
(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　細菌細胞において遺伝子を発現させるための方法であって、以下：
　 形質転換されていない細菌細胞の集団に発現ベクターを提供する工
程であって、該発現ベクターが、目的のタンパク質に遺伝子的に融合された輸送タンパク
質コード配列を含む発現カセットを含む、工程；
　該発現カセットを発現させる工程であって、その結果、輸送タンパク質：：目的のタン
パク質の融合タンパク質が、産生され、そして培養培地中に輸送さ

工程、
を包含する、方法。
【請求項２】
　請求項１に記載の方法であって、前記細菌細胞がＳ．Ｔｙｐｈｉ細胞である、方法。
【請求項３】
　請求項１に記載の方法であって、前記細菌細胞が、Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ
細胞である、方法。
【請求項４】
　請求項１に記載の方法であって、前記輸送タンパク質コード配列が、配列番号２のアミ
ノ酸配列をコードする、方法。
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伝子、またはＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ　ｈｌｙＥ遺伝子からなる群より選択さ
れる、



【請求項５】
　請求項１に記載の方法であって、前記輸送タンパク質コード配列が、第１８０位、第１
８５位、第１８７位、および第１９３位でのアミノ酸置換からなる群より選択されるアミ
ノ酸置換を生じる１つ以上の変異を有する配列番号２のアミノ酸配列をコードし、該変異
が、該輸送タンパク質の溶血活性を減弱 する、方法。
【請求項６】
　請求項１に記載の方法であって、前記目的のタンパク質が、抗原である、方法。
【請求項７】
　宿主の免疫応答を誘発するための であって、以下：
　細菌細胞の集団 細菌細胞は、

発現ベクターで形質転換されており、該発現ベクターは、目的のタンパク質コード配
列に遺伝子的に融合された輸送タンパク質コード配列を含む発現カセットを含む、

；
　該発現カセット 輸送タンパク質：：目的のタンパク質の融合タンパク質 、

該宿主中に輸送さ
　該融合タンパク質に対する該被験体からの免疫応答 誘発

。
【請求項８】
　請求項 に記載の であって、前記細菌細胞がＳ．Ｔｙｐｈｉ細胞である、
。
【請求項９】
　請求項 に記載の であって、前記細菌細胞が、Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌ
ｉ細胞である、 。
【請求項１０】
　請求項 に記載の であって、前記輸送タンパク質コード配列が、配列番号２のア
ミノ酸配列をコードする、 。
【請求項１１】
　請求項 に記載の であって、前記輸送タンパク質コード配列が、第１８０位、第
１８５位、第１８７位、および第１９３位でのアミノ酸置換からなる群より選択されるア
ミノ酸置換を生じる１つ以上の変異を有する配列番号２のアミノ酸配列をコードし、該変
異が、該輸送タンパク質の溶血活性を減弱 する、 。
【請求項１２】
　請求項 に記載の であって、前記目的のタンパク質が、抗原である、 。
【請求項１３】
　目的のタンパク質を発現するための系であって、以下：
　発現カセットを含む発現ベクターであって、該発現カセットが、目的のタンパク質のコ
ード配列に遺伝子的に融合された輸送タンパク質コード配列を含む、発現ベクター；
　該発現ベクターで形質転換される 宿主細胞；および
　形質転換された宿主細胞のための培養環境であって、該発現カセットが、輸送タンパク
質：：目的のタンパク質の融合タンパク質を発現し、該融合タンパク質が、該形質転換さ
れた宿主細胞の外に輸送され

る、培養環境、
を備える、系。
【請求項１４】
　請求項 に記載の であって、前記宿主細胞がＳ．Ｔｙｐｈｉ細胞である、 。
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【請求項１５】
　請求項 に記載の であって、前記宿主細胞が、Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ
細胞である、 。
【請求項１６】
　請求項 に記載の であって、前記輸送タンパク質コード配列が、配列番号２のアミ
ノ酸配列をコードする、 。
【請求項１７】
　請求項 に記載の であって、輸送タンパク質コード配列が、第１８０位、第１８５
位、第１８７位、および第１９３位のアミノ酸置換からなる群より選択されるアミノ酸置
換を生じる１つ以上の変異を有する配列番号２のアミノ酸配列をコードし、該変異が、該
輸送タンパク質の溶血活性を減弱 する、 。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
（政府援助）
本明細書中に規定したタンパク質輸送系は、Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅｓ　
ｏｆ　Ｈｅａｌｔｈより、助成金５　Ｒ０１　ＡＩ２９４７１、Ｒ０１　ＡＩ４０２９７
、およびＲｅｓｅａｒｃｈ　Ｃｏｎｔｒａｃｔ　Ｎ０１　ＡＩ４５２５１（Ｍ．Ｍ．Ｌｅ
ｖｉｎｅ、Ｐｒｉｎｃｉｐａｌ　Ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｏｒ）からの援助を通じて開発さ
れた。
【０００２】
（関連出願）
本出願は、米国仮特許出願第６０／２５２，５１６号（２０００年１１月２２日出願）（
これは、本明細書中にその全体が参考として援用される）に対する優先権を主張する。
【０００３】
（発明の背景）
（発明の分野）
以下の開示は、タンパク質輸送系の使用に関する。この開示された系は、組換えタンパク
質の産生に有用な、効果的な方法および組成物を提供する。
【０００４】
（関連分野の説明）
タンパク質発現系は、長い間、目的の組換えタンパク質の収率を増加するための試みにお
いて、高コピー数の発現プラスミドまたは発現ベクターを用いてきた。高コピー数の発現
プラスミドおよびそれらがコードする目的のタンパク質は、発現プラスミドを含む宿主の
適合性に負の効果を与え得る。多コピープラスミドを保有する原核生物宿主細胞に与えら
れる顕著な負荷は、以下の２つのプロセスによって引き起こされる、代謝的カスケードの
蓄積的な結果である：１）発現プラスミドの複製および維持ならびに２）目的の遺伝子を
含む、プラスミドにコードされた種々の機能の転写および翻訳。そのような機構は、プラ
スミド保有細菌が、プラスミドを含まない細菌よりも遅く増殖するという観察を説明し得
る。この負荷はまた、コピー数が増加するに従い増殖速度が減少するという観察も説明し
得る。
【０００５】
目的の遺伝子が発現される場合、組換え宿主細胞の増殖速度は、減少する。増殖速度の減
少は、宿主細胞の細胞質中に存在する、組換え産生されたタンパク質を分解し得る、種々
の細胞性プロテアーゼの誘導を引き起こし得る。従って、減少した増殖速度は、代謝的負
荷の不可避な結果であり、これはまた、多くの生理学的な摂動の累積的な結果である。増
殖速度のこの減少が、選択の非存在下で内在するプラスミドの損失に対する選択圧を産生
するので、発現ベクターを保有する宿主細胞からの発現プラスミドの有意な損失は、宿主
細胞の形質転換後に起こり得る。
【０００６】
減少した増殖速度を有する宿主細胞は、その宿主細胞から必要とされない代謝的負荷を取
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り除くために自発的に発現プラスミドを排出し得、そしてプラスミドを含まない細胞に、
プラスミドを保有する宿主細胞の集団よりも速く増殖させ得る。そのような宿主細胞の集
団内でのタンパク質発現の変化は、タンパク質産生を減少させることが予想される。
【０００７】
従って、発現ベクターからのタンパク質発現を最適化しながら、一方で、その発現ベクタ
ーによって産生された宿主細胞に対する代謝的負荷を最小化する、タンパク質発現系を調
製することが所望される。
【０００８】
（発明の要旨）
開示物は、宿主細胞外への融合タンパク質の輸送を促進する輸送タンパク質の使用に関す
る。１つの開示された実施形態は、形質転換されていない細菌宿主細胞の集団に発現ベク
ターを提供する工程であって、ここで、この発現ベクターが、目的のタンパク質のコード
配列に遺伝子的に融合された輸送タンパク質コード配列を含む発現カセットを含む、工程
、輸送タンパク質：：目的のタンパク質の融合タンパク質が、産生され、そして培養培地
中に輸送（ｅｘｐｏｒｔ）もしくは輸送（ｔｒａｎｓｐｏｒｔ）されるように、発現カセ
ットを発現させる工程、を包含する、細菌細胞中で遺伝子を発現させるための方法を提供
する。
【０００９】
別の開示された実施形態は、目的のタンパク質のコード配列に遺伝子的に融合された輸送
タンパク質コード配列を含む発現カセットを含む発現ベクターで形質転換された細菌宿主
細胞の集団を、動物に提供する工程、輸送タンパク質：：目的のタンパク質の融合タンパ
ク質が、産生され、そしてその動物中に輸送（ｅｘｐｏｒｔ）または輸送（ｔｒａｎｓｐ
ｏｒｔ）されるように、発現カセットを発現させる工程、および融合タンパク質に対する
免疫応答をその動物から誘発する工程、を包含する、動物から免疫応答を誘発するための
方法に関する。
【００１０】
別の開示された実施形態は、発現カセットを有する発現ベクターであって、発現カセット
が、目的のタンパク質のコード配列に遺伝子的に融合された輸送タンパク質コード配列を
含む、発現ベクター、この発現ベクターで形質転換される宿主細胞、および形質転換され
た宿主細胞のための培養環境であって、この発現カセットが、輸送タンパク質：：目的の
タンパク質の融合タンパク質を発現し、その融合タンパク質が、その形質転換された宿主
細胞の外に輸送される、培養環境、を備える目的のタンパク質を発現させるための系に関
する。
【００１１】
（好ましい実施形態の詳細な説明）
以下の開示は、細菌性宿主から組換えタンパク質を効率良く産生するためのタンパク質輸
送系を提供する。好ましい実施形態において、このタンパク質輸送系は、このタンパク質
輸送系ベクターが導入される宿主細菌に内因性のタンパク質輸送機構を利用する。
【００１２】
タンパク質輸送系は多くの有用な適用を有する。この系は、細菌宿主細胞内部で目的の組
換えタンパク質を効率的に産生し、そしてその細菌宿主細胞からその目的の組換えタンパ
ク質を輸送するために用いられ得る。例えば、この開示された系は、バイオリアクターに
おいて目的の組換えタンパク質を効率良く産生するために用いられ得る。
【００１３】
このタンパク質輸送系はまた、動物の抗原性物質に提供するために用いられ得、それに対
して、免疫応答がマウントされ得る。例えば、１つの実施形態において、弱毒化された細
菌（例えばＳａｌｍｏｎｅｌｌａ）が、このタンパク質輸送系の成分で形質転換される。
次いで、この組換えＳａｌｍｏｎｅｌｌａが、動物において免疫応答の生成を促進し得る
、生きたベクター免疫原成分として用いられ得る。このタンパク質輸送系は、目的の種々
の抗原と共に用いられ得る。特定の実施形態は、腸チフスおよび他の疾患に対する免疫原
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性組成物を含む。最小限の細菌の溶解で、組換え細菌から輸送される抗原を発現する免疫
原性組成物もまた、開示される。
【００１４】
（Ａ．ＨｌｙＥファミリータンパク質輸送系）
以下の開示は、タンパク質発現を促進するためのタンパク質輸送系におけるＨｌｙＥファ
ミリーのメンバーの使用に関する。ＨｌｙＥファミリーのメンバーは、それらの細菌宿主
からの、組換え産生されたタンパク質の輸送を促進するために用いられ得る。組換え的に
産生されたタンパク質を輸送する発現系は、増加したタンパク産生を促進すると考えられ
る。この開示のタンパク質輸送系はまた、動物にワクチン接種するための免疫原性組成物
を調製するためにもまた用いられ得る。
【００１５】
発現ベクターを含む組換え生物の増殖速度が、目的の遺伝子の発現のレベルが増殖するに
つれて減少することが、観察された。増殖の減少は、発現された組換えタンパク質を分解
し得る種々の細胞性プロテアーゼの誘導を引き起こし得る。従って、減少した増殖速度は
