
(57)【要約】
【解決手段】この蛋白質は、トランスフェリンアフィニティーカラムにより単離され、

に見出される分子量およそ 100kDの鉄調節外層膜蛋白質に対して惹起
される抗血清に特異的に結合する。
【効果】 および に見出される鉄調節外層
膜蛋白質は、トランスフェリンレセプター機能において重要である。
【選択図】　　　なし

JP 2005-239548 A 2005.9.8

Ne
isseria gonorrhoeae

Neisseria gonorrhoeae Neisseria meningitidis



【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 (A)配 列 番 号 ２ 記 載 の 塩 基 配 列 に 相 補 的 な 配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド と 免
疫 学 的 交 差 反 応 性 で あ る 単 離 又 は 精 製 さ れ た ト ラ ン ス フ ェ リ ン 結 合 性 蛋 白 及 び (B)配 列 番
号 ３ 記 載 の 塩 基 配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド と 免 疫 学 的 交 差 反 応 性 で あ る 単 離
又 は 精 製 さ れ た ト ラ ン ス フ ェ リ ン 結 合 性 蛋 白 を 含 有 す る 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ 】
　 単 離 又 は 精 製 さ れ た ト ラ ン ス フ ェ リ ン 結 合 蛋 白 (A)が 、  株 FA19由
来 の 100kD蛋 白 又 は そ の 自 然 発 生 ア ナ ロ グ で あ る 請 求 項 １ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ 】
　 単 離 又 は 精 製 さ れ た ト ラ ン ス フ ェ リ ン 結 合 蛋 白 (B)が 、  株 FAM20
由 来 の 95kD蛋 白 又 は そ の 自 然 発 生 ア ナ ロ グ で あ る 請 求 項 １ 又 は ２ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ 】
さ ら に 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 を 含 む も の で あ る 請 求 項 １ ～ ３ の い ず れ か １ 項 記 載 の 組 成
物 。
【 請 求 項 ５ 】
　 単 離 又 は 精 製 さ れ た 蛋 白 が 、 精 製 さ れ た 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド で あ る 請 求 項 １ ～ ４ の い ず
れ か １ 項 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ６ 】
　 請 求 項 １ ～ ５ の い ず れ か １ 項 記 載 の 組 成 物 の 医 薬 製 造 の た め の 使 用 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 ０ ０ ０ １ 】
【 発 明 の 属 す る 技 術 分 野 】
本 出 願 は 、 お よ び 由 来 の ト ラ ン ス フ ェ リ
ン 結 合 蛋 白 質 お よ び 免 疫 学 的 交 差 反 応 性 フ ラ グ メ ン ト お よ び そ れ ら の ア ナ ロ グ に 関 す る も
の で あ る 。 さ ら に 明 細 書 は 、 そ の よ う な 蛋 白 質 に 対 し て 惹 起 さ れ る 抗 体 、 さ ら に は 、

お よ び の 検 出 に お け る そ の よ う な 蛋 白 質 お よ び 抗 体 の 使 用 、
お よ び お よ び に よ り 引 き 起 こ さ れ る 疾 病 の 処 置 に 関 す る
も の で あ る 。 組 換 え ト ラ ン ス フ ェ リ ン 結 合 蛋 白 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ お よ び そ の よ う な Ｄ
Ｎ Ａ を 発 現 す る 細 胞 も ま た 、 本 発 明 に 包 含 さ れ る も の で あ る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
【 従 来 の 技 術 及 び 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】

お よ び は 、 遺 伝 子 的 に は 類 似 し て い る が 、 病 原 性 的 に は
異 な る 二 つ の Neisseria 属 病 原 体 で あ る 。 鉄 は 、 多 く の 細 菌 同 様 、 お よ び

の 増 殖 に お け る 必 須 栄 養 素 で あ る 。 大 部 分 の 他 の グ ラ ム 陰 性 細 菌 と は 異 な
り 、 お よ び は 小 さ な 、 シ デ ロ フ ォ ア （ siderofore） と 呼
ば れ る 溶 解 性 の 鉄 － キ レ ー ト 化 合 物 を 産 生 ・ 分 泌 し な い 。 こ れ ら の 他 の グ ラ ム 陰 性 細 菌 は
鉄 － シ デ ロ フ ォ ア 複 合 体 を 取 り 込 む こ と が で き る レ セ プ タ ー を 有 す る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
一 方 、 お よ び は 、 各 々 ヒ ト の 外 分 泌 物 中 お よ び 血 清 中 に
存 在 す る 鉄 結 合 糖 蛋 白 質 で あ る ラ ク ト フ ェ リ ン や ト ラ ン ス フ ェ リ ン に 結 合 す る 膜 蛋 白 質 を
有 す る と 考 え ら れ る 。 お よ び は 、 ヒ ト 宿 主 に お い て 、 ラ ク
ト フ ェ リ ン お よ び ト ラ ン ス フ ェ リ ン を 、 こ れ ら ラ ク ト フ ェ リ ン － お よ び ト ラ ン ス フ ェ リ ン
－ 結 合 膜 蛋 白 質 、 す な わ ち レ セ プ タ ー へ 結 合 さ せ る こ と に よ り 鉄 を 取 り 込 む と 考 え ら れ る
。
【 ０ ０ ０ ４ 】

由 来 の ラ ク ト フ ェ リ ン 結 合 蛋 白 質 は 105kD の 、 鉄 調 節 外 層 膜 蛋 白 質 で あ
る と 考 え ら れ る （ Schryvers お よ び Morris, Infect. Immun. ,1144-1149(1988) 参 照 ）
。 の う ち の 一 つ の 細 胞 株 に 由 来 す る ト ラ ン ス フ ェ リ ン 結 合 蛋 白 質 は 71kD
の 鉄 調 節 外 層 膜 蛋 白 質 で あ る と 報 告 さ れ て い る が 、 そ の 他 の 細 胞 株 は 分 子 量 75kD～ 88kD、
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85kDお よ び 95kDの ト ラ ン ス フ ェ リ ン 結 合 蛋 白 質 を 有 す る こ と が 報 告 さ れ て い る （ Schryver
s お よ び Morris, Mol.Microbiol. , 281-288(1988)参 照 ） 。 こ れ ら の 著 者 は 、

の ト ラ ン ス フ ェ リ ン 結 合 蛋 白 質 の 同 定 の 様 々 な 試 験 結 果 が 互 い に 一 致 し な い こ と を
認 め て い る 。 事 実 、 85kDお よ び 95kDの 蛋 白 質 は の ト ラ ン ス フ ェ リ ン レ セ
プ タ ー 機 能 に 必 要 で な い こ と が 示 さ れ た （ Dyerら ， Microbial Pathogenesis , 351-363(
1987)参 照 ） 。
【 ０ ０ ０ ５ 】

の 鉄 同 化 能 力 も ま た 興 味 深 い も の で あ る 。 あ る 研 究 に お い て 、 鉄 欠 失 条 件
下 で 増 殖 さ せ た 細 胞 由 来 の 淋 菌 膜 全 体 を 用 い た ド ッ ト 結 合 ア ッ セ イ （ dot binding assay
） に よ り 、 ラ ク ト フ ェ リ ン お よ び ト ラ ン ス フ ェ リ ン の 各 々 の レ セ プ タ ー の 存 在 が 示 唆 さ れ
た 。 結 合 蛋 白 質 の 分 子 量 お よ び そ の 他 の 特 性 は 測 定 さ れ て い な い （ Lee お よ び Schryvers,
 Mol. Microbiol. , 827-829(1988)参 照 ） 。 し た が っ て 、 の 結 合 蛋 白 質
の 同 定 は 、 こ れ ま で 立 証 さ れ て い な い 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
淋 菌 お よ び 髄 膜 炎 菌 感 染 に よ り 引 き 起 こ さ れ る 疾 病 は 広 ま り 、 し ば し ば 重 篤 な も の と な る
。 そ の よ う な 疾 病 で あ る 淋 病 、 髄 膜 炎 お よ び 敗 血 性 シ ョ ッ ク の 予 防 、 検 出 お よ び 処 置 す る
た め の 改 善 方 法 が 必 要 と さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
ヒ ト 体 内 に お け る お よ び の 増 殖 は 、 こ れ ら の 細 胞 の 鉄 吸
収 能 を 低 下 さ せ る こ と に よ り 阻 害 で き る 。 淋 菌 お よ び 髄 膜 炎 菌 細 胞 の 血 流 中 で の 鉄 の 同 化
能 力 は 、 ト ラ ン ス フ ェ リ ン レ セ プ タ ー 機 能 を ブ ロ ッ ク す る こ と に よ り 低 下 さ せ る こ と が 可
能 で あ ろ う 。 ト ラ ン ス フ ェ リ ン レ セ プ タ ー は 、 例 え ば 、 レ セ プ タ ー に 対 す る 抗 体 に よ り ブ
ロ ッ ク で き る で あ ろ う 。 し か し な が ら 、 レ セ プ タ ー に 対 す る 抗 体 を 惹 起 さ せ る た め に は 、
レ セ プ タ ー は 単 離 で き る よ う に 同 定 さ れ な け れ ば な ら な い 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
し た が っ て 、 お よ び 由 来 の ト ラ ン ス フ ェ リ ン 結 合 蛋 白 質
の 同 定 、 単 離 お よ び 精 製 を 行 う 必 要 が あ る 。 組 換 え ト ラ ン ス フ ェ リ ン 結 合 蛋 白 質 を 作 製 す
る た め に は 、 そ の よ う な 蛋 白 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 分 子 が 必 要 で あ る 。 ト ラ ン ス フ ェ リ ン
レ セ プ タ ー 機 能 を 阻 害 す る た め に は 、 ト ラ ン ス フ ェ リ ン 結 合 蛋 白 質 に 対 す る 抗 体 が 必 要 で
あ る 。 淋 菌 お よ び 髄 膜 炎 菌 感 染 を 予 防 お よ び 処 置 を す る た め に は 、 ワ ク チ ン が 必 要 で あ る
。 お よ び を 検 出 す る た め に は 、 抗 体 お よ び 核 酸 プ ロ ー ブ
が 必 要 で あ る 。 本 発 明 の 目 的 は 、 淋 菌 お よ び 髄 膜 炎 菌 感 染 の 検 出 、 予 防 お よ び 処 理 の た め
の そ の よ う な 蛋 白 質 、 抗 体 、 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 お よ び ワ ク チ ン を 提 供 す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
こ れ ら 、 お よ び そ の 他 の 目 的 は 、 当 業 者 に と っ て 明 ら か で あ る よ う に 、

ま た は 外 層 膜 に 見 出 さ れ 、
（ ａ ） 洗 浄 剤 ；
（ ｂ ） ニ ト ロ セ ル ロ ー ス ／ セ ル ロ ー ス ア セ テ ー ト 紙 ； お よ び
（ ｃ ） お よ び 由 来 の そ の 他 の 鉄 調 節 蛋 白
質
を 実 質 的 に 含 有 せ ず ；
ト ラ ン ス フ ェ リ ン ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム に よ り 単 離 さ れ ；

に 見 出 さ れ る 分 子 量 お よ そ 100kDの 鉄 調 節 外 層 膜 蛋 白 質 に 対 し て 惹
起 さ れ る 抗 血 清 に 特 異 的 に 結 合 し ；

ま た は の ト ラ ン ス フ ェ リ ン レ セ プ タ ー 機
能 に お い て 重 要 で あ る ；
鉄 調 節 蛋 白 質 ； お よ び そ の よ う な 蛋 白 質 の 機 能 性 ア ナ ロ グ を 提 供 す る こ と に よ り 達 成 さ れ
る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
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本 発 明 は 、 さ ら に 、 宿 主 細 胞 中 で ト ラ ン ス フ ェ リ ン 結 合 蛋 白 質 お よ び そ の ア ナ ロ グ を 発 現
す る Ｄ Ｎ Ａ 分 子 を 提 供 す る も の で あ る 。 そ の 結 果 得 ら れ る 組 換 え 蛋 白 質 も ま た 本 発 明 に 包
含 さ れ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
本 発 明 は ま た 、 本 発 明 の ト ラ ン ス フ ェ リ ン 結 合 蛋 白 質 に 対 す る 抗 体 を も 包 含 す る も の で あ
る 。 該 抗 体 は お よ び ／ ま た は の 増 殖 を 阻 害 し 、 こ れ ら の
病 原 体 の 感 染 を 調 節 す る う え で 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
本 発 明 は 、 さ ら に 、 本 発 明 の ト ラ ン ス フ ェ リ ン 結 合 蛋 白 質 お よ び そ の よ う な 蛋 白 質 の ア ナ
ロ グ を 含 有 す る ワ ク チ ン 組 成 物 、 さ ら に は そ の よ う な ワ ク チ ン を 投 与 す る こ と に よ り 淋 病
、 髄 膜 炎 お よ び 敗 血 性 シ ョ ッ ク 等 の 淋 病 お よ び 髄 膜 炎 菌 性 疾 病 に 対 し て 宿 主 を 免 疫 す る 方
法 を 包 含 す る も の で あ る 。 本 発 明 の 抗 体 は 、 淋 菌 お よ び 髄 膜 炎 菌 性 疾 病 を 処 置 す る た め の
受 動 免 疫 に 用 い て も よ い 。
【 ０ ０ １ ３ 】
【 発 明 の 実 施 の 形 態 】

