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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　TolQ、TolR及びTolAよりなる群から選択される1種以上のTol遺伝子の発現を下方調節す
ることにより遺伝的に改変された、ハイパーブレビングな不定型インフルエンザ(Haemoph
ilus influenzae)細菌。
【請求項２】
　(a) TolQ、TolR及びTolAよりなる群から選択される1種以上のTol遺伝子の発現を下方調
節すること、及び(b) ompP5の突然変異によりペプチドグリカン結合活性を弱めること、
によって遺伝的に改変された、ハイパーブレビングな不定型インフルエンザ(Haemophilus
 influenzae)細菌。
【請求項３】
　(a)tolQ及びtolR遺伝子の発現を下方調節すること、及び(b) ompP5の突然変異によって
ペプチドグリカン結合活性を弱めることにより遺伝的に改変された、請求項2に記載のハ
イパーブレビングな不定型インフルエンザ(Haemophilus influenzae)細菌。
【請求項４】
　(a) tolR及びtolA遺伝子の発現を下方調節すること、及び(b) ompP5の突然変異により
ペプチドグリカン結合活性を弱めることによって遺伝的に改変された、請求項2に記載の
ハイパーブレビングな不定型インフルエンザ(Haemophilus influenzae)細菌。
【請求項５】
　以下の群：(a) 免疫優性可変抗原又は非防御抗原の発現を下方調節する方法、(b) 防御
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OMP抗原の発現を上方調節する方法、(c) LPSのリピドA部分を毒性にするのに関与する遺
伝子を下方調節する方法、(d) LPSのリピドA部分の毒性を低下させるのに関与する遺伝子
を上方調節する方法、及び(e) ヒト構造と構造的に類似性を有し、かつヒトにおいて自己
免疫応答を誘導することができる抗原の合成を下方調節する方法、から選択される1つ以
上の方法によりさらに遺伝子操作された、請求項1～4のいずれか1項に記載のハイパーブ
レビングな不定型インフルエンザ(Haemophilus influenzae)細菌。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、グラム陰性菌ワクチン組成物、その製造、及びそのような組成物の医薬にお
ける使用の分野に関する。より具体的には、本発明は、改良された外膜小胞放出特性を有
する新規な遺伝子操作されたグラム陰性菌株、及びこれらの小胞を含むワクチン組成物に
関する。
【発明の背景】
【０００２】
　グラム陰性菌は、膜構造物である2つの連続的な層により外部の培地から分離される。
これらの構造物は、細胞質膜及び外膜(OM)と呼ばれ、構造的にも機能的にも異なっている
。外膜は病原性細菌とそのそれぞれの宿主との相互作用に重要な役割を果たしている。従
って、その表面に曝露された細菌性分子は宿主の免疫応答にとって重要な標的であり、そ
のため外膜成分は、ワクチン、診断薬及び治療薬を提供する上で魅力的な候補となる。
【０００３】
　全細胞細菌ワクチン(殺傷又は弱毒化されたもの)は、その天然の微小環境において複数
の抗原を提供するという利点を有する。この手法を取り巻く欠点は、エンドトキシン断片
及びペプチドグリカン断片などの細菌成分により誘導される副作用である。一方、外膜か
ら精製された成分を含む非細胞性サブユニットワクチンは、限られた防御しか提供せず、
宿主の免疫系に対して適切に抗原を提示しない。
【０００４】
　タンパク質、リン脂質及びリポ多糖は、全てのグラム陰性菌の外膜に見出される3つの
主要な構成要素である。これらの分子は非対称的に分布している：膜リン脂質(大部分は
内側の単分子層に)、リポオリゴ糖(もっぱら外側の単分子層に)並びにタンパク質(内側及
び外側単分子層性リポタンパク質、膜内在性タンパク質又はポリトピック型膜タンパク質
)。ヒトの健康に影響を与える多くの細菌病原体に関して、リポ多糖及び外膜タンパク質
は、免疫原性であり、免疫化により対応する疾患に対する防御を与えやすいことが示され
た。
【０００５】
　グラム陰性菌の外膜（OM）は動的であり、環境条件に応じて著しい形態変化を起こしう
る。これらの現象の中でも外膜小胞または「ブレブ」の形成は、多数のグラム陰性菌にお
いて研究されかつ報じられている（Zhou, Lら, 1998. FEMS Microbiol. Lett. 163: 223
～228）。これらの中で、ブレブを産生すると報じられている細菌病原体としては、全て
を網羅するものでないが、百日咳菌（Bordetella pertussis）、ライム病ボレリア（Borr
elia burgdorferi）、マルタ熱菌（Brucella melitensis）、ヒツジブルセラ症菌（Bruce
lla ovis）、オウム病クラミジア（Chlamydia psittaci）、トラコーマクラミジア（Chla
mydia trachomatis）、大腸菌（Esherichia coli）、インフルエンザ菌（Haemophilus in
fluenzae）、レジオネラ・ニューモフィラ（Legionella pneumophila）、淋菌（Neisseri
a gonorrhoeae）、ナイセリア・メニンギチジス（Neisseria meningitidis）、緑膿菌（P
seudomonas aeruginosa）及び腸炎エルシニア菌（Yersinia enterocolitica）が挙げられ
る。OMブレブの産生を引き起こす生化学的機構は完全には理解されていないが、これらの
外膜小胞は、外膜タンパク質調製物をその天然の立体構造状態で単離するための強力な方
法論を示すことから広範囲にわたり研究されている。そのような状況下で、ナイセリア菌
（Neisseria）、モラクセラ・カタラーリス（Moraxella catarrhalis）、インフルエンザ
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菌（Haemophilus influenzae）、緑膿菌（Pseudomonas aeruginosa）及びクラミジア属菌
（Chlamydia）に対するワクチンを開発する上で外膜調製物の使用は特に興味深い。さら
に、外膜ブレブは、種内変異体に対する拡張された防御をもたらすであろう複合タンパク
質性及び非タンパク質性抗原を、組み合わせる。
【０００６】
　ブレブワクチンを作製する供給源となりうる細菌種の例は、次の通りである。
【０００７】
ナイセリア・メニンギチジス（Neisseria meningitidis）
　ナイセリア・メニンギチジス（Neisseria meningitidis；あるいは髄膜炎菌)は、ヒト
上気道からしばしば単離されるグラム陰性菌である。これは時折、菌血症及び髄膜炎など
の侵襲性細菌性疾患を引き起こす。髄膜炎菌性疾患の発生率は地理的、季節的及び年次的
な差異を示す(Schwartz, B., Moore, P.S., Broome, C.V.; Clin. Microbiol. Rev. 2 (
補遺), S18-S24, 1989)。温帯地方における多くの疾患は血清型Bの株に起因し、1～10人/
100,000人/年・総人口の発生率で変化し、時にはより高い値に達することもある(Kaczmar
ski, E.B. (1997), Commun. Dis. Rep. Rev. 7: R55-9, 1995; Scholten, R.J.P.M., Bij
lmer, H.A., Poolman, J.T.ら、Clin. Infect. Dis. 16: 237-246, 1993; Cruz, C., Pav
ez, G., Aguilar, E.ら、Epidemiol. Infect. 105: 119-126, 1990)。2つの高リスク群で
ある幼児及び十代の若者における年齢特異的発生率はより高いレベルに達する。
【０００８】
　血清型Aの髄膜炎菌が中心となる流行は、多くは中央アフリカにおいて発生し、時には
最大1000人/100,000人/年のレベルにまで達することがある(Schwartz, B., Moore, P.S.,
 Broome, C.V.; Clin. Microbiol. Rev. 2 (補遺), S18-S24, 1989)。髄膜炎菌性疾患の
ほとんど全ての症例は、おおよそ血清型A、B、C、W-135及びYの髄膜炎菌により引き起こ
される。４血清型を含むA、C、W-135、Y型莢膜多糖ワクチンが入手可能である(Armand, J
., Arminjon, F., Mynard, M.C., Lafaix, C., J. Biol. Stand. 10: 335-339, 1982)。
【０００９】
　多糖ワクチンは、現在、それらを担体タンパク質に化学的に結合させることにより改良
されている(Lieberman, J.M., Chiu, S.S., Wong, V.K.ら、JAMA 275: 1499-1503, 1996)
。B型莢膜多糖は免疫原性ではなく、宿主成分と構造的に類似しているため、血清型Bのワ
クチンは利用可能ではない(Wyle, F.A., Artenstein, M.S., Brandt, M.L.ら、J. Infect
. Dis. 126: 514-522, 1972; Finne, J.M., Leinonen, M., Maekelae, P.M. Lancet ii.:
355-357, 1983)。
【００１０】
　長年、髄膜炎菌外膜に基づくワクチンの開発に研究の重点がおかれてきた(de Moraes, 
J.C., Perkins, B., Camargo, M.C.ら, Lancet 340:1074～1078, 1992；Bjune, G., Hoib
y, E.A., Gronnesby, J.K.ら 338:1093～1096, 1991)。そのようなワクチンは年長児(＞
４歳)及び思春期の若者の57％～85％に有効であることが実証されている。これらの効能
試験のほとんどは、野生型ナイセリア・メニンギチジス(N. meningitidis)B株から得られ
るOMV(外膜小胞、ブレブからLPSを除去したもの)ワクチンを用いて実施された。
【００１１】
　ナイセリア・メニンギチジス(N. meningitidis)血清型B(menB)は、工業規模の製造が可
能になるような量の外膜ブレブを排出する。天然menB株から得られるその複合成分外膜タ
ンパク質ワクチンは十代の若者をmenB疾患から保護するのに有効であることがわかってお
り、南米諸国では承認されている。外膜小胞を製造する別の方法は、細菌細胞を界面活性
剤で抽出する方法によるものである(EP 11243)。
【００１２】
　これらのワクチン中にはPorA、PorB、Rmp、Opc、Opa、FrpBなどの多数の細菌外膜成分
が存在するので、観察された保護に対するこれらの成分の寄与はなお、さらに明確にする
必要がある。TbpB、NspAなどの他の細菌外膜成分は、防御免疫の誘導に関連する可能性が
あることが(動物抗体またはヒト抗体を用いて)明らかにされている(Martin, D., Cadieux
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, N., Hamel, J., Brodeux, B.R., J. Exp. Med. 185:1173～1183,1997；Lissolo, L., M
aitre-Wilmotte, C., Dumas, p.ら, Inf. Immun. 63:884～890, 1995)。防御免疫の機構
は、抗体が媒介する殺菌活性及びオプソニン食作用に関わりうる。
【００１３】
モラクセラ・カタラーリス(Moraxella catarrhalis)
　モラクセラ・カタラーリス(Moraxella catarrhalis)(ブランハメラ・カタラーリス(Bra
nhamella catarrhalis)とも呼ぶ)は、しばしばヒト上気道から単離されるグラム陰性菌で
ある。これは複数の病理の原因であり、その病理の主なものは乳幼児と小児の中耳炎及び
高齢者の肺炎である。これはまた、副鼻腔炎、院内感染及び、それより頻度は少ないが、
侵襲性疾患の原因にもなる。
【００１４】
　試験したほとんどの成人において、殺菌抗体が同定された(Chapman, AJら、(1985) J. 