、代謝的負荷の不可避な結果であり、これらはまた、多くの生理学的な摂動の累積的な結
果である。例えば、生理学的摂動は、宿主細菌内部での目的のタンパク質の発現および蓄
積により生じる。この蓄積は、宿主細菌の生存力に有害であり得、したがって負の選択圧
であり得る。
【００１６】
上述のような代謝的負荷が、選択の非存在下で内在する発現ベクターの損失に対する選択
圧を生じるので、宿主細菌からの発現ベクターの有意な損失は、その宿主細菌が目的の遺
伝子を含む発現ベクターによって形質転換された後に、生じ得る。自発的なプラスミドの
損失は、宿主細菌から任意の代謝的負荷を取り除き、そしてプラスミドを含まない細胞を
、プラスミドを保有する宿主細胞の集団よりも速く増殖させ得る。発現ベクターを含まず
、従って目的のタンパク質を発現しない細菌細胞の過剰増殖は、全体のタンパク質産生レ
ベルを減少させる。従って、目的の所定のタンパク質の高レベルの合成を指向する発現ベ
クターを維持するように遺伝子的に拘束されていない宿主細菌は、有意に少ないタンパク
質を産生し得る。
【００１７】
組換え発現された目的のタンパク質を輸送するための好ましい実施形態は、発現ベクター
を有する宿主細菌中の内因性輸送系を利用することを包含する。内因性輸送系の利用は、
それが外因性輸送系を供給するための外来性のタンパク質をコードする大量の異種ＤＮＡ
の必要性を回避するので、部分的に有利である。しかし、外因性輸送系を利用するタンパ
ク質輸送系もまた、本開示に包含される。
【００１８】
魅力的な内因性輸送系候補は、Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ　ｅｎｔｅｒｉｃａ血液型亜型Ｔｙ
ｐｈｉ（本明細書中以降「Ｓ．Ｔｙｐｈｉ」）の染色体中の細胞溶解酵素Ａ（Ｃｙｔｏｌ
ｙｓｉｎＡ）（ｃｌｙＡ）によりコードされる潜在性の溶血素（ＨｌｙＥファミリーのタ
ンパク質のメンバー）である。このＨｌｙＥファミリーは、単一のタンパク質（ＨｌｙＥ
）ならびにＥ．ｃｏｌｉ、Ｓｈｉｇｅｌｌａ　ｆｌｅｘｎｅｒｉ、およびＳ．Ｔｙｐｈｉ
ならびに他の細菌由来のその近縁のホモログからからなる。そのＥ．ｃｏｌｉタンパク質
は、ＣｌｙＡ、ＨｌｙＥ、およびサイレント溶血素Ａ（ＳｈｅＡ）とも呼ばれる、機能的
に十分に特徴づけられた、孔形成する、染色体にコードされた溶血素である。これは、３
０３アミノ酸残基（３４ｋＤａ）からなる。その転写は、ＳｌｙＡ（いくつかの腸内細菌
中に見出される調製因子）によって正に制御される。ＨｌｙＥは、脂質二重層中に、２．
５～３．０ｎｍの直径を有する、安定で、穏やかなカチオン選択性の膜貫通孔を形成する
。このタンパク質は、コレステロールと結合し、そして膜がコレステロールを含む場合、
膜における孔形成が、刺激される。Ｅ．ｃｏｌｉ　ＨｌｙＥの結晶構造が、２．０Åの解
像度で解析され、そして低解像度でのこのトキシンの脂質会合形態の可視化が、電子顕微
鏡によって達成された。この構造は、数１００Å長の精巧な螺旋状の束を示す。それは、
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脂質存在下で、オリゴマーとなり、膜貫通孔を形成する。
【００１９】
（Ｂ、細胞溶解素Ａ（ＣｌｙＡ）タンパク質輸送系）
本開示の好ましい実施形態は、タンパク質輸送系における、ＣｌｙＡタンパク質（Ｈｌｙ
Ｅファミリーのメンバー）の使用に関する。約１ｋｂのｃｌｙＡ遺伝子を、タンパク質輸
送系における使用のために、Ｓ．Ｔｙｐｈｉ　ＣＶＤ　９０８－ｈｔｒＡよりクローニン
グした。このＣｌｙ　Ａタンパク質は、Ｅ．ｃｏｌｉおよびＳ．Ｔｙｐｈｉの両方より輸
送され、そしてｃｌｙＡオープンリーディングフレームの３’末端に遺伝子的に融合され
たパッセンジャータンパク質を輸送し得る。本明細書中に示されるパッセンジャータンパ
ク質はまた、目的のタンパク質とも呼ばれる。これらの融合タンパク質の適切な折りたた
みは、これらのドメインの固有の生物学的活性が観察されるように生じることが実証され
る。
【００２０】
Ｓ．Ｔｙｐｈｉ由来の細胞溶解素Ａ（ＣｌｙＡ）は、最初に、Ｗａｌｌａｃｅら（彼らは
また、Ｅ．ｃｏｌｉ由来の相同性溶血素についての結晶構造も報告している（Ｗａｌｌａ
ｃｅ，Ａ．Ｊ．、Ｔ．Ｊ．Ｓｔｉｌｌｍａｎ、Ａ．Ａｔｋｉｎｓ、Ｓ．Ｊ．Ｊａｍｉｅｓ
ｏｎ、Ｐ．Ａ．Ｂｕｌｌｏｕｇｈ、Ｊ．Ｇｒｅｅｎ、およびＰ．Ｊ．Ａｒｔｙｍｉｕｋ、
２０００．Ｅ．ｃｏｌｉ　ｈｅｍｏｌｙｓｉｎ　Ｅ（ＨｌｙＥ，ＣｌｙＡ，ＳｈｅＡ）：
　Ｘ－ｒａｙ　ｃｒｙｓｔａｌ　ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｔｏｘｉｎ　ａｎ
ｄ　ｏｂｓｅｒｂａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｍｅｍｂｒａｎｅ　ｐｏｒｅｓ　ｂｙ　ｅｌｅｃｔ
ｉｏｎ　ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ．Ｃｅｌｌ　１００：２６５－２７６によって記載された
。この溶血素は、以前に記載され、そしてＣｌｙＡ、ＨｌｙＥまたはＳｈｅＡと様々で呼
ばれている。本明細書では、混同を回避するために、Ｅ．ｃｏｌｉの溶血素を、ＨｌｙＥ
と称し、そしてこれは、ｈｌｙＥによってコードされる。また、明確さのために、Ｓ．Ｔ
ｙｐｈｉ溶血素を、本明細書中においてＣｌｙＡと示し、これは、ｃｌｙＡによってコー
ドされる。
【００２１】
例示の目的のために、ＨｌｙＥファミリーメンバーのタンパク質の構造を、Ｅ．ｃｏｌｉ
タンパク質ＨｌｙＥを参照として議論する。ＨｌｙＥは、疎水性の２７残基の膜貫通領域
を有するねじれた棒状の分子である。この領域は、この折りたたまれた分子の一端を有し
、そして標的の膜内に孔を形成することが提唱されている。この孔の形成は、最終的には
、標的細胞の溶解を導く。高度な電子顕微鏡での研究において、Ｗａｌｌａｃｅらは、Ｈ
ｌｙＥが、脂質小胞に挿し、８分子のＨｌｙＥモノマーから構成される孔を形成すること
を示した。
【００２２】
ＨｌｙＥによって促進される孔形成が解明されたが、ＨｌｙＥおよびＨｌｙＥホモログが
細菌外に輸送される機構は、不明確のままである。さらに、溶血素が集合的に孔となるた
めに標的の膜へと挿入する様式もまた、十分には理解されていない。Ｄｅｌ　Ｃａｓｔｉ
ｌｌｏらは、中期対数増殖期にわたってピークとなりそして定常期の開始時に消滅する、
溶血素活性の増殖期依存分泌を記載した（ｄｅｌ　Ｃａｓｔｉｌｌｏ，Ｆ．Ｊ．、Ｓ．Ｃ
．Ｌｅａｌ、Ｆ．Ｍｏｒｅｎｏ、およびＩ．ｄｅｌ　Ｃａｓｔｉｌｌｏ．１９９７．Ｔｈ
ｅ　Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ　Ｋ－１２　ｓｈｅＡ　ｇｅｎｅ　ｅｎｃｏｄｅ
ｓ　ａ　３４－ｋＤａ　ｓｅｃｒｅｔｅｄ　ｈａｅｍｏｌｙｓｉｎ．Ｍｏｌ．Ｍｉｃｒｏ
ｂｉｏｌ．２５：１０７－１１５．）。Ｌｕｄｗｉｇおよび共同研究者は、この潜在性の
溶血素の分泌に、ペリプラズムに閉じ込められたタンパク質の洩れが付随するが、細胞質
のタンパク質の損失が付随しないことを報告をし、ＨｌｙＥを放出するための完全な細胞
溶解に対して議論した（Ｌｕｄｗｉｇ，Ａ．、Ｓ．Ｂａｕｅｒ、Ｒ．Ｂｅｎｚ、Ｂ．Ｂｅ
ｒｇｍａｎｎ、およびＷ．Ｇｏｅｂｅｌ．１９９９．Ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　
ＳｌｙＡ－ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄ　ｅｘｐｒｅｓｉｏｎ，ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ　ｌｏ
ｃａｌｉｚａｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｐｏｒｅ－ｆｏｒｍｉｎｇ　ａｃｔｉｖｉｔｙ　ｏｆ　

10

20

30

40

50

(6) JP 3976685 B2 2007.9.19



ａ　３４　ｋＤａ　ｈａｅｍｏｌｙｓｉｎ　（ＣｌｙＡ）　ｆｒｏｍ　Ｅｓｃｈｅｒｉｃ
ｈｉａ　ｃｏｌｉ　Ｋ－１２．Ｍｏｌ．Ｍｉｃｒｏｂｉａｌ．３１：５５７－５６７）。
【００２３】
さらに、ｈｌｙＥによってコードされる配列と比較した場合、分泌されたＨｌｙＥのＮ末
端配列決定は、ＨｌｙＥが、輸送の間に、Ｎ末端がプロセッシングをされないことを明ら
かにした。Ｏｓｃａｒｓｓｏｎらは、ＨｌｙＥが、コレステロールに結合すること、およ
び標的膜中のコレステロールの存在が、孔形成および溶解を刺激することを報告した（Ｏ
ｓｃａｒｓｓｏｎ，Ｊ．、Ｙ．Ｍｉｚｕｎｏｅ、Ｌ．Ｌｉ、Ｘ．Ｌａｉ、Ａ．Ｗｉｅｓｌ
ａｎｄｅｒ、およびＢ．Ｅ．Ｕｈｌｉｎ．１９９９．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ａｎａｌｙｓ
ｉｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｃｙｔｏｌｙｔｉｃ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ＣｌｙＡ（ＳｈｅＡ）　ｆ
ｒｏｍ　Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ．Ｍｏｌ．Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．３２：１２
２６－１２３８）。約１０３ 分子のＨｌｙＥが、標的の赤血球の溶解のために必要とされ
ると推定され、これは、細胞溶解検出の前のＨｌｙＥの有意な蓄積を示唆する。ＨｌｙＥ
は、３．０～９．０の間のｐＨ値の範囲内で非常に安定であり、そしてトリプシンおよび
ペプシンを含むプロテアーゼによる切断に対して耐性である（Ａｔｋｉｎｓ，Ａ．、Ｎ．
Ｒ．Ｗｙｂｏｒｎ、Ａ．Ｊ．Ｗａｌｌａｃｅ、Ｔ．Ｊ．Ｓｔｉｌｌｍａｎ、Ｌ．Ｋ．Ｂｌ
ａｃｋ、Ａ．Ｂ．Ｆｉｅｌｄｉｎｇ、Ｍ．Ｈｉｓａｋａｄｏ、Ｐ．Ｊ．Ａｒｔｙｍｉｕｋ
、およびＪ．Ｇｒｅｅｎ．２０００．Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ－ｆｕｎｃｔｉｏｎ　ｒｅｌａ
ｔｉｏｎｓｈｉｐｓ　ｏｆ　ａ　ｎｏｖｅｌ　ｂｅｃｔｅｒｉａｌ　ｔｏｘｉｎ，ｈｅｍ
ｏｌｙｓｉｎ　Ｅ．Ｔｈｅ　ｒｏｌｅ　ｏｆ　 Ｇ ．Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２７５：
４１１５０－４１１５５）。
【００２４】
この開示された研究中に用いられ ｌｙＡタンパク質 ミノ酸配列を、配列番号１お
よび配列番号２として提供する。他のＨｌｙＥファミリーメンバーもまた、当業者に入手
可能かつ公知である。例えば、細胞溶解素Ａの別のＳ．Ｔｙｐｈｉ　ｃｌｙＡ遺伝子は、
ＧＥＮＢＡＮＫ登録番号ＡＪ３１３０３４の下で入手可能であり；細胞溶解素ＡのＳａｌ
ｍｏｎｅｌｌａ　ｐａｒａｔｙｐｈｉ　ｃｌｙＡ遺伝子配列は、ＧＥＮＢＡＮＫ登録番号
ＡＪ３１３０３３の下で入手可能であり；Ｓｈｉｇｅｌｌａ　ｆｌｅｘｎｅｒｉ短縮型Ｈ
ｌｙＥ（ｈｌｙＥ）遺伝子の完全なコード配列は、ＧＥＮＢＡＮＫ登録番号ＡＦ２００９
５５の下で入手可能であり；そしてＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ　ｃｌｙＡ遺伝子
配列は、ＧＥＮＢＡＮＫ登録番号ＡＪ００１８２９の下で入手可能である。
【００２５】
ＨｌｙＥファミリーのタンパク質は、代表的に、標的細胞中で溶血を引き起こす。溶血素
的に活性または不活性なＨｌｙＥファミリーメンバーは、両方とも、開示された教示によ
り用いられ得る。例えば、ｃｌｙＡ遺伝子の変異は、溶血素の活性を減少または排除し得
ることが、知られている。例えば、溶血素活性の損失は、ｃｌｙＡが、アミノ酸置換が第
１８０位、第１８５位、第１８７位および第１９３位に生じるように変異された場合に、
報告された。詳細には、Ｇ１８０Ｖ、Ｖ１８５Ｓ、Ａ１８７Ｓ、およびＩ１９３Ｓは、変
異ｃｌｙＡ遺伝子から発現されたＣｌｙＡタンパク質の溶血素的活性の損失を生じる。
【００２６】
本開示は、タンパク質輸送系を生じる、ＨｌｙＥファミリーのタンパク質の輸送特性を利
用する。例えば、ＨｙｌＡファミリーの任意のメンバーおよび目的のタンパク質を含む融
合タンパク質が、開示される。さらに詳細には、ＣｌｙＡおよび目的のタンパク質を含む
