 内 接 種 し た 。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 一 次 攻 撃 の 後 ７ ８ 日 で 、 臨 床 学 的 APP 疾 病 を 示 し た が 、 し か し 回 復 し た 生 存 す る ブ タ の
６ 匹 に 対 し て 、 再 び 上 記 の よ う に 麻 酔 を し た 。 そ れ ら の ６ 匹 の ブ タ の 第 １ 及 び 第 ２ の ブ タ
を 、 １ × １ ０ 7  cfu の APP 血 清 型 － ５ に よ り 鼻 腔 内 再 攻 撃 し 、 （ 同 種 再 攻 撃 ） ； そ れ ら の
ブ タ の 第 ３ 及 び 第 ４ の ブ タ を 、 １ × １ ０ 6  cfu の APP 血 清 型 － ７ に よ り 鼻 腔 内 再 攻 撃 し 、
（ 異 種 再 攻 撃 ） ； そ し て 第 ５ 及 び 第 ６ の ブ タ を 、 細 菌 増 殖 培 地 の み （ 対 照 ） に よ り 鼻 腔 内
接 種 し た 。
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【 ０ １ ６ ７ 】
　 す べ て の ブ タ を 、 再 攻 撃 の ４ ８ 時 間 後 に 殺 害 し 、 そ れ ら の 血 清 及 び 器 官 を 集 め 、 そ し て
器 官 か ら の 組 織 片 を 、 下 記 セ ク シ ョ ン ６ ． １ ． ２ 及 び ６ ． １ ． ３ に 記 載 の よ う に し て 、 ２
４ 又 は ４ ８ 時 間 、 イ ン ビ ト ロ で 培 養 し た 。 組 織 外 植 片 培 養 物 か ら の 抗 体 － 含 有 上 清 液 を 用
い て 、 同 種 再 攻 撃 又 は １ 回 の 攻 撃 （ 対 照 ） に よ り 誘 発 さ れ る 記 憶 抗 体 プ ロ フ ィ ー ル と 異 種
再 攻 撃 に よ り 誘 発 さ れ る 記 憶 抗 体 プ ロ フ ィ ー ル と を 比 較 し た 。 組 織 外 植 片 に よ り イ ン ビ ト
ロ で 生 成 さ れ る 抗 体 の 特 異 性 を 、 す べ て の １ ２ 種 の APP 血 清 型 を 表 わ す 完 全 な 細 菌 細 胞 調
製 物 の パ ネ ル に 対 し て 、 ウ ェ ス タ ー ン ブ ロ ッ ト 分 析 に よ り 決 定 し た 。 こ の 分 析 は 、 同 種 再
攻 撃 又 は １ 回 の 攻 撃 （ 対 照 ） に 続 く 抗 体 プ ロ フ ィ ー ル と は 異 な る 、 異 種 再 攻 撃 に 続 く 抗 体
プ ロ フ ィ ー ル の 存 在 を 示 し た 。
【 ０ １ ６ ８ 】
　 ウ ェ ス タ ー ン ブ ロ ッ ト の た め の 材 料 を 調 製 す る た め に 使 用 さ れ る APP 血 清 型 － １ （ 株 40
74） 、 血 清 型 － ２ （ 株 226 ） 、 血 清 型 － ３ （ 株 1421） 、 血 清 型 － ４ （ 株 M62 ） 、 血 清 型 －
５ （ 株 K-17） 、 血 清 型 － ６ （ 株 Femo FE 171D） 、 血 清 型 － ７ （ 株 WF-83 ） 、 血 清 型 － ８ （
株 405 ） 、 血 清 型 － ９ （ 株 CVJ-13261 ） 、 血 清 型 － １ ０ （ 株 13039 ） 、 血 清 型 － １ １ （ 株
56153 ） 及 び 血 清 型 － １ ２ （ 株 8329） 対 照 培 養 物 は 、 Dr. B. Fenwick, Kansas State Uni
versity, Manhattan, KS, USA か ら 得 ら れ た 。
【 ０ １ ６ ９ 】
　 ６ ． １ ． ２ ． 組 織 収 集
　 血 清 サ ン プ ル を 、 再 攻 撃 の 前 、 及 び 検 死 の 前 （ 再 攻 撃 の ４ ８ 時 間 後 ） 再 び ブ タ か ら 得 た
。 ブ タ を 、 静 脈 内 ペ イ ン ト バ ル ビ タ ー ル の 過 剰 用 量 に よ り 再 攻 撃 の ４ ８ 時 間 後 、 安 楽 死 せ
し め た 。 肺 を 除 き 、 そ し て APP 感 染 に 寄 与 す る 特 徴 的 な 大 ま か な 病 巣 に つ い て 試 験 し 、 そ
し て 完 全 な 肉 眼 で の 試 験 を す べ て の 主 要 器 官 に 対 し て 行 な っ た 。 肺 、 リ ン パ 節 （ 腸 間 膜 、
膝 窩 、 気 管 支 ） 、 Peyer パ ッ チ 及 び 扁 桃 の 組 織 サ ン プ ル を 集 め 、 ７ ０ ％ エ タ ノ ー ル に よ り
洗 浄 し 、 そ し て RPMI輸 送 媒 体 （ １ ０ mMの HEPES ， ５ ％ の FBS, 50U／ mlの ペ ニ シ リ ン 及 び ５
０ μ ｇ ／ mlの ス ト レ プ ト マ イ シ ン に よ り 補 充 さ れ た Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ 媒 体 （ Gibco/BRL, Grand Isl
and, NY ） ） に よ り ３ 度 す す い だ 。
【 ０ １ ７ ０ 】
　 洗 浄 の 後 、 組 織 を 、 １ ０ mlの 輸 送 媒 体 を 含 む ５ ０ mlの 遠 心 分 離 管 に 入 れ 、 そ し て 実 験 に
お い て 処 理 さ れ る ま で 氷 上 に 配 置 し た （ 収 集 の ３ 時 間 以 内 ） 。 追 加 の 組 織 サ ン プ ル を 、 後
で の mRNA単 離 及 び 免 疫 組 織 化 学 の た め に 、 液 体 窒 素 に お い て 凍 結 し 、 又 は 組 織 病 理 学 の た
め に ホ ル ス リ ン に 固 定 し た 。 肺 組 織 の サ ン プ ル を ま た 、 細 菌 同 定 の た め に 、 University o
f Nebraska-Lincoln診 断 実 験 室 に 提 出 し た 。
【 ０ １ ７ １ 】
　 ６ ． １ ． ３ ． 組 織 外 植 片 培 養 物
　 組 織 を 、 約 ５ mlの 輸 送 媒 体 を 含 む 個 々 の ペ ト リ 皿 に 配 置 し た 。 約 ２ × ２ mmの 小 さ な 組 織
片 を 、 解 剖 用 メ ス 及 び ／ 又 は ハ サ ミ に よ り オ リ ジ ナ ル サ ン プ ル か ら 切 断 し 、 そ し て ２ mlの
洗 浄 媒 体 （ １ ０ mMの HEPES 及 び 及 び 50μ g/mlの ゲ ン タ マ イ シ ン に よ り 補 充 さ れ た 、 Ｃ ａ 2 +