ト ラ ン ス フ ェ リ ン 結 合 蛋 白 質 は 、 ま た は の 膜 か ら 調 製 さ
れ る 。 こ の 膜 は 当 技 術 分 野 で 公 知 の 方 法 に よ り 調 製 す る こ と が で き る 。 Schryvers お よ び
Morrisに よ り Infect. Immun. , 1144-1149(1988)に 記 載 さ れ て い る 方 法 が 適 当 で あ る 。
こ の 方 法 は こ こ に 参 考 文 献 と し て 挙 げ ら れ る 。
膜 は 鉄 欠 損 培 地 で 増 殖 し た 細 胞 か ら 得 ら れ る 。 増 殖 培 地 は 、 Difco製 の GC培 地 基 （ 淋 菌 用
培 地 基 ） 等 の 標 準 的 な 増 殖 培 地 で も よ い 。 こ の 培 地 は 、 エ チ レ ン ジ ア ミ ン 四 酢 酸 （ EDTA）
、 エ チ レ ン － ジ ア ミ ン － ジ － オ ル ト － ヒ ド ロ キ シ フ ェ ニ ル 酢 酸 （ EDDA） ま た は デ ス フ ェ ラ
ル (desferal)(Ciba Pharmaceuticals製 )等 の キ レ ー ト 剤 の 添 加 に よ り 鉄 欠 損 化 す る こ と が
で き る 。 一 方 、 増 殖 培 地 は 、 Mickelsenお よ び Sparling(Inf. Immun. , 555-564(1981) 
） に よ り 記 載 さ れ て い る 既 知 組 成 培 地 で あ っ て も よ く 、 こ れ は キ レ ー ト 剤 で あ る ケ レ ッ ク
ス （ Chelex） -100（ Bio-Rad製 ） で 処 理 す る こ と に よ り 鉄 欠 損 化 さ れ て い る 培 地 で あ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
本 発 明 で は 、 正 常 な ト ラ ン ス フ ェ リ ン レ セ プ タ ー 機 能 を 有 す る 如 何 な る 淋 菌 株 お よ び 髄 膜
炎 菌 株 も 有 用 で あ る 。 通 常 、 そ の よ う な 菌 株 は 、 American TypeCulture Collection, Bet
hesda, Marylandお よ び Neisseiria Repository, NAMRU,University of California, Berk
ley等 の 医 学 的 お よ び そ の 他 の 入 手 源 か ら 入 手 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
例 え ば 、 McKenna ら ， Infect. Immun. , 785-791(1988)に 記 載 さ れ て い る 淋 菌 株 FA19；
Biswasら ， J. Bacteriol. , 77-82(1979) に 記 載 さ れ て い る FA248； Westお よ び Sparli
ng, Infect. and Immun. , 388-394(1985)に 記 載 さ れ て い る F62 が 適 当 な 淋 菌 ト ラ ン ス
フ ェ リ ン 蛋 白 質 源 で あ る 。 髄 膜 炎 菌 株 FAM18 お よ び FAM20(Dyerら , Microbial Pathogenes
is , 351-363(1987))お よ び B16B6、 X群 お よ び W135群 (Schryversお よ び Morris , 1144-
1149(1988))が 、 代 表 的 な 髄 膜 炎 菌 ト ラ ン ス フ ェ リ ン 結 合 蛋 白 質 源 で あ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
ト ラ ン ス フ ェ リ ン に 結 合 す る 蛋 白 質 は 、 当 技 術 分 野 で 公 知 で あ る ア フ ィ ニ テ ィ 操 作 に よ り
、 固 定 化 ト ラ ン ス フ ェ リ ン を 有 す る 鉄 飢 餓 化 お よ び の 他 の
膜 蛋 白 質 か ら 単 離 さ れ て も よ い （ 例 え ば 、 Schryversお よ び Morris, Infect. Immun. , 
1144-1149(1988)参 照 の こ と ） 。 Schryvers お よ び Morrisの 方 法 は 、 こ こ に 参 考 文 献 と し
て 挙 げ ら れ る 。 好 ま し く は 、 実 施 例 ２ ａ に 記 載 さ れ て い る こ の 操 作 の 応 用 法 が 、 淋 菌 お よ
び 髄 膜 炎 菌 の 膜 蛋 白 質 か ら ト ラ ン ス フ ェ リ ン 結 合 蛋 白 質 を 分 離 す る た め に 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
要 約 す れ ば 、 鉄 飢 餓 化 淋 菌 お よ び 髄 膜 炎 菌 細 胞 由 来 の 膜 を 単 離 し 、 ビ オ チ ニ ル 化 （ biotin
ylated） ト ラ ン ス フ ェ リ ン で 処 理 す る 。 得 ら れ た 複 合 体 を 、 例 え ば ア ビ ジ ン － ま た は ス ト
レ プ タ ビ ジ ン － ア ガ ロ ー ス で 処 理 す る こ と に よ り 固 定 化 す る 。 ア フ ィ ニ テ ィ 樹 脂 ペ レ ッ ト
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を 十 分 に 洗 浄 し 、 緩 衝 液 に 懸 濁 す る 。 ト ラ ン ス フ ェ リ ン レ セ プ タ ー を 、 例 え ば 加 熱 に よ り
固 定 化 ト ラ ン ス フ ェ リ ン か ら 分 離 す る 。 蛋 白 質 を 、 例 え ば Laemmli, Nature , 680-685
(1970)の 方 法 に 従 っ て SDS-PAGEに よ り 分 離 す る 。 分 子 量 が お よ そ 100kDで あ る 蛋 白 質 （ 以
下 、 100kD 蛋 白 質 と い う 。 ） が 淋 菌 か ら 分 離 さ れ る 。 分 子 量 が お よ そ 95～ 95kDで あ る 蛋 白
質 （ 以 下 、 95kD蛋 白 質 と い う 。 ） が 髄 膜 炎 菌 か ら 分 離 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】

分 子 量 は SDS-PAGE上 の 単 一 バ ン ド を 解 析 し 、 そ の 位 置 を 既 知 の 標 準 物 質 の バ ン ド の 位 置 と
比 較 す る こ と に よ り 求 め た 。 こ の 方 法 は ３ ～ ５ ％ の 範 囲 内 の 誤 差 で あ る と 、 当 業 者 に は 理
解 さ れ る 。 分 子 量 は 測 定 間 で ほ と ん ど バ ラ ツ キ を 見 せ な い 。 淋 菌 由 来 の 蛋 白 質 の 分 子 量 は
一 定 し て お り 、 再 現 性 も よ く 、 髄 膜 炎 菌 か ら の 蛋 白 質 の 分 子 量 よ り も 大 き く て 97～ 100kD
で あ っ た 。
【 ０ ０ １ ９ 】
ト ラ ン ス フ ェ リ ン レ セ プ タ ー 活 性 が 欠 損 し て い る ５ つ の 異 な る 淋 菌 突 然 変 異 体 を 調 製 す る
こ と に よ り 、 由 来 の 100kD ト ラ ン ス フ ェ リ ン 結 合 蛋 白 質 が ト ラ ン ス フ ェ リ
ン レ セ プ タ ー 機 能 に 重 要 で あ る こ と が 確 認 さ れ た 。 ウ サ ギ に お い て 惹 起 さ れ る ポ リ ク ロ ー
ナ ル 抗 血 清 を 用 い て 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト に よ り 100kDト ラ ン ス フ ェ リ ン 結 合 蛋 白 質 の 存
在 を 各 突 然 変 異 体 に お い て テ ス ト し た 。 各 突 然 変 異 体 に お い て 、 100kD外 層 膜 蛋 白 質 の 量
は 、 野 性 型 淋 菌 株 で 観 察 さ れ る よ り も 非 常 に 少 な か っ た 。 正 常 な ト ラ ン ス フ ェ リ ン レ セ プ
タ ー 活 性 を 有 す る そ の 他 の 突 然 変 異 型 淋 菌 株 で は 、 野 性 型 レ ベ ル の 100kD蛋 白 質 を 膜 に 含
有 し て い た 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
同 様 の 実 験 に よ り 、 髄 膜 炎 菌 由 来 の 95kD蛋 白 質 が ト ラ ン ス フ ェ リ ン レ セ プ タ ー 機 能 に と っ
て 重 要 で あ る こ と が 確 認 さ れ た 。 由 来 の 100kD 蛋 白 質 に 対 し て 惹 起 さ れ る
抗 血 清 を 用 い て 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 を 行 っ た と こ ろ 、 該 蛋 白 質 は
由 来 の 95kD蛋 白 質 と 交 差 反 応 す る こ と が 判 明 し た 。 し た が っ て 、 お よ び

に お い て も 、 ト ラ ン ス フ ェ リ ン レ セ プ タ ー 活 性 の 欠 如 は 、 そ れ ぞ れ 100kD蛋
白 質 お よ び 95kD蛋 白 質 が 存 在 し な い こ と と 相 関 す る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
し た が っ て 、 先 行 技 術 に 基 づ く 予 想 に 反 し て 、 に 見 出 さ れ る 鉄 調 節 100kD
外 層 膜 蛋 白 質 は ト ラ ン ス フ ェ リ ン レ セ プ タ ー で あ る 。 に 見 出 さ れ る 鉄 調
節 95kD外 層 膜 蛋 白 質 は 、 驚 く べ き こ と に 、 に 見 出 さ れ る 100kD蛋 白 質 に 対
し て 惹 起 さ れ る 抗 血 清 と 交 差 反 応 し 、 か つ の ト ラ ン ス フ ェ リ ン レ セ プ タ
ー で あ る 。 通 常 、 ウ サ ギ 、 マ ウ ス 、 ヤ ギ 、 サ ル お よ び ヒ ト 等 の 哺 乳 動 物 に お い て 、

由 来 の ト ラ ン ス フ ェ リ ン レ セ プ タ ー に 対 し て 惹 起 さ れ る 抗 血 清 は 、
由 来 の ト ラ ン ス フ ェ リ ン レ セ プ タ ー と 交 差 反 応 し 、 由 来 の ト ラ ン ス フ

ェ リ ン レ セ プ タ ー に 対 し て 惹 起 さ れ る 抗 血 清 は 、 由 来 の ト ラ ン ス フ ェ リ ン
レ セ プ タ ー と 交 差 反 応 す る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 も ま た 、 通 常 95kDお よ び 100kD蛋 白 質 と
交 差 反 応 す る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
こ こ に お い て 用 い ら れ る よ う に 、 お よ び 由 来 の ト ラ ン ス
フ ェ リ ン レ セ プ タ ー と し て は 、 由 来 の 鉄 調 節 100kD外 層 膜 蛋 白 質 お よ び

由 来 の 鉄 調 節 95kD外 層 膜 蛋 白 質 が 挙 げ ら れ る 。 こ れ ら の ト ラ ン ス フ ェ リ ン レ
セ プ タ ー は 蛋 白 質 の ク ラ ス を 構 築 す る も の で あ る と 理 解 さ れ る べ き で あ る 。 そ の ク ラ ス に
は 、 例 え ば 、 お よ び の 様 々 な 細 菌 株 に お い て 自 然 に 生 じ
る ア ミ ノ 酸 配 列 が 変 化 し た も の も 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
本 発 明 の 蛋 白 質 と し て は 、 さ ら に 、 ま た は 由 来 の そ れ ぞ
れ 100kDま た は 95kDト ラ ン ス フ ェ リ ン レ セ プ タ ー の 機 能 性 ア ナ ロ グ も 含 ま れ る 。 蛋 白 質 が
そ れ 以 外 の 蛋 白 質 と 免 疫 学 的 に 交 差 反 応 す る 場 合 お よ び 同 様 の 機 能 を 有 す る 場 合 、 該 蛋 白
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質 は 、 以 下 に 記 載 す る よ う に 、 特 異 的 機 能 の 故 に 他 の 蛋 白 質 の 機 能 性 ア ナ ロ グ で あ る と 考
え ら れ る 。 ア ナ ロ グ は 、 例 え ば 、 蛋 白 質 の フ ラ グ メ ン ト ま た は 蛋 白 質 の 置 換 、 付 加 ま た は
欠 失 突 然 変 異 体 で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
本 発 明 の 蛋 白 質 お よ び 機 能 性 ア ナ ロ グ は 本 質 的 に は 本 精 製 さ れ た も の で あ る 。 本 明 細 書 で
は 、 本 質 的 に 精 製 さ れ た も の で あ る と い う こ と は 、 蛋 白 質 お よ び 機 能 性 ア ナ ロ グ が 、 精 製
プ ロ セ ス 間 に 用 い ら れ る 物 質 だ け で な く 、 微 量 の そ の 他 の お よ び

由 来 の 鉄 調 節 蛋 白 質 を も 含 ま な い こ と を 意 味 す る 。 お よ び
由 来 の そ の 他 の 鉄 調 節 蛋 白 質 と し て は 、 そ の 他 の ト ラ ン ス フ ェ リ ン 結 合 蛋 白 質 が

挙 げ ら れ る 。 精 製 プ ロ セ ス に お い て 用 い ら れ る 物 質 と し て は 、 洗 浄 剤 、 ア フ ィ ニ テ ィ 結 合
剤 お よ び 分 離 膜 が 挙 げ ら れ る 。 洗 浄 剤 と し て は 、 ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム お よ び サ ル コ シ
ン が 挙 げ ら れ る 。 ア フ ィ ニ テ ィ 結 合 剤 と し て は 、 ア ガ ロ ー ス 、 ア ビ ジ ン － ア ガ ロ ー ス 、 ス
ト レ プ タ ビ ジ ン － ア ガ ロ ー ス 、 ビ オ チ ン お よ び ビ オ チ ニ ル 化 ト ラ ン ス フ ェ リ ン 等 の ビ オ チ
ニ ル 化 蛋 白 質 が 挙 げ ら れ る 。 分 離 膜 と し て は 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 紙 お よ び ニ ト ロ セ ル ロ ー
ス ／ セ ル ロ ー ス ア セ テ ー ト 紙 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】

蛋 白 質 が 単 離 ・ 精 製 さ れ る と 、 そ の Ｄ Ｎ Ａ の 単 離 方 法 は 公 知 で あ る 。 多 く の こ れ ら の 方 法
が 、 Maniatisら ， "Molecular Cloning： A Laboratory Manual,"Cold Spring Harbor Labo
ratory Press(1982)に 記 載 さ れ て い る 。 免 疫 学 的 な ス ク リ ー ニ ン グ 法 が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
例 え ば 、 上 記 の よ う な ト ラ ン ス フ ェ リ ン に 結 合 し た 鉄 を 利 用 で き る 淋 菌 ま た は 髄 膜 炎 菌 株
由 来 の 染 色 体 Ｄ Ｎ Ａ は 単 離 さ れ 、 標 準 的 方 法 に よ り 適 当 な 長 さ の フ ラ グ メ ン ト に 切 断 さ れ
る 。 適 当 な Ｄ Ｎ Ａ 切 断 法 と し て は 、 例 え ば 、 超 音 波 処 理 法 や 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ の を
用 い る 方 法 等 が 挙 げ ら れ る 。 適 当 な 平 均 フ ラ グ メ ン ト 長 は お よ そ 0.5～ 10kbpで あ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
フ ラ グ メ ン ト に リ ン カ ー を 添 加 し 、 得 ら れ た フ ラ グ メ ン ト を 適 当 な ベ ク タ ー に 連 結 さ せ る
。 該 リ ン カ ー は ベ ク タ ー 中 の 制 限 部 位 と 符 号 す る 。 適 当 な リ ン カ ー と し て は 、 例 え ば 、

