
(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】大量の空胞形成毒素を発現することができる核酸の提供。
【解決手段】 Helicobacter pylori空胞形成毒素をコードする単離された核酸であって、
特定な配列で規定されるヌクレオチドからなる核酸。或いは、 H.pyloriの vacAコード領域
のための調節配列を含む単離された核酸や、これらの核酸と選択的にハイブリダイズする
単離された核酸とすることもできる。以上の核酸は、特定の配列を有するタンパク質をコ
ードし、診断試薬やワクチンに有用である。
【選択図】なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
Helicobacter pylori空 胞 形 成 毒 素 を コ ー ド す る 単 離 さ れ た 核 酸 で あ っ て 、 配 列 表 の 配 列
番 号 １ で 規 定 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の ヌ ク レ オ チ ド 101～ 3964か ら な る 、 核 酸 。
【 請 求 項 ２ 】
前 記 核 酸 を 発 現 す る た め に 適 切 な ベ ク タ ー 内 に あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 核 酸 。
【 請 求 項 ３ 】
前 記 核 酸 を 発 現 す る た め に 適 切 な 宿 主 中 に あ る 、 請 求 項 ２ に 記 載 の 核 酸 。
【 請 求 項 ４ 】
Helicobacter pyloriの 単 離 さ れ た 核 酸 で あ っ て 、 配 列 表 の 配 列 番 号 １ で 規 定 さ れ る ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 か ら な る 、 核 酸 。
【 請 求 項 ５ 】
前 記 核 酸 を 発 現 す る た め に 適 切 な ベ ク タ ー 中 に あ る 、 請 求 項 ４ に 記 載 の 核 酸 。
【 請 求 項 ６ 】
前 記 核 酸 を 発 現 す る た め に 適 切 な 宿 主 中 に あ る 、 請 求 項 ５ に 記 載 の 核 酸 。
【 請 求 項 ７ 】
請 求 項 １ に 記 載 の 核 酸 に よ り コ ー ド さ れ る 、 精 製 さ れ た タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ８ 】
薬 学 的 に 受 容 可 能 な キ ャ リ ア 中 に あ る 、 免 疫 原 性 量 の 請 求 項 ７ に 記 載 の タ ン パ ク 質 を 含 む
組 成 物 。
【 請 求 項 ９ 】
H.pyloriに よ る 感 染 に 対 し て 被 験 体 を 免 疫 す る 方 法 で あ っ て 、 該 被 験 体 に 請 求 項 ８ に 記 載
の 組 成 物 を 投 与 す る 工 程 を 包 含 す る 、 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
ス ト リ ン ジ ェ ン ト 条 件 下 で 請 求 項 ４ に 記 載 の 核 酸 と 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 単 離 さ れ
た 核 酸 で あ っ て 、 そ し て 該 核 酸 が ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 配 列 の セ グ メ ン ト と 少 な く と も 70%
の 相 補 性 を 有 す る 、 核 酸 。
【 請 求 項 １ １ 】
前 記 核 酸 を 発 現 す る た め に 適 切 な ベ ク タ ー 中 に あ る 、 請 求 項 10に 記 載 の 核 酸 。
【 請 求 項 １ ２ 】
前 記 核 酸 を 発 現 す る た め に 適 切 な 宿 主 中 に あ る 、 請 求 項 11に 記 載 の 核 酸 。
【 請 求 項 １ ３ 】
請 求 項 12に 記 載 の 核 酸 に よ り コ ー ド さ れ る 、 精 製 さ れ た 抗 原 性 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 １ ４ 】
薬 学 的 に 受 容 可 能 な キ ャ リ ア 中 に あ る 、 免 疫 原 性 量 の 請 求 項 13に 記 載 の タ ン パ ク 質 を 含 む
組 成 物 。
【 請 求 項 １ ５ 】
H.pyloriに よ る 感 染 に 対 し て 被 験 体 を 免 疫 す る 方 法 で あ っ て 、 該 被 験 体 に 請 求 項 14に 記 載
の 組 成 物 を 投 与 す る 工 程 を 包 含 す る 、 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
配 列 番 号 １ の ア ミ ノ 酸 を コ ー ド す る 単 離 さ れ た 核 酸 。
【 請 求 項 １ ７ 】
ス ト リ ン ジ ェ ン ト 条 件 下 で 、 請 求 項 16に 記 載 の 核 酸 と 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 単 離 さ
れ た 核 酸 で あ っ て 、 そ し て 該 核 酸 が ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る セ グ メ ン ト と 、 ま た は 該 セ グ メ ン
ト に 相 補 的 な 核 酸 と 少 な く と も 95%の 相 補 性 を 有 す る 、 核 酸 。
【 請 求 項 １ ８ 】
前 記 核 酸 を 発 現 す る た め に 適 切 な ベ ク タ ー 中 に あ る 、 請 求 項 17に 記 載 の 核 酸 。
【 請 求 項 １ ９ 】
前 記 核 酸 を 発 現 す る た め に 適 切 な 宿 主 中 に あ る 、 請 求 項 18に 記 載 の 核 酸 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
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【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 政 府 の 通 知
　 本 研 究 は 、 部 分 的 に 国 立 衛 生 研 究 所 の the Medical Research Service of the Departme
nt of Veterans Affairsか ら の R29DK45293-02お よ び 国 立 ガ ン 研 究 所 か ら の R01 CA58834の
援 助 を 受 け た 。 政 府 は 本 発 明 に 一 定 の 権 利 を 有 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 発 明 の 分 野
　 本 発 明 は 、 機 能 性 空 胞 形 成 毒 素 を 発 現 し な い H. pyloriの 遺 伝 子 操 作 変 異 株 、 こ の Helic
obacter pylori空 胞 形 成 毒 素 を コ ー ド す る 単 離 さ れ た 核 酸 、 空 胞 形 成 毒 素 を コ ー ド す る 核
酸 と 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 な ら び に H.pylori感 染 に 対 し て 免 疫 お よ び 処 置 す る
方 法 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 背 景 技 術
　 Helicobacterpyloriは 、 ヒ ト 慢 性 表 在 性 胃 炎 の 主 な 病 因 性 因 子 で あ り 、 そ し て こ の 生 物
に よ る 感 染 は 、 消 化 性 潰 瘍 疾 患 お よ び お そ ら く 胃 ガ ン の 病 因 に お け る 重 要 な 病 因 性 因 子 で
あ る (１ ～ ３ )。 基 本 的 に は 、 H.pylori感 染 者 は 全 て 組 織 学 的 胃 炎 に 発 展 す る が (４ )、 H. p
ylori感 染 者 の 大 半 は 無 症 候 に と ど ま り (４ )、 そ の 他 の 感 染 者 は 消 化 性 潰 瘍 ま た は 胃 腺 ガ
ン の よ う な 重 篤 な 感 染 合 併 症 に 発 展 す る (２ 、 ３ )。 個 々 の H.pylori単 離 体 は 高 レ ベ ル の 遺
伝 子 型 多 様 性 を 示 す が (５ 、 ６ )、 こ の 生 物 の 表 現 型 特 徴 は ほ と ん ど 全 て 保 存 さ れ る 。 現 在
、 株 間 で 異 な る こ と が 知 ら れ て い る 唯 一 の 表 現 型 特 徴 は 、 空 胞 形 成 細 胞 毒 素 の 産 生 (７ 、
８ )お よ び cagAに よ り コ ー ド さ れ る 128kDaの 細 胞 毒 素 関 連 タ ン パ ク 質 の 存 在 (８ )で あ る 。
消 化 性 潰 瘍 疾 患 を 有 す る 患 者 は 、 胃 炎 の み を 有 す る 患 者 よ り も 空 胞 形 成 細 胞 毒 素 産 生 株 に
頻 繁 に 感 染 さ れ て い る (11、 12)。 同 様 に 、 128kDaの 細 胞 毒 素 関 連 CagAタ ン パ ク 質 へ の 血 清
学 的 応 答 は 、 H. pylori感 染 者 に お け る 消 化 性 潰 瘍 の 存 在 と 関 係 が あ る (８ 、 14)。 従 っ て
、 こ れ ら の ２ つ の 関 連 す る 表 現 型 は 、 H.pylori感 染 の 臨 床 的 結 果 に 影 響 し 得 る 重 要 な 毒 性
決 定 因 子 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 空 胞 形 成 細 胞 毒 素 は 、 イ ン ビ ト ロ で 約 50％ の H. pylori株 に よ り 産 生 さ れ (７ 、 ８ )、 そ
し て 種 々 の 細 胞 型 に 対 し て 活 性 で あ る (７ )。 本 発 明 者 ら は 、 空 胞 形 成 細 胞 毒 素 を H.pylori
 60190か ら 精 製 し 、 そ し て こ れ が 変 性 お よ び 還 元 条 件 下 で 87 kDaタ ン パ ク 質 と し て 移 動 す
る こ と を 示 し た (米 国 特 許 出 願 第 07/841,644号 )。 こ の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 単
離 ま た は 配 列 決 定 す る こ と は 、 こ の タ ン パ ク 質 が 精 製 さ れ る ま で 、 不 可 能 で あ っ た 。 従 っ
て 、 診 断 試 薬 と し て の 使 用 、 ま た は ワ ク チ ン に お け る 使 用 の た め に 、 大 量 の 空 胞 形 成 毒 素
を 発 現 す る こ と は 不 可 能 で あ っ た 。
【 発 明 の 開 示 】
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 発 明 の 要 旨
　 上 記 目 的 を 達 成 す る た め に 、 本 発 明 は 、 例 え ば 、 以 下 を 提 供 す る 。
項 目 １ ． Helicobacter pylori空 胞 形 成 毒 素 を コ ー ド す る 単 離 さ れ た 核 酸 で あ っ て 、 配 列
表 の 配 列 番 号 １ で 規 定 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の ヌ ク レ オ チ ド 101～ 3964か ら な る 、 核 酸
。
項 目 ２ ． 上 記 核 酸 を 発 現 す る た め に 適 切 な ベ ク タ ー 内 に あ る 、 項 目 １ に 記 載 の 核 酸 。
項 目 ３ ． 上 記 核 酸 を 発 現 す る た め に 適 切 な 宿 主 中 に あ る 、 項 目 ２ に 記 載 の 核 酸 。
項 目 ４ ． Helicobacter pyloriの 単 離 さ れ た 核 酸 で あ っ て 、 配 列 表 の 配 列 番 号 １ で 規 定 さ
れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る 、 核 酸 。
項 目 ５ ． 上 記 核 酸 を 発 現 す る た め に 適 切 な ベ ク タ ー 中 に あ る 、 項 目 ４ に 記 載 の 核 酸 。
項 目 ６ ． 上 記 核 酸 を 発 現 す る た め に 適 切 な 宿 主 中 に あ る 、 項 目 ５ に 記 載 の 核 酸 。
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項 目 ７ ． 項 目 １ に 記 載 の 核 酸 に よ り コ ー ド さ れ る 、 精 製 さ れ た タ ン パ ク 質 。
項 目 ８ ． 薬 学 的 に 受 容 可 能 な キ ャ リ ア 中 に あ る 、 免 疫 原 性 量 の 項 目 ７ に 記 載 の タ ン パ ク 質
を 含 む 組 成 物 。
項 目 ９ ． H.pyloriに よ る 感 染 に 対 し て 被 験 体 を 免 疫 す る 方 法 で あ っ て 、 そ の 被 験 体 に 項 目
８ に 記 載 の 組 成 物 を 投 与 す る 工 程 を 包 含 す る 、 方 法 。
項 目 10． ス ト リ ン ジ ェ ン ト 条 件 下 で 項 目 ４ に 記 載 の 核 酸 と 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 単
離 さ れ た 核 酸 で あ っ て 、 そ し て そ の 核 酸 が ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 配 列 の セ グ メ ン ト と 少 な く
と も 70%の 相 補 性 を 有 す る 、 核 酸 。
項 目 11． 上 記 核 酸 を 発 現 す る た め に 適 切 な ベ ク タ ー 中 に あ る 、 項 目 10に 記 載 の 核 酸 。
項 目 12． 上 記 核 酸 を 発 現 す る た め に 適 切 な 宿 主 中 に あ る 、 項 目 11に 記 載 の 核 酸 。
項 目 13． 項 目 12に 記 載 の 核 酸 に よ り コ ー ド さ れ る 、 精 製 さ れ た 抗 原 性 タ ン パ ク 質 。
項 目 14． 薬 学 的 に 受 容 可 能 な キ ャ リ ア 中 に あ る 、 免 疫 原 性 量 の 項 目 13に 記 載 の タ ン パ ク 質
を 含 む 組 成 物 。
項 目 15． H.pyloriに よ る 感 染 に 対 し て 被 験 体 を 免 疫 す る 方 法 で あ っ て 、 そ の 被 験 体 に 項 目
14に 記 載 の 組 成 物 を 投 与 す る 工 程 を 包 含 す る 、 方 法 。
項 目 16． Helicobacter pylori由 来 の 単 離 さ れ た 核 酸 で あ っ て 、 配 列 表 の 配 列 番 号 ３ で 規
定 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 、 核 酸 。
項 目 17． 上 記 核 酸 を 発 現 す る た め に 適 切 な ベ ク タ ー 中 に あ る 、 項 目 16に 記 載 の 核 酸 。
項 目 18． 上 記 核 酸 を 発 現 す る た め に 適 切 な 宿 主 中 に あ る 、 項 目 17に 記 載 の 核 酸 。
項 目 19． 項 目 16に 記 載 の 核 酸 に よ り コ ー ド さ れ る 、 精 製 さ れ た 抗 原 性 タ ン パ ク 質 。
項 目 20． 薬 学 的 に 受 容 可 能 な キ ャ リ ア 中 に あ る 、 免 疫 原 性 量 の 項 目 19に 記 載 の タ ン パ ク 質
を 含 む 組 成 物 。
項 目 21． H.pyloriに よ る 感 染 に 対 し て 被 験 体 を 免 疫 す る 方 法 で あ っ て 、 そ の 被 験 体 に 項 目
20に 記 載 の 組 成 物 を 投 与 す る 工 程 を 包 含 す る 、 方 法 。
項 目 22． ス ト リ ン ジ ェ ン ト 条 件 下 で 項 目 16に 記 載 の 核 酸 と 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 単
離 さ れ た 核 酸 で あ っ て 、 そ し て そ の 核 酸 が ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 配 列 の セ グ メ ン ト と 少 な く
と も 70%の 相 補 性 を 有 す る 、 核 酸 。
項 目 23． 薬 学 的 に 受 容 可 能 な キ ャ リ ア 中 に あ る 、 免 疫 原 性 量 の 、 機 能 性 空 胞 形 成 毒 素 を 発
現 し な い 単 離 さ れ た 天 然 に 存 在 す る H.pylori株 を 含 む 組 成 物 。
項 目 24． H.pyloriに よ る 感 染 に 対 し て 被 験 体 を 免 疫 す る 方 法 で あ っ て 、 そ の 被 験 体 に 項 目
23に 記 載 の 組 成 物 を 投 与 す る 工 程 を 包 含 す る 、 方 法 。
項 目 25． 非 H.pylori核 酸 を 含 み 、 そ し て 機 能 性 空 胞 形 成 毒 素 を 発 現 し な い 遺 伝 子 的 に 改 変
さ れ た H.pylori変 異 株 。
項 目 26． 薬 学 的 に 受 容 可 能 な キ ャ リ ア 中 に あ る 、 免 疫 原 性 量 の 、 項 目 25に 記 載 の 遺 伝 子 的
に 改 変 さ れ た H.pylori株 を 含 む 組 成 物 。
項 目 27． H.pyloriに よ る 感 染 に 対 し て 被 験 体 を 免 疫 す る 方 法 で あ っ て 、 そ の 被 験 体 に 項 目
26に 記 載 の 組 成 物 を 投 与 す る 工 程 を 包 含 す る 、 方 法 。
項 目 28． H.pylori感 染 を 処 置 す る 方 法 で あ っ て 、 被 験 体 に 、 免 疫 原 性 量 の 項 目 25に 記 載 の
遺 伝 子 的 に 改 変 さ れ た H.pylori変 異 株 を 投 与 す る 工 程 を 包 含 す る 、 方 法 。
項 目 29． 配 列 番 号 １ の ア ミ ノ 酸 を コ ー ド す る 単 離 さ れ た 核 酸 。
項 目 30． ス ト リ ン ジ ェ ン ト 条 件 下 で 、 項 目 29に 記 載 の 核 酸 と 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る
単 離 さ れ た 核 酸 で あ っ て 、 そ し て そ の 核 酸 が ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る セ グ メ ン ト と 、 ま た は そ
の セ グ メ ン ト に 相 補 的 な 核 酸 と 少 な く と も 95%の 相 補 性 を 有 す る 、 核 酸 。