融合タンパク質が、開示される。以下に議論されるように、ＣｌｙＡ含有融合タンパク質
が、細菌宿主細胞から周囲の培地へと輸送される。輸送タンパク質：：目的のタンパク質
の融合タンパク質成分を含む発現系のこの特徴は、目的のタンパク質の産生および輸送タ
ンパク質：：目的のタンパク質の融合タンパク質の輸送を促進する。
【００２７】
（輸送タンパク質発現ベクター）
本明細書中に記載されるタンパク質輸送系は、輸送タンパク質および目的のタンパク質を
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含む広範な融合タンパク質を発現および輸送させるために用いられ得る。この輸送タンパ
ク質は、ＨｌｙＥファミリーのタンパク質より選択される。１つの実施形態において、こ
の目的のタンパク質は、目的の遺伝子によってコードされる。この目的の遺伝子は、タン
パク質輸送系を含む細菌に対して異種であり得るか、またはその細菌に対して内因性であ
る遺伝子であり得る。代表的には、輸送タンパク質：：目的のタンパク質の融合タンパク
質構築物は、発現カセット中に存在し、それは次いで発現ベクター中に存在する。これら
のユニットの各々が、以下に議論される。
【００２８】
（発現ベクター）
タンパク質輸送系は、目的のタンパク質の組換え産生を容易にするために、発現ベクター
を利用する。代表的には、その発現ベクターは、複製起点ならびにその宿主細胞における
発現ベクターの維持を制御および調節する他の構造的特徴を含む。定義により、用語「発
現ベクター」とは、輸送タンパク質：：目的のタンパク質の融合タンパク質発現カセット
を含む、発現カセットの挿入または組み込みによって操作された、当該分野において公知
のプラスミド、ウイルス、または他のビヒクルをいう。発現ベクター系の例として、Ｇａ
ｌｅｎら、Ｉｍｍｕｎ．６７：６４２４－６４３３（１９９９）ならびに米国特許出願第
０９／２０４，１１７号、１９９８年１２月２日出願および同第０９／４５３，３１３号
、１９９９年１２月２日出願、（これらは、本明細書中にその全体が、参考として援用さ
れる）に記載されるような、プラスミドに、２つの独立したレベルでの安定性を与える発
現ベクターが、教示される。
【００２９】
（輸送タンパク質－融合タンパク質発現カセット）
本明細書中に記載されるタンパク質輸送系は、輸送タンパク質および目的のタンパク質を
含む広範な融合タンパク質を発現および輸送させるために用いられ得る。この目的のタン
パク質は、目的の遺伝子でもある、その目的のタンパク質のコード配列によってコードさ
れている。この目的の遺伝子は、タンパク質輸送系を含む細菌に対して異種であり得るか
、またはその細菌に対して内因性の遺伝子であり得る。目的のタンパク質は、単一のアミ
ノ酸から輸送タンパク質分子の数倍のサイズのタンパク質の範囲であり得る。さらに好ま
しくは、目的のタンパク質は、１０アミノ酸から輸送タンパク質の２倍のサイズの範囲で
あり得る。この目的のタンパク質のサイズが、細菌外に完全に輸送される輸送タンパク質
の能力を干渉しない程度であることが好ましい。例示的な目的のタンパク質は、質量とし
て０ｋＤａから少なくとも５０ｋＤａである。より大きな質量（従って、より長いタンパ
ク質）もまた目的のタンパク質として用いられ得る。例えば、目的のタンパク質は、５５
ｋＤａ、６０ｋＤａ、６５ｋＤａ、７０ｋＤａ、７５ｋＤａ、８０ｋＤａ、８５ｋＤａ、
９０ｋＤａ、９５ｋＤａ、１００ｋＤａ、またはそれ以上の質量を有し得る。
【００３０】
あるいは、目的のタンパク質は、１～１０００アミノ酸、またはそれ以上からなる。例え
ば、目的のタンパク質は、１０、２０、３０、４０、５０、６０、７０、８０、９０、１
００、１５０、２００、２５０、３００、３５０、４００、４５０、５００、５５０、６
００、６５０、７００、７５０、８００、８５０、９００、９５０、１０００、またはそ
れ以上のアミノ酸を有し得る。
【００３１】
代表的には、発現される目的の遺伝子は、発現カセット中に存在する。発現カセットは、
代表的に、目的の遺伝子を転写させ得るのに適した構造的特徴（例えば、プロモーター、
終結因子など）を有する。
【００３２】
輸送タンパク質：：目的のタンパク質の融合タンパク質をコードするポリヌクレオチド配
列（「輸送タンパク質：：目的のタンパク質の融合タンパク質コード配列」としても公知
）は、発現制御配列に作動可能に連結され得、発現カセットを形成し得る。用語「作動可
能に連結された」とは、そのように記載された成分が、それらの意図する様式でそれらを
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機能させ得る関係にある、近位をいう。コード配列に作動可能に連結された発現制御配列
は、そのコード配列の発現が発現制御配列に適合する条件下で達成されるように連結され
ている。本明細書中に使用される場合、用語「発現制御配列」とは、それが作動可能に連
結された核酸配列の発現を調節する核酸配列をいう。発現制御配列が、核酸配列の転写、
および（適する場合に）翻訳を制御および調節する場合、その発現制御配列は、核酸配列
に作動可能に連結されている。従って、発現制御配列は、適切なプロモーター、転写終結
因子、最適化されたリボソーム結合配列、タンパク質コード遺伝子の前の開始コドン（す
なわち、ＡＴＧ）、ｍＲＮＡの適切な翻訳を可能とするためのこの遺伝子の正しいリーデ
ィングフレーム、および終止コドンを含み得る。用語「制御配列」は、その存在が発現に
影響し得る成分を最低限含むことが意図され、そしてその存在が有利となる（例えば、リ
ーダー配列）さらなる成分も含み得る。発現制御配列は、プロモーターを含み得る。
【００３３】
「プロモーター」とは、転写を指向するのに十分な最小限の配列である。また、本発明中
には、細胞型特異性、組織特異性、または外来性のシグナルもしくは薬剤による誘導性に
ついて制御可能なプロモーター依存性遺伝子発現を与えるのに十分であるこれらのプロモ
ーターエレメントも含まれ；そのようなエレメントは、輸送タンパク質：：目的のタンパ
ク質の融合タンパク質コード配列の５’領域に配置されても、３’領域に配置されてもよ
い。構成性プロモーターおよび誘導性プロモーターの両方は、開示された方法に有用であ
る。輸送タンパク質：：目的のタンパク質の融合タンパク質コード配列の発現は、多くの
プロモーターによって推進され得る。輸送タンパク質の内因性プロモーターが、発現カセ
ットの転写調節のために用いられ得るが、好ましくは、このプロモーターは、異種の調節
配列である。誘導可能な内因性プロモーターの例は、発現カセットの転写を推進するため
に用いられ得るｏｍｐＣプロモーターである。
【００３４】
本発明において有用なプロモーターは、構成性および誘導性の両方の天然プロモーターお
よび操作されたプロモーターである。好ましい誘導性プロモーターは、１）インデューサ
ーの非存在下で低発現を提供し；２）インデューサーの存在下で高発現を提供し；３）宿
主細胞の通常の生理を干渉しない誘導機構を用い；そして４）他の遺伝子の発現に対する
効果をほとんど有さないか、または全く有さないべきである。誘導性プロモーターの例は
、化学的手段によって誘導されるものを含む。当業者は、構成性および誘導性の、他のプ
ロモーターを知っている。
【００３５】
選択された特定のプロモーターは、有効量の輸送タンパク質：：目的のタンパク質の融合
タンパク質の産生を生じるのに十分な発現を引き起こし得る。有効量の輸送タンパク質：
：目的のタンパク質の融合タンパク質は、発現の目標に依存して変化し得る。本開示のベ
クター構築物において用いられたプロモーターは、所望の場合、それらの制御特性に影響
するように改変され得る。
【００３６】
輸送タンパク質および目的のタンパク質を含む、輸送タンパク質：：目的のタンパク質の
融合タンパク質は、さらに、輸送タンパク質：：目的のタンパク質の融合タンパク質の一
部として発現されるように発現カセット中に操作された精製タグを含み得る。このタグは
、記載の方法によって産生された、輸送タンパク質：：目的のタンパク質の融合タンパク
質および／または目的のタンパク質の精製を促進するために選択される。例えば、多数の
ヒスチジン残基は、タンパク質精製を促進するために、目的のタンパク質のＣ末端部分ま
たはＮ末端部分へと操作され得る。タグの導入が、目的のタンパク質の不適切は折りたた
みを最小限にすることが好ましい。
【００３７】
ポリヒスチジンタグに加えて、タンパク質精製を促進するために用いられ得る多くの他の
タンパク質タグが存在する。例えば、マルトース結合タンパク質タグ、ｃ－ｍｙｃエピト
ープタグ、緑色蛍光タンパク質タグ、ルシフェラーゼタグ、β－ガラクトシダーゼタグ、
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ポリヒスチジンタグ、または記載の系に用いられ得る任意の他の適切なタンパク質発現タ
グのような抗原タグ。
【００３８】
輸送タンパク質および目的のタンパク質を含む、輸送タンパク質：：目的のタンパク質の
融合タンパク質は、さらに、発現および輸送されたタンパク質の使用を促進するためのさ
らなる特徴を含む。例えば、プロテアーゼ認識部位は、適用可能な場合に上記のタグを含
む、輸送タンパク質：：目的のタンパク質の融合タンパク質の種々の成分の間で操作され
得、輸送タンパク質：：目的のタンパク質の融合タンパク質の成分の分離を促進する。例
えば、プロテアーゼ認識部位は、発現カセット中の輸送タンパク質の配列と目的のタンパ
ク質の配列との間に導入され得る。また、プロテアーゼ認識部位は、配列カセット中のタ
グの配列と目的のタンパク質の配列との間に導入され得る。これらのプロテアーゼ認識部
位は、目的のタンパク質からの輸送タンパク質の分離を促進する。
【００３９】
必要に応じて、選択マーカーが、発現カセットに結合され得る。本明細書中に使用される
場合、用語「マーカー」とは、マーカーを含む宿主細胞の選択（またはそれについてのス
クリーニング）を可能とする形質または表現型をコードする遺伝子をいう。マーカー遺伝
子は、抗生物質耐性遺伝子であり得、それによって適切な抗生物質が、形質転換されてい
ない細胞の中から形質転換宿主細胞について選択するために用いられ得るか、またはマー
カー遺伝子は、いくつかの他の薬物耐性遺伝子であり得る。適切な選択マーカーの例とし
ては、アデノシンジアミナーゼ、ジヒドロ葉酸還元酵素、ハイグロマイシン－Ｂ－ホスホ
トランスフェラーゼ、チミジンキナーゼ、キサンチン－グアニンホスホリボシルトランス
フェラーゼ、グリホスフェートおよびグルフォシネート耐性ならびにアミノグリコシド３
’－Ｏ－ホスホトランスフェラーゼＩＩ（カナマイシン、ネオマイシン、およびＧ４１８
耐性）。当業者は、この開示された教示で用いられ得る他の適切なマーカーを知る。
【００４０】
発現ベクターの例を、図１に示す。図１Ａに、ｐＳＥＣ８４発現ベクターを示す。ｐＳＥ
Ｃ８４ベクターのヌクレオチド配列が、配列番号 に見出され得る。ｃｌｙＡ遺伝子によ
ってコードされたＣｌｙＡのアミノ酸配列が、配列番号２に見出される。
【００４１】
図１Ａ～図１Ｄに示す各々のベクターは、プロモーター（Ｐａ ｍ ｐ Ｃ －Ｅ．ｃｏｌｉ由来
の、改変され、浸透圧的に制御されるｏｍｐＣプロモーター）、輸送タンパク質（ｃｌｙ
Ａ）、複製起点、転写終止因子（Ｔ１）、受動性分割機能（ｐａｓｓｉｖｅ　ｐａｒｔｉ
ｔｉｏｎｉｎｇ　ｆｕｎｃｔｉｏｎ、ｐａｒ）、カナマイシン耐性（ａｐｈ）、分離後死
滅系（ｐｏｓｔ－ｓｅｇｒｅｇａｔｉｏｎａｌ　ｋｉｌｌｉｎｇ　ｓｙｓｔｅｍ、ｈｏｋ
－ｓｏｋ）、および活性分割系（ｐａｒＡ）を含む。これらのベクター成分が、単に、こ
の開示された系の１つの実施形態の例示であることが注意されるべきである。
【００４２】
図１Ｂは、ｐＳＥＣ８４ｂｌａ発現ベクターを例示する。この発現ベクターは、ｐＳＥＣ
８４ベクターと同じ特徴を有し、そしてさらに輸送タンパク質：：目的のタンパク質の融
合タンパク質構築物を含む。詳細には、β－ラクタマーゼをコードするｂｌａ遺伝子を、
親のベクターの第１４２６位の、Ｎｈｅ　Ｉ部位で、ｐＳＥＣ８４ベクターにクローニン
グした。他の融合構築物を、図１Ｃ（ｐＳＥＣ８４ｓａｃＢ）および図１Ｄ（ｐＳＥＣ８
４ｇｆｐｕｖ）に示す。
【００４３】
（目的の遺伝子）
本明細書中に開示されるタンパク質輸送系が、目的の種々の遺伝子と共に用いられ得る。
