
(57)【要約】
本発明は、ナイセリア属ワクチン組成物、それらの製造方法、および医療における前記組
成物の使用の分野に関する。さらに特定すると、本発明は、 LOS免疫型に関して相変異性
がより低い新規な遺伝子操作された髄膜炎菌株を作製する方法に関し、前記菌株から新規
な LOSサブユニットワクチンまたは髄膜炎菌性外膜小胞（またはブレブ）ワクチンを誘導
することができる。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 低 下 し た 相 変 異 性 の LOS免 疫 型 を 有 す る 遺 伝 子 操 作 ナ イ セ リ ア 属 菌 株 の 作 製 方 法 で あ っ
て 、 以 下 の ス テ ッ プ ：
　 a)　 相 変 異 性 LOS合 成 を 示 す ナ イ セ リ ア 属 菌 株 を 選 択 す る こ と 、
　 b)　 該 菌 株 を 遺 伝 子 操 作 す る こ と に よ り 、 相 変 異 性 LOSオ リ ゴ 糖 合 成 遺 伝 子 の 発 現 を よ
り 低 い 相 変 異 性 に す る よ う に 該 遺 伝 子 の ホ モ ポ リ マ ー ヌ ク レ オ チ ド ト ラ ク ト を 改 変 す る こ
と 、
を 含 ん で な る 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 LOSオ リ ゴ 糖 合 成 遺 伝 子 が 該 遺 伝 子 の 発 現 を 非 相 変 異 性 に す る よ う に 改 変 さ れ る 、 請 求
項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 非 相 変 異 性 で あ る LOS免 疫 型 を 有 す る 遺 伝 子 操 作 ナ イ セ リ ア 属 菌 株 を 作 製 す る た め の 、
請 求 項 １ ま た は ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 ナ イ セ リ ア 属 菌 株 が 髄 膜 炎 菌 株 、 好 ま し く は 髄 膜 炎 菌 Bで あ る 、 請 求 項 １ ～ ３ の い ず れ
か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 L2 LOS免 疫 型 を 有 す る 遺 伝 子 操 作 ナ イ セ リ ア 属 菌 株 を 作 製 す る た め の 、 請 求 項 １ ～ ４ の
い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 ス テ ッ プ a)に お い て 、 相 変 異 性 L2 LOS合 成 を 示 す ナ イ セ リ ア 属 菌 株 を 選 択 す る 、 請 求 項
５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 ス テ ッ プ b)が lgtA遺 伝 子 産 物 の 発 現 を 固 定 さ せ る ス テ ッ プ を 含 む 、 請 求 項 ５ ま た は ６ に
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 lgtA遺 伝 子 産 物 の 発 現 が 、 該 遺 伝 子 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を イ ン フ レ ー ム で
維 持 し な が ら 、 該 遺 伝 子 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム 内 の ホ モ ポ リ マ ー ヌ ク レ オ チ ド
ト ラ ク ト の 長 さ を 短 縮 す る こ と に よ り 固 定 さ れ る 、 請 求 項 ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 lgtAオ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム 内 の ホ モ ポ リ マ ー Gト ラ ク ト が 8、 5ま た は 2個 連 続 し
た Gヌ ク レ オ チ ド に 短 縮 さ れ る 、 請 求 項 ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 lgtA遺 伝 子 産 物 の 発 現 が 、 該 遺 伝 子 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を イ ン フ レ ー ム で
維 持 し な が ら 、 グ リ シ ン を コ ー ド す る 1つ 以 上 の GGGコ ド ン が グ リ シ ン を コ ー ド す る 他 の 任
意 の コ ド ン も し く は 保 存 的 突 然 変 異 を コ ー ド す る コ ド ン に 変 更 さ れ る よ う に 、 お よ び ／ ま
た は セ リ ン を コ ー ド す る TCGコ ド ン が セ リ ン を コ ー ド す る 他 の 任 意 の コ ド ン も し く は 保 存
的 突 然 変 異 を コ ー ド す る コ ド ン に 変 更 さ れ る よ う に 、 lgtA遺 伝 子 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ
フ レ ー ム 内 の ホ モ ポ リ マ ー Gヌ ク レ オ チ ド ト ラ ク ト の 配 列 を 変 え る こ と に よ り 固 定 さ れ る
、 請 求 項 ７ ～ ９ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 前 記 ホ モ ポ リ マ ー ト ラ ク ト 中 の 2、 3ま た は 4つ の コ ド ン が 、 好 ま し く は 同 一 の ア ミ ノ 酸
を コ ー ド す る よ う に 、 変 更 さ れ る 、 請 求 項 10に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 ス テ ッ プ b)が lgtG遺 伝 子 産 物 の 発 現 を 固 定 さ せ る ス テ ッ プ を 含 む 、 請 求 項 ５ ～ 11の い ず
れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 lgtG遺 伝 子 産 物 の 発 現 が 、 該 遺 伝 子 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を イ ン フ レ ー ム で
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維 持 し な が ら 、 該 遺 伝 子 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム 内 の ホ モ ポ リ マ ー ヌ ク レ オ チ ド
ト ラ ク ト の 長 さ を 短 縮 す る こ と に よ り 固 定 さ れ る 、 請 求 項 12に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 lgtGオ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム 内 の ホ モ ポ リ マ ー Cト ラ ク ト が 8、 5ま た は 2個 連 続 し
た Cヌ ク レ オ チ ド に 短 縮 さ れ る 、 請 求 項 13に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 lgtG遺 伝 子 産 物 の 発 現 が 、 該 遺 伝 子 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を イ ン フ レ ー ム で
維 持 し な が ら 、 プ ロ リ ン を コ ー ド す る 1つ 以 上 の CCCコ ド ン が プ ロ リ ン を コ ー ド す る 他 の 任
意 の コ ド ン も し く は 保 存 的 突 然 変 異 を コ ー ド す る コ ド ン に 変 更 さ れ る よ う に 、 お よ び ／ ま
た は ア ラ ニ ン を コ ー ド す る GCCコ ド ン が ア ラ ニ ン を コ ー ド す る 他 の 任 意 の コ ド ン も し く は
保 存 的 突 然 変 異 を コ ー ド す る コ ド ン に 変 更 さ れ る よ う に 、 lgtG遺 伝 子 の オ ー プ ン リ ー デ ィ
ン グ フ レ ー ム 内 の ホ モ ポ リ マ ー Cヌ ク レ オ チ ド ト ラ ク ト の 配 列 を 変 え る こ と に よ り 固 定 さ
れ る 、 請 求 項 12～ 14の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 前 記 ホ モ ポ リ マ ー ト ラ ク ト 中 の 2、 3ま た は 4つ の コ ド ン が 、 好 ま し く は 同 一 の ア ミ ノ 酸
を コ ー ド す る よ う に 、 変 更 さ れ る 、 請 求 項 15に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 ス テ ッ プ b)が 、 lgtA遺 伝 子 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を イ ン フ レ ー ム で 維 持 し な
が ら 、 該 遺 伝 子 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム 内 の ホ モ ポ リ マ ー Gヌ ク レ オ チ ド ト ラ ク
ト の 長 さ を 5ま た は 2個 連 続 し た Gヌ ク レ オ チ ド に 短 縮 す る こ と に よ り （ ま た 場 合 に よ り 、
グ リ シ ン を コ ー ド す る 1つ 以 上 の GGGコ ド ン が グ リ シ ン を コ ー ド す る 他 の 任 意 の コ ド ン も し
く は 保 存 的 突 然 変 異 を コ ー ド す る コ ド ン に 変 更 さ れ る よ う に 、 お よ び ／ ま た は セ リ ン を コ
ー ド す る TCGコ ド ン が セ リ ン を コ ー ド す る 他 の 任 意 の コ ド ン も し く は 保 存 的 突 然 変 異 を コ
ー ド す る コ ド ン に 変 更 さ れ る よ う に 、 ホ モ ポ リ マ ー Gヌ ク レ オ チ ド ト ラ ク ト の 配 列 を 変 え
る こ と に よ り ） 、 lgtA遺 伝 子 産 物 の 発 現 を 固 定 さ せ る ス テ ッ プ 、 お よ び 、 lgtG遺 伝 子 の オ
ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を イ ン フ レ ー ム で 維 持 し な が ら 、 プ ロ リ ン を コ ー ド す る 1、 2
ま た は 3つ の CCCコ ド ン が プ ロ リ ン を コ ー ド す る 他 の 任 意 の コ ド ン も し く は 保 存 的 突 然 変 異
を コ ー ド す る コ ド ン に 変 更 さ れ る よ う に 、 お よ び ／ ま た は ア ラ ニ ン を コ ー ド す る GCCコ ド
ン が ア ラ ニ ン を コ ー ド す る 他 の 任 意 の コ ド ン も し く は 保 存 的 突 然 変 異 を コ ー ド す る コ ド ン
に 変 更 さ れ る よ う に 、 lgtG遺 伝 子 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム 内 の ホ モ ポ リ マ ー Cヌ
ク レ オ チ ド ト ラ ク ト の 配 列 を 変 え る こ と に よ り 、 lgtG遺 伝 子 産 物 の 発 現 を 固 定 さ せ る ス テ
ッ プ を 含 む 、 請 求 項 ５ ま た は ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 L3 LOS免 疫 型 を 有 す る 遺 伝 子 操 作 ナ イ セ リ ア 属 菌 株 を 作 製 す る た め の 、 請 求 項 １ ～ ４ の
い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 ス テ ッ プ a)に お い て 、 相 変 異 性 L3 LOS合 成 を 示 す ナ イ セ リ ア 属 菌 株 を 選 択 す る 、 請 求 項
18に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 ス テ ッ プ b)が lgtA遺 伝 子 産 物 の 発 現 を 固 定 さ せ る ス テ ッ プ を 含 む 、 請 求 項 18ま た は 19に
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 lgtA遺 伝 子 産 物 の 発 現 が 、 該 遺 伝 子 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を イ ン フ レ ー ム で
維 持 し な が ら 、 該 遺 伝 子 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム 内 の ホ モ ポ リ マ ー ヌ ク レ オ チ ド
ト ラ ク ト の 長 さ を 短 縮 す る こ と に よ り 固 定 さ れ る 、 請 求 項 20に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 lgtAオ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム 内 の ホ モ ポ リ マ ー Gト ラ ク ト が 8、 5ま た は 2個 連 続 し
た Gヌ ク レ オ チ ド に 短 縮 さ れ る 、 請 求 項 21に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 lgtA遺 伝 子 産 物 の 発 現 が 、 該 遺 伝 子 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を イ ン フ レ ー ム で
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維 持 し な が ら 、 グ リ シ ン を コ ー ド す る 1つ 以 上 の GGGコ ド ン が グ リ シ ン を コ ー ド す る 他 の 任
意 の コ ド ン も し く は 保 存 的 突 然 変 異 を コ ー ド す る コ ド ン に 変 更 さ れ る よ う に 、 お よ び ／ ま
た は セ リ ン を コ ー ド す る TCGコ ド ン が セ リ ン を コ ー ド す る 他 の 任 意 の コ ド ン も し く は 保 存
的 突 然 変 異 を コ ー ド す る コ ド ン に 変 更 さ れ る よ う に 、 lgtA遺 伝 子 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ
フ レ ー ム 内 の ホ モ ポ リ マ ー Gヌ ク レ オ チ ド ト ラ ク ト の 配 列 を 変 え る こ と に よ り 固 定 さ れ る
、 請 求 項 20～ 22の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 前 記 ホ モ ポ リ マ ー ト ラ ク ト 中 の 2、 3ま た は 4つ の コ ド ン が 、 好 ま し く は 同 一 の ア ミ ノ 酸
を コ ー ド す る よ う に 、 変 更 さ れ る 、 請 求 項 23に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 ス テ ッ プ b)が lgtG遺 伝 子 か ら の 機 能 性 遺 伝 子 産 物 の 発 現 を 永 久 的 に ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ
ョ ン さ せ る ス テ ッ プ を 含 む 、 請 求 項 18～ 24の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 lgtG遺 伝 子 か ら の 機 能 性 遺 伝 子 産 物 の 発 現 が 、 好 ま し く は 該 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー ま た
は オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム の 全 部 ま た は 一 部 を 欠 失 さ せ る こ と に よ り 、 ス イ ッ チ オ
フ さ れ る 、 請 求 項 25に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 ス テ ッ プ b)が 、 lgtA遺 伝 子 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を イ ン フ レ ー ム で 維 持 し な
が ら 、 該 遺 伝 子 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム 内 の ホ モ ポ リ マ ー Gヌ ク レ オ チ ド ト ラ ク
ト の 長 さ を 2個 連 続 し た Gヌ ク レ オ チ ド に 短 縮 す る こ と に よ り lgtA遺 伝 子 産 物 の 発 現 を 固 定
さ せ る ス テ ッ プ 、 お よ び 、 lgtG遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー ま た は オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー
ム の 全 部 ま た は 一 部 を 欠 失 さ せ る こ と に よ り lgtG遺 伝 子 か ら の 機 能 性 遺 伝 子 産 物 の 発 現 を
ス イ ッ チ オ フ す る ス テ ッ プ を 含 む 、 請 求 項 18ま た は 19に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 ス テ ッ プ b)が 、 lgtC遺 伝 子 か ら の 機 能 性 遺 伝 子 産 物 の 発 現 を 、 好 ま し く は 該 遺 伝 子 を ス
イ ッ チ オ フ す る こ と に よ り 、 最 も 好 ま し く は 該 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー ま た は オ ー プ ン リ ー
デ ィ ン グ フ レ ー ム の 全 部 ま た は 一 部 を 欠 失 さ せ る こ と に よ り 、 永 久 的 に ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー
シ ョ ン さ せ る ス テ ッ プ を 含 む 、 請 求 項 ５ ～ 27の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 ス テ ッ プ a)が lgtB - で あ る ナ イ セ リ ア 属 菌 株 を 選 択 す る ス テ ッ プ を 含 む か 、 あ る い は 、
ス テ ッ プ b)が 、 lgtBま た は lgtE遺 伝 子 か ら の 機 能 性 遺 伝 子 産 物 の 発 現 を 、 好 ま し く は 該 遺
伝 子 を ス イ ッ チ オ フ す る こ と に よ り 、 最 も 好 ま し く は 該 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー ま た は オ ー
プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム の 全 部 ま た は 一 部 を 欠 失 さ せ る こ と に よ り 、 永 久 的 に ダ ウ ン レ
ギ ュ レ ー シ ョ ン さ せ る よ う に 該 菌 株 を 遺 伝 子 操 作 す る ス テ ッ プ を さ ら に 含 む 、 請 求 項 ５ ～
28の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 ス テ ッ プ a)が 莢 膜 多 糖 を 合 成 で き な い ナ イ セ リ ア 属 菌 株 を 選 択 す る ス テ ッ プ を 含 む か 、
あ る い は 、 ス テ ッ プ b)が 、 好 ま し く は 以 下 の 遺 伝 子 ： siaD（ synDと し て も 知 ら れ る ） 、 ct
rA、 ctrB、 ctrC、 ctrD、 synA（ synXお よ び siaAに 相 当 ） 、 synB（ siaBに 相 当 ） ま た は synC
（ siaCに 相 当 ） の う ち １ つ の 遺 伝 子 か ら の 機 能 性 遺 伝 子 産 物 の 発 現 を 永 久 的 に ダ ウ ン レ ギ
ュ レ ー シ ョ ン さ せ る こ と に よ り 、 よ り 好 ま し く は 該 遺 伝 子 を ス イ ッ チ オ フ す る こ と に よ り
、 最 も 好 ま し く は 該 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー ま た は オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム の 全 部 ま
た は 一 部 を 欠 失 さ せ る こ と に よ り 、 莢 膜 多 糖 の 合 成 が で き な い よ う に 該 菌 株 を 遺 伝 子 操 作
す る ス テ ッ プ を さ ら に 含 む 、 請 求 項 ５ ～ 29の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 ス テ ッ プ a)が msbB - お よ び ／ ま た は htrB - で あ る ナ イ セ リ ア 属 菌 株 を 選 択 す る ス テ ッ プ を
含 む か 、 あ る い は 、 ス テ ッ プ b)が 、 msbBお よ び ／ ま た は htrB遺 伝 子 か ら の 機 能 性 遺 伝 子 産
物 の 発 現 を 、 好 ま し く は 該 遺 伝 子 を ス イ ッ チ オ フ す る こ と に よ り 、 最 も 好 ま し く は 該 遺 伝
子 の プ ロ モ ー タ ー ま た は オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム の 全 部 ま た は 一 部 を 欠 失 さ せ る こ
と に よ り 、 永 久 的 に ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン さ せ る よ う に 該 菌 株 を 遺 伝 子 操 作 す る ス テ ッ
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プ を さ ら に 含 む 、 請 求 項 ５ ～ 30の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 請 求 項 ５ ～ 17お よ び 28～ 31の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 に よ り 、 固 定 さ れ た L2免 疫 型 を
有 す る 遺 伝 子 操 作 ナ イ セ リ ア 属 菌 株 を 作 製 し 、 得 ら れ た 菌 株 か ら L2 LOSを 単 離 す る ス テ ッ
プ を 含 ん で な る 、 L2 LOSの 単 離 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 L2 LOSを 、 T細 胞 エ ピ ト ー プ 源 を 含 む 担 体 に コ ン ジ ュ ゲ ー ト さ せ る 追 加 の ス テ ッ プ 、 お
よ び ／ ま た は L2 LOSを リ ポ ソ ー ム 製 剤 で 提 示 さ せ る ス テ ッ プ を 含 む 、 請 求 項 32に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 請 求 項 ５ ～ 17お よ び 28～ 31の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 に よ り 、 固 定 さ れ た L2免 疫 型 を
有 す る 遺 伝 子 操 作 ナ イ セ リ ア 属 菌 株 を 作 製 し 、 得 ら れ た 菌 株 か ら ブ レ ブ を 単 離 す る ス テ ッ
プ を 含 ん で な る 、 L2 LOS免 疫 型 を 有 す る ナ イ セ リ ア 属 ブ レ ブ の 単 離 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 ブ レ ブ を 単 離 す る ス テ ッ プ が 、 0～ 0.3％ 、 好 ま し く は 0.05～ 0.2％ 、 最 も 好 ま し く は お
よ そ 0.1％ ま た は 正 確 に 0.1％ の デ オ キ シ コ ー ル 酸 塩 に よ る 抽 出 を 含 む 、 請 求 項 34に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 L2 LOSを 、 や は り ブ レ ブ 内 に 存 在 す る 外 膜 タ ン パ ク 質 に ブ レ ブ 内 コ ン ジ ュ ゲ ー ト さ せ る
追 加 の ス テ ッ プ を 含 む 、 請 求 項 34ま た は 35に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 請 求 項 18～ 31の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 に よ り 、 固 定 さ れ た L3免 疫 型 を 有 す る 遺 伝 子
操 作 ナ イ セ リ ア 属 菌 株 を 作 製 し 、 得 ら れ た 菌 株 か ら L3 LOSを 単 離 す る ス テ ッ プ を 含 ん で な
る 、 L3 LOSの 単 離 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 L3 LOSを 、 T細 胞 エ ピ ト ー プ 源 を 含 む 担 体 に コ ン ジ ュ ゲ ー ト さ せ る 追 加 の ス テ ッ プ 、 お
よ び ／ ま た は L3 LOSを リ ポ ソ ー ム 製 剤 で 提 示 さ せ る ス テ ッ プ を 含 む 、 請 求 項 37に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 請 求 項 18～ 31の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 に よ り 、 固 定 さ れ た L3免 疫 型 を 有 す る 遺 伝 子
操 作 ナ イ セ リ ア 属 菌 株 を 作 製 し 、 得 ら れ た 菌 株 か ら ブ レ ブ を 単 離 す る ス テ ッ プ を 含 ん で な
る 、 L3 LOS免 疫 型 を 有 す る ナ イ セ リ ア 属 ブ レ ブ の 単 離 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 ブ レ ブ を 単 離 す る ス テ ッ プ が 、 0～ 0.3％ 、 好 ま し く は 0.05～ 0.2％ 、 最 も 好 ま し く は お
よ そ 0.1％ ま た は 正 確 に 0.1％ の デ オ キ シ コ ー ル 酸 塩 に よ る 抽 出 を 含 む 、 請 求 項 39に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 L3 LOSを 、 や は り ブ レ ブ 内 に 存 在 す る 外 膜 タ ン パ ク 質 に ブ レ ブ 内 コ ン ジ ュ ゲ ー ト さ せ る
追 加 の ス テ ッ プ を 含 む 、 請 求 項 39ま た は 40に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 単 離 さ れ た L2 LOSを 請 求 項 32ま た は 33に 記 載 の 方 法 に よ り 取 得 す る か 、 ま た は L2 LOS免
疫 型 を 有 す る 単 離 さ れ た ナ イ セ リ ア 属 ブ レ ブ を 請 求 項 34～ 36の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法
に よ り 取 得 し 、 該 L2 LOSま た は ブ レ ブ を 製 薬 上 許 容 さ れ る 賦 形 剤 に よ り 製 剤 化 す る ス テ ッ
プ を 含 ん で な る 、 免 疫 原 性 組 成 物 の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 単 離 さ れ た L3 LOSを 請 求 項 37ま た は 38に 記 載 の 方 法 に よ り 取 得 す る か 、 ま た は L3 LOS免
疫 型 を 有 す る 単 離 さ れ た ナ イ セ リ ア 属 ブ レ ブ を 請 求 項 39～ 41の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法
に よ り 取 得 し 、 該 L3 LOSま た は ブ レ ブ を 製 薬 上 許 容 さ れ る 賦 形 剤 に よ り 製 剤 化 す る ス テ ッ
プ を 含 ん で な る 、 免 疫 原 性 組 成 物 の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
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　 単 離 さ れ た L2 LOSを 請 求 項 32ま た は 33に 記 載 の 方 法 に よ り 取 得 す る か 、 ま た は L2 LOS免
疫 型 を 有 す る 単 離 さ れ た ナ イ セ リ ア 属 ブ レ ブ を 請 求 項 34～ 36の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法
に よ り 取 得 し 、 単 離 さ れ た L3 LOSを 請 求 項 37ま た は 38に 記 載 の 方 法 に よ り 取 得 す る か 、 ま
た は L3 LOS免 疫 型 を 有 す る 単 離 さ れ た ナ イ セ リ ア 属 ブ レ ブ を 請 求 項 39～ 41の い ず れ か １ 項
に 記 載 の 方 法 に よ り 取 得 し 、 該 L2お よ び L3成 分 を 製 薬 上 許 容 さ れ る 賦 形 剤 と 共 に 混 合 す る
ス テ ッ プ を 含 ん で な る 、 多 価 免 疫 原 性 組 成 物 の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 L2ま た は L3ナ イ セ リ ア 属 菌 株 を 高 細 胞 密 度 へ と 増 殖 さ せ る 方 法 で あ っ て 、 以 下 の ス テ ッ
プ ：
　 a)　 請 求 項 ５ ～ 31の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 に よ り ナ イ セ リ ア 属 菌 株 を 遺 伝 子 操 作 す
る こ と 、
　 b)　 該 菌 株 を 発 酵 槽 内 で 高 細 胞 密 度 へ と 増 殖 さ せ る こ と 、
を 含 ん で な る 方 法 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 前 記 菌 株 を 、 鉄 を 制 限 し な い 条 件 下 で OD 4 5 0  10～ 19、 好 ま し く は 12～ 16の 細 胞 密 度 へ と
増 殖 さ せ る か 、 ま た は 鉄 を 制 限 し た 条 件 下 で OD 4 5 0  6～ 12、 好 ま し く は 8～ 10の 細 胞 密 度 へ
と 増 殖 さ せ る 、 請 求 項 45に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 L2ま た は L3ナ イ セ リ ア 属 菌 株 を 請 求 項 45ま た は 46に 記 載 の 方 法 に よ り 高 細 胞 密 度 へ と 増
殖 さ せ 、 得 ら れ た 菌 株 か ら L2ま た は L3 LOSを 単 離 す る ス テ ッ プ を 含 ん で な る 、 ナ イ セ リ ア
属 L2ま た は L3 LOSの 単 離 方 法 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 L2ま た は L3 LOSを 、 T細 胞 エ ピ ト ー プ 源 を 含 む 担 体 に コ ン ジ ュ ゲ ー ト さ せ る 追 加 の ス テ
ッ プ 、 お よ び ／ ま た は 、 L2ま た は L3 LOSを リ ポ ソ ー ム 製 剤 で 提 示 さ せ る ス テ ッ プ を 含 む 、
請 求 項 47に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 L2ま た は L3ナ イ セ リ ア 属 菌 株 を 請 求 項 45ま た は 46に 記 載 の 方 法 に よ り 高 細 胞 密 度 へ と 増
殖 さ せ 、 得 ら れ た 菌 株 か ら ブ レ ブ を 単 離 す る ス テ ッ プ を 含 ん で な る 、 L2ま た は L3 LOS免 疫
型 を 有 す る ナ イ セ リ ア 属 ブ レ ブ の 単 離 方 法 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 ブ レ ブ を 単 離 す る ス テ ッ プ が 、 0～ 0.3％ 、 好 ま し く は 0.05～ 0.2％ 、 最 も 好 ま し く は お
よ そ 0.1％ ま た は 正 確 に 0.1％ の デ オ キ シ コ ー ル 酸 塩 に よ る 抽 出 を 含 む 、 請 求 項 49に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ５ １ 】
　 L2ま た は L3 LOSを 、 や は り ブ レ ブ 内 に 存 在 す る 外 膜 タ ン パ ク 質 に ブ レ ブ 内 コ ン ジ ュ ゲ ー
ト さ せ る 追 加 の ス テ ッ プ を 含 む 、 請 求 項 49ま た は 50に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
　 単 離 さ れ た L2も し く は L3 LOSを 請 求 項 47ま た は 48に 記 載 の 方 法 に よ り 取 得 す る か 、 ま た
は L2も し く は L3 LOS免 疫 型 を 有 す る 単 離 さ れ た ナ イ セ リ ア 属 ブ レ ブ を 請 求 項 49～ 51の い ず
れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 に よ り 取 得 し 、 該 L2も し く は L3 LOSま た は ブ レ ブ を 製 薬 上 許 容 さ れ
る 賦 形 剤 に よ り 製 剤 化 す る ス テ ッ プ を 含 ん で な る 、 免 疫 原 性 組 成 物 の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
　 単 離 さ れ た L2 LOSを 請 求 項 47ま た は 48に 記 載 の 方 法 に よ り 取 得 す る か 、 ま た は L2 LOS免
疫 型 を 有 す る 単 離 さ れ た ナ イ セ リ ア 属 ブ レ ブ を 請 求 項 49～ 51の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法
に よ り 取 得 し 、 単 離 さ れ た L3 LOSを 請 求 項 47ま た は 48に 記 載 の 方 法 に よ り 取 得 す る か 、 ま
た は L3 LOS免 疫 型 を 有 す る 単 離 さ れ た ナ イ セ リ ア 属 ブ レ ブ を 請 求 項 49～ 51の い ず れ か １ 項
に 記 載 の 方 法 に よ り 取 得 し 、 該 L2お よ び L3成 分 を 製 薬 上 許 容 さ れ る 賦 形 剤 と 共 に 混 合 す る
ス テ ッ プ を 含 ん で な る 、 多 価 免 疫 原 性 組 成 物 の 製 造 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
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【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 ナ イ セ リ ア 属 ワ ク チ ン 組 成 物 、 そ れ ら の 製 造 方 法 、 お よ び 医 療 に お け る 該 組
成 物 の 使 用 の 分 野 に 関 す る 。 よ り 特 定 的 に は 、 本 発 明 は 、 LOS免 疫 型 に 関 し て 相 変 異 性 が
よ り 低 い 新 規 な 遺 伝 子 操 作 さ れ た 髄 膜 炎 菌 株 の 作 製 方 法 に 関 し 、 該 菌 株 か ら 新 規 な LOSサ
ブ ユ ニ ッ ト ワ ク チ ン ま た は 髄 膜 炎 菌 性 外 膜 小 胞 （ ま た は ブ レ ブ ） ワ ク チ ン を 誘 導 す る こ と
が で き る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 髄 膜 炎 菌 （ Neisseria meningitidis） （ meningococcus） は 、 ヒ ト の 上 気 道 よ り 単 離 さ
れ る こ と の 多 い グ ラ ム 陰 性 細 菌 で あ る 。 こ の 細 菌 は 菌 血 症 や 髄 膜 炎 な ど の 重 篤 な 侵 襲 性 細
菌 疾 患 を 引 き 起 こ す 。 髄 膜 炎 菌 性 疾 患 の 発 症 率 は 、 地 理 的 、 季 節 的 お よ び 年 毎 に 相 違 す る
（ Schwartz, B., Moore, P.S., Broome, C.V.; Clin. Microbiol. Rev. 2 (Supplement),
 S18-S24, 1989） 。 こ の 細 菌 は 一 般 に そ の 莢 膜 多 糖 体 の 血 清 群 に 従 っ て 分 類 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 温 帯 の 国 々 に お け る 疾 患 は 大 部 分 が 血 清 群 Bの 菌 株 に 起 因 し 、 発 症 率 は 1～ 10/100,000/
年 (総 人 口 )で 変 動 し 、 そ れ よ り 高 い 値 に 達 す る 場 合 も あ る （ Kaczmarski, E.B. (1997), C
ommun. Dis. Rep. Rev. 7: R55-9, 1995、 Scholten, R.J.P.M., Bijlmer, H.A., Poolman
, J.T.ら  Clin. Infect. Dis. 16:237-246, 1993、 Cruz, C., Pavez, G., Aguilar, E.,
ら  Epidemiol. Infect. 105:119-126, 1990） 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 血 清 群 A髄 膜 炎 菌 に 起 因 す る 流 行 病 は 、 ほ と ん ど 中 央 ア フ リ カ で 発 生 し て い る が 、 1000/
100,000/年 の 発 症 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 (Supplement), S18-S24, 1989） 。 全 体 と し て 、 髄 膜 炎
菌 性 疾 患 の ほ と ん ど 全 て の 症 例 が 血 清 群 A、 B、 C、 W-135お よ び Y髄 膜 炎 菌 に よ っ て 引 き 起
こ さ れ て お り 、 4価 の A、 C、 W-135、 Y莢 膜 多 糖 体 ワ ク チ ン が 利 用 さ れ て い る （ Armand, J.,
 Arminjon, F., Mynard, M.C., Lafaix, C. J. Biol. Stand. 10:335-339, 1982） 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 多 く の ヨ ー ロ ッ パ 諸 国 で は 、 こ こ 2,30年 の 間 に 髄 膜 炎 菌 感 染 症 が 頻 繁 に 起 こ っ て い る 。
こ れ は 、 社 会 活 動 （ 例 え ば 、 ス イ ミ ン グ プ ー ル 、 映 画 館 な ど ） の 増 加 に よ り 伝 播 が 拡 大 し
た た め で あ る と 考 え ら れ る 。 標 準 的 な 抗 生 物 質 に 対 し て 感 受 性 が 低 い ま た は 耐 性 で あ る 髄
膜 炎 菌 株 を 分 離 す る こ と は 、 も は や 珍 し い こ と で は な く な っ て い る 。 こ う し た 現 象 は 、 こ
の 生 物 の た め の 新 し い 抗 菌 剤 、 ワ ク チ ン 、 薬 物 ス ク リ ー ニ ン グ 法 、 お よ び 診 断 試 験 に 対 す
る 医 学 的 必 要 性 ・ 要 求 を 生 み 出 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 利 用 可 能 な 多 糖 体 ワ ク チ ン は 現 在 、 そ れ ら を 担 体 タ ン パ ク 質 に 化 学 的 に コ ン ジ ュ ゲ ー ト
さ せ る 方 法 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） 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 し か し な が ら 、 血 清 群 Bワ ク チ ン は 利 用 す る こ と が で き な い 。 血 清 群 B莢 膜 多 糖 体 が 免 疫
原 性 を も た な い こ と は 知 ら れ て い る 。 そ れ は 、 お そ ら く 、 血 清 群 B莢 膜 多 糖 体 が 宿 主 の 成
分 と 構 造 的 に 類 似 し て い る た め で あ る （ Wyle, F.A., Artenstein, M.S., Brandt, M.L.ら
 J. Infect. Dis. 126:514-522, 1972、 Finne, J.M., Leinonen, M., Makela, P.M. Lanc
et ii.: 355-357, 1983） 。 し た が っ て 、 血 清 群 Bワ ク チ ン を 外 膜 小 胞 （ も し く は ブ レ ブ ）
ま た は そ れ か ら 精 製 さ れ た タ ン パ ク 質 成 分 か ら 開 発 し よ う と し て 、 鋭 意 努 力 が な さ れ て い
る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 ワ ク チ ン 開 発 の た め の 髄 膜 炎 菌 の 代 替 抗 原 は 、 髄 膜 炎 菌 性 リ ポ オ リ ゴ 糖 （ LOS） で あ る
。 こ れ は 外 膜 に 結 合 し た 糖 脂 質 で あ り 、 O側 鎖 が な い こ と で 腸 内 細 菌 の リ ポ 多 糖 体 （ LPS）
と 相 違 し て い る も の の 、 LPSの 形 態 に お お む ね 似 て い る （ Griffissら  Rev Infect Dis 198
8; 10: S287-295)。 LOSの オ リ ゴ 糖 内 の 異 質 性 の た め 、 様 々 な 髄 膜 炎 菌 株 の 間 で 構 造 お よ
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び 抗 原 の 多 様 性 が 生 じ る  (Griffissら  Inf. Immun. 1987; 55: 1792-1800)。 こ れ は 当 該
菌 株 を 12の 免 疫 型 に 細 分 す る の に 使 用 さ れ て い る  (Scholtanら  J Med Microbiol 1994, 4
1:236-243)。 免 疫 型 L3、 L7お よ び L9は 、 免 疫 学 的 に 同 一 で 、 構 造 も 類 似 し て い る （ ま た は
同 じ で さ え あ る ） た め 、 L3,7,9（ ま た は 、 本 明 細 書 中 で は 包 括 的 に 「 L3」 ） と 称 さ れ て い
る 。 髄 膜 炎 菌 性 LOS L3,7,9 (L3)、 L2お よ び L5は 、 シ ア リ ル 化 に よ り 、 ま た は シ チ ジ ン 5'-
モ ノ ホ ス フ ェ ー ト -N-ア セ チ ル ノ イ ラ ミ ン 酸 の 付 加 に よ り 、 修 飾 さ れ 得 る 。 L2、 L4お よ び L
6 LOSは 免 疫 学 的 に 区 別 す る こ と が で き る が 、 構 造 は 類 似 し て お り 、 本 明 細 書 中 で L2に つ
い て 言 及 す る 場 合 は 、 L4ま た は L6の い ず れ か と 本 発 明 の 範 囲 内 で 任 意 に 置 き 換 え る こ と が
で き る 。 LOSに 対 す る 抗 体 は 、 実 験 ラ ッ ト に お い て 感 染 か ら 防 御 し 、 ま た 、 髄 膜 炎 菌 に 感
染 し た 子 供 に お い て 殺 菌 作 用 に 寄 与 す る こ と が 示 さ れ て い る  (Griffissら  J Infect Dis 
1984; 150: 71-79)。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 し か し 、 髄 膜 炎 菌 ワ ク チ ン に LOSを 使 う こ と に 伴 う 問 題 点 は そ の 毒 性 （ そ の リ ピ ド A成 分
に よ る ） に あ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 LOSは 髄 膜 炎 菌 ブ レ ブ の 表 面 に も 存 在 し て い る 。 長 年 に わ た り 、 髄 膜 炎 菌 の 外 膜 小 胞 （
ま た は ブ レ ブ ） に 基 づ く ワ ク チ ン を 開 発 す る こ と に 努 力 が 払 わ れ て き た  (de Moraes, J.C
., Perkins, B., Camargo, M.C.ら  Lancet 340: 1074-1078, 1992; Bjune, G., Hoiby, E
.A. Gronnesby, J.K.ら  338: 1093-1096, 1991)。 こ の よ う な ワ ク チ ン は 、 い く つ か の 内
在 性 外 膜 タ ン パ ク 質 を 適 正 に 折 り た た ま れ た コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン で 含 み 、 宿 主 に 投 与 し た
と き 、 防 御 免 疫 応 答 を 引 き 出 す こ と が で き る と い う 利 点 を 有 す る 。 さ ら に 、 ナ イ セ リ ア 属
菌 株 （ 髄 膜 炎 菌 血 清 群 B - menBを 含 む ） は 、 十 分 な 量 の 外 膜 ブ レ ブ を 排 出 す る た め 、 工 業
規 模 で の そ の 製 造 が 可 能 で あ る 。 し か し 、 多 く の 場 合 に は 、 細 菌 細 胞 の 0.5％ 界 面 活 性 剤
（ 例 え ば 、 デ オ キ シ コ ー ル 酸 塩 ） 抽 出 を 含 む 方 法 に よ り ブ レ ブ を 調 製 し て い る （ 例 え ば 、
欧 州 特 許 第 11243号 ） 。 こ れ は 上 記 の よ う に LOSの 毒 性 （ 内 毒 素 と も 呼 ば れ る ） の た め に 望
ま し い こ と で は あ る が 、 LOS抗 原 の 大 部 分 を ワ ク チ ン か ら 取 り 除 く 作 用 も 有 し て い る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 ヒ ト の ワ ク チ ン の 抗 原 と し て LOS（ LPSま た は リ ポ 多 糖 体 と し て も 知 ら れ る ） を 使 う こ と
に は 別 の 問 題 が 存 在 し 、 つ ま り 、 LOSは ヒ ト の 糖 構 造 （ 例 え ば 、 ヒ ト 赤 血 球 上 に あ る も の
） に 類 似 し た 糖 構 造 を 有 し て お り 、 そ の た め 、 そ れ ら の 使 用 に 伴 う 安 全 性 の 問 題 を 提 起 す
る 。 し か し 、 LOS構 造 を 変 え る こ と は 、 LOS抗 原 の 殺 菌 有 効 性 の 構 造 的 感 受 性 の た め に 、 問
題 が あ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 ワ ク チ ン 抗 原 と し て LOSを 使 用 す る こ と の 更 な る 問 題 点 は 、 12の LPS免 疫 型 が 存 在 し て 、
糖 鎖 構 造 が 多 岐 に わ た っ て い る こ と で あ る  (M. P. Jenningsら , Microbiology 1999, 145
, 3013-3021; Mol Microbiol 2002, 43:931-43)。 あ る 免 疫 型 に 対 し て 生 成 さ れ た 抗 体 は
別 の 免 疫 型 を 認 識 す る こ と が で き な い 。 LOS免 疫 型 の オ リ ゴ 糖 部 分 の ジ ェ ネ リ ッ ク な 「 コ
ア 」 領 域 を 取 得 す る こ と に 努 力 が 集 中 し て い る が （ 例 え ば 、 国 際 公 開 WO 94/08021） 、 改
変 型 LOSに 対 し て 生 成 さ れ た 抗 体 の 殺 菌 活 性 は 失 わ れ て し ま う 。 し た が っ て 、 ワ ク チ ン が
有 効 で あ る た め に は 、 様 々 な 免 疫 型 の 多 く の LOS成 分 を 含 む 必 要 が あ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 た と え 2,3の 免 疫 型 を 選 択 す る と し て も 、 依 然 と し て 問 題 が 存 在 す る 。 特 定 の 免 疫 型 の L
OS（ ま た は LOSを 含 む ブ レ ブ ） を 調 製 す る に は 、 髄 膜 炎 菌 株 を 培 養 す る 必 要 が あ る 。 髄 膜
炎 菌 性 LOSの 特 徴 は 、 末 端 LOS構 造 体 の 発 現 が 可 逆 的 か つ 高 頻 度 に 切 り 替 わ る こ と （ 相 変 異
） で あ る  (M. P. Jenningsら , Microbiology 1999, 145, 3013-3021)。 LOSが 示 す 相 変 異
は 、 防 御 抗 原 と し て LOSを 使 用 す る こ と に 基 づ い た 交 差 防 御 OMVま た は サ ブ ユ ニ ッ ト ワ ク チ
ン の 開 発 の 妨 げ と な っ て い る 。 例 え ば 、 MenBの H44/76株 の 場 合 、 L3免 疫 型 か ら L2免 疫 型 へ
（ ま た は そ の 逆 に ） 切 り 替 わ る 割 合 は 、 1000～ 5000の う ち １ つ と 推 定 さ れ る 。 L3構 造 体 に
対 し て 生 起 さ れ た 抗 体 は L2免 疫 型 を 認 識 す る こ と が で き ず 、 ま た 、 そ の 逆 も そ う で あ っ た
。 し た が っ て 、 一 定 し た 均 質 な LOS免 疫 型 を 有 す る LOSま た は ブ レ ブ 産 生 菌 株 を 維 持 す る こ
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と は 極 め て 難 し い こ と で あ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 は 、 上 記 問 題 の １ 以 上 を 改 善 す る た め の 方 法 を 提 供 し 、 ま た 、 防 御 抗 原 と し て の
髄 膜 炎 菌 性 LOS（ 特 に 、 外 膜 小 胞 上 に 提 示 さ れ る 場 合 ） に 基 づ い た 新 規 ワ ク チ ン を 製 造 す
る た め の 方 法 を 提 供 す る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ １ ５ 】