項 目 31． 上 記 核 酸 を 発 現 す る た め に 適 切 な ベ ク タ ー 中 に あ る 、 項 目 30に 記 載 の 核 酸 。
項 目 32． 上 記 核 酸 を 発 現 す る た め に 適 切 な 宿 主 中 に あ る 、 項 目 31に 記 載 の 核 酸 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 本 発 明 は 、 Helicobacterpylori空 胞 形 成 毒 素 を コ ー ド す る 単 離 さ れ た 核 酸 を 提 供 し 、 こ
の 核 酸 は 、 配 列 表 に お い て 配 列 番 号 １ と し て 規 定 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の ヌ ク レ オ チ ド
101～ 3964か ら な る 。 こ の 核 酸 は 、 本 発 明 に よ っ て 提 供 さ れ る H.pyloriの vacAコ ー ド 領 域
の ２ 本 鎖 配 列 の 一 例 で あ る 。 Helicobacter pyloriか ら 単 離 さ れ た 、 配 列 表 に お い て 配 列
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番 号 ３ と し て 規 定 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 核 酸 が 提 供 さ れ る 。 こ の 核 酸 は 、 機 能 性
空 胞 形 成 毒 素 を 産 生 し な い 天 然 に 存 在 す る H.pylori株 (tox－ 株 )の vacA(空 胞 形 成 毒 素 )遺
伝 子 の ２ 本 鎖 配 列 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 本 発 明 の 核 酸 と 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 単 離 さ れ た 核 酸 が 提 供 さ れ る 。 こ の 選 択 的
に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 は 、 例 え ば 、 こ れ が ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 を 有 す る 生 物 の 存
在 を 検 出 す る た め の プ ロ ー ブ ま た は プ ラ イ マ ー と し て 使 用 さ れ 得 る 。 こ の よ う な 核 酸 は 、
ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し 得 、 そ し て こ れ に よ り 、 ベ ク タ ー お よ び 宿 主 に 置 か れ て 、 こ の 毒
素 、 抗 原 的 に 類 似 の 毒 素 、 抗 原 性 フ ラ グ メ ン ト ま た は 毒 素 機 能 を 示 す フ ラ グ メ ン ト を 産 生
し 得 る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 本 発 明 は ま た 、 H.pyloriの 遺 伝 子 的 に 改 変 し た 変 異 株 を 提 供 し 、 こ の 変 異 株 は 機 能 性 空
胞 形 成 毒 素 を 発 現 し な い 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 発 明 は 、 本 発 明 の 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ る 精 製 タ ン パ ク 質 を 提 供 す る 。 本 発 明 の タ
ン パ ク 質 の １ 例 は 、 配 列 番 号 １ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の ヌ ク レ オ チ ド 101～ 3964に よ り コ ー
ド さ れ る 、 H. pyloriの 空 胞 形 成 毒 素 （ 配 列 番 号 ２ ） で あ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 は 、 免 疫 原 性 量 の 本 発 明 の タ ン パ ク 質 、 遺 伝 子 的 に 改 変 し た 株 ま た は 天 然 に 存 在
す る tox－ 株 を 、 薬 学 的 に 受 容 可 能 な キ ャ リ ア 中 に 含 む 組 成 物 を 提 供 す る 。 こ の 組 成 物 に
使 用 さ れ る タ ン パ ク 質 は 、 本 発 明 の 空 胞 形 成 毒 素 タ ン パ ク 質 で あ り 得 る 。 H.pyloriに よ る
感 染 に 対 し て 被 験 体 を 免 疫 す る 方 法 が 提 供 さ れ 、 こ の 方 法 は 本 発 明 の 免 疫 原 性 組 成 物 を 被
験 体 に 投 与 す る 工 程 を 包 含 す る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ １ 】
　 発 明 の 詳 細 な 説 明
　 核 酸
　 本 発 明 は 、 Helicobacterpylori空 胞 形 成 毒 素 を コ ー ド す る 単 離 さ れ た 核 酸 を 提 供 し 、 こ
の 核 酸 は 、 配 列 表 に お い て 配 列 番 号 １ と し て 規 定 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の ヌ ク レ オ チ ド
101～ 3964か ら な る 。 こ の 核 酸 は 、 本 発 明 に よ っ て 提 供 さ れ る H.pyloriの vacAコ ー ド 領 域
の ２ 本 鎖 配 列 の 一 例 で あ る 。 「 単 離 さ れ た 」 核 酸 は 他 の H. pylori遺 伝 子 か ら 分 離 さ れ る
核 酸 で あ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 Helicobacterpyloriの 単 離 さ れ た 核 酸 も ま た 提 供 さ れ 、 こ の 核 酸 は 配 列 表 に お い て 配 列
番 号 １ と し て 規 定 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る 。 従 っ て 、 こ の 配 列 は 、 H. pyloriの v
acAコ ー ド 領 域 の た め の 調 節 配 列 を 含 む 。 配 列 表 に お い て 配 列 番 号 １ と し て 規 定 さ れ る ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 の ヌ ク レ オ チ ド 91～ 95か ら な る Shine-Dalgarno配 列 が 特 に 提 供 さ れ る 。 本
発 明 は ま た 、 配 列 番 号 １ で 規 定 さ れ る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 任 意 の 核 酸 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 配 列 表 に お い て 配 列 番 号 ３ と し て 規 定 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 、 Helicobacter p
yloriか ら 単 離 さ れ た 核 酸 が 提 供 さ れ る 。 こ の 核 酸 は 、 機 能 性 空 胞 形 成 毒 素 を 産 生 し な い
、 天 然 に 存 在 す る H.pylori株 (tox－ 株 )の vacA(空 胞 形 成 毒 素 )遺 伝 子 の ２ 本 鎖 配 列 で あ り
得 る 。 配 列 番 号 ３ の 核 酸 は 、 本 発 明 に よ り 提 供 さ れ る tox－ 株 の 空 胞 形 成 毒 素 遺 伝 子 の ２
本 鎖 の 部 分 配 列 で あ る 。 こ の 核 酸 は 、 オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム の 一 部 を 含 む 。 残 り
の 配 列 は 、 本 明 細 書 中 で 提 供 さ れ る ク ロ ー ニ ン グ お よ び 配 列 決 定 方 法 を 用 い て 容 易 に 決 定
さ れ 得 る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 の 核 酸 と 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 単 離 さ れ た 核 酸 が 提 供 さ れ る 。 こ の 選 択 的
に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 は 、 例 え ば 、 こ れ が ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 を 有 す る 生 物 の 存
在 を 検 出 す る た め の プ ロ ー ブ ま た は プ ラ イ マ ー と し て 使 用 さ れ 得 る 。 こ の よ う な 核 酸 は 、
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ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し 得 、 そ し て こ れ に よ り 、 ベ ク タ ー お よ び 宿 主 に 置 か れ て 、 こ の 毒
素 、 機 能 的 に 類 似 の 毒 素 、 抗 原 性 フ ラ グ メ ン ト ま た は 毒 素 機 能 を 示 す フ ラ グ メ ン ト を 産 生
し 得 る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 「 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 」 と は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ト コ ー ル に 使 用 さ れ る
洗 浄 条 件 を 意 味 す る 。 一 般 に 、 こ の 洗 浄 条 件 は 、 で き る 限 り ス ト リ ン ジ ェ ン ト で あ る べ き
で あ る (す な わ ち 、 温 度 お よ び 塩 濃 度 の 組 み 合 わ せ は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ る 配 列 の 変 性
温 度 が 研 究 中 の ハ イ ブ リ ッ ド の 計 算 さ れ る Ｔ ｍ の 約 ５ ～ 20℃ 下 で あ る よ う に 選 択 さ れ る べ
き で あ る ） 。 温 度 お よ び 塩 の 条 件 は 、 フ ィ ル タ ー に 固 定 さ れ た 参 考 DNAの 試 料 を 目 的 の プ
ロ ー ブ ま た は 配 列 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ 、 続 い て 異 な る ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー の 条 件 下 で 洗
浄 す る 予 備 実 験 に お い て 経 験 的 に 決 定 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 は 、 ６
× SSCに お い て 68℃ で 18時 間 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 続 い て 65℃ で 0.1× ま た は 0.5× S
SCを 用 い る 複 数 の 洗 浄 に よ り 例 示 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で 、 配 列 番 号 １ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の ヌ ク レ オ チ ド 101～ 396
4か ら な る 核 酸 、 ま た は 配 列 番 号 １ の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 と 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ
イ ズ し 、 そ し て こ れ が ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 配 列 の セ グ メ ン ト に 対 し て 少 な く と も 70％ の 配
列 相 補 性 を 有 す る 単 離 さ れ た 核 酸 が 提 供 さ れ る 。 従 っ て 、 こ の 核 酸 は 、 機 能 性 空 胞 形 成 毒
素 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 有 す る 生 物 の 存 在 を 検 出 す る た め の プ ロ ー ブ ま た は プ ラ イ マ ー と
し て 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で 、 配 列 番 号 １ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る 核 酸 、 ま た は 配
列 番 号 １ の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 と 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 そ し て こ れ が ハ イ
ブ リ ダ イ ズ す る 配 列 の セ グ メ ン ト に 対 し て 少 な く と も 70％ の 配 列 相 補 性 を 有 す る 単 離 さ れ
た 核 酸 が 提 供 さ れ る 。 こ の 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 は 、 １ つ ま た は そ れ 以 上 の 空
胞 形 成 毒 素 コ ー ド 配 列 の 上 流 に 位 置 す る 調 節 配 列 を 含 む 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で 、 配 列 番 号 ３ の 核 酸 と 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 単 離 さ
れ た 核 酸 も ま た 提 供 さ れ る 。 配 列 番 号 ３ の 核 酸 は オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム の 一 部 で
あ る た め 、 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 は ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し 得 る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 の 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 は 、 こ れ が ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 配 列 の セ グ メ
ン ト に 対 し て 少 な く と も 70％ 、 80％ 、 85％ 、 90％ 、 95％ 、 97％ 、 98％ お よ び 99％ の 相 補 性
を 有 し 得 る 。 こ の 核 酸 は 少 な く と も 20、 50、 100、 150、 200、 300、 500、 750、 1000、 2000
、 3000ま た は 4000ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ を 有 し 得 る 。 従 っ て 、 こ の 核 酸 は 、 毒 素 の 代 替 の コ
ー ド 配 列 で あ り 得 、 あ る い は 機 能 性 空 胞 形 成 毒 素 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 有 す る 株 ま た は to
x－ 株 の 存 在 を 検 出 す る た め の プ ロ ー ブ ま た は プ ラ イ マ ー と し て 使 用 さ れ 得 る 。 プ ラ イ マ
ー と し て 使 用 さ れ る 場 合 、 本 発 明 は 、 異 な る 領 域 と 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し て 所 望 の 領
域 を 増 幅 さ せ る 少 な く と も ２ つ の 核 酸 を 含 む 組 成 物 を 提 供 す る 。 プ ロ ー ブ ま た は プ ラ イ マ
ー の 長 さ に 応 じ て 、 プ ロ ー ブ ま た は プ ラ イ マ ー は 70％ 相 補 性 塩 基 と 完 全 な 相 補 性 の 間 の 範
囲 で あ り 得 、 そ し て ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で な お ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 得 る 。 例 え ば 、 機
能 性 空 胞 形 成 毒 素 産 生 H.pylori株 の 存 在 を 診 断 す る 目 的 の た め に 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核
酸 (プ ロ ー ブ ま た は プ ラ イ マ ー )と そ れ が ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 配 列 (試 料 由 来 の H.pyloriDNA
)と の 間 の 相 補 性 の 程 度 は 、 少 な く と も 本 発 明 の 天 然 に 存 在 す る tox－ 株 ま た は 遺 伝 子 的 に
改 変 し た 株 と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 排 除 す る の に 充 分 で あ る べ き で あ る 。 従 っ て 、
機 能 性 毒 素 コ ー ド 配 列 と 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 は 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下
で tox－ 株 の 核 酸 と は 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ せ ず 、 反 対 の 場 合 に も 同 じ で あ る 。 あ る い
は 、 プ ロ ー ブ ま た は プ ラ イ マ ー は 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で tox＋ お よ び tox－ vacA遺
伝 子 の 両 方 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る よ う に 選 択 さ れ 得 る 。 本 発 明 は 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条