１つの実施形態において、目的の遺伝子は、所望のタンパク質をコードする。組換え細菌
発現に従う任意のタンパク質が、この開示された輸送系と共に用いられ得る。目的の遺伝
子は、例えば、酵素、酵素インヒビター、ホルモン、リンホカイン、プラスミノーゲン活
性化因子のような哺乳動物のポリペプチド、または目的の任意の他のタンパク質のような
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任意のポリペプチドをコードし得る。目的の遺伝子は、目的の、真核生物遺伝子、原核生
物遺伝子、植物遺伝子、またはウイルス遺伝子をコードし得る。
【００４４】
この開示された系の１つの利点は、宿主細菌に対して毒性のタンパク質を現在発現させ得
る方法を提供することである。例えば、特定のタンパク質の組換え発現は、その発現タン
パク質が宿主細胞から輸送されない場合、悪化されるか、または不可能である。本明細書
に開示される方法を用いて、当業者は、これまで発現不可能または低発現のタンパク質を
発現し得、そして使用可能な量の所望のタンパク質を産生し得た。
【００４５】
別の実施形態において、目的の遺伝子は、免疫学的抗原コード遺伝子であり、そして目的
のタンパク質は、ウイルス性病原体、細菌性病原体、および寄生生物性病原体のような、
任意の病原体由来のタンパク質またはその抗原フラグメントであり得る、抗原である。あ
るいは、目的の遺伝子は、ウイルス性病原体、細菌性病原体、寄生生物性病原体、または
目的の別の抗原由来の抗原またはそれらの部分をコードする、組換えＤＮＡ法を用いて構
築された合成遺伝子であり得る。これらの病原は、ヒト、家畜動物、または野生動物宿主
において感染性であり得る。
【００４６】
ウイルス病原体が誘導される、特定のウイルス性病原体の例としては、オルトミクソウイ
ルス（例えば、インフルエンザウイルス）；レトロウイルス（例えば、ラウス肉腫ウイル
ス（ＲＳＶ））およびシミアン免疫欠損ウイルス（ＳＩＶ）、疱疹ウイルス（例えば、エ
プスタイン－バーウイルス（ＥＢＶ）、サイトメガロウイルス（ＣＭＶ）または単純疱疹
ウイルス）；レンチウイルス（例えば、ヒト免疫欠損ウイルス）；ラブドウイルス（例え
ば、狂犬病）；ピコルナウイルス（例えば、ポリオウイルス）；ポックスウイルス（例え
ば、痘疹）；ロタウイルスおよびパルボウイルスが挙げられるが、これらに限定されない
。
【００４７】
ウイルス性病原体由来の免疫原性抗原の例としては、ヒト免疫欠損ウイルス抗原Ｎｅｆ、
ｐ２４、ｇｐ１２０、ｇｐ４１、Ｔａｔ、Ｒｅｖ、およびＰｏｌが挙げられる。抗原のさ
らなる例としては、Ｔ細胞およびＢ細胞のエピトープであるｐ１２０、Ｂ型肝炎表面抗原
、ロタウイルス抗原（例えば、ＶＰ４、ＶＰ６、およびＶＰ７）、インフルゼンザウイル
ス抗原（例えば、ヘマグルチニンまたは核タンパク質）、および単純疱疹ウイルスチミジ
ンキナーゼが挙げられる。これらのウイルス抗原の各々についての核酸配列およびアミノ
酸配列は、当該分野において周知であり、そして容易に入手可能である。
【００４８】
細菌性病原体（そこから細菌性抗原が、誘導され得る）としては、Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒ
ｉｕｍ種、Ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒ　ｐｙｌｏｒｉ、Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ種、Ｓｈｉ
ｇｅｌｌａ種、Ｅ．ｃｏｌｉ、Ｒｉｃｋｅｔｔｓｉａ種、Ｌｉｓｔｅｒｉａ種、Ｌｅｇｉ
ｏｎｅｌｌａ　ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ、Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ種、Ｖｉｂｒｉｏ種、お
よびＢｏｒｅｌｌｉａ　ｂｕｒｇｄｏｒｆｅｒｉが挙げられるが、これらに限定されない
。
【００４９】
細菌性病原体の免疫原性抗原の例としては、Ｓｈｉｇｅｌｌａ　ｓｏｎｎｅｉ形態１抗原
、Ｖ．ｃｈｏｌｅｒａｅ　Ｉｎａｂａ株５６９ＢのＯ抗原、腸毒素産生性Ｅ．ｃｏｌｉの
免疫原性抗原（例えば、ＣＦＡ／Ｉ采状抗原および非耐熱性毒素の非毒性Ｂサブユニット
）、Ｂｏｒｄｅｔｅｌｌａ　ｐｅｒｔｕｓｓｉｓのペルタクチン（ｐｅｒｔａｃｔｉｎ）
、Ｂ型肝炎のアデニル酸シクラーゼ－溶血素、ならびにＣｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ　ｔｅｔ
ａｎｉの破傷風毒素のフラグメントＣが挙げられるが、これらに限定されない。
【００５０】
寄生生物病原体の免疫原性抗原（そこから寄生生物抗原が、誘導され得る）の例としては
、Ｐｌａｓｍｏｄｉｕｍ種、Ｔｒｙｐａｎｏｓｏｍｅ種、Ｇｉａｒｄｉａ種、Ｂｏｏｐｈ
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ｉｌｕｓ種、Ｂａｂｅｓｉａ種、Ｅｎｔａｍｏｅｂａ種、Ｅｉｍｅｒｉａ種、Ｌｅｉｓｈ
ｍａｎｉａ種、Ｓｃｈｉｓｔｏｓｏｍｅ種、Ｂｒｕｇｉａ種、Ｆａｓｃｉｄａ種、Ｄｉｒ
ｏｆｉｌａｒｉａ種、Ｗｕｃｈｅｒｅｒｉａ種、およびＯｎｃｈｏｃｅｒｅａ種が挙げら
れるが、これらに限定されない。
【００５１】
寄生生物病原体の免疫原性抗原の例としては、のＰｌａｓｍｏｄｉｕｍ種の周線虫（ｃｉ
ｒｃｕｍｓｐｏｒｏｚｏｉｔｅ）抗原（例えば、Ｐ．ｂｅｒｇｅｒｉｉの周線虫抗原また
はＰ．ｆａｌｃｉｐａｒｕｍの周線虫抗原）；Ｐｌａｓｍｏｄｉｕｍ種メロゾイド表面抗
原；Ｅｎｔａｍｏｅｂａ　ｈｉｓｔｏｌｙｔｉｃａのガラクトース特異性レクチン、Ｌｅ
ｉｓｈｍａｎｉａ種のｇｐ６３、Ｂｒｕｇｉａ　ｍａｌａｙｉのパラミオシン、Ｓｃｈｉ
ｓｔｏｓｏｍａ　ｍａｎｓｏｎｒのトリオースホスフェートイソメラーゼ；Ｔｒｉｃｈｏ
ｓｔｒｏｎｇｙｌｕｓ　ｃｏｌｕｂｒｉｆｏｒｍｉｓの分泌グロブリン様タンパク質；Ｆ
ｒａｓｃｉｏｌａ　ｈｅｐａｔｉｃａ、Ｓｃｈｉｓｔｏｓｏｍａ　ｂｏｖｉｓ、およびＳ
．ｊａｐｏｎｉｃｕｍのグルタチオン－Ｓ－トランスフェラーゼ；ならびにＳｃｈｉｓｔ
ｏｓｏｍａ　ｂｏｖｉｓおよびＳ．ｊａｐｏｎｉｃｕｍのＫＬＨが挙げられるが、これら
に限定されない。
【００５２】
別の実施形態において、目的の遺伝子は、治療的薬剤（例えば、腫瘍特異的抗原、移植抗
原、または自己免疫抗原、あるいはそれらの部分（これらに限定されない））をコードし
得る。あるいは、目的の遺伝子は、例えば、腫瘍特異的抗原、移植抗原、または自己免疫
抗原、あるいはそれらの部分をコードする、合成遺伝子をコードし得る。
【００５３】
腫瘍特異的抗原の例としては、前立腺特異的抗原（ＴＡＧ－７２およびＣＥＡ）、ＭＡＧ
Ｅ－１、ならびにチロシナーゼが挙げられる。最近、腫瘍抗原を発現する非悪性細胞によ
る免疫が、ワクチン型の効果を提供し、かつその動物が、同じ抗原を提示する悪性腫瘍細
胞を除去する免疫応答をマウントするのを補助することがマウスにおいて示された。
【００５４】
移植抗原の例としては、Ｔ細胞のＣＤ３レセプターが挙げられる。ＣＤ３レセプターに対
する抗体を用いた処置が、循環しているＴ細胞を即時に除去することおよびほとんどの拒
絶反応のエピソードを取り消すことが示された。
【００５５】
自己免疫抗原の例としては、ＩＡＳ 鎖が挙げられる。ＩＡＳ 鎖由来の１８アミノ酸ペ
プチドを用いたマウスのワクチン接種が、マウスに対する実験的自己免疫脳脊髄炎の防御
および処置を提供することを実証した。
【００５６】
あるいは、目的の遺伝子は、免疫調節分子をコードし得る。これらの免疫調節分子として
は、増殖因子（例えば、Ｍ－ＣＳＦ、ＧＭ－ＣＳＦ）およびサイトカイン（例えば、ＩＬ
－２、ＩＬ－４、ＩＬ－５、ＩＬ－６、ＩＬ－１０、ＩＬ－１２またはＩＦＮ－γ）が挙
げられるが、これらに限定されない。最近、腫瘍組織へのサイトカインの局在化送達が、
全身性のサイトカイン毒性を産生することなく、潜在的な全身系免疫および増強された腫
瘍抗原の提示を刺激することが示された。
【００５７】
（安定化されたプラスミドに基づく発現系）
細菌性発現系は、代表的に、意図的に、目的のタンパク質を産生するために細菌性宿主細
胞のタンパク質合成機構を利用（ｈａｒｎｅｓｓ）および利用（ｅｘｐｌｏｉｔ）するた
めに発現ベクターを用いる。タンパク質発現レベルは、しばしば、宿主細胞に伴って、高
コピー数のプラスミドまたは高コピー数の発現ベクターを用いることによって増加し得る
。しかし、上述のように、細菌性宿主細胞への高コピー数の発現ベクターの導入は、宿主
細胞への特定の代謝的ストレスを配置し、そのストレスは、宿主細胞の発現ベクターの排
出を引き起こし、それによってタンパク発現レベルを減少させ得る。
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【００５８】
高コピー数の発現ベクターが導入される宿主細胞の適合性に対してこのベクターが頻繁に
与える効果は、発現ベクターの操作においてしばしば見落とされる。多コピープラスミド
を保有する宿主細胞に配置された負荷は、代謝的カスケードの蓄積した結果である。この
カスケードは、発現ベクターの複製および維持によって引き起こされる（Ａ．Ｆｉｅｃｈ
ｔｅｒ（編）、Ａｄｖａｎｃｅｓ　ｉｎ　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉ
ｎｇ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ．Ｓｐｒｉｎｇｅｒ－Ｖｅｒｌａｇ、Ｂｅｒｌｉｎ（
１９９３）、ｐ．２９－７７．中のＢａｉｌｅｙ，Ｊ．Ｅ．，Ｈｏｓｔ－ｖｅｃｔｏｒ　
ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ　ｉｎ　Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ、Ｇｌｉｃｋ，Ｂ
．Ｒ．、Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．Ａｄｖ．１３：２４７－２６１（１９９５）、およびＳ
ｍｉｔｈ　＆　Ｂｉｄｏｃｈｋａ．Ｃａｎ．Ｊ．Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．４４：３５１－３
５５（１９９８）を参照のこと）。このカスケードはまた、目的のタンパク質を含む、種
々の発現ベクターにコードされる機能の転写および翻訳によっても引き起こされる。上記
のような機構は、プラスミド保有細菌が、プラスミドを含まない細菌よりも、より遅く増
殖するという観察を説明する。これらの機構はまた、増殖速度が、コピー数が増加するに
つれて減少することも説明する。
【００５９】
発現ベクターを含む組換え生物の増殖速度が、目的の遺伝子の発現が増加するにつれて、
減少することが観察された。増殖の減少は、発現された目的の組換えタンパク質を分解す
る種々の細胞性プロテアーゼの誘導をひき起こし得る。減少した増殖速度は、従って、代
謝的負荷の不可避な結果であり、それらはまた、多くの生理学的摂動の蓄積した結果であ
る。例えば、生理学的摂動は、宿主細菌内部での、目的のタンパク質の発現および蓄積に
より生じる。この蓄積は、宿主生物の生存力に有害であり得、従って負の選択圧であり得
る。
【００６０】
上で議論されたような代謝的負荷が、選択の非存在下で存在する発現ベクターの損失に対
する選択圧を生じるので、宿主細胞からの発現ベクターの有意な損失が、宿主細胞が目的
の遺伝子を含む発現ベクターで形質転換された後に、生じ得る。自発的なプラスミド損失
は、宿主細胞から任意の代謝的負荷を取り除き、そしてプラスミドを含まない宿主細胞を
、プラスミドを保有する宿主細胞の集団よりも速く増殖させ得る。目的のタンパク質を含
まず、従ってその発現をしない宿主細胞の過剰増殖は、全体のタンパク質生成レベルを減
少させる。従って、所定の目的のタンパク質の高レベルでの合成を指向する発現ベクター
を維持するように遺伝子的に制限されていない宿主細胞は、非常に少ないタンパク質を産
生し得る。
【００６１】
この代謝的ストレスを減少させ得るような多くの手段が存在する。多コピー発現ベクター
からの目的のタンパク質の制御された発現は、宿主細胞中での目的のタンパク質の高レベ
ルの合成のための１つの解決法を表す。この解決法は、開示された方法を実施するために