Infect. Dis. 151:878)。モラクセラ・カタラーリス(M. catarrhalis)の株はその血清殺
菌活性に抵抗する能力において差異を示す。一般的には、罹患個体からの単離物は、単純
にコロニー化されたものよりも耐性が高い(Hol, Cら、(1993) Lancet 341:1281, Jordan,
 KLら、(1990) Am. J. Med. 88 (suppl. 5A):28S)。従って、血清耐性は細菌のビルレン
ス因子であると考えられる。中耳炎から回復している小児の血清においては、オプソニン
化活性が観察されている。
【００１５】
　ヒトにおけるこれらの異なる免疫応答により標的とされる抗原は、84 kDaのタンパク質
であってその発現が鉄により調節され、肺炎患者の血清により認識されるOMP B1(Sethi, 
S,ら、(1995) Infect. Immun. 63:1516)、UspA1及びUspA2(Chen D.ら、(1999) Infect. I
mmun. 67:1310)以外には同定されていない。
【００１６】
　モラクセラ・カタラーリス（M. catarrhalis）表面に存在する別の数種の膜タンパク質
が、防御免疫誘導における潜在的関連について生化学的方法を用いて特性解析されている
(レビューはMurphy, TF (1996) Microbiol. Rev. 60:267を参照)。マウス肺炎モデルにお
いて、それらのいくつか(UspA、CopB)に対して生ずる抗体の存在は、肺感染の急速なクリ
アランスに有利にはたらく。別のポリペプチド（OMP CD）はモラクセラ・カタラーリス（
M. catarrhalis）株の間で高度に保存され、かつこの細菌に対して効能のあることが動物
モデルで実証されている緑膿菌(Pseudomonas aeruginosa)のポーリンと相同性を示す。
【００１７】
　モラクセラ・カタラーリス(M. carrhalis)は外膜小胞(ブレブ)を産生する。これらのブ
レブは、様々な方法によって単離され又は抽出されている。これらの方法のうち、界面活
性剤抽出(Bartos L.C.及びMurphy T.M. 1988. J. Infect. Dis. 158:761-765;Murphy T.M
.及びLoeb M.R. 1989 Microbial Pathog. 6:159～174；Unhanand M., Maciver, I., Rami
lo O., Arencibia-Mireles O., Argyle J.C., McCracken G.H.Jr., Hansen E.J. 1992. J
. Infect. Dis. 165:644～650; Maciver I., Unhanand M., McCracken G.H.及びHansen E
.J. 1993. J. Infect. Dis. 168:469-472)又はゴーストの生成(Lubitz W.ら、1999. J. B
iotechnol. 73: 261-273; Eko F.O.ら、1999. Vaccine 17: 1643-1649)は周知である。そ
のようなブレブ調製物の保護能力は、モラクセラ・カタラーリス（M. catarrhalis）の肺
クリアランスに対するマウスモデルで試験されている。ブレブワクチンを用いた能動免疫
又は抗ブレブ抗体の受動移入は、このモデルにおいて有効な保護を誘導することが示され
ている（Maciver I., Unhanand M., McCracken G.H.Jr., Hansen, E.J. 1993. J. Infect
. Dis. 168:469～472)。
【００１８】
インフルエンザ菌（Haemophilus influenzae）
　インフルエンザ菌(Haemophilus influenzae)は非運動性グラム陰性菌である。ヒトはそ
の唯一の自然宿主である。インフルエンザ菌(H. influenzae)単離体は通常、その多糖莢
膜によって分類される。「a」から「f」まで名付けられた６種の異なる莢膜型が同定され
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ている。これら６血清型の１つに対して生ずるいずれの抗血清と凝集しない単離体は、不
定型(nontypeable)として分類され、莢膜を発現しない。
【００１９】
　インフルエンザ菌(H. influenzae)b型(Hib)は、細菌性髄膜炎及び全身疾患の主な原因
である点で、他の型と明らかに異なる。インフルエンザ菌(H. influenzae)の不定型株(NT
Hi)は、全身疾患を患う患者の血液から時折、単離されるだけである。NTHiは肺炎、慢性
気管支炎の悪化、副鼻腔炎及び中耳炎の共通の原因である。NTHi株はクローン分析により
同定されるとおり高い変異性を示すが、Hib株は全体としてより均一である。
【００２０】
　インフルエンザ菌(H. influenzae)の様々なタンパク質が、病因に関係することが示さ
れているか、又は動物モデルにおいてワクチン接種により保護をもたらすことが示されて
いる。
【００２１】
　ヒト鼻咽頭上皮細胞へのNTHiの接着が報告されている(Read RC.ら、1991. J. Infect. 
Dis. 163:549)。線毛及びピリ線毛(Brinton CC.ら 1989. Pediatr. Infect. Dis. J. 8:S
54；Kar S.ら 1990. Infect. Immun. 58:903；Gildorf JR.ら 1992. Infect. Immun. 60:
374；St. Geme JWら 1991. Infect. Immun. 59:3366；St. Geme JWら 1993. Infect. Imm
un. 61:2233)のほかに、多くのアドヘシンがNTHiにおいて同定されている。それらのうち
、HMW1及びHMW2と呼ばれる2つの表面露出した高分子量タンパク質が、上皮細胞へのNTHi
の接着を媒介することが示された(St. Geme JW.ら 1993. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 9
0:2875)。高分子量タンパク質の別のファミリーが、HMW1/HMW2ファミリーに属するタンパ
ク質を欠くNTHi株で同定された。NTHi 115-kDa Hiaタンパク質(Barenkamp SJ., St Geme 
S.W. 1996. Mol. Microbiol.印刷中)は、インフルエンザ菌(H. influenzae)b型株により
発現されるHsfアドヘシンに高度に類似している(St. Geme JW.ら、1996. J. Bact. 178:6
281)。別のタンパク質であるHapタンパク質は、IgA1セリンプロテアーゼに類似性を示し
、接着及び細胞侵入の双方に関与することが示された(St. Geme JW.ら、1994. Mol Micro
biol. 14:217)。
【００２２】
　5つの主な外膜タンパク質（OMP）が同定され、番号付けられている。インフルエンザ菌
(H. influenzae)b型株を用いた初期の研究により、P1及びP2 OMPに特異的な抗体が、後の
チャレンジから幼齢ラットを保護することが示された(Loeb MR.ら 1987. Infect. Immun.
 55:2612；Musson RS. Jr.ら 1983. J. Clin. Invest. 72:677)。P2は、この内在性OMPの
表面に曝露されたループ構造内に存在する可変領域に対する殺菌抗体及びオプソニン抗体
を誘導し得ることが見出された(Haase EM.ら 1994 Infect. Immun. 62:3712；Troelstra 
A.ら 1994 Infect. Immun. 62:779)。リポタンパク質P4も、殺菌抗体を誘導し得る(Green
 BA.ら 1991. Infect. Immun. 59:3191)。
【００２３】
　OMP P6は、外膜の1～5％を構成するリポタンパク質に結合した保存されたペプチドグリ
カンである(Nelson MB.ら 1991. Infect. Immun. 59:2658)。後に、PCP(P6交叉反応性タ
ンパク質)と呼ばれるほぼ同じ分子量のリポタンパク質が認められた(Deich RM.ら、1990.
 Infect. Immun. 58:3388)。保存されたリポタンパク質P4、P6及びPCPの混合物は、チン
チラ中耳炎モデルで測定した時には保護を示さなかった(Green BA.ら、1993. Infect. Im
mun. 61:1950)。P6単独ではチンチラモデルにおいて保護を誘導するようである(Demaria 
TF.ら 1996. Infect. Immun. 64:5187)。
【００２４】
　フィンブリンタンパク質(Miyamoto N., Bakaletz, LO. 1996. Microb. Pathog. 21:343
)も、OMP P5と相同性を有し、それ自身は内在性大腸菌(Escherichia coli)OmpAと配列相
同性を有することが記載されている(Miyamoto N., Bakaletz, LO. 1996. Microb. Pathog
. 21:343; Munson RS. Jr.ら、1993. Infect. Immun. 61:1017)。NTHiは線毛により粘液
に接着するようである。
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【００２５】
　NTHiは、淋菌(gonococci)及び髄膜炎菌(meningococci)における観察と一致して、鉄制
限下で増殖させるとTbpA及びTbpBからなる二重ヒトトランスフェリン受容体を発現する。
抗TbpB抗体は、幼齢ラットを保護した(Loosmore SM.ら 1996. Mol. Microbiol. 19:575)
。NTHiについては、ヘモグロビン／ハプトグロビン受容体も記載されている(Maciver I.
ら 1996. Infect. Immun. 64:3703)。ヘム：ヘモペキシンに対する受容体も同定されてい
る(Cope LD.ら 1994. Mol. Microbiol. 13:868)。NTHiの間では、ラクトフェリン受容体
も存在するが、未だに特性決定されていない(Schryvers AB.ら 1989. J. Med. Microbiol
. 29:121)。NTHiの間では、ナイセリア菌のFrpBタンパク質に類似するタンパク質は記載
されていない。
【００２６】
　80kDa OMP、すなわちD15表面抗原は、マウスチャレンジモデルにおいてNTHiに対する保
護をもたらす(Flack FS.ら 1995. Gene 156:97)。42kDa外膜リポタンパク質であるLPDは
インフルエンザ菌(Haemophilus influenzae)間で保存されており、殺菌抗体を誘導する(A
kkoyunlu M.ら 1996. Infect. Immun. 64:4586)。マイナーな98 kDa OMP(Kimura A.ら 19
85. Infect. Immun. 47:253)は、防御抗原であることが見出された。このOMPは明白にFe
制限誘導性OMP又は高分子量アドヘシンの一つであると考えられ、これはその後特性解析
された。インフルエンザ菌は、IgA1プロテアーゼ活性をもたらす(Mulks MH., Shoberg RJ
. 1994. Meth. Enzymol. 235:543)。NTHiのIgA1プロテアーゼは高度の抗原変異性を有す
る(Lomholt H., van Alphen L., Kilian, M. 1993. Infect. Immun. 61:4575)。
【００２７】
　NTHiの別のOMPであるOMP26は26 kDaのタンパク質であり、ラットモデルにおいて肺クリ
アランスを増強することが示された(Kyd, J.M., Cripps, A.W. 1998. Infect. Immun. 66
:2272)。NTHi HtrAタンパク質も、防御抗原であることが示された。実際、このタンパク
質は中耳炎に対してチンチラを保護し、インフルエンザ菌b型菌血症に対して幼齢ラット
を保護した(Loosmore S.M.ら 1998. Infect. Immun. 66:899)。
【００２８】
　外膜小胞（又はブレブ）は、ゴーストの生成(Lubitz W.ら、1999. J. Biotechnol. 73:
 261-273; Eko F.O.ら、1999. Vaccine 17: 1643-1649)と同様に、インフルエンザ菌（H.
 influenzae）から単離されている(Loeb M.R., Zachary A.L., Smith D.H. 1981. J. Bac
teriol. 145:569～604；Stull T.L., Mack K., Haas J.E., Smit J., Smith A.L. 1985. 