件 下 で 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 と 非 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 と を 区 別 す
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る た め に 必 要 と さ れ る 相 補 性 の 程 度 が 各 々 の 核 酸 に つ い て 明 確 に 決 定 さ れ 得 る よ う に 、 こ
れ ら の H.pyloriの 核 酸 の 例 を 提 供 す る 。 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 が 関 連 の な い タ
ン パ ク 質 ま た は 他 の 種 由 来 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 と は ハ イ ブ リ ダ イ ズ し な い こ と
も ま た 明 ら か で あ る は ず で あ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 当 業 者 は 、 全 遺 伝 子 お よ び よ り 短 い ヌ ク レ オ チ ド フ ラ グ メ ン ト を 合 成 す る た め の 日 常 的
な 実 験 を 用 い て 本 発 明 の 核 酸 を 容 易 に 獲 得 し 得 る 。 例 え ば 、 配 列 表 に 示 さ れ て い る よ う な
核 酸 を 得 る た め の 技 術 が 、 本 明 細 書 中 で 特 に 提 供 さ れ る 。 さ ら に 、 顕 著 な 改 変 な し で 利 用
さ れ 得 る 別 の 方 法 が 、 当 該 分 野 に お い て 提 供 さ れ る 。 Ferrettiら (
 82： 599-603(1986))お よ び Wosnickら ( 76:153-160(1989))は 配 列 が 公 知 の 遺 伝 子 を

合 成 す る た め の 日 常 的 な 方 法 を 示 し て い る 。 よ り 詳 細 に は 、 Ferrettiら は 、 合 成 オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド か ら の 1057塩 基 対 の 合 成 ウ シ ロ ド プ シ ン 遺 伝 子 の 合 成 を 教 示 し て い る 。 こ の 合
成 遺 伝 子 は 、 公 知 の 配 列 に 対 し 忠 実 で あ り (第 603頁 、 第 １ 文 )、 こ の こ と は 、 こ の 遺 伝 子
合 成 方 法 の 信 頼 性 を 示 す 。 さ ら に 、 Wosnickら は 、 効 率 的 な 、 １ 工 程 の ア ニ ー リ ン グ ／ 結
合 プ ロ ト コ ー ル を 用 い て ト ウ モ ロ コ シ グ ル タ チ オ ン ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ (GST)遺 伝 子 の 合
成 を 教 示 し て い る 。 こ の 技 術 は ま た 、 100％ の 忠 実 度 を 有 す る 完 全 合 成 遺 伝 子 を 産 生 し た
。 こ の こ と は 、 こ の プ ロ ト コ ー ル の 日 常 性 を 示 す 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 タ ン パ ク 質
　 本 発 明 は 、 本 発 明 の 核 酸 に よ り コ ー ド さ れ る 精 製 タ ン パ ク 質 を 提 供 す る 。 本 発 明 の タ ン
パ ク 質 の １ 例 は 、 配 列 番 号 １ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の ヌ ク レ オ チ ド 101～ 3964に よ り コ ー ド
さ れ る 、 H. pyloriの 空 胞 形 成 毒 素 (配 列 番 号 ２ )で あ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で 、 配 列 番 号 １ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の ヌ ク レ オ チ ド 101～ 396
4か ら な る 核 酸 と 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 そ し て こ れ が ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 配 列 の セ
グ メ ン ト に 対 し て 少 な く と も 70％ の 配 列 相 補 性 を 有 す る 核 酸 に よ り コ ー ド さ れ る 精 製 抗 原
性 タ ン パ ク 質 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 配 列 表 に お け る 配 列 番 号 ３ と し て 規 定 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 核 酸 に よ り コ ー ド
さ れ る 抗 原 性 タ ン パ ク 質 も ま た 提 供 さ れ る 。 こ の タ ン パ ク 質 は 、 E. coli発 現 系 ま た は 本
明 細 書 中 に 記 載 さ れ て い る 他 の 適 切 な 系 に お い て 発 現 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 発 明 の 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 に よ り コ ー ド さ れ る 抗 原 性 タ ン パ ク 質 は 、 ２
本 鎖 の 参 考 核 酸 の ナ ン セ ン ス 鎖 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 に よ り コ ー ド さ れ る 。 本 明 細 書
中 で 使 用 さ れ る 「 タ ン パ ク 質 」 は 、 ポ リ ペ プ チ ド お よ び ペ プ チ ド を 含 む 。 従 っ て 、 選 択 的
に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 は 、 関 連 の な い ま た は 無 関 係
な タ ン パ ク 質 ま た は フ ラ グ メ ン ト で は な い 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 抗 原 性 フ ラ グ メ ン ト は 、 化 学 的 ま た は 機 械 的 な 分 断 に よ り 全 抗 原
か ら 単 離 さ れ 得 る 。 こ の よ う に 得 ら れ た 精 製 フ ラ グ メ ン ト は 、 本 明 細 書 中 で 教 示 さ れ る 方
法 に よ り 、 そ れ ら の 抗 原 性 お よ び 特 異 性 を 決 定 す る た め に 試 験 さ れ 得 る 。 抗 原 性 フ ラ グ メ
ン ト は 、 代 表 的 に 、 タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 由 来 の 少 な く と も 約 ８ の 連 続 的 ア ミ ノ 酸 で
あ り 、 そ し て H. pyloriの 機 能 性 ま た は 非 機 能 性 空 胞 形 成 毒 素 に 独 特 で あ る べ き で あ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 抗 原 性 フ ラ グ メ ン ト は 、 こ の タ ン パ ク 質 の 抗 原 性 フ ラ グ メ ン ト を
産 生 し 得 る 発 現 系 に お い て 、 こ の フ ラ グ メ ン ト を コ ー ド す る 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る
核 酸 を ク ロ ー ニ ン グ す る こ と に よ っ て 得 ら れ る 組 換 え タ ン パ ク 質 で あ り 得 る 。 抗 原 性 タ ン
パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 は 、 こ の 核 酸 を 宿 主 中 に 置 き 、 そ し て そ の 産 物 を 発 現 す る こ と に
よ り 決 定 さ れ 得 る 。 続 い て 、 こ の 産 物 は 、 イ ン タ ク ト な 天 然 タ ン パ ク 質 に 対 し て 惹 起 さ れ
た ポ リ ク ロ ー ナ ル ま た は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に 対 し 、 あ る い は 感 染 さ れ た 被 験 者 の 血 中 に
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存 在 す る (特 異 的 に H. pyloriと 反 応 す る )抗 体 に 対 し て ス ク リ ー ニ ン グ さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 抗 原 性 タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 が 一 旦 提 供 さ れ る と 、 標 準 的 な ペ プ チ ド 合 成 技 術 を 用
い て こ の 抗 体 の 毒 性 ま た は 免 疫 反 応 性 領 域 に 対 応 す る よ う に 、 お よ び 誘 導 さ れ た 配 列 中 の
特 定 の ア ミ ノ 酸 残 基 の 含 有 、 欠 失 ま た は 修 飾 に よ り こ れ ら フ ラ グ メ ン ト を 修 飾 す る よ う に
選 択 さ れ る ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト を 合 成 す る こ と も ま た 可 能 で あ る 。 従 っ て 、 こ の タ ン パ
ク 質 由 来 の 極 め て 大 量 の ペ プ チ ド の 合 成 ま た は 精 製 が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 あ る 追 加 の 特 性 (例 え ば 可 溶 性 )を 与 え る よ う に
設 計 さ れ た 配 列 に 結 合 し た 抗 原 性 タ ン パ ク 質 の 免 疫 反 応 性 部 分 を 含 有 し 得 る 。 こ れ ら の 抗
原 性 タ ン パ ク 質 お よ び フ ラ グ メ ン ト は 、 １ つ ま た は そ れ 以 上 の ア ミ ノ 酸 が 他 の ア ミ ノ 酸 で
置 換 さ れ て 、 あ る 追 加 の 特 性 を 提 供 す る （ 例 え ば 、 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 可 能 な ア ミ ノ 酸 を 除
去 ／ 付 加 す る 、 そ の 生 物 学 的 寿 命 を 増 加 さ せ る 、 酵 素 活 性 を 改 変 す る 、 ま た は 免 疫 原 性 を
改 善 す る ） ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 有 し 得 る 。 い ず れ の 場 合 で も 、 ポ リ ペ プ チ ド は 、 関 連 の 生 物
学 的 に 活 性 な 性 質 (例 え ば 、 免 疫 反 応 性 、 免 疫 原 性 、 毒 性 な ど )を 有 し な け れ ば な ら な い 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 変 異 体 生 物
　 本 発 明 は ま た 、 機 能 性 空 胞 形 成 毒 素 を 発 現 し な い H. pyloriの 遺 伝 子 操 作 さ れ た 変 異 株
を 提 供 す る 。 こ の 変 異 体 株 は 、 例 え ば 、 天 然 の H. pyloriに 見 出 さ れ な い 核 酸 の 存 在 に よ
り 、 天 然 に 存 在 す る tox－ H. pylori株 と 区 別 さ れ 得 る 。 １ つ の 例 で は 、 変 異 体 H. pylori
株 は 本 明 細 書 の 実 施 例 に 記 載 の 空 胞 形 成 毒 素 の コ ー ド 配 列 に 挿 入 変 異 を 作 製 す る こ と に よ
り 得 ら れ る 。 本 発 明 は 毒 素 を コ ー ド す る 核 酸 を 提 供 す る の で 、 毒 素 の コ ー ド 配 列 を 変 異 さ
せ る 他 の 方 法 が 、 本 明 細 書 中 に 意 図 さ れ る よ う に 、 他 の 変 異 株 を 得 る た め に 使 用 さ れ 得 る
。 本 発 明 の 変 異 体 H.pylori株 の 例 は 、 84-183:v1お よ び 60190:v1と 名 付 け ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 追 加 の 変 異 体 は 、 例 え ば 、 空 胞 形 成 毒 素 の コ ー ド 配 列 中 の 置 換 変 異 に よ り 、 あ る い は 空
胞 形 成 毒 素 遺 伝 子 の 一 部 の 欠 失 に よ り 、 こ の 遺 伝 子 を 非 機 能 性 に す る か 、 ま た は こ の 生 物
を 非 感 染 性 、 非 毒 性 、 低 毒 性 ま た は 統 計 学 的 に 有 意 な 程 度 に 弱 毒 化 に す る よ う な 低 い 量 で
産 生 さ れ る よ う に す る こ と に よ り 、 調 製 さ れ 得 る 。 さ ら に 、 毒 素 を コ ー ド す る 核 酸 の ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 を 提 供 す る こ と に よ り 、 本 発 明 は 、 所 望 の 効 果 を 有 す る 特 異 的 な 点 変 異 の 作
製 を 可 能 に す る 。 欠 失 、 挿 入 ま た は 置 換 変 異 は 、 調 節 領 域 ま た は コ ー ド 領 域 の い ず れ か ま
た は 両 方 に お い て 作 製 さ れ て 、 転 写 を 防 止 し 得 、 ま た は 転 写 さ れ た 産 物 を 非 機 能 性 に し 得
る 。 例 え ば 、 配 列 番 号 １ に 示 さ れ て い る Shine Dalgarno配 列 は 、 毒 素 タ ン パ ク 質 の 翻 訳 を
防 止 す る 、 ま た は 統 計 学 的 に 有 意 な 程 度 に 低 減 す る よ う に 破 壊 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 欠 失 ま た は 挿 入 変 異 体 の 構 築 へ の こ の よ う な ア プ ロ ー チ の １ つ は 、 Donnenberg法 に よ る
(Donnenbergお よ び Kaper Infect. Immun. 4310-4317， 1991)。 毒 素 遺 伝 子 中 の 欠 失 は 、 制
限 フ ラ グ メ ン ト を 欠 失 さ せ て ク ロ ー ン を 再 結 合 さ せ る こ と に よ り 作 製 さ れ 得 る 。 こ の 変 異
体 は 、 自 殺 ベ ク タ ー pILL570に ク ロ ー ン 化 さ れ る 。 Bacillussubtilisの sacB遺 伝 子 も ま た
自 殺 ベ ク タ ー に ク ロ ー ン 化 さ れ て 、 条 件 的 致 死 表 現 型 を 提 供 す る 。 こ の 構 築 物 は 、 エ レ ク
ト ロ ポ レ ー シ ョ ン に よ り H. pyloriに 形 質 転 換 さ れ 、 形 質 転 換 体 は ス ペ ク チ ノ マ イ シ ン 耐
性 に よ り 選 択 さ れ る 。 自 殺 ベ ク タ ー お よ び 毒 素 遺 伝 子 の 変 異 型 を 含 む 部 分 二 倍 体 株 を ス ク
ロ ー ス に 曝 し て 、 第 ２ の 組 換 え を 受 け て ベ ク タ ー の 消 失 を 生 じ た 生 物 に つ い て 直 接 に 選 択
す る 。 変 異 を 作 製 す る こ れ ら お よ び 他 の 周 知 の 方 法 は 、 本 明 細 書 中 で 提 供 さ れ る 核 酸 に 適
用 さ れ て 、 他 の 所 望 の 変 異 を 獲 得 し 得 る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 ワ ク チ ン
　 本 発 明 は 、 薬 学 的 に 受 容 可 能 な キ ャ リ ア 中 に 、 免 疫 原 性 量 の 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を 含 む
組 成 物 を 提 供 す る 。 こ の 組 成 物 に 使 用 さ れ る タ ン パ ク 質 は 、 本 発 明 の 空 胞 形 成 毒 素 タ ン パ
ク 質 で あ り 得 る 。 H. pyloriに よ る 感 染 に 対 し て 被 験 体 を 免 疫 す る 方 法 が 提 供 さ れ 、 こ の
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方 法 は 本 発 明 の 免 疫 原 性 組 成 物 を 被 験 体 に 投 与 す る 工 程 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 発 明 の 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ る 免 疫 原 性 量 の 抗 原 性 タ
ン パ ク 質 を 薬 学 的 に 受 容 可 能 な キ ャ リ ア 中 に 含 む 組 成 物 が 提 供 さ れ る 。 こ れ ら の タ ン パ ク
質 を コ ー ド す る 核 酸 は 、 本 質 的 に は 、 配 列 表 に 示 さ れ て い る 非 コ ー ド 鎖 ま た は ア ン チ セ ン
ス 鎖 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 で あ る 。 H. pyloriに よ る 感 染 に 対 し て 被 験 体 を 免 疫 す る
方 法 も ま た 提 供 さ れ 、 こ の 方 法 は こ の 組 成 物 を 被 験 体 に 投 与 す る 工 程 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 配 列 表 に お け る 配 列 番 号 ３ と し て 規 定 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 核 酸 に よ り コ ー ド
さ れ る 免 疫 原 性 量 の 抗 原 性 タ ン パ ク 質 を 含 む 組 成 物 は 、 薬 学 的 に 受 容 可 能 な キ ャ リ ア 中 に
あ り 得 る 。 H. pyloriに よ る 感 染 に 対 し て 被 験 体 を 免 疫 す る 方 法 は 、 こ の 組 成 物 を 被 験 体
に 投 与 す る 工 程 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 本 発 明 の 抗 原 性 タ ン パ ク 質 、 天 然 に 存 在 す る tox－ ま た は 遺 伝 子 的 に 改 変 し た 変 異 体 H. 
