
(57)【要約】
ポリペプチド結合体は、タイプ IIIまたはタイプ IV分泌装置を含む改変された線毛または
「針様」構造によって分泌された細菌の注入可能なエフェクタータンパク質、および標的
細胞に該結合体をターゲティングするキャリアを含む。エフェクタータンパク質は、神経
変性疾患、細胞内感染、および分泌の欠陥に関連する疾患の治療を含む種々の目的に使用
される。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
注 入 さ れ た 細 菌 エ フ ェ ク タ ー タ ン パ ク 質 と 、 該 エ フ ェ ク タ ー タ ン パ ク 質 を 標 的 細 胞 に タ ー
ゲ テ ィ ン グ す る キ ャ リ ア と の 結 合 体 で あ っ て 、
該 キ ャ リ ア が 、 該 エ フ ェ ク タ ー を 標 的 細 胞 に タ ー ゲ テ ィ ン グ し 、 そ し て レ セ プ タ ー 媒 介 エ
ン ド サ イ ト ー シ ス を 受 け る 第 １ の ド メ イ ン 、 お よ び 該 エ フ ェ ク タ ー を エ ン ド ソ ー ム 膜 を 横
切 っ て 該 細 胞 の サ イ ト ゾ ル 内 に ト ラ ン ス ロ ケ ー ト す る 第 ２ の ド メ イ ン を 含 む 、 結 合 体 。
【 請 求 項 ２ 】
リ ン カ ー に よ っ て 前 記 キ ャ リ ア に 連 結 さ れ た 前 記 エ フ ェ ク タ ー タ ン パ ク 質 を 含 む 、 請 求 項
１ に 記 載 の 結 合 体 。
【 請 求 項 ３ 】
前 記 リ ン カ ー が 、 切 断 可 能 で あ り 、 そ の た め 、 該 リ ン カ ー が 前 記 標 的 細 胞 内 に 侵 入 し た 後
に 切 断 さ れ 、 前 記 エ フ ェ ク タ ー を 前 記 キ ャ リ ア か ら 遊 離 し 得 る 、 請 求 項 ２ に 記 載 の 結 合 体
。
【 請 求 項 ４ 】
前 記 キ ャ リ ア が 、 上 皮 細 胞 、 神 経 細 胞 、 分 泌 細 胞 、 免 疫 細 胞 、 内 分 泌 細 胞 、 炎 症 細 胞 、 外
分 泌 細 胞 、 骨 細 胞 、 お よ び 心 臓 血 管 系 の 細 胞 か ら 選 択 さ れ る 細 胞 に エ フ ェ ク タ ー を タ ー ゲ
テ ィ ン グ す る 、 請 求 項 １ か ら ３ の い ず れ か の 項 に 記 載 の 結 合 体 。
【 請 求 項 ５ 】
単 一 の ポ リ ペ プ チ ド で あ る 、 請 求 項 １ か ら ４ の い ず れ か の 項 に 記 載 の 結 合 体 。
【 請 求 項 ６ 】
前 記 注 入 さ れ た 細 菌 エ フ ェ ク タ ー タ ン パ ク 質 が 、 Ｇ Ｔ Ｐ ア ー ゼ の 活 性 化 、 Ｇ Ｔ Ｐ ア ー ゼ の
不 活 性 化 、 結 合 し た Ｇ Ｄ Ｐ の Ｇ Ｔ Ｐ に よ る 置 換 の 増 強 、 Ｇ Ｔ Ｐ ア ー ゼ の 共 有 結 合 改 変 の 惹
起 、 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ 活 性 、 プ ロ テ イ ン ホ ス フ ァ タ ー ゼ 活 性 、 イ ノ シ ト ー ル ホ ス フ ァ タ
ー ゼ 活 性 、 マ イ ト ジ ェ ン 活 性 化 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ キ ナ ー ゼ の 阻 害 、 遺 伝 子 発 現 の 調 節 、
転 写 因 子 、 お よ び 細 胞 輸 送 の 調 節 か ら 選 択 さ れ る 活 性 を 有 す る 、 請 求 項 １ か ら ５ の い ず れ
か の 項 に 記 載 の 結 合 体 。
【 請 求 項 ７ 】
請 求 項 １ か ら ６ の い ず れ か の 項 に 記 載 の 結 合 体 を 含 む 、 薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 ８ 】
細 胞 の 生 存 を 促 進 す る こ と 、 細 胞 に 対 す る 損 傷 を 防 止 す る こ と 、 細 胞 に 対 す る 損 傷 を 復 帰
さ せ る こ と 、 細 胞 の 増 殖 を 促 進 す る こ と 、 ア ポ ト ー シ ス を 阻 害 す る こ と 、 細 胞 か ら の 炎 症
メ デ ィ エ ー タ ー の 放 出 を 阻 害 す る こ と 、 細 胞 の 分 割 を 促 進 す る こ と 、 お よ び 細 胞 内 感 染 を
治 療 す る こ と か ら 選 択 さ れ る 治 療 の た め の 、 請 求 項 １ か ら ６ の い ず れ か の 項 に 記 載 の 結 合
体 を 含 む 、 薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 ９ 】
細 胞 内 感 染 を 治 療 す る た め の 、 請 求 項 ７ ま た は ８ に 記 載 の 薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ０ 】
細 胞 の 生 存 を 阻 害 す る こ と 、 細 胞 の 増 殖 を 阻 害 す る こ と 、 細 胞 の 分 割 を 阻 害 す る こ と 、 ア
ポ ト ー シ ス を 促 進 す る こ と 、 細 胞 を 殺 傷 す る こ と 、 細 胞 か ら の 炎 症 メ デ ィ エ ー タ ー の 放 出
を 促 進 す る こ と 、 細 胞 か ら の 窒 素 酸 化 物 放 出 を 調 節 す る こ と 、 細 胞 か ら の 分 泌 を 阻 害 す る
こ と 、 細 胞 内 輸 送 を 妨 害 す る こ と 、 お よ び 細 胞 表 面 マ ー カ ー の 発 現 を 調 節 す る こ と か ら 選
択 さ れ る 治 療 の た め の 、 請 求 項 ７ か ら ９ の い ず れ か の 項 に 記 載 の 薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 １ １ 】
細 胞 内 輸 送 を 妨 害 す る た め の 、 請 求 項 １ ０ に 記 載 の 薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ２ 】
細 胞 表 面 マ ー カ ー の 発 現 を 調 節 す る た め の 、 請 求 項 １ ０ に 記 載 の 薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ３ 】
細 胞 か ら の 分 泌 を 阻 害 す る た め の 、 請 求 項 １ ０ に 記 載 の 薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ４ 】
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神 経 細 胞 の 治 療 の た め の 、 請 求 項 ７ か ら １ ３ の い ず れ か の 項 に 記 載 の 薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ５ 】
神 経 細 胞 の 生 存 を 促 進 す る た め の 、 請 求 項 １ ４ に 記 載 の 薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ６ 】
請 求 項 １ か ら ６ の い ず れ か の 項 に 記 載 の 結 合 体 を コ ー ド す る 、 Ｄ Ｎ Ａ 構 築 物 。
【 請 求 項 １ ７ 】
請 求 項 １ ６ に 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ 構 築 物 を 含 む 、 薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ８ 】
請 求 項 １ ６ に 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ 構 築 物 を 含 有 す る ベ ク タ ー を 含 む 、 薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ９ 】
注 入 さ れ た 細 菌 エ フ ェ ク タ ー タ ン パ ク 質 を 細 胞 に 送 達 す る た め の 薬 学 的 組 成 物 で あ っ て 、
該 エ フ ェ ク タ ー タ ン パ ク 質 を 含 み ；
該 エ フ ェ ク タ ー タ ン パ ク 質 は 切 断 可 能 な リ ン カ ー に よ っ て 細 胞 タ ー ゲ テ ィ ン グ 成 分 に 連 結
さ れ 、
該 細 胞 タ ー ゲ テ ィ ン グ 成 分 が 、 細 胞 に 結 合 し 、 そ し て レ セ プ タ ー 媒 介 エ ン ド サ イ ト ー シ ス
を 受 け る 第 １ の ド メ イ ン 、 お よ び 該 組 成 物 の 該 エ フ ェ ク タ ー タ ン パ ク 質 を エ ン ド ソ ー ム 膜
を 横 切 っ て 該 細 胞 の サ イ ト ゾ ル 内 に ト ラ ン ス ロ ケ ー ト す る 第 ２ の ド メ イ ン を 含 む 、 組 成 物
。
【 請 求 項 ２ ０ 】
前 記 第 １ の ド メ イ ン が 、 （ ａ ） ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 菌 毒 素 の 神 経 細 胞 結 合 ド メ イ ン ； な ら び
に （ ｂ ） 該 （ ａ ） の ド メ イ ン の 神 経 細 胞 結 合 活 性 を 実 質 的 に 保 持 す る （ ａ ） の ド メ イ ン の
フ ラ グ メ ン ト 、 改 変 体 、 お よ び 誘 導 体 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ ９ に 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ １ 】
前 記 第 ２ の ド メ イ ン が 、 （ ａ ） ポ リ ペ プ チ ド 配 列 を 細 胞 に ト ラ ン ス ロ ケ ー ト す る ク ロ ス ト
リ ジ ウ ム 菌 神 経 毒 素 の ド メ イ ン 、 な ら び に （ ｂ ） 該 （ ａ ） の ド メ イ ン の ト ラ ン ス ロ ケ ー テ
ィ ン グ 活 性 を 実 質 的 に 保 持 す る （ ａ ） の ド メ イ ン の フ ラ グ メ ン ト 、 改 変 体 、 お よ び 誘 導 体
か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ ９ ま た は ２ ０ に 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
前 記 第 ２ の ド メ イ ン が 、
（ ａ ） ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 菌 毒 素 の Ｈ Ｎ ド メ イ ン で は な く 、 そ し て ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 菌 毒 素
の Ｈ Ｎ ド メ イ ン の フ ラ グ メ ン ト ま た は 誘 導 体 で は な い 、 ト ラ ン ス ロ ケ ー シ ョ ン ド メ イ ン ；
（ ｂ ） 生 理 学 的 緩 衝 液 中 で サ イ ズ に よ っ て 測 定 さ れ る 場 合 の 非 凝 集 ト ラ ン ス ロ ケ ー シ ョ ン
ド メ イ ン ；
（ ｃ ） ジ フ テ リ ア 毒 素 の Ｈ Ｎ ド メ イ ン ；
（ ｄ ） ジ フ テ リ ア 毒 素 の Ｈ Ｎ ド メ イ ン の ト ラ ン ス ロ ケ ー テ ィ ン グ 活 性 を 実 質 的 に 保 持 す る
（ ｃ ） の フ ラ グ メ ン ト ま た は 誘 導 体 ；
（ ｅ ） 融 合 性 ペ プ チ ド ；
（ ｆ ） 膜 破 壊 ペ プ チ ド ； お よ び
（ ｇ ） （ ｅ ） お よ び （ ｆ ） の ト ラ ン ス ロ ケ ー テ ィ ン グ フ ラ グ メ ン ト お よ び 誘 導 体
か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ ９ ま た は ２ ０ に 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
前 記 リ ン カ ー が 、 神 経 細 胞 中 で 切 断 さ れ て 、 前 記 タ ー ゲ テ ィ ン グ 成 分 か ら 前 記 エ フ ェ ク タ
ー タ ン パ ク 質 を 遊 離 さ せ る 、 請 求 項 １ ９ か ら ２ ２ の い ず れ か の 項 に 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
前 記 リ ン カ ー が 、 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 ま た は 前 記 標 的 細 胞 中 で 見 出 さ れ る プ ロ テ ア ー ゼ 部 位
で あ る 、 請 求 項 ２ ３ に 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
請 求 項 １ か ら ６ の い ず れ か に 記 載 の 結 合 体 を 調 製 す る 方 法 で あ っ て 、
該 方 法 が 、 前 記 エ フ ェ ク タ ー タ ン パ ク 質 を 前 記 キ ャ リ ア と 結 合 す る 工 程 を 含 む 、 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
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前 記 エ フ ェ ク タ ー タ ン パ ク 質 を 前 記 キ ャ リ ア と 化 学 的 に 連 結 す る 工 程 を 含 む 、 請 求 項 ２ ５
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
前 記 エ フ ェ ク タ ー タ ン パ ク 質 に 相 当 す る 第 １ の 領 域 お よ び 前 記 キ ャ リ ア を コ ー ド す る 第 ２
の 領 域 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を 発 現 さ せ る 工 程 を 含 む 、 請 求 項 ２ ５ に
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
前 記 ポ リ ペ プ チ ド が 、 前 記 第 １ お よ び 第 ２ の 領 域 の 間 に 第 ３ の 領 域 を 含 み 、 該 第 ３ の 領 域
が 前 記 標 的 細 胞 に 存 在 す る タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 に よ っ て 切 断 さ れ る 、 請 求 項 ２ ５ か ら ２ ７
の い ず れ か の 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
前 記 第 １ お よ び 第 ２ の 領 域 の 間 で 前 記 ポ リ ペ プ チ ド を 連 結 す る 工 程 、 お よ び 該 第 １ お よ び
該 第 ２ の 領 域 を ジ ス ル フ ィ ド 結 合 に よ っ て 連 結 す る 工 程 を 含 む 、 請 求 項 ２ ５ か ら ２ ７ の い
ず れ か の 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
医 薬 品 の 製 造 に お け る 、 注 入 さ れ た 細 菌 エ フ ェ ク タ ー タ ン パ ク 質 と 該 エ フ ェ ク タ ー タ ン パ
ク 質 を 標 的 細 胞 に タ ー ゲ テ ィ ン グ す る キ ャ リ ア と の 結 合 体 の 使 用 で あ っ て 、 該 キ ャ リ ア が
、 該 エ フ ェ ク タ ー タ ン パ ク 質 を 標 的 細 胞 に タ ー ゲ テ ィ ン グ し 、 そ し て レ セ プ タ ー 媒 介 エ ン
ド サ イ ト ー シ ス を 受 け る 第 １ の ド メ イ ン 、 お よ び エ ン ド ソ ー ム 膜 を 横 切 っ て 該 細 胞 サ イ ト
ゾ ル 内 に 該 エ フ ェ ク タ ー を ト ラ ン ス ロ ケ ー ト す る 第 ２ の ド メ イ ン を 含 む 、 使 用 。
【 請 求 項 ３ １ 】
医 薬 品 の 製 造 に お け る 、 請 求 項 １ か ら ６ の い ず れ か の 項 に 記 載 の 結 合 体 を コ ー ド す る 、 Ｄ
Ｎ Ａ 構 築 物 の 使 用 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
神 経 細 胞 の 治 療 の た め の 医 薬 品 の 製 造 に お け る 、 請 求 項 ３ ０ ま た は ３ １ に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
細 胞 内 感 染 を 治 療 す る た め の 医 薬 品 の 製 造 に お け る 、 請 求 項 ３ ０ ま た は ３ １ に 記 載 の 使 用
。
【 請 求 項 ３ ４ 】
細 胞 内 輸 送 を 妨 害 す る た め の 医 薬 品 の 製 造 に お け る 、 請 求 項 ３ ０ ま た は ３ １ に 記 載 の 使 用
。
【 請 求 項 ３ ５ 】
細 胞 表 面 マ ー カ ー の 発 現 を 調 節 す る た め の 医 薬 品 の 製 造 に お け る 、 請 求 項 ３ ０ ま た は ３ １
に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
細 胞 か ら の 分 泌 を 阻 害 す る た め の 医 薬 品 の 製 造 に お け る 、 請 求 項 ３ ０ ま た は ３ １ に 記 載 の
使 用 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
神 経 細 胞 の 治 療 の た め の 医 薬 品 の 製 造 に お け る 、 注 入 さ れ た 細 菌 エ フ ェ ク タ ー タ ン パ ク 質
の 使 用 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
細 胞 内 感 染 を 治 療 す る た め の 医 薬 品 の 製 造 に お け る 、 注 入 さ れ た 細 菌 エ フ ェ ク タ ー タ ン パ
ク 質 の 使 用 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
細 胞 内 輸 送 を 妨 害 す る た め の 医 薬 品 の 製 造 に お け る 、 注 入 さ れ た 細 菌 エ フ ェ ク タ ー タ ン パ
ク 質 の 使 用 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
細 胞 表 面 マ ー カ ー の 発 現 を 調 節 す る た め の 医 薬 品 の 製 造 に お け る 、 注 入 さ れ た 細 菌 エ フ ェ
ク タ ー タ ン パ ク 質 の 使 用 。
【 請 求 項 ４ １ 】
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細 胞 か ら の 分 泌 を 阻 害 す る た め の 医 薬 品 の 製 造 に お け る 、 注 入 さ れ た 細 菌 エ フ ェ ク タ ー タ
ン パ ク 質 の 使 用 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
神 経 細 胞 の 治 療 の た め の 医 薬 品 の 製 造 に お け る 、 注 入 さ れ た 細 菌 エ フ ェ ク タ ー タ ン パ ク 質
を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 構 築 物 の 使 用 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
細 胞 内 感 染 を 治 療 す る た め の 医 薬 品 の 製 造 に お け る 、 注 入 さ れ た 細 菌 エ フ ェ ク タ ー タ ン パ
ク 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 構 築 物 の 使 用 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
細 胞 内 輸 送 を 妨 害 す る た め の 医 薬 品 の 製 造 に お け る 、 注 入 さ れ た 細 菌 エ フ ェ ク タ ー タ ン パ
ク 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 構 築 物 の 使 用 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
細 胞 表 面 マ ー カ ー の 発 現 を 調 節 す る た め の 医 薬 品 の 製 造 に お け る 、 注 入 さ れ た 細 菌 エ フ ェ
ク タ ー タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 構 築 物 の 使 用 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
細 胞 か ら の 分 泌 を 阻 害 す る た め の 医 薬 品 の 製 造 に お け る 、 注 入 さ れ た 細 菌 エ フ ェ ク タ ー タ
ン パ ク 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 構 築 物 の 使 用 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
請 求 項 １ ７ か ら ２ ４ の い ず れ か の 項 に 記 載 の 組 成 物 を 含 む 、 注 入 さ れ た 細 菌 エ フ ェ ク タ ー
タ ン パ ク 質 を 神 経 細 胞 に 送 達 す る た め の 投 与 用 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
前 記 投 与 が 注 射 で あ る 、 請 求 項 ４ ７ に 記 載 の 組 成 物 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
本 発 明 は 、 分 泌 さ れ 、 注 入 さ れ た 細 菌 エ フ ェ ク タ ー タ ン パ ク 質 の 薬 学 的 使 用 に 関 す る 。 特
に 、 本 発 明 は 、 こ の よ う な タ ン パ ク 質 な ら び に 該 タ ン パ ク 質 と キ ャ リ ア と の 組 み 合 わ せ お
よ び 結 合 体 の 製 造 お よ び 使 用 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
神 経 治 療 の 有 効 性 お よ び 適 切 性 に は 多 く の 欠 陥 が 存 在 す る 。 現 時 点 で は 、 大 多 数 の 神 経 障
害 は 、 治 療 の 介 入 に つ い て は 対 策 が 不 十 分 で あ る 。 例 え ば 、 現 在 、 虚 血 ま た は 外 傷 に よ り
生 じ た 神 経 損 傷 に 対 す る 効 果 的 な 処 置 は な い 。 運 動 ニ ュ ー ロ ン 疾 患 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 、
パ ー キ ン ソ ン 病 、 お よ び Ｃ Ｊ Ｄ の よ う な プ リ オ ン 障 害 な ど の 他 の 神 経 変 性 障 害 は 、 い ず れ
も 現 在 の 治 療 法 に よ っ て 完 全 に は 扱 わ れ な い 。 こ れ は 、 一 部 は 、 神 経 系 の 複 雑 性 お よ び 冒
さ れ た 特 定 の 細 胞 に 対 し て 適 切 な 治 療 法 を タ ー ゲ テ ィ ン グ す る こ と の 困 難 性 を 反 映 す る 。
損 傷 後 の 神 経 修 復 は 、 別 の 障 害 で あ り 、 こ れ に は 効 果 的 な 処 置 が な い 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
多 く の 神 経 学 的 障 害 は 、 ア ポ ト ー シ ス の よ う な 内 部 プ ロ セ ス に よ る 神 経 損 傷 を 刺 激 す る 神
経 外 傷 か ら 生 じ る こ と が 知 ら れ て い る 。 ス ー パ ー オ キ シ ド ジ ス ム タ ー ゼ を 、 該 酵 素 を ニ ュ
ー ロ ン に タ ー ゲ テ ィ ン グ す る 成 分 と 組 み 合 わ せ て 使 用 す る こ と に よ っ て 、 こ の よ う な 障 害
を 治 療 す る こ と が 知 ら れ て い る 。 し か し 、 神 経 疾 患 の 処 置 の た め の さ ら な る 活 性 な 化 合 物
が 所 望 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
薬 学 的 組 成 物 に お い て 、 タ イ プ IIIエ フ ェ ク タ ー を 使 用 す る こ と が 知 ら れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
米 国 特 許 5,972,899は 、 シ ゲ ラ Ｉ ｐ ａ Ｂ 、 Ｉ ｐ ａ Ｂ 融 合 タ ン パ ク 質 ま た は 機 能 的 な 誘 導 体
ま た は ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 も し く は ア ポ ト ー シ ス を 誘 起 ま た は 阻 害 す る た め に 真 核 生 物 細 胞
に 送 達 す る た め の Ｉ ｐ ａ Ｂ 　 Ｄ Ｎ Ａ を 含 む 組 成 物 を 記 載 し て い る 。 部 位 特 異 的 送 達 は 、 タ
ー ゲ テ ィ ン グ さ れ た 免 疫 リ ポ ソ ー ム 内 で 達 成 さ れ 得 る 。 細 胞 タ イ プ 特 異 性 は 、 脂 質 二 重 層
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へ の 細 胞 タ イ プ 選 択 的 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 組 み 込 み に よ っ て 達 成 さ れ る 。 こ の 送 達 方 法
に 関 連 す る 不 利 点 と し て は 、 免 疫 リ ポ ソ ー ム の 非 常 に 大 き な サ イ ズ 、 低 い 安 定 性 、 お よ び
不 十 分 な 組 織 浸 透 、 な ら び に 治 療 に 使 用 す る た め の 免 疫 リ ポ ソ ー ム の 一 貫 し た 製 造 に 関 す
る 困 難 性 が 挙 げ ら れ る 。 リ ポ ソ ー ム 膜 の 固 有 の 特 性 に よ っ て 生 じ る 非 標 的 細 胞 タ イ プ と 免
疫 リ ポ ソ ー ム と の 融 合 に よ る 高 い バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 効 果 の 可 能 性 も あ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
WO 01/19393は 、 Ｈ Ｉ Ｖ 　 Ｔ Ａ Ｔ タ ン パ ク 質 の タ ン パ ク 質 形 質 導 入 ド メ イ ン に 連 結 さ れ た
タ イ プ IIIエ フ ェ ク タ ー を 記 載 し て い る 。 エ フ ェ ク タ ー － ト ラ ン ス デ ュ ー サ ー 融 合 タ ン パ
ク 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 構 築 物 は 、 組 織 特 異 的 な ウ イ ル ス ベ ク タ ー ま た は プ ラ ス ミ ド ベ ク
タ ー を 使 用 し て 、 タ イ プ III分 泌 系 を 含 む 宿 主 細 胞 に タ ー ゲ テ ィ ン グ さ れ る 。 形 質 転 換 さ
れ た 宿 主 細 胞 に お け る 発 現 の 際 、 エ フ ェ ク タ ー － ト ラ ン ス デ ュ ー サ ー 結 合 体 は 分 泌 さ れ 、
そ し て 二 次 的 な 再 分 布 を 受 け 、 そ し て 隣 接 し た 細 胞 に よ っ て 取 り 込 ま れ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
Ｈ Ｉ Ｖ 　 Ｔ Ａ Ｔ 形 質 導 入 ド メ イ ン は 、 い か な る 細 胞 タ イ プ に も 特 異 的 で は な く 、 し た が っ
て 、 エ フ ェ ク タ ー の タ ー ゲ テ ィ ン グ は 、 Ｄ Ｎ Ａ レ ベ ル で の み 行 わ れ る 。 （ エ フ ェ ク タ ー タ
ン パ ク 質 を タ ー ゲ テ ィ ン グ す る こ と よ り も む し ろ ） エ フ ェ ク タ ー Ｄ Ｎ Ａ を タ ー ゲ テ ィ ン グ
す る こ と の 不 利 点 と し て は 、 エ フ ェ ク タ ー Ｄ Ｎ Ａ か ら エ フ ェ ク タ ー タ ン パ ク 質 へ の プ ロ セ
シ ン グ の タ イ ム ラ グ が 挙 げ ら れ る 。 ウ イ ル ス ベ ク タ ー が 使 用 さ れ る 場 合 、 免 疫 原 性 効 果 の
危 険 性 お よ び ゲ ノ ム へ の ベ ク タ ー の 組 込 み の 危 険 性 が あ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
WO 00/37493は 、 タ イ プ III分 泌 系 に 関 連 す る 百 日 咳 菌 エ フ ェ ク タ ー ビ ル レ ン ス 遺 伝 子 を 記
載 し て い る 。 こ の 病 原 性 遺 伝 子 ま た は コ ー ド さ れ た ポ リ ペ プ チ ド は 、 ワ ク チ ン 組 成 物 に 用
い ら れ 、 そ し て 別 の 分 子 に 結 合 さ れ 得 る か 、 ま た は 送 達 の た め の キ ャ リ ア と と も に 提 供 さ
れ 得 る 。 病 原 性 ポ リ ペ プ チ ド は 、 イ ン ビ ボ に お い て 、 Bordetella病 原 性 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
の 発 現 に 関 す る ベ ク タ ー を 介 し て 送 達 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
WO 98/56817は 、 Ｙ ｏ ｐ Ｊ タ ン パ ク 質 を 発 現 す る 非 病 原 性 生 物 を 含 む 薬 学 的 組 成 物 を 記 載
し 、 そ し て Ｙ ｏ ｐ Ｊ タ ン パ ク 質 は 腸 管 か ら 胃 腸 細 胞 へ の Ｙ ｏ ｐ Ｊ の 送 達 の た め の キ ャ リ ア
と 合 わ さ れ る 。 こ の 文 献 に 開 示 さ れ た 送 達 メ カ ニ ズ ム は 、 正 常 な 細 菌 タ イ プ III分 泌 系 －
す な わ ち 、 細 菌 か ら 標 的 細 胞 ま で の 一 工 程 に よ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
WO 99/52563は 、 診 断 ／ 治 療 目 的 の た め の 、 組 換 え エ ル シ ニ ア に よ っ て 産 生 さ れ る タ ン パ
ク 質 の 、 真 核 生 物 細 胞 の サ イ ト ゾ ル へ の タ ー ゲ テ ィ ン グ を 記 載 し て い る 。 Ｙ ｏ ｐ Ｅ タ ー ゲ
テ ィ ン グ シ グ ナ ル と の 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 エ ル シ ニ ア 細 胞 で 発 現 さ れ 、 そ し て Ｓ ｙ ｃ Ｅ シ
ャ ペ ロ ン の 存 在 下 で タ イ プ III分 泌 系 に よ り 真 核 生 物 細 胞 に 直 接 送 達 さ れ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
米 国 特 許 5,965,381は 、 免 疫 診 断 お よ び 治 療 の 目 的 で タ ン パ ク 質 を 真 核 生 物 細 胞 に 送 達 す
る た め の 組 換 え エ ル シ ニ ア の イ ン ビ ト ロ で の 使 用 を 記 載 し て い る 。 タ ン パ ク 質 は 、 エ ル シ
ニ ア タ イ プ III分 泌 系 に よ っ て 認 識 さ れ る 送 達 配 列 に 融 合 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
望 ま し く な い 免 疫 応 答 を 誘 起 す る 危 険 性 の た め 、 治 療 タ ン パ ク 質 を 送 達 す る た め に 細 菌 を
使 用 す る こ と に 利 点 は な い 。
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ １ ３ 】
本 発 明 は 、 種 々 の 用 途 の た め の 新 た な 薬 学 的 組 成 物 の 提 供 を 目 的 と す る 。 さ ら な る 目 的 は
、 神 経 細 胞 の 治 療 の た め の 新 た な 薬 学 的 組 成 物 を 提 供 す る こ と で あ る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ １ ４ 】
し た が っ て 、 本 発 明 は 、 新 し い ク ラ ス の 細 菌 由 来 タ ン パ ク 質 に 基 づ く 新 た な 治 療 法 を 提 供
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す る 。 し か し 、 本 発 明 の 範 囲 は 、 天 然 の タ ン パ ク 質 の 特 性 を 保 持 す る フ ラ グ メ ン ト 、 誘 導
体 、 お よ び そ の 改 変 体 も 包 含 す る こ と を 意 図 す る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ５ 】
し た が っ て 、 本 発 明 の 第 １ の 局 面 は 、 タ イ プ IIIま た は タ イ プ IV分 泌 経 路 に よ っ て 分 泌 さ
れ る 細 菌 の 注 入 さ れ た エ フ ェ ク タ ー を 含 む 薬 学 的 組 成 物 で あ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
薬 学 的 組 成 物 は 、 患 者 に お け る 細 胞 の 亜 集 団 の 治 療 の た め に 使 用 さ れ 得 る 。 特 に 、 細 胞 の
生 存 を 促 進 す る こ と 、 細 胞 に 対 す る 損 傷 を 防 止 す る こ と 、 細 胞 に 対 す る 損 傷 を 復 帰 さ せ る
こ と 、 細 胞 の 増 殖 を 促 進 す る こ と 、 ア ポ ト ー シ ス を 阻 害 す る こ と 、 細 胞 か ら の 炎 症 メ デ ィ
エ ー タ ー の 放 出 を 阻 害 す る こ と 、 お よ び 細 胞 の 分 割 を 促 進 す る こ と か ら 選 択 さ れ る 治 療 の
た め に 、 あ る い は 、 細 胞 の 生 存 を 阻 害 す る こ と 、 細 胞 の 増 殖 を 阻 害 す る こ と 、 細 胞 の 分 割
を 阻 害 す る こ と 、 ア ポ ト ー シ ス を 促 進 す る こ と 、 細 胞 を 殺 傷 す る こ と 、 細 胞 か ら の 炎 症 メ
デ ィ エ ー タ ー の 放 出 を 促 進 す る こ と 、 お よ び 細 胞 か ら の 窒 素 酸 化 物 放 出 を 調 節 す る こ と か
ら 選 択 さ れ る 治 療 の た め に 、 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
キ ャ リ ア は 、 エ フ ェ ク タ ー タ ン パ ク 質 を 標 的 細 胞 に タ ー ゲ テ ィ ン グ す る た め に 提 供 さ れ 得
る 。 必 要 に 応 じ て 、 上 皮 細 胞 、 神 経 細 胞 、 分 泌 細 胞 、 免 疫 細 胞 、 内 分 泌 細 胞 、 炎 症 細 胞 、
外 分 泌 細 胞 、 骨 細 胞 、 お よ び 心 臓 血 管 系 の 細 胞 か ら 選 択 さ れ る 細 胞 に エ フ ェ ク タ ー を タ ー
ゲ テ ィ ン グ す る た め に 提 供 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
エ フ ェ ク タ ー の 送 達 の も う １ つ の 手 段 は 、 エ フ ェ ク タ ー タ ン パ ク 質 お よ び キ ャ リ ア の 結 合
体 に よ る も の で あ り 、 こ の ２ つ は リ ン カ ー に よ っ て 適 切 に 連 結 さ れ る 。 １ つ の 特 に 好 ま し
い リ ン カ ー は 、 切 断 可 能 で あ り 、 そ の た め 、 こ の リ ン カ ー は 、 標 的 細 胞 内 に 侵 入 し た 後 に
切 断 さ れ て 、 キ ャ リ ア か ら エ フ ェ ク タ ー を 遊 離 さ せ 得 る 。 こ の リ ン カ ー は 、 ジ ス ル フ ィ ド
結 合 ま た は 標 的 細 胞 中 で 見 出 さ れ る プ ロ テ ア ー ゼ 部 位 を 含 む ペ プ チ ド 配 列 で あ り 得 る 。 本
発 明 の も う １ つ の 実 施 態 様 で は 、 リ ン カ ー は 、 ２ つ の 協 同 タ ン パ ク 質 、 す な わ ち エ フ ェ ク
タ ー に 関 連 す る 第 １ の 協 同 タ ン パ ク 質 お よ び 細 胞 タ ー ゲ テ ィ ン グ 成 分 に 関 連 す る 第 ２ の 協
同 タ ン パ ク 質 か ら 構 成 さ れ る 。 こ れ ら の そ れ ぞ れ の 部 分 は 、 別 々 に 投 与 さ れ 、 そ し て イ ン
ビ ボ で 組 み 合 わ せ て 、 エ フ ェ ク タ ー を 細 胞 タ ー ゲ テ ィ ン グ 成 分 に 連 結 し 得 る 。 こ の よ う な
２ 部 分 リ ン カ ー の 例 は 、 ボ ツ リ ヌ ス 菌 毒 素 Ｃ ２ １ と Ｃ ２ ２ と の 協 同 で あ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
本 発 明 の １ つ の 実 施 態 様 で は 、 以 下 で さ ら に 詳 述 す る が 、 組 成 物 は 、 切 断 可 能 な リ ン カ ー
に よ っ て エ フ ェ ク タ ー タ ン パ ク 質 に 連 結 さ れ た 神 経 細 胞 タ ー ゲ テ ィ ン グ 成 分 を 含 む 。 好 ま
し く は 、 神 経 細 胞 タ ー ゲ テ ィ ン グ 成 分 は 、 エ フ ェ ク タ ー を 神 経 細 胞 に タ ー ゲ テ ィ ン グ す る
第 １ の ド メ イ ン お よ び 該 エ フ ェ ク タ ー を 該 神 経 細 胞 の サ イ ト ゾ ル 内 に ト ラ ン ス ロ ケ ー ト す
る 第 ２ の ド メ イ ン を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
本 発 明 の 組 成 物 の 調 製 は 、 タ イ プ IIIエ フ ェ ク タ ー タ ン パ ク 質 を 薬 学 的 に 受 容 可 能 な キ ャ
リ ア と 組 み 合 わ せ る こ と に よ っ て 行 わ れ 得 る 。 こ の よ う な 組 成 物 に お い て 、 エ フ ェ ク タ ー
タ ン パ ク 質 は 、 単 独 で あ り 得 る か 、 ま た は （ タ ー ゲ テ ィ ン グ ） キ ャ リ ア と 化 学 的 に 連 結 さ
れ 得 る 。 も う １ つ の 調 製 方 法 は 、 エ フ ェ ク タ ー タ ン パ ク 質 に 対 応 す る 第 １ の 領 域 お よ び キ
ャ リ ア を コ ー ド す る 第 ２ の 領 域 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を 発 現 す る こ と
で あ る 。 第 １ お よ び 第 ２ の 領 域 の 間 の 第 ３ の 領 域 は 、 標 的 細 胞 に 存 在 す る タ ン パ ク 質 分 解
酵 素 に よ っ て 切 断 さ れ 、 こ れ は 必 要 に 応 じ て 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
神 経 細 胞 へ の 細 菌 タ イ プ IIIエ フ ェ ク タ ー タ ン パ ク 質 の 送 達 の た め の 本 発 明 の 特 定 の 組 成
物 は 、
該 エ フ ェ ク タ ー タ ン パ ク 質 お よ び 神 経 細 胞 タ ー ゲ テ ィ ン グ 成 分 を 含 み ；
該 エ フ ェ ク タ ー タ ン パ ク 質 は 切 断 可 能 な リ ン カ ー に よ っ て 該 神 経 細 胞 タ ー ゲ テ ィ ン グ 成 分
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に 連 結 さ れ 、
該 神 経 細 胞 タ ー ゲ テ ィ ン グ 成 分 は 、 神 経 細 胞 に 結 合 す る 第 １ の ド メ イ ン お よ び 該 神 経 細 胞
内 に 該 組 成 物 の 該 エ フ ェ ク タ ー タ ン パ ク 質 を ト ラ ン ス ロ ケ ー ト す る 第 ２ の ド メ イ ン を 含 む
。 第 １ の ド メ イ ン が 、 （ ａ ） ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 菌 毒 素 の 神 経 細 胞 結 合 ド メ イ ン ； な ら び に
（ ｂ ） 該 （ ａ ） の ド メ イ ン の 神 経 細 胞 結 合 活 性 を 実 質 的 に 保 持 す る （ ａ ） の ド メ イ ン の フ
ラ グ メ ン ト 、 改 変 体 、 お よ び 誘 導 体 か ら 選 択 さ れ る こ と が 好 ま し い 。 第 ２ の ド メ イ ン が 、
（ ａ ） ポ リ ペ プ チ ド 配 列 を 細 胞 に ト ラ ン ス ロ ケ ー ト す る ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 菌 神 経 毒 素 の ド
メ イ ン 、 な ら び に （ ｂ ） 該 （ ａ ） の ド メ イ ン の ト ラ ン ス ロ ケ ー テ ィ ン グ 活 性 を 実 質 的 に 保
持 す る （ ａ ） の ド メ イ ン の フ ラ グ メ ン ト 、 改 変 体 、 お よ び 誘 導 体 か ら 選 択 さ れ る こ と が さ
ら に 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
神 経 症 状 の 治 療 の た め に 本 発 明 の 組 成 物 を 使 用 す る 場 合 、 リ ン カ ー は 、 神 経 細 胞 中 で 切 断
さ れ て 、 タ ー ゲ テ ィ ン グ 成 分 か ら エ フ ェ ク タ ー タ ン パ ク 質 を 遊 離 さ せ 、 し た が っ て 、 タ ー
ゲ テ ィ ン グ 成 分 の 付 着 に よ っ て 妨 げ ら れ る こ と な く 、 細 胞 中 で エ フ ェ ク タ ー が 効 果 を 発 揮
す る こ と を 可 能 に す る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
し た が っ て 、 本 発 明 は ま た 、 細 菌 タ イ プ IIIエ フ ェ ク タ ー タ ン パ ク 質 を 神 経 細 胞 に 送 達 す
る 方 法 を 提 供 し 、 こ れ は 本 発 明 の 組 成 物 を 投 与 す る 工 程 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
第 １ の ド メ イ ン は 、 （ ａ ） ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 菌 毒 素 の 神 経 細 胞 結 合 ド メ イ ン ； な ら び に （
ｂ ） 該 （ ａ ） の ド メ イ ン の 神 経 細 胞 結 合 活 性 を 実 質 的 に 保 持 す る （ ａ ） の ド メ イ ン の フ ラ
グ メ ン ト 、 改 変 体 、 お よ び 誘 導 体 か ら 適 切 に 選 択 さ れ 得 る 。 第 ２ の ド メ イ ン は 、 （ ａ ） ポ
リ ペ プ チ ド 配 列 を 細 胞 に ト ラ ン ス ロ ケ ー ト す る ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 菌 神 経 毒 素 の ド メ イ ン 、
な ら び に （ ｂ ） 該 （ ａ ） の ド メ イ ン の ト ラ ン ス ロ ケ ー テ ィ ン グ 活 性 を 実 質 的 に 保 持 す る （
ａ ） の ド メ イ ン の フ ラ グ メ ン ト 、 改 変 体 、 お よ び 誘 導 体 か ら 適 切 に 選 択 さ れ る 。 第 ２ の ド
メ イ ン は さ ら に ：
（ ａ ） ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 菌 毒 素 の Ｈ Ｎ ド メ イ ン で は な く 、 そ し て ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 菌 毒 素
の Ｈ Ｎ ド メ イ ン の フ ラ グ メ ン ト ま た は 誘 導 体 で は な い 、 ト ラ ン ス ロ ケ ー シ ョ ン ド メ イ ン ；
（ ｂ ） 生 理 学 的 緩 衝 液 中 で サ イ ズ に よ っ て 測 定 さ れ る 場 合 の 非 凝 集 ト ラ ン ス ロ ケ ー シ ョ ン
ド メ イ ン ；
（ ｃ ） ジ フ テ リ ア 毒 素 の Ｈ Ｎ ド メ イ ン ；
（ ｄ ） ジ フ テ リ ア 毒 素 の Ｈ Ｎ ド メ イ ン の ト ラ ン ス ロ ケ ー テ ィ ン グ 活 性 を 実 質 的 に 保 持 す る
（ ｃ ） の フ ラ グ メ ン ト ま た は 誘 導 体 ；
（ ｅ ） 融 合 性 ペ プ チ ド ；
（ ｆ ） 膜 破 壊 ペ プ チ ド ； お よ び
（ ｇ ） （ ｅ ） お よ び （ ｆ ） の ト ラ ン ス ロ ケ ー テ ィ ン グ フ ラ グ メ ン ト お よ び 誘 導 体
か ら 適 切 に 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
本 発 明 の 実 施 態 様 に お い て は 、 構 築 物 は 、 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 に よ っ て 神 経 細 胞 タ ー ゲ テ ィ
ン グ 成 分 に 連 結 さ れ た エ フ ェ ク タ ー タ ン パ ク 質 を 含 み 、 こ の 神 経 細 胞 タ ー ゲ テ ィ ン グ 成 分
は 、 神 経 細 胞 に 結 合 す る 第 １ の ド メ イ ン お よ び エ フ ェ ク タ ー タ ン パ ク 質 を 神 経 細 胞 に ト ラ
ン ス ロ ケ ー ト す る 第 ２ の ド メ イ ン を 含 む 。 こ の 構 築 物 は 、 単 一 の ポ リ ペ プ チ ド と し て 、 組
換 え に よ り 作 成 さ れ 、 エ フ ェ ク タ ー タ ン パ ク 質 上 に 第 ２ の ド メ イ ン の シ ス テ イ ン 残 基 と ジ
ス ル フ ィ ド 結 合 を 形 成 す る シ ス テ イ ン 残 基 を 有 し て い る 。 エ フ ェ ク タ ー タ ン パ ク 質 は 、 最
初 に 第 ２ の ド メ イ ン に 共 有 結 合 さ れ る 。 こ の 単 一 の ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 後 、 エ フ ェ ク タ ー
タ ン パ ク 質 は 第 ２ の ド メ イ ン か ら 切 断 さ れ 、 構 築 物 の 残 り に ジ ス ル フ ィ ド 結 合 の み に よ っ
て 連 結 さ れ た エ フ ェ ク タ ー タ ン パ ク 質 を 遊 離 す る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
本 発 明 の 特 定 の 局 面 は 、 結 合 ド メ イ ン お よ び ト ラ ン ス ロ ケ ー シ ョ ン ド メ イ ン の さ ら な る 選
択 に あ る 。 そ し て １ つ の こ の よ う な 局 面 は 、 神 経 細 胞 へ の エ フ ェ ク タ ー タ ン パ ク 質 の 送 達
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の た め の 非 毒 性 ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 し 、 該 非 毒 性 ポ リ ペ プ チ ド は ：
神 経 細 胞 に 結 合 す る 結 合 ド メ イ ン 、 お よ び
エ フ ェ ク タ ー タ ン パ ク 質 を 神 経 細 胞 内 に ト ラ ン ス ロ ケ ー ト す る ト ラ ン ス ロ ケ ー シ ョ ン ド メ
イ ン
を 含 み 、 こ こ で 、 ト ラ ン ス ロ ケ ー シ ョ ン ド メ イ ン は 、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 菌 神 経 毒 素 の Ｈ Ｎ

