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특허청구의 범위

청구항 1 

서열 번호: 2의 전체 길이에 걸쳐 서열 번호: 2의 아미노산과 95% 이상의 동일성을 갖는 아미노산 서열, 또는

서열 번호: 4의 아미노산 서열을 포함하는 단리된 폴리펩티드로서, 상기 폴리펩티드가 서열 번호: 2 또는 4의

폴리펩티드를 인지하는 면역 반응을 일으킬 수 있는(필요시, 담체에 커플링됨), 단리된 폴리펩티드.

청구항 2 

제 1항에 있어서, 상기 아미노산 서열이 서열 번호: 2의 전체 길이에 걸쳐 서열 번호: 2의 아미노산 서열과 97%

이상의 동일성을 지니는 단리된 폴리펩티드.

청구항 3 

제 1항에 있어서, 서열 번호: 2 또는 서열 번호: 4로 구성된 군으로부터 선택된 아미노산 서열을 포함하는 폴리

펩티드.

청구항 4 

서열 번호: 2 또는 서열 번호: 4의 단리된 폴리펩티드.

청구항 5 

제 1항 내지 제 4항 중 어느 한 항에 청구된 폴리펩티드의 면역원성 단편으로서, 상기 단편이 서열 번호: 2 또

는 4의 폴리펩티드를 인지하는 면역 반응을 일으킬 수 있는(필요시, 담체에 커플링됨), 면역원성 단편.

청구항 6 

서열 번호: 2 또는 서열 번호: 4의 아미노산 서열과 85% 이상의 동일성을 지니는 아미노산 서열을 포함하는 폴

리펩티드의 면역원성 단편으로서, 필요시 담체에 커플링되는 상기 단편이 서열 번호: 2 또는 서열 번호: 4의 폴

리펩티드를 인지하는 면역 반응을 일으킬 수 있고, 추가로 상기 단편이 C-말단 앵커 도메인이 결여되어 있는,

면역원성 단편.

청구항 7 

제 6항에 있어서, 상기 단편이 N-말단 도메인이 추가로 결여되어 있는 면역원성 단편.

청구항 8 

서열 번호: 2 또는 서열 번호: 4의 아미노산 서열을 포함하는 폴리펩티드의 면역원성 단편으로서, 상기 단편이

서열 번호: 2 또는 서열 번호: 4의 폴리펩티드의 비가변 영역이고, 필요시 담체에 커플링되는 상기 단편이 서열

번호: 2 또는 서열 번호: 4의 폴리펩티드를 인지하는 면역 반응을 일으킬 수 있는, 면역원성 단편.

청구항 9 

제 5항 내지 제 8항 중 어느 한 항에 따른 면역원성 단편을 포함하는 단리된 폴리펩티드.

청구항 10 

제 1항 내지 제 4항 또는 제 9항 중 어느 한 항에 청구된 폴리펩티드, 또는 제 5항 내지 제 8항 중 어느 한 항

에 청구된 면역원성 단편을 포함하는 융합 단백질.

청구항 11 

제 1항 내지 제 10항 중 어느 한 항에 청구된 폴리펩티드, 면역원성 단편 또는 융합 단백질을 엔코딩하는 누클

레오티드 서열을 포함하는 단리된 폴리누클레오티드.

청구항 12 

서열 번호: 2의 전체 길이에 걸쳐 서열 번호: 2의 아미노산 서열과 95% 이상의 동일성을 지니는 폴리펩티드, 또
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는 서열 번호: 4의 폴리펩티드를 엔코딩하는 누클레오티드 서열을 포함하는 단리된 폴리누클레오티드 또는 이러

한 단리된 폴리누클레오티드에 상보적인 누클레오티드 서열로서, 상기 폴리펩티드가 서열 번호: 2 또는 4의 폴

리펩티드를 인지하는 면역 반응을 일으킬 수 있는(필요시, 담체에 커플링됨), 단리된 폴리누클레오티드 또는 이

러한 단리된 폴리누클레오티드에 상보적인 누클레오티드 서열.

청구항 13 

전체 코딩 영역에 걸쳐 서열 번호: 2의 폴리펩티드를 엔코딩하는 누클레오티드 서열과 97% 이상의 동일성을 지

니는 누클레오티드 서열을 포함하는 단리된 폴리누클레오티드 또는 이러한 단리된 폴리누클레오티드에 상보적인

누클레오티드 서열로서, 상기 폴리펩티드가 서열 번호: 2의 폴리펩티드를 인지하는 면역 반응을 일으킬 수 있는

(필요시, 담체에 커플링됨), 단리된 폴리누클레오티드 또는 이러한 단리된 폴리누클레오티드에 상보적인 누클레

오티드 서열.

청구항 14 

서열 번호: 1의 전체 길이에 결처 서열 번호: 1의 누클레오티드 서열과 97% 이상의 동일성을 지니는 누클레오티

드 서열 또는 서열 번호: 3의 누클레오티드 서열을 포함하는 단리된 폴리누클레오티드 또는 이러한 단리된 폴리

누클레오티드에 상보적인 누클레오티드 서열로서, 상기 폴리누클레오티드가 서열 번호: 2 또는 4의 폴리펩티드

를 인지하는 면역 반응을 일으킬 수 있는(필요시, 담체에 커플링됨) 폴리펩티드를 엔코딩하는, 단리된 폴리누클

레오티드 또는 이러한 단리된 폴리누클레오티드에 상보적인 누클레오티드 서열.

청구항 15 

제 11항 내지 제 14항 중 어느 한 항에 있어서, 동일성이 서열 번호: 1에 대해 99% 이상인 단리된 폴리누클레오

티드.

청구항 16 

서열 번호: 2 또는 서열 번호: 4의 폴리펩티드를 엔코딩하는 누클레오티드 서열을 포함하는 단리된 폴리누클레

오티드.

청구항 17 

서열 번호: 1 또는 서열 번호: 3의 폴리누클레오티드를 포함하는 단리된 폴리누클레오티드.

청구항 18 

서열 번호:1 또는 서열 번호:3의 서열 또는 이의 단편을 지니는 표지된 프로브를 이용하는 엄격한 하이브리드화

조건하에서 적절한 라이브러리를 스크리닝함으로써 수득가능한 서열 번호: 2 또는 서열 번호: 4의 폴리펩티드를

엔코딩하는 누클레오티드 서열을 포함하는 단리된 폴리누클레오티드.

청구항 19 

제 11항 내지 제 18항 중 어느 한 항에 따른 재조합 폴리누클레오티드를 포함하는 발현 벡터 또는 단리된 살아

있는 미생물.

청구항 20 

제 19항에 따른 발현 벡터를 포함하는 살아있는 재조합 미생물.

청구항 21 

제 11항 내지 제 18항 중 어느 한 항의 폴리누클레오티드를 포함하는, 제 1항 내지 제 10항 중 어느 한 항의 폴

리펩티드, 면역원성 단편 또는 융합 단백질을 발현시키기 위한 재조합 발현 시스템.

청구항 22 

제 1항 내지 제 10항 중 어느 한 항에 따른 단리된 폴리펩티드, 면역원성 단편 또는 융합 단백질을 발현하는,

제 19항의 발현 벡터를 포함하는 숙주 세포 또는 이러한 숙주 세포의 세포내 분획물 또는 막.
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청구항 23 

발현 벡터를 포함하는 나이세리아 메닌지티디스(Neisseria meningitidis) 숙주 세포로서, 상기 발현 벡터가 서

열 번호: 2 또는 4의 아미노산 서열과 85% 이상의 동일성을 지니는 아미노산 서열을 포함하는 폴리펩티드, 또는

이의 단편, 또는 상기 면역원성 단편을 포함하는 폴리펩티드를 엔코딩하는 누클레오티드 서열을 포함하고, 상기

폴리펩티드 또는 단편이 서열 번호: 2 또는 4의 폴리펩티드를 인지하는 면역 반응을 일으킬 수 있는(필요시, 담

체에 커플링됨), 나이세리아 메닌지티디스 숙주 세포.

청구항 24 

제 23항에 있어서, 상기 누클레오티드 서열이 서열 번호: 1 또는 3의 누클레오티드 서열과 85% 이상의 동일성을

지니는 숙주 세포.

청구항 25 

제 1항 내지 제 10항 중 어느 한 항에 따른 폴리펩티드, 면역원성 단편 또는 융합 단백질을 생성시키는 방법으

로서, 상기 폴리펩티드, 면역원성 단편 또는 융합 단백질을 생성시키기에 충분한 조건하에서 제 22항의 숙주 세

포를 배양시키는 단계, 및 배양 배지로부터 상기 폴리펩티드, 면역원성 단편 또는 융합 단백질을 회수하는 단계

를 포함하는, 방법.

청구항 26 

서열 번호: 2 또는 4의 아미노산 서열과 85% 이상의 동일성을 지니는 아미노산 서열을 포함하는 폴리펩티드, 또

는 이의 단편, 또는 상기 면역원성 단편을 포함하는 폴리펩티드를 생성시키는 방법으로서, 상기 폴리펩티드 또

는 단편이 서열 번호: 2 또는 4의 폴리펩티드를 인지하는 면역반응을 일으킬 수 있고(필요시, 담체에 커플링

됨), 상기 방법이 상기 폴리펩티드 또는 면역원성 단편을 생성시키기에 충분한 조건하에서 제 23항의 숙주 세포

를 배양시키는 단계, 및 배양 배지로부터 상기 폴리펩티드 또는 면역원성 단편을 회수하는 단계를 포함하는, 방

법.

청구항 27 

제 11항 내지 제 18항 중 어느 한 항의 폴리누클레오티드를 발현시키는 방법으로서, 상기 폴리누클레오티드 중

하나 이상을 포함하는 발현 벡터로 숙주 세포를 형질전환시키는 단계, 및 상기 폴리누클레오티드 중 어느 하나

를 발현시키기에 충분한 조건하에서 상기 숙주 세포를 배양시키는 단계를 포함하는, 방법.

청구항 28 

서열 번호: 1 또는 3의 폴리누클레오티드와 85% 이상의 동일성을 지니는 폴리누클레오티드를 발현시키는 방법으

로서, 상기 폴리누클레오티드 중 어느 하나를 발현시키기에 충분한 조건하에서 제 23항 또는 제 24항의 숙주 세

포를 배양시키는 단계를 포함하는, 방법.

청구항 29 

유효량의 제 1항 내지 제 10항 중 어느 한 항의 폴리펩티드, 면역원성 단편 또는 융합 단백질 및 약제학적으로

허용되는 담체를 포함하는 백신 조성물.

청구항 30 

유효량의 제 11항 내지 제 18항 중 어느 한 항의 폴리누클레오티드 및 약제학적으로 허용되는 담체를 포함하는

백신 조성물.

청구항 31 

유효량의 제 22항의 막 또는 세포내 분획물 및 약제학적으로 허용되는 담체를 포함하는 백신 조성물.

청구항 32 

(ⅰ) 유효량의 서열 번호: 2 또는 4의 아미노산 서열과 85% 이상의 동일성을 지니는 아미노산 서열을 포함하는

폴리펩티드, 또는 이의 단편, 또는 상기 면역원성 단편을 포함하는 폴리펩티드로서, 서열 번호: 2 또는 4의 폴
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리펩티드를 인지하는 면역 반응을 일으킬 수 있는(필요시, 담체에 커플링됨) 폴리펩티드 또는 단편;

(ⅱ) 약제학적으로 허용되는 담체; 및

(ⅲ) 3 DE-O-아세틸화된 모노포스포릴 지질 A, QS21, QS21 및 콜레스테롤, 면역조절 올리고누클레오티드 및 이

들의 배합물을 포함하는, 백신 조성물.

청구항 33 

(ⅰ) 유효량의 서열 번호: 1 또는 3의 누클레오티드 서열과 85% 이상의 동일성을 지니는 폴리누클레오티드로서,

서열 번호: 2 또는 4의 폴리펩티드를 인지하는 면역 반응을 일으킬 수 있는(필요시, 담체에 커플링됨) 폴리펩티

드를 엔코딩하는 폴리누클레오티드;

(ⅱ) 약제학적으로 허용되는 담체; 및

(ⅲ) 3 DE-O-아세틸화된 모노포스포릴 지질 A, QS21, QS21 및 콜레스테롤, 면역조절 올리고누클레오티드 및 이

들의 배합물을 포함하는, 백신 조성물.

청구항 34 

제 32항 또는 제 33항에 있어서, 상기 면역조절 올리고누클레오티드가 비메틸화된 CpG인 백신 조성물.

청구항 35 

제 32항 내지 제 34항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 담체가 대사가능 오일(metabolisible oil)을 포함하는 수

중유 에멀션을 포함하는 백신 조성물.

청구항 36 

제 35항에 있어서, 상기 대사가능 오일이 스쿠알렌, 알파 토코페롤 및 트윈 80(Tween 80)을 포함하는 백신 조성

물.

청구항 37 

제 29항 내지 제 36항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 조성물이 하나 이상의 다른 나이세리아 메닌지티디스 항원

을 포함하는 백신 조성물.

청구항 38 

제 1항 내지 제 8항 중 어느 한 항에 청구된 폴리펩티드 또는 면역원성 단편에 면역특이적인 항체.

청구항 39 

제 1항 내지 제 9항 중 어느 한 항에 청구된 폴리펩티드 또는 면역원성 단편, 또는 제 38항에 청구된 항체가 감

염을  지니는  것으로  여겨지는  동물로부터의  생물학적  샘플  내에  존재하는지의  여부를  확인하는  단계를

포함하는, 나이세리아 메닌지티디스 감염을 진단하는 방법.

청구항 40 

(ⅰ) 제 5항 내지 제 8항 중 어느 한 항에 따른 면역원성 단편, 또는 이를 엔코딩하는 폴리누클레오티드를 개체

에 투여하는 단계; 및

(ⅱ) 나이세리아 메닌지티디스에 대한 개체의 예방적 또는 치료적 면역 반응을 결정하는 단계를 포함하는 방법

에 의해 확인가능한, 나이세리아 메닌지티디스에 대해 예방적 또는 치료적 면역 반응을 제공할 수 있는 단백질

에피토프를 포함하는 백신 조성물.

청구항 41 

서열 번호: 2 또는 4의 아미노산 서열과 85% 이상의 동일성을 지니는 아미노산 서열을 포함하는 재조합 폴리펩

티드, 또는 이의 단편, 또는 상기 면역원성 단편을 포함하는 폴리펩티드를 정제하는 방법으로서, 상기 폴리펩티

드 또는 단편이 서열 번호: 2 또는 4의 폴리펩티드를 인지하는 면역 반응을 일으킬 수 있고(필요시, 담체에 커

플링됨), 상기 방법이 암모늄 술페이트 침전, 에탄올 침전, 산 추출, 포스포셀룰로오스 크로마토그래피, 소수성
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상호작용 크로마토그래피, 수산기인회석(hydroxylapatite) 크로마토그래피 및 렉틴 크로마토그래피로 구성된 군

으로부터 선택되는, 방법.

청구항 42 

서열 번호: 2 또는 4의 아미노산 서열과 85% 이상의 동일성을 지니는 아미노산 서열을 포함하는 폴리펩티드, 또

는 이의 면역원성 단편, 또는 상기 면역원성 단편을 포함하는 폴리펩티드를 포함하는 백신 조성물을 생성시키는

방법으로서, 상기 폴리펩티드 또는 단편이 서열 번호: 2 또는 4의 폴리펩티드를 인지하는 면역 반응을 일으킬

수 있고(필요시, 담체에 커플링됨), 상기 방법이 제 41항의 방법을 포함하고, 상기 폴리펩티드 또는 면역원성

단편과 함께 약제학적으로 허용되는 담체 또는 부형제를 제형화시키는 단계를 추가로 포함하는, 방법.

청구항 43 

동물에서 면역 반응을 발생시키는데 사용하기 위한 약제의 제조에 있어서, 면역학적 유효량의 제 1항 내지 제

10항 중 어느 한 항에 청구된 폴리펩티드, 면역원성 단편 또는 융합 단백질을 포함하는 조성물의 용도.

청구항 44 

동물에서 면역 반응을 발생시키는데 사용하기 위한 약제의 제조에 있어서, 면역학적 유효량의 제 11항 내지 제

18항 중 어느 한 항에 청구된 폴리누클레오티드를 포함하는 조성물의 용도.

청구항 45 

제 38항의 하나 이상의 항체 및 적합한 약제학적 담체를 포함하는, 나이세리아 메닌지티디스 질병에 걸린 인간

을 치료하는데 유용한 치료 조성물.

명 세 서

발명의 상세한 설명

    기 술 분 야

본 발명은 폴리누클레오티드(본원에서는 "BASB029  폴리누클레오티드(들)"),  이들에 의해 코드화된 폴리펩티드[0001]

(본원에서는 "BASB029" 또는 "BASB029 폴리펩티드(들)"), 재조합 물질 및 이들의 제조 방법에 관한 것이다.  또

다른 양태에서, 본 발명은 박테리아 감염에 대한 백신을 포함하여, 이러한 폴리펩티드 및 폴리누클레오티드를

사용하는 방법에 관한 것이다.  추가의 양태에서, 본 발명은 특정 병원균의 감염을 검출하기 위한 진단 분석 방

법에 관한 것이다.

    배 경 기 술

나이세리아 메닌지티디스(Neisseria  meningitidis)(메닌조코커스 (meningococcus))는 주로 사람 상기도로부터[0002]

단리되는 그람-네거티브 박테리아이다.  이는 때때로 균혈증 및 수막염과 같은 침입성 박테리아 질환을 유발시

킨다.  메닌조코커스 질환의 발병률은 지리학적 계절 및 연간에 따라 차이가 있다(Schwartz, B., Moore, P.S.,

Broome, C.V.; Clin.Microbiol.Rev.2(Supplement), S18-S24, 1989).  온난 국가의 대부분의 질환은 세로그룹 B

균주로부터 초래되며, 1-10/100,000/연간 총 인구의 발병률을 나타내며, 이는 때때로 이보다 더 높은 값에 이른

다(Kaczmarski,  E.B.(1997),  Commun.Dis.Rep.Rev.  7:R55-9,  1995;  Scholten,  R.J.P.M.,  Bijlmer,  H.A.,

Poolman,  J.T.  et  al.  Clin.  Infect.  Dis.  16:237-246,  1993;  Cruz,  C.,  Pavez,  G.,  Aguilar,  E., et al.

Epidemiol. Infect. 105:119-126, 1990).

중앙 아프리카에서 세로그룹 A 메닌조코커스가 대부분을 차지하는 전염병은 때때로 100/100,000/1년의 수준까지[0003]

도달한다(Schwartz,  B.,  Moore,  P.S.,  Broome,  C.V.Clin.  Microbiol. Rev. 2(Supplement), S18-S24, 1989).

대부분의 메닌조코커스 질환과 같이 거의 모든 경우는 세로그룹 A, B, C, W-135 및 Y 메닌조코커스에 의해 초래

되며,  4가 A,  C,  W-135,  Y  폴리사카라이드 백신은 구입가능하다(Armand,  J.,  Arminjon,  F.,  Mynard,  M.C.,

Lafaix, C., J.Biol.Stand. 10:335-339, 1982).

상기  폴리사카라이드  백신은  최근에  이들을  담체  단백질에  화학적  컨주게이션하는  방식으로  개발되었다[0004]

(Lieberman, J.M., Chiu, S.S., Wong, V.K., et al. JAMA 275:1499-1503, 1996).
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B 캡슐 폴리사카라이드가 비면역원성인 것으로 발견되었고, 무엇보다도 숙주 성분과 구조적 유사성을 공유하기[0005]

때문에,  세로그룹  B  백신은  사용불가능하다(Wyle,  F.A.,  Artenstein,  M.S.,  Brandt,  M.L.  et  al.

J.Infect.Dis. 126:514-522, 1972: Finne.J.M., Leinonen, M., Maekelae, P.M. Lancet ii.: 355-357, 1983).

수년 동안, 메닌조코커스 외막 기재 백신의 개발이 착수되었으며, 수행되어 왔다(de Moraes, J.C., Perkins,[0006]

B.,  Camargo,  M.C.  et  al.  Lancet  340:1074-1078,  1992;  Bjune,  G.,  Hoiby,  E.A.  Gronnesby,  J.K.  et  al.

338:1093-1096, 1991).  이러한 백신은 어린이(>4세) 및 청소년에게서 57% 내지 85%의 효능이 입증되었다.

PorA, PorB, Rmp, Opc, Opa, FrpB와 같은 많은 박테리아 외막 성분은 이러한 백신에 존재하며, 관찰된 방어에[0007]

대한 이들 성분의 효과는 추가의 정의가 여전히 요구되고 있다.  TbpB 및 NspA와 같은 다른 박테리아 외막 성분

은, 동물 또는 사람 항체를 사용하여 방어적 면역성의 유도에 잠재적으로 관련된 것으로써 정의되었다(Martin,

D.,  Cadieux,  N.,  Harmel,  J.,  Brodeux,  B.R.,  J.Exp.  Med.  185:1173-1183,  1997;  Lissolo,  L.,  Maitre-

Wilmotte, C., Dumas, p. et al., Inf.Immun.63:884-890, 1995).  방어 면역성 메카니즘은 항체 매개된 멸균

활성 및 옵소노파고사이토시스(opsonophagocytosis)를 포함할 것이다.

균혈증 동물 모델은 모든 항체 매개된 메카니즘을 조합시키는데 사용될 수 있다(Saukkonen, K., Leinonen, M.,[0008]

Abdillahi, H.Poolman, J.T.Vaccine 7:325-328, 1989).  최신의 상보적 성분 매개된 멸균 메카니즘은 메닌조코

커스  질환에  대한  면역성에  중요한  것으로  받아들여  졌다(Ross.S.C.,  Rosenthal  P.J.,  Berberic,  H.M.,

Densen, P.J. Infect. Dis. 155:1266-1275, 1987).

나이세리아 메닌지티디스 감염의 발생률은 지난 몇 십년 동안 극적으로 증가되어 왔다.  이는 항체 저항성 균주[0009]

번식의 출현 및 약화된 면역 시스템을 갖는 인구의 증가로 인한 것이다.  표준 항생제 일부 또는 모두에 저항성

인 나이세리아 메닌지티디스 균주를 단리하는 것은 보기 드문 것이 아니다.  이러한 현상은 새로운 항-미생물

제제, 백신, 약물 스크리닝 방법 및 이러한 유기체에 대한 진단 시험에 대한 의학적 필요성과 요구가 창출되었

다.

본 발명은 BASB029, 특히 BASB029 폴리펩티드 및 BASB029 폴리누클레오티드, 재조합 물질 및 이들의 제조 방법[0010]

에 관한 것이다.  또 다른 양태에서, 본 발명은 미생물 질환의 예방 및 치료를 포함하여, 이러한 폴리펩티드 및

폴리누클레오티드를 사용하는 방법에 관한 것이다.  추가의 양태에서, 본 발명은 BASB029 폴리누클레오티드 또

는 폴리펩티드의 발현 또는 활성을 검출하기 위한 분석법과 같은, 미생물 감염과 관련된 질환 및 이러한 감염과

관련된 질병을 검출하기 위한 진단 검정 방법에 관한 것이다.