及 び Ｍ ｇ 2 + を 含 ま な い ハ ン ク ス 溶 液 （ HBSS))を 含 む １ ２ － 又 は ２ ４ － ウ ェ ル プ レ ー ト （ Co
star, Cabridge, MA） の 個 々 の ウ ェ ル に 配 置 し た 。 組 織 片 を 洗 浄 媒 体 に よ り す す ぎ 、 そ し
て 洗 浄 媒 体 を 含 む も う １ つ の ウ ェ ル に 移 し た 。
【 ０ １ ７ ２ 】
　 こ の 洗 浄 ／ す す ぎ 操 作 を ４ 度 く り 返 し 、 そ し て 次 に 、 組 織 片 を 、 １ ０ ％ の FBS ， １ ０ mM
の HEPES ， ２ mMの グ ル タ ミ ン 、 ５ ０ μ ｇ ／ mlの ゲ ン タ マ イ シ ン 、 ６ ２ μ ｇ ／ mlの ア ン ホ テ
リ シ ン Ｂ 、 ４ ０ μ ｇ ／ mlの ナ ト リ ウ ム デ ノ キ シ コ レ ー ト 、 ５ ０ Ｕ ／ mlの ペ ニ シ リ ン 及 び ５
０ μ ｇ ／ mlの ス ト レ プ ト マ イ シ ン に よ り 補 充 さ れ た RPMI培 地 を 含 む ウ ェ ル に 移 し た 。 プ レ
ー ト を 、 ５ ％  CO 2 の 湿 潤 さ れ た チ ャ ン バ ー に お い て 、 ３ ８ ． ５ ℃ で ２ ４ 又 は ４ ８ 時 間 イ ン
キ ュ ベ ー ト し た 。
【 ０ １ ７ ３ 】
　 ６ ． １ ． ４ ． ウ ェ ス タ ー ン ブ ロ ッ ト 分 析
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　 組 織 外 植 片 上 清 液 に お け る 回 収 さ れ た 抗 体 の 特 異 性 を 、 次 の よ う に し て ウ ェ ス タ ー ン ブ
ロ ッ ト に よ り 試 験 し た 。 12APP 血 清 型 の 個 々 の 代 表 的 な 単 離 物 を そ れ ぞ れ 別 々 に 増 殖 し 、
上 清 液 を 試 験 す る た め に 完 全 な 細 菌 細 胞 抗 原 を 生 成 し た 。 個 々 の 株 を 、 １ ０ μ ｇ ／ mlの β
－ ニ コ チ ン ア ミ ド ア デ ニ ン ジ ヌ ク レ オ チ ド （ β － NAD ） に よ り 補 充 さ れ た 最 少 培 地 － ３ （
Ｍ Ｍ ３ ） （ １ ． ８ ％ の Bacterin HP 媒 体 、 １ ． ７ ％ の 乳 酸 、 ０ ． ３ ％ の グ リ セ ロ ー ル 、 0.
05M の HEPES, 0.011M の Ｌ － グ ル タ ミ ン 酸 （ － ナ ト リ ウ ム 塩 ） 、 5 × 10 - 5 M の ニ コ チ ン ア
ミ ド 及 び ０ ． ２ ％ の カ サ ミ ノ 酸 ） に お い て 、 ３ ７ ℃ で ５ ～ ６ 時 間 、 約 ０ ． ５ ～ ０ ． ６ の Ｏ
Ｄ 5 6 0  ま で 、 １ ８ ０ rpm で 撹 拌 し な が ら 培 養 し た （ １ ％ の 種 子 ） 。
【 ０ １ ７ ４ 】
　 細 胞 を 12,000× g で の １ ０ 分 間 の 遠 心 分 離 に よ り ペ レ ッ ト 化 し 、 培 地 を 分 析 の た め に 除
去 し 、 そ し て ペ レ ッ ト を ５ mlの ダ ル ベ ッ コ リ ン 酸 緩 衝 溶 液 （ DPBS） に 再 懸 濁 し た 。 タ ン パ
ク 質 ア ッ セ イ の 前 、 そ の 再 懸 濁 さ れ た ペ レ ッ ト を － ２ ０ ℃ で 凍 結 し 、 そ し て 次 に 、 融 解 し
、 い づ れ か の 損 な わ れ て い な い 細 菌 細 胞 を 溶 菌 し た 。 個 々 の 分 離 物 の タ ン パ ク 質 濃 度 を 、
BCA Protein Assay Reagent Kit(Pierce, Rockford, IL） を 用 い て 決 定 し た 。 APP 抗 原 調
製 物 （ ５ μ ｇ ／ レ ー ン ） を 、 ４ ～ ２ ０ ％ の ト リ ス － グ リ シ ン ゲ ル （ Novex, San Diego, CA
） 上 に 負 荷 し 、 そ し て タ ン パ ク 質 を 、 室 温 で 、 ２ ０ mAの 一 定 の 電 流 を 用 い て 、 電 気 泳 動 に
よ り 分 離 し た 。
【 ０ １ ７ ５ 】
　 分 離 さ れ た タ ン パ ク 質 を 、 単 一 乾 燥 グ ラ ッ フ ァ イ ト エ レ ク ト ロ ブ ロ ッ タ ー （ Milliblot,
 Millipore, Seattle, WA ） を 用 い て 、 ProBlot T M 膜 （ Applied Biosystems, Foster Cit
y, CA ） に 移 し た 。 移 行 は 、 室 温 で ３ ０ 分 間 、 ２ ０ ０ mAの 一 定 電 流 を 用 い て 実 施 さ れ た 。
移 行 の 完 結 後 、 膜 を 、 緩 衝 液 Ａ （ ５ ０ mMの ト リ ス HCl ， １ ５ ０ mMの NaCl， pH７ ． ４ 、 及 び
５ ％ （ ｗ ／ ｖ ） の 脱 脂 粉 乳 ） と 共 に 室 温 で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ っ て ブ ロ ッ ク
し た 。
【 ０ １ ７ ６ 】
　 次 に 、 そ の ブ ロ ッ ク 用 緩 衝 液 を デ カ ン ト し 、 そ し て 緩 衝 液 Ａ 中 、 血 清 （ １ ： １ ０ ０ の 希
釈 度 ） 又 は 組 織 外 植 片 培 養 上 清 液 （ １ ： ３ の 希 釈 度 ） に よ り 置 換 し 、 そ し て 膜 を 室 温 で １
時 間 、 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 続 い て 、 緩 衝 液 Ｂ （ ０ ． ２ ％ （ ｖ ／ ｖ ） の Triton X-100を 含 む
緩 衝 液 Ａ ） に よ り １ ０ 分 間 の 洗 浄 及 び 緩 衝 液 Ａ に よ り ２ 回 の １ ０ 分 間 の 洗 浄 を 行 な っ た 。
洗 浄 の 完 結 後 、 膜 を 、 緩 衝 液 Ａ に よ り １ ： １ ０ ０ ０ に 希 釈 さ れ た 、 ホ ス フ ァ タ ー ゼ 接 合 さ
れ た ヤ ギ 抗 － ブ タ 抗 体 （ Kirkegaard & Perry Laboratories, Gaithersburg, MD ） と 共 に
室 温 で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 次 に 、 膜 を 緩 衝 液 Ａ に よ り １ ０ 分 間 、 洗 浄 し 、 そ し て
５ － ブ ロ モ － ４ － ク ロ ロ － ３ － イ ン ド リ ル － ホ ス フ ェ ー ト ／ ニ ト ロ ブ ル ー テ ト ラ ゾ リ ウ ム
（ BCIP/NBT） 基 質 系 （ Kirkegaad & Perry Laboratories） と 共 に １ ５ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト
し た 。
【 ０ １ ７ ７ 】
　 ６ ． １ ． ５ ． APP 血 清 型 － ７ 膜 の 調 製
　 APP 血 清 型 － ７ の ア リ コ ー ト を 、 10μ g/mlの β -NADに よ り 補 充 さ れ た MM３ 中 に 接 種 し （
１ ％ ） 、 そ し て ３ ７ ℃ で 一 晩 培 養 し た （ 180rpm） 。 一 晩 の 培 養 物 の 一 部 を 、 新 鮮 な 培 地 中
に 接 種 し （ 細 菌 接 種 物 は 合 計 体 積 の ３ ％ で あ っ た ） 、 そ し て ５ ～ ６ 時 間 、 又 は 247Klett単
位 の 培 養 物 密 度 ま で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 細 胞 を 、 4,500rpmで ４ ０ 分 間 、 １ ０ ℃ で の 遠 心
分 離 に よ り ペ レ ッ ト 化 し 、 上 清 液 を 除 去 し 、 そ し て ペ レ ッ ト を 、 ５ ０ mMの ト リ ス － HCl(pH
8.0)5ml 及 び １ mMの PMSF（ フ ェ ニ ル メ チ ル ス ル ホ ニ ル フ ル オ リ ド ） の 最 終 濃 度 を も た ら す
た め に 十 分 な PMSFと 共 に ５ ０ mMの ト リ ス － HCl(pH8.0)5 mlに 再 懸 濁 し た 。
【 ０ １ ７ ８ 】
　 細 菌 細 胞 を 、 40K PSI 圧 力 セ ル に お い て 16,000ポ ン ド ／ イ ン チ 2  下 で French Press(Sim
 Aminco., Rochester, NY)を 用 い て 溶 菌 し た 。 破 壊 さ れ た 細 胞 を 1,000 × g で １ ５ 分 間 、
遠 心 分 離 し 、 大 き な 細 菌 残 骸 を 除 去 し た 。 全 粗 膜 を 、 45,000rpm で ６ ０ 分 間 、 １ ８ ℃ で の
遠 心 分 離 に よ り 集 め た 。 上 清 液 を 捨 て 、 ペ レ ッ ト を ５ ０ mMの ト リ ス － HCl(pH8.0)に 再 懸 濁
し 、 そ し て タ ン パ ク 質 を Bradford Standard Protein Assay を 用 い て 決 定 し た 。
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【 ０ １ ７ ９ 】
　 ３ mlの 体 積 に お け る １ ５ mgの 粗 膜 に 、 １ ０ ０ mMの PMSF30μ l 及 び 2.5 ％ サ ル コ シ ル （ sa
rkosyl） ７ ５ ０ μ ｌ を 添 加 し 、 そ し て 全 体 積 を 十 分 に 混 合 し た 。 氷 上 で の ３ ０ 分 間 の イ ン
キ ュ ベ ー シ ョ ン の 後 、 膜 を 、 ２ ０ ０ ， ０ ０ ０ × ｇ で １ ５ 分 間 、 １ ０ ℃ で の 遠 心 分 離 に よ り
ペ レ ッ ト 化 し た 。 上 清 液 を 、 ペ レ ッ ト 化 さ れ た 膜 画 分 か ら 除 去 し 、 そ し て ペ レ ッ ト を ５ ０
mMの ト リ ス － HCl ／ １ ０ ０ mMの NaCl（ pH８ ． ０ ） 溶 液 ３ mlに 再 懸 濁 し た 。 APP 血 清 型 － ７
の 膜 抗 原 を 表 わ し た こ の 膜 調 製 物 を 、 － ２ ０ ℃ で 貯 蔵 し た 。
【 ０ １ ８ ０ 】
　 ６ ． １ ． ６ ． 膜 タ ン パ ク 質 分 別 及 び 精 製
　 Ｎ － 末 端 配 列 決 定 の た め の APP タ ン パ ク 質 の 精 製 を 、 BioRad Model 491 Prep Cell(Bio
Rad, Richmond, CA ） を 用 い て 、 連 続 － 溶 出 SDS-PAGEを 通 し て 行 な っ た 。 １ ０ mlの 体 積 （
４ ． ５ mgの 合 計 タ ン パ ク 質 ） の APP 血 清 型 － ７ 膜 タ ン パ ク 質 画 分 を 、 等 体 積 の 非 還 元 性 サ
ン プ ル 緩 衝 液 （ １ ２ ５ mMの ト リ ス － HCl, pH6.8, 4%の SDS, 20%の グ リ セ ロ ー ル 、 及 び ０ ．
１ ％ の ブ ロ ム フ ェ ノ ー ル ブ ル ー ） と 共 に 混 合 し た 。 こ の タ ン パ ク 質 － 緩 衝 液 混 合 物 を ５ 分
間 、 煮 沸 し 、 そ し て ３ ％ の 積 重 ね 用 ／ １ ５ ％ の 分 離 用 Ｓ Ｄ Ｓ － ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル に
適 用 し た 。 サ ン プ ル を ２ ０ mAの 一 定 電 流 （ 初 期 電 圧 １ ７ ５ ～ ２ ５ ０ Ｖ 、 最 終 電 圧 ２ ０ ０ ～
３ ０ ０ Ｖ ） で 、 ７ ２ 時 間 、 電 気 泳 動 し た 。
【 ０ １ ８ １ 】
　 約 ８ ０ ０ × ５ mlの 画 分 を 、 １ ml／ 分 の 流 速 で 、 そ の 実 験 を 通 し て 集 め 、 そ し て Ａ 2 6 0  で
の 分 光 測 光 に よ り タ ン パ ク 質 含 有 率 に つ い て 分 析 し た 。 １ ０ 番 目 ご と の 画 分 を 、 SDS-PAGE
及 び 銀 染 色 （ Bio-Rad, Richmond, CA ） に よ り 分 析 し た 。 分 子 量 に よ り 決 定 さ れ る よ う に
、 推 定 上 、 同 じ タ ン パ ク 質 を 含 む 画 分 を プ ー ル し 、 そ し て ４ ℃ で 貯 蔵 し た 。 プ ー ル さ れ た
サ ン プ ル を 脱 塩 し 、 そ し て Ｎ － 末 端 配 列 決 定 の た め に 濃 縮 し た 。 脱 塩 は 、 プ ー ル さ れ た サ
ン プ ル の ア リ コ ー ト を 、 １ ０ mlの 層 体 積 を 有 す る Presto T M 脱 塩 カ ラ ム （ Pierce, Rockford
, IL） に 適 用 す る こ と に よ っ て 実 施 さ れ た 。
【 ０ １ ８ ２ 】
　 個 々 の タ ン パ ク 質 プ ー ル の ア リ コ ー ト ３ mlを 別 々 の カ ラ ム に 適 用 し 、 そ し て ddH 2 O に よ
り 溶 出 し 、 １ ０ × ２ mlの 画 分 を 得 た 。 こ れ を 、 ３ ０ mlが 脱 塩 さ れ る ま で 、 個 々 の タ ン パ ク
質 プ ー ル の た め に １ ０ 度 く り 返 し た 。 ウ ェ ス タ ー ン ブ ロ ッ ト 分 析 に よ り 決 定 さ れ る 場 合 、
脱 塩 さ れ た タ ン パ ク 質 の 大 部 分 は 、 画 分 No． ２ に 見 出 さ れ た 。 従 っ て 、 個 々 の １ ０ 回 の 溶
出 か ら の 第 ２ 画 分 を 、 そ れ ぞ れ 個 々 の タ ン パ ク 質 の た め に プ ー ル し た 。 得 ら れ る ２ ０ mlの
サ ン プ ル を 凍 結 乾 燥 せ し め 、 そ し て Ｎ － 末 端 配 列 決 定 の た め に 、 ０ ． ５ mlの ddH 2 O に 再 懸
濁 し た 。 Ｎ － 末 端 配 列 は 、 Pfizer Central Research Molecular Science Sequence Facil
ity で 得 ら れ た 。
【 ０ １ ８ ３ 】
　 ６ ． ２ ． 結 果
　 ６ ． ２ ． １ ． 再 攻 撃 後 の 臨 床 学 的 徴 候 及 び 病 理 学 的 発 見
　 ブ タ は 、 同 種 （ 血 清 型 － ５ ） 又 は 異 種 （ 血 清 型 － ７ ） の 再 攻 撃 の 後 、 臨 床 学 的 疾 病 の い
づ れ の 徴 候 も 示 さ な か っ た 。 病 理 学 的 試 験 は 、 動 物 が 、 再 攻 撃 に 続 く 急 性 APP 感 染 と 一 致
す る 肺 病 巣 を 進 行 し な か っ た こ と を 確 か め た 。 し か し な が ら 、 血 清 型 － ７ に よ り 再 攻 撃 さ
れ た 動 物 の 気 管 支 リ ン パ 節 は 、 血 清 型 － ５ に よ り 再 攻 撃 さ れ た 動 物 又 は 対 照 動 物 か ら の リ
ン パ 節 に 比 較 し て 、 出 血 性 で あ り 、 そ し て 拡 大 さ れ た 。
【 ０ １ ８ ４ 】
　 ６ ． ２ ． ２ ． 再 攻 撃 に よ り 誘 発 さ れ る 抗 体 の 特 異 性
　 血 清 及 び 組 織 外 植 片 上 清 液 に 存 在 す る 抗 体 の 特 異 性 を 、 上 記 の よ う に し て 、 ウ ェ ス タ ー
ン ブ ロ ッ ト 分 析 に よ り 評 価 し た 。 ２ ４ 又 は ４ ８ 時 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 後 に 集 め ら れ
た す べ て の 組 織 由 来 の 上 清 液 は 、 APP タ ン パ ク 質 を 特 異 的 に 認 識 す る 抗 体 を 含 ん だ 。 一 般
的 に 、 血 清 型 － ５ 抗 原 に 対 す る 反 応 性 は 、 血 清 型 － ７ 又 は 血 清 型 － １ の 抗 原 に 対 す る 反 応
性 よ り も 高 か っ た 。 し か し な が ら 、 ほ と ん ど の 組 織 由 来 の 上 清 液 の 反 応 性 は 、 血 清 の 反 応
性 よ り も 弱 く 、 そ し て ス ペ ク ト ル に お い て は 、 狭 か っ た （ 図 １ ａ ） 。
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【 ０ １ ８ ５ 】
　 一 般 的 に 、 組 織 外 植 片 上 清 液 の 反 応 性 は 、 特 定 の パ タ ー ン を 有 さ な か っ た 。 そ れ に も か
か わ ら ず 、 １ つ の 特 定 の 動 物 （ No． ８ ０ ３ 、 血 清 型 － ７ に よ り 異 種 的 に 再 攻 撃 さ れ た ） か
ら の 組 織 外 植 片 上 清 液 の ウ ェ ス タ ー ン ブ ロ ッ ト 反 応 性 の パ タ ー ン は 、 強 く 、 そ し て APP 血
清 型 － １ ， － ５ 、 及 び － ７ に 存 在 す る い く つ か の 低 分 子 量 タ ン パ ク 質 を 強 調 し た （ 図 １ ｂ
） 。 こ の 上 清 液 は 、 APP 血 清 型 － ５ よ り 始 め 、 攻 撃 さ れ た ブ タ に お い て 、 APP 血 清 型 － ７
に よ る 異 種 再 攻 撃 に よ り 誘 発 さ れ る 二 次 （ 記 憶 ） 抗 体 応 答 の 交 差 反 応 性 の 程 度 を さ ら に 特
徴 づ け る た め に 抗 体 源 と し て 使 用 さ れ た 。
【 ０ １ ８ ６ 】
　 ブ タ No． 803 か ら の BLN 組 織 外 植 片 上 清 液 に お け る 抗 体 の 交 差 反 応 性 の 程 度 を 、 １ ２ 種
の 異 な っ た APP 血 清 型 の 個 々 か ら 調 製 さ れ た 完 全 な 細 菌 細 胞 抗 原 を 用 い て 、 ウ ェ ス タ ー ン
ブ ロ ッ ト 分 析 に よ り 評 価 し た 。 こ の 分 析 は 、 抗 体 に よ り 認 識 さ れ る ３ 種 の 低 分 子 量 タ ン パ
ク 質 が す べ て の １ ２ 種 の 血 清 型 に 存 在 し た こ と を 示 し た （ 図 ２ ） 。 こ の Ｂ Ｌ Ｎ 組 織 外 植 片
上 清 液 に 存 在 す る 抗 体 は ま た 、 他 の タ ン パ ク 質 バ ン ド も 認 識 し た 。
【 ０ １ ８ ７ 】
　 外 毒 素 ApxII （ Nakai, 1983 、 上 記 を 参 照 の こ と ） に 対 応 す る 、 血 清 型 － １ ， ２ ， ４ ，
５ ， ６ ， ７ ， ８ 及 び ９ に 存 在 す る 高 分 子 量 バ ン ド 、 及 び 血 清 型 ２ ， ５ ， ８ 及 び １ ０ に 存 在
す る も う １ つ の タ ン パ ク 質 バ ン ド は 、 第 ２ の 最 と も 交 差 反 応 性 の パ タ ー ン を 表 わ し た 。 AP
P 細 胞 ペ レ ッ ト 及 び 上 清 液 の ウ ェ ス タ ー ン ブ ロ ッ ト 分 析 は 、 低 分 子 量 タ ン パ ク 質 に 対 す る
、 Ｂ Ｌ Ｎ 組 織 外 植 片 上 清 液 に お け る 抗 体 の 反 応 性 が 、 細 胞 ペ レ ッ ト に 存 在 す る タ ン パ ク 質
に 制 限 さ れ る こ と を 示 し （ 図 ３ ） 、 こ の こ と は 、 そ の タ ン パ ク 質 が 細 菌 細 胞 に 関 係 し 、 そ
し て 分 泌 さ れ な い こ と を 示 す 。
【 ０ １ ８ ８ 】
　 ６ ． ２ ． ３ ． 交 差 反 応 性 抗 体 に よ り 認 識 さ れ る タ ン パ ク 質
　 低 分 子 量 タ ン パ ク 質 を 上 記 の よ う に し て 精 製 し 、 次 の も の を 用 い て ウ ェ ス タ ー ン ブ ロ ッ
ト 分 析 に よ り 同 定 さ れ る よ う な 興 味 あ る タ ン パ ク 質 を 含 む 部 分 精 製 さ れ た 調 製 物 を 生 成 す
る ： （ ａ ） 分 析 No． 803 か ら の BLN 組 織 外 植 片 上 清 液 ； 又 は （ ｂ ） ブ タ No． 803 か ら の 血
清 （ 図 ４ ） 。 膜 タ ン パ ク 質 の 分 別 に 基 づ い て 、 そ れ ぞ れ 約 １ ９ ～ ２ ０ 、 約 ２ ３ 、 約 ２ ７ 及
び 約 ２ ９ kDa の 分 子 量 を 有 す る ４ 種 の タ ン パ ク 質 バ ン ド が 、 こ の 方 法 を 用 い て 同 定 さ れ た
。
【 ０ １ ８ ９ 】
　 前 記 ４ 種 の バ ン ド に お け る タ ン パ ク 質 の Ｎ － 末 端 配 列 分 析 は 、 下 記 表 １ に 示 さ れ る よ う
に 、 一 次 配 列 及 び 推 定 上 の 残 基 （ 括 弧 内 ） を 示 し 、 そ し て 本 明 細 書 に お い て は 、 “ Pep-1 
” （ 配 列 番 号 １ １ ） 、 “ Pep-2 ” （ 配 列 番 号 １ ２ ） 、 “ Pep-3 ” （ 配 列 番 号 １ ３ ） 及 び “
Pep-4 ” （ 配 列 番 号 １ ４ ） と 命 名 し た 。 時 お り 、 第 ２ シ グ ナ ル が 観 察 さ れ 、 そ し て た ぶ ん
、 少 々 の 汚 染 物 の 存 在 に よ る も の で あ っ た （ デ ー タ は 示 さ れ て い な い ） 。 表 １ に 示 さ れ る
部 分 Ｎ － 末 端 配 列 を 用 い て プ ロ ー ブ 及 び プ ラ イ マ ー を 企 画 し 、 交 差 反 応 性 APP タ ン パ ク 質
を コ ー ド す る 一 次 DNA 配 列 を 得 た 。 配 列 相 同 性 の 比 較 は 、 異 種 再 攻 撃 の 後 、 誘 発 さ れ る 優
性 の 局 部 抗 体 応 答 に よ り 認 識 さ れ る 前 記 ４ 種 の タ ン パ ク 質 が こ れ ま で APP に 関 し て 記 載 さ
れ た こ と が な か っ た こ と を 示 し た 。
【 ０ １ ９ ０ 】
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【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ９ １ 】