ド メ イ ン で は な く 、 そ し て ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 菌 毒 素 の Ｈ Ｎ ド メ イ ン の フ ラ グ メ ン ト ま た は
誘 導 体 で は な い 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
結 合 ド メ イ ン は 、 適 切 に は 、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 菌 重 鎖 フ ラ グ メ ン ト ま た は 改 変 さ れ た ク ロ
ス ト リ ジ ウ ム 菌 重 鎖 フ ラ グ メ ン ト を 含 む か あ る い は こ れ ら に 由 来 す る 。 本 明 細 書 で 使 用 す
る 場 合 、 用 語 「 改 変 さ れ た ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 菌 重 鎖 フ ラ グ メ ン ト 」 と は 、 ボ ツ リ ヌ ス 菌 ま
た は 破 傷 風 菌 の 神 経 毒 素 の 対 応 す る 重 鎖 と 類 似 の 生 物 学 的 機 能 を 保 持 す る が 、 対 応 す る 重
鎖 と 比 較 し て ア ミ ノ 酸 配 列 お よ び そ の 他 の 特 性 が 異 な る ポ リ ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト を 意 味
す る 。 本 発 明 は 、 よ り 詳 細 に は 、 ボ ツ リ ヌ ス 菌 お よ び 破 傷 風 菌 の 神 経 毒 素 に 由 来 す る フ ラ
グ メ ン ト に 基 づ く こ の よ う な 構 築 物 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
さ ら な る 局 面 に お い て 、 本 発 明 は ま た 、 神 経 細 胞 へ の エ フ ェ ク タ ー タ ン パ ク 質 の 送 達 の た
め の ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 し 、 該 ポ リ ペ プ チ ド は ：
神 経 細 胞 に 結 合 す る 結 合 ド メ イ ン 、 お よ び
エ フ ェ ク タ ー タ ン パ ク 質 を 神 経 細 胞 内 に ト ラ ン ス ロ ケ ー ト す る ト ラ ン ス ロ ケ ー シ ョ ン ド メ
イ ン を 含 み 、 こ こ で 、 得 ら れ る 構 築 物 は 非 凝 集 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
構 築 物 が 凝 集 物 で あ る か ど う か は 、 通 常 、 構 築 物 の 溶 解 性 が 十 分 で な い こ と か ら 明 ら か で
あ り 、 そ し て こ れ は 水 性 媒 体 中 で の 構 築 物 の 簡 単 な 可 視 検 査 で 確 か め ら れ 得 る ： 非 凝 集 ド
メ イ ン は 、 一 部 ま た は 好 ま し く は 全 部 が 可 溶 性 で あ る 本 発 明 の 構 築 物 を 生 じ る が 、 凝 集 ド
メ イ ン は 、 単 一 の ポ リ ペ プ チ ド の サ イ ズ の 数 十 倍 あ る い は 数 百 倍 の 見 か け の サ イ ズ を 有 す
る ポ リ ペ プ チ ド の 非 溶 解 性 凝 集 物 を 生 じ る 。 一 般 に 、 構 築 物 は 、 ゲ ル 電 気 泳 動 法 で の サ イ
ズ に よ っ て 測 定 し た 場 合 、 非 凝 集 で あ る べ き で あ り 、 そ し て ド メ イ ン の サ イ ズ ま た は こ の
よ う に 測 定 さ れ た 見 か け の ド メ イ ン の サ イ ズ は 、 生 理 学 的 条 件 を 用 い た 未 変 性 Ｐ Ａ Ｇ Ｅ で
適 切 に 行 わ れ る 測 定 で は 、 好 ま し く は 1.0× 10 6 ダ ル ト ン 未 満 、 よ り 好 ま し く は 3.0× 10 5 ダ
ル ト ン 未 満 で あ る べ き で あ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
本 発 明 の よ り さ ら な る 局 面 は 、 神 経 細 胞 へ の エ フ ェ ク タ ー タ ン パ ク 質 の 送 達 の た め の ポ リ
ペ プ チ ド を 提 供 し 、 該 ポ リ ペ プ チ ド は ：
神 経 細 胞 に 結 合 す る 結 合 ド メ イ ン 、 お よ び
エ フ ェ ク タ ー タ ン パ ク 質 を 神 経 細 胞 内 に ト ラ ン ス ロ ケ ー ト す る ト ラ ン ス ロ ケ ー シ ョ ン ド メ
イ ン を 含 み 、 こ こ で 、 該 ト ラ ン ス ロ ケ ー シ ョ ン ド メ イ ン は 、 （ １ ） ジ フ テ リ ア 毒 素 の Ｈ Ｎ