、 お よ び が 挙 げ ら れ る 。 適 当 な ベ ク タ ー と し て は λ － gtllが 挙 げ ら れ る
。 連 結 し た Ｄ Ｎ Ａ は 、 Promega 製 の キ ッ ト 等 の 市 販 の キ ッ ト に よ り パ ッ ケ ー ジ さ れ て も よ
い 。
得 ら れ た ラ イ ブ ラ リ ー か ら の 蛋 白 質 を ク ロ ー ン 化 し 、 適 当 な 宿 主 、 典 型 的 に は 内
で 発 現 さ せ る 。 ク ロ ー ン 化 は 好 ま し く は 以 下 の 突 然 変 異 、 す な わ ち mcrA、 mcrB、 mcrC、 mr
r、 hsdS、 hsdRお よ び hsdMを 伴 う 宿 主 内 で 行 わ れ る 。 い く つ か の 好 ま し い
株 と し て は 、 DH5α MCR（ BRL製 ） お よ び 「 SURE」 (Stratagene製 )が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
得 ら れ る プ ラ ー ク を 当 技 術 分 野 で 公 知 の 方 法 に よ り 免 疫 学 的 に 選 別 す る 。 Maniatisの 同 著
を 参 照 さ れ た い 。 適 当 な 方 法 が 下 記 の 実 施 例 ６ に 記 載 さ れ て い る 。 ス ク リ ー ニ ン グ は 、 St
ratagene(La Jolla, CA)製 の ピ コ ブ ル ー ・ イ ム ノ ロ ジ カ ル ・ ス ク リ ー ニ ン グ キ ッ ト （ Pico
blue Immunological Screening Kit） 等 の 市 販 の ス ク リ ー ニ ン グ キ ッ ト を 用 い 、 添 付 の St
ratageneプ ロ ト コ ー ル （ Stratageneま た は 本 明 細 書 の フ ァ イ ル ヒ ス ト リ ー か ら 得 ら れ る 。
） に 従 っ て 行 う こ と に よ り 簡 便 化 し て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
ト ラ ン ス フ ェ リ ン 結 合 蛋 白 質 特 異 性 抗 血 清 を 結 合 す る プ ラ ー ク を 非 反 応 性 プ ラ ー ク か ら 選
別 し 、 精 製 す る 。 Maniatisの 同 著 を 参 照 さ れ た い 。 精 製 さ れ た フ ァ ー ジ 由 来 の Ｄ Ｎ Ａ を 当
技 術 分 野 で 公 知 の 方 法 に よ り 単 離 す る 。 適 当 な 方 法 と し て は 、 例 え ば 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ
コ ー ル 沈 降 法 、 フ ァ ー ジ 溶 菌 法 お よ び 陰 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー が 挙 げ ら れ 、 そ れ
ら は Qiagen(Studio City, CA)製 の キ ッ ト を 使 用 す る こ と に よ り 簡 便 化 で き る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
得 ら れ た Ｄ Ｎ Ａ は 、 当 技 術 分 野 で 公 知 の 方 法 に よ り 増 幅 し て も よ い 。 一 つ の 適 当 な 方 法 と
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し て は 、 Mullisら に よ る 米 国 特 許 第 4,683,195 号 お よ び Sambrook,Fritchお よ び Maniatis
編 に よ る , 第 ２ 版 ， Cold Spring Harbor Labor
atory Press(1989)に 記 載 さ れ て い る ポ リ メ ラ ー ゼ ・ チ ェ ー ン ・ リ ア ク シ ョ ン （ PCR） 法 が
挙 げ ら れ る 。 そ れ は λ － gtll－ 特 異 性 オ リ ゴ マ ー （ New England Biolabs よ り 入 手 可 能 ）
を 用 い て λ － gtllベ ク タ ー 中 で Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン を 増 幅 さ せ る の に 便 利 な 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
増 幅 さ れ た ク ロ ー ン を 適 当 な ベ ク タ ー に 挿 入 し 、 当 技 術 分 野 で 公 知 の 方 法 に し た が っ て ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 を 決 定 す る 。 適 当 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 決 定 法 と し て は 、 Sangerら に よ る Pr
oc. Natl. Acad. Sci. USA , 5463-5467(1977)に 記 載 さ れ て い る ジ デ オ キ シ チ ェ ー ン タ
ー ミ ネ ー テ ィ ン グ 法 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 決 定 の た め の 適 当 な ベ ク タ ー お よ び ポ リ メ ラ ー ゼ は 公 知 で あ る 。 適 当 な
ベ ク タ ー と し て は Stratagene製 の ブ ル ー ス ク リ プ ト （ Bluescript） ベ ク タ ー が 挙 げ ら れ る
。 適 当 な ポ リ メ ラ ー ゼ と し て は シ ー ケ ナ ー ゼ （ Sequenase） （ United States Biochemical
 Corp. 製 ， Cleveland, OH） が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
通 常 、 上 記 の イ ム ノ ス ク リ ー ニ ン グ 法 で は 、 ト ラ ン ス フ ェ リ ン 結 合 蛋 白 質 特 異 性 抗 血 清 を
有 す る フ ラ グ メ ン ト を 同 定 す る た め に 、 多 数 の プ ラ ー ク を 選 別 す る こ と が 必 要 で あ る 。 例
え ば 、 あ る 実 験 で は 、 淋 菌 （ FA19） 染 色 体 の フ ラ グ メ ン ト か ら お よ そ 500,000プ ラ ー ク が
得 ら れ た 。 由 来 の 100kD ト ラ ン ス フ ェ リ ン 結 合 蛋 白 質 に 対 す る 抗 血 清 を 用
い て 二 つ の プ ラ ー ク が 同 定 さ れ た 。 挿 入 部 の 長 さ が 323bpで あ る ク ロ ー ン （ pUNCH401） が
一 つ の プ ラ ー ク か ら 単 離 さ れ 、 そ れ 以 外 の プ ラ ー ク か ら は 挿 入 部 の 長 さ が 483bpで あ る ク
ロ ー ン （ pUNCH402） が 単 離 さ れ た 。 こ れ ら の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 は FA19染 色 体 の 重 複 す る フ ラ グ メ
ン ト を 表 し て い る 。 こ の 二 つ の フ ラ グ メ ン ト の 重 複 部 も 含 む 共 通 配 列 を 図 １ に 示 す 。 75番
目 ～ 323番 目 の ヌ ク レ オ チ ド は 重 複 配 列 を 表 し て い る 。 １ 番 目 ～ 74番 目 の ヌ ク レ オ チ ド は 3
23bpフ ラ グ メ ン ト の 非 重 複 配 列 を 表 し て い る 。 324番 目 ～ 558番 目 の ヌ ク レ オ チ ド は 483bp
フ ラ グ メ ン ト の 非 重 複 配 列 を 表 し て い る 。 オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム の み が 、 図 １ に
示 す も の と は 反 対 方 向 に （ す な わ ち 、 558番 目 の ヌ ク レ オ チ ド か ら １ 番 目 の ヌ ク レ オ チ ド
に 向 か っ て ） 走 っ て い る 。 実 施 例 ６ ａ を 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
上 記 の フ ラ グ メ ン ト ま た は そ れ ら の サ ブ フ ラ グ メ ン ト は 、 ト ラ ン ス フ ェ リ ン 結 合 蛋 白 質 遺
伝 子 の 付 加 フ ラ グ メ ン ト を 得 る た め の プ ロ ー ブ と し て 用 い ら れ る 。 こ の 技 術 を 用 い る こ と
に よ り 、 FA19染 色 体 の ８ kbの フ ラ グ メ ン ト お よ び 3.2kbの フ ラ グ メ ン ト が 、 32
3 お よ び 483bp フ ラ グ メ ン ト と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 。 3.2kb の HincIIフ ラ グ メ ン ト の 制 限
酵 素 地 図 を 図 ２ Ｂ に 示 す 。 得 ら れ た フ ラ グ メ ン ト は ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 決 定 す る こ と が で
き る 。 実 施 例 ７ お よ び ８ 並 び に 図 ２ Ａ を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
フ ラ グ メ ン ト を 適 当 に 伸 長 す る こ と に よ り 、 遺 伝 子 全 体 が ヌ ク レ オ チ ド 配 列 決 定 さ れ る 。
コ ー ド す る 配 列 の 限 界 は 、 挿 入 突 然 変 異 誘 起 等 の 当 業 界 で 公 知 の 方 法 に よ り 決 定 さ れ る 。
実 施 例 ９ を 参 照 さ れ た い 。 95kD髄 膜 炎 菌 ト ラ ン ス フ ェ リ ン 結 合 蛋 白 質 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列
を 決 定 す る た め に 、 同 様 の 方 法 が 用 い ら れ る 。 実 施 例 10お よ び 11並 び に 図 ４ ～ 図 ６ を 参 照
さ れ た い 。
【 ０ ０ ３ ６ 】

本 発 明 の 蛋 白 質 は 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 技 術 に よ り 作 製 す る こ と も で き る 。 分 離 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ か ら
組 換 え 蛋 白 質 を 作 製 す る た め の 適 当 な 方 法 と し て は 、 Maniatisら の 同 著 に 記 載 さ れ て い る
。
【 ０ ０ ３ ７ 】
要 約 す れ ば 、 本 発 明 の ト ラ ン ス フ ェ リ ン 結 合 蛋 白 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ コ ー ド は 、 そ れ ら
の 蛋 白 質 の 機 能 性 ア ナ ロ グ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 同 様 、 広 範 囲 に わ た る 様 々 な 宿 主 細 胞 お よ
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び 広 範 囲 に わ た る 様 々 な ベ ク タ ー を 用 い て 発 現 さ れ て も よ い 。 宿 主 細 胞 は 、 原 核 細 胞 で あ
っ て も 真 核 細 胞 で あ っ て も よ い 。 Ｄ Ｎ Ａ は 天 然 源 か ら 得 ら れ て も よ く 、 場 合 に よ っ て は 修
飾 さ れ て い て も よ い 。 Ｄ Ｎ Ａ は ま た 、 そ の 全 体 ま た は 部 分 的 に 合 成 さ れ て い て も よ い 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
ベ ク タ ー は 染 色 体 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 、 非 染 色 体 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 お よ び 合 成 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の セ グ メ ン ト を
含 ん で い て も よ い 。 い く つ か の 適 当 な 原 核 性 ベ ク タ ー と し て は 、 、 、 、

お よ び 等 の 由 来 の プ ラ ス ミ ド が 挙 げ ら れ る 。 原 核 性 ベ ク タ ー と し て は ま た
、 お よ び そ の 他 の 糸 状 菌 の 一 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ フ ァ ー ジ 等 の フ ァ ー ジ Ｄ Ｎ Ａ の 誘 導 体 も 挙 げ
ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
酵 母 に お い て 有 用 な ベ ク タ ー が 利 用 で き る 。 適 当 な 例 と し て は 2uプ ラ ス ミ ド が 挙 げ ら れ る
。
【 ０ ０ ４ ０ 】
哺 乳 動 物 細 胞 に お い て 使 用 す る 適 当 な ベ ク タ ー も 公 知 で あ る 。 そ の よ う な ベ ク タ ー と し て
は 、 十 分 公 知 で あ る SV-40 ア デ ノ ウ イ ル ス の 誘 導 体 、 レ ト ロ ウ イ ル ス 誘 導 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 お よ
び プ ラ ス ミ ド と フ ァ ー ジ Ｄ Ｎ Ａ の 組 合 せ か ら 誘 導 さ れ る ベ ク タ ー が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
さ ら に 真 核 性 発 現 ベ ク タ ー も 当 技 術 分 野 で 公 知 で あ る （ 例 え ば 、 P.J. Southern お よ び P.
 Berg, J. Mol. Appl. Genet. , 327-341(1982)； S. Subramani ら ， Mol. Cell. Biol. 
, 854-864(1981)； R. J. Kaufmannお よ び P. A. Sharp,"Amplification And Expression 
Of Sequences Cotransfected withA Modular Dihydrofolate Reductase Complementary D
NA Gene," J. Mol. Biol. , 601-621(1982)； R. J. Kaufmannお よ び P. A. Sharp, Mol.
 Cell. Biol. , 601-664(1982)； S. I. Scahill ら ， "Expression And Characterizat
ion Of The ProductOf A Human Immune Interferon DNA Gene In Chinese Hamster Ovary
 Cells,"Proc. Natl. Acad. Sci. USA , 4654-4659(1983)； G. Urlaubお よ び L. A. Cha
sin, Proc. Natl. Acad. Sci. USA , 4216-4220(1980)参 照 の こ と ） 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
有 用 な 発 現 宿 主 と し て は 、 十 分 公 知 で あ る 原 核 性 お よ び 真 核 性 宿 主 が 挙 げ ら れ る 。 い く つ
か の 適 当 な 原 核 性 宿 主 と し て は 、 例 え ば 、  SG-936、 HB 101、  W31
10、  X1776、  X2282、  DHIお よ び  MRC1 等 の 、