１ ： Xaa は 、 特 定 位 置 で の ア ミ ノ 酸 残 基 が 決 定 さ れ 得 な か っ た こ と を 示 す 。
　 ７ ． 例 ： APP タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る DNA の 分 子 ク ロ ー ニ ン グ
　 ７ ． １ ． 染 色 体 DNA の 単 核 及 び ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リ ー の 構 成
　 １ ２ 種 の APP 血 清 型 の 個 々 か ら の ゲ ノ ム DNA を 、 ヘ キ サ デ シ ル ト リ メ チ ル ア ン モ ニ ウ ム
ブ ロ ミ ド （ CTAB） － プ ロ テ ィ ナ ー ゼ Ｋ 方 法 （ Ausubel な ど ., 1988, Curr. Protocols Mol
. Biol. Wiley Interscience, NY) 、 又 は DNA Isolator Genomic DNA Isolation Reagent
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（ Genosys Biotechnologies, Inc., The Woodlands, Texas)の い づ れ か に よ り 、 別 々 に 単
離 し た 。 APP DNA を Ｔ Ｅ 緩 衝 液 （ １ ０ mMの ト リ ス － HCl ， pH８ ． ０ ， １ mMの EDTA） に 、 １
μ ｇ ／ ml以 下 で 溶 解 し 、 そ し て Ｕ Ｖ 分 光 計 に よ り 定 量 化 し た 。
【 ０ １ ９ ２ 】
　 Omp20, OmpW, Omp27及 び OmpAを コ ー ド す る APP 遺 伝 子 配 列 の ク ロ ー ニ ン グ を 促 進 す る た
め に 、 い く つ か の ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リ ー を 構 成 し た 。 そ れ ら の ラ イ ブ ラ リ ー を 、 供 給 者 に よ
り 実 質 的 に 推 薦 さ れ る よ う に し て 、 制 限 さ れ た DNA フ ラ グ メ ン ト の ５ ’ 及 び ３ ’ 末 端 へ の
既 知 の 配 列 (Vectorette II T M ， Genosys Biotechnologies, Inc., The Woodlands, TX) の
連 結 に よ り 特 別 に 修 飾 し た 。 従 っ て 、 Vectoretteラ イ ブ ラ リ ー を 、 APP7-1（ 血 清 型 ７ 、 継
代 １ ） か ら の 染 色 体 DNA ２ μ ｇ を 、 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ BamHI, BglII, HindIII, Eco
RI, DraI、 又 は HpaIに よ り ３ ７ ℃ で 一 晩 、 別 々 に 消 化 す る こ と に よ っ て 構 成 し た 。
【 ０ １ ９ ３ 】
　 次 に 、 反 応 を 、 追 加 の 新 鮮 な 制 限 酵 素 に よ り 封 じ 、 そ し て ２ mMの ATP ， ２ mMの DTT に 最
終 濃 度 を 調 節 し た 。 Vectorette末 端 化 を 、 T4 DNAリ ガ ー ゼ （ ４ ０ ０ Ｕ ） 及 び ３ ｐ モ ル の 適
切 な 適 合 性 Vectoretteリ ン カ ー （ BamHI Vectorette： BamHI, BglII； HindIII Vectorette
： HindIII ； EcoRI Vectorette： EcoRI ； ブ ラ ン ト Vectorette： DraI, HpaI） の 添 加 に よ
り 実 施 し た 。 そ の 混 合 物 を ２ ０ ℃ で 、 ６ ０ 分 間 、 ３ サ イ ク ル 、 イ ン キ ュ ベ ー ト し ； ３ ７ ℃
で ３ ０ 分 間 で 、 そ の 末 端 化 反 応 を 完 結 し ； そ し て 次 に 、 dH 2 Oに よ り ２ ０ ０ μ ｌ に 調 節 し 、
そ し て － ２ ０ ℃ で 貯 蔵 し た 。
【 ０ １ ９ ４ 】
　 ７ ． ２ ． Omp20 の 分 子 ク ロ ー ニ ン グ
　 Vectoretteラ イ ブ ラ リ ー の ス ク リ ー ニ ン グ を 実 施 し 、 Ｏ ｍ ｐ ２ ０ 及 び フ ラ ン キ ン グ 領 域
を コ ー ド す る DNA フ ラ グ メ ン ト を 得 た 。 変 性 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ER49（ 配 列 番 号 ３ ９ ） を
、 こ の タ ン パ ク 質 の Ｎ － 末 端 ア ミ ノ 酸 配 列 に 基 づ い て 企 画 し た （ 表 １ ， Pep-1 （ 配 列 番 号
１ １ ） ， aa1-9 ） 。
【 ０ １ ９ ５ 】
　 Omp20 遺 伝 子 の フ ラ グ メ ン ト の PCR 増 幅 の た め に 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド Ｅ Ｒ ４ ９ （ 配 列
番 号 ３ ９ ） を 、 １ × PCR 緩 衝 液 II（ Perkin Elmer） 、 １ ． ５ mMの MgCl 2  , 200 μ M の 個 々
の デ オ キ シ － NTP, 100p モ ル の 個 々 の プ ラ イ マ ー 、 及 び ２ ． ５ Ｕ の AmpliTaq Gold(Perkin
 Elmer) 熱 安 定 性 ポ リ メ ラ ー ゼ を 含 む 反 応 物 ５ ０ μ ｌ に お い て 、 Vectorette特 異 的 プ ラ イ
マ ー ER70（ 配 列 番 号 ４ ８ ） と 組 合 し て 使 用 し た 。 複 数 回 の 単 一 反 応 を 、 DNA 鋳 型 と し て Ve
ctoretteラ イ ブ ラ リ ー ５ μ ｌ を 用 い て 、 実 施 し た 。 増 幅 は 次 の 通 り に 実 施 さ れ た ： 変 性 （
９ ５ ℃ ， ９ 分 ） ； ３ ５ サ イ ク ル の 変 性 （ ９ ５ ℃ ， ３ ０ 秒 ） ； ア ニ ー リ ン グ （ ５ ５ ℃ ， １ 分
） ； 及 び 重 合 （ ７ ２ ℃ ， ３ 分 ） ； 続 い て の 最 終 延 長 （ ７ ２ ℃ ， ７ 分 ） 。
【 ０ １ ９ ６ 】
　 増 幅 さ れ た 生 成 物 を 、 １ ． ２ ％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル （ Sigma ） 上 で の 分 離 に よ り 可 視 化 し た
。 ４ ３ ３ － bpの 生 成 物 は 、 EcoRI Vectoretteラ イ ブ ラ リ ー の 増 幅 に 起 因 し た 。 フ ラ グ メ ン
ト を 、 pGEM登 録 商 標 － T Easy PCRク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー （ Promega, Madison, WI） 中 に ク
ロ ー ン 化 し 、 そ し て 配 列 決 定 し た 。 配 列 の 分 析 は 、 Ｎ － 末 端 ア ミ ノ 酸 配 列 （ Ｐ ｅ ｐ － １ ）
に 基 づ い て Omp20 を 部 分 的 に コ ー ド す る よ う な フ ラ グ メ ン ト の 同 一 性 を 確 か め た 。
【 ０ １ ９ ７ 】
　 こ の 部 分 遺 伝 子 の 新 し く 同 定 さ れ た 配 列 に 基 づ い て 、 特 定 の プ ラ イ マ ー ER67（ 配 列 番 号
４ ６ ） 及 び ER68（ 配 列 番 号 ４ ７ ） を 企 画 し 、 上 記 の よ う な PCR 増 幅 に よ る Vectoretteラ イ
ブ ラ リ ー の 第 ２ 回 目 ス ク リ ー ニ ン グ に よ り 、 追 加 の ５ ’ 及 び ３ ’ フ ラ ン キ ン グ 配 列 を 得 た
。 ER68（ 配 列 番 号 ４ ７ ） 及 び ER70（ 配 列 番 号 ４ ８ ） を 用 い て の PCR に よ る EcoRI, HindIII
, DraI、 及 び HpaI Vectorette ラ イ ブ ラ リ ー の ス ク リ ー ニ ン グ は 、 DraI Vectorette ラ イ
ブ ラ リ ー か ら の 約 ６ ０ ０ bpの フ ラ グ メ ン ト の 成 功 し た 増 幅 を も た ら し た 。 こ の フ ラ グ メ ン
ト を 、 配 列 決 定 し 、 Omp20 遺 伝 子 の ３ ’ 末 端 を 決 定 し た 。
【 ０ １ ９ ８ 】
　 ユ ニ ー ク な 生 成 物 は ER67（ 配 列 番 号 ４ ６ ） 及 び ER70（ 配 列 番 号 ４ ８ ） を 用 い て の そ れ ら
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の ラ イ ブ ラ リ ー の ス ク リ ー ニ ン グ の 間 、 観 察 さ れ な か っ た の で 、 追 加 の 特 定 の プ ラ イ マ ー
ER71（ 配 列 番 号 ４ ９ ） 、 ER72（ 配 列 番 号 ５ ０ ） 、 ER76（ 配 列 番 号 ５ ２ ） 及 び ER77（ 配 列 番
号 ５ ３ ） を 企 画 し 、 ER47結 合 部 位 の ５ ’ 側 に 位 置 す る DNA フ ラ グ メ ン ト を 得 た 。 多 く の Ve
ctorette DNAラ イ ブ ラ リ ー か ら の 増 幅 に よ る そ の よ う な “ ゲ ノ ム ウ ォ ー キ ン グ （ genome w
alking） ” を 、 ORF の 外 側 の 境 界 、 す な わ ち 翻 訳 開 始 及 び 停 止 コ ド ン 及 び フ ラ ン キ ン グ ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 が 特 徴 づ け ら れ る ま で 、 反 復 し た 。 一 般 的 に 、 PCR 生 成 物 は 、 配 列 分 析 の
前 、 直 接 的 に ク ロ ー ン 化 さ れ 、 又 は pGEM登 録 商 標 － T Easy PCRク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー 中 に
ク ロ ー ン 化 さ れ た 。
【 ０ １ ９ ９ 】
　 ７ ． ３ ． Omp27 の 分 子 ク ロ ー ニ ン グ
　 Omp27 の た め の Vectoretteラ イ ブ ラ リ ー の ス ク リ ー ニ ン グ を 、 上 記 Omp20 に つ い て の 記
載 の よ う に し て 実 質 的 に 実 施 し た 。 但 し 、 精 製 さ れ た Omp27 タ ン パ ク 質 （ 表 １ ， Pep-3 （
配 列 番 号 １ ３ ） ， aa13-24 ） の Ｎ － 末 端 ア ミ ノ 酸 配 列 に 基 づ い て 企 画 さ れ た 変 性 オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド ER50（ 配 列 番 号 ４ ０ ） を 使 用 し た 。 上 記 の よ う な Vectoretteラ イ ブ ラ リ ー の PC
R 増 幅 に 続 い て 、 152-bpの フ ラ ン キ ン グ を 、 Pep-3 （ 配 列 番 号 １ ３ ） の Ｎ － 末 端 ア ミ ノ 酸
配 列 に 基 づ い て Omp27 の 一 部 を コ ー ド す る こ と を 確 か め た 。
【 ０ ２ ０ ０ 】
　 BamH2, BglII, HindIII, EcoRI, HpaI、 及 び DraI Vectorette ラ イ ブ ラ リ ー 及 び 特 定 の
プ ラ イ マ ー ER88（ 配 列 番 号 ６ ４ ） 及 び ER89（ 配 列 番 号 ６ ５ ） を 用 い て の 第 ２ 回 目 の ゲ ノ ム
ウ ォ ー キ ン グ は 、 DraIラ イ ブ ラ リ ー か ら の 約 ２ kbの フ ラ グ メ ン ト 、 及 び HindIII ラ イ ブ ラ
リ ー か ら の 約 １ ． ５ kbの フ ラ グ メ ン ト の PCR 増 幅 を も た ら し た 。 そ れ ら の DNA フ ラ グ メ ン
ト を 、 pGEM登 録 商 標 － T Easy PCRク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー 中 に ク ロ ー ン 化 し 、 そ れ ぞ れ 、 Om
p27 遺 伝 子 の ５ ’ 及 び ３ ’ 側 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 誘 導 体 化 を 可 能 に し た 。
【 ０ ２ ０ １ 】
　 ７ ． ４ ． OmpA1 及 び OmpA2 の 分 子 ク ロ ー ニ ン グ
　 精 製 さ れ た ２ ９ kDa の タ ン パ ク 質 （ 表 １ ， Pep-4 （ 配 列 番 号 １ ４ ） ） か ら 得 ら れ た Ｎ －
末 端 ア ミ ノ 酸 配 列 を 用 い て 、 APP 染 色 体 DNA か ら の ２ ９ kDa の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺
伝 子 の 直 接 的 な PCR 増 幅 へ の 使 用 の た め の 変 性 Ｎ － 末 端 プ ラ イ マ ー RA22（ 配 列 番 号 ７ ３ ）
及 び RA34（ 配 列 番 号 ７ ７ ） を 企 画 し た 。
【 ０ ２ ０ ２ 】
　 Pep-4 の 配 列 を 、 GenBank タ ン パ ク 質 デ ー タ ベ ー ス （ Altschulな ど ., 1990, J. Mol. B
iol. 215 : 403-10)に 対 し て 、 Blastpコ ン ピ ュ ー タ ー プ ロ グ ラ ム 比 較 （ National Center 
for Biotechnology Information)を 用 い て 分 析 し 、 そ し て 次 の い く つ か の 異 な っ た コ － バ
ク テ リ ア の OmpAタ ン パ ク 質 と の 相 同 性 を 示 す こ と を 見 出 し た ： パ ス テ ウ レ ラ ・ ム ル ト シ タ
（ Pasteurella multocida ） 、 Ｐ ． ハ エ モ リ チ カ （ P.haemolytica ） 、 ハ エ モ フ ィ ラ ス ・
ド ク レ イ （ Haemophilus ducreyi ） 、 Ｈ ． ソ ム ナ ス （ H.somnus） 、 Ｈ ． イ ン フ ル エ ン ザ （
H.influenzae） 、 ア ク チ ノ バ チ ル ス ・ ア ク チ ノ マ イ セ テ ム コ ミ タ ン ス （ Actinobacillus a
ctinomycetemcomitans） 、 Ｅ ． コ リ 、 シ ゲ ラ （ Shigella） 及 び サ ル モ ネ ラ （ Salmonella）
。 パ ス テ ウ レ ラ セ ア エ （ Pasteurellaceae ） か ら の OmpA－ 関 連 タ ン パ ク 質 の Ｎ － 末 端 配 列
を 一 列 に 並 べ 、 次 の コ ン セ ン サ ス 配 列 を 生 成 し た ： Ala-Pro-Gln-Ala/Glu-Asn-Thr-Phe-Ty
r-Ala/Val-Gly-Ala-Lys-Ala （ 配 列 番 号 ９ ４ ） 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
　 そ れ ら の 一 列 配 列 を 分 析 し 、 そ し て そ れ を 用 い て 、 い く つ か の 追 加 の Ｎ － 末 端 変 性 プ ラ
イ マ ー を 企 画 し た 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー RA53（ 配 列 番 号 ８ １ ） 、 RA54（ 配 列 番
号 ８ ２ ） 、 RA55（ 配 列 番 号 ８ ３ ） 、 RA56（ 配 列 番 号 ８ ４ ） 及 び RA57（ 配 列 番 号 ８ ５ ） は お
互 い オ ー バ ー ラ ッ プ し 、 そ し て こ の コ ン セ ン サ ス ペ プ チ ド の そ れ ぞ れ 、 aa4-11, aa5-12, 
aa3-10, aa1-8 、 及 び aa1-7 を コ ー ド す る 領 域 に 結 合 す る よ う 企 画 さ れ た 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
　 他 の 変 性 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー を 、 OmpA－ 関 連 タ ン パ ク 質 の Ｃ － 末 端 領 域 の 一
列 配 列 に 従 っ て 企 画 し た 。 こ の 一 列 配 列 は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 Cys-Leu-Ala-Pro-Asp-Arg-Arg-
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Val-Glu-Ile （ 配 列 番 号 ９ ５ ） を 包 含 す る Ｃ － 末 端 近 く の 高 く 保 存 さ れ た 領 域 を 示 し た 。
RA49（ 配 列 番 号 ７ ８ ） 及 び RA50（ 配 列 番 号 ７ ９ ） 逆 方 向 プ ラ イ マ ー を 、 OmpAの こ の 領 域 に
お け る 負 の DNA 鎖 に 結 合 せ し め る よ う 企 画 し た 。
【 ０ ２ ０ ５ 】
　 そ れ ら の 逆 方 向 プ ラ イ マ ー を 、 二 次 元 マ ト リ ッ ク ス に 適 用 し 、 こ の マ ト リ ッ ク ス に お い
て は 、 RA49（ 配 列 番 号 ７ ８ ） 及 び RA50（ 配 列 番 号 ７ ９ ） が 、 組 合 さ れ た Klen Taq1 及 び Pf
u ポ リ メ ラ ー ゼ を 用 い て 、 HotStart 50 T M 管 （ Molecular Bioproducts Inc., San Diego,
 CA)に お い て 、 RA22（ 配 列 番 号 ７ ３ ） 、 RA34（ 配 列 番 号 ７ ７ ） 、 RA53（ 配 列 番 号 ８ １ ） 、
RA54（ 配 列 番 号 ８ ２ ） 、 RA55（ 配 列 番 号 ８ ３ ） 、 RA56（ 配 列 番 号 ８ ４ ） 及 び RA57（ 配 列 番
号 ８ ５ ） と 、 そ れ ぞ れ 対 の よ う に 組 合 さ れ た 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
　 次 の 文 献 は 、 “ ホ ッ ト ス タ ー ト ” 方 法 を 記 載 す る ： D'Aquilaな ど ., 1991, NuCl, Acids
 Res. 19 : 3749 ; 及 び Hortonな ど ., 1994, Biotechniques 16 : 42-43 。 PCR の サ イ ク
ル プ ロ グ ラ ム は “ タ ッ チ ダ ウ ン PCR ” プ ロ ト コ ー ト の 変 法 で あ り 、 そ し て 次 の 通 り に 実 施
さ れ た ： 変 性 （ ９ ４ ℃ ， ５ 分 ） ； ３ ０ サ イ ク ル の 変 性 （ ９ ４ ℃ ， ３ ０ 秒 ） 、 ア ニ ー リ ン グ
（ ５ ９ ℃ ， ３ ０ 秒 の 初 期 サ イ ク ル 、 次 に 、 追 加 の サ イ ク ル 当 た り － ０ ． １ ℃ ） 、 及 び 重 合
（ ７ ２ ℃ ， １ 分 ） ； 続 い て の 最 終 延 長 （ ７ ２ ℃ ， １ ５ 分 ） 。 次 の 文 献 が “ タ ッ チ ダ ウ ン PC
R ” プ ロ ト コ ー ル を 記 載 す る ： Roux, 1994, BioTechniques, 16 : 812-814 ; 及 び Hecker
 and Roux, 1996, BioTechniques 20 : 478-485 。
【 ０ ２ ０ ７ 】
　 生 成 さ れ る PCR 生 成 物 の 中 で 、 約 ９ ５ ０ － bpの バ ン ド を 、 個 々 が 前 方 向 プ ラ イ マ ー RA34
（ 配 列 番 号 ７ ７ ） 、 RA53（ 配 列 番 号 ８ １ ） 、 RA56（ 配 列 番 号 ８ ４ ） 又 は RA57（ 配 列 番 号 ８
５ ） と 対 の よ う に 組 合 さ れ る 場 合 、 RA49（ 配 列 番 号 ７ ８ ） 又 は RA50（ 配 列 番 号 ７ ９ ） の い
づ れ か と の 反 応 か ら 生 成 し た 。 そ れ ら の DNA フ ラ グ メ ン ト を 、 pGEM登 録 商 標 － T Easy PCR
ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー 中 に ク ロ ー ン 化 し 、 そ し て 配 列 決 定 し た 。 そ れ ら の 配 列 決 定 さ れ た
フ ラ グ メ ン ト の 分 析 は 、 ２ 種 の 変 異 体 配 列 の 存 在 を 示 し た 。
【 ０ ２ ０ ８ 】
　 RA49（ 配 列 番 号 ７ ８ ） ／ RA57（ 配 列 番 号 ８ ５ ） 、 及 び RA50（ 配 列 番 号 ７ ９ ） ／ RA56（ 配
列 番 号 ８ ４ ） に 由 来 す る 生 成 物 は 、 変 異 体 Ａ １ を 示 し 、 そ し て 部 分 的 に コ ー ド さ れ た タ ン
パ ク 質 を “ OmpA1 ” と 命 名 し た 。 RA50（ 配 列 番 号 ７ ９ ） ／ RA34（ 配 列 番 号 ７ ７ ） 、 及 び RA
50（ 配 列 番 号 ７ ９ ） ／ RA53（ 配 列 番 号 ８ １ ） に 由 来 す る 生 成 物 は 、 変 異 体 Ａ ２ を 表 わ し 、
そ し て 部 分 的 に コ ー ド さ れ た タ ン パ ク 質 を 、 “ OmpA2 ” と 命 名 し た 。
【 ０ ２ ０ ９ 】
　 ２ 種 の 類 似 す る が 、 ま だ 異 な っ て い る OmpA部 分 DNA 配 列 を 、 前 記 Vectoretteラ イ ブ ラ リ
ー の 適 用 に よ り ゲ ノ ム ウ ォ ー キ ン グ を 通 し て 、 完 全 な ORF 及 び フ ラ ン キ ン グ ５ ’ 及 び ３ ’
配 列 を 含 む よ う 延 長 し た 。 部 分 OmpA1 及 び OmpA2 DNA 配 列 の 一 列 配 列 は 、 そ れ ら の 密 接 に