Anal. Biochem. 150:471～480)。小胞は、血液脳関門透過の誘導(Wiwpelwey B., Hansen 
E.J., Scheld W.M. 1989 Infect. Immun. 57:2559～2560)、髄膜炎の誘発(Mustafa M.M.,
 Ramilo O., Syrogiannopoulos G.A., Olsen K.D., McCraken G.H.Jr., Hansen, E.J. 19
89. J. Infect. Dis. 159:917～922)及びDNA取込み(Concino M.F., Goodgal S.H. 1982 J
. Bacteriol. 152:441～450)に関連している。これらの小胞は鼻粘膜上皮と結合して吸収
されることが可能であり(Harada T., Shimuzu T., Nishimoto K., Sakakura Y. 1989. Ac
ta Otorhinolarygol. 246:218～221)、ブレブ中にアドヘシンおよび／または定着因子が
存在しうることを示す。外膜小胞に存在するタンパク質に対する免疫応答は、様々なイン
フルエンザ菌(H. influenzae)疾患の患者に観察されている(Sakakura Y., Harada T., Ha
maguchi Y., Jin C. S. 1988. Acta Otorhinolarygol. Suppl. (Stockh.) 454:222～226
；Harada T., Sakakura Y., Miyoshi Y. 1986. Rhinology 24:61～66)。
【００２９】
緑膿菌（Pseudomonas aeruginosa）
　シュードモナス属は、グラム陰性で極鞭毛をもち、好気的に増殖して胞子を形成しない
、真直ぐの桿菌及び若干曲がった桿菌から構成される。それらの代謝における要求性が少
ないので、シュードモナス種は偏在し、土壌、大気、下水中及び植物中に広く分布する。
緑膿菌(P. aeruginosa)、類鼻疽菌(P. pseudomallei)、鼻疽菌(P. mallei)、シュードモ
ナス・マルトフィリア(P. maltophilia)及びシュードモナス・セパシア(P. cepacia)など
のシュードモナス属の多数の種はまた、ヒトに対して病原性であることもわかっている。
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列挙した中で、緑膿菌(P. aeruginosa)は、免疫無防備状態にある宿主の日和見感染に関
連しており入院患者の高い罹患率の原因となるため、重要なヒトの病原体と考えられる。
緑膿菌(P. aeruginosa)による院内感染は、長期治療中の、免疫抑制剤、副腎皮質ステロ
イド、代謝拮抗剤、抗生物質又は放射線療法を受けている患者が主に罹患する。
【００３０】
　シュードモナス属、及び特に緑膿菌(P. aeruginosa)は、これらの細菌の病原性に寄与
する様々な毒素(溶血素、フィブリノリシン、エステラーゼ、コアグラーゼ、ホスホリパ
ーゼ、エンドトキシン及びエキソトキシンなど)を産生する。さらに、これらの生物は、
複数の薬物排出ポンプの存在により、抗生物質に対する高度の固有の耐性を有する。この
後者の特徴はしばしば、疾患の予後を悪化させる。
【００３１】
　抗細菌化学療法剤の無制御な使用に起因して、緑膿菌により引き起こされる院内感染の
頻度は最近30年に渡ってかなり増加した。米国では、例えば、緑膿菌の院内感染の経済的
負荷は、年間45億米ドルであると見積もられている。従って、緑膿菌に対する能動又は受
動免疫のためのワクチンの開発が積極的に必要とされている(レビューについては、Stani
slavskyら、1997. FEMS Microbiol. Lett. 21: 243-277を参照)。
【００３２】
　緑膿菌の種々の細胞関連抗原及び分泌抗原がワクチン開発の対象とされてきた。シュー
ドモナス属の抗原のうち、主にアルギナートからなる細胞外粘液であるムコイド物質は、
サイズ及び免疫原性の点で不均一であることが見出された。高分子量アルギナート成分(3
0～300 kDa)は保存されたエピトープを含むが、低分子量アルギナート成分(10～30 kDa)
はユニークなエピトープに加えて保存されたエピトープを有するようである。表面結合タ
ンパク質のうち、III型分泌-輸送装置の一部であるPcrVも、ワクチン接種の興味深い標的
であることが示された(Sawaら、1999. Nature Medicine 5: 392-398)。
【００３３】
　O-抗原(LPSのO-特異的多糖)又はH-抗原(鞭毛抗原)などの表面提示抗原は、その高い免
疫原性のために血清型分類に用いられてきた。O-特異的多糖の反復ユニットの化学構造が
明らかにされ、これらのデータにより、緑膿菌の31個の化学型の同定が可能になった。緑
膿菌の全血清型の間で保存されたエピトープは、コアオリゴ糖及びLPSのリピドA領域中に
位置し、これらのエピトープを含む免疫原は異なる緑膿菌免疫型に対してマウスにおいて
交叉防御免疫を誘導する。LPSの外側コアは、動物の気道及び目の上皮細胞への緑膿菌の
結合のためのリガンドであった。しかし、異なる血清型間ではこの外側コア領域中に異質
性が存在する。内側コア中のエピトープは高度に保存されており、表面に接近しやすく、
O-特異的多糖によりマスクされないことが証明された。
【００３４】
　OMタンパク質の保護特性を試験するために、20～100 kDaの範囲の分子量をもつ緑膿菌
（P. aeruginosa）OMタンパク質を含有するワクチンを前臨床および臨床試験において使
用した。このワクチンは、動物モデルにおいて緑膿菌(P. aeruginosa)チャレンジに対し
て有効であり、そしてヒトボランティアにおいて高レベルの特異的抗体を誘導した。抗緑
膿菌(P. aeruginosa)抗体を含有するヒトボランティアから得た血漿は受動保護を与え、
緑膿菌(P. aeruginosa)感染の重篤な病状の患者の87％の回復を助けた。さらに最近、グ
ルタチオン-Sトランスフェラーゼと融合した緑膿菌(Pseudomonas aeruginosa)由来の一部
分の外膜タンパク質OprF(アミノ酸190～342)及びOprI(アミノ酸21～83)を含有するハイブ
リッドタンパク質が、50％致死用量の975倍の緑膿菌(P. aeruginosa)からマウスを保護す
ることが示された(Knappら 1999. Vaccine. 17:1663～1669)。
【００３５】
　しかしながら、ブレブの精製は技術的に困難である。ほとんどのグラム陰性株における
ブレブ産生は、ワクチンの工業生産のための生成物の収率が低くなり、しばしば非常に不
均一な生成物をもたらす。本発明は、性質の均一なブレブをより高い収率で、より容易に
生成することができる、特異的に改変された「ハイパーブレビング」株を提供することに
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より、この問題を解決するものである。そのようなブレブは、より容易に濾過滅菌するこ
ともできる。
【００３６】
　さらに、その細菌がより多くのブレブを天然で生成する場合には、デオキシコレートな
どの界面活性剤(より大量のブレブの抽出のために)を使用することなくブレブを作製して
回収することができる点で、ブレブ精製に関連する重要な工程上の利点がある。これは、
クロマトグラフィー精製及び超遠心などの界面活性剤を除去する通常の製法工程を省略す
ることができることを意味する。
【発明の開示】
【００３７】
　第1の態様において、本発明は、1個以上のtol遺伝子の発現の下方調節；タンパク質の
ペプチドグリカン結合活性を弱めるようなペプチドグリカン結合部位を含む該タンパク質
をコードする1個以上の遺伝子の突然変異からなる群より選択される一方又は両方のプロ
セスにより遺伝子工学的に改変されたハイパーブレビングなグラム陰性細菌を提供する。
【００３８】
　「ハイパーブレビング」とは、細菌が、未改変細菌のブレブの量の2倍以上(より好まし
くは、3、4、5、又は10倍以上)を天然で放出することを意味する。
【００３９】
　「下方調節」とは、目的の遺伝子の発現を低下させる(少なくとも2倍、より好ましくは
5倍以上)か、又は完全に消失させることを意味する。これは、該遺伝子をゲノムから欠失
させること、該遺伝子のコード配列中に停止コドンを導入すること、該遺伝子のプロモー
ター配列を欠失させること、又は該遺伝子のプロモーター配列をより弱いプロモーターに
置換することなどの方法により容易に行うことができる。該遺伝子がオペロン中にある場
合(多くのtol遺伝子がそうであるように)、標的遺伝子の下方調節が、下方調節が意図さ
れていないオペロン中の他の遺伝子の発現に影響しないことを確実にするように注意を払
わねばならない。
【００４０】
　特定のtol遺伝子を、本明細書に記載のtol遺伝子との相同性(好ましくは、20、30、40
、50、60、70、80、90％以上の同一性)、又は大腸菌のものとの相同性により、種々のグ
ラム陰性細菌において同定することができる。好ましくは、1、2、3、4又は5個のtol遺伝
子を、本発明の細菌において下方調節する。より好ましくは、tol遺伝子対：tolQ及びtol
R、又はtolR及びtolAを、細菌中で下方調節する(好ましくは、欠失又は破壊的停止コドン
の導入による)。
【００４１】
　タンパク質のペプチドグリカン結合活性を弱めるようなペプチドグリカン結合部位を含
む該タンパク質をコードする1個以上の遺伝子の「突然変異」とは、そのような遺伝子を
上記のように「下方調節」することを意味する。あるいは、そのような遺伝子は防御抗原
をコードし得るため、ペプチドグリカン結合部位(図1及び2に示されるような、グラム陰
性細菌株間で保存されており、かつ同定可能である約16～22アミノ酸のペプチド、又は該
配列と40、50、60、70、80、90％またはそれ以上同一であるアミノ酸配列)をコードする
遺伝子部分の内部又は5'側に停止コドンを導入してもよい。
【００４２】
　しばしば、そのような遺伝子は内在性膜タンパク質であり、従って、停止コドンは該タ
ンパク質の外膜結合部分をコードする遺伝子部分の3'側、及びペプチドグリカン結合部位
の5'側であるのが好ましい。OmpA相同体タンパク質については、そのような停止コドンを
、保存されたF残基をコードするコドンの3'側に置くべきであることが理解されている(図
1及び2、並びに図3に模式的に示される)。外膜中の末端切断型タンパク質の適切な折り畳
みを確実にするために、この保存されたF残基は保持するべきである。この保存されたF残
基を保持するOmpA相同体(及びそれをコードする遺伝子)のC末端トランケート(その同一性
は、OmpA相同体と、図1及び2の配列比較との比較により容易に決定することができる)は
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、本発明のさらなる態様である。
【００４３】
　ペプチドグリカン結合部位をコードする領域の3'側の遺伝子領域を保持する場合(例え
ば、それが保護的エピトープ[例えば、インフルエンザ菌由来のP5の場合]をコードする場
合)、そのタンパク質のペプチドグリカン結合活性を所望のレベルにまで弱めるように(少
なくとも2倍低下、好ましくは完全に除去するように)、1、2、3、4、5またはそれ以上の
点突然変異により、又はペプチドグリカン結合部位からのアミノ酸(好ましくは、ペプチ
ドグリカン結合部位の1、2、3、4、5、7、10もしくは15アミノ酸又はその全体)の欠失に
より、ペプチドグリカン結合部位を遺伝子操作することができる。
【００４４】
　本発明の目的のために、「ペプチドグリカン結合部位」は、図1及び2上に示したペプチ
ドグリカン結合部位(囲み領域又は線を引いた領域)とアラインさせることができるペプチ
ドグリカン結合タンパク質の領域を意味する。
【００４５】
　当業者であれば、細菌ゲノム上での上記の下方調節及び突然変異事象を、相同組換えを
用いて実行することができる(実施例及び本明細書に参照により組み入れられるWO 01/093
50に記載されるように)。この技術のためには、変化領域のいずれかの側の少なくとも50
～100ヌクレオチド(好ましくは周辺500)の情報を知るべきである。
【００４６】
　minB遺伝子座の突然変異(例えば、ノックアウト)を担持する細菌は、該細菌も本発明の
上記のいずれか又は両方の方法により改変されていない限り、本発明の範囲に入ることは
意図されない。
【００４７】
　ハイパーブレビングなグラム陰性細菌は、ナイセリア(Neisseria)科(例えば、ナイセリ
ア・メニンギチジス(Neisseria meningitidis)、ナイセリア・ラクタミカ(Neisseria lac
tamica)、淋菌(Neisseria gonorrhoeae))、ヘリコバクター・ピロリ(Helicobacter pylor
i)、チフス菌(Salmonella typhi)、ネズミチフス菌(Salmonella typhimurium)、コレラ菌
(Vibrio cholerae)、赤痢菌属菌(Shigella spp.)、インフルエンザ菌(Haemophilus influ
enzae(特に、不定型))、百日咳菌(Bordetella pertussis)、緑膿菌(Pseudomonas aerugin
osa)及びモラクセラ・カタラーリス(Moraxella catarrhalis)に由来する任意の細菌から
なる群より選択することができる。
【００４８】
ナイセリア菌
　一実施形態において、ハイパーブレビングなグラム陰性細菌は、以下の遺伝子のいずれ
か又は双方の発現を下方調節することにより遺伝的に改変されたナイセリア菌(好ましく
は、ナイセリア・メニンギチジス)株である：exbB (tolQと相同)[配列番号1]及びexbD (t