　 本 発 明 は 、 ナ イ セ リ ア 属 （ 好 ま し く は 、 髄 膜 炎 菌 性 ） の 疾 患 を 効 果 的 に 予 防 ま た は 治 療
す る た め の ワ ク チ ン 組 成 物 の 製 造 方 法 に 関 す る 。 本 発 明 の 方 法 は 、 固 定 さ れ た ま た は ロ ッ
ク さ れ た LOS免 疫 型 を 有 す る 遺 伝 子 操 作 さ れ た 髄 膜 炎 菌 株 を 作 製 す る こ と を 含 む 。 特 に 、 L
2お よ び L3 LOS免 疫 型 を 固 定 さ せ る 方 法 が 開 示 さ れ る 。 さ ら に 、 そ の よ う な 遺 伝 子 操 作 菌
株 か ら LOSま た は ブ レ ブ (bleb)を 調 製 す る た め の 方 法 、 な ら び に 、 前 記 LOSま た は ブ レ ブ を
調 製 し て 、 製 薬 上 許 容 さ れ る 賦 形 剤 と 混 合 す る ス テ ッ プ を 含 ん で な る 免 疫 原 性 組 成 物 の 製
造 方 法 も 包 含 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】

　 本 明 細 書 中 に 記 載 す る 刊 行 物 お よ び 特 許 ま た は 特 許 出 願 の 主 題 な ら び に そ の 中 に 開 示 さ
れ た 情 報 は 、 参 照 に よ り 本 明 細 書 中 に 組 み 入 れ る も の と す る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 「 リ ポ オ リ ゴ 糖 」 （ す な わ ち 「 LOS」 ） へ の 言 及 は 「 リ ポ 多 糖 」 す な わ ち 「 LPS」 を 指 す
こ と も あ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 明 細 書 中 で 用 い る 「 含 む 」 お よ び 「 含 ん で な る 」 と い う 用 語 は 、 全 て の 場 合 に お い て
、 「 か ら な る 」 と い う 用 語 と 任 意 に 置 き 換 え 可 能 で あ る こ と を 、 本 発 明 者 ら は 意 図 し て い
る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 種 々 の lgt遺 伝 子 を 含 む 遺 伝 子 座 は 、 末 端 LOS構 造 体 の 生 合 成 に 必 要 と さ れ る も の で あ る
 (そ の 配 列 は 当 技 術 分 野 で 知 ら れ て い る ；  M.P. Jenningsら , Microbiology 1999, 145, 
3013-3021お よ び そ こ に 引 用 さ れ た 参 考 文 献 ; J. Exp. Med. 180:2181-2190 [1994]; WO 9
6/10086を 参 照 さ れ た い )。 髄 膜 炎 菌 は 、 こ れ ら の 遺 伝 子 の い く つ か の 相 変 異 性 発 現 の 機 構
を 介 し て 、 発 現 さ れ る LOSの 免 疫 型 を 変 え る こ と が で き る 。 L3型 menB株 （ 例 え ば 、 MC58、 H
44/76） に お け る LOSの 相 変 異 性 発 現 は 、 lgtAの ホ モ ポ リ マ ー Gト ラ ク ト 領 域 に お け る 高 頻
度 の 突 然 変 異 に よ り 起 こ る 。 L2免 疫 型 と L3（ ま た は 他 の ） 免 疫 型 と の 主 な 相 違 点 は 、 第 2
の ヘ プ ト ー ス 上 に グ ル コ ー ス 残 基 が 有 る か 無 い か で あ る （ 図 １ ［ グ レ ー の 矢 印 が 相 変 異 を
示 す ］ お よ び 図 ２ を 参 照 の こ と ） 。 こ の 残 基 の 付 加 は lgtG遺 伝 子 産 物 に よ り 触 媒 さ れ る が
、 こ れ も 相 変 異 性 発 現 を 示 す 。 他 の 菌 株 （ 例 え ば 、 126E） は 、 追 加 の ガ ラ ク ト ー ス の 伸 長
を 触 媒 す る 第 3の 相 変 異 性 lgtC遺 伝 子 の 発 現 を 介 し て 、 そ の LOS糖 構 造 を L3免 疫 型 か ら L1免
疫 型 に 切 り 替 え る こ と が で き る  (図 １ お よ び 図 ３ ) (M.P. Jenningsら , Microbiology 199
9, 145, 3013-3021)。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 こ の 問 題 を 、 LOS免 疫 型 が 固 定 さ れ て い る （ す な わ ち 、 相 変 異 性 で な い
） ナ イ セ リ ア 属 ワ ク チ ン 産 生 株 を 作 製 す る 方 法 を 開 発 す る こ と に よ り 解 決 し た 。 し た が っ
て 、 第 １ の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 遺 伝 子 操 作 さ れ た ナ イ セ リ ア 属 （ 好 ま し く は 髄 膜 炎
菌 、 最 も 好 ま し く は 血 清 群 B） 菌 株 を 作 製 す る 方 法 を 提 供 し 、 こ の 方 法 は 、 相 変 異 性 LOS合
成 を 有 す る ナ イ セ リ ア 属 （ 好 ま し く は 髄 膜 炎 菌 ） 菌 株 を 遺 伝 子 操 作 し て 、 LOS発 現 を よ り
低 い 相 変 異 性 に す る （ 好 ま し く は 、 非 相 変 異 性 に す る 、 つ ま り 固 定 さ せ る ） ス テ ッ プ を 含
ん で な る 。 LOS免 疫 型 に 関 し て 「 低 下 し た 相 変 異 性 」 ま た は 「 よ り 低 い 相 変 異 性 」 と は 、 L
OS免 疫 型 ま た は 関 連 し た LOS免 疫 型 の 合 成 に 関 与 す る １ 以 上 （ 好 ま し く は 全 部 ） の 相 変 異
性 遺 伝 子 が よ り 低 い 相 変 異 性 に な る か 、 ま た は 固 定 さ れ 、 そ の 結 果 と し て 免 疫 型 間 で 切 り
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替 わ る 割 合 が 低 下 す る （ 好 ま し く は 、 2、 3、 5、 10も し く は 50分 の 1ま た は そ れ 以 下 に 低 下
す る ） こ と を 意 味 す る 。 LOS免 疫 型 に 関 し て 「 固 定 さ れ る 」 ま た は 「 非 相 変 異 性 」 と は 、 L
OS免 疫 型 ま た は 関 連 し た LOS免 疫 型 の 合 成 に 関 与 す る １ 以 上 （ 好 ま し く は 全 部 ） の 相 変 異
性 遺 伝 子 が 固 定 さ れ る か 、 ま た は 非 相 変 異 性 に な る こ と を 意 味 す る 。 LOS生 合 成 遺 伝 子 の
発 現 に 関 し て 「 低 下 し た 相 変 異 性 」 ま た は 「 よ り 低 い 相 変 異 性 」 と は 、 機 能 性 遺 伝 子 の 発
現 を オ ン と オ フ の 間 で 切 り 替 え る チ ャ ン ス が 低 下 す る （ 好 ま し く は 、 2、 3、 5、 10も し く
は 50分 の 1ま た は そ れ 以 下 に 低 下 す る ） こ と を 意 味 し 、 ま た 、 LOS生 合 成 遺 伝 子 の 発 現 に 関
し て 「 固 定 さ れ る 」 ま た は 「 非 相 変 異 性 」 と は 、 こ れ ま で 相 変 異 を 受 け や す い 遺 伝 子 が 、
機 能 性 遺 伝 子 の 発 現 の 非 部 位 特 異 的 ス イ ッ チ オ ン ま た は オ フ の バ ッ ク グ ラ ウ ン ド チ ャ ン ス
を 越 え て 相 変 異 を 受 け に く く な る こ と を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 具 体 的 な 実 施 形 態 に お い て 、 前 記 方 法 は 、 L2免 疫 型 を （ 好 ま し く は 、 排 他 的 に ） 有 す る
低 下 し た （ 好 ま し く は 、 非 ） 相 変 異 性 LOS（ 最 も 好 ま し く は 、 構 成 的 に 合 成 さ れ た LOS） を
も た ら す 。 こ れ は ど の よ う な 免 疫 型 の 菌 株 を 用 い て も （ 全 て の 適 切 な 遺 伝 子 を ス イ ッ チ オ
ン お よ び オ フ す る こ と に よ り ） 達 成 す る こ と が で き る が 、 本 発 明 の 方 法 を 行 う た め に は L2
菌 株 を 使 用 す る こ と が 好 適 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 好 ま し く は 、 か か る 方 法 は 、 lgtAお よ び ／ ま た は lgtG遺 伝 子 産 物 の 発 現 の 相 変 異 性 を 低
下 さ せ る （ 好 ま し く は 、 該 発 現 を 固 定 さ せ る ） （ す な わ ち 、 全 長 の 機 能 性 遺 伝 子 産 物 の 発
現 が 相 変 異 に よ り ス イ ッ チ オ フ さ れ な い よ う に 固 定 さ せ る － い ず れ か 一 方 ま た は 両 方 の 遺
伝 子 産 物 を 構 成 的 に 発 現 さ せ る ） こ と を 含 む 遺 伝 子 操 作 ス テ ッ プ を 含 ん で な る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 lgtAお よ び lgtG遺 伝 子 の い ず れ か 一 方 が 用 い る ナ イ セ リ ア 属 菌 株 に お い て も と も と 固 定
状 態 に あ る 場 合 は 、 ま だ 相 変 異 性 で あ る 遺 伝 子 の み を 操 作 す れ ば よ い こ と は 明 白 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 発 明 に お い て 、 固 定 は 構 成 的 に 発 現 さ れ る 遺 伝 子 の 一 方 ま た は 両 方 の 余 剰 の コ ピ ー を
菌 株 に 挿 入 す る （ と 同 時 に 、 好 ま し く は 、 野 生 型 コ ピ ー を 不 活 性 化 す る ） こ と に よ り 行 う
こ と が で き る が 、 こ の 方 法 は 前 記 遺 伝 子 の 野 生 型 コ ピ ー を 単 に 遺 伝 子 操 作 す る こ と よ り も
複 雑 な 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 好 ま し く は 、 lgtAお よ び lgtG遺 伝 子 産 物 の 一 方 ま た は 両 方 の 発 現 は 、 前 記 遺 伝 子 の オ ー
プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を イ ン フ レ ー ム で 維 持 し な が ら 、 各 遺 伝 子 の オ ー プ ン リ ー デ ィ
ン グ フ レ ー ム 内 の ホ モ ポ リ マ ー ヌ ク レ オ チ ド ト ラ ク ト （ Jenningsら  Microbiology 1999 1
45:3013参 照 ） の 長 さ を 短 縮 す る こ と で 相 変 異 性 が 低 下 さ れ る （ 好 ま し く は 、 固 定 さ れ る
） 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 lgtAオ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム 中 の ホ モ ポ リ マ ー Gト ラ ク ト に つ い て は 、 該 ト ラ ク
ト を 8個 、 よ り 好 ま し く は 2個 、 最 も 好 ま し く は 5個 連 続 し た Gヌ ク レ オ チ ド に ま で 短 縮 す る
こ と が 好 適 で あ る 。 驚 い た こ と に 、 5個 連 続 し た Gヌ ク レ オ チ ド を 有 す る 前 記 遺 伝 子 は 、 ト
ラ ク ト の 長 さ の 短 縮 な ら び に LgtA酵 素 機 能 の 保 持 に 関 し て 最 適 で あ っ た 。 し た が っ て 、 好
適 な 実 施 形 態 は 、 該 ト ラ ク ト の 5ヌ ク レ オ チ ド へ の 短 縮 を 、 以 下 で 説 明 す る よ う な 該 ト ラ
ク ト 内 の コ ド ン 使 用 頻 度 の 変 更 と 組 み 合 わ せ る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 lgtGオ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム 中 の ホ モ ポ リ マ ー Cト ラ ク ト に つ い て は 、 該 ト ラ ク
ト を 8個 、 5個 、 ま た は 2個 連 続 し た Cヌ ク レ オ チ ド に ま で 短 縮 す る こ と が 好 適 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 こ の よ う な ト ラ ク ト の 短 縮 は 、 一 般 的 に 、 短 縮 さ れ た ト ラ ク ト を 含 む プ ラ ス ミ ド 構 築 物
で 菌 株 を 形 質 転 換 し た 後 、 変 更 す べ き 菌 株 の ゲ ノ ム DNAと 該 プ ラ ス ミ ド と の 間 の 相 同 組 換
え （ WO 01/09350参 照 ） を 用 い て 容 易 に 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】