하기 상세한 설명 및 본 발명의 내용을 숙지한 당업자라면 본 발명의 사상 및 범위내에 다양한 변화 및 변형이[0011]

일어날 수 있음을 인지할 것이다.

    발명의 내용

본 발명은 하기 상세히 설명될 바와 같이 BASB029 폴리펩티드 및 폴리누클레오티드에 관한 것이다.  특히, 본[0012]

발명은 나이세리아 메닌지티디스의 BASB029의 폴리펩티드 및 폴리누클레오티드에 관한 것이며, 아미노산 서열

상동성에 있어서,  헤모필루스 인플루엔자(Haemophilus  influenzae)  표면 섬유(HSF)  단백질과 관련되어 있다.

본 발명은 특히, 각각 서열 번호: 1,3 및 서열 번호: 2,4에 기재된 핵산 및 아미노산 서열을 갖는 BASB029에 관

한 것이다.  서열 목록 아래에 "DNA"로서 언급된 서열은 본 발명의 한 구체예를 나타내는 것으로 이해되는데,

그 이유는 당업자는 이러한 서열이 리보폴리누클레오티드를 포함하여 일반적인 폴리누클레오티드에 유용하게 사

용될 수 있다는 것을 인지할 것이기 때문이다.

폴리펩티드[0013]

본 발명의 한 양태는, "BASB029" 및 "BASB029 폴리펩티드"로서 언급된 나이세리아 메닌지티디스의 폴리펩티드,[0014]

및 생물학적으로, 진단학적으로, 예방학적으로, 임상학적으로 또는 치료학적으로 유용한 이들의 변이체 및 이를

포함하는 조성물을 제공한다.

본 발명은 추가로,[0015]

(a) 서열 번호: 2,4에 기재된 아미노산 서열과 85%, 바람직하게는 90%, 더욱 바람직하게는 95%, 가장 바람직하[0016]

게는 97-99% 이상의 동일성을 지니거나 완전히 동일한 아미노산 서열을 포함하는 단리된 폴리펩티드;

(b) 서열 번호: 1,3의 전체 길이에 걸쳐 각각 서열 번호: 1,3의 서열과 85%, 바람직하게는 90%, 더욱 바람직하[0017]

게는 95%, 가장 바람직하게는 97-99% 이상의 동일성을 지니거나 완전히 동일한 폴리누클레오티드 서열을 포함하
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는 단리된 폴리누클레오티드에 의해 코드화된 폴리펩티드; 또는

(c) 서열 번호: 2,4의 아미노산 서열과 85%, 바람직하게는 90%, 더욱 바람직하게는 95%, 가장 바람직하게는 97-[0018]

99% 이상의 동일성을 지니거나 완전히 동일한 폴리펩티드를 코드화하는 폴리누클레오티드 서열을 포함하는 단리

된 폴리누클레오티드에 의해 코드화된 폴리펩티드를 제공한다.

서열 번호: 2,4에 제공된 BASB029 폴리펩티드는 나이세리아 메닌지티디스 균주 ATCC13090 및 H44/76으로부터의[0019]

BASB029 폴리펩티드이다.

본 발명은 또한, BASB029 폴리펩티드의 면역원성 단편, 즉 서열 번호: 2,4의 아미노산 서열을 포함하는 폴리펩[0020]

티드와 동일하거나 사실상 동일한 면역원성 활성을 갖는 BASB029 폴리펩티드의 인접 부분을 제공한다.  말하자

면,  단편(필요에  따라,  담체에  커플링될  경우)은  BASB029  폴리펩티드를  인지하는 면역 반응을 증가시킬 수

있다.  이러한 면역원성 단편은 예를 들어, N-말단 리더 서열, 및/또는 트랜스멤브레인 도메인 및/또는 C-말단

앵커 도메인이 결여된 BASB029 폴리펩티드를 포함할 수 있다.  바람직한 양태에서, 본 발명에 따른 BASB029의

면역원성 단편은, 서열 번호: 2의 전체 길이에 걸쳐 서열 번호: 2,4의 서열과 85%, 바람직하게는 90%, 더욱 바

람직하게는 95%, 가장 바람직하게는 97-99% 이상의 동일성을 지니거나 완전히 동일한 폴리펩티드의 사실상 모든

세포외 도메인을 포함한다.

단편은, 본 발명의 폴리펩티드의 아미노산 서열 전부는 아니지만 전체적으로 부분적으로 동일한 아미노산 서열[0021]

을  갖는  폴리펩티드이다.   BASB029  폴리펩티드와  관련하여  설명하자면,  단편은  "단독으로  존재(free-

standing)"할 수 있거나, 일부 또는 영역을 형성하는 더 큰 폴리펩티드 내에서 가장 바람직하게는, 단일의 더

큰 폴리펩티드내의 단일의 연속 영역으로서 포함될 수 있다.

바람직한  단편은  예를  들어,  서열  번호:  2,4의  아미노산  서열  또는  이들  변이체의  일부를  갖는  절단[0022]

폴리펩티드, 예컨대, 아미노- 및/또는 카르복실-말단 아미노산 서열을 포함하는 일련의 연속 잔기를 포함한다.

숙주 세포에 의해 또는 숙주 세포내에서 생성된, 분해된 형태의 본 발명의 폴리펩티드가 또한, 바람직하다.  추

가로 바람직한 것은, 알파-헬릭스 및 알파-헬릭스 형성 영역, 베타-시이트 및 베타-시이트-형성 영역, 턴 및 턴

-형성 영역, 코일 및 코일 형성 영역, 친수성 영역, 소수성 영역, 알파 양친매성 영역, 베타 양친매성 영역, 가

요성 영역, 표면-형성 영역, 기질 결합 영역 및 높은 항원성 지수 영역을 포함하는 단편과 같은 구조적 또는 기

능적 특성에 의해 특징지어된다.

추가의 바람직한 단편은, 서열 번호: 2,4의 아미노산 서열로부터의 15, 20, 30, 40, 50 또는 100개 이상의 연속[0023]

아미노산을 갖는 아미노산 서열을 포함하는 단리된 폴리펩티드, 또는 서열 번호: 2,4의 아미노산 서열로부터 절

단되거나 결실된 15, 20, 30, 40, 50 또는 100개 이상의 연속 아미노산을 갖는 아미노산 서열을 포함하는 단리

된 폴리펩티드를 포함한다.

본 발명의 폴리펩티드의 단편은, 펩티드 합성에 의해 상응하는 전장(full-lenght) 폴리펩티드를 생성하는데 사[0024]

용될 수 있다: 따라서, 이러한 단편은 본 발명의 전장 폴리펩티드를 생성하기 위한 매개체로서 사용될 수 있다.

특히 바람직한 것은, 수 개, 5-10, 1-5, 1-3, 1-2 또는 1개의 아미노산이 치환되거나, 결실되거나 첨가된 변이[0025]

체이다.

본 발명의 폴리펩티드 또는 면역원성 단편은 "성숙" 단백질의 형태일 수 있거나, 전구체 또는 융합 단백질과 같[0026]

은 더 큰 단백질의 부분일 수 있다.  분비 또는 리더 서열, 프로-서열, 다중 히스티딘 잔기와 같은 정제에 도움

이 되는 서열을 함유하는 추가적 아미노산 서열, 또는 재조합 생성 동안 안정성을 위한 추가적 서열을 포함하는

것이 종종 유리하다.  게다가, 최종 분자의 면역원성 잠재력을 증가시키기 위한 외인성 폴리펩티드 또는 지질

테일 또는 폴리누클레오티드 서열의 첨가가 고려된다.

한 양태에서, 본 발명은, 본 발명의 폴리펩티드 또는 이것의 단편, 및 다양한 서브클래스의 면역글로불린(IgG,[0027]

IgM, IgA, IgE)의 중쇄 또는 경쇄의 불변 영역의 다양한 일부를 포함하는 유전학적으로 조작된 가용성 융합 단

백질에 관한 것이다.  면역글로불린으로서 바람직한 것은, 융합이 힌지 영역에서 발생하는 사람 IgG, 특히 IgG1

의 중쇄의 불변 영역이다.  특정 구체예에서, Fc 부분은 혈액 응고 인자 Xa로 절단될 수 있는 절단 서열의 혼입

에 의해 간단하게 제거될 수 있다.

게다가, 본 발명은 유전 공학에 의해 이러한 융합 단백질을 생성시키는 방법, 및 약물 스크리닝, 진단 및 치료[0028]

에 이들을 사용하는 방법에 관한 것이다.  본 발명의 추가의 양태는 또한, 이러한 융합 단백질을 코드화하는 폴

리누클레오티드에 관한 것이다.  융합 단백질 기술의 예는 국제 특허 출원 WO94/29458 및 WO94/22914에서 찾아
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볼 수 있다.

상기 단백질은 화학적으로 컨주게이션되거나, 재조합 융합 단백질로서 발현되어, 비융합 단백질과 비교하여 발[0029]

현 시스템에서 증가된 수준의 생성을 가능하게 한다.  융합 파트너는 T 헬퍼 에피토프, 바람직하게는 사람에 의

해 인지된 T 헬퍼 에피토프의 제공을 보조할 수 있거나(면역학적 융합 파트너), 천연 재조합 단백질보다 높은

수율로의 단백질 발현을 보조한다(발현 인핸서).  바람직하게는, 융합 파트너는 면역학적 융합 파트너 및 발현

인핸싱 파트너이다.

융합 파트너는 헤모필루스 인플루엔자로부터의 단백질 D 및 인플루엔자 바이러스, NS1로부터의 비구조 단백질[0030]

(헤마글루틴)을 포함한다.  또 다른 융합 파트너는 LytA로서 공지된 단백질이다.  바람직하게는, 분자의 C 말단

부분이 사용된다.  LytA는 N-아세틸-L-알라닌 아미다아제, 아미다아제 LytA(lytA 유전자에 의해 코드화됨{Gene,

43(1986) page 265-272}), 펩티도글리칸 백본에 특정 결합을 특이적으로 분해하는 오토리신을 합성하는 스트렙

토코커스 뉴모니애(Streptococcus pneumoniae)로부터 유도된다.  LytA 단백질의 C-말단 도메인으로 인해 DEAE

와 같은 콜린 또는 일부의 콜린 유사체로의 친화성을 갖는다.  이러한 특성은 융합 단백질의 발현에 유용한 대

장균 C-LytA 발현 플라스미드의 개발을 촉진시켰다.  아미노 말단에서 C-LytA 단편을 함유하는 하이브리드 단백

질의 정제는 문헌[Biotechnology: 10, (1992) page 795-798]에 설명되어 있다.  잔기 178, 예를 들어, 188-305

에서 시작하는 C 말단부에서 발견된 LytA 분자의 반복 부분을 사용하는 것이 가능하다.

본 발명은 또한, 상기 언급된 폴리펩티드의 변이체, 즉 잔기가 유사 특성의 또 다른 잔기에 의해 치환되는 보존[0031]

적 아미노산 치환에 의해 기준물과 상이한, 폴리펩티드를 포함한다.  이러한 전형적인 치환체로는 Ala, Val,

Leu 및 Ile; Ser 및 Thr; 산성 잔기 Asp 및 Glu; Asn 및 Gln; 및 염기성 잔기 Lys 및 Arg; 또는 방향성 잔기

Phe 및 Tyr이 있다.

본 발명의 폴리펩티드는 임의의 적합한 방법에 의해 제조될 수 있다.  이러한 폴리펩티드는 단리된, 자연적으로[0032]

발생한 폴리펩티드, 재조합적으로 생성된 폴리펩티드, 합성적으로 생성된 폴리펩티드, 또는 이러한 방법의 혼합

에  의해  생성된  폴리펩티드를  포함한다.   이러한  폴리펩티드를  제조하는  방법은  당해분야에  널리  공지되어

있다.

본 발명의 폴리펩티드가 나이세리아 메닌지티디스로부터 유도된 것이 가장 바람직하지만, 동일한 분류적 속의[0033]

기타 유기체로부터 수득된 것도 바람직하다.  또한, 본 발명의 폴리펩티드는 예를 들어, 동일한 분류적 계 또는

목의 유기체로부터 수득될 수 있다.

폴리누클레오티드[0034]

본 발명의 목적은, BASB029 폴리펩티드를 코드화하는 폴리누클레오티드, 특히 본원에서 고안된 BASB029를 코드[0035]

화하는 폴리누클레오티드를 제공하는 것이다.

본 발명의 특히 바람직한 구체예에서, 폴리누클레오티드는 전장 유전자 또는 이들의 변이체를 포함하는, 서열[0036]

번호: 1,3에 기재된 서열을 포함하는 BASB029 폴리펩티드를 코드화하는 영역을 포함한다.

서열 번호: 1,3에 제공된 BASB029 폴리누클레오티드는 나이세리아 메닌지티디스 균주 ATCC13090 및 H44/76으로[0037]

부터의 BASB029 폴리누클레오티드이다.

본 발명의 추가적 양태로서, BASB029 폴리펩티드 및 폴리누클레오티드, 특히 나이세리아 메닌지티디스 BASB029[0038]

폴리펩티드 및 폴리누클레오티드를 코드화하고/거나 발현하는 단리된 핵산 분자, 예를 들어, 비프로세싱된 RNA,

리보자임 RNA, mRAN, cDNA, 지놈성 DNA, B- 및 Z-DNA를 포함하는 핵산 분자를 제공한다.  본 발명의 추가적인

구체예는, 생물학적으로, 진단학적으로, 예방학적으로, 임상학적으로 또는 치료학적으로 유용한 폴리누클레오티

드 및 폴리펩티드, 이들의 변이체 및 이를 포함하는 조성물을 포함한다.

본 발명의 또 다른 양태는, 서열 번호: 2,4의 추론된 아미노산 서열을 갖는 BASB029 폴리펩티드를 코드화하며,[0039]

하나 이상의 전장 유전자를 포함하는 단리된 폴리누클레오티드, 이들과 밀접하게 관련된 폴리누클레오티드 및

이들의 변이체에 관한 것이다.

본 발명의 또 다른 특히 바람직한 구체예에는, 서열 번호: 2,4의 아미노산 서열을 포함하거나 이로 구성된 나이[0040]

세리아 메닌지티디스로부터의 BASB029 폴리펩티드 및 이들의 변이체이다.

서열 번호: 1,3에 기재된 폴리누클레오티드와 같이 본원에 제공된 정보를 이용하므로써, BASB029 폴리펩티드를[0041]

코드화하는 본 발명의 폴리누클레오티드는, 출발 물질로서 나이세리아 메닌지티디스를 사용하여 박테리아로부터
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염색체 DNA 단편을 클로닝하고, 시퀀싱한 후, 전장 클론을 수득하는 것과 같은 표준 클로닝 및 스크리닝 방법을

사용하므로써 수득될 수 있다.  예를 들어, 서열 번호: 1,3에 제공된 폴리누클레오티드 서열과 같은 본 발명의

폴리누클레오티드 서열을 수득하기 위해, 대장균 또는 다른 적합한 숙주중의 나이세리아 메닌지티디스의 염색체

DNA 클론의 라이브러리는 전형적으로, 부분 서열로부터 유래된, 방사선 동위원소 표지된 올리고누클레오티드,

바람직하게는 17개 이상의 올리고누클레오티드로 프로빙된다.  그 후, 프로브의 DNA와 동일한 DNA를 갖는 클론

은 엄격한 하이브리드화 조건을 사용하여 구별된다.  이렇게 확인된 개별적인 클론을 원래의 폴리펩티드 또는

폴리누클레오티드 서열로부터 고안된 시퀀싱 프라이머와의 하이브리드화에 의해 시퀀싱하므로써, 양 방향으로

폴리누클레오티드 서열을 확장시켜 전장 유전자 서열을 측정하는 것이 가능하게 된다.  편리하게는, 이러한 시

퀀싱은 예를 들어, 플라스미드 클론으로부터 제조된 변성된 이중 가닥 DNA를 사용하므로써 수행된다.  적합한

방법은 문헌[Maniatis, T., Fritsch, E.F. and Sambrook et al., MOLECULAR CLONING, A LABORATORY MANUAL,

2nd  Ed.;  Cold  Spring  Harbor  Laboratory  Press,  Cold  Spring  Harbor,  New York(1989)(특히, Screening by

Hybridization 1.90 and Sequencing Denatured Double-Stranded DNA Templates 13.70]에 기재되어 있다.  직

접적인 지놈성 DNA 시퀀싱 또한, 전장 유전자 서열을 수득하기 위해 수행될 수 있다.  본 발명의 실례로서, 서

열 번호: 1,3에 기재된 각각의 폴리누클레오티드는 나이세리아 메닌지티디스로부터 유래된 DNA 라이브러리에서

발견되었다.

게다가, 서열 번호: 1,3에 기재된 각각의 DNA 서열은, 당해분야에 널리 공지된 아미노산 잔기 분자량 값을 사용[0042]

하여 계산될 수 있는 추론된 분자량을 갖는, 약 서열 번호: 2,4에 기재된 아미노산 잔기의 수를 갖는 단백질을

코드화하는 오픈 리딩 프레임을 함유한다.

서열 번호: 1의 누클레오티드 1번에서의 개시 코돈과 누클레오티드 1783번에서 시작하는 정지 코돈 사이의 서열[0043]

번호: 1의 폴리누클레오티드는 서열 번호: 2의 폴리펩티드를 코드화한다.

서열 번호: 3의 누클레오티드 1번에서의 개시 코돈과 누클레오티드 1774번에서 시작하는 정지 코돈 사이의 서열[0044]

번호: 3의 폴리누클레오티드는 서열 번호: 4의 폴리펩티드를 코드화한다.

추가의 양태에 있어서, 본 발명은 하기 (a) 또는 (b)를 포함하거나 이들로 구성된 단리된 폴리누클레오티드를[0045]

제공한다:

(a) 각각 서열 번호: 1,3의 전체 길이에 걸쳐 서열 번호: 1,3의 서열과 85%, 바람직하게는 90%, 더욱 바람직하[0046]

게는 95%, 가장 바람직하게는 97-99% 이상의 동일성을 지니거나 완전히 동일한 폴리누클레오티드 서열; 또는

(b) 각각 서열 번호: 2,4의 전체 길이에 걸쳐 서열 번호: 2,4의 아미노산 서열과 85%, 바람직하게는 90%, 더욱[0047]

바람직하게는 95%, 가장 바람직하게는 97-99% 이상의 동일성을 지니거나 100% 동일한 폴리펩티드를 코드화하는

폴리누클레오티드 서열.

나이세리아 메닌지티디스 이외의 종으로부터의 상동물 및 오톨로그(ortholog)를 포함하는 본 발명의 폴리펩티드[0048]

를 코드화하는 폴리누클레오티드는, 적합한 라이브러리를 엄격한 하이브리드화 조건(예를 들어, 45-65℃의 온도

및 0.1-1%의 SDS 농도)하에 서열 번호: 1,3의 서열 또는 이들의 단편을 포함하거나 이들로 구성된 표지되거나

검출가능한 프로브로 스크리닝하고; 상기 폴리누클레오티드 서열을 함유하는 전장 유전자 및/또는 지놈성 클론

을 분리하는 단계를 포함하는 방법에 의해 수득될 수 있다.

본 발명은 서열 번호: 1,3의 코딩 서열(오픈 리딩 프레임)과 전체 길이에 걸쳐 동일한 폴리누클레오티드 서열을[0049]

제공한다.  또한, 단독으로 성숙 폴리펩티드 또는 이들의 단편에 대한 코딩 서열뿐만 아니라, 또 다른 코딩 서

열을 갖는 리딩 프레임내에서의 성숙 폴리펩티드 또는 단편에 대한 코딩 서열, 예컨대, 리더 또는 분비 서열,

프리-,  프로-,  또는  프리프로-단백질  서열을  코드화하는  서열이  제공된다.   본  발명의  폴리누클레오티드는

또한, 예를 들어, 하나 이상의 5'  내지 3'  비코딩 서열, 예컨대, 전사되었으나 비번역된 서열, 말단 시그널

(rho-의존 및 rho-독립적 말단 시그널), 리보좀 결합 부위, 코작(Kozak) 서열, mRNA를 안정화시키는 서열, 인트

론 및 폴리아데닐화 시그널을 포함하나, 여기에 제한되지는 않는 하나 이상의 비코딩 서열을 함유할 수 있다.

폴리누클레오티드 서열은 또한, 추가적 아미노산을 코드화하는 추가적 코딩 서열을 포함한다.  예를 들어, 융합[0050]

된 폴리펩티드의 정제를 촉진하는 마커 서열은 코드화될 수 있다.  본 발명의 특정 구체예에서, 마커 서열은

pQE 벡터(Qiagne, Inc.)에 제공되고, 문헌[Gentz et al., Proc.Natl.Acad.Sci., USA 86:821-824(1989)]에 설명

된 바와 같은 헥사-히스티딘 펩티드 또는 HA 펩티드 tag(Wilson et al., Cell 37:767(1984))이며, 이 둘 모두

는 이들에 융합된 폴리펩티드 서열을 정제하는데 유용할 수 있다.  본 발명의 폴리누클레오티드는 또한, 유전자

발현을 제어하는 구조 유전자 및 이의 자연적으로 결합된 서열을 포함하는 폴리누클레오티드를 포함하나, 여기
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에 제한되지는 않는다.

서열 번호: 2,4의 BASB029 폴리펩티드를 코드화하는 누클레오티드 서열은 각각 서열 번호: 1의 누클레오티드 1[0051]

내지 1782에 함유된 서열을 코드화하는 폴리펩티드, 또는 서열 번호: 3의 누클레오티드 1 내지 1773에 함유된

서열을 코드화하는 폴리펩티드와 동일할 수 있다.  대안적으로, 유전자 코드의 중복성(축퇴성)에 의해, 서열 번

호: 2,4의 폴리펩티드를 코드화하는 서열일 수 있다.

본원에 사용된 용어 "폴리펩티드를 코드화하는 폴리누클레오티드"는 본 발명의 폴리펩티드, 특히 박테리아 폴리[0052]

펩티드, 더욱 특히 서열 번호: 2,4에 기재된 아미노산 서열을 갖는 나이세리아 메닌지티디스 BASB029의 폴리펩

티드를 코드화하는 서열을 포함하는 폴리누클레오티드를 포함한다.  상기 용어는 또한, 폴리펩티드를 코드화하

는 단일의 연속 영역 또는 비연속 영역(예를 들어, 인테그레이션된 파아지(phage), 인테그레이션된 삽입 서열,

인테그레이션된 벡터 서열, 인테그레이션된 트랜스포슨 서열에 의해, 또는 RNA 편집 또는 지놈성 DNA 재구성화

에 의해 중절된 폴리누클레오티드)과 또한 코딩 및/또는 비코딩 서열을 함유할 수 있는 추가적인 영역을 포함하

는 폴리누클레오티드를 포함한다.