ド メ イ ン 、 （ ２ ） ジ フ テ リ ア 毒 素 の Ｈ Ｎ ド メ イ ン の ト ラ ン ス ロ ケ ー テ ィ ン グ 活 性 を 実 質 的
に 保 持 す る （ １ ） の フ ラ グ メ ン ト ま た は 誘 導 体 、 （ ３ ） 融 合 性 ペ プ チ ド 、 （ ４ ） 膜 破 壊 ペ
プ チ ド 、 （ ５ ） ボ ツ リ ヌ ス 菌 毒 素 Ｃ ２ 由 来 の Ｈ Ｎ 、 お よ び （ ６ ） （ ３ ） 、 （ ４ ） 、 お よ び
（ ５ ） の ト ラ ン ス ロ ケ ー テ ィ ン グ フ ラ グ メ ン ト お よ び 誘 導 体 か ら 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
ボ ツ リ ヌ ス 菌 毒 素 Ｃ ２ が 、 神 経 特 異 性 を 有 さ な い の で 神 経 毒 素 で は な く 、 そ の 代 わ り に エ
ン テ ロ ト キ シ ン で あ り 、 そ し て 非 凝 集 ト ラ ン ス ロ ケ ー シ ョ ン ド メ イ ン を 提 供 す る た め に 本
発 明 で 使 用 す る こ と に 適 切 で あ る こ と は 、 注 目 す べ き で あ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
本 発 明 の さ ら な る 局 面 は 、 神 経 細 胞 へ の エ フ ェ ク タ ー タ ン パ ク 質 の 送 達 の た め の ポ リ ペ プ
チ ド を 提 供 し 、 該 ポ リ ペ プ チ ド は ：
神 経 細 胞 に 結 合 す る 結 合 ド メ イ ン 、 お よ び
エ フ ェ ク タ ー タ ン パ ク 質 を 神 経 細 胞 に ト ラ ン ス ロ ケ ー ト す る ト ラ ン ス ロ ケ ー シ ョ ン ド メ イ
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ン を 含 み 、 こ こ で 、 該 ポ リ ペ プ チ ド は 、 天 然 の 破 傷 風 菌 毒 素 重 鎖 の 中 和 抗 体 に 対 す る 親 和
性 と 比 較 し て 、 破 傷 風 菌 毒 素 の 中 和 抗 体 に 対 し て 低 い 親 和 性 を 有 す る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
上 記 の 局 面 は 、 単 独 で あ る い は い く つ か 組 み 合 わ せ て 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に よ っ て 提
示 さ れ 得 る 。 し た が っ て 、 代 表 的 な 好 ま し い 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 （ i） ボ ツ リ ヌ ス
菌 お よ び 破 傷 風 菌 毒 素 の 神 経 毒 性 活 性 を 欠 き 、 （ ii） ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 菌 神 経 毒 素 の 神 経
細 胞 に 対 す る 親 和 性 に 相 当 す る 神 経 細 胞 に 対 す る 高 い 親 和 性 を 示 し 、 （ iii） 細 胞 膜 を 横
切 る ト ラ ン ス ロ ケ ー シ ョ ン を も た ら し 得 る ド メ イ ン を 含 み 、 そ し て （ iv） 生 理 学 的 緩 衝 液
中 で ボ ツ リ ヌ ス 菌 ま た は 破 傷 風 菌 毒 素 由 来 の 対 応 す る 重 鎖 よ り も 凝 集 さ れ な い 状 態 で 存 在
す る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
本 発 明 の 特 定 の 局 面 の ポ リ ペ プ チ ド の 顕 著 な 有 利 点 は 、 非 凝 集 状 態 で あ り 、 し た が っ て 、
可 溶 性 の ポ リ ペ プ チ ド と し て さ ら に 有 用 に な る 。 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 一 般 に 、 ボ ツ
リ ヌ ス 菌 お よ び 破 傷 風 菌 神 経 毒 素 の Ｈ Ｃ ド メ イ ン 由 来 の 配 列 を 含 み 、 そ し て こ れ ら は 、 天
然 の ま ま の 重 鎖 の 必 須 の 機 能 が 保 持 さ れ る よ う に 、 他 の タ ン パ ク 質 由 来 の 機 能 的 ド メ イ ン
と 組 み 合 わ さ れ る 。 し た が っ て 、 例 え ば 、 ボ ツ リ ヌ ス 菌 タ イ プ Ｆ 神 経 毒 素 の Ｈ Ｃ ド メ イ ン
は 、 ジ フ テ リ ア 毒 素 由 来 の ト ラ ン ス ロ ケ ー シ ョ ン ド メ イ ン に 融 合 さ れ て 、 改 変 さ れ た ク ロ
ス ト リ ジ ウ ム 菌 重 鎖 フ ラ グ メ ン ト を 与 え る 。 驚 く べ き こ と に 、 こ の よ う な ポ リ ペ プ チ ド は
、 天 然 の ま ま の ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 菌 重 鎖 よ り も 、 物 質 を 神 経 細 胞 に 送 達 す る た め の 構 築 物
と し て 、 よ り 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
本 発 明 は 、 タ イ プ IIIの 分 泌 さ れ た エ フ ェ ク タ ー タ ン パ ク 質 、 お よ び 必 要 に 応 じ て 、 神 経
細 胞 へ の タ イ プ IIIエ フ ェ ク タ ー 部 分 の 特 異 的 な 送 達 を も た ら す 他 の 機 能 的 ド メ イ ン を 含
む 構 築 物 を 提 供 す る 。 こ れ ら の 構 築 物 は 、 神 経 疾 患 の 治 療 の た め の 種 々 の 臨 床 用 途 を 有 す
る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
グ ラ ム 陰 性 細 菌 病 原 体 の タ イ プ III分 泌 メ カ ニ ズ ム は 、 タ ン パ ク 質 を 真 核 生 物 細 胞 に 送 達
す る た め に 用 い ら れ る 複 合 系 で あ る 。 分 泌 メ カ ニ ズ ム は 、 少 な く と も １ ０ ～ １ ５ の 必 須 の
タ ン パ ク 質 を 利 用 し 、 細 菌 の 表 面 か ら 伸 長 し て 宿 主 細 胞 内 に 貫 通 す る 注 射 針 を 形 成 す る 。
エ フ ェ ク タ ー タ ン パ ク 質 は 、 次 い で 、 針 の 内 腔 を 通 し て 細 菌 膜 お よ び 宿 主 膜 を 横 切 っ て 輸
送 さ れ 、 そ し て 細 胞 サ イ ト ゾ ル に 直 接 注 入 さ れ る 。 こ の プ ロ セ ス は 、 さ ら に 不 確 定 な 分 泌
シ グ ナ ル を 含 み 、 そ し て エ フ ェ ク タ ー を 分 泌 機 構 に 送 達 す る 特 異 的 な シ ャ ペ ロ ン タ ン パ ク
質 を 含 む 。 こ の 系 は 、 宿 主 細 胞 機 能 を 調 節 し 得 る 広 範 な タ ン パ ク 質 エ フ ェ ク タ ー を 宿 主 に
送 達 し 、 病 原 体 を 残 存 ま た は 蔓 延 さ せ る 。 こ れ ら の エ フ ェ ク タ ー は 、 多 く の シ グ ナ リ ン グ
経 路 を 調 節 し 、 そ し て あ る 病 原 体 は 、 異 な る 経 路 を 調 節 す る い く つ か の エ フ ェ ク タ ー を 、
同 時 に ま た は そ の ラ イ フ サ イ ク ル の 異 な る 相 で の い ず れ か に 輸 出 し 得 る 。 広 範 な 病 原 性 細
菌 に お け る タ イ プ III分 泌 系 が 記 載 さ れ て お り 、 以 下 の も の が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 制
限 さ れ な い ：
哺 乳 動 物 病 原 体 ； エ ル シ ニ ア 種 （ pestis、 pseudotuberculosis、 enterocoliticaを 含 む ）
、 サ ル モ ネ ラ 種 （ typhimurium、 enterica、 dublin、 typhiを 含 む ） 、 大 腸 菌 、 シ ゲ ラ 種 （
例 え ば 、 flexneri） 、 緑 膿 菌 、 ク ラ ミ ジ ア 種 （ 例 え ば 、 pneumoniae、 trachomatis） 、 お
よ び ボ ル デ テ ラ 種 、 な ら び に バ ー ク ホ ル デ リ ア 種
植 物 病 原 体 ； Pseudomonas syringae、 エ ル ウ ィ ニ ア 種 、 ザ ン ト モ ナ ス 種 、 Ralstonia sola
nacearum、 お よ び リ ゾ ビ ウ ム 種
昆 虫 病 原 体 ； Sodalis glossinidius、 Edwardsiella ictaluri、 お よ び Plesiomonas種 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
こ れ ら の 種 の い ず れ か に 由 来 の エ フ ェ ク タ ー タ ン パ ク 質 は 、 哺 乳 動 物 病 原 体 で あ ろ う が な
か ろ う が 、 ヒ ト ま た は 動 物 の 疾 患 を 処 置 す る た め の 治 療 上 の 可 能 性 を 有 す る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
表 １ に 、 現 在 ま で に 同 定 さ れ て い る 多 く の タ イ プ IIIエ フ ェ ク タ ー を 挙 げ る 。
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【 ０ ０ ３ ９ 】
タ イ プ IV分 泌 系 は 、 エ フ ェ ク タ ー タ ン パ ク 質 が 宿 主 細 胞 の 細 胞 質 中 に 注 入 さ れ る 場 合 に 通
る 針 様 構 造 を 形 成 す る 点 で 、 タ イ プ III系 と 注 目 す べ き 程 度 の 類 似 性 を 示 す 。 し か し 、 針
の 構 造 に 関 連 す る タ ン パ ク 質 は 、 ２ つ の 系 で 異 な り 、 そ し て エ フ ェ ク タ ー も 多 岐 に わ た る
。 エ フ ェ ク タ ー は 、 細 胞 シ グ ナ リ ン グ を 調 節 す る た め に 機 能 し て 、 細 胞 内 ニ ッ チ を 確 立 お
よ び 維 持 し 、 お よ び ／ ま た は 侵 襲 お よ び 増 殖 を 促 進 す る 。 こ の 系 は 、 Legionella pneumop
hila、 百 日 咳 菌 、 Actinobacillus actinomycetemcomitans、 Bartonella henselae、 大 腸
菌 、 Helicobacter pylori、 Coxiella burnetii、 Brucella abortus、 ナ イ セ リ ア 種 、 お よ
び リ ケ ッ チ ア 種 （ 例 え ば 、 prowazekii） を 含 む 多 く の 重 要 な 細 菌 病 原 体 に 必 須 で あ る と し
て 記 載 さ れ て い る 。 類 似 の タ イ プ IV分 泌 系 は 、 植 物 ま た は 無 脊 椎 動 物 病 原 体 に 存 在 し 、 そ
し て ま た 治 療 薬 の ソ ー ス で あ る 。 多 く の 記 載 さ れ た タ イ プ IVエ フ ェ ク タ ー も ま た 、 目 的 の
機 能 と 共 に 表 １ に 挙 げ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
近 年 、 種 々 の タ イ プ IIIエ フ ェ ク タ ー の 機 能 が 記 載 さ れ て い る 。 興 味 深 い こ と に 、 異 な る
生 物 由 来 の 多 く の エ フ ェ ク タ ー は 、 特 定 の シ グ ナ リ ン グ 経 路 を タ ー ゲ テ ィ ン グ す る よ う に
進 化 し 、 こ れ は 病 原 性 の メ カ ニ ズ ム に お け る い く つ か の 類 似 点 を 示 唆 す る 。 特 定 の エ フ ェ
ク タ ー の 正 確 な 特 異 性 は 、 病 原 体 お よ び 細 胞 タ イ プ に 従 っ て 変 化 し 得 、 そ し て こ の 活 性 の
範 囲 は 、 そ れ ら を 治 療 上 の 適 用 の た め の 魅 力 的 な 候 補 に す る 。 本 発 明 に 有 用 な エ フ ェ ク タ
ー の フ ァ ミ リ ー の い く つ か の 例 を 以 下 に 記 載 す る 。
【 ０ ０ ４ １ 】

Yersinia pseudotuberculosis由 来 の Ｙ ｏ ｐ Ｅ 、 Salmone
lla typhimurium由 来 の Ｓ ｐ ｔ Ｐ 、 な ら び に Pseudomonas aeruginosa由 来 の Ｅ ｘ ｏ Ｓ お よ
び Ｅ ｘ ｏ Ｔ は 、 す べ て Ｒ ｈ ｏ フ ァ ミ リ ー Ｇ Ｔ Ｐ ア ー ゼ に 対 す る Ｇ Ｔ Ｐ ア ー ゼ 活 性 化 タ ン パ
ク 質 （ Ｇ Ａ Ｐ ） で あ り 、 保 存 さ れ た 「 ア ル ギ ニ ン フ ィ ン ガ ー 」 ド メ イ ン に よ っ て 特 徴 付 け
ら れ る （ Blackお よ び Bliska,(2000) Molecular Microbiology 37: 515-527頁 ； Fuお よ び G
alan(1999) Nature 401: 293-297頁 ； Goehringら (1999) Journal of Biological Chemist
ry 274: 36369-36372頁 ） 。 結 合 し た Ｇ Ｔ Ｐ の 加 水 分 解 を 促 進 さ せ る こ と に よ っ て 、 こ れ
ら は 、 不 活 性 な Ｇ Ｔ Ｐ ア ー ゼ の Ｇ Ｄ Ｐ 結 合 体 の 形 成 を 促 進 す る 。 こ れ は 、 細 胞 に お い て あ
る 範 囲 の Ｇ Ｔ Ｐ ア ー ゼ の 機 能 を ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト す る よ う に 作 用 す る 。 Ｙ ｏ ｐ Ｅ は 、 ２
３ ｋ Ｄ ａ エ フ ェ ク タ ー で あ り 、 Y. pseudotuberculosisお よ び 他 の 株 に よ る 感 染 中 に 、 細
胞 の サ イ ト ゾ ル 内 に ト ラ ン ス ロ ケ ー ト さ れ る 。 Ｒ ａ ｓ に 対 し て で な く 、 Ｒ ｈ ｏ Ａ 、 Ｃ ｄ ｃ
４ ２ 、 お よ び Ｒ ａ ｃ １ に 対 し て Ｇ Ａ Ｐ と し て 作 用 す る こ と が 、 イ ン ビ ト ロ で の 研 究 で 示 さ
れ て い る （ Blackお よ び Bliska,(2000) Molecular Microbiology 37: 515-527頁 ） 。 ア ル
ギ ニ ン フ ィ ン ガ ー モ チ ー フ 内 の 点 変 異 は 、 Ｇ Ａ Ｐ 活 性 の 喪 失 を 引 き 起 こ し 、 そ し て こ れ は
、 細 胞 に お け る 生 物 学 的 活 性 と 直 接 的 に 関 連 す る 。 エ ル シ ニ ア 感 染 の 正 常 な 部 位 を 模 倣 す
る 細 胞 モ デ ル を 用 い て 行 わ れ た イ ン ビ ボ 研 究 に お い て 、 Ｙ ｏ ｐ Ｅ は 、 Ｃ ｄ ｃ ４ ２ に 対 し て
、 よ り 大 き な 特 異 性 を 有 す る よ う で あ る （ Andorら (2001) Cellular Microbiology 3: 301
-310頁 ） 。 Ｓ ｐ ｔ Ｐ の Ｇ Ａ Ｐ 活 性 は 、 Ｒ ｈ ｏ Ａ と 比 較 し て Ｃ ｄ ｃ ４ ２ お よ び Ｒ ａ ｃ １ に 対
し て 、 よ り 大 き な 特 異 性 を 示 す 。 特 定 の タ ン パ ク 質 の Ｇ Ａ Ｐ 活 性 は 、 異 な る 細 胞 タ イ プ お
よ び 送 達 経 路 に つ い て 変 化 す る よ う で あ る 。 Ｓ ｐ ｔ Ｐ 、 Ｅ ｘ ｏ Ｓ 、 お よ び Ｅ ｘ ｏ Ｔ は 、 さ
ら な る 酵 素 ド メ イ ン （ Ｓ ｐ ｔ Ｐ 、 チ ロ シ ン ホ ス フ ァ タ ー ゼ ； Ｅ ｘ ｏ Ｓ 、 Ｅ ｘ ｏ Ｔ 、 Ａ Ｄ Ｐ
－ リ ボ シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ ） を 有 す る 二 機 能 酵 素 で あ る 。 Ｅ ｘ ｏ Ｓ の 場 合 、 こ の 活 性
は 、 異 な る シ グ ナ リ ン グ 経 路 の 共 同 作 用 調 節 が 可 能 で あ る Ｒ ａ ｓ 　 Ｇ Ｔ Ｐ ア ー ゼ の 活 性 化
を ブ ロ ッ ク す る （ Henrikssonら (2000) Biochemical Journal 347: 217-222頁 ） 。
【 ０ ０ ４ ２ 】

Salmonella typhimurium由 来 の Ｓ ｏ ｐ Ｅ お よ び Ｓ ｏ ｐ Ｅ
２ 、 な ら び に 関 連 す る タ ン パ ク 質 は 、 あ る 範 囲 の Ｇ Ｔ Ｐ ア ー ゼ に 対 し て グ ア ニ ン ヌ ク レ オ
チ ド 交 換 因 子 （ Ｇ Ｅ Ｆ ） と し て 作 用 す る （ Hardtら (1998) Cell 93:815頁 ） 。 Ｇ Ｅ Ｆ は 、
結 合 し た Ｇ Ｄ Ｐ の Ｇ Ｔ Ｐ に よ る 置 換 の 割 合 を 増 強 す る こ と に よ っ て 機 能 し 、 Ｇ Ｔ Ｐ ア ー ゼ
の 活 性 化 を 引 き 起 こ す 。 こ れ は 、 細 胞 に お い て 特 異 的 な Ｇ Ｔ Ｐ ア ー ゼ の 活 性 を 効 果 的 に ア
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Ｇ Ｔ Ｐ ア ー ゼ 活 性 化 タ ン パ ク 質 。

グ ア ニ ン ヌ ク レ オ チ ド 交 換 因 子 。



ッ プ レ ギ ュ レ ー ト す る 。 天 然 の Ｓ ｏ ｐ Ｅ は 、 ２ ４ ０ ア ミ ノ 酸 の タ ン パ ク 質 で あ り 、 S. typ
himuriumに よ っ て 宿 主 細 胞 サ イ ト ゾ ル 内 に 注 入 さ れ る 。 タ ン パ ク 質 の Ｎ 末 端 ７ ７ ア ミ ノ 酸
は 、 分 泌 シ グ ナ ル と し て 作 用 し 、 そ し て タ ン パ ク 質 の 生 理 学 的 活 性 は 重 要 で は な い （ Hard
tら (1998) Cell 93:815頁 ） 。 イ ン ビ ト ロ の 研 究 で は 、 Ｓ ｏ ｐ Ｅ は 、 Ｃ ｄ ｃ ４ ２ 、 Ｒ ａ ｃ
１ 、 Ｒ ａ ｃ ２ 、 Ｒ ｈ ｏ Ａ 、 お よ び Ｒ ｈ ｏ Ｇ に 対 す る Ｇ Ｅ Ｆ と し て 作 用 す る 。 細 胞 Ｇ Ｅ Ｆ は
、 特 定 の Ｇ Ｔ Ｐ ア ー ゼ に 対 し て 高 度 の 特 異 性 を 示 し 、 そ し て Ｓ ｏ ｐ Ｅ は 、 イ ン ビ ボ に お い
て よ り 大 き な 特 異 性 を 示 す よ う で あ る 。 こ の 特 異 性 は 、 細 胞 タ イ プ お よ び 送 達 経 路 に 応 じ
て 変 化 す る よ う で あ る 。 Legionella pneumophila由 来 の タ イ プ IVエ フ ェ ク タ ー Ｒ ａ ｌ Ｆ は
、 小 さ な Ｇ Ｔ Ｐ ア ー ゼ の 機 能 に 影 響 を 与 え る さ ら な る 交 換 因 子 で あ る 。 こ の 場 合 、 標 的 は
、 Ａ Ｄ Ｐ リ ボ シ ル 化 因 子 （ Ａ Ｒ Ｆ ） フ ァ ミ リ ー で あ り 、 そ し て こ れ は 、 こ の フ ァ ミ リ ー を
タ ー ゲ テ ィ ン グ す る 細 菌 エ フ ェ ク タ ー の 最 初 の 例 で あ る （ Nagaiら  (2002) Science 295; 
679-682頁 ） 。
【 ０ ０ ４ ３ 】

Y. pestisお よ び 特 定 の 他 の エ ル シ ニ ア 株 由 来 の タ イ プ III
エ フ ェ ク タ ー Ｙ ｏ ｐ Ｔ は 、 イ ン ビ ボ に お い て Ｙ ｏ ｐ Ｅ と 類 似 の 効 果 を 有 す る （ Iriarteお
よ び Cornelis(1998) Molecular Microbiology 29: 915-929頁 ） 。 HeLa細 胞 に お い て 、 Ｙ
ｏ ｐ Ｔ は 、 Ｒ ｈ ｏ Ａ の 電 気 泳 動 移 動 度 の シ フ ト を 引 き 起 こ す が 、 Ｃ ｄ ｃ － ４ ２ ま た は Ｒ ａ
ｃ で は 引 き 起 こ さ な い （ Zumbihlら (1999) Journal of Biological Chemistry 274: 29289
-29293頁 ） 。 こ れ が 、 Ｙ ｏ ｐ Ｔ に よ る Ｒ ｈ ｏ Ａ の 直 接 改 変 を 示 す か ど う か 、 ま た は 他 の 細
胞 因 子 が 関 連 す る か ど う か は 、 ま だ 不 明 で あ る 。 Ｒ ｈ ｏ Ａ に 対 す る Ｙ ｏ ｐ Ｔ の 特 異 性 は 、
顕 著 な 治 療 の 可 能 性 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】

Yersinia spp
由 来 の Ｙ ｏ ｐ Ｏ ／ Ｙ ｐ ｋ Ａ は 、 真 核 生 物 の セ リ ン ／ ス レ オ ニ ン キ ナ ー ゼ に 関 連 す る プ ロ テ
イ ン キ ナ ー ゼ で あ る （ Galyovら (1993) Nature 361: 730-732頁 ） 。 Ｙ ｏ ｐ Ｏ ／ Ｙ ｐ ｋ Ａ は
、 Ｙ ｏ ｐ Ｅ の よ う な 他 の エ フ ェ ク タ ー で 観 察 さ れ る の と 類 似 の 細 胞 の 球 状 化 を 引 き 起 こ し
、 こ れ は Ｇ Ｔ Ｐ ア ー ゼ 機 能 を 調 節 す る 役 割 を 示 唆 す る 。 小 さ な Ｇ Ｔ Ｐ ア ー ゼ Ｒ ｈ ｏ Ａ お よ
び Ｒ ａ ｃ Ｉ は 、 Ｙ ｏ ｐ Ｏ お よ び Ｙ ｐ ｋ Ａ に 結 合 す る こ と を 示 し て お り 、 こ れ ら が キ ナ ー ゼ
に 対 す る 細 胞 内 標 的 で あ る こ と を 示 唆 す る （ Barz Cら (2000) FEBS Letters 482: 139-143
頁 ） 。 Helicobacter pylori由 来 の タ イ プ IVエ フ ェ ク タ ー Ｃ ａ ｇ Ａ も ま た 、 感 染 し た 細 胞
の 細 胞 骨 格 に 影 響 を 及 ぼ し 、 そ し て そ の 活 性 は 、 細 胞 内 キ ナ ー ゼ に よ る リ ン 酸 化 に 依 存 す
る 。 Ｃ ａ ｇ Ａ は 、 Ｓ Ｈ Ｐ － ２ チ ロ シ ン ホ ス フ ァ タ ー ゼ を 介 し て 機 能 し て 、 下 流 の シ グ ナ リ
ン グ を 調 節 す る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】

Salmonella typhimurium由 来 の Ｓ ｉ ｇ Ｄ 、 S. dublin由 来
の Ｓ ｏ ｐ Ｂ 、 お よ び Shigella flexneri由 来 の Ｉ ｐ ｇ Ｄ は 、 す べ て 推 定 の イ ノ シ ト ー ル ホ
ス フ ァ タ ー ゼ で あ る 。 腸 管 細 胞 に お い て 、 Ｓ ｏ ｐ Ｂ は 、 イ ノ シ ト ー ル 1,4,5,6,テ ト ラ キ ス
リ ン 酸 の 蓄 積 を 引 き 起 こ す 。 Ｓ ｏ ｐ Ｂ の 活 性 部 位 に お け る 変 異 は 、 そ の ホ ス フ ァ タ ー ゼ 活
性 お よ び イ ノ シ ト ー ル テ ト ラ キ ス リ ン 酸 の 蓄 積 の 両 方 を な く す （ Norrisら (1998) Proceed
ings of the National Academy of Science U.S.A 95: 14057-14059頁 ） 。 Ｓ ｏ ｐ Ｂ は 、
イ ン ビ ト ロ で 広 い 範 囲 の イ ノ シ ト ー ル お よ び ホ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル リ ン 酸 を 加 水 分
解 す る よ う で あ る が 、 そ の 正 確 な 細 胞 内 標 的 は 明 ら か に さ れ な け れ ば な ら な い （ Eckmann
ら  (1997) Proceedings of the National Academy of Science U.S.A 94: 14456-14460頁
） 。 イ ノ シ ト ー ル 1,4,5,6,テ ト ラ キ ス リ ン 酸 の レ ベ ル を 増 加 さ せ な い の で 、 Ｓ ｉ ｇ Ｄ は イ
ン ビ ボ で は 異 な る 特 異 性 を 有 す る よ う で あ る （ Eckmannら  (1997)） 。 さ ら に 、 正 確 な 細 胞
内 標 的 は 明 ら か に さ れ て い な い が 、 Ｓ ｉ ｇ Ｄ は 、 上 皮 細 胞 に お い て Ａ ｋ ｔ ／ プ ロ テ イ ン キ
ナ ー ゼ Ｂ を 活 性 化 さ せ る こ と が 示 さ れ て い る （ Steele-Mortimer (2000) Journal of Biol
ogical Chemistry 275: 37718-37724頁 ） 。 そ の 活 性 は 、 タ ン パ ク 質 の Ｃ 末 端 付 近 の シ ナ
プ ト ジ ャ ニ ン 相 同 領 域 の 存 在 に 依 存 す る こ と が 示 さ れ て い る 。 相 同 タ ン パ ク 質 Ｉ ｐ ｇ Ｄ も
ま た 、 こ れ ら の 細 胞 に お い て Ａ ｋ ｔ の 活 性 化 を 刺 激 す る （ Marcusら  (2001)） 。 Ａ ｋ ｔ を
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Ｇ Ｔ Ｐ ア ー ゼ の 共 有 結 合 改 変 。

プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ お よ び ホ ス フ ァ タ ー ゼ に よ る 細 胞 シ グ ナ リ ン グ の 調 節 。

イ ノ シ ト ー ル ホ ス フ ァ タ ー ゼ 。



活 性 化 す る 可 能 性 は 、 細 胞 生 存 の 重 要 な レ ギ ュ レ ー タ ー で あ る の で 、 多 く の 治 療 機 会 を 提
供 す る （ Vanhaesebroeckお よ び Alessi (2000) Biochemical Journal 346: 561-576頁 に 総
説 さ れ る ） 。
【 ０ ０ ４ ６ 】

Yersinia pestis由 来 の Ｙ ｏ ｐ
Ｊ は 、 Salmonella spp.由 来 の Ａ ｖ ｒ Ａ お よ び 植 物 病 原 体 由 来 の 種 々 の エ フ ェ ク タ ー を 含
む 広 い 範 囲 の ホ モ ロ グ を 有 す る 、 も う 一 つ の ト ラ ン ス ロ ケ ー ト さ れ た エ フ ェ ク タ ー で あ る
。 Ｙ ｏ ｐ Ｊ は 、 広 い 範 囲 の マ イ ト ジ ェ ン 活 性 化 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ キ ナ ー ゼ （ Ｍ Ｋ Ｋ ） を
不 活 性 化 す る こ と が 示 さ れ （ Orthら (1999) Science 285: 1920-1923頁 ） 、 マ ク ロ フ ァ ー
ジ に お い て ア ポ ト ー シ ス を 引 き 起 こ す 。 Ｙ ｏ ｐ Ｊ は 、 ユ ビ キ チ ン 様 タ ン パ ク 質 プ ロ テ ア ー
ゼ と し て 作 用 し て 、 Ｍ Ｋ Ｋ 由 来 の Ｓ ｕ ｍ ｏ － １ タ グ の 除 去 に よ り シ グ ナ リ ン グ 分 子 の 代 謝
回 転 を 増 加 さ せ る こ と が 示 唆 さ れ る （ Orthら (2000) Science 290: 1594-1597頁 ） 。 興 味
深 い こ と に 、 サ イ ト カ イ ン 産 生 お よ び マ ク ロ フ ァ ー ジ 殺 傷 の 細 胞 モ デ ル に お い て 、 Ａ ｖ ｒ
Ａ は 、 Ｙ ｏ ｐ Ｊ と の 相 同 性 に も か か わ ら ず 、 活 性 を 示 さ ず 、 こ れ は タ ン パ ク 質 の 特 異 性 が
異 な り 得 る こ と を 示 唆 す る （ Schesser Kら (2000) Microbial Pathogenesis 28: 59-70頁 )
。 神 経 細 胞 に お い て 、 こ れ ら の 異 な る 特 異 性 は 、 し ば し ば 、 ア ポ ト ー シ ス ま た は 炎 症 応 答
に 関 連 す る Ｍ Ｋ Ｋ を 調 節 す る た め の 可 能 性 の あ る 治 療 上 の 適 用 を 提 供 し 得 る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】