10

20

30

40

50

(10) JP 2006-500963 A 2006.1.12



　 こ れ と は 別 に （ ま た は こ れ に 加 え て ） 、 lgtA遺 伝 子 産 物 の 発 現 は 、 該 遺 伝 子 の オ ー プ ン
リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を イ ン フ レ ー ム で 維 持 し な が ら 、 lgtA遺 伝 子 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン
グ フ レ ー ム 内 の ホ モ ポ リ マ ー ヌ ク レ オ チ ド ト ラ ク ト の 配 列 を 以 下 の よ う に 変 え る こ と に よ
り 、 相 変 異 性 を 低 下 さ せ る （ 好 ま し く は 、 固 定 さ せ る ） こ と が で き る 。 す な わ ち 、 グ リ シ
ン を コ ー ド す る 1つ 以 上 の GGGコ ド ン が 、 グ リ シ ン を コ ー ド す る 他 の 任 意 の コ ド ン （ GGA、 G
GCま た は GGT） も し く は 保 存 的 突 然 変 異 を コ ー ド す る コ ド ン に 変 更 さ れ る よ う に 、 お よ び
／ ま た は セ リ ン を コ ー ド す る TCGコ ド ン （ 最 後 の Gが 該 ト ラ ク ト の 一 部 で あ る ） が 、 セ リ ン
を コ ー ド す る 他 の 任 意 の コ ド ン も し く は 保 存 的 突 然 変 異 を コ ー ド す る コ ド ン に 変 更 さ れ る
よ う に す る 。 例 え ば 、 5Gホ モ ポ リ マ ー ト ラ ク ト は 、 １ つ の GGGグ リ シ ン コ ド ン を ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 GGG(A/C/T)Gに 突 然 変 異 さ せ る こ と が 有 利 で あ り う る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 さ ら に 、 lgtG遺 伝 子 産 物 の 発 現 は 、 該 遺 伝 子 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を イ ン フ
レ ー ム で 維 持 し な が ら 、 lgtG遺 伝 子 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム 内 の ホ モ ポ リ マ ー ヌ
ク レ オ チ ド ト ラ ク ト の 配 列 を 以 下 の よ う に 変 え る こ と に よ り 、 択 一 的 に ま た は 追 加 的 に 相
変 異 性 を 低 下 さ せ る （ 好 ま し く は 、 固 定 さ せ る ） こ と が で き る 。 す な わ ち 、 プ ロ リ ン を コ
ー ド す る 1つ 以 上 の CCCコ ド ン が 、 プ ロ リ ン を コ ー ド す る 他 の 任 意 の コ ド ン （ CCA、 CCGま た
は CCT） も し く は 保 存 的 突 然 変 異 を コ ー ド す る コ ド ン に 変 更 さ れ る よ う に 、 お よ び ／ ま た
は ア ラ ニ ン を コ ー ド す る GCCコ ド ン （ 最 後 の CC対 が 該 ト ラ ク ト の 一 部 で あ る ） が 、 ア ラ ニ
ン を コ ー ド す る 他 の 任 意 の コ ド ン も し く は 保 存 的 突 然 変 異 を コ ー ド す る コ ド ン に 変 更 さ れ
る よ う に す る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 上 記 の 事 例 に お い て は 、 コ ド ン を 、 同 一 ア ミ ノ 酸 を コ ー ド す る コ ド ン で 置 換 す る こ と が
好 ま し い が 、 保 存 的 突 然 変 異 を 用 い る 場 合 に は 、 1)該 ト ラ ク ト を 構 成 す る 種 類 の 2個 ま た
は （ 好 ま し く は ） そ れ よ り 少 な い ヌ ク レ オ チ ド を 含 む コ ド ン を 選 択 す る こ と 、 お よ び 2)新
し い コ ー ド 化 ア ミ ノ 酸 が 保 存 的 突 然 変 異 で あ る こ と 、 が 好 適 で あ る 。 保 存 的 突 然 変 異 は 、
当 技 術 分 野 の 当 業 者 に 理 解 さ れ て い る が 、 好 ま し い 置 換 を 以 下 の 表 に 示 す 。
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 こ の よ う な 場 合 に は 、 ホ モ ポ リ マ ー ト ラ ク ト 中 の 2、 3、 ま た は 好 ま し く は 4つ の コ ド ン
を 変 更 す る こ と が 好 ま し く 、 同 一 の ア ミ ノ 酸 を コ ー ド す る よ う に 変 更 す る こ と が 最 も 好 ま
し い 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 発 明 の 上 記 方 法 の 組 合 せ （ ト ラ ク ト の 長 さ の 短 縮 お よ び ト ラ ク ト の コ ド ン 使 用 頻 度 の
変 更 ） を 用 い る と 、 lgtAお よ び ／ ま た は lgtG遺 伝 子 を 固 定 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 lg
tAト ラ ク ト を 5G残 基 に 短 縮 す る こ と と 、 グ リ シ ン を コ ー ド す る GGGコ ド ン の 1つ を グ リ シ ン
を コ ー ド す る 他 の 3つ の コ ド ン の 1つ に 置 換 す る こ と ［ GGG(A/C/T)Gの 最 終 ト ラ ク ト ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 を も た ら す ］ の 両 方 を 行 う 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 有 利 な 実 施 形 態 に お い て 、 lgtA遺 伝 子 産 物 の 発 現 は 、 該 遺 伝 子 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ
フ レ ー ム を イ ン フ レ ー ム で 維 持 し な が ら 、 lgtA遺 伝 子 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム 内
の ホ モ ポ リ マ ー Gヌ ク レ オ チ ド ト ラ ク ト の 長 さ を 2個 ま た は 5個 連 続 し た Gヌ ク レ オ チ ド に 短
縮 す る こ と に よ り 固 定 さ れ 、 か つ lgtG遺 伝 子 産 物 の 発 現 は 、 該 遺 伝 子 の オ ー プ ン リ ー デ ィ
ン グ フ レ ー ム を イ ン フ レ ー ム で 維 持 し な が ら 、 lgtG遺 伝 子 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー
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ム 内 の ホ モ ポ リ マ ー ヌ ク レ オ チ ド ト ラ ク ト の 配 列 を 、 プ ロ リ ン を コ ー ド す る 1、 2ま た は 3
つ の CCCコ ド ン が プ ロ リ ン を コ ー ド す る 他 の 任 意 の コ ド ン （ CCA、 CCGま た は CCT） も し く は
保 存 的 突 然 変 異 を コ ー ド す る コ ド ン に 変 更 さ れ る よ う に 、 お よ び ／ ま た は ア ラ ニ ン を コ ー
ド す る GCCコ ド ン が ア ラ ニ ン を コ ー ド す る 他 の 任 意 の コ ド ン も し く は 保 存 的 突 然 変 異 を コ
ー ド す る コ ド ン に 変 更 さ れ る よ う に 変 え る こ と に よ り 固 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 さ ら に 具 体 的 な 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の 方 法 は 、 L3免 疫 型 を （ 好 ま し く は 、 排 他 的 に ）
有 す る 低 下 し た （ 好 ま し く は 、 非 ） 相 変 異 性 LOS（ 最 も 好 ま し く は 、 構 成 的 に 合 成 さ れ た L
OS） を も た ら す 。 こ れ は ど の よ う な 免 疫 型 の 菌 株 を 用 い て も （ 全 て の 適 切 な 遺 伝 子 を ス イ
ッ チ オ ン お よ び オ フ す る こ と に よ り ） 達 成 す る こ と が で き る が 、 本 発 明 の 方 法 を 行 う た め
に は L3菌 株 を 使 用 す る こ と が 好 適 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 上 述 し た よ う に 、 本 明 細 書 に お い て 、 「 L3」 へ の 言 及 は す べ て 、 同 一 の （ ま た は 免 疫 学
的 に 区 別 で き な い ） 糖 鎖 構 造 を 有 す る 「 L3,7,9」 、 「 L3」 、 「 L7」 お よ び 「 L9」 免 疫 型 へ
の 言 及 を 指 し て い る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 こ の 方 法 に お い て 、 遺 伝 子 操 作 ス テ ッ プ は 、 好 ま し く は 、 lgtA遺 伝 子 産 物 の 発 現 の 相 変
異 性 を 低 下 さ せ る （ 好 ま し く は 、 該 発 現 を 固 定 さ せ る ） ［ 好 ま し く は 、 全 長 の 機 能 性 産 物
の 発 現 が 相 変 異 に よ り ス イ ッ チ オ フ さ れ な い よ う に す る （ す な わ ち 、 上 記 の よ う に 構 成 的
に 発 現 さ れ る よ う に す る ） ］ こ と 、 お よ び ／ ま た は lgtG遺 伝 子 か ら の 機 能 性 遺 伝 子 産 物 の
発 現 を 永 久 的 に ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン さ せ る こ と を 含 ん で な る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 「 機 能 性 遺 伝 子 産 物 の 発 現 を ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン さ せ る 」 と は 、 該 遺 伝 子 の プ ロ モ
ー タ ー ま た は オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム に 対 し て 付 加 、 欠 失 ま た は 置 換 を 行 っ て 、 全
体 的 な 遺 伝 子 産 物 の 生 合 成 活 性 が （ 60、 70、 80、 90、 95、 ま た は 最 も 好 ま し く は 100％ ）
低 下 す る よ う に な る こ と を 意 味 す る 。 明 ら か に 、 フ レ ー ム シ フ ト 突 然 変 異 を 導 入 し た り 、
よ り 弱 い プ ロ モ ー タ ー に 置 換 し た り す る こ と が 可 能 で あ る が 、 最 も 好 ま し く は 、 オ ー プ ン
リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム お よ び ／ ま た は プ ロ モ ー タ ー の 大 部 分 ま た は 全 部 を 欠 失 さ せ て 、 該
遺 伝 子 産 物 の 永 久 的 な ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン を 確 実 な も の と す る 。 遺 伝 子 を ダ ウ ン レ ギ
ュ レ ー シ ョ ン さ せ る た め の 他 の 方 法 に つ い て は 、 WO 01/09350を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 明 白 な こ と で あ る が 、 lgtA発 現 が 改 変 す べ き 野 生 型 髄 膜 炎 菌 株 に お い て も と も と 固 定 さ
れ て い る か 、 ま た は lgtG発 現 が も と も と ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン さ れ て い る 場 合 は 、 免 疫
型 を 固 定 さ せ る 必 要 が あ る 遺 伝 子 の み を 操 作 す れ ば よ い 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 本 発 明 の 方 法 に お い て 、 固 定 は 、 構 成 的 に 発 現 さ れ る lgtA遺 伝 子 の 余 剰 の コ ピ ー を 生 物
に 挿 入 す る （ と 同 時 に 、 好 ま し く は 野 生 型 コ ピ ー を 不 活 性 化 す る ） こ と に よ り 行 う こ と が
で き る が 、 こ の 方 法 は 1以 上 の 野 生 型 遺 伝 子 の コ ピ ー を 単 に 操 作 す る よ り も 複 雑 で あ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 lgtA遺 伝 子 産 物 の 発 現 は 、 上 述 し た よ う に 、 該 遺 伝 子 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム
を イ ン フ レ ー ム で 維 持 し な が ら 、 該 遺 伝 子 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム 内 の ホ モ ポ リ
マ ー ヌ ク レ オ チ ド ト ラ ク ト の 長 さ を 短 縮 す る （ 好 ま し く は 、 lgtAオ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ
レ ー ム 内 の ホ モ ポ リ マ ー Gト ラ ク ト を 8個 、 よ り 好 ま し く は 2個 、 最 も 好 ま し く は 5個 連 続 し
た Gヌ ク レ オ チ ド に 短 縮 す る ） こ と に よ り 、 お よ び ／ ま た は 、 該 遺 伝 子 の オ ー プ ン リ ー デ
ィ ン グ フ レ ー ム を イ ン フ レ ー ム で 維 持 し な が ら 、 グ リ シ ン を コ ー ド す る 1つ 以 上 の GGGコ ド
ン が グ リ シ ン を コ ー ド す る 他 の 任 意 の コ ド ン も し く は 保 存 的 突 然 変 異 を コ ー ド す る コ ド ン
に 変 更 さ れ る よ う に 、 お よ び ／ ま た は セ リ ン を コ ー ド す る TCGコ ド ン が セ リ ン を コ ー ド す
る 他 の 任 意 の コ ド ン も し く は 保 存 的 突 然 変 異 を コ ー ド す る コ ド ン に 変 更 さ れ る よ う に 、 lg
tA遺 伝 子 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム 内 の ホ モ ポ リ マ ー ヌ ク レ オ チ ド ト ラ ク ト の 配 列
を 変 え る こ と に よ り 、 よ り 低 い 相 変 異 性 に す る （ 好 ま し く は 固 定 さ せ る ） こ と が で き る 。
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例 え ば 、 5Gホ モ ポ リ マ ー ト ラ ク ト は 、 1つ の GGGグ リ シ ン コ ド ン を ヌ ク レ オ チ ド 配 列 GGG(A/
C/T)Gに 突 然 変 異 さ せ る こ と が 有 利 で あ り う る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 本 発 明 の 上 記 方 法 の 組 合 せ （ ト ラ ク ト の 長 さ の 短 縮 お よ び ト ラ ク ト の コ ド ン 利 用 頻 度 の
変 更 ） を 用 い て lgtA遺 伝 子 を 固 定 さ せ る こ と が で き る 。 例 え ば 、 lgtAト ラ ク ト を 5G残 基 に
短 縮 す る と と も に 、 グ リ シ ン を コ ー ド す る GGGコ ド ン の 1つ を 、 グ リ シ ン を コ ー ド す る 他 の
3つ の コ ド ン の う ち の 1つ に 置 換 す る ［ 最 終 ト ラ ク ト ヌ ク レ オ チ ド 配 列 GGG(A/C/T)Gを も た
ら す ］ 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 好 ま し く は 、 lgtG遺 伝 子 か ら の 機 能 性 遺 伝 子 産 物 の 発 現 が ス イ ッ チ オ フ さ れ る （ す な わ
ち 、 突 然 変 異 後 は lgtG遺 伝 子 産 物 の 生 合 成 活 性 が 皆 無 で あ る か 、 無 視 で き る 程 度 で あ る ）
。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 有 利 な 実 施 形 態 に お い て は 、 lgtA遺 伝 子 産 物 の 発 現 を 、 該 遺 伝 子 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン
グ フ レ ー ム を イ ン フ レ ー ム で 維 持 し な が ら 、 該 遺 伝 子 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム 内
の ホ モ ポ リ マ ー Gヌ ク レ オ チ ド ト ラ ク ト の 長 さ を 5個 ま た は 2個 連 続 し た Gヌ ク レ オ チ ド に 短
縮 す る こ と に よ り 固 定 し 、 か つ lgtG遺 伝 子 か ら の 機 能 性 遺 伝 子 産 物 の 発 現 を 、 該 遺 伝 子 の
プ ロ モ ー タ ー お よ び ／ ま た は オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム の 全 部 ま た は 一 部 を 欠 失 さ せ
る こ と に よ り ス イ ッ チ オ フ す る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 改 変 す べ き 髄 膜 炎 菌 株 が lgtC遺 伝 子 を 有 す る 場 合 （ 例 え ば 、 126E株 ） 、 本 発 明 の 方 法 は
、 lgtC遺 伝 子 か ら の 機 能 性 遺 伝 子 産 物 の 発 現 を （ 好 ま し く は 、 該 遺 伝 子 を ス イ ッ チ オ フ す
る こ と で 、 最 も 好 ま し く は 、 該 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー お よ び ／ ま た は オ ー プ ン リ ー デ ィ ン
グ フ レ ー ム の 全 部 ま た は 一 部 を 欠 失 さ せ る こ と で ） 永 久 的 に ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン す る
こ と を 含 む 遺 伝 子 操 作 ス テ ッ プ を 有 す る こ と が 好 適 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 潜 在 的 な 安 全 性 と の 関 係 か ら 、 上 記 方 法 を 拡 張 す る こ と が 有 利 で あ り う る 。 L3ま た は L2
 LOSに 対 す る 抗 体 の 安 全 性 は 、 ヒ ト ・ グ リ コ ス フ ィ ン ゴ リ ピ ド 中 に 存 在 す る ラ ク ト -N-ネ
オ テ ト ラ オ ー ス オ リ ゴ 糖 基 （ Galβ 1-4GlcNAcβ 1-3Galβ 1-4Glcβ 1- ; 図 1～ 3） と 類 似 す
る 構 造 の 存 在 ゆ え に 、 問 題 を 提 起 し て き た 。 大 多 数 の 人 々 は 、 残 留 量 の L3 LOSを 含 有 す る
デ オ キ シ コ ー ル 酸 抽 出 小 胞 ワ ク チ ン を 安 全 に 接 種 す る こ と が で き る が （ G. Bjuneら , Lanc
et (1991), 338, 1093-1096; GVG. Sierraら , NIPH ann (1991), 14, 195-210)、 LOSが 本
明 細 書 中 で 述 べ た 抗 原 と し て 保 持 さ れ る 場 合 は 、 LOS糖 構 造 の 末 端 部 分 の 欠 失 が ヒ ト 組 織
の 表 面 に あ る 構 造 と の 抗 LOS免 疫 応 答 の 交 差 反 応 を 防 止 す る 上 で 有 利 で あ る 、 こ と を 本 発
明 者 ら は 見 出 し た 。 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て 、 lgtB遺 伝 子 を 不 活 性 化 さ せ る と 、 末 端 ガ
ラ ク ト ー ス 残 基 と シ ア ル 酸 が 存 在 し な い 中 間 体 LOS構 造 が 得 ら れ る （ 図 1～ 3参 照 ； 突 然 変
異 に よ っ て 、 L2お よ び L3 LOS中 に 4GlcNAcβ 1-3Galβ 1-4Glcβ 1-構 造 が 残 さ れ る ） 。 こ の
よ う な 中 間 体 は 、 L3を 固 定 （ lgtAを オ ン に 固 定 お よ び ／ ま た は lgtGを オ フ に 固 定 ） し か つ
L2を 固 定 （ lgtAお よ び ／ ま た は lgtGを オ ン に 固 定 ） し た LOS菌 株 に お い て 得 る こ と が で き
る 。 LOSの あ ま り 好 ま し い と は 言 え な い （ 短 い ） 別 の バ ー ジ ョ ン は 、 lgtE遺 伝 子 を 消 失 さ
せ る こ と に よ り 得 ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 し た が っ て 、 上 記 方 法 は ま た 、 lgtBま た は lgtE遺 伝 子 か ら の 機 能 性 遺 伝 子 産 物 の 発 現 を
、 好 ま し く は 該 遺 伝 子 を ス イ ッ チ オ フ す る こ と で 、 最 も 好 ま し く は 該 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ
ー お よ び ／ ま た は オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム の 全 部 ま た は 一 部 を 欠 失 さ せ る こ と で 、
（ 好 ま し く は 、 永 久 的 に ） ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン す る こ と を 含 む 遺 伝 子 操 作 ス テ ッ プ を
有 す る 。 菌 株 を lgtB - に す る こ と を 含 む 方 法 が 最 も 好 適 で あ る 。 と い う の は 、 本 発 明 者 ら
は 、 殺 菌 性 （ さ ら に は 交 差 殺 菌 性 ） の 抗 体 応 答 を 依 然 引 き 出 す こ と が で き る L2ま た は L3 L
OSの 防 御 オ リ ゴ 糖 エ ピ ト ー プ を ま だ 保 持 さ せ な が ら 安 全 性 の 問 題 を 解 決 す る た め に は 、 こ
れ が 最 適 な ト ラ ン ケ ー シ ョ ン で あ る こ と を 見 出 し た か ら で あ る 。
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【 ０ ０ ４ ８ 】
　 本 発 明 の 方 法 で 用 い る 菌 株 は 莢 膜 多 糖 体 を 合 成 す る 能 力 を も た な い こ と が 好 ま し い 。 そ
う で な い 場 合 は 、 莢 膜 多 糖 体 の 生 産 に と っ て 非 常 に 重 要 な 機 能 性 遺 伝 子 産 物 の 発 現 を ダ ウ
ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン さ せ る 追 加 の ス テ ッ プ を 含 め る こ と が 有 利 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 上 記 方 法 が 野 生 型 の 髄 膜 炎 菌 B株 を 必 要 と す る 場 合 、 上 記 方 法 の 遺 伝 子 操 作 ス テ ッ プ は
、 siaD遺 伝 子 か ら の 機 能 性 遺 伝 子 産 物 の 発 現 を 、 好 ま し く は 該 遺 伝 子 を ス イ ッ チ オ フ す る
こ と で 、 最 も 好 ま し く は 該 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー お よ び ／ ま た は オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ
レ ー ム の 全 部 ま た は 一 部 を 欠 失 さ せ る こ と で 、 永 久 的 に ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン す る こ と
を 含 む こ と が 好 ま し い 。 こ の よ う な 不 活 性 化 は WO 01/09350に も 記 載 さ れ て い る 。 siaD（ s
ynDと し て も 知 ら れ る ） の 突 然 変 異 は 、 莢 膜 多 糖 体 か ら ヒ ト に 類 似 し た エ ピ ト ー プ を 除 去
す る こ と が で き る 多 く の 突 然 変 異 の う ち で 最 も 有 利 で あ る 。 そ の 理 由 は 、 そ れ が LOSの 防
御 エ ピ ト ー プ の 生 合 成 に 何 の 影 響 も 及 ぼ さ な い 突 然 変 異 の 一 つ で あ る か ら で あ る 。 し た が
っ て 、 こ れ は 、 防 御 抗 原 と し て LOSを 最 終 的 に 使 用 す る こ と に し て お り か つ 細 菌 の 増 殖 に
最 小 の 効 果 し か 与 え な い 方 法 に お い て 有 利 で あ る 。 最 も 好 ま し く は 、 本 発 明 の 方 法 で は 、
lgtBお よ び siaD遺 伝 子 が ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン ま た は 不 活 性 化 さ れ て い る 髄 膜 炎 菌 B突
然 変 異 株 （ 好 ま し く は 、 lgtB -  siaD -  株 ） を 利 用 す る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 siaD -  突 然 変 異 は 上 記 の 理 由 の た め に 好 ま し い も の で あ る が 、 髄 膜 炎 菌 B（ ま た は 一 般
的 に は 髄 膜 炎 菌 ） 莢 膜 多 糖 体 の 合 成 を ス イ ッ チ オ フ す る 他 の 突 然 変 異 も 本 発 明 の 方 法 に お
い て 使 用 す る こ と が で き る 。 か く し て 、 ブ レ ブ 産 生 株 を 遺 伝 子 操 作 し て 、 次 の 遺 伝 子 、 す
な わ ち ctrA、 ctrB、 ctrC、 ctrD、 synA (synXお よ び siaAに 相 当 )、 synB (siaBに 相 当 ) ま
た は synC (siaCに 相 当 )の う ち 1つ 以 上 か ら の 機 能 性 遺 伝 子 産 物 の 発 現 を 、 好 ま し く は 該 遺
伝 子 を ス イ ッ チ オ フ す る こ と で 、 最 も 好 ま し く は 該 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー お よ び ／ ま た は
オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム の 全 部 ま た は 一 部 を 欠 失 さ せ る こ と で 、 永 久 的 に ダ ウ ン レ
ギ ュ レ ー シ ョ ン さ せ る こ と が で き る 。 lgtE -  突 然 変 異 を こ れ ら の 突 然 変 異 の 1つ 以 上 と 組
み 合 わ せ て も よ い 。 好 ま し く は 、 lgtB -  突 然 変 異 を こ れ ら の 突 然 変 異 の 1つ 以 上 と 組 み 合
わ せ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 lgtBお よ び lgtEを は じ め と す る 各 種 lgt遺 伝 子 を 含 む ナ イ セ リ ア 属 遺 伝 子 座 お よ び そ の
配 列 は 当 技 術 分 野 で 公 知 で あ る  (M.P. Jenningsら , Microbiology 1999, 145, 3013-3021
な ら び に そ こ に 引 用 さ れ た 参 考 文 献 ; J. Exp. Med. 180:2181-2190 [1994]; WO 96/10086
を 参 照 さ れ た い )。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 本 発 明 の 方 法 は ま た 、 LOSを よ り 低 毒 性 に す る ス テ ッ プ を 含 む こ と が で き る 。 こ れ は 天
然 OMVに よ る 鼻 腔 内 免 疫 に は 必 要 で な い が  (J.J. Drabickら , Vaccine (2000), 18, 160-1
72)、 非 経 口 ワ ク チ ン 接 種 に は 無 毒 化 が あ る 利 点 を 提 供 す る と 考 え ら れ る 。 LOSは リ ピ ド A
の 生 合 成 に 関 係 す る 遺 伝 子 の 突 然 変 異 ／ 修 飾 ／ 不 活 性 化 に よ り 遺 伝 的 に 無 毒 化 す る こ と が
で き 、 例 え ば 、 msbBお よ び ／ ま た は htrB遺 伝 子 か ら の 機 能 性 遺 伝 子 産 物 の 発 現 を 、 好 ま し
く は 該 遺 伝 子 を ス イ ッ チ オ フ す る こ と で 、 最 も 好 ま し く は 該 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー お よ び
／ ま た は オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム の 全 部 ま た は 一 部 を 欠 失 さ せ る こ と で 、 ダ ウ ン レ
ギ ュ レ ー シ ョ ン さ せ る こ と に よ り LOSの 無 毒 化 を 行 う 。 こ れ と は 別 に （ ま た は こ れ に 加 え
て ） 、 次 の 遺 伝 子 、 す な わ ち pmrA、 pmrB、 pmrEお よ び pmrF、 の 1つ 以 上 を （ よ り 強 力 な プ
ロ モ ー タ ー を 導 入 す る か 、 ま た は 該 遺 伝 子 の 過 剰 コ ピ ー を 組 み 込 む こ と に よ り ） ア ッ プ レ
ギ ュ レ ー シ ョ ン さ せ て も よ い 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 上 記 無 毒 化 法 、 関 連 す る プ ロ モ ー タ ー ／ 遺 伝 子 配 列 、 な ら び に ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン
お よ び ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン 方 法 に 関 す る 詳 細 に つ い て は 、 WO 01/09350を 参 照 さ れ た
い 。 ナ イ セ リ ア 属 の msbBお よ び htrB遺 伝 子 は そ れ ぞ れ lpxL1お よ び lpxL2と も 呼 ば れ て お り
（ WO 00/26384参 照 ） 、 こ れ ら の 遺 伝 子 の 欠 失 突 然 変 異 は 、 表 現 型 的 に 、 msbB - 突 然 変 異 LO