、 等 の 、 お よ び が 挙 げ ら れ る 。 適 当 な
真 核 性 細 胞 と し て は 、 酵 母 お よ び そ の 他 の 菌 類 、 昆 虫 、 COS細 胞 お よ び CHO細 胞 な ど の 動 物
細 胞 、 組 織 培 養 の ヒ ト 細 胞 お よ び 植 物 細 胞 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
本 発 明 で 有 用 な 発 現 ベ ク タ ー は 、 操 作 上 ト ラ ン ス フ ェ リ ン 結 合 蛋 白 質 遺 伝 子 ま た は そ れ ら
の フ ラ グ メ ン ト に 連 結 す る 少 な く と も 一 つ の 発 現 調 節 配 列 を 含 有 す る 。 調 節 配 列 は 、 ク ロ
ー ン 化 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の 発 現 を 調 節 お よ び 制 御 す る た め に ベ ク タ ー に 挿 入 さ れ る 。 有 用 な 発 現
調 節 配 列 の 例 と し て は 、 系 、 系 、 系 、 系 、 フ ァ ー ジ λ の 主 な オ ペ レ ー タ ー お
よ び プ ロ モ ー タ ー 領 域 、 fd被 覆 蛋 白 質 の 調 節 領 域 、 ３ － ホ ス ホ グ リ セ リ ン 酸 キ ナ ー ゼ の プ
ロ モ ー タ ー 等 の 酵 母 の 解 糖 プ ロ モ ー タ ー 、 Pho5等 の 酵 母 酸 ホ ス フ ァ タ ー ゼ の プ ロ モ ー タ ー
、 酵 母 の 接 合 因 子 の プ ロ モ ー タ ー お よ び ポ リ オ ー マ 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 、 レ ト ロ ウ イ ル ス お
よ び 、 初 期 お よ び 後 期 プ ロ モ ー タ ー ま た は SV40等 の サ ル ウ イ ル ス 由 来 の プ ロ モ ー タ ー 、 並
び に 原 核 お よ び 真 核 細 胞 お よ び そ れ ら の ウ イ ル ス ま た は そ れ ら を 組 合 せ た 遺 伝 子 の 発 現 を
調 節 す る も の と し て 知 ら れ る そ の 他 の 配 列 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
100kDま た は 95kD蛋 白 質 は 当 技 術 分 野 で 公 知 の 方 法 に よ り 精 製 す る こ と が で き る 。 例 え ば
、 ト ラ ン ス フ ェ リ ン 結 合 蛋 白 質 の 全 体 ま た は 一 部 を 、 適 当 な 融 合 パ ー ト ナ ー と の 融 合 蛋 白
質 の 形 態 で 発 現 さ せ て も よ い 。 そ の 融 合 パ ー ト ナ ー は 、 好 ま し く は 精 製 お よ び 同 定 を 簡 便
化 さ せ る も の で あ る 。 い く つ か の 有 用 な 融 合 パ ー ト ナ ー と し て は 、 β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ
（ Grayら ， Proc. Natl. Acad. Sci. USA , 6598(1982)） ； trpE(Itakuraら , Science 
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, 1056(1977)） お よ び プ ロ テ イ ン Ａ （ Uhlen ら , Gene , 369(1983)） が 挙 げ ら れ る 。
例 え ば 、 β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ を 含 有 す る 融 合 蛋 白 質 は 、 抗 β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 抗 体 カ
ラ ム を 用 い て 、 ア フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 精 製 し て も よ い （ Ullman, Gene. 
, 27-31(1984)） 。

【 ０ ０ ４ ５ 】
所 望 に よ り 、 融 合 蛋 白 質 が ト ラ ン ス フ ェ リ ン 結 合 性 蛋 白 質 と 融 合 パ ー ト ナ ー と の 間 に 切 断
可 能 な 部 位 を 含 有 す る よ う な 融 合 蛋 白 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を 作 製 す る 。 化 学 的 お よ び 酵
素 的 切 断 可 能 部 位 は 共 に 当 技 術 分 野 で 公 知 で あ る 。 酵 素 的 に 切 断 さ れ 得 る 部 位 の 適 当 な 例
と し て は 、 コ ラ ゲ ナ ー ゼ に よ り 特 異 的 に 認 識 さ れ 切 断 さ れ る 部 位 （ Keilら , FEBS Letters
 , 292-296(1975)） ； エ ン テ ロ キ ナ ー ゼ （ Hoppら , Biotechnology , 1204-1210(1988)
） ； フ ァ ク タ ー Xa（ Nagai ら ,Methods Enzymol. , 461-481(1987)） ； ト ロ ン ビ ン （ Eat
on ら , Biochemistry ,505(1986)） ； お よ び グ ル タ チ オ ン Ｓ － ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ Joh
nson,Nature , 585(1989)； お よ び Van Ettenら , Cell , 669(1989)） が 挙 げ ら れ る
。 コ ラ ゲ ナ ー ゼ は 配 列 Pro-X-Gly-Pro（ 配 列 中 の Ｘ は 中 性 の ア ミ ノ 酸 で あ る 。 ） に お い て
プ ロ リ ン と Ｘ と の 間 を 切 断 す る 。 エ ン テ ロ キ ナ ー ゼ は 配 列 Asp-Asp-Asp-Asp-Lysに お い て
リ ジ ン の 後 ろ を 切 断 す る 。 フ ァ ク タ ー Xaは 配 列 Ile-Glu-Gly-Argに お い て ア ル ギ ニ ン の 後
ろ を 切 断 す る 。 ト ロ ン ビ ン は 配 列 Arg-Gly-Ser-Proに お い て ア ル ギ ニ ン と グ リ シ ン の 間 を
切 断 す る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
特 異 的 な 化 学 的 切 断 剤 も 公 知 で あ る 。 例 え ば 、 臭 化 シ ア ン は 蛋 白 質 に お い て メ チ オ ニ ン 残
基 で 切 断 す る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
一 方 、 100kDお よ び 95kDト ラ ン ス フ ェ リ ン レ セ プ タ ー 蛋 白 質 は 誘 導 さ れ る プ ロ モ ー タ ー の
後 ろ で 過 剰 に 発 現 さ せ 、 特 異 的 ト ラ ン ス フ ェ リ ン レ セ プ タ ー 抗 体 を 用 い た ア フ ィ ニ テ ィ ク
ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 精 製 さ れ て も よ い 。 ま た 別 の 方 法 と し て 、 過 剰 発 現 し た 蛋 白 質 は
、 当 技 術 分 野 で 公 知 の 方 法 に よ り 、 イ オ ン 交 換 、 サ イ ズ 排 除 お よ び 疎 水 的 相 互 作 用 ク ロ マ
ト グ ラ フ ィ ー を 組 合 せ て 精 製 し て も よ い 。 こ れ ら 、 お よ び そ の 他 の 適 当 な 方 法 は 、 Marsto
n に よ る "The Purification of Eukaryotic Polypeptides Expressed in "(

, D. M.Glover,Ed., Volume III. IRL Press Ltd., England, 1987)に 記 載 さ れ て
い る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】

由 来 の 100kD蛋 白 質 、 由 来 の 95kD蛋 白 質 、 お よ び そ れ ら の
機 能 性 ア ナ ロ グ は 、 淋 菌 お よ び 髄 膜 炎 菌 感 染 に よ り 引 き 起 こ さ れ る 疾 病 を 検 出 お よ び 予 防
す る う え で 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
例 え ば 、 蛋 白 質 は 、 標 識 化 し て 、 淋 病 、 敗 血 性 シ ョ ッ ク 、 あ る い は 髄 膜 炎 の 被 検 患 者 の 血
清 ま た は そ の 他 の 体 液 等 の 試 料 中 の 蛋 白 質 に 対 す る 抗 体 を 検 出 す る た め の 標 準 的 イ ム ノ ア
ッ セ イ に お け る プ ロ ー ブ と し て 用 い て も よ い 。 通 常 、 請 求 の 範 囲 Ａ に よ る 蛋 白 質 ま た は そ
の よ う な 蛋 白 質 の 機 能 性 誘 導 体 を 、 蛋 白 質 の 抗 体 を 含 有 す る と 思 わ れ る 試 料 と イ ン キ ュ ベ
ー ト す る 。 蛋 白 質 は 、 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 前 、 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 中 ま た は イ ン キ ュ ベ ー
シ ョ ン 後 の い ず れ か に お い て 標 識 化 す る 。 試 料 中 の 抗 体 に 結 合 し た 標 識 化 蛋 白 質 が 検 出 さ
れ れ ば 、 抗 体 が 存 在 す る こ と に な る 。 抗 体 は 好 ま し く は 固 定 化 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
蛋 白 質 を 有 す る 抗 体 を 検 出 す る た め の 適 当 な ア ッ セ イ と し て は 、 当 技 術 分 野 で 公 知 で あ り
、 例 え ば R. H. Kenneth, "Enzyme-Linked Antibody Assay with Cells Attached to Poly
vinyl Chloride Plates" in Kenneth et al, , Plenum Press, N.
 Y., 376頁 (1981) に 記 載 さ れ て い る 標 準 ELISAプ ロ ト コ ー ル が 挙 げ ら れ る 。 要 約 す れ ば 、
プ レ ー ト を 十 分 量 の 抗 原 性 蛋 白 質 で 被 覆 し 、 検 出 可 能 量 の 抗 体 を 結 合 さ せ る 。 該 プ レ ー ト
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を ポ リ ペ プ チ ド と イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 適 当 な ブ ロ ッ ク 剤 、 例 え ば 10％ 正 常 ヤ ギ 血 清 等
で ブ ロ ッ ク す る 。 患 者 の 血 清 な ど の 試 料 を 添 加 し て 終 結 点 を 決 定 す る た め に 力 価 を 求 め る
。 正 お よ び 負 の 調 節 を 同 時 に 加 え 、 未 知 の 試 料 中 に 存 在 す る 目 的 の 抗 体 を 定 量 す る 。 続 い
て イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 試 料 を 適 当 な 酵 素 に コ ン ジ ュ ゲ ー ト さ せ た ヤ ギ 抗 ヒ ト Igで プ ロ ー ブ
す る 。 試 料 中 の 抗 蛋 白 質 抗 体 の 存 在 は 酵 素 の 存 在 に よ り 示 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
イ ム ノ ア ッ セ イ に 使 用 す る た め に 、 蛋 白 質 は 放 射 性 ま た は 非 放 射 性 原 子 お よ び 分 子 で 標 識
化 さ れ て い て も よ い 。 そ れ ら の 蛋 白 質 と コ ン ジ ュ ゲ ー ト さ せ る た め の そ の よ う な 標 識 お よ
び 方 法 は 当 技 術 分 野 で は 公 知 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
有 用 な 放 射 性 標 識 の い く つ か の 例 と し て は 、 3 2 P、 1 2 5 I、 1 3 1 Iお よ び 3 Hが 挙 げ ら れ る 。 放
射 性 標 識 の 使 用 に つ い て は 英 国 特 許 第 2,034,323号 、 米 国 特 許 第 4,358,535号 、 お よ び 同 第
4,302,204号 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
非 放 射 性 標 識 の い く つ か の 例 と し て は 、 酵 素 、 発 色 団 、 電 子 顕 微 鏡 で 検 出 可 能 な 原 子 お よ
び 分 子 お よ び 磁 気 特 性 に よ り 検 出 可 能 な 金 属 イ オ ン が 挙 げ ら れ る 。
い く つ か の 有 用 な 酵 素 標 識 と し て は 、 基 質 中 で 検 出 可 能 な 変 化 を 生 じ る 酵 素 が 挙 げ ら れ る
。 い く つ か の 有 用 な 酵 素 お よ び そ の 基 質 と し て は 、 例 え ば 、 西 洋 ワ サ ビ の パ ー オ キ シ ダ ー
ゼ （ ピ ロ ガ ロ ー ル お よ び ｏ － フ ェ ニ レ ン ジ ア ミ ン ） 、 β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ （ フ ル オ レ セ
イ ン 　 β － Ｄ － ガ ラ ク ト ピ ラ ノ シ ド ） お よ び ア ル カ リ 性 フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ （ ５ － ブ ロ モ －
４ － ク ロ ロ － ３ － イ ン ド リ ル フ ォ ス フ ェ ー ト ／ ニ ト ロ ブ ル ー テ ト ラ ゾ リ ウ ム ） が 挙 げ ら れ
る 。 酵 素 標 識 の 使 用 に つ い て は 、 英 国 特 許 第 2,019,404号 、 欧 州 特 許 第 63,879号 お よ び Rot
manに よ る Proc. Natl. Acad. Sci., , 1981-1991(1961)に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
有 用 な 発 色 団 と し て は 、 例 え ば 、 染 料 以 外 に 、 蛍 光 性 、 化 学 発 光 性 お よ び 生 物 発 光 性 分 子
が 挙 げ ら れ る 。 本 発 明 に お い て 有 用 な い く つ か の 具 体 的 な 発 色 団 と し て は 、 例 え ば フ ル オ
レ セ イ ン 、 ロ ー ダ ミ ン 、 テ キ サ ス レ ッ ド 、 フ ィ コ エ リ ス リ ン 、 ウ ン ベ リ フ ェ ロ ン 、 ル ミ ノ
ー ル が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
標 識 は 、 当 技 術 分 野 で 公 知 の 方 法 に よ り プ ロ ー ブ に コ ン ジ ュ ゲ ー ト し て い て も よ い 。 標 識
は 官 能 基 を 介 し て 直 接 プ ロ ー ブ に 結 合 し て い て も よ い 。 プ ロ ー ブ は そ の よ う な 官 能 基 を 含
有 し て い る か 、 あ る い は 含 有 さ せ る こ と が で き る も の で あ る 。 適 当 な 官 能 基 の い く つ か の
例 と し て は 、 例 え ば 、 ア ミ ノ 基 、 カ ル ボ キ シ ル 基 、 ス ル フ ヒ ド リ ル 基 、 マ レ イ ミ ド 基 、 イ
ソ シ ア ナ ー ト 基 、 イ ソ チ オ シ ア ナ ー ト 基 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
標 識 は ま た 、 上 記 の 方 法 に よ り プ ロ ー ブ に 結 合 し て い る リ ガ ン ト に よ り プ ロ ー ブ に コ ン ジ
ュ ゲ ー ト し て い て も よ い し 、 標 識 に 結 合 し て い る リ ガ ン ト の レ セ プ タ ー に よ り プ ロ ー ブ に
結 合 し て い て も よ い 。 い か な る 公 知 の リ ガ ン ド － レ セ プ タ ー 結 合 体 も 適 当 で あ る が 、 ビ オ
チ ン － ア ビ ジ ン 結 合 体 が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
イ ム ノ ア ッ セ イ に 用 い る た め に 、 蛋 白 質 は 100kDま た は 95kD蛋 白 質 全 体 で あ っ て も よ い し
、 あ る い は そ れ ら の 機 能 性 ア ナ ロ グ で あ っ て も よ い 。 こ れ ら の 蛋 白 質 の 機 能 性 ア ナ ロ グ と
し て は 、 フ ラ グ メ ン ト お よ び 該 蛋 白 質 の 抗 体 へ の 結 合 能 力 を 損 な わ な い 置 換 、 付 加 お よ び
欠 失 突 然 変 異 体 が 挙 げ ら れ る 。 ト ラ ン ス フ ェ リ ン 結 合 蛋 白 質 に 特 異 的 な 抗 体 を 検 出 で き る
蛋 白 質 な ら ば 、 本 発 明 に お い て 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】