본 발명은 또한, 서열 번호: 2,4의 추론된 아미노산 서열을 갖는 폴리펩티드의 변이체를 코드화하는, 본원에 설[0053]

명된 폴리누클레오티드의 변이체에 관한 것이다.

본 발명의 폴리누클레오티드의 단편은 예를 들어, 본 발명의 전장 폴리누클레오티드를 합성하는데 사용될 수 있[0054]

다.

추가의 특히 바람직한 구체예는, 여러개, 몇몇 개, 5 내지 10개, 1 내지 5개, 1 내지 3개, 2개, 1개 또는 0개의[0055]

아미노산 잔기가 치환되거나, 변형되거나, 결실되고/거나 첨가된, 서열 번호: 2,4의 BASB029 폴리펩티드의 아미

노산 서열을 갖는 BASB029 변이체를 코드화하는 폴리누클레오티드이다.  특히 바람직한 것은, BASB029 폴리펩티

드의 특성 및 활성을 변형시키지 않는 사일런트(silent) 치환, 첨가 및 결실이다.

본 발명의 추가의 바람직한 구체예는, 서열 번호: 2,4에 기재된 아미노산 서열을 갖는 BASB029 폴리펩티드를 코[0056]

드화하는 폴리누클레오티드의 전체 길이에 걸쳐 85% 이상의 동일성을 지니는 폴리누클레오티드, 및 이러한 폴리

누클레오티드에 상보적인 폴리누클레오티드이다.  이러한 경우, 전체 길이에 걸쳐 90% 이상의 동일성을 지니는

폴리누클레오티드가 더욱 바람직하며,  95%  이상의 동일성을 지니는 폴리누클레오티드가 특히 더 바람직하다.

게다가, 이러한 95% 이상의 동일성을 지니는 폴리누클레오티드중 97% 이상의 동일성을 지니는 폴리누클레오티드

가 더 바람직하며, 98% 이상 및 99% 이상의 동일성을 지니는 폴리누클레오티드가 더욱 더 바람직하며, 99% 이상

의 동일성을 지니는 폴리누클레오티드가 이보다 더 바람직하다.

바람직한 구체예는, 서열 번호: 1,3의 DNA에 의해 코드화된 성숙 폴리펩티드와 동일한 생물학적 기능 또는 활성[0057]

을 사실상 보유하는 폴리펩티드를 코드화하는 폴리누클레오티드이다.

본 발명의 특정의 바람직한 구체예에 따라서, 서열 번호: 1,3의 폴리누클레오티드와 같은 BASB029 폴리누클레오[0058]

티드 서열과 특히 엄격한 조건하에 하이브리드화되는 폴리누클레오티드를 제공한다.

본 발명은 또한, 본원에 제공된 폴리누클레오티드 서열과 하이브리드화되는 폴리누클레오티드에 관한 것이다.[0059]

이러한 경우에 있어서, 본 발명은 특히, 본원에 기재된 폴리누클레오티드와 엄격한 조건하에 하이브리드화되는

폴리누클레오티드에 관한 것이다.  본원에 사용된 바와 같이, 용어 "엄격한 조건" 및 "엄격한 하이브리드화 조

건"은 서열간 95% 이상, 바람직하게는 97% 이상의 동일성이 존재하는 경우에만 발생하는 하이브리드화을 의미한

다.  엄격한 하이브리드화 조건의 특정 실례는, 50% 포름아미드, 5x SSC(150mM NaCl, 15mM 트리나트륨 시트레이

트), 50mM 나트륨 포스페이트(pH7.6), 5x 덴하르트(Denhardt) 용액, 10% 덱스트란 술페이트, 및 20μg/ml의 변

성되고, 전단된 연어 정액 DNA를 포함하는 용액에서 42℃에서 밤새 인큐베이션시킨 후, 약 65℃에서 0.1x SSC에

서 하이브리드화 지지물을 세척하는 것을 말한다.  하이브리드화 및 세척 조건은 널리 공지되어 있으며, 문헌

[Sambrook, et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual. Second Edition, Cold Spring Harbor, N.Y.,

(1989), particularly Chapter 11]에 예시되어 있다.  용액 하이브리드화는 또한, 본 발명에 의해 제공된 폴리

누클레오티드 서열과 함께 이용될 수 있다.

본 발명은, 서열 번호: 1,3에 기재된 폴리누클레오티드 서열에 대한 완전한 유전자를 함유하는 적합한 라이브러[0060]

리를, 엄격한 하이브리드화 조건하에 서열 번호: 1,3에 기재된 상기 폴리누클레오티드 서열 또는 이것의 단편의

서열을 갖는 프로브로 스크리닝하고; 상기 폴리누클레오티드 서열을 분리하므로써 수득된 폴리누클레오티드 서

열을 포함하거나 이들로 구성된 폴리누클레오티드를 제공한다. 
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본원에 논의된 바와 같이, 본 발명의 폴리누클레오티드 분석에 있어서, 예를 들어, 본 발명의 폴리누클레오티드[0061]

는, BASB029를 코드화하는 전장 cDNA 및 지놈성 클론을 분리하고, BASB029 유전자에 대한 높은 동일성, 특히 높

은 서열 동일성을 지니는 다른 유전자의 cDNA 및 지놈성 클론을 분리하기 위해 RNA, cDNA 및 지놈성 DNA에 대한

하이브리드화 프로브로써 사용될 수 있다.  이러한 프로브는 일반적으로, 15개 이상의 누클레오티드 잔기 또는

염기쌍을 포함할 것이다.  바람직하게는, 이러한 프로브는 30개 이상의 누클레오티드 잔기 또는 염기쌍을 가질

것이며, 50개 이상의 누클레오티드 잔기 또는 염기쌍을 가질 수 있다.  특히, 바람직한 프로브는 20개 이상의

누클레오티드 잔기 또는 염기쌍을 가질 것이며, 30개 미만의 누클레오티드 잔기 또는 염기쌍을 가질 것이다.

BASB029 유전자의 코딩 영역은, 서열 번호: 1,3에 제공된 DNA 서열을 사용하여 스크리닝하므로써 분리되어 올리[0062]

고누클레오티드 프로브를 합성할 수 있다.  그 후, 본 발명의 유전자의 서열과 상보적인 서열을 갖는 표지된 올

리고누클레오티드는, cDNA, 지놈성 DNA 또는 mRNA의 라이브러리를 스크리닝하여, 프로브가 라이브러리의 어느

부분에 하이브리드화되는 지를 측정하는데 사용된다.

전장 DNA를 수득하거나,  짧은 DNA를 연장시키기 위한 여러가지 방법,  예를 들어,  cDNA  말단의 신속한 증폭[0063]

(Rapid Amplification:RACE) 방법을 기초로 하는 방법들이 이용가능하며, 이러한 방법들은 당업자에게 널리 공

지되어 있다(Frohman, et al., PNAS USA 85:8998-9002, 1988).  예를 들어, 마라톤(Marathon: 등록상표명) 기

법에 의해 예시화된 최근의 변형된 기법은, 더 긴 cDNA에 대한 조사를 현전하게 단순화시켰다.  마라톤 기법에

서, cDNA는 선택된 조직으로부터 추출된 mRNA 및 각각의 말단에 연결된 '어댑터' 서열로부터 제조될 수 있다.

그 후, 유전자 특이적인 올리고누클레오티드 프라이머와 어댑터 특이적인 올리고누클레오티드 프라이머의 혼합

을 이용하여 DNA의 "결손" 5'말단부를 증폭시키기 위해 핵산 증폭(PCR)이 수행된다.  그 후, PCR 반응은 "포개

지는(nested)" 프라이머, 즉 증폭된 생성물내에서 어닐링되도록 고안된 프라이머(전형적으로, 어댑터 서열에서

추가의 3'을 어닐링시키는 어댑터 특이적 프라이머, 및 선택된 유전자 서열에서 추가의 5'을 어닐링시키는 유전

자 특이적 프라이머)를 사용하여 반복된다.  그 후, 이러한 반응의 생성물은 이 생성물을 존재하는 DNA에 직접

적으로 결합시켜 완전한 서열을 제공하거나, 5' 프라이머의 디자인에 대한 새로운 서열 정보를 이용하여 개별적

인 전장의 PCR을 수행하므로써 구성된 전장의 DNA 및 DNA 시퀀싱에 의해 분석될 수 있다. 

본 발명의 폴리누클레오티드 및 폴리펩티드는 폴리누클레오티드 분석에 관해 본원에 추가로 논의된 바와 같이,[0064]

예를 들어, 질환, 특히 사람 질환의 치료법 및 진단법을 발견하기 위한 조사 시약 및 물질로서 사용될 수 있다.

서열 번호: 1-4의 서열로부터 유래된 올리고누클레오티드인 본 발명의 폴리누클레오티드는 본원에 설명된 공정,[0065]

바람직하게는 PCR에 사용되어 본원에서 확인된 폴리누클레오티드가 전체적으로 또는 부분적으로 감염된 조직내

의 박테리아에서 전사되었는지의 여부를 측정하는데 사용될 수 있다.  이러한 서열은 또한, 병원균이 유도한 감

염의 유형 및 단계를 진단하는데 유용한 것으로 인지되었다.

본 발명은 또한, 성숙한 단백질과 추가적인 아미노산 또는 카르복실-말단 아미노산, 또는 성숙한 폴리펩티드 전[0066]

의 아미노산(성숙한 형태가 예를 들어, 2개 이상의 폴리펩티드 사슬을 갖는 경우)인 폴리펩티드를 코드화하는

폴리누클레오티드를 제공한다.  이러한 서열은 전구체로부터 성숙한 형태로의 단백질 프로세싱에 작용할 수 있

거나, 단백질을 수송할 수 있거나, 단백질 반감기를 길게하거나 짧게 할 수 있거나, 무엇보다도 분석 또는 생산

을 위한 단백질의 조작을 촉진할 수 있다.  일반적으로 생체내의 경우와 같이, 추가적인 아미노산은 세포 효소

에 의해 성숙 단백질로부터 프로세싱될 수 있다.

본 발명의 각각 및 모든 폴리누클레오티드에 있어서, 이것에 상보적인 폴리누클레오티드를 제공한다.  이러한[0067]

상보적 폴리누클레오티드는 상보적인 이들 각각의 폴리누클레오티드에 완전히 상보적이다.

하나 이상의 프로서열에 융합된 성숙한 형태의 폴리펩티드를 갖는 전구체 단백질은 불활성 형태의 폴리펩티드일[0068]

수 있다.  프로서열이 제거되는 경우, 이러한 불활성 전구체는 일반적으로 활성화된다.  프로서열 일부 또는 전

체는 활성화전에 제거될 수 있다.  일반적으로, 이러한 전구체는 프로단백질로 불린다.

누클레오티드의 A, G, C, T/U 이외에, 용어 "N" 또한, 본 발명의 특정 폴리누클레오티드를 설명하는데 사용될[0069]

수 있다.  "N"은 네 개의 DNA 또는 RNA 누클레오티드가 DNA 또는 RNA 서열에서 이러한 고안된 위치에서 나타날

수 있다는 것을 의미하며, 단 바람직하게는, N은, 근접한 누클레오티드 위치와 함께 취해지는 경우, 정확한 리

딩 프레임에서 해독될 경우, 이러한 리딩 프레임에서 미성숙 말단 코돈의 생성 효과를 갖는 핵산은 아니다.

요약하자면, 본 발명의 폴리누클레오티드는 성숙 단백질, 성숙 단백질과 리더 서열(프리단백질로서 언급될 수[0070]

있음), 프리단백질 또는 프리프로단백질의 리더 서열이 아닌 하나 이상의 프로서열을 갖는 성숙 단백질의 전구

체를 코드화할 수 있으며, 상기 프리프로단백질은 리더 서열 및 하나 이상의 프로서열을 갖는 프로단백질에 대
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한 전구체이며, 이들 리더 서열과 프로서열은 일반적으로 활성적이고 성숙한 형태의 폴리펩티드를 생성하는 프

로세싱 단계 동안 제거된다.

본 발명에 양태에 있어서, 본 발명은 치료학적 또는 예방학적 목적, 특히 유전적 면역화를 위한 본 발명의 폴리[0071]

누클레오티드의 용도를 제공한다.

유전적 면역화에서 본 발명의 폴리누클레오티드의 사용 방법은 바람직하게는, 적합한 수송 방법, 예컨대, 플라[0072]

스미드 DNA의 근육으로의 직접 주입(Wolff et al., Hum Mol Genet(1992) 1:363, Manthorpe et al., Hum. Gene

Ther.(1983)4:419), 특이적 단백질 담체와 복합된 DNA의 수송(Wu et al., J Biol Chem. (1989)(264:16985), 칼

슐 포스페이트로의 DNA 공동침전(Benvenisty & Reshef. PNAS USA, (1986)83:9551), 다양한 형태의 리포좀에서

의  DNA  캡슐화(Kaneda  et  al.,  Science(1989)243:375),  특정  충격(Tang  et  al.,  Nature(1992)  356:152,

Eisenbraun  et  al.,  DNA  Cell  Biol(1993)  12:791)  및 클로닝된 레트로바이러스 벡터를 사용한 생체내 감염

(Seeger et al., PNAS USA(1984)81:5849)을 이용할 것이다.

벡터, 숙주 세포, 발현 시스템[0073]

본 발명은 또한, 본 발명의 폴리누클레오티드 또는 폴리누클레오티드들을 포함하는 벡터, 본 발명의 벡터로 유[0074]

전공학적으로 조작된 숙주 세포, 및 재조합 기법에 의한 본 발명의 폴리펩티드의 생성물에 관한 것이다.  세포

유리 번역 시스템 또한, 본 발명의 DNA 구성물로부터 유래된 RNA를 사용하여 이러한 단백질을 제조하는데 사용

될 수 있다.

본 발명의 재조합 폴리펩티드는 발현 시스템을 포함하는 유전공학적으로 조작된 숙주 세포로부터 당업자에 널리[0075]

공지된 방법에 의해 제조될 수 있다.  따라서, 추가의 양태에서, 본 발명은 본 발명의 폴리누클레오티드 또는

폴리누클레오티드들을 포함하는 발현 시스템, 이러한 발현 시스템을 갖는 유전공학적으로 조작된 숙주 세포, 및

재조합 기법에 의한 본 발명의 폴리펩티드의 생성물에 관한 것이다.

본 발명의 폴리펩티드의 재조합 생성물에 있어서, 숙주 세포는 일반적으로, 본 발명의 발현 시스템 또는 이의[0076]

부분, 또는 폴리펩티드가 혼입되도록 유전공학적으로 조작될 수 있다.  숙주 세포로의 폴리누클레오티드의 도입

은 많은 표준 실험 설명서, 예컨대, 문헌[Davis, et al., BASIC METHODS IN MOLECULAR BIOLOGY, (1986) and

Sambrook,  et  al.,  MOLECULAR  CLONING:  A  LABORATORY  MANUAL.  2nd  Ed.,  Cold  Spring  Harbor  Laboratory

Press. Cold Spring Harbor, N.Y.(1989)]에 기재된 바와 같은 방법, 예를 들어, 칼슘 포스페이트 트랜스펙션,

DEAE-덱스트란 매개된 트랜스펙션, 트랜스벡션(transvection), 미세주입, 양이온성 지질-매개된 트랜스펙션, 일

렉트로포레이션, 형질도입, 스크랩 로딩(scrap loading), 발사체 도입(ballistic introduciton) 및 감염에 의

해 달성될 수 있다.

적합한  숙주의  대표적인  예로는,  박테리아  세포,  예컨대,  스트렙토코커스(streptococci),  스타필로코커스[0077]

(staphylococci),  엔테로코커스(enterococci),  대장균,  스트렙토마이세스(streptomyces),  시아노박테리아

(cyanobacteria), 바실루스 수브틸리스(Bacillus subtilis), 모락셀라 카타르할리스(Moraxella catarrhalis),

헤모필루스 인플루엔자(Haemophilus influenzae) 및 나이세리아 메닌지티디스(Neisseria meningitidis) 세포;

진균 세포, 예컨대, 효모, 클루베로마이세스(Kluveromyces), 사카로마이세스(Saccharomyces), 바시디오마이세테

(basidiomycete), 칸디다 알비칸(Candida albicans) 및 아스페르길루스(Aspergillus); 곤충 세포, 예컨대, 드

로소필라(Drosophila) S2 및 스포돕테라(Spodoptera) Sf9의 세포; 동물 세포, 예컨대, CHO, COS, HeLa, C127,

3T3, BHK, 293, CV-1 및 보웨스 멜라노마(Bowes melanoma) 세포; 및 식물 세포 예컨대, 겉씨식물 또는 속씨식

물의 세포를 포함한다. 

매우 다양한 발현 시스템이 본 발명의 폴리펩티드를 생성하는데 사용될 수 있다.  이러한 벡터는, 염색체-, 에[0078]

피소말- 및 바이러스-유래된 벡터, 예를 들어, 박테리아 플라스미드, 박테리오파아지, 트랜스포손(transposon),

효모  에피좀,  삽입  요소,  효모  염색체  요소,  바쿨로바이러스(baculoviruses),  파포바  바이러스(papova

viruses),  예컨대,  SV40,  백시니아  바이러스(vaccinia  viruses),  계두  바이러스,  슈도라비스  바이러스

(pseudorabies  viruses),  피코르나바이러스(picornaviruses),  레트로바이러스 및 알파바이러스와 같은 바이러

스로부터 유래된 벡터, 및 이들의 혼합물로부터 유래된 벡터, 예컨대, 플라스미드 및 박테리오파아지 유전자 요

소, 예컨대, 코스미드 및 파지미드로부터 유래된 벡터를 포함한다.  상기 발현 시스템 구성물은 발현을 발생시

키고 조절하는 조정 영역을 함유할 수 있다.  이점에 있어서 일반적으로, 숙주 세포의 폴리누클레오티드를 유지

시키거나, 증식시키거나 발현시키고/거나 폴리펩티드를 발현시키는데 적합한 시스템 또는 벡터가 발현에 사용될

수 있다.  적합한 DNA 서열은 다양하게 널리 공지되어 있으며, 일정한 기법, 예컨대, 문헌[Sambrook et al.,
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MOLECULAR CLONING. a LABORATORY MANUAL(상기 언급됨)]에 설명된 바와 같은 기법에 의해 발현 시스템에 유입

될 수 있다.

진핵세포의 재조합 발현 시스템에서, 번역된 단백질을 소포체의 루멘, 원형질막 주위공간 또는 세포외 환경으로[0079]

분비시키기 위해, 적합한 분비 시그널이 발현된 폴리펩티드로 혼입될 수 있다.  이러한 시그널은 폴리펩티드에

대해 내인성일 수 있거나, 외인성 시그널일 수 있다.

본  발명의  폴리펩티드는  암모늄  술페이트  또는  에탄올  침전,  산  추출,  음이온  또는  양이온  교환[0080]

크로마토그래피, 포스포셀룰로오스 크로마토그래피, 소수성 상호작용 크로마토그래피, 친화성 크로마토그래피,

수산기인회석 크로마토그래피 및 렉틴 크로마토그래피를 포함한 널리 공지된 방법에 의해 재조합 세포 배양으로

부터 회수되고 정제될 수 있다.  가장 바람직하게는, 이온 금속 친화성 크로마토그래피(IMAC)가 정제에 사용된

다.  단백질 재폴딩에 널리 공지된 기법은, 세포간 합성, 분리 및/또는 정제 동안 폴리펩티드가 변성되는 경우,

활성 형태를 재생성시키는데 사용될 수 있다.

상기 발현 시스템은 또한, 바이러스 또는 박테리아와 같은 재조합된 살아있는 미생물일 수 있다.  관심있는 유[0081]

전자를 살아있는 재조합 바이러스 또는 박테리아의 지놈으로 삽입시킬 수 있다.  이러한 살아있는 벡터로의 접

종 및 생체내 감염은 항원의 생체내 발현 및 면역 반응을 유도할 것이다.  이러한 목적에 사용되는 바이러스 및

박테리아로는 예를 들어, 폭스바이러스(poxviruses)(예를 들어, 백시니아, 계두, 카나리폭스), 알파바이러스(신

드비스 바이러스(Sindbis virus), 셈리키 포레스트 바이러스(Semliki Forest virus), 베네주엘리안 에콰인 엔

세팔리티스 바이러스(Venezuelian Equine Encephalitis Virus), 아데노바이러스, 아데노 관련 바이러스, 피코

르나바이러스(picornaviruses)(폴리오바이러스(poliovirus),  리노바이러스(rhinovirus)),  헤르페스바이러스(바

리셀라 조스터 바이러스(varicella  zoster  virus)  등),  리스테리아(Listeria),  살모넬라, 시겔라(Shigella),

나이세리아, BCG가 있다.  이러한 바이러스 및 박테리아는 유독성이거나, 살아있는 백신을 수득하기 위해 다양

한 방법으로 독소가 약화될 수 있다.  이러한 살아있는 백신 또한 본 발명의 일부이다.

진단, 예후, 혈청형 및 변이체 분석[0082]

본 발명은 또한, 진단 시약으로서 사용하기 위한 본 발명의 BASB029 폴리누클레오티드 및 폴리펩티드의 사용 방[0083]

법에 관한 것이다.  진핵세포, 특히 포유동물, 특히 사람의 BASB029 폴리누클레오티드 및/또는 포릴펩티드의 검

출은 질환의 진단, 질환의 단계, 또는 약물에 대한 감염성 유기체의 반응에 대한 진단 방법을 제공할 것이다.

BASB029 유전자 또는 단백질을 포함하는 유기체로 감염되거나 감염된 것으로 여겨진 진핵세포, 특히 포유동물,

특히 사람 세포는 본원에 제공된 방법 뿐만 아니라 널리 공지된 다양한 방법에 의해 핵산 또는 아미노산 수준이

검출될 수 있다.