関 連 す る 遺 伝 子 配 列 を 区 別 す る こ と が で き る 特 定 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー の 企 画
を 可 能 に し た 。 そ れ ぞ れ 、 OmpA1 の ５ ’ 又 は ３ ’ 領 域 、 す な わ ち ER55（ 配 列 番 号 ４ １ ） 、
ER58（ 配 列 番 号 ４ ２ ） に 対 し て 特 異 的 な 、 及 び OmpA2 、 す な わ ち ER59（ 配 列 番 号 ４ ３ ） 、
ER62（ 配 列 番 号 ４ ４ ） に 対 し て 特 異 的 な 、 外 側 に 面 す る 異 な っ た プ ラ イ マ ー を 用 い て 、 上
記 の よ う な Vectoretteラ イ ブ ラ リ ー を プ ロ ー ブ し た 。
【 ０ ２ １ ０ 】
　 約 １ １ ０ ０ ， ４ ０ ０ ， ４ ５ ０ 及 び ２ ８ ０ － bpの ユ ニ ー ク フ ラ グ メ ン ト が 、 そ れ ぞ れ 、 ER
70（ 配 列 番 号 ４ ８ ） 及 び 、 ER55（ 配 列 番 号 ４ １ ） 、 ER58（ 配 列 番 号 ４ ２ ） 、 ER59（ 配 列 番
号 ４ ３ ） 、 又 は ER62（ 配 列 番 号 ４ ４ ） の い づ れ か に よ り プ ロ ー ブ さ れ る 場 合 、 EcoRI Vect
oretteラ イ ブ ラ リ ー か ら 得 ら れ た 。 得 ら れ る フ ラ グ メ ン ト の 配 列 の 分 析 は 、 OmpA1 及 び Om
pA2 ORF 両 者 の エ ン ド ポ イ ン ト 及 び フ ラ ン キ ン グ 領 域 の 決 定 を 可 能 に し た 。
【 ０ ２ １ １ 】
　 ７ ． ５ ． OmpWの 分 子 ク ロ ー ニ ン グ
　 精 製 さ れ た ２ ３ kDa の タ ン パ ク 質 （ 表 １ ， Pep-2 （ 配 列 番 号 １ ２ ） ） か ら 得 ら れ た Ｎ －
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末 端 ア ミ ノ 酸 を 用 い て 、 RA20（ 配 列 番 号 ７ ２ ） 、 す な わ ち Pep-2 の ア ミ ノ 酸 １ － ８ に 対 応
す る 変 性 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー を 企 画 し た 。
【 ０ ２ １ ２ 】
　 精 製 さ れ た APP DNA を 、 “ 遺 伝 子 ウ ォ ー キ ン グ PCR ” 方 法 の 変 法 に お い て 鋳 型 と し て 使
用 し た 。 単 一 PCR プ ラ イ マ ー RA20（ 配 列 番 号 ７ ２ ） を 、 組 合 さ れ た Klen Taq1 （ Ab Penti
des, Inc., St. Louis, MO) 及 び Ｐ ｆ ｕ （ Stratagene, Inc., La Jolla, CA) ポ リ メ ラ ー
ゼ と の “ ホ ッ ト ス タ ー ト ” 反 応 に 使 用 し た 。 PCR の た め の サ イ ク ル プ ロ グ ラ ム は 、 “ タ ッ
チ ダ ウ ン PCR ” プ ロ ト コ ー ル の 変 法 で あ り 、 そ し て 次 の 通 り に 実 施 さ れ た ： 変 性 （ ９ ４ ℃
， ５ 分 ） ； ４ ０ サ イ ク ル の 変 性 （ ９ ４ ℃ ， １ 分 ） 、 ア ニ ー リ ン グ （ ６ ３ ℃ ， ２ 分 の 初 期 サ
イ ク ル 、 次 に 、 追 加 の サ イ ク ル 当 た り － ０ ． ２ ℃ 及 び － ２ 秒 ） 、 及 び 重 合 （ ７ ２ ℃ ， １ ５
分 ） ； 続 い て の 最 終 延 長 （ ７ ２ ℃ ， １ ０ 分 ） 。
【 ０ ２ １ ３ 】
　 生 成 さ れ る 多 く の PCR 生 成 物 の 中 で 、 約 ２ ２ ０ － bpの 生 成 物 を 得 、 そ し て ｐ Ｇ Ｅ Ｍ 登 録
商 標 － T Easy PCRク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー 中 に ク ロ ー ン 化 し た 。 こ の プ ラ ス ミ ド 挿 入 体 の 配
列 分 析 は 、 ク ロ ー ン 化 さ れ た PCR 生 成 物 が 、 Ｐ ｅ ｐ － ２ （ 配 列 番 号 １ ２ ） の Ｎ － 末 端 ア ミ
ノ 酸 配 列 に 基 づ い て 、 ２ ３ kDa の タ ン パ ク 質 の 一 部 に 対 応 す る ア ミ ノ 酸 を コ ー ド し た こ と
を 確 か め た 。
【 ０ ２ １ ４ 】
　 こ の 新 し く 同 定 さ れ た 配 列 に 基 づ い て 、 特 定 の プ ラ イ マ ー 、 す な わ ち Ｒ Ａ ２ ３ （ 配 列 番
号 ７ ４ ） を 、 下 流 の 配 列 の 増 幅 の た め に 生 成 し た 。 APP 血 清 型 － ７ 　 DNA の ゲ ノ ム ミ ニ －
ラ イ ブ ラ リ ー を 、 Taq a  I 又 は HinPII（ 両 者 と も 、 ５ ’ － Ｃ Ｇ オ ー バ ー ハ ン グ を 創 造 す る
） に よ る 制 限 消 化 に よ り 構 成 し た 。 こ の DNA を BspDI － 切 断 さ れ た pUC21 又 は pUC128中 に
連 結 し 、 そ し て Ｅ ． コ リ DH5 α を 形 質 転 換 し 、 ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リ ー を 生 成 し た 。
【 ０ ２ １ ５ 】
　 そ れ ら の プ ラ ス ミ ド － ホ モ ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リ ー の Mini-prepsを 、 “ ホ ッ ト ス タ ー ト ” 方
法 を 用 い て “ 遺 伝 子 ウ ォ ー キ ン グ PCR ” に お け る 鋳 型 と し て 使 用 し た 。 ベ ク タ ー 特 異 的 M1
3 前 方 向 及 び M13 逆 方 向 配 列 決 定 プ ラ イ マ ー に 加 え て 、 そ の 特 定 の プ ラ イ マ ー RA23（ 配 列
番 号 ７ ４ ） を 、 組 合 さ れ た Klen Taq及 び Pfu ポ リ メ ラ ー ゼ と 共 に 使 用 し た 。 PCR の た め の
サ イ ク ル プ ロ グ ラ ム は 次 の 通 り に 実 施 さ れ た ： 変 性 （ ９ ４ ℃ ， ５ 分 ） ； ３ ２ サ イ ク ル の 変
性 （ ９ ４ ℃ ， ３ ０ 秒 ） 、 ア ニ ー リ ン グ （ ６ ３ ℃ ， ３ ０ 秒 の 初 期 サ イ ク ル 、 次 に サ イ ク ル 当
た り － ０ ． ２ ℃ ） 、 及 び 重 合 （ ７ ２ ℃ ， ３ ０ 秒 ） ； 続 い て の 最 終 延 長 （ ７ ２ ℃ ， ７ 分 ） 。
【 ０ ２ １ ６ 】
　 生 成 さ れ る 多 く の PCR 生 成 物 の 中 で 、 ０ ． ８ kbの 生 成 物 及 び １ ． ４ kbの 生 成 物 を 、 pGEM
登 録 商 標 － T Easy PCRク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー 中 に ク ロ ー ン 化 し 、 そ し て 配 列 決 定 し た 。 そ
の 得 ら れ る 配 列 、 及 び 上 記 で 得 ら れ た 配 列 の 分 析 及 び 一 例 配 列 は 、 成 熟 タ ン パ ク 質 の 配 列
を 生 成 し た 。 OmpW遺 伝 子 の ５ ’ フ ラ ン キ ン グ 領 域 の 配 列 を 得 る た め に 、 特 定 の プ ラ イ マ ー
RA24（ 配 列 番 号 ７ ５ ） 及 び RA26（ 配 列 番 号 ７ ６ ） を 、 上 記 の よ う に し て 、 多 く の Vectoret
teラ イ ブ ラ リ ー を プ ロ ー ブ す る た め に 使 用 し た 。
【 ０ ２ １ ７ 】
　 増 幅 を 次 の 通 り に 実 施 し た ： 変 性 （ ９ ５ ℃ ， ９ 分 ） ； ４ ０ サ イ ク ル の 変 性 （ ９ ５ ℃ ， ３
０ 秒 ） 、 ア ニ ー リ ン グ （ ６ ０ ℃ ， １ 分 ） 及 び 重 合 （ ７ ２ ℃ ， ３ 分 ） ； 続 い て の 最 終 延 長 （
７ ２ ℃ ， ７ 分 ） 。 特 定 の ６ ０ ０ 及 び ７ ０ ０ － bpの 生 成 物 は 、 そ れ ぞ れ 、 HpaI及 び DraI Vec
torette ラ イ ブ ラ リ ー の プ ロ ー ビ ン グ に 起 因 し た 。 そ の ７ ０ ０ － bpの 生 成 物 を 、 ５ ’ － フ
ラ ン キ ン グ 領 域 を 包 含 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 得 る た め に 直 接 的 に 配 列 決 定 し 、 そ し て ２
３ kDa の タ ン パ ク 質 の Ｎ － 末 端 を コ ー ド し て い た 。 予 測 さ れ る APP　  ２ ３ kDa タ ン パ ク 質
と 予 測 さ れ る ビ ブ リ オ コ レ ラ OmpWタ ン パ ク 質 と の 間 の 部 分 的 な 類 似 性 の た め に 、 APP 遺 伝
子 フ ラ グ メ ン ト を 、 “ OmpW” と 命 名 し た 。
【 ０ ２ １ ８ 】
　 ７ ． ６ ． APP タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 分 子 分 析
　 ７ ． ６ ． １ ． DNA の 特 異 的 PCR 増 幅
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　 上 記 の よ う に 、 新 規 APP タ ン パ ク 質 の ク ロ ー ニ ン グ 及 び 予 備 的 な 配 列 決 定 か ら の 結 果 を
用 い て 、 APP 血 清 型 － ７ 染 色 体 DNA か ら 直 接 的 に 、 損 な わ れ て い な い Omp20, Omp27, OmpA
1, OmpA2及 び OmpW遺 伝 子 の 特 異 的 増 幅 の た め の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー を 企 画 し た
。 こ の ア プ ロ ー チ は 、 Ｅ ． コ リ に お け る 遺 伝 子 フ ラ グ メ ン ト の ク ロ ー ニ ン グ の 間 に 生 じ る
可 能 性 あ る 突 然 変 異 の た め に 、 配 列 決 定 人 工 物 の 導 入 を 排 除 す る 所 望 に 基 づ い て 選 択 さ れ
た 。
【 ０ ２ １ ９ 】
　 従 っ て 、 上 記 の 損 な わ れ て い な い APP 遺 伝 子 を 端 に 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 染 色
体 DNA か ら の そ れ ら の 領 域 を 特 別 に 増 幅 す る た め に 使 用 さ れ た 。 個 々 の 遺 伝 子 増 幅 の た め
に 利 用 さ れ る ５ ’ 及 び ３ ’ プ ラ イ マ ー 対 は 次 の 通 り で あ っ た ： Omp20 の た め に は 、 プ ラ イ
マ ー は ER80（ 配 列 番 号 ５ ６ ） 及 び ER81（ 配 列 番 号 ５ ７ ） で あ り ； Omp27 の た め に は 、 プ ラ
イ マ ー は ER95（ 配 列 番 号 ６ ９ ） 及 び ER96（ 配 列 番 号 ７ ０ ） で あ り ； OmpA1 の た め に は 、 プ
ラ イ マ ー は ER84（ 配 列 番 号 ６ ０ ） 及 び ER86（ 配 列 番 号 ６ ２ ） で あ り ； OmpA2 の た め に は 、
プ ラ イ マ ー は ER87（ 配 列 番 号 ６ ３ ） 及 び ER66（ 配 列 番 号 ４ ５ ） で あ り ； そ し て OmpWの た め
に は 、 プ ラ イ マ ー は ER82（ 配 列 番 号 ５ ８ ） 及 び ER83（ 配 列 番 号 ５ ９ ） で あ る 。
【 ０ ２ ２ ０ 】
　 PCR 反 応 を 三 重 反 復 し て 実 施 し 、 そ し て そ れ は 、 ２ ６ ０ ngの 精 製 さ れ た 染 色 体 DNA ， 1 
× PC2 緩 衝 液 （ Ab Peptides, Inc.)、 ２ ０ ０ μ Ｍ の 個 々 の ｄ Ｎ Ｔ Ｐ ， １ ０ ０ ｐ モ ル の 個 々
の プ ラ イ マ ー 、 ７ ． ５ Ｕ の KlenTaq1及 び ０ ． １ ５ Ｕ の ク ロ ー ン 化 さ れ た Ｐ ｆ ｕ 熱 安 定 性 ポ
リ メ ラ ー ゼ を 、 １ ０ ０ μ ｌ の 最 終 サ ン プ ル 体 積 に お い て 含 ん だ 。 増 幅 の た め 条 件 は 、 変 性
（ ９ ４ ℃ ， ５ 分 ） 、 続 い て ３ ０ サ イ ク ル の 変 性 （ ９ ５ ℃ ， ３ ０ 秒 ） 、 ア ニ ー リ ン グ （ ６ ５
℃ ， ３ ０ 秒 ） 、 及 び 重 合 （ ７ ２ ℃ ， ２ 分 ） か ら 成 っ た 。
【 ０ ２ ２ １ 】
　 最 終 延 長 （ ７ ２ ℃ ， ７ 分 ） は 、 標 的 の 損 な わ れ て い な い 遺 伝 子 領 域 の 増 幅 を 完 結 せ し め
た 。 増 幅 に 続 い て 、 三 重 反 復 サ ン プ ル の 個 々 を プ ー ル し 、 そ し て 特 定 の 生 成 物 を 、 ABI 自
動 DNA 配 列 決 定 機 （ Applied Biosystems, Foster City, CA)に 基 づ い て DyeDeoxy終 結 反 応
を 用 い て の 直 接 的 な 配 列 分 析 の 前 、 ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 及 び 回 転 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー
（ QIAquick T M ， QIAGEN Inc., Santa Clarita, CA) に よ る 抽 出 に よ り 精 製 し た 。
　 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー を 用 い て 、 APP 血 清 型 － ７ か ら の 増 幅 さ れ た 生 成 物
の 両 DNA 鎖 を 配 列 決 定 し た 。 APP タ ン パ ク 質 遺 伝 子 を 配 列 決 定 す る た め に 使 用 さ れ る プ ラ
イ マ ー は 、 下 記 表 ２ に 示 さ れ て い る 。
【 ０ ２ ２ ２ 】
　 Omp20 の ORF の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 nt２ ７ ２ ～ ７ ９ ０ の 配 列 番 号 １ に 示 さ れ る 。 OmpW
の ORF の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 nt３ ７ ６ ～ １ ０ ２ ３ の 配 列 番 号 ３ に 示 さ れ る 。 Omp27 の OR
F の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 nt１ ５ ７ ～ ９ ３ ３ の 配 列 番 号 ５ に 示 さ れ る 。 OmpA1 の ORF の ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 は 、 nt６ １ ４ ～ １ ７ ０ ８ の 配 列 番 号 ７ に 示 さ れ る 。 OmpA2 の ORF の ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 は 、 nt１ ９ ７ ～ １ ３ ０ ６ の 配 列 番 号 ９ に 示 さ れ る 。
【 ０ ２ ２ ３ 】
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【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ２ ４ 】
　 ７ ． ６ ． ２ ． APP 血 清 型 － 7 OmpA1 及 び OmpA2 タ ン パ ク 質 の 類 似 性
　 OmpA1 タ ン パ ク 質 （ 配 列 番 号 ８ ） 及 び OmpA2 タ ン パ ク 質 （ 配 列 番 号 １ ０ ） の ア ミ ノ 酸 配
列 を 、 そ れ ぞ れ 配 列 番 号 ７ 及 び ９ か ら 推 定 し 、 そ し て そ れ ら の 類 似 性 を 比 較 す る た め に 一
列 配 列 し た 。 推 定 さ れ る OmpA1 タ ン パ ク 質 は 、 ３ ６ ４ 個 の 長 さ の ア ミ ノ 酸 で あ り 、 こ れ は
推 定 さ れ る OmpA2 タ ン パ ク 質 よ り も ５ 個 の ア ミ ノ 酸 が 短 い 。 図 ５ に 示 さ れ る APP タ ン パ ク
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質 の 一 列 配 列 は 、 ２ 種 の タ ン パ ク 質 が 73.1%(270/369)の ア ミ ノ 酸 同 一 性 を 共 有 す る こ と を
示 す 。
【 ０ ２ ２ ５ 】
　 ７ ． ６ ． ３ ． ビ ブ リ オ コ レ ラ OmpWと APP 血 清 型 － 7 OmpWと の 比 較
　 ２ ３ kDa の APP OmpWタ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ORF の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 ３ ） か
ら 推 定 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ４ ） は 、 ビ ブ リ オ コ レ ラ に つ い て 記 載 さ れ る OmpWタ
ン パ ク 質 に 最 と も 類 似 す る こ と が 決 定 さ れ た （ Jalajakumari, M.B., な ど ., 1990, Nucle
ic Acids Res. 18 (8) : 2180)。 そ れ ら の ２ 種 の タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 、 Clustal 
W(ver 1.4)Multiple Sequence Alignment Algorithm （ Thompson, J.D., な ど ., 1994, N
ucleic Acids Res., 22 : 4673-4680)を 用 い て 一 列 配 列 し た 。 こ の 比 較 は 、 そ れ ぞ れ 、 ２
１ ５ 及 び ２ １ ６ の 長 さ の 残 基 を 有 す る APP OmpW及 び Ｖ ． コ レ ラ が 44.9%(97/216) の ア ミ ノ
酸 同 一 性 を 共 有 す る こ と を 示 し た 。 こ の 一 列 配 列 さ れ た タ ン パ ク 質 は 、 図 ６ に 示 さ れ る 。
【 ０ ２ ２ ６ 】
　 ７ ． ７ ． サ ザ ン ブ ロ ッ ト ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
　 異 な っ た APP 血 清 型 間 で Omp20, OmpW, Omp27, OmpA1 及 び OmpA2 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す
る DNA 配 列 の 保 存 性 が 、 異 な っ た 血 清 型 か ら の APP DNA に 対 す る プ ロ ー ブ と し て ５ 種 の 異
な っ た コ ー ド 配 列 の 個 々 を 用 い て サ ザ ン ブ ロ ッ ト ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 分 析 を 実 施 す る
こ と に よ っ て 決 定 さ れ た 。 プ ロ ー ブ は 、 PCR DIG T M  Probe Synthesis Kit（ Boehringer M
annheim, Inc., Indianapolis, Indiana) に よ り 、 製 造 業 者 の 説 明 書 に 従 っ て 生 成 さ れ た
。 た と え ば 、 OmpWプ ロ ー ブ は 、 次 の 態 様 で 構 成 さ れ た 。
【 ０ ２ ２ ７ 】
　 OmpWコ ー ド 配 列 を 包 含 す る PCR 生 成 物 を 、 OmpW特 異 的 プ ラ イ マ ー 、 及 び APP 血 清 型 － 7 
DNA を 用 い て 生 成 し た 。 APP 血 清 型 － ７ ゲ ノ ム DNA （ ０ ． ２ μ ｇ ） 、 １ μ Ｍ の MW3 プ ラ イ
マ ー （ 配 列 番 号 ７ １ ） 、 １ μ Ｍ の プ ラ イ マ ー Ｒ Ａ ５ ２ （ 配 列 番 号 ８ ０ ） 、 ７ ． ５ Ｕ の Klen
Taq1ポ リ メ ラ ー ゼ （ Ab Peptides, Inc.)、 ０ ． ０ ７ ５ Ｕ の Pfu ポ リ メ ラ ー ゼ （ Stratagene
） 、 １ × KlenTaq1緩 衝 液 及 び ０ ． ２ mMの dNTPを 、 ５ ０ μ ｌ の 体 積 に お い て 組 合 し た 。 PCR 
を 次 の 通 り に 実 施 し た ： 変 性 （ ９ ４ ℃ ， ５ 分 ） ； ３ ５ サ イ ク ル の 変 性 （ ９ ４ ℃ ， ３ ０ 秒 ）
、 ア ニ ー リ ン グ （ ５ ８ ℃ ， ３ ０ 秒 ） 及 び 重 合 （ ７ ２ ℃ ， １ 分 ） ； 及 び 最 終 延 長 （ ７ ２ ℃ ，
７ 分 ） 。
【 ０ ２ ２ ８ 】
　 約 ６ ５ ０ － bpの OmpW PCR生 成 物 を 、 JETsorb T M キ ッ ト （ GENUMED, Inc., Research Tria
ngle Park, NC)を 用 い て 、 ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 に 従 っ て 精 製 し た 。 精 製 さ れ た DNA を
、 Low Mass DNA Ladder T M 質 量 標 準 （ GIBCO/BRL, Gaithersburg, MD ） を 用 い て 定 量 化 し
た 。 ジ ゴ キ シ ゲ ニ ル － ラ ベ ル さ れ た プ ロ ー ブ を 、 製 造 業 者 の 説 明 書 に 従 っ て 、 PCR DIG T M