pyroliは 、 免 疫 原 性 量 の 抗 原 、 tox－ ま た は 変 異 体 お よ び 薬 学 的 に 受 容 可 能 な キ ャ リ ア を
含 む ワ ク チ ン の 構 築 に 使 用 さ れ 得 る 。 こ の ワ ク チ ン は 、 全 抗 原 、 イ ン タ ク ト な H.pylori(t
ox－ 株 の 場 合 )、 E. coliま た は 他 の 株 上 の 抗 原 、 あ る い は こ の 抗 原 に 特 異 的 な エ ピ ト ー プ
(フ ラ グ メ ン ト )で あ り 得 る 。 こ の ワ ク チ ン は ま た 、 他 の 抗 原 に 対 す る 抗 体 と 潜 在 的 に 交 差
反 応 性 で あ り 得 る 。 H.pyloriに よ る 感 染 に 対 し て 被 験 体 を 免 疫 す る 方 法 も ま た 提 供 さ れ 、
こ の 方 法 は 、 遺 伝 子 的 に 改 変 し た H. pylori、 タ ン パ ク 質 ま た は tox－ 株 の 免 疫 原 性 量 を 被
験 体 に 投 与 す る 工 程 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 免 疫 原 性 の 測 定
　 本 発 明 の 精 製 タ ン パ ク 質 お よ び ポ リ ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト は 、 そ れ ら の 免 疫 原 性 お よ び
特 異 性 を 測 定 す る た め に 試 験 さ れ 得 る 。 簡 単 に 述 べ れ ば 、 種 々 の 濃 度 の 推 定 の 免 疫 原 フ ラ
グ メ ン ト を 調 製 し そ し て 動 物 に 投 与 し 、 そ し て 各 濃 度 に 対 す る 動 物 の 免 疫 学 的 応 答 (例 え
ば 、 抗 体 の 産 生 ま た は 細 胞 媒 介 性 免 疫 )を 測 定 す る 。 投 与 さ れ る 抗 原 量 は 、 被 験 体 (例 え ば
、 ヒ ト ま た は モ ル モ ッ ト )、 被 験 体 の 状 態 、 被 験 体 の サ イ ズ な ど に 依 存 す る 。 そ の 後 、 そ
の よ う に 抗 原 を 接 種 さ れ た 動 物 は 、 細 菌 に 曝 さ れ 得 、 特 異 的 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は フ
ラ グ メ ン ト の 潜 在 的 な ワ ク チ ン 効 果 を 試 験 さ れ る 。 推 定 の 免 疫 原 性 フ ラ グ メ ン ト の 特 異 性
は 、 接 種 動 物 由 来 の 血 清 、 他 の 体 液 ま た は リ ン パ 球 を 、 他 の 近 縁 の 細 菌 と の 交 差 反 応 性 に
つ い て 試 験 す る こ と に よ り 確 か め ら れ 得 る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 一 旦 上 記 の よ う に 免 疫 原 性 が 確 立 さ れ る と 、 抗 原 の 免 疫 原 性 量 は 、 標 準 手 順 を 用 い て 測
定 さ れ 得 る 。 簡 単 に 述 べ れ ば 、 種 々 の 濃 度 の 推 定 の 特 異 的 免 疫 反 応 性 エ ピ ト ー プ が 調 製 さ
れ 、 動 物 に 投 与 さ れ 、 そ し て 各 濃 度 に 対 す る 動 物 の 免 疫 学 的 応 答 (例 え ば 、 抗 体 の 産 生 )の
程 度 が 測 定 さ れ る 。 次 い で 、 免 疫 化 用 量 は 、 動 物 に 細 菌 を 投 与 し 、 そ し て 種 々 の 量 の 免 疫
原 の 防 御 効 果 を 観 察 す る こ と に よ り 立 証 し 得 る 。 H.pylori感 染 に 対 し て 動 物 を 免 疫 化 す る
方 法 の 他 の 例 は 、 Czinnお よ び Nedrud(Infection and Immunity 59(7)： 2359-2363、 1991)
、 お よ び Thomasら (Acta Gastro-Enterologica Belgica、 Suppl. 58:54、 1993)に 記 載 さ れ
て い る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 本 発 明 の ワ ク チ ン 中 の 薬 学 的 に 受 容 可 能 な キ ャ リ ア は 、 生 理 食 塩 水 ま た は 他 の 適 切 な キ
ャ リ ア (Arnon, R.(編 ) Synthetic Vaccines I:83-92、 CRC Press, Inc., Boca Raton、 Fl
orida、 1987)を 含 み 得 る 。 ア ジ ュ バ ン ト も ま た 、 ワ ク チ ン の キ ャ リ ア の 一 部 で あ り 得 、 そ
の 場 合 に は そ れ は 用 い ら れ る 抗 原 、 投 与 様 式 、 お よ び 被 験 体 を 基 礎 と し て 標 準 の 基 準 に よ
り 選 択 さ れ 得 る (Arnon, R.(編 )、 1987)。 投 与 方 法 は 、 特 定 の 用 い ら れ る ワ ク チ ン お よ び
そ れ が 投 与 さ れ る 被 験 体 に 依 存 し て 、 経 口 ま た は 舌 下 、 ま た は 注 射 に よ る 様 式 で あ り 得 る
。
【 ０ ０ ３ ９ 】
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　 上 記 か ら 、 ワ ク チ ン が 予 防 療 法 ま た は 治 療 療 法 と し て 使 用 さ れ る 得 る こ と が 認 識 さ れ 得
る 。 例 え ば 、 被 験 体 に 免 疫 原 性 量 の 遺 伝 子 的 に 改 変 さ れ た 本 発 明 の H.pyloriを 投 与 す る 工
程 を 包 含 す る 、 H.pylori感 染 の 処 置 方 法 が 提 供 さ れ る 。 従 っ て 、 本 発 明 は 、 ワ ク チ ン を 被
験 体 に 投 与 す る こ と に よ り 、 H.pylori感 染 お よ び 関 連 疾 病 を 防 止 ま た は 処 置 す る 方 法 を 提
供 す る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 ベ ク タ ー お よ び 宿 主
　 本 発 明 の 核 酸 は 、 核 酸 の 発 現 に 適 す る ベ ク タ ー 中 に 存 在 し 得 る 。 ベ ク タ ー 中 の 核 酸 は 、
核 酸 の 発 現 に 適 切 な 宿 主 中 に 存 在 し 得 る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 抗 原 の 発 現 に 有 用 な 当 業 者 に 公 知 の 多 く の E.coli発 現 ベ ク タ ー が 存 在 す る 。 使 用 に 適 し
た 他 の 微 生 物 宿 主 は 、 Bacillus subtilisの よ う な 桿 菌 、 お よ び Salmonella、 Serratiaお
よ び 種 々 の Pseudomonas種 の よ う な 他 の 腸 内 細 菌 科 を 含 む 。 こ れ ら の 原 核 生 物 宿 主 で は 、
宿 主 細 胞 に 適 合 性 の 発 現 制 御 配 列 (例 え ば 、 複 製 起 点 )を 代 表 的 に は 含 む 発 現 ベ ク タ ー も 作
製 し 得 る 。 さ ら に 、 ラ ク ト ー ス プ ロ モ ー タ ー 系 、 ト リ プ ト フ ァ ン (Trp)プ ロ モ ー タ ー 系 、
β -ラ ク タ マ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー 系 、 ま た は λ フ ァ ー ジ 由 来 の プ ロ モ ー タ ー 系 の よ う な 任 意
の 数 の 種 々 の 周 知 の プ ロ モ ー タ ー が 存 在 す る 。 プ ロ モ ー タ ー は 、 必 要 に 応 じ て オ ペ レ ー タ
ー 配 列 を 有 し て 代 表 的 に は 発 現 を 制 御 し 、 そ し て 例 え ば 、 転 写 お よ び 翻 訳 を 開 始 お よ び 終
結 す る た め に リ ボ ソ ー ム 結 合 部 位 配 列 を 有 す る 。 必 要 で あ れ ば 、 抗 原 の 5'で か つ フ レ ー ム
が 合 っ た Metコ ド ン の 挿 入 に よ り 、 ア ミ ノ 末 端 メ チ オ ニ ン を 提 供 し 得 る 。 ま た 、 抗 原 の カ
ル ボ キ シ 末 端 伸 長 は 、 標 準 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 変 異 誘 発 手 順 を 用 い て 除 去 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 さ ら に 、 酵 母 発 現 が 使 用 さ れ 得 る 。 酵 母 発 現 系 に は い く つ か の 利 点 が あ る 。 第 １ に 、 酵
母 分 泌 系 で 産 生 さ れ る タ ン パ ク 質 は 、 正 確 な ジ ス ル フ ィ ド 対 合 を 示 す 証 拠 が 存 在 す る 。 第
２ に 、 酵 母 分 泌 系 に よ り 翻 訳 後 の グ リ コ シ ル 化 が 効 率 的 に 行 わ れ る 。 Saccharomyces cere
visiaeプ レ プ ロ α 因 子 リ ー ダ ー 領 域 (MFα -1遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ る )が 、 酵 母 か ら タ ン
パ ク 質 を 分 泌 さ せ る た め に 日 常 的 に 用 い ら れ る (Brakeら 、 1984)。 こ の プ レ プ ロ α 因 子 の
リ ー ダ ー 領 域 は 、 シ グ ナ ル ペ プ チ ド お よ び KEX2遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ る 酵 母 プ ロ テ ア ー
ゼ に 対 す る 認 識 配 列 を 含 む プ ロ セ グ メ ン ト を 含 む ： こ の 酵 素 は 、 Lys-Argジ ペ プ チ ド 切 断 -
シ グ ナ ル 配 列 の カ ル ボ キ シ ル 側 で 前 駆 体 タ ン パ ク 質 を 切 断 す る 。 抗 原 コ ー ド 配 列 は 、 プ レ
プ ロ α 因 子 リ ー ダ ー 領 域 に フ レ ー ム を 合 わ せ て 融 合 さ れ 得 る 。 次 い で こ の 構 築 物 は 、 ア ル
コ ー ル デ ビ ド ロ ゲ ナ ー ゼ Ｉ プ ロ モ ー タ ー ま た は 解 糖 系 プ ロ モ ー タ ー の よ う な 強 力 な 転 写 プ
ロ モ ー タ ー の 制 御 下 に 置 か れ る 。 抗 原 コ ー ド 配 列 に は 翻 訳 終 止 コ ド ン が 続 き 、 そ の 後 に は
転 写 終 結 シ グ ナ ル が 続 く 。 あ る い は 、 抗 原 コ ー ド 配 列 は 、 Sj26ま た は β -ガ ラ ク ト シ ダ ー
ゼ の よ う な ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ る 融 合 タ ン パ ク 質 の 精 製 を 容 易 に す る
た め に 用 い ら れ る 第 ２ の タ ン パ ク 質 コ ー ド 配 列 に 融 合 さ れ 得 る 。 融 合 タ ン パ ク 質 の 成 分 を
分 離 す る た め の プ ロ テ ア ー ゼ 切 断 部 位 の 挿 入 は 、 酵 母 に お け る 発 現 の た め に 用 い ら れ る 構
築 物 に 適 用 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 哺 乳 動 物 細 胞 は 、 タ ン パ ク 質 の 発 現 を 、 折 り 畳 み お よ び シ ス テ イ ン 対 合 、 複 合 糖 質 構 造
の 付 加 、 お よ び 活 性 タ ン パ ク 質 の 分 泌 な ど の 重 要 な 翻 訳 後 改 変 に 好 適 な 環 境 に 置 く 。 哺 乳
動 物 細 胞 に お け る 抗 原 の 発 現 に 有 用 な ベ ク タ ー は 、 強 力 な ウ イ ル ス プ ロ モ ー タ ー お よ び ポ
リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル の 間 へ の 抗 原 コ ー ド 配 列 の 挿 入 に よ り 特 徴 付 け ら れ る 。 ベ ク タ ー は
、 選 択 マ ー カ ー と し て 使 用 す る た め の ゲ ン タ マ イ シ ン ま た は メ ト ト レ キ セ ー ト 耐 性 の い ず
れ か を 付 与 す る 遺 伝 子 を 含 み 得 る 。 抗 原 お よ び 免 疫 反 応 性 フ ラ グ メ ン ト の コ ー ド 配 列 は 、
メ ト ト レ キ セ ー ト 耐 性 コ ー ド ベ ク タ ー を 用 い て チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 卵 巣 細 胞 株 中 に 導
入 さ れ 得 る 。 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 中 の ベ ク タ ー DNAの 存 在 は 、 サ ザ ン 分 析 に よ り 確 認 さ れ
得 、 そ し て 抗 原 コ ー ド 配 列 に 対 応 す る RNAの 産 生 は 、 ノ ー ザ ン 分 析 に よ り 確 認 さ れ 得 る 。
イ ン タ ク ト な ヒ ト タ ン パ ク 質 を 分 泌 し 得 る 多 数 の 他 の 適 切 な 宿 主 細 胞 株 が 当 該 技 術 分 野 で
開 発 さ れ て お り 、 そ し て こ れ は CHO細 胞 株 、 HeLa細 胞 、 ミ エ ロ ー マ 細 胞 株 、 Jurkat細 胞 な
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ど を 含 む 。 こ れ ら の 細 胞 に 対 す る 発 現 ベ ク タ ー は 、 複 製 起 点 、 プ ロ モ ー タ ー 、 エ ン ハ ン サ
ー 、 な ら び に リ ボ ソ ー ム 結 合 部 位 、 RNAス プ ラ イ ス 部 位 、 ポ リ ア デ ニ ル 化 部 位 、 お よ び 転
写 タ ー ミ ネ ー タ ー 配 列 の よ う な 必 要 情 報 プ ロ セ ッ シ ン グ 部 位 な ど の 発 現 制 御 配 列 を 含 み 得
る 。 好 ま し い 発 現 制 御 配 列 は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 、 SV40、 ア デ ノ ウ イ ル ス 、 ウ シ パ ピ
ロ ー マ ウ イ ル ス な ど 由 来 の プ ロ モ ー タ ー で あ る 。 目 的 の DNAセ グ メ ン ト を 含 む ベ ク タ ー は
、 細 胞 宿 主 の 型 に 依 存 し て 変 化 す る 周 知 の 方 法 に よ り 宿 主 細 胞 中 に 移 入 さ れ 得 る 。 例 え ば
、 塩 化 カ ル シ ウ ム ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン が 一 般 に 原 核 生 物 細 胞 に 対 し て 利 用 さ れ 、 そ の 一
方 そ の 他 の 細 胞 宿 主 に は 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 処 理 ま た は エ レ ク ト ロ ポ ー レ ー シ ョ ン が 用 い
ら れ 得 る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 哺 乳 動 物 細 胞 に お け る 抗 原 の 発 現 の た め の 代 替 の ベ ク タ ー は 、 ヒ ト γ -イ ン タ ー フ ェ ロ
ン 、 組 織 プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン 活 性 化 因 子 、 第 VIII凝 血 因 子 、 Ｂ 型 肝 炎 ウ イ ル ス 表 面 抗 原 、 プ