예후, 진단 또는 기타 분석을 위한 폴리펩티드 및 폴리누클레오티드는 감염된 것으로 추정되고/거나 감염된 개[0084]

별적 몸체 물질로부터 수득될 수 있다.  이러한 발생원, 폴리누클레오티드, 특히 DNA 또는 RNA는 직접적으로 검

출에 사용되거나, 분석 전에 PCR 또는 기타 증폭 방법에 의해 효소적으로 증폭될 수 있다.  RNA, 특히 mRNA,

cDNA 및 지놈성 DNA 또한, 동일한 방법으로 사용될 수 있다.  증폭을 사용하므로써, 개개인에 존재하는 감염성

또는 내재성 유기체의 종 및 균주의 특징은 유기체의 선택된 폴리누클레오티드의 유전자형의 분석에 의해 형성

될 수 있다.  결실 및 삽입은 관련된 유기체, 바람직하게는, 동일한 속의 상이한 종 또는 동일한 종의 상이한

계로부터 선택된 기준 서열의 유전자형과 비교하여 증폭된 생성물의 크기의 변화에 의해 검출될 수 있다.  점

변이는 증폭된 DNA를 표지된 BASB029 폴리누클레오티드 서열과 하이브리드화하므로써 확인될 수 있다.  완전하

게 또는 현저하게 매칭된 서열은, 각각 DNA 또는 RNA에 대한 DNase 또는 RNase에 의해, 또는 융점 또는 탈변성

역학(renaturation kinetics)에서의 차이를 검출하므로써 불완전하게 또는 더욱 현저하게 미스매치된 이중물로

부터 구별된다.  폴리누클레오티드 서열 차이는 또한, 기준 서열과 비교하여 겔에서 폴리누클레오티드 단편의

일렉트로포레스트 이동에 있어서의 변화에 의해 검출될 수 있다.  이는 변성 제제 유무에 상관 없이 수행될 수

있다.  폴리누클레오티드 차이는 또한, DNA 또는 RNA 시퀀싱을 유도하므로써 검출될 수 있다[참조: Myers et

al., science, 230:1242(1985)].  특정 위치에서의 서열 변화는 또한, 누클라아제 방어 분석, 예컨대, RNase,

V1  및  S1  방어  분석,  또는  화학  절단  방법에  의해  드러나게  될  수  있다[참조:  Cotton  et  al.,  Proc.

Natl.Acad.Sci., USA. 85:4397-4401(1985)].

또 다른 구체예에서, BASB029 누클레오티드 서열 또는 이것의 단편을 포함하는 올리고누클레오티드 프로브의 배[0085]

열은 예를 들어, 유전적 변이, 혈청형, 분류학적 분류 또는 확인을 위해 구성될 수 있다.  배열 기술 방법은 널

리 공지되어 있으며, 일반적인 적용성을 가지며, 유전자 발현, 유전자 결합 및 유전자 변이성을 포함한 분자 유

전자에서 다양한 의문을 제기하는데 사용될 수 있다[참조: Chee et al., Science. 274:610(1996)].

- 14 -

공개특허 10-2010-0019461



또 다른 양태에서, 본 발명은 하기 (a) 내지 (d)를 포함하는 진단 키트에 관한 것이다:[0086]

(a) 본 발명의 폴리누클레오티드, 바람직하게는 서열 번호: 1,3의 누클레오티드 서열 또는 이것의 단편;[0087]

(b) (a)의 누클레오티드 서열에 상보적인 누클레오티드 서열;[0088]

(c) 본 발명의 폴리펩티드, 바람직하게는 서열 번호: 2,4의 폴리펩티드 또는 이것의 단편; 또는[0089]

(d) 본 발명의 폴리펩티드, 바람직하게는 서열 번호: 2,4의 폴리펩티드에 대한 항체.[0090]

이러한 키트에 있어서, (a), (b), (c) 또는 (d)는 중요한 성분을 포함할 수 있다는 것이 인식될 것이다.  이러[0091]

한 키트는 질환 또는 질환에 대한 민감성을 진단하는데 사용될 것이다.

이러한 발명은 또한, 진단 시약으로서 본 발명의 폴리누클레오티드를 사용하는 방법에 관한 것이다.  질환 또는[0092]

병원성과 관련된 본 발명의 폴리누클레오티드, 바람직하게는 서열 번호: 1,3의 변이된 형태의 검출은 첨가될 수

있는 진단 도구를 제공하거나, 질환의 진단, 질환 경과의 예후, 질환 단계의 측정 또는 질환에 대한 민감성을

규정할 것이며, 이는 폴리누클레오티드의 과소-발현, 과다-발현 또는 변형된 발현으로부터 유도된다.  유기체,

특히 이러한 폴리누클레오티드에서 변이를 갖는 감염성 유기체는 본원에 설명된 바와 같이 다양한 기법에 의해

폴리누클레오티드 수준으로 검출될 수 있다.

본 발명의 폴리누클레오티드 및/또는 폴리펩티드에서 변이체 또는 다형성(대립유전자 변이체)을 갖는 유기체로[0093]

부터의 세포는 또한, 다양한 기법에 의해 폴리누클레오티드 또는 폴리펩티드 수준으로 검출되어 예를 들어, 항

혈청형을 결정할 수 있다.  진스캔(GeneScan)과 같은 자동화된 검출 시스템과 관련하여 RT-PCR을 사용하는 것이

특히 바람직하다.   RNA,  cDNA  또는 지놈성 DNA는 또한,  동일한 목적으로 PCR에 사용될 수 있다.   예로서,

BASB029 폴리펩티드를 코드화하는 폴리누클레오티드에 상보적인 PCR 프라이머는 변이를 확인하고 분석하는데 사

용될 수 있다.

본 발명은 추가로, 5' 및/또는 3' 말단으로부터 제거되는 1, 2, 3 또는 4개의 누클레오티드를 갖는 프라이머를[0094]

제공한다.  이러한 프라이머는 무엇보다도, 몸체 물질과 같은 개체로부터 유래된 샘플로부터 단리된 BASB029

DNA 및/또는 RNA를 증폭시키는데 사용될 수 있다.  상기 프라이머는 감염된 개체로부터 단리된 폴리누클레오티

드를 증폭시키고, 증폭된 폴리누클레오티드는 폴리누클레오티드 서열을 설명하기 위해 다양한 기법으로 처리될

수 있다.  이러한 방법으로, 폴리누클레오티드 서열의 변이체가 검출될 수 있으며, 감염 또는 이의 단계 또는

경과를 진단하고/거나 예지하거나, 항혈청을 결정하고/거나 감염제를 분류하는데 사용될 수 있다.

또한, 본 발명은 개체 예컨대, 몸체 물질로부터 유래된 샘플로부터 서열 번호: 1,3의 서열을 갖는 폴리누클레오[0095]

티드의 증가된 수준의 발현을 측정하는 것을 포함하여, 질환, 바람직하게는 박테리아 감염, 더욱 바람직하게는,

나이세리아 메닌지티디스에 의해 초래된 감염을 진단하는 방법을 제공한다.  BASB029 폴리누클레오티드의 증가

되거나 감소된 발현은 예를 들어, 증폭, PCR, RT-PCR, RNase 방어, 노던 블롯팅, 분광광도법 및 기타 하이브리

드화 방법과 같은 폴리누클레오티드의 정량을 위해 당해 분야에서 널리 공지된 방법중 하나를 사용하므로써 측

정될 수 있다.

또한, 보통의 제어 조직 샘플과 비교하여 BASB029 폴리펩티드의 과다발현을 검출하기 위한 본 발명에 따른 진단[0096]

분석이 예를 들어, 감염의 존재를 검출하는데 사용될 수 있다.  숙주, 예컨대, 몸체 물질로부터 유래된 샘플중

에서 BASB029  폴리펩티드의 수준을 측정하는데 사용될 수 있는 분석 기법은 당업자에게 널리 공지되어 있다.

이러한 분석 방법은 방사선면역분석, 경쟁적-결합 분석법, 웨스턴 브롯 분석, 항체 샌드위치 분석, 항체 검출

및 ELISA 분석을 포함한다.

본 발명의 폴리누클레오티드는 폴리누클레오티드 배열, 바람직하게는 고밀도 배열 또는 그리드의 성분으로서 사[0097]

용될 수 있다.  이러한 고밀도 배열은 특히, 진단 및 예후 목적에 유용하다.  예를 들어, 각각 상이한 유전자를

포함하고, 추가로 본 발명의 폴리누클레오티드 또는 폴리누클레오티드들을 포함하는 지점의 세트는, 몸체 샘플

로부터 수득되거나 유래된 프로브를 사용하여 하이브리드화시키거나 핵산을 증폭시키는 것과 같은 프로빙에 사

용되어 개체에서 특정 폴리누클레오티드 서열 또는 이와 관련된 서열의 존재를 측정할 수 있다.  이러한 존재는

병원균, 특히 나이세리아 메닌지티디스의 존재를 나타낼 수 있으며, 질환 또는 질환의 경과를 진단하고/거나 예

후하는데 유용할 수 있다.  서열 번호: 1,3의 폴리누클레오티드 서열의 다양한 변이체를 포함하는 그리드가 바

람직하다.  또한, 서열 번호: 2,4의 폴리펩티드 서열을 코드화하는 폴리누클레오티드 서열의 많은 변이체를 포

함하는 그리드가 바람직하다.
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항체[0098]

본 발명의 폴리펩티드 및 폴리누클레오티드 또는 이것의 변이체, 또는 이를 발현하는 세포는 각각 이러한 폴리[0099]

펩티드 또는 폴리누클레오티드에 대해 면역특이적인 항체를 생성하는데 면역원으로서 사용될 수 있다.

본 발명의 특정의 바람직한 구체예에서, BASB029 폴리펩티드 또는 폴리누클레오티드에 대한 항체를 제공한다.[0100]

본 발명의 폴리펩티드 또는 폴리누클레오티드에 대해 생성된 항체는, 본 발명의 폴리펩티드 및/또는 폴리누클레[0101]

오티드, 이중 하나 또는 이 둘 모두의 에피토프-함유 단편, 이중 하나 또는 이 둘 모두의 유사체, 또는 이중 하

나 또는 이둘 모두를 발현하는 세포를, 일정한 프로토콜을 사용하여 동물, 바람직하게는 사람이외의 동물에 투

여하므로써 수득될 수 있다.  모노클로날 항체의 제조에 있어서, 세포주 연속 배양에 의해 생성된 항체를 제공

하는  당해분야에  공지된  기술이  사용될  수  있다.   실례로는  다양한  기법,  예컨대,  문헌[Kohler,  G.  and

Milstein, C., Nature 256:495-497(1975); Kozbor et al., Immunology Today 4:72(1983); Cole et al., pg,

77-96 in MONOCLONAL ANTIBODIES AND CANCER THERAPY, Alan R. Liss, Inc.(1985)]에 기술된 기법을 포함한다.

단일 사슬 항체의 생성 방법(미국 특허 제 4,946,778)이 본 발명의 폴리펩티드 또는 폴리누클레오티드에 대한[0102]

단일 사슬 항체를 생성하는데 적용될 수 있다.  또한, 유전자이식된 마우스 또는 다른 유기체 또는 동물, 예컨

대 기타 포유동물이 본 발명의 폴리펩티드 또는 폴리누클레오티드에 대해 면역특이적인 사람화된 항체를 발현시

키는데 사용될 수 있다.

대안적으로, 파아지 표시 기법은 항-BASB029를 갖는 것에 대해 스크리닝된 사람으로부터의 림프구의 PCR 증폭된[0103]

v-유전자의 레퍼터리로부터 또는 순수한 라이브러리로부터 본 발명의 폴리펩티드에 대한 결합 활성을 갖는 항체

유전자를 선택하는데 사용될 수 있다(McCafferty,  et  al.,  (1990),  Nature  348,  552-554;  Marks,  et  al.,

(1992) Biotechnology 10. 779-783).  이러한 항체의 친화성은 예를 들어, 사슬 재편성에 의해 개선될 수 있다

(Clackson et al., (1991) Nature 352:628).

상기 설명된 항체는 예를 들어, 친화성 크로마토그래피에 의해 폴리펩티드 또는 폴리누클레오티드를 정제하기[0104]

위해  본  발명의  폴리펩티드  또는  폴리누클레오티드를  발현시키는  클론을  분리하거나  확인하는데  사용될  수

있다.

BASB029-폴리펩티드 또는 BASB029-폴리누클레오티드에 대한 항체는 감염, 특히 박테리아 감염을 치료하는데 사[0105]

용될 수 있다.

항원적으로, 에피토프적으로 또는 면역학적으로 동등한 변이체를 포함하는 폴리펩티드 변이체는 본 발명의 특정[0106]

양태를 형성한다.

바람직하게는, 항체 또는 이것의 변이체는 개체에서 면역원성을 더 적게 지니도록 변형된다.  예를 들어, 개체[0107]

가 사람인 경우, 항체는 가장 바람직하게는, 하이브리도마-유래된 항체의 상보성 결정 영역 또는 영역이 예를

들어, 문헌[Jones  et  al.(1986),  Nature  321,  522-525  or  Tempest  et  al.,  (1991)  Biotechnology  9,  266-

273]에 기재된 바와 같이 사람 모노클로날 항체에 이식되어 "사람화"될 수 있다.

길항제 및 작용제-분석 및 분자[0108]

본 발명의 폴리펩티드 및 폴리누클레오티드는 또한, 예를 들어, 세포, 세포-유리 제조물, 화학적 라이브러리,[0109]

및 천연 생성물의 혼합물에서 소분자 기질 및 리간드의 결합을 평가하는데 사용될 수 있다.  이러한 기질 및 리

간드는 천연 기질 및 리간드이거나,  구조적 또는 작용적 의태물일 수 있다[참조:  Coligan  et  al.,  Current

Protocols in Immunology 1(2): Chapter 5(1991)].

스크리닝 방법으로, 후보 화합물의 폴리펩티드 또는 폴리누클레오티드, 또는 폴리펩티드 또는 폴리누클레오티드[0110]

를 함유하는 세포 또는 막, 또는 폴리펩티드의 융합 단백질로의 결합을 후보 화합물에 직접적으로 또는 간접적

으로 결합된 표지에 의해 간단하게 측정할 수 있다.  대안적으로, 스크리닝 방법은 표지된 경쟁물질과 경쟁하는

것을 포함할 수 있다.  추가로, 이러한 스크리닝 방법으로, 폴리펩티드 또는 폴리누클레오티드를 포함하는 세포

에 적합한 검출 시스템을 사용하므로써, 후보 화합물이 폴리펩티드 또는 폴리누클레오티드의 활성 또는 억제에

의해 생성된 시그널을 초래하는지의 여부를 측정할 수 있다.  활성 억제제는 일반적으로 공지된 작용제의 존재

하에 분석되며, 후보 화합물의 존재하에 작용제의 활성에의 영향이 관찰된다.  구성적으로 활성적인 폴리펩티드

및/또는 구성적으로 발현된 폴리펩티드 및 폴리누클레오티드는, 후보 화합물이 폴리펩티드 또는 폴리누클레오티

드의 활성 억제를 초래하는 지의 여부를 시험하므로써, 작용제 또는 억제제의 부재하에 역 작용제 또는 억제제

에 대한 스크리닝 방법에 사용될 수 있다.  추가로, 스크리닝 방법은 간단히, 본 발명의 폴리펩티드 또는 폴리
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누클레오티드를 함유하는 용액을 후보 화합물과 혼합시켜 혼합물을 형성시키고, 혼합물중의 BASB029 폴리펩티드

및/또는 폴리누클레오티드 활성을 측정하고, 혼합물의 BASB029 폴리펩티드 및/또는 폴리누클레오티드 활성을 기

준과 비교하는 단계를 포함할 수 있다.  융합 단백질, 예컨대, 본원에 설명된 바와 같이 Fc 부분과 BASB029 폴

리펩티드로부터 제조된 융합 단백질은 또한, 대규모 스크리닝 분석에 사용되어, 본 발명의 폴리펩티드 및 계통

발생적으로 및/또는 작용적으로 관련된 폴리펩티드의 길항제를 확인할 수 있다(참조: D.Bennett et al., J Mol

Recognition, 8:52-58(1995); and K.Johanson et al., J Biol Chem, 270(16):9459-9471(1995)).

본 발명의 폴리펩티드에 결합하고/거나 상호반응하는 항체, 폴리누클레오티드 및 폴리펩티드는 또한, 세포에서[0111]

mRNA 및/또는 폴리펩티드의 생성시 첨가된 화합물의 영향을 검출하기 위한 스크리닝 방법을 형성하는데 사용될

수 있다.  예를 들어, ELISA 분석은 당해분야에 공지된 표준 방법에 의해 모노클로날 및 폴리클로날 항체를 사

용하므로써, 분비되거나 세포 결합된 수준의 폴리펩티드를 측정하기 위해 구성될 수 있다.  이는 적합하게 조작

된 세포 또는 조직으로부터 폴리펩티드의 생성을 억제시키거나 증진시킬 수 있는 제제(또한, 각각 길항제 또는

작용제로 불림)를 발견하는데 사용될 수 있다.

본 발명은 또한, BASB029 폴리펩티드 또는 폴리누클레오티드의 활동을 증진(작용제)시키거나 차단(길항제)시키[0112]

는 화합물, 특히 박테리아 발육 저지성 및/또는 멸균성인 화합물을 확인하기 위한 화합물 스크리닝 방법을 제공

한다.  스크리닝 방법은 대규모 기법을 포함할 수 있다.  예를 들어, 작용제 또는 길항제를 스크리닝하기 위해,

BASB029 폴리펩티드 및 표지된 기질 또는 이러한 폴리펩티드의 리간드를 포함하는, 합성 반응 혼합, 세포 구획

물, 예컨대, 막, 세포 외피 또는 세포 벽, 또는 이들의 제조물은, BASB029 작용제 또는 길항제일 수 있는 후보

분자의 존재 또는 부재하에 인큐베이션된다.  BASB029 폴리펩티드를 작용제화시키거나 길항제화시키는 후보 분

자의 능력은 표지된 리간드의 감소된 결합 또는 기질로부터의 생성물의 감소된 생성에 반영된다.  불필요하게

결합하는 분자, 즉 BASB029 폴리펩티드의 영향을 유도하지 않는 분자는 대부분 우수한 길항제로 여겨진다.  잘

결합하며, 경우에 따라 이러한 생성물의 생성율을 증가시키거나, 시그널 형질도입을 증가시키거나, 화학 채널

활성을 증가시키는 분자가 작용제이다.  기질로부터의 생성물의 생성, 시그널 형질도입 또는 화학 채널 활성의

비 또는 필요에 따라, 수준의 검출은 리포터 시스템을 사용하므로써 증진될 수 있다.  이러한 경우에 유용할 수

있는 리포터 시스템은, 생성물로 전환된 비색계의 표지된 기질, BASB029 폴리누클레오티드 또는 폴리펩티드 활

성에서의  변화에  반응적인  리포터  유전자  및  당해분야에  공지된  결합  분석을  포함하나,  이에  제한되지는

않는다. 

BASB029 작용제에 대한 분석법의 또 다른 구체예는, 경쟁 억제 분석에 적합한 조건하에, BASB029 및 잠재적 작[0113]

용제를 BASB029-결합 분자, 재조합 BASB029 결합 분자, 천연 기질 또는 리간드, 기질 또는 리간드 의태물과 혼

합시키는 경쟁 분석법이다.  BASB029를 예컨대, 방사능 또는 비색계 화합물에 의해 표지하여, 결합 분자에 결합

되거나 생성물로 전환된 BASB029 분자의 수를 정확하게 측정하여 잠재적 길항제의 효과를 평가할 수 있다.

잠재적 길항제는 본 발명의 폴리누클레오티드 및/또는 폴리펩티드에 결합하여 이의 활성 또는 발현을 억제하거[0114]

나 단절시키는 유기 소분자, 펩티드, 폴리펩티드 및 항체를 포함한다.  잠재적 길항제는 또한, 결합 분자 예컨

대, BASB029-유도 활성을 유도하지 않는, 유기 소분자, 펩티드, 폴리펩티드, 예를 들어, 결합분자상의 동일한

부위에 결합하므로써, BASB029 폴리펩티드 및/또는 폴리누클레오티드가 결합하는 것을 차단하여 BASB029 폴리펩

티드 및/또는 폴리누클레오티드의 활동 또는 발현을 억제하는, 밀접하게 관련된 단백질 또는 항체일 수 있다.

잠재적 길항제는 폴리펩티드의 결합부위에 결합하고 점령하여 세포 결합 분자로의 결합을 억제하여, 정상적인[0115]

생물학적 활성을 억제하는 소분자를 포함한다.  소분자의 실례는, 유기 소분자, 펩티드 또는 펩티드 유사 분자

를 포함하나, 이에 제한되지는 않는다.  기타 잠재적 길항제는 안티센스 분자를 포함한다(이러한 분자는 하기

문헌  참조:  Okano,  J.Neurochem.  56:560(1991);  OLIGODEOXYNUCLEOTIDES  AS  ANTISENSE  INHIBITORS  OF  GENE

EXPRESSION.  CRC  Press,  Boca  Raton,  FL(1988)).   바람직한 잠재적 길항제는 BASB029에  관련된 화합물 및

BASB029의 변이체를 포함한다.

추가적인 양태에서, 본 발명은 본 발명의 폴리펩티드 또는 이것의 단편, 및 다양한 서브클래스의 면역글로불린[0116]

(IgG, IgM, IgA, IgE)의 중쇄 또는 경쇄의 불변 영역의 다양한 부분을 포함하는 유전공학적으로 조작된 가용성

융합 단백질에 관한 것이다.  면역글로불린으로서 바람직한 것은, 힌지 영역에서 융합이 발생하는 사람 IgG 특

히, IgG1의 중쇄의 불변 부분이다.  특정 구체예에서, Fc 부분은 혈액 응고 인자 Xa로 절단될 수 있는 절단 서

열의 혼입에 의해 간단하게 제거될 수 있다.  게다가, 본 발명은 유전공학에 의한 이러한 융합 단백질의 제조

방법, 약물 스크리닝, 진단 및 치료에서의 이들의 사용 방법에 관한 것이다.  본 발명의 추가적 양태는 또한,

이러한 융합 단백질을 코드화하는 폴리누클레오티드에 관한 것이다.  융합 단백질 기법의 예는, 국제 특허 출원
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WO94/29458 및 WO94/22914에서 찾아볼 수 있다.

본원에 제공된 각각의 폴리누클레오티드 서열은 항바이러스 화합물의 발견 및 개발에 사용될 수 있다.  발현시[0117]

코드화된 단백질은, 항바이러스 약물의 스크리닝에 대한 표적물로서 사용될 수 있다.  추가적으로, 코드화된 단

백질 또는 샤인-달가노의 아미노 말단 영역을 코드화하는 폴리누클레오티드 서열, 또는 각각의 mRNA의 다른 번

역 촉진 서열은 관심있는 코딩 서열의 발현을 제어하기 위한 안티센스 서열을 구성하는데 사용될 수 있다.

또한, 본 발명은 병원균 또는 병원균들과 진핵세포, 바람직하게는 포유동물, 후속 감염을 초래하는 숙주사이의[0118]

초기 물리적 상호반응을 방해하는 본 발명의 폴리펩티드, 폴리누클레오티드, 작용제 또는 길항제의 용도를 제공

한다.  특히, 본 발명의 분자는, 박테리아, 특히 그람 포지티브 및/또는 그람 네거티브 박테리아가 유치 기기

(in-dwelling device)상의 진핵세포, 바람직하게는 포유동물 세포, 세포외 매트릭스 단백질 또는 상처부위의 세

포외 매트릭스 단백질로 부착하는 것을 방해하는데 사용될 수 있으며; 진핵세포, 바람직하게는, 포유동물 세포,

세포외 매트릭스 단백질과 조직 손상을 매개하는 박테리아 BASB029 단백질 사이의 박테리아 부착을 차단하는데

사용될 수 있고/거나; 유치 기기의 이식 또는 외과 기술 이외의 것에 의해 개시되는 감염에서의 정상적인 발병

의 진행을 차단하는데 사용될 수 있다.