Salmonella enterica由 来 の Ｓ ｐ ｉ Ｃ は 、 エ ン ド ソ ー ム 小 胞
の 融 合 を 阻 害 し て 、 サ ル モ ネ ラ 菌 の リ ソ ソ ー ム 分 解 へ の 曝 露 を 防 止 す る （ Uchiyaら  (1999
) EMBO Journal 18: 3924-3933頁 )。 細 胞 内 輸 送 経 路 を 調 節 す る 能 力 は 、 レ セ プ タ ー の サ
イ ク リ ン グ ま た は 膜 結 合 小 胞 か ら 物 質 の 放 出 を 調 節 す る た め の 多 く の 治 療 上 の 機 会 を 提 供
す る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
多 く の 他 の エ フ ェ ク タ ー タ ン パ ク 質 は 、 細 菌 病 原 体 に よ っ て 占 領 さ れ た 細 胞 内 コ ン パ ー ト
メ ン ト を 調 節 お よ び 維 持 す る こ と に 関 連 す る 。 サ ル モ ネ ラ 菌 は 、 多 く の 他 の 病 原 体 と 同 様
に 、 特 殊 化 し た 細 胞 内 コ ン パ ー ト メ ン ト を 樹 立 す る 。 サ ル モ ネ ラ 菌 は 、 こ の コ ン パ ー ト メ
ン ト 内 か ら 宿 主 細 胞 サ イ ト ゾ ル 中 に タ ン パ ク 質 を 分 泌 す る 専 用 の タ イ プ III分 泌 系 を 有 し
、 そ し て 、 こ の 系 に よ っ て 分 泌 さ れ る エ フ ェ ク タ ー （ Ｓ ｐ ｉ Ｃ ； Ｓ ｏ ｐ Ｅ ／ Ｅ ２ ； Ｓ ｓ ｅ
Ｅ 、 Ｆ 、 Ｇ 、 Ｊ ； Ｐ ｉ ｐ Ａ 、 Ｂ ； Ｓ ｉ ｆ Ａ 、 Ｂ を 含 む ） は 、 こ の コ ン パ ー ト メ ン ト の 完 全
性 を 維 持 す る 。 最 近 の 論 文 は 、 液 胞 膜 か ら の 調 節 過 程 に お け る Ｓ ｓ ｅ Ｊ お よ び Ｓ ｉ ｆ Ａ の
相 乗 効 果 を 記 載 し て い る （ Ruiz-Albertら (2002) Molecular microbiology 44; 645-661頁
） 。 こ れ ら の タ ン パ ク 質 お よ び 他 の 細 胞 内 病 原 体 由 来 の 対 応 物 は 、 細 胞 内 輸 送 経 路 に 影 響
を 及 ぼ す 障 害 を 治 療 す る た め の 重 要 な 可 能 性 を 有 す る 。 Ｒ ａ ｌ Ｆ お よ び 既 述 の 多 く の 他 の
エ フ ェ ク タ ー は ま た 、 こ の よ う な 障 害 に 対 す る 顕 著 な 治 療 の 可 能 性 を 有 し 得 る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
ボ ツ リ ヌ ス 菌 神 経 毒 素 は 、 構 造 的 に 類 似 し て い る が 、 抗 原 性 が 異 な る ７ つ の タ ン パ ク 質 毒
素 の フ ァ ミ リ ー で あ り 、 そ の １ 次 作 用 部 位 は 神 経 筋 接 合 部 で あ り 、 そ こ で 伝 達 物 質 で あ る
ア セ チ ル コ リ ン の 放 出 を ブ ロ ッ ク す る 。 ヒ ト お よ び 動 物 の 末 梢 神 経 系 に お け る こ れ ら の 毒
素 の 作 用 は 、 ボ ツ リ ヌ ス 中 毒 症 候 群 を 生 じ さ せ 、 こ れ は 広 範 な 弛 緩 し た 筋 麻 痺 に よ っ て 特
徴 付 け ら れ る （ Shone(1986) 「 Natural Toxicants in Foods」 、 D. Watson編 , Ellis Har
wood, UK） 。 そ れ ぞ れ の ボ ツ リ ヌ ス 菌 神 経 毒 素 は 、 ２ つ の ジ ス ル フ ィ ド 結 合 し た サ ブ ユ ニ
ッ ト か ら な る ； 神 経 末 端 へ の 神 経 毒 素 の 最 初 の 結 合 お よ び イ ン タ ー ナ リ ゼ ー シ ョ ン で 役 割
を 果 た す １ ０ ０ ｋ Ｄ ａ の 重 サ ブ ユ ニ ッ ト （ Dollyら (1984) Nature， 307， 457-460頁 ） お よ
び エ ン ド サ イ ト ー シ ス プ ロ セ ス を ブ ロ ッ ク す る よ う に 細 胞 内 で 作 用 す る ５ ０ ｋ Ｄ ａ の 軽 サ
ブ ユ ニ ッ ト （ McInnesお よ び Dolly(1990) Febs Lett.， 261， 323-326頁 ; de Paivaお よ び D
olly(1990) Febs Lett.， 277， 171-174頁 ） 。 し た が っ て 、 顕 著 な 神 経 特 異 性 を 与 え る の
は 、 ボ ツ リ ヌ ス 菌 神 経 毒 素 の 重 鎖 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
破 傷 風 菌 毒 素 は 、 ボ ツ リ ヌ ス 菌 神 経 毒 素 と 構 造 的 に 非 常 に 類 似 し て い る が 、 そ の １ 次 作 用
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マ イ ト ジ ェ ン 活 性 化 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ キ ナ ー ゼ の 阻 害 。