10

20

30

40

50

(14) JP 2006-500963 A 2006.1.12



Sが 野 生 型 と 比 較 し て 1つ の 第 2ア シ ル 鎖 を 失 っ て お り （ そ し て 4つ の 第 1ア シ ル 鎖 と 1つ の 第
2ア シ ル 鎖 を 保 持 し て お り ） 、 htrB - 突 然 変 異 LOSが 両 方 の 第 2ア シ ル 鎖 を 失 っ て い る こ と に
よ り 特 徴 づ け ら れ る 。 か か る 突 然 変 異 は 、 ブ レ ブ 上 へ の 無 毒 化 さ れ た LOSの 最 適 な 提 示 を
確 実 に す る た め に 、 あ る い は 無 毒 化 さ れ た サ ブ ユ ニ ッ ト LOSの 精 製 を 容 易 に す る た め に 、
ナ イ セ リ ア 属 産 生 株 が 莢 膜 多 糖 体 欠 損 性 と な る こ と を 確 実 に す る 突 然 変 異 （ 上 記 参 照 ） と
組 み 合 わ せ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 態 様 は 、 上 述 し た 本 発 明 の 方 法 に よ り 、 低 下 し た 相 変 異 性 の （ 好 ま し
く は 、 固 定 さ れ た ） L2免 疫 型 を 有 す る 遺 伝 子 操 作 ナ イ セ リ ア 属 菌 株 を 作 製 し 、 得 ら れ た 菌
株 か ら L2 LOSを 単 離 す る ス テ ッ プ を 含 ん で な る L2 LOSの 単 離 方 法 で あ る 。 こ の 方 法 に は 、
さ ら に 有 利 な ス テ ッ プ を 追 加 す る こ と が で き 、 す な わ ち 、 T細 胞 エ ピ ト ー プ 源 を 含 む 担 体
（ LOSを よ り 良 好 な 免 疫 原 に す る ） に L2 LOSを コ ン ジ ュ ゲ ー ト さ せ る ス テ ッ プ 、 お よ び ／
ま た は L2 LOSを 当 技 術 分 野 で 公 知 （ 例 え ば 、 WO 96/40063と そ こ に 引 用 さ れ た 参 考 文 献 参
照 ） の リ ポ ソ ー ム 製 剤 と し て 提 示 さ せ る ス テ ッ プ で あ る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 細 菌 か ら の LOSの 単 離 方 法 は 当 技 術 分 野 で 公 知 で あ る  (例 え ば 、 Wesphal & Jannの 温 水 -
フ ェ ノ ー ル 法  [Meth. Carbo. Chem. 1965, 5:83-91]を 参 照 さ れ た い )。 ま た 、 Galanosら .
 1969, Eur J Biochem 9:245-249お よ び Wuら . 1987, Anal Bio Chem 160:281-289も 参 照
さ れ た い 。 単 離 さ れ た LOSを コ ン ジ ュ ゲ ー ト さ せ る 技 法 も 知 ら れ て い る  (例 え ば 、 参 考 と
し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る EP 941738を 参 照 さ れ た い ） 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 本 発 明 に と っ て 、 「 T細 胞 エ ピ ト ー プ 源 を 含 む 担 体 」 は 通 常 は ペ プ チ ド 、 好 ま し く は ポ
リ ペ プ チ ド ま た は タ ン パ ク 質 で あ る 。 コ ン ジ ュ ゲ ー シ ョ ン 方 法 は 当 技 術 分 野 で 公 知 で あ る
。 代 表 的 な 担 体 と し て は 、 型 別 不 能 な H. influenzae由 来 の プ ロ テ イ ン D、 破 傷 風 ト キ ソ イ
ド 、 ジ フ テ リ ア ト キ ソ イ ド 、 CRM197、 ま た は ブ レ ブ （ 特 に ナ イ セ リ ア 属 ま た は 髄 膜 炎 菌 の
も の ） 調 製 物 中 に 存 在 す る 外 膜 タ ン パ ク 質 が 挙 げ ら れ る 。 好 ま し く は 、 LOSの オ リ ゴ 糖 部
分 が コ ン ジ ュ ゲ ー ト さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 同 様 に 、 本 発 明 の さ ら に 別 の 態 様 は 、 上 述 し た 本 発 明 の 方 法 に よ り 、 低 下 し た 相 変 異 性
の （ 好 ま し く は 、 固 定 さ れ た ） L3免 疫 型 を 有 す る 遺 伝 子 操 作 髄 膜 炎 菌 株 を 作 製 し 、 得 ら れ
た 菌 株 か ら L3 LOSを 単 離 す る ス テ ッ プ を 含 ん で な る L3 LOSの 単 離 方 法 で あ る 。 こ の 方 法 に
は 、 さ ら に 有 利 な ス テ ッ プ を 追 加 す る こ と が で き 、 す な わ ち 、 T細 胞 エ ピ ト ー プ 源 を 含 む
担 体 に L3 LOSを コ ン ジ ュ ゲ ー ト さ せ る ス テ ッ プ 、 お よ び ／ ま た は L3 LOSを リ ポ ソ ー ム 製 剤
と し て 提 示 さ せ る ス テ ッ プ で あ る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 低 下 し た 相 変 異 性 を 有 す る 菌 株 か ら LOSを 単 離 す る こ と を 含 む 本 発 明 の 方 法 の 場 合 、 こ
の 方 法 の 一 部 と し て LOSを 無 毒 化 す る こ と が 好 ま し い 。 こ れ は LOS分 子 か ら ア シ ル 鎖 を 除 去
す る ヒ ド ラ ジ ン ま た は ア ル カ リ 加 水 分 解 化 学 的 処 理 の 公 知 方 法 に よ り 行 う こ と が で き る （
し か し 、 こ の 方 法 は 該 分 子 の 防 御 効 力 を 低 下 さ せ る こ と が あ る ） が 、 htrB - お よ び ／ ま た
は msbB - 髄 膜 炎 菌 突 然 変 異 体 （ 上 記 の と お り ； 特 に 莢 膜 多 糖 体 マ イ ナ ス 株 ） か ら LOSを 単 離
す る こ と に よ り 、 あ る い は 単 離 さ れ た LOSに ポ リ ミ キ シ ン Bの 非 毒 性 ペ プ チ ド 機 能 性 等 価 物
［ リ ピ ド Aに 対 し て 高 い 親 和 性 を 有 す る 分 子 ］ 、 特 に SAEP 2を 添 加 す る こ と に よ り 行 う こ
と が 好 ま し い 。 本 発 明 の 方 法 で 用 い る こ と の で き る ポ リ ミ キ シ ン Bの 非 毒 性 ペ プ チ ド 機 能
性 等 価 物 、 特 に ペ プ チ ド SAEP 2（ 2個 の シ ス テ イ ン が ジ ス ル フ ィ ド 橋 を 形 成 す る 場 合 は 、
配 列 KTKCKFLKKCの ペ プ チ ド ） の 使 用 の さ ら な る 詳 細 に つ い て は 、 WO 93/14115、 WO 95/033
27、 Velucchiら  (1997) J Endotoxin Res 4: 1-12、 お よ び EP 976402を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 固 定 さ れ た LOSを 単 離 す る 本 発 明 の 方 法 が LOSを リ ポ ソ ー ム に 導 入 す る 場 合 は 、 外 膜 タ ン
パ ク 質 を 任 意 で 添 加 し て も よ く 、 そ の よ う な 外 膜 タ ン パ ク 質 に LOSを リ ポ ソ ー ム 内 で コ ン
ジ ュ ゲ ー ト さ せ る と 、 該 オ リ ゴ 糖 を T依 存 性 抗 原 と す る こ と が で き る 。 こ れ は 以 下 に 記 載
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す る ブ レ ブ 内 LOS架 橋 に つ い て 述 べ る の と 同 様 の 化 学 を 用 い て 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 態 様 は 、 上 述 し た 本 発 明 の 方 法 に よ り 、 低 下 し た 相 変 異 性 の （ 好 ま し
く は 、 固 定 さ れ た ） L2ま た は L3免 疫 型 を 有 す る 遺 伝 子 操 作 髄 膜 炎 菌 株 を 作 製 し 、 得 ら れ た
菌 株 か ら ブ レ ブ を 単 離 す る ス テ ッ プ を 含 ん で な る 、 L2ま た は L3 LOS免 疫 型 を 有 す る 髄 膜 炎
菌 性 ブ レ ブ の 単 離 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 外 膜 小 胞 （ Outer Membrane Vesicles: OMVま た は ブ レ ブ ） は 、 多 く の 公 知 技 法 に よ り 単
離 す る こ と が で き る  (Fredriksenら , NIPH Annals (1991), 14, 67-79; Zollingerら , J.
 Clin Invest (1979), 63, 836-848; Saundersら , Infect Immun (1999), 67, 113-119; 
J.J. Drabickら , Vaccine (1999), 18, 160-172)。 こ れ ら は 2つ の グ ル ー プ に 大 別 さ れ 、
す な わ ち 、 髄 膜 炎 菌 か ら ブ レ ブ を 抽 出 す る た め に デ オ キ シ コ ー ル 酸 （ 約 0.5％ ） を 使 用 す
る 技 法 お よ び デ オ キ シ コ ー ル 酸 (DOC)を 低 レ ベ ル で 使 用 す る か ま た は 全 く 使 用 し な い 技 法
で あ る 。 DOCフ リ ー の 方 法 に よ り 得 ら れ る ブ レ ブ は 、 OMV中 に 高 レ ベ ル の LOSを 保 持 す る と
い う 興 味 深 い 特 徴 を 有 し 、 こ れ は LOSが 防 御 抗 原 で あ る ワ ク チ ン に お い て 有 利 で あ る 。 DOC
抽 出 ブ レ ブ と 比 較 し て 、 DOCフ リ ー の 方 法 で 得 ら れ た OMV中 の L3 Agsの 濃 度 は 、 lgtAの 固 定
を 考 慮 に 入 れ て も 、 お よ そ 10倍 高 い 。 こ の 理 由 の た め に 、 ブ レ ブ を 調 製 す る た め の 界 面 活
性 剤 フ リ ー （ 好 ま し く は 、 DOCフ リ ー ） の 方 法 が 本 発 明 の 方 法 に お い て 好 適 で あ る が 、 低
レ ベ ル の 界 面 活 性 剤 （ 好 ま し く は 、 DOC） を 含 む バ ッ フ ァ ー を 用 い た 抽 出 も 次 の 点 で 有 利
で あ り う る 。 つ ま り 、 こ の ス テ ッ プ は 、 堅 く 相 互 作 用 し て い る LOSを ブ レ ブ 中 に 残 す が 、
よ り 毒 性 の 高 い 、 ゆ る く 保 持 さ れ た LOSを 取 り 除 く と 思 わ れ る 点 で あ る 。 典 型 的 に は 、 ブ
レ ブ の 調 製 の た め に 0～ 0.5％ 、 好 ま し く は 0.02～ 0.4％ 、 0.04～ 3％ ま た は 0.06～ 2％ の 界
面 活 性 剤 （ 好 ま し く は DOC） を 用 い る が 、 よ り 好 ま し く は 0.08～ 0.15％ 、 最 も 好 ま し く は
お よ そ 0.1％ ま た は 正 確 に 0.1％ を 用 い て ブ レ ブ 中 に 安 定 に 存 在 す る 最 適 量 の LOSを 得 る 。 L
OSが 上 で 詳 述 し た 1つ 以 上 の 方 法 で 無 毒 化 さ れ て い る 場 合 は 、 DOCフ リ ー （ ま た は 低 レ ベ ル
の DOC、 す な わ ち 0.3％ ま た は そ れ 以 下 （ 好 ま し く は 0.05～ 0.2％ ） の DOC） 抽 出 法 が 特 に 好
適 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 本 発 明 の 方 法 で 単 離 さ れ た ブ レ ブ の LOS含 有 量 は 、 標 準 と し て 精 製 LOSを 用 い る SDS-PAGE
電 気 泳 動 後 の 銀 染 色 に よ り 測 定 し て 、 3～ 30％ 、 5～ 25％ 、 10～ 25％ 、 最 も 好 ま し く は お よ
そ 20％ ま た は 正 確 に 20％ の LOS含 有 量 と す る こ と が 好 適 で あ る  (Tsai, J. Biol. Standard
ization (1986) 14:25-33に 記 載 さ れ る 方 法 を 参 照 さ れ た い )。 こ の 方 法 で 標 準 と し て Nmen
 L3 LOSを 用 い る と 、 一 般 に 、 0.1% DOCで 抽 出 し た Nmen L3免 疫 型 ブ レ ブ 中 の LOS含 有 量 は
約 20% LOSと な り 、 0.2% DOCで 抽 出 す る と 約 15% LOS、 0.3% DOCで 抽 出 す る と 約 10% LOS、 0
.5% DOCで 抽 出 す る と 約 5% LOSと な る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 本 発 明 の 上 記 ブ レ ブ 単 離 方 法 は 、 L2ま た は L3 LOSを 、 や は り ブ レ ブ 調 製 物 中 に 存 在 す る
外 膜 タ ン パ ク 質 （ 例 え ば 、 PorAま た は PorB） に そ の 場 で コ ン ジ ュ ゲ ー ト さ せ る 追 加 の 有 利
な ス テ ッ プ を 含 む こ と が で き る 。 か く し て 、 本 発 明 の さ ら な る 態 様 は 、 単 離 さ れ た ブ レ ブ
調 製 物 を （ 内 在 性 の 外 膜 タ ン パ ク 質 を 介 し て ） LOSに コ ン ジ ュ ゲ ー ト さ せ る 本 発 明 の 方 法
で あ る 。 コ ン ジ ュ ゲ ー シ ョ ン の た め に LOSを ブ レ ブ 調 製 物 に 添 加 し て も よ い が 、 LOSは ブ レ
ブ 調 製 物 の 表 面 に も と も と 存 在 し て い る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 こ の 方 法 は 、 ブ レ ブ 製 剤 内 の LOS抗 原 の 安 定 性 お よ び ／ ま た は 免 疫 原 性 （ T細 胞 ヘ ル プ を
提 供 す る ） お よ び ／ ま た は 抗 原 性 を 有 利 に 高 め る こ と が で き 、 し た が っ て 、 最 も 高 い 防 御
コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン で の （ す な わ ち 、 外 膜 の 表 面 上 の そ の 天 然 環 境 に お け る LOSと し て の
） T非 依 存 性 オ リ ゴ 糖 免 疫 原 に 対 し て T細 胞 ヘ ル プ が 提 供 さ れ る 。 そ の 上 、 ブ レ ブ 内 の LOS
の コ ン ジ ュ ゲ ー シ ョ ン は LOSの 無 毒 化 を も た ら す こ と が で き る （ 理 論 に よ っ て 拘 束 さ れ る
こ と を 望 ま な い が 、 コ ン ジ ュ ゲ ー ト さ れ る と リ ピ ド A部 分 が よ り 安 定 に 外 膜 に 埋 め 込 ま れ
る た め 、 毒 性 を 生 じ さ せ る よ う に は あ ま り 利 用 さ れ な い と 考 え ら れ る ） 。 し た が っ て 、 ht
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rB - ま た は msbB - 突 然 変 異 体 か ら ブ レ ブ を 単 離 す る か 、 ま た は 組 成 物 に ポ リ ミ キ シ ン Bの 非
毒 性 ペ プ チ ド 機 能 性 等 価 物 を 添 加 す る 、 こ と に よ る 上 記 の 無 毒 化 方 法 は 必 要 で な く な る （
し か し 、 さ ら な る 安 全 性 の た め に 無 毒 化 方 法 を 併 用 し て も よ い ） 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 こ う し て 、 本 発 明 の 方 法 は コ ン ジ ュ ゲ ー ト さ れ た ブ レ ブ 調 製 物 を 提 供 す る が 、 こ れ は 、
典 型 的 に は 、 全 体 的 に コ ン ジ ュ ゲ ー ト さ れ て い な い LOSを 同 量 で 含 む 同 じ ブ レ ブ と 比 較 し
て 、 ブ レ ブ 内 の LOSの 毒 性 が 低 下 し て い る 。 LOSの 毒 性 は 、 例 え ば ヨ ー ロ ッ パ 薬 局 方 に 載 っ
て い る LOSウ サ ギ 発 熱 原 性 ア ッ セ イ を 用 い て 、 当 業 者 に よ り 容 易 に 測 定 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 特 に 、 本 発 明 者 ら は 、 ブ レ ブ 中 に 存 在 す る LOSが や は り ブ レ ブ 中 に 存 在 す る 外 膜 タ ン パ
ク 質 に ブ レ ブ 内 様 式 で コ ン ジ ュ ゲ ー ト さ れ て い る ブ レ ブ を 含 む 組 成 物 を 提 供 す る 本 発 明 の
方 法 が 、 ナ イ セ リ ア 属 （ 好 ま し く は 髄 膜 炎 菌 ） 疾 患 の 治 療 ま た は 予 防 用 の ワ ク チ ン を 製 造
す る 方 法 （ こ の 方 法 は 、 毒 性 が 低 下 し て お り か つ ／ ま た は 天 然 環 境 の LOSに 対 し て T依 存 性
殺 菌 応 答 を 引 き 出 す こ と が で き る ワ ク チ ン を 可 能 に す る ） の 一 部 で あ る と い う 点 で 有 利 で
あ る こ と を 見 出 し た 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 低 下 し た 相 変 異 性 の （ 好 ま し く は 、 固 定 さ れ た ） LOS免 疫 型 の
菌 株 か ら 、 そ の よ う な ブ レ ブ 内 LOSコ ン ジ ュ ゲ ー ト さ れ た ブ レ ブ 調 製 物 を 製 造 す る 方 法 を
提 供 す る 。 「 ブ レ ブ 内 」 （ intra bleb） と は 、 ブ レ ブ 中 に も と も と 存 在 す る LOSが 同 じ ブ
レ ブ 上 に 存 在 す る 外 膜 タ ン パ ク 質 に コ ン ジ ュ ゲ ー ト さ れ る こ と を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 こ の よ う な ブ レ ブ 調 製 物 は 、 ブ レ ブ を 単 離 し 、 次 い で そ れ ら を 公 知 の コ ン ジ ュ ゲ ー シ ョ
ン 化 学 に 供 し て 、 LOSの オ リ ゴ 糖 部 分 に あ る 基 （ 例 え ば 、 NH 2 ま た は COOH） を ブ レ ブ 外 膜 タ
ン パ ク 質 上 の 基 （ 例 え ば 、 NH 2 ま た は COOH） に 結 合 さ せ る こ と に よ り 製 造 す る こ と が で き
る 。 グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド 、 ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 、 ま た は グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド ／ ホ ル ム ア ル デ
ヒ ド 混 合 物 を 用 い る 架 橋 法 を 使 用 し て も よ い が 、 よ り 選 択 的 な 化 学 、 例 え ば EDACま た は ED
AC/NHS (J.V. Staros, R.W. Wrightお よ び D.M. Swingle. Enhancement by N-hydroxysucc
inimide of water-soluble carbodiimide-mediated coupling reactions「 水 溶 性 カ ル ボ
ジ イ ミ ド 媒 介 カ ッ プ リ ン グ 反 応 の N-ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド に よ る 増 強 」 . Analytical
 chemistry 156: 220-222 (1986); な ら び に Bioconjugates Techniques. Greg T. Herman
son (1996) pp173-176)を 用 い る こ と が 好 適 で あ る 。 本 発 明 に お い て 使 用 し う る そ の 他 の
コ ン ジ ュ ゲ ー シ ョ ン 化 学 ま た は LOSと タ ン パ ク 質 分 子 間 に 共 有 結 合 を 作 る こ と が で き る 処
理 法 は 、 EP 941738に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 好 ま し く は 、 ブ レ ブ 調 製 物 は 莢 膜 多 糖 体 の 不 在 下 で コ ン ジ ュ ゲ ー ト さ せ る 。 ブ レ ブ は 、
莢 膜 多 糖 体 を （ 天 然 で ま た は 突 然 変 異 を 経 て ） 産 生 し な い 菌 株 か ら 単 離 し た り 、 ま た は 、
混 入 し て い る 莢 膜 多 糖 体 の 大 部 分 （ 60、 70、 80、 90、 ま た は 99％ 以 上 を 取 り 除 く ） 、 好 ま
し く は 全 部 か ら 精 製 し た り す る こ と が で き る 。 こ の 方 法 で は 、 ブ レ ブ 内 LOSコ ン ジ ュ ゲ ー
シ ョ ン 反 応 が よ り 一 層 効 率 的 に な る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 好 ま し く は 、 ブ レ ブ 中 に 存 在 す る LOSの 5、 10、 20、 30、 40、 50、 60、 70、 80、 90ま た は