olRと相同)[配列番号3]。exbB及びexbDの上流領域を、それぞれ配列番号5及び6に提供す
るが、これは該遺伝子の発現を下方調節するための相同組換えベクターを設計するのに有
用である(例えば、プロモーターを欠失させるか、又はそれをより弱いプロモーターもし
くは代謝物制御されるプロモーター[例えば、大腸菌のphoEプロモーター]に置換すること
による)。
【００４９】
　さらなる実施形態において、ハイパーブレビングなナイセリア菌(好ましくは、ナイセ
リア・メニンギチジス)株を、コードされたタンパク質のペプチドグリカン結合活性を弱
めるように、rmpM [配列番号7又は9]の突然変異により、遺伝的に改変した(単独又は上記
の下方調節事象と組合せて)。該タンパク質のペプチドグリカン結合部位(アミノ酸配列NQ
ALSERRAYVVANNLVSNを有する-配列番号8も参照)を図1に示す。該遺伝子の上流領域を配列
番号10に提供するが、これは該遺伝子の下方調節に有用である。好ましくは、この遺伝子
を実施例1に記載の方法で突然変異させる。トランケートを作製する場合、図1及び2に示
された保存されたF残基をコードするコドンの下流に停止コドンを導入するのが好ましい
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。
【００５０】
　そのような改変株から調製された小胞は、1個以上の以下の改良点を有する：減少した
粒子径(0.22μmの孔径を通過する滅菌濾過を可能にする)、増加したバッチ均質性、及び
優れた収率。ブレブの形態に対するその種の変化は、上記のように外膜をペプチドグリカ
ン層及び／又は細胞質膜に連結させるのに関与する遺伝子を操作することにより得られる
。改良された天然ブレブの放出は、デオキシコレートなどの界面活性剤を使用することな
く工業規模でブレブを単離することができるという利点を有する。
【００５１】
インフルエンザ菌
　一実施形態において、ハイパーブレビングなグラム陰性細菌は、1個以上の以下の遺伝
子の発現を下方調節することにより遺伝的に改変されたインフルエンザ菌(好ましくは不
定型)株である：tolQ [配列番号11]、tolR [配列番号13]、tolA [配列番号15]及びtolB [
配列番号17]。これらの遺伝子は単一のオペロン中に存在し、従って、配列番号19に提供
される上流領域は該オペロン上の全ての遺伝子の発現を下方調節するための相同組換えベ
クターの設計に有用である(例えば、プロモーターを欠失させるか、又はそれをより弱い
プロモーターもしくは代謝物制御されるプロモーター[例えば、大腸菌のphoEプロモータ
ー]に置換することによる)。好ましい実施形態は、tolQ及びR遺伝子の双方、又はtolR及
びA遺伝子の双方を欠失させる(好ましくは、それぞれ実施例4及び5に記載のようにして)
が、該オペロン上の他の遺伝子(特に、tolB)の発現は維持することを含む。
【００５２】
　さらなる実施形態において、ハイパーブレビングなインフルエンザ菌(好ましくは不定
型)株を、コードされるタンパク質のペプチドグリカン結合活性を弱めるように、ompP5 [
配列番号20]、ompP6 [配列番号22又は24]及びpcp [配列番号26]からなる群より選択され
る1個以上の遺伝子の突然変異により、遺伝的に改変した(単独で又は上記の下方調節事象
と組合せて)。該タンパク質のペプチドグリカン結合部位を図1に示す。好ましくは、該遺
伝子を実施例6に記載の方法と同様の方法で突然変異させる。P5又はP6からトランケート
を作製する場合、図1に示された保存されたF残基をコードするコドンの下流に停止コドン
を導入するのが好ましい。
【００５３】
　P5については、ペプチドグリカン結合部位をコードする領域の3'側の遺伝子領域を、有
利に保持することができる(同時にそれは保護的エピトープをコードする)。そのような場
合、タンパク質のペプチドグリカン結合活性を所望のレベルにまで低下させるが(好まし
くは完全に除去)、保護的エピトープは保持するように、ペプチドグリカン結合部位を、1
、2、3、4、5又はそれ以上の点突然変異により、又はペプチドグリカン結合部位からのア
ミノ酸の欠失(好ましくは、ペプチドグリカン結合部位の1、2、3、4、5、7、10もしくは1
5アミノ酸又はその全体)により、遺伝子操作することができる。
【００５４】
　好ましい細菌は、下方調節されたtolQ&R及び突然変異したP5、又は下方調節されたtolR
&A及び突然変異したP5表現型を有する。
【００５５】
　P5遺伝子は大腸菌のOmpA遺伝子と相同であることがわかっており、P6遺伝子は大腸菌の
Pal遺伝子と相同であることがわかっている(P5とOmpAタンパク質は51％同一であり、P6と
Palタンパク質は62％同一である)。pcp遺伝子(lppとも呼ばれる)は、大腸菌Lppにも大腸
菌Palにも類似していないリポタンパク質をコードするが、ペプチドグリカン結合部位を
含む(図1)。
【００５６】
　そのような改変株から調製された小胞は、1個以上の以下の改良点を有する：減少した
粒子径(0.22μmの孔径を通過する滅菌濾過を可能にする)、増加したバッチ均質性、及び
優れた収率。ブレブの形態に対するその種の変化は、上記のように外膜をペプチドグリカ
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ン層及び／又は細胞質膜に連結させるのに関与する遺伝子を操作することにより得られる
。改良された天然ブレブの放出は、デオキシコレートなどの界面活性剤を使用することな
く工業規模でブレブを単離することができるという利点を有する。
【００５７】
モラクセラ・カタラーリス
　一実施形態において、ハイパーブレビングなグラム陰性細菌は、1個以上の以下の遺伝
子の発現を下方調節することにより遺伝的に改変されたモラクセラ・カタラーリス株であ
る：tolQ [配列番号28]、tolR [配列番号30]、tolX [配列番号32]、tolB [配列番号34]及
びtolA [配列番号36]。tolQRXB遺伝子は単一のオペロン中に存在し、従って、配列番号28
の上流に提供される上流領域は該オペロン上の全ての遺伝子の発現を下方調節するための
相同組換えベクターの設計に有用である(例えば、プロモーターを欠失させるか、又はそ
れをより弱いプロモーターもしくは代謝物制御されるプロモーター[例えば、大腸菌のpho
Eプロモーター]に置換することによる)。tolA遺伝子と同様に、配列番号36の上流の上流
配列も提供する。好ましい実施形態は、tolQ及びR遺伝子の双方、又はtolR及びX遺伝子の
双方を欠失(好ましくは、実施例2に記載のような)させるが、該オペロン上の他の遺伝子(
特に、tolB)の発現を維持することを含む。
【００５８】
　さらなる実施形態において、ハイパーブレビングなモラクセラ・カタラーリス株を、コ
ードされるタンパク質のペプチドグリカン結合活性を弱めるように、ompCD [配列番号38]
、xompA [配列番号40；WO 00/71724]、pal1 [配列番号42]、及びpal2 [配列番号44]から
なる群より選択される1個以上の遺伝子の突然変異により、遺伝的に改変した(単独で又は
上記の下方調節事象と組合せて)。該タンパク質のペプチドグリカン結合部位を図2に示す
。好ましくは、実施例3に記載の方法と同様の方法で該遺伝子を突然変異させる。OMPCD、
XOMPA又はPal1もしくはPal2からトランケートを作製する場合、図2に示される保存された
F残基をコードするコドンの下流に停止コドンを導入するのが好ましい。
【００５９】
　好ましい細菌は、下方調節されたtolQ&R及び突然変異したompCD、又は下方調節されたt
olR&X及び突然変異したompCD表現型を有する。
【００６０】
　OMPCD遺伝子は大腸菌のOmpA遺伝子と相同であることがわかっている。OmpCDによりコー
ドされるタンパク質は、OmpAと比較して、そのN末端ドメインにおいてあまり保存されて
いない。しかしながら、それはプロリン、アラニン及びバリンに富む「ヒンジ」領域を含
み、そのC末端ドメインはOmpAのC末端ドメインと有意に類似している(147アミノ酸オーバ
ーラップにおいて25％同一)。Palに関連するリポタンパク質をコードする2個の遺伝子も
同定した(Pal1及びPal2はそれぞれ、大腸菌のPalと39％及び28％同一である)。これらの
リポタンパク質、並びにOmpCDのC末端ドメインは、推定PgASを含む(図2)。推定PgASを含
むタンパク質をコードする4つ目の遺伝子(xOmpA)を、モレクセラ・カタラーリスにおいて
同定した。このタンパク質のN末端ドメインは、いかなる公知のタンパク質とも有意な類
似性を示さない。しかしながら、そのC末端ドメインはOmpAのC末端ドメインと類似してい
る(165アミノ酸オーバーラップにおいて25％同一)(図2)。
【００６１】
　そのような改変株から調製された小胞は、1個以上の以下の改良点を有する：減少した
粒子径(0.22μmの孔径を通過する滅菌濾過を可能にする)、増加したバッチ均質性、及び
優れた収率。ブレブの形態に対するその種の変化は、上記のように外膜をペプチドグリカ
ン層及び／又は細胞質膜に連結させるのに関与する遺伝子を操作することにより得られる
。改良された天然ブレブの放出は、デオキシコレートなどの界面活性剤を使用することな
く工業規模でブレブを単離することができるという利点を有する。
【００６２】
本発明の細菌及びブレブにおけるさらなる改良
　ハイパーブレビングなグラム陰性細菌を、以下の群より選択される1個以上の方法によ
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りさらに遺伝子操作することができる：(a) 免疫優性可変抗原又は非防御抗原の発現を下
方調節する方法、(b) 防御OMP抗原の発現を上方調節する方法、(c) LPSのリピドA部分を
毒性にするのに関与する遺伝子を下方調節する方法、(d) LPSのリピドA部分の毒性を低下
させるのに関与する遺伝子を上方調節する方法、及び(e) ヒト構造物と構造的に類似性を
有し、ヒトにおいて自己免疫応答を誘導することができる抗原の合成を下方調節する方法
。
【００６３】
　本発明のそのようなブレブワクチンは、いくつかの(好ましくは、保存された)防御抗原
又はエピトープに対する免疫応答に焦点を当てるように設計し、すなわち複合成分ワクチ
ンに製剤化する。そのような抗原が内在性OMPである場合、ブレブワクチンの外膜小胞は
その適切な折り畳みを確実にするであろう。本発明は、免疫優性可変OMP並びに非防御OMP
を欠失させること、可変領域の欠失により保存されたOMPを作製すること、防御OMPの発現
を上方調節すること、及び防御OMPの発現のための制御機構を消失させること(鉄制限など
)により、OMP(ブレブ)ワクチンのOMP及びLPS組成物を最適化する方法を提供する。さらに
、本発明は、脂質部分を改変するか、又はホスホリル組成物を変更するが、そのアジュバ
ント活性を保持させるか、又はそれをマスキングすることにより、リピドAの毒性の低下
を提供する。これらの新しい改良方法の各々はブレブワクチンを個々に改良するが、1個
以上のこれらの方法の組合せは、特に小児への使用に好適な、免疫防御性があり非毒性で
ある最適に遺伝子操作されたブレブワクチンを製造するように、協働して働く。
【００６４】
(a) 免疫優性可変抗原又は非防御抗原の発現を下方調節する方法
　多くの表面抗原は菌株間で可変性があり、その結果、密接に関連する限られたセットの
菌株に対してだけ防御性がある。本発明の一態様は、可変性表面タンパク質をコードする
遺伝子の発現の低下又は好ましくは欠失を含むものであり、このことによって、菌株が産
生するブレブであって、ワクチンとして投与すると、保存された(外膜に保持された)タン
パク質がワクチン被接種者の免疫系に強い影響を及ぼすせいで様々な菌株に対する強い交
叉反応性を有するブレブが、生成される。そのような可変性抗原の例としては、ナイセリ
ア菌(Neisseria)については、抗原性変化を起こすピリ線毛(PilC)、PorA、Opa、TbpB、Fr
pB；インフルエンザ菌(H. influenzae)については、P2、P5、ピリン、IgA1-プロテアーゼ
；及びモラクセラ菌(Moraxella)については、CopB、OMP106が挙げられる。
【００６５】
　下方調節又はスイッチオフされうる他の種類の遺伝子は、in vivoで細菌によって容易
にスイッチオン（発現）またはスイッチオフされうる遺伝子である。そのような遺伝子に
よりコードされる外膜タンパク質は細菌上に常に存在するわけではないので、ブレブ調製
物中のそのようなタンパク質の存在も上記の理由によりワクチンの有効性の障害となりう
る。下方調節又は欠失するための好ましい例は、ナイセリア菌（Neisseria）Opcタンパク
質である。Opc含有ブレブワクチンにより誘導される抗Opc免疫は、感染生物が容易にOpc-

になりうるので、限られた防御能力しか有しない。そのようなタンパク質の他の例は、イ
ンフルエンザ菌(H. influenzae)HgpAおよびHgpBである。
【００６６】
　方法a)においては、これらの可変性又は非防御性遺伝子の発現を下方調節するか、又は
最終的にスイッチオフする。これは、ブレブの外表面に低量でしか存在しない、より望ま
しい抗原に免疫系を集中させるという、驚くべき利点を有する。
【００６７】
　菌株はこのようにして様々な手法によって遺伝子操作することができる。それらの手法
としては、遺伝子のコード領域またはプロモーター領域を破壊するトランスポゾン挿入、
又は同様な結果を達成する点突然変異もしくは欠失が挙げられる。相同組換えも、染色体
から遺伝子を欠失させるために利用することができる(この場合、配列Xが目的の遺伝子の