 Probe Synthesis Kitを 用 い て 、 上 記 の よ う に し て 生 成 さ れ た ２ ４ pgの OmpW PCR生 成 物 の
PCR 増 幅 に よ り 生 成 し 、 そ し て PCR － 生 成 さ れ た プ ロ ー ブ を 、 精 製 し な い で － ２ ０ ℃ で 貯
蔵 し た 。
【 ０ ２ ２ ９ 】
　 APP 血 清 型 １ ， ２ ， ５ ， ７ ， ８ 及 び ９ の 個 々 か ら 得 ら れ た 、 Ｅ ｃ ｏ Ｒ Ｉ － 消 化 さ れ た AP
P ゲ ノ ム DNA （ １ ． ５ μ ｇ ） を 、 ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 に よ り 分 離 し た 。 DNA プ ロ フ ィ
ー ル を 、 製 造 業 者 の 説 明 書 に 従 っ て 、 Turboblotter T M  Kit（ Schleicher & Schuell, Inc.
, Keene, New Hampshire) に よ る ア ル カ リ ト ラ ン ス フ ァ ー を 用 い て 、 Hybond-N　 0.45μ M 
の ナ イ ロ ン 膜 （ Amersham, Inc. Cloveland, OH) に ト ラ ン ス フ ァ ー し た 。 DNA を 、 自 動 －
架 橋 説 定 （ １ ２ ０ mJ／ cm 2  ） で 、 Stratalinker T M  UV Cross-Linker(Stratagene ） を 用 い
て 、 Ｕ Ｖ 照 射 に よ り 前 記 膜 に 共 有 結 合 せ し め た 。 ブ ロ ッ ト を 乾 燥 せ し め 、 そ し て 室 温 で 貯
蔵 し た 。
【 ０ ２ ３ ０ 】
　 ナ イ ロ ン DNA ブ ロ ッ ト を 、 複 数 の APP 血 清 型 に お け る プ ロ ー ブ 配 列 の 検 出 の た め の ハ イ
ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 可 能 に す る た め に プ ロ ー ブ の 存 在 下 で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ブ ロ ッ
ト を 、 過 剰 （ ０ ． ２ ml／ cm 2  ） の 1 × Prehybridization Solution(GIBCO/BRL ） を 用 い て
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、 ６ ８ ℃ で ２ ． ５ 時 間 、 プ レ － ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た 。 プ ロ ー ブ － ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
溶 液 を 、 ５ ０ ０ μ ｌ の 1 × Hybridization Solution(GIBCO/BRL) に ５ ． ４ μ ｌ の 精 製 さ れ
て い な い ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン － ラ ベ ル さ れ た プ ロ ー ブ を 添 加 し 、 そ し て １ ０ ０ ℃ で １ ０ 分 間 、
煮 沸 す る こ と に よ っ て 調 製 し た 。
【 ０ ２ ３ １ 】
　 プ ロ ー ブ を ０ ℃ に １ 分 間 冷 却 し 、 そ し て 次 に 、 十 分 な 1 × Hybridization Solutionに 添
加 し 、 合 計 ０ ． ０ ２ ５ ml／ cm 2  の ブ ロ ッ ト を 付 与 し た 。 ブ ロ ッ ト を 、 こ の プ ロ ー ブ － ハ イ
ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 混 合 物 に お い て 、 ６ ８ ℃ で １ ６ 時 間 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ せ し め た 。
緊 縮 洗 浄 を 次 の 通 り に 、 ブ ロ ッ ト に 対 し て 実 施 し た ： （ ｉ ） 過 剰 （ ０ ． ２ ml／ cm 2  ） の 2 
× SSC/0.1% SDSに よ る ２ ５ ℃ で ５ 分 間 の ２ 回 の 洗 浄 ； （ ii） 過 剰 （ ０ ． ２ ml／ cm 2  ） の 0.
1 × SSC/0.1% SDSに よ る ６ ８ ℃ で １ ５ 分 間 の ２ 回 の 洗 浄 。 次 に 、 ブ ロ ッ ト を 、 DIG T M  Hig
h Prime DNA Labeling and Detection Starter Kit II 、 及 び DIG T M  Wash and 3lock Bu
ffer Set（ Boehringer Mannheim, Inc., Indianapolis, Indiana) に よ る 化 学 発 光 法 を 用
い て 、 製 造 業 者 の 説 明 書 に 従 っ て 展 開 せ し め た 。
【 ０ ２ ３ ２ 】
　 プ ロ ー ブ を 、 試 験 さ れ る す べ て の APP 血 清 型 （ 血 清 型 １ ， ２ ， ５ ， ７ ， ８ 及 び ９ ） に お
け る DNA に よ る ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ た 、 Omp20, OmpW, Omp27, OmpA1 、 及 び OmpA2 に 対 し
て 上 記 の よ う に し て 生 成 し た 。 検 出 さ れ る EcoRI バ ン ド の サ イ ズ は 、 OmpA1 及 び OmpA2 に
関 し て す べ て の 血 清 型 を 通 し て 同 一 で あ っ た が 、 し か し Omp20, OmpW 及 び Omp27 に 関 し て
は 保 存 さ れ な か っ た 。
【 ０ ２ ３ ３ 】
　 個 々 の 血 清 型 に お い て Omp20 プ ロ ー ブ に よ り ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ る EcoRI フ ラ グ メ ン ト
の サ イ ズ は 次 の 通 り で あ っ た ： 血 清 型 １ ， ２ ， ７ 及 び ９ は ５ ． ８ kbの フ ラ グ メ ン ト を 付 与
し ； 血 清 型 － ５ は ６ ． １ kbの フ ラ グ メ ン ト を 付 与 し ； 血 清 型 － ８ は ５ ． ０ kbの フ ラ グ メ ン
ト を 付 与 し た 。
　 個 々 の 血 清 型 に お い て OmpWプ ロ ー ブ に よ り ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ る EcoRI フ ラ グ メ ン ト の
サ イ ズ は 次 の 通 り で あ っ た ： 血 清 型 － １ は １ ． ５ kbの フ ラ グ メ ン ト を 付 与 し ； 血 清 型 － ２
は １ ． １ kbの フ ラ グ メ ン ト を 付 与 し ； 血 清 型 － ５ は １ ． ０ kbの フ ラ グ メ ン ト を 付 与 し ； 血
清 型 － ７ は ０ ． ９ kbの フ ラ グ メ ン ト を 付 与 し ； 血 清 型 － ８ は １ ． ０ ５ kbの フ ラ グ メ ン ト を
付 与 し ； そ し て 血 清 型 － ９ は １ ． ２ kbの フ ラ グ メ ン ト を 付 与 し た 。
【 ０ ２ ３ ４ 】
　 個 々 の 血 清 型 に お い て Omp27 プ ロ ー ブ に よ り ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ る EcoRI フ ラ グ メ ン ト
の サ イ ズ は 次 の 通 り で あ っ た ： 血 清 型 － １ ， ２ 及 び ９ は 約 ９ ． ５ kbの フ ラ グ メ ン ト を 付 与
し ； 血 清 型 － ５ ， ７ 及 び ８ は 約 １ ０ ． ５ kbの フ ラ グ メ ン ト を 付 与 し た 。
　 OmpA1 プ ロ ー ブ に よ り ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ る EcoRI フ ラ グ メ ン ト の サ イ ズ は 、 す べ て の
血 清 型 に お い て ２ ． ３ kbで あ っ た 。 ０ ． ５ ５ kb及 び ０ ． ８ ５ kbの 弱 い ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る
フ ラ グ メ ン ト を ま た 検 出 し た 。
　 OmpA2 プ ロ ー ブ に よ り ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ る EcoRI フ ラ グ メ ン ト の サ イ ズ は 、 す べ て の
血 清 型 に お い て ０ ． ８ ５ kbで あ っ た 。 ０ ． ５ ５ kb及 び ２ ． ３ kbの 弱 い ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る
フ ラ グ メ ン ト を ま た 検 出 し た 。
【 ０ ２ ３ ５ 】
　 ８ ． 例 ： 組 換 え APP タ ン パ ク 質 の 発 現
　 ８ ． １ ． 宿 主 株
　 組 換 え タ ン パ ク 質 発 現 の た め に 使 用 さ れ る Ｅ ． コ リ 宿 主 は 、 Ｅ ． コ リ LW14で あ っ た 。 こ
の 株 の 遺 伝 子 型 は 、 λ -IN(rrnD-rrnE)1galE::Tn10 λ C  1857Δ H1bio で あ る 。 こ の 株 は 、
Smith Kline Beecham Pharmaceuticals, King of Prussia, PA, USA に よ り 供 給 さ れ 、 そ
し て ３ ０ ℃ で λ プ ロ モ ー タ ー か ら の 発 現 を 阻 害 す る 感 温 性 λ リ プ レ ッ サ ー λ C  ／ ８ ５ ７ を
含 む 。 ４ ２ ℃ で 、 こ の リ プ レ ッ サ ー は 不 活 性 化 さ れ 、 そ し て λ プ ロ モ ー タ ー か ら の 発 現 が
可 能 に さ れ 、 高 レ ベ ル の 転 写 及 び タ ン パ ク 質 合 成 が 生 成 さ れ る 。 Ｅ ． コ リ Ｌ Ｗ １ ４ は 、 ３
０ ℃ で 増 殖 さ れ た 。
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【 ０ ２ ３ ６ 】
　 ８ ． ２ ． プ ラ ス ミ ド 発 現 ベ ク タ ー
　 組 換 え タ ン パ ク 質 合 成 の た め に 使 用 さ れ る 発 現 ベ ク タ ー は 、 pEA181で あ り 、 こ れ は 他 方
で は 、 pEA181KanRBS3 と も 称 す 。 こ の ベ ク タ ー は ６ ． ７ ６ ６ kbの サ イ ズ で あ り 、 耐 カ ナ マ
イ シ ン 性 （ Kan ） を コ ー ド し 、 そ し て 強 い λ プ ロ モ ー タ ー Ｐ L  を 含 む 。 こ の ベ ク タ ー は 、
最 適 化 さ れ た リ ボ ソ ー ム － 結 合 部 位 の す ぐ 下 流 に NdeI部 位 を 含 む ； こ の NdeI部 位 の 存 在 は
最 適 な 発 現 の た め の タ ン パ ク 質 の Met 開 始 コ ド ン の 正 確 な 配 置 を 可 能 に す る 。 ベ ク タ ー は
ま た 、 不 良 に 発 現 さ れ た タ ン パ ク 質 の 増 強 さ れ た 発 現 を 可 能 に す る た め に NS1 リ ー ダ ー 融
合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 。 こ の ベ ク タ ー は 、 Smith Kline Beecham Pharmaceuticals に
よ り 供 給 さ れ た （ ま た 、 ア メ リ カ 特 許 第 4,925,799 号 及 び Rosenberg な ど ., 1983, Meth.
 Enzymol. 101 : 123-138 も 参 照 の こ と ） 。
【 ０ ２ ３ ７ 】
　 ５ 種 の APP タ ン パ ク 質 の 個 々 の コ ー ド 配 列 を 、 Ｍ ｅ ｔ 開 始 コ ド ン （ ATG ） を オ ー バ ー ラ
ッ プ す る NdeI部 位 （ CATATG） を 生 成 す る よ う 企 画 さ れ た ５ ’ 特 異 的 プ ラ イ マ ー 、 及 び pEA1
81に お け る 3'XbaI部 位 中 へ の ク ロ ー ニ ン グ の た め に 企 画 さ れ た ３ ’ 特 異 的 プ ラ イ マ ー を 用
い て 、 Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 増 幅 し た 。 そ れ ぞ れ の PCR 生 成 物 を 、 始 め に 、 pGEM登 録 商 標 － T Easy
 PCRク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー （ Promega Corp） 中 に ク ロ ー ン 化 し 、 そ し て 市 販 の コ ン ピ テ ン
ト Ｅ ． コ リ DH5 α （ MAX Efficiency DH5α  Competent Cells, GIBCO/BRL ） を 形 質 転 換 し
た 。
【 ０ ２ ３ ８ 】
　 PCR 生 成 物 を そ れ ら の プ ラ ス ミ ド ク ロ ー ン か ら 、 NdeI-XbaI 又 は NdeI-SpeI フ ラ グ メ ン
ト と し て 切 り 出 し 、 そ し て NdeI/XbaI 切 断 の pEA181を ク ロ ー ン 化 し た 。 強 い λ プ ロ モ ー タ
ー Ｐ L  の 存 在 の た め に 、 pEA181誘 導 体 は 、 感 温 性 λ リ プ レ ッ サ ー λ C  /857の 活 性 に よ り ベ
ク タ ー か ら の 発 現 を 抑 制 す る Ｅ ． コ リ LW14の み を 形 質 転 換 す る こ と が で き た 。 形 質 転 換 及
び pEA181及 び そ の 誘 導 体 を 担 持 す る 形 質 転 換 体 の 増 殖 は 、 ３ ０ ℃ で 行 な わ れ た 。 Ｅ ． コ リ
LW14は 、 凍 結 さ れ た コ ン ピ テ ン ト 細 胞 の 調 製 の た め の Hanahan の 方 法 に よ り コ ン ピ テ ン ト
に さ れ た （ Hanaban, 1985, DNA Cloning : A Practical Approach (Glover, D., ed.) Vo
l 1, pp. 109-135, IRL Press, Oxford, England) 。
【 ０ ２ ３ ９ 】
　 Ｅ ． コ リ LW14に お け る 成 熟 OmpWの 発 現 に 関 す る 困 難 性 の た め に 、 増 強 さ れ た タ ン パ ク 質
合 成 を 可 能 に す る リ ー ダ ー ペ プ チ ド を 使 用 し た 。 “ 保 護 ペ プ チ ド ” 又 は “ ｐ ｐ ” と 称 す る
こ の リ ー ダ ー ペ プ チ ド は 、 Sungな ど ., 1986, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83 : 561-565
 ; Sung な ど ., 1987, Meth. Enzymol. 153 : 385-389 ; 及 び ア メ リ カ 特 許 第 5,460,954 
号 （ そ れ ら は 引 用 に よ り 本 明 細 書 中 に 組 込 ま れ る ） か ら の 情 報 に 基 づ け ば 、 タ ン パ ク 質 加
水 分 解 か ら 組 換 え タ ン パ ク 質 を 保 護 す る 。
【 ０ ２ ４ ０ 】
　 ア ミ ノ 酸 配 列 Met-Asn-Thr-Thr-Thr-Thr-Thr-Thr-Ser-Arg （ 配 列 番 号 ９ ６ ） か ら 成 る 保
護 ペ プ チ ド が 、 APP コ ー ド 配 列 か ら 上 流 の 保 護 ペ プ チ ド コ ー ド 配 列 を 含 む よ う に PCR プ ラ
イ マ ー を 企 画 す る こ と に よ っ て 、 APP タ ン パ ク 質 の 個 々 の Ｎ － 末 端 に 融 合 さ れ た 。 そ の よ
う な プ ラ イ マ ー に よ る 別 の APP コ ー ド 配 列 の 増 殖 は 、 成 熟 （ す な わ ち 、 生 来 の シ グ ナ ル 配
列 を 欠 い て い る ） APP タ ン パ ク 質 に お け る 最 初 の ア ミ ノ 酸 に 融 合 さ れ る Ｎ － 末 端 保 護 ペ プ
チ ド を コ ー ド す る 配 列 を 生 成 し た 。 NdeI部 位 は 、 保 護 ペ プ チ ド に お け る Met コ ド ン に 位 置
し 、 そ の 結 果 、 そ れ は pEA181の NdeI部 位 中 に 凍 結 さ れ 得 た 。
【 ０ ２ ４ １ 】
　 保 護 ペ プ チ ド － APP タ ン パ ク 質 コ ー ド 配 列 の 増 幅 の た め の プ ラ イ マ ー 対 は 、 次 の 通 り で
あ っ た ： OmpWに 関 し て は 、 MW3 （ 配 列 番 号 ７ １ ） 及 び RA52（ 配 列 番 号 ８ ０ ） ； OmpA1 に 関
し て は 、 RA78（ 配 列 番 号 ８ ８ ） 及 び RA71（ 配 列 番 号 ８ ７ ） ； OmpA2 に 関 し て は 、 RA78（ 配
列 番 号 ８ ８ ） 及 び RA69（ 配 列 番 号 ８ ６ ） ； Omp20 に 関 し て は 、 ER78（ 配 列 番 号 ５ ４ ） 及 び
ER73（ 配 列 番 号 ５ １ ） ； 及 び Omp27 に 関 し て は 、 ER92（ 配 列 番 号 ６ ７ ） 及 び ER94（ 配 列 番
号 ６ ８ ） 。
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【 ０ ２ ４ ２ 】
　 ８ ． ３ ． 組 換 え タ ン パ ク 質 の 発 現
　 そ れ ぞ れ の 成 熟 APP タ ン パ ク 質 OmpA1, OmpA2, Omp20, OmpW 及 び Omp27 と 共 に 保 護 ペ プ
チ ド 融 合 体 を コ ー ド す る ｐ Ｅ Ａ １ ８ １ 誘 導 体 を 担 持 す る Ｅ ． コ リ LW14形 質 転 換 体 を 、 ３ ０
℃ で LB K m  