95％ 以 上 を 架 橋 ／ コ ン ジ ュ ゲ ー ト さ せ る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 好 ま し く は 、 本 発 明 の ブ レ ブ は 、 ブ レ ブ の LOS含 有 量 が 、 標 準 と し て 精 製 LOSを 用 い る SD
S-PAGE電 気 泳 動 後 の 銀 染 色 に よ り 測 定 し て 、 3～ 30％ 、 5～ 25％ 、 10～ 25％ 、 15～ 22％ 、 最
も 好 ま し く は お よ そ 20％ ま た は 正 確 に 20％ の LOS含 有 量 と な る よ う に 調 製 さ れ て い る (Tsai
, J. Biol. Standardization (1986) 14:25-33に 記 載 さ れ る 方 法 を 参 照 さ れ た い )。 髄 膜
炎 菌 性 ブ レ ブ 中 の 20% LOSは 、 ゆ る く 保 持 さ れ た LOS分 子 を 除 去 し う る が 該 抗 原 の 大 部 分 を
保 存 す る 0.1％ と い う 低 濃 度 の DOC抽 出 に よ り 達 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
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　 本 発 明 の 方 法 に よ り 製 造 さ れ る ブ レ ブ 内 コ ン ジ ュ ゲ ー ト さ れ た ブ レ ブ が 髄 膜 炎 菌 か ら 誘
導 さ れ る 場 合 、 ブ レ ブ が 誘 導 さ れ る 菌 株 は 莢 膜 多 糖 体 を 産 生 で き な い 突 然 変 異 菌 株 （ 例 え
ば 、 上 記 の 突 然 変 異 菌 株 の 1つ 、 特 に siaD - ） で あ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 本 発 明 に お い て 使 用 で き る 典 型 的 な L3髄 膜 炎 菌 株 は H44/76 menB株 で あ る 。 典 型 的 な L2
菌 株 は B16B6 menB株 ま た は 39E髄 膜 炎 菌 C型 株 ま た は 株 760676で あ る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 上 述 し た よ う に 、 本 発 明 の 方 法 は コ ン ジ ュ ゲ ー シ ョ ン の 結 果 と し て ブ レ ブ の 無 毒 化 を あ
る 程 度 ま で 可 能 に す る の で 、 さ ら に 無 毒 化 す る 必 要 は な い が 、 安 全 性 を 高 め る た め に 、 例
え ば 、 htrB - ま た は msbB - で あ る 髄 膜 炎 菌 株 に 由 来 す る ブ レ ブ を 使 用 す る か 、 ま た は ポ リ ミ
キ シ ン Bの 非 毒 性 ペ プ チ ド 機 能 性 等 価 物 ［ リ ピ ド Aに 対 し て 高 い 親 和 性 を 有 す る 分 子 ］ （ 好
ま し く は SEAP 2） を ブ レ ブ 組 成 物 に 添 加 す る こ と に よ り 、 さ ら な る 無 毒 化 法 を 行 っ て も よ
い 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 上 記 の 方 法 で は 、 重 要 な 抗 原 と し て 特 定 の 免 疫 型 （ 好 ま し く は L2ま た は L3） の LOSを 含
む 髄 膜 炎 菌 性 ブ レ ブ お よ び 該 ブ レ ブ を 含 む 免 疫 原 性 組 成 物 が 本 発 明 の 方 法 に よ り 製 造 さ れ
る 。 か か る LOSは 相 変 異 性 な し に 再 現 可 能 に 産 生 さ れ 、 毒 性 が 低 下 し て お り （ 好 ま し く は
、 実 質 的 に 毒 性 が な く ） 、 自 己 免 疫 の 諸 問 題 を 回 避 す る こ と が で き 、 T依 存 性 の 性 質 を 有
し 、 し か も そ の 天 然 環 境 の 状 態 で 存 在 す る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 Men A、 C、 Yま た は W 莢 膜 多 糖 ま た は オ リ ゴ 糖 の 1つ 以 上 （ 好 ま し く は 、 少 な く と も MenC
、 ま た は MenAと MenC、 ま た は MenCと MenY)を 、 本 発 明 の 方 法 に お い て ブ レ ブ の 外 膜 タ ン パ
ク 質 に コ ン ジ ュ ゲ ー ト さ せ て も よ い 。 こ れ は LOS架 橋 と 同 じ 反 応 で 行 う こ と が で き る が 、
別 個 の （ 好 ま し く は 後 続 の ） 反 応 で 行 う こ と が 好 適 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 ブ レ ブ 内 コ ン ジ ュ ゲ ー シ ョ ン は 、 好 ま し く は 、 次 の 方 法 ス テ ッ プ の う ち の 1つ 、 2つ ま た
は 3つ 全 て を 組 み 入 れ る べ き で あ る 。 す な わ ち 、 コ ン ジ ュ ゲ ー シ ョ ン pHを pH 7.0よ り 大 、
好 ま し く は pH 7.5以 上 （ 最 も 好 ま し く は pH 9以 下 ） に す る ； 反 応 中 は 1～ 5％ 、 好 ま し く は
2～ 4％ 、 最 も 好 ま し く は 約 3％ の ス ク ロ ー ス の 条 件 を 維 持 す る ； コ ン ジ ュ ゲ ー シ ョ ン 反 応
中 は NaClを 最 小 限 に 、 好 ま し く は 0.1M、 0.05M、 0.01M、 0.005M、 0.001M以 下 に 低 下 さ せ 、
最 も 好 ま し く は 存 在 さ せ な い 。 こ う し た 方 法 の 構 成 は す べ て 、 ブ レ ブ が コ ン ジ ュ ゲ ー シ ョ
ン 方 法 全 体 を 通 し て 溶 液 中 に 安 定 し た 状 態 で 存 在 す る こ と を 確 実 に す る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 EDAC/NHSコ ン ジ ュ ゲ ー シ ョ ン 法 は ブ レ ブ 内 コ ン ジ ュ ゲ ー シ ョ ン に 好 適 な 方 法 で あ る 。 ED
AC/NHSは 、 あ ま り に も 高 度 に 架 橋 し す ぎ る た め 濾 過 性 に 悪 影 響 を 及 ぼ す ホ ル ム ア ル デ ヒ ド
に 対 し て 好 適 で あ る 。 EDACは カ ル ボ ン 酸 （ LOS中 の KDOな ど ） と 反 応 し て 活 性 エ ス テ ル 中 間
体 を 生 成 す る 。 ア ミ ン 求 核 試 薬 （ PorBの よ う な 外 膜 タ ン パ ク 質 中 の リ シ ン な ど ） の 存 在 下
で は 、 イ ソ ウ レ ア 副 生 成 物 の 放 出 と と も に ア ミ ド 結 合 が 形 成 さ れ る 。 し か し 、 EDAC媒 介 反
応 の 効 率 は ス ル ホ -NHSエ ス テ ル 中 間 体 の 形 成 に よ り 増 大 さ せ る こ と が で き る 。 ス ル ホ -NHS
エ ス テ ル は 、 EDAC単 独 と カ ル ボ ン 酸 と の 反 応 か ら 形 成 さ れ る 活 性 エ ス テ ル よ り も 長 く 水 溶
液 中 に 残 っ て い る 。 し た が っ て 、 こ の 2段 階 法 を 用 い る と 、 ア ミ ド 結 合 形 成 の よ り 高 い 収
率 を 実 現 す る こ と が で き る 。 EDAC/NHSコ ン ジ ュ ゲ ー シ ョ ン は 、 J.V. Staros, R.W. Wright
お よ び D.M. Swingle. Enhancement by N-hydroxysuccinimide of water-soluble carbodi
imide-mediated coupling reactions. Analytical chemistry 156: 220-222 (1986); な
ら び に Bioconjugates Techniques. Greg T. Hermanson (1996) pp173-176に 記 載 さ れ て い
る 。 好 ま し く は 、 こ の 反 応 に お い て 0.01～ 5 mg EDAC/mgブ レ ブ  (Lowry に よ り 測 定 し た タ
ン パ ク 質 基 準 )、 さ ら に 好 ま し く は 0.05～ 1 mg EDAC/mgブ レ ブ を 使 用 す る 。 用 い る EDACの
量 は サ ン プ ル 中 に 存 在 す る LOSの 量 に 依 存 し 、 ひ い て は ブ レ ブ を 抽 出 す る た め に 用 い た デ
オ キ シ コ ー ル 酸 (DOC)％ に 依 存 す る 。 DOC％ が 低 い 場 合 （ 例 え ば 、 0.1％ ） は EDACを 多 量 （ 1
mg/mg以 上 ） 用 い る が 、 DOC％ が よ り 高 い 場 合 （ 例 え ば 、 0.5％ ） は 、 ブ レ ブ 内 架 橋 が 起 こ
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り す ぎ る の を 回 避 す る た め 、 EDACを よ り 少 な い 量 （ 0.025～ 0.1mg/mg） で 用 い る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 の 好 ま し い 方 法 は 、 低 下 し た 相 変 異 性 の LOSを 産 生 さ せ 、 ブ レ ブ を
単 離 し 、 EDAC/NHSの 存 在 下 に pH 7.0～ pH 9.0 (好 ま し く は 、 約 7.5)で 、 1～ 5％ （ 好 ま し く
は 、 約 3％ ） の ス ク ロ ー ス 中 、 場 合 に よ り NaClが 実 質 的 に 存 在 し な い 条 件 下 で 、 ブ レ ブ を
コ ン ジ ュ ゲ ー ト さ せ （ 上 記 の と お り ） 、 コ ン ジ ュ ゲ ー ト さ れ た ブ レ ブ を 反 応 混 合 物 か ら 単
離 す る ス テ ッ プ を 含 ん で な る 、 ブ レ ブ 内 コ ン ジ ュ ゲ ー ト さ れ た LOS（ 好 ま し く は 、 髄 膜 炎
菌 性 ） の 製 造 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 こ の 反 応 に 続 い て 、 反 応 時 間 の 進 行 に つ れ て ブ レ ブ 内 の 高 比 率 の LOSの 分 子 量 の 増 加 を
示 す た め に 、 抗 LOS（ 例 え ば 、 抗 L2ま た は 抗 L3） モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い た 反 応 混 合 物
の ウ ェ ス タ ン 分 離 ゲ ル を 行 う 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 こ の よ う な 技 法 を 用 い る と 、 99％ の 収 率 で ブ レ ブ を 回 収 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 EDACは 、 LOSの T依 存 的 免 疫 原 性 を 向 上 さ せ る の に 十 分 な ほ ど LOSを OMPに 架 橋 さ せ る が 、
低 い 濾 過 性 、 凝 集 お よ び ブ レ ブ 間 架 橋 と い っ た 問 題 が 生 じ る ほ ど 高 度 に は LOSを 架 橋 さ せ
な い と い う 点 で 、 す ぐ れ た ブ レ ブ 内 架 橋 剤 で あ る こ と が 判 明 し た 。 生 成 さ れ た ブ レ ブ の 形
態 は （ 電 子 顕 微 鏡 に よ れ ば ） コ ン ジ ュ ゲ ー ト さ れ て い な い ブ レ ブ の 形 態 と 類 似 し て い る 。
さ ら に 、 上 記 プ ロ ト コ ル に よ っ て 、 あ ま り に も 高 い 架 橋 （ ブ レ ブ の 表 面 に も と も と 存 在 す
る 防 御 OMP、 例 え ば TbpAま た は Hsf、 の 免 疫 原 性 を 低 下 さ せ る こ と が あ る ） が 起 こ る の を 回
避 で き た 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 免 疫 原 性 組 成 物 ま た は ワ ク チ ン の 製 造 方 法 も 提 供 さ れ 、 こ の 方 法 は 、 上 記 の 本 発 明 方 法
に よ り 単 離 さ れ た L2 LOSを 調 製 し 、 か つ ／ ま た は 上 記 の 本 発 明 方 法 に よ り L2 LOS免 疫 型 を
有 す る 単 離 さ れ た 髄 膜 炎 菌 性 ブ レ ブ を 調 製 し 、 該 L2 LOSお よ び ／ ま た は ブ レ ブ を 製 薬 上 許
容 さ れ る 賦 形 剤 に よ り 製 剤 化 す る ス テ ッ プ を 含 ん で な る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 同 様 に 、 上 記 の 本 発 明 方 法 に よ り 単 離 さ れ た L3 LOSを 調 製 し 、 か つ ／ ま た は 上 記 の 本 発
明 方 法 に よ り L3 LOS免 疫 型 を 有 す る 単 離 さ れ た 髄 膜 炎 菌 性 ブ レ ブ を 調 製 し 、 該 L3 LOSお よ
び ／ ま た は ブ レ ブ を 製 薬 上 許 容 さ れ る 賦 形 剤 に よ り 製 剤 化 す る ス テ ッ プ を 含 ん で な る 、 免
疫 原 性 組 成 物 ま た は ワ ク チ ン の 製 造 方 法 も 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 本 発 明 の 有 利 な 方 法 は 、 単 離 さ れ た L2 LOSお よ び L2 LOS免 疫 型 を 有 す る 単 離 さ れ た 髄 膜
炎 菌 性 ブ レ ブ の 一 方 ま た は 両 方 を 上 記 の 本 発 明 方 法 に よ り 調 製 し 、 単 離 さ れ た L3 LOSお よ
び L3 LOS免 疫 型 を 有 す る 単 離 さ れ た 髄 膜 炎 菌 性 ブ レ ブ の 一 方 ま た は 両 方 を 上 記 の 本 発 明 方
法 に よ り 調 製 し 、 該 L2お よ び L3ワ ク チ ン 成 分 を 製 薬 上 許 容 さ れ る 賦 形 剤 と 共 に 混 合 す る ス
テ ッ プ を 含 ん で な る 、 多 価 免 疫 原 性 組 成 物 ま た は ワ ク チ ン の 製 造 方 法 で あ る 。 好 ま し く は
、 こ の 方 法 で は 、 上 記 の よ う に 作 ら れ る 単 離 さ れ た L2お よ び L3 LOSを 一 緒 に 混 合 す る （ 最
も 好 ま し く は 、 コ ン ジ ュ ゲ ー ト さ せ 、 か つ リ ポ ソ ー ム 製 剤 と す る ） 。 さ ら に 好 ま し く は 、
こ の 方 法 で は 、 上 記 の よ う に 作 ら れ る L2お よ び L3ブ レ ブ を 一 緒 に 混 合 す る 。 こ の よ う な 組
成 物 は 、 疾 患 分 離 株 に 観 察 さ れ る 髄 膜 炎 菌 B免 疫 型 の 約 70％ が L3構 造 を 有 し 、 30％ が L2で
あ る の で 、 有 利 で あ る 。 し た が っ て 、 本 発 明 は 普 遍 的 な 髄 膜 炎 菌 Bワ ク チ ン を 提 供 し う る
方 法 を 開 示 す る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 上 記 の 免 疫 原 性 組 成 物 ま た は ワ ク チ ン の 製 造 方 法 は 、 血 清 群 A、 C、 Yま た は Wか ら の 1種
以 上 （ 2、 3ま た は 4種 ） の 髄 膜 炎 菌 性 多 糖 体 ま た は オ リ ゴ 糖 体 （ そ の ま ま 、 あ る い は T細 胞
エ ピ ト ー プ を 含 む 担 体 に コ ン ジ ュ ゲ ー ト さ せ た も の ） を 前 記 組 成 物 に 添 加 す る 追 加 の ス テ
ッ プ を 含 ん で い て も よ い 。 好 ま し く は 、 少 な く と も Cを 添 加 し （ 最 も 好 ま し く は 、 コ ン ジ
ュ ゲ ー ト さ せ ） 、 さ ら に 好 ま し く は 、 Aと Cま た は Yと Cを 添 加 し （ 好 ま し く は 、 全 て を コ ン
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ジ ュ ゲ ー ト さ せ ） 、 最 も 好 ま し く は 、 A、 C、 Yお よ び Wを 添 加 す る （ 好 ま し く は 、 全 て を コ
ン ジ ュ ゲ ー ト さ せ る ） 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 上 記 の 免 疫 原 性 組 成 物 ま た は ワ ク チ ン の 製 造 方 法 に 追 加 し う る さ ら な る ス テ ッ プ は 、 適
当 な ア ジ ュ バ ン ト の 添 加 で あ る 。 適 当 な ア ジ ュ バ ン ト と し て は 、 ア ル ミ ニ ウ ム 塩 、 例 え ば
水 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム ゲ ル （ ア ル ム ） ま た は リ ン 酸 ア ル ミ ニ ウ ム （ 好 ま し く は 、 水 酸 化 ア ル
ミ ニ ウ ム ） が 挙 げ ら れ る が 、 カ ル シ ウ ム 塩 （ 特 に 、 炭 酸 カ ル シ ウ ム ） 、 鉄 塩 ま た は 亜 鉛 塩
で あ っ て も よ く 、 あ る い は ア シ ル 化 チ ロ シ ン も し く は ア シ ル 化 糖 、 カ チ オ ン も し く は ア ニ
オ ン 的 に 誘 導 さ れ た 多 糖 類 、 ま た は ポ リ ホ ス フ ァ ゼ ン の 不 溶 性 懸 濁 液 で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 添 加 し う る 適 当 な Th1ア ジ ュ バ ン ト 系 に は 、 モ ノ ホ ス ホ リ ル リ ピ ド A、 特 に 3-脱 -O-ア シ
ル 化 モ ノ ホ ス ホ リ ル リ ピ ド A（ ま た は 他 の 非 毒 性 LPS誘 導 体 ） 、 お よ び モ ノ ホ ス ホ リ ル リ ピ
ド A（ 好 ま し く は 、 3-脱 -O-ア シ ル 化 モ ノ ホ ス ホ リ ル リ ピ ド A： 3D-MPL） ［ ま た は 非 毒 性 LPS
誘 導 体 ］ と ア ル ミ ニ ウ ム 塩 （ 好 ま し く は 、 リ ン 酸 ア ル ミ ニ ウ ム ） と の 組 合 せ が 含 ま れ る 。
増 強 さ れ た 系 は 、 WO 94/00153に 記 載 さ れ る よ う な 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 QS21［ ま た は 他 の サ ポ ニ ン ］ と 3D-MPL［ ま た は 非 毒 性 LPS誘 導 体 ］ と
の 組 合 せ 、 あ る い は WO 96/33739に 記 載 さ れ る よ う な QS21［ ま た は サ ポ ニ ン ］ が コ レ ス テ
ロ ー ル に よ り 抑 え ら れ て い る 、 よ り 低 い 反 応 原 性 の 組 成 物 を 含 む 。 水 中 油 型 エ マ ル ジ ョ ン
中 に QS21、 3D-MPLお よ び ト コ フ ェ ロ ー ル を 含 む 特 に 強 力 な ア ジ ュ バ ン ト 処 方 物 が WO 95/17
210に 記 載 さ れ て い る が 、 こ れ は 添 加 し う る 好 ま し い 処 方 物 で あ る 。 添 加 し う る そ の 他 の
ア ジ ュ バ ン ト は サ ポ ニ ン （ よ り 好 ま し く は 、 QS21） お よ び ／ ま た は 水 中 油 型 エ マ ル ジ ョ ン
お よ び ト コ フ ェ ロ ー ル を 含 む 。 非 メ チ ル 化 CpG含 有 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ WO 96/02555） も
添 加 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 ワ ク チ ン 製 剤 は 、 一 般 的 に 、 ワ ク チ ン デ ザ イ ン （ Vaccine Design） (「 サ ブ ユ ニ ッ ト お
よ び ア ジ ュ バ ン ト ア プ ロ ー チ 」 (Powell M.F. & Newman M.J.編 集 ) (1995) Plenum Press 
New York)に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 免 疫 防 御 量 の ワ ク チ ン は 全 身 ま た は 粘 膜 経 路 か ら 投 与 す る こ と が で き る 。 こ う し た 投 与
に は 、 筋 内 、 腹 腔 内 、 皮 内 、 ま た は 皮 下 経 路 に よ る 注 入 、 あ る い は 口 腔 ／ 消 化 管 、 気 道 、
尿 生 殖 管 へ の 粘 膜 投 与 に よ る 注 入 が 含 ま れ る 。 一 般 的 に 、 そ れ ぞ れ の ワ ク チ ン 用 量 中 の ブ
レ ブ 量 は 、 典 型 的 な ワ ク チ ン 接 種 者 に お い て 顕 著 な 有 害 作 用 を 起 こ す こ と な く 、 免 疫 防 御
応 答 を 引 き 出 す 量 と し て 選 択 さ れ る 。 か か る 量 は 、 特 異 的 な 免 疫 原 と し て ど れ を 使 用 す る
か 、 ま た 、 そ れ を ど の よ う に 提 示 さ せ る か 、 に よ っ て 変 化 す る だ ろ う 。 一 般 的 に 、 各 用 量
は そ れ ぞ れ の ブ レ ブ を 1～ 100μ g、 好 ま し く は 5～ 50μ g、 最 も 典 型 的 に は 5～ 25μ g含 む で
あ ろ う 。
【 ０ ０ ９ １ 】