본 발명의 또 다른 양태에는 BASB029 작용제 및 길항제, 바람직하게는 박테리아 발육 저지성 또는 멸균성인 작[0119]

용제 및 길항제가 제공된다.

본 발명의 길항제 및 작용제는 예를 들어, 질환을 방지하고, 억제하고/거나 치료하는데 사용될 수 있다.[0120]

추가적 양태에서, 본 발명은 본 발명의 폴리펩티드의 미모토프(mimotope)에 관한 것이다.  미모토프는, 천연 펩[0121]

티드를 인지하는 항체에 의해 인지될 수 있거나; 적합한 담체에 커플링되는 경우, 천연 펩티드를 인지하는 항체

를 증가시킬 수 있는 천연 펩티드와 사실상 유사한(서열적으로 또는 구조적으로) 펩티드 서열이다.

펩티드  미모토프는  선택된  아미노산의  첨가,  결실  또는  치환에  의해  특정  목적을  위해  고안될  수  있다.[0122]

따라서, 펩티드는 단백질 담체로 용이하게 컨주게이션되기 위해 변형될 수 있다.  예를 들어, 일부 화학적 컨주

게이션 방법에 있어서는 말단 시스테인을 포함하는 것이 바람직할 수 있다.  또한, 담백질 담체에 컨주게이션된

펩티드가, 펩티드의 컨주게이션된 말단으로부터의 소수성 말단부를 포함하여, 펩티드의 유리 비컨주게이션된 말

단이 담체 단백질의 표면에 결합되도록 유지시키는 것이 바람직할 수 있다.  이렇게 하여, 전체 천연 분자에서

도 발견된 바와 같은 펩티드 형태를 매우 유사하게 닮은 형태의 펩티드가 제시된다.  예를 들어, 상기 펩티드는

N-말단 시스테인 및 C-말단 소수성 아미드화된 테일을 갖도록 변형될 수 있다.  대안적으로, 하나 이상의 아미

노산의 D-입체이성질체의 첨가 또는 치환을 수행하여, 예를 들어, 펩티드의 안정성을 증진하기 위한 이로운 유

도체를 생성시킬 수 있다.

대안적으로, 펩티드 미모토프는, 파아지 표출 기법(EP 0 552 267 B1)과 같은 기법에 의해 본 발명의 폴리펩티드[0123]

에 결합할 수 있는 항체를 사용하므로써 확인될 수 있다.  이러한 기법으로, 천연 펩티드의 구조를 최소화시켜,

항-천연 펩티드 항체에는 결합할 수 있으나, 천연 폴리펩티드와의 현저한 서열 상동성을 공유할 필요는 없는 많

은 수의 펩티드 서열이 생성된다.

백신[0124]

본 발명의 또 다른 양태는, 개체에 항체 및/또는 T 세포 면역 반응을 생성하는데 적합한 BASB029 폴리누클레오[0125]

티드 및/또는 폴리펩티드, 또는 이것의 단편 또는 변이체를 접종하여 감염, 특히 박테리아 감염, 더욱 특히 나

이세리아 메닌지티디스 감염으로부터 상기 개체를 방어하는 것을 포함하여, 개체, 특히 포유동물, 바람직하게는

사람에서의 면역 반응을 유도하는 방법에 관한 것이다.  또한, 이렇게 하여 이러한 면역 반응이 박테리아의 복

제를 감소시키는 방법을 제공한다.  본 발명의 또 다른 양태는 개체에서 면역학적 반응을 유도하는 방법으로서,

면역학적 반응, 예컨대, 항체 면역 반응 및/또는 예를 들어, 시토카인-생성 T 세포 또는 세포독성 T 세포를 포

함하는 T 세포 면역 반응을 유도하여 개체, 바람직하게는 사람을 질환(질환이 개체내에 이미 존재하는지의 여부

에 상관없이)으로부터 방어하기 위해, 이러한 개체로 핵산 벡터, 서열 또는 리보자임을 수송하여, 생체내에서

BASB029 폴리누클레오티드 및/또는 폴리펩티드, 또는 이들의 단편 또는 변이체 발현을 위해 BASB029 폴리누클레

오티드 및/또는 폴리펩티드, 또는 이들의 단편 또는 변이체의 발현을 유도하는 것을 포함하는 방법에 관한 것이

다.  유전자 투여의 한 예는 입자상의 코팅 또는 다른 형태로서 목적하는 세포에 가속되어 투여되는 것이다.

이러한 핵산 벡터는 DNA, RNA, 리보자임, 변형된 핵산, DNA/RNA 하이브리드, DNA-단백질 복합물 또는 RNA-단백

질 복합물을 포함할 수 있다.

본 발명의 추가적 양태는, 면역학적 조성물이 면역 반응을 유도할 수 있는 개체, 바람직하게는, 사람에 도입되[0126]
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는 경우, BASB029 폴리누클레오티드 및/또는 이들로부터 코드화된 폴리펩티드에 대한 개체의 면역학적 반응을

유도하는 면역학적 조성물로서, 재조합 BASB029  폴리누클레오티드 및/또는 이들로부터 코드화된 폴리펩티드를

포함하고/거나 상기 BASB029 폴리누클레오티드, 이들로부터 코드화된 폴리펩티드 또는 본 발명의 기타 폴리펩티

드의 항원을 코드화하고 발현시키는 DNA 및/또는 RNA를 포함하는 면역학적 조성물에 관한 것이다.  면역학적 반

응은 치료학적으로 또는 예방학적으로 사용될 수 있으며, 항체 면역성 및/또는 세포 면역성 예컨대, CTL 또는

CD4+ T 세포로부터 발생하는 세포 면역성의 형태를 취할 수 있다.

BASB029 폴리펩티드 또는 이것의 단편은, 스스로 항체를 생성할 수 있거나 없으며, 제 1 단백질을 안정화시킬[0127]

수 있으며, 항원성 및/또는 면역원성 및 바람직하게는 방어성을 갖는 융합된 또는 변형된 단백질을 생성시킬 수

있는, 보조단백질 또는 화학 부분과 융합될 수 있다.  이렇게 융합된 재조합 단백질은 바람직하게는, 항원성 보

조단백질, 예컨대, 헤모필루스 인플루엔자, 글루타티온-S-트랜스퍼라아제(GST)  또는 베타갈락톡시다아제로부터

의 지질단백질 D, 또는 상기 단백질을 안정화시키고, 이들의 생성 및 정제를 촉진하는 기타 비교적 큰 보조단백

질을 추가로 포함한다.  게다가, 보조단백질은 상기 단백질을 수용하는 유기체의 면역 시스템의 일반화된 자극

을 제공한다는 점에 있어서 보조제로서 작용할 수 있다.  보조단백질은 제 1 단백질의 아미노- 또는 카르복시-

말단에 부착될 수 있다.

문헌[Sato, Y. et al., Science 273:352(1996)]에 기재된 바와 같이, 본 발명의 폴리펩티드 및/또는 폴리누클[0128]

레오티드 및 면역자극 DNA 서열을 포함하는 조성물, 특히 백신 조성물 및 방법이 제공된다.

또한, 상기 설명된 폴리누클레오티드 또는 이들의 특정 단편으로서, 나이세리아 메닌지티디스로의 동물 모델 감[0129]

염에서 이러한 유전자 면역화 실험에 사용되는 폴리누클레오티드 구성물에서 박테리아 세포 표면 단백질의 비가

변 영역을 코드화하는 것으로 입증된 단편을 사용하는 방법을 제공한다.  이러한 실험은 특히, 예방적 또는 치

료적 면역 반응을 야기할 수 있는 단백질 에피토프를 확인하는데 유용할 것이다.  이러한 방법은, 포유동물, 특

히 사람에서 박테리아 감염, 특히 나이세리아 메닌지티디스 감염의 치료학적 처리 또는 예방학적 제제의 개발을

위해, 감염에 성공적으로 저항하거나 이를 제거하는 동물의 필수 기관으로부터 유래된 특정 값의 모노클로날 항

체의 후속 제조를 가능하게 하는 것으로 여겨진다.

또한, 본 발명은 적합한 담체, 예컨대, 약제학적으로 허용되는 담체와 함께 본 발명의 면역원성 재조합 폴리펩[0130]

티드 및/또는 폴리누클레오티드를 포함하는 백신 제형을 포함한다.  폴리펩티드 및 폴리누클레오티드는 위에서

분해될 수 있기 때문에, 예를 들어, 피하내, 근내, 정맥내, 피내 투여를 포함하여, 비경구적으로 투여하는 것이

바람직하다.  비경구 투여에 적합한 제형은, 개체의 체액, 바람직하게는 혈액과 등장성인 제형인 항-산화제, 완

충제, 박테리아 발육 저지성 화합물 및 용질을 함유할 수 있는 수성 및 비수성 멸균 주입 용액; 및 현탁제 또는

농후제를 포함할 수 있는 수성 및 비수성 멸균 현탁액을 포함한다.  상기 제형은 단위-용량 또는 다중-용량 용

기, 예를 들어, 밀봉된 앰플 및 유리병에 존재할 수 있으며, 사용 직전에 멸균 액체 담체를 첨가해야 하는 냉동

건조 조건하에 저장될 수 있다.

본 발명의 백신 제형은 또한, 제형의 면역원성을 증진시키기 위한 보조 시스템을 포함한다.  바람직하게는, 보[0131]

조 시스템은 바람직하게는, TH1 유형의 반응을 증가시킨다.

면역 반응은 체액성 또는 세포 매개된 면역 반응인 두 개의 극단적인 카테고리로 넓게 구분될 수 있다(전형적으[0132]

로, 각각 방어의 항체 및 세포 이펙터(effector) 메카니즘을 특징으로 함).  반응의 이러한 카테고리는 TH1-유

형 반응(세포 매개된 반응) 및 TH2-유형 면역 반응(체액성 반응)으로 불린다.

극단적인 TH1-유형 면역 반응은 항원 특이적인 일배체형(haplotype)으로 제한된 세포독성 T 림프구 및 천연 킬[0133]

러 세포 반응의 발생에 의해 특징지어질 수 있다.  마우스에서 TH1-유형 반응은 종종, IgG2a 서브타입의 항체

생성에 의해 특징지어지는 반면, 사람에서는 IgG1 유형 항체에 상응한다.  TH2-유형 면역 반응은 마우스 IgG1,

IgA 및 IgM을 포함하는 광범위한 범위의 면역글로불린 이소타입의 생성에 의해 특징지어진다.

이러한 두 유형의 면역 반응의 발생 후의 추진력은 시토카인에 있는 것으로 여겨질 수 있다.  고수준의 TH1-유[0134]

형 시토카인은 제공된 항원에 대한 세포 매개된 면역 반응을 유도하는 경향이 있는 반면, 고수준의 TH2-유형 시

토카인은 항원에 대한 체액성 면역 반응을 유도하는 경향이 있다.

TH1 및 TH2-유형 면역 반응의 특징은 절대적이지 않다.  실제로는, 개체는 주로 TH1 또는 주로 TH2로서 언급된[0135]

면역  반응을  지지할  것이다.   그러나,  모스만(Mosmann)과  코프만(Coffman)(Mosmann,  T.R.  and  Coffman.

R.L.(1989) TH1 and TH2 cells: 상이한 패턴의 림포카인 분비가 상이한 작용 특성을 유도함, Annual Review of

Immunology, 7, p145-173)에 의한 바와 같이, 쥐과동물 CD4+ve T 세포 클론에 있어서, 시토카인의 계통을 고려
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하는 것이 편리하다.  전형적으로, TH1-유형 반응은 T-림프구에 의해 INF-γ 및 IL-2 시토카인의 생성과 관련된

다.  TH1-유형 면역 반응의 유도와 종종 직접 관련된 기타 시토카인은 T-세포, 예컨대, IL-12에 의해 생성되지

않는다.  반대로, TH2-유형 반응은 IL-4, IL-5, IL-6 및 IL-13과 관련된다.

특정 백신 보조제는 특히, TH1 또는 TH2-유형 시토카인 반응의 자극에 적합한 것으로 공지되어 있다.  전형적으[0136]

로, 백신화 또는 감염 후, 면역 반응의 TH1:TH2 균형의 가장 우수한 지시제는, 항원으로의 재자극 후 시험관내

에서 T  림프구에 의해 생성된 TH1  또는 TH2  시토카인의 직접적인 측정치 및/또는 항원 특이적 항체 반응의

IgG1:IgG2a 비의 측정을 포함한다.

이렇게, TH1-유형 보조제는, 시험관내에서 항원으로 재자극되는 경우, 단리된 T-세포 개체군을 선택적으로 자극[0137]

하여, 고수준의 TH1-유형 시토카인을 생성하고, TH1-유형 이소타입과 관련된 항원 특이적 면역글로불린 반응 및

CD8+ 세포독성 T 림프구 둘 모두의 전개를 촉진한다.

TH1 세포 반응을 선택적으로 자극할 수 있는 보조제는 국제 특허 출원 WO94/00153 및 WO95/17209에 기재되어 있[0138]

다.

3 데-O-아실화된 모노포스포릴 지질 A(3D-MPL)은 이러한 보조제중 하나다.  이는 GB 2220211(Ribi)에 공지되어[0139]

있다.  화학적으로, 이는 3 데-O-아실화된 모노포스포릴 지질 A와 4, 5 또는 6 아실화된 사슬의 혼합물이며, 리

비 이뮤노쳄(Ribi Immunochem)(Montana)에 의해 제조되었다.  바람직한 형태의 3 데-O-아실화된 모노포스포릴

지질 A는 유럽 특허 0 689 454 B1(SmithKline Beecham Biologicals SA)에 기재되어 있다.

바람직하게는,  3D-MPL의  입자는 0.22마이크론 막을 통해 멸균 여과되기에 충분히 작다(유럽 특허 제 0  689[0140]

454).

3D-MPL은 1회용량당 10μg-100μg, 바람직하게는 25-50μg의 범위로 존재하며, 항원은 전형적으로 1회용량당 2-[0141]

50μg의 범위로 존재할 것이다.

또 다른 바람직한 보조제는 QS21 즉, 퀼리아자 사포나리아 몰리나(Quilliaja Saponaria Molina)의 껍질로부터[0142]

유도된 Hplc 정제된 비독성 분획물을 포함한다.  선택적으로, 이는 3 데-O-아실화된 모노포스포릴 지질 A(3D-

MPL)과 선택적으로 담체와 함께 혼합될 수 있다.

QS21의 제조 방법은 미국 특허 제 5,057,540호에 기재되어 있다.[0143]

QS21을 함유하는 비반응원성(non-reactogenic) 보조제 제형은 이미 공지되어 있다(WO 96/33739).  QS21 및 콜[0144]

레스테롤을 포함하는 이러한 제형은, 항원과 함께 제형되는 경우, 성공적인 TH1 자극 보조제인 것으로 입증되었

다.

또한, TH1 세포 반응의 선택적인 자극제인 보조제는 WO96/02555에 기재된 바와 같은 면역조절 올리고누클레오티[0145]

드, 예를 들어, 비메틸화된 CpG 서열을 포함한다.

상기 언급된 바와 같이, 상이한 TH1 자극 보조제의 혼합은 또한, TH1 세포 반응의 선택적인 자극제인 보조제를[0146]

제공하는 것으로써 여겨진다.  예를 들어, QS21은 3D-MPL과 함께 제형화될 수 있다.  QS21:3D-MPL의 비는 전형

적으로, 1:10 내지 10:1, 바람직하게는 1:5 내지 5:1이며, 사실상 종종 1:1이다.  최적의 공동상승 효과를 위한

바람직한 비는 2.5:1 내지 1:1의 3D-MPL:QS21이다.

바람직하게는, 담체는 또한, 본 발명에 따른 백신 조성물중에 존재한다.  담체는 수중유 에멀션 예컨대, 알루미[0147]

늄 포스페이트 또는 수산화알루미늄 또는 알루미늄 염일 수 있다.

바람직한 수중유 에멀션은 스쿠알렌, 알파 토코페롤 및 트윈 80과 같은 대사가능 오일을 포함한다.  특히 바람[0148]

직한 양태에서, 본 발명에 따른 백신 조성물중의 항원은 이러한 에멀션에서 QS21 및 3D-MPL와 혼합된다.  따라

서, 수중유 에멀션은 스판(span) 85 및/또는 레시틴 및/또는 트리카프릴린을 함유할 수 있다.

전형적으로, 사람 투여에 있어서, QS21 및 3D-MPL은 1회용량 당 1μg-200μg, 예컨대, 10-100μg, 바람직하게는[0149]

10μg-50μg의 양으로 백신중에 존재할 것이다.  전형적으로, 수중유는 2 내지 10% 스쿠알렌, 2 내지 10% 알파

토코페롤 및 0.3 내지 3% 트윈 80을 포함할 것이다.  바람직하게는, 스쿠알렌:알파 토코페롤의 비는 동일하거나

1보다 적으며, 이는 더욱 안정적인 에멀션을 제공한다.  스판 85는 또한, 1% 수준으로 존재할 수 있다.  일부

경우에는, 본 발명의 백신이 안정화제를 추가로 함유하는 것이 유리할 수 있다.

비독성 수중유 에멀션은 바람직하게는, 비독성 오일, 예를 들어, 스쿠알렌 또는 유화제, 예를 들어, 수성 담체[0150]
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중의 트윈 80을 함유한다.  수성 담체는 예를 들어, 인산염 완충된 염수일 수 있다.

수중유 에멀션중의 QS21, 3D-MPL 및 토코페롤을 포함하는 특히 유효한 보조제 제형은 WO95/17210에 기재되어 있[0151]

다.

본 발명은 또한, 본 발명의 백신 제형과 기타 항원, 특히 암, 자가면역 질환 및 이와 관련된 질환에 유용한 항[0152]

원을 포함하는 다가 백신 조성물을 제공한다.  이러한 다가 백신 조성물은 본원에 언급된 바와 같은 TH-1 유도

보조제를 포함할 수 있다.

본 발명은 특정 BASB029 폴리펩티드 및 폴리누클레오티드를 참조로 설명되어 있지만, 이는 자연적으로 발생하는[0153]

폴리펩티드 및 폴리누클레오티드의 단편, 및 재조합 폴리펩티드 또는 폴리누클레오티드의 면역원성 특성에 사실

상 영향을 끼치지 않는 첨가, 결실 또는 치환된 유사한 폴리펩티드 및 폴리누클레오티드의 단편을 포함하는 것

으로 이해해야 한다.

상기 항원은 전체 박테리아(죽은 또는 살아있는) 또는 세포내 분획 형태로 전달될 수 있으며, 나이세리아 메닌[0154]

지티디스 자체를 포함할 수 있다.

조성물, 키트 및 투여[0155]

본 발명의 추가적 양태에 있어서, 세포 또는 다중세포 유기체로의 투여를 위해 BASB029 폴리누클레오티드 및/또[0156]

는 BASB029 폴리펩티드를 포함하는 조성물이 제공된다.

본 발명은 또한, 본원에서 논의된 폴리누클레오티드 및/또는 폴리펩티드 또는 이들의 작용제 또는 길항제를 포[0157]

함하는 조성물에 관한 것이다.  본 발명의 폴리펩티드 및 폴리누클레오티드는 세포, 조직 또는 유기체에 사용하

기 위한 비멸균 또는 멸균 담체(들), 예컨대, 개체 투여에 적합한 약제학적 담체와 혼합된 형태로 사용될 수 있

다.  이러한 조성물은 예를 들어, 매질 첨가제 또는 치료학적 유효량의 본 발명의 폴리펩티드 및/또는 폴리누클

레오티드, 및 약제학적으로 허용되는 담체 또는 부형제를 포함한다.  이러한 담체는 염수, 완충된 염수, 덱스트

로스, 물, 글리세롤, 에탄올 및 이들의 혼합물을 포함하나, 이에 제한되지는 않는다.  상기 제형은 투여 방식에

적합하여야 한다.  본 발명은 추가로, 본 발명의 상기 언급된 조성물의 하나 이상이 성분으로 충전된 하나 이상

의 컨테이너를 포함하는 진단학적 및 약제학적 팩 및 키트에 관한 것이다.

본 발명의 폴리펩티드, 폴리누클레오티드 및 기타 화합물은 단독으로 또는 치료학적 화합물과 같은 다른 화합물[0158]

과 함께 사용될 수 있다.

약제학적 조성물은 예를 들어, 국부적, 경구적, 항문, 생식 기관, 정맥내, 복강내, 근내, 피하내, 비내 또는 피[0159]

내 경로에 의한 투여를 포함한 효과적이고 간편한 방식으로 투여될 수 있다.

치료 또는 예방에 있어서, 활성제는 주입가능한 조성물, 예를 들어, 멸균수 분산액, 바람직하게는 등장액으로서[0160]

개체에 투여될 수 있다.

추가의 양태에서, 본 발명은, 약제학적으로 허용되는 담체 또는 부형제와 혼합된 치료학적 유효량의 폴리펩티드[0161]

및/또는 폴리누클레오티드, 예컨대, 가요성 형태의 본 발명의 폴리펩티드 및/또는 폴리누클레오티드, 작용제 또

는 길항제 펩티드 또는 소분자 화합물을 포함하는 약제 조성물을 제공한다.  이러한 담체는 염수, 완충된 염수,

덱스트로스, 물, 글리세롤, 에탄올 및 이들의 혼합물을 포함하나, 이에 제한되지는 않는다.  본 발명은 추가로,

본 발명의 상기 언급된 조성물의 하나 이상이 성분으로 충전된 하나 이상의 컨테이너를 포함하는 진단학적 및

약제학적 팩 및 키트에 관한 것이다.  본 발명의 폴리펩티드, 폴리누클레오티드 및 기타 화합물은 단독으로 또

는 치료학적 화합물과 같은 다른 혼합물과 함께 사용될 수 있다.  

상기 조성물은 예를 들어, 전신 또는 경구 투여에 적합하게 될 것이다.  전신 투여에 바람직한 형태는 주입, 전[0162]

형적으로, 정맥내 주입을 포함한다.  다른 주입 경로, 예컨대, 피하내, 근내 또는 복강내 경로가 이용될 수 있

다.  전신 투여에 대한 대안적인 방법은, 담즙 염 또는 푸시드산(fusidic acid) 또는 다른 디터젼트(detergen

t)와 같은 침투제를 이용하여, 점막통과 및 피부통과 투여를 포함한다.  또한, 본 발명의 폴리펩티드 또는 기타

화합물이 장(enteric) 제형 또는 캡슐화 제형으로 제형화될 수 있다면, 경구 투여가 또한 가능하다.  이러한 화

합물의 투여는 또한, 연고, 페이스트(paste), 겔, 용액, 분말 등의 형태로 국소적 및/또는 국부적으로 수행될

수 있다.