コード配列の部分(好ましくは全て)を含む)。相同組換えは、さらに、強力なプロモータ
ーを弱い(又は非)プロモーターに交換するために利用することもできる。これらの技術は
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全てWO 01/09350 (8/2/01にWIPOにより公開されたものであり、参照により本明細書に組
み入れられる)に記載されている。
【００６８】
(b) 防御OMP抗原の発現を下方調節する方法
　これは、そのような防御OMPのコピーをゲノム中に挿入すること(好ましくは、相同組換
えによる)、又は天然のプロモーターをより強力なプロモーターに置換することにより天
然の遺伝子の発現を上方調節すること、又は目的の遺伝子の上流に強力なプロモーターを
挿入すること(これも相同組換えによる)により行うことができる。そのような方法は、WO
 01/09350 (8/2/01にWIPOにより公開されたものであり、参照により本明細書に組み入れ
られる)に記載された技術を用いて達成することができる。
【００６９】
　そのような方法は特に、外膜タンパク質及びリポタンパク質などの免疫学的に適切なブ
レブ成分(好ましくは、通常ブレブ中に低濃度で存在する、保存されたOMP)の産生を増強
するのに有用である。
【００７０】
(c) LPSのリピドA部分を毒性にするのに関与する遺伝子を下方調節する方法
　ブレブワクチンの毒性は、ワクチンにおけるブレブの使用の最大の問題の１つである。
本発明のさらなる態様は、ブレブ中に存在するLPSを遺伝学的に無毒化する方法に関する
。リピドAは細胞活性化の原因となるLPSの主要成分である。この経路に関わる遺伝子の突
然変異の多くは本質的な表現型を生じる。しかし、致死的な改変ステップの原因となる遺
伝子の突然変異は、温度感受性(htrB)もしくは許容性(msdB)表現型を生じる。これらの遺
伝子の発現減少(もしくは無発現)をもたらす突然変異はリピドAの毒性活性を改変する。
実際、非ラウロイル化(htrB突然変異体)[また、第2のアシル鎖をともに欠くLPSをもたら
すことにより定義される]又は非ミリストイル化(msbB突然変異体)[また、一本の第2のア
シル鎖のみを欠くLPSをもたらすことにより定義される]リピドAは、野生型リピドAより毒
性が低い。リピドA 4'-キナーゼをコードする遺伝子(lpxK)の突然変異体もリピドAの毒性
活性を減少させる。
【００７１】
　従って、方法c)は、１以上の上記のオープンリーディングフレーム又はプロモーターの
一部分(もしくは好ましくは全体)の欠失を伴う。あるいは、プロモーターを、より弱いプ
ロモーターに置換してもよい。好ましくは、相同組換え技術を用いてこの方法を実施する
。好ましくは、WO 01/09350(8/2/01にWIPOにより発行され、参照により本明細書に組み入
れられる)に記載された方法を用いる。この目的にはさらに、B群ナイセリア・メニンギチ
ジス(Neisseria meningitidis)、モラクセラ・カタラーリス(Moraxella catarrhalis)、
及びインフルエンザ菌(Haemophilus influenzae)由来のhtrB及びmsbB遺伝子の配列が提供
される。
【００７２】
(d) LPSのリピドA部分の毒性を低下させるのに関与する遺伝子を上方調節する方法
　ポリミキシンB耐性(その耐性はリピドAの4'リン酸へのアミノアラビノースの付加と関
連付けられている)に関与する遺伝子／遺伝子座に突然変異を導入することによって、LPS
毒性活性を改変することもできる。これらの遺伝子／遺伝子座は、UDP-グルコースデヒド
ロゲナーゼをコードするpmrE、又はアミノアラビノースの合成と輸送に関与する可能性が
ある多くの腸内細菌に共通した抗菌ペプチド耐性遺伝子の領域であってもよい。この領域
に存在する遺伝子pmrFはドリコールリン酸マノシルトランスフェラーゼをコードする(Gun
n J.S., Kheng, B.L., Krueger J., Kim K., Guo L., Hackett M., Miller S.I. 1998. M
ol. Microbiol. 27:1171～1182)。
【００７３】
　リン酸リレー2成分調節系であるPhoP-PhoQ調節系の突然変異(例えば、PhoP構成表現型
、PhoPc)、又は低Mg++環境もしくは培養条件(PhoP-PhoQ調節系を活性化する)は、4'-リン
酸へのアミノアラビノースの付加及び2-ヒドロキシミリスチン酸によるミリスチン酸の置
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換(ミリスチン酸のヒドロキシル化)をもたらす。この改変されたリピドAは、ヒト内皮細
胞によるE-セレクチン発現及びヒト単球からのTNF-α分泌を刺激する能力の低下を示す。
【００７４】
　方法d)は、これらの遺伝子の、WO 01/09350(8/2/01にWIPOにより公開されたものであり
、参照により本明細書に組み入れられる)に記載された戦略を用いる上方調節を伴う。
【００７５】
(e) ヒト構造物と構造的に類似性を有し、かつヒトにおいて自己免疫応答を誘導すること
ができる抗原の合成を下方調節する方法
　莢膜で覆われたグラム陰性菌からの細菌外膜ブレブの単離は、しばしば、莢膜多糖の同
時精製をもたらす。ある事例では、この「夾雑」物質は、他のブレブ成分によりもたらさ
れる免疫応答を多糖が増強しうるので有用でありうる。しかし、他の事例では、細菌ブレ
ブ調製物中の夾雑多糖物質の存在はブレブのワクチンにおける使用に有害でありうる。例
えば、少なくとも、ナイセリア・メニンギチジス(N. meningitidis)の場合には、血清型B
莢膜多糖はヒトにおいて防御免疫を与えず、かつ有害な自己免疫応答を誘導しやすいこと
が示されている。従って、本発明の方法e)は、莢膜多糖を含まないブレブを産生する菌株
の創出である。そして、そのブレブはヒトに使用するのに適している。特に好ましいその
ようなブレブ調製物の例は、莢膜多糖を含有しないナイセリア・メニンギチジス(N. meni
ngitidis)血清型B由来のものである。
【００７６】
　これは、WO 01/09350(8/2/01にWIPOにより公開されたものであり、参照により本明細書
に組み入れられる)に記載されたように、莢膜生合成及び／又は輸送に必要な遺伝子が損
なわれた改変ブレブ産生菌株を用いて達成できる。好ましい方法は、多糖生合成及び輸送
に必要なナイセリア・メニンギチジス(Neisseria meningitidis)cps遺伝子のいくつか又
は全ての欠失である。この目的で、置換プラスミドpMF121(Froshら、1990, Mol. Microbi
ol. 4:1215～1218に記載)を用いて、cpsCAD(+galE)遺伝子クラスターを欠失する突然変異
を送達してもよい。あるいは、siaD遺伝子を欠失するか、又はその発現を下方調節しても
よい(髄膜炎菌siaD遺伝子は、莢膜多糖とLOS合成に必要な酵素であるα-2,3-シアリルト
ランスフェラーゼをコードする)。そのような突然変異はまた、細菌LPSの糖部上の宿主類
似構造も除去する。
【００７７】
方法a)-e)の組合せ
　上記方法の1つ以上を用いて、本発明の改良されたブレブ調製物を作製するための改変
株を製造することができることは理解されるであろう。ブレブワクチンを製造するために
は、好ましくは、そのような方法の1つを用い、より好ましくは、前記方法の2つ以上(2、
3、4又は5つ)を用いる。追加的方法の各々をブレブワクチンの製造に用いる場合、各改良
は最適化された遺伝子操作ブレブ調製物を作製するために用いる他の方法と連携して働く
。
【００７８】
　好ましい髄膜炎菌(特に、B群ナイセリア・メニンギチジス)のブレブ調製は、方法b)、c
)及びe)の使用(必要に応じて、方法a)と組み合わせる)を含む。そのようなブレブ調製物
は安全であり(宿主構造物に類似した構造物がない)、非毒性であり、かつ宿主の免疫応答
が高いレベルの防御的(及び好ましくは保存された)抗原上に集中するように構成される。
上記の要素は全て、最適化されたブレブワクチンを提供するために一緒になって働く。
【００７９】
　モラクセラ・カタラーリス(M. catarrhalis)、不定型インフルエンザ菌(H. influenzae
)、及び非血清型B髄膜炎菌株(例えば、血清型A、C、Y又はW)と同様に、好ましいブレブ調
製物は、必要に応じて方法a)と組合せた、方法b)及びc)の使用を含む。
【００８０】
好ましいナイセリア菌ブレブ調製物
　淋菌(gonococcus)及び髄膜炎菌(特にB群ナイセリア・メニンギチジス)を含むナイセリ
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ア菌株に対して実施するときには、方法b)による上方調節のために次の１以上の遺伝子(
防御抗原をコードする)が好ましい：NspA(WO 96/29412)、Hsf様(WO 99/31132)、Hap(PCT/
EP99/02766)、PorA、PorB、OMP85(WO 00/23595)、PilQ(PCT/EP99/03603)、PldA(PCT/EP99
/06718)、FrpB(WO 96/31618)、TbpA(US 5,912,336)、TbpB、FrpA/FrpC(WO 92/01460)、Lb
pA/LbpB(PCT/EP98/05117)、FhaB(WO 98/02547)、HasR(PCT/EP99/05989)、lipo02(PCT/EP9
9/08315)、Tbp2(WO 99/57280)、MltA(WO 99/57280)、及びctrA(PCT/EPOO/00135)。これら
はまた、他のグラム陰性菌中に異種として導入する遺伝子としても好ましい。
【００８１】
　方法a)による下方調節には１以上の次の遺伝子が好ましい：PorA、PorB、PilC、TbpA、
TbpB、LbpA、LbpB、Opa、及びOpc(最も好ましくはPorA)。
【００８２】
　方法c)による下方調節には１以上の次の遺伝子が好ましい：htrB、msbB及びlpxK(最も
好ましくは、LPS分子から一本の第2のアシル鎖のみを除いたmsbB)。
【００８３】
　方法d)による上方調節には１以上の次の遺伝子が好ましい：pmrA、pmrB、pmrE、及びpm
rF。
【００８４】
　方法e)による下方調節には１以上の次の遺伝子が好ましい：galE、siaA、siaB、siaC、
siaD、ctrA、ctrB、ctrC、及びctrD(これらの遺伝子は8/2/01にWIPOにより公開されたも
のであり参照により本明細書に組み入れられるWO 01/09350に、記載されている)。
【００８５】
好ましい緑膿菌(Pseudomonas aeruginosa)ブレブ調製物
　方法b)による上方調節には１以上の次の遺伝子(防御抗原をコードする)が好ましい：Pc
rV、OprF、OprI。これらはまた、他のグラム陰性菌中に異種として導入する遺伝子として
も好ましい。
【００８６】
モラクセラ・カタラーリス（Moraxella catarrhalis）ブレブ調製物
　方法b)による上方調節には１以上の次の遺伝子(防御抗原をコードする)が好ましい：OM
P106（WO 97/41731およびWO 96/34960)、HasR（PCT/EP99/03824)、PilQ（PCT/EP99/03823
)、OMP85（PCT/EP00/01468)、lipo06（GB 9917977.2)、lipo10（GB 9918208.1)、lipo11
（GB 9918302.2)、lipo18（GB 9918038.2)、P6（PCT/EP99/03038)、ompCD、CopB(Helmine
n ME,ら (1993） Infect. Immun. 61:2003～2010)、D15（PCT/EP99/03822)、OmplA1（PCT
/EP99/06781)、Hly3（PCT/EP99/03257)、LbpA及びLbpB（WO 98/55606)、TbpA及びTbpB（W
O 97/13785及びWO 97/32980)、OmpE、UspA1及びUspA2（WO 93/03761)、FhaB（WO 99/5868
5）並びにOmp21。これらはまた、他のグラム陰性菌中に異種として導入する遺伝子として
も好ましい。
【００８７】
　方法a)による下方調節には１以上の次の遺伝子が好ましい：CopB、OMP106、OmpBl、Tbp
A、TbpB、LbpA、及びLbpB。
【００８８】
　方法c)による下方調節には１以上の次の遺伝子が好ましい：htrB、msbB及びlpxK(最も
好ましくは、msbB)。
【００８９】
　方法d)による上方調節には１以上の次の遺伝子が好ましい：pmrA、pmrB、pmrE、及びpm
rF。
【００９０】
好ましいインフルエンザ菌(Haemophilus influenzae)ブレブ調製物
　方法b)による上方調節には１以上の次の遺伝子(防御抗原をコードする)が好ましい：D1
5（WO 94/12641)、P6（EP 281673)、TbpA、TbpB、P2、P5（WO 94/26304)、OMP26(WO 97/0
1638)、HMW1、HMW2、HMW3、HMW4、Hia、Hsf、Hap、Hin47、Iomp1457 (GB 0025493.8)、Yt
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fN (GB 0025488.8)、VifG (GB 0026002.6)、Iomp1681 (GB 0025998.6)、OstA (GB 002548
6.2)及びHif（ピリンを上方調節するためには、このオペロン中の全ての遺伝子を上方調
節しなければならない)。これらはまた、他のグラム陰性菌中に異種として導入する遺伝
子としても好ましい。
【００９１】