　 本 発 明 者 ら は 、 ブ レ ブ に 関 す る 上 記 方 法 が （ 同 一 の 利 点 を 有 す る ） ゴ ー ス ト ま た は 死 菌
全 細 胞 製 剤 お よ び ワ ク チ ン に 関 す る 方 法 に ま で 容 易 に 延 長 し う る 、 と 考 え る 。 グ ラ ム 陰 性
菌 株 か ら ゴ ー ス ト 製 剤 （ 無 傷 の 外 被 を 有 す る 空 の 細 胞 ） を 製 造 す る 方 法 は 、 当 技 術 分 野 に
お い て 公 知 で あ る （ 例 え ば 、 WO 92/01791を 参 照 ） 。 ワ ク チ ン に 使 用 す る 不 活 化 細 胞 を 調
製 す る た め に 全 細 胞 を 死 滅 さ せ る 方 法 も ま た 公 知 で あ る 。 し た が っ て 、 本 明 細 書 全 体 を 通
し て 記 載 さ れ る ブ レ ブ に 関 す る 方 法 は 、 本 発 明 の 目 的 に お い て 、 ゴ ー ス ト お よ び 死 菌 全 細
胞 に 関 す る 方 法 に 適 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】

　 本 発 明 者 ら は ま た 、 LOS相 変 異 が 発 酵 槽 で 細 胞 を 高 細 胞 密 度 へ と 増 殖 さ せ よ う と す る と
き 特 に 問 題 の あ る こ と を 見 出 し た 。 栄 養 分 が 不 足 す る よ う に な る と 、 一 般 的 に 髄 膜 炎 菌 性
LOSの 免 疫 型 が 変 化 す る （ 特 に 、 オ リ ゴ 糖 鎖 LOS免 疫 型 を よ り 短 く す る ） よ う に な る 。 こ れ
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は L2お よ び L3菌 株 、 と り わ け ト ラ ン ケ ー ト 型 （ lgtB - ） 菌 株 、 の 場 合 に 起 こ り う る 。 本 発
明 者 ら は 、 LOS免 疫 型 を 固 定 さ せ る 際 の 本 発 明 方 法 が こ の 問 題 を 軽 減 す る こ と が で き 、 免
疫 型 を 変 え る こ と な く 高 細 胞 密 度 を 可 能 に し う る こ と を 見 出 し た 。 特 に 、 lgtAの 相 変 異 性
を 低 下 さ せ る （ 好 ま し く は 、 固 定 さ せ る ） べ き で あ る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 の さ ら な る 態 様 に お い て は 、 ナ イ セ リ ア 属 菌 株 を 高 細 胞 密 度 へ と 増
殖 さ せ る 方 法 が 提 供 さ れ 、 こ の 方 法 は 、
　 a)　 上 記 の 本 発 明 方 法 に 従 っ て 、 低 下 し た 相 変 異 性 へ と ナ イ セ リ ア 属 菌 株 を 遺 伝 子 操 作
し て 前 記 菌 株 の LOS免 疫 型 を 好 ま し く は 固 定 さ せ 、
　 b)　 前 記 菌 株 を 発 酵 槽 内 で 高 細 胞 密 度 へ と 増 殖 さ せ る 、
各 ス テ ッ プ を 含 ん で な る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 好 ま し く は 、 L2ま た は L3髄 膜 炎 菌 株 を 増 殖 さ せ る （ こ の 場 合 、 好 ま し く は 、 lgtAの 相 変
異 性 を 低 下 さ せ る 、 好 ま し く は 固 定 さ せ る べ き で あ る ） 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 「 高 細 胞 密 度 」 と は 、 鉄 を 制 限 し な い 条 件 下 で は OD 4 5 0  10～ 19、 好 ま し く は 12～ 16の 細
胞 密 度 を 、 鉄 を 制 限 し た 条 件 下 で は OD 4 5 0  6～ 12、 好 ま し く は 8～ 10の 細 胞 密 度 を 意 味 す る
。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 上 記 方 法 は 、 高 細 胞 密 度 の 培 養 物 か ら LOSを 単 離 す る ス テ ッ プ を 追 加 す る こ と に よ り 拡
張 す る こ と が で き る 。 次 い で LOSを 担 体 に コ ン ジ ュ ゲ ー ト さ せ 、 か つ ／ ま た は 上 述 し た よ
う に リ ポ ソ ー ム に 導 入 し て も よ い 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 あ る い は ま た 、 ブ レ ブ を 単 離 す る ス テ ッ プ を 追 加 し て 、 高 細 胞 密 度 の 培 養 物 か ら ブ レ ブ
を 取 得 す る こ と も で き る 。 こ れ は 理 想 的 に は 低 濃 度 の 界 面 活 性 剤 （ 好 ま し く は DOC） 、 一
般 的 に は 0～ 0.3％ 、 好 ま し く は 0.05～ 0.2％ 、 最 も 好 ま し く は お よ そ 0.1％ ま た は 正 確 に 0.
1％ の デ オ キ シ コ ー ル 酸 を 用 い て 行 う べ き で あ る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 ブ レ ブ の LOSは 、 上 述 し た よ う に 、 や は り ブ レ ブ に 存 在 す る 外 膜 タ ン パ ク 質 と ブ レ ブ 内
コ ン ジ ュ ゲ ー ト さ せ る こ と が 有 利 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 上 記 方 法 は 、 上 で 取 得 さ れ た LOSを 製 薬 上 許 容 さ れ る 賦 形 剤 に よ り 製 剤 化 す る こ と で 免
疫 原 性 組 成 物 を 調 製 す る よ う に 拡 張 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 有 利 に は 、 多 価 免 疫 原 性 組 成 物 の 製 造 方 法 が 提 供 さ れ 、 こ の 方 法 は 、 特 定 の 免 疫 型 （ 好
ま し く は L2） の 単 離 さ れ た LOSま た は 単 離 さ れ た ブ レ ブ を 上 記 方 法 に よ り 取 得 し 、 異 な る
免 疫 型 （ 好 ま し く は L3） の 単 離 さ れ た LOSま た は ブ レ ブ を 上 記 方 法 に よ り 取 得 し 、 こ れ ら
の LOS成 分 を 製 薬 上 許 容 さ れ る 賦 形 剤 と 共 に 混 合 す る ス テ ッ プ を 含 ん で な る 。
【 実 施 例 】
【 ０ １ ０ １ 】
　 以 下 の 実 施 例 は 、 特 に 詳 細 に 記 述 す る 場 合 を 除 い て 、 当 業 者 に は 公 知 で 慣 用 の 標 準 方 法
を 用 い て 行 う も の と す る 。 実 施 例 は 単 な る 例 示 で あ っ て 、 本 発 明 を 制 限 す る も の で は な い
。
【 ０ １ ０ ２ 】

　 髄 膜 炎 菌 （ Neisseria meningitidis） の グ リ コ シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ を コ ー ド す る 遺
伝 子 は 、 し ば し ば 、 相 変 異 （ 遺 伝 子 発 現 の 高 頻 度 の 可 逆 的 オ ン ／ オ フ 切 り 替 え ） を 媒 介 す
る 単 純 な 縦 列 反 復 配 列 タ ン デ ム リ ピ ー ト （ 例 え ば 、 ホ モ ポ リ マ ー ト ラ ク ト ） を 含 む  (Jenn
ingsら 、 1995, Mol Micro 18 724; Jenningsら 、 1999, Microbiology 145 3013)。 こ れ ら
の 遺 伝 子 の 反 復 配 列 は オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム で 存 在 し 、 タ ン パ ク 質 に 転 写 ・ 翻 訳
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実 施 例 1:　 固 定 L3菌 株 （ lgtA固 定 ） の 作 製