細 胞 輸 送 の モ ジ ュ レ ー タ ー 。



の 部 位 は 中 枢 神 経 系 で あ り 、 そ こ で 、 中 枢 シ ナ プ ス （ レ ン シ ョ ウ 細 胞 ） か ら の 抑 制 性 神 経
伝 達 物 質 の 放 出 を ブ ロ ッ ク す る 。 ボ ツ リ ヌ ス 菌 毒 素 に つ い て 記 載 し た よ う に 、 神 経 細 胞 の
レ セ プ タ ー に 結 合 す る の は 、 破 傷 風 菌 毒 素 の 重 鎖 内 の ド メ イ ン で あ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 菌 神 経 毒 素 （ 破 傷 風 菌 お よ び ボ ツ リ ヌ ス 菌 ） 重 鎖 の 結 合 機 能 お よ び イ ン
タ ー ナ リ ゼ ー シ ョ ン （ ト ラ ン ス ロ ケ ー シ ョ ン ） 機 能 は 、 そ れ ら の 構 造 内 の 少 な く と も ２ つ
の ド メ イ ン に 割 り 当 て ら れ 得 る 。 最 初 の 結 合 工 程 は 、 エ ネ ル ギ ー 非 依 存 的 で あ り 、 そ し て
神 経 毒 素 の Ｈ Ｃ フ ラ グ メ ン ト （ 約 ５ ０ ｋ Ｄ ａ の Ｃ 末 端 フ ラ グ メ ン ト ） 内 の １ 以 上 の ド メ イ
ン に よ っ て 媒 介 さ れ る よ う で あ る （ Shoneら (1985)， Eur. J. Biochem.， 151， 75-82頁 ）
が 、 ト ラ ン ス ロ ケ ー シ ョ ン 工 程 は 、 エ ネ ル ギ ー 依 存 的 で あ り 、 そ し て 神 経 毒 素 の Ｈ Ｎ フ ラ
グ メ ン ト （ 約 ５ ０ ｋ Ｄ ａ の Ｎ 末 端 フ ラ グ メ ン ト ） 内 の １ 以 上 の ド メ イ ン に よ っ て 媒 介 さ れ
る よ う で あ る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
単 離 さ れ た 重 鎖 は 、 天 然 の 神 経 毒 素 に 比 べ て 非 毒 性 で あ る が 、 そ れ に も か か わ ら ず 神 経 細
胞 に 対 し て 高 親 和 性 結 合 を 保 持 す る 。 ７ つ の 血 清 型 の ほ と ん ど に 由 来 す る 破 傷 風 菌 神 経 毒
素 お よ び ボ ツ リ ヌ ス 菌 神 経 毒 素 は 、 そ れ ら の 由 来 す る 重 鎖 と と も に 、 ｎ Ｍ の 範 囲 の 高 親 和
性 で 種 々 の 神 経 細 胞 タ イ プ に 結 合 す る こ と が 示 さ れ て い る （ 例 え ば 、 ボ ツ リ ヌ ス 菌 タ イ プ
Ｂ 神 経 毒 素 ； Evansら (1986) Eur. J. Biochem. 154, 409-416頁 ） 。 神 経 細 胞 へ の 破 傷 風
菌 お よ び ボ ツ リ ヌ ス 菌 重 鎖 の 結 合 の も う 一 つ の 重 要 な 特 徴 は 、 種 々 の 毒 素 の 血 清 型 に よ っ
て 認 識 さ れ る レ セ プ タ ー リ ガ ン ド が 異 な る こ と で あ る 。 し た が っ て 、 例 え ば 、 ボ ツ リ ヌ ス
菌 タ イ プ Ａ 重 鎖 は 、 ボ ツ リ ヌ ス 菌 タ イ プ Ｆ 重 鎖 と 異 な る レ セ プ タ ー に 結 合 し 、 そ し て こ れ
ら の ２ つ の リ ガ ン ド は 、 神 経 細 胞 へ の そ れ ら の 結 合 に 関 し て 非 競 合 で あ る （ Wadsworthら (
1990), Biochem J. 268, 123-128頁 ） 。 現 在 ま で に 特 徴 付 け ら れ て い る ク ロ ス ト リ ジ ウ ム
菌 神 経 毒 素 血 清 型 （ 破 傷 風 菌 、 ボ ツ リ ヌ ス 菌 Ａ 、 Ｂ 、 Ｃ １ 、 Ｄ 、 Ｅ 、 お よ び Ｆ ） の う ち 、
す べ て が 神 経 細 胞 上 の 異 な る レ セ プ タ ー 集 団 を 認 識 す る よ う で あ る 。 ま と め る と 、 ク ロ ス
ト リ ジ ウ ム 菌 神 経 毒 素 重 鎖 は 、 神 経 細 胞 に 特 異 的 で あ る レ セ プ タ ー の フ ァ ミ リ ー 全 体 を 認
識 す る 高 親 和 性 結 合 リ ガ ン ド を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
本 発 明 は ま た 、 神 経 細 胞 に タ イ プ IIIエ フ ェ ク タ ー タ ン パ ク 質 を 特 異 的 に 送 達 す る た め の
構 築 物 を 提 供 す る 。 こ れ ら の 構 築 物 に よ っ て タ イ プ IIIエ フ ェ ク タ ー タ ン パ ク 質 が 細 胞 に
送 達 さ れ る メ カ ニ ズ ム は 、 宿 主 細 菌 に よ っ て 使 用 さ れ る メ カ ニ ズ ム と は 全 く 異 な る 。 細 胞
サ イ ト ゾ ル に 直 接 的 に 注 入 さ れ る 代 わ り に 、 本 発 明 の 特 異 的 な 構 築 物 は 、 多 く の 連 続 的 に
作 用 す る 生 物 学 的 に 活 性 な ド メ イ ン に よ っ て お よ び レ セ プ タ ー 媒 介 エ ン ド サ イ ト ー シ ス に
類 似 の プ ロ セ ス に よ っ て 、 タ イ プ IIIエ フ ェ ク タ ー タ ン パ ク 質 を 細 胞 に 送 達 す る 。 驚 く べ
き こ と に 、 こ の 全 く 異 な る メ カ ニ ズ ム に よ っ て 送 達 さ れ る 場 合 、 タ イ プ IIIエ フ ェ ク タ ー
タ ン パ ク 質 は 、 細 胞 サ イ ト ゾ ル 内 で 生 物 学 的 に 活 性 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
本 発 明 の 特 定 の 構 築 物 は 、 そ れ ら の 生 物 学 的 活 性 に よ っ て 定 義 さ れ る ３ つ の 機 能 的 ド メ イ
ン を 含 む 。 こ れ ら は ：
タ イ プ IIIエ フ ェ ク タ ー 部 分 （ 例 え ば 、 表 １ を 参 照 の こ と ） ；
構 築 物 を レ セ プ タ ー に 結 合 し 、 そ し て 神 経 細 胞 に 対 し て 高 度 の 特 異 性 を 提 供 す る タ ー ゲ テ
ィ ン グ ド メ イ ン ； お よ び
構 築 物 の イ ン タ ー ナ リ ゼ ー シ ョ ン 後 、 エ ン ド ソ ー ム 膜 を 通 し て 細 胞 サ イ ト ゾ ル へ の タ イ プ
IIIエ フ ェ ク タ ー 部 分 の ト ラ ン ス ロ ケ ー シ ョ ン を も た ら す ト ラ ン ス ロ ケ ー シ ョ ン ド メ イ ン
で あ る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
タ イ プ IIIエ フ ェ ク タ ー 含 有 構 築 物 は ま た 、 こ れ ら の ド メ イ ン が 相 互 に 連 結 さ れ る 「 リ ン
カ ー タ ン パ ク 質 」 を 含 み 得 る 。 本 発 明 の １ つ の 実 施 態 様 に お い て は 、 タ イ プ IIIエ フ ェ ク
タ ー 部 分 は 、 ト ラ ン ス ロ ケ ー シ ョ ン ド メ イ ン に ジ ス ル フ ィ ド 結 合 に よ り 連 結 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
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本 発 明 の 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て は 、 タ ー ゲ テ ィ ン グ ド メ イ ン は 、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 菌
神 経 毒 素 結 合 フ ラ グ メ ン ト （ Ｈ Ｃ ド メ イ ン ） 由 来 で あ る 。 こ れ は 、 破 傷 風 菌 毒 素 あ る い は
８ つ の ボ ツ リ ヌ ス 菌 毒 素 血 清 型 （ Ａ ～ Ｇ ） の い ず れ か １ つ に 由 来 し 得 る 。 ク ロ ス ト リ ジ ウ
ム 菌 神 経 毒 素 レ セ プ タ ー を 介 す る 送 達 は 、 タ イ プ IIIエ フ ェ ク タ ー の 正 常 な 送 達 経 路 と 明
ら か に 異 な り 、 そ し て 多 く の 有 利 点 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 菌 の Ｈ Ｃ フ ラ グ メ ン ト は 、 細 胞 表 面 上 の レ セ プ タ ー に 高 親 和 性 で 結 合 し
、 そ し て 神 経 細 胞 に 対 し て 高 い 特 異 性 を 提 供 す る 。 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 菌 神 経 毒 素 は 、 酸 性
エ ン ド ソ ー ム を 介 し て イ ン タ ー ナ ラ イ ズ さ れ 、 こ れ が 引 き 金 と な っ て タ イ プ IIIエ フ ェ ク
タ ー 部 分 は 膜 を 横 切 っ て サ イ ト ゾ ル 内 へ ト ラ ン ス ロ ケ ー ト す る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
非 神 経 細 胞 に つ い て 、 特 異 的 な 細 胞 タ イ プ に 対 す る 広 い 範 囲 の 高 親 和 性 結 合 ド メ イ ン は 、
明 ら か に さ れ て い る 。 そ の 例 は 、 多 く の 細 胞 標 的 に つ い て 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
薬 剤 は 、 リ ガ ン ド ま た は タ ー ゲ テ ィ ン グ ド メ イ ン を 含 み 得 、 こ れ は 、 内 分 泌 細 胞 に 結 合 し
、 し た が っ て 、 こ れ ら の 細 胞 タ イ プ に 特 異 的 に な る 。 適 切 な リ ガ ン ド の 例 と し て は 、 ヨ ウ
素 ； 甲 状 腺 刺 激 ホ ル モ ン （ Ｔ Ｓ Ｈ ） ； Ｔ Ｓ Ｈ レ セ プ タ ー 抗 体 ； 島 特 異 的 モ ノ シ ア ロ ガ ン グ
リ オ シ ド Ｇ Ｍ ２ － １ に 対 す る 抗 体 ； イ ン ス リ ン 、 イ ン ス リ ン 様 増 殖 因 子 、 お よ び 両 方 の レ
セ プ タ ー に 対 す る 抗 体 ； Ｔ Ｓ Ｈ 放 出 ホ ル モ ン （ プ ロ チ レ リ ン ） お よ び そ の レ セ プ タ ー に 対
す る 抗 体 ； Ｆ Ｓ Ｈ ／ Ｌ Ｈ 放 出 ホ ル モ ン （ ゴ ナ ド レ リ ン ） お よ び そ の レ セ プ タ ー に 対 す る 抗
体 ； コ ル チ コ ト ロ ピ ン 放 出 ホ ル モ ン （ Ｃ Ｒ Ｈ ） お よ び そ の レ セ プ タ ー に 対 す る 抗 体 ； な ら
び に Ａ Ｃ Ｔ Ｈ お よ び そ の レ セ プ タ ー に 対 す る 抗 体 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
薬 剤 を 炎 症 細 胞 に タ ー ゲ テ ィ ン グ す る た め に 適 切 な リ ガ ン ド と し て は 、 （ i） マ ス ト 細 胞
に 対 し て は 、 一 般 に Ｆ ｃ 　 Ｉ ｇ Ｅ の Ｃ ４ ド メ イ ン を 含 む 補 体 レ セ プ タ ー 、 お よ び Ｃ ３ ａ ／
Ｃ ４ ａ － Ｒ 補 体 レ セ プ タ ー に 対 す る 抗 体 ／ リ ガ ン ド ； （ ii） 好 酸 球 に 対 し て は 、 Ｃ ３ ａ ／
Ｃ ４ ａ － Ｒ 補 体 レ セ プ タ ー に 対 す る 抗 体 ／ リ ガ ン ド 、 抗 Ｖ Ｌ Ａ － ４ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、
抗 Ｉ Ｌ ５ レ セ プ タ ー 、 Ｃ Ｒ ４ 補 体 レ セ プ タ ー に 反 応 性 の 抗 原 ま た は 抗 体 ； （ iii） マ ク ロ
フ ァ ー ジ お よ び 単 球 に 対 し て は 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 刺 激 因 子 ； （ iv） マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 単 球
、 お よ び 好 中 球 に 対 し て は 、 細 菌 Ｌ Ｐ Ｓ 、 お よ び Ｃ Ｒ ３ に 結 合 す る 酵 母 菌 Ｂ － グ ル カ ン ；
（ v） 好 中 球 に 対 し て は 、 Ｏ Ｘ ４ ２ に 対 す る 抗 体 、 ｉ Ｃ ３ ｂ 補 体 レ セ プ タ ー 関 連 抗 原 、 ま
た は Ｉ Ｌ ８ ； （ vi） 線 維 芽 細 胞 に 対 し て は 、 マ ン ノ ー ス ６ － リ ン 酸 ／ イ ン ス リ ン 様 増 殖 因
子 β （ Ｍ ６ Ｐ ／ Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ Ｉ ） レ セ プ タ ー お よ び Ｐ Ａ ２ ． ２ ６ 、 マ ウ ス に お い て 活 性 な 線
維 芽 細 胞 に つ い て の 細 胞 表 面 レ セ プ タ ー に 対 す る 抗 体 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
薬 剤 を 外 分 泌 細 胞 に タ ー ゲ テ ィ ン グ す る た め に 適 切 な リ ガ ン ド と し て は 、 下 垂 体 ア デ ニ ル
シ ク ラ ー ゼ 活 性 化 ペ プ チ ド （ Ｐ Ａ Ｃ Ａ Ｐ － ３ ８ ） 、 ま た は そ の レ セ プ タ ー に 対 す る 抗 体 が
挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
薬 剤 を 免 疫 細 胞 に タ ー ゲ テ ィ ン グ す る た め に 適 切 な リ ガ ン ド と し て は 、 エ プ ス タ イ ン ・ バ
ー ウ イ ル ス の フ ラ グ メ ン ト ／ 表 面 特 徴 す な わ ち イ デ ィ オ タ イ プ 抗 体 （ Ｂ リ ン パ 球 お よ び リ
ン パ 節 濾 胞 樹 状 細 胞 の Ｃ Ｒ ２ レ セ プ タ ー に 結 合 す る ） が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
不 十 分 な 血 小 板 活 性 化 お よ び 血 栓 形 成 に 関 連 す る 疾 患 状 態 の 治 療 の た め に 血 小 板 を タ ー ゲ
テ ィ ン グ す る た め に 適 切 な リ ガ ン ド と し て は 、 ト ロ ン ビ ン お よ び Ｔ Ｒ Ａ Ｐ （ ト ロ ン ビ ン レ
セ プ タ ー ア ゴ ニ ス ト ペ プ チ ド ） ま た は Ｃ Ｄ ３ １ ／ Ｐ Ｅ Ｃ Ａ Ｍ － １ 、 Ｃ Ｄ ２ ４ 、 ま た は Ｃ Ｄ
１ ０ ６ ／ Ｖ Ｃ Ａ Ｍ － １ に 対 す る 抗 体 が 挙 げ ら れ 、 そ し て 高 血 圧 の 治 療 の た め に 心 臓 血 管 の
内 皮 細 胞 を タ ー ゲ テ ィ ン グ す る た め の リ ガ ン ド と し て は 、 Ｇ Ｐ １ ｂ 表 面 抗 原 を 認 識 す る 抗
体 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
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骨 化 石 症 お よ び 骨 粗 鬆 症 か ら 選 択 さ れ る 疾 患 の 治 療 の た め に 骨 芽 細 胞 を タ ー ゲ テ ィ ン グ す
る た め に 適 切 な リ ガ ン ド と し て は 、 カ ル シ ト ニ ン が 挙 げ ら れ 、 そ し て 薬 剤 を 破 骨 細 胞 に タ
ー ゲ テ ィ ン グ す る た め に 適 切 な リ ガ ン ド と し て は 、 破 骨 細 胞 分 化 因 子 （ 例 え ば 、 Ｔ Ｒ Ａ Ｎ
Ｃ Ｅ 、 Ｒ Ａ Ｎ Ｋ Ｌ 、 ま た は Ｏ Ｐ Ｇ Ｌ ） 、 お よ び レ セ プ タ ー Ｒ Ａ Ｎ Ｋ に 対 す る 抗 体 が 挙 げ ら
れ る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
本 発 明 の １ つ の 実 施 態 様 に お い て は 、 ト ラ ン ス ロ ケ ー シ ョ ン ド メ イ ン は 、 細 菌 毒 素 由 来 で
あ る 。 適 切 な ト ラ ン ス ロ ケ ー シ ョ ン ド メ イ ン の 例 は 、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 菌 神 経 毒 素 ま た は
ジ フ テ リ ア 毒 素 由 来 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
本 発 明 の 他 の 実 施 態 様 に お い て は 、 ト ラ ン ス ロ ケ ー シ ョ ン ド メ イ ン は 、 膜 破 壊 ペ プ チ ド ま
た は 「 融 合 性 」 ペ プ チ ド で あ り 、 こ れ は 、 ト ラ ン ス ロ ケ ー シ ョ ン ド メ イ ン と し て 機 能 す る
。 こ の よ う な ペ プ チ ド の 例 は 、 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 赤 血 球 凝 集 素 Ｈ Ａ ２ （ １ ～ ２ ３ 残
基 ） 由 来 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
本 発 明 の 構 築 物 の １ つ の 例 で は 、 タ イ プ IIIエ フ ェ ク タ ー タ ン パ ク 質 は 、 Salmonella spp.
由 来 の Ｓ ｉ ｇ Ｄ で あ る 。 本 発 明 の 構 築 物 の 他 の 例 で は 、 タ イ プ IIIエ フ ェ ク タ ー タ ン パ ク
質 は 、 Yersinia spp.由 来 の Ｙ ｏ ｐ Ｅ で あ る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
タ イ プ IIIエ フ ェ ク タ ー 部 分 が Salmonella spp.由 来 の Ｓ ｉ ｇ Ｄ で あ る 場 合 の 本 発 明 の 構 築
物 の 例 で は 、 構 築 物 は 、 以 下 の も の か ら な り 得 る ：
Ｓ ｉ ｇ Ｄ タ イ プ IIIエ フ ェ ク タ ー 部 分 ；
ジ フ テ リ ア 毒 素 由 来 の ト ラ ン ス ロ ケ ー シ ョ ン ド メ イ ン ；
ボ ツ リ ヌ ス 菌 タ イ プ Ａ 神 経 毒 素 由 来 の 結 合 ド メ イ ン （ Ｈ Ｃ ド メ イ ン ） ； お よ び
ジ ス ル フ ィ ド 結 合 に よ る ト ラ ン ス ロ ケ ー シ ョ ン ド メ イ ン へ の Ｓ ｉ ｇ Ｄ エ フ ェ ク タ ー の 付 着
を 可 能 に す る リ ン カ ー ペ プ チ ド 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
タ イ プ IIIエ フ ェ ク タ ー 部 分 が Salmonella spp.由 来 の Ｓ ｉ ｇ Ｄ で あ る 場 合 の 本 発 明 の 構 築
物 の 他 の 例 で は 、 構 築 物 は 、 以 下 の も の か ら な る ：
Ｓ ｉ ｇ Ｄ タ イ プ IIIエ フ ェ ク タ ー 部 分 ；
融 合 性 ペ プ チ ド の 形 態 で の ト ラ ン ス ロ ケ ー シ ョ ン ド メ イ ン ；
ボ ツ リ ヌ ス 菌 タ イ プ Ｆ 神 経 毒 素 由 来 の 結 合 ド メ イ ン （ Ｈ Ｃ ド メ イ ン ） ； お よ び
ジ ス ル フ ィ ド 結 合 に よ る ト ラ ン ス ロ ケ ー シ ョ ン ド メ イ ン へ の Ｓ ｉ ｇ Ｄ エ フ ェ ク タ ー の 付 着
を 可 能 に す る リ ン カ ー ペ プ チ ド 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
タ イ プ IIIエ フ ェ ク タ ー 部 分 が Yersinia spp由 来 の Ｙ ｏ ｐ Ｅ で あ る 場 合 の 本 発 明 の 構 築 物
の 例 で は 、 構 築 物 は 、 以 下 の も の か ら な り 得 る ：
Ｙ ｏ ｐ Ｅ タ イ プ IIIエ フ ェ ク タ ー 部 分 ；
ジ フ テ リ ア 毒 素 由 来 の ト ラ ン ス ロ ケ ー シ ョ ン ド メ イ ン ；
ボ ツ リ ヌ ス 菌 タ イ プ Ｆ 神 経 毒 素 由 来 の 結 合 ド メ イ ン （ Ｈ Ｃ ド メ イ ン ） ； お よ び
ジ ス ル フ ィ ド 結 合 に よ る ト ラ ン ス ロ ケ ー シ ョ ン ド メ イ ン へ の Ｙ ｏ ｐ Ｅ エ フ ェ ク タ ー の 付 着
を 可 能 に す る リ ン カ ー ペ プ チ ド 。
【 ０ ０ ７ １ 】
本 発 明 は 、 細 胞 シ グ ナ リ ン グ の 操 作 を 可 能 に し 、 そ し て 特 定 の 例 で は 、 Ｓ ｉ ｇ Ｄ は 、 本 発
明 の 構 築 物 に 組 み 込 ま れ 、 そ し て ス ト レ ス 下 で の 神 経 細 胞 生 存 を 促 進 す る た め に 使 用 さ れ
得 る 。 適 切 な 細 胞 内 シ グ ナ リ ン グ 経 路 を タ ー ゲ テ ィ ン グ す る こ と に よ っ て 、 多 く の 経 路 を
同 時 に 調 節 し 、 神 経 細 胞 生 存 の 見 込 み を 向 上 さ せ る こ と が 可 能 に な る 。 Ｓ ｉ ｇ Ｄ （ Ｓ ｏ ｐ
Ｂ と し て も 知 ら れ て い る ） は 、 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ Ａ ｋ ｔ を 活 性 化 し 、 こ れ は 、 種 々 の 増
殖 因 子 に よ っ て 媒 介 さ れ る プ ロ サ バ イ バ ル シ グ ナ リ ン グ 経 路 に お け る 重 要 な 中 間 体 で あ る
。 Ａ ｋ ｔ は Ｎ Ｆ － κ Ｂ の よ う な プ ロ サ バ イ バ ル 転 写 因 子 を ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト す る だ け で
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な く 、 Ｂ ａ ｄ お よ び Ｆ ｏ ｒ ｋ ｈ ｅ ａ ｄ の よ う な い く つ か の プ ロ ア ポ ト ー シ ス 因 子 を ダ ウ ン
レ ギ ュ レ ー ト す る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
多 く の タ イ プ IIIお よ び タ イ プ IVエ フ ェ ク タ ー は 、 宿 主 細 胞 内 で 細 菌 の 細 胞 内 ニ ッ チ を 維
持 す る た め に 機 能 す る 。 い く つ か の 細 菌 病 原 体 は 細 胞 サ イ ト ゾ ル 中 に 放 出 さ れ る が 、 多 く
は 、 時 に 液 胞 と 呼 ば れ る 特 殊 化 さ れ た 細 胞 内 コ ン パ ー ト メ ン ト を 形 成 し 、 維 持 す る 。 多 く
の エ フ ェ ク タ ー タ ン パ ク 質 の 主 な 機 能 の １ つ は 、 コ ン パ ー ト メ ン ト と 、 潜 在 的 に 損 傷 し て
い る フ ァ ゴ リ ソ ソ ー ム の よ う な 他 の 細 胞 内 コ ン パ ー ト メ ン ト と の 融 合 を 調 節 す る こ と で あ
る 。 同 時 に 、 病 原 体 は 、 被 包 化 さ れ た 病 原 体 に 栄 養 源 を 提 供 す る か 、 あ る い は 他 の 部 位 へ
病 原 体 を 播 種 さ せ る か の い ず れ か の た め に 、 再 利 用 エ ン ド ソ ー ム を 含 む 他 の 膜 結 合 コ ン パ
ー ト メ ン ト の 融 合 を 促 進 す る こ と が 必 要 で あ り 得 る 。 細 胞 内 病 原 体 は 、 細 胞 内 輸 送 お よ び
膜 融 合 を 調 節 す る た め に 広 い 範 囲 の エ フ ェ ク タ ー 分 子 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
膜 結 合 し た 小 胞 の 融 合 の 基 礎 に な る メ カ ニ ズ ム は 、 多 く の 細 胞 プ ロ セ ス で 保 存 さ れ て い る
。 広 く 言 え ば 、 膜 融 合 事 象 は 、 原 形 質 膜 か ら の 物 質 の 放 出 の た め の 分 泌 プ ロ セ ス 、 ま た は
物 質 を 原 形 質 膜 か ら リ ソ ソ ー ム 系 に 移 動 さ せ る エ ン ド サ イ ト ー シ ス プ ロ セ ス の い ず れ か に
分 類 さ れ る 。 こ の 単 純 化 し た 分 類 は 、 こ れ ら の 経 路 内 ま た は ２ つ の 経 路 間 の 多 数 の 連 絡 点
内 で 生 じ る 退 行 性 お よ び 順 行 性 の プ ロ セ ス を 考 慮 し な い 。 す べ て の 膜 融 合 事 象 に お け る 基
礎 に な る メ カ ニ ズ ム は 、 ４ つ の 構 成 相 に 分 類 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
輸 送 さ れ た 物 質 は 、 ド ナ ー 膜 上 の 特 異 的 部 位 で 濃 縮 さ れ 、 そ し て こ の 膜 か ら 分 離 さ れ る 小
胞 中 に 「 ピ ン チ オ フ 」 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
小 胞 は 、 細 胞 骨 格 の 繊 維 （ 例 え ば 、 微 小 管 ） に 沿 っ て ア ク セ プ タ ー 膜 に 輸 送 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
小 胞 は 、 次 い で 、 ア ク セ プ タ ー 膜 に 、 Ｓ Ｎ Ａ Ｒ Ｅ 複 合 体 タ ン パ ク 質 に よ っ て 媒 介 さ れ る 「
ド ッ キ ン グ ／ テ サ リ ン グ 」 メ カ ニ ズ ム に よ り 付 着 す る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
小 胞 お よ び ア ク セ プ タ ー 膜 は 融 合 し て 、 ア ク セ プ タ ー 膜 を 通 し て 小 胞 の 内 容 物 を 放 出 す る
。
【 ０ ０ ７ ８ 】
し た が っ て 、 類 似 の Ｓ Ｎ Ａ Ｒ Ｅ タ ン パ ク 質 お よ び 調 節 タ ン パ ク 質 は 、 エ ン ド ソ ー ム 小 胞 と
リ ソ ソ ー ム と の 融 合 、 小 胞 体 と ゴ ル ジ 体 お よ び ト ラ ン ス ゴ ル ジ ネ ッ ト ワ ー ク と の 融 合 、 お
よ び 分 泌 小 胞 と 原 形 質 膜 と の 融 合 を 補 強 す る 。 膜 融 合 メ カ ニ ズ ム の 機 能 的 な 保 存 と は 、 特
異 的 な 事 象 の 融 合 を 正 常 に 調 節 す る 細 菌 エ フ ェ ク タ ー タ ン パ ク 質 が 他 の 融 合 事 象 を 調 節 す
る こ と に 関 与 し 得 る こ と を 意 味 す る 。 例 え ば 、 リ ソ ソ ー ム と の エ ン ド ソ ー ム 融 合 を ブ ロ ッ
ク す る エ フ ェ ク タ ー は 、 分 泌 小 胞 と 原 形 質 膜 と の 融 合 ま た は Ｅ Ｒ 小 胞 と ゴ ル ジ ネ ッ ト ワ ー
ク と の 融 合 を ブ ロ ッ ク す る こ と に 再 関 与 し 得 る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
小 胞 輸 送 で 明 ら か に さ れ て い る 調 節 タ ン パ ク 質 の 重 要 な ク ラ ス の １ つ は 、 Ｒ ａ ｂ タ ン パ ク
質 （ ま た は 酵 母 菌 の Ｙ ｐ ｔ タ ン パ ク 質 ） と 名 付 け ら れ た Ｒ ａ ｓ ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー の 小 さ
な Ｇ Ｔ Ｐ ア ー ゼ で あ る 。 Ｒ ａ ｂ タ ン パ ク 質 は 、 膜 融 合 の 全 て の 段 階 に 関 係 す る 。 例 え ば 、
Ｒ ａ ｂ １ 、 ２ 、 ５ 、 お よ び ９ は 、 輸 送 の た め に 物 質 を ソ ー テ ィ ン グ す る こ と に 関 係 し （ 上
記 の 段 階 １ ） 、 Ｒ ａ ｂ ５ 、 ６ 、 ２ ７ お よ び Ｓ ｅ ｃ ４ は 輸 送 を 媒 介 し （ 段 階 ２ ） 、 Ｒ ａ ｂ １
、 ５ 、 Ｙ ｐ ｔ １ 、 ７ 、 Ｓ ｅ ｃ ４ は 、 ア ク セ プ タ ー 膜 へ の ド ッ キ ン グ に 影 響 を 与 え （ 段 階 ３
） 、 そ し て 他 の Ｒ ａ ｂ タ ン パ ク 質 は 、 膜 融 合 の 促 進 に 関 係 す る 。 上 記 の リ ス ト は 、 Ｒ ａ ｂ
１ お よ び Ｒ ａ ｂ ５ の よ う な あ る Ｒ ａ ｂ タ ン パ ク 質 が １ よ り 多 く の 段 階 の 融 合 プ ロ セ ス に 関
係 す る こ と を 示 す 。 同 様 に 、 い く つ か の Ｒ ａ ｂ タ ン パ ク 質 は 、 全 て の 膜 小 胞 に 存 在 す る が
、 他 は 、 特 異 的 な 融 合 事 象 に お い て 、 よ り 特 殊 化 さ れ た 役 割 を 有 す る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
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Ｒ ａ ｂ タ ン パ ク 質 は 、 重 要 な 潜 在 的 な 改 変 の 標 的 で あ り 、 こ の 改 変 は 、 膜 融 合 事 象 を ブ ロ
ッ ク ま た は 促 進 す る こ と を 意 図 す る 細 菌 病 原 体 、 ま た は 細 胞 内 輸 送 を 調 節 す る よ う に 設 計
さ れ た 治 療 薬 の い ず れ か に よ っ て な さ れ る 。 Ｒ ａ ｂ 機 能 の 効 果 を 有 す る と し て 述 べ ら れ た
最 初 の エ フ ェ ク タ ー タ ン パ ク 質 の １ つ は 、 サ ル モ ネ ラ 菌 種 由 来 の 分 泌 さ れ た エ フ ェ ク タ ー
タ ン パ ク 質 Ｓ ｏ ｐ Ｅ ２ で あ っ た 。 Ｓ ｏ ｐ Ｅ ２ は 、 Ｒ ａ ｂ ５ ａ に つ い て の グ ア ニ ン ヌ ク レ オ
チ ド 交 換 因 子 と し て 作 用 し 、 そ の 結 果 、 細 胞 膜 上 の タ ン パ ク 質 の 活 性 化 が 上 昇 す る 。 こ の
活 性 は 、 感 染 し た HeLa細 胞 お よ び マ ク ロ フ ァ ー ジ に お け る サ ル モ ネ ラ 菌 の 生 存 の 増 加 に 関
連 し て い る （ Cell Microbiol. 3, 473頁 ） 。 Ｓ ｐ ｉ Ｃ は 、 エ ン ド ソ ー ム 融 合 を ブ ロ ッ ク す
る も う １ つ の サ ル モ ネ ラ 菌 エ フ ェ ク タ ー で あ る （ EMBO J. 18, 3924-3933頁 ） 。 Ｇ Ｔ Ｐ ア
ー ゼ の 正 常 な 細 胞 レ ギ ュ レ ー タ ー と い く つ か の 保 存 を 示 す Ｓ ｏ ｐ Ｅ と は 異 な り 、 Ｓ ｐ ｉ Ｃ
は 、 他 の タ ン パ ク 質 と 明 確 な 相 同 性 を 示 さ な い 。 小 胞 融 合 の ４ 段 階 の う ち の １ つ を ブ ロ ッ
ク す る 能 力 が 知 ら れ て い る 。 こ れ は 、 Ｓ Ｎ Ａ Ｒ Ｅ タ ン パ ク 質 の レ ベ ル で そ の 活 性 を 示 す か
、 Ｒ ａ ｂ 機 能 を 直 接 的 に 調 節 す る か 、 ま た は Ｒ ａ ｂ 機 能 の レ ギ ュ レ ー タ ー の １ つ の レ ベ ル
で 操 作 し 得 る 。 膜 挿 入 は 、 Ｒ ａ ｂ 活 性 に 必 須 で あ る 。 Ｒ ａ ｂ タ ン パ ク 質 は 、 サ イ ト ゾ ル に
お い て Ｒ ａ ｂ エ ス コ ー ト タ ン パ ク 質 （ Ｒ Ｅ Ｐ ） と 安 定 な 複 合 体 を 形 成 し 、 そ し て こ れ は 、
Ｃ 末 端 イ ソ プ レ ノ イ ド 部 分 を 付 加 す る ゲ ラ ニ ル ゲ ラ ニ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ Ｒ ａ ｂ Ｇ Ｇ
Ｔ ） の 基 質 で あ る 。 Ｒ Ｅ Ｐ ま た は Ｒ ａ ｂ Ｇ Ｇ Ｔ の 不 在 下 で 、 Ｒ ａ ｂ タ ン パ ク 質 は 、 サ イ ト
ゾ ル に お い て 不 活 性 形 態 の ま ま で あ る 。 Ｒ Ｅ Ｐ は ま た 、 ド ナ ー 膜 へ の 改 変 さ れ た Ｒ ａ ｂ の
膜 挿 入 を 媒 介 す る 。 Ｒ ａ ｂ タ ン パ ク 質 は ま た 、 Ｒ ａ ｂ Ｇ Ｄ Ｐ 解 離 イ ン ヒ ビ タ ー （ Ｒ ａ ｂ Ｇ
Ｄ Ｉ ） の 作 用 に よ り 膜 か ら 回 収 さ れ 得 る 。 こ れ ら の タ ン パ ク 質 は す べ て 、 膜 融 合 事 象 を 変
更 す る 細 菌 病 原 体 の た め の 潜 在 的 な 標 的 で あ る 。 正 確 な 効 果 は 、 変 更 が ド ナ ー 膜 に お い て
活 性 な Ｒ ａ ｂ の レ ベ ル を 増 加 ま た は 減 少 さ せ る か ど う か 、 お よ び 特 定 の Ｒ ａ ｂ タ ン パ ク 質
の 特 異 性 に 依 存 す る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
現 在 、 変 異 が Ｒ ａ ｂ タ ン パ ク 質 ま た は そ れ ら の レ ギ ュ レ ー タ ー の い ず れ か に 影 響 を 及 ぼ す
多 く の ヒ ト 疾 患 が 同 定 さ れ て い る 。 こ れ ら の ヒ ト 疾 患 は 、 細 胞 に お い て Ｒ ａ ｂ 制 御 で の 変
更 の 細 胞 効 果 を 明 ら か に す る の に 役 立 つ 。 こ の よ う に 、 Ｒ ａ ｂ ２ ７ （ グ リ セ リ 症 候 群 ） 、
Ｒ Ｅ Ｐ １ （ 先 天 性 脈 絡 膜 欠 如 ） 、 Ｒ ａ ｂ Ｇ Ｄ Ｉ α （ Ｘ 染 色 体 性 精 神 遅 滞 疾 患 ） 、 お よ び Ｒ
ａ ｂ Ｇ Ｇ Ｔ α サ ブ ユ ニ ッ ト （ ヘ ル マ ン ス キ ー － プ ド ラ ッ ク 症 候 群 ） の 変 異 は す べ て 、 ヒ ト
疾 患 に 関 係 し て い る （ Seabraら , Trends in Molecular Medicine(2002) 8; 23-26頁 、 Olk
konenお よ び Ikonen, New England Journal of Medicine(2000) 343; 1104頁 に 総 説 さ れ る
） 。 広 い 範 囲 の ヒ ト 疾 患 は 、 細 胞 内 輸 送 に お け る 欠 陥 に 関 連 す る （ Aridorお よ び Hannan, 
Traffic(2000) 1; 836-851頁 に 総 説 さ れ る ） 。 上 記 の ４ つ の メ カ ニ ズ ム の １ つ に 関 す る 細
菌 エ フ ェ ク タ ー タ ン パ ク 質 の 特 殊 化 し た 特 性 に よ る 膜 融 合 の 調 節 は 、 こ れ ら の 疾 患 お よ び
輸 送 特 性 が 影 響 を 及 ぼ す 他 の 疾 患 に 対 す る 治 療 の 機 会 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
分 泌 小 胞 と 原 形 質 膜 と の 間 の 膜 融 合 事 象 の タ ー ゲ テ ィ ン グ は 、 細 胞 か ら の 分 泌 の 制 御 を 可
能 に す る 。 直 接 か ま た は 上 記 の メ カ ニ ズ ム の １ つ に よ る か の い ず れ か に よ り 、 Ｒ ａ ｂ ３ ａ
、 ｂ 、 ｃ 、 お よ び ｄ 、 Ｒ ａ ｂ ８ ａ お よ び ｂ 、 Ｒ ａ ｂ ２ ６ 、 Ｒ ａ ｂ ２ ７ ａ 、 Ｒ ａ ｂ ３ ７ を 含
む 特 異 的 な Ｒ ａ ｂ タ ン パ ク 質 の 調 節 を 変 更 す る エ フ ェ ク タ ー 、 あ る い は 膜 融 合 に 関 す る 他
の 分 子 事 象 （ 上 記 １ ～ ４ で 述 べ た ） の い ず れ か に 影 響 を 及 ぼ す エ フ ェ ク タ ー は 、 分 泌 を 調
節 し 得 る 。 エ フ ェ ク タ ー タ ン パ ク 質 は 、 特 異 的 な 細 胞 タ イ プ か ら の 分 泌 の 増 加 あ る い は 減
少 の い ず れ か に 適 用 さ れ 得 る 。 治 療 の 面 に お い て 、 こ れ は 、 筋 痙 攣 （ 眼 瞼 痙 攣 、 斜 頚 な ど
） 、 過 分 泌 障 害 （ Ｃ Ｏ Ｐ Ｄ 、 気 管 支 炎 、 喘 息 ） を 含 む 広 い 範 囲 の 障 害 の 治 療 に 価 値 が あ る
。
【 ０ ０ ８ ３ 】
再 利 用 エ ン ド ソ ー ム と リ ソ ソ ー ム ま た は 原 形 質 膜 の い ず れ か と の 融 合 を 調 節 す る こ と に よ
っ て 、 細 胞 表 面 マ ー カ ー の 特 異 的 な フ ァ ミ リ ー の 提 示 を 調 節 す る こ と も 可 能 で あ る 。 ま た
、 Ｒ ａ ｂ ４ ａ お よ び ｂ 、 Ｒ ａ ｂ １ １ ａ お よ び ｂ 、 Ｒ ａ ｂ １ ５ 、 Ｒ ａ ｂ １ ７ 、 Ｒ ａ ｂ １ ８ の
よ う な 特 異 的 な Ｒ ａ ｂ タ ン パ ク 質 の 調 節 を 変 更 す る こ と 、 ま た は 融 合 メ カ ニ ズ ム に お い て
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他 の 分 子 事 象 に 影 響 を 及 ぼ す こ と に 関 す る エ フ ェ ク タ ー は 、 細 胞 表 面 マ ー カ ー の 提 示 を ア
ッ プ レ ギ ュ レ ー ト ま た は ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト し 得 る 。 治 療 上 、 こ れ は 、 外 部 の 刺 激 に 対 す
る 細 胞 の 応 答 を 変 更 す る こ と （ 例 え ば 、 増 殖 因 子 、 ホ ル モ ン 、 サ イ ト カ イ ン 、 ケ モ カ イ ン
、 ま た は 他 の シ グ ナ リ ン グ 分 子 に 対 す る 応 答 を 調 節 す る こ と ） 、 外 部 因 子 に よ る 細 胞 の 認
識 を 改 変 す る こ と （ 例 え ば 、 免 疫 監 視 ） 、 ま た は 細 胞 シ グ ナ リ ン グ 経 路 の オ ン ま た は オ フ
を 切 り 換 え る こ と に 、 非 常 に 大 き な 可 能 性 を 有 す る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
本 発 明 の 構 築 物 を 用 い る こ と に よ っ て 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 お よ び プ リ オ ン 疾 患 （ ｖ Ｃ Ｊ Ｄ
） の よ う な 神 経 変 性 障 害 に 治 療 の 介 入 が 提 供 さ れ 得 る 。 両 疾 患 と も 、 細 胞 タ ン パ ク 質 の ミ
ス フ ォ ー ル デ ィ ン グ に よ る 不 溶 性 タ ン パ ク 質 プ ラ ー ク の 蓄 積 に よ っ て 特 徴 付 け ら れ る 。 両
方 の 場 合 と も 、 エ ン ド ソ ー ム － リ ソ ソ ー ム コ ン パ ー ト メ ン ト の 通 過 に よ る ミ ス フ ォ ー ル ド
し た タ ン パ ク 質 の 細 胞 内 増 幅 は 、 疾 患 の 進 行 に 関 係 す る 。 本 明 細 書 で 記 載 す る 場 合 、 神 経
を タ ー ゲ テ ィ ン グ し た 細 菌 エ フ ェ ク タ ー は 、 エ ン ド ソ ー ム お よ び リ ソ ソ ー ム の コ ン パ ー ト
メ ン ト の 融 合 を 調 節 し 、 不 溶 性 の タ ン パ ク 質 の 蓄 積 の 制 御 を 可 能 に す る 。 こ れ は 、 多 く の
細 胞 内 細 菌 病 原 体 の 重 要 な 生 存 方 策 の １ つ で あ る の で 、 多 く の 治 療 分 子 、 例 え ば 、 Ｓ ｐ ｉ
Ｃ 、 Ｓ ｐ ｔ Ｐ 、 お よ び Ｓ ｏ ｐ Ｅ ２ の よ う な サ ル モ ネ ラ 菌 エ フ ェ ク タ ー が 利 用 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
本 発 明 の さ ら な る 実 施 態 様 で は 、 分 泌 の 阻 害 ま た は 促 進 の た め の 構 築 物 が 提 供 さ れ 、 こ れ
は タ イ プ IIIエ フ ェ ク タ ー お よ び タ ー ゲ テ ィ ン グ 部 分 を 含 む 。 こ の 目 的 の た め の 特 異 的 な
エ フ ェ ク タ ー は 、 Ｓ ｐ ｉ Ｃ 、 Ｓ ｏ ｐ Ｅ 、 Ｒ ａ ｌ Ｆ 、 Ｓ ｓ ｅ Ｅ 、 Ｆ 、 Ｇ 、 お よ び Ｊ 、 Ｐ ｉ ｐ
Ａ 、 Ｐ ｉ ｐ Ｂ 、 Ｓ ｉ ｆ Ａ 、 な ら び に Ｓ ｉ ｆ Ｂ か ら 選 択 さ れ る 。 こ れ ら の 構 築 物 は 、 細 胞 か
ら の 分 泌 の 制 御 を 可 能 に す る た め に 、 分 泌 小 胞 と 原 形 質 膜 と の 間 の 膜 融 合 事 象 を タ ー ゲ テ
ィ ン グ す る 。 直 接 的 か ま た は 上 記 の メ カ ニ ズ ム の １ つ に よ る か の い ず れ か に よ り 、 Ｒ ａ ｂ
３ ａ 、 ｂ 、 ｃ 、 お よ び ｄ 、 Ｒ ａ ｂ ８ ａ お よ び ｂ 、 Ｒ ａ ｂ ２ ６ 、 Ｒ ａ ｂ ２ ７ ａ 、 Ｒ ａ ｂ ３ ７
を 含 む 特 異 的 な Ｒ ａ ｂ タ ン パ ク 質 の 調 節 を 変 更 す る エ フ ェ ク タ ー 、 あ る い は い ず れ か の 膜
融 合 に 関 す る 他 の 分 子 事 象 に 影 響 を 及 ぼ す エ フ ェ ク タ ー は 、 分 泌 を 調 節 し 得 る 。 エ フ ェ ク
タ ー タ ン パ ク 質 は 、 特 異 的 な 細 胞 タ イ プ か ら の 分 泌 の 増 加 あ る い は 減 少 の い ず れ か に 適 用
さ れ 得 る 。 治 療 の 面 に お い て 、 こ れ は 、 筋 痙 攣 （ 眼 瞼 痙 攣 、 斜 頚 な ど ） 、 過 分 泌 障 害 （ Ｃ
Ｏ Ｐ Ｄ 、 気 管 支 炎 、 喘 息 ） を 含 む 広 い 範 囲 の 障 害 の 治 療 に 価 値 が あ る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
特 殊 化 し た 細 胞 内 ニ ッ チ を 樹 立 し 、 お よ び そ の コ ン パ ー ト メ ン ト と 他 の 小 胞 と の 融 合 を 調
節 す る た め の 病 原 体 の 方 策 は 、 非 常 に 広 い 範 囲 の 病 原 体 に つ い て 保 存 さ れ る 。 こ れ は 、 上
述 の よ う に 細 胞 事 象 を 調 節 し 得 る 非 常 に 広 い 範 囲 の 分 子 を 提 供 す る だ け で な く 、 こ の よ う
な 分 子 に つ い て の 潜 在 的 な 治 療 標 的 の ア レ イ を 提 供 す る 。 表 ２ に 記 載 の 多 く の 細 胞 内 病 原
体 は 、 膜 結 合 コ ン パ ー ト メ ン ト を 樹 立 す る が 、 正 確 な 生 化 学 お よ び シ グ ナ リ ン グ 事 象 、 な
ら び に こ れ ら の コ ン パ ー ト メ ン ト を 維 持 す る た め に 必 要 と さ れ る エ フ ェ ク タ ー は 、 非 常 に
異 な る 。 少 数 の 細 胞 内 病 原 体 は 、 そ れ ら が 細 胞 に 侵 入 す る フ ァ ゴ ソ ー ム ま た は エ ン ド ソ ー
ム コ ン パ ー ト メ ン ト か ら 逸 脱 す る 。 こ の プ ロ セ ス に 関 連 す る エ フ ェ ク タ ー タ ン パ ク 質 は 、
膜 コ ン パ ー ト メ ン ト に 残 存 す る 病 原 体 の ラ イ フ サ イ ク ル に 適 合 性 が な い 。 膜 結 合 小 胞 に 存
在 す る ２ つ の 細 胞 内 病 原 体 の エ フ ェ ク タ ー タ ン パ ク 質 も ま た 、 必 ず し も 適 合 性 で は な い 。
例 え ば 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ に お け る サ ル モ ネ ラ 菌 に よ る Ｒ ａ ｂ ５ ａ 活 性 の 増 強 は 、 増 強 さ れ
た 生 存 と 関 係 が あ る （ Cell Microbiology 3; 473頁 ） 。 し か し 、 Ｒ ａ ｂ ５ ａ 発 現 ／ 活 性 の
上 昇 は 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ に お け る Listeria monocytogenesの 細 胞 内 破 壊 を 加 速 さ せ る （ J.
 Biological Chemistry 274; 11459頁 ） 。 し た が っ て 、 Ｒ ａ ｂ ５ ａ 補 充 に 関 連 す る と 思 わ
れ る サ ル モ ネ ラ 菌 エ フ ェ ク タ ー タ ン パ ク 質 （ 例 え ば 、 Ｓ ｏ ｐ Ｅ ２ 、 Ｓ ｐ ｉ Ｃ 、 ま た は 他 の
Ｓ Ｐ Ｉ － ２ 分 泌 さ れ た エ フ ェ ク タ ー ） は 、 細 胞 内 リ ス テ リ ア 菌 を 治 療 す る た め の 可 能 性 の
あ る 治 療 剤 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
最 も 天 然 の ま ま の 形 態 に お い て 、 抗 菌 療 法 は 、 ２ つ の 細 胞 内 コ ン パ ー ト メ ン ト お よ び 生 物
の 要 求 が 適 合 し な い こ と に 基 づ い て 、 １ つ の 細 胞 内 病 原 体 を 第 ２ の 病 原 体 で 処 置 す る 工 程
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を 含 み 得 る 。 例 え ば 、 Ｔ Ｂ 感 染 し た マ ク ロ フ ァ ー ジ を サ ル モ ネ ラ 菌 で 治 療 す る こ と は 、 マ
ク ロ フ ァ ー ジ 内 に 、 誘 発 さ れ た 液 胞 リ ソ ソ ー ム 融 合 物 を 生 じ 、 Ｔ Ｂ を 絶 滅 さ せ る こ と が 期
待 さ れ 得 る 。 こ の 重 複 感 染 し て い る 病 原 体 の タ イ プ お よ び 運 命 は 、 元 の 生 物 の 感 染 力 お よ
び 広 が り を 悪 化 さ せ な い よ う に 注 意 深 く 選 択 さ れ な け れ ば な ら な い 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
し た が っ て 、 重 複 感 染 方 策 の 改 善 は 、 本 発 明 に よ り 述 べ る よ う に 、 特 異 的 な 標 的 細 胞 へ の
エ フ ェ ク タ ー 分 子 の タ ー ゲ テ ィ ン グ さ れ た 送 達 に 焦 点 を 合 わ せ る 。 こ れ は 、 非 常 に 弱 毒 化
さ れ た 病 原 体 （ 例 え ば 、 Ｓ ｏ ｐ Ｅ ２ ま た は Ｓ ｐ ｔ Ｐ の み を 分 泌 す る サ ル モ ネ ラ 菌 ） ま た は
タ ー ゲ テ ィ ン グ さ れ た タ ン パ ク 質 送 達 （ 例 え ば 、 毒 素 送 達 ド メ イ ン 、 抗 体 、 ま た は 類 似 の
細 胞 タ ー ゲ テ ィ ン グ リ ガ ン ド を 使 用 し て ） の い ず れ か を 利 用 し 得 る 。 Bacillus anthracis
由 来 の 防 御 抗 原 は 、 広 い 範 囲 の 細 菌 病 原 体 の 治 療 の た め に エ フ ェ ク タ ー を マ ク ロ フ ァ ー ジ
に タ ー ゲ テ ィ ン グ す る こ と が で き る 。 炭 水 化 物 部 分 の 特 異 的 な 付 加 は 、 マ ン ノ ー ス レ セ プ
タ ー に よ る マ ク ロ フ ァ ー ジ の プ ー ル の 特 異 的 な タ ー ゲ テ ィ ン グ を 可 能 に す る （ 例 え ば 、 Vy
asら 、 International Journal of Pharmaceutics(2000) 210, 1-14頁 ） 。 感 染 し た 細 胞 に
特 異 的 な 細 胞 表 面 マ ー カ ー は 、 （ 感 染 し て い な い 細 胞 と 異 な る の で ） 送 達 シ ス テ ム に 対 す
る 理 想 的 な 標 的 を 提 供 す る 。 病 原 体 に よ っ て 感 染 し た 細 胞 タ イ プ は 、 送 達 リ ガ ン ド の 選 択
を 決 定 す る が 、 細 胞 コ ン パ ー ト メ ン ト の 正 確 な 運 命 は 、 エ フ ェ ク タ ー の 選 択 を 決 定 す る （
例 え ば 、 細 胞 ア ポ ト ー シ ス 、 溶 菌 、 エ ン ド ソ ー ム － リ ソ ソ ー ム 融 合 、 エ ン ド ソ ー ム 酸 性 化
な ど ） 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
こ の タ イ プ の 治 療 の 重 要 な 利 点 は 、 エ フ ェ ク タ ー タ ン パ ク 質 が 細 胞 に 対 し て 本 質 的 に 毒 性
で は な い こ と で あ り 、 し た が っ て 、 感 染 し て い な い 標 的 細 胞 へ の タ ン パ ク 質 の 送 達 は 、 い
か な る 有 害 な 影 響 も 与 え な い よ う で あ る 。 こ の 場 合 、 タ ー ゲ テ ィ ン グ リ ガ ン ド の 正 確 な 特
異 性 は 望 ま し い が 、 治 療 の 成 功 の た め に 必 須 で は な い 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
広 い 範 囲 の 細 胞 内 病 原 体 お よ び こ れ ら の 生 物 に 対 し て 治 療 ／ 免 疫 す る こ と の 困 難 性 は 、 こ
の ア プ ロ ー チ を 抗 生 物 質 療 法 に 代 わ る べ き 価 値 の あ る 手 段 に す る 。 こ の 方 法 は ま た 、 抗 菌
剤 の 回 避 が 、 病 原 体 が エ フ ェ ク タ ー 誘 導 さ れ た 細 胞 刺 激 を 無 効 に し 得 る 分 子 を 産 生 し な け
れ ば な ら な い か 、 ま た は そ の ラ イ フ ス タ イ ル を 明 ら か に 改 変 し な け れ ば な ら な い か の い ず
れ か を 意 味 す る の で 魅 力 的 で あ る 。 偏 性 細 胞 内 病 原 体 に 対 し て 、 あ る い は 細 胞 内 の 段 階 が
増 殖 に 必 須 で あ る 場 合 、 こ れ は 、 特 異 的 な 生 化 学 的 相 互 作 用 で タ ー ゲ テ ィ ン グ さ れ る 現 在
の 抗 生 物 質 方 策 よ り も 広 い 範 囲 の 抗 菌 用 途 に 非 常 に 大 き な 希 望 を 提 供 し 得 る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
エ フ ェ ク タ ー タ ン パ ク 質 が Salmonella spp由 来 の Ｓ ｐ ｉ Ｃ で あ る 場 合 に お け る 本 発 明 の も
う １ つ の 例 に お い て は 、 構 築 物 は 、 以 下 の ：
防 御 抗 原 と 相 互 作 用 し 得 る ド メ イ ン に 融 合 さ れ た Ｓ ｐ ｉ Ｃ エ フ ェ ク タ ー 部 分 ；
Bacillus anthracis由 来 の 防 御 抗 原 ；
か ら な り 得 、
該 構 築 物 は 同 時 に 投 与 さ れ る か 、 ま た は 該 防 御 抗 原 の 後 に Ｓ ｐ ｉ Ｃ 部 分 が 投 与 さ れ る か の
い ず れ か で あ る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
本 発 明 の 構 築 物 は 、 好 ま し く は 、 全 部 が ま た は 部 分 的 に 組 換 え 技 法 に よ っ て 作 成 さ れ る 。
本 発 明 の 実 施 態 様 に お い て は 、 本 発 明 の 構 築 物 が 組 換 え 技 法 に よ っ て 作 成 さ れ る 場 合 、 本
発 明 の 構 築 物 は 、 Ｎ 末 端 か ら 、
タ イ プ IIIエ フ ェ ク タ ー 部 分 ；
リ ン カ ー ペ プ チ ド ；
ト ラ ン ス ロ ケ ー シ ョ ン ド メ イ ン ； お よ び
結 合 ド メ イ ン
を 含 む 単 一 の 多 ド メ イ ン ポ リ ペ プ チ ド と し て 作 成 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
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こ の よ う な 構 築 物 に お い て 、 タ イ プ IIIエ フ ェ ク タ ー タ ン パ ク 質 の Ｃ 末 端 は リ ン カ ー ペ プ
チ ド を 介 し て ト ラ ン ス ロ ケ ー シ ョ ン ド メ イ ン の Ｎ 末 端 に 融 合 さ れ る 。 こ の よ う な リ ン カ ー
ペ プ チ ド の 例 は 、 配 列 CGLVPAGSGPで あ り 、 こ れ は 、 ト ロ ン ビ ン プ ロ テ ア ー ゼ 切 断 部 位 お よ
び ジ ス ル フ ィ ド 結 合 形 成 の た め の シ ス テ イ ン 残 基 を 含 む 。 次 い で 、 後 者 の 一 本 鎖 融 合 タ ン
パ ク 質 は 、 二 本 鎖 タ ン パ ク 質 を 得 る た め に ト ロ ン ビ ン で 処 理 さ れ 得 、 該 二 本 鎖 タ ン パ ク 質
に お い て は 、 タ イ プ IIIエ フ ェ ク タ ー は 、 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 に よ っ て ト ラ ン ス ロ ケ ー シ ョ
ン ド メ イ ン に 連 結 さ れ る 。 ト ラ ン ス ロ ケ ー シ ョ ン ド メ イ ン が 融 合 性 ペ プ チ ド で あ る 場 合 の
よ う に 、 ト ラ ン ス ロ ケ ー シ ョ ン ド メ イ ン が そ の Ｃ 末 端 付 近 に 遊 離 の シ ス テ イ ン 残 基 を 含 ま
な い 場 合 の リ ン カ ー ペ プ チ ド の も う １ つ の 例 に お い て 、 リ ン カ ー ペ プ チ ド は 、 ジ ス ル フ ィ
ド 結 合 に 必 要 と さ れ る 両 方 の シ ス テ イ ン 残 基 を 含 む 。 後 者 の リ ン カ ー ペ プ チ ド の 例 は 、 ア
ミ ノ 酸 配 列 ： CGLVPAGSGPSAGSSACで あ る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
タ イ プ IIIエ フ ェ ク タ ー 部 分 が 、 組 換 え 技 術 に よ っ て 作 成 さ れ た Salmonella spp由 来 の Ｓ
ｉ ｇ Ｄ で あ る 場 合 の 本 発 明 の 構 築 物 の 例 に お い て は 、 該 構 築 物 は 、 （ Ｎ 末 端 か ら ） 以 下 の
ド メ イ ン を 含 む ポ リ ペ プ チ ド か ら な り 得 る ：
Ｓ ｉ ｇ Ｄ タ イ プ IIIエ フ ェ ク タ ー 部 分 ；
ジ ス ル フ ィ ド 結 合 に よ る ト ラ ン ス ロ ケ ー シ ョ ン ド メ イ ン へ の Ｓ ｉ ｇ Ｄ エ フ ェ ク タ ー の 付 着
を 可 能 に す る リ ン カ ー ペ プ チ ド （ 配 列 CGLVPAGSGP） ；
ジ フ テ リ ア 毒 素 （ 残 基 194～ 386） 由 来 の ト ラ ン ス ロ ケ ー シ ョ ン ド メ イ ン ； お よ び
ボ ツ リ ヌ ス 菌 タ イ プ Ａ 神 経 毒 素 （ 残 基 872～ 1296） 由 来 の 結 合 ド メ イ ン （ Ｈ Ｃ ド メ イ ン ）
。
【 ０ ０ ９ ５ 】
本 発 明 の 構 築 物 は ま た 、 化 学 的 連 結 法 を 用 い て 作 成 さ れ 得 る 。 タ イ プ IIIエ フ ェ ク タ ー タ
ン パ ク 質 が 、 種 々 の 確 立 さ れ た 化 学 的 連 結 技 法 を 用 い て 、 ト ラ ン ス ロ ケ ー シ ョ ン ド メ イ ン
お よ び 結 合 ド メ イ ン か ら な る ポ リ ペ プ チ ド に 連 結 さ れ 得 る 種 々 の 方 策 が 知 ら れ て い る 。 こ
れ ら の 技 術 を 用 い て 、 種 々 の タ イ プ IIIエ フ ェ ク タ ー 構 築 物 が 作 成 さ れ 得 る 。 タ イ プ IIIエ
フ ェ ク タ ー タ ン パ ク 質 は 、 例 え ば 、 連 結 試 薬 N-ス ク シ ン イ ミ ジ ル 3-[2-ピ リ ジ ル ジ チ オ ]プ
ロ ピ オ ネ ー ト で 誘 導 体 化 さ れ る 。 次 い で 、 誘 導 体 化 さ れ た タ イ プ IIIエ フ ェ ク タ ー は 、 ト
ラ ン ス ロ ケ ー シ ョ ン ド メ イ ン お よ び 結 合 ド メ イ ン を 含 む ペ プ チ ド に 、 ト ラ ン ス ロ ケ ー シ ョ
ン ド メ イ ン に 存 在 す る 遊 離 の シ ス テ イ ン 残 基 を 介 し て 連 結 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
タ ン パ ク 質 エ フ ェ ク タ ー は 、 そ れ ら の 通 常 の 作 用 部 位 以 外 の 細 胞 内 コ ン パ ー ト メ ン ト へ の
送 達 を 可 能 に す る よ う に 改 変 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 ミ ト コ ン ド リ ア ま た は 核 タ ー ゲ テ ィ ン グ