本 発 明 の ト ラ ン ス フ ェ リ ン 結 合 蛋 白 質 は 、 お よ び の 生 体
機 能 に と っ て 重 要 で あ り 、 か つ 外 層 膜 に 見 出 さ れ る も の で あ る の で 、 こ れ ら の 蛋 白 質 は

感 染 に よ り 引 き 起 こ さ れ る 淋 病 、 敗 血 性 シ ョ ッ ク お よ び 髄 膜 炎 等 の 疾 病 の 予 防 用
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ワ ク チ ン に 有 用 で あ る 。 こ の た め に は 、 該 蛋 白 質 が 中 和 抗 体 を 産 生 す る こ と が 必 要 で あ る
。 中 和 抗 体 と は 、 イ ン ビ ト ロ ま た は イ ン ビ ボ で 著 し く 細 菌 細 胞 の 増 殖 を 阻 害 、 か つ ／ あ る
い は 死 滅 さ せ る 抗 体 で あ る 。 疾 病 に 感 染 し た 哺 乳 動 物 の 疾 病 の 微 候 を 防 ぐ 、 ま た は 弱 め る
の に 十 分 阻 害 さ れ た 場 合 、 細 菌 の 増 殖 に イ ン ビ ボ で 著 し く 阻 害 さ れ る 。
抗 原 と し て 100kDま た は 95kD蛋 白 質 ま た は 機 能 性 ア ナ ロ グ を 含 有 す る ワ ク チ ン を 、 本 発 明
に 従 っ て 淋 菌 ま た は 髄 膜 炎 菌 の 増 殖 を 阻 害 ま た は 死 滅 さ せ る の に 用 い て も よ い 。 こ の た め
の 100kDま た は 95kD蛋 白 質 の 機 能 性 ア ナ ロ グ と し て は 、 ヒ ト 宿 主 な ど の 哺 乳 動 物 宿 主 内 で
中 和 抗 体 を 産 生 す る フ ラ グ メ ン ト お よ び 置 換 、 付 加 ま た は 欠 失 突 然 変 異 体 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
本 発 明 で は 、 さ ら に 、 ヒ ト を 含 む 哺 乳 動 物 を お よ び に よ
る 感 染 に 対 し て 免 疫 す る た め の ワ ク チ ン 組 成 物 を 包 含 す る 。 該 ワ ク チ ン は 、

由 来 の 100kDト ラ ン ス フ ェ リ ン レ セ プ タ ー お よ び ／ ま た は 由 来 の 95kDト
ラ ン ス フ ェ リ ン レ セ プ タ ー お よ び 薬 学 的 に 許 容 さ れ る ア ジ ュ バ ン ト を 含 有 す る 。 100kDお
よ び 95kD蛋 白 質 の 代 わ り に 、 上 記 の よ う な 機 能 性 ア ナ ロ グ を 代 用 し て も よ い 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
ワ ク チ ン は 適 当 な キ ャ リ ア 中 の 抗 原 を 含 有 す る 。 ワ ク チ ン は ム ラ ミ ル ペ プ チ ド お よ び イ ン
タ ー フ ェ ロ ン 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン － １ お よ び イ ン タ ー ロ イ キ ン － ６ 等 の リ ン フ ォ カ イ ン な
ど の ア ジ ュ バ ン ド を 含 ん で い て も よ い 。 抗 原 は 、 あ る い は 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 で あ る
よ う に 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム 粒 子 等 の 適 当 な 粒 子 に 吸 着 し て い て も よ い し 、 リ ポ ソ ー ム に 包 ま
れ て い て も よ い 。
【 ０ ０ ６ １ 】
抗 原 は ま た 、 の よ う な サ ル モ ネ ラ （ Salmonella） の 無 発 病 性 の 細 菌 株 か ら
誘 導 さ れ て も よ い 。 そ の よ う な ワ ク チ ン は 、 当 技 術 分 野 で 公 知 で あ る よ う に 、 サ ル モ ネ ラ
菌 株 に お け る ト ラ ン ス フ ェ リ ン 結 合 蛋 白 質 の 活 性 蛋 白 質 を 含 む ク ロ ー ン 化 Ｄ Ｎ Ａ に よ っ て
調 製 さ れ て も よ い （ 例 え ば 、 Curtiss ら , Vaccine , 155-160(1988)お よ び Galan ら ， Ge
ne , 29-35(1990) 参 照 の こ と ） 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
本 発 明 は 、 さ ら に ヒ ト を 含 む 宿 主 哺 乳 動 物 を 上 記 の ワ ク チ ン 組 成 物 で 免 疫 す る 方 法 を 包 含
す る も の で あ る 。 該 ワ ク チ ン は 、 当 技 術 分 野 で 公 知 の 方 法 に よ り 哺 乳 動 物 に 投 与 し て も よ
い 。 そ の よ う な 方 法 と し て は 、 例 え ば 、 静 脈 内 、 腹 腔 内 、 皮 下 ま た は 筋 肉 内 投 与 が 挙 げ ら
れ る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
ワ ク チ ン 組 成 物 は 、 100kD蛋 白 質 ま た は 95kD蛋 白 質 全 体 を 含 有 し て い て も よ い が 、 好 ま し
く は 100kDま た は 95kD蛋 白 質 の 非 毒 性 フ ラ グ メ ン ト を 含 有 し て い る 。 例 え ば 、 抗 原 性 蛋 白
質 の フ ラ グ メ ン ト を 作 製 し 、 抗 原 性 部 位 を 含 有 す る そ れ ら の フ ラ グ メ ン ト を 決 定 す る こ と
は 十 分 公 知 で あ る 。 抗 原 性 が あ り 非 毒 性 で あ れ ば 、 フ ラ グ メ ン ト の 長 さ は 特 に 限 定 さ れ な
い 。 し た が っ て 、 該 フ ラ グ メ ン ト は エ ピ ト ー プ を 決 定 す る の に 十 分 な ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 有
し て い な け れ ば な ら な い 。 既 知 の 抗 原 性 ポ リ ペ プ チ ド か ら 抗 原 性 フ ラ グ メ ン ト を 単 離 お よ
び 同 定 す る 方 法 は 、 Salfeld ら に よ る J. Virol. , 798-808(1989) お よ び Isola ら に よ
る J. Virol. , 2325-2334(1989)に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
フ ラ グ メ ン ト が 、 エ ピ ト ー プ は 決 定 す る が 、 短 す ぎ て 抗 原 性 が な い 場 合 に は 、 キ ャ リ ア 分
子 に コ ン ジ ュ ゲ ー ト し て も よ い 。 い く つ か の 適 当 な キ ャ リ ア 分 子 と し て は 、 キ ー ホ ー ル リ
ン ペ ッ ト ヘ モ シ ア ニ ン （ keyhole limpet hemocyanin） お よ び ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン が 挙 げ
ら れ る 。 コ ン ジ ュ ゲ ー シ ョ ン は 当 技 術 分 野 で 公 知 の 方 法 に よ り 行 っ て も よ い 。 そ の よ う な
方 法 の 一 つ は 、 フ ラ グ メ ン ト の シ ス テ イ ン 残 基 を キ ャ リ ア 分 子 上 の シ ス テ イ ン 残 基 と 結 合
す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】

さ ら に 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の 蛋 白 質 お よ び 機 能 性 ア ナ ロ グ を 特 異 的 に 認 識 し 結 合 す る 中 和
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抗 体 の 単 離 を 包 含 す る も の で あ る 。 該 抗 体 は ポ リ ク ロ ー ナ ル ま た は モ ノ ク ロ ー ナ ル で も よ
い 。 中 和 抗 体 お よ び ワ ク チ ン と の コ ン ジ ュ ゲ ー ト に 用 い ら れ る 機 能 性 ア ナ ロ グ の 定 義 （ 上
記 参 照 ） は 、 さ ら に 中 和 抗 体 の 作 製 に も 適 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 当 技 術 分 野 で 公 知 の 方 法 に よ り 蛋 白 質 ま た は 機 能 性 ア ナ ロ グ が 接
種 さ れ た 哺 乳 動 物 か ら 単 離 さ れ る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 当 技 術 分 野 で 公 知 の 方 法 に よ
り 作 製 さ れ て も よ い 。 こ れ ら の 方 法 と し て は 、 Kohlerお よ び Milsteinの Nature , 495-
497(1975)に 記 載 の 免 疫 学 的 方 法 お よ び Huseら の Science , 1275-1281(1989)に 記 載 の
組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 法 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
本 発 明 は ま た 、 ま た は に よ り 引 き 起 こ さ れ る 疾 病 に 冒 さ
れ て い る 哺 乳 動 物 （ ヒ ト を 含 む ） を 、 本 発 明 の 中 和 抗 体 を そ の よ う な 哺 乳 動 物 に 有 効 量 投
与 す る こ と に よ り 処 置 す る 方 法 を も 包 含 す る も の で あ る 。 投 与 は 、 上 記 の よ う な ワ ク チ ン
の 投 与 と 同 様 の 方 法 に よ り 行 っ て も よ い 。
【 ０ ０ ６ ８ 】

本 発 明 の ト ラ ン ス フ ェ リ ン 結 合 蛋 白 質 お よ び 機 能 性 ア ナ ロ グ は ま た 、 試 料 中 の
ま た は の 存 在 の 検 出 用 プ ロ ー ブ と し て 用 い る 抗 体 の

作 製 に 用 い ら れ て も よ い 。 該 抗 体 は ポ リ ク ロ ー ナ ル ま た は モ ノ ク ロ ー ナ ル で あ っ て も よ い
。 こ の 目 的 の た め に は 、 機 能 性 ア ナ ロ グ は 、 試 料 中 の 100kDま た は 95kD蛋 白 質 の 存 在 が 検
出 可 能 な 抗 体 を 産 生 す る も の で あ れ ば 、 100kD蛋 白 質 ま た は 95kD蛋 白 質 の フ ラ グ メ ン ト お
よ び 置 換 、 付 加 お よ び 欠 失 突 然 変 異 体 で あ っ て も よ い 。 該 試 料 は 、 例 え ば 、

ま た は に 感 染 し て い る と 思 わ れ る 哺 乳 動 物 （ ヒ ト を 含 む ） の 体 液 で あ
っ て も よ い 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
抗 体 で 蛋 白 質 の 存 在 を 検 出 す る ア ッ セ イ は 、 先 に 記 載 し て お り 、 続 い て 標 準 ブ ロ ッ ト お よ
び ELISAフ ォ ー マ ッ ト 等 の 公 知 の フ ォ ー マ ッ ト を 行 う 。 こ れ ら の フ ォ ー マ ッ ト は 、 通 常 、
抗 体 を 95kDま た は 100kD蛋 白 質 を 含 有 す る と 思 わ れ る 試 料 と イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 抗 体 と 蛋
白 質 の 複 合 体 の 存 在 を 検 出 す る こ と で あ る 。 抗 体 は イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 工 程 前 、 イ ン キ ュ
ベ ー シ ョ ン 工 程 中 、 あ る い は イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 工 程 後 の い ず れ か の 段 階 に お い て 標 識 化
さ れ る 。 好 ま し く は 、 蛋 白 質 は 検 出 前 に 固 定 化 さ れ る 。 固 定 化 は 、 蛋 白 質 を マ イ ク ロ タ イ
タ ー ウ ェ ル 等 の 固 相 表 面 に 直 接 結 合 さ せ る か 、 あ る い は 蛋 白 質 を 固 定 化 抗 体 に 結 合 さ せ る
こ と に よ り 達 成 さ れ て も よ い 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
プ ロ ー ブ と し て 用 い た 場 合 、 抗 体 は 通 常 、 当 技 術 分 野 で 公 知 の 方 法 に よ り 標 識 化 さ れ る 。
蛋 白 質 に 有 用 な 標 識 （ 上 記 参 照 ） と 同 様 の 標 識 も ま た 、 抗 体 の 標 識 と し て 有 用 で あ る 。 抗
体 を 標 識 化 す る 方 法 は 、 例 え ば 、 Hunterお よ び Greenwood に よ る Nature , 945(1962)
お よ び David ら に よ る Biochemistry , 1014-1021(1974)に 記 載 さ れ て い る 。 そ れ 以 外 の
抗 体 を 標 識 化 す る 方 法 が 米 国 特 許 第 3,940,475号 お よ び 同 第 3,645,090号 に 記 載 さ れ て い る
。
【 ０ ０ ７ １ 】

ま た は の 存 在 を 検 出 す る た め に 、 特 定 の 配 列 を 有 す る 100
kD蛋 白 質 、 95kD蛋 白 質 、 あ る い は 100kDま た は 95kD蛋 白 質 の フ ラ グ メ ン ト を コ ー ド 化 す る
核 酸 分 子 を 用 い る こ と が で き る 。 核 酸 分 子 は Ｒ Ｎ Ａ で も Ｄ Ｎ Ａ で も よ い 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
核 酸 分 子 プ ロ ー ブ が 試 料 中 の 特 定 の 核 酸 分 子 を 認 識 す る か ど う か を 決 定 す る 方 法 は 、 当 技
術 分 野 で は 公 知 で あ る 。 通 常 、 試 料 中 に 存 在 す る と 思 わ れ る 核 酸 配 列 と 相 補 的 な 標 識 化 プ
ロ ー ブ が 調 製 さ れ る 。 好 ま し く は 、 目 的 と す る 核 酸 分 子 が 固 定 化 さ れ る 。 目 的 の 核 酸 分 子
に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た プ ロ ー ブ の 存 在 は 、 試 料 中 の 核 酸 分 子 の 存 在 を 示 す も の で あ る 。 適
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当 な 方 法 の 例 が 、 Dallasら に よ る "The Characterization of an  Plasm
id Determinant that Encodes for the Production of a Heat-labile Enterotoxin."(K.
 N. Timmis お よ び A.Puehler 編 , 