さ れ る 。 相 変 異 は ホ モ ポ リ マ ー ト ラ ク ト を （ イ ン フ レ ー ム で ） 短 縮 す る こ と に よ り 排 除 す
る こ と が で き る 。 反 復 配 列 を 欠 失 さ せ る た め の 代 替 法 は 、 反 復 領 域 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が
同 一 の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る が 反 復 を 構 成 し な い よ う に 、 反 復 領 域 の ヌ ク レ オ チ ド 配
列 を 改 変 す る こ と で あ る （ 実 施 例 3の lgtG「 固 定 」 突 然 変 異 体 を 参 照 さ れ た い ） 。 こ の 研
究 に お い て 、 本 発 明 者 ら は 、 髄 膜 炎 菌 の い く つ か の グ リ コ シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 遺 伝 子
の 発 現 が 構 成 的 に 「 オ ン 」 ま た は 「 オ フ 」 と な る よ う に 、 該 遺 伝 子 の 発 現 を 「 固 定 」 さ せ
よ う と し た 。 こ の 方 法 で は 、 発 現 さ れ る LPS抗 原 を 、 も は や 相 変 異 を 受 け な い 特 定 の 構 造
に 固 定 す る こ と が で き た 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　
　 lgtA遺 伝 子 の 発 現 を 「 オ ン 」 に 固 定 す る た め に 、 本 発 明 者 ら は lgtA遺 伝 子 の ホ モ ポ リ マ
ー ト ラ ク ト を 改 変 し て 、 2個 の G残 基 の み が ホ モ ポ リ マ ー ト ラ ク ト 領 域 に 残 存 す る よ う に し
た （ 野 生 型 株 MC58は 14個 の Gを 有 す る ； Jenningsら 、 1995, 前 掲 ） 。 PCRに お い て プ ラ イ マ
ー と し て Lic31ext: 5’ - CCT TTA GTC AGC GTA TTG ATT TGC G - 3’ お よ び  lgtAG2: 5’
-ATC GGT GCG CGC AAT ATA TTC CGA CTT TGC CAA TTC ATC - 3’ 、 鋳 型 と し て 髄 膜 炎 菌 株
MC58の 染 色 体 DNAを 用 い て 、 改 変 す べ き 前 記 領 域 を 増 幅 さ せ た 。 後 者 の プ ラ イ マ ー は 14Gか
ら 2Gへ の lgtA配 列 の 変 更 を 組 み 入 れ た 。 得 ら れ る PCR産 物 を pT7Blue (Novogen) に ク ロ ー
ニ ン グ し て プ ラ ス ミ ド pT7lgtAG2を 作 製 し た 。 該 プ ラ ス ミ ド を 用 い て こ の 新 し い 対 立 遺 伝
子 を 髄 膜 炎 菌 に 形 質 転 換 で き る よ う に 完 全 な lgtA遺 伝 子 に 再 構 成 す る た め 、 プ ラ ス ミ ド p1
B11 (Jenningsら 、 1995, 前 掲 )か ら の BssHII断 片 を pT7lgtAG2の BssHII部 位 に 正 し い 方 向
で ク ロ ー ニ ン グ し た 。 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 解 析 に よ り 、 該 遺 伝 子 の 正 し い 配 向 を 確 認 し 、 ま
た 、 14Gか ら 2G残 基 へ の ホ モ ポ リ マ ー ト ラ ク ト の 改 変 を 別 に す れ ば 、 こ の 配 列 セ グ メ ン ト
が 野 生 型 lgtA遺 伝 子 （ Genbank登 録  NMU25839） の 対 応 部 分 と 同 一 で あ る こ と を 確 認 し た 。
同 様 の 方 法 を 用 い て 、 lgtAG2プ ラ イ マ ー 突 然 変 異 の 変 異 体 を 作 製 す る こ と に よ り 、 ホ モ ポ
リ マ ー ト ラ ク ト 領 域 に 3、 4、 5、 7お よ び 10個 の G残 基 を 有 す る lgtA対 立 遺 伝 子 を 含 む 一 連
の 同 様 の プ ラ ス ミ ド を 作 製 し た 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 同 様 の 方 法 を 用 い て 、 ホ モ ポ リ マ ー ト ラ ク ト の 相 変 異 を 固 定 さ せ る こ と も で き 、 こ れ は
、 GGGコ ド ン が 別 の グ リ シ ン コ ド ン （ こ れ は 、 同 じ ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る が 、 ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 が 反 復 性 を も た ず か つ 相 変 異 を 起 こ す 可 能 性 が な い よ う に 配 置 さ れ る ） で 置 換
さ れ る よ う に ポ リ G領 域 を 改 変 さ せ る こ と に よ り 行 う （ 以 下 の lgtGの 実 施 例 を 参 照 さ れ た
い ） 。 さ ら に 、 こ れ ら 2つ の 方 法 を 組 み 合 わ せ て 用 い る こ と も で き る 。 例 え ば 、 ホ モ ポ リ
マ ー ト ラ ク ト を 5個 の G残 基 に 切 断 し 、 か つ GGGコ ド ン を 別 の グ リ シ ン コ ド ン で 置 き 換 え る
。
【 ０ １ ０ ５ 】
　

　 lgtAG2突 然 変 異 を 髄 膜 炎 菌 の 染 色 体 に 導 入 し て 突 然 変 異 株 を 作 製 す る た め に 、 プ ラ ス ミ
ド pT7lgtAG2を 線 状 化 し て 、 lgtA::kan突 然 変 異 を 含 む 髄 膜 炎 菌 株 MC58c3の 形 質 転 換 に 使 用
し た  (Jenningsら 、 1995, 前 掲 )。 コ ロ ニ ー -イ ム ノ ブ ロ ッ ト に お い て mAb 4A8B2に よ り 陽
性 コ ロ ニ ー を 検 出 し た  (Jenningsら 、 1999, 前 掲 )。 こ の 形 質 転 換 体 の LgtA陽 性 表 現 型 （ L
3免 疫 型 構 造 ） が lgtAG2対 立 遺 伝 子 の 染 色 体 へ の 導 入 の 結 果 で あ る こ と を 、 プ ラ イ マ ー と
し て Lic31extお よ び Lic16ext: 5’ - CGA TGA TGC TGC GGT CTT TTT CCA T -3’ を 用 い る l
gtA遺 伝 子 の 関 連 部 分 の PCRと 、 こ れ に 続 く 同 一 セ ッ ト の プ ラ イ マ ー を 用 い る ヌ ク レ オ チ ド
配 列 決 定 に よ り 確 認 し た 。 得 ら れ る 菌 株 2G2の 遺 伝 子 型 は MC58親 株 ; siaD::ery lgtAG2で
あ っ た 。 そ の 後 、 菌 株 2G2を 、 lgtB::kan突 然 変 異 を 含 む プ ラ ス ミ ド (Jenningsら 、 1995, 
前 掲 )で 形 質 転 換 し て 菌 株 2G2ecoNIを 作 製 し た が 、 こ の 菌 株 の 遺 伝 子 型 は MC58親 株 ; siaD:
:ery lgtAG2 lgtB::kanで あ っ た 。
【 ０ １ ０ ６ 】
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LgtAの 構 成 的 発 現 を も た ら す lgtA遺 伝 子 の 突 然 変 異 － lgtA2G突 然 変 異 体

lgtAG2を 髄 膜 炎 菌 株 MC58c3の 染 色 体 に 導 入 す る た め の 菌 株 MC58c3の pT7lgtAG2に よ る 形
質 転 換

実 施 例 2:　 固 定 L3お よ び 中 間 体 (lgtB - )の DOCフ リ ー ブ レ ブ （ 非 無 毒 化 LOS） を 用 い た 実 験



　 用 い た MC58派 生 株 は B:P1.7.16、 opc-、 siaD-で あ る 。 こ の 菌 株 を 、 L3（ 菌 株 2G2［ ホ モ
ポ リ マ ー ト ラ ク ト を た っ た の 2Gヌ ク レ オ チ ド に 減 ら す よ う に 改 変 さ れ た ］ 、 lgtAが オ ン に
固 定 ） ま た は 中 間 体 エ ピ ト ー プ （ 菌 株 2G EcoN1b-1、 2G2と 同 様 に lgtAが オ ン に 固 定 さ れ て
い る が 、 さ ら に lgtBが オ フ に な っ て い る ） ま た は 短 鎖 型 の LPS（ 菌 株 C6、 lgtEが オ フ ） の
い ず れ か を 発 現 す る よ う に 遺 伝 的 に 改 変 し た 。 DOC法 ま た は DOCフ リ ー の 方 法 に 従 っ て OMV
を 調 製 し た 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 マ ウ ス （ 1群 10匹 ） を 0、 20、 お よ び 28日 目 に 筋 内 経 路 で 3回 免 疫 し た 。 マ ウ ス に は Al(OH
) 3 で 製 剤 化 し た 1ま た は 10μ g（ タ ン パ ク 質 の 含 有 量 ） の ブ レ ブ を 投 与 し た 。 血 液 サ ン プ ル
を 28日 目 （ post II） と 42日 目 （ post III） に 採 取 し た 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 殺 菌 ア ッ セ イ は 、 同 種 菌 株 （ MC58お よ び H44/76） な ら び に 2つ の 異 種 菌 株 （ M97250687お
よ び M9725078） を 外 因 性 補 体 源 と し て の 幼 ウ サ ギ 血 清 と 共 に 用 い て 、 プ ー ル し た 血 清 に 対
し て 行 っ た 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 以 下 の 表 に こ れ ら の 結 果 （ 50％ 死 滅 に 対 す る 殺 菌 力 価 ） を 示 す 。
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ １ ０ 】
　 明 ら か に 、 L3（ 2g2） ま た は 中 間 体 （ 2gecon1b-1） エ ピ ト ー プ の 存 在 は 交 差 殺 菌 性 抗 体
を 誘 導 す る が 、 ト ラ ン ケ ー ト 型 LPS菌 株 （ C6） か ら の ブ レ ブ は よ り 低 レ ベ ル の 交 差 反 応 性
抗 体 を 誘 導 す る 。 こ れ は 特 に 、 1μ gの OMVを 注 射 し た と き に 示 さ れ た 。
【 ０ １ １ １ 】
　 さ ら に 、 DOCで 精 製 し た OMVの 場 合 に 示 さ れ る よ う に 、 ブ レ ブ の LPS含 有 量 を 低 下 さ せ る
と 、 交 差 殺 菌 性 抗 体 の 誘 導 が 減 少 す る 。 LPSの 増 加 は 別 と し て 、 DOCフ リ ー の ブ レ ブ は ま た
、 リ ポ タ ン パ ク 質 の よ う な OMVと ゆ る く 相 互 作 用 す る 一 部 の タ ン パ ク 質 を 有 利 に 保 持 し う
る と 考 え ら れ る 。
【 ０ １ １ ２ 】
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は 交 差 殺 菌 性 抗 体 を 誘 導 し た

実 施 例 3:　 LgtGの 構 成 的 発 現 を も た ら す lgtG遺 伝 子 の 突 然 変 異 － lgtG「 固 定 」 突 然 変 異 体



　 鋳 型 と し て 髄 膜 炎 菌 株 35E（ L2免 疫 型 タ イ ピ ン グ 株 ） を 使 用 し 、 プ ラ イ マ ー 対 Lg1: 5’ -
ATG AAG CTC AAA ATA GAC ATT G-3’ お よ び Lg21: 5’ - ATC TGC GGG CGG CGG CGC GAC TT
G GAT-3’ 、 な ら び に プ ラ イ マ ー 対 LGdel18: 5’ -GAA TTC GGA TCC AAC TGA TTG TGG CGC 
ATT CC-3’ お よ び Lg2UP: 5’ - TTA TAC GGA TGC CAG C
AT GTC-3’ （ 下 線 を 引 い た 配 列 は 髄 膜 炎 菌 の 取 込 み 配 列 を 示 す ） を 用 い て 2つ の PCR産 物 を
取 得 し た 。 こ れ ら の 産 物 を 精 製 し 、 そ の 後 プ ラ イ マ ー と し て Lg1お よ び Lg2UPを 用 い る ス プ
ラ イ ス オ ー バ ー ラ ッ プ PCRに お い て 使 用 し て 最 終 産 物 を 得 、 こ れ を pGEM-T Easyベ ク タ ー (P
romega)に ク ロ ー ニ ン グ し た 。 得 ら れ た プ ラ ス ミ ド pL2+の 配 列 決 定 を 行 っ て 、 lgtGの 野 生
型 ポ リ Cト ラ ク ト 中 の 11個 の C残 基 か ら な る 野 生 型 配 列 が 5’ -CGCCGCCGCCC-3’ で 置 換 さ れ
て い る こ と を 確 認 し た 。 突 然 変 異 領 域 の lgtGコ ー ド 配 列 の 配 列 を 図 4に 示 す ［ 図 4は 、 髄 膜
炎 菌 株 35Eの lgtG遺 伝 子 の 野 生 型 配 列 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 、 プ ラ ス ミ ド pL2+に 含 ま れ る l
gtG「 固 定 」 突 然 変 異 （ 下 線 、 太 字 ） の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と の ア ラ イ メ ン ト を 示 す 。 lgtG:
:kan突 然 変 異 体 を 構 築 す る た め に 用 い る XcmI制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 切 断 部 位 も 示 さ れ る
］ 。
【 ０ １ １ ３ 】
　

　 lgtG「 固 定 」 突 然 変 異 に 形 質 転 換 し 、 か つ イ ム ノ コ ロ ニ ー -ブ ロ ッ ト ス ク リ ー ニ ン グ で L
PS表 現 型 を 検 出 す る た め に は 、 LgtGの 発 現 を 「 オ フ 」 に 固 定 し た 菌 株 を 作 製 す る こ と が 必
要 で あ っ た 。 pUK4kanか ら の カ ナ マ イ シ ン カ セ ッ ト を pL2+の XcmI部 位 に ク ロ ー ニ ン グ し た
。 得 ら れ た プ ラ ス ミ ド plgtG::kanを 用 い て 2G2（ 上 記 参 照 ） を カ ナ マ イ シ ン 耐 性 に 形 質 転
換 し 、 lgtG::kan対 立 遺 伝 子 の 正 し い 位 置 を 、 プ ラ イ マ ー と し て Lg1お よ び Lg4 5’ -AACCGT
TTTCCTATTCCCAT-3’ を 用 い る PCRに よ り 確 認 し 、 続 い て 同 一 の プ ラ イ マ ー を 用 い て ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 解 析 を 行 っ た 。 得 ら れ た 菌 株 c3lgtA2GlgtG::kan-3は 、 MC58親 株 ; siaD::ery l
gtAG2 lgtG::kanの 遺 伝 子 型 を 有 し て い た 。 次 に 、 こ の 菌 株 を プ ラ ス ミ ド pL2+で 形 質 転 換
し 、 L2表 現 型 を 有 す る コ ロ ニ ー に つ い て コ ロ ニ ー -イ ム ノ ブ ロ ッ ト (Mn 42F12.32)で ス ク リ
ー ニ ン グ し た 。 陽 性 コ ロ ニ ー を 取 り 上 げ て 、 カ ナ マ イ シ ン 感 受 性 に つ い て と 、 プ ラ イ マ ー
と し て Lg1お よ び Lg8 5’ -CAC CGA TAT GCC CGA ACT CTA-3’ を 用 い る PCRと の 両 方 に よ り
試 験 し 、 続 い て プ ラ イ マ ー Lg5 5’ -CAC CGC CAA ACT GAT TGT-3’ を 用 い て 配 列 解 析 を 行
う こ と に よ り lgtG「 固 定 」 突 然 変 異 が lgtG::kan対 立 遺 伝 子 に 取 っ て 代 わ っ た こ と を 確 認
し た 。 得 ら れ た 菌 株 c3lgtA2GlgtGL2+は 、 MC58親 株 ; siaD::ery lgtAG2 lgtG「 固 定 」 の 遺
伝 子 型 を 有 し て い た 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ １ ４ 】
【 図 １ 】 L2免 疫 型 と L3ま た は L4ま た は L1免 疫 型 と の LOS糖 構 造 の 主 な 相 違 点 を 示 す 。
【 図 ２ 】 L3免 疫 型 と L2免 疫 型 と の LOS糖 構 造 の 主 な 相 違 点 を 示 す 。
【 図 ３ 】 L3免 疫 型 と L1免 疫 型 と の LOS糖 構 造 の 主 な 相 違 点 を 示 す 。
【 図 ４ 】 髄 膜 炎 菌 株 35Eの lgtG遺 伝 子 の 野 生 型 配 列 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 、 プ ラ ス ミ ド pL2
+に 含 ま れ る lgtG「 固 定 」 突 然 変 異 （ 下 線 、 太 字 ） の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と の ア ラ イ メ ン ト
を 示 す 。
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lgtG「 固 定 」 突 然 変 異 を 染 色 体 に 導 入 す る た め の 菌 株 MC58c3lgtAG2の pL2+に よ る 形 質 転
換