シ グ ナ ル は 、 エ フ ェ ク タ ー を こ れ ら の コ ン パ ー ト メ ン ト に 指 向 さ せ る た め に 付 加 さ れ 得 る
。 エ フ ェ ク タ ー を タ ー ゲ テ ィ ン グ ド メ イ ン に 共 有 結 合 さ せ る こ と に よ っ て 、 エ フ ェ ク タ ー
は 、 エ ン ド ソ ー ム ／ リ ソ ソ ー ム コ ン パ ー ト メ ン ト に 保 持 さ れ 得 る が 、 こ れ は 、 通 常 に は 、
細 菌 に よ る 送 達 に よ っ て 入 っ て い か な い 。 エ フ ェ ク タ ー は 、 ミ リ ス ト イ ル 化 、 パ ル ミ ト イ
ル 化 、 あ る い は Ｓ Ｈ ２ 、 Ｓ Ｈ ３ 、 Ｗ Ｗ ド メ イ ン 、 Ｒ ａ ｂ タ ン パ ク 質 の フ ラ グ メ ン ト 、 ま た
は シ ナ プ ト ジ ャ ニ ン 様 ド メ イ ン を 含 み 得 る 短 い タ ン パ ク 質 ド メ イ ン の 付 加 を 含 む 脂 質 改 変
に よ り 、 特 異 的 な 膜 の 位 置 に タ ー ゲ テ ィ ン グ さ れ 得 る 。 当 業 者 は 、 こ れ ら の タ ー ゲ テ ィ ン
グ 方 策 が 、 あ る 治 療 方 策 に つ い て の 有 利 点 を 提 供 す る こ と を 認 識 す る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
本 発 明 の 構 築 物 は 、 当 該 技 術 分 野 で 知 ら れ て い る 方 法 を 用 い て 、 神 経 ま た は 非 神 経 組 織 の
い ず れ か に 導 入 さ れ 得 る 。 そ れ に 続 く 神 経 細 胞 組 織 へ の 特 異 的 結 合 に よ っ て 、 タ ー ゲ テ ィ
ン グ さ れ た 構 築 物 は 、 そ の 治 療 効 果 を 発 揮 す る 。 理 想 的 に は 、 構 築 物 は 、 治 療 介 入 を 必 要
と す る 部 位 付 近 に 注 射 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
本 発 明 の 構 築 物 は 、 治 療 物 質 の 適 用 お よ び 特 性 に 応 じ て 、 懸 濁 液 、 乳 濁 液 、 溶 液 、 ま た は
凍 結 乾 燥 粉 末 と し て 生 成 さ れ 得 る 。 本 発 明 の 構 築 物 は 、 適 用 に 応 じ て 、 種 々 の 薬 学 的 に 受
容 可 能 な 液 体 で 再 懸 濁 ま た は 希 釈 さ れ 得 る 。
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【 ０ ０ ９ ９ 】
「 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 菌 神 経 毒 素 」 と は 、 破 傷 風 菌 神 経 毒 素 ま た は ７ つ の ボ ツ リ ヌ ス 菌 神 経
毒 素 の う ち の １ つ の い ず れ か を 意 味 し 、 後 者 は 、 血 清 型 Ａ 、 Ｂ 、 Ｃ １ 、 Ｄ 、 Ｅ 、 Ｆ 、 ま た
は Ｇ と 命 名 さ れ 、 そ し て 毒 素 の ド メ イ ン と 言 う と き は 、 完 全 な ド メ イ ン あ る い は ド メ イ ン
の 必 須 の 機 能 を 保 持 す る フ ラ グ メ ン ト ま た は 誘 導 体 を 言 う こ と が 意 図 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
「 結 合 体 」 と は 、 ２ つ の ポ リ ペ プ チ ド に 関 し 、 ポ リ ペ プ チ ド が 共 有 結 合 、 代 表 的 に は 結 果
と し て 単 一 の ポ リ ペ プ チ ド を 形 成 す る こ と 、 ま た は ジ ス ル フ ィ ド 結 合 に よ っ て 連 結 さ れ る
こ と を 意 味 す る 。
【 ０ １ ０ １ 】
「 結 合 ド メ イ ン 」 と は 、 標 的 細 胞 に 特 異 的 な 高 親 和 性 結 合 、 例 え ば 、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 菌
神 経 毒 素 の 結 合 に 対 応 す る 神 経 細 胞 の 結 合 を 示 す ポ リ ペ プ チ ド を 意 味 す る 。 ク ロ ス ト リ ジ
ウ ム 菌 神 経 毒 素 由 来 の 結 合 ド メ イ ン の 例 と し て は 、 以 下 の と お り で あ る ：
ボ ツ リ ヌ ス 菌 タ イ プ Ａ 神 経 毒 素 　 － ア ミ ノ 酸 残 基 （ 872～ 1296）
ボ ツ リ ヌ ス 菌 タ イ プ Ｂ 神 経 毒 素 　 － ア ミ ノ 酸 残 基 （ 859～ 1291）
ボ ツ リ ヌ ス 菌 タ イ プ Ｃ 神 経 毒 素 　 － ア ミ ノ 酸 残 基 （ 867～ 1291）
ボ ツ リ ヌ ス 菌 タ イ プ Ｄ 神 経 毒 素 　 － ア ミ ノ 酸 残 基 （ 863～ 1276）
ボ ツ リ ヌ ス 菌 タ イ プ Ｅ 神 経 毒 素 　 － ア ミ ノ 酸 残 基 （ 846～ 1252）
ボ ツ リ ヌ ス 菌 タ イ プ Ｆ 神 経 毒 素 　 － ア ミ ノ 酸 残 基 （ 865～ 1278）
ボ ツ リ ヌ ス 菌 タ イ プ Ｇ 神 経 毒 素 　 － ア ミ ノ 酸 残 基 （ 864～ 1297）
破 傷 風 菌 神 経 毒 素 　 － ア ミ ノ 酸 残 基 （ 880～ 1315）
【 ０ １ ０ ２ 】
「 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 菌 神 経 毒 素 の 結 合 に 対 応 す る 神 経 細 胞 に 特 異 的 な 高 親 和 性 結 合 」 と は
、 リ ガ ン ド が 所 定 の 神 経 毒 素 の 特 異 的 結 合 に 関 連 す る 神 経 細 胞 の 細 胞 表 面 レ セ プ タ ー に 強
く 結 合 す る 能 力 を い う 。 所 定 の リ ガ ン ド が こ れ ら の 細 胞 表 面 レ セ プ タ ー に 強 く 結 合 す る 能
力 は 、 従 来 の 競 合 結 合 ア ッ セ イ を 用 い て 評 価 さ れ 得 る 。 こ の よ う な ア ッ セ イ に お い て は 、
放 射 標 識 さ れ た ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 菌 神 経 毒 素 を 、 放 射 標 識 さ れ て い な い 種 々 の 濃 度 の リ ガ
ン ド の 存 在 下 で 神 経 細 胞 と 接 触 さ せ る 。 リ ガ ン ド 混 合 物 を 低 温 （ ０ ～ ３ ℃ ） で 細 胞 と イ ン
キ ュ ベ ー ト し 、 リ ガ ン ド の イ ン タ ー ナ リ ゼ ー シ ョ ン を 防 止 す る が 、 そ の 間 放 射 標 識 さ れ た
ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 菌 神 経 毒 素 と 放 射 標 識 さ れ て い な い リ ガ ン ド と の 競 合 が 生 じ 得 る 。 こ の
よ う な ア ッ セ イ に お い て 、 使 用 さ れ る 放 射 標 識 さ れ て い な い リ ガ ン ド が 、 放 射 標 識 さ れ た
神 経 毒 素 の 濃 度 と 同 じ 場 合 、 放 射 標 識 さ れ た ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 菌 神 経 毒 素 は 、 放 射 標 識 さ
れ て い な い 神 経 毒 素 の 濃 度 が 上 昇 す る に つ れ て 、 神 経 細 胞 レ セ プ タ ー か ら 置 換 さ れ る 。 し
た が っ て 、 こ の 場 合 に 得 ら れ た 競 合 曲 線 は 、 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る 場 合 、 「 ク ロ ス ト リ ジ
ウ ム 菌 神 経 毒 素 の 結 合 に 対 応 す る 神 経 細 胞 に 特 異 的 な 高 親 和 性 結 合 」 を 示 す リ ガ ン ド の 挙
動 の 例 で あ る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
特 定 の 細 胞 を 「 タ ー ゲ テ ィ ン グ す る 」 キ ャ リ ア は 、 一 般 に 、 そ の キ ャ リ ア ま た は そ の 一 部
分 が 細 胞 に 結 合 す る こ と に よ り タ ー ゲ テ ィ ン グ し 、 そ し て 例 と し て 、 所 定 の 細 胞 タ イ プ 特
異 性 を 有 す る 多 く の 異 な る リ ガ ン ド が 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
「 ト ラ ン ス ロ ケ ー シ ョ ン ド メ イ ン 」 と は 、 膜 ま た は 脂 質 二 重 層 を 横 切 っ て そ れ 自 体 お よ び
／ ま た は 他 の タ ン パ ク 質 な ら び に 物 質 の 輸 送 を も た ら す タ ン パ ク 質 の ド メ イ ン ま た は フ ラ
グ メ ン ト を 意 味 す る 。 後 者 の 膜 は 、 ト ラ ン ス ロ ケ ー シ ョ ン が レ セ プ タ ー 媒 介 エ ン ド サ イ ト
ー シ ス の プ ロ セ ス 中 に 生 じ る 場 合 の エ ン ド ソ ー ム の 膜 で あ り 得 る 。 ト ラ ン ス ロ ケ ー シ ョ ン
ド メ イ ン は 、 し ば し ば 、 低 ｐ Ｈ で 脂 質 膜 中 に 測 定 可 能 な 細 孔 を 形 成 し 得 る と い う 特 性 に よ
っ て 同 定 さ れ 得 る （ Shoneら 、 Eur J. Biochem. 167, 175-180頁 ） 。 ト ラ ン ス ロ ケ ー シ ョ
ン ド メ イ ン の 例 を 、 以 下 に さ ら に 詳 し く 記 載 す る ：
ジ フ テ リ ア 毒 素 　 　 　 　 　 　 　 　 － ア ミ ノ 酸 残 基 （ 194～ 386）
ボ ツ リ ヌ ス 菌 タ イ プ Ａ 神 経 毒 素 　 － ア ミ ノ 酸 残 基 （ 449～ 871）
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ボ ツ リ ヌ ス 菌 タ イ プ Ｂ 神 経 毒 素 　 － ア ミ ノ 酸 残 基 （ 441～ 858）
ボ ツ リ ヌ ス 菌 タ イ プ Ｃ 神 経 毒 素 　 － ア ミ ノ 酸 残 基 （ 442～ 866）
ボ ツ リ ヌ ス 菌 タ イ プ Ｄ 神 経 毒 素 　 － ア ミ ノ 酸 残 基 （ 446～ 862）
ボ ツ リ ヌ ス 菌 タ イ プ Ｅ 神 経 毒 素 　 － ア ミ ノ 酸 残 基 （ 423～ 845）
ボ ツ リ ヌ ス 菌 タ イ プ Ｆ 神 経 毒 素 　 － ア ミ ノ 酸 残 基 （ 440～ 864）
ボ ツ リ ヌ ス 菌 タ イ プ Ｇ 神 経 毒 素 　 － ア ミ ノ 酸 残 基 （ 442～ 863）
破 傷 風 菌 神 経 毒 素 　 　 　 　 　 　 　 － ア ミ ノ 酸 残 基 （ 458～ 879）
ト ラ ン ス ロ ケ ー シ ョ ン ド メ イ ン は 、 本 明 細 書 で は し ば し ば 「 Ｈ Ｎ ド メ イ ン 」 と 言 う 。
【 ０ １ ０ ５ 】
ト ラ ン ス ロ ケ ー シ ョ ン ド メ イ ン に 関 し て 「 ト ラ ン ス ロ ケ ー シ ョ ン 」 と は 、 細 胞 表 面 へ の 結
合 後 に 生 じ る イ ン タ ー ナ リ ゼ ー シ ョ ン 事 象 を 意 味 す る 。 こ れ ら の 事 象 に よ り 、 標 的 細 胞 の
サ イ ト ゾ ル 中 へ 物 質 を 輸 送 す る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
「 タ イ プ IIIま た は タ イ プ IV分 泌 系 に よ っ て 分 泌 さ れ た 、 注 入 さ れ た エ フ ェ ク タ ー 」 と は
、 タ イ プ IIIま た は タ イ プ IV分 泌 系 と し ば し ば 言 わ れ る 改 変 さ れ た 線 毛 ま た は 「 針 様 」 注
入 シ ス テ ム に よ り 宿 主 細 胞 （ 哺 乳 動 物 、 植 物 、 昆 虫 、 魚 、 ま た は そ の 他 ） に 注 入 さ れ る 細
菌 タ ン パ ク 質 を 意 味 し 、 そ し て こ の 用 語 は 、 必 須 の エ フ ェ ク タ ー 活 性 を 保 持 す る フ ラ グ メ
ン ト 、 改 変 体 、 お よ び 誘 導 体 を 包 含 す る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
し た が っ て 、 本 発 明 は 、 神 経 成 長 を 促 進 す る た め の 細 胞 内 シ グ ナ リ ン グ の 改 変 を 使 用 す る
。 成 長 円 錐 の 発 達 を 制 御 す る 多 く の エ フ ェ ク タ ー お よ び イ ン ヒ ビ タ ー は 、 細 胞 骨 格 成 分 の
リ ン 酸 化 状 態 を 調 節 し 、 そ し て 軸 索 が 成 長 す る か 崩 壊 す る か を 最 終 的 に 決 定 す る 、 共 通 の
細 胞 内 シ グ ナ リ ン グ 経 路 を 通 っ て 作 用 す る 。 し た が っ て 、 細 胞 内 シ グ ナ リ ン グ の 適 切 な 操
作 は 、 ア ポ ト ー シ ス お よ び 成 長 円 錐 崩 壊 を 誘 導 す る こ と が 示 さ れ た 多 く の 因 子 の 複 数 の イ
ン ヒ ビ タ ー の 必 要 性 を 除 去 す る た め の 強 力 な ア プ ロ ー チ で あ る 。 ア ポ ト ー シ ス を 阻 害 す る
転 写 因 子 の ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン は 、 神 経 再 生 を 促 進 す る た め の 細 胞 内 シ グ ナ リ ン グ の
操 作 の 一 例 で あ る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
本 発 明 の エ フ ェ ク タ ー お よ び 組 成 物 を 用 い る 治 療 介 入 の 方 策 と し て は 、 ス ト レ ス 誘 導 因 子
を 除 去 す る た め の 薬 剤 の 送 達 、 お よ び 細 胞 生 存 を 促 進 す る た め の 細 胞 内 シ グ ナ リ ン グ の 改
変 が 挙 げ ら れ る 。 後 者 の ア プ ロ ー チ は 特 に 強 力 で あ り 、 そ し て 本 発 明 は 、 こ の よ う な 方 策
が 実 行 で き る よ う な タ イ プ IIIエ フ ェ ク タ ー 部 分 と の 結 合 体 を 記 載 す る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
本 発 明 の 構 築 物 は 、 所 望 の 細 胞 へ の 治 療 薬 剤 の 送 達 を 確 実 に す る た め に 特 異 的 な タ ー ゲ テ
ィ ン グ シ ス テ ム を 使 用 し 、 そ し て 細 胞 の 細 胞 シ グ ナ リ ン グ 機 構 で 重 要 な 段 階 を 調 節 す る よ
う に 進 化 し た 細 菌 毒 素 を 使 用 す る 。 こ の 方 策 は 、 他 の 薬 物 計 画 よ り も 多 く の 有 利 な 点 を 提
供 す る 。 細 胞 特 異 性 は 、 細 胞 シ グ ナ リ ン グ の 変 更 が い ず れ も 、 こ の 改 変 が 所 望 さ れ る 細 胞
で の み 生 じ 、 そ の 他 の 隣 接 細 胞 で は 生 じ な い こ と を 確 実 に す る 。 例 え ば 、 神 経 細 胞 を タ ー
ゲ テ ィ ン グ し た 構 築 物 に お い て 、 シ グ ナ リ ン グ の 変 化 は 、 ニ ュ ー ロ ン で の み 起 こ り 、 そ し
て こ の よ う な 変 化 が 所 望 さ れ 得 な い 隣 接 し た グ リ ア 細 胞 で は 起 こ ら な い 。 シ グ ナ リ ン グ 経
路 に お い て 重 要 な 中 間 体 を タ ー ゲ テ ィ ン グ す る こ と に よ っ て 、 所 望 の 効 果 を 促 進 す る た め
の 多 く の 重 複 す る 細 胞 事 象 を 協 調 的 に 調 節 す る こ と が 可 能 で あ る 。 例 え ば 、 Ｓ ｉ ｇ Ｄ に よ
る Ａ ｋ ｔ の 活 性 化 は 、 細 胞 生 存 を 積 極 的 に 促 進 し 、 そ し て ス ト レ ス 因 子 に 応 じ て ア ポ ト ー
シ ス の 誘 導 を ブ ロ ッ ク す る よ う に 、 多 く の シ グ ナ リ ン グ 経 路 を 協 調 さ せ る こ と に よ っ て 、
細 胞 に 対 す る 効 果 を 生 じ る 。 こ れ は ま た 、 細 胞 シ グ ナ リ ン グ 経 路 の 成 分 を 活 性 化 す る エ フ
ェ ク タ ー の 好 例 で あ る 。 ほ と ん ど の 薬 物 発 見 の ア プ ロ ー チ は 、 特 定 の 成 分 の イ ン ヒ ビ タ ー
を 同 定 す る 傾 向 に あ る 。
【 ０ １ １ ０ 】
本 発 明 を 、 以 下 の 特 定 の 実 施 例 で 説 明 す る 。
【 実 施 例 】
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【 ０ １ １ １ 】
実 施 例 １ ． タ イ プ IIIエ フ ェ ク タ ー 遺 伝 子 の ク ロ ー ニ ン グ お よ び 発 現
す べ て の 遺 伝 子 操 作 に つ い て 、 標 準 的 な 分 子 生 物 学 プ ロ ト コ ル を 用 い た （ Sambrookら 、 19
89, Molecular cloning; A laboratory manual. 第 ２ 版 , Cold Spring Harbor Laborator
y Press, New York.） 。 タ イ プ IIIエ フ ェ ク タ ー 、 Ｎ 末 端 疎 水 性 ド メ イ ン を 除 去 し て い る
短 縮 型 （ 例 え ば 、 Ｓ ｉ ｇ Ｄ に つ い て は １ ～ ２ ８ 、 Ｓ ｐ ｔ Ｐ に つ い て は １ ～ ６ ９ 、 Ｓ ｏ ｐ Ｅ
に つ い て は １ ～ ７ ６ の ア ミ ノ 酸 の 除 去 ） 、 ま た は 個 々 の サ ブ ド メ イ ン （ 例 え ば 、 Ｅ ｘ ｏ Ｓ
　 Ｇ Ａ Ｐ ド メ イ ン の ア ミ ノ 酸 ９ ６ ～ ２ ３ ４ お よ び Ａ Ｄ Ｐ － リ ボ シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ ド
メ イ ン の ア ミ ノ 酸 ２ ３ ２ ～ ４ ５ ３ ） を コ ー ド す る 遺 伝 子 を Ｐ Ｃ Ｒ に よ っ て ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ か
ら 増 幅 し て 、 ク ロ ー ニ ン グ に 適 切 な 制 限 部 位 を 生 成 し た 。 い く つ か の 場 合 で は 、 大 腸 菌 に
お け る 発 現 に 最 適 化 さ れ た コ ド ン 使 用 頻 度 を 有 す る 合 成 遺 伝 子 を 調 製 し た 。 Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ (5
')お よ び Ｂ ｇ ｌ Ｉ Ｉ (3')の よ う な 制 限 酵 素 を ク ロ ー ニ ン グ に 用 い て 、 リ ー デ ィ ン グ フ レ ー
ム を 維 持 し た 。 構 築 物 の 配 列 を 決 定 し て 、 正 確 な 配 列 の 存 在 を 確 認 し た 。 発 現 用 構 築 物 を
、 適 切 な フ ラ グ メ ン ト と し て 、 Ｔ ７ ポ リ メ ラ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー 部 位 を 有 す る 発 現 ベ ク タ ー
（ 例 え ば 、 ｐ Ｅ Ｔ ２ ８ 、 ｐ Ｅ Ｔ ３ ０ 、 ま た は 誘 導 体 (Novagen Inc, Madison, WI)） 中 に サ
ブ ク ロ ー ニ ン グ し て 、 マ ル ト ー ス 結 合 タ ン パ ク 質 と の 融 合 物 （ 例 え ば 、 ｐ Ｍ Ａ Ｌ ｃ ２ ｘ  (
NEB)） を 生 成 さ せ る か 、 あ る い は 当 業 者 に 公 知 の 他 の 発 現 ベ ク タ ー に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し
た 。 確 認 さ れ た 配 列 を 有 す る ク ロ ー ン を 用 い て 、 発 現 宿 主 を 形 質 転 換 し た ： Ｔ ７ ポ リ メ ラ
ー ゼ ベ ク タ ー に つ い て は 、 大 腸 菌 Ｂ Ｌ ２ １ （ Ｄ Ｅ ３ ） （ Studierお よ び Moffatt 1986 Jour
nal of Molecular Biology 189:113-130頁 )、 Ｊ Ｍ １ ０ ９ （ Ｄ Ｅ ３ ） ま た は Ｄ Ｅ ３ 溶 原 菌
と 等 価 の 株 で あ る 。 ｐ Ｍ ａ ｌ ｃ ２ ｘ に つ い て は 、 Ｊ Ｍ １ ０ ９ 、 Ｂ Ｌ ２ １ 、 Ｔ Ｇ １ 、 Ｔ Ｂ １
、 ま た は 他 の 適 切 な 発 現 株 で あ る 。
【 ０ １ １ ２ 】
標 準 的 な 融 合 タ ン パ ク 質 と し て の タ イ プ IIIエ フ ェ ク タ ー の 発 現 の 他 に 、 他 の ア プ ロ ー チ
を 用 い て 融 合 タ ン パ ク 質 を 生 成 し た 。 タ イ プ IIIエ フ ェ ク タ ー ま た は 上 記 の よ う に 生 成 し
た 短 縮 型 エ フ ェ ク タ ー を 、 細 胞 タ ー ゲ テ ィ ン グ リ ガ ン ド を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 5'末 端 に ク
ロ ー ニ ン グ し た 。 こ の リ ガ ン ド と し て は 、 毒 素 フ ラ グ メ ン ト 、 抗 体 、 増 殖 因 子 、 レ ク チ ン
、 イ ン タ ー ロ イ キ ン 、 ペ プ チ ド が 挙 げ ら れ る 。 こ れ ら の 融 合 タ ン パ ク 質 を ク ロ ー ニ ン グ し
、 そ し て 6-Hisタ グ 付 け し た 融 合 物 、 Ｍ Ｂ Ｐ タ グ 付 け し た 融 合 物 、 ま た は 上 記 の よ う な 他
の 融 合 物 の い ず れ か と し て 発 現 さ せ た 。
【 ０ １ １ ３ 】
発 現 培 養 物 を 、 30μ g/mlカ ナ マ イ シ ン お よ び 0.5％ (w/v)グ ル コ ー ス を 含 む Terrificブ ロ ス
中 で 、 2.0の Ｏ Ｄ ６ ０ ０ に な る ま で 増 殖 し 、 そ し て タ ン パ ク 質 発 現 を 、 500μ Mの Ｉ Ｐ Ｔ Ｇ
で ２ 時 間 誘 導 し た 。 細 胞 を 、 超 音 波 処 理 ま た は 適 切 な デ タ ー ジ ェ ン ト 処 理 （ 例 え ば 、 Bugb
uster試 薬 ； Novagen） の い ず れ か に よ っ て 溶 解 し 、 細 胞 破 砕 物 を 遠 心 分 離 に よ っ て ペ レ ッ
ト に し 、 そ し て 上 清 を Cu 2 + で 荷 電 し た 金 属 キ レ ー ト カ ラ ム （ Amersham-Pharmacia Biotech
, Uppsala, Sweden） に 載 せ た 。
【 ０ １ １ ４ 】
ｐ Ｅ Ｔ ベ ク タ ー か ら 発 現 さ せ た 組 換 え タ ン パ ク 質 は 、 ア ミ ノ 末 端 ヒ ス チ ジ ン （ 6-His） タ
グ お よ び Ｔ ７ ペ プ チ ド タ グ を 含 み 、 こ れ ら の タ グ は Cu 2 + 荷 電 し た 金 属 キ レ ー ト カ ラ ム を 用
い る ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ る タ ン パ ク 質 精 製 を 可 能 に す る 。 タ ン パ ク 質
を カ ラ ム に 載 せ そ し て 洗 浄 し た 後 、 タ ン パ ク 質 を イ ミ ダ ゾ ー ル を 用 い て 溶 出 さ せ た 。 す べ
て の 緩 衝 液 を 、 製 造 業 者 に よ っ て 記 載 さ れ た よ う に 使 用 し た 。 こ こ で は 精 製 用 タ グ の 適 切
な 除 去 を 、 製 造 業 者 の 指 示 書 に 従 っ て 行 っ た 。
【 ０ １ １ ５ 】
100μ g/mlア ン ピ シ リ ン を 含 む Terrificブ ロ ス 中 で 増 殖 し 、 そ し て 上 記 の よ う に 溶 菌 し 、
次 い で 、 Ｍ Ｂ Ｐ 融 合 物 を 、 製 造 業 者 （ NEB） に よ っ て 記 載 さ れ た よ う に ア ミ ロ ー ス 樹 脂 カ
ラ ム で 精 製 し た 。
【 ０ １ １ ６ 】
他 の 融 合 シ ス テ ム を 、 製 造 業 者 の 指 示 書 に 従 っ て 使 用 し 、 そ し て 精 製 を 所 定 の 方 法 を 用 い
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て 適 切 な カ ラ ム で 行 っ た 。
【 ０ １ １ ７ 】
実 施 例 ２ ． ト ラ ン ス ロ ケ ー シ ョ ン ド メ イ ン お よ び 結 合 ド メ イ ン か ら な る 組 換 え タ ー ゲ テ ィ
ン グ ベ ク タ ー の 作 成
す べ て の 遺 伝 子 操 作 に つ い て 、 標 準 的 な 分 子 生 物 学 プ ロ ト コ ル を 用 い た （ Sambrookら 、 19
89, Molecular cloning; A laboratory manual. 第 ２ 版 , Cold Spring Harbor Laborator
y Press, New York） 。 天 然 の 遺 伝 子 ま た は 大 腸 菌 で の 発 現 に 最 適 化 さ れ た コ ド ン 使 用 頻
度 を 有 す る 合 成 遺 伝 子 の い ず れ か に 由 来 す る ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 菌 神 経 毒 素 結 合 ド メ イ ン （
Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｈ ｃ ま た は Ｔ ｅ Ｎ Ｔ ／ Ｈ ｃ ） を 、 Ｐ Ｃ Ｒ に よ っ て 増 幅 し た 。 導 入 し た Ｂ ａ ｍ Ｈ
Ｉ (5')制 限 部 位 お よ び Ｈ ｉ ｎ ｄ Ｉ Ｉ Ｉ 、 Ｓ ａ ｌ Ｉ 、 ま た は Ｅ ｃ ｏ Ｒ Ｉ (3')部 位 を 、 ほ と ん
ど の ク ロ ー ニ ン グ 操 作 に 用 い て 、 リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム が 制 限 部 位 の 最 初 の 塩 基 で 始 ま る
よ う に 設 計 し た 。 構 築 物 を 配 列 決 定 し て 、 正 確 な 配 列 の 存 在 を 確 認 し た 。 ジ フ テ リ ア 毒 素
の ト ラ ン ス ロ ケ ー シ ョ ン ド メ イ ン （ Ｄ ｉ ｐ Ｔ ） を 、 そ の 天 然 の ま ま の 遺 伝 子 か ら 増 幅 し て
、 Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ お よ び Ｂ ｇ ｌ Ｉ Ｉ 部 位 を そ れ ぞ れ 5'お よ び 3'末 端 に 導 入 し た 。 こ の Ｂ ａ ｍ Ｈ
Ｉ お よ び Ｂ ｇ ｌ Ｉ Ｉ フ ラ グ メ ン ト を 、 Ｈ ｃ フ ラ グ メ ン ト の 5'末 端 の Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ 部 位 に サ ブ
ク ロ ー ニ ン グ し て 、 イ ン フ レ ー ム 融 合 物 を 生 成 し た 。 重 鎖 フ ラ グ メ ン ト 全 体 （ Ｄ ｉ ｐ Ｔ －
Ｈ ｃ ） を 、 Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ － Ｈ ｉ ｎ ｄ Ｉ Ｉ Ｉ ま た は Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ － Ｓ ａ ｌ Ｉ ま た は Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ －
Ｅ ｃ ｏ Ｒ Ｉ フ ラ グ メ ン ト と し て 切 り 出 し 、 そ し て 適 切 な 発 現 ベ ク タ ー に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ
し た 。
【 ０ １ １ ８ 】
発 現 用 の 構 築 物 を 、 Ｔ ７ ポ リ メ ラ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー 部 位 を 有 す る 発 現 ベ ク タ ー （ 例 え ば 、
ｐ Ｅ Ｔ ２ ８ 、 ｐ Ｅ Ｔ ３ ０ 、 ま た は 誘 導 体 (Novagen Inc, Madison, WI)） の い ず れ か 中 に 、
あ る い は マ ル ト ー ス 結 合 タ ン パ ク 質 と の 融 合 物 （ 例 え ば 、 ｐ Ｍ Ａ Ｌ ｃ ２ ｘ (NEB)） を 生 成
す る た め に 、 適 切 な フ ラ グ メ ン ト と し て サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し た 。 確 認 さ れ た 配 列 を 有 す る
ク ロ ー ン を 用 い て 、 発 現 宿 主 を 形 質 転 換 し た ： Ｔ ７ ポ リ メ ラ ー ゼ ベ ク タ ー に つ い て は 、 大
腸 菌 Ｂ Ｌ ２ １ （ Ｄ Ｅ ３ ）  (Studierお よ び Moffatt 1986 Journal of Molecular Biology 1
89:113-130頁 )、 Ｊ Ｍ １ ０ ９ （ Ｄ Ｅ ３ ） ま た は Ｄ Ｅ ３ 溶 原 菌 と 等 価 の 株 で あ る 。 ｐ Ｍ ａ ｌ
ｃ ２ ｘ に つ い て は 、 Ｊ Ｍ １ ０ ９ 、 Ｂ Ｌ ２ １ 、 Ｔ Ｇ １ 、 Ｔ Ｂ １ 、 ま た は 他 の 適 切 な 発 現 株 で
あ る 。
【 ０ １ １ ９ 】
ｐ Ｅ Ｔ ベ ク タ ー か ら 発 現 さ せ た 組 換 え タ ン パ ク 質 は 、 ア ミ ノ 末 端 ヒ ス チ ジ ン （ 6-His） タ
グ お よ び Ｔ ７ ペ プ チ ド タ グ を 含 み 、 こ れ ら は Cu 2 + 荷 電 し た 金 属 キ レ ー ト カ ラ ム を 用 い る ア
フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ る タ ン パ ク 質 の 精 製 を 可 能 に す る 。 発 現 培 養 物 を 、
30μ g/mlカ ナ マ イ シ ン お よ び 0.5％ (w/v)グ ル コ ー ス を 含 む Terrificブ ロ ス 中 で 、 2.0の Ｏ
Ｄ ６ ０ ０ に な る ま で 増 殖 し 、 そ し て タ ン パ ク 質 発 現 を 、 500μ Mの Ｉ Ｐ Ｔ Ｇ で ２ 時 間 誘 導 し
た 。 細 胞 を 、 超 音 波 処 理 ま た は 適 切 な デ タ ー ジ ェ ン ト 処 理 （ 例 え ば 、 Bugbuster試 薬 ； Nov
agen） の い ず れ か に よ っ て 溶 解 し 、 細 胞 破 砕 物 を 遠 心 分 離 に よ っ て ペ レ ッ ト に し 、 そ し て
上 清 を Cu 2 + で 荷 電 し た 金 属 キ レ ー ト カ ラ ム （ Amersham-Pharmacia Biotech, Uppsala, Swe
den） に 載 せ た 。 タ ン パ ク 質 を カ ラ ム に ロ ー ド し そ し て 洗 浄 し た 後 、 タ ン パ ク 質 を イ ミ ダ
ゾ ー ル を 用 い て 溶 出 さ せ た 。 す べ て の 緩 衝 液 を 、 製 造 業 者 に よ っ て 記 載 さ れ た よ う に 使 用
し た 。 こ こ で は 精 製 用 タ グ の 適 切 な 除 去 を 、 製 造 業 者 の 指 示 書 に 従 っ て 行 っ た 。
【 ０ １ ２ ０ 】
100μ g/mlア ン ピ シ リ ン を 含 む Terrificブ ロ ス 中 で 増 殖 し 、 そ し て 上 記 の よ う に 溶 菌 し 、
次 い で 、 Ｍ Ｂ Ｐ 融 合 物 を 、 製 造 業 者 （ NEB） に よ っ て 記 載 さ れ た よ う に ア ミ ロ ー ス 樹 脂 カ
ラ ム で 精 製 し た 。
【 ０ １ ２ １ 】
ト ロ ン ビ ン ま た は 第 Ｘ ａ 因 子 プ ロ テ ア ー ゼ 部 位 を タ ン パ ク 質 内 に 含 ま せ 、 こ れ ら の 精 製 用
タ グ を そ の 後 除 去 し た 。
【 ０ １ ２ ２ 】
ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 用 タ グ お よ び こ れ ら の ア フ ィ ニ テ ィ ー タ グ の そ の 後 の 除 去 の た め の １
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以 上 の 特 異 的 プ ロ テ ア ー ゼ 部 位 を 付 加 す る た め の さ ら な る 配 列 も ま た 、 遺 伝 子 産 物 の リ ー
デ ィ ン グ フ レ ー ム 中 に 含 ま れ 得 る 。 所 望 の タ ン パ ク 質 の 発 現 を 可 能 に す る 他 の コ ー ド 配 列
も 受 容 可 能 で あ る 。 他 の タ グ ま た は 連 結 部 位 も 、 配 列 に 組 込 ま れ 得 る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
上 記 の 技 法 を 用 い て 、 タ ー ゲ テ ィ ン グ ベ ク タ ー フ ラ グ メ ン ト を 、 ボ ツ リ ヌ ス 菌 タ イ プ Ａ 、
タ イ プ Ｆ 、 ま た は 破 傷 風 菌 神 経 毒 素 の い ず れ か の Ｈ Ｃ フ ラ グ メ ン ト の ド メ イ ン と 、 ジ フ テ
リ ア 毒 素 の ト ラ ン ス ロ ケ ー シ ョ ン ド メ イ ン と を 融 合 す る こ と に よ っ て 構 築 し た 。
【 ０ １ ２ ４ 】
実 施 例 ３ ． 化 学 的 方 法 に よ る ボ ツ リ ヌ ス 菌 重 鎖 の 調 製
種 々 の 血 清 型 の ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 菌 神 経 毒 素 は 、 既 述 の よ う な 標 準 的 な タ ン パ ク 質 精 製 技
法 を 用 い る 方 法 （ Shoneお よ び Tranter 1995, Current Topics in Microbiology, 194, 14
3-160頁 ; Springer） に よ っ て 、 ボ ツ リ ヌ ス 菌 お よ び 破 傷 風 菌 の 種 々 の 毒 素 産 生 株 か ら 調
製 さ れ そ し て 精 製 さ れ 得 る 。 ボ ツ リ ヌ ス 菌 神 経 毒 素 の 試 料 （ １ mg/ml） を 、 50mM Tris-HCl
 pH8.0、 １ M NaCl、 お よ び 2.5M尿 素 を 含 む 緩 衝 液 に 対 し て ４ ℃ に て 少 な く と も ４ 時 間 透 析
し 、 次 い で ジ チ オ ト レ イ ト ー ル を 100mMと し 、 そ し て 22℃ に て 16時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る
。 次 い で 、 沈 殿 し た 軽 鎖 を 含 む 濁 っ た 溶 液 を 、 15000× gで ２ 分 間 遠 心 分 離 し 、 そ し て 重 鎖
を 含 む 上 清 液 を 保 持 し 、 そ し て 0.2M NaClお よ び ５ mMジ チ オ ト レ イ ト ー ル を 含 む 50mM HEPE
S pH7.5に 対 し て ４ ℃ に て 少 な く と も ４ 時 間 透 析 す る 。 透 析 し た 重 鎖 を 15000× gで ２ 分 間
遠 心 分 離 し 、 そ し て 上 清 液 を 保 持 し 、 そ し て 0.2M NaClを 含 む 50mM HEPES pH7.5の 緩 衝 液
に 対 し て 十 分 に 透 析 し 、 そ し て － 70℃ に て 保 存 す る 。 後 者 の 手 順 に よ り 、 化 学 的 カ ッ プ リ
ン グ の 目 的 に 使 用 さ れ 得 る 遊 離 の シ ス テ イ ン 残 基 を 有 す る 重 鎖 を 95％ を 超 え る 純 度 で 得 る
。 重 鎖 の 生 物 学 的 （ 結 合 ） 活 性 は 、 実 施 例 ５ に 記 載 の よ う に ア ッ セ イ さ れ 得 る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
ボ ツ リ ヌ ス 菌 神 経 毒 素 の 重 鎖 は ま た 、 Shoneお よ び Tranter (1995)（ Current Topics in M
icrobiology, 194, 143-160頁 ; Springer） の 方 法 に 記 載 の よ う に QAE Sephadexで の ク ロ
マ ト グ ラ フ ィ ー に よ っ て 生 成 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
実 施 例 ４ ． タ ン パ ク 質 の 化 学 的 結 合
Salmonella spp.由 来 の 組 換 え Ｓ ｉ ｇ Ｄ タ イ プ IIIエ フ ェ ク タ ー を 、 実 施 例 １ に 記 載 の よ う
に ク ロ ー ニ ン グ し て 精 製 し た 。 Ｓ ｉ ｇ Ｄ タ イ プ IIIエ フ ェ ク タ ー を 、 0.1M NaClを 含 む 0.05
M Hepes緩 衝 液 pH7.0中 の ３ ～ ５ モ ル 過 剰 の N-ス ク シ ン イ ミ ジ ル 3-[2-ピ リ ジ ル ジ チ オ ]プ ロ
ピ オ ネ ー ト （ Ｓ Ｐ Ｄ Ｐ ） で の 22℃ に て 60分 間 の 処 理 に よ っ て 化 学 的 に 改 変 し た 。 過 剰 の Ｓ
Ｐ Ｄ Ｐ を 、 ４ ℃ に て 16時 間 同 様 の 緩 衝 液 に 対 す る 透 析 に よ っ て 除 去 し た 。 次 い で 、 置 換 さ
れ た Ｓ ｉ ｇ Ｄ エ フ ェ ク タ ー を 、 ト ラ ン ス ロ ケ ー シ ョ ン ド メ イ ン （ 利 用 可 能 な 遊 離 の シ ス テ
イ ン 残 基 を 有 す る ） お よ び 神 経 タ ー ゲ テ ィ ン グ ド メ イ ン を 含 む タ ー ゲ テ ィ ン グ ベ ク タ ー と
1:1の 割 合 で 混 合 し 、 そ し て ４ ℃ に て 16時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た （ 実 施 例 ２ を 参 照 の こ と
） 。 後 者 は ま た 、 実 施 例 ３ に 記 載 の よ う に 精 製 し た ボ ツ リ ヌ ス 菌 タ イ プ Ａ 神 経 毒 素 か ら 精
製 さ れ た 天 然 の 重 鎖 で あ り 得 る 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 期 間 中 、 Ｓ ｉ ｇ Ｄ エ フ ェ ク タ ー を 、
遊 離 の ス ル フ ヒ ド リ ル 基 に よ っ て タ ー ゲ テ ィ ン グ ベ ク タ ー フ ラ グ メ ン ト に 結 合 し た 。 イ ン
キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 Ｓ ｉ ｇ Ｄ 構 築 物 を 、 Sephadex G200で の ゲ ル 濾 過 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー
に よ っ て 精 製 し た 。
【 ０ １ ２ ７ 】
実 施 例 ５ ． 構 築 物 の 生 物 学 的 活 性 の ア ッ セ イ － 神 経 細 胞 へ の 高 親 和 性 結 合 の 証 明
ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 菌 神 経 毒 素 は 、 ク ロ ラ ミ ン Ｔ を 用 い て 125-ヨ ウ 素 で 標 識 さ れ 、 そ し て そ
の 種 々 の 細 胞 へ の 結 合 は 、 Evansら 、 1986, Eur J. Biochem., 154, 409頁 ま た は Wadswort
hら 、 1990, Biochem. J. 268, 123頁 に 記 載 の よ う な 標 準 的 方 法 に よ っ て 評 価 さ れ 得 る 。
こ れ ら の 実 験 に お い て 、 神 経 細 胞 ま た は 脳 シ ナ プ ト ソ ー ム に 存 在 す る レ セ プ タ ー に 対 し て
天 然 の ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 菌 神 経 毒 素 と 競 合 す る タ イ プ III構 築 物 の 能 力 を 評 価 し た 。 す べ
て の 結 合 実 験 を 、 結 合 緩 衝 液 中 で 行 っ た 。 ボ ツ リ ヌ ス 菌 神 経 毒 素 に つ い て は 、 こ の 緩 衝 液
は 、 50mM HEPES pH7.0、 30mM NaCl、 0.25％ ス ク ロ ー ス 、 0.25％ ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン か ら
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な っ た 。 破 傷 風 菌 毒 素 に つ い て は 、 結 合 緩 衝 液 は 、 0.6％ ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン を 含 む 0.05M
ト リ ス 酢 酸 pH6.0で あ っ た 。 代 表 的 な 結 合 実 験 に お い て 、 放 射 標 識 し た ク ロ ス ト リ ジ ウ ム
菌 神 経 毒 素 を 、 １ ～ 20nMの 間 の 固 定 濃 度 で 保 持 し た 。 反 応 混 合 物 を 、 放 射 標 識 し た 毒 素 を
種 々 の 濃 度 の 非 標 識 神 経 毒 素 ま た は 構 築 物 と 混 合 す る こ と に よ っ て 調 製 し た 。 次 い で 、 反
応 混 合 物 を 、 神 経 細 胞 ま た は ラ ッ ト 脳 シ ナ プ ト ソ ー ム に 添 加 し 、 次 い で ０ ～ ３ ℃ に て ２ 時
間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 こ の 期 間 の 後 、 神 経 細 胞 ま た は シ ナ プ ト ソ ー ム を 、 氷 冷 し た 結 合
緩 衝 液 で ２ 回 洗 浄 し 、 そ し て 細 胞 ま た は シ ナ プ ト ソ ー ム に 結 合 し た 標 識 さ れ た ク ロ ス ト リ
ジ ウ ム 菌 神 経 毒 素 の 量 を 、 α カ ウ ン テ ィ ン グ に よ っ て 評 価 し た 。 ボ ツ リ ヌ ス 菌 タ イ プ Ａ 神
経 毒 素 由 来 の 結 合 ド メ イ ン を 含 む タ イ プ IIIエ フ ェ ク タ ー 構 築 物 を 用 い る 実 験 で は 、 構 築
物 は 、 非 標 識 の 天 然 の ボ ツ リ ヌ ス 菌 タ イ プ Ａ 神 経 毒 素 と 同 様 に 神 経 細 胞 レ セ プ タ ー に 対 し
て 1 2 5 Ｉ 標 識 し た ボ ツ リ ヌ ス 菌 タ イ プ Ａ 神 経 毒 素 と 競 合 す る こ と が 見 ら れ た 。 こ れ ら の デ
ー タ は 、 構 築 物 が 天 然 の 神 経 毒 素 の 結 合 特 性 を 保 持 す る こ と を 示 し た 。
【 ０ １ ２ ８ 】
実 施 例 ６ ． 組 換 え タ イ プ IIIエ フ ェ ク タ ー 構 築 物
以 下 の エ レ メ ン ト の 組 み 合 わ せ を 含 む 組 換 え タ イ プ IIIエ フ ェ ク タ ー － タ ー ゲ テ ィ ン グ ベ
ク タ ー 構 築 物 を 調 製 し た ：
－ タ イ プ IIIエ フ ェ ク タ ー （ 例 え ば 、 Salmonella spp.由 来 の Ｓ ｉ ｇ Ｄ ） ；
－ リ ン カ ー 領 域 、 こ れ は 、 タ イ プ IIIエ フ ェ ク タ ー と ト ラ ン ス ロ ケ ー シ ョ ン ド メ イ ン と の
間 の ジ ス ル フ ィ ド 結 合 の 形 成 を 可 能 に し 、 そ し て 二 本 鎖 分 子 の 形 成 を 可 能 に す る た め に 第
Ｘ ａ 因 子 ま た は ト ロ ン ビ ン に よ る 切 断 の た め の 独 特 の プ ロ テ ア ー ゼ 切 断 部 位 も 含 む ；
－ ジ フ テ リ ア 毒 素 由 来 の ト ラ ン ス ロ ケ ー シ ョ ン ド メ イ ン ま た は イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 赤
血 球 凝 集 素 由 来 の エ ン ド ソ ー ム 溶 解 （ 融 合 性 ） ペ プ チ ド ； お よ び
－ 神 経 細 胞 特 異 的 結 合 ド メ イ ン （ 例 え ば 、 破 傷 風 菌 ま た は ボ ツ リ ヌ ス 菌 神 経 毒 素 タ イ プ Ａ
ま た は ボ ツ リ ヌ ス 菌 神 経 毒 素 タ イ プ Ｆ 由 来 ） 。
【 ０ １ ２ ９ 】
こ れ ら の 種 々 の ド メ イ ン の タ ン パ ク 質 配 列 は 、 本 発 明 の 特 定 の 実 施 態 様 を 形 成 し 、 そ し て
以 下 に 実 施 例 を 示 す 。
【 ０ １ ３ ０ 】
こ れ ら の 構 造 の 性 質 を 確 認 す る た め に 、 組 換 え タ イ プ IIIエ フ ェ ク タ ー － タ ー ゲ テ ィ ン グ
ベ ク タ ー 構 築 物 を 、 リ ン カ ー 領 域 内 の 切 断 部 位 配 列 に 対 応 す る 独 特 の プ ロ テ ア ー ゼ で の 処
理 に よ っ て 二 本 鎖 形 態 に 変 換 し た 。 ト ロ ン ビ ン 切 断 部 位 を 含 む 結 合 体 を 、 ト ロ ン ビ ン （ １
mgの 結 合 体 あ た り 20μ g） で 37℃ に て 20時 間 処 理 し ； 第 Ｘ ａ 因 子 切 断 部 位 を 含 む 結 合 体 を
、 第 Ｘ ａ 因 子 （ １ mgの 結 合 体 あ た り 20μ g） で 22℃ に て 20分 間 処 理 し た 。
【 ０ １ ３ １ 】
非 還 元 条 件 下 で の Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ ゲ ル で は 、 大 部 分 の タ イ プ IIIエ フ ェ ク タ ー － タ ー ゲ
テ ィ ン グ ベ ク タ ー 構 築 物 は 、 単 一 バ ン ド と し て 出 現 し た 。 還 元 剤 （ ジ チ オ ト レ イ ト ー ル ）
の 存 在 下 で は 、 タ イ プ IIIエ フ ェ ク タ ー お よ び タ ー ゲ テ ィ ン グ ベ ク タ ー （ ト ラ ン ス ロ ケ ー
シ ョ ン ド メ イ ン お よ び 結 合 ド メ イ ン ） に 対 応 す る ２ 本 の バ ン ド を 観 察 し た 。 こ れ ら の デ ー
タ は 、 独 特 の プ ロ テ ア ー ゼ で の 処 理 後 、 結 合 体 が 、 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 に よ っ て 連 結 さ れ る
後 者 の ２ つ の 成 分 か ら な る こ と を 示 す 。
【 ０ １ ３ ２ 】
実 施 例 ７ ． タ イ プ IIIエ フ ェ ク タ ー － ジ フ テ リ ア 毒 素 Ａ （ CRM197） 融 合 タ ン パ ク 質 か ら の
タ イ プ IIIエ フ ェ ク タ ー 構 築 物 の 形 成
タ イ プ IIIエ フ ェ ク タ ー － タ ー ゲ テ ィ ン グ ベ ク タ ー 構 築 物 は ま た 、 イ ン ビ ト ロ で ２ つ の 組
換 え フ ラ グ メ ン ト か ら の 再 構 成 に よ っ て 形 成 さ れ 得 る 。 こ れ ら は 、 次 の ２ つ で あ る ：
実 施 例 １ に 記 載 の よ う に ジ フ テ リ ア フ ラ グ メ ン ト Ａ （ CRM197） を 不 活 性 化 す る よ う に 融 合
さ れ た タ イ プ IIIエ フ ェ ク タ ー ；
ジ フ テ リ ア 毒 素 の ト ラ ン ス ロ ケ ー シ ョ ン ド メ イ ン が 例 え ば ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 菌 神 経 毒 素 由
来 の 神 経 タ ー ゲ テ ィ ン グ ド メ イ ン に 融 合 さ れ る 、 組 換 え タ ー ゲ テ ィ ン グ ベ ク タ ー 。 こ れ ら
の 産 生 は 、 実 施 例 ２ に 記 載 さ れ る 。
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【 ０ １ ３ ３ 】
タ イ プ IIIエ フ ェ ク タ ー 構 築 物 は 、 10mMジ チ オ ト レ イ ト ー ル の 存 在 下 で フ ラ グ メ ン ト １ お
よ び ２ を 等 モ ル の 割 合 で 混 合 す る 工 程 、 次 い で 、 pH7.4の リ ン 酸 緩 衝 化 生 理 食 塩 液 に 対 す
る 透 析 、 次 い で 0.15M NaClを 含 む HEPES（ 0.05M、 pH7.4） に 対 す る 透 析 に よ っ て 、 還 元 剤
を 完 全 に 除 去 す る 工 程 に よ っ て 形 成 さ れ 得 る 。 実 施 例 ６ に 記 載 の よ う に 、 こ れ ら の 構 築 物
は 非 還 元 条 件 下 の Ｓ Ｄ Ｓ ゲ ル で は 単 一 バ ン ド と し て 、 お よ び 還 元 剤 の 存 在 下 で は ２ つ の バ
ン ド と し て 出 現 す る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
実 施 例 ８ ． 臨 床 使 用 の た め の タ イ プ IIIエ フ ェ ク タ ー 構 築 物 の 処 方 物
臨 床 使 用 の た め の タ イ プ IIIエ フ ェ ク タ ー 構 築 物 の 処 方 物 に お い て 、 組 換 え タ イ プ IIIエ フ
ェ ク タ ー 構 築 物 は 、 現 行 の 医 薬 品 の 製 造 お よ び 品 質 管 理 に 関 す る 基 準 の 下 で 調 製 さ れ る 。
構 築 物 を 、 凍 結 乾 燥 中 の 製 品 の 安 定 性 を 得 る た め に 、 希 釈 に よ っ て 溶 液 に 移 す 。 こ の よ う
な 処 方 物 は 、 ５ mM HEPES緩 衝 液 （ pH7.2） 、 50mM NaCl、 １ ％ ラ ク ト ー ス 中 に タ イ プ IIIエ
フ ェ ク タ ー 構 築 物 （ 0.1～ 10mg/mlの 濃 度 ） を 含 み 得 る 。 溶 液 を 、 滅 菌 濾 過 後 、 小 分 け し 、
凍 結 乾 燥 し 、 そ し て 窒 素 下 で － 20℃ で 保 存 す る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
実 施 例 ９ ． 神 経 防 御 特 性 を 有 す る 構 築 物 の 作 成
Ｓ ｉ ｇ Ｄ を 、 実 施 例 １ に 概 説 す る 方 法 を 用 い て ク ロ ー ニ ン グ し た （ 最 初 の 29コ ド ン を 含 ま
な い ） 。 タ ン パ ク 質 を 発 現 し 、 そ し て マ ル ト ー ス 結 合 タ ン パ ク 質 （ 例 え ば 、 ｐ Ｍ Ａ Ｌ ｃ ２
ｘ を 用 い て ） ま た は ヒ ス チ ジ ン ６ （ 例 え ば 、 ｐ Ｅ Ｔ ２ ８ ａ を 用 い て ） の い ず れ か と の 融 合
物 と し て 精 製 し た 。 次 い で 、 精 製 用 タ グ を 、 融 合 タ ン パ ク 質 の ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 後 に 標
準 的 方 法 に よ っ て 除 去 し た 。 Ｓ ｉ ｇ Ｄ の 化 学 的 構 築 物 を 、 実 施 例 ４ に 概 説 す る よ う に 調 製
し た 。
【 ０ １ ３ ６ 】
ボ ツ リ ヌ ス 菌 タ イ プ Ａ 神 経 毒 素 の ト ラ ン ス ロ ケ ー シ ョ ン ド メ イ ン お よ び 結 合 ド メ イ ン に 連
結 さ れ た Ｓ ｉ ｇ Ｄ を 含 む 本 発 明 の 組 換 え 構 築 物 を 、 実 施 例 １ に 概 説 す る 標 準 的 な 分 子 生 物
学 的 手 順 を 用 い て 実 施 例 ６ に 概 説 す る よ う に 調 製 し た 。
【 ０ １ ３ ７ 】
神 経 細 胞 へ の 上 記 構 築 物 の 適 用 に よ り 、 Ｓ ｉ ｇ Ｄ の レ セ プ タ ー 媒 介 イ ン タ ー ナ リ ゼ ー シ ョ
ン 、 お よ び そ れ に 続 く Ａ ｋ ｔ キ ナ ー ゼ の 活 性 化 が 起 こ る 。 こ の よ う な 細 胞 は 、 増 殖 因 子 除
去 の よ う な ス ト レ ス に 耐 え る 能 力 が 増 強 さ れ て い る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
実 施 例 １ ０ ． 神 経 変 性 疾 患 の 治 療 の た め の 構 築 物
エ フ ェ ク タ ー Ｓ ｐ ｉ Ｃ 、 Ｓ ｐ ｔ Ｐ 、 ま た は Ｓ ｏ ｐ Ｅ ２ を 含 む 神 経 変 性 疾 患 の 治 療 の た め の
構 築 物 を 、 実 施 例 ９ に 概 説 す る よ う に 調 製 し た 。
【 ０ １ ３ ９ 】
実 施 例 １ １ ． 細 胞 分 泌 お よ び 細 胞 表 面 レ セ プ タ ー の 発 現 を 調 節 す る た め の 構 築 物
神 経 細 胞 に 対 し て 、 エ フ ェ ク タ ー Ｓ ｐ ｉ Ｃ 、 Ｓ ｏ ｐ Ｅ 、 Ｒ ａ ｌ Ｆ 、 Ｓ ｓ ｅ Ｅ 、 Ｆ 、 Ｇ お よ
び Ｊ 、 Ｐ ｉ ｐ Ａ お よ び Ｂ 、 Ｓ ｉ ｆ Ａ お よ び Ｂ を 含 む 構 築 物 を 、 実 施 例 ９ に 概 説 す る よ う に
調 製 し た 。
【 ０ １ ４ ０ 】
非 神 経 細 胞 に 対 し て は 、 タ ー ゲ テ ィ ン グ ド メ イ ン は 、 標 的 細 胞 タ イ プ に 特 異 性 を 有 す る リ
ガ ン ド と 置 き 換 え ら れ 得 る 。 こ の よ う な リ ガ ン ド は 、 抗 体 、 炭 水 化 物 、 ビ タ ミ ン 、 ホ ル モ
ン 、 サ イ ト カ イ ン 、 レ ク チ ン 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン 、 ペ プ チ ド 、 増 殖 因 子 、 細 胞 付 着 タ ン パ
ク 質 、 毒 素 フ ラ グ メ ン ト 、 ウ イ ル ス コ ー ト タ ン パ ク 質 を 含 む リ ス ト か ら 選 択 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ４ １ 】
実 施 例 １ ２ ． 細 胞 内 病 原 体 の 治 療 の た め の 構 築 物
エ フ ェ ク タ ー Ｓ ｏ ｐ Ｅ ／ Ｓ ｏ ｐ Ｅ ２ 、 Ｒ ａ ｌ Ｆ 、 Ｓ ｐ ｉ Ｃ 、 Ｓ ｓ ｅ Ｅ 、 Ｆ 、 Ｇ ま た は Ｊ 、
Ｐ ｉ ｐ Ａ ま た は Ｂ 、 Ｓ ｉ ｆ Ａ ま た は Ｂ 、 あ る い は 他 の エ フ ェ ク タ ー （ 例 え ば 、 表 １ に 記 載
さ れ る エ フ ェ ク タ ー ） を 含 む 構 築 物 は 、 疾 患 の 治 療 に 有 用 な 治 療 剤 で あ る 。
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【 ０ １ ４ ２ 】
構 築 物 を 、 本 質 的 に は 実 施 例 ９ に 記 載 の よ う に 調 製 し た が 、 抗 体 、 炭 水 化 物 、 ビ タ ミ ン 、
ホ ル モ ン 、 サ イ ト カ イ ン 、 レ ク チ ン 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン 、 ペ プ チ ド 、 増 殖 因 子 、 細 胞 付 着
タ ン パ ク 質 、 毒 素 フ ラ グ メ ン ト 、 ウ イ ル ス コ ー ト タ ン パ ク 質 な ど を 含 む リ ス ト か ら 選 択 さ
れ る 適 切 な 結 合 ド メ イ ン を 用 い た 。 マ ク ロ フ ァ ー ジ ヘ の タ ー ゲ テ ィ ン グ に は 、 こ れ は 、 Ba
cillus anthracis由 来 の 防 御 抗 原 ま た は 特 異 的 取 り 込 み を 可 能 に す る マ ン ノ ー ス 改 変 の よ
う な 炭 水 化 物 部 分 を 含 み 得 る 。
【 ０ １ ４ ３ 】
本 発 明 の 組 換 え 構 築 物 は 、 エ フ ェ ク タ ー タ ン パ ク 質 、 お よ び 所 望 の 細 胞 タ イ プ へ の エ フ ェ
ク タ ー の タ ー ゲ テ ィ ン グ に 適 切 な 結 合 ド メ イ ン を 含 む 。
【 ０ １ ４ ４ 】
細 胞 に 送 達 さ れ る 場 合 、 こ の よ う な 構 築 物 は 、 細 胞 内 病 原 体 の 死 を 引 き 起 こ し 、 感 染 し た
細 胞 タ イ プ か ら の そ の 放 出 を 防 止 し 、 あ る い は 感 染 し て 疾 患 を 引 き 起 こ す 能 力 を 減 少 さ せ
る 細 胞 事 象 を 生 じ る 。
【 ０ １ ４ ５ 】
本 発 明 の さ ら な る 実 施 態 様 は 、 記 載 さ れ た エ フ ェ ク タ ー と 、 記 載 さ れ た リ ン カ ー － ト ラ ン
ス ロ ケ ー シ ョ ン ド メ イ ン － 結 合 ド メ イ ン 結 合 体 と の す べ て の 組 み 合 わ せ に よ り 示 さ れ る 。
【 ０ １ ４ ６ 】
本 出 願 は 、 配 列 表 を 含 み 、 そ の 配 列 番 号 に よ っ て 示 さ れ る 以 下 の 配 列 は 、 本 発 明 の 以 下 の
実 施 態 様 を 表 す 。
【 ０ １ ４ ７ 】