用い得る１つの実施形態である。誘導プロモーターの使用は、例えば、発現ベクター由来
の発現を制御し得る、１つの方法である。そのような誘導プロモーターが、本開示の発現
カセットの項で議論される。
【００６２】
本明細書中に開示される方法の別の実施形態は、増殖した細胞集団にわたる、１つ以上の
タンパク質の高レベルでの安定な発現を可能とするように操作されたプラスミドに基づく
発現系に関する。好ましくは、安定な発現ベクターは、宿主細胞が複製するのに伴い、発
現ベクターを永続させるものである。２つの独立したレベルでプラスミドに安定性を与え
る発現ベクターが、Ｇａｌｅｎら、Ｉｍｍｕｎ．６７：６４２４－６４３３（１９９９）
および米国特許出願第０９／２０４，１１７号、１９９８年１２月２日出願および同第０
９／４５３，３１３号、１９９９年１２月２日出願（これらの両方は、本明細書中に、そ
の全体が参考として援用される）に、最近、記載された。
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【００６３】
この実施形態において、分割機能が、発現ベクター中に組み込まれ得、所定の細菌または
宿主細胞が増殖し、続いて分裂するのに伴い、そのプラスミド固有の特性を増強させ得る
。娘細胞が、発現ベクターの１つの複製も有さないというまれな場合において、潜在的な
分離後死滅系が、活性化され、そして細胞溶解を通じて、増殖集団から、この細菌または
宿主細胞が取り除かれる。
【００６４】
（Ｃ．細菌性宿主細胞）
多くの種の細胞が本明細書中に開示される教示による使用に適する。好ましくは、適切な
細菌種は、タンパク質輸送を可能とし、その輸送の結果、目的の遺伝子が適切に転写され
、その結果、目的のタンパク質が翻訳され、そして細菌の外へ輸送され得る。本発明の１
つの実施形態において、細菌が、動物に投与され、次いで、目的のタンパク質が、細菌中
から動物中に輸送される。侵襲性細菌および非侵襲性の細菌が、用いられ得る。侵襲性の
細菌の例としては、Ｓｈｉｇｅｌｌａ種、Ｌｉｓｔｅｒｉａ種、Ｒｉｃｋｅｔｔｓｉａ種
、および腸侵襲性Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉが挙げられる。好ましい実施形態は
、Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ種を用いる。
【００６５】
以下の開示に用いられる特定のＳａｌｍｏｎｅｌｌａ株は、必要不可欠ではない。本発明
において用いられ得るＳａｌｍｏｎｅｌｌａ株の例としては、Ｓ．Ｔｙｐｈｉ（ＡＴＣＣ
番号７２５１）およびＳ．Ｔｙｐｈｉｍｕｒｉｕｍ（ＡＴＣＣ番号１３３１１）が挙げら
れる。好ましくは、弱毒化されたＳａｌｍｏｎｅｌｌａ株が、本発明において、用いられ
、そしてその株は、Ｓ．Ｔｙｐｈｉ　ａｒｏＡａｒｏＤ（Ｈｏｎｅら、Ｖａｃｃ．、９：
８１０－８１６（１９９１）およびＳ．Ｔｙｐｈｉｍｕｒｉｕｍ　ａｒｏＡ　変異体（Ｍ
ａｓｔｒｏｅｎｉら、Ｍｉｃｒｏ．Ｐａｔｈｏｌ．、１３：４７７－４９１（１９９２）
））を含む。あるいは、新規の弱毒化Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ株が、Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ
種に関する上の記載のように、１つ以上の弱毒化変異体の導入によって構築され得る。
【００６６】
（Ｄ．バイオリアクター）
本明細書中に記載されたタンパク質輸送系は、細菌の増殖および所望の産生物または目的
のタンパク質の収集または使用を促進するバイオリアクターおよび類似のデバイスを伴う
使用に適する。古典的には、先行技術のバイオリアクターにによる生物分子の収集には以
下の５つの段階が存在する：前処理、固／液分離、濃縮、精製、および処方。各々の段階
には利用可能な、広範な操作が存在し得る。各々の段階についてのこれらの範囲の操作は
、以下の通りである：前処置：細胞破壊、安定化、滅菌、パストリゼーション、および凝
集；固／液分離：ろ過、沈殿、および遠心分離；濃縮：膜、沈降、エバポレーション、抽
出、および凍結濃縮；精製：沈降、抽出、ダイアフィルトレーション、吸着、およびクロ
マトグラフィー；ならびに処方：乾燥、小球化、押出、顆粒化および錠剤化。
【００６７】
細菌が所望の生成物を細胞外に輸送しないバイオリアクターにおいては、実施者は、細菌
をスケールアップし、細胞を誘導して所望の産生物を産生させ、次いでその細胞を溶解し
て成分を放出させる必要がある。代表的には、この破壊は、細菌が増殖したのと同じ培地
中で実施される。実施者は、ホモジナイザーまたはビーズ粉砕機（ｂｅａｄ　ｍｉｌｌ）
を用いて細胞を機械的に破壊し得る。非機械的破壊に関して、実施者は、熱ショック（こ
れは、タンパク質を破壊し得る）、界面活性剤、溶媒、壊死剤（ｓｅｑｕｅｓｔｒａｎｔ
）、および酵素を用い得る（Ｋｒｉｊｇｓｍａｎ、“Ｒｅｌｅａｓｅｓ　ｏｆ　Ｉｎｔｒ
ａｃｅｌｌｕｌａｒ　Ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ”、ｐｐ．２７－４２、ｉｎ　Ｐｒｏｄｕｃ
ｔ　Ｒｅｃｏｖｅｒｙ　ｉｎ　Ｂｉｏｐｒｏｃｅｓｓ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ、編集者Ｂ
ｕｔｔｅｒｗｏｒｔｈ－Ｈｅｉｎｅｍａｎｎ　Ｌｔｄ、Ｏｘｆｏｒｄ、Ｅｎｇｌａｎｄ、
１９９２）。
【００６８】
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細胞が破壊された後、実施者は、流体から固体粒子を分離する（固／液分離）。所望の産
生物は、通常液体であり、実施者は、次いで、濃縮をする必要がある。次いで、実施者は
、濃縮された液体から所望の産生物を抽出する。
【００６９】
所望とされない固体または液体のいずれかからの所望の産生物の分離に影響する因子は、
サイズ、拡散係数、イオン電荷、溶解性、および濃度である。サイズ依存分離のために、
実施者は、マイクロフィルター、クロスフィルターおよびファイバーフィルター、限外ろ
過、スクリーン／ストレナー、ならびにゲルクロマトグラフィーを用い得る。拡散依存分
離のために、実施者は逆浸透および透析を用い得る。イオン交換クロマトグラフィーが、
イオン電荷依存分離のために用いられ得る。溶解性に基づいて所望の産生物を分離するた
めに、実施者は、溶媒抽出を用い得る。濃度依存分離のために、実施者は、超遠心、遠心
分離、および重力沈降を用い得る。（Ｋｒｉｊｇｓｍａｎ、“Ｄｏｗｎｓｔｒｅａｍ　Ｐ
ｒｏｓｃｅｓｓｉｎｇ　ｉｎ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ”、ｐｐ．２－１２、ｉｎ　
Ｐｒｏｄｕｃｔ　Ｒｅｃｏｖｅｒｙ　ｉｎ　Ｂｉｏｐｒｏｃｅｓｓ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇ
ｙ、編集者Ｂｕｔｔｅｒｗｏｒｔｈ－Ｈｅｉｎｅｍａｎｎ　Ｌｔｄ、Ｏｘｆｏｒｄ、Ｅｎ
ｇｌａｎｄ、１９９２）
開示された系を用いる１つの利点は、組換え細菌宿主細胞の集団が、開示されたタンパク
質輸送系を含む発現ベクターを用いて形質転換され得ること、ならびに細菌宿主細胞の集
団が、培養物中で維持されそして使用され、細菌宿主細胞を収集および溶解することを必
要とせずに、タンパク質を産生し得ることである。細菌宿主細胞の培養、および組換え発
現した目的のタンパク質を含む培養培地の収集が、任意の型のバイオリアクターで実施さ
れ得る。
【００７０】
種々の型のバイオリアクターが存在するが、そのデバイスのファミリーは、２つの主なカ
テゴリー（「フリーフロート」バイオリアクターおよび「ベッド」バイオリアクター）に
分類される。「フリーフロート」バイオリアクターにおいては、細菌は、培体中で自由に
移動する。「フリーフロート」バイオリアクターの例は、古典的な撹拌槽バイオリアクタ
ー、バブルカラム、エアリフト型ループ、多目的タワーバイオリアクター、侵液体（ｌｉ
ｑｕｉｄ　ｉｍｐｅｌｌｅｄ）ループバイオリアクター、およびポンプ型タワーループバ
イオリアクターがある。「ベッド」型バイオリアクターの例は、充填ベッドバイオリアク
ターである。「ベッド」型バイオリアクターにおいては、細菌が、ビーズ、膜、または固
体の担体に固定される。ハイブリッド型のバイオリアクターが、流動層バイオリアクター
を用いて生成され得、このリアクターにおいて、細菌が、培地中を移動し得るビーズまた
は他の担体に付着しているが移動可能である（Ｍｉｊｎｂｅｅｋ、“Ｔｈｅ　Ｃｏｎｖｅ
ｎｔｉｏｎａｌ　Ｓｔｉｒｒｅｒ　Ｔａｎｋ　Ｒｅａｃｔｏｒ”ｐｐ．３９－７４；Ｍｉ
ｊｎｂｅｅｋ、“Ｂｕｂｂｌｅ　Ｃｏｌｕｍｎ、Ａｉｒｌｉｆｔ　Ｒｅａｃｔｏｒｓ、ａ
ｎｄ　Ｏｔｈｅｒ　Ｒｅａｃｔｏｒ　Ｄｅｓｉｇｎｓ”ｐｐ．７５－１１４；Ｇｅｒａａ
ｔｓ、“Ａｎ　Ｉｎｔｒｏｄｕｃｔｉｏｎ　ｔｏ　Ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄ　Ｓｙｓｔｅ
ｍｓ”ｐｐ１１５－１２４；全て“Ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌ　Ｍｏｄｅｓ　ｏｆ　Ｂｉｏ
ｒｅａｃｔｏｒｓ”中（出版者Ｂｕｔｔｅｒｗｏｒｔｈ－Ｈｅｉｎｅｍａｎｎ　Ｌｔｄ、
Ｏｘｆｏｒｄ、Ｅｎｇｌａｎｄ、１９９２））。
【００７１】
所望の目的のタンパク質が、細胞から培地中へと輸送されるので、本明細書中に記載され
た、「ベッド」バイオリアクターを用いるタンパク質輸送系は、前処理および固／液分離
を回避する。実施者は、所望の産生物の単離を試みる前に、層から培地を取り除くだけで
よい。「フリーフロート」バイオリアクターについて、実施者は、液体／細菌混合物を遠
心分離して、細菌をペレット化し得る。次いで、実施者は、ペレット化した細菌から、所
望の目的のタンパク質を取り除くことが出来る。次に、実施者は、培地から、所望の目的
のタンパク質を単離する。開示された系のさらなる利益は、その培地が、細胞が破壊され
た培地中に存在するよりも、より少ない、所望でないタンパク質を含むことである；破壊
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された全ての細胞内成分は、本発明中の培地中には全く存在しない。従って、所望の目的
のタンパク質の精製は、より容易である。さらにまた、輸送タンパク質：：目的のタンパ
ク質の融合タンパク質中にタグおよびプロテアーゼ切断部位を有することにより、目的の
タンパク質の単離および精製をさらに容易となる。
【００７２】
バイオリアクターの１つの例は、Ｌｏｍｍｉら（１９９７年６月３日）に対する米国特許
第５，６３５，３６８号“Ｂｉｏｒｅａｃｔｏｒ　ｗｉｔｈ　ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄ　
ｌａｃｔｉｃ　ａｃｉｄ　ｂａｃｔｅｒｉａ　ａｎｄ　ｔｈｅ　ｕｓｅ　ｔｈｅｒｅｏｆ
”（これは、本明細書中に、その全体が参考として援用される）において教示される装置
である。Ｌｏｍｍｉの装置は、細菌が実質的に非圧縮性の担体の表面に固定されることで
特徴付けられる、固定化された細菌を備えるバイオリアクターに関する。バイオリアクタ
ーの別の例は、Ｃｈａｎｇら（１９９０年３月２０日）に対する、米国特許第４，９１０
，１３９号、“Ｍｅｔｈｏｄ　ｆｏｒ　ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓｌｙ　ｐｒｏｄｕｃｉｎｇ
　ｃｉｔｒｉｃ　ａｃｉｄ　ｂｙ　ｄｕａｌ　ｈｏｌｌｏｗ　ｆｉｂｅｒ　ｍｅｍｂｒａ
ｎｅ　ｂｉｏｒｅａｃｔｏｒ”（これは、本明細書中に、その全体が参考として援用され
る）に見出される。本発明は、固定化された細菌を増殖し、連続的にクエン酸を産生する
ことに関する。
【００７３】
さらなるバイオリアクター装置が、Ｐｌｉｔｔらに対する米国特許第５，５８５，２６６
号「Ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄ　ｃｅｌｌ　ｂｉｏｒｅａｃｔｏｒ」（１９９６年１２月１
７日）（これは、本明細書中に、その全体が参考として援用される）中に開示される。開
示されるＰｌｉｔｔのデバイスは、細胞が、共通の繊維織物からなる細胞支持シートを含