【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】 【 図 ４ 】
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【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 16年 10月 18日 (2004.10.18)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 特 許 請 求 の 範 囲
【 補 正 対 象 項 目 名 】 全 文
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 免 疫 原 性 組 成 物 を 製 造 す る た め の 、 低 下 し た 相 変 異 性 の L2ま た は L3 LOS免 疫 型 を 有 す る
遺 伝 子 操 作 ナ イ セ リ ア 属 菌 株 の 作 製 方 法 で あ っ て 、 以 下 の ス テ ッ プ ：
　 a)　 相 変 異 性 LOS合 成 を 示 す ナ イ セ リ ア 属 菌 株 を 選 択 す る こ と 、
　 b)　 該 菌 株 を 遺 伝 子 操 作 す る こ と に よ り 、 相 変 異 性 lgtAお よ び ／ ま た は lgtG LOSオ リ ゴ
糖 合 成 遺 伝 子 の 発 現 を よ り 低 い 相 変 異 性 に す る よ う に 該 遺 伝 子 の ホ モ ポ リ マ ー ヌ ク レ オ チ
ド ト ラ ク ト を 改 変 す る こ と 、
　 c)　 該 ナ イ セ リ ア 属 菌 株 か ら L2ま た は L3 LOSを 単 離 す る こ と 、
　 d)　 単 離 し た L2ま た は L3 LOSを 製 薬 上 許 容 さ れ る 賦 形 剤 に よ り 製 剤 化 す る こ と 、
を 含 ん で な る 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 LOSオ リ ゴ 糖 合 成 遺 伝 子 が 該 遺 伝 子 の 発 現 を 非 相 変 異 性 に す る よ う に 改 変 さ れ る 、 請 求
項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 非 相 変 異 性 で あ る LOS免 疫 型 を 有 す る 遺 伝 子 操 作 ナ イ セ リ ア 属 菌 株 を 作 製 す る た め の 、
請 求 項 １ ま た は ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 ナ イ セ リ ア 属 菌 株 が 髄 膜 炎 菌 株 、 好 ま し く は 髄 膜 炎 菌 Bで あ る 、 請 求 項 １ ～ ３ の い ず れ
か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 L2 LOS免 疫 型 を 有 す る 遺 伝 子 操 作 ナ イ セ リ ア 属 菌 株 を 作 製 す る た め の 、 請 求 項 １ ～ ４ の
い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 ス テ ッ プ a)に お い て 、 相 変 異 性 の L2 LOS合 成 を 示 す ナ イ セ リ ア 属 菌 株 を 選 択 す る 、 請 求
項 ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 ス テ ッ プ b)が lgtA遺 伝 子 産 物 の 発 現 を 固 定 さ せ る ス テ ッ プ を 含 む 、 請 求 項 ５ ま た は ６ に
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 lgtA遺 伝 子 産 物 の 発 現 が 、 該 遺 伝 子 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を イ ン フ レ ー ム で
維 持 し な が ら 、 該 遺 伝 子 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム 内 の ホ モ ポ リ マ ー ヌ ク レ オ チ ド
ト ラ ク ト の 長 さ を 短 縮 す る こ と に よ り 固 定 さ れ る 、 請 求 項 ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 lgtAオ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム 内 の ホ モ ポ リ マ ー Gト ラ ク ト が 8、 5ま た は 2個 連 続 し
た Gヌ ク レ オ チ ド に 短 縮 さ れ る 、 請 求 項 ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 lgtA遺 伝 子 産 物 の 発 現 が 、 該 遺 伝 子 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を イ ン フ レ ー ム で
維 持 し な が ら 、 グ リ シ ン を コ ー ド す る 1つ 以 上 の GGGコ ド ン が グ リ シ ン を コ ー ド す る 他 の 任
意 の コ ド ン も し く は 保 存 的 突 然 変 異 を コ ー ド す る コ ド ン に 変 更 さ れ る よ う に 、 お よ び ／ ま
た は セ リ ン を コ ー ド す る TCGコ ド ン が セ リ ン を コ ー ド す る 他 の 任 意 の コ ド ン も し く は 保 存
的 突 然 変 異 を コ ー ド す る コ ド ン に 変 更 さ れ る よ う に 、 lgtA遺 伝 子 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ
フ レ ー ム 内 の ホ モ ポ リ マ ー Gヌ ク レ オ チ ド ト ラ ク ト の 配 列 を 変 え る こ と に よ り 固 定 さ れ る
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、 請 求 項 ７ ～ ９ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 前 記 ホ モ ポ リ マ ー ト ラ ク ト 中 の 2、 3ま た は 4つ の コ ド ン が 、 好 ま し く は 同 一 の ア ミ ノ 酸
を コ ー ド す る よ う に 、 変 更 さ れ る 、 請 求 項 10に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 ス テ ッ プ b)が lgtG遺 伝 子 産 物 の 発 現 を 固 定 さ せ る ス テ ッ プ を 含 む 、 請 求 項 ５ ～ 11の い ず
れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 lgtG遺 伝 子 産 物 の 発 現 が 、 該 遺 伝 子 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を イ ン フ レ ー ム で
維 持 し な が ら 、 該 遺 伝 子 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム 内 の ホ モ ポ リ マ ー ヌ ク レ オ チ ド
ト ラ ク ト の 長 さ を 短 縮 す る こ と に よ り 固 定 さ れ る 、 請 求 項 12に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 lgtGオ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム 内 の ホ モ ポ リ マ ー Cト ラ ク ト が 8、 5ま た は 2個 連 続 し
た Cヌ ク レ オ チ ド に 短 縮 さ れ る 、 請 求 項 13に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 lgtG遺 伝 子 産 物 の 発 現 が 、 該 遺 伝 子 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を イ ン フ レ ー ム で
維 持 し な が ら 、 プ ロ リ ン を コ ー ド す る 1つ 以 上 の CCCコ ド ン が プ ロ リ ン を コ ー ド す る 他 の 任
意 の コ ド ン も し く は 保 存 的 突 然 変 異 を コ ー ド す る コ ド ン に 変 更 さ れ る よ う に 、 お よ び ／ ま
た は ア ラ ニ ン を コ ー ド す る GCCコ ド ン が ア ラ ニ ン を コ ー ド す る 他 の 任 意 の コ ド ン も し く は
保 存 的 突 然 変 異 を コ ー ド す る コ ド ン に 変 更 さ れ る よ う に 、 lgtG遺 伝 子 の オ ー プ ン リ ー デ ィ
ン グ フ レ ー ム 内 の ホ モ ポ リ マ ー Cヌ ク レ オ チ ド ト ラ ク ト の 配 列 を 変 え る こ と に よ り 固 定 さ
れ る 、 請 求 項 12～ 14の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 前 記 ホ モ ポ リ マ ー ト ラ ク ト 中 の 2、 3ま た は 4つ の コ ド ン が 、 好 ま し く は 同 一 の ア ミ ノ 酸
を コ ー ド す る よ う に 、 変 更 さ れ る 、 請 求 項 15に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 ス テ ッ プ b)が 、 lgtA遺 伝 子 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を イ ン フ レ ー ム で 維 持 し な
が ら 、 該 遺 伝 子 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム 内 の ホ モ ポ リ マ ー Gヌ ク レ オ チ ド ト ラ ク
ト の 長 さ を 5ま た は 2個 連 続 し た Gヌ ク レ オ チ ド に 短 縮 す る こ と に よ り （ ま た 場 合 に よ り 、
グ リ シ ン を コ ー ド す る 1つ 以 上 の GGGコ ド ン が グ リ シ ン を コ ー ド す る 他 の 任 意 の コ ド ン も し
く は 保 存 的 突 然 変 異 を コ ー ド す る コ ド ン に 変 更 さ れ る よ う に 、 お よ び ／ ま た は セ リ ン を コ
ー ド す る TCGコ ド ン が セ リ ン を コ ー ド す る 他 の 任 意 の コ ド ン も し く は 保 存 的 突 然 変 異 を コ
ー ド す る コ ド ン に 変 更 さ れ る よ う に 、 ホ モ ポ リ マ ー Gヌ ク レ オ チ ド ト ラ ク ト の 配 列 を 変 え
る こ と に よ り ） 、 lgtA遺 伝 子 産 物 の 発 現 を 固 定 さ せ る ス テ ッ プ 、 お よ び 、 lgtG遺 伝 子 の オ
ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を イ ン フ レ ー ム で 維 持 し な が ら 、 プ ロ リ ン を コ ー ド す る 1、 2
ま た は 3つ の CCCコ ド ン が プ ロ リ ン を コ ー ド す る 他 の 任 意 の コ ド ン も し く は 保 存 的 突 然 変 異
を コ ー ド す る コ ド ン に 変 更 さ れ る よ う に 、 お よ び ／ ま た は ア ラ ニ ン を コ ー ド す る GCCコ ド
ン が ア ラ ニ ン を コ ー ド す る 他 の 任 意 の コ ド ン も し く は 保 存 的 突 然 変 異 を コ ー ド す る コ ド ン
に 変 更 さ れ る よ う に 、 lgtG遺 伝 子 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム 内 の ホ モ ポ リ マ ー Cヌ
ク レ オ チ ド ト ラ ク ト の 配 列 を 変 え る こ と に よ り 、 lgtG遺 伝 子 産 物 の 発 現 を 固 定 さ せ る ス テ
ッ プ を 含 む 、 請 求 項 ５ ま た は ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 L3 LOS免 疫 型 を 有 す る 遺 伝 子 操 作 ナ イ セ リ ア 属 菌 株 を 作 製 す る た め の 、 請 求 項 １ ～ ４ の
い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 ス テ ッ プ a)に お い て 、 相 変 異 性 の L3 LOS合 成 を 示 す ナ イ セ リ ア 属 菌 株 を 選 択 す る 、 請 求
項 18に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 ス テ ッ プ b)が lgtA遺 伝 子 産 物 の 発 現 を 固 定 さ せ る ス テ ッ プ を 含 む 、 請 求 項 18ま た は 19に
記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 ２ １ 】
　 lgtA遺 伝 子 産 物 の 発 現 が 、 該 遺 伝 子 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を イ ン フ レ ー ム で
維 持 し な が ら 、 該 遺 伝 子 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム 内 の ホ モ ポ リ マ ー ヌ ク レ オ チ ド
ト ラ ク ト の 長 さ を 短 縮 す る こ と に よ り 固 定 さ れ る 、 請 求 項 20に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 lgtAオ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム 内 の ホ モ ポ リ マ ー Gト ラ ク ト が 8、 5ま た は 2個 連 続 し
た Gヌ ク レ オ チ ド に 短 縮 さ れ る 、 請 求 項 21に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 lgtA遺 伝 子 産 物 の 発 現 が 、 該 遺 伝 子 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を イ ン フ レ ー ム で
維 持 し な が ら 、 グ リ シ ン を コ ー ド す る 1つ 以 上 の GGGコ ド ン が グ リ シ ン を コ ー ド す る 他 の 任
意 の コ ド ン も し く は 保 存 的 突 然 変 異 を コ ー ド す る コ ド ン に 変 更 さ れ る よ う に 、 お よ び ／ ま
た は セ リ ン を コ ー ド す る TCGコ ド ン が セ リ ン を コ ー ド す る 他 の 任 意 の コ ド ン も し く は 保 存
的 突 然 変 異 を コ ー ド す る コ ド ン に 変 更 さ れ る よ う に 、 lgtA遺 伝 子 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ
フ レ ー ム 内 の ホ モ ポ リ マ ー Gヌ ク レ オ チ ド ト ラ ク ト の 配 列 を 変 え る こ と に よ り 固 定 さ れ る
、 請 求 項 20～ 22の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 前 記 ホ モ ポ リ マ ー ト ラ ク ト 中 の 2、 3ま た は 4つ の コ ド ン が 、 好 ま し く は 同 一 の ア ミ ノ 酸
を コ ー ド す る よ う に 、 変 更 さ れ る 、 請 求 項 23に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 ス テ ッ プ b)が lgtG遺 伝 子 か ら の 機 能 性 遺 伝 子 産 物 の 発 現 を 永 久 的 に ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ
ョ ン さ せ る ス テ ッ プ を 含 む 、 請 求 項 18～ 24の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 lgtG遺 伝 子 か ら の 機 能 性 遺 伝 子 産 物 の 発 現 が 、 好 ま し く は 該 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー ま た
は オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム の 全 部 ま た は 一 部 を 欠 失 さ せ る こ と に よ り 、 ス イ ッ チ オ
フ さ れ る 、 請 求 項 25に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 ス テ ッ プ b)が 、 lgtA遺 伝 子 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を イ ン フ レ ー ム で 維 持 し な
が ら 、 該 遺 伝 子 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム 内 の ホ モ ポ リ マ ー Gヌ ク レ オ チ ド ト ラ ク
ト の 長 さ を 2個 連 続 し た Gヌ ク レ オ チ ド に 短 縮 す る こ と に よ り lgtA遺 伝 子 産 物 の 発 現 を 固 定
さ せ る ス テ ッ プ 、 お よ び 、 lgtG遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー ま た は オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー
ム の 全 部 ま た は 一 部 を 欠 失 さ せ る こ と に よ り lgtG遺 伝 子 か ら の 機 能 性 遺 伝 子 産 物 の 発 現 を
ス イ ッ チ オ フ す る ス テ ッ プ を 含 む 、 請 求 項 18ま た は 19に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 ス テ ッ プ b)が 、 lgtC遺 伝 子 か ら の 機 能 性 遺 伝 子 産 物 の 発 現 を 、 好 ま し く は 該 遺 伝 子 を ス
イ ッ チ オ フ す る こ と に よ り 、 最 も 好 ま し く は 該 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー ま た は オ ー プ ン リ ー
デ ィ ン グ フ レ ー ム の 全 部 ま た は 一 部 を 欠 失 さ せ る こ と に よ り 、 永 久 的 に ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー
シ ョ ン さ せ る ス テ ッ プ を 含 む 、 請 求 項 ５ ～ 27の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 ス テ ッ プ a)が lgtB - で あ る ナ イ セ リ ア 属 菌 株 を 選 択 す る ス テ ッ プ を 含 む か 、 あ る い は 、
ス テ ッ プ b)が 、 lgtBま た は lgtE遺 伝 子 か ら の 機 能 性 遺 伝 子 産 物 の 発 現 を 、 好 ま し く は 該 遺
伝 子 を ス イ ッ チ オ フ す る こ と に よ り 、 最 も 好 ま し く は 該 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー ま た は オ ー
プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム の 全 部 ま た は 一 部 を 欠 失 さ せ る こ と に よ り 、 永 久 的 に ダ ウ ン レ
ギ ュ レ ー シ ョ ン さ せ る よ う に 、 該 菌 株 を 遺 伝 子 操 作 す る ス テ ッ プ を さ ら に 含 む 、 請 求 項 ５
～ 28の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 ス テ ッ プ a)が 莢 膜 多 糖 を 合 成 で き な い ナ イ セ リ ア 属 菌 株 を 選 択 す る ス テ ッ プ を 含 む か 、
あ る い は 、 ス テ ッ プ b)が 、 好 ま し く は 以 下 の 遺 伝 子 ： siaD（ synDと し て も 知 ら れ る ） 、 ct
rA、 ctrB、 ctrC、 ctrD、 synA（ synXお よ び siaAに 相 当 ） 、 synB（ siaBに 相 当 ） ま た は synC
（ siaCに 相 当 ） の う ち １ つ の 遺 伝 子 か ら の 機 能 性 遺 伝 子 産 物 の 発 現 を 永 久 的 に ダ ウ ン レ ギ
ュ レ ー シ ョ ン さ せ る こ と に よ り 、 よ り 好 ま し く は 該 遺 伝 子 を ス イ ッ チ オ フ す る こ と に よ り
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、 最 も 好 ま し く は 該 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー ま た は オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム の 全 部 ま
た は 一 部 を 欠 失 さ せ る こ と に よ り 、 莢 膜 多 糖 の 合 成 が で き な い よ う に 該 菌 株 を 遺 伝 子 操 作
す る ス テ ッ プ を さ ら に 含 む 、 請 求 項 ５ ～ 29の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 ス テ ッ プ a)が msbB - お よ び ／ ま た は htrB - で あ る ナ イ セ リ ア 属 菌 株 を 選 択 す る ス テ ッ プ を
含 む か 、 あ る い は 、 ス テ ッ プ b)が 、 msbBお よ び ／ ま た は htrB遺 伝 子 か ら の 機 能 性 遺 伝 子 産
物 の 発 現 を 、 好 ま し く は 該 遺 伝 子 を ス イ ッ チ オ フ す る こ と に よ り 、 最 も 好 ま し く は 該 遺 伝
子 の プ ロ モ ー タ ー ま た は オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム の 全 部 ま た は 一 部 を 欠 失 さ せ る こ
と に よ り 、 永 久 的 に ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン さ せ る よ う に 、 該 菌 株 を 遺 伝 子 操 作 す る ス テ
ッ プ を さ ら に 含 む 、 請 求 項 ５ ～ 30の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 請 求 項 ５ ～ 17お よ び 28～ 31の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 に よ り 、 固 定 さ れ た L2免 疫 型 を
有 す る 遺 伝 子 操 作 ナ イ セ リ ア 属 菌 株 を 作 製 し 、 得 ら れ た 菌 株 か ら L2 LOSを 単 離 す る ス テ ッ
プ を 含 ん で な る 、 L2 LOSの 単 離 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 L2 LOSを 、 T細 胞 エ ピ ト ー プ 源 を 含 む 担 体 に コ ン ジ ュ ゲ ー ト さ せ る 追 加 の ス テ ッ プ 、 お
よ び ／ ま た は L2 LOSを リ ポ ソ ー ム 製 剤 で 提 示 さ せ る ス テ ッ プ を 含 む 、 請 求 項 32に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 請 求 項 ５ ～ 17お よ び 28～ 31の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 に よ り 、 固 定 さ れ た L2免 疫 型 を
有 す る 遺 伝 子 操 作 ナ イ セ リ ア 属 菌 株 を 作 製 し 、 得 ら れ た 菌 株 か ら ブ レ ブ を 単 離 す る ス テ ッ
プ を 含 ん で な る 、 L2 LOS免 疫 型 を 有 す る ナ イ セ リ ア 属 ブ レ ブ の 単 離 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 ブ レ ブ を 単 離 す る ス テ ッ プ が 、 0～ 0.3％ 、 好 ま し く は 0.05～ 0.2％ 、 最 も 好 ま し く は お
よ そ 0.1％ ま た は 正 確 に 0.1％ の デ オ キ シ コ ー ル 酸 塩 に よ る 抽 出 を 含 む 、 請 求 項 34に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 L2 LOSを 、 や は り ブ レ ブ 内 に 存 在 す る 外 膜 タ ン パ ク 質 に ブ レ ブ 内 コ ン ジ ュ ゲ ー ト さ せ る
追 加 の ス テ ッ プ を 含 む 、 請 求 項 34ま た は 35に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 請 求 項 18～ 31の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 に よ り 、 固 定 さ れ た L3免 疫 型 を 有 す る 遺 伝 子
操 作 ナ イ セ リ ア 属 菌 株 を 作 製 し 、 得 ら れ た 菌 株 か ら L3 LOSを 単 離 す る ス テ ッ プ を 含 ん で な
る 、 L3 LOSの 単 離 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 L3 LOSを 、 T細 胞 エ ピ ト ー プ 源 を 含 む 担 体 に コ ン ジ ュ ゲ ー ト さ せ る 追 加 の ス テ ッ プ 、 お
よ び ／ ま た は L3 LOSを リ ポ ソ ー ム 製 剤 で 提 示 さ せ る ス テ ッ プ を 含 む 、 請 求 項 37に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 請 求 項 18～ 31の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 に よ り 、 固 定 さ れ た L3免 疫 型 を 有 す る 遺 伝 子
操 作 ナ イ セ リ ア 属 菌 株 を 作 製 し 、 得 ら れ た 菌 株 か ら ブ レ ブ を 単 離 す る ス テ ッ プ を 含 ん で な
る 、 L3 LOS免 疫 型 を 有 す る ナ イ セ リ ア 属 ブ レ ブ の 単 離 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 ブ レ ブ を 単 離 す る ス テ ッ プ が 、 0～ 0.3％ 、 好 ま し く は 0.05～ 0.2％ 、 最 も 好 ま し く は お
よ そ 0.1％ ま た は 正 確 に 0.1％ の デ オ キ シ コ ー ル 酸 塩 に よ る 抽 出 を 含 む 、 請 求 項 39に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 L3 LOSを 、 や は り ブ レ ブ 内 に 存 在 す る 外 膜 タ ン パ ク 質 に ブ レ ブ 内 コ ン ジ ュ ゲ ー ト さ せ る
追 加 の ス テ ッ プ を 含 む 、 請 求 項 39ま た は 40に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 単 離 さ れ た L2 LOSを 請 求 項 32ま た は 33に 記 載 の 方 法 に よ り 取 得 す る か 、 ま た は L2 LOS免
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疫 型 を 有 す る 単 離 さ れ た ナ イ セ リ ア 属 ブ レ ブ を 請 求 項 34～ 36の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法
に よ り 取 得 し 、 該 L2 LOSま た は ブ レ ブ を 製 薬 上 許 容 さ れ る 賦 形 剤 に よ り 製 剤 化 す る ス テ ッ
プ を 含 ん で な る 、 免 疫 原 性 組 成 物 の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 単 離 さ れ た L3 LOSを 請 求 項 37ま た は 38に 記 載 の 方 法 に よ り 取 得 す る か 、 ま た は L3 LOS免
疫 型 を 有 す る 単 離 さ れ た ナ イ セ リ ア 属 ブ レ ブ を 請 求 項 39～ 41の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法
に よ り 取 得 し 、 該 L3 LOSま た は ブ レ ブ を 製 薬 上 許 容 さ れ る 賦 形 剤 に よ り 製 剤 化 す る ス テ ッ
プ を 含 ん で な る 、 免 疫 原 性 組 成 物 の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 単 離 さ れ た L2 LOSを 請 求 項 32ま た は 33に 記 載 の 方 法 に よ り 取 得 す る か 、 ま た は L2 LOS免
疫 型 を 有 す る 単 離 さ れ た ナ イ セ リ ア 属 ブ レ ブ を 請 求 項 34～ 36の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法
に よ り 取 得 し 、 単 離 さ れ た L3 LOSを 請 求 項 37ま た は 38に 記 載 の 方 法 に よ り 取 得 す る か 、 ま
た は L3 LOS免 疫 型 を 有 す る 単 離 さ れ た ナ イ セ リ ア 属 ブ レ ブ を 請 求 項 39～ 41の い ず れ か １ 項
に 記 載 の 方 法 に よ り 取 得 し 、 該 L2お よ び L3成 分 を 製 薬 上 許 容 さ れ る 賦 形 剤 と 共 に 混 合 す る
ス テ ッ プ を 含 ん で な る 、 多 価 免 疫 原 性 組 成 物 の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 L2ま た は L3ナ イ セ リ ア 属 菌 株 を 高 細 胞 密 度 へ と 増 殖 さ せ る 方 法 で あ っ て 、 以 下 の ス テ ッ
プ ：
　 a)　 請 求 項 5～ 31の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 に よ り ナ イ セ リ ア 属 菌 株 を 遺 伝 子 操 作 す
る こ と 、
　 b)　 該 菌 株 を 発 酵 槽 内 で 高 細 胞 密 度 へ と 増 殖 さ せ る こ と 、
を 含 ん で な る 方 法 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 前 記 菌 株 を 、 鉄 を 制 限 し な い 条 件 下 で OD 4 5 0  10～ 19、 好 ま し く は 12～ 16の 細 胞 密 度 へ と
増 殖 さ せ る か 、 ま た は 鉄 を 制 限 し た 条 件 下 で OD 4 5 0  6～ 12、 好 ま し く は 8～ 10の 細 胞 密 度 へ
と 増 殖 さ せ る 、 請 求 項 45に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 L2ま た は L3ナ イ セ リ ア 属 菌 株 を 請 求 項 45ま た は 46に 記 載 の 方 法 に よ り 高 細 胞 密 度 へ と 増
殖 さ せ 、 得 ら れ た 菌 株 か ら L2ま た は L3 LOSを 単 離 す る ス テ ッ プ を 含 ん で な る 、 ナ イ セ リ ア
属 L2ま た は L3 LOSの 単 離 方 法 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 L2ま た は L3 LOSを 、 T細 胞 エ ピ ト ー プ 源 を 含 む 担 体 に コ ン ジ ュ ゲ ー ト さ せ る 追 加 の ス テ
ッ プ 、 お よ び ／ ま た は 、 L2ま た は L3 LOSを リ ポ ソ ー ム 製 剤 で 提 示 さ せ る ス テ ッ プ を 含 む 、
請 求 項 47に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 L2ま た は L3ナ イ セ リ ア 属 菌 株 を 請 求 項 45ま た は 46に 記 載 の 方 法 に よ り 高 細 胞 密 度 へ と 増
殖 さ せ 、 得 ら れ た 菌 株 か ら ブ レ ブ を 単 離 す る ス テ ッ プ を 含 ん で な る 、 L2ま た は L3 LOS免 疫
型 を 有 す る ナ イ セ リ ア 属 ブ レ ブ の 単 離 方 法 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 ブ レ ブ を 単 離 す る ス テ ッ プ が 、 0～ 0.3％ 、 好 ま し く は 0.05～ 0.2％ 、 最 も 好 ま し く は お
よ そ 0.1％ ま た は 正 確 に 0.1％ の デ オ キ シ コ ー ル 酸 塩 に よ る 抽 出 を 含 む 、 請 求 項 49に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ５ １ 】
　 L2ま た は L3 LOSを 、 や は り ブ レ ブ 内 に 存 在 す る 外 膜 タ ン パ ク 質 に ブ レ ブ 内 コ ン ジ ュ ゲ ー
ト さ せ る 追 加 の ス テ ッ プ を 含 む 、 請 求 項 49ま た は 50に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
　 単 離 さ れ た L2も し く は L3 LOSを 請 求 項 47ま た は 48に 記 載 の 方 法 に よ り 取 得 す る か 、 ま た
は L2も し く は L3 LOS免 疫 型 を 有 す る 単 離 さ れ た ナ イ セ リ ア 属 ブ レ ブ を 請 求 項 49～ 51の い ず
れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 に よ り 取 得 し 、 該 L2も し く は L3 LOSま た は ブ レ ブ を 製 薬 上 許 容 さ れ
る 賦 形 剤 に よ り 製 剤 化 す る ス テ ッ プ を 含 ん で な る 、 免 疫 原 性 組 成 物 の 製 造 方 法 。
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【 請 求 項 ５ ３ 】
　 単 離 さ れ た L2 LOSを 請 求 項 47ま た は 48に 記 載 の 方 法 に よ り 取 得 す る か 、 ま た は L2 LOS免
疫 型 を 有 す る 単 離 さ れ た ナ イ セ リ ア 属 ブ レ ブ を 請 求 項 49～ 51の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法
に よ り 取 得 し 、 単 離 さ れ た L3 LOSを 請 求 項 47ま た は 48に 記 載 の 方 法 に よ り 取 得 す る か 、 ま
た は L3 LOS免 疫 型 を 有 す る 単 離 さ れ た ナ イ セ リ ア 属 ブ レ ブ を 請 求 項 49～ 51の い ず れ か １ 項
に 記 載 の 方 法 に よ り 取 得 し 、 該 L2お よ び L3成 分 を 製 薬 上 許 容 さ れ る 賦 形 剤 と 共 に 混 合 す る
ス テ ッ プ を 含 ん で な る 、 多 価 免 疫 原 性 組 成 物 の 製 造 方 法 。
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【 国 際 調 査 報 告 】
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