　方法a)による下方調節には１以上の次の遺伝子が好ましい：P2、P5、Hif、IgA1-プロテ
アーゼ、HgpA、HgpB、HMW1、HMW2、Hxu、TbpA、及びTbpB。
【００９２】
　方法c)による下方調節には１以上の次の遺伝子が好ましい：htrB、msbB及びlpxK(最も
好ましくは、msbB)。
【００９３】
　方法d)による上方調節には１以上の次の遺伝子が好ましい：pmrA、pmrB、pmrE、及びpm
rF。
【００９４】
本発明の膜小胞(ブレブ)の調製物
　上述したいずれかの改変菌株からのブレブ調製物の製造は、細菌から天然に放出された
ブレブを回収するか、又は当業者が精通する方法(例えば、EP 301992、US 5,597,572、EP
 11243又はUS 4,271,147に開示された方法)のいずれかによって達成することができる。
【００９５】
　本発明の細菌から得られた膜小胞の調製物は、本発明のさらなる態様である。好ましく
は、膜小胞の調製物は0.22μmの膜を通して濾過することができる。
【００９６】
　本発明の細菌由来の膜小胞を0.22μmの膜に通過させることによって得られる膜小胞の
滅菌(好ましくは、均質な)調製物も想定される。
【００９７】
ワクチン製剤
　本発明の細菌又は本発明のブレブ調製物を、製薬上許容し得る希釈剤又は担体と共に含
むワクチンは、本発明のさらなる態様である。そのようなワクチンは、ヒト身体又は動物
体の治療方法において有利に用いることができる。
【００９８】
　ワクチン調製物は、「ワクチン設計（Vaccine Design）」(「サブユニットとアジュバ
ント手法（The subunit and adjuvant approach）」 (Powell M. F. & Newman M. J.編) 
(1995) Plenum Press New York）に一般的に記載されている。
【００９９】
　本発明のワクチン調製物を、アジュバント化することができる。適当なアジュバントと
しては、水酸化アルミニウムゲル(ミョウバン)又はリン酸アルミニウムなどのアルミニウ
ム塩が挙げられるが、カルシウム(特に炭酸カルシウム)、鉄もしくは亜鉛の塩であっても
よく、又はアシル化チロシンの不溶性懸濁物、又はアシル化糖類、陽イオンもしくは陰イ
オンとして誘導体化した多糖類、又はポリホスファゼン類であってもよい。
【０１００】
　使用しうる好適なTh1アジュバント系としては、モノホスホリルリピドA、特に3-デ-O-
アシル化モノホスホリルリピドA、及びモノホスホリルリピドA、好ましくは3-デ-O-アシ
ル化モノホスホリルリピドA(3D-MPL)と、アルミニウム塩との組合せが挙げられる。増強
した系では、モノホスホリルリピドAとサポニン誘導体との組合せ、特にWO 94/00153に開
示されたQS21と3D-MPL、又はW096/33739に開示されたQS21をコレステロールによってクエ
ンチングしたより低い反応原性組成物を含む。QS21 3D-MPL及びトコフェロールを水中油
型エマルジョンとして含む特に強力なアジュバント製剤は、WO95/17210に記載されており
、これは好ましい製剤である。
【０１０１】
　ワクチンはサポニン、より好ましくはQS21を含有してもよい。ワクチンはまた、水中油
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型エマルジョン及びトコフェロールを含有してもよい。非メチル化CpG含有オリゴヌクレ
オチド（WO 96/02555）も、TH1応答の選択的誘導物質であり、本発明における使用に適し
ている。
【０１０２】
　本発明のワクチン調製物を用いて、全身又は粘膜経路によって前記ワクチンを投与する
ことによって、感染に感受性のある哺乳動物を保護又は治療することができる。これらの
投与としては、筋内、腹腔内、皮内もしくは皮下経路による注射；又は経口／消化管、呼
吸器、尿生殖路への粘膜投与によるものが挙げられる。従って、本発明の一態様は、個体
に対して有効量(起源となる細菌に対して個体を免疫防御することができる量)の本発明の
細菌又は本発明のブレブ調製物を投与することを含む、細菌感染に対して個体を保護する
方法である。
【０１０３】
　それぞれのワクチン用量中の抗原量は、典型的なワクチン被接種者に免疫防御応答を誘
導し、かつ重大な有害副作用を伴わない量として選択される。そのような量は、特定の免
疫原を用い、それをどのように提供するかに応じて変わるであろう。一般的には、各用量
は1～100μg、好ましくは5～50μg、最も典型的には5～25μgの範囲のタンパク質抗原を
含むことが期待される。
【０１０４】
　特定のワクチンのための最適量は、被験体における適当な免疫応答の観察を含む標準的
な試験により確認することができる。初回のワクチン接種後、被験体に十分な間隔を空け
て1回又は数回の追加免疫を受けさせてもよい。
【０１０５】
　本発明の膜小胞の調製物を含むワクチン組成物の調製方法はまた、(a) 本発明の細菌の
増殖に好適な栄養培地を含む培養器に接種すること；(b) 該細菌を培養すること；(c) 培
地から膜小胞を回収すること；及び(d) 該膜小胞と製薬上許容し得る希釈剤又は担体とを
混合すること、を含む方法をも含む。前記小胞は界面活性剤(例えば、デオキシコレート)
抽出により回収することができるが、そのような工程(及びそれとともに行うクロマトグ
ラフィー及び超遠心工程)を経ることなく回収するのが好ましい。
【０１０６】
　好ましくは、工程(c)又は工程(d)の後、調製物を滅菌濾過する(0.22μmの膜を通過させ
る)。
【０１０７】
　ハイパーブレビングな細菌又は本発明の製造方法であって、以下の方法：(a) 1個以上
のTol遺伝子の発現を下方調節するようにグラム陰性細菌株を遺伝子操作すること；及び(
b) タンパク質のペプチドグリカン結合活性を弱めるためにペプチドグリカン結合部位を
含むタンパク質をコードする1個以上の遺伝子を突然変異させること、のいずれか又は双
方により、該グラム陰性細菌株を遺伝的に改変することを含む前記方法も、提供される。
【０１０８】
本発明のヌクレオチド配列
　本発明のさらなる態様は、本発明の方法(下方調節／突然変異)に用いることができるヌ
クレオチド配列(添付の配列表を参照)の提供に関する。
【０１０９】
　本発明の他の態様は、高度にストリンジェントな条件下で、本発明のヌクレオチド配列
(例えば、配列番号1、3、5、6、7、9、10、11、13、15、17、19、20、22、24、26、28、3
0、32、34、36、38、40、42、もしくは44)又はそれらの相補鎖の少なくとも30ヌクレオチ
ド部分とハイブリダイズする、単離されたポリヌクレオチド配列である。好ましくは、単
離された配列は、もしそれが適当なベクターの一部であれば、染色体配列との相同組換え
を実施するのに十分な長さであり、すなわち少なくとも30ヌクレオチド(好ましくは少な
くとも40、50、60、70、80、90、100、200、300、400、又は500ヌクレオチド)であるはず
である。さらに好ましくは、単離されたポリヌクレオチドは、提供される実際の配列又は
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それらの相補鎖の少なくとも30ヌクレオチド(好ましくは、少なくとも40、50、60、70、8
0、90、100、200、300、400、又は500ヌクレオチド)を含むはずである。
【０１１０】
　本明細書にて用いられる高度にストリンジェントなハイブリダイゼーション条件として
は、例えば、次が挙げられる：6×SSC、5×Denhardt、0.5% SDS、及び100μg/mL断片化変
性サケ精子DNAにて、一夜65℃にてハイブリダイズさせ、2×SSC、0.1% SDSで室温にてほ
ぼ10分間かけて１回洗浄し、次いで65℃にてほぼ15分間かけて１回洗浄し、次いで0.2×S
CC、0.1% SDSで室温にて少なくとも3～5分間少なくとも１回洗浄する。
【０１１１】
　さらなる態様は、上記のようにグラム陰性細菌染色体遺伝子を下方調節又は突然変異さ
せる目的で該遺伝子内において遺伝子操作事象(トランスポゾン挿入、又は部位特異的突
然変異もしくは欠失などがあるが、好ましくは相同組換え事象)を実施する上での、本発
明の単離されたポリヌクレオチド配列の使用である。好ましくは、組換え事象を起こす菌
株は、本発明の配列を取得した菌株と同じ菌株である。しかし、A、B、C、Y及びW群髄膜
炎菌並びに淋菌ゲノムは十分に類似しているので、これらのいずれの菌株由来の配列も、
他の菌株においてそのような事象を実施するベクターを設計する上で適している。これは
また、インフルエンザ菌(Haemophilus influenzae)と不定型インフルエンザ菌(Haemophil
us influenzae)についても同様である。
【０１１２】
　引用された文献は参照により本明細書に組み入れられるものとする。
【実施例】
【０１１３】
　以下の実施例は、別に詳細に説明する箇所を除いて、当業者に周知であり、日常的であ
る標準的な技術を用いて行う。この実施例は例示的なものであって、本発明を限定するも
のではない。
【０１１４】
実施例1
機能的RmpM遺伝子を欠損するナイセリア・メニンギチジス株の構築
　この実験の目的は、末端切断されたRmpタンパク質を発現するナイセリア・メニンギチ
ジス血清型B株を構築することであった。ナイセリア・メニンギチジスのRmpは、大腸菌の
OmpA及び緑膿菌(P. aeruginosa)のOprFと相同である。このタンパク質は外膜にアンカー
されたN末端ドメイン、及びペプチドグリカン結合部位を含むC末端ドメインを含む。Rmp
のC末端ドメインを、ナイセリア・メニンギチジス血清型B cps-株における相同組換えに
より欠失させた。該タンパク質の発現されたN末端部分は、依然として外膜の安定性に貢
献するが、ペプチドグリカン結合部位の不在が細菌を取り巻く膜を弛緩させる。この改変
されたナイセリア菌から得た外膜小胞を分析した：産生量、サイズ、均質性。rmp遺伝子
に対応するDNA領域(729 bp)を、ナイセリア・メニンギチジス血清型A株Z2491のゲノムDNA
配列を含むSangerデータベース中で発見した(配列番号9)。類似の配列がナイセリア・メ
ニンギチジス血清型B株MC58中に存在する(配列番号7)。これは、men A配列と99.3％の同
一性を示す。該遺伝子の完全配列をカバーするDNA断片を、HindIII及びEcoRI制限部位(下
線部)を含むオリゴヌクレオチドRMP-H-5(5'- GCC CAC AAG CTT ATG ACC AAA CAG CTG AAA
 TT-3')＆RMP-E-3(5'- CCG GAA TTC TTA GTG TTG GTG ATG ATT GT-3')を用いて、ナイセ
リア・メニンギチジス血清型BのゲノムDNAからPCR増幅した。このPCR断片をHigh Pure Ki
t (Roche, Mannheim, Germany)を用いて洗浄し、pGemTベクター(Promega, USA)中に直接
クローニングした。内部のフェニルアラニン残基の後に33 bpの欠失及び停止コドンを導
入するために、このプラスミドをサークルPCR突然変異誘発(Jones & Winistofer (1992),
 Biotechniques 12: 528-534)にかけた。サークルPCRは、BamHI制限部位(下線部)を含む
オリゴヌクレオチドRMP-CIRC-3-B (5'-GGC GGA TCC TTA GAA CAG GGT TTT GGC AG-3') & 
RMP CIRC-5-B (5’-CGG GGA TCC CAA GAC AAC CTG AAA GTA TT-3')を用いて行った。取込
み配列及びBamHI制限部位(下線部)を含むオリゴヌクレオチドCM/BAM/5/2 (5'-CGC GGA TC
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C GCC GTC TGA AAC CTG TGA CGG AAG ATC AC-3') & CM/BAM/3/2 (5'-CGC GGA TCC TTC AG
A CGG CCC AGG CGT TTA AGG GCA C-3')を用いて、cmR遺伝子をpGPS2プラスミドから増幅
した。この断片を、BamHIで制限処理したサークルPCRプラスミド中に挿入した。この組換
えプラスミドを用いてナイセリア・メニンギチジス血清型B cps-株を形質転換した。二重
交叉事象から得られた組換えナイセリア・メニンギチジスを、プライマーRMP SCR 5 (5'-
 CAT GAT AGA CTA TCA GGA AAC-3')及びRMP SCR 3 (5'-CAG TAC CTG GTACAA AAT CC-3')
を用いてPCRスクリーニングにより選択した。これらのプライマーは、対照株(rmpについ
てのWT)から970 bpの断片及び組換えナイセリア菌から1800 bpの断片を増幅する。図4は
、臭化エチジウムの存在下で1％アガロースゲル上で分析された10個の組換えコロニーか
ら得られたPCR増幅物を示す。組換え体を、5μg/mlクロラムフェニコールを含むGC培地上
で増殖させ、Rmp発現及びOMV産生について分析した。
【０１１５】
rmpM突然変異体から産生されたmenB OMVの特性評価
　OMVの産生量、サイズ及び多分散性に対するrmpM突然変異の効果を、親であるH44/76 Cp
s-(莢膜多糖なし)から抽出された(デオキシコレートを用いて)OMVと、RmpM突然変異誘導
体から抽出された対応するOMVとを比較することにより分析した。結果は以下の通りであ
る：

【０１１６】
　以下に示すように、rmpMの欠失は、そのような株から調製したOMVの産生量を有意に増
加させる(少なくとも因子2)。野生型及びrmpM突然変異体ナイセリア・メニンギチジス(N.