ロ テ ア ー ゼ ネ ク シ ン １ 、 お よ び 好 酸 球 主 要 塩 基 性 タ ン パ ク 質 の 発 現 の た め に 開 発 さ れ た ベ
ク タ ー に 類 似 の ベ ク タ ー が 使 用 さ れ 得 る 。 さ ら に 、 ベ ク タ ー は 、 (COS７ の よ う な )哺 乳 動
物 細 胞 中 の 、 挿 入 さ れ た DNAの 発 現 に 利 用 可 能 な CMVプ ロ モ ー タ ー 配 列 お よ び ポ リ ア デ ニ ル
化 シ グ ナ ル を 含 み 得 る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 改 変 体 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 産 物
が 産 生 さ れ る よ う に 、 コ ー ド 配 列 の 転 写 (発 現 配 列 )お よ び 翻 訳 を 促 進 す る 配 列 を 含 み 得 る
。 そ の よ う な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 構 築 は 、 当 該 技 術 分 野 で 周 知 で あ る 。 例 え ば 、 そ の よ う
な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 プ ロ モ ー タ ー 、 転 写 終 結 部 位 (真 核 生 物 発 現 宿 主 に お け る ポ リ ア
デ ニ ル 化 部 位 )、 リ ボ ソ ー ム 結 合 部 位 、 お よ び 、 必 要 に 応 じ て 、 真 核 生 物 発 現 宿 主 で 使 用
す る た め の エ ン ハ ン サ ー 、 お よ び 、 必 要 に 応 じ て 、 ベ ク タ ー の 複 製 に 必 要 な 配 列 を 含 み 得
る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 DNA配 列 は 、 こ の 配 列 が 発 現 制 御 配 列 に 作 動 可 能 に 連 結 さ れ 、 即 ち 、 発 現 制 御 配 列 の 機
能 を 確 実 に す る た め に 位 置 さ れ た 後 、 宿 主 中 で 発 現 さ れ 得 る 。 こ れ ら の 発 現 ベ ク タ ー は 、
代 表 的 に は 、 エ ピ ソ ー ム と し て ま た は 宿 主 染 色 体 DNAの 組 み 込 み 部 分 と し て の い ず れ か で
宿 主 生 物 中 で 複 製 可 能 で あ る 。 一 般 に は 、 発 現 ベ ク タ ー は 、 選 択 マ ー カ ー 、 例 え ば 、 テ ト
ラ サ イ ク リ ン 耐 性 ま た は ヒ グ ロ マ イ シ ン 耐 性 を 含 み 得 、 所 望 の DNA配 列 で 形 質 転 換 さ れ た
こ れ ら 細 胞 の 検 出 お よ び /ま た は 選 択 を 可 能 に す る (例 え ば 、 米 国 特 許 第 4,704,362号 を 参
照 の こ と )。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 核 酸 検 出 (診 断 )方 法
　 空 胞 形 成 毒 素 、 H.pyloriが 発 現 す る 機 能 性 毒 素 、 天 然 に 存 在 す る tox H.pyloriま た は 本
発 明 の 遺 伝 子 的 に 改 変 さ れ た 変 異 体 の 存 在 は 、 こ の 毒 素 、 毒 素 フ ラ グ メ ン ト 、 toxま た は
変 異 し た 毒 素 遺 伝 子 に 特 異 的 な 核 酸 の 存 在 を 検 出 す る こ と に よ り 測 定 さ れ 得 る 。 野 生 型 、
tox-、 お よ び 変 異 し た 遺 伝 子 に 対 す る こ れ ら 配 列 の 特 異 性 は 、 Genetics Computer Group(
Madison, WI)の コ ン ピ ュ ー タ ー プ ロ グ ラ ム Word Searchま た は FASTAを 用 い て (こ れ ら は 問
題 の 遺 伝 子 に 対 す る 類 似 性 に つ い て 目 録 に 載 っ て い る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を サ ー チ す る )、
コ ン ピ ュ ー タ 化 さ れ た デ ー タ ベ ー ス で あ る 、 GenBankの 目 録 に 載 っ て い る 既 知 の 配 列 と コ
ン ピ ュ ー タ ー 比 較 を 行 う こ と に よ り 決 定 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 H.pylori株 ま た は 目 的 の タ ン パ ク 質 に 特 異 的 な 核 酸 は 、 本 発 明 の 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ
ズ す る 核 酸 を 用 い て 検 出 さ れ 得 る 。 よ り 詳 細 に は 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 ま た は リ ガ ー ゼ
連 鎖 反 応 の よ う な 核 酸 増 幅 技 術 が 利 用 さ れ る 。 あ る い は 、 核 酸 は 、 直 接 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン を 利 用 し て ま た は 制 限 フ ラ グ メ ン ト 長 多 型 を 利 用 す る こ と に よ り 検 出 さ れ る 。 例 え
ば 、 本 発 明 は 、 機 能 性 空 胞 形 成 毒 素 を 発 現 す る ま た は 発 現 し な い H.pyroliの 存 在 を 検 出 す
る 方 法 を 提 供 し 、 こ れ は 本 発 明 の 毒 素 関 連 核 酸 に 特 異 的 な 核 酸 と の み ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る
PCRプ ラ イ マ ー を 利 用 す る 工 程 を 包 含 す る 。 増 幅 の 存 在 は 、 抗 原 を コ ー ド す る 核 酸 の 存 在
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を 示 す 。 さ ら に 、 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 切 断 部 位 と 関 連 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 存 在 を
確 か め る こ と が 、 検 出 の た め に 用 い ら れ 得 る 。 別 の 実 施 態 様 で は 、 DNA試 料 の 制 限 フ ラ グ
メ ン ト は 、 例 え ば 、 サ ン ガ ー の ddNTpシ ー ク エ ン シ ン グ ま た は 7-デ ア ザ -2'-デ オ キ シ グ ア
ノ シ ン  5'-ト リ ホ ス フ ェ ー ト お よ び Taqポ リ メ ラ ー ゼ を 用 い て 直 接 配 列 決 定 さ れ 、 そ し て
既 知 の 独 特 の 配 列 に 比 較 さ れ 得 、 H.pylori株 を 検 出 す る 。 さ ら な る 実 施 態 様 で は 、 本 発 明
は 、 本 発 明 の 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 を 用 い た 選 択 的 増 幅 方 法 を 提 供 す る 。 な お
別 の 実 施 態 様 で は 、 相 応 す る 配 列 が 、 独 特 の 配 列 を 、 検 出 さ れ る べ き 配 列 と 必 須 の 配 列 同
一 性 の 程 度 を 有 す る 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 を 含 む プ ロ ー ブ と 直 接 に ハ イ ブ リ ダ
イ ズ す る こ と に よ り 検 出 さ れ 得 る 。 さ ら に 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 上 記 の 方 法 に よ り ハ イ
ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 先 立 っ て 増 幅 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 プ ロ ー ブ は 、 例 え ば 、 放 射 性 標 識 、 酵 素 標 識 、 蛍 光 標 識 、 ビ オ チ ン -ア ビ ジ ン 標 識 な ど
を 用 い て 、 次 の 例 え ば サ ザ ン ブ ロ ッ ト ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 手 順 な ど の 可 視 化 の た め に
適 切 に 標 識 さ れ 得 る 。 標 識 さ れ た プ ロ ー ブ は 、 例 え ば 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス シ ー ト に 結 合 さ
れ た 試 料 DNAと 、 完 全 に 相 補 的 な 配 列 ま た は 70%、 80%、 90%ま た は 95%の 相 補 性 を 有 す る 配
列 が ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る よ う な ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 下 で 反 応 さ れ る 。 標 識 さ れ た DNA
プ ロ ー ブ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る DNA配 列 を 保 有 す る 領 域 が 、 再 ア ニ ー リ ン グ 反 応 の 結 果 と
し て そ れ ら 自 身 標 識 さ れ る よ う に な る 。 次 い で 、 そ の よ う な 標 識 を 示 す フ ィ ル タ ー の 領 域
は 、 例 え ば 、 オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー に よ り 可 視 化 さ れ 得 る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の
ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー は 、 与 え ら れ た 鎖 長 に つ い て 、 通 常 、 Ti(プ ロ ー ブ と そ の 標 的 配 列 と
の 間 で 形 成 さ れ る ハ イ ブ リ ッ ド の 不 可 逆 的 融 解 温 度 )の ５ ℃ か ら 20℃ 低 い 温 度 で あ る 。 50
～ 200マ ー に つ い て は 、 推 奨 さ れ る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 温 度 は 、 0.1× ～ 0.5× SSCの 洗
浄 塩 濃 度 で 約 68℃ で あ る (９ )。 し か し 、 洗 浄 温 度 は 、 調 査 下 の 配 列 お よ び ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン の 目 的 に 独 特 で あ り 、 そ し て 本 明 細 書 で さ ら に 記 載 さ れ る よ う に 、 各 改 変 体 に つ
い て 最 適 化 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 (PCR)は 、 顕 著 な 効 率 で 特 定 の DNA配 列 を 増 幅 す る 技 術 で あ る 。 変
性 、 プ ラ イ マ ー ア ニ ー リ ン グ お よ び ポ リ メ ラ ー ゼ (例 え ば 熱 安 定 性 酵 素 Tagポ リ メ ラ ー ゼ )
を 用 い て 実 施 さ れ る 伸 長 の 繰 り 返 し サ イ ク ル は 、 所 望 の DNA配 列 の 濃 度 の 指 数 的 増 加 を も
た ら す 。 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 知 見 が 与 え ら れ れ ば 、 目 的 の DNAに 隣 接 す る 配 列 に 相 補 的 で
あ る 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 調 製 さ れ 得 る 。 各 オ リ コ ヌ ク レ オ チ ド は 、 ２ 本 鎖 の 一 方 に
相 補 的 で あ る 。 DNAは 、 高 温 (例 え ば 95℃ )で 変 性 さ れ 得 、 次 い で モ ル 大 過 剰 の オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド の 存 在 下 で 再 ア ニ ー ル さ れ る 。 ３ '末 端 が 互 い の 方 に 向 い て 配 向 し た オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド が 、 標 的 配 列 の 反 対 の 鎖 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 そ し て ４ 種 の デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ
オ チ ド 三 リ ン 酸 の 存 在 下 で 核 酸 テ ン プ レ ー ト に 沿 っ て 酵 素 的 伸 長 を プ ラ イ ム す る 。 次 い で
、 最 終 産 物 を 、 再 び 、 別 の サ イ ク ル の た め に 変 性 す る 。 こ の ３ 工 程 サ イ ク ル が 数 回 繰 り 返
さ れ た 後 、 百 万 倍 以 上 の DNAセ グ メ ン ト の 増 幅 が 達 成 さ れ 得 る 。 次 い で 、 得 ら れ る DNAは 、
遺 伝 的 改 変 を 位 置 付 け る た め に 直 接 配 列 決 定 さ れ 得 る 。 次 い で 、 得 ら れ る DNAを 、 全 て の
遺 伝 子 多 様 性 の 位 置 を 決 定 す る た め に 、 直 接 配 列 決 定 し 得 る 。 あ る い は 、 改 変 さ れ た DNA
に の み 結 合 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 調 製 す る こ と が 可 能 で あ り 得 、 そ の 結 果 、 PCRは 、
変 異 が 存 在 す る 場 合 の DNA増 幅 の み を 生 じ る 。 RNAポ リ メ ラ ー ゼ を 利 用 し て 高 コ ピ ー 数 を 達
成 す る 3SRの よ う な そ の 他 の 技 術 も ま た 、 適 切 な 場 合 用 い ら れ 得 る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 な お 別 の 方 法 で は 、 PCRは 、 得 ら れ た 産 物 の 次 の 分 析 を 伴 う 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 消
化 を 伴 い 得 る 。 誘 導 さ れ た 変 異 ま た は 天 然 に 存 在 す る 可 変 配 列 に よ り 、 特 定 の 制 限 エ ン ド
ヌ ク レ ア ー ゼ 部 位 の 獲 得 ま た は 損 失 を 生 じ 得 る 。 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 認 識 部 位 の 獲 得
ま た は 損 失 は 、 制 限 フ ラ グ メ ン ト 長 多 型 (RFLP)分 析 を 用 い る か 、 ま た は 目 的 の 配 列 に ま た
が る PCR産 物 中 の 多 型 性 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 部 位 の 存 在 ま た は 非 存 在 の 検 出 に よ り 変