　
１ 　 　 　 　 ジ フ テ リ ア 毒 素 ト ラ ン ス ロ ケ ー シ ョ ン ド メ イ ン
２ 　 　 　 　 ジ フ テ リ ア 毒 素 ト ラ ン ス ロ ケ ー シ ョ ン ド メ イ ン 、 Ｔ ｅ Ｎ Ｔ － Ｈ ｃ
３ 　 　 　 　 ト ロ ン ビ ン リ ン カ ー 、 ジ フ テ リ ア 毒 素 ト ラ ン ス ロ ケ ー シ ョ ン ド メ イ ン 、
Ｔ ｅ Ｎ Ｔ － Ｈ ｃ
４ 　 　 　 　 第 Ｘ ａ 因 子 リ ン カ ー 、 ジ フ テ リ ア 毒 素 ト ラ ン ス ロ ケ ー シ ョ ン ド メ イ ン 、
Ｔ ｅ Ｎ Ｔ － Ｈ ｃ
５ 　 　 　 　 ジ フ テ リ ア 毒 素 ト ラ ン ス ロ ケ ー シ ョ ン ド メ イ ン 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｆ － Ｈ ｃ
６ 　 　 　 　 ト ロ ン ビ ン リ ン カ ー 、 ジ フ テ リ ア 毒 素 ト ラ ン ス ロ ケ ー シ ョ ン ド メ イ ン 、
Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｆ － Ｈ ｃ
７ 　 　 　 　 第 Ｘ ａ 因 子 リ ン カ ー 、 ジ フ テ リ ア 毒 素 ト ラ ン ス ロ ケ ー シ ョ ン ド メ イ ン 、
Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｆ － Ｈ ｃ
８ 　 　 　 　 AAC46234侵 襲 遺 伝 子 Ｄ タ ン パ ク 質 ［ Salmonella typhimurium］ Ｓ ｉ ｇ Ｄ
９ 　 　 　 　 AAF21057侵 襲 タ ン パ ク 質 Ｄ ［ Salmonella typhimurium］ Ｓ ｏ ｐ Ｂ
１ ０ 　 　 　 CAC05808 Ｉ ｐ ｇ Ｄ 、 Ｍ ｘ ｉ － Ｓ ｐ ａ 機 構 に よ り 分 泌 さ れ 、
上 皮 細 胞 へ の 細 菌 の 侵 入 を 調 節 す る ［ Shigella flexneri］
１ １ 　 　 　 ACC69766タ ー ゲ テ ィ ン グ さ れ た エ フ ェ ク タ ー タ ン パ ク 質 ［ Yersinia pestis］
Ｙ ｏ ｐ Ｊ
１ ２ 　 　 　 AAC02071 Ｓ ｏ ｐ Ｅ ［ Salmonella typhimurium］
１ ３ 　 　 　 AAC44349プ ロ テ イ ン チ ロ シ ン ホ ス フ ァ タ ー ゼ Ｓ ｐ ｔ Ｐ
［ Salmonella typhimurium］
１ ４ 　 　 　 NP_047628タ ー ゲ テ ィ ン グ さ れ た エ フ ェ ク タ ー ［ Yersinia pestis］ Ｙ ｏ ｐ Ｅ
１ ５ 　 　 　 AAK39624外 酵 素 Ｓ ［ Pseudomonas aeruginosa］
１ ６ 　 　 　 AAG03434外 酵 素 Ｔ ［ Pseudomonas aeruginosa］
１ ７ 　 　 　 NP_047619 Ｙ ｏ ｐ タ ー ゲ テ ィ ン グ さ れ た エ フ ェ ク タ ー ［ Yersinia pestis］
Ｙ ｏ ｐ Ｔ １ ８ 　 　 　 NP_052380プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ Ｙ ｏ ｐ Ｏ ［ Yersinia enterocolitica］
１ ９ 　 　 　 AAF82095外 部 タ ン パ ク 質 Ａ ｖ ｒ Ａ ［ Salmonella enterica subsp. enterica se
rovar Dublin］
２ ０ 　 　 　 AAC44300 Ｓ ｐ ｉ Ｃ ［ Salmonella typhimurium］
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配 列 番 号 説 明