,Elsevier/North-Holland Publishing Co., Amsterdam, 113-122 頁 (1975)
； Grunstein お よ び Hogness に よ る Proc. Natl. Acad. Sci USA , 3961-3965(1975)； P
alva ら に よ る 米 国 特 許 第 4,731,325 号 （ Orion-yhtyma, Espoo,Finlandに 譲 渡 さ れ て い る
。 ） ； Mullisら に よ る 米 国 特 許 第 4,683,195号 （ Cetus Corporation, Emeryville, Califo
rniaに 譲 渡 さ れ て い る 。 ） ； Schneiderら に よ る 米 国 特 許 第 4,882,269号 (Princeton Unive
rsityに 譲 渡 さ れ て い る 。 ） ； お よ び Segevに よ る PCT出 願 WO 90/01069号 に 記 載 さ れ て い る
。 Schneiderら の 特 許 お よ び Segevの 出 願 は 、 共 に ImClone Systems Inc., New York City
の ラ イ セ ン ス で あ る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
上 記 の プ ロ ー ブ は 当 技 術 分 野 で 公 知 の 方 法 に よ り 標 識 化 さ れ る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の プ
ロ ー ブ を 標 識 化 す る 方 法 は 、 例 え ば 、 Leary ら , Proc. Natl. Acad.Sci. USA(1983)80： 4
045； Renzお よ び Kurz, Nucl. Acids Res. (1984) 12： 3435； Richardsonお よ び Gumport, 
Nucl. Acids Res. (1983) 11 ： 6167； Smithら ,Nucl. Acids Res. (1985)13： 2399； お よ
び Meinkothお よ び Wahl, Anal. Biochem.(1984) 138： 267 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
【 実 施 例 】
１ ．
淋 菌 株 FA19は 、 冷 凍 保 存 か ら GCB寒 天 に 移 し 、 １ ｌ の GCB肉 汁 を 含 有 す る フ ラ ス コ へ の 接 種
用 と し て 初 濃 度 20KU（ Klett units） と す る 。 培 養 は ５ ％ の CO 2 を 伴 っ て 37℃ で 激 し く 攪 拌
し な が ら 40KUの 濃 度 に 達 す る ま で 行 い 、 キ レ ー ト 剤 、 す な わ ち デ ス フ ェ ラ ル （ desferal）
を 最 終 濃 度 が 50uMと な る よ う に 添 加 す る 。 添 加 後 、 細 胞 を ４ 時 間 保 存 す る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
髄 膜 炎 菌 株 FAM20は 、 GCBお よ び デ ス フ ェ ラ ル の 代 わ り に ケ レ ッ ク ス （ Chelex） 処 理 し た CD
Mを 用 い る 以 外 は 淋 菌 株 FA19と 同 様 の 方 法 に よ り 調 製 す る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
２ ａ ．
膜 の 調 製 法 並 び に 淋 菌 ト ラ ン ス フ ェ リ ン 結 合 蛋 白 質 の 単 離 お よ び 精 製 法 は 、 Schryvers お
よ び Morris(Infect. and Immun. , 1144-1149(1988))の 髄 膜 炎 菌 ラ ク ト フ ェ リ ン 結 合 蛋
白 質 で 用 い た 方 法 と 同 様 で あ る 。 Schryvers お よ び Morrisの 報 告 文 に 記 載 さ れ て い る こ の
方 法 は 、 こ こ に 参 考 文 献 と し て 挙 げ ら れ る 。 Schryversお よ び Morrisの 方 法 を 以 下 の よ う
に 修 飾 し た 。 625ugの ビ オ チ ニ ル 化 ト ラ ン ス フ ェ リ ン （ ビ オ チ ニ レ ー シ ョ ン 反 応 剤 と し て P
ierce製 ビ オ チ ン － Ｓ － Ｓ － NHSを 用 い て Schryversの 方 法 に よ り 調 製 さ れ る 。 ） を 、 25ml
の 100mM NaCｌ /50mMト リ ス （ pH8.0） 中 で 、 25mgの 淋 菌 株 FA19由 来 の 総 膜 蛋 白 質 と 混 合 す
る 。 混 合 物 は ゆ っ く り 攪 拌 し な が ら 室 温 で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 膜 は 17,000× ｇ で
10分 遠 心 分 離 し て ペ レ ッ ト に す る 。 ペ レ ッ ト は 25mlの 100mM NaCｌ /50mM ト リ ス （ pH8.0）
に 再 懸 濁 し 、 続 い て NA 2  EDTAを 最 終 濃 度 が 10mMと な る よ う に 、 ま た Ｎ － ラ ウ ロ イ ル － サ ル
コ シ ン を 最 終 濃 度 が 0.75％ と な る よ う に 添 加 す る 。 膜 は 、 室 温 で 10分 間 攪 拌 し て 可 溶 化 さ
れ る 。 2.5mlの ス ト レ プ タ ビ ジ ン － ア ガ ロ ー ス （ Sigma製 ） を 添 加 し 、 室 温 で １ 時 間 結 合 さ
せ る 。 樹 脂 を 3000× ｇ で ５ 分 間 遠 心 分 離 し 、 上 清 を 除 去 し 、 樹 脂 を ５ mM EDTAお よ び 0.5 
％ Ｎ － ラ ウ ロ イ ル － サ ル コ シ ン を 添 加 し た １ Ｍ  NaCｌ /50mM ト リ ス （ pH8.0） 中 で ２ 度 洗
浄 し た 後 、 さ ら に 何 も 添 加 さ れ て い な い １ Ｍ  NaCｌ /50mM ト リ ス （ pH8.0） 中 で ２ 度 洗 浄
す る 。 蛋 白 質 は 、 0.45％ Ｎ － ラ ウ ロ イ ル － サ ル コ シ ン お よ び 125mM β － メ ル ラ プ ト エ タ ノ
ー ル を 添 加 し た １ Ｍ  NaCｌ /50mM ト リ ス （ pH8.0） に よ り マ ト リ ッ ク ス か ら 溶 出 す る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
２ ｂ ．
淋 菌 株 FA19の 代 わ り に 髄 膜 炎 菌 株 FAM20 を 用 い る 以 外 は 、 実 施 例 ２ ａ と 同 様 に 操 作 を 行 う
。
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【 ０ ０ ７ ８ 】
３ ａ ．
ア フ ィ ニ テ ィ 調 製 に よ る 溶 出 物 （ 実 施 例 ２ ａ ） を ア ミ コ ン ・ コ ン セ ン ト レ ー タ ー （ Amicon
 concentrator） （ 30,000MW分 画 ） を 用 い て 濃 縮 す る 。 得 ら れ た 濃 縮 蛋 白 質 調 製 物 を 20％
グ リ セ ロ ー ル 、 ４ ％  SDS、 130mM ト リ ス （ pH8.0） 、 10ug/mlブ ロ モ フ ェ ノ ー ル ・ ブ ル ー に
可 溶 化 し 、 Laemmli (Nature, , 680-685(1970))の 方 法 に し た が っ て 7.5 ％  SDS－ ポ リ
ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 上 で 分 離 す る 。 ゲ ル は ク ー マ シ ー ・ ブ リ リ ア ン ト ・ ブ ル ー （ Coomassi
e Brilliant Blue） で 染 色 し 、 蛋 白 質 が 見 え る よ う に す る 。 こ の 方 法 に よ り ２ 種 類 の 蛋 白
質 が 単 一 の バ ン ド と し て 分 離 さ れ る 。 ト ラ ン ス フ ェ リ ン の 分 子 量 は お よ そ 80kDで あ る 。 ト
ラ ン ス フ ェ リ ン 結 合 蛋 白 質 の 分 子 量 は お よ そ 100kDで あ る 。 100kD蛋 白 質 の バ ン ド は 、 切 り
出 し て 凍 結 乾 燥 し 、 冷 浸 す る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
３ ｂ ．
実 施 例 ２ ａ の 溶 出 物 の 代 わ り に 実 施 例 ２ ｂ の 溶 出 物 を 用 い る 以 外 は 、 実 施 例 ３ Ａ と 同 様 の
操 作 を 行 う 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
４ ．
実 施 例 ３ ａ お よ び ３ ｂ で 得 ら れ た 微 細 粉 末 を 別 々 に 生 理 的 食 塩 水 に 再 懸 濁 し 、 同 量 の フ ロ
イ ン ド の ア ジ ュ バ ン ト （ 初 回 注 射 用 と し て 完 全 ア ジ ュ バ ン ト ； 追 加 注 射 用 と し て は 不 完 全
ア ジ ュ バ ン ト ） と 混 合 し 、 ニ ュ ー ・ イ ン グ ラ ン ド ・ ホ ワ イ ト （ New England White） 種 の
メ ス の ウ サ ギ に 注 射 す る 。 注 射 は ２ 週 間 の 間 隔 で 行 う 。 抗 100kD蛋 白 質 抗 体 は 、 精 製 さ れ
た ト ラ ン ス フ ェ リ ン 結 合 蛋 白 質 に 対 す る ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ り 、 ３ 回 目 の 注 射
か ら ２ 週 間 後 に 検 出 で き る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
５ ａ ．
淋 菌 株 FA19由 来 の 染 色 体 Ｄ Ｎ Ａ は 、 Seifert ら , J. Bacteriol. , 40-46(1990)に し た
が っ て 単 離 さ れ 、 標 準 的 な 操 作 （ Maniatisら , 1982） に よ り 超 音 波 処 理 さ れ て 、 平 均 サ イ
ズ が 500bpの フ ラ グ メ ン ト を 得 る 。 リ ン カ ー を 添 加 し 、 得 ら れ た フ ラ グ メ ン ト を

消 化 λ － gtllＤ Ｎ Ａ に 連 結 さ せ る （ Maniatisら , 1982） 。 連 結 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ は Promega
製 キ ッ ト を 用 い て パ ッ ケ ー ジ さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
５ ｂ ．
髄 膜 炎 菌 株 FAM20由 来 の 染 色 体 Ｄ Ｎ Ａ は 、 Seifertら , J. Bacteriol. , 40-46(1990) 
に し た が っ て 単 離 さ れ 、 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ HincIIで 消 化 さ れ る 。 EcoRＩ リ ン カ ー を
添 加 し 、 得 ら れ た Ｄ Ｎ Ａ 分 子 を EcoRＩ で 消 化 し て 、 EcoRＩ 消 化 λ -Zap(Stratagene製 ) に
連 結 さ せ る 。 連 結 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ は Promega製 キ ッ ト を 用 い て パ ッ ケ ー ジ さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
６ ａ ．
実 施 例 ５ ａ お よ び ５ ｂ の ラ イ ブ ラ リ ー か ら 得 ら れ た お よ そ 500,000の プ ラ ー ク を 、 ピ コ ブ
ル ー ・ イ ム ノ ロ ジ カ ル ・ ス ク リ ー ニ ン グ ・ キ ッ ト （ PicoblueImmunological Screening Ki
t） に 添 付 さ れ て い る Stratageneの プ ロ ト コ ー ル に 記 載 さ れ て い る 免 疫 学 的 ス ク リ ー ニ ン
グ 法 に よ り 選 別 す る 。 要 約 す る と 、 一 次 抗 血 清 を Stratagene製 （ La Jolla, CA） よ り 入 手
可 能 な ／ フ ァ ー ジ 溶 解 物 に 、 添 付 の プ ロ ト コ ー ル に し た が っ て 吸 着 さ れ る 。 お よ
そ ５ × 10 4  pfu（ プ ラ ー ク 形 成 単 位 ； plaque forming units） を 宿 主 菌 株 で あ る Y1
090に プ レ ー ト す る 。 10mMの イ ソ ロ ピ ル チ オ ガ ラ ク ト シ ド （ IPTG） に 浸 漬 し た ニ ト ロ セ ル
ロ ー ス フ ィ ル タ ー を プ レ ー ト に の せ 、 続 い て 42℃ で ３ ～ ４ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 そ し
て 、 フ ィ ル タ ー を 除 去 し た 後 で プ レ ー ト を 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 ト リ ス 緩 衝 化 生 理 食 塩
水 お よ び 0.05％ ツ イ ー ン （ Tween） － 20（ TBST） で 洗 浄 し て 、 ト リ ス 緩 衝 化 生 理 食 塩 水 お
よ び ５ ％ ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン で １ 時 間 ブ ロ ッ ク す る 。 そ の 後 、 １ ： 200に 希 釈 し た 吸 着 一
次 抗 体 で フ ィ ル タ ー を １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 一 次 抗 体 と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後
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、 フ ィ ル タ ー を TBSTで 十 分 洗 浄 し 、 そ れ か ら 二 次 抗 体 （ １ ： 3000に 希 釈 し た ア ル カ リ 性 フ
ォ ス フ ァ タ ー ゼ と コ ン ジ ュ ゲ ー ト し た ヤ ギ 抗 ウ サ ギ 抗 体 、 Bio-Radよ り 購 入 ） で １ 時 間 イ
ン キ ュ ベ ー ト す る 。 そ の 後 、 フ ィ ル タ ー を TBSTで 十 分 洗 浄 し 、 最 後 に 0.3mg／ mlニ ト ロ ブ
ル ー テ ト ラ ゾ リ ウ ム （ NBT） 、 0.15mg／ ml ５ － ブ ロ モ － ４ － ク ロ ロ － ３ － イ ン ド イ ル フ ォ
ス フ ェ ー ト （ BCIP） 、 100mM ト リ ス （ pH9.8） 、 100mM NaCｌ 、 ５ mM MgCｌ ２ で 十 分 に 発 色
展 開 す る ま で イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
ト ラ ン ス フ ェ リ ン 結 合 蛋 白 質 特 異 的 抗 血 清 に 結 合 し て い る プ ラ ー ク を 採 取 し 、 そ の 他 の 非
反 応 プ ラ ー ク か ら 純 別 す る 。 精 製 プ ラ ー ク 由 来 の Ｄ Ｎ Ａ を 単 離 し 、 陰 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト
グ ラ フ ィ ー （ Qiagen, Studio City, CA よ り 購 入 の カ ラ ム ） を 用 い て 精 製 す る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
６ ｂ ．
実 施 例 ５ ａ お よ び ５ ｂ の ラ イ ブ ラ リ ー か ら 得 ら れ た プ ラ ー ク も ま た 、 標 識 化 Ｄ Ｎ Ａ プ ロ ー
ブ を 用 い て 選 別 さ れ る 。 オ リ ゴ マ ー TfBP１ 、 ２ 、 ３ ま た は ５ は 、 ジ ゴ キ シ ジ ェ ニ ン － 11－
dUTPお よ び Ｄ Ｎ Ａ テ イ リ ン グ キ ッ ト （ 共 に 、 Boehringer Mannhein Biochemicals（ BMB）
製 ） を 用 い て 非 放 射 性 的 に 標 識 化 さ れ る 。 オ リ ゴ マ ー の 配 列 は 以 下 の と お り で あ る ：
【 ０ ０ ８ ６ 】
TFBP１ ： GAG CCC CCC AAT GCG CCG CT
TFBP２ ： AGC GGC GCA TTG GCG GGC TC
TFBP３ ： GGG GCG CAT CGG CGG TGC GG
TFBP５ ： AAA ACA GTT GGA TAC CAT AC
【 ０ ０ ８ ７ 】
Ｄ Ｎ Ａ 標 識 化 お よ び 検 出 の プ ロ ト コ ー ル は BMB よ り 遺 伝 子 非 放 射 性 Ｄ Ｎ Ａ 標 識 ・ 検 出 キ ッ
ト （ Genius nonradioactive DNA labeling and detecting kit） と し て 入 手 可 能 で あ る 。
一 方 、 同 様 の オ リ ゴ マ ー は 標 準 的 な 技 術 に よ り α － 32p－ dCTPお よ び BMBの Ｄ Ｎ Ａ テ イ リ ン
グ キ ッ ト を 用 い て 放 射 性 に 標 識 化 さ れ る （ Maniatisら , 1982） 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
７ ．
実 施 例 ５ ま た は ６ で 得 ら れ た Ｄ Ｎ Ａ は 、 PCR 法 （ Sambrookら 編 , Molecular Cloning： A L
aboratory Manual, 第 ２ 版 ． Cold Spring Harbor Press(1989)） に よ り λ － gtll特 異 性 オ
リ ゴ マ ー を ア ン プ ラ イ マ ー と し て 用 い て 増 幅 さ れ る 。 し た が っ て 、 増 幅 さ れ る 挿 入 部 は 、
ブ ル ー ス ク リ プ ト ベ ク タ ー （ Bluescript vector） （ Stratagene製 ） 中 で 、 標 準 的 な 技 術
（ Maniatisら , 1982） を 用 い て ク ロ ー ン 化 さ れ 、 Sangerら （ Proc. Natl. Acad. Sci USA 
, 5463-5467(1977)） の ジ デ オ キ シ ・ チ ェ ー ン ・ タ ー ミ ネ ー テ ィ ン ク 法 に よ り シ ー ケ ナ