포유동물, 특히 사람으로의 투여에 있어서, 활성제의 1일 투여수준은 0.01mg/kg 내지 10mg/kg, 전형적으로 약[0163]

1mg/kg인 것으로 예상된다.  의사가 개인에 가장 적합한 실제 용량을 결정할 것이며, 이는 특정 개체의 나이,
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체중 및 반응성에 따라 변한다.  상기 용량은 평균 용량의 예이다.  물론, 개인에 따라 더 높거나 낮은 양이 적

합할 수 있으며, 이들 또한 본 발명의 범위에 포함된다.

요구되는  용량  범위는  선택된  펩티드,  투여  경로,  제형의  특성,  시험체의  질환  특성  및  주치의의  판단에[0164]

따른다.  그러나, 적합한 용량은 시험체의 1kg 당 0.1 내지 100μg이다.

백신 조성물은 편리하게는 주입가능한 형태를 띤다.  통상적인 보조제는 면역 반응을 증진시키기 위해 사용될[0165]

수 있다.  백신화에 적합한 단위 용량은 항원 1kg 당 0.5 내지 5μg이며, 이러한 용량은 바람직하게는 1 내지 3

주의 간견을 두고 1 내지 3회 투여된다.  지적된 용량 범위에서, 적합한 개체로의 투여를 불가능하게 하는 불리

한 독성 효과는 본 발명의 화합물에 대해 관찰되지 않았다.

그러나, 요구된 용량에서의 광범위한 변화는 다양한 화합물의 사용 가능성 및 투여의 다양한 경로에 따른 상이[0166]

한 효능이 예상된다.  예를 들어, 경구 투여는 정맥내 주입에 의한 투여보다 많은 용량을 필요하는 것으로 예상

된다.  이러한 용량 수준내에서의 변화는 당해분야에 널리 공지된 바와 같이, 최적화를 위한 표준 실험 절차를

이용하여 조절될 수 있다.

서열 데이타베이스, 유형성 배지(Tangible Medium)에서의 서열 및 연산[0167]

폴리누클레오티드 및 폴리펩티드 서열은 귀중한 정보원을 형성하여 이들의 2차원 및 3차원 구조를 결정할 뿐만[0168]

아니라 유사한 상동성의 또 다른 서열을 확인한다.  이러한 접근 방법은 컴퓨터 판독 매체로 서열을 저장한 후

공지된 거대분자 구조 프로그램에서 저장된 데이타를 사용하므로써 매우 용이하게 이행되거나 GCG 프로그램 패

키지와 같은 널리 공지된 서치 도구를 이용하여 서열 데이타베이스를 서치하는 것이다.

또한, 본 발명은 특징 서열 또는 가닥, 특히 유전자 서열 또는 코드화된 단백질 서열을 분석하는 방법을 제공한[0169]

다.  바람직한 서열 분석 방법에는 예를 들어, 동일성과 유사성 분석과 같은 서열 상동성 분석, DNA, RNA 및 단

백질 구조 분석, 서열 어셈블리, 분기학분석, 서열 모티브 분석, 오픈 리딩 프레임 결정, 핵산 염기 콜링, 코돈

사용 분석, 핵산 염기 트리밍 및 시퀀싱 크로마토그램 피크 분석 방법이 포함된다.

컴퓨터 방식 방법이 상동성 확인을 위해 제공된다.  이 방법은 컴퓨터 판독가능한 매질 중에 폴리누클레오티드[0170]

의 서열을 포함하는 제 1 폴리누클레오티드 서열을 제공하는 단계 및 제 1 폴리누클레오티드 서열을 하나 이상

의 제 2 폴리누클레오티드 또는 폴리펩티드 서열과 비교하여 상동성을 확인하는 단계를 포함한다.

컴퓨터 방식 방법이 또한 상동성 확인을 위해 제공되며, 이 방법은 컴퓨터 판독가능한 매질 중에 폴리펩티드의[0171]

서열을 포함하는 제 1 폴리펩티드 서열을 제공하는 단계 및 제 1 폴리펩티드 서열을 하나 이상의 제 2 폴리누클

레오티드 또는 폴리펩티드 서열과 비교하여 상동성을 확인하는 단계를 포함한다.

특허 및 특허 출원을 포함하나 이로 제한되는 것은 아닌, 본원에 인용되는 모든 문헌 및 참조문헌은 각각의 문[0172]

헌 또는 참조문헌이 구체적으로 및 개별적으로 완전히 언급되는 참고문헌으로 인용되는 것으로 지시되는 바와

같이 참고문헌으로 인용된다.  본 출원전의 특허출원은 문헌 및 참조를 위해 상기 언급된 방식으로 본원에 참고

문헌으로 인용된다.

정의[0173]

당해 공지된 바와 같이, "동일성"은 해당 경우가 서열을 비교하므로써 결정되는 경우일 수 있으므로 두개 이상[0174]

의 폴리펩티드 서열 또는 두개 이상의 폴리누클레오티드 서열 간의 관계이다.  당 분야에서, "동일성"은 또한

경우에 따라, 서열의 가닥 사이의 매치에 의해 결정되므로, 폴리펩티드 또는 폴리누클레오티드 서열 사이의 서

열  관련  정도를 의미한다.   "동일성"은  문헌(Computational  Molecular  Biology,  Lesk,  A.M.,  ed.,  Oxford

University  Press,  New  York,  1988;  Biocomputing  Informatics  and  Genome  Projects,  Smith,  D.W.,  ed.,

Academic  Press,  New  York,  1993;  Computer  Analysis  if  Sequence  Date,  Part  I,  Griffin,  A.M.,  and

Griffin,  H.G.,  eds.,  Humana  Press,  New  Jersey,  1994;  Sequence  Analysis  in  Molecular  Biology,  von

Heine, G., Academic Press, 1987; and Sequence Analysis Primer, Gribskov, M. and Devereux. J., eds., M

Stokton Press, New York, 1991; and Carillo, H., and Lipman, D., SIAM J. Applied Math., 48:1073(1988))

에 기술된 방법을 포함하나, 이로 제한되는 것은 아닌 공지된 방법에 의해 용이하게 계산될 수 있다.  동일성을

측정하는 방법은 시험되는 서열간에 최대 매치를 제공하도록 고안된다.  또한, 동일성을 측정하는 방법은 대중

적으로 이용할 수 있는 컴퓨터 프로그램으로 복사된다.  두 서열간의 동일성을 측정하기 위한 컴퓨터 프로그램

방법에는 GCG  프로그램 패키지에서의 GAP  프로그램(Devereux,  J.,  et  al.,  Nucleic  Acids  Research  12(1):

387(1984)), BLASTP, BLASTN(Altschul, S.F. et al., J. Molec. Biol. 215:403-410(1990), 및 FASTA(Pearson
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and Lipman Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85: 2444-2448(1988))이 포함되나 이로 제한되는 것은 아니다.  BLAST

류의  프로그램은  공개적으로  NCBI  및  그  밖의  출처(BLAST  Manual.  Altschul,  S.,  et  al.,  NCBI  NLM  NIH

Bethesda, MD 20894; Altschul, S., et al., J. Mol. Biol. 215: 403-410(1990))로부터 공개적으로 입수할 수

있다.  널리 공지된 스미스 워터맨(Smith Waterman) 알고리즘 또한 동일성을 측정하는데 사용될 수 있다.

폴리펩티드 서열 비교를 위한 파라미터는 하기를 포함한다:[0175]

알고리즘: 니들맨 앤 운쉬(Needleman and Wunsch, J. Mol Biol. 48: 443-453(1970))[0176]

비교  매트릭스:  헤니코프  앤  헤니코프(Henikoff  and  Henikoff,  Proc.  Natl.  Acad.  Sci.  USA.  89:10915-[0177]

10919(1992))로부터의 BLOSSUM62

갭 페널티(Gap Penalty): 8[0178]

갭 길이 페널티(Gap Length Penalty): 2[0179]

이러한 파라미터를 갖는 유용한 프로그램은 지네틱스 컴퓨터 그룹(Genetics Computer Group, Madison WI)으로부[0180]

터의 "갭" 프로그램으로서 공개적으로 입수할 수 있다.  상기 언급된 파라미터는 펩티드 비교에 대한 결함 파라

미터(말단 갭에 대해 부재 페널티와 함께)이다.

폴리누클레오티드 비교를 위한 파라미터는 하기를 포함한다:[0181]

알고리즘: 니들맨 앤 운쉬(Needleman and Wunsch, J. Mol Biol. 48: 443-453(1970))[0182]

비교 매트릭스: 매치 = +10, 미스매치 = 0[0183]

갭 페널티: 50[0184]

갭 길이 페널티: 3[0185]

지네틱스 컴퓨터 그룹(Genetics Computer Group, Madison WI)으로부터의 "갭" 프로그램으로서 입수가능.  이들[0186]

파라미터는 핵산 비교를 위한 결함 파라미터이다. 

경우에 따라서, 폴리누클레오티드 및 폴리펩티드에 대한 "동일성"의 바람직한 의미가 하기 (1) 및 (2)에 제시된[0187]

다:

(1) 폴리누클레오티드 구체예는 추가로 서열 번호: 1의 기준 서열에 대해, 적어도 50, 60, 70, 80, 85, 90, 95,[0188]

97 또는 100% 동일성을 갖는 폴리누클레오티드 서열을 포함하는, 단리된 폴리누클레오티드를 포함하며, 이러한

폴리누클레오티드 서열은 서열 번호: 1의 기준 서열과 동일하거나, 기준 서열과 비교하여 특정 정수 이하의 변

형된 누클레오티드를 포함할 수 있으며, 이러한 변형은 하나 이상의 누클레오티드 삭제, 치환(전이 및 트랜스버

젼(transversion) 포함), 또는 삽입으로 이루어진 군으로부터 선택되고, 이러한 변형은 기준 누클레오티드 서열

의 5' 또는 3' 말단 위치, 또는 개별적으로 기준 서열의 누클레오티드 사이 또는 기준 서열내 하나 이상의 연속

된 그룹내의 누클레오티드 사이로 산재된 상기 말단 위치 사이 어느 곳에서나 발생할 수 있으며, 변형된 누클레

오티드의 개수는 서열 번호: 1의 누클레오티드의 총수와 100으로 나눈 동일율을 나타내는 정수를 곱하고, 이것

을 서열 번호: 1의 누클레오티드 총수로부터 공제하므로써 결정되거나, 하기 식으로 계산될 수 있다:

nn ≤ xn - (xn·y)[0189]

상기 식에서,[0190]

nn은 변형된 누클레오티드 수이고,[0191]

xn은 서열 번호: 1의 누클레오티드의 총수이고,[0192]

y는 50% 대해 0.50, 60% 대해 0.60, 70% 대해 0.70, 80% 대해 0.80, 85% 대해 0.85, 90% 대해 0.90, 95% 대해[0193]

0.95, 97% 대해 0.97 또는 100% 대해 1.0이고,

·는 곱셉 연산기호이고,[0194]

xn과 y의 모든 소수는 xn으로부터 이를 공제하기 전에 반올림된 정수로 어림된다.  서열 번호: 2의 폴리펩티드를[0195]

코드화하는 폴리누클레오티드 서열의 변형은 이러한 코딩 서열에서 논센스(nonsense), 미스센스(missense) 또는

프레임시프트(frameshift)  변이를 일으켜, 이러한 변형 후에 폴리누클레오티드에 의해 코드화된 폴리펩티드를
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변형시킬 수 있다.

예를 들어, 본 발명의 폴리누클레오티드 서열은 서열 번호: 1의 기준 서열과 동일할 수 있다.  즉, 기준 서열과[0196]

비교하여 100% 동일하거나, 특정 정수 이하의 변형된 핵산을 포함하여, 동일율이 100% 미만일 수 있다.  이러한

변형은 하나 이상의 핵산의 삭제, 치환(전이 및 트랜스버젼 포함), 또는 삽입으로 이루어진 군으로부터 선택되

고, 이러한 변형은 기준 폴리누클레오티드 서열의 5' 또는 3' 말단 위치, 또는 개별적으로 기준 서열의 핵산 사

이 또는 기준 서열내 하나 이상의 연속된 그룹내의 핵산 사이로 산재된 상기 말단 위치 사이 어느 곳에서나 발

생할 수 있다.  변형된 핵산 수는, 서열 번호: 1의 핵산의 총수와 100으로 나눈 동일율을 나타내는 정수를 곱하

고, 이것을 서열 번호: 1의 핵산의 총수로부터 공제하므로써 결정되거나, 하기 식으로 계산될 수 있다:

nn ≤ xn - (xn·y)[0197]

상기 식에서,[0198]

nn은 변형된 핵산의 수이고,[0199]

xn은 서열 번호: 1의 핵산의 총수이고,[0200]

y는 70% 대해 0.70, 80% 대해 0.80, 85% 대해 0.85 등이고,[0201]

·는 곱셉 연산기호이고,[0202]

xn과 y의 모든 소수는 xn으로부터 이를 공제하기 전에 반올림된 정수로 어림된다.  [0203]

(2)  폴리펩티드 구체예는 추가로 서열 번호: 2의 기준 서열에 대해, 50, 60, 70, 80, 85, 90, 95, 97 또는[0204]

100% 이상의 동일성을 갖는 폴리펩티드 서열을 포함하는 단리된 폴리펩티드를 포함하며, 이러한 폴리펩티드 서

열은 서열 번호: 2의 기준 서열과 동일하거나, 기준 서열과 비교하여 특정 정수 이하의 변형된 아미노산을 포함

할 수 있으며, 이러한 변형은 하나 이상의 아미노산 삭제, 치환(보전적 및 비보전적 치환 포함), 또는 삽입으로

이루어진 군으로부터 선택되고, 이러한 변형은 기준 폴리펩티드 서열의 아미노- 또는 카르복시 말단 위치, 또는

개별적으로 기준 서열의 아미노산 사이 또는 기준 서열내 하나 이상의 연속된 그룹내의 아미노산 사이로 산재된

상기 말단 위치 사이 어느 곳에서나 발생할 수 있으며, 변형된 아미노산 수는, 서열 번호: 2의 아미노산의 총수

와 100으로 나눈 동일율을 나타내는 정수를 곱하고, 이것을 서열 번호: 2의 아미노산 총수로부터 공제하므로써

결정되거나, 하기 식으로 계산될 수 있다:

na ≤ xa - (xa·y)[0205]

상기 식에서,[0206]

na는 변형된 아미노산의 수이고,[0207]

xa은 서열 번호: 2의 아미노산의 총수이고,[0208]

y는 50% 대해 0.50, 60% 대해 0.60, 70% 대해 0.70, 80% 대해 0.80, 85% 대해 0.85, 90% 대해 0.90, 95% 대해[0209]

0.95, 97% 대해 0.97 또는 100% 대해 1.0이고,

·는 곱셉 연산기호이고,[0210]

xa과 y의 모든 소수는 xa로부터 이를 공제하기 전에 반올림된 정수로 어림된다. [0211]

예를 들어, 본 발명의 폴리누클레오티드 서열은 서열 번호: 2의 기준 서열과 동일할 수 있다.  즉, 기준 서열과[0212]

비교하여 100% 동일하거나 특정 정수 이하의 변형된 아미노산을 포함하여, 동일율이 100% 미만일 수 있다.  이

러한 변형은 하나 이상의 아미노산의 삭제, 치환(보전적 및 비보전적 치환 포함), 또는 삽입으로 이루어진 군으

로부터 선택되고, 이러한 변형은 기준 폴리펩티드 서열의 아미노산- 또는 카르복시 말단 위치, 또는 개별적으로

기준 서열의 아미노산 사이 또는 기준 서열내 하나 이상의 연속된 그룹내의 아미노산 사이로 산재된 상기 말단

위치 사이 어느 곳에서나 발생할 수 있다.  변형된 아미노산의 수는 서열 번호: 2의 아미노산의 총수와 100으로

나눈 동일율을 나타내는 정수를 곱하고, 이것을 서열 번호: 2의 아미노산 총수로부터 공제하므로써 결정되거나,

하기 식으로 계산될 수 있다:
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na ≤ xa - (xa·y)[0213]

상기 식에서,[0214]

na은 변형된 아미노산의 수이고,[0215]

xa은 서열 번호: 2의 아미노산의 총수이고,[0216]

y는 70% 대해 0.70, 80% 대해 0.80, 85% 대해 0.85 등이고,[0217]

·는 곱셉 연산기호이고,[0218]

xa과 y의 모든 소수는 xa로부터 이를 공제하기 전에 반올림된 정수로 어림된다.  [0219]

유기체와 관련하여 본원에서 사용된 "개체"는 후생 동물, 포유 동물, 양과, 소과, 원숭이과, 영장류 및 사람을[0220]

포함하나 이로 제한되는 것은 아닌 다세포 진핵세포를 의미한다.

"단리된"은 원래 상태로부터 "사람의 손에 의해" 변형된 것을 의미한다.  즉, 천연 발생인 경우에, 원래 환경으[0221]

로부터 변화되거나 제거되거나, 또는 이둘 모두를 의미한다.  예를 들어, 살아있는 유기체에 원래 존재하는 폴

리누클레오티드 또는 폴리펩티드는 "단리된" 것이 아니지만, 원래 상태의 공존 물질로부터 분리된 동일한 폴리

누클레오티드 또는 폴리펩티드는 이러한 용어가 본원에 사용되는 경우에는 "단리된" 것이다.  또한, 변형, 유전

자 조작 또는 그 밖의 재조합 방법에 의해 유기체에 도입된 폴리누클레오티드 또는 폴리펩티드는 유기체가 살아

있거나 죽었거나 유기체에 여전히 존재하는 경우에는 "단리된" 것이다.

"폴리누클레오티드"는 일반적으로 단일 및 이중 가닥 영역을 포함하는 변형되지 않은 RNA 또는 DNA 또는 변형된[0222]

RNA 또는 DNA일 수 있는 폴리리보누클레오티드 또는 폴리데옥시리보누클레오티드를 의미한다.

"변이체"는 기준 폴리누클레오티드 또는 폴리펩티드와는 상이하나 본질적 특성을 보유한 폴리누클레오티드 또는[0223]

폴리펩티드를 의미한다.  폴리누클레오티드의 대표적인 변이체는 또 다른 기준 폴리누클레오티드와 누클레오티

드 서열에서 상이하다.  변이체의 누클레오티드 서열에서의 변화는 기준 폴리누클레오티드에 의해 코드화된 폴

리펩티드의 아미노산 서열을 변형시키거나 변형시키지 않을 수 있다.  누클레오티드 변화는 하기 논의되는 바와

같이, 기준 서열에 의해 코드화된 폴리펩티드에서의 아미노산 치환, 첨가, 삭제, 융합 및 양말단 잘림을 초래할

수 있다.  대표적인 폴리펩티드의 변이체는 또 다른 기준 폴리펩티드와 아미노산 서열에서 상이하다.  일반적으

로, 차이점은, 기준 폴리펩티드와 변이체의 서열이 전반적으로 매우 유사하고, 많은 영역에서 동일하도록 제한

된다.  변이체 및 기준 폴리펩티드는 하나 이상의 치환, 첨가, 삭제의 조합에 의해 아미노산 서열이 상이할 수

있다.  치환되거나 삽입된 아미노산 잔기는 유전자 코드에 의해 코드화되거나 될 수 없다.  폴리누클레오티드

또는 폴리펩티드의 변이체는 대립형질 변이체와 같은 천연 발생적일 수 있으며, 또는 천연 발생인 것으로 공지

되지 않은 변이체일 수도 있다.  천연 발생이 아닌 폴리누클레오티드 및 폴리펩티드 변이체는 변이생성 기법 또

는 직접 합성법에 의해 이루어질 수 있다. 

"질병"은 예를 들어, 상기도 감염, 침입성 세균성 질병(균혈증 및 뇌막염과 같은)을 포함하는 세균에 의한 질병[0224]

또는 이러한 세균에 의한 감염과 관련된 질병을 의미한다.

하기 실시예는 다르게 상세히 명시한 경우를 제외하고는 당해 기술자들에게 널리 공지되어 있고, 통상적인 표준[0225]

기술을 사용하여 수행하였다.  실시예는 예시적인 것이지, 본 발명을 제한하고자 하는 것은 아니다.

    발명의 실시를 위한 구체적인 내용

실시예 1: 두개의 N. 메닌지티디스 균주로부터 BASB029 유전자의 발견 및 확인을 위한 DNA 시퀀싱 [0226]

A: N. 메닌지티디스 세로그룹 B 균주 ATCC13090의 BASB029[0227]

서열 번호: 1의 BASB029 유전자를 먼저 N. 메닌지티디스 균주 ATCC 13090의 미완성 지놈성 DNA 서열을 함유하는[0228]

인사이트 파토세크(Incyte PathoSeq) 데이타베이스에서 발견하였다.  서열 번호: 2에 나타난 BASB029 폴리누클

레오티드 서열의 번역은 헤모필루스 인플루엔자 표면 피브릴(HSF) 단백질과 상당한 유사하였다(582개의 아미노

산이 중첩되는 52% 동일성). BASB029 유전자의 서열은 추가의 실험으로 확인되었다.  이를 위해, 지놈성 DNA를

QIAGEN 지놈성 DNA 추출 키트(Qiagen Gmbh)를 사용하여 N. 메닌지티디스 세포(균주 ATCC 13090)의 10
10
 세포로

부터 추출하고, 1㎍의 상기 물질을 내부 NdeI 부위(밑줄친 부분)을 함유하는 프라이머 Hsf1(5'-GGG GCA TAT GAA
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CAA AAT ATA CCG CAT CAT TTG GAA-3')[서열 번호: 5] 및 내부 XhoI 부위(밑줄친 부분)를 함유하는 Hsf2(5'-GGG

GCT CGA GCC ACT GAT AAC CGA CAG ATG CGG A-3')[서열 번호: 6]를 사용하는 PCR(Polymerase Chain Reaction)

DNA  증폭  처리하였다.   상기  PCR  생성물을  겔  정제시키고,  빅  다이  사이클  시퀀싱  키트(Big  Dye  Cycle

Sequencing kit(Perkin-Elmer)) 및 ABI 373A/PRISM DNA 시퀀서를 사용하여 DNA 시퀀싱하였다.  DNA 시퀀싱을

두번 더 두 가닥 모두에 대해 수행하고, 전체 길이의 서열을 DNASTAR 레이저진 소프트웨어 패키지(Lasergene

software package)로부터의 시크맨(SeqMan) 프로그램을 사용하여 어셈블링하였다.  결과의 DNA 서열은 서열 번

호: 1과 100% 동일한 것으로 밝혀졌다. 