異 の 検 出 を 容 易 に す る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
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　 RFLP分 析 の た め に は 、 DNAは 、 例 え ば 、 毒 素 ま た は 被 験 体 か ら 単 離 さ れ た 機 能 性 毒 素 を
発 現 す る H.pyloriを 含 む と 疑 わ れ る 被 験 体 の 、 血 液 、 胃 標 本 、 唾 液 、 歯 こ う 、 ま た は 、 そ
の 他 の 体 液 か ら 、 お よ び 毒 素 非 発 現 H.pyloriに 感 染 し た 被 験 体 か ら 得 ら れ 、 制 限 エ ン ド ヌ
ク レ ア ー ゼ で 消 化 さ れ 、 そ し て 次 い で ア ガ ロ ー ス 電 気 泳 動 に よ る サ イ ズ を 基 礎 に 分 離 さ れ
る 。 次 い で 、 エ ン ド ヌ レ ア ー ゼ 消 化 産 物 を 、 標 識 プ ロ ー ブ を 用 い る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
ン に よ り 、 サ ザ ン ブ ロ ッ ト 技 術 を 用 い て 検 出 し 得 る 。 次 い で 、 サ ザ ン ブ ロ ッ ト か ら 得 ら れ
る パ タ ー ン が 比 較 さ れ 得 る 。 こ の よ う な ア プ ロ ー チ を 用 い て 、 ネ イ テ ィ ブ tox、 遺 伝 子 的
に 改 変 さ れ た 毒 素 ま た は 機 能 性 毒 素 DNAが 、 検 出 さ れ る バ ン ド の 数 を 測 定 し そ し て こ の 数
を 異 な る 株 由 来 の DNAに 対 し て 比 較 す る こ と に よ り 検 出 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 一 本 鎖 構 造 分 析 (SSCA)は 、 配 列 変 化 を 検 出 す る 比 較 的 迅 速 な 方 法 を 提 供 し 、 こ れ は 少 な
く と も い く つ か の 例 で は 適 切 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 一 般 的 に 、 PCRお よ び LCR用 の プ ラ イ マ ー は 、 通 常 約 20bpの 長 さ で あ り 、 そ し て 好 ま し い
範 囲 は 15～ 25bpで あ る 。 両 方 の プ ラ イ マ ー が 同 じ 長 さ で ほ ぼ 同 じ ヌ ク レ オ チ ド 組 成 で あ る
と き に よ り 良 い 増 幅 が 得 ら れ る 。 鎖 の 変 性 は 通 常 94℃ で 起 こ り 、 そ し て プ ラ イ マ ー か ら の
伸 長 は 通 常 72℃ で あ る 。 ア ニ ー リ ン グ 温 度 は 調 査 中 の 配 列 に 従 っ て 変 化 す る 。 反 応 時 間 の
例 は ： 20分 の 変 性 ； ア ニ ー リ ン グ 、 伸 長 お よ び 変 性 に 対 し て ２ 分 、 １ 分 、 １ 分 の 35サ イ ク
ル ； お よ び ５ 分 の 最 終 伸 長 工 程 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 以 下 の 実 施 例 は 本 発 明 を 例 示 す る が 、 本 発 明 を 限 定 す る こ と を 意 図 し な い 。 記 載 さ れ る
プ ロ ト コ ー ル は 、 用 い ら れ 得 る プ ロ ト コ ー ル の 代 表 で あ り 、 当 業 者 に 公 知 の そ の 他 の 手 順
も 代 わ っ て 使 用 さ れ 得 る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 細 菌 株 お よ び 増 殖 条 件
　 H.pylori 60190(ATCC 49503)(こ れ か ら 当 初 空 胞 形 成 細 胞 毒 素 が 精 製 さ れ た (15))を 用 い
て 空 胞 形 成 細 胞 毒 素 の 遺 伝 子 を ク ロ ー ン 化 し た 。 H.pylori 84-183(ATCC 53726)お よ び 87-
199は 、 空 胞 形 成 細 胞 毒 素 を 産 生 す る こ と が 先 に 示 さ れ た 良 く 特 徴 付 け ら れ た 株 で あ り (8
、 9、 16)、 そ し て Tx30a、 86-313、 お よ び 87-203株 は 、 検 出 可 能 な イ ン ビ ト ロ で の 細 胞 毒
素 活 性 を 産 生 し な い 野 生 型 株 で あ る (7-9、 16)。 26株 の ヒ ト 由 来 の さ ら な る 臨 床 H.pylori
単 離 株 (先 に 記 載 さ れ て い る (9))も ま た 、 細 胞 毒 素 遺 伝 子 の 保 存 を 評 価 す る た め に 使 用 し
た 。 H.pylori単 離 株 は 、 ５ %ヒ ツ ジ 血 液 を 含 む ト リ プ チ ケ ー ス ソ イ 寒 天 平 板 上 で 、 CampyPa
k-Plus(BBL、 Cockeysville、 MD)に よ り 生 成 さ れ る 微 好 気 性 雰 囲 気 下 、 37℃ で 48時 間 培 養
し た 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 空 胞 形 成 細 胞 毒 素 の 部 分 ア ミ ノ 酸 配 列 の 決 定
　 H.pylori 60190由 来 の 87 kDa空 胞 形 成 細 胞 毒 素 を 、 先 に 記 載 (15)の よ う に 、 ブ ロ ス 培 養
上 清 か ら 精 製 し 、 ７ %ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 上 で 電 気 泳 動 し 、 そ し て ProBlott膜 (Applied Bi
osystems、 Foster City、 CA)上 に エ レ ク ト ロ ブ ロ ッ ト し た (15)。 次 い で 、 87kDaタ ン パ ク
質 を Arg-Cプ ロ テ ア ー ゼ で 消 化 し 、 フ ラ グ メ ン ト を ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 分 離 し 、 そ
し て ３ つ の フ ラ グ メ ン ト の ア ミ ノ 酸 配 列 を 、 Fernandezら (17)に 記 載 の よ う に 、 Microsequ
encing Laboratory of Rockefeller University、 New York、 NYで 決 定 し た 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 遺 伝 子 技 術 お よ び ヌ ク レ オ チ ド 配 列 分 析
　 染 色 体 DNAを 単 離 す る た め に 、 H.pylori細 胞 を GES(60%グ ア ニ ジ ウ ム チ オ シ ア ネ ー ト － 0.
1 M EDTA－ 0.5%Sarkosyl)中 で 溶 解 し 、 そ し て DNAを ク ロ ロ ホ ル ム 抽 出 お よ び イ ソ プ ロ パ ノ
ー ル 沈 殿 に よ り 精 製 し た (18)。 H.pylori 60190染 色 体 DNAに 、 音 波 処 理 に よ る 剪 断 ま た は A
luIで の 部 分 消 化 の い ず れ か を 行 っ た ； 次 い で 、 先 に 記 載 (９ )の よ う に 、 λ ZapII(Stratag
ene、 La Jolla、 CA)を 用 い て ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リ ー を 構 築 し た 。 ラ イ ブ ラ リ ー を 、 ラ ン ダ ム
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ヘ キ サ マ ー (United States Biochemical、 Cleveland、 Ohio)を 用 い た プ ラ イ マ ー 伸 長 に よ
り 放 射 性 標 識 し た プ ロ ー ブ を 用 い て 、 プ ラ ー ク ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ り ス ク リ ー ニ
ン グ し た (19)。 精 製 し た 反 応 性 ク ロ ー ン か ら 、 ク ロ ー ン 化 さ れ た DNA挿 入 片 を 含 む pBluesc
riptを 、 R408ヘ ル パ ー フ ァ ー ジ と の 同 時 感 染 に よ り 切 り 出 し 、 そ し て E.coli XL1-Blue中
に サ ブ ク ロ ー ン 化 し た 。 ブ ラ ス ミ ド 精 製 の 後 、 制 限 酵 素 切 断 マ ッ プ を 生 成 し 、 そ し て ジ デ
オ キ シ 鎖 停 止 法 (20)を 用 い て 両 鎖 に つ い て ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 決 定 し た 。 60190株 由 来 の v
acAの 最 終 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 、 PCRフ ラ グ メ ン ト よ り む し ろ ク ロ ー ン 化 ゲ ノ ム DNAか ら 完
全 に 決 定 し た 。 推 定 の プ ロ モ ー タ ー お よ び Shine-Dalgarno配 列 を 、 コ ン セ ン サ ス 配 列 (21)
と の 比 較 に よ り 同 定 し た 。 相 同 タ ン パ ク 質 に つ い て の デ ー タ ベ ー ス サ ー チ を 、 FastAお よ
び FastDBプ ロ グ ラ ム 、 お よ び National Center for Biotechnology Informationの BLASTネ
ッ ト ワ ー ク サ ー ビ ス を 用 い て 実 施 し た 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 H.pylori 60190の 空 胞 形 成 細 胞 毒 素 遺 伝 子 の ク ロ ー ニ ン グ
　 縮 重 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー [(5' TTYTTYACNACNGTNATHAT 3')(配 列 番 号 17)お よ
び (5' TTRTTDATYTCNARRAARTTRTC 3')(配 列 番 号 18)]を 、 精 製 87kDaタ ン パ ク 質 の Ｎ 末 端 お
よ び 実 験 的 に 決 定 さ れ た ペ プ チ ド 配 列 (ア ミ ノ 酸 残 基 35-41お よ び 198-205、 そ れ ぞ れ 、 配
列 番 号 １ お よ び ２ )の 逆 翻 訳 を 基 に 構 築 し 、 H.pylori 60190 DNAか ら 0.5 kbバ ン ド を PCR増
幅 す る た め に 用 い た 。 こ の PCR産 物 を １ %ア ガ ロ ー ス ゲ ル か ら 切 り 出 し 、 Qiaexゲ ル 抽 出 キ
ッ ト (Qiagen、 Chatsworth、 CA)を 用 い て 精 製 し 、 そ し て pT7 Blue T-ベ ク タ ー キ ッ ト (Nova
gen、 Madison、 WI)を 用 い て 、 E.coli Nova Blue細 胞 中 に サ ブ ク ロ ー ン 化 し pCTB１ を 生 成
し た 。 pCTB1の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 配 列 番 号 １ の 塩 基 203～ 714に 対 応 し た 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 pCTB1を 用 い た λ ZapIIラ イ ブ ラ リ ー の ス ク リ ー ニ ン グ に よ り ２ つ の 異 な る 反 応 性 ク ロ ー
ン (pCTB２ お よ び pCTB３ )を 得 た 。 細 胞 毒 素 の Ｎ 末 端 を コ ー ド す る 配 列 を 、 pCTB2中 で 同 定
し 、 そ し て ２ つ の 実 験 的 に 決 定 し た ペ プ チ ド 配 列 を コ ー ド す る 配 列 を pCTB３ 中 で 同 定 し た
。 次 い で 、 0.4kb産 物 (pCTB４ )を 、 pCTB３ の 下 流 部 分 か ら 選 択 さ れ た プ ラ イ マ ー (5' AAGGC
TGGTGTGGATAC 3')(配 列 番 号 ５ )、 お よ び 実 験 的 に 決 定 さ れ た ペ プ チ ド 配 列 (ア ミ ノ 酸 残 基 6
17～ 625、 配 列 番 号 ２ )の 逆 翻 訳 に よ り 合 成 さ れ た 縮 重 プ ラ イ マ ー (5' CKNGTDATYTCNACRTTY
TT 3')(配 列 番 号 ６ )を 用 い て 、 H.pylori 60190 DNAか ら PCR増 幅 し た 。 pCTB４ を プ ロ ー ブ
と し て 用 い た H.pylori 60190ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リ ー の ス ク リ ー ニ ン グ に よ り 、 pCTB５ を 精 製
し た 。 pCTB５ の 下 流 0.2kb XbaIフ ラ グ メ ン ト を 用 い た ラ イ ブ ラ リ ー の ス ク リ ニ ー ン グ に よ
り 、 ク ロ ー ン pCTB６ お よ び pCTB７ を 単 離 し た 。 ク ロ ー ン の 各 々 を 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ
を 用 い て 消 化 し 、 そ し て 各 ク ロ ー ン の 相 当 す る 部 分 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 決 定 し た 。 制 限
部 位 は ： EcoRI、 HindIII、 XbaI、 BglIIで あ る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 複 数 ク ロ ー ン の 配 列 の 編 集 は 、 101位 の ATGコ ド ン (配 列 番 号 １ )で 開 始 し 、 そ し て 3964位
の TAAコ ド ン (配 列 番 号 １ )で 終 結 す る 3864bpの ORFを 示 し た 。 mRNA中 の ス テ ム ル ー プ 構 造 を
形 成 し 得 る (△ G=-13.2 kcal)逆 反 復 配 列 は 、 ヌ ク レ オ チ ド 3975～ 3999に 伸 長 し て い た 。 こ
の ORFは 、 1287ア ミ ノ 酸 残 基 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド し て い た 。 そ し て 推 定 さ れ る ポ リ ペ プ
チ ド の 計 算 分 子 量 は 、 138,955ダ ル ト ン で あ っ た 。 87kDa細 胞 毒 素 の 実 験 的 に 決 定 さ れ た Ｎ
末 端 ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る 配 列 の 前 に は 、 中 央 の 疎 水 性 領 域 お よ び Ala-Alaシ グ ナ ル
ペ プ チ ダ ー ゼ Ｉ 切 断 部 位 に よ り 特 徴 付 け ら れ る 33ア ミ ノ 酸 の リ ー ダ ー 配 列 が 先 行 し て い た
。 潜 在 的 な リ ボ ソ ー ム 結 合 部 位 (AGGAA)は 、 オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム の ５ bp上 流 で
終 了 し て い た 。 第 ２ の ORFは vacAと 同 じ 方 向 で 進 行 し 、 pCTB2中 に vacAの 上 流 に 同 定 さ れ た
。 こ の 567bp以 上 の ORFの 終 止 コ ド ン は 、 逆 反 復 配 列 を 伴 っ て い な か っ た 。 従 っ て 、 vacA O