5 0 （ 50μ g/mlの カ ナ マ イ シ ン ス ル フ ェ ー ト を 含 む Luria ブ イ ヨ ン ） に お い て 一
晩 、 増 殖 し た 。 そ の 培 養 物 を 、 2 ×  YT K m  

5 0 培 地 （ ５ ０ μ ｇ ／ mlの カ ナ マ イ シ ン ス ル フ
ェ ー ト を 含 む 、 １ ． ６ ％ ト リ プ ト ン 、 １ ％ 酵 母 抽 出 物 、 ０ ． ５ ％ 　 NaCl、 及 び １ ． ２ ５ mM
の NaOH溶 液 ） 中 に １ ： １ ０ ０ で 希 釈 し 、 そ し て ３ ０ ℃ で 、 Ａ 6 0 0  が ０ ． ８ ～ １ ． ０ に な る
ま で 、 増 殖 し た 。 次 に 、 培 養 物 を 水 浴 イ ン キ ュ ベ ー タ ー に お い て ４ ２ ℃ に 移 し 、 そ し て ３
～ ４ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
【 ０ ２ ４ ３ 】
　 ２ ×  YT K m  

5 0 培 地 に お い て 増 殖 し 、 そ し て pp-OmpA1, pp-OmpA2又 は pp-OmpW の い づ れ
か を 発 現 す る ５ ｌ の 発 酵 物 か ら の Ｅ ． コ リ LW14形 質 転 換 体 の 湿 潤 細 胞 を 、 遠 心 分 離 に よ り
収 穫 し た 。 細 胞 を 0.1Mの ト リ ス － Ｈ Ｃ ｌ （ pH８ ． ０ ） に 懸 濁 し 、 そ し て 高 圧 ホ モ ジ ナ イ ザ
ー に よ り 溶 解 し た 。 封 入 体 を 遠 心 分 離 に よ り 集 め （ 12,000RCF, 30 分 ） 、 そ し て 2 × RIPA
/TET（ ５ ： ４ ） に よ り １ 度 又 は ２ 度 、 洗 浄 し た 。 ２ × RIPAは 、 ２ ０ mMの ト リ ス （ pH７ ． ４
） 、 ０ ． ３ Ｍ の NaCl， ２ ． ０ ％ の ナ ト リ ウ ム デ オ キ シ コ レ ー ト 及 び ２ ％ （ ｖ ／ ｖ ） の Lgep
al CA-630 T M （ Sigma ） で あ る 。 TET は 、 ０ ． １ Ｍ の ト リ ス （ pH８ ． ０ ） 、 ５ ０ mMの EDTA
及 び ２ ％ （ v/v)Triton X-100を 含 む 。 封 入 体 を 、 ５ Ｍ の グ ア ニ ジ ン － 塩 酸 に 溶 解 し 、 ２ ．
５ Ｍ の グ ア ニ ジ ン － 塩 酸 塩 に お い て １ ． ４ mg／ ml以 上 の タ ン パ ク 質 に 調 節 し 、 そ し て フ ィ
ル タ ー 殺 菌 し た （ ０ ． ２ μ ｍ ） 。 こ の 調 製 物 を 、 下 記 の よ う に 、 予 防 接 種 の た め に 使 用 し
た 。
【 ０ ２ ４ ４ 】
　 ２ × YT K m  

5 0 培 地 に お い て 増 殖 さ れ 、 そ し て pp-Omp20を 発 現 す る 、 ５ ｌ の 発 酵 物 か ら の
Ｅ ． コ リ LW14形 質 転 換 体 の 湿 潤 細 胞 を 、 遠 心 分 離 に よ り 収 穫 し た 。 細 胞 を 、 リ ゾ チ ー ム を
含 む 、 ２ ５ ％ ス ク ロ ー ス － ５ ０ mMの ト リ ス -HCl（ pH8.0)溶 液 に 懸 濁 し （ ５ ０ mlの 培 養 物 に
関 し て は 、 細 胞 は ０ ． ５ mlの ス ク ロ ー ス 緩 衝 液 に 分 散 さ れ た ； 各 mlの ス ク ロ ー ス 緩 衝 液 に
関 し て は 、 １ ０ mg／ mlで の リ ゾ チ ー ム 溶 液 ０ ． １ ２ ５ mlが 添 加 さ れ た ） 、 そ し て 音 波 処 理
し た 。 封 入 体 を 遠 心 分 離 （ 12,000RCF, 30 分 ） に よ り 集 め し 、 上 記 の よ う な 2 × RIPA/TET
に よ り 洗 浄 し 、 遠 心 分 離 に よ り 再 び 集 め 、 そ し て pH１ １ で の ０ ． １ Ｍ の グ リ シ ン 及 び Zwit
tergent 3-14(Calbiochem)溶 液 に よ り 洗 浄 し た 。 pHを ７ ． ０ に 調 節 し 、 そ し て 封 入 体 を 遠
心 分 離 （ 12,000RCF, 30 分 ） に よ り 集 め 、 3.5Mの グ ア ニ ジ ン 塩 酸 塩 に 溶 解 し （ 最 終 タ ン パ
ク 質 濃 度 、 ６ ． ３ ６ mg／ ml） 、 そ し て フ ィ ル タ ー 殺 菌 （ ０ ． ２ μ ｍ ） し た 。 こ の 調 製 物 を
、 下 記 の よ う に 、 予 防 接 種 試 験 の た め に 使 用 し た 。
【 ０ ２ ４ ５ 】
　 上 記 の よ う に し て ２ × YT K m  