B: N. 메닌지티디스 세로그룹 B 균주 H44/76의 BASB029[0229]

BASB029 유전자 서열을 또한 또 다른 N. 메닌지티디스 세로그룹 B 균주인, 균주 H44/76에서 측정하였다.  이를[0230]

위해,  지놈성  DNA를  실시예  1에  제시된  실험  조건을  사용하여  N.  메닌지티디스  균주  H44/76으로부터

추출하였다.  이후, 상기 물질(1㎍)을 BASB029 유전자에 특이적인 프라이머 Hsf1 및 Hsf2를 사용하여 PCR DNA

증폭 처리하였다.  4389bp DNA 단편을 얻어 NdeI/XhoI 제한 엔도누클레아제에 의해 분해시키고, 표준 분자량 생

물학 기법(Molecular Cloning, a Laboratory Manual, Second Edition, Eds: Sambrook, Fritsch & Maniatis,

Cold Spring Harbor press 1989)을 사용하여 pET-24b 클로닝/발현 벡터(Novagen)의 상응하는 부위에 삽입시켰

다.  이후, 재조합 pET-24b/BASB029를 빅 다이 키트(Applied biosystems)를 사용하여 DNA 시퀀싱 처리하고, 공

급자들에 의해 기술된 조건하에서 ABI 373/A DNA 시퀀서로 분석하였다.  결과로서, 서열 번호: 3 및 4에 해당하

는 폴리누클레오티드 및 유래된 폴리펩티드 서열을 각각 얻었다.  GCG 패키지로부터의 PILEUP 프로그램을 사용

하여 서열 번호: 1 및 3의 폴리누클레오티드 서열을 배열을 수행하고, 도 1 에 나타냈으며, GAP 프로그램에 의

해 측정한 이들의 동일성 수준은 96.8%에 이르렀다.  동일한 PILEUP 프로그램을 사용하여 서열 번호: 2 및 4의

폴리펩티드 서열의 배열을 수행하였으며, 이는 도 2에 나타냈으며, GAP 프로그램에 의해 측정한 이들의 동일성

수준은  94.2%에  이르렀다.   결론적으로,  이들  데이타는  두개의  N.  메닌지티디스  세로그룹  B  균주  사이에

BASB029 유전자의 강한 서열 보존을 시사한다.  

실시예 2: 대장균에서의 재조합 BASB029 단백질의 발현 및 정제[0231]

pET-24b/BAB029 클로닝/발현 벡터의 구성은 실시예 1B에 기술되었다.  이 벡터는 강력한 박테리오파아지 T7 유[0232]

전자 10 프로모터의 조절하에 배치된 6개의 히스티딘 잔기의 스트레치와 융합되는 균주 H44/76으로부터 단리된

BASB029  유전자에  잠복되어  있다.   발현  연구를  위해,  상기  벡터를  대장균  균주  노바블루

(Novablue)(DE3)(Novagen)에  유입하고,  T7  폴리머라제에  대한  유전자를  이소프로필-베타-D  티오칼락토시드

(IPTG)-조절가능한 lac 프로모터의 조절하에 두었다.  노바블루(DE3)[pET-24b/BASB029] 대장균 재조합 균주의

배양액(100ml)을 600nm(OD600)에서의 광학 밀도가 0.6에 도달할 때까지 37℃에서 교반하면서 성장시켰다.  동시

에, 1mM의 최종 농도가 되도록 IPTG를 첨가하고, 이 배양액을 추가로 4시간 동안 성장시켰다.  이후, 배양액을

10,000rpm에서 원심분리시키고, 펠릿을 10시간 이상 동안 -20℃에서 동결시켰다.  해동시킨 후, 펠릿을 완충액

A(6M의 구아디닌 히드로클로라이드, 0.1M NaH2PO4, 0.01M 트리스, pH 8.0)중에서 25℃에서 30분 동안 재현탁시

키고, 니들을 통해 3회 통과시키고, 원심분리(20000rpm, 15분)에 의해 분류하였다.  이후, 이 샘플을 Ni
2+
-적재

된 히트랩 칼럼(Hitrap column(Pharmacia Biotech)) 상에서 1ml/분의 유량으로 적재시켰다.  완전히 흐른 다음

에, 칼럼을 40ml의 완충액 B(8M 우레아, 0.1M NaH2PO4, 0.01M 트리스, pH 8.0)와 40ml의 완충액 C(8M 우레아,

0.1M NaH2PO4, 0.01M 트리스, pH 6.3)로 연속해서 세척하였다.  이후, 재조합 단백질 BASB029/His6을 500mM의

이미다졸을 함유하는 30ml의 완충액 D(8M 우레아, 0.1M NaH2PO4, 0.01M 트리스, pH 6.3)로 칼럼으로부터 용리시

켜, 3ml 크기의 분획을 수거하였다.  도 3(레인 1)에 도시된 바와 같이, 66kDa(추정된 상대 분자량)에서 이동하

는 매우 농축된(쿠마시에 염색(coomassie staining)에서 90% 넘게 순수한 것으로 순도 추정) BASB029/His6 단

백질을 칼럼으로부터 용리시켰다.  이 폴리펩티드는 5-히스티딘 모티브(도 3, 레인 2)에 대해 제기된 마우스 모

노클로날  항체에  반응성을  띤다.   결론적으로,  이들  데이타는  BASB029  유전자가  대장균에서  재조합  형태

(BASB029/His6)로 발현되고 정제될 수 있음을 시사한다. 

실시예 3: 재조합 BASB029로 마우스의 면역화[0233]

대장균에 발현된 부분 정제된 재조합 BASB029 단백질을 0, 14 및 29일째에 발브(Balb)/C 마우스에 3회 주사하였[0234]

다(8마리/그룹).  동물에게 약 5㎍의 항원을 100㎍의 AlPO4 상에서 흡착되거나, SBAS2 에멀션(투여당 5㎍의 MPL

및 5㎍의 QS21을 함유하는 SB62 에멀션)으로 제형된 두가지 상이한 제형으로 피하 경로에 의해 주사하였다.  단

지 SBAS2 에멀션만으로 면역된 마우스로 이루어진 네가티브 대조군을 또한 실험에 참여시켰다.  마우스를 29일

- 26 -

공개특허 10-2010-0019461



(포스트II 15일째) 및 35일(포스트III 6일째)에 채혈하여 특이적 안티-BASB029 항체를 검출하였다.  특이적 안

티-BASB029 항체를 6개의 상이한 NmB 균주 상의 웨스턴-블롯팅(western-blotting)(도 4 및 5)에 의해 푸울링된

혈청(10마리 마우스/그룹)에 대해 측정하였다.

웨스턴-블로팅에 의해 상이한 NmB 균주에 대한 BASB029 에피토프의 인지[0235]

이  시험에서,  면역된  마우스  혈청(푸울링된)을  6개의  상이한  나이세리아  메닌지티디스  B  균주,  즉,[0236]

H44/76(B:15:P1.7, 16, 계통 ET-5), M97 250987(B:4:P1.15), BZ10(B:2b:P1.2, 계통 A4), BZ198(B:NT*:-, 계통

3), EG328(B:NT*, 계통 ST-18) 및 ATCC 13090 멘(Men) B 균주 뿐만 아니라 부분 정제된 재조합 BASB029 단백질

에 대한 BASB029 에피토프의 인식에 대해 웨스턴-블롯팅으로 시험하였다(*:NT; 유형화되지 않음).

간단히, 샘플 완충액으로 처리된(95℃에서 10분) 각각의 샘플의 10㎕(>10
8
 세포/레인)을 SDS-PAGE 구배 겔(트리[0237]

스-글리신 4-20%, Novex, code n°EC60252)에 넣었다.  90분 동안 125 볼트에서 일렉트로포레스트 이동시켰다.

이후, 단백질을 바이오-라드 트랜스-블롯 시스템(code n°170-3930)을 사용하여 1시간 동안 100볼트에서 니트로

셀룰로오스 시트(0.45㎛, 바이오-라드 코드 n°162-0114)에 옮겼다.  필터를 실온에서 밤새 PBS-0.05% 트윈 20

으로 블록킹시킨 후, AlPO4 및 SBAS2 제형 둘 모두로부터 유래된 안티-BASB029 항체를 함유하는 마우스 혈청과

인큐베이션시켰다.   이들 혈청을 PBS-0.05%  트윈 20으로 100배  희석하고,  미니-블롯터 시스템(mini-blotter

system)(Miniprotean, Bio-rad code n°170-4017)을 사용하여 완만하게 흔들면서 실온에서 2시간 동안 니트로

셀룰로오스 시트 상에서 인큐베이션시켰다.  5분 동안 PBS-0.05% 트윈 20으로 3회 반복하여 세척한 후에, 니트

로셀룰로오스 시트를 동일한 세척 완충액으로 1/500으로 희석된 적합한 컨주게이트(양으로부터의 바이오티닐화

된 안티-마우스 Ig 항체, Amersham code n°RPN1001)과 함께 완만하게 흔들면서 1시간 동안 실온에서 인큐베이

션시켰다.  상기 막을 이전과 같이 3회 세척하고, 상기 세척 완충액으로 1/1000으로 희석된 스트렙타비딘-퍼옥

시다아제 착물(Amersham code n°1051)을 사용하여 교반하면서 30분 동안 인큐베이션시켰다.  마지막으로 3회

반복하여 세척한 후에, 30mg의 4-클로로-1-나프톨(Sigma), 10mg의 메탄올, 40ml의 PBS 및 30㎕의 H2O2를 함유하

는 50ml 용액중에 20분 동안 인큐베이션시켜 발색시켰다.  희석된 물로 여러번 막을 세척하는 동안에 착색이 멈

추었다.

도 4 및 5에 예시된 결과는 시험된 모든 균주가 약 65-70kDa에서 예상된 밴드를 나타내며, 약 55 및 90kD에서의[0238]

두개의 다른 주밴드를 나타내며, 이는 명백히 본 BASB029 단백질(중합체, 변성 생성물)과 관련되어 있다.  이는

BASB029  단백질이 모두 그런것은 아닐지라도,  대부분 NmB  균주에서 발현됨을 의미한다.   도  4에서,  재조합

BASB029 단백질은 4개의 상이한 단백질로서 나타났으며, 두개는 예상된 분자량인 65-70Kda에서, 그리고, 나머지

두개는 재조합 BASB029 단백질의 응집물인 것으로 여겨지는 매우 높은 분자량(>200kDa)에서 나타났다.

실시예 4: 회복기 환자로부터의 혈청에서 안티-BASB029 항체의 존재[0239]

본 시험에서는, 정제된 재조합 BASB029 단백질의 인지를 위한 웨스턴-블롯팅에 의해 회복기 혈청을 시험하였다. [0240]

간단히,  5㎍의  부분 정제된 BASB029  NmB  단백질을 일렉트로포레스트 이동을 위해 SDS-PAGE  구배 겔(4-20%,[0241]

Novex, code n°EC60252)에 넣었다.  단백질을 바이오-라드 트랜스-블롯 시스템(code n°170-3930)을 사용하여

1시간 동안 100볼트에서 니트로셀룰로오스 시트(0.45㎛, 바이오-라드 n°162-0114)에 옮겼다.  이후, 필터를 실

온에서 밤새 PBS-0.05% 트윈 20으로 블록킹시킨 후, 사람 혈청과 인큐베이션시켰다.  이들 혈청을 PBS-0.05% 트

윈  20으로  100배  희석하고,  미니-블롯터  시스템(mini-blotter  system)(Miniprotean,  Bio-rad  code  n°170-

4017)을 사용하여 완만하게 흔들면서 실온에서 2시간 동안 니트로셀룰로오스 시트 상에서 인큐베이션시켰다.  5

분 동안 PBS-0.05% 트윈 20으로 3회 반복하여 세척한 후에, 니트로셀룰로오스 시트를 동일한 세척 완충액으로

1/500으로  희석한  적합한  컨주게이트(양으로부터의  바이오티닐화된  안티-사람  Ig  항체,  Amersham  code  n°

RPN1003)과 함께 완만하게 흔들면서 1시간 동안 실온에서 인큐베이션시켰다.  상기 막을 이전과 같이 3회 세척

하고, 상기 세척 완충액으로 1/1000으로 희석된 스트렙타비딘-퍼옥시다제 착물(Amersham code n°1051)을 사용

하여 교반하면서 30분 동안 인큐베이션시켰다.  마지막 3회 반복하여 세척한 후에, 30mg의 4-클로로-1-나프톨

(Sigma), 10mg의 메탄올, 40ml의 초순수 물 및 30㎕의 H2O2를 함유하는 50ml 용액중에서의 20분 동안 인큐베이

션시켜 발색시켰다.  희석된 물로 여러번 막을 세척하는 동안에 착색이 멈추었다.

도 6 및 7에 예시된 결과는 시험된 모든 7개의 회복기 혈청은 약 65-70kDa에서 재조합 BASB029 단백질에 대해[0242]

반응한 반면, 두개의 상위 밴드(>200kDa)가 이들 대부분에 인식되었고, 이들중 소수에 대해서는 약한 반응이 있

었다.  고분자량 단백질에 대한 반응도는 두개의 밴드가 명백히 BASB029 단백질과 관련된 것이며, 이는 응집된
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형태로 존재할 것임을 확인시켜 준다.  도 6 및 7의 파트 A에서, 이들 4개의 밴드에 대한 동일 반응은 면역된

마우스 혈청으로도 확인된다.  이는 이들 4개의 밴드 모두가 재조합 BASB029 단백질과 관련되어 있음을 분명히

확인시켜 준다.  네가티브 마우스 혈청은 도 7에 도시된 바와 같이 재조합 단백질과 반응하지 않는다.

기탁 물질[0243]

나이세리아 메닌지티디스 세로그룹 B  균주를 함유하는 기탁물질을 아메리칸 타입 컬쳐 콜렉션(American  Type[0244]

Culture Collection, 이하 "ATCC")에 1997년 6월 22일자로 기탁하고, 기탁 번호 13090을 부여받았다.  기탁물

질은 나이세리아 메닌지티디스(Albrecht and Ghon)으로서 기재되었으며, N. 메닌지티디스 단리물로부터 구성된

냉동건조된 1.5-2.9kb 인서트 라이브러리이다.  기탁물질은 문헌(Int. Bull. Bacteriol. Nomencl. Taxon. 8:1-

15(1958))에 기재되어 있다.

나이세리아 메닌지티디스 균주 기탁물질을 본원에서는 "기탁 균주" 또는 "기탁 균주의 DNA"로 언급하였다.[0245]

기탁된 균주는 전체 길이의 BASB029 유전자를 함유한다.  본원의 서열 기재와 대립되는 경우에는 기탁된 균주에[0246]

함유된 폴리누클레오티드의 서열 뿐만 아니라 이로써 코드화된 폴리펩티드의 아미노산 서열이 우선적이다.

기탁된 균주의 기탁은 특허 절차상의 취지에 부합하여 미생물 기탁의 국제적 승인에 대한 부다페스트 규약에 의[0247]

하여 이루어졌다.  상기 균주는 변경불가능하며, 특허 공고시에 제한 또는 조건없이 대중에게 공개될 것이다.

기탁된 균주는 단지 당해 기술자들에게 편의상 제공되는 것이며, 35 U.S.C. §112하에 요구되는 바와 같이 기탁

이 권리부여에 요구됨을 인정하는 것은 아니다.

서열목록[0248]

[0249]
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[0250]
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[0251]

- 30 -

공개특허 10-2010-0019461



[0252]
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[0253]
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[0254]
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[0255]

도면의 간단한 설명

도 1은 BASB029 폴리누클레오티드 서열의 정렬을 도시한다.  [0256]

도 2는 BASB029 폴리펩티드 서열의 정렬을 도시한다. [0257]

도 3은 E.coli에서 발현된 재조합 BASB029의 웨스턴-블롯팅 결과를 도시한다. [0258]

도 4 및 5는 특이적 안티-BASB029 항체를 6개의 상이한 NmB 균주 상에 웨스턴-블롯팅한 결과를 도시한다. [0259]

도 6 및 7은 회복기 혈청(파트 B) 및 면역된 마우스(파트 A)에서 안티-BASB029 항체 반응을 도시한다.[0260]
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도면

    도면1a
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    도면1b
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    도면1c
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    도면1d
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    도면1e
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    도면2a
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    도면2b

    도면3
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    도면4
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    도면5

    도면6
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    도면7

서 열 목 록

SEQUENCE LISTING

<110> SmithKline Beecham Biologicals S.A.

       <120> Novel Compounds

         

       <130> BM45321

       <160> 6

       <170> FastSEQ for Windows Version 3.0

       <210> 1

       <211> 1785

       <212> DNA

       <213> Neisseria meningitidis

       <400> 1
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 atgaacaaaa tataccgcat catttggaat agtgccctca atgcctgggt cgccgtatcc      60

 gagctcacac gcaaccacac caaacgcgcc tccgcaaccg tggcgaccgc cgtattggcg     120

 acactgttgt ttgcaacggt tcaggcgagt actaccgatg acgacgattt atatttagaa     180

 cccgtacaac gcactgctgt cgtgttgagc ttccgttccg ataaagaagg cacgggagaa     240

 aaagaagtta cagaagattc aaattgggga gtatatttcg acaagaaagg agtactaaca     300

 gccggaacaa tcaccctcaa agccggcgac aacctgaaaa tcaaacaaaa caccaatgaa     360

 aacaccaatg ccagtagctt cacctactcg ctgaaaaaag acctcacaga tctgaccagt     420

 gttggaactg aaaaattatc gtttagcgca aacagcaata aagtcaacat cacaagcgac     480

 accaaaggct tgaatttcgc gaaaaaaacg gctgagacca acggcgacac cacggttcat     540

 ctgaacggta tcggttcgac tttgaccgat acgctgctga ataccggagc gaccacaaac     600

 gtaaccaacg acaacgttac cgatgacgag aaaaaacgtg cggcaagcgt taaagacgta     660

 ttaaacgcag gctggaacat taaaggcgtt aaacccggta caacagcttc cgataacgtt     720

 gatttcgtcc gcacttacga cacagtcgag ttcttgagcg cagatacgaa aacaacgact     780

 gttaatgtgg aaagcaaaga caacggcaag agaaccgaag ttaaaatcgg tgcgaagact     840

 tctgttatca aagaaaaaga cggtaagttg gttactggta aagacaaagg cgagaatgat     900

 tcttctacag acaaaggcga aggcttagtg actgcaaaag aagtgattga tgcagtaaac     960

 aaggctggtt ggagaatgaa aacaacaacc gctaatggtc aaacaggtca agctgacaag    1020

 tttgaaaccg ttacatcagg cacaaatgta acctttgcta gtggtaaagg tacaactgcg    1080

 actgtaagta aagatgatca aggcaacatc actgttatgt atgatgtaaa tgtcggcgat    1140

 gccctaaacg tcaatcagct gcaaaacagc ggttggaatt tggattccaa agcggttgca    1200

 ggttcttcgg gcaaagtcat cagcggcaat gtttcgccga gcaagggaaa gatggatgaa    1260

 accgtcaaca ttaatgccgg caacaacatc gagattaccc gcaacggcaa aaatatcgac    1320

 atcgccactt cgatgacccc gcaattttcc agcgtttcgc tcggcgcggg ggcggatgcg    1380

 cccactttaa gcgtggatga cgagggcgcg ttgaatgtcg gcagcaagga tgccaacaaa    1440

 cccgtccgca ttaccaatgt cgccccgggc gttaaagagg gggatgttac aaacgtcgca    1500

 caacttaaag gcgtggcgca aaacttgaac aaccacatcg acaatgtgga cggcaacgcg    1560

 cgtgcgggca tcgcccaagc gattgcaacc gcaggtctgg ttcaggcgta tctgcccggc    1620

 aagagtatga tggcgatcgg cggcggcact tatcgcggcg aagccggtta tgccatcggc    1680

 tactcaagca tttccgacgg cggaaattgg attatcaaag gcacggcttc cggcaattcg    1740

 cgcggccatt tcggtgcttc cgcatctgtc ggttatcagt ggtaa                    1785

       <210> 2

       <211> 594

       <212> PRT

       <213> Neisseria meningitidis

       <400> 2

 Met Asn Lys Ile Tyr Arg Ile Ile Trp Asn Ser Ala Leu Asn Ala Trp

  1               5                  10                  15

 Val Ala Val Ser Glu Leu Thr Arg Asn His Thr Lys Arg Ala Ser Ala

             20                  25                  30

 Thr Val Ala Thr Ala Val Leu Ala Thr Leu Leu Phe Ala Thr Val Gln

         35                  40                  45

 Ala Ser Thr Thr Asp Asp Asp Asp Leu Tyr Leu Glu Pro Val Gln Arg

     50                  55                  60

 Thr Ala Val Val Leu Ser Phe Arg Ser Asp Lys Glu Gly Thr Gly Glu

 65                  70                  75                  80

 Lys Glu Val Thr Glu Asp Ser Asn Trp Gly Val Tyr Phe Asp Lys Lys

                 85                  90                  95

 Gly Val Leu Thr Ala Gly Thr Ile Thr Leu Lys Ala Gly Asp Asn Leu
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             100                 105                 110

 Lys Ile Lys Gln Asn Thr Asn Glu Asn Thr Asn Ala Ser Ser Phe Thr

         115                 120                 125

 Tyr Ser Leu Lys Lys Asp Leu Thr Asp Leu Thr Ser Val Gly Thr Glu

     130                 135                 140

 Lys Leu Ser Phe Ser Ala Asn Ser Asn Lys Val Asn Ile Thr Ser Asp

 145                 150                 155                 160

 Thr Lys Gly Leu Asn Phe Ala Lys Lys Thr Ala Glu Thr Asn Gly Asp

                 165                 170                 175

 Thr Thr Val His Leu Asn Gly Ile Gly Ser Thr Leu Thr Asp Thr Leu

             180                 185                 190

 Leu Asn Thr Gly Ala Thr Thr Asn Val Thr Asn Asp Asn Val Thr Asp

         195                 200                 205

 Asp Glu Lys Lys Arg Ala Ala Ser Val Lys Asp Val Leu Asn Ala Gly

     210                 215                 220

 Trp Asn Ile Lys Gly Val Lys Pro Gly Thr Thr Ala Ser Asp Asn Val

 225                 230                 235                 240

 Asp Phe Val Arg Thr Tyr Asp Thr Val Glu Phe Leu Ser Ala Asp Thr

                 245                 250                 255

 Lys Thr Thr Thr Val Asn Val Glu Ser Lys Asp Asn Gly Lys Arg Thr

             260                 265                 270

 Glu Val Lys Ile Gly Ala Lys Thr Ser Val Ile Lys Glu Lys Asp Gly

         275                 280                 285

 Lys Leu Val Thr Gly Lys Asp Lys Gly Glu Asn Asp Ser Ser Thr Asp

     290                 295                 300

 Lys Gly Glu Gly Leu Val Thr Ala Lys Glu Val Ile Asp Ala Val Asn

 305                 310                 315                 320

 Lys Ala Gly Trp Arg Met Lys Thr Thr Thr Ala Asn Gly Gln Thr Gly

                 325                 330                 335

 Gln Ala Asp Lys Phe Glu Thr Val Thr Ser Gly Thr Asn Val Thr Phe

             340                 345                 350

 Ala Ser Gly Lys Gly Thr Thr Ala Thr Val Ser Lys Asp Asp Gln Gly

         355                 360                 365

 Asn Ile Thr Val Met Tyr Asp Val Asn Val Gly Asp Ala Leu Asn Val

     370                 375                 380

 Asn Gln Leu Gln Asn Ser Gly Trp Asn Leu Asp Ser Lys Ala Val Ala

 385                 390                 395                 400

 Gly Ser Ser Gly Lys Val Ile Ser Gly Asn Val Ser Pro Ser Lys Gly

                 405                 410                 415

 Lys Met Asp Glu Thr Val Asn Ile Asn Ala Gly Asn Asn Ile Glu Ile

             420                 425                 430

 Thr Arg Asn Gly Lys Asn Ile Asp Ile Ala Thr Ser Met Thr Pro Gln

         435                 440                 445

 Phe Ser Ser Val Ser Leu Gly Ala Gly Ala Asp Ala Pro Thr Leu Ser

     450                 455                 460

 Val Asp Asp Glu Gly Ala Leu Asn Val Gly Ser Lys Asp Ala Asn Lys

 465                 470                 475                 480

 Pro Val Arg Ile Thr Asn Val Ala Pro Gly Val Lys Glu Gly Asp Val

                 485                 490                 495

 Thr Asn Val Ala Gln Leu Lys Gly Val Ala Gln Asn Leu Asn Asn His

             500                 505                 510
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 Ile Asp Asn Val Asp Gly Asn Ala Arg Ala Gly Ile Ala Gln Ala Ile