ー ゼ （ United States Biochemical Corp. 製 , Cleveland, OH） を 用 い て 塩 基 配 列 が 決 定
さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
８ ．

実 施 例 ６ お よ び ７ の 一 般 的 な 方 法 を 用 い て 、 お よ そ 1.0kbpの 染 色 体 Sau3AIフ ラ グ メ ン ト を
同 定 す る 。 こ の フ ラ グ メ ン ト を ベ ク タ ー pHSS6-GCU の BamHＩ 部 位 に ク ロ ー ン 化 す る （ Eiki
nsら , V. Bacteriol, , 3911-3913(1991)） （ GCUと は 、 淋 菌 取 り 込 み 配 列 （ ono occa
l ptake sequence） と し て 知 ら れ て い る 10bpの ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が ベ ク タ ー に 含 有 さ れ
て い る こ と を 意 味 す る 。 ） 。 こ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 淋 菌 へ の 種 特 異 的 な Ｄ Ｎ Ａ の 取 り
込 み を 仲 介 す る こ と が 知 ら れ て い る （ Elkinsら ） 。 こ の ク ロ ー ニ ン グ の た め の 宿 主 菌 株 は
HB101で あ っ た 。 得 ら れ た ク ロ ー ン は pUNCH403で あ る こ と が 知 ら れ て い る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
pUNCH403の 挿 入 部 は 、 Kraft ら に よ る Biotechniques , 554-556(1988)に 記 載 さ れ る 方 法
に よ り 、 二 本 鎖 鋳 型 を 用 い て そ の 全 体 が 配 列 決 定 さ れ る 。 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 シ ー ケ ナ
ー ゼ （ Sequenase,登 録 商 標 ） （ United States Biochemicals製 ） を 用 い て 、 Sangerの ジ デ
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オ キ シ 法 に よ り 決 定 さ れ る 。 pUNCH403中 の Sau3AIフ ラ グ メ ン ト の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 図 ２
Ａ に 示 す 。 図 ２ Ａ の １ ～ 558 番 目 の ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 は 、 pUNCH401と pUNCH402（ 図 １ ）
お よ び pUNCH403（ 図 ２ Ａ ） の 重 複 部 位 を 示 し て い る 。 ヌ ク レ オ チ ド 659番 目 か ら ヌ ク レ オ
チ ド １ 番 目 に 向 か う 一 つ の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム が 存 在 す る 。 し た が っ て 、 メ チ
オ ニ ン 残 基 を コ ー ド 化 す る ヌ ク レ オ チ ド 659番 目 （ 図 ２ Ａ に 示 さ れ る も の と 相 補 的 な 鎖 上
） か ら 始 ま る コ ド ン は 遺 伝 子 の ５ '末 端 で あ る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
９ ．
100kD ト ラ ン ス フ ェ リ ン 結 合 蛋 白 質 遺 伝 子 の 不 活 性 化 の 効 果 を 調 べ る た め に 、 Seifertら
に よ る Genetic Engineering, Principals and Methods お よ び Setlow,J. K. お よ び Holle
ander, A. 編 の Plenum Press, N. Y., 第 ８ 巻 ， 123-134 頁 に 記 載 の プ ロ ト コ ー ル に し た
が っ て 、 ト ラ ン ス ポ ゾ ン 挿 入 部 を pUNCH403の 挿 入 部 の 長 さ に 合 わ せ て 単 離 す る 。 mTn3CAT
ト ラ ン ス ポ ゾ ン を シ ャ ト ル 突 然 変 異 誘 起 に よ り に 挿 入 し 、 そ れ か ら 突 然 変 異 体 を
作 製 す る た め に FA19に お い て ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル 耐 性 形 質 転 換 体 を 選 択 す る 。 mTn3CAT
ト ラ ン ス ポ ゾ ン に つ い て は 、 Seifertら に よ り m-Tn3(Cm)と し て 述 べ ら れ て い る 。 そ の 後 、
突 然 変 異 体 を 、 唯 一 の 鉄 供 給 源 と し て の ト ラ ン ス フ ェ リ ン 上 で の 増 殖 能 力 お よ び ウ エ ス タ
ン ブ ロ ッ ト に よ り ア ッ セ イ さ れ る 100kD蛋 白 質 の 発 現 能 力 に よ り 評 価 す る 。 そ の 実 験 の 結
果 を 図 ３ に 示 す 。 「 Ｉ 」 の 44、 37お よ び 24で 示 さ れ る 位 置 に あ る ト ラ ン ス ポ ソ ン 100kD蛋
白 質 の 発 現 お よ び ト ラ ン ス フ ェ リ ン 上 で の 増 殖 能 力 を 共 に 失 わ せ る 。 し か し な が ら 、 「 Ａ
」 位 置 に あ る ト ラ ン ス ポ ゾ ン は ト ラ ン ス フ ェ リ ン 上 で 幾 分 か 増 殖 さ せ 、 い く つ か の 検 出 可
能 な 元 来 の 長 さ の ト ラ ン ス フ ェ リ ン 結 合 蛋 白 質 を 発 現 さ せ る 。 こ れ ら の 結 果 よ り 、 659位
（ 図 ２ Ａ 参 照 ） に あ る 逆 向 き の 挿 入 部 は 野 生 型 の 長 さ の 蛋 白 質 を 発 現 さ せ る の で 、 100kD
蛋 白 質 を コ ー ド 化 し て い る 構 造 遺 伝 子 は こ の 位 置 か ら 始 ま る 、 と い う 仮 定 が 確 認 さ れ る 。
発 現 が 、 突 然 変 異 体 「 Ａ 」 中 の 野 生 型 レ ベ ル で 検 出 さ れ な い と い う 事 実 か ら 、 推 定 上 の 開
始 コ ド ン の 逆 向 き の 領 域 が 100kD蛋 白 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 調 節 に 重 要 で あ る こ と が わ
か る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
10．
95kD髄 膜 炎 菌 ト ラ ン ス フ ェ リ ン 結 合 蛋 白 質 遺 伝 子 は ３ 工 程 で ク ロ ー ン 化 さ れ た 。 第 １ 工 程
で は 、 淋 菌 の 抗 血 清 を 用 い て 、 λ － ZapIIラ イ ブ ラ リ ー 由 来 の 1.3kbの HincII／ EcoRＩ フ ラ
グ メ ン ト を 同 定 し た （ 図 ４ 参 照 ） 。 こ の フ ラ グ メ ン ト の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 図 ５ に 示 す 。
推 定 上 の 開 始 コ ド ン を 矢 印 で 示 す が 、 こ れ は ま た 転 写 の 方 向 を 示 す も の で も あ る 。 先 に 述
べ た リ ポ ソ ー ム 結 合 部 位 に は 下 線 を 引 い て あ る 。 1.3kbフ ラ グ メ ン ト に は 約 500bpの 95kD蛋
白 質 構 造 遺 伝 子 が 含 ま れ て い る 。 こ の ク ロ ー ン は 、 髄 膜 炎 菌 株 FAM20 染 色 体 の 単 一 の ５ kb
 ClaＩ フ ラ グ メ ン ト に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た 。 ベ ク タ ー pHSS6-GCU（ 実 施 例 ８ に 記 載 ） に お
け る 部 分 的 な ５ kb ClaＩ ラ イ ブ ラ リ ー が 構 築 さ れ 、 プ ロ ー ブ と し て 1.3kbフ ラ グ メ ン ト を
用 い て ５ kb ClaＩ フ ラ グ メ ン ト を ク ロ ー ン 化 し た 。 こ の ClaＩ フ ラ グ メ ン ト の 部 分 制 限 地
図 に よ り 、 こ の フ ラ グ メ ン ト は 構 造 遺 伝 子 船 隊 を コ ー ド し な い こ と が 示 唆 さ れ た 。 し た が
っ て 、 第 ３ 工 程 に お い て 、 3.5kbの ClaＩ ／ EcoRＩ フ ラ グ メ ン ト （ 第 ２ 工 程 で 得 ら れ た ５ kb
の ClaＩ フ ラ グ メ ン ト か ら 産 生 ） を プ ロ ー ブ と し て 用 い た と こ ろ 、 λ － ZapIIラ イ ブ ラ リ ー
（ Stragagene製 ） 由 来 の 隣 接 す る HincIIフ ラ グ メ ン ト の ク ロ ー ニ ン グ が 行 わ れ た 。 こ の Hi
ncIIフ ラ グ メ ン ト は 約 3.5kbの 長 さ で あ り 、 お そ ら く 95kD蛋 白 質 構 造 遺 伝 子 の 残 部 を コ ー
ド す る も の で あ る 。 こ の 3.5kb HincIIフ ラ グ メ ン ト は 、 E. Ozkaynak お よ び S. D. Putney
に よ る Biotechniques ,770(1987) に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 エ ク ソ ヌ ク レ ア ー ゼ （ Exon
uclease） IIIお よ び VIIを 用 い て 一 定 方 向 性 の 欠 失 を 起 こ す こ と に よ り 、 ヌ ク レ オ チ ド 配
列 が 決 定 さ れ た 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
11．
髄 膜 炎 菌 の 95kD蛋 白 質 遺 伝 子 を 突 然 変 異 さ せ る た め に 、 1.3kb の HincII／ EcoRＩ フ ラ グ メ
ン ト を 用 い た 。 mTn3CATト ラ ン ス ポ ゾ ン の 代 わ り に mTn3ermト ラ ン ス ポ ゾ ン を 1.3kbク ロ ー
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ン に 導 入 し た 以 外 は 、 実 施 例 ９ に 記 載 さ れ て い る の と 同 様 の シ ャ ト ル 突 然 変 異 操 作 を 用 い
た 。 mTn3ermト ラ ン ス ポ ゾ ン は 、 実 施 例 ９ に 記 載 の mTn3CATト ラ ン ス ポ ゾ ン を 修 飾 し て エ リ
ス ロ マ イ シ ン 耐 性 を 付 与 す る こ と に よ り 作 製 さ れ た 。 こ の 修 飾 に よ り エ リ ス ロ マ イ シ ン 耐
性 髄 膜 炎 菌 形 質 転 換 体 が 選 択 で き る よ う に な る 。 こ れ ら の 形 質 転 換 体 は 、 実 施 例 ９ で 記 載
さ れ た よ う な ト ラ ン ス フ ェ リ ン プ レ ー ト 上 で の 増 殖 能 力 に よ り 選 別 さ れ た 。 こ の 突 然 変 異
誘 起 実 験 の 結 果 を 図 ６ に 詳 細 に 示 す 。 mTn3erm挿 入 部 お よ び ２ は 、 95kD蛋 白 質 の 発 現 お よ
び ト ラ ン ス フ ェ リ ン プ レ ー ト 上 で の ク ロ ー ン の 増 殖 能 力 を 完 全 に 失 わ せ た が 、 mTn3erm挿
入 部 ３ お よ び ４ は 、 ト ラ ン ス フ ェ リ ン 上 で の 増 殖 が 幾 分 か 見 ら れ 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 上
に い く ら か の 95kD蛋 白 質 を 示 し た 。 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 決 定 お よ び 突 然 変 異 誘 起 の デ ー タ か
ら 鑑 み て 、 mTn3erm挿 入 部 １ お よ び ２ は 、 各 々 構 造 遺 伝 子 お よ び プ ロ モ ー タ ー 領 域 中 に 存
在 す る こ と は 明 ら か で あ る が 、 一 方 、 挿 入 部 ３ お よ び ４ は 、 発 現 の 正 の 調 節 領 域 に 含 ま れ
る で あ ろ う 逆 向 き の 領 域 中 に 存 在 す る と 思 わ れ る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】