5 0 培 地 に お い て 増 殖 さ れ 、 そ し て pp-Omp27を 発 現 す る 、 １
６ ０ ０ mlの 発 酵 物 か ら の Ｅ ． コ リ LW14形 質 転 換 体 の 湿 潤 細 胞 を 、 遠 心 分 離 に よ り 収 穫 し た
。 細 胞 を 、 上 記 の よ う に 、 リ ゾ チ ー ム を 含 む 、 ２ ５ ％ ス ク ロ ー ス － ５ ０ mMの ト リ ス － HCl 
（ pH８ ． ０ ） 溶 液 に 懸 濁 し 、 音 波 処 理 し 、 上 記 の よ う に ２ × RIPA/TETに よ り 洗 浄 し 、 そ し
て 遠 心 分 離 に よ り 集 め た 。 封 入 体 を 遠 心 分 離 （ 12,000RCF, 30 分 ） に よ り 集 め 、 ５ Ｍ の グ
ア ニ ジ ン 塩 酸 塩 に 溶 解 し （ 最 終 タ ン パ ク 質 濃 度 、 ２ ． ４ ６ mg／ ml） 、 そ し て フ イ ル タ ー 殺
菌 （ ０ ． ２ μ ｍ ） し た 。 こ の 調 製 物 を 、 下 記 の よ う に 予 防 接 種 試 験 の た め に 使 用 し た 。
【 ０ ２ ４ ６ 】
　 ９ ． 例 ： 組 換 え APP タ ン パ ク 質 の 免 疫 学 的 特 徴 化
　 ９ ． １ ． 材 料 及 び 方 法
　 ９ ． １ ． １ ． ウ ェ ス タ ー ン ブ ロ ッ ト の た め の APP 完 全 細 胞 抗 原 の 調 製 及 び 定 量 化
　 完 全 な 細 菌 細 胞 抗 原 を 、 上 記 セ ク シ ョ ン ６ ． １ ． ４ に 記 載 の よ う に し て 調 製 し た 。 但 し
、 Ｈ Ｐ 増 殖 培 地 を 、 MM3 培 地 の 代 わ り に 用 い 、 そ し て 細 胞 を 、 ５ mlの DPBSの 代 わ り に １ ０
mlの DPBSに 懸 濁 し た 。 個 々 の 調 製 物 の タ ン パ ク 質 濃 度 を 、 BCA Protein Assay Kit(Pierce
) を 用 い て 決 定 し た 。 手 短 に 言 及 す る と 、 個 々 の サ ン プ ル を 、 脱 イ オ ン 化 さ れ た 、 無 菌 の
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蒸 留 水 （ ddH 2  O） に よ り １ ／ １ ０ ， １ ／ ２ ０ ， １ ／ ４ ０ 及 び １ ／ ８ ０ に 希 釈 し た 。 BSA （
タ ン パ ク 質 標 準 ） を 、 ２ ０ ０ ～ ８ ０ ０ μ ｇ ／ mlの 範 囲 の 濃 度 に 希 釈 し た 。 ２ ０ μ ｌ の 体 積
の サ ン プ ル 又 は 標 準 を 、 ９ ６ － ウ ェ ル マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト １ ～ に お け る ウ ェ ル に 三
重 反 復 し て 添 加 し 、 そ し て 試 薬 Ａ に １ ／ ５ ０ に 希 釈 さ れ た 試 薬 Ｂ の 溶 液 ２ ０ ０ μ ｌ を 個 々
の ウ ェ ル に 添 加 し た 。 プ レ ー ト を 、 ３ ７ ℃ で ３ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 サ ン プ ル の 吸
光 度 を ５ ６ ０ nmで 測 定 し た 。 個 々 の サ ン プ ル に つ い て の タ ン パ ク 質 濃 度 を 、 Ｂ Ｓ Ａ 標 準 曲
線 を 用 い て 、 外 挿 に よ り 計 算 し た 。
【 ０ ２ ４ ７ 】
　 ９ ． １ ． ２ ． 抗 体
　 ウ ェ ス タ ー ン ブ ロ ッ ト の た め に 使 用 さ れ る 二 次 抗 体 は 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 接 合 の
ヤ ギ 抗 － ブ タ IgG(H+L)及 び ヤ ギ 抗 － マ ウ ス IgG(H+L)（ Kirkegaard and Perry Laboratorie
s)を 含 ん だ 。 そ れ ら の 抗 体 は 、 ウ ェ ス タ ー ン ブ ロ ッ ト 分 析 に よ り 、 血 清 又 は 上 清 液 サ ン プ
ル に お け る APP タ ン パ ク 質 － 特 異 的 抗 体 を 可 視 化 す る た め に 使 用 さ れ た 。 両 抗 体 を 、 使 用
の 前 、 希 釈 緩 衝 液 （ PBS, 0.05% Tween 20.5%脱 脂 乳 粉 末 ） に よ り １ ／ １ ０ ０ ０ に 希 釈 し た
。
【 ０ ２ ４ ８ 】
　 ９ ． １ ． ３ ． 予 防 接 種 プ ロ ト コ ー ル
　 セ ク シ ョ ン ８ ． ３ に 記 載 の よ う に し て 調 製 さ れ た 、 組 換 え 的 に 発 現 さ れ た タ ン パ ク 質 調
製 物 を 、 DPBSに 希 釈 し 、 ８ ０ μ ｇ ／ mlに し 、 そ し て 次 に 、 ２ 倍 に 濃 縮 さ れ た SEAM-1ア ジ ュ
バ ン ト （ ８ ０ μ ｇ ／ mlの QuilA, 16 μ g/mlの コ レ ス テ ロ ー ル 、 ５ ％ の ス ク ア レ ン 、 １ ％ の
Span 85 ， ０ ． １ ％ の ビ タ ミ ン Ａ ア セ テ ー ト 、 ０ ． １ ％ の エ タ ノ ー ル 及 び ０ ． ０ １ ％ の ４
メ ロ ゾ ー ル ） に よ り １ ： １ に 組 合 し た 。 雄 の Ｃ Ｆ １ マ ウ ス に 、 組 換 え タ ン パ ク 質 １ ０ μ ｇ
， QuilA 　 １ ０ μ ｇ 及 び コ レ ス テ ロ ー ル ２ μ ｇ を 含 む タ ン パ ク 質 ／ ア ジ ュ バ ン ト 調 製 物 ０
． ２ ５ mlを ｓ ． ｃ ． 注 射 し た 。 負 （ ア ジ ュ バ ン ト ） の 対 照 の グ ル ー プ は 、 １ ： １ で ア ジ ュ
バ ン ト と 共 混 合 さ れ た DPBS　 ０ ． ２ ５ mlを 受 け た 。 マ ウ ス は 、 一 時 予 防 接 種 の 後 、 ２ ０ ～
２ ２ 日 で 、 同 じ タ ン パ ク 質 調 製 物 に よ り ２ 度 目 の 予 防 接 種 を 受 け た 。 ２ 度 目 の 予 防 接 種 後
２ 週 間 で 、 動 物 を CO 2  に よ り 麻 酔 し 、 そ し て 気 管 支 動 脈 又 は 心 臓 穿 刺 に よ り 採 血 し た 。 血
清 を 個 々 の 血 液 サ ン プ ル か ら 分 離 し 、 そ し て 同 じ グ ル ー プ 内 の マ ウ ス か ら の 血 清 プ ー ル を
－ ２ ０ ℃ で 貯 蔵 し た 。
【 ０ ２ ４ ９ 】
　 ９ ． １ ． ４ ． ウ ェ ス タ ー ン ブ ロ ッ ト 分 析
　 １ ０ μ ｇ の タ ン パ ク 質 に 対 応 す る 体 積 の APP 完 全 細 菌 細 胞 溶 解 物 （ APP 血 清 型 １ ， ２ ，
５ ， ７ 、 又 は ９ か ら の ； セ ク シ ョ ン ９ ． １ ． １ に 記 載 の よ う に し て 調 製 さ れ た ） を 、 水 と
共 に 混 合 し 、 １ ０ μ ｌ の 最 終 体 積 に し 、 そ し て ２ μ ｌ の ５ × 還 元 サ ン プ ル 緩 衝 液 （ Pierce
） を 添 加 し た 。 類 似 す る 態 様 で 、 組 換 え タ ン パ ク 質 （ 上 記 セ ク シ ョ ン ８ ． ３ を 参 照 の こ と
） （ タ ン パ ク 質 負 荷 は 不 定 で あ っ た ） の ア リ コ ー ト を ま た 調 製 し た 。 サ ン プ ル を １ ０ ０ ℃
で ５ 分 間 加 熱 し 、 そ し て 全 体 積 を 、 １ ４ ％ ト リ ス － グ リ シ ン ゲ ル （ Novex ） を 含 む 、 １ ．
５ mmの 厚 さ の １ ５ － ウ ェ ル の 別 々 の ウ ェ ル 中 に 負 荷 し た 。 予 備 染 色 さ れ た 、 広 範 囲 の 分 子
量 マ ー カ ー （ ５ μ ｌ ／ ウ ェ ル ） （ BioRad） が ま た 、 個 々 の ゲ ル に 含 ま れ た 。 選 択 さ れ た ゲ
ル に お け る 分 離 さ れ た タ ン パ ク 質 を ク ー マ シ ー ブ ル ー に よ り 染 色 し た 。
【 ０ ２ ５ ０ 】
　 SDS-PAGEに よ り 分 離 さ れ た タ ン パ ク 質 を 、 ２ ０ ０ mAの 一 定 の 電 流 で 、 １ ． ５ 時 間 、 PVDF
膜 （ BioRad） に ト ラ ン ス フ ァ ー し た 。 ブ ロ ッ ト を 、 （ ｉ ） ブ ロ ッ キ ン グ 緩 衝 液 （ ５ ％ 脱 脂
乳 粉 末 及 び PBS 中 、 ０ ． ０ ５ ％ 　 Tween 20） に お い て 直 接 的 に イ ン キ ュ ベ ー ト し ； 又 は （
ii） 室 温 で 乾 燥 せ し め 、 必 要 ま で 、 － ２ ０ ℃ で 凍 結 貯 蔵 し 、 次 に メ タ ノ ー ル に 再 水 和 化 し
、 水 に よ り す す ぎ 、 そ し て 続 い て 、 ブ ロ ッ キ ン グ 緩 衝 液 に お い て イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 膜
を 、 軽 く 撹 拌 し な が ら 、 ブ ロ ッ キ ン グ 緩 衝 液 （ 希 釈 緩 衝 液 と し て も 使 用 さ れ る ） に お い て
一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ブ ロ ッ キ ン グ 緩 衝 液 を 除 去 し 、 そ し て 希 釈 さ れ た 血 清 又 は 上 清
液 サ ン プ ル を 前 記 膜 に 添 加 し 、 続 い て 、 室 温 で １ 時 間 、 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
【 ０ ２ ５ １ 】
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　 試 験 サ ン プ ル の 除 去 の 後 、 膜 を PBST（ ０ ． ０ ５ ％ の Tween 20を 含 む PBS ） に よ り 、 そ れ
ぞ れ ５ ～ １ ０ 分 間 、 ３ 度 洗 浄 し た 。 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ － 接 合 さ れ た 抗 － ネ ズ ミ 又 は
抗 － ブ タ IgG(H+L)抗 体 を 希 釈 し 、 洗 浄 さ れ た 膜 に 添 加 し 、 そ し て 室 温 で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ
ー ト し た 。 膜 を PBSTに よ り 洗 浄 し 、 そ し て 基 質 BCIP/NBT（ Kirkegaard and Perry Laborat
ories)を 前 記 膜 に 添 加 し 、 そ し て 軽 く 撹 拌 し な が ら 、 適 切 な 色 の 反 応 が 進 行 す る ま で 、 イ
ン キ ュ ベ ー ト し た 。 次 に 、 膜 を 水 に よ り す す ぎ 、 反 応 を 停 止 し 、 そ し て 室 温 で 乾 燥 せ し め
た 。
【 ０ ２ ５ ２ 】
　 ９ ． ２ ． 結 果
　 新 規 APP タ ン パ ク 質 の 抗 原 性 特 徴 を 、 次 の ３ 種 の 方 法 を 用 い て 決 定 し た 。 第 １ の 方 法 は
、 ブ タ 抗 体 プ ロ ー ブ 、 す な わ ち APP 血 清 型 － １ 又 は 血 清 型 － ５ 、 又 は 血 清 型 － ５ 、 続 く 血
清 型 － ７ に よ る 再 攻 撃 に よ り 実 験 的 に 感 染 さ れ た 動 物 か ら 得 ら れ た 回 復 期 ブ タ 血 清 又 は AS
C 上 清 液 を 、 組 換 え 発 現 さ れ た APP タ ン パ ク 質 を 含 む ウ ェ ス タ ー ン ブ ロ ッ ト に お け る 免 疫
学 的 プ ロ ー ブ と し て 使 用 し た （ 表 ３ ） 。 第 ２ の 方 法 は 、 APP 抗 原 （ 完 全 な 細 菌 細 胞 ペ レ ッ
ト ） を 含 む ウ ェ ス タ ー ン ブ ロ ッ ト を プ ロ ー ブ す る た め に 組 換 え 発 現 さ れ た APP タ ン パ ク 質
に よ り 免 疫 化 さ れ た マ ウ ス か ら 得 ら れ た 血 清 を 使 用 し た （ 表 ４ ） 。 第 ３ の 方 法 は 、 組 換 え
発 現 さ れ た APP タ ン パ ク 質 を 含 む ウ ェ ス タ ー ン ブ ロ ッ ト を プ ロ ー ブ す る た め に 組 換 え 発 現
さ れ た APP タ ン パ ク 質 に よ り 免 疫 化 さ れ た マ ウ ス か ら の 血 清 を 使 用 し た （ 表 ６ ） 。 個 々 の
方 法 の 結 果 は 、 下 記 に 記 載 さ れ る 。
【 ０ ２ ５ ３ 】
　 ９ ． ２ ． １ ． APP 血 清 型 に 対 し て 生 成 さ れ た ブ タ 抗 体 プ ロ ー ブ に よ る 組 換 え APP タ ン パ
　 　 　 　 　 　 　 ク 質 の 認 識
　 抗 体 プ ロ ー ブ （ 血 清 又 は ASC 上 清 液 ） を 、 APP 血 清 型 － １ 、 又 は 血 清 型 － ５ の い づ れ か
に よ る 実 験 的 な 攻 撃 、 又 は 血 清 型 － ５ に よ る 攻 撃 、 続 く 血 清 型 － ７ に よ る 再 攻 撃 に 続 い て
ブ タ か ら 得 た 。 血 清 は 、 新 規 APP タ ン パ ク 質 を 同 定 す る た め に 使 用 さ れ た （ 図 １ ～ ４ ） 。
表 ３ は 、 ウ ェ ス タ ー ン ブ ロ ッ ト に よ る 組 換 え 発 現 さ れ た APP タ ン パ ク 質 と 抗 体 プ ロ ー ブ と
の 反 応 性 を 要 約 す る 。 血 清 型 － ５ に よ る 攻 撃 及 び 血 清 型 － ７ に よ る 再 攻 撃 に 続 い て 生 成 さ
れ た ASC プ ロ ー ブ は 、 OmpW, OmpA1, OmpA2及 び Omp20 組 換 え タ ン パ ク 質 を 認 識 し た 。 ASC 
プ ロ ー ブ は 、 組 換 え Omp27 と は 免 疫 学 的 に 反 応 し な か っ た 。
【 ０ ２ ５ ４ 】
　 対 照 的 に 、 血 清 型 － １ 、 又 は 血 清 型 － ５ に よ り 攻 撃 さ れ 、 又 は 血 清 型 － ５ に よ り 攻 撃 さ
れ 、 続 い て 血 清 型 － ７ に よ り 再 攻 撃 さ れ た 動 物 に 由 来 す る 血 清 は 、 単 に 、 OmpA1 及 び OmpA
2 組 換 え タ ン パ ク 質 を 認 識 し た 。 攻 撃 さ れ て い な い 対 照 ブ タ （ No． 780 ） か ら 得 ら れ た Ａ
Ｓ Ｃ プ ロ ー ブ は 、 組 換 え 発 現 さ れ た タ ン パ ク 質 の い づ れ と も 反 応 し な か っ た 。 し か し な が
ら 、 追 加 の 攻 撃 さ れ て い な い 対 照 ブ タ （ No． 779 ） は 、 す べ て の 組 換 え 発 現 さ れ た タ ン パ
ク 質 と 反 応 し た 。 さ ら に 、 攻 撃 さ れ て い な い 対 照 ブ タ （ No． 1421） か ら の 血 清 は 、 OmpA1 
及 び OmpA2 と 反 応 し た 。 そ れ ら の 後 者 の ２ 匹 の 動 物 は 、 APP に よ り 潜 在 的 に 感 染 さ れ て い
る と 思 わ れ た 。
【 ０ ２ ５ ５ 】
　 ９ ． ２ ． ２ ． 組 換 え APP タ ン パ ク 質 に 対 し て 生 成 さ れ た マ ウ ス 抗 血 清 に よ る APP タ ン パ
　 　 　 　 　 　 　 ク 質 の 認 識
　 組 換 え 発 現 さ れ た APP タ ン パ ク 質 に よ り 免 疫 化 さ れ た マ ウ ス か ら の 抗 血 清 を 、 細 菌 細 胞
ペ レ ッ ト か ら の APP 抗 原 を 含 む ウ ェ ス タ ー ン ブ ロ ッ ト を プ ロ ー ブ す る た め に 使 用 し た 。 結
果 は 表 ４ に 要 約 さ れ る 。 組 換 え pp-OmpW 、 又 は pp-OmpA1、 又 は pp-OmpA2に よ り 免 疫 化 さ れ
た マ ウ ス は 、 特 定 の APP タ ン パ ク 質 の 予 測 さ れ る 分 子 量 と 一 致 す る 特 定 の バ ン ド を 認 識 し
た 血 清 抗 体 を 生 成 し た 。 し か し な が ら 、 組 換 え Omp20 又 は Omp27 の い づ れ か に よ り 免 疫 化
さ れ た マ ウ ス か ら の 血 清 は 、 試 験 さ れ た い づ れ か の 血 清 型 に お い て 、 特 定 の 生 来 の タ ン パ
ク 質 と 特 異 的 に 反 応 し な か っ た 。
【 ０ ２ ５ ６ 】
　 ９ ． ２ ． ３ ． 組 換 え APP タ ン パ ク 質 に 対 し て 生 成 さ れ た マ ウ ス 抗 血 清 に よ る 組 換 え APP
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　 　 　 　 　 　 　 タ ン パ ク 質 の 認 識
　 組 換 え 発 現 さ れ た 新 規 タ ン パ ク 質 に よ り 免 疫 化 さ れ た マ ウ ス か ら の 抗 血 清 を 、 組 換 え AP
P タ ン パ ク 質 を 含 む ウ ェ ス タ ー ン ブ ロ ッ ト を プ ロ ー ブ す る た め に 使 用 し た 。 結 果 は 表 ５ に
要 約 さ れ る 。 組 換 え OmpWに よ り 免 疫 化 さ れ た マ ウ ス の 血 清 は 、 GST 又 は pp融 合 タ ン パ ク 質
の い づ れ か と し て 、 組 換 え OmpW, OmpA1 及 び OmpA2 タ ン パ ク 質 を 認 識 し た 。 組 換 え OmpA1 
又 は OmpA2 の い づ れ か に よ り 免 疫 化 さ れ た マ ウ ス か ら の 血 清 は 、 OmpA1 及 び OmpA2 免 疫 原
と 強 く 反 応 し た 。
【 ０ ２ ５ ７ 】
　 組 換 え Omp20 に よ り 免 疫 化 さ れ た マ ウ ス か ら の 血 清 は 、 組 換 え Omp20 と 強 く 反 応 し 、 そ
し て 組 換 え OmpA1 及 び OmpA2 と は 、 い く ら か 低 く 反 応 し た 。 対 照 的 に 、 組 換 え Omp27 に よ
り 予 防 接 種 さ れ た マ ウ ス か ら の 血 清 は 、 組 換 え Omp27 を 認 識 し な か っ た が 、 し か し 組 換 え
OmpA1 及 び OmpA2 と は 反 応 し た 。 PBS に よ り 予 防 接 種 さ れ た 対 照 マ ウ ス か ら の 血 清 は 、 組
換 え OmpA1 及 び OmpA2 と は ひ じ ょ う に 弱 く 反 応 し 、 そ し て 組 換 え OmpW, Omp20 又 は Omp27 
を 認 識 し な か っ た 。
【 ０ ２ ５ ８ 】
　 要 約 す る と 、 APP に よ り 実 験 的 に 感 染 さ れ た ブ タ は 、 OmpW, OmpA1, OmpA2及 び Omp20 組
換 え タ ン パ ク 質 を 認 識 し た 局 部 抗 体 （ ASC プ ロ ー ブ ） を 生 成 し 、 と こ ろ が 血 清 抗 体 は 、 ウ
ェ ス タ ー ン ブ ロ ッ ト に よ り 示 さ れ る よ う に （ 表 ３ ） 、 組 換 え OmpA1 及 び OmpA2 と は 反 応 し
た 。 従 っ て 、 血 清 は 、 ASC プ ロ ー ブ よ り も 、 免 疫 学 的 反 応 性 に 関 し て 、 よ り 一 層 制 限 さ れ
る と 思 わ れ る 。 血 清 も ASC プ ロ ー ブ も 、 組 換 え 発 現 さ れ た Omp27 を 認 識 し な か っ た 。 Omp2
7 は 、 ア ッ セ イ の 変 性 の た め に 、 ウ ェ ス タ ー ン ブ ロ ッ ト ア ッ セ イ に お い て は 、 た ぶ ん 認 識
さ れ な い 。
【 ０ ２ ５ ９ 】
　 組 換 え OmpW, OmpA1 及 び OmpA2 の 免 疫 学 的 特 徴 化 は 、 そ れ ら の タ ン パ ク 質 が 、 血 清 型 １
， ２ ， ５ ， ７ ， ８ 及 び ９ に 見 出 さ れ る 生 来 の タ ン パ ク 質 （ 予 測 さ れ る 分 子 量 に 基 づ く ） を
認 識 し （ 表 ４ ） 、 そ し て そ れ ら の タ ン パ ク 質 の 組 換 え 的 に 誘 導 さ れ た 形 を 認 識 す る （ 表 ５
） 血 清 抗 体 を 誘 発 す る こ と が で き 、 そ し て 組 換 え Omp20 が ま た 認 識 さ れ る こ と を 示 す 。
【 ０ ２ ６ ０ 】
　 組 換 え Omp20 又 は Omp27 に よ り 免 疫 化 さ れ た マ ウ ス か ら の 血 清 を 、 イ ン ビ ト ロ 増 殖 さ れ
た APP 血 清 型 １ ， ２ ， ５ ， ７ ， ８ 、 及 び ９ に 由 来 す る 完 全 な 細 菌 細 胞 抗 原 を 含 む ウ ェ ス タ
ー ン ブ ロ ッ ト を プ ロ ー ブ す る た め に 使 用 し た （ 表 ４ ） 。 そ れ ら の 血 清 は 、 試 験 さ れ る APP 
血 清 型 の い づ れ に お い て も 、 そ れ ら の 生 来 の 形 と 一 致 す る バ ン ド を 認 識 し な か っ た 。 Omp2
0 及 び Omp27 は た ぶ ん 、 イ ン ビ ボ で の み 発 現 さ れ る APP の 抗 原 を 表 わ し 、 そ し て 従 っ て 、
実 験 室 に お い て 調 製 さ れ た 細 菌 細 胞 ペ レ ッ ト に は 存 在 し な い で あ ろ う 。 他 方 で は 、 そ れ ら
の ２ 種 の タ ン パ ク 質 は 、 ウ ェ ス タ ー ン ブ ロ ッ ト 方 法 に よ り 変 性 さ れ て お り 、 そ し て 特 定 抗
体 に 認 識 で き な く さ れ て い る 。
【 ０ ２ ６ １ 】
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【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ６ ２ 】
　 １ ： 組 換 え タ ン パ ク 質 の 個 々 は 、 保 護 ペ プ チ ド （ ｐ ｐ ） を 含 み 、 生 来 の シ グ ナ ル 配 列 を
欠 い て お り 、 そ し て 封 入 体 （ Ｉ Ｂ ） に 由 来 し た 。
　 ２ ： １ ／ １ ２ ５ に 希 釈 さ れ た 血 清 、 又 は １ ／ ４ に 希 釈 さ れ た Ａ Ｓ Ｃ プ ロ ー ブ が 、 組 換 え
タ ン パ ク 質 の 個 々 に 対 し て 特 異 的 な 抗 体 に つ い て 試 験 さ れ た 。
　 ３ ： 動 物 は 示 さ れ る APP 血 清 型 に よ り 攻 撃 さ れ た 。 動 物 No． 803 及 び 808 は 、 血 清 型 －
５ に よ り 攻 撃 さ れ 、 感 染 か ら の 回 復 を 可 能 に さ れ 、 そ し て 次 に 、 血 清 型 － ７ に よ り 再 攻 撃
さ れ た 。
　 ４ ： （ ＋ ） は 示 さ れ た 組 換 え タ ン パ ク 質 に 対 応 す る バ ン ド の 存 在 を 示 し ； （ － ） は 、 血
清 又 は ASC プ ロ ー ブ が 特 定 の 組 換 え タ ン パ ク 質 と 反 応 し な か っ た 事 を 示 す 。
　 ５ ： Ｎ Ｄ ＝ 測 定 さ れ な か っ た 。
【 ０ ２ ６ ３ 】
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【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ６ ４ 】
　 １ ： 完 全 な 細 菌 細 胞 調 製 物 （ レ ー ン 、 当 た り １ ０ μ ｇ ） に お け る タ ン パ ク 質 を 、 SDS-PA
GEに よ り 分 離 し 、 PVDF膜 に ト ラ ン ス フ ァ ー し 、 そ し て マ ウ ス 血 清 （ １ ／ ５ ０ ） に よ り プ ロ
ー ブ し た 。
　 ２ ： マ ウ ス を 、 組 換 え APP タ ン パ ク 質 調 製 物 又 は PBS （ 対 照 ） の い づ れ か に よ り ２ 度 、
s.c.免 疫 化 し た 。
　 ３ ： マ ウ ス 免 疫 化 の た め に 使 用 さ れ る す べ て の 組 換 え APP タ ン パ ク 質 は 、 溶 解 さ れ た 封
入 体 調 製 物 で あ っ た 。 す べ て の APP タ ン パ ク 質 は 保 護 ペ プ チ ド を 含 ん だ が 、 但 し OmpW-GST
融 合 タ ン パ ク 質 又 は pp-OmpW 融 合 タ ン パ ク 質 の い づ れ か と し て 利 用 さ れ る OmpWを 除 く 。
　 ４ ： （ ＋ ） は 動 物 を 免 疫 化 す る た め に 使 用 さ れ る 組 換 え タ ン パ ク 質 に 対 応 す る バ ン ド の
存 在 を 示 し ； （ － ） は 特 定 バ ン ド の 不 在 を 示 す 。
【 ０ ２ ６ ５ 】
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【 表 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ６ ６ 】
　 １ ： SDS-PAGEに よ り 分 離 さ れ た 組 換 え タ ン パ ク 質 が 、 PVDF膜 に ト ラ ン ス フ ァ ー さ れ 、 そ
し て マ ウ ス 血 清 （ １ ／ ５ ０ ） に よ り プ ロ ー ブ さ れ た 。
　 ２ ： マ ウ ス は 、 組 換 え タ ン パ ク 質 調 製 物 又 は Ｐ Ｂ Ｓ （ 対 照 ） に よ り ２ 度 、 ｓ ． ｃ ． 免 疫
化 さ れ た 。
　 ３ ： SDS-PAGEゲ ル に お け る 組 換 え APP タ ン パ ク 質 の 個 々 は 、 保 護 ペ プ チ ド （ pp） を 含 み
、 そ し て 生 来 の シ グ ナ ル 配 列 を 欠 い た 。
　 ４ ： マ ウ ス 免 疫 化 の た め に 使 用 さ れ る す べ て の 組 換 え APP タ ン パ ク 質 は 、 溶 解 さ れ た 封
入 体 調 製 物 か ら で あ っ た 。 す べ て の タ ン パ ク 質 は 保 護 ペ プ チ ド を 含 ん だ が 、 但 し OmpW-GST
融 合 タ ン パ ク 質 又 は pp-OmpW 融 合 タ ン パ ク 質 の い づ れ か と し て 利 用 さ れ る OmpWは 除 か れ 、
そ し て す べ て の タ ン パ ク 質 は 生 来 の シ グ ナ ル 配 列 を 欠 い た 。
【 ０ ２ ６ ７ 】
　 ５ ： （ ＋ ） は 、 試 験 血 清 が 特 定 の 組 換 え タ ン パ ク 質 と 反 応 し た こ と を 示 し ； （ － ） は 、
特 定 の バ ン ド の 不 在 を 示 し ； Ｐ Ｂ Ｓ 対 照 に 関 し て 、 （ ＋ ／ － ） は 、 そ れ ら の バ ン ド が 見 え
た が 、 し か し 免 疫 化 さ れ た 動 物 か ら の 血 清 に 比 較 し て 、 ひ じ ょ う に 弱 い こ と を 示 す 。 （ ＋
＋ ） は ひ じ ょ う に 強 い 免 疫 反 応 性 を 示 す 。
　 ６ ： Ｎ Ｄ ＝ 測 定 さ れ な か っ た 。
【 ０ ２ ６ ８ 】
　 １ ０ ． 例 ： 種 々 の 抗 原 組 合 せ の 効 能 を 試 験 す る た め の 動 物 研 究
　 １ ０ ． １ ． 材 料 及 び 方 法
　 ５ ０ 匹 の 明 ら か に 健 康 な 雑 種 の ブ タ （ 生 後 、 約 ６ ． ５ 週 ） を 、 APP 疾 病 又 は 予 防 接 種 の
病 歴 を 有 さ な い 動 物 群 か ら 得 た 。 動 物 は 、 １ ０ 匹 の ブ タ か ら そ れ ぞ れ 成 る ５ つ の グ ル ー プ
に 、 同 腹 子 に よ り 、 又 は Ａ ｐ ｘ II細 胞 溶 解 性 中 和 抗 体 力 価 に よ り ラ ン ダ ム に 割 当 て ら れ た