２ １ 　 　 　 最 初 の 29コ ド ン を 除 去 し た Ｓ ｉ ｇ Ｄ 、 ト ロ ン ビ ン リ ン カ ー 、
ジ フ テ リ ア ト ラ ン ス ロ ケ ー シ ョ ン ド メ イ ン 、 Ｔ ｅ Ｎ Ｔ － Ｈ ｃ
２ ２ 　 　 　 最 初 の 29コ ド ン を 除 去 し た Ｓ ｉ ｇ Ｄ 、 第 Xa因 子 リ ン カ ー 、
ジ フ テ リ ア ト ラ ン ス ロ ケ ー シ ョ ン ド メ イ ン 、 Ｔ ｅ Ｎ Ｔ － Ｈ Ｃ

２ ３ 　 　 　 最 初 の 29コ ド ン を 除 去 し た Ｓ ｉ ｇ Ｄ 、 ト ロ ン ビ ン リ ン カ ー 、
ジ フ テ リ ア 毒 素 ト ラ ン ス ロ ケ ー シ ョ ン ド メ イ ン 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｆ － Ｈ Ｃ

２ ４ 　 　 　 Ｓ ｉ ｇ Ｄ 、 第 Ｘ ａ 因 子 リ ン カ ー 、
ジ フ テ リ ア 毒 素 ト ラ ン ス ロ ケ ー シ ョ ン ド メ イ ン 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｆ － Ｈ Ｃ

２ ５ 　 　 　 Ｙ ｏ ｐ Ｔ 、 第 Ｘ ａ 因 子 リ ン カ ー 、
ジ フ テ リ ア ト ラ ン ス ロ ケ ー シ ョ ン ド メ イ ン 、 Ｔ ｅ Ｎ Ｔ － Ｈ Ｃ

２ ６ 　 　 　 Ｙ ｏ ｐ Ｔ 、 第 Ｘ ａ 因 子 リ ン カ ー 、
ジ フ テ リ ア 毒 素 ト ラ ン ス ロ ケ ー シ ョ ン ド メ イ ン 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｆ － Ｈ Ｃ

２ ７ 　 　 　 Ｓ ｐ ｉ Ｃ 、 ト ロ ン ビ ン リ ン カ ー 、 ジ フ テ リ ア ト ラ ン ス ロ ケ ー シ ョ ン ド メ イ ン 、
Ｔ ｅ Ｎ Ｔ － Ｈ ｃ
２ ８ 　 　 　 Ｓ ｐ ｉ Ｃ 、 第 Ｘ ａ 因 子 リ ン カ ー 、 ジ フ テ リ ア ト ラ ン ス ロ ケ ー シ ョ ン ド メ イ ン 、
Ｔ ｅ Ｎ Ｔ － Ｈ Ｃ

２ ９ 　 　 　 防 御 抗 原 と 相 互 作 用 し 得 る Bacillus anthracis致 死 因 子 由 来 の Ｎ 末 端 の
254残 基 か ら な る ド メ イ ン に 融 合 し た Ｓ ｐ ｉ Ｃ
３ ０ 　 　 　 Bacillus anthracis防 御 抗 原
３ １ 　 　 　 ボ ツ リ ヌ ス 菌 Ｃ ２ 毒 素 成 分 １
３ ２ 　 　 　 ボ ツ リ ヌ ス 菌 Ｃ ２ 毒 素 成 分 ２
【 ０ １ ４ ８ 】
【 表 １ 】
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