む固定化マトリックス内にか、またはその上に収容される、固定化細胞バイオリアクター
に関する。米国特許第４，６６５，０２７号および同第５，５１２，４８０号（それらの
両方は、本明細書中に、その全体が参考として援用される）は、他のバイオリアクター実
施形態を開示する。
【００７４】
（Ｅ．ワクチン）
本明細書中に記載されるタンパク質輸送系は、ワクチン産生において有用性を有する。例
えば、サブユニットワクチンの産生は、その系が、組換えタンパク質収集を容易にし、か
つ組換え宿主細胞が増殖する増殖培地由来の混入タンパク質の存在を減少させるような、
タンパク質輸送系を用いて達成され得る。組換え宿主細胞はまた、免疫原性組成物を産生
するためにも用いられ得、ここで、その組換え宿主細胞は、被験体に提供され、そして被
験体の免疫系は、組換え宿主細胞から輸送されたタンパク質に対する免疫応答を生成する
。
【００７５】
本明細書中に記載されるタンパク質輸送系は、任意の抗原を用いて使用され得、それらに
由来するワクチンを調製し得、この抗原は、上記の目的のタンパク質である。ワクチン調
製は、一般的に、Ｎｅｗ　Ｔｒｅｎｄｓ　ａｎｄ　Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｓ　ｉｎ　Ｖ
ａｃｃｉｎｅｓ　、Ｖｏｌｌｅｒら編、Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　Ｐａｒｋ　Ｐｒｅｓｓ、
Ｂａｌｔｉｍｏｒｅ、Ｍｄ．Ｕ．Ｓ．Ａ．１９７８に記載される。リポソーム中へのカプ
セル化は、例えば、Ｆｕｌｌｅｒｔｏｎ　米国特許第４，２３５，８７７号によって記載
される。高分子へのタンパク質の結合体化は、例えば、Ｌｉｋｈｉｔｅ、米国特許第４，
３７２，９４５号およびＡｒｍｏｒら、同第４，４７４，７５７号によって開示される。
【００７６】
各々のワクチン用量における抗原の量は、代表的なワクチンにおける有意で有害な副作用
を伴うことなく、免疫保護応答を誘導する量として、選択される。そのような量は、どの
特異的抗原が用いられるか、およびどの送達技術（単なる例としては、精製されたタンパ
ク質または生きた細菌）が用いられるかに依存して変化する。一般的に、精製したタンパ
ク質を含む用量は、１～１０００μｇ（好ましくは、２～２００μｇ）の総抗原を含むこ
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とが予想される。一般的に、目的のタンパク質を送達する生きた細菌を含む用量は、１～
１０００μｇの目的の総抗原を含むことが期待される。特定のワクチンのための最適量は
、被験体おける抗体力価および他の応答の観察を含む、標準的な研究によって確認され得
る。最初のワクチン接種の後、被験体（動物またはヒト）は、例えば、１ヶ月後および６
ヶ月後に、１回以上の追加免疫（ｂｏｏｓｔｅｒ）用量を受け得る。
【００７７】
タンパク質輸送系はまた、調製物の効力を高めるために、生きた細菌のベクターワクチン
と共に用いられ得る。例えば、「Ａｖｉｒｕｌｅｎｔ　ｍｉｃｒｏｂｅｓ　ａｎｄ　ｕｓ
ｅｓ　ｔｈｅｒｅｆｏｒ：Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ　ｔｙｐｈｉ」との発明の名称のＣｕｒ
ｔｉｓｓらに対する米国特許第５，３８７，７４４号（これは、本明細書中に参考として
援用される）は、Ｓ．Ｔｙｐｈｉに対する生きた細菌のベクターワクチンを提供する。さ
らに詳細には、Ｃｕｒｔｉｓｓの特許は、Ｓ．Ｔｙｐｈｉの無毒性誘導体を含む脊椎動物
または非脊椎動物の免疫のための免疫原性組成物を提供する。これらの誘導体は、ｃｙａ
遺伝子および／またはｃｒｐ遺伝子および／またはｃｄｔ遺伝子の変異を有する。
【００７８】
Ｃｕｒｔｉｓｓらによって教示された無毒性誘導体を、本明細書中に記載されたタンパク
質輸送系で形質転換して、得られる組換え生物を、Ｓ．Ｔｙｐｈｉに対する免疫原性組成
物、およびその記載された系のタンパク質輸送タンパク質に結合された他の任意の抗原（
単数または複数）として作用させ得る。
【００７９】
（Ｆ．さらなる有用性）
薬学的産業に有用である治療的タンパク質および抗原に加えて、目的の遺伝子は、単なる
例として、食品産業、栄養補助剤産業、動物飼料産業、バイオメディエーション（ｂｉｏ
ｍｅｄｉａｔｉｏｎ）産業、廃棄物廃棄産業、廃棄物処理産業におそらく有用である、酵
素、ポリペプチド、タンパク質、またはアミノ酸をコードし得る。これらの産業に関して
、目的の遺伝子によってコードされた目的のタンパク質は、目的のタンパク質にその機能
を作用させるために、バイオリアクターの培地から単離されることを、必要としなくても
よい。目的のタンパク質は、所望の反応のための触媒であり得るか、または所望の反応の
前駆体成分として作用し得る。
【００８０】
以下の実施例は、例示のみのために提供され、決して本発明の範囲を限定することが意図
されない。
【００８１】
（実施例）
（実施例１）
（Ｓ．Ｔｙｐｈｉ　ｃｌｙＡのクローニングおよび変異誘発）
ｃｌｙＡの同定を、Ｅ．ｃｏｌｉ　ｈｌｙＥ由来ＤＮＡ配列（ＧｅｎＢａｎｋ登録番号Ｕ
５７４３０）を用いてＳａｎｇｅｒ　Ｃｅｎｔｒｅ（Ｗｅｌｌｃｏｍｅ　Ｔｒｕｓｔ　Ｇ
ｅｎｏｍｅ　Ｃａｍｐｕｓ、Ｈｉｎｘｔｏｎ、Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ、ＣＢ　１０　１ＳＡ
、ＵＫ）（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｓａｎｇｅｒ．ａｃ．ｕｋ／Ｐｒｏｊｅｃｔｓ／Ｓ＿
ｔｙｐｈｉ／ｂｌａｓｔ＿ｓｅｒｖｅｒ．ｓｈｔｍｌを参照のこと）より入手可能な、最
近完了されたＳ．Ｔｙｐｈｉゲノム配列のＢＬＡＳＴＮ分析によって行った。
【００８２】
このｃｌｙＡオープンリーディングフレームを、Ｅ．ｃｏｌｉ　ＨｌｙＥに８９．４％同
一である３３．８ｋＤａの分子量を有する３０４残基タンパク質をコードすると予想され
る、９１２ｂｐの配列として同定した。ｃｌｙＡは、９１５ｂｐのＥ．ｃｏｌｉ　ｈｌｙ
Ｅオープンリーディングフレームに８５．３％同一であるが、上流の転写制御領域は、関
連性が低く、その塩基は、２５０ｂｐの領域内で３３．６％のみが同一である。
【００８３】
この分析に基づき、プライマーを、最適化されたリボソーム結合部位が、ＡＴＧ開始コド
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ンの５’近位に操作された、プロモーターを含まないＣｌｙＡをコードする遺伝子カセッ
トのＰＣＲ増幅のために設計した。このプライマー配列を、表１に列挙する。
【００８４】
（表１）
（プラスミドカセットの構築および配列分析に用いられるプライマー）
【００８５】
【表１】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　適切な制限部位を、下線を付した太字で示す；リボソーム結合部位および開始コドンを
イタリック体で示す。
【００８６】
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回収を容易にするために、オーバーラップＰＣＲ（ｏｖｅｒｌａｐｐｉｎｇ　ＰＣＲ）技
術を用いて、プライマーを含まない２２５２塩基対ｃｌｙＡ－ｔｅｔＡ遺伝子カセットを
作製した。これは、ＣＶＤ　９０８－ｈｔｒＡ由来の染色体テンプレートＤＮＡと共にプ
ライマー１およびプライマー２を用い、かつｐＢＲ３２２由来テンプレートと共にプライ
マー３およびプライマー４を用いて、先に記載したようなオーバーラップＰＣＲ技術によ
って合成し、そしてＥ．ｃｏｌｉ　ＤＨ５へと形質転換されたｐＧＥＭ－Ｔ（Ｐｒｏｍｅ
ｇａ、Ｍａｄｉｓｏｎ　ＷＩ）中で回収した。
【００８７】
組換えクローンを、ヒツジ赤血球を含む固体寒天培地上でスクリーニングした。詳細には
、溶血素活性についてのスクリーニングを、適切な抗生物質選択物および５％のヒツジ血
漿を含む、新しく調製した１×ＬＢ寒天培地上で実施した。次いで、プレートを、３７℃
で、２４時間インキュベートし、赤血球（ＲＢＣ）溶血のゾーンを検出した。複数のコロ
ニーを、どれが溶血素の明確なハロ（ｈａｌｏ）を産生するか即座に同定した。この観察
は、ｃｌｙＡが、細菌外への移動に補助タンパク質を必要とする場合、これらのタンパク
質が、Ｓ．ＴｙｐｈｉおよびＥ．ｃｏｌｉの両方について明らかに共通することを示唆し
た。陽性の単離体（ｐＧＥＭ－ＴｃｌｙＡと名付けた）を、さらなる使用のために選択し
た。
【００８８】
ＣｌｙＡの種々の領域の機能的役割を、ＣｌｙＡに融合された抗原をコードする組換え融
合タンパク質の適切な操作についての情報を提供するために試験した。詳細には、細菌外
への溶血素の輸送におけるアミノ末端、カルボキシル末端、またはその両方によって果た
される役割を、試験した。
【００８９】
これを果たすために、トランスポゾンＴｎｐｈｏＡを用いて、ｃｌｙＡをランダムに変異
させた。この「ＴｎｐｈｏＡ」の「ｐｈｏＡ」は、アルカリホスファターゼをコードする
（ＭａｎｏｉｌおよびＢｅｃｈｗｉｔｈ、ＰＮＡＳ　Ｖｏｌ８２、ｐｐ　８１２９－８１
３３、１９８５を参照のこと）。ＴｎｐｈｏＡのトランスポゾンは、所定の標的タンパク
質上に、ＰｈｏＡのＮ末端のインフレーム融合物のランダムな形成を可能とする。Ｔｎｐ
ｈｏＡ変異誘発を、ＤＨ５ への機能的Ｓ．Ｔｙｐｈｉ　ＣｌｙＡ溶血素を発現する、ｐ
ＧＥＭ－ＴｃｌｙＡのエレクトロポレーションを行ってＤＨ５ （ｐＧＥＭ－ＴｃｌｙＡ
）を生成した後に、実施した。次いで、交差画線接合（ｃｒｏｓｓ　ｓｔｒｅａｋ　ｍａ
ｔｉｎｇ）を、ＤＨ５ （ｐＧＥＭ－ＴｃｌｙＡ）およびＴｎｐｈｏＡのドナー株ＳＭ１
０（ｐＲＴ７３３）の間で実施し、そしてテトラシクリン、カルベニシリン、およびカナ
マイシンを各々１０ ｇ／ｍｌ、５０ ｇ／ｍｌ、および１０ ｇ／ｍｌ補充した２×Ｌ
Ｂ５０（２×ＬＢ５０＋Ｔ１０Ｃ５０Ｋ１０）上でトランス接合体（ｔｒａｎｓｃｏｎｊ
ｕｇａｎｔ）選択をした。次いで、細菌を、プラスミド精製のためにブロス（ｂｒｏｔｈ
）培養中にプールし、そして増殖させ、そして精製したプラスミドを、２００ ｇ／ｍｌ
のアルカリホスファターゼ基質５－ブロモ－４－クロロ－３－インドリル－ホスフェート
（ＢＣＩＰ；Ｓｉｇｍａ、Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ、ＭＯ）を補充した２×ＬＢ５０＋Ｔ１０Ｃ
５０Ｋ１０上でのＰｈｏ＋ 形質転換株の選択のために、ｐｈｏＡ ２０変異体Ｅ．ｃｏｌ
ｉ株ＣＣ１１８へと再び形質転換した。ペリプラズムへとＮ末端が分泌されるか、表面に
露出されるか、または全体が細胞外に輸送される、標的のタンパク質融合物を、色素生産
性基質ＢＣＩＰを用いて加水分解の濃青色のハロを検出することによって、容易にスクリ
ーニングし得る；Ｃ末端が分泌されるタンパク質は、この方法を用いて検出されない。
【００９０】
ＴｎｐｈｏＡ変異誘発を用いて、もはや溶血活性を示さない６２１個のＰｈｏＡ＋ コロニ
ーのうち４つのコロニーを同定した。１つの単離物の配列決定によって、ＣｌｙＡの残基
１７９（Ａｌａ）の後のインフレームでのＰｈｏＡの挿入を確認した。この挿入は、提唱
された疎水膜貫通領域でＣｌｙＡを切断し、そして残った１２５カルボキシル末端残基を
除去する。従って、Ｓ．Ｔｙｐｈｉ　ＣｌｙＡのカルボキシル末端が、Ｅ．ｃｏｌｉの細
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胞質の輸送に（およびおそらくＳ．Ｔｙｐｈｉ由来の輸送にも）必要とされないこと、お
よび輸送されるタンパク質融合物を潜在的にコードする異種遺伝子の遺伝的融合が、ｃｌ
ｙＡの３’末端で実施されるであろうことを結論付けた。
【００９１】
（実施例２）
（ＣｌｙＡに対する試験抗原のカルボキシル末端融合物の構築）
ＣｌｙＡのカルボキシル末端で融合されたパッセンジャータンパク質を輸送する能力を試
験するために、アンピシリンおよびカルベニシリンの両方に対する耐性を与えるＲＴＥＭ
－１　 －ラクタマーゼタンパク質をコードするｂｌａ遺伝子を、実験に選択した。
【００９２】
このタンパク質融合物を、ｐＳＥＣ８４のｃｌｙＡ　３’末端のタンデム終止コドン隣接
するＮｈｅＩ部位へとインフレームで挿入されたＳｐｅＩカセットの遺伝子融合物として