RFは 、 成 熟 87kDa細 胞 毒 素 よ り か な り 大 き な ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し て い た 。 こ れ ら の 知
見 に 一 致 し て 、 抗 -87kDa血 清 を 用 い た H.pylori全 細 胞 の ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ は 、 培
養 上 清 に は 存 在 し て い な か っ た 弱 い 免 疫 反 応 性 の 120～ 150 kDaバ ン ド を 示 し た 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 空 胞 形 成 細 胞 毒 素 遺 伝 子 産 物 の 分 析
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　 vacAの 翻 訳 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 お よ び ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 な ら び に 上 流 配 列 を 、 PIRお
よ び Swiss-Protデ ー タ ベ ー ス 中 の 配 列 と 比 較 し た 。 最 も 強 い 相 同 性 が 、 vacAの 上 流 に 位 置
す る 567bp以 上 の ORFと 、 E.coli由 来 の シ ス テ イ ン -tRNAシ ン セ タ ー ゼ (cysS)と の 間 に 存 在
し た (２ つ の 50ア ミ ノ 酸 領 域 中 40%お よ び 44%同 一 性 )(26、 27)。 vacA遺 伝 子 産 物 と 有 意 な 相
同 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 は 存 在 し な か っ た 。 し か し 、 関 連 の Ｃ 末 端 モ チ ー フ お よ び 類 似 の
Ｃ 末 端 プ ロ セ ッ シ ン グ を 有 す る い く つ か の タ ン パ ク 質 が 同 定 さ れ た 。 こ れ ら は 、 Haemophi
lus influenzae(28)お よ び Neisseria gonorrhoeae(29)由 来 の IgAプ ロ テ ア ー ゼ 、 Serratia
 marcescensセ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ (30～ 32)、 Rickettsia rickettsiiの 120kDa表 面 露 出 タ ン
パ ク 質 (OmpB)(33、 34)、 Rickettsia prowazekiiの 120kDa表 面 層 タ ン パ ク 質 (35)、 お よ び
腸 病 原 性 E.coli(EPEC)の AIDA-Iア ド ヘ シ ン (adhesin)(36)を 含 む 。 こ れ ら 遺 伝 子 の 各 々 は
、 サ イ ズ 30～ 60kDaの ペ プ チ ド の Ｃ 末 端 切 断 を 受 け る 大 き な タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る (28-3
6)。 Ｃ 末 端 １ 位 の フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン で 開 始 す る 、 交 互 す る 疎 水 性 ア ミ ノ 酸 モ チ ー フ が こ れ
ら タ ン パ ク 質 の 各 々 に 存 在 す る 。 こ の Ｃ 末 端 セ グ メ ン ト は 、 一 般 に 、 グ ラ ム 陰 性 外 膜 タ ン
パ ク 質 に 見 出 さ れ る (37)。 こ れ ら の タ ン パ ク 質 は 、 低 シ ス テ イ ン 含 量 (タ ン パ ク 質 あ た り
２ ～ ４ の シ ス テ イ ン )に よ り す べ て 特 徴 付 け ら れ 、 こ れ は 膜 輸 送 の 間 の ジ ス ル フ ィ ド 結 合
形 成 を 最 小 に す る 必 要 性 に 多 分 関 係 す る (38、 39)。 し か し 、 翻 訳 さ れ た VacAタ ン パ ク 質 中
お よ び ３ つ の 関 連 プ ロ テ ア ー ゼ 中 で は 、 ２ つ の シ ス テ イ ン 残 基 が 、 わ ず か ７ ～ 11ア ミ ノ 酸
離 れ て 存 在 す る 。 S.marcescensプ ロ テ ア ー ゼ で は 、 対 の シ ス テ イ ン 残 基 の セ リ ン に よ る 置
換 は 減 少 し た 酵 素 分 泌 を 伴 う (31)。 対 応 す る シ ス テ イ ン 残 基 は ま た 、 H.pylori vacA遺 伝
子 産 物 の 分 泌 に お い て 所 定 の 役 割 を 演 じ 得 る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 vacA ORFの ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 分 析 は 、 vacAが 以 下 の ３ つ の 領 域 を 有 す る 139kDaプ ロ 毒
素 を コ ー ド す る こ と を 示 唆 す る ： 33ア ミ ノ 酸 リ ー ダ ー 配 列 、 成 熟 細 胞 毒 素 ド メ イ ン (約 87k
Da)、 お よ び 切 断 さ れ る Ｃ 末 端 ド メ イ ン (約 48kDa)。 Ｎ 末 端 に お け る 著 し く 疎 水 性 で あ る 領
域 の 例 外 は あ る が 、 成 熟 87kDaタ ン パ ク 質 (ア ミ ノ 酸 34～ 約 842)は 、 優 勢 に 親 水 性 で あ り 、
そ し て 68%の 伸 長 配 列 (Robsonコ ン フ ォ メ ー シ ョ ン )を 含 む 。 実 験 的 に 決 定 さ れ た 等 電 点 6.1
(15)と は 対 照 的 に 、 VacA 87kDaド メ イ ン の 推 定 さ れ る 等 電 点 は 9.1で あ り ； こ の 不 一 致 は
、 タ ン パ ク 質 の 翻 訳 後 修 飾 に 帰 せ ら れ 得 る 。 切 断 さ れ た Ｃ 末 端 ド メ イ ン は 優 勢 に 親 水 性 で
あ り 、 50%の 伸 長 配 列 お よ び 推 定 さ れ る 等 電 点 8.8を 有 す る 。 実 験 的 に 決 定 さ れ た 87kDa細
胞 毒 素 の ア ミ ノ 酸 含 量 に 一 致 し て (15)、 87kDaド メ イ ン お よ び Ｃ 末 端 ド メ イ ン は 両 方 と も
ア ス パ ラ ギ ン が 豊 富 で あ る (12%)。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 vacA陰 性 変 異 体 H.pylori株 の 構 築
　 vacA遺 伝 子 が 単 一 コ ピ ー ま た は 多 コ ピ ー の い ず れ で 存 在 す る か を 決 定 す る た め に 、 H.py
lori 60190由 来 の ゲ ノ ム DNAを 調 製 し 、 そ し て pCTB１ ま た は pCTB４ 中 の 挿 入 片 を プ ロ ー ブ
と し て 用 い て サ ザ ン ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 っ た 。 両 方 の プ ロ ー ブ が 約 ７ kbの 単 一 の
BglIIフ ラ グ メ ン ト に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た (デ ー タ は 示 さ ず )。 pCTB４ 挿 入 片 は 、 単 一 の 1.7
kb HindIIIフ ラ グ メ ン ト に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 そ し て マ ッ ピ ン グ 研 究 か ら 推 定 さ れ る よ う
に 、 pCTB１ 挿 入 片 は ２ つ の HindIIIフ ラ グ メ ン ト に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た 。 ５ つ の さ ら な る
酵 素 (SacI、 EcoRV、 EcoRI、 BamHI、 お よ び KpnI)に よ り 消 化 し た DNAに つ い て は 、 プ ロ ー ブ
は 12kb以 上 の 単 一 フ ラ グ メ ン ト と ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た 。 こ れ ら の 結 果 は 、 60190株 で は 単
一 コ ピ ー の vacAの み が 存 在 し て い る こ と 示 唆 し 、 そ し て pCTB１ を vacAプ ロ ー ブ と し て 用 い
た Bukanovお よ び Bergの 物 理 的 -遺 伝 的 マ ッ ピ ン グ 研 究 (40)と 一 致 す る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 vacA遺 伝 子 を 破 壊 し 、 こ の 遺 伝 子 が 空 胞 形 成 細 胞 毒 素 を コ ー ド す る と い う 仮 説 を 試 験 し
た 。 最 初 の 1236bpの vacA ORFお よ び 393bpの 上 流 配 列 を コ ー ド す る 1.6kbフ ラ グ メ ン ト を 、
H.pylori 60190 DNAか ら PCR増 幅 し 、 そ し て pT7Blue中 に サ ブ ク ロ ー ン 化 し pCTB８ を 作 製 し
た 。 こ の プ ラ ス ミ ド を EcoRIで 部 分 消 化 し 、 そ し て Campylobacter coli カ ナ マ イ シ ン (km)
耐 性 遺 伝 子 (22、 23)と 連 結 し た 。 プ ラ ス ミ ド pILL600を Campylobacter coli カ ナ マ イ シ ン
(km)耐 性 遺 伝 子 (22、 23)の 供 給 源 と し て 用 い た 。 よ り 詳 細 に は 、 pCTB8を 、 プ ラ イ マ ー [(5
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' GTGAAAGCGAAAAACAAG 3')(配 列 番 号 11)お よ び (5' AAGAGAAGCTTTAAACCCTCC 3')(配 列 番 号
12)]を 用 い て 、 H.pylori 60190 DNAか ら PCR増 幅 し た 。 pILL600由 来 の kmカ セ ッ ト (22、 23)
を pCTB８ の 唯 一 の EcoRI部 位 中 に 連 結 し て pCTB８ :kmを 生 成 し た 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 次 い で 、 本 発 明 者 ら は 、 H.pylori中 で 複 製 し 得 な い pCTB8:kmを 、 H.pylori中 に 、 エ レ ク
ト ロ ポ ー レ ー シ ョ ン に よ り 導 入 し よ う と し た 。 H.pylori 84-183細 胞 を 、 pCTB8:kmを 用 い
て エ レ ク ロ ト ポ ー レ ー ト し 、 そ し て カ ナ マ イ シ ン 耐 性 形 質 転 換 体 を Ferreroら (24)に 記 載
の よ う に 選 択 し た 。 自 然 な 形 質 転 換 を 、 H.pylori変 異 体 84-183： v1か ら 単 離 さ れ た DNAを
、 増 殖 の 指 数 期 中 の 60190株 に 添 加 す る こ と に よ り な し 遂 げ た 。 細 胞 を 30分 後 に 回 収 し 、
そ し て 血 液 寒 天 平 板 上 37℃ で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 こ れ ら の 細 胞 を 、 カ ナ マ イ シ ン (4
0μ g/ml)を 含 む 血 液 寒 天 平 板 上 に 再 プ レ ー ト し 、 そ し て カ ナ マ イ シ ン 耐 性 形 質 転 換 体 を 増
殖 の ２ ～ ３ 日 に 後 に 選 択 し た 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 500ngの pCTB8:km DNAを 用 い た 10 9 cfuの 84-183株 の エ レ ク ト ロ ポ ー レ ー シ ョ ン は 、 200～
300の カ ナ マ シ ン 耐 性 形 質 転 換 体 を 生 成 し た 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 サ ザ ン お よ び コ ロ ニ ー ブ ロ ッ ト ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
　 対 立 遺 伝 子 交 換 に よ り vacAが 形 質 転 換 さ れ た 株 で 破 壊 さ れ た か 否 か を 決 定 す る た め に 、
野 生 型 84-183株 お よ び カ ナ マ イ シ ン 耐 性 H.pylori変 異 株 84-183:v1か ら 単 離 さ れ た DNAを Hi
ndIIIで 消 化 し 、 そ し て サ ザ ン ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 、 カ ナ マ イ シ ン 遺 伝 子 ま た は pCT
B８ の い ず れ か を プ ロ ー ブ と し て 用 い て 実 施 し た 。 H.pylori染 色 体 DNAの 制 限 エ ン ド ヌ ク レ
ア ー ゼ 消 化 の 後 、 標 準 化 し た 量 の フ ラ グ メ ン ト を 、 0.04M ト リ ス 酢 酸 -２ mM EDTA緩 衝 液 (p
H8.2)中 0.7%ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 で 電 気 泳 動 し た 。 ナ イ ロ ン 膜 へ の 転 移 、 放 射 性 標 識 し た プ
ロ ー ブ を 用 い た ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 お よ び 洗 浄 は 先 に 記 載 (9)の よ う に 行 っ た 。 H.p
ylori株 の コ ロ ニ ー ブ ロ ッ ト ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 先 に 記 載 (9)の よ う に 行 い ； ハ イ ブ
リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は ６ × SSC中 68℃ で 18時 間 で あ り 、 次 い で 65℃ で 0.5× SSCで 洗 浄 し た 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 カ ナ マ イ シ ン 耐 性 形 質 転 換 体 84-183:v1由 来 の DNAは kmプ ロ ー ブ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 そ
の 一 方 野 生 型 株 由 来 の DNAは ハ イ ブ リ ダ イ ズ し な か っ た 。 こ の こ と は km遺 伝 子 が 複 製 し な
い プ ラ ス ミ ド か ら レ ス キ ュ ー さ れ た こ と を 示 し た 。 野 生 型 株 お よ び 変 異 株 の 両 方 由 来 の DN
Aは pCTB８ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た が 、 84-183:v1は 新 た な 1.8kbの ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る フ ラ
グ メ ン ト を 含 み か つ 0.6kbフ ラ グ メ ン ト を 失 っ た 。 こ れ ら の デ ー タ は 、 vacA遺 伝 子 が kmカ
セ ッ ト の 挿 入 に よ り 破 壊 さ れ 、 し か も ベ ク タ ー 配 列 が 二 重 組 換 え 事 象 に よ り 失 な わ れ た こ