         515                 520                 525

 Ala Thr Ala Gly Leu Val Gln Ala Tyr Leu Pro Gly Lys Ser Met Met

     530                 535                 540

 Ala Ile Gly Gly Gly Thr Tyr Arg Gly Glu Ala Gly Tyr Ala Ile Gly

 545                 550                 555                 560

 Tyr Ser Ser Ile Ser Asp Gly Gly Asn Trp Ile Ile Lys Gly Thr Ala

                 565                 570                 575

 Ser Gly Asn Ser Arg Gly His Phe Gly Ala Ser Ala Ser Val Gly Tyr

             580                 585                 590

 Gln Trp

 

       <210> 3

       <211> 1776

       <212> DNA

       <213> Neisseria meningitidis

       <400> 3

 atgaacaaaa tataccgcat catttggaat agtgccctca atgcctgggt cgccgtatcc      60

 gagctcacac gcaaccacac caaacgcgcc tccgcaaccg tgaagaccgc cgtattggcg     120

 acactgttgt ttgcaacggt tcaggcaagt gctaacaatg aagagcaaga agaagattta     180

 tatttagacc ccgtacaacg cactgttgcc gtgttgatag tcaattccga taaagaaggc     240

 acgggagaaa aagaaaaagt agaagaaaat tcagattggg cagtatattt caacgagaaa     300

 ggagtactaa cagccagaga aatcaccctc aaagccggcg acaacctgaa aatcaaacaa     360

 aacggcacaa acttcaccta ctcgctgaaa aaagacctca cagatctgac cagtgttgga     420

 actgaaaaat tatcgtttag cgcaaacggc aataaagtca acatcacaag cgacaccaaa     480

 ggcttgaatt ttgcgaaaga aacggctggg acgaacggcg acaccacggt tcacctgaac     540

 ggtattggtt cgactttgac cgatacgctg ctgaataccg gagcgaccac aaacgtaacc     600

 aacgacaacg ttaccgatga cgagaaaaaa cgtgcggcaa gcgttaaaga cgtattaaac     660

 gcaggctgga acattaaagg cgttaaaccc ggtacaacag cttccgataa cgttgatttc     720

 gtccgcactt acgacacagt cgagttcttg agcgcagata cgaaaacaac gactgttaat     780

 gtggaaagca aagacaacgg caagaaaacc gaagttaaaa tcggtgcgaa gacttctgtt     840

 attaaagaaa aagacggtaa gttggttact ggtaaagaca aaggcgagaa tggttcttct     900

 acagacgaag gcgaaggctt agtgactgca aaagaagtga ttgatgcagt aaacaaggct     960

 ggttggagaa tgaaaacaac aaccgctaat ggtcaaacag gtcaagctga caagtttgaa    1020

 accgttacat caggcacaaa tgtaaccttt gctagtggta aaggtacaac tgcgactgta    1080

 agtaaagatg atcaaggcaa catcactgtt atgtatgatg taaatgtcgg cgatgcccta    1140

 aacgtcaatc agctgcaaaa cagcggttgg aatttggatt ccaaagcggt tgcaggttct    1200

 tcgggcaaag tcatcagcgg caatgtttcg ccgagcaagg gaaagatgga tgaaaccgtc    1260

 aacattaatg ccggcaacaa catcgagatt acccgcaacg gtaaaaatat cgacatcgcc    1320

 acttcgatga ccccgcagtt ttccagcgtt tcgctcggcg cgggggcgga tgcgcccact    1380

 ttgagcgtgg atggggacgc attgaatgtc ggcagcaaga aggacaacaa acccgtccgc    1440

 attaccaatg tcgccccggg cgttaaagag ggggatgtta caaacgtcgc acaacttaaa    1500

 ggcgtggcgc aaaacttgaa caaccgcatc gacaatgtgg acggcaacgc gcgtgcgggc    1560

 atcgcccaag cgattgcaac cgcaggtctg gttcaggcgt atttgcccgg caagagtatg    1620

 atggcgatcg gcggcggcac ttatcgcggc gaagccggtt acgccatcgg ctactccagt    1680

 atttccgacg gcggaaattg gattatcaaa ggcacggctt ccggcaattc gcgcggccat    1740

 ttcggtgctt ccgcatctgt cggttatcag tggtaa                              1776
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       <210> 4

       <211> 591

       <212> PRT

       <213> Neisseria meningitidis

       <400> 4

 Met Asn Lys Ile Tyr Arg Ile Ile Trp Asn Ser Ala Leu Asn Ala Trp

  1               5                  10                  15

 Val Ala Val Ser Glu Leu Thr Arg Asn His Thr Lys Arg Ala Ser Ala

             20                  25                  30

 Thr Val Lys Thr Ala Val Leu Ala Thr Leu Leu Phe Ala Thr Val Gln

         35                  40                  45

 Ala Ser Ala Asn Asn Glu Glu Gln Glu Glu Asp Leu Tyr Leu Asp Pro

     50                  55                  60

 Val Gln Arg Thr Val Ala Val Leu Ile Val Asn Ser Asp Lys Glu Gly

 65                  70                  75                  80

 Thr Gly Glu Lys Glu Lys Val Glu Glu Asn Ser Asp Trp Ala Val Tyr

                 85                  90                  95

 Phe Asn Glu Lys Gly Val Leu Thr Ala Arg Glu Ile Thr Leu Lys Ala

             100                 105                 110

 Gly Asp Asn Leu Lys Ile Lys Gln Asn Gly Thr Asn Phe Thr Tyr Ser

         115                 120                 125

 Leu Lys Lys Asp Leu Thr Asp Leu Thr Ser Val Gly Thr Glu Lys Leu

     130                 135                 140

 Ser Phe Ser Ala Asn Gly Asn Lys Val Asn Ile Thr Ser Asp Thr Lys

 145                 150                 155                 160

 Gly Leu Asn Phe Ala Lys Glu Thr Ala Gly Thr Asn Gly Asp Thr Thr

                 165                 170                 175

 Val His Leu Asn Gly Ile Gly Ser Thr Leu Thr Asp Thr Leu Leu Asn

             180                 185                 190

 Thr Gly Ala Thr Thr Asn Val Thr Asn Asp Asn Val Thr Asp Asp Glu

         195                 200                 205

 Lys Lys Arg Ala Ala Ser Val Lys Asp Val Leu Asn Ala Gly Trp Asn

     210                 215                 220

 Ile Lys Gly Val Lys Pro Gly Thr Thr Ala Ser Asp Asn Val Asp Phe

 225                 230                 235                 240

 Val Arg Thr Tyr Asp Thr Val Glu Phe Leu Ser Ala Asp Thr Lys Thr

                 245                 250                 255

 Thr Thr Val Asn Val Glu Ser Lys Asp Asn Gly Lys Lys Thr Glu Val

             260                 265                 270

 Lys Ile Gly Ala Lys Thr Ser Val Ile Lys Glu Lys Asp Gly Lys Leu

         275                 280                 285

 Val Thr Gly Lys Asp Lys Gly Glu Asn Gly Ser Ser Thr Asp Glu Gly

     290                 295                 300

 Glu Gly Leu Val Thr Ala Lys Glu Val Ile Asp Ala Val Asn Lys Ala

 305                 310                 315                 320

 Gly Trp Arg Met Lys Thr Thr Thr Ala Asn Gly Gln Thr Gly Gln Ala

                 325                 330                 335

 Asp Lys Phe Glu Thr Val Thr Ser Gly Thr Asn Val Thr Phe Ala Ser

             340                 345                 350
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 Gly Lys Gly Thr Thr Ala Thr Val Ser Lys Asp Asp Gln Gly Asn Ile

         355                 360                 365

 Thr Val Met Tyr Asp Val Asn Val Gly Asp Ala Leu Asn Val Asn Gln

     370                 375                 380

 Leu Gln Asn Ser Gly Trp Asn Leu Asp Ser Lys Ala Val Ala Gly Ser

 385                 390                 395                 400

 Ser Gly Lys Val Ile Ser Gly Asn Val Ser Pro Ser Lys Gly Lys Met

                 405                 410                 415

 Asp Glu Thr Val Asn Ile Asn Ala Gly Asn Asn Ile Glu Ile Thr Arg

             420                 425                 430

 Asn Gly Lys Asn Ile Asp Ile Ala Thr Ser Met Thr Pro Gln Phe Ser

         435                 440                 445

 Ser Val Ser Leu Gly Ala Gly Ala Asp Ala Pro Thr Leu Ser Val Asp

     450                 455                 460

 Gly Asp Ala Leu Asn Val Gly Ser Lys Lys Asp Asn Lys Pro Val Arg

 465                 470                 475                 480

 Ile Thr Asn Val Ala Pro Gly Val Lys Glu Gly Asp Val Thr Asn Val

                 485                 490                 495

 Ala Gln Leu Lys Gly Val Ala Gln Asn Leu Asn Asn Arg Ile Asp Asn

             500                 505                 510

 Val Asp Gly Asn Ala Arg Ala Gly Ile Ala Gln Ala Ile Ala Thr Ala

         515                 520                 525

 Gly Leu Val Gln Ala Tyr Leu Pro Gly Lys Ser Met Met Ala Ile Gly

     530                 535                 540

 Gly Gly Thr Tyr Arg Gly Glu Ala Gly Tyr Ala Ile Gly Tyr Ser Ser

 545                 550                 555                 560

 Ile Ser Asp Gly Gly Asn Trp Ile Ile Lys Gly Thr Ala Ser Gly Asn

                 565                 570                 575

 Ser Arg Gly His Phe Gly Ala Ser Ala Ser Val Gly Tyr Gln Trp

             580                 585                 590

       <210> 5

       <211> 36

       <212> DNA

       <213> Artificial Sequence

       <220> 

       <223> Oligonucleotide

       <400> 5

 ggggcatatg aacaaaatat accgcatcat ttggaa                                36

       <210> 6

       <211> 34

       <212> DNA

       <213> Artificial Sequence
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       <220> 

       <223> Oligonucleotide

       <400> 6

 ggggctcgag ccactgataa ccgacagatg cgga                                  34

 

BASB029 Polynucleotide and Polypeptide Sequences

SEQ ID NO:1

Neisseria meningitidis BASB029 polynucleotide sequence

ATGAACAAAATATACCGCATCATTTGGAATAGTGCCCTCAATGCCTGGGTCGCCGTATCC

GAGCTCACACGCAACCACACCAAACGCGCCTCCGCAACCGTGGCGACCGCCGTATTGGCG

ACACTGTTGTTTGCAACGGTTCAGGCGAGTACTACCGATGACGACGATTTATATTTAGAA

CCCGTACAACGCACTGCTGTCGTGTTGAGCTTCCGTTCCGATAAAGAAGGCACGGGAGAA

AAAGAAGTTACAGAAGATTCAAATTGGGGAGTATATTTCGACAAGAAAGGAGTACTAACA

GCCGGAACAATCACCCTCAAAGCCGGCGACAACCTGAAAATCAAACAAAACACCAATGAA

AACACCAATGCCAGTAGCTTCACCTACTCGCTGAAAAAAGACCTCACAGATCTGACCAGT

GTTGGAACTGAAAAATTATCGTTTAGCGCAAACAGCAATAAAGTCAACATCACAAGCGAC

ACCAAAGGCTTGAATTTCGCGAAAAAAACGGCTGAGACCAACGGCGACACCACGGTTCAT

CTGAACGGTATCGGTTCGACTTTGACCGATACGCTGCTGAATACCGGAGCGACCACAAAC

GTAACCAACGACAACGTTACCGATGACGAGAAAAAACGTGCGGCAAGCGTTAAAGACGTA

TTAAACGCAGGCTGGAACATTAAAGGCGTTAAACCCGGTACAACAGCTTCCGATAACGTT

GATTTCGTCCGCACTTACGACACAGTCGAGTTCTTGAGCGCAGATACGAAAACAACGACT

GTTAATGTGGAAAGCAAAGACAACGGCAAGAGAACCGAAGTTAAAATCGGTGCGAAGACT

TCTGTTATCAAAGAAAAAGACGGTAAGTTGGTTACTGGTAAAGACAAAGGCGAGAATGAT

TCTTCTACAGACAAAGGCGAAGGCTTAGTGACTGCAAAAGAAGTGATTGATGCAGTAAAC

AAGGCTGGTTGGAGAATGAAAACAACAACCGCTAATGGTCAAACAGGTCAAGCTGACAAG

TTTGAAACCGTTACATCAGGCACAAATGTAACCTTTGCTAGTGGTAAAGGTACAACTGCG

ACTGTAAGTAAAGATGATCAAGGCAACATCACTGTTATGTATGATGTAAATGTCGGCGAT

GCCCTAAACGTCAATCAGCTGCAAAACAGCGGTTGGAATTTGGATTCCAAAGCGGTTGCA

GGTTCTTCGGGCAAAGTCATCAGCGGCAATGTTTCGCCGAGCAAGGGAAAGATGGATGAA

ACCGTCAACATTAATGCCGGCAACAACATCGAGATTACCCGCAACGGCAAAAATATCGAC

ATCGCCACTTCGATGACCCCGCAATTTTCCAGCGTTTCGCTCGGCGCGGGGGCGGATGCG

CCCACTTTAAGCGTGGATGACGAGGGCGCGTTGAATGTCGGCAGCAAGGATGCCAACAAA

CCCGTCCGCATTACCAATGTCGCCCCGGGCGTTAAAGAGGGGGATGTTACAAACGTCGCA

CAACTTAAAGGCGTGGCGCAAAACTTGAACAACCACATCGACAATGTGGACGGCAACGCG

CGTGCGGGCATCGCCCAAGCGATTGCAACCGCAGGTCTGGTTCAGGCGTATCTGCCCGGC

AAGAGTATGATGGCGATCGGCGGCGGCACTTATCGCGGCGAAGCCGGTTATGCCATCGGC

TACTCAAGCATTTCCGACGGCGGAAATTGGATTATCAAAGGCACGGCTTCCGGCAATTCG

CGCGGCCATTTCGGTGCTTCCGCATCTGTCGGTTATCAGTGGTAA

SEQ ID NO:2

Neisseria meningitidis BASB029 polypeptide sequence deduced from the polynucleotide sequence of SEQ ID
NO:1

MNKIYRIIWNSALNAWVAVSELTRNHTKRASATVATAVLATLLFATVQASTTDDDDLYLE

PVQRTAVVLSFRSDKEGTGEKEVTEDSNWGVYFDKKGVLTAGTITLKAGDNLKIKQNTNE

NTNASSFTYSLKKDLTDLTSVGTEKLSFSANSNKVNITSDTKGLNFAKKTAETNGDTTVH
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LNGIGSTLTDTLLNTGATTNVTNDNVTDDEKKRAASVKDVLNAGWNIKGVKPGTTASDNV

DFVRTYDTVEFLSADTKTTTVNVESKDNGKRTEVKIGAKTSVIKEKDGKLVTGKDKGEND

SSTDKGEGLVTAKEVIDAVNKAGWRMKTTTANGQTGQADKFETVTSGTNVTFASGKGTTA

TVSKDDQGNITVMYDVNVGDALNVNQLQNSGWNLDSKAVAGSSGKVISGNVSPSKGKMDE

TVNINAGNNIEITRNGKNIDIATSMTPQFSSVSLGAGADAPTLSVDDEGALNVGSKDANK

PVRITNVAPGVKEGDVTNVAQLKGVAQNLNNHIDNVDGNARAGIAQAIATAGLVQAYLPG

KSMMAIGGGTYRGEAGYAIGYSSISDGGNWIIKGTASGNSRGHFGASASVGYQW

SEQ ID NO:3

Neisseria meningitidis BASB029 polynucleotide sequence from strain H44/76

ATGAACAAAATATACCGCATCATTTGGAATAGTGCCCTCAATGCCTGGGTCGCCGTATCC

GAGCTCACACGCAACCACACCAAACGCGCCTCCGCAACCGTGAAGACCGCCGTATTGGCG

ACACTGTTGTTTGCAACGGTTCAGGCAAGTGCTAACAATGAAGAGCAAGAAGAAGATTTA

TATTTAGACCCCGTACAACGCACTGTTGCCGTGTTGATAGTCAATTCCGATAAAGAAGGC

ACGGGAGAAAAAGAAAAAGTAGAAGAAAATTCAGATTGGGCAGTATATTTCAACGAGAAA

GGAGTACTAACAGCCAGAGAAATCACCCTCAAAGCCGGCGACAACCTGAAAATCAAACAA

AACGGCACAAACTTCACCTACTCGCTGAAAAAAGACCTCACAGATCTGACCAGTGTTGGA

ACTGAAAAATTATCGTTTAGCGCAAACGGCAATAAAGTCAACATCACAAGCGACACCAAA

GGCTTGAATTTTGCGAAAGAAACGGCTGGGACGAACGGCGACACCACGGTTCACCTGAAC

GGTATTGGTTCGACTTTGACCGATACGCTGCTGAATACCGGAGCGACCACAAACGTAACC

AACGACAACGTTACCGATGACGAGAAAAAACGTGCGGCAAGCGTTAAAGACGTATTAAAC

GCAGGCTGGAACATTAAAGGCGTTAAACCCGGTACAACAGCTTCCGATAACGTTGATTTC

GTCCGCACTTACGACACAGTCGAGTTCTTGAGCGCAGATACGAAAACAACGACTGTTAAT

GTGGAAAGCAAAGACAACGGCAAGAAAACCGAAGTTAAAATCGGTGCGAAGACTTCTGTT

ATTAAAGAAAAAGACGGTAAGTTGGTTACTGGTAAAGACAAAGGCGAGAATGGTTCTTCT

ACAGACGAAGGCGAAGGCTTAGTGACTGCAAAAGAAGTGATTGATGCAGTAAACAAGGCT

GGTTGGAGAATGAAAACAACAACCGCTAATGGTCAAACAGGTCAAGCTGACAAGTTTGAA

ACCGTTACATCAGGCACAAATGTAACCTTTGCTAGTGGTAAAGGTACAACTGCGACTGTA

AGTAAAGATGATCAAGGCAACATCACTGTTATGTATGATGTAAATGTCGGCGATGCCCTA

AACGTCAATCAGCTGCAAAACAGCGGTTGGAATTTGGATTCCAAAGCGGTTGCAGGTTCT

TCGGGCAAAGTCATCAGCGGCAATGTTTCGCCGAGCAAGGGAAAGATGGATGAAACCGTC

AACATTAATGCCGGCAACAACATCGAGATTACCCGCAACGGTAAAAATATCGACATCGCC

ACTTCGATGACCCCGCAGTTTTCCAGCGTTTCGCTCGGCGCGGGGGCGGATGCGCCCACT

TTGAGCGTGGATGGGGACGCATTGAATGTCGGCAGCAAGAAGGACAACAAACCCGTCCGC

ATTACCAATGTCGCCCCGGGCGTTAAAGAGGGGGATGTTACAAACGTCGCACAACTTAAA

GGCGTGGCGCAAAACTTGAACAACCGCATCGACAATGTGGACGGCAACGCGCGTGCGGGC

ATCGCCCAAGCGATTGCAACCGCAGGTCTGGTTCAGGCGTATTTGCCCGGCAAGAGTATG

ATGGCGATCGGCGGCGGCACTTATCGCGGCGAAGCCGGTTACGCCATCGGCTACTCCAGT

ATTTCCGACGGCGGAAATTGGATTATCAAAGGCACGGCTTCCGGCAATTCGCGCGGCCAT

TTCGGTGCTTCCGCATCTGTCGGTTATCAGTGGTAA

SEQ ID NO:4

Neisseria meningitidis BASB029 polypeptide sequence deduced from the polynucleotide sequence of SEQ ID
NO:3

 

MNKIYRIIWNSALNAWVAVSELTRNHTKRASATVKTAVLATLLFATVQASANNEEQEEDL

YLDPVQRTVAVLIVNSDKEGTGEKEKVEENSDWAVYFNEKGVLTAREITLKAGDNLKIKQ
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NGTNFTYSLKKDLTDLTSVGTEKLSFSANGNKVNITSDTKGLNFAKETAGTNGDTTVHLN

GIGSTLTDTLLNTGATTNVTNDNVTDDEKKRAASVKDVLNAGWNIKGVKPGTTASDNVDF

VRTYDTVEFLSADTKTTTVNVESKDNGKKTEVKIGAKTSVIKEKDGKLVTGKDKGENGSS

TDEGEGLVTAKEVIDAVNKAGWRMKTTTANGQTGQADKFETVTSGTNVTFASGKGTTATV

SKDDQGNITVMYDVNVGDALNVNQLQNSGWNLDSKAVAGSSGKVISGNVSPSKGKMDETV

NINAGNNIEITRNGKNIDIATSMTPQFSSVSLGAGADAPTLSVDGDALNVGSKKDNKPVR

ITNVAPGVKEGDVTNVAQLKGVAQNLNNRIDNVDGNARAGIAQAIATAGLVQAYLPGKSM

MAIGGGTYRGEAGYAIGYSSISDGGNWIIKGTASGNSRGHFGASASVGYQW

SEQ ID NO:5

GGG GCA TAT GAA CAA AAT ATA CCG CAT CAT TTG GAA

SEQ ID NO:6

GGG GCT CGA GCC ACT GAT AAC CGA CAG ATG CGG A
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