 meningitidis)H44/46誘導株から単離されたOMVのサイズを、供給業者(Malvern Instrume
nts GmbH, Herrenberg Germany: www.malvern.co.uk)により推奨されるようにMalvern Ze
tasizer 4000分析装置を用いて光子相関分光測定(PCS)により評価した。結果を以下にま
とめる：

【０１１７】
　これらのデータは、CPS(-) 07/2000のサイズがCPS(-) 09/2000のサイズより小さく、ま
たCPS(-)サンプルのサイズがCPS(-) rmpM(-)ブレブのサイズより小さいことを支持してい
る。要するに、これらのデータは、RmpMのペプチドグリカン結合ドメインをコードするド
メインの欠失がブレブ産生の増強並びにOMVの形態及びサイズ分布の変化をもたらすこと
を支持している。これらの特徴を、WO 01/09350 (8/2/01にWIPOにより公開されたもので
あり、参照により本明細書に組み入れられるものとする)に記載のようにワクチンの製造
に有利に用いることができた。
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【０１１８】
実施例2. モラクセラ・カタラーリスにおけるtolQR遺伝子の欠失
　この実験の目的は、ハイパーブレビングなモラクセラ菌株を取得するためにモラクセラ
・カタラーリスからtolQR遺伝子を欠失させることであった。
【０１１９】
　その目的のために、大腸菌クローニング技術を用いて変異誘発プラスミドを構築した。
主な工程を図5に示す。簡単に述べると、QIAGENゲノムDNA抽出キット(Qiagen Gmbh)を用
いてモラクセラ・カタラーリスATCC 43617株からゲノムDNAを抽出した。この材料を用い
て、tolQ遺伝子の開始コドン(ATG)の501ヌクレオチド上流からtolR停止コドン(TAA)の500
ヌクレオチド下流までをカバーする2151ヌクレオチドのDNA断片を、プライマーA(5'-GCTC
TAGAGCTTCAGCAGTCACGGGCAAATCATGATTA - 3')及びB(5'- CGGAGCTCTGCTCAAGGTCTGAGACATGAT
TAGAATAT - 3')を用いてポリメラーゼ連鎖反応(PCR)により増幅した。このPCR産物を、製
造業者の指示に従ってpGEM-Tクローニングベクター(Promega)中に導入した。次いで、得
られたプラスミドをサークルPCR突然変異誘発(Jones及びWinistofer, (1992), Biotechni
ques 12: 528-534)にかけて、tolQR遺伝子(2つのプライマー間に含まれる領域を含まない
完全なベクターの増幅物からなる)を欠失させた。tolQの開始コドン(ATG)の31ヌクレオチ
ド下流及びtolRの停止コドン(TAA)の48 bp上流に、それぞれハイブリダイズするプライマ
ーC(5'-CGGGATCCCAGCGAGATTAGGCTAATGGATTCGTTCA - 3')及びD(5'- CGGGATCCAATGTTGGTATC
ACCCAAGTGAGTTTGCTT - 3')を用いて、サークルPCRを行った（図5を参照）。両プライマー
はBamHI制限部位(下線部)を含む。次いで、得られたPCR断片をPCR Clean Up Kit (Boehri
nger)を用いて精製し、BamHIで消化し、連結したところ、BamHI制限部位により分離され
た532ヌクレオチドの5'フランキング配列及び548ヌクレオチドの3'フランキング配列を担
持するプラスミドが得られた。次いで、カナマイシン耐性カセットをBamHI部位に導入し
て、宿主細菌中で組換え体を選択できるようにした。2つの異なるカセットをサブクロー
ニングして2つの異なるプラスミドを得たが、すなわち、その一方はプラスミドpUC4K (Am
ersham Pharmacia Biotech)からサブクローニングされたTn903に由来するカナマイシン耐
性遺伝子(KanR)であり、他方はTn5及びsacB遺伝子(Blomfieldら、(1991), Molecular Mic
robiology, 5: 1447-1457)に由来するカナマイシン耐性遺伝子を担持するpIB279を起源と
するsacB-neoカセットであった。sacBはスクロースの存在下で細菌にとって有害な対抗選
択マーカーであり、該カセットをさらに排除することを可能にする。両カセットを、利用
可能なBamHI制限部位を用いてサブクローニングした。得られたクローンの配列を、Big D
ye Cycle Sequencingキット(Perkin Elmer)及びABI 373A/PRISM DNA配列決定装置を用い
て確認した。あるいは、pKNG101自殺ベクターを用いて、ベクターのマルチクローニング
部位中にフランキング領域をサブクローニングした後、突然変異を導入することができる
(Kanigaら、(1991), Gene 109: 137-141)。
【０１２０】
　Tn903由来のカナマイシン耐性マーカーを担持するプラスミドを用いて、ノルウェーの
オスロ市でヒト鼻咽頭から単離されたモラクセラ・カタラーリス株14を形質転換した。こ
の形質転換技術は、該株の天然のDNA取込み能力に基づくものである。約10個の細菌コロ
ニーを25μgのDNA(20μlのPBS中)と混合し、36℃にて3時間インキュベートした。次いで
、組換えモラクセラ・カタラーリスのクローンを20μg/mlカナマイシンを含むMuller-Hin
tonプレート上で選択し、二重組換え事象から得られる突然変異体をプライマーE(5'- ATC
GGCGTGGCTGTGTGTGGC - 3')、F (5'- ACCGAATTGGATTGAGGTCAC - 3')、G (5'- GCGATTCAGGC
CTGGTATGAG - 3')及びH (5'- TTGTGCAATGTAACATCAGAG - 3')を用いてPCRによりスクリー
ニングした。サーマル増幅の後、約10μlアリコートの反応物をアガロースゲル電気泳動(
Tris-ホウ酸-EDTA (TBE)バッファー中、1％アガロース)により分析した。ゲル電気泳動及
び臭化エチジウム染色の後、UV照射によりDNA断片を可視化した。DNA分子サイズ標準(Sma
rtladder, Eurogentec)を試験サンプルと平行に電気泳動し、これを用いてPCR産物のサイ
ズを評価した。図6に示すように、いくつかの形質転換体が期待されたサイズのPCR産物を
産生し、tolQRモラクセラ・カタラーリス突然変異株であると同定された。配列決定によ
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り、カセットの正確な組込みを確認した。これらのクローンを外膜小胞産生について試験
することができる。
【０１２１】
実施例3. モラクセラ・カタラーリス由来ompCDの突然変異
　この実験の目的は、ハイパーブレビングなモラクセラ菌株を取得するために、ペプチド
グリカン結合3'コード領域を含まない末端切断遺伝子中でモラクセラ・カタラーリス由来
ompCD遺伝子を突然変異させることであった。この実験では、該タンパク質の膜貫通ドメ
インの末端にあるフェニルアラニンの後ろに停止コドンを導入した。
【０１２２】
　その目的のために、大腸菌クローニング技術を用いて変異誘発プラスミドを構築した。
主な工程を図7に示す。簡単に述べると、QIAGENゲノムDNA抽出キット(Qiagen Gmbh)を用
いてモラクセラ・カタラーリスATCC 43617株からゲノムDNAを抽出した。この材料を用い
て、重要なフェニルアラニン残基の500ヌクレオチド上流及び下流をカバーする1000ヌク
レオチドのDNA断片を、プライマー1(5'- CCTCTAGACGCTTATTATAACATAAATCAGTCTAACTG - 3'
)及び2 (5'- AAGGTACCAGCAGAAGTAGCCAATGGGCAAAACATTGC - 3')を用いてポリメラーゼ連鎖
反応(PCR)により増幅した。このPCR産物を、製造業者の指示に従ってpGEM-Tクローニング
ベクター(Promega)中に導入した。次いで、得られたプラスミドをサークルPCR突然変異誘
発(Jones及びWinistofer, (1992), Biotechniques 12: 528-534)にかけて、停止コドン及
びBamHI制限部位を導入した。フェニルアラニンをコードするTTCコドンの62ヌクレオチド
上流及び39ヌクレオチド下流にハイブリダイズするプライマー3:

及び4(5'- AAGGATCCGCGCAAATGCGTGAATTCCCAAATGCAACT - 3')を用いて、サークルPCRを行
った(図7)。両プライマーはBamHI制限部位(下線部)を含み、プライマー3は停止コドン(太
字)をも含む。次いで、得られたPCR断片をPCR Clean Up Kit (Boehringer)を用いて精製
し、BamHIにより消化し、連結したところ、BamHI部位により分離された438ヌクレオチド
の5'フランキング配列及び540ヌクレオチドの3'フランキング配列を担持するプラスミド
が得られた。その後、カナマイシン耐性カセットをBamHIに導入して、宿主細菌中で組換
え体を選択できるようにした。2つの異なるカセットをサブクローニングして2つの異なる
プラスミドを得たが、すなわち、その一方はプラスミドpUC4K (Amersham Pharmacia Biot
ech)からサブクローニングされたTn903由来のカナマイシン耐性遺伝子(KanR)であり、他
方はTn5及びsacB遺伝子(Blomfieldら、(1991), Molecular Microbiology, 5: 1447-1457)
由来カナマイシン耐性遺伝子を担持するpIB179を起源とするSacB-neoカセットであった。
sacBはスクロースの存在下で細菌にとって有害な対抗選択マーカーであり、該カセットを
さらに排除することを可能にする。両カセットを利用可能なBamHI制限部位を用いてサブ
クローニングした。得られたクローンの配列を、Big Dye Sequencingキット(Perkin Elme
r)及びABI 373A/PRISM DNA配列決定装置を用いて確認した。あるいは、pKNG101自殺ベク
ターを用いて、ベクターのマルチクローニング部位中にフランキング領域をサブクローニ
ングした後、突然変異を導入することができる(Kanigaら、(1991), Gene 109: 137-141)
。
【０１２３】
　Tn903由来カナマイシン耐性マーカーを担持するプラスミドを用いて、モラクセラ・カ
タラーリスを形質転換することができる。組換えモラクセラ・カタラーリスクローンを、
20μg/mlのカナマイシンを含むMuller-Hintonプレート上で選択することができ、二重組
換え事象から得られる突然変異体をPCRによりスクリーニングすることができる。次いで
、これらのクローンを、外膜小胞産生について試験することができる。
【０１２４】
実施例4. 不定型インフルエンザ菌(Haemophilus influenzae)におけるtolQR遺伝子の欠失
　この実験の目的は、ハイパーブレビング株を取得するために、不定型インフルエンザ菌
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(Haemophilus influenzae)(NTHI)からtolQR遺伝子を欠失させることであった。
【０１２５】
　その目的のために、大腸菌クローニング技術を用いて変異誘発プラスミドを構築した。
主要な工程を図5に示す。簡単に述べると、QIAGENゲノムDNA抽出キット(Qiagen Gmbh)を
用いて、不定型インフルエンザ菌3224A株からゲノムDNAを抽出した。この材料を用いて、
プライマーZR1-EcoRI (5'- CCGGAATTCAAAGTGCGGTAGATTTAGTCGTAGTAATTGATTTACTTATG - 3'
)及びZR2-XbaI (5'- CTAGTCTAGAACGTTGCTGTTCTTGCTG - 3')を用いてtolQ遺伝子コドンの2
06ヌクレオチド上流からtolR停止コドンの364ヌクレオチド下流までをカバーする1746ヌ
クレオチドのDNA断片をポリメラーゼ連鎖反応(PCR)により増幅した。このPCR産物を、製
造業者の指示に従ってpGEM-Tクローニングベクター(Promega)中に導入した。次いで、得
られたプラスミドをサークルPCR突然変異誘発(Jones及びWinistofer, (1992), Biotechni
ques 12: 528-534)にかけて、tolQR遺伝子(2つのプライマー間に含まれる領域を含まない
完全なベクターの増幅物からなる)を欠失させた。tolQの開始コドンの312ヌクレオチド下
流及びtolRの停止コドンの144 bp上流に、それぞれハイブリダイズするプライマーZR1-Ba
mHI (5'- CGCGGATCCCGCTTCAGGTGCATCTGG - 3')及びZR2-BamHI (5'- CGCGGATCCAGACAGGAAT
TTGATAAGG - 3')を用いて、サークルPCRを行った(図5)。両プライマーはBamHI制限部位(
下線部)を含む。次いで、得られたPCR断片をPCR Clean Up Kit (Boehringer)を用いて精
製し、BamHIにより消化し、連結したところ、BamHI部位により分離された517ヌクレオチ
ドの5'フランキング配列及び507ヌクレオチドの3'フランキング領域を担持するプラスミ
ドが得られた。その後、カナマイシン耐性カセットをBamHIに導入して、宿主細菌中で組
換え体を選択できるようにした。2つの異なるカセットをサブクローニングして2つの異な
るプラスミドを得たが、すなわち、その一方はプラスミドpUC4K (Amersham Pharmacia Bi
otech)からサブクローニングされたTn903由来のカナマイシン耐性遺伝子(KanR)であり、
他方はTn5及びsacB遺伝子(Blomfieldら、(1991), Molecular Microbiology, 5: 1447-145
7)由来カナマイシン耐性遺伝子を担持するpIB279を起源とするsacB-neoカセットであった
。sacBはスクロースの存在下で細菌にとって有害な対抗選択マーカーであり、該カセット
をさらに排除することを可能にする。両カセットを利用可能なBamHI制限部位を用いてサ
ブクローニングした。得られたクローンの配列を、Big Dye Sequencingキット(Perkin El
mer)及びABI 373A/PRISM DNA配列決定装置を用いて確認した。あるいは、pKNG101自殺ベ
クターを用いて、ベクターのマルチクローニング部位中にフランキング領域をサブクロー
ニングした後、突然変異を導入することができる(Kanigaら、(1991), Gene 109: 137-141
)。
【０１２６】
　Tn903由来カナマイシン耐性マーカーを担持するプラスミドを用いて、不定型インフル
エンザ菌3224A株を形質転換した。形質転換は、Methods in Enzymology, Bacterial gene