と を 示 し た 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 次 い で 、 自 然 の 形 質 転 換 を 用 い て 、 H.pylori 60190の vacA変 異 体 を 生 成 し た 。 84-183:v
1株 由 来 の 染 色 体 DNA(１ μ g)を 、 60190株 の 10 7 の 細 胞 と イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 そ し て 約 300の
カ ナ マ イ シ ン 耐 性 形 質 転 換 体 を 得 た 。 変 異 体 60190:v1由 来 の 染 色 体 DNAの サ ザ ン ハ イ ブ リ
ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 vacA内 に 期 待 さ れ た km挿 入 を 示 し 、 対 立 遺 伝 子 置 換 を 生 じ た 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 vacA陰 性 Helicobacter pylori変 異 体 の 特 徴 付 け
　 vacA遺 伝 子 の 破 壊 が 87kDaタ ン パ ク 質 の 産 生 を 廃 止 す る か 否 か を 決 定 す る た め に 、 野 生
型 株 84-183お よ び 60190由 来 の 培 養 上 清 お よ び ２ つ の 同 質 遺 伝 子 型 変 異 体 84-183:v1お よ び
60190:v1を 、 抗 -87kDa血 清 (15)を 用 い て イ ム ノ ブ ロ ッ ト し た 。 期 待 さ れ た よ う に 、 両 方 の
野 生 型 株 由 来 の 上 清 は 、 免 疫 反 応 性 の 87kDaバ ン ド を 含 ん で い た 。 そ の 一 方 、 こ の バ ン ド
は 、 変 異 株 の 上 清 に は 存 在 し な か っ た 。 ２ つ の 野 生 型 株 お よ び ２ つ の 同 質 遺 伝 子 型 変 異 株
由 来 の 濃 縮 培 養 上 清 を 、 組 織 培 養 ア ッ セ イ で の 空 胞 形 成 細 胞 毒 素 活 性 に つ い て 試 験 し た 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 空 胞 形 成 細 胞 毒 素 活 性 の 評 価
　 H.pylori野 生 型 株 お よ び 変 異 体 を ５ %ウ シ 胎 児 血 清 を 含 む Brucellaブ ロ ス 中 で 培 養 し 、
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そ し て 濃 縮 し た 培 養 上 清 を 限 外 濾 過 に よ り 調 製 し た (８ 、 16)。 HeLa細 胞 を 、 10%ウ シ 胎 児
血 清 お よ び 10mM塩 化 ア ン モ ニ ウ ム を 含 む Eagleの 改 変 最 少 必 須 培 地 中 (８ 、 16)で 培 養 し た
。 タ ン パ ク 質 濃 度 に よ り 標 準 化 し た H.pylori上 清 の 連 続 希 釈 液 を 、 HeLa細 胞 と 18時 間 イ ン
キ ュ ベ ー ト し 、 次 い で 細 胞 空 胞 形 成 を 、 先 に 記 載 (16、 25)の よ う に 、 ニ ュ ー ト ラ ル レ ッ ド
取 り 込 み ア ッ セ イ に よ り 定 量 化 し た 。 天 然 に 存 在 す る tox - 株 Tx30a由 来 の 上 清 を コ ン ト ロ
ー ル と し て 試 験 し た 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 期 待 さ れ た よ う に 、 参 照 tox + 野 生 型 60190株 由 来 の 上 清 は 、 tox + 野 生 型 84-183株 由 来 の
上 清 よ り 有 意 に 高 い 細 胞 毒 素 活 性 を 含 ん で い た が 、 ２ つ の 遺 伝 子 的 に 改 変 さ れ た 変 異 株 由
来 の 培 養 上 清 で は 細 胞 毒 素 活 性 は 検 出 可 能 で な か っ た 。 従 っ て 、 vacA遺 伝 子 の 挿 入 変 異 は
、 87kDaタ ン パ ク 質 お よ び 空 胞 形 成 細 胞 毒 素 産 生 の 両 方 の 不 在 を も た ら し た 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 空 胞 形 成 細 胞 毒 素 遺 伝 子 の 保 存
　 イ ン ビ ト ロ で 細 胞 毒 素 活 性 を 発 現 す る H.pylori株 (tox + )お よ び 細 胞 毒 素 活 性 を 発 現 し な
い 野 生 型 株 (tox - )中 に vacA配 列 が 存 在 す る か ど う か を 調 査 す る た め に 、 15の tox + 株 お よ び
17の tox - 株 を 、 コ ロ ニ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ り pCTB１ を プ ロ ー ブ と し て 用 い て 調
べ た 。 H.pylori株 の 各 々 は 強 く ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た が 、 そ の 一 方 E.coli XL1Blueと の ハ イ
ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は な か っ た 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 次 い で 、 vacA遺 伝 子 の 潜 在 的 な 制 限 フ ラ グ メ ン ト 多 型 を 調 べ る た め に 、 ３ つ の tox + H.py
lori株 (84-183、 60190、 ま た は 87-199)お よ び ３ つ の tox -  H.pylori株 (87-203、 86-313、
ま た は Tx30a)由 来 の HindIII消 化 ゲ ノ ム DNAを 調 製 し た 。 サ ザ ン ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を
、 ３ つ の 異 な る vacAプ ロ ー ブ (pCTB１ 、 pCTB４ 中 の 挿 入 片 、 ま た は pCTB５ の 0.7 XbaＩ フ ラ
グ メ ン ト )を 用 い て 実 施 し た 。 tox +  H.pylori株 由 来 の 染 色 体 DNAを HindIIIで 消 化 し 、 そ し
て 制 限 フ ラ グ メ ン ト を 0.7%ゲ ル 上 で 分 離 し た 。 次 い で 、 DNAを ナ イ ロ ン 膜 に 移 し 、 そ し て
高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 下 で 標 識 し た vacAプ ロ ー ブ を 用 い て ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た 。 ハ イ
ブ リ ダ イ ズ し た プ ロ ー ブ を 、 各 々 の 新 た な プ ロ ー ブ と ブ ロ ッ ト す る 前 に 、 70℃ で 30分 間 、
0.1M 水 酸 化 ナ ト リ ウ ム を 用 い て 膜 か ら 剥 が し た 。 ６ 株 の 各 々 由 来 の DNAフ ラ グ メ ン ト は 、
pCTB１ プ ロ ー ブ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 そ し て 顕 著 な 制 限 フ ラ グ メ ン ト 長 多 型 が 存 在 し た 。
pCTB４ は 、 ６ 株 の う ち ５ 株 で 1.7kbフ ラ グ メ ン ト と 、 そ し て １ 株 由 来 の 0.7kbフ ラ グ メ ン ト
と ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た 。 pCTB４ の ３ つ の tox + 株 へ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 ３ つ の to
x-株 へ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン よ り か な り 強 か っ た 。 第 ３ の プ ロ ー ブ (pCTB５ の 0.7kb X
baIフ ラ グ メ ン ト )は 、 ６ つ の 株 の す べ て 由 来 の フ ラ グ メ ン ト に 、 等 し い 強 さ で ハ イ ブ リ ダ
イ ズ し た 。 こ れ ら の デ ー タ は 、 vacA配 列 が tox + お よ び tox -  H.pylori株 の 両 方 に 存 在 す る
こ と を 示 し た が 、 vacA遺 伝 子 の 中 央 領 域 中 に 株 間 で 配 列 多 様 性 が 存 在 す る こ と を 示 唆 し た
。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 tox+お よ び tox-株 由 来 の vacAフ ラ グ メ ン ト の PCR増 幅
　 tox + お よ び tox -  H.pylori株 の 両 方 に 存 在 す る vacA配 列 を さ ら に 調 査 す る た め に 、 遺 伝
子 の ３ つ の 異 な る 領 域 か ら の フ ラ グ メ ン ト の PCR増 幅 を 行 っ た 。 ３ つ の tox +  H.pylori株 (8
4-183、 60190、 87-199)お よ び ３ つ の tox -  H.pylori株 (87-203、 86-313、 お よ び Tx30a)由
来 の DNAを 、 vacA遺 伝 子 フ ラ グ メ ン ト 増 幅 の テ ン プ レ ー ト と し て 用 い た 。 PCR反 応 は 30サ イ
ク ル 行 っ た 。 条 件 は ３ つ の 増 幅 に つ い て 同 じ で あ る (温 度 94℃ 、 50℃ 、 お よ び 72℃ )。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 細 胞 毒 素 の Ｎ 末 端 を コ ー ド す る vacAの 領 域 か ら 選 択 さ れ た 、 プ ラ イ マ ー ＃ １ お よ び ＃ ２
(5' ATGGAAATACAACAAACACA 3')(配 列 番 号 13)お よ び (5' CTCCAGAACCCACACGATT 3')(配 列 番
号 14)は 、 試 験 し た H.pylori株 の 各 々 か ら 0.6kbフ ラ グ メ ン ト を 増 幅 し た 。 同 様 に 、 vacAの
下 流 部 分 か ら 選 択 さ れ た プ ラ イ マ ー ＃ ５ お よ び ＃ ６ (5' TACAAACCTTATTGATTGATAGCC 3')(
配 列 番 号 15)お よ び (5' AAGCTTGATTGATCACTCC 3')(配 列 番 号 16)は ま た 、 試 験 し た 株 の 各 々
か ら 0.6kbフ ラ グ メ ン ト を 増 幅 し た 。 し か し 、 vacA ORFの 中 間 か ら 選 択 さ れ た プ ラ イ マ ー
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＃ ３ お よ び ＃ ４ [(5' GATTTGTGAATTTAAAGGTGG 3')(配 列 番 号 ７ )お よ び (5' GTCTATATCATTAT
TAAACATC 3')(配 列 番 号 ８ )]は 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト 条 件 下 (50℃ )で 、 H.pylori 60190、 84-
183、 お よ び 86-313の み か ら 0.6kbフ ラ グ メ ン ト を 増 幅 し た 。 低 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー ア ニ ー
リ ン グ 条 件 下 (39℃ )で は 、 ブ ラ イ マ ー ＃ ３ お よ び ＃ ４ は 、 試 験 し た H.pylori株 の ４ つ か ら
期 待 さ れ た 0.6kbフ ラ グ メ ン ト を 増 幅 し た が 、 87-203ま た は Tx30aか ら は 増 幅 し な か っ た 。
こ れ ら の 結 果 は 、 vacA ORFの 中 央 領 域 で の 顕 著 な 配 列 可 変 性 の 存 在 を ま た 示 唆 し た サ ザ ン
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 研 究 と 一 致 し た 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 tox- H.pylori 87-203由 来 の vacA遺 伝 子 の 配 列 分 析
　 vacA遺 伝 子 に お け る 潜 在 的 な 配 列 多 様 性 を さ ら に 調 査 す る た め に 、 tox - 株 か ら の 、 推 定
の 可 変 性 領 域 を 含 ん だ vacA遺 伝 子 の フ ラ グ メ ン ト の PCR増 幅 を 試 み た 。 1.5kbフ ラ グ メ ン ト
を 、 bp1012～ 1029お よ び 2533～ 2549(配 列 番 号 １ )に 対 応 す る 、 プ ラ イ マ ー [(5' TAGTAACAA
GACTCATAT 3')](配 列 番 号 ９ )お よ び (5' CGTTAGCCGTTTTACTG 3')(配 列 番 号 10)を 用 い て 、 t
ox - 株 87-203か ら 増 幅 し た 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 両 方 の 鎖 で の サ ブ ク ロ ー ン 化 PCR産 物 の 配 列 決 定 は 、 1541bp以 上 の ORF(配 列 番 号 ３ )の 存
在 を 示 し た 。 こ の ORFの ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 、 tox + 60190株 由 来 の vacAと 並 べ 、 そ し て 70.7
%の 配 列 同 一 性 が 存 在 し た 。 ２ つ の 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 間 の 比 較 は 、 64.8%の 同 一 性 お よ び 78
.2%の ア ミ ノ 酸 相 同 性 が 存 在 し た こ と を 示 し た 。 従 っ て 、 配 列 分 析 、 サ ザ ン ハ イ ブ リ ダ イ
ゼ ー シ ョ ン 、 お よ び PCR分 析 は す べ て 、 tox + お よ び tox -  H.pylori株 の vacA配 列 間 に 有 意 な
差 異 が 存 在 す る こ と を 示 し た 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 本 明 細 書 に 示 さ れ た デ ー タ は 、 tox + お よ び tox - 両 方 の 単 離 株 を 含 む 試 験 さ れ た す べ て の
H.pylori株 で 空 胞 形 成 細 胞 毒 素 の 遺 伝 子 配 列 が 存 在 す る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 本 出 願 を 通 じ て 、 種 々 の 刊 行 物 が 、 括 弧 内 の 番 号 に よ り 参 照 さ れ る 。 こ れ ら の 刊 行 物 の
開 示 は 、 そ れ ら の 全 体 が 、 本 発 明 が 関 係 す る 技 術 分 野 の 状 態 を よ り 十 分 に 記 載 す る た め に
、 本 出 願 中 に 参 考 と し て 援 用 さ れ る 。 こ れ ら 刊 行 物 の 完 全 な 引 用 は 以 下 の 通 り で あ る ：
　 参 考 文 献
【 ０ ０ ８ ２ 】
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【 表 １ 】
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