操作した。最初に、２３残基のシグナル配列を有さない、成熟２６８アミノ酸 －ラクタ
マーゼをコードする８０７ｂｐのＳｐｅＩ－ＮｈｅＩフラグメントを、ＰＣＲによってｐ
ＢＲ３２２誘導体から合成した。次いで、精製したフラグメントを、ｃｌｙＡの操作され
たカルボキシル末端のＮｈｅＩ部位へとインフレームで挿入し、推定６２．９ｋＤａの融
合タンパク質をコードする１７４２ｂｐのｃｌｙＡ－ｂｌａ遺伝子融合物を作製した。所
望のプラスミド構築物は、５μｇ／ｍｌのカルベニシリンの存在下で増殖した培養物由来
の単離されたコロニー中に容易に回収されたが、５０μｇ／ｍｌのカルベニシリンを用い
た選択後に回収したプラスミドは、不安定かつ遺伝子的に再構成されているようであった
。
【００９３】
（ｂｌａ－ｔｅｔＡ融合物）
上記のｃｌｙＡ－ｂｌａ構築物のプラスミド安定性および遺伝子再構成に関する問題に起
因して、ｂｌａ－ｔｅｔＡ融合物を、ｐＧＥＭ－Ｔテンプレートと共にプライマー５およ
びプライマー６を用い、かつｐＢＲ３２２由来テンプレートと共にプライマー７およびプ
ライマー４を用いるオーバーラップＰＣＲによって２１１１ｂｐのＳｐｅｌカセットとし
て合成した；ＮｈｅＩ部位で切断されたｐＳＥＣ８４へのこのカセットの挿入により、ｐ
ＳＥＣ８４ｂｌａ（図１Ｂを参照のこと）を得た。
【００９４】
ＣＶＤ９０８－ｈｔｒＡの導入の後、コロニーを、溶血素活性の保持についてスクリーニ
ングし、次いで、２×ＬＡ５０＋ＤＨＢ＋Ｔ１０中の１００ ｇ／ｍｌの濃度の色素生産
性基質ニトロセフィン（ｎｉｔｒｏｃｅｆｉｎ）を用いて、 －ラクタマーゼ活性につい
てスクリーニングし；プレートを、３０℃で、少なくとも１６時間インキュベートし、そ
してニトロセフィンの切断を示すコロニー周辺の赤色ハロの存在について試験した。赤色
ハロが、ＣＶＤ　９０８－ｈｔｒＡ（ｐＳＥＣ８４ｂｌａ）周辺で観察され、これは、ニ
トロセフィンの切断を示し、酵素的に活性な －ラクタマーゼの存在を確認した。３４ｋ
Ｄａから６３ｋＤａへのＣｌｙＡの分子量のおよその倍加は、両方のドメインが、明らか
に、各々のドメインの予想される生物学的活性を維持するように正しく折りたたまれた、
２ドメインの融合タンパク質を生じることが結論づけられた。
【００９５】
（ｓａｃＢ－ｔｅｔＡ融合物）
Ｓ．Ｔｙｐｈｉの外に異種抗原を輸送するための融合パートナーとしてのＣｌｙＡの多能
性を調査するために、ＣｌｙＡが、Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｕｂｔｉｌｉｓ由来のｓａｃＢ
によってコードされた、潜在的に致死性のレバンスクラーゼを輸送する効率を検査した。
スクロースの存在下で増殖する腸内細菌（Ｓ．Ｔｙｐｈｉを含む）の細胞質内で発現され
た場合、ｓａｃＢ遺伝子の発現は、致死的である。ＣＶＤ　９０８－ｈｔｒＡへの導入の
ための、８３．９ｋＤａの予測された分子量を有するＣｌｙＡ－ＳａｃＢタンパク質融合
物の構築を試みた。この融合物を、２９アミノ酸シグナル配列を有さない、成熟４４５残
基５０．０ｋＤａレバンスクラーゼをコードするｓａｃＢ－ｔｅｔＡ　ＳｐｅＩカセット
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として操作し、そしてｐＳＥＣ８４中のＣｌｙＡの操作されたカルボキシル末端ＮｈｅＩ
部位へとインフレームで挿入した。所望の構築物を保有するＣＶＤ　９０８－ｈｔｒＡを
、テトラシクリンを用いて選択し、そしてスクロースの存在下で生存についてスクリーニ
ングした。ＣｌｙＡ－ＳａｃＢが、細胞質外に輸送されなかった場合、単離物は、全く回
収されないが、表面で発現されるか、または細胞から周辺の培地中に十分に輸送されるか
のいずれかの融合物に関しては、酵素的に活性なＳａｃＢ部分は、スクロースを切断して
グルコースを放出し、そのグルコースが直ちに細菌内に輸送されそして代謝されることが
、予想される。
【００９６】
ｓａｃＢ－ｔｅｔＡカセットを、ｐＩＢ２７９テンプレートと共にプライマー８およびプ
ライマー９ならびに上記のようにプライマー１０およびプライマー４を用いて合成して、
２６５３ｂｐ　ＳｐｅＩカセットを産生し、これを、ｐＳＥＣ８４へと挿入してｐＳＥＣ
８４ｓａｃＢのｃｌｙＡ：：ｓａｃＢ融合物を産生した（図１Ｃを参照のこと）。ＣＶＤ
９０８－ｈｔｒＡへの導入の後、コロニーを再び、溶血素活性の保持についてスクリーニ
ングし、次いで、ＤＨＢならびに唯一の糖質源としてスクロース（８％もしくは１６％　
ｗ／ｖ）または８％スクロースおよび８％アラビノースのいずれかを補充したＭａｃＣｏ
ｎｋｅｙ寒天基礎培地（Ｄｉｆｃｏ）上の平板培養によって、レバンスクラーゼ活性につ
いて試験した。プレートを、３０℃で、１６～２４時間インキュベートし、単離されたｃ
ｆｕｓを回収し、その糖質の発酵を決定し；室温でのさらに数日間のさらなるインキュベ
ーションを、コロニー上の多糖様のドームの形成を観察するために必要とした。
【００９７】
図２Ｂおよび図２Ｄに示すように、唯一の炭化水素源として８％スクロースまたは１６％
スクロースのいずれかを含む指示培地上で増殖する場合（ここで、ＭａｃＣｏｎｋｅｙ寒
天基礎培地上で増殖した）、ＣＶＤ　９０８－ｈｔｒＡ（ｐＳＥＣ８４ｓａｃＢ）の増殖
は、良好であった。実際、ＣＶＤ　９０８－ｈｔｒＡについては観察されなかった多糖様
のドームが、単離したＣＶＤ　９０８－ｈｔｒＡ（ｐＳＥＣ８４ｓａｃＢ）コロニー上に
形成するのが観察され（図２Ａおよび図２Ｃ）、そしてその多糖様ドームは、スクロース
の濃度が増加するにつれて強められた。この多糖様物質が、スクロースの加水分離によっ
て遊離したフルクトースのレバンスクラーゼ触媒性重合によって形成されたレバンである
と仮定して、本発明者らは、レバンスクラーゼを阻害することが公知である８％　Ｌ－ア
ラビノースの導入によって、この重合をブロックすることを試みた。図２Ｆに示すように
、ドームは、もはや観測されず、ＣＶＤ　９０８－ｈｔｒＡおよびＣＶＤ　９０８－ｈｔ
ｒＡ（ｐＳＥＣ８４ｓａｃＢ）のコロニーは、その時同様に見えた。
【００９８】
ＣｌｙＡ－ＳａｃＢタンパク質融合物が、実際に、ＣＶＤ　９０８－ｈｔｒＡ（ｐＳＥＣ
８４ｓａｃＢ）の外に輸送される場合、遊離のグルコースを遊離するためのＳａｃＢドメ
インによるスクロースの切断は、これらの株が、スクロースの存在下でブロス培養物とし
て増殖する場合に、ＣＶＤ　９０８－ｈｔｒＡと比較して、代謝的な利点を提供するはず
である。この加水分解を検査するために、ＣＶＤ　９０８－ｈｔｒＡ（ｐＳＥＣ８４）ま
たはＣＶＤ　９０８－ｈｔｒＡ（ｐＳＥＣ８４ｓａｃＢ）のいずれかの１００ｍｌのブロ
ス培養物を、１０％スクロースを添加した２×ＬＢ５０＋ＤＨＢ＋Ｋ１０を含む、１ｌの
バッフルフラスコ中に設定し、そして増殖を、１０％グルコースの存在下で増殖した陽性
コントロールとしてのＣＶＤ　９０８－ｈｔｒＡ（ｐＳＥＣ８４）培養物と比較した。図
３に示すように、スクロースの存在下でのＣＶＤ　９０８－ｈｔｒＡ（ｐＳＥＣ８４ｓａ
ｃＢ）が、グルコースまたはスクロースのいずれかを用いて増殖したＣＶＤ　９０８－ｈ
ｔｒＡ（ｐＳＥＣ８４）よりも速く増殖することを観察した。観察を、生存数によって確
認した。ＣｌｙＡ－Ｂｌａについて上記の観察された結果と組みあわせた場合、このデー
タは、ＣｌｙＡが、融合ドメインの生物学的活性が保存される適切に折りたたまれた細菌
融合タンパク質の細胞外への輸送のための、用途の広い融合パートナーであることを強く
示唆する。
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【００９９】
（ｃｌｙＡ：：ｇｆｐｕｖ融合）
ＣｌｙＡの輸送特性をさらに定義するためおよび対数増殖中のＣＶＤ　９０８－ｈｔｒＡ
の上清中のＣｌｙＡ融合産生物の存在を詳細に証明するために、ｃｌｙＡの遺伝子的融合
物を、構築した。この融合物において、ｃｌｙＡを、蛍光レポーター緑色蛍光タンパク質
（ＧＦＰｕｖ）に融合して、ｐＳＥＣ８４ｇｆｐｕｖのｃｌｙＡ：：ｇｆｐｕｖカセット
（図１Ｄを参照のこと）を作製した。このｃｌｙＡは、ｐＳＥＣ８４ｂｌａおよびｐＳＥ
Ｃ８４ｓａｃＢの両方について同系であった。さらに、ＣＶＤ　９０８－ｈｔｒＡ（ｐＳ
ＥＣ８４ｇｆｐｕｖ）は、溶血性を維持したが、細胞質に発現したＧＦＰｕｖと比較した
場合、蛍光が減少した。ＧＦＰポリクローナル抗体（ＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ　Ｃｌ
ｏｎｅｔｅｃｈ、Ｐａｌｏ　Ａｌｔｏ、ＣＡ）を用いて、培養物上清へのＣｌｙＡ－ＧＦ
Ｐｕｖの輸送を、図４に示すようなウエスタンイムノブロット分析を用いて検査した。図
４は、ＣＶＤ　９０８－ｈｔｒＡ（レーン１～３）またはＣＶＤ　９０８－ｈｔｒＡ（ｐ
ＳＥＣ８４ｇｆｐｕｖ）（レーン４～８）のいずれか由来の細菌細胞画分を分析する、１
セットのウエスタンイムノブロットを例示する。細胞の画分を、以下のようにローディン
グした：上清、レーン１およびレーン４；細胞質画分、レーン２およレーン６；ペリプラ
ズム画分、レーン５；不溶性画分、レーン７；細胞全体画分、レーン３およびレーン８；
ならびに５０ｎｇ　ＧＦＰｕｖ、レーン９。同一のサンプルを有するメンブランを、ＧＦ
Ｐｕｖ特異的抗体（パネルＡ）またはＥ．ｃｏｌｉ　ＧｒｏＥＬ特異的抗体（パネルＢ）
でプロービングした。この図において観察され得るように、有意な量の推定６１ｋＤａタ
ンパク質融合物が、ＣＶＤ　９０８－ｈｔｒＡ（ｐＳＥＣ８４ｇｆｐｕｖ）由来の０．５
ｍｌのＴＣＡ沈降した上清（レーン４）中に検出され；約４５ｋＤａの無関係な相互作用
種もまた、ＣＶＤ　９０８－ｈｔｒＡの細胞質（レーン２）中ならびにＣＶＤ　９０８－
ｈｔｒＡ（ｐＳＥＣ８４ｇｆｐｕｖ）の細胞質画分、不溶性画分、および細胞全体画分に
おいて検出され；興味深いことに、レーン５は、非常に少ないＣＬｙＡ－ＧＦＰｕｖが、
ペリプラズム空間より回収されることを示唆する。
【０１００】
（結論）
本研究の結果は、Ｓ．Ｔｙｐｈｉ由来の潜在性溶血素ＣｌｙＡを用いて、弱毒化ワクチン
株ＣＶＤ　９０８－ｈｔｒＡから周辺の培地への異種抗原ドメインの輸送を促進させ得る
という結論を明白に支持する。さらに、本研究は、ＣｌｙＡを用いて、細菌から周辺の培
地への融合タンパク質の輸送を促進させ得ることを実証する。上に例示されるように、Ｃ
ｌｙＡのカルボキシル末端に融合された適切に折りたたまれた目的のタンパク質を輸送す
る能力が、アンピシリンおよびカルベニシリンの両方に対する耐性を与えるＲＴＥＭ－１
　 －ラクタマーゼタンパク質をコードするｂｌａ遺伝子を用いて示された。ｐＢＲ３２
２のｂｌａ遺伝子は、８６１ｂｐ長であり、かつペリプラズム空間へのラクタマーゼのＮ
末端分泌を指向する２３アミノ酸シグナル配列を有する３１．５ｋＤａのタンパク質をコ
ードする。上記の研究は、機能的ＣｌｙＡ－ －ラクタマーゼタンパク質融合物をコード
する遺伝子融合物の好首尾な操作を示し、このタンパク質融合物は、溶血活性および色素
原性 －ラクタマーゼ基質ニトロセフィンを切断して、切断されていないニトロセフィン
の黄色の背景に対して赤色環を産生する能力の両方を保持した。
【０１０１】
興味深いことに、５０ ｇ／ｍｌのカルベニシリンまたはアンピシリンのいずれかを補充
した栄養豊富な培地中で形質転換株を増殖させている場合、そのような発現ベクターにつ
いて選択するための試みは、成功せず、そして大幅に再構成したプラスミドのみが、制限
マッピングによって判断した場合に回収された。細胞質で発現した －ラクタマーゼが、
約５ ｇ／ｍｌのアンピシリンに対する耐性を与えながら、一方で適切に発現したペリプ
ラズムのβ－ラクタマーゼが、４０００ ｇ／ｍｌを超えるアンピシリンに対する耐性を
与えることが、結局、実証された。しかし、 －ラクタマーゼタンパク質融合物の表面デ
ィスプレイが、約１００ ｇ／ｍｌのアンピシリンに対する耐性を与えることが示された
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。実際、Ｃｈｅｒｖａｕｘらは、Ｅ．ｃｏｌｉからのβ－ラクタマーゼ融合物のＨｌｙＡ
媒介分泌は、約５μｇ／ｍｌのアンピシリンに対する低レベルの耐性を再び与えることを
報告している。彼らは、融合物表面のインタクトの －ラクタマーゼドメインの比活性が