請 求 の 範 囲 に 記 載 の 発 明 は 、 明 細 書 お よ び 容 易 に 入 手 可 能 な 引 用 文 献 お よ び 出 発 物 質 に し
た が っ て 実 施 可 能 で あ る 。 し か し 、 発 明 の 実 施 お よ び 利 用 が 容 易 に な る よ う に 、 以 下 の 細
胞 系 を American Type Culture Collection, Bethesda, Marylandに 1990年 ７ 月 16日 に 寄 託
し て い る ：
髄 膜 炎 菌 細 胞 系 FAM18（ 取 得 番 号  ATCC 55071）
髄 膜 炎 菌 細 胞 系 FAM20（ 取 得 番 号  ATCC 55072）
淋 菌 細 胞 系 FA19　 　  （ 取 得 番 号  ATCC 55073） 。
さ ら に 、 有 用 な プ ロ ト コ ー ル お よ び 情 報 を 含 む 以 下 の パ ン フ レ ッ ト が 本 明 細 書 の フ ァ イ ル
ヒ ス ト リ ー で 利 用 で き る 。
"Predigested Lambda Zap/Eco RI Cloning Kit Instruction Manual,"Stratagene, La Jo
lla, California (November 20, 1987)；
"Gigapack Plus"(for packaging recombinant lambda phage), Stratagene, La Jolla, C
alifornia (April 25, 1988)；
"picoBlue Immunoscreening Kit"Instruction Manual,"Stratagene, La Jolla, Californ
ia (May 19, 1989)； お よ び
"Genius Nonradioactive DNA Labeling and Detection Kit,"Boehringer Mannheim Bioch
emicals, Indianapolis, Indiana (January, 1989)。
【 ０ ０ ９ ５ 】
【 配 列 表 】
                               SEQUENCE LISTING
<110> THE UNIVERSITY OF NORTH CAROLINA AT CHAPEL HILL
<120> TRANSFERRIN BINDING PROTEINS FROM NEISSERIA GONORRHOEAE
AND NEISSERIA MENINGITIDIS
<130> P01971505
<140>
<141> 1991-08-23
<150> US 572,187
<151> 1990-08-23
<160> 7
<170> PatentIn Ver. 2.1
<210> 1
<211> 558
<212> DNA
<213> Neisseria gonorrhoeae
<400> 1
agcaaagcct ccgcaccgcc gatgcgcccc gccagcgcga tggattgggt aagcccccgg 60
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tttttgccgg aataggcggt tttactctga atgccccact gcctgccttc cccgataaca 120
tcgtcggcgg ttttggtttg aaatgcgacc gagcccgcca atgcgccgct gccttgttcg 180
accgagtttg agcctttgct gatttcgaca gccttgacgt tctcatactc gatttcattg 240
attgcgccgc tgctgcccgc cgtcctcgtc ccgcccaatg ccgcctgcgc gtgtaggact 300
gtatttgcgc caagccgtcc accgtcaagg agacgcggtt tttgtccata ccgcgtatcg 360
agtagcccga gcttgcgccg cgcccctgtt cgacgacggc gatgccgggg tcgtaacgcg 420
tcaggtcgcg gatgtcgagt acctgttcct tgctggaggg tgtcggcggt tttgaccaat 480
ttgcccaaac cggttacttc gttatcgcgg cgggttttct gttttttggc ttttacctgt 540
atggtatcca actgtttt                                               558
<210> 2
<211> 918
<212> DNA
<213> Neisseria gonorrhoeae
<400> 2
agcaaagcct ccgcaccgcc gatgcgcccc gccagcgcga tggattgggt aagcccccgg 60
tttttgccgg aataggcggt tttactctga atgccccact gcctgccttc cccgataaca 120
tcgtcggcgg ttttggtttg aaatgcgacc gagcccgcca atgcgccgct gccttgttcg 180
accgagtttg agcctttgct gatttcgaca gccttgacgt tctcatactc gatttcattg 240
attgcgccgc tgctgcccgc cgtcctcgtc ccgcccaatg ccgcctgcgc gtgtaggact 300
gtatttgcgc caagccgtcc accgtcaagg agacgcggtt tttgtccata ccgcgtatcg 360
agtagcccga gcttgcgccg cgcccctgtt cgacgacggc gatgccgggg tcgtaacgcg 420
tcaggtcgcg gatgtcgagt acctgttcct tgctggaggg tgtcggcggt tttgaccaat 480
ttgcccaaac cggttacttc gttatcgcgg cgggttttct gttttttggc ttttacctgt 540
atggtatcca actgtttttc ctgtgcttgt ccggcttgca cattttctgc ataagcgggc 600
agcgcagtca ttaaagacag gcataaaata tttaatcgga acaaatgttg ctgttgcata 660
gtgtttccct aatcttcgct ttcagacgga atcggaagga acgatgccgt ctgaagcctt 720
attctcgatt gttgttcggc agccgtgctt atttcacaag cttttggcgt ttcgcaccga 780
atacgacagt tgcactgctt gctgaatttc cattgccgga ttcaactgtt gcatttttcg 840
tttgttcatt gcccggatag gcaaaccatc cgcccaactc ttcggcgtta ggcccgtaaa 900
aaccgccctg cacttcgg                                               918
<210> 3
<211> 1192
<212> DNA
<213> Neisseria gonorrhoeae
<400> 3
aattccgacg gagtggagct ttcactgctg ccgtctgagg gcaataaggc ggcatttcag 60
cacgagattg agcaaaacgg cgtgaaggca acggtgtgtt gttccaactt ggattacatg 120
agttttggga agctgtcaaa agaaaataaa gacgatatgt tcctgcaagg tgtccgcact 180
cctgtatccg atgtggcggc aaggacggag caaacgccaa atatcgcggt acttggtacg 240
gatatattgc caacggcaca agctggagcg cgaagcctcc aatcaggaag gtggtaatag 300
ggcagagttt gacgtggatt tttccactaa aaaaatcagt ggcacactga cggcaaaaga 360
ccgtacgtct cctgcgttta ctattactgc catgattaag gacaacggtt tttcaggtgt 420
ggcgaaaacc ggtgaaaacg gctttgcgct ggatccgcaa aataccggaa attcccacta 480
tacgcatatt gaagccactg tatccggctg gtttctacgg caaaaacgcc atcgagatgg 540
gcggattcgt tctcatttcc gggaaatgca ccagagggaa aacaagaaaa agcatcggtg 600
gtattcggtg cgaaacgcca acagcttgtg caataagcac ggctgccgaa caatcgagaa 660
taaggcttca gacggcacgt tccttccgat gccgtctgaa agcgaagatt agggaaacat 720
catgcaacag caacatttgt tccgattaaa tattttatgc ctgtctttaa tgaccgcgcg 780
ctgcccgttt atgcagaaaa tgtgcaagcc gaacaagcac aggaaaaaca gttggatacc 840
atacaggtaa aagccaaaaa acagaaaacc cgccgcgata acgaagtaac cgggctgggc 900
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aagttggtca agtcttccga tacgctaagt aaagaacagg ttttgaatat ccgagacctg 960
acccgttatg atccggtatt gccgtggtcg aacagggtcg gggcgcaagt tcggctattc 1020
aatacgcggc atggataaaa accgcgtttc cttaacggta gacggcgttt cgcaaataca 1080
gtcctacacc gcgcaggcgg cattgggtgg gacgaggacg gcgggtacga gcggcgcaat 1140
caatgaaatc gagtatgaaa acgtcaaggc cgttgaaatc agcaagggtt cg         1192
<210> 4
<211> 20
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220>
<223> Description of Artificial Sequence:Designed probe based on Neisseria gonor
rhoeae
<400> 4
gagcccccca atgcgccgct                                             20
<210> 5
<211> 20
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220>
<223> Description of Artificial Sequence:Designed probe based on Neisseria gonor
rhoeae
<400> 5
agcggcgcat tggcgggctc                                             20
<210> 6
<211> 20
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220>
<223> Description of Artificial Sequence:Designed probe based on Neisseria gonor
rhoeae
<400> 6
ggggcgcatc ggcggtgcgg                                             20
<210> 7
<211> 20
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220>
<223> Description of Artificial Sequence:Designed probe based on Neisseria gonor
rhoeae
<400> 7
aaaacagttg gataccatac                                             20
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 図 １ 】 　 pUNCH401お よ び pUNCH402挿 入 部 か ら 得 ら れ る 淋 菌 株 FA19由 来 の 100kD蛋 白 質 遺
伝 子 の 部 分 Ｄ Ｎ Ａ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 示 す 。 実 施 例 ６ ａ お よ び 実 施 例 ７ を 参 照 の こ と 。
【 図 ２ Ａ 】 　 pUNCH403挿 入 部 に お け る 100kDト ラ ン ス フ ェ リ ン 結 合 蛋 白 質 遺 伝 子 フ ラ グ メ
ン ト の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 示 す 。 大 文 字 は 、 ク ロ ー ン pUNCH401お よ び pUNCH402（ 図 １ ） お
よ び pUNCH403間 で の 重 複 領 域 を 示 す 。 100kD淋 菌 ト ラ ン ス フ ェ リ ン 結 合 蛋 白 質 の 提 案 さ れ
る 開 示 コ ド ン は 、 659番 目 の ヌ ク レ オ チ ド で 生 じ る 。 オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム の 方
向 は 、 図 で 示 さ れ る 方 向 と は 逆 （ す な わ ち 、 659番 目 か ら １ 番 目 の ヌ ク レ オ チ ド に 向 か う
方 法 ） で あ る 。 実 施 例 ８ を 参 照 の こ と 。
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【 図 ２ Ｂ 】 　 3.2kbの HincIIフ ラ グ メ ン ト の 制 限 酵 素 地 図 を 示 す 。
【 図 ３ 】 　 pUNCH403に お け る 100kD淋 菌 ト ラ ン ス フ ェ リ ン 結 合 蛋 白 質 フ グ メ ン ト の ト ラ ン
ス ポ ゾ ン 挿 入 部 お よ び 各 突 然 変 異 体 の 相 当 す る 表 現 型 の 位 置 を 示 す 。 ト ラ ン ス ポ ゾ ン （ mT
n3CAT） は シ ャ ト ル 突 然 変 異 誘 起 に よ り に 挿 入 さ れ た 。 突 然 変 異 体 を 作 製 す る た め
に 、 FA19に お い て ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル 耐 性 形 質 転 換 体 を 選 択 し た 。 各 ト ラ ン ス ポ ゾ ン 挿
入 部 （ 逆 三 角 形 で 示 す 。 ） の 下 に 、 2.5uMヒ ト ト ラ ン ス フ ェ リ ン （ 鉄 で 25％ が 飽 和 さ れ て
い る 。 ） 上 で 増 殖 お よ び ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト に よ り ア ッ セ イ さ れ る 蛋 白 質 の 発 現 を ＋ ま た
は － で 示 す 。 波 線 矢 印 で 示 さ れ る オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム は 、 右 か ら 左 へ （ 図 ２ Ａ
で の 方 向 性 と 同 じ 。 ） 読 み 取 り 、 Ｍ で 示 さ れ る メ チ オ ニ ン で 開 始 さ れ る 。 典 型 的 な － 10ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 が 見 出 さ れ た が （ － 10） 、 規 範 的 な － 35ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 同 定 で き な か
っ た 。 野 性 型 の 増 殖 お よ び 蛋 白 質 の 発 現 は 、 右 側 に 「 No Tn」 の 見 出 し の 下 に 示 す 。
【 図 ４ 】 髄 膜 炎 菌 95kDト ラ ン ス フ ェ リ ン 結 合 蛋 白 質 遺 伝 子 の ク ロ ー ニ ン グ 化 計 画 を 示 す も
の で あ る 。 1.3kbの HincII／ EcoRＩ フ ラ グ メ ン ト は 、 抗 体 プ ロ ー ブ を 用 い て 、 λ － ZapIIラ
イ ブ ラ リ ー よ り ク ロ ー ン 化 さ れ た 。 第 ２ 工 程 で 示 さ れ る 5.0kbお よ び 3.5kbフ ラ グ メ ン ト は
、 プ ロ ー ブ と し て 該 1.3kbフ ラ グ メ ン ト を 用 い て 、 pHSS6-GCU の ClaＩ ラ イ ブ ラ リ ー の 一 部
か ら ク ロ ー ン 化 さ れ た 。 第 ３ 工 程 の 3.5kbの HincIIフ ラ グ メ ン ト は 、 第 ２ 工 程 の 3.5kbの Ec
oRＩ ／ ClaＩ フ ラ グ メ ン ト を プ ロ ー ブ と し て 用 い て 、 λ － ZapIIラ イ ブ ラ リ ー か ら ク ロ ー ン
化 さ れ た 。 第 １ ～ ３ 工 程 で 得 ら れ た フ ラ グ メ ン ト は 、 「 FAM20染 色 体 」 と 見 出 し の 付 い た
フ ラ グ メ ン ト で 示 さ れ る よ う に 、 共 に 適 合 す る 。
【 図 ５ 】 図 ４ の 第 １ 工 程 で 得 ら れ た 1.3kbの HincII／ EcoRＩ フ ラ グ メ ン ト の ヌ ク レ オ チ ド
系 列 を 示 す 。 リ ポ ソ ー ム 結 合 部 位 に は 下 線 を 引 い て あ る 。 ATG開 始 コ ド ン お よ び 転 写 方 向
は 矢 印 で 示 す 。 実 施 例 10を 参 照 の こ と 。
【 図 ６ 】 図 ４ の 第 １ 工 程 で 得 ら れ た 1.3kbの HincII／ EcoRＩ フ ラ グ メ ン ト を 含 む ト ラ ン ス
ポ ゾ ン 突 然 変 異 誘 起 実 験 の 結 果 を 示 す 。 実 施 例 11を 参 照 の こ と 。
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