10

20

30

40

50

(56) JP 2004-41219 A 2004.2.12



（ ９ ８ ％ の 動 物 は 、 研 究 の 開 始 の 前 、 ≦ １ ： ２ ０ ０ の 血 清 中 和 力 価 を 有 し た ） 。 ブ タ は 、
研 究 の 開 始 の 前 、 １ 週 間 、 順 化 さ れ た 。
【 ０ ２ ６ ９ 】
　 動 物 は 、 生 後 約 ７ ． ５ 週 目 で あ る １ ０ 日 目 、 ２ mlの 適 切 な ワ ク チ ン （ ｐ ｐ を 有 し 、 そ し
て シ グ ナ ル 配 列 を 有 さ な い APP タ ン パ ク 質 ） 又 は プ ラ セ ー ボ を 、 筋 肉 内 経 路 （ Ｉ Ｍ ： 左 の
首 の 筋 肉 ） に よ り 予 防 接 種 さ れ た 。 ３ 週 間 後 、 動 物 は 、 ２ 回 目 の ２ mlの 用 量 （ Ｉ Ｍ ： 左 の
首 の 筋 肉 ） に よ り 追 加 免 疫 化 さ れ た 。 表 ６ は 、 ５ つ の グ ル ー プ の ブ タ の 第 １ 及 び 第 ２ 予 防
接 種 の た め に 使 用 さ れ る ワ ク チ ン を 同 定 す る 。
【 ０ ２ ７ ０ 】
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【 表 ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ７ １ 】
　 す べ て の ブ タ は 、 予 防 接 種 の 後 、 約 １ 時 間 、 嘔 吐 、 う つ 病 、 下 痢 、 運 動 失 調 － 協 調 不 能
、 高 め ら れ た 呼 吸 、 及 び 震 え に つ い て 観 察 さ れ た 。 さ ら に 、 毎 日 の 観 察 は 、 最 初 及 び ２ 回
目 の 予 防 接 種 に 続 い て 、 ３ 日 間 行 な わ れ た 。 直 腸 温 度 を 、 予 防 接 種 の １ 日 前 、 予 防 接 種 の
直 前 、 予 防 接 種 の ６ 時 間 後 及 び 予 防 接 種 の １ 日 後 に 記 載 さ れ た 。
【 ０ ２ ７ ２ 】
　 ２ 回 目 の 予 防 接 種 の ２ 週 間 後 、 ブ タ は 、 非 免 疫 ブ タ に お い て 約 ５ ０ ％ の 死 亡 率 を 引 き 起
こ す APP 血 清 型 － １ （ ATCC株 27088 ） の 生 存 ビ ル レ ン ト 培 養 物 に よ り 鼻 腔 内 攻 撃 さ れ た 。
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1.5 × 10R 7  cfu/ml を 含 む 培 養 物 １ ． ０ ml（ ０ ． ５ ml／ 外 鼻 孔 ） の 用 量 が 使 用 さ れ た 。 す
べ て の 動 物 は 、 １ ． ０ ml／ ５ ０ ポ ン ド の 体 重 の 速 度 で 、 １ ml当 た り ５ ０ mgの テ ラ ゾ ー ル 、
５ ０ mgの キ シ ラ ジ ン 及 び ５ ０ mgの ケ タ ミ ン の 組 合 せ か ら 成 る ｉ ． ｍ ． 注 射 に よ り 、 攻 撃 の
前 、 麻 酔 さ れ た 。
【 ０ ２ ７ ３ 】
　 １ ０ ． ２ ． 結 果
　 有 意 な 体 温 の 上 昇 は 、 本 発 明 の 組 換 え タ ン パ ク 質 に よ る 第 １ 回 又 は 第 ２ 回 目 の 予 防 接 種
の 後 、 見 出 さ れ な か っ た 。 有 意 な 後 － ワ ク チ ン 部 位 反 応 は 、 す べ て の 他 の グ ル ー プ に 比 較
し て 、 市 販 の ワ ク チ ン を 受 け た 動 物 に 観 察 さ れ た （ 表 ７ ） 。 新 規 の APP タ ン パ ク 質 の み を
受 け た 動 物 （ グ ル ー プ Ｃ ） は 、 後 － ワ ク チ ン 部 位 反 応 を 示 さ ず 、 そ し て 新 規 の APP タ ン パ
ク 質 及 び ApxI/ApxII/OmpA （ ５ ） の 組 合 せ の 第 ２ 回 目 の 予 防 接 種 を 受 け た １ 匹 の 動 物 の み
が 、 後 － ワ ク チ ン 部 位 反 応 を 示 し た 。
【 ０ ２ ７ ４ 】
【 表 ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ７ ５ 】
　 新 規 APP タ ン パ ク 質 及 び ApxI/ApxII/OmpA （ ５ ） の す べ て に よ り 予 防 接 種 さ れ た グ ル ー
プ Ａ は 、 市 販 の ワ ク チ ン を 含 め て 、 い づ れ の 他 の グ ル ー プ よ り も 低 い 死 亡 率 を 有 し た （ 30
% vs.60%） （ 表 ８ ） 。 肺 損 傷 の 量 （ ％ 外 傷 率 ） は ま た 、 グ ル ー プ Ｂ ， Ｃ 及 び 対 照 に 比 較 し
て 、 グ ル ー プ Ａ に お い て は 低 か っ た が 、 し か し 市 販 の ワ ク チ ン を 受 け た 動 物 （ グ ル ー プ Ｄ
） に お い て 見 ら れ る 肺 損 傷 に は 類 似 し た 。
【 ０ ２ ７ ６ 】
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【 表 ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ７ ７ 】
　 そ れ ら の 結 果 は 、 本 発 明 の 新 規 APP タ ン パ ク 質 と 毒 素 抗 原 と の 組 合 せ か ら 成 る ワ ク チ ン
が 異 種 APP 攻 撃 に 対 し て の 保 護 を 付 与 す る こ と を 示 し て お り 、 こ の 保 護 は 、 市 販 の ワ ク チ
ン の 保 護 に 等 し い か 又 は 卓 越 し て い る 。
【 ０ ２ ７ ８ 】
　 １ １ ． 例 ： プ ラ ス ミ ド 及 び 寄 託 材 料 の 調 製
　 American Type Culture Collection(ATCC)へ の 寄 託 の た め に 個 々 の APP タ ン パ ク 質 を コ
ー ド す る 別 々 の プ ラ ス ミ ド 構 造 体 を 調 製 し た 。 個 々 の 構 造 体 は 、 そ の 生 来 の シ グ ナ ル 配 列
と 共 に 、 特 定 の APP タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 全 ORF を 含 ん だ 。 ORF は 、 ラ ク ト ー ス プ ロ モ
ー タ ー に 対 し て 反 対 方 向 に 、 pCR2.1Topoの Ｔ Ａ ク ロ ー ニ ン グ 部 位 に お い て 挿 入 さ れ た 。 OR
F は 、 下 記 表 ９ に 列 挙 さ れ る プ ラ イ マ ー を 用 い て 、 APP 血 清 型 － ７ ゲ ノ ム DNA か ら の PCR 
に よ り 得 ら れ た 。 宿 主 細 胞 及 び ベ ク タ ー の 両 者 は 、 Invitrogen(Carlsbad, CA)か ら 入 手 で
き る 。 ５ ’ プ ラ イ マ ー は す べ て 、 そ れ ぞ れ の ORF の ATG 開 始 コ ド ン で 開 始 す る 。
　 上 記 の よ う に し て 調 製 、 そ し て 下 記 表 ９ に 列 挙 さ れ る 菌 株 は 、 １ ９ ９ ８ 年 １ ０ 月 １ ５ 日
、 10801 University Blvd, Manassas, VA, 20110, USA の ATCCに 寄 託 さ れ 、 そ し て 下 記 列
挙 さ れ る 受 託 番 号 を 割 り 当 て ら れ た 。
【 ０ ２ ７ ９ 】
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【 表 ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ８ ０ 】
　 上 記 に 引 用 さ れ る す べ て の 特 許 、 特 許 出 願 及 び 出 版 物 は 、 引 用 に よ り 本 明 細 書 に 組 込 ま
れ る 。
　 本 発 明 は 、 記 載 さ れ る 特 定 の 態 様 に よ り 範 囲 を 限 定 さ れ る も の で は な く 、 そ れ ら の 態 様
は 、 本 発 明 の 個 々 の 観 点 を 単 に 例 示 す る た め の も の で あ る 。 機 能 的 に 同 等 の 組 成 物 及 び 方
法 は 、 本 発 明 の 範 囲 内 で あ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ２ ８ １ 】
【 図 １ 】 こ れ は 、 APP 血 清 型 － ５ に よ り 攻 撃 さ れ 、 そ し て APP 血 清 型 － ７ に よ り 再 攻 撃 さ
れ た ブ タ か ら の （ Ａ ） 血 清 及 び （ Ｂ ） 気 管 支 リ ン パ 節 （ BLN ） 組 織 外 植 体 上 清 液 に 存 在 す
る 抗 体 の ウ ェ ス タ ー ン ブ ロ ッ ト を 示 す 。
【 図 ２ 】 こ れ は 、 １ ２ 種 の 異 な っ た APP 血 清 型 か ら の 細 菌 細 胞 抗 原 に 対 す る ブ タ か ら の BL
N 組 織 外 植 体 上 清 液 に 存 在 す る 抗 体 の 交 差 反 応 性 の ウ ェ ス タ ー ン ブ ロ ッ ト 分 析 を 示 す 。
【 図 ３ 】 こ れ は 、 低 分 子 量 タ ン パ ク 質 に 対 す る ブ タ か ら の BLN 組 織 外 植 体 上 清 液 及 び 細 胞
ペ レ ッ ト （ 細 胞 ） に 存 在 す る 抗 体 の 反 応 性 の ウ ェ ス タ ー ン ブ ロ ッ ト 分 析 を 示 す 。
【 図 ４ 】 こ れ は 、 APP 血 清 型 － ７ に 対 す る ブ タ か ら の （ Ａ ） BLN 組 織 外 植 体 上 清 液 、 及 び
（ Ｂ ） 血 清 の 反 応 性 の 電 気 泳 動 に よ る ウ ェ ス タ ー ン ブ ロ ッ ト 分 析 を 示 す 。
【 図 ５ 】 こ れ は 、 APP OmpA1 及 び APP OmpA2 タ ン パ ク 質 の 推 定 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の 列 挙
を 示 す 。
【 図 ６ 】 こ け は 、 ビ ブ リ オ コ レ ラ か ら の OmpWタ ン パ ク 質 及 び APP か ら の OmpWタ ン パ ク 質 の
ア ミ ノ 酸 配 列 の 列 挙 を 示 す 。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】 【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】 【 図 ６ 】

【 配 列 表 】
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要解决的问题：提供一种保护猪免受猪肺炎性致病菌之一的胸膜肺炎放
线杆菌（APP）的蛋白质。 解决方案：一种新颖的抗原蛋白，具有从
APP分离的五个新颖的低分子量蛋白（“ Omp20”，“ OmpW”，“ 
Omp27”，“ OmpA1”和“ OmpA2”），其编码为 DNA分子，一种针对包含
所述蛋白质的APP疫苗。 [选择图]无