tic systems, (編) J. H. Miller, Academic Press Inc., vol. 204, p. 334に従う塩化
カルシウム処理によって得られたコンピテントNTHI細胞を用いて実現させた。組換え不定
型インフルエンザ菌のクローンを、15μg/mlのカナマイシンを含むGCプレート上で選択し
、二重組換え事象から得られる突然変異体をプライマーNTHI-Fo-ZR1 (5'- CCTTACTAGAGGA
ACAACAACTC - 3')、NTHI-RE-ZR2 (5'- GCCTCTTCAGCTTGCTTCTG - 3')、ZR1-EcoRI (5'- CC
GGAATTCAAAGTGCGGTAGATTTAGTCGTAGTAATTGATTTACTTATG - 3')及びZR2-XbaI (5'- CTAGTCTA
GAACGTTGCTGTTCTTGCTG - 3')を用いてPCRによりスクリーニングした。サーマル増幅の後
、約10μlアリコートの反応物を、アガロースゲル電気泳動(Tris-ホウ酸-EDTA (TBE)バッ
ファー中、1％アガロース)により分析した。ゲル電気泳動及び臭化エチジウム染色の後、
UV照射によりDNA断片を可視化した。DNA分子サイズ標準(Smartladder, Eurogentec)を試
験サンプルと平行に電気泳動し、これを用いてPCR産物のサイズを評価した。いくつかの
形質転換体が期待されたサイズのPCR産物を産生し、これを抗生物質耐性カセットを担持
する不定型インフルエンザ菌突然変異株であると同定した。
【０１２７】
実施例5. 不定型インフルエンザ菌におけるtolRA遺伝子の欠失
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　この実験の目的は、ハイパーブレビング株を取得するために不定型インフルエンザ菌(N
THI)からtolRA遺伝子を欠失させることであった。
【０１２８】
　その目的のために、大腸菌クローニング技術を用いて変異誘発プラスミドを構築した。
主要な工程を図5に示す。簡単に述べると、QIAGENゲノムDNA抽出キット(Qiagen Gmbh)を
用いて、不定型インフルエンザ菌3224A株からゲノムDNAを抽出した。この材料を用いて、
プライマーZR5-EcoRI (5'-CCGGAATTCAAAGTGCGGTAGATTTAGTCGTAATTCGCTGAGGCC - 3')及びZ
R6-XbaI (5'- CTAGTCTAGATTATCGAATATCAAAGTCAATAATG - 3')を用いてtolR遺伝子コドンの
244ヌクレオチド上流からtolA停止コドンまでをカバーする1797ヌクレオチドのDNA断片を
ポリメラーゼ連鎖反応(PCR)により増幅した。このPCR産物を、製造業者の指示に従ってpG
EM-Tクローニングベクター(Promega)中に導入した。次いで、得られたプラスミドをサー
クルPCR突然変異誘発(Jones及びWinistofer, (1992), Biotechniques 12: 528-534)にか
けて、tolRA遺伝子(2つのプライマー間に含まれる領域を含まない完全なベクターの増幅
物からなる)を欠失させた。tolRの開始コドンの257ヌクレオチド下流及びtolAの停止コド
ンの500ヌクレオチド上流にそれぞれハイブリダイズするプライマーZR5-BamHI (5'- CGCG
GATCCTTCTTCTGTTTAAACCTTCTTG - 3')及びZR6-BamHI (5'- CGCGGATCCAAGCAAAGGCTGAAGCGG 
- 3')を用いて、サークルPCRを行った(図5を参照)。両プライマーはBamHI制限部位(下線
部)を含む。次いで、得られたPCR断片をPCR Clean Up Kit (Boehringer)を用いて精製し
、BamHIにより消化し、連結したところ、BamHI部位により分離された502ヌクレオチドの5
'フランキング配列及び500ヌクレオチドの3'フランキング配列を担持するプラスミドが得
られた。その後、カナマイシン耐性カセットをBamHIに導入して、宿主細菌中で組換え体
を選択できるようにした。2つの異なるカセットをサブクローニングして2つの異なるプラ
スミドを得たが、すなわち、その一方はプラスミドpUC4K (Amersham Pharmacia Biotech)
からサブクローニングされたTn903由来のカナマイシン耐性遺伝子(KanR)であり、他方はT
n5及びsacB遺伝子(Blomfieldら、(1991), Molecular Microbiology, 5: 1447-1457)由来
カナマイシン耐性遺伝子を担持するpIB279を起源とするsacB-neoカセットであった。sacB
はスクロースの存在下で細菌にとって有害な対抗選択マーカーであり、該カセットをさら
に排除することを可能にする。両カセットを利用可能なBamHI制限部位を用いてサブクロ
ーニングした。得られたクローンの配列を、Big Dye Sequencingキット(Perkin Elmer)及
びABI 373A/PRISM DNA配列決定装置を用いて確認した。あるいは、pKNG101自殺ベクター
を用いて、ベクターのマルチクローニング部位中にフランキング領域をサブクローニング
した後、突然変異を導入することができる(Kanigaら、(1991), Gene 109: 137-141)。
【０１２９】
　Tn903由来カナマイシン耐性マーカーを担持するプラスミドを用いて、不定型インフル
エンザ菌3224A株を形質転換した。形質転換は、Methods in Enzymology, Bacterial gene
tic systems, (編) J. H. Miller, Academic Press Inc., vol. 204, p. 334に従う塩化
カルシウム処理によって得られたコンピテントNTHI細胞を用いて実現させた。組換え不定
型インフルエンザ菌のクローンを、15μg/mlのカナマイシンを含むGCプレート上で選択し
、二重組換え事象から得られる突然変異体をプライマーNTHI-FO-ZR5 (5'- CGCTGAGGCCTTG
ATTGC - 3')、NTHI-RE-ZR6 (5'- GTACAATCGCGAATACGCTCAC - 3')、ZR5-EcoRI (5'-CCGGAA
TTCAAAGTGCGGTAGATTTAGTCGTAATTCGCTGAGGCC - 3')及びZR6-XbaI (5'- CTAGTCTAGATTATCGA
ATATCAAAGTCAATAATG - 3')を用いてPCRによりスクリーニングした。サーマル増幅の後、
約10μlアリコートの反応物を、アガロースゲル電気泳動(Tris-ホウ酸-EDTA (TBE)バッフ
ァー中、1％アガロース)により分析した。ゲル電気泳動及び臭化エチジウム染色の後、UV
照射によりDNA断片を可視化した。DNA分子サイズ標準(Smartladder, Eurogentec)を試験
サンプルと平行に電気泳動し、これを用いてPCR産物のサイズを評価した。いくつかの形
質転換体が期待されたサイズのPCR産物を産生し、これを抗生物質耐性カセットを担持す
る不定型インフルエンザ菌突然変異株であると同定した。
【０１３０】
実施例6. 不定型インフルエンザ菌におけるP5遺伝子の突然変異
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　この実験の目的は、ハイパーブレビングなNTHI株を取得するために、ペプチドグリカン
結合3'コード領域を含まない末端切断遺伝子に、インフルエンザ菌(NTHI)由来P5遺伝子を
突然変異させることであった。この実験では、該タンパク質の膜貫通ドメインの末端にあ
るフェニルアラニンの後ろに停止コドンを導入した。
【０１３１】
　その目的のために、大腸菌クローニング技術を用いて突然変異プラスミドを構築した。
主要な工程を図7に示す。簡単に述べると、QIAGENゲノムDNA抽出キット(Qiagen Gmbh)を
用いて、不定型インフルエンザ菌3224A株からゲノムDNAを抽出した。この材料を用いて、
プライマーP5-01 bis (5'- GATGAATTCAAAGTGCGGTAGATTTAGTCGTAGTAATTAATAACTTA - 3')及
びP5-02 (5'- CTAGTCTAGAAGGTTTCCATAATGTTTCCTA - 3')を用いて重要なフェニルアラニン
残基をコードするTTTコドンの上流及び下流の1047ヌクレオチドのDNA断片をポリメラーゼ
連鎖反応(PCR)により増幅した。このPCR産物を、製造業者の指示に従ってpGEM-Tクローニ
ングベクター(Promega)中に導入した。次いで、得られたプラスミドをサークルPCR突然変
異誘発(Jones及びWinistofer, (1992), Biotechniques 12: 528-534)にかけて、停止コド
ン及びBamHI制限部位を導入した。フェニルアラニンをコードするTTTコドンに正確にハイ
ブリダイズするプライマーP5-03:

及びP5-04 (5'- CGCGGATCCGCATTTGGTAAAGCAAACTT - 3')を用いてサークルPCRを行った。
両プライマーはBamHI制限部位(下線部)を含み、プライマー3は停止コドン(太字)をも含む
。次いで、得られたPCR断片をPCR Clean Up Kit (Boehringer)を用いて精製し、BamHIに
より消化し、連結したところ、BamHI部位により分離された518ヌクレオチドの5'フランキ
ング配列及び538ヌクレオチドの3'フランキング配列を担持するプラスミドが得られた。
その後、カナマイシン耐性カセットをBamHIに導入して、宿主細菌中で組換え体を選択で
きるようにした。2つの異なるカセットをサブクローニングして2つの異なるプラスミドを
得たが、すなわち、その一方はプラスミドpUC4K (Amersham Pharmacia Biotech)からサブ
クローニングされたTn903由来のカナマイシン耐性遺伝子(KanR)であり、他方はTn5及びsa
cB遺伝子(Blomfieldら、(1991), Molecular Microbiology, 5: 1447-1457)由来カナマイ
シン耐性遺伝子を担持するpIB279を起源とするsacB-neoカセットであった。sacBはスクロ
ースの存在下で細菌にとって有害な対抗選択マーカーであり、該カセットをさらに排除す
ることを可能にする。両カセットを利用可能なBamHI制限部位を用いてサブクローニング
した。得られたクローンの配列を、Big Dye Sequencingキット(Perkin Elmer)及びABI 37
3A/PRISM DNA配列決定装置を用いて確認した。あるいは、pKNG101自殺ベクターを用いて
、ベクターのマルチクローニング部位中にフランキング領域をサブクローニングした後、
突然変異を導入することができる(Kanigaら、(1991), Gene 109: 137-141)。
【０１３２】
　Tn903由来カナマイシン耐性マーカーを担持するプラスミドを用いて、不定型インフル
エンザ菌3224A株を形質転換した。形質転換は、Methods in Enzymology, Bacterial gene
tic systems, (編) J. H. Miller, Academic Press Inc., vol. 204, p. 334に従う塩化
カルシウム処理によって得られたコンピテントNTHI細胞を用いて実現させた。組換え不定
型インフルエンザ菌のクローンを、15μg/mlのカナマイシンを含むGCプレート上で選択し
、二重組換え事象から得られる突然変異体をプライマーP5-01 bis (5'- GATGAATTCAAAGTG
CGGTAGATTTAGTCGTAGTAATTAATAACTTA - 3')及びP5-02 (5'- CTAGTCTAGAAGGTTTCCATAATGTTT
CCTA - 3')を用いてPCRによりスクリーニングした。サーマル増幅の後、約10μlアリコー
トの反応物を、アガロースゲル電気泳動(Tris-ホウ酸-EDTA (TBE)バッファー中、1％アガ
ロース)により分析した。ゲル電気泳動及び臭化エチジウム染色の後、UV照射によりDNA断
片を可視化した。DNA分子サイズ標準(Smartladder, Eurogentec)を試験サンプルと平行に
電気泳動し、これを用いてPCR産物のサイズを評価した。いくつかの形質転換体が期待さ
れたサイズのPCR産物を産生し、これを抗生物質耐性カセットを担持する不定型インフル
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エンザ菌突然変異株であると同定した。
【０１３３】
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【図面の簡単な説明】
【０１３４】
【図１－１】ペプチドグリカン結合タンパク質のマルチプルアラインメントである。ECは
大腸菌、HIはインフルエンザ菌、NGは淋菌である。↑はC末端トランケート中で保存され
ているはずのOmpA相同体の保存F残基の位置を示す。下線　はペプチドグリカン結合部位
の保存された完全長を示す。
【図１－２】ペプチドグリカン結合タンパク質のマルチプルアラインメントである。ECは
大腸菌、HIはインフルエンザ菌、NGは淋菌である。↑はC末端トランケート中で保存され
ているはずのOmpA相同体の保存F残基の位置を示す。下線　はペプチドグリカン結合部位
の保存された完全長を示す。
【図２－１】ペプチドグリカン結合タンパク質のマルチプルアラインメントである。ECは
大腸菌、MCはモラクセラ・カタラーリス、NGは淋菌である。↑はC末端トランケート中で
保存されているはずのOmpA相同体の保存F残基の位置を示す。下線　はペプチドグリカン
結合部位の保存された完全長を示す。
【図２－２】ペプチドグリカン結合タンパク質のマルチプルアラインメントである。ECは
大腸菌、MCはモラクセラ・カタラーリス、NGは淋菌である。↑はC末端トランケート中で
保存されているはずのOmpA相同体の保存F残基の位置を示す。下線　はペプチドグリカン
結合部位の保存された完全長を示す。
【図３】モラクセラ・カタラーリスのompCDの仮定的構造図を示す。C末端トランケート中
で保存されているはずのOmpA相同体のF残基の位置並びにペプチドグリカン結合部位の位
置を示す。
【図４】実施例1に記載されるrmp遺伝子座での二重交叉から得られた組換えナイセリア属
菌のPCRスクリーニングを示す。
【図５】モラクセラ・カタラーリス及びNTHIにおけるtol遺伝子の欠失のための変異誘発
プラスミドを構築するのに用いる戦略の模式図を示す。
【図６】A:モラクセラ・カタラーリスの期待される二重組換えtolQRの模式図を示す。B：
プライマーE、F、G及びHを用いる組換えtolQRモラクセラ・カタラーリスのPCR分析を示す
。
【図７】それぞれモラクセラ・カタラーリス及びNTHIのompCD配列及びP5配列中に停止コ
ドンを導入するのに用いる変異誘発プラスミドの構築を示す。
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