、改変されていないβ－ラクタマーゼの比活性と同様であるままであったけれども、高レ
ベルのアンピシリンに対する耐性が観察されなかったことを実証し、そして彼らは、β－
ラクタム抗生物質に対する細菌の耐性が、死滅させる標的に近いペリプラズム空間内のβ
－ラクタマーゼの十分な濃度を必要とすると結論付けた。そのような観察に基づき、適切
に折りたたまれたＣｌｙＡ－β－ラクタマーゼタンパク質融合物が、ＣＶＤ　９０８－ｈ
ｔｒＡ（ｐＳＥＣ８４ｂｌａ）内で合成され、そして輸送されて、アンピシリンまたはカ
ルベニシリンに対する耐性を与えることなく、溶血性表現型、および色素原性セファロス
ポリンニトロセフィンのβ－ラクタマーゼ媒介加水分解を与えると結論付けられた。
【０１０２】
ＣＶＤ　９０８－ｈｔｒＡからの異種抗原ドメインのＣｌｙＡ媒介輸送の性質をさらに明
白に規定するためおよび恐らくペリプラズム性中間体の関与を除外するために、Ｂ．ｓｕ
ｂｔｉｌｉｓ由来の潜在的に致命的なレバンスクラーゼをコードする、ｓａｃＢの融合物
を、研究した。レバンスクラーゼは、スクロースの加水分解を触媒して遊離のグルコース
およびフルクトースを産生し、次いでフルクトースの、レバンと呼ばれる長鎖ポリマーへ
の重合を触媒する、５０ｋＤＡの単一ポリペプチドの外酵素である。スクロースを含む培
地で増殖したＢ．ｓｕｂｔｉｌｉｓ由来のレバンスクラーゼの分泌は、室温での長期イン
キュベーションの後で、粘性レバンの印象的なドームによって覆われた単離されたコロニ
ーの増殖を生じる。
【０１０３】
ｓａｃＢによってコードされたレバンスクラーゼの細胞質およびぺリプラズムでの発現が
、スクロースの存在下で増殖する種々の細菌にとって致命的であることは、十分に確立さ
れている。レバンスクラーゼが、スクロース存在下で増殖したＢ．ｓｕｂｔｉｌｉｓの細
胞質内で致命的となること、およびフルクトースポリメラーゼ活性の不活性化が、スクロ
ース誘導性の致死の回避に必須であることが、シグナルペプチド変異体を用いて最近示さ
れた。従って、ＣＶＤ　９０８－ｈｔｒＡの細胞質空間およびペリプラズム空間の両方か
らのＣｌｙＡ－ＳａｃＢ融合物の輸送の失敗が、融合タンパク質の顕著な細胞内蓄積を生
じ、その蓄積が、スクロース存在下で増殖するＣＶＤ　９０８－ｈｔｒＡ（ｐＳＥＣ８４
ｓａｃＢ）に対する致死を生じるべきであることが、結論付けられた。
【０１０４】
しかし、図２Ｂに示すように、ＣＶＤ　９０８－ｈｔｒＡ（ｐＳＥＣ８４ｓａｃＢ）が、
８％スクロースの存在下で増殖するだけでなく、その糖を発酵することが観察され、同一
条件下で増殖するＣＶＤ　９０８－ｈｔｒＡ（ｐＳＥＣ８４）についての表現型が観察さ
れなかった。スクロースの濃度を、８％から１６％スクロースへと増加するにつれて、ス
クロースの発酵もまた、レバン様物質の印象的なドームの蓄積を伴って増加し、そのドー
ムは、レバンスクラーゼインヒビターアラビノースの存在下で消失した。レバンスクラー
ゼ活性の類似の観察が、Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ｓｙｒｉｎｇａｅの氷核形成（ｉｃｅ
　ｎｕｃｌｅａｔｉｏｎ）タンパク質のカルボキシル末端に融合されそしてＥ．ｃｏｌｉ
内に発現された、表面発現レバンスクラーゼドメインに関して、Ｊｕｎｇらによって報告
された。これらの結果を考慮して、ブロス培養実験（ここで、ＣＶＤ　９０８－ｈｔｒＡ
（ｐＳＥＣ８４ｓａｃＢ）が、スクロースまたは純粋なグルコースの存在下のいずれかで
増殖したＣＶＤ　９０８－ｈｔｒＡ（ｐＳＥＣ８４）より速く増殖することが観察された
）において、操作したＣＶＤ　９０８－ｈｔｒＡ（ｐＳＥＣ８４ｓａｃＢ）は炭素原とし
てスクロースを利用する能力を有することが、結論付けられた。上記のＣｌｙＡ－β－ラ
クタマーゼタンパク質融合物を用いる場合に、適切に折りたたまれたＣｌｙＡ－ＳａｃＢ
タンパク質融合物が、ＣＶＤ　９０８－ｈｔｒＡ内で合成され、そして輸送されて、予想
される溶血性表現型、およびプラスミドを含まない宿主株によって用いられない代替の炭
化水素源の細胞外異化を可能とするレバンスクラーゼ活性の両方を与えることが、再び結
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論付けられた。
【０１０５】
（実施例３）
（ＣｌｙＡ－ＳａｃＢ融合物のバイオリアクタータンパク質の発現）
バイオリアクターを、米国特許第５，６３５，３６８号（これは、本明細書中に、その全
体が参考として援用される）の教示に従い調製する。簡単には、顆粒状に誘導したセルロ
ースを、米国特許第４，３３５，１１７号に従い、以下のように製造する：２５パーツの
繊維状セルロースを、２５パーツの二酸化チタンと混合し、そしてその混合物を、ツイン
スクリューエクストルーダー（ｔｗｉｎ－ｓｃｒｅｗ　ｅｘｔｒｕｄｅｒ）を用いて５０
パーツの高衝撃（ｈｉｇｈ－ｉｍｐａｃｔ）ポリスチレンとともに混合する。この押出し
形成物を水冷し、そして０．３５～０．８５ｍｍの粒径にふるいをかける。ふるいをかけ
た顆粒状集塊化セルロース粒子を誘導して、上記米国特許に記載のようなＤＥＡＥセルロ
ースを形成する。
【０１０６】
次に、１０（１０）ｇの顆粒状ＤＥＡＥセルロースを蒸留水中のスラリーに薄め、そして
時折撹拌しながら５時間浸す。次いで、この水和したキャリアを、蒸留水でデカンテーシ
ョンし、そして内径１５ｍｍのガラスカラム中に移し、これは、ここで、１４５ｍｍの高
さを有する層を形成する。
【０１０７】
ｐＳＥＣ８４ｓａｃＢで形質転換した細菌（実施例２を参照のこと）を、３０℃で４８時
間培養する。５０（５０）ｍｌの細胞懸濁液を、２５ｍｌ／時間の流速で、キャリア層を
通してポンピングする。続いて、さらなる量の培養培地を、キャリア層を通してポンピン
グする。このカラムの流出を収集し、そして組換え発現したＣｌｙＡ－ＳａｃＢ融合タン
パク質（配列番号１９によってコードされる）を、流出から単離および精製する。Ｓａｃ
Ｂの切断によって、レバン生成のために豊富な商業的な量のレバンスクラーゼを提供し得
る。
【０１０８】
（実施例４）
（変性条件下でのＨｉｓタグタンパク質精製）
細菌培養物を、ポリヒスチジンタグコード配列に融合される、プロテアーゼ認識部位をコ
ードするコード配列に融合される、ｓａｃＢ遺伝子に融合した弱毒化ＣｌｙＡタンパク質
についてのコード配列を含む発現カセットを含有する発現ベクターを用いて形質転換する
。この細菌培養物を、実施例３に記載するように、バイオリアクターへと移す。
【０１０９】
この培養物を、培養培地中に輸送される組換え融合タンパク質の発現を促進する条件下に
置く。この培養培地を収集し、そしてタンパク質を変性するのに十分に高い濃度での尿素
含有緩衝液で平衡化したＮｉカラム（ＨＩＳＴＲＡＰ；Ｐｈａｒｍａｃｉａ）にアプライ
する。次いで、カラムを、洗浄および溶出する。溶出物を、ゲル電気泳動によって分析し
て、精製したタンパク質の存在を決定する。
【０１１０】
精製したタンパク質を含有する画分を、酵素消化緩衝液に対して透析する。次いで透析し
たサンプルをプールし、そして適切な酵素により触媒されるタンパク質溶解に供する。タ
ンパク質溶解されたサンプルを、精製して、削除されたポリヒスチジンタグを排除し、単
離、精製されたタンパク質を残す。
【０１１１】
（実施例５）
（Ｆｒａｇ　Ｃを発現する無毒化ＣＶＤ　９０８－ｈｔｒＡの構築およびそれに応答する
免疫応答の惹起）
ＣｌｙＡ－Ｆｒａｇ　Ｃ融合タンパク質を、実施例１で議論した工程に従って、ＣＶＤ　
９０８－ｈｔｒＡ中で産生する。本発明者らの試みは、本明細書中に開示される発現ベク
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ターから発現される、ＣｌｙＡへと挿入された破傷風毒素のフラグメントＣをコードする
、コドン最適化されたｔｏｘＣオープンリーディングフレームを発現させることである。
フラグメントＣの輸送を、ｃｌｙＡの３’末端へのｔｏｘＣのインフレームでの遺伝子融
合を介して達成し、そして１４２６ｂｐＰａ ｍ ｐ Ｃ －ｃｌｙＡ　ＥｃｏＲＩ－ＮｈｅＩカ
セットとしてｏｒｉＥ１レプリコンｐＳＥＣ８４に保有させる。ｔｏｘＣコードフラグメ
ントＣを、従来の技術の構築物から順方向プライマー
【０１１２】
【化１】
　
　
　
　
（配列番号１５）
および逆方向プライマー
【０１１３】
【化２】
　
　
　
　
（配列番号１６）
を用いて再操作し、所望のＰＣＲ産物（１４２４ｂｐ）を産生する。次いで、このｔｏｘ
Ｃカセットを、ＮｈｅＩで消化したｐＳＥＣ８４へとサブクローニングしてｐＳＥＣ８４
ｔｏｘＣを構築する。意図するｃｌｙＡ－ｔｏｘＣ融合結合部のＤＮＡ配列を、ｃｌｙＡ
の３’末端の操作されたＮｈｅＩ部位の１７２塩基上流にハイブリダイズする配列決定プ
ライマー５’－ＣＧＡＴＧＣＧＧＣＡＡＡＡＴＴＧＡＡＡＴＴＡＧＣＣＡＣＴＧＡ－３’
（配列番号１７）を用いて確認する。構築物を、溶血活性の保持についてスクリーニング
し、そしてウエスタンイムノブロット分析によって、上清へのＣｌｙＡ－Ｆｒａｇ　Ｃの
輸送を確認する。
【０１１４】
１０匹の６週齢のＢａｌｂ／ｃマウスの群を、ＣｌｙＡ－Ｆｒａｇ　Ｃ融合タンパク質を
発現する１．０×１０１ ０ ｃｆｕのＣＶＤ　９０８－ｈｔｒＡ株で、鼻腔内的に免疫する
。マウスから、それらの免疫の前および３０日後に採血し、そして血清を、使用するまで
－２０℃で保存する。血清中に存在する、ＣｌｙＡおよびＦｒａｇ　Ｃ抗原に対する抗体
を、ＥＬＩＳＡによって決定する。結果は、ＣｌｙＡ－Ｆｒａｇ　Ｃ融合タンパク質を発
現するＣＶＤ　９０８－ｈｔｒＡ株での免疫が、ＣｌｙＡ－Ｆｒａｇ　Ｃ融合タンパク質
を発現しない９０８－ｈｔｒＡ株で得られるものよりも有意により高い、Ｆｒａｇ　Ｃ抗
原に対する抗体レベルを誘発することを示す。この結果は、ＣｌｙＡを有する融合タンパ
ク質としてのＦｒａｇ　Ｃ抗原の発現が、この抗原に対する免疫応答を増強することを実
証する。破傷風毒素に対する保護免疫は、別な方法では致死用量の天然の破傷風毒素を用
いて免疫したマウスをチャレンジすることによって確認される。
【０１１５】
上記の開示が、詳細にかつ本発明の特定の実施形態に関連して本発明を記載するが、種々
の変化および改変が、本発明の精神および範囲から逸脱することなく本明細書中でなされ
得ることは、当業者に明らかである。
【０１１６】
【表２】
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【図面の簡単な説明】
【図１】　図１は、本発明の発現ベクターの例を提供する。図１Ａは、ｐＳＥＣ８４発現
ベクターを例示する。図１Ｂは、ｐＳＥＣ８４ｂｌａ発現ベクターを例示する。図１Ｃは
、ｐＳＥＣ８４ｓａｃＢ を例示する。図１Ｄは、ｐＳＥＣ８４ｇｆｐｕ
ｖを例示する。
【図２】　図２は、固体増殖培地中のスクロースの代謝を生じるＣｌｙＡ－ＳａｃＢタン
パク質融合物の輸送を例示する。これらの株を、８％スクロース（２Ａおよび２Ｂ）、１
６％スクロース（２Ｃおよび２Ｄ）、または８％スクロースおよび８％Ｌ－アラビノース
（２Ｅおよび２Ｆ）のいずれかを含む培地上で増殖させた。図２Ａ、図２Ｃ、および図２
Ｅは、ＣｌｙＡを発現するＣＶＤ　９０８－ｈｔｒＡの増殖を示す。図２Ｂ、図２Ｄ、お
よび図２Ｆは、ＣｌｙＡ－ＳａｃＢを発現するＣＶＤ　９０８－ｈｔｒＡの増殖を示す。
【図３】　図３は、ＤＨＢおよび１０％スクロースまたは１０％グルコースのいずれかを
補充した２×ＬＢ５０ブロス中で増殖させた、ＣｌｙＡ（ｐＳＥＣ８４）またはＣｌｙＡ
－ＳａｃＢ（ｐＳＥＣ８４ＳａｃＢ）のいずれかを発現するＣＶＤ　９０８－ｈｔｒＡの
増殖を例示する。
【図４】　図４は、ＣＶＤ　９０８－ｈｔｒＡ（１～３レーン）またはＣＶＤ　９０８－
ｈｔｒＡ（ｐＳＥＣ８４ｇｆｐｕｖ）（４～８レーン）のいずれかからの細菌細胞画分の
ウエスタンイムノブロット分析を例示する。細胞画分を以下のようにロードした：上清（
１および４レーン）；細胞質（２および６レーン）；ペリプラズム（５レーン）；不溶物
（７レーン）；細胞全体（３および８レーン）；および５０ｎｇのＧＦＰｕｖ（９レーン
）。同一のサンプルを有する膜を、ＧＦＰｕｖ（パネルＡ）またはＥ．ｃｏｌｉ　Ｇｒｏ
ＥＬ（パネルＢ）に特異的な抗体でプローブ化した。
【配列表】
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